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Aujeszky’s  disease or Pseudorabies is an endemic disease causing 
economic losses to the Thai swine industries. The objective of this study is to produce 
recombinant protein from unique short 8 gene (Us 8) of pseudorabies virus and to 
develop immunochromatographic strip test for detecting pseudorabies–infected pigs. 
Nucleotides 156 to 174 of a wild type pseudorabies virus (8NP74) Us 8 gene were 
amplified by using polymerase chain reaction (PCR) and the PCR product was cloned 
into pGEM-Teasy plasmid and named gE pGEM-T. This plasmid was transformed into 
E. coli JM109 strain. After culturing, gE pGEM-T plasmid was extracted and cut with 
enzyme EcoRI. The cut sequence was cloned into pGEX 5x-3 expression vector. E. 
coli rosetta DE3 plysS was used for producing gE recombinant protein. Nucleotide 
sequence was again checked before gE recombinant protein production.  
Recombinant protein was tested by western immunoblotting analysis using known 
ELISA positive swine serum (HerdCheck Anti-ADV gpI, IDEXX, USA) and compared to 
the protein from the control bacteria. The result showed reaction at protein size around 
47 kDa. Recombinant protein was purified and tested using dot blot analysis. Positive 
reaction to known pseudorabies positive serum was demonstrated. From this study, gE 
recombinant protein was successfully produced using E. coli and potentially used for 
pseudorabies virus immunochromatographic test development. 
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บทที่  1 

บทน า 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

โรคพิษสุนัขบ้าเทียม (Aujeszky’s or Pseudorabies disease) เป็นโรคระบาดใน
สุกรซึ่งเคยก่อความเสียหายรุนแรงต่ออุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกรทั่วโลก  ลูกสุกรดูดนมที่ป่วยเป็น
โรคนี้จะมีอาการทางประสาท พบการนั่งแบบสุนัข (dog sitting) ตากรอกไปมา (nystagmus) หลัง
เหยียดแอ่น (opisthotonos) ชักตะกาย (paddle) สุกรที่แสดงอาการทางประสาทจะตายอย่าง
รวดเร็วภายใน 24-36 ชั่วโมง อัตราการตายในสุกรดูดนมอาจสูงถึงร้อยละ 100  ในสุกรขุนพบ
อาการทางระบบทางเดินหายใจ หอบ ปอดอักเสบ ปอดบวมน้้า (pulmonary edema) อัตราการ
ป่วยสูงแต่อัตราการตายต้่า  ในสุกรอุ้มท้องจะพบการแท้งได้  สุกรที่ไม่ตายจะกลับสู่สภาวะปกติ 
แต่จะพบการติดเชื้อไวรัสแบบแฝงติดทน (persistent infection ) เป็นพาหะและสามารถปล่อยเชื้อ 
(shedding) ออกมาเป็นระยะๆ และติดกลับไปยังสุกรที่ไวรับโรคได้ ซึ่งจะท้าให้ โรคนี้วนเวียนอยู่ใน
ฟาร์มเรื่อยๆ โดยจะมีการระบาดเป็นระยะๆ ในปัจจุบันโรคพิษสุนัขบ้าเทียมมีวิธีควบคุม และ
ป้องกันโรคที่ได้ผลดีคือ การท้าวัคซีนที่มีการตัดยีน (gene-deleted vaccine) ซึ่งสามารถจ้าแนก
ภูมิคุ้มกันที่สุกรสร้างต่อการติดเชื้อโดยธรรมชาติและภูมิคุ้มกันที่เกิดจากวัคซีนได้ ดังนั้นจึงสามารถ
ก้าจัดโรคด้วยวิธีการทดสอบและคัดทิ้งได้ (test and removal) (Komaromi and Szabo, 2005) 
โดยจะท้าการคัดทิ้งสุกรที่ให้ผลตรวจแอนติบอดีเป็นบวกต่อการแสดงออกของยีนที่ไม่มีในวัคซีน 
ซึ่งหมายถึงสุกรที่เคยติดเชื้อไวรัสทางธรรมชาติ (natural infection) จะมีแอนติบอดีต่อโปรตีน
ดังกล่าว โดยจะท้าการตรวจทั้งสุกรพันธุ์ในฝูงและสุกรทดแทนที่จะรับเข้ามาใหม่ ท้าให้ในหลาย
ประเทศสามารถก้าจัดโรคและประกาศเป็นเขตปลอดโรคพิษสุนัขบ้าเทียมแล้ว เช่น ในประเทศ
สหรัฐอเมริกาและประเทศออสเตรเลีย เป็นต้น และด้วยกระบวนการทดสอบและคัดทิ้งที่มีความ
แม่นย้าและมีประสิทธิภาพนี้ ร่วมกับนโยบายที่เหมาะสมของภาครัฐ ท้าให้การก้าจัดโรคในหลาย
ประเทศในยุโรปมีความก้าวหน้าเป็นอย่างยิ่ง  ส้าหรับสถานการณ์โรคพิษสุนัขบ้าเทียมในประเทศ
ไทยนั้น จัดได้ว่าเป็นโรคที่บุคคลากรในอุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกรไม่ค่อยให้ความส้าคัญนัก แต่
จากการส้ารวจสุกรสาวที่คัดทิ้งเนื่องจากปัญหาทางระบบสืบพันธุ์พบว่ามีร้อยละ 28 ที่ให้ผลบวก
ต่อการทดสอบแอนติบอดีต่อไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียม (Tummaruk and Tantilertcharoen, 2008) 
จึงเห็นได้ว่าโรคพิษสุนัขบ้าเทียมนี้นั้นมีส่วนสร้างความเสียหายอยู่ในระดับที่สูงพอสมควรใน
ประเทศไทยแต่ไม่ค่อยได้รับความสนใจจากทั้งภาครัฐและเกษตรกรผู้เลี้ยงสุกร 
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โดยทั่วไปแล้ว การควบคุมและก้าจัดโรคพิษสุนัขบ้าเทียมโดยการใช้วัคซีนทั้งชนิด
เชื้อเป็น (modified live vaccine) และทั้งชนิดเชื้อตาย  (killed vaccine) สามารถปฏิบัติได้ใน
ภาคสนามตามความเหมาะสมของความชุกของโรคและตามค้าแนะน้าของสัตวแพทย์  ซึ่งวัคซีน
โรคพิษสุนัขบ้าเทียมเป็นวัคซีนที่มีการตัดยีนบางส่วนของไวรัสที่ไม่จ้าเป็นต่อการแบ่งตัวของไวรัส
เช่น Thymidine kinase (TK), ยูนีคช๊อต 44 (Unique short 44 ควบคุมการสร้าง glycoprotein C 
หรือ gC) หรือ ยูนีคช๊อต 8 (ควบคุมการสร้าง  glycoprotein E หรือ gE) เป็นต้น โดยสุกรที่ได้รับ
วัคซีนจะสร้างแอนติบอดีที่ป้องกันโรค (protective immune) แต่จะไม่สร้างแอนติบอดีต่อโปรตีน
ของยีนส่วนที่ ถูกตัดทิ้งไปของวัคซีน ท้าให้สามารถคัดแยกสุกรที่ได้รับวัคซีนออกจากสุกรที่ติดเชื้อ
ได้ โดยปัจจุบันการตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อโรคพิษสุนัขบ้ าเทียมนั้นสามารถตรวจแอนติบอดีต่อ
โปรตีน  gE โดยวิธี competitive enzyme linked immunosorbant assays (cELISA) (IDEXX, 
USA) ซึ่งต้องส่งตัวอย่าง ซีรัมไปท้าการตรวจในห้องปฏิบัติการ และได้ผลตรวจภายใน 2-5 วัน ท้า
ให้ไม่สะดวกในการตรวจคัดกรองสุกร ทดแทนหรือสุกรพันธุ์ที่เป็ นพาหะอยู่ในฝูงซึ่ง อาจจะไม่
ทันท่วงทีท้าให้เกิดการแพร่โรคในระหว่างการกักโรคก่อนที่จะน้าสุกรเข้าฝูงหรือจะคัดสุกร พาหะท้ิง 
โดยเฉพาะในพื้นที่ที่เกษตรกรทั่วไปโดยเฉพาะรายย่อยไม่สะดวกในการน้าตัวอย่างมาส่ง ใน
ห้องปฏิบัติการ จึงน่าจะเป็นอุปสรรคหนึ่งที่ท้าให้ความก้าวหน้าใน การก้าจัดโรคพิษสุนัขบ้าเทียม
ในประเทศไทยเป็นไปอย่างไม่มีประสิทธิภาพเท่าที่ควร 

จากปัญหาดังกล่าวจึงเป็นมูลเหตุที่ท้าให้คณะผู้วิจัยมีความสนใจที่จะผลิตรีคอม
บิแนนต์โปรตีนจากยีนยูนีคช๊อต 8 ที่สามารถพัฒนาเป็นชุดทดสอบการติดเชื้อไวรัสพิษสุนัขบ้า
เทียมโดยใช้หลักการอิมมูโนโครมาโตกราฟฟิก ที่สามารถตรวจวินิจฉัยโรคในภาคสนามได้ทันที 
โดยไม่ต้องน้าตัวอย่างเข้ามาตรวจที่ห้องปฏิบัติการ  และไม่ต้องพึ่งเครื่องมือและอุปกรณ์เสริมใน
การตรวจ โดยสามารถใช้ชุดทดสอบดังกล่าวเป็นเครื่องมือในการตรวจเบื้องต้น (screening test) 
ในฝูงสุกรเพื่อการเฝ้าระวังโรค (monitoring) หรือใช้ในการตรวจสุกรทดแทนที่กักโรค (quarantine) 
ก่อนน้าเข้าฝูง ซึ่งเกษตรกรและสัตวแพทย์สามารถใช้ได้ในภาคสนามข้างตัวสัตว์ ทั้งนี้คณะผู้วิจัย
คาดว่าจะเป็นเครื่องมือที่มีประโยชน์และเพิ่มความคล่องตัวในการป้องกันควบคุมและก้าจัดโรค
พิษสุนัขบ้าเทียมได้อย่างมีประสิทธิภาพมากขึ้น นอกจากน้ีชุดทดสอบที่จะพัฒนาขึ้นนี้ยังไม่เคยมี
การผลิตเพื่อจ้าหน่ายทั้งในและต่างประเทศมาก่อน จึงมีศักยภาพในการผลิตเพื่อจ้าหน่ายทั้งใน
และต่างประเทศท่ียังมีความชุกของโรคพิษสุนัขบ้าเทียมอยู่ อีกทั้งยังช่วยลดการน้าเข้าชุดทดสอบ
ชนิดอีไลซาจากต่างประเทศอีกด้วย 
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วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. ผลิตรีคอมบิแนนต์โปรตีนจากส่วนหน่ึงของยีนยูนีคช๊อต 8 ในไวรัสพิษสุนัขบ้า
เทียมที่มีศักยภาพในการผลิตเป็นชุดตรวจสอบการติดเชื้อไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียม  

2. ทดสอบความสามารถของรีคอมบิแนนต์โปรตีนที่ผลิตขึ้นในการท้าปฎิกริยากับ  
anti-gE antibody ของสุกร 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. ได้รีคอมบิแนนโปรตีนซึ่งเป็นโปรตีนส่วนหนึ่งของไกลโคโปรตีนอีของไวรัสพิษสุนัขบ้า
เทียม 

2. สามารถน้ารีคอมบิแนนโปรตีนที่ผลิตได้ไปผลิตเป็นชุดทดสอบการติดเชื้อไวรัสพิษ
สุนัขบ้าเทียมในอนาคตได้ 

 



 -  4 - 
 

4 

บทที่  2 

เอกสารและงานวจิัยท่ีเกี่ยวข้อง 

ความเป็นมาและระบาดวิทยาของโรคพิษสุนัขบ้าเทียม 

โรคพิษสุนัขบ้าเทียมหรือ Aujeszky’s disease มีสาเหตุมาจากเชื้อไวรัสพิษสุนัข
บ้าเทียม (Pseudorabies virus, PrV) เป็นโรคที่ก่อความเสียหายแก่อุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกรทั่ว
โลก โดยมีการตรวจพบครั้งแรกในประเทศฮังการีในปี คศ. 1902 ในโคและสุนัขโดยศัลยสัตวแพทย์ 
Aladar Aujeszky (Mettenleiter, 2000; Nauwynck et al., 2007) หลังจากนั้นพบว่าโรคพิษสุนัข
บ้าเทียมนี้เป็นสาเหตุส้าคัญของการตายของสุกรในทุกช่วงอายุและเป็นสาเหตุของการ แท้งในแม่
สุกรอุ้มท้องทั่วทวีปยุโรป ในช่วงปลายทศวรรษท่ี 1960 ถึงต้นทศวรรษท่ี 1970 โรคพิษสุนัขบ้า
เทียมนี้ก็เป็นสาเหตุหลักของการตายในลูกสุกรและการแสดงอาการทางประสาทใน สุนัข โค แกะ
และแมวในประเทศสหรัฐอเมริกา หลังจากมีการพัฒนาวัคซีนและโปรแกรมก้าจัดโรคอุบัติการณ์
ของโรคพิษสุนัขบ้าเทียมก็ลดลงอย่างต่อเนื่อง แต่ปัจจุบันในหลายประเทศโดยเฉพาะสหรัฐอเมริกา
และในยุโรปเริ่มพบอุบัติการณ์ของโรคพิษสุนัขบ้าเทียมในสุกรป่า (wild boar) มากขึ้น (Corn et 
al., 2004; Wilson et al., 2009) จากการส้ารวจพบว่าสุกรป่าในประเทศสหรัฐอเมริการ้อยละ 30 มี
แอนติบอดีต่อไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียม (Wyckoff et al., 2009) ในปี คศ . 2008 มีการส้ารวจใน
ประเทศอิตาลีพบว่าสุกรร้อยละ 14.6 จากตัวอย่างทั้งหมด 141 ตัวอย่างให้ผลบวกต่อ gE ด้วยวิธี
อีไลซา (Foti et al., 2008) ในประเทศสาธารณรัฐเช็กการส้ารวจตัวอย่างจากสุกรป่าในปี คศ . 
2004-2005 พบว่ามีสุกรป่าที่ให้ผลบวก 101 ตัวจากสุกรที่ส้ารวจทั้งหมด 338 ตัว (Sedlak et al., 
2008) ในประเทศสโลวีเนียพบสุกรป่าให้ผลบวกต่อโรคพิษสุนัขบ้าเทียมร้อยละ 26 (Vengust et 
al., 2005) ปัญหาสุกรป่าติดไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียมนั้นเริ่มได้รับความสนใจมากขึ้นเนื่องจากระบบ
การเลี้ยงในหลายประเทศในยุโรปท้าให้สุกรป่ามีโอกาสในการสัมผัสกับสุกรบ้าน และมีโอกาสแพร่
เชื้อมากขึ้น (Wyckoff et al., 2009) ส่วนประเทศในเอเชียนั้น ปัญหาการติดเชื้อไวรัสพิษสุนัขบ้า
เทียมยังคงความส้าคัญในด้านของความต้องการในการก้าจัดโรคออกจากฟาร์ม เนื่องจากใน
หลายประเทศโรคพิษสุนัขบ้าเทียมยังจัดเป็นโรคประจ้าถิ่น จะเห็นได้จาก มีการศึกษาโดยท้า การ
ส้ารวจเน้ือเยื่อประสาทของสุกรที่ส่งมายังโรงฆ่าสัตว์ในประเทศเกาหลีใต้ด้วยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิ
เมอร์เรสต่อ gE ในป ีคศ. 2005 พบว่าให้ผลบวกร้อยละ 57.5 (Yoon et al., 2005) ส้าหรับประเทศ
ไทยน้ันมีการรายงานโรคพิษสุนัขบ้าเทียมครั้งแรกในปี พ .ศ. 2520 ในสุกรในจังหวัดนครปฐมพบ
สุกรตาย 200 ตัวจากสุกรที่เลี้ยงทั้งหมด 300 ตัว (มาโนช, 2546) จากการส้ารวจสุกรสาวที่คัดทิ้ง
เนื่องจากปัญหาทางระบบสืบพันธุ์ในปี คศ. 2008 พบว่ามีร้อยละ 28 ที่ให้ผลบวกต่อการทดสอบ
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แอนติบอดีต่อไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียม (Tummaruk et al., 2009) จะเห็นได้ว่าโรคพิษสุนัขบ้าเทียม
ยังคงก่อความเสียหายในหลายๆประเทศทั่วโลกรวมถึงในประเทศไทยด้วย  

