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บทที ่2 

วสัดุและวธีิด ำเนินกำรวจิยั 

 

2.1 อุปกรณ์เคร่ืองมือ สำรเคมีและเช้ือไวรัส 

2.1.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 

ช่ือเคร่ืองมือและอุปกรณ์ บริษัทผู้ผลติและรุ่น ประเทศ 
Analytical balance A&D, GX-800 Japan 
Auto pipette  DISCOVERY Comfort, Single 

Channel Pipette 
Poland 

Autoclave Sanyo, MLS-3780 Japan 
Biosafety cabinets class II ESCO® USA 
Cell culture flask, 25 cm2  CORNING®, 3055 phenolic style cap USA 
Cell culture flask, 75 cm2 Cellstar®, 658170 red standard cap Germany 
Cell culture plate 24 wells NUNCtm, delta surface Denmark 
Cell scraper SPL Life Sciences, 2 cm Blade Width Korea 
Centrifuge tube ขนาด 15 ml Falcon™, Conical Tubes (Polystyrene, 

Sterile)  
USA 

CO2 incubator Shellab, 2323-2AN USA 
Compound microscope Olympus, CX31 USA 
Dry  bath incubator Major science, MD01N Australia 
Duran bottle ขนาด 250, 500 และ 
1,000 ml 

SCHOTT, Duran Germany 

Electrophoresis power supply GE Healthcare, EPS601 UK 
Ettan IPG Strip holder ขนาด 13 cm GE Healthcare UK 
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ช่ือเคร่ืองมือและอุปกรณ์ บริษัทผู้ผลติและรุ่น ประเทศ 
Filter paper, 3 micron Whatman®, Grade 6 Germany 
Forcep MIRA, 15-434 Germany 
Freezer, -20 ºC SANYO, SF-C499 Japan 
Freezer, -80 ºC SANYO, MPF-392 Japan 
Graduated pipette Henneberg-Sander GmbH Germany 
Hemacytometer  BOECO, BOE02 Germany 
Hot air oven Clitton, CERASTIR UK 
Hot plate stirrer Fisher Scientific, F5A USA 
ImageMasterTM 2D Platinum 
software  

GE Healthcare, Version 5.0 UK 

ImageScanner GE Healthcare, UTA-1120 UK 
Immobilized pH gradient (IPG) strip, 
pH 3–10 nonlinear (NL) 

GE Healthcare UK 

Inverted microscope Olympus, CKX41 USA 
LabScan software GE Healthcare, Version 5.0 UK 
Membrane filter, 0.45 micron Sartorius stedim, 

Polytetrafluorethylene membrane 
Germany 

Microcentrifuge  Eppendorf, MiniSpin®plus Germany 
Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml Hycon plastic, E1004 Germany 
Orbital shaker Aosheng, Os-200 China 
pH meter Metrohm, 744 Switzerland 
Pipetboy HTL, Swiftpet Poland 
Pipette tip ขนาด 10, 200, 1,000 µl QSP®, Standard USA 
Plastic UV cuvette ขนาด 1.5 ml Plastibrand®, Semimicro UK 
Refrigerator National, NR-A181DH China 
Rocking platform ELMI, S 4 UK 
Spectrophotometer (UV/Visible) Thermo Electron, Genesys 20 USA 
Temperature controlled centrifuge SCILOGEX, D3024 USA 

http://www.katsci.com/manufacturer/scilogex.aspx
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ช่ือเคร่ืองมือและอุปกรณ์ บริษัทผู้ผลติและรุ่น ประเทศ 
Vacuum pump Rocker Scientific, 400 China 
Vertical electrophoresis system  
(10 x 10.5 cm) 

GE Healthcare, miniVE UK 

Vertical electrophoresis system  
(18 x 16 cm) 

GE Healthcare, SE 600 Ruby UK 

Vortex mixer Bohemia, Genie-2 G-560E USA 

2.1.2 สำรเคมี 

ช่ือสำรเคมี บริษัทผู้ผลติ ประเทศ 
3-[(3-cholamidopropyl) dimethyl 
ammonio]-1-propanesulfonate, 
CHAPS 

AMRESCO USA 

AccuGel 19:1 (40%), acrylamide to 
bisacrylamide stabilized solution 

National diagnostics USA 

Acetic acid, glacial QReCTM New Zealand 
Agarose low EEO Research Organics Inc. USA 
Ammomium sulfate BIO BASIC, Inc. Canada 
Ammonium persulfate BIO BASIC, Inc. Canada 
Bata-mercaptoethanol Fluka USA 
Bovine calf serum JR Scientific, Inc. USA 
Bovine serum abumin, BSA Sigma USA 
Bromophenol blue sodium salt ACROS Belgium 
Cocktail protease inhibitor set III, 
animal-free 

Calbiochem® USA 

Coomassie Brilliant Blue G-250 BIO BASIC, Inc. Canada 
Coomassie Brilliant Blue R-250 BIO BASIC, Inc. Canada 
Crystal violet Merck Germany 
Disodium hydrogen phosphate, 
 Na2HPO4 

Carlo Erba Italy 
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ช่ือสำรเคมี บริษัทผู้ผลติ ประเทศ 
Dithiothreitol, DTT BIO BASIC, Inc. Canada 
Drystrip cover fluid GE Healthcare UK 
Ethanol (95%), CH3CH2OH EMSURE® Germany 
Ethylenediaminetetraacetic acid, 
EDTA 

Sigma USA 

Fetal bovine serum Hyclone® USA 
Glycerol (87%) QReCTM New Zealand 
Glycine, NH2CH2COOH AppliChem GmbH Germany 
Hydrochloric acid (37%), HCl Carlo Erba Italy 
Iodoacetamide, IAA GE Healthcare  UK 
IPG buffer, pH 3-10 NL GE Healthcare  UK 
Iron supplemented calf serum JR Scientific, Inc. USA 
Isopropyl alcohol, C3H8O Merck Germany 
Magnesium chloride, MgCI2 Sigma USA 
Methanol, CH3OH  BHD UK 
Minimum essential medium, MEM Hyclone® USA 
Octyl phenoxypolyethoxylethanol,  
NP-40 

EMD Biosciences, Inc. 
 

Germany 

Penicillin/Streptomycin  Gibco® USA 
Phenylmethylsulfonyl fluoride, 
PMSF 

BIO BASIC, Inc. Canada 

Phosphoric acid (85%), H3PO4 BHD UK 
Potassium chloride, KCl Merck Germany 
Potassium dihydrogen phosphate, 
KH2PO4 

Carlo Erba Italy 

Protein marker, LMW calibration kit GE Healthcare  UK 
Sodium bicarbonate, NaHCO3 Sigma USA 
Sodium carboxy methylcellulose Dipti Cellulose PVT. LTD. India 
Sodium chloride, NaCl Merck Germany 

http://calbiochem.lookchem.com/About.html
http://en.wikipedia.org/wiki/Potassium
http://en.wikipedia.org/wiki/Potassium
http://en.wikipedia.org/wiki/Phosphorus
http://en.wikipedia.org/wiki/Phosphorus
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ช่ือสำรเคมี บริษัทผู้ผลติ ประเทศ 
Sodium dodecyl sulfate, SDS GE Healthcare  UK 
Sodium hydroxaide, NaOH Carlo Erba Italy 
Tetramethylethylenediamine, 
TEMED 

BIO BASIC, Inc. Canada 

Thiourea Merck Germany 
Tris(hydroxymethyl)aminomethane, 
Trisbase 

Vivantis, Inc. USA 

Trypsin-EDTA (0.5%) Gibco® USA 
Urea, CO(NH2)2 AppliChem GmbH Germany 

2.1.3 เช้ือไวรัสก่อโรคเริมและเซลล์เพำะเลีย้ง 

ช่ือเช้ือไวรัสและเซลล์เพำะเลีย้ง แหล่งทีม่ำ 
Herpes simplex virus type 2G, 
HSV-2G 

แขนงวชิาจุลชีววทิยาคลีนิก ภาควชิาเทคนิคการแพทย ์
คณะเทคนิคการแพทย ์มหาวิทยาลยัเชียงใหม ่

African monkey kidney cell, 
Vero cell 

แขนงวชิาจุลชีววทิยาคลีนิก ภาควชิาเทคนิคการแพทย ์
คณะเทคนิคการแพทย ์มหาวิทยาลยัเชียงใหม ่

  

http://en.wikipedia.org/wiki/Oxygen
http://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
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2.2 กำรเพำะเลีย้งเซลล์และไวรัสก่อโรคเริม 

เซลล์เพาะเล้ียงมีความส าคัญอย่างมากส าหรับการเพาะเล้ียงเช้ือไวรัส เน่ืองจากไวรัสไม่มี
กระบวนการเมแทบอลิซึม (metabolism) ท่ีใช้สังเคราะห์สารพนัธุกรรมของตนเอง การด ารงชีวิตของ
ไวรัสตอ้งเขา้ไปอาศยัในเซลล์ส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืนท่ีเรียกว่า โฮสต์เซล์ (host cell) หรือเซลล์เจา้บา้น เพื่อ
ควบคุมเมแทบอลิซึมภายในเซลล์ส าหรับการเพิ่มจ านวนไวรัส โดยในงานวิจยัน้ีได้เลือกใช้ African 
monkey kidney cell (Vero cell) เป็นเซลล์เจ้าบ้านส าหรับการเพาะเล้ียงเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 
(herpes simplex virus type-2, HSV-2) เน่ืองจาก Vero cell มีคุณสมบติัเป็น continuous cell line จึงท าให้มี
ความสะดวกอยา่งมากในการศึกษาวจิยั (ออ้มหทยั, 2552)  

2.2.1 กำรเพำะเลีย้ง African monkey kidney cell (Vero cell)  
ในการทดลองให้เตรียมขวดเพาะเล้ียงเซลล์ (cell culture flask) ขนาด 25 cm2 ส าหรับ

เล้ียง Vero cell ท่ีบรรจุอาหารเล้ียงเซลล์ (growth medium) (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 4 ml ทิ้งไว้ท่ี
อุณหภูมิห้อง แล้วน า Vero cell จาก stock ในตูแ้ช่แข็ง – 80◦C มาอุ่นใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 37 ◦C 
อย่างรวดเร็วจนผลึกน ้ าแข็งละลายตวั จากนั้นดูดสารละลายทั้งหมดใส่ลงในขวดเพาะเล้ียงเซลล์ท่ี
เตรียมไว ้ค่อยๆ เอียงขวดไปมาเบาๆ ในแนวนอนเพื่อให้เซลล์ท่ีเกาะกลุ่มกนักระจายเป็นเซลล์เด่ียวๆ 
ทัว่ผิวภาชนะ ก่อนน าไปบ่มในตูค้วบคุมอุณหภูมิ 37◦C ท่ีมีปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 (5% 
CO2 incubator) เป็นเวลาประมาณ 24 ชัว่โมง หลงัจากนั้นเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล์อีกคร้ัง และสังเกต
การเจริญเติบโตของเซลล์ภายใตก้ลอ้ง inverted microscope โดย Vero cell จะเขา้เกาะบนพื้นภาชนะ
และค่อยๆ แบ่งตวั โดยเกาะเรียงตวัเป็นระนาบชั้นเดียวตามพื้นผิว (monolayer) ดงัแสดงในรูปท่ี 2.1 
เม่ือเซลลเ์จริญเต็มผิวภาชนะจึงถ่ายเซลล์สู่อาหารใหม่ (subculture) เพื่อเพิ่มจ านวนเซลล์เพาะเล้ียงตาม
ตอ้งการ 

รูปที ่2.1 (ก) การเจริญเต็มผิวภาชนะ (monolayer) ของ Vero cell (ข) การแยกตัวออกจากกันของ 
Vero cell เม่ือเติม 0.1% Trypsin-EDTA   
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ก) กำรถ่ำยเซลล์สู่อำหำรใหม่ (subculture)  
น า Vero cell ท่ีเจริญเต็มผิวบนขวดเพาะเล้ียงเซลล์ ถ่ายเซลล์สู่อาหารใหม่โดยเท

