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  :  นางสาวธนพร  หิรัญสถิต 5536534733  
อาจารยท่ีปรึกษา  :  ผศ. ดร.วรัญู พูลเจริญ, ผศ. ภญ. ดร.ทักษิณา ชวนอาษา 
สาขา/ภาควชิา  :  การคนพบและพัฒนายา/เภสชัเวทและเภสัชพฤกษศาสตร 
 

 

        วิศวกรรมเนื้อเยื่อเปนเทคโนโลยีที่มุงปรับปรุงหรือทดแทนเน้ือเยื่อและอวัยวะที่เสียหาย โปรตีนรีคอมบิแนนท
หลายชนิดมีความจําเปนตองนํามาใชในงานวิศวกรรมเนื้อเย่ือเพื่อปรับปรุงหรือทําหนาที่ทางชีวภาพทดแทน ซึ่งนําไปสู
คาใชจายของเทคโนโลยีที่สูงมาก ดังน้ันคนจํานวนมากในประเทศกําลังพัฒนาจึงไมสามารถเขาถึงการรักษาได        ใน
ปจจุบันพืชมีการนํามาใชเปนแหลงผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนทหลายชนิด เนื่องจากขอดีหลายประการของพืชท่ี
เหนือกวาระบบอื่นๆ เชน ตนทุนการผลิตต่ํา ความสามารถในการขยายปริมาณการผลิต ปราศจากเชื้อโรคที่กอใหเกิด
โรคในมนุษยและกระบวนการปรับแตงโปรตีนที่จําเปนของสิ่งมีชีวิตจําพวกยูคารีโอต ขอมูลเบื้องตนในหองทดลอง
พบวาโปรตีนออสทีโอพอนทินเปนหน่ึงในโปรตีนที่มีศักยภาพในการกระตุนการงอกของกระดูก วัตถุประสงคของ
การศึกษานี้คือ เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการแสดงออกของโปรตีนออสทีโอพอนทินในใบยาสูบ (Nicotiana 
benthamiana) โดยอะโกรแบคทีเรีย GV3101 ถูกนํามาใชสําหรับการถายโอนยีนออสทีโอพอนทินในเวคเตอรเจมินิ
ไวรัลเขาสูเซลลพืช ความหนาแนนของอะโกรแบคทีเรียถูกเปรียบเทียบที่ 600 nm (OD600) 0.125 ถึง 0.8 ผลการ
ทดลองแสดงใหเห็นวาที่ OD600 0.5 เปนความหนาแนนของอะโกรแบคทีเรียที่เหมาะสมท่ีสุดสําหรบัการแสดงออกของ
โปรตีนออสทีโอพอนทิน งานวิจัยกอนหนานี้แสดงใหเห็นวา ยีน p19 สามารถยับย้ังการยับย้ังกระบวนการ gene 
silencing ได ผลการทดลองนี้จึงเปนการยืนยันวา การรวมกันของเวกเตอร p19 กับเวกเตอรที่มียีนออนทีโอพอนทิน
สามารถเพ่ิมระดับการแสดงออกของโปรตีนออสทีโอพอนทินได นอกจากนี้ใบยาสูบถูกเก็บระหวาง 1-5 วันหลังการสง
ถายยีน และถูกนําไปวิเคราะหการแสดงออกของโปรตีนออสทีโอพอนทินโดยใชเทคนิค SDS-PAGE และ Western 
blot การแสดงออกของออสทีโอพอนทินสูงท่ีสุดที่วันที่ 3 หลังถูกสงถายยีน การศึกษานี้เปนการเสนอแนะถึงสภาวะที่
เหมาะสมในการผลิตโปรตีนออสทีโอพอนทินในพืช ซึ่งจะเปนประโยชนตอการผลิตโปรตีนเพ่ือนําไปใชในการพัฒนา
เทคนิควิศวกรรมเนื้อเยื่อในอนาคต 
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ลุลวงดวยดี 

ขอขอบคุณคณาจารย คณะเภสัชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่ใหความรู คําแนะนํา และ
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ขอขอบคุณเจาหนาที่ภาควิชาเภสัชเวทและเภสัชพฤกษศาสตรที่ใหความสะดวก และชวยเหลือใน
ดานเคร่ืองมือ อุปกรณ และสารเคมีตางๆ ตลอดระยะเวลาการทําโครงการ ปริญญานิพนธนี้ 
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บทที่ 1 
บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคญัของปญหา 

เทคนิควิศวกรรมเนื้อเย่ือ (tissue engineering) เปนกระบวนการสรางเน้ือเย่ือเพ่ือทดแทน

และซอมแซมอวัยวะที่เกิดความเสียหาย ซึ่งปกติแลวอวัยวะเหลานี้จะไมมีการสรางใหมในมนุษย เชน 

เนื้อเยื่อผิวหนัง และเนื้อเยื่อกระดูก เปนตน โดยกระบวนการสรางเนื้อเยื่อมีการพัฒนาวัสดุชีวภาพ

เพ่ือใชเปนโครงในการเลี้ยงเซลลที่ตองการใหมีปริมาณที่เพิ่มข้ึนใสเขาไปในเนื้อเย่ือเปาหมายเพื่อให

เกิดการสรางเนื้อเย่ือและทํางานไดตามปกติ1 

เทคนิควิศวกรรมเนื้อเยื่อเปนวิธีการสรางเนื้อเย่ือใหมโดยสรางจากรางกายของผูปวยเอง จึงมี

ขอดีคือ ไมเกิดปญหาความเขากันไมไดระหวางเนื้อเยื่อและรางกายของผูปวยซึ่งเกิดจากการตอตาน

ของระบบภูมิคุมกัน นอกจากนี้ยังมีข้ันตอนการทําที่งาย และสามารถประยุกตใชไดกับเนื้อเยื่อหลาย

ชนิด เชน กระดูกและฟน ผิวหนัง หลอดเลือด เซลลประสาทสวนปลาย เปนตน อยางไรก็ตามจาก

ความยุงยากซับซอนของเครื่องมือที่ใช จําเปนตองอาศัยความชําชาญในการปฏิบัติ รวมไปถึงคาใชจาย

ท่ีสูงจึงเปนอุปสรรคในการเขาถึงการรักษาของผูปวย2เนื่องจากโปรตีนตางๆ ที่จําเปนตองใสในโครงใน

การเลี้ยงเซลลเพ่ือกระตุนการสรางเนื้อเย่ืออยางมีประสิทธิภาพนั้นมีราคาการผลิตท่ีสูงมาก 

จากปญหาขางตนจึงนํามาสูการคิดคนและพัฒนาการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน ท่ีมี

ความสามารถในการกระตุนการสรางเนื้อเยื่อที่มีประสิทธิภาพจากพืช เนื่องจากการผลิตโปรตีนในพืช

