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บทคดัย่อภาษาไทย 
 

เซลลเ์มด็เลือดขาวเป็นเซลลท่ี์มีความสาํคญัในการทาํงานของระบบภูมิคุม้กนั  การทาํหนา้ท่ี
ของเซลลใ์หส้มบูรณ์นั้น ในธรรมชาติไดส้ร้างให้เซลลเ์หล่าน้ีมีการแสดงออกของโปรตีนหลายชนิด
บนผวิของเซลลเ์หล่าน้ีเรียกวา่โมเลกลุบนผวิเซลลเ์มด็เลือดขาว เพื่อใหเ้ซลลส์ามารถใชใ้นการส่ือสาร
ระหว่างเซลลแ์ละเอ้ือให้เซลลเ์หล่าน้ีสามารถจดัการส่ิงแปลกปลอมท่ีผ่านเขา้มาในร่างกายไดอ้ย่าง
เป็นระบบ บนผวิเซลลเ์มด็เลือดขาวมีการแสดงออกของโมเลกุลชนิดต่างๆ มากมาย โมเลกุลบางชนิด
ถูกคน้พบและทราบหน้าท่ีท่ีแน่ชดั แต่มีอีกหลายโมเลกุลท่ีถูกคน้พบแต่ยงัไม่ทราบคุณสมบติัและ
หนา้ท่ีท่ีแทจ้ริง โดยยงัคงมีการศึกษากนัอยู่อยา่งต่อเน่ือง จากการใชเ้ทคนิคไฮบริโดรมาเราสามารถ
ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโมลกุลบนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาวไดห้ลายโคลน โดยโคลนท่ีเรา
สนใจคือ WK-C5 จากการยอ้มโปรตีนบนผิวเซลล ์และวิเคราะห์ดว้ยเคร่ืองโฟไซโตมิเตอร์ พบว่า
โมเลกุลท่ีจาํเพาะต่อแอนติบอดีชนิดน้ีมีการแสดงออกบนผิวเซลลเ์มด็เลือดขาวชนิดลิมโฟไซต ์และ 
โมโนไซต ์leukemia cell lines ชนิดT cell lines B cell lines และ monocytic cell lines แต่ไม่
แสดงออกบนผิวเซลล์ กรานูโลไซต์และเม็ดเลือดแดง จากการศึกษาคุณสมบติัทางชีวเคมีพบว่า
โมเลกุลชนิดน้ีเป็นโปรตีนท่ีมีนํ้ าหนกัประมาณ 45 kDa และพบวา่โมเลกุล WK-C5 ไม่มีบทบาทใน
การกินแบคทีเรียของเซลล์กรานูไซต์แบบฟาโกไซโทซิส ผลการวิจยัท่ีไดจึ้งเป็นขอ้มูลสําคญัท่ีบ่ง
บอกถึงคุณสมบติัและหนา้ท่ีของโมเลกลุท่ีจาํเพาะต่อ แอนติบอดี WK-C5 ต่อการตอบสนองของเซลล์
ในระบบภูมิคุม้กนัอย่างไรก็ตามการยืนยนัว่าโมเลกุลน้ีคืออะไรโดยวิธีการหาลาํดบักรดอะมิโนยงั
ตอ้งทาํการพิสูจน์ 
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บทคดัย่อภาษาองักฤษ 
 