อาหารเดิมออกจากภาชนะจนหมด ล้างผิวเซลล์ท่ีเกาะบนภาชนะด้วย 1X phosphate buffer saline (1X 
PBS) ปริมาตร 6 ml จ านวน 2 คร้ัง จากนั้นท าการแยกเซลล์ออกจากภาชนะด้วยการย่อยด้วยทริปซิน 
(trypsinisation) โดยเติม 0.05% (w/v) Trypsin-EDTA ปริมาตร 0.5-1.0 ml ตั้ งทิ้งไวบ้น rocking platform 
ให้สังเกตลกัษณะของ Vero cell ผ่านกล้อง inverted microscope จะพบเยื่อหุ้มเซลล์ของ Vero cell ค่อยๆ 
หดตวัและแยกตวัออกจากกนั เม่ือสามารถสังเกตเห็นพื้นท่ีว่างระหว่างเซลล์ดงัแสดงในรูปท่ี 2.1 จึงเท
สารละลาย 0.05% (w/v) Trypsin-EDTA ทิ้ง แล้วเติม growth medium ปริมาตร 3 ml ลงไปส าหรับขวด
เพาะเล้ียงเซลล์ขนาด 25 cm2 หรือปริมาตร 6 ml ส าหรับขวดเพาะเล้ียงเซลล์ขนาด 75 cm2 แล้วปิเปต
อาหารเล้ียงเซลล์ข้ึนลงเบาๆ เพื่อให้เซลล์ท่ีเกาะติดผิวภาชนะหลุดออกแยกตวัเป็นเซลล์เด่ียวๆ จากนั้น
แบ่งเซลล์ใส่ขวดเพาะเล้ียงเซลล์ใหม่โดยใชอ้ตัราส่วนในการแบ่งเซลล์เท่ากบั 1:3 หรือ 1:4 ของปริมาตร
ทั้งหมด ปรับปริมาตรดว้ย growth medium จนครบ 5 ml (ขวดเพาะเล้ียงเซลล์ขนาด 25 cm2) หรือ 10 ml 
(ขวดเพาะเล้ียงเซลล์ขนาด 75 cm2) แลว้เอียงขวดไปมาในแนวนอนเพื่อให้เซลล์กระจายทัว่ภาชนะ ก่อน
น าไปบ่มในตูค้วบคุมอุณหภูมิ 37◦C ท่ีมีปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 เซลล์จะใช้เวลาประมาณ 
1-2 วนัในการเจริญเติบโตจนเต็มผวิภาชนะจึงสามารถน าไปใชใ้นการเพาะเล้ียงไวรัส  

ข) กำรเพำะเลีย้งเซลล์ ในจำนเพำะเลีย้งเซลล์ 
ท าการเตรียม Vero cell ท่ีเจริญเต็มผิวบนขวดเพาะเล้ียงเซลล์ขนาด 25 cm2 ส าหรับ

ถ่ายเซลล์สู่จานเพาะเล้ียงเซลล์ (cell culture plate) จ  านวน 24 หลุม โดยเทอาหารเล้ียงเซลล์ออกจากขวด
เพาะเล้ียงเซลล์ และลา้งเซลล์ 2 คร้ัง ดว้ย 1X PBS จากนั้นแยกเซลล์ออกจากภาชนะดว้ย 0.05% (w/v) 
Trypsin-EDTA แลว้เติม growth medium ปริมาตร 3 ml พร้อมปิเปตอาหารเล้ียงเซลล์ข้ึนลงเบาๆ เพื่อให้
เซลล์ท่ีเกาะติดผิวภาชนะหลุดออกแยกตวัเป็นเซลล์เด่ียวๆ ต่อมาจึงเจือจางความเขม้ขน้ของเซลล์ให้
เหลือประมาณ 1×105 cells/ml โดยเติม growth medium จนครบปริมาตร 12 ml เขย่าไปมาเบาๆ ก่อน
แบ่งเซลล์จากขวดใส่ลงในจานเพาะเล้ียงเซลล์ทั้งหมด 24 หลุมๆ ละ 500 µl เอียงจานเพาะเล้ียงเซลล์ไป
มาเพื่อให้เซลลก์ระจายทัว่หลุม แลว้น าไปบ่มในตูค้วบคุมอุณหภูมิ 37◦C ท่ีมีปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์
ร้อยละ 5 เป็นเวลาประมาณ 1-2 วนั เม่ือเซลล์เจริญเต็มผิวทั้งหมด 24 หลุมจึงสามารถน าไปใช้ในการ
เพาะเล้ียงไวรัส  

2.2.2 กำรเพิม่ปริมำณไวรัสก่อโรคเริมชนิดที ่2  
เม่ือเสร็จส้ินขั้นตอนของการเพาะเล้ียงเซลล์จึงสามารถเพาะไวรัสลงไปบนเซลล์เจา้บา้น เพื่อ

เพิ่มปริมาณไวรัส โดยเตรียม Vero cell ในขวดเพาะเล้ียงเซลล์ขนาด 25 cm2 เทอาหารเล้ียงเช้ือออกและเติม 
maintenance medium (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 1-2 ml ตามดว้ยไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 จาก stock ปริมาตร 
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100 µl ลงในขวดเพาะเล้ียงเซลล์ บ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้องบน rocking platform เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เพื่อให้
อนุภาคของไวรัสเขา้เกาะเซลล์เจา้บา้น จากนั้นให้เทอาหารเล้ียงเซลล์รวมทั้งไวรัสท่ีไม่เขา้เกาะเซลล์ทิ้งไป 
แล้วเติม maintenance medium ลงไปใหม่จนครบ 5 ml บ่มต่อในตู้ควบคุมอุณหภูมิ 37◦C ท่ีมีปริมาณ
คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 เป็นเวลาประมาณ 1-2 วนั โดยให้สังเกตการเปล่ียนแปลงสัณฐานวิทยาของ 
Vero cell หลงัการติดเช้ือไวรัส (cytopathic effect, CPE) ภายใตก้ล้อง inverted microscope ดงัแสดงใน
รูปท่ี 2.2 พร้อมใหค้ะแนนเพื่อบ่งช้ีระดบัการติดเช้ือของเซลลด์งัน้ี 

CPE 1+  = เซลลมี์การเปล่ียนแปลงรูปร่างร้อยละ 25 ของเซลลท์ั้งหมด 
CPE 2+  = เซลลมี์การเปล่ียนแปลงรูปร่างร้อยละ 40 ของเซลลท์ั้งหมด 
CPE 3+  = เซลลมี์การเปล่ียนแปลงรูปร่างร้อยละ 75 ของเซลลท์ั้งหมด 
CPE 4+  = เซลล์มีการเปล่ียนแปลงรูปร่างร้อยละ 90 ของเซลล์ทั้งหมดโดยท่ีเซลล์ไม่

หลุดลอกออกจากผวิภาชนะ 

รูปที ่2.2 (ก) รูปร่างลกัษณะของ Vero cell ปกติ (ข) รูปร่างลกัษณะของ Vero cell ท่ีเกิดการเปล่ียนแปลง
สัณฐานวทิยาหลงัติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 เป็นเวลา 2 วนั 

เม่ือเซลล์ติดเช้ือไวรัสทั้งหมด เซลล์จะรวมตวักนัเป็นเซลล์ขนาดใหญ่ท่ีมีหลายนิวเคลียส 
เรียกวา่ multinucleated giant cell ซ่ึงต่อมาเซลล์เหล่าน้ีจะตายและหลุดออกจากผิวภาชนะท่ีเกาะอยู ่โดย
ให้เก็บขวดเพาะเล้ียงเซลล์ไปแช่แข็งไวท่ี้อุณหภูมิ -80◦C ก่อนท่ีกลุ่มเซลล์จะหลุดออกจากผิวภาชนะ 
(CPE 4+) แล้วค่อยน ากลับมาละลายท่ีอุณหภูมิห้อง (thaw) ทั้ งหมด 2 คร้ัง เพื่อให้อนุภาคไวรัสแตก
ออกมาจากเซลล์เจา้บา้น หลงัจากนั้นแบ่งเก็บไวรัสในหลอดไมโครเซนตริฟิวจข์นาด 1.5 ml เป็น stock
ไวท่ี้อุณหภูมิ -80◦C 

2.3 กำรนับจ ำนวนเซลล์โดยใช้ Hemacytometer  

ในการเล้ียงเซลล์จ  าเป็นต้องทราบจ านวนของเซลล์หลังการเล้ียง ในการทดลองน้ี ใช ้
hemacytometer ในการนบัจ านวนเซลล์ ซ่ึงเป็นสไลด์กระจกขนาดเล็กประกอบดว้ย 2 chambers ส าหรับ
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ใส่สารละลายตวัอยา่งเซลล์ แต่ละ chamber จะมีตาราง (grid) ขนาดเล็กสลกัอยูบ่นผิวกระจกดงัรูปท่ี 2.4 
โดยมีช่องส่ีเหล่ียมอยู่ภายใน 9 ช่อง แต่ละด้านของส่ีเหล่ียมมีความกวา้งและยาว 1 mm เม่ือวางกระจก 
coverslip ทบัลงเหนือ chamber จะเกิดเป็นห้องท่ีมีความหนาสูงเหนือจากพื้น 0.1 mm (รูปท่ี 2.3) ท าให้
สามารถทราบปริมาตรของสารละลายเหนือแต่ละช่องส่ีเหล่ียมของตารางไดอ้ยา่งแม่นย  า วิธีน้ีจึงเป็นการ
นบัจ านวนเซลลภ์ายในปริมาตรท่ีก าหนด (McAteer and Davis, 1979; Rouge, 2002) 

รูปที ่2.3 องคป์ระกอบของ hemacytometer (Oliver, 2004) 

2.3.1 กำรเตรียมสำรละลำยตัวอย่ำงเซลล์บรรจุลงใน chamber 
การเตรียมสารละลายในกรณีของ Vero cell ท่ีเพาะเล้ียงในขวดเพาะเล้ียงเซลล์นั้นเซลล์จะ

เกาะติดแน่นอยูบ่นผิวภาชนะ จึงตอ้งแยกเซลล์ออกจากผิวภาชนะก่อนดว้ย 0.05% (w/v) Trypsin-EDTA 
แล้วค่อยละลาย (resuspend) เซลล์ท่ีหลุดออกจากภาชนะด้วยอาหารเล้ียงเซลล์ปริมาตร 3-6 ml แบ่ง
สารละลายเซลล์ (cell suspension) เก็บไวใ้นหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ประมาณ 1 ml ส าหรับวดัความ
เขม้ขน้ของเซลล์ ส่วนท่ีเหลือน าไปใชใ้นการเพาะเล้ียงเซลล์ต่อไป โดยความเขม้ขน้ของสารละลายเซลล์
ท่ีใช้ตอ้งไม่มาก หรือน้อยจนเกินไป เน่ืองจากความเขม้ขน้ของเซลล์สูงอาจท าให้เซลล์อยู่ซ้อนทบักนั
และยากต่อการนบั จึงควรเจือจางสารละลายเซลล์ลง 1:10 1:100 หรือ 1:1000 แลว้ค่อยพิจารณาค่าการ
เจือจาง (dilution factor) ในการค านวณหาความเข้มขน้สุดท้าย (final concentration) ภายหลงั ในกรณีท่ี
เซลล์มีความเขม้ขน้น้อยเกินไป เช่น นับไดเ้พียง 1-2 เซลล์ต่อช่องส่ีเหล่ียม จะส่งผลให้เกิดค่าการนบัท่ี
ผดิพลาดทางค่าสถิติสูง (statistical error) 

ท าการบรรจุสารละลายตวัอย่างเซลล์ลงใน chamber โดยเร่ิมจากวางกระจก coverslip ลงบน 
chamber ผสมสารละลายตวัอย่างเซลล์เบาๆ ด้วย vortex mixer ให้เซลล์กระจายตวัในสารละลายมากท่ีสุด
เพื่อให้ผลท่ีแม่นย  าในการตรวจวดั แล้วดูดสารละลายตวัอย่างเซลล์ปริมาตร 15 µl ใส่ใน chamber ทั้ ง 2 
ของ hemacytometer โดยวางปลาย pipette tip บนร่องรูปตวัวีระหว่างชั้นกระจก coverslip (รูปท่ี 2.4) แรง
แคพิลลารี (capillary force) จะช่วยดึงสารละลายเขา้สู่ chamber ก่อนท าการนับเซลล์ให้ตั้ง hemacytometer 
ท่ีบรรจุสารละลายตวัอย่างเซลล์ทิ้งไวป้ระมาณ 2-3 นาที เพื่อให้เซลล์ภายใน chamber หยุดการเคล่ือนท่ี 



