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Abstract

	 The quantitative determination of recombinant protein in crude protein is not commonly 

used because the protein is not in purified form. The Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE) was developed for quantitative determination of protein. This method 

has been use for protein quantitative determinations in many propose such as Tamm-Horsfall  

glycoprotein determination in kidney stone disease patient and determination of titin and nebulin in 

chicken meat product for meat industries. In this study, the method of quantitative determination  

of extracellular recombinant single-chain variable fragment anti-HIV-1 p17 proteins (scFv anti-p17) 

from Escherichia coli stain HB2151 by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel  

electrophoresis (SDS-PAGE) was developed by the application of bovine serum albumin as 

external and internal standard. The range of detection was 1.875 - 0.234 µg. These results 

presented variation coefficient less than 35%. The method applied to quantitative determination 

of scFv anti-p17 in 19 of crude protein samples. The quantitative protein concentration results 

related to the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and western immunoblotting method. 

The quantitative SDS-PAGE method is capable for quantitative determination of known protein 

from crude protein extraction. This method decreased the purification step, time consuming and 

protein yield loss.  This application is capable to apply with the other pathogenic protein markers 

in the future clinical applications.  Bull Chiang Mai Assoc Med Sci  2013; 46(2): 107-121
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บทนำ�
	 เทคโนโลยีการผลิตโปรตีนลูกผสม (recombinant 

protein) เพือ่ใชใ้นการวนิจิฉยั การรกัษาโรค และงานวจัิย เชน่ 

การผลิตโปรตีนอินซูลินเพื่อช่วยรักษาผู้ป่วยเบาหวาน1 การ

ผลิตโปรตีน single chain variable fragment (scFv) ที่มีความ

สามารถในการจับอย่างจำ�เพาะกับแอนติเจนได้หลากหลาย

บทคัดย่อ

	 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนลูกผสมที่จำ�เพาะจากโปรตีนรวมทำ�ได้ยาก เนื่องจากโปรตีนที่

ต้องการยังไม่ผ่านการทำ�บริสุทธิ์ ปัจจุบันการพัฒนาเทคนิคการหาปริมาณโปรตีนลูกผสมที่จำ�เพาะจาก

โปรตีนรวมโดยตรงด้วยวิธี quantitative sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE) นำ�มาใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนหลายชนิด เช่น การหาโปรตีน Tamm-Horsfall  

glycoprotein เพ่ือตรวจคัดกรองผู้ป่วยโรคนิ่วในไต และการตรวจหาปริมาณโปรตีน titin และ nebulin 

ในเนื้อไก่ ในการศึกษาครั้งนี้ผู้วิจัยได้พัฒนาการหาปริมาณโปรตีน single chain variable fragment  

anti-HIV-1 p17 (scFv anti-p17) ทีผ่ลติออกนอกเซลลจ์ากเชือ้ Escherichia coli สายพนัธุ ์HB2151 โดยใช้

โปรตีน bovine serum albumin (BSA) เป็นตัวควบคุมภายนอก และตัวควบคุมภายใน จากการศึกษาพบ

วา่ การสรา้งกราฟมาตรฐานโปรตนี BSA จากพืน้ทีใ่ตก้ราฟทีว่เิคราะหจ์ากความเขม้ของแถบโปรตนี BSA  

ในเจลดว้ยโปรแกรม ImageQuant TL programe  ไดค้า่ความเขม้ขน้ของ BSA ท่ีใช้เป็นตวัควบคมุภายนอก 

และตวัควบคมุภายในอยูใ่นชว่งคา่ความเขม้ขน้ 0.234 -1.875 ไมโครกรมั มคีา่สมัประสทิธิค์วามแปรปรวน 

(%CV) ได้น้อยกว่า 35%  เมื่อใช้การทดสอบการหาปริมาณ scFv  anti-p17 ในตัวอย่างโปรตีนจำ�นวน 

19 ตัวอย่าง ให้ผลของปริมาณโปรตีนที่สัมพันธ์กับผลการทดสอบด้วยวิธี enzyme-linked immuno 

 sorbent assay (ELISA) และ western immunoblotting การหาปรมิาณโปรตนีจำ�เพาะจากโปรตนีรวมดว้ย

วธิ ีSDS-PAGE ทำ�ใหท้ราบปรมิาณโปรตนีโดยไมต่อ้งผ่านขัน้ตอนการทำ�บรสิทุธ์ิโปรตนี ชว่ยลดระยะเวลา 

และการสญูเสยีโปรตนี สามารถนำ�ไปประยกุตใ์ชก้บัการหาปรมิาณโปรตนีบง่ชีที้ส่ำ�คญัทางการแพทยไ์ด้

ในอนาคต  วารสารเทคนิคการแพทย์เชียงใหม่ 2556; 46(2): 107-121

คำ�รหัส: 	 : โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต พอลิอะคริลิไมค์เจล อิเล็กโตรโฟลิซิส ซิงเกิลเชน แวริเอเบิล แฟรกเมนต์ เมทริกซ์	

	   โปรตีนพี-17 เอชไอวี-1 

ชนิด เพื่อใช้ในการรักษาการตรวจวินิจฉัยมะเร็งชนิดต่างๆ 

เช่น มะเร็งเม็ดเลือดขาว มะเร็งต่อมน้ำ�เหลือง และมะเร็ง

ลำ�ไส้ เป็นต้น2 จากประโยชน์ดังกล่าวการผลิต scFv เพื่อใช้

ในทางการแพทย์มีความสำ�คัญเป็นอย่างมาก การทดสอบ

ประสิทธิภาพการผลิตโปรตีนลูกผสมมีหลายขั้นตอน การหา 

การประยุกต์ใช้เทคนิค SDS-PAGE เพื่อตรวจหาปริมาณโปรตีน Extracellular 
Recombinant Single-chain Variable Fragment Anti-HIV-1 p17 จากโปรตีนรวม

กรรณาภรณ์  อินทชัย1, 	 ชัญญานุช  ภู่ทิม1 		  วัชระ  กสิณฤกษ์ 2,3 
ชัชชัย  ตะยาภิวัฒนา2,3 	 บดินทร์  บุตรอินทร์1*
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ปรมิาณโปรตนีเป็นขัน้ตอนหนึง่ทีแ่สดงถงึผลผลติโปรตนีทีไ่ด้

มีปริมาณมากเพยีงพอต่อการใชง้านหรอืไม ่ วธิกีารหาปรมิาณ

โปรตีนโดยทั่วไปคือ วิธี Kjeldahl วิธี Biuret วิธี Lowry-Folin  

และวิธ ีBradford การหาปรมิาณโปรตนีดว้ยวธิขีา้งต้น นยิมใช้ 

คำ�นวณหาปริมาณโปรตีนในรูปแบบการหาโปรตีนรวมจึง     

ไม่สามารถหาปริมาณโปรตีนที่จำ�เพาะจากโปรตีนที่ไม่ผ่าน

ขั้นตอนการทำ�บริสุทธิ์ได้

	 เทคนิค quantitative sodium dodecyl sulphate po-

lyacrylamide gel electrophoresis (quantitative SDS-PAGE) 

