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0�!�:�E!d-��2 DEAE Column��������������������.. 
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4.30 ก���J����"�
>	�0�!�:�E!d#$����$,0!�

�3 P. pastoris ���,�2�
D�,�$กก���!
!
 
��2��
E:3 168-2006 ���
��� 2 �-2> �  Sephacryl S-200 Column����� 
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4.31 SDS-PAGE ��� western blotting  #$����"�
��2>
%)��3#$����$,0!�

�3
2��"3��2��
E:3 168-2006 ���
��� 2 ���F��
ก���J�>	�0�!�:�E!d�-2> � DEAE 
Column ��� Sephacryl S-200 Column��������������� 
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4.32 ก��%ก!-��!ก!�!2�ก��%ก��ก�:�,#$�%,;-%�&$-�-�#$����"�
���F��
ก���J�>	�
0�!�:�E!d-��2 DEAE Column ��� Sephacryl S-200 Column������� 
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������  
4.33 

 
ก���J����"�
>	�0�!�:�E!d#$����$,0!�

�3 P. pastoris ���,�2�
D�,�$กก���!
!
 
��2��
E:3 LPAI-15 ���
��� 4 �-2> � DEAE Column���............................ 

	
�� 
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4.34 SDS-PAGE ��� western blotting #$����"�
��2>
%)��3#$����$,0!�

�3
2��"3��2��
E:3 LPAI-15 ���
��� 4 ���F��
ก���J�>	�0�!�:�E!d�-2> � DEAE 
Column����������������������������. 
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4.35 ก��%ก!-��!ก!�!2�ก��%ก��ก�:�,#$�%,;-%�&$-�-�#$����"�
���F��
ก���J�>	�
0�!�:�E!d-��2 DEAE Column��������������������.. 
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4.36 ก���J����"�
>	�0�!�:�E!d#$����$,0!�

�3 P. pastoris ���,�2�
D�,�$กก���!
!
 
��2��
E:3 LPAI-15 ���
��� 4 �-2> �  Sephacryl S-200 Column���.......... 
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4.37 SDS-PAGE ��� western blotting #$����"�
��2>
%)��3#$����$,0!�

�3
2��"3��2��
E:3 LPAI-15 ���
��� 4 ���F��
ก���J�>	�0�!�:�E!d�-2> � DEAE 
Column ��� Sephacryl S-200 Column��������������� 
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4.38 ก��%ก!-��!ก!�!2�ก��%ก��ก�:�,#$�%,;-%�&$-�-�#$����"�
���F��
ก���J�>	�
0�!�:�E!d-��2 DEAE Column ��� Sephacryl S-200 Column...������. 
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4.39 SDS-PAGE ��� western blotting #$����"�
��2>
%)��3#$����$,0!�

�3
2��"3���
J�,��-�$0ก��<�ก"�--��2%$
�),3 Furin 	�����ก�J�>	�0�!�:�E!d�-2
F��
 DEAE Column ��� Sephacryl S-200 Column���������... 
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4.40 SDS-PAGE ��� western blotting #$����"�
��2>
%)��3#$����$,0!�

�3
2��"3���
J�,��-�$0ก��<�ก"�--��2%$
�),3 Furin 	�����ก�J�>	�0�!�:�E!d�-2
F��
 DEAE Column ��� Sephacryl S-200 Column���������... 
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�������������	�
������ก��� 

 

  APS   = ammonium persulfate 

  bp   = base pair 

  cDNA   = complementary DNA 

  EDTA   = ethylenediaminetetra acetic acid 

  HRP   = horse radish peroxidase 

  kb   = kilobase 

  kDa   = kilodalton 

  mM   = millimolar 

  PBS   = phosphate buffer saline 

  PBST   = phosphate buffer saline-Tween 20 

  PVDF   = polyvinylidene fluoride 

  SDS-PAGE  = sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide 

     gel electrophoresis 

  v/v   = volume/volume 

  w/v   = weight/volume 



 
 

�����  1 

����	 


�	�����	���
�	���	
���������	 

 ��������	
�ก������ก����������������������� ก��!�"#���
ก $%	�&'��	��	�(�
�ก� )*(������	�%�"#���
ก+,�ก�-������ +��  '.�.2552 ��������	
�
1���ก������ก�����
��2�,
% 5,196,970 ���-� $%	��!���������������������"ก��92��ก� 
1��� 49,039 ���-� 
�
9(�����	-���	-
1���ก������ก�����<�����������"ก��92��ก���2�����  '.�.2550-2552 '-��

1���ก������ก
����$��
�1�<*2� ���+��  '.�.2553-2554 �%��%ก�����ก������ก��������
���������"ก��92��ก�"�
�ก�<		����'�(
<*2� ��9(��"ก��%�-���	1�+��ก���%� (�1�	��������
ก��ก?��, 2552) 

$���<�,��%�ก��!�$����-%��(��-%+�,
1������� ก
��!���������� ก��A��ก�����
�BA�����$����-%+������� ก ��
C*��ก� "*�
���
�#��D
ก )*(�+��%��$����2"��ก�%ก���-%+�
������ ก��������+,��ก�%��
���	,	�����?Eก�"�����2� �������F""G-��$����2�
�C��%�H92� 
�1�
�G?	� ����#+,��1���(�%���-�H92�C*�<�2����	H�����%� $%	+��  '.�.2540 
�ก��'����-%<��$��
�<�,��%�ก�	'��IG���(
���
�G����+�ก�ก��$���1� (High Pathogenic Avian Influenza, HPAI) 

�1������2���ก+�������\���ก� $%	'-�1��]�	��%�H92� 18 �	 ������	H���� 6 �	 ��%��!�����
ก��	���	�� 33 <���1��]�	��2�,
%����%���-ก�'��1"����������%�H92�������<�,��%+,D� H��%�� 
�	'��IG� H5N1 (Hu ������, 2006) +���������	 '-ก���-%<�������H��%��2��!����2���ก 
�
9(��%9��
ก��
 '.�.2547 �#+,�
��ก
กก�� 62 ������C1กก#"�% ���'-�1���%�H92�"#��� 17 
�	 ������	H���� 12 �	 (Tiensin ������, 2005) +��F""G-���
��
�
�ก��'����-%<���H92�
�����%��ก��� ���	���������BA����� ����9�ก,�*(�+�ก��A��ก��ก��'����-% �9� ก�,	���
ก���%�H92������H��%+,
� b ��� ก�����HG%���"��-�������(�
�C������,����	����%��c� )*(�
$%	��(���"�+H���G�������$%	��� )*(���!������	�1� �F""G-��"*�
�ก��#�������� 
��1'��IG����ก��
����� 
+H�+�ก��*ก?������	Gก��+H�+���H�����	��%�-$
��กG�<��
$�������� b <���������(�ก�(	�<���ก�-ก���%�H92� )*(�$�����\�
��กก�1����� (Hemagglutinin) ��!�
$�����,�*(���(
���
�#��D+�ก��'����-%<���H92������ $%	"�-ก�-�����-<���)�����A,
	 )*(�
��!�ก��-��ก����(
���+�ก�"#���������<�������   



 
 

2 

����"�	��2�%��#ก�$��� ��%���ก ����*ก?�
-���<��$�����\�
��กก�1�����"ก�H92�
������<�,��%�ก (H5N1) +�	���� Pichia pastoris �'9(�+H���!�����--+�ก��*ก?�ก�(	�ก�-$�����
\�
��กก�1�����<���H92������ 

 

����������
����ก	��!"�# 

$��� ��%���ก ����*ก?�
-���<��$�����\�
��กก�1�����"ก�H92�������<�,��%�ก 
(H5N1) +� P. pastoris �'9(�+H���!�����--+�ก��*ก?�ก�(	�ก�-$�����\�
��กก�1�����<���H92�
����� ��(�
�C�#�����	Gก��+H�+� ก��������)�� ก�'�e�HG%���"��-����� ��
��2�ก�
'�e�	��������+�ก��A��ก��ก���%�H92� ���/,�9� ก��'����-%<���H92������  

���$#%�����
	&�'	"�(&)��� 

 ��9(��"ก�H92�������<�,��%�ก (H5N1) �
�C�'��ก��"	�%�+��ก� "*�
���

"#��!������g�-���+�,����g�-���ก� Biosafety Class 3 %����2� ก�$��� ��%���ก ����*ก?
�G��
-���<��$�����\�
��กก�1�����"ก�H92�������<�,��%�ก+� P. pastoris �
�C�#��'�e�
+,�+H�+�,����g�-���ก��ก���%� ��ก"ก��2	���
�C�#�����	Gก��+H�+� ก��������)�� ก�
'�e�HG%���"��-����� ��
��2�ก�'�e�	��������+�ก��A��ก��ก���%�H92� ���/,�9� ก�
�'����-%<���H92������ ����H�� ���ก�%�
G��'�I��
H�� ,�9� ����
��������,� ��!���� 



 
 

����� 2 
��	���
�����ก��� 

 
2.1 ����������������ก  
 
 �������	
�����
��ก ����
���� H5N1 (Avian Influenza A virus H5N1) �+,��������	
�-./-0�
1��ก2�3	4����
��ก (Avian flu) 1��
5��+6ก 78/9�+,��
5���:	;<ก2=-./�	�9	����=0����>�ก1�ก
?
+	@�-: ��ก=�ก�.��
9กA�1��ก2�+BC��-�9���D����9>��;�� (Hu EF@4G@, 2006) �������	
���2�
�.�=
���LA1�กF�A>�������	
��2�MFL���7� �� (Influenza A) 78/9�+,��������	
�-./กA�1��ก2�3	4����
�1�CA
1�>��;��  

�������	
�����
�1�CA�	2/>E�	A	@?��4	
�9E	ก�>�/�+6 �.:.2461 >.����5�=�ก�������	
� 
�2�MFL���7� �� ����
���� H1N1 �	�� PSpanish fluT �A9UF1�>.UL+V����.��.�25+	@>�G 10,000 
4�5A��
+���� (Taubenberger, 2001) 5A�>�1��A�9+6 �.:.2500-2501 ��>.ก�		@?��	��E	9��9
�������	
��2�MFL���7� �� ����
���� H2N2 �	�� PAsian fluT 1�+	@�-:=.� EF@ 5�>>����ก�	
	@?��	��E	91�+	@�-:[A�9ก91��A�9+6 �.:.2511-2512 �ก2�=�ก�������	
��2�MFL���7�����
���� 
H3N2 �	�� PHong Kong fluT (Johansson EF@ Brett, 2007) EF@ 1�+6 �.:.2540 >.ก�	�?ก�	
	@?��4	
�9E	ก��9�������	
�����
��ก����
���� H5N1 1�+	@�-:[A�9ก9 �A9UF1��กA1�+	@�-:
[A�9ก95���+,�=0����>�ก EF@>.	��9���?UL+V��52��������	
��
9กFA�� �>�/�5	�=F
ก;G@-�9
�
���ก		>��9�������	
�-./-0�1��ก2�3	41�UL+V�� �?�A�>.4��>1กF�4.�9ก
?�������	
�����
��ก-./E�ก
��=�ก�กA (Bender EF@4G@, 1999) =�ก	��9���
9กFA��E��91���e��A� �������	
�����
��ก
��>�	fE�	A=�ก�
5��+6ก>��LA4��� +	@�-:�-��?ก�		@?����9�������	
�����
��ก5
�9E5A+6 �.:.
2547 �A9UF1��ก=0���� 62 F��5
�fLกก0�=
� EF@�?UL+V��=0���� 17 	��52������ EF@��.��.�25 
12 	�� (Tiensin EF@4G@, 2005) 78/9�������	
��
9กFA���A9UF��.�5A����D����9+	@�����+,�
��A�9>�ก 
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2.2 ��ก �!��"����������������ก 
 
 �������	
�����
��ก fLก=
���LA1�กF�A>��9�������	
��2�MFL���7� �� �9:� Orthomyxoviridae 
>.��	�
���ก		>�+,� RNA �����./�� ���F? (negative single-stranded RNA segments) 
=0���� 8 -A�� ��>�	fUF253+	5.���9��	
� 11 ��2� (5�	�9-./ 2.1) (Subbarao EF@ Joseph, 
2007) ���D�4��9��	
� (	L+-./ 2.1) >.�+F��ก��> (envelope) �A��1�CA>.F
ก;G@�+,�-	9กF> EF@
>.���UA��:L���กF�9+	@>�G 100 ��3��>5	 ?�94	
�9�?	L+	A�9�+,������� (filamentous form) 
?	2��GU2������ก=@>. glycoprotein spike 2 ��2� 4�� [.>E�กกFL-2�2� (HA) EF@�2�	�>2�2��� 
(NA) (White EF@4G@, 1994) 3��>.�
5	��A����9 HA : NA ��LA	@��A�9 4-5 : 1 (Knipe EF@
4G@, 2001) 1�+B==�?
�>.ก�	=0�E�ก HA 16 ��2� ��EกA H1-H16 EF@ NA 9 ��2� ��EกA N1-N9 
(Subbarao EF@ Joseph, 2007) 3��1�ก�	-���?����2�. Hemagglutinin inhibition test 
	A�>ก
? Neuraminidase inhibition test (Lee EF@4G@, 2001) 
 
#$�$"��� 2.1 ��2�EF@���-./��93+	5.���9�������	
��2�MFL���7� ��  
        (Subbarao EF@ Joseph, 2007) 
 
Segment Encode proteins Protein function 

1 PB2 Polymerase subunit; mRNA cap recognition 

2 
PB1 

PB1-F2 
Polymerase subunit; RNA elongation, endonuclease activity 
Pro-apoptotic activity 

3 PA Polymerase subunit; Protease activity 

4 HA 
Surface glycoprotein; major antigen, receptor binding and fusion 
activities 

5 NP RNA binding protein; nuclear import regulation 
6 NA Surface glycoprotein; sialidase activity, virus release 

7 
M1 

 
M2 

Matrix protein ; vRNP interaction, RNA nuclear export regulation, 
viral budding 
Ion channel; virus uncoating and assembly 

8 
NS1 

NEP/NS2 
Interferon antagonist protein; regulation of host gene expression 
Nuclear export of RNA 
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�6���� 2.1 �6��7$"8�!9:�"���$"���� (Subbarao 8�! Joseph, 2007) 
 
2.3 "E���	#��"����������	�F�6���G$ �� (Bouviar 8�! Palese, 2008) 
 
 �9=	�.�25��9�������	
� (	L+-./ 2.2) �	2/>=�กก�	-./3+	5.�[.>E�กกFL-2�2� (HA) -./��LA?�U2�
���D�4��9��	
����=
?ก
?5
�	
?��9�������	
�-./��LA?�U2��7FF��=�?�� 4�� ก	��7F2ก (α 2,3-
linked �	�� α 2,6-linked sialic acid) 3�����D�4��	
�=@����LA�7FF�����2�. Endocytosis 1�
F
ก;G@��9 endosome =�ก�
��D��1� endosome =@>.4A� pH F�F9 +	@>�G 5-6 -0�1��ก2�
ก�	�+F./��E+F9	L+	A�9��93+	5.� HA กA�1��ก2�ก�		�>ก
���9 viral envelope EF@ endosomal 
membrane 78/9��>�	f+F�+FA����	�
���ก		>��ก>��LA�735�F��78> EF@�0���	�
���ก		>���
�LA�2��4F.����9�7FF��=�?�� ���/�����LAก	@?��ก�	=0�F�95
���9 1�	@�@���-��=@>.ก�		�>5
�
ก
���9��	�
���ก		>-
�9 8 ������ก
?3+	5.�34	9�	�9 ���/�-./=@+FA�����D�4��	
���ก=�ก�7FF�
�=�?�����ก�	 budding 
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�6���� 2.2 "E���	#��"����������	�F�6���G$ �� (Knipe 8�!:�!, 2001) 

2.4 9��#���	�$�	�	��� (Neuraminidase, NA) 
 
 3+	5.��2�	�>2�2��� �+,�3+	5.�-./fLกf��	�
�=�ก��	�
���ก		>-A��-./ 6 �	2/>E	ก3+	5.�
�
9กFA��=@fLก�
9�4	�@��1����3��F��>2ก�	524LF
> =�ก�
��=@�ก2�ก�	>���
? (folding) EF@�ก2�
ก�		�>ก
���93+	5.��2�	�>2�2���1�?	2��G�
9กFA�� 5A�>�=@fLก�A9�+-./?	2��G Golgi complex 
EF@ ���-��=@fLก�A9�+-./?	2��G��9 plasma membrane ���/�1��+,��94�+	@ก�?��9���D�4
��	
�	�A�1�>A5A��+ (Hausmann EF@4G@, 1997) 3��34	9�	�9��93+	5.��2�	�>2�2��� (	L+ 2.3) 
�+,�E?? homotetramer E5AF@ monomer >.F
ก;G@4F����ก��e� +	@ก�?��� cytoplasmic 
tail, transmembrane domain, stalk region EF@ globular head (Sastre EF@ Palese, 1995) 
3+	5.��A�� globular head >.�>?
52�+,�����7>� sialidase 1�1�ก�	E�ก sialic acid ��ก=�ก
3+	5.�[.>E�กกFL-2�2� �G@��	
�ก0�F
9��ก��ก�7FF��=�?�� EF@�A��ก0�=
� decoy receptors 
?����/��>��ก cilia EF@ cellular glycocalix -0�1���	
�=
?�ก�@ก
?�7FF��+y��>����=0����@>�ก
�2/9�8�� (Ohuchi EF@4G@, 2006; Sylte EF@4G@, 2007) ��ก=�ก�.�3+	5.���2��.��+,�E��52�=�-./
�0�4
C�.ก��2���8/91�ก�	ก	@5��1�	A�9ก���	�9E��52?��.-./=0����@ ���/��A��1�ก�	+y�9ก
�ก�	
52��������	
� (D���
��� D
-	3ก:F EF@4G@, 2549) 



 
 

7 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

�6���� 2.3 9:�"���$"��"9��#���	�$�	�	��� (German 8�! Laver, 2005) 
 
 
2.5 9��#��S��8�กก�6�	�	� (Hemagglutinin, HA) 
 
 3+	5.�[.>E�กกFL-2�2� �+,�3+	5.�-./fLกf��	�
�=�ก��	�
���ก		>-A��-./ 4 -./�	.�ก��/��A� 
[.>E�กกFL-2�2� (Hemagglutinin) �
�� ��	�@3+	5.��
9กFA����>�	f=
?�ก�@ก
?�>e��F���E�9�� 
�	2/>E	ก3+	5.�[.>E�กกFL-2�2�=@fLกUF25��ก>��+,�3+	5.������� �	.�ก�A� HA0 1����3� 
�F��>2ก�	524LF
> =�ก�
��=@fLก�A9��ก�+-./?	2��GU2���9�7FF�UA��-�9 golgi network 78/9?	2��G
�
9กFA��3+	5.� HA0 =@fLก5
� (cleave) ��ก�+,� HA1 EF@ HA2 (	L+-./ 2.4) 3������7>�=�ก
�7FF��=�?�� (Stevens EF@4G@, 2006) F0��
?ก	��@>23�?	2��G-./5
��������7>���93+	5.� 
HA (cleavage site) 78/9�+,�?	2��G���	
ก;� (conserved amino acid) >.4��>�
>�
���ก
?4��>
	��E	91�ก�		@?����9����� �>�/�>.ก�	�+F./��E+F9��9ก	��@>23�?	2��G�
9กFA���A9UF1�4��>
	��E	91�ก�		@?����9�������	
��+F./��E+F9�+ (Wagner EF@4G@, 2001; Hu EF@4G@, 
2006) 

3+	5.� HA1 =@>.�A����9 sialic acid binding pocket -0����-./1�ก�	=
?ก
?�7FF��=�
?��1�ก�	�	2/>5�ก	@?��ก�	��2/>=0������9��	
� EF@�+,�E��52�=��F
ก-./�0�4
C1�ก�	ก	@5��
DL>24�>ก
� (Luo EF@4G@, 1997) �A��3+	5.� HA2 =@>.�A����9 fusion peptide 78/9�F
9=�ก-./
��	
������=
? sialic acid receptor ?�U2���9�7FF��=�?��EF@�4F�/������LA�7FF�����2�. 
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endocytosis =@�ก2�ก�	�+F./��E+F9��9 pH 1� endosome 1�F�F9=�f89 pH +	@>�G 5-6 78/9
�
ก�0�1��ก2�ก�	�+F./��E+F9	L+	A�95	9?	2��G N-terminal ��9 fusion peptide �A9UF1��ก2�ก�	
	�>ก
���9 viral EF@ endosomal membrane -0�1��ก2�ก	@?��ก�	f���+F��ก��> EF@
+F�+FA����	�
���ก		>��ก>� (Skehel EF@4G@, 2000) 78/9�
��5���
9กFA���+,��
��5��-./
�0�4
C>�ก ���/�9=�กf��
��5���.��>A�ก2��8�� �A9UF1���	
��>A��>�	f�ก2�ก	@?��ก�	=0�F�95
���9
�� �
9�
�� Luo EF@4G@ (1997) ��:8ก;�ก�	�
?�
�9ก�	 fusion ��9 viral envelope EF@ 
endosomal membrane �?�A���	+	@ก�? BMY-27709 78/9�+,���	-./>.34	9�	�94F��4F89ก
? 
tert-butyl hydroquinone (TBHQ) ��>�	f�
?�
�9ก�	�+F./��E+F9��9 34	9�	�9��9 HA2 
?	2��G fusion peptide ���A9UF1��>A�ก2�ก�		�>5
�ก
���9 endosomal membrane EF@ viral 
membrane �A9UF1��������	
��>A��>�	f�ก2�ก�	=0�F�95
���9�� 1�+6 2008 Russell EF@4G@ ��
:8ก;�กF�กก�	���=
?��9 tert-butyl hydroquinone (TBHQ) �?�A� TBHQ =@���=
?5	9?	2��G 
hydrophobic pocket 	@��A�9 HA monomers 78/9ก�	=
?��9 TBHQ �
���A9UF1��>A�ก2�ก�	
�+F./��E+F934	9�	�9��9 HA2 �>�/���LA1��D��@ fusion pH (pH +	@>�G 5-6) 78/9=�ก
ก�	:8ก;��.���>�	f�0��+5A�����
����+,���5����	
��� 

 

  
 
 
 
 
 

�6���� 2.4 ��	�����#����U����G����"9��#�� HA0 
��ก��V� HA1 8�! HA2  
 ����$     = HA1 

�����U   = HA2 
 ��8�"    = ��	�����#����U����G�� 
(Huang 8�!:�!, 2003) 
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2.6 :$��Y�8�"��"���� (Viral virulence) (D���
��� D
-	3ก:F EF@4G@, 2549) 
 
 =�กก�	:8ก;�4��>	��E	9��9�������	
��2�MFL���7� �?�A� ก�	-./3>�Fก�F5
�95���9
3+	5.� HA (HA0) fLก5
��������7>���ก�+,� HA1 EF@ HA2 >.4��>�0�4
C>�ก ��	�@�ก./����9
ก
?4��>��>�	f1�ก�	����LA�7FF� 3>�Fก�F��9 HA -./?	2��G-./fLก5
��������7>� (cleavage site) 
=@>.F0��
?ก�	�	.�95
���9F0��
?ก	��@>23� 2 E?? 4�� Q(E)�X�R EF@ R�X�K/R�R  
(Q = glutamine, E = glutamic acid, X = any amino acid, K = lysine EF@ R = arginine) 78/9
�+,�F
ก;G@=0����@-./=@fLก5
��������7>�3+	5.��� (protease) �� 3��E??E	ก�
���+,� HA ��9
�������	
�����
�1�CA4� (H1, H2, H3) EF@��9��	
�����
��ก��2�-./4��>	��E	91�ก�	กA�3	45/0� 
(Low Pathogenic Avian Influenza, LPAI) ��A� HA1-PSIQVR-GL-HA2 ��>�	ffLก5
������
����7>�1�กF�A>-	2+72� (trypsin) 78/9�F
/9>�=�ก�7FF����/�?�?	2��G-�9��2����1= ก�	5
��.�>.
4��>=0����@�L9-0�1���	
�>.��=0�ก
� กFA��4�� �������	
��>A��>�	fก	@=���+�LA�7FF���2���/�-./�>A
>.����7>�1�กF�A>-	2+72� �A9UF-0�1�����
�����
9กFA��>.4��>	��E	91�ก�	กA�3	45/0� E5A1���	
�
����
��ก����
����-./>.4��>	��E	91�ก�	กA�3	4�L9 (High Pathogenic Avian Influenza, HPAI) 
�?�A�>.?	2��G cleavage site 1�E??-./��9 4�� >.ก	��@>23�-./>.+	@=�?�ก�F��5
�5A��	.�9ก
� 
(polybasic cleavage site) 5
���A�9��A� HA1-KKREKR-GL-HA2 78/9F
ก;G@ cleavage site 
�
9กFA����>�	f5
��������7>� furin 78/9�+,� protease enzyme -./��LA1� trans-golgi network 
�?��1�-�ก�7FF���9	A�9ก�� -0�1���	
���>�	f����=	2C1��7FF��F�ก�F����2�-
/�	A�9ก�� -0�
1���	
��
��>.4��>	��E	91�ก�	กA�3	4�L9 ��ก=�ก�.��
9>.ก�	�?��	
� H5N1 78/9>. furin 
recognition motif ��LA E5A>.4��>	��E	91�ก�	กA�3	45/0� �>�/��0�>�:8ก;�1�	@�
?3>�Fก�F�?�A� 
��	
��
9กFA��-./3>�Fก�F��9 HA >.��� oligosaccharides ��LA1กFก
??	2��G-./=@fLก����7>�5
� >.
UF	?ก��ก�	5
���93>�Fก�F -0�1�กF���+,�����
����-./�>A	��E	9�+ 1�����
������/���9 H5 -./>.
4��>	��E	91�ก�	กA�3	4�L9 �>A�?�A�>.��� oligosaccharides �.���LA�F�  

