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คํานํา 

โครงการปริญญานิพนธนี้เปนสวนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตรเภสัชศาสตรบัณฑิต    
คณะเภสัชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย จัดทําขึ้นเพ่ือศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต
โปรตีนออสทีโอพอนทินในตนยาสูบดวยเทคนิคการแสดงออกแบบชั่วคราว เพื่อใหไดมาซึ่งโปรตีนที่มี
คุณภาพและปริมาณสูง  

คณะผูจัดทําหวังเปนอยางยิ่งวาโครงการปริญญานิพนธนี้คงเปนประโยชนตอผูสนใจการ
คนพบและพัฒนาสารชีวโมเลกุลเพื่อใชประโยชนทางดานการแพทยตอไป หากมีขอผิดพลาด   
ประการใดคณะผูจัดทําขออภัยมา ณ ที่นี้ 
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        วิศวกรรมเนื้อเยื่อเปนเทคโนโลยีที่มุงปรับปรุงหรือทดแทนเน้ือเยื่อและอวัยวะที่เสียหาย โปรตีนรีคอมบิแนนท
หลายชนิดมีความจําเปนตองนํามาใชในงานวิศวกรรมเนื้อเย่ือเพื่อปรับปรุงหรือทําหนาที่ทางชีวภาพทดแทน ซึ่งนําไปสู
คาใชจายของเทคโนโลยีที่สูงมาก ดังน้ันคนจํานวนมากในประเทศกําลังพัฒนาจึงไมสามารถเขาถึงการรักษาได        ใน
ปจจุบันพืชมีการนํามาใชเปนแหลงผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนทหลายชนิด เนื่องจากขอดีหลายประการของพืชท่ี
เหนือกวาระบบอื่นๆ เชน ตนทุนการผลิตต่ํา ความสามารถในการขยายปริมาณการผลิต ปราศจากเชื้อโรคที่กอใหเกิด
โรคในมนุษยและกระบวนการปรับแตงโปรตีนที่จําเปนของสิ่งมีชีวิตจําพวกยูคารีโอต ขอมูลเบื้องตนในหองทดลอง
พบวาโปรตีนออสทีโอพอนทินเปนหน่ึงในโปรตีนที่มีศักยภาพในการกระตุนการงอกของกระดูก วัตถุประสงคของ
การศึกษานี้คือ เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการแสดงออกของโปรตีนออสทีโอพอนทินในใบยาสูบ (Nicotiana 
benthamiana) โดยอะโกรแบคทีเรีย GV3101 ถูกนํามาใชสําหรับการถายโอนยีนออสทีโอพอนทินในเวคเตอรเจมินิ
ไวรัลเขาสูเซลลพืช ความหนาแนนของอะโกรแบคทีเรียถูกเปรียบเทียบที่ 600 nm (OD600) 0.125 ถึง 0.8 ผลการ
ทดลองแสดงใหเห็นวาที่ OD600 0.5 เปนความหนาแนนของอะโกรแบคทีเรียที่เหมาะสมท่ีสุดสําหรบัการแสดงออกของ
โปรตีนออสทีโอพอนทิน งานวิจัยกอนหนานี้แสดงใหเห็นวา ยีน p19 สามารถยับย้ังการยับย้ังกระบวนการ gene 
silencing ได ผลการทดลองนี้จึงเปนการยืนยันวา การรวมกันของเวกเตอร p19 กับเวกเตอรที่มียีนออนทีโอพอนทิน
สามารถเพ่ิมระดับการแสดงออกของโปรตีนออสทีโอพอนทินได นอกจากนี้ใบยาสูบถูกเก็บระหวาง 1-5 วันหลังการสง
ถายยีน และถูกนําไปวิเคราะหการแสดงออกของโปรตีนออสทีโอพอนทินโดยใชเทคนิค SDS-PAGE และ Western 
blot การแสดงออกของออสทีโอพอนทินสูงท่ีสุดที่วันที่ 3 หลังถูกสงถายยีน การศึกษานี้เปนการเสนอแนะถึงสภาวะที่
เหมาะสมในการผลิตโปรตีนออสทีโอพอนทินในพืช ซึ่งจะเปนประโยชนตอการผลิตโปรตีนเพ่ือนําไปใชในการพัฒนา
เทคนิควิศวกรรมเนื้อเยื่อในอนาคต 
 

 
คณะเภสัชศาสตร ลายมอืชือ่นิสติ ..……………………………………….. 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ลายมอืชือ่อาจารยท่ีปรึกษา …….…………………………………… 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทคดัยอ่และแฟ้มขอ้มูลฉบบัเตม็ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีใหบ้ริการในคลงัปัญญาจุฬาฯ (CUIR) 

 เป็นแฟ้มขอ้มูลของนิสิตเจา้ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีส่งผา่นทางคณะท่ีสงักดั  

The abstract and full text of Senior Project in Chulalongkorn University Intellectual Repository(CUIR) 

are the Senior Project authors' files submitted through the faculty. 



จ 

 

 

 

กิตติกรรมประกาศ 

 ในการศึกษาโครงการปริญญานิพนธนี้ผูศึกษาขอกราบขอบพระคุณ ผูชวยศาสตราจารย            
ดร.วรัญู พูลเจริญ อาจารยที่ปรึกษา และ ผูชวยศาสตราจารย เภสัชกรหญิง ดร.ทักษิณา ชวนอาษา 
อาจารยที่ปรึกษารวม ที่กรุณาใหคําปรึกษาแนะนําและชวยตรวจสอบแกไขขอบกพรองของโครงการนี้ให
สมบูรณดยีิ่งข้ึน ตลอดจนใหความรูและขอคิดเห็นที่เปนประโยชนอยางยิ่งตอโครงการปริญญานิพนธนี ้

 ขอขอบคุณ ดร.แกวตา รัตนะพิสิฐ นักวิจัยท่ีปรึกษา ที่กรุณาใหคําปรึกษาแนะนําใหความรูและ
สนับสนุนทั้งในดานของสถานที่ เครื่องมือ และอุปกรณตางๆ ในการทําโครงการปริญญานิพนธนี้จนสําเร็จ
ลุลวงดวยดี 

ขอขอบคุณคณาจารย คณะเภสัชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่ใหความรู คําแนะนํา และ
ชวยเหลือในทุกๆ ดานที่เปนประโยชนอยางยิ่งตอโครงการปริญญานิพนธ 

