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บทคัดย่อ 

การศึกษาวิจัยด้านเซลล์ต้นก าเนิด จ าเป็นต้องใช้สารเคมี ในการเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล์ 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งโปรตีนในกลุ่มไซโตไคน์ และโกรทแฟคเตอร์ เพ่ือให้เซลล์ดังกล่าว มีความสามารถที่จะ
เจริญอย่างไม่มีที่สิ้นสุด (unlimited proliferation) และสามารถในการชักน าให้เป็นเซลล์ชนิดต่างๆ 
ภายในร่างกาย (differentiation) เบสิคไฟโบรบลาสต์โกรธแฟคเตอร์ของมนุษย์ (hbFGF) เป็น heparin 
binding โกรทเฟคเตอร์ ที่มีฤทธิ์ และส่งผลต่อการเพ่ิมขยาย (proliferation) และการชักน าให้เป็นเซลล์
ชนิดต่างๆ (differentiation) ของเซลล์หลายชนิด งานวิจัยนี้ได้แสดงวิธีการที่ง่ายและมีประสิทธิภาพใน
การ hbFGF โดยได้มีการทดสอบปัจจัยต่าง ๆ ที่มีอิทธิพลต่อการเพ่ิมประสิทธิภาพ ในการผลิต hbFGF 

เช่น ชนิดของเซลล์เจ้าบ้าน (BL21(DE3) หรือ ArcticExpressRIL) ความเข้มข้นของสารเหนี่ยวน า 

isopropyl-β-D-thiogalactoside (IPTG) ระยะเวลาที่ใช้กระตุ้นให้เกิดการสร้าง และวิธีการท าให้บริสุทธิ์ 
พบว่าภายใต้สภาวะที่ดีที่สุดสามารถผลิต hbFGF ได้ 60-80 มิลลิกรัมโปรตีน ต่ออาหารเลี้ยงเชื้อ 1 ลิตร 
และ hbFGF บริสุทธิ์ที่ได้มีคุณสมบัติทางชีวภาพหลังจากทดสอบกับเซลล์ NIH3T3 เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อน
ของมนุษย์ (hESCs) และเซลล์ต้นก าเนิดจากการเหนี่ยวน าของมนุษย์ ( iPSCs) อีกทั้งยังพบว่า ฟิวชั่น
โปรตีนที่ติดแท็กอยู่กับ hbFGF (6xHis-hbFGF และ Trx-6xHis-hbFGF) ไม่มีผลต่อคุณสมบัติทางชีวภาพ 
และ 6xHis-hbFGF และ Trx-6xHis-hbFGF บริสุทธิ์ที่ได้สามารถน ามาใช้เลี้ยงเซลล์ hESCs และ iPSCs 
โดยเซลล์ดังกล่าวหลังจากการเลี้ยงหลายรุ่น (passage) ยังคงรูปร่าง คุณสมบัติพลูริโพเทนท์ และการ
แสดงออกของยีนบางยีนที่ศึกษา ไม่ต่างจากเซลล์ที่เลี้ยงด้วย hbFGF ที่น าเข้าจากต่างประเทศ จากการน า 
hbFGF ที่ผลิตด้วยวิธีการผลิตที่ง่าย และมีประสิทธิภาพนี้มาใช้ในการเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดมนุษย์สามารถ
ลดต้นทุนในการเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล์ได้ประมาณ 30-60 เปอร์เซ็นต์ จึงมีความเป็นได้ที่จะสามารถน า
กระบวนการนี้ไปประยุกต์ใช้ในการผลิตโปรตีนไซโตไคน์ และโกรธแฟคเตอร์ตัวอ่ืนๆ เพ่ือใช้ในงานวิ จัย
เซลล์ต้นก าเนิด 
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Abstract 

In stem cell research or even in the use of stem cell for real clinical trial, a lot of 
expensive growth factors and chemical are needed. Human basic fibroblast growth factor 
(hbFGF) is a heparin binding protein needed for cell proliferation and differentiation.  In 
this work easy and efficient expression system for in-house human basic fibroblast growth 
factor (hbFGF) production was demonstrated. Several parameters for optimizing the 
expression of soluble hbFGF, including fusion tagged strategy (6xHis-hbFGF and Trx-6xHis-

hbFGF), E. coli expression host strains (BL21(DE3) or ArcticExpressRIL), concentration of 
isopropyl-β-D-thiogalactoside ( IPTG)  used for induction, duration of induction and affinity 
purification procedures were investigated. Under the optimal condition, approximately 60-
80 mg of hbFGF fusion proteins was obtained from 1 liter culture broth. The biological 
activity of purified hbFGF was assessed using NIH3T3 cells and undifferentiated hESCs and 
induced pluripotent stem cells (iPSCs). The results demonstrated that the N-terminal 
fusion tags of 6xHis-hbFGF and Trx-6xHis-hbFGF fusion proteins did not interfere with their 
biological activities. Human ESCs and iPSCs supplemented with the fusion proteins could 
maintain undifferentiated stage for several passages. No significant differences in the stem 
cells morphology and gene expression were observed when supplement with our purified 
hbFGF fusion proteins or commercialized hbFGF. The use of the fusion proteins in our 
laboratory was found to significantly reduce the cost of media preparation, approximately 
30-60%. We have demonstrated an easy and efficient expression system for in-house 
hbFGF production, and this system may not only facilitate further production of 
recombinant hbFGF, but also allow possible large-scale production of other biologically 
active cytokines and growth factors used for stem cell research. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
เซลล์ต้นก าเนิด (Stem cells) ถูกใช้ในการศึกษาทางการแพทย์อย่างหลากหลาย รวมถึง

การศึกษาทางชีววิทยาของโรค การคิดค้นยา การบ าบัดด้วยยีน และการบ าบัดด้วยการแทนที่เซลล์ 

(Picanco-Castro et al., 2014; Singh et al., 2015) อย่างไรก็ตาม กลไกรวมถึงการถนอมรักษาและ

การขยายออกของเซลล์ระยะ undifferentiated state ในหลอดทดลอง (in vitro) และการเหนี่ยวน าให้

เป็นเซลล์ชนิดต่างๆ (differentiation) ในหลอดทดลอง และในสิ่งมีชีวิต (in vivo) ยังคงต้องการมี

การศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือให้รู้กลไกควบคุมที่ชัดเจน ก่อนที่จะน าไปประยุกต์ใช้ในการรักษาโรคต่อไป สภาวะ

ที่เหมาะสมกับการเจริญของเซลล์ คือหนึ่งในตัวแปรส าคัญส าหรับงานวิจัยเซลล์ต้นก าเนิด ซึ่งเซลล์ต้น

ก าเนิดต้องการโกรทแฟคเตอร์ และไซโตไคน์เป็นตัวช่วยกระตุ้น เพ่ือ ให้เกิดการเพ่ิมจ านวน และชักน าให้

เป็นเซลล์ชนิดต่างๆ (van der Sanden et al., 2010) ปัจจุบันนอกจากหน่วยงานของรัฐที่ท างานวิจัย

ทางด้านเซลล์ต้นก าเนิดมนุษย์แล้ว ยังมีหน่วยงานเอกชนที่ให้ความสนใจน าผลงานวิจัยดังกล่าวไป

ประยุกต์ใช้อย่างแพร่หลายในหลายบริษัททุกภูมิภาคท่ัวโลก ทั้งด้านการรักษา บ าบัดโรคต่างๆ และการ

เสริมความงามด้านผิวพรรรณ จะเห็นได้ว่างานวิจัยด้านเซลล์ต้นก าเนิดมีมูลค่าทางเศรษฐกิจมหาศาล และ

สิ่งจ าเป็นที่อุตสาหกรรมเซลล์ต้นก าเนิด และเวชส าอางต้องการและต้องใช้จ านวนมาก คือ โกรทแฟคเตอร์ 

และไคโตไคน์ เช่น activins, bone morphogenetic proteins (BMPs), epidermal growth factor 

(EGF), fibroblast-derived growth factors (FGFs) และ insulin-like growth factor (IGFs) เป็นต้น 

โปรตีนเหล่านี้เป็นโปรตีนที่มีราคาสูง อีกท้ังประเทศไทย ยังไม่สามารถผลิตเองได้ จึงจ าเป็นต้องสั่งจาก

ต่างประเทศ และในบางกรณีอาจเกิดข้อผิดพลาดระหว่างการขนส่งสินค้าท าให้ได้โปรตีนที่ด้อยคุณภาพ 

ซึ่งจะส่งผลกระทบต่องานวิจัย และอุตสาหกรรมดังกล่าว ประกอบกับคณะผู้วิจัยมีความรู้ และ

ประสบการณ์ในการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนมาแล้ว (Imsoonthornruksa et al., 2011) ดังนั้นเพื่อเป็น

การลดต้นทุน และอุปสรรค์ในการท างานวิจัยด้านเซลล์ต้นก าเนิด รวมทั้งเป็นต้นแบบของการผลิตรีคอม

บิแนนท์โปรตีน คณะผู้วิจัยจึงได้เสนอชุดโครงการวิจัย เพื่อหาวิธีการสร้าง และผลิตโปรตีนดังกล่าวไว้ใช้

ส าหรับงานวิจัยด้านเซลล์ต้นก าเนิดและผลิตภัณฑ์เสริมความงามด้านผิวพรรณ  อย่างไรก็ตามโครงการนี้

เป็นโครงการต่อเนื่อง 3 ปี และปีงบประมาณ 2562 เป็นปีแรกที่ได้รับงบประมาณจัดสรร งานวิจัยจึงยังไม่

บรรลุวัตถุประสงค์ทั้งหมดของโครงการ  
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

2.1. ความส าคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย 

ปัจจุบันงานวิจัยด้านวิทยาศาสตร์การแพทย์ ก าลังได้รับความสนใจจากนักวิทยาศาสตร์ทั่วโลก 

โดยเฉพาะอย่างยิ่งงานวิจัยด้านเซลล์ต้นก าเนิด  ซึ่งเป็นงานวิจัยที่จ าเป็นต้องใช้โปรตีนจ าพวกไซโตไคน์ 

และโกรทแฟกเตอร์เป็นจ านวนมาก โปรตีนเหล่านี้เป็นโปรตีนที่มีราคาสูง อีกทั้งประเทศไทย ยังไม่สามารถ

ผลิตเองได้ จึงจ าเป็นต้องสั่งจากต่างประเทศ และในบางกรณีอาจเกิดข้อผิดพลาดระหว่างการขนส่งสินค้า

ท าให้ได้โปรตีนที่ด้อยคุณภาพ ซึ่งจะส่งผลกระทบต่องานวิจัย ประกอบกับคณะผู้วิจัยมีความรู้ และ

ประสบการณ์ในการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนมาแล้ว (Imsoonthornruksa et al., 2011) ดังนั้น เพ่ือ

เป็นการลดต้นทุน และอุปสรรค์ในการท างานวิจัยด้านเซลล์ต้นก าเนิด รวมทั้งเป็นต้นแบบของการผลิตรี -

คอมบิแนนท์โปรตีน คณะผู้วิจัยจึงได้เสนอการทดลองเพ่ือหาวิธีการสร้าง และผลิตโปรตีนดังกล่าวไว้ใช้