�.กกF�ก��8/9��9��	
� 4�� ก�	:8ก;�4��>	��E	9��9��	
��2�MFL���7� �� ����
���� 
H5N1 ����
����-./>.4��>	��E	9�L9 �?�A�3+	5.� NS1 ��9����
�����
9กFA��>.4��>��>�	f1�
ก�	�F?�F.กD��@DL>24�>ก
� 5�>+ก52�>�/���	
�����LA	A�9ก��=@ก	@5��DL>24�>ก
�-./>.>�E5Aก0���2�
�+,��A��E	ก 4�� ก�	�	�9 interferon EF@ tumor necrosis factor (TNF-α) ���/�-0�F����	
� E5A
�?�A�f�3+	5.� NS1 -./>.ก	��@>23���2� glutamic acid 1�50�E��A9-./ 92 =@�A��+y�9ก
�>21�
�7FF�52������fLก-0�F����� cytokine �
9กFA��-0�1���	
���>�	f��2/>=0����EF@E�	Aก	@=���+
�A��5A�9 � ��9	A�9ก���� (Bergmann EF@4G@, 2000) 
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2.7 ก$��ก	��[	ก	�	U$ก$��ก$!ก�Y7�ก����\������8�" (Hemagglutination test) 
 

3+	5.�[.>E�กกFL-2�2� �+,�3+	5.�-./��LA?�U2���9���D�4��	
��2�MFL���7� 3��3+	5.�
�
9กFA��fLก5
���ก�+,� 2 �A��=�ก3+	5.� HA0 4�� HA1 EF@ HA2 3��1��A����9 HA1 =@-0�
���-./1�ก�	���=
?ก
??	2��G sialic acid receptor �+,�5
�	
??�U2��7FF��=�?�� 78/9 sialic acid 
receptor (α2,3-linked �	�� α2,6-linked sialic acid) 3��5
�	
?�
9กFA����LA-./U2���9�7FF����/�
�>��ก?	2��G-�9��2����1= ��ก=�ก�.� 5
�	
?�
9กFA����>�	f�?��?�U2���9�7FF��>e��F���E�9 
78/93+	5.�[.>E�กกFL-2�2�-./��LA?�U2����D�4��9�������	
� ��>�	f�ก2�+�2ก2	2���ก�@กF�A>��9�>e�
�F���E�9��94�EF@�
5��?�9��2��� (	L+-./ 2.5) =�ก�>?
52��9�>e��F���E�9-./>. sialic acid 
receptor =89fLก�0�>�1�1�ก�	�2�2=�
��?���95� (Puthavathana, 2005) 
 
 
 
 

 
�6���� 2.5 ก$��ก	��[	ก	�	U$�ก$!ก�Y7�ก����\������8�" 

(���8��"E$ก Dulyachai 8�!:�!, 2010) 
_$`G�$U a��ก ����:�� �$�$�b�ก	��[	ก	�	U$�ก$!ก�Y7�ก����\������8�"��� 
_$`�$ a��� ����:�� ��7�$�$�b�ก	��[	ก	�	U$�ก$!ก�Y7�ก����\������8�"��� 

 
2.8 Pichia pastoris 
 
 �.�5�กF�A> Methylotrophic �+,��.�5�-./��>�	f1��>-���F�+,�E�FA9�F
99��EF@E�FA9
4�	�?��1�ก�	�0�	9�.�25 ����
����-./�2�>1�1�ก�	UF25	.4�>?2E��-�3+	5.� 4�� P. pastoris EF@ 
Hansenula polymorpha (P. angusta) 78/9�.�5�-
�9��9����
�����.�>.4��>E5ก5A�9ก
� 3�� P. 
pastoris =@�	�9����7>� alcohol oxidase =0���� 2 ��2� 4�� AOX1 EF@ AOX2 1��G@-./ H. 
polymorpha =@UF25����7>� alcohol oxidase ��.�9��2���.�� 4�� MOX (Porro EF@4G@, 
2005) ��A�9�	กe�. P. pastoris �+,�����
����-./�2�>1�1�ก�	UF25	.4�>?2E��-�3+	5.� ���/�9=�ก
��>�	fUF25�7FF���1�+	2>�G>�ก EF@��>�	f1��>-���F�+,�E�FA94�	�?���� (Cregg, 
2007) 
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  2.8.1 ��8����	Gc���"���$��� (Methanol metabolism) 
 
   P. pastoris �+,��.�5�-./��>�	f1��>-���F�+,�E�FA94�	�?�� E�FA9
�F
99�� EF@1� alkylated amine �+,�E�FA9��35	�=� 1�ก	@?��ก�	�>E-?�F278>��9�>-���F
=@�	�9��	�2��5�	�>2��.�--./�+,��2;5A��7FF� �
/�4��M�	�>
F�.�[�� (formaldehyde) 78/9�ก2�=�ก
����7>� alcohol oxidase 1��>E-?�F278>�>-���F EF@����7>� amine oxidase 1��>E-?�F2
78>��>.� (Sunga EF@ Cregg, 2004) (	L+-./ 2.6) =�ก�
��M�	�>
F�.�[��=@fLก�A9����LA cytosol 3��
M�	�>
F�.�[��=@fLก��ก72��7� �+,�4�	�?������ก�7�� �������7>� formaldehyde 
dehydrogenase (FLD), s-formylglutathione hydrolase (FGH), formate dehydrogenase 
(FDH), EF@����7>�-./�ก./����9ก
?�2f. xylulose-5-phosphate �ก��� DHAS (dihydroxyacetone 
synthase) ���-��=@����	�2��5�	�>.��.�-5A�9� -./=0��+,�1�ก�	�0�	9�.�251�ก�	UF25>�F�.�D��
��9�7FF� (cell biomass) EF@ก��74�	�?������ก�7�� ��ก=�ก�.�D��1��7FF��
9>.ก�	UF25
�[3�	�=��+�	���ก�7�� (H2O2) 78/9>.4��>�+,��2;5A��7FF���A���.��ก
� �
9�
�� ���/��F.ก�F./�94��>
�+,��2;�
9กFA�� �7FF�=89�	�934	9�	�9�2�:;-./�	.�ก�A� peroxisome 78/9=@�+,�34	9�	�9-./�+F./�� 
(H2O2) �+,���	��2���/�-./�>A�+,��2;5A��7FF� 

 
 

�6���� 2.6 	b���8����	Gc���"���$��� (Hartner 8�! Glieder, 2006) 
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  2.8.2 �$U �̀�eY���"U��#� P.pastoris 
 
   P. pastoris ����
����+ก524�� Y-11430 =�ก Northern Regional 
Research Laboratories (NRRL; Peoria, IL) EF@ X-33 (Invitrogen) 78/9�>�/�-0�ก�	UF25����
����
กF��EF�=@��>�	fE�ก���+,� 2 +	@�D- 4�� Auxotrophic strains EF@ Protease-deficient 
strains (5�	�9-./ 2.2) 
 
#$�$"��� 2.2 �$U �̀�eY��ก#	8�!�$"�$U �̀�eY�ก�$U��" P. pastoris  
 

Strain Genotype 
X-33 
Y-11430 
Auxotrophic strains 

GS115 
GS190 
GS200 
JC220 
JC227 
JC254 
KM71 
YJN165 
Protease-deficient strains 

SMD1163 
SMD1165 
SMD1168 
SMD1168 kex1::SUC2  
Other strains 

GS241 
MS105 

Wild type 
Wild type  
 
his4 

arg4 

arg4his4 

ade1 

ade1arg4 

ura3 

his4arg4aox1∆::ScARG4 

ura5  
 

pep4prb1his4 

prb1his4 

his4 ∆pep4::URA3ura3 

∆pep4::URA3∆kex1::SUC2his4ura3 

 

 fld1 

his4fld1 
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  2.8.3 �ก�#���8��"��ก��" P.pastoris 
 
          ��ก�5�	�-./�2�>1�ก
? P. pastoris =@>.���ก
� 2 ��2� 4�� ��ก�5�	�-./�	�9
3+	5.�EF��กe?��D��1��7FF� (intracellular protein) EF@��ก�5�	�-./�	�93+	5.�EF��F
/9��ก�LA
D����ก�7FF� (secreted protein) 3��1���ก�5�	�=@+	@ก�?����A����9 multiple cloning 
site, promoter �0��	
?�.� AOX 1 1�ก�	�	�9����7>� alcohol oxidase, origin of replication  
EF@ selectable marker �0��	
?��ก�5�	�-./1�ก
? secreted protein =@5�9>.�A����9 secretion 
signal ��� ���/�1�3+	5.�-./UF25��ก>����
����>�	f�F
/9��ก�LAD����ก�7FF� (Li EF@4G@, 
2007; Cregg, 2007) 
 
 ���.��9ก�	1��.�5� P. pastoris �+,��7FF��=�?��1�ก�	UF25	.4�>?2E��-�3+	5.�>.�
9�.� 
Cereghino EF@4G@, 2002; Mayson EF@4G@, 2003) 

1. ��>�	fUF253+	5.���1�	@�
?�L9-
�9E??UF25D��1��7FF� EF@�F
/9��ก�LAD����ก�7FF� 
2. >.ก	@?��ก�	 post-translation modification 5
���A�9��A� ก�	�ก2� glycosylation, 

disulfide bond formation EF@ proteolytic processing 
3. >.4��>��f.�	-�9�
���ก		> (stability of genetics) �>�/�>.ก�		�>	.4�>?2E��-��F��>2�

����+1�34	3>37>��9�.�5� 
4. ��>�	f���@�F.��91�	@�
?f
9�>
กEF@>.ก�	�=	2C�52?35-./	���	e� ��>�	fUF25 biomass 

��1�	@�
?�L9 EF@ 5�-��1�ก�	���@�F.��95/0� 
5. Pichia �+,�����
����-./UF253+	5.���/� � ��� =899A��5A�ก�	-0�	.4�>?2E��-�3+	5.�1�

?	2��-�2� 
 

=�ก���.��9 P. pastoris 1�ก�	UF25	.4�>?2E��-�3+	5.� 9���2=
��2���.�=89-0�ก�	:8ก;�ก�	
UF25	.4�>?2E��-�3+	5.�[.>E�กกFL-2�2�1��.�5� P. pastoris 
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2.9 "$�	E�U����ก��U���"    

    
    Saelens EF@4G@ (1999) ��34F��.�[.>E�กกFL-2�2���9��	
��2�MFL���7� ����
���� 
H3N2 ����LA�.�5� P. pastoris ����
���� GS115 EF@-0�ก�	�
ก�0�1��ก2�ก�	E��9��ก��93+	5.�
[.>E�กกFL-2�2���� 2%(v/v) �>-���F �+,���F� 24 �
/�3>9 �?�A�3+	5.�fLกUF25EF@�F
/9��ก�LA
D����ก�7FF� 5A�>�-0�ก�	�2�4	�@��ก�	E��9��ก����2�. SDS-PAGE EF@ western blot �?�A�
	.4�>?2E��-�3+	5.�>.����+	@>�G 75-78 ก23F��F5
� �>�/�-0�ก�	�2�4	�@�� N-linked glycans 
�?�A��ก2�ก	@?��ก�	 glycosylation EF@>. glycans +	@>�G 10-12 glycosyl residues 
 

Hu EF@4G@ (2006) ��-0�ก�	34F��.�[.>E�กกFL-2�2���9��	
�����
��ก ����
���� 
H5N2 EF�-0�ก�	E��9��ก3��1� baculovirus expression system EF@1� Sf-9 insect cells 
�+,��7FF��=�?��1�ก�	E��9��ก �?�A��+,�3+	5.�-./fLกUF25�8��D��1��7FF� �>�/�-0�ก�	�2�4	�@��
ก�	E��9��ก����2�. SDS-PAGE EF@ western blot �?�A�	.4�>?2E��-�3+	5.�>.���� 79 ก23F
��F5
�EF@ 46 ก23F��F5
� =�ก�
��-0�ก�	-���? detergents 5A�9 � EF@��F�-./1�1�ก�	?A> 
�?�A�ก�	1� 1%Triton X-100 EF@ 1% Tween 20 =�ก�
��?A>1���0�E�e9�+,���F� 2 �
/�3>9=@-0�
1�ก�	�ก
�	.4�>?2E��-�3+	5.���ก=�ก�7FF����.>�ก�2/9�8�� 

 
 Wang EF@4G@ (2007) ��34F��.�[.>E�กกFL-2�2���9�������	
�����
��ก����
���� 

H5N2 ����LA�F��>2� pPICZαA =�ก�
��-	����M�	�>����LA P. pastoris ����
���� GS115 EF@-0�
ก�	�
ก�0�1��ก2�ก�	E��9��ก��93+	5.�[.>E�กกFL-2�2���� 0.5%(v/v) �>-���F �+,���F� 4-5 
�
� �?�A�3+	5.�fLกUF25�8��EF@�กe?��D��1��7FF��.�5� �>�/�-0�ก�	�2�4	�@��ก�	E��9��ก����2�. 
SDS-PAGE EF@ western blot �?�A�	.4�>?2E��-�3+	5.�>.���� 69 ก23F��F5
�EF@���� 47 
ก23F��F5
� 78/9�+,��A����9 HA0 EF@ HA1 5�>F0��
? 	.4�>?2E��-�3+	5.��
9กFA����>�	f-./=@
�0��+1�1�ก�	�
����+,����5	�=��?��	
��	��1�1�ก�	UF25�
47.�5A��+ 

 
 Witoonsatian EF@4G@ (2007) ��34F��.�[.>E�กกFL-2�2�=�ก��	
�����
��ก ����
���� 
H5N1 EF@1�	@??ก�	E��9��ก baculovirus 1�ก�	E��9��ก��93+	5.�[.>E�กกFL-2�2� �?�A�
�>�/�-0�ก�	�2�4	�@��ก�	E��9��ก����2�. SDS-PAGE EF@ western blot �?�A�	.4�>?2E��-�
3+	5.�-./��>.����+	@>�G 65 ก23F��F5
�EF@��>�	f�0��+�
����+,����5	�=��?��	
�EF@
�
����+,��
47.�5A��+ 
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Biesova EF@4G@ (2009) -0�ก�	34F��.�[.>E�กกFL-2�2�=�ก��	
�����
��ก ����
���� 
H5N1 	.4�>?2E��-�3+	5.�-./��-0�ก�	-	����M�	�>����LA E. coli �?�A�3+	5.�-./��fLก�	�91� 
inclusion bodies �>�/�-0�ก�	�2�4	�@��ก�	E��9��ก����2�. SDS-PAGE EF@ western blot 
�?�A�>.����+	@>�G 60 ก23F��F5
� EF@-0�ก�	�.�ก	@5��DL>24�>ก
�1���L =�ก�
���0�7.	
>>�
-���?����2�. Hemagglutination inhibition test (HI) �?�A� 80% ��9��L-./��	
?ก�	ก	@5��  

>.4A� HI titer ≥ 40 �>�/�-0�ก�	-���?ก
? Vietnam H5 influenza virus 



 
 

����� 3 
��	ก����������������ก������� 

 
3.1 �������������� ��������!� 

3.1.1 ��"������ 
         ��������	�
�������������������	��������ก����
���������������� 3.1 

#������� 3.1 ������������������	��������ก����
�� 
��"������ ��$�%�	& 

Escherichia coli DH5α supE44 ∆lacU169 (Φ80 lacZ ∆M15) 
hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1 

 
 3.1.2 ��(# 

	���3�
�����������	���3��������ก����
���������������� 3.2 
#������� 3.2 ����������	���3��������ก����
�� 

��(# ��$�%�	& 

Pichia pastoris KM 71 arg 4, his 4, aox 1::Arg 4 

 
3.2 %)��*�� 

�8��9��3��������ก����
���������������� 3.3 
 

#������� 3.3 �8��9��3��������ก����
�� 
%)��*�� ����!����"��$�%�� Tm (°C) 

H5-All 4 
Forward 

5A-GGGGGAATTCCTCGAGAAAAGAATGGAGAAAATAGTGC-3A 
70.1 

H5-All 4 
Reverse 

5A-GGGGGCTAGCATGCAAATTCTGCATTG-3A 
67.6 

 
 

Xho I 

Nhe I 
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3.3 )��(*�� 
8
��9I���������ก����
�������J��K���� 3.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

�0	��� 3.1 )��(*�� pPICZαA (Invitrogen, USA) 
 
5A AOX1 promoter region                 1-941 
5A AOX1 priming site              855-875 
α-factor signal sequence           941-1207 
Multiple cloning site          1208-1276 
c-myc epitope           1275-1304 
Polyhistidine (6XHis) tag         1320-1337 
3A AOX1 priming site          1423-1443 
AOX1 Transcription termination region        1341-1682 
TEF1 promotor           1683-2093 
EM71 promotor          2095-2165 
Sh ble ORF           2163-2537 
CYC1 Transcription termination region        2538-2855 
pUC origin           2866-3539 
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3.4 ���%B*#!�����)�� 
����[93�J��\��8����������ก����
�������J��������� 3.4 

#������� 3.4 ����[93�J��\��8����������ก����
�� 
���%B*#!�����)�� ����������� (5D-3D) �!F�F�� ���GH0*���ก���I* (°C) 

BstX I CCANNNNN^NTGG O 55 

Nhe I G^CTAGC Tango 37 

Xba I T^CTAGA Tango 37 

Xho I C^TCGAG R 37 

 

O Buffer : 50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 10 mM MgCl2, 100 mM NaCl �
�   
  0.1 mg/ml BSA 

R Buffer : 10 mM Tris-HCl (pH 8.5), 10 mM MgCl2, 100 mM KCl �
�  
                          0.1 mg/ml BSA 
Tango Buffer : 33 mM Tris-acetate (pH 7.9), 10 mM magnesium acetate,  

  66 mM acetate �
� 0.1 mg/ml BSA 
 
3.5 ก���กJ��!กK��������������� ��������!� 

3.5.1 ก���กJ��!กK���"������ 
3.5.1.1 ก���กJ��!กK���"������������(!L� 

�
�b	� E. coli ����c����d� LB (f��g�hก ก2) �i9����jkcfK9I 37 °[ ��l�
�h
� 14-16 �J�h9� �
��\����กd��Jกm�����jkcfK9I 4 °[ ��กhi����\�9�����
�ni�	��ob�
���c��
�c9i�jก 1 ��o�� 

3.5.1.2 ก���กJ��!กK���"��������������� 
�
�b	� E. coli ����c���c
h LB (f��g�hก ก1) �	ก����	i�����h�9��dh 

200 ����i����� ����jkcfK9I 37 °[ ��l��h
� 16-18 �J�h9� c
J���ก�Jb��\�9�g�9กJ�ก
��[���
 
(f��g�hก �1) ���J����ih��b\��
�b	���ob��i�ก
��[���
 1:1 �	��I9����h9��i�กJ� 1 9I

I
I�� 
�
��h�9���9����j����	���ก
��[���
��i�กJ� 40% ����j
���c
���กd���ob���i��d�����
����ob� 
�กd��Jกm�����jkcfK9I -70 °[ 
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3.5.2 ก���กJ��!กK���(# 
3.5.2.1 ก���กJ��!กK���(#������(!L� 

   �
�b	� P. pastoris ����c����d� YPD (f��g�hก ก5) �i9����jkcfK9I 
30°[ ��l��h
� 24-48 �J�h9� �
��\����กd�����jkcfK9I 4 °[ ��กhi����\�9�����
�ni�	��ob�
�
��c���c9i�jก 1 ��o�� 

3.5.2.2 ก���กJ��!กK���(#��������� 
�
�b	� P. pastoris ����c���c
h YPD (f��g�hก ก4) �	ก����	i����

�h�9��dh 200 ����i����� ����jkcfK9I 30 °[ ��l��h
� 24-48 �J�h9� c
J���ก�Jb��\�9�g�9กJ�ก
�
�[���
 (f��g�hก �1) ���J����ih��b\��
�b	���ob��i�ก
��[���
 1:1 �	��I9����h9��i�กJ� 1 
9I

I
I�� �
��h�9���9����j����	���ก
��[���
��i�กJ� 40% ����j
���c
���กd���ob���i��d����
�
����ob� �กd��Jกm�����jkcfK9I -70 °[ 
 
3.6 ก��(� ����"�*������)��(*�� 
 3.6.1 ก���)��*���������N�*��กก�0����� $���� 	O�ก������0ก$BI)����*���( 
         �\� cDNA ���	��r�9��กก
K�I�I� (����J��h�9��j�����c3��ก s.�8.	� fKih�h��k 
f��hI��กj9���h�s����3 �k��8�	s����3 �jt�
�ก�k39c�hI�	�
J	) �����l���������ก���\�
�uIกI�I	�
Kก[i8�
I�9�����
�����8��9��3����\��8���i�	��r�9��กก
K�I�I� �	g�9�ih����ก��
�i�� v �J���b cDNA 2 �9��
I��, 0.4 uM H5-All4 Forward and H5-All4 Reverse primers, 1X 
Thermal Polymerase buffer [20 mM Tris-HCl, 2 mM MgSO4, 0.1% (v/v) Triton X-100, pH 
8.8], 0.4 mM dNTPs �
� 1 unit of Vent DNA polymerase (New England Biolabs) ��I9�b\�
�
������j�
����ob��c������I9����j����	��l� 25 �9��
I�� �
��\��uIกI�I	�
Kก[i8�
I�9���� 
�J��������� 3.5 

#������� 3.5 ���ก�9��ก���\��uIกI�I	�
Kก[i8�
I�9���� 
Reaction Temperature (°C) Time cycles 

Pre-denaturation 94 5 min - 

Denaturation 

Annealing 

Extension 

94 

55 

72 

1 min 

45 sec 

2 min 

35 

Final extension 72 10 min - 
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 3.6.2 ��ก�$�(�������Jก$��$F��B�( 
         ����	9��
�	�J��g���ก��� 0.8 ก�J9 ��i
����h��\�c�J�����	9��
 ��I9�J{�{��3 
1X TAE (f��g�hก �5) ��I9��� 100 9I

I
I�� 
�
�	��
��h	�h�9���� ��ก�Jb���
���n��
�\�c�J��|b��K���
����ก���J����
��d� �\���
�������	9�h�h�������o����I�
dก��{��[I� �
�c
�
�Jh�	i������d���
��� �	g�9กJ� 6X loading buffer (f��g�hก �6) �c�����h�9���9����j����	 
1X �
���� GeneRuleTM 1 kb DNA Ladder (Fermentas, USA) c�o� Lambda/Hind III 
(Fermentas, USA) ��l�����d���9���~�� �\��I�
dก��{��[I���h	ก�����{{�� 80 h
�3 ��l�
�h
� 30 �����
��\���
��	��9�����
�
�	���I���	9���9�3 �h�9���9��� 5 �9��ก�J9�i�
9I

I
I�� ��l��h
� 10 ���� ��ก�Jb��\���
����i���b\�ก
J���8o�������I���	9��3�9�3�ih��กI���ก 
�
��\���ni�	�K� 
 3.6.3 ก��(ก!�����J�����ก��ก�$�(���$���� ��� Gel/PCR DNA Fragments 
Extraction kit (H�"`��ก a7) 
            �\��Ib���ก����������ก���กJ�����d��� (�b\�c�Jก9�ก�j� 300 9I

Iก�J9) ��i
���
c
���9��{�h�3 ��I9�J{�{��3 DF ��I9��� 500 �9��
I�� �\����i9����jkcfK9I 60 °[ �	ก
J�
c
����9��jก v 1-2 ���� ��ก���J����

�
�	c9� ��ก�Jb������
�
�	�Jb�c9���i�� DF 
column ��ก�Jb��\��������ch��	�����h�9��dh��� 13,000 ����i����� ��l��h
� 1 ���� ���ih����Ib� 
��I9�J{�{��3 W1 ��I9��� 400 �9��
I�� ��ก�Jb��\��������ch��	�����h�9��dh��� 13,000 ����i�
���� ��l��h
� 1 �������ih����Ib� �i�9���I9�J{�{��3 Wash (��I9������
�
�h) ��I9��� 600 
�9��
I�� �Jb��Ib��h�����jkcfK9Ic�����l��h
� 1 ���� ��ก�Jb��\��������ch��	�����h�9��dh��� 13,000 
����i����� ��l��h
� 1 ���� 2 ��Jb� 	��	��
J9�3��������i��c
���9��{�h�3c
���c9i ��I9�b\�
�
������j�
����ob�
��� 15-50 �9��
I�� �Jb��Ib��h�����jkcfK9Ic�����l��h
� 2 ���� ��ก�Jb�
�\��������ch��	�����h�9��dh��� 13,000 ����i����� ��l��h
� 1 ���� �Ib�����d����������ก�����	Ki��
���
�
�	 
 