ขอขอบคุณเจาหนาที่ภาควิชาเภสัชเวทและเภสัชพฤกษศาสตรที่ใหความสะดวก และชวยเหลือใน
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บทที่ 1 
บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคญัของปญหา 

เทคนิควิศวกรรมเนื้อเย่ือ (tissue engineering) เปนกระบวนการสรางเน้ือเย่ือเพ่ือทดแทน

และซอมแซมอวัยวะที่เกิดความเสียหาย ซึ่งปกติแลวอวัยวะเหลานี้จะไมมีการสรางใหมในมนุษย เชน 

เนื้อเยื่อผิวหนัง และเนื้อเยื่อกระดูก เปนตน โดยกระบวนการสรางเนื้อเยื่อมีการพัฒนาวัสดุชีวภาพ

เพ่ือใชเปนโครงในการเลี้ยงเซลลที่ตองการใหมีปริมาณที่เพิ่มข้ึนใสเขาไปในเนื้อเย่ือเปาหมายเพื่อให

เกิดการสรางเนื้อเย่ือและทํางานไดตามปกติ1 

เทคนิควิศวกรรมเนื้อเยื่อเปนวิธีการสรางเนื้อเย่ือใหมโดยสรางจากรางกายของผูปวยเอง จึงมี

ขอดีคือ ไมเกิดปญหาความเขากันไมไดระหวางเนื้อเยื่อและรางกายของผูปวยซึ่งเกิดจากการตอตาน

ของระบบภูมิคุมกัน นอกจากนี้ยังมีข้ันตอนการทําที่งาย และสามารถประยุกตใชไดกับเนื้อเยื่อหลาย

ชนิด เชน กระดูกและฟน ผิวหนัง หลอดเลือด เซลลประสาทสวนปลาย เปนตน อยางไรก็ตามจาก

ความยุงยากซับซอนของเครื่องมือที่ใช จําเปนตองอาศัยความชําชาญในการปฏิบัติ รวมไปถึงคาใชจาย

ท่ีสูงจึงเปนอุปสรรคในการเขาถึงการรักษาของผูปวย2เนื่องจากโปรตีนตางๆ ที่จําเปนตองใสในโครงใน

การเลี้ยงเซลลเพ่ือกระตุนการสรางเนื้อเย่ืออยางมีประสิทธิภาพนั้นมีราคาการผลิตท่ีสูงมาก 

จากปญหาขางตนจึงนํามาสูการคิดคนและพัฒนาการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน ท่ีมี

ความสามารถในการกระตุนการสรางเนื้อเยื่อที่มีประสิทธิภาพจากพืช เนื่องจากการผลิตโปรตีนในพืช

มีขอดีหลายประการ เชน ไมกอใหเกิดการปนเปอนของเชื้อโรคที่สามารถกอใหเกิดโรคในมนุษย 

ตนทุนการผลิตต่ํา ตลอดจนมีกระบวนการ post-translation ที่คลายคลึงกับมนุษย  เปนตน 

นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยตางๆที่พยายามพัฒนาโดยนําชิ้นสวนของไวรัสจากพืชบางชนิดมาใชในการเพิ่ม

ปริมาณการผลิตโปรตนีในพืช ทําใหสามารถผลิตรคีอมบิแนนทโปรตนีในพืชไดในปริมาณสูงขึ้น ไวรัสที่

นิยมนํามาใชเพ่ือวัตถุประสงคดังกลาวไดแก geminivirus จากการศกึษาพบวา มีการนํา geminivirus

มาใชในการเพ่ิมปรมิาณโปรตีนหลายชนิดและไดปริมาณโปรตีนสูงดังแสดงในตารางที่ 13 
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ตารางท่ี1 โปรตีนที่มีการผลิตโดยใช geminiviral vectors3 

 ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงมีเปาหมายในการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีน     

ออสทีโอพอนทินในพืช เพ่ือนํามาใชในการกระตุนการสรางกระดูกฟน โดยใช geminiviral vectors 

เพ่ือเพิ่มปริมาณการผลิตโปรตีนออสทีโอพอนทิน 

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 

 หาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนออสทีโอพอนทินในพืชโดยใช geminiviral vectors 
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บทที่ 2  
เอกสารและงานวิจัยทีเ่กี่ยวของ 

ออสทีโอพอนทิน (Osteopontin) เปนไกลโคโปรตีนชนิดหนึ่ง ประกอบดวยกรดอะมิโน
ประมาณ 300 ตัวตอกับสวนของคารโบไฮเดรต ออสทีโอพอนทินถูกจัดอยูในกลุม Small Integrin-
Binding Ligand N- linked Glycoprotein (SIBLING) พบไดมากในกระดูก และยังสามารถพบไดใน
ของเหลวของรางกาย เชน พลาสมา ซีรัม น้ํานม และปสสาวะ เปนตน ออสทีโอพอนทินมีหนาที่
หลากหลายทั้งในดานการเปลี่ยนแปลงกระดูก ควบคุมการทํางานของเซลลในระบบภูมิคุมกัน และ
การแบงตัวของเซลล เปนตน ในสวนของการเปลี่ยนแปลงกระดูก ออสทีโอพอนทินเปนปจจัยสําคัญที่
ทําหนาที่เปนตัวเชื่อมระหวาง osteoclast และแรธาตุในสวนเมทริกซของกระดูก แรธาตุที่สําคัญคือ 
hydroxyapatite (Ca(PO4)(OH)2) หากรางกายไดรับแคลเซียมซึ่งเปนองคประกอบในแรธาตุชนิดนี้ไม
เพียงพออาจทําใหเกิดโรคกระดูกพรุนได โดยออสทีโอพอนทินจะถูกสรางขึ้นทั้งใน osteoclast และ 
osteoblast ขึ้นกับสภาวะของรางกาย4-6 

ในป ค.ศ. 2005 Julio C. Rincon และคณะไดทําการศึกษาการสรางออสทีโอพอนทินใน
เซลลที่เก่ียวของกับการสรางรากฟนของหมูพบวา epithelial cell rests of Malassez (ERM) มี 
mRNA ที่แสดงออกใหโปรตีนออสทีโอพอนทิน ซึ่งมีหนาที่ควบคุมการเกาะกันของเซลลกระดูก 
ควบคุมการทํางานของ osteoclast ควบคุมการเปลี่ยนแปลงแรธาตุในเมทริกซของกระดูกและชวยใน
การสรางสารเคลือบฟน5 นอกจากน้ี ในป ค.ศ. 2012 Sebastian Schlafer และคณะไดทําการศึกษา
ประสิทธิภาพของออสทีโอพอนทินในการปองกันฟนผุพบวา ออสทีโอพอนทินสามารถลดการกอตัว
ของไบโอฟลมซึ่งเกิดจากเชื้อแบคทีเรีย ทําใหสามารถปองกันฟนผุไดอีกดวยและยังมีการศึกษาของ 
Saito K และคณะในป ค.ศ. 2016 ที่ ยืนยันฤทธิ์ของออสทีโอพอนทินในการกระตุน เซลล  
odontoblast-like ในกระบวนการปลูกฟน โดยการสะสมของออสทีโอพอนทินจําเปนตอการหลั่งสาร
คลอลาเจนชนิดที่ 1 ท่ีใชในการสรางเน้ือเย่ือฟน6-8 

