
 

การแสดงออกและการทาํใหบ้รสิุทธิข์องโปรตนีหนามของ SARS-CoV-2 
เพือ่การพฒันาชุดตรวจวนิิจฉยั COVID-19 

นายศุภเสกข ์คาดการณ์ไกล รหสัประจาํตวั 6032352923 

จุลชวีวทิยา 
2563 










































































 
 

 

 

 

โครงการ 

การเรียนการสอนเพ่ือเสริมประสบการณŤ 

  

 ช่ือโครงการ การแสดงออกและการทำใหšบริสุทธิ์ของโปรตีนหนามของ SARS-CoV-2 เพ่ือการพัฒนา 

   ชุดตรวจวินิจฉัย COVID-19 

  Expression and purification of spike protein of SARS-CoV-2 for  

                  diagnostic test development 

  

 ช่ือนิสิต  นายศุภเสกขŤ คาดการณŤไกล  เลขประจำตัว 6032352923 

 

 ภาควิชา  จุลชีววิทยา 

 ปŘการศึกษา 2563 

 

 

 

 

คณะวิทยาศาสตรŤ จุฬาลงกรณŤมหาวิทยาลัย 



 
 

ĀัüขšĂโครงงาน   การแÿดงĂĂกและการทำใĀšบริÿุทธิ์ขĂงโปรตีนĀนามขĂง SARS-CoV-2 เพ่ืĂ 
                       การพัฒนาชุดตรüจüินิจฉัย COVID-19 
โดย    นายýุภเÿกขŤ คาดการณŤไกล   เลขประจำตัüนิÿิต 6032352923 
ĂาจารยŤท่ีปรึกþาโครงการ  ýาÿตราจารยŤ ดร. ธนาภัทร ปาลกะ 
ปŘการýึกþา   2563 

  ภาคüิชาจุลชีüüิทยา คณะüิทยาýาÿตรŤ จุāาลงกรณŤมĀาüิทยาลัย ĂนุมัติใĀšนับโครงงานฉบับนี้เปŨนÿŠüน

Āนึ่งขĂงการýึกþาตามĀลักÿูตรปริญญาบัณฑิต ในรายüิชา 2312499 โครงงานüิทยาýาÿตรŤ 

 

.................................................... ĀüัĀนšาภาคüิชาจุลชüีüิทยา 
(ýาÿตราจารยŤ ดร. ธนาภัทร ปาลกะ) 

คณะกรรมการÿĂบโครงงาน 

     .................................................... ĂาจารยŤท่ีปรึกþาโครงงาน 
     (ýาÿตราจารยŤ ดร. ธนาภัทร ปาลกะ) 
 
     .................................................... กรรมการ 
     (รĂงýาÿตราจารยŤ ดร. üันชัย Ăัýüลาภÿกุล) 
 
     .................................................... กรรมการ 
     (ĂาจารยŤ ดร. ýิตา üีรกุล) 

 

 

 

 

iwin Ñdsñinrrni .



 
 

รายงานโครงการการเรียนการสอนเพ่ือเสริมสรšางประสบการณŤ 

 

 

ช่ือโครงการ 

การแสดงออกและการทำใหšบริสุทธิ์ของโปรตีนหนามของ SARS-CoV-2  

เพ่ือการพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัย COVID-19 

(Expression and purification of spike protein of SARS-CoV-2 

 for diagnostic test development) 

 

อาจารยŤท่ีปรึกษาโครงการ 

ศาสตราจารยŤ ดร. ธนาภัทร ปาลกะ 

 

นิสิตในโครงการ 

นายศุภเสกขŤ คาดการณŤไกล 

รหัสประจำตัวนิสิต 6032352923 

 

 

โครงการนี้เปŨนสŠวนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรŤบัณฑิต 

ประจำปŘการศึกษา 2563 

ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตรŤ จุฬาลงกรณŤมหาวิทยาลัย 



 
 

ช่ือโครงงาน   การแสดงออกและการทำใหšบริสุทธิ์ของโปรตีนหนามของ SARS-CoV-2 เพ่ือ 

                       การพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัย COVID-19 

นิสิตเสนอโครงการ  นายศุภเสกขŤ คาดการณŤไกล   เลขประจำตัวนิสิต 6032352923 

อาจารยŤท่ีปรึกษาโครงการ ศาสตราจารยŤ ดร. ธนาภัทร ปาลกะ 

ภาควิชา   จุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตรŤ จุฬาลงกรณŤมหาวิทยาลัย ปŘการศึกษา 2563 

บทคัดยŠอ 

  โรคโควิด-19 เปŨนโรคติดตŠอทางระบบทางเดินหายใจท่ีเกิดจากเชื้อไวรัสโคโรนาสายพันธุŤกลุŠมโรคทางเดิน

หายใจเฉียบพลันรุนแรง (SARS-CoV-2 : Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2)  ไวรัส SARS-

CoV-2 ติดเชื้อบริเวณทางเดินหายใจสŠวนลŠางของมนุษยŤโดยอาศัยการจับกันของโปรตีนหนาม (Spike) ท่ี

ประกอบดšวยหนŠวยยŠอย S1 และ S2 โดย S1 โครงสรšางท่ีสำคัญท่ีมี RBD (Receptor binding domain) ซ่ึงมี

ความจำเพาะในการจับกับ Angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) receptor ของมนุษยŤเพ่ือเขšาสูŠเซลลŤ 

สามารถติดตŠอผŠานการสัมผัสกับผูšติดเชื้อ ผŠานละอองเสมหะจากการไอ จาม น้ำมูก น้ำลาย ทำใหšมีการแพรŠระบาด

เปŨนวงกวšางจนองคŤการอนามัยโลกประกาศใหšเปŨนการระบาดระดับ “Pandemic” เนื่องดšวย COVID-19 เปŨนโรค

อุบัติใหมŠการพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัย พัฒนาวัคซีนมีความจำเปŨนในการควบคุมการระบาด แตŠการจะใชšไวรัสเชื้อเปŨน 

(live virus) ตšองอาศัยหšองปฏิบัติการท่ีมีระบบความปลอดภัยทางชีวภาพระดับ3 (biosafety level III) ดังนั้น การ

ใชšโปรตีนโครงสรšางของไวรัส SARS-CoV-2 จะเปŨนหนึ่งในทางเลือกทำใหšการพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัยและวัคซีน

สามารถดำเนินไปไดšสะดวกรวดเร็วยิ่งข้ึน  ในงานวิจัยนี้จึงศึกษาการแสดงออกของโปรตีนหนามโดยอาศัยพลาสมิด 

4 ชนิด ไดšแกŠ pCI neo stabilized spike, pCI neo RBD, pCMV S1, pCMV RBD ซ่ึงถูกแปลรหัสเปŨนโปรตีน 2 

ชนิด คือ Spike และ RBD มีขนาดประมาณ 200 และ 27 kDa (kilodalton) ตามลำดับ โดยนำพลาสมิดเขšาสูŠ cell 

line 2 ชนิด ไดšแกŠ CHO-K1 และ HEK293 ซ่ึงนำเขšาเซลลŤแบบชั่วคราวโดยใชš Fugene HD เพ่ือทดสอบ

ความสามารถในการแสดงออกโปรตีนแตŠละตัว พบวŠามีเพียง HEK293 ท่ีสามารถแสดงออกโปรตีนจากพลาสมิด 

pCI neo stabilized spike และpCI neo RBD จึงทำการคัดเลือกเซลลŤ HEK293 ท่ีมีพลาสมิดโดยใชšยา G418 

(Geneticin) จากนั้นนำโปรตีนไปทำใหšบริสุทธิ์ (purification) โดยวิธ ีaffinity chromatography และตรวจสอบ

ดšวย SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) และ Western blot ซ่ึง

ใชš α His tag rabbit mAb เปŨนแอนติบอดีปฐมภูมิ ซ่ึงการศึกษาเพ่ิมเติมดšวยการทำELISA (enzyme-linked 

immunosorbent assay) โดยทำการทดลองกับเลือดผูšปśวยท่ีหายจากโรคจะสามารถตรวจสอบความสารถในการ

จับกับ antibody และนำไปสูŠการพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัย COVID-19 ตŠอไป 
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Abstract 

 COVID-19 is a severe acute respiratory syndrome caused by coronavirus (SARS-CoV-2), 

COVID-19 can be spread through contact with infected people, droplet from coughing, sneezing, 

mucus, saliva causing an epidermic occurring worldwide call “Pandemic” because this virus infects 

host cells using specific interaction between Receptor binding domain (RBD) within the S1 domain 

of Coronavirus Spike protein and Angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) receptor on host cell. 

Due to COVID-19 is a serious emerging disease, the development of diagnostic kits and vaccine is 

essential to control the outbreak, viral Neutralizing test use live virus and it needs to be performed 

in biosafety level III. Therefore, using recombinant structural protein of SARS-CoV-2 will offer 

alternative testing method. In this research, the expression of S protein by using four plasmids 

was studied. Those plasmids are pCI neo stabilized spike, pCI neo RBD, pCMV S1, pCMV RBD, the 

Spike and RBD protein have putative molecular weight are 200 and 27 kilodalton respectively. 