3.7 ก��$"�����N�*��กก�0������a �����ก�#��(��G�!�ก���(����ก 
 3.7.1 ก����c��*#I����N�*��กก�0������a �ก!���ก�#��(��G�!��(����ก pPICZαA 
         �\�	��r�9��กก
K�I�I����gi��ก���J���h	����[93 Xho I �
� Nhe I 9���o��9�i�����
กJ��hก����3�\�c�J�ก��������ก pPICZαA ���gi��ก���J���h	����[93 Xho I �
� Xba I �	
g�9���
�
�	�i�� v �c���I9����j����	��l� 10 �9��
I���J���b 1X T4 DNA ligase buffer [50 
mM Tris-HCl (pH 7.8), 10 mM MgCl2, 10 mM DTT �
� 10 mM ATP],  3 units of T4  DNA 
ligase ��ก�Jb��\����i9����jkcfK9I 16 °[ ��l��h
� 24 �9 
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 3.7.2 ก������(F��*��"�*������)��(*���a �(0I"�*)����#�B�� 
         �����{��39���
�
�	��ก��� 3.7.1 �����Ki��98�����3 E. coli DH5α ��h	hI�� 
heat shock �J���b �\���98�����3�[

3 E. coli DH5α 9���i���b\���d� ��ก�Jb���i���
�
�	g�9
��ก��� 3.7.1 
�����98�����3�[

3 E. coli DH5α ��I9��� 150 �9��
I�� g�9�c�����กJ��
�h
�i9�b\���d���l��h
� 20 ���� ��ก�Jb� heat shock ����jkcfK9I 42 °[ ��l��h
� 90 hI���� �9o�����
�h
��c���i
����b\���d��J�����l��h
� 2 ���� �
�h�|���I9��c���
�b	���ob��c
h LB (f��g�hก ก1) 
��I9��� 850 �9��
I�� �\����i9����jkcfK9I 37 °[ 8���9��	i�����h�9��dh 200 ����i����� ��l�
�h
� 1 �J�h9� c
J���ก�Jb��K����
�
�	��I9��� 200 �9��
I�� �\����ก
��	����c����d� LB ���
9�����uI��h��[��[I� 25 �9��ก�J9�i�9I

I
I�� (f��g�hก ก3) ��ก�Jb��\����
�
�	����c
o���
�����ch��	�����h�9��dh��� 12,000 ����i����� ��l��h
� 1 ���� �K���c���
�b	���ob��c
h��I9��� 
600 �9��
I���Ib� g�9���
�
�	����c
o���c
���c�����กJ� ��ก�Jb��\����ก
��	����c����d���I�
�J�ก
i�h������� �
��\����i9����jkcfK9I 37 °[ ��l��h
� 14-16 �J�h9� �J��ก��
������กI��|b� 
�
��\�����h���������{��3�9��3���9�	��r�9��กก
K�I�I��i��� 
 3.7.3 ก��"!���c�ก����(F���*�����*����N�*��กก�0������ ������ rapid size 
screening 
            �J��
o�ก�����{��3�9��3�	����	�
������c����d���������ก��� 3.7.2 9���i��
���
�
�	 pre-warmed lysis buffer [100 mM NaOH, 60 mM KCl, 5 mM EDTA, 10% (w/v) 
sucrose, 0.25% (w/v) SDS �
� 0.05% (w/v) bromphenol blue] ��I9��� 30 �9��
I�� 
��ก�Jb��\����i9����jkcfK9I 37 °[ ��l��h
� 5 �����
�h�\����i9���i���b\���d���ก 5 ���� c
J���ก
�Jb��\��������ch��	���� 13,000 ����i����� ��l��h
� 5 ���� �\��ih��b\�������h������h	hI����ก�
����
�I�
dก��{��[I� ��9hI������� 3.6.2 
 3.7.4 ก��(ก!�)��(*�����*����N�*��กก�0��������ก� �����(ก!�)��(*�� High-
Speed Plasmid Mini kit 
            �\��
�����9��ih����	��r�9��กก
K�I�I����ก�	Ki������9�I����38
��9I� 9�
�กJ�8
��9I���h	�j��กJ�8
��9I� High-Speed Plasmid Mini kit �	�
�b	�����9�I����3�
��
����c���c
h LB ���g�9[��[I� 25 �9��ก�J9�i�9I

I
I�� ��I9��� 5 9I

I
I�� �
�b	���ob��	ก��
��	i�����h�9��dh 200 ����i���������jkcfK9I 37 °[ ��l��h
� 16-18 �J�h9� ��ก�Jb��\�����i��
c
���9��{�h�3�
��\��������ch��	���� 12,000 ����i����� ��l��h
� 1 ��������jkcfK9Ic��� ��
�ih����Ib� ก����	�[

3��h	�J{�{��3 PD1 ��I9��� 200 �9��
I�� ��ก�Jb���I9�J{�{��3 PD2 
��I9��� 200 �9��
I�� g�9�	ก��ก
J�c
����ก���J�����
�
�	g�9����กJ��|���I9�J{�{��3 
PD3 ��I9��� 300 �9��
I�� �
�hg�9�	ก��ก
J�c
����9� �\��������ch��	��8o���ก��ก�����
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�h�9��dh 13,000 ����i���������jkcfK9Ic��� ��l��h
� 15 ���� �\��ih�����i
��� PD column 
�
��\��������ch��	�����h�9��dh 13,000 ����i����� ��l��h
� 1 ���� ���ih����Ib� ��I9�J{�{��3 
W1 ��I9��� 400 �9��
I�� ��ก�Jb��\��������ch��	�����h�9��dh 13,000 ����i����� ��l��h
� 1 
���� ���ih����Ib��
�h��I9�J{�{��3 Wash ��I9��� 600 �9��
I�� �\��������ch��	�����h�9��dh 
13,000 ����i����� ��l��h
� 1 ���� ���ih����Ib�กi������������ch��	�[b\���ก��Jb� �8o��ก\��J��ih������
�c
o��I���
J9�3 ��ก�Jb�	��	��
J9�3��i��c
���9��{�h�3c
���c9i ��I9�b\��
������j�
��
��ob���I9��� 15-50 �9��
I�� �Jb��Ib��h�����jkcfK9Ic�����l��h
� 2 ���� ��ก�Jb��\��������ch��	����
�h�9��dh��� 13,000 ����i����� ��l��h
� 1 ���� ����9�I����38
��9I��������ก�����	Ki��
���
�
�	 
 3.7.5 ก�����"���G����!����"��$�%�� 
          ����9�I����38
��9I���������ก��� 3.7.4 ��nKก�i���hI�����c3
\��J��Ih�
�����3
��h	���o��� Automated DNA sequencer (1st Base, Malaysia) �
��\�
\��J��Ih�
�����3������9�
hI�����c3��h	���ก�9 Vector NTI, Clustal X and GeneDoc programs 
 
3.8 ก��(� ����"�*��������(# 
 3.8.1 ก���#���*"�*)����#�B��a�� P. pastoris 
           �\��
����� P. pastoris ��	8J��j3 KM71 
�����c���c
h (f��g�hก ก4) 
�
�b	��	ก����	i�����h�9��dh 200 ����i����� ����jkcfK9I 30 °[ ��ก���J������i�ก���K�ก
o�������
�h�9	�h�
o�� 600 ����9�� ��i�กJ� 1.3-1.5 ��ก�Jb��\��������ch��	�����h�9��dh 1,500 x g ���
�jkcfK9I 4 °[ ��l��h
� 5 ���� ��ก�Jb�
�����ก���[

3��h	�b\�ก
J���
����ob��	d� ��I9��� 10 
9I

I
I�� �
�h�����ch��	�����h�9��dh 4,000 ����i���������jkcfK9I 4 °[ ��l��h
� 5 ���� �\��h� 2 
��Jb� ��I9���
�
�	 1 M sorbital ����	d���I9��� 5 9I

I
I���
������ch��	� 4,000 ����i��������
�jkcfK9I 4 °[ ��l��h
� 5 ���� �Ib��ih��� �
��\�[b\���ก��Jb� c
J���ก�Jb���I9���
�
�	 1 M 
sorbital ����	d���I9��� 800 �9��
I���
��\���������Jb�����i��� 
 3.8.2 ก���#���*��"�*������)��(*���G �	j��( �#�� 
           �\�����9�I����38
��9I����hI�����c3
\��J��Ih�
�����3���	����	�
�h9��\��c���l�
������� �	ก���J���h	����[93 BstX I ��l��h
� 4 �J�h9� ��ก�Jb���I9 3 M sodium acetate 
buffer, pH 5.2 
��� 0.1 ��i������I9������
�
�	 �
���I9������

��� 2 ��i������I9���
���
�
�	�j����	 �\����i9����jkcfK9I -20 °[ ��l��h
� 1 �J�h9� c
J���ก�Jb��\����
�
�	9�����
�ch��	�����h�9��dh 13,000 ����i����� ����jkcfK9I 4 °[ ��l��h
� 15 ���� ���ih����Ib� �
���I9 
70% (v/v) ������
����	d��J� �����ch��	�����h�9��dh 13,000 ����i����� ����jkcfK9I 4 °[ ��l��h
� 



 
 

23 

15 ���� ���ih����Ib� �
���ก��ก������d����c��c���
�h�\�9�
�
�	��h	�b\��
������j�
��
��ob���I9��� 15 �9��
I�� �\�ก����h�����h�9���9����������d�����9hI������� 3.6.2 
 3.8.3 ก������(F��*��"�*������)��(*���a �(0I"�*)����#��(#� ������ 
electroporation 
             �\�����9�I����3 P. pastoris (��� 3.8.1) ��I9��� 40 �9��
I�� g�9กJ�����9
�I����38
��9I������l�������� (��� 3.8.2) �h�9���9��� 1 �9��ก�J9 �� 0.2 cm. electro-
cuvette �i9���b\���d���l��h
� 5 ���� ��ก�Jb��\�ก��gi��ก�����{{���	������o��� Bio-Rad 
Gene Pulser ����f�h� 1.5 kV, 25 µF and 200 Ω ��ก�Jb���I9 1 M sorbital ����	d��J� ��I9��� 
1 9I

I
I���� cuvette �
�	��	�����Kic
������ 15 9I

I
I���J��� �\����i9����jkcfK9I 30 °[ 

��l��h
� 1 �J�h9� �
���I9��c���c
h YPD �
�h�\����i9����jkcfK9I 30 °[ ����f�h���	i���h	
�h�9��dh 200 ����i����� ��l��h
� 2 �J�h9� c
J���ก�Jb��\����
�
�	9��ก
��	����c����d� 
YPD ���9�����uI��h��[��[I� 100 �9��ก�J9�i�9I

I
I�� �i9����jkcfK9I 30 °[ ��l��h
� 2-3 hJ� 
�J��ก��
������กI��|b� �
��\�����h���������{��3�9��3���9�	��r�9��กก
K�I�I��i��� 
 3.8.4 ก��(ก!���$�*�ก����J���a����"�*��������(# 
           �\��
������	h�������9�I����3	���3
�����c���c
h YPD ���9�����uI��h��[��
[I� 100 �9��ก�J9�i�9I

I
I�� �i9����jkcfK9I 30 °[ �f�h���	i���h	�h�9��dh 200 ����i����� 
��l��h
� 2 hJ� ��ก�Jb��\��������ch��	���h	�h�9��dh 8,000 ����i����� ��l��h
� 1 ���� ��I9
���
�
�	 breaking buffer [100 mM Tris-HCl (pH 8.0), 30 mM EDTA (pH 8.0) �
� 0.5% 
(w/v) SDS] ��I9��� 100 �9��
I�� g�9�c�����กJ� ��ก�Jb��\�����9��l��h
� 15 ���� �
���I9
���
�
�	 2.5 M potassium acetate, pH 7.5 ��I9��� 100 �9��
I�� �i9���b\���d���l��h
� 1 
�J�h9� ��ก�Jb��\��������ch��	�����h�9��dh 13,000 ����i����� ����jkcfK9I 4 °[ ��l��h
� 5 ���� 
�K��ih�����ic
���9��{�h�3�c9i�
�h��I9 chloroform : isoamylalcohol (24:1) ��I9��� 100 
�9��
I�� g�9�c�����กJ��
�h�\��������ch��	�����h�9��dh 13,000 ����i����� ����jkcfK9I 4 °[ ��l�
�h
� 5 ���� �\�[b\���ก��Jb� c
J���ก�Jb���I9 isopropanol 
��� 1 ��i������I9������
�
�	�\���
�ก��ก������d�������jkcfK9I -20 °[ ��l��h
� 1 �J�h9� ��ก�Jb��\��������ch��	�����h�9��dh 13,000 
����i����� ����jkcfK9I 4 °[ ��l��h
� 15 ���� �i�9���I9 70% (v/v) �9����
 ��ก�Jb��\�������
�ch��	�����h�9��dh 13,000 ����i����� ����jkcfK9I 4 °[ ��l��h
� 15 ���� ���ih��b\����Ib� �
���ก
��ก������d����c��c�� c
J���ก�Jb���I9�b\��
������j�
����ob�  
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 3.8.5 ก��#���(����L����N�*��กก�0�����������ก����$�*�ก����J���a����(# $��
�� 	O�ก������0ก$BI)����*���( 
                 �uIกI�I	�
Kก[i8�
I�9�������ก����h	 1x Taq DNA polymerase buffer 
with (NH4)2SO4 [75 mM Tris-HCl, 20 mM (NH4)2SO4 , 0.01% Tween 20], 2.5 mM MgCl2, 
0.4 mM dNTP, 0.4 µM H5-All4 forward and reverse primers, 5 units Taq DNA 
polymerase �
� 3 µl ���9Iก����d����������9�I����3	���3 �f�h����������uIกI�I	���9�������� 
3.5 �\�ก����h����g
I�fJk�3����uIกI�I	�
Kก[i8�
I�9���� �	�����ก�����
�I�
dก��{��
[I� 
 
3.9 ก��#���(��ก���(����กa��$	�#��N�*��กก�0����� 
 3.9.1 ก��#���(��ก���(����กa��$	�#��N�*��กก�0����� 
           �\��
������	h�������9�I����3	���3
�����c���c
h BMGY (f��g�hก ก7) 
��I9��� 5 9I

I
I�� �i9����jkcfK9I 30 °[ ����f�h���	i��h�9��dh 200 ����i����� ��ก���J������i�
�K�ก
o���� ����h�9	�h�
o�� 600 ����9�� ��i�กJ� 5-6 ��ก�Jb��\��������ch��	�����h�9��dh 3,000 
����i����� ����jkcfK9I 30 °[ ��l��h
� 5 ���� ���ih���c���
�b	���ob��Ib��
���I9��c���c
h 
BMMY (f��g�hก ก8) ��I9��� 1 9I

I
I�� �\�ก���Jก�\��c��กI�ก��������ก�	ก����I9 3% 
(v/v) �9����
 �jก v 24 �J�h9� ��l��h
� 7 hJ� ��ก�Jb��\��������ch��	�����h�9��dh 3,000 ����i�
���� ����jkcfK9I 30 °[ ��l��h
� 5 ���� �
��\�ก���	ก��c���
�b	��[

3��i��c
���9��{�h�3
�c9i �\��Jb��ih�����[

3 �
���c���
�b	��[

39�hI�����c3ก��������ก����������h	hI�� SDS-
PAGE �
� western blotting  
 3.9.2 ก�����"���Gก���(����กa��$	�#��N�*��กก�0������ ������ SDS-PAGE 
  3.9.2.1 ก���#���*#!���I��$	�#��N�*��กก�0���������G�����L���B�� 
     �\���c���
�b	��[

3��I9��� 25 �9��
I�� g�9กJ� 5 �9��
I�� ��� 
β-mercaptoethanol �
� 10 �9��
I�� ��� 4X Sample buffer g�9�c�����กJ��
�h�\�����9��
�b\���o����l��h
� 10 ���� ��ก�Jb��\��������ch��	�����h�9��dh 13,000 ����i����� ��l��h
� 5 ���� 
c
J���ก�Jb��\���hI�����c3�	hI�� SDS PAGE 
              3.9.2.2 ก���#���*#!���I��$	�#��N�*��กก�0�����H�����B�� 
     c
J���ก�\�ก�������กd��[

3�
�h �\��ih�����[

39���I9 TEG buffer 
(f��g�hก �15) ��I9��� 500 �9��
I�� g�9�c�����กJ��
��\��������ch��	�����h�9��dh 13,000 
����i����� ��l��h
� 2 ���� ��I9 Sample Breaking solution (f��g�hก �16) ��I9��� 1 
9I

I
I�� ��ก�Jb��i9����jkcfK9Ic�����l��h
� 5 ���� �i�9��\�����9���b\���o����l��h
� 5 ����
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�
��\����i9���b\���d���l��h
� 3 ���� �\��������ch��	�����h�9��dh 13,000 ����i����� ��l��h
� 
2 ���� �ih���nKก�	ก��ic
���9��{�h�3�c9i�
��\���hI�����c3�	hI�� SDS-PAGE 
   3.9.2.3 ก�����"���Gก���(����กa��$	�#��$������ SDS-PAGE 
             �\��Jh�	i���������	9��9hI������� 3.9.2.1 �
� 3.9.2.2 9�hI�����c3
ก��������ก�������� �	����	9�J��������� 3.6 
 
#������� 3.6 ก���#���* SDS-PAGE (��G�!����"���Gก���(����กa��$	�#�� 

Solution 
5% stacking gel 

(ml / 10 ml) 

10% separating gel 

(ml / 20 ml) 

12.5% separating gel 

(ml /20 ml) 

H2O 6.8  7.9  6.3 

30% Acrylamide mix 1.7  6.7  8.3  

1 M Tris-HCl, pH 6.8 1.25  - - 

1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 - 5.0  5.0  

10% SDS 0.1 0.2  0.2  

10% APS 0.1  0.2  0.2  

TEMED 0.01  0.008 0.008  

 
              c
J���ก�\�ก���	ก�������h	hI�� SDS-PAGE �
�h�\�����i�� 
staining solution (f��g�hก �17) ��l��h
� 2 �J�h9������o�����	i� ��ก�Jb��\���
�����h	 
destaining solution (f��g�hก �18) ���gi���
9�
Jกmk��� �|���i fixing solution (f��g�hก 
�19) 
 
               3.9.2.4 ก��$��nI��$	�#����ก���%	�!� polyvinylidine fluoride (PVDF) 
membrane 
               c
J���ก�	ก�������h	 SDS-PAGE �
�h�J��ih���� stacking gel 
�Ib�hJ�������
 �
��\���
����i�� transfer buffer (f��g�hก �20) �
�h�������o�����	i�
���9�k 5 ���� �J�ก����mก����\��h� 6 �gi� �
� PVDF membrane 1 �gi��c�9�����
��i�กJ���
���hJ� �\��gi� PVDF membrane ��i�� absolute methanol �c��J�h�Jb��gi� 
�����h	�b\�
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�
������j 1 ��Jb� �
���i PVDF membrane �� transfer buffer �\�ก����mก�����i�� transfer 
buffer �\��h� 3 �gi� h�������o��� semi-dry transfer apparatus ��9��h	 PVDF membrane 
1 �gi�, ��
 �
�ก����mก��������i�� transfer buffer ��ก 3 �gi�����J��ih��� �
i{����ก�s
��ก�	���c
���ก�hก
Ib���ก����mก������ v c	� transfer buffer ��I9�k�
dก���	 �����
���o��� semi-dry western blot �8o���\�ก��ni�	���������ก��
��	J� PVDF membrane �	���
ก�����{{������� 70 9I

I��9���3 ��l��h
� 90 �����i� 1 ��
 
               3.9.2.5 ก�����"���Gก���(����กa��$	�#��N�*��กก�0������ ������ 
western blotting, ก��#���(!ss��� ������ Chemiluminescence ��� autoradiography 
                  �\��gi� PVDF membrane �������J�ก����ni�	��������d��
�h9�
��i�� blocking solution (f��g�hก �21) ��l��h
� 5 ���� 2 ��Jb� �
��\����i9กJ�����I�����i� 
Histidine tag c�o� �����r�9��กก
K�I�I������o������ blocking solution �J����ih� 1:1,000 
(anti-Histidine tag) c�o��J����ih� 1:5,000 (anti-HA) ��I9��� 4 9I

I
I�� �i9����jkcfK9Ic���
��l��h
� 2 �J�h9� 
��� PVDF membrane ��h	���
�
�	 PBST (f��g�hก �23) ��l��h
� 5 
���� 2 ��Jb��
� 15 ���� 2 ��Jb� c
J���ก�Jb���I9����I�����j�I	fK9I����\��8���i� mouse IgG ���9� 
HRP ��o��9�	Ki (anti-mouse IgG HRP) �����o������ blocking solution �J����ih� 1:2,000 
��I9��� 4 9I

I
I�� h�������o�����	i���l��h
� 1 �J�h9� 30 ���� c
J���ก�Jb�
��� PVDF 
membrane ��h	���
�
�	 PBST ��l��h
� 5 ���� 2 ��Jb��
� 15 ���� 3 ��Jb� �\� PVDF 
membrane h��
���8
���Iก��8���9[J����
�
�	����กI���ก ����	9�ih�g�9[J���������
����[93 horse-radish peroxidase (f��g�hก �24) ��ก�Jb�
��[J�������
��ก
��	�c��J�h PVDF 
membrane ��� 1 ���� [J����
�
�	[J����������กI���ก �
������ก���c����99����h��
�
��8
���Iก�� �
�����J��99������h	8
���Iก�� ���ก���ก��J�8
���Iก���	����99���� 
�\���h��
���n�����ก�{�
39 ������ก�h�I�9j9�Jb� 4 9j9 �����n���
��\������ก�{�
39 X-
Ray �
�
���{�
39 X-Ray ��c���9o� 
 
 3.10 ก��G�(H�������G*��(*��ก���(����กa��$	�#��N�*��กก�0������� 
��"�*��������(# 
 3.10.1 ก��G�"��*�a *a �a���*���������G*��(* 
           ������ก�������� ��9hI������� 3.9.1 ��i�\�ก������h�9���9�������9��
��
 �c��h�9���9����j����	��l� 1% (v/v), 2% (v/v), 3% (v/v), 4% (v/v) �
� 5% (v/v) �i9��l�
�h
� 7 hJ� ��ก�Jb��\�ก���กd���c���
�b	��[

3�
��[

3 �\�ก���กJ������f�	���[

3��9hI����
��� 3.9.2.2 �
��\�ก���	ก�
�hI�����c3�������h	hI�� SDS-PAGE �
� western blotting 
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 3.10.2 ก��G��������!�����G*��(* 
           ������ก�������� ��9hI������� 3.9.1 ��i�\�ก������\��h�hJ���������ก���i9 
1, 2, 3, 4, 5, 6 �
� 7 hJ� �	��� 3% (v/v) �9����
��ก���Jก�\� ��ก�Jb��\�ก���กd���c���
�b	�
�[

3�
��[

3 �\�ก���กJ������f�	���[

3��9hI������� 3.9.2.2 �
��\�ก���	ก�
�hI�����c3
�������h	hI�� SDS-PAGE �
� western blotting 
   
3.11 ก�����$	�#��N�*��กก�0������G ���(����t 
 3.11.1 ก��a���a�����ก���(����ก 
           �
�b	��
������	h�������9�I����3	���3����c���c
h BMGY ��I9��� 5 
9I

I
I�� �i9����jkcfK9I 30 °[ ��l��h
� 2 hJ� ���f�h���	i���h	�h�9��dh 200 ����i����� 
c
J���ก�Jb��\�ก��ni�	���Ki��c���c
h BMGY ��I9��� 100 9I

I
I�� ��ก�Jb��\�ก����
��	�
��c����i����	hกJ�hI������� 3.10.1 ��i�8I�9��I9������ BMMY ��ก��I9 1 9I

I
I�� ��
��	���l� 
10 9I

I
I�� ��ก�Jb��\�ก���Jก�\��c��กI�ก��������ก��h	 3%(v/v) �9����
 ��l��h
� 2 hJ� �\�
ก�������ch��	�����h�9��dh 3,000 ����i����� ����jkcfK9I 30 °[ ��l��h
� 5 ���� �\��ih��[

39�
g�9กJ����
�
�	 TEG buffer ��I9��� 8 9I

I
I�� �\�ก�������ch��	�����h�9��dh 3,000 ����i�
���� ����jkcfK9I 30 °[ ��l��h
� 5 ���� ��ก�Jb����ih����Ib��
���I9 TEG buffer �c9i
���
��I9��� 12 9I

I
I�� �\����\��c��[

3��ก�	������o��� sonicator ��l��h
� 2 ���� �\��h� 4 
��Jb� ��ก�Jb��\��������ch��	���� 13,000 ����i����� ����jkcfK9I 4 °[  ��l��h
� 20 ���� �\��ih������
����\�9�ก����
��\����\��c���I�j��I��i��� 
 3.11.2 ก�����$	�#���G ���(����t$���� "��!*�$"�*�$�ก��Fu 
           �\� Ion Exchange chromatography (DEAE Column) 9��\��c��I�9�Jh��h	
�J{�{��3 20 mM Tris-HCl, pH 8 ��I9��� 10 column volume (10 CV = 50 9I