Leukocytes are known as the cells which play a major role in the immune system.  To 
execute their functions, nature design there surface to express abundant of proteins that the cells 
can use for cell-cell communication. Some of these molecules have been identified and 
characterized. Nevertheless, many of them still wait for discovering. Using hybridoma technique, 
several monoclonal antibodies (mAbs) to leukocytes surface molecules were generated. One among 
those mAbs named WK-C5 was of interest.  Cell surface staining and flow cytometry analysis 
showed that WK-C5 recognizing molecule express on surface of lymphocytes, monocytes, human 
T and B cell lines and monocytic cell line. However, this molecule can not find on surface of 
granulocytes and red blood cells (RBCs).  Biochemical characterization using immunoprecipitation 
technique found a protein with molecular weight of about 45 kDa was precipitated with mAb WK-
C5.  Phagocytosis analysis indicated that WK-C5 recognizing molecule does not play a role in 
engulfment of bacteria by phagocytosis. These results are important information that explain the 
biochemical properties of this molecule and its biological function, especially role on innate 
immune response. Nonetheless, identification of the molecule and functional role of this molecule 
in adaptive immune response are futher needed. 
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international HLDA workshop นั้นจะศึกษาดูการแสดงออกของโมเลกุลในเซลลช์นิดต่างๆ (cellular 
reaction patterns) นํ้ าหนกัโมเลกุล และหนา้ท่ีของโมเลกุลท่ีจาํเพาะต่อ mAb ชนิดนั้นๆ โมโน
โคลนอลแอนติบอดีชนิดใดท่ีมีความจาํเพาะเช่นเดียวกนัจะถูกจดัใหอ้ยูใ่นกลุ่มเดียวกนัและใหช่ื้อเป็น 
CD number  โดยช่ือ CD number น้ีเป็นตวับ่งบอกโมเลกุลท่ีจาํเพาะต่อโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ี
นาํไปจดักลุ่ม จากการประชุม HLDA workshop คร้ังท่ี 9 ท่ีเมือง Bacelona ประเทศสเปน เม่ือเดือน
มีนาคมปี พ.ศ. 2553 พบว่ามีโมเลกุลบนผวิเซลลเ์มด็เลือดขาวทั้งหมด 350 ชนิดท่ีถูกจดัอยูใ่นระบบ 
CD คือ CD1-CD363 (HLDA_Workshop 2013) โมเลกลุบางชนิดท่ีไดถู้กคน้พบและทราบหนา้ท่ีท่ีแน่
ชัดแลว้ อีกหลายโมเลกุลถูกคน้พบแลว้แต่ยงัไม่ทราบคุณสมบติัและหน้าท่ีท่ีแทจ้ริง โดยยงัคงมี
การศึกษากนัอยูอ่ยา่งต่อเน่ือง อยา่งไรกต็ามนกัวิทยาศาสตร์เช่ือว่ายงัมีโมเลกุลบนผวิเซลลท่ี์มีบทบาท
สาํคญัต่อการทาํงานของเซลลอี์กเป็นจาํนวนมากท่ียงัไม่ถูกคน้พบ  การศึกษาวิจยัเพื่อคน้หาโมเลกุล
บนผิวเซลลช์นิดใหม่ รวมถึงการศึกษาคุณสมบติัทางชีวเคมีและหนา้ท่ีของโมเลกุลบนเม็ดเลือดขาว
ชนิดต่างๆ ทาํให้เราเขา้ใจบทบาทหนา้ท่ีของโมเลกุลดงักล่าวต่อการทาํงานของระบบภูมิคุม้กนั โดย
จะมีผลเช่ือมโยงทาํให้เราเขา้ใจการกระบวนการทาํงานต่างๆ ในระบบภูมิคุม้กนัไดดี้ยิ่งข้ึน โดยองค์
ความรู้ท่ีไดน้ั้นสามารถนาํมาประยกุตใ์ชใ้นการป้องกนัและวินิจฉยัการดาํเนินไปของโรคต่างๆ และ
ยงัรวมไปถึงการหาวิธีรักษาโรค ต่อไปในอนาคตได ้

ในการศึกษาคุณสมบติั หรือหนา้ท่ีของโมเลกุลใดๆ บนผิวเซลลเ์ม็ดเลือดขาวโดยทัว่ไปนั้น 
ส่วนใหญ่สามารถทาํไดโ้ดยการผลิตโมโนโคลนอล แอนติบอดีจาํเพาะ และนาํเอาโมโนโคลนอล 
แอนติบอดีท่ีจาํเพาะต่อโมเลกุลชนิดนั้ นๆ มาใช้เป็นเคร่ืองมือในการศึกษา ซ่ึงโมโนโคลนอล 
แอนติบอดีดงักล่าว สามารถผลิตข้ึนไดใ้นห้องปฏิบติัการโดยวิธี Hybridroma technique ซ่ึงไดถู้ก
พฒันามาใชโ้ดย Kohler และ Milstein ในปี 1975 (Kohler and Milstein 1975; Janeway CA, Pual T et 
al. 2001; Abbas AK and AH 2006) โมโนโคลนอล แอนติบอดีท่ีผลิตไดน้ั้นสามารถนาํมาใชศึ้กษา
การแสดงออกของโมเลกลุนั้นๆ บนผวิเซลลช์นิดต่างๆ (cellular distribution) การศึกษาคุณสมบติัทาง
ชีวเคมีของโมเลกลุท่ีจาํเพาะต่อโมโนโคนอล แอนติบอดีชนิดนั้น เช่น การศึกษาหาขนาดของโมเลกุล 
(molecular weight) การศึกษาหาปริมาณของนํ้ าตาลท่ีเป็นองคป์ระกอบในโมเลกุล (glycosylation) 
หรือ อาจใชต้รวจสอบการจบักบัโมเลกุลอ่ืนๆบนผิวเซลลเ์ดียวกนั (protein interaction) เป็นตน้ 
นอกจากน้ีเรายงัสามารถนาํแอนติบอดีท่ีไดม้าทาํการศึกษาหนา้ท่ีของโมเลกุลท่ีจาํเพาะ โดยการนาํโม
โนโคลนอล แอนติบอดีท่ีผลิตไดเ้ขา้มาจบัและสังเกตการตอบสนองต่างๆ ของเซลลท่ี์เกิดข้ึน เช่น 
การเหน่ียวนาํใหเ้กิดการตายของเซลลแ์บบ apoptosis หรือ การกระตุน้หรือยบัย ั้งการแบ่งตวัของเซลล ์
(cell proliferation) เป็นตน้ และทา้ยท่ีสุดเรายงัสามารถนาํโมโนโคลนอล แอนติบอดีท่ีเราผลิตไดน้ั้น
มาโคลนยีน และหาลาํดบัของ nucleotide เพื่อท่ีจะบอกไดว้่าโมเลกุลท่ีจาํเพาะต่อโมโนโคลนอล 
แอนติบอดีชนิดนั้นๆ คือโมเลกลุใดได ้(Chiampanichayakul, Szekeres et al. 2002) 
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บทที ่2  
วธีิดาํเนินการวจิยั 