เปน็เทคนคิทีน่ำ�มาใชใ้นงานวเิคราะหโ์ปรตนีชนดิใดชนดิหนึง่

จากโปรตีนรวม โดยแยกโปรตีนภายใต้สนามไฟฟ้าอาศัย

ความแตกต่างของน้ำ�หนักโมเลกุลของโปรตีนที่มีโครงสร้าง

ปฐมภูมิต่างกัน และหาปริมาณโปรตีนจากความเข้มของ

แถบโปรตีนที่จำ�เพาะเมื่อเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน การ

วิเคราะห์โปรตีนด้วยเทคนิค quantitative SDS-PAGE เป็น

เทคนิคที่ง่าย และน่าเชื่อถือ จากการศึกษาที่ผ่านมา เทคนิค 

quantitative SDS-PAGE ถูกนำ�มาใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร 

และทางการแพทย์ Tomaszewska-Gras และคณะได้ศึกษา

หาปริมาณโปรตีน titin และ nebulin ในเนื้อไก่ด้วยเทคนิค 

SDS-PAGE โดยใช้ β-galactosidase เป็นตัวควบคุมภายใน 

พบวา่ปรมิาณโปรตนีทีค่ำ�นวณไดม้คีา่สมัประสทิธิส์หสมัพนัธ ์

คิดเป็น 0.91-0.993 การศึกษาของ Hofman และคณะตรวจ

หาปริมาณคอลลาเจนที่มีความเข้มข้นต่ำ� ในการผลิตเบียร์

ดว้ยเทคนคิ semi-quantitative SDS-PAGE โดยสามารถตรวจ

หาคอลลาเจนที่มีความเข้มข้นตั้งแต่ 0.03 ppm การศึกษา 

ของ Wai-hoe และคณะหาปรมิาณ Tamm-Horsfall glycoprotein 

(THP) ดว้ยวธิ ีSDS-PAGE โดยใชโ้ปรตนี THP มาตรฐาน เปน็

ตัวควบคุมภายนอกเพ่ือใช้ในการคัดกรองผู้ป่วยโรคนิ่วในไต  

จากการศึกษาให้ค่าความสามารถในการให้ผลซ้ำ� (Repro-

ducibility) และค่าความสามารถในการวัดซ้ำ� (Repeatability) 

เท่ากับ 4.8 % CV และ 2.6 % CV ตามลำ�ดับ พบว่าสามารถ

คัดกรองผู้ป่วยออกจากคนปกติได้ โดยมีความไว (sensitivity) 

และความจำ�เพาะ (specificity) สงูถงึ 92.3% และ 83.3% ตาม

ลำ�ดับ4 การศึกษาของ Li และคณะทำ�การตรวจหาปริมาณ

โปรตีนในน้ำ�ตาที่เปลี่ยนแปลงในผู้ป่วยโรคตาด้วยวิธี SDS-

PAGE densitometry โดยใชโ้ปรตนี soybean trypsin inhibitor 

(SBTI) เป็น ตัวควบคุมภายใน พบว่า เทคนิคนี้สามารถใช้ใน

การวนิจิฉัยการเกดิโรคตาไดโ้ดยวเิคราะหจ์ากปรมิาณโปรตนี

ในน้ำ�ตาที่เปลี่ยนแปลงไป5 Ricný และคณะศึกษาการหา

ปรมิาณ myosin heavy chain (MyHC) isoforms ในกล้ามเนือ้

ด้วยวิธี ELISA เปรียบเทียบกับวิธี SDS-PAGE พบว่าความ

ถกูตอ้ง และความเรว็ของวธิ ีELISA ใหผ้ลใกลเ้คยีงกบัการหา

ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE6

	 ในการศกึษาครัง้นีค้ณะผู้วจิยัผลติโปรตนี single-chain 

variable fragment anti-p17 (scFv anti-p17) ออกสู่นอกเซลล์

จากเชื้อ Escherichia coli สายพันธุ์ HB2151 ซึ่ง scFv เป็น

โปรตีนลูกผสมที่มีขนาดโมเลกุลขนาดเล็กกว่าแอนติบอดี

ปกติ (intact antibody) 5-6 เท่าโดยมีขนาดโมเลกุลประมาณ 

27-30 กิโลดาลตัน7 โครงสร้างของ scFv ประกอบด้วย  

variable light chain และ  variable heavy chain โดยต่อกัน

ดว้ยสายเปปไทดส์ายสัน้ๆ ขนาด 10-25 กรดอะมิโน สามารถ

จับอย่างจำ�เพาะกับแอนติเจน และแทรกเข้าสู่เนื้อเยื่อต่างๆ 

ได้ดีเมื่อนำ�ไปใช้ประโยชน์ในการรักษาโรคในผู้ป่วย scFv  

มีโอกาสกระตุ้นให้ผู้ป่วยสร้างแอนติบอดีของผู้ป่วยต่อ scFv 

ได้น้อยกว่าเมื่อเทียบกับการใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีใน

การรักษา จากความสำ�คัญของ scFv ดังกล่าวมาข้างต้น  

นกัวทิยาศาสตรจึ์งศกึษาคณุสมบตั ิและการใช้งาน scFv มากขึน้  

จากการศึกษาของ Lim และคณะทำ�การผลิต และทำ�บริสุทธิ์ 

scFv ต่อ exotoxin ของเชื้อ Burkholderia pseudomallei 

จาก E. coli สายพันธ์ุ HB2151 พบว่าโปรตีนที่ผลิตได้มี

ขนาดโมเลกุลประมาณ 27.5 กิโลดาลตัน และสามารถนำ�

ไปใช้ในการทดลองอ่ืนต่อไปได้8 Tragoolpua และคณะได้

ศึกษาการแสดงออกของ scFv-M6-1B9 intrabody ที่มีความ

จำ�เพาะกับ CD147 พบว่าสามารถลดการแสดงออกของ 

CD147 บนผิวเซลล์ 239A9 และการศึกษาของ Mukhtar และ

คณะเกี่ยวกับการแสดงออกของ single chain intracellular  

antibodies ทีม่คีวามจำ�เพาะกบั nucleoprotein ของเช้ือไวรสั  

influenza ชนิด A พบว่าสามารถยับยั้งการเพิ่มจำ�นวนของ

เชื้อไวรัส influenza ชนิด A ได้10 Gal-Tanamy และคณะสร้าง  

intrabodies ตอ่เอนไซม์ NS3 protease เพือ่ยบัยัง้การทำ�งาน

ของเอนไซม์ NS3 protease ของเชื้อไวรัสตับอักเสบชนิดซี  

พบวา่สามารถลดการเพิม่จำ�นวนของไวรสัตบัอกัเสบชนิดซ ี11 

จากการศึกษาท่ีผา่นมาแสดงใหเ้หน็การใช้ประโยชน ์scFv ใน

รูปแบบต่างๆ แต่การผลิต scFv เพื่อใช้ประโยชน์ยังมีปัญหา 

ในการหาปรมิาณของ scFv ทีผ่ลติได ้การผลติ scFv โดยแบคทเีรีย 

มขีัน้ตอนการทำ�บรสิทุธิโ์ปรตนีหลายขัน้ตอนทำ�ใหโ้ปรตนีท่ีได้ 

สูญเสียไปในขั้นตอนการทำ�บริสุทธ์ิ และการติดตามโปรตีน 

เป้าหมายทำ�ได้ยาก ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้ได้พัฒนาเทคนิค 

quantitative SDS-PAGE เพื่อใช้ในการหาปริมาณโปรตีน  

scFv anti-p17 ทีผ่ลติโดยเชือ้ E. coli สายพนัธุ ์HB2151 หลัง่

ออกนอกเซลลโ์ดยตรงจากโปรตนีรวม เพือ่ลดขัน้ตอนการทำ�

บริสุทธิ์โปรตีน ตรวจติดตามปริมาณโปรตีนในแต่ละขั้นตอน 

ของการทำ�บรสิทุธิ ์และสามารถประยกุตใ์ชก้บัการผลติโปรตนี

ลูกผสมชนิดต่างๆ จากเชื้อจุลชีพชนิดอื่นได้ในอนาคต 
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วิธีการศึกษา

