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โสภณัฐ วิเชียรสรรค:  สภาวะที่เหมาะสมในการแสดงออกของโปรตีนออสทีโอพอนทนิในตน 
  ยาสูบ (Optimization of Osteopontin Protein Expression in Nicotiana  
  benthamiana) อาจารยที่ปรึกษาปริญญานิพนธหลัก: รศ.ดร.วรัญู พูลเจริญ, อาจารยที่ 
  ปรกึษารวม: ผศ.ภญ.ดร.ทักษิณา ชวนอาษา. 32 หนา. 
    
 

 ออสทีโอพอนทินเปนโปรตีนชนิดหน่ึงที่สามารถทําหนาทีเ่ปนโมเลกุลใหสัญญาณ (signaling 
molecules) ในเทคนิควิศวกรรมเน้ือเย่ือ (tissue engineering) โดยมีบทบาทเกี่ยวกับการสรางและ
เกิดใหมของเน้ือเย่ือกระดูก จากการศึกษาที่ผานมาพบวาออสทีโอพอนทินที่ผลิตจากตนยาสูบ 
Nicotiana benthamiana สามารถกระตุนยีนสที่เกี่ยวของกับกระบวนการ bone remodeling ได 
นอกจากน้ียังมีการศึกษาการผลิตออสทีโอพอนทินโดยปรับปรุงช้ินสวนของยีนสใหเหลือเฉพาะสวน
ของ C-terminal และนําไปทดสอบกับเซลลเอ็นยึดปริทันต ผลปรากฏวาออสทีโอพอนทินสวน  
C-terminal สามารถกระตุนยีนสที่เกี่ยวของกับกระบวนการ bone remodeling ไดดีกวาออสทีโอ
พอนทินสวนอ่ืนๆ งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนออสทีโอ
พอนทินสวน C-terminal ในตนยาสูบ โดยใช Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ GV3101 ที่
มีพลาสมิด pBYR2eK2Md-C-OPN-His มาศึกษาผลของความเขมขนของเช้ือที่ใชในการฉีดเขาใบของ
ตนยาสูบ ซึ่งศกึษาที่ OD600 = 0.2, 0.4, 0.6 และ 0.8 โดยทําการศึกษาเปนเวลา 6 วัน (1-6 dpi) 
หลังทําการฉีดเช้ือ นําใบไมมาสกัดและวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยเทคนิค western blot จาก
การศึกษาพบวา สภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการผลิตโปรตีนออสทีโอพอนทินสวน C-terminal ในตน
ยาสูบคือใชความเขมขนของเช้ือที่ OD600 = 0.4 โดยเก็บใบหลังจากฉีดเปนเวลา 3 วัน (3 dpi)   

             
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
คณะเภสัชศาสตร                                  ลายมือช่ือนิสิต           …………………………………………..                     
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย      ลายมือช่ืออาจารยที่ปรึกษา  …………………………………..  
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 

 

 

  

SOPANUT WICHIANSUN: OPTIMIZATION OF OSTEOPONTIN PROTEIN  
EXPRESSION IN Nicotiana benthamiana ADVISOR: ASSOC. PROF. WARANYOO 
PHOOLCHAROEN PH.D. CO-ADVISSOR: ASSIST. PROF. TAKSINA CHUANASA PH.D. 
32 pp. 

 

 
 Osteopontin is a protein which plays an important role in the bone 
remodeling process, it can act as a signaling molecules in tissue engineering. The 
previous study showed that plant-produced osteopontin has been reported to 
stimulate osteogenic related genes. Furthermore, it has been shown that a  
C-terminal truncated OPN appeared more effective in stimulating the expression of 
osteogenic related genes than full-length OPN and N-terminal OPN. The aim of this 
study is to optimize the conditions of C-terminal fragment truncated osteopontin 
protein expression including concentration of Agrobacterium tumefaciens GV3101 
strains containing pBYR2eK2Md-C-OPN-His, OD600 of 0.2, 0.4, 0.6 and 0.8 were used for 
agroinfiltration, and day post-infiltration (dpi). Infiltrated leaves were collected at 1-6 
dpi, extracted and analyzed Western blotting. The results indicate that OD600 of 0.4 of 
agrobacterium at 3 days post-infiltration is the optimized condition for C-terminal 
fragment truncated OPN protein expression in N.benthamiana. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

1.1 ความเปนมาและความสาํคญัของปญหา 
  วิศวกรรมเน้ือเย่ือ (tissue engineering) เปนเทคนิคที่มวัีตถุประสงคเพ่ือซอมแซม ปรับปรุง 
และเหน่ียวนําใหเกิดการสรางใหมของเน้ือเยื่อหรืออวัยวะที่ถูกทําลายโดยไมกอใหเกิดการตอตานทาง
ระบบภูมิคุมกัน ซึ่งเปนการนําความรูทางดานวิศวกรรมและชีววิทยามาประยุกตใชรวมกัน โดยมี
องคประกอบหลัก 3 อยางคือ เซลล (cells) ที่จะนํามาใชใหเกิดการสรางใหมของเน้ือเยื่อ โครงราง 
(scaffolds) ทีใ่หเซลลไปยึดเกาะและอาศัยอยู และโมเลกลุสงสัญญาณ (signaling molecules) ซึ่ง
เปนสารที่ควบคุมการทํางานและการเจริญของเซลล (Langer & Vacanti, 1993) ในงานวิศวกรรม
เน้ือเยื่อมีความพยายามที่จะศึกษาการใชโมเลกุลสงสญัญาณ มากระตุนการเจริญของเซลล ซึ่งหน่ึงใน
โมเลกุลสงสญัญาณที่มีการศกึษาอยูในปจจุบันคือออสทีโอพอนทิน (osteopontin) (Srithanyarat, 
2019)  
 ออสทีโอพอนทินเปนไกลโคโปรตีนชนิดหน่ึงที่อยูในกลุมของ Small Integrin-Binding 
Ligand N-linked Glycoproteins (SIBLING family) ซึง่มีบทบาทสําคัญในกระบวนหลายๆอยางใน
รางกายเชน ทําหนาที่เปนไซโตไคนในกระบวนการเกิดการอักเสบ ระบบภูมิคุมกัน การลุกลามของ
มะเร็ง รวมถึงกระบวนการสลายและการสรางกระดูก (bone remodeling) (Standal, Borset, & 
Sundan, 2004) จากผลของกระบวนการ post-translation modification (phosphorylation, 
glycosylation, sulfation and proteolysis) ทําใหโปรตีนออสทีโอพอนทินมีความหลากหลายทั้งใน
ดานของโครงสรางและการทํางานของโปรตีน (Anborgh, Mutrie, Tuck, & Chambers, 2011) ใน
การผลิตโปรตีนออสทีโอพอนทินจึงจําเปนตองเลือกระบบการผลิตที่มีกระบวนการ post-translation 
modification เพ่ือแตงเติมโปรตีนในเหมือนกับในมนุษย เพราะจะมีผลตอการทํางานของโปรตีน 
 การผลิตโปรตีนออสทีโอพอนทินจําเปนผลติในสิ่งมีชีวิตพวกยูคาริโอต เชน mammalian 
cells เน่ืองจากเปนระบบที่มีกระบวนการ post-translation modification แตก็จะทาํใหตนทุนการ
ผลิตสูง ใชระยะเวลานาน และปริมาณการผลิตตํ่า (Du et al., 2019) พืชจึงเปนหน่ึงระบบการผลิตที่
เหมาะสมในการผลิตโปรตีนออสทีโอพอนทินที่สามารถทาํงานไดอยางมีประสิทธิภาพ เน่ืองจากเปน
ระบบการผลิตที่มีตนทุนการผลิตตํ่า ใชระยะเวลาสั้น ปราศจากเช้ือกอโรคในมนุษย และมี
กระบวนการ post-translation modification (Viana, Dias, Franco, & Lacorte, 2013)  