2.1 การผลติโมโนโคลนอล แอนติบอดีให้ได้ปริมาณมาก 

ทําการผลิตโมโนโคลนอล  แอนติบอดีให้ได้ปริมาณมาก  โดยการเล้ียงเซลล์ลูกผสม 
(hybridoma) ท่ีผลิตแอนติบอดี WK-5 ในอาหารเล้ียงเช้ือ serum free medium เพ่ือให้เซลลผ์ลิต
แอนติบอดีมาในอาหารเล้ียงเช้ือ ทาํการทดสอบ activity ของแอนติบอดีท่ีไดใ้นอาหารเล้ียงเช้ือดว้ย
การยอ้มแบบ indirect immunofluorescence และวิเคราะห์ดว้ยเคร่ืองโฟลไซโตมิเตอร์ ก่อนท่ีจะนาํไป
เตรียมเป็นแอนติบอดีท่ีบริสุทธ์ิต่อไป  

เน่ืองจากระหว่างการศึกษา hybridoma cell ทั้งหมดท่ีผลิต WK-C4 ไดห้ยดุผลิตแอนติบอดี
ดงันั้นโครงการวิจยัน้ีจึงไดศึ้กษาเฉพาะคุณสมบติัต่างๆ ของโมเลกุลบนผวิเซลลเ์มด็เลือดท่ีจาํเพาะต่อ
โมโนโคลนอลแอนติบอดี WK-C5 เท่านั้น 

2.2 การเตรียมแอนติบอดใีห้บริสุทธ์ิโดยวธีิ affinity chromatography 

นาํอาหารเล้ียงเซลลท่ี์มีแอนติบอดี WK-C5 ท่ีมาทาํใหบ้ริสุทธ์ิโดยวิธี affinity chromatography 
โดยเก็บนํ้ าเล้ียงเซลลม์าป่ันท่ีความเร็ว 14,000 rpm 4oC เป็นเวลา 5 นาทีเพื่อตกตะกอนเศษเซลล์
ออกไป ดูดเฉพาะส่วนของเหลวมาผา่นใน Protein A sepharose column เน่ืองจากโมโนโคลนอล
แอนติบอดี WK-C5 ท่ีตอ้งการทาํให้บริสุทธ์ิเป็นชนิด IgG1 ซ่ึงสามารถถูกยึดจบักบัเมด็ sepharose 
โดย Protein G ส่วนแอนติบอดีท่ีไม่ถูกจบักบัเมด็ sepharose ใน column จะถูกลา้งออกโดย phosphate 
buffer ก่อนเติม eluting buffer (0.1M citric acid buffer pH 3.0) เพื่อแยกแอนติบอดีท่ีถูกจบัออกจาก 
column ทาํการปรับ pH ของสารท่ีแยกไดใ้หเ้ป็น 7.2 โดยการเติม neutralizing buffer (2M Tris-HCl 
pH 8.0) นาํแอนติบอดีท่ีไดจ้ากการทาํให้บริสุทธ์ิไป dialyze ดว้ย PBS และวดัความเขม้ขน้ของ
แอนติบอดีท่ีไดโ้ดยการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 nm ก่อนเก็บไวท่ี้ -20oC เพื่อใชใ้น
การศึกษาต่อไป 

2.3 การตรวจดูความบริสุทธ์ิของแอนตบิอดีทีแ่ยกได้โดยวธีิ SDS-polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) 

นาํแอนติบอดีบริสุทธ์ิท่ีไดจ้ากขอ้ 2 มาตรวจสอบความบริสุทธ์ิโดยวิธี SDS-PAGE ทาํได้
โดยการนาํแอนติบอดีท่ีแยกไดม้าผสมกบั non-reducing buffer หรือ reducing buffer และตม้ท่ี 95oC 
เป็นเวลา 5 นาที ทาํการวิเคราะห์โดยใช ้SDS-PAGE ท่ีมี 12.5% resolving gel  จากนั้นทาํการยอ้ม
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แผน่เจลท่ีแยกแอนติบอดีท่ีสนใจดว้ยสี Coomassie Brilliant blue ลา้งสีส่วนเกินออกโดย destaining 
solution จนพื้นเจลส่วนท่ีไม่มีแถบโปรตีนใสสะอาด โดยขนาดของแถบโปรตีนท่ีแยกไดจ้ะ
เปรียบเทียบกบัแถบของโปรตีนมาตรฐานท่ีทาํควบคู่กนัในแผน่เจลเดียวกนั 

2.4 ศึกษาการแสดงออกของโมเลกลุทีจํ่าเพาะต่อโมโนโคลนอลแอนติบอดี WK-C5  บนผวิเซลล์
ชนิดต่างๆ 

        เซลลช์นิดต่างจะทาํการเล้ียงใน RPMI-1640 ท่ีมี 10% fetal calf serum (FCS) และสาร 
antibiotics ใน 5% CO2 incubator ท่ีอุณหภูมิ 37oC. 