1. การเตรียมโปรตีน scFv anti-p17

	 เลี้ยงเชื้อ E. coli สายพันธุ์ HB2151 ที่มีพลาสมิด 

pComb3x-scFvp17-His-HA ในอาหารเลีย้งเชือ้ terrific broth 

(1.2% tryptone, 2.4% yeast extract, 72 mM K
2
HPO

4
,  

17 mM KH2PO4, pH 7.0, 1% glucose, 0.4% glycerol 

และ100 µg/ml ampicillin) กระตุ้นให้เชื้อสร้างโปรตีน scFv 

anti-p17 ดว้ย Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) 

ความเขม้ข้น 58 ไมโครโมลาร ์ทีอ่ณุหภมิู 25 องศาเซลเซยีส เขยา่ 

200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16 ชั่วโมง ตกตะกอนโปรตีนจาก

อาหารเลี้ยงเชื้อด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตความเข้มข้น 70% 

ปั่นแยกโปรตีนที่ตกตะกอนด้วยเครื่องเหวี่ยงสารตกตะกอน

ที่ความเร็วรอบ 6000 g นำ�โปรตีนผ่านการตกตะกอนไป

ผ่านกระบวนการไดอะไลซิส (dialysis) เป็นเวลา 12 ชั่วโมง

ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นนำ�โปรตีนไปหาปริมาณ

ด้วยวิธี SDS-PAGE ต่อไป

2. การแยกโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE

	 นำ�โปรตนีรวมผสมกบั sample buffer (0.3125 M Tris 

HCl,10% SDS, 50% glycerol, 0.05% bromphenol blue, 

25% 2-Mercaptoethanol) ในอัตราส่วน 5:1 นำ�ไปต้มที่  

100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที แยกโปรตีน scFv 

anti-p17 ด้วย 12.5% polyacrylamide gel โดยใช้ความ 

ตา่งศกัย ์150 โวลต ์เวลา 2 ชัว่โมง นำ�เจลยอ้มด้วยส ีcoomassie 

blue R-250 การย้อมสีเจล มีขั้นตอนดังแสดงในตารางที่ 1 

โดยใช้น้ำ�ยาและสีย้อมปริมาตร 15 มิลลิลิตร ต่อการย้อม 

polyacrylamide gel 1 เจล

3. การตรวจหาโปรตีน scFv anti-p17 ด้วยวิธี western 

immunoblotting

	 เพือ่ยนืยนัตำ�แหนง่จำ�เพาะของโปรตนี scFv anti-p17 

โดยแยกโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE จากนั้นย้ายโปรตีน

จากเจลสูแ่ผน่เมมเบรน polyvinylidene difluoride (PVDF) ดว้ย

เคร่ือง electroblot ใช้กระแสไฟฟา้ 54 มิลลแิอมแปร เวลา 110 

นาที จากนั้นเติม 5% skim milk/phosphate buffer saline 

(PBS, pH 7.2) บนเมมเบรน PVDF บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมง เติม mouse anti-HA mAbs 

(Sigma, USA) อัตราส่วน 1:3000 ลงไปบนแผ่นเมมเบรน  

บม่ที ่25 องศาเซลเซยีส เปน็เวลา 1 ชัว่โมง  ล้างแผน่เมมเบรน 

ด้วย 0.05% v/v Tween20/ PBS (pH 7.2) 3 ครั้ง เติม HRP 

conjugated goat anti-mouse immunoglobulin antibodies 

(KPL, USA) อัตราส่วน 1:3000 บ่มที่ 25 องศาเซลเซียส  

electroblot เปน็เวลา 1 ชัว่โมง ลา้งแผน่เมมแบรนดว้ย 0.05% 

v/v Tween20/PBS (pH 7.2) สามครั้ง และล้างด้วย PBS (pH 

7.2)  1 ครัง้ เตมิ chemiluminescent substrates (Pierce, USA) 

ลงบนแผน่เมมเบรน และประกบฟลิมใ์นหอ้งมดืทิง้ไว ้30 นาที

Table 1 Coomassie Blue staining protocol3

4.  การตรวจสอบโปรตีน scFv anti-p17 ด้วยวิธี direct 

ELISA 

	 เพือ่ทดสอบความสามารถในการจบักบัแอนตเิจนของ

โปรตีน scFv anti-p17 และยืนยันว่ามีโปรตีน scFv anti-p17  

อยู่ในโปรตีนรวม โดยเคลือบแอนติเจนเปปไทด์ p17 ที่

จำ�เพาะต่อ scFv anti-p17 ในไมโครเพลททิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 

4 องศาเซลเซียส ข้ามคืน ล้างเพลทด้วย 0.05% Tween20/

TBS 3 ครั้ง เติม 2% BSA /TBS หลุมละ 200 ไมโครลิตร 

ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 1 ชั่วโมง จากนั้นล้างเพลทด้วย 0.05% 

Tween20/TBS 3 ครั้ง เจือจางโปรตีน scFv  anti-p17 ที่ผลิต

ได้ให้มีความเข้มข้นโปรตีนรวม 200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

และเติมลงไปในหลุม ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  สำ�หรับหลุม

ควบคุมชนิดผลบวก (positive control) เติม scFv anti-p17 

ที่เคยทำ�การทดสอบแล้วได้ผลบวกลงในหลุม ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร หลุมควบคุมชนิดผลลบ (negative control) เติม 

scFv-M61B9 ลงในหลุม ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ 1 

ชั่วโมง จากนั้นล้างออก ด้วย 0.05% Tween20/TBS 3 ครั้ง 

เตมิ HRP conjugated monoclonal anti-HA (1:1000) หลมุละ 

50 ไมโครลิตร ทิง้ไว ้1 ช่ัวโมงล้างออก ดว้ย 0.05%Tween20/
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TBS 3 ครั้ง เติม TMB microwell substrate หลุมละ 50 