ส าหรับงานวิจัยด้านเซลล์ต้นก าเนิดและผลิตภัณฑ์เสริมความงามด้านผิวพรรณ 

 

2.2. วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

เนื่องจาก โครงการนี้เป็นโครงการวิจัยต่อเนื่อง 3 ปี แต่ได้รับงบประมาณเพียงปีแรกปีเดียวจึงไม่
สามารถด าเนินการตามวัตถุประสงค์ ข้อที่ 4-6 ได้อย่างสมบูรณ์ 

1. ท าให้เกิดการแสดงออกของยีน basic Fibroblast growth factor ของมนุษย์ (hbFGF) ใน 
Escherichia coli  

2. พัฒนากระบวนการผลิตและขยายขนาดก าลังการผลิต hbFGF 
3. ท ารีคอมบิแนนท์ hbFGF ให้บริสุทธิ์ และทดสอบคุณสมบัติทางชีววิทยา (biological activity)  
4. พัฒนาสูตรระบบน าส่งนีโอโซม (Niosome) เพ่ือบรรจุ hbFGF เพ่ือพัฒนาเป็นเวชส าอาง 
5. พัฒนาบุคลากร ให้สามารถผลิตโกรทแฟคเตอร์ ไว้ใช้เอง เพื่อเป็นการลดต้นทุนในระยะยาว และจัด

จ าหน่ายให้หน่วยงานภายนอก 
6. น าโกรทแฟคเตอร์ที่ผลิตได้ไปให้อุตสาหกรรมเซลล์ต้นก าเนิด และเวชส าอาง ทดสอบคุณภาพ และ

ทดลองใช้จริงในระดับอุตสาหกรรม 
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2.3. ประโยชน์ที่ได้รับจากการวิจัย  

สามารถผลิตรีคอมบิแนนท์ โปรตีนhbFGF ที่ ใช้กับงานวิจัยด้านเซลล์ต้นก าเนิด ได้ด้วย

กระบวนการที่ง่าย สะดวกรวดเร็ว และข้ันตอนไม่ยุ่งยาก  สามารถลดต้นทุนในการน าเข้าจากต่างประเทศ

ได้มากขึ้น อีกท้ังองค์ความรู้ที่ได้สามารถไปพัฒนาต่อยอด เพ่ือผลิตโปรตีนในกลุ่มไซโตไคน์ และโกรทแฟก

เตอร์ จนน าไปถึงการผลิตในเชิงพาณิชย์  อย่างไรก็ตามการน า รีคอมบิแนนท์โปรตีน ที่ผลิตได้ไปใช้ใน

ภาคอุตสาหกรรมจริง จ าเป็นต้องมีห้องปฏิบัติการที่สะอาด ปราศจากโรค ระดับมาตราฐานGMP PIC/S 

(Good Manufacturing Practice, Pharmaceutical Inspection Co-operation Scheme)  

 

2.4. การทบทวนวรรณกรรม  

E. coli เป็นสิ่งมีชีวิตโปรคาริโอต ที่ได้รับความนิยมในการใช้เพ่ือผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน ด้วย

เป็นสิ่งมีชีวิตที่ได้รับการศึกษาองค์ประกอบทางพันธุกรรมอย่างละเอียด ท าให้สามารถควบคุมการ

แสดงออกของยีนจากสิ่งมีชีวิตอ่ืน  (heterologous proteins) ได้เป็นอย่างดี อีกทั้งยังมีเวกเตอร์ที่

ออกแบบมาเพ่ือใช้ในการแสดงออกของยีนต่าง ๆ ในสิ่งมีชีวิตนี้มากมาย และวิธีการที่ใช้ในการสร้าง และ

ผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนใน E. coli ยังเป็นวิธีการมาตรฐานที่ได้รับการยอมรับ ทั้งในด้านการวิจัย และใน

เชิงพาณิชย์ (Terpe, 2006; Sahdev et al., 2008) นอกจาก E. coli  ที่นิยมใช้เพ่ือผลิตรีคอมบิแนนท์

โปรตีนแล้ว ยังมีสิ่งมีชีวิตอ่ืนที่ได้รับการศึกษาเพ่ือใช้เป็นแหล่งผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน เช่น ยีสต์ เซลล์

แมลง เซลล์พืช และเซลล์สัตว์ แต่สิ่งมีชีวิตดังกล่าวก็ยังมีข้อจ ากัด เช่น ให้ผลผลิตต่ า มีข้ันตอนและวิธีการ

ยุ่งยากในการเลี้ยงเซลล์ และมีค่าใช้จ่ายสูง เมื่อเทียบกับสิ่งมีชีวิตโปรคาริโอต ซึ่งเป็นที่ทราบดีว่าเป็นระบบ

ที่ง่าย ให้ผลผลิตสูง เซลล์เจริญเติบโตรวดเร็ว และต้นทุนการผลิตต่ า (Nfor et al., 2008; Graslund et 

al., 2008) จากการศึกษาก่อนหน้า พบว่า E. coli สามารถใช้เพ่ือผลิตรีคอมบิแนนท์ไซโตไคน์ และโกรท-

แฟกเตอร์ เช่น interleukin-29 (Li and He, 2006) interleukin-24 (Yang et al., 2007) human 

leukemia inhibitory factor (Tomala et al., 2010; Imsoonthornruksa et al., 2011) epidermal 

growth factor (Abdull Razis et al., 2008) , fibroblast growth factor (Gasparian et al., 2009)  

ดังนั้น จึงมีความเป็นเป็นไปได้ที่จะน าองค์ความรู้พื้นฐานดังกล่าวมาประยุกต์ใช้เพ่ือผลิตรีคอมบิแนนท์ไซ-

โตไคน์ และโกรทแฟกเตอร์ ไว้ใช้ในงานวิจัยด้านเซลล์ต้นก าเนิด 
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การศึกษาวิจัยด้านเซลล์ต้นก าเนิด ไม่ว่าเป็นของมนุษย์หรือสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมชนิดอ่ืน 

จ าเป็นต้องใช้สารเคมีมากมาย ในการเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งโปรตีนในกลุ่มไซโตไคน์ 

และโกรทแฟกเตอร์ เพ่ือให้เซลล์ดังกล่าวยังคงคุณสมบัติความสามารถในการเจริญเติบโตอย่างไม่มีที่สิ้นสุด 

(unlimited proliferation) และความสามารถในการชักน าให้เป็นเซลล์ชนิดต่าง ๆ ภายในร่างกาย 

(differentiation) จากการประมาณของคณะผู้วิจัยพบว่า เงินทุนวิจัยส่วนใหญ่ประมาณร้อยละ 80 จะ

สูญเสียไปกับโปรตีนในกลุ่มไซโตไคน์ และโกรทแฟกเตอร์ ดังนั้นเพื่อเป็นการลดต้นทุนการวิจัย คณะผู้วิจัย

จึงมีแนวคิดที่จะสร้าง และผลิตโปรตีนในกลุ่มไซโตไคน์ และโกรทแฟกเตอร์ ไว้ใช้เองภายในห้องปฏิบัติการ 

โดยในการศึกษาครั้งนี้ คณะผู้วิจัยเลือกที่จะสร้าง และผลิต hbFGF ซึ่งเป็นอีกหนึ่งโกรทแฟกเตอร์ที่ส าคัญ 

และมีความจ าเป็นในการเลี้ ยงเซลล์ต้นก าเนิดตัว อ่อนของมนุษย์  ( Klimanskayaet al., 2005; 

Levenstein et al., 2005) อีกทั้ งยังเป็นโปรตีนที่มีราคาสูง ประมาณ 150 ดอลล่าสหรัฐ ต่อ 10 

ไมโครกรัม (Invitrogen) 

bFGF หรือ FGF-2 เป็น heparin binding โกรทเฟคเตอร์ ที่มีฤทธิ์ และส่งผลต่อการเพ่ิมขยาย 

(proliferation) และการชักน าให้เป็นเซลล์ชนิดต่าง ๆ (differentiation) ของเซลล์หลายชนิด เช่น เซลล์ 

fibroblasts เซลล์  vascular endothelial เซลล์  smooth muscle เซลล์  myoblasts และเซลล์ใน

ระบบประสาท เป็นต้น (Gospodarowicz, 1989; Lindner, 1995; Bikfalvi et al., 1997) ซึ่ง bFGF 

เป็นโปรตีนโมเลกุลสายเดียว (single chain) ไม่มีการเติมหมู่ไกลโคซิล (non-glycosylation) มีหลาย 

isoforms ถึงแม้จะมาจากการแสดงออกของ mRNA สายเดียวกัน (Florkiewicz and Sommer, 1989) 

โดยมีน้ าหนักโมเลกุลหลายขนาดขึ้นอยู่กับบริเวณที่พบ เช่น ถ้าพบบริเวณนิวเครียสจะมีน้ าหนัก 22 23 

และ24 กิโลดัลตัน แต่ถ้าพบบริเวณไซโตพลาสซึม หรือผิวเซลล์ จะมีน้ าหนัก 18 กิโลดัลตัน มีรายงานการ

วิจัยพบว่า bFGF สามารถสกัดได้จาก สมองส่วนไฮโปทาลามัส (hypothalamus) สมองส่วนไทมัส 

(thymus) และไต (Dailey et al., 2005) แต่ได้ผลผลิตที่ต่ า (ประมาณ 9-10 M) ในปี ค.ศ. 1986 ได้มี

การศึกษายีน hbFGF เพ่ือเข้าใจโครงสร้างของยีน (Abraham et al., 1986) อันน าไปสู่การศึกษาการ

ผลิตรีคอมบิแนนท์ hbFGF ใน E. coli (Gospodarowicz et al., 1986; Kroiher et al., 1995; Garke 

et al., 2000; Wang et al., 2006) เพ่ือเพ่ิมผลผลิต อย่างไรก็ดี พบว่ารีคอมบิแนนท์ hbFGF ที่ผลิตได้

ส่วนใหญ่อยู่ในรูปไม่ละลายน้ า ( insoluble inclusion bodies) ท าให้ยากต่อการท าให้บริสุทธิ์ ซึ่งเป็น

เรื่องที่พบในระบบของการแสดงออกของยีนใน E. coli จึงเป็นเรื่องที่ต้องมีการศึกษาเพ่ิมเติม ในการหา
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ปัจจัยที่ช่วยให้สามารถผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ได้อยู่ในรูปที่ละลายน้ า (soluble form) ซึ่งจากการ

ทดลองก่อนหน้า พบว่าเมื่อเชื่อมต่อ glutathione S-transferase เข้ากับ bFGF  มีส่วนช่วยท าให้สามารถ

เก็บเกี่ยวผลผลิตเพ่ิมขึ้น แต่รีคอมบิแนนท์ bFGF ที่ได้มีคุณภาพด้อยกว่าโปรตีนที่สกัดได้จากธรรมชาติ 

(Sheng et al., 2003) และได้มีการศึกษาเพ่ิมเติม พบว่าถ้าท าการเปลี่ยน cysteine ตัว 78 และ96 (C78 