2.4.1 ศึกษาการแสดงออกของโมเลกลุทีจํ่าเพาะต่อ โมโนโคลนอลแอนติบอดี WK-C5  บนผวิ
ของ cell lines ชนิดต่างๆ โดยวธีิ indirect immunofluorescence staining และ
วเิคราะห์ด้วยเคร่ืองโฟลไซโตมิเตอร์  

นาํเซลลม์า pre-incubation กบั 10% human AB serum ท่ี 4oC เป็นเวลา 30 นาที ก่อนทาํการ
ยอ้มเพ่ือป้องกนัการจบักนัแบบไม่จาํเพาะ ระหว่างโมโนโคลนอล แอนติบอดี กบั Fc receptor บนผวิ
เซลล ์จากนั้นนาํเซลลด์งักล่าวปริมาตร 50 l (1x107cell/ml) มายอ้มดว้ย แอนติบอดี WK-C5 หรือ 
control mAbs ท่ี 4oC เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นลา้งเซลล ์2 คร้ังดว้ย 1% BSA-PBS-NaN3 ก่อนการเติม 
FITC-conjugated sheep F(ab’)2 anti-mouse immunoglobulins antibodies ทาํปฏิกิริยาท่ี 4oC เป็นเวลา 
30 นาที  ลา้งเซลลด์ว้ย 1% BSA-PBS-NaN3ก่อนนาํไปวิเคราะห์ดว้ยเคร่ืองโฟลไซโตมิเตอร์ 

2.4.2 ศึกษาการแสดงออกของโมเลกลุทีจํ่าเพาะต่อโมโนโคลนอล แอนติบอด ีWK-C5 บนผวิ
ของ peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) 

ทาํการแยก PBMCs จาก heparinized whole blood จาก healthy donor โดยวิธี Ficoll-
Hypaque density gradient centrifugation จากนั้น PBMCs ท่ีแยกไดจ้ะถูกนาํมายอ้มดว้ยแอนติบอดี 
WK-C4 หรือ WK-C5 หรือ control mAbs กรณีท่ีมีการแยกชนิดเซลลเ์ป็น B lymphocyte T 
lymphocyte และ NK cell จะใช้วิธีการแยกกลุ่มเซลล์โดยการยอ้มเซลล์แบบ direct 
immunofluorescent staining ร่วมกบัโดยวิธี indirect immunofluorescence staining และวิเคราะห์ดว้ย
เคร่ืองโฟลไซโตมิเตอร์  
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2.4.3 ศึกษาการแสดงออกของโมเลกลุทีจํ่าเพาะต่อโมโนโคลนอล แอนติบอด ีWK-C5 บนผวิ
ของ red blood cells (RBCs)  

นาํเมด็เลือดแดงท่ีความเขม้ขน้ 0.3% ในสารละลาย 1% BSA-PBS-0.02% NaN3 ปริมาตร 50 
l นาํมายอ้มดว้ยแอนติบอดี WK-C5 หรือ control mAbs โดยวิธี indirect immunofluorescence 
staining และวิเคราะห์ดว้ยเคร่ืองโฟลไซโตมิเตอร์ 

2.5 การศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีของโมเลกลุทีจํ่าเพาะต่อโมโนโคลนอล  แอนติบอดี WK-C5 

 Western blot  

นาํเซลลท่ี์ใชใ้นการศึกษา (PBMCs, lymphocytes หรือ cell lines) มาทาํการแตกเซลลด์ว้ย  
lysis buffer (50 mM Tris-HCl pH 8.2, 100 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0.02% NaN3) ท่ีมี 1% Triton 
X-100 เป็น detergent และมีส่วนผสมของ protease inhibitors (phenylmethyl-sulphonylfluoride 
(PMSF), iodoacetamide, aprotinin) โดยทาํท่ี 4oC เป็นเวลา 30 นาที ทาํการแยกเก็บ cell lysates โดย
วิธี centrifugation จากนั้นนาํ cell lysate ท่ีเตรียมไดม้าผสมรวมกบั non-reducing buffer หรือ 
reducing buffer และนาํไปตม้เป็นเวลา 5 นาที ก่อนแยกโดยวิธี SDS-PAGE จากนั้นถ่ายโปรตีนท่ีแยก
ไดล้งบนแผน่ nitrocellulose membrane โดยวิธี semi-dry electroblotting ทาํการ block nitrocellulose 
membrane ดว้ย 5% skimmed milk ใน PBS นาํ membrane ท่ีผา่นการ block แลว้มายอ้มดว้ย mAb 
COS3A หรือ control mAbs จากนั้นลา้งแอนติบอดีท่ีจบัแบบไม่จาํเพาะออกดว้ยสารละลาย 0.1% 
Tween 20 ใน PBS ก่อนท่ีจะยอ้มดว้ยแอนติบอดีลาํดบัท่ีสอง คือ Horse Radish Peroxidase (HRP)-
conjugated anti-mouse immunoglobulin antibody ลา้ง membrane  ก่อนทาํการวิเคราะห์หาปฏิกิริยา
การจบักนัของแอนติบอดีและโปรตีนท่ีสนใจบนแผ่น membrane โดยวิธี chemiluminescence 
detection system เปรียบเทียบแถบของปฏิกิริยาบนฟิลม์กบั standard molecular weight marker ท่ีทาํ
ควบคู่ไปดว้ย การศึกษาน้ีจะทาํใหท้ราบว่าโมเลกุลท่ีจาํเพาะกบัโมโนโคลนอล แอนติบอดี WK-C5 มี
นํ้ าหนกัโมเลกลุเท่าไร 

