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ABSTRACT 

 Avian influenza is a highly contagious viral disease of major concern to both the 

poultry industry and human health; the currently ongoing outbreaks of H5N1 since 1997 

have been unprecedented with over 500 million birds destroyed and over 303 humans 

dead. Hence, rapid and accurate detection of avian influenza virus is a necessary tool for 

control of outbreaks and surveillance. Haemagglutinin (HA) protein is one of the markers 

for detection of influenza viral infection, also for monitoring of the antibody response to 

the virus. This protein is cleaved into two smaller polypeptide chain called HA1 and HA2 

when the virus bind to the cellular receptors consisting of sialic acid on the surface of the 

host cells. Therefore, the recombinant protein of two smaller polypeptide chain of cleaved 

HA could serve as antigens used in epidemic study.  

 In this study, HA2 gene was amplified using the cDNA from avian influenza virus 

CMU H5 (A/Chicken /Chiang Mai/1/2004) as a template. HA1 gene was optimized and 

synthesized based on sequence of influenza virus CMU H5. The genes were cloned and 

expressed as 6xHis and Myc epitope tagged protein in methylotrophic yeast Pichia 

pastoris. Only HA2 gene was successfully internal expressed in P. pastoris but not 

secretion. On the other hand, H5N1 HA1 protein could not be detected either internal 

expression or secretion. The internal H5N1 HA2 protein was successfully purified using 

nickel affinity chromatography (HisPur Ni-NTATM Spin Column) under native condition.   

The purified protein was assessed by SDS-PAGE and western blot. A single band of 



 

v 

 

35-40 kDa was observed in SDS gel, which almost double the size and higher molecular 

weight (MW) than a theoretical molecular mass of 24.724 kDa (by calculation). Western 

blot study revealed that the protein was detected with His DetectorTM and anti Myc 

antibody, indicating that this was protein of interest. The higher MW may due to the 

potential of performing post-translational modifications including N-glycosylation of P. 

pastoris. The H5N1 HA2 recombinant protein could react with serum sample from patient 

recovered from avian influenza infection (PO3, positive serum) who had their HI titer 

more than 1:40, while it was not react with the non-exposed individual serum (CS, 

negative serum). This indicates that P. pastoris strain could be an efficient expression 

system for H5N1 HA2 gene of avian influenza A virus CMU strain. 
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บทคดัย่อ 

 โรคไขห้วดันก เป็นโรคติดต่อที่ก่อให้เกิดความกงัวลเป็นอยา่งมากทั้งในดา้นอุตสาหกรรม
การเพาะเล้ียงสัตวปี์กและด้านสุขภาพอนามัยของมนุษย ์ซ่ึงการระบาดของโรคยงัคงเกิดขึ้นอยา่ง
ต่อเน่ืองตั้งแต่ปี 1997 เป็นตน้มา ส่งผลใหมี้สตัวปี์กมากวา่ 500 ลา้นตวัถูกท าลาย และมีจ านวนผูป่้วยที่
เสียชีวิตจากโรคมากกว่า 303 ราย ดงันั้นการตรวจสอบโรคไขห้วดันกที่มีความรวดเร็วและถูกตอ้ง      
จึงเปรียบเสมือนเคร่ืองมือที่มีความจ าเป็นอยา่งมากในการควบคุมการระบาดและการเฝ้าระวงัโรค
ไขห้วดันก โดยฮีแมกกลูตินินโปรตีน (เอชเอ) ซ่ึงเป็นโปรตีนชนิดหน่ึงที่สามารถใชใ้นการตรวจหา
ร่องรอยของการติดเช้ือไวรัสไขห้วดัใหญ่ และสามารถใช้ในการตรวจวดัการสร้างภูมิตา้นทานต่อ
ไวรัสได้อีกด้วย ซ่ึงโปรตีนดังกล่าวจะถูกตดัออกจากกนัได้เป็นสองส่วน คือ เอชเอ1 และ เอชเอ2 
ในขณะที่เช้ือไวรัสเขา้จบักับกรดไซอะลิกในตวัรับที่อยูบ่นพื้นผิวของเซลล์เจา้บา้น ดงันั้นการผลิต
โปรตีนทั้งสองส่วนซ่ึงเป็นส่วนที่แยกมาจากเอชเอน้ี สามารถน ามาใชเ้ป็นแอนติเจนในการตรวจสอบ
การระบาดของเช้ือไวรัสไขห้วดันกได ้

