
 

    

สภาวะที่เหมาะสมในการแสดงออกของโปรตีนออสทีโอพอนทินในตนยาสูบ 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

นางสาวโสภณัฐ วิเชียรสรรค 5736578533 
 

 
                   

 
   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

โครงการปริญญานิพนธน้ีเปนสวนหน่ึงของการศึกษาตามหลักสูตร 
เภสัชศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาเภสัชศาสตร 
คณะเภสัชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

ปการศึกษา 2561

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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. 



 

 

Optimization of osteopontin protein expression  

in Nicotiana benthamiana 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

Sopanut Wichiansun  5736578533 
  

      
 

 
          
 

 
 

 
 
 
 
 

A Senior Project Submitted in Partial Fulfillment of the 
Requirement for the Doctor of Pharmacy Program in 

Pharmaceutical Sciences 
Chulalongkorn University 

2018

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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. 



 

หัวขอโครงการปริญญานิพนธ สภาวะที่เหมาะสมในการแสดงออกของ
โปรตีน 
ออสทีโอพอนทนิในตนยาสูบ 

นิสิตผูดําเนินโครงการ นางสาวโสภณัฐ วิเชียรสรรค 
สาขาวิชา/ภาควิชา การคนพบและพัฒนายา/ภาควิชาเภสัชเวท

และเภสัชพฤกษศาสตร 
อาจารยที่ปรึกษาปริญญานิพนธ รศ.ดร.วรัญู พูลเจริญ 
อาจารยที่ปรึกษารวม  ผศ.ภญ.ดร.ทักษิณา ชวนอาษา 

 
 

    คณะเภสัชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั อนุมัติใหโครงการปริญญานิพนธฉบับ
น้ีเปนสวนหน่ึงของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญาเภสัชศาสตรบัณฑิต 
   
   
                       ……………………………………………..  คณบดี 
                       (ผูชวยศาสตราจารย เภสัชกรหญิง ดร.รุงเพ็ชร สกุลบํารุงศิลป) 
 
 
                       …………………………………………....  ประธานสาขาการคนพบและพัฒนายา 
                       (รองศาสตราจารย เภสัชกรหญิง ดร.สรุีย เจียรณมงคล) 
 
 
                       ……………………………………………..  อาจารยที่ปรึกษาปริญญานิพนธ 
                       (รองศาสตราจารย ดร.วรัญ ูพูลเจรญิ) 
 
 
                       …….….………………………………..  อาจารยที่ปรึกษารวม 
                       (ผูชวยศาสตราจารย เภสัชกรหญิง ดร.ทักษิณา ชวนอาษา) 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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. 



ง 

 

 

  

โสภณัฐ วิเชียรสรรค:  สภาวะที่เหมาะสมในการแสดงออกของโปรตีนออสทีโอพอนทนิในตน 
  ยาสูบ (Optimization of Osteopontin Protein Expression in Nicotiana  
  benthamiana) อาจารยที่ปรึกษาปริญญานิพนธหลัก: รศ.ดร.วรัญู พูลเจริญ, อาจารยที่ 
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 ออสทีโอพอนทินเปนโปรตีนชนิดหน่ึงที่สามารถทําหนาทีเ่ปนโมเลกุลใหสัญญาณ (signaling 
molecules) ในเทคนิควิศวกรรมเน้ือเย่ือ (tissue engineering) โดยมีบทบาทเกี่ยวกับการสรางและ
เกิดใหมของเน้ือเย่ือกระดูก จากการศึกษาที่ผานมาพบวาออสทีโอพอนทินที่ผลิตจากตนยาสูบ 
Nicotiana benthamiana สามารถกระตุนยีนสที่เกี่ยวของกับกระบวนการ bone remodeling ได 
นอกจากน้ียังมีการศึกษาการผลิตออสทีโอพอนทินโดยปรับปรุงช้ินสวนของยีนสใหเหลือเฉพาะสวน
ของ C-terminal และนําไปทดสอบกับเซลลเอ็นยึดปริทันต ผลปรากฏวาออสทีโอพอนทินสวน  
C-terminal สามารถกระตุนยีนสที่เกี่ยวของกับกระบวนการ bone remodeling ไดดีกวาออสทีโอ
พอนทินสวนอ่ืนๆ งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนออสทีโอ
พอนทินสวน C-terminal ในตนยาสูบ โดยใช Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ GV3101 ที่
มีพลาสมิด pBYR2eK2Md-C-OPN-His มาศึกษาผลของความเขมขนของเช้ือที่ใชในการฉีดเขาใบของ
ตนยาสูบ ซึ่งศกึษาที่ OD600 = 0.2, 0.4, 0.6 และ 0.8 โดยทําการศึกษาเปนเวลา 6 วัน (1-6 dpi) 
หลังทําการฉีดเช้ือ นําใบไมมาสกัดและวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยเทคนิค western blot จาก
การศึกษาพบวา สภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการผลิตโปรตีนออสทีโอพอนทินสวน C-terminal ในตน
ยาสูบคือใชความเขมขนของเช้ือที่ OD600 = 0.4 โดยเก็บใบหลังจากฉีดเปนเวลา 3 วัน (3 dpi)   
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 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. 
 

  

  
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Faculty of Pharmaceutical Sciences          Student’s signature     ….……………………………                     
Chulalongkorn University         Advisor’s signature      ……………………………….  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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. 



ฉ 

 

 

  

กิตติกรรมประกาศ 
 
 ดิฉันขอกราบขอบพระคุณ รศ. ดร.วรัญ ูพูลเจริญ อาจารยที่ปรึกษาโครงการปริญญานิพนธ  
และ ผศ. ภญ. ดร.ทักษณิา ชวนอาษา อาจารยที่ปรึกษารวมโครงการปริญญานิพนธ ที่กรุณาให
คําแนะนํา คําปรึกษา ความชวยเหลือ แนวคิด และขอคดิเห็นตางๆตลอดการทําวิจัยในครั้งน้ี รวมทั้ง
ชวยตรวจสอบแกไขโครงการปริญญานิพนธฉบับน้ีจนสําเรจ็ลุลวงไดดวยดี 

ขอขอบพระคุณคณาจารยและเจาหนาที่ในภาควิชาเภสัชเวทและเภสัชพฤกษศาสตรที่กรุณา
ใหความชวยเหลือในการทํางานวิจัย 
  ขอขอบคุณสมาชิก WP lab ทุกคนและเพ่ือนๆ พ่ีๆ ทุกคนที่ใหความชวยเหลือและคําแนะนํา
ในทุกๆดาน 
  สุดทายน้ีขอกราบขอบพระคุณบิดามารดาและสมาชิกในครอบครัวที่ใหความสนับสนุนใน
ทุกๆดานตลอดมา  
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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. 



 

สารบัญ 

หนา 

บทคัดยอภาษาไทย…………………………………………………………………………………………………………………ง 

บทคัดยอภาษาอังกฤษ…………………………………………………………………………………………………………….จ 

กิตติกรรมประกาศ ................................................................................................................................ ฉ 

สารบัญ ................................................................................................................................................. ช 

สารบัญตาราง ...................................................................................................................................... ฌ 

สารบัญรูปภาพ .................................................................................................................................... ญ 

บทที่ 1 บทนํา ....................................................................................................................................... 1 

1.1 ความเปนมาและความสาํคัญของปญหา ................................................................................... 1 

1.2 วัตถุประสงคของงานวิจัย ......................................................................................................... 2 

บทที่ 2 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ ............................................................................................... 3 

2.1 กระบวนการสลายและสรางกระดูก (bone remodeling) ...................................................... 3 

2.2 โปรตีนออสทีโอพอนทิน ........................................................................................................... 4 

2.3 ระบบที่ใชในการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน .............................................................................. 5 

2.4 การถายทอดยีนเขาสูพืชโดยใช agrobacterium เปนพาหะ ................................................... 6 

2.5 รายงานการวิจัยที่เกี่ยวของ ...................................................................................................... 7 

บทที่ 3 วัสดุอุปกรณ และวิธีดําเนินการศึกษา ...................................................................................... 9 

3.1 วัสดุอุปกรณที่ใชในงานวิจัย ...................................................................................................... 9 

3.1.1 พืช เช้ือแบคทีเรียและเวคเตอรที่ใชในงานวิจัย ................................................................ 9 

3.1.2 โปรตีนมาตรฐาน ............................................................................................................ 10 

3.1.3 อาหารเลี้ยงเช้ือ .............................................................................................................. 10 

3.1.4 สารเคม ี.......................................................................................................................... 10 

3.1.5 เครื่องมือ ........................................................................................................................ 10 

3.1.6 อุปกรณอ่ืนๆ .................................................................................................................. 11 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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. 