 Immunoprecipitation    

ติดฉลากโปรตีนบนผวิเซลล ์PBMCs หรือ cell lines ท่ีนาํมาศึกษาดว้ยสาร Biotin  Sulfo-
NHS-LC-Biotin ท่ีความเขม้ขน้ 5 mM เป็นเวลา 1 hr ท่ี 4°C จากนั้นหยดุปฏิกิริยาการติดฉลากดว้ย
สารละลาย 1mM Gycine ใน PBS และลา้ง 2 คร้ังดว้ย PBS ท่ีเยน็ จากนั้นทาํการแตกเซลลท่ี์ติดฉลาก
แลว้ ดว้ย lysis buffer ปริมาตร 1ml ท่ีมีส่วนผสมของ Tris buffered saline ท่ีประกอบดว้ย 1% Triton 
X-100 และ protease inhibitors (iodoacetamide, PMSF, pepstatin A, aprotinin) โดยการแช่ในนํ้ าแขง็ 
และเก็บ cell lysate มาศึกษาต่อโดยการป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที จากนั้น
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แยกส่วนท่ีเป็นของเหลว เรียกว่า cell lysate ท่ีไดม้าผสมกบั protein G sepharose beads ท่ีติดดว้ย 
mAb WK-C5 หรือ control mAb บ่มและหมุนดว้ย rotator ไวเ้ป็นเวลาขา้มคืนท่ี 4°C ดูดเอาส่วนของ 
cell lysate ออกก่อนลา้งเมด็ beads 10 คร้ังดว้ย lysis buffer แยกโปรตีนท่ีจบักบัแอนติบอดีบน protein 
G Sepharose beads โดยการเติม 1x nonreducing sample buffer (62.5 mM Tris-HCl pH 6.8, 2% 
Sodium dodecyl sulfate, 10% Glycerol and 0.01% Bromophenolblue) ตม้เป็นเวลา 5 นาที โปรตีนท่ี
แยกออกมาไดจ้ะถูกนาํไปวิเคราะห์ต่อโดย วิธี SDS-PAGE ก่อนท่ีจะถูกถ่ายลงบนแผน่ nitrocellulose 
membrane ทาํการแช่แผน่ nitrocellulose membrane ท่ีมีโปรตีนท่ีสนใจใน blocking buffer (PBS 
containing 5% BSA) ก่อนยอ้มแผน่ membrane ดว้ย HRP-conjugated streptavidin เป็นเวลา 1 ชัว่โมง
ท่ีอุณหภูมิห้อง ลา้งแอนติบอดีท่ีเกินมาดว้ย PBS จากนั้นวิเคราะห์ดูแถบโปรตีนท่ีสนใจโดยการ
ตรวจวดัดว้ย chemiluminescence detection system เปรียบเทียบแถบของปฏิกิริยาบนฟิลม์กบั 
standard molecular weight marker ท่ีทาํควบคู่ไปดว้ย การศึกษาน้ีจะทาํใหท้ราบว่าโมเลกุล ท่ีจาํเพาะ
ต่อโมโนโคลนอล แอนติบอดี WK-C5 มีขนาดนํ้ าหนกัโมเลกุลเท่าไร และมีโมเลกุลชนิดใดบา้งท่ีจบั
อยูก่บัโมเลกลุน้ีซ่ึงจะถูก co-precipitate ออกมาดว้ย 

