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            โรค Primary hyperoxaluria type1 (PH1) เป็นโรคทางพนัธุกรรมถกูควบคมุด้วยยีน
ด้ อ ย บ น อ อ โ ท โ ซ ม  โ ด ย เ กิ ด จ า ก ค ว า ม ผิ ด ป ก ติ ข อ ง ยี น  AGXT ซึ ง ผ ลิ ต เ อ น ไ ซ ม์ 
alanine:glyoxylate aminotransferase (AGT) ทําหน้าทีสลายไกลออกซิเลท โดยพบมากใน
เพอร็อกซิโซมของเซลล์ตบั โรค PH1 เกิดจากการหลังออกซาเลทและสะสมในรูปผลึกของ
แคลเซียมออกซาเลทในไต ตอ่มาผู้ ป่วยจะสญูเสียการทํางานของไตและเสียชีวิตในทีสดุ  ศนูย์
เชียวชาญเฉพาะทางเวชพนัธุศาสตร์ โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ์ ได้ตรวจพบผู้ ป่วยชาวไทยราย
หนึงเป็นโรค PH1 ซึงมีสาเหตคุวามผิดปกติแบบดีลีชนั และมีมิวเทชนัในยีน AGXT โดยพบว่า   
นิวคลีโอไทด์ลําดบัที 32 มีการเปลียนจาก cytosine เป็น guanine (c.32C>G) ส่งผลให้
กรดอะมิโนลําดบัที 11 เปลียนจาก proline เป็น argenine (p.Pro11Arg) ซึงเป็นการกลาย
พนัธุ์ทียงัไม่เคยมีการรายงานมาก่อน ในการวิจยันี [ได้วิเคราะห์การทํางานของมิวเทชนัใหม่ใน
ยีน AGXT แบบ p.Pro11Arg โดยเพิมปริมาณยีน AGXT ในส่วนทีผลิตโปรตีนนี [จากเซลล์ 
HepG-2 และ transfect เข้าสู่เซลล์ COS7  โดยผลจากการทํา western blot แสดงให้เห็นว่า 
ยีนกลายพันธุ์สามารถผลิตโปรตีนได้ตามปกติ สําหรับการตรวจสอบความสามารถในการ
ทํางานของเอนไซม์ AGT โดยวิธี semiautomated spectrophotometric บ่งชี [ว่า เอนไซม์ 
AGT ทีผลิตจากยีนกลายพนัธุ์มีความสามารถในการทํางานลดลงประมาณ 69% เมือเทียบ
กบัเอนไซม์ AGT ทีผลิตจากยีนปกติ ส่วนการตรวจสอบตําแหน่งเป้าหมายภายในเซลล์ของ
เอนไซม์ AGT ทีกลายพนัธุ์ โดยวิธี immunofluorescence พบว่าเอนไซม์ AGT ทีกลายพนัธุ์
ประมาณ 20% นั [นถกูส่งไปยงัออร์แกเนลล์อืนทีผิดตําแหน่ง ไม่ได้ถกูส่งไปยงัเพอร็อกซิโซม
ตามปกติ สรุปได้ว่าการเปลียนแปลงชนิด p.Pro11Arg นี [เป็นการเปลียนแปลงทีก่อให้เกิดโรค 
PH1 โดยการลดความสามารถในการทํางานของเอนไซม์ และทําให้ตําแหน่งเป้าหมายภายใน
เซลล์เปลียนแปลงไป 
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Primary hyperoxaluria type1 (PH1) is a lethal autosomal recessive disorder of 

glyoxylate metabolism caused by deficiency of the liver-specific peroxisomal enzyme 

alanine:glyoxylate aminotransferase (AGT). PH1 is presented by excretion of oxalate 

and accumulation of insoluble calcium oxalate in the kidney and eventually leads to 

renal failure and death. The Center of Excellence for Medical Genetic, Chulalongkorn 

University, recently identified a Thai patient with PH1 caused by a deletion and a 

missense mutation in the AGXT gene, c.32C>G (p.Pro11Arg), which is a novel 

mutation. In this study, we analyzed the effects of this novel AGXT mutation. We have 

cloned the entire coding region of AGXT from Hep-G2 cells and transfected into 

COS7 cells. Western blot analysis of AGT results indicated that the p.Pro11Arg 

mutation did not affect the level of protein expression. The AGT catalytic activity, 

measured by semiautomated spectrophotometric assay, indicated that the mutant 

AGT activity decreased about 69%, compared to that of the wild type. 

Immunofluorescence microscope was used to analyze the sub-cellular localization of 

the mutant AGT and demonstrated that about 20% of the enzyme was mis-localized 

from  peroxisomes. In conclusion, the p.Pro11Arg mutation cause pathogenecity by 

reduced the enzyme activity and mis-localize the ATG enzyme. 
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บทที�  1 

บทนํา 

ความเป็นมาและความสาํคัญ 
โรค Primary hyperoxaluria type1 (PH1; OMIM 2599000) เป็นโรคทางพนัธุกรรมถกู

ควบคุมด้วยยีนด้อยบนออโทโซม โดยเกิดจากความผิดปกติของยีน AGXT ซึ<งผลิตเอนไซม์ 
alanine:glyoxylate aminotransferase (AGT; EC 2.6.1.44) ทําหน้าที<สลายไกลออกซิเลท ให้
เป็นไกลซีน ในเพอร็อกซิโซมของเซลล์ตบั (Danpure and Jennings, 1986) หากยีน AGXT มี
ความผิดปกติจะทําให้เอนไซม์ AGT ทํางานผิดปกติด้วย ส่งผลให้เกิดความบกพร่องในการสลาย
ไกลออกซิเลท เกิดการสะสมของไกลออกซิเลทขึ Xน ซึ<งจะถูกออกซิไดซ์ต่อไปเป็นออกซาเลทใน      
ไซโทพลาสซึมของเซลล์ตบั (Danpure and Rumsby, 2004) หลงัจากนั Xนออกซาเลทที<เกิดขึ Xนจะ
ถกูสง่ไปที<ไตและสะสมในรูปผลึกของแคลเซียมออกซาเลทในไตและท่อทางเดินปัสสาวะ ส่งผลให้
เกิดนิ<วในไต ตอ่มาผู้ ป่วยจะสญูเสียการทํางานของไตในที<สดุ (Danpure and Jennings, 1986) 
สว่นใหญ่โรค PH1 พบในเดก็ และผู้ ป่วยที<แสดงอาการของโรคจะเสียชีวิตตั Xงแตอ่ายยุงัน้อย 
 ยีน AGXT แบ่งเป็น 2 แอลลีล คือ แอลลีลหลกั (major allele) และแอลลีลรอง (minor 
allele) โดยที<แอลลีลรองตา่งจากแอลลีลหลกั 3 ตําแหนง่ คือ มีการเปลี<ยนแปลงนิวคลีโอไทด์ลําดบั
ที< 32 ในเอ็กซอน 1 จาก cytosine เป็น thymine (c.32C>T) ส่งผลให้กรดอะมิโนลําดบัที< 11 
เปลี<ยนจาก proline เป็น leucine (p.Pro11Leu) นอกจากนี Xยงัมี c.1020A>G (p.Ile340Met) 
ในเอ็กซอน 10 และ 74 bp duplication ในอินทรอน 1 (Purdue, Takada and Danpure, 1990) 
อย่างไรก็ตามพอลิมอร์ฟิซึม แบบ p.Ile340Met และ 74 bp duplication ไม่มีผลตอ่การแสดงออก 
ในขณะที<พอลิมอร์ฟิซมึแบบ p.Pro11Leu มีผลตอ่การแสดงออกของเอนไซม์ AGT 
 เอนไซม์ AGT ประกอบด้วยการจบัตวักนัของสายพอลิเพปไทด์ 2 หน่วยย่อยที<เหมือนกัน 
(homodimeric protein) แตล่ะหน่วยมีกรดอะมิโน 392 ตวั และมีขนาด 43 กิโลดาลตนั (Takada 
et al., 1990) แบง่เป็น 3 โดเมน คือ โดเมนปลายด้านอะมิโน มีกรดอะมิโน 20 ตวั เป็นส่วนที<มีผล
ตอ่การจบัตวักนัของ 2 หน่วยย่อย (dimerization) (Zhang et al., 2003), โดเมนที<อยู่ตรงกลาง มี
กรดอะมิโน 260 ตวั เป็นบริเวณ active site และบริเวณที<สมัผสักนัของ 2 หน่วยย่อย และท้ายสดุ
เป็นโดเมนปลายด้านคาร์บอกซี มีกรดอะมิโน 110 ตวั มี peroxisomal targeting sequence 
(PTS) อยู่ส่วนปลาย มีลําดบัจําเพาะเป็นกรดอะมิโน 3 ตวั คือ (Lysine-Lysine-Leucine) เป็น
สญัญาณสําคญัที<นําเอนไซม์ AGT ไปยงัเพอร็อกซิโซม (Motley et al., 1995) 
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ศนูย์เชี<ยวชาญเฉพาะทางเวชพันธุศาสตร์ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ ภายใต้การควบคุม
ของ ศ.นพ.วรศกัดิr โชติเลอศกัดิr ได้ตรวจพบผู้ ป่วยชาวไทยรายหนึ<ง อายุ 10 ปี เริ<มมีผลึกของ
แคลเซียมออกซาเลทในไต อีกทั Xงพี<สาวของผู้ ป่วยรายนี Xเสียชีวิตด้วยอาการนิ<วในไต ตอนอาย ุ7 ปี 
จึงวินิจฉัยว่า ผู้ ป่วยรายนี Xมีแนวโน้มเป็นโรค PH1 จากนั Xนได้ตรวจสอบหาสาเหตคุวามผิดปกติใน
ยีน AGXT  พบว่า นิวคลีโอไทด์ลําดบัที< 32 มีการเปลี<ยนจาก cytosine เป็น guanine (c.32C>G) 
ส่งผลให้กรดอะมิโนลําดบัที< 11 เปลี<ยนจาก proline (Pro) เป็น argenine (Arg) (p.Pro11Arg) ซึ<ง
เป็นการกลายพนัธุ์ที<ไมเ่คยมีการรายงานมาก่อน (novel mutation) และเกิดขึ Xนในตําแหน่งสําคญัที<
บง่ชี Xวา่ยีนนี Xเป็นแบบแอลลีลหลกัหรือแอลลีลรอง 

การศึกษาครั Xงนี Xจะตรวจสอบการทํางานของยีน AGXT ที< เ กิดการกลายพันธุ์ แบบ 
p.Pro11Arg ซึ<งสง่ผลตอ่ความผิดปกตใินส่วนโดเมนปลายด้านอะมิโนที<มีส่วนสําคญัตอ่การจบักนั
ของ 2 หน่วยย่อย และเป็นการกลายพนัธุ์ในตําแหน่งที<มีผลตอ่ MTS โดยตรง ซึ<งผลที<เกิดขึ Xนอาจ
ทําให้เอนไซม์ AGT มีการทํางานลดลง หรือถกูทําลายโดยเอนไซม์ย่อยโปรตีน หรือเปลี<ยนตําแหน่ง
เป้าหมายจากเพอร็อกซิโซม เป็นไมโทคอนเดรียมากขึ Xน 

แม้ว่าโรคนี Xจะไม่สามารถรักษาให้หายขาดได้ แตถ้่าได้รับการวินิจฉัยและดแูลรักษาอย่าง
ถกูวิธี  ก็จะทําให้ผู้ ป่วยสามารถใช้ชีวิตได้ตามปกติและมีชีวิตยาวนานขึ Xน ดงันั Xนการวิเคราะห์การ
ทํางานของการกลายพนัธุ์ที<พบใหม่ในยีน AGXT ชนิด p.Pro11Arg ของผู้ ป่วยรายนี Xจะทําให้ทราบ
การเปลี<ยนแปลงของเอนไซม์ AGT ซึ<งผลิตจากยีน AGXT ที<เปลี<ยนแปลงในตําแหน่ง Pro11Arg 
จะทําให้ทราบสาเหตุที<แท้จริงของการกลายพันธุ์ชนิดนี Xในโรค PH1 ของครอบครัวนี X รวมทั Xง
สามารถนํามาใช้เป็นข้อมลูพื Xนฐานเกี<ยวกบัการทํางานของยีน AGXT ที<กลายพนัธุ์  ทําให้แพทย์
สามารถนําไปประยุกต์ในการให้การวินิจฉัย ดแูลรักษา และให้คําปรึกษาแก่ผู้ ป่วยและครอบครัว
ได้ 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
เพื<อวิเคราะห์การทํางานของมิวเทชนัใหม่ในยีน AGXT แบบ p.Pro11Arg ในครอบครัว

ชาวไทยที<เป็นโรค PH1 

ขอบเขตของการวิจัย 
สงัเคราะห์ยีน AGXT ที<ปกติ และยีน AGXT ที<กลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg แล้ว transfect 

เข้าสู่เซลล์ Hep-G2 เพื<อกระตุ้นให้มีการผลิตเอนไซม์ AGT  หลงัจากนั Xนจึงวิเคราะห์การทํางาน
ของเอนไซม์ AGT ที<กลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg โดยเปรียบเทียบกบัเอนไซม์ AGT ปกติ แบง่เป็น 
ตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์ AGT โดยวิธี western blot ตรวจสอบความสามารถ
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ในการทํางานของเอนไซม์ AGT โดยวิธี semiautomated spectrophotometric (Rumsby, Weir 
and Samuell, 1997) และตรวจสอบตําแหน่งเอนไซม์ AGT ภายในเซลล์ โดยวิธี 
immunofluorescence (Masyuk et al., 2003) 

ข้อจาํกัดในการวิจัย 
เนื<องจากงานวิจยันี Xต้องการตรวจสอบความสามารถในการทํางานของเอนไซม์ AGT ที<

กลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg ซึ<งพบในผู้ ป่วยที<ยงัมีชีวิตอยูแ่ละเอนไซม์ชนิดนี Xทํางานเฉพาะในเซลล์
ตบัเท่านั Xน จึงไม่สามารถนําเนื Xอเยื<อตบัของผู้ ป่วยมาสกัดเอนไซม์ AGT ที<กลายพนัธุ์ได้ ผู้ วิจยัจึง
ต้องทําการสงัเคราะห์ยีน AGXT ที<กลายพนัธุ์ลกัษณะนี X p.Pro11Arg ในห้องปฏิบตัิการ โดยการทํา 
mutagenesis จากต้นแบบซึ<งเป็น cDNA ของยีน AGXT ปกติที<ได้มาจาก Human 
hepatocellular liver carcinoma cell lines (Hep-G2 cells) ซึ<งเป็นเซลล์ตบัของมนษุย์ 

 

คาํจาํกัดความที�ใช้ในการวิจัย 

- Primary hyperoxaluria type1 หรือ PH1 คือ โรคทางพนัธุกรรมถกูควบคมุด้วยยีน
ด้อยบนออโทโซม โดยเกิดจากความผิดปกติของยีน AGXT ส่งผลให้เกิดนิ<วในไต ส่วน
ใหญ่โรคนี Xพบในเดก็ และผู้ ป่วยที<แสดงอาการของโรคจะเสียชีวิตตั Xงแตอ่ายยุงัน้อย 

- AGXT คือ ยีนซึ<งผลิตเอนไซม์ AGT 

- Alanine:glyoxylate aminotransferase หรือ AGT คือ เอนไซม์ที<ทําหน้าที<สลายไกล
ออกซิเลท ให้เป็นไกลซีน ในเพอร็อกซิโซม 

- c.32C>G คือ การเปลี<ยนแปลงระดบัดีเอ็นเอในส่วนที<ผลิตโปรตีน (coding region) 
โดยนิวคลีโอไทด์ลําดับที< 32 มีการเปลี<ยนชนิดของเบสจาก cytosine (C) เป็น 
guanine (G) 

- p.Pro11Arg คือ การเปลี<ยนแปลงระดบัโปรตีน โดยภายในสายพอลีเพปไทด์มีการ
เปลี<ยนกรดอะมิโนลําดบัที< 11 จาก proline (Pro) เป็น argenine (Arg) 

- Novel mutation คือ การกลายพนัธุ์ซึ<งยงัไมเ่คยมีการรายงานมาก่อนในวงวิชาการ 
- Semiautomated spectrophotometric คือ วิธีวัดความสามารถในการทํางานของ

เอนไซม์ AGT ซึ<งเปลี<ยนไกลออกซิเลท เป็นไพรูเวท โดยวดัคา่การดดูกลืนแสงทั Xงก่อน
ใสแ่ละหลงัใสเ่อนไซม์ LDH ของ NADH ซึ<งเป็น cofactor ของเอนไซม์ LDH ซึ<งเปลี<ยน
ไพรูเวท เป็นแลคเตท เมื<อเอนไซม์ LDH ทํางาน NADH จะถกูเปลี<ยนเป็น NAD+ ซึ<งไม่
สามารถดดูกลืนแสงได้ จึงทําให้ค่าการดดูกลืนแสงหลังใส่ลดลง ดงันั Xนถ้าเอนไซม์ 
AGT ทํางานได้มากจะเกิดไพรูเวทมากตามไปด้วย ส่งผลให้เอนไซม์ LDH ทํางานมาก
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และ NADH มีปริมาณลดลง จึงทําให้คา่ก่อนใส่และหลงัใส่แตกตา่งกนัมาก ส่วนถ้าคา่
ก่อนใสแ่ละหลงัใสแ่ตกตา่งน้อย แสดงวา่เอนไซม์ AGT ทํางานได้น้อย 

- Immunofluorescence คือ วิธีการตรวจสอบตําแหน่งเป้าหมายของเอนไซม์ภายเซลล์
โดยใช้ secondary antibody ที<ติดสารเรืองแสง ไปจบักบั primary antibody ซึ<งจบัอยู่
กบัเอนไซม์เป้าหมาย  แล้วตรวจสอบตําแหน่งของเอนไซม์เป้าหมายภายในเซลล์จาก
การเรืองแสงภายใต้กล้องจลุทรรศน์ชนิด Macro Confocal 

ประโยชน์ที�คาดว่าจะได้รับ 

1.  ทราบกลไกการทํางานของเอนไซม์ AGT ที<ผิดปกติ ซึ<งผลิตจากยีน AGXT ที<เกิดการ
กลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg 

2.  สามารถนําผลการวิจัยไปร่วมใช้ในการวินิจฉัยโรค ดูแลรักษา และให้คําปรึกษาแก่
ผู้ ป่วยและครอบครัวได้ 

วิธีดาํเนินการวิจัย 
งานวิจยัเรื<องนี X แบง่เป็น 2 สว่นใหญ่ ๆ คือ  

1.การสงัเคราะห์ยีน AGXT ที<ปกต ิและยีน AGXT ที<กลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg 
   เพื<อผลิตเอนไซม์ AGT   

1.1  เพาะเลี Xยงเซลล์ Hep-G2, EBV-transformed lymphoblastoid cell lines  
(EBV cells) ซึ<งเป็นเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว และ African Green Monkey 
Kidney Fibroblast Cells (COS 7 cells) ซึ<งเป็นเซลล์ไตของลิงชนิดหนึ<งที<
พบในทวีปแอฟริกา 

1.2  สกดั RNA จากเซลล์ Hep-G2 เพื<อเป็นต้นแบบในการเพิ<มปริมาณยีน AGXT 
ปกตแิละทํา reverse transcription 

1.3 เพิ<มปริมาณยีน AGXT ปกติในส่วนที<ผลิตโปรตีน (coding region) โดยใช้ 
cDNA จากเซลล์แตล่ะชนิดเป็นต้นแบบ 

1.4 ทํา transformation 
1.5  ทําให้เกิดการกลายพนัธุ์ในบริเวณที<ต้องการ (site-directed mutagenesis) 

เพื<อสร้างยีน AGXT ที<มีการกลายพนัธุ์แบบ c.32C>G (p.Pro11Arg) 
1.6 ตดัตอ่ยีน AGXT ที<ปกติ และยีน AGXT ที<กลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg เข้า

กบั expression vector (pcDNA3.1/V5-HisB) 
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1.7 ทํา lipotransfection เข้าสู่เซลล์ Hep-G2 แล้วเพาะเลี Xยงเพื<อให้มีการ
แสดงออกของยีนทั Xง 2 แบบ โดยผลิตทั Xงเอนไซม์ AGT ปกติและเอนไซม์ 
AGT ที<กลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg 

2. การวิเคราะห์การทํางานของเอนไซม์ AGT ที<กลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg  
    โดยเปรียบเทียบกบัเอนไซม์ AGT ปกต ิ

2.1 ตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์ AGT โดยวิธี western blot 
เทียบกบัเซลล์ที<ได้รับพลาสมิดเปลา่เป็นกลุม่ควบคมุ 

2.2 ตรวจสอบความสามารถในการทํางานของเอนไซม์ AGT โดยวิธี 
semiautomated spectrophotometric 

2.3 ตรวจสอบตําแหนง่เอนไซม์ AGT ภายในเซลล์ โดยวิธี immunofluorescence 
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ลาํดับขั *นตอนในการวิจัย 

i 

ศกึษาลาํดบันิวคลโิอไทด์ของยีน AGXT ในสว่นที<ผลติโปรตีน (coding region) 

ศนูย์เชี<ยวชาญเฉพาะทางเวชพนัธุศาสตร์ โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ์ ตรวจพบผู้ ป่วยโรค PH1  
โดยมีสาเหตคุวามผิดปกตใินยีน AGXT แบบ c.32C>G (p.Pro11Arg)  

ซึ<งเป็นการกลายพนัธุ์ที<ไมเ่คยมกีารรายงานมาก่อน 

สงัเคราะห์ยีน AGXT ที<ปกติ  

ตรวจสอบพลาสมดิลกูผสม 
(ยีน AGXT ปกติเชื<อมตอ่กบั pGEM-T) 

สงัเคราะห์ยีน AGXT ที<กลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg 

ตรวจสอบการสร้างพลาสมิด (expression vector)  
สาํหรับการทํา transfection 

ตรวจสอบผลการทํา transfection  
โดยวดัความเข้มข้นของปริมาณโปรตีนรวม 

ตรวจสอบการทํางานของเอนไซม์ AGT ที<กลายพนัธุ์ 
แบบ p.Pro11Arg 

ตรวจสอบความสามารถ 
ในการผลติ 

ตรวจสอบความสามารถ 
ในการทํางาน 

ตรวจสอบตาํแหนง่เป้าหมาย
ภายในเซลล์ 

วิเคราะห์ข้อมลู 

ภาพที< 1  แผนผงัแสดงลําดบัขั Xนตอนในการวิจยั 
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บทที�  2 

เอกสารและงานวิจัยที�เกี�ยวข้อง 

สาเหตุการเกิดโรค PH1 

 โรค PH1 เป็นโรคทางพนัธุกรรมที�เกิดจากความผิดปกติจากการทํางานของเอนไซม์ AGT 
ซึ�งผลิตจากยีน AGXT ที�ผิดปกติไป โดยปกติยีน AGXT อยู่บนโครโมโซมแท่งที� 2 ตําแหน่ง 2q37.3 
แสดงในภาพที� 2 ประกอบด้วย 11 เอ็กซอน มีขนาด 10 กิโลเบส (Purdue et al., 1991) ยีน AGXT 
แบง่เป็น 2 แอลลีล คือ แอลลีลหลกั (major allele) และแอลลีลรอง (minor allele) โดยที�แอลลีล 
รองต่างจากแอลลีลหลัก 3 ตําแหน่ง คือ c.32C>T (p.Pro11Leu) ในเอ็กซอน1 c.1020A>G 
(p.Ile340Met) ในเอ็กซอน 10 และ 74 bp duplication ในอินทรอน 1 (Purdue et al., 1990) 
ความถี�ของแอลลีลรองที�พบในประชากรโลกมีการกระจายตวัต่างกัน ตวัอย่างเช่น ในแถบยุโรป
และอเมริกาเหนือมีความถี�ประมาณ 15 - 20% แตจ่ะเพิ�มสูงขึ Yนเป็น 28% ในประชากรเผ่าซามี 
(Saami) ซึ�งอยู่ทางตอนเหนือของสวีเดน และลดลงเหลือเพียง 2 – 3% ในประชากรแถบเอเชีย 
อาทิเช่น อินเดีย จีน และญี�ปุ่ น (Caldwell et al., 2004) อย่างไรก็ตามพอลิมอร์ฟิซึมแบบ 
p.Ile340Met และ 74 bp duplication ไม่มีผลต่อการแสดงออก ในขณะที�พอลิมอร์ฟิซึมแบบ 
p.Pro11Leu มีผลตอ่การแสดงออกของเอนไซม์ AGT ดงันี Y (Lumb and Danpure, 2000) 

1. ลดความเสถียรของเอนไซม์ AGT ทําให้การจับตัวกันเองของ 2 หน่วยย่อย 
(dimerization) ลดลง โดยเฉพาะในสภาวะที�มีอุณหภูมิสูง การที�หน่วยย่อยของ
เอนไซม์ AGT อยู่เดี�ยว ๆ และไม่เกิดการจบักนัเอง (dimerize) จะทําให้ถกูทําลายโดย
เอนไซม์ยอ่ยโปรตีนได้ง่าย 

2. ลดความสามารถในการทํางานของเอนไซม์ AGT โดยทําให้กระบวนการเร่งปฏิกิริยา
ทางเคมีในการสลายไกลออกซาเลทเกิดได้น้อยลง 

3. ทําให้เอนไซม์ AGT ประมาณ 5% เปลี�ยนตําแหน่งเป้าหมาย จากปกติส่งไปยัง        
เพอร็อกซิโซมเปลี�ยนเป็นไมโทคอนเดรีย เนื�องจากการเปลี�ยน proline เป็น leucine ทํา
ให้เกิด mitochondrial targeting sequence (MTS) ที�แรงขึ Yน 

4. ส่งผลต่อการแสดงออกของเอนไซม์ AGT ร่วมกับการกลายพนัธุ์ชนิดต่างๆ ที�พบใน 
PH1 โดยมกัเกี�ยวข้องกบัความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์หรือลดความ
เสถียรของเอนไซม์ลง 
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ภาพที� 2 ตําแหนง่ของยีน AGXT (ลกูศรชี Y) บนโครโมโซมหมายเลข 2 
(http://ghr.nlm.nih.gov/chromosome/2) 

 

กลไกการทาํงานของเอนไซม์ AGT 

เอนไซม์ AGT ในมนษุย์ทํางานเฉพาะในเพอร็อกซิโซมของเซลล์ตบัเท่านั Yน จากภาพที� 3 
แสดงให้เห็นถึงกระบวนการทํางานของเอนไซม์ AGT ซึ�งโดยปกติจะทําหน้าที�เปลี�ยนอะลานีน เป็น
ไพรูเวท และเปลี�ยนไกลออกซิเลทให้เป็นไกลซีน จะเห็นวา่การทํางานของเอนไซม์ชนิดนี Yต้องใช้สาร
ตั Yงต้น 2 ชนิด ปฏิกิริยาจึงจะเกิดขึ Yนได้ ในความเป็นจริงนั Yนปฏิกิริยานี Yมีจุดประสงค์เพื�อกําจัด    
ไกลออกซิเลทซึ�งเป็นสารที�เป็นพิษตอ่เซลล์ แตต้่องมีการใช้อะลานีนเข้ามาร่วมในปฏิกิริยาจึงจะทํา
ให้เอนไซม์ AGT ทํางานได้อยา่งสมบรูณ์ ดงันั Yนปฏิกิริยานี Yประกอบด้วย 2 ขั Yนตอนย่อย ดงัภาพที� 4  
โดยขั Yนตอนยอ่ยแรกจะเป็นปฏิกิริยาการเปลี�ยนอะลานีน (L-alanine) เป็นไพรูเวท (pyruvate) โดย
ใช้ตวัเร่งปฏิกิริยาคือ AGT-PLP ซึ�งเป็นเอนไซม์ AGT ที�มี pyridoxal 5’-phosphate (PLP) เป็น
โคแฟกเตอร์  และส่งผลให้ AGT-PLP เปลี�ยนเป็น AGT-PMP ซึ�งก็คือเอนไซม์ AGT ตวัเดิมแต่
เปลี�ยนโคแฟกเตอร์เป็น pyridoxamine 5’-phosphate (PMP) เพื�อให้เหมาะสมสําหรับการเร่ง
ปฏิกิริยาในขั Yนตอนย่อยที� 2 ซึ�งจะเปลี�ยนไกลออกซิเลท (glyoxylate) เป็นไกลซีน (glycine) ส่วน 
AGT-PMP ก็จะถกูเปลี�ยนกลบัมาเป็น AGT-PLP ตามเดิม เพื�อวนกลบัมาเร่งปฏิกิริยาในขั Yนตอน
ย่อยแรกตอ่ไป (Cellini et al., 2007) แตถ้่าหากเอนไซม์ AGT เกิดการกลายพนัธุ์ จะส่งผลให้
กระบวนการทํางานของเอนไซม์ AGT ผิดปกติตามไปด้วย ดงัภาพที� 5 จะเห็นว่าไกลออกซิเลทไม่
สามารถถกูเปลี�ยนเป็นไกลซีนได้ตามปกติ จึงทําให้ไกลออกซิเลทในเพอร็อกซิโซมถูกส่งออกมาที� 
ไซโทพลาสซึม หลงัจากนั Yนจะถกูเปลี�ยนเป็นออกซาเลท (oxalate) โดยเอนไซม์แลกเตท ดีไฮโดร
จีเนส (lactate dehydrogenase; LDH) ออกซาเลทที�เกิดขึ Yนจะถกูกําจดัออกไปที�ไต แล้วเกิดการ
ตกผลกึในรูปแคลเซียมออกซาเลท (CaOx stones) ทําให้เป็นนิ�วที�ไต และเกิดอาการไตวายในที�สดุ 
(Danpure et al., 2001) 
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ภาพที� 3 ปฏิกิริยาทางเคมีที�ใช้เอนไซม์ AGT เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา (Cellini et al., 2007) 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที� 4 กลไกการทํางานของเอนไซม์ AGT (Cellini et al., 2007) 

ภาพที� 5  กระบวนการทํางานของเอนไซม์ AGT ที�ผิดปกตซิึ�งสง่ผลให้เกิดโรค PH1 (Danpure, 2006) 

First-half  transamination of AGT : 

Second-half  transamination of AGT : 
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โครงสร้างของเอนไซม์ AGT 
เอนไซม์ AGT ประกอบด้วยการจบัตวักนัของสายพอลิเพปไทด์ 2 หน่วยย่อยที�เหมือนกัน 

(homodimeric protein) แตล่ะหน่วยมีกรดอะมิโน 392 ตวั และมีขนาด 43 กิโลดาลตนั (Takada 
et al., 1990) แบง่เป็น 3 โดเมน คือ  

1. โดเมนปลายด้านอะมิโน (ภาพที� 6 บริเวณสีแดง) มีกรดอะมิโน 20 ตวั เป็นส่วนที�มีผล
ตอ่การจบัตวักนัของ 2 หน่วยย่อย (dimerization) (Zhang et al., 2003) โดยที�การ
จบัตวักนันี Yมีความสําคญัมากตอ่ความสามารถในการทํางานของเอนไซม์ AGT หาก
หน่วยย่อยแต่ละหน่วยไม่สามารถจับกันได้จะเกิดความไม่เสถียรและนําไปสู่การ
รวมตัวเป็นกลุ่มก้อนหรือถูกย่อยสลายได้อย่างรวดเร็ว ทําให้เอนไซม์ AGT ไม่
สามารถทํางานได้ตามปกติ  (Danpure et al., 1993) ดงันั Yนหากโดเมนส่วนนี Yมีความ
ผิดปกติก็จะส่งผลต่อการทํางานของเอนไซม์ที�ผิดปกติด้วย นอกจากนี Yการเปลี�ยน
กรดอะมิโนในตําแหน่งที� 11 (ภาพที�6 ตําแหน่งสีชมพ)ู จาก proline เป็น leucine ที�
พบในพอลิมอร์ฟิซึม แบบ p.Pro11Leu นั Yนสามารถทําให้เ กิด mitochondrial 
targeting sequence (MTS) ซึ�งเป็นสญัญาณสําคญัที�นําเอนไซม์ AGT ไปสู่ไมโท
คอนเดรีย ส่งผลให้เอนไซม์ AGT ประมาณ 5% เปลี�ยนตําแหน่งเป้าหมาย จากปกติ
สง่ไปยงั เพอร็อกซิโซมเปลี�ยนเป็นไมโทคอนเดรีย (Purdue et al., 1990) 

2. โดเมนที�อยูต่รงกลางซึ�งมีขนาดใหญ่ (ภาพที� 6 บริเวณสีเหลือง) มีกรดอะมิโน 260 ตวั 
เป็นบริเวณ active site และบริเวณที�สมัผสักนัของ 2 หน่วยย่อย นอกจากนี Yกรดอะมิ
โนในตําแหน่งที� 209 (ภาพที�6 ตําแหน่งสีส้ม) คือ Lysine ยังเป็นตําแหน่งที�มี
ความสําคญัมาก เนื�องจากเป็นบริเวณจับกับโคแฟกเตอร์ของเอนไซม์ AGT คือ 
Pyridoxal 5’-Phosphate (PLP) หากเกิดความผิดปกติขึ Yนในบริเวณนี Yจน PLP ไม่
สามารถเข้ามาจบัได้จะทําให้เอนไซม์ AGT ไม่สามารถทํางานได้ (Coulter-Mackie, 
Lian and Wong, 2005) 

3. โดเมนปลายด้านคาร์บอกซี (ภาพที� 6 บริเวณสีเขียว) มีกรดอะมิโน 110 ตัว มี 
peroxisomal targeting sequence (PTS) อยู่ส่วนปลาย มีลําดบัจําเพาะเป็น 
กรดอะมิโน 3 ตวั คือ KKL (Lysine-Lysine-Leucine) เป็นสัญญาณสําคญัที�นํา
เอนไซม์ AGT ไปยงัเพอร็อกซิโซม (Motley et al., 1995) 
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ภาพที� 6 โครงสร้างของเอนไซม์ AGT (Zhang et al., 2003) 
 