และC96) เป็น serine จะสามารถช่วยเพ่ิมความสามารถการละลายน้ า (solubility) และคุณภาพ 

(biological activity) ของรีคอมบิแนนท์ bFGF (Wang et al., 2006) 

จากที่กล่าวมานั้นจะเห็นได้ว่า ถึงแม้ว่าปัจจุบันจะมีรายงานความส าเร็จในการผลิตรีคอมบิแนนท์ 

bFGF ใน E. coli แต่ยังประสบปัญหาหลายด้าน เช่น รีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ได้ส่วนใหญ่อยู่ในรูปไม่

ละลายน้ า คุณภาพของผลิตภัณฑ์ที่ได้ไม่แน่นอน ตลอดจนกระบวนการผลิตยังยุ่งยาก และซับซ้อน ดังนั้น

การศึกษาครั้งนี้คณะผู้วิจัยได้ท าการออกแบบการทดลอง เพ่ือเพ่ิมผลผลิต และคุณภาพของรีคอมบิแนนท์ 

hbFGF ตลอดจนใช้กระบวนการผลิตอย่างง่าย และมีประสิทธิภาพ ซึ่งจากรายงานก่อนหน้าของ 

Imsoonthornruksa et al. (2011) ที่คณะผู้วิจัยได้สามารถผลิต human leukemia inhibitory factor 

ด้วยวิธีการอย่างง่าย สะดวก และรวดเร็ว อันจะเป็นองค์ความรู้ พ้ืนฐานที่คณะผู้วิจัยสามารถน ามา

ประยุกต์ใช้ให้เกิดประโยชน์ในการใช้ผลิตรีคอมบิแนนท์ hbFGF ซึ่งถ้าประสบความส าเร็จในอนาคตก็จะ

สามารถน าองค์ความรู้ไปพัฒนาต่อยอด เพ่ือพัฒนากระบวนการผลิตโปรตีนในกลุ่มไซโตไคน์ และโกรท-

แฟกเตอร์ ตัวอ่ืนๆ ต่อไป 

ในประเทศไทย ปัจจุบันมีผู้ให้บริการในการเก็บรักษาสเต็มเซลล์ 5 บริษัท โดยมี 2 บริษัทที่

ด าเนินการโดยคนไทย 1 ใน 2 บริษัทของคนไทยที่ให้บริการในด้านนี้ ได้แก่ บริษัท เมดีซสเต็มเซลล์ จ ากัด 

(เดิมชื่อ บริษัท กรุงเทพสเต็มเซลล์ จ ากัด) ซึ่งป็นธนาคารฝากเก็บเซลล์ต้นก าเนิดจากได้ทั้งจากเลือดสาย

สะดือ เนื้อเยื่อสายสะดือและเนื้อเยื่อไขมัน ที่ใหญ่ที่สุดและมีประสบการณ์มากที่สุดในประเทศ และมี

ความจ าเป็นต้องใช้โกรทแฟคเตอร์จ านวนมาก ด้วยความร่วมมือทางวิชาการที่ บริษัท เมดีซสเต็มเซลล์ 

จ ากัด มีต่อหัวหน้าโครงการ ท าให้บริษัทให้ความสนใจที่จะให้คณะผู้วิจัยผลิต hbFGF ซึ่งเป็นอีกหนึ่งโกรท

แฟคเตอร์ที่ส าคัญ และมีความจ าเป็นในการเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดของมนุษย์ เพ่ือลดมูลค่าการน าเข้าของ

โปรตีนดังกล่าว อีกทั้งยังเป็นโปรตีนที่มีราคาสูง ประมาณ 150 ดอลล่าสหรัฐ ต่อ 10 ไมโครกรัม 

(Invitrogen) ดังนั้นงานวิจัยนี้ได้ท าการเลือกที่จะสร้าง และผลิต hbFGF เพ่ือใช้เป็นต้นแบบในการศึกษา 

และผลิตโปรตีนตัวอ่ืนๆ ต่อไปในอนาคต โดยการศึกษาครั้งนี้จะท าการโคลนยีน bFGF ของมนุษย์ เข้าสู่
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เวคเตอร์ที่ใช้ส าหรับการแสดงออกของยีนใน E. coli และศึกษาปัจจัยที่ส่งผลกระทบต่อการแสดงออกของ

ยีนดังกล่าว เช่น อุณหภูมิ ระยะเวลา และความเข้มข้นของสารที่ใช้กระตุ้นให้เกิดการแสดงออกของยีน 

เมื่อได้สภาวะที่เหมาะสมแล้วจะท าการขยายก าลังการผลิตในระบบถังปฏิกรณ์ต่อไป จากนั้นจะน ารีคอม

บิแนนท์ hbFGF ที่สร้างได้มาท าให้บริสุทธิ์โดยใช้เทคนิค affinity chromatography และทดสอบ

คุณสมบัติกิจกรรมทางชีววิทยา (Biological activity assay) หลังจากนั้นจะน ารีคอมบิแนนท์ hbFGF 

บริสุทธิ์ที่ไดจ้ะถูกส่งให้ บริษัท เมดีซสเต็มเซลล์ จ ากัด เพ่ือทดสอบและน าไปใช้ในการเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิด

ของมนุษย์ เพ่ือศึกษาความสามารถในการใช้งานแทนที่ รีคอมบิแนนท์ hbFGF ที่สั่งซื้อจากต่างประเทศ 

นอกจากนี้ รีคอมบิแนนท์ hbFGF บริสุทธิ์ที่ได้จะถูก encapsulate ด้วยระบบน าส่งนีโอโซม (Niosome) 

เพ่ือพัฒนาเป็นเวชส าอางต่อไป 
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บทที่ 3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

 

3.1. การสร้างเวคเตอร์เพื่อการแสดงออกของยีน (Expression vector construction) 

 เวคเตอร์ pET28a(+) และ pET32a(+) (Novagen, Germany) ถูกน ามาใช้ในการแสดงของยีน 

โดยยีน hbFGF ถูกเพ่ิมจ านวนจากเวคเตอร์ pWPI_SPbFGF (Addgene, USA) โดยใช้ forward primer 

คือ bFGF_pET28: CCGGATCCATGGCAGCCGGGAGC, bFGF_pET32: AAGAGCTCATGGCAGCCGG 

GAGC และ  reverse primer: GGCTCGAGTCAGCTCTTAGCAG AAGACATTGG ชิ้ น ส่ ว นที่ ถู ก เ พ่ิ ม

จ านวน (amplified fragment) ถูกตัดด้วย BamHI/XhoI และ SacI/XhoI (New England Biolabs, 

USA) และถูกเชื่อมต่อไปในส่วนที่ถูกย่อยด้วย BamHI/XhoI และ SacI/XhoI  ของเวคเตอร์ pET28 และ 

pET32 ตามล าดับ ด้วยเอนไซม์ T4 DNA ligase (NEB, USA) หลังจากการเชื่อมต่อ (ligation) เวคเตอร์

ถูกถ่ายเข้าไปใน E. coli strain DH5 จากนั้นท าโคโลนีพีซีอาร์ (colony PCR) (Zon et al., 1989) 

เวคเตอร์ที่ถูกสร้างขึ้นเรียกว่า pET28/hbFGF และ pET32/hbFGF ซึ่งถูกตรวจสอบล าดับเบสด้วยวิธี 

DNA sequencing  

 

3.2. การแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนและการท าให้บริสุทธิ์  (Recombinant protein 

expression and purification) 

 รีคอมบิแนนท์เวคเตอร์ (pET28/hbFGF และ pET32/hbFGF) ที่มีล าเบสที่ถูกต้อง ถูกส่งถ่าย

ด้ วยกระแสไฟฟ้า เข้ า ไปยั ง  E. coli สายพันธุ์  BL21(DE3) (Novagen) และ  ArcticExpress™ RIL 

(Stratagene, USA) เพ่ือให้เกิดการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์ฟิวชั่นโปรตีน (recombinant fusion 

protein) โคลนที่ถูกเลือกจะถูกเลี้ยงข้ามคืนและท าให้เจือจาง 1:100 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ lysogeny broth 

(LB) ที่เตรียมใหม่ (Bertani, 1952) และเติมยาปฎิชีวนะที่เหมาะสม บ่มให้เซลล์เจริญที่ 37°C จนกระทั่ง

ได้ค่า optical density 600 nm เท่ากับ 0.6 การแสดงออกของรีคอมบิแนนท์ฟิวชั่นโปรตีน ถูกเหนี่ยวน า

ด้วยการเติม isopropyl-β-D-thiogalactoside (IPTG) เซลล์จะถูกเลี้ยงพร้อมเขย่า ที่ 15°C หรือ 20°C 

เป็นเวลา 6 ชั่วโมงหรือมากกว่า จากนั้นเซลล์ถูกเก็บเกี่ยวด้วยการปั่นเหวี่ยงที่ 4000×g เป็นเวลา 20 นาที 

เซลล์ถูกเก็บรักษาที่ -70°C จนกว่าจะถูกน ามาใช้งาน ก่อนการท าบริสุทธิ์ เซลล์จะถูกท าให้ละลายและเติม
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บัฟเฟอร์ lysis/binding ที่ประกอบไปด้วย บัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟตเข้มข้น 50 mM  (pH 8.0) 

(Sambrook et al., 1989), phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF) เข้มข้น 1 mM, โซเดียมคลอไรด์

เข้มข้น150 mM, Triton X-100เข้มข้น 0.1%, กลีเซอรอลเข้มข้น 10%, อิมิดาโซลเข้มข้น 2 mM และ ไล

โซไซมเข้มข้น 200 µg ml-1 เซลล์ถูกท าให้แตกบนน้ าแข็งเป็นเวลา 5 นาที ด้วยคลื่นเสียงความถี่สูง (GE 

100 ultrasonic processor, สภาวะที่ ใช้คือ 60-80% amplitude, 60% cycle duty, sonicates 10 

วินาที, stop 5 วินาที เป็นเวลา 15 นาที) ส่วนที่ละลายน้ าและไม่สามารถละลายน้ าได้ถูกแยกด้วยการปั่น

เหวี่ยงที่ 11,700×g เป็น 10 นาที ส่วนของโปรตีนที่ละลายน้ าได้ถูกเก็บเกี่ยวและกรองผ่านเมมเบรน 

polyethersulfone ข น า ด  0.45 m แ ล ะ ถู ก ผ่ า น ค อ ลั ม น์  heparin-sepharose affinity 

chromatography (HiTrap Heparin HP, GE Healthcare, Sweden) หรื อ  IMAC (HisTrap HP,GE 

Healthcare) ตามวิธีการของโรงงานผู้ผลิต ส่วนที่แยกได้ประกอบด้วย Trx-6xHis-hbFGF จะถูกเก็บเกี่ยว

และผ่านกระบวนการ dialysis ในบัฟเฟอร์ phosphate buffered saline (PBS) จากนั้นโปรตีน Trx-

His6-hbFGF ถูกย่อยด้วย enterokinase protease ที่ผลิตขึ้นเองในห้องปฎิบัติการ (Kupradit et al., 

2008) เป็นเวลา 8 ชั่วโมง ที่ 28C  จากนั้นชิ้นส่วน Trx-6xHis และ hbFGF ถูกแยกออกด้วยขั้นตอนที่