ปจจุบันสารชีวโมเลกุลที่มีการใชประโยชนในมนุษยสวนมากถูกผลิตขึ้นจากเซลลสัตวและ
เซลลแบคทีเรีย สําหรับการผลิตออสทีโอพอนทิน Erin Martin และคณะไดทําการศึกษาโดยนํายีน
ของออสทีโอพอนทินเขาสูเชื้อ E. coli และใหเชื้อเหลานี้ผลิตโปรตีนขึ้นมาเพ่ือนําไปใชในการรักษาโรค 
vascular calcification9 ในป ค.ศ. 2007 Xiangzong Hana และคณะไดทําการศึกษาการผลิตออส
ทีโอพอนทินจาก HEK 293 ซึ่งเปนเซลลสัตวโดยใชวิธีการแสดงออกแบบชั่วคราว (transient 
expression) ในเซลลสัตวจะมีขั้นตอน post-translation modification ทําใหโปรตีนที่ไดมีความ
ใกลเคียงกับโปรตีนที่สรางในมนุษย ซึ่งในเซลลโปรคาริโอตจะไมมีขั้นตอนดังกลาว ผลการศึกษาพบวา 
โปรตีนออสทีโอพอนทินสามารถแสดงออกใน HEK 293 ไดนอกจากนี้ เซลลดังกลาวยังสามารถ
นํามาใชเปนแหลงผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนไดหลากหลายชนิด เชน erythropoietin (EPO) เปนตน
10 แตการใชเซลลสัตวมีขอจํากัดหลายประการ ทั้งในดานตนทุนการผลิตที่สูง และการปนเปอนเชื้อ
โรคจากสัตว พืชจึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งที่นํามาใชการผลิตโปรตีนในทางเภสัชกรรม ซึ่งสามารถขยาย
ขนาดการผลิตไดงาย รวดเร็ว มีตนทุนการผลิตต่ํา มีความปลอดภัยจากการปนเปอนและยังเปนวิธีการ
ผลิตโปรตีนที่ไดรับการรับรองจาก FDA อีกดวย11 
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การใชพืชเปนแหลงผลิตโปรตีนไดมีการทดลองในพืชหลายชนิด เชน ผักกาดหอม มะเขือเทศ 
องุน  ฝาย และทานตะวัน เปนตน พืชที่ ไดรับความนิยมคือ ตนยาสูบสายพันธุ  Nicotiana 
benthamiana แบงออกเปน 2 วิธี คือ การแสดงออกของยีนแบบชั่วคราว (Transient expression)
และการแสดงออกของยีนแบบถาวร (Stable genetic transformation) โดยอาศัย Agrobacterium 
tumefaciens เปนตัวนําสงยีนเขาสูพืชผานการฉีดหรือใชเครื่องอัดสุญญากาศ วิธีนี้เปนวิธีที่สามารถ
ควบคุมปริมาณและการผสานของยีนไดและทําใหเนื้อเย่ือพืชเสียหายนอย ซึ่งการแสดงออกของยีน
แบบชั่วคราวจะใชระยะเวลาสั้นกวาแบบถาวร11-17 

ในป ค.ศ. 1995 Jen Sheen และคณะไดทําการศึกษาเก่ียวกับ Green-fluorescent 
protein (GFP) เพ่ือใชเปน marker ในเซลลพืช โดยสงถายยีนดังกลาวเขาสูพืชพบวา มีการแสดงออก
ของ GFP เนื่องจากมีการเรืองแสงสีเขียวภายใตรังสี UV ดังนั้นจึงมีการใช GFP ในการตรวจสอบการ
สงถายยีนที่ตองการเขาสูพืชได และในป ค.ศ. 2005 Marillonnet และคณะไดทดลองเปรียบเทียบ
สภาวะตางๆ ที่ ใชในการผลิตโปรตีน green fluorescent protein (GFP) ในพืชโดยใชอะโกร
แบคทีเรียมเปนตัวนําสงยีนเขาสูพืชโดยมีการเปรียบเทียบผลของปริมาณเชื้ออะโกรแบคทีเรียมชนิด
ของยีน อายุของพืชที่ใช และระยะเวลาเก็บตัวอยางหลังจากฉีดอะโกรแบคทีเรียมเขาสูพืชพบวา
ปริมาณโปรตีนที่พืชแสดงออกมีความสัมพันธกับชนิดของยีนที่ใช โดยปริมาณของโปรตีนจะเพ่ิมขึ้น
ตามปริมาณของเชื้อ อยางไรก็ตามหากปริมาณเชื้อเขมขนสูงเกินก็จะทําใหบริเวณที่ไดรับเชื้อของพืช
เกิดการตายได โดยมีปริมาณเชื้อเหมาะสมนั้นไมควรเกิน OD600 = 0.12 ตามงานศึกษาของ 
Leuzinger และคณะ ในป 2013 ท่ีมีการวัดผลนาน 15 วันหลังจากตนยาสูบไดรับเชื้ออะโกร
แบคทีเรียม นอกจากนี้ยังพบวาระยะเวลาในการเก็บตัวอยางใบมีความแตกตางกันในยีนแตละชนิด
เชน ในการศึกษาของ Zhong Huang และคณะในป ค.ศ. 2010 การผลิตอีโบลาเอนติบอดีใหผลผลิต
สูงสุดวันที่ 4 หลังจากการไดรับเชื้อ OD600 0.2 และการศกึษาของ Zhong Huang และคณะในป ค.ศ. 
2009 ในการสรางเอนติเจนไวรัสตับอักเสบบีพบวาเกิดการตายของใบหลังจากไดรับเชื้อ 7 วัน
นอกจากนี้ยังพบวา ในพืชบางชนิดหลังจากวันที่มีการสรางโปรตีนสูงสุด ปริมาณโปรตีนอาจจะลดลง
อยางรวดเร็ว เนื่องจากเกิด post-transcriptional gene silencing (PTGS) ที่ขัดขวางการแสดงออก
ของยีนแปลกปลอมภายในพืชไดอีกดวย2, 18-23 นอกจากนี้ตําแหนงของใบก็สงผลตอปริมาณการผลิต
โปรตีนไดเชนกัน โดยในป ค.ศ. 2006 Wydro และคณะไดทําการศึกษาโดยใชใบในตําแหนงตางๆ
พบวายอดสามารถผลิตโปรตีนไดสูงที่สุด รองลงมาคือตําแหนงกลางตน และโคนตนตามลําดับ 
เชนเดียวกับการศกึษาของ Sheludko และคณะในป ค.ศ. 2006 ที่พบวาใบที่ 1-6 นับจากยอดและใบ
ท่ี 3 จากยอดเปนใบที่ผลิตไดสูงสุด เมื่อเปรยีบเทียบอายุของตนยาสูบที่ใชเปนแหลงผลิตโปรตีนพบวา
พืชที่มอีายุ 8-10 สัปดาหเปนระยะท่ีพืชผลิตโปรตีนสูงท่ีสุด23, 24 

