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บทคัดยอ 

 

 โปรตีนอารโกน็อต 4 (PmAGO4) มีหนาท่ีสําคัญในการควบคุมการแสดงออกของยีนกระโดด

(transposon) ภายในจีโนมและการพัฒนาเซลลสืบพันธุในกุงกุลาดําใหเปนปกติ โดยโปรตีนอาร

โกน็อตทํางานรวมกับอารเอ็นเอสายสั้นๆ เพ่ือควบคุมการแสดงออกของยีนผานกระบวนการ RNA 

interference (RNAi) นอกจากนี้การทํางานของโปรตีนอารโกน็อตถูกควบคุมไดดวยการเกิดปฏิกิริยา

การเติมหมูฟอสเฟต (phosphorylation) จากเอนไซมในกลุม kinase ดังนั้นงานวิจัยนี้มีเปาหมาย

เ พ่ือทําการสรางโปรตีนลูกผสม  Arginine kinase (His-Ark) และ Serine/Threonine protein 

kinase (His-STK) ท่ีบริสุทธิ์เพ่ือนํามาศึกษาปฏิสัมพันธกับโปรตีนอารโกน็อต 4 จากผลการทดลอง

เพ่ือสรางโปรตีนลูกผสม His-Ark และ His-STK สามารถเพ่ิมจํานวนชิ้นสวนยีน Ark และ STK จาก 

cDNA ของกุงกุลาดําไดตามขนาดท่ีตองการและสรางพลาสมิดลูกผสม pET28-Ark และ pET28-STK 

ไดสําเร็จ และสภาวะท่ีเหมาะสมในการกระตุนใหมีการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม His-Ark และ 

His-STK ใหอยูในรูปแบบละลายไดในแบคทีเรียคือการใส IPTG ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลาร และ

เลี้ยงท่ี 18 องศาเซลเซียส ซ่ึงยืนยันขนาดของแถบโปรตีน His-Ark และ His-STK ท่ี 40 และ 70 kDa 

ตามลําดับ ไดดวยแอนติบอดีจําเพาะ (anti-His6X antibody) นอกจากนี้วิธีท่ีเหมาะสมในการทําให

โปรตีนลูกผสม His-Ark และ His-STK บริสุทธิ์คือการใช Nickel Sepharose beads และชะลางดวย

สารละลาย imidazole ความเขมขน 100-300 มิลลิโมลาร ในขณะท่ีการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม

อารโกน็อต 4 (GFP-Ago4) ทําไดสําเร็จโดยการนําสงพลาสมิด HpIEXGFP-Ago4 เขาสูเซลล Sf9 ดวย 

FuGene และ Mirus แตไมสามารถตรวจพบโปรตีนดังกลาวไดดวยแอนติบอดีจําเพาะ (anti-His6X 

antibody) เม่ือเปลี่ยนวิธีการผลิตโปรตีนลูกผสมอารโกน็อต 4 (GST-Ago4) มาใชระบบแบคคิวโลเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ไวรัส พบการเพ่ิมจํานวนของแบคคิวโลไวรัสลูกผสมในเซลล Sf9 หลังจากการนําสงแบคมิดลูกผสม

หมายเลข 12 และ 14 ท่ีถูกสรางข้ึนไดสําเร็จ แตอยางไรก็ตามการทดลองนี้ยังคงตองการศึกษา

เพ่ิมเติมเพ่ือยืนยันการแสดงออกของโปรตีน GST-Ago4 ในเซลล Sf9 ตอไป การทดสอบปฏิสัมพันธ

ระหวางโปรตีนอารโกน็อต 4 และโปรตีน His-Ark หรือ His-STK เปนการทดลองท่ีทําใหเขาใจกลไก

พ้ืนฐานการทํางานของโปรตีนอารโกน็อตและสามารถนําไปตอยอดเพ่ือพัฒนากระบวนการสรางเซลล

สืบพันธุของกุงใหมีคุณภาพไดในอนาคต 
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Abstract 
 

Argonaute 4 (PmAGO4) plays a crucial role in controlling transposons in the 

genome and gametogenesis in shrimp. Normally, AGO protein works with small RNAs 

for regulating gene expression through RNA interference (RNAi). Moreover, the function 

of AGO protein is controlled by phosphorylation, depending on the kinase. Therefore, 

this study aims to express and purify the recombinant Arginine kinase (His-Ark) and 

Serine/Threonine protein kinase (His-STK) for investigating protein-protein interaction 

of PmAGO4. To express the recombinant protein His-Ark and His-STK, both Ark and STK 

genes were amplified from cDNA of P. monodon with the proper length and used for 

constructing the recombinant plasmid pET28-Ark and pET28-STK. The optimal 

condition for soluble His-Ark and His-STK expression were induction with a final 

concentration of 0.2 mM IPTG and incubation at 18°C. Sizes of His-Ark and His-STK were 

40 kDa and 70 kDa respectively, confirmed by western blotting with an anti-His6X 

antibody. In addition, the purification of His-Ark และ His-STK was accomplished by Ni2+ 

Sepharose beads and eluted with 100-300 mM of imidazole. Expression of a 

recombinant GFP-Ago4 was achieved by transfection of HpIEXGFP-Ago4 into Sf9 cells 

with FuGene and Mirus transfection reagents; however, they could not be detected by 

anti-His6X antibody. When a recombinant GST-Ago4 was expressed by the baculovirus 

system, the recombinant baculoviruses were multiplied in Sf9 cells after transfecting 

recombinant bacmids #12 and #14. Moreover, confirmation of GST-Ago4 expression in 
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insect cells needs more investigation. A study of the interaction between PmAGO4 and 

His-Ark or His-STK will provide the basic knowledge in functional control of PmAGO4 

which was able to apply in the development or improvement in quality and quantity 

of gametogenesis in shrimp. 
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          โครงงานวิจัยการศึกษาลักษณะหนาท่ีของโปรตีนรวมทํางานกับโปรตีนอารโกน็อต 4 

(PmAGO4) ในกระบวนการสรางเซลลสืบพันธุเพศผูของกุงกุลาดํา (Penaeus monodon) สําเร็จ

ลุลวงไดดวยความกรุณาอยางยิ่งจากอาจารยท่ีปรึกษา รศ.ดร.อภินันท อุดมกิจ ดร.ธีระพงษ โห และ

ดร.ธนียา นันทาพจน รวมถึงบุคลากรของศูนยวิจัยประยุกตและพัฒนานวัตกรรมกุงในสถาบันชีววิทยา

ศาสตรโมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล ท่ีไดเสียสละเวลาอันมีคาในการใหคําปรึกษา คําแนะนํา เสนอ

แนวคิด ใหความรูอันเปนประโยชนตองานวิจัยนี้ และใสใจทุกข้ันตอนการทํางานของงานวิจัย

ตรวจสอบแกไขขอบกพรองตางๆ เพ่ือใหงานวิจัยนี้สมบูรณ และทําใหผูวิจัยไดรับประสบการณในการ

ทํางานวิจัย ถายทอดความรูใหแกผูวิจัย คอยใหกําลังใจ จนงานวิจัยสําเร็จลุลวงตามวัตถุประสงค 

ผูวิจัยรูสึกซาบซ้ึง และขอขอบพระคุณเปนอยางสูงไว ณ โอกาสนี้ 
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บทท่ี 1 

บทนํา  
 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา  

 กุงเปนสัตวน้ําเศรษฐกิจและเปนสินคาสงออกสรางรายไดหลักท่ีสําคัญของประเทศไทย 

ปจจุบันมีการสงออกนอยลงเนื่องจากประสบปญหาจํานวนผลผลิตกุงท่ีลดลง และกุงท่ีไมไดคุณภาพ 

เกิดไดจากหลายสาเหตุ เชน การเปลี่ยนแปลงสภาพแวดลอม โรคติดเชื้อไวรัสและแบคทีเรียในกุง 

รวมถึงผลผลิตพอพันธุแมพันธุกุงและลูกกุงท่ีไมไดคุณภาพ   

 ในเซลลของสิ่ ง มีชี วิตยูคารี โอตจะพบยีนกระโดด  ( jumping gene or transposon 

elements, TEs) ซ่ึงเปนชิ้นดีเอ็นเอท่ีสามารถยายท่ีหรือแทรกตัวในจีโนมไดอยางอิสระเพ่ือทําใหเกิด

ความหลากหลายทางพันธุกรรม แตการแทรกตัวในจีโนมยังสามารถกอใหเกิดการกลายพันธุท่ีไมพึง

ประสงคได  อีกท้ังยังสามารถถายทอดไปยังลูกหลานผานทางเซลลสืบพันธุไดอีกดวย (Slotkin and 

Martienssen., 2007) จากการศึกษาพบวาโปรตีนในกลุมอารโกน็อตทําหนาท่ีสําคัญในการยับยั้งการ

แสดงออกของยีนกระโดดและมีความเก่ียวของกับการควบคุมการสรางเซลลสืบพันธุในสิ่งมีชีวิต อีกท้ัง

การเกิดปฏิกิริยาการเติมหมูฟอสเฟต (phosphorylation) ใหแกโปรตีนอารโกน็อตสงผลตอการเขา

จับกับเอ็มอารเอ็นเอ (mRNA) ของยีนเปาหมาย ทําใหมีผลตอการรวมทํางานของโปรตีนอารโกน็อต

กับอารเอ็นเอาสายสั้นๆ ในกระบวนการ RNA interference (Huberdeau et al., 2017)  

     จากงานวิจัยเบื้องตนในกุงกุลาดํา (P. monodon) มีการคนพบโปรตีนในกลุมอารโกน็อตซ่ึงมี

แสดงออกเฉพาะในอวัยวะสืบพันธุ  คือ PmAGO4 PIWI1 และ PIWI2  และเม่ือทําการลดระดับการ

แสดงออกของยีนดังกลาวมีผลทําใหจํานวนของอสุจิและขนาดของอัณฑะลดลงอยางมีนัยสําคัญ อีกท้ัง

ยังทําใหการแสดงออกของยีนกระโดด mariner และ Gypsy-like element เพ่ิมมากข้ึนในกุงกุลาดํา

เพศผู  (Ho et al., 2021; Leebonoi et al., 2015; Sukthaworn et al., 2019)  จากการ ศึกษา

โครงขายปฏิสัมพันธของโปรตีนอารโกน็อต 4 ในกุงกุลาดําดวยวิธี Immunoprecipitation พบวามี

โปรตีนในกลุม kinase หลายชนิด ท่ีคาดวาทํางานรวมกับโปรตีนอาร โกน็อต 4 (Ho et al., 

unpublished data) ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงสนใจทําการยืนยันปฏิสัมพันธของโปรตีนอารโกน็อต 4 

และเอนไซมในกลุม kinase เพ่ือทําใหเขาใจถึงกลไลข้ันพ้ืนฐานในการควบคุมการทํางานของโปรตีน

อารโกน็อตในกุงกุลาดํา 
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1.2 วัตถุประสงคของงานวิจัย  

 เพ่ือศึกษาและสรางโปรตีนลูกผสมท่ีบริสุทธิ์ซ่ึงสามารถนํามาทดสอบการปฏิสัมพันธระหวาง

โปรตีนอารโกน็อต 4 และโปรตีนในกลุม kinase ท่ีมีผลตอการทํางานของโปรตีนอารโกน็อต 4 ใน

หลอดทดลองได 

 

1.3 ขอบเขตของงานวิจัย  

 1) การสรางและผลิตโปรตีนลูกผสมของโปรตีนไคเนส (Serin/Threonine protein kinase, 

His-STK และ Arginine kinase, His-Ark) ในเซลลแบคทีเรีย 

 2) การทําใหโปรตีนลูกผสมบริสุทธิ์ดวย Nickel Sepharose beads  

3) การสรางและผลิตโปรตีนลูกผสมอารโกน็อต 4 ในเซลลแมลง ดวยการแสดงออกแบบ

ชั่วคราว (transient protein expression) และการใชไวรัสลูกผสม (Baculovirus system) 

  

1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ  

 สามารถสรางและผลิตโปรตีนลูกผสมท่ีบริสุทธิ์ของโปรตีนในกลุม kinase และ โปรตีนอาร

โกน็อต 4 ของกุงกุลาดําได ซ่ึงสามารถนําไปตอยอดใชยืนยันปฏิสัมพันธระหวางโปรตีนได และเปน

การสรางองคความรูพ้ืนฐานและความเขาใจตอการผลิตโปรตีนดังกลาว เพ่ือศึกษาการควบคุมการ

ทํางานของโปรตีนอารโกน็อต 4  ในกระบวนการสรางเซลลสืบพันธุเพศผู ซ่ึงสามารถนําไปใชพัฒนา

และปรับปรุงกระบวนการสรางเซลลสืบพันธุของพอกุงกุลาดําใหผลิตลูกกุงท่ีมีปริมาณมากและมี

คุณภาพมากข้ึนในอนาคต 
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บทท่ี 2  

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

 
2.1 กุงกุลาดํา (Penaeus monodon) 

 กุงกุลาดําจัดอยูในแฟมิลี่ Penaeidae มีการกระจายตัวอยูบริเวณชายฝงทะเลอาหรับ 

ออสเตรเลีย อินโดนีเซีย แอฟริกาใต เอเชียใต และเอเชียตะวันออกเฉียงใตรวมท้ังประเทศไทย มี

แหลงท่ีอยู เชน ปากแมน้ํา ปาโกงกาง ทะเลสาบ นอกจากนี้กุงกุลาดํายังทนตอความเค็มตั้งแต 2-30 

สวนตอพัน (Duda Jr and Palumbi, 1999; FAO, 2006) กุงกุลาดําเปนหนึ่งในสัตวเศรษฐกิจท่ีสําคัญ

ของไทย อยางไรก็ตามอุตสาหกรรมการเลี้ยงกุงประสบปญหาการลดลงของผลผลิตกุงและกุงท่ีไมได

คุณภาพ (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2554-2564) เกิดไดจากหลายสาเหตุ เชน การเปลี่ยนแปลง

สภาพแวดลอม โรคติดเชื้อไวรัสและแบคทีเรียในกุง รวมถึงผลผลิตพอพันธุแมพันธุกุงและลูกกุงท่ีไมได

คุณภาพ          

 พอพันธุแมพันธุกุงอาจไดจากการเพาะเลี้ยงหรือนําเขาจากตางประเทศ แตนิยมจับจากแหลง

น้ําธรรมชาติ เนื่องจากกุงมีขนาดใหญและสมบูรณ ในการผสมพันธุกุงในฟารมเพาะเลี้ยงใชการตัดตา

กุงเพศเมียซ่ึงมีฮอรโมนท่ียับยั้งการเจริญของรังไข ทําใหกระตุนการเจริญของรังไขเพ่ิมความถ่ีในการ

วางไขไดมากกวาการไมตัดตาถึงเทาตัว แตวิธีนี้ทําใหแมพันธุกุงออนแอ มีอัตราการตายจากการติดเชื้อ

กรณีท่ีผูตัดตาไมชํานาญ ปริมาณของไขและอัตราการฟกลดลง รวมถึงลูกกุงท่ีไดออนแอ มีความ

ตานทานโรคต่ํา อยางไรก็ตามวิธีนี้ยังไดรับความนิยมเนื่องจากเปนวิธีท่ีประหยัดคาใชจายและไมตอง

อาศัยเทคโนโลยีข้ันสูง (สํานักงานพัฒนาการวิจัยการเกษตร, 2565) 

 

2.2 การรบกวนการแสดงออกของอารเอ็นเอ (RNA interference, RNAi) 

 เปนกระบวนการทางชีววิทยาท่ีใชสายอารเอ็นเอขนาดเล็กในการควบคุมการแสดงออกของ

ยี นอย า งจํ า เพาะ ท่ี ระดับการถอดรหัสหรื อหลั งการถอดรหั ส  ( transcription and post-

transcription) สงผลใหเกิดยับยั้งการสรางโปรตีนเปาหมาย กระบวนการนี้พบไดใสสิ่งมีชีวิตยูคารีโอต

มีบทบาทหนาท่ีควบคุมกระบวนการตางๆในเซลล เชน อะพอพโทซิส (apoptosis) การพัฒนาของ

เซลล (cell development) การเปลี่ยนแปลงของเซลลไปทําหนาท่ีเฉพาะ (cell differentiation) 

หรือระบบภูมิคุมกัน (immunity) เปนตน โดยกระบวนการ RNAi สามารถถูกระตุนดวยอารเอ็นเอ

สายคู (dsRNA) ท่ีอาจไดรับมาจากภายนอกหรือเกิดข้ึนภายในเซลล และเกิดเปนอารเอ็นเอขนาดเล็ก

ท่ีชวยระบุยีนเปาหมาย คือ  small-interfering RNA (siRNA), microRNA (miRNA) และ piwi-

interacting RNA (piRNA) ซ่ึงจะเขาจับกับโปรตีนอารโกน็อต และโปรตีนรวมทํางานอ่ืนๆ เรียกวา เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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RNA-induced silencing complex หรือ RISC ท่ี ทําหนา ท่ีในการยับยั้ งการแสดงออกของยีน

เปาหมายตอไป 

 2.2.1 small-interfering RNA (siRNA) 

  กระบวนการ RNAi ท่ีใชอารเอ็นเอขนาดเล็กชนิด siRNA จะถูกกระตุนเม่ือเซลล

ไดรับอารเอ็นเอเกลียวคูสายยาวซ่ึงอาจไดรับจากภายนอก เชน จากติดเชื้อไวรัส (viral genome) 

หรือเกิดข้ึนภายในเซลลจากยีนกระโดด (jumping genes or transposons) จากนั้นจะถูกตัดดวย

เอนไซม Dicer ในไซโตพลาสซึมซ่ึงตัดจําเพาะกับอารเอ็นเอสายคูเทานั้น (dsRNA-specific RNase III) 

(Bernstein et al., 2001) ไดเปนอารเอ็นเอสายคูสั้นๆขนาดประมาณ 21-25 คูเบส ท่ีมี 2 นิวคลีโอ

ไทดยื่นออกมาท่ีบริเวณปลาย 3’ เม่ืออารเอ็นเอหนึ่งสายจะถูกยอยสลายไปและเสนอารเอ็นเอท่ีเหลือ

จะเรียกวา “ไกด” (guide strand) ถูกเลือกไปทําหนาท่ีระบุยีนเปาหมายโดยเขาจับกับโปรตีนอาร

โกน็อตทําใหเกิดกลุมโปรตีนท่ีเรียกวา RNA-induced silencing complex หรือ RISC โดย siRNA 

จะจับกับบริเวณ mRNA เปาหมายดวยเบสคูสมอยางสมบูรณ (perfect complementary mRNA 

target) และโปรตีนอารโกน็อตจะใชคุณสมบัติเอนไซม RNaseH ทําหนาท่ีในการตัดสาย mRNA 

เปาหมายนั้นอยางจําเพาะเจาะจง และสงผลใหไมสามารถเกิดการแสดงออกของโปรตีนเปาหมายได 

(Zamore et al., 2000) สวนใหญโปรตีนอารโกน็อตชนิดท่ี 2 (argonaute 2) ท้ังในแมลงหวี่ (D. 

melanogaster) มนุษย (Homo sapiens) รวมท้ังกุงกุลาดํา (Penaeus monodon) จะทํางาน

รวมกับเอนไซม Dicer ชนิดท่ี 2 (dicer2) ในการสราง siRNA (Horwich et al., 2007) มีการศึกษา

พบวา siRNA สามารถทํางานในระบบภูมิคุมกันไวรัส ทําลายสายอารเอ็นเอ (mRNA) ท่ีมีการ

แสดงออกมากเกินไป หรือมีความผิดปกติ และปองกันจีโนมจากการแทรกของยีนกระโดด    

 2.2.2 microRNA (miRNA) 

กระบวนการ RNAi ท่ีใชอารเอ็นเอขนาดเล็กชนิด miRNA จะถูกกระตุนเม่ือเซลล

ไดรับอารเอ็นเอเกลียวคูท่ีมีการจับกันแบบไมสมบูรณ (mismatched or imperfeted-matched 

dsRNA) จากรายงานพบวาในจีโนมมียีนตั้งตนของ miRNA ซ่ึงจะถูกถอดรหัสดวย RNA polyerase II 

ไดเปนอารเอ็นเอสายคูขนาดยาว (primary-miRNA) ในนิวเคลียส กอนจะถูกตัดดวยเอนไซม Drosha 

ซ่ึงตัดจําเพาะกับอารเอ็นเอสายคู (dsRNA-specific RNase III) ใหมีขนาดเล็กประมาณ 60-80 นิวคลี

โอไทด (pre-miRNA) กอนสงออกสูไซโตพลาสซึม และถูกตัดใหสั้นลงอีกครั้งดวย Dicer ใหมีขนาด

ประมาณ 22 นิวคลีโอไทด จะมีเพียงอารเอ็นเอสายเดียวท่ีถูกเลือกใหไปทําหนาท่ีระบุเปาหมายเขาจับ

โปรตีนอารโกน็อต อารเอ็นเอเสนท่ีเหลือจะถูกยอยสลายหรืออาจทําหนาท่ีเชนเดียวกับ “ไกด” ได

เชนกัน  (Han et al., 2006)  สวนมากอารเอ็นเอขนาดเล็กชนิด miRNA เขาจับกับ mRNA เปาหมาย

บริเวณปลาย 3’ ท่ีไมมีการแสดงออกเปนโปรตีน (3’ untranslated region, 3’ UTR) อยางจําเพาะ

เจาะจงดวยเบสคูสมอยางไมสมบูรณ (imperfect complementary mRNA target) ทําให mRNA 

เปาหมายนั้นไมถูกทําลาย แตเพียงรบกวนข้ันตอนในการแสดงออกของโปรตีนอันเนื่องมาจากโปรตีนเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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อ่ืนๆใน RISC ทําใหการแสดงออกของโปรตีนเปาหมายลดลง โดยสวนมากโปรตีนอารโกน็อตชนิดท่ี 1 

(argonaute 1) ท้ังในแมลงหวี่ (D. melanogaster) มนุษย (Homo sapiens) รวมท้ังกุงกุลาดํา 

(Penaeus monodon)  จะทํางานรวมกับ Dicer1 ในการสราง miRNA กอนจะรวมกับ RISC 

(Ghildiyal and Zamore, 2009) มีการศึกษาพบวา miRNA เก่ียวของกับกระบวนการตางๆในเซลล 

เชน ระบบภูมิคุมกันตอบสนองตอไวรัส อะพอพโทซิส และการเปลี่ยนแปลงไปทําหนาท่ีเฉพาะของ

เซลล เปนตน (Dong et al., 2013)   

2.2.3 piwi-interacting RNA (piRNA) 

  กระบวนการ RNAi ท่ีใชอารเอ็นเอขนาดเล็กชนิด piRNA (มีขนาดประมาณ 24-30 

นิวคลีโอไทด) สวนมากจะพบในเซลลสืบพันธุของสัตวเทานั้น ทําหนาท่ีในการยับยั้งการแสดงออกของ

ยีนกระโดดตางๆ เพ่ือรักษาความเสถียรของจีโนมและควบคุมการสรางเซลลสืบพันธุ (Onishi et al., 

2021) โปรตีนอารโกน็อตท่ีจับกับอารเอ็นเอขนาดเล็กชนิด piRNA ถูกจัดอยูใน PIWI subfamily  ซ่ึง

อาจจะพบไดท้ังในนิวเคลียสและไซโตพลาสซึมของเซลลสืบพันธุ แมวากระบวนการสราง piRNA จะ

ยังไมเปนท่ีทราบแนชัดแตจากการศึกษาพบวา piRNA มีกระบวนการเพ่ิมจํานวนแบบทุติยภูมิ 

(secondary generation) เรียกวา ping-pong model (Naqvi et al., 2009) โดยอาศัยท้ังโปรตีน 

AGO3 และ โปรตีน PIWI/Aub และการเขาคูกันกับเบสคูสมของยีนเปาหมาย (ซ่ึงมักพบวาเปน 

transposable elements) และตัดกอนจะนําอารเอนเอดังกลาวมาเพ่ือเพ่ิมจํานวนอีกครั้ง ทําให

สามารถสราง piRNA ไดจํานวนมากและเพียงพอตอการยับยั้งการแสดงออกของยีนเปาหมาย   

 

2.3 โปรตีนอารโกน็อต (Argonaute protein) 

      อารโกน็อตพบไดท่ัวไปในสิ่งมีชีวิตยูคาริโอต และทําหนาท่ีสําคัญในหลายกระบวนการ เชน 

การพัฒนาของเอ็มบริโอ การเปลี่ยนแปลงของเซลลเ พ่ือทําหนาท่ีเฉพาะ การตอบสนองตอ

ความเครียด และการยับยั้งการแสดงออกของยีนกระโดด โปรตีนอารโกน็อตสามารถแบงได 2 กลุม 

คือ AGO subfamily และ PIWI subfamily การแสดงออกของโปรตีน AGO subfamily พบไดในทุก

เนื้อเยื่อ และเก่ียวของกับกระบวนการยับยั้งการแสดงออกของ RNA โดยจับกับ small interfering 

RNA (siRNA) และ microRNA (miRNA) ในขณะท่ีโปรตีน PIWI subfamily จะแสดงออกเฉพาะใน

อวัยวะสืบพันธุ และยับยั้งการแสดงออกของ RNA โดยจับกับ piwi-interacting RNA (piRNA) 

นอกจากนั้นยั ง มี  WAGO subfamily ซ่ึ ง เปน อีกหนึ่ งกลุ มของอาร โกน็อต ท่ีพบได ในหนอน 

Caenorhabditis elegans (Gu et al., 2009; Yigit et al., 2006).  