 

42 
 

เม่ือตรวจเช็คภายใตก้ล้อง compound microscope กลุ่มเซลล์จะตอ้งอยูใ่นระนาบเดียวกนัของจุดโฟกสัซ่ึง
ช่วยให้สะดวกต่อการนับ และตอ้งไม่ปล่อยทิ้งสารละลายตวัอยา่งเซลล์ไวน้านเกินไปจนสารละลายแห้ง 
มิฉะนั้นเซลลจ์ะแหง้ติดขอบกระจก coverslip กบั chamber ท าใหย้ากต่อการนบั 

รูปที ่2.4 ภาพขยายภายใน chamber ของ hemacytometer แสดงตารางพื้นท่ีส าหรับนบัเซลล ์

2.3.2 กำรนับจ ำนวนเซลล์และกำรค ำนวณควำมเข้มข้นของเซลล์ 
ตารางของ hemacytometer ประกอบดว้ยช่องส่ีเหล่ียม 9 ช่อง (1 x 1 x 0.1 mm) แต่ละช่อง

จะประกอบดว้ยช่องส่ีเหล่ียมขนาดเล็กอีก 16 ช่อง (0.25 x 0.25 x 0.1 mm) ในกรณีของ Vero cell ซ่ึงมี
ขนาดใหญ่จึงเลือกใช้พื้นท่ีบริเวณ A B C และ D (counting area) ส าหรับใช้นบัเซลล์ (รูปท่ี 2.4) วิธีการ
นบัเซลล์ในตารางให้นบัเรียงตามช่องจากซ้ายไปขวา บนลงล่างจนครบทั้งหมด 16 ช่อง ถา้เซลล์อยูบ่น
เส้นขอบนอกของพื้นท่ีให้เลือกนบัเพียงขอบเส้นขา้งใน เพื่อหลีกเล่ียงการนบัเซลล์ซ ้ า เม่ือนบัเซลล์แต่
ละพื้นท่ีจนครบ จึงน าจ านวนเซลลท่ี์นบัทั้งหมดจากทั้ง 2 chambers มาค านวณหาปริมาณของเซลล ์ 

รูปที ่2.5 แสดงตวัอย่างการนบัเซลล์บนพื้นท่ีนับเซลล์ B โดยสมมุติให้กลุ่มเซลล์คือ จุดสีฟ้า ซ่ึงอยู่
บนพื้นท่ีทั้งหมด 23 เซลล์โดยมีเซลล์ท่ีอยูข่อบนอกทั้งหมด 4 เซลล์ ดงันั้นจ านวนเซลล์ใน
พื้นท่ี B ท่ีนบัไดคื้อ 19 เซลล ์(ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Oliver, 2004)  



 

43 
 

การค านวณความเขม้ขน้ของเซลลมี์ขั้นตอนดงัน้ี 

1) บริเวณมีพื้นท่ี 0.1 mm2 และมีความฺสูงจากพื้น chamber 0.1 mm ดงันั้นปริมาตร
เหนือ counting area คือ 0.1 mm3 หรือ 0.1 µl  

2) หาผลรวมของจ านวนเซลล์ท่ีนับได้ในบริเวณพื้นท่ี A B C และ D ของทั้ ง 2 
chambers แลว้คิดเป็นค่าเฉล่ีย โดยสมมุติใหค้่าเฉล่ียรวมมีค่าเท่ากบั Z cells 

3) เปรียบเทียบความเข้มข้นเซลล์ในหน่วยจ านวนเซลล์ต่อปริมาตร 1 ml (1 ml 
เท่ากบั 1,000 mm3) 
ปริมาตร 0.1 mm3 (0.1 µl) นบัจ านวนเซลลไ์ด ้ =    Z  cells 
ถา้ใน 1000 mm3 (1 ml) จะมีจ านวนเซลล ์ =    Z × 1000 cells/ml 

      =    Z ×104 cells/ml 
4) ถา้สารละลายตวัอย่างเซลล์มีการเจือจางก่อนท าการนับเซลล์ ให้พิจารณาค่าการ

เจือจาง (dilution factor) มาคูณกลบัเพื่อใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยของเซลล์ จึงได้
สมการหาความเขม้ขน้เซลลด์งัน้ี 

จ  านวนเซลล/์มิลลิลิตร  =    จ  านวนเซลลท์ั้งหมด × 104 
× dilution factor 

5) ค านวณหาจ านวนเซลล์ทั้งหมดภายในภาชนะเพาะเล้ียงโดยน าค่าความเขม้ขน้ท่ี
ไดคู้ณกลบัปริมาตรของอาหารเล้ียงเซลล์ทั้งหมดท่ีใช้ละลายเซลล์ทั้งหมดออก
จากภาชนะ 

2.4 กำรหำปริมำณไวรัสโดยวธีิ plaque titration assay  

เตรียม Vero cell ท่ีเจริญเต็มผวิทั้งหมด 24 หลุมในจานเพาะเล้ียงเซลล์ โดยดูดอาหารเล้ียงเซลลจ์าก
หลุมๆ ละ 300 µl เหลือไวป้ระมาณ 200 µl ขณะเดียวกนัใหเ้ตรียมไวรัสท่ีตอ้งการหาปริมาณจาก stock มา
เจือจางแบบ 10 เท่าล าดบัส่วน (serial ten-fold dilution) ตั้งแต่ 1:10-1:106 ดว้ย essential medium ดงัแสดง
ในรูปท่ี 2.6 แลว้เติมไวรัสแต่ละความเขม้ขน้ใส่ลงในแต่ละหลุมของจานเพาะเล้ียงเซลล์ หลุมละ 100 µl 
โดยเรียงล าดบัตามความเขม้ขน้จากมากไปน้อย ต่อมาน าจานเพาะเล้ียงเซลล์ไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 1 ชั่วโมง บน rocking platform เพื่อให้อนุภาคไวรัสเขา้เกาะกับเซลล์ เม่ือบ่มเสร็จให้เติม overlay 
medium (ภาคผนวก ก) ซ่ึงมีส่วนผสมของ semi-solid agar หลุมละ 500 µl ท าให้อาหารเล้ียงเช้ือในแต่ละ
หลุมมีลกัษณะคลา้ยเจล การแพร่กระจายของไวรัสจึงถูกจ ากดัเฉพาะเซลล์ขา้งเคียงเท่านั้น จากนั้นน าไป
บ่มในตูค้วบคุมอุณหภูมิ 37◦C ท่ีมีปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 แต่ละอนุภาคของเซลล์จะถูก
ไวรัสท าลายเกิดเป็นลกัษณะโซนวงกลมเรียกวา่พลาค (plaque) 

0.1 

8 
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รูปที ่2.6 การเจือจางไวรัสแบบ 10 เท่าล าดบัส่วน เพื่อใชใ้นการท า plaque titration assay โดยใช ้Vero cell 

หลงับ่มเป็นเวลา 3-4 วนั พลาคจะขยายใหญ่ข้ึนเพียงพอท่ีสามารถเห็นด้วยตาเปล่า ให้ดูดอาหาร
เล้ียงเซลล์แต่ละหลุมทิ้งไป และลา้งผิวเซลล์ด้วย 1X PBS 1 คร้ัง ก่อนยอ้มสีเซลล์ด้วย 0.1% (w/v) crystal 
violet โดยหยดสีลงไปประมาณ 3-4 หยด พอให้ท่วมผิวเซลล์ ทิ้งไวป้ระมาณ 15 นาที จึงดูดสียอ้มทิ้ง สี
ยอ้มจะช่วยให้เห็นความแตกต่างอย่างชัดเจนระหว่างกลุ่มเซลล์ท่ีมีชีวิตอยู่ (living cell) ซ่ึงจะยอ้มติดสี 
ขณะท่ีกลุ่มเซลล์ตายจากการติดเช้ือไวรัสจะยอ้มไม่ติดสีปรากฏเป็นลกัษณะพลาคอยา่งชดัเจนดงัแสดงใน
รูปท่ี 2.7 ซ่ึงสามารถตรวจนับปริมาณของพลาคท่ีเกิดข้ึนมาค านวณหาปริมาณไวรัสได ้โดยให้เลือกนับ
เฉพาะหลุมท่ีมีพลาค อยู่ระหว่าง 10-100 พลาคของแต่ละค่าความเจือจางไวรัส ยกตวัอย่างดังรูปท่ี 2.7 
สมมุติใช้ไวรัสท่ีเจือจางความเขม้ขน้ลง 10-6  เท่า ปริมาตร 100 µl เติมลงในจานเพาะเล้ียงเซลล์ท่ีเตรียมไว ้
หลงับ่มและยอ้มสีสามารถนบัจ านวนพลาคไดท้ั้งหมด 26 พลาค เม่ือ 1 พลาค คิดเป็นปริมาณไวรัสเท่ากบั 
1 infection unit หรือ Plaque Forming Unit ดงันั้นปริมาณไวรัส จึงมีค่าเท่ากบั 26×106 PFU ต่อ 100 µl ของ
ปริมาณไวรัสท่ีเติมลงไป หรือเท่ากบั 2.6×108 PFU/ml โดยในแต่หลุมท่ีมีปริมาณไวรัสแตกต่างกนัควรนบั
อยา่งนอ้ย 2 ซ ้ า เพื่อความแม่นย  าในการหาปริมาณไวรัส (Dulbecco, 1952; Dulbecco and Vogt, 1953) 

รูปที ่2.7 ลกัษณะของพลาคท่ีเกิดข้ึนจากไวรัสหลงัยอ้มสีดว้ยคริสตอลไวโอเลต 
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2.5 กำรเลอืกชนิดสำรละลำยบัฟเฟอร์ทีเ่หมำะสมในกำรสกดัโปรตีน 

ขั้นตอนของการสกัดโปรตีนออกจากเซลล์ด้วยสารละลายท่ีเหมาะสมถือเป็นส่ิงท่ีส าคญัใน
การศึกษาการแสดงออกโปรตีนดว้ยวิธีโปรติโอมิกส์ เพื่อให้ไดโ้ปรตีนทั้งหมดภายในเซลล์ท่ีตอ้งการ
ศึกษา ในการสกดัโปรตีนจาก Vero cell นิยมสกดัโปรตีนโดยตรงดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ (lysis buffer) 
ซ่ึงมีองค์ประกอบของดีเทอร์เจนท์ชนิดต่างๆ เพื่อท าหน้าท่ีในการท าลายเยื่อหุ้มเซลล์ ในการทดลองน้ี
ไดเ้ตรียมตวัอยา่ง Vero cell บนขวดเพาะเล้ียงเซลล์ขนาด 25 cm2 ท่ีผา่นการติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิด
ท่ี 2 เป็นเวลา 6 ชัว่โมงในหน่วย multiplicity of infection (MOI) เท่ากบั 5 ส าหรับเปรียบเทียบการสกดั
โปรตีนดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ทั้งหมด 3 ชนิด ไดแ้ก่ สารละลายบฟัเฟอร์ CHAPS-Urea-Thiourea (Hu 
et al., 2010) สารละลายบัฟเฟอร์ NP-40 (จิราภรณ์ , 2553) และสารละลายบัฟเฟอร์ NP-40-Urea-
Thiourea (ภาคผนวก ข) จากนั้นน าตวัอยา่งโปรตีนไปวิเคราะห์ประสิทธิภาพของสารละลายบฟัเฟอร์ท่ี
เหมาะสมในการสกดัโปรตีนโดยวิธีโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต-พอลิอะคริลาไมด์เจล อิเล็กโทรโฟรีซีส 
และการแยกโปรตีนแบบ 2 มิติ 

2.6 กำรเลอืกชนิดของซีรัมทีเ่หมำะสมต่อกำรเพำะเลีย้งเซลล์เจ้ำบ้ำนและไวรัสก่อโรคเริมชนิดที ่2 