We transfect all into  CHO-K1, HEK293 by using Fugene HD, Calcium-phosphate in transient 

transfection method and found that only HEK293 could express those protein from those 

plasmids pCI neo vector. In addition, we select transfected HEK293 by using G418 (Geneticin) and 

then harvest culture supernatant for purification by using affinity chromatography. The purified 

protein was confirm by SDS-PAGE and Western blot that using α His tag rabbit pAb as primary 

antibody. Further study using serum of COVID-19 convalescent patient or vaccinated people with 

ELISA can test binding activity of our recombinant protein lead to the diagnostic test 

development. 
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บทท่ี 1 

บทนำ 

อุบัติการณŤ และการตรวจวินิจฉัยโรคของโรคโควิด-19 

โรคโควิด-19 ( COVID-19 ) เปŨนโรคติดตŠอท่ีเกิดจากการติดเชื้อไวรัสโคโรนาสายพันธุŤกลุŠมโรคทางเดิน

หายใจเฉียบพลันรุนแรง ( Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 ; SARS-CoV-2 ) เริ่มระบาด

ในเมืองอูŠฮ่ัน มณฑลหูเปśย ประเทศจีน ในปลายเดือนธันวาคม ปŘค.ศ.2019และระบาด จนถึงปŦจจุบัน ซ่ึงเปŨนสาย

พันธุŤใหมŠท่ีไมŠเคยมีรายงานมากŠอนในมนุษยŤ ไวรัส SARS-CoV-2 ติดเชื้อบริเวณทางเดินหายใจสŠวนลŠางของมนุษยŤ

โดยอาศัยการจับกันของโปรตีนหนาม ( Spike ) กับ Angiotensin-converting enzyme 2 ( ACE2 ) receptor 

ของมนุษยŤ สามารถติดตŠอผŠานการสัมผัสกับผูšติดเชื้อ ผŠานละอองเสมหะจากการไอ จาม น้ำมูก น้ำลาย ทำใหšมีการ

แพรŠระบาดเปŨนวงกวšางจนองคŤการอนามัยโลกประกาศใหšเปŨนการระบาดระดับ “Pandemic” แพรŠระบาดไปท่ัว

โลก (3,12) เนื่องดšวย COVID-19 เปŨนโรคอุบัติใหมŠ ทำใหšการพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัยโรคมีความจำเปŨนในการ

ควบคุมการระบาด วิธีมาตรฐานท่ีใชšตรวจโควิด-19ในหšองปฏิบัติการคือ Reverse transcription quantitative 

polymerase chain reaction (RT-qPCR) ซ่ึงเปŨนวิธีกระบวนการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมเปŜาหมายแบบจำเพาะ

โดยอาศัยเครื่อง real time PCR thermal วิธีดังกลŠาวมีขšอดีคือมีความจำเพาะสูง สŠวนขšอเสียคือใชšเวลานานตšอง

อาศัยเครื่องมือและความชำนาญในการใชšงาน การพัฒนาชุดตรวจชนิดอ่ืนๆ จะสามารถควบคุมการระบาดของโรค

ไดšอยŠางมีประสิทธิภาพและรวดเร็วกวŠา (21) นอกจากการตรวจวินิจฉัยเพ่ือการควบคุมโรคแลšวการตรวจวินิจฉัย

เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของวัคซีนท่ีกำลังพัฒนาไมŠวŠาจะเปŨน inactivated vaccine,  subunit vaccine, RNA-

based vaccine, viral vectored vaccines หรือวิธีการรักษาดšวย monoclonal neutralizing antibodies, 

fusion inhibitors ก็มีความสำคัญเชŠนกัน จะมีสŠวนชŠวยประกอบการตัดสินใจใหšผูšตšองการรับวัคซีน ม่ันใจใน

ประสิทธิภาพ และเปŨนท่ียอมรับมากข้ึนข้ึนไป (14) 
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โครงสรšางของไวรัส SARS-CoV-2และการตอบสนองของระบบภูมิคุšมกัน 

 ไวรัส SARS-CoV-2 เปŨนไวรัสในกลุŠม Coronavirus โครงสรšางไวรัสในกลุŠมนี้จะมีองคŤประกอบพ้ืนฐาน

ไดšแกŠ Spike glycoprotein (S), Nucleocapsid (N), Membrane protein (M), Envelope (E) ,และ Viral 

genome (ภาพท่ี 1.1) โดยองคŤประกอบท่ีมีบทบาทสำคัญคือ Spike glycoprotein ประกอบไปดšวยกรดอะมิโน 

1273 ตัว โดยจะเปŨนโครงสรšางท่ีมีลักษณะเปŨน homotrimer ยื่นออกมาจากผิวไวรัส ถูกแบŠงเปŨน 2 สŠวนยŠอยคือ S1 

และ S2 โดยมี “furin cleavage site” เชื่อมท้ังสองอยูŠ (17) ใน S1 จะมีโครงสรšางท่ีเรียกวŠา Receptor Binding 

Domain (RBD) (ภาพท่ี 1.2)  ซ่ึงจับกับ Angiotensin Converting Enzyme2 (ACE2) ท่ีเปŨนตัวรับในมนุษยŤ 

จากนั้น TMPRSS2 ของมนุษยŤจะหลั่งเอนไซมŤ “furin protease” เพ่ือตัดบริเวณ furin cleavage site ทำใหš S1 

และ S2 แยกจากกัน โดยท่ี S2 จะเกิดการ fusion รวมกับ membrane ของเจšาบšาน และเขšาสูŠเซลลŤในท่ีสุด (17) 

เม่ือไวรัส SARS-CoV-2 เขšาไปในเซลลŤมนุษยŤไดšแลšว เซลลŤในระบบภูมิคุšมกันโดยกำเนิดจะเขšามาทำหนšาท่ี

กำจัดไวรัส และมีการสŠงสัญญาณใหšเซลลŤในระบบภูมิคุšมกันแบบจำเพาะเขšามาทำงานตŠอ เซลลŤในระบบภูมิคุšมกัน

แบบจำเพาะสามารถรับรูšโครงสรšางตŠางๆของไวรัสไดš แตŠจะมีระดับการตอบสนองท่ีตŠางกัน จากงานวิจัยกŠอนหนšานี้ 

ไดšผลสรุปวŠา Spike protein เปŨนโครงสรšางท่ีระบบภูมิคุšมกันของมนุษยŤสามารถตอบสนองไดšดีท่ีสุด (8) การ

ตอบสนองของระบบภูมิคุšมกันแบบจำเพาะท่ีมีบทบาทมากท่ีสุดในการกำจัดเชื้อไวรัสคือการสรšางแอนติบอดีท่ี

จำเพาะตŠอเชื้อไวรัสนั้น โดยแอนติบอดีท่ีสามารถยับยั้งเชื้อไวรัสไดšจะถูกเรียกวŠา “neutralizing antibody” ซ่ึงเปŨน

แอนติบอดีท่ีถูกกระตุšนไดšจากการติดเชื้อตามธรรมชาติและการไดšรับวัคซีน เม่ือเวลาผŠานไปไวรัส SARS-CoV-2 

ยŠอมเกิดการกลายพันธุŤ (ภาพท่ี 1.3)  โดยบริเวณท่ีพบการกลายพันธุŤมากท่ีสุดคือ Spike ยกตัวอยŠางกลายพันธุŤ เชŠน 

Spike mutation D614G คือกรดอะมิโนตำแหนŠงท่ี 614 ของ Spike มีการเปลี่ยนกรดอะมิโนจาก Aspatic ไปเปŨน 

Glycine ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงไปของโปรตีนโครงสรšางของไวรัสนี้จะสŠงผลตŠอความสามารถในการยับยั้งเชื้อไวรัสของ 

neutralizing antibody เพราะจะมี neutralizing antibody บางสŠวนท่ีสามารถเกิด cross   reactivity กับ Spike 

ท่ีเกิดการกลายพันธุŤไดš ทำใหšการพัฒนาวิธีรักษา การพัฒนาวัคซีน ตšองศึกษาควบคูŠไปกับการกลายพันธุŤเหลŠานี้ดšวย 

(9)                                 
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ภาพท่ี 1.1 โครงสรšางของ SARS-CoV-2 (อšางอิงจาก Rohan Bir Singh, MD; Made with Biorender.com) 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 1.2 แผนผังโครงสรšางของ SARS-CoV-2 spike protein  

(อšางอิงจาก Banerjee. Mutation hot spots in Spike protein of COVID-19. 2020) 
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ภาพท่ี 1.3 กราฟแสดงการเกิดการกลาบพันธุŤบริเวณ SARS-CoV-2 Receptor binding domain 

(อšางอิงจาก  Guruprasad. Proteins. 2021) 

การทำโปรตีนใหšบริสุทธิ์ 

การทำโปรตีนใหšบริสุทธิ์ (Protein purification) คือวิธีการแยกโปรตีนท่ีเราตšองการออกจากโปรตีนตัวอ่ืน

โดยอาศัยคุณสมบัติทางกายภาพ และคุณสมบัติทางเคมีของโปรตีนแตŠละชนิดท่ีมีความแตกตŠางกันในการแยก 

รวมท้ังแยกสิ่งปนเปŚŪอนตŠางๆใหšเหลือเพียงโปรตีนท่ีเราตšองการเพียงอยŠางเดียว (5) ซ่ึงวิธีในการทำใหšบริสุทธิ์มี

หลากหลายวิธีและมีหลักการตŠางกันออกไปโดยวิธีท่ีไดšรับความนิยม เชŠน affinity chromatography เปŨนวิธีท่ี

อาศัยการจับกันอยŠางจำเพาะของโมเลกุลเพ่ือคัดแยกโมเลกุลท่ีตšองการออกจากโมเลกุลอ่ืนๆ เปŨนตšน ข้ันตอนใน

การทำใหšบริสุทธิ์ แบŠงเปŨน 3 ข้ันตอนยŠอยดังนี้ เริ่มตšนจากการสกัดโปรตีน (Extraction) เปŨนข้ันตอนการแยกโปรตีน

ออกจากตัวอยŠางท่ีเราตšองการ เชŠน เซลลŤ ไวรัส เปŨนตšน ตŠอดšวยการแยกโปรตีน (Protein separation) เปŨนข้ันตอน

การแยกโปรตีนออกจากโมเลกุลอ่ืนๆผŠานคอลัมนŤใหšเกิดความบริสุทธิ์ ซ่ึงในข้ันตอนนี้มีวิธีการแยกท่ีหลากหลาย

ข้ึนกับชนิดของโปรตีน และการนำโปรตีนไปใชšงาน จากนั้นข้ันตอนสุดทšายคือการทำใหšโปรตีนมีความเขšมขšน

เพ่ิมข้ึน (Concentrate protein) เม่ือโปรตีนถูก elute ผŠานคอลัมนŤ โปรตีนจะเจือจางลงจากกŠอนการทำใหšบริสุทธิ์ 

จึงจำเปŨนตšองทำใหšโปรตีนมีความเขšมขšนมากข้ึนโดยสามารถทำไดšหลายวิธี เชŠน การทำใหšเปŨนผงแหšง 

(Lyophilization), การทำใหšปริมาตรลดลง (Ultrafiltration) เปŨนตšน (18) เม่ือโปรตีนผŠานกระบวนการตŠางๆท่ีทำ

ใหšบริสุทธิ์แลšวจึงนำมาตรวจสอบความบริสุทธิ์ดšวยการทำ SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis) โดยสังเกตแถบโปรตีนบนเจลวŠามีโปรตีนอ่ืนนอกจากโปรตีนท่ีตšองการ

มากนšอยเพียงใด ก็จะบอกไดšถึงความบริสุทธิ์ของโปรตีนนั้น 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Guruprasad+L&cauthor_id=33423311
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การตรวจวินิจฉัยโรคโควิด-19 ดšวย Enzyme link immunosorbent assay (ELISA) และ Virus 

