
รหัสโครงการ  SUT1-102-53-36-08 

 

รายงานการวิจัย 
 

 

 
 

 

 

การศึกษาหนาที่และโครงสรางของเอนไซมไคติเนสในคน 

Functional and structural characterization of human chitinases 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ไดรับทุนอดุหนนุการวิจัยจาก 

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
 

ผลงานวิจัยเปนความรับผิดชอบของหัวหนาโครงการวิจัยแตเพียงผูเดียว 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



     รหัสโครงการ  SUT1-102-53-36-08 

 

รายงานการวิจัย 
 

 

 

 

 

 

 

 

การศึกษาหนาที่และโครงสรางของเอนไซมไคติเนสในคน 

Functional and structural characterization of human chitinases 
 

 

 

 

 

 

คณะผูวิจัย 

หัวหนาโครงการ  

 รองศาสตราจารย ดร. วิภา สุจินต 

ผูรวมโครงการ 

ผูชวยศาสตราจารย ดร. พนิดา ขันแกวหลา 

หนวยวิจัยชีวเคมี-เคมีไฟฟา 

สาขาวิชาชวีเคมี 

สํานักวิชาวิทยาศาสตร 

 

 
 

ไดรับทุนอดุหนนุการวิจัยจากมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ปงบประมาณ 2553-2555 

ผลงานวิจัยเปนความรับผิดชอบของหัวหนาโครงการวิจัยแตเพียงผูเดียว 

สิงหาคม  2557 

 

 

 

 

 

 

 

 



ก 

 

 

 

 กิตติกรรมประกาศ 
 

ขาพเจาขอขอบคุณมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีที่ใหทุนสนับสนนุงานวิจัยในครั้งนี้ และขอขอบคุณ

ศูนยเครื่องมือ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ท่ีใหใชอุปกรณและเครื่องมือในหองปฏิบัติการชีวเคมีเพื่อการ

วิจัย ทําใหงานวิจัยสาํเร็จลุลวงไปดวยดี  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       รองศาสตราจารย ดร. วิภา สจุินต 

      อาจารยประจาํสาขาวชิาชีวเคมี สํานักวิชาวิทยาศาสตร 

       มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 

5 สิงหาคม พ.ศ. 2557 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ข 

 

 

 

บทคัอยอ 
ในการศกึษานี้ผูวิจัยทําการโคลนยีน human chitinase (huAMCase) isoform 1 โดยใช human cDNA เปนดีเอ็น

เอตนแบบดวยเทคนิค PCR   เขาสู pQETri system vector แลวทําการผลิตรีคอมบิแนนทเอนไซม hAMCase ใน

ระบบ E. coli โดยโปรตีนที่ผลิตไดมีขนาด 50 kDa ที่มีกรดอะมิโนฮีสทิดีนเกาะอยูหกตัวดานปลายซี เอนไซมที่ผลิตได

อยูในรูป inclusion bodies ที่ละลายใน 8M Urea แลวทําใหอยูในสภาพท่ีสามารถนําไปศึกษาตอได หลังการทํา

บริสุทธ์ิดวยเทคนิค affinity chromatography โดยใช Ni2+ NTA agarose resin เปนตัวจับ พบวาเอนไซมมีความบ

ริสทธ์ิสูงแตมีแอคติวิตี้ตอการสลายไคตินสับสเตรทนอย การศึกษาตอมาผูวิจัยไดทําการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดี

และโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอเอนไซม hAMCase  จากการวิเคราะหดวยวิธี Western blotting พบวาโพ

ลีโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดจากการกระตุนดวย hAMCase มีความไวสูงโดยสามารถใหสัญญาณการตรวจวัดที่ระดับ

ความเจือจางถึง 1:25,600 เทา โดย anti-hAMCase antisera ที่เตรียมไดมีความจําเพาะตอ hAMCase สูงและไมทํา

ปฏิกิรยิา cross-reaction กับโปรตีนอ่ืนที่อยูในกลุม GH-18 glycosyl hydrolases ไดแก hYKL-39 hYKL-40 และ 

bacterial chitinase A สวนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซมท่ีผลิตจาก E. coli โดยเทคนิค hybridoma 

โดยทําการสราง hybriodoma library จากโคลนท้ังหมด 999 โคลน ไดทําการคัดกรองหาโมโนโคลนท่ีมี

ความจําเพาะกับเอนไซม hAMCase ไดในที่สุดทั้งหมด 4 โคลนคอืโคลน 4G1-E5 4G1-D9 6E5-C2 และ 6E5-C9 

การทดสอบ isotyping พบวาโคลนทั้ง 4 เปนชนิด IgG1 isotype เหมือนกัน โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่เตรียมไดมี

ความจําเพาะสูงโดยทําปฏิกิรยิากับ hAMCase antigen อยางเดียวแตไมทําปฏิกิริยา cross reactivity กับโปรตีนท่ี

ใกลเคยีงอ่ืน ๆ นอกจากนี้โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดท้ัง 4 โคลนสามารถจับไดกับ endogenous hAMCase ที่สราง

จาก monocytic cell line 2 ชนิด คือเซลล THP1 และ U937 ได โดยเฉพาะโคลน 6E5-C2 และ 6E5-C9 ยัง

สามารถจับไดกับโปรตีนที่มีขนาดประมาณ 68 kDa ซึ่งเปน glycosylated form ของ hAMCase อีกดวย โดยสรุป 

ผลการทดลองท่ีไดรับในการศึกษาน้ีมีความสําคัญในการท่ีจะนําไปสูการศึกษาบทบาทหนาที่ของเอนไซม hAMCase 

ตอพยาธิสภาพของโรคภูมิแพ นอกจากน้ีการมีแอนติบอดีที่จําเพาะยังอาจนํามาใชในการพัฒนาอุปกรณตรวจวัดหา

ระดับของเอนไซม hAMCase เพ่ือทํานายการดําเนินไปของโรคภูมิแพโดยวิธีทาง immunosensor ตอไปในอนาคต 
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ABSTRACT 

In this study, we employed PCR technique to clone human chitinase (huAMCase) isoform 1 

gene, using human cDNA as template, into pQETri system vector. The recombinant hAMCase was 

highly expressed in E. coli system as a 50 kDa polypeptide, with hexahistidine residues tagged at 

the C-terminus. The enzyme was produced as inclusion bodies, which could be solubilized by 8M 

Urea. After purification by affinity chromatography using Ni2+ NTA agarose resin as a capture, the 

enzyme was found to have high purity, but its activity towards chitin substrate was very poor.  For 

further study, we produced polyclonal and monoclonal antibodies against hAMCase. Western blot 

analysis showed that anti-hAMCase polyclonal antibodies had high sensitivity and could detect the 

specific antigen even at a dilution ratio of 1:25,600. The raised anti-hAMCase antisera was shown to 

be highly specific only to hAMCase, and did not cross-react with other GH-18 protein homologues, 

including  hYKL-39, hYKL-40, and bacterial chitinase A. Monoclonal antibody was further produced 

from the E. coli expressed hAMCase antigen, using the standard hybridoma technique. A 

hybriodoma library, containing 999 monoclones were generated, and screened. Four monoclones, 

namely 4G1-E5, 4G1-D9, 6E5-C2, and 6E5-C9 were tested to be highly specific for hAMCase, which 

did not react with other GH-18 immunogens. Isotype mapping showed that all the clones 

belonged IgG1 isotype. In addition, all the monoclones could react with ehAMCase endogenously 

expressed in monocytic cell lines: THP1 and U937. Especially, clones 6E5-C2 and 6E5-C9 could 

detect the high MW protein of 68 kDa protein in the cell lysate of U937 cells. Such protein was 

shown to be the glycosylated form of hAMCase. In conclusion, the results obtained from this study 

provide important basis that will pave the way to understand the physiological role of hAMCase in 

association with the pathogenicity of allergic asthma. The obtained antibodies, which were highly 

specific to only hAMCase may be suitable to be used for development of an immunosensor for a 

sensitive detection of hAMCase that will help to predict the progress of the allergic disease in the 

future.  
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บทที่  1 

บทนํา 
1.1. ความสําคัญและท่ีมาของปญหาการวิจัย 

เอนไซมไคตเินสพบในสิ่งมีชีวิตหลากหลายตั้งแตสิ่งมีชีวิตชั้นต่ําเชน เชื้อแบคทีเรยี เชื้อรา สัตวไมมีกระดูกสันหลังตาง 

ๆ ไปจนถึงสิ่งมีชีวิตชั้นสูงข้ีนไปเชน ที่สวนตาง ๆ ของพืช ระบบทางเดินอาหารของสัตวทะเล สัตวเคี้ยวเอ้ือง และ

มนุษย หนาที่ของเอนไซมนี้ในสิ่งมีชีวิตแตละชนิดมีแตกตางกันไป เชน เชื้อราผลิตเอนไซมไคตเินสที่มเีก่ียวของใน

ขบวนการแบงเซลลและการเปลี่ยนแปลงสัณฐานของเสนใยของเชื้อรา (1-3) นอกจากน้ีสวนในระบบการปองกันการ

รุกรานของปรสิตในสิ่งมีชีวิตที่เชื้อราไปอาศัยอยู (4-5) มีสวนชวยในการยอยสารอาหารในระบบยอยอาหารของทั้งสัตว

ที่มีและไมมีกระดูกสันหลัง เชน แมลงและปลาชนิดตางๆ  เชน ปลาทอง ปลาเทรา ปลาซีบาส เปนตน (6-8) 

นอกจากนี้เอนไซมนี้ยังทําหนาที่ในการยอยสลายควิติเคิล (cuticles) เกาที่ปกแมลงเพ่ือสรางคิวติเคลิใหมขึ้นมา (9) ใน

พืชเอนไซมไคตเินสมีสวนรวมในกลไกการตอตานการติดเชื้อราของพืช (10-11) และขบวนการสรางเซลล 

(embryogenesis) ของตนออนพืช (12)  ในแบคทีเรียที่พบในทะเล (marine bacteria) เอนไซมไคติเนสทําหนาที่

สลายไคตนิที่เปนองคประกอบสําคัญของโครงสรางแข็งแรงเปลือกกุง เปลือกปู แกนของปลาหมึก และไดอะตอม 

เพ่ือใหไคตินสายสั้นที่เซลลแบคทีเรียจะนําเขาสูเซลลเพื่อใชเปนแหลงไนโตรเจนและคารบอน (13-15) การศึกษาวิจัย

เอนไซมไคตเินสในมนุษย พบวาเอนไซมไมไดทําหนาที่สลายไคตนิเนื่องจากเซลลมนุษยไมมีการผลิตไคตินออกมา แต

ไดมีรายงานการวิจัยท่ีนาสนใจพบวา acidic chitinase (EC 3.1.2.14) จัดอยูในแฟมลิี 18 ไกลโคซิล ไฮโดเลส เปน

โปรตีนขนาด 50 กิโลดาลตัน จากการทํานายโครงสรางสามมิติพบวาคลายคลึงกับ human chitinase-like lectins 

Ym1  (16-18) กลาวคือโดเมนหลักเปน (α/β)8 TIM barrel ซึ่งสามารถจับกับไคตินโอลิโกแซคคารไรดได และมีโดเมน

เลก็มีลักษณะเปน α+β เชื่อมระหวางสาย β7  กับ α7 ดังแสดงในรูปที่ 1.1   

 
รูปที่ 1.1 โครงสรางสามมิติของ chitinase-like protein Ym1 ที่ประกอบดวยโดเมนหลักคือ TIM barrel จับอยู

กับน้ําตาล NAG9 แทรกดวยโดเมน α+β (แหลงที่มา: Tsai et al., 2004) 
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ารศึกษาทางอิมมูโนโลยีพบวาเอนไซมนี้มสีวนเกี่ยวของกับการกระตุนภาวะภูมิแพของผูปวยโรคภูมิแพ [18-19) 

ผลการทดลองในหนูทดลองที่เกิดโรคโดย Zhu et al (20)  พบวามีการผลิตเอนไซม  acidic mammalian 

chitinase (AMCase) ที่บริเวณเย่ือบุ (airway epithelia) และเซลล macrophages ของปอดหนูเพิ่มขึ้นใน

ปริมาณมากผิดปกติ ผลการทดลองดังกลาวสอดคลองกับในคนโดยพบวาปริมาณของเอนไซม AMCase ที่เพ่ิม

สูงข้ึนจะขึ้นอยูกับระดับอาการของปวยโรคภูมิแพ ขอสรุปของงานวิจัยของ Zhu et al. คือเอนไซมไคตเินส 

AMCase มีสวนเก่ียวของโดยตรงกับพยาธิสภาพของโรคภูมิแพ การศึกษาวิจัยทางอิมมูโนวิทยาพบวาการ

แสดงออกของเอนไซมไคตเินส AMCase เกิดข้ึนที่บริเวณเซลลเยื่อบุและถูกกระตุนใหหลั่งออกมาเมื่อระบบ

ภูมิคุมกันของผูปวยถูกกระตุนดวยแอนติเจนตาง ๆ ผานการสรางสาร interleukin-13 กลไกการของเอนไซม 