สองของ HisTrap HP IMAC ซึ่ง 6xHis-hbFGF, Trx-6xHis-hbFGF และ hbFGF ที่ถูกท าให้บริสุทธิ์แล้ว 

จะถูกกรองผ่าน 0.2 µm และเก็บรักษาที่ 4°C จนกว่าจะน าไปศึกษาต่อไป จากนั้นปริมาณเซลล์ที่แตก

ทั้งหมด, ส่วนที่ละลายน้ าและไม่สามารถละลายน้ าได้  และส่วนที่ชะออกมาจาก คอลัมน์ถูกเก็บ และ

วิเคราะห์ด้วย 15% SDS-PAGE ตามด้วยการย้อมสี Coomassie Brilliant Blue ความเข้มข้นของโปรตีน

ถูกวิเคราะห์ด้วยวิธี Bradford ปริมาณความเข้มข้นของฟิวชั่นโปรตีนในส่วนผสม (mixture) ถูกวิเคราะห์

ด้ ว ย โ ดยซอฟท์ แ ว ร์  Quantity One (Bio Rad, USA) แ ล ะตั ว อย่ า ง โ ป ร ตี น ที่ วิ เ ค ร า ะห์ ด้ ว ย 

immunoblotting โดยตัวอย่างโปรตีนจาก SDS-PAGE ถูก electro-transfer ไปยัง nitrocellulose 

membrane (Bio Rad) จากนั้นน าเมมเบรนท าปฎิกิริยากับแอนติบอดี His-tag rabbit polyclonal 

(GenScript, USA) และตามด้วยแอนติบอดีล าดับที่สอง goat anti-rabbit ที่ เชื่อมต่อกับ alkaline 

phosphatase (Sigma, USA) จากนั้นแผ่นเมมเบรนถูกตรวจสอบปฏิกิริยาด้วย NBT/BCIP substrate 

(Sigma) 
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3.3. การท ารีคอมบิแนนท์ hbFGF ที่ได้ให้บริสุทธิ์ (Recombinant Protein Purification) 

 เชื้อที่แช่แข็งจะถูกละลายใน  native lysis buffer (20 mM Tris–HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 

2 mM imidazole, 0.1% triton X-100 และ protease inhibitor cocktail) ที่อุณหภูมิห้อง แล้วท าการ

สกัดแยกโปรตีนด้วยเครื่องคลื่นเสียงความถี่สูงโปรตีน ท าการแยกเศษเซลล์ด้วยการปั่นที่ความเร็ว 16,000 

x g นาน 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4°C ส่วน inclusion bodies จะท าการละลายด้วย native lysis buffer 

ส่วนของเหลวที่มีรีคอมบิแนนท์ hbFGF ที่มี polyhistidine-tagged จะถูกท าให้บริสุทธิ์ด้วย metal ion 

affinity chromatography (IMAC) resin 

 น าส่วนใส่เหลวที่มีรีคอมบิแนนท์ hbFGF บ่มร่วมกับ IMAC Sepharose 6 Fast Flow (GE 

Healthcare) resin ที่ถูก equilibrate ด้วย 50 mM CoCl2·6H20 เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน าสารผสม

ทั้งหมดไปบรรจุใน PD-10 column (GE Healthcare) แล้วล้างด้วย  20 mM Tris-HCl (pH 8.0), 150 

mM NaCl (washing buffer) เพ่ือก าจัดโปรตีนอ่ืนที่ไม่เกาะบนเรซินออก ท าการเก็บเกี่ยวรีคอมบิแนนท์ 

hbFGF โดยการชะล้างคอลัมภ์ด้วย  washing buffer ที่มีความเข้มข้นของเกลือ imidazole ที่ระดับ

ต่างๆ กัน (10 50 100 250 และ 500 mM ตามล าดับ) 

 น าตัวอย่างรีคอมบิแนนท์ hbFGF ก่อนและหลังการแยกให้บริสุทธิ์ไปตรวจสอบขนาดของโปรตีน

ด้วย SDS-PAGE และความจ าเพาะด้วยเทคนิค Western Blot โดยใช้ HRP-linked INDIA His probe 

(Pierce) กล่าวโดยย่อคือ ส่วน soluble และ insoluble fraction ของตัวอย่างโปรตีนจะผ่านการแยก

ด้วย SDS-PAGE และย้อมแถบโปรตีนด้วย Coomassie® G-250  เพ่ือตรวจขนาดโมเลกุลของรีคอม

บิแนนท์ hbFGF จากนั้นตรวจความจ าเพาะของรีคอมบิแนนท์ hbFGF ด้วย Western Blot ใช้ SDS-

PAGE แยกขนาดของโปรตีนก่อน  จากนั้น electroblot โปรตีนไปยัง polyvinylidene difluoride 

(PVDF) membrane (Bio-Rad) แล้วแช่ด้วย blocking buffer ที่ประกอบด้วย western buffer (500 

mM Tris pH 7.5, 2 M NaCl) + 1% BSA นาน 30 นาที เปลี่ยนมาแช่ด้วย primary antibody buffer 

ที่ประกอบด้วย western buffer + 0.05% Tween 20 + 1% BSA และ 1:1,000 primary antibody 

(HRP-linked INDIA His probe) นาน 2 ชั่วโมง จากนั้นล้าง 3 ครั้ง (ครั้งละ 5 นาที) ด้วย Western 

buffer + 0.05% Tween 20 แล้วตรวจปฏิกิริยาด้วย 3,3’,5,5’tetramethylbenzidine (TMB, Sigma). 
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3.4. การทดสอบคุณสมบัติทางชีววิทยา (Biological activity assay) 

การวิเคราะห์การเพิ่มขยายของเซลล์ด้วยวิธี MTT (MTT cell proliferation assay)  

 คุณสมบัติ (functional activity) ของรีคอมบิแนนท์โปรตีน  6xHis-hbFGF, Trx-6xHis-hbFGF 

และ hbFGF ถูกประเมินโดยความสามารถในการเพ่ิมปริมาณของเซลล์ NIH3T3 ในสภาวะที่ไม่มีซีรั่ม 

(serum-free conditions) เปรียบเทียบกับกิจกรรมของ commercial hbFGF (PHG0026, Invitrogen, 

USA) ทีร่ะดับความเจือจางต่างๆ ของรีคอมบิแนนท์โปรตีนและ commercial hbFGF (1.7, 3.4, 6.9, 14 

and 27 nM) จะถูกเติมลงในเซลล์ที่มีความเข้มข้น 5x103 เซลล์ต่อหลุม ที่เลี้ยงหลุมเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด 

96-well microtiter ในอาหาร Dulbecco's modified Eagle’s medium (DMEM) (Invitrogen) โดยที่

ไม่มีซีรั่ม บ่มที่  37°Cและสภาวะที่มี CO2 5% หลังจากเลี้ยงเซลล์ด้วยรีคอมบิแนนท์โปรตีนและ 

commercial hbFGF เป็นเวลา  72 ชั่วโมง ตัวอย่างจะถูกเติม 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide (MTT) (Sigma) เข้มข้น 12 mM ปริมาตร 10 μl ใน PBS และบ่มต่อ

เป็นระยะเวลา 4 ชั่วโมง อาหารเลี้ยงเชื้อรวมถึงสารละลาย MTTจะถูกดูดออกจากเพลท และเติม SDS

เข้มข้น 10% ที่มี HCl เข้มข้น10 mM ปริมาตร 100 μl เพ่ือละลายตะกอนคริสตัล จากนั้นวัดค่าดูดกลืน

แสงของตัวอย่างที่ 570 nm การเพ่ิมขยายของเซลล์ถูกวิเคราะห์และแสดงเป็นเปอร์เซนต์ของการเพ่ิม

ขยายที่ได้จากเซลล์ ซึ่งถูกเลี้ยงใน FCS เข้มข้น 10% แต่ละระดับความเจือจางของ hbFGF ถูกทดสอบ

เป็นจ านวน 3 ซ้ า 

 

 การรักษา undifferentiated state ของเซลล์ต้นก าเนิดมนุษย์ (Maintenance of the 

undifferentiated state of human pluripotent stem cells in culture) 

 hESCs (Pruksananonda et al., 2012) และ hiPSCs (Nishishita et al., 2012) ถูกเลี้ยงบน 

เซลล์ พ่ีเลี้ยง (human foreskin-derived fibroblasts) และเคลือบพ้ืนผิวจากเพาะลี้ยงด้วย 0.1% 

gelatin ในอาหาร Knock out DMEM (Invitrogen) ที่ มี Knock out serum replacement เข้มข้น 

20%, glutamax® เข้มข้น 1%, β-mercaptoethanol เข้มข้น 0.55 mM, nonessential amino acids 

เข้มข้น  1% (Invitrogen), penicillin ปริมาณ 50 U ml-1 (Invitrogen), streptomycin เข้มข้น 50 μg 

ml-1 (Invitrogen), และ commercial hbFGF เข้มข้น 8 ng ml-1 (Invitrogen) หรือ 6xHis-hbFGF, Trx-
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6xHis-hbFGF จากนั้นโคโลนี hESC และ hiPSC ที่มีสัณฐานของเซลล์ต้นก าเนิด ถูกเลือกส าหรับเพ่ิม

จ านวน (subculture) หลังจากการเลี้ยง 8-10 รุ่น (passages) hESC และ hiPSC ถูกวิเคราะห์คุณสมบัติ

ของเซลล์ต้นก าเนิน (การแสดงออกของ embryonic stem cell markers ด้วยวิธี  quantitative 

polymerase chain reaction (qPCR) และการย้อมimmunocytochemical) 

 

3.5. การย้อมอัลคาไลน์ฟอสฟาเตสและอิมมูโนไซโตเคมิคอล (Alkaline phosphatase and 

immunocytochemical staining) 

 โคโลนี hESC และ hiPSC ถูกfixด้วยพาราฟอร์มัลดีไฮด์เข้มข้น 4% จากนั้นกิจกรรมของ

เอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสถูกตรวจโดยใช้ AP detection kit (Sigma) ตามวิธีของโรงงานผู้ผลิต 

ส าหรับปฏิกิริยาของ OCT4 antibody นั้น โคโลนีจะถูกบ่มด้วย Triton X-100 (Sigma) ใน DPBS 

(Invitrogen) เข้มข้น 2% เป็นเวลา 15 นาที และบ่มในบัฟเฟอร์ blocking ที่ประกอบด้วย fetal bovine 

serum (HyClone) เข้มข้น 5 % ใน DPBS เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นตัวอย่างจะถูกล้างด้วย DPBS และ

บ่มด้วย primary antibodies ซึ่ง primary antibodies ซื้อจาก Abcam ประเทศสหรัฐอเมริกา รวมถึง 

rat antibodies against stage-specific embryonic antigen (SSEA)-3 (ab162286), mouse anti-

SSEA-4 (ab16287) และ  goat anti-OCT4 (ab27985) ถู กท า ให้ เ จื อจาง  1:200 ด้ วย  PBS ที่ ไม่ มี