กลไกการส่งเอนไซม์ AGT สู่ตาํแหน่งเป้าหมาย 

ภาพที� 7 กลไกการสง่เอนไซม์ AGT สูตํ่าแหนง่เป้าหมาย (Danpure, 2006) 
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เอนไซม์ AGT มีกระบวนการจัดส่งอย่างเป็นระบบ ดงัแสดงในภาพที� 7 โดยหลังจาก        
พอลิเพปไทด์ของแต่ละหน่วยย่อยของเอนไซม์ AGT ถูกสงัเคราะห์ขึ Yนด้วยกระบวนการแปลรหสั 
(translation) ที�ไรโบโซมในไซโทพลาสซึมเสร็จแล้ว จะเกิดการกระบวนการ folding ของสาย      
พอลิเพปไทด์แตล่ะสาย หากกระบวนการ folding ไม่เกิดขึ Yนจะทําให้พอลิเพปไทด์แตล่ะสายจบัตวั
รวมกันตกตะกอน แล้วถูกย่อยสลายไปในที�สุด โดยปกติกระบวนการ folding จะต้องผ่านช่วง 
intermediates ซึ�งท้ายสดุก็จะสามารถ folding ได้สําเร็จ หน่วยย่อยแตล่ะหน่วยก็จะมาจบักนัเป็น 
dimer ในไซโทพลาสซึม หลงัจากนั Yน dimer หรือเอนไซม์ AGT ที�พร้อมทํางานจะถกูส่งเข้าไปยงั
เพอร็อกซิโซม แตถ้่าหากผ่านช่วง intermediates มาแล้วแตท้่ายที�สดุเกิดการ folding ไม่สําเร็จ ก็
จะทําให้กลุ่มของพอลิเพปไทด์ในช่วง intermediates ถกูส่งเข้าไปยงัไมโทคอนเดรียแทน แล้วจึง
เกิดการ folding จนสําเร็จ หลังจากนั Yนหน่วยย่อยแต่ละหน่วยจึงมาจับกัน (dimerization) 
กลายเป็นเอนไซม์ AGT ที�พร้อมทํางานภายในไมโทคอนเดรีย จะเห็นได้ว่าหากกระบวนการ 
folding ในไซโทพลาสซึมไม่เกิดก็จะทําให้เอนไซม์ถกูย่อยสลายไป แตถ้่าเกิดแล้วไม่สําเร็จก็จะทํา
ให้เอนไซม์ถูกส่งเข้าไปยังไมโทคอนเดรียแทน ส่งผลให้เอนไซม์ AGT ที�จะเข้าไปทํางานภายใน  
เพอร็อกซิโซมลดน้อยลง จึงเกิดการสะสมของสารพวกออกซิเลทมากขึ Yน เนื�องจากขาดเอนไซม์ 
AGT เข้าไปสลายไกลออกซิเลท ดงันั Yนหากมีการกลายพนัธุ์ของยีน AGXT ซึ�งส่งผลกระทบต่อ
กระบวนการ folding ของพอลิเพปไทด์ ก็จะทําให้การส่งเอนไซม์ไปยังเพอร็อกซิโซมเกิดความ
ผิดปกตด้ิวย 

 

ตัวอย่างการกลายพันธ์ุที�พบในยีน AGXT  

ในปัจจบุนัมีรายงานการกลายพนัธุ์ของยีน AGXT ประมาณ 146 ชนิด ซึ�งพบว่าประมาณ 
57% ของการกลายพันธุ์ ที� เกิดจากการแทนที�ของเบสเพียงหนึ�งตําแหน่ง แล้วส่งผลต่อการ
เปลี�ยนแปลงในระดบัโปรตีน หรือที�เรียกว่า missense mutation นั Yนมีผลตอ่การแสดงออกของยีน 
(Williams et al., 2009) โดยส่วนใหญ่จะส่งผลร่วมกบัพอลิมอร์ฟิซึมแบบ p.Pro11Leu ที�พบใน
แอลลีลรอง ทําให้ระดบัความผิดปกติในการทํางานของเอนไซม์ AGT มีมากขึ Yน ซึ�งการกลายพนัธุ์
แบบตา่ง ๆ ที�พบในยีน AGXT และมกัพบได้บอ่ย ดงัแสดงในภาพที� 8 มีดงันี Y 

1.  การกลายพนัธุ์แบบ p.Gly82Gln (Purdue et al., 1992) 
เป็นการกลายพันธุ์ ที�มักพบร่วมกับแอลลีลหลัก ส่งผลให้เอนไซม์ AGT สูญเสีย

ความสามารถในการเร่งปฏิกิริยา โดยไม่เกี�ยวข้องกบัเรื�องความเสถียรของเอนไซม์, การจบักนัของ 
2 หนว่ยยอ่ยหรือการส่งผิดเป้าหมายแตอ่ย่างใด สาเหตเุกิดจากการเปลี�ยนกรดอะมิโนในตําแหน่ง
ที� 82 (ภาพที� 6 ตําแหน่งสีนํ Yาเงิน) ที�อยู่ใกล้กับกรดอะมิโนตําแหน่งที� 209 ซึ�งเป็นบริเวณจบัของ 
PLP ที�ทําหน้าที�เป็นโคแฟกเตอร์ของเอนไซม์ AGT โดยการเปลี�ยนจาก glycine เป็น glutamate 
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นั Yนส่งผลให้รูปร่างบริเวณนั Yนเกิดการเปลี�ยนแปลง จึงทําให้ PLP ไม่สามารถเข้ามาจบัได้ตามปกต ิ
ด้วยเหตนีุ Yเอนไซม์ AGT ที�มีกลายพนัธุ์แบบนี Yจงึไมส่ามารถทํางานได้ 

2.  การกลายพนัธุ์แบบ p.Gly41Arg (Danpure et al. 1993) 
เป็นการกลายพันธุ์ ที�มักพบร่วมได้ทั Yงกับแอลลีลหลักและแอลลีลรอง แต่การ

แสดงออกร่วมกบัแอลลีลรอง คือ พอลิมอร์ฟิซึม แบบ p.Pro11Leu จะมีระดบัความรุนแรงของโรค
มากกวา่ซึ�งสง่ผลให้เอนไซม์ AGT ที�กลายพนัธุ์แบบนี Yเกิดความไม่เสถียร เนื�องจากหน่วยย่อยทั Yง 2 
หน่วยไม่สามารถจับกันได้ สาเหตุเกิดจากการเปลี�ยนกรดอะมิโนในตําแหน่งที�  41 (ภาพที� 6 
ตําแหน่งสีนํ Yาเงิน) ซึ�งอยู่ในโดเมนส่วนกลางและเป็นส่วนสําคญัของการจบักันของ 2 หน่วยย่อย 
โดยธรรมชาติ glycine เป็นกรดอะมิโนที�มีขนาดเล็กสุด ดงันั Yนการเปลี�ยนจาก glycine เป็น 
arginine ทําให้กรดอะมิโนในตําแหน่งที� 41 มีขนาดใหญ่ขึ Yน แตช่่องว่างสําหรับการจบักนัมีขนาด
จํากัดเหมาะสําหรับ glycine เท่านั Yน เป็นผลให้หน่วยย่อยทั Yง 2 หน่วยของเอนไซม์ AGT ไม่
สามารถจบักนัได้ ด้วยเหตนีุ Yเองการกลายพนัธุ์แบบนี Yจึงส่งผลให้พบเอนไซม์ AGT ในผู้ ป่วยได้น้อย 
เนื�องจากโดนยอ่ยสลายไปอยา่งรวดเร็ว 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที� 8  ตําแหนง่ในโครงสร้างของเอนไซม์ AGT ที�มกัพบการกลายพนัธุ์ (Danpure, 2005) 
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3.  การกลายพนัธุ์แบบ p.Ile244Thr (Santana et al., 2003) 
เป็นการกลายพันธุ์ ที�ทําให้กรดอะมิโนในตําแหน่งที� 224 เปลี�ยนจาก Isoleucine 

(Ile) เป็น Threonine (Thr) มกัพบบอ่ยเป็นอนัดบัสอง โดยพบประมาณ 6 – 9% จากผู้ ป่วยโรค 
PH1 ที�ตรวจพบ แตใ่นบางภมูิภาคของประเทศสเปนพบการกลายพนัธุ์ชนิดนี Yสงูกว่าปกติ ส่งผลให้
เอนไซม์ AGT ที�กลายพนัธุ์แบบนี Yเกิดความไมเ่สถียรจงึโดนยอ่ยสลายไปอยา่งรวดเร็ว 

4.  การกลายพนัธุ์แบบ p.Gly170Arg (Danpure et al., 1989) 
เป็นการกลายพนัธุ์ที�พบมากที�สดุในผู้ ป่วยโรค PH1 (Purdue et al., 1990) โดยพบ

ประมาณ 15 – 35% เป็นการกลายพนัธุ์ที�ทําให้กรดอะมิโนในตําแหน่งที� 170 เปลี�ยนจาก glycine 
(Gly) เป็น arginine (Arg) มกัพบร่วมกบัแอลลีลรอง โดยเฉพาะพอลิมอร์ฟิซึมแบบ p.Pro11Leu 
ซึ�งทําให้เกิดสญัญาณ MTS อย่างอ่อน ประกอบกบัการกลายพนัธุ์แบบ p.Gly170Arg ยิ�งส่งผลให้
สญัญาณ MTS แรงมากขึ Yน (Lumb, Drake and Danpure, 1999) ทําให้เอนไซม์ AGT ที�เกิดกลาย
พนัธุ์ชนิดนี Y 90 – 95% เปลี�ยนตําแหนง่เป้าหมายจากเพอร็อกซิโซมเป็นไมโทคอนเดรีย 

 

อุบัตกิารณ์เกิดโรค PH1  
โรค PH1 เป็นโรคที�พบได้น้อยมาก โดยสามารถพบคนที�เป็นโรคนี Y 1 คนจากประชากร

ทั�วไป 5 – 15 ล้านคน หรือคิดเป็นอตัราเฉลี�ยเท่ากบั 0.15 ราย/ล้านคน/ปี (Hoppe and Langman, 
2003; Woerden et al., 2003) สําหรับในประเทศไทยมีรายงานการพบเด็กที�ป่วยเป็นโรค PH1 
ตั Yงแตช่่วงปี ค.ศ. 1988 – 2001 เพียง 2 รายที�โรงพยาบาลศิริราช (Wasant et al., 2002) และ
รายงานล่าสดุในปี 2007 ที�โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ์ได้ตรวจพบผู้ ป่วยโรค PH1 ในเด็กหญิงอายุ
เพียง 5 เดือน ซึ�งสดุท้ายเสียชีวิตด้วยภาวะนิ�วในไตและไตวายในที�สดุ แตไ่ม่ได้มีการตรวจสอบหา
สาเหตกุารกลายพนัธุ์ในยีน AGXT (Tantbirojn et al., 2007) 

 

อาการของผู้ป่วยโรค PH1 

ร่างกายของผู้ ป่วยโรค PH1 จะสร้างออกซาเลทเป็นจํานวนมากกว่า 200 มิลลิกรัม/วนั ซึ�ง
โดยปกติไม่ควรเกิน 45 มิลลิกรัม/วนั เนื�องจากขาดเอนไซม์ที�จะเร่งปฏิกิริยาสําหรับเปลี�ยนสารต้น
กําเนิดของออกซาเลท อีกทั Yงออกซาเลทเป็นผลิตผลสุดท้ายของกระบวนการเมแทบอลิซึมที�ไม่มี
ความจําเป็นตอ่ร่างกาย และในมนษุย์ไมมี่เอนไซม์ที�สามารถย่อยสลายออกซาเลทได้ ด้วยเหตนีุ Yจึง
ทําให้ผู้ ป่วยมีอตัราการขบัทิ Yงออกซาเลทออกมาในปัสสาวะสงูมาก ผู้ ป่วยจะมีอาการทรุดหนกัมาก
หากไมไ่ด้รับการรักษาที�เหมาะสม การรักษาด้วยการฟอกเลือดเพื�อรักษาภาวะไตวายตามปกตินั Yน 
อาจไมเ่พียงพอที�จะขจดัออกซาเลทออกจากร่างกายได้หมด จงึทําให้เกิดผลกึของแคลเซียมออกซา
เลทสะสมอยู่ในอวัยวะต่างๆ ดังแสดงในภาพที� 9 โดยเฉพาะที�ไตและระบบทางเดินปัสสาวะ 
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(nephrocalcinosis) เกิดนิ�วในท่อไตและทําให้ไตวาย (renal failure) ในที�สดุ (Walter and Dang, 
1998) ผู้ ป่วยจึงมกัจะเสียชีวิตตั Yงแต่อายุยงัไม่มากนกั ดงันั Yนการตรวจปัสสาวะของผู้ ป่วยจะพบ
ผลึกแคลเซียมออกซาเลทเป็นรูปทรงปิรามิดเมื�อส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์ (วรศกัดิz โชติเลอศกัดิz, 
2547) ดงัแสดงตวัอย่างในภาพที� 10 ซึ�งการตรวจผลึกในปัสสาวะเป็นสิ�งที�ง่ายและควรตรวจสอบ 
เพราะง่ายต่อการวินิจฉัยโรคเบื Yองต้น และเมื�อนําไปวิเคราะห์กรดอินทรีย์ในปัสสาวะจะพบ 
hyperoxaluria และ hyperglycolic aciduria สําหรับอาการแรกเริ�มของผู้ ป่วยจะเป็นอาการทางไต 
เช่น ปัสสาวะเป็นเลือด หรือปวดท้องเป็นพกั ๆ (renal colic) มกัเกิดก่อนอาย ุ5 ขวบ ส่วนอาการ 
ไตวายจะพบได้ในช่วงอายุของผู้ ป่วยที�กว้างมาก คือเริ�มพบตั Yงแตใ่นขวบปีแรกจนหลงัอายุ 60 ปี    
(วรศกัดิz โชตเิลอศกัดิz, 2547) 
 

ภาพที� 9 ภาวะการสะสมผลึกแคลเซียมออกซาเลท ในอวยัวะตา่ง ๆ ของผู้ ป่วยโรค PH1 
โดย (a) คือ บริเวณข้อตอ่, (b) คือ กระดกู และ (c) คือ บริเวณเรตนิาในดวงตา  

(Harambat et al., 2011) 
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ภาพที� 10 ลกัษณะผลกึแคลเซียมออกซาเลท (Harambat et al., 2011) 
โดย (a) คือ ก้อนผลึก และ (b) คือ ผลกึที�สอ่งภายใต้กล้องจลุทรรศน์ ซึ�งมีรูปทรงปิระมิด 

 

แนวทางการรักษาผู้ป่วยโรค PH1 

การรักษาผู้ ป่วยโรค PH1 ไม่สามารถรักษาให้หายขาดได้ เนื�องจากเป็นโรคทางพนัธุกรรม 
ทําได้เพียงการวินิจฉยัถึงสาเหตขุองการเกิดโรคที�แท้จริงร่วมกบัการรักษาตามอาการที�เกิดขึ Yน โดย
การใช้ยาร่วมกบัการผา่ตดั (Walter and Dang, 1998) อาทิเชน่  

• การให้รับประทาน pyridoxine (วิตามิน B6), orthophosphate และ magnesium 
• งดรับประทานอาหารที� มีปริมาณออกซาเลทสูง ได้แก่ ชา ผักโขม ผักกาด ถั�ว 

ช็อกโกแลต สตรอเบอรี� เป็นต้น 
• การกระตุ้ นให้มีปัสสาวะออกมากขึ Yนโดยการดื�มนํ Yา เพื�อลดภาวะอิ�มตัวยวดยิ�ง 

(supersaturation) แล้วทําให้เกิดผลกึของสารออกซาเลทในปัสสาวะ ร่วมกบัการให้ยา 
thiazides  

• การให้ยาจําพวก glycosaminoglycans เพื�อลดการก่อตวัของผลกึ 
• การผา่ตดั เพื�อกําจดัก้อนนิ�ว ซึ�งในปัจจบุนัมีหลายวิธี แตวิ่ธีที�ได้รับความนิยมมีดงันี Y 

1) Percutaneous nephrolithotomy (PCNL) คือ การใช้กล้อง nephroscope ส่อง
ผา่นผิวหนงับริเวณเอวเข้าสูไ่ตโดยตรง แล้วจงึนําก้อนนิ�วออก 

2) Ureterorenoscopic stone removal (URS) คือ การใช้กล้อง ureteroscope 
ขนาดเล็กสอ่งผา่นทางกระเพาะปัสสาวะเข้าสูไ่ต แล้วจงึนําก้อนนิ�วออก 

3) Open stone surgery (OSS) เป็นการผ่าตดัโดยเปิดชั Yนผิวหนงัโดยตรง มีหลาย
วิธี ขึ Yนกบัขนาดและตําแหนง่ของก้อนนิ�ว 

• การรักษาก้อนนิ�วด้วยวิธี Extracorporeal shockwave lithotripsy (SWL) ซึ�งจดัเป็น
การรักษาแบบ non-invasive โดยการใช้คลื�นกระแทกพลงังานสูงจากเครื�องกําเนิด
ภายนอกผา่นชั Yนผิวหนงัลงไป เมื�อคลื�นไปกระทบกบัวตัถทีุ�แข็งและเปราะ เช่น ก้อนนิ�ว 
ก็จะทําให้แตกได้ง่าย 
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• การฟอกไต (invasive dialysis) โดยทําการฟอกไตทกุวนั  
• การปลกูถ่ายตบั (liver transplantation) เป็นการรักษาให้หายขาด  
• การปลกูถ่ายไต (renal transplantation) ในรายที�การทํางานของไตบกพร่องรุนแรง

อยา่งถาวร  
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บทที�  4 
ผลการศึกษา 

 
1. การสังเคราะห์ยีน AGXT ที�ปกต ิและยีน AGXT ที�กลายพันธ์ุแบบ p.Pro11Arg 
 

1.1 ผลการศึกษาลาํดับนิวคลีโอไทด์ของยีน AGXT ในส่วนที�ผลิตโปรตีน 
         (coding region) 

จากการศึกษาลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีน AGXT ในส่วนที ผลิตโปรตีน (CDS) จาก
ฐานข้อมลูใน NCBI พบว่า ยีนมีขนาด 1,231 base pairs โดยส่วนที มีการแสดงออกเริ มตั >งแต ่     
นิวคลีโอไทด์ลําดบัที  123 ถึงนิวคลีโอไทด์ลําดบัที  1,301 ดงัแสดงในภาพที  13 ซึ งแสดงเป็นช่วง
ของตวัอกัษรหนา ทําให้สามารถออกแบบไพรเมอร์ เพื อผลิตยีน AGXT ที ปกติ และเป็นวตัถุดิบ
สําหรับผลิตยีน AGXT ที กลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg สดุท้ายยีนทั >ง 2 แบบจะถกูกระตุ้นให้มีการ
แสดงออก โดยผลิตเอนไซม์ AGT ตามปกติและมีการผลิตเอนไซม์ AGT ที ผิดปกติไปจากเดิม 
ตามลําดบั โดยออกแบบสาย forward ให้สามารถจบักับนิวคลีโอไทด์ในช่วงลําดบัที  90 – 111 
(ช่วงที มีแถบสีในแถว 61) ซึ งมีการเปลี ยนนิวคลีโอไทด์ในลําดบัที  95  จาก T เป็น A (ตําแหน่ง
ลูกศรชี >) เพื อให้เป็นบริเวณจดจําสําหรับเอนไซม์ตัดจําเพาะ BamHI ในการตัดต่อเข้ากับ 
expression vector ในขั >นตอนตอ่ไปและออกแบบสาย reverse ให้สามารถจบักบันิวคลีโอไทด์
ในช่วงลําดบัที  1,293 – 1,320 (ช่วงที มีแถบสีในแถว 1,261) ซึ งมีการเปลี ยนนิวคลีโอไทด์ในลําดบั
ที  1,314  จาก C เป็น A,  ลําดบัที  1,316  จาก C เป็น T และลําดบัที  1,317  จาก A เป็น T 
(ตําแหน่งลูกศรชี >) เพื อให้เป็นบริเวณจดจําสําหรับเอนไซม์ตัดจําเพาะ EcoRI จะเห็นว่าการ
ออกแบบในสาย Reverse มีการซ้อนทบักบันิวคลีโอไทด์ในส่วนท้ายของยีน เพื อเปลี ยนรหสัหยุด 
โดยเปลี ยนจาก T เป็น A ในนิวคลีโอไทด์ลําดบัที  1,299 (ตําแหน่งลกูศรชี >ในแถว 1,261) ทําให้การ
สงัเคราะห์เอนไซม์ AGT ยาวขึ >น สามารถสงัเคราะห์ต่อไปยงัส่วนโปรตีน V5 ใน expression 
vector ซึ งใช้เป็นเครื องหมายในการคดัเลือกหรือติดตามเอนไซม์ AGT ได้ นอกจากนี >ยงัสามารถ
ออกแบบไพรเมอร์สําหรับทํา mutagenesis โดยออกแบบทั >งสาย forward และสาย reverse ให้
สามารถจบักบันิวคลีโอไทด์ในช่วงลําดบัที  137 – 171 (ช่วงที มีแถบสีในแถว 121) เพื อผลิตยีน 
AGXT ที กลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg โดยเปลี ยนนิวคลีโอไทด์จาก C เป็น G ในลําดบัที  154 
(ตําแหน่งลูกศรชี >ในแถว 121) นบัเป็นการเปลี ยนนิวคลีโอไทด์ลําดบัที  32 ภายในยีนโดยเริ มนบั
ลําดบัที  123 เป็นนิวคลีโอไทด์ตวัแรก เพื อทําให้ได้เอนไซม์ที ผิดปกติ โดยมีกรดอะมิโนในลําดบัที  
11 เปลี ยนไปจาก Proline เป็น Arginine 
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LOCUS       NM_000030               1500 bp    mRNA    linear   PRI 16-MAR-2008 

DEFINITION  Homo sapiens alanine-glyoxylate aminotransferase (AGXT), mRNA. 

ACCESSION   NM_000030 NM_016236                               CDS             123..1301 
     
          1  ccggaagccc  atccaccaat  cctcacctct  cacctctgtg tccgccctgc  tgggaaatat 

        61  tccaggcttt       ggccaaggcc  agtgcagccc     caggttcccg     agcggcaggt    tgggtgcgga 
 

      121  ccatggcctc  tcacaagctg  ctggtgaccc  cccccaaggc  cctgctcaag  cccctctcca 

      181  tccccaacca  gctcctgctg  gggcctggtc  cttccaacct  gcctcctcgc  atcatggcag 

      241  ccggggggct   gcagatgatc  gggtccatga  gcaaggatat  gtaccagatc  atggacgaga 

      301  tcaaggaagg   catccagtac  gtgttccaga  ccaggaaccc  actcacactg  gtcatctctg 

      361  gctcgggaca   ctgtgccctg  gaggccgccc  tggtcaatgt  gctggagcct  ggggactcct 

      421  tcctggttgg   ggccaatggc  atttgggggc  agcgagccgt  ggacatcggg  gagcgcatag 

      481  gagcccgagt  gcacccgatg  accaaggacc  ctggaggcca  ctacacactg  caggaggtgg 

      541  aggagggcct  ggcccagcac  aagccagtgc  tgctgttctt  aacccacggg  gagtcgtcca 

      601  ccggcgtgct  gcagcccctt  gatggcttcg  gggaactctg  ccacaggtac aagtgcctgc 

      661  tcctggtgga  ttcggtggca  tccctgggcg  ggacccccct  ttacatggac  cggcaaggca 

      721  tcgacatcct  gtactcgggc  tcccagaagg  ccctgaacgc  ccctccaggg  acctcgctca 

      781  tctccttcag  tgacaaggcc  aaaaagaaga  tgtactcccg  caagacgaag  cccttctcct 

      841  tctacctgga  catcaagtgg  ctggccaact  tctggggctg  tgacgaccag  cccaggatgt 

      901  accatcacac  aatccccgtc  atcagcctgt  acagcctgag  agagagcctg  gccctcattg 

      961  cggaacaggg  cctggagaac  agctggcgcc  agcaccgcga  ggccgcggcg  tatctgcatg 

     1021  ggcgcctgca  ggcactgggg  ctgcagctct  tcgtgaagga  cccggcgctc  cggcttccca 

     1081  cagtcaccac  tgtggctgta  cccgctggct  atgactggag  agacatcgtc  agctacgtca 

     1141  tagaccactt  cgacattgag  atcatgggtg  gccttgggcc  ctccacgggg  aaggtgctgc 

     1201  ggatcggcct  gctgggctgc  aatgccaccc  gcgagaatgt  ggaccgcgtg  acggaggccc 

     1261  tgagggcggc  cctgcagcac  tgccccaaga  agaagctgtg  acctgcccac  tggcacacag 

     1321  ctggcactgg  cacacacctg  tcccatgccc  accctgaggg  atcaggagca  aacagaccct 

     1381  gcaaggtcct  ccaggcctgg  ggacaggaaa  gccactgacc  cagcccggga  ggcagaacca 

     1441  ggcagcctcc  ctggccccag  gcagcccttt  tccctccagt  ggcacctcct  ggaaacagtc 
 

ภาพที  13 ลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีน AGXT ในสว่นที ผลิตโปรตีน (NCBI, 2008) 
      โดย ลกูศร แสดงตําแหนง่ที มีการเปลี ยนแปลงชนิดของนิวคลีโอไทด์ 
             ตวัอกัษรหนา แสดงตําแหนง่ของบริเวณยีน AGXT ในสว่นที ผลิตโปรตีน 
             แถบสี แสดงตําแหน่งของบริเวณที มีการออกแบบไพรเมอร์ 
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1,000 bp 

1.2 ผลการเพิ�มปริมาณยีน AGXT ในส่วนที�ผลิตโปรตีน (coding region) 

งานวิจยันี >ใช้อาร์เอ็นเอเป็นแหลง่ในการผลิตยีน AGXT เนื องจากต้องการยีนเฉพาะในส่วน
ที ผลิตโปรตีน (coding region) เท่านั >น จึงทําการสกดัอาร์เอ็นเอจากเซลล์ EBV, เซลล์ Hep-G2 
และเซลล์ COS 7 แล้วนํามาทํา RT-PCR เพื อเปลี ยนอาร์เอ็นเอจากเซลล์แตล่ะชนิดเป็นดีเอ็นเอคู่
สม (complementary DNA) จากนั >นจึงใช้ cDNA ที ได้เป็นต้นแบบในการทํา Gradient PCR เพื อ
เพิ มปริมาณยีน AGXT ในส่วนที ผลิตโปรตีน ด้วยการใช้ไพรเมอร์ที ออกแบบไว้ แล้วนํา PCR 
products ที ได้มาทําอิเล็กโทรโฟริซิส ผลปรากฏว่า สามารถเพิ มปริมาณยีน AGXT ได้จาก cDNA 
ของเซลล์ Hep-G2 เท่านั >น โดยเกิดแถบที ชดัเจนตรงกบัขนาดของยีน AGXT (1.2 kb) ที อุณหภูมิ 
Annealing 2 ระดบั คือ 58 และ 60 องศาเซลเซียส แสดงในภาพที  14 เนื องจากยีน AGXT ทํางาน
เฉพาะในเซลล์ตบั ยีนจึงมีการแสดงออกโดยถอดรหสัเป็น mRNA ได้ ส่วนยีนในเซลล์ EBV และ
เซลล์ COS 7 ซึ งเป็นเซลล์เม็ดเลือดขาวและเซลล์ไต ตามลําดบั ทําให้ไม่มีการแสดงออก จึงไม่
สามารถสกัดอาร์เอ็นเอออกมาได้ เมื อทํา PCR จึงไม่มีแถบดีเอ็นเอที ตรงกบัขนาดของยีน AGXT 
เกิดขึ >น 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพที  14  ผลการสงัเคราะห์ยีน AGXT จาก cDNA ของเซลล์ EBV, เซลล์ Hep-G2  
              และเซลล์ COS 7 ด้วยการทําอิเล็กโทรโฟริซิส จาก PCR products ของ Gradient PCR 
       โดย M คือ Marker, C คือ เซลล์ COS7, E คือ เซลล์ EBV, H คือ เซลล์ Hep-G2 และ 
              – ve คือ negative control สว่นตวัเลขที ระบคุูต่วัอกัษร คือ ระดบัอณุหภมูิ Annealing 
 
 

 

 

ยนี AGXT 
(1.2 kb) 1,000 bp 

M            C 55          E 55          H 55          C 58          E 58         H 58 

ยนี AGXT 
(1.2 kb) 

M            C 60          E 60          H 60           - ve    
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1.3 ผลการสกัดดีเอ็นเอจากเจล 

ตดัเจลของภาพที  14 เฉพาะบริเวณแถบดีเอ็นเอที มีขนาด 1.2 kb ในช่อง H 58 และ H 60 
ซึ งมีขนาดเท่ากบัยีน AGXT โดยประมาณมารวมกนั แล้วทําการสกัดดีเอ็นเอจากเจล จากนั >นนํา   
ดีเอ็นเอที ได้มาทําอิเล็กโทรโฟริซิส ผลปรากฏว่า ขนาดของดีเอ็นเอที ได้มีขนาดใกล้เคียงกับขนาด
ของยีน AGXT แสดงในภาพที  15 จงึสรุปวา่ ดีเอ็นเอที ได้จากการสกดัเจลคือ ยีน AGXT นั นเอง 

 

 

                                                                             ภาพที  15 ผลการสกดัดีเอ็นเอจากเจล 

                                                                                   ด้วยการทําอิเล็กโทรโฟริซิส 

 

 
1.4 ผลการตรวจสอบพลาสมิดลูกผสม (ยีน AGXT ปกติเชื�อมต่อกับ pGEM-T 

vector) 
หลงัจากที นํายีน AGXT ปกติที ได้จากการสกดัเจลมาเชื อมตอ่กบั pGEM-T vector จนได้

เป็นพลาสมิดลกูผสม แล้วนําไปถ่ายเข้าสู่ competent cells เพื อเพิ มปริมาณพลาสมิด โดยอาศยั
การเพิ มจํานวนของเซลล์แบคทีเรีย ซึ งมี 2 โคโลนีที สามารถเจริญบน LB agar ที มี ampicillin ผสม
อยู่ได้ จากนั >นจึงสกัดพลาสมิดออกมา แล้วทําการตรวจสอบเบื >องต้นโดยการตดัด้วยเอนไซม์ตดั
จําเพาะ 2 ชนิด คือ BamHI กบั EcoRI แล้วทําอิเล็กโทรโฟริซิส เพื อตรวจสอบขนาดโดยประมาณ
ของยีน AGXT ที แทรกเข้าไปและขนาดของ pGEM-T vector ผลปรากฏว่า ทั >งสองโคโลนีมี     
พลาสมิดลกูผสมอยูภ่ายในเซลล์จริง แสดงในภาพที  16 โดยแตล่ะโคโลนีมี 2 แถบ คือ แถบบนซึ งมี
ขนาด 3.0 kb เป็นแถบที ตรงกบัขนาดของ pGEM-T vector ส่วนแถบล่างเป็นแถบที ตรงกบัขนาด
ของยีน AGXT (1.2 kb) แตก่ารทําอิเล็กโทรโฟริซิสไม่สามารถตรวจสอบได้ว่า ลําดบันิวคลีโอไทด์
ภายในยีน AGXT ถกูต้องหรือไม่ จึงต้องส่งไปตรวจสอบลําดบันิวคลีโอไทด์ที บริษัท Macro Gen 
โดยใช้ universal primer ในการตรวจสอบ คือ pUC/M13 Forward และ pUC/M13 Reverse ผล
ปรากฏว่า ลําดบันิวคลีโอไทด์ภายในยีน AGXT ที เชื อมอยู่กบั pGEM-T vector ของโคโลนีที  2 
ถกูต้องทั >งหมด แสดงในภาคผนวก ค (ภาพที  28 และ 29) จึงใช้พลาสมิดลกูผสมจากโคโลนีที  2 
เป็นแหลง่สําหรับทํา mutagenesis ตอ่ไป 

 

 

 

 

1,000 bp 
1,500 bp ยนี AGXT 

(1.2 kb) 
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ภาพที  16 ผลการตรวจสอบพลาสมิดลกูผสมที มียีน AGXT ปกติ 
โดยการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ แล้วทําอิเล็กโทรโฟริซิส 

 

1.5 ผลการสังเคราะห์ยีน AGXT ที�กลายพันธ์ุแบบ p.Pro11Arg 
หลงัจากนําพลาสมิดลกูผสม (ยีน AGXT ปกติเชื อมตอ่กบั pGEM-T vector) จากโคโลนีที  

2 ซึ งมีลําดบันิวคลีโอไทด์ภายในยีน AGXT ถกูต้อง มาทํา mutagenesis เพื อสงัเคราะห์ยีน AGXT 
ที กลายพันธุ์  แล้วนําพลาสมิดลูกผสม (ยีน AGXT ที กลายพันธุ์แบบ.Pro11Arg เชื อมต่อกับ 
pGEM-T vector) ที ได้ถ่ายเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย ผลปรากฏว่า มี 5 โคโลนีที สามารถเจริญบน LB 
agar ที มี ampicillin ผสมอยู่ได้ จากนั >นจึงนําโคโลนีทั >งหมดมาสกดัพลาสมิด แล้วตดัด้วยเอนไซม์
ตดัจําเพาะ ตอ่ด้วยการทําอิเล็กโทรโฟริซิส เพื อตรวจสอบเบื >องต้น พบว่า ทั >ง 5 โคโลนีมี พลาสมิด
ลกูผสมอยู่ภายในเซลล์จริง แสดงในภาพที  17 โดยแตล่ะโคโลนีมี 2 แถบ คือ แถบบนซึ งมีขนาด 
3.0 kb เป็นแถบที ตรงกบัขนาดของ pGEM-T vector ส่วนแถบล่างเป็นแถบที ตรงกบัขนาดของยีน 
AGXT (1.2 kb) หลงัจากนั >นส่งทั >ง 5 โคโลนีไปตรวจสอบลําดบันิวคลีโอไทด์ที บริษัท Macro Gen 
โดยใช้ universal primer คือ pUC/M13 Forward และ pUC/M13 Reverse ในการตรวจสอบ ผล
ปรากฏว่า ลําดบันิวคลีโอไทด์ภายในยีน AGXT ที เชื อมอยู่กบั pGEM-T vector ของโคโลนีที  3 
ถกูต้องทั >งหมด ยกเว้นลําดบัที  32 เปลี ยนจาก C เป็น G ซึ งได้ผลตามที ต้องการเพื อให้การแปล
รหสัเป็นกรดอะมิโนมีการเปลี ยนในลําดบัที  11 จาก Proline เป็น Arginie แสดงในภาคผนวก ค 
(ภาพที  30 และ 31) จงึใช้พลาสมิดลกูผสมที มียีนกลายพนัธุ์จากโคโลนีที  3 เป็นแหล่งสําหรับนําไป
ตดัตอ่เข้ากบั expression vector ตอ่ไป 

 

 

 

 

 

 Marker    Colony 1   Colony 2 

3,000 bp 

1,500 bp 
1,000 bp 

pGEM-T vector (3.0 kb) 

ยนี AGXT (1.2 kb) 
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ภาพที  17 ผลการตรวจสอบพลาสมิดลกูผสมที มียีน AGXT กลายพนัธุ์  
โดยการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ แล้วทําอิเล็กโทรโฟริซิส 

 