สุกรเป็นโฮสต์ตามธรรมชาติ (natural host) ของไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียมแต่อย่างไร
ก็ตามไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียมจัดเป็นไวรัสที่สามารถติดได้ในสัตว์หลายชนิดเช่น สุนัข แมว โค แพะ 
แกะ แรคคูน สัตว์ฟันแทะ  เสือและม้า เป็นต้น (Kimman et al., 1991; Glass et al., 1994) ซึ่งการ
ติดเชื้อในสัตว์ที่ไม่ใช่โฮสต์ตามธรรมชาตินี้สัตว์ที่ติดเชื้อส่วนใหญ่จะมีอาการคันและอาการทาง
ประสาทและตายในที่สุด 

ไวรัสวิทยา 

ไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียม (pseudorabies virus, PRV) เป็นดีเอ็นเอไวรัสชนิดสายคู่ 
(double stranded DNA virus) วงศ ์Herpesviridae วงศ์ย่อย Alphavirus สกุล Varicellovirus มี
สายจีโนมซึ่งเป็น DNA ยาว 145    กิโลเบส (kilobase, kb) โดยมีการจัดเรียงโครงสร้างแบ่งเป็น
ส่วนต่างๆเรียงจาก 5’ ไป 3’ คือ ยูนีคลอง (Unique long, UL) อินเวอร์ดเตดรีพีท (Inverted-
repeat, IR) ยูนีคช๊อต (Unique short, US) และเทอร์มินอลรีพีท (Terminal repeat, TR) ไวรัสมี
เส้นผ่าศูนย์กลางยาว 100 - 150 นาโนเมตร (Nauwynck et al., 2007) ประกอบด้วยสี่ส่วนคือ 
จีโนมของไวรัสเป็นสายยาว (linear) อยู่ภายใน enveloped nucleocapsid ขนาด
เส้นผ่าศูนย์กลาง 105 - 110 นาโนเมตร ซึ่งฝังตัวอยู่ในเมตริกซ์โปรตีน       (หรือเรียกว่า 
tegument) และล้อมรอบด้วยเปลือกของไวรัส (virus envelope) ที่มีโครงสร้างเป็น lipid bilayer 
ซึ่งมี transmembrane protein ฝังอยู่ (ภาพที่ 1) envelope ประกอบด้วย structural protein 
อย่างน้อย 9 ชนิด ซึ่งมีน้้าหนักโมเลกุลตั้งแต่ 50-130 กิโลดาลตัน และพบว่า 8 ชนิดเป็นไกลโค
โปรตีน (glycoprotein) ไกลโคโปรตีนกลุ่มที่เป็น structural protein นี้มีความส้าคัญต่อการเข้าสู่
เซลล์โฮสต์และแพร่เชื้อของไวรัสเป็นอย่างยิ่งเช่น gC เป็นโปรตีนที่ท้าหน้าที่จับกับ heparin sulfate 
ที่ผิวเซลล์โฮสต์ (ภาพที่ 2) เช่น epithelial cells alveolar macrophages (Pomeranz et al., 
2005)หลังจากจับแล้ว gD จะจับกับ specific receptor ที่เซลล์โฮสต์เพื่อให้มีเสถียรภาพมากขึ้น 
หลังจากนั้น gB, gH และ gL จะรวมตัวเข้ากับเซลล์เมมเบรนของโฮสต์ (Mettenleiter, 2002) 
(ภาพที่3) แล้วปล่อยแคปสิดของไวรัสเข้าสู่เซลล์โฮสต์ หลังจากนั้นเชื้อจะเข้าสู่นิวเคลียสของโฮสต์ 
และเริ่มกระบวนการ transcription เมื่อมีการเพิ่มจ้านวนและประกอบเป็นตัวไวรัสแล้ว ส่วนโปรตีน 
gE และ gI จะจับด้วยกันเป็นสารเชิงซ้อน (complex) ท้าหน้าที่ช่วยในการแพร่กระจายไวรัสจาก
เซลล์หนึ่งไปอีกเซลล์หนึ่งโดยเฉพาะในเซลล์ประสาท (cell to cell spreading) ส่วนการแพร่ไวรัส
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ไปทั่วร่างกายน้ันเป็นแบบการไปกับเซลล์ในระบบ peripheral blood mononuclear cell ซึ่งมี
ความส้าคัญต่อการก่อโรค เช่น ท้าให้เกิดการแท้งในแม่สุกร (Nauwynck and Pensaert, 1992) 
ส่วน cell free viremia นั้นพบน้อยและมักไม่มีความส้าคัญกับพยาธิก้าเนิด (Wittmann et al., 
1980) ส่วนของไวรัสที่เกี่ยวข้องกับความรุนแรงของไวรัสแบ่งได้ 3 กลุ่มดังนี้ 1) envelop 
glycoprotein เช่น การตัด gE ท้าให้ไวรัสลดความรุนแรงลงโดยมีผลต่อการแพร่เชื้อเข้าสู่ระบบ
ประสาท (Kimman et al., 1992) 2) virus-encoded enzymes เช่น การตัดยีนที่ควบคุมการสร้าง 
Thymidine kinase มีผลท้าให้ลดการเพิ่มจ้านวนของไวรัสในเซลล์ประสาท (de Wind et al., 
1992; Ferrari et al., 1998; Ferrari et al., 2000) 3) nonessential capsid protein เช่น การขาด
หายไปของ UL21 ซึ่งเป็น capsid-associated tegument protein ท้าให้ไวรัสลดความรุนแรงลง 
(Klupp et al., 1992)  

 

ภาพท่ี 1 โครงสร้างไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียม (Pomeranz et al., 2005) 
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ภาพท่ี 2 การผ่านเข้าเซลล์ของไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียมในเซลล์ โดยการเริ่มน้าส่วน virion envelope 
สัมผัสกับกับเยื่อหุ้มเซลล์ (Mettenleiter, 2000) 
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ภาพท่ี 3 กระบวนการการผ่านเข้าเซลล์ของไวรัสกลุ่มอัลฟ่าเฮอร์ปีส์ไวรัส A) gC ของไวรัสจับกับเฮ
ปารินซัลเฟตของเซลล์เจ้าบ้าน B) gD ของไวรัสช่วยจับเพิ่มความแข็งแรง C) เกิดการรวมกันของ
เซลล์เจ้าบ้านและไวรัส D) ไวรัสปลดปล่อยแคปสิดเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน (Mettenleiter, 2002)  
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พยาธิวิทยาและวิทยาภูมิคุ้มกัน 

ลักษณะความรุนแรงของรอยโรคทางพยาธิวิทยาของโรคพิษสุนัขบ้าเทียมขึ้นอยู่
กับปัจจัยหลายประการคือ สายพันธุ์ของไวรัส (strain) อายุสุกรและปริมาณเชื้อที่ได้รับ 
(Pomeranz et al., 2005) โดยไวรัสสายพันธ์รุนแรงท้าให้เกิดการแพร่ของไวรัสในกระแสเลือด 
(viremia) (Nawynck and Pensaert, 1995) ในขณะที่ไวรัสสายพันธุ์ที่ไม่รุนแรงไวรัสมักจะอยู่ที่
บริเวณที่ได้รับเชื้อ โดยไวรัสสายพัน ธุ์รุนแรงนั้นสามารถพบเชื้อและแยกเชื้อได้จากเม็ดเลือดขาวใน
ชั้น buffy coat และจาก monocytes ในปอด (Iglesias et al., 1992) และพบเชื้อกระจายไปยัง
อวัยวะต่างๆ เช่น ตับ ม้าม ทอนซิลและมดลูกเป็นต้น นอกจากน้ียังสามารถพบการติดเชื้อแบบแฝง 
(latent infection) ในเซลล์ประสาท เช่น ใน trigeminal nerve ganglia (Pomeranz et al., 2005; 
Yoon et al., 2005; Yoon et al., 2006) ในสุกรที่ติดเชื้อแบบแฝงน้ี ยังสามารถพบเชื้อในทอนซิลได้
เช่นกันแม้จะน้อยกว่า (Maes et al., 1997) สุกรที่มีการติดเชื้อแบบแฝงนี้ไวรัสสามารถถูก กระตุ้น
และกลับมาแพร่เชื้อได้ในกรณีที่สุกรเกิดความเครียดหรือจากการได้รับสารกดภูมิคุ้มกัน 
(immunosuppressive agents) (Rziha et al., 1986) นอกจากน้ียังมีการวิจัยในหนูพบว่าแม่หนูที่
มีการติดเชื้อแบบแฝงนี้เมื่อต้ังท้องสามารถถ่ายทอดเชื้อให้ลูกหนูได้ (Tanaka and Mannen, 
2008)  

  สุกรจะติดเชื้อไวรัสผ่านทางจมูก (nasal) และ oropharyngeal mucosa โดย
ไวรัสจะเพิ่มจ้านวนที่เซลล์เยื่อบุ (epithelial cells) และผ่านเข้าไปติดที่ sensory nerve ending ท่ี
อยู่บริเวณติดเชื้อ retrograde transport ของไวรัสสามารถเกิดได้ที่ maxillary branch ของ
เส้นประสาทสมอง trigeminal grossopharyngeal และ olfactory (Maes et al., 1997) (ภาพที่ 4)  
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ภาพท่ี 4 เส้นทางการติดเชื้อเข้าสู่สมองของไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียม (Mettenleiter, 2003)  

 

ในลูกสุกรดูดนม (suckling pigs) จะแสดงอาการของการติดเชื้อในระบบ
ประสาทส่วนกลางอย่างรุนแรง แต่ในสุกรอายุมากจะแสดงอาการทางระบบ ทางเดินหายใจ
มากกว่าอาการทางประสาท (Pomeranz et al., 2005) ในลูกสุกรจะมีระยะฟักตัว (incubation 
period) ประมาณ 2-4 วันหลังได้รับเชื้อ หลังจากสุกรแสดงอาการภายใน 24 ชั่วโมงจะเริ่มแสดง
อาการทางประสาท เช่น การนั่งแบบสุนั ข (dog sitting) หลังเหยียดแอ่น (opisthotonos) ชัก
ตะกาย (paddle) เดินวนเป็นวง น้้าลายไหลเป็นต้น หลังจากแสดงอาการทางประสาทลูกสุกรส่วน
ใหญ่จะตายภายใน 24-36 ชั่วโมงจากสมองอักเสบ (encephalitis) ในสุกรอนุบาลอายุ 3-9 
สัปดาห์ สุกรจะแสดงอาการเช่นเดียวกับสุกรดูดนมแต่อั ตราการตายต้่ากว่า สุกรอายุ 3-4 สัปดาห์
พบอัตราการตายร้อยละ 50 สุกรอายุ 5-10 สัปดาห์ จะพบอาการเบื่ออาหาร มีไข้ 41-42 องศา
เซลเซียส ภายใน 3-6 วันหลังติดเชื้อสุกรจะแสดงอาการทางระบบทางเดินหายใจ เช่น ไอ จาม มี
น้้ามูกและแสดงอาการหายใจล้าบาก พบการสูญเสียน้้าหนักตัวอย่ างชัดเจน หลังจากแสดงอาการ 
5-10 วันสุกรสามารถกลับมาปกติได้ ในสุกรที่โตเต็มที่จะพบอาการทางระบบทางเดินหายใจเป็น
หลักแต่ก็สามารถพบอาการทางประสาทได้บ้างเช่น อาการกล้ามเนื้อสั่น (muscle tremors) 
หลังจากติดเชื้อ 3-6 วันสุกรจะเริ่มแสดงอาการ เบื่ออาหาร มีไข้ 41-42 องศาเซลเซียส และเริ่ม
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แสดงอาการทางระบบทางเดินหายใจ เช่น ไอ จาม มีน้้ามูกและแสดงอาการหายใจล้าบาก หอบ 
ปอดอักเสบ (Narita et al., 1993) ปอดบวมน้้า (pulmonary edema) (Iglesias et al., 1992; 
Ferrari et al., 1998) สัตว์จะแสดงอาการป่วยนาน 6-10 วัน ในสุกรอุ้มท้องพบการกลับสัด แท้ง 
มัมมี่ ลูกแรกเกิดอ่อนแอ  (Katayama et al., 1998) แม่สุกรป่วยสามารถส่งไวรัสไปยังลูกได้โดย  
ผ่านรก (transplacental transmission) (Wittmann et al., 1980)  

เมื่อสุกรได้รับเชื้อไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียม ร่างกายสุกรจะเริ่มท้าการตอบสนองทาง
ภูมิคุ้มกันโดยการหลั่ง Type I interferon ภายในเวลา 24 ชั่วโมง และขึ้นสู่ระดับสูงสุดภายใน 2-3 
วัน (Wittmann et al., 1980) ในช่วงแรกของการติดเชื้อ NK cells จะเป็นเซลล์ที่มีบทบาทในการ
ท้าลายเซลล์ที่ติดเชื้อ (non-specific cytotoxicity) มีการตอบสนองทั้งทางภูมิคุ้มกันแบบสารน้้า 
(humoral immune response) และแบบพึ่งเซลล์ (cell mediated immune response) สุกรที่ติด
เชื้อจะเริ่มตรวจพบนิวทรัลไลซ์ซิงแอนติบอดี (neutralizing antibody, NAb) ภายใน 1 สัปดาห์หลัง
การติดเชื้อ และ NAb นี้จะขึ้นสู่ระดับสูงสุดภายใน 2-3 สัปดาห์ ซึ่ง NAb ที่สุกรสร้างขึ้นนั้นโดยมาก
จะมีความจ้าเพาะต่อโปรตีน gC ของไวรัส (Ben-Porat et al., 1986) นอกจากน้ี gC ยังเป็น
แอนติเจนเป้าหมายของ CD4+ T Helper cell และ CD8+ Cytotoxic T cell (Karger and 
Mettenleiter, 1993) โดยการท้างานในระบบภูมิคุ้มกันแบบพึ่งเซลล์นี่เองที่เป็นระบบหลักในการ
ท้าลายไวรัสอย่างได้ผล  

ไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียมมีกลไกที่ใช้ในการหลบหลีกระบบภูมิคุ้มกันสัตว์โดยเมื่อ
สัตว์ติดเชื้อไวรัสจะเข้าไปเพิ่มจ้านวนภายในเซลล์และแพร่กระจายโดยผ่านเซลล์ต่อเซลล์ (cell to 
cell spreading) โดยผ่าน 4 กลไก (ภาพที่ 5) 1) การแพร่ของไวรัสไปยังเซลล์ที่อยู่ติดกันโดยไวรัส
จะใช้ ไกลโคโปรตีน B H/L และ K จับกับตัวรับที่เยื่อหุ้มเซลล์ของเซลล์ข้างเคียงพร้อมกับใช้ไกลโค
โปรตีน E/I (Knapp et al., 1997) และ M ช่วยให้เกิดการรวมตัวกันของเซลล์ 2 เซลล์ (syncytium) 
(Rauh and Mettenleiter, 1991) 2) ไวรัสจะแพร่ไปยังเซลล์ที่ยู่ห่างกันด้วยการกระตุ้นให้เกิดการ
สร้างโครงสร้างของโปรตีนแอคติน (actin) ยื่นไปที่เซลล์เป้าหมายแล้วสร้างเป็นสะพานเชื่อม
ระหว่างเซลล์ (intercellular brige) (Favoreel et al., 2005) โดยโปรตีนของไวรัสที่เข้ามามีบทบาท
คือ US3 ท้าให้ไวรัสสามารถผ่านเข้าสู่เซลล์ข้างเคียงได้ 3) ไวรัสเหนี่ยวน้าให้เกิดการรวมตัวกันของ
เซลล์ที่อยู่ห่างกันโดยอาศัยไกลโคโปรตีน C B และ D มักพบในเซลล์โมโนไซต์ 4) เมื่อโมโนไซต์ติด
ไวรัสโมโนไซต์จะมีการแสดงออกของ MHC class I molecule ลดลง (Mellencamp et al., 1991; 
Favoreel et al., 1999; Deruelle et al., 2009) ท้าให้ลดโอกาสในการท้างานของระบบภูมิคุ้มกัน
แบบพึ่งเซลล์และจะมีการแสดงออกของโปรตีน wCD11R3 and CD18 ซึ่งเป็น adhesion 
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molecule เพิ่มขึ้นท้าให้เซลล์ที่ติดเชื้อนี้เข้าไปยึดเกาะกับ endothelial เซลล์และเกิดการแพร่เชื้อไป
ยัง endothelial เซลล์ได้กรณีนี้จะเกิดขึ้นในการแพร่เชื้อจากแม่สู่ลูกผ่านรก (Van de Walle et al., 
2003) ซึ่งกลไกต่างๆเหล่านี้ท้าให้ระบบภูมิคุ้มกันแบบสารน้้าไม่สามารถที่จะก้าจัดไวรัสได้ 
(Nauwynck et al., 2007)  

การวินิจฉัยโรคพิษสุนัขบ้าเทียม 

การวินิจฉัยโรคพิษสุนัขบ้าเทียมท้าได้โดยการตรวจหาเชื้อไวรัสจากตัวอย่าง
อวัยวะหรือจากการป้ายจมูก (nasal swab) โดยวิธีเพาะแยกเชื้อไวรัสโดยใช้เซลล์เพาะเลี้ยงชนิด 
SK6 หรือ PK-15 แล้วตรวจดูความผิดปกติของเซลล์ (cytopathic effect, CPE) และท้าการตรวจ
พิสูจน์เชื้อด้วยวิธี immunofluorescent หรือ immunoperoxidase (Pomeranz et al., 2005) หรือ
ตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสโดยใช้ปฎิกริยาลูกโซ่โพลิเมอร์เรส (Polymerase chain reaction) 
(Huang et al., 2004; Lee et al., 2007; Yue et al., 2009) quantitative PCR (Thiery et al., 
1996; Ma et al., 2008) และ Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) (En et al., 
2008) เป็นต้น 

 การตรวจทางซีรัมวิทยา ท้าได้โดยวิธี ไวรัสนิวทรัลไลซ์ เซชัน (virus 
neutralization) latex agglutination (Yong et al., 2005) หรือวิธีอีไลซา (enzyme-linked 
immunosorbent assay, ELISA) โดยเฉพาะปัจจุบันนี้วิธี competitive enzyme-linked 
immunosorbent assay (cELISA) สามารถตรวจวินิจฉัยแยกสุกรที่ติดเชื้อออกจากสุกรที่ได้รับ
วัคซีนที่ตัดยีนบางตัวของไวรัส โดยการตรวจหาแอน ติบอดีต่อโปรตีนที่ถูกตัดออกนี้ ท้าให้วิธี 
cELISA เป็นวิธีที่แพร่หลายนิยมใช้ในปัจจุบัน แต่ข้อเสียของการตรวจวิธีนี้คือจ้าเป็นต้องใช้
อุปกรณ์เครื่องมือเฉพาะเช่น ELISA reader ท้าใหต้้องตรวจได้เฉพาะในห้องปฎิบัติการเท่านั้น 
(Chen et al., 2009) 
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ภาพท่ี 5 กลไกที่ไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียมใช้ในการแพร่เชื้อแบบเซลล์ต่อเซลล์ (Nauwynck et al., 
2007) 
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การควบคุมและก าจัดโรคพิษสุนัขบ้าเทียม 

การควบคุมและก้าจัดโรคพิษสุนัขบ้าเทียมในปัจจุบันนี้  ในหลายประเทศใช้
มาตราการท้าวัคซีนแบบ DIVA (differentiating infected from vaccinated animals) (Pasick, 
2004; Foley and Hill, 2005; Komaromi and Szabo, 2005) ร่วมกับการตรวจและคัดทิ้ง (test 
and removal) (Kit, 1990; van Oirschot et al., 1990; Wittmann, 1991; Muller et al., 2003; 
Bouma, 2005) โดยตัวอย่างในการก้าจัดโรคพิษสุนัขบ้าเทียมในประเทศเยอรมัน มีดังนี้ 1) ป้องกัน
การติดเชื้อในฟาร์มสุกรที่ปลอดโรค ท่ีไม่ได้ท้าวัคซีน 2) ลดการติดเชื้อและท้าวัคซีนในพื้นที่ที่มีการ
ระบาดของโรค โดยข้อนี้แบ่งมาตราการเป็น 4 ระดับคือ 2.1) ท้าวัคซีนที่มีกา รตัดยีนยูนีคช๊อต 8 
โดยท้าวัคซีนในสุกรแม่พันธุ์และลูกสุกรทุกตัว 2.2) เมื่อท้าวัคซีนไปได้ระยะหนึ่งแล้วท้าการตรวจหา
สุกรที่มีแอนติบอดีต่อโปรตีน gE  โดยใช้วิธีอีไลซา และท้าการคัดทิ้งสุกรที่ให้ผลบวก 2.3) สามารถ
ระบุสถานะภาพฝูงที่ท้าวัคซีนแต่ไม่มีอาการของโรคพิษสุนัขบ้าเทียมได้ 2.4) หยุดการท้าวัคซีนและ
ระบุสถานะภาพฝูงที่ไม่ติดเชื้อได้ และการจะน้าสุกรเข้าฝูงนี้ได้ต้องมาจากฝูงที่มีสถานะภาพระดับ
เดียวกันเท่านั้น  3) ในพื้นที่ที่เคยมีการระบาดจะมีอุบัติการณ์น้อยลงจนหมดไปในที่สุด  เมื่อใช้
มาตรการดังกล่าว  (Muller et al., 2003) ซึ่งการก้าจัดโรคพิษสุนัขบ้าเทียมให้หมดไปนั้นมี
ประโยชน์หลายประการดังนี้ 1) ลดความสูญเสียที่จะเกิดกับสุกรอนุบาลและสุกรขุน รวมถึงการเกิด
การแท้งในแม่สุกรอุ้มท้อง 2) เพิ่มประสิทธิภาพในการเจริญเติบโตของสุกรขุน 3) ลดต้นทุนค่า
วัคซีนและยาปฎิชีวนะ 4) ไม่ถูกกีดกันทางกา รค้าในการส่งออกสุกรไปยังประเทศปลอดโรค ใน
ปัจจุบันการผลิตวัคซีนโรคพิษสุนัขบ้าเทียมได้มีการตัดยีนยูนีคช๊อต 8 ซึ่งท้าหน้าที่ผลิตโปรตีน gE 
ออก (Mulder et al., 1994) ท้าให้ไวรัสวัคซีนเป็นไวรัสที่ไม่มีโปรตีน gE ซึ่งการท่ีไวรัสวัคซีนไม่มี
โปรตีน gE นั้นมีประโยชน์ 2 ด้านคือ 1) ช่วยในการลดความรุนแรงของไวรัสลงเพราะโปรตีน gE 
ของไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียมนี้ เป็นโปรตีนที่มีความส้าคัญในการท้าให้ไวรัสสามารถแพร่จากเซลล์
หนึ่งไปอีกเซลล์หนึ่งได้ (Knapp et al., 1997; Brack et al., 2000) แต่โปรตีน gE ของไวรัสพิษสุนัข
บ้าเทียมไม่มีความจ้าเป็นต่อการเพิ่มจ้านวนของไวรัส ดังนั้นไวรัสวัคซีนจึงมีความรุนแรงและ
ความสามารถในการแพร่เชื้อเข้าสู่เซลล์ประสาทลดลง แต่ไม่ได้ลดความสามารถในการเพิ่มจ้านวน
ของไวรัสและไม่ท้าให้ไวรัสตาย  2) การตัดยีนยูนีคช๊อต 8 นี้ยังท้าให้สามารถตรวจแยกสุกรที่ติด
เชื้อ (infected pigs) ตามธรรมชาติออกจากสุกรที่ได้รับวัคซีนได้ (Ao et al., 2003; Pensaert et 
al., 2004) โดยตรวจแอนติบอดีต่อโปรตีน gE เนื่องจากสุกรที่เคยได้รั บเชื้อจากธรรมชาติ  จะสร้าง
แอนติบอดีต่อโปรตีน gE แต่สุกรที่ได้รับวัคซีนจะไม่สร้างแอนติบอดีต่อโปรตีน gE ท้าให้สามารถ
แยกสุกรที่ติดเชื้อออกจากสุกรที่ได้รับวัคซีนได้  ซึ่งหากพบว่าสุกรภายในฟาร์มให้ผลบวกต่อโปรตีน 
gE จะสามารถบอกได้ว่ายังมีการแพร่เชื้อเกิดขึ้นในฟาร์มอยู่ โดยเฉพาะอย่างยิ่งในพื่นที่ที่มีสถานะ



 -  15 - 
 

15 

เป็นเขตปลอดโรคหรือสถานะไม่มีการติดเชื้อการน้าสุกรเข้าฝูงจ้าเป็นอย่างยิ่งที่ต้องตรวจสอบให้
ชัดเจนว่าสุกรไม่ติดเชื้อ (Pasick, 2004) ดังนั้นโปรตีน gE นี้จึงเป็นโปรตีนที่นิยมน้ามาใช้ ประโยชน์
โดยการใช้ผลิตเป็นชุดทดสอบการติดเชื้อโรคพิษสุนัขบ้าเทียม  

ดังนั้น จะเห็นได้ว่าโรคพิษสุนัขบ้าเทียมเป็นโรคที่มีความรุนแรงและเป็นโรคที่
หลายประเทศใช้เป็นเงื่อนไขในการกีดกันทางการค้าและในประเทศไทยยังจัดเป็นโรคประจ้าถิ่นซึ่ง
ดังที่กล่าวมาข้างต้นการลดความเสี่ย งโดยการคัดเลือกสุกรก่อนน้าเข้าฝูงเป็นสิ่งที่ส้าคัญ  และ
วิธีการทดสอบด้วยวิธีอีไลซานั้นได้ผลค่อนข้างช้าและไม่สามารถน้าไปปฎิบัติงานในภาคสนามได้
ทันท่วงที  การศึกษาในประเทศสเปนพบว่าการน้าสุกรที่ไม่ได้ตรวจโรคก่อนท้าการขนย้ายมายัง
พื้นที่ปลอดโรคหรือพื้นที่ที่อุบัติการณ์ต้่า (ต้่ากว่าร้อยละ 10) มีความเสี่ยงที่จะก่อให้เกิดการระบาด
ของโรคสูงกว่าการน้า เข้าสุกรที่ตรวจโรคก่อนขนย้ายถึง 13.6 เท่า (Martinez-Lopez et al., 2009) 
ดังนั้นการตรวจโรคสุกรก่อนขนย้ายจึงเป็นมาตราการที่มีความส้าคัญ ในการควบ คุมโรคอย่างมี
ประสิทธิภาพ 

 ดังนั้นการออกแบบชุดทดสอบการติดเชื้อไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียมที่ใช้หลักการอิมมู
โนโครมาโตกราฟฟิก ที่สามารถตรวจวินิจฉัยโรคในภาคสนามได้ทันที โดยไม่ต้องน้าตัวอย่างเข้ามา
ตรวจที่ห้องปฏิบัติการ  และสามารถใช้เป็นเครื่องมือในการตรวจเบื้องต้น (screening test) ในฝูง
เพื่อเฝ้าระวัง (monitoring) หรือใช้ในการตรวจสุกรกักโรคก่อนน้าเข้าฝูง (quarantine) (Card and 
Enquist, 2001) เพื่อลดความเสี่ยงของการแพร่เชื้อ ให้สุกรปลอดโรคจาก การน้าสุกรที่ติดเชื้อมารอ
ผลการตรวจในโรงเรือนกักโรคหรือในฝูงสุกรพันธุ์  
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บทที่  3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

ไวรัส 

ไวรัสที่ใช้เป็นไวรัสอ้างอิงส้าหรับการสังเคราะห์รีคอมบิแนนท์โปรตีนในการศึกษา
ครั้งนี้ เป็นไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียม ที่แยกได้จากในประเทศไทยสายพันธุ์  8NP74 ซึ่งได้รับความ
อนุเคราะห์จากหน่วยชันสูตรโรคสัตว์ คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  

ซีรมัสุกร 

ซีรัมสุกรที่ใช้ในการทดสอบความจ้าเพาะของรีคอมบิแนนท์โปรตีนในการศึกษา
ครั้งนี้มีจ้านวนทั้งสิ้น 100 ตัวอย่าง ได้รับความอนุเคราะห์จากหน่วยชันสูตรโรคสัตว์ คณะสัตว
แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ซีรัมเหล่านี้ประกอบด้วยซีรัมที่ให้ผลบวกจ้านวน 50 
ตัวอย่าง และซีรัมที่ให้ผลลบจ้านวน 50 ตัวอย่าง  [จากผลการทดสอบด้วยชุดทดสอบ ELISA 
HerdCheck Anti-ADV gpI (IDEXX, USA) โดยหน่วยชันสูตรโรคสัตว์]  

การสกัดดีเอ็นเอ (DNA) ของไวรัส 

การสกัดดีเอ็นเอของไวรัสท้าโดยน้าตัวอย่างไวรัสที่อยู่ในสารละลายอาหารเลี้ยง
เซลล์เพาะเลี้ยงชนิด Eagle’s minimum essential medium มาสกัดดีเอ็นเอโดยใช้ชุดสกัด
ส้าเร็จรูป NucleoSpin RNA Virus (Macherey-Nagel, Germany) โดยปฎิบัติตามขั้นตอนที่ระบุ
ไว้ในคู่มือ (แสดงในภาคผนวก ) เก็บรักษาตัวอย่างดีเอ็นเอของไวรัสที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส
จนกว่าจะมีการน้ามาใช้งานต่อไป 

การเพิ่มชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่สนใจด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอร์เรส (polymerase chain 
reaction, PCR) 

น้าดีเอ็นเอของไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียมมาเพิ่มจ้านวนชิ้นส่วนดีเอ็นเอช่วงนิวคลีโอ
ไทด์ที่ 156 ถึง 714 ของยีนยูนีคช๊อต  8 (Unique short 8) (เป็นช่วงของดีเอ็นเอที่แปลรหัสได้เป็น
โปรตีน gE ในช่วงกรดอะมิโนท่ี 52 ถึง 238 ซึ่งเป็น major epitope domain (Jacobs and 
Kimman, 1994)) ด้วยวิธีพีซีอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ BamAjzkyF และ BamAjzkyR ซึ่งได้รับออกแบบ
ให้มีความจ้าเพาะกับยีนยูนีคช๊อต  8 ในช่วงต้าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ 156 ถึง 714 และไพรเมอร์คู่
ได้รับการออกแบบให้ผลผลิตของพีซีอาร์  (PCR product) ที่เกิดขึ้นมีล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่จ้าเพาะ
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ต่อเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ BamHI ที่บริเวณปลายทั้ง 2 ด้านของผลผลิตของพีซีอาร์ด้วย (ตารางที่ 1) 
ขนาดของผลผลิตของพีซีอาร์มีขนาด 573 คู่เบส  