แคลเซียมและแมกนีเซียม โคโลนีถูกบ่มข้ามคืนที่ 4°C ด้วย primary antibodiesที่เจือจาง ส าหรับการ

ตรวจวัดของแอนติบอดี เซลล์ถูกบ่มด้วย rabbit anti-rat-FITC (ab8520) ที่เจือจาง 1:200, แอนตีบอดี 

goat anti-mouse-Cy3 (Milipore) และ rabbit anti-goat-FITC (ab97009) ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 

ชั่วโมง จากนั้นโคโลนีถูกย้อมด้วย Hoechst 33342 (Sigma) และตรวจวัดผลภายใต้กล้อง fluorescence 

microscope  

 

3.6. Quantitative polymerase chain reaction 

อาร์เอ็นเอทั้งหมด (total RNA) ถูกสกัดจากโคโลนี  hESC และ hiPSC ด้วยชุดสกัด GeneJET 

RNA purification และถู ก เ ปลี่ ย น เ ป็ น  cDNA โ ด ย ใ ช้  RevertAid H Minus First Strand cDNA 

Synthesis Kit ตามวิธีของโรงงานผู้ผลิต (Thermo Fisher Scientific, USA) ปริมาณการแสดงออกของ 

mRNA ของ OCT4, SOX2, NANOG, CDX2, BRACHYURY และ PAX6 ถูกวิเคราะห์โดยใช้วิธี SYBR-



12 
 

 
 

green-based real-time quantitative-PCR (qPCR) ด้วยเครื่อง  Bio-Rad Chromo4 real-time PCR 

(Bio-Rad) ซึ่งชุด primer ที่ใช้แสดงใน Table1 ปฎิกิริยาการเพ่ิมจ านวน (amplification reaction) 

ประกอบด้วย cDNA เข้มข้น 10 ng, สารละลาย 1x KAPA SYBR® FAST qPCR Kit (KAPA Biosystems, 

USA), และ primer จ าเพาะของแต่ละตัวที่ความเข้มข้น 0.25 M ในปริมาตรทั้งหมด 20 μl  ปฏิกิริยา

ถูกทดสอบทั้งหมด 3 ซ้ า และสภาวะรอบอุณหภูมิที่ใช้ในการท า qPCR คือ 95°C เป็นเวลา 3 นาที, ตาม

ด้วย 45 รอบของ 95°C เป็นเวลา 20 วินาที และ 62°C เป็นเวลา 1นาท ี

 

ตารางท่ี 1 ล าดับนิวคบีโอไทด์ส าหรับการท า qPCR. 

Primer Sequence (5’ to 3’) 

OCT4-F  TGGGCTCGAGAAGGATGTG 
OCT4-R GCATAGTCGCTGCTTGATCG 
SOX2-F CCCCCGGCGGCAATAGCA 
SOX2-R TCGGCGCCGGGGAGATACAT 
NANOG-F CAGAAGGCCTCAGCACCTAC 
NANOG-R GTCACTGGCAGGAGAATTTGG 
CDX2-F CCTCCGCTGGGCTTCATTCC 
CDX2-R TGGGGGTTCTGCAGTCTTTGGTC 
BRACHYURY-F TGCTTCCCTGAGACCCAGTT 
BRACHYURY-R GATCACTTCTTTCCTTTGCATCAAG 
PAX6-F CAGCTCGGTGGTGTCTTTG 
PAX6-R AGTCGCTACTCTCGGTTTA 
GAPDH-F GTCAACGGATTTGGTCGTATTG 
GAPDH-R CATGGGTGGAATCATATTGGA 

 

3.7. วิธีวิเคราะห์ทางสถิติ (Statistical analysis) 

 เปอร์ เซนต์การเจริญของเซลล์  NIH3T3 ถูกแสดงเป็นค่าเฉลี่ย  (mean ± SD)  Relative 

quantification ของระดับที่แสดงออกของยีนเป้าหมายถูกแสดง ค่าความแตกต่างและข้อมูลถูกวิเคราะห์

ด้วยแผนการทดลอง Completely Randomized Design (CRD) ด้วย Statistical Analysis System 
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(SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA) ความแตกต่างระหว่างตัวอย่างถูกวิ เคราะห์โดยใช้  analysis of 

variance (ANOVA)  เปรียบเทียบความแตกต่างค่าเฉลี่ยด้วย  Duncan’s Multiple Range Test 

(DMRT) ที่ระดับความเชื่อมัน่ 95%  
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บทที่ 4 

ผลการวิจัย และการวเิคราะห์ข้อมูล 

 

4.1. การแสดงออกและการท าบริสุทธิ์ของ hbFGF fusion protein  

 เวคเตอร์ที่ใช้ส าหรับการแสดงออกของยีน (Expression vector) คือ เวคเตอร์ pET28a(+) และ 

pET32a(+) (Figure 1A) ผลของล า ดั บ เ บสขอ งรี ค อมบิ แนนท์ พลาสมิ ด  pET28/hbFGF และ 

pET32/hbFGF แสดงใน Figure 1B และ C ซึ่ งพบว่าไม่มีการมิว เตชั่น (mutation) เกิดขึ้น เมื่อ

เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของพลาสมิด pWPI_SPbFGF และใน GenBank (accession no. 

M27968) ที่มีการรายงานก่อนหน้านี้ รีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET28/hbFGF หลังจากกระบวนการทราน- 

สเลชั่น จะได้ hbFGF ที่มีกรดอะมิโน 34 ตัว คือMGSSHHHHHHSSGVPRGSHMASMTGGQQMGRGS 

อยู่ด้าน N-terminal และมี hexa-histidine (6xHis)-tag ส าหรับท าให้บริสุทธิ์ด้วยวิธี immobilized 

metal affinity chromatography (IMAC) เกาะรวมอยู่ด้วย ในขณะที่ pET32/hbFGF สร้าง fusion 

protein ที่มี N-terminal thioredoxin (Trx) domain เป็นล าดับเบสของ pET32a(+) ต่ออยู่กับ 6xHis-

tag ตามด้วย enterokinase ที่ต่อด้วยล าดับเบสของ hbFGF  จากการวิเคราะห์ด้วย ExPASY Protein 

Parameters Tools สามารถท านายได้ว่า ขนาดโมเลกุล (molecular mass) และ ค่า pI ของโปรตีน 

6xHis-hbFGF (189 amino acid), Trx-6xHis-hbFGF (324 amino acid) และ  hbFGF (166 amino 

acid) คือ 20,740 Da/pI=9.8, 35,417 Da/pI=7.2 และ 18,360 Da/pI= 9.4 ตามล าดับ (Figure 1) 

 การศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิ, ความเข้มข้นของ isopropyl-β-D -thiogalactoside (IPTG) 

และเวลา ( induction time) ต่อการแสดงออกของ  6xHis-hbFGF และ Trx-6xHishbFGF fusion 

proteins รวมถึ ง โปรตีนที่ ละลายได้ทั้ งหมด (total soluble protein) จาก pET28/hbFGF และ 

pET32/hbFGF  ใน E.coli สายพันธุ์ BL21(DE3) และ ArcticExpress ผลการทดลองพบว่า ที่อุณหภูมิ 

20°C fusion protein มีการแสดงออกมากกว่า ที่อุณหภูมิ 15°C และการเพิ่มความเข้มข้นของ IPTG จาก 

0.1 มิลลิโมลาร์ ถึง 1 มิลลิโมลาร์ ไม่มีผลกระทบต่อระดับการแสดงออก (expression level) ของ fusion 

protein โดยที่โปรตีน Trx-6xHis-hbFGF สามารถแสดงออกได้โดยที่ไม่มี IPTG ทั้งใน BL21(DE3) และ 

ArcticExpress (Figure 2) การเพ่ิมระดับการแสดงออกของ fusion protein สามารถท าได้โดยการเพ่ิม 

introduction time (Figure 3) จาก Figure 4A และB  พบว่ามากกว่า 95% ของโปรตีน 6xHis-hbFGF 
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ที่ถูกผลิตขึ้นอยู่ในรูปของโปรตีนที่ละลายน้ าได้ (soluble form) และน้อยกว่า 3% อยู่ในรูปที่ไม่สามารถ

ละลายน้ าได้ (insoluble form)  

 

 

 
 

Figure 1 Schematic diagram of the recombinant proteins. pET28a(+) and pET32a(+) vector 

backbones were used to construct the expression vectors (A). pET28/hbFGF and 

pET32/hbFGF expression vectors were verified by sequencing (B and C). 

Hexahistidine (6xHis)-tags are at the N-terminus of both recombinant proteins. 

The thrombin and enterokinase cleavage sites (LVPRGS and DDDDK, respectively) 

are located between the 6xHis-tag and the thioredoxin (Trx)-6xHis-tag and the 

hbFGF sequence, to release of mature hbFGF from the 6xHis-hbFGF and the Trx-

6xHis-hbFGF fusion proteins, respectively.  
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Figure 2 Effect of host cell, induction temperature and IPTG concentration on expression 

of recombinant hbFGF fusion proteins. The pET28/hbFGF (A and B) and 

pET32/hbFGF (C and D) expression vectors were transformed into E.coli 

BL21(DE3) (A and C) and ArcticExpress strains (B and D). The transformed cells 

were grown at 37C to an OD600 of 0.6 and then induced with 0 to 1 mM IPTG 

for 12 h at 15 or 20C. The induced cells were harvested, the whole cell lysate 

was analyzed on 15% SDS-PAGE and the gels stained with Coomassie Brilliant 

Blue. Proteins from equal amount of cells were loaded into each lane. The 

arrows indicate the positions of recombinant fusion proteins.  
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Figure 3 The effect of induction times on solubility of recombinant hbFGF fusion proteins. 