1.6 ผลการสร้างพลาสมิด (expression vector) สาํหรับการทาํ transfection 
เป็นการนํายีน AGXT ที ปกติ และยีน AGXT ที กลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg ตดัตอ่เข้ากับ 

expression vector (pcDNA3.1/V5-HisB) โดยนํา expression vector และพลาสมิดลกูผสมทั >ง 
2 ชนิด คือ ยีน AGXT ที ปกติเชื อมต่อกับ pGEM-T vector และยีน AGXT ที กลายพนัธุ์แบบ 
p.Pro11Arg เชื อมตอ่กบั pGEM-T vector ตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ เพื อตดัให้มีปลายที สามารถ
เชื อมต่อกนัได้ระหว่างยีนที ต้องการแทรกเข้าไปกับ expression vector  แล้วทําอิเล็กโทรโฟริซิส 
แสดงในภาพที  18 จากนั >นตดัเจลในแตล่ะแถบ รวมทั >งหมด 3 แถบ คือแถบ 1.2 kb 2 แถบ และ
แถบ 5.5 kb ไปสกัดเจล แล้วตรวจสอบด้วยการทําอิเล็กโทรโฟริซิส แสดงในภาพที  19 นํายีน 
AGXT แตล่ะชนิดมาเชื อมตอ่กบั expression vector หลงัจากนั >นจึงถ่ายพลาสมิดลกูผสมแตล่ะ
ชนิดที ได้เข้าไปในเซลล์แบคทีเรีย แล้วเลือกโคโลนีจาก LB agar มาเพิ มปริมาณใน LB broth ชนิด
ละ 2 โคโลนี ทําการสกดัพลาสมิด แล้วตรวจสอบเบื >องต้นโดยการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะแล้ว
ทํา     อิเล็กโทรโฟริซิส ผลปรากฏวา่ ทกุโคโลนีมีพลาสมิดลกูผสมอยูภ่ายในเซลล์จริง แสดงในภาพ
ที  20 โดยแตล่ะโคโลนีมี 2 แถบ คือ แถบบนซึ งมีขนาด 5.5 kb เป็นแถบที ตรงกับขนาดของ 
expression vector ส่วนแถบล่างเป็นแถบที ตรงกบัขนาดของยีน AGXT (1.2 kb) หลงัจากนั >นส่ง
ทั >ง 4 โคโลนีไปตรวจสอบลําดบันิวคลีโอไทด์ที บริษัท Macro Gen โดยใช้ universal primer คือ 
BGH Reverse และ T7 Promoter ในการตรวจสอบ ผลปรากฏว่า ลําดบันิวคลีโอไทด์ภายในยีน 

Marker   Colony 1   Colony 2  Colony 3  Colony 4  Colony 5 

pGEM-T vector (3.0 kb) 

ยนี AGXT (1.2 kb) 

3,000 bp 

1,500 bp 

1,000 bp 
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AGXT ปกตทีิ เชื อมอยูก่บั expression vector ของโคโลนีที  2 ถกูต้องทั >งหมด แสดงในภาคผนวก ค 
(ภาพที  32 และ 33) ส่วนลําดบันิวคลีโอไทด์ภายในยีน AGXT ที กลายพันธุ์ซึ งเชื อมอยู่กับ 
expression vector ของโคโลนีที  1 ถกูต้องตามที ต้องการ แสดงในภาคผนวก ค (ภาพที  34 และ 
35) หลงัจากนั >นจงึนําพลาสมิดที ได้ทั >ง 2 ชนิด transfect เข้าสู่เซลล์ COS7 ตอ่ไปเพื อให้มีการผลิต
เอนไซม์ AGT 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

ภาพที  18 ผลการตรวจสอบการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ แล้วทําอิเล็กโทรโฟริซิส 
เพื อเตรียมสกดัดีเอ็นเอจากเจลเฉพาะบริเวณ 1.2 kb และ 5.5 kb 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพที  19 ผลการตรวจสอบการสกดัดีเอ็นเอจากเจล ด้วยการทําอิเล็กโทรโฟริซิส 

 

 

 

 

 

 

 ยนี AGXT (1.2 kb) 

pGEM-T vector (3.0 kb) 
Expression vector (5.5 kb) 

3.0 kb 

                 Expression    ยีน AGXT ปกต-ิ     ยีน AGXT ที กลายพนัธุ์- 
Marker     vector เปลา่    pGEM-T vector      pGEM-T vector 

5.0 kb 

1.0 kb 
1.5 kb 

Expression vector (5.5 kb) 

 ยนี AGXT (1.2 kb) 

            ยีน AGXT ยีน AGXT Expression 
Marker    ปกติ     กลายพนัธุ์   vector  

3.0 kb 
5.0 kb 

1.0 kb 
1.5 kb 
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ภาพที  20 ผลการตรวจสอบพลาสมิดลกูผสม (recombinant plasmid) ทั >ง 2 ชนิด  
ชนิดละ 2 โคโลนี โดยการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ แล้วทําอิเล็กโทรโฟริซิส 

 

1.7 ผลการทาํ Transfection  

หลงัจาก transfect พลาสมิดทั >ง 3 ชนิด คือ expression vector เปล่า, ยีน AGXT ปกติซึ ง
เชื อมต่อกับ expression vector และยีน AGXT ที กลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg ซึ งเชื อมต่อกับ 
expression vector เข้าสู่เซลล์ COS7 แล้ว ยีนเหล่านี >จะมีการแสดงออกแตกต่างกัน จึง
จําเป็นต้องวดัความเข้มข้นของปริมาณโปรตีนรวมที ได้จากเซลล์แตล่ะชนิดก่อนที จะนําโปรตีนไป
ตรวจสอบการทํางานตา่ง ๆ เพื อให้ปริมาณโปรตีนรวมที จะนําไปตรวจสอบเท่ากนั จะได้มั นใจและ
ยืนยนัผลได้ว่า ความผิดปกติของเอนไซม์ AGT ที กลายพนัธุ์นั >นเป็นผลมาจากการแสดงออกของ
ยีน ซึ งมีปริมาณโปรตีนรวมเท่ากัน ทําให้สามารถสรุปได้ว่า ยีน AGXT ที กลายพันธุ์ มีความ
บกพร่องในการทํางานจริง หากคา่ที ได้จากการตรวจสอบมีความแตกตา่งกนั โดยใช้การวดัโปรตีน
รวมด้วยวิธี BCA Protein ซึ งเทียบจากความเข้นของสารละลายมาตรฐาน BSA ที ระดบัความ
เข้มข้นตา่ง ๆ ผลการวดัที ได้ดงัแสดงในภาพที  21 ซึ งเป็นตวัอย่างผลของการวดัปริมาณโปรตีนรวม 
สําหรับนําไปทํา western blot โดยแต่ละหลุมต้องการโปรตีนรวม 2.5 ไมโครกรัมในปริมาณที 
เทา่กนั จะเห็นว่าการเตรียมโปรตีนไปวิเคราะห์นั >นก็ใช้ปริมาณที แตกตา่งกนัขึ >นอยู่กบัความเข้มข้น 
เพื อสดุท้ายโปรตีนรวมจากแตล่ะเซลล์จะได้มีปริมาณเริ มต้นเทา่กนั 

 

 

 

5.0 kb 

1.0 kb 

3.0 kb 

1.5 kb 

   ยีน AGXT ปกติ -      ยีน AGXT ที กลายพนัธุ์ -     
 expression vector      expression vector 

Expression vector (5.5 kb) 

  ยนี AGXT (1.2 kb) 

Marker   Colony 1   Colony 2   Colony 1  Colony 2 
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Micro BCA Assay (AGXT ; PH1) 18/11/2552 

 
                          Standard Curve 

            
      OD 0.022 0.039 0.075 0.104 0.136 0.195 0.244 

 Conc (mg/ml) 0.125 0.250 0.500 0.750 1.000 1.500 2.000 

 
                Total Volume 50 ul (3.5x loading buffer 14.3 ul + Protein + RIPA) 

 
         
  

Concentation 2.5 ug 

ID OD ug/ul 
dilution 
factor 

Total 
Protein 
(ug/ul) 

Protein RIPA 

Wild type 0.088 0.637 5 3.19 0.8 34.9 
Pro11Arg 0.09 0.654 5 3.27 0.8 34.9 

Empty vector 0.098 0.721 5 3.60 0.7 35.0 

          

 
 

        
         
         
         
         
         
         
         
         
         
         
         
         
         
         
         ภาพที  21 ตวัอย่างผลของการวดัปริมาณโปรตีนรวม สําหรับนําไปทํา Western blot 

ซึ งแตล่ะหลมุต้องการปริมาณโปรตีนรวมเท่ากนัคือ 2.5 µg 
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2. การวิเคราะห์การทาํงานของเอนไซม์ AGT 
 

2.1 การตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์ AGT ที�กลายพันธ์ุ 

เป็นขั >นตอนเพื อตรวจสอบความสามารถของยีน AGXT ที กลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg ใน
การผลิตเอนไซม์ AGT ด้วยวิธี western blot เทียบกับเซลล์ COS7 ที ได้รับ expression vector 
เปลา่เป็นกลุม่ควบคมุ ซึ งผลจากการทํา western blot แสดงให้เห็นว่า ยีน AGXT ที กลายพนัธุ์แบบ 
p.Pro11Arg ยงัคงสามารถผลิตเอนไซม์ AGT ซึ งมีขนาด 46 kDa ได้ตามปกติ เมื อเทียบกับยีน 
AGXT ปกต ิดงัภาพที  22 สว่นเซลล์ COS7 ที ได้รับ expression vector เปล่าไม่มีการผลิตเอนไซม์ 
AGT แสดงให้เห็นวา่ โดยปกตยีิน AGXT ไมมี่การแสดงออกในเซลล์ COS7 ซึ งเป็นเซลล์ไต หรือถ้า
มีการแสดงออกคงมีปริมาณน้อยมากจนไม่สามารถตรวจสอบได้ สอดคล้องกับผลการสกัด      
อาร์เอ็นเอ (mRNA) ซึ งต่อมาจะถูกเปลี ยนเป็นดีเอ็นเอคู่สม (cDNA) แล้วใช้เป็นต้นแบบในการ
สงัเคราะห์ยีน AGXT ปรากฏว่า การทํา PCR ไม่สามารถเพิ มปริมาณยีนได้ เนื องจากไม่มีต้นแบบ 
ด้วยเหตนีุ >เองผู้ วิจยัจึงเลือกใช้เซลล์ COS7 เป็นเซลล์สําหรับถ่ายพลาสมิดลกูผสม (recombinant 
plasmid) เข้าไป หากยีน AGXT มีการแสดงออกโดยผลิตเอนไซม์ AGT แสดงว่าเป็นผลจากการ
ทํางานของยีน AGXT ที เชื อมกบั expression vector เท่านั >น ไม่เกี ยวข้องกบัยีน AGXT ที มีอยู่ก่อน
แล้วภายในเซลล์ COS7 

 

 

 

 

 

ภาพที  22  การตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์ AGT ด้วยวิธี western blot 
    โดย   CT  คือ โปรตีนที ได้จากเซลล์ COS7 ที มี vector เปลา่ 

   WT  คือ โปรตีนที ได้จากเซลล์ COS7 ที มียีน AGXT ปกตเิชื อมตอ่กบั expression vector     
และ  MU คือ โปรตีนที ได้จากเซลล์ COS7 ที มียีน AGXT ที กลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg 

   เชื อมตอ่กบั expression vector 

 

 

 

 

 

        CT            WT          MU 

GAPDH loading control (37 kDa) 37 kDa 

50 kDa 
เอนไซม์ AGT (46 kDa) 
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2.2 การตรวจสอบความสามารถในการทาํงานของเอนไซม์ AGT 

เป็นขั >นตอนเพื อตรวจสอบความสามารถในการทํางานของเอนไซม์ AGT ด้วยวิธี 
Semiautomated spectrophotometric โดยนําโปรตีนรวมที ได้จากเซลล์ 5 ชนิด คือ เซลล์ HEP-
G2, เซลล์ COS7 เปล่า, เซลล์ COS7 ที มี expression vector เชื อมตอ่กบัยีน AGXT ปกติ, เซลล์ 
COS7 ที มี expression vector เชื อมตอ่กบัยีน AGXT ที กลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg และเซลล์ 
COS7 ที มี expression vector เปล่า มาวดัการทํางานของเอนไซม์ AGT โดยวดัคา่การดดูกลืน
แสงของ NADH ทั >งก่อนใส่เอนไซม์ LDH (A1) และหลงัใส่เอนไซม์ LDH (A2) ซึ งทํา 3 ซํ >าแล้วนํา
คา่เฉลี ย A1 หกัล้างด้วยคา่เฉลี ย A2 (A1 – A2) เหตทีุ คา่ A1 สงูกว่าคา่ A2 เนื องจาก NADH ซึ ง
เป็น cofactor ของเอนไซม์ LDH สามารถดดูกลืนแสงได้ที ความยาวคลื น 340 นาโนเมตร เมื อ
เอนไซม์ LDH ทํางาน NADH จะถกูเปลี ยนเป็น NAD+ ซึ งไมส่ามารถดดูกลืนแสงได้ จึงทําให้คา่ A2 
ลดลง สําหรับโปรตีนที ได้จากแต่ละเซลล์ต้องเตรียม blank แยกจากกันชนิดละหลอดด้วย ซึ ง
หลอด blank ต่างจากหลอดตวัอย่างตรงที ไม่เติม Sodium glyoxylate ซึ งเป็นสารตั >งต้นของ
เอนไซม์ AGT ลงไปตั >งแตแ่รก แตเ่ติมหลงัจากที หยดุปฏิกิริยาด้วย TCA แล้ว ทําให้เอนไซม์ AGT 
ในหลอด blank ไม่มีการทํางาน จากนั >นนําค่าการดดูกลืนแสงของหลอดตวัอย่างหกัล้างด้วยค่า
การดดูกลืนแสงของหลอด blank จะได้คา่การดดูกลืนแสงซึ งเกิดจากการทํางานของเอนไซม์ AGT 

อย่างแท้จริง (∆A) การวดันี >ทําทั >งหมด 3 ครั >งเพื อหาคา่เฉลี ย ดงัข้อมลูในภาคผนวก ข จากนั >นนํา
คา่ทั >งหมดที ได้จากการวดัไปคํานวณปริมาณไพรูเวทที เกิดขึ >น เพื อวิเคราะห์การทํางานของเอนไซม์ 
AGT ตามสตูรในภาพที  23 ทําให้ได้ข้อมลูเป็นไปตามตารางที  13 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที  23 สตูรการคํานวณหาปริมาณไพรูเวทที เกิดขึ >น สําหรับวิเคราะห์การทํางานของเอนไซม์ AGT 

ปริมาณไพรูเวท (µmol/h/mg) = V  x  D 
εεεε  x  d  x  v 

x  ∆∆∆∆A 

โดยที  V = ปริมาตรรวมทั >งหมดในหลอด = 0.78 ml 

 ε = คา่สมัประสิทธิzการดดูกลืนแสงของ NADH ที ความยาวคลื น 340 nm 
   = 6.3  l x mmol-1 x cm-1   
 d = ความกว้างของคิวเวตที แสงผา่น = 1 cm 
 v = ปริมาตรของตวัอยา่งที นําวดัคา่การดดูกลืนแสง = 0.06 ml 
 D = จํานวนเท่าของการเจือจาง (dilution factor) = 3 
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ตารางที  13 ข้อมลูของผลการวดัการทํางานของเอนไซม์ AGT 
 

ชนิดเซลล์ ครั >งที  ∆As ∆Ab ∆A 

ปริมาณ 
ไพรูเวท 

(µmol/h/mg) 

ปริมาณ 
ไพรูเวทเฉลี ย 
(µmol/h/mg) 

S.D. 

COS7 
1 0.009 0.002 0.007 0.13 

0.087 0.038 2 0.004 0.001 0.003 0.06 
3 0.008 0.004 0.004 0.07 

Hep-G2 
1 0.029 0.002 0.019 0.35 

0.317 0.029 2 0.019 0.003 0.016 0.30 
3 0.017 0.001 0.016 0.30 

Empty 
vector 

1 0.008 0.004 0.004 0.07 
0.073 0.015 2 0.005 0.002 0.003 0.06 

3 0.007 0.002 0.005 0.09 

Wild type 
1 0.194 0.005 0.189 3.51 

3.213 0.259 2 0.166 0.003 0.163 3.03 
3 0.170 0.003 0.167 3.10 

Pro11Arg 
1 0.064 0.001 0.063 1.17 

1.007 0.249 2 0.043 0.004 0.039 0.72 
3 0.062 0.001 0.061 1.13 

 

หมายเหต ุ COS7 คือ โปรตีนรวมที ได้จากเซลล์ COS7 เปลา่ 
 Hep-G2 คือ โปรตีนรวมที ได้จากเซลล์ Hep-G2 เปลา่ 
 Empty vector คือ โปรตีนรวมที ได้จากเซลล์ COS7 ที ได้รับ expression vector เปลา่ 
 Wild type คือ โปรตีนรวมที ได้จากเซลล์ COS7 ที ได้รับยีน AGXT ปกตซิึ งเชื อมตอ่กบั  
                        expression vector 
 Pro11Arg คือ โปรตีนรวมที ได้จากเซลล์ COS7 ที ได้รับยีน AGXT ที กลายพนัธุ์ซึ ง 
     เชื อมตอ่กบั expression vector 

 ∆As = A1 – A2 ของหลอดตวัอยา่ง (sample) 

 ∆Ab = A1 – A2 ของหลอด blank 

 ∆A = ∆As – ∆Ab 
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ผลการวิเคราะห์ได้แสดงเป็นกราฟดงัภาพที  24 จะเห็นว่าค่าการดูดกลืนแสงก่อนใส่
เอนไซม์ LDH (A1) ของทกุชนิดตวัอย่างมีความใกล้เคียงกนั แตห่ลงัจากใส่เอนไซม์ LDH พบว่า 
คา่การดดูกลืนแสง (A2) ลดลงแตกตา่งกนั โดยเซลล์ COS7 ที ถกู transfect ด้วยยีน AGXT แบบ
ปกตมีิความแตกตา่งระหวา่งคา่ A1 กบัคา่ A2 มากที สดุ รองลงมาคือ เซลล์ COS7 ที ถกู transfect 
ด้วยยีน AGXT แบบ p.Pro11Arg ตามด้วยเซลล์ Hep-G2 เปล่า แม้ว่าจะเป็นเซลล์ตบั แต่ระดบั
การแสดงออกของยีน (การผลิตเอนไซม์ AGT) ยังน้อยกว่าเซลล์ 2 ชนิดแรกซึ งเป็น over 
expression  ส่วนเซลล์ COS7 ที ถกู transfect ด้วยพลาสมิดเปล่า (empty vector) และเซลล์ 
COS7 เปล่า มีความแตกตา่งระหว่างคา่ A1 กบัคา่ A2 น้อยมาก ซึ งแทบจะไม่แตกตา่งกนั ที เป็น
เช่นนี > เพราะโดยปกติเอนไซม์ AGT จะแสดงออกเฉพาะในเซลล์ตบั แตเ่ซลล์ COS7 เป็นเซลล์ไต 
ซึ งสอดคล้องกับผลที ได้จากการทํา western blot ที ไม่พบเอนไซม์ AGT ในเซลล์ COS7 ที ถูก 
transfect ด้วย  พลาสมิดเปล่า (empty vector) สําหรับภาพที  25 แสดงให้เห็นถึงปริมาณไพรูเวท
ที ตรวจพบในแต่ละชนิดตัวอย่าง โดยถ้ามีปริมาณไพรูเวทมาก แสดงว่าเอนไซม์ AGT มี
ความสามารถในการทํางานได้ดีมากด้วย ซึ งพบว่า เซลล์ COS7 ที ถกู transfect ด้วยยีน AGXT 
แบบปกติ มีปริมาณไพรูเวทเฉลี ย 3.21 ± 0.26 µmol/h/mg ในขณะที เซลล์ COS7 ที ถกู transfect 
ด้วยยีน AGXT แบบ p.Pro11Arg (Pro11Arg AGXT) มีปริมาณไพรูเวทเฉลี ย 1.01 ± 0.25 
µmol/h/mg  ซึ งน้อยกว่าประมาณ 3 เท่า เมื อเทียบกบัเอนไซม์ AGT ที ผลิตจากยีน AGXT ปกต ิ
แสดงให้เห็นว่า เอนไซม์ AGT ที ผลิตจากยีน AGXT ที กลายพันธุ์แบบ p.Pro11Arg มี
ความสามารถในการทํางานเพียง 31% ซึ งลดลง 69% เมื อเทียบกบัเอนไซม์ AGT ที ผลิตจากยีน 
AGXT ปกต ิ

 

 

 

ภาพที  24 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่การดดูกลืนแสงก่อนใสเ่อนไซม์ LDH (A1)  
และหลงัใสเ่อนไซม์ LDH (A2) 
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ภาพที  25 กราฟแสดงปริมาณไพรูเวทที เกิดขึ >น ซึ งเป็นผลจากความสามารถในการทํางาน 
ของเอนไซม์ AGT 

 

การวิเคราะห์คา่ทางสถิต ิเพื อดคูวามสมัพนัธ์ในภาพรวมของปริมาณไพรูเวทเฉลี ยที ได้จาก
เซลล์ทั >ง 5 ชนิด โดยใช้วิธีการวิเคราะห์แบบ One-way ANOVA ด้วยโปรแกรม SPSS 17 ผลที ได้
เป็นไปตามตารางที  14 สามารถสรุปได้ว่า  ชนิดของตวัอย่างอย่างน้อย 1 ชนิดมีคา่เฉลี ยปริมาณ
ไพรูเวทแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิตทีิ ระดบัความเชื อมั น 99% 
 

ตารางที  14 คา่ทางสถิตทีิ ได้จากการวิเคราะห์แบบ One-way ANOVA 
Oneway  ANOVA 

Data 

 Sum of 
Squares df Mean Square F 

Sig. 
(P-value) 

Between Groups 21.121 4 5.280 200.363 .000 

Within Groups .264 10 .026   

Total 21.384 14    
 

 โดยที สมมตฐิาน คือ Ho : ปริมาณเฉลี ยของไพรูเวทในแตล่ะชนิดตวัอย่างมีคา่ไมแ่ตกตา่งกนั 
                        Ha : ปริมาณเฉลี ยของไพรูเวทอยา่งน้อย 1 ชนิดตวัอยา่งมีคา่แตกตา่งกนั 
 

จากตาราง ANOVA ได้คา่ P-value = 0                 ยอมรับ  Ha 
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เมื อวิเคราะห์ค่าทางสถิติ ด้วยวิธี One-way ANOVA แล้วพบว่า มีปริมาณเฉลี ยของ     
ไพรูเวทอย่างน้อย 1 ชนิดตวัอย่างมีค่าแตกต่างกัน แต่ไม่สามารถระบุได้ว่า ปริมาณเฉลี ยของ    
ไพรูเวทจากเซลล์คู่ใดที แตกต่างกันบ้าง จึงต้องทําการเปรียบเทียบโดยการวิเคราะห์ค่าทางสถิติ
ด้วยวิธี Post Hoc Tests ซึ งเป็น Multiple Comparisons ทําให้สามารถเปรียบเทียบความ
แตกต่างของข้อมูลทีละคู่ได้ โดยเลือกการวิเคราะห์แบบ Tukey HSD ด้วยโปรแกรม SPSS 17 
ข้อมลูที ได้เป็นไปตามตารางที  15 ซึ งสรุปผลได้ว่า สามารถแบง่ชนิดตวัอย่าง เป็น 3 กลุ่ม คือ กลุ่ม
แรก (COS7 HepG2 และ Empty vector) ซึ งมีคา่เฉลี ยของปริมาณไพรูเวทไม่แตกตา่งกนั แต่
แตกตา่งทั >งกบั wild type และ Pro11Arg AGXT  กลุ่มที สอง (wild type AGXT) และกลุ่มที สาม 
(Pro11Arg AGXT)  โดยที  wild type และ Pro11Arg AGXT มีค่าเฉลี ยของปริมาณไพรูเวท
แตกต่างกันอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (P-value = 0 ) นอกจากนี >ยงัมีข้อมลูที แสดงถึงความ
แตกตา่งระหว่างคูที่ เปรียบเทียบกนั ดงัตารางที  16 ซึ งสามารถเปรียบเทียบชนิดตวัอย่างทีละคูไ่ด้ 
จากคา่ P-value (Sig)  โดยถ้าคูใ่ดมีคา่ P-value ≤  0.01 แสดงว่า คูน่ั >นมีคา่เฉลี ยแตกตา่งกนั
อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิที ระดบัความเชื อมั น 99% 

 

ตารางที  15 สรุปผลการวิเคราะห์คา่ทางสถิติด้วยวิธี Post Hoc Tests แบบ Tukey HSD 

Tukey HSDa 

 

Sample N 

Subset for alpha = 0.01 

1 2 3 

Empty vector 3 .0733   

COS7 3 .0867   

HepG2 3 .3167   

Pro11Arg 
AGXT 

3 
 

1.0067 
 

wild type AGXT 3   3.2133 

Sig.  .406 1.000 1.000 

 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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ตารางที  16 ผลการวิเคราะห์ข้อมลูทางสถิตด้ิวยวิธี Post Hoc Tests แบบ Tukey HSD 
                  โดยการเปรียบเทียบทีละคู ่  

Post Hoc Tests  (Multiple Comparisons) 

Data   (Tukey HSD) 

(I) Sample (J) Sample 
Mean Difference 

(I-J) 
Std. Error 

Sig. 
(P-value) 

99% Confidence Interval 

Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

COS7 HepG2 -.23000 .13255 .457 -.8051 .3451 

Empty vector .01333 .13255 1.000 -.5618 .5884 

wild type AGXT -3.12667* .13255 .000 -3.7018 -2.5516 

P11R AGXT -.92000* .13255 .000 -1.4951 -.3449 

HepG2 COS7 .23000 .13255 .457 -.3451 .8051 

Empty vector .24333 .13255 .406 -.3318 .8184 

wild type AGXT -2.89667* .13255 .000 -3.4718 -2.3216 

P11R AGXT -.69000* .13255 .003 -1.2651 -.1149 

Empty 
vector 

COS7 -.01333 .13255 1.000 -.5884 .5618 

HepG2 -.24333 .13255 .406 -.8184 .3318 

wild type AGXT -3.14000* .13255 .000 -3.7151 -2.5649 

P11R AGXT -.93333* .13255 .000 -1.5084 -.3582 

wild type 
AGXT 

COS7 3.12667* .13255 .000 2.5516 3.7018 

HepG2 2.89667* .13255 .000 2.3216 3.4718 

Empty vector 3.14000* .13255 .000 2.5649 3.7151 

P11R AGXT 2.20667* .13255 .000 1.6316 2.7818 

P11R 
AGXT 

COS7 .92000* .13255 .000 .3449 1.4951 

HepG2 .69000* .13255 .003 .1149 1.2651 

Empty vector .93333* .13255 .000 .3582 1.5084 

wild type AGXT -2.20667* .13255 .000 -2.7818 -1.6316 

*. The mean difference is significant at the 0.01 level. 
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2.3 การตรวจสอบตาํแหน่งเอนไซม์ AGT ภายในเซลล์ 

จากการตรวจสอบด้วยวิธี immunofluorescence พบว่า ในเอนไซม์ AGT ที กลายพนัธุ์ ดงั
ภาพที  26 มีรูปแบบการย้อมติดสีของเอนไซม์ AGT (สีแดง) โดยถูกทําให้เห็นด้วยแอนติบอดีต่อ
โปรตีน V5 ที ผลิตจากยีนใน expression vector ซึ งใช้เป็น marker ของเอนไซม์ AGT ไม่
เหมือนกบัรูปแบบของเพอร็อกซิโซม (สีเขียว) โดยถกูทําให้เห็นด้วยแอนติบอดีตอ่โปรตีน catalase 
ซึ งใช้เป็น marker ของเพอร็อกซิโซม เมื อเทียบกับผลที ได้จากเอนไซม์ AGT ปกติ ดงัภาพที  27 
พบว่ารูปแบบจะคล้ายคลึงกัน ทาบทบักนัสนิท ทําให้เมื อซ้อนทบัสีกนัในภาพที  3 ของแตล่ะเซลล์ 
สีที ได้จึงเปลี ยนเป็นสีส้ม แตใ่นบางบริเวณอาจเห็นเป็นสีแดงอยู่ เนื องจากการติดสีของสีแดงเข้ม
มาก ส่วนสีเขียวติดแบบจาง ๆ ทําให้เมื อซ้อนทบัสีกันจึงปรากฏเป็นสีแดงแทนที จะเป็นสีส้ม แต่
ขณะที ในเอนไซม์ AGT ที กลายพนัธุ์มีบางบริเวณที สีแดงไมท่บัซ้อนกบัสีเขียวประมาณ 20% แสดง
วา่ เอนไซม์ AGT ที กลายพนัธุ์ประมาณ 20% นั >นถกูส่งไปยงัออร์แกเนลล์อื นที ผิดตําแหน่งหรืออาจ
ติดอยู่ที เอนโดพลาสมิก เรติคลูมั ไม่ได้ถกูส่งไปยงัเพอร็อกซิโซมตามปกติ โดยผลการวิเคราะห์นั >น
ได้มาจากการเลือกจุดสีแดงในภาพที  1 ของแต่ละเซลล์ทั >งเอนไซม์ AGT ที กลายพันธุ์และปกต ิ
แล้วเปรียบเทียบกับตําแหน่งเดียวกันในภาพที  2 ของเซลล์เดียวกัน ด้วยโปรแกรม Adobe 
Photoshop CS2 เพื อตรวจสอบว่าสีแดงในภาพที  1 ซ้อนทบักบัสีเขียวในภาพที  2 หรือไม่ ภาพละ 
20 จดุ พบว่าในกลุ่มเซลล์ที ผลิตเอนไซม์ AGT ที กลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg มีคา่เฉลี ยประมาณ 
4 จดุที สีแดงไมซ้่อนทบักบัสีเขียว  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

65 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที  26  การตรวจสอบตําแหนง่เป้าหมายภายในเซลล์ของเอนไซม์ AGT ที สงัเคราะห์จากเซลล์ COS7 
             ที ถกู transfect ด้วยยีน AGXT แบบ p.Pro11Arg ด้วยวิธี immunofluorescence (60X) 
             โดย สีแดง คือ เอนไซม์ AGT, สีเขียว คือ เพอร็อกซิโซม, และ สีนํ >าเงิน คือ นิวเคลียส 

                 ภาพที  1 : เอนไซม์ AGT             ภาพที  2 : เพอร็อกซโิซม        ภาพที  3 : เอนไซม์ AGT + เพอร็อกซิโซม 

เซลล์ที  1 

เซลล์ที  2 

เซลล์ที  3 

เซลล์ที  4 

เซลล์ที  5 
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ภาพที  27 การตรวจสอบตําแหนง่เป้าหมายภายในเซลล์ของเอนไซม์ AGT ที สงัเคราะห์จาก 
เซลล์ COS7 ที ถกู transfect ด้วยยีน AGXT แบบปกต ิด้วยวิธี immunofluorescence (60X) 

 โดย สีแดง คือ เอนไซม์ AGT สีเขียว คือ เพอร็อกซิโซม และ สีนํ >าเงิน คือ นิวเคลียส 

เซลล์ที  1 

เซลล์ที  2 

เซลล์ที  3 

เซลล์ที  4 

เซลล์ที  5 

                  ภาพที  1 : เอนไซม์ AGT             ภาพที  2 : เพอร็อกซโิซม        ภาพที  3 : เอนไซม์ AGT + เพอร็อกซิโซม 
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บทที�  3 
วิธีดาํเนินการวิจัย 

 
วัสดุอุปกรณ์ที�ใช้ในการวิจัย  

1. ไมโครปิเปต : P2 (0.1-2 µl), P10 (0.5-10 µl), P20 (5-20 µl), P100 (20-100 µl), 
P1000 (0.1-1 ml) (Gilson, France) 

2. ทิป : 10 µl, 100 µl, 200 µl, 1,000 µl (Elkay, USA) 
3. ทิปแบบมีไส้กรอง : 10 µl, 200 µl, 1,000 µl (Elkay, USA) 
4. หลอดชนิด Microcentrifuge : 0.2 ml, 0.5 ml, 1.5 ml (Bio-RAD, Elkay, USA) 
5. หลอดชนิด Polypropylene conical : 15 ml, 50 ml (Elkay, USA) 
6. บีกเกอร์ : 50 ml, 100 ml, 200ml, 500 ml, 1,000 ml (Pyrex, USA) 
7. ขวดรูปชมพู ่: 250 ml, 500 ml, 1,000 ml (Pyrex, USA) 
8. ขวดดแูรน  : 50 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml (Duran, Germany) 
9. กระบอกตวง : 50 ml, 100 ml, 500 ml, 1,000 ml (Witeg, Germany) 
10. แทน่วางหลอด (rack) (Autopack, USA) 
11. เทอร์โมมิเตอร์ (Precision, Germany) 
12. พาราฟิล์ม (American National Can, USA) 
13. พลาสตกิสําหรับห่อ (Diamond, USA) 
14. กระดาษฟลอยด์ (Diamond, USA) 
15. ปิเปต บอย (Tecnomara, Switzerland) 
16. เครื\องวอร์เท็กซ์ (Scientific Industry,  USA) 
17. เครื\องวดัคา่ pH (Eutech Instrument, USA) 
18. Stirring hot plate (Bamstead/Thermolyne, USA) 
19. แทง่แมเ่หล็ก (Agimatic-e, China) 
20. เครื\องเซนทริฟิวจ์สําหรับหลอดชนิด Polypropylene conical (J.P.Selecta, Spain) 
21. เครื\องเซนทริฟิวจ์สําหรับหลอดชนิด Microcentrifuge (Eppendorf, Germany) 
22. เครื\องเพิ\มปริมาณดีเอ็นเอ (Mastercycler personal) (Eppendorf, Germany) 
23. เครื\องเพิ\มปริมาณดีเอ็นเอ (Thermal cycler) (Hybraid, USA) 
24. ถาดสําหรับเตรียมเจล พร้อมหวี (Gibco BRL, Scothland) 
25. เครื\องอิเล็กโทรโฟริซิส (Bio-RAD, USA) 
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26. เครื\องให้ความร้อน (Heat block) (Bockel, UK) 
27. เครื\องบม่เพาะเชื kอ (Incubator) (Memmert, Germany) 
28. เครื\องวดัการดดูกลืนแสง (spectrophotometers) รุ่น CE9500 (Super aquarius, 

UK) 
29. ควิเวต (Starna, UK) 
30. เครื\องความถี\สงู (Ultrasonic processors) รุ่น UP100H (Dr.Hielscher GmbH, 

Germany) 
31. Gel doc XR (Bio-RAD, USA) 
32. ตู้เย็น 4 0C (Misubishi, Japan) 
33. ตู้แชแ่ข็งที\อณุหภมูิ -20 0C, -80 0C (Revco, Japan) 
34. เครื\องทําให้นํ kาบริสทุธิr (Water purification equipment) (Labconco, USA) 
35. วอเตอร์ บาธ (J.P.Selecta, Spain) 
36. จานเลี kยงเซลล์แบบ 6 หลมุ (6-well plates) (Corning, New York) 
37. ขวดเลี kยงเซลล์ : T-25, T-75 (Corning, New York) 
38. ปิเปตแบบฆา่เชื kอ (Costar® Stirpipette) : 0.2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml (Corning, 

New York) 
39. สไลด์นบัเซลล์ (Haemocytometer) (Wertheim, Germany) 
40. หลอดสําหรับเก็บเซลล์เพื\อแชแ่ข็ง (Cryotube vial) 2.0 ml (Corning, New York) 

41. กลอ่งลดอณุหภมูิ 1°C (Cryo 1°C Freezing container)  (Nalgene® Labware, 
USA) 

42. กล้องจลุทรรศน์ชนิด Macro Confocal รุ่น EZ-C1 (Nikon, Thailand) 
43. ตู้สําหรับเลี kยงเซลล์ (CO2 incubator) (Shel lab, USA) 
44. กล้องจลุทรรศน์แบบหวักลบั สําหรับส่องเซลล์ (Motic, China) 
45. ตู้เขี\ยเชื kอ (Safety cabinet) (Nuaire, USA) 
46. ฟิล์มเอ็กซเรย์ (Kodak, Japan) 
47. ชดุเตรียมเจลแบบตั kงและชดุ 2-D อิเล็กโทรโฟริซิส (Mini-Protean 3 Cell) (Bio-RAD, 