ไมโครลิตร ปิดฝาครอบไว้ในที่มืดทิ้งนาน 30 นาที หยุดการ

ทำ�ปฏิกิริยาด้วยการเติม 1N HCl หลุมละ 50 ไมโครลิตร  

นำ�ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 

5. การหาปรมิาณโปรตนีด้วยวธิ ีQuantitative SDS-PAGE 

	 5.1 การสร้างกราฟมาตรฐาน

	 วเิคราะหค์วามเขม้ของแถบโปรตนีบนเจลทีย่อ้มดว้ยส ี

coomassie brilliant blue ด้วยเครื่อง Image Scanner III (GE 

healthcare) โปรแกรม ImageQuant TL programme

		  5.1.1 การสร้างกราฟมาตรฐาน โดยใช้โปรตีน 

BSA มาตรฐานเป็นตัวควบคุมภายนอก 

	 แยกโปรตนี BSA มาตรฐานความเข้มขน้ 1.875, 0.9375, 

0.469, 0.234 และ 0.117 ไมโครกรมั ดว้ยวธิ ีSDS-PAGE และ

วเิคราะหพ์ืน้ทีใ่ตก้ราฟของ โปรตนี BSA มาตรฐาน สรา้งกราฟ

มาตรฐานจากค่าพื้นที่ใต้กราฟของโปรตีน BSA มาตรฐาน 

โดยกำ�หนดให้แกนต้ังแสดงพื้นที่ใต้กราฟ และแกนนอน 

แสดงความเข้มขน้ของโปรตนี BSA มาตรฐาน ในหนว่ยไมโครกรมั

	 คำ�นวณความเข้มข้นของโปรตีน BSA มาตรฐานจาก

กราฟ และสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้มข้น

ของโปรตีน BSA มาตรฐานที่ทราบค่า และความเข้มข้นของ

โปรตีน BSA มาตรฐานที่คำ�นวณได้จากกราฟ

		  5.1.2 การสร้างกราฟมาตรฐาน โดยใช้โปรตีน 

BSA มาตรฐานเป็นตัวควบคุมภายใน 

	 แยกโปรตีน BSA มาตรฐานความเข้มข้น 1.875, 

0.9375, 0.469, 0.234 และ 0.117 ไมโครกรัม ผสมกับ

โปรตีนรวมความเข้มข้น 20 ไมโครกรัม ด้วยวิธี SDS-PAGE 

และวิเคราะห์พื้นที่ใต้กราฟของโปรตีน BSA มาตรฐาน สร้าง

กราฟมาตรฐานจากพืน้ทีใ่ตก้ราฟของโปรตนี BSA มาตรฐาน 

โดยกำ�หนดใหแ้กนตัง้แสดงพืน้ทีใ่ตก้ราฟ และแกนนอนแสดง

ความเข้มข้นของโปรตีน BSA ในหน่วยไมโครกรัม 

	 คำ�นวณความเข้มข้นของโปรตีน BSA มาตรฐานจาก

กราฟ และสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้มข้น

ของโปรตนี BSA มาตรฐานทีโ่หลดลงในเจล และความเข้มข้น 

ของโปรตีน BSA มาตรฐานที่คำ�นวณได้จากกราฟ

	 5.2 การหาปริมาณโปรตีน scFv anti-p17 โดยใช้

โปรตีน BSA มาตรฐานเป็นตัวควบคุมภายใน

	 เตรียมโปรตีน BSA มาตรฐาน ความเข้มข้น 1.875, 

0.9375, 0.469, 0.234 และ 0.117 ไมโครกรัม ผสมโปรตีน

รวมความเขม้ขน้ 20 ไมโครกรมั นำ�ไปวเิคราะห์โปรตนีดว้ยวธิ ี

SDS-PAGE และ western immunoblotting คำ�นวณหาความ

เขม้ข้นของ scFv anti-p17 จากคา่พืน้ทีใ่ต้กราฟของความเขม้

ของแถบโปรตีน scFv anti-p17 จากการประยุกต์สูตรการ

คำ�นวณของ Tomaszewska-Gras J. และคณะ3  

ผลการทดลอง

	 1. กราฟมาตรฐานจากโปรตนี BSA มาตรฐาน และ

กราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้มข้นของโปรตีน 

BSA มาตรฐานที่ทราบค่า และความเข้มข้นของโปรตีน 

BSA มาตรฐานทีค่ำ�นวณได้โดยใชโ้ปรตนี BSA มาตรฐาน

เป็นตัวควบคุมภายนอก

	 แยกโปรตีน BSA มาตรฐานความเข้มข้น 1.875, 

0.9375, 0.469, 0.234 และ 0.117 ไมโครกรัม ด้วยวิธี SDS-

PAGE พบแถบโปรตีนของโปรตีน BSA มาตรฐานเป็นแถบ

เดี่ยว น้ำ�หนักโมเลกุลประมาณ 65 กิโลดาลตัน เมื่อเทียบ

กับ molecular weight marker ความเข้มของแถบโปรตีน 

ลดลงตามลำ�ดับ ดังแสดงในรูปที่ 1 เมื่อวิเคราะห์ความ

เข้มของแถบโปรตีนในเจลด้วยโปรแกรม ImageQuant TL  

programme ซึ่งแสดงผลเป็นค่าพื้นที่ใต้กราฟ พบว่า ค่าพื้นที่

สมการคำ�นวณปริมาณโปรตีนที่ประยุกต์จากการศึกษาของ Tomaszewska-Gras J. และ คณะ3 

โดย	 X		  แทน	 ความเข้มข้นของโปรตีนที่คำ�นวณได้ในหน่วยเปอร์เซ็นต์

	 P_(protein peak)	 แทน	 ค่าพื้นที่ใต้กราฟของโปรตีนที่ต้องการทราบความเข้มข้น

	 P_(int.  standard)	แทน	 ค่าพื้นที่ใต้กราฟของตัวควบคุมภายใน 

	 S_(int.  standard)	แทน	 ความเข้มข้นของตัวควบคุมภายใน

	 S_(total protein)	 แทน	 ความเข้มข้นของโปรตีนรวม
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ใตก้ราฟ ลดลงตามความเขม้ขน้ของโปรตนี BSA มาตรฐานที่

ลดลงตามลำ�ดบั ดงัแสดงในรปูท่ี 2 และตารางที ่2 ตามลำ�ดับ

	 เม่ือนำ�คา่พืน้ทีใ่ตก้ราฟ จากตารางที ่2 มาสรา้งกราฟ

มาตรฐาน ได้กราฟเส้นตรงมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ R ≥  

0.98 ดังแสดงในรูปท่ี 3 ผลการคำ�นวณค่าความเข้มข้น

ของโปรตีน BSA มาตรฐานจากกราฟ และค่าสัมประสิทธ์ิ

Figure 1 SDS-PAGE analysis of various concentrations of standard BSA; Lane 1-5: 1.875, 0.9375, 0.469, 0.234, 

0.117 µg, respectively, Lane M: Prestained protein ladder

Figure 2 Peak areas of various concentrations of standard BSA intensity; (A-E) Peak areas of 1.875, 0.9375, 

0.469, 0.234, 0.117 µg, respectively. (F) Peak area of molecular weight marker intensity
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ความแปรปรวน (%CV) จากความเข้มข้นของโปรตีน BSA 

มาตรฐานที่คำ�นวณได้จากกราฟต่อความเข้มข้นของโปรตีน 

BSA มาตรฐานที่ทราบค่า คือ 1.862, 0.952, 0.495, 0.245, 

และ 0.099 ไมโครกรัม ตามลำ�ดับ คำ�นวณค่าสัมประสิทธิ์

ความแปรปรวนได้ 2.11, 8.58, 10.83, 10.72 และ 39.35 ตาม

ลำ�ดับ ดังแสดงในตารางที่ 3 โดยค่าความเข้มข้นท่ีคำ�นวณ

ได้จะยอมรับท่ีค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนน้อยกว่า  

35%  จากการทดลองพบว่าที่ความเข้มข้นของโปรตีน BSA 

มาตรฐาน เท่ากับ 0.099 ไมโครกรัม มีค่าสัมประสิทธิ์ความ

แปรปรวนมากกว่า 35% ที่ความเข้มข้นดังกล่าวจึงไม่นำ�มา

ใช้เป็นตัวควบคุมภายนอกในการคำ�นวณปริมาณโปรตีน ใน

การทดลองครั้งนี้เมื่อสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่า

ความเข้มข้นของโปรตีน BSA มาตรฐานที่คำ�นวณได้จาก

กราฟกบัค่าความเขม้ขน้ของโปรตนี BSA มาตรฐาน ไดก้ราฟ

เส้นตรงที่ทับกันดังแสดงในรูปที่ 4 ซ่ึงเป็นการยืนยันความ 

น่าเชื่อถือ และความถูกต้องของการคำ�นวณหาปริมาณ

โปรตีนจากกราฟมาตรฐานที่สร้างขึ้น โดยมีโปรตีน BSA 

มาตรฐานเป็นตัวควบคุมภายนอก เพื่อใช้ในการหาปริมาณ

โปรตนีจากเจลทีค่วามเขม้ขน้ตัง้แต ่0.245 – 1.862 ไมโครกรมั

Table 2 Peak areas of standard BSA concentration analyzed by ImageQuant TL program