 จํานวนของอารโกน็อตในสิ่งมีชีวิตแตละชนิดมีจํานวนแตกตางกันไป โดยพบไดตั้งแต 1 ชนิด 

ในยีสต Schizosaccharomyces pombe จนถึง 27 ชนิด ในหนอน C. elegans โปรตีนอารโกน็อต 

ประกอบไปดวย 4 โดเมน คือ N-terminal, PAZ, MID และ PIWI สําหรับ N-terminal โดเมน 

เก่ียวของกับการคลายเกลียวของ small RNA duplex สวน PAZ และ MID โดเมน จะชวยในการจับ
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ท่ีปลาย 3’ และ 5’ ฟอสเฟต ของ small RNA ตามลําดับ สุดทายคือ PIWI โดเมน จะมีคุณสมบัติของ

เอนไซม RNaseH-like domain ซ่ึงจะมีกรดอะมิโนอนุรักษ Asp-Aps-Glu/Asp (DDH) โมทีฟ ท่ี

จําเปนสําหรับการตัด mRNA เปาหมาย 

 2.3.1 AGO subfamily 

  โปรตีนอารโกน็อตคนพบครั้งแรกในพืช Arabidopsis thaliana ซ่ึงชื่อนี้ไดมาจาก

ลักษณะของพืชท่ีแสดงออกหลังจากยีนนี้ไมทํางาน (Bohmert et al., 1998) AGO subfamily ไดรับ

การระบุโดยอางอิงจากความเหมือนกับ AGO1 ของ A. thaliana  โปรตีน AGO พบไดท้ังในไซโตพลา

สซึม และนิวเคลียส ของท้ังพืช สัตว และยีสต ซ่ึงทําหนาท่ีหลายอยาง คือ การยับยั้งการแสดงออกของ

ยีนท่ีระดับกระบวนการถอดรหัส (transcription) กระบวนการหลังถอดรหัส (post transcription) 

และการควบคุมการแสดงออกของจีโนม โปรตีน AGO ในไซโตพลาสซึมทําหนาท่ียับยั้งการแสดงออก

ของยีนท่ีระดับ post transcription มีความสําคัญตอการพัฒนาของเซลล ภูมิคุมกันไวรัส และ

ภูมิคุมกันแบคทีเรีย ในสิ่งมีชีวิตตางๆ (Dechklar et al., 2008; Ding et al., 2004; Van Rij et al., 

2006; Yang et al., 2014) สวนโปรตีน AGO ในนิวเคลยีสทํางานในหลายกระบวนการ เชน DNA 

methylation, heterochromatin modification ในพืช และเชื้อรา (Law and Jacobsen, 2010) 

หรือกระบวนการ DNA elimination ในระหวางการเกิดแมคโครนิวเคลียสในสาหราย (Duharcourt 

et al., 2009) 

 2.3.2 PIWI subfamily 

  PIWI ไดรับการตั้ งชื่อหลังจากถูกคนพบในแมลงหวี่ D. melanogaster จาก

การศึกษา P-element induced wimpy testis หรือยีนท่ีทําใหเกิดอัณฑะผิดปกติ  PIWI subfamily 

จะพบไดในอวัยวะเพศของสิ่งมีชีวิต โดยเฉพาะอยางยิ่งในเซลลสืบพันธุ โปรตีน PIWI ทําหนาท่ีในการ

รักษาสภาพเซลลตนกําเนิดเซลลสืบพันธุ (germline stem cells, GSC) และเซลลทดแทนเซลลตน

กําเนิดเซลลสืบพันธุ (stem cell self-renewal) (Cox et al., 2000) โปรตีน PIWI มีปฏิสัมพันธกับ 

piRNA ซ่ึงมีขนาดประมาณ 24 - 32 นิวคลีโอไทด ท่ีสรางมาจาก RNA สายเดี่ยวท่ีมีลําดับเบสซํ้าๆในจี

โนม (repetitive intergenic sequence) นอกจากนี้ PIWI ยังทําหนาท่ีในการยับยั้งการแสดงออก

ของยีนกระโดดซ่ึงสําคัญในการพัฒนาเซลลสืบพันธุ (Tian et al., 2011) 

มีการศึกษาหนาท่ีของโปรตีน PIWI ในการรักษาสภาพเซลลสืบพันธุในหลาย

สิ่งมีชีวิต ในแมลงหวี่ D. melanogaster โปรตีน PIWI จะพบในนิวเคลียสหลังจากมีการเกิดของเซลล

ตนกําเนิด (Primordial germ cells) และมีการแสดงออกท้ังในเซลลรางกายและเซลลสืบพันธุของ

แมลงหวี่เพศผูและเพศเมีย การแสดงออกของโปรตีน PIWI จะกระตุนใหเซลลตนกําเนิดเซลลสืบพันธุ 

GSC มีการแบงตัว ในโปรตีน PIWI ท่ีกลายพันธุจะไมสามารถรักษาสภาพเซลลตนกําเนิดเซลลสืบพันธุ 

GSC ได นอกจากนี้การแสดงออกของโปรตีน PIWI ท่ีมากเกินไปในสวน germarium ของเซลล
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รางกาย ทําใหเซลลตนกําเนิดเซลลสืบพันธุ GSC มีอัตราการแบงตัวเร็วข้ึนและมีปริมาณเซลลเพ่ิมมาก

ข้ึน (Cox et al., 1998) 

ในจีโนมของหนู (M. musculus) มียีนสรางโปรตีน PIWI 3 ชนิด คือ MIWI MILI 

และ MIWI2 โปรตีนท้ังสามชนิดนี้มีการแสดงออกแตกตางกันในแตละระยะการพัฒนาของเซลลอสุจิ 

(spermatogenesis)   โปรตีน PIWI มีความสําคัญในการยับยั้งการแสดงออกของยีนกระโดดในสัตว

เลี้ยงลูกดวยนม ข้ึนอยูกับการเติมหมูเมทิล ในหนูท่ีไมมียีน Miwi2 จะไมมีการเติมหมูเมทิลท่ี LINE-1 

(long interspersed nuclear element) retrotransposon ในอัณฑะ แสดงให เห็นว า โปรตีน 

MIWI2 สําคัญตอการควบคุมการแสดงออกของยีนกระโดดในเซลลสืบพันธุ (Carmell et al., 2007) 

นอกจากนี้ในหนูท่ีไมมียีน Miwi2 และ Mili ยังทําใหเกิดความปกติในการเกิด DNA methylation 

เพ่ือควบคุมการแสดงออกของ LINE-1 และ IAP (intracisternal A particle) retrotransposons 

(Kuramochi-Miyagawa et al., 2008)  

 2.3.3 WAGO subfamily 

  WAGO subfamily เปนโปรตีน Argonaute ท่ีพบไดในหนอน C. elegans มีจํานวน 

18 - 27 ชนิด แตกตางจาก AGO และ PIWI subfamily คือ WAGO ไมมี catalytic DDH motif ใน 

PIWI โดเมน จึงไมสามารถทําหนาท่ีตัด mRNA ได โปรตีน WAGO มีความสําคัญในการยับยั้งการ

แสดงออกของ dsRNA ท่ีไดรับจากภายนอก และทําหนาท่ีในการแยกตัวของโครโมโซมโดยยับยั้งยีน

นั้นโดยตรง (Yigit et al., 2006) 

 

2.4 โปรตีนอารโกน็อตในกุง  

 โปรตีนอารโกน็อต AGO1 (PmAGO1 และ PemAGO) เปนโปรตีนท่ีมี 2 ไอโซฟอรมท่ีถูกระบุ

ไดในกุงกุลาดํา (P. monodon) ซ่ึงมีลําดับเบสใกลเคียงกับแมลงหวี่ D. melanogaster (Dechklar 

et al., 2008; Unajak et al., 2006) และยังมีความคลายคลึงกับ MjAGO1 ของกุงคุรุมะหรือกุงกุลาดํา

ญี่ปุน (M. japonicus) และ MrAGO1 ของกุงกามกราม (M. rosenbergii) (Phetrungnapha and 

Thammason, 2015) จากการศึกษาในสิ่งมีชีวิตอ่ืน เชน ยีสต S. pombe, แมลงหวี่ และมนุษย ซ่ึงมี

จํานวนโปรตีนอารโกน็อตตั้งแต 1, 5 และ 8 ชนิด ตามลําดับ เชนกันกับกุงในกลุม Penaeid ท่ีมีจํานวน

โปรตีนอารโกน็อต มากกวา 1 ชนิด ดังตารางท่ี 2.1 มีรายงานการระบุโปรตีน LvAgo 1 และ LvAgo 

2 ในกุงขาว (L. vannamei) (Chen et al., 2011) และ PmAGO2 (Yang et al., 2014) ซ่ึงยีนเหลานี้

มีการแสดงออกในหลายเนื้อเยื่อและมีกรดอะมิโนอนุรักษเหมือนกับ AGO subfamily นั่นคือ PAZ 

โดเมน ซ่ึงเก่ียวของกับการจับ dsRNA และ PIWI โดเมนท่ีทําหนาท่ี RNase แสดงใหเห็นวาโปรตีนท่ี

คนพบดังกลาวเก่ียวของกับกระบวนการ RNAi ขอสันนิษฐานนี้ยืนยันไดจากการลดการแสดงออกของ 

PemAGO แลวสงผลใหประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกของยีนโดยใช dsRNA นั้นแยลง 

(Dechklar et al., 2008) อีกท้ังยังพบวา LvAgo2 มีการแสดงออกเพ่ิมข้ึนเม่ือกุงไดรับ dsRNA และเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ปฏิสัมพันธกับโปรตีน LvDcr2 และ LvTRBP1 จึงกลาวไดวา LvAgo2 ทํางานในกระบวนการ RNAi 

โดย siRNA (Chen et al., 2011) นอกจากนี้ยังคนพบ PmAGO3 ซ่ึงมีความใกลเคียงกับ MjAGO2 

ตอบสนองตอการฉีด dsRNA และการติดเชื้อไวรัส (Phetrungnapha et al., 2013) สําหรับ PIWI 

subfamily มีการรายงานในกุงกุลาดําถึงสามชนิด คือ PmAGO4 PIWI1 และ PIWI2 ซ่ึงพบการ

แสดงออกไดเฉพาะในอวัยวะสืบพันธุเทานั้น นอกจากนี้ยังไมมีการตอบสนองตอการติดเชื้อไวรัสหรือ

การฉีด dsRNA นอกจากนี้การยับยั้งการแสดงออกของยีนดังกลาวทําใหมีการเพ่ิมข้ึนของยีนกระโดด

ในอัณฑะ และทําใหจํานวนของอสุจิและขนาดของอัณฑะลดลง จึงกลาวไดวาโปรตีนดังกลาวทําหนาท่ี

ควบคุมการแสดงออกของยีนกระโดดในเซลลสืบพันธุ และควบคุมการสรางอสุจิในกุงใหเปนปกติ ดัง

ตารางท่ี 2.1 (Ho et al., 2021; Leebonoi et al., 2015; Sukthaworn et al., 2019) 

 

2.5 การควบคุมการทํางานของโปรตีนอารโกน็อต 

โปรตีนอารโกน็อตมีการปรับปรุงหลังการแปลรหัส (post translational modification) 

เชนเดียวกับโปรตีนชนิดอ่ืนๆ การปรับปรุงมีไดหลายรูปแบบ ซ่ึงมีผลตอการทํางานของโปรตีนอาร

โกน็อต เชน จากการใช mass spectrometry วิเคราะหพบโปรตีน AGO2 ของมนุษยจับอยูกับ

โปรตีน type I collagen prolyl-4 hydroxylase ทําหนาท่ีในการเติมหมู -OH (hydroxylate) และ

จําเปนตอความเสถียรของโปรตีน (Qi et al., 2008) ภายใตสภาวะกดดันโปรตีน AGO ของมนุษยจะ

ถูกเติมดวย Poly (ADP-ribose) ซ่ึงบรรเทาผลจากการยับยั้งการแสดงออกของยีนท่ีเกิดจาก miRNA-

guided repression (Leung et al., 2011)  

 2.5.1 Ubiquitylation  

 การเกิด Ubiquitylation เปนสัญญาณเก่ียวของกับการสลายโปรตีน และเก่ียวของ

กับการนําโปรตีน AGO กลับมาใชใหมมากกวาการควบคุมการทํางาน มีการรายงานวา TRIM71 (หรือ 

LIN41) ทําหนาท่ี E3 ubiquitin ligase สําหรับนํา AGO2 กลับมาใชใหม (Rybak et al., 2009) 

นอกจากนี้  TRIM71 ใน Caenorhabditis elegans (ชื่อวา TRIM71-NLH-2) ยังชวยให miRISC-

mRNA เปาหมายจับกันไดดียิ่ ง ข้ึน (Hammell et al., 2009) ในเซลลหนู โปรตีน TRIM–NHL 

ปฏิสัมพันธกับ AGO1 และกระตุนใหเกิดการทํางานของ miRNA (Schwamborn et al., 2009) แม

จะทราบวาโปรตีน TRIM–NHL เปนหนึ่งในโปรตีนท่ีรวมทํางานกับโปรตีนอารโกน็อต แตกลไกท่ี

ส ง เสริมการทํางานของโปรตีนอาร โกน็อต ยังคงไมแนชัด โปรตีน AGO2 ท่ีไดรับการเติม 

Polyubiquitylated จะจับกับโปรตีน NDP52 (Gibbings et al., 2012) ซ่ึงเปนโปรตีนรับสัญญาณ

ของออโตฟาจี (autophagy receptor) โดยมีโปรตีน GEMIN3 and GEMIN4 (Mourelatos et al., 

2002) ทําหนาท่ีเปนตัวเชื่อม (adaptor) จากสัญญาณออโตฟาจีตอ AGO2 ทําใหโปรตีนเปนเปาหมาย

ในการถูกสลายซ่ึงเก่ียวของกับการรักษาระดับของการยับยั้งการแสดงออกของยีนดวย miRNA ในไซ

โตพลาสซึม      เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



10 

 

 

2.5.2 Phosphorylation 

 จากการศึกษาพบหลายตําแหนงบนโปรตีนอารโกน็อตของมนุษยท่ีมีการเติมหมู

ฟอสเฟต ซ่ึงเก่ียวของกับการเคลื่อนท่ีของโปรตีน (Zeng et al., 2008) หรือควบคุมการจับกับ small 

RNA (Rüdel et al., 2010) แตยังไมทราบอยางแนชัด การสงสัญญาณเปนทอดๆภายในและภายนอก

เซลล รวมถึงการแปลสัญญาณในกระบวนการควบคุมการแสดงออกของยีนลวนเก่ียวของกับโปรตีนท่ี

ทําหนาท่ีเติมหมูฟอสเฟต (kinase) โปรตีนอารโกน็อต ซ่ึงอยูในกระบวนการนั้นจึงกลายเปนหนึ่งในตัว

สงสัญญาณ มีรายงานวาการแสดงออกของโปรตีน AGO2 ถูกควบคุมผานกระบวนการสงสัญญาณ

ดวย MAP kinase (Adams et al., 2009) ซ่ึงการศึกษาเครือขายความสัมพันธของโปรตีนสงสัญญาณ

และการทํางานของ small RNA นาจะทําใหกระบวนการยับยั้งการแสดงออกของยีนไดเขาใจมากข้ึน 

 

2.6 โปรตีนไคเนส (Protein kinase)      

 ไคเนส คือ เอนไซม ท่ีเก่ียวของกับปฏิกิริยา phosphorylation หรือการยายหมูฟอสเฟต 

(PO4
3−) จาก adenosine triphosphate (ATP) หรือ GTP ใหแกโมเลกุลอ่ืนๆ สิ่งมีชีวิตยูคารีโอตมียีน

ไคเนสอยูไมต่ํากวา 500 ยีน เปาหมายในการเติมหมูฟอสเฟตอาจเปนไดท้ังไขมัน กรดนิวคลีอิก และ

โปรตีน (Rauch et al., 2011) การเติมหมูฟอสเฟตของโมเลกุลไขมันเพ่ือความจําเปนในการควบคุม

องคประกอบระดับโมเลกุลของเยื่อหุมตางๆภายในเซลล ซ่ึงชวยในการแยกแยะเยื่อหุมตางๆ อยาง

จําเพาะท้ังอาศัยคุณสมบัติทางฟสิกสและเคมี ตัวอยางเชน อิโนซิทอล (inositol) มีโครงสรางคลาย

คารโบไฮเดรต เม่ือไดรับการเติมหมูฟอสเฟตจะกลายเปน phosphoinositol และphosphoinositide 

lipids ซ่ึงทําหนาท่ีเปนโมเลกุลสงสัญญาณทุติยภูมิในเซลล (Cooper, 2018) สําหรับกรดนิวคลีอิกท้ัง

อารเอ็นเอ (ribonucleic acid, RNA) และดีเอ็นเอ (deoxyribonucleic acid, DNA) ตางประกอบไป

ดวยโมเลกุลฟอสเฟตท่ีติดอยูกับโครงสรางน้ําตาล (ribonucleoside) เอนไซมไคเนสสามารถเติมหมู

ฟอสเฟตใหแก nucleoside ไดตั้งแต 1-3 โมเลกุล กลายเปน nucleotide mono-, di- และ 

triphosphate และในกระบวนการนําเบสเพียวรีนกลับมาใชใหม  

ในสิ่งมีสิ่งมีชีวิตยูคารีโอตมียีนไคเนสประมาณ 2% ท่ีทําหนาท่ีเติมหมูฟอสเฟตใหแก 30% 

ของโปรตีนในเซลล (Ubersax and Ferrell Jr, 2007) โดยเอนไซมไคเนสทําหนาท่ีเติมหมูฟอสเฟต

ใหกับโปรตีนท่ีตําแหนงกรดอะมิโน serine, threonine (serine/ threonine kinase) และ tyrosine 

(tyrosine kinase) เนื่องจากกรดอะมิโนท้ังสามชนิดมีหมูเคมีท่ีสามารถเกิดปฏิกิริยากับฟอสเฟตได 

(hydroxyl moiety, OH) (Roskoski, 2012) บางครั้ งยั งพบการเติมหมูฟอสเฟตท่ีกรดอะมิโน 

histidine และ aspartrate แตการเติมนี้ไมสเถียร การเติมหมูฟอสเฟตสําคัญตอการกระบวนการ

ตางๆภายในเซลล เชน การสังเคราะหโปรตีน การแบงตัวของเซลล การสงสัญญาณ การเจริญเติบโต

และพัฒนาของเซลล ซ่ึงมีเอนไซมและโปรตีนรับสัญญาณหลายตัวท่ีถูกกระตุนหรือยับยั้งการทํางาน
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ดวยการเติมหมูฟอสเฟต  และปฏิ กิริยาสามารถผันกลับได โดยอาศัยเอนไซมฟอสฟาเทส 

(phosphatases) ท่ีสามารถนําหมูฟอสเฟตออกจากโปรตีนเปาหมายได (dephosphorylation)  

Arginine kinase คือเอนไซมท่ีทําหนาท่ีเติมหมูฟอสเฟตท่ีตําแหนงกรดอะมิโนอารจินีน 

(arginine) โดยอาศัยฟอสเฟตจาก ATP ซ่ึงพบในสัตวท่ีไมมีกระดูกสันหลัง (Kang et al., 2011) และ

ยังพบในสิ่งมีชีวิตเซลลเดียว เชน โปรติสและแบคทีเรีย ชวยในการควบคุมปริมาณ ATP และ

กระบวนการตางๆภายในเซลล เชน การยอยสลายของโปรตีน และการตอบสนองสิ่งเรา ในแบคทีเรีย

พบเอนไซม Arginine kinase (McsB) มากท่ีสุด และทําหนาท่ีเม่ือมีอุณหภูมิสูง (heat shock stress) 

(Fuhrmann et al., 2009) โมเลกุลเดี่ยวของเอนไซมมีขนาดประมาณ 40 kDa และคอนขางทนความ

รอน แตจะพบเปนโมโลกุลคู (dimer) ในสัตวจําพวกปลาดาว นอกจากนี้ยังมีรายงานตรวจพบหมู

น้ําตาล (glycoprotein) และตําแหนงท่ีคาดวานาจะมีการเติมบนโครงสรางของ Arginine kinase 

(Mao et al., 2013) ในสัตวไม มีกระดูกสันหลังพบวา arginine kinase ทําหนา ท่ีเชนเดียวกับ 

creatine kinase (dimeric molecule) ในสัตวมีกระดูกสันหลัง (Kang et al., 2011) เม่ือมีไอออน