ที่ผานมาเคยมกีารศึกษาการผลิต recombinant human osteopontin ในตนยาสูบ 
(Nicotiana benthamiana) แลวนําโปรตีนออสทีโอพอนทินไปทดสอบกับเซลลเอ็นยึดปริทันต 
(periodontal ligament cells) ผลปรากฏวาโปรตีนออสทีโอพอนทินที่ผลิตจากตนยาสูบสามารถ
กระตุนยีนส DMP1, Wnt3a และ OSX ซึง่เปนยีนสที่เกี่ยวของกับกระบวนการ bone remodeling 
ไดดีกวา commercial human osteopontin (Rattanapisit et al., 2017) นอกจากน้ียังมี
การศึกษาการนําสวนตางๆของโปรตีนออสทีโอพอนทิน ไดแก full-length osteopontin, N-
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terminal osteopontin และ C-terminal osteopontin มาศึกษาบทบาทของแตละสวน โดย
ทดสอบกับ periodontal ligament cells ผลปรากฏวา C-terminal osteopontin สามารถกระตุน
ยีนส DMP1 และ Wnt3a ไดดีกวาทั้ง full-length osteopontin และ N-terminal osteopontin 
 ในการศึกษาในครั้งน้ีจึงเปนการศึกษาโปรตีนออสทีโอพอนทินในสวนของ C-terminal 
เน่ืองจากในการศึกษาที่ผานมาแสดงใหเห็นวาโปรตีนออสทีโอพอนทินสวนน้ีมีความเปนไปไดที่จะ
นํามาใชกระตุนการเกิด bone remodeling ได และจากขนาดที่เล็กกวาของ C-terminal 
osteopontin นาจะทําใหสามารถเขาไปจับกับ receptor ที่อวัยวะเปาหมายไดงายและดีกวา full-
length osteopontin (Goddard, 1991)  
 

1.2 วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 เพ่ือศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนออสทีโอพอนทินสวน C-terminal ในตน
ยาสูบ (Nicotiana benthamiana) โดยใช Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ GV3101 ที่ 
มีพลาสมิด pBYR2eK2Md-C-OPN-His
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บทที่ 2 

 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
 

2.1 กระบวนการสลายและสรางกระดูก (bone remodeling) 
 กระบวนการสลายและสรางกระดูก (bone remodeling) เปนกระบวนการที่เกิดขึ้นต้ังแต
กอนคลอดและเกิดขึ้นเรื่อยๆตลอดชีวิตเพ่ือทําใหกระดูกคงความแข็งแรงและรักษาสมดุลแรธาตุ 
(mineral homeostasis) กระบวนการ bone remodeling เปนกระบวนการที่เกี่ยวของกับการ
สลายกระดูกเกาและแทนทีด่วยการสรางกระดูกใหมจาก osteoid ซึ่งจะเกิดกระบวนการ 
mineralization เกิดเปนกระดูกใหมขึ้นมา โดยปกติกระบวนการสรางและการสลายกระดูกจะเกิดขึ้น
อยางสมดุล แตหากมีความไมสมดุลเกิดขึ้นก็จะเกิดโรคเกี่ยวกับกระดูก เชนหากเกิดการสลายกระดูก
มากเกินไปจะเกิดโรค osteoporosis แตหากกระบวนการสรางกระดูกมากเกินไปจะเกิดโรค 
osteopetrosis (Katsimbri, 2017) 
 กระบวนการ bone remodeling เกิดขึ้นโดยอาศัยการทํางานของ osteoclast ซึง่เจริญมา
จาก haematopoietic stem cells โดยอาศัย growth factor เชน Macrophage colony-
stimulating factor (M-CSF), Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand 
(RANKL),  tumor necrosis factor (TNF) (รูปที่ 1) ทําหนาทีใ่นการสลายกระดูก (Asagiri & 
Takayanagi, 2007) และ osteoblast ซึ่งเจริญมาจาก mesenchymal stem cells โดยอาศัย 
growth factor เชน Wnt, BMP, DMP1, Runt-related transcription factor 2 (Runx2), Osterix 
(Osx), osteocalcin, osteopontin (รูปที่ 2) ทําหนาที่สังเคราะห bone matrix และบางสวนจะ
เกิด differentiate ตอไปเปน osteocyte (de Baat, Heijboer, & de Baat, 2005)  
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

  

รูปที่ 1 osteoclast lineage (Crockett, Rogers, Coxon, Hocking, & Helfrich, 2011) 
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รูปที่ 2 osteoblast lineage (Crockett et al., 2011) 

  
กระบวนการ bone remodeling ประกอบดวย 4 ขั้นตอนคือ 1. Activation เมื่อมีการ

กระตุน osteoclasts มายังตําแหนงที่จะเกิด bone remodeling ซึ่งเดิมอยูในระยะ quiescence มี 
bone lining cells ปกคลุมอยู bone lining cells จะแยกออกจากกันเพ่ือให osteoclast  เขาไป
ทําการสลายเน้ือกระดูก  2. Resorption หลังจาก osteoclast ไปเกาะอยูบริเวณผิวของกระดูกแลว 
osteoclast จะเริ่มทําการสลายกระดูกและเมื่อทําการสลายกระดูกเสร็จแลว osteoclast จะเกิดการ
ตายแบบ apoptosis 3. Reverse กลุมของ macrophage-like cells เขามาทําการสลายเศษซากที่
เกิดขึ้นระหวาเกิดกระบวนการสลายกระดูก 4. Formation มีการหลั่ง growth factors เชน bone 
morphogenetic proteins (BMPs), fibroblast growth factors (FGFs), transforming growth 
factor ß (TGF ß) มายังบริเวณที่จะเกิดการสรางกระดูกใหมจากน้ันจะเกิดการสังเคราะห bone 
matrix และเกดิกระบวนการ mineralization จนไดกระดูกที่แข็งแรง (Rucci, 2008)  

2.2 โปรตีนออสทีโอพอนทิน 
 ออสทีโอพอนทิน (osteopontin) หรือที่รูจักกันในช่ือ bone sialoprotein1 (BSP1) 
(Mirzaei et al., 2018) เปน non-collagenous protein ที่ประกอบดวยกรดอะมิโนประมาณ 300 
ตัว มีนํ้าหนักโมเลกุลอยูในชวงต้ังแต 41 ถงึ 75 กิโลดาลตัน เปนหน่ึงในสมาชิกของ Small Integrin-
Binding Ligand N-linked Glycoproteins (SIBLING family) ซึ่งเปนโปรตีนกลุมทีพ่บในเน้ือเย่ือที่มี
การสะสมแรธาตุ (mineralized tissue) และโปรตีนในกลุมน้ีจะมลีกัษณะบางอยางที่คลายคลึงกัน
เชน กระบวนการฟอสโฟรีเลช่ัน (phosphorylation) กระบวนการเติมนํ้าตาล (glycosylation) และ
โครงสรางของโปรตีน (Huang et al., 2008) ซึ่งประกอบดวย integrin binding domains ไดแก
กรดอะมิโน RGD (RGD sequence) และลําดับกรดอะมิโน (SVVYGLR sequence) calcium 
binding domains และ heparin binding domains นอกจากน้ียังมีสวนของ proteolytic 
cleavage site ซึ่งประกอบไปดวย thrombin cleavage site และ MMP cleavage site แสดงดัง
รูปที่ 3 (Mirzaei et al., 2018)  
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รูปที่ 3 โครงสรางของออสทีโอพอนทิน (Mirzaei et al., 2018) 

 
เน่ืองจากกระบวนการ post-translational modification ที่มีความหลากหลายตามอวัยวะ

ที่พบโปรตีนออสทีโอพอนทินซึ่งมีกระบวนการ post-translational modification ทีแ่ตกตางกัน จึง
เปนผลทําใหเกดิโปรตีนออสทีโอพอนทินมีโครงสรางและหนาที่ที่แตกตางกัน (Hao et al., 2017) 
โปรตีนออสทีโอพอนทินสามารถพบไดในอวัยวะหลายสวนในรางกาย เชนนํ้านม ไต ปสสาวะ กระดูก
และฟน ซึ่งออสทีโอพอนทินมีความเกี่ยวของกับกระบวนการหลายอยางในรางกายเชน ทําหนาที่เปน 
cytokines ในกระบวนการเกิดการอักเสบ ระบบภูมิคุมกัน การเปลี่ยนแปลงรูปรางของหลอดเลือด 
การลุกลามของมะเร็ง การกระตุนการหายของบาดแผล (wound healing) การสลายและการสราง
กระดูก (bone remodeling) เปนตน (Anborgh et al., 2011) 