ตารางท่ี 1 ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ BamAjzkyF และ BamAjzkyR    นิวคลีโอ
ไทด์ที่ขีดเส้นใต้คือล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่จ้าเพาะต่อเอนไซม์ BamHI 

ชื่อไพร์เมอร์ ล้าดับนิวคลีโอไทด์ 

BamAjzkyF 

BamAjzkyR 

5’- ggatcc gcc ggc gac gat gac ctc aac -3’ 

5’-ggatcc ggg cga gaa gag ctg cga gtg -3’ 

   

สารเคมีที่ใช้ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ประกอบด้วย 1.)  GoTaq Green Master mix 
(Promega, USA) ปริมาตร 25 ไมโครลิตร 2.) ไพรเมอร์ BamAjzkyF ปริมาณ 50 พิโคโมล 3) ไพร
เมอร์ BamAjzkyR ปริมาณ 50 พิโคโมล 3.) ตัวอย่างดีเอ็นเอปริมาตร 10 ไมโครลิตร และ 4.) น้้าที่
ปราศจากเอนไซม์อาร์เอนเอส (RNase free water) (ใช้ปรับปริมาตรของปฏิกิริยาให้มีปริมาตร 50 
ไมโครลิตร) 

อุณหภูมิที่ใช้ในขั้นตอนต่างๆ ของปฎิกริยาพีซีอาร์เป็นดังนี้  1.) ดีเนเจอร์เรชัน
เริ่มต้น (initial denaturation) ใช้อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 2 นาท ี 1  รอบ 2.) ดีเนเจอร์เรชัน 
(denaturation) ใช้อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที 3.)  แอนนิลลิง (annealing) ใช้อุณหภูมิ 
65 องศาเซลเซียส 30 วินาที 4.) เอ็กซ์เทนชัน (extension) ใช้อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
โดยขั้นตอนที่ 2-4 ท้าซ้้า  34 รอบ และ 5.) เอ็กซ์เทนชันครั้งสุดท้าย (final extension) ใช้อุณหภูมิ 
72 องศาเซลเซียส 10 นาท ี

น้าผลผลิตของพีซีอาร์ท่ีได้มาตรวจสอบด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซี ส 
(agarose-gel electrophoresis) โดยใช้ 1.5% agarose gel ที่แรงดันไฟฟ้า  100 โวลต์เป็นเวลา 
45 นาที แล้วท้าการย้อมเจลด้วยเอทธิเดียมโบรไมด์ (ethidium bromide) ตรวจสอบการปรากฎ
ของผลผลิตจากพีซีอาร์ภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต (ultraviolet, UV) ตัดแถบเรืองแสงที่มีขนาดตร ง
กับขนาดของผลผลิตของพีซีอาร์ท่ีได้จากการค้านวน   ท้าการสกัดชิ้นส่วนดีเอ็นเอออกจากเจลโดย
ใช้ชุดสกัดเจลส้าเร็จรูป  NucleoSpin Extract II (Macherey-Nagel, Germany) ด้วยวิธีที่ระบุใน
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ชุดสกัด (แสดงในภาคผนวก ) เก็บชิ้นส่วนของดีเอ็นเอที่ได้ไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสจนกว่า
จะมีการน้ามาใช้งานต่อไป ต้ังชื่อชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ได้จากขั้นนี้ว่า gE fragment  

การโคลน (clone) และการสกัดพลาสมิด (plasmid) 

น้า gE fragment ไปท้าการเชื่อมต่อ  (ligation) เข้าสู่พลาสมิด  pGEM-T easy 
(Promega, USA)  โดยผสมสารเคมีต่างๆ ตามคู่มือของชุดส้าเร็จ รูป pGEM-T Easy Vector 
System (Promega, USA) (แสดงในภาคผนวก ) เหนี่ยวน้าให้เกิดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ  4 องศา
เซลเซียส นาน 16 ชั่วโมง ได้เป็นรีคอมบิแนนท์พลาสมิด gE pGEM-T   

ท้าการย้าย (transform) รีคอมบิแนนท์พลาสมิด gE pGEM-T เข้าสู่เชื้อแบคทีเรีย 
Escherichia coli (E. coli) สายพันธุ์  JM 109 (Promega, USA) โดยใช้วิธีเคมิคัลทรานซ์ฟอร์เม
ชันด้วยแคลเซียมคลอไรด์  (CaCl2-induced transformation) (แสดงในภาคผนวก ) ได้เป็นรีคอม
บิแนนท์อีโคไล gE pGEM-T JM109  

เพิ่มปริมาณพลาสมิด  gE pGEM-T โดยการเพิ่มจ้านวนแบคทีเรีย  gE pGEM-T 
JM109 ใน DifcoTM LB Broth ที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง จากนั้นจึง
สกัดพลาสมิด  gE pGEM-T ด้วยชุดสกัดส้าเร็จรูป  Nucleospin plasmid kit (Macherey-Nagel, 
germany) โดยปฎิบัติตามคู่มือของชุดสกัดส้าเร็จรูป (แสดงในภาคผนวก ) เก็บรักษาพลาสมิด  gE 
pGEM-T ไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส จนกว่าจะมีการน้ามาใช้ต่อไป 

ท้าการตรวจสอบล้าดับนิวคลีโอไทด์ ดัวยเครื่องออโตเมทเตดดีเอนเอซีเควนเซอร์ 
(automated DNA sequencer) โดยใช้ไพรเมอร์มาตราฐานคือไพรเมอร์ T7 promotor และไพร
เมอร์ SP6 promotor และตรวจสอบยืนยันโดยใช้โปรแกรม คอมพิวเตอร์ Molecular Evolutionary 
Genetics Analysis (MEGA) version 4.0 (Tamura et al., 2007) เพื่อยืนยันว่าล้าดับนิวคลีโอ
ไทด์ส่วนของยูนิคช๊อต 8 ช่วงนิวคลีโอไทด์ที่ 156 ถึง 714 อยู่ภายในพลาสมิด gE pGEM-T (ดัง
ภาพที่ 6) 
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ภาพท่ี 6 ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียมจากประเทศมาเลเซีย FJ176390 
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การตัดพลาสมิดด้วยเอ็นไซม์ตัดจ าเพาะ (restriction enzyme) 

น้าพลาสมิด gE pGEM-T และพลาสมิด pGEX 5x-3 (GE Healthcare, USA) 
(ภาพที่ 7) ซึ่งเป็นพลาสมิดที่ใช้ในการสังเคราะห์รีคอมบิแนนท์โปรตีน มาท้าปฎิกริยากับเอ็นไซม์
ตัดจ้าเพาะอีโคอาร์วัน (Eco RI) (New England biolab, USA) ด้วยวิธีตามคู่มือของผลิตภัณฑ์ 
(แสดงในภาคผนวก) การตัดพลาสมิด gE pGEM-T ด้วยเอ็นไซม์ตัดจ้าเพาะอีโคอาร์วันจะได้เป็น 
gE fragment และ pGEM-T fragment และการตัดพลาสมิด pGEX 5x-3 (GE Healthcare, 
USA) ด้วยเอ็นไซม์ตัดจ้าเพาะอีโคอาร์วัน จะได้เป็น pGEX 5x-3 ที่มีลักษณะเป็นเส้นตรง 

จากนั้นจึงน้าพลาสมิดทั้ง 2 ท่ีผ่านการตัดย่อยแล้วมา ทดสอบด้วยอะกาโรสเจล
อีเลคโตรโฟรีซีส ท้าการตัดแถบเรืองแสงที่ถูกต้องและน้าไป ท้าให้บริสุทธิด้วยชุดส้าเร็จรูป 
Nucleospin Extract II (Macherey-Nagel, Germany) และเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศา
เซลเซียส จนกว่าจะมีการน้ามาใช้ต่อไป 

การตัดหมู่ฟอสเฟตออกจากพลาสมิด pGEX 5x-3 (dephosphorylation) 

พลาสมิด  pGEX 5x-3 ที่ผ่านการตัดด้วยเอนไซม์ EcoRI แล้วมาท้าการตัดหมู่
ฟอสเฟตเพื่อป้องกันการเชื่อมต่อตัวเอง (self-ligation) โดยใช้เอนไซม์ alkaline phosphatase 
(New England biolab, USA) ด้วยวิธีการตามคู่มือของผลิตภัณฑ์ (แสดงในภาคผนวก ) จากนั้นจึง
น้าพลาสมิด  pGEX 5x-3 ที่ผ่านการตัดหมู่ฟอสเฟตออกแล้วมาท้าให้บริสุทธิ์ด้วยชุดส้าเร็จรูป 
Nucleospin Extract II (Macherey-Nagel, Germany) และเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศา
เซลเซียส จนกว่าจะมีการน้ามาใช้ต่อไป 
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ภาพท่ี 7 ต้าแหน่งของ Glutathione S-transferase Factor Xa และพื้นที่ตัดของเอนไซม์ตัด
จ้าเพาะ (restriction site of restriction enzyme) ของพลาสมิด pGEX 5X-3 ดัดแปลงจากคู่มือ 
GST Gene Fusion System (Amersham biosciences, UK)
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การเชื่อมต่อ (ligation) gE fragments เข้าสู่พลาสมิด pGEX 5x-3  

น้า gE fragment ที่ได้จากการตัดออกจาก gE pGEM-T มาเชื่อมต่อกับพลาสมิด 
pGEX 5x-3 (GE Healthcare, USA) (ภาพที่ 6) ที่ท้าการตัดหมู่ฟอสเฟตออกแล้ว  โดยน้ามาท้า
ปฎิกริยาการเชื่อมต่อโดยใช้เอ็นไซม์ T4 DNA ligase (Invitrogen, USA) ด้วยวิธีตามคู่มือของ
ผลิตภัณฑ์ (แสดงในภาคผนวก ) ได้เป็นรีคอมบิแนนท์พลาสมิด gE pGEX 5x-3 หลังจากนั้นจึงท้า
การย้าย (transform) รีคอมบิแนนท์พลาสมิด gE pGEX 5x-3 เข้าสู่เชื้อแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ 
JM 109 (Promega, USA) โดยใช้วิธีเคมิคัลทรานซ์ฟอร์เมชันด้วยแคลเซียมคลอไ รด์ (แสดงใน
ภาคผนวก) ภายหลังการทรานซ์ฟอร์เมชันท้าการเลือกโคโลนีแบบสุ่มมา  5 โคโลนีต่อ 1 ผลผลิตพีซี
อาร์  แล้วท้าการเพิ่มจ้านวนแบคทีเรียโดยเลี้ยงใน  DifcoTM LB Broth บ่มที่อุณหภูมิ  37 องศา
เซลเซียส 12-16 ชั่วโมง  ซึ่งจะได้รีคอมบิแนนท์อีโคไล โดยต้ังชื่อรีคอมบิแนนท์ E. coli นี้ว่า gE 
pGEX 5X-3 JM109  

ท้าการตรวจสอบทิศทางของ gE fragment ภายใน gE pGEX 5x-3 โดยใช้วิธีพีซี
อาร์ โดยใช้ไพรเมอร์มาตราฐานคือ pGEX 5’ ฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์ และใช้ BamAjzkyR รีเวิร์สไพร์
เมอร์ อุณหภูมิที่ใช้ในขั้นตอนต่างๆ ของปฎิกริยาพีซีอาร์เป็นดังนี้  1.) ดีเนเจอร์เรชันเริ่มต้น (initial 
denaturation) ใช้อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 2 นาที 1 รอบ 2.) ดีเนเจอร์เรชัน (denaturation) ใช้
อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที 3.)  แอนนิลลิง (annealing) ใช้อุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียส 
30 วินาที 4.) เอ็กซ์เทนชัน (extension) ใช้อณุหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 40 วินาที โดยขั้นตอนที่ 2-4 
ท้าซ้้า 34 รอบ และ 5.) เอ็กซ์เทนชันครั้งสุดท้าย (final extension) ใช้อุณหภูมิ 72  องศาเซลเซียส 
10 นาท ีเพื่อยืนยันทิศทางที่ถูกต้องควรได้ PCR product ขนาดประมาณ 600 คู่เบส 

สกัดพลาสมิดออกจากรีคอมบิแนนท์อีโคไล gE pGEX 5X-3 JM109 ที่ตรวจสอบ
ทิศทางแล้ว  โดยเริ่มจากท้าการเพิ่มจ้านวนแบคทีเรียโดยเลี้ยงใน  DifcoTM LB Broth ที่มียาปฎิชีว
นะ Ampicillin บ่มที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส  12-16 ชั่วโมง จากนั้นท้าการสกัดพลาสมิดออก
จาก gE pGEX 5X-3 JM109 โดยใช้ชุดสกัดส้าเร็จรูป  Nucleospin plasmid kit (Macherey-
Nagel, germany) โดยปฎิบัติตามคู่มือของชุดสกัดส้าเร็จรูป (แสดงในภาคผนวก ) เก็บรักษารีคอม
บิแนนท์พลาสมิด gE pGEX 5X-3 ไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส จนกว่าจะมีการน้ามาใช้ต่อไป 

น้ารีคอมบิแนนท์พลาสมิด gE pGEX 5X-3 ส่วนหนึ่งมาท้าการตรวจสอบล้า ดับนิ
วคลีโอไทด์ ดัวยเครื่องออโตเมทเตดดีเอนเอซีเควนเซอร์ (automated DNA sequencer) โดยใช้
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ไพรเมอร์มาตราฐานคือ pGEX 5’ ฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์ และ pGEX 3’ รีเวิร์สไพร์เมอร์ และตรวจสอบ
ยืนยันโดยใช้โปรแกรม MEGA4 เพื่อยืนยันว่ามีล้าดับนิวคลีโอไทด์ส่วนของยูนิคช๊อต 8 และมี
ทิศทางที่ถูกต้อง 
 
การย้ายรีคอมบิแนนท์พลาสมิดเข้าสู่ E. coli ที่มีความสามารถในการผลิตรีคอมบิแนนท์
โปรตีน (expression vector) 

ท้าการย้ายรีคอมบิแนนท์พลาสมิด  gE pGEX 5x-3 เข้าสู่แบคทีเรีย E. coli สาย
พันธุ์ Rosetta DE3 pLysS (EMD Chemicals, USA.) โดยใช้วิธีเคมิ คัลทรานซ์ฟอร์เมชันด้วย
แคลเซียมคลอไรด์  (CaCl2-induced transformation) ได้เป็นรีคอมบิแนนท์แบคทีเรีย gE pGEX 
5X-3 Ros ท้าการเพิ่มจ้านวนแบคทีเรีย gE pGEX 5X-3 Ros ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB broth ที่มี
ส่วนผสมของยาปฎิชีวนะแอมพิซิลลินและคลอแรมเฟนิคัลความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 14 – 16 ชั่วโมง จากนั้นจึงน้าแบคทีเรียที่ได้ผสม
ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB broth ที่มีส่วนผสมของกลีเซอรอลอยู่ร้อยละ 50 ในอัตราส่วน 1:1 เก็บ
รักษาแบคมีเรียไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส จนกว่าจะมีการน้ามาใช้ต่อไป  