AMCase ในการกระตุนใหเย่ือบุทางเดินหายใจเกิด hyperresponsiveness และการอักเสบแสดงไวในรูปที่ 1.2 

(21) 

 
 

รูปที่ 1.2 ขอเสนอเกี่ยวกับบทบาทของเอนไซมไคตเินส AMCase ในการกระตุนการเกิด hyperresponsiveness 

และ inflammation ของเยื่อบุทางเดินหายใจของผูปวยโรคภูมิแพ (แหลงที่มา: Wills-Karp & Karp, 2004) 

 

จากรูปที่ 2 จะเห็นวาเมื่อบริเวณเย่ือบุทางเดินหายใจของผูปวยโรคภูมิแพสัมผัสกับสารกอภูมิแพ  (allergens) 

ตาง ๆ สารเหลาน้ีจะทําหนาที่เปนแอนตเิจนที่จะไปกอกวนระบบภูมิคุมกันโดยจะเหนี่ยวนําให CD4+ dendritic 
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cells แสดงแอนติเจนกับ T helper2 cells (Th2) ผลคอืเซลล Th2 จะผลิต  cytokine  ออกมาหลายชนิด เชน 

interleukin-4, interleukin-5, interleukin-9, และ interleukin-13 โดยที่ interleukin-13 จะทําหนาที่เปน  

primary effector ท่ีจะเหนี่ยวนําให airway epithelial cells และ macrophages สรางเอนไซมไคตเินส 

huACMcase ซึ่งเอนไซมที่หลั่งออกมาจะกระตุนการสรางโปรตีนสองตัวคือ monocyte chemoattractant 

protein 1 (MCP-1) และ eotaxin-1ซึ่งโปรตีนนี้จะทําใหเกิดการ recruit ของเซลล eosinophils, T cells, และ 

macrophages ที่บรเิวณเนื้อเย่ือปอดทําใหเกิดอาการอักเสบข้ึนแตกลไกการกระตุนผานการทํางานของเอนไซม

ไคติเนสยังไมมีการศึกษาวิจัยในรายละเอียด 

 

สวนไคติเนสอ่ืนที่ผลิตในรางกายมนุษยคือเอนไซม human chitotriosidase มีคุณสมบัติเปน exo-chitinase ได

มีขอเสนอแนะวาเอนไซมนี้มหีนาที่เก่ียวกับกลไกการปองกันตัวของเซลลที่ถูก  infect โดยเซลลจะผลิตเอนไซมนี้

เพื่อสลายไคตินที่เปนองคประกอบบนผนังเซลลของ fungal pathogen (22,23) การศึกษาอ่ืนพบวาผูปวยโรค 

Gaucher ผลิตเอนไซมนี้ในปรมิาณเพิ่มขึ้น 2-3 เทาเมื่อเทียบกับคนปกติ แตเอนไซมที่ผลิตในผูปวยมีชิ้นสวนของ

กรดอะมิโน ขนาด  29  กรดอะมิโนตั้งแต Val-344–Gln-372 ขาดหายไป จึงไดมีการใชเอนไซมนี้เปน 

biomarker เพ่ือตรวจหาความผิดปกติจากโรคดังกลาว โดยเอนไซม human chitotriosidase ปกติจะสามารถ

ยอย colloidal chitin ได และถูกยับยั้งโดยตัวยับย้ัง  allosaminidin ในป 2002 กลุมวิจัยของ Professor 

Daan van Aalten จาก University of Dundee ไดตีพิมพโครงสรางสามมิติเชิงซอนของเอนไซม human 

chitotriosidase กับตัวยับยั้ง  allosaminidin  และ chitoopentasaccharide  ที่  resolution 2.3 - 2.1 อัง

สตอรม โครงสรางของบริเวณเรงของเอนไซมมีลักษณะเปนรองยาวเหมาะสําหรับการจับกับไคโตโอลิโกแซคคาร

ไรดสายยาว ขอมูลจากโครงสรางพบวา residues 344–372 ที่โดเมนเรงปฏิกิริยาโดยเปนองคประกอบของ C-

terminal half ของ helix 7 และ strand & loop β8 & α8 เกือบทั้งหมด นอกจากนี้การเปรียบลําดับกรดอะมิ

โนกับเอนไซมไคตเินสอ่ืน ๆ พบวากรดอะมิโน Trp357 ซึ่งหนึ่งในกรดอะมิโนที่หายไป มีลักษณะ  conserve 

ดังนั้นการขาดหายไปของชิ้นสวนโปรตีนที่พบในผูปวยโรค Gaucher ทําใหเอนไซมเกิด  misfolding  ดังนั้น

โปรตนีที่ผลิตข้ึนมามีปริมาณมากแตทํางานไมได (24,25)นอกจากนี้ยังมีการศึกษาวิจัยพบโปรตีนคลายไคติเนส 

หรือ chitinase-like proteins (CLPs) เชน CHI3L1,  oviduct-specific glycoprotein16, stabilin-1-

interacting chitinase-like protein,YKL40 และ HC-gp39 โปรตีนเหลานี้มีคุณสมบัติเปนไกลโคโปรตีน มี

โครงสรางสวนที่เปน TIM barrel catalytic domain เหมือนไคติเนสแตไมมคีวามสามารถในการเรงปฏิกิริยา

สลายไคตินเนื่องจากขาดโดเมนจับกับไคติน (chitin binding domain) สิ่งที่นาสนใจคือโปรตีนเหลานี้มีความ

เก่ียวของกับพยาธิสภาพของโรคที่สําคัญ ๆ หลายโรค เชน โปรตีน CHI3L1 ในคนปกติจะไมผลิตโปรตีนนี้แตพบ

มากผิดปกติในซีรัมของผูปวยโรคภูมิแพ โรค arthritis cancer, liver fibrosis, rheumatoid arthritis และ 

colorectal carcinoma (26,27) ในทํานองเดียวกัน การศึกษาในในผูปวยโรคมะเร็งรังไขและมะเร็งตับออนพบ

ปริมาณไกลโคโปรตีน YKL40 ในระดับสูงผิดปกติ  และไดมีการศึกษาวิจัยลาสุดพบวาการตรวจหาระดับ YKL40 

รวมกับการวัดคา CA-125 จะใหผลการตรวจหามะเร็งรังไขระยะเริ่มแรกไดแมนยํามากขึ้น (28,29)  

 

1.2.วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. เพื่อทําการโคลนและแสดงออกของ  human chitinases  ในระบบ  E. coli  
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2. เพื่อศึกษาการแสดงออกของเอนไซม human chitinase  

3. เพื่อผลิตโพลีโคลนอลและโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ human chitinase 

4. เพื่อศึกษาโปรตีนอื่น ๆ ที่เก่ียวของกับการแสดงออกของ  human chitinase  

 

1.3.ขอบเขตของการวิจัย 

งานวิจัยนี้มีขอบเขตเริ่มท่ีการตรวจหายีน human chitinase ในจีโนมของมนุษย ขั้นตอนนี้ทําโดยอาศยัขอมูลจาก 

human genome project ที่มีอยูในฐานขอมูลของ NCBI หลังจากนั้นจะทําการสังเคราะหยีนและโคลนยีนโดย

เทคนิคทาง PCR ตอจากนั้นทําการวิเคราะหนิวคลีไทดเพ่ือตรวจสอบความสมบูรณของยีนที่ได การทดลองในข้ันตอน

ตอมาคอืการโคลนยีนและการศึกษาการแสดงออกของยีนไคติเนสใน bacteria/insect cell line/human cell line 

ตอจากนั้นทําการผลิตรีคอมบิแนนทเอนไซมและการทําบริสุทธ์ิโดยวิธีทางโครมาโตรกราฟฟแบบตาง ๆ หลังจากนั้นทํา

การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ human chitinase และทําการตรวจหาระดับการแสดงออกของ

เอนไซมใน human cell lines ตาง ๆ โดยวิธีทาง ELISA Assay หรือ Immunoblotting   

 

1.4.ประโยชนที่ไดรับจากการวิจัย 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากงานวิจัยนี้มี 4 ประการหลักคือ 

1.2.2 เปนองคความรูในการวิจัย เนื่องจากงานวิจัยนี้เปนงานวิจัยที่ยังไมมีผูใดดําเนินงานมากอน 

จึงคาดวาผลสัมฤทธิ์จากการวิจัยจะสามารถตีพิมพเผยแพรในวารสารนานาชาติอยางนอย 1 

เรื่อง  

1.2.3 องคความรูที่ไดรับในระหวางการทํางานวิจัยสามารถถายทอดใหนักวิจัยรุนเยาวผาน

หลักสูตรบัณฑิตศึกษาของสาขาวิชาชีวเคมี ของมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี   

1.2.4 เปนการนําไปสูการผลิตเชิงพาณิชยเนื่องจากงานวิจัยนี้มีเปาหมายหลักคือการเปลี่ยนแปลง

โครงสรางของเอนไซมไคติเนสที่มีความสามารถในการยอยไคตินโดยขบวนการทางชีวภาพดี

ข้ึน ซึ่งจะนําไปสูการผลิตสารไคโตโอลิโกแซคคาไรดในเชิงการคาและเภสัชกรรมตอไป 

1.2.5 เปนการสงเสริมการทองเที่ยวและการรักษาสิ่งแวดลอมเนื่องจากกากไคตินเปนของเสียทิ้ง

จากโรงงานแปรรูปอาหารทะเล การใชประโยชนจากไคตินจะชวยบรรเทาปญหาสิ่งแวดลอม

ชายฝงทะเล 

หนวยงานท่ีจะนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน 

1. มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 

2. กรมสงเสรมิการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ 

3. สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย  

4. กรมสงเสรมิการการสงออก กระทรวงพาณิชย 

5.  กรมสงเสรมิคุณภาพสิ่งแวดลอม กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดลอม 

6. หนวยงานเอกชนที่เกี่ยวของกับการพัฒนาผลิตภัณฑจากไคตนิ-ไคโตซาน 
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บทที่  2 

วิธีดําเนินการวิจัย 
2.2 การออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทดและการเพิ่มปริมาณจํานวนยีน Acidic mammalian chitinase 

(hAMCase) จากมนุษย โดยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) 

1. หาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน hAMCase จากมนุษย จากฐานขอมูล NCBI (GenBank: AF290004.1)  

ลําดับของนิวคลีโอไทดที่เร่ิมตนจากเบสลําดับที่ 104-1531 (coding sequence) สามารถแปลรหัสไป

เปนโปรตีน hAMCase ซึ่งประกอบไปดวยกรดอะมโินจํานวน 476 ตัว คิดเปนขนาดโมเลกุลประมาณ 

52 กิโลดาลตัน  

2. ทําการสังเคราะหยีนเพื่อโคลนเขาไปในแบคที่เรีย E. coli M15 pREP4 โดยออกแบบ     โอลิโกนิวคลี

โอไทดสองเสน (Biodesign, Bangkok) โดยใชขอมูลของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน hAMCase จาก

มนุษยที่มอียูแลว เสน sense strand มีลําดับของนิวคลีไทดเปน 5’-

GCGATATCATATCAACTGACCTGCTAC-3’ โดยที่นิวคลีไทดที่ขีดเสนใตแสดงตําแหนงของ EcoRV 

cloning site สวนเสน anti-sense strand  มีลําดับของ นิวคลีไทดเปน 5’-

ACTCGAGCGCCCAGTTACAACAGTC-3’  โดยที่นิวคลีไทดที่ขีดเสนใตแสดงตําแหนงของ XhoI 

cloning site ดีเอ็นเอตนแบบ (DNA template) ท่ีใชคือ พลาสมิด pQE-TriSystem vector (ดงัแสดง

ในรูปท่ี 1) ที่มียีนของ  hAMCase จากมนุษยที่ถูกปรับลําดับเบสใหเหมาะสมสําหรับการแสดงออกของ

โปรตีนในเซลลแบคทีเรียดังแสดงในเอกสารแนบทาย โดยเอนไซมที่ใชในปฏิกิริยา PCR คอื Pfu DNA 

polymerase (Promega, USA) และ PCR condition แสดงในตารางที่ 2.1 และตาราง 2.2 

 

ตารางที่ 2.1 ปฏิกิริยาการเพิ่มจํานวนยีนโดยเทคนิค PCR 

สารเคมี ปริมาณ (μl) 

1. DNA template (5 ng )  2.4 

2. 10X Pfu DNA polymerase buffer 2.5 

3. 10 mM dNTP mix 0.5 

4. 10 μM upstream primer 2.5 

5. 10 μM downstream primer 2.5 

6. 25 mM MgCl2 2.0 

7. Pfu DNA Polymerase (2–3u/μl) 0.5 

8. Nuclease-free water 12.1 
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ตารางที่ 2.2 แสดงข้ันตอนและสภาวะที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (°ซ) เวลา จํานวนรอบ 

1. Hotstart  97 2 นาที 1 

2. Denaturation    97 1 นาที 30 

3. Annealing 55 1 นาที 30 

4. Extension 72 4 นาที 30 

5. Final extension 72 5 นาที 1 

 