มีขอดีหลายประการ เชน ไมกอใหเกิดการปนเปอนของเชื้อโรคที่สามารถกอใหเกิดโรคในมนุษย 

ตนทุนการผลิตต่ํา ตลอดจนมีกระบวนการ post-translation ที่คลายคลึงกับมนุษย  เปนตน 

นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยตางๆที่พยายามพัฒนาโดยนําชิ้นสวนของไวรัสจากพืชบางชนิดมาใชในการเพิ่ม

ปริมาณการผลิตโปรตนีในพืช ทําใหสามารถผลิตรคีอมบิแนนทโปรตนีในพืชไดในปริมาณสูงขึ้น ไวรัสที่

นิยมนํามาใชเพ่ือวัตถุประสงคดังกลาวไดแก geminivirus จากการศกึษาพบวา มีการนํา geminivirus

มาใชในการเพ่ิมปรมิาณโปรตีนหลายชนิดและไดปริมาณโปรตีนสูงดังแสดงในตารางที่ 13 
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ตารางท่ี1 โปรตีนที่มีการผลิตโดยใช geminiviral vectors3 

 ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงมีเปาหมายในการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีน     

ออสทีโอพอนทินในพืช เพ่ือนํามาใชในการกระตุนการสรางกระดูกฟน โดยใช geminiviral vectors 

เพ่ือเพิ่มปริมาณการผลิตโปรตีนออสทีโอพอนทิน 

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 

 หาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนออสทีโอพอนทินในพืชโดยใช geminiviral vectors 
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บทที่ 2  
เอกสารและงานวิจัยทีเ่กี่ยวของ 

ออสทีโอพอนทิน (Osteopontin) เปนไกลโคโปรตีนชนิดหนึ่ง ประกอบดวยกรดอะมิโน
ประมาณ 300 ตัวตอกับสวนของคารโบไฮเดรต ออสทีโอพอนทินถูกจัดอยูในกลุม Small Integrin-
Binding Ligand N- linked Glycoprotein (SIBLING) พบไดมากในกระดูก และยังสามารถพบไดใน
ของเหลวของรางกาย เชน พลาสมา ซีรัม น้ํานม และปสสาวะ เปนตน ออสทีโอพอนทินมีหนาที่
หลากหลายทั้งในดานการเปลี่ยนแปลงกระดูก ควบคุมการทํางานของเซลลในระบบภูมิคุมกัน และ
การแบงตัวของเซลล เปนตน ในสวนของการเปลี่ยนแปลงกระดูก ออสทีโอพอนทินเปนปจจัยสําคัญที่
ทําหนาที่เปนตัวเชื่อมระหวาง osteoclast และแรธาตุในสวนเมทริกซของกระดูก แรธาตุที่สําคัญคือ 
hydroxyapatite (Ca(PO4)(OH)2) หากรางกายไดรับแคลเซียมซึ่งเปนองคประกอบในแรธาตุชนิดนี้ไม
เพียงพออาจทําใหเกิดโรคกระดูกพรุนได โดยออสทีโอพอนทินจะถูกสรางขึ้นทั้งใน osteoclast และ 
osteoblast ขึ้นกับสภาวะของรางกาย4-6 

ในป ค.ศ. 2005 Julio C. Rincon และคณะไดทําการศึกษาการสรางออสทีโอพอนทินใน
เซลลที่เก่ียวของกับการสรางรากฟนของหมูพบวา epithelial cell rests of Malassez (ERM) มี 
mRNA ที่แสดงออกใหโปรตีนออสทีโอพอนทิน ซึ่งมีหนาที่ควบคุมการเกาะกันของเซลลกระดูก 
ควบคุมการทํางานของ osteoclast ควบคุมการเปลี่ยนแปลงแรธาตุในเมทริกซของกระดูกและชวยใน
การสรางสารเคลือบฟน5 นอกจากน้ี ในป ค.ศ. 2012 Sebastian Schlafer และคณะไดทําการศึกษา
ประสิทธิภาพของออสทีโอพอนทินในการปองกันฟนผุพบวา ออสทีโอพอนทินสามารถลดการกอตัว
ของไบโอฟลมซึ่งเกิดจากเชื้อแบคทีเรีย ทําใหสามารถปองกันฟนผุไดอีกดวยและยังมีการศึกษาของ 
Saito K และคณะในป ค.ศ. 2016 ที่ ยืนยันฤทธิ์ของออสทีโอพอนทินในการกระตุน เซลล  
odontoblast-like ในกระบวนการปลูกฟน โดยการสะสมของออสทีโอพอนทินจําเปนตอการหลั่งสาร
คลอลาเจนชนิดที่ 1 ท่ีใชในการสรางเน้ือเย่ือฟน6-8 

ปจจุบันสารชีวโมเลกุลที่มีการใชประโยชนในมนุษยสวนมากถูกผลิตขึ้นจากเซลลสัตวและ
เซลลแบคทีเรีย สําหรับการผลิตออสทีโอพอนทิน Erin Martin และคณะไดทําการศึกษาโดยนํายีน
ของออสทีโอพอนทินเขาสูเชื้อ E. coli และใหเชื้อเหลานี้ผลิตโปรตีนขึ้นมาเพ่ือนําไปใชในการรักษาโรค 
vascular calcification9 ในป ค.ศ. 2007 Xiangzong Hana และคณะไดทําการศึกษาการผลิตออส
ทีโอพอนทินจาก HEK 293 ซึ่งเปนเซลลสัตวโดยใชวิธีการแสดงออกแบบชั่วคราว (transient 
expression) ในเซลลสัตวจะมีขั้นตอน post-translation modification ทําใหโปรตีนที่ไดมีความ
ใกลเคียงกับโปรตีนที่สรางในมนุษย ซึ่งในเซลลโปรคาริโอตจะไมมีขั้นตอนดังกลาว ผลการศึกษาพบวา 
โปรตีนออสทีโอพอนทินสามารถแสดงออกใน HEK 293 ไดนอกจากนี้ เซลลดังกลาวยังสามารถ
นํามาใชเปนแหลงผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนไดหลากหลายชนิด เชน erythropoietin (EPO) เปนตน
10 แตการใชเซลลสัตวมีขอจํากัดหลายประการ ทั้งในดานตนทุนการผลิตที่สูง และการปนเปอนเชื้อ
โรคจากสัตว พืชจึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งที่นํามาใชการผลิตโปรตีนในทางเภสัชกรรม ซึ่งสามารถขยาย
ขนาดการผลิตไดงาย รวดเร็ว มีตนทุนการผลิตต่ํา มีความปลอดภัยจากการปนเปอนและยังเปนวิธีการ
ผลิตโปรตีนที่ไดรับการรับรองจาก FDA อีกดวย11 
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การใชพืชเปนแหลงผลิตโปรตีนไดมีการทดลองในพืชหลายชนิด เชน ผักกาดหอม มะเขือเทศ 
องุน  ฝาย และทานตะวัน เปนตน พืชที่ ไดรับความนิยมคือ ตนยาสูบสายพันธุ  Nicotiana 
benthamiana แบงออกเปน 2 วิธี คือ การแสดงออกของยีนแบบชั่วคราว (Transient expression)
และการแสดงออกของยีนแบบถาวร (Stable genetic transformation) โดยอาศัย Agrobacterium 
tumefaciens เปนตัวนําสงยีนเขาสูพืชผานการฉีดหรือใชเครื่องอัดสุญญากาศ วิธีนี้เปนวิธีที่สามารถ
ควบคุมปริมาณและการผสานของยีนไดและทําใหเนื้อเย่ือพืชเสียหายนอย ซึ่งการแสดงออกของยีน
แบบชั่วคราวจะใชระยะเวลาสั้นกวาแบบถาวร11-17 