ของสังกะสี ท่ีความเขมขน 1 มิลลิโมลาร  (1 mM Zn2+) arginine kinase จะเสียสภาพจับตัว

ตกตะกอนและไมสามารถทํางานได (Liu and Wang, 2010) นอกจากนี้พบวา arginine kinase เปน

หนึ่งในสารกอภูมิแพท่ีพบไดในอาหารจําพวก  กุง (ท้ังกุงขาวและกุงกุลาดํา) ก้ัง ปู หรือสัตวกลุมครัส

เต เชี ยน  ( crustacean) (Binder et al., 2001; García-Orozco et al., 2007; Mao et al., 2013) 

เอนไซมนี้มีการอนุรักษท้ังโครงสรางและหนาท่ี (structural and functional conservation) ในสัตว

มีขอปลองและยังมีปฏิกิริยาขามกันได (cross-reactivity) ในสัตวกลุมแมลงและครัสเตเชียน (Yu et 

al., 2003) 

 

2.7 ยีนกระโดด (Transposons) 

 ยีนกระโดดเปนชิ้น DNA ท่ีสามารถเคลื่อนท่ีและแทรกตัวลงตําแหนงอ่ืนๆบนจีโนม พบไดใน

สิ่งมีชีวิตทุกชนิด ท้ังแบคทีเรีย พืช และสัตว การแทรกตัวของยีนกระโดด อาจทําใหเกิดอันตรายตอ

จีโนมเจาบาน เชน การทําใหเกิดยีนกลายพันธุ จากการแทรก การขาดหายไป การเพ่ิมจํานวน การ

ยายตําแหนง บริเวณท่ีมีการแทรก แตอยางไรก็ตามยีนกระโดดมีผลอยางมากตอโครงสรางของจีโนม 

และความเสถียร ซ่ึงสงผลตอความหลากหลายทางพันธุกรรม และวิวัฒนาการ โดยเฉพาะอยางยิ่งในยู

คาริโอตมียีนกระโดดอยูเปนจํานวนมาก ยีนกระโดด แบงได 2 ชนิด คือ  RNA retrotransposons 

และ DNA transposons (Slotkin and Martienssen, 2007)  

 2.7.1 Retrotransposons  

Retrotransposons ใชกระบวนการคัดลอก และเพ่ิมจํานวน โดยใช RNA เปน

แมแบบ สามารถแบงได 2 ชนิด คือ LTR - retrotransposons และ Non - LTR retrotransposons 

สําหรับ LTR - retrotransposons จะมี long terminal repeat (LTR) อยูท่ีปลายท้ัง 2 ขาง ซ่ึงใช
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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สําหรับการเคลื่อนท่ี ยีนมีโครงสรางท่ีสามารถสราง gag - like protein (โปรตีนโครงสรางของ 

retroviruses ท่ีสามารถประกอบเปนอนุภาคเสมือนไวรัสได) และ Polprotein (DNA polymerase 

ของ retroviruses ซ่ึงสามารถทําหนา ท่ี เปน reverse transcriptase และ integrase) ทําให มี

ความสามารถในการจําลอง DNA โดยใช RNA เปนแมแบบ กอนจะแทรกตัวเขาตําแหนงใหมในจีโนม  

Non - LTR retrotransposons มี ท้ั ง  widespread long interspersed nuclear 

element (LINEs) และ short interspersed nuclear elements (SINEs) ยีนกระโดด LINEs มี

ความยาวประมาณ 3 - 7 กิโลเบส (Deininger and Batzer, 1999) และสามารถแทรกตัวไดเอง โดย

จะสรางโปรตีนจาก ORF1 และ ORF2 ซ่ึงจําเปนในการเคลื่อนท่ี ในมนุษยพบ LINE element (L1) 

ในเซลลมะเร็งท่ีไดรับมาจากเซลลเยื่อบุ (epithelial cell) (Carreira et al., 2014) มีหลายรายงาน

แสดงใหเห็นวาการเติมหมูเมทิลใน L1 มาก จะกระตุนใหยีนกลายกอมะเร็ง (proto-oncogene) 

(Antelo et al., 2012; Lamprecht et al., 2010; Takai et al., 2000) ในทางตรงกันข าม SINE 

สรางจาก DNA polymerase III มีขนาดไมเกิน 600 คูเบส ไมสามารถแทรกตัวไดเองเพราะไมมี ORF 

การเคลื่อนท่ีของ SINEs ข้ึนอยูกับกลุมโปรตีนท่ีทํางานรวมกับ LINEs ยีน Alu เปนตัวอยางของ SINE 

ในมนุษยท่ีมีสวนสําคัญในหลายโรค โดยการแทรกตัวในจีโนมของเซลลรางกายและเซลลสืบพันธุ 

(Deininger and Batzer, 1999) 

 2.7.2 DNA transposons 

  DNA transposons จะอาศัยกระบวนการตัดและแทรกใหมในจีโนม โดยยีนจะ

ประกอบดวยตัวยีนกระโดดท่ี มี  terminal inverted repeats (TIRs) อยู ท่ีปลาย ท้ังสองด าน 

Transposase จะจดจํา  TIRs และตัดยีนกระโดดเ พ่ือนํ า ไปแทรกยั งจุด อ่ืนๆในจี โนม DNA 

transposons อาจมีขนาดไดถึง 10 กิโลเบส และมี TIRs ยาว 10 - 500 คูเบส (Burt and Trivers, 

2006) Tc1/mariner และ P-element ในแมลงหวี่ D. drosophila เปน DNA transposons ท่ี มี

การศึกษามากท่ีสุด โดย Tc1/mariner เปนยีนกระโดดท่ีมีความหลากหลายและพบไดมากท่ีสุด มี

ความยาวตั้งแต 1 - 5 กิโลเบส สามารถแปลรหัสให transposase ท่ีมีขนาดประมาณ 282-345 

กรดอะมิโน และมี TIRs ท่ีอาจยาวประมาณ 17 - 1100 คูเบส  Tc1/mariner สามารถถายทอดได

จากเจาบานท่ีตางกัน (Horizontal transfer) ยกตัวอยาง เชน ระหวางแมลงตางอันดับกัน (order) 

และสัตวน้ําครัสเตเชียน (crustaceans) (Plasterk et al., 1999) ยีนกระโดดสามารถถายทอดไดโดย

อาศัยพาหะเปนตัวนําสงอาจเปนปรสิตภายนอกรางกาย เชน เห็บ ซ่ึงเปนพาหะสงยีนกระโดด P-

element หรือปรสิตภายในรางกาย เชน ไวรัส (Munoz-Lopez and Garcia-Perez, 2010)  

 นอกจากนี้ยังมีการคนพบ DNA transposons ท่ีไมสามารถแทรกตัวไดเอง เรียก 

Miniature Inverted-repeat Transposable Elements (MITEs) หรือ short DNA transposons-

element ซ่ึงมีขนาดประมาณ 80 - 500 คูเบส และพบไดในยูคารีโอตหลายชนิด ยีนเหลานี้ไม
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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สามารถสรางโปรตีนท่ีจําเปนในการเคลื่อนท่ีไดดังนั้นการเคลื่อนท่ีจึงข้ึนอยูกับกลุมโปรตีนท่ีทํางาน

รวมกับ DNA transposons ท่ีเคลื่อนท่ีไดเอง (Feschotte et al., 2007) 

2.7.3 ยีนกระโดดในกุง (Transposons in shrimps) 

  มีการคนพบยีนกระโดดหลายชนิดในครัสเตเชียน ยีนกระโดดตัวแรกท่ีถูกคนพบคือ 

mariner ในปู Bythograea thermydron (Casse et al., 2006) หลังจากนั้นจึงคนพบยีนกระโดด

ตัวอ่ืนๆ ท่ีมีลักษณะคลาย mariner จากการศึกษาใน Expressed Sequence Tag (EST) ของ cDNA 

library ของเนื้อเยื่อตางๆ ของกุงกุลาดํา (Penaeus monodon) นอกจากนี้ยังมี Penelope-like 

element ซ่ึงถูกระบุไดในกุงญี่ปุน (Marsupenaeus japonicus) (Koyama et al., 2013) การศึกษา

โดยวิเคราะหลําดับเบสของครัสเตเชียน 15 - 18 ชนิด ดวยคอมพิวเตอร (in silico approach) คนพบ 

Copia 35 ชนิ ด  และ  Gypsy 46 ชนิ ด  โดย  2 ใน  3 เป น  LTR-retrotransposon Gypsy-like 

element นั่นคือ GyPemo1 และ GyPemo2 ในกุงกุลาดํา (Piednoël et al., 2013) 
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บทท่ี 3  

วิธีการดําเนินงานวจิัย  

 
3.1 อาหารเลี้ยงเช้ือ 

 3.1.1 Luria-Bertani broth (LB broth) 

 3.1.2 Luria-Bertani (LB) agar 

 3.1.3 Sf-900TM II SFM 

 3.1.4 Grace’s media 

 

3.2 เอนไซม สารเคมี และบัฟเฟอร 

 3.2.1 InstantBlue® Coomassie Protein Stain 

 3.2.2 Sodium chloride (NaCl) 

 3.2.3 Peptone 

 3.2.4 Yeast Extract 

 3.2.5 Agarose 

 3.2.6 Distilled water (ddH2O) 

 3.2.7 10x TBE buffer  

 3.2.8 Magnesium Chloride (MgCl2) 

 3.2.9 Ethidium Bromide (EtBr) 

 3.2.10 5x Phusion HF Buffer 

 3.2.11 DNA loading dye (6x) 

 3.2.12 Acrylamide solution  

 3.2.13 Glycine 

 3.2.14 Glycerol 

 3.2.15 Methanol 

 3.2.16 N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine (TEMED) 

 3.2.17 Tris base 

 3.2.18 Agarose  

 3.2.19 Ampicillin 

 3.2.20 Kanamycin 

 3.2.21 Chloramphenicol 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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 3.2.22 BamHI 

 3.2.23 EcoRI 

 3.2.24 XhoI 

 3.2.25 Isopropyl-β-D-thiogalacto-pyranositol (IPTG) 

 3.2.26 Lysozyme 

 3.2.27 Taq DNA polymerase  

 3.2.28 10x Fastdigest buffer 

 3.2.29 Transfer buffer  

 3.2.30 2x Laemmli Sample Buffer 

 3.2.31 β-mercaptoethanol 

 3.2.32 Sodium dodecyl sulfate (SDS) 

 3.2.33 Ammonium sulfate (APS) 

 3.2.34 10x Running Buffer 

 3.2.35 Hydrochloric acid (HCl) 

 3.2.36 40% Acrylamide/Bis Solution (37.5:1) 

 3.2.37 Imidazole 

 3.2.38 Triton x-100 

 3.2.39 Phenylmethylsulfonyl Fluoride (PMSF) 

 3.2.40 Liquid Nitrogen 

 3.2.41 RQ1 (RNase-Free DNase) 

 3.2.42 Phosphate Buffered Saline (PBS) 

 3.2.43 Isopropanol Alcohol (C3H8O) 

 3.2.44 Edetate Disodium (EDTA) 

 3.2.45 Dithiothreitol (DTT) 

 3.2.46 Elution buffer 

 3.2.47 FuGene transfection reagent 

 3.2.48 Gentamycin sulfate 

 3.2.49 Tetracycline 

 3.2.50 TAE buffer 

 3.2.51 TBE buffer 

 3.2.52 Anti-6x His Tag (mAb-His6) Antibody 

 3.2.53 Goat anti-mouse (GAM) Antibody เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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 3.2.54 Anti-Glutathione S-transferases (mAb-GST) Antibody 

 3.2.55  Nikle (Ni2+) Sepharose beads 

 3.2.56 Glutathione Sepharose beads 

 3.2.57 Mirus transfection reagent 

 3.2.58 Trypan blue stain 

 

3.3 เคร่ืองมือและอุปกรณ 

 3.3.1 หลอดไมโครเซนติฟวกพลาสติก (Micro Centrifuge Tube) 

 3.3.2 หลอดพีซีอาร (PCR Tube) 

 3.3.3 เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (Polymerase Chain Reaction Machine) 

 3.3.4 ขวดเพาะเลี้ยงเซลลขนาด T75 (T75 Cell Culture Flask) 

 3.3.5 ขวดเพาะเลี้ยงเซลลขนาด T25 (T25 Cell Culture Flask) 

 3.3.6 เครื่องนึ่งฆาเชื้อโดยใชความรอน (Autoclave) 

 3.3.7 กลองจุลทรรศนหัวกลับสําหรับงานเพาะเลี้ยงเซลล (Inverted Microscope)  

 3.3.8 ปเปต (Serological Pipette) 

 3.3.9 เครื่องดูดจายสารอัตโนมัติ (Pipette Boy) 

 3.3.10 จานเพาะเชื้อพลาสติก (Sterile Plastic Petri Dish) 

 3.3.11 เครื่องบมเชื้อแบบเขยา (Incubator shaker)  

 3.3.12 ไมจิ้มฟน (Toothpick) 

 3.3.13 ตูบมเชื้อ (Incubator)  

 3.3.14 เครื่องปนเหวี่ยงแบบควบคุมอุณหภูมิ (Centrifuge) 

 3.3.15 หลอดเซนติฟวกพลาสติก ขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร (Centrifuge Tube)  

 3.3.16 เครื่องชั่งสาร 4 ตําแหนง (Analytical Balance 4 digits)  

 3.3.17 ไมโครเพลท ขนาด 96 หลุม (96-well plate) 

 3.3.18 เครื่องดูดจายสารละลายไมโครปเปต (Micropipette) 

 3.3.19 ปเปตทิป (Pipette Tip) 

 3.3.20 กลองจุลทรรศนชนิดฟลูออเรสเซนต (Fluorescent Microscope) 

 3.3.21 คีมคีบ (Forcep) ยี่หอ SPHINX  

 3.3.22 สไลดนับเซลล (Hemocytometer)  

 3.3.23 เครื่องนับจํานวนแบบกด (Manual Counter)  

 3.3.24 ขวดรูปชมพู (Erlenmeyer flask) 

 3.3.25 เครื่องรันเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสแบบแนวตั้ง (Vertical Gel Electrophoresis)  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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 3.3.26 เครื่องรันเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสแบบแนวนอน (Horizontal Gel Electrophoresis)  

 3.3.27 เครื่องถายภาพรูปเจลและวิเคราะหเจล (Manual gel documentation systems 

InGenius3) 

 3.3.28 เครื่องซีลถุงพลาสติก (Bag Sealer) 

 3.3.29 ตลับประกบฟลม X-RAY (Hypercassette)  

 3.3.30 แผนฟลม X-RAY (FUJI Medical X-RAY Film) ยีห่อ FUJIFILM 

 3.3.31 เครื่องเขยาสารแนวราบ (Rotator/Orbital Shaker) รุน KJ-201 BS Rotating  

 3.3.32 เครื่องวัดคาดูดกลืนแสง (Spectrophotometer)  

 3.3.33 คิวเวทท (Cuvettes)  

 3.3.34 เครื่องเขยาสาร (Vortex Mixer) ยี่หอ Scientific Industries 

 3.3.35 เครื่องปนเหวี่ยงขนาดเล็ก (Mini Centrifuge)  

 3.3.36 เครื่องเขยาแบบหมุนหลายทิศทาง (Rotators) 

 3.3.37 กลองพลาสติกใสสี่เหลี่ยมมีฝาปด (Plastic Box) รุนD Size(cm.):10 x 7.5 x 5.5 

 3.3.38 ถุงพลาสติกทนรอน (Hot Plastic Bag)  

 3.3.39 เครื่องสงถายสารพันธุกรรม (Trans-Blot SD cell)  ยี่หอ BioRad, USA 

 3.3.40 แผนเมมเบรน (Nitrocellulose membrane) ขนาด 8x6 cm. 

 3.3.41 กระดาษซับ (Blotting Paper) ขนาด 8x6 cm. 

 3.3.42 จานเพาะเลี้ยงเซลลขนาด 6 หลุม (6-well plate) 

 3.3.43 เครื่องใหความรอนหลอดทดลอง (Heating Box) 

 3.3.44 หมอมีดามจับและฝาปด  

 3.3.45 อางควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) 

 3.3.46 เครื่องกําเนิดคลื่นเสียงความถ่ีสูง (Ultrasonic Sonicator) 

 3.3.47 ไมโครเวฟ (Microwave) 

 3.3.48 เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Nanodrop Spectrophotometer) 

 3.3.49 ตูปลอดเชื้อ (Laminar Flow Hood) 

 3.3.50 บีกเกอร (Beaker) 

 3.3.51 กระบอกตวง (cylinder) 

 3.3.52 แทงแมเหล็กกวนสาร (Magnetic Stirring Bar) 

 

3.4 สารอ่ืนๆ 

 3.4.1 ชุดสกัดพลาสมิด (FavorPrepTM Plasmid  Extraction Mini kit) ยี่หอ FAVORGEN 

 3.4.2 ชุดสกัดพลาสมิด (QIAGEN Plasmid Mini)  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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  3.4.3 ชุดสกัดสารพันธุกรรมจากเจล (FavorPrepTM Gel/PCR Purification Kit) ยี่หอ 

FAVORGEN  

 3.4.4 ECLTM Prime Western Blotting Detection Reagents ยี่หอ cytiva 

 

3.5 เวกเตอร (Vector) 

 3.5.1 pET28a 

 

 
 

รูปท่ี 3.1 แสดงโครงสรางพลาสมิด pET28a พรอมจุดตัดของเอนไซมตัดจําเพาะ Novagen® 

 

 3.5.2 pIEX-eGFP 

 

 
 

รูปท่ี 3.2 แสดงโครงสรางพลาสมิด pIEX-1 พรอมจุดตัดของเอนไซมตัดจําเพาะ Novagen® 
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 3.5.3 pACEBac I 

 

 

 

รูปท่ี 3.3 แสดงโครงสรางพลาสมิด pACEBac I พรอมจุดตัดของเอนไซมตัดจําเพาะ (MultiBac™ 

Geneva Biotech) 

 

3.6 การสรางพลาสมิดลูกผสมของยีน Arginine kinase และ Serine/Threonine 

protein kinase (pET28-Ark และ pET28-STK)  

3.6.1 การเพ่ิมปริมาณช้ินสวนยีน Ark และ STK ดวยเทคนิคพีซีอาร (Polymerase 

chain reaction, PCR)  

  ทําการเพ่ิมปริมาณชิ้นสวนยีน Ark และ STK โดยใชคูไพรเมอร (primers) ท่ีจําเพาะ

กับยีน Ark หรือ STK และทําการเพ่ิมจํานวนชิ้นสวนยีนท้ังสองดวยเอนไซมดีเอ็นเอพอลิเมอรเรส 

(Phusion tag DNA polymerase) จากดีเอ็นเอตนแบบของกุงกุลาดําท้ัง 2 ตัว (cDNA1 และ cDNA2) 

เริ่มตนโดยทําการผสมสวนประกอบตางๆ ดังแสดงในตารางท่ี 3.1 ในหลอดพีซีอารขนาด 0.2 มิลลิลิตร 

โดยใชคูไพรเมอรท่ีจําเพาะกับยีน Ark คือ Ark-F และ Ark-R สําหรับคูไพรเมอรท่ีจําเพาะตอยีน STK 

คือ STK-F และ STK-R จากนั้นทําการปนเหวี่ยง (spin down) หลอดพีซีอารท่ีมีสารผสม (PCR 

mixture) กอนนําใสเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (PCR machine) และดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิ

เมอรเรสดังแสดงในตารางท่ี 3.2 หลังจากนั้นทําการตรวจสอบผลิตภัณฑพีซีอาร (PCR product) ท่ี

เกิดข้ึนดวยวิธีอะกาโรสเจล อิเล็กโทรโฟรีซีส (agarose gel electrophoresis) 

 

 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี 3.1 สวนประกอบปฏิกิริยาพีซีอารปริมาตร 25 ไมโครลิตร 

สวนประกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

5X Phusion HF buffer 5.0 

10 mM dNTPs 0.5 

10 µM Forward Primer 1.0 

10 µM Reward Primer 1.0 

Milli-Q water 16.25 

Phusion Taq 0.25 

cDNA  1.0 

 

ตารางท่ี 3.2  ข้ันตอนปฏิกิริยาพีซีอารของชิ้นยีน Ark และ STK 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา ทําซํ้า 

Initial denaturation 98 3 นาที  

Denaturation 98 30 วินาที  

Annealing 55 30 วินาที 30 รอบ 

Extension 72 30 นาที  

Final extension 72 30 นาที  

 

3.6.2 การวิเคราะหผลิตภัณฑพีซีอารดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส (agarose gel 

electrophoresis)   

เตรียมสารละลายเจลอะกาโรสท่ีอัตราสวน 1% และใหความรอนดวยไมโครเวฟ

เพ่ือใหสารละลายเปนเนื้อเดียวกัน หลังจากนั้นทําการเทสารละลายลงบนถาดเตรียมเจล (tray) และ

วางหวี (comb) เพ่ือใหเกิดชองสําหรับโหลดตัวอยาง และท้ิงเจลแข็งตัวประมาณ 30 นาที ทําการ

เตรียมตัวอยางโดยทําการผสมผลิตภัณฑพีซีอาร 10 ไมโครลิตรตอสี (6x DNA loading dye)  2 

มิลลิลิตร เม่ือทําการประกอบเจลลงในตัวถังพรอมบัฟเฟอรเสร็จแลว ทําการโหลดผลิตภัณฑพีซีอาร

แตละตัวอยางลงในชองโหลดเจลและทําการแยกสารพันธุกรรมโดยใชกระแสไฟฟา 100 โวลต เปน

เวลา 40 นาที ทําการยอมเจลดวย Ethidium bromide และแชน้ํากลั่น 15 นาที กอนนําเจลไป

ถายภาพและวิ เคราะหผลดวยเครื่ องถ ายรูป เจล  (Manual gel documentation systems 

InGenius3) นอกจากนี้ยังทําการวิเคราะหความบริสุทธิ์และความเขมขนของผลิตภัณฑพีซีอารท่ีได

ดวยเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Nanodrop Spectrophotometer)    

 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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 3.6.3 การเพ่ิมจํานวนและสกัดพลาสมิด pET28a 

  3.6.3.1 การเพ่ิมจํานวนพลาสมิด pET28a 

   เลือกโคโลนีเดี่ยวของเชื้อแบคทีเรีย E. coli (DH5α) ท่ีมีพลาสมิด pET28a 

จากจานเพาะเชื้อตนฉบับ (master plate) เพ่ือทําการเลี้ยงในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตรท่ีมี

อาหารเหลว Luria-Bertani (LB) ผสมยาปฏิชีวนะ Kanamycin ท่ีความเขมขนสุดทาย 50 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร ปริมาตร 3 มิลลิลิตร แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พรอมกับเขยาเปนเวลา 