Figure 3 Standard curve of quantitative determination of scFv anti-p17

 protein using standard BSA as external control from 10 experiment

13 
 

Table 1 Coomassie Blue staining protocol3 

Step Time (minute) 
       1.   Fixation: 40% v/v ethanol, 10% v/v glacial acetic acid 30 

2. Staining: 0.05% w/v Coomasie Blue R-250, 25% v/v ethanol and 8% acetic acid 30 
3. Destaining: 25% v/v ethanol and 8% acetic acid 15 twice) 
4. Preserving: 10% v/v acetic acid and 10% v/v glycerol 15 

 

Table 2 Peak areas of standard BSA concentration analyzed by ImageQuant TL program 

 

 

Table 3 Concentration of standard BSA calculated by standard curve  
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2. กราฟมาตรฐานจากโปรตีน BSA มาตรฐาน และกราฟ

ความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้มข้นของโปรตีน BSA 

มาตรฐานที่ทราบค่า และความเข้มข้นของโปรตีน BSA 

มาตรฐานที่คำ�นวณได้โดยใช้โปรตีน BSA มาตรฐานเป็น

ตัวควบคุมภายใน 

	 แยกโปรตนีรวมความเข้มขน้โปรตีนรวม 20 ไมโครกรัม

ทีผ่สมกบัโปรตนี BSA มาตรฐานความเขม้ขน้ 1.875, 0.9375, 

0.469, 0.234 และ 0.117 ไมโครกรัม ตามลำ�ดับ ด้วยวิธี 

SDS-PAGE พบตำ�แหน่งของโปรตีน BSA มาตรฐานมีขนาด

โมเลกุลประมาณ 65 กิโลดาลตัน เมื่อเทียบกับ molecular 

weight marker โดยความเข้มของแถบโปรตนีลดลงตามลำ�ดบั 

ดังแสดงในรูปที่ 5  เมื่อวิเคราะห์ความเข้มของแถบโปรตีนใน

เจลดว้ยโปรแกรม ImageQuant TL programme  ซึ่งแสดงผล

เป็นค่าพื้นที่ใต้กราฟ พบว่าค่าพื้นที่ใต้กราฟลดลงตามความ

เขม้ขน้ของโปรตนี BSA มาตรฐานทีล่ดลงตามลำ�ดบัดงัแสดง

ในรูปที่ 6 และตารางที่ 4

	 สร้างกราฟมาตรฐานจากค่าพื้นที่ใต้กราฟในตาราง

ที่ 4 พบว่าได้กราฟเส้นตรง ค่า R ≥ 0.98 ดังแสดงในรูปที่ 7 

ผลการคำ�นวณค่าความเข้มข้นของโปรตีน BSA มาตรฐาน

จากกราฟมาตรฐาน คือ 1.815, 1.045, 0.558, 0.236 และ 

0.057 ไมโครกรัม ตามลำ�ดับ ค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน 

Table 3 Concentration of standard BSA calculated by standard curve

Figure 4 Relationship between standard BSA concentrations 

determined by standard curve actual loaded into gel from 10 experiments

13 
 

Table 1 Coomassie Blue staining protocol3 

Step Time (minute) 
       1.   Fixation: 40% v/v ethanol, 10% v/v glacial acetic acid 30 

2. Staining: 0.05% w/v Coomasie Blue R-250, 25% v/v ethanol and 8% acetic acid 30 
3. Destaining: 25% v/v ethanol and 8% acetic acid 15 twice) 
4. Preserving: 10% v/v acetic acid and 10% v/v glycerol 15 

 

Table 2 Peak areas of standard BSA concentration analyzed by ImageQuant TL program 

 

 

Table 3 Concentration of standard BSA calculated by standard curve  
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Figure 5 SDS-PAGE analysis of various concentrations of standard BSA; Lane 1-5: 1.875, 0.9375, 0.469, 0.234, 	

	  0.117 µg, respectively, (Arrows), Lane M: Prestained protein ladder

Figure 6 Peak areas of various concentrations of standard BSA intensity. (A-E) Peak areas of 1.875, 0.9375, 	

	 0.469, 0.234 and 0.117 µg, respectively, (Arrows), (F) Peak areas of molecular weight marker intensity
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	 จากความเขม้ข้นของโปรตนี BSA มาตรฐานท่ีคำ�นวณ

ได้จากกราฟต่อความเข้มข้นของโปรตีน BSA มาตรฐานที่

ทราบคา่ คอื 2.459, 6.605, 10.054, 17.442 และ 62.282 ตาม

ลำ�ดับ ดังแสดงในตารางที่ 5 โดยค่าความเข้มข้นที่คำ�นวณได ้

จะยอมรับที่ค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนน้อยกว่า 35%3 

เมื่อสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้มข้นของ

โปรตนี BSA มาตรฐานทีค่ำ�นวณไดจ้ากกราฟกบัคา่ความเขม้

ข้นของโปรตีน BSA มาตรฐานที่กำ�หนดค่า ได้กราฟเส้นตรง 

ดังแสดงใน รูปที่ 8 เป็นการยืนยันความน่าเชื่อถือ และความ

ถูกตอ้งของการคำ�นวณหาปรมิาณโปรตนีจากกราฟมาตรฐาน

ทีส่รา้งขึน้ โดยมีโปรตนี BSA มาตรฐาน เปน็ตวัควบคมุภายใน

เพื่อใช้ในการหาปริมาณโปรตีนจากเจลที่ความเข้มข้นตั้งแต่ 

Table 4 Peak areas of standard BSA concentration that analyzed by ImageQuant TL program

0.234 -1.875 ไมโครกรัม

3. คำ�นวณปริมาณโปรตีน scFv anti-p17 ด้วยวิธี quan-

titative SDS-PAGE โดยใช้โปรตีน BSA มาตรฐานเป็น

ตัวควบคุมภายใน

	 เมือ่แยกโปรตนีรวมทีป่ระกอบดว้ยโปรตนี scFv anti-

p17  ด้วยวิธี SDS-PAGE โดยใช้โปรตีน BSA มาตรฐาน 

ความเข้มข้น 1.875 ไมโครกรัม เป็นตัวควบคุมภายใน และ

ตรวจหาโปรตีน scFv anti-p17 ด้วยวิธี western immunob-

lotting พบแถบโปรตีน scFv anti-p17 ขนาด 27 กิโลดาลตัน  

ดังแสดงในรูปที่ 9 และ 10 และให้ผลบวกเม่ือตรวจสอบ

โปรตีนด้วยวิธี ELISA

Figure 7 Standard curves of quantitative determination of scFv anti-p17 

protein using standard BSA as internal control from 10 experiments

14 
 

Table 4 Peak areas of standard BSA concentration that analyzed by ImageQuant TL program 