3. ทําการตรวจสอบเสนดีเอ็นเอที่เพิ่มจํานวนข้ึนโดยทําการวิเคราะหดวยเทคนิค agarose gel 

electrophoresis โดยใช 1% agarose gel ใน 0.5x TAE บัฟเฟอร  

4. ทําการยอมดีเอ็นเอเสร็จแลว ก็นํามาตรวจสอบภายใตแสงยูวี   

5. ทําการตัดแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดเทากับ 1.4 kB แลว 

6. ทําบริสุทธ์ิแถบดีเอ็นเอโดยใช PureLink™ Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen, Löhne, 

Germany) 

7. วัดหาปริมาณดีเอ็นเอที่ไดโดยการวัดคาดูดกลืนแสงที่ 260 นาโนเมตร 

 

2.2. การโคลนยีน hAMCase และการผลิตรีคอมบิแนนทดีเอ็นเอ 

1. นําพลาสมดิ pQE-TriSystem vector เขาสู E. coli สายพันธุ DH5α โดยวิธี heat shock ที่ 42 °ซ 

เปนเวลา 45 วินาที 

2. ทําการสกัดพลาสมิด pQE-TriSystem vector โดยการใช QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN 

Inc., Valencia, CA, USA) เพื่อเพ่ิมปริมาณพลาสมิดใหไดปริมาณมาก 

3. ทําการสราง cohesive ends ของยีน AMCase และ พลาสมิด pQE-TriSystem vector ปริมาณ 1 

μg  โดยบมดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRV และ XhoI เปนเวลา 3 ชั่วโมง ที่     37 °ซ  (ตารางที่ 2.3) 

4. ทําใหบริสุทธ์ิดีเอ็นเอที่ถูกยอยแลวโดยใช PureLink™ Quick Gel Extraction Kit 

5. วัดหาปริมาณดีเอ็นเอและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอที่เตรียมไดโดยการวัดคาA260 เทียบกับคา A280 

6. ทําการเชื่อมสายดีเอ็นเอทั้งสองเขาดวยกัน (direct ligation) ที่ตําแหนง EcoR V ทางดาน 5’ และ

ตําแหนง XhoI ทางดาน 3’ ของยีน hAMCase โดยบมปฏิกิริยาที่ 16 °ซ เปนเวลา 16 ชั่วโมง 

7. ทําการ transform พลาสมิดทั้งหมด เขาไปใน E. coli สายพันธุ DH5α แลวบมเชื้อในอาหารแข็งสูตร 

LB ที่มี 100 µg/mL ampicillin (LB/Amp) เปนเวลา 16 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 °ซ 

8. ทําการตรวจสอบโคโลนีที่มีพลาสมดิ pQE-TriSystem vector-AMCase gene บรรจุอยูโดยเทคนิค 

colony PCR และ double digestion 

9. ทําการตรวจสอบความถูกตองของลําดับนิวคลีโอไทดโดย DNA sequencing (First BASE 

Laboratories Sdn Bhd, Seri Kembangan, Malaysia) 
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ตารางที่ 2.3 ปฏิกิริยาที่ใชในการยอยสายดีเอ็นเอตนแบบและพลาสมิด 

สารเคมี ปรมิาณ (μl) 

1. AMCase gene/ pQE-TriSystem vector 7 

2. NEBuffer 3 2.5 

3. EcoRV 0.5 

4. XhoI 0.5 

5. 1 mg/ml BSA 2 

6.  Nuclease-free water 12.5 

 

2.3. การผลิตรีคอมบิแนนท hAMCase ใน E. coli 

1. เม่ือไดโคลนที่มีลําดับของนวิคลีโอไทดถูกตองตามท่ีตองการแลว ทําการ transform รีคอมบิแนนทพลาสมิด 

pQE-TriSystem vector-AMCase gene เขาไปในเซลลแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ M15 pREP4 เพื่อใหยีน 

AMCase มีการแสดงออกภายใต T5 promotor 

2. ทําการเลี้ยงเชื้อเซลลแบคทีเรยีดวยอาหารเหลวสูตร LB ที่มี 100 μg/ml ampicillin และ 25 μg/ml 

kanamycin ที่อุณหภูมิ 37 °ซ  เปนเวลาประมาณ 3-4 ชั่วโมง จนไดคาการดูดกลืนแสงของเซลลที่ 600 nm 

ประมาณ 0.6 

3. กระตุนใหเซลลผลิตรีคอมบิแนนท AMCase ดวย 0.5 mM isopropyl thio-β-D-galactoside (IPTG) ที่

อุณหภูมิ 25 °ซ เปนเวลา 18 ชั่วโมง โดยเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที 

4. ปนเก็บเซลลที่ความเร็วรอบ 4,500 rpm เปนเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ      4 °ซ หลังจากนั้นละลายเซลลดวย 

extraction buffer (20 mM Tris-HCL, pH 8.0, 150 mM NaCl, 1 mM PMSF และ 1 mg/ml lysozyme) 

แลวทิ้งไวที่อุณหภูมิหองประมาณ 30 นาที  

5. ทําใหเซลลแตกโดยใช Sonopuls Ultrasonic homogenizer ที่มีเสนผานศูนยกลางของ probe ประมาณ 6 

mm (50% duty cycle; amplitude setting, 30%) เปนเวลา 30 วินาที 6-8 ครั้ง ที่อุณหภูมิ 4 °ซ 

6. ปนเก็บสวนใส (supernatant) ที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm เปนเวลา 40 นาที จากนั้นทาํการวิเคราะหหา

โปรตีนในสวนของ supernatant และ cell pellet โดย SDS-PAGE    

7. เนื่องจากโปรตนีถูกผลิตในรูปที่ไมละลาย (inclusion bodies) จึงทาํการละลาย cell pellet ดวย 8 M ยูเรยี จ 

 

2.4. การทําโปรตีนใหบริสุทธิ์โดยโครมาโตกราฟฟแบบจับจําเพาะ 

1. ทําการทําบรสิุทธิ์โปรตีนดวยวิธี affinity chromatography โดยใช Ni-NTA agarose resin เปนตัวจับ

จําเพาะกับโปรตีน hAMCase ที่มี 8xHis tag ที่ดาน C-terminus ของสายโพลีเพปไทด โดยนําเซลลที่

ละลายใน 8 M ยูเรีย มาผานเขาคอลัมนที่มี Ni-NTA agarose (QIAGEN) แบบ gravity flow 

2. ทําการลางโปรตีนอ่ืนๆ ที่ไมใช รีคอมบิแนนท hAMCase ออกไปดวย 10 column volume ของ 

washing buffer I (5 mM imidazole ใน 20 mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl และ 8 M ยู
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เรยี) ตามดวย 5 column volume ของ washing buffer II (20 mM imidazole ใน 20 mM Tris-

HCl pH 8.0, 150 mM NaCl และ   8 M ยูเรีย) 

3. ชะโปรตีน hAMCase ออกจากคอลัมนดวย 10 ml ของ elution buffer (250 mM imidazole ใน 20 

mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl และ 8 M ยูเรีย) 

4. ตรวจสอบความบริสุทธิ์โดยการแยกแถบโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE แลวยอมดวย coomassie blue  

5. นําโปรตีนที่ไดไปแลกเปลี่ยนในบัฟเฟอรที่มีเฉพาะ 2 M ยูเรียใน 20 mM Tris-HCl pH 8.0 และ 150 

mM NaCl  โดยวิธี dialysis  

6. ทําใหโปรตีนเขมขนข้ึนโดยใช Vivaspin-20 ultrafiltration membrane concentrators (Mr 10 000 

cut-off, Vivascience AG, Hannover, Germany) 

7. หาความเขมขนของโปรตีนบริสุทธิ์ดวยวีธี BCA โดยใชโปรตีน BSA สรางกราฟมาตรฐาน 

2.5. การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอเอนไซมไคติเนสในคน (hAMCase) 

1. เก็บเลือดกระตายจากเสนเลือดดําบริเวณใบหู เพื่อแยกเก็บซีรั่มกอนการฉีดกระตุนสัตวทดลอง(pre-

immune serum) สําหรับใชเปรียบเทียบระดับแอนติบอดีที่ไดหลังการฉีดกระตุนดวยเอนไซม hAMCase 

2. ฉีดกระตุนกระตาย New Zealand White ดวยเอนไซม hAMCase ที่ผลิตโดยระบบแบคทีเรีย ปริมาณ 

250 ไมโครกรมัใน 2 M Urea ปรมิาตร 500 ไมโครลิตร โดยผสมกับ Freund’s Complete adjuvant 

ดวยอัตราสวน 1:1 รวมปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 

3. ฉีด hAMCase antigen เขาสูชั้นใตผิวหนังบริเวณหลังคอ ทําการฉีดซ้ําอีก 2 คร้ังทุก 2 อาทิตยโดยใช

ปริมาณของเอนไซมเทากันแตเปลี่ยนเปนผสมกับ Freund’s incomplete adjuvant ดวยอัตราสวนเทา

เดิม 

4. เก็บเลือดจากใบหูของกระตายทุก 1 อาทิตยหลังการฉีดกระตุนแตละครั้ง 

5. แยกแอนติซีร่ัมโดยการตั้งไวขามคืนท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ปนแยกซีรั่มที่ความเร็ว 4,500 rpm เปน

เวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แยกซีรั่มและเก็บไวที่ -40 องศาเซลเซียสกอนใชงาน 

2.6. การตรวจหาระดับของโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase ในซีรั่มกระตายโดยวิธี Western Blot 

1. ผสมเอนไซม hAMCase ที่ใชฉีดสัตวทดลอง หรอืโปรตีนที่ใชเปนตัวควบคุม ผสมกับ non-reducing buffer 

หรือ reducing buffer กอนนําไปตมเปนเวลา 5 นาที 

2. แยกโปรตีนโดย 10% SDS-PAGE และถายโปรตีนที่แยกไดลงบนแผน nitrocellulose membrane โดยวิธี 

semi-dry electroblotting ทําการ block nitrocellulose membrane ดวย 5% skimm milk ใน

สารละลาย PBS  

3. นํา membrane ที่ผานการ block แลวมายอมดวยซีรั่มกระตายที่เจือจางดวย 2% skim milk แลวที่ความ

เขมขนตางๆ เปนเวลา 1 ชั่วโมง เทียบกับ Pre-immune serum  

4. ลางแอนติบอดีที่ไมจับและโปรตีนอื่นในซีรั่มออกดวย 0.1% Tween 20 ในสารละลาย PBS กอนที่จะยอม

ดวยแอนติบอดีลําดับท่ีสอง คือ Horse Radish Peroxidase (HRP)-conjugated anti-mouse 

immunoglobulins antibody เปนเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง  
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5. ลาง membrane 5 ครั้งดวยสารละลาย phosphate buffer saline (PBS) pH 7.2 กอนทําการวิเคราะหหา

ปฏิกิริยาการจับกันของแอนติบอดีและโปรตีนที่สนใจบนแผน membrane โดยวิธี chemiluminescence 

detection system  

6. เปรียบเทียบขนาดของแถบโปรตีนจําเพาะบนแผนฟลมเทียบกับโปรตีนมาตรฐานท่ีทําควบคูไปดวย 

 

2.7. การกระตุนหนู Balb/c เพื่อการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase  

1. ฉีดเอนไซม hAMCase ที่ผลิตไดจากแบคทีเรียปริมาณ 50 ไมโครกรัม ในสารละลายยูเรียความเขมขน 2 M 

เขาสูชองทองหนู Balb/c จํานวน 3 ครั้งทุกๆ 2 อาทิตย  

2. เก็บน้ําเลอืดหนูที่ถูกฉีดกระตุนทางหางทุกๆ 2 อาทิตยโดยเร่ิมเก็บตัวอยางน้ําเลือดหนึ่งอาทิตยหลังการฉีด

กระตุนสัตวทดลองในแตละครั้ง 

3. นําซีร่ัมท่ีเก็บไดแตละครั้งมาตรวจสอบการสรางแอนติบอดีของสัตวทดลองโดยวิธี  indirect ELISA ดัง

อธิบายในหัวขอ 1.4 เทียบกับคาการดูดกลืนแสงท่ีไดจากน้ําเลือดที่เก็บกอนการฉีดกระตุน (pre-immune 

serum)  

4. เมื่อตรวจพบระดับแอนติบอดีในน้ําเลือดหนจูะทําการฉีดกระตุนหนูดวยเอนไซม hAMCase เขาสูชองทองหนู

ในปริมาณเทากัน เปนเวลา 5 วันกอนฆาหนูเพื่อแยกเซลลจากมามเพ่ือเตรียม Hybridoma cell ตอไป 

2.8. การตรวจสอบหาแอนติซีรั่มตอเอนไซม hAMCase ที่ผลิตไดจากหนูโดยวิธี indirect ELISA 

1. เตรียมเอนไซม hAMCase ที่ผลิตจากแบคทีเรีย ความเขมขน 20 ไมโคกรัมตอมิลลิลิตรในcoating 

buffer (0.1 M Carbonate/bicarbonate, pH9.6) และเติมใน ELISA plate ปริมาตร 50 มิลลิลิตรตอ