2.6 การเตรียมแบคทเีรียเรืองแสง 

เตรียมแบคท่ีเรียท่ีมีการผลิตโปรตีนเรืองแสง GFP โดยการตดัต่อยนีกาํหนดการสร้างโปรตีน 
GFP จาก pEGFP-N1 vector โดยใชก้ารตดัดว้ยเอนไซม ์  NotI และ BamHI นาํเขา้สู่ expression 
vector ช่ือ pQE-Tri vector โดยเอนไซม ์Quick ligase จาก New England Biolabs (NEB)  จากนั้นทาํ
หาร transform pQE-Tri vector ท่ีมียนีกาํหนดการสร้างโปรตีน GFP เขา้สู่ E. coli DH-5α competent 
cells เล้ียงแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือ LB broth ท่ีมีการเติมสาร penicillin เขม้ขน้ 0.01 μM เป็นเวลา
18 ชัว่โมงท่ีอุณหภูมิ 37 °C  ก่อนนาํแบคทีเรียมาใชง้านทาํการฆ่าแบคทีเรีย โดยการใหค้วามร้อนท่ี
อุณหภูมิ 60°C เวลา 30 นาที  วิเคราะห์การเรืองฟลูออเรสเซ็นตแ์สงของแบคทีเรียท่ีเตรียมไดด้ว้ย
เคร่ืองโฟลไซโตมิเตอร์ โดยใชแ้บคทีเรียดั้งเดิมเป็น negative control  

2.7 การศึกษา Phagocytosis โดยวธีิโฟลไซโตเมทรี 

ผสมเลือดท่ีมี EDTA เป็นสารป้องกนัการแขง็ตวัของเลือดปริมาตร 100 μl กบัแบคทีเรียเรือง
แสงท่ีเตรียมใน 2.6 ปริมาตร 100 μl (ผา่นการเจือจาง 1:300 จากแบคทีเรียท่ีมีค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 600 nm =0.5) ในภาวะท่ีไม่มีหรือมีแอนติบอดีชนิดต่างๆ ท่ีความเขม้ขน้สุดทา้ย 20 
g/ml นาํหลอดทดลองไปบ่มท่ี 0oC และ 37oC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นแตกเซลลเ์มด็เลือดแดงโดย
การเติม RBC lysing solution (สารละลาย PBS pH7.2 ท่ีมี 4.5% formaldehyde และ 10% diethylene 
glycol) ปริมาตร 50 μl และบ่มในนํ้าแขง็เป็นเวลา 10 นาทีก่อนเติมนํ้าปริมาตร 100 μl 
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ป่ันแยกเก็บเมด็เลือดขาวท่ีความเร็ว 14,000 xg เป็นเวลา 30 วินาที จากนั้นลา้งเซลลท่ี์ได ้2 คร้ัง 
ดว้ยสารละลาย PBS pH 7.2 เติมสารละลาย PBS ท่ีมี 1% paraformaldehyde เป็นส่วนประกอบ 
วิเคราะห์การเกิด phagocytosis โดยใชเ้คร่ืองโฟลไซโตมิเตอร์ 
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จากผลการทดลองดงัแสดงใน รูปท่ี 1 พบว่า ในสภาวะ reducing จะพบแถบโปรตีน 
2 แถบท่ีขนาดประมาณ 25 kDa และ 55 kDa ซ่ึงเป็นสายของ light chain และ heavy chain 
ของแอนติบอดีตามลาํดบั ในสภาวะ non reducing พบแถบโปรตีนเพียงแถบเดียวท่ีดา้นบน
ของแผน่เจลซ่ึงเป็นแอนติบอดีทั้งโมเลกลุ  ผลดงักล่าวแสดงว่า แอนติบอดี WK-C5 ท่ีแยกได้
มีความบริสุทธ์ิเพียงพอท่ีจะนาํไปใชใ้นการศึกษาหาการแสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล์
เม็ดเลือดชนิดต่างๆ ท่ีจาํเพาะต่อโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได้ ศึกษาหน้าท่ีและ
คุณลกัษณะของโมเลกลุท่ีดงักล่าวต่อไป 

3.2 การแสดงออกของโมเลกลุ WK-C5 บนผวิเซล์ล์ชนิดต่างๆ 

จากการทดลองโดยการยอ้มโมเลกุลบนผวิเซลลด์ว้ยแอนติบอดี  WK-C5 ท่ีเตรียมได ้ ดว้ยวิธี 
indirect immunoflurescence staining  ผูว้ิจยันาํ human cell lines 9 ชนิด คือ Jurkat, Sup-T, Molt4  
จดัเป็น human T cell line  ส่วน U937, THP-1, KG1a เป็น monocytic cell line และ Daudi  เป็น  B 
cell line เซลล ์K562 เป็น erythroid cell line และ HL60 ซ่ึงเป็น human promyeloid cell line มาศึกษา 
พบว่ามีการแสดงออกของโมเลกุล WK-C5  บนผวิเซลลข์องเซลลทุ์กชนิดท่ีนาํมาทดสอบ  ยกเวน้ 
HL60 และ K562 ดงัแสดงในรูปท่ี 2 