ซ 

 

 

  

3.2 วิธีการทดลอง ......................................................................................................................... 11 

3.2.1 การเลี้ยงเช้ือ Agrobacterium tumefaciens .............................................................. 11 

3.2.2 กระบวนการ agroinfiltration ...................................................................................... 11 

3.3.3 การสกัดโปรตีน .............................................................................................................. 12 

3.3.4 การวิเคราะหปริมาณโปรตีน .......................................................................................... 13 

บทที่ 4 ผลการวิเคราะหขอมูล ........................................................................................................... 15 

4.1 ผลการวัดปริมาณเช้ือ agrobacterium ................................................................................. 15 

4.2 ผลการเจอืจางสารแขวนลอยเช้ือ agrobacterium ............................................................... 15 

4.3 ผลการวิเคราะหปริมาณโปรตีน .............................................................................................. 15 

4.4 ผลการแสดงออกของใบยาสูบหลังไดรับเช้ือ agrobacterium ............................................... 21 

บทที่ 5 อภิปรายและสรุปผลการทดลอง ............................................................................................ 22 

5.1 อภิปรายผลการทดลอง ........................................................................................................... 22 

5.2 สรุปผลการทดลอง .................................................................................................................. 23 

รายการอางอิง ..................................................................................................................................... 24 

ภาคผนวก ก ....................................................................................................................................... 27 

ภาคผนวก ข ....................................................................................................................................... 30 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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. 



 

สารบัญตาราง 

 

ตารางที่ 1 คา A595 ของสารละลายมาตรฐานโปรตีน (BSA) .............................................................. 15 

ตารางที่ 2 คา A595 ของสารสกัดตัวอยาง ........................................................................................... 16 

ตารางที่ 3 คาความเขมขนของ total protein คํานวณเทียบจากกราฟมาตรฐานโปรตีน ................. 17 

ตารางที่ 4 ปริมาณสารสกัดตัวอยางที่มีคาความเขมขนของ total protein = 10 µg ...................... 17 

ตารางที่ 5 ปริมาณสารสกัดตัวอยางที่มีคาความเขมขนของ total protein = 15 µg ...................... 17 

ตารางที่ 6 ปรมิาณเช้ือและ infiltration buffer ที่ใชในการเจือจางเช้ือ ........................................... 31 

ตารางที่ 7 ความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานโปรตีน (BSA) กับคาการ

ดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร .............................................................................. 32 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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. 



 

สารบัญรูปภาพ 
 

รูปที่ 1 osteoclast lineage ................................................................................................................ 3 

รูปที่ 2 osteoblast lineage ............................................................................................................... 4 

รูปที่ 3 โครงสรางของออสทีโอพอนทิน ................................................................................................ 5 

รูปที่ 4 กระบวนการถายทอดยีนจากแบคทีเรียสูจีโนมของพืช ............................................................. 7 

รูปที่ 5 แผนที่โครงสรางของพลาสมิด pBYR2eK2Md-GFP ................................................................ 9 

รูปที่ 6 โครงสรางของ T-DNA บนพลาสมิด pBYR2eK2Md-C-OPN-His ........................................... 9 

รูปที่ 7 โครงสรางของออสทีโอพอนทินสวน C-terminal (C-OPN-His) .............................................. 9 

รูปที่ 8 รูปแบบการฉีดใบดวย agrobacterium ................................................................................. 12 

รูปที่ 9 ลําดับการเก็บใบของตนยาสูบ ................................................................................................ 12 

รูปที่ 10 กราฟมาตรฐานโปรตีน BSA ................................................................................................. 16 

รูปที่ 11 SDS-PAGE ของสารสกัดโปรตีน ........................................................................................... 18 

รูปที่ 12 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนออสทีโอพอนทินดวยวิธี Western blot ................................. 20 

รูปที่ 13 ลักษณะของใบยาสูบหลังไดรับเช้ือ agrobacterium ที่ระยะเวลาตางๆ.............................. 21 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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. 



 

บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

1.1 ความเปนมาและความสาํคญัของปญหา 
  วิศวกรรมเน้ือเย่ือ (tissue engineering) เปนเทคนิคที่มวัีตถุประสงคเพ่ือซอมแซม ปรับปรุง 
และเหน่ียวนําใหเกิดการสรางใหมของเน้ือเยื่อหรืออวัยวะที่ถูกทําลายโดยไมกอใหเกิดการตอตานทาง
ระบบภูมิคุมกัน ซึ่งเปนการนําความรูทางดานวิศวกรรมและชีววิทยามาประยุกตใชรวมกัน โดยมี
องคประกอบหลัก 3 อยางคือ เซลล (cells) ที่จะนํามาใชใหเกิดการสรางใหมของเน้ือเยื่อ โครงราง 
(scaffolds) ทีใ่หเซลลไปยึดเกาะและอาศัยอยู และโมเลกลุสงสัญญาณ (signaling molecules) ซึ่ง
เปนสารที่ควบคุมการทํางานและการเจริญของเซลล (Langer & Vacanti, 1993) ในงานวิศวกรรม
เน้ือเยื่อมีความพยายามที่จะศึกษาการใชโมเลกุลสงสญัญาณ มากระตุนการเจริญของเซลล ซึ่งหน่ึงใน
โมเลกุลสงสญัญาณที่มีการศกึษาอยูในปจจุบันคือออสทีโอพอนทิน (osteopontin) (Srithanyarat, 
2019)  
 ออสทีโอพอนทินเปนไกลโคโปรตีนชนิดหน่ึงที่อยูในกลุมของ Small Integrin-Binding 
Ligand N-linked Glycoproteins (SIBLING family) ซึง่มีบทบาทสําคัญในกระบวนหลายๆอยางใน
รางกายเชน ทําหนาที่เปนไซโตไคนในกระบวนการเกิดการอักเสบ ระบบภูมิคุมกัน การลุกลามของ
มะเร็ง รวมถึงกระบวนการสลายและการสรางกระดูก (bone remodeling) (Standal, Borset, & 
Sundan, 2004) จากผลของกระบวนการ post-translation modification (phosphorylation, 
glycosylation, sulfation and proteolysis) ทําใหโปรตีนออสทีโอพอนทินมีความหลากหลายทั้งใน
ดานของโครงสรางและการทํางานของโปรตีน (Anborgh, Mutrie, Tuck, & Chambers, 2011) ใน
การผลิตโปรตีนออสทีโอพอนทินจึงจําเปนตองเลือกระบบการผลิตที่มีกระบวนการ post-translation 
modification เพ่ือแตงเติมโปรตีนในเหมือนกับในมนุษย เพราะจะมีผลตอการทํางานของโปรตีน 
 การผลิตโปรตีนออสทีโอพอนทินจําเปนผลติในสิ่งมีชีวิตพวกยูคาริโอต เชน mammalian 
cells เน่ืองจากเปนระบบที่มีกระบวนการ post-translation modification แตก็จะทาํใหตนทุนการ
ผลิตสูง ใชระยะเวลานาน และปริมาณการผลิตตํ่า (Du et al., 2019) พืชจึงเปนหน่ึงระบบการผลิตที่
เหมาะสมในการผลิตโปรตีนออสทีโอพอนทินที่สามารถทาํงานไดอยางมีประสิทธิภาพ เน่ืองจากเปน
ระบบการผลิตที่มีตนทุนการผลิตตํ่า ใชระยะเวลาสั้น ปราศจากเช้ือกอโรคในมนุษย และมี
กระบวนการ post-translation modification (Viana, Dias, Franco, & Lacorte, 2013)  