Neutralization assay  

การตรวจวินิจฉัยโรคโควิด-19 เปŨนสิ่งทีสำคัญมากอยŠางนึงในการควบคุมการระบาดและการพัฒนาวิธี

รักษาโรค สามารถแบŠงไดšเปŨน การตรวจหาภูมิคุšมกัน เชŠน ELISA, การตรวจหา Neutralizing antibodies เชŠน 

Neutralization assay และการตรวจหาแอนติเจน (antigen) เชŠน RT-qPCR, ELISA เปŨนวิธีการทดสอบเพ่ือ

ตรวจหาภูมิคุšมกันในสารตัวอยŠางโดยอาศัยหลักการการจับกันอยŠางจำเพาะของแอนติบอดี (Antibody) และ 

แอนติเจน (Antigen) ตรวจสอบผลโดยการทำปฏิกิริยาของสารตั้งตšนและเอนไซมŤ (ภาพท่ี 1.4)  จากนั้นอŠานคŠาดšวย

เครื่องไมโครเพลท (Microplate reader) นับเปŨนวิธีท่ีมีความไวสูง (Sensitivity) สŠวน Neutralization assay เปŨน

วิธีการทดสอบเพ่ือตรวจหาภูมิคุšมกันในสารตัวอยŠาง เชŠนเดียวกัน ซ่ึงวิธีนี้เปŨนวิธีท่ีมีความจำเพาะสูง (Specificity) 

และมีความแตกตŠางจากวิธีการตรวจหาภูมิคุšมกันวิธีอ่ืนท่ีสามารถตรวจหาภูมิคุšมกันชนิดท่ีสามารถทำลายหรือยับยั้ง

การเจริญเติบโตของเชื้อนั้นๆไดšอีกดšวยในขณะท่ีวิธีอ่ืนทราบเพียงวŠาเคยพบเชื้อนั้นหรือไมŠ วิธีการทดลองจะทำโดย

นำสารตัวอยŠางมาทำการเจอจางในความเขšมขšนตŠางๆและเติมเชื้อท่ีตšองการทดสอบในปริมาณคงท่ีเทŠากันในแตŠละ

ความเขšมขšน จากนั้นดูผลการยังยั้งเชื้อ (ภาพท่ี 1.5)  ถšาในตัวอยŠางมีปริมาณภูมิคุšมกันเพียงพอจะไมŠเห็นการ

เปลี่ยนแปลงของเซลลŤ แตŠถšาภูมิคุšมกันนั้นมีปริมาณไมŠเพียงพอหรือไมŠมีความสามารถในการทำลายเชื้อ เชื้อจะ

เจริญไดš เซลลŤจะเกิดการเปลี่ยนแปลงท่ีเรียกวŠา Cytopathic effect (CPE) (7) 

 

 

 

 

 

 

 ภาพท่ี 1.4 ภาพแสดงการทำ ELISA  

(อšางอิงจาก https://www.raybiotech.com/covid-19-human-iga-elisa-kit/?variation_id=191072) 
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ภาพท่ี 1.5 ภาพแสดงการทำ Neutralization assay  

(อšางอิงจาก Coronavirus. World Health Organization. 2020 (Graphic: Business Wire)) 

 

วัตถุประสงคŤของโครงการ 

เพ่ือผลิตโปรตีนหนามและ RBD ของ SARS-CoV-2 และทำใหšบริสุทธิ์ จาก HEK293 เพ่ือนำไปประยุกตŤใชš

ในพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัยโรคโควิด19 

 

ประโยชนŤท่ีคาดวŠาจะไดšรับ 

 รูšเทคนิควิธีการผลิตโปรตีนจากเซลลŤ ทราบความแตกตŠางของความสามารถในการแสดงออกโปรตีนหนาม

ในเซลลŤ CHO-K1, HEK293 และการทำใหšบริสุทธิ์ สามารถนำความรูšดังกลŠาวไปประยุกตŤใชšเพ่ือพัฒนาชุดตรวจ

วินิจฉัยโรคตŠอไป 
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บทท่ี 2 

อุปกรณŤ เคมีภัณฑŤและวิธีดำเนินการทดลอง 

อุปกรณŤท่ีใชšในการทดลอง 

1. จานเพาะเชื้อ 

2. เครื่องนึ่งอบฆŠาเชื้อ (autoclave) รุŠน BV-124 (Tomy, Japan) 

3. ไมโครปŗเปต ขนาด 2, 2.5, 20, 100, 200, 1,000 ไมโครลิตร 

4. ขวดรูปชมพูŠขนาด 100, 150 มิลลิลิตร 

5. ขวดเก็บสาร ขนาด 50, 250, 500, 1,000 มิลลิลิตร 

6. เข็มเข่ียเชื้อปลายกลมและปลายแหลม 

7. แทŠงแกšวสามเหลี่ยม 

8. หลอดไมโครเซ็นทริฟŗวจŤ ทิวปş (Microcentrifuge tube) ขนาด 1.5, 2 มิลลิลิตร 

9. ปŗเปตทิป (pipette tips) ขนาด 0.5-10, 200, 1,000 ไมโครลิตร 

10. ถาดเลี้ยงเซลลŤ 12 หลุม 

11. เครื่องชั่งสาร รุŠน L2220 P (Scientific promotion) 

12. ตูšปลอดเชื้อ (laminar flow) รุŠน BV-124 (ISSCO) 

13. ตูšเย็น (refrigerator) อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (MITSUBISHI, Japan) 

14. เครื่องบŠมเชื้อแบบเขยŠา 

15. ตูšแชŠจุดเยือกแข็งต่ำ (deep freezer) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (SHARP, Japan) 

16. ตูšแชŠจุดเยือกแข็งต่ำ (deep freezer) อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

17. เครื่องทำน้ำแข็ง รุŠน OF 146 (Newton, Thailand) 

18. เครื่องปŦũนผสม (vortex mixer) รุŠน G560E (Scientific industries, USA) 

19. หลอด cryotube 2 มิลลิลิตร 

20. ฮีโมไซโตมิเตอรŤ บริษัท ISOLAB Laborgerate GmbH, Germany 

21. ท่ีวางหลอดทดลอง (test tube rack) 

22. เครื่องอŠานไมโครเพลท รุŠน Varioskan Flash Multimode (Thermo Fisher Scientific, USA) 
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23. อŠางควบคุมอุณหภูมิ (Memmert, Germany) 

24. ชุดสกัดพลาสมิด (Midi prep kit Zymo research) 

25. Ultra-Low Attachment 96-well plate (Corning Inc., USA) 

26. กลšองจุลทรรศนŤ บริษัท OLYMPUS CKX3-SLP (OLYMPUS, Japan) 

27. ขวดเลี้ยงเซลลŤท่ีมีฝาปŗดตัวกรองขนาด 25, 75 ตารางเซนติเมตร (Nunc Thermo Fisher Scientific, USA) 

28. ตูšบŠมเซลลŤท่ีมีการใหšแกŢสคารŤบอนไดออกไซดŤ (Carbon dioxide incubator) รุŠน 311 (Thermo Elaectron 

Corporation, USA) 

29. ชุดเครื่องมือทำ agarose gel electrophoresis (Mupid-2 plus) 

30. ชุดเครื่องมือทำ SDS-PAGE (BIO-RAD) 

31. ชุดเครื่องมือทำ semi-dry electrophoretic transfer (BIO-RAD) 

32. Polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane 

33. อุปกรณŤถŠายภาพ Chemiluminescence (Uvitec Ltd, UK) 

34. อุปกรณŤถŠายภาพ Gel documentation (Uvitec Ltd, UK) 

35. Heating Block 

36. หลอดไซริงคŤพลาสติก ขนาด 10, 20 มิลลิลิตร 

37. ไซริงคŤฟŗลเตอรŤ 0.45 ไมครอน 

38. Centrifugal ultrafiltration filter unit (Amicon ultra 2 ml 30K device, Merck) 

39. เครื่องทำ affinity chromatography (AKTA pure, Cytiva) 

40. เครื่องวัด pH  

41. เครื่องกรองน้ำ Type 1 

42. Nanodrop (Thermo Scientific) 

43. Sonicator 

44. Dialysis bag 

45. Magnetic stirrer 

46. Rocking shaker 
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เคมีภัณฑŤ 

1. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-High glucose medium (DMEM) (Hyclone, USA) 

2. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-High glucose medium (DMEM) (Gibco, USA) 

3. Ham’s F-12K (Kaighn’s) medium (Hyclone, USA) 

4. Bacto tryptone (BD bioscience) 

5. Yeast extract (Gibco, USA) 

6. Sodium chloride 

7. Potassium chloride 

8. Disodium hydrogen phosphate  

9. Potassium dihydrogenphosphate 

10. American bact agar 

11. Geneticin (Gibco, USA) 

12. Geneticin (invivoGen, USA) 

13. Gentamycin (Gibco, USA) 

14. Fetal Bovine Serum (FBS) (Gibco, USA) 

15. Trypsin-EDTA (Gibco, USA) 

16. Gentamycin (Gibco, USA) 

17. Sodium pyruvate (Hyclone, USA) 

18. HEPES (Hyclone, USA) 

19. Dimethylsulfoxide (DMSO) (Sigma-Aldrich, USA) 

20. Ethanol 

21. Hypure water 

22. Agarose 

23. RIPA buffer 

24. Protease inhibitor (Cell Signaling Technology, USA) 

25. Phosphatase inhibitor (Cell Signaling Technology, USA) 
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26. Sodium dodecyl sulphate (SDS) 

27. Tris buffer 

28. Acrylamide (Bio-Rad Laboratories, USA) 

29. TEMED (Bio-Rad Laboratories, USA) 

30. Ammonium persulphate 

31. Β-mercapto-ethanol (Sigma-Aldrich, USA) 

32. Absolute ethanol (Merck, Germany) 

33. BCA protein assay kit (Thermo Scientific) 

34. Trypan blue (Gibco, USA) 

35. Anti-rabbit IgG-HRP (Cell signaling technology, USA) 

36. Anti-SARS-CoV-2 spike mAb rabbit (Sino Biological, USA) 

37. α His-Tag rabbit mAb (Cell signaling technology, USA) 