นอกจากน้ีผูว้ิจัยได้ทาํการศึกษาการแสดงออกของโมเลกุลชนิดน้ีบนกลุ่มของ peripheral 
blood cells ไดแ้ก่ lymphocytes, monocytes, granulocytes และ red blood cells ผลการทดลองพบวา่ มี
การแสดงออกของโมเลกุล WK-C5 บนผิวของเม็ดเลือดขาวบางกลุ่มของ lymphocytes และ 
monocytes แต่ไม่พบบนผวิของ granulocytes และเมด็เลือดแดง ดงัแสดงในรูปท่ี 3  
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เซลลท่ี์มีการแสดงออกของ โมเลกุล WK-C5 เลย ซ่ึงอาจเป็นผลมาจาก ประการแรก cDNA library ท่ี
ไดม้าไม่มียนีส์ท่ีกาํหนดการสร้างโมเลกุล WK-C5 เน่ืองจากหายไปช่วงท่ีมีการเตรียม หรือประการท่ี
สอง packaging cells ไม่ผลิตไวรัสหรือ ประการสุดทา้ยเซลล์ผลิตไวรัสแต่ไม่มากพอหรือไม่
เหมาะสมท่ีจะ infect host cell ได ้ผูว้ิจยัจึงไดท้าํการทดลอง โดยพยายามแยกโมเลกุล WK-C5 ให้
บริสุทธ์ิโดยวิธี immunoprecipitation และนาํโปรตีนดงักล่าวไปทาํการจาํแนกชนิดของโปรตีนโดยวิธี 
LC-MS ซ่ึงผลจากการวิเคราะห์จาก  LC-MS คาดวา่จะสามารถทราบแน่ชดัวา่เป็นโมเลกลุอะไร ซ่ึงจะ
ทาํให้ง่ายต่อการศึกษาหนา้ท่ีและบทบาทของโมเลกุลน้ีต่การทาํงานของเซลลท่ี์มีการแสดงออกของ
โมเลกลุชนิดน้ี และน่าจะไดผ้ลเพียงพอท่ีจะนาํเสนอผลงานในรูปแบบตีพิมพไ์ด ้

3.4 การศึกษาผลของโมโนโคลนอลแอนติบอดี WK-C5 ต่อการกนิแบคทเีรียของเซลล์ 
granulocytes แบบ phagocytosis 

Phagocytosis ถือเป็นกระบวนการสาํคญัในระบบภูมิคุม้กนัโดยถูกจดัอยูใ่นกลุ่มของ innate 
immunity เม่ือมีแบคทีเรียหรือแอนติเจนแปลกปลอมเขา้สู่ร่างกาย phagocytic cells ซ่ึงไดแ้ก่เซลลใ์น
กลุ่มของ granulocytes และ macrophages จะเขา้มาทาํหนา้ท่ีจบักินและทาํลายส่ิงแปลกปลอมเหล่าน้ี  
เน่ืองจากโมโนโคลนอลแอนติบอดี WK-C5 มีความจาํเพาะกบัโมเลกุลบนผิวเซลล ์monocytes ซ่ึง
เป็นเซลลท่ี์สามารถเปล่ียนแปลงตงัเองไปเป็น macrophage เม่ือถูกกระตุน้ และทาํหนา้ท่ีจบักินและ
ทาํลายแบคทีเรีย ผูว้ิจยัจึงสนใจศึกษาว่า หากนาํแอนติบอดีชนิดน้ีผสมลงไปกบัเซลลเ์ม็ดเลือด และ
ตรวจดูผลของการเกิด phagocytosis ว่ามีการเปล่ียนแปลงไปอยา่งไรโดยใชแ้บคทีเรียเรืองแสงเป็น
เป็นตวัติดตามการเกิด phagocytosis และวิเคราะห์โดยวิธีโฟลไซโตเมทรี (Singboottra, Pata et al. 
2010) 