ที่ผานมาเคยมกีารศึกษาการผลิต recombinant human osteopontin ในตนยาสูบ 
(Nicotiana benthamiana) แลวนําโปรตีนออสทีโอพอนทินไปทดสอบกับเซลลเอ็นยึดปริทันต 
(periodontal ligament cells) ผลปรากฏวาโปรตีนออสทีโอพอนทินที่ผลิตจากตนยาสูบสามารถ
กระตุนยีนส DMP1, Wnt3a และ OSX ซึง่เปนยีนสที่เกี่ยวของกับกระบวนการ bone remodeling 
ไดดีกวา commercial human osteopontin (Rattanapisit et al., 2017) นอกจากน้ียังมี
การศึกษาการนําสวนตางๆของโปรตีนออสทีโอพอนทิน ไดแก full-length osteopontin, N-
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terminal osteopontin และ C-terminal osteopontin มาศึกษาบทบาทของแตละสวน โดย
ทดสอบกับ periodontal ligament cells ผลปรากฏวา C-terminal osteopontin สามารถกระตุน
ยีนส DMP1 และ Wnt3a ไดดีกวาทั้ง full-length osteopontin และ N-terminal osteopontin 
 ในการศึกษาในครั้งน้ีจึงเปนการศึกษาโปรตีนออสทีโอพอนทินในสวนของ C-terminal 
เน่ืองจากในการศึกษาที่ผานมาแสดงใหเห็นวาโปรตีนออสทีโอพอนทินสวนน้ีมีความเปนไปไดที่จะ
นํามาใชกระตุนการเกิด bone remodeling ได และจากขนาดที่เล็กกวาของ C-terminal 
osteopontin นาจะทําใหสามารถเขาไปจับกับ receptor ที่อวัยวะเปาหมายไดงายและดีกวา full-
length osteopontin (Goddard, 1991)  
 

1.2 วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 เพ่ือศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนออสทีโอพอนทินสวน C-terminal ในตน
ยาสูบ (Nicotiana benthamiana) โดยใช Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ GV3101 ที่ 
มีพลาสมิด pBYR2eK2Md-C-OPN-His
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บทที่ 2 

 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
 

2.1 กระบวนการสลายและสรางกระดูก (bone remodeling) 
 กระบวนการสลายและสรางกระดูก (bone remodeling) เปนกระบวนการที่เกิดขึ้นต้ังแต
กอนคลอดและเกิดขึ้นเรื่อยๆตลอดชีวิตเพ่ือทําใหกระดูกคงความแข็งแรงและรักษาสมดุลแรธาตุ 
(mineral homeostasis) กระบวนการ bone remodeling เปนกระบวนการที่เกี่ยวของกับการ
สลายกระดูกเกาและแทนทีด่วยการสรางกระดูกใหมจาก osteoid ซึ่งจะเกิดกระบวนการ 
mineralization เกิดเปนกระดูกใหมขึ้นมา โดยปกติกระบวนการสรางและการสลายกระดูกจะเกิดขึ้น
อยางสมดุล แตหากมีความไมสมดุลเกิดขึ้นก็จะเกิดโรคเกี่ยวกับกระดูก เชนหากเกิดการสลายกระดูก
มากเกินไปจะเกิดโรค osteoporosis แตหากกระบวนการสรางกระดูกมากเกินไปจะเกิดโรค 
osteopetrosis (Katsimbri, 2017) 
 กระบวนการ bone remodeling เกิดขึ้นโดยอาศัยการทํางานของ osteoclast ซึง่เจริญมา
จาก haematopoietic stem cells โดยอาศัย growth factor เชน Macrophage colony-
stimulating factor (M-CSF), Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand 
(RANKL),  tumor necrosis factor (TNF) (รูปที่ 1) ทําหนาทีใ่นการสลายกระดูก (Asagiri & 
Takayanagi, 2007) และ osteoblast ซึ่งเจริญมาจาก mesenchymal stem cells โดยอาศัย 
growth factor เชน Wnt, BMP, DMP1, Runt-related transcription factor 2 (Runx2), Osterix 
(Osx), osteocalcin, osteopontin (รูปที่ 2) ทําหนาที่สังเคราะห bone matrix และบางสวนจะ
เกิด differentiate ตอไปเปน 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 ประกอบดวย 4 ขั้นตอนคือ 1. Activation เมื่อมีการ

กระตุน osteoclasts มายังตําแหนงที่จะเกิด bone remodeling ซึ่งเดิมอยูในระยะ quiescence มี 
bone lining cells ปกคลุมอยู bone lining cells จะแยกออกจากกันเพ่ือให osteoclast  เขาไป
ทําการสลายเน้ือกระดูก  2. Resorption หลังจาก osteoclast ไปเกาะอยูบริเวณผิวของกระดูกแลว 
osteoclast จะเริ่มทําการสลายกระดูกและเมื่อทําการสลายกระดูกเสร็จแลว osteoclast จะเกิดการ
ตายแบบ apoptosis 3. Reverse กลุมของ macrophage-like cells เขามาทําการสลายเศษซากที่
เกิดขึ้นระหวาเกิดกระบวนการสลายกระดูก 4. Formation มีการหลั่ง growth factors เชน bone 
morphogenetic proteins (BMPs), fibroblast growth factors (FGFs), transforming growth 
factor ß (TGF ß) มายังบริเวณที่จะเกิดการสรางกระดูกใหมจากน้ันจะเกิดการสังเคราะห bone 
matrix และเกดิกระบวนการ mineralization จนไดกระดูกที่แข็งแรง (Rucci, 2008)  

2.2 โปรตีนออสทีโอพอนทิน 
 ออสทีโอพอนทิน (osteopontin) หรือที่รูจักกันในช่ือ bone sialoprotein1 (BSP1) 
(Mirzaei et al., 2018) เปน non-collagenous protein ที่ประกอบดวยกรดอะมิโนประมาณ 300 
ตัว มีนํ้าหนักโมเลกุลอยูในชวงต้ังแต 41 ถงึ 75 กิโลดาลตัน เปนหน่ึงในสมาชิกของ Small Integrin-
Binding Ligand N-linked Glycoproteins (SIBLING family) ซึ่งเปนโปรตีนกลุมทีพ่บในเน้ือเย่ือที่มี
การสะสมแรธาตุ (mineralized tissue) และโปรตีนในกลุมน้ีจะมลีกัษณะบางอยางที่คลายคลึงกัน
เชน กระบวนการฟอสโฟรีเลช่ัน (phosphorylation) กระบวนการเติมนํ้าตาล (glycosylation) และ
โครงสรางของโปรตีน (Huang et al., 2008) ซึ่งประกอบดวย integrin binding domains ไดแก
กรดอะมิโน RGD (RGD sequence) และลําดับกรดอะมิโน (SVVYGLR sequence) calcium 
binding domains และ heparin binding domains นอกจากน้ียังมีสวนของ proteolytic 
cleavage site ซึ่งประกอบไปดวย thrombin cleavage site และ MMP cleavage site แสดงดัง
รูปที่ 3 (Mirzaei et al., 2018)  
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รูปที่ 3 โครงสรางของออสทีโอพอนทิน (Mirzaei et al., 2018) 

 
เน่ืองจากกระบวนการ post-translational modification ที่มีความหลากหลายตามอวัยวะ

ที่พบโปรตีนออสทีโอพอนทินซึ่งมีกระบวนการ post-translational modification ทีแ่ตกตางกัน จึง
เปนผลทําใหเกดิโปรตีนออสทีโอพอนทินมีโครงสรางและหนาที่ที่แตกตางกัน (Hao et al., 2017) 
โปรตีนออสทีโอพอนทินสามารถพบไดในอวัยวะหลายสวนในรางกาย เชนนํ้านม ไต ปสสาวะ กระดูก
และฟน ซึ่งออสทีโอพอนทินมีความเกี่ยวของกับกระบวนการหลายอยางในรางกายเชน ทําหนาที่เปน 
cytokines ในกระบวนการเกิดการอักเสบ ระบบภูมิคุมกัน การเปลี่ยนแปลงรูปรางของหลอดเลือด 
การลุกลามของมะเร็ง การกระตุนการหายของบาดแผล (wound healing) การสลายและการสราง
กระดูก (bone remodeling) เปนตน (Anborgh et al., 2011) 