The pET28/hbFGF (A and B) and pET32/hbFGF (C and D) vectors were transformed 

into E. coli BL21(DE3) (A and C) and ArcticExpress(DE3) (B and D) strains. The 

transformed cells were grown at 37C to an OD600 of 0.6 and then induced with 

0.2 mM IPTG for 6 to 24 h at 20C. The induced cells were harvested and then 

the cell lysates were separated into soluble and the insoluble fraction by 

centrifugation. The solubility of the fusion proteins was analyzed on 15% SDS-

PAGE and the gels stained with Coomassie Brilliant Blue. Equal cell concentration 

was loaded into each lane. The arrows indicate the position of recombinant 

fusion proteins. (-), total protein before induction; T, total cellular protein after 

induction; IS, insoluble fraction from induced cells; S, soluble fraction from 

induced cells. 
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Figure 4 SDS-PAGE of recombinant hbFGF fusion proteins at various stages of purification. 
(A) pET28/hbFGF in E. coli BL21(DE3), (B) pET28/hbFGF in E. coli 
ArcticExpress(DE3), (C) pET32/hbFGF in E. coli BL21(DE3),(D) pET32/hbFGF in E. 
coli ArcticExpress(DE3). The cells were grown until the OD600 reached 0.6 and 

were then induced with 0.2 mM IPTG at 20C for 18 h. The cells (1g wet cell 
weight) were harvested, and the recombinant proteins were purified on heparin-
sepharose affinity chromatography (HiTrap HeparinHP) and Ni-IMAC (HisTrap HP) 
columns under native conditions. The proteins were analyzed on a 15% SDS-
PAGE gel and stained with Coomassie Brilliant Blue R-250. These results represent 
three independent experiments. The lanes from left to right are protein 
molecular weight markers (masses marked in kilodaltons); (-), total protein before 
induction; T, total cellular protein after induction; IS, insoluble fractions from 
induced cells; S, soluble fractions from induced cells; FT, flow through fractions; 
W0, initial washing buffer fraction. For the HiTrap Heparin HP column, the fusion 
proteins were eluted with 0.5, 1 and 2 M NaCl. For HisTrap HP, the fusion proteins 
were eluted with 100, 250 and 500mM imidazole. The arrows indicate the fusion 
proteins. 
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Figure 5 Analysis of purified recombinant hbFGF on SDS-PAGE and western blot (A) and 

biological activity (B). Purified 6xHis-hbFGF and Trx-6xHis-hbFGF  fusion proteins 

and hbFGF were separated on a 15% SDS-PAGE gel and were then either stained 

with Coomassie Brilliant Blue or transferred to a nitrocellulose membrane and 

identified by immunoblotting with a goat anti-His antibody (A). Comparison of 

the percentage of growth of NIH3T3 after 72 h incubation with Trx-tag (   ), Trx-

6xHis-hbFGF (   ), 6xHis-hbFGF (   ), hbFGF (   ) and commercial hbFGF (Invitrogen) 

(  ) (B). Different letters (a, b, c, d) within the same concentration indicate 

significant different (P <0.05). 
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การท าให้โปรตีนบริสุทธิ์แบบสัมพรรคภาพ (Affinity purification) ด้วย HisTrap HP (GE 

Healthcare, Sweden) โปรตีน 6xHis-hbFGF ไม่สามารถจับบนตัวดูดซับและสูญเสียไปในขั้นตอนการ

จับบนตัวดูดซับ (Binding) ประมาณ 60-80% และสามารถเก็บเกี่ยวได้ 10-24% หลังการชะ (elution) 

โปรตีนออกจากคอลัมน์โดยใช้อิมิดาโซล (imidazole) ความเข้มข้น 100, 250 และ 500 มิลลิโมลาร์ ส่วน

การท าบริสุทธิ์แบบสัมพรรคภาพด้วย HiTrap Heparin HP (GE Healthcare) โปรตีน 6xHis-hbFGF 

สามารถจับกับตัวดูดซับในคอลัมน์ได้ 100% การชะโปรตีนด้วยเกลือโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) เข้มข้นสูง (2 

M) พบการแสดงออกของโปรตีน Trx-6xHishbFGF มีความคล้ายคลึงกันทั้งใน E. coli BL21(DE3) และ 

E. coli ArcticExpress (Figure 4C และ D) จากผลการทดลองพบว่า การเลี้ยงเซลล์ E. coli ทั้ง 2 ชนิด 

ปริมาตร 200 มิลลิลิตร จะให้เซลล์หนัก 1 กรัม (น้ าหนักเปียก) จากการท าบริสุทธิ์ด้วย HiTrap Heparin 

HP จะให้ผลผลิต (yield) ของโปรตีน 6xHis-hbFGF ประมาณ 12 มิลลิกรัม และของ Trx-6xHis-hbFGF 

ประมาณ 14 มิ ล ลิ ก รั ม  (Table 1) ในทา งตร งกั นข้ า ม  กา รท า ให้ บ ริ สุ ท ธิ์ ด้ ว ย  HisTrap HP 

chromatography ได้ผลผลิตของโปรตีนในปริมาณที่ต่ า (Table 2) จากผลทดลองปรากฎว่าโปรตีนทั้ง

สองชนิดมีค่าความบริสุทธิ์มากกว่า 95% จากนั้นโปรตีน Trx-6xHis-hbFGF ถูก dialyzed ในบัฟเฟอร์ 

PBS เพ่ือก าจัดโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) และอิมิดาโซล (imidazole) และตามด้วยท าปฏิกิริยากับเอนไซม์ 

enterokinase protease ที่จะแยก hbFGF ออกจาก N-terminal Trx-6xHis-tag จากนั้นท า hbFGF ให้

บริสุทธิ์จาก enterokinase และ Trx-6xHis-tag ด้วย HisTrap HP chromatography รีคอมบิแนนท์ 

enterokinase และ Trx-6xHis-tag ที่ผลิตขึ้นเองยังคงมี 6xHis tags อยู่ ดังนั้น โปรตีนทั้งสองชนิดจะจับ

บนตัวดูดซับในคอลัมน์ ส่วน hbFGF จะถูกชะล้างออกมา และ tags จะถูกแยกออกจาก hbFGF อย่าง

สมบูรณ์ ขนาดโมเลกุลของโปรตีนที่ท าให้บริสุทธิ์ได้ถูกวิเคราะห์โดยใช้ SDS-PAGE (Figure 5A) ขนาด

โมเลกุลของ 6xHis-hbFGF, Trx-6xHis-hbFGF และ  hbFGF คือ 21, 35 และ 18 kDa ตามล าดับ ซึ่งผล

ที่ไดม้ีค่าใกล้เคียงกับผลทีว่ิเคราะห์ด้วย ExPASY Protein Parameters Tools (Figure 1) จากนั้นโปรตีน

หลังท าให้บริสุทธิ์ถูกวิเคราะห์ด้วยเทคนิค western blotting ผลการทดลองพบว่า 6xHis-hbFGF และ 

Trx-6xHis-hbFGF สามารถตรวจจับด้วยแอนติบอดี rabbit anti-His polyclonal ยกเว้น hbFGF 

เนื่องจาก 6xHis tag ถูกก าจัดออกหลังจากท าปฏิกริยากับเอนไซม์ enterokinase protease (Figure 

5A) 
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Table 2 Purification of hbFGF fusion proteins from recombinant expression in E. coli  
           with different expression vectors and expression hosts with HiTrap Heparin HP  
           column. 

 

1 Results are derived from 1 g of wet cell weight. Protein concentrations were estimated 
by the method of Bradford with bovine serum albumin (BSA) as a standard. 
2 The amount of hbFGF fusion protein was calculated from the ratio of the intensity of the 
target protein band to the intensity of all protein bands in the fraction. The band intensity 
was analyzed with Quantity One software.  
3 The % Purity was determined by dividing the amount of the target protein by that of the 
total proteins in each fraction and multiply by 100. 
4 The yield at each step in the procedure is the amount of the target protein at that step 
divided by the amount of the target protein in the first step (defined as 100%). 

Expression vector Expression Host Fraction 
Total protein 

(mg)1 
hbFGF fusion 
protein (mg)1,2 

Purity 
(%)3 

Yield (%)4 

pET28/hbFGF 

BL21(DE3) 

Cell lysate 105.7 13.8 13.1 100 
Soluble protein 84.6 13.6 16.1 98.6 
0.5 M NaCl 3.5 0 0 0 
1 M NaCl 0 0 0 0 
2 M NaCl 13.1 12.4 94.7 90 

ArcticExpress 

Cell lysate 117.4 13.4 11.4 100 
Soluble protein 92.8 12.9 13.9 96.3 
0.5 M NaCl 2.8 0 0 0 
1 M NaCl 0 0 0 0 
2 M NaCl 12.9 12.2 94.6 91 

pET32/hbFGF 

BL21(DE3) 

Cell lysate 123.7 18.9 15.3 100 
Soluble protein 96.5 17.6 18.2 93.1 
0.5 M NaCl 3.9 0 0 0 
1 M NaCl 1.8 1.8 100 9.5 
2 M NaCl 15.2 14.8 97.3 78.3 

ArcticExpress 

Cell lysate 135.2 21.7 16.1 100 
Soluble protein 107.8 20.3 18.8 93.5 
0.5 M NaCl 3.3 0 0 0 
1 M NaCl 4.7 4.7 100 21.7 
2 M NaCl 14.7 14.2 96.6 65.4 
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Table 3   Purification of hbFGF fusion proteins from recombinant expression in E. coli  
with different expression vectors and expression hosts by IMAC on a HisTrap  
HP column. 
 

1 Results are derived from 1 g of wet cell weight. Protein concentrations were estimated 
by the method of Bradford with bovine serum albumin (BSA) as a standard. 
2 The amount of hbFGF fusion protein was calculated from the ratio of the intensity of the 
target protein band to the intensity of all protein bands in the fraction. The band intensity 
was analyzed with Quantity One software.  
3 The % Purity was determined by dividing the amount of the target protein by that of the 
total proteins in each fraction and multiply by 100. 
4 The yield at each step in the procedure is the amount of the target protein at that step 
divided by the amount of the target protein in the first step (defined as 100%). 

Expression vector Expression Host Fraction 
Total protein 

(mg)1 
hbFGF fusion 
protein (mg)1,2 

Purity 
(%)3 

Yield 
(%)4 

pET28/hbFGF 

BL21(DE3) 

Cell lysate 108.3 10.2 9.4 100 
Soluble protein 84.6 9.6 11.3 94.1 
100 mM Imidazole 0.5 0.4 80 3.9 
250 mM Imidazole 0.3 0.3 100 2.9 
500 mM Imidazole 0.3 0.3 100 2.9 

ArticExpress 

Cell lysate 115.7 12.6 10.9 100 
Soluble protein 95.4 11.9 12.5 94.4 
100 mM Imidazole 1.2 0.7 58.3 5.5 
250 mM Imidazole 0.5 0.5 100 4 
500 mM Imidazole 0.4 0.4 100 3.1 

pET32/hbFGF 

BL21(DE3) 

Cell lysate 119.1 14.9 12.5 100 
Soluble protein 96.5 14.4 14.9 96.6 
100 mM Imidazole 3.5 3.1 88.6 20.8 
250 mM Imidazole 1.2 1.2 100 8.1 
500 mM Imidazole 0.5 0.5 100 3.4 

ArticExpress 

Cell lysate 125.1 15.7 12.5 100 
Soluble protein 102.2 15.4 15.1 98.1 
100 mM Imidazole 4.2 3.5 83.3 22.3 
250 mM Imidazole 0.9 0.9 100 5.7 
500 mM Imidazole 0.4 0.4 100 2.5 
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เซลล์ เจ้ าบ้ าน  เช่น E. coli, Pichia pastoris, insect cells, Saccharomyces cerevisiae, 

Bacillus subtilis, soybean seeds, silkworms (Bombyx mori L.) และ rice seeds ถูกใช้ส าหรับการ

แสดงของยีนเพ่ือผลิตรีคอมบิแนนท์ hbFGF ซึ่งได้ผลผลิตโปรตีนประมาณ 1-100 มิลลิกรัมต่อเซลล์ 1 

ลิตร (Squires et al., 1988; Hill and Crane-Robinson, 1995; Wu et al., 2001; Ding et al., 2006; 

Mu et al., 2008; Gasparian et al., 2009; Song et al., 2013; Rassouli et al., 2013; Kwong et 

al., 2013) E. coli เป็นเซลล์เจ้าบ้านที่ถูกนิยมใช้ในการแสดงออกของ hbFGF มากที่สุด เพราะเป็นระบบ