16 – 18 ชั่วโมง 

  3.6.3.2 การสกัดพลาสมิด pET28a  

   ทําการเก็บเซลล E. coli ดวยการปนดวยเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) ท่ี

ความเร็วรอบ 12,000 x g เปนเวลา 1 นาที และสกัดพลาสมิด pET28a ดวยชุดสกัดพลาสมิด 

(FavorPrep™ Plasmid Extraction Mini Kit) ละลายเซลลในบัฟเฟอร P1 ปริมาณ 200 ไมโครลิตร 

จากนั้นทําใหเซลลแตกดวยการใสบัฟเฟอร P2 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันและตั้งท้ิงไว

ประมาณ 5 นาที หรือจนกวาสารละลายจะเปลี่ยนจากขุนเปนใส ทําใหพลาสมิดคืนสภาพ (renature) 

โดยการใสบัฟเฟอร P3 ปริมาณ 300 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันและตั้งท้ิงไวนาน 5 นาที กอนปนแยก

โปรตีนและเศษเซลลดวยความเร็ว 18,000 x g ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที จากนั้นดูดสวนใสท่ี

มีพลาสมิดใสในคอลัมนท่ีสามารถจับกับพลาสมิดได จากนั้นปนลางคอลัมนดวย 70 % แอลกอฮอล 

กอนจะชะพลาสมิดออกดวยน้ําบริสุทธิ์ หลังจากนั้นตรวจสอบความบริสุทธิและความเขมขนของพ

ลาสมิด pET28a ท่ีสกัดไดดวยวิธี agarose gel electrophoresis และ เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง 

Nanodrop ดังแสดงในหัวขอ 3.6.2 

 3.6.4 การตัดช้ินสวนยีน Ark STK และพลาสมิด pET28a ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

(Restriction enzyme) 

  ทําการผสมสวนประกอบตางๆ สําหรับการเกิดปฏิกิริยาการตัดชิ้นสวนยีน Ark STK 

และพลาสมิด pET28a ดวยเอนไซมตัดจําเพาะดังแสดงในตารางท่ี 3.3 โดยชิ้นสวนยีน Ark และ pET28a 

จะทําการตัดดวยเอนไซม BamHI และ XhoI ในขณะท่ีชิ้นสวนยีน STK และ pET28a จะทําการตัดดวย

เอนไซม EcoRI และ XhoI นําสารผสมปริมาตร 30 มิลลิลิตรของแตละตัวอยางไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง 30 นาที หลังจากนั้นทําการแยกแถบชิ้นสวนยีน Ark หรือ STK และพ

ลาสมิด pET28a ท่ีถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะแลวดวยวิธี agarose gel electrophoresis เม่ือทําการ

ยอมเจลดวย Ethidium bromide และนําเจลไปถายภาพและวิเคราะหผลดวยเครื่องถายรูปเจล ทําการ

ตัดเจลบริเวณท่ีมีแถบชิ้นสวนยีน Ark หรือ STK และพลาสมิด pET28a ตามขนาดท่ีตองการ และทําการ

สกัดดีเอ็นเอออกจากเจลดวยชุดสกัดสารพันธุกรรม (FavorPrepTM Gel/PCR Purification Kit) สุดทายทํา

การวัดความเขมขนชิ้นสวนยีน Ark หรือ STK และพลาสมิด pET28a ท่ีสกัดไดดวยวิธี agarose gel 

electrophoresis และเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง Nanodrop ดังแสดงในหัวขอ 3.6.2  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางท่ี 3.3 สวนประกอบปฏิกิริยาการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

การตัด Ark และ pET28a การตัด STK และ pET28a 

สวนประกอบ 
ปริมาตร 

(ไมโครลิตร) 
สวนประกอบ 

ปริมาตร 

(ไมโครลิตร) 

Milli-Q water 13 Milli-Q water 13 

Ark หรือ pET28a 12 STK หรือ pET28a 12 

10x Fastdigest buffer 3 10x Fastdigest buffer 3 

BamHI 1 EcoRI 1 

XhoI 1 XhoI 1 

Total 30 Total 30 

 

 3.6.5 การเช่ือมตอดีเอ็นเอ (Ligation) 

  ทําการเชื่อมตอยีนเขากับพลาสมิดท่ีถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะเพ่ือใหไดพลาส 

มิดลูกผสม (recombinant plasmid) ดวยเอนไซมไลเกส (T4 ligase) โดยความเขมขนและขนาดของ

ชิ้นสวนยีนและพลาสมิดท่ีไดจากหัวขอ 3.6.4 แสดงในตารางท่ี 3.4 และทําการคํานวนปริมาณยีน

และพลาสมิดท่ีเหมาะสมเพ่ือใชสําหรับปฏิกิริยาการเชื่อมตอ โดยจะใชพลาสมิดท่ีความเขมขน 20 นา

โนกรัม และใชอัตราสวนยีนตอพลาสมิดท่ี 3:1 

 

ตารางท่ี 3.4 ขนาดและความเขมขนโดยประมาณของยีน Ark STK และพลาสมิด pET28a  

ยีนและพลาสมิด (เอนไซมตัดจําเพาะ) 
ขนาด  

(กิโลเบส, kb) 

ความเขมขน  

(นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 

Ark (BamHI/XhoI) 1.1 22.1 
pET28a (BamHI/XhoI) 5.369 9 

STK (EcoRI/XhoI) 1.9 27.2 

pET28a (EcoRI/XhoI) 5.369 6 

 

สูตรคํานวณปริมาณยีนท่ีใช มีหนวยนาโนกรัม (ng) ท่ีสัดสวนยีนตอพลาสมิด 3:1   

 

 ปริมาณของ insert (ng) = Insert size (kb) x vector (ng) x molar ratio of inset : vector 

                           Vector size (kb) 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ปริมาณของ Ark ท่ีตองใช  

        ปริมาณของ Ark (ng) = 1.1 (kb) x 20 (ng) x 3:1 

                    5.3 (kb) 

  ปริมาตรท่ีตองใช        = 12.45/22.1 นาโนกรัม = 0.6 ไมโครลิตร 

ปริมาณของ STK ท่ีตองใช  

                 ปริมาณของ STK (ng)     = 1.9 (kb) x 20 (ng) x 3:1 

                    5.3 (kb) 

             ปริมาตรท่ีตองใช    = 21.50/27.2 นาโนกรัม = 0.8 ไมโครลิตร  

  หลังจากนั้นทําการผสมสวนประกอบตางๆลงในหลอดไมโครเซนติฟวกขนาด 1.5 

มิลลิลิตร ดังแสดงในตารางท่ี 3.5  และนําสารผสมไปบมท่ี 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง 

หรือ 16 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1-2 ชั่วโมง สุดทายทําการเพ่ิมจํานวนและคัดเลือกพลาสมิดลูกผสม

ในแบคทีเรีย E. coli (DH5α) ในข้ันตอนตอไป 

 

ตารางท่ี 3.5 สวนประกอบปฏิกิริยาเชื่อมตอดีเอ็นเอ 

สวนประกอบ 
ปริมาตร 

(ไมโครลิตร) 
สวนประกอบ 

ปริมาตร 

(ไมโครลิตร) 

10x T4 ligation buffer 1.0 10x T4 ligation buffer 1.0 

pET28a (B/X) (20 ng) 2.2 pET28a (E/X) (20 ng) 3.3  

Ark (B/X) (12.45 ng) 0.6 STK (E/X) (21.25 ng) 0.8 

ddH2O  5.7 ddH2O  4.4 

T4 ligase  0.5 T4 ligase  0.5 

Total 10 Total 10 

 

 3.6.6 การนําพลาสมิดลูกผสมเขาสูเซลลแบคทีเรีย (Transformation)  

  ทําการนําสงพลาสมิดลูกผสมเขาสู E. coli สายพันธุ DH5-alpha ดวยวิธี heat 

shock โดยเริ่มจากการนําสารผสมการเชื่อมตอชิ้นดีเอ็นเอจากหัวขอ 3.6.5 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 

ผสมกับเซลลแบคทีเรียท่ีถูกทําใหอยู ในสภาพท่ีเหมาะสมในการนําสงดีเอ็นเอจากภายนอก 

(competent cell) ท่ีปริมาตร 50 ไมโครลิตร ในหลอดไมโครเซนติฟวกขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีแชใน

น้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที จากนั้นทําการ heat shock โดยนําหลอดไปบมท่ีอุณหภูมิ 42 องศา

เซลเซียสโดยทันที ในอางน้ําปรับอุณหภูมิ (water bath) เปนเวลา 45 วินาที และรีบนํากลับมาแช

น้ําแข็งอีกครั้งเปนเวลา 2 นาที ทําการเติมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ลงในหลอดทดลองปริมาตร 950 

ไมโครลิตร กอนนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พรอมเขยา เม่ือครบเวลา 1 ชั่วโมง แบงเซลล

แบคทีเรียออกเปน 2 สวนคือ 10% และ 90% เพ่ือนําไปทําใหเชื้อกระจายบนจานเพาะเชื้อ (spread 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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plate) อาหารแข็ง (LB agar) ท่ีมีสวนผสมยาปฏิชีวนะ Kanamycin ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร สุดทายนําจานเพาะเชื้อบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 16-18 ชั่วโมง 

 

 3.6.7 การคัดเลือกเซลลแบคทีเรียท่ีมีพลาสมิดลูกผสม (screening of the positive 

clones) 

  3.6.7.1 การทําจานเพาะเช้ือตนฉบับ (Master Plate)  

   ทําการเลือกเชื้อแบคทีเรียจํานวน 30 โคโลนี บนจานเพาะเชื้อจากหัวขอ 

3.6.6 โดยใชไมจิ้มฟนเข่ียโคโลนีเดี่ยว ๆของแบคทีเรียและนํามาจิ้มลงจานเพาะเชื้ออาหารแข็งอันใหม

ท่ีผสมยาปฏิชีวนะ Kanamycin จนครบตามจํานวนท่ีตองการ หลังจากนั้นทําการบมจานเพาะเชื้อ

อาหารแข็งท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 16-18 ชั่วโมง  

  3.6.7.2 การคัดเลือกพลาสมิดลูกผสมโดยวิธีแยกตามขนาด (size screening) 

   ใชปเปตตทิปเข่ีย 15 โคโลนีของแบคทีเรียจากจานเพาะเชื้อตนฉบับในหว

ขอ 3.6.7.1 และทําการบดในหลอดทดลองท่ีมีสารละลายบัฟเฟอร Size screening (Size screening 

Buffer) ปริมาตร 30 ไมโครลิตร เปนเวลาประมาณ 30 วินาที หรือจนสารละลายเหนียวหนืด จากนั้น

นําหลอดทดลองท่ีมีสารละลายไปบมในตูบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  กอน

นํามาปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 xg นาน 5 นาที จากนั้นทําการตรวจสอบขนาดของพลาสมิดลูก

ผสมดวยวิธี agarose gel electrophoresis ดังแสดงในหัวขอ 3.6.2 เม่ือทําการยอมเจลดวย 

Ethidium bromide และนําเจลไปถายภาพและวิเคราะหผลดวยเครื่องถายรูปเจล ทําการตรวจสอบ

ขนาดของพลาสมิดลูกผสมท่ีเปลี่ยนแปลงไปดวยการวิเคราะหเทียบกับพลาสมิดเปลาและแถบดีเอ็นเอ

มาตรฐาน (DNA marker)  

  3.6.7.3 การคัดเลือกพลาสมิดลูกผสมโดยวิธีตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  

   หลังจากการคัดเลือกพลาสมิดลูกผสมดวยวิธีแยกตามขนาดแลว ยังตองทําการ

ยืนยันพลาสมิดลูกผสมดวยวิธีอ่ืนๆ อีกครั้ง การทดลองนี้ทําการเลือกโคโลนีแบคทีเรียหมายเลข 2-5 จาก

จานเพาะเชื้อตนฉบับมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวท่ีผสมยาปฏิชีวนะ Kanamycin บมเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส พรอมเขยา เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง ทําการสกัดพลาสมิดลูกผสมดวยชุดสกัดพลาสมิด 

(FavorPrep™ Plasmid Extraction Mini Kit) ตามหัวขอ 3.6.3.2 และวัดคาความเขมขนของพลาสมิดลูก

ผสมดวยเครื่อง Nanodrop จากนั้นนําพลาสมิด pET28-Ark ประมาณ 500 นาโนกรัม มาตัดดวยเอนไซม 

BamHI และ XhoI สําหรับพลาสมิด pET28-STK ตัดดวยเอนไซม EcoRI และ XhoI โดยเตรียมปฏิกิริยา

ตามท่ีแสดงดังตารางท่ี 6 และทําการบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นตรวจสอบ

ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอจากพลาสมิดลูกผสมท่ีไดจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะเทียบกับพลาสมิดเปลา

และแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA marker) ดวยวิธี agarose gel electrophoresis ดังแสดงในหัวขอ 3.6.2 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางท่ี 3.6 สวนประกอบในปฏิกิริยาการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะเพ่ือตรวจสอบพลาสมิด pET28-

Ark และ pET28-STK 

สวนประกอบ 
หมายเลขโคโลน ี

Ark2 Ark3 Ark4 Ark5 

10x Fastdigest buffer 1.0 1.0 1.0 1.0 

pET28-STK (500 ng) 7.0 4.2 5.0 6.2 

EcoRI 1.0 1.0 1.0 1.0 

XhoI 1.0 1.0 1.0 1.0 

ddH2O - 2.8 2.0 0.8 

Total 10 ng/µl Reaction 

 

สวนประกอบ 
หมายเลขโคโลน ี

STK2 STK3 STK4 STK5 

10x Fastdigest buffer 1.0 1.0 1.0 1.0 

pET28-STK (500 ng) 5.1 5.0 6.1 3.6 

EcoRI 1.0 1.0 1.0 1.0 

XhoI 1.0 1.0 1.0 1.0 

ddH2O 1.9 2.0 0.9 3.4 

Total 10 ng/µl Reaction 

 

3.7 การแสดงออกของโปรตีนลูกผสม (Recombinant protein expression) 

 3.7.1 การกระตุนการแสดงออกของโปรตีนลูกผสมดวย IPTG   

  จากการคัดเลือกพลาสมิดลูกผสมในหัวขอ 3.6.7.2 และ 3.6.7.3 นําพลาสมิดลูกผสม 

pET28-Ark หมายเลข 4 และ 5  (Ark4 และ Ark5) และ พลาสมิดลูกผสม pET28-STK หมายเลข 4 

และ 5 (STK4 และSTK5) ความเขมขนประมาณ 50 นาโนกรัม สงเขาสูเซลลแบคทีเรีย E. coli สาย

พันธุ Rosetta ตามวิธีทดลองในหัวขอ 3.6.6 และนําไปทําใหเชื้อกระจายบนจานเพาะเชื้ออาหารแข็ง 

(LB agar) ท่ีมีสวนผสมยาปฏิชีวนะ Kanamycin ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ 

Chloramphenicol ความเขมขน 34 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทําการบมจานเพาะเชื้ออาหารแข็งท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง หลังจากทําจานเพาะเชื้อตนฉบับ (Master 

Plate) เลือก 2 โคโลนีของแบคทีเรียจากจานเพาะเชื้อ pET28-Ark4 (Ark4/1 และ Ark4/2) และ 

pET28-Ark5 (Ark5/1 และ Ark5/2) รวมท้ัง pET28-STK4 (STK4/1 และ STK4/2) และ pET28-

STK5 (STK5/1 และ STK5/2) มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB broth ท่ีมีสวนผสมยาปฏิชีวนะ 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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Kanamycin ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ Chloramphenicol ความเขมขน 34 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 3 มิลลิลิตร (starter) บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พรอมเขยา

เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง  จากนั้นทําการเจือจางเชื้อแบคทีเรีย starter ท่ีปริมาตร 1 สวน ในอาหาร

เลี้ยงเชื้อเหลวใหม 100 สวน แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พรอมเขยา จนมีคาความขุน

ของเซลลเม่ือวัดดวยเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) อยูในชวง 

0.4-0.6 จากนั้นใสสารละลาย IPTG ท่ีความเขมขนสุดทาย 0.2 มิลลิโมลารเพ่ือทําการกระตุนใหเกิด

การสรางโปรตีนลูกผสมในเซลลแบคทีเรีย และทําการบมพรอมเขยาเชื้อตอท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาทําการบันทึกความขุนของเซลลและเก็บเซลลท่ีความ

เขมขน 1 OD600 โดยการปนเหวี่ยงท่ี 6,000 xg นาน 10 นาที หลังจากเทอาหารเลี้ยงเชื้อท้ิงและทํา

การเก็บตะกอนเซลล (cell pellet) ท่ีอุณหภูมิ -30 องศาเซลเซียส กอนนําไปใชในข้ันตอนตอไป 

 3.7.2 การวิเคราะหรูปแบบโปรตีนดวยวิธี Sodium Dodecyl Sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)  

  การวิเคราะหรูปแบบการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม His-Ark และ His-STK ใน

เซลลแบคทีเรียจากหัวขอ 3.7.1 ดวยเจลอะคริลาไมด เริ่มดวยทําการเตรียมเจล SDS-PAGE ท่ีความ

เขมขน 10% (separating gel) โดยผสมสวนประกอบตางๆ ดังแสดงในตารางท่ี 3.7 กอนเทลง

ระหวางกระจกท่ีเตรียมไว ทําการคลุมผิวหนาเจลใหเรียบดวยน้ํากลั่นและท้ิงใหเจลแข็งตัวท่ี

อุณหภูมิหองประมาณ 30 นาที จากนั้นทําการเตรียมเจลชั้นบน (stacking gel) ท่ีความเขมขน 5% 

และเททับดานบนของ separating gel พรอมใสหวีเพ่ือทําใหเกิดชองใสตัวอยางและปลอยใหเจลแข็ง

ตัวประมาณ 30 นาที กอนนํามาประกอบกับข้ัวไฟฟาและบรรจุใสถังบัฟเฟอร  

  ทําการเตรียมตัวอยางโปรตีนเพ่ือนําไปโหลดเจลอะคริลาไมด โดยนําเซลลแบคทีเรีย

จากหัวขอ 3.7.1 ผสมกับ 2X Laemmli sample buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอ 1 OD600 ของ

ตะกอนเซลล หลังจากผสมใหเขากันดวยเครื่องเขยา (vortex) และนําไปตมในน้ําเดือดนาน 5 นาที 

ทําการแชตัวอยางในน้ําแข็งประมาณ 5 นาที จากนั้นทําการปนเหวี่ยง (spin down) กอนโหลด

ตัวอยางใสในหลุมใสตัวอยางของเจลอะคริลาไมด โดยคิดเทียบเปนปริมาณเซลลประมาณ 0.2 OD600 ทํา

การแยกขนาดโปรตีนโดยใชกระแสไฟฟา 130 โวลต เปนเวลา 1 ชั่วโมง 30 นาที หรือจนกวาสีของตัวอยาง

อยูหางจากขอบลางของเจลประมาณ 0.5-1 เซนติเมตร จึงยอมเจลดวยสี InstantBlue™ Coomassie เปน

เวลา 15 นาที ถึง 2 ชั่วโมง จากนั้นทําการลางเจลดวยน้ํากลั่นกอนนําเจลไปถายภาพและวิเคราะหผลดวย

การเทียบขนาดของโปรตีนลูกผสมท่ีตองการกับแถบโปรตีนมาตรฐาน (Protein marker) 

 

 

 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางท่ี 3.7 สวนประกอบเพ่ือเตรียมเจลอะคริลาไมดปริมาตรตอ 1 เจล   

เจลช้ันลาง (separating gel)  

ความเขมขน 10%  

 เจลช้ันบน (stacking gel)  

ความเขมขน 5% 

สวนประกอบ ปริมาตร  

(มิลลิลิตร) 

 สวนประกอบ ปริมาตร  

(มิลลิลิตร) 

Deionized water 3.3  Deionized water 3.675 

1M Tris-HCl pH 8.8 3.75  1M Tris-HCl pH 6.8 0.625 

40% acrylamide/bis 2.4  40% acrylamide/bis 0.65 

10% SDS 0.1  10% SDS 0.05 

10% APS 0.05  10% APS 0.025 

TEMED 0.075  TEMED 0.004 

Total 10  Total 5 

 

3.8 การสกัดโปรตีนลูกผสมจากเซลลแบคทีเ รีย (Extraction of recombinant 

protein from bacterial cells) 

 3.8.1 การสกัดโปรตีนดวยวิธีการแชแข็ง-ละลาย (Freeze thaw)  

  โดยท่ัวไปรูปแบบการแสดงออกของโปรตีนลูกผสมในเซลลแบคทีเรียสามารถแบง

ออกได 2 ลักษณะคือ 1) โปรตีนท่ีอยูในรูปละลายได (soluble protein) และ 2) โปรตีนท่ีอยูในรูปไม

ละลาย (insoluble protein)  ดังนั้นการทดลองนี้จึงทําการวิเคราะหการแสดงออกของโปรตีน

ลูกผสม His-Ark และ His-STK ในเซลลแบคทีเรียท่ีเพาะเลี้ยงท่ีอุณหภูมิตางกัน โดยทําการเลี้ยงเชื้อ

เพ่ือการกระตุนการแสดงออกของโปรตีนลูกผสมดวย IPTG ตามวิธีการทดลองหัวขอ 3.7.1 โดยหลัง

ใส IPTG ท่ีความเขมขนสุดทาย 0.2 มิลลิโมลาร จะแยกนําเซลลแบคทีเรียไปเลี้ยงท่ี อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส นาน 4 ชั่วโมง หรือท่ีอุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส นาน 20 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาทําการ

เก็บตะกอนเซลลโดยปนเหวี่ยงท่ี 6,000 xg นาน 10 นาที จากนั้นผสมสารละลายไลซิสบัฟเฟอร (lysis 

buffer) ท่ีมีสวนผสมของ 1 มิลลิโมลาร PMSF และ 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร lysozyme ปริมาตร 

50 ไมโครลิตร ตอตะกอนเซลลแบคทีเรีย 1 OD600 และทําการแชน้ําแข็งท้ิงไวประมาณ 30 นาที 

จากนั้นทําใหเยื่อหุมเซลลแบคทีเรียถูกทําลายมากข้ึนดวยวิธี freeze-thaw โดยนําตัวอยางท่ีเตรียมไว

แชไนโตรเจนเหลวเปนเวลา 1 นาที เพ่ือใหสารละลายเกิดเปนผลึกน้ําแข็ง จากนั้นนําตัวอยางมาแชน้ํา

ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสทันทีเปนเวลา 1 นาที เพ่ือทําการละลายน้ําแข็ง ทําการแชแข็งและ

ละลายตัวอยางซํ้าวนไปอยางนอย 5 ครั้ง กอนทําการใสเอนไซมดีออกซีไรโบนิวคลีเอส (DNase I, 