2.3 ระบบที่ใชในการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน 
 การผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน (recombinant protein) ในปจจุบันมีการพัฒนาระบบผลิต
อยางมากมายอยางเชนแบคทีเรีย ยีสต mammalian cells ซึ่งแตระบบการผลิตก็มีขอดีขอเสีย
แตกตางกันไป  
 การผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนจากแบคทีเรยี เปนวิธีที่มกีารนําไปใชมากที่สุด เน่ืองจากการ
ผลิตที่มีตนทุนตํ่าและสามารถผลิตโปรตีนไดอยางรวดเร็ว แตการใชแบคทีเรียในการผลิต โปรตีน ก็ยัง
มีขอจํากัดคือ โปรตีนที่ผลิตจากแบคทีเรียจะไมเหมือน eukaryotic protein เน่ืองจากแบคทีเรียไมมี
กระบวนการ post-translational modification ซึ่งเปนกระบวนการที่สงผลตอการออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพ การละลาย ความคงตัว คาครึ่งชีวิตและการตานทานการถูกตัดสายของโปรตีน (McKenzie & 
Abbott, 2018) 
 ยีสตเปนเซลลยูคาริโอตที่ดีที่นํามาใชในการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน เน่ืองจากตนทุนการ
ผลิตคอนขางตํ่า สามารถเพ่ิมปริมาณการผลติโปรตีนไดงาย ไมมี endotoxin หรือ lytic virus และไม
กอโรคในคน ยีสตมีกระบวนการ post-translational modification แตแตกตางจากคนมากซึ่งก็จะ
สงผลตอการมวนตัวและการทํางานของโปรตีน (Mattanovich et al., 2012) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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. 



6 

 

 

  

 Mammalian cells เปนระบบที่สามารถผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนไดอยางมีประสิทธิภาพ 
จากการมีกระบวนการ post-translational modification ที่เหมือนกับในมนุษย แตการผลิตโปรตีน
จาก mammalian cells มีตนทุนการผลิตคอนขางสูงและการเพ่ิมปริมาณการผลิตทําไดยาก ดังน้ัน
จึงมีการคิดคนและพัฒนาระบบที่ใชในการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนที่มีคุณภาพ ซึ่งการใชพืชเปน
แหลงผลิตโปรตีนก็เปนระบบที่เกิดขึ้นใหมซึง่มีขอดีหลายอยางเชน มีกระบวนการ post-
translational modification ที่คลายกับคน ตนทุนการผลิตตํ่า เพ่ิมปริมาณการผลิตไดงาย ปลอดภัย
ปราศจากเช้ือกอโรคในคนและใชระยะเวลาการผลิตสั้น (Yusibov & Mammedov, 2010) 

2.4 การถายทอดยีนเขาสูพชืโดยใช agrobacterium เปนพาหะ 
 Agrobacterium tumefacient เปนแบคทีเรียแกรมลบที่อาศัยอยูในดิน มีความสามารถใน
การกอโรคในพืชที่เรียกวา crown gall disease โดยกอใหเกิดกอนเน้ือที่สามารถเติบโตไดอยาง
รวดเร็ว ดวยการถายทอดช้ินยีนที่เรียกวา transfer DNA (T-DNA) ที่อยูบน tumor-inducing (Ti) 
plasmid และมียีนที่เกี่ยวของกับการผลิต opines ซึง่เปนแหลงของคารบอนและไนโตรเจนใหแก 
agrobacterium เขาสูจีโนมของพืช (Lacroix & Citovsky, 2013)  
 การถายยีนโดยใช agrobacterium ตองอาศัย 2 องคประกอบบน Ti plasmid คือ T-DNA 
ซึ่งอยูระหวาง left boarder (LB) และ right boarder (RB) และ virulence (vir) region ซึง่มี
กระบวนการคือ เมื่อ agrobacterium สัมผัสและยึดเกาะกับเซลลพืช จะมีการกระตุน chvA chvB 
pscA และ att (Douglas, Staneloni, Rubin, & Nester, 1985) ซึ่งเปนยีนที่เกี่ยวของกับ
กระบวนการสังเคราะห cyclic ß-1,2-glucan และนํ้าตาลประเภทอ่ืนๆ บนเซลลของแบคทีเรีย 
(Zorreguieta et al., 1988) และในระหวางที่แบคทีเรียยึดเกาะอยูบนเซลลพืช จะมีการสังเคราะห 
cellulose fibrils ที่ชวยใหเกิดการยึดเกาะของแบคทีเรียบริเวณบาดแผลของพืช พืชจะหลั่ง
สารประกอบ phenolic เชน lignin และ flavonoid precursors ที่สามารถกระตุน virulence 
gene expression ได สาร phenolic ทีส่ามารถกระตุน vir gene ไดผลดีที่สุดคือ monocyclic 
phenolics เชน 3,5-dimethoxy acetophenone (acetosyringone) (Subramoni, Nathoo, 
Klimov, & Yuan, 2014)   

แบคทีเรียจะใชยีน VirA/VirG ในการควบคุมการกระตุน vir gene โดยเริ่มจากสาร 
phenolic จะกระตุน virA ซึ่งเปน transmembrane protein ทําหนาที่เปนตัวรับสัญญาณและเปน
ตัวกระตุน vir gene ตัวอ่ืนๆ ตอไป (Hu, Zhao, DeGrado, & Binns, 2013) จากน้ันการเกิด 
virulence gene expression จะทําใหเกดิการสราง T-DNA สายเด่ียว (T-strand) ซึ่งจะเปนสวนที่
ถูกสงเขาไปในจีโนมของพืช โดยการทํางานรวมกันของ VirD1 และ VirD2 ที่จะปลอยเอนไซมออกมา
ตัดพันธะฟอสโฟไดเอสเตอรของ T-DNA ในบริเวณ RB และ LB ที่สาย bottom strand บน Ti 
plasmid หลังจากถูกตัด T-strand จะถูกจบัดวยโปรตีนจาก VirD2 ที่ปลาย 5’ ทางดาน RB แลว
เคลื่อนยาย T-strand จาก agrobacterium เขาสูเซลลพืชโดยผาน Type IV secretion system 
(T4SS) โดยมีการสง VirD5, VirE2, VirE3 และ VirF เขาไปสูเซลลพืชจากน้ันจะเกิดการจับกันของ T-
strand, VirD2 และ VirE2 เปน T-complex (Gelvin, 2017) และเคลือ่นที่จากไซโตพลาสซึมเขาไปสู
นิวเคลียสของพืชโดยมีโปรตีนจากพืชมาชวยในการเคลื่อนที่  (Li & Pan, 2017)  
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รูปที่ 4 กระบวนการถายทอดยีนจากแบคทีเรียสูจีโนมของพืช 

 1. agrobacterium จับกับ receptor บนพืช 
 2. พืชหลั่งสาร phenolic ซึ่งมีผลกระตุนการทํางานของยีนใน  
      agrobacterium 
 3. T-DNA เคลือ่นที่จาก agrobacterium เขาสูเซลลพืช 
 4. T-DNA เคลือ่นที่เขาสูนิวเคลียสของพืช 
 5. T-DNA แทรกตัวเขาสูจีโนมพืช 
  (Hwang, Yu, & Lai, 2017) 
 