การกระตุ้นการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน 

น้าแบคที่เรีย gE pGEX 5X-3 Ros จาก -80 องศาเซลเซียส มาขีดลงบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อ LB agar ที่มีส่วนผสมของยาปฎิชีวนะแอมพิซิลลินและคลอแรมเฟนิคัลความเข้มข้น 100 
ไมโครกรัม /มิลลิลิตร เพื่อท้าให้เป็นโคโลนีเด่ียว ท้าการเพิ่ มจ้านวนแบคทีเรียโดยการเลี้ยงใน LB 
broth ที่มียาปฎิชีวนะแอมพิซิลลินและคลอแรมเฟนิคัล ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่า  250 
รอบต่อนาที จนอาหารเลี้ยงเชื้อมี optical density ท่ี 600 nm เป็น 0.6 ท้าการเติม isopropy 1-ß-
D-thiogalactopyranoside (IPTG) ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 1 mM บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส 3-4 ชั่วโมง เก็บแบคทีเรียโดยการป่ันที่ 4000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 60 นาที เก็บส่วน
ตะกอน ท้าการกระจายตะกอนแล้วเติมสารละลาย phosphate buffer saline ท้าแบคทีเรียให้แตก
ด้วยคลื่นเสียงความถี่สูง (ultrasonic sonicator) โดยแต่ละหลอดจะท้าการให้คลื่นเสียงนาน 30 
วินาที สลับกับช่วงพัก 10 วินาที (ON: 30, OFF: 10) ท้าซ้้า 10 - 15 รอบ หรือจนกว่าตัวอย่างจะมี
ลักษณะโปร่งแสง น้าไปปั่นด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 4000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 60 นาที 
เพื่อแยกส่วน ตะกอนแบคทีเรียออกไป เก็ บส่วนใสเป็นโปรตีนละลายน้้าทั้งหมด (soluble protein) 
ไว้ที่ -80 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน้ามาใช้ในขั้นตอนต่อไป 
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การตรวจหารีคอมบิแนนท์โปรตีนด้วย sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) 

ท้าการเตรียมตัวอย่างโดยการน้ารีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ได้มาผสมกับโหลดดิง
บัฟเฟอร์ (loading buffer) ในอัตราส่วน 1 ต่อ 3 แล้วน้าไปต้มที่อุณหภูมิ  100 องศาเซลเซียส นาน 
5 นาที  น้าตัวอย่างที่เตรียมเสร็จแล้วมาทดสอบด้วยวิธี SDS-PAGE (รายละเอียดแสดงใน
ภาคผนวก ) ท้าการย้อมสีโปรตีนบนแผ่นเจลด้วยสารละลาย SimplyBlueTM (Invitrogen, USA) 
โดยเทสี SimplyBlueTM พอท่วมเจล และตั้งทิ้งไว้ 10-15 นาทีที่อุณหภูมิห้อง แล้วบนัทึกผล 

การทดสอบด้วยวิธี western immunoblotting   

ท้าการย้ายโปรตีนที่อยู่บนเจลจากการท้า SDS-PAGE เข้าสู่แผ่น PVDF เมมเบรน 
(Polyvinylidene Fluoride membrane) ด้วยวิธี western immunoblotting โดยใช้แรงดันไฟฟ้า 
100 โวลต์ เป็นเวลา 70 นาที จากนั้นท้าการทดสอบด้วยโปร ตีนบนแผ่น PVDF ด้วยซีรัมสุกรที่
ให้ผลบวกต่อเชื้อไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียมและ ซีรัม สุกรที่ให้ผลลบต่อเชื้อไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียม  
(รายละเอียดแสดงในภาคผนวก) 

การท ารีคอมบิแนนท์โปรตีนให้บริสุทธิ์ (protein purification)  

น้ารีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ผ่านการทดสอบด้วยวิธี western immunoblotting แล้ว
มาท้าให้บริสุทธิ์โดยใช้ชุดสกัด bulk GST purification module (GE healthcare, UK) โดยผสม 
50% slurry GS4B ปริมาตร 2 มิลลิลิตร (การเตรียม GS4B matrix ดูรายละเอียดในภาคผนวก ) 
ลงในส่วนที่เป็นโปรตีนละลายน้้าปริมาตร 100 มิลลิลิตร (จากขั้นตอนการท้า ให้แบคทีเรียแตกด้วย
วิธี sonication) บ่มที่อุณหภูมิห้อง และเขย่าเบาๆ เป็นเวลา 50 นาที เพื่อให้ GS4B จับกับรีคอม
บิแนนท์โปรตีน  จากนั้นน้ามาปั่นเหวี่ยงด้วยความแรง 500xg เป็นเวลา 5 นาที (เพื่อให้ GS4B 
matrix อัดแน่น) ดูดส่วนใสทิ้งไป และเติมสารละลายพีบีเอสเย็น ปริ มาตร 10 มิลลิลิตร ลงไปใน 
GS4B matrix กระจายตะกอน GS4B matrix เบาๆ จนมีลักษณะเป็นเนื้อเดียวกัน (เพื่อเป็นการ
ล้างโปรตีนอ่ืนๆ ที่ไม่เกี่ยวข้องออกจาก GS4B matrix) ปั่นด้วยความแรง 500xg เป็นเวลา 5 นาที 
ดูดส่วนใสทิ้งไป ท้าการล้าง GS4B matrix ด้วยวิธีการเดิมอีก 3 ครั้ง ดูด GS4B matrix มาใส่ใน
โครมาโตกราฟฟี่คอลัมภ์ (chromatography column) เติมกลูตาไทด์โอนอีลูตชั่นบัฟเฟอร์ 
(glutathione elution buffer) [10 mM glutathione ใน 50 mM Tris-HCl (pH8.0)] ปริมาตร 15 
มิลลิลิตร กระจายตะกอนเบาๆ บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที  ปล่อยสารละลายเป็น 
fraction โดยแต่ละ fraction มีปริมาตรประมาณ 1 มิลลิลิตร ท้าการสกัดสารละลาย  (elute) สลับ

http://en.wikipedia.org/wiki/Polyacrylamide_gel
http://en.wikipedia.org/wiki/Electrophoresis
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กับการบ่มที่อุณหภูมิห้องจนได้ครบท้ัง 20 fraction รวม fraction ท่ี 1 – 5 เข้าด้วยกัน (5 มิลลิลิตร) 
รวม fraction ท่ี 6 – 10 เข้าด้วยกัน (5 มิลลิลิตร) รวม fraction ท่ี 11 – 15 เข้าด้วยกัน (5 มิลลิลิตร) 
และรวม fraction ท่ี 15 – 20 เข้าด้วยกัน (5 มิลลิลิตร)เก็บรักษารีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ - 80C 
จนกว่าจะน้ามาใช้ในขั้นตอนต่อไป  

การวัดปริมาณรีคอมบิแนนท์โปรตีน   

น้า รีคอมบิแนนท์โปรตีนมาวัดปริมาณด้วยวิธี Bradford assay โดยการเตรียมชุด
ทดสอบ Quick Start Bradford Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, USA) น้าโปรตีน
มาตราฐานจากชุดทดสอบที่มีความเข้มข้นโปรตีน 0.125 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 0.25 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร และ 0.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ผสมกับ 1x dye reagent ในอัตราส่วน 1 ต่อ 1 แล้วน้าไปวัด 
optical density (OD) ที่ความยาวคลื่น 595 nm เพื่อท้ากราฟมาตราฐาน (standard curve) หา
สมการเส้นตรง น้าตัวอย่างรีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ต้องการจะวัดปริมาณผสมกับ 1x dye reagent 
ในอัตราส่วน 1 ต่อ 1 แล้วน้าไปวัด optical density ที่ความยาวคลื่น 595 nm น้าค่า OD ที่ได้ไป
ค้านวนหาความเข้มข้นโปรตีนโดยแทนค่าในสมการเส้นตรงของกราฟมาตราฐาน   

การน ารีคอมบิแนนท์โปรตีนมาท าการทดสอบ dot blot analysis   

น้ารีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ผ่านการท้าให้บริสุทธิ์แล้วมาทดสอบความสามารถใน
การจับกับแอนติบอดีที่จ้าเพาะต่อไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียมด้วยวิ ธี dot blot (รายละเอียดแสดงใน
ภาคผนวก ) โดยมีขั้นตอนโดยสังเขปดังนี้ น้ารีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ผ่านการท้าให้บริสุทธิ์แล้ว
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร มาหยดลงบนไนโตรเซลลูโลซเมมเบรน (nitrocellulose membrane) ทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้อง 1 ชั่วโมง ท้าการ blocking ด้วยสารละลาย blocking buffer แล้วบ่มเป็นเวลา
ประมาณ 2 ชั่วโมง ล้างด้วยสารละลาย TBS 3 ครั้ง ท้าการเติมแอนติบอดีปฐมภูมิ (primary 
antibody) ซึ่งคือซีรัมสุกรที่ให้ผลบวกต่อเชื้อไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียมหรือ ซีรัมสุกรที่ให้ผลลบต่อเชื้อ
ไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียม  ปริมาณ 8 ไมโครลิตรต่อสารละลาย  (BSA 0.4 ml + DSW 3.6 ml) 4 
มิลลิลิตร (อัตราส่วน 1:200) บ่มที่อุณหภูมิห้องข้ามคืน ล้างแผ่นเมมเบรนด้วย TBS 3 ครั้ง เจือจาง
แอนติบอดีทุติยภูมิที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ (secondary enzyme-labeled antibodies) HRP-
labeled goat anti-swine immunoglobulin G แล้วบ่มเป็นเวลา 1 ชั่วโมงที่อุณหภูมิห้อง ล้างแผ่น
เมมเบรนด้วย TBS 3 ครั้ง เติมสับสเตรต DAB (3’,3’-diaminobenzedene) อ่านผลจากการ
ปรากฎของสีส้ม  
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สรุปโครงสร้างการวิจัย   

 

ภาพท่ี 8 กรอบแนวคิดการวิจัย 

ไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียม 

เพิ่มจ้านวน DNA fragment 

โคลนยีนเข้าสู่ TA cloning vector 

ย้าย plasmid เข้าสู่  competent E. coli  

ท้าการกระตุ้นการผลิตโปรตีน  

หาขนาดโปรตีนด้วย SDS-PAGE  

ยืนยันโปรตีน western blot  

Protein purification  

Dot blot analysis 

ท ำกำร sub clone เข้ำสู่ expression vector 
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บทที่  4 

ผลการทดลอง 

1. ผลการเพิ่มชิ้นส่วนดีเอ็นเอของไวรัสส่วน gE ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอร์เรส  

ผู้วิจัยท้าการสกัดดีเอ็นเอของไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียม หมายเลข 8NP74 ที่ท้าการ
เพาะเลี้ยงผ่านเซลล์เพาะเลี้ยงจากหน่วยชันสูตรโรคสัตว์คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย น้าดีเอ็นเอของไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียมท่ีได้จากการสกัดดีเอ็นเอ  มาเพิ่มจ้านวนด้วยวิธี
ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอร์เรส ได้ผลผลิตพีซีอาร์ที่มีขนาดอยู่ในช่วงระหว่าง 500 - 600 คู่เบส (ภาพที่ 
9) 

2. การโคลน (clone) gE fragment เข้าสู่ pGEX 5X-3 vector และการตรวจสอบทิศทาง 

  น้า gE fragment โคลนเข้าสู่ pGEM-T vector ได้เป็น gE pGEM-T จากนั้นจึง
ย้ายรีคอมบิแนนท์พลาสมิดนี้เข้าสู่ E. coli JM109 ได้เป็น gE pGEM-T JM109 ท้าการคัดเลือก
โคลนที่มีทิศทางการเรียงตัวของ gE fragment อย่างถูกต้องด้วยวิธีพีซีอาร์ น้า gE pGEM-T ที่มี
ทิศทางถูกต้องไปตรวจหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ (ภาพที่ 10) น้าไปเปรียบเทียบกับล้าดับนิวคลีโอไทด์
ของ Us8 ของไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียมจากประเทศต่างๆ ที่มีการายงานใน genbank และท้าการ
สร้างแผนภูมิต้นไม้ (phylogenetic tree) โดยใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์  MEGA version 4.0 
(Tamura et al., 2007) พบว่าชิ้นส่วนดีเอ็นเอ gE ที่ใช้ในการวิจัยนี้จัดอยู่กลุ่มเดียวกับไวรัสจาก
ประเทศจีน เกาหลีใต้และมาเลเซีย ดังภาพที่ 11 

  น้าพลาสมิด gE pGEM-T ที่ได้มาท้าปฎิกริยากับเอนไซม์ EcoRI เพื่อตัดแยกส่วน 
gE fragment ออกจากพลาสมิด pGEM-T เมื่อท้าการทดสอบผลการตัดย่อยด้วยวิธี agarose  gel 
electrophoresis พบมีแถบเรืองแสง 2 แถบ แถบแรกมีขนาดมากกว่า 1 kb ซึ่งน่าจะเป็นส่วนของพ
ลาสมิด pGEM-T ที่ถูกตัด แถบที่สองมีขนาดประมาณ 600 bp ท้าการตัดเจลที่แถบที่สอง (ซึ่งมี
ขนาดใกล้เคียงกับขนาดของ gE fragment ที่ได้จากการค้านวน ) แล้วท้าให้บริสุทธิ์ด้วยชุด
ส้าเร็จรูป  NucleoSpin Extract II (Macherey-Nagel, Germany) ภายหลังการท้าให้บริสุทธิ์ท้า
การแบ่งตัวอย่างที่ท้าให้บริสุทธิ์แล้วมาท้าการตรวจสอบซ้้าด้วยวิธี agarose  gel electrophoresis 
พบมีแถบเรืองแสงเพียงแถบเดียวท่ีขนาดประมาณ 600 bp เก็บตัวอย่างที่ท้าให้บริสุทธิ์แล้วไว้ที่ -
20 องศาเซลเซียส 
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  น้าพลาสมิด pGEX 5x-3 (ขนาดประมาณ 4.9 กิโลเบส) มาท้าปฎิกริยากับ
เอนไซม์ EcoRI แล้วน้าสารสกัดทั้งหมดไปท้าให้บริสุทธิ์ด้วยชุดส้าเร็จรูป  NucleoSpin  Extract II  
(Macherey-Nagel, Germany)  น้าพลาสมิดที่ตัดแล้วไปท้าการ Dephosphorylation แล้วน้าสาร
สกัดทั้งหมดไปท้าให้บริสุทธิ์ด้วยชุดส้าเร็จรูป  NucleoSpin  Extract II  (Macherey-Nagel, 
Germany) ทดสอบด้วยวิธี agarose  gel electrophoresis พบแถบเรืองแสงเพียงแถบเดียวท่ี
ขนาดมากกว่า 1 kb เก็บตัวอย่างที่ท้าให้บริสุทธิ์แล้วไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส 

  น้า gE fragment ที่ตัดจากพลาสมิด  gE pGEM-T มาต่อเข้ากับพลาสมิด pGEX 
5x-3 ด้วยวิธีไลเกชั่น จากนั้นน้ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่ได้ย้ายเข้าสู่แบคทีเรีย JM109 ซึ่งได้เป็น 
gE pGEX 5x-3 JM109 ท้าการคัดเลือกโคลนที่มีการเรียงตัวของ gE fragment ในทิศทางที่
ถูกต้องภายในพลาสมิด pGEX 5x-3 ทดสอบด้วยวิธีพีซีอาร์ ได้ผลดังภาพที่ 12 เลือก gE pGEX 
5x-3 JM109 โคลนที่ 3 และ 5 มาเพิ่มจ้านวนและสกัดพลาสมิด ท้าการย้ายพลาสมิดเข้าไปใน
แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ Rosetta DE3 pLysS (EMD Chemicals, USA.) แล้วท้าการ
ตรวจสอบทิศทางอีกครั้งได้ผลดังภาพที่ 13   