 
 

Table 5 Concentrations of standard BSA calculated by standard curve  

 

* The standard BSA concentration was unable to calculate by standard curve 

Table 6 Peaks area of scFv anti-p17 bands on SDS gels that analyzed by ImageQuant TL program 
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Table 5 Concentrations of standard BSA calculated by standard curve

* The standard BSA concentration was unable to calculate by standard curve

Figure 8 Relationship between standard BSA concentrations determined by standard 

curve and actual loaded into gel from 10 experiments

Figure 9 SDS-PAGE analysis for quantitative determination of scFv anti-p17 using 1.875 µg of standard BSA as 

internal control; Lane 1-5: crude protein (Solid arrows) mixed with 1.875 µg of standard BSA (Dash arrows),  

Lane M: Prestained protein ladder

14 
 

Table 4 Peak areas of standard BSA concentration that analyzed by ImageQuant TL program 

 
 

Table 5 Concentrations of standard BSA calculated by standard curve  

 

* The standard BSA concentration was unable to calculate by standard curve 

Table 6 Peaks area of scFv anti-p17 bands on SDS gels that analyzed by ImageQuant TL program 
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	 จากการวเิคราะหพ์ืน้ท่ีใตก้ราฟของโปรตนี scFv anti-

p17 ด้วยโปรแกรม ImageQuant TL programme ได้ค่าเฉลี่ย

พื้นที่ใต้กราฟของ scFv anti-p17 คือ 26,246 ดังแสดงใน

ตารางที ่6 และเมือ่นำ�ไปคำ�นวณตามสตูรทีป่ระยกุตจ์ากสูตร

Figure 10 Western immunoblotting analysis of scFv anti-p17; Lane 1-5: 20 µg of 

crude protein mixed with 1.875 µg of standard BSA

การคำ�นวณของ Tomaszewska-Gras J. และคณะ3คำ�นวณ

ปริมาณโปรตีน scFv anti-p17 ได้ 3.25% หรือ 1.637 

มิลลิกรัมต่อปริมาตรการเลี้ยงเชื้อ 1 ลิตร

Table 6 Peaks area of scFv anti-p17 bands on SDS gels that analyzed by ImageQuant TL program

14 
 

Table 4 Peak areas of standard BSA concentration that analyzed by ImageQuant TL program 

 
 

Table 5 Concentrations of standard BSA calculated by standard curve  

 

* The standard BSA concentration was unable to calculate by standard curve 

Table 6 Peaks area of scFv anti-p17 bands on SDS gels that analyzed by ImageQuant TL program 

 

 
4. การหาปริมาณโปรตีน scFv anti-p17 ในโปรตีนรวมที่

ความเขม้ข้นตา่งๆ ดว้ยเทคนคิ quantitative  SDS-PAGE

	 การหาปรมิาณโปรตนี scFv anti-p17 จากโปรตนีรวม 

โดยหาปริมาณโปรตีน scFv anti-p17 จากโปรตีนรวมที่ผลิต

ได้จำ�นวน 19 ตัวอย่าง โดยใช้โปรตีน BSA มาตรฐานความ

เข้มข้น 1.875 ไมโครกรัม เป็นตัวควบคุมภายใน เมื่อทดสอบ

โปรตนีดว้ยวธิ ีSDS-PAGE และ western immunoblotting พบ

แถบโปรตนีขนาด 27 กโิลดาลตนั และใหผ้ลบวกเมือ่ทดสอบ

โปรตีนด้วยวิธี ELISA เมื่อวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนจากการ

คำ�นวณพื้นที่ใต้กราฟของความเข้มของแถบโปรตีนตามสูตร

ที่กล่าวมาข้างต้น พบว่าสามารถคำ�นวณปริมาณ scFv anti-

p17 ได้ค่าดังแสดงในตารางที่ 7 

สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง

	 การทดลองสร้างกราฟมาตรฐานโดยใช้โปรตีน BSA 

มาตรฐาน ความเข้มข้น 1.875, 0.9375, 0.469, 0.234 และ 
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0.117 ไมโครกรัม เป็นตวัควบคมุภายนอก สามารถสรา้งกราฟ