USA) 
48. ชดุทรานส์เฟอร์เจล (Mini Trans-Blot Electophoretic Transfer Cell) (Bio-RAD, 

USA).  
49. เครื\องหมนุหลอด 360 องศา (Biosan, Latvia) 
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50. เครื\องนึ\งความดนัสําหรับฆา่เชื kอ (Autoclaved) (Hirayama, Japan) 
51. เครื\องไมโครเวฟ (Sumsung, Kaorea) 
52. เครื\องชั\งดจิิทอล (Bio active, Thailand) 
53. ช้อนตกัสาร 
54. ตู้ดดูควนั (Fume hood) (Captair, China) 
55. สไลด์ (Manufacturer, China) 
56. กระจกปิดสไลด์ ขนาด 24x24 mm (Wiegand, Germany) 
57. เครื\อง spectrophotometer (nano drop) (Thermo scientific, USA) 

 

สารเคมีที�ใช้ในการวิจัย 
1. สารเคมีทั\วไป 

1.1 Absolute ethanol (Merck, Germany) 
1.2 Agarose, molecular glade (Promega, USA) 
1.3 Glycerol (Merck, Germany) 
1.4 Sodium deoxycholate (Sigma, USA) 
1.5 Bromphenol blue (USB, USA) 
1.6 Sodium phosphate dibasic (Fluka, USA) 
1.7 Ethidium bromide (Gibco BRL, Scothland) 
1.8 Potassiume chloride (BDH, UK) 
1.9 Hydrochloric acid (Merck, Germany) 
1.10  Potassium phosphate monobasic (Sigma, USA) 
1.11  Potassium phosphate dibasic (Sigma, USA) 
1.12 Glycine (USB, USA) 
1.13 Tween-20 (Bio-Rad, USA) 
1.14 Sodium chloride (Merck, Germany) 
1.15 Sodium hydroxide (Merck, Germany) 
1.16 Sucrose (BDH, UK) 
1.17 Tris base (USB, USA) 
1.18 100 base pair DNA ladder (Biolab, Thailand) 
1.19 1 K base pair DNA ladder (Biolab, Thailand) 
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2. สารเคมีที\ใช้ในการทํา PCR 
2.1 10X PCR buffer  
2.2 25 mM Magnesium chloride (Promega, USA) 
2.3 10 mM Deoxynucleotide triphosphates (dNTPs) (Promega, USA) 
2.4 Oligonucleotide primer (Biodesign, Thailand) 
2.5 5 U/µl Taq DNA polymerase (Promega, USA) 

3. สารเคมี/เอนไซม์ที\ใช้ในการตดัดีเอ็นเอ 
3.1 BamHI (NEB, USA) 
3.2 EcoRI (NEB, USA) 
3.3 10x buffer 3 (NEB, USA) 
3.4 100x BSA (NEB, USA) 

 4. อาหารเลี kยงเชื kอแบคทีเรีย 
  4.1  Yeast extract powder (Bio Basic Inc., Canada) 
  4.2  Agar bacterial powder (Conda, Spain) 
  4.3  Tryptone powder (Bio Basic Inc., Canada) 
  4.4  Sodium chloride (BDH, UK) 
 5. สารเคมีที\ใช้เลี kยงเซลล์ 
  5.1  Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) (Hyclone, Thermo, USA) 

 5.2  Fetal Bovine Serum (FBS) (GIBCO, Invitrogen, USA) 
 5.3  100x Pen-Strep (GIBCO, Invitrogen, USA) 
 5.4  Trypsin-EDTA (GIBCO, Invitrogen, USA) 
 5.5  Phosphate Buffered Saline (PBS) 
 5.6  Tryphan blue(GIBCO, Invitrogen, USA) 

6 .  สารเคมี ที\ ใ ช้ ในการทํา  Trans fect ion  
 6.1  LipofectamineTM 2000 (Invitrogen, USA) 
 6.2  Opti-MEM Reduced Serum Medium (GIBCO, USA) 

7 .  ชดุสารเคมีสําเร็จรูปที\ใช้ในงานวิจยั 
  7.1  QIAamp RNA Blood Mini Kit (Qiagen, USA) 

 7.2  Improm-II Reverse Transcriptase Kit (Promega, USA) 
 7.3  QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, USA) 
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  7.4 H igh-Speed P lasmid Min i  K i t  (Genea id,  Ta iwan)  
7.5   QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, USA) 
7.6   Mini BCATM Protein Assay Kit (Pierce, USA) 
7.7   Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate Kit (Thermo, USA) 

8. สารเคมีที\ใช้ในการตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์ AGT 
  8.1  RIPA buffer 
  8.2   6x Loading buffer 
  8.3   10x Tris-Glycine 
  8.4   Runnig buffer 

8.5 Trasfer buffer 
8.6 Stripping buffer 
8.7 40% Acrylamide/Bis solution (Bio-RAD, USA) 

  8.8  Non-fat dry milk (Carnation, USA) 
  8.9   Tris Buffer Saline – Tween (TBS-T) 
  8.10 mouse ant i -V5 monoclonal  ant ibody ( Inv i t rogen, USA)  
  8.11 goat  an t i -mouse IgG2a (Abcam,  UK)  
  8.12 rabbit anti- GAPDH (Abcam, UK)  
  8.13 goat anti-rabbit ( Inv i t rogen, USA)  
  8.14 Ammoniumpersulphate (APS) (Bio-Rad, USA) 
  8.15 Temed (Bio-Rad, USA) 
  8.16 Sodium dodecyl sulphate (SDS) (Sigma, USA) 
9. สารเคมีที\ใช้ในการตรวจสอบความสามารถในการทํางานของเอนไซม์ AGT 
  9.1   L-alanine (Sigma, USA) 
  9.2   Sodium glyoxylate (Sigma, USA) 
  9.3   Pyridoxal phosphate (Sigma, USA) 
  9.4   0.5 M Tris-HCl buffer, pH 8.0 
  9.5   NADH (Sigma, USA) 
  9.6   1 M Potassium phosphate buffer, pH 8.0 
  9.7   Trichloroacetic acid (TCA) (Sigma, USA)  
  9.8   Lactate dehydrogenase (Sigma, USA) 
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  9.9   Lysis buffer 
10. สารเคมีที\ใช้ในการตรวจสอบตําแหนง่เอนไซม์ AGT ภายในเซลล์ 
  10.1 Methanol (BDH, UK) 
  10.2 Phosphate Buffered Saline (PBS) 
  10.3 Triton-X (Phamacia, Sweden) 
  10.4 BSA (Sigma, USA) 
  10.5 Vectashield with DAPI  (Thermo, USA) 
  10.6 Mouse anti-V5 monoclonal (Invitrogen, USA) 
  10.7 Alexa Flour 594 goat anti-mouse IgG2a (Invitrogen, USA) 
  10.8 Rabbit anti-catalase polyclonal (Abcam, UK) 
  10.9 Alexa Flour 488 donkey anti-rabbit IgG (Invitrogen, USA) 

 
วิธีดาํเนินการวิจัย 

งานวิจยัเรื\องนี k แบง่เป็น 2 สว่นใหญ่ ๆ คือ  
1. การสงัเคราะห์ยีน AGXT ที\ปกต ิและยีน AGXT ที\กลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg   
    เพื\อผลิตเอนไซม์ AGT   
2. การวิเคราะห์การทํางานของเอนไซม์ AGT 

 
1. การสังเคราะห์ยีน AGXT ที�ปกต ิและยีน AGXT ที�กลายพันธ์ุแบบ p.Pro11Arg เพื�อผลิต

เอนไซม์ AGT 
1.1 เซลล์ที�ใช้ในงานวิจัย 
เซลล์ที\นํามาใช้ในงานวิจัยนี kมีทั kงหมด 3 ชนิด เพื\อใช้เป็นแหล่งสําหรับสกัดอาร์เอ็นเอ 

นอกจากนี kยงัใช้เชลล์ COS 7 เป็นแหล่งสําหรับการถ่ายพลาสมิด (expression vector) เข้าไป
ภายในเซลล์ เพื\อให้ยีน AGXT มีการแสดงออกโดยผลิตเอนไซม์ AGT 

1.1.1 EBV-transformed lymphoblastoid cell lines (EBV cells) ซึ\งเป็นเซลล์เม็ด
เลือดขาวที\ได้รับการสง่ถ่าย Epstein-Barr Virus (EBV) เข้าไปภายในเซลล์ 

1.1.2 Human hepatocellular liver carcinoma cell lines (Hep-G2 cells) ซึ\งเป็น
เซลล์ตบัของมนษุย์ 

1.1.3 African Green Monkey Kidney Fibroblast Cells (COS 7 cells) ซึ\งเป็น
เซลล์ไตของลิงชนิดหนึ\งที\พบในทวีปแอฟริกา 
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1.2 การเพาะเลี Tยงเซลล์ 
1.2.1 การเริ�มต้นเลี Tยงเซลล์จากเซลล์แช่แข็ง (Thaw cell) 

โดยปกติเซลล์เมื\อไม่มีการเพาะเลี kยงจะถกูแช่แข็งที\อณุหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื\อการ

เก็บรักษาในระยะยาว ดงันั kนการเริ\มต้นเลี kยงเซลล์จึงต้องทําให้เซลล์ที\ถกูแช่แข็งละลายก่อน โดย

นํามาอุ่นในวอเตอร์บาธที\อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนกว่าจะละลาย จากนั kนนําไปปั\ น

ตกตะกอนด้วยเครื\องเซนทริฟิวจ์ที\ความเร็ว 1500 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 3 นาที แล้วเทของเหลว

ทิ kง (การเทหรือเติมสารต่าง ๆ ในการเพาะเลี kยงเซลล์สตัว์ต้องทําในตู้ เขี\ยเชื kอ (Safety cabinet) 

เพื\อให้เซลล์ปราศจากการปนเปืkอน โดยก่อนเริ\มและหลังการใช้งานต้องเปิดแสง UV เป็นเวลา

อย่างน้อย 15 นาที แล้วเช็ดทําความสะอาดด้วย 70% แอลกอฮอล์ทุกครั kง ทั kงนี kหากต้องมีการนํา

อปุกรณ์หรือสารเคมีเข้าไปภายในตู้ เขี\ยเชื kอระหว่างการใช้งาน ต้องเช็ดด้วย 70% แอลกอฮอล์ก่อน

เสมอ) เติม 1X PBS 1 มิลลิลิตร แล้วดดูขึ kนลงเป็นเวลา 3 นาที เพื\อให้ตะกอนละลายและกระจาย

ทั\ว จากนั kนเทของเหลวทิ kง เติมอาหารเลี kยงเซลล์ 1 มิลลิลิตร ซึ\งประกอบด้วย DMEM 10%, 1X 

FBS และ 1X PenStrep แล้วทําให้ตะกอนแตกกระจายออกจากกนัเบา ๆ เสร็จแล้วย้ายลงในหลมุ

ของจานเลี kยงเซลล์แบบ 6 หลุม ซึ\งมีอาหารเลี kยงเซลล์ 1 มิลลิลิตรอยู่ก้นหลุม รวมปริมาตร 2 

มิลลิลิตร จากนั kนวนและเอียงจานเลี kยงเซลล์สลบัไปมาเบา ๆ ประมาณ 5 ครั kง เพื\อให้เซลล์กระจาย

ทั\วหลุม นําจานเลี kยงไปใส่ในตู้ เลี kยงเซลล์ซึ\งมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% ที\อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส 

1.2.2 การเลี Tยงเซลล์ 
หลงัจากเซลล์เพิ\มปริมาณเต็มหลุม ต้องมีการย้ายเซลล์ไปเลี kยงตอ่ในขวดเลี kยงเซลล์ (T-

Flask) ขนาด 75 ลูกบาศก์เซนติเมตร โดยดดูอาหารเลี kยงเซลล์ในหลุมทิ kง แล้วเติม 1X PBS 1 

มิลลิลิตร เอียงไปมาเบา ๆ ให้ทั\วหลมุ เพื\อล้างอาหารเลี kยงเซลล์ออกให้หมด แล้วดดูทิ kง จากนั kนเติม 

Trypsin-EDTA 0.5 มิลลิลิตร แล้วนําไปบม่ในตู้ เลี kยงเซลล์ เป็นเวลา 5 นาที เพื\อช่วยให้เซลล์หลุด

ออกจากก้นหลุม เมื\อครบเวลาจึงเติมอาหารเลี kยงเซลล์ 1.5 มิลลิลิตร เพื\อยับยั kงปฏิกิริยาของ 

Trypsin ผสมให้เข้ากนัโดยดดูขึ kนลง จนกระทั\งเซลล์แยกกระจายออกจากกัน หลงัจากนั kนย้ายไป

ใสใ่นขวดเลี kยงเซลล์ซึ\งมีอาหารเลี kยงเซลล์อยู่ 8 มิลลิลิตร รวมปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนั

และกระจายเซลล์ให้ทั\วพื kนที\ โดยวางขวดเลี kยงเซลล์ในแนวนอนแล้วเขย่าเบา ๆ ในทิศทาง ขึ kน-ลง, 

ซ้าย-ขวา สลบัไปมา ประมาณ 10 ครั kง นําขวดเลี kยงเซลล์ไปเก็บไว้ในตู้ เลี kยงเซลล์ หลงัจากนั kนทกุ ๆ 
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2-3 วนั ควรตรวจดสีูของอาหารเลี kยงเซลล์ว่าเปลี\ยนแปลงหรือไม่ ถ้าสียงัไม่เปลี\ยนและเซลล์ยงัไม่

เพิ\มจํานวนเต็มขวดเลี kยงเซลล์ให้เปลี\ยนอาหารเลี kยงเซลล์ใหม่ในขวดเลี kยงเซลล์เดิม เพื\อเพิ\ม

อาหารให้กบัเซลล์และเร่งการเจริญเติบโตของเซลล์ แตถ้่าหากเซลล์มีปริมาณมาก จนกระทั\งเต็ม

ขวดเลี kยงเซลล์ซึ\งโดยปกติสีของอาหารเลี kยงเซลล์จะเปลี\ยนไป สามารถทําต่อได้หลายแบบดงันี k 

เก็บเซลล์ไปแช่แข็งที\อณุหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื\อเก็บรักษาในระยะยาว หรือเก็บเซลล์ในรูป

ตะกอนแห้งสําหรับนําไปวิเคราะห์ต่อ หรือลดปริมาณเซลล์ให้น้อยลงเหลือประมาณ 10-20% 

สําหรับการเลี kยงเซลล์ในรอบตอ่ไป โดยเซลล์ที\เหลืออาจแบง่เพิ\มเป็นหลาย ๆ ขวดเลี kยงเซลล์ หรือ

ทิ kงไปถ้าต้องการเพียงคงสภาพการเพาะเลี kยงเซลล์ไปเรื\อย ๆ โดยไมต้่องการจํานวนเซลล์เพิ\ม 

1.2.3 การแช่แข็งเซลล์ (Freeze cell) 
เป็นการนําเซลล์ไปเก็บรักษาในระยะยาว เพื\อให้คงสภาพเดิมในสภาวะแช่แข็งที\อณุหภูมิ 

-80 องศาเซลเซียส โดยก่อนเริ\มเก็บเซลล์ต้องอุ่นสารตา่ง ๆ ที\ต้องใช้และกล่องลดอณุหภูมิทีละ 1 

องศาเซลเซียส ในวอเตอร์บาธ ที\อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เมื\อทกุอย่างอุ่นแล้ว ดดูอาหารเลี kยง

เซลล์เดิมที\อยู่ในขวดเลี kยงเซลล์ทิ kง เติม 1X PBS 5 มิลลิลิตร เอียงไปมาให้ทั\วแล้วดดูทิ kง เติม 

Trypsin-EDTA 2 มิลลิลิตร แล้วนําไปบม่ในตู้ เลี kยงเซลล์เป็นเวลา 5 นาที เติมอาหารเลี kยงเซลล์ 3 

มิลลิลิตร แล้วกระจายเซลล์ออกจากกัน จากนั kนย้ายไปใส่ในหลอด Polypropylene ขนาด 15 

มิลลิลิตร นําไปปั\นตกตะกอนที\ความเร็ว 1,500 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที เสร็จแล้วเทของเหลว

ทิ kง ใช้มือเคาะข้างหลอดเพื\อให้เซลล์กระจายออก เติม 1X PBS 5 มิลลิลิตร แล้วดดูขึ kนลงเพื\อให้

เซลล์กระจายดียิ\งขึ kน นําไปปั\นตกตะกอนที\ความเร็ว 1,500 รอบตอ่นาที  เสร็จแล้วเทของเหลวทิ kง 

เติม Freezing Media 6 มิลลิลิตร ซึ\งประกอบด้วย 10% DMSO ใน 1X FBS ผสมและกระจาย

เซลล์ให้แยกออกจากกัน จากนั kนแบ่งใส่หลอดสําหรับเก็บเซลล์ (Cryotube vial) หลอดละ 1.5 

มิลลิลิตร จํานวน 4 หลอด นําหลอดทั kงหมดไปใส่ในกล่องลดอณุหภูมิทีละ 1 องศาเซลเซียส แล้ว

นํากลอ่งไปเก็บไว้ที\ตู้แชแ่ข็งอณุหภมูิ -80 องศาเซลเซียส 
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1.3 การสกัดอาร์เอ็นเอ 
หลงัการเพาะเลี kยงเซลล์ทั kง 3 ชนิด คือ เซลล์ EBV, เซลล์ Hep-G2 และเซลล์ COS 7 จนได้

ปริมาณเซลล์พอเหมาะ (ประมาณ 10 ล้านเซลล์) สําหรับเป็นแหล่งในการสกดัอาร์เอ็นเอจึงทําการ

เก็บเซลล์ในรูปตะกอนแห้ง โดยทําตามขั kนตอนเดียวกันกับการแช่แข็งเซลล์ แต่ไม่ต้องเติม 

Freezing media จากนั kนจงึนําตะกอนเซลล์แตล่ะชนิดที\ได้มาสกดัอาร์เอ็นเอ ด้วย QIA amp RNA 

Blood Mini Kit (Qiagen, USA) ซึ\งมีขั kนตอนการสกดัดงันี k เติมบฟัเฟอร์ RLT 600 ไมโครลิตร 

เพื\อให้เซลล์แตก ผสมให้เข้ากันโดยใช้ไมโครปิเปตดดูขึ kนลง จนกระทั\งเซลล์กระจายออก ไม่เป็น

กลุ่มก้อน จากนั kนย้ายของเหลวทั kงหมดมาใส่ QIA shredder spin column ซึ\งซ้อนทบัอยู่บน 

collection tube แล้วนําไปปั\นตกตะกอนที\ความเร็ว 13,400 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที เก็บ

ของเหลวที\ได้ซึ\งอยูใ่น collection tube มาเติม 70% เอทานอล 600 ไมโครลิตร แล้วผสมในเข้ากนั

โดยใช้ไมโครปิเปตดดูขึ kนลง เมื\อเข้ากนัแล้วให้ย้ายของเหลวทั kงหมดรวมทั kงตะกอนซึ\งอาจเกิดขึ kน

เล็กน้อยลงใน QIAamp spin column หลอดใหม่ซึ\งซ้อนทบัอยู่บน collection tube หลอดเดิม 

แล้วนําไปปั\นตกตะกอนที\ความเร็ว 13,400 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 วินาที เสร็จแล้วย้าย 

QIAamp spin column ไปซ้อนทบับน collection tube หลอดใหม่ จากนั kนเติมบฟัเฟอร์ RW1 700 

ไมโครลิตร เพื\อล้างตะกอน นําไปปั\นตกตะกอนที\ความเร็ว 13,400 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 

วินาที ย้าย QIAamp spin column ไปซ้อนทบับน collection tube หลอดใหม่ เติมบฟัเฟอร์ RPE 

500 ไมโครลิตร แล้วนําไปปั\นตกตะกอนที\ความเร็วรอบ 13,400 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 3 นาที เพื\อ

ล้างตะกอนอีกรอบ จากนั kนย้าย QIAamp spin column ไปซ้อนทบับนหลอด Microcentrifuge 

ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล้วเติม RNase-Free water 30 ไมโครลิตร ลงตรงกลางของ QIAamp spin 

column เพื\อละลายตะกอนอาร์เอ็นเอให้อยู่ในรูปสารละลาย แล้วนําไปปั\นตกตะกอนที\ความเร็ว 

13,400 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เสร็จแล้วจะได้อาร์เอ็นเอที\ละลายอยู่ในนํ kาซึ\งอยู่ในหลอด 

Microcentrifuge ปริมาตร 30 ไมโครลิตร 
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1.4 การสังเคราะห์ยีน AGXT ปกต ิ
1.4.1 RT – PCR 

นําอาร์เอ็นเอของเซลล์แต่ละชนิดที\ได้มาเป็นต้นแบบในการสังเคราะห์ดีเอ็นเอคู่สม 

(cDNA) เพื\อใช้เป็นต้นแบบในการสงัเคราะห์ยีน AGXT ปกติตอ่ไป โดยใช้ Improm-II Reverse 

Tronscriptase Kit (Promega, USA) ซึ\งมีขั kนตอนแบ่งเป็น 2 ส่วน คือ ส่วนแรกเป็นการนํา       

ไพรเมอร์ (Oligo (dT)) มารวมกบัอาร์เอ็นเอที\ใช้เป็นต้นแบบ โดยเตรียมอาร์เอ็นเอจากเซลล์แตล่ะ

ชนิดที\ใช้เป็นต้นแบบแยกแตล่ะหลอด ปริมาตร 10.1 ไมโครลิตร ผสมกบัไพรเมอร์ชนิด Oligo (dT) 

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร จากนั kนนําแต่ละหลอดไปให้ความร้อนที\อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 5 นาที เสร็จแล้วรีบย้ายไปให้ความเย็นในนํ kาแข็งเป็นเวลา 5 นาที ในระหว่างรอให้เตรียม 5X 

Improm IITM Reaction Buffer 4 ไมโครลิตร 25 mM MgCl2 2.4 ไมโครลิตร 10 mM dNTP 

Mixture 1 ไมโครลิตร Ribonuclease Inhibitor (RNasin) 0.5 ไมโครลิตร และ ImProm IITM  

Reverse Transeriptase 1 ไมโครลิตร เมื\อครบ 5 นาทีแล้วจะเข้าสู่ส่วนที\ 2 ซึ\งเป็นการสงัเคราะห์

ดีเอ็นเอคูส่มจากอาร์เอ็นเอต้นแบบ โดยนําสารผสมในส่วนแรกไปรวมกบัสารผสมที\ได้เตรียมไว้ซึ\ง

มีปริมาตรรวมทั kงหมด 20 ไมโครลิตร นําแตล่ะหลอดไปใสเ่ครื\อง PCR แล้วตั kงคา่อณุหภูมิและเวลา

ในขั kนต่าง ๆ ดงันี k ขั kนแรก อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เพื\อให้ไพรเมอร์เข้าจับ   

อาร์เอ็นเอต้นแบบ ขั kนที\ 2 อณุหภูมิ40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที เพื\อให้เกิดการสงัเคราะห์

ดีเอ็นคูส่ม และขั kนสดุท้าย 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เพื\อยบัยั kงการทํางานของเอนไซม์ 

Reverse Transcriptase หลงัจากนั kนเก็บไว้ที\อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นําดีเอ็นเอคูส่มของเซลล์

แตล่ะชนิดที\ได้มาเก็บรักษาไว้ที\อณุหภมูิ -80 องศาเซลเซียส เพื\อรอวิเคราะห์ในขั kนตอนตอ่ไป 

1.4.2 การเพิ�มปริมาณยีน AGXT ในส่วนที�ผลิตโปรตีน (coding region) 
นําดีเอ็นเอคูส่มของเซลล์แตล่ะชนิดมาเป็นต้นแบบในการเพิ\มปริมาณยีน AGXT ในส่วนที\

ผลิตโปรตีน (coding region) ด้วยกระบวนการ Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใช้   

ไพรเมอร์ 2 ชนิดที\ออกแบบไว้ซึ\งมีบริเวณจดจําของเอนไซม์ตัดจําเพาะสําหรับตัดต่อเข้ากับ 

Expression vector ดงัแสดงในตารางที\ 1 ซึ\งการออกแบบไพรเมอร์ให้มีความจําเพาะต่อยีน 

AGXT โดยใช้ข้อมลูลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีน AGXT ในส่วนที\ผลิตโปรตีน (CDS) จากฐานข้อมลู

ใน Pubmed ของ NCBI หลงัจากออกแบบไพรเมอร์เสร็จ นําไพรเมอร์ที\ได้ทั kง 2 ชนิดมาตรวจสอบ

ความจําเพาะเจาะจงตอ่ยีน AGXT ด้วยโปรแกรม BLAST แล้วส่งข้อมลูลําดบันิวคลีโอไทด์ของ  
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ไพรเมอร์ไปสงัเคราะห์ที\บริษัท Biodesign สําหรับส่วนผสมตา่ง ๆ ที\ใช้ในการทํา PCR และสภาวะ

ตา่ง ๆ ในการทํา Gradient PCR แสดงไว้ในตารางที\ 2 และ 3 ตามลําดบั 
 

ตารางที\ 1 ลําดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์สําหรับ PCR 
 

ชื\อ ลําดบัเบสของไพรเมอร์ (5’ to 3’) 
AGXT-BamHI-F 
AGXT-EcoRI-R 

CCAGGATCCCGAGCGGCAGGTT 
CTGAATTCCAGTGGGCAGGTCTCAGCTT 

  

 หมายเหต ุลําดบันิวคลีโอไทด์ที\เป็นตวัหนาคือบริเวณจดจําของเอนไซม์ตดัจําเพาะ 
 

ตารางที\ 2 ส่วนผสมตา่ง ๆ ที\ใช้ในการทํา PCR 
 

ชนิดของสาร ปริมาตร (ไมโครลิตร) ความเข้มข้นสดุท้าย 

1.  10X PCR buffer 

2.  25 mM MgCl2 

3.  10 mM dNTPs 

4.  10 µM Forward primer (AGXT-BamHI-F) 

5.  10 µM Reverse primer (AGXT-EcoRI-R) 

6.  5 U/µl Taq Polymerase 

7.  Distilled water 

8.  cDNA (แยกชนิดละหลอด) 

ปริมาตรรวมทั kงหมด 

2.0 

1.2 

0.4 

0.3 

0.3 

0.1 

13.7 

2.0 

20.0 

1X 

1.5 mM 

0.2 mM 

0.15 µM 

0.15 µM 

0.5 U 
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ตารางที\ 3 สภาวะในการทํา Gradient PCR 
 

ขั kนตอน อณุหภมูิ (oC) เวลา 

1.  Initial denaturation 

2.  PCR cycle     (40 รอบ) 

        -  Denature 

        -  Annealing 

        -  Extension 

3.  Final extension 

4.  Holding 

94 

 

94 

55, 58 และ 60 

72 

72 

15 

5 นาที 

 

45 วินาที 

45 วินาที 

1 นาที  20  วินาที 

15  นาที 

 
1.4.3 อิเล็กโทรโฟริซิส  

นํา PCR product ของเซลล์แตล่ะชนิดมาทําอิเล็กโทรโฟริซิส เพื\อตรวจหายีน AGXT ที\ได้

จากการทํา PCR บนแผ่น agarose gel 1.5% ที\ย้อมด้วย ethidium bromide โดยใช้ความตา่ง

ศกัย์ 100 โวลต์ เป็นเวลา 40 นาที จากนั kนนําแผ่นเจลไปตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที\เกิดขึ kนด้วยเครื\อง 

Gel-docXR 

1.4.4 การสกัดดีเอ็นเอจากเจล 
เมื\อปรากฏแถบดีเอ็นเอที\ต้องการจึงตดัเจลบริเวณนั kนซึ\งมีขนาดเท่ากบัยีน AGXT มาสกดั

โดยใช้ QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, USA) ซึ\งมีขั kนตอนดงันี k นําเจลที\ตดัได้ใส่ในหลอด 

Microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล้วนําไปชั\งนํ kาหนกัจากนั kนเติมบฟัเฟอร์ QG ลงในหลอด

ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ต่อเจลหนกั 100 มิลลิกรัม นําไปอุ่นที\อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 10 นาที จนกระทั\งเจลละลายหมดซึ\งทําให้สารละลายกลายเป็นสีเหลือง จากนั kนเติม 

isopropanol ปริมาตร 1 เท่า ของสารละลายในหลอด แล้วผสมให้เข้ากนั เตรียม QIAquick spin 

column ซึ\งซ้อนทบัอยู่บน collection tube ย้ายสารละลายทั kงหมดจากหลอด microcentrifuge 

มายงั QIAquick spin column เพื\อดกัจบัดีเอ็นเอไว้ แล้วนําไปปั\นตกตะกอนที\ความเร็ว 13,400 

รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที ทิ kงของเหลวที\ตกลงใน collection tube ทั kงหมด นํา QIAquick spin 

column มาซ้อนทับบน collection tube อนัเดิม เติมบฟัเฟอร์ PE 750 ไมโครลิตร เพื\อล้างให้
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สะอาดแล้วตั kงทิ kงไว้ 5 นาที  นําไปปั\นตกตะกอนที\ความเร็ว 13,400 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที 

ทิ kงของเหลวทั kงหมดใน collection tube แล้วนําไปปั\นตกตะกอนซํ kาอีกรอบ เป็นเวลา 1 นาที 

จากนั kนย้าย QIAquick spin column มาซ้อนทบับนหลอด microcentrifuge อนัใหม่ เติมบฟัเฟอร์ 

EB 30 ไมโครลิตร ลงไปตรงกลางของ QIAquick membrane เพื\อละลายตะกอนดีเอ็นเอจะได้ดี

เอ็นเอซึ\งก็คือยีน AGXT ละลายอยูใ่นหลอด microcentrifuge  

1.5 การสร้างและเพิ�มปริมาณพลาสมิด (pGEM-T vector) สาํหรับ mutagenesis 
ขั kนตอนนี kเป็นการนํายีน AGXT ปกติที\สงัเคราะห์ได้มาตดัตอ่เข้ากบั pGEM-T vector เกิด

เป็นพลาสมิดลูกผสม แล้วถ่ายพลาสมิดนี kเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย เพื\อเพิ\มปริมาณพลาสมิด ให้มี

ปริมาณมากพอสําหรับทํา mutagenesis ในขั kนตอนตอ่ไป เพื\อสงัเคราะห์ยีน AGXT กลายพนัธุ์

แบบ p.Pro11Arg  

1.5.1 โครงสร้างของ pGEM-T vector 
pGEM-T vector (Promega, USA) เป็นพลาสมิดที\มีคณุสมบตัิพิเศษคือ มี Thymidine 

(T) ยื\นออกมาทางปลาย 3’ ทั kงสองด้านในบริเวณตําแหน่งที\จะมีการแทรกยีนเข้าไปในพลาสมิด 
(insertion site,บริเวณ lacZ) ดงัภาพที\ 11 ทําให้การเชื\อมต่อระหว่างยีนที\ต้องการแทรกกับพ
ลาสมิดเกิดได้ง่ายและมีประสิทธิภาพมากขึ kน อีกทั kงยงัสามารถป้องกนัการกลบัมาเชื\อมตอ่กนัเอง
ของ พลาสมิดเปล่าโดยปราศจากยีนที\ต้องการแทรก นอกจากนี kยังมียีนต้านยาปฏิชีวนะชนิด 
ampicillin ทําให้สะดวกตอ่การคดัเลือกเซลล์แบคทีเรียที\ได้รับพลาสมิดเข้าไปภายใน 

1.5.2 การเตรียม competent cells 
นําเซลล์แบคทีเรีย Escherichia coli DH5-α มาเลี kยงไว้บนอาหารเลี kยงเชื kอชนิดแข็งที\อยู่

ในจานเพาะเชื kอ ที\อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั\วโมง ในเครื\องบม่เพาะเชื kอ จากนั kน
เขี\ยโคโลนีของเซลล์แบคทีเรียมาใส่ในอาหารเลี kยงเชื kอชนิดเหลวปริมาตร 30 มิลลิลิตร ที\อยู่ใน
หลอด Polypropylene ขนาด 50 มิลลิลิตร แล้วนําไปเลี kยงที\อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ด้วย
ความเร็วในการเขย่า 300 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 18 ชั\วโมง ในเครื\องบม่เพาะเชื kอ หลงัจากนั kนทํา
การเจือจางโดยนําไปเทใสใ่นอาหารเลี kยงเชื kอชนิดเหลวปริมาตร 300 มิลลิลิตร ที\อยู่ในขวดรูปชมพู่
ขนาด 1,000 มิลลิลิตร แล้วนําไปเลี kยงที\อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ด้วยความเร็วในการเขย่า 300 
รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 ชั\วโมง 30 นาที ในเครื\องบม่เพาะเชื kอ ย้ายแบง่มาใส่ในแตล่ะหลอดที\เย็น 
ในหลอด Polypropylene ขนาด 15 มิลลิลิตร แล้วนําไปปั\นตกตะกอนที\ความเร็วรอบ 4,000 รอบ
ตอ่นาที อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เพื\อเก็บเซลล์ในรูปของตะกอน เทของเหลว
ทิ kงให้หมดจากนั kนเติม 0.1 M CaCl2 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แล้วใช้ปิเปต บอยดดูขึ kน-ลง เพื\อให้
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เซลล์แยกกระจายออกจากกนั นําไปปั\นตกตะกอนที\ความเร็วรอบ 4,000 รอบตอ่นาที อณุหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เทของเหลวทิ kงให้หมด จากนั kนเติม 0.1 M CaCl2 ที\ผสม 10% 
v/v glycerolปริมาตร 2 มิลลิลิตร ตอ่อาหารเลี kยงเชื kอที\นํามาปั\นตกตะกอนในตอนแรก ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วแบ่งใส่หลอด Microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลงัจากนั kน
นําไปเก็บรักษาไว้ในตู้แชแ่ข็งที\อณุหภมูิ -80 องศาเซลเซียส 

 
 

 

ภาพที\ 11 โครงสร้างของ pGEM-T vector 
(www.promega.com/resources/product-guides-and-selectors/protocols-and-applications-
guide/cloning)  
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1.5.3 การเชื�อมต่อยีน AGXT กับ pGEM-T vector (Ligation) 
เตรียมสารผสมตา่ง ๆ ในหลอด Microcentrifuge ขนาด 0.2 มิลลิลิตร แสดงในตารางที\ 4 

เสร็จแล้วนําไปบม่ทิ kงไว้ข้ามคืน ที\อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
 

ตารางที\ 4 สว่นผสมตา่ง ๆ ที\ใช้ในการทํา Ligation ระหวา่งยีน AGXT กบั pGEM-T vector 
 

ชนิดของสาร ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

1.  2X Rapid Ligation buffer 

2.  50 ng/µl pGEM-T vector 

3.  33.6 ng/µl PCR product 

4.  3 U/µl T4 DNA Ligase 

ปริมาตรรวมทั kงหมด 

5.0 

1.0 

3.0 

1.0 

10.0 
 

 