2.3 ระบบที่ใชในการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน 
 การผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน (recombinant protein) ในปจจุบันมีการพัฒนาระบบผลิต
อยางมากมายอยางเชนแบคทีเรีย ยีสต mammalian cells ซึ่งแตระบบการผลิตก็มีขอดีขอเสีย
แตกตางกันไป  
 การผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนจากแบคทีเรยี เปนวิธีที่มกีารนําไปใชมากที่สุด เน่ืองจากการ
ผลิตที่มีตนทุนตํ่าและสามารถผลิตโปรตีนไดอยางรวดเร็ว แตการใชแบคทีเรียในการผลิต โปรตีน ก็ยัง
มีขอจํากัดคือ โปรตีนที่ผลิตจากแบคทีเรียจะไมเหมือน eukaryotic protein เน่ืองจากแบคทีเรียไมมี
กระบวนการ post-translational modification ซึ่งเปนกระบวนการที่สงผลตอการออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพ การละลาย ความคงตัว คาครึ่งชีวิตและการตานทานการถูกตัดสายของโปรตีน (McKenzie & 
Abbott, 2018) 
 ยีสตเปนเซลลยูคาริโอตที่ดีที่นํามาใชในการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน เน่ืองจากตนทุนการ
ผลิตคอนขางตํ่า สามารถเพ่ิมปริมาณการผลติโปรตีนไดงาย ไมมี endotoxin หรือ lytic virus และไม
กอโรคในคน ยีสตมีกระบวนการ post-translational modification แตแตกตางจากคนมากซึ่งก็จะ
สงผลตอการมวนตัวและการทํางานของโปรตีน (Mattanovich et al., 2012) 
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 Mammalian cells เปนระบบที่สามารถผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนไดอยางมีประสิทธิภาพ 
จากการมีกระบวนการ post-translational modification ที่เหมือนกับในมนุษย แตการผลิตโปรตีน
จาก mammalian cells มีตนทุนการผลิตคอนขางสูงและการเพ่ิมปริมาณการผลิตทําไดยาก ดังน้ัน
จึงมีการคิดคนและพัฒนาระบบที่ใชในการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนที่มีคุณภาพ ซึ่งการใชพืชเปน
แหลงผลิตโปรตีนก็เปนระบบที่เกิดขึ้นใหมซึง่มีขอดีหลายอยางเชน มีกระบวนการ post-
translational modification ที่คลายกับคน ตนทุนการผลิตตํ่า เพ่ิมปริมาณการผลิตไดงาย ปลอดภัย
ปราศจากเช้ือกอโรคในคนและใชระยะเวลาการผลิตสั้น (Yusibov & Mammedov, 2010) 

2.4 การถายทอดยีนเขาสูพชืโดยใช agrobacterium เปนพาหะ 
 Agrobacterium tumefacient เปนแบคทีเรียแกรมลบที่อาศัยอยูในดิน มีความสามารถใน
การกอโรคในพืชที่เรียกวา crown gall disease โดยกอใหเกิดกอนเน้ือที่สามารถเติบโตไดอยาง
รวดเร็ว ดวยการถายทอดช้ินยีนที่เรียกวา transfer DNA (T-DNA) ที่อยูบน tumor-inducing (Ti) 
plasmid และมียีนที่เกี่ยวของกับการผลิต opines ซึง่เปนแหลงของคารบอนและไนโตรเจนใหแก 
agrobacterium เขาสูจีโนมของพืช (Lacroix & Citovsky, 2013)  
 การถายยีนโดยใช agrobacterium ตองอาศัย 2 องคประกอบบน Ti plasmid คือ T-DNA 
ซึ่งอยูระหวาง left boarder (LB) และ right boarder (RB) และ virulence (vir) region ซึง่มี
กระบวนการคือ เมื่อ agrobacterium สัมผัสและยึดเกาะกับเซลลพืช จะมีการกระตุน chvA chvB 
pscA และ att (Douglas, Staneloni, Rubin, & Nester, 1985) ซึ่งเปนยีนที่เกี่ยวของกับ
กระบวนการสังเคราะห cyclic ß-1,2-glucan และนํ้าตาลประเภทอ่ืนๆ บนเซลลของแบคทีเรีย 
(Zorreguieta et al., 1988) และในระหวางที่แบคทีเรียยึดเกาะอยูบนเซลลพืช จะมีการสังเคราะห 
cellulose fibrils ที่ชวยใหเกิดการยึดเกาะของแบคทีเรียบริเวณบาดแผลของพืช พืชจะหลั่ง
สารประกอบ phenolic เชน lignin และ flavonoid precursors ที่สามารถกระตุน virulence 
gene expression ได สาร phenolic ทีส่ามารถกระตุน vir gene ไดผลดีที่สุดคือ monocyclic 
phenolics เชน 3,5-dimethoxy acetophenone (acetosyringone) (Subramoni, Nathoo, 
Klimov, & Yuan, 2014)   

แบคทีเรียจะใชยีน VirA/VirG ในการควบคุมการกระตุน vir gene โดยเริ่มจากสาร 
phenolic จะกระตุน virA ซึ่งเปน transmembrane protein ทําหนาที่เปนตัวรับสัญญาณและเปน
ตัวกระตุน vir gene ตัวอ่ืนๆ ตอไป (Hu, Zhao, DeGrado, & Binns, 2013) จากน้ันการเกิด 
virulence gene expression จะทําใหเกดิการสราง T-DNA สายเด่ียว (T-strand) ซึ่งจะเปนสวนที่
ถูกสงเขาไปในจีโนมของพืช โดยการทํางานรวมกันของ VirD1 และ VirD2 ที่จะปลอยเอนไซมออกมา
ตัดพันธะฟอสโฟไดเอสเตอรของ T-DNA ในบริเวณ RB และ LB ที่สาย bottom strand บน Ti 
plasmid หลังจากถูกตัด T-strand จะถูกจบัดวยโปรตีนจาก VirD2 ที่ปลาย 5’ ทางดาน RB แลว
เคลื่อนยาย T-strand จาก agrobacterium เขาสูเซลลพืชโดยผาน Type IV secretion system 
(T4SS) โดยมีการสง VirD5, VirE2, VirE3 และ VirF เขาไปสูเซลลพืชจากน้ันจะเกิดการจับกันของ T-
strand, VirD2 และ VirE2 เปน T-complex (Gelvin, 2017) และเคลือ่นที่จากไซโตพลาสซึมเขาไปสู
นิวเคลียสของพืชโดยมีโปรตีนจากพืชมาชวยในการเคลื่อนที่  (Li & Pan, 2017)  
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รูปที่ 4 กระบวนการถายทอดยีนจากแบคทีเรียสูจีโนมของพืช 

 1. agrobacterium จับกับ receptor บนพืช 
 2. พืชหลั่งสาร phenolic ซึ่งมีผลกระตุนการทํางานของยีนใน  
      agrobacterium 
 3. T-DNA เคลือ่นที่จาก agrobacterium เขาสูเซลลพืช 
 4. T-DNA เคลือ่นที่เขาสูนิวเคลียสของพืช 
 5. T-DNA แทรกตัวเขาสูจีโนมพืช 
  (Hwang, Yu, & Lai, 2017) 
 