ซีรัมเป็นของเหลวท่ีไดจ้ากการแข็งตวัของเลือดสัตวโ์ดยมีสารชีวโมเลกุลท่ีมีความซบัซอ้นทั้งขนาด
ใหญ่และเล็กเป็นองคป์ระกอบ เช่น เป็นสารอาหาร ฮอร์โมน โกรทแฟคเตอร์ (growth factor) นอกจากนั้นยงั
เป็นสารให้ความหนืดป้องกนัอนัตรายกบัเซลล์ สารยบัย ั้งการท างานของเอนไซม์โปรติเอส และบฟัเฟอร์ 
จึงนิยมใช้ซีรัมในอาหารเล้ียงเซลล์กนัอยา่งแพร่หลาย และมีให้เลือกหลายชนิด โดยในงานวิจยัน้ีเลือกใช้
ซีรัมทั้ งหมด 3 ชนิด คือ Iron supplemented calf serum  Bovine calf serum และ Fetal bovine serum 
มาทดลองเปรียบเทียบกนัเพื่อหาซีรัมท่ีเหมาะสมต่อการเพาะเล้ียงเซลลด์งัน้ี 

2.6.1 กำรเปรียบเทยีบลกัษณะสัณฐำนวทิยำภำยนอกของเซลล์ 
เตรียม growth medium จากซีรัมทั้ง 3 ชนิด (ภาคผนวก ก) มาใชเ้พาะเล้ียง Vero cell พร้อมกนั

ในขวดเพ าะ เล้ี ยงเซลล์ขนาด 25 cm2 หลังจากบ่ มในตู้ควบ คุม อุณหภู มิ  37◦C ท่ี มีป ริมาณ
คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 จึงสังเกตลกัษณะสัณฐานวิทยาภายนอกของเซลล์ผ่านกล้อง inverted 
microscope พร้อมบนัทึกเวลาเม่ือเซลลเ์จริญเตม็ท่ีเปรียบเทียบกนัระหวา่งซีรัมทั้ง 3 ชนิด 

2.6.2 กำรเปรียบเทยีบกำรเกำะติด และกำรเจริญเติบโตของไวรัสด้วย plaque titration assay 
เพาะเล้ียง Vero cell ในจานเพาะเล้ียงเซลล์ โดยใช้ growth medium ท่ีเตรียมจากซีรัมทั้ ง 3 

ชนิด จนเซลล์เจริญเตม็ผวิภาชนะทั้งหมด 24 หลุม จากนั้นน าแต่ละจานเพาะเล้ียงมาท า plaque titration assay 
ดว้ยไวรัสก่อโรคชนิดท่ี 2 โดยหลงัจากยอ้มสีเซลลด์ว้ยคริสตอลไวโอเลต ใหส้ังเกตลกัษณะของพลาค
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ท่ีเกิดข้ึนเปรียบเทียบกนั โดยลกัษณะของพลาคท่ีสมบูรณ์จะมีลกัษณะเกิดเป็นวงกลมท่ีมีขอบชดัเจน
ซ่ึงแสดงถึงเซลลท่ี์ถูกไวรัสท าลาย 

2.6.3 การเปรียบเทยีบกำรแสดงออกของโปรตีนด้วยวธีิกำรแยกโปรตีนแบบ 2 มิติ 
ท าการเตรียมตวัอยา่งโปรตีนโดยเพาะเล้ียง Vero cell ดว้ย growth medium ท่ีเตรียมจาก ซีรัม

ทั้ง 3 ชนิด บนขวดเพาะเล้ียงเซลล์ขนาด 75 cm2 เติมไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 บนเซลล์เจา้บา้น Vero cell 
ในหน่วย MOI เท่ากบั 5 (ภาคผนวก ค) หลงับ่มไวใ้นตูค้วบคุมอุณหภูมิ 37◦C ท่ีมีปริมาณคาร์บอนได 
ออกไซด์ร้อยละ 5 เป็นเวลา 6 ชั่วโมง จึงเก็บตวัอย่างเซลล์มาสกดัโปรตีนด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ท่ี
เหมาะสมจากการทดลองขอ้ 2.5 จากนั้นจึงน าตวัอย่างโปรตีนท่ีสกดัได้ไปวิเคราะห์เปรียบเทียบการ
แสดงออกของโปรตีนโดยวธีิการแยกโปรตีนแบบ 2 มิติ ต่อไป 

2.7 กำรสกดัและเตรียมโปรตีนจำกเซลล์เจ้ำบ้ำนทีต่ิดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดที ่2 ในระยะแรกเร่ิม 

เม่ือได้ชนิดซีรัมท่ีเหมาะสมส าหรับการเพาะเล้ียง Vero cell ท่ีติดไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 รวมไป
ถึงชนิดของสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีเหมาะสมในการสกดัโปรตีนแลว้ ต่อมาจึงท าการศึกษาโปรตีนใน Vero 
cell ท่ีตอบสนองต่อการติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 ในระยะแรกเร่ิม จึงท าการเตรียมโปรตีนโดย
แบ่งกลุ่มเพาะเล้ียง Vero cell เป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มเซลล์ท่ีไม่ติดเช้ือ (กลุ่มควบคุม) และกลุ่มเซลล์ท่ีติด
เช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 ในระยะแรกเร่ิมเป็นเวลา 6 ชัว่โมง (กลุ่มทดลอง) ดงัแสดงในรูปท่ี 2.8  

รูปที ่2.8 แผนภาพแสดงการแบ่งกลุ่มการทดลองเพื่อศึกษารูปแบบโปรตีนใน Vero cell ท่ีตอบสนอง
ต่อการติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 ในระยะแรกเร่ิม  
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เม่ือน า Vero cell ทั้ ง 2 กลุ่มทดลองมาเพาะเล้ียงบนขวดเพาะเล้ียงเซลล์ขนาด 75 cm2 ใน
สภาวะการทดลองเดียวกนั เม่ือเจริญเต็มผิวภาชนะให้เทอาหารเล้ียงเช้ือทิ้ง แลว้เติม maintenance medium 
ปริมาตร 3 ml ลงไปแทนท่ี จากนั้นเติมไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 จาก stock ใส่ลงในขวดเพาะเล้ียงของ
กลุ่มทดลองท่ีติดเช้ือไวรัส ในหน่วย MOI เท่ากบั 5 ส าหรับกลุ่มควบคุมท่ีไม่ติดเช้ือให้เติมน ้ าปราศจาก
ไอออนท่ีผา่นการฆ่าเช้ือในปริมาตรเท่ากนักบัปริมาตรของไวรัสท่ีค านวณได ้จากนั้นน าเซลล์ทั้ง 2 กลุ่ม
มาบ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชัว่โมง บน rocking platform เม่ือครบเวลาให้เทอาหารเล้ียงเซลล์ทิ้ง
แลว้เติม maintenance medium ลงไปใหม่จนครบปริมาตร 8 ml บ่มต่ออีก 6 ชัว่โมง ในตูค้วบคุมอุณหภูมิ 
37◦C ท่ีมีปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 จึงท าการเก็บเซลล์เพื่อน าไปสกดัโปรตีน (Antrobus et 
al., 2009) จากการทดลองจะท าซ ้ าทั้งหมด 3 ชุดการทดลอง ในแต่ละชุดการทดลองท าทั้งหมด 2 ซ ้ า  

2.7.1 กำรเกบ็เซลล์  
เทอาหารเล้ียงเซลล์ออกจากขวดเพาะเล้ียงเซลล์ และลา้งเซลล์ดว้ย 1X PBS ท่ีเยน็จดั 1 คร้ัง 

ต่อมาเติม 1X PBS ปริมาตร 10 ml ลงไป ขดูเซลลอ์อกจากผวิของภาชนะดว้ย cell scraper แลว้ดูดเก็บ
สารละลายเซลล์ทั้งหมดใส่ในหลอดเซนตริฟิวจข์นาด 15 ml น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 3,000 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเทสารละลายส่วนใสทิ้ง และละลายตะกอนเซลล์ (cell pellet) ดว้ย 1X PBS 
ปริมาตร 1 ml ดูดสารละลายเซลล์ทั้งหมดใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 ml แลว้น าไปป่ัน
เหวี่ยงอีกคร้ังท่ีความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เม่ือครบเวลาให้ดูดสารละลายส่วนใส
ทิ้งไป เก็บตะกอนเซลลไ์วท่ี้อุณหภูมิ -80 ◦C เพื่อใชใ้นการสกดัโปรตีนต่อไป 

2.7.2 กำรสกดัโปรตีน 
เติมสารละลายบฟัเฟอร์ส าหรับสกดัโปรตีนปริมาตร 500-1000 µl ลงในตะกอนเซลล์ 

จากนั้ นเติมสารละลาย 100X cocktail protease inhibitor และ 0.057 M PMSF จาก stock ให้มีความ
เขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 1X และ 0.57 mM ตามล าดบั บ่มทิ้งไวบ้นน ้ าแข็ง 15-20 นาที แลว้น าไปป่ันเหวี่ยง
ท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 ◦C เพื่อแยกกรดนิวคลีอิกและเศษเซลล์
บางส่วนท่ีไม่ละลายออกไป ปิเปตสารละลายส่วนบนท่ีมีโปรตีนอยูใ่ส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจข์นาด 
1.5 ml แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -80 ◦C ส าหรับการวเิคราะห์ปริมาณโปรตีนต่อไป 

2.8 กำรวเิครำะห์ปริมำณโปรตีนด้วยวธีิ Bradford 

วธีิ Bradford เป็นวิธีการวเิคราะห์ปริมาณโปรตีนในสารละลายร่วมกบัเทคนิคทางสเปกโตรสโกปี 
(spectroscopy) โดยปริมาณโปรตีนข้ึนอยูก่บัจ  านวนและองคป์ระกอบของกรดอะมิโนท่ีท าปฏิกิริยากบั 
Coomassie dye-based ในการทดลองน้ีท าไดโ้ดยเตรียมหลอดไมโครเซนตริฟิวจ ์ขนาด 1.5 ml แลว้ปิเปต

http://www.chem.sci.ubu.ac.th/inmr_th/spectroscopy/what_is_spectroscopy.htm
http://www.science.mju.ac.th/chemistry/download/s_muangpil/%E0%B8%84%E0%B8%A1%20260%20Spectroscopy_1-56.pdf
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สารละลายตวัอยา่งโปรตีน น ้ ากลัน่ และสารละลายโซเดียมคลอไรด์ ดงัตารางท่ี 2.1 จากนั้นเติมสารละลาย 
Bradford reagent (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 860 µl ลงไป และบ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที แล้วน า
สารละลายไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 595 nm (A595) โดยใช้สารละลายโปรตีนมาตรฐาน Bovine serum 
albumin (BSA) ในการสร้างกราฟมาตรฐาน จากนั้ นเขียนกราฟมาตรฐาน BSA (ภาคผนวก ง) จาก
ความสัมพันธ์ระหว่าง A595 และปริมาณโปรตีน เพื่อใช้ในการค านวณหาความเข้มข้นโปรตีนใน
สารละลายตวัอยา่งโปรตีน (Bradford, 1976) 

ตำรำงที ่2.1 แสดงส่วนประกอบของสารละลายในการวเิคราะห์หาปริมาณโปรตีน 

สำรเคมี (µl) 
หลอดที่ 

1 2 3 4 5 6 7 8 

BSA (1 mg/ml ) 0 2 5 10 15 20 - - 

สารละลายตวัอยา่งโปรตีน - - - - - - 4 4 

น ้ากลัน่ 120 118 115 110 105 100 116 16 

0.15 M NaCl 20 20 20 20 20 20 20 20 

Bradford  reagent 860 860 860 860 860 860 860 860 

2.9 กำรศึกษำรูปแบบโปรตีนด้วยวธีิโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต-พอลอิะคริลำไมด์เจล อเิลก็โทรโฟรีซีส 