ในป ค.ศ. 1995 Jen Sheen และคณะไดทําการศึกษาเก่ียวกับ Green-fluorescent 
protein (GFP) เพ่ือใชเปน marker ในเซลลพืช โดยสงถายยีนดังกลาวเขาสูพืชพบวา มีการแสดงออก
ของ GFP เนื่องจากมีการเรืองแสงสีเขียวภายใตรังสี UV ดังนั้นจึงมีการใช GFP ในการตรวจสอบการ
สงถายยีนที่ตองการเขาสูพืชได และในป ค.ศ. 2005 Marillonnet และคณะไดทดลองเปรียบเทียบ
สภาวะตางๆ ที่ ใชในการผลิตโปรตีน green fluorescent protein (GFP) ในพืชโดยใชอะโกร
แบคทีเรียมเปนตัวนําสงยีนเขาสูพืชโดยมีการเปรียบเทียบผลของปริมาณเชื้ออะโกรแบคทีเรียมชนิด
ของยีน อายุของพืชที่ใช และระยะเวลาเก็บตัวอยางหลังจากฉีดอะโกรแบคทีเรียมเขาสูพืชพบวา
ปริมาณโปรตีนที่พืชแสดงออกมีความสัมพันธกับชนิดของยีนที่ใช โดยปริมาณของโปรตีนจะเพ่ิมขึ้น
ตามปริมาณของเชื้อ อยางไรก็ตามหากปริมาณเชื้อเขมขนสูงเกินก็จะทําใหบริเวณที่ไดรับเชื้อของพืช
เกิดการตายได โดยมีปริมาณเชื้อเหมาะสมนั้นไมควรเกิน OD600 = 0.12 ตามงานศึกษาของ 
Leuzinger และคณะ ในป 2013 ท่ีมีการวัดผลนาน 15 วันหลังจากตนยาสูบไดรับเชื้ออะโกร
แบคทีเรียม นอกจากนี้ยังพบวาระยะเวลาในการเก็บตัวอยางใบมีความแตกตางกันในยีนแตละชนิด
เชน ในการศึกษาของ Zhong Huang และคณะในป ค.ศ. 2010 การผลิตอีโบลาเอนติบอดีใหผลผลิต
สูงสุดวันที่ 4 หลังจากการไดรับเชื้อ OD600 0.2 และการศกึษาของ Zhong Huang และคณะในป ค.ศ. 
2009 ในการสรางเอนติเจนไวรัสตับอักเสบบีพบวาเกิดการตายของใบหลังจากไดรับเชื้อ 7 วัน
นอกจากนี้ยังพบวา ในพืชบางชนิดหลังจากวันที่มีการสรางโปรตีนสูงสุด ปริมาณโปรตีนอาจจะลดลง
อยางรวดเร็ว เนื่องจากเกิด post-transcriptional gene silencing (PTGS) ที่ขัดขวางการแสดงออก
ของยีนแปลกปลอมภายในพืชไดอีกดวย2, 18-23 นอกจากนี้ตําแหนงของใบก็สงผลตอปริมาณการผลิต
โปรตีนไดเชนกัน โดยในป ค.ศ. 2006 Wydro และคณะไดทําการศึกษาโดยใชใบในตําแหนงตางๆ
พบวายอดสามารถผลิตโปรตีนไดสูงที่สุด รองลงมาคือตําแหนงกลางตน และโคนตนตามลําดับ 
เชนเดียวกับการศกึษาของ Sheludko และคณะในป ค.ศ. 2006 ที่พบวาใบที่ 1-6 นับจากยอดและใบ
ท่ี 3 จากยอดเปนใบที่ผลิตไดสูงสุด เมื่อเปรยีบเทียบอายุของตนยาสูบที่ใชเปนแหลงผลิตโปรตีนพบวา
พืชที่มอีายุ 8-10 สัปดาหเปนระยะท่ีพืชผลิตโปรตีนสูงท่ีสุด23, 24 

ในสวนของการผลิตโปรตีนสําหรับมนุษยโดยใชพืชเปนแหลงผลิตดวยวิธีการแสดงออกแบบ
ชั่วคราวใหผลผลิตคอนขางต่ํา เชน การศึกษาของ Ruggiero F และคณะในป ค.ศ. 2000 Human 
homotrimeric collagen ในตนยาสูบ ท่ีใหผลผลิตเพียง <0.01% ของน้ําหนักสดและการศึกษาของ 
Cramer C และคณะในป ค.ศ. 1999  Human epidermal growth ในตนยาสูบ ท่ีใหผลผลิตเพียง 
<0.01% ของปริมาณโปรตีนรวม25, 26 อาจเกิดจาก post-transcriptional gene silencing (PTGS) 
ทําใหปริมาณโปรตีนลดลง จึงไดมีการศึกษาเก่ียวกับโปรตีน p19 จาก tomato bushy stunt virus 
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(TBSV) ซึ่งสามารถยับยั้งกระบวนการ PTGS ได ทําใหสามารถเพ่ิมปริมาณการแสดงออกของยีนได
เปนอยางดี23, 27 
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บทที่ 3  
วิธีดําเนินการวิจยั 

3.1 วัสดุหรือตัวอยางทางชีวภาพ 
1. Nicotiana bentamina 
2. Agrobacterium tumefaciens GV3101 