38. Escherichia coli DH5α 

39. HEK293 cell line 

40. CHO-K1 cell line 

41. Ampicilin 

42. Plasmid pCI neo stabilized spike 

43. Plasmid pCI neo RBD 

44. Plasmid pCMV S1 

45. Plasmid pCMV RBD 

46. Plasmid pMAX-GFP 

47. DNA ladder 1 kilobase 

48. Gel red prestain loading buffer 

49. Fugene HD Transfection reagent (Promega, USA) 

50. Opti-mem 

51. Luminol 
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52. Coumaric acid 

53. Methanol 

54. Tween 20 

55. Skim milk (BD bioscience) 

56. Sodium phosphate 

57. Imidazole 

58. Coomassie Brilliant blue 

59. Destain solution 

60. Soak gel solution 

61. HisTrap HP His tag protein purification columns (Cytiva, USA) 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 



12 
 

วิธีดำเนินการทดลอง 

1.การเตรียมพลาสมิด 

 พลาสมิดท่ีใชšในการศึกษาประกอบดšวย pCI neo stabilized spike, pCI neo RBD, pCMV S1, pCMV 

RBD (พลาสมิด pCI neo ท่ีมียีน Spikeและ RBD จัดซ้ือจากผูšผลิต  (https://www.biomatik.com) ผŠานการ

สังเคราะหŤ DNA สŠวนพลาสมิด pCMV จัดซ้ือจากบริษัท Sino Biological ) เพ่ือนำมาแสดงออกใน cell line โดย

การทำ transfection ดšวย FuGene HD transfection reagent (nonliposomal) ซ่ึงใน protocol ในการใชš 

FuGene HD 1 ไมโครกรัม ซ่ึงความเขšมขšนของ pCI neo stabilized spike และ pCI neo RBD มีเพียง 50 นาโน

กรัมตŠอไมโครลิตร จึงนำมาเพ่ิมปริมาณพลาสมิด โดยนำพลาสมิดท้ังสองทำ transformation  

 ข้ันแรกเริ่มจากการเตรียม Luria-Bertani broth (LB broth) และ Luria-Bertani agar (LB agar) อยŠาง

ละ 500 มิลลิลิตร ปรับ pH ของ LB broth เปŨน 7.4 สŠวน LB agar เปŨน 7.0 นำไป autoclave อุณหภูมิ 121oc 

(องศาเซลเซียส) ความดัน 15 psi (ปอนดŤตŠอตารางนิ้ว) เปŨนระยะเวลา 15 นาที จากนั้นเท LB agar ลงเพลทท้ังหมด 

4 เพลท โดย 3 เพลท ใสŠยา ampicillin 50 ไมโครกรัมตŠอมิลลิลิตร (เตรียมจาก 125 ไมโครกรัมตŠอมิลลิลิตร) (ภาพ

ท่ี 2.1) เก็บไวšใน หšองเย็น (4oc)     

  

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.1 แสดงการเตรียม LB agar เพ่ือทำ transformation 

 ทำ transformation โดยเตรียมหลอดไมโครเซนตริฟŗวจŤ 1.5 มิลลิลิตร บนน้ำแข็ง ใสŠพลาสมิด 2 ไมโครลิตร 

(ความเขšมขšนพลาสมิดไมŠเกิน 100 นาโนกรัม) ใสŠ E. coli DH5α 50 ไมโครลิตร ท้ิงไวš 30 นาที จากนั้นยšายหลอด

ไปยัง heating block 42oc 1.5 นาที และ ยšายกลับไปวางในน้ำแข็ง 2 นาที สุดทšายใสŠ LB broth 1 มิลลิลิตร บŠม

E. coli DH5α 

+ 

pCI neo RBD 

E. coli DH5α 

+ pCI neo 

Spike 

E. coli DH5α  E. coli DH5α  

LB gar + Ampicillin LB gar + Ampicillin LB gar + Ampicillin LB gar + Ampicillin 

https://www.biomatik.com/
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ในเครื่องบŠมเชื้อแบบเขยŠา 45-60 นาที เม่ือครบเวลานำมา 100 ไมโครลิตร spread ลงเพลทท้ัง 4 บŠมในตูšบŠมเชื้อ 

16-18 ชั่วโมง 

 คัดเลือกโคโลนีเดี่ยวยšายไปเพาะเลี้ยงตŠอดšวย LB broth ในขวดรูปชมพูŠโดยแบŠงการ inoculate เชื้อเปŨน 2 

ครั้ง ครั้งแรกเติม LB broth 5 มิลลิลิตรและยา ampicillin 2 ไมโครลิตร บŠมในตูšบŠมเชื้อ 8 ชั่วโมง แลšวเติม LB 

broth 50 มิลลิลิตร ใสŠยา ampicillin 20 ไมโครลิตร และ inoculate 100 ไมโครลิตร จากครั้งแรก บŠมท้ิงไวšในตูš

บŠมเชื้อแบบเขยŠา 37oc เม่ือครบเวลานำมาเจือจาง 10 เทŠาและวัด OD600 ควรอยูŠในชŠวง 0.2-0.35 (ถšาต่ำกวŠาใหšบŠม

ตŠอ) จากนนั้นยšายจากขวดรูปชมพูŠมาใสŠใน conical tube 50 มิลลิลิตร เก็บไวš cool room 4oc   

 

2.การสกัดพลาสมิด 

นำไปปŦũนเหวี่ยงดšวยความเร็ว 4,000 g 10 นาที 25oc ท้ิง supernantant จากนั้นนำ pellet ไปสกัด 

พลาสมิดดšวยชุดสกัดพลาสมิด Midi prep kit (Zymo Reasearch) โดยมีข้ันตอนดังนี้ resuspend ดšวยสารละลาย 

P1 8 มิลลิลิตร เติม P2 8 มิลลิลิตร กลับดšานไปมา 6 ครั้ง รอ 2-3 นาที จากนั้น เติมสารละลาย P3 8 มิลลิลิตร และ

ยšายสารละลายลงใน syringe filter รอ 5-8 นาที นำ luer lock pluck ออกปลŠอยสารละลายลงใน conical tube 

50 มิลลิลิตร ใชš plunger ดันสารละลายจนไดšปริมาตร 20 มิลลิลิตร เติม binding buffer 8 มิลลิลิตร กลับดšานไป

มา 8 ครั้ง แลšววาง column assembly บน vacuum manifold เติมสารละลายกŠอนจึงเปŗด vacuum และปŗด 

vacuum เม่ือสารละลายไหลหมด นำ reservoir ออกจาก column assembly เติมสารละลาย wash1 2 มิลลิลิตร 

เปŗด vacuum จนสารละลายไหลหมด เติมสารละลาย wash2 2 มิลลิลิตร เปŗด vacuum จนสารละลายไหลหมด 

ทำซ้ำ 2 รอบ จากนั้นถอด luer lock และท้ิง conical reservoir นำสŠวน column ใสŠใน collection tube แลšว

นำไปปŦũนเหวี่ยง 10,000 g 1 นาที และยšาย column ไปใสŠหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร สุดทšาย

เติม elution buffer 100 ไมโครลิตร รอ 2 นาทีแลšวนำไปปŦũนเหวี่ยง 10,000 g 1 นาที เก็บไวšท่ีตูšเย็นอุณหภูมิ -20oc 
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3.การวัดปริมาณและคุณภาพพลาสมิด 

 วัดปริมาณ DNA ดšวยเครื่อง nanodrop ใชšความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร โดยใชš blank เปŨน elution 

buffer และเจือจางความเขšมขšนพลาสมิดจากท่ีวัดไดšใหšเปŨน 1 มิลลิกรัมตŠอมิลลิลิตร จากนั้นนำไปทำ gel 

electrophoresis (เตรียม 1.5% agarose gel) รันเจลโดยผสม พลาสมิด 1 ไมโครลิตร, gel red 1 ไมโครลิตร, 6X 

dye 1 ไมโครลิตร, MiliQ water 3 ไมโครลิตร  และใชš ladder ขนาด 1 กิโลเบส รันโดยใชšกำลังไฟ 100 โวลตŤ 30 

นาที เม่ือรันเสร็จนำเจลไปสŠองดšวยเครื่อง gel doc 

 

4.การเล้ียง cell line 

 เลี้ยงเซลลŤ HEK293 (ATCC) และ CHO-K1 (ATCC) โดยนำออกจากตูš -80oc มาอุŠนในอŠางน้ำควบคุม

อุณหภูมิ 37oc  เตรียม conical tube ขนาด 15 มิลลิลิตร เติมอาหารเลี้ยงเซลลŤลงไป 9 มิลลิลิตร (HEK293 เลี้ยง

โดยใชš Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-High glucose medium (DMEM), CHO-K1 เลี้ยงโดยใชš 

Ham’s F-12K (Kaighn’s) medium) และเติมเซลลŤ 1 มิลลิลิตร นำไปปŦũนเหวี่ยงความเร็ว 1,000 rpm 5 นาที 

จากนั้นเทอาหารเลี้ยงเซลลŤท้ิงดีดบริเวณกšนหลอกเล็กนšอยใหšเซลลŤหลุดออกจากผิวหลอดและเติม complete 

media 1 มิลลิลิตร นำเซลลŤท่ีไดšไปปนับดšวยฮีโมไซโตมิเตอรŤ โดยเจือจางเซลลŤดšวย 1X PBS 4 เทŠา แลšวผสม trypan 

blue ในอัตราสŠวน 1 ตŠอ 1 เพ่ือนำไปเลี้ยงตŠอในภาชนะ T25 หรือ T75 ในปริมาณท่ีเหมาะสม โดยเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 

37oc ในสภาวะท่ีมีคารŤบอนไดออกไซดŤ 5% เปŨนเวลา 48-72 ชั่วโมง 

 

5.การนำพลาสมิดเขšาสูŠเซลลŤแบบช่ัวคราว (transient transfection) 

 5.1 Transient transfection โดยใชš Fugene HD Transfection reagent 

เลี้ยงเซลลŤ HEK293 จำนวน 2 x 105 เซลลŤตŠออาหาร 1 มิลลิลิตร สŠวนเซลลŤ CHO-K1 จำนวน 1 x 105 ตŠอ

อาหาร 1 มิลลิลิตร ในภาชนะ 12-well plate อุณหภูมิ 37oc ในสภาวะท่ีมีคารŤบอนไดออกไซดŤ 5% เปŨนเวลา 24 

ชั่วโมง จากนั้นเตรียมหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตรตŠอหนึ่งปฏิกิริยา เพ่ือผสมพลาสมิด 1.1 

ไมโครลิตร, optimum 50.9 ไมโครลิตร Fugene HD 3.3 ไมโครลิตร 2 กลับดšานหลอดไปมา 15 ครั้ง บŠมท่ี
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อุณหภูมิหšอง 5-10 นาที แลšวเติมสารละลายท่ีไดš 50 ไมโครลิตรใหšท่ัวแตŠละหลุมและเลี้ยงตŠอท่ีอุณหภูมิ 37oc ใน