โซเดียมโดเดซิลซลัเฟต-พอลิอะคริลาไมด์เจล อิเล็กโทรโฟรีซีส หรือ SDS-PAGE เป็นเทคนิคท่ี
ใชใ้นการแยกและวเิคราะห์หาน ้ าหนกัโมเลกุลของโปรตีน โดยอาศยัหลกัการแยกโปรตีนท่ีเสียสภาพ
ธรรมชาติโดยมีโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต หรือ SDS เป็นองค์ประกอบ ซ่ึงเป็นดีเทอร์เจนท่ีมีประจุลบ 
โดยสายของโปรตีนทุกสายจะมีประจุลบจึงท าให้โปรตีนเคล่ือนท่ีเข้าหาขั้วบวกในการแยกด้วย
สนามไฟฟ้า โดยอัตราการเคล่ือนท่ีของโปรตีนจะข้ึนกับขนาดหรือน ้ าหนักโมเลกุล สามารถ
ตรวจสอบการแยกโปรตีนท่ีปรากฏเป็นแถบโปรตีนเม่ือยอ้มสีดว้ย Coomassie Brilliant Blue และหา
น ้าหนกัโมเลกุลของโปรตีนแต่ละสายโดยเทียบกบัโปรตีนมาตรฐาน นอกจากนั้นเทคนิค SDS-PAGE 
ยงัใชต้รวจสอบความเหมาะสมของวิธีการเตรียมสารละลายตวัอยา่งโปรตีน และความเหมาะสมของ
สารละลายบฟัเฟอร์ท่ีใช้สกดัโปรตีนทั้งหมดออกจากเซลล์ เพื่อใช้ในการศึกษาการแสดงออกของ
โปรตีนทั้งหมด (total protein expression) รวมไปถึงใช้ตรวจสอบความถูกตอ้งของการวิเคราะห์หา
ปริมาณโปรตีนท่ีสกดัได ้(Amersham Biosciences, 1998) โดยมีขั้นตอนดงัน้ี  
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2.9.1 กำรเตรียมเจลพอลอิะคริลำไมด์ส ำหรับท ำโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต-พอลิอะคริลำไมด์เจล 
อเิลก็โทรโฟรีซีส 
ประกอบอุปกรณ์เคร่ือง miniVE ดงัแสดงในรูปท่ี 2.9 ส าหรับเตรียมเจลพอลิอะคริลาไมด์

ขนาด 10 x 10.5 cm2 ความหนา 1 mm โดยมีขั้นตอนดังน้ี เร่ิมจากประกบกระจกเวา้ และกระจกตรงเข้า
ดว้ยกนัโดยมีคู่สเปเซอร์ (spacer) คัน่กลาง วางคู่กระจกลงใน electrophoresis module โดยให้กระจกเวา้อยู่
ดา้นใน จดัขอบกระจกทั้งสองให้เรียบเท่ากนัก่อนประกบเขา้กบัแคลมป์ (clamp) ทั้งสองดา้น พร้อมหมุน
สลกัเกลียวบนแคลมป์ จนกระทัง่ตวัแคลมป์ทั้งคู่ติดแน่นกบักระจกพอดี จากนั้นยก sealing plate ดา้นล่าง
ข้ึนเพื่อปิดด้านล่างของกระจก จะท าให้เกิดเป็นช่องว่างระหว่างกระจกส าหรับใช้เตรียมเจล แล้วปิเปต
สารละลาย 12.5% (w/v) acrylamide ปริมาตร 6 ml ท่ีเตรียมไวใ้ส่ลงในช่องวา่งระหวา่งกระจกทั้งสองโดย
ระวงัอยา่ให้เกิดฟองอากาศ และปิดผิวหน้าเจลทนัทีด้วย 70% (v/v) ethanol เพื่อให้ผิวเจลเรียบ ตั้งทิ้งไว้
จนเจลแข็งตวัประมาณ 15 นาที เม่ือเจลแข็งตวัให้เท ethanol ท่ีปิดผิวหน้าเจลทิ้งไปพร้อมซับผิวหน้าเจล
ให้แห้งดว้ยกระดาษกรอง ใส่หวีเสียบ (comb) แทรกลงเหนือผิวเจลท่ีแข็งตวั แล้วปิเปตสารละลาย 5% 
(w/v) acrylamide ลงไปในช่องว่างท่ีเหลือ ทิ้งไวใ้ห้เจลแข็งตวัประมาณ 15 นาที จึงดึงหวีเสียบออกจาก
เจลท่ีแข็งตวั ซ่ึงจะท าให้เกิดช่องลักษณะคล้ายซ่ีฟันส าหรับใส่ตวัอย่างโปรตีนบนเจล (sample well) 
จากนั้ นล้างช่องใส่ตัวอย่างด้วยน ้ ากลั่น แล้วปลดล็อค sealing plate จาก electrophoresis module ก่อน
น ามาวางประกอบใน buffer chamber และเติมสารละลาย 1X SDS electrophoresis (ภาคผนวก ข) ใน
ช่องว่างของ module (ให้ท่วมขอบบนของกระจกดา้นใน) และใน chamber โดยให้ปริมาตรของบฟัเฟอร์
อยูเ่หนือขีดบอกระดบัต ่าสุด (Min) จึงพร้อมส าหรับการแยกโปรตีน 

รูปที ่2.9 องคป์ระกอบของเคร่ือง miniVE vertical electrophoresis (ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Hoefer, Inc., 2012) 
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2.9.2 กำรแยกโปรตีนด้วยวธีิโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต-พอลอิะคริลำไมด์เจล อเิลก็โทรโฟรีซีส 
เตรียมสารละลายตวัอย่างโปรตีน 10-15 µg ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 ml 

ละลายด้วย 3X sample (ภาคผนวก ข)ในอัตราส่วน 3:1 ปรับปริมาตรเป็น 20 µl ด้วยน ้ ากลั่น น า
สารละลายไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 95◦C บนเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิแบบแห้ง (dry bath incubator) เป็นเวลา 5 
นาที แล้วน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที จากนั้นดูดสารละลาย
ส่วนใสทั้งหมดใส่ลงในช่องใส่ตวัอยา่งท่ีมีสารละลาย 1X SDS electrophoresis ท่วมอยู ่โดยเวน้ช่อง
ใส่ตวัอยา่งไว ้1 ช่องส าหรับใส่ low molecular weight (LMW) protein marker ปริมาตร 1.5 µl ส าหรับ 
ช่องใส่ตวัอย่างท่ีว่างอยู่ให้ใส่สารละลาย 3X sample ปริมาตร 20 µl ลงไปให้ครบทุกช่อง จากนั้น
ตรวจสอบขั้วกระแสไฟของ module วา่แห้งสนิทก่อนปิดฝา (safety lid) ต่อขั้วไฟฟ้าเขา้กบัเคร่ืองจ่าย
กระแสไฟ (power supply) และตั้งโปรแกรมท าอิเล็กโทรโฟรีชีสดงัต่อไปน้ี 

Step 1: Current 10 mA/gel  0:15 Hr 
Step 2: Current 20 mA/gel  1:30 Hr 
Max 600 V, 100 W 

รูปที ่2.10 หนา้จอแสดงการตั้งค่าจ่ายกระแสไฟเขา้ระบบอิเล็กโทรโฟรีซีสของเคร่ืองจ่ายกระแสไฟ 

กดปุ่ม run เพื่อเร่ิมการจ่ายกระแสไฟฟ้า โดยระหว่างการท าโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต-
พอลิอะคริลาไมด์เจล อิเล็กโทรโฟรีซีส ให้สังเกตแถบสีของ tracking dye ท่ีวิ่งผ่านเจลจากขั้ วลบ 
(cathode) สู่ขั้วบวก (anode) เม่ือแถบสีของ tracking dye เคล่ือนท่ีห่างจากขอบล่างของเจล ประมาณ 0.5 cm 
จึงกดปุ่ม Stop บนเคร่ืองจ่ายกระแสไฟเพื่อหยุดการให้กระแสไฟ จากนั้นน าเจลออกจากแผน่กระจกของ
เคร่ือง miniVE แช่ลงในสารละลายสียอ้ม Coomassie Brilliant Blue R-250 ภายในภาชนะท่ีเตรียมไว ้วาง
บ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้องบนเคร่ืองเขยา่ ท่ีตั้งความเร็ว 50 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หรือจนกระทัง่เน้ือ
เจลกลายเป็นสีน ้ าเงินเข้มทึบทั้ งเจล แล้วล้างสีส่วนเกินออกจากเน้ือเจลด้วยสารละลายชะสียอ้ม 
(ภาคผนวก ข) ทั้งหมด 3 คร้ัง โดยแช่ทิ้งไวค้ร้ังละประมาณ 3 ชัว่โมง (ในกรณีท่ีมีโปรตีนอยู่จะเห็นเป็น
แถบโปรตีนท่ีติดสีบนเน้ือเจลอย่างเด่นชัด และบริเวณไม่มีโปรตีน สีจะถูกชะลา้งออกไปจนกลายเป็น
พื้นเจลใส) แลว้จึงบนัทึกภาพเจลผา่นเคร่ือง ImageScanner  
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2.10 กำรศึกษำรูปแบบโปรตีนด้วยวธีิกำรแยกโปรตีนแบบ 2 มิติ 

เพื่อศึกษาระดบัการแสดงออกของโปรตีนทั้งหมดภายในเซลล์เจา้บา้น Vero cell ท่ีติดเช้ือไวรัสก่อ
โรคเริมชนิดท่ี 2 ดว้ยวิธีทางโปรติโอมิกส์ ในงานวิจยัน้ีเลือกใช้วิธีการแยกโปรตีนแบบ 2 มิติ หรือ 2-DE 
ซ่ึงเป็นการรวมเทคนิคระหวา่งไอโซอิเล็กทริกโฟกสัซ่ิงและโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต-พอลิอะคริลาไมด์เจล 
อิเล็กโทรโฟรีซีสเขา้ดว้ยกนั โดยมิติแรกโปรตีนจะถูกแยกโดยอาศยัความแตกต่างของค่าจุดไอโซอิเล็กทริก 
หรือ pI ในตวักลาง pH gradient gel หลงัจากนั้นจึงแยกโปรตีนอีกคร้ังในมิติท่ีสองดว้ยวิธีโซเดียมโดเด
ซิลซัลเฟต-พอลิอะคริลาไมด์เจล อิเล็กโทรโฟรีซีส ซ่ึงอาศัยความแตกต่างของน ้ าหนักโมเลกุล 
(Amersham Biosciences, 2000; Amersham Biosciences, 2003; Görg, 2004)โดยมีขั้นตอนดงัน้ี 

2.10.1 กำรแยกโปรตีนมิติที ่1 ด้วยวธีิไอโซอเิลก็ทริกโฟกสัซ่ิง 
เตรียมสารละลายตวัอย่างโปรตีนส าหรับท าไอโซอิเล็กทริกโฟกัสซ่ิง ปริมาตร 250 µl ใน

หลอดไมโครเซนตริฟิวจข์นาด 1.5 ml ซ่ึงประกอบดว้ยตวัอยา่งโปรตีน 200 µg  20 mM DTT  0.5% (v/v) 
IPG buffer ในสารละลาย rehydration (ภาคผนวก ข) แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 20 วินาที ปิเปตสารละลายทั้งหมดลงไปใน IPG strip holder ขนาด 13 cm จากขั้วบวกไปยงัขั้ว
ลบ (รูปท่ี 2.11) โดยไม่ใหมี้ฟองอากาศ 

รูปที ่2.11 ขั้นตอนการเตรียมตวัอยา่งโปรตีนส าหรับท าไอโซอิเล็กทริกโฟกสัซ่ิง ไดแ้ก่ (ก) การปิเปต
ตวัอยา่งโปรตีนในสารละลาย rehydration ลงใน IPG strip holder  (ข) ลอกฟิล์มพลาสติก
จาก IPG strip  (ค) แช่ IPG strip ในสารละลาย rehydration โดยคว  ่าหนา้เจลวางลงใน IPG 
strip holder  (ง) เติม Drystrip cover fluid ตามความยาวของ IPG strip (Görg, 2004) 
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ต่อมาเตรียม IPG strip pH 3-10 NL ขนาด 13 cm โดยลอกฟิล์มพลาสติกออกจากเน้ือเจล 
จากนั้ นใช้ฟอร์เซป (forcep) หรือน้ิวมือจับปลาย strip ด้านขั้ วลบ แล้วคว  ่าหน้าเจลวางลงใน IPG strip 
holder ตามต าแหน่งขั้วไฟฟ้า โดยให้ปลาย strip ขั้วบวกสัมผสักบัสารละลายก่อน แรงดึงดูดผิวของน ้ าใน
สารละลายจะช่วยให้วาง strip ไปทางขั้วลบไดง่้ายข้ึน และไม่เกิดฟองอากาศใต ้strip ในกรณีท่ีมีฟองอากาศ
อยู่ให้ใช้ฟอร์เซปค่อยๆ กดไล่ฟองอากาศออกไป จากนั้นปิดผิวหน้า strip ด้วย Drystrip cover fluid 
ปริมาตร 900 µl เพื่อป้องกนัการระเหยและตกผลึกของยูเรียระหวา่งการทดลอง แลว้ปิดฝาพลาสติกลงบน 
IPG strip holder น าไปวางบนเคร่ือง Ettan IPGphor II (รูปท่ี 2.12) ตรวจสอบต าแหน่งอิเลคโทรดขั้วบวก
และขั้วลบ ของ IPG strip holder ให้อยูต่รงกบัแผน่ทองแดงขั้วบวกและขั้วลบท่ีระบุไว ้ก่อนวาง lid adaptor 
ลงบน IPG strip holder พร้อมปิดฝาเคร่ือง แลว้ตั้งโปรแกรมระบบอิเล็กโทรโฟรีซีส ดงัน้ี 