3.2 สารเคมี  
1. Luria Bertani Broth (LB broth), Miller HIMEDIA®  
2. Tris 1 KG Ultrapure, MB Grade Affymetrix® 
3. Skim Milk HIMEDIA® 
4. Glycine reagent grade 98% VETEC® 
5. Brilliant Blue R-250 Coomassie® 
6. TWEEN 40 SIGMA® 
7. Sodium dodecyl sulfate AMRESCO® 
8. Kanamycin Sulfate Biochemica (AppliChem/Panreac) 
9. Rifampin USBio Analyzed Affymetrix® 
10. Gentamicin USBio Analyzed Affymetrix® 
11. Acrylamide/Bis Solution, 37.5:1 (40 %w/v), 2.6 %C SERVA® 
12. TemedVivantis® 
13. HRP Chemiluminescent Substrate Reagent Kit Novex® invitrogenTM 
14. Methanol AR, ≥99.5% VETEC® 
15. Acetic acid AR, ≥99.8% VETEC® 
16. Mouse anti-human osteopontin(1mg/ml) 
17. HRP conjugated rabbit anti-mouseIgG(2mg/ml) 
18. Purified BSA 100X BioLab® 
19. Phosphate Buffered saline 
20. Liquid nitrogen 
21. Osteopontin standard 10ug/30uL 
22. Precision Plus ProteinTM Dual Color Standards BIO-RAD® 
23. MES FREE ACID MONOHYDRATE Ultra Pure AMRESCO®  
24. MgSO4.7H2O Sigma-Aldrich® 
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3.3 อุปกรณและเครื่องมือ 
1. ImageOuant LAS4000 
2. Mini-PROTEAN Tetra cell Set 
3. Pipet Tips 0.5-10, 1-200, 1-1000 uL AXYGEN® 
4. Polypropylene centrifuge tube 15 และ 50 มิลลิลิตร 
5. Microcentrifuge tube 1.5 mLAxygen® 
6. Western Blot set BIO-RAD® 
7. Pipette PIPETMAN® P10N P100N P20N P200N 
8. Brushless microcentrifuge Denville® 260D 
9. Orbital shaker BIOSAN® 
10. Vertical shaker Hervucan® 
11. Heating block MS Elite® 
12. Vortex GENIE® 2 Model EL01 
13. Porcelain pestle and mortar 
14. Spin down centrifuge GMC-260 LabTech® 
15. Weighing machine HCB602H ADAM® HighlandTM 
16. Power supply 300V 400mA 75W BIO-RAD® PowerPacTM 
17. Benchtop centrifuge ROTINA 380R Hettich® 
18. pH meter METTLER TOLEDOTM 
19. Syringe 1 mL Nipro® 
20. Erlenmeyer flask 500 mL 
21. UV spectrophotometer 
22. Autoclave  
23. Deionized water machine 

3.4 ข้ันตอนการดําเนินงาน 
- การเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ 

ตารางท่ี 2 สวนประกอบสําหรับการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

สวนประกอบ ปริมาณ  
LB broth 5 g 
Kanamycin 200 µL 
Rifampin 200 µL 
Gentamicin 200 µL 
Deionized water 200 mL 
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1. ชั่ง LB broth ละลายลงใน deionized water ปรับปริมาตรจนเปน 200 มลิลิลิตร 
2. ทําใหปราศจากเชื้อโดยใช autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 
3. รอใหอุณหภูมิเย็นลงถึงประมาณ 40 องศาเซลเซียส เติม kanamycin rifampin และ 

gentamicin ลงไปตามปริมาณที่กําหนด 

- การเพิ่มจํานวนอะโกรแบคทีเรียมที่มียีนออสทีโอพอนทิน 
1. เพิ่มปริมาณเชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่มียีนออสทีโอพอนทินและ p19 โดยปเปต 5 ไมโครลิตร

ของ stock bacterial suspension ลงในอาหารเลี้ ยงเชื้ อ 4 มิลลิลิตรนํ า ไป เขยา ใน 
incubator ที่ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

2. ปเปตเชื้ออะโกรแบคทีเรยีมที่เลี้ยงได 10 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 50 มิลลิลิตรนําไป
เขยาใน incubatorที่ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

3. ถายบรรจุเชื้อลงใน centrifuge tube ขนาด 50 มิลลิลิตรนําไป centrifuge เชื้อที่ไดดวย
ความเร็ว 4000 rpm เปนเวลา 15 นาที  

4. เทอาหารเลี้ยงเชื้อออก เติมสารละลาย 1x filtrate buffer ลงไปในปริมาณที่เหมาะสม   
( ใชป เปตช วยให เชื้ อกระจายตั ว )  และนํ าไปปรับความ เขมขนโดยใช เครื่ อ ง  UV 
spectrophotometer ใหได OD600 เทากับ 0.125 0.25 0.5 และ 0.8  

- การสงถายยีนเขาสูพืช (Transformation) 
1. ฉีด bacterial suspension เขาสูใบพืช โดยใช syringe ขนาด 1 มิลลิลิตร 
2. เลี้ยงพืชที่ไดรับการสงถายยีนแลวที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
3. เก็บตัวอยางตามระยะเวลาที่กําหนด และเก็บไวที่ -80 องศาเซลเซียส 

หมายเหตุ :  
- ในกรณีของการหาความเขมขนที่เหมาะสมจะเก็บตัวอยางวันที่ 3 หลังการสงถายยีน 
- ในกรณีของการหาความเขมขนที่เหมาะสมจะเก็บตัวอยางทุกวัน ตั้งแตวันท่ี 1-5 หลังการสง

ถายยีน 
 

- การสกัดโปรตีน  
1. นําตัวอยางที่เก็บท่ี -80 องศาเซลเซียส มาบดโดยใชไนโตรเจนเหลวจนละเอียด  
2. ชั่งลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ใหไดน้ําหนักตัวอยางที่เทากัน 
3. ปเปต Extraction buffer ใสลงในตัวอยาง 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยใช vortex   
4. นําไป centrifuge ที่ 14000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 25 นาที   
5. ปเปตสารละลายในสวนใส (supernatant) ออกมาใสลงใน microcentrifuge tube ขนาด 

1.5 มิลลิลิตร 
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- การทํากราฟมาตรฐาน (Standard curve) 
1. เตรยีมสารละลายเปรยีบเทียบ (blank) โดยใช deionized water 1 มลิลิลิตร 
2. เตรียม standard BSA ที่ความเขมขน 50 100 200 และ 400 ng/uLจากความเขมขน 10 

mg/ml  
3. นํา standard BSA แตละความเขมขนปริมาณ 20 ไมโครลิตรผสมกับ Bradford’s reagent 

980 ไมโครลิตร 
4. นําไปวัดโดยใช UV spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 
5. นําคาที่ไดมาวาดกราฟระหวางความเขมขนและ OD595  

 
- การวัดความเขมขนโปรตีน  

1. เตรยีมสารละลายเปรยีบเทียบ (blank) โดยใช Extraction buffer  
2. นํา supernatant ของตัวอยา งที่ ไ ดมา 2 ไมโครลิตร ผสมกับ deionized water 18 

ไมโครลิตร และ Bradford’s reagent 980 ไมโครลติร 
3. นําไปวัดโดยใช UV spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 
4. นําคาที่ไดมาเทียบกับ Standard curve  
5. ปรบัความเขมขนของทุกตัวอยางใหเทากันปเปตมา 90 ไมโครลิตร ใสลงใน microcentrifuge 

tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
6. ใสสี 10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน  
7. นําไปตมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 3-5 นาที  

- การเตรียมเจลสําหรับ sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
(SDS PAGE) 

ตารางท่ี 3 สวนประกอบสําหรับการเตรียมเจล SDS-PAGE 

                    ชนิดเจล 
สวนประกอบ 

10% Resolving Gel10 มิลลิลิตร 
(มิลลิลิตร) 

5% Stacking Gel3 มิลลิลิตร 
(มิลลิลิตร) 