2.5 รายงานการวิจัยที่เก่ียวของ 
 จากการศึกษาที่ผานมาในป 2005 เคยมีการผลิตโปรตีนออสทีโอพอนทินในเช้ือ E.coli ซึ่งมี
การนําออสทีโอพอนทินทีผลติไดไปทดสอบกับ human osteoblastic cell line ผลปรากฎวาออสที
โอพอนทินสามารถทําใหเกิด cell adhesion, proliferation และ differentiation ของ osteoblast 
ได (Jang & Kim, 2005) ซึ่งการทํางานของออสทีโอพอนทินเปนผลมาจากกระบวนการ post-
translational modification (Rangaswami, Bulbule, & Kundu, 2006) 
 จากแนวคิดที่วาการทํางานของออสทีโอพอนทินจะมีผลควบคุม cell adhesion ซึ่งมี
ความสําคัญตอกระบวนการสรางกระดูก ดังน้ันพืชจึงเปนระบบการผลิตโปรตีนที่เหมาะสมที่จะนํามา
ผลิตโปรตีนออสทีโอพอนทินจากขอดีของพืชคือมีกระบวรการ post-translational modification 
ในป 2017 จึงมีการศึกษาการผลิตโปรตีนในพืช โดยใชตนยาสูบ (Nicotiana benthamina) เปน
แหลงในการผลิตโปรตีน จากน้ันจึงนําออสทีโอพอนทินไปทดสอบกับ periodontal ligament stem 
cells ผลปรากฏวาออสทีโอพอนทินที่ผลิตจากพืชสามารถกระตุนยีน DMP1, Wnt3a และ OSX ซึ่ง
เปนยีนที่เกี่ยวของกับกระบวนการ bone remodeling ไดดีกวา commercial osteopontin ซึ่ง
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เปนการแสดงใหเห็นวาพืชเปนระบบที่สามารถนํามาใชผลติโปรตีนออสทีโอพอนทินได (Rattanapisit 
et al., 2017) 
 จากน้ันในป 2019 มีการศึกษาการนําออสทีโอพอนทินมาเช่ือมตอดวย สวนของ Fc ของ 
human antibody และใชตนยาสูบ (Nicotiana benthamina) ในการผลิตโปรตีน ผลปรากฏวา
ออสทีโอพอนทินที่เช่ือมตอดวยสวนของ Fc ของ human antibody มีปริมาณการผลิตที่เพ่ิมมากขึน้
และ purification ไดงายขึ้นโดยไมสงผลตอการทํางานของโปรตีน (Rattanapisit, Srifa, 
Kaewpungsup, Pavasant, & Phoolcharoen, 2019) 
 นอกจากน้ีในป 2019 ยังมีการศึกษาการนําสวนตางๆของโปรตีนออสทีโอพอนทิน ไดแก 
full-length osteopontin, N-terminal osteopontin และ C-terminal osteopontin มาศึกษา
บทบาทหนาที่ของแตละสวน โดยทดสอบกับ periodontal ligament cells ผลปรากฏวา C-
terminal osteopontin สามารถกระตุนยีนส DMP1 และ Wnt3a ไดดีกวาทั้ง full-length 
osteopontin และ N-terminal osteopontin  
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บทที่ 3 

 

วัสดุอุปกรณ และวิธีดําเนินการศึกษา 
 

3.1 วัสดุอุปกรณที่ใชในงานวิจัย 

3.1.1 พืช เช้ือแบคทีเรียและเวคเตอรที่ใชในงานวิจัย 
- ตนยาสูบ Nicotiana benthamiana 
- Agrobacterium tumefaciens strains GV3101 ที่มพีลาสมิด  

   pBYR2eK2Md-C-OPN-His  
 

 
  

 
 
 
 
 
 

รูปที่ 5 แผนทีโ่ครงสรางของพลาสมิด pBYR2eK2Md-GFP 

 
 
 

รูปที่ 6 โครงสรางของ T-DNA บนพลาสมิด pBYR2eK2Md-C-OPN-His 

 

 

 

 

รูปที่ 7 โครงสรางของออสทีโอพอนทินสวน C-terminal (C-OPN-His) 
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3.1.2 โปรตีนมาตรฐาน  
- สารละลายมาตรฐานโปรตีน (BSA) ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลติร    

  - 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 
- นํ้าอัลตราเพียว (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 

  - เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (incubator shaker)  
- เครื่องปนเหว่ียง (centrifuge) 

  - เครื่องวัดคาการดูดกลืนคลืน่แสง (spectrophotometer) 
- เครื่องผสมสาร (vortex mixer) 
- เครื่องปนเหว่ียง (centrifuge) 
- เครื่องอานไมโครเพลท (microplate reader) 
- เครื่องจายกระแสไฟฟา 

- เครื่องอานวิเคราะหสารตัวอยางเรืองแสง (Chemi-luminescence   
  documentation) 

  - ตูเย็นอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
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3.1.6 อุปกรณอื่นๆ 

  - forcep 
- gel cassette 

- โกรงและลูกโกรง (mortar and pestle) 
- กระบอกฉีดยา (syringe) 
- คิวเวต (cuvette) 
- ซองนํ้าแข็ง (ice pack) 
- ถุงซิปล็อค 
- ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน 

- ฟองนํ้า 

- ไมโครปเปตและปเปตทิป (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 ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอ
มิลลลิิตร ในเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาท ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 วัน แลว
ทําการถายเช้ือไปเลี้ยงในอาหารใหม (subculture) โดยปเปตเช้ือ agrobacterium 1 มิลลลิิตรจาก
เช้ือที่เลี้ยงไวไปเลี้ยงในอาหารเหลว 20 มิลลิลิตรที่เติม Rifampin, Kanamycin และ Gentamycin 
ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอมิลลลิิตร เปนจํานวน 3 หลอด ในเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ตออีก 1 วันแลวทําการเก็บเซลล agrobacterium โดยนําไปปนเหว่ียงที่
ความเร็ว 8000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาทีแลวเทอาหารเลี้ยงเช้ือทิ้ง 
ลางตะกอนเซลลดวย infiltration buffer ปริมาณหลอดละ 5 มิลลิลติร ปนเหว่ียงที่ความเร็ว 8000 
รอบตอนาที อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที แลวเท infiltration buffer ทิ้ง ละลาย
ตะกอนเซลลดวย infiltration buffer หลอดละ 5 มิลลลิิตร แลวรวมสารแขวนลอย agrobacterium 
เปนหลอดเดียวกัน  

 3.2.2 กระบวนการ agroinfiltration 
นําสารแขวนลอย agrobacterium ไปวัดปริมาณเช้ือดวยเครื่อง 

spectrophotometer โดยวัดคาการดูดกลืนคลื่นแสงทีค่วามยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (Optical 
density; OD600) ของสารแขวนลอย agrobacterium ที่เจือจาง 20 เทา โดยใช infiltration buffer 
950 ไมโครลิตร และ เช้ือ agrobacterium 50 ไมโครลิตร นําคา OD600 ที่วัดไดคํานวณกลับเปน 
OD600 ของสารแขวนลอย agrobacterium ที่ไมไดเจือจาง แลวจงึคํานวณปริมาณสารแขวนลอย 
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agrobacterium ที่ตองใชเพ่ือเจือจางดวย infiltration buffer ใหไดสารแขวนลอย agrobacterium 
ที่มี OD600 เทากับ 0.2, 0.4, 0.6 และ 0.8 จากน้ันนําสารแขวนลอย agrobacterium ที่เจือจางแลว
ไปฉีดเขาที่หลงัใบของตนยาสูบ โดยฉีดทัง้หมด 6 ตน ตนละ 6 ใบ และมีกลุมควบคุมแบบลบ 
(negative control) คือใบยาสูบปกติที่ไมไดถูกฉีดดวย agrobacterium (wild type; WT) จํานวน 6 
ใบ จากตนยาสบูทั้ง 6 ตน 
  

 
 
 
 