2.5 รายงานการวิจัยที่เก่ียวของ 
 จากการศึกษาที่ผานมาในป 2005 เคยมีการผลิตโปรตีนออสทีโอพอนทินในเช้ือ E.coli ซึ่งมี
การนําออสทีโอพอนทินทีผลติไดไปทดสอบกับ human osteoblastic cell line ผลปรากฎวาออสที
โอพอนทินสามารถทําใหเกิด cell adhesion, proliferation และ differentiation ของ osteoblast 
ได (Jang & Kim, 2005) ซึ่งการทํางานของออสทีโอพอนทินเปนผลมาจากกระบวนการ post-
translational modification (Rangaswami, Bulbule, & Kundu, 2006) 
 จากแนวคิดที่วาการทํางานของออสทีโอพอนทินจะมีผลควบคุม cell adhesion ซึ่งมี
ความสําคัญตอกระบวนการสรางกระดูก ดังน้ันพืชจึงเปนระบบการผลิตโปรตีนที่เหมาะสมที่จะนํามา
ผลิตโปรตีนออสทีโอพอนทินจากขอดีของพืชคือมีกระบวรการ post-translational modification 
ในป 2017 จึงมีการศึกษาการผลิตโปรตีนในพืช โดยใชตนยาสูบ (Nicotiana benthamina) เปน
แหลงในการผลิตโปรตีน จากน้ันจึงนําออสทีโอพอนทินไปทดสอบกับ periodontal ligament stem 
cells ผลปรากฏวาออสทีโอพอนทินที่ผลิตจากพืชสามารถกระตุนยีน DMP1, Wnt3a และ OSX ซึ่ง
เปนยีนที่เกี่ยวของกับกระบวนการ bone remodeling ไดดีกวา commercial osteopontin ซึ่ง
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เปนการแสดงใหเห็นวาพืชเปนระบบที่สามารถนํามาใชผลติโปรตีนออสทีโอพอนทินได (Rattanapisit 
et al., 2017) 
 จากน้ันในป 2019 มีการศึกษาการนําออสทีโอพอนทินมาเช่ือมตอดวย สวนของ Fc ของ 
human antibody และใชตนยาสูบ (Nicotiana benthamina) ในการผลิตโปรตีน ผลปรากฏวา
ออสทีโอพอนทินที่เช่ือมตอดวยสวนของ Fc ของ human antibody มีปริมาณการผลิตที่เพ่ิมมากขึน้
และ purification ไดงายขึ้นโดยไมสงผลตอการทํางานของโปรตีน (Rattanapisit, Srifa, 
Kaewpungsup, Pavasant, & Phoolcharoen, 2019) 
 นอกจากน้ีในป 2019 ยังมีการศึกษาการนําสวนตางๆของโปรตีนออสทีโอพอนทิน ไดแก 
full-length osteopontin, N-terminal osteopontin และ C-terminal osteopontin มาศึกษา
บทบาทหนาที่ของแตละสวน โดยทดสอบกับ periodontal ligament cells ผลปรากฏวา C-
terminal osteopontin สามารถกระตุนยีนส DMP1 และ Wnt3a ไดดีกวาทั้ง full-length 
osteopontin และ N-terminal osteopontin  
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บทที่ 3 

 

วัสดุอุปกรณ และวิธีดําเนินการศึกษา 
 

3.1 วัสดุอุปกรณที่ใชในงานวิจัย 

3.1.1 พืช เช้ือแบคทีเรียและเวคเตอรที่ใชในงานวิจัย 
- ตนยาสูบ Nicotiana benthamiana 
- Agrobacterium tumefaciens strains GV3101 ที่มพีลาสมิด  

   pBYR2eK2Md-C-OPN-His  
 

 
  

 
 
 
 
 
 

รูปที่ 5 แผนทีโ่ครงสรางของพลาสมิด pBYR2eK2Md-GFP 

 
 
 

รูปที่ 6 โครงสรางของ T-DNA บนพลาสมิด pBYR2eK2Md-C-OPN-His 

 

 

 

 

รูปที่ 7 โครงสรางของออสทีโอพอนทินสวน C-terminal (C-OPN-His) 
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3.1.2 โปรตีนมาตรฐาน  
- สารละลายมาตรฐานโปรตีน (BSA) ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลติร    

  - โปรตีนมาตรฐาน (protein marker) 

3.1.3 อาหารเลี้ยงเช้ือ 
  - อาหารเหลว LB (ภาคผนวก) 
  - ยาปฏิชีวนะ (Rifampin, Gentamycin, Kanamycin) 

3.1.4 สารเคม ี
  - ไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen) 

- infiltration buffer (ภาคผนวก) 
- extraction buffer (ภาคผนวก) 
- Bradford reagent 
- นํ้าอัลตราเพียว (ultrapure water) 
- loading dye (ภาคผนวก) 

  - acrylamide gel (ภาคผนวก) 
- running buffer (ภาคผนวก) 

  - Coomassie brilliant blue 
  - destaining solution (ภาคผนวก) 

- transfer buffer (ภาคผนวก) 
- skim milk (ภาคผนวก) 
- HRP conjugated anti-His antibody 

  - TBS-T buffer 
  - ECL plus detection reagent 

3.1.5 เครื่องมอื 

  - เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (incubator shaker)  
- เครื่องปนเหว่ียง (centrifuge) 

  - เครื่องวัดคาการดูดกลืนคลืน่แสง (spectrophotometer) 
- เครื่องผสมสาร (vortex mixer) 
- เครื่องปนเหว่ียง (centrifuge) 
- เครื่องอานไมโครเพลท (microplate reader) 
- เครื่องจายกระแสไฟฟา 

- เครื่องอานวิเคราะหสารตัวอยางเรืองแสง (Chemi-luminescence   
  documentation) 

  - ตูเย็นอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
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3.1.6 อุปกรณอื่นๆ 

  - forcep 
- gel cassette 

- โกรงและลูกโกรง (mortar and pestle) 
- กระบอกฉีดยา (syringe) 
- คิวเวต (cuvette) 
- ซองนํ้าแข็ง (ice pack) 
- ถุงซิปล็อค 
- ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน 

- ฟองนํ้า 

- ไมโครปเปตและปเปตทิป (pipette and pipette tip) 
- ไมโครเพลท 96 หลุม (96 well-plate) 
- หลอด microcentrifuge  

3.2 วิธีการทดลอง 

 3.2.1 การเลี้ยงเช้ือ Agrobacterium tumefaciens 
นําเช้ือ Agrobacterium tumefaciens strains GV3101 ที่มีพลาสมดิ

pBYR2eK2Md-C-OPN-His จาก stock culture 20 ไมโครลิตร ไปเลีย้งในอาหารเหลว LB ปริมาณ 
5 มิลลิลิตร ที่เติม Rifampin, Kanamycin และ Gentamycin ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอ
มิลลลิิตร ในเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาท ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 วัน แลว
ทําการถายเช้ือไปเลี้ยงในอาหารใหม (subculture) โดยปเปตเช้ือ agrobacterium 1 มิลลลิิตรจาก
เช้ือที่เลี้ยงไวไปเลี้ยงในอาหารเหลว 20 มิลลิลิตรที่เติม Rifampin, Kanamycin และ Gentamycin 
ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอมิลลลิิตร เปนจํานวน 3 หลอด ในเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ตออีก 1 วันแลวทําการเก็บเซลล agrobacterium โดยนําไปปนเหว่ียงที่
ความเร็ว 8000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาทีแลวเทอาหารเลี้ยงเช้ือทิ้ง 
ลางตะกอนเซลลดวย infiltration buffer ปริมาณหลอดละ 5 มิลลิลติร ปนเหว่ียงที่ความเร็ว 8000 
รอบตอนาที อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที แลวเท infiltration buffer ทิ้ง ละลาย
ตะกอนเซลลดวย infiltration buffer หลอดละ 5 มิลลลิิตร แลวรวมสารแขวนลอย agrobacterium 
เปนหลอดเดียวกัน  

 3.2.2 กระบวนการ agroinfiltration 
นําสารแขวนลอย agrobacterium ไปวัดปริมาณเช้ือดวยเครื่อง 

spectrophotometer โดยวัดคาการดูดกลืนคลื่นแสงทีค่วามยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (Optical 
density; OD600) ของสารแขวนลอย agrobacterium ที่เจือจาง 20 เทา โดยใช infiltration buffer 
950 ไมโครลิตร และ เช้ือ agrobacterium 50 ไมโครลิตร นําคา OD600 ที่วัดไดคํานวณกลับเปน 
OD600 ของสารแขวนลอย agrobacterium ที่ไมไดเจือจาง แลวจงึคํานวณปริมาณสารแขวนลอย 
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agrobacterium ที่ตองใชเพ่ือเจือจางดวย infiltration buffer ใหไดสารแขวนลอย agrobacterium 
ที่มี OD600 เทากับ 0.2, 0.4, 0.6 และ 0.8 จากน้ันนําสารแขวนลอย agrobacterium ที่เจือจางแลว
ไปฉีดเขาที่หลงัใบของตนยาสูบ โดยฉีดทัง้หมด 6 ตน ตนละ 6 ใบ และมีกลุมควบคุมแบบลบ 
(negative control) คือใบยาสูบปกติที่ไมไดถูกฉีดดวย agrobacterium (wild type; WT) จํานวน 6 
ใบ จากตนยาสบูทั้ง 6 ตน 
  