สภาวะท่ีมีคารŤบอนไดออกไซดŤ 5% เปŨนเวลา 24-48 ชั่วโมง  

 5.2 Calcium phosphate-mediated transfection 

เลี้ยงเซลลŤ HEK293 จำนวน 2 x 105 เซลลŤตŠออาหาร 1 มิลลิลิตร สŠวนเซลลŤ CHO-K1 จำนวน 1 x 105 ตŠอ

อาหาร 1 มิลลิลิตร ในภาชนะ 12-well plate อุณหภูมิ 37oc ในสภาวะท่ีมีคารŤบอนไดออกไซดŤ 5% เปŨนเวลา 24 

ชั่วโมง เม่ือครบเวลาเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลŤใหมŠ จากนั้นเตรียมหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 2

หลอดตŠอหนึ่งปฏิกิริยา โดยหลอดแรกใสŠ 2M CaCl2 8 ไมโครลิตร, พลาสมิด 2.1 ไมโครลิตรและปรับปริมาตรดšวย

น้ำกลั่นปลอดเชื้อเปŨน 62.5 ไมโครลิตร สŠวนอีกหลอดใสŠ 2X HBX 62.5 ไมโครลิตร แลšวผสมท้ังสองหลอดโดยเติม

หลอดแรกไปยังหลอดท่ีสอง บŠมอุณหภูมิหšอง 20 นาที เติมสารละลายท่ีไดš 125 ไมโครลิตรใหšท่ัวแตŠละหลุมและเลี้ยง

ตŠอท่ีอุณหภูมิ 37oc ในสภาวะท่ีมีคารŤบอนไดออกไซดŤ 5% เปŨนเวลา 6 ชั่วโมงจึงเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลŤอีกครั้ง บŠม

ตŠอท่ีสภาวะเดิม 24-48 ชั่วโมง 

 

6.การนำพลาสมิดเขšาสูŠเซลลŤแบบถาวร (stable transfection) 

 ทำการนำเขšาพลาสมิดเขšาสูŠเซลลŤในข้ันตอนเดียวกันการนำเขšาพลาสมิดแบบชั่วคราวแตŠเม่ือบŠมจนครบ

เวลาแลšวใหšเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลŤโดยผสมยาท่ีใชšคัดเลือกเซลลŤท่ีไดšรับพลาสมิดซ่ึงเลือกจากยีนตšานยาท่ีมีในพ

ลาสมิดนั้นๆ ความเขšมขšนของยาท่ีใชšเลือกจากการทำ optimization โดยเลือกความเขšมขšนท่ีต่ำท่ีสุดท่ีสามารถฆŠา

เซลลŤปกติไดšท้ังหมด เม่ือเปลี่ยนเปŨนอาหารเลี้ยงเซลลŤท่ีผสมยาแลšวใหšสังเกตุเซลลŤและสีของอาหารถšาเซลลŤโตเต็ม

หลุมใหšทำการพาสเซลลŤ ถšาสีอาหารเปลี่ยนใหšเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลŤ ทำเชŠนนี้จนครบ 14 วัน 
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7.การสกัดโปรตีนจากเซลลŤ 

 ดูดอาหารเลี้ยงเซลลŤออกลšางดšวย PBS 2 ครั้งเติม RIPA buffer 539 มิลลิลิตร, Protease 5.5 มิลลิลิตร, 

Phosphatase 5.5 มิลลิลิตร ลงในหลุม จากนั้นดูดออกจากหลุมไปยังหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร

และนำไปปŦũนเหวี่ยงดšวยความเร็ว 14,000 g 15 นาที 4oc สุดทšายดูดสารละลายดšานบนใสŠหลอดเก็บท่ีอุณหภูมิ  

-80oc 

 

8.การศึกษาการแสดงออกของโปรตีนดšวยวิธี SDS-PAGE และ Western blot 

 วิเคราะหŤปริมาณโปรตีนดšวย BCA assay และนำมาแยกโปรตีนดšวย SDS-PAGE โดยใชš SDS-

Polyacrylamide gel ท่ีมีความเขšมขšนของ acrylamide ใน separating gel 15% สำหรับโปรตีน RBD, 8% 

สำหรับโปรตีน Spike ใชšกระแสไฟฟŜาคงท่ี 100 V เปŨนเวลา 90 นาที จากนั้นโอนถŠายโปรตีนจากเจลไปยัง 

polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane โดยใชšกระแสไฟฟŜาคงท่ี 80 มิลลิแอมแปรŤ เปŨนเวลา 90 นาที ตŠอ 

1 เจล แลšวนำ PVDF membrane มาแชŠใน blocking solution (3% skim milk ใน PBST) เปŨนเวลา 5 นาที 2 

รอบ จากนั้นแชŠตŠอในแอนติบอดีปฐมภูมิ (primary antibody) (เลือกใชšตามตารางท่ี 2.1) ปริมาตร 4 มิลลิลิตร วาง

บนเครื่องเขยŠาเปŨนเวลา 1 ชั่วโมง เก็บไวšท่ีอุณหภูมิ 4oc ท้ิงไวšขšามคืน ตŠอมาลšางดšวย PBST เปŨนเวลา 5 นาที 2 ครั้ง 

15 นาทีอีก 2 ครั้งแลšวเติมแอนติบอดีทุติยภูมิ (secondary antibody) (เลือกใชšตามตารางท่ี 2.1) ท่ีมี Horse-

Radish peroxidase ติดฉลากอยูŠปริมาตร 4 มิลลิลิตร วางบนเครื่องเขยŠาเปŨนเวลา 1 ชั่วโมง สุดทšายลšางดšวย PBST 

เปŨนเวลา 5 นาที 2 ครั้ง 15 นาทีอีก 2 ครั้งและนำไปตรวจดูดšวยเครื่อง Chemiluminescence โดยใสŠสารละลายท่ี

ประกอบดšวย 100 mM Tris pH 8.5, Coumaric acid, Luminol และ Hydrogenperoxide ท้ิงไวšเวลา 1 นาที 

แลšวนำเขšาเครื่อง chemiluminescence เพ่ือตรวจสอบสัญญาน 
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ตารางท่ี 2.1 แสดงแอนติบอดีท่ีใชšในการทำ Western blot 

 

9.การทำโปรตีนใหšบริสุทธิ์โดยวิธี column chromatography 

 ผสมโปรตีนกับ binding buffer ในอัตราสŠวน 1 ตŠอ 1 และนำไปไลŠแกŢซดšวย sonicator 10 นาที ปรับ 

flow rate ของเครื่องเปŨน 2 มิลลิลิตรตŠอนาทีลšางทุกสายของเครื่องดšวย 20% ethanol จนกราฟท่ีแสดงจากเครื่อง

เปŨนเสšนตรง แลšวใสŠ column (ปรับ flow rate เปŨน 1 มิลลิลิตรตŠอนาที) ดšานบนกŠอนดšานลšาง ระมัดระวังไมŠใหšเกิด

ฟองอากาศ จากนั้นลšางทุกสายดšวยน้ำกลั่นจนกราฟเปŨนเสšนตรง นำ binding buffer, elution buffer, โปรตีน, บีก

เกอรŤ และหลอดใสŠโปรตีนหลังทำใหšบริสุทธิ์ วางไวšแตŠละตำแหนŠงของเครื่อง AKTA 1 เลือก method run ตั้งคŠาดังนี้ 

1.binding 5 นาที 2.Sample … นาที (เวลาตามปริมาตรโปรตีน) 3.wash binding 15 นาที 4.elution 12 fraction 

5.binding 5 นาที เม่ือเสร็จแลšวลšางดšวยน้ำกลั่น, 20% ethanol แลšวจึงถอด column ออกและ ลšาง MilliQ water 

จนกราฟเปŨนเสšนตรง 

 

10.การทำใหšโปรตีนมีความเขšมขšนมากข้ึนดšวยวิธี Ultrafiltration 

 ประกอบอุปกรณŤสŠวน filtration (30 kilodalton) กับ collection tube แลšวใสŠโปรตีนลงในสŠวน 

filtration และนำไปปŦũนเหวี่ยงดšวยความเร็ว 14,000 g อุณหภูมิ 25oc เปŨนระยะเวลา 2 นาที สุดทšายเก็บสŠวน 

collection tube ท่ีอุณหภูมิ -20oc 

  

โปรตีนจากพลาสมิด 
อัตราสŠวนแอนติบอดีปฐมภูมิตŠอ 

blocking solution 

อัตราสŠวนแอนติบอดีทุติยภูมิตŠอ 

blocking solution 

pCI neo stabilized spike α His-Tag rabbit mAb 1:4000 Anti Rabbit HRP 1:4000 

pCI neo RBD α His-Tag rabbit mAb 1:4000 Anti Rabbit HRP 1:4000 

pCMV S1 
Anti SARS-CoV-2 spike mAb 

rabbit 1:1000  
Anti Rabbit HRP 1:4000 

pCMV RBD 
Anti SARS-CoV-2 spike mAb 

rabbit 1:1000   
Anti Rabbit HRP 1:4000 
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11.การทำใหšโปรตีนบริสุทธิ์มากข้ึนดšวยการแยกสารผŠานเย่ือ (dialysis) 

 เตรียม 1XPBS จำนวน 3 ลิตร, บีกเกอรŤขนาด 1 ลิตร, จานเพาะเชื้อ, หลอดดูดสารขนาด 10 มิลลิลิตร, 

dialysis bag, เชือก, กรรไกร ,ท่ีหนีบถุง และmagnetic stirrer  เริ่มจากเท PBS เล็กนšอยลงบน จานเพาะเชื้อและ

นำ dialysis bag ลงไปแชŠ มัดปลายถุงดšานหนึ่งดšวยเชือกใหšแนŠนและนำท่ีหนีบมาหนีบถุง จากนั้นใสŠโปรตีนลงไปใน

ถุงมัดปากถุงดšวยเชือกและหนีบถุงดšวยตัวหนีบ นำปลายเชื่อกท่ีเหลือหšอยบริเวณดšานขšางบีกเกอรŤ ใสŠ magnetic 

stirrer  ลงไปและเติม PBS จนทŠวม dialysis bag แตŠไมŠถึงบริเวณขอบดšานบนท่ีมัดไวš จากนั้นนำไปวางไวšบนเครื่อง 

stirrer ในหšอง cool room เปŨนระยะเวลา 3 วัน โดยเปลี่ยน PBS ทุกวันเม่ือครบ 24 ชั่วโมง แลšวจึงมานำโปรตีน