  ท้าการเลือกพลาสมิด gE pGEX 5x-3 ที่ตรวจทิศทางแล้ว (โคลนที่ 3 และ 5) มา
หาล้าดับนิวคลีโอไทด์ได้ผลดังภาพที่ 14 ซึ่งมีทิศทางและล้าดับนิวคลีโอไทด์ถูกต้อง ท้าการ
วิเคราะห์ค้านวนการ translation หาล้าดับกรดอะมิโนดังภาพที่ 15 และค้านวนหาน้้าหนักของ
โปรตีนที่จะผลิตโดยใช้โปรแกรม BioEdit Sequence Alignment Editor version 7.0.9.0 และมี
สัดส่วนของกรดอะมิโนแต่ละชนิดดังภาพที่ 16 ค้านวนได้ขนาดน้าหนักโมเลกุลของโปรตีนเฉพาะ
ส่วน gE ได้ประมาณ 20.9 กิโลดาลตัน เมื่อรวมกับขนาดโปรตีนส่วน Glutathione-S-transferase 
ที่มีขนาดประมาณ 26 กิโลดาลตัน จะได้ขนาดรีคอมบิแนนท์โปรตีนทั้งหมดประมาณ 47 กิโลดาล
ตัน 

3. ผลการกระตุ้นการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนและการท าโปรตีนให้บริสุทธิ์   

ผลการกระตุ้นแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ์ Rosetta DE3 pLysS ที่มีพ
ลาสมิด gE pGEX 5x-3 เมื่อท้าการทดสอบบน SDS-PAGE จะพบแถบโปรตีนขนาดประมาณ 40 
kDa ที่มีความหนามากกว่า ตัวอย่างรีคอมบิแนนท์โปรตีนจากแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ Rosetta 
DE3 pLysS ที่ไม่มีพลาสมิด gE pGEX 5x-3 ดังภาพที่ 17 น้ารีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ผลิตไปท้า
การทดสอบ western blot analysis กับตัวอย่างซีรัมสุกรที่ให้ผลบวกและผลลบต่อชุดทดสอบ 
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HerdCheck Anti-ADV gpI (IDEXX, USA.) พบว่าให้ผลบวกกับซีรัมสุกรที่ให้ผลบวกต่อชุด
ทดสอบอีไลซาและให้ผลลบกับซีรัมสุกรที่ให้ผลลบต่อชุดทดสอบอีไลซา ดังภาพที่ 18 

น้ารีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ได้มาท้าให้บริสุทธิ์โดยใช้ชุดสกัด bulk GST 
purification module (GE healthcare, UK) แล้วน้ารีคอมบิแนนท์โปรตีนแต่ละ fraction มา
ทดสอบ SDS-PAGE ได้ผลดังภาพที่ 19 น้ารีคอมบิแนนท์โปรตีนไปท้าการทดสอบ western blot 
analysis กับตัวอย่างซีรัมสุกรที่ให้ผลบวกต่อชุดทดสอบ HerdCheck Anti-ADV gpI (IDEXX, 
USA.) พบว่าให้ผลบวกดังภาพที่ 20 

4. ผลการวัดความเข้มข้นของรีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ผลิตได้ 

น้ารีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ท้าให้บริสุทธิ์แล้ว fraction ท่ี 4 ไปค้านวนหาความ
เข้มข้นของรีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ผลิตได้โดยใช้ชุดส้าเร็จรูป Quick Start Bradford Protein 
Assay (Bio-Rad Laboratories, USA) โดยได้กราฟมาตราฐาน (ภาพที่ 21) ที่มีสมการเส้นตรงคือ 
y = 0.8726x - 0.0213 เมื่อแทนค่าการดูดกลืนแสงของรีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ผลิตได้จะได้ความ
เข้มข้นของรีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ผลิตจากการเลี้ยงแบคทีเรียปริมาตร 250 มิลลิลิตรเป็น 179 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จ้านวน 5  มิลลิลิตรคิดเป็นรีคอมบิแนนท์โปรตีนทั้งหมด 895 มิลลิกรัม 

5. ผลการทดสอบ dot blot analysis 

น้าซีรัมที่ให้ผลบวกหรือลบต่อไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียมที่ทดสอบด้วยชุดอีไลซา 
HerdCheck Anti-ADV gpI (IDEXX, USA.) มาทดสอบ dot blot analysis (ภาพที ่ 22) ได้ผล
สอดคล้องกับผลจากชุดอีไลซา 
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ภาพท่ี 9 gE fragment ที่มีขนาดประมาณ 573 คู่เบส (แถบ PRV ต้าแหน่งลูกศร) ที่แสดงบน 
1.5% agarose gel electrophoresis Ladder คือ 100 คู่เบสดีเอ็นเอแลดเดอร์ N คือ ตัวอย่าง
ควบคุมลบ P คือ ตัวอย่างควบคุมบวก  
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ภาพท่ี 10 ล้าดับนิวคลีโอไทด์เฉพาะส่วน gE ของพลาสมิด gE pGEM-T ที่สกัดจากแบคทีเรีย 
Escherichia coli สายพันธุ์ JM109 ที่มีพลาสมิด gE pGEM-T (gE pGEM-T JM109) 4 gE 
pGEM-T และ 6 gE pGEM-T คือล้าดับนิวคลีโอไทด์ของไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียมที่ใช้ในการวิจัย 
FJ176390 Malaysia คือล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Us8 ในไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียมจากประเทศ
มาเลเซีย 
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ภาพท่ี 11 แผนภูมิต้นไม้ (phylogenetic tree) ส่วน gE fragment ใน gE pGEM-T เมื่อ
เปรียบเทียบกับ Us8 ยีนจากไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียมของประเทศต่างๆที่มีข้อมูลอยู่ใน  genbank   
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ภาพท่ี 12 การตรวจสอบทิศทางของ gE fragment ภายใน gE pGEX 5x-3 Ladder คือ 1000 คู่
เบสดีเอ็นเอแลดเดอร์ N คือ ตัวอย่างควบคุมลบ  แถวท่ี 1-6 คือ ตัวอย่างพลาสมิดจากแบคทีเรีย 
gE pGEX 5x-3 JM109 โคลนที่ 1-6 โดยโคลนที่มีทิศทางที่ถูกต้องคือ โคลนที่ 3 และ 5 (ต้าแหน่ง
ลูกศร) 
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ภาพท่ี 13  การตรวจสอบทิศทางของ gE fragment ภายใน gE pGEX 5x-3 Ladder คือ 1000 คู่
เบสดีเอ็นเอแลดเดอร์ N คือ ตัวอย่างควบคุมลบ  แถวท่ี 1-7 คือ ตัวอย่างพลาสมิดจากแบคทีเรีย 
gE pGEX 5x-3 Ros โคลนที่ 1-7 (ต้าแหน่งลูกศร) 
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ภาพท่ี 14 ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของพลาสมิด gE pGEX 5x-3 ที่สกัดจากแบคทีเรีย Escherichia 
coli สายพันธุ์ Rosetta DE3 pLysS ที่มีพลาสมิด gE pGEX 5x-3 (gE pGEX 5x-3 Ros) โดย
ต้าแหน่งที่ 1-6 เป็นส่วนหน่ึงของ factor Xa ต้าแหน่งที่ 37 เป็นต้นไปเป็นส่วนของ gE 
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ภาพท่ี 15 ล้าดับกรดอะมิโนเฉพาะส่วน gE ท่ีแปลรหัสจากล้าดับนิวคลีโอไทด์ส่วน gE ของพ
ลาสมิด gE pGEX 5x-3 ที่สกัดจากแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ์ Rosetta DE3 pLysS ท่ี
มีพลาสมิด gE pGEX 5x-3 (gE pGEX 5x-3 Ros) 
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ภาพท่ี 16 สัดส่วนชนิดกรดอะมิโนเฉพาะส่วน gE ที่ถอดรหัสจากล้าดับนิวคลีโอไทด์ส่วน gE 
ของพลาสมิด gE pGEX 5x-3 ที่สกัดจากแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ์ Rosetta DE3 
pLysS ท่ีมีพลาสมิด gE pGEX 5x-3 (gE pGEX 5x-3 Ros) 

 

 

 

 

 

 

 



 -  39 - 
 

39 

 

 

ภาพท่ี 17  SDS-PAGE แถว L คือ โปรตีนแลดเดอร์ แถว 1 คือ โปรตีนที่ได้จากแบคทีเรีย 
Escherichia coli สายพันธุ์ Rosetta DE3 pLysS ที่มีพลาสมิด gE pGEX 5x-3 (ลูกศรชี้) แถวท่ี 2 
คือ โป รตีนที่ได้จากแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ์ Rosetta DE3 pLysS ที่ไม่มี gE 
fragment  
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ภาพท่ี 18  Western blot analysis แถว L คือ โปรตีนแลดเดอร์ แถว 1 คือ รีคอมบิแนนท์โปรตีนที่
ได้จากแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ Rosetta DE3 pLysS ท่ีมี gE fragment  เมื่อท้าปฎิกริยากับ
ซีรัมสุกรที่ให้ผลบวกกับไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียมด้วยวิธีอไีลซา ลูกศรแสดงต้าแหน่งของรีคอมบิแนนท์
โปรตีน แถว 2 คือ รีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ได้จากแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ Rosetta DE3 pLysS 
ที่มี gE fragment  เมื่อท้าปฎิกริยากับซีรัมสุกรที่ให้ผลลบกับไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียมด้วยวิธีอไีลซา 
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ภาพท่ี 19 SDS-PAGE แถวท่ี 1 จากรีคอมบิแนนท์โปรตีน fraction 1 แถวท่ี 2 จากรีคอมบิแนนท์
โปรตีน fraction 2 แถวท่ี 3 จากรีคอมบิแนนท์โปรตีน fraction 3 แถวท่ี 4 จากรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
fraction 4 แถวท่ี 5 จากรีคอมบิแนนท์โปรตีน fraction 5 ลูกศรชี้ต้าแหน่งขนาดประมาณ 47 kDa 
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ภาพท่ี 20 แถวท่ี 1 western blot analysis ของรีคอมบิแนนท์โปรตีนหลังจากท้าให้บริสุทธิ์โดยใช้
ซีรัมสุกรที่ให้ผลบวกกับไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียมด้วยวิธีอีไลซา  
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ภาพท่ี 21 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของโปรตีนและ optical density ที่ความ
ยาวคลื่น 595 nm ค้านวณสมการเส้นตรงได้ y = 0.8726x - 0.0213 
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ภาพท่ี 22 dot blot analysis ท้าการทดสอบโดยใช้ซีรัมท่ีให้ผลบวกต่อชุดอีไลซา HerdCheck 
Anti-ADV gpI (IDEXX, USA.) แถวท่ี 1 ท้าการหยดรีคอมบิแนนท์โปรตีนปริมาณ 100 ng แถวท่ี 2 
ท้าการหยดรีคอมบิแนนท์โปรตีนปริมาณ 50 ng แถวท่ี 3 ท้าการหยดรีคอมบิแนนท์โปรตีนปริมาณ 
25 ng แถวท่ี 4 ท้าการหยดโปรตีนปริมาณ 12.5 ng 

 

1                  2                  3                    4     
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บทที่  5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

1. สรุปผลการวิจัย 

จากการศึกษาผู้วิจัยประสบความส้าเร็จในการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนจากส่วน
หนึ่งของยีนยูนีคช๊อต 8 ของไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียม โดยใช้แบคทีเรีย  E. coli สายพันธุ์ Rosetta 
DE3 pLysS ที่มีพลาสมิด gE pGEX 5x-3 โดยใช้เทคนิคทางพันธุวิศวกรรม ได้รีคอมบิแนนท์
โปรตีนที่มีน้้าหนักโมเลกุลประมาณ 47 กิโลดาลตัน โดยรีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ผลิตได้น้ันสามารถ
ท้าปฎิกริยากับซีรัมสุกรที่ติดเชื้อไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียมได้และสามารถท้าให้บริสุทธิ์ได้ 

2. อภิปรายผลการวิจัย 

การผลิตโปรตีนโดยเทคนิคทางพั นธุวิศวกรรมนั้นนิยมใช้สิ่งมีชีวิตที่ท้างานเป็น
เซลล์โฮสต์ ในการผลิตโปรตีนอยู่ 2 กลุ่ม คือสิ่งมีชีวิตจ้าพวกโปรคาริโอต (prokaryote) และยูคาริ
โอต (eukaryote) ในกลุ่มโปรคาริโอตนิยมใช้แบค ทีเรีย E. coli ส่วนกลุ่มยูคาริโอตนั้นนิยมใช้ ยีสต์ 
เซลล์แมลง (insect cells) หรือเซลล์สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม (mammalian cells) เป็นต้น การใช้
แบคทีเรีย E. coli มีข้อดีหลายประการ  คือ สามารถผลิตโปรตีนได้อย่างรวดเร็ว ผลิ ตได้ปริมาณสูง 
ง่ายต่อการเพิ่มจ้านวนและผลิตจ้านวนมาก ค่าใช้จ่ายต้่า แต่ก็มีข้อเสียคือ โปรตีนที่มีพันธะไดซัล
ไฟต์ (disulfide bonds) จะผลิตได้ยาก โปรตีนที่ผลิตได้จะไม่ผ่านกระบวนการ post-translational 
modification เช่น glycosylation โปรตีนที่ผลิ ตได้อาจจะอยู่ในรูปของอินคลูชันบอดี (inclusion 
bodies) ท้าให้ยากต่อการท้าให้บริสุทธ์ (Demain and Vaishnav, 2009) โปรตีนที่ได้อาจเกิดการ
เสียสภาพ (denature) หรือพับไม่ถูกต้อง (refolding) (Choi and Lee, 2004; Maldonado et al., 
2007)  

 จากที่กล่าวมาข้อด้อยของการใช้แบคทีเรีย E. coli นั้นข้อที่จะมีผลกระทบกับ
โปรตีนที่ผู้วิจัยท้าการศึกษาคือ โปรตีนที่ไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียมผลิตจากยีน Us 8 นั้นเป็นไกลโค
โปรตีน (ไกลโคโปรตีนอี) ซึ่งอาจมีปัญหาในแง่ของความสามารถจับกับแอนตีบอดีของสุกรที่ติดเชื้อ
ได้ แต่จากการศึกษาการแสดงออกของยีน Us 8 ในแบคทีเรีย E. coli  ที่ผ่านมาพบว่าโปรตีนท่ี
ผลิตจากแบคทีเรีย E. coli สามารถจับกับแอนติบอดีของสุกรที่ติดเชื้อได้ (Yong et al., 2005) และ
มีการน้ารีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ผลิตได้ไปพัฒนาเป็นชุดตรวจ  latex agglutination (Yong et al., 
2005) ดังนั้นในแง่คุณสมบัติในการเป็นโปรตีนที่สามารถน้าไปพัฒนาเป็นชุดตรวจสอบการติดเชื้อ
ไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียมนั้นน่าจะสามารถใช้งานได้ แม้ว่าโครงสร้างบางอย่างของรีคอมบิแนนท์
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โปรตีนจะมีความแตกต่างจากโปรตีนที่ไวรัสผลิตตามธรรมชาติก็ตาม  ซึ่งการใช้แบคทีเรีย E.coli ใน
การผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน gE เพื่อน้ามาพัฒนาเป็นชุดทดสอบนั้นได้มีการใช้อย่างกว้างขวาง 
ทั้งการพัฒนา latex agglutination test (Yong et al., 2005) และอีไลซา (Ro et al., 1995) แต่
นอกจากการใช้แบคทีเรียแล้วก็ยังมีการใช้ยีสต์และแบคคูโลไวรัส (Baculovirus) ในการผลิต
โปรตีนเพื่อพัฒนาชุดทดสอบเช่นกัน (Banks, 1994; Ao et al., 2003; Gomez-Sebastian et al., 
2008) ในส่วนของโปรตีนที่ผลิตในงานวิจัยนี้นั้นเป็นรีคอมบิแนนท์โปรตีนจากแบคทีเรีย E.coli ที่มี
โปรตีน Glutathione S-transferase (GST) ติดอยู่ที่ปลายด้าน N-Terminal 