 
 
 
 

รูปที่ 8 รูปแบบการฉีดใบดวย agrobacterium ที่ OD600=0.2, 0,4, 0,6 และ 0.8 (หลงัใบ) 

 3.3.3 การสกัดโปรตีน 
  เก็บใบในวันที ่ 1-6 หลังจากฉีด agrobacterium เขาไปในใบ (1-6 days post-
infiltration; dpi) โดยเก็บใบจากทุกตน ตนละ 1 ใบ ตัดแยกใบแตละสวนที่มี OD600 ตางกัน แลวนํา
ช้ินสวนใบที่ม ีOD600 เทากันจากแตละใบมาเก็บไวดวยกันในตูเย็นอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสเพ่ือคง
สภาพจนกวาจะดําเนินการขั้นตอไป (ในแตละวันจะมีตัวอยางทั้งหมด 4 ตัวอยาง ที่มี OD600 ตางกัน 
เก็บใบทั้งหมด 6 วัน มีตัวอยางทั้งหมด 24 ตัวอยาง) จากน้ันนําใบมาบดดวยไนโตรเจนเหลวจนไดเปน
ผงแหง ละเอียด เติม extraction buffer 1 มิลลิลิตร นําไปเขยาผสมดวยเครื่อง vortex mixer เปน
เวลา 10 นาที แลวนําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 12000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 5 นาที เก็บเฉพาะสวนสารละลายใส (supernatant) ดานบนเพ่ือไปวิเคราะหปริมาณโปรตีน 
 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 9 ลําดับการเก็บใบของตนยาสูบจากตนยาสูบทั้ง 6 ตนในวันที่ 1-6 หลังฉีด agrobacterium 
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 3.3.4 การวิเคราะหปริมาณโปรตีน 
  3.3.4.1 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธี Bradford 
   นําสารละลายมาตรฐานโปรตีน (BSA) มาเจือจางดวยนํ้าใหไดความเขมขน 
0.078, 0.156, 0.313, 0.625, 1.25, 2.5 และ 5 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร โดยทาํการเจือจางเช้ือ
จากดัสารละลายมาตรฐานโปรตีน (BSA) ความเขมขน 10 มิลลิกรมัตอมิลลิลิตร อยางเปนลําดับ 
(serial dilution) โดยเริ่มจากการใชสารละลายโปรตีน (BSA) ความเขมขน 10 มิลลกิรัมตอมิลลลิิตร 
ปริมาณ 10 ไมโครลิตร ผสมกับนํ้า 10 ไมโครลิตร จะไดสารละลายโปรตีนความเขมขน 5 ไมโครกรัม
ตอไมโครลิตร เปนปริมาณ 20 ไมโครลิตร จากน้ันดูดสารละลายโปรตีนน้ี 10 ไมโครลติรไปใสในหลอด 
microcentrifuge ถัดไปซึ่งใสนํ้าไว 10 ไมโครลิตร กจ็ะไดสารละลายโปรตีนที่มีความเขมขน 2.5 
ไมโครกรัมตอไมโครลิตร ทําเชนน้ีไปเรื่อยๆ จนไดสารละลายโปรตีนความเขมขน 0.078 ไมโครกรัมตอ
ไมโครลิตร จากน้ันเตรียม Bradford reagent 12 มิลลิลติร แลวจึงเติม Bradford reagent ลงในไม
โครเพลทหลุมละ 200 ไมโครลิตร ผสมกบัสารละลายมาตรฐานโปรตีนและสารสกัดตัวอยางลงในแต
ละหลุม หลมุละ 1 ไมโครลติรผสมใหเขากนั ต้ังทิ้งไว 5 นาทีที่อุณหภูมหิอง จากน้ันนําไปวัดคาการ
ดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร ดวยเครื่อง microplate reader สรางกราฟ
มาตรฐานโปรตีน แลวคํานวณความเขมขนของปริมาณโปรตีนรวม (total protein) ในสารสกดั
ตัวอยางแตละตัวโดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานโปรตีน 
  3.3.4.2  การแยกโปรตีนออสทีโอพอนทินดวยเทคนิค SDS-PAGE 
   ประกอบกระจกและเตรียมเจลโพลีอะคริลาไมด 15% resolving gel ต้ัง
ทิ้งไว 20 นาท ีเพ่ือใหเจลแขง็ แลวเตรียมเจลโพลีอะคริลาไมด 5% stacking gel จํานวน 3 แผน ต้ัง
ทิ้งไวจนเจลแขง็ นําสารสกัดตัวอยางมาผสม loading buffer อัตราสวน 1:1 แลวนําไปตมที่ 95 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 10 นาท ีแลวหยอดสารสกัดตัวอยางแตละตัวใหมีความเขมขนของปริมาณโปรตีน
รวมเทากับ 10 ไมโครกรัม และ protein marker 3 ไมโครลิตร ลงในเจล ทําการ run gel ดวย
กระแสไฟฟา 90 มิลลแิอมปแปร เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลา นําเจลไปยอมสีดวย Coomassie 
Brilliant blue เปนเวลา 3 ช่ัวโมง แลวลางดวย destaining solution 2 ครั้ง 
   เตรียมเจลอัตราสวน 5% stacking gel และ 15% resolving gel อีก 3 
แผน นําสารสกัดตัวอยางมาผสม loading buffer อัตราสวน 1:1 แลวนําไปตมที่ 95 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 10 นาที แลวหยอดสารสกัดตัวอยางแตละตัวใหมีความเขมขนของปริมาณโปรตีนรวม
เทากับ 15 ไมโครกรัม และ protein marker 3 ไมโครลิตร ลงในเจล ทําการ run gel ดวย
กระแสไฟฟา 90 มิลลแิอมปแปร เปนเวลา 1 ช่ัวโมงเพ่ือนําไปวิเคราะหปริมาณโปรตีนออสทีโอพอน
ทินดวยวิธี Western blot 
  3.3.4.2 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนออสทีโอพอนทินดวยวิธี Western blot 
   เท transfer buffer ลงในแทง็ค แลวนําฟองนํ้า กระดาษและแผนเมม 
เบรนจุมลงใน transfer buffer แลววางฟองนํ้า กระดาษ แผนเมมเบรนและเจล (ที่ไดทําการ run gel 
เพ่ือแยกโปรตีนแลว) ลงบน gel cassette ตามลําดับ ปด gel cassette แลวนําลงไปในแท็งค โดยให
เจลอยูทางขั้วลบ และแผนเมมเบรนอยูทางขั้วบวกของแท็งค นํา ice pack ใสลงไปในแท็งค ปดแทง็ค 
แลว transfer โปรตีนจากเจลลงบนแผนเมมเบรนโดยใชกระแสไฟฟา 100 โวลต เปนเวลา 2 ช่ัวโมง 
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เมื่อครบเวลา นําแผนเมมเบรนออกมาจาก gel cassette แลวทําการบล็อคปองกันโปรตีนอ่ืนเขามา
จับโดยแช 5% skim milk เปนเวลา 1 ช่ัวโมง บนเครื่องเขยา ที่อุณหภูมิหอง จากน้ัน probe เมมเบร
นดวย HRP conjugated anti-His antibody ใน 3% skim milk อัตราสวน 1:5000 เปนเวลา 2 
ช่ัวโมง บนเครื่องเขยา ที่อุณหภูมิหอง แลวลางเมมเบรนดวย TBS-T 3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที แลวใส 
chemiluminescence reagent เพ่ือนําไปวิเคราะหผลดวยเครื่องอานวิเคราะหสารตัวอยางเรืองแสง 
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บทที่ 4 

 

ผลการวิเคราะหขอมูล 

 