ออกโดยการตัดถุงและนำปŗเปตมาดูดสารออก 

 

12.การทดสอบ Binding activity ของโปรตีนท่ีผลิตข้ึน โดยวิธี ELISA 

  ทำการเคลือบโปรตีนบน microplate ปริมาณ 2 ไมโครกรัมตŠอหลุม บŠม 4oC 16 ชั่วโมง เติม blocking 

buffer 200 ไมโครลิตรตŠอหลุม บŠม 37OC 1 ชั่วโมง เติมเซรั่มจากผูšปśวยโควิด-19 หรทอจากผูšท่ีไดšรับวัคซีน  บŠม 

37OC 1 ชั่วโมง เติม secondary antibody (Anti Human IgG HRP) บŠม 37OC 1 ชั่วโมง เติม TMB substrate 

บŠมท่ีอุณหภูมิหšอง 20 นาที เติม stop solution 100 ไมโครลิตรตŠอหลุม และนำไปวัดคŠาดูดคืนแสงดšวย 

microplate reader 
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บทท่ี 3 

ผลการทดลอง 

3.1 ปริมาณและคุณภาพของพลาสมิด 

 ผลการวัดปริมาณ DNA ของพลาสมิดดšวยเครื่อง nanodrop ท่ีความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร พบวŠา

ปริมาณกรดนิวคลีอิคของพลาสมิด pCI neo RBD มีความเขšมขšน 4,620.7 นาโนกรัมตŠอไมโครลิตร สŠวนพลาสมิด 

pCI neo stabilized spike มีความเขšมขšน 10,079.0 นาโนกรัมตŠอไมโครลิตร  

หลังจากเจือจางพลาสมิดท้ังสองจนไดšความเขšมขšน 1 ไมโครกรัมตŠอไมโครลิตรและนำไปทำ gel 

electrophoresis พบแบนดŤพลาสมิดขนาดใกลšเคียงกับขนาดพลาสมิดจริงเม่ือเทียบกับ DNA ladder ขนาด 1 กิโล

เบส (thermofisher) โดยพลาสมิด pCI neo RBD มีขนาดประมาณ 6,000 คูŠเบส และพลาสมิด pCI neo 

stabilized spike ขนาดประมาณ 10,000 คูŠเบส (ภาพท่ี 3.1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 3.1 การวิเคราะหŤพลาสมิดโดยวิธี gel electrophoresis 

ทำ gel electrophoresis โดยใชš agarose gel 1.5% รันโดยใชšกำลังไฟ 100 โวลตŤ 30 นาที 
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3.2 ผลการแสดงออกของโปรตีน S และ RBD ในการนำเขšาพลาสมิดเขšาสูŠเซลลŤแบบช่ัวคราว 

 ผลการนำเขšาพลาสมิดเขšาสูŠเซลลŤ HEK293 และ CHO-K1 โดยใชš Fugene HD transfection reagent ซ่ึง

ทดสอบดšวยการนำเซลลŤมาสกัดโปรตีนและอาหารเลี้ยงเซลลŤหลังจากการนำเขšาพลาสมิด 2 วันมาทำ Western 

blot พบวŠามีเพียงอาหารเลี้ยงเซลลŤ HEK293 ท่ีมีพลาสมิด pCI neo stabilized spike และ pCI neo RBD ท่ีพบ

การแสดงออกของโปรตีนตรวจวิเคราะหŤโดยใชšแอนติบอดีตŠอ  His tag (ภาพท่ี 3.2A,C) 

 เม่ือนำเมมเบรนดŤเดิมมา reprobe อีกครั้งดšวย Anti-spike rabbit Ab พบสัญญาณอŠอนๆจากโปรตีนท่ี

ผลิตจากเซลลŤ HEK293 ท่ีมีพลาสมิด pCI neo RBD (ภาพท่ี 3.2D) แตŠไมŠพบสัญญาณจากโปรตีนของเซลลŤ HEK293 

ท่ีมีพลาสมิด pCI neo stabilized spike (ภาพท่ี 3.2B)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

B 
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ภาพท่ี 3.2.1 ตรวจติดตามการแสดงออกโปรตีนของเซลลŤ HEK293 และ CHO-K1 โดยวิธี Western blot 

(A) ตรวจติดตามการแสดงออกโปรตีนของเซลลŤ HEK293 และ CHO-K1 ท่ีมีพลาสมิด pCI neo stabilized 

spike โดยนำอาหารเลี้ยงเซลลŤ (2 วันหลังจากการนำเขšาเซลลŤ) มาทำ Western blot โดยมี primary 

antibody คือ α His tag rabbit mAb (dilution 1:4000 3% skim milk) 

(B) ตรวจติดตามการแสดงออกโปรตีนของเซลลŤ HEK293 และ CHO-K1 ท่ีมีพลาสมิด pCMV S1 โดยนำ

อาหารเลี้ยงเซลลŤ (2 วันหลังจากการนำเขšาเซลลŤ) มาทำ Western blot โดยมี primary antibody คือ 

Anti-spike rabbit Ab (dilution 1:1000 3% skim milk) 

(C) ตรวจติดตามการแสดงออกโปรตีนของเซลลŤ HEK293 และ CHO-K1 ท่ีมีพลาสมิด pCI neo RBD โดยนำ

อาหารเลี้ยงเซลลŤ (2 วันหลังจากการนำเขšาเซลลŤ) มาทำ Western blot โดยมี primary antibody คือ α 

His tag rabbit mAb (dilution 1:4000 3% skim milk) 

C 

D 
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(D) วัดการแสดงออกโปรตีนของเซลลŤ HEK293 และ CHO-K1 ท่ีมีพลาสมิด pCMV RBD โดยนำอาหารเลี้ยง

เซลลŤ (2 วันหลังจากการนำเขšาเซลลŤ) มาทำ Western blot โดยมี primary antibody คือ Anti-spike 

rabbit Ab (dilution 1:1000 3% skim milk) 

 

เพ่ือใหšการนำพลาสมิดเขšาสูŠเซลลŤมีราคาตšนทุนต่ำลงจึงศึกษาผลการนำพลาสมิดเขšาสูŠเซลลŤโดยใชš calcium 

phosphate ซ่ึงผลการนำเขšาพลาสมิดเขšาสูŠเซลลŤ HEK293 ดšวยวิธี Calcium phosphate-mediated 

transfection โดยทดสอบดšวยการนำเซลลŤท่ีมีการนำเขšาพลาสมิด pMAX GFP ไปสŠองดšวย fluorescence 

microscope พบวŠาวิธีดังกลŠาวสามารถนำเขšาพลาสมิดเขšาสูŠเซลลŤ HEK293 ไดš (ภาพท่ี 3.2.2A) เม่ือนำอาหารเลี้ยง

เซลลŤของเซลลŤท่ีนำเขšาพลาสมิด pCI neo stabilized spike และ pCI neo RBD มาทำ Western blot พบวŠาเซลลŤ 

HEK293 สามารถแสดงออกโปรตีนจากพลาสมิดท้ังสองไดšเชŠนกัน (ภาพท่ี 3.2.2B) 

 

  

 

A 



23 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 3.2.2 การแสดงออกโปรตีนของเซลลŤ HEK293 เม่ือนำเขšาพลาสมิดดšวยวิธี Calcium phosphate-

mediated transfection  

(A) การทดสอบประสิทธิภาพการนำเขšาพลาสมิดเขšาสูŠเซลลŤ HEK293 ดšวยวิธี Calcium phosphate-

mediated transfection โดยนำเซลลŤหลังจากการนำเขšาเซลลŤ 1 วันมาสŠองดšวยกลšองจุลทรรศนŤ 

fluorescence 

(B) การทดสอบการแสดงออกโปรตีนของเซลลŤ HEK293 ท่ีมีพลาสมิด pCI neo stabilized spike และ pCI 

neo RBD โดยนำอาหารเลี้ยงเซลลŤ (2 วันหลังจากการนำเขšาเซลลŤ) มาทำ Western blot โดยมี primary 

antibody คือ α His tag rabbit mAb (dilution 1:4000 3% skim milk) 

 

3.3 ผลการนำเขšาพลาสมิดเขšาสูŠเซลลŤแบบถาวร 

 เม่ือนำเซลลŤ HEK293 ท่ีทดสอบการแสดงออกโปรตีนจากการนำเขšาพลาสมิดมาคัดเลือกโดยใชšยา G418 

ท่ีความเขšมขšน 6 มิลลิกรัมตŠอมิลลิลิตร และเลี้ยงตŠอจนครบ 14 วันพบวŠาเซลลŤ HEK293 บางสŠวนยังคงเจริญไดš 

(ภาพท่ี 3.3A) แสดงถึงการไดšรับพลาสมิดท่ีมียีนตšานยา G418 หรือ neomycin แตŠเม่ือนำอาหารเลี้ยงเซลลŤไปทำ 

B 
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Western blot พบวŠาเซลลŤ HEK293 ท่ีถูกคัดเลือกไมŠสามารถผลิตออกโปรตีนออกมาไดšเหมือนกŠอนการคัดเลือก 

(ภาพท่ี 3.3B)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 3.3 ลักษณะและการแสดงออกโปรตีนของเซลลŤ HEK293 หลังจากถูกคัดเลือกดšวยยา G418  

A 

B 
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(A) ลักษณะของเซลลŤ HEK293 เม่ือใสŠยา G418 ความเขšมขšน 6 มิลลิกรัมตŠอมิลลิลิตร ลงไปเปŨนระยะเวลา 11 

วัน และนำไปสŠองดšวยกลšองจุลทรรศนŤ 

(B) ทดสอบการแสดงออกโปรตีนของเซลลŤ HEK293 เม่ือใสŠยา G418 ความเขšมขšน 6 มิลลิกรัมตŠอมิลลิลิตร ลง

ไปเปŨนระยะเวลา 14 วัน (เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลŤเม่ืออาหารเริ่มเปลี่ยนเปŨนสีเหลือง) และนำอาการเลี้ยง

เซลลŤมาทำ Western blot โดยมี primary antibody คือ α His tag rabbit mAb (dilution 1:4000 

3% skim milk) 

3.4 ผลการทำโปรตีนใหšบริสุทธิ์ 

 จากการนำอาหารเลี้ยงเซลลŤท่ีไดšจากการทำ transfection ดšวย calcium phosphate ผŠานการทดสอบ