I
I��) ��ก�Jb�
�\��������ก��� 3.13.1 9���i����
J9�3�	�กd� fraction 
� 3 9I

I
I�� �
���� flow rate 1-1.5 
9I

I
I���i����� ��ก�Jb��\�ก�� eluted ������	��� 20 mM Tris-HCl, pH 8 ���g�9 300 mM 
NaCl �
� 700 mM NaCl ��ก�Jb��\�ก���J��
o�ก fraction ��h	 SDS-PAGE, western blotting 
�
� ก��������uIกI�I	�ก���ก��ก
ji9กJ��9d��
o����� �8o���\����\��c���I�j��I���ก��Jb��	��� Gel 
Filtration chromatography ��ก�Jb��\�ก���h9 fraction �
���i 7 M urea �
��\�ก���\��c�
��I�j��I���ก��Jb� �	��� Gel Filtration chromatography (Sephacryl S-200 Column) ����I�9�Jh��h	 
20 mM Tris-HCl, pH 8 ���g�9 7 M urea ��I9��� 10 column volume ( 10 CV = 1,200 
9I

I
I��) �	�กd� fraction 
� 2 9I

I
I�� �
���� flow rate 0.5-0.8 9I

I
I���i����� ��ก�Jb��\�
��������gi��ก���\��c���I�j��I�9�s|กm��jk�9�J�I���������i��� 
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3.12 ก��vwกK�"��(*�!#�a��$	�#��N�*��กก�0����� 
 3.12.1 ก����(��	O�ก�����ก���ก��ก��I*ก!��*J���c����� (Hemagglutination 
test) 
           �\��9d��
o����� ��I9��� 50 �9��
I��9�
�����h	 1X PBS �
��\�ก������
�ch��	���� 3,000 ����i����� ����jkcfK9I 4 °[ ��l��h
� 20 ���� ��ก�Jb��\�9�g�9กJ� 1X PBS 
��I9��� 1 9I

I
I�� ��ก�Jb��\���������gi��ก���\��c���I�j��I��
�h9���o������h	 1X PBS 
�J����ih� 1:10, 1:100 �
� 1:1,000 �i�9��\���������gi��ก����o������I9��� 50 �9��
I��, 
�9d��
o����� ��I9��� 50 �9��
I�� �
� 1X PBS ��I9��� 50 �9��
I�� 9�g�9�� 96-well 
plate �i9����jkcfK9Ic�����l��h
� 30 ���� �	����	����	�กJ��h�J� 
 3.12.2 ก����(��ก��#!�$	�#��N�*��กก�0������ �����%B* Furin 
            �\���������gi��ก���\��c���I�j��I� �	�c�9��h�9���9�����i�กJ�9��\�ก�������
ก���J���h	����[93 Furin ��I9��� 1 �9��
I�� (2 units) ��ก�Jb���I9 4X Furin buffer [400 mM 
HEPES pH 7.5, 2% Triton X-100, 4 mM CaCl2 �
� 4 mM 2-mercaptoethanol] �
��b\��
��
����j���s��ก��ob��c�9���I9����j����	��l� 40 �9��
I�� �i�9��\����i9����jkcfK9I 30 °[ ��l�
�h
� 6 �J�h9��
��\�9��	ก������
�hI�����c3��h	hI�� SDS-PAGE �
� western blotting 
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4.1 ก
����
��������������
���� 
 

 ��กก����� cDNA ���������กก���������ก����������� !��"�ก��#��$����%ก%&��ก�� 
�����'��()* $� ���'��()*��#��$����)����+�ก��ก&,�$��� 2 ���'��()* $� ����กก������� 
���'��()* A/chicken/Thailand/168/2006 (H5N1) (168-2006) ��A����กก����������'��()* A/chicken/ 

Thailand/ NP-172/2006 (172-2006) ��A���'��()*��#��$����)����+�ก��ก&,�$%#�� 1 ���'��()* DE#�
"�"�F������ก A/chicken/Thailand/168/2006 (H5N1) (168-2006) �����FG�ก�������ก,D&'�������
%����(�+��  3.7.1 ��ก�������J��%K�LM*��กFG�ก�������ก,D&'�������"��ก�&����%�"" �����D�*
%�"����'�A Xho I ��A Nhe I ��A���ก��%����OJ��%K�LM*��#%�"" �����D�*%�"����'�A" ��A
ก�,��������Pก,��,Q��D�� 'O�&��" ���"F�A��L 1,700 $�&�O� (��F��# 4.1 ��A 4.2) ��ก���� �ก�" 
"��P��ก��กAก�,��,"�+� �)" Gel/PCR DNA Fragments Extraction kit (Geneaid, 
Taiwan) ��A �������A���J��%K�LM*��กFG�ก�������ก,D&'���������#%�"" �����D�*%�"����'�A
�� ��F,$���� ���ก�%�* pPICZαA �'�#+� ���!��Oก����"�ก 

���!��O��ก�%�*��#+� ���!��Oก����"�ก pPICZαA �A���ก��c&��,�'�����"�� ��F
+��O$�������'�#�'�#�F����L+� E. coli ���'��()* DH5α ��ก�������ก���ก�"'�����"��ก
�O$������" ���)"�ก�"'�����" High-Speed Plasmid Mini kit %&�������%�"" �����D�*%�"
����'�A Xho I ��A Xba I ��A%����O'�����"��#�" ,"�+� Aก�,��������Pก,��,Q��D�� 'O�&�
�" ���"F�A��L 3,600 $�&�O� (��F��# 4.1 �����# 1)  
 ��ก�������ก�����#�'�����"�� �ก�O����"��P������กก��������� �" ��ก�� ,"����D�* T4 

DNA Ligase ��A����Q�*��� ���& E. coli ���'��()* DH5α ,"���(� heat shock $�"���ก 
�����Q�*�����#% �� zeocin ���ก�"��$�O�����*'�����" ��A���ก��������ก��,$�����,"�
ก�����$��A!*���"�O���$��,��"* "����F��# 4.3 
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������ 4.1 pPICZαA ��" #��$���กก��������
#�%�&'�������(
��'����)�ก
�ก*+�����  
4 �
#�%�&'� 

�����# 1  Lambda/Hin dIII 
�����# 2   pPICZαA ��#c�ก%�"" �����D�* Xba I ��A Xho I 
�����# 3   �������กก������� ���'��()* A/white/peafowl/Bangkok/Thailand 

 /CU-16/04 (16-2004) ��#c�ก%�"" �� Nhe I ��A Xho I 
   �����# 4  �������กก������� ���'��()* A/chicken/Thailand/Nontaburi/CK  

  162/05 (162-2005) ��#c�ก%�"" �� Nhe I ��A Xho I  
   �����# 5  �������กก������� ���'��()* A/chicken/Thailand/168/2006(H5N1) 
     (168-2006) ��#c�ก%�"" �� Nhe I ��A Xho I  
   �����# 6  �������กก������� ���'��()* A/chicken/Thailand/NP-172/06  
     (172-2006) ��#c�ก%�"" �� Nhe I ��A Xho I  
   �����# 7  1 kb plus ladder (Invitrogen, U.S.A.) 
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                      *        20         *        40         *        60         *        80       
172_8_fuse : ATGAGATTTCCTTCCATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTACAACAGA 80 
168_18_fus : ATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTACAACAGA 80 
LPAI_cl15  : ATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTACAACAGA 80 
             ATGAGATTTCCTTCaATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTACAACAGA        
                                                                                                     
                      *       100         *       120         *       140         *       160        
172_8_fuse : AGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGC 160 
168_18_fus : AGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGC 160 
LPAI_cl15  : AGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGC 160 
             AGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGC        
                                                                                                     
                      *       180         *       200         *       220         *       240       
172_8_fuse : CATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTA 240 
168_18_fus : CATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTA 240 
LPAI_cl15  : CATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTA 240 
             CATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTA        
                                                                                                     
                      *       260         *       280         *       300         *       320        
172_8_fuse : TCTCTCGAGAAAAGAATGGAGAAAATAGTGCTTCTTCTGGCAATAGTCAGCCTTGTTAAAAGTGATCAGATTTGCATTGG 320 
168_18_fus : TCTCTCGAGAAAAGAATGGAGAAAATAGTGCTTCTTTTTGCAATAGTCAGTCTTGTTAAAAGTGATCAGATTTGCATTGG 320 
LPAI_cl15  : TCTCTCGAGAAAAGAATGGAGAAAATAGTGCTTCTTTTTGCAATAGTCAGTCTTGTTAAAAGTGATCAGATTTGCATTGG 320 
             TCTCTCGAGAAAAGAATGGAGAAAATAGTGCTTCTTtTtGCAATAGTCAGtCTTGTTAAAAGTGATCAGATTTGCATTGG        
                                                                                                     
                      *       340         *       360         *       380         *       400        
172_8_fuse : TTACCATGCAAACAACTCGACAGAGCAGGTTGACACAATAATGGAAAAGAACGTTACTGTTACACATGCCCAAGATATAC 400 
168_18_fus : TTACCATGCAAACAACTCGACAGAGCAGGTTGACACAATAATGGAAAGGAACGTTACTGTTACACATGCCCAAGACATAC 400 
LPAI_cl15  : TTACCATGCAAACAACTCGACAGAGCAGGTTGACACAATAATGGAAAGGAACGTTACTGTTACACATGCCCAAGACATAC 400 
             TTACCATGCAAACAACTCGACAGAGCAGGTTGACACAATAATGGAAAgGAACGTTACTGTTACACATGCCCAAGAcATAC        
                                                                                                     
                      *       420         *       440         *       460         *       480       
172_8_fuse : TGGAAAAGACACACAACGGGAAGCTCTGCGATCTAGATGGAGTGAAGCCTCTGATTTTAAGAGATTGTAGTGTAGCTGGA 480 
168_18_fus : TGGAAAAGACACACAACGGGAAGCTCTGCGATCTAGATGGAGTGAAGCCTCTAATTTTGAGAGACTGTAGTGTAGCTAGA 480 
LPAI_cl15  : TGGAAAAGACACACAACGGGAAGCTCTGCGATCTAGATGGAGTGAAGCCTCTAATTTTGAGAGACTGTAGTGTAGCTAGA 480 
             TGGAAAAGACACACAACGGGAAGCTCTGCGATCTAGATGGAGTGAAGCCTCTaATTTTgAGAGAcTGTAGTGTAGCTaGA        
                                                                                                     
                      *       500         *       520         *       540         *       560        
172_8_fuse : TGGCTCCTCGGAAACCCAATGTGTGACGAATTCATCAATGTGCCGGAATGGTCTTACATAGTGGAGAAGGCCAATCCAGC 560 
168_18_fus : TGGCTCCTCGGAAACCCAATGTGTGACGAATTCATTAATGTGCCGGAATGGTCTTACATAGTGGAGAAGGCCAATCCAGT 560 
LPAI_cl15  : TGGCTCCTCGGAAACCCAATGTGTGACGAATTCATTAATGTGCCGGAATGGTCTTACATAGTGGAGAAGGCCAATCCAGT 560 
             TGGCTCCTCGGAAACCCAATGTGTGACGAATTCATtAATGTGCCGGAATGGTCTTACATAGTGGAGAAGGCCAATCCAGt        
                                                                                                     
                      *       580         *       600         *       620         *       640         
172_8_fuse : CAATGACCTCTGTTACCCAGGGAATTTCAATGACTATGAAGAACTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAACCATTTTGAGA 640 
168_18_fus : CAATGACCCCTGTTACCCAGGGGATTTCAATGACTATGAAGAATTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAACCATTTTGAGA 640 
LPAI_cl15  : CAATGACCCCTGTTACCCAGGGGATTTCAATGACTATGAAGAATTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAACCATTTTGAGA 640 
             CAATGACCcCTGTTACCCAGGGgATTTCAATGACTATGAAGAAtTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAACCATTTTGAGA        
                                                                                                     
                      *       660         *       680         *       700         *       720        
172_8_fuse : AAATTCAGATCATCCCCAAAAGTTCTTGGTCCGATCATGAAGCCTCATCAGGGGTGAGCTCAGCATGTCCATACCAGGGA 720 
168_18_fus : AAATTCAGATCATCCCTAAAAGTTCTTGGTCCAGTCATGAAGCCTCATTAGGGGTGAGCTCAGCATGTCCATACCTGGGA 720 
LPAI_cl15  : AAATTCAGATCATCCCTAAAAGTTCTTGGTCCAGTCATGAAGCCTCATTAGGGGTGAGCTCAGCATGTCCATACCTGGGA 720 
             AAATTCAGATCATCCCtAAAAGTTCTTGGTCCagTCATGAAGCCTCATtAGGGGTGAGCTCAGCATGTCCATACCtGGGA        
                                                                                                     
                      *       740         *       760         *       780         *       800        
172_8_fuse : ACGCCCTCCTTTTTCAGAAATGTGGTATGGCTCATCAAAAAGAACAATACATACCCAACAATAAAGAGAAGCTACAATAA 800 
168_18_fus : AAGTCCTCCTTTTTCAGAAATGTGGTATGGCTTATCAAAAAGAACAGTACATACCCAACAATAAAGAGGAGCTACAATAA 800 
LPAI_cl15  : AAGTCCTCCTTTTTCAGAAATGTGGTATGGCTTATCAAAAAGAACAGTACATACCCAACAATAAAGAGGAGCTACAATAA 800 
             AaGtCCTCCTTTTTCAGAAATGTGGTATGGCTtATCAAAAAGAACAgTACATACCCAACAATAAAGAGgAGCTACAATAA        
                                                                                                     
                      *       820         *       840         *       860         *       880        
172_8_fuse : TACCAACCAGGAAGATCTTTTGATACTGTGGGGGATTCATCCTTCTAATGATGCGGCAGAGCAGACAAAGCTCTATCAAA 880 
168_18_fus : TACCAACCAAGAAGATCTTTTGGTACTGTGGGGGATTCACCATCCTAATGATGCGGCAGAGCAGACAAAGCTCTATCAAA 880 
LPAI_cl15  : TACCAACCAAGAAGATCTTTTGGTACTGTGGGGGATTCACCATCCTAATGATGCGGCAGAGCAGACAAAGCTCTATCAAA 880 
             TACCAACCAaGAAGATCTTTTGgTACTGTGGGGGATTCAcCaTcCTAATGATGCGGCAGAGCAGACAAAGCTCTATCAAA        
                                                                                                     
                      *       900         *       920         *       940         *       960      
172_8_fuse : ACCCAACCACCTATATTTCCGTTGGGACATCAACACTAAACCAGAGATTGGTACCAAAAATAGCTACTAGATCCAAGGTA 960 
168_18_fus : ACCCAACCACCTATATTTCTGTTGGGACATCAACACTAAACCAGAGATTGGTACCAAGAATAGCTACTAGATCCAAAGTA 960 
LPAI_cl15  : ACCCAACCACCTATATTTCTGTTGGGACATCAACACTAAACCAGAGATTGGTACCAAGAATAGCTACTAGATCCAAAGTA 960 
             ACCCAACCACCTATATTTCtGTTGGGACATCAACACTAAACCAGAGATTGGTACCAAgAATAGCTACTAGATCCAAaGTA        
                                                                                                     
                      *       980         *      1000         *      1020         *      1040        
172_8_fuse : AACGGGCAAAGTGGAAGGATGGATCTCTTCTGGACAATGTTAAAACCGAATGATGCAATCAACTTCGAGAGTAATGGAAA 1040 
168_18_fus : AACGGGCAAAGTGGAAGGATGGAGTTCTTCTGGACAATTTTAAAGCCGAATGATGCAATCAACTTCGAGAGTAATGGAAA 1040 
LPAI_cl15  : AACGGGCAAAGTGGAAGGATGGAGTTCTTCTGGACAATTTTAAAGCCGAATGATGCAATCAACTTCGAGAGTAATGGAAA 1040 
             AACGGGCAAAGTGGAAGGATGGAgtTCTTCTGGACAATtTTAAAgCCGAATGATGCAATCAACTTCGAGAGTAATGGAAA        
                                                                                                     
                      *      1060         *      1080         *      1100         *      1120        
172_8_fuse : TTTCATTGCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTCAAGAAAGGGGACTCAGCAGTTATGAAAAGTGAAGTGGAATATGGTA 1120 
168_18_fus : TTTCATTGCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTCAAGAAAGGGGACTCAACAATTATGAAAAGTGAATTGGAATATGGTA 1120 
LPAI_cl15  : TTTCATTGCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTCAAGAAAGGGGACTCAACAATTATGAAAAGTGAATTGGAATATGGTA 1120 
             TTTCATTGCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTCAAGAAAGGGGACTCAaCAaTTATGAAAAGTGAAtTGGAATATGGTA        
                                                                                
                      *      1140         *      1160         *      1180         *      1200   
172_8_fuse : ACTGCAACACCAAGTGTCAAACTCCAATAGGGGCGATAAACTCTAGTATGCCACTCCACAACATACACCCTCTCACCATC 1200 
168_18_fus : ACTGCAACACCAAGTGTCAAACTCCAATGGGGGCGATAAACTCTAGTATGCCATTCCACAATATACACCCTCTCACTATC 1200 
LPAI_cl15  : ACTGCAACACCAAGTGTCAAACTCCAATGGGGGCGATAAACTCTAGTATGCCATTCCACAATATACACCCTCTCACTATC 1200 
             ACTGCAACACCAAGTGTCAAACTCCAATgGGGGCGATAAACTCTAGTATGCCAtTCCACAAtATACACCCTCTCACtATC        
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                      *      1220         *      1240         *      1260         *      1280        
172_8_fuse : GGGGAATGCCCCAAATATGTGAAATCAAACAAATTAGTCCTTGCAACTGGGCTCAGAAATAGTCCTCTAAGAGAAAGAAG 1280 
168_18_fus : GGGGAATGCCCCAAATATGTGAAATCAAACAGATTAGTCCTTGCGACTGGGCTCAGAAATAGCCCTCAAAGAGAGAGAAG 1280 
LPAI_cl15  : GGGGAATGCCCCAAATATGTGAAATCAAACAGATTAGTCCTTGCGACTGGGCTCAGAAATAGCCCTCAAAGAGAGAGAAG 1280 
             GGGGAATGCCCCAAATATGTGAAATCAAACAgATTAGTCCTTGCgACTGGGCTCAGAAATAGcCCTCaAAGAGAgAGAAG        
                                                                                                     
                      *      1300         *      1320         *      1340         *      1360        
172_8_fuse : AAGAAAA---AGAGGACTATTTGGAGCTATAGCAGGTTTTATAGAGGGAGGATGGCAGGGAATGGTAGATGGTTGGTATG 1357 
168_18_fus : AAGAAAAAAGAGAGGATTATTTGGAGCTATAGCAGGTTTTATAGAGGGGGGATGGCAGGGAATGGTAGATGGTTGGTATG 1360 
LPAI_cl15  : A------------GGATTATTTGGAGCTATAGCAGGTTTTATAGAGGGGGGATGGCAGGGAATGGTAGATGGTTGGTATG 1348 
             Aagaaaa   agaGGAtTATTTGGAGCTATAGCAGGTTTTATAGAGGGgGGATGGCAGGGAATGGTAGATGGTTGGTATG        
                                                                                                     
                      *      1380         *      1400         *      1420         *      1440        
172_8_fuse : GGTACCACCATAGCAATGAGCAGGGGAGTGGGTACGCTGCAGACAAAGAATCCACTCAAAAGGCAATAGATGGAGTCACC 1437 
168_18_fus : GGTACCACCATAGCAATGAGCAGGGGAGTGGGTACGCTGCAGACAAAGAATCCACTCAAAAGGCAATAGATGGAGTCACC 1440 
LPAI_cl15  : GGTACCACCATAGCAATGAGCAGGGGAGTGGGTACGCTGCAGACAAAGAATCCACTCAAAAGGCAATAGATGGAGTCACC 1428 
             GGTACCACCATAGCAATGAGCAGGGGAGTGGGTACGCTGCAGACAAAGAATCCACTCAAAAGGCAATAGATGGAGTCACC        
                                                                                                     
                      *      1460         *      1480         *      1500         *      1520        
172_8_fuse : AATAAGGTCAACTCGATCATTGACAAAATGAACACTCAGTTTGAGGCCGTTGGAAGGGAATTTAATAACTTAGAAAGGAG 1517 
168_18_fus : AATAAGGTCAACTCGATAATTGACAAAATGAACACTCAGTTTGAGGCCGTTGGAAGGGAATTTAACAACTTAGAAAGGAG 1520 
LPAI_cl15  : AATAAGGTCAACTCGATAATTGACAAAATGAACACTCAGTTTGAGGCCGTTGGAAGGGAATTTAACAACTTAGAAAGGAG 1508 
             AATAAGGTCAACTCGATaATTGACAAAATGAACACTCAGTTTGAGGCCGTTGGAAGGGAATTTAAcAACTTAGAAAGGAG        
                                                                                                     
                      *      1540         *      1560         *      1580         *      1600        
172_8_fuse : AATAGAGAATTTAAACAAGAAAATGGAAGACGGATTCCTAGATGTCTGGACTTATAATGCTGAACTTCTGGTTCTCATGG 1597 
168_18_fus : AATAGAGAATTTAAACAAGAAGATGGAAGACGGGTTCCTAGATGTCTGGACTTACAATGCTGAACTTCTGGTTCTCATGG 1600 
LPAI_cl15  : AATAGAGAATTTAAACAAGAAGATGGAAGACGGGTTCCTAGATGTCTGGACTTACAATGCTGAACTTCTGGTTCTCATGG 1588 
             AATAGAGAATTTAAACAAGAAgATGGAAGACGGgTTCCTAGATGTCTGGACTTAcAATGCTGAACTTCTGGTTCTCATGG        
                                                                                                     
                      *      1620         *      1640         *      1660         *      1680        
172_8_fuse : AAAATGAGAGAACTCTAGACTTCCATGACTCAAATGTCAAGAACCTTTACGACAAGGTCCGACTACAGCTTAGGGATAAT 1677 
168_18_fus : AAAATGAGAGAACCCTAGACTTTCATGACTCAAATGTCAAGAACCCTTACGACAAGGTCCGACTACAGCTTAGGGATAAT 1680 
LPAI_cl15  : AAAATGAGAGAACCCTAGACTTTCATGACTCAAATGTCAAGAACCCTTACGACAAGGTCCGACTACAGCTTAGGGATAAT 1668 
             AAAATGAGAGAACcCTAGACTTtCATGACTCAAATGTCAAGAACCcTTACGACAAGGTCCGACTACAGCTTAGGGATAAT        
                                                                                                     
                      *      1700         *      1720         *      1740         *      1760        
172_8_fuse : GCAAAGGAGCTAGGTAACGGTTGTTTCGAGTTCTATCACGAATGTGATAATGAATGCATGGAGAGTGTAAGAAACGGAAC 1757 
168_18_fus : GCAAAGGAGCTGGGTAACGGTTGTTTCGAGTTCTATCATAAGTGTGATAATGAATGTATGGAAAGTGTGAGAAACGGAAC 1760 
LPAI_cl15  : GCAAAGGAGCTGGGTAACGGTTGTTTCGAGTTCTATCATAAGTGTGATAATGAATGTATGGAAAGTGTGAGAAACGGAAC 1748 
             GCAAAGGAGCTgGGTAACGGTTGTTTCGAGTTCTATCAtaAgTGTGATAATGAATGtATGGAaAGTGTgAGAAACGGAAC        
                                                                                                     
                      *      1780         *      1800         *      1820         *      1840        
172_8_fuse : GTATGACTACCCGCAGTATTCAGAAGAGGCAAGATTAAAAAGAGAGGAAATAAGTGGAGTAAAATTGGAATCAATAGGAA 1837 
168_18_fus : GTATGACTACCCGCAGTATTCAGAAGAAGCAAAACTAAAAAGAGAGGAAATAAGTGGAGTAAAATTGGAATCAATAGGAA 1840 
LPAI_cl15  : GTATGACTACCCGCAGTATTCAGAAGAAGCAAAACTAAAAAGAGAGGAAATAAGTGGAGTAAAATTGGAATCAATAGGAA 1828 
             GTATGACTACCCGCAGTATTCAGAAGAaGCAAaAcTAAAAAGAGAGGAAATAAGTGGAGTAAAATTGGAATCAATAGGAA        
                                                                                                     
                      *      1860         *      1880         *      1900         *      1920        
172_8_fuse : CTTACCAAATACTGTCAATTTATTCAACAGCTGCGAGTTCTCTAGCACTGGCAATCATGGTGGCTGGTCTATCTTTATGG 1917 
168_18_fus : TTTACCAAATACTGTCAATTTATTCTACAGTGGCGAGTTCCCTAGCACTGGCAATCATGGTAGCTGGTCTATCCTTATGG 1920 
LPAI_cl15  : TTTACCAAATACTGTCAATTTATTCTACAGTGGCGAGTTCCCTAGCACTGGCAATCATGGTAGCTGGTCTATCCTTATGG 1908 
             tTTACCAAATACTGTCAATTTATTCtACAGtgGCGAGTTCcCTAGCACTGGCAATCATGGTaGCTGGTCTATCcTTATGG        
                                                                                                     
                      *      1940         *      1960         *      1980         *      2000        
172_8_fuse : ATGTGCTCCAATGGGTCGTTACAATGCAGAATTTGCATGCTAGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGC 1997 
168_18_fus : ATGTGCTCCAATGGGCCGTTACAATGCAGAATTTGCATGCTAGAACAAAAACTCATCTCAAAAGAGGATCTGAATAGCGC 2000 
LPAI_cl15  : ATGTGCTCCAATGGGCCGTTACAATGCAGAATTTGCATGCTAGAACAAAAACTCATCTCAAAAGAGGATCTGAATAGCGC 1988 
             ATGTGCTCCAATGGGcCGTTACAATGCAGAATTTGCATGCTAGAACAAAAACTCATCTCAaAAGAGGATCTGAATAGCGC        
                                                 