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

 3.3.3 การสกัดโปรตีน 
  เก็บใบในวันที ่ 1-6 หลังจากฉีด agrobacterium เขาไปในใบ (1-6 days post-
infiltration; dpi) โดยเก็บใบจากทุกตน ตนละ 1 ใบ ตัดแยกใบแตละสวนที่มี OD600 ตางกัน แลวนํา
ช้ินสวนใบที่ม ีOD600 เทากันจากแตละใบมาเก็บไวดวยกันในตูเย็นอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสเพ่ือคง
สภาพจนกวาจะดําเนินการขั้นตอไป (ในแตละวันจะมีตัวอยางทั้งหมด 4 ตัวอยาง ที่มี OD600 ตางกัน 
เก็บใบทั้งหมด 6 วัน มีตัวอยางทั้งหมด 24 ตัวอยาง) จากน้ันนําใบมาบดดวยไนโตรเจนเหลวจนไดเปน
ผงแหง ละเอียด เติม extraction buffer 1 มิลลิลิตร นําไปเขยาผสมดวยเครื่อง vortex mixer เปน
เวลา 10 นาที แลวนําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 12000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 5 นาที เก็บเฉพาะสวนสารละลายใส (supernatant) ดานบนเพ่ือไปวิเคราะหปริมาณโปรตีน 
 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 9 ลําดับการเก็บใบของตนยาสูบจากตนยาสูบทั้ง 6 ตนในวันที่ 1-6 หลังฉีด agrobacterium 
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 3.3.4 การวิเคราะหปริมาณโปรตีน 
  3.3.4.1 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธี Bradford 
   นําสารละลายมาตรฐานโปรตีน (BSA) มาเจือจางดวยนํ้าใหไดความเขมขน 
0.078, 0.156, 0.313, 0.625, 1.25, 2.5 และ 5 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร โดยทาํการเจือจางเช้ือ
จากดัสารละลายมาตรฐานโปรตีน (BSA) ความเขมขน 10 มิลลิกรมัตอมิลลิลิตร อยางเปนลําดับ 
(serial dilution) โดยเริ่มจากการใชสารละลายโปรตีน (BSA) ความเขมขน 10 มิลลกิรัมตอมิลลลิิตร 
ปริมาณ 10 ไมโครลิตร ผสมกับนํ้า 10 ไมโครลิตร จะไดสารละลายโปรตีนความเขมขน 5 ไมโครกรัม
ตอไมโครลิตร เปนปริมาณ 20 ไมโครลิตร จากน้ันดูดสารละลายโปรตีนน้ี 10 ไมโครลติรไปใสในหลอด 
microcentrifuge ถัดไปซึ่งใสนํ้าไว 10 ไมโครลิตร กจ็ะไดสารละลายโปรตีนที่มีความเขมขน 2.5 
ไมโครกรัมตอไมโครลิตร ทําเชนน้ีไปเรื่อยๆ จนไดสารละลายโปรตีนความเขมขน 0.078 ไมโครกรัมตอ
ไมโครลิตร จากน้ันเตรียม Bradford reagent 12 มิลลิลติร แลวจึงเติม Bradford reagent ลงในไม
โครเพลทหลุมละ 200 ไมโครลิตร ผสมกบัสารละลายมาตรฐานโปรตีนและสารสกัดตัวอยางลงในแต
ละหลุม หลมุละ 1 ไมโครลติรผสมใหเขากนั ต้ังทิ้งไว 5 นาทีที่อุณหภูมหิอง จากน้ันนําไปวัดคาการ
ดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร ดวยเครื่อง microplate reader สรางกราฟ
มาตรฐานโปรตีน แลวคํานวณความเขมขนของปริมาณโปรตีนรวม (total protein) ในสารสกดั
ตัวอยางแตละตัวโดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานโปรตีน 
  3.3.4.2  การแยกโปรตีนออสทีโอพอนทินดวยเทคนิค SDS-PAGE 
   ประกอบกระจกและเตรียมเจลโพลีอะคริลาไมด 15% resolving gel ต้ัง
ทิ้งไว 20 นาท ีเพ่ือใหเจลแขง็ แลวเตรียมเจลโพลีอะคริลาไมด 5% stacking gel จํานวน 3 แผน ต้ัง
ทิ้งไวจนเจลแขง็ นําสารสกัดตัวอยางมาผสม loading buffer อัตราสวน 1:1 แลวนําไปตมที่ 95 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 10 นาท ีแลวหยอดสารสกัดตัวอยางแตละตัวใหมีความเขมขนของปริมาณโปรตีน
รวมเทากับ 10 ไมโครกรัม และ protein marker 3 ไมโครลิตร ลงในเจล ทําการ run gel ดวย
กระแสไฟฟา 90 มิลลแิอมปแปร เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลา นําเจลไปยอมสีดวย Coomassie 
Brilliant blue เปนเวลา 3 ช่ัวโมง แลวลางดวย destaining solution 2 ครั้ง 
   เตรียมเจลอัตราสวน 5% stacking gel และ 15% resolving gel อีก 3 
แผน นําสารสกัดตัวอยางมาผสม loading buffer อัตราสวน 1:1 แลวนําไปตมที่ 95 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 10 นาที แลวหยอดสารสกัดตัวอยางแตละตัวใหมีความเขมขนของปริมาณโปรตีนรวม
เทากับ 15 ไมโครกรัม และ protein marker 3 ไมโครลิตร ลงในเจล ทําการ run gel ดวย
กระแสไฟฟา 90 มิลลแิอมปแปร เปนเวลา 1 ช่ัวโมงเพ่ือนําไปวิเคราะหปริมาณโปรตีนออสทีโอพอน
ทินดวยวิธี Western blot 
  3.3.4.2 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนออสทีโอพอนทินดวยวิธี Western blot 
   เท transfer buffer ลงในแทง็ค แลวนําฟองนํ้า กระดาษและแผนเมม 
เบรนจุมลงใน transfer buffer แลววางฟองนํ้า กระดาษ แผนเมมเบรนและเจล (ที่ไดทําการ run gel 
เพ่ือแยกโปรตีนแลว) ลงบน gel cassette ตามลําดับ ปด gel cassette แลวนําลงไปในแท็งค โดยให
เจลอยูทางขั้วลบ และแผนเมมเบรนอยูทางขั้วบวกของแท็งค นํา ice pack ใสลงไปในแท็งค ปดแทง็ค 
แลว transfer โปรตีนจากเจลลงบนแผนเมมเบรนโดยใชกระแสไฟฟา 100 โวลต เปนเวลา 2 ช่ัวโมง 
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เมื่อครบเวลา นําแผนเมมเบรนออกมาจาก gel cassette แลวทําการบล็อคปองกันโปรตีนอ่ืนเขามา
จับโดยแช 5% skim milk เปนเวลา 1 ช่ัวโมง บนเครื่องเขยา ที่อุณหภูมิหอง จากน้ัน probe เมมเบร
นดวย HRP conjugated anti-His antibody ใน 3% skim milk อัตราสวน 1:5000 เปนเวลา 2 
ช่ัวโมง บนเครื่องเขยา ที่อุณหภูมิหอง แลวลางเมมเบรนดวย TBS-T 3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที แลวใส 
chemiluminescence reagent เพ่ือนําไปวิเคราะหผลดวยเครื่องอานวิเคราะหสารตัวอยางเรืองแสง 
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บทที่ 4 

 

ผลการวิเคราะหขอมูล 

 

4.1 ผลการวัดปริมาณเชื้อ agrobacterium 
 จากการนําสารแขวนลอย agrobacterium ไปวัดปริมาณเช้ือดวยเครื่อง 
spectrophotometer โดยวัดคา OD600 ของสารแขวนลอย agrobacterium พบวาสารแขวนลอย 
agrobacterium ที่เจือจาง 20 เทาวัดคา OD600 ไดเทากับ 0.24 เมื่อคํานวณกลับเปน OD600 ของสาร
แขวนลอย agrobacterium ที่ไมไดถูกเจอืจาง (สารแขวนลอย agrobacterium 100%) จะไดคา 
OD600 เทากับ 4.8 

4.2 ผลการเจือจางสารแขวนลอยเชื้อ agrobacterium 
 เมื่อนําคา OD600 ของสารแขวนลอย agrobacterium 100% มาคํานวณปริมาณเช้ือที่ตองใช
ในการเจือจางดวย infiltration buffer ใหไดสารแขวนลอย agrobacterium ที่มีคา OD600 เทากับ 
0.2, 0.4, 0.6 และ 0.8 จะตองใช สารแขวนลอย agrobacterium ปริมาณ 0.58, 1.17, 1.75 และ 
2.3 มิลลลิิตร ตามลําดับ และเติม infiltration buffer จนครบ 14 มิลลลิิตร 

4.3 ผลการวิเคราะหปริมาณโปรตีน 
 4.3.1 ผลการวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธี Bradford 
  ความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานโปรตีน (BSA) และ คา
การดูดกลืนคลืน่แสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร (A595) ดังแสดงในตารางที่ 1 เมื่อนําคาความ
เขมขนของสารละลายมาตรฐานโปรตีน (BSA) และ A595 ไปสรางกราฟมาตรฐานโปรตีน จะไดกราฟที่
มีสมการคือ y = 0.1062x + 0.304 และคา R-squared (R2) เทากับ 0.9951 (รูปที่ 10) 
 
ตารางที่ 1 คา A595 ของสารละลายมาตรฐานโปรตีน (BSA) ดวยวิธี Bradford 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความเขมขนของ BSA (µg/µl)  คาเฉลี่ย 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 ดวยวิธี Bradford 

คา A595 ของสารสกัดตัวอยางดังแสดงในตารางที่ 2 เมื่อนํา คา A595 ของสารสกัด
ตัวอยางไปคํานวณหาความเขมขนของ total protein โดยคํานวณเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน
โปรตีน จะไดคาความเขมขนของ total protein ของแตละสารสกัดตัวอยางดังแสดงในตารางที่ 3 
และเมื่อนําคาความเขมขนของ total protein ไปคํานวณปริมาณสารสกัดตัวอยางแตละตัวใหมีความ
เขมขนของปริมาณของ total protein เทากับ 10 และ 15 ไมโครกรัม ไดผลดังตารางที่ 4 และ 5 
ตามลําดับ 

 
ตารางที่ 2 คา A595 ของสารสกัดตัวอยาง ดวยวิธี 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 คาความเขมขนของ 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 ปริมาณสารสกัดตัวอยาง (µl) ทีม่ีคาความเขมขนของ 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 ปริมาณสารสกัดตัวอยาง (µl) ทีม่ีคาความเขมขนของ 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    

 

  

OD600 
dpi 

dpi 

OD600 

OD600 

dpi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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. 