หลุม ปดฝาและตั้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 ชั่วโมง  บล็อคที่วางในหลุมดวยสารละลาย PBS ที่มี 

skim milk อยู 2% w/v เปนเวลา 1 ชั่วโมงที่อุณหภูมิหอง  

2. ลาง plate ดวย washing buffer (0.05% Tween20 in PBS) ปริมาตร 200 ไมโครลิตรตอหลุม หลุม

ละ 3 ครั้ง เติมแอนติซีร่ัมจากหนูที่มีการฉีดกระตุนการสรางแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase ปรมิาตร 

50 ไมโครลิตรตอหลุม ปดฝาและตั้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ชั่วโมง ลาง plate ดวย washing 

buffer (0.05% Tween20 in PBS) ปริมาตร 200 ไมโครลิตรตอหลุม หลุมละ 3 คร้ัง 

3. เติม HRP conjugated rabbit anti-mouse Igs ท่ีเจือจางใน blocking buffer ดวยอัตราสวน 

1:5,000 โดยเติม 50 ไมโครลิตรตอหลุม ตั้งไวที่อุณหภูมิหอง 1 ชั่วโมงกอน ลางดวย washing buffer 3 

ปริมาตร 200 ไมโครลิตรตอหลุม 
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4. เติม TMB substrate 50 ไมโครลิตรตอหลุมตั้งไวใหเอนไซม horseradish peroxidase ทํางานโดยเก็บ 

ELISA plate ไวในที่มืดจนเกิดสี (ประมาณ 3-5 นาที)  

5. หยุดปฏิกิริยาโดยการเติม 1N HCl ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คลื่น 450 นาโนเมตรดวยเครื่อง microplate reader 

2.9. การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase โดย Hybridroma technique 

1. นําเซลลจากมามของหนูที่มีการผลิตแอนติบอดีตอเอนไซมไคติเนสในคน (splenocytes) และผสมกับ 

P3X63Ag8.653 mouse myeloma cells  

2. เตรยีมเซลลลูกผสมโดย standard hybridoma technique โดยการใช 50% (v/v) polyethylene glycol 

(PEG) (30) ปนแยกเซลลที่ความเร็ว 400xg เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง  

3. เลี้ยงเซลลในอาหารเลี้ยงเซลล IMDM ที่มี 10% fetal calf serum (FCS)  10%BM condimed H1 

(Roche) และยาสําหรับเลอืกเซลลลูกผสม (HAT medium) ใน 96 well plate ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

หลุม 

4. หลังเลี้ยงเซลลเปนเวลา 5 วันใน 5% CO2 incubator เติม HT medium อีก 150 ไมโครลิตรตอหลุม เลี้ยง

เซลลตอใน5% CO2 incubator   

5. เก็บน้ําเลี้ยงเซลลในหลุมท่ีเซลลเจริญเติบโตมาทดสอบหาแอนติบอดีที่จําเพาะตอเอนไซม hAMCase ในคน

โดยวิธี indirect ELISA  

6. เมื่อตรวจพบเซลลในหลุมที่มีการผลิตแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase เซลลในหลุมดังกลาวจะถูกนําไปทํา

เจือจาง (single cell cloning) อีก 2 ครั้ง เพื่อใหมั่นใจวาไดเซลลลูกผสมที่มาจากโคลนเดียวเทานั้น 

2.10. การทํา Single cell cloning 

1. นําเซลลที่อยูในหลุมที่ตรวจพบวามีการผลิตแอนติบอดีมานับโดย Neubauer chamber ปรับความเขมขน

ของเซลลใหไดเปน 192 เซลลในอาหารเลี้ยงเซลล IMDM (ที่มี 10%FCS และ 10% BM condimed H1) 

ปริมาตร 8 มิลลิลิตร  

2. แบงเซลล 4 มลิลิลิตรเพ่ือทําการเจือจาง (two-fold dilution) จนถึงอัตราสวน 1:4 ในอาหารเลี้ยงเซลลชนิด

เดียวกัน เพ่ือใหไดความเขมขนโดยประมาณของเซลลเปน 4  เซลล 2 เซลล และ 1 เซลลตอ150 ไมโครลิตร 

3. นําเซลลแตละความเขมขนมาเติมลงใน 96 well plate โดย แถว A และ B เติม 4 เซลลตอ 150 ไมโครลิตร 

แถว C และ D เติม 2 เซลลตอ 150 ไมโครลิตร สวนแถว E F G และ H เติม 1 เซลลตอ 150 ไมโครลิตร  

4. เลี้ยงเซลลใน 5% CO2 incubator ครบหนึ่งอาทิตยสังเกตหลุมที่มีการเจริญเติบโตของเซลล เม่ือโคลนมี

ขนาดใหญพอเก็บน้ําเลี้ยงเซลลมาตรวจหาแอนติบอดีดวยวิธี indirect ELISA  

2.11. การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีและการเตรียมแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยวิธี affinity chromatography 

1. เลี้ยงเซลลลูกผสม (hybridoma cells) ที่ผลิตแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase ในอาหารเลี้ยงเซลล IMDM ที่

มี 10% FCS เพื่อเพิ่มจํานวนเซลล  
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2. นําเซลลที่เลี้ยงไวจํานวน 1x107 เซลล ฉีดเขาสูชองทองของหนูเพื่อใหมีการผลิต ascetic fluid เก็บ ascetic 

fluid จากทองหนู 

3. ทดสอบ activity ของแอนติบอดีที่ไดโดยวิธี indirect ELISA กอนที่จะนําไปเตรียมเปนแอนติบอดีที่บริสุทธิ์ 

4. นําน้ําจากชองทองหนู (Ascitic fluid) ที่มีแอนติบอดีตอเอนไซมไคติเนสในคนมาแยกบริสุทธ์ิโดยวิธี affinity 

chromatography โดยนําน้ําที่ไดจากชองทองหนูมาเจือจางดวยสารละลาย phosphate buffer pH 7.0 

ดวยอัตราสวน 1:2 

5. ปนดวยที่ความเร็ว 14,000 rpm อุณหภูมิ 4oC เปนเวลา 5 นาทีเพื่อตกตะกอนเศษเซลล ดูดเฉพาะสวน

ของเหลวมาผานใน Protein G sepharose column โปรตีนอื่นที่ไมถูกจับกับเม็ด sepharose ใน column 

จะถูกลางออกโดย phosphate buffer  

6. เติม eluting buffer (0.1M citric acid buffer pH 3.0) เพื่อแยกแอนติบอดีที่ถูกจับออกจาก column ทาํ

การปรับ pH ของสารที่แยกไดใหเปน 7.2 โดยการเติม neutralizing buffer (2M Tris-HCl, pH 8.0)  

7. นําแอนติบอดีที่ไดจากการทําใหบริสุทธิ์ไปแลกเปลี่ยนบัฟเฟอรเปน PBS วัดความเขมขนของแอนติบอดีที่ไดโดย

การวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 nm และ BCA assay กอนเก็บไวที่ -40oC เพ่ือใชใน

การศึกษาตอไป 

2.12. การตรวจดูความบริสุทธิ์ของแอนติบอดีที่แยกไดโดยวิธี SDS-PAGE 

1. นําแอนติบอดีท่ีแยกไดมาตรวจสอบความบริสุทธิ์โดยวิธี SDS-PAGE ทําไดโดยการนําแอนติบอดีที่แยก

ไดมาผสมกับ non-reducing buffer หรือ reducing bufferตมที่อุณหภูมิ 95oC เปนเวลา 5 นาที  

2. ทําการวิเคราะหโดยใช SDS-PAGE ที่มี 12.5% resolving gel   

3. ยอมแผนเจลที่แยกแอนติบอดีที่สนใจดวยสี Coomassie Brilliant blue ลางสีสวนเกินออกโดย 

destaining solution จนพื้นเจลสวนที่ไมมีแถบโปรตีนใสสะอาด เปรียบเทียบขนาดของแถบโปรตีนที่

แยกไดกับแถบของโปรตีนมาตรฐานที่แยกควบคูกันในแผนเจลเดียวกัน 

2.13. การตรวจสอบ Isotype ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธี Capture ELISA 

1. เจือจางแอนติบอดีตอ isotype แตละชนิดของหนู ดวยสารละลาย 0.1 M carbonate/bicarbonate, 

pH9.6 สัดสวน 1:1,000 เติมลงใน ELISA plate 50ไมโครลิตรตอหลุม  

2. ปดฝาและตั้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 ชั่วโมง  บล็อคที่วางในหลุมดวยสารละลาย PBS ที่มี skim milk 

อยู 2% w/v เปนเวลา 1 ชั่วโมงที่อุณหภูมิหอง  

3. ลาง plate ดวย washing buffer (0.05% Tween-20 in PBS) ปริมาตร 200 ไมโครลิตรตอหลุม หลุมละ 3 

ครั้ง  

4. เติมน้ําเลี้ยงเซลลที่เก็บจากการเลี้ยง hybrid clone ที่ผลิตแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCaseปริมาตร 50 

ไมโครลิตรตอหลุม ปดฝาและตั้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ชั่วโมง  

5. ลาง plate ดวย washing buffer (0.05% Tween-20 in PBS) ปริมาตร 200 ไมโครลิตรตอหลุม หลุมละ 3 

ครั้ง  

 

 

 

 

 

 

 

 



12 
 

6. เติม HRP conjugated rabbit anti-mouse Igs ที่เจือจางใน blocking buffer ดวยอัตราสวน 1:5,000 

โดยเติม 50 ไมโครลิตรตอหลุม ตั้งไวที่อุณหภูมิหอง 1 ชั่วโมงกอน  

7. ลาง plate ดวย washing buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตรตอหลุม จากนั้นเติม TMB substrate 50 

ไมโครลิตรตอหลุมตั้งไวใหเอนไซม horasdish peroxidase ทํางานโดยเก็บ ELISA plate ไวในที่มืดจนเกิดสี 

(ประมาณ 3-5 นาที)  

8. หยุดปฏิกิริยาโดยการเติม 1N HCl ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

450 นาโนเมตรดวยเครื่อง microplate reader 

2.14. การวิเคราะหหาโปรตีนท่ีมีโมเลกุลของน้ําตาลเกาะ (glycosylated protein) 

1. เลี้ยงเซลล monocytic cell line THP-1 หรือ U937 ที่ความเขมขน 1x106 cell/ml ในอาหารเลี้ยง

เซลล 10% FCS RPMI-1640 ที่ไมมี หรือมีการเติมยา tunicamycin ที่ความเขมขน 5µg/ml ใน 5% 

CO2 incubator อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง  

2. เก็บเซลลมาปนลางดวย สารละลาย PBS ที่ความเรว็ 400 xg เปนเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิหอง 3 ครั้ง  

3. นําเซลลที่ใชในการศึกษามาทําการแตกเซลลดวย  lysis buffer (50 mM Tris-HCl pH 8.2, 100 mM 

NaCl, 2 mM EDTA, 0.02% NaN3) ที่ม ี 1% Triton X-100 เปน detergent และมีสวนผสมของ 

protease inhibitors (phenylmethyl-sulphonylfluoride (PMSF), iodoacetamide, aprotinin) 

โดยทําที่ 4oC เปนเวลา 30 นาที  

4. ทําการแยกเก็บ cell lysates โดยวิธี centrifugation จากนั้นนํา cell lysate ที่เตรียมไดมาผสมรวม

กับ non-reducing buffer หรอื reducing buffer  

5. นําตัวอยางไปตมเปนเวลา 5 นาที กอนแยกโดยวิธี SDS-PAGE จากนั้นถายโปรตีนที่แยกไดลงบนแผน 

nitrocellulose membrane โดยวิธี semi-dry electroblotting  

6. ทําการ block nitrocellulose membrane ดวย 5% skimm milk ใน PBS นํา membrane ที่ผาน

การ block แลวมายอมดวย โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase หรอื control mAbs 

7. ลางแอนติบอดีที่จับแบบไมจําเพาะออกดวยสารละลาย 0.1% Tween 20 ใน PBS กอนที่จะยอมดวย

แอนติบอดีลําดับที่สอง คือ HRP-conjugated anti-mouse IgG antibody ลาง membrane   

8. ทําการวิเคราะหหาปฏิกิรยิาการจับกันของแอนตบิอดีและโปรตีนที่สนใจบนแผน membrane โดยวิธี 

chemiluminescence detection system เปรียบเทียบแถบของปฏิกิริยาบนฟลมกับ standard 

molecular weight marker ที่ทําควบคูไปดวย การศึกษานี้จะทําใหทราบวาโมเลกุลที่จําเพาะกับโมโน

โคลนอล แอนติบอดี WK-C5 มีน้ําหนักโมเลกุลเทาไร 
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บทที่  3 

ผลการวิจัยและขอวิจารณ 
3.1. การวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนและการโคลนยีนที่ผลิตเอนไซม hAMCase  

จากวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน   จากฐานขอมูล NCBI (GenBank: AF290004.1) พบวา hAMCase มี 

genetic variants ทําใหเกิดรปูได 3 isoforms คือ hAMCase isoforms 1, 2, และ 3 โดยยีนที่สราง isoform 1 มี