ในสวนของการผลิตโปรตีนสําหรับมนุษยโดยใชพืชเปนแหลงผลิตดวยวิธีการแสดงออกแบบ
ชั่วคราวใหผลผลิตคอนขางต่ํา เชน การศึกษาของ Ruggiero F และคณะในป ค.ศ. 2000 Human 
homotrimeric collagen ในตนยาสูบ ท่ีใหผลผลิตเพียง <0.01% ของน้ําหนักสดและการศึกษาของ 
Cramer C และคณะในป ค.ศ. 1999  Human epidermal growth ในตนยาสูบ ท่ีใหผลผลิตเพียง 
<0.01% ของปริมาณโปรตีนรวม25, 26 อาจเกิดจาก post-transcriptional gene silencing (PTGS) 
ทําใหปริมาณโปรตีนลดลง จึงไดมีการศึกษาเก่ียวกับโปรตีน p19 จาก tomato bushy stunt virus 
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(TBSV) ซึ่งสามารถยับยั้งกระบวนการ PTGS ได ทําใหสามารถเพ่ิมปริมาณการแสดงออกของยีนได
เปนอยางดี23, 27 
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บทที่ 3  
วิธีดําเนินการวิจยั 

3.1 วัสดุหรือตัวอยางทางชีวภาพ 
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 อุปกรณและเครื่องมือ 
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 สวนประกอบสําหรับการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

สวนประกอบ 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 ปรับปริมาตรจนเปน 200 มลิลิลิตร 
2. ทําใหปราศจากเชื้อโดยใช autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 
3. รอใหอุณหภูมิเย็นลงถึงประมาณ 40 องศาเซลเซียส เติม kanamycin rifampin และ 

gentamicin ลงไปตามปริมาณที่กําหนด 

- การเพิ่มจํานวนอะโกรแบคทีเรียมที่มียีนออสทีโอพอนทิน 
1. เพิ่มปริมาณเชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่มียีนออสทีโอพอนทินและ p19 โดยปเปต 5 ไมโครลิตร

ของ stock bacterial suspension ลงในอาหารเลี้ ยงเชื้ อ 4 มิลลิลิตรนํ า ไป เขยา ใน 
incubator ที่ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

2. ปเปตเชื้ออะโกรแบคทีเรยีมที่เลี้ยงได 10 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 50 มิลลิลิตรนําไป
เขยาใน incubatorที่ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

3. ถายบรรจุเชื้อลงใน centrifuge tube ขนาด 50 มิลลิลิตรนําไป centrifuge เชื้อที่ไดดวย
ความเร็ว 4000 rpm เปนเวลา 15 นาที  

4. เทอาหารเลี้ยงเชื้อออก เติมสารละลาย 1x filtrate buffer ลงไปในปริมาณที่เหมาะสม   
( ใชป เปตช วยให เชื้ อกระจายตั ว )  และนํ าไปปรับความ เขมขนโดยใช เครื่ อ ง  UV 
spectrophotometer ใหได OD600 เทากับ 0.125 0.25 0.5 และ 0.8  

- การสงถายยีนเขาสูพืช (Transformation) 
1. ฉีด bacterial suspension เขาสูใบพืช โดยใช syringe ขนาด 1 มิลลิลิตร 
2. เลี้ยงพืชที่ไดรับการสงถายยีนแลวที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
3. เก็บตัวอยางตามระยะเวลาที่กําหนด และเก็บไวที่ -80 องศาเซลเซียส 

หมายเหตุ :  
- ในกรณีของการหาความเขมขนที่เหมาะสมจะเก็บตัวอยางวันที่ 3 หลังการสงถายยีน 
- ในกรณีของการหาความเขมขนที่เหมาะสมจะเก็บตัวอยางทุกวัน ตั้งแตวันท่ี 1-5 หลังการสง

ถายยีน 
 

- การสกัดโปรตีน  
1. นําตัวอยางที่เก็บท่ี -80 องศาเซลเซียส มาบดโดยใชไนโตรเจนเหลวจนละเอียด  
2. ชั่งลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ใหไดน้ําหนักตัวอยางที่เทากัน 
3. ปเปต Extraction buffer ใสลงในตัวอยาง 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยใช vortex   
4. นําไป centrifuge ที่ 14000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 25 นาที   
5. ปเปตสารละลายในสวนใส (supernatant) ออกมาใสลงใน microcentrifuge tube ขนาด 

1.5 มิลลิลิตร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทคดัยอ่และแฟ้มขอ้มูลฉบบัเตม็ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีใหบ้ริการในคลงัปัญญาจุฬาฯ (CUIR) 

 เป็นแฟ้มขอ้มูลของนิสิตเจา้ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีส่งผา่นทางคณะท่ีสงักดั  

The abstract and full text of Senior Project in Chulalongkorn University Intellectual Repository(CUIR) 

are the Senior Project authors' files submitted through the faculty. 