Prot#NO.  13 cm pH 3-10 NL 
Rehydration  12:00 Hr @ 20◦C 
IEF @ 20◦C  50 µA/strip 

  2 strip 5 steps 

S1 Step and hold 120    V 240 Vhr 
S2 Step and hold 500    V 500 Vhr 
S3 Gradient 1,000 V 800 Vhr 
S4 Gradient 8,000 V 11,300 Vhr 
S5 Step and hold 5,000 V 4,400 Vhr 
 Total 17,240 Vhr 

รูปที ่2.12 การวาง IPG strip holder บนพื้นท่ีอิเลคโทรดของเคร่ือง Ettan IPGphor II 
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เร่ิมท าไอโซอิเล็กทริกโฟกสัซ่ิงโดยกดปุ่ม Start หนา้จอเคร่ือง IPGphor II จะปรากฎ
ขอ้ความแสดงการเขา้โหมด rehydration ของสารละลายใน IPG strip holder เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
โปรตีนในสารละลาย rehydration จะค่อยๆ ซึมเขา้สู่เน้ือเจลของ IPG strip (rehydrate) ภายใตค้วาม
ต่างศกัยต์  ่าที่ 50 V ที่อุณหภูมิ 20◦C หลงัครบเวลาเคร่ืองจะเปลี่ยนเขา้สู่โหมด focusing โดยด าเนิน
ผา่นขั้นตอนการให้ความต่างศกัยต์่างๆ ที่ตั้งค่าบนเคร่ือง ภายใตส้ภาวะ pH gradient และอิทธิพล
ของสนามแม่เหล็กไฟฟ้า โปรตีนภายในเจลจะค่อยๆ เคล่ือนที่และสูญเสียประจุระหวา่งทางจนกวา่
ประจุสุทธิจะมีค่าเท่ากบัศูนย ์หรือตามค่า pI ของมนั ซ่ึงสามารถสังเกตเห็นการเคลื่อนที่น้ีไดจ้าก
แถบสี bromophenol blue (tracking dye) ที่เคลื่อนที่เขา้หาขั้วอิเลคโทรด เมื่อเสร็จส้ินกระบวนการ
ไอโซอิเล็กทริกโฟกสัซ่ิง หนา้จอเคร่ือง IPGphor II จะปรากฏขอ้ความดงัน้ี  

 

 

 

ต่อมากดปุ่ม Stop เปิดฝาเคร่ืองเพื่อน า strip holder ออกจากเคร่ือง ใชฟ้อร์เซปจบัปลาย 
IPG strip ออกจาก strip holder แลว้น าไปลา้ง Drystrip cover fluid ออกดว้ยน ้ าปราศจากไอออน 
จากนั้นจึงน าไป equilibrate IPG strip หรือเลือกเก็บไวที้่อุณหภูมิ -80 ºC ในหลอดทดลองที่ปิดสนิท
จนกวา่จะท าการทดลอง ซ่ึงในขั้นตอนการ equilibrate IPG strip ท าไดโ้ดยเตรียมหลอดทดลอง
ขนาด 15 ml จ านวน 2 หลอด หลอดที่ 1 บรรจุ DTT 0.06 g หลอดที่ 2 บรรจุ IAA 0.075 g แลว้เติม
สารละลาย SDS equilibrium (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 3 ml ลงไปในแต่ละหลอดทดลอง เขยา่เบาๆ 
ดว้ยเคร่ือง vortex mixer จะไดค้วามเขม้ขน้ภายในหลอดทดลองเป็น 2% (w/v) DTT และ 2.5% 
(w/v) IAA ตามล าดบั น า IPG strip มาบ่มในหลอดที่ 1 โดยให้หนัดา้นพลาสติกแนบกบัขา้งหลอด
ดา้นใน แลว้วางบนเคร่ือง rocking platform เป็นเวลา 15 นาที เมื่อครบเวลาให้ยา้ย strip มาใส่ใน
หลอดที่ 2 และบ่มต่ออีก 15 นาที จากนั้นจึงน า strip มาลา้งดว้ยน ้ าปราศจากไอออนเพื่อท าการแยก
โปรตีนในมิติท่ี 2 ต่อไป 

2.10.2 กำรแยกโปรตีนมิติที ่2 ด้วยวธีิโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต-พอลอิะคริลำไมด์เจล อเิลก็โทรโฟรีซีส 
ติดตั้งอุปกรณ์หล่อเจลของเคร่ือง SE-600 Ruby (รูปท่ี 2.13) ส าหรับเตรียมเจลพอลิอะคริ

ลาไมด์ขนาด 16 x 18 cm2 ความหนา 1.5 mm โดยเร่ิมจากประกบแผ่นกระจกเขา้ดว้ยกนัซ่ึงมีคู่สเปเซอร์
คัน่กลาง ตั้งกระจกข้ึนพร้อมจดัขอบกระจกทั้งสองใหเ้ท่ากนั ก่อนยดึเขา้กบัแคลมป์ทั้งสองดา้นและหมุน
สลกัเกลียวจนกระทัง่แคลมป์ทั้งคู่ติดแน่นกบักระจกพอดี วางแคลมป์ท่ีประกอบเรียบร้อยลงบนแผน่ยาง 

Run ended at 
8,000 V  17243 VHrs Total 
28    µA  5:33      Hrs Total 
Press STOP to reset      
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(rubber gasket) ของ casting stand ใส่เกลียวล็อค (cam) เขา้ช่องในแต่ละขา้งของ casting stand แล้วหมุน
เกลียวข้ึนประมาณ 90 องศา เพื่อเพิ่มแรงกดกระจกลงท่ีแผ่นยางท าให้ดา้นล่างของกระจกปิดสนิทเกิด
เป็นช่องวา่งระหวา่งแผน่กระจกส าหรับใชเ้ตรียมเจล 

รูปที ่2.13 การติดตั้งอุปกรณ์หล่อเจลของเคร่ือง SE-600 Ruby (Amersham Biosciences, 2000) 

จากนั้นเตรียมเจลพอลิอะคริลาไมด์ โดยปิเปตสารละลาย 12.5% (w/v) acrylamide ใส่ลง
ในช่องว่างระหว่างกระจกทั้งสองจนระดบัของสารละลายอยู่ต  ่ากว่าขอบกระจกด้านบนประมาณ 5 
mm ปิดผิวหน้าเจลทนัทีด้วย 70% (v/v) ethanol เพื่อให้ผิวหน้าเจลเรียบ ตั้งทิ้งไวป้ระมาณ 15 นาที 
จนกระทัง่เจลแข็งตวั แลว้เท 70% (v/v) ethanol ทิ้งพร้อมซบัผวิเจลใหแ้หง้ดว้ยกระดาษกรอง ต่อมาใช้
ฟอร์เซปจบัปลาย IPG strip ท่ีไดจ้ากขั้นตอน 2.10.1 วางชิดขนานกบับนผิวเจล โดยให้ขั้วลบของ IPG 
strip ชิดขอบด้านขวามือเว้นช่องว่างด้านซ้ายส าหรับใส่ LMW protein marker โดยปิเปต LMW 
protein marker ปริมาตร 3 µl ลงบนกระดาษกรอง (ขนาด 3×3 mm2) หลงัทิ้งไวจ้นแห้ง จึงวางกระดาษ
กรองลงท่ี ช่องว่างข้างต้น จากนั้ นให้ปิดผิวหน้า IPG strip ด้วยสารละลาย 0.5% (w/v) agarose 
(ภาคผนวก ข) และตั้งทิ้งไวจ้นชั้น agarose แข็งตวั แล้วจึงท าการประกอบส่วน casting gel เข้ากับ
อุปกรณ์ SE-600 Ruby vertical electrophoresis ดงัแสดงในรูปท่ี 2.14 เพื่อท าอิเล็กโทรโฟรีซิส  

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AD%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B9%87%E0%B8%81%E0%B9%82%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B9%82%E0%B8%9F%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%AA
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รูปที ่2.14 การประกอบเคร่ือง SE-600 Ruby vertical electrophoresis (Amersham Biosciences, 2000) 

การติดตั้งเคร่ือง SE-600 Ruby เร่ิมต้นจากการเตรียม upper buffer chamber ขั้นแรกให้ปลด
ล็อค casting gel ออกจาก casting stand โดยคลายเกลียวล็อคทั้ งหมดออก แล้วน า upper buffer chamber 
สวมลงบน casting gel ล็อคอุปกรณ์เขา้ดว้ยกนั โดยใส่เกลียวล็อคเขา้ในแต่ละช่องของ upper chamber และ
หมุนเกลียวลงในแนวด่ิงท่ี 180 องศา ต่อมาเตรียม lower buffer chamber โดยวาง magnetic bar ลงใน lower 
chamber ท่ีบรรจุสารละลาย 1X SDS electrophoresis ปริมาตร 4 ลิตร น า lower chamber วางบน magnetic 
stirrer พร้อมกับติดตั้ง heat exchanger ลงเหนือ chamber ตั้ งอุณหภูมิบนเคร่ือง thermostatic circulator ให้
ความเย็นกบับฟัเฟอร์ท่ีอุณหภูมิ 14.5 ºC ต่อจากนั้นจึงน าส่วนของ upper buffer chamber ประกอบเขา้กบั 
lower buffer chamber แล้วเติมสารละลาย 1X SDS electrophoresis ปริมาตร 600 ml ใส่ใน upper chamber 
สุดทา้ยจึงปิดฝาเคร่ือง และต่อขั้วไฟฟ้าบนฝาเคร่ืองเขา้กบัเคร่ืองจ่ายกระแสไฟพร้อมตั้งค่าโปรแกรมท า 
อิเล็กโทรโฟรีซิสดงัต่อไปน้ี 

Step 1: Current 15 mA/gel  0:15 Hr 
Step 2: Current 40 mA/gel  2:10 Hr 
Max 600 V 100 W 

เร่ิมการจ่ายกระแสฟ้าโดยกดปุ่ม Run ในระหว่างการท าอิเล็กโทรโฟรีซิสให้สังเกตการ
เคล่ือนท่ีของ tracking dye เม่ือ tracking dye เคล่ือนท่ีห่างจากขอบล่างของเจล ประมาณ 0.5 cm จึงหยุด
การจ่ายกระแสไฟฟ้า จากนั้นน าเจลออกจากแผ่นกระจกของเคร่ือง SE-600 Ruby แช่ลงในสารละลาย 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AD%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B9%87%E0%B8%81%E0%B9%82%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B9%82%E0%B8%9F%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%AA
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AD%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B9%87%E0%B8%81%E0%B9%82%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B9%82%E0%B8%9F%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%AA
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fixation (ภาคผนวก ข) ในภาชนะท่ีเตรียมไว ้แลว้วางบ่มไวบ้นเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็ว 50 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 1 ชั่วโมง ณ อุณหภูมิห้อง เม่ือครบเวลาให้เทสารละลาย fixation ออกจากภาชนะ เติมสารละลายสี
ยอ้ม Coomassie Brilliant Blue G-250 ลงไปแทนท่ีพอท่วมเจล แล้วน าไปบ่มบนเคร่ืองเขย่าอีกคร้ังเป็น
เวลา 24 ชัว่โมง หลงับ่มเสร็จให้น าเจลมาลา้งสีออกดว้ยน ้ าปราศจากไอออน โดยแช่ทิ้งไวป้ระมาณ 18-20 
ชัว่โมง (เปล่ียนน ้า 2-3 คร้ัง) หรือจนกระทัง่จุดโปรตีนปรากฏชดัเจน และพื้นหลงัค่อนขา้งใสจึงน าเจลไป
สแกนบนัทึกภาพเจลผา่นเคร่ือง ImageScanner เพื่อน าไปวเิคราะห์เปรียบเทียบรูปแบบโปรตีนต่อไป 