ขนาดยาวที่สุดคือประกอบดวย 1,428 เบส  ถอดระหัสใหสายโพลีเพปไทดท่ีมีกรดอะมิโน 476 ตัว มีคา pI เทากับ 5.6 

มีคาประจุสุทธิเปน -6.8 ที่ pH 7.0 และน้ําหนักโมเลกุลเปน 52.3 kDa เมื่อเปรียบเทียบกรดอะมิโนของเอนไซม 

hAMCase ท้ัง 3 isoforms พบวามีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกัน 100% แตกตางกันที่เอนไซม hAMCase isoform 2 

มีขนาดสั้นกวา isoform 1 มาก โดยประกอบดวยกรดอะมิโนเพียง 368 ตวั คิดเปนน้ําหนักโมเลกุล เทากับ 40.1 kDa 

สวน hAMCase isoform 3 ประกอบดวยกรดอะมิโน 315 ตัว มีน้ําหนักโมเลกุล เทากับ 33.9 kDa (รูปที่ 3.1) ทั้งนี้

คาดวาเอนไซม hAMCase isoforms 2 และ 3 เกิดจาก proteolytic degradation หลังกระบวนการ translation 

ของ hAMCase isoform 1 มากกวาเกิดจากที่เอนไซมถูกถอดระหัสจากคนละยีนกัน 

 
 

รูปที่ 3.1 การเปรียบเทียบลําดับของกรดอะมิโนของ huMAcase isoforms 1,2 และ 3  
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ในการศึกษาครั้งนี้เลือกทําการโคลนยีน hAMCase isoform 1 เนื่องจากมีขนาดยีนที่สมบูรณที่สุด ในการเพิ่มจํานวน

ยีนดวยเทคนิค PCR ให PCR product เกิดข้ึนจาก oligonucleotide primers ท่ีจําเพาะตอยีน hAMCase isoform 

1 ผลการวิเคราะหขนาดและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอโดยการทํา agarose gel electrophoresis พบวา แถบดีเอ็นเอ

ของ AMCase มีขนาดประมาณ 1.4 kB ตามที่คํานวณไว (รูปที่ 3.2)  

 

 
 

รูปที่ 3.2 การเพิ่มปริมาณยีน hAMCase โดยเทคนิค PCR  

ดีเอ็นเอตนแบบคือรีคอมบิแนนทพลาสมิด pUC57/hAMCase  ที่สั่งสังเคราะหจาก Genscript ทําการตรวจสอบ 

PCR product ดวยการแยกดีเอ็นเอบน 1% agarose gel โดยเทคนิค agarose gel electrophoresis   

 

ชิ้น PCR product ของยีน hAMCase ขนาด 1.4 kB มีตําแหนงตัดจําเพาะ EcoR V อยูที่ปลายทางดาน 5’ และ 

XhoI อยูที่ปลายทางดาน 3’ สวนพลาสมิด pQE-TriSystem vector ซึ่งมีขนาดประมาณ 5.8 kB จะมีตําแหนงตัด

จําเพาะ EcoRV และ XhoI ดวยเชนกัน ดังนั้นจึงทําการยอยยีน hAMCase และ pQE-TriSystem vector ดวย

เอนไซม EcoRV/XhoI จากนั้นก็ทําการตัดแถบดีเอ็นเอของ hAMCase แลวนํามาทําใหบริสุทธิ์โดยใช PureLink™ 

Quick Gel Extraction Kit หลังจากไดดีเอ็นเอที่มีความบริสุทธิ์แลว จึงทําการเชื่อม (direct ligation) สายดีเอ็นเอ

ของ hAMCase  และพลาสมิด pQE-TriSystem vector เขาดวยกัน แลวเลือกโคโลนีบนอาหารแข็งสูตร LB ที่มี 100 

μg/ml ampicillin เปนตัวชวยในการคัดเลือกโคลน pQE-TriSystem/hAMCase gene บรรจุอยูโดยเทคนิค colony 

PCR และ double digestion ดังแสดงในรูปที่ 3.3 จากรูปที่ 3.3A แสดงใหเห็นวา โคลนที่ 1-4 ใหผลบวกโดยมีการ

เพ่ิมปริมาณของยีนเม่ือทํา colony PCR โดยขนาดของดีเอ็นเอบนแผน agarose gel มีขนาดเทากับ 1.4 kB ซึ่ง

สอดคลองกับชิ้นสวนของยีน hAMCase isoform 1 เมื่อนําโคลนทั้งสองมาสกัดดีเอ็นเอแลวทําการยอยดวยเอนไซม  

EcoRV และ XhoI ผลการวิเคราะหพบดีเอ็นเอสองขนาดบนแผน agarose gel โดยดีเอ็นเอชิ้นที่หนึ่ง มีขนาด

ประมาณ 5.8 kB ซึ่งนาจะเปนชิ้นสวนของพลาสมิด pQE-TriSystem vector  สวนดีเอ็นเอชิ้นที่สองมขีนาดประมาณ 

1.4 kB แสดงวาโคลนที่เลือกมียีน hAMCase อยู ดังนั้น ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาไดมีการนําดีเอ็นเอของ  

hAMCase เขาสู pQE-TriSystem expression vector ไดเปนผลสําเร็จ 
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รูปที่ 3.3 ผลการตรวจสอบโคลนโดยเทคนิค colony PCR และ double digestion 

รูป 3.3A คอื การตรวจสอบโคลนโดยเทคนิค colony PCR ชองที่ 1: ดีเอ็นเอมาตรฐาน (HyperLadder I DNA 

marker); 2-5: โคโลนีที่ 1-4 ตามลําดับ รูป 3.3B คือ พลาสมิด pQE-TriSystem/hAMCase gene ท่ียอยดวย 

EcoRV/XhoI ชองที่ 1: ดีเอ็นเอมาตรฐาน (HyperLadder I DNA marker); 2: โคลนที่ 1 และ 3: โคลนที่ 2 

 

3.2.การผลิตรีคอมบิแนนท AMCase และการทําบริสุทธิ์ 

เม่ือตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน hAMCase ที่ใสเขาไปในพลาสมิด pQE-TriSystem vector ดวยการทาํ 

DNA sequencing พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดมีความถูกตอง สามารถแปลรหัสไปเปนโปรตนี hAMCase ตรงตาม

ฐานขอมูล NCBI  การทดสอบความสามารถในการแสดงออกของยีน AMCase ที่สภาวะตางๆ ทั้งการแปรผันอุณหภูมิ 

บัฟเฟอร และชนิดของเซลลแบคทีเรียที่ใชในการผลิตโปรตีน โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวสูตร LB ที่มี 100 μg/ml 

ampicillin และ 25 μg/ml kanamycin ที่อุณหภูมิ 37 °ซ จนไดคาการดูดกลืนแสงของเซลลที่ 600 nm ประมาณ 

0.6  หลงัจากนั้นกระตุนใหเซลลผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน hAMCase ดวยการเติม 0.5 mM IPTG ที่อุณหภูมิ 18-25 °

ซ เปนเวลา 18 ชั่วโมง พบวา ทุกสภาวะสามารถผลิตโปรตีนไดดี มีโปรตีนถูกผลิตไดในปริมาณมาก แตโปรตีนที่ไดอยู

ในรปูที่ไมละลาย (inclusion bodies) ดังแสดงในรูปที่ 3.4 

 
รูปที่ 3.4 SDS-PAGE แสดงการแสดงออกของยีน AMCase ที่อยูในพลาสมิด pQE-TriSystem vector (small scale) 

ชองที่ 1: โปรตีนมาตรฐาน; 2: กอนกระตุนดวย IPTG ของโคลนที่ 1; 3: หลังกระตุนดวย IPTG ของโคลนที่ 1; 4: กอน

กระตุนดวย IPTG ของโคลนที่ 2; 5 หลังกระตุนดวย IPTG ของโคลนที่ 2 
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จากผลการวิเคราะหโดย SDS-PAGE แสดงการสรางรีคอมบิแนนทโปรตีน AMCase (รูปที่ 5A-B)  พบวาทุกโคโลนีที่

มีพลาสมิด pQE-TriSystem/hAMCase gene อยู สามารถผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน hAMCase ไดโดยสังเกตุจาก

แถบเขมของโปรตีนบนแผนเจล SDS-PAGE ซึ่งมขีนาดประมาณ 50 กิโลดาลตัน แมวาจะมีการเปลี่ยนเซลลแบคทีเรยี

เจาบาน (expression host) ท่ีใชในการผลิตโปรตีน และทําการแปรผันอุณหภูมิและบัฟเฟอรที่ใชในการแสดงออก

ของยีน ก็ยังพบวา เซลลยังคงสามารถผลิตโปรตีนไดเปนจํานวนมาก แตอยูในรูปที่ไมสามารถละลายได (inclusion 

bodies) 

 
 

รูปที่ 3.5 SDS-PAGE แสดงการแสดงออกของยีน AMCase-pQE-TriSystem vector  (large scale)  

รูป 3.5A คือ การตรวจสอบบริเวณที่มีการผลิตโปรตีนของยีน AMCase-pQE-TriSystem vector ในเซลล E. coli 

M15 pREP4 ของโคลนที่ 1 และ 2 ชองที่ 1: โปรตีนมาตรฐาน (BenchMark™ protein standard); 2: กอนกระตุน

ดวย IPTG ของโคลนที่ 1; 3: หลังกระตุนดวย IPTG ของโคลนท่ี 1; 4: supernatant ของโคลนที่ 1; 5: cell pellet 

ของโคลนที่ 1; 6: กอนกระตุนดวย IPTG ของโคลนที่ 2; 7: หลังกระตุนดวย IPTG ของโคลนท่ี 2;                8: 

supernatant ของโคลนที่ 2 และ 9: cell pellet ของโคลนที่ 2 

รูป 3.5B คือ การตรวจสอบบริเวณที่มีการผลิตโปรตีนของยีน AMCase-pQE-TriSystem vector (เฉพาะโคลนที่ 1) 

ในเซลล E. coli M15 pREP4 (ชองที่ 2-5) ชองที่ 1: โปรตีนมาตรฐาน (BenchMark™ protein standard); 2: กอน

กระตุนดวย IPTG; 3: หลังกระตุนดวย IPTG; 4: supernatant; 5: cell pellet และเซลล E. coli BL21 Origami 

(DE3) (ชองที่ 6-9) ชองที่ 6: กอนกระตุนดวย IPTG; 7: หลังกระตุนดวย IPTG; 8: supernatant และ 9: cell pellet  

 

จากนั้นไดลองเปลี่ยนมาใช pGEX-4T-1 expression vector เนื่องจากภายในพลาสมิดชนิดนี้สามารถผลิตโปรตีน 

glutathione S-transferase (GST) (ขนาดโมเลกุลประมาณ 26 กิโลดาลตัน) ซึ่งอาจชวยในการมวนพับของโปรตีน

แลวทําใหรีคอมบิแนนทโปรตีน AMCase อยูในรูปที่ละลายได ผลการศึกษาการแสดงออกของยีน pGEX-4T-

1/hAMCase ในเซลลแบคทีเรียถูกแสดงดังรูปที่ 3.6 
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รูปที่ 3.6 SDS-PAGE แสดงการแสดงออกของยีน AMCase ใน pGEX-4T-1 vector  

รีคอมบิแนนทโปรตีนที่สรางโดยเซลลแบคทีเรีย E. coli M15 pREP4 (รูป 6A) และ E. coli BL21 Rosetta (DE3) 

(รูป 6B) ของโคลนที่ 1 และ 2 ชองที่ 1: โปรตีนมาตรฐาน (Low MW protein standard); 2: กอนกระตุนดวย IPTG 

ของโคลนที่ 1; 3: หลังกระตุนดวย IPTG ของโคลนที่ 1; 4: supernatant ของโคลนที่ 1; 5: cell pellet ของโคลนที่ 

1; 6: กอนกระตุนดวย IPTG ของโคลนที่ 2; 7: หลังกระตุนดวย IPTG ของโคลนที่ 2; 8: supernatant ของโคลนที่ 2 

และ 9: cell pellet ของโคลนที่ 2 

 

จากผลการสรางรีคอมบิแนนทโปรตีน hAMCase ดังแสดงในรูปที่ 3.6A-B  พบวา ทุกโคโลนีที่มีพลาสมิด pGEX-4T-

1/hAMCase อยู สามารถผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน hAMCase ไดดีเนื่องจากสามารถเห็นแถบเขมของโปรตีนที่

ตองการบนแผนเจล SDS-PAGE ซึ่งมีขนาดประมาณ 76 กิโลดาลตัน ซึ่งเปนผลรวมของ โปรตีน GST (26 กิโลดาลตัน) 

และ AMCase (50 กิโลดาลตัน) แมวาจะเปลี่ยนพลาสมดิ (expression vector) และชนิดของเซลลแบคทีเรยี 

(expression host) ที่ใชในการผลิตโปรตีนแลว แตโปรตีนยังอยูในรูปที่ไมสามารถละลายได (inclusion bodies)