1.5.4 การถ่ายพลาสมิดเข้าสู่ competent cells (Transformation) 
โดยปกติ competent cells จะถกูแช่แข็งที\อณุหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ดงันั kนการเริ\มต้น

จึงต้องทําให้เซลล์ที\ถูกแช่แข็งละลายก่อน โดยนํามาแช่ในนํ kาแข็งจนกว่าจะละลาย จากนั kนนํา 
competent cells ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมกับพลาสมิดลูกผสมที\ได้จากการทํา Ligation 
ปริมาตร 8 ไมโครลิตร โดยห้ามเขย่าแรง ๆ แล้วนําไปบม่ไว้บนนํ kาแข็งเป็นเวลา 20 นาที จากนั kน
นําไปให้ความร้อน (heat shock) ที\อณุหภมูิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที เสร็จแล้วนําไป
วางในนํ kาแข็งเป็นเวลา 2 นาที จากนั kนนําไปผสมกบั SOC media 980 ไมโครลิตร 2 M MgCl2 10 
ไมโครลิตร และ 2 M glucose 10 ไมโครลิตร แล้วนําไปเลี kยงที\อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ด้วย
ความเร็วในการเขย่า 300 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 ชั\วโมง 30 นาทีในเครื\องบม่เพาะเชื kอ นําไปปั\น
ตกตะกอนที\ความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เสร็จแล้วดูดของเหลวทิ kงเหลือไว้
ประมาณ 100 ไมโครลิตร ใช้ไมโครปิเปตดดูขึ kน-ลงเพื\อให้ตะกอนกระจายออกจากกนัและละลาย
ในของเหลวอีกครั kง แบง่ไปเลี kยงปริมาตร 25 ไมโครลิตรในจานเพาะเชื kอแตล่ะใบที\มีอาหารเลี kยงเชื kอ
ชนิดแข็งผสมกบั ampicillin ในอตัราส่วน 1:1,000 ซึ\งใช้เป็น marker ในการคดัเลือก ทําให้เซลล์
แบคทีเรียที\ได้รับพลาสมิดเข้าไปเท่านั kนจึงจะสามารถเจริญบนอาหารเลี kยงเชื kอนี kได้ เนื\องจาก
ภายในโครงสร้างของพลาสมิดมียีนต้านยา ampicillin อยู่ โดยนําไปเลี kยงในเครื\องบม่เพาะเชื kอที\
อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั\วโมง จากนั kนนําโคโลนีที\ขึ kนในจานเพาะเชื kอมาเลี kยงตอ่
ในอาหารเลี kยงเชื kอชนิดเหลว โดยแยกโคโลนีละหลอด ปริมาตรหลอดละ 5 มิลลิลิตร ผสมกับ 
ampicillin 5 ไมโครลิตร ในหลอด Polypropylene ขนาด 15 มิลลิลิตร แล้วนําไปเลี kยงในเครื\องบม่
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เพาะเชื kอที\อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ด้วยความเร็วในการเขย่า 300 รอบต่อนาที เป็นเวลา 18 
ชั\วโมง 

1.5.5 การสกัดพลาสมิด 
สกดัพลาสมิดด้วย High-Speed Plasmid Mini Kit (Geneaid, Taiwan) ซึ\งมีขั kนตอนการ

สกัดดังนี k นําอาหารเลี kยงเชื kอชนิดเหลวที\ได้จากการทํา Transformation แบ่งใส่หลอด 
Microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล้วนําไปปั\นตกตะกอนที\ความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที 
เป็นเวลา 1 นาที จากนั kนทิ kงของเหลวให้หมด ในขั kนตอนนี kสามารถปั\นตกตะกอนซํ kาเพื\อเก็บตะกอน
เซลล์แบคทีเรียเพิ\มเติมในหลอดเดิมได้อีก เติม PD1 buffer ที\ผสม RNase A แล้ว ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร แล้วใช้ไมโครปิเปตดดูขึ kน-ลง เพื\อให้ตะกอนแตกกระจายออกจากกนัและผสมเป็นเนื kอ
เดียวกบัของเหลวที\เตมิ จากนั kนเตมิ PD2 buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร แล้วผสมให้เข้ากนัเบา ๆ 
โดยพลิกหลอดไปมาประมาณ 10 ครั kง ตั kงทิ kงไว้ที\อุณหภูมิห้องจนกระทั\งสารละลายใส แล้วเติม 
PD3 buffer ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัทนัที โดยพลิกหลอดไปมาประมาณ 10 ครั kง 
ห้ามเขยา่แรง ๆ นําไปปั\นตกตะกอนที\ความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที ในระหว่าง
รอให้นํา PD Column ใส่ใน Collection Tube ขนาด 2 มิลลิลิตร เมื\อปั\นตกตะกอนเสร็จให้ดดู
เฉพาะของเหลวที\อยู่ด้านบนใส่ลงใน PD Column  แล้วปั\นตกตะกอนที\ความเร็ว 13,000 รอบตอ่
นาที เป็นเวลา 30 วินาที ทิ kงของเหลวที\อยู่ใน Collection Tube แล้วนําไปรองใส่กบั PD column 
ตามเดิม จากนั kนเติม W1 buffer ปริมาตร 400 ไมโครลิตร นําไปปั\นตกตะกอนที\ความเร็ว 13,000 
รอบตอ่นาที เป็นเวลา 30 วินาที ทิ kงของเหลวที\อยู่ใน Collection Tube แล้วนําไปรองใส่กับ PD 
column ตามเดิม จากนั kนเติม Wash buffer ที\ผสมกับเอทานอลเรียบร้อยแล้ว ปริมาตร 600 
ไมโครลิตร นําไปปั\นตกตะกอนที\ความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 30 วินาที ทิ kงของเหลวที\
อยู่ใน Collection Tube แล้วนําไปรองใส่กับ PD column ตามเดิม เสร็จแล้วปั\นตกตะกอนที\
ความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 3 นาทีอีกครั kง เพื\อทําให้ PD Column แห้ง จากนั kนย้าย 
PD Column มาใส่ลงในหลอด Microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ซึ\งเป็นหลอดใหม่และ
สะอาด แล้วเติม Elution buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงตรงกลาง PD Column ตั kงทิ kงไว้ที\
อณุหภูมิห้อง ประมาณ 2 นาที จากนั kนนําไปปั\นตกตะกอนที\ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 2 นาที เสร็จแล้วจะได้พลาสมิดที\อยูใ่น Elution buffer ในหลอด Microcentrifuge 
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1.5.6 การตรวจสอบพลาสมิด 
เป็นการนําพลาสมิดลูกผสมที\สกัดได้มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะชนิดเดียวกับที\

ออกแบบไว้ในไพรเมอร์ตั kงแต่ตอนแรก 2 ชนิด คือ BamHI กับ EcoRI เพื\อตรวจสอบขนาด
โดยประมาณของยีน AGXT ที\แทรกเข้าไปและพลาสมิด โดยเตรียมสารผสมต่าง ๆ ในหลอด 
Microcentrifuge ขนาด 0.2 มิลลิลิตร แสดงในตารางที\ 5 เสร็จแล้วนําไปบม่ทิ kงไว้ที\อณุหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั\วโมง เสร็จแล้วนําไปทําอิเล็กโทรโฟริซิส บนแผ่น agarose gel 1.5% 
ที\ย้อมด้วย ethidium bromide โดยใช้ความตา่งศกัย์ 100 โวลต์ เป็นเวลา 40 นาที จากนั kนนําแผ่น
เจลไปตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที\เกิดขึ kนด้วยเครื\อง Gel-docXR เพื\อตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที\ปรากฎ
ว่าตรงกบัขนาดของยีน AGXT และพลาสมิดเปล่าหรือไม่ ถ้าแถบดีเอ็นเอทั kง 2 แถบตรงกบัขนาด
ของยีน AGXT และพลาสมิดจริง จึงทําการส่งตรวจสอบลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีน AGXT ที\แทรก
อยู่ใน pGEM-T vector ต่อไปที\บริษัท Macro Gen เพื\อตรวจสอบว่าลําดบันิวคลีโอไทด์ในยีน
ถูกต้องหรือไม่ โดยใช้ universal primer ในการตรวจสอบ คือ pUC/M13 Forward และ 
pUC/M13 Reverse 
 

ตารางที\ 5 สว่นผสมตา่ง ๆ ที\ใช้ในการตรวจสอบพลาสมิดโดยการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ 
 

ชนิดของสาร ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

1.  20 U/µl BamHI 

2.  20 U/µl EcoRI 

3.  10 X Buffer of EcoRI 

4.  Distilled water 

5. พลาสมิดที\ได้จากการสกดั 

ปริมาตรรวมทั kงหมด 

0.5 

0.5 

1.0 

3.0 

5.0 

10.0 
 

 

1.6 การสังเคราะห์ยีน AGXT ที�กลายพันธ์ุแบบ p.Pro11Arg 
 ขั kนตอนนี kเป็นการนําพลาสมิดลูกผสม (ยีน AGXT ซึ\งมีลําดบัเบสถูกต้องเชื\อมต่อกับ 
pGEM-T vector) มาทํา mutagenesis โดยใช้ QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit 
(Stratagene, USA) เพื\อสงัเคราะห์ยีน AGXT ที\กลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg ซึ\งมีขั kนตอนในการ
ทําดงันี k ออกแบบไพรเมอร์ให้มีความจําเพาะต่อยีน AGXT ในตําแหน่งที\ต้องการให้มีการกลาย
พนัธุ์ ดงัแสดงในตารางที\ 6 ซึ\งงานวิจยันี kต้องการเปลี\ยนนิวคลีโอไทด์ลําดบัที\ 32 จาก C เป็น G 
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เพื\อทําให้ได้เอนไซม์ที\ผิดปกติ โดยมีกรดอะมิโนในลําดบัที\ 11 เปลี\ยนไปจาก Proline เป็น 
Arginine โดยใช้ข้อมูลลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีน AGXT ในส่วนที\ผลิตโปรตีน (CDS) จาก
ฐานข้อมลูใน Pubmed ของ NCBI หลงัจากออกแบบไพรเมอร์เสร็จ นําไพรเมอร์ที\ได้ทั kง 2 ชนิดมา
ตรวจสอบความจําเพาะเจาะจงตอ่ยีน AGXT ด้วยโปรแกรม BLAST แล้วส่งข้อมลูลําดบันิวคลีโอ
ไทด์ของไพรเมอร์ไปสงัเคราะห์ที\บริษัท Biodesign หลงัจากได้ไพรเมอร์แล้วทํา Mutant Strand 
Synthesis Reaction (Thermal Cycling) โดยการเตรียมส่วนผสมต่าง ๆ ในหลอด 
Microcentrifuge ขนาด 0.2 มิลลิลิตร แสดงในตารางที\ 7 เสร็จแล้วนําไปทํา PCR โดยใช้สภาวะ
ตา่ง ๆ แสดงในตารางที\ 8 

 

ตารางที\ 6 ลําดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ สําหรับทํา mutagenesis 
 

ชื\อ ลําดบัเบสของไพรเมอร์ (5’ to 3’) 
AGXT-P11R-F 
AGXT-P11R-R 

GCTGCTGGTGACCCCCCGCAAGGCCCTGCTCAAGC 
GCTTGAGCAGGGCCTTGCGGGGGGTCACCAGCAGC 

 

ตารางที\ 7 สว่นผสมตา่ง ๆ ที\ใช้ในการทํา Mutant Strand Synthesis Reaction 

 

ชนิดของสาร ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

1.  10X Reaction buffer 

2.  5 ng/µl  พลาสมิดลกูผสมที\สกดัได้ 

3.  dNTPs mix 

4.  100 ng/µl  Forward primer (AGXT-P11R-F) 

5.  100 ng/µl  Reverse primer (AGXT-P11R-R) 

6.  Distilled water 

ปริมาตรรวมทั kงหมด 

หลงัจากนั kนเตมิ 2.5 U/µl Pfu Turbo DNA polymerase 

5.0 

2.0 

1.0 

1.25 

1.25 

39.1 

50.0 

1.0 
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ตารางที\ 8  สภาวะในการทํา PCR 
 

ขั kนตอน อณุหภมูิ (oC) เวลา 

1.  Initial denaturation 

2.  PCR cycle     (14 รอบ) 

        -  Denature 

        -  Annealing 

        -  Extension 

3.  Holding 

95 

 

95 

55 

68 

15 

30 วินาที 

 

30 วินาที 

30 วินาที 

7 นาที 

 
 

เมื\อทํา PCR เสร็จแล้ว ให้นํา Amplification products ที\ได้มาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ 
โดยเติม10 U/µl Dpn I ปริมาตร  1 ไมโครลิตร ลงในหลอด แล้วใช้ไมโครปิเปตผสมให้เข้ากนั ปั\น
ตกตะกอน นาน 1 นาที เพื\อให้สารที\ค้างเกาะตามบริเวณต่าง ๆ ของหลอดตกลงมายงัก้นหลอด 
จากนั kนรีบนําไปบม่ที\อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั\วโมง ซึ\งเมื\อเสร็จจากขั kนตอนนี kจะ
ได้พลาสมิดลูกผสมซึ\งมียีน AGXT ที\กลายพันธุ์แบบ p.Pro11Arg แทรกอยู่ หลังจากนั kนทํา 
transformation เพื\อนําพลาสมิดลูกผสมที\มียีนกลายพนัธุ์แทรกอยู่เข้าไปภายในเซลล์แบคทีเรีย  
ซึ\งเหมือนกบัขั kนตอนในข้อ 1.5.4 เสร็จแล้วจึงทําการสกดัพลาสมิดและตรวจสอบพลาสมิดที\ได้ ซึ\ง
เหมือนกบัขั kนตอนในข้อ 1.5.5 และ 1.5.6 ตามลําดบั 

1.7 การสร้างและเพิ�มปริมาณพลาสมิด (expression vector) สาํหรับการทาํ  
                transfection 
 ขั kนตอนนี kเป็นการนํายีน AGXT ที\ปกติ และยีน AGXT ที\กลายพนัธุ์แบบPro11Arg ตดัต่อ
เข้ากบั expression vector (pcDNA3.1/V5-HisB) เพื\อนําพลาสมิดที\ได้ทั kง 2 ชนิด transfect เข้าสู่
เซลล์ COS7 เพื\อให้มีการผลิตเอนไซม์ AGT 

1.7.1 โครงสร้างของ expression vector 
pcDNA3.1/V5-HisB (Invitrogen, USA) เป็นพลาสมิดที\มีคณุสมบตัิพิเศษ คือ ออกแบบ

ให้เป็นพลาสมิดที\มีการแสดงออกของยีนที\แทรกเข้าไปอยู่ในระดบัสงูในเซลล์ของสตัว์เลี kยงลกูด้วย
นมและสามารถตรวจสอบโปรตีนที\ผลิตขึ kนจากยีนที\แทรกอยู่ในพลาสมิดนี kได้ เนื\องจากมีโปรตีน 
เช่น V5 หรือ 6X His ติดอยู่ ดงัแสดงในภาพที\ 12 ทําให้ใช้เป็นเครื\องหมายในการคดัเลือกหรือ
ตดิตามโปรตีนที\เราสนใจในการวิจยัได้ง่าย โดยใช้แอนตบิอดีที\จําเพาะตอ่โปรตีนที\ติดอยู่กบัโปรตีน
ที\เราสนใจในการตรวจสอบ 
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ภาพที\ 12 โครงสร้างของ pcDNA3.1/V5-HisB ซึ\งในงานวิจยัใช้เป็น expression vector 
(http://products.invitrogen.com/ivgn/product/V81020) 

 

1.7.2 การเชื�อมต่อยีน AGXT ที�ปกต ิและยีน AGXT ที�กลายพันธ์ุแบบ                           
p.Pro11Arg เข้ากับ expression vector  

 นํา expression vector และพลาสมิดลกูผสมทั kง 2 ชนิด คือ ยีน AGXT ที\ปกติเชื\อมตอ่กบั 
pGEM-T vector และยีน AGXT ที\กลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg เชื\อมตอ่กบั pGEM-T vector ตดั
ด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ 2 ชนิด คือ BamHI กบั EcoRI เพื\อตดัให้มีปลายที\สามารถเชื\อมตอ่กนัได้
ระหว่างยีนที\ต้องการแทรกเข้าไปกับ expression vector  โดยเตรียมส่วนผสมต่าง ๆ แสดงใน
ตารางที\ 9 นําไปบ่มที\อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทิ kงไว้ข้ามคืน แล้วนําไปทําอิเล็กโทรโฟริซิสบน
แผ่น agarose gel 1% ที\ย้อมด้วย ethidium bromide โดยใช้ความตา่งศกัย์ 100 โวลต์ เป็นเวลา 
50 นาที จากนั kนนําแผน่เจลไปตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที\เกิดขึ kนด้วยเครื\อง Gel-docXR 
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ตารางที\ 9  สว่นผสมตา่ง ๆ ที\ใช้ในการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะสําหรับเตรียมตดัตอ่ยีน AGXT   

กบั expression vector 
 

ชนิดของสาร 
ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

พลาสมิดลกูผสม expression vector 

1.  20 U/µl BamHI 

2.  20 U/µl EcoRI 

3.  10 X Buffer 3 

4.  100 X BSA 

4.  Distilled water 

5. พลาสมิดลกูผสมแตล่ะชนิด 

6.  expression vector 

ปริมาตรรวมทั kงหมด 

1.0 

1.0 

3.0 

0.3 

4.7 

20.0 

- 

30.0 

1.0 

1.0 

3.0 

0.3 

23.7 

- 

1.0 

30.0 
 

เมื\อปรากฏแถบดีเอ็นเอที\ต้องการซึ\งมีทั kงหมด 3 แถบคือ แถบดีเอ็นเอของยีน AGXT ที\
ปกติ, แถบดีเอ็นเอของยีน AGXT ที\กลายพันธุ์แบบ p.Pro11Arg และแถบดีเอ็นเอของ 
expression vector จงึตดัเจลแตล่ะบริเวณมาสกดัโดยใช้วิธีการเดียวกบัในข้อ 1.4.4 แตใ่นขั kนตอน
สดุท้ายให้เปลี\ยนจากบฟัเฟอร์ EB มาใช้ deionized water แทน เมื\อเสร็จแล้วนําสารละลายทั kง 3 
ชนิดไปทําอิเล็กโทรโฟริซิส เพื\อตรวจสอบผลจากการสกดัเจลและดคูวามเข้มข้นของสารละลายที\
สกดัได้ โดยเปรียบเทียบกบัความเข้มข้น ladder เมื\อทราบความเข้มข้นของสารละลายแตล่ะชนิด
แล้ว จึงนํามาทํา Ligation เพื\อเชื\อมต่อยีน AGXT แต่ละชนิดเข้ากบั expression vector โดย
เตรียมสารผสมต่าง ๆ ดงัแสดงในตารางที\ 10 แล้วนําไปบ่มที\อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทิ kงไว้
ข้ามคืน 
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ตารางที\ 10 สว่นผสมตา่ง ๆ ที\ใช้ในการทํา Ligation ระหวา่งยีน AGXT กบั expression vector 
 

ชนิดของสาร ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

1.  10 X Ligation buffer 

2.  30 ng/µl expression vector 

3.  50.0 ng/µl ยีน AGXT แตล่ะชนิด 

4.  400 U/µl T4 DNA Ligase 

5.  deionized water 

ปริมาตรรวมทั kงหมด 

1.0 

3.5 

1.5 

1.0 

3.0 

10.0 
 

 หลงัจากนั kนทํา transformation เพื\อนําพลาสมิดเปล่าและพลาสมิดลกูผสมแตล่ะชนิด ซึ\ง
มี 2 ชนิดคือยีน AGXT ที\ปกติเชื\อมตอ่กบั expression vector และยีน AGXT ที\กลายพนัธุ์แบบ 
p.Pro11Arg เชื\อมต่อกับ expression vector เข้าไปภายในเซลล์แบคทีเรีย โดยมีขั kนตอน
เหมือนกบัในข้อ 1.5.4 เสร็จแล้วจึงทําการสกดัพลาสมิดและตรวจสอบพลาสมิดที\ได้ ซึ\งเหมือนกบั
ขั kนตอนในข้อ 1.5.5 และ 1.5.6 ตามลําดบั แตใ่ช้ไพรเมอร์ในการตรวจสอบลําดบันิวคลีโอไทด์คน
ละชนิดกนั โดยเปลี\ยนเป็น T7 Promoter และ BGH Reverse ซึ\งเป็น universal primer 

1.7.3 การเพิ�มปริมาณพลาสมิด 
 ในงานวิจยัจําเป็นต้องใช้พลาสมิดในปริมาณมาก พลาสมิดที\เตรียมไว้ในตอนแรกอาจไม่
เพียงพอสําหรับการวิจยั ดงันั kนจึงต้องทําการเพิ\มปริมาณพลาสมิดทั kง 3 ชนิด โดยเตรียมอาหาร
เลี kยงเชื kอชนิดเหลว 3 ขวด ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 1,000 มิลลิลิตร แล้วนําไป
นึ\งฆ่าเชื kอในเครื\อง autoclaved  จากนั kนรอให้เย็น จึงเติม ampicillin ขวดละ 250 ไมโครลิตร (ใช้
อตัราส่วน 1:1,000)  เมื\อเตรียมเสร็จให้ทํา starter โดยนําอาหารเลี kยงเชื kอชนิดเหลวจากขวดรูป
ชมพูแ่ตล่ะใบปริมาตร 40 มิลลิลิตร มาแบง่ใส่ในหลอด Polypropylene ขนาด 50 มิลลิลิตร หลอด
ละ 20 มิลลิลิตร จะได้ทั kงหมด 6 หลอด จากนั kนนํา glycerol stock ของพลาสมิดทั kง 3 ชนิดมาแบง่
ใส่ชนิดละ 2 หลอด แล้วนําไปเลี kยงที\อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ด้วยความเร็วในการเขย่า 300 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 18 ชั\วโมง ในเครื\องบม่เพาะเชื kอ เมื\อครบกําหนดจึงนํา starter มาเป็นหวั
เชื kอในการเพิ\มปริมาณตอ่ โดยเทอาหารเลี kยงเชื kอทั kง 2 หลอดของแตล่ะชนิดลงในขวดรูปชมพู่แตล่ะ
ขวดแยกกัน นํามาเลี kยงต่ออีก 2 ชั\วโมงที\สภาวะเดียวกัน จากนั kนแบง่เป็น 2 ส่วน โดยส่วนแรก
นําไปทําเป็น glycerol stock เพื\อเป็นแหล่งสํารองพลาสมิดและเก็บรักษาในระยะยาวที\อณุหภูมิ   
-80 องศาเซลเซียส โดยแบง่มา 1,800 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนักบั 100% glycerol ปริมาตร 200 
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ไมโครลิตร  จากนั kนแบง่ใส่หลอด Microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร จํานวน 8 หลอด หลอดละ 
250 ไมโครลิตรแล้วนําไปเก็บไว้ที\อณุหภูมิ -80 องศาเซลเซียส สําหรับอาหารเลี kยงเชื kอส่วนที\เหลือ
ทั kงหมดให้นําไปปั\นตกตะกอนเพื\อเก็บเซลล์แบคทีเรีย ในหลอด Polypropylene ขนาด 50 
มิลลิลิตร พลาสมิดละ 4 หลอด ด้วยความเร็ว 5,400 g (rcf) ที\อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
10 นาที จากนั kนจึงนําไปสกัดพลาสมิดและตรวจสอบพลาสมิดที\ได้ ซึ\งเหมือนกับขั kนตอนในข้อ 
1.5.5 และ 1.5.6 ตามลําดบั ยกเว้นในขั kนตอนสดุท้ายที\ไม่ต้องส่งไปตรวจสอบลําดบันิวคลีโอไทด์
ซํ kาอีก เนื\องจากเป็นการเพิ\มปริมาณพลาสมิดที\ผ่านการตรวจสอบความถกูต้องของลําดบันิวคลีโอ
ไทด์ในยีนทั kง 2 ชนิดแล้ว 

1.8 การถ่ายพลาสมิด (expression vector) เข้าสู่ COS7 cells (Transfection) 
ขั kนตอนนี kเป็นการนําพลาสมิดเปล่า (empty expression vector) และพลาสมิดลกูผสมทั kง 

2 ชนิดคือยีน AGXT ที\ปกติเชื\อมต่อกับ expression vector และยีน AGXT ที\กลายพนัธุ์แบบ 

p.Pro11Arg เชื\อมต่อกับ expression vector เข้าไปภายในเซลล์ COS7 เพื\อให้มีการแสดงออก

ของยีน โดยผลิตเอนไซม์ AGT ออกมา ส่วนเซลล์ COS7 ที\ได้รับพลาสมิดเปล่านั kนจะไม่มีการผลิต

เอนไซม์ AGT จงึใช้เป็นตวัควบคมุเพื\อเปรียบเทียบผลการวิจยั  

1.8.1 การ seed cell 

ก่อนที\จะทํา Transfection ต้องทําการ Seed cell เพื\อเตรียมปริมาณเซลล์ให้พอเหมาะ

และมีคณุภาพดีเหมาะสําหรับการทํา Transfection ซึ\งการทําทกุอย่างต้องทําในตู้ เขี\ยเชื kอ (Safety 

cabinet) เพื\อให้เซลล์ปราศจากการปนเปืkอน โดยมีข้อควรปฏิบตัอิยา่งเคร่งครัดเหมือนกบัในข้อ 

1.2.1 และมีขั kนตอนตา่ง ๆ ดงันี k นําขวดเลี kยงเซลล์ขนาด T75 ที\เลี kยงเซลล์อยูก่่อนหน้าแล้วมาดดู

อาหารเลี kยงเซลล์ (DMEM + 10% FBS) ทิ kงให้หมด ล้างด้วย 1 X PBS ปริมาตร 5 มิลลิลิตรแล้ว

ดดูทิ kงให้หมด จํานวน 2 ครั kง จากนั kนใส ่ Trypsin 2 มิลลิลิตร แล้วนําไปบม่ที\อณุหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เพื\อทําให้เซลล์ COS7 หลดุลอกออกจากพื kนขวด เมื\อครบเวลาให้ใช้มือ

ชว่ยเคาะข้างขวด เพื\อให้เซลล์หลดุลอกดีขึ kน เมื\อมั\นใจวา่เซลล์หลดุลอกหมดแล้วให้เตมิ อาหาร

เลี kยงเซลล์ลงไป 3 มิลลิลิตร เพื\อยบัยั kงปฏิกิริยาของ Trypsin จากนั kนใช้ปิเปตชว่ยกระจายเซลล์

ออกจากกนั แล้วย้ายไปใสใ่นหลอด Polypropylene ขนาด 15 มิลลิลิตร นําไปปั\นตกตะกอนด้วย

ความเร็ว 1,500 รอบตอ่ เป็นเวลา 5 นาที เสร็จแล้วเทของเหลวที\อยูด้่านบนทิ kงไป ปิดฝาให้สนิท

แล้วใช้มือดีดข้างหลอดเพื\อให้ตะกอนเซลล์กระจายตวัจากกนั จากนั kนเตมิอาหารเลี kยงเซลล์ 

ปริมาตร 5 มิลลิลิตรลงไปแล้วใช้ปิเปตดดูขึ kนลง เพื\อให้เซลล์กระจายตวัออกจากนั เมื\อสงัเกตว่า
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เซลล์กระจายตวัออกจากกนัดี ไมมี่กลุม่ก้อน ให้นําอาหารเลี kยงเซลล์ที\ตดิอยู่ปลายทิปไปทําการนบั

จํานวนเซลล์ด้วยสไลด์นบัเซลล์ (Haemocytometer) ทําให้ทราบความเข้มข้นของอาหารเลี kยง

เซลล์ที\มีเซลล์ COS7 กระจายตวัอยู ่ดงันั kนจงึสามารถคํานวณปริมาณหวัเชื kอนี kให้มีปริมาณเซลล์ที\

พอเหมาะสําหรับการ Transfection ได้ โดยปรับความเข้มข้นให้มีจํานวนเซลล์ตามที\ต้องการใน

ปริมาตรของหวัเชื kอ 1 มิลลลิิตร เชน่ แตล่ะหลมุของจานเลี kยงเซลล์แบบ 6 หลมุต้องการเซลล์

จํานวน 600,000 เซลล์ ดงันั kนจงึต้องทําการปรับให้มีความเข้มข้นของเซลล์เทา่กบั 600,000 เซลล์/

มิลลิลิตร โดยก่อนที\จะนําหวัเชื kอปริมาตร 1 มิลลลิตรไปใสใ่นแตล่ะหลมุให้เตมิอาหารเลี kยงเซลล์

ปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงไปก่อน เมื\อเตมิหวัเชื kอลงไปจะได้ปริมาตรรวมในแตล่ะหลมุ 2 มิลลิลิตร 

จากนั kนขยบัจานเลี kยงเซลล์แบบ 6 หลมุไปมา ซ้าย-ขวา บน-ลา่ง เพื\อให้เซลล์ COS7 กระจายทั\ว

หลมุเทา่ ๆ กนั เสร็จแล้วนําจานเลี kยงเซลล์ไปใสใ่นตู้ เลี kยงเซลล์ซึ\งมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% ที\

อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั\วโมง 

1.8.2 การทาํ Transfection 

วดัปริมาณความเข้มข้นของพลาสมิดทั kง 3 ชนิดด้วยเครื\อง spectrophotometer (nano 

drop) หลงัจากนั kนจึงทําการคํานวณปริมาตรของพลาสมิดแตล่ะชนิดที\จะถ่ายเข้าไปภายในเซลล์ 

COS7 โดยแต่ละหลมุต้องการ 4 ไมโครกรัม นําพลาสมิดแตล่ะชนิดไปผสมกบั opti-mem ให้ได้

ปริมาตรรวม 250 ไมโครลิตร จากนั kนเตรียมสารละลายอีกหลอดหนึ\งโดยนํา lipofectamine 10

ไมโครลิตร ผสมกบั opti-mem 240 ไมโครลิตร แล้วตั kงไว้ที\อณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที จากนั kน

นําสารละลายทั kง 2 หลอดมาผสมกนัจะได้ปริมาตรรวม 500 ไมโครลิตร นําไปบม่ที\อุณหภูมิห้อง 

เป็นเวลา 20 นาที จากนั kนนําไปใส่ในหลมุของจานเลี kยงเซลล์แบบ 6 หลมุที\ทําการ seed cell ไว้

ก่อนหน้านี kแล้ว ซึ\งก่อนใสใ่ห้เปลี\ยนอาหารเลี kยงเซลล์ใหม ่โดยใช้ DMEM ที\ไม่ผสม FCS และ Pen-

Strep จากนั kนนําไปเลี kยงในตู้ เลี kยงเซลล์ที\มีแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 5% ที\อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั\วโมง 
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1.9 การวัดปริมาณโปรตีนทั Tงหมด 
 ขั kนตอนนี kเป็นการเตรียมเอนไซม์ AGT สําหรับวิเคราะห์การทํางานตอ่ไป โดยวดัปริมาณ
โปรตีนทั kงหมดที\ได้จากการ Transfection ซึ\งเกิดจากการแสดงออกของยีน AGXT แต่ละชนิด
ภายในเซลล์ COS7 โดยหลงัจาก Transfection ครบ 48 ชั\วโมง จึงเก็บเซลล์ใน RIPA buffer + 1x 
Protease Inhibitor (PI) สําหรับวิเคราะห์โดยวิธี western blot ส่วนการวิเคราะห์เพื\อวัด
ความสามารถในการทํางานให้ทําการเก็บเซลล์ใน AGT buffer (100 µM Pyridoxal phosphate, 
240 mM Sucrose และ 100 mM Potassium phosphate buffer; pH 8.0) จากนั kนนําไปทําให้
เซลล์แตก (sonication) โดยแช่ในนํ kาแข็ง ด้วยเครื\อง Ultrasonic processors รุ่น UP100H 3 
รอบๆละ 10 วินาที โดยพกัระหวา่งรอบ 1 นาที สดุท้ายวดัปริมาณโปรตีนรวมทั kงหมด ด้วยวิธี BCA 
Protein โดยใช้ Mini BCATM Protein Assay Kit (Pierce, USA) ซึ\งมีขั kนตอนตา่ง ๆ ดงันี k เตรียม
สารละลายมาตรฐาน BSA ที\ความเข้มข้นตา่ง ๆ ดงัแสดงในตารางที\ 11 เสร็จแล้วเตรียม Working 
reagent (Reagent A : Reagent B : Reagent C = 25 : 24 : 1) หลงัจากนั kนนํา Working 
reagent ไปผสมกับสารละลายมาตรฐาน BSA ที\ความเข้มข้นต่าง ๆและสารละลายโปรตีนที\
ต้องการวดั ในอตัราส่วน 20:1 แล้วนําไปบ่มที\อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
จากนั kนจึงนํามาวัดค่าการดูดกลืนแสงโดยใช้เครื\อง spectrophotometer (nano drop) ซึ\งมี
โปรแกรมอตัโนมตัิในการคํานวณปริมาณโปรตีนของสารละลายโปรตีนที\ต้องการวดั โดยเทียบกับ
คา่ที\ได้จากสารละลายมาตรฐาน BSA 

 

ตารางที\ 11 สว่นผสมตา่ง ๆ ที\ใช้ในการเตรียมสารละลายมาตรฐาน BSA ที\ระดบัความเข้มข้นตา่ง ๆ 
 

หลอด 
ความเข้มข้น 

ของ BSA 
(µg/µl) 

ปริมาตรของสารละลาย 
ที\ใช้เก็บเซลล์ 
(ไมโครลิตร) 

ปริมาตรและแหลง่ของ BSA 
(ไมโครลิตร) 

A 2 0 120 จาก stock 
B 1.5 50 150 จาก stock 
C 1 130 130 จาก stock  
D 0.75 70 70 จากหลอด B 
E 0.5 130 130 จากหลอด C 
F 0.25 130 130 จากหลอด E 
G 0.125 130 130 จากหลอด F 
H 0 (blank) 160 0 
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2. การวิเคราะห์การทาํงานของเอนไซม์ AGT 
2.1 การตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์ AGT 