ดšวย Western blot แลšวพบโปรตีนท่ีถูกแสดงออกจากการนำพลาสมิดเขšาสูŠเซลลŤ HEK293 มาทำการ purification 

โดยวิธี affinity column chromatography พบวŠาโปรตีน spike และ RBD ท่ีทำใหšบริสุทธิ์พบโปรตีนท่ี elution 

ท่ี 2 และ 3 เม่ือดูจากกราฟ chromatogram (ภาพท่ี 3.4.1A,B)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 
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 ภาพท่ี 3.4.1 กราฟ chromatogram จากเครื่อง AKTA แสดงการ elution โปรตีนออกมาในแตŠละ 

fraction  

(A) กราฟ chromatogram ของโปรตีน Spike ทำใหšบริสุทธิ์โดย affinity chromatography 

(B) กราฟ chromatogram ของโปรตีน RBD ทำใหšบริสุทธิ์โดย affinity chromatography 

 

 

เม่ือนำโปรตีน Spike ท่ีถูกทำใหšบริสุทธิ์นำไปทำ Western blot และ SDS-PAGE พบแบนดŤโปรตีน spike ท่ี

ถูกทำใหšบริสุทธิ์จากการทำ Western blot อยŠางชัดเจน โดยพบโปรตีนท่ี elution ท่ี 2 และ 3 แตŠผลจากการทำ 

SDS-PAGE พบแบนดŤโปรตีน Spike คŠอนขšางบาง และมีการปนเปŚŪอนโปรตีนอ่ืนนšอยกวŠาโปรตีน Spike ท่ีไมŠถูกทำ

ใหšบริสุทธิ์ (ภาพท่ี 3.4.2A,B)  สŠวนโปรตีน RBD พบแบนดŤโปรตีนจากการทำ Western blot ชัดเจน โดยพบโปรตีน

ท่ี elution ท่ี 2 และ 3  ผลจากการทำ SDS-PAGE ก็เห็นแบนดŤโปรตีนอยŠางชัดเจนเชŠนเดียวกัน ซ่ึงมีความบริสุทธิ์

มากกวŠา โปรตีน RBD ท่ีไมŠผŠานการทำใหšบริสุทธิ์ (ภาพท่ี 3.4.3A,B) 

 

 

 

 

B 
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ภาพท่ี 3.4.2 การทดสอบโปรตีน Spike หลังจากการทำใหšบริสุทธิ์ โดยวิธ ีWestern blot และ SDS-PAGE 

(A)  ทดสอบโปรตีน Spike หลังจากการทำใหšบริสุทธิ์ดšวยเครื่อง AKTA โดยใชš imidazole ในการ elution 

500 mM ทดสอบโดยวิธี Western blot มี primary antibody คือ α His tag rabbit mAb (dilution 

1:4000 3% skim milk) 

(B) ทดสอบโปรตีน Spike หลังจากการทำใหšบริสุทธิ์ดšวยเครื่อง AKTA โดยใชš imidazole ในการ elution 500 

mM ทดสอบโดยวิธี SDS-PAGE มี Positive control คือ โปรตีนกŠอนการทำใหšบริสุทธิ์ และยšอมดšวยสี 

Coomassie blue  

 

A 

B 
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ภาพท่ี 3.4.3 การทดสอบโปรตีน RBD หลังจากการทำใหšบริสุทธิ์ โดยวิธ ีWestern blot และ SDS-PAGE 

(A) ทดสอบโปรตีน RBD หลังจากการทำใหšบริสุทธิ์ดšวยเครื่อง AKTA โดยใชš imidazole ในการ elution 250 

mM ทดสอบโดยวิธี Western blot มี primary antibody คือ α His tag rabbit mAb (dilution 1:4000 

3% skim milk) 

A 

B 
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(B) ทดสอบโปรตีน RBD หลังจากการทำใหšบริสุทธิ์ดšวยเครื่อง AKTA โดยใชš imidazole ในการ elution 250 

mM ทดสอบโดยวิธี SDS-PAGEมี Positive control คือ โปรตีนกŠอนการทำใหšบริสุทธิ์ และยšอมดšวยส ี

Coomassie blue 

3.5 ผลการทดลองการทำใหšโปรตีนมีความเขšมขšนข้ึนดšวยวิธี Ultrafiltration 

 เม่ือวัดความเขšมขšนโปรตีน Spike หลังจากการทำใหšบริสุทธิ์ดšวยวิธี BCA protein assay พบวŠาโปรตีน 

Spike ท่ี fraction ท่ี 2 และ 3 มีความเขšมขšน 56.3, 24.4 ไมโครกรัมตŠอไมโครลิตรตามลำดับ แตŠเม่ือนำมาทำ 

Ultrafiltration และวัดปริมาณโปรตีนอีกครั้งพบวŠาโปรตีน Spike ท่ี fraction ท่ี 2 และ 3 มีความเขšมขšน 371, 320 

ไมโครกรัมตŠอไมโครลิตรตามลำดับ 

 

3.6 ผลการทดลองการทำ Dialysis ดšวย Dialysis bag 

 หลังจากการใสŠโปรตีนไปยัง dialysis bag และแชŠท้ิงไวšใน 1X PBS เปŨนเวลา 3 วันและเม่ือนำโปรตีนออก

จากถุง มีโปรตีนบางสŠวนท่ีไมŠสามารถนำออกมาไดšหมดทำใหšปริมาตรโปรตีนท่ีไดšลดลงจากเดิม และเนื่องดšวย

สถานการณŤการแพรŠระบาดของโควิด-19 ทำใหšยังไมŠไดšทำการทดลองตŠอในสŠวนของการทดสอบความบริสุทธิ์ของ

โปรตีนท่ีผŠานการ dialysis ซ่ึงควรจะมีการปนเปŚŪอนโปรตีนอ่ืนๆ นšอยลงกวŠาเดิม  

 

3.7 ผลการทดสอบ Binding activity ดšวย ELISA 

 เนื่องดšวยสถานการณŤการแพรŠระบาดของโควิด-19 ทำใหšไมŠสามารถทำการทดลองในสŠวนของการทดลอง

นี้  
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บทท่ี 4 

สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

 จากผลการทดลองการนำเขšาพลาสมิดท้ัง 4 ชนิด ไดšแกŠ pCI neo stabilized spike, pCI neo RBD, 

pCMV S1 และ pCMV RBD เขšาสูŠเซลลŤ HEK293 และ CHO-K1 ผลปรากฏวŠามีเพียงเซลลŤ HEK293 ท่ีไดšรับ 

พลาสมิด pCI neo stabilized spike และ pCI neo RBD ท่ีสามารถแสดงออกโปรตีนจากพลาสมิดออกมาไดš

โปรตีน Spike และ RBD ควรจะมีขนาดประมาณ 200, 27 กิโลดาลตัน ตามลำดับ ซ่ึงขนาดโปรตีน Spike ท่ีไดšจาก

การทำ Western blot เม่ือเทียบกับ protein ladder พบวŠาอยูŠเหนือ ladder ขนาด 190 กิโลดาลตัน สŠวนโปรตีน 

RBD พบแบนดŤโปรตีนสองแบนอยูŠระวŠาง ladder ขนาด 25-32 กิโลดาลตัน ซ่ึงการท่ีพบสองแบนดŤคาดวŠาเก่ียวขšอง

กับกระบวนการ glycosylation ของเซลลŤ (2,4,16,20) จากผลการทำ Western blot สรุปไดšวŠา HEK293 และ 

CHO-K1 ไมŠสามารถแสดงออกพลาสมิดเวคเตอรŤ pCMV ไดš แตŠยังไมŠสามารถสรุปผลไดšวŠา CHO-K1 ไมŠสามารถ

แสดงออกโปรตีนท้ัง 4 ชนิดไดšเนื่องจากไมŠทราบวŠา CHO-K1 ไดšรับพลาสมิดเขšาไปจากวิธีการนำเขšาพลาสมิดนี้

หรือไมŠ จากการทำการทดลองซ้ำอีกครั้ง โดยมีพลาสมิด pMAX GFP เปŨน marker เพ่ือติดตามการเขšาเซลลŤ ผลท่ี

ไดšคือเซลลŤ CHO-K1 สามารถนำพลาสมิดเขšาเซลลŤไปโดยวิธีนี้ไดšแตŠไมŠสามารถแสดงออกโปรตีนจากพลาสมิดท้ั 4 

ชนิดไดš และอีกประเด็นคือแอนติบอดีปฐมภูมิท่ีเลือกใชšในการตรวจหาโปรตีนจากพลาสมิด pCMV ไมŠมี positive 

control จึงทำใหšไมŠทราบวŠาแอนติบอดีสามารถจับกับโปรตีนจากพลาสมิด pCMV ไดšจริงหรือไมŠ การทดลอง

ตŠอๆไปจึงเลือกเซลลŤ HEK293 และพลาสมิดเวคเตอรŤ pCI neo ทำการทดลองตŠอไป 

 จากการทดลองนำพลาสมิดเขšาสูŠเซลลŤแบบชั่วคราวจึงนำพลาสมิด pCI neo stabilized spike และ pCI 

neo RBD มานำเขšาสูŠเซลลŤ HEK293 แบบถาวรโดยหลักการเหมือนการทดลองกŠอนหนšาแตŠเพ่ิมข้ันตอนคัดเลือก

เซลลŤใหšเซลลŤเหลือเพียงท่ีมีพลาสมิดของเรา โดยเลือกยา G418 (neomycin)  เพราะในพลาสมิดเวคเตอรŤ pCI neo 

มียีนตšานยา neomycin (1) และใสŠลงไปในอาหารเลี้ยงเซลลŤซ่ึงความเขšมขšนท่ีเลือกใชš เลือกจากการทำการทดลอง 

optimization of G418 dose เลือกจากความเขšมขšนต่ำท่ีสุดท่ีสามารถฆŠาเซลลŤ HEK293 ไดšท้ังหมด ผลคือใชšความ

เขšมขšน 6 มิลลิกรัมตŠอมิลลิลิตร เม่ือเลี้ยงเซลลŤ HEK293 ท่ีมียา G418 ผŠานไปเปŨนเวลา 7 วัน พบวŠาปริมาณเซลลŤเริ่ม

ลดลงและเซลลŤ HEK293 โตชšาข้ึนในระหวŠางนั้นเก็บอาหารเลี้ยงเซลลŤทุกครั้งกŠอนการ trypsinize เซลลŤเพ่ือยšาย