                      *      2020                
172_8_fuse : CGTCGACCATCATCATCATCATCATTGA 2025 
168_18_fus : CGTCGACCATCATCATCATCATCATTGA 2028 
LPAI_cl15  : CGTCGACCATCATCATCATCATCATTGA 2016 
             CGTCGACCATCATCATCATCATCATTGA        
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                      *        20         *        40         *        60         *        80       
172_8_fuse : MRFPSIFTAVLFAASSALAAPVNTTTEDETAQIPAEAVIGYSDLEGDFDVAVLPFSNSTNNGLLFINTTIASIAAKEEGV 80 
168_18_fus : MRFPSIFTAVLFAASSALAAPVNTTTEDETAQIPAEAVIGYSDLEGDFDVAVLPFSNSTNNGLLFINTTIASIAAKEEGV 80 
LPAI_cl15  : MRFPSIFTAVLFAASSALAAPVNTTTEDETAQIPAEAVIGYSDLEGDFDVAVLPFSNSTNNGLLFINTTIASIAAKEEGV 80 
             MRFPSIFTAVLFAASSALAAPVNTTTEDETAQIPAEAVIGYSDLEGDFDVAVLPFSNSTNNGLLFINTTIASIAAKEEGV       
                                                                                                    
                      *       100         *       120         *       140         *       160       
172_8_fuse : SLEKRMEKIVLLLAIVSLVKSDQICIGYHANNSTEQVDTIMEKNVTVTHAQDILEKTHNGKLCDLDGVKPLILRDCSVAG 160 
168_18_fus : SLEKRMEKIVLLFAIVSLVKSDQICIGYHANNSTEQVDTIMERNVTVTHAQDILEKTHNGKLCDLDGVKPLILRDCSVAR 160 
LPAI_cl15  : SLEKRMEKIVLLFAIVSLVKSDQICIGYHANNSTEQVDTIMERNVTVTHAQDILEKTHNGKLCDLDGVKPLILRDCSVAR 160 
             SLEKRMEKIVLLfAIVSLVKSDQICIGYHANNSTEQVDTIME4NVTVTHAQDILEKTHNGKLCDLDGVKPLILRDCSVAr       
                                                                                                    
                      *       180         *       200         *       220         *       240       
172_8_fuse : WLLGNPMCDEFINVPEWSYIVEKANPANDLCYPGNFNDYEELKHLLSRINHFEKIQIIPKSSWSDHEASSGVSSACPYQG 240 
168_18_fus : WLLGNPMCDEFINVPEWSYIVEKANPVNDPCYPGDFNDYEELKHLLSRINHFEKIQIIPKSSWSSHEASLGVSSACPYLG 240 
LPAI_cl15  : WLLGNPMCDEFINVPEWSYIVEKANPVNDPCYPGDFNDYEELKHLLSRINHFEKIQIIPKSSWSSHEASLGVSSACPYLG 240 
             WLLGNPMCDEFINVPEWSYIVEKANPvNDpCYPG1FNDYEELKHLLSRINHFEKIQIIPKSSWSsHEASlGVSSACPYlG       
                                                                                                    
                      *       260         *       280         *       300         *       320       
172_8_fuse : TPSFFRNVVWLIKKNNTYPTIKRSYNNTNQEDLLILWGIHPSNDAAEQTKLYQNPTTYISVGTSTLNQRLVPKIATRSKV 320 
168_18_fus : KSSFFRNVVWLIKKNSTYPTIKRSYNNTNQEDLLVLWGIHHPNDAAEQTKLYQNPTTYISVGTSTLNQRLVPRIATRSKV 320 
LPAI_cl15  : KSSFFRNVVWLIKKNSTYPTIKRSYNNTNQEDLLVLWGIHHPNDAAEQTKLYQNPTTYISVGTSTLNQRLVPRIATRSKV 320 
             ksSFFRNVVWLIKKNsTYPTIKRSYNNTNQEDLL6LWGIHhpNDAAEQTKLYQNPTTYISVGTSTLNQRLVP4IATRSKV       
                                                                                                    
                      *       340         *       360         *       380         *       400       
172_8_fuse : NGQSGRMDLFWTMLKPNDAINFESNGNFIAPEYAYKIVKKGDSAVMKSEVEYGNCNTKCQTPIGAINSSMPLHNIHPLTI 400 
168_18_fus : NGQSGRMEFFWTILKPNDAINFESNGNFIAPEYAYKIVKKGDSTIMKSELEYGNCNTKCQTPMGAINSSMPFHNIHPLTI 400 
LPAI_cl15  : NGQSGRMEFFWTILKPNDAINFESNGNFIAPEYAYKIVKKGDSTIMKSELEYGNCNTKCQTPMGAINSSMPFHNIHPLTI 400 
             NGQSGRMefFWT6LKPNDAINFESNGNFIAPEYAYKIVKKGDSt6MKSE6EYGNCNTKCQTP6GAINSSMPfHNIHPLTI       
                                                                                                    
                      *       420         *       440         *       460         *       480       
172_8_fuse : GECPKYVKSNKLVLATGLRNSPLRERRRK-RGLFGAIAGFIEGGWQGMVDGWYGYHHSNEQGSGYAADKESTQKAIDGVT 479 
168_18_fus : GECPKYVKSNRLVLATGLRNSPQRERRRKKRGLFGAIAGFIEGGWQGMVDGWYGYHHSNEQGSGYAADKESTQKAIDGVT 480 
LPAI_cl15  : GECPKYVKSNRLVLATGLRNSPQRERR----GLFGAIAGFIEGGWQGMVDGWYGYHHSNEQGSGYAADKESTQKAIDGVT 476 
             GECPKYVKSN4LVLATGLRNSPqRERRrk rGLFGAIAGFIEGGWQGMVDGWYGYHHSNEQGSGYAADKESTQKAIDGVT       
                                                                                                    
                      *       500         *       520         *       540         *       560       
172_8_fuse : NKVNSIIDKMNTQFEAVGREFNNLERRIENLNKKMEDGFLDVWTYNAELLVLMENERTLDFHDSNVKNLYDKVRLQLRDN 559 
168_18_fus : NKVNSIIDKMNTQFEAVGREFNNLERRIENLNKKMEDGFLDVWTYNAELLVLMENERTLDFHDSNVKNPYDKVRLQLRDN 560 
LPAI_cl15  : NKVNSIIDKMNTQFEAVGREFNNLERRIENLNKKMEDGFLDVWTYNAELLVLMENERTLDFHDSNVKNPYDKVRLQLRDN 556 
             NKVNSIIDKMNTQFEAVGREFNNLERRIENLNKKMEDGFLDVWTYNAELLVLMENERTLDFHDSNVKNpYDKVRLQLRDN       
                                                                                                    
                      *       580         *       600         *       620         *       640       
172_8_fuse : AKELGNGCFEFYHECDNECMESVRNGTYDYPQYSEEARLKREEISGVKLESIGTYQILSIYSTAASSLALAIMVAGLSLW 639 
168_18_fus : AKELGNGCFEFYHKCDNECMESVRNGTYDYPQYSEEAKLKREEISGVKLESIGIYQILSIYSTVASSLALAIMVAGLSLW 640 
LPAI_cl15  : AKELGNGCFEFYHKCDNECMESVRNGTYDYPQYSEEAKLKREEISGVKLESIGIYQILSIYSTVASSLALAIMVAGLSLW 636 
             AKELGNGCFEFYHkCDNECMESVRNGTYDYPQYSEEA4LKREEISGVKLESIGiYQILSIYSTvASSLALAIMVAGLSLW       
                                                       
                      *       660         *            
172_8_fuse : MCSNGSLQCRICMLEQKLISEEDLNSAVDHHHHHH : 674 
168_18_fus : MCSNGPLQCRICMLEQKLISKEDLNSAVDHHHHHH : 675 
LPAI_cl15  : MCSNGPLQCRICMLEQKLISKEDLNSAVDHHHHHH : 671 
             MCSNGpLQCRICMLEQKLISkEDLNSAVDHHHHHH       

 

������ 4.4 �0
�%�9�ก��"��+�9�#��$���กก����������4.:��49�
ก%���
���� pPICZαA
  

   ��"�cE� Alpha factor signal HPAI $� 172-8 ��A 168-18 

   ��"�cE� Cleavage site   LPAI $� LPAI 15  

   ��"�cE� Histidine Tag 
 
 ��ก� ��������"�O���$��,��"*��A���"�Oก�"A��,� �E����ก�����ก,$����,F�%��
����กก����������'��()*��#��$����)����+�ก��ก&,�$��� $� 168-2006 ,$�� 18 ��A 172-2006 
,$�� 8 �&��,F�%������กก���������#��$����)����+�ก��ก&,�$%#�� $� LPAI ,$�� 15 �'�#���ก��
�� ����$�O�����*���%*��A+� +�ก����"�ก��,F�%������กก�������%&�F 
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4.2 ก
����
������������#��-� 
 
 !�����ก���ก�����ก,$�� 168-2006 ,$�� 18, 172-2006 ,$�� 8 ��A LPAI ,$�� 15 
DE#��Fq�,$����#�����"�O���$��,��"*��A���"�Oก�"A��,�c�ก% ��� � ���ก���ก�"'�����"��A���
+! �Fq��� �%��,"�ก��%�"" �����D�*%�"����'�A BstX I ��ก��������� ���& P. pastoris ���'��()* 
KM 71 " ����(� electroporation �'�#+! �ก�"ก�����ก�� ���&��,�������%* �����Q�*�����#�" �A
c�ก$�"���กO��!����P� YPD ��#J�� zeocin 100 ��,$�ก���%&�������%� ��������Q�*�����
�ก�"��,���ก"��P�� ��A���ก��%����O�������กก���������#���ก�� ���&��,�������%*" ��ก�����
FG�ก�������ก,D&'�������,"�+� �'�*���*��#����'�Aก�O�������กก������� (H5-All4 Forward ��A 
Reverse primers) ��กJ�ก���"�� 'O��,���ก"��P���������Q�*������%*��#�������&����
�������กก����������'��()*��#��$����)����+�ก��ก&,�$������ก��& ,"�,$�� 168-2006 ,$�� 
18 'O������ 11 ,$�� (��F��# 4.5) �&�� 172-2006 ,$�� 8 'O������ 5 ,$�� (��F��# 4.6) ��A 
�&�����������กก����������'��()*��#��$����)����+�ก��ก&,�$%#�����ก��&+���,�������%* 
LPAI ,$�� 15 'O������ 8 ,$�� (��F��# 4.7) 
 

                  
 
������ 4.5 .�/��*(�9�#��$���กก��������
#�%�&'� 168-2006 +��� 18 ������ก#�*)� 
7�+���ก��4@�49� P. pastoris 
  �����# 1      "��P����%�p�� 1 kb Ladder  
  �����# 2       ��$�O�����* P. pastoris ��#�� pPICZαA 
  �����# 5-17  ��$�O�����* P. pastoris ,$�� 1-13 %�����"�O 

 
 
 
 
 
 
 

2,500 bp 
2,000 bp 
1,500 bp 

   1      2     3     4    5    6    7    8     9    10  11  12   13   14  15    16  17  

∼1,700 bp 
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������ 4.6 .�/��*(�9�#��$���กก��������
#�%�&'� 172-2006 +��� 8 ������ก#�*)�7�+���ก 
��4@�49� P. pastoris 

�����# 1         "��P����%�p�� 1 kb Ladder  
  �����# 2          ��$�O�����* P. pastoris ��#�� pPICZαA 
  �����# 10-17   ��$�O�����* P. pastoris ,$�� 38-45 %�����"�O 

 
 

                                 
������ 4.7 .�/��*(�9�#��$���กก��������
#�%�&'� LPAI +���15 ������ก#�*)�7�+���ก 
��4@�49� P. pastoris 

�����# 1       "��P����%�p�� 1 kb Ladder  
  �����# 2        ��$�O�����* P. pastoris ��#�� pPICZαA 
  �����# 5-12   ��$�O�����* P. pastoris ,$�� 1-8 %�����"�O 
 

4.3 ก
��%�4�:ก�����������#��-�)�ก
�����ก9�+��-��$���กก������� 
 

 ���ก��$�O�����*���%*��#���&�����������กก����������ก��&K��+���,�������%*���� 3 

���'��()* ����ก���+! �ก�"ก����"�ก��,F�%������กก������� ,"�+�  3% (v/v) �������Fq�
%����ก����Fq���������!�" 7 ��� ,"�����$�O�����*���%*��#���������������"� (�������'�(*���.�.
���up� ����vAO)%�) ��#J&��ก����ก����Fq�%��$�O$)� !�����ก������������$��A!*ก����"�ก,"�
+�  SDS-PAGE ��กJ�ก���"�����#����!���������D��*�����$��A!*" �� SDS-PAGE ��&'O�cO
,F�%��������กก������� DE#������"F�A��L 62 ก�,�"��%�� �%&'Oก����"�ก��,F�%��
����������"���#�����"F�A��L 47 ก�,�"��%�� "����F��# 4.8-4.10  
 

2,500 bp 
2,000 bp 
1,500 bp 

∼1,700 bp 

   1      2     3     4    5    6    7    8     9    10  11  12   13   14  15    16  17  

2,500 bp 
2,000 bp 
1,500 bp ∼1,700 bp 

   1      2     3     4    5    6    7    8     9    10    11   12    
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M N     1      2     3    4     5     6     7     P

 
 
������ 4.8 
B
�4��/#�46���9������������ P. pastoris �����#��$���กก��������
#�%�&'� 
168-2006  
 �����# M  Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 �����# N  �!���������D��*��$�O�����* P. pastoris ��#�� pPICZαA (negative control) 
 �����# 1-7 �!���������D��*��$�O�����* P. pastoris ��#���������กก������� ���'��()* 168-2006 

,$����# 1-4, 6-7 ��A 9 %�����"�O 
 �����# P   �!���������D��*��$�O�����* P. pastoris ��#���������������"� ���'��()* 162-2005 

(positive control) (47 ก�,�"��%��) 
 

 

M N     1    2      3     4    5      6      7    P

 
 
������ 4.9 
B
�4��/#�46���9������������ P. pastoris �����#��$���กก������� �
#�%�&'� 
172-2006  
 �����# M  Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 �����# N  �!���������D��*��$�O�����* P. pastoris ��#�� pPICZαA (negative control) 
 �����# 1-5 �!���������D��*��$�O�����* P. pastoris ��#���������กก������� ���'��()* 172-2006 

,$����# 38-40, 42 ��A 45 %�����"�O 
 �����# P  �!���������D��*��$�O�����* P. pastoris ��#���������������"� ���'��()* 162-2005 

(positive control) (47 ก�,�"��%��) 

  72 
  55 
  43 

kDa 

  95 
 130 
 170 

 47 kDa 

  72 

  43 

kDa 

  95 
 130 

 47 kDa 

 170 

 55 
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������ 4.10 
B
�4��/#�46���9������������ P. pastoris �����#��$���กก�������  
�
#�%�&'� LPAI-15 
 �����# M  Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 �����# N  �!���������D��*��$�O�����* P. pastoris ��#�� pPICZαA (negative control) 
 �����# 1-5 �!���������D��*��$�O�����* P. pastoris ��#���������กก������� ���'��()* LPAI-15 

,$����# 1-7 %�����"�O 
 �����# P  �!���������D��*��$�O�����* P. pastoris ��#���������������"� ���'��()* 162-2005 

(positive control) (47 ก�,�"��%��) 
 

��กJ�ก���"�� ��&'Oก����"�ก��,F�%������กก�������+��!���������D��* ��
$����Fq��F�"  2 ก�L� ก�L���#!�E#� $� ��$�O�����*���%*��&��"�ก��,F�%������กก������� 
ก�L���#�� $� ��$�O�����*���%*��ก����"�ก��,F�%������กก��������%&�กPO�� K��+��D��* 
�'�#'�����*�E��" ���ก���ก�",F�%���������$�O�����*���%*��#��&K��+��D��* !�����ก�������ก��
���$��A!*,F�%��" ����(� SDS-PAGE ��A���ก��������J�,"�+� ��%�O"���#����'�Aก�O Histidine 

tag DE#���&'O��ww�L�cO��,F�%������กก�������F�A��L 62 ก�,�"��%�� �ก�"�E��+��)ก 
���'��()* ���#���ก���"�O,"�+�  western blotting �F���O����Oก�O%��$�O$)���#���&���� 
Histidine tag 'O�&���&'O��ww�L�cO��,F�%������กก�������F�A��L 62 ก�,�"��%�� �%&'O
��ww�L�cO,F�%����%��$�O$)���#���&���� Histidine tag  "����F��# 4.11-4.12 (A ��A B)  

 
 
 
 
 
 
 

M    N       1      2      3     4    5     6      7       P 

170 
130 
95 
72 
55 

43  47 kDa 

kDa 
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A                                                    B 

                  
������ 4.11 SDS-PAGE (A) ��" western blotting (B) 9�+��-��X
#)�46���9� 
����������� P. pastoris �����#��$���กก������� �
#�%�&'� 168-2006 ��" �
#�%�&'� 172-
2006 +�#).���-����������(
�70
4�
"-* Histidine Tag 
 �����# M  Protein Marker (Fermentas, U.S.A)  
 �����# H  Rice Protein with Histidine Tag (73 ก�,�"��%��) 
 �����# 1-5 ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก�������  
     ���'��()* 168-2006 ,$����# 1-4 ��A 6  
 �����# 6-7 ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก������� 
     ���'��()* 172-2006 ,$����# 42 ��A 45  
A                                                                  B                                                       

                        
������ 4.12 SDS-PAGE (A) ��" western blotting (B) 9�+��-��X
#)�46���9� 
����������� P. pastoris �����#��$���กก������� �
#�%�&'� 168-2006, 172-2006 ��" 
LPAI-15 +�#).���-����������(
�70
4�
"-* Histidine Tag 
 �����# M  Protein Marker (Fermentas, U.S.A) J��ก�O cell infected virus (62 ก�,�"��%��) 
 �����# 1  Rice Protein with Histidine Tag (73 ก�,�"��%��) 
 �����# 2-4 ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก�������  
     ���'��()* 168-2006 ,$����# 6,7 ��A 9 %�����"�O 
 �����# 5-7 ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก������� 
     ���'��()* LPAI ,$����# 1-3 %�����"�O 
 �����# 8-9 ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก�������  
     ���'��()* 172-2006 ,$����# 38-39 %�����"�O 

 

43 
55 
72 
95 

170 
130 

170 
130 
95 
72 

      M   H     1    2    3    4    5    6    7             M   H    1      2     3      4    5     6    7        kDa  kDa 

      M   1    2    3   4   5   6   7   8   9              M   1     2     3    4    5   6    7     8    9        

55 
72 
95 

170 
130 

170 130 
95 
72 

kDa  kDa 
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��กJ�"��ก�&��� ��% � �����c��)F�"  2 ก�L� ก�L���ก $� ��$�O�����*���%*��&
��"�ก,F�%������กก������� �&��ก�L��� $� ��$�O�����*���%*��ก����"�ก,F�%�� 
����กก�������,"��� ���� ��กPO�� K��+��D��* �%&��&�����c������J�,"�+�  western blotting ��#
+� ��%�O"���#����'�A%& Histidine tag �"  DE#���"��&�,F�%��"��ก�&�����A��&���&���� Histidine 

tag "�������E��" ���ก���"�OD���,"�+� ��%�O"���#����'�A%&,F�%������กก������� 

 ���#���ก�����$��A!*,F�%��K��+��D��*" ����(� SDS-PAGE ��A������J�" ����(� western 

blotting ,"�+� ��%�O"���#����'�A%&,F�%������กก������� �F���O����Oก�O cell infected virus 

��,F�%��K��+��D��*����$�O�����*  P. pastoris ��#���������กก������� (��F��# 4.13) 'O�&�  
��$�O�����*  P. pastoris ��#���������กก������� ���'��()* 172-2006 ,$����# 38 'O�&� �ก�"
��ww���cO��,F�%�����"F�A��L 95 ก�,�"��%���ก�"�E�� ��A����กuLA�Fq��� smear DE#�
���ก�"��ก,F�%������กก�������c�ก�&�" �����D�*,F�%���K��+��D��*���%* �ก��ก������"
��,F�%������กก���������#$�"�� F�A��L 62 ก�,�"��%�� �%&+�J�ก���"��'O���"
F�A��L 95 ก�,�"��%�� ���Fq��F�" �&�,F�%��"��ก�&���ก�"ก�AO��ก���%��!��&����%�� ���+! 
���"��,F�%���'�#��E�� ��กJ�ก���"��"��ก�&����"�+! �!P��&���$�O�����*���%*��#����� 
����กก������� ���'��()* 172-2006 ,$����# 38 �����c��"�ก��,F�%������กก�������
K��+��D��*�����%*��A�����c������J�" ����(� western blotting ,"�+� ��%�O"���#����'�A%&
,F�%������กก������� �E�����K��A��#+� +�ก���"��"��ก�&����+� +�ก���"������%�%&�F 
,"�!�����ก�����" ���ก���"���'�#����ก%�&��D��*��$�O�����*���%*���'��()*�#� x �����c
��"�ก��,F�%������กก��������" !����& ,"�+� ,F�%��K��+��D��*�����%*���'��()*%&�� x 
�����$��A!*,"� SDS-PAGE ��A western blotting ,"�+� ��%�O"���#����'�A%&,F�%�� 
����กก������� ��"�"����F��# 4.14 
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A                                                    B 

                        
������ 4.13 SDS-PAGE (A) ��" western blotting (B) 9�+��-��X
#)�46���9� 
����������� P. pastoris �����#��$���กก������� �
#�%�&'� 168-2006, 172-2006 ��" 
LPAI-15 +�#).���-����������(
�70
4�
"-*+��-��$���กก������� 
 �����# M  Protein Marker (Fermentas, U.S.A) J��ก�O cell infected virus (62 ก�,�"��%��) 
 �����# 1  Rice Protein with Histidine Tag (73 ก�,�"��%��) 
 �����# 2-4 ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก�������  
     ���'��()* 168-2006 ,$����# 6,7 ��A 9 %�����"�O 
 �����# 5-7  ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก������� 
     ���'��()* LPAI ,$����# 1-3 %�����"�O 
 �����# 8-9  ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก�������  
     ���'��()* 172-2006 ,$����# 38-39 %�����"�O 

  A                                                    B 

                       
������ 4.14 SDS-PAGE (A) ��" western blotting (B) 9�+��-��X
#)�46���9� 
����������� P. pastoris �����#��$���กก������� �
#�%�&'� 168-2006, 172-2006 ��" 
LPAI-15 +�#).���-����������(
�70
4�
"-*+��-��$���กก������� 
 �����# M  Protein Marker (Fermentas, U.S.A) J��ก�O cell infected virus (62 ก�,�"��%��) 
 �����# 1-4 ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก�������  
     ���'��()* LPAI-15 ,$����# 1-4 %�����"�O 
 �����# 5-7 ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก������� 
     ���'��()* 168-2006 ,$����# 1-3 %�����"�O 
 �����# 8-9 ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก�������  
     ���'��()* 172-2006 ,$����# 38 ��A 40 

      M   1    2    3   4   5   6    7    8   9           M   1    2    3   4   5     6      7     8    9        

55 
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170 
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72 

kDa  kDa 
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      M   1    2    3   4   5   6    7    8   9              M    1    2     3   4    5   6    7     8    9        

55 
72 
95 
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72 
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55 
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 ��กJ�ก���"����"�+! �!P��&���$�O�����*���%*���� 3 ���'��()*�����c ��"�ก
,F�%������กก������� �%&�กPO�� K��+��D��* DE#�,F�%����#��"�ก���������c%����O�" ,"�+� 
��%�O"���#��$�������'�A%&,F�%������กก������� �����"F�A��L 95 ก�,�"��%�� �ก��ก���
���'O�cO��ww�L,F�%�����"��Pก DE#����ก�"��ก,F�%��"��ก�&��c�ก�&�,"����D�*,F�%���  
 "������ �E��" ���ก��$�"���ก��$�O�����*���%* ���'��()* 168-2006 ,$����# 2, ���'��()* 
172-2006 ,$����# 38 ��A���'��()* LPAI-15 ,$����# 4 ����FvEกu�$����� �� �����������A
�����������#�!��A��%&ก����"�ก��,F�%������กก�������+��A"�O��"���&�%&�F  

 

4.4 ก
�^_ก`
�(
�49��9��9�4��
����"70
�(�(%����4B�
"��-*ก
�����ก9�
+��-��$���กก�������)��"�%�9(�49#*
 
 

 ��กก���"��� ��% ��" ���ก��$�"���ก��$�O�����*���%* ���'��()* 168-2006 ,$����# 2, 

���'��()* 172-2006 ,$����# 38 ��A���'��()* LPAI-15 ,$����# 4 �'�#�����vEกu�$����� �� ���A
�����������#�!��A��+�ก����"�ก��,F�%������กก�������  
 ������ก vEกu�$����� �� ���#�!��A��+�ก����"�ก ,"����ก���F�$����� �� �%����%& 
1% - 5% (v/v) ����������#+� +�ก����ก���+! �ก�"ก����"�ก �Fq����� 7 ��� ��ก�������ก��
�ก�",F�%��K��+��D��*����$�O�����*���%* ��A���ก�����$��A!*,F�%��,"�+�  SDS-PAGE ��A
���ก��������J�,"�+�  western blotting �F���O����Oก�O��$�O�����*���%*��#��'�����" pPICZαA 