เส้นตรง (R ≥ 0.98) ดังนั้นหากความเข้มข้นของโปรตีน BSA 

มาตรฐานเพิ่มขึ้น ค่าพื้นที่ใต้กราฟที่วิเคราะห์ได้จะเพิ่มขึ้น 

ตาม เมือ่คำ�นวณหาปรมิาณของโปรตนี BSA มาตรฐาน จาก

กราฟมาตรฐาน โดยกำ�หนดใหค้า่สมัประสทิธิค์วามแปรปรวน

นอ้ยกวา่ 35%3 พบวา่ โปรตนี BSA มาตรฐาน ท่ีความเขม้ขน้  

0.117 ไมโครกรัม คำ�นวณค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน

ได้ 39.35% ซึ่งมากกว่าค่าที่กำ�หนดไว้ ดังนั้นหากโปรตีนมี

ความเขม้ขน้นอ้ยกวา่ 0.234 ไมโครกรัม เมือ่นำ�มาคำ�นวณหา

ปริมาณโปรตนีคา่ท่ีไดไ้มอ่ยูใ่นชว่งค่าทีย่อมรบั และเมือ่สรา้ง

กราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้มข้นของโปรตีน BSA 

มาตรฐานท่ีคำ�นวณได้จากกราฟกับความเข้มข้นของโปรตีน 

BSA มาตรฐานที่ทราบค่า พบว่าได้กราฟเส้นตรงทั้ง 10 เส้น

ทับกันทั้งหมด มีค่า R ≥ 0.98 แสดงให้เห็นว่าโปรตีน BSA 

มาตรฐานที่มีความเข้มข้นตั้งแต่ 0.234 ไมโครกรัม สามารถ

ใช้เป็นตัวควบคุมภายนอกได้

	 เม่ือสร้างกราฟมาตรฐานโดยใชโ้ปรตนี BSA มาตรฐาน 

ความเข้มข้น 1.875, 0.9375, 0.469, 0.234 และ 0.117 

ไมโครกรัม เป็นตัวควบคุมภายใน ของโปรตีนรวมที่มีความ

เข้มข้น เท่ากับ 20 ไมโครกรัม สามารถสร้างกราฟเส้นตรง (R 

≥ 0.98) แสดงใหเ้หน็ว่าคา่พืน้ที่ใต้กราฟทีว่ิเคราะห์ไดเ้พิม่ขึน้

ตามค่าความเขม้ข้นของโปรตีน BSA มาตรฐาน และปรมิาณ

ของโปรตีน BSA มาตรฐานที่คำ�นวณได้จากกราฟมาตรฐาน 

มีค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนน้อยกว่า 35% แต่พบว่า

โปรตนี BSA มาตรฐาน ทีค่วามเขม้ขน้ 0.117 ไมโครกรมั มีค่า

สัมประสิทธิ์ความแปรปรวนเท่ากับ 62.282 ซึ่งมากกว่าค่าที่

กำ�หนดไว้3 ดังนั้นหากปริมาณโปรตีนมีความเข้มข้นน้อยกว่า 

0.234 ไมโครกรมั  เมือ่นำ�มาคำ�นวณหาปรมิาณคา่ทีไ่ดไ้มอ่ยู่

ในชว่งคา่ทีย่อมรบั และเมือ่สรา้งกราฟความสมัพนัธร์ะหวา่ง

ค่าความเข้มข้นของโปรตีน BSA มาตรฐานที่คำ�นวณได้จาก

กราฟกับความเข้มข้นของโปรตีน BSA มาตรฐานที่ทราบค่า 

พบว่าได้กราฟเส้นตรงทั้ง 10 เส้น (R ≥ 0.98) ดังนั้นโปรตีน 

BSA มาตรฐาน ที่มีความเข้มข้นตั้งแต่ 0.234 ไมโครกรัม 

สามารถใช้เป็นตัวควบคุมภายในได้

	 นอกจากการสร้างกราฟมาตรฐานโดยใช้โปรตีน BSA 

มาตรฐาน เป็นตัวควบคุมภายนอก และตัวควบคุมภายใน 

ปัจจัยที่มีผลต่อค่าความถูกต้องในการหาปริมาณโปรตีน

ด้วยเทคนิค quantitative SDS-PAGE  คือขั้นตอนการย้อม

โปรตีน และปริมาตรโปรตีนที่โหลดในเจล การศึกษาครั้งนี้

ย้อมโปรตีนด้วย Coomassie blue R-250 และล้างสีส่วนเกิน

ออกด้วยกรดอะซิติก ความเข้มข้น และปริมาตรของสีย้อม 

ระยะเวลาในการย้อม และการล้างสีส่วนเกิน มีความสำ�คัญ

อย่างมากในการหาปริมาณโปรตีนด้วยเทคนิคนี้ เนื่องจาก

ตอ้งคำ�นวณปรมิาณจากพืน้ทีใ่ตก้ราฟของความเขม้ของแถบ

โปรตนี ดงันัน้ในขัน้ตอนการยอ้มโปรตนีแตล่ะครัง้ ระยะเวลา 

และปริมาตรของสารที่ใช้ต้องเท่ากันทุกครั้ง3 และปริมาตร

ของโปรตีนตัวอย่างท่ีใช้โหลดลงในเจล ต้องเป็นปริมาตรที่

พอดกัีบปรมิาตรของหลุมบนเจล ซึง่หากโหลดโปรตนีปรมิาณ

มากเกินไปจนล้นออกนอกหลุม อาจทำ�ให้ค่าปริมาณโปรตีน

ที่ต้องการไม่สอดคล้องกับปริมาตรโปรตีนที่โหลดลงบนเจล 

หรือหากโหลดโปรตีนน้อยเกินไปอาจทำ�ให้ไม่ปรากฎแถบ

โปรตีนที่ต้องการวัดปริมาณบนเจล ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้ได้

Table 7 Quantitative SDS-PAGE method of scFv anti-p17 from crude protein

a optical density (OD) of cell for IPTG induction, b optical density (OD) of ELISA method, 
c scFv anti-p17 concentration that calculated by quantitative SDS-PAGE method
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โหลดโปรตนีปรมิาตร 12.5 ไมโครลติร ซึง่เปน็ปรมิาตรทีพ่อด ี

และไม่ล้นออกนอกหลุมเจล

	 จากการสร้างกราฟมาตรฐานจากโปรตีน BSA 

มาตรฐาน โดยไดก้ราฟเชงิเสน้ ใชโ้ปรตนี BSA มาตรฐานเปน็

ตัวควบคุมภายใน ในการหาปริมาณโปรตีน scFv anti-p17 

โดยกำ�หนดตำ�แหน่งแถบโปรตีนที่ต้องการวิเคราะห์ด้วยวิธี 

western immunoblotting และทำ�การทดลองซ้ำ� 5 ครัง้ พบวา่ 

โปรตนี scFv anti- p17 มขีนาดโมเลกลุเทา่กบั 27 กโิลดาลตนั  

จงึเลอืกแถบโปรตนีตำ�แหนง่นีใ้นการหาปรมิาณโปรตนี scFv 

anti-p17 โดยใช้สูตรคำ�นวณดังที่กล่าวมาข้างต้น ใช้ โปรตีน 

BSA มาตรฐานความเขม้ขน้ 1.875 ไมโครกรมั เปน็ตวัควบคมุ

ภายใน เนื่องจากให้ค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนน้อยที่สุด 