Deionized water 4.870 2.235 
40%w/v Acrylamide/Bis 2.480 0.380 
1.5 M Tris (pH 8.8)        2.500 - 
1M Tris (pH 6.8)            - 0.380 
20%w/v SDS                    0.050 0.015 
10%w/v APS 0.100 0.030 
TEMED 0.004 0.003 
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1. ประกอบกระจกเขาดวยกันโดยใชอุปกรณ เตรียมกระจกทั้งหมด 4 ชุดการทดลอง 
2. ผสมสวนประกอบของ 10% Resolving Gel เขาดวยกันตามลําดับ  
3. ใชปเปตขนาด 1000 ไมโครลิตรดูดสารละลายที่ไดใสลงในกระจกแผนละ 5 มิลลิลิตร  
4. เติม deionized water ลงบนชั้นของ Resolving Gel เพ่ือทําใหผิวเจลเรียบ ทิ้งไวใหเจล 

เกิดการแข็งตัวเปนเวลา 15-20 นาที 
5. เตรยีมสวนผสมของ 5% Stacking Gel เขาดวยกันตามลําดับ 
6. เท deionized water ออก และเติม Stacking Gel ลงไปแผนละ 1.5 มิลลิลิตร จนเต็มแผน

กระจก  
7. ใสหวีเพื่อทําใหเกิดชอสําหรับใสตัวอยางลงไปทันทีกอนเจลเกิดการแข็งตัว ระวังอยางใหเกิด

ฟองอากาศ และทิ้งไวใหเจลเกิดการแข็งตัวเปนเวลา 15-20 นาที 
8. เมื่อเจลแข็งตัวแลวใหเอาหวีออก 

หมายเหตุ :  
- 10% Resolving Gel 10 มิลลิลิตรและ 5% Stacking Gel3 มิลลิลิตร สามารถเตรียม

กระจกได 2 การทดลอง 

- ก า ร เ ต รี ย ม  Running buffer สํ า ห รั บ  sodiumdodecyl sulfate polyacrylamide                   
gel electrophoresis (SDS PAGE) 

ตารางท่ี 4 สวนประกอบสําหรับการเตรียมrunning buffer 

สวนประกอบ Running buffer (กรัม) 
Tris-Glycine 3 
Glycine 14.4 
SDS 1 

 
1. ชั่งสวนประกอบทั้งหมดตามตาราง ละลายลงใน deionized water ตามลําดับ 
2. ปรบัปรมิาตรจนเปน 1000 มิลลิลิตร 

 

- การทํา sodiumdodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS PAGE) 
1.  ประกอบกระจกเขากับชุดการทดลอง และใสลงใน chamber 
2.  ใส running ลงไปในชองระหวางกระจก และใน chamber เพ่ือใหกระแสไฟฟาสามารถวิ่งได

ครบวงจร 
3.  ใชปเปตใส marker (M) ลงในชอง 5 ไมโครลิตร และในตัวอยางลงไปตัวอยางละ 25 

ไมโครลิตร ตามภาพที่ 1 
4.  เปดเคร่ือง ตั้งคากระแสไฟฟาเปน 40 mA เร่ิมการทํางานโดยใชเวลาประมาณ 45 นาที  
5.  นําไปตรวจสอบผล  

5.1 ตรวจสอบโปรตีนทั้งหมด (total protein) ดวย coomassie-blue 
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5.2 ตรวจสอบโปรตีนออสทีโอพอนทินดวย western blot analysis 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
ภาพที่ 1 ตําแหนงการเติมสารละลายตัวอยาง โดย M คือ เครื่องหมาย (protein marker), P คือ  
สารมาตรฐานออสทีโอพอนทิน (positive control), N คือ wild type (negative control), 0.125 
ถึง 0.8 คือ OD600 ของอะโกรแบคทีเรียม, p19 คือ มีการแสดงรวมของ p19, D1 ถึง D5 คือ ตัวอยาง
จากวันที่ 1 ถึง 5 หลังจากไดรับเชื้ออะโกรแบคทีเรยีม 

- การเตรียม Destaining agent 

ตารางท่ี 5 สวนประกอบสําหรับการเตรียม destaining agent 

สวนประกอบ Destaining agent (มิลลิลิตร) 
Gracial acetic acid 50 
Methanol 150 
Deionized water 300 

 
1. ตวงสวนประกอบตางๆ และผสมใหเขากันตามลําดับ 
2. ปรบัปรมิาตรจนเปน 500 มิลลิลิตร 

 

 

M       N    0.125   0.25   0.5     0.8  0.125P  0.25P  0.5P   0.8P 

    แผนที่ 1 
(western blot) 

M       N    0.125   0.25    0.5    0.8   0.125P 0.25P  0.5P   0.8P 

แผนที ่2 
 (SDS) 

M       P       N      D1     D2     D3      D4     D5 

    แผนที่ 3 
(western blot) 

แผนที ่4 
 (SDS) 

M       N      D1     D2      D3     D4     D5 
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- การตรวจสอบโปรตีนทั้งหมด (Total protein) ดวย coomassie-blue 
1.  นําเจลที่ผาน SDS-PAGE ไปแชใน coomassie-blue นําไปวางบนเคร่ือง orbital shaker 

เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
2.  ทําการลาง coomassie-blue ดวย destaining agent นําไปบนเคร่ือง vertical shaker 
3.  เปลี่ยน destaining agent ทุก 12 ชั่วโมง จนสีจางลงและเห็นผลชัดเจน 
4.  นําเจลที่ผานการลาง coomassie-blue เรียบรอยแลว มาแชในน้ําเพ่ือใหเจลพองตัวเต็มที่ 
5.  บันทึกผล 

 
- การเตรียม transfer buffer สําหรับ Western blot analysis 

ตารางท่ี 6 สวนประกอบสําหรับการเตรียม transfer buffer 

สวนประกอบ Transfer buffer (กรัม) 

Tris-Glycine 1.54 
Glycine 7.2 

 
1.  ชั่งสวนประกอบท้ังหมดตามตาราง ละลายลงใน deionized water ตามลําดับ 
2.  ปรับปริมาตรจนเปน 800 มิลลิลิตร 
3.  นําสารละลายที่ไดไปผสมกับ methanol 200 มิลลิลิตร 
4.  นําไปแชท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส กอนนํามาใชงาน 

 
- การทํา Western blot analysis 

1. นําเจลที่ไดจากการทํา SDS-PAGE มา transfer ลง nitrocellulose membrane โดยนํามา
ประกอบเขากับชุดการทาํ western blot และใสลงใน chamber  

2. ใส transfer buffer ลงใน chamber จนทวม membrane 
3. เปดเครื่อง ตั้งคาความตางศักย 40 โวลต เริ่มการทํางานโดยใชเวลาประมาณ 900 นาที 
4. นํา membrane ออกมาแชใน 5% skim milk และนําไปวางบนเครื่อง vertical shaker 

เปนเวลา 1 ชั่วโมง  
5. เท skim milk ออก และทํา first antibody attach โดยใช 2% skim milk ที่มี Mouse 

anti-human osteopontin (1mg/ml) 5 ไมโครลิตร (1:2000) นําไปวางบนเครื่อง 
vertical shaker เปนเวลา 2 ชั่วโมง 