9 

 

 

 

- การทํากราฟมาตรฐาน (Standard curve) 
1. เตรยีมสารละลายเปรยีบเทียบ (blank) โดยใช deionized water 1 มลิลิลิตร 
2. เตรียม standard BSA ที่ความเขมขน 50 100 200 และ 400 ng/uLจากความเขมขน 10 

mg/ml  
3. นํา standard BSA แตละความเขมขนปริมาณ 20 ไมโครลิตรผสมกับ Bradford’s reagent 

980 ไมโครลิตร 
4. นําไปวัดโดยใช UV spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 
5. นําคาที่ไดมาวาดกราฟระหวางความเขมขนและ OD595  

 
- การวัดความเขมขนโปรตีน  

1. เตรยีมสารละลายเปรยีบเทียบ (blank) โดยใช Extraction buffer  
2. นํา supernatant ของตัวอยา งที่ ไ ดมา 2 ไมโครลิตร ผสมกับ deionized water 18 

ไมโครลิตร และ Bradford’s reagent 980 ไมโครลติร 
3. นําไปวัดโดยใช UV spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 
4. นําคาที่ไดมาเทียบกับ Standard curve  
5. ปรบัความเขมขนของทุกตัวอยางใหเทากันปเปตมา 90 ไมโครลิตร ใสลงใน microcentrifuge 

tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
6. ใสสี 10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน  
7. นําไปตมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 3-5 นาที  

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

ตารางท่ี 3 สวนประกอบสําหรับการเตรียมเจล SDS-PAGE 

                    ชนิดเจล 
สวนประกอบ 

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. ประกอบกระจกเขาดวยกันโดยใชอุปกรณ เตรียมกระจกทั้งหมด 4 ชุดการทดลอง 
2. ผสมสวนประกอบของ 10% Resolving Gel เขาดวยกันตามลําดับ  
3. ใชปเปตขนาด 1000 ไมโครลิตรดูดสารละลายที่ไดใสลงในกระจกแผนละ 5 มิลลิลิตร  
4. เติม deionized water ลงบนชั้นของ Resolving Gel เพ่ือทําใหผิวเจลเรียบ ทิ้งไวใหเจล 

เกิดการแข็งตัวเปนเวลา 15-20 นาที 
5. เตรยีมสวนผสมของ 5% Stacking Gel เขาดวยกันตามลําดับ 
6. เท deionized water ออก และเติม Stacking Gel ลงไปแผนละ 1.5 มิลลิลิตร จนเต็มแผน

กระจก  
7. ใสหวีเพื่อทําใหเกิดชอสําหรับใสตัวอยางลงไปทันทีกอนเจลเกิดการแข็งตัว ระวังอยางใหเกิด

ฟองอากาศ และทิ้งไวใหเจลเกิดการแข็งตัวเปนเวลา 15-20 นาที 
8. เมื่อเจลแข็งตัวแลวใหเอาหวีออก 

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 สวนประกอบสําหรับการเตรียมrunning buffer 

สวนประกอบ Running buffer (กรัม) 
Tris-Glycine 3 
Glycine 14.4 
SDS 1 

 
1. ชั่งสวนประกอบทั้งหมดตามตาราง ละลายลงใน deionized water ตามลําดับ 
2. ปรบัปรมิาตรจนเปน 1000 มิลลิลิตร 

 

- การทํา sodiumdodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS PAGE) 
1.  ประกอบกระจกเขากับชุดการทดลอง และใสลงใน chamber 
2.  ใส running ลงไปในชองระหวางกระจก และใน chamber เพ่ือใหกระแสไฟฟาสามารถวิ่งได

ครบวงจร 
3.  ใชปเปตใส marker (M) ลงในชอง 5 ไมโครลิตร และในตัวอยางลงไปตัวอยางละ 25 

ไมโครลิตร ตามภาพที่ 1 
4.  เปดเคร่ือง ตั้งคากระแสไฟฟาเปน 40 mA เร่ิมการทํางานโดยใชเวลาประมาณ 45 นาที  
5.  นําไปตรวจสอบผล  

5.1 ตรวจสอบโปรตีนทั้งหมด (total protein) ดวย coomassie-blue 
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5.2 ตรวจสอบโปรตีนออสทีโอพอนทินดวย western blot analysis 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
ภาพที่ 1 ตําแหนงการเติมสารละลายตัวอยาง 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 มีการแสดงรวมของ p19, D1 ถึง D5 คือ ตัวอยาง
จากวันที่ 1 ถึง 5 หลังจากไดรับเชื้ออะโกรแบคทีเรยีม 

- การเตรียม Destaining agent 

ตารางท่ี 5 สวนประกอบสําหรับการเตรียม destaining agent 

สวนประกอบ Destaining agent (มิลลิลิตร) 
Gracial acetic acid 50 
Methanol 150 
Deionized water 300 

 
1. ตวงสวนประกอบตางๆ และผสมใหเขากันตามลําดับ 
2. ปรบัปรมิาตรจนเปน 500 มิลลิลิตร 

 

 

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

    แผนที่ 1 
(western blot) 

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

แผนที ่2 
 (SDS) 

M       P       N      D1     D2     D3      D4     D5 

    แผนที่ 3 
(western blot) 

แผนที ่4 
 (SDS) 

M       N      D1     D2      D3     D4     D5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทคดัยอ่และแฟ้มขอ้มูลฉบบัเตม็ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีใหบ้ริการในคลงัปัญญาจุฬาฯ (CUIR) 

 เป็นแฟ้มขอ้มูลของนิสิตเจา้ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีส่งผา่นทางคณะท่ีสงักดั  

The abstract and full text of Senior Project in Chulalongkorn University Intellectual Repository(CUIR) 

are the Senior Project authors' files submitted through the faculty. 



12 

 

 

 

- การตรวจสอบโปรตีนทั้งหมด (Total protein) ดวย coomassie-blue 
1.  นําเจลที่ผาน SDS-PAGE ไปแชใน coomassie-blue นําไปวางบนเคร่ือง orbital shaker 

เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
2.  ทําการลาง coomassie-blue ดวย destaining agent นําไปบนเคร่ือง vertical shaker 
3.  เปลี่ยน destaining agent ทุก 12 ชั่วโมง จนสีจางลงและเห็นผลชัดเจน 
4.  นําเจลที่ผานการลาง coomassie-blue เรียบรอยแลว มาแชในน้ําเพ่ือใหเจลพองตัวเต็มที่ 
5.  บันทึกผล 

 
- การเตรียม transfer buffer สําหรับ Western blot analysis 

ตารางท่ี 6 สวนประกอบสําหรับการเตรียม transfer buffer 

สวนประกอบ Transfer buffer (กรัม) 