ในการศึกษาน้ีผูว้ิจยัไดเ้ตรียมแบคทีเรีย E. coli (DH5) ท่ีมีการใส่ยีนท่ีกาํหนดการสร้าง
โปรตีน GFP เขา้ไปทาํใหแ้บคทีเรียมีลกัษณะเรืองแสงโดยสามารถตรวจสอบไดด้ว้ยเคร่ืองโฟลไซโต
มิเตอร์ ดงัแสดงในรูปท่ี 5 เป็น FACS profile ท่ีแสดงค่าการเรืองแสงของแบคทีเรียท่ีมีการแสดงออก
ของโปรตีน GFP เทียบกบัแบคทีเรียดั้งเดิมท่ีไม่มีการแสดงออกของโปรตีน GFP ผลการทดลอง
พบว่าผู ้วิจัยสามารถเตรียมแบคทีเรียเรืองแสงฟลูออเรสเซ็นต์ท่ีสามารถใช้ติดตามการเกิด 
phagocytosis ได ้ 
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ผลการทดลองในรูปท่ี 6 ทาํการผสมแบคทีเรียเรืองแสงร่วมกบัเซลลเ์มด็เลือดและนาํเซลลใ์น
กลุ่มของ granulocytes มาวิเคราะห์ดูค่าการเรืองแสงของเซลลใ์นภาวะท่ีไม่มีการเติมแอนติบอดีใดๆ 
(รูปท่ี 6 A) พบว่าท่ี 37oC พบกลุ่มเซลลเ์รืองแสงซ่ึงหมายถึงเซลลท่ี์กินแบคทีเรียเขา้ไปประมาณ 46% 
ในขณะท่ีทาํการทดลองท่ี 0oC พบเซลลเ์รืองแสงประมาณ 20% ซ่ึงคาดว่าเน่ืองจากเป็นค่าการเรือง
แสงท่ีเกิดจากการท่ีแบคทีเรียท่ีเกาะอยู่บนผิวเซลล์ ไม่ไดเ้กิดจากการกินจริง ทั้งน้ีพบในปริมาณท่ี
เท่าๆ กนั เม่ือมีการเติมแอนติบอดีชนิดต่างๆ ลงไป ดงันั้นแอนติบอดี WK-C5 ไม่มีผลต่อการกินเซลล์
แบคทีเรียแบบ phagocytosis  (รูปท่ี 6 D) เม่ือเทียบกบัภาวะท่ีไม่มีการเติมแอนติบอดี และ แอนติบอดี
ควบคุม anti-13M (รูปท่ี 6 C) คือมีค่าการกินอยท่ีูประมาณ 40% เท่าๆ กนั ในขณะท่ีแอนติบอดี 
COS3A ซ่ึงเป็นแอนติบอดีท่ีจบักบัโมเลกุลบนผวิเซลล ์monocytes มีผลลดการกินเซลลแ์บคทีเรีย ซ่ึง
จะเห็นไดจ้ากปริมาณของเซลลท่ี์มีการเรืองแสงทีค่าประมาณ 23 % และมีค่าเท่าๆ กบัท่ีการทดลองท่ี 
0oC คือ 22%  จากการทดลองน้ี สามารถสรุปไดว้่าแอนติบอดี WK-C5 ไม่มีผลต่อการกินแบคทีเรีย
ของ monoocyte โดยวิธี phagocytosis ดงันั้นโมเลกลุท่ีถูกจดจาํดว้ยแอนติบอดีน้ีไม่น่าจะมีบทบาทใน
การกินเซลลแ์บคทีเรียโดยวิธีน้ี 
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บทที4่  
บทสรุป 

 
จากผลการวิจยัทั้งหมดเก่ียวกบัการศึกษาคุณลกัษณะและหน้าท่ีของโมเลกุลท่ีจาํเพาะกบั

แอนติบอดี WK-C5 ซ่ึงผูว้ิจยัเรียกวา่โมเลกลุ WK-C5 สามารถสรุปไดด้งัน้ี 
1. โมเลกุล WK-C5 มีการแสดงออกบนผวิของ human T cell lines (SupT1, Molt4tic และ 

Jurkat) human B cell line(Daudi) human monocytic cell line (U937, KG1a และTHP-1) 
แต่ไม่พบบนผิวเซลลข์อง K562 (human erythroid cell line) และ HL60 (human 
promyeloid cell line) 

2. โมเลกุล WK-C5 มีการแสดงออกบนผวิของ lymphocytes monocytes แต่ไม่พบบนผวิ
ของเซลล ์granulocytes และเมด็เลือดแดง 

3. จากการทดลองโดยการทาํ immunoprecipitation พบว่าโมเลกุล WK-C5 เป็นโปรตีนท่ีมี
ขนาดประมาณ 45 kDa ภายใตภ้าวะ non-reducing และ reducing ซ่ึงแอนติบอดี WK-C5 
สามารถจบัไดก้บั conformational epitope ของโมเลกลุน้ี  

4. ผลการศึกษาหน้าท่ีของโมเลกุล WK-C5 ต่อการกินแบคทีเรียของเซลล ์granulocytes 
แบบ phagocytosis พบวา่ WK-C5 ไม่มีบทบาทต่อการกินแบคทีเรียของเซลล ์

จากการทดลองน้ีเป็นการทดลองท่ียงัไม่สามารถทราบขอ้มูลทั้งหมดของโมเลกุล WK-C5 
เน่ืองจากการทาํงานเก่ียวกบัเซลลมี์ความซบัซอ้น และค่อนขา้งยุง่ยาก และดว้ยขอ้จาํกดัของระยะเวลา
ในการศึกษาวิจยัภายใน 1 ปีทาํใหไ้ม่สามารถศึกษาการทาํงานของโมเลกุล WK-C5 ไดค้รบถว้นและ
เพียงพอสาํหรับการตีพิมพใ์นวารสารท่ีมีค่าดชันี แต่กลุ่มผูว้ิจยัไดน้าํขอ้มูลบางส่วน ร่วมกบัการศึกษา
โปรตีนบนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดอ่ืนเขา้ร่วมเสนอผลงานการประชุมระดับนานาชาติแบบ
โปสเตอร์ 2 คร้ังดงัน้ี 

1.  5th Congress of the Federal  of immunological Societies of Asia Oceania (FIMSA), 
March 14-17th, 2012. New Dheli, India. 

2. 13th FAOBMB International Congress of Biochemistry and Molecular Biology, 
November 25-29th, 2012. Bangkok International Trade & Exhibition Centre (BITEC), 
Bangkok, Thailand 

 สาํเนาบทคดัยอ่แสดงในภาคผนวก  
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