 โดยวิธี western blot เทียบกับเซลล์ที\ได้รับพลาสมิดเปล่าเป็นกลุ่มควบคมุ ซึ\งใช้ Mini 
Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell and Mini-PROTEAN3 Cell (Bio-Rad, USA) โดยนํา
เซลล์ COS7 ที\ภายในมีพลาสมิดแตกตา่งกนั 3 ชนิด คือ พลาสมิดที\มียีน AGXT ปกติ, พลาสมิดที\
มียีน AGXT กลายพนัธุ์ แบบ P11R และพลาสมิดเปล่า ซึ\งแตล่ะชนิดอยู่ในสารละลายของ RIPA 
buffer + 1x Protease Inhibitor (PI) ที\ทําให้เซลล์แตกแล้วมาปั\นตกตะกอนที\ความเร็วรอบ 
12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส จากนั kนเก็บเฉพาะของเหลวที\อยู่
ด้านบนไปวัดปริมาณความเข้มข้นของโปรตีนรวม ตามขั kนตอนในข้อ 1.9 เพื\อนํามาคํานวณ
ปริมาณของเหลวที\จะนําไปโหลดเจล ซึ\งในแตล่ะหลมุใสโ่ปรตีนรวม 2.5 ไมโครกรัม แล้วนําไปผสม
กบั 1X loading buffer, 10% β-mercaptoethanol จากนั kนนําไปอุ่นที\อณุหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 5 นาที จากนั kนเตรียมแผ่นเจลในชุดเตรียมเจลซึ\งเป็นแผ่นกระจก 2 แผ่นประกบกันมี
ช่องว่างระหว่างแผ่นกระจกหนา 1.5 มิลลิเมตร โดยเตรียม separating gel 12% ไว้เป็นส่วนล่าง 
สงูประมาณ 10 เซนติเมตร จากนั kนปรับระดบัผิวหน้าเจลให้เรียบเสมอกันด้วยการเติม butanol 
หรือ isopropanol 200 ไมโครลิตร แล้วปล่อยทิ kงไว้ประมาณ 30 นาที เมื\อเจลแข็งตวัดีแล้วให้
เตรียม stacking gel 4% ซ้อนทบัด้านบน separating gel โดยเติมลงไปให้ล้นแล้วใส่ comb ลงไป
ด้านบนเพื\อให้เกิดหลมุในแผ่นเจล ปล่อยทิ kงไว้ประมาณ 30 นาที ในระหว่างรอแผ่นเจลแข็งตวัให้
เตรียม running buffer ปริมาตร 1 ลิตร เมื\อทกุอย่างพร้อมแล้วจึงเริ\มทํา SDS-PAGE โดยใช้ความ
ตา่งศกัย์ไฟฟ้าในการแยกแถบโปรตีน 120 โวลต์ เป็นเวลา 3 ชั\วโมง 15 นาที ในระหว่างรอการทํา 
SDS-PAGE ให้เตรียม tank นํ kาแข็งและ transfer buffer ปริมาตร 1 ลิตร แล้วนําไปแช่ไว้ที\ตู้แช่แข็ง 
เมื\อครบเวลาจึงทําการ transfer โปรตีนจากเจลสู่ nitrocellulose membrane โดยใช้ความตา่ง
ศกัย์ไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 3 ชั\วโมง ที\อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยก่อนเริ\ม transfer ให้แช ่
membrane, ฟองนํ kาและกระดาษกรองใน transfer buffer ประมาณ 10 นาที จากนั kนจึงนํามา

ประกบใน blot โดยเรียงตามลําดบัดงันี kblot ด้านสีดํา → ฟองนํ kา → กระดาษกรอง → แผ่นเจล 

→ membrane → กระดาษกรอง → ฟองนํ kา → blot ด้านสีขาว แล้วนํา blot ที\ได้ใส่ลงใน 
tank run โดยหนัด้านสีดําไปทางเดียวกนั พร้อมด้วย tank นํ kาแข็ง, transfer buffer และแท่ง
แมเ่หล็ก เพื\อให้ความเย็นกระจายอย่างทั\วถึง เมื\อครบเวลาในการ transfer จึงนํา membrane มา
ล้างด้วย TBS-T เป็นเวลา 5 นาที จากนั kน block ด้วย 5% non-fat dry milk นาน 1 ชั\วโมง ที\
อณุหภูมิห้อง เสร็จแล้วล้างด้วย TBS-T 3 ครั kง ครั kงละ 5 นาที นํา membrane มาบม่ด้วย primary 
antibody 2 ชนิด คือ mouse anti-V5 monoclonal antibody (Invitrogen) ในอตัราส่วน 1:5,000 



 
 

 

44 

และ rabbit anti- GAPDH antibody (Abcam) ในอตัราส่วน 1:1,000 โดยผสมกบั 5% non-fat 
dry milk ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ในหลอด Polypropylene ขนาด 50 มิลลิลิตร นําหลอดไปวางบน
เครื\องหมุนหลอด 360 องศาแล้วบ่มทิ kงไว้ข้ามคืน ที\อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั kนล้างด้วย 
TBS-T 3 ครั kง ครั kงละ 5 นาที เสร็จแล้วบม่ด้วย secondary antibody 2 ชนิด คือ goat anti-
mouse IgG2a (Abcam) ในอตัราส่วน 1:5,000 และ goat anti-rabbit (Invitrogen) ในอตัราส่วน 
1:2,000 เป็นเวลา 1 ชั\วโมง ที\อณุหภมูิห้อง จากนั kนล้างด้วย TBS-T 3 ครั kง ครั kงละ 5 นาที เสร็จแล้ว
ใส่ super signal โดยใช้ Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate Kit (Thermo, 
USA) ในอัตราส่วน 1:1 แล้วปล่อยทิ kงไว้ 5 นาที ที\อุณหภูมิห้อง จากนั kนรีบนําไปประกบกับ
แผ่นฟิล์มด้วยเวลาที\แตกตา่งกนั แล้วนําแผ่นฟิล์มที\ได้ไปล้างด้วยเครื\องล้างฟิล์ม นําแผ่นฟิล์มมา
ประกบกบั membrane เพื\อระบตํุาแหน่งแถบโปรตีนขนาดตา่ง ๆ ของ marker จากนั kนจึงอ่านผล
จากแผน่ฟิล์ม 

2.2 การตรวจสอบความสามารถในการทาํงานของเอนไซม์ AGT 
 โดยวิธี semiautomated spectrophotometric (Rumsby et al., 1997) ซึ\งโปรตีนรวมที\
นํามาวดัการทํางานของเอนไซม์ AGT ได้มาจากเซลล์ 5 ชนิด คือ เซลล์ HEPG2, เซลล์ COS7 
เปล่า, เซลล์ COS7 ที\มี expression vector เชื\อมต่อกบัยีน AGXT ปกติ, เซลล์ COS7 ที\มี 
expression vector เชื\อมต่อกับยีน AGXT ที\กลายพนัธุ์แบบ P11R และเซลล์ COS7 ที\มี 
expression vector เปล่า สําหรับสารเคมีที\ใช้ในงานส่วนนี kทั kงหมดซื kอจากบริษัท Sigma 
Chemical วิธีนี kแบง่เป็น 2 ขั kนตอน คือ ขั kนแรกเป็นการทํางานของเอนไซม์ AGT โดยเติมสารตั kงต้น
ตา่ง ๆ ดงัตารางที\ 12 ซึ\งโปรตีนแตล่ะชนิดต้องเตรียม blank แยกจากกนัชนิดละหลอดด้วย 
 เมื\อเตรียมสารละลายในแตล่ะหลอดเสร็จ นําไปบม่ที\อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
1 ชั\วโมง เมื\อเอนไซม์ AGT ทํางาน จะได้ผลผลิตสุดท้ายเป็นไพรูเวท จากนั kนทุกหลอดหยุดการ
ทํางานของเอนไซม์ AGT ด้วยการเตมิ 3 M TCA ปริมาตร 50 ไมโครลิตร แล้วรีบนําหลอดไปวางใน
นํ kาแข็ง เฉพาะหลอด blank เติม 0.1 M Sodium glyoxylate ปริมาตร 30 ไมโครลิตร เสร็จแล้วนํา
ทกุหลอดไปปั\นตกตะกอนที\ความเร็ว 12,000 g เป็นเวลา 5 นาที ที\อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บ
เฉพาะของเหลวชั kนบนแล้วแช่ในนํ kาแข็งเพื\อนําไปวิเคราะห์ปริมาณไพรูเวทที\เกิดขึ kนในขั kนตอน
ต่อไป ส่วนขั kนที\  2 เป็นการตรวจวัดปริมาณไพรูเวทที\ เกิดขึ kน โดยใช้เอนไซม์ Lactate 
dehydrogenase (LDH) และNADH เป็น cofactor เปลี\ยนไพรูเวท เป็นแลคเตท และ NADH เป็น 
NAD+ ซึ\ง NADH เท่านั kนที\สามารถดดูกลืนแสงได้ที\ความยาวคลื\น 340 นาโนเมตร ดงันั kนจึงต้อง
วดัคา่การดดูกลืนแสงก่อนใส่เอนไซม์ LDH (A1) และวดัค่าการดดูกลืนแสงหลงัใส่เอนไซม์ LDH 
ประมาณ 5 นาที (A2) ด้วยเครื\อง spectrophotometer รุ่น CE9500 แล้วนําค่าทั kงสองมา
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เปรียบเทียบกันและคํานวณหาปริมาณไพรูเวท ซึ\งจะแสดงค่าความสามารถในการทํางานของ
เอนไซม์ AGT ได้ โดยถ้ามีปริมาณไพรูเวทมาก ค่า A2 จะลดตํ\าลงมากเมื\อเทียบกับค่า A1 ใน
ขั kนตอนนี kนําตวัอย่างที\แช่ในนํ kาแข็งจากขั kนตอนแรกมาเจือจาง 3 เท่า โดยเติมตวัอย่างปริมาตร 60 
ไมโครลิตร ผสมกบั ion-exchanged water ปริมาตร 120 ไมโครลิตร แล้วเติมสารละลายผสม (ซึ\ง
ประกอบด้วย 0.25 mM NADH และ 0.5 M Tris-HCl, pH 8.0) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ผสมให้
เข้ากนัแล้วนําไปวดัคา่การดดูกลืนแสง (A1) เสร็จแล้วเติมเอนไซม์ LDH ซึ\งมีความเข้มข้น 4,981.8 
IU/380 ไมโครลิตรปริมาตร 0.4 ไมโครลิตร เพื\อให้ได้ความเข้มข้นสดุท้าย 5 IU ผสมให้เข้ากนัแล้ว
นําไปบม่ที\อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที จากนั kนตั kงทิ kงไว้ที\อณุหภูมิห้องประมาณ 5 
นาทีเพื\อรอให้ปฏิกิริยาเกิดขึ kนอยา่งสมบรูณ์ แล้วนําไปวดัคา่การดดูกลืนแสง (A2) 
 

ตารางที\ 12 สว่นผสมตา่ง ๆ ที\ใช้ในขั kนตอนแรกของการวดัการทํางานของเอนไซม์ AGT  
 

ชนิดของสาร 
ปริมาตร (ไมโครลิตร) ความเข้มข้น

สดุท้าย Blank Sample 

1.  โปรตีนรวมจากการ sonicate 

2.  1 M Potassium Phosphate   

     buffer, pH 8.0 

3.  0.1 M Sodium glyoxylate 

4.  1 M L-alanine 

5.  10 mM Pyridoxal phosphate 

6.  Ion-exchanged water 

ปริมาตรรวมทั kงหมด 

X* 

30 

 

- 

45 

4.5 

300 – X – 79.5 

300.0 

X* 

30 

 

30 

45 

4.5 

300 – X – 109.5 

300.0 

100 ไมโครกรัม 

100 mM 

 

10 mM 

150 mM 

150 µM 

 

 

หมายเหต ุ * X คือ ปริมาตรที\ได้จากการคํานวณค่าความเข้มข้นของโปรตีนรวม ซึ\งได้จาก
การวดัในข้อ 1.9 เพื\อต้องการปริมาณโปรตีนในแตล่ะหลอด 100 ไมโครกรัม 
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2.3 การตรวจสอบตาํแหน่งเอนไซม์ AGT ภายในเซลล์ 
 โดยวิธี immunofluorescence (Masyuk et al., 2003) เป็นการใช้แอนติบอดี(secondary 
antibody) 2 ชนิดที\ติดสารเรืองแสงคนละสีกนั ไปจบักบัแอนติบอดี (primary antibody) ตา่งชนิด
กัน โดยชนิดแรกจับกับ V5 ซึ\งเชื\อมติดกับเอนไซม์ AGT ที\ได้จากการโคลน ส่วนอีกชนิดจับกับ
เอนไซม์ catalase ซึ\งพบเฉพาะในเพอร็อกซิโซมเท่านั kน  แล้วตรวจสอบตําแหน่งของเอนไซม์ AGT 
และเพอร็อกซิโซมภายในเซลล์จากการเรืองแสงภายใต้กล้องจลุทรรศน์ชนิด Macro Confocal การ
ตรวจสอบนี kทําให้ทราบว่าเอนไซม์ AGT ที\กลายพันธุ์แบบ p.Pro11Arg ยังคงถูกส่งไปยัง          
เพอร็อกซิโซมตามปกติหรือไม่ มากน้อยเพียงใด โดยมีขั kนตอนในการทํา immunofluorescence 
ดงันี k เตรียม methanol เย็นจดัโดยนําไปแช่ในตู้แช่แข็งก่อนเริ\มทําประมาณ 20 นาที นําเซลล์ 
COS7 ที\ผ่านการ transfect และเลี kยงบนกระจกปิดสไลด์ขนาด 24 x 24 mm ในจานเลี kยงเซลล์
แบบ 6 หลมุทั kง 3 ชนิด คือ เซลล์ COS7 ที\มี expression vector เชื\อมตอ่กบัยีน AGXT ปกติ, 
เซลล์ COS7 ที\มี expression vector เชื\อมตอ่กบัยีน AGXT ที\กลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg และ
เซลล์ COS7 ที\มี expression vector เปลา่ ล้างเซลล์ด้วย PBS หลมุละ 1 มิลลิลิตร 2 ครั kง จากนั kน 
fix เซลล์ด้วย methanol ที\เย็นจดั หลมุละ 1 มิลลิลิตร แล้วนําไปแช่ไว้ในตู้ เย็นนาน 5 นาที ดดูทิ kง
แล้วเติมด้วย PBS ที\ผสมกับ 0.1% Triton-X ปริมาตรหลุมละ 1 มิลลิลิตร ขั kนนี kถือว่าเป็นการ 
Permeabilization โดยแช่ไว้เป็นเวลา 10 นาที ดดูทิ kงแล้ว block ด้วย PBS ที\ผสมกบั 5% BSA 
และ 0.1% Triton-X เป็นเวลา 45 นาที ที\อณุหภูมิห้อง ล้างด้วย PBS 3 ครั kง ครั kงละ 5 นาที จากนั kน
บ่มด้วย primary antibody สําหรับจบักับเอนไซม์ AGT คือ mouse anti-V5 monoclonal 
(Invitrogen) ในอัตราส่วน 1:500 โดยผสมกับ 1% BSA ใน PBS เป็นเวลา 2 ชั\วโมง ที\
อณุหภูมิห้อง ล้างด้วย PBS 4 ครั kง ครั kงละ 4 นาที เสร็จแล้วบ่มด้วย secondary antibody คือ 
Alexa Flour 594 goat anti-mouse IgG2a (Invitrogen) เป็นสารเรืองแสงสีแดงซึ\งจะไปจบักบั 
primary antibody ตวัก่อนหน้าในอตัราส่วน 1:1,000 โดยผสมกบั 1% BSA ใน PBS เป็นเวลา 1 
ชั\วโมง ที\อุณหภูมิห้อง แล้วล้างด้วย PBS 3 ครั kง ครั kงละ 5 นาที จากนั kนเริ\มบ่มด้วย primary 
antibody อีกชนิดหนึ\งคือ Rabbit anti-catalase polyclonal (Abcam) ในอตัราส่วน 1:250 โดย
ผสมกบั 1% BSA ใน PBS เป็นเวลา 2 ชั\วโมง ที\อณุหภูมิห้อง ล้างด้วย PBS 4 ครั kง ครั kงละ 4 นาที 
เสร็จแล้วบ่มด้วย secondary antibody คือ Alexa Flour 488 donkey anti-rabbit IgG 
(Invitrogen) เป็นสารเรืองแสงสีเขียวซึ\งจะไปจบักบั primary antibody ที\จบักบัเอนไซม์ catalase 
ในเพอร็อกซิโซมในอตัราส่วน 1:250 โดยผสมกับ 1% BSA ใน PBS เป็นเวลา 1 ชั\วโมง ที\
อณุหภมูิห้อง แล้วล้างด้วย PBS 3 ครั kง ครั kงละ 5 นาที สดุท้ายนํากระจกปิดสไลด์ไปปิดลงบนสไลด์
ด้วย vectashield with DAPI ปริมาตร 10 ไมโครลิตร/สไลด์ วางสไลด์ทิ kงไว้ให้แห้งข้ามคืนในที\มืด
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สนิท โดยจากนี kไปต้องให้สไลด์สมัผสักับแสงน้อยที\สุด นําสไลด์ทั kงหมดไปส่องเพื\อตรวจสอบผล
ด้วยกล้องจลุทรรศน์ชนิด Macro Confocal รุ่น EZ-C1 
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บทที�  4 
ผลการศึกษา 

 
1. การสังเคราะห์ยีน AGXT ที�ปกต ิและยีน AGXT ที�กลายพันธ์ุแบบ p.Pro11Arg 
 

1.1 ผลการศึกษาลาํดับนิวคลีโอไทด์ของยีน AGXT ในส่วนที�ผลิตโปรตีน 
         (coding region) 

จากการศึกษาลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีน AGXT ในส่วนที ผลิตโปรตีน (CDS) จาก
ฐานข้อมลูใน NCBI พบว่า ยีนมีขนาด 1,231 base pairs โดยส่วนที มีการแสดงออกเริ มตั >งแต ่     
นิวคลีโอไทด์ลําดบัที  123 ถึงนิวคลีโอไทด์ลําดบัที  1,301 ดงัแสดงในภาพที  13 ซึ งแสดงเป็นช่วง
ของตวัอกัษรหนา ทําให้สามารถออกแบบไพรเมอร์ เพื อผลิตยีน AGXT ที ปกติ และเป็นวตัถุดิบ
สําหรับผลิตยีน AGXT ที กลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg สดุท้ายยีนทั >ง 2 แบบจะถกูกระตุ้นให้มีการ
แสดงออก โดยผลิตเอนไซม์ AGT ตามปกติและมีการผลิตเอนไซม์ AGT ที ผิดปกติไปจากเดิม 
ตามลําดบั โดยออกแบบสาย forward ให้สามารถจบักับนิวคลีโอไทด์ในช่วงลําดบัที  90 – 111 
(ช่วงที มีแถบสีในแถว 61) ซึ งมีการเปลี ยนนิวคลีโอไทด์ในลําดบัที  95  จาก T เป็น A (ตําแหน่ง
ลูกศรชี >) เพื อให้เป็นบริเวณจดจําสําหรับเอนไซม์ตัดจําเพาะ BamHI ในการตัดต่อเข้ากับ 
expression vector ในขั >นตอนตอ่ไปและออกแบบสาย reverse ให้สามารถจบักบันิวคลีโอไทด์
ในช่วงลําดบัที  1,293 – 1,320 (ช่วงที มีแถบสีในแถว 1,261) ซึ งมีการเปลี ยนนิวคลีโอไทด์ในลําดบั
ที  1,314  จาก C เป็น A,  ลําดบัที  1,316  จาก C เป็น T และลําดบัที  1,317  จาก A เป็น T 
(ตําแหน่งลูกศรชี >) เพื อให้เป็นบริเวณจดจําสําหรับเอนไซม์ตัดจําเพาะ EcoRI จะเห็นว่าการ
ออกแบบในสาย Reverse มีการซ้อนทบักบันิวคลีโอไทด์ในส่วนท้ายของยีน เพื อเปลี ยนรหสัหยุด 
โดยเปลี ยนจาก T เป็น A ในนิวคลีโอไทด์ลําดบัที  1,299 (ตําแหน่งลกูศรชี >ในแถว 1,261) ทําให้การ
สงัเคราะห์เอนไซม์ AGT ยาวขึ >น สามารถสงัเคราะห์ต่อไปยงัส่วนโปรตีน V5 ใน expression 
vector ซึ งใช้เป็นเครื องหมายในการคดัเลือกหรือติดตามเอนไซม์ AGT ได้ นอกจากนี >ยงัสามารถ
ออกแบบไพรเมอร์สําหรับทํา mutagenesis โดยออกแบบทั >งสาย forward และสาย reverse ให้
สามารถจบักบันิวคลีโอไทด์ในช่วงลําดบัที  137 – 171 (ช่วงที มีแถบสีในแถว 121) เพื อผลิตยีน 
AGXT ที กลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg โดยเปลี ยนนิวคลีโอไทด์จาก C เป็น G ในลําดบัที  154 
(ตําแหน่งลูกศรชี >ในแถว 121) นบัเป็นการเปลี ยนนิวคลีโอไทด์ลําดบัที  32 ภายในยีนโดยเริ มนบั
ลําดบัที  123 เป็นนิวคลีโอไทด์ตวัแรก เพื อทําให้ได้เอนไซม์ที ผิดปกติ โดยมีกรดอะมิโนในลําดบัที  
11 เปลี ยนไปจาก Proline เป็น Arginine 
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LOCUS       NM_000030               1500 bp    mRNA    linear   PRI 16-MAR-2008 

DEFINITION  Homo sapiens alanine-glyoxylate aminotransferase (AGXT), mRNA. 

ACCESSION   NM_000030 NM_016236                               CDS             123..1301 
     
          1  ccggaagccc  atccaccaat  cctcacctct  cacctctgtg tccgccctgc  tgggaaatat 

        61  tccaggcttt       ggccaaggcc  agtgcagccc     caggttcccg     agcggcaggt    tgggtgcgga 
 

      121  ccatggcctc  tcacaagctg  ctggtgaccc  cccccaaggc  cctgctcaag  cccctctcca 

      181  tccccaacca  gctcctgctg  gggcctggtc  cttccaacct  gcctcctcgc  atcatggcag 

      241  ccggggggct   gcagatgatc  gggtccatga  gcaaggatat  gtaccagatc  atggacgaga 

      301  tcaaggaagg   catccagtac  gtgttccaga  ccaggaaccc  actcacactg  gtcatctctg 

      361  gctcgggaca   ctgtgccctg  gaggccgccc  tggtcaatgt  gctggagcct  ggggactcct 

      421  tcctggttgg   ggccaatggc  atttgggggc  agcgagccgt  ggacatcggg  gagcgcatag 

      481  gagcccgagt  gcacccgatg  accaaggacc  ctggaggcca  ctacacactg  caggaggtgg 

      541  aggagggcct  ggcccagcac  aagccagtgc  tgctgttctt  aacccacggg  gagtcgtcca 

      601  ccggcgtgct  gcagcccctt  gatggcttcg  gggaactctg  ccacaggtac aagtgcctgc 

      661  tcctggtgga  ttcggtggca  tccctgggcg  ggacccccct  ttacatggac  cggcaaggca 

      721  tcgacatcct  gtactcgggc  tcccagaagg  ccctgaacgc  ccctccaggg  acctcgctca 

      781  tctccttcag  tgacaaggcc  aaaaagaaga  tgtactcccg  caagacgaag  cccttctcct 

      841  tctacctgga  catcaagtgg  ctggccaact  tctggggctg  tgacgaccag  cccaggatgt 

      901  accatcacac  aatccccgtc  atcagcctgt  acagcctgag  agagagcctg  gccctcattg 

      961  cggaacaggg  cctggagaac  agctggcgcc  agcaccgcga  ggccgcggcg  tatctgcatg 

     1021  ggcgcctgca  ggcactgggg  ctgcagctct  tcgtgaagga  cccggcgctc  cggcttccca 

     1081  cagtcaccac  tgtggctgta  cccgctggct  atgactggag  agacatcgtc  agctacgtca 

     1141  tagaccactt  cgacattgag  atcatgggtg  gccttgggcc  ctccacgggg  aaggtgctgc 

     1201  ggatcggcct  gctgggctgc  aatgccaccc  gcgagaatgt  ggaccgcgtg  acggaggccc 

     1261  tgagggcggc  cctgcagcac  tgccccaaga  agaagctgtg  acctgcccac  tggcacacag 

     1321  ctggcactgg  cacacacctg  tcccatgccc  accctgaggg  atcaggagca  aacagaccct 

     1381  gcaaggtcct  ccaggcctgg  ggacaggaaa  gccactgacc  cagcccggga  ggcagaacca 

     1441  ggcagcctcc  ctggccccag  gcagcccttt  tccctccagt  ggcacctcct  ggaaacagtc 
 

ภาพที  13 ลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีน AGXT ในสว่นที ผลิตโปรตีน (NCBI, 2008) 
      โดย ลกูศร แสดงตําแหนง่ที มีการเปลี ยนแปลงชนิดของนิวคลีโอไทด์ 
             ตวัอกัษรหนา แสดงตําแหนง่ของบริเวณยีน AGXT ในสว่นที ผลิตโปรตีน 
             แถบสี แสดงตําแหน่งของบริเวณที มีการออกแบบไพรเมอร์ 
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1,000 bp 

1.2 ผลการเพิ�มปริมาณยีน AGXT ในส่วนที�ผลิตโปรตีน (coding region) 

งานวิจยันี >ใช้อาร์เอ็นเอเป็นแหลง่ในการผลิตยีน AGXT เนื องจากต้องการยีนเฉพาะในส่วน
ที ผลิตโปรตีน (coding region) เท่านั >น จึงทําการสกดัอาร์เอ็นเอจากเซลล์ EBV, เซลล์ Hep-G2 
และเซลล์ COS 7 แล้วนํามาทํา RT-PCR เพื อเปลี ยนอาร์เอ็นเอจากเซลล์แตล่ะชนิดเป็นดีเอ็นเอคู่
สม (complementary DNA) จากนั >นจึงใช้ cDNA ที ได้เป็นต้นแบบในการทํา Gradient PCR เพื อ
เพิ มปริมาณยีน AGXT ในส่วนที ผลิตโปรตีน ด้วยการใช้ไพรเมอร์ที ออกแบบไว้ แล้วนํา PCR 
products ที ได้มาทําอิเล็กโทรโฟริซิส ผลปรากฏว่า สามารถเพิ มปริมาณยีน AGXT ได้จาก cDNA 
ของเซลล์ Hep-G2 เท่านั >น โดยเกิดแถบที ชดัเจนตรงกบัขนาดของยีน AGXT (1.2 kb) ที อุณหภูมิ 
Annealing 2 ระดบั คือ 58 และ 60 องศาเซลเซียส แสดงในภาพที  14 เนื องจากยีน AGXT ทํางาน
เฉพาะในเซลล์ตบั ยีนจึงมีการแสดงออกโดยถอดรหสัเป็น mRNA ได้ ส่วนยีนในเซลล์ EBV และ
เซลล์ COS 7 ซึ งเป็นเซลล์เม็ดเลือดขาวและเซลล์ไต ตามลําดบั ทําให้ไม่มีการแสดงออก จึงไม่
สามารถสกัดอาร์เอ็นเอออกมาได้ เมื อทํา PCR จึงไม่มีแถบดีเอ็นเอที ตรงกบัขนาดของยีน AGXT 
เกิดขึ >น 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพที  14  ผลการสงัเคราะห์ยีน AGXT จาก cDNA ของเซลล์ EBV, เซลล์ Hep-G2  
              และเซลล์ COS 7 ด้วยการทําอิเล็กโทรโฟริซิส จาก PCR products ของ Gradient PCR 
       โดย M คือ Marker, C คือ เซลล์ COS7, E คือ เซลล์ EBV, H คือ เซลล์ Hep-G2 และ 
              – ve คือ negative control สว่นตวัเลขที ระบคุูต่วัอกัษร คือ ระดบัอณุหภมูิ Annealing 
 
 

 

 

ยนี AGXT 
(1.2 kb) 1,000 bp 

M            C 55          E 55          H 55          C 58          E 58         H 58 

ยนี AGXT 
(1.2 kb) 

M            C 60          E 60          H 60           - ve    
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1.3 ผลการสกัดดีเอ็นเอจากเจล 

ตดัเจลของภาพที  14 เฉพาะบริเวณแถบดีเอ็นเอที มีขนาด 1.2 kb ในช่อง H 58 และ H 60 
ซึ งมีขนาดเท่ากบัยีน AGXT โดยประมาณมารวมกนั แล้วทําการสกัดดีเอ็นเอจากเจล จากนั >นนํา   
ดีเอ็นเอที ได้มาทําอิเล็กโทรโฟริซิส ผลปรากฏว่า ขนาดของดีเอ็นเอที ได้มีขนาดใกล้เคียงกับขนาด
ของยีน AGXT แสดงในภาพที  15 จงึสรุปวา่ ดีเอ็นเอที ได้จากการสกดัเจลคือ ยีน AGXT นั นเอง 

 

 

                                                                             ภาพที  15 ผลการสกดัดีเอ็นเอจากเจล 

                                                                                   ด้วยการทําอิเล็กโทรโฟริซิส 

 

 
1.4 ผลการตรวจสอบพลาสมิดลูกผสม (ยีน AGXT ปกติเชื�อมต่อกับ pGEM-T 

vector) 
หลงัจากที นํายีน AGXT ปกติที ได้จากการสกดัเจลมาเชื อมตอ่กบั pGEM-T vector จนได้

เป็นพลาสมิดลกูผสม แล้วนําไปถ่ายเข้าสู่ competent cells เพื อเพิ มปริมาณพลาสมิด โดยอาศยั
การเพิ มจํานวนของเซลล์แบคทีเรีย ซึ งมี 2 โคโลนีที สามารถเจริญบน LB agar ที มี ampicillin ผสม
อยู่ได้ จากนั >นจึงสกัดพลาสมิดออกมา แล้วทําการตรวจสอบเบื >องต้นโดยการตดัด้วยเอนไซม์ตดั
จําเพาะ 2 ชนิด คือ BamHI กบั EcoRI แล้วทําอิเล็กโทรโฟริซิส เพื อตรวจสอบขนาดโดยประมาณ
ของยีน AGXT ที แทรกเข้าไปและขนาดของ pGEM-T vector ผลปรากฏว่า ทั >งสองโคโลนีมี     
พลาสมิดลกูผสมอยูภ่ายในเซลล์จริง แสดงในภาพที  16 โดยแตล่ะโคโลนีมี 2 แถบ คือ แถบบนซึ งมี
ขนาด 3.0 kb เป็นแถบที ตรงกบัขนาดของ pGEM-T vector ส่วนแถบล่างเป็นแถบที ตรงกบัขนาด
ของยีน AGXT (1.2 kb) แตก่ารทําอิเล็กโทรโฟริซิสไม่สามารถตรวจสอบได้ว่า ลําดบันิวคลีโอไทด์
ภายในยีน AGXT ถกูต้องหรือไม่ จึงต้องส่งไปตรวจสอบลําดบันิวคลีโอไทด์ที บริษัท Macro Gen 
โดยใช้ universal primer ในการตรวจสอบ คือ pUC/M13 Forward และ pUC/M13 Reverse ผล
ปรากฏว่า ลําดบันิวคลีโอไทด์ภายในยีน AGXT ที เชื อมอยู่กบั pGEM-T vector ของโคโลนีที  2 
ถกูต้องทั >งหมด แสดงในภาคผนวก ค (ภาพที  28 และ 29) จึงใช้พลาสมิดลกูผสมจากโคโลนีที  2 
เป็นแหลง่สําหรับทํา mutagenesis ตอ่ไป 

 

 

 

 

1,000 bp 
1,500 bp ยนี AGXT 

(1.2 kb) 
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ภาพที  16 ผลการตรวจสอบพลาสมิดลกูผสมที มียีน AGXT ปกติ 
โดยการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ แล้วทําอิเล็กโทรโฟริซิส 

 

1.5 ผลการสังเคราะห์ยีน AGXT ที�กลายพันธ์ุแบบ p.Pro11Arg 
หลงัจากนําพลาสมิดลกูผสม (ยีน AGXT ปกติเชื อมตอ่กบั pGEM-T vector) จากโคโลนีที  

2 ซึ งมีลําดบันิวคลีโอไทด์ภายในยีน AGXT ถกูต้อง มาทํา mutagenesis เพื อสงัเคราะห์ยีน AGXT 
ที กลายพันธุ์  แล้วนําพลาสมิดลูกผสม (ยีน AGXT ที กลายพันธุ์แบบ.Pro11Arg เชื อมต่อกับ 
pGEM-T vector) ที ได้ถ่ายเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย ผลปรากฏว่า มี 5 โคโลนีที สามารถเจริญบน LB 
agar ที มี ampicillin ผสมอยู่ได้ จากนั >นจึงนําโคโลนีทั >งหมดมาสกดัพลาสมิด แล้วตดัด้วยเอนไซม์
ตดัจําเพาะ ตอ่ด้วยการทําอิเล็กโทรโฟริซิส เพื อตรวจสอบเบื >องต้น พบว่า ทั >ง 5 โคโลนีมี พลาสมิด
ลกูผสมอยู่ภายในเซลล์จริง แสดงในภาพที  17 โดยแตล่ะโคโลนีมี 2 แถบ คือ แถบบนซึ งมีขนาด 
3.0 kb เป็นแถบที ตรงกบัขนาดของ pGEM-T vector ส่วนแถบล่างเป็นแถบที ตรงกบัขนาดของยีน 
AGXT (1.2 kb) หลงัจากนั >นส่งทั >ง 5 โคโลนีไปตรวจสอบลําดบันิวคลีโอไทด์ที บริษัท Macro Gen 
โดยใช้ universal primer คือ pUC/M13 Forward และ pUC/M13 Reverse ในการตรวจสอบ ผล
ปรากฏว่า ลําดบันิวคลีโอไทด์ภายในยีน AGXT ที เชื อมอยู่กบั pGEM-T vector ของโคโลนีที  3 
ถกูต้องทั >งหมด ยกเว้นลําดบัที  32 เปลี ยนจาก C เป็น G ซึ งได้ผลตามที ต้องการเพื อให้การแปล
รหสัเป็นกรดอะมิโนมีการเปลี ยนในลําดบัที  11 จาก Proline เป็น Arginie แสดงในภาคผนวก ค 
(ภาพที  30 และ 31) จงึใช้พลาสมิดลกูผสมที มียีนกลายพนัธุ์จากโคโลนีที  3 เป็นแหล่งสําหรับนําไป
ตดัตอ่เข้ากบั expression vector ตอ่ไป 

 

 

 

 

 

 Marker    Colony 1   Colony 2 

3,000 bp 

1,500 bp 
1,000 bp 

pGEM-T vector (3.0 kb) 

ยนี AGXT (1.2 kb) 
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ภาพที  17 ผลการตรวจสอบพลาสมิดลกูผสมที มียีน AGXT กลายพนัธุ์  
โดยการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ แล้วทําอิเล็กโทรโฟริซิส 

 