�'����&���"��� ��กก���"��'O�&���$�O�����*���%*���'��()* 168-2006 ,$����# 2 �ก�"
��ww���cO��,F�%�����"F�A��L 95 ก�,�"��%���ก�"�E�� ��A����กuLA�Fq��� smear DE#�
���ก�"��ก,F�%������กก�������c�ก�&�" �����D�*,F�%���K��+��D��*���%* ���#'����L�cE�
$����� �� �����������#�!��A��+�ก����"�ก 'O�&����#�'�#�$����� �� ���������
��ก��#��E�� $����� �����ww�L�cO��,F�%����$����� ��'�#���ก��#��E����&��"���ก�� +��LA��# 
��$�O�����*���%* pPICZαA ��#J&��ก����ก�����&����ww�L�cO��,F�%������กก��������ก�"�E�� 
(��F��# 4.15) ��กJ�ก���"���E����ก $����� �� � 4%(v/v) ������ �����vEกu������������#
�!��A��+�ก����"�ก%&�F 
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  A                                                    B 

                     
 
������ 4.15 SDS-PAGE (A) ��" western blotting (B) 9�+��-��X
#)�46���9� 
�����������#��-��
#�%�&'� 168-2006 +������ 2 ����*
�ก
�.%ก�0
��(# 1%(v/v)-5%(v/v) 
4��
�� 4�d�4(�
 7 (%� 
 �����# M  Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 �����# P  cell infected virus (62 ก�,�"��%��) 
 �����#1-5  ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก������� 
     ���'��()* 168-2006 ,$����# 2 ��#J&��ก����ก���" ��������$����� �� � 1%(v/v)-

5%(v/v) %�����"�O �Fq����� 7 ��� 
 �����# N  ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#��'�����" pPICZαA ��#J&��ก�� 

��ก���" ���������� �� � 3% (v/v) �Fq����� 7 ��� 
 

 ก��vEกu������������#�!��A�� ���,"�ก���F������������#+� +�ก��O&�+! ��"�ก" ��
ก����ก���" �� 4%(v/v) ������ DE#��F���������� 1 ���, 2 ���, 3 ���, 4 ���, 5 ���, 6 ��� ��A 7 ��� 
!�����กJ&��ก����ก����E����ก���กPO�D��* ��A�ก�",F�%��K��+��D��*����$�O�����*���%*
��ก�������$��A!*,F�%����#�ก�"�" ,"� SDS-PAGE ��A������J��ก$����,"�+�  western blotting 

�F���O����Oก�O��$�O�����*���%*��#��'�����" pPICZαA �'����&���"��� ��กก���"��'O�&� 
��$�O�����*���%* 168-2006 ,$����# 2 'O��ww���cO��,F�%�����"F�A��L 95 ก�,�"��%��
�ก�"�E�� ��A����กuLA�Fq��� smear DE#����ก�"��ก,F�%������กก�������c�ก�&�" �����D�*
,F�%���K��+��D��*���%*���#'����L�cE������������#�!��A��+�ก����"�ก 'O�&�,F�%�� 
����กก���������ก����"�ก%����%&�����ก��#���#�O&���cE�����)"� ����ก��O&� +��LA��# 
��$�O�����*���%* pPICZαA ��#J&��ก����ก�����&'O��ww�L�cO��,F�%���ก�"�E�� "����"�+�
��F��# 4.16  
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 A                                                    B 
 

                         
������ 4.16 SDS-PAGE (A) ��" western blotting (B) 9�+��-��X
#)�46���9� 
�����������#��-��
#�%�&'� 168-2006 +������ 2 ����*
�ก
�.%ก�0
��(# 4% (v/v)  
4��
�� 4�d�4(�
 1-7 (%� -
��0
�%� 
 �����# M  Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 �����# P  cell infected virus (62 ก�,�"��%��) 
 �����#1-7     ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก������� 
     ���'��()* 168-2006 ,$����# 2 ��#J&��ก����ก���" ��������$����� �� � 4% (v/v) �Fq�

���� 1-7 ��� %�����"�O 
 �����# N  ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#��'�����" pPICZαA ��#J&��ก�� 

��ก���" ���������� �� �  4%(v/v) �Fq����� 7 ��� 
 

 %&��vEกu�$����� �� ���#�!��A��+�ก����"�ก����$�O�����*���%* ���'��()* 
172-2006 ,$����# 38 ,"����ก���F�$����� �� �%����%& 1% - 5% (v/v) ����������#+� +�ก����ก
���+! �ก�"ก����"�ก �Fq����� 7 ��� ��ก�������ก���ก�",F�%��K��+��D��*����$�O�����*
���%* ��A���ก�����$��A!*,F�%��,"�+�  SDS-PAGE ��A���ก��������J�,"�+�  western blotting 

�F���O����Oก�O��$�O�����*���%*��#��'�����" pPICZαA �'����&���"��� ��กก���"��'O�&� 
��$�O�����*���%*���'��()* 172-2006 ,$����# 38 �ก�"��ww���cO��,F�%�����"F�A��L 95 

ก�,�"��%���ก�"�E�� ��A����กuLA�Fq��� smear DE#����ก�"��ก,F�%������กก�������c�ก�&�
" �����D�*,F�%���K��+��D��*���%* ���#'����L�cE�$����� �� �����������#�!��A��+�
ก����"�ก 'O�&����#�'�#�$����� �� �����������ก��#��E�� $����� �����ww�L�cO
��,F�%����$����� ��'�#���ก��#��E����&��"���ก�� +��LA��#��$�O�����*���%* pPICZαA ��#J&��
ก����ก�����&����ww�L�cO��,F�%������กก��������ก�"�E�� (��F��# 4.17) ��กJ�ก���"���E�
���ก $����� �� � 4%(v/v) ������ �����vEกu������������#�!��A��+�ก����"�ก%&�F 
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A                                                     B 
 

                       
������ 4.17 SDS-PAGE (A) ��" western blotting (B) 9�+��-��X
#)�46���9� 
�����������#��-��
#�%�&'� 172-2006 +������ 38 ����*
�ก
�.%ก�0
��(# 1%(v/v)-5%(v/v) 
4��
�� 4�d�4(�
 7 (%� 
 �����# M  Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 �����# P  cell infected virus (62 ก�,�"��%��) 
 �����#1-5  ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก������� 
     ���'��()* 172-2006 ,$����# 38 ��#J&��ก����ก���" ��������$����� �� � 1%(v/v)-

5%(v/v) %�����"�O �Fq����� 7 ��� 
 �����# N  ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#��'�����" pPICZαA ��#J&��ก�� 

��ก���" ���������� �� � 3%(v/v) �Fq����� 7 ��� 
 

 ก��vEกu������������#�!��A�� ���,"�ก���F������������#+� +�ก��O&�+! ��"�ก 
" ��ก����ก���" �� 4%(v/v) ������ DE#��F���������� 1 ���, 2 ���, 3 ���, 4 ���, 5 ���, 6 ��� ��A 7 
��� !�����กJ&��ก����ก����E����ก���กPO�D��*��A�ก�",F�%��K��+��D��*����$�O�����*���%*
��ก�������$��A!*,F�%����#�ก�"�" ,"� SDS-PAGE ��A������J��ก$����,"�+�  western blotting 

�F���O����Oก�O��$�O�����*���%*��#��'�����" pPICZαA �'����&���"��� ��กก���"��'O�&� 
��$�O�����*���%* 172-2006 ,$����# 38 �ก�"��ww�L�cO��,F�%������กก�������F�A��L 95 

ก�,�"��%����A�ก�"��ww�L�cO��,F�%�����"��Pก x �ก�"�E��DE#����ก�"��ก,F�%��c�ก�&�
" �����D�*,F�%���K��+��D��*���%* ���#'����L�cE������������#�!��A��+�ก����"�ก�� �
'O�&���ก����"�ก��,F�%������กก�������%����%&�����ก��#���#�O&���cE�����)"� ����ก��O&� 
���#'����L�$����� �����ww�L�cO,F�%���� � 'O�&���ww�L�cO��,F�%����$����� �
��&� x ก�� +��LA��#��$�O�����*���%* pPICZαA ��#J&��ก����ก�����&����ww�L�cO��,F�%��
�ก�"�E�� "����"�+���F��# 4.18  
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  A                                                    B 
 

                      
������ 4.18 SDS-PAGE (A) ��" western blotting (B) 9�+��-��X
#)�46���9� 
�����������#��-��
#�%�&'� 172-2006 +������ 38 ����*
�ก
�.%ก�0
��(# 4%(v/v)  
4��
�� 4�d�4(�
 1-7 (%� -
��0
�%� 
 �����# M  Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 �����# P  cell infected virus (62 ก�,�"��%��) 
 �����#1-7  ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก������� 
     ���'��()* 172-2006 ,$����# 38 ��#J&��ก����ก���" ��������$����� �� � 4%(v/v) �Fq�

���� 1-7 ��� %�����"�O 
 �����# N  ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#��'�����" pPICZαA ��#J&��ก�� 

��ก���" ���������� �� � 4%(v/v) �Fq����� 7 ��� 
 

 +�ก��vEกu�$����� �� ���#�!��A��+�ก����"�ก����$�O�����*���%* ���'��()* 
LPAI-15 ,$����# 4 ,"����ก���F�$����� �� �%����%& 1% - 5% (v/v) ����������#+� +�ก�� 
��ก���+! �ก�"ก����"�ก �Fq����� 7 ��� ��ก�������ก���ก�",F�%��K��+��D��*�� 
��$�O�����*���%* ��A���ก�����$��A!*,F�%��,"�+�  SDS-PAGE ��A���ก��������J�,"�+�  
western blotting �F���O����Oก�O��$�O�����*���%*��#��'�����" pPICZαA �'����&���"��� ��ก
ก���"��'O�&���$�O�����*���%*���'��()* LPAI-15 ,$����# 4 �ก�"��ww�L�cO��,F�%�� 
����กก�������F�A��L 95 ก�,�"��%����A�ก�"��ww�L�cO��,F�%�����"��Pก x �ก�"�E��DE#�
���ก�"��ก,F�%��c�ก�&�" �����D�*,F�%���K��+��D��*���%* ���#'����L�cE�$����� �� �
����������#�!��A��+�ก����"�ก�� � 'O�&����#�'�#�$����� �� �����������ก
��#��E��$����� �����ww�L�cO��,F�%����$����� ��'�#���ก��#��E����&��"���ก�� +��LA��# 
��$�O�����*���%* pPICZαA ��#J&��ก����ก�����&����ww�L�cO��,F�%������กก��������ก�"�E�� 
(��F��# 4.19) ��กJ�ก���"���E����ก$����� �� � 4%(v/v) ������ �����vEกu������������#
�!��A��+�ก����"�ก%&�F  
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 ก��vEกu������������#�!��A�� ���,"�ก���F������������#+� +�ก��O&�+! ��"�ก 
" ��ก����ก���" �� 4%(v/v) ������ DE#��F���������� 1 ���, 2 ���, 3 ���, 4 ���, 5 ���, 6 ��� ��A 7 
��� !�����กJ&��ก����ก����E����ก���กPO�D��*��A�ก�",F�%��K��+��D��*����$�O�����*���%*
��ก�������$��A!*,F�%����#�ก�"�" ,"� SDS-PAGE ��A������J��ก$����,"�+�  western blotting 

�F���O����Oก�O��$�O�����*���%*��#��'�����" pPICZαA �'����&���"��� ��กก���"��'O�&� 
��$�O�����*���%* LPAI-15 ,$����# 4 �ก�"��ww�L�cO��,F�%��F�A��L 95 ก�,�"��%����A
�ก�"�cO��,F�%�����"��Pก x �ก�"�E��DE#����ก�"��ก,F�%��c�ก�&�" �����D�*,F�%���K��+�
�D��*���%* ���#'����L�cE������������#�!��A��+�ก����"�ก�� �'O�&���ก����"�ก��
,F�%������กก�������%����%&�����ก��#���#�O&���cE�����)"� ����ก��O&� ���#'����L�$����� �
����ww�L�cO��,F�%���� � 'O�&���ww�L�cO��,F�%����$����� ���&� x ก�� +��LA��# 
��$�O�����*���%* pPICZαA ��#J&��ก����ก�����&����ww�L�cO��,F�%���ก�"�E�� "����"�+���F��# 
4.20  
 

A                                                     B 
 

                     
������ 4.19 SDS-PAGE (A) ��" western blotting (B) 9�+��-��X
#)�46���9� 
�����������#��-��
#�%�&'� LPAI-15 +������ 4 ����*
�ก
�.%ก�0
��(# 1%(v/v)-5%(v/v)  
4��
�� 4�d�4(�
 7 (%� 
 �����# M  Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 �����# P  cell infected virus (62 ก�,�"��%��) 
 �����#1-5  ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก������� 
     ���'��()* LPAI-15 ,$����# 4 ��#J&��ก����ก���" ��������$����� �� � 1%(v/v)-

5%(v/v) %�����"�O �Fq����� 7 ��� 
 �����# N  ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#��'�����" pPICZαA ��#J&��ก�� 

��ก���" ���������� �� � 3%(v/v) �Fq����� 7 ��� 
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A                                                     B 
 

                     
������ 4.20 SDS-PAGE (A) ��" western blotting (B) 9�+��-��X
#)�46���9� 
�����������#��-��
#�%�&'� LPAI-15 +������ 4 ����*
�ก
�.%ก�0
��(# 4%(v/v) 4��
�� 
4�d�4(�
 1-7 (%� -
��0
�%� 
 �����# M  Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 �����# P  cell infected virus (62 ก�,�"��%��) 
 �����#1-5  ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก�������  
     ���'��()* LPAI-15 ,$����# 4 ��#J&��ก����ก���" ��������$����� �� � 4%(v/v)  

�Fq����� 1-7 ��� %�����"�O 
 �����# N  ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#��'�����" pPICZαA ��#J&��ก�� 

��ก���" ���������� �� � 4%(v/v) �Fq����� 7 ��� 

 
 ��กJ�ก���"������!�"'O�&����� HPAI ��A LPAI �A���#���ก����"�ก��,F�%�� 
����กก����������#c�ก��ก���" �� 3-4 %(v/v) ������ ��A���#���ก����"�ก���#O&��Fq����� 1 
����Fq�% ��F "�������E����ก+�  4%(v/v) ��������AO&��Fq��A�A���� 2 ��� ����F���ก���"��
����%�%&�F 
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4.5 ก
��0
+��-��)B�����'�&�e��"^_ก`
�'f���%-�9�+��-��$���กก������� 
 
 ก�����,F�%��+! O���)�(�y�A���#�% �" ��ก���'�A��������$�O�����*���%*���� 3 ���'��()*+�
�A"�O��"���&� ,"�������+��!����#��ก���+! �ก�"ก����"�ก (�!�� BMMY K�$J��ก ก8) 
F����%� 10 �������%� ��ก�������ก���กPO�D��*��A�ก�",F�%��,"�+� �$��#� sonicator �Fq����� 2 
���� ������ 4 �O ��ก�������,F�%����#�" �����+! O���)�(�y,"�+� ��(�$����*,$���,�ก��Qz  

��$�O�����*���%*���'��()* 172-2006 ,$����# 38 �Fq����'��()*��ก+�ก�����,F�%��+! 
O���)�(�y" ��ก��+� $����* Ion Exchange chromatography (DEAE Column) J�ก���"��
�Fq�"����F��# 4.21 ��กก��Q�A�!P��" �&����#���,F�%������กก���������ก��$�O�����*���%* P. 
pastoris ���'��()* 172-2006 ,$����# 38 �����+! O���)�(�y,"�ก��J&�� DEAE Column �A'O'�$
��,F�%��+� flow through, 300 mM NaCl ��A 700 mM NaCl "�������E����ก�����$��A!*,F�%��
+��%&�A fraction ,"�+�  SDS-PAGE ��A western blotting  
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กราฟการแยกโปรตีนฮีมแอกกลูทินินจาก P.pastoris 172-2006 clone 38

 purified ดวย  DEAE
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������ 4.21 ก
��0
+��-��)B�����'�&�e9������������ P. pastoris �����#��$���กก������� �
#�%�&'� 172-2006 +������ 38 +�#).� DEAE Column 

300 mM NaCl 

700 mM NaCl 

Flow through 

 

49 

ก�
kก
��#ก+��-��$���กก�������7
ก P. pastoris 172-2006 +������ 38 ��(# DEAE Column 
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!�����ก��� fraction �� flow through, 300 mM NaCl ��A 700 mM NaCl ��#��$&�ก��
"�"ก��������# 280 ��,���%� �����ก�����$��A!*" �� SDS-PAGE ��A western blotting 'O�&�
'O�cO��,F�%��+� fraction �� flow through (fraction ��# 4-7)��A 300 mM NaCl (fraction 
��# 33-35) �%&��&'O�cO,F�%��+� fraction �� 700 mM NaCl (fraction ��# 56) "����"�+���F��# 
4.22 
 
A                                                    B 
 

                       
 
������ 4.22 SDS-PAGE (A) ��" western blotting (B) 9�+��-��X
#)�46���9� 
�����������#��-��
#�%�&'� 172-2006 +������ 38 ����*
�ก
��0
)B�����'�&�e+�#).� DEAE 
Column 
 �����# M  Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 �����# P  cell infected virus (62 ก�,�"��%��) 
 �����#1-4  ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก������� 
     ���'��()* 172-2006 ,$����# 38 ��#J&��ก�����+! O���)�(�y,"�+�  DEAE Column  
     �&���� Flow through (Fraction 4-7 %�����"�O) 
 �����# 5-7 ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก�������  
     ���'��()* 172-2006 ,$����# 38 ��#J&��ก�����+! O���)�(�y,"�+�  DEAE Column 
     �&���� 300 mM NaCl (Fraction 33-35 %�����"�O) 
 �����# 8  ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก�������  
     ���'��()* 172-2006 ,$����# 38 ��#J&��ก�����+! O���)�(�y,"�+�  DEAE Column 
     �&���� 700 mM NaCl (Fraction 56) 
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51 

!�����ก���������$�"���ก ,"�+� $)L��O�%���,F�%������กก�������+�ก���ก�"FG�ก�����
�ก�Aก�)&�ก�O��P"���"�"� (Hemagglutination) ��กก���"��'O�&�,F�%������กก���������ก
��$�O�����*���%* P. pastoris ���'��()* 172-2006 ,$����# 38 !�����ก���+! O���)�(�y,"�ก��J&�� 
DEAE Column ����'O�&� fraction �&���� flow through (Fraction 4-7) ��&�������#�����c���+! 
�ก�"FG�ก�����ก���ก�Aก�)&�ก�O��P"���"�"��"  (��F��# 4.23) �E���� fraction "��ก�&�������+! O���)�(�y
�ก$����!�E#�" �� Sephacryl S-200 Column 

 
 

������ 4.23 ก
�4ก���l�ก���#
ก
�4ก
"ก�'*�9�4�@�4�:����9�+��-������*
�ก
��0
)B�
����'�&�e��(# DEAE Column 
 !�)���# P  cell infected virus  
 !�)���# N  O�Q�Q�*��#+� +�ก���A���,F�%�� (20 mM Tris-HCl, pH 8.0) 
    ,"���#  UN = ,F�%������กก���������#��&�" ������ 
      -1 = ,F�%������กก���������#������ 10 ��&� 
      -2 = ,F�%������กก���������#������ 100 ��&� 
      -3 = ,F�%������กก���������#������ 1,000 ��&� 

!�����ก�����E����,F�%��+�����%&�A Fraction �� Flow through �����ก�� ��A���+! 
�� �� ��E�� " ��ก��+�  Milicon ��ก�������,F�%��"��ก�&�������+! O���)�(�y�ก$����" �� Sephacryl S-

200 Column DE#�J�ก���"��'O '�$��,F�%������!�" 2 '�$ (��F��# 4.24) 

Fraction 4 

  UN    -1       -2        -3     

Fraction 5 

UN      -1       -2        -3     

  UN      -1       -2      -3     

Fraction 6 

  UN     -1        -2        -3    

Fraction 7 

  UN      -1      -2       -3     

Fraction 33 

  UN     - 1       -2        -3    

Fraction 34 

  UN    - 1       -2        -3    

P  

Fraction 35 

Fraction 56 

  UN    - 1       -2        -3    

N 
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การแยกโปรตีนฮีมแอกกลูทินิน จาก P.pastoris 172-2006 clone 38

 โดยใช Sephacryl S-200
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������ 4.24 ก
��0
+��-��)B�����'�&�e9������������ P. pastoris �����#��$���กก������� �
#�%�&'� 172-2006 +������ 38 +�#).� 
Sephacryl S-200 Column 

1 

2 
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ก�
kก
��#ก+��-��$���กก�������7
ก P. pastoris 172-2006 +������ 38 ��(# Sephacryl S-200 Column 
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��กก��Q�A�!P��" �&����#���,F�%������กก���������ก��$�O�����*���%* P. pastoris 
���'��()* 172-2006 ,$����# 38 �����+! O���)�(�y,"�ก��J&�� DEAE Column ��A Sephacryl S-

200 Column �A'O'�$��,F�%�� 2 '�$ �E����ก�����$��A!*,F�%��+��%&�A fraction ���%&�A'�$
,"�+�  SDS-PAGE ��A western blotting ��กJ�ก���"�� 'O�cO��,F�%��+� fraction 
����'�$��# 1 ��A��&'O�cO,F�%��+� fraction ��'�$��# 2 (��F��# 4.25) 
A                                                    B 
 

                       
 
������ 4.25 SDS-PAGE (A) ��" western blotting (B) 9�+��-��X
#)�46���9� 
�����������#��-��
#�%�&'� 172-2006 +������ 38 ����*
�ก
��0
)B�����'�&�e+�#).� DEAE 
Column ��" Sephacryl S-200 Column  
 �����# M  Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 �����# P  cell infected virus (62 ก�,�"��%��) 
 �����#1-4  ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก������� 
     ���'��()* 172-2006 ,$����# 38 ��#J&��ก�����+! O���)�(�y,"�+�  DEAE Column ��A  
     Sephacryl S-200 Column �&����'�$ 1 (Fraction 40-43) 
 �����# 5-8 ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก�������  
     ���'��()* 172-2006 ,$����# 38 ��#J&��ก�����+! O���)�(�y,"�+�  DEAE Column ��A  
     Sephacryl S-200 Column �&����'�$ 2 (Fraction 72-75) 
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 !�����ก������� Fraction ��'�$��ก�����ก�� ��A���ก�� dialysis �'�#���" urea ก&�
������"�O$��������c+�ก���ก�Aก�)&�����P"���"�"� DE#�J�ก���"��'O�&�,F�%��
"��ก�&����&ก&+! �ก�"ก���ก�Aก�)&�����P"���"�"��"  (��F��# 4.26) 

 

                       
 

������ 4.26 ก
�4ก���l�ก���#
ก
�4ก
"ก�'*�9�4�@�4�:����9�+��-������*
�ก
��0
)B�
����'�&�e��(# DEAE Column ��" Sephacryl S-200 Column 
 !�)���# P  cell infected virus  
 !�)���#1-2 ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#����� Hemagglutinin  
     ���'��()* 172-2006 ,$����# 38 ��#J&��ก�����+! O���)�(�y,"�+�  DEAE Column ��A  
     Sephacryl S-200 Column �&����'�$��# 1 ��A 2 %�����"�O 
 !�)���# N  O�Q�Q�*��#+� +�ก���A���,F�%�� (20 mM Tris-HCl, pH 8.0) 
 

���#���,F�%��+! O���)�(�y����$�O�����*���%* ���'��()* 168-2006 ,$����# 2 " ��ก��+� 
$����* Ion Exchange chromatography (DEAE Column) J�ก���"���Fq�"����F��# 4.27 ��ก
ก��Q�A�!P��" �&����#���,F�%������กก���������ก��$�O�����*���%* P. pastoris ���'��()* 168-
2006 ,$����# 2 �����+! O���)�(�y,"�ก��J&�� DEAE Column �A'O'�$��,F�%��+� flow 
through, 300 mM NaCl ��A 700 mM NaCl "�������E����ก�����$��A!*,F�%��+��%&�A fraction 
,"�+�  SDS-PAGE ��A western blotting  
 
 
 
 
 

1          2           N P      
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การแยกโปรตีนฮีมแอกกลูทินิน จาก P.pastoris 168-2006 

 clone 2  โดยใช DEAE column
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������ 4.27 ก
��0
+��-��)B�����'�&�e9������������ P. pastoris �����#��$���กก������� �
#�%�&'� 168-2006 +������ 2 +�#).� DEAE Column 

Flow through 

300 mM NaCl 

700 mM NaCl 
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ก�
kก
��#ก+��-��$���กก�������7
ก P. pastoris 168-2006 +������ 2 ��(# DEAE Column 
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!�����ก��� fraction �� flow through, 300 mM NaCl ��A 700 mM NaCl ��#��$&�ก��
"�"ก��������# 280 ��,���%� �����ก�����$��A!*" �� SDS-PAGE ��A western blotting 'O�&�
'O�cO��,F�%��+� fraction �� flow through (fraction ��# 8-9) ��A 300 mM NaCl (fraction 
��# 30-32) �%&��&'O�cO,F�%��+� fraction �� 700 mM NaCl (fraction ��# 50-52) "����"�+���F
��# 4.28 
 