Tris-Glycine 1.54 
Glycine 7.2 

 
1.  ชั่งสวนประกอบท้ังหมดตามตาราง ละลายลงใน deionized water ตามลําดับ 
2.  ปรับปริมาตรจนเปน 800 มิลลิลิตร 
3.  นําสารละลายที่ไดไปผสมกับ methanol 200 มิลลิลิตร 
4.  นําไปแชท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส กอนนํามาใชงาน 

 
- การทํา Western blot analysis 

1. นําเจลที่ไดจากการทํา SDS-PAGE มา transfer ลง nitrocellulose membrane โดยนํามา
ประกอบเขากับชุดการทาํ western blot และใสลงใน chamber  

2. ใส transfer buffer ลงใน chamber จนทวม membrane 
3. เปดเครื่อง ตั้งคาความตางศักย 40 โวลต เริ่มการทํางานโดยใชเวลาประมาณ 900 นาที 
4. นํา membrane ออกมาแชใน 5% skim milk และนําไปวางบนเครื่อง vertical shaker 

เปนเวลา 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 เปนเวลา 2 ชั่วโมง 

6. ลางเมมเบรนดวยสารละลาย PBS + 0.05% tween20 จํานวน 2 รอบ และ PBS จํานวน 1 
รอบ ใชเวลารอบละ 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 shakerเปนเวลา 1 ชั่วโมง 
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8. ลางเมมเบรนดวย 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 ผสมใหเขากัน 
2. ใชปเปตดูดสารละลายใสลงบน membrane กระจายสารละลายใหทั่ว membrane เปน

เวลาประมาณ 3-5 นาที  
3. นําไปอานผลดวยเครื่อง imageQuant 
4. เลือกระยะเวลาที่ใชในการอานผล ตั้งแต 30 วินาที ถึง 20 นาที   
5. บันทึกผล 
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บทที่ 4  
ผลการวิเคราะหขอมูล 

4.1 ผลของปริมาณเช้ืออะโกรแบคทีเรียมและการแสดงออกรวมของยีน p19 กับการผลิต
โปรตีนออสทีโอพอนทิน 

 

ภาพที่ 2 SDS-PAGE เปรียบเทียบปริมาณเชื้ออะโกรแบคทีเรียม OD600 และผลของ p19 (P) โดย    
M คือ โปรตีนมารคเกอร และ N คือ โปรตีนจากสารสกัดจากใบตนยาสูบชนิด wild type 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 3 Western blot เปรยีบเทียบปริมาณเชื้ออะโกรแบคทีเรียม OD600 และผลของ p19 (P) โดย 
M คือ โปรตีนมารคเกอร และ N คือ โปรตีนจากสารสกัดจากใบตนยาสูบชนิด wild type 
 

<- Rubisco 

<- Osteopontin 
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ตารางท่ี 7 การคํานวณ % ของโปรตีนออสทีโอพอนทินเพ่ือเปรยีบเทียบปริมาณเชื้ออะโกรแบคทีเรียม
และผลของ p19 

    ไมมี p19 
ความเขมแถบ 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 
ความเขมแถบ   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 

 จากผลการทดลองจะเห็นไดวา เมื่อเปรียบเทียบปริมาณอะโกรแบคทีเรียมที่ OD600 เทากับ 
0.125, 0.25, 0.5 และ 0.8 โดยไมมีผลของ p19 มาเก่ียวของพบวา ที่ OD600 เทากับ 0.8 ใหปริมาณ
ออสทีโอพอนทินมากที่สุดเทากับ 15.20 %OPN/Rubisco protein และเมื่อมีผลของ p19 เขามา
เก่ียวของในอัตราสวนของ OPN : p19 เทากับ 1:1 พบวา ที่ทุกความเขมขนให %OPN มากกวากลุม
ท่ีไมมี p19 และที่ OD600 เทากับ 0.5 ให %OPN มากที่สุดเทากับ 243.82 %OPN/Rubisco protein 

4.2 ผลของระยะเวลาในการเก็บผลผลิตกับการผลิตโปรตีนออสทีโอพอนทิน 
 

 
 
 
 
 
 

 

 

ภาพที่ 4 SDS-PAGE เปรียบเทียบระยะเวลาในการเก็บตัวอยาง (D1-D5) โดย M คือ โปรตีน     
มารคเกอร และ N คือ โปรตีนจากสารสกัดจากใบตนยาสูบชนิด wild type 

<- Rubisco 
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ภาพที่ 5 Western blot เปรียบเทียบระยะเวลาในการเก็บตัวอยาง (D1-D5) โดย M คอื โปรตีน
มารคเกอร P คือ โปรตีนออสทีโอพอนทินมาตรฐาน 10 ไมโครกรัม และ N คือ โปรตีนจากสารสกัด

จากใบตนยาสูบชนิด wild type 
 

ตารางท่ี 8 การคํานวณ % ของโปรตีนออสทีโอพอนทินเพ่ือเปรยีบเทียบระยะเวลาในการเก็บตัวอยาง 
 

ความเขมแถบ/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 

 
 จากผลการทดลองเมื่อเปรียบเทียบระยะเวลาในการเก็บตัวอยางจะเห็นไดวา ในวันที่ 1 ยังไม
เกิดการสรางโปรตีน สามารถตรวจพบไดตั้งแตวันที่  2 เปนตนไปจนถึงวันท่ี 5 โดยมีปริมาณ         
ออสทีโอพอนทินสูงท่ีสุดในวันที่ 3 เทากับ 382.48 %OPN/Rubisco protein หลังจากนั้นปริมาณ
โปรตีนจะลดลงในวันที่ 4 และ 5 ตามลําดับ  

<- Osteopontin 
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บทที่ 5  
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการวิจัย 
 จากผลการทดลองสามารถสรุปไดวาการแสดงออกของ p19 มีผลทําใหมีการผลิตโปรตีน  
ออสทีโอพอนทินในตนยาสูบเพ่ิมขึ้น นอกจากนี้สภาวะดานปริมาณเชื้ออะโกรแบคทีเรียที่ใชและ
ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการเก็บตัวอยางนั้นก็เปนปจจัยสําคัญที่มีผลตอการแสดงออกของโปรตีน 
ออสทีโอพอนทนินี้อีกดวย 