1.6 ผลการสร้างพลาสมิด (expression vector) สาํหรับการทาํ transfection 
เป็นการนํายีน AGXT ที ปกติ และยีน AGXT ที กลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg ตดัตอ่เข้ากับ 

expression vector (pcDNA3.1/V5-HisB) โดยนํา expression vector และพลาสมิดลกูผสมทั >ง 
2 ชนิด คือ ยีน AGXT ที ปกติเชื อมต่อกับ pGEM-T vector และยีน AGXT ที กลายพนัธุ์แบบ 
p.Pro11Arg เชื อมตอ่กบั pGEM-T vector ตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ เพื อตดัให้มีปลายที สามารถ
เชื อมต่อกนัได้ระหว่างยีนที ต้องการแทรกเข้าไปกับ expression vector  แล้วทําอิเล็กโทรโฟริซิส 
แสดงในภาพที  18 จากนั >นตดัเจลในแตล่ะแถบ รวมทั >งหมด 3 แถบ คือแถบ 1.2 kb 2 แถบ และ
แถบ 5.5 kb ไปสกัดเจล แล้วตรวจสอบด้วยการทําอิเล็กโทรโฟริซิส แสดงในภาพที  19 นํายีน 
AGXT แตล่ะชนิดมาเชื อมตอ่กบั expression vector หลงัจากนั >นจึงถ่ายพลาสมิดลกูผสมแตล่ะ
ชนิดที ได้เข้าไปในเซลล์แบคทีเรีย แล้วเลือกโคโลนีจาก LB agar มาเพิ มปริมาณใน LB broth ชนิด
ละ 2 โคโลนี ทําการสกดัพลาสมิด แล้วตรวจสอบเบื >องต้นโดยการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะแล้ว
ทํา     อิเล็กโทรโฟริซิส ผลปรากฏวา่ ทกุโคโลนีมีพลาสมิดลกูผสมอยูภ่ายในเซลล์จริง แสดงในภาพ
ที  20 โดยแตล่ะโคโลนีมี 2 แถบ คือ แถบบนซึ งมีขนาด 5.5 kb เป็นแถบที ตรงกับขนาดของ 
expression vector ส่วนแถบล่างเป็นแถบที ตรงกบัขนาดของยีน AGXT (1.2 kb) หลงัจากนั >นส่ง
ทั >ง 4 โคโลนีไปตรวจสอบลําดบันิวคลีโอไทด์ที บริษัท Macro Gen โดยใช้ universal primer คือ 
BGH Reverse และ T7 Promoter ในการตรวจสอบ ผลปรากฏว่า ลําดบันิวคลีโอไทด์ภายในยีน 

Marker   Colony 1   Colony 2  Colony 3  Colony 4  Colony 5 

pGEM-T vector (3.0 kb) 

ยนี AGXT (1.2 kb) 

3,000 bp 

1,500 bp 

1,000 bp 
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AGXT ปกตทีิ เชื อมอยูก่บั expression vector ของโคโลนีที  2 ถกูต้องทั >งหมด แสดงในภาคผนวก ค 
(ภาพที  32 และ 33) ส่วนลําดบันิวคลีโอไทด์ภายในยีน AGXT ที กลายพันธุ์ซึ งเชื อมอยู่กับ 
expression vector ของโคโลนีที  1 ถกูต้องตามที ต้องการ แสดงในภาคผนวก ค (ภาพที  34 และ 
35) หลงัจากนั >นจงึนําพลาสมิดที ได้ทั >ง 2 ชนิด transfect เข้าสู่เซลล์ COS7 ตอ่ไปเพื อให้มีการผลิต
เอนไซม์ AGT 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

ภาพที  18 ผลการตรวจสอบการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ แล้วทําอิเล็กโทรโฟริซิส 
เพื อเตรียมสกดัดีเอ็นเอจากเจลเฉพาะบริเวณ 1.2 kb และ 5.5 kb 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพที  19 ผลการตรวจสอบการสกดัดีเอ็นเอจากเจล ด้วยการทําอิเล็กโทรโฟริซิส 

 

 

 

 

 

 

 ยนี AGXT (1.2 kb) 

pGEM-T vector (3.0 kb) 
Expression vector (5.5 kb) 

3.0 kb 

                 Expression    ยีน AGXT ปกต-ิ     ยีน AGXT ที กลายพนัธุ์- 
Marker     vector เปลา่    pGEM-T vector      pGEM-T vector 

5.0 kb 

1.0 kb 
1.5 kb 

Expression vector (5.5 kb) 

 ยนี AGXT (1.2 kb) 

            ยีน AGXT ยีน AGXT Expression 
Marker    ปกติ     กลายพนัธุ์   vector  

3.0 kb 
5.0 kb 

1.0 kb 
1.5 kb 



 
 

55 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที  20 ผลการตรวจสอบพลาสมิดลกูผสม (recombinant plasmid) ทั >ง 2 ชนิด  
ชนิดละ 2 โคโลนี โดยการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ แล้วทําอิเล็กโทรโฟริซิส 

 

1.7 ผลการทาํ Transfection  

หลงัจาก transfect พลาสมิดทั >ง 3 ชนิด คือ expression vector เปล่า, ยีน AGXT ปกติซึ ง
เชื อมต่อกับ expression vector และยีน AGXT ที กลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg ซึ งเชื อมต่อกับ 
expression vector เข้าสู่เซลล์ COS7 แล้ว ยีนเหล่านี >จะมีการแสดงออกแตกต่างกัน จึง
จําเป็นต้องวดัความเข้มข้นของปริมาณโปรตีนรวมที ได้จากเซลล์แตล่ะชนิดก่อนที จะนําโปรตีนไป
ตรวจสอบการทํางานตา่ง ๆ เพื อให้ปริมาณโปรตีนรวมที จะนําไปตรวจสอบเท่ากนั จะได้มั นใจและ
ยืนยนัผลได้ว่า ความผิดปกติของเอนไซม์ AGT ที กลายพนัธุ์นั >นเป็นผลมาจากการแสดงออกของ
ยีน ซึ งมีปริมาณโปรตีนรวมเท่ากัน ทําให้สามารถสรุปได้ว่า ยีน AGXT ที กลายพันธุ์ มีความ
บกพร่องในการทํางานจริง หากคา่ที ได้จากการตรวจสอบมีความแตกตา่งกนั โดยใช้การวดัโปรตีน
รวมด้วยวิธี BCA Protein ซึ งเทียบจากความเข้นของสารละลายมาตรฐาน BSA ที ระดบัความ
เข้มข้นตา่ง ๆ ผลการวดัที ได้ดงัแสดงในภาพที  21 ซึ งเป็นตวัอย่างผลของการวดัปริมาณโปรตีนรวม 
สําหรับนําไปทํา western blot โดยแต่ละหลุมต้องการโปรตีนรวม 2.5 ไมโครกรัมในปริมาณที 
เทา่กนั จะเห็นว่าการเตรียมโปรตีนไปวิเคราะห์นั >นก็ใช้ปริมาณที แตกตา่งกนัขึ >นอยู่กบัความเข้มข้น 
เพื อสดุท้ายโปรตีนรวมจากแตล่ะเซลล์จะได้มีปริมาณเริ มต้นเทา่กนั 

 

 

 

5.0 kb 

1.0 kb 

3.0 kb 

1.5 kb 

   ยีน AGXT ปกติ -      ยีน AGXT ที กลายพนัธุ์ -     
 expression vector      expression vector 

Expression vector (5.5 kb) 

  ยนี AGXT (1.2 kb) 

Marker   Colony 1   Colony 2   Colony 1  Colony 2 
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Micro BCA Assay (AGXT ; PH1) 18/11/2552 

 
                          Standard Curve 

            
      OD 0.022 0.039 0.075 0.104 0.136 0.195 0.244 

 Conc (mg/ml) 0.125 0.250 0.500 0.750 1.000 1.500 2.000 

 
                Total Volume 50 ul (3.5x loading buffer 14.3 ul + Protein + RIPA) 

 
         
  

Concentation 2.5 ug 

ID OD ug/ul 
dilution 
factor 

Total 
Protein 
(ug/ul) 

Protein RIPA 

Wild type 0.088 0.637 5 3.19 0.8 34.9 
Pro11Arg 0.09 0.654 5 3.27 0.8 34.9 

Empty vector 0.098 0.721 5 3.60 0.7 35.0 

          

 
 

        
         
         
         
         
         
         
         
         
         
         
         
         
         
         
         ภาพที  21 ตวัอย่างผลของการวดัปริมาณโปรตีนรวม สําหรับนําไปทํา Western blot 

ซึ งแตล่ะหลมุต้องการปริมาณโปรตีนรวมเท่ากนัคือ 2.5 µg 
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2. การวิเคราะห์การทาํงานของเอนไซม์ AGT 
 

2.1 การตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์ AGT ที�กลายพันธ์ุ 

เป็นขั >นตอนเพื อตรวจสอบความสามารถของยีน AGXT ที กลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg ใน
การผลิตเอนไซม์ AGT ด้วยวิธี western blot เทียบกับเซลล์ COS7 ที ได้รับ expression vector 
เปลา่เป็นกลุม่ควบคมุ ซึ งผลจากการทํา western blot แสดงให้เห็นว่า ยีน AGXT ที กลายพนัธุ์แบบ 
p.Pro11Arg ยงัคงสามารถผลิตเอนไซม์ AGT ซึ งมีขนาด 46 kDa ได้ตามปกติ เมื อเทียบกับยีน 
AGXT ปกต ิดงัภาพที  22 สว่นเซลล์ COS7 ที ได้รับ expression vector เปล่าไม่มีการผลิตเอนไซม์ 
AGT แสดงให้เห็นวา่ โดยปกตยีิน AGXT ไมมี่การแสดงออกในเซลล์ COS7 ซึ งเป็นเซลล์ไต หรือถ้า
มีการแสดงออกคงมีปริมาณน้อยมากจนไม่สามารถตรวจสอบได้ สอดคล้องกับผลการสกัด      
อาร์เอ็นเอ (mRNA) ซึ งต่อมาจะถูกเปลี ยนเป็นดีเอ็นเอคู่สม (cDNA) แล้วใช้เป็นต้นแบบในการ
สงัเคราะห์ยีน AGXT ปรากฏว่า การทํา PCR ไม่สามารถเพิ มปริมาณยีนได้ เนื องจากไม่มีต้นแบบ 
ด้วยเหตนีุ >เองผู้ วิจยัจึงเลือกใช้เซลล์ COS7 เป็นเซลล์สําหรับถ่ายพลาสมิดลกูผสม (recombinant 
plasmid) เข้าไป หากยีน AGXT มีการแสดงออกโดยผลิตเอนไซม์ AGT แสดงว่าเป็นผลจากการ
ทํางานของยีน AGXT ที เชื อมกบั expression vector เท่านั >น ไม่เกี ยวข้องกบัยีน AGXT ที มีอยู่ก่อน
แล้วภายในเซลล์ COS7 

 

 

 

 

 

ภาพที  22  การตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์ AGT ด้วยวิธี western blot 
    โดย   CT  คือ โปรตีนที ได้จากเซลล์ COS7 ที มี vector เปลา่ 

   WT  คือ โปรตีนที ได้จากเซลล์ COS7 ที มียีน AGXT ปกตเิชื อมตอ่กบั expression vector     
และ  MU คือ โปรตีนที ได้จากเซลล์ COS7 ที มียีน AGXT ที กลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg 

   เชื อมตอ่กบั expression vector 

 

 

 

 

 

        CT            WT          MU 

GAPDH loading control (37 kDa) 37 kDa 

50 kDa 
เอนไซม์ AGT (46 kDa) 
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2.2 การตรวจสอบความสามารถในการทาํงานของเอนไซม์ AGT 

เป็นขั >นตอนเพื อตรวจสอบความสามารถในการทํางานของเอนไซม์ AGT ด้วยวิธี 
Semiautomated spectrophotometric โดยนําโปรตีนรวมที ได้จากเซลล์ 5 ชนิด คือ เซลล์ HEP-
G2, เซลล์ COS7 เปล่า, เซลล์ COS7 ที มี expression vector เชื อมตอ่กบัยีน AGXT ปกติ, เซลล์ 
COS7 ที มี expression vector เชื อมตอ่กบัยีน AGXT ที กลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg และเซลล์ 
COS7 ที มี expression vector เปล่า มาวดัการทํางานของเอนไซม์ AGT โดยวดัคา่การดดูกลืน
แสงของ NADH ทั >งก่อนใส่เอนไซม์ LDH (A1) และหลงัใส่เอนไซม์ LDH (A2) ซึ งทํา 3 ซํ >าแล้วนํา
คา่เฉลี ย A1 หกัล้างด้วยคา่เฉลี ย A2 (A1 – A2) เหตทีุ คา่ A1 สงูกว่าคา่ A2 เนื องจาก NADH ซึ ง
เป็น cofactor ของเอนไซม์ LDH สามารถดดูกลืนแสงได้ที ความยาวคลื น 340 นาโนเมตร เมื อ
เอนไซม์ LDH ทํางาน NADH จะถกูเปลี ยนเป็น NAD+ ซึ งไมส่ามารถดดูกลืนแสงได้ จึงทําให้คา่ A2 
ลดลง สําหรับโปรตีนที ได้จากแต่ละเซลล์ต้องเตรียม blank แยกจากกันชนิดละหลอดด้วย ซึ ง
หลอด blank ต่างจากหลอดตวัอย่างตรงที ไม่เติม Sodium glyoxylate ซึ งเป็นสารตั >งต้นของ
เอนไซม์ AGT ลงไปตั >งแตแ่รก แตเ่ติมหลงัจากที หยดุปฏิกิริยาด้วย TCA แล้ว ทําให้เอนไซม์ AGT 
ในหลอด blank ไม่มีการทํางาน จากนั >นนําค่าการดดูกลืนแสงของหลอดตวัอย่างหกัล้างด้วยค่า
การดดูกลืนแสงของหลอด blank จะได้คา่การดดูกลืนแสงซึ งเกิดจากการทํางานของเอนไซม์ AGT 

อย่างแท้จริง (∆A) การวดันี >ทําทั >งหมด 3 ครั >งเพื อหาคา่เฉลี ย ดงัข้อมลูในภาคผนวก ข จากนั >นนํา
คา่ทั >งหมดที ได้จากการวดัไปคํานวณปริมาณไพรูเวทที เกิดขึ >น เพื อวิเคราะห์การทํางานของเอนไซม์ 
AGT ตามสตูรในภาพที  23 ทําให้ได้ข้อมลูเป็นไปตามตารางที  13 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที  23 สตูรการคํานวณหาปริมาณไพรูเวทที เกิดขึ >น สําหรับวิเคราะห์การทํางานของเอนไซม์ AGT 

ปริมาณไพรูเวท (µmol/h/mg) = V  x  D 
εεεε  x  d  x  v 

x  ∆∆∆∆A 

โดยที  V = ปริมาตรรวมทั >งหมดในหลอด = 0.78 ml 

 ε = คา่สมัประสิทธิzการดดูกลืนแสงของ NADH ที ความยาวคลื น 340 nm 
   = 6.3  l x mmol-1 x cm-1   
 d = ความกว้างของคิวเวตที แสงผา่น = 1 cm 
 v = ปริมาตรของตวัอยา่งที นําวดัคา่การดดูกลืนแสง = 0.06 ml 
 D = จํานวนเท่าของการเจือจาง (dilution factor) = 3 
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ตารางที  13 ข้อมลูของผลการวดัการทํางานของเอนไซม์ AGT 
 

ชนิดเซลล์ ครั >งที  ∆As ∆Ab ∆A 

ปริมาณ 
ไพรูเวท 

(µmol/h/mg) 

ปริมาณ 
ไพรูเวทเฉลี ย 
(µmol/h/mg) 

S.D. 

COS7 
1 0.009 0.002 0.007 0.13 

0.087 0.038 2 0.004 0.001 0.003 0.06 
3 0.008 0.004 0.004 0.07 

Hep-G2 
1 0.029 0.002 0.019 0.35 

0.317 0.029 2 0.019 0.003 0.016 0.30 
3 0.017 0.001 0.016 0.30 

Empty 
vector 

1 0.008 0.004 0.004 0.07 
0.073 0.015 2 0.005 0.002 0.003 0.06 

3 0.007 0.002 0.005 0.09 

Wild type 
1 0.194 0.005 0.189 3.51 

3.213 0.259 2 0.166 0.003 0.163 3.03 
3 0.170 0.003 0.167 3.10 

Pro11Arg 
1 0.064 0.001 0.063 1.17 

1.007 0.249 2 0.043 0.004 0.039 0.72 
3 0.062 0.001 0.061 1.13 

 

หมายเหต ุ COS7 คือ โปรตีนรวมที ได้จากเซลล์ COS7 เปลา่ 
 Hep-G2 คือ โปรตีนรวมที ได้จากเซลล์ Hep-G2 เปลา่ 
 Empty vector คือ โปรตีนรวมที ได้จากเซลล์ COS7 ที ได้รับ expression vector เปลา่ 
 Wild type คือ โปรตีนรวมที ได้จากเซลล์ COS7 ที ได้รับยีน AGXT ปกตซิึ งเชื อมตอ่กบั  
                        expression vector 
 Pro11Arg คือ โปรตีนรวมที ได้จากเซลล์ COS7 ที ได้รับยีน AGXT ที กลายพนัธุ์ซึ ง 
     เชื อมตอ่กบั expression vector 

 ∆As = A1 – A2 ของหลอดตวัอยา่ง (sample) 

 ∆Ab = A1 – A2 ของหลอด blank 

 ∆A = ∆As – ∆Ab 
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ผลการวิเคราะห์ได้แสดงเป็นกราฟดงัภาพที  24 จะเห็นว่าค่าการดูดกลืนแสงก่อนใส่
เอนไซม์ LDH (A1) ของทกุชนิดตวัอย่างมีความใกล้เคียงกนั แตห่ลงัจากใส่เอนไซม์ LDH พบว่า 
คา่การดดูกลืนแสง (A2) ลดลงแตกตา่งกนั โดยเซลล์ COS7 ที ถกู transfect ด้วยยีน AGXT แบบ
ปกตมีิความแตกตา่งระหวา่งคา่ A1 กบัคา่ A2 มากที สดุ รองลงมาคือ เซลล์ COS7 ที ถกู transfect 
ด้วยยีน AGXT แบบ p.Pro11Arg ตามด้วยเซลล์ Hep-G2 เปล่า แม้ว่าจะเป็นเซลล์ตบั แต่ระดบั
การแสดงออกของยีน (การผลิตเอนไซม์ AGT) ยังน้อยกว่าเซลล์ 2 ชนิดแรกซึ งเป็น over 
expression  ส่วนเซลล์ COS7 ที ถกู transfect ด้วยพลาสมิดเปล่า (empty vector) และเซลล์ 
COS7 เปล่า มีความแตกตา่งระหว่างคา่ A1 กบัคา่ A2 น้อยมาก ซึ งแทบจะไม่แตกตา่งกนั ที เป็น
เช่นนี > เพราะโดยปกติเอนไซม์ AGT จะแสดงออกเฉพาะในเซลล์ตบั แตเ่ซลล์ COS7 เป็นเซลล์ไต 
ซึ งสอดคล้องกับผลที ได้จากการทํา western blot ที ไม่พบเอนไซม์ AGT ในเซลล์ COS7 ที ถูก 
transfect ด้วย  พลาสมิดเปล่า (empty vector) สําหรับภาพที  25 แสดงให้เห็นถึงปริมาณไพรูเวท
ที ตรวจพบในแต่ละชนิดตัวอย่าง โดยถ้ามีปริมาณไพรูเวทมาก แสดงว่าเอนไซม์ AGT มี
ความสามารถในการทํางานได้ดีมากด้วย ซึ งพบว่า เซลล์ COS7 ที ถกู transfect ด้วยยีน AGXT 
แบบปกติ มีปริมาณไพรูเวทเฉลี ย 3.21 ± 0.26 µmol/h/mg ในขณะที เซลล์ COS7 ที ถกู transfect 
ด้วยยีน AGXT แบบ p.Pro11Arg (Pro11Arg AGXT) มีปริมาณไพรูเวทเฉลี ย 1.01 ± 0.25 
µmol/h/mg  ซึ งน้อยกว่าประมาณ 3 เท่า เมื อเทียบกบัเอนไซม์ AGT ที ผลิตจากยีน AGXT ปกต ิ
แสดงให้เห็นว่า เอนไซม์ AGT ที ผลิตจากยีน AGXT ที กลายพันธุ์แบบ p.Pro11Arg มี
ความสามารถในการทํางานเพียง 31% ซึ งลดลง 69% เมื อเทียบกบัเอนไซม์ AGT ที ผลิตจากยีน 
AGXT ปกต ิ

 

 

 

ภาพที  24 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่การดดูกลืนแสงก่อนใสเ่อนไซม์ LDH (A1)  
และหลงัใสเ่อนไซม์ LDH (A2) 
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ภาพที  25 กราฟแสดงปริมาณไพรูเวทที เกิดขึ >น ซึ งเป็นผลจากความสามารถในการทํางาน 
ของเอนไซม์ AGT 

 

การวิเคราะห์คา่ทางสถิต ิเพื อดคูวามสมัพนัธ์ในภาพรวมของปริมาณไพรูเวทเฉลี ยที ได้จาก
เซลล์ทั >ง 5 ชนิด โดยใช้วิธีการวิเคราะห์แบบ One-way ANOVA ด้วยโปรแกรม SPSS 17 ผลที ได้
เป็นไปตามตารางที  14 สามารถสรุปได้ว่า  ชนิดของตวัอย่างอย่างน้อย 1 ชนิดมีคา่เฉลี ยปริมาณ
ไพรูเวทแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิตทีิ ระดบัความเชื อมั น 99% 
 

ตารางที  14 คา่ทางสถิตทีิ ได้จากการวิเคราะห์แบบ One-way ANOVA 
Oneway  ANOVA 

Data 

 Sum of 
Squares df Mean Square F 

Sig. 
(P-value) 

Between Groups 21.121 4 5.280 200.363 .000 

Within Groups .264 10 .026   

Total 21.384 14    
 

 โดยที สมมตฐิาน คือ Ho : ปริมาณเฉลี ยของไพรูเวทในแตล่ะชนิดตวัอย่างมีคา่ไมแ่ตกตา่งกนั 
                        Ha : ปริมาณเฉลี ยของไพรูเวทอยา่งน้อย 1 ชนิดตวัอยา่งมีคา่แตกตา่งกนั 
 

จากตาราง ANOVA ได้คา่ P-value = 0                 ยอมรับ  Ha 
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เมื อวิเคราะห์ค่าทางสถิติ ด้วยวิธี One-way ANOVA แล้วพบว่า มีปริมาณเฉลี ยของ     
ไพรูเวทอย่างน้อย 1 ชนิดตวัอย่างมีค่าแตกต่างกัน แต่ไม่สามารถระบุได้ว่า ปริมาณเฉลี ยของ    
ไพรูเวทจากเซลล์คู่ใดที แตกต่างกันบ้าง จึงต้องทําการเปรียบเทียบโดยการวิเคราะห์ค่าทางสถิติ
ด้วยวิธี Post Hoc Tests ซึ งเป็น Multiple Comparisons ทําให้สามารถเปรียบเทียบความ
แตกต่างของข้อมูลทีละคู่ได้ โดยเลือกการวิเคราะห์แบบ Tukey HSD ด้วยโปรแกรม SPSS 17 
ข้อมลูที ได้เป็นไปตามตารางที  15 ซึ งสรุปผลได้ว่า สามารถแบง่ชนิดตวัอย่าง เป็น 3 กลุ่ม คือ กลุ่ม
แรก (COS7 HepG2 และ Empty vector) ซึ งมีคา่เฉลี ยของปริมาณไพรูเวทไม่แตกตา่งกนั แต่
แตกตา่งทั >งกบั wild type และ Pro11Arg AGXT  กลุ่มที สอง (wild type AGXT) และกลุ่มที สาม 
(Pro11Arg AGXT)  โดยที  wild type และ Pro11Arg AGXT มีค่าเฉลี ยของปริมาณไพรูเวท
แตกต่างกันอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (P-value = 0 ) นอกจากนี >ยงัมีข้อมลูที แสดงถึงความ
แตกตา่งระหว่างคูที่ เปรียบเทียบกนั ดงัตารางที  16 ซึ งสามารถเปรียบเทียบชนิดตวัอย่างทีละคูไ่ด้ 
จากคา่ P-value (Sig)  โดยถ้าคูใ่ดมีคา่ P-value ≤  0.01 แสดงว่า คูน่ั >นมีคา่เฉลี ยแตกตา่งกนั
อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิที ระดบัความเชื อมั น 99% 

 

ตารางที  15 สรุปผลการวิเคราะห์คา่ทางสถิติด้วยวิธี Post Hoc Tests แบบ Tukey HSD 

Tukey HSDa 

 

Sample N 

Subset for alpha = 0.01 

1 2 3 

Empty vector 3 .0733   

COS7 3 .0867   

HepG2 3 .3167   

Pro11Arg 
AGXT 

3 
 

1.0067 
 

wild type AGXT 3   3.2133 

Sig.  .406 1.000 1.000 

 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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ตารางที  16 ผลการวิเคราะห์ข้อมลูทางสถิตด้ิวยวิธี Post Hoc Tests แบบ Tukey HSD 
                  โดยการเปรียบเทียบทีละคู ่  

Post Hoc Tests  (Multiple Comparisons) 

Data   (Tukey HSD) 

(I) Sample (J) Sample 
Mean Difference 

(I-J) 
Std. Error 

Sig. 
(P-value) 

99% Confidence Interval 

Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

COS7 HepG2 -.23000 .13255 .457 -.8051 .3451 

Empty vector .01333 .13255 1.000 -.5618 .5884 

wild type AGXT -3.12667* .13255 .000 -3.7018 -2.5516 

P11R AGXT -.92000* .13255 .000 -1.4951 -.3449 

HepG2 COS7 .23000 .13255 .457 -.3451 .8051 

Empty vector .24333 .13255 .406 -.3318 .8184 

wild type AGXT -2.89667* .13255 .000 -3.4718 -2.3216 

P11R AGXT -.69000* .13255 .003 -1.2651 -.1149 

Empty 
vector 

COS7 -.01333 .13255 1.000 -.5884 .5618 

HepG2 -.24333 .13255 .406 -.8184 .3318 

wild type AGXT -3.14000* .13255 .000 -3.7151 -2.5649 

P11R AGXT -.93333* .13255 .000 -1.5084 -.3582 

wild type 
AGXT 

COS7 3.12667* .13255 .000 2.5516 3.7018 

HepG2 2.89667* .13255 .000 2.3216 3.4718 

Empty vector 3.14000* .13255 .000 2.5649 3.7151 

P11R AGXT 2.20667* .13255 .000 1.6316 2.7818 

P11R 
AGXT 

COS7 .92000* .13255 .000 .3449 1.4951 

HepG2 .69000* .13255 .003 .1149 1.2651 

Empty vector .93333* .13255 .000 .3582 1.5084 

wild type AGXT -2.20667* .13255 .000 -2.7818 -1.6316 

*. The mean difference is significant at the 0.01 level. 
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2.3 การตรวจสอบตาํแหน่งเอนไซม์ AGT ภายในเซลล์ 

จากการตรวจสอบด้วยวิธี immunofluorescence พบว่า ในเอนไซม์ AGT ที กลายพนัธุ์ ดงั
ภาพที  26 มีรูปแบบการย้อมติดสีของเอนไซม์ AGT (สีแดง) โดยถูกทําให้เห็นด้วยแอนติบอดีต่อ
โปรตีน V5 ที ผลิตจากยีนใน expression vector ซึ งใช้เป็น marker ของเอนไซม์ AGT ไม่
เหมือนกบัรูปแบบของเพอร็อกซิโซม (สีเขียว) โดยถกูทําให้เห็นด้วยแอนติบอดีตอ่โปรตีน catalase 
ซึ งใช้เป็น marker ของเพอร็อกซิโซม เมื อเทียบกับผลที ได้จากเอนไซม์ AGT ปกติ ดงัภาพที  27 
พบว่ารูปแบบจะคล้ายคลึงกัน ทาบทบักนัสนิท ทําให้เมื อซ้อนทบัสีกนัในภาพที  3 ของแตล่ะเซลล์ 
สีที ได้จึงเปลี ยนเป็นสีส้ม แตใ่นบางบริเวณอาจเห็นเป็นสีแดงอยู่ เนื องจากการติดสีของสีแดงเข้ม
มาก ส่วนสีเขียวติดแบบจาง ๆ ทําให้เมื อซ้อนทบัสีกันจึงปรากฏเป็นสีแดงแทนที จะเป็นสีส้ม แต่
ขณะที ในเอนไซม์ AGT ที กลายพนัธุ์มีบางบริเวณที สีแดงไมท่บัซ้อนกบัสีเขียวประมาณ 20% แสดง
วา่ เอนไซม์ AGT ที กลายพนัธุ์ประมาณ 20% นั >นถกูส่งไปยงัออร์แกเนลล์อื นที ผิดตําแหน่งหรืออาจ
ติดอยู่ที เอนโดพลาสมิก เรติคลูมั ไม่ได้ถกูส่งไปยงัเพอร็อกซิโซมตามปกติ โดยผลการวิเคราะห์นั >น
ได้มาจากการเลือกจุดสีแดงในภาพที  1 ของแต่ละเซลล์ทั >งเอนไซม์ AGT ที กลายพันธุ์และปกต ิ
แล้วเปรียบเทียบกับตําแหน่งเดียวกันในภาพที  2 ของเซลล์เดียวกัน ด้วยโปรแกรม Adobe 
Photoshop CS2 เพื อตรวจสอบว่าสีแดงในภาพที  1 ซ้อนทบักบัสีเขียวในภาพที  2 หรือไม่ ภาพละ 
20 จดุ พบว่าในกลุ่มเซลล์ที ผลิตเอนไซม์ AGT ที กลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg มีคา่เฉลี ยประมาณ 
4 จดุที สีแดงไมซ้่อนทบักบัสีเขียว  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

65 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที  26  การตรวจสอบตําแหนง่เป้าหมายภายในเซลล์ของเอนไซม์ AGT ที สงัเคราะห์จากเซลล์ COS7 
             ที ถกู transfect ด้วยยีน AGXT แบบ p.Pro11Arg ด้วยวิธี immunofluorescence (60X) 
             โดย สีแดง คือ เอนไซม์ AGT, สีเขียว คือ เพอร็อกซิโซม, และ สีนํ >าเงิน คือ นิวเคลียส 

                 ภาพที  1 : เอนไซม์ AGT             ภาพที  2 : เพอร็อกซโิซม        ภาพที  3 : เอนไซม์ AGT + เพอร็อกซิโซม 

เซลล์ที  1 

เซลล์ที  2 

เซลล์ที  3 

เซลล์ที  4 

เซลล์ที  5 
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ภาพที  27 การตรวจสอบตําแหนง่เป้าหมายภายในเซลล์ของเอนไซม์ AGT ที สงัเคราะห์จาก 
เซลล์ COS7 ที ถกู transfect ด้วยยีน AGXT แบบปกต ิด้วยวิธี immunofluorescence (60X) 

 โดย สีแดง คือ เอนไซม์ AGT สีเขียว คือ เพอร็อกซิโซม และ สีนํ >าเงิน คือ นิวเคลียส 

เซลล์ที  1 

เซลล์ที  2 

เซลล์ที  3 

เซลล์ที  4 

เซลล์ที  5 

                  ภาพที  1 : เอนไซม์ AGT             ภาพที  2 : เพอร็อกซโิซม        ภาพที  3 : เอนไซม์ AGT + เพอร็อกซิโซม 
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บทที� 5 

สรุปผลการวิจัย อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 
 

สรุปผลการวิจัย 

ยีน AGXT ที�กลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg ยงัคงสามารถผลิตเอนไซม์ AGT ได้ในระดบั
ปกติและไม่ถูกสลาย เนื�องจากแถบที�ได้มีขนาดใกล้เคียงกัน เมื�อเทียบกับยีนแบบปกติ แต่
ความสามารถในการทํางานของเอนไซม์ AGT ที�กลายพนัธุ์ลดลงประมาณ 69% เมื�อเทียบกับ
เอนไซม์ AGT ที�ปกต ิซึ�งเป็นสาเหตสํุาคญัในการเกิดโรค PH1 ของผู้ ป่วยรายนี ? โดยเฉพาะอย่างยิ�ง
ผู้ ป่วยมีความผิดปกติแบบดีลีชนัในระดบัโครโมโซม ซึ�งทําให้มีการหลดุหายไปของโครโมโซมคูที่� 2 
ส่วนปลายซึ�งเป็นบริเวณที�มียีน AGXT รวมอยู่ด้วย ประกอบกับเกิดมิวเทชนัในยีน AGXT  แบบ 
p.Pro11Arg บนโครโมโซมอีกแท่งหนึ�ง ทําให้ความสามารถในการทํางานของเอนไซม์ AGT เหลือ
เพียง 15% เท่านั ?น จึงเกิดการสะสมของผลึกแคลเซียมออกซาเลทปริมาณมาก ส่งผลให้เกิดนิ�วใน
ไตและเป็นโรค PH1 ส่วนตําแหน่งเป้าหมายภายในเซลล์ของเอนไซม์ AGT ที�กลายพนัธุ์ประมาณ 
20% นั ?นถกูสง่ไปยงัออร์แกเนลล์อื�นที�ผิดตําแหนง่แทนที�จะเป็นเพอร็อกซิโซมตามปกติ ซึ�งเป็นไปได้
วา่อาจตดิอยูที่�เอนโดพลาสมิก เรตคิลูมัหรือถกูสง่ไปผิดตําแหน่งที�ไมโทคอนเดรียแทน ดงันั ?นผู้ ป่วย
รายนี ?ซึ�งเกิดการกลายพนัธุ์ในยีน AGXT แบบ c.32C>G ส่งให้ในระดบัโปรตีนเกิดการเปลี�ยนชนิด
กรดอะมิโนแบบ p.Pro11Arg มีสาเหตหุลกัของการเกิดโรค PH1 จากความบกพร่องในการทํางาน
ของเอนไซม์ AGT โดยความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาสลายไกลออกซิเลทเหลือเพียง 15% 
เท่านั ?น ประกอบกับเอนไซม์ประมาณ 20%  ไม่สามารถทํางานได้ตามปกติเนื�องจากถกูส่งไปผิด
ตําแหนง่ 
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อภปิรายผลการวิจัย 