หลุม เพ่ือนำไปตรวจการแสดงออกโปรตีนดšวย Western blotผลปรากฏวŠาเซลลŤ HEK293 ท่ีผŠานการคัดเลือกดšวย

ยา G418 จะไมŠสามารถแสดงออกโปรตีนออกมาไดšถšาผŠานการ trypsinize และถšาไมŠ trypsinize สามารถเก็บ
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อาหารเลี้ยงเซลลŤท่ีมีโปรตีนท่ีแสดงออกจากพลาสมิดไดšสูงสุด 4 วันหลังการนำเขšาพลาสมิด ดšวยเหตุนี้จึงไมŠสามารถ

ทำใหšเซลลŤ HEK293 เปŨน stable cell line ท่ีสามารถแสดงออกโปรตีนของเราไดšซ่ึงสาเหตุการท่ีเซลลŤ HEK293 

สูญเสียความสามารถในการแสดงออกโปรตีนอาจเปŨนเพราะเกิดสภาวะท่ีไมŠเหมาะสมในการเลี้ยงเซลลŤท่ีมียา G418 

ในความเขšมขšนดังกลŠาว 

เนื่องจากไมŠสามารถทำใหš HEK293 เปŨน stable cell line ไดš จึงตšองหาวิธีท่ีจะผลิตโปรตีนจากการ

นำเขšาพลาสมิดแบบชั่วคราวไดšโดยลดตšนทุนในการนำพลาสมิดเขšาสูŠเซลลŤ จึงเลือกใชšวิธี Calcium phosphate-

mediated transfection ซ่ึงเปŨนวิธีท่ีตšนทุนต่ำสามารถนำเขšาพลาสมิดเขšาสูŠเซลลŤปริมาณมากไดšแตŠมีขšอเสียคือการ

จับกับของเกลือทำใหšเปŨนพิษตŠอเซลลŤตšองเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลŤหลังการนำเขšาพลาสมิดและถึงแมšเปลี่ยนอาหาร

เลี้ยงเซลลŤก็ไมŠสามารถกำจัดเกลือไปไดšหมด (10) เม่ือทดลองนำเขšาพลาสมิดโดยมี pMAX GFP เปŨน marker พบวŠา

สามารถใชšวิธีนี้ในการนำเขšาพลาสมิดเขšาสูŠเซลลŤ HEK293 ไดš และเม่ือนำไปทดสอบการแสดงออกของโปรตีนโดยวิธี 

Western blot ก็พบแบนดŤโปรตีนท่ีตšองการเชŠนกัน จึงทำการผลิตโปรตีนจากวิธีการดังกลŠาวและเก็บอาหารเลี้ยง

เซลลŤแตŠละหลุมวันท่ี 4 หลังจากการนำเขšาพลาสมิดและเก็บไวšท่ีตูš -20oc  

 เม่ือสามารถผลิตโปรตีนออกมาไดšระดับนึงและนำไปผŠานกระบวนการทำใหšบริสุทธิ์ (purification) ดšวยวิธ ี

affinity column chromatography โดยแยกการทำเปŨนสองครั้งเนื่องจากมีโปรตีนสองชนิด ผลจากการทำครั้ง

แรกซ่ึงใชšโปรตีน spike ผลท่ีไดšคือ พบแบนดŤโปรตีน spike จากการทำ Western blot อยŠางชัดเจน ตŠางจากการ

ทำ SDS-PAGE ดšวยตัวอยŠางเดียวกันซ่ึงแสดงถึงความเขšมขšนท่ีไมŠมากพอของโปรตีน เพราะวิธี Western blot มี

ความจำเพาะและความไวสูงกวŠาวิธี SDS-PAGE แมšมีปริมาณโปรตีนเพียงนิดเดียวสามารถตรวจพบไดš (11,15) ซ่ึง

ผลการทดลองดังกลŠาวอาจเกิดจากการใชšปริมาณ imidazole ในการ elution ท่ีไมŠเหมาะสม เนื่องจากพบปริมาณ

โปรตีนบางสŠวนใน flow through ในการ purification ครั้งตŠอมาของโปรตีน RBD จึงเปลี่ยนปริมาณ imidazole 

จาก 500 mM เปŨน 250 mM (5) ผลปรากฏวŠาเม่ือนำโปรตีนมาทดสอบดšวยวิธี Western blot และ SDS-PAGE 

สามารถพบแบนดŤโปรตีนไดšชัดเจนและ ไมŠพบโปรตีนในสŠวนของ flow through แตŠเม่ือเทียบความบริสุทธิ์กับการ 

purification ครั้งแรกของโปรตีน spike พบวŠามีการปนเปŚŪอนของโปรตีนอ่ืนมากกวŠา จึงนำโปรตีน RBD ไปทำ 

dialysis เพ่ือกำจัดสิ่งปนเปŚŪอนอ่ืนๆ สŠวนโปรตีน spike นำไปทำ Ultrafiltration เพ่ือลดปริมาตรเพ่ิมความเขšมขšน

ใหšมากข้ึน 
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 เนื่องจากสถานการณŤการแพรŠระบาดของโรคโควิด-19 ทำใหšไมŠสามารถทำการทดลองตŠอในสŠวนของการ

ทดสอบ Binding activity ของโปรตีนท่ีผลิตข้ึนกับแอนติบอดีจากเซรั่มผูšปśวยโควิดหรือผูšท่ีไดšรับวัคซีนไดš ซ่ึงผลการ

ทดลองท่ีคาดวŠาจะเปŨนคือ โปรตีนท่ีผลิตข้ึนท้ัง Spike และ RBD สามารถจับกับแอนติบอดีจากเซรั่มมนุษยŤไดš โดย

ทำการทดลอง ELISA หรือ Wetern blot เพ่ือเปŨนการตรวจสอบ activity นี้ เม่ือทราบ activity ในการจับกับ

แอนติบอดีของมนุษยŤแลšวจึงสามารถนำไปทำชุดตรวจวินิจฉัยไดš ยกตัวอยŠาง เชŠน การทำ rapid test kit ท่ีนำ

โปรตีนหนามของไวรัส coat ไวšบนเมมเบรนดŤ เม่ือนำเซรั่มตัวอยŠางท่ีมีแอนติบอดีตŠอเชื้อไวรัสก็สามารถแสดงผลเปŨน

ขีดสีข้ึนมาไดš เปŨนตšน (13) 

 อยŠางไรก็ตาม ขšอจำกัดของงานวิจัยคือ การทดลองนี้ทดลองกับเซลลŤ 2 ชนิดคือ HEK2293 และ CHO-K1 

ซ่ึงการเลือกใชšเซลลŤอ่ืนๆ อาจใหšผลผลิตโปรตีนท่ีมากกวŠา หรืออาจทำใหšเปŨน stable cell line ไดš รวมท้ังการ

เปลี่ยนสเกลในการเลี้ยงเซลลŤใหšมีขนาดใหญŠข้ึนอาจไดšผลการทดลองท่ีตŠางกันออกไป (6) หรือการเปลี่ยนปริมาณ 

imidazole ท่ีใชšในการ purification อาจมีปริมาณท่ีเหมาะสมกวŠาและสามารถทำใหšดปรตีนมีความบริสุทธิ์

มากกวŠาการทดลองดังกลŠาว (5) ดังนั้นการทดลองเพ่ิมเติมเพ่ือศึกษาปŦจจัยตŠางๆท่ีสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการ

ผลิตโปรตีนหรือในการทำโปรตีนใหšบริสุทธิ์จะนำไปสูŠการผลิตโปรตีนท่ีมีประสิทธิภาพมากข้ึนเพ่ือใชšพัฒนาชุดตรวจ

วินิจฉัยโควิด-19 ตŠอไป 
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ภาคผนวก 

1. อาหารเลี้ยงเซลลŤ 10% FBS DMEM (ท้ังหมด 40 มิลลิลิตร) 

DMEM        35.2 ml 

Featal Bovine Serum (FBS)     4  ml 

Hydroxyethyl piperazineethanesulfonic acid (HEPES)  0.4 ml 

Sodium pyruvate      0.4  ml 

 

2. อาหารเลี้ยงเซลลŤ 10% FBS F-12K (ท้ังหมด 40 มิลลิลิตร) 

F-12K        36 ml 

Featal Bovine Serum (FBS)     4  ml 

 

3. Phosphate buffer sarine (PBS: ความเปŨนกรดดŠาง 7.4) 

NaCl        8 g 

KCl        0.2 g 

Na2HPO4       3.63  g 

KH2PO4        0.24 g 

น้ำกลั่น         1 L 

 

4. Acrylamide separating gel 8% (8 ml) 

MilliQ water       3.836 ml 

40% acrylamide      2 ml 

1.5M Tris-HCl pH 8.8      2 ml 

10% SDS       0.08 ml 

10% APS       0.08  ml 



34 
 

TEMED (ใสŠทšายสุด)      0.004  ml   

 

5. Acrylamide separating gel 15% (8ml) 

MilliQ water       2.836 ml 

40% acrylamide      3 ml 

1.5M Tris-HCl pH 8.8      2 ml 

10% SDS       0.08 ml 

10% APS       0.08  ml 

TEMED (ใสŠทšายสุด)      0.004  ml  

 

6. Acrylamide stacking gel 5% (4 ml)  

MilliQ water       2.408 ml 

40% acrylamide      0.5 ml 

1.5M Tris-HCl pH 8.8      1.008 ml 

10% SDS       0.04 ml 

10% APS       0.04  ml 

TEMED (ใสŠทšายสุด)      0.004  ml  

 

7. Enhanced chemiluminescence (ECL) substrate 

Tris-HCl pH8.5       5 ml 

Luminol       25 ul 

Coumaric acid       11 ul 

H2O2        1.5 ul 
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8. Binding buffer pH7.4 

20mM Sodium phosphate from stock 1 M 

0.5M NaCl from stock 5 M 

40mM imidazole from stock 1.5 M 

น้ำกลั่น ปริมาตรตามโปรตีนท่ีจะทำการ purification 

 

9. Elution buffer pH7.4 

20mM Sodium phosphate from stock 1 M 

0.5M NaCl from stock 5 M 

500mM imidazole from stock 1.5 M (ความเขšมขšนข้ึนกับชนิดโปรตีน) 

น้ำกลั่น         50 ml 

 

10. ผลการทำการทดลองยŠอย Optimization of G418 dose 

 

ภาพท่ี 4.1 การทดสอบปริมาณยา G418 ท่ีสามารถฆŠาเซลลŤ HEK293 ไดš 
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