6. ลางเมมเบรนดวยสารละลาย PBS + 0.05% tween20 จํานวน 2 รอบ และ PBS จํานวน 1 
รอบ ใชเวลารอบละ 10 นาที  

7. เท first antibody ออก และทํา second antibody attach โดนใช 2% skim milk ท่ีมี
HRP conjugated rabbit anti-mouse IgG (2mg/ml) 1 ไมโครลิตร (1:5000) นําไปวาง
บนเคร่ือง vertical shakerเปนเวลา 1 ชั่วโมง 
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8. ลางเมมเบรนดวย PBS + 0.05% tween20 จํานวน 2 รอบ และ PBS จํานวน 1 รอบ ใช
เวลารอบละ 5 นาที 

9. นําไปทําการตรวจสอบโปรตีน 

- การตรวจสอบโปรตีนออสทีโอพอนทิน 
1. ใส HRP chemiluminescent substrate reagent A 750 ไมโครลิตร ผสมกับ reagent B 

750 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน 
2. ใชปเปตดูดสารละลายใสลงบน membrane กระจายสารละลายใหทั่ว membrane เปน

เวลาประมาณ 3-5 นาที  
3. นําไปอานผลดวยเครื่อง imageQuant 
4. เลือกระยะเวลาที่ใชในการอานผล ตั้งแต 30 วินาที ถึง 20 นาที   
5. บันทึกผล 
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บทที่ 4  
ผลการวิเคราะหขอมูล 

4.1 ผลของปริมาณเช้ืออะโกรแบคทีเรียมและการแสดงออกรวมของยีน p19 กับการผลิต
โปรตีนออสทีโอพอนทิน 

 

ภาพที่ 2 SDS-PAGE เปรียบเทียบปริมาณเชื้ออะโกรแบคทีเรียม OD600 และผลของ p19 (P) โดย    
M คือ โปรตีนมารคเกอร และ N คือ โปรตีนจากสารสกัดจากใบตนยาสูบชนิด wild type 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 3 Western blot เปรยีบเทียบปริมาณเชื้ออะโกรแบคทีเรียม OD600 และผลของ p19 (P) โดย 
M คือ โปรตีนมารคเกอร และ N คือ โปรตีนจากสารสกัดจากใบตนยาสูบชนิด wild type 
 

<- Rubisco 

<- Osteopontin 
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ตารางท่ี 7 การคํานวณ % ของโปรตีนออสทีโอพอนทินเพ่ือเปรยีบเทียบปริมาณเชื้ออะโกรแบคทีเรียม
และผลของ p19 

    ไมมี p19 
ความเขมแถบ N 0.125 0.25 0.5 0.8 
OPN 0 230.768 176.15 219.901 416.926 
Rubisco Protein 3405.368 2488.968 2033.871 2456.284 2742.581 
% OPN/Protein 0.00 9.27 8.66 8.95 15.20 
    มี p19 
ความเขมแถบ   0.125 0.25 0.5 0.8 
OPN   3277.36 2840.703 6359.126 5643.946 
Rubisco Protein   2220.46 2633.771 2608.12 2472.833 
% OPN/Protein   147.60 107.86 243.82 228.24 

 จากผลการทดลองจะเห็นไดวา เมื่อเปรียบเทียบปริมาณอะโกรแบคทีเรียมที่ OD600 เทากับ 
0.125, 0.25, 0.5 และ 0.8 โดยไมมีผลของ p19 มาเก่ียวของพบวา ที่ OD600 เทากับ 0.8 ใหปริมาณ
ออสทีโอพอนทินมากที่สุดเทากับ 15.20 %OPN/Rubisco protein และเมื่อมีผลของ p19 เขามา
เก่ียวของในอัตราสวนของ OPN : p19 เทากับ 1:1 พบวา ที่ทุกความเขมขนให %OPN มากกวากลุม
ท่ีไมมี p19 และที่ OD600 เทากับ 0.5 ให %OPN มากที่สุดเทากับ 243.82 %OPN/Rubisco protein 

4.2 ผลของระยะเวลาในการเก็บผลผลิตกับการผลิตโปรตีนออสทีโอพอนทิน 
 

 
 
 
 
 
 

 

 

ภาพที่ 4 SDS-PAGE เปรียบเทียบระยะเวลาในการเก็บตัวอยาง (D1-D5) โดย M คือ โปรตีน     
มารคเกอร และ N คือ โปรตีนจากสารสกัดจากใบตนยาสูบชนิด wild type 

<- Rubisco 
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ภาพที่ 5 Western blot เปรียบเทียบระยะเวลาในการเก็บตัวอยาง (D1-D5) โดย M คอื โปรตีน
มารคเกอร P คือ โปรตีนออสทีโอพอนทินมาตรฐาน 10 ไมโครกรัม และ N คือ โปรตีนจากสารสกัด

จากใบตนยาสูบชนิด wild type 
 

ตารางท่ี 8 การคํานวณ % ของโปรตีนออสทีโอพอนทินเพ่ือเปรยีบเทียบระยะเวลาในการเก็บตัวอยาง 
 

ความเขมแถบ/เวลา P N 1 2 3 4 5 
OPN 124.485 0 0 3693.23 9938.116 4204.566 1798.049 
Rubisco Protein   4407.963 2499.529 1792.411 2598.306 2323.925 1989.024 
% OPN/Protein   0.00 0.00 206.05 382.48 180.93 90.40 

 
 จากผลการทดลองเมื่อเปรียบเทียบระยะเวลาในการเก็บตัวอยางจะเห็นไดวา ในวันที่ 1 ยังไม
เกิดการสรางโปรตีน สามารถตรวจพบไดตั้งแตวันที่  2 เปนตนไปจนถึงวันท่ี 5 โดยมีปริมาณ         
ออสทีโอพอนทินสูงท่ีสุดในวันที่ 3 เทากับ 382.48 %OPN/Rubisco protein หลังจากนั้นปริมาณ
โปรตีนจะลดลงในวันที่ 4 และ 5 ตามลําดับ  

<- Osteopontin 
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บทที่ 5  
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการวิจัย 
 จากผลการทดลองสามารถสรุปไดวาการแสดงออกของ p19 มีผลทําใหมีการผลิตโปรตีน  
ออสทีโอพอนทินในตนยาสูบเพ่ิมขึ้น นอกจากนี้สภาวะดานปริมาณเชื้ออะโกรแบคทีเรียที่ใชและ
ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการเก็บตัวอยางนั้นก็เปนปจจัยสําคัญที่มีผลตอการแสดงออกของโปรตีน 
ออสทีโอพอนทนินี้อีกดวย 