จากผลการวิจยัได้สรุปยืนยนัแน่ชดัว่า เอนไซม์ AGT ที�กลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg ไม่ได้
ถกูยอ่ยสลาย และมีปริมาณปกติ เนื�องจากการตรวจสอบด้วยวิธี western blot ได้พิสจูน์ให้เห็นว่า 
ปรากฏแถบของเอนไซม์ AGT ที�กลายพนัธุ์และมีปริมาณความเข้มของแถบใกล้เคียงกบัแถบของ
เอนไซม์ AGT ปกต ิแสดงวา่การเปลี�ยนกรดอะมิโนในตําแหน่งที� 11 จาก Proline เป็น Arginine ไม่
มีผลตอ่การจบักนัของ 2 หน่วยย่อย (dimerization) ทําให้ 2 หน่วยย่อยของเอนไซม์ AGT ที�กลาย
พนัธุ์สามารถจบักันได้ตามปกติ จึงไม่ถูกย่อยสลาย เพราะส่วนใหญ่การย่อยสลายเกิดจากการที� 
หน่วยย่อยแต่ละหน่วยไม่สามารถจบักันได้ ทําให้เกิดความไม่เสถียรและนําไปสู่การรวมตวัเป็น
กลุ่มก้อน จึงถกูย่อยสลายได้อย่างรวดเร็ว (Danpure et al., 1993) ซึ�งสอดคล้องกบังานวิจยัซึ�งได้
ศกึษาเกี�ยวกบั dimerization ของเอนไซม์ AGT ที�มีการเปลี�ยนชนิดกรดอะมิโนในตําแหน่งเดียวกนั 
แตเ่ปลี�ยนเป็น Leucine ซึ�งพบในแอลลีลรอง (Lumb, et al., 1999) พบว่า การเปลี�ยนชนิดกรด  
อะมิโนดงักล่าวไม่มีผลต่อ dimerization ของเอนไซม์ หน่วยย่อยของเอนไซม์ยงัสามารถจบักันได้
ตามปกตเิมื�อเปรียบเทียบกบัเอนไซม์ AGT ปกตทีิ�พบในแอลลีลหลกั 
 สําหรับความสามารถในการทํางานของเอนไซม์ AGT ที�กลายพนัธุ์ซึ�งลดลงประมาณ 69% 
จากการตรวจสอบด้วยวิธี semiautomated spectrophotometric นั ?นน่าจะเป็นผลมาจากการ
เปลี�ยนชนิดกรดอะมิโนจาก Proline ซึ�งเป็นกรดอะมิโนที�มีคุณสมบัติ คือ ไม่มีขั ?ว ไม่ชอบนํ ?า 
เปลี�ยนเป็น Arginine ซึ�งเป็นกรดอะมิโนที�มีคณุสมบตัิตรงกันข้าม คือ มีขั ?ว และมีประจุรวมเป็น
บวก สง่ผลให้การจดัเรียงตวัของโปรตีน (conformation) เกิดการเปลี�ยนแปลง ทําให้สารตั ?งต้นที�จะ
เข้าจบักบัเอนไซม์ AGT ที�กลายพนัธุ์เกิดได้ยากขึ ?น เนื�องจากความไม่เหมาะสมกนัระหว่างรูปร่าง
ของเอนไซม์ AGT ที�เปลี�ยนไปกบัสารตั ?งต้น แตท่ั ?งนี ?ไม่ได้หมายความว่าเอนไซม์ AGT ที�กลายพนัธุ์
แบบ p.Pro11Arg จะไม่สามารถเร่งปฏิกิริยาการสลายไกลออกซิเลทได้เลย ดงัจะเห็นได้จากผล
การทดลองที�ยืนยนัว่า เอนไซม์ AGT ที�กลายพนัธุ์นี ?ยงัมีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาได้ แต่
เหลือเพียง 31% เมื�อเทียบกนัเอนไซม์ AGT ปกติในเวลาที�เท่ากนั ด้วยเหตนีุ ?จึงทําให้เอนไซม์ AGT 
ที�กลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg มีความสามารถในการทํางานลดลง ซึ�งสอดคล้องกบัการเปลี�ยน
ชนิดกรดอะมิโนในตําแหน่งเดียวกันที�พบในแอลลีลรองจาก Proline เป็น Leucine ซึ�งเป็นกรด    
อะมิโนที�มีหมูฟั่งก์ชนัคณุสมบตัิเดียวกนั แตมี่ผลทําให้ลดความสามารถในการทํางานของเอนไซม์ 
AGT ได้ โดยทําให้กระบวนการเร่งปฏิกิริยาทางเคมีในการสลายไกลออกซาเลทเกิดได้น้อยลง 
(Lumb and Danpure, 2000) 
 ส่วนการตรวจสอบตําแหน่งเป้าหมายภายในเซลล์ด้วยวิธี immuunofluorescence นั ?น
พบวา่ เอนไซม์ AGT ที�กลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg ประมาณ 20% ไม่ได้ถกูส่งไปยงัเพอร็อกซิโซม
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ตามปกต ิแตส่ง่ไปผิดตําแหนง่ เนื�องจากการวิเคราะห์ภาพด้วยโปรแกรม Adobe Photoshop CS2 
พบว่าสีแดงซึ�งย้อมติดเอนไซม์ AGT ที�กลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg ไม่ซ้อนทบักบัสีเขียวซึ�งย้อม
ติดเอนไซม์ catalase ที�พบเฉพาะในเพอร็อกซิโซม โดยมีค่าเฉลี�ยประมาณ 4 จุด จากจุดที�สุ่ม
ตรวจสอบทั ?งหมด 20 จดุในแตล่ะภาพ รวมทั ?งหมด 5 ภาพ สําหรับออร์แกเนลล์ที�ส่งไปผิดตําแหน่ง
เป้าหมายนั ?น คาดว่าน่าจะเป็นไมโทคอนเดรีย เนื�องจากมีรายงานการศกึษาผลของเอนไซม์ AGT 
ที�มีการเปลี�ยนชนิดกรดอะมิโนในตําแหน่งที� 11 ซึ�งเป็นตําแหน่งเดียวกับการกลายพันธุ์ ที�พบใน
งานวิจยันี ? โดยเปลี�ยนจาก Proline เป็น Leucine สามารถพบได้ในแอลลีลรอง (Purdue et al., 
1990) พบว่า เอนไซม์ AGT ประมาณ 5% จะถกูส่งไปผิดตําแหน่งโดยถกูส่งไปยงัไมโทคอนเดรีย
แทนที�จะเป็นเพอร็อกซิโซมตามปกติ ทั ?งนี ?เป็นผลมาจากการเปลี�ยนกรดอะมิโนในตําแหน่งที� 11 
เป็น Leucine นั ?นทําให้เกิด mitochondrial targeting sequence (MTS) อย่างอ่อนขึ ?น ซึ�งเป็น
สญัญาณสําคญัที�นําเอนไซม์ AGT ไปสูไ่มโทคอนเดรีย ซึ�งสอดคล้องกบัผลการศกึษาที�พบว่า MTS 
จะมีการจดัรูปร่างตรงส่วนบริเวณด้านปลายหมู่อะมิโนให้อยู่ในรูปเกลียวแบบแอลฟา ซึ�งมีประจุ
รวมเป็นบวก (Heijne, 1986) โดย MTS สามารถจบักบัตวัรับ (import receptor) TOM20 ที�ฝังตวั
อยูบ่นเยื�อหุ้มชั ?นนอกของไมโทคอนเดรีย ทําให้เอนไซม์ AGT ที�มีสญัญาณ MTS อยู่จะถกูส่งเข้าไป
ในไมโทคอนเดรียได้ อย่างไรก็ตามเอนไซม์ AGT ปกติที�ผลิตจากแอลลีลหลกัจะมีกรดอะมิโนใน
ตําแหนง่ที� 10 และ 11 เป็น Proline ทั ?งคู ่ ซึ�งถือว่าการมี Proline อยู่ชิดติดกนั 2 ตวัเป็นตวัขดัขวาง
การจดัรูปร่างเป็นเกลียวแบบแอลฟา ทําให้สญัญาณ MTS จึงไม่เกิดขึ ?น (Lumb et al., 1999) 
ดงันั ?นการเปลี�ยนชนิดกรดอะมิโนในตําแหน่งที� 11 จาก Proline เป็น Arginine ซึ�งเป็นการกลาย
พนัธุ์ที�พบใหม่ในงานวิจัยนี ? จึงส่งผลทําลายตวัขดัขวางการเกิดสญัญาณ MTS ดงักล่าว ทําให้
สญัญาณ MTS จงึสามารถเกิดขึ ?นได้ อีกทั ?ง Arginine เป็นกรดอะมิโนที�มีหมู่ฟังก์ชนัซึ�งมีคณุสมบตั ิ
คือ มีขั ?ว และมีประจุรวมเป็นประจุบวก ยิ�งส่งผลให้เกิดสัญญาณ MTS ที�แรงขึ ?นกว่าการ
เปลี�ยนเป็น Leucine เนื�องจาก Leucine เป็นกรดอะมิโนที�ไม่มีขั ?ว จึงเป็นเพียงการทําลายตวั
ขดัขวางการเกิดสญัญาณ MTS เท่านั ?น ทําให้การกลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg มีการส่งเอนไซม์ 
AGT ที�กลายพนัธุ์ไปผิดตําแหน่งมากถึง 20% เมื�อเทียบกบัเอนไซม์ AGT แบบ p.Pro11Leu ที�ได้
จากแอลลีลรองซึ�งเกิดการส่งผิดตําแหน่งเป้าหมายเพียง 5% อย่างไรก็ตามเอนไซม์ AGT ที�กลาย
พนัธุ์แบบ Pro11Arg ส่วนใหญ่ประมาณ 80% ยงัคงถกูส่งไปยงัเพอร็อกซิโซมตามปกติ ทั ?งนี ?เป็น
เพราะทางด้านปลายหมู่คาร์บอกซียงัมี peroxisomal targeting sequence (PTS) อยู่ตรงส่วน
ปลาย ซึ�งเป็นลําดบักรดอะมิโนจําเพาะ 3 ตวั คือ KKL (Lysine-Lysine-Leucine) เป็นสญัญาณ
สําคญัที�นําเอนไซม์ AGT ไปยงัเพอร็อกซิโซม ส่วนที�คาดการณ์ว่าอาจติดอยู่ที�เอนโดพลาสมิก เรติ
คลูมันั ?น เป็นเพราะภาพที�ได้จากการวิเคราะห์ตําแหน่งเป้าหมายของเอนไซม์ AGT ที�กลายพนัธุ์
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ของเซลล์ที� 2 ในภาพที� 26 ของบทที� 4 พบว่า มีจดุสีแดงกระจายเป็นกลุ่มอยู่ติดกบันิวเคลียสและ
ไม่มีสีเขียว (ตําแหน่งของเพอร็อกซิโซม) ซ้อนทบั จึงคาดว่าบริเวณนั ?นน่าจะเป็นเอนโดพลาสมิก   
เรติคลูมั โดยปกติพอลิเพปไทด์ที�ผลิตขึ ?นในเอนโดพลาสมิก เรติคลูมัแล้วมีการม้วนตวัผิดปกติ จะ
ติดค้างอยู่ภายในออร์แกเนลล์ไม่สามารถส่งต่อไปยังตําแหน่งเป้าหมายได้ตามปกติ จึงต้องมี
กระบวนการ surveillance system ซึ�งมี chaperone เข้ามาตรวจสอบและกําจดัพอลิเพปไทด์
เหลา่นั ?นให้หมดไป โดยสง่ไปยอ่ยสลายในไลโซโซม  
 งานวิจยันี ?นบัว่ามีประโยชน์ต่อผู้ ป่วยรายนี ? ซึ�งทราบสาเหตทีุ�แท้จริงของการเกิดโรค PH1
วา่เกิดจากความสามารถในการทํางานของเอนไซม์ AGT ลดลงเป็นอยา่งมาก ทําให้แพทย์สามารถ
นําไปเป็นข้อมลูประกอบการรักษารวมทั ?งเข้าใจพยาธิสภาพของการเกิดโรคมากขึ ?น เพื�อจดัยาหรือ
วิตามินที�จะชว่ยเสริมการทํางานของเอนไซม์ AGT ให้ดียิ�งขึ ?น นอกจากนี ?ครอบครัวของผู้ ป่วยเองยงั
สามารถใช้ประโยชน์จากงานวิจยันี ?ในการวางแผนสําหรับการมีบุตรคนต่อไป ควรมีการวินิจฉัย
ทารกในครรภ์ เพื�อตรวจสอบว่ามีความผิดปกติในยีน AGXT หรือไม่ รวมทั ?งตรวจสอบในระดบั
โครโมโซมว่าเกิดการขาดหายไปในโครโมโซมคูที่� 2 หรือไม่ เพื�อป้องกันไม่ให้บตุรคนตอ่ไปเป็นโรค 
PH1 เช่นเดียวกับพี�สาวทั ?งสองคน สําหรับในแวดวงวิชาการนบัว่าเป็นการเพิ�มเติมองค์ความรู้
เกี�ยวกบัโรค PH1 ให้มากขึ ?น ทําให้ทราบบทบาทและการทํางานที�ผิดปกติไปของยีน AGXT ซึ�งเกิด
จากเปลี�ยนชนิดของเบสเพียงตําแหน่งเดียวในลําดบัที� 32 จากไซโทซีน เป็นกวานีน ส่งผลให้ใน
ระดบัโปรตีนมีการเปลี�ยนชนิดกรดอะมิโนในตําแหน่งที� 11 จาก Proline เป็น Arginine ซึ�งเป็น
ตําแหน่งเดียวกับที�พบในแอลลีลรอง แต่เปลี�ยนเป็น Leucine แทน พบว่าแม้จะเป็นตําแหน่ง
เดียวกัน แต่เมื�อเปลี�ยนเป็นกรดอะมิโนคนละชนิดกัน กลับส่งผลให้เกิดการทํางานของเอนไซม์ 
AGT ผิดปกตไิปแตกตา่งกนั 
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ข้อเสนอแนะ 

การทํา transfection ซึ�งเป็นการถ่ายพลาสมิดเข้าไปภายในเซลล์ COS7 เพื�อให้ยีนมีการ
แสดงออกโดยผลิตเอนไซม์ AGT สําหรับนําไปตรวจสอบด้วยวิธี immunofluorescence นั ?น
สามารถปรับลดปริมาณพลาสมิดให้น้อยลงได้ตามความเหมาะสม เพื�อให้สีแดงที�ได้จากการย้อม
ติดเอนไซม์ AGT ไม่ติดเข้มจนเกินไป เนื�องจากยีนมีการแสดงออกแบบ over expression อยู่แล้ว 
แตอ่ยา่งไรก็ตามปริมาณพลาสมิดที�ถ่ายเข้าไปภายในเซลล์ COS7 ทั ?งยีนปกติและยีนที�กลายพนัธุ์
แบบ p.Pro11Arg ต้องมีปริมาณเท่ากนั เพื�อเปรียบเทียบผลที�เกิดขึ ?นได้ว่ามาจากความบกพร่อง
ของยีนที�กลายพนัธุ์จริง ไมไ่ด้เป็นผลจากปริมาณการแสดงออกของยีนที�ไมเ่ทา่กนัตั ?งแตเ่ริ�มต้น 
 ควรศกึษาโครงสร้าง 3 มิติของเอนไซม์ที�กลายพนัธุ์แบบ p.Pro11Arg เพิ�มเติมด้วยโปรแกรม
คอมพิวเตอร์เหมือนกบังานวิจยัของ  Zhang et al., 2003 สําหรับตรวจสอบผลการเปลี�ยนแปลงที�
เกิดขึ ?นจากการจําลองสถานการณ์โดยเปลี�ยนชนิดกรดอะมิโนในตําแหน่งที� 11 จาก Proline เป็น 
Arginine เพื�อเป็นข้อมูลเพิ�มเติมสําหรับการอธิบายความสามารถในการทํางานที�ลดลง รวมทั ?ง
สญัญาณการสง่เอนไซม์ในปลายด้านอะมิโนที�เปลี�ยนไป จงึทําให้ถกูสง่ไปผิดตําแหนง่ 

ในการทํา immunofluorescence นั ?นควรใช้แอนติบอดีที�จําเพาะต่อไมโทคอนเดรียและ
เอนโดพลาสมิก เรติคลูมัเพิ�มเติม เพื�อตรวจสอบตําแหน่งเอนไซม์ AGT ที�กลายพนัธุ์ซึ�งถกูส่งไปผิด
ตําแหนง่แทนที�จะเป็นเพอร็อกซิโซมให้แนช่ดัยิ�งขึ ?น 

การตรวจสอบภาพที�ได้จากการทํา immunofluorescence สามารถใช้โปรแกรม
คอมพิวเตอร์ในการวิเคราะห์สีที�ได้จากการย้อมว่ามีการทบัซ้อนกันมากน้อยเพียงใด เพื�อให้การ
วิเคราะห์ผลมีความสะดวก รวดเร็วยิ�งขึ ?น แต่การใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์นี ?มีต้นทุนค่าใช้จ่าย
ทางด้านลิขสิทธิpโปรแกรมคอ่นข้างสงู  
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมสารเคมีต่าง ๆ ที�ใช้ในงานวิจัย 

อาหารที�ใช้ในการเลี �ยงเซลล์แบคทีเรีย 

LB broth   ปริมาตร 500 มิลลิลิตร   เก็บที�อุณหภูมิ 4 oC และปราศจากเชื �อ 

− Tryptone    5 กรัม 

− Yeast extract    2.5 กรัม 

− NaCl     2.5 กรัม 

− Distilled water    500 มิลลิลิตร 
แล้วนําไป autoclave 

LB agar   ปริมาตร 100 มิลลิลิตร   เก็บที�อุณหภูมิ 4 oC และปราศจากเชื �อ 

− Tryptone    1 กรัม 

− Yeast extract    0.5 กรัม 

− NaCl     0.5 กรัม 

− Agar     1.5 กรัม 

− Distilled water    100 มิลลิลิตร 
แล้วนําไป autoclave รอให้อุ่น จากนั 6นเติมยาปฏิชีวนะ (ถ้ามี) ในอัตราส่วนทีB

ต้องการ แล้วเทใสจ่ากเพาะเชื 6อ ทิ 6งไว้ให้เย็นเพืBอให้วุ้นแข็งตวั 
 

สารเคมีที�ใช้ในการถ่ายพลาสมิดเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย 

SOC media  ปริมาตร 100 มิลลิลิตร     เก็บที�อุณหภูมิ 4 oC  

− Tryptone    2 กรัม 

− Yeast extract    0.5 กรัม 

− NaCl     1 กรัม 

− KCl     0.75 กรัม 

− Distilled water    100 มิลลิลิตร 
แล้วนําไป autoclave 
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สารเคมีที�ใช้ในการทาํ Western blot 

RIPA buffer ปริมาตร 500 มิลลิลิตร    เก็บที�อุณหภูมิ 4 oC และห้ามโดนแสง 

− 1 M Tris-HCl (pH 8.8)   25 มิลลิลิตร 

− 1 M NaCl    75 มิลลิลิตร 

− 100% Nonidet-P40   5 มิลลิลิตร 

− 10% Sodium Deoxycholate  25 มิลลิลิตร 

− 10% SDS    5 มิลลิลิตร 

− Distilled water    365 มิลลิลิตร 
1 M Tris-HCl buffer  ปริมาตร 100 มิลลิลิตร    เก็บที�อุณหภูมิ 4 oC 

− Tris base    12.11   กรัม 

ละลายใน Distilled water ปริมาตร 80 มิลลิลิตร จากนั 6นปรับคา่ pH ด้วย HCl 
ให้ได้คา่ทีBต้องการ เสร็จแล้วปรับปริมาตรด้วย Distilled water ให้ครบ 100 มิลลิลิตร 
Separating gel 12%  ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

− 1 M Tris–HCl buffer (pH 8.8)  2.5 มิลลิลิตร 

− 10% SDS    100 ไมโครลิตร 

− 40% Bis/Acrylamide   3 มิลลิลิตร 

− Distilled water    4.4 มิลลิลิตร 
ผสมให้เข้ากนั จากนั 6นจงึเตมิ 

− 10% APS    100  ไมโครลิตร 

− Temed     10 ไมโครลิตร 
Stacking gel 4%   ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

− 1 M Tris–HCl buffer (pH 6.8)  500 ไมโครลิตร 

− 10% SDS    50 ไมโครลิตร 

− 40% Bis/Acrylamide   500 ไมโครลิตร 

− Distilled water    3.95 มิลลิลิตร 
ผสมให้เข้ากนั จากนั 6นจงึเตมิ 

− 10% APS    50  ไมโครลิตร 

− Temed      5 ไมโครลิตร 
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10X Tris-Glycine buffer   ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร   เก็บที�อุณหภูมิห้อง 

− Tris base    30.3 กรัม 

− Glycine     187.7 กรัม 

ละลายใน Distilled water ปริมาตร 900 มิลลิลิตร แล้วปรับคา่ pH ด้วย HCl ให้
เป็น 8.3 จากนั 6นปรับปริมาตรด้วย Distilled water ให้ครบ 1,000 มิลลิลิตร 
1X Running buffer  ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

− 10% SDS    10 มิลลิลิตร 

− 10X Tris-Glycine buffer   100 มิลลิลิตร 

− Distilled water    890 มิลลิลิตร 
1X Transfer buffer  ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

− 100% Methanol    200  มิลลิลิตร 

− 10X Tris-Glycine buffer   100 มิลลิลิตร 

− Distilled water    700 มิลลิลิตร 
10X TBS (Tris Buffer Saline) ปริมาตร 500 มิลลิลิตร    เก็บที�อุณหภูมิห้อง 

− NaCl     40 กรัม 

− KCl     1 กรัม 

− Tris base    15 กรัม 

ละลายใน Distilled water ปริมาตร 400 มิลลิลิตร แล้วปรับคา่ pH ด้วย HCl ให้
เป็น 7.4 จากนั 6นปรับปริมาตรด้วย Distilled water ให้ครบ 500 มิลลิลิตร แล้วนําไป 
autoclave 
1X TBS-T   ปริมาตร 500 มิลลิลิตร      เก็บที�อุณหภูมิห้อง 

− 10X TBS    50 มิลลิลิตร 

− 100% Tween 20   250 ไมโครลิตร 
ปรับปริมาตรด้วย Distilled water ให้ครบ 500 มิลลิลิตร 

5% Blocking milk  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

− Non-fat dry milk   2.5 กรัม 

− TBS-T     50 มิลลิลิตร 
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10X PBS (Phosphate Buffer Saline) ปริมาตร 500 มิลลิลิตร    เก็บที�อุณหภูมิห้อง 

− NaCl     40 กรัม 

− KCl     1 กรัม 

− Na2HPO4    7.2 กรัม 

− KH2PO4     1.2 กรัม 

ละลายใน Distilled water ปริมาตร 400 มิลลิลิตร จากนั 6นปรับคา่ pH ด้วย HCl 
ให้เป็น 7.4 เสร็จแล้วปรับปริมาตรด้วย Distilled water ให้ครบ 500 มิลลิลิตร นําไป 
autoclave 
3X Loading buffer  ปริมาตร 10 มิลลิลิตร    เก็บที�อุณหภูมิ 4 oC 

− 1 M Tris-HCl (pH 6.8)   2.4 มิลลิลิตร 

− 20% SDS    3 มิลลิลิตร 

− 100% Glycerol    3 มิลลิลิตร 
− β-Mercaptoethanol   1.6 มิลลิลิตร 

− Bromphenol Blue   6 มิลลิกรัม 

10% SDS   ปริมาตร 200 มิลลิลิตร    เก็บที�อุณหภูมิห้อง 

− SDS     20 กรัม 

− Distilled water    200 มิลลิลิตร 
10% Ammoniumpersulphate (APS) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  เก็บที�อุณหภูมิ 4 oC 

− APS     1 กรัม 

− Distilled water    10 มิลลิลิตร 

สารเคมีที�ใช้ในการวัดการทาํงานของเอนไซม์ AGT (Enzyme activity) 

สารละลายสาํหรับเก็บตัวอย่างโปรตีน ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เก็บที�อุณหภูมิ 4 oC 

− 10 mM Pyridoxal phosphate   10 ไมโครลิตร 

− 1 M Potassium phosphate buffer (pH 8.0) 100 ไมโครลิตร 

− 1 M Sucrose     240 ไมโครลิตร 

− Distilled water     650 ไมโครลิตร 
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1 M Potassium phosphate buffer (pH 8.0)   ปริมาตร 40 มิลลิลิตร เก็บที�อุณหภูมิห้อง 

− 1 M K2HPO4     37.6 มิลลิลิตร 

− 1 M KH2PO4     2.4 มิลลิลิตร 
  แล้วปรับคา่ pH ด้วย HCl ให้เป็น 8.0 
1 M Sucrose   ปริมาตร 10 มิลลิลิตร    เก็บที�อุณหภูมิห้อง 

− Sucrose     3.42 กรัม 
ละลายใน Distilled water ให้ได้ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

1 M L-alanine   ปริมาตร 10 มิลลิลิตร   

− L-alanine     0.89 กรัม 
ละลายใน Distilled water ให้ได้ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

0.1 M Sodium glyoxylate ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เก็บที�อุณหภูมิ -20 oC 

− Sodium glyoxylate    0.057 กรัม 
ละลายใน Distilled water ให้ได้ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

10 M Pyridoxal phosphate ปริมาตร 10 มิลลิลิตร    เก็บที�อุณหภูมิ -20 oC 

− Pyridoxal phosphate    0.0247 กรัม 

− 1 M HCl      10  มิลลิลิตร 
0.5 M Tris-HCl buffer (pH 8.0) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร     เก็บที�อุณหภูมิ 4 oC 

− Tris base     6.06   กรัม 

ละลายใน Distilled water ปริมาตร 80 มิลลิลิตร จากนั 6นปรับคา่ pH ด้วย HCl 
ให้เป็น 8.0 เสร็จแล้วปรับปริมาตรด้วย Distilled water ให้ครบ 100 มิลลิลิตร 
0.25 mM NADH   ปริมาตร 25 มิลลิลิตร    เก็บที�อุณหภูมิ 4 oC และห้ามโดนแสง 

− NADH      0.0045 กรัม 

− 0.5 M Tris-HCl buffer (pH 8.0)   25  มิลลิลิตร 
1 M Potassium phosphate buffer (pH 7.4)   ปริมาตร 25 มิลลิลิตร       

− 1 M K2HPO4     20 มิลลิลิตร 

− 1 M KH2PO4     5 มิลลิลิตร 
  แล้วปรับคา่ pH ด้วย HCl ให้เป็น 7.4 
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1 M K2HPO4   ปริมาตร 500 มิลลิลิตร   

− K2HPO4 ⋅ 3 H2O     114.1 กรัม 
ละลายใน Distilled water ให้ได้ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
 

1 M KH2PO4   ปริมาตร 40 มิลลิลิตร   

− KH2PO4      5.44 กรัม 
ละลายใน Distilled water ให้ได้ปริมาตร 40 มิลลิลิตร 

3 M TCA    ปริมาตร 100 มิลลิลิตร    เก็บที�อุณหภูมิห้อง 

− 6.1 M TCA     49 มิลลิลิตร 

− Distilled water     51 มิลลิลิตร 

สารเคมีที�ใช้ในการทาํ Immunofluorescence (IF) 

0.1% Triton-X   ปริมาตร 50 มิลลิลิตร     เก็บที�อุณหภูมิห้อง 

− 10% Triton-X     0.5 มิลลิลิตร 

− 1X PBS      49.5 มิลลิลิตร 
 10X PBS   ปริมาตร 50 มิลลิลิตร     เก็บที�อุณหภูมิห้อง 

− 10X PBS     5 มิลลิลิตร 

− Distilled water ทีB autoclaved แล้ว   45 มิลลิลิตร 
1% BSA     ปริมาตร 17 มิลลิลิตร (สาํหรับ 4 หลุม) 

− 10% BSA     1.7 มิลลิลิตร 

− 1X PBS      15.3 มิลลิลิตร 
สารละลายสาํหรับ Block เซลล์ (5% BSA, 0.1% Triton-X in PBS)  ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

− 10% BSA     2.5 มิลลิลิตร 

− 10% Triton-X     50 ไมโครลิตร 

− 1X PBS      2.45 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 

ข้อมูลค่าการดูดกลืนแสงในการวัดการทาํงานของเอนไซม์ AGT จาํนวน 3 ครั�ง 
ตารางทีB 17  ข้อมลูคา่การดดูกลืนแสงในการวดัการทํางานของเอนไซม์ AGT ครั 6งทีB 1 

 

ชนิดเซลล์ 
ชนิด

หลอด 
ครั 6ง
ทีB 

A1 A2 A1 – A2 
คา่เฉลีBย 
A1 – A2 

∆A = 

∆As - ∆Ab 

ปริมาณ 
ไพรูเวท 

(µmol/h/mg) 

COS7 

Blank 
1 0.228 0.224 0.004 

0.002 

0.007 0.13 

2 0.226 0.225 0.001 

3 0.224 0.222 0.002 

Sample 
1 0.219 0.211 0.008 

0.009 2 0.223 0.212 0.011 

3 0.227 0.218 0.009 

Hep-G2 

Blank 
1 0.221 0.207 0.014 

0.010 

0.019 0.35 

2 0.220 0.209 0.011 

3 0.209 0.205 0.004 

Sample 
1 0.229 0.201 0.028 

0.029 2 0.226 0.201 0.025 

3 0.225 0.192 0.033 

Empty 
vector 

Blank 
1 0.227 0.225 0.002 

0.004 

0.004 0.07 

2 0.232 0.226 0.006 

3 0.230 0.227 0.003 

Sample 
1 0.234 0.226 0.008 

0.008 2 0.226 0.222 0.004 

3 0.231 0.218 0.013 

Wild type 

Blank 
1 0.232 0.230 0.002 

0.005 

0.189 3.51 

2 0.223 0.219 0.004 

3 0.227 0.218 0.009 

Sample 
1 0.222 0.021 0.201 

0.194 2 0.223 0.038 0.185 

3 0.222 0.025 0.197 

Pro11Arg 

Blank 
1 0.222 0.221 0.001 

0.001 

0.063 1.17 

2 0.228 0.228 0 

3 0.223 0.222 0.001 

Sample 
1 0.238 0.167 0.071 

0.064 2 0.239 0.171 0.068 

3 0.224 0.170 0.054 
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ตารางทีB 18  ข้อมลูคา่การดดูกลืนแสงในการวดัการทํางานของเอนไซม์ AGT ครั 6งทีB 2 
 
 

ชนิดเซลล์ 
ชนิด

หลอด 
ครั 6ง
ทีB 

A1 A2 A1 – A2 
คา่เฉลีBย 
A1 – A2 

∆A = 

∆As - ∆Ab 

ปริมาณ 
ไพรูเวท 

(µmol/h/mg) 

COS7 

Blank 
1 0.232 0.230 0.002 

0.001 

0.003 0.06 

2 0.230 0.228 0.002 

3 0.229 0.229 0 

Sample 
1 0.234 0.229 0.005 

0.004 2 0.226 0.223 0.003 

3 0.233 0.228 0.005 

Hep-G2 

Blank 
1 0.234 0.233 0.001 

0.003 

0.016 0.30 

2 0.234 0.230 0.004 

3 0.235 0.231 0.004 

Sample 
1 0.231 0.213 0.018 

0.019 2 0.234 0.211 0.023 

3 0.228 0.211 0.017 

Empty 
vector 

Blank 
1 0.228 0.226 0.002 

0.002 

0.003 0.06 

2 0.229 0.228 0.001 

3 0.234 0.230 0.004 

Sample 
1 0.225 0.220 0.005 

0.005 2 0.225 0.220 0.005 

3 0.230 0.226 0.004 

Wild type 

Blank 
1 0.230 0.226 0.004 

0.003 

0.163 3.03 

2 0.223 0.221 0.002 

3 0.226 0.222 0.004 

Sample 
1 0.231 0.067 0.164 

0.166 2 0.236 0.068 0.168 

3 0.232 0.067 0.165 

Pro11Arg 

Blank 
1 0.238 0.237 0.001 

0.004 

0.039 0.72 

2 0.238 0.231 0.007 

3 0.235 0.230 0.005 

Sample 
1 0.232 0.189 0.043 

0.043 2 0.235 0.191 0.044 

3 0.230 0.189 0.041 
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ตารางทีB 19  ข้อมลูคา่การดดูกลืนแสงในการวดัการทํางานของเอนไซม์ AGT ครั 6งทีB 3 
 

ชนิดเซลล์ 
ชนิด

หลอด 
ครั 6ง
ทีB 

A1 A2 A1 – A2 
คา่เฉลีBย 
A1 – A2 

∆A = 

∆As - ∆Ab 

ปริมาณ 
ไพรูเวท 

(µmol/h/mg) 

COS7 

Blank 
1 0.264 0.260 0.004 

0.004 

0.004 0.07 

2 0.261 0.256 0.005 

3 0.261 0.259 0.002 

Sample 
1 0.260 0.255 0.005 

0.008 2 0.260 0.248 0.012 

3 0.261 0.254 0.007 

Hep-G2 

Blank 
1 0.261 0.260 0.001 

0.001 

0.016 0.30 

2 0.260 0.259 0.001 

3 0.261 0.260 0.001 

Sample 
1 0.260 0.239 0.021 

0.017 2 0.259 0.245 0.014 

3 0.259 0.243 0.016 

Empty 
vector 

Blank 
1 0.262 0.260 0.002 

0.002 

0.005 0.09 

2 0.265 0.262 0.003 

3 0.262 0.261 0.001 

Sample 
1 0.262 0.254 0.008 

0.007 2 0.259 0.252 0.007 

3 0.259 0.254 0.005 

Wild type 

Blank 
1 0.259 0.257 0.002 

0.003 

0.167 3.10 

2 0.261 0.258 0.003 

3 0.259 0.256 0.003 

Sample 
1 0.259 0.089 0.170 

0.170 2 0.262 0.090 0.172 

3 0.257 0.090 0.167 

Pro11Arg 

Blank 
1 0.260 0.259 0.001 

0.001 

0.061 1.13 

2 0.257 0.255 0.002 

3 0.259 0.258 0.001 

Sample 
1 0.256 0.198 0.058 

0.062 2 0.262 0.196 0.066 

3 0.262 0.201 0.061 
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ภาคผนวก ค 
 

ผลการตรวจสอบลาํดับนิวคลีโอไทด์ในขั �นตอนการสังเคราะห์ยีน AGXT ปกต ิ
และยีน AGXT ที�กลายพันธ์ุ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพทีB 28  ผลการตรวจสอบลําดบันิวคลีโอไทด์ภายในยีน AGXT ปกตซิึBงเชืBอมกบั  
pGEM-T vector ของโคโลนีทีB 2 โดยใช้ pUC/M13 Forward เป็นไพรเมอร์ในการตรวจสอบ 
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ภาพทีB 29 ผลการตรวจสอบลําดบันิวคลีโอไทด์ภายในยีน AGXT ปกตซิึBงเชืBอมกบั  
pGEM-T vector ของโคโลนีทีB 2 โดยใช้ pUC/M13 Reverse เป็นไพรเมอร์ในการตรวจสอบ 
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ภาพทีB 30 ผลการตรวจสอบลําดบันิวคลีโอไทด์ภายในยีน AGXT ทีBกลายพนัธุ์ซึBงเชืBอมกบั  
pGEM-T vector ของโคโลนีทีB 3 โดยใช้ pUC/M13 Forward เป็นไพรเมอร์ในการตรวจสอบ 
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ภาพทีB 31 ผลการตรวจสอบลําดบันิวคลีโอไทด์ภายในยีน AGXT ทีBกลายพนัธุ์ซึBงเชืBอมกบั  
pGEM-T vector ของโคโลนีทีB 3 โดยใช้ pUC/M13 Reverse เป็นไพรเมอร์ในการตรวจสอบ 
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ภาพทีB 32 ผลการตรวจสอบลําดบันิวคลีโอไทด์ภายในยีน AGXT ปกติทีBเชืBอมอยูก่บั expression 
vectorของโคโลนีทีB 2 โดยใช้ BGH Reverse เป็นไพรเมอร์ในการตรวจสอบ 
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ภาพทีB 33 ผลการตรวจสอบลําดบันิวคลีโอไทด์ภายในยีน AGXT ปกติทีBเชืBอมอยูก่บั expression 
vectorของโคโลนีทีB 2 โดยใช้ T7 Promoter เป็นไพรเมอร์ในการตรวจสอบ 

 

ภาพทีB 34 ผลการตรวจสอบลําดบันิวคลีโอไทด์ภายในยีน AGXT ทีBกลายพนัธุ์ซึBงเชืBอมอยูก่บั 
expression vector ของโคโลนีทีB 1 โดยใช้ T7 Promoter เป็นไพรเมอร์ในการตรวจสอบ 
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ภาพทีB 35 ผลการตรวจสอบลําดบันิวคลีโอไทด์ภายในยีน AGXT ทีBกลายพนัธุ์ซึBงเชืBอมอยูก่บั 
expression vector ของโคโลนีทีB 1 โดยใช้ BGH Reverse เป็นไพรเมอร์ในการตรวจสอบ 
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