RQ1 Promega™) ท่ีความเขมขนสุดทาย 0.4-1 ยูนิตตอตัวอยาง และบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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เปนเวลา 10 นาที จากนั้นทําการปนเหวี่ยงเพ่ือแยกโปรตีนออกจากกันท่ีความเร็วรอบ 12,000 xg 

เปนเวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทําการดูดเก็บสวนของเหลวใส (สวนโปรตีนท่ีอยูในรูป

ละลายน้ําได) ใสหลอดทดลองอันใหมขนาด 1.5 มิลลิลิตร สําหรับตะกอนโปรตีน (สวนโปรตีนท่ีอยูใน

รูปไมละลายน้ํา) จะนํามาละลายในสารละลายไลซิสบัฟเฟอร (lysis buffer) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

จากนั้นทําการเตรียมตัวอยางโปรตีนและวิเคราะหรูปแบบการแสดงออกของโปรตีนลูกผสมดวย

เทคนิค SDS-PAGE ตามวิธีทดลองหัวขอ 3.7.2 ตอไป 

 3.8.2 การสกัดโปรตีนดวยวิธีการใชคล่ืนความถี่สูง (Sonication)  

  จากขอจํากัดในการสกัดโปรตีนดวยวิธีแชแข็ง-ละลาย (freeze-thaw) ท่ีมีเหมาะสม

กับปริมาณเซลลแบคทีเรียไมเกิน 2 OD600 ดังนั้นในการสกัดโปรตีนจากเซลลแบคทีเรียท่ีมีปริมาณ

มากๆ จึงเปลี่ยนมาใชวิธีท่ีเหมาะสมมากข้ึนคือการใชคลื่นความถ่ีสูงเพ่ือทําลายเยื่อหุมเซลลแบคทีเรีย 

การทดลองนําตะกอนเซลลแบคทีเรียประมาณ 5 OD600 ละลายในสารละลายไลซิสบัฟเฟอรปริมาตร 

300 ไมโครลิตร ดังแสดงในหัวขอ 3.8.1 หลังจากแชตัวอยางในน้ําแข็งไว 30 นาที ทําการทําลายเยื้อ

หุมเซลลแบคทีเรียโดยการใชคลื่นความถ่ีสูง (Sonicator) ท่ีความถ่ี 40-50 %โดยตั้งเวลาเปดทํางาน

ท้ังหมดเปนเวลา 2 นาที (pulse on 5 วินาที และ pulse off 10 วินาที) หรือจนกระท่ังสารละลาย

เซลลแบคทีเรียใส จากนั้นทําการแยกโปรตีนท่ีละลายน้ําและไมละลายน้ําตามวิธีการทดลองหัวขอ 

3.8.1 สุดทายทําการเตรียมตัวอยางโปรตีนและวิเคราะหรูปแบบการแสดงออกของโปรตีนลูกผสมดวย

เทคนิค SDS-PAGE ตามวิธีทดลองหัวขอ 3.7.2 ตอไป 

 

3.9 การวิเคราะหการแสดงออกของโปรตีนลูกผสมดวยแอนติบอดีจําเพาะ (Western 

blot analysis) 

 เม่ือทําการวิเคราะหรูปแบบการแสดงออกของโปรตีนลูกผสมดวยเจลอะคริลาไมด (SDS-

PAGE) เสร็จแลว จากนั้นทําการยืนยันแถบโปรตีนลูกผสม His-Ark และ His-STK บนเจลอะคริลาไมด

ดวยวิธี western blot analysis จากการทดลองในหัวขอ 3.8.2 นําเจลอะคริลาไมดท่ีทําการแยก

โปรตีนดวยกระแสไฟฟาแลวแชในบัฟเฟอร (Transfer buffer) จากนั้นทําการสงถายโปรตีนจาก

เจลอะคริลาไมดไปยังเมมเบรนไนโตรเซลลูโลส (nitrocellulose membrane) ดวยเครื่องสงถาย

โปรตีนชนิดก่ึงแหง (Trans-Blot SD cell) โดยมีลําดับการจัดวางสวนประกอบตางๆจากดานลางข้ึน

บนดังนี้ 1) กระดาษซับจํานวน 3 แผน วางแนบกับข้ัวลบ 2) เมมเบรนไนโตรเซลลูโลส โดยวางซอนทับ

บนกระดาษซับ 3) เจลอะคริลาไมดท่ีมีขนาดเทากับเมมเบรนวางทับดานบน 4) กระดาษซับจํานวน 3 

แผน วางปดทับเปนชั้นสุดทาย โดยสวนประกอบในทุกข้ันตอนตองผานการแชใน transfer บัฟเฟอรท่ี

เย็นจัดกอนทําการประกอบเครื่องและใชกระแสไฟฟาคงท่ี 0.30  มิลลิแอมป ในการสงถายโปรตีนไป

ยังเมมเบรนเปนเวลา 1 ชั่วโมง สังเกตประสิทธิภาพการสงโปรตีนไดจากสีของแถบโปรตีนมาตรฐาน

ยายจากเจลมาติดอยูบนเมมเบรน 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 ข้ันตอนตอไปนําแผนเมมเบรนแชในกลองพลาสติกท่ีมี Blocking บัฟเฟอร (5 % ของ skim 

milk ใน PBS บัฟเฟอรผสมกับ tween 20 ความเขมขน 0.1 %) ปริมาตร 10 มิลลิลิตรและทําการ

เขยาเปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นเท Blocking บัฟเฟอรท้ิงและใสแอนติบอดีตัวท่ี 1 (mouse anti-

His6X antibody) ท่ีมีความจําเพาะกับ His-tagged ท่ีความเจือจาง 1 ตอ 10,000 ใน blocking 

บัฟเฟอรและเขยาตออีกเปนเวลา 1-2 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาทําการเทแอนติบอดีตัวท่ี 1 ท้ิงและลาง

เมมเบรนดวย PBS บัฟเฟอรผสม tween 20 ความเขมขน 0.1 % เปนเวลา 5 นาที จํานวน 3 ครั้ง 

จากนั้นใสแอนติบอดีตัวท่ี 2 (goat anti-mouse, GAM) ท่ีจับจําเพาะกับแอนติบอดีตัวท่ี 1 และมีการ

ติดเอนไซม horseradish peroxidase (HRP) ท่ีความเจือจาง 1 ตอ 10,000 ใน blocking บัฟเฟอร

พรอมเขยาเปนเวลา 1 ชั่วโมง ทําการลางเมนเบรนอีกครั้งดวย PBS บัฟเฟอรผสม tween 20 ความ

เขมขน 0.1 % เปนเวลา 5 นาที จํานวน 3 ครั้ง จากนั้นทําการติดตามตําแหนงของโปรตีนลูกผสม

เปาหมายโดยการนําเมมเบรนวางลงบนแผนพลาสติกใหดานท่ีมีโปรตีนข้ึนดานบน ทําการหยดสารตั้ง

ตน (substrate, ECLTM Prime Western Blotting Detection Reagents) ท่ีจําเพาะกับเอนไซม 

HRP ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใหท่ัวแผนเมมเบรนและวางท้ิงไวเปนเวลา 5 นาที จากนั้นทําการเช็ดสาร

ตั้งตนบนเมมเบรนออก กอนทําการปดผนึกถุงพลาสติกท้ัง 4 ดานและนําไปติดในชุดประกบฟลม 

(Hypercassette) สุดทายทําการประกบแผนฟลม X-RAY ลงบนเมมเบรนในหองมืดเพ่ือตรวจสอบ

สัญญาณเคมีเรืองแสง (chemiluminasecence) จากนั้นลางฟลม X-RAY ดวยเครื่องลางฟลม โปรตีน

ลูกผสมท่ีมีความจําเพาะกับแอนติบอดีจะใหสัญญาณแถบข้ึนบนแผนฟลมเพ่ือทําการวิเคราะหขนาด

และปริมาณการแสดงออกของโปรตีนลูกผสมตอไป   

  

3.10 การทําโปรตีนใหบริสุทธิ์ดวยการใชนิกเกิล bead (Nickel Sepharose beads)  

ทําการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียท่ีมีพลาสมิด pET28a (ควบคุม) pET28-Ark5/1 และ pET28-

STK5/1 ในอาหารเหลว LB และทําการกระตุนการแสดงออกของโปรตีนลูกผสมดวย IPTG ตาม

วิธีการทดลองหัวขอ 3.7.1 โดยหลังใส IPTG ท่ีความเขมขนสุดทาย 0.2 มิลลิโมลาร จะนําเซลล

แบคทีเรียไปเลี้ยงท่ี อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส นาน 20 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาทําการเก็บตะกอนเซลล

โดยปนเหวี่ยงท่ี 6,000 xg นาน 10 นาที และนํามาสกัดโปรตีนลูกผสมท่ีอยูในรูปละลายไดดวย

วิธีการใชคลื่นความถ่ีสูงตามการทดลองท่ี 3.8.2 จากนั้นนําสารละลายโปรตีนลูกผสมไปทําใหบริสุทธิ์

ในลําดับตอไป 

ทําการเตรียม Nickel Sepharose beads (50 % ในสารละลายแอลกอฮอล) โดยการดูด

สารละลาย Nickel Sepharose beads ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 

มิลลิลิตร จากนั้นทําการปนเหวี่ยงเพ่ือแยก Nickel Sepharose beads ออกจากสารละลาย 20 %  แอ

ลกอฮอรท่ีใชในการเก็บรักษาดวยความเร็วรอบ 1000 xg เปนเวลา 2 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

หลังจากนั้นดูดสารละลาย 20 % แอลกอฮอลท้ิงและทําการลาง Nickel Sepharose beads ดวย PBS เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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บัฟเฟอร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จํานวน 3 ครั้ง ดวยการปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 1000 xg เปนเวลา 2 

นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นนํา Nickel Sepharose beads ผสมกับสารละลายโปรตีน

ลูกผสม (soluble protein fraction) ปริมาตร 250 ไมโครลิตร และนําไปหมุน (rotation) ดวยเครื่อง

แกนหมุน (rotator) ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6-18 ชั่วโมง จากนั้นทําการปนเหวี่ยงเพ่ือ

แยก Nickel Sepharose beads และทําการเก็บสวนใส (โปรตีนท่ีไมจับกับ Nickel Sepharose 

beads, unbound protein) ทําการลาง Nickel Sepharose beads ดวยสารละลายไลซิสบัฟเฟอร

ปริมาตร 500 ไมโครลิตร จํานวน 3 รอบ ทําการเก็บสวนใสทุกครั้ง (โปรตีนท่ีหลุดออกหลังจากทําการ

ลาง beads, washing fraction) จากนั้นทําการชะลางโปรตีนลูกผสมท่ีติดอยูกับ Nickel Sepharose 

beads ดวยสารละลาย imidazole (โปรตีนท่ีเกาะติดกับ beads, Eluted protein) ท่ีความเขมขน 

100 200 และ 300 มิลลิโมลารตามลําดับ สุดทายทําการเตรียมตัวอยางโปรตีนและวิเคราะหรูปแบบ

ของโปรตีนลูกผสมดวยเทคนิค SDS-PAGE ตามวิธีทดลองหัวขอ 3.7.2 และทําการยืนยันแถบโปรตีน

ลูกผสมดวยวิธีแอนติบอดีจําเพาะตามวิธีการหัวขอ 3.9 เพ่ือวิเคราะหประสิทธิภาพในการทําใหโปรตีน

ลูกผสมบริสุทธิ์ไดสําเร็จดวย Nickel Sepharose beads  

 

3.11 การแสดงออกของโปรตีนอารโกน็อต 4 (PmAGO4 protein) แบบช่ัวคราว 

(Transient expression) ในเซลลแมลง Spodoptera frugiperda ovary (Sf9 cell) 

การทดลองจะใชพลาสมิดท่ีมีสวนของโปรโมเตอร (promotor sequence) ของไวรัส ซ่ึง

สามารถทําการเหนี่ยวนําใหมีการแสดงออกของโปรตีนลูกผสมอารโกน็อต 4 ไดในเซลลแมลง (Sf9 

cell) โดยพลาสมิด HpIEXGFP สามารถผลิตโปรตีนเรืองแสงสีเขียว (Green fluorescent protein, 

GFP) ท่ีสามารถทําการตรวจสอบไดภายใตกลองจุลทรรศนชนิดฟลูออเรสเซนต (Fluorescent 

microscope) ดังนั้นเพ่ือใหสะดวกในการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนลูกผสมอารโกน็อต 4 จึง

ทําการออกแบบใหมีการติดฉลากดวยโปรตีนเรืองแสงสีเขียวท่ีบริเวณดานปลายเอ็น (N-terminus) 

ของโปรตีนอารโกน็อต 4 

 3.11.1 สกัดพลาสมิด HpIEXGFP และ HpIEXGFP-Ago4   

  ทําการเพ่ิมจํานวนพลาสมิดเปลา (HpIEXGFP) และพลาสมิดลูกผสม (HpIEXGFP-

Ago4) ใน เซลล  E. coli สาย พันธุ  DH5-alpha โดยการนํ าพลาส มิด เ ข าสู เ ซลล แบค ที เ รี ย 

(Transformation) ตามวิธีการทดลองหัวขอ 3.6.6 จากนั้นเพาะเลี้ยงแบคทีเรียบนจานเพาะเชื้อ

อาหารแข็งผสมยาปฏิชีวนะ Ampicillin ท่ีความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นําจาน

เลี้ยงเชื้อบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 16-18 ชั่วโมง กอนจะทําการคัดเลือกโคโลนีแบคทีเรีย

ท่ีไดรับพลาสมิดลูกผสมโดยการเปรียบเทียบจากขนาด (size screening) ตามวิธีทดลองท่ี 3.6.7.2 

จากนั้นทําการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย ท่ี มีพลาสมิดลูกผสม HpIEXGFP-Ago4 จํานวน 2 โคโลนี  

(HpIEXGFP-Ago4/1 และ Ago4/2) ในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตรท่ีมีอาหารเหลว LB ผสมยาเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ปฏิชีวนะ Ampicillin ปริมาตร 3 มิลลิลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสพรอมเขยาเปนเวลา 

16-18 ชั่วโมง จากนั้นปนเก็บเซลลแบคทีเรียดวยเครื่องปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 6,000 xg เปน

เวลา 5 นาที และทําการสกัดพลาสมิดลูกผสมดวยชุดสกัดพลาสมิด (QIAGEN® plasmid mini kits) 

ข้ันตอนสุดทายทําการละลายพลาสมิดลูกผสมในตูปลอดเชื้อ (Larminar flow cabinet) จากนั้นทํา

การเจือจางพลาสมิดตัวอยางดวยน้ําบริสุทธิ์ในอัตราสวน 10 และ 100 เทากอนทําการตรวจสอบ

ขนาดและความสมบูรณของพลาสมิดลูกผสมดวยวิธี agarose gel electrophoresis ดังแสดงใน

หัวขอ 3.6.2 สุดทายทําการ วัดความเขมขนของพลาสมิดลูกผสมดวยวิธีเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง 

Nanodrop ดังแสดงในหัวขอ 3.6.2กอนนําไปใชในข้ันตอนตอไป 

 3.11.2 การนําสงพลาสมิดลูกผสมเขาสูเซลลแมลง (Transfection) 

  การแสดงออกของโปรตีนลูกผสมในเซลลแมลง ตัวนําพา (Transfection reagent) 

ซ่ึงเปนสารประกอบเชิงซอนไลโปโซมท่ีมีประจุบวกสามารถจับกับประจุลบของสารพันธุกรรมหรือ 

พลาสมิดดีเอ็นเอ และทําหนาท่ีในการนําพาพลาสมิดเขาสูเซลลแมลง ในการทดลองครั้งนี้ไดทําการ

เปรียบเทียบประสิทธิภาพของ transfection reagent 2 ชนิด เพ่ือใชนําพาพลาสมิดลูกผสมเขาสูเซลล

แมลง Sf9 คือ TransIT®-Insect (Mirus) และ FuGENE®  โดยเริ่มตนจากแบงเซลล Sf9 จากฟลาส       

เลี้ยงเซลล (T75 flask) มาทําการเจือจางดวยสียอม 0.4% Trypan blue ท่ีอัตราสวน 1 ตอ 100 ในตู

ชีวนิรภัย (Biological safety cabinet) กอนทําการนับจํานวนเซลล Sf9 ดวย hemocytometer 

จากนั้นทําการ seed เซลล Sf9 จํานวน 1 x 106 เซลล ในอาหาร Sf-900 II SFM ปริมาตร 3 มิลลิลิตร 

ตอหนึ่งหลุมของ 6-well plate นําเซลล Sf9 ไปเลี้ยงท่ี 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เพ่ือให

เซลล Sf9 เกาะท่ีบริเวณกนหลุม ระหวางนั้นทําการเตรียมสารเพ่ือใชในการนําพลาสมิดเขาสูเซลล  

การนําพลาสมิดลูกผสมเขาเซลล Sf9 ดวย TransIT®-Insect (Mirus) transfection 

reagent โดยการผสมพลาสมิด HpIEXGFP หรือ HpIEXGFP-Ago4 (Ago4/1 และ Ago4/2) ความ

เขมขน 2 ไมโครกรัมใน TransIT®-Insect (Mirus) ปริมาตร 4 ไมโครลิตร และอาหาร Grace’s 

media ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร ตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปน

เวลา 15 นาที  ในขณะท่ีการนําพลาสมิดลูกผสมเขาเซลล Sf9 ดวย FuGENE® transfection 

reagent จะทําการเตรียมสวนผสม 2 สวน โดยสวนท่ี 1) นําพลาสมิด HpIEXGFP หรือ HpIEXGFP-

Ago4 (Ago4/1 และ Ago4/2) ความเขมขน 2 ไมโครกรัม ผสมเขากับอาหารเลี้ยงเซลล Sf-900 II 

SFM ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร สวนท่ี 2) ผสม FuGENE® 

transfection reagent ปริมาตร 5 ไมโครลิตร เขากับอาหารเลี้ยงเซลล Sf-900 II SFM ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร และตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที จากนั้นทําการผสมสวนท่ี 1 และสวนท่ี 2 ให

เขากันและตั้งท้ิงไวเปนเวลา 15-30 นาที เม่ือครบเวลาทําการหยดสารละลายผสมลงในหลุมเลี้ยง

เซลล Sf9 ท่ีเตรียมไวขางตนใหท่ัว  ทําการเลี้ยงเซลลในตูบมสําหรับเซลลแมลงท่ีอุณหภูมิ 28 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 48 - 72 ชั่วโมง จากนั้นทําการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน GFP และ เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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GFP-Ago4 ดวยการสองเซลล Sf9 ท่ีไดรับพลาสมิดลูกผสมภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต 

(fluorescence microscope) จากนั้นเก็บเซลล Sf9 ดวยการปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 300 xg เปน

เวลา 10 นาที ลางตะกอนเซลลดวย PBS บัฟเฟอร 1 ครั้ง กอนทําการสกัดโปรตีนลูกผสมดวย

สารละลาย RIPA บัฟเฟอร (RIPA lysis buffer) ท่ีมีสวนผสมของสารละลาย PMSF 1 มิลลิโมลาร 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ทําการแชตัวอยางในน้ําแข็งท้ิงไวประมาณ 30 นาที กอนทําการใสเอนไซมดี

ออกซีไรโบนิวคลีเอส (DNase I, RQ1 Promega™) ท่ีความเขมขนสุดทาย 0.4-1 ยูนิตตอตัวอยาง 

และบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที วิธีการทดลองหัวขอ จากนั้นทําการปนเหวี่ยง

เพ่ือแยกโปรตีนท่ีอยูในรูปละลายน้ําไดออกจากเศษเซลล (cell debris) ท่ีความเร็วรอบ 12,000 xg 

เปนเวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทําการดูดสวนของเหลวใสใสหลอดทดลองอันใหม 

จากนั้นทําการเตรียมตัวอยางโปรตีนและวิเคราะหรูปแบบการแสดงออกของโปรตีนลูกผสมดวย

เทคนิค SDS-PAGE ตามวิธีทดลองหัวขอ 3.7.2 และทําการยืนยันแถบโปรตีนลูกผสมดวยการใช

แอนติบอดีจําเพาะกับ His-tagged (mouse anti-His antibody) ตามวิธีทดลองหัวขอ 3.9 

 

3.12 การแสดงออกของโปรตีนอารโกน็อต 4 ในเซลลแมลง Sf9 ดวยระบบแบคคิวโล

ไวรัส (Baculovirus)  

 การทดลองจะใชพลาสมิด pACEBacl-GST-Ago4 ท่ีมีลําดับเบสของ Tn7R และ Tn7L ท่ี

สามารถนําพาชิ้นสวนของยีนอารโกน็อต 4 เขาไปรวมกับจีโนม (Bacmid) ของแบคทีเรีย E. coli สาย

พันธุ DH10 เพ่ือสราง Bacmid ลูกผสม (Recombinant Bacmid) และเม่ือทําการนําสง Bacmid 

ลูกผสมเขาไปยังเซลลแมลง จะทําให เ กิดการสรางแบคคิวโลไวรัสลูกผสม (Recombinant 

Baculovirus) พรอมกับการแสดงออกของโปรตีนลูกผสมอารโกน็อต 4 ในเซลลแมลง อีกท้ังแบคคิวโล

ไวรัสลูกผสมยังสามารถผลิตโปรตีนเรืองแสงสีเขียว (Green fluorescent protein, GFP) ซ่ึงสามารถ

ทําการตรวจสอบไดภายใตกลองจุลทรรศนชนิดฟลูออเรสเซนต และเพ่ือใหสะดวกในการตรวจสอบ

การแสดงออกของโปรตีนลูกผสมอารโกน็อต 4 จึงทําการออกแบบใหมีการติดฉลากดวยโปรตีน 

Glutathione S transferase (GST) ท่ีบริเวณดานปลายเอ็น (N-terminus) ของโปรตีนอารโกน็อต 4 

3.12.1 การสรางแบคมิดลูกผสม (Recombinant bacmid) 

  ทําการเพ่ิมจํานวนพลาสมิดเปลา (HpIEXGFP) และพลาสมิดลูกผสม (HpIEXGFP-

Ago4) ใน เซลล  E. coli สาย พันธุ  DH5-alpha โดยการนํ าพลาส มิด เ ข าสู เ ซลล แบค ที เ รี ย 

(Transformation) ดังแสดงในหัวขอ 3.6.6 จากนั้นเพาะเลี้ยงแบคทีเรียบนจานเพาะเชื้ออาหารแข็ง

ผสมยาปฏิชีวนะ Ampicillin ท่ีความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นําจานเลี้ยงเชื้อบมท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 16-18 ชั่วโมง กอนจะทําการคัดเลือกโคโลนีแบคทีเรียท่ีไดรับ   

พลาสมิดลูกผสมโดยการเปรียบเทียบจากขนาด (size screening) ตามวิธีทดลองท่ี 3..6.7.2 จากนั้น

ทําการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียท่ีมีพลาสมิดลูกผสม HpIEXGFP-Ago4 จํานวน 2 โคโลนี (HpIEXGFP-
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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Ago4/1 และ Ago4/2) ในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตรท่ีมีอาหารเหลว LB ผสมยาปฏิชีวนะ 