5.2 อภิปรายผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 
 การผลิตโปรตีนออสทีโอพอนทินใหไดมีปริมาณสูงสุด จะตองมีการหาสภาวะที่เหมาะสม เชน
การใชเทคนิคการแสดงออกรวมกันระหวางยีนรีคอมบิแนนออสทีโอพอนทินกับยีน p19 ในอัตราสวน 
1 ตอ 1 การหาปริมาณเชื้ออะโกรแบคทีเรียมและระยะเวลาในการเก็บตัวอยางที่เหมาะสมเพ่ือนําไป
ตรวจสอบผลโดยการเปรียบเทียบขนาดโปรตีนตัวอยางกับสารมาตรฐานของโปรตีนออสทีโอพอนทิน
ดวยเทคนิค western blot analysis พบวาสารตัวอยางมขีนาดโปรตีนประมาณ 61kD นอกจากนี้ยัง
มีการใชโปรตีนรูบิสโก ซึ่งมีขนาดประมาณ 50 kD ในการเปรียบเทียบเชนกัน เพื่อทําใหทราบถึง
ปริมาณท่ีแทจริงของสารตัวอยางที่ใชในการศึกษา เนื่องจากโปรตีนรูบิสโกนี้เปนโปรตีนที่เปน
องคประกอบหลัก และสามารถพบไดงายในพืช 28 
 ในสวนของการเปรียบเทียบปริมาณของอะโกรแบคทีเรียมและระยะเวลาในการเก็บตัวอยาง
เปนปจจัยสําคัญหนึ่งในการผลิตโปรตีนออสทีโอพอนทินในพืช โดยจะเห็นวาการแสดงออกของโปรตีน
นั้นมีแนวโนมเพ่ิมข้ึนตามปริมาณของยีนที่เพ่ิมขึ้น ซึ่งใหผลการศึกษาเชนเดียวกับการศึกษาของ Kuta
และคณะเม่ือป ค.ศ. 200518 ท่ีใชเทคนิคเดียวกันน้ีในการสรางโปรตีน และการศึกษาของ Leuzinger
และคณะในป ค.ศ. 2013 ไดทําการศึกษาโดยใชอะโกรแบคทีเรียมที่ OD600 เทากับ 0.12 เปนเวลา 15 
วันหลังจากตนยาสูบไดรับเชื้ออะโกรแบคทีเรียม19 สวนการศึกษาของ Huang และคณะในป ค.ศ. 
2009 ไดทําการผลิตอีโบลาเอนติบอดี พบวามีการผลิตโปรตีนสูงที่สุดในวันที่ 4 หลังจากการไดรับ
เชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่ OD600 เทากับ 0.2 เนื่องจากปริมาณอะโกรแบคทีเรียมที่มาเกินไปและ
ระยะเวลาในการเก็บตัวอยางที่นานเกินไปมีโอกาทําใหใบเกิดการตายแบบ necrosis และโปรตีนถูก
ทําลายได อยางไรก็ตามจากการศึกษานี้มีการใชปริมาณเชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่เกินกวาการศึกษา
ตางๆ ท่ีไดกลาวมา ซึ่งมีผลทําใหใบเกิดการตายแบบ necrosis บางบริเวณเทานั้น แตปริมาณโปรตีน
กลับสูงขึ้นอยางเห็นไดชัด ในสวนของระยะเวลาในการเก็บตัวอยางพบวา มีความใกลกับการผลิตอีโบ
ลาเอนติบอดีของ Huang และคณะ เม่ือป 201020 ที่พบวาวันที่ 4 หลังจากตนยาสูบไดรับเชื้ออะโกร
แบคทีเรียที่ OD600 เทากับ 0.2 ใหปริมาณโปรตีนสูงท่ีสุด แตในการศึกษาการผลิตโปรตีนออสทีโพอน
ทินพบวา วันที่ 3 หลังจากตนยาสูบไดรับเชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่ OD600 เทากับ 0.25 ใหปริมาณ
โปรตีนสูงท่ีสุด นอกจากนี้การศึกษานี้ยังไดทําการวัดปริมาณโปรตีนทุกวันหลังจากที่ตนยาสูบไดรับ
เชื้ออะโกรแบคทีเรยีมเปนเวลา 5 วัน ซึ่งจะเห็นแนวโนมที่ลดลงของโปรตีนหลังจากวันท่ี 3 เนื่องจาก
เมื่อพืชมีการสรางปริมาณโปรตีนมากขึ้น โปรตีนน้ันอาจเปนพิษตอพืชทําใหเซลลพืชเกิดการตายแบบ 
necrosis ทําใหปรมิาณโปรตีนลดลง 
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แมวาจะมีการควบคุมสภาวะการเลี้ยงตนยาสูบท้ังอุณหภูมิ ความชื้น สารอาหาร น้ํา และ
ปริมาณแสงที่ไดรับตอวัน แตก็ยังมีขอจํากัดในดานของระยะเวลาที่ใชในการนําเชื้อเขาสูตนพืช
เนื่องจากหลังจากที่ทําการวัดปริมาณของเชื้ออะโกรแบคทีเรียมแลว ตองมีขั้นตอนในการเตรียมเชื้อให
ไดความเขมขนที่ตองการซึ่งเปนขั้นตอนที่ใชเวลาในการดําเนินงาน ทําใหเชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่
เตรียมไดมีปริมาณที่เปลี่ยนแปลงไปจากเวลาที่ทําการวัด อยางไรก็ตามไมใชเพียงปจจัยดานปริมาณ
เชื้ออะโกรแบคทีเรียที่ใชหรือระยะเวลาที่เหมาะสมในการเก็บตัวผลผลิต ยังมีปจจัยสภาวะแวดลอม
อ่ืนๆที่สําคัญและมีผลตอการออกแสดงของโปรตีนออสทีโอพอนทินได เชน สายพันธุของเชื้ออะโกร
แบคทีเรีย ชนิดของเวกเตอรไวรัส และการใสสารอะซิโตไซริงโคน เปนตนซึ่งจําเปนตองไดรับ
การศกึษาเพิ่มเติมตอไป 
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UV-VIS Spectrophotometer 
หลักการ 

UV-VIS spectrophotometer เปนเคร่ืองมือที่ใชในวิเคราะหสารโดยอาศัยหลักการดูดกลืน
แสงของสารในชวง ultra violet (UV) และ visible (VIS) สารแตละชนิดจะดูดกลืนแสงในชวงความ
ยาวคลื่นที่ตางกันโดยปริมาณการดูดกลืนแสงจะขึ้นกับความเขมขนของสาร ผลการวิเคราะหจะแสดง
ความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสง (absorbance) และคาความยาวคลื่น (wavelength) ใน
รูปแบบspectrum 

สวนประกอบของ UV-VIS Spectrophotometer  
1. แหลงกําเนิดแสง (Light source) 