พบว่าสามารถคำ�นวณปริมาณโปรตีน scFv anti-p17 ได้ 

3.275% คิดเป็น 1.637 มิลลิกรัมต่อปริมาตรการเลี้ยงเช้ือ 

1 ลิตร และการใช้โปรตีน BSA มาตรฐาน เป็นตัวควบคุม

ภายใน เพื่อคำ�นวณหาปริมาณโปรตีนมีค่าความไวที่ 0.234 

ไมโครกรัม หากโปรตนีทีต่อ้งการหาปรมิาณมคีา่ต่ำ�กวา่ 0.234 

ไมโครกรัม จะไม่สามารถคำ�นวณได้ด้วยวิธีนี้ เนื่องจากค่า 

ไม่อยู่ในช่วงกราฟมาตรฐานที่สร้างขึ้น 

	 เมื่อทดลองสุ่มตัวอย่างโปรตีน scFv anti-p17 จาก

โปรตนีรวมจำ�นวน 19 ตวัอยา่ง ในการเลีย้งเชือ้ท่ีสภาวะตา่งๆ

แตกตา่งกนั 19 สภาวะ โดยใชโ้ปรตนี BSA มาตรฐานทีค่วาม

เขม้ขน้ 1.875 ไมโครกรมั เปน็ตวัควบคมุภายใน ซึง่อยูใ่นชว่ง

ทีย่อมรบัได้ พบวา่สามารถคำ�นวณปรมิาณโปรตนีไดจ้ากสตูร

ทุกตัวอย่าง และเมื่อนำ�โปรตีน  scFv anti-p17 มาทดสอบ

ด้วย western immunoblotting และ ELISA พบว่าให้ผลการ

ทดลองที่สอดคล้องกับวิธี quantitative SDS-PAGE

	 การศึกษาครั้งนี้เป็นงานวิจัยที่ประยุกต์ใช้วิธี SDS-

PAGE เพื่อหาปริมาณ extracellular protein ที่ผลิตจากเชื้อ

จุลชีพ ซึ่งผลการศึกษาในคร้ังน้ีเป็นคร้ังแรกที่มีการประยุกต์

ใช้เทคนิค quantitative SDS-PAGE ในการหาปริมาณ

โปรตีนที่สร้างจากเชื้อจุลชีพนอกเซลล์ โดยพัฒนาเทคนิค

จากการศึกษาของ Wai-hoe และคณะ4 การศึกษาครั้งนี้มี

ความสัมพันธ์กับการศึกษาของ Zupan และคณะได้พัฒนา

เทคนคิการแยกและวเิคราะห์ปรมิาณโปรตนีผนงัเซลลจ์ากเชือ้  

Saccharomyces cerevisiae ชนดิลกุลาม และไมล่กุลาม ดว้ย

วิธี SDS-PAGE โดยโปรตีนตัวอย่างไม่ผ่านการทำ�บริสุทธิ์  

จากการทดลองสามารถแยกโปรตีนได้กว่า 20 ชนิดที่มีขนาด

ตั้งแต่ 60 ถึง 220 กิโลดาลตัน และคำ�นวณค่าความสามารถ

ในการให้ผลซ้ำ� (reproducibility) เท่ากับ 0.3 %CV12 ผลการ

ศึกษาที่ได้ยังมีความสัมพันธ์กับ LI และคณะที่ได้ตรวจหา

ปริมาณโปรตีนในน้ำ�ตาโดยใช้ SBIT เป็นตัวควบคุมภายใน 

พบว่ามีค่าสัมประสิทธ์ิความแปรปรวนน้อยกว่า 10% ซึ่ง

เปน็วธิทีีส่ะดวกกว่าเมือ่เทยีบกบัการแยกโปรตนีดว้ยวธิ ีhigh 

performance liquid chromatography (HPLC) และใช้สิ่ง 

ส่งตรวจปรมิาตรนอ้ยกวา่เม่ือเทียบกบัการหาปรมิาณโปรตนี

ด้วยวิธี Bradford ที่ใช้น้ำ�ตาปริมาตร 10 ไมโครลิตร5 จะเห็น

ไดว้า่เทคนคิ SDS-PAGE แมจ้ะเป็นเทคนคิในการแยกโปรตนี

ชนิดต่างๆ ออกจากโปรตีนรวมโดยอาศัยขนาดของโปรตีน 

ซึ่งใช้ทั่วไปในงานวิจัย เพื่อใช้ตรวจหาคุณภาพโปรตีนใน

โปรตนีรวมเท่านัน้ แตใ่นการศกึษาครัง้นีไ้ดป้ระยกุตใ์ชเ้ทคนิค 

ดังกล่าวในการหาปริมาณโปรตีนเป้าหมายจากโปรตีนรวม

ดว้ยวิธีการอยา่งงา่ย อยา่งไรกต็ามการหาปรมิาณโปรตนีดว้ย

วิธีนี้ต้องทราบขนาดที่จำ�เพาะของโปรตีนที่ต้องการตรวจวัด 

และควรมีตวับง่ช้ีทีชั่ดเจนทีส่ามารถบอกตำ�แหนง่ของโปรตนี

ในเจลได ้เพือ่ใหท้ราบตำ�แหนง่ของแถบโปรตนีทีแ่นน่อน และ

ต้องอาศัยผู้ปฏิบัติงานที่มีความชำ�นาญเพื่อต้องการให้ค่า

สัมประสิทธิ์ความแปรปรวนน้อยที่สุด เนื่องจากวิธีนี้เป็นการ

ประยุกต์ใช้การหาปริมาณโปรตีนจากโปรตีนรวมด้วยวิธี 

quantitative SDS-PAGE และคำ�นวณหาปริมาณโปรตนีโดยใช้

สตูรคำ�นวณทางคณติศาสตรเ์ทยีบกบักราฟมาตรฐานทีส่รา้ง

ขึน้ ซึง่เทคนคินีส้ามารถนำ�ไปประยกุตใ์ชก้บัโปรตนีชนดิอืน่ที่

มีขัน้ตอนการทำ�บรสุิทธ์ิทีซ่บัซอ้น การหาปรมิาณโปรตนีด้วย

เทคนคิน้ีจะช่วยลดขัน้ตอนการทำ�บรสุิทธ์ิโปรตนี และสามารถ

หาปริมาณโปรตีนที่ต้องการได้จากโปรตีนรวมโดยตรง 

กิตติกรรมประกาศ

	 ผู้วิจัยขอขอบคุณ ทุนสนับสนุนการวิจัยจากสำ�นักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และ

เทคโนโลยแีหง่ชาต ิศนูยพ์นัธวุศิวกรรมและเทคโนโลยีแหง่ชาต ิและสำ�นกังานกองทุนสนบัสนนุ

การวจิยั ขอขอบคณุทนุสนบัสนุนการวจิยับางสว่นจากบณัฑติวทิยาลยั มหาวทิยาลยัเชยีงใหม ่



121เทคนิคการแพทย์  กายภาพบำ�บัด  กิจกรรมบำ�บัด   รังสีเทคนิค

วารสารเทคนิคการแพทย์เชียงใหม่ ปีที่ 46 ฉบับที่ 2 พฤษภาคม 2556

เอกสารอ้างอิง

1. 	 Regan FM, Williams RM, McDonald A, Umpleby AM, Acerini CL, O'Rahilly S, et al. 

	 Treatment with recombinant human insulin-like growth factor (rhIGF)-I/rhIGF binding protein-3 

	 complex improves metabolic control in subjects with severe insulin resistance. J. Clin  

	 Endocrinol  Metab 2010; 95(5): 2113-22.

2. 	 Weisser NE, Hall JC. Applications of single-chain variable fragment antibodies in therapeutics  

	 and diagnostics. Biotechnol Adv 2009; 27(4): 502-20.

3.	 Tomaszewska-Gras J, Kijowski J, Schreurs FJ. Quantitative determination of titin and nebulin  

	 in poultry meat by SDS-PAGE with an internal standard. Meat Sci 2002; 62(1): 61-6.

4.	 Wai-Hoe L, Wing-Seng L, Ismail Z, Lay-Harn G. SDS-PAGE-based quantitative assay for  

	 screening of kidney stone disease. Biol Proced Online 2009; 11: 145-60.

5.	 Li K, Chen Z, Duan F, Liang J, Wu K. Quantification of tear proteins by SDS-PAGE with  

	 an internal standard protein: A new method with special reference to small volume tears.  

	 Graefes  Arch Clin Exp Ophthalmol 2010; 248(6): 853-62.

6.	 Rícný J, Soukup T. Comparison of new ELISA method with established SDS-PAGE method  

	 for determination of muscle myosin heavy chain isoforms. Physiol Res 2011; 60(6):  

	 899-904.

7.	 Leong SSJ, Chen WN. Preparing recombinant single chain antibodies. Chem Eng Sci 2008;  

	 63(6): 1401-14.

8.	 Lim KP, Li H, Nathan S. Expression and purification of a recombinant scFv towards the  

	 exotoxin of the pathogen, Burkholderia pseudomallei. J Microbiol 2004; 42(2):126-32.

9.	 Tragoolpua K, Intasai N, Kasinrerk W, Mai S, Yuan Y, Tayapiwatana C. Generation of  

	 functional scFv intrabody to abate the expression of CD147 surface molecule of 293A cells.  

	 BMC Biotechnol 2008; 8(1).

10.	 Mukhtar MM, Li S, Li W, Wan T, Mu Y, Wei W, et al. Single-chain intracellular antibodies  

	 inhibit influenza virus replication by disrupting interaction of proteins involved in viral  

	 replication and transcription. Int J Biochem Cell Biol 2009; 41(3): 554-60.

11.	 Gal-Tanamy M, Zemel R, Bachmatov L, Jangra RK, Shapira A, Villanueva RA, et al.  

	 Inhibition of protease-inhibitor-resistant hepatitis C virus replicons and infectious virus by  

	 intracellular intrabodies. Antiviral Res. 2010; 88(1): 95-106.

12.	 Zupan J, Mavri J, Raspor P. Quantitative cell wall protein profiling of invasive and 

	 non-invasive Saccharomyces cerevisiae strains. J Microbiol Methods. 2009; 79(3): 260-265. 