18 

 

 

  

4.3.2 ผลการวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยเทคนิค SDS-PAGE 
  จากการนําเจลโพลีอะคริลาไมดไปยอมสีดวย Coomassie พบวาความเขมขนของ 
total protein ที่ใชในการหยอดเจลของสารสกัดตัวอยางแตละตัวมีความเขมขนเทากัน โดยสังเกตได
จากแบนดของรูบิสโกซึ่งเปนโปรตีนที่มีมากที่สุดในพืช โดยมีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 50 กิโลดาลตัน 
ที่ปรากฏแบนดขนาดใกลเคียงกันในทุกสารสกัดตัวอยาง 
   
 

ก 
   

 
 
 
 
 

  ข 
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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 ผลการวิเคราะหปริมาณโปรตีนออสทีโอพอนทินดวยวิธี Western blot 
  จากการวิเคราะหปริมาณโปรตีนออสทีโอพอนทินซึ่งมีขนาดประมาณ 25 กิโลดาล
ตัน ดวยวิธี Western blot พบวาปรากฏแบนดโปรตีนออสทีโอพอนทินของสารสกัดตัวอยางจากใบ
ยาสูบที่ถูกเก็บในวันที่ 2-4 หลังฉีดเช้ือ agrobacterium (2-4 dpi) และเมื่อวิเคราะหขนาดของแบนด
ที่เกิดขึ้นพบวาแบนดโปรตีนออสทีโอพอนทินของสารสกัดตัวอยางจากใบยาสูบที่ใชความเขมขนของ 
agrobacterium ที่ OD600 เทากับ 0.4 และ 0.6 ในการฉีดโดยเก็บใบในวันที่ 3 หลังฉีดเช้ือ 
agrobacterium (3 dpi) มีสีเขมและหนาที่สุดเมื่อเทียบกับแบนดของสารสกัดตัวอยางจากใบยาสูบที่
ถูกเก็บในวันอ่ืนๆ 
  เมื่อเปรียบเทียบลักษณะของแบนดโปรตีนออสทีโอพอนทินจากใบยาสูบที่ถูกฉีดดวย
สารแขวนลอย agrobacterium ความเขมขนเดียวกับ ซึ่งถูกเก็บในแตละวัน พบวาสารแขวนลอย 
agrobacterium ที่ OD600 เทากับ 0.2 แบนดโปรตีนจะมีสีเขมและหนาขึ้นในทุกๆวันต้ังแตวันที่ 2 ถึง 
4 หลังฉีดเช้ือ agrobacterium ซึ่งแบนดโปนตีนจะเขมที่สดุในวันที่ 4 หลังฉีดเช้ือ agrobacterium   

สารแขวนลอย agrobacterium ที่ OD600 เทากับ 0.4 และ 0.6 จะใหผลไปในทาง
เดียวกัน คือแบนดโปรตีนจะมีสีเขมและหนาขึ้นในวันที่ 2 และ 3 หลังฉีดเช้ือ agrobacterium (2 
และ 3 dpi) ซึง่แบนดโปนตีนจะเขมที่สุดในวันที่ 3 หลังฉดีเช้ือ agrobacterium (3 dpi) และแบนด
โปรตีนจะจางลงในวันที่ 4 หลังฉีดเช้ือ agrobacterium (4 dpi) 

 สารแขวนลอย agrobacterium ที่ OD600 เทากับ 0.8 เมื่อเปรียบเทียบในวัน
เดียวกันจะสังเกตเห็นแบนดโปรตีนมีสีจางกวาความเขมขนเช้ืออ่ืนๆ โดยจะเห็นแบนดโปรตีนจางๆใน
วันที่ 2 หลังฉดีเช้ือ agrobacterium (2 dpi) แบนดโปรตีนจะมีสีเขมและหนาที่สุดในวันที่ 3 หลังฉดี
เช้ือ agrobacterium (3 dpi) และแบนดโปรตีนจางหายไปในวันที่ 4 หลังฉีดเช้ือ agrobacterium (4 
dpi) 
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รูปที่ 12 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนออสทีโอพอนทินดวยวิธี 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) 
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4.4 ผลการแสดงออกของใบยาสูบหลังไดรบัเชื้อ agrobacterium 
 เมื่อสังเกตลักษณะของใบยาสูบหลังจากฉีดเช้ือ agrobacterium เขาไป พบการเกิด 
necrosis บนใบของตนยาสูบบริเวณที่ไดรับเช้ือ ในวันที่ 3 หลังฉีดเช้ือ agrobacterium (3 dpi) และ
หลังจากน้ันในวันที่ 4, 5 และ 6 หลังฉีดเช้ือ agrobacterium (4-6 dpi) ใบเกิดการ necrosis เหี่ยว
และตายเพ่ิมขึ้นในทุกๆวัน สวนบริเวณใบที่ไมไดรับเช้ือ agrobacterium (บริเวณขอบใบและระหวาง
ความเขมขนของสารแขวนลอย agrobacterium ที่ OD600 ตางกัน) จะไมเห็นการเกิด necrosis 
จนถึงวันที่ 6 หลังฉีดเช้ือ agrobacterium (6 dpi) 
  

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 13 ลักษณะของใบยาสูบหลังไดรับเช้ือ agrobacterium ที่ระยะเวลาตางๆ 

     dpi  ระยะเวลาที่เก็บใบหลงัจากฉีด agrobacterium (day post-infiltration) 
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บทที่ 5 
 