4.1 ผลการวัดปริมาณเชื้อ agrobacterium 
 จากการนําสารแขวนลอย agrobacterium ไปวัดปริมาณเช้ือดวยเครื่อง 
spectrophotometer โดยวัดคา OD600 ของสารแขวนลอย agrobacterium พบวาสารแขวนลอย 
agrobacterium ที่เจือจาง 20 เทาวัดคา OD600 ไดเทากับ 0.24 เมื่อคํานวณกลับเปน OD600 ของสาร
แขวนลอย agrobacterium ที่ไมไดถูกเจอืจาง (สารแขวนลอย agrobacterium 100%) จะไดคา 
OD600 เทากับ 4.8 

4.2 ผลการเจือจางสารแขวนลอยเชื้อ agrobacterium 
 เมื่อนําคา OD600 ของสารแขวนลอย agrobacterium 100% มาคํานวณปริมาณเช้ือที่ตองใช
ในการเจือจางดวย infiltration buffer ใหไดสารแขวนลอย agrobacterium ที่มีคา OD600 เทากับ 
0.2, 0.4, 0.6 และ 0.8 จะตองใช สารแขวนลอย agrobacterium ปริมาณ 0.58, 1.17, 1.75 และ 
2.3 มิลลลิิตร ตามลําดับ และเติม infiltration buffer จนครบ 14 มิลลลิิตร 

4.3 ผลการวิเคราะหปริมาณโปรตีน 
 4.3.1 ผลการวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธี Bradford 
  ความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานโปรตีน (BSA) และ คา
การดูดกลืนคลืน่แสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร (A595) ดังแสดงในตารางที่ 1 เมื่อนําคาความ
เขมขนของสารละลายมาตรฐานโปรตีน (BSA) และ A595 ไปสรางกราฟมาตรฐานโปรตีน จะไดกราฟที่
มีสมการคือ y = 0.1062x + 0.304 และคา R-squared (R2) เทากับ 0.9951 (รูปที่ 10) 
 
ตารางที่ 1 คา A595 ของสารละลายมาตรฐานโปรตีน (BSA) ดวยวิธี Bradford 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความเขมขนของ BSA (µg/µl)  คาเฉลี่ย A595 
0 0.320333 

0.078 0.298 
0.156 0.301 
0.313 0.334 
0.625 0.38 
1.250 0.447333 
2.000 0.576667 
5.000 0.828667 
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รูปที่ 10 กราฟมาตรฐานโปรตีน BSA ดวยวิธี Bradford 

คา A595 ของสารสกัดตัวอยางดังแสดงในตารางที่ 2 เมื่อนํา คา A595 ของสารสกัด
ตัวอยางไปคํานวณหาความเขมขนของ total protein โดยคํานวณเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน
โปรตีน จะไดคาความเขมขนของ total protein ของแตละสารสกัดตัวอยางดังแสดงในตารางที่ 3 
และเมื่อนําคาความเขมขนของ total protein ไปคํานวณปริมาณสารสกัดตัวอยางแตละตัวใหมีความ
เขมขนของปริมาณของ total protein เทากับ 10 และ 15 ไมโครกรัม ไดผลดังตารางที่ 4 และ 5 
ตามลําดับ 

 
ตารางที่ 2 คา A595 ของสารสกัดตัวอยาง ดวยวิธี Bradford 

 0.2 0.4 0.6 0.8 

1 0.524 0.459 0.614 0.51 

2 0.6 0.469 0.474 0.515 

3 0.515 0.372 0.533 0.462 

4 0.443 0.488 0.472 0.443 

5 0.443 0.368 0.439 0.378 

6 0.429 0.445 0.421 0.417 

WT 0.523 

 
 
 
 
 

y = 0.1062x + 0.304 
R² = 0.9951 
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ตารางที่ 3 คาความเขมขนของ total protein (µg/µl) คาํนวณเทียบจากกราฟมาตรฐานโปรตีน 

 0.2 0.4 0.6 0.8 

1 7.240909 10.27742 5.13871 7.73301 
2 5.381757 9.654545 9.370588 7.549763 
3 7.549763 23.42647 6.956332 10.08228 
4 11.46043 8.657609 9.482143 11.46043 
5 11.46043 24.89063 11.8 21.52703 
6 12.744 11.29787 13.61538 14.09735 

WT 7.273973 
 
ตารางที่ 4 ปริมาณสารสกัดตัวอยาง (µl) ทีม่ีคาความเขมขนของ total protein = 10 µg 

 0.2 0.4 0.6 0.8 

1 4.827273 6.851613 3.425806 5.15534 
2 3.587838 6.436364 6.247059 5.033175 
3 5.033175 15.61765 4.637555 6.721519 
4 7.640288 5.771739 6.321429 7.640288 
5 7.640288 16.59375 7.866667 14.35135 
6 8.496 7.531915 9.076923 9.39823 

WT 4.849315    

 
ตารางที่ 5 ปริมาณสารสกัดตัวอยาง (µl) ทีม่ีคาความเขมขนของ total protein = 15 µg 

  
0.2 0.4 0.6 0.8 

1 2.071563 1.45951 2.919021 1.939736 
2 2.787194 1.553672 1.600753 1.986817 
3 1.986817 0.640301 2.156309 1.487759 
4 1.308851 1.73258 1.581921 1.308851 
5 1.308851 0.602637 1.271186 0.696798 
6 1.177024 1.327684 1.101695 1.06403 

WT 2.062147    
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4.3.2 ผลการวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยเทคนิค SDS-PAGE 
  จากการนําเจลโพลีอะคริลาไมดไปยอมสีดวย Coomassie พบวาความเขมขนของ 
total protein ที่ใชในการหยอดเจลของสารสกัดตัวอยางแตละตัวมีความเขมขนเทากัน โดยสังเกตได
จากแบนดของรูบิสโกซึ่งเปนโปรตีนที่มีมากที่สุดในพืช โดยมีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 50 กิโลดาลตัน 
ที่ปรากฏแบนดขนาดใกลเคียงกันในทุกสารสกัดตัวอยาง 
   
 

ก 
   

 
 
 
 
 

  ข 

 
 
 
 
 
 

  ค 
 

 
 
 
 

รูปที่ 11 SDS-PAGE ของสารสกัดโปรตีน (ก) 1-2 dpi (ข) 3-4 dpi (ค) 5-6 dpi 

    M    โปรตีนมาตรฐาน  (protein marker)  
    WT  wild type 
    dpi  ระยะเวลาที่เก็บใบหลงัจากฉีด agrobacterium (day post-infiltration) 
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 4.3.3 ผลการวิเคราะหปริมาณโปรตีนออสทีโอพอนทินดวยวิธี Western blot 
  จากการวิเคราะหปริมาณโปรตีนออสทีโอพอนทินซึ่งมีขนาดประมาณ 25 กิโลดาล
ตัน ดวยวิธี Western blot พบวาปรากฏแบนดโปรตีนออสทีโอพอนทินของสารสกัดตัวอยางจากใบ
ยาสูบที่ถูกเก็บในวันที่ 2-4 หลังฉีดเช้ือ agrobacterium (2-4 dpi) และเมื่อวิเคราะหขนาดของแบนด
ที่เกิดขึ้นพบวาแบนดโปรตีนออสทีโอพอนทินของสารสกัดตัวอยางจากใบยาสูบที่ใชความเขมขนของ 
agrobacterium ที่ OD600 เทากับ 0.4 และ 0.6 ในการฉีดโดยเก็บใบในวันที่ 3 หลังฉีดเช้ือ 
agrobacterium (3 dpi) มีสีเขมและหนาที่สุดเมื่อเทียบกับแบนดของสารสกัดตัวอยางจากใบยาสูบที่
ถูกเก็บในวันอ่ืนๆ 
  เมื่อเปรียบเทียบลักษณะของแบนดโปรตีนออสทีโอพอนทินจากใบยาสูบที่ถูกฉีดดวย
สารแขวนลอย agrobacterium ความเขมขนเดียวกับ ซึ่งถูกเก็บในแตละวัน พบวาสารแขวนลอย 
agrobacterium ที่ OD600 เทากับ 0.2 แบนดโปรตีนจะมีสีเขมและหนาขึ้นในทุกๆวันต้ังแตวันที่ 2 ถึง 
4 หลังฉีดเช้ือ agrobacterium ซึ่งแบนดโปนตีนจะเขมที่สดุในวันที่ 4 หลังฉีดเช้ือ agrobacterium   