ในงานวิจัยนี้ผู้วิจัยไม่ได้ท้าการทดสอบหาล้าดับกรดอะมิโนของรีคอมบิแนนท์
โปรตีนที่ได้ซึ่งท้าให้ไม่สามารถยืนยันได้ว่าล้าดับกรดอะมิโนน้ันตรง ตามที่ผู้วิจัยท้าการค้านวนจาก
โปรแกรมคอมพิวเตอร์ แต่ผู้วิจัยได้พยายามทดสอบด้วยวิธีอื่นๆ เพื่อยืนยันชนิดและคุณสมบัติของ
รีคอมบิแนนท์โปรตีน โดยได้ท้าการหาล้าดับนิวคลีโอไทด์และตรวจสอบทิศทางของพลาสมิด gE 
pGEX 5x-3 เพื่อยืนยันว่าล้าดับนิวคลีโอไทด์และ มีทิศทางถูกต้อง นอ กจากน้ียังท้าการทดสอบ 
western blot analysis และ dot blot analysis เพื่อยืนยันว่ารีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ผลิตขึ้นมี
คุณสมบัติเป็นแอนติเจนที่สามารถจับกับแอน ติบอดีจากซีรัมสุกรที่ให้ผลบวกต่อชุดอีไล ซา 
HerdCheck Anti-ADV gpI (IDEXX, USA) ดังนั้นจึงสามารถอนุมานได้ว่ารี คอมบิแนนท์โปรตีนที่
ผลิตไดม้ีคุณสมบัติถูกต้องตามที่คาดหวัง 

ในส่วนของความบริสุทธิ์ของรีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ผลิตได้น้ัน จากผลการทดลอง
ยังพบว่าความบริสุทธิ์ที่ได้ยังไม่น่าพอใจเท่าที่ควรเนื่องจากยังสามารถสังเกตุพบแถบโปรตีนขนาด
อ่ืนๆ ปรากฎอยู่บนเจลของ SDS-PAGE (ภาพที่ 19) ใน fraction 2 และ 3 ท้าให้ผู้วิจัยต้องเลือกน้า
รีคอมบิแนนท์โปรตีนใน fraction ที่สูงขึ้นเพื่อให้ได้ระดับความบริสุทธิ์ของรีคอมบิแนนท์ โปรตีนมาก
ข้ึนซึ่งท้าให้ได้ปริมาณความเข้มข้นของ รีคอมบิแนนท์ โปรตีนที่จะน้าไปใช้ลดลง เนื่องจากหากน้ารี
คอมบิแนนท์โปรตีนที่มีโปร ตีนบางส่วนของแบคทีเรียไปใช้ในการผลิตชุด ทดสอบ อาจท้าให้เกิด
ปัญหาผลบวกลวง (false positive) ได้ 

3. ข้อเสนอแนะ 

  เนื่องจากปัญหาในแง่ความบริสุทธิ์ของรีคอมบิแนนท์โปรตีนท้าให้ได้ปริมาณรี
คอมบิแนนท์โปรตีนที่จะน้าไปใช้ได้ค่อนข้างต่้า ดังนั้นอาจพิจารณาทางแก้ปัญหาได้ดังนี้  1) เพิ่ม
ปริมาณการผลิตขึ้นเพื่อให้ได้ปริมาณโปรตีนที่มากพอแต่จะสิ้นเปลืองค่าใช้จ่ายในการผลิตโปรตีน 
2) พิจารณาเปลี่ยนชุดการท้าโปรตีนให้บริสุทธิ์ที่มีประสิทธิภาพมากขึ้นท้าให้ได้รีคอมบิแนนท์
โปรตีนที่บริสุทธิ์ตั้งแต่ fraction ต้นๆ 3) พิจารณาเปลี่ยนชนิดของพลาสมิดที่ ใช้เพื่อให้ได้รีคอม
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บิแนนท์โปรตีนที่ง่ายในการท้าให้บริสุทธิ์เช่น ใช้พลาสมิดกลุ่มที่ให้โปรตีน His tag 4) เปลี่ยนไปใช้
ระบบการผลิตโปรตีนของยีสต์เนื่องจากสุกรโดยทั่วไปไม่สร้างแอน ติบอดีต่อยีสต์ท้าให้ไม่ต้องกังวล
ในการน้าโปรตีนที่มีการปนเปื้อนเล็กน้อยมาใช้เป็นชุดทดสอบ 

รีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ผู้วิจัยผลิตขึ้นมาในงานวิจัยนี้ สามารถน้าไปพัฒนาชุด
ทดสอบโรคพิษสุนัขบ้าเทียมทั้งในรูปแบบของ ชุดทดสอบแบบอิมมูโนโครมาโตรกราฟฟิกซึ่งยังไม่
เคยมีใครพัฒนาส้าหรับตรวจโรคพิษสุนัขบ้าเทียมมาก่อน หรือน้าไปพัฒนาเป็นชุดตรวจอีไลซาเพื่อ
ทดแทนการน้าเข้าชุดทดสอบจากต่างประเทศ ซึ่งในผู้วิจัยมีความเห็นว่าควรน้าไปพัฒนาทั้งสอง
แบบเนื่องจากแต่ละแบบมีข้อดีที่แตกต่างกันไปตามวัตถุประสงค์การใช้งานคือ ชุดตรวจอีไลซา
สามารถใช้ได้ดีในการตรวจเพื่อบอกสถานะของโรคภายในฟาร์มเหมาะแก่การใช้ในการส้ารวจโรค
ประจ้าปีหรือตรวจเฝ้าระวัง ส่ วนชุดอิมมูโนโครมาโตรกราฟฟิกเหมาะส้าหรับการตรวจที่ต้องการผล
รวดเร็วและพกพาติดตัวไปใช้ในภาคสนามได้สะดวกเช่น ในกรณีการตรวจก่อนรับสุกรเข้าฟาร์ม
หรือตรวจบนรถขนส่งสุกรเป็นต้น นอกจากน้ีจากการประเมินของผู้วิจัยชุดอิมมูโนโครมาโตรกราฟ
ฟิก มีต้นทุนการผลิตท่ีต้่ากว่าชุดตร วจอิไลซ่า ดังนั้นจึงควรที่จะท้าการวิจัยต่อไปเพื่อให้ประสบ
ความส้าเร็จในการผลิตชุดทดสอบโรคพิษสุนัขบ้าเทียมในอนาคตซึ่งประกอบด้วยขั้นตอนการ
เคลือบโปรตีนลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส หาปริมาณคอนจูเกตแอนติบอดีที่เหมาะสม ประกอบ
เป็นชุดทดสอบและท้าการทดสอบหาความไวและความจ้าเพาะ 

หลังจากสามารถท้าการผลิตชุดทดสอบที่มีประสิทธิภาพน่าพอใจในระดับ
ห้องปฎิบัติการส้าเร็จแล้ว ควรมีการวิจัยเพื่อผลิตในระดับอุตสาหกรรม ส้าหรับการผลิตรีคอม
บิแนนท์โปรตีนในคราวละมากๆนั้น ควรท้าการปรับระดับการผลิตจากระดับห้องปฎิบัติการมาเป็น
ระดับอุตสาหกรรมโดยปรับเปลี่ยนจากการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียในตู้เขย่าควบคุมอุณหภูมิมาเป็น
การเลี้ยงในระบบหมัก (fermentation) ที่สามารถควบคุมองค์ประกอบต่างๆที่มีผลในการผลิตรี
คอมบิแนนท์โปรตีนเช่น ปริมาณอ๊อกซิเจน ความเป็นกรดด่าง และความเร็วในการกวน เพื่อให้ได้รี
คอมบิแนนต์โปรตีนปริมาณมากและมีความสม่้าเสมอในแต่ละรอบการผลิต 
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การสกัดดีเอ็นเอโดยใช้ชุดสกัดส าเร็จรูป NucleoSpin RNA Virus (Macherey-Nagel, 
Germany) 

1) น้าสารละลายอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีไวรัสอยู่มา 200 ไมโครลิตร ผสมกับ 600 
ไมโครลิตร RAV1 buffer ที่มี Carrier RNA ผสมให้เข้ากันน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 
70 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที  

2) ท้าการเติมเอทานอล (96-100%) 600 ไมโครลิตรผสมให้เข้ากันด้วย vortex 
นาน 10-15 วินาที 

3) น้า NucleoSpin® RNA Virus Columns ใส่ลงใน collection tubes แล้วเติม
สารผสมในขั้นตอนที่ 2 ลงไป 700 ไมโครลิตร ปั่นเหว่ียงที่ 12,000 รอบต่อ
นาทีเป็นเวลา 1 นาที เทของเหลวใน collection tubes ทิ้ง ท้าซ้้าจนสารผสม
ในขั้นตอนที่ 2 หมดแล้วเปลี่ยน collection tubes ใหม่ 

4) เติม buffer RAW 500 ไมโครลิตรลงใน NucleoSpin® RNA Virus Column
ปั่นเหว่ียงที่ 12,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 1 นาที เทของเหลวใน  collection 
tubes ท้ิง 

5) เติม buffer RAV3 600 ไมโครลิตรลงใน NucleoSpin® RNA Virus Column
ปั่นเหว่ียงที่ 12,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 1 นาที เทของเหลวใน  collection 
tubes ท้ิง เปลี่ยน collection tubes ใหม่ 

6) เติม buffer RAV3 200 ไมโครลิตรลงใน NucleoSpin® RNA Virus Column
ปั่นเหว่ียงที่ 12,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาที เทของเหลวใน  collection 
tubes ทิ้ง เปลี่ยน collection tubes ใหม่ 

7) น้า NucleoSpin® RNA Virus Columns ใส่ลงใน microcentrifuge tube 

ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมน้้าที่ปราศจากอาร์เอนเอส (RNase free water) ท่ี
น้าไปอุ่นที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ปริมาณ 50 ไมโครลิตร บ่มที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 นาที น้าไปป่ันเหวี่ยงที่ 12,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 
1 นาที เก็บดีเอนเอ ที่สกัดได้ไว้ที่อุณหภูมิ  -80 องศาเซลเซียสจนกว่าจะใช้
ต่อไป 
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การสกัดชิ้นส่วนดีเอ็นเอออกจากเจลโดยใช้ชุดสกัดเจลส าเร็จรูป  NucleoSpin  Extract II  
(Macherey-Nagel, Germany) 

1.) ตัดแถบอะกาโรสเจลที่สนใจใส่ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 
มิลลิลิตร ผสมกับ 600 ไมโครลิตร buffer NT น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 5-10 นาท ีพลิกหลอดเป็นระยะจนกว่าเจลจะละลายหมด 

2.)  น้า NucleoSpin® Extract II column ใส่ลงใน collection tubes แล้วเติม
สารผสมในขั้นตอนที่ 1 ลงไป 700 ไมโครลิตร ปั่นเหว่ียงที่ 12,000 รอบต่อ
นาทีเป็นเวลา 1 นาที เทของเหลวใน  collection tubes ทิ้ง ท้าซ้้าจนสารผสม
ในขั้นตอนที่ 2 หมด 

3.) เติม buffer NT3 600 ไมโครลิตรลงใน NucleoSpin® Extract II column ปั่น
เหวี่ยงที่ 12,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 1 นาที เทของเหลวใน  collection 
tubes ท้ิง 

4.) น้า NucleoSpin® Extract II column ปั่นเหว่ียงที่ 12,000 รอบต่อนาทีเป็น
เวลา 5 นาที เทของเหลวใน collection tubes ทิ้ง  

5.) น้า NucleoSpin® Extract II column ใส่ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 
1.5 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที 

6.) เติมน้้าที่ปราศจากอาร์เอนเอส (RNase free water) ที่น้าไปอุ่นที่อุณหภูมิ 70 
องศาเซลเซียส ปริมาณ 50 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 นาที 
น้าไปป่ันเหวี่ยงที่ 12,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 1 นาที เก็บผลิตภัณฑ์จากพีซี
อารท์ี่สกัดได้ไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสจนกว่าจะใช้ต่อไป 

การเชื่อมต่อ gE fractment เข้าสู่พลาสมิด pGEM-Teasy 

ท้าการผสมสารเคมีตามสัดส่วนดังนี้ 2X Rapid Ligation Buffer ปริมาณ 5 
ไมโครลิตร เอนไซม์ T4 DNA ligase 1 ไมโครลิตร pGEM®-T Easy Vector (50ng) 1 ไมโครลิตร 
gE fragment 3 ไมโครลิตร น้าสารผสมทั้งหมดบ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 12 ชั่วโมง 
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การ transformation เข้าแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ JM 109  

น้าแบคทีเรีย  E. coli สายพันธุ์  JM 109 ที่มีความพร้อมในการรับพลาสมิด 
(competent cells) (ขั้นตอนการเตรียมแสดงในภาคผนวก) มาผสมรวมกับ gE pGEM-T  บ่มบน
น้้าแข็ง 30 นาที จากนั้นน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที แล้วน้ากลับไปบ่มบน
น้้าแข็ง 2 นาทีเติม DifcoTM LB Broth  (Becton Dickinson, USA)  800 ไมโครลิตร  และบ่มที่
อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  1 ชั่วโมง เขย่าน้าไปป่ันเหวี่ยงที่ 8000 รอบต่อนาทนีาน 1 นาที ดูด
ส่วนใสทิ้ง  น้าส่วนที่เหลือ (แบคทีเรียที่  transform แล้ว) มาเลี้ยงบนใน  LB agar (เตรียมโดยใส่  
agar technical (Becton Dickinson, USA) 17 กรัม ลงใน DifcoTM LB Broth 1 ลิตร) ที่มียาปฎิชีว
นะ Ampicillin เข้มข้น 100 ug/ml บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 12-16 ชั่วโมง แล้วท้าการเลือก
โคโลนีสีขาว  โดยท้าการเลือกแบบสุ่มมา  5 โคโลนีต่อ  1 PCR product  แล้วท้าการเพิ่มจ้านวน
แบคทีเรียโดยเลี้ยงใน DifcoTM LB Broth บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 12-16 ชั่วโมง 

การสกัดพลาสมิด gE pGEM-T ด้วยชุดสกัดส าเร็จรูป Nucleospin plasmid kit (Macherey-
Nagel, germany) 

1.) น้าแบคทีเรียปริมาณ 3 มิลลิลิตร ปั่นเหว่ียงที่ 12,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 
30 วินาทีดูดส่วนใสทิ้ง 

2.) เติม buffer A1 250 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วย vortex  

3.) เติม buffer A2 250 ไมโครลิตร ผสมให้เ ข้ากันโดยการพลิกหลอดเบาๆ 6-8 
ครั้ง บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที จนสารผสมใส 

4.) เติม buffer A3 300 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการพลิกหลอดเบาๆ 6-8 
ครั้ง 

5.) ปั่นเหว่ียงที่ 12,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาที เก็บส่วนใส 

6.) น้า NucleoSpin® Plasmid Column ใส่ลงใน collection tubes แล้วเติม
ส่วนใสของสารผสมในขั้นตอนที่ 5 ลงไป 700 ไมโครลิตร ปั่นเหว่ียงที่ 12,000 
รอบต่อนาทีเป็นเวลา 1 นาที เทของเหลวใน  collection tubes ทิ้ง ท้าซ้้าจน
สารผสมในขั้นตอนที่ 2 หมด 
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7.) เติม buffer A4 600 ไมโครลิตรลงใน NucleoSpin® Plasmid Column ปั่น
เหวี่ยงที่ 12,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 1 นาที เทของเหลวใน  collection 
tubes ทิ้ง เปลี่ยน collection tubes ใหม่ 