อภิปราย และสรุปผลการทดลอง 

5.1 อภิปรายผลการทดลอง 
 จากผลการวิเคราะหการแสดงออกของโปรตีนออสทีโอพอนทินในใบของตนยาสูบดวยวิธี 
Western blot พบวาในวันที่ 1 หลังจากฉีดเช้ือ agrobacterium ไมมีการแสดงออกของโปรตีนออส
ทีโอพอนทิน และไมมีการเปลี่ยนแปลงเกิดขึ้นกับใบที่ไดรับเช้ือ ซึ่งอาจเปนเพราะยังไมมีการผลิต
โปรตีนเกิดขึ้น สามารถเห็นการแสดงออกของโปรตีนออสทีโอพอนทินไดในวันที่ 2 ถึง 4 หลังจากฉีด
เช้ือ agrobacterium (2-4 dpi) โดยการแสดงออกจะมากที่สุดในวันที่ 3 หลังจากฉีดเช้ือ 
agrobacterium (3 dpi) ซึ่งใหผลสอดคลองกับลักษณะการแสดงออกของใบที่สังเกตเห็นได คือ
บริเวณใบที่ไดรับเช้ือเริ่มเกิด necrosis ในวันที่ 3 หลังจากฉีดเช้ือ agrobacterium (3 dpi) ซึ่งผลที่ได
น้ีก็สอดคลองกับการศึกษาที่เคยมีมา (Rattanapisit et al., 2017) การแสดงออกของโปรตีนจะลดลง
ในวันที่ 4 หลังจากฉีดเช้ือ agrobacterium (4 dpi) และในวันที ่ 5 และ 6 หลังจากฉีดเช้ือ 
agrobacterium (5-6 dpi) จะไมเห็นการแสดงออกของโปรตีนออสทีโอพอนทิน ซึ่งก็จะสอดคลองกับ
ลักษณะการแสดงออกของใบ คือในวันที ่4 ถึง 6 หลังจากฉีดเช้ือ agrobacterium (4-6 dpi) บริเวณ
ใบที่ไดรับเช้ือ agrobacterium มีการเกิด necrosis มาก จนเห็นใบมลีกัษณะเหี่ยว แหงและตาย ซึง่
เปนสัญญาณทีแ่สดงใหเห็นวาใบไดรับเช้ือ agrobacterium และนาจะมีการผลิตโปรตีนออสทีโอพอน
ทินเกิดขึ้น แตที่ไมสามารถสังเกตเห็นการแสดงออกของโปรตีนจากการวิเคราะหดวยวิธี Western 
blot อาจเปนเพราะวาโปรตีนออสทีโอพอนทินที่ผลิตออกมาเปนพิษตอใบของตนยาสูบ ทําใหใบ
ยาสูบตาย และโปรตีนออสทีโอพอนทินที่ถูกผลิตออกมาจงึสลายไปดวย 
 ความเขมขนของสารแขวนลอย agrobacterium ที่ตํ่าหรือสูงเกินไปทําใหการแสดงออกของ
โปรตีนไมคอยดี จะเห็นไดจากผลการวิเคราะหดวยวิธี Western blot การใชสารแขวนลอย 
agrobacterium ที ่ OD600 เทากับ 0.2 และ 0.8 สวนใหญจะเกิดแบนดโปรตีนที่จางกวาการใชสาร
แขวนลอย agrobacterium ที ่ OD600 อ่ืนๆ เมื่อเปรียบเทียบในวันเดียวกัน ซึ่งความเขมขนของสาร
แขวนลอย agrobacterium ที่ทําใหการแสดงออกของโปรตีนออสทีโอพอนทินมากที่สุดคือความ
เขมขนที่ OD600 เทากับ 0.4 และ 0.6 (ในวันที่ 3 หลังฉดีเช้ือ agrobacterium; 3 dpi) สังเกตไดจาก
ลักษณะของแบนดที่เกิดขึ้นซึ่งจะเห็นวาแบนดมีความหนาและความเขมมากที่สุด ซึ่งแบนดของทั้ง 2 
ความเขมขนน้ีเขมและหนาใกลเคียงกันมาก ซึ่งหมายถึงโปรตีนที่ผลิตไดมีปริมาณใกลเคียงกัน  

เมื่อพิจารณาทั้งในดานระยะเวลาและตนทุน ซึ่งเปนปจจัยที่สําคัญในการผลิตโปรตีน การใช
ความเขมขนของสารแขวนลอย agrobacterium ที่ OD600 เทากับ 0.4 ในการผลิตโปรตีนชนิดน้ีจึง
เปนความเขมขนที่เหมาะสมมากกวาการใชความเขมขนของสารแขวนลอย agrobacterium ที่ OD600 
เทากับ 0.6 เมื่อเก็บใบในวันที่ 3 หลังฉีดเช้ือ agrobacterium (3 dpi) เน่ืองจากการใชความเขมขน
ของเช้ือนอยกวาทําใหประหยัดทั้งระยะเวลา และตนทุนในการผลิตอ่ืนๆ ซึ่งก็สามารถผลิตโปรตีนได
ในปริมาณทีใ่กลเคียงกัน  
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ในกรณีทีม่ีขอจํากัดทางดานเวลา หรือตองการใชระยะเวลาสั้นที่สุดในการผลิตโปรตีน อาจ
พิจารณาเลือกใชสารแขวนลอย agrobacterium ที่ OD600 เทากับ 0.6 ในการฉีดใบแทน จะสามารถ
ลดระยะเวลาการรอเก็บใบไดจาก 3 วัน เหลือ 2 วัน เน่ืองจากในวันที่ 2 หลังฉีดเช้ือ agrobacterium 
(2 dpi) การแสดงออกของโปรตีนออสทีโอพอนทินจะมากที่สุด (แบนดหนาที่สดุ) เมื่อใชเช้ือ 
agrobacterium ที่ OD600 เทากับ 0.6 เมือ่พิจารณาจากผลการวิเคราะหดวยวิธี Western blot  

5.2 สรปุผลการทดลอง 
 ในการศึกษาครั้งน้ีไดศึกษาสภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการผลิตโปรตีนออสทีโอพอนทินสวน C-
terminal ซึ่งเปนโปรตีนที่เกี่ยวของกับกระบวนการสลายและสรางกระดูก (bone remodeling) ใน
ตนยาสูบ (Nicotiana benthamiana) โดยใช Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ GV3101 
ที่มีพลาสมิด pBYR2eK2Md-C-OPN-His คือใชความเขมขนของ agrobacterium ที ่OD600 เทากับ 
0.4 และเก็บใบในวันที่ 3 หลังจากฉีดเช้ือ agrobacterium (3 dpi) 
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สารเคมี 
 
1. สวนประกอบอาหารเหลว 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. สวนประกอบของ 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. สวนประกอบของ running buffer ความเขมขน 1 เทา  
 Tris-base     3  กรัม 
 Glycine   14.4  กรัม   
 10% SDS   10  มิลลลิิตร 
 H2O qs.       1  ลิตร 
7. สวนประกอบของ destaining solution 
 20% methanol 
 10% acetic acid 
8. สวนประกอบของ transfer buffer ความเขมขน 1 เทา 
 Tris-base   1.5  กรัม 
 Glycine     7.2  กรัม   
 MeOH qs. 150  มิลลิลิตร 
9. skim milk 
 - สวนประกอบของ 5% skim milk 
   Skim milk 1.6  กรัม 
   1X TBS qs. 32  มิลลิลิตร 
 - สวนประกอบของ 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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การคํานวณตางๆ 
 

1. การเจือจางสารแขวนลอยเชื้อ agrobacterium 
 - OD600 ของสารแขวนลอย agrobacterium 100% = 4.8 
 - ตองการเตรียมสารแขวนลอยเช้ือ agrobacterium ความเขมขนละ 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 เพ่ือเจือจางใหไดสารแขวนลอย
เช้ือ agrobacterium ที่ม ีOD600 = 0.2, 0.4, 0.6 และ 0.8 ดังแสดงในตารางที่ 6 
 
ตารางที่ 6 ปรมิาณเช้ือและ infiltration buffer ที่ใชในการเจือจางเช้ือ 

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. การวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธี Bradford 

ความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานโปรตีน (BSA) และ คาการ
ดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร (A595) โดยทําการวัด 3 ซ้ํา ดังแสดงในตารางที่ 7 
เมื่อนําคาความเขมขนของสารละลายมาตรฐานโปรตีน (BSA) และ A595 ไปสรางกราฟมาตรฐาน
โปรตีน และสามารถนําไปคํานวณคาความเขมขนของ total protein ไดดังน้ี 
 
 จากกราฟมาตรฐานโปนตีน (รูปที่ 10) จะไดสมการ y = 0.1062x + 0.304 
  โดย  y  คือ คาการดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 
       x  คือ ความเขมขนของ total protein (µg/µl) 
  
สามารถคํานวณหาปริมาณโปรตีนไดดังน้ี 
 
  Total protein (µg/µl)  =  (A595 – 0.304)/0.1062 
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 หลังจากไดคาความเขมขนของ total protein (ตารางที่ 3) แลวจึงคํานวณปริมาณของสารสกัด
ตัวอยางที่จะมีปริมาณของสารสกัดโปรตีน เทากับ 10 และ 15 ไมโครกรัม ตามลําดับ 
 
สามารถคํานวณหาปริมาณของสารสกัดโปรตีนไดดังน้ี 
 ปริมาณของสารสกัดโปรตีนที่มีปริมาณของสารสกัดโปรตีนเทากับ 10 ไมโครกรัม (V10) 
  V10 (µl)  = 10/total protein 
 ปริมาณของสารสกัดโปรตีนที่มีปริมาณของสารสกัดโปรตีนเทากับ 15 ไมโครกรัม (V15) 
  V15 (µl)  = 15/total protein 
 
ตารางที่ 7 ความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานโปรตีน (BSA) กับคาการ 
      ดูดกลืนคลืน่แสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 

ความเขมขน 
BSA (µg/µl) 

A595 

ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 คาเฉลี่ย 

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 

  

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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. 
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