A                                                    B 
 

                   
 
������ 4.28 SDS-PAGE (A) ��" western blotting (B) 9�+��-��X
#)�46���9� 
�����������#��-��
#�%�&'� 168-2006 +������ 2 ����*
�ก
��0
)B�����'�&�e+�#).� DEAE 
Column 
 �����# M  Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 �����# P  cell infected virus (62 ก�,�"��%��) 
 �����#1-2  ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก������� 
     ���'��()* 168-2006 ,$����# 2 ��#J&��ก�����+! O���)�(�y,"�+�  DEAE Column  
     �&���� Flow through (Fraction 8-9 %�����"�O) 
 �����# 3-5 ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก�������  
     ���'��()* 168-2006 ,$����# 2 ��#J&��ก�����+! O���)�(�y,"�+�  DEAE Column 
     �&���� 300 mM  NaCl (Fraction 30-32 %�����"�O) 
 �����# 6-8 ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก�������  
     ���'��()* 168-2006 ,$����# 2 ��#J&��ก�����+! O���)�(�y,"�+�  DEAE Column 
     �&���� 700 mM NaCl (Fraction 50-52) 
 

!�����ก���������$�"���ก ,"�+� $)L��O�%���,F�%������กก�������+�ก���ก�"FG�ก�����
�ก�Aก�)&�ก�O��P"���"�"� (Hemagglutination) ��กก���"��'O�&�,F�%������กก���������ก
��$�O�����*���%* P. pastoris ���'��()* 168-2006 ,$����# 2 !�����ก���+! O���)�(�y,"�ก��J&�� 
DEAE Column ����'O�&� fraction �&���� flow through (Fraction 8-9) ��&�������#�����c���+! 
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57 

�ก�"FG�ก�����ก���ก�Aก�)&�ก�O��P"���"�"��"  (��F��# 4.29) �E���� fraction "��ก�&�������+! O���)�(�y
�ก$����!�E#�" �� Sephacryl S-200 Column 
 

 
 

������ 4.29 ก
�4ก���l�ก���#
ก
�4ก
"ก�'*�9�4�@�4�:����9�+��-������*
�ก
��0
)B�
����'�&�e��(# DEAE Column 
 !�)���# P  cell infected virus  
 !�)���# N  O�Q�Q�*��#+� +�ก���A���,F�%�� (20 mM Tris-HCl, pH 8.0) 
    ,"���#  UN = ,F�%������กก���������#��&�" ������ 
      -1 = ,F�%������กก���������#������ 10 ��&� 
      -2 = ,F�%������กก���������#������ 100 ��&� 
      -3 = ,F�%������กก���������#������ 1,000 ��&� 
 

!�����ก�����E����,F�%��+�����%&�A Fraction �� Flow through �����ก�� ��A���+! 
�� �� ��E�� " ��ก��+�  Milicon ��ก�������,F�%��"��ก�&�������+! O���)�(�y�ก$����" �� Sephacryl  

S-200 Column DE#�J�ก���"��'O '�$��,F�%������!�" 2 '�$ (��F��# 4.30) 
 
 

Fraction 8 

  UN    -1       -2        -3     

Fraction 9 

UN      -1       -2        -3     

  UN      -1       -2      -3     

Fraction 30 

  UN     -1        -2        -3    

Fraction 31 

  UN      -1      -2       -3     

Fraction 32 

  UN     - 1       -2        -3    

Fraction 50 

  UN    -   1       - 2        -3     

P  

Fraction 51 

Fraction 52 

  UN      - 1        -2          -3    

N 
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การแยกโปรตีนฮีมแอกกลูทินิน จาก P.pastoris 168-2006 clone 2 โดยใช
 Sephacryl S-200
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������ 4.30 ก
��0
+��-��)B�����'�&�e9������������ P. pastoris �����#��$���กก������� �
#�%�&'� 168-2006 +������ 2 +�#).�  
Sephacryl S-200 Column 

1 

2 
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ก�
kก
��#ก+��-��$���กก�������7
ก P. pastoris 168-2006 +������ 2 ��(# Sephacryl S-200 Column 
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��กก��Q�A�!P��" �&����#���,F�%������กก���������ก��$�O�����*���%* P. pastoris 
���'��()* 168-2006 ,$����# 2 �����+! O���)�(�y,"�ก��J&�� DEAE Column ��A Sephacryl S-200 

Column �A'O'�$��,F�%�� 2 '�$ �E����ก�����$��A!*,F�%��+��%&�A fraction ���%&�A'�$,"�
+�  SDS-PAGE ��A western blotting ��กJ�ก���"�� 'O�cO��,F�%��+� fraction ��
��'�$��# 1 ��A��&'O�cO,F�%��+� fraction ��'�$��# 2 (��F��# 4.31) 
 

A                                                    B 
 

                    
 
������ 4.31 SDS-PAGE (A) ��" western blotting (B) 9�+��-��X
#)�46���9� 
�����������#��-��
#�%�&'� 168-2006 +������ 2 ����*
�ก
��0
)B�����'�&�e+�#).� DEAE 
Column ��" Sephacryl S-200 Column 
 �����# M  Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 �����# P  cell infected virus (62 ก�,�"��%��) 
 �����#1-4  ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก������� 
     ���'��()* 168-2006 ,$����# 2 ��#J&��ก�����+! O���)�(�y,"�+�  DEAE Column 
     ��A Sephacryl S-200 Column �&����'�$ 1 (Fraction 37-40) 
 �����# 5-8 ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก�������  
     ���'��()* 168-2006 ,$����# 2 ��#J&��ก�����+! O���)�(�y,"�+�  DEAE Column 
     ��A Sephacryl S-200 Column �&����'�$ 2 (Fraction 70-73) 
 

 !�����ก������� Fraction ��'�$��ก�����ก�� ��A���ก�� dialysis �'�#���" urea ก&�
������"�O$��������c+�ก���ก�Aก�)&�����P"���"�"� DE#�J�ก���"��'O�&�,F�%��
"��ก�&����&ก&+! �ก�"ก���ก�Aก�)&�����P"���"�"��"  (��F��# 4.32) 
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������ 4.32 ก
�4ก���l�ก���#
ก
�4ก
"ก�'*�9�4�@�4�:����9�+��-������*
�ก
��0
)B�
����'�&�e��(# DEAE Column ��" Sephacryl S-200 Column 
 !�)���# P  cell infected virus  
 !�)���#1-2 ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#����� Hemagglutinin  
     ���'��()* 168-2006 ,$����# 2 ��#J&��ก�����+! O���)�(�y,"�+�  DEAE Column 
        ��A Sephacryl S-200 Column �&����'�$��# 1 ��A 2 
 !�)���# N  O�Q�Q�*��#+� +�ก���A���,F�%�� (20 mM Tris-HCl, pH 8.0) 
 

%&�����,F�%��+! O���)�(�y����$�O�����*���%* ���'��()* LPAI-15 ,$����# 4 " ��ก��+� 
$����* Ion Exchange chromatography (DEAE Column) J�ก���"���Fq�"����F��# 4.33 ��ก
ก��Q�A�!P��" �&����#���,F�%������กก���������ก��$�O�����*���%* P. pastoris ���'��()* 
LPAI-15 ,$����# 4 �����+! O���)�(�y,"�ก��J&�� DEAE Column �A'O'�$��,F�%��+� flow 
through, 300 mM NaCl ��A 700 mM NaCl "�������E����ก�����$��A!*,F�%��+��%&�A fraction 
,"�+�  SDS-PAGE ��A western blotting  
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1          2           N P      
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กราฟแสดงการแยกโปรตีนฮีมแอกกลูทินิน สายพันธุ LPAI-15 

โคลนที่ 4 โดยใช DEAE column 
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������ 4.33 ก
��0
+��-��)B�����'�&�e9������������ P. pastoris �����#��$���กก������� �
#�%�&'� LPAI-15 +������ 4 +�#).� DEAE Column 
 

Flow through 

300 mM NaCl 700 mM NaCl 
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ก�
kก
��#ก+��-��$���กก�������7
ก P. pastoris LPAI-15 +������ 4 ��(# DEAE Column 
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!�����ก��� fraction �� flow through, 300 mM NaCl ��A 700 mM NaCl ��#��$&�ก��
"�"ก��������# 280 ��,���%� �����ก�����$��A!*" �� SDS-PAGE ��A western blotting 'O�&�
'O�cO��,F�%��+� fraction �� flow through (fraction ��# 2-5) ��A 300 mM NaCl (fraction 
��# 24-26) �%&��&'O�cO,F�%��+� fraction �� 700 mM NaCl (fraction ��# 52) "����"�+���F��# 
4.34 
 
A                                                    B 
 

                   
 
������ 4.34 SDS-PAGE (A) ��" western blotting (B) 9�+��-��X
#)�46���9� 
�����������#��-��
#�%�&'� LPAI-15 +������ 4 ����*
�ก
��0
)B�����'�&�e+�#).� DEAE 
Column 
 �����# M  Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 �����# P  cell infected virus (62 ก�,�"��%��) 
 �����#1-4  ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก������� 
     ���'��()* LPAI-15 ,$����# 4 ��#J&��ก�����+! O���)�(�y,"�+�  DEAE Column  
     �&���� Flow through (Fraction 2-5 %�����"�O) 
 �����# 5-7 ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก�������  
     ���'��()* LPAI-15 ,$����# 4 ��#J&��ก�����+! O���)�(�y,"�+�   DEAE Column 
     �&���� 300 mM  NaCl (Fraction 24-26 %�����"�O) 
 �����# 8  ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก�������  
     ���'��()* LPAI-15 ,$����# 4 ��#J&��ก�����+! O���)�(�y,"�+�   DEAE Column 
     �&���� 700 mM NaCl (Fraction 52) 
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!�����ก���������$�"���ก ,"�+� $)L��O�%���,F�%������กก�������+�ก���ก�"FG�ก�����
�ก�Aก�)&�ก�O��P"���"�"� (Hemagglutination) ��กก���"��'O�&�,F�%������กก���������ก
��$�O�����*���%* P. pastoris ���'��()* LPAI-15 ,$����# 4 !�����ก���+! O���)�(�y,"�ก��J&�� 
DEAE Column ����'O�&� fraction �&���� flow through (Fraction 2-5) ��&�������#�����c���+! 
�ก�"FG�ก�����ก���ก�Aก�)&�ก�O��P"���"�"��"  (��F��# 4.35) �E���� fraction "��ก�&�������+! O���)�(�y
�ก$����!�E#�" �� Sephacryl S-200 Column 
 

 
 
������ 4.35 ก
�4ก���l�ก���#
ก
�4ก
"ก�'*�9�4�@�4�:����9�+��-������*
�ก
��0
)B�
����'�&�e��(# DEAE Column 
 !�)���# P  cell infected virus  
 !�)���# N  O�Q�Q�*��#+� +�ก���A���,F�%�� (20 mM Tris-HCl, pH 8.0) 
    ,"���#  UN = ,F�%������กก���������#��&�" ������ 
      -1 = ,F�%������กก���������#������ 10 ��&� 
      -2 = ,F�%������กก���������#������ 100 ��&� 
      -3 = ,F�%������กก���������#������ 1,000 ��&� 
 

Fraction 2 

  UN    -1       -2        -3     

Fraction 3 

UN      -1       -2        -3     

  UN      -1       -2      -3     

Fraction 4 

  UN     -1        -2        -3    

Fraction 5 

  UN      -1      -2       -3     

Fraction 24 

  UN     - 1       -2        -3    

Fraction 25 

  UN    - 1       -2        -3    

P  

Fraction 26 

Fraction 52 

  UN    - 1       -2        -3    

N 
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��ก�����E����,F�%��+�����%&�A Fraction �� Flow through �����ก�� ��A���+! �� �� ��E�� 
" ��ก��+�  Milicon ��ก�������,F�%��"��ก�&�������+! O���)�(�y�ก$����" �� Sephacryl  

S-200 Column DE#�J�ก���"��'O '�$��,F�%������!�" 2 '�$ (��F��# 4.36) 
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การแยกโปรตีน HA จาก P.pastoris LPAI 15 clone 4 โดยใช 
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������ 4.36 ก
��0
+��-��)B�����'�&�e9������������ P. pastoris �����#��$���กก������� �
#�%�&'� LPAI-15 +������ 4 +�#).�  
Sephacryl S-200 Column 

1 

2 
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ก�
kก
��#ก+��-��$���กก�������7
ก P. pastoris LPAI-15 +������ 4 ��(# Sephacryl S-200 Column 
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 ��กก��Q�A�!P��" �&����#���,F�%������กก���������ก��$�O�����*���%* P. pastoris 
���'��()* LPAI-15 ,$����# 4 �����+! O���)�(�y,"�ก��J&�� DEAE Column ��A Sephacryl S-200 

Column �A'O'�$��,F�%�� 2 '�$ �E����ก�����$��A!*,F�%��+��%&�A fraction ���%&�A'�$,"�
+�  SDS-PAGE ��A western blotting ��กJ�ก���"�� 'O�cO��,F�%��+� fraction ��
��'�$��# 1 ��A��&'O�cO,F�%��+� fraction ��'�$��# 2 (��F��# 4.37) 
 
A                                                    B 
 

                       
 
������ 4.37 SDS-PAGE (A) ��" western blotting (B) 9�+��-��X
#)�46���9�����
�������#��-��
#�%�&'� LPAI-15 +������ 4 ����*
�ก
��0
)B�����'�&�e+�#).� DEAE Column
��" Sephacryl S-200 Column 
 �����# M  Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 �����# P  cell infected virus (62 ก�,�"��%��) 
 �����#1-4  ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก������� 
     ���'��()* LPAI-15 ,$����# 4 ��#J&��ก�����+! O���)�(�y,"�+�  DEAE Column  
     ��A Sephacryl S-200 Column �&����'�$ 1 (Fraction 46-49) 
 �����# 5-8 ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก�������  
     ���'��()* LPAI-15 ,$����# 4 ��#J&��ก�����+! O���)�(�y,"�+�  DEAE Column  
     ��A Sephacryl S-200 Column �&����'�$ 2 (Fraction 87-90) 

 
 ��ก������� Fraction ��'�$��ก�����ก�� ��A���ก�� dialysis �'�#���" urea ก&������
�"�O$��������c+�ก���ก�Aก�)&�����P"���"�"� DE#�J�ก���"��'O�&�,F�%��"��ก�&����&
ก&+! �ก�"ก���ก�Aก�)&�����P"���"�"��"  (��F��# 4.38) 

 
 
 
 

      M  P    1    2    3   4   5   6   7   8 

55 
72 
95 

95 
72 

kDa  kDa 

55 

~95 kDa 

      M   P   1     2    3     4    5    6    7    8 
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������ 4.38 ก
�4ก���l�ก���#
ก
�4ก
"ก�'*�9�4�@�4�:����9�+��-������*
�ก
��0
)B�
����'�&�e��(# DEAE Column ��" Sephacryl S-200 Column 
 !�)���# P  cell infected virus  
 !�)���#1-2 ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#����� Hemagglutinin  
     ���'��()* LPAI-15 ,$����# 4 ��#J&��ก�����+! O���)�(�y,"�+�  DEAE Column ��A  
     Sephacryl S-200 Column �&����'�$��# 1 ��A 2 
 !�)���# N  O�Q�Q�*��#+� +�ก���A���,F�%�� (20 mM Tris-HCl, pH 8.0) 
 

 �&���ก$)L��O�%�!�E#���,F�%������กก���������#���ก���"�O $� ก��c�ก%�"" ��
���D�* Furin ���#���ก���"��+� ���D�* Furin +�ก��%�",F�%������กก����������� 3 ���'��()* 
'O�&�,F�%������กก���������&�����cc�ก���D�* Furin %�"�"  ,"��F���O����O��ww�L���cO
,F�%������กก�������!�����กก�����+! O���)�(�y" �� DEAE Column ��A Sephacryl S-200 
Column ก�O ,F�%��"��ก�&����#c�ก%�"��A��&c�ก%�"" �����D�* Furin (��F��# 4.39 ��A 4.40) 'O�&� ��
��F�OO��ww�L��#�!���ก�� �E���)F�&�,F�%������กก���������#J��%��ก��$�O�����*���%*���� 3 

���'��()* ��&�����cc�ก%�"" �����D�* Furin �"  ����������Fq�J����#�����ก,F�%������กก��
�������ก���%��!��&����%����ก�ก���F ���+! �ก�"ก��O"O��%���!�&�%�"�����D�* Furin �&�J�+! 
���D�* Furin ��&�����c%�",F�%������กก��������"  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1          2           N P      
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A                                                    B 
 

                                         
 

������ 4.39 SDS-PAGE (A) ��" western blotting (B) 9�+��-��X
#)�46���9�����
�������#��-�����0
�
����ก
�p�ก-%���(#4�56�� Furin B�%�7
ก�0
)B�����'�&�e+�#�*
� 
DEAE Column ��" Sephacryl S-200 Column 
 
 �����# M  Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 �����# P  cell infected virus uncut (62 ก�,�"��%��) 
 �����# 1  cell infected virus cut (62 ก�,�"��%��) 
 �����# 2  ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก�������  
     ���'��()* LPAI-15 ,$����# 4  
 �����# 3   ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก������� 
     ���'��()* LPAI-15 ,$����# 4 ��#��&+�&���D�* Furin 
 �����# 4   ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก������� 
     ���'��()* LPAI-15 ,$����# 4 ��#+�&���D�* Furin 
 �����# 5  ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก������� 
     ���'��()* 168-2006 ,$����# 2    
 �����# 6   ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก������� 

    ���'��()* 168-2006 ,$����# 2 ��#��&+�&���D�* Furin 
 �����# 7   ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก������� 
     ���'��()* 168-2006 ,$����# 2 ��#+�&���D�* Furin 
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A                                                    B 
 

                            
 

������ 4.40 SDS-PAGE (A) ��" western blotting (B) 9�+��-��X
#)�46���9�����
�������#��-�����0
�
����ก
�p�ก-%���(#4�56�� Furin B�%�7
ก�0
)B�����'�&�e+�#�*
� 
DEAE Column ��" Sephacryl S-200 Column 
 �����# M  Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 �����# P  cell infected virus uncut (62 ก�,�"��%��) 
 �����# 1  cell infected virus cut (62 ก�,�"��%��) 
 �����# 2  ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก������� 
     ���'��()* 172-2006 ,$����# 38  
 �����# 3   ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก������� 

    ���'��()* 172-2006 ,$����# 38 ��#��&+�&���D�* Furin 
 �����# 4   ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก�������  

    ���'��()* 172-2006 ,$����# 38 ��#+�&���D�* Furin 
 �����# 5  ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก������� 

     ���'��()* 168-2006 ,$����# 2  
 �����# 6 ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก�������  
    ���'��()* 168-2006 ,$����# 2 ��#��&+�&���D�* Furin 
 �����# 7  ,F�%��K��+��D��*����$�O�����* P. pastoris ��#���������กก�������  
    ���'��()* 168-2006 ,$����# 2 ��#+�&���D�* Furin 

      M   P   1     2   3    4   5   6    7    

55 
72 
95 95 

72 

kDa  kDa 

55 

~95 kDa 

      M   P      1    2    3    4    5    6    7     
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��	
�����������ก������� 
 
 �������	
�����
��ก����������	���ก�	��	�	�����������	���	��  !"�����#�"�$��
%��
ก�	��	�	�������&	� ��� �
'�()*ก &���+����ก��,��)-�  !"��)-��
'�(�.	/0ก12#�"�	��	������ก
�
)	��#.�)-�2$������ก ���"��ก1�ก�	��	�	�����1"�#�"#$��� ��� ก�	�34�	��
������ก�	��	�	����
ก	�2����ก�)�5�����#�"���� 6 �
��
�� ก�	7,1'�
� �� ก�	�
8���9�'	�2�����	
� 	��#
��ก�	
�
8����'����	
���ก�	)4��ก
�ก�	'1������ �,�/�	�� ก�	��	�	��������������	
� �������7,��
��ก�	����9�ก�	��	�	������������  !"������'2�����9;�������	
�&��'	���ก�	�	�� &����
������ ��� �
�'	���,�'�#9��5� 
 ��ก�	.!ก/��	
�������#$�ก�	&�,����<����กก,5#1�1�2$���� 3 ����
�>9( ����5��,���1� 
pPICZαA �,�#$�ก�	������ก��� ,,( P. pastoris &����ก�)-�����
�>9(#�"��	�	����	9��	�
2$���� 2 ����
�>9( ��� ����
�>9( 168-2006 �,� 172-2006 �,�����
�>9(#�"��	�	����'"$�2$���� 
1 ����
�>9( ��� LPAI-15 	�����1���#(�,���1�#�"��,$��
��1��,�&��#�(�,�,$��
�ก	����1&�#�"
�5ก'���$���#$����)-����'	��,��#	ก����5�2�&��������'( P. pastoris KM 71 2�ก�
���$�	����
�1���#(���'(#�"�����
ก�$����ก1�ก�	������ก �,��1��	���(&)	'��&���� SDS-PAGE �,�#$�
ก�	����
�7,&���� western blotting &�������'1����#�"2$�����'��&)	'��<����กก,5#1�1�  !"�
2�กก�	#�,����&)	'��<����กก,5#1�1��5ก7,1'�,��ก����;����� ,,( �
��
��2!�'��#$�ก�	�ก
�
&)	'��;����� ,,(��ก��  !"��������,���,!�ก
�ก�	������ก������<����กก,5#1�1�2�ก��	
�
����
��ก ����
�>9( H5N2 �� P. pastoris ����
�>9( GS115 (Wang �,��d�, 2007) ก,������ 
&)	'��<����กก,5#1�1��5ก7,1' �,��ก������� ,,(���'( �'�#����������'ก'������
��'��ก�	�
ก�$�
���ก1�ก�	������ก�����#���, &������������������#���,����� 0.5% (v/v) �,���
��,� 4-5 �
���ก�	������ก���&)	'���
�ก,��� �$��	
�����12
���� ���� 3-4% (v/v) ��#���, 
 !"��)-����������#�"���������ก�	�
ก�$� �,�����	���ก�	������ก���&)	'���
�ก,�����
'
���'��
��	ก���ก�	�
ก�$�  !"���2��ก�������������������#���,#�"����ก�	�
ก�$� �,�� ,,(
�2����#�"����ก�	������ก��7,'��ก�	������ก���&)	'��<����กก,5#1�1� ��ก2�ก����
���
	�������� Hu �,��d� (2006) ��#$�ก�	&�,����<����กก,5#1�1������	
�����
��ก ����
�>9( 
H5N2 �,�#$�ก�	������ก&���� baculovirus expression system �,��� Sf-9 insect cells 
�)-�� ,,(�2������ก�	������ก ����� 	�����1���#(&)	'���)-�&)	'��#�"7,1'�,��ก����;����
� ,,(����ก
� 
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 ����12
���� Hu �,��d� (2006) ��.!ก/��� detergents #�"��)	��1#>1;����ก#�"�9� ��
ก�	�ก
�&)	'��<����กก,5#1�1������	
�����
��ก ����
�>9( H5N2 �� baculovirus expression 
system �����ก�	�� 1% Triton X-100 �	�� 1% Tween 20 �,��������$������)-���,� 2 �
"�&�� 
#$�������	��ก
�&)	'��;����� ,,(���������)	��1#>1;����ก �$��	
�����12
��1�������#$�ก�	
�ก
�&)	'����ก2�ก� ,,(������� ���"��$���.!ก/�ก�	������ก���&)	'������1>� SDS-PAGE 
�,� western blotting  !"��
��),�2�ก����12
��
�ก,������'� &��,�)	1��d��� Tween 20 ,�
�	!"���!"� ก�)	ก
��$���'��)-���,� 5 ��#� #
��������"����2�ก7�
�� ,,(������'(�����������	� 
2�กก�	#�,������� �1>��
�ก,�������	��ก
�&)	'��#�"��5�;����� ,,(���'(��#$�ก�	'	�2���
������'��� 

�$��	
�����12
���� �����&)	'��<����กก,5#1�1�#�"������ก������)	���d 95 ก1&,��,
'
� &�������)-�2	1��,�&)	'��<����กก,5#1�1�#�"�������	������)	���d 62 ก1&,��,'
� ก�	
#�"&)	'��<����กก,5#1�1���������1"��!�� ��2�ก1�2�กก	����ก�	 post-translation modification 
�������� P. pastoris ��#1���� ก�	�'1���5���$�'�, (Glycosylation) �)-�'� (Cereghino �,��d�, 
2002) ��ก2�ก����
���	�����ก�	�12
���� Saelens �,��d� (1999) �����	�����1���#(&)	'��
<����กก,5#1�1�2�ก�������	
��1�v,5��� � ����
�>9( H3N2 #�"�$���������ก�� P. pastoris  
����
�>9( GS115 ��ก�	�ก1� N-linked glycosylation &���������ก�	�'1���$�'�, mannose 
)	���d 8-10 &��,ก9, ���7,���������	�����1���#(&)	'����������1"��!��2�ก 65  
ก1&,��,'
��)-� 75-78 ก1&,��,'
� 