2.11 กำรวิเครำะห์รูปแบบกำรแสดงออกของโปรตีนด้วย ImageMasterTM 2D Platinum software 
version 5.0 

การตรวจจบัจุดโปรตีนและการจบัคู่โปรตีนบนภาพเจล เป็นขั้นตอนท่ีส าคญัก่อนการวิเคราะห์
เปรียบเทียบการแสดงออกของโปรตีน เน่ืองจากการตรวจจบัท่ีไม่มีประสิทธิภาพ และการจบัคู่โปรตีนท่ี
ผิดอาจส่งผลโดยตรงกบัผลการวิเคราะห์ ท าให้ผลการวิเคราะห์ท่ีไดไ้ม่ถูกตอ้ง และไม่น่าเช่ือถือ ในการ
ทดลองได้ เลื อกใช้ โป รแกรม  ImageMasterTM 2D Platinum software version 5.0 (Swiss institute of 
bioinformatics, 2003; อภิญญา, 2551) ในการวเิคราะห์ ซ่ึงมีขั้นตอนการใชโ้ปรแกรมดงัน้ี 

ก) กำรสร้ำงแบบแผนกำรวเิครำะห์ (Create workspace) 
เพื่อวเิคราะห์หาจุดโปรตีนท่ีมีการแสดงออกแตกต่างกนั (มีการแสดงออกเพิ่มข้ึนหรือลดลง) 

ระหว่างกลุ่มการทดลอง 2 กลุ่ม คือ กลุ่มควบคุมท่ีไม่ติดเช้ือไวรัส (mock) และกลุ่มทดลองท่ีผ่านการติด
เช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 ในระยะแรกเร่ิมเป็นเวลา 6 ชัว่โมง (HSV-2 infected) จึงน าภาพเจลจากทั้ง 2 
กลุ่มการทดลองมาสร้างแบบแผนการวิเคราะห์ตามขั้นตอนดงัต่อไปน้ี 

1) เขา้โปรแกรม ImageMaster เพื่อเปิดหนา้ต่างของโปรแกรม 
2) เปิดภาพเจลทั้งหมดท่ีใช้ในการวิเคราะห์ โดยใช้เมนู File ค  าสั่ง Import ตามดว้ย 

Images แล้วจะปรากฏหน้าต่างของ Import Image เลือกค่า Reduction factor 
เท่ากบั l และ File format เป็น TIFF  แล้วกด OK แล้วเลือกภาพเจลท่ีต้องการ
การวเิคราะห์ 

3) สร้างแบบแผนการวเิคราะห์ (workspace)โดยใชค้  าสั่งไอคอน  
4) สร้างชุดการทดลอง (project) โดยคลิกขวาท่ี Image Master Workspace บน

หน้าต่างของ Workspace แล้วเลือก New Project จากนั้นตั้ งช่ือชุดการทดลอง 
ในหนา้ต่างท่ีก าหนดเพื่อเปรียบเทียบระหวา่งกลุ่มการทดลอง ตามรูปท่ี 2.15 
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5) สร้างกลุ่มทดลอง (class) ในชุดการทดลอง โดยกดคลิกขวาท่ีช่ือ project แล้วเลือก 
Add New class จากนั้นตั้งช่ือของ class ลงในหน้าต่างของ Create Class ท่ีปรากฏข้ึน 
แลว้เลือกภาพเจลในรูปของไฟล์ .mel ใส่ลงในแต่ละกลุ่มทดลอง โดยคลิกขวาท่ีช่ือ 
class เลือก Add ตามด้วย Gel From Disk ก าหนดให้ชุดการทดลองท่ีสร้างข้ึนใช้
ส าหรับการวเิคราะห์ โดยกดคลิกขวาท่ีช่ือ project แลว้เลือก Set As Active Project  

รูปที ่2.15 ขั้นตอนการสร้างชุดการทดลอง 

6) เลือกภาพเจลทั้งหมด โดยคลิกซ้ายท่ีมุมซ้ายบนของตารางภาพเจลตามลูกศรในรูป
ท่ี 2.16 จากนั้นคลิกขวาเลือก Open เพื่อเปิดภาพเจลในชุดการทดลองท่ีตอ้งการ
วเิคราะห์ 

7) ใชค้  าสั่งไอคอน เพื่อจดัเก็บแบบแผนการวเิคราะห์ ท่ีสร้างข้ึน 

รูปที ่2.16 แบบแผนการวเิคราะห์ท่ีสร้างจากภาพเจล  
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ข) กำรปรับควำมแตกต่ำงระหว่ำงจุดโปรตีนและพืน้หลงั (Adjust contrast) 
การปรับเปล่ียนหรือเคล่ือนยา้ยภาพเจลสามารถท าได้ทีละภาพ หรือพร้อมกนั โดยใช้

ค  าสั่งไอคอนบนแถบเคร่ืองมือดงัน้ี 

Hand tool: ใชส้ าหรับเล่ือนภาพเจลไปยงัต าแหน่งต่างๆ ท่ีตอ้งการ 
Magnify tool: ใช้ส าหรับย่อขยายภาพเจล  โดยคลิกซ้ายเพื่อขยายภาพ และคลิก
ขวาเพื่อยอ่ภาพ 
Region tool: ใชส้ าหรับก าหนดพื้นท่ีในภาพเจลท่ีตอ้งการท างาน 

การปรับความแตกต่างระหว่างจุดโปรตีนและพื้นหลัง ท าได้โดยใช้เมนู View ค  าสั่ง 
Adjust Contrast แล้วเลือก Current จะปรากฏหน้าต่างของ Gel Display Setting ดงัแสดงในรูปท่ี 2.17 
สามารถใชเ้คร่ืองมือบน gel dispay setting ปรับเปล่ียนค่าต่างๆ เพื่อให้ภาพเจลมีลกัษณะท่ีสะดวกต่อการ
วิเคราะห์ โดยใช้ค  าสั่ง Bending หรือลากแถบเคร่ืองมือตามลูกศรดังแสดงในรูปท่ี2.17 เพื่อปรับความ
คมชดัของภาพเจล (ลดสีของพื้นหลงัพร้อมเพิ่มความเขม้ของจุดโปรตีนบนภาพ) จากนั้นกด OK สีของ
ภาพเจลจะเปล่ียนไปตามท่ีตั้งค่าไว ้เม่ือไดภ้าพเจลตามท่ีตอ้งการแลว้ไปท่ีเมนู File ค  าสั่ง Save แลว้เลือก 
All Changes เพื่อจดัเก็บภาพเจลท่ีไดต้ั้งค่าไว ้

รูปที ่2.17 หนา้ต่างของ Gel Display Setting 

ค) กำรตรวจหำจุดโปรตีนบนภำพเจล (Spot detection) 
เลือกภาพเจลทั้ งหมดท่ีต้องการวิเคราะห์ แล้วไปท่ีเมนู Edit ค  าสั่ง Spots เลือก Auto-

Detect ตามด้วย Current จะปรากฏหน้าต่างของ Detect Spot โดยมี  detection parameter ให้ตั้ งค่ า
ทั้งหมด 3 ค่า (รูปท่ี 2.18) ไดแ้ก่ 
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1) Saliency: เป็นค่าความเขม้ต ่าสุดท่ีใช้ตรวจจบัจุดโปรตีน ยกตวัอย่างเช่น ตั้งค่า
ไวท่ี้ 10 ดงันั้นจุดโปรตีนท่ีมีความเขม้นอ้ยกวา่ 10 จะไม่ถูกตรวจพบ 

2) Min Area: เป็นค่าท่ีช่วยกรองจุดเล็กๆ ท่ีไม่ใช่โปรตีนออกไป เช่น จุดท่ีเกิดจาก
ฝุ่ นละออง หรือหยดน ้าท่ีมกัเกิดข้ึนบนแผน่เจล 

3) Smooth: เป็นค่าท่ีใช้ในการปรับขอบของจุดโปรตีนให้มีความขรุขระตาม
สภาพจริง หรือใหมี้ความราบเรียบข้ึน 

รูปที ่2.18 การตั้งค่า Detection parameter เพื่อตรวจจบัจุดโปรตีนภายในแผน่เจล (Swiss institute 
of bioinformatics, 2003) 

ในการทดลองน้ีตั้งค่า Detection parameter ของ Smooth Min area และ Saliency เท่ากบั 
3 5 และ 9 ตามล าดับ จุดโปรตีนต่างๆ บนภาพเจลจะถูกตรวจพบตามค่าท่ีตั้ งไว ้และหากต้องการ
เปล่ียนรูปร่างของจุดโปรตีน สามารถใชเ้มนู Show ค  าสั่ง Spots แลว้เลือก Shape ตามดว้ยรูปร่างของ
จุดโปรตีนท่ีตอ้งการ เช่น กากบาท (Crossed) ท าขอบลอ้มรอบจุด (Outlined) เป็นตน้ ดงัแสดงในรูปท่ี 
2.19 เม่ือปรับค่า parameter ต่างๆ จนไดรู้ปร่างของจุดโปรตีนท่ีตอ้งการจึงใช้เมนู File ค  าสั่ง Save-> 
All changes เพื่อจดัเก็บจุดโปรตีนบนภาพเจลท่ีไดต้ั้งค่าไว ้
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รูปที ่2.19 รูปร่างของจุดโปรตีนในลกัษณะต่างๆ 

ง) กำรปรับแก้ไขจุดโปรตีนทีไ่ด้ (Spot editing) 
จุดโปรตีนบนภาพเจลสามารถปรับแก้ไขได้โดยใช้ค  าสั่งไอคอน        แล้วเลือกจุด

โปรตีนท่ีตอ้งการแกไ้ข จากนั้นคลิกขวาเลือก Spots ตามดว้ย Edit และ Edit enabled รูปไอคอนจะ
เปล่ียนเป็น           จึงสามารถปรับแกไ้ขจุดโปรตีนโดยใชว้ธีิการต่างๆ ต่อไปน้ี 

1) Split: การตดัแยกจุดโปรตีนออกจากกนัเป็น 2 spot ดว้ยการคลิกขวา แลว้ลากเส้น
ตดัท่ีจุดโปรตีน 

2) Grow: การขยายขนาดเส้นขอบของจุดโปรตีน ด้วยการคลิกซ้ายวาดขยายเส้น
ขอบโปรตีนจากขอบเส้นเดิม 

3) Reduce: การลดขนาดเส้นขอบของจุดโปรตีน ดว้ยการคลิกซ้ายวาดตดัเส้นโปรตีน
เดิมใหข้นาดเล็กลง  

4) Merge: การรวมจุดโปรตีนตั้งแต่สองจุดเขา้ดว้ยกนั ดว้ยการคลิกซ้ายเลือกจุดท่ี 1 
แลว้วาดเส้นเช่ือมจากภายในจุดท่ี 1 ไปยงัภายในจุดท่ี 2 เป็นวงรอบทั้ง 2 จุด 

5) Delete: การลบจุดท่ีไม่ใช่จุดโปรตีนออกไป ดว้ยการคลิกขวาเลือก Spots ตามดว้ย 
Edit และ Delete  

6) Add: การเพิ่มจุดโปรตีนในกรณีท่ีโปรแกรมไม่ตรวจจับโดย double คลิก
บริเวณต าแหน่งเจลท่ีตอ้งการและก าหนดรัศมีของจุดโปรตีน  
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จ) กำรจับคู่จุดโปรตีนของแต่ละภำพเจลกบัภำพเจลแม่แบบ (Gel matching) 

1) สร้างต าแหน่ง landmark คือการสร้างจุดสังเกตของโปรตีนท่ีมีปรากฎเด่นชดัใน
ทุกๆ ภาพเจล เพื่อให้ง่ายต่อการจบัคู่จุดโปรตีนน าภาพเจลมาซ้อนกนั ซ่ึงท าไดด้งั
ขั้นตอนต่อไปน้ี 
1.1) ใช้ค  าสั่งไอคอน        แล้วกด Ctrl พร้อมกับคลิกซ้าย เลือกจุดโปรตีน

เดียวกนัท่ีมีอยูใ่นทุกภาพเจล โดยควรเลือกเป็นจุดท่ีมีลกัษณะกลม และอยู่
ห่างจากจุดอ่ืนๆ 