แหลงกําเนิดแสงจะตองใหรังสีในชวงความยาวคลื่นท่ีตองการอยางตอเน่ืองคงท่ีตลอดเวลา 
และมีความเขมแสงท่ีมากพอแหลงกําเนิดแสงในชวง UV เชน H2 และ D2 lamp ใหความยาวคลื่นอยู
ในยาน 160-380 นาโนเมตร และในชวง visible เชน tungsten/halogen ใหความยาวคลื่นในชวง 
240-2,500 นาโนเมตร 
2. Monochromator 

สวนประกอบนี้เปนสวนที่ใชควบคมุแสงโดยจะทําใหแสงที่ออกมาจากตนกําเนิดแสง ซึ่งเปน
พอลิโครเมติก ใหเปนแสงที่มีความยาวคลื่นเดียว โดยใชปริซึม (prism) หรือเกรตติ้ง (grating) 
3.  เซลล (Cell sample) 

เซลล หรอื คิวเวทท (cuvettes) ที่ทําดวยแกวมักใชกับแสงในชวง visible เนื่องจากแกว
สามารถดูดกลืนแสงในชวง UV ได สวนเซลลท่ีทําดวยซิลิกาและควอรตซ (quartz) จะใชไดทั้งชวง 
UV และ visible 
4. ตัวรับสัญญาณ (Detector) 

ตัวรับสัญญาณใชในการวัดความเขมของรังสีที่ถูกดูดกลืนโดยแปลงพลังงานแสงใหเปน
พลังงานไฟฟา เชน photomultiplier tube (PMT) และ silicon diode detector เปนตน 

เคร่ืองสเปคโทรโฟโทมิเตอรท่ีใชโดยทั่วไปแบงออกเปน 2 ประเภท ไดแก 
1. Single-Beam spectrophotometer แสงที่ออกจากแหลงกําเนิดแสงจะผานเลนส 
โมโนโครเมเตอร ผานสารตัวอยาง แลวจึงเขาสูอุปกรณตรวจรับ โดยใชลําแสงเพียงลําเดียวผานจาก
โมโนโครเมเตอรไปสูสารละลาย 
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ภาพ Single-Beam spectrophotometer 
2. Double-Beam Spectrophotometer แสงจากแหลงกําเนิดจะผานโมโนโครเมเตอร 2 ครั้ง เมื่อ
ออกจาก exit slit แลว แสงจะไปสู beam chopper ตัดลําแสงแยกออกเปนสองลําที่มีความเขม
เทากัน ผานสารตัวอยาง และผานสารอางอิง เขาสู detector 

  
 
 
 
 
 

 
 

 

 
 
 

ภาพ Double-Beam Spectrophotometer 

เอกสารอางอิง 

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 ถูกใชในงานที่เก่ียวกับเซลลและชีวโมเลกุลเพื่อพิสูจนเอกลักษณของ
โปรตีนจําเพาะ โดยจะมีขั้นตอนหลักๆ อยู 3 ขั้นตอน ไดแก ขั้นตอนแยกโปรตีนตามขนาดของโมเลกุล 
ขั้นตอนถายยายโปรตีนสูแผนรองรับ และขั้นตอนการจับดวย antibodies ที่จําเพาะตอโปรตีนน้ันๆ 
ซึ่งจะทําใหเราสามารถสังเกตและวิเคราะหผลโปรตีนได 

เทคนิคที่เกี่ยวของ 
การเตรียมเจล 
 การเตรียมเจลเพ่ือใชในการแยกขนาดโปรตีนนั้นตองเตรียมเจลท้ังหมด 2 ประเภท ไดแก 
Stacking gel และ Separating gel ตามสูตรเตรียมเจลดานลาง  

 
ภาพสูตรการเตรียมเจล 

 โดยจะตองเตรียมสวน Separating gel กอนบนฐานตั้ง (Assembled rack) และจึงเตรียม
สวนของ Stacking gel เตมิใสในสวนชั้นบนตอจาก Separating gel 
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ภาพการเตรียมเจลบนฐานตั้ง 

อิเล็กโตรโฟรีซิส (Electrophoresis) 
 อิเล็กโตรโฟรีซิสถูกใชในการแยกโปรตีนตามขนาด และมี Running buffer เปนสารน้ํา
ตัวกลางในการนําไฟฟาซึ่งจะทําในเคร่ือง Electrophorator ที่ 60-140 V 

 

ภาพการเติม Running buffer ลงใน Electrophorator 

อิเล็กโตรทรานเฟอร (Electrotransfer) 
อิเล็กโตรทรานเฟอรเปนการถายยายโปรตีนจากแผนเจลเขาสูแผนรองรบัซึ่งมีหลายประเภท 

เชน polyvinylidene fluoride โดยจะตองประกบแผนรองรับกับแผนเจลในชุดประกบ (ฟองน้ํา-
กระดาษกรอง-แผนรองรับ-กระดาษกรอง-ฟองน้ํา) และมี Transferring buffer เปนสารน้ําตัวกลาง
ในการนําไฟฟาซึ่งจะทําในเคร่ือง Electrophorator ที่อุณหภูมิ 4oC 
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ภาพการดําเนินเครื่อง Electrophorator สําหรับการทําอิเล็กโตรทรานเฟอร 

การบล็อกโปรตนีและจับดวย antibodies 

 การบล็อกโปรตีนนั้นทําไดโดยเขยาแผนรองรบัที่มีโปรตีนกับสารละลาย 5% skim milk ใน
ตัวทําละลายที่เหมาะสม เชน TBST หลังจากนั้นทําการเขยาแชกับ antibodies ที่จําเพาะกับโปรตีน
ท่ีตองการตอไป โดยจะแบงออกเปนสองข้ันไดแก ขั้นท่ีจับดวย primary antibody และขั้นที่จับดวย 
secondary antibody สุดทายจะตองเติมสารตรวจจับ เชน สารเรืองแสง ท่ีมีความสามารถในการจับ
และจําเพาะกับ antibody ที่ใช เพื่อตรวจสอบและวิเคราะหผลโปรตีนที่ตองการ 

 

ภาพการเขยาแชแผนรองรบัที่มีโปรตีนกับสารละลาย skim milk 

เอกสารอางอิง 

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 
สวนประกอบ 

สวนประกอบ 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. ปเปต Deionized water 5.93 มิลลิลิตร ลงในหลอดขนาด 50 มิลลิลิตร 
2. ปเปตสวนประกอบอื่นตามตารางใสลงในหลอดขอ 1. ผสมใหเขากัน 
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