สารแขวนลอย agrobacterium ที่ OD600 เทากับ 0.4 และ 0.6 จะใหผลไปในทาง
เดียวกัน คือแบนดโปรตีนจะมีสีเขมและหนาขึ้นในวันที่ 2 และ 3 หลังฉีดเช้ือ agrobacterium (2 
และ 3 dpi) ซึง่แบนดโปนตีนจะเขมที่สุดในวันที่ 3 หลังฉดีเช้ือ agrobacterium (3 dpi) และแบนด
โปรตีนจะจางลงในวันที่ 4 หลังฉีดเช้ือ agrobacterium (4 dpi) 

 สารแขวนลอย agrobacterium ที่ OD600 เทากับ 0.8 เมื่อเปรียบเทียบในวัน
เดียวกันจะสังเกตเห็นแบนดโปรตีนมีสีจางกวาความเขมขนเช้ืออ่ืนๆ โดยจะเห็นแบนดโปรตีนจางๆใน
วันที่ 2 หลังฉดีเช้ือ agrobacterium (2 dpi) แบนดโปรตีนจะมีสีเขมและหนาที่สุดในวันที่ 3 หลังฉดี
เช้ือ agrobacterium (3 dpi) และแบนดโปรตีนจางหายไปในวันที่ 4 หลังฉีดเช้ือ agrobacterium (4 
dpi) 
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รูปที่ 12 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนออสทีโอพอนทินดวยวิธี Western blot 
            (ก) 1-2 dpi (ข) 3-4 dpi (ค) 5-6 dpi 

           M    โปรตีนมาตรฐาน  (protein marker)  
           WT  wild type 
           dpi  ระยะเวลาที่เก็บใบหลังจากฉีด agrobacterium (day post- 

                infiltration) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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. 



21 

 

 

  

4.4 ผลการแสดงออกของใบยาสูบหลังไดรบัเชื้อ agrobacterium 
 เมื่อสังเกตลักษณะของใบยาสูบหลังจากฉีดเช้ือ agrobacterium เขาไป พบการเกิด 
necrosis บนใบของตนยาสูบบริเวณที่ไดรับเช้ือ ในวันที่ 3 หลังฉีดเช้ือ agrobacterium (3 dpi) และ
หลังจากน้ันในวันที่ 4, 5 และ 6 หลังฉีดเช้ือ agrobacterium (4-6 dpi) ใบเกิดการ necrosis เหี่ยว
และตายเพ่ิมขึ้นในทุกๆวัน สวนบริเวณใบที่ไมไดรับเช้ือ agrobacterium (บริเวณขอบใบและระหวาง
ความเขมขนของสารแขวนลอย agrobacterium ที่ OD600 ตางกัน) จะไมเห็นการเกิด necrosis 
จนถึงวันที่ 6 หลังฉีดเช้ือ agrobacterium (6 dpi) 
  

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 13 ลักษณะของใบยาสูบหลังไดรับเช้ือ agrobacterium ที่ระยะเวลาตางๆ 

     dpi  ระยะเวลาที่เก็บใบหลงัจากฉีด agrobacterium (day post-infiltration) 
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บทที่ 5 
 

อภิปราย และสรุปผลการทดลอง 

5.1 อภิปรายผลการทดลอง 
 จากผลการวิเคราะหการแสดงออกของโปรตีนออสทีโอพอนทินในใบของตนยาสูบดวยวิธี 
Western blot พบวาในวันที่ 1 หลังจากฉีดเช้ือ agrobacterium ไมมีการแสดงออกของโปรตีนออส
ทีโอพอนทิน และไมมีการเปลี่ยนแปลงเกิดขึ้นกับใบที่ไดรับเช้ือ ซึ่งอาจเปนเพราะยังไมมีการผลิต
โปรตีนเกิดขึ้น สามารถเห็นการแสดงออกของโปรตีนออสทีโอพอนทินไดในวันที่ 2 ถึง 4 หลังจากฉีด
เช้ือ agrobacterium (2-4 dpi) โดยการแสดงออกจะมากที่สุดในวันที่ 3 หลังจากฉีดเช้ือ 
agrobacterium (3 dpi) ซึ่งใหผลสอดคลองกับลักษณะการแสดงออกของใบที่สังเกตเห็นได คือ
บริเวณใบที่ไดรับเช้ือเริ่มเกิด necrosis ในวันที่ 3 หลังจากฉีดเช้ือ agrobacterium (3 dpi) ซึ่งผลที่ได
น้ีก็สอดคลองกับการศึกษาที่เคยมีมา (Rattanapisit et al., 2017) การแสดงออกของโปรตีนจะลดลง
ในวันที่ 4 หลังจากฉีดเช้ือ agrobacterium (4 dpi) และในวันที ่ 5 และ 6 หลังจากฉีดเช้ือ 
agrobacterium (5-6 dpi) จะไมเห็นการแสดงออกของโปรตีนออสทีโอพอนทิน ซึ่งก็จะสอดคลองกับ
ลักษณะการแสดงออกของใบ คือในวันที ่4 ถึง 6 หลังจากฉีดเช้ือ agrobacterium (4-6 dpi) บริเวณ
ใบที่ไดรับเช้ือ agrobacterium มีการเกิด necrosis มาก จนเห็นใบมลีกัษณะเหี่ยว แหงและตาย ซึง่
เปนสัญญาณทีแ่สดงใหเห็นวาใบไดรับเช้ือ agrobacterium และนาจะมีการผลิตโปรตีนออสทีโอพอน
ทินเกิดขึ้น แตที่ไมสามารถสังเกตเห็นการแสดงออกของโปรตีนจากการวิเคราะหดวยวิธี Western 
blot อาจเปนเพราะวาโปรตีนออสทีโอพอนทินที่ผลิตออกมาเปนพิษตอใบของตนยาสูบ ทําใหใบ
ยาสูบตาย และโปรตีนออสทีโอพอนทินที่ถูกผลิตออกมาจงึสลายไปดวย 
 ความเขมขนของสารแขวนลอย agrobacterium ที่ตํ่าหรือสูงเกินไปทําใหการแสดงออกของ
โปรตีนไมคอยดี จะเห็นไดจากผลการวิเคราะหดวยวิธี Western blot การใชสารแขวนลอย 
agrobacterium ที ่ OD600 เทากับ 0.2 และ 0.8 สวนใหญจะเกิดแบนดโปรตีนที่จางกวาการใชสาร
แขวนลอย agrobacterium ที ่ OD600 อ่ืนๆ เมื่อเปรียบเทียบในวันเดียวกัน ซึ่งความเขมขนของสาร
แขวนลอย agrobacterium ที่ทําใหการแสดงออกของโปรตีนออสทีโอพอนทินมากที่สุดคือความ
เขมขนที่ OD600 เทากับ 0.4 และ 0.6 (ในวันที่ 3 หลังฉดีเช้ือ agrobacterium; 3 dpi) สังเกตไดจาก
ลักษณะของแบนดที่เกิดขึ้นซึ่งจะเห็นวาแบนดมีความหนาและความเขมมากที่สุด ซึ่งแบนดของทั้ง 2 
ความเขมขนน้ีเขมและหนาใกลเคียงกันมาก ซึ่งหมายถึงโปรตีนที่ผลิตไดมีปริมาณใกลเคียงกัน  