Ampicillin ปริมาตร 3 มิลลิลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสพรอมเขยาเปนเวลา 16-18 

ชั่วโมง จากนั้นปนเก็บเซลลแบคทีเรียดวยเครื่องปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 6,000 xg เปนเวลา 5 

นาที และทําการสกัดพลาสมิดลูกผสมดวยชุดสกัดพลาสมิด (QIAGEN® plasmid mini kits) ข้ันตอน

สุดทายทําการละลายพลาสมิดลูกผสมในตูปลอดเชื้อ (Larminar flow cabinet) จากนั้นทําการเจือ

จางพลาสมิดตัวอยางดวยนําบริสุทธิ์ในอัตราสวน 10 และ 100 เทากอนทําการตรวจสอบขนาดและ

ความสมบูรณของพลาสมิดลูกผสมดวยวิธี  agarose gel electrophoresis ดังแสดงในหัวขอ 

3.6.2 สุดทายทําการ วัดความเขมขนของพลาสมิดลูกผสมดวยวิธีเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง 

Nanodrop ดังแสดงในหัวขอ 3.6.2 กอนนําไปใชในข้ันตอนตอไป 

  ทําการสกัดและวัดความเขมขนของพลาสมิด  pACEBacl-GST และ pACEBacl-

GST-Ago4 กอนทําการนําพลาสมิดเขาสูเซลลแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ DH10 ตามวิธีการทดลอง

หัวขอ 3.6.6 จากนั้นเพาะเลี้ยงแบคทีเรียบนจานเพาะเชื้ออาหารแข็งท่ีผสมยาปฏิชีวนะ (gentamycin 

kanamycin และ tetracycline ท่ีความเขมขนสุดทาย 20 50 และ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

ตามลําดับ) และสารละลายผสม X-gal/IPTG (IPTG ความเขมขน 200 ไมโครโมลาร และ x-gal ความ

เขมขน 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ทําการบมจานเพาะเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 

วัน จากนั้นทําการคัดเลือกโคโลนีสีขาวท่ีคาดวาเปนแบคทีเรียท่ีไดรับพลาสมิดลูกผสมมาทําจานเพาะ

เชื้อตนฉบับ (Master Plate) ตามวิธีทดลองหัวขอ 3.6.7.1 กอนจะทําการคัดเลือกโคโลนีแบคทีเรียท่ี

ไดรับพลาส มิดลูกผสมดวยเทคนิคพีซีอารตอไป  

 3.12.2 การคัดเลือกแบคมิดลูกผสมโดยเทคนิคพีซีอาร 

  ทําการสกัดแบคมิดลูกผสมจากโคโลนีแบคทีเรียสีขาวบนจานเพาะเชื้อตนฉบับใน

หัวขอท่ี 3.12.1 ดวยชุดสกัดพลาสมิด (FavorPrepTM Plasmid Extraction Mini kit) จากนั้นนํา

แบคมิดลูกผสมท่ีสกัดไดมาทําการเจือจางดวยน้ําบริสุทธิ์ในอัตราสวน 1 ตอ 300 กอนนํามาใชเปน

ตนแบบในการเพ่ิมปริมาณชิ้นสวนยีนอารโกน็อต 4 ดวยเทคนิคพีซีอาร ตามวิธีทดลองหัวขอ 3.6.1 

โดยทําการผสมสวนประกอบตางๆ ตามท่ีแสดงในตารางท่ี 3.8 และดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอรเรส

ดังแสดงในตารางท่ี 3.9 หลังจากนั้นทําการตรวจสอบผลิตภัณฑพีซีอารท่ีเกิดข้ึนดวยวิธีอะกาโรสเจล 

อิเล็กโทรโฟรีซีส เพ่ือทําการยืนยันการแทรกตัวของยีน GST และ GST-Ago4 ท่ีมีอยูในแบคมิดลูกผสม 
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ตารางท่ี 3.8 ปฏิกิริยาพีซีอารเพ่ือตรวจสอบแบคมิดลูกผสม 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตารางท่ี 3.9 ปฏิกิริยาพีซีอารของแบคมิดลูกผสม 

ข้ันตอน  อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา ทําซํ้า 

Initial denaturation 98 3 นาที  

Denaturation 98 30 วินาที  

Annealing 55 30 วินาที 30 รอบ 

Extension 72 30 นาที  

Final extension 72 30 นาที  

 

 3.12.3 การสราง Baculovirus ลูกผสม 

ทําการสกัดแบคมิดลูกผสมท่ีคัดเลือกแลวจากหัวขอ 3.12.2 จํานวน 2 โคลน (โคลน 

GST หมายเลข 11 และ 13 และ โคลน GST-Ago4 หมายเลข 12 และ 14) โดยใชสารละลายจากชุด

สกัดพลาสมิด FavorPrepTM Plasmid Extraction Mini kit เริ่มจากทําการละลายตะกอนเซลล

แบคทีเรียดวยสารละลายบัฟเฟอร FAPD1 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จากนั้นใสสารละลายบัฟเฟอร 

FAPD2 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และทําการกลับดานหลอดข้ึนลงชาๆ 5-10 รอบ กอนตั้งท้ิงไวท่ี

อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที เพ่ือทําใหเซลลแตก จากนั้นใสสารละลายบัฟเฟอร FAPD3 ปริมาตร 

300 ไมโครลิตร กลับดานหลอดข้ึนลงชาๆ 5-10 รอบกอนนําไปปนเหวี่ยงเพ่ือแยกตะกอนโปรตีนและ

เศษเซลลท่ีความเร็วรอบ 18,000 xg นาน 10 นาที ดูดสวนใสยายใสในหลอดทดลองใหมขนาด 1.5 

มิลลิลิตร และทําการตกตะกอนแบคมิดลูกผสมโดยใสไอโซโพรพานอล ท่ีอัตราสวน 1 ตอ 1 ของสวน

ใส ทําการปนเพ่ือเก็บตะกอนแบคมิดลูกผสมท่ีความเร็วรอบ 12,000 xg เปนเวลา 10 นาที จากนั้นจะ

ลางตะกอนดวยเอทานอล ความเขมขน 75% ทําการปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8,000 xg เปนเวลา 5 

นาที หลังจากเทเอทานอล ความเขมขน 75% ท้ิง ทําการใสเอทานอล ความเขมขน 75% ปริมาตร 

สวนประกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

Milli-Q H2O 6.35 

10x buffer  1.0 

10 mM dNTPs 0.2 

10 mM Forward primer 0.2 

10 mM Reward primer 0.2 

5 Unit / µl Tag (NEB) 0.05 

Bacmid (1:300)  2 

Total  10 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



35 

 

 

50 ไมโครลิตร กอนนําหลอดทดลองท่ีมีตะกอนแบคมิดลูกผสมเขาไปตากภายในตูชีวนิรภัย 

(Biological safety cabinet) เพ่ือทําการละลายและนําสงเขาเซลล Sf9 ตอไป   

ทําการนับจํานวนเซลล Sf9 และ seed เซลล Sf9 จํานวน 1 x 106 เซลล ในอาหาร

เลี้ยงเซลล Sf-900 II SFM ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ตอหนึ่งหลุมของ 6-well plate จากนั้นทําการนําสง

แบคมิดลูกผสมเขาสูเซลล Sf9 ดวย FuGENE® transfection reagent ตามวิธีการทดลองหัวขอ 

3.11.2 โดยละลายตะกอนแบคมิดลูกผสมดวยอาหารเลี้ยงเซลลปริมาตร 50 ไมโครลิตร จากนั้นทํา

การผสม FuGENE® transfection reagent ปริมาตร 5 ไมโครลิตร กับอาหารเลี้ยงเซลลปริมาตร 50 

ไมโครลิตร ตั้งสารละลายท้ังสองสวนไวท่ีอุณภูมิหองเปนเวลา 10 นาที กอนนําสารละลายแบคมิดลูก

ผสมและสารละลาย FuGENE® transfection reagent ผสมเขาดวยกันและตั้งท้ิงไวอีกเปนเวลา 15-

30 นาที กอนนําไปหยดลงในหลุมเลี้ยงเซลลท่ีเตรียมไวใหท่ัว ทําการเลี้ยงเซลลในตูบมสําหรับเซลล

แมลงท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-4 วัน จากนั้นทําการตรวจสอบการแสดงออกของ

โปรตีนอารโกน็อต 4 ดวยการสองเซลล Sf9 ท่ีมีการผลิต Baculovirus ลูกผสมภายใตกลองจุลทรรศน

ฟลูออเรส เซนต  ( fluorescence microscope) จากนั้ น ทําการแยกอาหาร เลี้ ย ง เซลล ซ่ึ ง มี  

Baculovirus ลูกผสม (P0) ใสในหลอดทดลองและเก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้น

ทําการเพ่ิมจํานวน Baculovirus ลูกผสม (P1) พรอมกับการแสดงออกของโปรตีนอารโกน็อต 4 โดย

การนํา Baculovirus ลูกผสม P0 มาทําใหติดเชื้อ (infection) ในเซลล Sf9 เปนเวลา 1-2 วัน จากนั้น

ทําการเก็บเซลล Sf9 ดวยการปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 300 xg เปนเวลา 10 นาที แยกสวนใสท่ีมี 

Baculovirus ลูกผสม (P1) ใสในหลอดทดลองและเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และนํา

ตะกอนเซลล Sf9 เก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิ -30 องศาเซลเซียส เพ่ือใชวิเคราะหการแสดงออกของ

โปรตีนอารโกน็อตดวยเทคนิค SDS-PAGE ตามวิธีการทดลองหัวขอ 3.7.2 และทําการยืนยันแถบ

โปรตีนอาร โ กน็ อตด วยการ ใช แอนติบอ ดีจํ า เพาะ กับ  GST-tagged (Anti-Glutathione S-

transferases Antibody) ตามวิธีทดลองหัวขอ 3.9 ตอไป 
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บทท่ี 4  

ผลการวิจัยและการอภิปรายผล  

 
4.1 การเพ่ิมปริมาณช้ินสวนยีน Ark และ STK ดวยเทคนิคพีซีอาร (Polymerase 

chain reaction, PCR)  

 การเพ่ิมปริมาณชิ้นสวนยีน Ark และ STK ดวยเอนไซมดีเอ็นเอพอลิเมอรเรสจากดีเอ็นเอ

ตนแบบของกุงกุลาดํา cDNA1 และ cDNA2 โดยใชคูไพรเมอรท่ีจําเพาะกับยีน Ark และ STK หลังจาก

ทําการตรวจสอบผลิตภัณฑพีซีอารของยีน Ark และ STK เทียบกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน ดวยวิธีอะกา

โรสเจล อิเล็กโทรโฟรีซีส  จากผลการทดลองในรูปท่ี 4.1 พบวาผลิตภัณฑพีซีอารของท้ังสองยีนจาก 

cDNA1 และ cDNA2 ใหแถบดีเอ็นเอมากกวา 1 ขนาดเม่ือเทียบกับตัวอยางปฏิกิริยาควบคุม 

(Negative PCR)  แมสามารถพบแถบดีเอ็นเอของยีน Ark ไดหลายขนาด แตจากการศึกษากอนหนา

พบวา cDNA ของกุงกุลาดํามีขนาด 1,071 คูเบส (Yu et al., 2003) ดั้งนั้นจึงเลือกศึกษาแถบดีเอ็นเอ

ของยีน Ark  มีขนาดประมาณ 1,100 คูเบส และแถบดีเอ็นเอของยีน STK มีขนาดประมาณ 1,900 คู

เบส ซ่ึงใกลเคียงกับขนาดของ polo-like kinase 1 (PLK1) หรืออีกชื่อหนึ่งคือ Serine/threonine-

protein kinase PLK1 ของกุงกุลาดําในฐานขอมูล NCBI ท่ีมีหมายเลขจําเพาะของลําดับเบส 

KT868944 (GenBank accession number)  จากนั้นทําการตัดแถบดีเอ็นเอของยีน Ark และ STK 

ดังแสดงดวยลูกศรสีแดงในรูปท่ี 4.1 ไปทําใหบริสุทธิ์ดวยชุดสกัดดีเอ็นเอจากเจล จากนั้นเม่ือวัดคา

ความเขมขนของผลิตภัณฑพีซีอาร Ark และ STK ดวยเครื่อง Nanodrop พบวามีความเขมขนเทากับ 

33.3 และ 38.8 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ตามลําดับ  

 

4.2 การเพ่ิมจํานวนและสกัดพลาสมิด pET28a 

 จากการลงเชื้อดวยโคโลนีเดี่ยวของเชื้อแบคทีเรีย E. coli (DH5-alpha) ท่ีมีพลาสมิด pET28a 

จากจานเพาะเชื้อตนฉบับพบวา เชื้อแบคทีเรียสามารถเพ่ิมจํานวนไดดีในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ท่ี

ผสมยาปฏิชีวนะ kanamycin และเม่ือทําการสกัดพลาสมิดดวยชุดสกัด FavorPrep™ Plasmid 

Extraction Mini Kit และตรวจสอบคุณภาพพลาสมิดดวยวิธีอะกาโรสเจล อิเล็กโทรโฟรีซีส จากผล

การทดลองรูปท่ี 4.2 พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 5,000 คูเบส จากท้ัง 2 โคโลนีของเชื้อแบคทีเรีย

ท่ีนํามาสกัด จากนั้นเม่ือวัดคาความเขมขนของพลาสมิดท้ัง 2 ตัวอยางดวยเครื่อง Nanodrop พบวาพ

ลาสมิดท่ีไดมีความเขมขน 104 และ 155 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ตามลําดับ แสดงใหเห็นวาพลาสมิด

ท่ีไดมีความเขมขนท่ีเหมาะสมและคุณภาพดีเหมาะสําหรับนําไปทําการทดลองข้ันตอไป 
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รูปท่ี 4.1 แสดงผลิตภัณฑพีซีอารของยีน Ark และ STK จากดีเอ็นเอตนแบบของกุงกุลาดํา cDNA1         

และ cDNA2 ดวยวิธีอะกาโรสเจล อิเล็กโทรโฟรีซีส  M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน DNA 

ladder 100 bp plus ตัวเลข 1 และ 2 คือ ดีเอ็นเอตนแบบของกุงกุลาดํา cDNA1 และ 

cDNA2 ตามลําดับ และสัญลักษณ - คือปฏิกิริยาควบคุม (Negative PCR) ลูกศรสีแดง

แสดงใหเห็นถึงแถบผลิตภัณฑพีซีอารของยีน Ark และ STK ตามขนาดท่ีตองการ (Ark มี

ขนาด 1,071 คูเบส และ STK มีขนาด 1,851 คูเบส) 

 

 
รูปท่ี 4.2 แสดงการตรวจสอบคุณภาพของพลาสมิด pET28a ดวยวิธีอะกาโรสเจล อิเล็กโทรโฟรีซีส  M 

คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 2-log DNA ladder (0.1-10.0 kb) ตัวเลข 1 และ 2 คือ โคโลนีท่ี 

1 และ โคโลนีท่ี 2 ของเชื้อแบคทีเรีย โดยพลาสมิด pET28a มีขนาด 5,369 คูเบส  
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4.3 การตัดช้ินสวนยีนและพลาสมิด pET28a ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (Restriction 

enzyme) 

 การสรางพลาสมิดลูกผสมตองทําการตัดชิ้นสวนยีนและพลาสมิดดวยเอนไซมตัดจําเพาะท่ีเขา

คูกันได โดยการทดลองนี้ชิ้นสวนยีน Ark และ pET28a ทําการตัดดวยเอนไซม BamHI และ XhoI 

ในขณะท่ีชิ้นสวนยีน STK และ pET28a ทําการตัดดวยเอนไซม EcoRI และ XhoI จากผลการทดลอง

รูปท่ี 4.3 แสดงใหเห็นถึงแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาดถูกตองตามท่ีตองการของชิ้นสวนยีน Ark หรือ STK 

และพลาสมิด pET28a หลังถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะบนเจลอะกาโรส สามารถอภิปรายผลไดวา

เอนไซมตัดจําเพาะท่ีเลือกใชนั้นเหมาะสมและไมสามารถตัดภายในชิ้นยีนได เม่ือวัดคาความเขมขน

ของชิ้นสวนยีน STK-(E/X) Ark-(B/X) pET28a-(E/X) และ pET28a-(B/X) ดวยเครื่อง Nanodrop 

พบวามีความเขมขน 27.2 22.1 6 และ 9 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ตามลําดับ  

 

 
รูปท่ี 4.3 แสดงการตรวจสอบคุณภาพของชิ้นสวนดีเอ็นเอ STK-(E/X) Ark-(B/X) pET28a-(E/X) และ 

pET28a-(B/X) หลังตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะดวยวิธีอะกาโรสเจล อิเล็กโทรโฟรีซีส M คือ 

แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน DNA ladder 100 bp plus และลูกศรสีแดงแสดงขนาดของแถบ

ชิ้นสวนของ STK-(E/X) Ark-(B/X) pET28a-(E/X) และ pET28a-(B/X) ตามขนาดท่ีตองการ  

 

 

 

 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.4 การคัดเลือกเซลลแบคทีเรียที่มีพลาสมิดลูกผสม (screening of the positive 

clones) 

 เม่ือทําการเชื่อมตอชิ้นสวนของยีน STK-(E/X) เขากับพลาสมิด pET28a-(E/X) และ ชิ้นสวน

ของยีน Ark-(B/X) เขากับพลาสมิด pET28a-(B/X) เพ่ือสรางพลาสมิดลูกผสมและนําสงเขาเขาสูเซลล

แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ DH5-alpha จากนั้นนําโคโลนีท่ีข้ึนบนจานเพาะเชื้อมาทําการคัดเลือก 

พลาสมิดลูกผสมดวย 2 ข้ันตอนดังนี้  

 

4.4.1 การคัดเลือกพลาสมิดลูกผสมโดยวิธีแยกตามขนาด (size screening) 

  เม่ือทําการบด 15 โคโลนีของแบคทีเรียท่ีมีพลาสมิดลูกผสม pET28a-STK หรือ 

pET28a-Ark ในสารละลายบัฟเฟอร size screening และทําการตรวจสอบขนาดของพลาสมิดลูก

ผสมท่ีแตกตางดวยการวิเคราะหเทียบกับพลาสมิดเปลาและแถบดีเอ็นเอมาตรฐานดวยวิธี agarose 

gel electrophoresis จากผลการทดลองรูปท่ี 4.4 พบวามี 11 โคโลนีจากท้ังหมด 15 โคโลนีให

แถบพลาสมิดลูกผสม pET28-Ark ขนาดใหญกวาเม่ือเทียบกับพลาสมิด pET28a เปลา (รูปท่ี 4.4ก) ซ่ึง

สามารถอภิปรายผลข้ันตนไดวาโคโลนีดังกลาวมีชิ้นสวนของยีน Ark แทรกอยูในพลาสมิด pET28a 

ในขณะท่ีรูปท่ี 4.4ข พบวามี 6 โคโลนีจากท้ังหมด 15 โคโลนีใหแถบพลาสมิดลูกผสม pET28-STK 

ขนาดใหญกวาพลาสมิด pET28a เปลา  เพ่ือทําการยืนยันผลการทดลองนําพลาสมิดลูกผสม pET28-

Ark และ pET28-STK โคโลนีท่ี 2-5 ทําการตรวจสอบดวยวิธีตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะตอไป  

 

4.4.2 การคัดเลือกพลาสมิดลูกผสมโดยวิธีตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  

  เพ่ือทําการยืนยันวาพลาสมิดลูกผสมมีชิ้นสวนของยีน Ark หรือ STK แทรกอยูใน 

พลาสมิด pET28a จึงนําพลาสมิดลูกผสมโคโลนีท่ี 2-5 จากหัวขอ 4.4.1 มาตัดดวยเอนไซม BamHI 

และ XhoI สําหรับพลาสมิด pET28-Ark ในขณะท่ีพลาสมิด pET28-STK ตัดดวยเอนไซม EcoRI และ 

XhoI จากนั้นทําการตรวจสอบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอดวยวิธี agarose gel electrophoresis จากผล

การทดลองรูปท่ี 4.5 แสดงใหเห็นแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาดสอดคลองกับยีน Ark และยีน STK จากโคโลนี

หมายเลข 2 4 และ 5 หลังจากทําการตัดพลาสมิด pET28-Ark และ pET28-STK ดวยเอนไซมตัด

จําเพาะ ในขณะท่ีพลาสมิดจากโคโลนีหมายเลข 3 ของท้ัง pET28-Ark และ pET28-STK ไมพบแถบดี

เอ็นเอท่ีมีขนาดสอดคลองกับยีน Ark และยีน STK ซ่ึงใหผลการทดลองท่ีสอดคลองกับขอมูลในหัวขอ 

4.4.1 ดังนั้นจึงสามารถสรุปไดวาทําการสรางพลาสมิดลูกผสม pET28-Ark และ pET28-STK ไดสําเร็จ 

และเหมาะสมในการนําไปทําการแสดงออกของโปรตีนลูกผสมในเซลลแบคทีเรียตอไป  

 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.5 การแสดงออกของโปรตีนลูกผสม (Recombinant protein) 

 การแสดงออกของโปรตีนลูกผสมในเซลลแบคทีเรีย เริ่มดวยการนําพลาสมิดลูกผสม pET28-

Ark หมายเลข 4 และ 5  (Ark4 และ Ark5) และ พลาสมิดลูกผสม pET28-STK หมายเลข 4 และ 5 

(STK4 และSTK5) ยายเขาสูเซลลแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ Rosetta ซ่ึงมีเหมาะสมตอการกระตุน

ใหมีการแสดงออกของโปรตีน จากนั้นจึงทําการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียในอาหารเหลว LB และทํา

การกระตุนใหเกิดการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม  จากนั้นจึงทําการสกัดโปรตีนลูกผสมท่ีตองการ

เพ่ือนําไปทําใหบริสุทธิ์กอนนําไปใชในการทดลองท่ีเหมาะสมตอไป 

 

ก) 

 

ข) 

 
รูปท่ี 4.4 แสดงการคัดเลือกพลาสมิดลูกผสม pET28-Ark (ก) และ pET28-STK (ข) โดยวิธีการแยก

ตามขนาด (size screening) M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน DNA ladder 100 bp plus 

และสัญลักษณ – คือพลาสมิด pET28a เปลา (Negative control)   

 

 
รูปท่ี 4.5 แสดงการคัดเลือกพลาสมิดลูกผสม pET28-Ark และ pET28-STK ดวยวิธีเอนไซมตัดจําเพาะ 

M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน DNA ladder 100 bp plus ตัวเลข 2, 3, 4 และ 5 คือ พลาส