��ก2�ก����
����������
%%�d���&)	'��<����กก,5#1�1�#
�� 3 ����
�>9(#�"������'"$�
ก��� 95 ก1&,��,'
� �)-�2$������ก #
�������2�ก1�2�ก&)	'���
�ก,����5ก����������� �( 
&)	'����;����� ,,(���'( ก�	�����&)	'�������,�ก������7,'��ก�	#$���ก�	#$�&)	'����
�	1�9#>1x�
����ก�1"��!�� ก�	�'1� protease inhibitors ,��) ���� Pepstatin A �	�� Bestatin �)-�'� 
�)-��1>��ก)z%����!"� &��ก�	�
��
��ก�	#$����������� �(&)	'���� ��ก2�ก��� ก�	�),�"��� ,,(
�2�����)-�����
�>9(#�" protease deficiency ���� P. pastoris ����
�>9( SMD1163, SMD1165 
�,� SMD1168 �)-�'� ��2������ก�	�ก)z%���
�ก,����� (Huang �,��d�, 2007)  

�$��	
���������������#���, �,�2$�����
�#�"���������ก�	������ก���&)	'��
<����กก,5#1�1� �����	�����1���#(���'(#
�� 3 ����
�>9(�,
�7���ก�	�
ก�$����ก1�ก�	������ก
&���� 3-4%(v/v) ��#���, �,�����)-���,� 2 �
� ����	���ก�	������ก���&)	'��<����
กก,5#1�1���2$������ก	��
���!"� 2!��,��ก�;����
�ก,���������ก�	�
ก�$����ก1�ก�	������ก
���&)	'���
�ก,��� �,��$�&)	'���
����#$����	1�9#>1x��� ���"��$�&)	'��<����กก,5#1�1�#
�� 3 ���
�
�>9( ��#$����	1�9#>1x��� DEAE Column (Ion Exchange chromatography) ����� ������
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&)	'��#�"7���ก�	#$����	1�9#>1x�����,
��(�
�ก,��� ��	5)���#�"������ก
� ก,������2���������
&)	'���� Flow through, 300 mM NaCl �,� 700 mM NaCl ���"�#$�ก�	�1��	���(ก�	������ก
����1>� SDS-PAGE �,� western blotting &�������'1����#�"2$�����'��&)	'��<����กก,5#1�1�
�,� ���
%%�d������&)	'��<����กก,5#1�1��� Flow through �,� 300 mM NaCl �#���
�� 
�,�2�กก�	�
��ก'�
%%�d������&)	'�� 2�����������
%%�d������&)	'�������,�ก��
)	1��d,�,� ���"��#���ก
��
%%�d������&)	'�������,�ก���&)	'��<����กก,5#1�1�#
�� 3 
����
�>9(ก����$���7��� DEAE column �
��
�� ก�	#$����	1�9#>1x&���� DEAE Column ��22�
����ก$�2
�&)	'�������,�ก 6 ��ก�) #$����
%%�d������&)	'�������,�ก��)	1��d,�,�  !"�
�,���,!�ก
�ก�	#�,����� Saelens �,��d� (1999) ��#$�ก�	&�,����<����กก,5#1�1����
��	
��1�v,5��� � ����
�>9( H3N2 &���� P. pastoris ����
�>9( GS115 �)-�� ,,(�2������ก�	
������ก �,
�2�ก�
ก�$����ก1�ก�	������ก��� 2% (v/v) ��#���, �)-���,� 1 �
� 2�ก�
���$�
�����������	�,����� ,,(��#$����	1�9#>1x��� Q-HyperD Column �����	�����1���#(&)	'��<��
��กก,5#1�1����2
�ก
�'
���,
��( �
"����	�����1���#(&)	'����5��� Flow through 2�กก�	#�,��
���ก�	#$�&)	'�����	1�9#>1x&���� Q-HyperD Column �)-�ก�	ก$�2
�&)	'����1���"���ก�)
������� ���"�������'��ก�	#$�&)	'�����	1�9#>1x����
��'��'���) 

�,
�2�ก�
���$�&)	'��<����กก,5#1�1�#
�� 3 ����
�>9(#�"7���ก�	#$����	1�9#>1x��� DEAE 
Column �� Flow through �,� 300 mM NaCl ��#$�ก�	#����&����)}1ก1	1��ก�	�ก��ก,9��
ก
������,���������"�#$�ก�	�
��,��ก fraction #�"��7,��ก��#$����	1�9#>1x��� Gel Filtration 
chromatography (Sephacryl S-200 Column) ��ก�	
����!"� ���"�#$�ก�	#����)}1ก1	1��ก�	�ก��
ก,9��ก
������,�������,� �����&)	'��<����กก,5#1�1�#
�� 3 ����
�>9( #�"7���ก�	#$����	1�9#>1x��� 
DEAE Column �� Flow through �#���
��#�"��7,��ก 2!��$�&)	'��<����กก,5#1�1�������� Flow 
through ��	��ก
� ���"�#$�&)	'�����	1�9#>1x&���� Sephacryl S-200 Column  

&)	'��<����กก,5#1�1��� Flow through 2�ก 3 ����
�>9(#�"�$���#$����	1�9#>1x��� 
Sephacryl S-200 Column ��������&)	'��#
����� 2 ��� 2!��$����1��	���(��� SDS-PAGE 
�,� western blotting &�������'1����#�"2$�����'��&)	'��<����กก,5#1�1� 2�ก7,ก�	#�,��
�����2����
%%�d������&)	'��<����กก,5#1�1������#�" 1 �#���
�� 2�ก7,ก�	#�,����
����12
������#$�&)	'��<����กก,5#1�1�#
�� 3 ����
�>9( ����	�#$����	1�9#>1x�� &���� DEAE 
Column �,� Sephacryl S-200 Column 

 '�������"��$�&)	'��<����กก,5#1�1�#�"7���ก�	#$����	1�9#>1x&���� DEAE Column �,� 
Sephacryl S-200 Column ��#$�)}1ก1	1���ก��ก,9��ก
������,������ �������7,�)-�,� �
"�������
����	�ก�����ก1�ก�	�ก��ก,9����������,�������� #
�������2���"����2�กก�	#�"&)	'��<����กก,5
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#1�1��
���5ก#$��������;������5�	�����
��'��ก���#$����	1�9#>1x��� Sephacryl S-200 Column 
�,��������	��ก1�ก�	����
�ก,
�����	5)�����1��,
�2�กก�	#$� dialysis  !"����"��$��).!ก/�
'����ก�	�5ก'
�������� �( Furin ������������	�'
������������ก
� #
�������2�)-����"����2�ก
ก�	'
�������� �( Furin ��2'����.
�	5)�����1����&)	'��<����กก,5#1�1�  !"�������2$�����
��ก�	2�2$���� active site ������� �( Furin ��ก2�ก��� ก�	#�"���� �( Furin �������	�'
�
&)	'��<����กก,5#1�1��� ��2�ก1�2�กก�	�'1���5���$�'�,��ก�ก1��)���	�����1���#(&)	'��<��
��กก,5#1�1� #$������
�'$������ก�	'
�������� �( Furin ���7,������ �( Furin �������	�'
�
	�����1���#(&)	'��<����กก,5#1�1���  

 

��������� 

- ��ก�	�12
��	
���������� ,,(�2����������'( P. pastoris ����
�>9( KM71 ��ก�	�
ก�$�
���ก1�ก�	������ก  !"������&)	'���
�ก,����5ก����������� �(&)	'1���;����� ,,( ก�	
#�,��������' )z%���
�ก,�����2�ก�����ก�	�����'(#�"������
�>9( Protease deficiency 

- ก�	.!ก/�ก�	�5ก'
�������� �( Furin ��2�$��+���&)	'��<����กก,5#1�1��,
�2�ก
ก�	#$����	1�9#>1x��� DEAE Column #�"��5��� fraction ��� 300 mM NaCl ��#$�ก�	.!ก/�#
�����
���"����2�ก&)	'���
�ก,����
�������5ก#$��������;�� 

- &)	'��<����กก,5#1�1�#�"������ก����� ����	�#�"���)��.!ก/�������12
���"� 6 ��#1
���� ก�	ก	�'9�;5�1�9�ก
�����5 ก�	�
8���9�'	�2�����	
� �	�� ก�	������'����	
� �)-�'� 



���ก��������� 

 


����� 
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1. ������	
���������	� Luria-Bertani (LB broth) 
 
  �!"#$% (tryptone)     10 ก�*+ 
 ,-ก*./�ก�
-$0 (yeast extract)    5 ก�*+ 
 #5�.
�+6	�7�.0 (NaCl)     5 ก�*+ 
 
 -��	;	��-�� *�-�+�%!.<%%�=�ก	*>%"�!+�$� 800 +!		!	$� "�*@6A�6��+�"B%ก�.�@-
.C��-��	;	��#5�.
�+7D.��ก75.06��+�EC+EC% 1 %��0+*	 �"B% 7.2 /�ก%*�%�$!+%�=�ก	*>%<�C6�@ 

1,000 +!		!	!$� %=�7"%I>JA������.C��6��+.*%7� 15 "�%.0$A�$���%!�� �KL�MN+! 121˚5 �"B%��	� 
15 %� 
 
 
2. ������	
�������OEP Luria-Bertani (LB agar) 
 
 �$�
�+�����.C���!R
�.
��ก*@������	
���������	� LB O	;	;	���KC% 15 ก�*+$A������ 1 

	!$��S!>+	7" /�ก%*�%%=�7"%I>JA������.C��6��+.*%7� 15 "�%.0$A�$���%!�� �KL�MN+! 121˚5 
�"B%��	� 15 %� 
 
 
3. ������	
�������OEP Luria-Bertani (LB agar)  
>+
-��"U!�
�%;5
#�5!% 
 

�$�
�+�������A%�.
��ก*@EC� 2 �	*/�ก%=�7"%I>JA������.C��6��+.*%7�O	C� !�7�C<�C��P% 
>
�KL�MN+! 55 �V��5	�5
�- �$!+-��"U!�
�%;5
#�5!% (zeocin) 6��+�EC+EC%-K. C��� A�ก*@ 25 
7+#6�ก�*+$A�+!		!	!$� 
 
4. ������	
���������	� YPD 
 
 ,-ก*./�ก�
-$0 (yeast extract)    10 ก�*+ 
 �S"#$% (tryptone)     10 ก�*+ 
 ก	N#6- (glucose)     20 ก�*+ 
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 -��	;	��-�+�%!.<%%�=�ก	*>%"�!+�$� 1,000 +!		!	!$� %=�7"%I>JA������.C��6��+.*%7� 

15 "�%.0$A�$���%!�� �KL�MN+! 121˚5 �"B%��	� 15 %� 
 
 
5. ������	
�������OEP YPD 
 
 �$�
�+�����.C���!R
�.
��ก*@������	
���������	� YPD O	;	;	���KC% 15 ก�*+$A������ 

1 	!$��S!>+	7" /�ก%*�%%=�7"%I>JA������.C��6��+.*%7� 15 "�%.0$A�$���%!�� �KL�MN+! 121˚5 
�"B%��	� 15 %� 
 
 
6. ������	
�������OEP YPD  
>+
-��"U!�
�%;5
#�5!% 
 
 �$�
�+�������A%�.
��ก*@EC� 4 �	*/�ก%=�7"%I>JA������.C��6��+.*%7�O	C� !�7�C<�C��P% 
>
�KL�MN+! 55 �V��5	�5
�- �$!+-��"U!�
�%;5
#�5!% (zeocin) 6��+�EC+EC%-K. C��� A�ก*@ 100 
7+#6�ก�*+$A�+!		!	!$� 
 
7. ������	
���������	� BMGY 
 
 1% (w/v) ,-ก*./�ก�
-$0 (yeast extract)  

2% (w/v) �S"#$% (tryptone) 
 100 mM potassium phosphate, pH 6.0 
 1.34% (w/v) YNB 
 4x10-5 % (w/v) biotin 
 1% (v/v) glycerol 
  
 �$�
�+-A�%,-+ *��+.O	; =�ก��JA������.C��6��+.*%7� 15 "�%.0$A�$���%!�� 

�KL�MN+! 121 ˚5 �"B%��	� 15 %� 
 �ก��C% YNB O	; biotin <�C<�Cก��ก��.C���*�ก��E%�. 
0.2 µm /�ก%*�%%=�-A�%,-+ *��+.+�,-+ก*%<%E�. 
>JA������O	C� 
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8. ������	
���������	� BMMY 
 
 1% (w/v) ,-ก*./�ก�
-$0 (yeast extract)  

2% (w/v) �S"#$% (tryptone) 
 100 mM potassium phosphate, pH 6.0 
 1.34% (w/v) YNB 
 4x10-5 % (w/v) biotin 
 0.5% (v/v) methanol 
  
 �$�
�+-A�%,-+ *��+.O	; =�ก��JA������.C��6��+.*%7� 15 "�%.0$A�$���%!�� 

�KL�MN+! 121 ˚5 �"B%��	� 15 %� 
 �ก��C% YNB, biotin O	; �+ �%�	 <�C<�Cก��ก��.C���*�
ก��E%�. 0.2 µm /�ก%*�%%=�-A�%,-+ *��+.+�,-+ก*%<%E�. 
>JA������O	C� 
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������ก � 
	�����������ก�� !�"#�$#�ก��!%��� 

 
1. ก	
�5���	 80% 
 
 %=�ก	
�5���	 87% "�!+�$� 92 +!		!	!$� ,-+%�=�"	�."�;/K "�!+�$� 8 +!		!	!$� %=�7"

%I>JA������.C��6��+.*%7� 15 "�%.0$A�$���%!�� �KL�MN+! 121˚5 �"B%��	� 15 %� 
 $*� !�7�C 
>
�KL�MN+!�C��"B%��	� 24 �*>�#+ O	C�%I>JA������5�=��
ก��@ 
 
2. -��	;	��#5�.
�+�;5
� $ �EC+EC% 3 #+	��0 6��+�"B%ก�.�@- 5.2 
 
 #5�.
�+�;5
� $ %�=��%*ก 204 ก�*+ <%%�=�"	�."�;/K<�C7.C"�!+�$�"�;+�L 400 
+!		!	!$� %=�7""�*@6A�6��+�"B%ก�.�@-<�C�"B% 5.2 .C��ก�.�;5!$!ก"�!+�$�"�;+�L 57 
+!		!	!$� �$!+%�=�"	�."�;/K<�C7.C"�!+�$�6�@ 500 +!		!	!$� %=�7"%I>JA������.C��6��+.*%7� 15 

"�%.0$A�$���%!�� �KL�MN+! 121˚5 �"B%��	� 15 %� 
 
 
3. -��	;	�� EDTA 6��+�EC+EC% 200 +!		!#+	��0 6��+�"B%ก�.�@- 8.0 
 
 ,-+-��	;	�� EDTA 6��+�EC+EC% 0.5 #+	��0 6��+�"B%ก�.�@- 8.0 "�!+�$� 2 
+!		!	!$� <%%�=�"	�."�;/K"�!+�$� 3 +!		!	!$� %=�7"%I>JA������.C��6��+.*%7� 15 "�%.0$A�

$���%!�� �KL�MN+! 121˚5 �"B%��	� 15 %� 
 
 
4. -��	;	��,-+ dNTPs  
>+
6��+�EC+EC%E�O$A	;%!�6	
#�7 .0 10 +!		!#+	��0 
 
 ,-+ dATP, dGTP, dCTP, dTTP 6��+�EC+EC% 100 +!		!#+	��0 .C��"�!+�$��%!.	; 10 
7+#6�	!$� �EC�ก*%O	C�"�*@"�!+�$�-K. C��.C��%�=�"	�."�;/K"	�.�����<�C�"B% 100 7+#6�	!$� 

�กP@ 
>�KL�MN+!  -20˚5 
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5. @*j�j��0 50X Tris-acetate (TAE) 
 
 Trisma base      121 ก�*+ 
 ก�.�;5!$!ก�EC+EC%     28.55 +!		!	!$� 
 -��	;	�� EDTA �EC+EC% 0.5 #+	��0   50 +!		!	!$� 
 
 	;	��-A�%,-+ *��+.<%%�=�"	�."�;/K"�!+�$� 300 +!		!	!$� O	C��$!+%�=�"	�."�;/K
/%�"B%"�!+�$� 1,000 +!		!	!$� %=�7"%I>JA������.C��6��+.*%7� 15 "�%.0$A�$���%!�� �KL�MN+! 

121˚5 �"B%��	� 15 %� 
 
 
6. 6X Loading dye 
 
 Bromphenolblue     0.25 % 
 Glycerol       40 % 
 

 	;	��-A�%,-+<%%�=�"	�."�;/K"	�.����� �กP@�*กl� 
>�KL�MN+! 4˚5 
 
7. �K.-ก*..
��P%����ก/�ก�;ก�#�-�/	 Gel/PCR DNA Fragments Extraction kit  
 

"�;ก�@.C�� 
 Buffer DF 

Buffer W1 
DF column 
Wash Buffer 

 
 กA�%<�C�K.-ก*..
��P%��<�C�$!+ absolute ethanol "�!+�$� 24 +!		!	!$� 	<% Wash 
Buffer  #.�-ก*..
��P%��$�+ก��+�!R
 
>�;@K#.�@�!l* ,NC,	!$ 
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8. �K.-ก*.S	�-+!."�!+�L%C�� High-Speed Plasmid Mini kit 
 
     "�;ก�@.C�� 

 Buffer PD1 
Buffer PD2 
Buffer PD3 
Buffer W1 
Wash Buffer  
RNase A  
PD column 
 

กA�%<�C�K.-ก*.S	�-+!.6�*�O�ก<�C�$!+ RNase A "�!+�$� 20 7+#6�	!$� 	<% Buffer PD1 

O	;�กP@7�C 
>�KL�MN+! 4˚5 O	;�$!+ absolute ethanol "�!+�$� 24 +!		!	!$� 	<% Wash Buffer  
 
9. -��	;	�� Tris-HCl �EC+EC% 1.5 #+	��0 6��+�"B%ก�.�@- 8.8 

 
 Tris base (C4H11NO3)    181.71 ก�*+ 
 
	;	�� Tris base <%%�=�"	�."�;/K"�!+�$� 800 +!		!	!$� /�ก%*�%"�*@6A�6��+�"B%ก�.

�@-.C��7D#.�6	��!ก�EC+EC% #.�6A��t �$!+ก�.7D#.�6	��!ก�EC+EC%6%<�C�EC�ก*% O	;�*.6A�6��+
�"B%ก�.�@- <�C� A�ก*@ 8.8 �$!+%�=�"	�."�;/K/%�"B%"�!+�$� 1,000 +!		!	!$� %=�7"%I>JA������

.C��6��+.*%7� 15 "�%.0$A�$���%!�� �KL�MN+! 121˚5 �"B%��	� 15 %� 
 
 
10. -��	;	�� Tris-HCl �EC+EC% 0.5 #+	��0 6��+�"B%ก�.�@- 6.8 
 

Tris base (C4H11NO3)    60.57 ก�*+ 
 
	;	�� Tris base <%%�=�"	�."�;/K"�!+�$� 800 +!		!	!$� /�ก%*�%"�*@6A�6��+�"B%ก�.

�@-.C��7D#.�6	��!ก�EC+EC% #.�6A��t �$!+ก�.7D#.�6	��!ก�EC+EC%6%<�C�EC�ก*% O	;�*.6A�6��+
�"B%ก�.�@- <�C� A�ก*@ 6.8 �$!+%�=�"	�."�;/K/%�"B%"�!+�$� 1,000 +!		!	!$� %=�7"%I>JA������

.C��6��+.*%7� 15 "�%.0$A�$���%!�� �KL�MN+! 121˚5 �"B%��	� 15 %� 
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11. -��	;	�� 10% SDS 
 
 �*> sodium dodecyl sulfate %�=��%*ก 10 ก�*+ 6A��t 	;	��<%%�=�"	�."�;/K "�!+�$� 
80 +	. �+�>�	;	���+.�$!+%�=�"	�."�;/K<�C6�@"�!+�$� 100 +	. 
 
12. -��	;	�� 10% O�+#+�%
�+�S��05*	�j$ (ammonium persulfate) 
 
 �*>O�+#+�%
�+�S��05*	�j$ 100 +!		!ก�*+<-A<%�	�.7+#6�ju�/0 
>"��V/�ก����� �$!+%�=�
"	�."�;/K"	�.�����	7" 1 +	. 	;	��/%�+. 
 
13. 4X Sample buffer 
 
 ก	
�5���	 (87%)     2.29 +	. 
 -��	;	�� Tris-HCl 6��+�"B%ก�.�@- 6.8  1 +	. 
 %�=�"	�."�;/K"	�.�����     2.71 +	. 
 Bromphenolblue     0.001 ก�*+ 
 10% SDS      4 +	. 
 

 ,-+-�� Kก�%!.�EC�.C��ก*%O	;%=�7"�กP@�*กl�7�C 
> �KL�MN+! 4˚5 กA�%%=�+�<�C<�C,-+ 2-
mercaptoethanol <%�*$��-A�% -��	;	�� 950 7+#6�	!$�$A� 50 7+#6�	!$� 2-
mercaptoethanol 
 
14.10X SDS running buffer 
 

Tris base (C4H11NO3)    30 ก�*+ 
7ก	5
% (Glycine)     145 ก�*+ 
SDS       10 ก�*+ 

 
 O�ก-��	;	�� *�-�+�%!..C��%�=�ก	*>% /�ก%*�%%=�+���+ก*%O	;"�*@"�!+�$�.C��%�=�
ก	*>%<�C7.C"�!+�$�-K. C���"B% 1,000 +!		!	!$� �กP@�*กl� 
>�KL�MN+!�C� กA�%<�C%=�+��/��/�.C��
%�=�"	�."�;/K<�C6��+�EC+EC%-K. C���"B% 1X 
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15 TEG Buffer 
 
  50 mM Tris-HCL pH 7.5    
  10 mM EDTA    
  5 mM EGTA    
  25 mM NaCl    
  0.05% (v/v) Tween 20 
  10 % (v/v) glycerol  
 
 ,-+-�� Kก��A�<�C�EC�ก*%O	C�"�*@"�!+�$�$�+"�!+�$� 
>$C�ก�� 
 
16 Sample Breaking solution 
 
 ,-+-��$�+EC� 15 O$A�S!>+200 7+#6�	!$� E� 10 % SDS O	; 1 mM DTT 
 
17. Staining solution 
 

Comassie brilliant blue R250    2  ก�*+ 
�� �%�	      450  +!		!	!$� 
ก�.�;5!$!ก      100 +!		!	!$� 
 
,-+-�� *�-�+�%!.�EC�.C��ก*%O	;"�*@"�!+�$�.C��%�=�ก	*>%<�C7.C"�!+�$�-K. C���"B% 

1,000 +!		!	!$� �กP@�*กl�7�C 
>�KL�MN+!�C� 
 
18. Destaining solution 
 
 �� �%�	      400 +!		!	!$� 
 ก�.�;5!$!ก      100 +!		!	!$� 
 
 ,-+-�� *�-��%!.�EC�.C��ก*%O	;"�*@"�!+�$�.C��%�=�ก	*>%<�C7.C"�!+�$�-K. C���"B% 
1,000 +!		!	!$� �กP@�*กl�7�C 
>�KL�MN+!�C� 
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19. fixing solution  
 
 �+ �%�	      10% 
 ก�.�;5!$!ก      10% 
 ก	
�5���	      5% 
 
 ,-+-�� *�-��%!.�EC�.C��ก*%O	;"�*@"�!+�$�.C��%�=�ก	*>%<�C7.C"�!+�$�-K. C���"B% 
1,000 +!		!	!$� �กP@�*กl�7�C 
>�KL�MN+!�C� 
 
20. Transfer Buffer 
 
 Tris base (C4H11NO3)    5.08 g 
 7ก	5
%       2.9   g 
 SDS       0.37 g 
 
 �$!+%�=�ก	*>%<�C6�@ 800 +!		!	!$� กA�%<�C�$!+�+ �%�	 200 +!		!	!$� 
 
21. Blocking solution 
 

PBST       100 +!		!	!$� 
 skim milk      5% 
 
22. 1x PBS 
 
 NaCl       8 ก�*+ 
 KCl       0.2 ก�*+ 
 Na2HPO4      1.44 ก�*+ 
 KH2PO4      0.24 ก�*+ 
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 ,-+-�� Kก�%!.�EC�.C��ก*% �$!+%�=�ก	*>% 800 +	. "�*@ pH <�C�"B% 7.4 /�ก%*�%
"�*@"�!+�$�<�C�"B% 1,000 +!		!	!$� %=�7"%I>JA������.C��6��+.*%7� 15 "�%.0$A�$���%!�� 

�KL�MN+! 121˚5 �"B%��	� 15 %� 
 
 
23. PBST 
 
 1X PBS       500 +!		!	!$� 
 Tween20      0.05% 
 
24. -*@-�$� -=���*@ HRP 
 
 Solution A 
  100 mM Tris-HCl pH 8.5   2.5 +!		!	!$� 
  90 mM coumaric acid    11 7+#6�	!$� 
  250 mM luminal    25 7+#6�	!$� 
 
 Solution B 
  100 mM Tris-HCl pH 8.5   2.5 +!		!	!$� 
  30% H2O2     1.5 7+#6�	!$� 
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