8.) น้า NucleoSpin® Plasmid Column ปั่นเหว่ียงที่ 12,000 รอบต่อนาทีเป็น
เวลา 5 นาที เทของเหลวใน collection tubes ทิ้ง  

9.) น้า NucleoSpin® Extract II column ใส่ลงใน microcentrifuge tube 

ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมน้้าที่ปราศจากอาร์เอนเอส (RNase free water) 
ปริมาณ 50 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 นาที น้าไปป่ันเหวี่ยงที่ 
12,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 1 นาที เก็บพลาสมิดที่สกัดได้ไว้ที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียสจนกว่าจะใช้ต่อไป 

การตัดพลาสมิดด้วยเอ็นไซม์ตัดจ าเพาะ (restriction enzyme) 

ท้าการผสมสารเคมีตาม สัดส่วนดังนี้  10x buffer ปริมาณ 3 ไมโครลิตร  น้้าที่
ปราศจากเอนไซม์อาร์เอนเอส (RNase free water) 17 ไมโครลิตร เอนไซม์ EcoRI 1 ไมโครลิตร 
พลาสมิด 9 ไมโครลิตร  น้าสารเคมีผสมทั้งหมดบ่มที่อุณห ภูมิ 37 องศาเซลเซียส 1 ชั่วโมง และ 80 
องศาเซลเซียส 5 นาที 

การตัดหมู่ฟอสเฟตออกจากพลาสมิด(dephosphorylation) 

ท้าการผสมสารเคมีตามสัดส่วนดังนี้ เอนไซม์ alkaline phosphatase (New 
England biolab, USA) 3 ไมโครลิตร NEBuffer 3 (10X) 3.65 ไมโครลิตร พลาสมิด pGEX 5x-3 
ที่ตัดด้วยเอนไซม์ EcoRI แล้ว 30 ไมโครลิตร น้าสารผสมทั้งหมดบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
1 ชั่วโมง และ 80 องศาเซลเซียส 5 นาที 

การเชื่อมต่อ (ligation) gE fragments เข้าสู่พลาสมิด pGEX 5x-3  

ท้าการผสมสารเคมีตามสัดส่วนดังนี้ 5x ligase reaction buffer ปริมาณ 4 
ไมโครลิตร เอนไซม์ T4 DNA ligase (Promega, USA) 1 ไมโครลิตร พลาสมิด  pGEX 5x-3 5 
ไมโครลิตร gE fragment 10 ไมโครลิตร น้าสารผสมทั้งหมดบ่มที่อุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส 12 
ชั่วโมง 

การย้าย (transform) รีคอมบิแนนท์พลาสมิด gE pGEX 5x-3 เข้าสู่เชื้อแบคทีเรีย  E. coli 
สายพันธุ์ JM 109 (Promega, USA)  
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ท้าการละลาย competent cells (แบคทีเรีย  E. coli สายพันธุ์  Rosetta DE3 
pLysS ที่เตรียมให้พร้อมในการรับพลาสมิด) แล้วน้า  ligation product ทั้งหมด  ใส่เข้าไปใน 
competent cells บ่มบนน้้าแข็ง  30 นาที น้าไปบ่มในน้้าที่อุณหภูมิ  42  องศาเซลเซียส  1 นาที แล้ว
น้ากลับไปบ่มบนน้้าแข็ง  2 นาที  เติม DifcoTM LB Broth  (Becton Dickinson, USA)  800 
ไมโครลิตร  บ่มที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  1 ชั่วโมง  ( เขย่าน้าไปป่ัน  8000  รอบต่อนาที  2 นาที 
ดูดส่วนใสทิ้ง  น้าส่วนที่เหลือมาเลี้ยงแบคทีเรียที่  transform แล้วใน LB agar (เตรียมโดยใส่  agar 
technical  (Becton Dickinson, USA) 17 กรัม ลงใน DifcoTM LB Broth  1 ลิตร)  ที่มียาปฎิชีวนะ 
Ampicillin และ Chloramphenicol เข้มข้น 100 ug/ml บ่มที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  12-16 
ชั่วโมง 

การเตรียมแบคทีเรีย E. coli และการทรานซ์ฟอร์เมชัน 
ขั้นตอนการปฏิบัติ 

1. น้าแบคทีเรียที่สนใจ (E. coli สายพันธุ์  JM 109 และสายพันธุ์ Rosetta DE3 
pLysS)โคโลนีเด่ียว  มาเพิ่มจ้านวนโดยใส่ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ชนิดเหลว 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มโดยการเขย่าที่อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 12 – 16 ชั่วโมง  

2. น้าแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงมา 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ชนิดเหลว
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร แล้วบ่มโดยการเขย่าที่อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 3 ชั่วโมง 

3. ปั่นตกตะกอนแบคทีเรียที่ 1,500 g เป็นเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4 oC    
4. ดูดอาหารเลี้ยงเชื้อส่วนใสออกและท้าการกระจายตะกอนแบคทีเรียด้ วย

สารละลาย CaCl2.2H2O ความเข้มข้น 0.1 M ปริมาตรประมาณ 10 มิลลิลิตร 
5. ต้ังบนน้้าแข็ง 30 นาที แล้วท้าการป่ันตกตะกอน (ดังข้อ 3) 
6. ดูดสารละลายส่วนใสออกและท้าการกระจายตะกอนแบคทีเรียด้วยสารละลาย 

CaCl2.2H2O ความเข้มข้น 0.1 M ปริมาตร 3 มิลลิลิตรและกลีเซอร์รอลปริมาตร 
300 ไมโครลิตร 

7. แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 1.5 ไมโครลิตร หลอดละ 200 ไมโครลิตร และท้าการ
เก็บท่ีอุณหภูมิ - 80 oC จนกว่าจะมีการน้ามาใช้งานต่อไป 

8. น้าแบคทีเรีย E. coli (200 ไมโครลิตร ) ที่ผ่านการปรับสภาพด้วย CaCl2.2H2O 
เรียบร้อยแล้วที่อยู่ในหลอดทดลอง 1.5 ไมโครลิตร ออกมาจากอุณห ภูมิ – 80 oC 
แล้วน้ามาต้ังไว้บนน้้าแข็งให้ละลาย 

9. เติมรีคอมบิแนนท์พลาสมิดของ pGEM-T-Easy ลงไปในแบคทีเรีย ผสมเบาๆ ให้
เข้ากัน จากนั้นต้ังหลอดทดลองไว้บนน้้าแข็งเป็นเวลา 30 นาท ี
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10. น้าหลอดทดลองจากข้อ j) มาอุ่นที่อุณหภูมิ 42 oC เป็นเวลา 1 นาที แล้วน้ามาแช่
ในน้้าแข็งต่อเป็นเวลา 2 นาที จากนั้น เติมอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ชนิดเหลว ปริมาตร 
700 ไมโครลิตร และท้าการบ่มโดยการเขย่าที่อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 

11. ปั่นตกตะกอนแบคทีเรียที่ 8,000 g เป็นเวลา 1 นาที  
12. ดูดส่วนใสทิ้งประมาณ 600 ไมโครลิตร 
13. กระจายตะกอนแบคทีเรียแล้วท้าการเกลี่ยลงบ นอาหารเลี้ยงเชื้อ LB/Amp/X-

Gal/IPTG ชนิดวุ้นที่อยู่ในจานเพาะเชื้อ 
14. บ่มที่อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 12 – 16 ชั่วโมง (ข้ามคืน) 
15. เลือกแบคทีเรียที่มีโคโลนีเป็นสีขาวมาใช้งานต่อไป 

การเตรียมการทดสอบ SDS-PAGE Analysis  

เตรียมน้้าประปาล้างกระจก spacer และ short plate ขจัดคราบออกให้หมด 
ประกอบเข้ากับขอบกระจก (casting frame) กดล๊อกบานพับคู่พร้อมกับกดกระจกให้แน่น  ทดลอง
ใช้น้้าเปล่าเติมลงในช่องกระจกให้มั่นใจว่าไม่มีการรั่วซึม แล้วเสียบลงกับฐานเตรียมวุ้น (casting 
strand) ที่มีฟองน้้ารองไว้ เตรียม 12 % separating polyacrylamide gel และ 5 % stacking 
polyacrylamide gel ตามสูตรในตารางที่ 2 เท 12 % separating gel ลงไป แต่อย่าให้ถึงระดับ
ขอบกระจกเติมเอทานอลลงไปเพื่อท้าให้ผิววุ้นเรียบ แล้วต้ังทิ้งไว้จนกระทั่งวุ้นแข็ง เทเอทานอลทิ้ง
ไปแล้วใช้กระดาษทิชชูซับให้แห้ง เตรียม 5 % stacking gel ตามสูตรในตารางที่ 1 โดยเท 5 % 
stacking gel จนถึงขอบกระจก เสียบหวีลงไปในร่องระหว่างกระจก และรอจนวุ้นแข็งตัวถอดแผ่น
กระจกที่มีวุ้นออกจากขอบกระจก น้ามาประกอบเข้ากับเครื่อง BIO-RAD Mini-PROTEAN II Cell 
(Bio-Rad Laboratories, USA) กดล็อคบานพับให้แน่น แล้วน้าลงใส่ใน chamber ของเครื่อง เติม 
1X glycine Buffer ลงในช่องกลาง กรณีน้้าไม่รั่วสามารถเติม บัฟเฟอร์เพียงครึ่งหนึ่งได้ กรณี น้้ารั่ว
ต้องเทให้ท่วมเกือบเต็ม โดยต้องให้ระดับบัฟเฟอร์อยู่ที่ระดับบนของขอบกระจกพอดี หยอดโปรตีน 
marker lader และโปรตีนที่ผสมกับโหลดดิงบัฟเฟอร์ท่ีต้มแล้ว หลุมละ 10 ไมโครลิตรจนครบ ปรับ
กระแสไฟฟ้าเป็น 40 mA ใช้เวลาในการท้าอีเลคโตรไฟรลิซีส ประมาณ 1 ชั่วโมง (ปรับตามความ
เหมาะสมโดยดูจาก marker) 
 
 
 
 
 



 -  64 - 
 

64 

 ตารางท่ี 2 สูตรการเตรียม 12 % Separating และ 5 % Stacking polyacrylamide gel  

สารเคมี 12 % Separating gel 5 % Stacking gel 

DW 3.1 ml 3.55 ml 
40%  polyacrylamide 680 µl   550 µl   
1.5 M Tris – HCl, pH 8.8 2.5 ml  - 
0.5 M Tris – HCl, pH 6.8 - 2.1 ml 
10% (w/v) SDS  100 µl   50 µl   
10 % APS 40 µl   20 µl   
TEMED 20 µl   12 µl   

 

ส่วนประกอบ loading buffer ส าหรับผสมตัวอย่างโปรตีนในการทดสอบ SDS-PAGE 

  glycerol 3 ml 20% SDS 3 ml beta-mercaptoethanol 1.6 ml 1M Tris-HCl 
pH6.8 2.4 ml bromophenol blue 0.006 กรัม จะได้ loading buffer 10 ml   

วิธี  Western Blot Analysis 

การถ่ายโปรตีนจาก SDS-PAGE ลงไปในไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนโดยใช้
กระแสไฟฟ้า 100 V เป็นเวลา 70 นาที ท้าการ blocking non-specific protein binding site โดย
ใช้  BSA (bovine serum albumin) 1 ml ผสมกับน้้ากลั่น 9 ml แล้วบ่มเป็นเวลาประมาณ  2 
ชั่วโมง ภายหลังเท Blocking solution ทิ้งแล้วล้างด้วย TBS 3 ครั้ง ท้าการเติมแอนติบอดีป ฐมภูมิ 
(primary antibody) ซึ่งคือซีรัมสุกรที่ให้ผลบวกต่อเชื้อไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียมหรือซีรัมสุกรที่ให้ผล
ลบต่อเชื้อไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียม ปริมาณ 8 ไมโครลิตรต่อสารละลาย (BSA 0.4 ml + DSW 3.6 
ml) 4 ml (อัตราส่วน 1:200) แล้ววางบน plate shaker ข้ามคืน เทแอนติบอดี ปฐมภูมิออก แล้ว
ล้างแผ่นเมมเบรนด้วย TBS 3 ครั้ง เจือจางแอนติบอดีทุติยภูมิที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ (secondary 
enzyme-labeled antibodies) ได้แก่ HRP-labeled goat anti-swine immunoglobulin G แล้ว
บ่มเป็นเวลา 1 ชั่วโมงที่อุณหภูมิห้อง ล้างแผ่นเมมเบรนด้วย TBS 3 ครั้ง เติมสับสเตรต DAB 
(3’,3’-diaminobenzedene) อ่านผลจากการติดสีส้มแล้วถ่ายภาพ   

 
การเตรียม GS4B matrix ส าหรับการท ารีคอมบิแนนท์โปรตีนให้บริสุทธิ์ 
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น้า GS4B matrix (GE healthcare, UK) ปริมาตร 1.33 ml มาปั่นด้วยความแรง 
500xg เวลา 5 นาที ดูดส่วนใสทิ้งไป (GS4B matrix เดิมจะอยู่ในสารละลายที่มี 20% ethanol ซึ่ง
ถ้าไม่ท้าการล้างออก ethanol ที่เหลืออยู่อาจรบกวนปฏิกิริยาในขั้นตอนต่อๆ ไปได้) เติม PBS เย็น 
ปริมาตร 10 ml ลงไปใน GS4B matrix กระจายตะกอน GS4B matrix เบาๆ จนมีลักษณะเป็นเนื้อ
เดียวกัน ป่ันด้วยความแรง 500xg เวลา 5 นาที ดูดส่วนใสทิ้งไปเติม PBS เย็น ปริมาตร 1 ml ลงไป 
ซึ่งจะได้เป็น 50% slurry GS4B ปริมาตร 2 ml 

 

 การวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธีแบรดฟอร์ดแอสเส (Bradford assay) 

เตรียมชุดทดสอบ Quick Start Bradford Protein Assay (Bio-Rad 
Laboratories, USA) โดยดูดสารละลายโปรตีนมาตราฐานขนาด 125 250 500 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตรและสารละลายโปรตีนที่ต้องการวัดปริมาณมาอย่างละ 20 ไมโครลิตร เติม 1x Dye 
Reagent ลงไปในสารละลายโปรตีนมาตราฐาน 1 มิลลิลิตร ทิ้งไว้ 5 นาที น้าไปวัดค่าการดูดกลืน
แสง (obtical density, OD) ที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร ด้วยเ ครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ 
(spectrophotometer) จดบันทึกค่าการดูดกลืนแสง น้าค่าที่ได้จากการวัดสารละลายโปรตีน
มาตราฐานไปสร้างเป็นสมการเส้นตรง y=ax+b โดยค่า y คือความเข้มข้นโปรตีน ค่า x คือ ค่าการ
ดูดกลืนแสง แล้วน้าค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่างไปแทนค่าในสมการเพื่อหาป ริมาณความ
เข้มข้นของโปรตีน 
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แสดงการเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Us8 ของไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียมจากแต่ละประเทศ 
gE pGEX (gE174-516) ไวรัสพิษสุนัขบ้าเทียมที่ใช้ในการวิจัยนี้  
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จงัหวัดกรุงเทพ ส้าเร็จการศึกษาปริญญาตรีสัตวแพทยศาสตร์บัณฑิต คณะสัตวแพทยศาสตร์ 
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ศึกษาต่อในหลักสูตรวิทยาศาสตร์มหาบัณฑิต สาขาวิชาพยาธิชีววิทยาทางสัตวแพทย์ ภาควิชา
พยาธิวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยในปี พ .ศ. 2552 
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