มิดลูกผสมโคลนท่ี 2-5 ตามลําดับ ลูกศรสีแดงแสดงใหเห็นถึงแถบชิ้นสวนของยีน Ark หรือ 

STK โดย pET28-Ark ตัดดวยเอนไซม BamHI/XhoI และ pET28-STK ตัดดวยเอนไซม 

EcoRI/XhoI  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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 4.5.1 การกระตุนการแสดงออกของโปรตีนลูกผสมดวย IPTG 

  จากการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ Rosetta ท่ีมีพลาสมิด pET28-Ark4 

pET28-Ark5 pET28-STK4 และ pET28-STK5 จํานวนอยางละ 2 โคลนในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 

broth แลวทําการกระตุนใหเกิดการสรางโปรตีนลูกผสมดวย IPTG ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 4 ชั่วโมง เม่ือทําการวิเคราะหรูปแบบการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม His-Ark และ His-STK 

จากเซลลแบคทีเรียดวยเจลอะคริลาไมด (SDS-PAGE) ผลการทดลองรูปท่ี 4.6 แสดงใหเห็นวาพบแถบ

โปรตีนลูกผสม His-Ark ขนาดประมาณ 40 กิโลดาลตัน ซ่ึงสอดคลองกับขนาดของ Ark ในกุงขาว L. 

vannamei (LvArk) (López-Zavala et al., 2013) และ His-STK ขนาดประมาณ 70 กิโลดาลตัน 

ตรงกับขนาดท่ีทํานายไดจาก Serine/threonine-protein kinase PLK1 ของกุงกุลาดําในฐานขอมูล 

NCBI ท่ีมีหมายเลขจําเพาะของลําดับกรดอะมิโน AMO03195 (GenBank accession number) จาก

เซลลแบคทีเรียท่ีถูกกระตุนดวย IPTG (รูปท่ี 4.6 เลน I) เม่ือเทียบกับเซลลแบคทีเรียท่ีไมไดรับการ

กระตุนดวย IPTG (รูปท่ี 4.6 เลน N) ดังนั้นจึงสรุปไดวาสามารถทําการแสดงออกโปรตีนลูกผสม His-

Ark และ His-STK ไดสําเร็จในเซลลแบคทีเรีย  

 

4.5.2 การกระตุนใหโปรตีนลูกผสมแสดงออกในรูปแบบท่ีละลายน้ําได 

  รูปแบบการแสดงออกของโปรตีนลูกผสมในเซลลแบคทีเรียสามารถแบงออกได 2 

ลักษณะ คือ โปรตีนท่ีอยูในรูปละลายได (soluble protein) และโปรตีนท่ีอยูในรูปไมละลาย 

(insoluble protein) ซ่ึงข้ึนอยูกับปจจัยหลายๆอยาง อาทิเชน ขนาดของโปรตีนลูกผสม กระบวนการ

ดัดแปลงโปรตีนหลังจากถอดรหัส (protein modification) และอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการแสดงออก

ของโปรตีน  ดังนั้นการทดลองนี้ทําการเปรียบเทียบการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียหลังจากกระตุนการ

แสดงออกของโปรตีนลูกผสมดวย IPTG ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และท่ีอุณหภูมิ 18 องศา

เซลเซียส เม่ือทําการสกัดโปรตีนลูกผสมดวยวิธีการแชแข็ง-ละลายและวิเคราะหรูปแบบการแสดงออก

ของโปรตีนลูกผสมดวยเจลอะคริลาไมด ผลการทดลองรูปท่ี 4.7 แสดงใหเห็นไดวาพบการแสดงออก

ของโปรตีนลูกผสม His-Ark (Ark4/1 และ Ark5/1) และ His-STK (STK4/1 และ STK5/1) เม่ือทํา

การกระตุนดวย IPTG ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (รูปท่ี 4.7ก เลน T) แตอยูในรูปของโปรตีนท่ีไม

ละลายน้ํา (รูปท่ี 4.7ก เลน I) โดยผลดังกลาวสอดคลองกับผลการยืนยันแถบโปรตีนลูกผสมดวย

แอนติบอดีจําเพาะตอ His6X-tagged protein พบวาไมสามารถตรวจพบโปรตีนลูกผสม His-Ark ใน

รูปของโปรตีนท่ีละลายน้ํา (รูปท่ี 4.7ข เลน S) อยางไรก็ตามการแสดงออกของโปรตีน His-STK ไม

สามารถทําการยืนยันแถบโปรตีนลูกผสมไดดวยแอนติบอดีจําเพาะตอ His6X-tagged  protein (รูปท่ี 

4.7ข) อาจจะเนื่องดวยการโหลดปริมาณโปรตีน His-STK นอยเกินไปท่ีจะสามารถตรวจสอบไดดวยวิธี 

western blot จากรูปท่ี 4.7 สามารถสรุปไดวาการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม His-Ark และ His-

STK อยูในรูปแบบไมละลายน้ําเม่ือทําการกระตุนดวย IPTG ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส   เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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  เม่ือทําการเปลี่ยนแปลงสภาวะการกระตุนใหมีการแสดงออกของโปรตีนลูกผสมท่ี

อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 ชั่วโมง หลังทําการสกัดโปรตีนจากเซลลและวิเคราะห

รูปแบบการแสดงออกของโปรตีนลูกผสมดวยเจลอะคริลาไมด ผลการทดลองรูปท่ี 4.8 แสดงใหเห็นได

วาโปรตีนลูกผสม His-Ark และ His-STK มีการแสดงออกท้ังในรูปของโปรตีนท่ีไมละลายน้ําและ

รูปแบบละลายน้ํา  (รูปท่ี 4.8ก เลน I และ S ตามลําดับ) และเม่ือทําการยืนยันแถบโปรตีนลูกผสมดวย

แอนติบอดีจําเพาะตอ His6X-tagged  protein แสดงใหเห็นแถบของโปรตีนลูกผสม His-Ark และ 

His-STK ในท้ังรูปของโปรตีนท่ีไมละลายน้ําและรูปแบบละลายน้ํา (รูปท่ี 4.8ข เลน I และ S) ดังนั้น

จากรูปท่ี 4.8 สามารถสรุปไดวาการกระตุนใหมีการแสดงออกของโปรตีนลูกผสมท่ีอุณหภูมิ 18 องศา

เซลเซียส ทําใหโปรตีนลูกผสมมีการแสดงออกอยูในรูปแบบละลายน้ําไดดีข้ึนและเหมาะตอการนําไป

ทําใหบริสุทธิ์ตอไป  

 

ก) 

 

ข) 

 

รูปท่ี 4.6 การตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม His-Ark (ก) และ His-STK (ข) ดวยเทคนิค 

SDS-PAGE เม่ือทําการกระตุนใหเกิดการสรางโปรตีนลูกผสมในเซลลแบคทีเรียท่ีมีพลาสมิ

ดลูกผสม pET28-Ark และ pET28-STK พบการแสดงออกของโปรตีน  His-Ark และ His-

STK ท่ีขนาดประมาณ 40 และ 70 กิโลดาลตัน ตามลําดับ M คือ แถบโปรตีนมาตรฐาน 

BluEye prestained protein ladder I คือ เซลลแบคทีเรียท่ีถูกกระตนดวย IPTG และ N 

คือ เซลลแบคทีเรียท่ีไมไดรับการกระตุนดวย IPTG  
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ก) 

 

ข) 

 

รูปท่ี 4.7 การตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม His-Ark และ His-STK ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส ดวยเทคนิค SDS-PAGE  (ก) และวิธี western blot analysis  (ข) สกัดโปรตีน

ลูกผสมดวยวิธีการแชแข็ง-ละลายจากเชื้อแบคทีเรียหลังจากกระตุนการแสดงออกของโปรตีน 

ลูกผสมดวย IPTG ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และวิเคราะหรูปแบบการแสดงออกของ

โปรตีนลูกผสมดวยเจลอะคริลาไมด M คือแถบโปรตีนมาตรฐาน BluEye prestained 

protein ladder T คือ โปรตีนท้ังหมด (Total protein) I คือ โปรตีนท่ีอยูในรูปแบบไม

ละลายน้ํา (insoluble protein) และ S คือ โปรตีนท่ีอยูในรูปแบบละลายน้ําได (soluble 

protein) 

 

ก) 

 

ข) 

 
รูปท่ี 4.8 การตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม His-Ark และ His-STK ท่ีอุณหภูมิ 18 องศา

เซลเซียส ดวยเทคนิค SDS-PAGE  (ก) และวิธี western blot analysis  (ข) สกัดโปรตีน

ลูกผสมดวยวิธีการแชแข็ง-ละลายจากเชื้อแบคทีเรียหลังจากกระตุนการแสดงออกของ

โปรตีนลูกผสมดวย IPTG ท่ีอุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส และวิเคราะหรูปแบบการแสดงออก

ของโปรตีนลูกผสมดวยเจลอะคริลาไมด M คือแถบโปรตีนมาตรฐาน BluEye prestained 

protein ladder T คือ โปรตีนท้ังหมด (Total protein) I  คือ โปรตีนท่ีอยูในรูปแบบไม

ละลายน้ํา (insoluble protein) และ S คือ โปรตีนท่ีอยูในรูปแบบละลายน้ําได (soluble 

protein) 
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4.6 การทําโปรตีนใหบริสทุธิ์ดวยการใชนิกเกิล (Nickel Sepharose beads)  

 จากความสําเร็จในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมเพ่ือการกระตุนใหมีการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม 

His-Ark และ His-STK อยูในรูปแบบละลายน้ําได จากนั้นจึงนําโปรตีนลูกผสมดังกลาวมาทําใหบริสุทธิ์กอน

นําไปใชในการศึกษา protein-protein interaction หลังจากผสม Nickel Sepharose beads กับ

สารละลายโปรตีนลูกผสม (soluble protein fraction) เปนเวลา 6-18 ชั่วโมง ทําการลาง beads ดวย

บัฟเฟอรและชะลางโปรตีนลูกผสม (eluted protein) ดวยสารละลาย imidazole กอนทําการวิเคราะห

รูปแบบของโปรตีนลูกผสมดวยเทคนิค SDS-PAGE จากผลการทดลองรูปท่ี 4.9 แสดงใหเห็นวา Nickel 

Sepharose beads สามารถจับไดกับ His6X-tagged  protein ท่ีติดอยูบริเวณ N-terminus ของโปรตีน

ลูกผสม His-Ark และ His-STK และสามารถทําใหโปรตีนลูกผสมมีความบริสทุธิ์มากข้ึนหลังจากชะลางดวย

สารละลาย imidazole ความเขมขน 100 200 และ 300 มิลลิโมลาร ตามลําดับ  (eluted protein 

fractions, รูปท่ี 4.9 เลน E1 E2 และE3 ตามลําดับ) จึงทําใหไมพบแถบโปรตีนลูกผสมในเลนโปรตีนท่ีเหลือ

หลังจากบมกับ bead (unbound protein, รูปท่ี 4.9 เลน un) และเลนหลังจากลาง beads ดวยบัฟเฟอร 

(washing fraction, รูปท่ี 4.9 เลน w)  ดังนั้นการทดลองนี้สรุปไดวาโปรตีนลูกผสม His-Ark และ His-STK 

สามารถทําใหบริสุทธิ์ไดดวย Nickel Sepharose beads และเหมาะสมท่ีจะนําโปรตีนลูกผสมดังกลาวไปใช

ในการศึกษาและยืนยันปฏิสัมพันธกับโปรตีนอารโกน็อต 4 ดวยวิธี pull-down assay อีกดวย 

 

 
รูปท่ี 4.9 การตรวจสอบโปรตีนลูกผสม His-Ark และ His-STK ท่ีทําใหบริสุทธิ์ดวย Nickel Sepharose 

beads ทําการผสม Nickel Sepharose beads กับสารละลายโปรตีนลูกผสม (input) และ

นําไปหมุนดวยเครื่องแกนหมุน (rotator) ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทําการลาง bead ดวย

บัฟเฟอรกอนทําการเตรียมตัวอยางโปรตีนและวิเคราะหรูปแบบของโปรตีนลูกผสมดวยเทคนิค 

SDS-PAGE M คือแถบโปรตีนมาตรฐาน BluEye prestained protein ladder un คือ 

โปรตีนท่ีไมจับกับนิกเกิล beads (unbound protein) w คือ สารละลายบัฟเฟอรท่ีใชลาง 

(washing fraction)  และ E คือ โปรตีนท่ีถูกชะดวย Immidazole (Eluted protein) ท่ี

ความเขมขนตั้งแต 100 200 และ 300 มิลลิโมลาร ตามลําดับ   
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4.7 การแสดงออกของโปรตีน PmAGO4 แบบช่ัวคราว (Transient expression) ใน

เซลลแมลง 

 การทดลองใชพลาสมิดท่ีมีสวนของโปรโมเตอร (promotor sequence) ของไวรัสซ่ึงสามารถ

ทําการเหนี่ยวนําใหมีการแสดงออกของโปรตีนลูกผสมอารโกน็อต 4 ไดในเซลลแมลง (Sf9 cell) โดย 

พลาสมิด HpIEXGFP สามารถผลิตโปรตีนเรืองแสงสีเขียว (Green fluorescent protein, GFP) ท่ี

สามารถทําการตรวจสอบไดภายใตกลองจุลทรรศนชนิดฟลูออเรสเซนต (Fluorescent microscope) 

ดังนั้นเพ่ือใหสะดวกในการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนลูกผสมอารโกน็อต 4 จึงทําการ

ออกแบบใหมีการติดฉลากดวยโปรตีนเรืองแสงสีเขียวท่ีบริเวณดานปลายเอ็น (N-terminus) ของ

โปรตีนอารโกน็อต 4 

4.7.1 การเพ่ิมจํานวนและสกัดพลาสมิด HpIEXGFP และ HpIEXGFP-Ago4   

 ทําการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียท่ีมีพลาสมิดลูกผสม HpIEXGFP-Ago4 จํานวน 2 โคโลนี 

(HpIEXGFP-Ago4/1 และ Ago4/2) และสกัดดวยชุดสกัดพลาสมิด QIAGEN® plasmid mini kits 

เม่ือทําการเจือจางพลาสมิดในอัตราสวน 10 และ 100 เทากอนทําการตรวจสอบขนาดและความ

สมบูรณของพลาสมิดลูกผสมดวยวิธี agarose gel electrophoresis จากผลการทดลองรูปท่ี 4.10 

แสดงใหเห็นแถบพลาสมิดลูกผสมของท้ัง 2 ตัวอยางมีขนาดประมาณ 5,000 คูเบส และอยูในรูปราง 

(form) ท่ีสมบูรณ เม่ือวัดคาความเขมขนของพลาสมิดลูกผสมท้ัง ดวยเครื่อง Nanodrop พบวา พลาส

มิดท่ีไดมีความเขมขน 104 และ 155 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ตามลําดับ  

 

 
รูปท่ี 4.10 แสดงการตรวจสอบคุณภาพของพลาสมิด HpIEXGFP-Ago4 ดวยวิธีอะกาโรสเจล 

อิเล็กโทรโฟรีซีส M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน DNA ladder 100 bp plus ตัวเลข 1 

และ 2 คือ พลาสมิด HpIEXGFP-Ago4 ท่ีสกัดไดจากเซลลแบคทีเรียโคโลนีท่ี 1  และ 2 

และทําการเจือจางดวยน้ําบริสุทธิ์ท่ีอัตราสวน 1 ตอ 10 และ 100 ตามลําดับ โดยพลาสมิด 

HpIEXGFP-Ago4 มีขนาด 6,861 คูเบส 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



46 

 

 

 4.7.2 การแสดงออกของโปรตีนลูกผสม GFP-Ago4 ในเซลล Sf9  

การแสดงออกของโปรตีน GFP-Ago4 แบบชั่วคราวเกิดข้ึนไดโดยการนําสงพลาสมิดลูก

ผสมท่ีมีสวนโปรโมเตอรและสามารถทําการเหนี่ยวนําใหมีการแสดงออกของโปรตีนไดในเซลล Sf9 ใน

การทดลองครั้งนี้ไดทําการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของ transfection reagent 2 ชนิด เพ่ือใช

นําสงพลาสมิดลูกผสมเขาสูเซลล Sf9 คือ TransIT®-Insect (Mirus) และ FuGENE®  จากผลการ

ทดลองรูปท่ี 4.11 แสดงใหเห็นวาพบการแสดงออกของโปรตีนเรืองแสงสีเขียว GFP และโปรตีน

ลูกผสม GFP-Ago4 (จุดสีเขียว) จากเซลล Sf9 ท่ีไดรับพลาสมิด HpIEXGFP หรือพลามมิดลูกผสม 

HpIEXGFP-Ago4 เม่ือเปรียบเทียบกับตัวอยางเซลล Sf9 ควบคุม (control) หลังจากสองภายใตกลอง

จุลทรรศนฟลูออเรสเซนต นอกจากนี้การนําสงพลาสมิดลูกผสม HpIEXGFP-Ago4 เขาสูเซลล Sf9 

ดวย FuGENE® มีการแสดงออกของโปรตีน GFP-Ago4 (จุดสีเขียว) มากกวาการนําสงพลาสมิดลูก

ผสมดวย Mirus ดังนั้นจากผลการทดลองนี้สามารถสรุปไดวา transfection reagent ท้ัง 2 ชนิด 

สามารถนําพลาสมิดลูกผสมเขาสูเซลลและมีการแสดงออกของโปรตีนไดสําเร็จ โดยท่ี FuGENE® มี

ประสิทธิภาพในการนําสงพลาสมิดลูกผสมเขาเซลล Sf9 ไดดีกวา Mirus  

 

control 

 

GFP-Ago4 (FuGene) 

 

GFP (FuGene) 

 

 GFP-Ago4 (Mirus) 

 

GFP (Mirus) 

 
รูปท่ี 4.11 การแสดงออกของโปรตีนลูกผสม GFP-Ago4 ในเซลล Sf9 ภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรส

เซนต การนําพลาสมิด HpIEXGFP และ HpIEXGFP-Ago4 เขาสูเซลล Sf9 ดวย FuGENE® 

หรือ Mirus และตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนเรืองแสงท่ีกําลังขยาย 10 เทา control 

คือ ตัวอยางเซลล Sf9 ควบคุมไมไดรับการนําสงพลาสมิด GFP และ GFP-Ago4 คือ เซลลท่ี 

Sf9 ท่ีไดรับการนําสงพลาสมิด HpIEXGFP และ HpIEXGFP-Ago4 ตามลําดับ     
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  4.7.3 การตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน GFP-Ago4 แบบช่ัวคราวจากเซลล Sf9  

  เม่ือทําการเก็บเซลล Sf9 ท่ีไดรับพลาสมิด HpIEXGFP และ HpIEXGFP-Ago4 จาก

หัวขอ 4.7.2. มาทําตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม GFP-Ago4 ดวยเทคนิค SDS-PAGE 

จากผลการทองรูปท่ี 4.11 แสดงใหเห็นวารูปแบบของโปรตีน (protein pattern) ท่ีสกัดไดจากเซลล 

Sf9 บนเจลอะคริลาไมดมีลักษณะไมชัดเจน แถบโปรตีนมีลักษณะลากยาวตั้งแตตนเลนจนถึงปลาย

เลน (รูปท่ี 4.11ก) อาจเนื่องมาจากการใชอัตราสวนของสารละลาย RIPA บัฟเฟอรตอปริมาณเซลลท่ี

ไมเหมาะสม อีกท้ังโหลดปริมาณโปรตีนท่ีมากเกินไปอาจเปนอีกหนึ่งสาเหตุท่ีทําใหไมสามารถเห็นแถบ

โปรตีนไดอยางชัดเจน และเม่ือทําการยืนยันแถบโปรตีนลูกผสมดวยการใชแอนติบอดีจําเพาะกับ 

His6X-tagged  protein ท่ีติดอยูบริเวณปลาย N-terminus จากรูปท่ี 4.11ข แสดงใหเห็นวาไม

สามารถตรวจพบแถบโปรตีนลูกผสม GFP-Ago4 ท่ีขนาดประมาณ 124 กิโลดาลตัลได แตอยางไรก็

ตามแอนติบอดีดังกลาวสามารถตรวจจับกับโปรตีนลูกผสม His-STK (positive control) ได ดังนั้น

จากผลการทดลองอาจจะสรุปไดวาโปรตีนลูกผสม GFP-Ago4 อาจมีการแสดงออกในปริมาณนอย

มาก จึงทําใหไมสามารถทําการตรวจวิเคราะหไดดวยวิธีแอนติบอดีจําเพาะ  

 

ก) 

 

ข) 

 
รูปท่ี 4.12 การวิเคราะหการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม GFP-Ago4 แบบชั่วคราวในเซลล Sf9 ดวย

เทคนิค SDS-PAGE (ก) และการใชแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ His6X-tagged  protein (ข) 

โดยทําการสกัดโปรตีนลูกผสมจากเซลล Sf9 ท่ีไดรับพลาสมิด HpIEXGFP และ 

HpIEXGFP-Ago4  M คือแถบโปรตีนมาตรฐาน BluEye prestained protein ladder 

control คือ เซลล Sf9 ท่ีไมไดรับพลาสมิด Ago4/1 และ Ago4/2 คือ เซลล Sf9 ท่ีไดรับพ

ลาสมิด HpIEXGFP-Ago4 ของโคลนท่ี 1 และ 2 ตามลําดับ GFP คือ เซลลท่ีไดรับพลาสมิด 

HpIEXGFP His-STK5/1 คือ โปรตีนลูกผสมท่ีแสดงออกในแบคทีเรีย (ใชสําหรับเปน 

positive control)  
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4.8 การแสดงออกของโปรตีนลูกผสมอารโกน็อต 4 (GST-Ago4) ดวยระบบ 

Baculovirus 

 การทดลองนี้ใชพลาสมิด pACEBacl-GST-Ago4 ท่ีมีลําดับเบสของ Tn7R และ Tn7L ท่ี

สามารถนําพาชิ้นสวนของยีนอารโกน็อต 4 เขาไปรวมกับจีโนม (Bacmid) ของแบคทีเรีย E. coli สาย

พันธุ DH10 เพ่ือสราง Bacmid ลูกผสม (Recombinant bacmid) และเม่ือทําการนําสง Bacmid 

ลูกผสมเขาไปยังเซลลแมลง จะทําใหเกิดการสรางแบคคิวโลไวรัสลูกผสม (Recombinant 

baculovirus) พรอมกับการแสดงออกของโปรตีนลูกผสมอารโกน็อต 4 ในเซลลแมลง อีกท้ังแบคคิวโล

ไวรัสลูกผสมยังสามารถผลิตโปรตีนเรืองแสงสีเขียว (Green fluorescent protein, GFP) ซ่ึงสามารถ

ทําการตรวจสอบไดภายใตกลองจุลทรรศนชนิดฟลูออเรสเซนต และเพ่ือความสะดวกในการตรวจสอบ

การแสดงออกของโปรตีนลูกผสมอารโกน็อต 4 จึงทําการออกแบบใหมีการติดฉลากดวยโปรตีน 

Glutathione S transferase (GST) ท่ีบริเวณดานปลายเอ็น (N-terminus) ของโปรตีนอารโกน็อต 4 