สําหรับขั้นตอนการทําโปรตีนใหบริสุทธิ์ เนื่องจากรีคอมบิแนนทโปรตีน AMCase ไดถูกออกแบบใหมีกรดอะมิโนฮิส

ทดิีนจํานวน 8 ตัว (8xHis tag) ติดอยูทางดาน C-terminus ซึ่งสามารถจับแบบจําเพาะกับไอออนที่มีประจุบวก

อยางเชนโคบอลตหรือนิกเกิล จึงใชหลักการนี้ทําโปรตีนใหบริสุทธ์ิโดยใช Ni-NTA agarose ดังแสดงในรูปที่ 3.7 

 
รูปที่ 3.7 การทําบริสุทธิ์โดยวิธี Ni-NTA chromatography 

ชองที่ 1: โปรตีนมาตรฐาน (BenchMark™ protein standard) และ 2: โปรตีน AMCase ที่บริสุทธิ์  
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ผลการทดลองแสดงใหเห็นวารีคอมบิแนนทโปรตีน AMCase สามารถทําใหบริสุทธได สามารถเห็นแถบของโปรตีนที่

ตองการ ซึ่งมีขนาดประมาณ 50 กิโลดาลตันบนแผนเจล SDS-PAGE  หลังจากการทําบริสุทธ์ิเอนไซมดวยเทคนิค 

affinity chromatogprahy โดยใช Ni2+ NTA agarose resin เปนตัวจับเอนไซมมีความบริสทธิ์สูงโดยเห็นเปนแถบ

โปรตีนเดี่ยวบนแผนเจลที่ทําการแยกวิเคราะหดวยกระแสไฟฟดวยเทคนิค SDS-PAGE การตรวจหาแคติวิตี้โดยใช 

pNP-GlcNAc2 เปนสับสเตรทพยวาเอนไซม hAMCase บริสุทฺธ์ิที่เตรียมไดจากระบบ E. coli มีแอคติวิตี้นอยมากทั้งนี้

เนื่องจากเอนไซมอาจอยูในโครงรูปที่ไมเหมาะสม ซึ่งในการศึกษาตอไปจะตองเปลี่ยนระบบการแสดงออกในระบบ 

mammalian cell line  อยางไรก็ตามโปรตีนบริสุทธิ์ที่ไดสามารถใชเปน immunogen เพ่ือการผลิตโพลีโคลนอล

และโมโนโคลนอลแอนติบอดี้ตอไปได 

  

3.3. การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase 

ในการฉีดกระตุนสัตวทดลองใหมีการสราแอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนที่ตองการนั้น แอนติเจนที่เตรียมมีความ

จําเปนตองเปนแอนติเจนที่บริสุทธิ์ ในงานวิจัยนี้กลุมผูวิจัยไดเตรียมเอนไซม hAMCase ซึ่งไดจากการเตรียมโดยระบบ

ของแบคทีเรียดังที่กลาวไวไนสวนของการเตรียมเอนไซมดังกลาวเปนแอนติเจนสําหรับใชกระตุนสัตวทดลอง เนื่องจาก

เอนไซมที่เตรียมไดอยูในรูป inclusion body คือไมละลายแตอยูในรูปที่เกาะกันเปนตะกอน ผูวิจัยจึงไดละลาย

เอนไซมที่ผลิตไดดังกลาวดวยสารละลาย 8M Urea และเพ่ือปองกันความเปนพิษของยูเรียที่จะมีตอสัตวทดลอง กอน

การฉีดกระตุนสัตวทดลองเอนไซมไดมีการทํา dialysis เพื่อลดความเขมขนของสารละลายยูเรียเปน 2 M ซึ่งเปนความ

เขมขนต่ําสุดที่เอนไซมไมสามารถตกตะกอนกอนนําไปฉีดกระตุนสัตวทดลอง ซึ่งในการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีนี้

ผูวิจัยไดเลือกใชกระตายสายพันธุ New Zealand White เปนสัตวทดลอง โดยความบรสิุทธิ์ของเอนไซม hAMCase 

ที่เตรียมไดมีความบริสุทธิ์มาก ดังแสดงในรูปที่ 3.8 พบวาเอนไซมมีขนาดอยูที่ประมาณ 50 kDa และพบวามีความ

บริสุทธิ์เพียงพอหลังการเปลี่ยนความเขมขนของยูเรยี ในการผลิตแอนติบอดี ไดนําเอนไซมที่เตรียมไดมาทําใหเขมขน

ข้ึนซึ่งการนําเอนไซมดังกลาวมาทําใหเขมขนข้ึนเปนการลดปริมาตรของตัวอยางที่จะใชฉีดสัตวทดลองซึ่งไมควรเกิน 1 

มิลลิลิตร ในที่นี้ผูวิจัยไดฉีดเอนไซมที่เตรียมได 250 µg ตอคร้ังโดยวิธีการฉีดกระตุนไดอธิบายไวในสวนของ

วิธีดําเนินการวิจัย  

หลังฉีดกระตายดวยเอนไซมไคติเนสครบสามครั้ง ทําการเก็บเลือดครั้งสุดทาย และนํามาตรวจวัดการสรางโพลี

โคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซมไคตเินสในคนเทียบกับน้ําเลือดกอนการฉีดกระตุนโดยวิธี indirect ELISA เนื่องจาก

เอนไซมที่ผลิตไดจากระบบของแบคทีเรียนี้มีกรดอะมิโน histidine ติดอยูที่ปลายคารบอกซิลเพื่อความสะดวกสําหรบั

การแยกบริสุทธิ์โปรตีน ดังนั้นเพ่ือปองกันวาแอนติบอดีที่ผลิตไดนั้นจําเพาะตอเอนไซมที่ฉีดใหแกกระตาย และไมจับ

กับสายของกรดอะมิโน Histidine ผูวิจัยจึงไดใชเอนไซม bacterial chitinase-His มาใชเปนเปรียบเทียบดวย ผลการ

วิเคราะหแสดงดังรูปที่ 3.9 ซึ่งพบวากระตายมีการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซมไคตเินสในปริมาณสูงซึ่งเมื่อ

เจือจางแอนติซรีั่มกระตายไปจนถึง 1:25,600 ยังสามารถวัดระดับของแอนติบอดีตอเอนไซมไคตเินสในคนไดสูงเมื่อ

เทียบกับ pre-immune serum และไมจับกับโปรตีน Histidine tag เน่ืองจากไมสามารถตรวจวัดคาการดูดกลืนแสง

ที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร แสดงวากระตายมีการตอบสนองตอเอนไซมที่ฉีดกระตุนและผลิตโพลีโคลนอล

แอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase ได 
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รูปที่ 3.8 SDS-PAGE แสดงความบริสุทธิ์ของเอนไซม hAMCase กอนใชฉีดสัตวทดลอง 

  วิเคราะหความบริสุทธ์ิของเอนไซม hAMCase หลังเปลี่ยนความเขมขนของสารละลายตัวกลายเปน 2 M 

Urea โดย 10% SDS-PAGE ในสภาวะ reducing  ชองที่ 1 และ 2  เปนเอนไซมไคติเนสในคนปริมาณ 5 µg และ 10 

µg ตามลําดับ หลังการเปลี่ยนความเขมขนของยูเรีย และชองที่ 3 และ 4 เปนเอนไซม hAMCase ปริมาณ 5 µg และ 

10 µg ตามลําดับ หลังการเปลี่ยนความเขมขนของยูเรีย และนํามาทําใหเขมขนขึ้น สวนชองที่หนึ่งเปนโปรตีน

มาตรฐานสําหรับเปรียบเทียบขนาดของเอนไซม 
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รูปที่ 3.9 กราฟแสดงผลของ indirect ELISA เพ่ือหาตรวจสอบแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase 

ซีร่ัมจากเลือดกระตายที่ถูกฉีดกระตุนดวยเอนไซม hAMCase จากการเจาะเก็บครั้งที่ 3 เจือจางดวยสารละลาย PBS 

ที่ความเขมขนตางๆ และวัดระดับการผลิตแอนติบอดีดวยวิธี indirect ELISA  
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3.4. ความเขมขนที่เหมาะสมในการใชโพลีโคลนอลแอนติบอดี 

เนื่องจากโพลีโคลนอลที่ผลิตไดมีความเขมขนสูงมาก ซึ่งสามารถสังเกตไดจากผลของการวัดหาระดับของแอนติบอดีใน

ซีร่ัมโดยวิธี indirect ELISA ในหัวขอ 3.3 คณะผูวิจัยจึงทําการไตเตรทหาความเขมขนที่เหมาะสมสําหรับการใชงาน

จริงโดยวิธี Western blot จากผลการทดลองในรูปที่ 3.10 ไดเจือจางซีรั่มท้ังหมด 3 ความเขมขน คือ ที่ 1:20,000 

1:40,000 และ 1:80,000 พบวาการเจือจางโพลีโคลนอลแอนติบอดีดวยอัตราสวน 1:80,000 เปนความเขมขนที่

เหมาะสมในการยอมติดเอนไซมไคติเนสในคน (hAMCase) ในขณะท่ีการยอมดวย pre-immune serum ที่ความ

เขมขนเดียวกันนั้นไมพบแถบโปรตีนใด ๆ เกิดขึ้น ดังนั้นผูวิจัยจึงเลือกความเขมขนนี้เพ่ือใชในการวิเคราะหหา

ความจําเพาะของโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดสําหรับวิธี Western blot ตอไป 
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รูปที่ 3.10 Western blot แสดงการไตเตรทความเขมขนที่เหมาะสมสําหรับใชวิเคราะหความจําเพาะของโพลี

โคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase 

เอนไซม hAMCase (2 µg/lane) ถูกแยกโดย 10% SDS-PAGE ในภาวะ reducing ยายโปรตนีลงบน 

nitrocellulose membrane กอนยอมดวยโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอ hAMCase โดย lane 1 2 และ 3 เปนการ

ยอมดวยแอนติซีร่ัมที่เจือจางดวย blocking buffer ดวยอัตราสวน 1:20,000 1:40,000 และ 1:80,000 ตามลําดับ 

สวน lane 4-6 เปนการยอมดวย pre-immune serum ดวยอัตราสวนเชนเดียวกัน lane 1-3 สวน lane 7 เปน 

conjugate control ยอมดวยแอนติบอดีลําดับที่สอง คือ HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG antibody ดวย

อัตราสวน 1:20,000 และกอนทําการวิเคราะหหาปฏิกิริยาการจับกันของแอนติบอดีและโปรตีนที่สนใจบนแผน 

membrane โดยวิธี chemiluminescence detection system (n=2) 
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3.5. การทดสอบความจําเพาะของโพลีโคลนอลแอนติบอดีมีตอเอนไซม hAMCase 

จากหัวขอที่ 3.4 เม่ือทราบความเขมขนที่เหมาะสมของโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase สําหรับใช

วิเคราะหโดยวิธี Western blot ในการตรวจสอบวาแอนติบอดีที่ผลิตไดนั้นมีความจําเพาะตอเอนไซม hAMCase 

หรือไม จึงไดทําการทดสอบโดยนําเอาเอนไซม และโปรตนีเหมือนไคติเนสเอนไซม ซึ่งจัดอยูในกลุมของ family 18 

glycosyl hydrolase (GH-18) คือ เอนไซม bacteria chitinase A โปรตีน YKL-39 และโปรตีน YKL-40 มาแยกดวย 

SDS-PAGE เทียบกับเอนไซม hAMCase ซึ่งโปรตีนทุกชนิดที่นํามาใชในการทดลองนี้เปนโปรตีนที่ไดจากการ

แสดงออกในระบบของแบคทีเรียทั้งสิ้น จากนั้นทํา Western blot โดยการยอมโปรตีนดังกลาวมาขางตนดวยโพลี

โคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase ที่ผลิตไดท่ีเจือจางแลวที่ความเขมขน 1:80,000 โดยผลการทดลองแสดงดัง

รูปที่ 3.11  พบวาโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase จับกับเอนไซม hAMCase ในชองที่ 2 เทานั้น ดัง

สังเกตไดจากแถบโปรตีนที่ปรากฏขึ้นโดยมีขนาดประมาณ 50 kDa ซึ่งเปนขนาดของเอนไซม hAMCase และไมมีแถบ

โปรตีนอื่นๆ ปรากฏขึ้น ดังนั้นโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดนี้มีความจําเพาะตอเอนไซม hAMCase เทานั้นและ

สามารถนําไปศกึษาและใชงานได 
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รูปที่ 3.11 SDS-PAGE และ Western blot แสดงความจําเพาะของโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase 

รูป A แสดงการแยกโปรตีนโดย 10% SDS-PAGE รูป B คือ Western blot แสดงการยอมโปรตีนบนแผน 

nitrocellulose membrane ดวยโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอ hAMCase ที่ความเขมขน 1:80,000 ยอมดวย

แอนติบอดีลําดับที่สอง คือ HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG antibody ดวยอัตราสวน 1:20,000  และกอน

ทาํการวิเคราะหหาปฏิกิริยาการจับกันของแอนติบอดีและโปรตีนที่สนใจบนแผน membrane โดยวิธี 

chemiluminescence detection system ชองที่ 1 เปนโปรตีนมาตรฐาน ชองที่ 2 คอื hAMCase ชองที่ 3 คือ 