5.2 อภิปรายผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 
 การผลิตโปรตีนออสทีโอพอนทินใหไดมีปริมาณสูงสุด จะตองมีการหาสภาวะที่เหมาะสม เชน
การใชเทคนิคการแสดงออกรวมกันระหวางยีนรีคอมบิแนนออสทีโอพอนทินกับยีน p19 ในอัตราสวน 
1 ตอ 1 การหาปริมาณเชื้ออะโกรแบคทีเรียมและระยะเวลาในการเก็บตัวอยางที่เหมาะสมเพ่ือนําไป
ตรวจสอบผลโดยการเปรียบเทียบขนาดโปรตีนตัวอยางกับสารมาตรฐานของโปรตีนออสทีโอพอนทิน
ดวยเทคนิค western blot analysis พบวาสารตัวอยางมขีนาดโปรตีนประมาณ 61kD นอกจากนี้ยัง
มีการใชโปรตีนรูบิสโก ซึ่งมีขนาดประมาณ 50 kD ในการเปรียบเทียบเชนกัน เพื่อทําใหทราบถึง
ปริมาณท่ีแทจริงของสารตัวอยางที่ใชในการศึกษา เนื่องจากโปรตีนรูบิสโกนี้เปนโปรตีนที่เปน
องคประกอบหลัก และสามารถพบไดงายในพืช 28 
 ในสวนของการเปรียบเทียบปริมาณของอะโกรแบคทีเรียมและระยะเวลาในการเก็บตัวอยาง
เปนปจจัยสําคัญหนึ่งในการผลิตโปรตีนออสทีโอพอนทินในพืช โดยจะเห็นวาการแสดงออกของโปรตีน
นั้นมีแนวโนมเพ่ิมข้ึนตามปริมาณของยีนที่เพ่ิมขึ้น ซึ่งใหผลการศึกษาเชนเดียวกับการศึกษาของ Kuta
และคณะเม่ือป ค.ศ. 200518 ท่ีใชเทคนิคเดียวกันน้ีในการสรางโปรตีน และการศึกษาของ Leuzinger
และคณะในป ค.ศ. 2013 ไดทําการศึกษาโดยใชอะโกรแบคทีเรียมที่ OD600 เทากับ 0.12 เปนเวลา 15 
วันหลังจากตนยาสูบไดรับเชื้ออะโกรแบคทีเรียม19 สวนการศึกษาของ Huang และคณะในป ค.ศ. 
2009 ไดทําการผลิตอีโบลาเอนติบอดี พบวามีการผลิตโปรตีนสูงที่สุดในวันที่ 4 หลังจากการไดรับ
เชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่ OD600 เทากับ 0.2 เนื่องจากปริมาณอะโกรแบคทีเรียมที่มาเกินไปและ
ระยะเวลาในการเก็บตัวอยางที่นานเกินไปมีโอกาทําใหใบเกิดการตายแบบ necrosis และโปรตีนถูก
ทําลายได อยางไรก็ตามจากการศึกษานี้มีการใชปริมาณเชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่เกินกวาการศึกษา
ตางๆ ท่ีไดกลาวมา ซึ่งมีผลทําใหใบเกิดการตายแบบ necrosis บางบริเวณเทานั้น แตปริมาณโปรตีน
กลับสูงขึ้นอยางเห็นไดชัด ในสวนของระยะเวลาในการเก็บตัวอยางพบวา มีความใกลกับการผลิตอีโบ
ลาเอนติบอดีของ Huang และคณะ เม่ือป 201020 ที่พบวาวันที่ 4 หลังจากตนยาสูบไดรับเชื้ออะโกร
แบคทีเรียที่ OD600 เทากับ 0.2 ใหปริมาณโปรตีนสูงท่ีสุด แตในการศึกษาการผลิตโปรตีนออสทีโพอน
ทินพบวา วันที่ 3 หลังจากตนยาสูบไดรับเชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่ OD600 เทากับ 0.25 ใหปริมาณ
โปรตีนสูงท่ีสุด นอกจากนี้การศึกษานี้ยังไดทําการวัดปริมาณโปรตีนทุกวันหลังจากที่ตนยาสูบไดรับ
เชื้ออะโกรแบคทีเรยีมเปนเวลา 5 วัน ซึ่งจะเห็นแนวโนมที่ลดลงของโปรตีนหลังจากวันท่ี 3 เนื่องจาก
เมื่อพืชมีการสรางปริมาณโปรตีนมากขึ้น โปรตีนน้ันอาจเปนพิษตอพืชทําใหเซลลพืชเกิดการตายแบบ 
necrosis ทําใหปรมิาณโปรตีนลดลง 
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แมวาจะมีการควบคุมสภาวะการเลี้ยงตนยาสูบท้ังอุณหภูมิ ความชื้น สารอาหาร น้ํา และ
ปริมาณแสงที่ไดรับตอวัน แตก็ยังมีขอจํากัดในดานของระยะเวลาที่ใชในการนําเชื้อเขาสูตนพืช
เนื่องจากหลังจากที่ทําการวัดปริมาณของเชื้ออะโกรแบคทีเรียมแลว ตองมีขั้นตอนในการเตรียมเชื้อให
ไดความเขมขนที่ตองการซึ่งเปนขั้นตอนที่ใชเวลาในการดําเนินงาน ทําใหเชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่
เตรียมไดมีปริมาณที่เปลี่ยนแปลงไปจากเวลาที่ทําการวัด อยางไรก็ตามไมใชเพียงปจจัยดานปริมาณ
เชื้ออะโกรแบคทีเรียที่ใชหรือระยะเวลาที่เหมาะสมในการเก็บตัวผลผลิต ยังมีปจจัยสภาวะแวดลอม
อ่ืนๆที่สําคัญและมีผลตอการออกแสดงของโปรตีนออสทีโอพอนทินได เชน สายพันธุของเชื้ออะโกร
แบคทีเรีย ชนิดของเวกเตอรไวรัส และการใสสารอะซิโตไซริงโคน เปนตนซึ่งจําเปนตองไดรับ
การศกึษาเพิ่มเติมตอไป 
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UV-VIS Spectrophotometer 
หลักการ 

UV-VIS spectrophotometer เปนเคร่ืองมือที่ใชในวิเคราะหสารโดยอาศัยหลักการดูดกลืน
แสงของสารในชวง ultra violet (UV) และ visible (VIS) สารแตละชนิดจะดูดกลืนแสงในชวงความ
ยาวคลื่นที่ตางกันโดยปริมาณการดูดกลืนแสงจะขึ้นกับความเขมขนของสาร ผลการวิเคราะหจะแสดง
ความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสง (absorbance) และคาความยาวคลื่น (wavelength) ใน
รูปแบบspectrum 

สวนประกอบของ UV-VIS Spectrophotometer  
1. แหลงกําเนิดแสง (Light source) 

แหลงกําเนิดแสงจะตองใหรังสีในชวงความยาวคลื่นท่ีตองการอยางตอเน่ืองคงท่ีตลอดเวลา 
และมีความเขมแสงท่ีมากพอแหลงกําเนิดแสงในชวง UV เชน H2 และ D2 lamp ใหความยาวคลื่นอยู
ในยาน 160-380 นาโนเมตร และในชวง visible เชน tungsten/halogen ใหความยาวคลื่นในชวง 
240-2,500 นาโนเมตร 
2. Monochromator 