ที่ท าใหเ้กิดการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนสูง และเจริญได้ง่ายในอาหารเลี้ยงเชื้อราคาไม่แพง การ

แสดงออกในระดับสูงของรีคอมบิแนนท์โปรตีนใน E.coli ท าให้เกิด misfolding และเกิดการรวมตัวของ

สารที่ไม่สามารถละลายน้ าได้ที่เรียกว่า inclusion bodies ส่งผลให้รีคอมบิแนนท์โปรตีนไม่ละลายน้ า จึง

มีความจ าเป็นที่จะต้องหาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนใน E.coli 

รวมถึงเวคเตอร์ที่ใช้แสดงออก เซลล์เจ้าบ้าน และการเพ่ิมความสามารถในการละลายน้ าและความคงตัว 

นอกจากนี้ยั งได้ศึกษาการแสดงออกโดยการลดอุณหภูมิ , การแสดงออกร่วมของ molecular 

chaperones, การปรับความเข้มข้นของตัวเหนี่ยวน า (inducer), รวมถึงโคดอน (codon) และโปรตีน

เป้าหมาย (targeting protein) ที่จะส่งออกไปยัง periplasm (Sorensen and Mortensen, 2005; 

Esposito and Chatterjee, 2006; Rosano and Ceccarelli, 2009) อย่างไรก็ตาม ผลการศึกษาครั้งนี้

พบว่า เซลล์เจ้าบ้าน E.coli BL21(DE3) และ ArcticExpress ผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ละลายน้ าได้ใน

ระดับที่ เท่ ากัน ซึ่ งแสดงให้ เห็นว่ า  การมี  chaporones และ tRNA ที่มี โคดอน R, I และ L ใน 

ArcticExpress ไม่มีความจ าเป็นส าหรับการแสดงออกของ hbFGF ที่ละลายน้ าได้ และการลดอุณหภูมิ

จาก 20C ถึง 15C ไม่ได้ท าให้การแสดงออกเพ่ิมขึ้น อย่างไรก็ตาม Trx-6xHis-bFGF มีแสดงออกของ

โปรตีน สูงกว่า 6xHis-hbFGF ประมาณ 2 เท่า (Figure 2)  

 การท าบริสุทธิ์ของรีคอมบิแนนท์ hbFGF ที่แสดงออกใน E.coli ถูกทดลองในหลายๆระบบ 

ร วมถึ ง  6xHis, maltose binding protein (MBP), glutathione S-transferase (GST), Trx and b′a′ 

domains of human protein disulfide isomerase (PDI) (Lemaître  et al., 1995; Sheng et al., 

2003; Song et al., 2013; Rassouli et al., 2013) ซึ่ง fusion tags ไม่เพียงแต่ท าให้การละลายน้ าและ

ระดับการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเพ่ิมขึ้นเท่านั้น แต่ยังเพ่ิมความคงตัวของโปรตีนอีกด้วย ใน
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การศึกษาครั้งนี้ได้เปรียบเทียบการแสดงออกของโปรตีนสองแบบ คือ Trx- และ 6xHis-tagged ภายใต้

สภาวะที่ท าให้ประสิทธิภาพการผลิตรีคอมบิแนนท์ hbFGF ที่ละลายน้ าได้เพ่ิมขึ้น ผลการทดลองพบว่า

การแสดงออกของ Trx-tagged ในสภาวะคู่ควบกับอุณหภูมิที่ต่ า (20C) มีการแสดงออกที่สูงกว่า Trx-

6xHis-hbFGF และเทียบเท่ากับ 6xHis-hbFGF  ยีน Trx ช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการ transcription 

และ translation ในช่วงต้น ซึ่งจะช่วยเพ่ิมผลผลิตของรีคอมบิแนนท์โปรตีน และโปรตีน Trx ยังแสดงตัว

เป็น intramolecular chaperone ที่เป็นตัวกลางในการรวมกับ partner ซึ่งขั้นตอนนี้อาจเป็นเหตุผลว่า

ท าไมการแสดงออกของ Trx-6xHis-hbFGF ถึงสูงกว่า 6xHis-hbFGF  โดยที่ 6xHis tags ถูกหลอมรวมกับ 

N-terminal ของโปรตีนทั้งสอง เพ่ือใช้ในขั้นตอนการท าให้บริสุทธิ์ โดยที่โปรตีนนี้ถูกท าให้บริสุทธิ์ด้วยวิธี 

IMAC อย่างไรก็ตาม ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า โปรตีนที่แสดงออกประมาณ 20-60% เท่านั้นที่จับกับ 

Ni2+ IMAC ซี่งผลการทดลองนี้ต่างจากการรายงานของ Rassouli et al. (2013) และ Gasparian et al. 

(2009) กระบวนการท าบริสุทธิ์มีหลากหลายวิธีที่แสดงให้เห็นถึงการผลิตรีคอมบิแนนท์ hbFGF จาก 

E.coli ร วมถึ ง ก า รท า บ ริ สุ ท ธิ์ แ บบ  single-step ด้ ว ย  heparin affinity chromatography ห รื อ 

immobilized metal ion affinity chromatography, ก า ร ใ ช้  cation exchange column 

chromatography ร่วมกับ  heparin affinity chromatography และ การใช้ continuous bed หรือ 

expanded bed chromatography ร่วมกับ heparin affinity chromatography  เป็นที่ทราบกันว่า 

hbFGF มี  unique heparin-binding domain ที่ เป็นที่ ต้ องการส าหรับการสร้ า ง  tri-molecular 

signaling complexที่คงตัว กับ hbFGF ligand และ receptor tyrosine kinases (Dowd et al., 1999) 

ในการศึกษาครั้งนี้ การใช้ Ni2+ IMAC ในข่วงต้นของขั้นตอนการท าบริสุทธิ์ ไม่ได้มีประสิทธิภาพมากนัก 

เพราะว่า hbFGF มีการสูญเสียบางส่วน ซึ่งส่งผลให้การฟ้ืนคืน (recovery) โปรตีนสู่สภาพปกตินั้นต่ า 

อย่างไรก็ตามการใช้  heparin-sepharose affinity chromatography ส่งผลให้การฟ้ืนคืนโปรตีน 

hbFGF เพ่ิมขึ้น ในขณะที่ Trx-6xHis-hbFGF ที่ถูกท าให้บริสุทธิ์แล้วนั้น ถูกท าปฏิกิริยากับเอนไซม์ 

enterokinase ที่อุณหภูมิ 28C เป็นเวลา 8 ชั่วโมง พบว่าเกิดการตกตะกอนของโปรตีนและท าให้เกิด

การสูญเสียโปรตีนเป้าหมาย ซึ่งเป็นไปได้ว่าเกิดจากโปรตีนไม่มีความคงตัวหลังจากการเอา tag ออก 
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4.2. กิจกรรมทางชีววิทยา (biological activity) ของรีคอมบิแนนท์ hbFGF ที่มีต่อการเพิ่มปริมาณ

ของ NIH3T3 cell  

การทดสอบ MTT cell proliferation โดยใช้ NIH3T3 cell line ถูกใช้เพ่ือวัดกิจกรรมทาง

ชีววิทยาของโปรตีนบริสุทธิ์ 6xHis-hbFGF, Trx-6xHis-hbFGF fusion proteins และ hbFGF ที่ถูกแยก

เอา tag ออกแล้ว ในการทดสอบ NIH3T3 cells นั้นได้เปลี่ยนจากอาหารเหลวที่มี fetal bovine serum 

(FBS) ม า เ ป็ น  serum-free medium แ ล ะ มี ก า ร เ ติ ม  purified recombinant proteins ห รื อ 

commercial hbFGF (Invitrogen) ผลการทดลองได้ถูกแสดงออกมาเป็นเปอร์เซนต์ของการเจริญของ 

NIH3T3 cell กับเซลล์ที่ถูกทดสอบในอาหารเหลวที่ประกอบไปด้วย FBS ความเข้มข้น 10% เพียงอย่าง

เดียว (Figure 5B) ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า NIH3T3 cells ที่ถูกทดสอบด้วย recombinant Trx-

tag (negative control) สามารถเพ่ิมจ านวนได้เพียง 20% ของอัตราการเจริญของเซลล์ที่เจริญใน FBS 

ที่มีความเข้มข้น 10% ผลการทดลองบ่งชี้ว่า Trx-tag เพียงอย่างเดียวไม่มีผลต่อการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ 

อย่างไรก็ตาม เซลล์ที่ถูกทดสอบด้วยรีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ถูกผลิตขึ้นในการศึกษาครั้งนี้ สามารถเพ่ิมขึ้น

ได้โดยสัมพันธ์กับความเข้มข้น  effective doses ที่ 50% (ED50) ประมาณ 6.2, 6.3 และ 12.4 pM  

ส าหรับ 6xHis-hbFGF, Trx-6xHis-hbFGF fusion proteins และ hbFGF ตามล าดับ ผลการทดลอง

แสดงให้เห็นว่ารีคอมบิแนนท์ hbFGF ที่ถูกผลิตในการศึกษาครั้งนี้ มีค่า potency (ED50 6 ถึง 12 pM; 

ประมาณ 0.1-0.2 ng hbFGF ml-1) สูงกว่า commercially available hbFGF (Invitrogen) (ED50 27 

pM) อย่างมีนัยส าคัญ การทดลองนี้สอดคล้องกับการรายงานก่อนหน้านี้ของ mitogenic activity ของรี-

คอมบิแนนท์ hbFGF ที่มี ED50 ประมาณ 0.15-3 ng ml-1 (Gasparian et al., 2009; Song et al., 2013) 

นอกจากนั้น hbFGF ที่ท าให้บริสุทธิ์ที่ถูกผลิตขึ้นในการศึกษาครั้งนี้ แสดงค่า mitogenic activity สูงกว่า 

commercial hbFGF ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า การมี fusion partner ไม่ได้รบกวนกิจกรรมทาง

ชีววิทยา (biological activity) ของโปรตีน  ผลที่ได้นี้มีความคงที่เมื่อเทียบกับการรายงานที่มีก่อนหน้านี้ 

บ่ งชี้ ว่ าการเอา tags ออกด้วยเอนไซม์  หลังจากขั้นตอนการท าบริสุทธิ์นั้น ไม่มีความจ าเป็น 

(Imsoonthornruksa et al., 2011; Rassouli et al., 2013) 
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4.3. การทดสอบความสามารถของรีคอมบิแนนท์ hbFGF fusion proteins ที่มีผลต่อคุณสมบัติของ

เซลล์ต้นก าเนิดมนุษย์ 

เนื่องจากรีคอมบิแนนท์ hbFGF ที่มี fusion tags ไม่มีผลต่อคุณสมบัติทางชีวภาพของโปรตีน

ดังนั้น 6xHis-hbFGF และ Trx-6xHis-hbFGF fusion proteins จึงถูกน ามาทดสองความสามารถในการ

รักษาระยะ undifferentiated ของ hESCs และhiPSCs เปรียบเทียบกับ commercial hbFGF  ซึ่ง 

hESCs และ hiPSCs ถูกท าให้เจริญบน mitotically inactive HFF ใน gelatin-coated dishes และ 