 

4.8.1 การสรางแบคมิดลูกผสม (Recombinant bacmid)  

  4.8.1.1 การคัดเลือกแบคมิดลูกผสมดวยวิธีการสังเกตสีฟา-ขาวของโคโลนี 

(Blue-white colony)  

   เม่ือทําการนําพลาสมิด pACEBacI-GST และ pACEBacI-GST-Ago4/1 

และ pACEBacI-GST-Ago4/2 เขาสูเซลลแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ DH10 และทําการคัดเลือกแบค 

มิดลูกผสมบนจานเพาะเชื้ออาหารแข็งท่ีผสมยาปฏิชีวนะ gentamycin kanamycin และ 

tetracycline และสารละลายผสม X-gal/IPTG ผลการทดลองจากรูปท่ี 4.13 แสดงใหเห็นวาสามารถ

พบโคโลนีสีฟาของแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ DH10 ซ่ึงโดยปกติแลวจีโนมแบคมิดจะมีชิ้นสวนของ

ยีน LacZ ทําหนาท่ีในการสรางเอนไซม β-galactisidase ท่ีสามารถทําปฏิกิริยากับสารละลาย X-gal 

และใหผลิตภัณฑท่ีมีสีฟาหรือน้ําเงิน และสามารถพบโคโลนีสีขาวของแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ 

DH10 ท่ีคาดวานาจะมีจีโนมแบคมิดลูกผสม ซ่ึงเกิดจากท่ีพลาสมิด pACEBacI-GST และ pACEBacI-

GST-Ago4 มีสวนของ Tn7R และ Tn7L ท่ีสามารถนําพาชิ้นสวนของยีนอารโกน็อต 4 เขาไปแทรก

ตรงบริเวณสวนของยีน LacZ ของจีโนมแบคมิด ซ่ึงทําใหไมสามารถผลิตเอนไซม β-galactisidase มา

ทําปฏิกิริยากับ X-gal ได จึงทําใหแบคทีเรียท่ีมีแบคมิดลูกผสมจะมีโคโลนีสีขาวดังรูปท่ี 4.13 
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รูปท่ี 4.13 การคัดเลือกแบคมิดลูกผสมดวยสีฟา-ขาวของโคโลนี E. coli สายพันธุ DH10 ท่ีไดรับพลาสมิด 

pACEBacI-GST และ pACEBacI-Ago4/1 และ pACEBacI-Ago4/2   

 

  4.8.1.2 การคัดเลือกแบคมิดลูกผสมดวยเทคนิคพีซีอาร  

  เพ่ือยืนยันการแทรกตัวของยีน GST และ GST-Ago4 ในแบคมิดลูกผสม จึง

ทําการเพาะเลี้ยงและสกัดแบคมิดลูกผสมจากโคโลนีแบคทีเรียสีขาว 3 โคโลนี และโคโลนีสีฟา 1 

โคโลนี บนจานเพาะเชื้อตนฉบับในหัวขอท่ี 4.8.1.1 ดวยชุดสกัดพลาสมิด แตเนื่องดวยแบคมิดลูกผสม

ท่ีไดรับการนําสงพลาสมิด pACEBacI-Ago4/1 ไมสามารถโตไดในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวท่ีผสมยา

ปฏิชีวนะ gentamycin kanamycin และ tetracycline ดังนั้นการทดลองนี้จึงทําการคัดเลือกแบคมิ

ดลูกผสมดวยเทคนิคพีซีอาร เฉพาะแบคมิดลูกผสมท่ีไดพลาสมิด pACEBacI-GST และ pACEBacI-

Ago4/2 เทานั้น หลังจากการตรวจสอบผลิตภัณฑพีซีอารดวยเจลอะกาโรส ผลการทดลองรูปท่ี 4.14 

แสดงใหเห็นวาสามารถพบแถบผลิตภัณฑพีซีอารขนาดประมาณ 3,000 คูเบส จากแบคมินลูกผสมท่ี

ไดรับพลาสมิด pACEBacI-GST หมายเลข 11 และ 13 ในขณะท่ีแบคมิดลูกผสมท่ีไดรับพลาสมิด 

pACEBacI-Ago4/2 หมายเลข 12 และ 14 จะพบแถบผลิตภัณฑพีซีอารขนาดประมาณ 6,000 คูเบส 

นอกจากนั้นแบคมิดลูกผสมท่ีไดรับพลาสมิด pACEBacI-GST หมายเลข 15 และแบคมิดลูกผสมท่ี

ไดรับพลาสมิด pACEBacI-Ago4/2 หมายเลข 13   ใหแถบผลิตภัณฑพีซีอารท่ีขนาดประมาณ 300-

500 คูเบส ซ่ึงมีขนาดเทากับผลิตภัณฑพีซีอารท่ีไดจากโคโลนีสีฟา (negative control) ดังนั้นจึง

สามารถยืนยันไดวาแบคมินลูกผสม GST-alone หมายเลข 11 และ 13 และแบคมิดลูกผสม GST-

Ago4 หมายเลข 12 และ 14 มีชิ้นสวนดีเอ็นเอของยีน GST และ GST-Ago4 แทรกอยูในจีโนม 

ตามลําดับ จากนั้นจึงเลือกแบคมิดโคโลนีดังกลาวนําเขาเซลล Sf9 เพ่ือผลิตไวรัสตอไป      

0pACEBacI-GST 

 

 

1pACEBacI-Ago4/1 

 

 

2pACEBacI-Ago4/2 
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รูปท่ี 4.14 แสดงผลิตภัณฑพีซีอารจากดีเอ็นเอตนแบบของแบคมิดลูกผสมดวยวิธีอะกาโรสเจล 

อิเล็กโทรโฟรีซีส ทําการสกัดแบคมิดลูกผสมจํานวน 3 โคลน ท่ีไดรับพลาสมิด pACEBacI-

GST และ pACEBacI-GST-Ago4 และทําการเพ่ิมจํานวนชิ้นสวนบริเวณ insert M คือ 

แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 2-log DNA ladder (0.1-10.0 kb) ตัวเลข 11 13 และ 15 คือ

แบคมิดลูกผสมจากโคโลนีสีขาวของ pACEBacI-GST ตัวเลข 12 13 และ 14 คือ แบคมิ

ดลูกผสมจากโคโลนีสีขาวของ pACEBacI-GST-Ago4 ลูกศรสีแดงคือแถบผลิตภัณฑพีซี

อารท่ีคาดวามีชิ้นสวนของยีน GST หรือ GST-Ago4 วงกลมสีแดงคือแบคมิดลูกผสมท่ี

เลือกไปนําสงเขาเซลล Sf9 blue คือแบคมิดจากโคโลนีสีฟาของแบคทีเรีย E. coli สาย

พันธุ DH10  

  

 4.8.2 การสราง Baculovirus ลูกผสม 

  เพ่ือทําการแสดงออกโปรตีนลูกผสมอารโกน็อต 4 (GST-Ago4) ในเซลล Sf9 ทําการ

นําสงแบคมิดลูกผสมท่ีคัดเลือกแลว จํานวน 2 โคลน (โคลน GST หมายเลข 11 และ 13 และ โคลน 

GST-Ago4 หมายเลข 12 และ 14) เขาเซลล Sf9 ดวย transfection reagent FuGENE®  จากผลการ

ทดลองรูปท่ี 4.15 พบวาสามารถเห็นการแสดงออกของ baculovirus ลูกผสมท่ีติดโปรตีนเรืองแสงสี

เขียว GFP (จุดสีเขียว) ภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนตจากท้ังเซลล Sf9 ท่ีไดรับแบคมิดลูกผสม 

GST-alone และแบคมิดลูกผสม GST-Ago4 เม่ือเทียบกับเซลลกลุมควบคุม (control) ท่ีไมไดรับ

แบคมิดลูกผสม ดังนั้นการทดลองนี้ สรุปไดวาสามารถานําสงแบคมิดลูกผสมเขาสูเซลล Sf9 ไดสําเร็จ

และมีการผลิต baculovirus ลูกผสม ท่ีสามารถเพ่ิมจํานวนไดเองในเซลล จากนั้นทําการแยกอาหาร

เลี้ยงเซลลซ่ึงมี baculovirus ลูกผสม (P0) ใสในหลอดทดลองและเก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เพ่ือทําการเพ่ิมจํานวน baculovirus ลูกผสม (P1) ตอไป และทําการเก็บเซลล Sf9 เพ่ือนําไป

ตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน GST และ GST-Ago4 ในข้ันตอนตอไปอีกดวย 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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GST alone11 

 

GST alone13 

 

 GST-Ago4/12  

 

GST-Ago4/14 

 
รูปท่ี 4.15 การแสดงออกของโปรตีนลูกผสม GST-Ago4 ในเซลล Sf9 ดวยระบบแบคคิวโลไวรัส  การ 

นําสงแบคมิดลูกผสมเขาสูเซลล Sf9 ดวย FuGENE® และตรวจสอบการแสดงออกของ

โปรตีนเรืองแสงของ baculovirus ลูกผสมภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนตท่ี

กําลังขยาย 10 เทา control คือ ตัวอยางเซลล Sf9 ควบคุม ไมไดรับการนําสงแบคมิดลูก

ผสม GST alone 11 และ GST alone 13 คือ เซลล Sf9 ท่ีไดรับแบคมิดลูกผสมท่ีมียีน 

GST GST-Ago4/12 และ GST-Ago4/14 คือ เซลล Sf9 ท่ีไดรับแบคมิดลูกผสมท่ีมียีน 

GST-Ago4  

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



52 

 

 

บทท่ี 5 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

  

5.1 สรุปผลการวิจัย 

 เพ่ือศึกษาและยืนยันปฏิสัมพันธระหวางโปรตีนอารโกน็อต 4 และ Serine/Threonine 

protein kinase (STK) หรือ Arginine kinase (Ark) จึงทําการสรางโปรตีนลูกผสมท่ีบริสุทธิ์เพ่ือนํามา

ทดสอบการปฏิสัมพันธระหวางโปรตีนดังกลาวในหลอดทดลอง จากการทดลองสามารถทําการเพ่ิม

จํานวนชิ้นยีน Ark ขนาด 1,071 คูเบส และ STK ขนาด 1,851 คูเบส จากซีดีเอ็นเอของกุงกุลาดํา 

กอนนํามาสรางพลาสมิดลูกผสม pET28-Ark และ pET28-STK ไดสําเร็จ เม่ือนําพลาสมิดดังกลาวเขา

สูเซลลของแบคทีเรียสามารถกระตุนใหมีการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม His-Ark และ His-STK ท่ี

อยูในรูปแบบละลายไดดวย IPTG ความเขมขนสุดทาย 0.2 มิลลิโมลาร ท่ี 18 องศาเซลเซียส และทํา

ใหโปรตีนลูกผสม His-Ark และ His-STK บริสุทธิ์ไดดวยการใชนิกเกิล (Ni2+ Sepharose beads) เม่ือ

ชะลางดวยสารละลาย imidazole ความเขมขน 100-300 มิลลิโมลาร  

ดานการผลิตโปรตีนลูกผสมอารโกน็อต 4 แบบชั่วคราว (Transient expression) ในเซลล

แมลงโดยใชพลาสมิด HpIEXGFP-Ago4 เม่ือทําการนําสงพลาสมิดเขาสูเซลลเปนเวลา 48 ชั่วโมง ดวย

transfection reagent 2 ชนิด คือ Mirus และ FuGENE® พบวาสามารถนําพลาสมิดลูกผสมเขาสู

เซลลและมีการแสดงออกของโปรตีน GFP-Ago4 ไดสําเร็จภายใตกลองจุลทรรศนชนิดฟลูออเรสเซนต 

โดยท่ี FuGENE® มีประสิทธิภาพในการนําสงพลาสมิดลูกผสมเขาเซลล Sf9 ไดดีกวา Mirus แตอยางไร

ก็ตามไมสามารถตรวจพบโปรตีนดังกลาวไดดวยวิธีการใชแอนติบอดีจําเพาะตอ His6X-tagged 

protein  

นอกจากนี้ยังไดทําการผลิตโปรตีนลูกผสมอารโกน็อต 4 ดวยระบบแบคคิวโลไวรัส 

(Baculovirus system) จากการทดลองสามารถสรางแบคมิดลูกผสม GST-alone และแบคมิดลูก

ผสม GST-Ago4 ท่ีมีชิ้นสวนดีเอ็นเอของยีน GST และ GST-Ago4 แทรกอยูในจีโนมไดสําเร็จ และเม่ือ

นําสงแบคมิดลูกผสมดังกลาวเขาสูเซลลแมลง สามารถตรวจพบการเพ่ิมจํานวนของแบคคิวโลไวรัส

ลูกผสม (Recombinant baculovirus) ไดภายใตกลองจุลทรรศนชนิดฟลูออเรสเซนต จากนั้นเก็บ

เซลล Sf9 เพ่ือนําไปตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน GST และ GST-Ago4 ดวยเทคนิค SDS-

PAGE และแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอไป  ในสวนอาหารเลี้ยงเซลลซ่ึงมี Baculovirus ลูกผสม (P0) ทํา

การเก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือทําการเพ่ิมจํานวน Baculovirus ลูกผสม (P1) และ

กระตุนใหมีการแสดงออกของโปรตีนอารโกน็อต 4 ในครั้งตอไป  

จากงานวิจัยนี้สามารถผลิตโปรตีนลูกผสม His-Ark และ His-STK ท่ีบริสุทธิ์และเหมาะสมตอ

การนําไปใชทดสอบการปฏิสัมพันธในหลอดทดลอง ในขณะท่ีการสรางโปรตีนลูกผสมอารโกน็อต 4 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ในเซลลแมลงยังคงตองการการศึกษาเพ่ิมเติม เม่ือทําการสรางโปรตีนลูกผสมอารโกน็อต 4 และทําให

บริสุทธิ์ไดสําเร็จจะทําการทดสอบการปฏิสัมพันธระหวางอารโกน็อต 4 และโปรตีน His-Ark หรือ His-

STK ในหลอดทดลองตอไป  

 

5.2 ขอเสนอแนะ 

1. ทําการเพ่ิมประสิทธิภาพการแสดงออกของโปรตีน GFP-Ago4 ดวยวิธีแบบชั่วคราว โดย

การหาปริมาณพลาสมิด HpIEXGFP-Ago4 ท่ีเหมาะสมในการนําสงท่ีใหไดประสิทธิภาพการนําสง

มากกวา 80 % จากเซลลท้ังหมดภายใตกลองจุลทรรศนชนิดฟลูออเรสเซนต  

2. เพ่ือใหสามารถตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนอารโกน็อต 4 ดวยแอนติบอดีท่ีจําเพาะ

ตอ His6X-tagged protein ได ควรเพ่ิมปริมาณโปรตีนท่ีใชในการตรวจสอบใหมากข้ึน หรือเปลี่ยนไป

ใชแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ GFP-tagged protein แทน 

3. เม่ือทําการตรวจสอบการสรางโปรตีน GST-Ago4 ในเซลล Sf9 ดวยแบคคิวโลไวรัสลูกผสม 

(Recombinant baculovirus) และทําใหบริสุทธิ์ไดแลว ควรทดสอบการปฏิสัมพันธระหวางอาร

โกน็อต 4 และโปรตีน His-Ark หรือ His-STK ในหลอดทดลองตอไปในอนาคต  
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
1. Luria-Bertani broth (LB broth) 
 0.5% w/v NaCl      5.0 กรัม 

 0.5% w/v Yeast extract    5.0 กรัม 

 1.0% w/v Peptone     10.0 กรัม 

2. Luria-Bertani agar (LB agar) 

 0.5% w/v NaCl      5.0 กรัม 

 0.5% w/v Yeast extract    5.0 กรัม 

 1.0% w/v Peptone     10.0 กรัม 

 1.5% w/v Agar      15.0 กรัม 
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ภาคผนวก ข  

การเตรียมสารเคมี 
 
1. 10% APS (1 มิลลิลิตร)  

 APS       0.1 กรัม 

 H2O       1 มิลลิลิตร 

2. 10% SDS 

 SDS       10 กรัม 

 H2O       100 มิลลิลิตร 

3. 10x Running Buffer 

 SDS       10.0 กรัม 

 Tris Base      30.3 กรัม 

 Glycine       144 กรัม 

 H2O       1,000 มิลลิลิตร 

4. 1M Tris-HCl pH 8.8 

 Tris Base      121.14 กรัม 

 H2O       800 มิลลิลิตร 

 ปรับเปน pH 8.8 ดวย HCl      

5. 1M Tris-HCl pH 6.8 

 Tris Base      60.57 กรัม 

 H2O       400 มิลลิลิตร 

 ปรับเปน pH 6.8 ดวย HCl 

7. Lysis Buffer  

 Stock      Final concentration  

 500 mM Imidazole     5  mM 

 1M Tris-HCl pH 8.8     20  mM 

 2M NaCl      500 mM 

 Triton X-100      0.2% 

 Glycerol      10% 

 100 mM PMSF      2  mM 
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8. Transfer Buffer  

 Tris Base      5.80 กรัม 

 Glycine       2.90 กรัม 

 SDS       0.37 กรัม 

 H2O       800 มิลลิลิตร 

 Methanol      200 มิลลิลิตร 

9. 1x PBS + 0.1% tween 

 10x PBS      50 มิลลิลิตร 

 H2O       450 มิลลิลิตร 

 0.1% tween      0.50 มิลลิลิตร 

10. Lysis Buffer for GST (buffer A) 

 Stock      Final concentration 

 1M Tris-HCl pH8.8     20 mM 

 0.5M EDTA      2.0 mM 

 2M NaCl      1.0 mM 

 1M DTT      2.0 mM   

11. Elution Buffer 

 Stock      Final concentration 

 10x PBS      1X   

 1M Tris pH8.0      50 mM 

 Reduced Glutathione     30  mM 

12. 10X PBS Recipe (pH 7.4) 

 1.37 M NaCl      8.0 กรัม 

 27 mM KCl      0.2 กรัม 

 1 M Na2HPO4     1.44 กรัม 

 20 mM KH2PO4      0.24 กรัม 

 H2O       500 มิลลิลิตร 

 ปรับเปน pH 7.4 ดวย HCl 
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13. 70% Ethanol 

 เตรียมไดจากเอทานอลความเขมขน 95% โดยการเตรียมเอทานอลความเขมขน 70% 

ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ใหคํานวณดังนี้ 

จากสูตร   C1V1 = C2V2 

      95% x V1 = 70% x 1,000 มิลลิลิตร 

      V1 = 736.842 มิลลิลิตร 

    ≈ 737 มิลลิลิตร 

วิธีการเตรียม 

ผสมเอทานอลความเขมขน 95% ปริมาตร 737 มิลลิลิตร กับน้ํากลั่นปริมาตร 263 มิลลิลิตร ใหเขากัน 

 

14. 10X TAE buffer 

 Tris Base     48.5 กรัม 

 Acetic acid      11.40 มิลลิลิตร 

 0.5 M EDTA pH 8.0    20.0 มิลลิลิตร  

15. 10X TBE buffer 

 Tris Base     108 กรัม 

 Boric acid     55.0 กรัม 

 Double-distilled H2O    900 มิลลิลิตร 

 0.5 M EDTA pH8.0    40.0 มิลลิลิตร 

16. 1X laemmli sample buffer  

 2X laemmli sample buffer   475 ไมโครลิตร 

 β-mercaptoethanol    25.0 ไมโครลิตร 

 H2O      500 ไมโครลิตร 

 

17. การนับเซลลแมลง 

โดยการยอมเซลลดวยสารละลาย Trypan Blue ความเขมขน 0.4% ซ่ึงเซลลท่ีตายหรือผนัง

เซลลเสียหายจะติดสีน้ําเงิน และเซลลท่ีมีชีวิตจะสามารถขับสีออกจากเซลลไดเห็นเปนสีใส โดยเจือ

จางเซลลแขวนลอยอัตราสวน 1 ตอ 10 ดวย สารละลาย Trypan Blue ความเขมขน 0.4% และตั้ง

ท้ิงไวอยางนอย 5 นาที กอนนําไปนับจํานวนเซลลท่ีมีชีวิตภายใตกลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ 

(Inverted microscope) ทําการนับจํานวนเซลลจากสไลด 4 ชองดังภาพประกอบ และหาคาเฉลี่ย

ของเซลล เพ่ือคํานวณหาจํานวนเซลลตอปริมาตร     
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ภาพแสดงสไลดนับเซลล หรือ Hemocytometer พรอมปริมาตรและจํานวนชองท่ีนับเซลล 

 

ปริมาตรของสไลดนับเซลลตอชอง (กวาง x ยาว x สูง) = 1 มม. x 1 มม. x 0.1 มม. = 0.1 ลบ.มม3  

แปลงหนวยปริมาตร 1 ลูกบาตรมิลลิเมตร (ลบ.มม3) = 10-4 มิลลิลิตร  

ดั้งนั้นคํานวณจํานวนเซลลดังนี้ 

 

(จํานวนเซลลจาก 4 ชอง) x คาระดับการเจือจาง x 104 มิลลิลิตร = จํานวนเซลลตอมิลลิลิตร  

4 ชอง  

 

ยกตัวอยาง นับเซลลจาก 4 ชอง ไดจํานวน ดังนี้ 48+50+52+46 = 196 

 

196 x 10 x 104 = 49 x 105 เซลลตอมิลลิลิตร  

4  

 

ในการทดลองใชเซลล 1 x 106 เซลลตอหลุม ของ 6-well plate  

 

ดังนั้น 1 หลุม ตองใชเซลล 

1 x 106 เซลล       = 0.204 มิลลิลิตร  

49 x 105 เซลลตอมิลลิลิตร  

 

ในการทดลองใชอาหาร Sf-900 II SFM ปริมาตร 3 มิลลิลิตรตอหลุม ของ 6-well plate 

ดังนั้น 1 หลุม ตองใชอาหาร 3 – 0.204 มิลลิลิตร  = 2.796 มิลลิลิตร  
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สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง 

คํารับรองเลมโครงงานพิเศษ/ปญหาพิเศษ/สหกิจศึกษา 

     วันท่ี 20 เดือน ธันวาคม พ.ศ. 2565 

 

 ขาพเจา นางสาวศศินิภา นิลพันธ รหัสประจําตัว 62050651  

นักศึกษาหลักสูตรวิทยาศาตรบัณฑิต สาขาวิชา จุลชีววิทยาอุตสาหกรรม ภาควิชา ชีววิทยา  

ขอรับรองวาสหกิจศึกษา เรื่อง  

 

ชื่อภาษาไทย     การศึกษาลักษณะหนาท่ีของโปรตีนรวมทํางานกับโปรตีนอารโกน็อต 4 (PmAGO4) 

ในกระบวนการสรางเซลลสืบพันธุเพศผูของกุงกุลาดํา (Penaeus monodon) 

ชื่อภาษาอังกฤษ Functional study of Argonaute 4 (PmAGO4) interacting proteins in 

spermatogenesis of black tiger shrimp (Penaeus monodon) 
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