เมื่อพิจารณาทั้งในดานระยะเวลาและตนทุน ซึ่งเปนปจจัยที่สําคัญในการผลิตโปรตีน การใช
ความเขมขนของสารแขวนลอย agrobacterium ที่ OD600 เทากับ 0.4 ในการผลิตโปรตีนชนิดน้ีจึง
เปนความเขมขนที่เหมาะสมมากกวาการใชความเขมขนของสารแขวนลอย agrobacterium ที่ OD600 
เทากับ 0.6 เมื่อเก็บใบในวันที่ 3 หลังฉีดเช้ือ agrobacterium (3 dpi) เน่ืองจากการใชความเขมขน
ของเช้ือนอยกวาทําใหประหยัดทั้งระยะเวลา และตนทุนในการผลิตอ่ืนๆ ซึ่งก็สามารถผลิตโปรตีนได
ในปริมาณทีใ่กลเคียงกัน  
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ในกรณีทีม่ีขอจํากัดทางดานเวลา หรือตองการใชระยะเวลาสั้นที่สุดในการผลิตโปรตีน อาจ
พิจารณาเลือกใชสารแขวนลอย agrobacterium ที่ OD600 เทากับ 0.6 ในการฉีดใบแทน จะสามารถ
ลดระยะเวลาการรอเก็บใบไดจาก 3 วัน เหลือ 2 วัน เน่ืองจากในวันที่ 2 หลังฉีดเช้ือ agrobacterium 
(2 dpi) การแสดงออกของโปรตีนออสทีโอพอนทินจะมากที่สุด (แบนดหนาที่สดุ) เมื่อใชเช้ือ 
agrobacterium ที่ OD600 เทากับ 0.6 เมือ่พิจารณาจากผลการวิเคราะหดวยวิธี Western blot  

5.2 สรปุผลการทดลอง 
 ในการศึกษาครั้งน้ีไดศึกษาสภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการผลิตโปรตีนออสทีโอพอนทินสวน C-
terminal ซึ่งเปนโปรตีนที่เกี่ยวของกับกระบวนการสลายและสรางกระดูก (bone remodeling) ใน
ตนยาสูบ (Nicotiana benthamiana) โดยใช Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ GV3101 
ที่มีพลาสมิด pBYR2eK2Md-C-OPN-His คือใชความเขมขนของ agrobacterium ที ่OD600 เทากับ 
0.4 และเก็บใบในวันที่ 3 หลังจากฉีดเช้ือ agrobacterium (3 dpi) 
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สารเคมี 
 
1. สวนประกอบอาหารเหลว Luria-Bertani (LB broth) ปริมาณ 1 ลิตร  
 Peptone                10 กรัม 
 Sodium Chloride    10 กรัม 
 Yeast extract  5 กรัม 
2. สูตรของ infiltration buffer 
 10 mM MES 
 10 mM MgSO4 
3. สูตรของ extraction buffer (IMAC5) 
 20 mM Tri-HCl 
 50 mM NaCl 
 5   mM Imidazole 
4. สูตรของ loading dye 
 125 mM Tris-HCl 
 12% (w/v) SDS 
 10% (v/v) glycerol 
 22% (v/v) ß-mercaptoethanol 
 0.001% (w/v) bromophenol blue 
5. สวนประกอบของ 15% acrylamide gel 
 - 15% resolving gel 15 มิลลิลิตร 
   H2O     8.82   มิลลิลิตร 
   40% Acrylamide mix 9.38   มิลลิลิตร 
   1.5 M Tris (pH 8.8) 6.30   มิลลิลิตร 
   10% SDS 0.25   มิลลิลิตร 
   10% APS 0.25   มิลลิลิตร 
   TEMED 0.01   มิลลิลิตร 
 - 5% stacking gel 6 มิลลิลติร 
   H2O     4.35   มิลลิลิตร 
   40% Acrylamide mix 0.75   มิลลิลิตร 
   1 M Tris (pH 6.8) 0.75   มิลลิลิตร 
   10% SDS 0.06   มิลลิลิตร 
   10% APS 0.06   มิลลิลิตร 
   TEMED 0.006 มิลลลิิตร 
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6. สวนประกอบของ running buffer ความเขมขน 1 เทา  
 Tris-base     3  กรัม 
 Glycine   14.4  กรัม   
 10% SDS   10  มิลลลิิตร 
 H2O qs.       1  ลิตร 
7. สวนประกอบของ destaining solution 
 20% methanol 
 10% acetic acid 
8. สวนประกอบของ transfer buffer ความเขมขน 1 เทา 
 Tris-base   1.5  กรัม 
 Glycine     7.2  กรัม   
 MeOH qs. 150  มิลลิลิตร 
9. skim milk 
 - สวนประกอบของ 5% skim milk 
   Skim milk 1.6  กรัม 
   1X TBS qs. 32  มิลลิลิตร 
 - สวนประกอบของ 1:5000 HRP conjugated anti-His antibody ใน 3% skim milk 
   5% skim milk      12  มิลลลิิตร 
   1X TBS qs.         20  มิลลิลิตร 
   HRP conjugated anti-His antibody  4  ไมโครลิตร 
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การคํานวณตางๆ 
 

1. การเจือจางสารแขวนลอยเชื้อ agrobacterium 
 - OD600 ของสารแขวนลอย agrobacterium 100% = 4.8 
 - ตองการเตรียมสารแขวนลอยเช้ือ agrobacterium ความเขมขนละ 14 มิลลิลิตร 
 - จากสูตร C1V1 = C2V2 โดย C1 คือ OD600 ของสารแขวนลอย agrobacterium 100% 
  V1 คือ ปริมาตรของสารแขวนลอย agrobacterium 100% 
  C2 คือ OD600 ของสารแขวนลอย agrobacterium ที่จะ 
       เตรียม 

V2 คือ ปริมาตรของสารแขวนลอย agrobacterium ที่จะ  
         เตรียม 

 ผลการคํานวณปริมาณสารแขวนลอยเช้ือ agrobacterium เพ่ือเจือจางใหไดสารแขวนลอย
เช้ือ agrobacterium ที่ม ีOD600 = 0.2, 0.4, 0.6 และ 0.8 ดังแสดงในตารางที่ 6 
 
ตารางที่ 6 ปรมิาณเช้ือและ infiltration buffer ที่ใชในการเจือจางเช้ือ 

OD600 
ปริมาตรของสารแขวนลอย 

agrobacterium 100% (มิลลลิิตร) 
ปริมาตรของ infiltration 

buffer (มิลลลิิตร) 
0.2 0.58 13.42 
0.4 1.17 12.83 
0.6 1.75 12.25 
0.8 2.30 11.7 

 
2. การวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธี Bradford 

ความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานโปรตีน (BSA) และ คาการ
ดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร (A595) โดยทําการวัด 3 ซ้ํา ดังแสดงในตารางที่ 7 
เมื่อนําคาความเขมขนของสารละลายมาตรฐานโปรตีน (BSA) และ A595 ไปสรางกราฟมาตรฐาน
โปรตีน และสามารถนําไปคํานวณคาความเขมขนของ total protein ไดดังน้ี 
 
 จากกราฟมาตรฐานโปนตีน (รูปที่ 10) จะไดสมการ y = 0.1062x + 0.304 
  โดย  y  คือ คาการดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 
       x  คือ ความเขมขนของ total protein (µg/µl) 
  
สามารถคํานวณหาปริมาณโปรตีนไดดังน้ี 
 
  Total protein (µg/µl)  =  (A595 – 0.304)/0.1062 
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 หลังจากไดคาความเขมขนของ total protein (ตารางที่ 3) แลวจึงคํานวณปริมาณของสารสกัด
ตัวอยางที่จะมีปริมาณของสารสกัดโปรตีน เทากับ 10 และ 15 ไมโครกรัม ตามลําดับ 
 
สามารถคํานวณหาปริมาณของสารสกัดโปรตีนไดดังน้ี 
 ปริมาณของสารสกัดโปรตีนที่มีปริมาณของสารสกัดโปรตีนเทากับ 10 ไมโครกรัม (V10) 
  V10 (µl)  = 10/total protein 
 ปริมาณของสารสกัดโปรตีนที่มีปริมาณของสารสกัดโปรตีนเทากับ 15 ไมโครกรัม (V15) 
  V15 (µl)  = 15/total protein 
 
ตารางที่ 7 ความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานโปรตีน (BSA) กับคาการ 
      ดูดกลืนคลืน่แสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 

ความเขมขน 
BSA (µg/µl) 

A595 

ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 คาเฉลี่ย 

0 0.321 0.322 0.318 0.320333 
0.078125 0.299 0.295 0.3 0.298 
0.15625 0.302 0.308 0.293 0.301 
0.3125 0.348 0.331 0.323 0.334 
0.625 0.374 0.39 0.376 0.38 
1.25 0.474 0.48 0.388 0.447333 
2.5 0.625 0.529 0.576 0.576667 
5 0.864 0.837 0.785 0.828667 
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