 ในการวิจัยน้ี cDNA ของเช้ือไวรัสไขหวดันก สายพนัธุ์ที่ได้จากมหาวิทยาลัยเชียงใหม่ 
(A/Chicken /Chiang Mai/1/2004) จะถูกน ามาใชเ้ป็นแม่แบบในการสงัเคราะห์ยนีเอชเอ2 ในขณะที่ยนี
เอชเอ1 ถูกปรับปรุงรหสัพนัธุกรรมและสงัเคราะห์ขึ้นมาโดยใชเ้ช้ือไวรัสไขห้วดันก สายพนัธุท์ี่ไดจ้าก
มหาวิทยาลยัเชียงใหม่เป็นแม่แบบ ยนีที่ไดจ้ะถูกน าไปโคลนและแสดงออกในยสีต ์P. pastoris โดย
โปรตีนที่ได้จะติดฉลากด้วย 6xHis และ Myc epitope มีเพียงยีน H5N1 HA2 เท่านั้ นที่สามารถ
แสดงออกภายในเซลลไ์ด ้แต่ก็ไม่สามารถแสดงออกโดยการหลัง่โปรตีนออกมานอกเซลล ์น าโปรตีน 
H5N1 HA2 ที่ยสีตส์ามารถผลิตขึ้นมาภายในเซลลม์าท าใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย nickel affinity chromatography 
(HisPur Ni-NTATM Spin Column) ภายใตส้ภาวะปกติ ซ่ึงโปรตีนที่ผา่นการท าบริสุทธ์ิแลว้จะถูกน าไป 
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ตรวจสอบผลดว้ยการท า SDS-PAGE และ western blot พบว่าขนาดของโปรตีนเอชเอ2 ที่ไดมี้ขนาด
ประมาณ 35-40 kDa ขนาดใหญ่เกือบจะสองเท่าของโปรตีนเอชเอ2 ที่ควรจะเป็นตามทฤษฎี คือ 
24.724 กิโลดาลตนั (จากการค านวณ) จากการวิเคราะห์ด้วย western blot พบว่าโปรตีน เอชเอ2 
ดงักล่าวสามารถตรวจสอบไดด้ว้ย His DetectorTM  และ anti Myc antibody แสดงใหเ้ห็นวา่โปรตีนเอช
เอ2 ดงักล่าวน้ีน่าจะเป็นโปรตีนที่เราสนใจ แต่มวลโมเลกุลของโปรตีนดงักล่าวมีขนาดใหญ่กว่าที่ควร
เป็น อาจจะเป็นผลจากกระบวนการ N-glycosylation ใน P. pastoris แต่ก็พบวา่รีคอมบิแนนทโ์ปรตีน
เอชเอ2 สามารถท าปฏิกิริยากบัตวัอยา่งซีร่ัมที่ไดจ้ากผูป่้วยไขห้วดันกที่หายแลว้ (PO3, positive serum) 
ที่มีค่า HI titer มากกวา่ 1:40 ได ้แต่ไม่ท าปฏิกิริยากบัซีร่ัมของผูท้ี่ไม่เคยสัมผสักบัเช้ือไขห้วดันก (CS, 
negative serum) ซ่ึงช้ีให้เห็นว่าเช้ือยสีต ์P. pastoris สามารถใชใ้นการแสดงออกยีนเอชเอ2 ของเช้ือ
ไวรัสไขห้วดันก สายพนัธุท์ี่ไดจ้ากมหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