อาหารเลี้ ยง เชลล์ที่ เติม  6xHis-hbFGF, Trx-6xHis-hbFGF หรือ commercial hbFGF (8 ng ml-1) 

ประมาณ 0.4 nM อาหารเลี้ยงเซลล์จะถูกเปลี่ยนใหม่ทุกวัน โคโลนีที่เจริญจะถูกเปลี่ยนภาชนะใหม่ 

(passage) ทุก 5-7 วัน ด้วยการวิธี manual cutting ด้วยเข็มฉีดยาเบอร์ 23G หลังจากที่ถูกเลี้ยงและ

เปลี่ยนภาชนะใหม่ครบ 8-10 ครั้ง พบว่าอัตราการเพ่ิมขยาย (proliferation rate) และลักษณะสัณฐาน

วิทยาของโคโลนี (colony morphology) (Baharvand et al., 2006) ของ hESCs และhiPSCs แสดงให้

เห็นว่า ไม่มีความแตกต่างระหว่างเซลล์ที่ถูกเลี้ยงด้วยโปรตีนที่ท าให้บริสุทธิ์ 6xHis-hbFGF หรือTrx-

6xHis-hbFGF fusion proteins หรือ commercial hbFGF (Figure 6A และ B) โคโลนีของ hESCs และ 

hiPSCs ที่ถูกเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มี fusion proteins เป็นผลบวกส าหรับเอนไซม์ alkaline 

phosphatase, POU family transcription factor OCT4, และ stage-specific embryonic antigens 

SSEA-3 และ SSEA-4 ซึ่งยืนยันว่าเซลล์ยังคงรักษา pluripotent characteristics ไว้ได้ (Figure 6A และ 

B) Negative control ถูกทดสอบเพ่ือตรวจสอบส าหรับ auto-fluorescence ในขั้นตอนนี้ท าได้ด้วยการ

ก าจัด primary antibody และเติมเพียง secondary antibody ผลปรากฎว่าไม่มีสัญญานฟลูออเรส

เซนท์เกิดขึ้น (ไม่ได้แสดงผล) การวิเคราะห์การแสดงออกของยีนที่สัมพันธ์กันของ pluripotency-

associated genes OCT4, SOX2 และ NANOG พบว่าไม่มีความแตกต่างกัน (P>0.05) ในระดับการ

แสดงออกระหว่างเซลล์ที่ถูกเลี้ยงในอาหารที่มีโปรตีนที่ท าให้บริสุทธิ์ 6xHis-hbFGF หรือ Trx-6xHis-

hbFGF fusion proteins หรือ commercial hbFGF (Figure 7A และ B) ในขณะที่การแสดงออกของ 

differentiation markers PAX6, CDX2 และ BRACHYURY ไม่สามารถถูกตรวจจับได้ (Figure 7A และ 

B) การศึกษาครั้งนี้แสดงให้เห็นว่า โปรตีนที่ถูกท าให้บริสุทธิ์ 6xHis-hbFGF และ Trx-6xHis-hbFGF 

สามารถถูกใช้ในการรักษาและขยายระยะเวลาการเปลี่ยนถ่ายของ undifferentiated hESCs และ iPSCs 

ในอาหารเลี้ยงเซลล์ได้ดีเทียบเท่ากับ commercial hbFGF จาก Invitrogen  
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Figure 6 Recombinant hbFGF fusion proteins support several passages of undifferentiated 

human ESCs and iPSCs. The culture media supplemented with the 6xHis-bhFGF, 

Trx-6xHis-hbFGF or commercial hbFGF maintained the morphology of 

undifferentiated hESCs (A) and iPSCs (B) colonies. The cells were positive for 

alkaline phosphatase activity, and immunostaining of expanded colonies 

revealed expression of nuclear pluripotency (OCT4) and cell-surface markers 

(SSEA-3 and SSEA-4). Insert boxes show Hoechst 33342 nuclear staining. Scale 

bars, 100 m.  
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Figure 7 qPCR quantitative analysis of pluripotency-associated and the differentiation 

markers expression in hESCs (A) and iPSCs (B) that were cultured in the media 

supplemented with commercial hbFGF (   ), 6xHis-hbFGF (   ) and Trx 6xHis-

hbFGF (  ) for 8-10 passages. These results are representative of three 

independent experiments. The values were standardized to GAPDH expression. 

The data are presented as the mean ± SD values indicate non significant 

different (P >0.05).   
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บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

 

ในการศึกษาครั้งนี้ แสดงให้เห็นว่าวิธีที่ง่ายและมีประสิทธิภาพ ส าหรับการผลิต hbFGF ที่

ละลายน้ าได้ คือ 6xHis-bFGF และ Trx-6xHis-hbFGF ใน E. coli ได้ผลผลิต ประมาณ 60-80 mg l-1 

ของอาหารเลี้ยงเชื้อ ซึ่งสามารถถูกท าให้บริสุทธิ์อย่างง่ายไปเป็นโปรตีนที่มีความบริสุทธิ์ > 95% ซึ่ง 

fusion proteins ที่ได้ แสดงกิจกรรมทางชีววิทยา และสามารถถูกใช้ได้โดยตรงกับเซลล์ต้นก าเนิดมนุษย์ 

(human stem cell) โดยที่ไม่ต้องก าจัดเอา tags ออก การศึกษาครั้งนี้ได้แสดงถึงวิธีที่ง่ายและราคาไม่

แพงส าหรับการผลิตในระดับท่ีใหญ่ขึ้น (large-scale production) ของโปรตีน hbFGF  ซึ่งเป็นที่ต้องการ

และจ าเป็นส าหรับการเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดมนุษย์ในระดับที่ใหญ่ขึ้น เพ่ือน าไปสู่การประยุกต์ใช้ในทาง

การแพทย ์

 

เนื่องจาก โครงการนี้เป็นโครงการวิจัยต่อเนื่อง 3 ปี แต่ได้รับงบประมาณเพียงปีแรกปีเดียว 

แล้วรัฐบาลที่การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างการให้ทุน และไม่ได้รับทุนต่อเนื่อง จึงไม่สามารถด าเนินการตาม

วัตถุประสงค์ได้ทั้งหมด สามารถด าเนินการได้เพียง ท าให้เกิดการแสดงออกของยีน basic Fibroblast 

growth factor ของมนุษย์ (hbFGF) ใน Escherichia coli พัฒนากระบวนการผลิตและขยายขนาดก าลัง

การผลิตได้ในเบื้องต้น และ สามารถท ารีคอมบิแนนท์ hbFGF ให้บริสุทธิ์ และทดสอบคุณสมบัติทาง

ชีววิทยา (biological activity) อีกทั้งยังสามารถพัฒนาบุคลากร ให้สามารถผลิตโกรทแฟคเตอร์ ไว้ใช้เอง 

เพ่ือเป็นการลดต้นทุนในระยะยาว และจัดจ าหน่ายให้หน่วยงานภายนอกได้ แต่ยังไม่สามารถพัฒนาสูตร

ระบบน าส่งนีโอโซม (Niosome) เพ่ือบรรจุ hbFGF เพ่ือพัฒนาเป็นเวชส าอาง หรือน าโกรทแฟคเตอร์ที่

ผลิตได้ไปให้อุตสาหกรรมเซลล์ต้นก าเนิด และเวชส าอาง ทดสอบคุณภาพ และทดลองใช้จริงในระดับ

อุตสาหกรรม 
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• การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนในถังหมัก  ส่งรายงานการวจิัยฉบับสมบูรณ์ 2549 
• การแสดงออกและการผลิตเบต้ากลูโคสิเดส โดย Pichia pastoris   ส่งรายงานการวจิัยฉบับสมบูรณ์ 2548 
• การจ าแนกลักษณะทางพันธกุรรม สรีระวิทยา และพฤติกรรมของไก่พื้นเมืองไทย ส่งรายงานการวิจยัฉบบัสมบูรณ์ 2547 
• การหาแผนที่ทางพันธกุรรมของไผ่ตง     ส่งรายงานการวจิัยฉบับสมบูรณ์ 2546 
• การพัฒนาวิธีการตรวจหาชนิดของโครโมโซมเพศปลานิล   ส่งรายงานการวจิัยฉบับสมบูรณ์ 2543 
• การผลิตรีคอมบิแนนท์เอนไซม์ Taq DNA polymerase    ส่งรายงานการวจิัยฉบับสมบูรณ์ 2541 
 และเป็นผู้ร่วมโครงการวจิัยอื่นๆอีกมาก 

 
ผู้ร่วมวิจัยในโครงการวิจยั  ดังต่อไปนี ้

• การโคลนนิ่งตัวอ่อนโค กระบือ แมว และสัตว์ป่าใกล้สูญพันธ์ โดยใช้เซลล์ร่างกายเป็นเซลล์ต้นแบบ 

• Investigation of Rice Beta-Glycosidase Gene Functions.   ส่งรายงานการวจิัยฉบับสมบูรณ์ 2550 
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(National Science and Technology Development Agency National Center for Genetic Engineering and Biotechnology)
 Clonal Selection of Sweet Bamboo for Commercial and Industrial Uses  ส่งรายงานการวจิัยฉบับสมบูรณ์ 2545 

• Functional Analysis of the Maize bZIP Protein Opaque (NIH, USA)   แล้วเสร็จ 2537 
6.4 งานวิจัยที่ท าเสร็จแล้ว :  

ดูหัวขัอ 7.3 
 
ผลงานเด่น นวัตกรรม และผลกระทบจากผลงานน้ัน ๆ ที่เกดิขึ้นในระดบัชุมชม ประเทศ หรือนานาชาติ (Success stories and the 
impacts): เขียนเล่าเรื่อง อธิบาย  
งานทางด้านการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน เร่ิมจากการผลิตโปรตีนจ าพวกเอ็นไซม์ เพื่อศึกษาคุณสมบัติของเอ็นไซม์ต่างๆ และใช้งานเองใน
ห้องปฏิบัติการเทคโนโลยีชีวภาพ และ ชีวเคมี รวมทั้งเพื่อสร้างนักวิจยัรุ่นใหม่ 
จากการร่วมงานทางด้านโคลนนิ่งและสเต็มเซลล์กับ รศ.ดร. รังสรรค์ พาลพ่าย ท าให้พบวา่ โปรตีนจ าพวกโกรทแฟคเตอร์ที่ใช้ในงานสต็ม
เซลล์ต้องน าเข้าจากต่างประเทศและมีราคาสูงมาก จึงได้เร่ิมศึกษาที่จะผลิตโกรทแฟคเตอร์ใช้เอง เมื่อมีผลงานตีพิมพ์และไปน าเสนองาน
ภายในและต่างประเทศ มีนักวิจัยให้ความสนใจเป็นจ านวนมาก ซ่ึงปัจจุบันนี้นกัวิจยั จาก ศูนย์ความเป็นเลิศทางงานวจิัยสเต็มเซลล์ คณะ
แพทยศาสตรศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล คณะแพทย์ศาสตร์ คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย คณะแพทย์ศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ น าผลผลิตจากงานวิจยัไปใช้ประโยชน ์เพื่อลดการน าเข้าจากตา่งประเทศและลดค่าใช้จ่ายลงมาก 
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