สวนประกอบนี้เปนสวนที่ใชควบคมุแสงโดยจะทําใหแสงที่ออกมาจากตนกําเนิดแสง ซึ่งเปน
พอลิโครเมติก ใหเปนแสงที่มีความยาวคลื่นเดียว โดยใชปริซึม (prism) หรือเกรตติ้ง (grating) 
3.  เซลล (Cell sample) 

เซลล หรอื คิวเวทท (cuvettes) ที่ทําดวยแกวมักใชกับแสงในชวง visible เนื่องจากแกว
สามารถดูดกลืนแสงในชวง UV ได สวนเซลลท่ีทําดวยซิลิกาและควอรตซ (quartz) จะใชไดทั้งชวง 
UV และ visible 
4. ตัวรับสัญญาณ (Detector) 

ตัวรับสัญญาณใชในการวัดความเขมของรังสีที่ถูกดูดกลืนโดยแปลงพลังงานแสงใหเปน
พลังงานไฟฟา เชน photomultiplier tube (PMT) และ silicon diode detector เปนตน 

เคร่ืองสเปคโทรโฟโทมิเตอรท่ีใชโดยทั่วไปแบงออกเปน 2 ประเภท ไดแก 
1. Single-Beam spectrophotometer แสงที่ออกจากแหลงกําเนิดแสงจะผานเลนส 
โมโนโครเมเตอร ผานสารตัวอยาง แลวจึงเขาสูอุปกรณตรวจรับ โดยใชลําแสงเพียงลําเดียวผานจาก
โมโนโครเมเตอรไปสูสารละลาย 
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ภาพ Single-Beam spectrophotometer 
2. Double-Beam Spectrophotometer แสงจากแหลงกําเนิดจะผานโมโนโครเมเตอร 2 ครั้ง เมื่อ
ออกจาก exit slit แลว แสงจะไปสู beam chopper ตัดลําแสงแยกออกเปนสองลําที่มีความเขม
เทากัน ผานสารตัวอยาง และผานสารอางอิง เขาสู detector 

  
 
 
 
 
 

 
 

 

 
 
 

ภาพ Double-Beam Spectrophotometer 

เอกสารอางอิง 

Boonwattana J. UV-Visible spectrophotometer Mae FahLuang University [27 
Apr 2017]. Available from: http://web2.mfu.ac.th/center/stic/spectroscopy-chem-
analysis-instrument/itemlist/user/87. 
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Western blot 
หลักการ 
 เทคนิค Western blot ถูกใชในงานที่เก่ียวกับเซลลและชีวโมเลกุลเพื่อพิสูจนเอกลักษณของ
โปรตีนจําเพาะ โดยจะมีขั้นตอนหลักๆ อยู 3 ขั้นตอน ไดแก ขั้นตอนแยกโปรตีนตามขนาดของโมเลกุล 
ขั้นตอนถายยายโปรตีนสูแผนรองรับ และขั้นตอนการจับดวย antibodies ที่จําเพาะตอโปรตีนน้ันๆ 
ซึ่งจะทําใหเราสามารถสังเกตและวิเคราะหผลโปรตีนได 

เทคนิคที่เกี่ยวของ 
การเตรียมเจล 
 การเตรียมเจลเพ่ือใชในการแยกขนาดโปรตีนนั้นตองเตรียมเจลท้ังหมด 2 ประเภท ไดแก 
Stacking gel และ Separating gel ตามสูตรเตรียมเจลดานลาง  

 
ภาพสูตรการเตรียมเจล 

 โดยจะตองเตรียมสวน Separating gel กอนบนฐานตั้ง (Assembled rack) และจึงเตรียม
สวนของ Stacking gel เตมิใสในสวนชั้นบนตอจาก Separating gel 
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ภาพการเตรียมเจลบนฐานตั้ง 

อิเล็กโตรโฟรีซิส (Electrophoresis) 
 อิเล็กโตรโฟรีซิสถูกใชในการแยกโปรตีนตามขนาด และมี Running buffer เปนสารน้ํา
ตัวกลางในการนําไฟฟาซึ่งจะทําในเคร่ือง Electrophorator ที่ 60-140 V 

 

ภาพการเติม Running buffer ลงใน Electrophorator 

อิเล็กโตรทรานเฟอร (Electrotransfer) 
อิเล็กโตรทรานเฟอรเปนการถายยายโปรตีนจากแผนเจลเขาสูแผนรองรบัซึ่งมีหลายประเภท 

เชน polyvinylidene fluoride โดยจะตองประกบแผนรองรับกับแผนเจลในชุดประกบ (ฟองน้ํา-
กระดาษกรอง-แผนรองรับ-กระดาษกรอง-ฟองน้ํา) และมี Transferring buffer เปนสารน้ําตัวกลาง
ในการนําไฟฟาซึ่งจะทําในเคร่ือง Electrophorator ที่อุณหภูมิ 4oC 
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ภาพการดําเนินเครื่อง Electrophorator สําหรับการทําอิเล็กโตรทรานเฟอร 

การบล็อกโปรตนีและจับดวย antibodies 

 การบล็อกโปรตีนนั้นทําไดโดยเขยาแผนรองรบัที่มีโปรตีนกับสารละลาย 5% skim milk ใน
ตัวทําละลายที่เหมาะสม เชน TBST หลังจากนั้นทําการเขยาแชกับ antibodies ที่จําเพาะกับโปรตีน
ท่ีตองการตอไป โดยจะแบงออกเปนสองข้ันไดแก ขั้นท่ีจับดวย primary antibody และขั้นที่จับดวย 
secondary antibody สุดทายจะตองเติมสารตรวจจับ เชน สารเรืองแสง ท่ีมีความสามารถในการจับ
และจําเพาะกับ antibody ที่ใช เพื่อตรวจสอบและวิเคราะหผลโปรตีนที่ตองการ 

 

ภาพการเขยาแชแผนรองรบัที่มีโปรตีนกับสารละลาย skim milk 

เอกสารอางอิง 

Mahmood T, Yang P. Western Blot: Technique, Theory, and Trouble Shooting. 
North American Journal of Medical Sciences [Internet]. 2012 [cited 29 April 
2017];4(9):429–434. Available from: 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3456489/#. 
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Extraction Buffer 
สวนประกอบ 

สวนประกอบ ปริมาณ (มิลลิลิตร) 
1.5 M Tris-HCL (pH 8.8) 4.17 
10% SDS 5 
50% glycerol 10 
100 mM Na2S2C5 25 
Deionized water 5.93 

 
วิธีการเตรียม 

1. ปเปต Deionized water 5.93 มิลลิลิตร ลงในหลอดขนาด 50 มิลลิลิตร 
2. ปเปตสวนประกอบอื่นตามตารางใสลงในหลอดขอ 1. ผสมใหเขากัน 
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