YKL-39 ชองที่ 4 YKL-40 และชองที่ 5 คือ bacterial chitinase A โดยแตละชองมีปริมาณโปรตีน 2 µg  (n=2) 

3.6. การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase 

ผูวิจัยไดทําการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซมไคติเนสของคน โดยการกระตุนหนู Balb/cMlac โดยใช 

recombinant hAMCase ที่สรางโดยระบบของแบคทีเรียเปนแอนติเจน จากแหลงเดียวกันกับการสรางโพลีโคลนอล
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แอนติบอดี นําหนูที่ผลิตแอนติบอดีในซีรั่มแลวมาฆาและแยกเอาเฉพาะ มามซึ่งมีสวนของบีลิมโฟไซตที่ผลิตแอนติบอดี

ตอเอนไซมไคติเนสของคน หลังจากนําเซลลดังกลาวมาผสมและเชื่อมเขากับ myeloma cell ซึ่งเปนเซลลมะเร็งของ

หนูโดยวิธี Hybridroma technique (31) ซึ่งใช polyethylene glycol (PEG) เปนสารที่เชื่อมผิวเซลลทั้งสองชนิด

เพ่ือใหเปนเซลลเดียวกัน นําเซลลลูกผสมที่ไดมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลที่มียา Aminopterine ซึ่งเปนสารที่ยับยั้ง

กระบวนการสังเคาะหสารนิวคลีโอไทดแบบ de novo pathway ซึ่งเปนวิถีหลักที่ Myeloma cell ใชในการ

สังเคราะหสารนิวคลีโอไทดเพื่อการเจริญ เนื่องจาก Myeloma cell ไมมีระบบของ salvage pathway ดังนั้นเซลล 

myeloma ที่ไมไดเชื่อมติดกับ spleenocytes จะตาย สวน spleenocyte ที่ไมไดมีการเชื่อมติดกับ myeloma cell 

นั้น ถึงแมจะมีการสังเคราะหนิวคลีโอไทดทั้งแบบ de novo pathway และ salvage pathway แตเนื่องจากเปน

เซลลธรรมดาที่ไมใชเซลลมะเร็งจึงมีอายุไดไมนานและตายไปในที่สุด ดังนั้นเซลลที่จะอยูไดและมีการเจริญเติบโตใน

หลุม คือเซลลที่มีการเชื่อมกันระหวาง spleenocytes และ mouse myeloma เรียกเซลลกลุมนี้วา เซลลลูกผสม 

(hybridoma cells) 

 

หลังจากปลอยใหเซลลมีการเจริญเติบโตพบวาจากการเติมเซลลเร่ิมตนหลังการทํา fusion จํานวนทั้งสิ้น 999 หลุม 

หลังคัดเลือกโดยการเติมยา Aminopterine ในอาหารเลี้ยงเซลล พบวามีจํานวนหลุมที่มีเซลลเจริญเติมโตทั้งสิ้น 209 

หลุม คิดเปน 20.9% ของเซลลเริ่มตนทั้งหมด (% fusion)   และเนื่องจากเซลลที่เจริญเติบโตเปนเซลลท่ีเกิดจากการ

นําเอา spleenocyte ทั้งหมดของหนูมาเตรียมเซลลลูกผสม ดังนั้นอาจมีเซลลที่ผลิตแอนติบอดีชนิดอื่นๆ รวมอยูดวย

ดังน้ันจึงมีความจําเปนในการคัดเลือก hybridoma cells ที่ผลิตแอนตบิอดีตอเอนไซม hAMCase เทานั้นโดยการนํา

น้ําเลี้ยงเซลลแตละหลุมที่มีเซลลเจริญเติบโตอยูมาตรวจวัดหาแอนติบอดี โดยวิธี indirect ELISA เมื่อเก็บน้ําเลี้ยงเซลล

ในหลุมเซลลลูกผสมมาตรวจหาแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอเอนไซม hAMCase โดยวิธี indirect ELISA ตามที่ไดอธิบายไว

ในวิธีดําเนินการวิจัย พบวามีเพียง 24 หลุมที่พบมีการผลิตแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอเอนไซม hAMCase ซึ่งคิดเปน 

11.5% ของจํานวนเซลลลูกผสมที่ได นําเซลลแตละหลุมมาแยกเลี้ยงโดยวิธี single cell cloning เพ่ือใหมั่นใจวาเซลล

ลูกผสมที่ไดนั้นมาจาก spleenocytes โคลนเดยีวเทานั้น ซึ่งหลังจากทําการทํา single cell cloning คณะผูวิจัย

สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะไดจํานวน 4 โคลน คือ 4G1-E5 4G1-D9 6E5-C2 และ 6E5-C9 โดย

ทกุโคลนเปนชนิด IgG1 isotype หลังการตรวจวิเคราะหดวย capture ELISA ผลแสดงดังรูปที่ 3.12   

 

 

 

 

 

 

 

 



23 
 

        

0

0.5

1

1.5

2

2.5

IgA IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 IgM

4G1-E5

4G1-D9

6E5-C2

6E5-D9

Isotype

A
bs

or
ba

nc
e 

(A
45

0)

 
รูปที่ 3.12 กราฟแสดงผลการตรวจหาชนิด isotype ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ hAMCase โดยวิธี capture  

ELISA อาหารเลี้ยงเซลลลูกผสมท้ังโคลน 4G1-E5 4G1-D9 6E5-C2 และ 6E5-C9 ที่มีการผลิตแอนติบอดีตอเอนไซม

hAMCase มาทดสอบหา isotype โดยวิธี capture ELISA  

3.7. การทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีมีตอเอนไซม hAMCase ที่ผลิตจาก E. coli 

จากผลการตรวจหาโคลนของแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอเอนไซม hAMCase ในเบื้องตนโดยวิธี indirect ELISA 

นั้นผูวิจัยสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase ได จํานวน 4 โคลน แตไมทราบวาแอนติบอดี

ดังกลาวนั้นสามารถจับไดกับโปรตีนชนิดอ่ืนๆ ดวยหรือไม โดยเฉพาะโปรตีนในกลุมใกลเคียงกันเชนในกลุมของ family 

18 glycosyl hydrolase วิจัยจึงไดทําหารตรวจสอบเชนเดียวกับกรณีของการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอ 

hAMCase โดยวิธี Western blot โดยการนําน้ําเลี้ยงเซลลที่มีโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ถูกปลอยออกมาโดยเซลลแต

ละโคลนมายอมแผนแมมแบรนที่มีโปรตนี YKL-39 Chitinase A และ hAMCase ผลการทดลองในรูปที่ 3.13 พบวา

โมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 4 โคลน คือ 4G1-E5 4G1-D9 6E5-C2 และ 6E5-C9 จับไดเฉพาะเอนไซม hAMCase 

โดยสังเกตไดจากการปรากฏแถบโปรตีนที่มีขนาดประมาณ 50 kda เกิดขึ้นบนแผนแมมแบรนที่มี hAMCaseในขณะที่

แผนแมมแบรนที่มีโปรตีน YKL-39 และ chitinase A ไมพบแถบโปรตีนใดๆ เกิดข้ึน จากผลการทดลองนี้สามารถสรุป

ไดวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดทั้ง 4 โคลนนี้มีความจําเพาะตอเอนไซม hAMCase เทานั้น และสามารถนํา

แอนติบอดีดงักลาวไปใชงานตอไปได 
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รูปที่ 3.13 Western blot แสดงความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดตอเอนไซม hAMCase 

เอนไซม hAMCase (A) โปรตีน YKL-39 (B) และ เอนไซม Chitinase A (C) ปริมาณ 2µg ถูกนํามาแยกดวย 

10%SDS-PAGE ในภาวะ reducing ถายโปรตีนบนแผน nitrocellulose membrane และยอมโปรตีนดวยโมโน

โคลนอลแอนติบอดี 4G1-E5 (1) 4G1-D9 (2) 6E5-C2 (3) 6E5-C9 (4) และบัฟเฟอรสําหรับเปน conjugated 

control (5) ยอมดวยแอนติบอดีลําดับที่สอง คือ HRP-conjugated anti-mouse immunoglobulin antibody 

ดวยอัตราสวน 1:5,000  และกอนทําการวิเคราะหหาปฏิกิริยาการจับกันของแอนติบอดีและโปรตีนที่สนใจบนแผน 

membrane โดยวิธี chemiluminescence detection system 

 

3.8. การตรวจหาความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase ที่แสดงออกใน 

mammalian cell 

ในขั้นตอนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase นั้นคณะผูวิจัยไดใช recombinant hAMCase ซึ่ง

ผลิตโดยระบบแบคทีเรยี เนื่องจากงายตอการผลิตแอนติเจนเพื่อใหไดปรมิาณมากพอสําหรับฉีดกระตุนสัตวทดลอง 

โดยขอจํากัดของการใชโปรตีนที่ผลิตโดยแบคทีเรยีเปนสารอิมมูโนเจนคือในระบบแบคทีเรียไมมีขั้นตอน

posttranslational modification ดังนั้นแอนติบอดีที่ผลิตไดอาจไมสามารถจับไดกับเอนไซมที่พบในเซลลคนจริงๆ 

เพ่ือเปนการพิสูจนวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดนั้นสามารถจับไดกับเอนไซม hAMCase ที่พบในเซลลคนจริงๆ 

จากการศึกษาที่ผานมามีรายงานวาพบเอนไซม hAMCase ในเซลล macrophage  คณะผูวิจัยจึงไดนํา monocytic 

cell line 2 ชนิด คือเซลล THP1 และ U937 ซึ่งเปนเซลลที่อยูในกลุมของ macrophage มาใชเปนแหลงของเอนไซม 

hAMCase ผลการทดลองในการศกึษาในเซลล THP-1 แสดงดังรูปที่ 3.14 พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดทั้ง 4 

โคลนสามารถจับไดกับโปรตีนที่มขีนาดประมาณ 50 kDa เชนเดียวกับ hAMCase ที่ไดจากแบคทีเรีย และเปนที่

นาสนใจวาโคลน 6E5-C2 และ 6E5-C9 สามารถจับไดกับโปรตีนที่มขีนาดประมาณ 68 kDa โดยเฉพาะ โคลน 6E5-

C2 มีความเขมของแถบโปรตีนมากกวาท่ีแถบโปรตีนขนาด 50 kDa และเมื่อใชเซลล U937 สําหรับเตรยีม cell 

lysate พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดทีุกโคลนสามารถยอมติดโปรตีนที่ขนาดประมาณ 68 kDa เชนเดียวกับกรณีของ
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เซลล THP-1 ดังแสดงในรปูที่ 3.15  สันนิษฐานวาโปรตีนที่ขนาด 68 kDa อาจจะเปนเอนไซมในรปูที่มีน้ําตาลมาเกาะ

อยู ผูวิจัยจึงไดทําการเลี้ยงเซลลดังกลาวในยาปฏิชีวนะ Tunicamycin ซึ่งเปนยาที่ยับยั้งการเติมน้ําตาลใหแกโปรตีนที่

สรางใหมใน endoplasmic reticulum ดังนั้นโปรตีนทุกชนิดในเซลลที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลที่มีสวนผสมของยานี้

จะไมสามารถเติมน้ําตาลได  
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รูปที่ 3.14 Western blot แสดงความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนตบิอดีที่ผลิตไดตอเอนไซม hAMCase ใน THP-1 

cell 

THP-1 cell lysate ถูกนํามาแยกดวย 10%SDS-PAGE ในภาวะ reducing และWestern blot ดวยโมโนโคลนอล

แอนติบอดีโคลน 4G1-E5 (1) 4G1-D9 (2) 6E5-C2 (3) 6E5-C9 (4) และบัฟเฟอรสําหรับเปน conjugated control 

(5) ยอมดวยแอนติบอดีลําดับที่สอง คอื HRP-conjugated anti-mouse immunoglobulin antibody ดวย

อัตราสวน 1:5,000 และกอนทําการวิเคราะหหาปฏิกิริยาการจับกันของแอนติบอดีและโปรตีนที่สนใจบนแผน 

membrane โดยวิธี chemiluminescence detection system 
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รูปที่ 3.15 Western blot แสดงความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดตอเอนไซม hAMCase จากเซลล 

U937  
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U937 cell lysate ถูกนํามาแยกดวย 10%SDS-PAGE ในภาวะ reducing และWestern blot ดวยโมโนโคลนอล

แอนติบอดีโคลน 4G1-E5 (1) 4G1-D9 (2) 6E5-C2 (3) 6E5-C9 (4) และบัฟเฟอรสําหรับเปน conjugated control 

(5) ยอมดวยแอนติบอดีลําดับที่สอง คอื HRP-conjugated anti-mouse immunoglobulin antibody ดวย

อัตราสวน 1:5,000 และกอนทําการวิเคราะหหาปฏิกิริยาการจับกันของแอนติบอดแีละโปรตีนที่สนใจบนแผน 

membrane โดยวิธี chemiluminescence detection system 

 

โดยในการทดลองแสดงในรูปที่ 3.15 หลังจากที่มกีารเติม Tunicamycin ใหแกเซลลแลวนําเซลลดังกลาวมาเตรียม 

cell lysates สําหรับทํา Western blot กับโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 4 โคลนพบวาแถบโปรตีนขนาด 68 kDa ที่

เคยปรากฏหลังการยอมดวยโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 6E5-C2 และ 6E5-C9 หายไปดังแสดงในรูปที่ 3.16 และ

ในรปูที่ 3.17 ซึ่งโดยเฉพาะโคลน 6E9-C2 ไมสามารถตรวจหาแถบโปรตีนที่มีขนาด 68 kDa และ แถบจางๆ ที่ขนาด 

50 kDa  สันนิษฐานวาโคลน 6E5-C2 จับไดดีในรูปที่มีโมเลกุลของน้ําตาลเกาะอยู จากผลการทดลองที่ได สามารถ

สรปุไดวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 4 โคลนที่ผลิตไดสามารถจับกับเอนไซม hAMCase ในรูปที่อยูในธรรมชาติได

จริง และสามารถพิสูจนไดวาเอนไซม hAMCase ที่ไดจากเซลล THP-1 และ U937 นั้นอยูในรูปที่มีโมเลกุลของน้ําตาล

เกาะอยู (glycosylated form) ซึ่งเปนการพบครั้งแรกที่ยังไมมีผลงานใดๆ ไดรายงานไวกอน ดังนั้นโมโนโคลนอลแอน

ติบอดที่ผลิตไดนี้จึงมีคุณคาและสามารถนําไปใชศึกษาหนาที่และคุณสมบัติของเอนไซม hAMCase ในเซลลไดจริง 

อยางไรก็ตามผลการทดลองดังกลาวจําเปนตองทําซ้ํา และผูวิจัยจะใชเอนไซม N-glycosidase F ซึ่งเปนเอนไซมที่ตัด

โมเลกุลของน้ําตาลที่เกาะอยูกับโปรตีนแบบ N-glycosylation เพื่อยืนยันวาเอนไซม hAMCase ในรูปธรรมชาติมี

โมเลกุลของน้ําตาลเกาะอยู ซึ่งในสวนนี้จะทําในการศึกษาข้ันตอไป  
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รูปที่ 3.16 Western blot แสดงความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดตอเอนไซม hAMCase จากเซลล 

THP-1 ที่เลี้ยงในสภาวะที่มีการเติม Tunicamycin 

เลี้ยงเซลล THP-1ในภาวะที่มี Tunicamycin 5 µg/ml เปนเวลา 48 ชั่วโมง กอนนาํมาเตรียมเปน cell lysate และ

นํามาแยกดวย 10%SDS-PAGE ในภาวะ reducing และ Western blot ดวยโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 4G1-E5 

(1) 4G1-D9 (2) 6E5-C2 (3) 6E5-C9 (4) และบัฟเฟอรสําหรับเปน conjugated control (5) ยอมดวยแอนติบอดี

ลําดับที่สอง คือ HRP-conjugated anti-mouse immunoglobulin antibody ดวยอัตราสวน 1:5,000    
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MW. (kDa)

1        2      3       4       5       
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รูปที่ 3.17 Western blot แสดงความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดตอเอนไซม hAMCase จากเซลล 

U937 ที่เลี้ยงในสภาวะที่มีการเตมิ Tunicamycin 

เลี้ยงเซลล U937ในภาวะที่มี Tunicamycin 5 µg/ml เปนเวลา 48 ชั่วโมงกอนนํามาเตรยีมเปน cell lysate และ

นํามาแยกดวย 10%SDS-PAGE ในภาวะ reducing และWestern blot ดวยโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 4G1-E5 

(1) 4G1-D9 (2) 6E5-C2 (3) 6E5-C9 (4) และบัฟเฟอรสําหรับเปน conjugated control (5) ยอมดวยแอนติบอดี

ลําดับที่สอง คือ HRP-conjugated anti-mouse immunoglobulin antibody ดวยอัตราสวน 1:5,000   

3.9. การทําบริสุทธิ์โมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 4G1-D9 

หลังจากที่ทราบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดนั้นมีความจําเพาะตอเอนไซม hAMCase ทั้งที่ผลิตจากแบคทีเรีย 

และจาก mammalian เซลล ผูวิจัยไดเลอืกเอาโมโนโคลนนอลโคลน 4G1-D9 มาทําการแยกบริสุทธิ์เพื่อนําจะเอาไวใช

งานในการศึกษาเก่ียวกับบทบาทและหนาที่ของเอนไซม hAMCase ตอไป โดยหลังจากทําการแยกบริสุทธ์ิโดย 

Protein G affinity chromatography ดังอธิบายในวิธีดําเนินการวิจัย โดยหลังการแยกบริสุทธ์ิและวัดระดับปริมาณ

แอนติบอดีที่ไดโดยวิธี BCA assay พบวาจากปริมาณ Ascitic fluid เริ่มตนปริมาตร 300 ไมโครลิตรสามารถแยกโมโน

โคลนอลแอนติบอดีไดปริมาณรวมจาก 2 fraction ทั้งสิ้น 1.043 มิลลิกรัม ซึ่งถือวาไดปรมิาณมากพอสําหรับเก็บไวใช

ศึกษตอ โดยเมื่อนําทั้ง 2 fraction มาตรวจสอบความบรสิุทธ์ิโดยการแยกดวย 10%SDS-PAGE ในภาวะ reducing 

และ non reducing ดังแสดงในรูปที่ 3.18  พบวาแอนตบิอดีที่แยกไดมีความบริสุทธิ์สุงโดยในภาวะ reducing จะ

ปรากฏแถบโปรตีนของ heavy chain ของ immunoglobulin ที่ขนาดประมาณ 55 kDa และ light chain ของ 

immunoglobulin ที่ขนาดประมาณ 25 kDa ตามลําดับ สวนในภาวะ non reducing พบเฉพาะแถบโปรตีนที่ขนาด

ประมาณ 150 kDa ซึ่งเปนขนาดของ immunoglobulin ทั้งโมเลกุล 
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1         2            3                       4          5
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รูปที่ 3.18 SDS-PAGE แสดงความบรสิุทธิ์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โคลน 4G1-D9  

วิเคราะหความบรสิุทธิ์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 4G1-D9 ปริมาณ 5 µg ตอหลุม หลังการแยกบริสุทธิ์ ดวย 10% 

SDS-PAGE ในภาวะ reducing (1:fraction 1, 2: fraction 2) และภาวะ non reducing (3: fraction 1, 4: 

fraction 2) และทําการยอมสีโปรตีนดวย Coomassie Brilant blue 

 

เม่ือไดแอนติบอดีที่บริสุทธ์ิและ คณะผูวิจัยไดนําแอนติบอดีดังกลาวมาตรวจสอบวา แอนติบอดีดังกลาวยังสามารถจับ

กับเอนไซม hAMCase ไดอยูหรือไมโดยการทํา Western blot และรียบเทียบกับการจับกับโปรตีน YKL-40 โดยจาก

ผลการทดลองในรูปที่ 3.19   พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่แยกบริสุทธิ์แลวสามารถจับไดจําเพาะกับเอนไซม 

hAMCase แตไมจับกับโปรตีน YKL-40 ดังนั้นจากผลการแยกบริสุทธ์ิ  โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase 

โคลน 4G1-D9 ผูวิจัยสามารถแยกแอนติบอดีไดบริสุทธ์ิในปริมาณมาก และสามารถนําไปใชติดตามศึกษาหนาที่ของ

เอนไซม hAMCase ในเซลลตอไปในอนาคตได   
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รูปที่ 3.19 แสดงความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 4G1-D9 หลังผานการแยกบริสุทธิ์โดยวิธี affinity 

chromatograph 

โปรตีน YKL-40 (1) เอนไซม hAMCase ใน 2M urea (2) และ เอนไซม hAMCase ในสารละลาย PBS (3) ปริมาณ 2 

µg ถูกนํามาแยกดวย 10%SDS-PAGE ในภาวะ reducing แสดงในรูป A  โปรตีนถูกนําไปไวบนแผน nitrocellulose 

membrane และยอมดวยโมโนโคลนอลแอนติบอดี 4G1-D9 ยอมดวยแอนติบอดีลําดับที่สอง คือ HRP-conjugated 

anti-mouse immunoglobulin antibody ดวยอัตราสวน 1:5,000   
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บทที่ 4 

บทสรุป 
4.1. สรุปผลการทดลอง 

ในการศึกษาครั้งนี้ผูวิจัยทําการแยกยีน human chitinase (huAMCase) isoform 1 โดยใช human cDNA เปนดี

เอ็นเอตนแบบ ตอมาทําการแยกยีนที่สังเคราะหไดจากเทคนิค PCR ขนาด 1.4 kb เขาสู pQETri system vector 

แลวทําการผลิตเอนไซม hAMCase ในระบบ E. coli M14 PREP ไดสําเร็จ โปรตีนที่ผลิตไดใน E. coli มีขนาด 50 

kDa ซึ่งตรงตามน้ําหนักโมเลกุลที่ทํานายไว เอนไซมที่ผลิตไดอยูในรูป inclusion body ที่ตองละลายดวย 8M Urea 

แลวทําใหอยูในสภาพที่สามารถนําไปศึกษาตอได 

โดยการลดความเขมขนของยูเรียลงเปน 2M หลังจากการทําบริสุทธ์ิเอนไซมดวยเทคนิค affinity chromatography 

โดยใช Ni2+ NTA agarose resin เปนตัวจับ หลังการทําบริสุทธิ์พบวาเอนไซมมีความบรสิทธิ์สูงโดยสังเกตุจากแถบ

โปรตีนเดี่ยวเทานั้นบนแผนเจลที่ทําการแยกวิเคราะหดวยกระแสไฟฟดวยเทคนิค SDS-PAGE การตรวจหาแอคติวิตี้

พบวาเอนไซม hAMCase ที่ผลิตจาก E. coli มีแอคติวิตี้นอยแตมีความเหมาะสมในการนําเตรยีมเปน immunogen 

ในการผลิตแอนติบอดี 

การศึกษาตอมาผูวิจัยไดทําการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีและโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอเอนไซม 

hAMCase ในการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีจากกระตายพบวา antisera ที่ไดจากการกระตุนดวย hAMCase มี

ความไวสูงโดยสามารถใหสัญญาณการตรวจวัดที่ระดับความเจือจางถึง 1:25,600 เทา โพลีโคลนอลแอนติบอดีที่เตรียม

ไดมีความจําเพาะตอ hAMCase สูงและไมทําปฏิกิริยา cross-reaction กับโปรตนีอ่ืนที่อยูในกลุม GH-18 glycosyl 

hydrolases เหมือนกันและมีลําดับของกรดอะมิโนใกลเคียงกัน เชน hYKL-39 hYKL-40 และ bacterial chitinase 

A 

ในการวางแผนการศึกษาบทบาทของเอนไซม hAMCase ในผูปวยโรคภูมิแพในอนาคตมีความจําเปนตองใชแอนติบอดี

ที่จําเพาะ ดังนั้นผูวิจัยไดทําการผลิตโมโนโคลนอลแอนตบิอดีตอเอนไซมที่ผลิตจาก E. coli โดยเทคนิค hybridoma 

โดยทําการสราง hybriodoma library จากโคลนทั้งหมด 999 โคลน ไดทําการคัดกรองหาโมโนโคลนที่มีความจําเพาะ

กับเอนไซม hAMCase ไดในที่สุดทั้งหมด 4 โคลนคือโคลน 4G1-E5 4G1-D9 6E5-C2 และ 6E5-C9 การทดสอบ 

isotyping พบวาโคลนทั้ง 4 เปนชนิด IgG1 isotype เหมือนกัน โมโนโคลนทั้ง 4 มีความจําเพาะสูงโดยทําปฏิกิริยากับ 

hAMCase antigen อยางเดียวแตไมทําปฏิกิริยา cross reactivity กับโปรตีนที่ใกลเคยีงอ่ืน ๆ ไดแก YKL-39 YKL-40 

และ bacterial chitinase นอกจากนี้โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดทั้ง 4 โคลนสามารถจับไดกับ endogenous 

hAMCase ที่สรางจาก monocytic cell line 2 ชนิด คือเซลล THP1 และ U937 ได โดยเฉพาะโคลน 6E5-C2 และ 

6E5-C9 ยังสามารถจับไดกับโปรตีนที่มีขนาดประมาณ 68 kDa ซึ่งเปน glycosylated form ของ hAMCase อีกดวย 

โดยสรุป ผลการทดลองที่ไดรับในการศึกษานี้มีความสําคัญในการที่จะนําไปสูการศึกษาบทบาทหนาที่ของเอนไซม 

hAMCase ตอพยาธิสภาพของโรคภูมิแพหรือการพัฒนาอุปกรณตรวจวัดหาระดับของเอนไซม hAMCase เพ่ือทํานาย

การดําเนินไปของโรคโดยวิธีทาง immunosensor ตอไป 
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