1.2) คลิกขวาเลือก Annotations ตามดว้ย Edit และ Add label 
1.3) เลือกชนิดของ Annotation เป็น Landmark ในหนา้ต่างของ Add Label ท่ี

ปรากฏข้ึน 
1.4) ตั้งช่ือเป็น A1 แลว้กด OK จะไดต้  าแหน่ง landmark ต าแหน่งท่ี 1 ในทุกๆ 

ภาพเจล ยกตวัอยา่งดงัแสดงในรูปท่ี 2.20 
1.5) สร้างต าแหน่ง landmark เพิ่มประมาณ 15-30 ต าแหน่งโดยเลือกต าแหน่ง

ของ landmark ใหก้ระจายทัว่ภาพเจล 

รูปที ่2.20 การแสดงต าแหน่ง landmark ท่ี 46 ในแต่ละภาพเจล 

2) ก าหนดภาพเจลแม่แบบ (reference gel) จากแต่ละกลุ่มทดลอง โดยใชภ้าพเจลท่ีมี
จุดโปรตีนมากท่ีสุดจากแต่ละกลุ่มภาพ จากนั้นคลิกซา้ยลากเจลแม่แบบลงในส่วน
ของ reference zone   
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3) จบัคู่จุดโปรตีนบนภาพเจลกบัเจลแม่แบบโดยคลิกเลือกภาพเจลท่ีตอ้งการจบัคู่ 
แลว้ใชเ้มนู Edit ค าสั่ง  Pairs เลือก Auto-Match Gels ภาพเจลทั้งหมดท่ีเลือกจะ
ถูกจบัคู่จุดโปรตีนกบัเจลแม่แบบเป็นคู่ๆ ดงัแสดงในรูปท่ี 2.21 

รูปที ่2.21 การจบัคู่จุดโปรตีนของกลุ่มเจล A และ B โดยลูกศรแสดงการจับคู่ของจุด
โปรตีน S2 S3 S4 S5 และ S6 กบัจุดโปรตีน S1 ในเจลแม่แบบ (Swiss institute 
of bioinformatics, 2003)  

ฉ) ตรวจสอบและแก้ไขจุดโปรตีนทีจั่บคู่ผดิ 

1) ท า stacking gel หรือการน าภาพเจลมาซ้อนกันกับเจลแม่แบบ โดยกด Ctrl พร้อม
คลิกภาพเจลแม่แบบและเจลท่ีตอ้งการตรวจสอบ จากนั้นใช้เมนู View ค  าสั่ง Stack 
เลือก Selected gels 

2) ใชเ้มนู View ค  าสั่ง Stack เลือก Show Pairs ท าให้สามารถมองเห็นเส้นการจบัคู่ 
(vector) ระหวา่งจุดโปรตีนในภาพเจลท่ีเลือกกบัภาพเจลแม่แบบ (รูปท่ี 2.22) โดย
ให้พิจารณาดูเส้นท่ีเช่ือมจุดโปรตีนแต่ละคู่ว่าเป็นไปในทิศทางเดียวกนัหรือไม่ 
หากมีบางเส้นไม่เป็นไปทางเดียวกนักบัเส้นอ่ืนๆ ซ่ึงอาจเป็นจุดโปรตีนท่ีจบัคู่ผิด 
ควรจะมีการแกไ้ขใหถู้กตอ้ง 

3) การแกไ้ขจุดโปรตีนท่ีจบัคู่ผดิมี 2 ขั้นตอนดงัต่อไปน้ี 

3.1) ลบจุดโปรตีนท่ีจบัคู่ผิด โดยกด Ctrl พร้อมคลิกเลือกจุดโปรตีนคู่นั้น แลว้คลิก
ขวาไปท่ี Pairs เลือก Edit ตามดว้ย Delete 

3.2) เพิ่มจุดโปรตีนท่ีไม่ถูกจบัคู่กนั โดยกด Ctrl พร้อมคลิกเลือกจุดโปรตีนคู่นั้น 
แลว้คลิกขวาไปท่ี Pairs เลือก Edit ตามดว้ย Add   
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4) ตรวจสอบการจบัคู่ของภาพเจลอ่ืนกบัภาพเจลแม่แบบจนครบทุกภาพ และเม่ือ
แน่ใจว่าแก้ไขจุดโปรตีนทุกคู่ให้จับคู่กันอย่างถูกต้องแล้ว ใช้เมนู File ค  าสั่ง 
Save-> All changes เพื่อจดัเก็บภาพเจลทั้งหมด 

รูปที ่2.22 การซอ้นทบักนัของภาพเจล (สีแดง) กบัภาพเจลแม่แบบ (สีน ้ าเงิน) โดยแสดงเส้น
จบัคู่ระหวา่งจุดโปรตีนจากภาพเจลทั้งสอง 

2.12 กำรวเิครำะห์ข้อมูลเพือ่หำควำมแตกต่ำงของกำรแสดงออกในตัวอย่ำงโปรตีน 

ใช้โปรแกรม ImageMaster 2D Platinum software version 5.0 เปรียบเทียบรูปแบบของโปรตีนบน
เจลพอลิอะคริลาไมด์โดยเลือกภาพเจลในชุดการทดลองเดียวกนัจากแบบแผนการวิเคราะห์ แลว้ใช้เมนู 
Select ค  าสั่ง Groups เลือก All เพื่อเลือกกลุ่มของจุดโปรตีนทั้งหมดท่ีถูกจบัคู่กัน(Armitage and Berry, 
1987; Swiss institute of bioinformatics, 2003; อภิญญา, 2551) จากนั้ นท าการวิเคราะห์ผลตามขั้นตอน
ดงัต่อไปน้ี 

1) สร้างรายงานการวิเคราะห์ โดยใช้เมนู Analyze ค  าสั่ง Classes Report จะปรากฏหน้าต่าง 
Classes Report แลว้เลือกค่าการรายงานผลเป็นร้อยละปริมาตรของจุดโปรตีน หรือ %Vol 
จากนั้นกด OK จะปรากฎหน้าต่างการตั้งค่าทางสถิติของ Central tendency และ Dispersion 
ให้ ตั้ งค่ าเป็น  Mean และ Mean squared deviation เท่ ากับ  100% แล้วกด OK อีกคร้ัง 
หนา้ต่างรายงานการวเิคราะห์ก็จะปรากฏข้ึนดงัแสดงในรูปท่ี 2.23 
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รูปที ่2.23 หน้าต่างรายงานการวิเคราะห์ท่ีประกอบด้วย 4 คอลัมน์ ได้แก่ หมายเลขของจุด
โปรตีนอา้งอิงจากภาพเจลแม่แบบ (Group ID) ค่าเฉล่ียของจุดโปรตีนจากทั้ง 2 กลุ่ม
ทดลองซ่ึงแสดงในรูปแบบของ %Vol และค่าสูงสุดของค่าเฉล่ียแต่ละกลุ่ม (Max)  

2) คดักรองจุดโปรตีนท่ีมีการแสดงออกแตกต่างกนัดว้ยการก าหนดอตัราส่วนความแตกต่าง
ของจุดโปรตีนในกลุ่มทดลองและตรวจสอบค่าทางสถิติ (Student t test) ตามขั้นตอนต่อไปน้ี 

2.1) ก าหนดอตัราส่วนความแตกต่างของจุดโปรตีนในกลุ่มทดลองโดยเร่ิมจากเปล่ียนค่า
การแสดงผลในช่อง displayed value เป็น Ratio ดงัแสดงในรูปท่ี 2.23 เพื่อแสดงผล
เป็นอตัราส่วน จากนั้นเลือกใชค้  าสั่งไอคอน            ตามดว้ย Refine Selection เลือก
ค่า Max และกด OK หน้าต่างของ Refine by Value จะปรากฎข้ึนดงัแสดงในรูปท่ี 
2.24 ให้คลิกเลือกเคร่ืองหมาย >= และก าหนดค่าลงในช่องว่างเท่ากับ 1.2 ซ่ึง
หมายถึง จุดโปรตีนท่ีมีความแตกต่างของ %Vol มากกวา่หรือเท่ากบั 1.2 เท่าข้ึนไป
เม่ือเปรียบเทียบภายในกลุ่มการทดลอง จะถูกตรวจพบแสดงเป็นแถบสีเขียว จากนั้น
เลือกใช้ไอคอนค าสั่ง             ตามดว้ย Report From Selection เพื่อเลือกเอาเฉพาะ
จุดโปรตีนท่ีถูกตรวจพบ มาสร้างเป็นรายงานการวิเคราะห์อนัใหม่ 

รูปที ่2.24 หนา้ต่างของ Refine by Value 
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2.2) ตรวจสอบค่าทางสถิติด้วย Student t test โดยเลือกจุดโปรตีนจากรายงานการ
วิเคราะห์ท่ีได้ในขั้นตอน 2.1 แล้วไปท่ีเมนู Analyze ค  าสั่ง statistical test เลือกค่า
การรายงานผลเป็น % Vol แลว้กด ok จะปรากฏหนา้ต่างใหม่เกิดข้ึนให้เลือกค่าเป็น 
two-sample t-test แล้วหน้าต่างรายงานค่า Student t-test ของแต่ละจุดโปรตีนจะ
ปรากฏข้ึน ต่อมาให้ค  านวณค่า Student t-value ด้วยโปรแกรม Student t-Value 
Calculator โดยเขา้ไปท่ีเวบ็ไซต์ http://www.danielsoper.com/ statcalc3/ จะปรากฏ
หนา้ต่างของโปรแกรมดงัแสดงในรูปท่ี 2.25  

รูปที ่2.25 ก ารค าน วณ ค่ า  Student t test ด้ ว ย  Student t-Value Calculator 
(Soper, 2015) 

โดยมีตวัแปรท่ีใชใ้นการค านวณ คือ degree of freedom และ Probability 
level (P value) ยกตวัอย่างเช่น ในการทดลองมี 2 กลุ่มการทดลอง โดยแต่ละกลุ่มมี
ตัวอย่างภาพเจลทั้ งหมด 3 ซ ้ า (N1 กับ N2 เท่ากับ 3) น าจ านวนกลุ่มตัวอย่างมา
ค านวณค่า degree of freedom (N1+N2-2) ได้ค่าเท่ากบั 4 ส่วนค่า P value จะก าหนด
ไวค้งท่ีเท่ากับ 0.05 หลังกดค านวณได้ค่า Student t value เท่ากับ 2.776 ดังนั้ นจุด
โปรตีนท่ีมีค่า Student t value มากกว่าหรือเท่ากบั 2.776 จึงถือว่ามีค่า P value น้อย
กว่า 0.05 ซ่ึงหมายถึงจุดโปรตีนจากทั้ งสองกลุ่มการทดลองแตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ  หลังจากนั้ นจึงคลิกเลือกจุดโปรตีนท่ีมีค่า Student t value 
มากกวา่หรือเท่ากบั 2.776 จากรายงาน แลว้เลือก Report From Selection เพื่อสร้าง
รายงานการวเิคราะห์อนัใหม่ 
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3) ตรวจสอบวา่จุดโปรตีนนั้นมีระดบัการแสดงออกท่ีแตกต่างกนัจริงหรือไม่โดยใชข้อ้มูล
กราฟฮิสโตแกรมและภาพ 3 มิติของจุดโปรตีนควบคู่กนั ซ่ึงจุดโปรตีนในแต่ละกลุ่ม
ทดลองควรมี %Vol ท่ีใกลเ้คียงกนัและมีความแตกต่างอยา่งชดัเจนระหวา่งกลุ่มทดลอง 
จึงจะถือวา่จุดโปรตีนคู่นั้นแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั 

3.1) สร้างฮิสโตแกรมจากจุดโปรตีนต่างๆ โดยคลิกเลือกจุดโปรตีนทั้งหมดจากรายงาน
การวิเคราะห์ แลว้ใชค้  าสั่งไอคอน              ตามดว้ย Classes histograms จะปรากฏ
หนา้ต่างฮิสโตแกรมของจุดโปรตีนต่างๆ ดงัเช่นตวัอยา่งในรูปท่ี 2.26 

รูปที ่2.26 ฮิสโตแกรมของจุดโปรตีน ID 2930 แสดงความสัมพนัธ์ระหว่าง %Vol (แกน X) 
และประเภทของแผ่นเจลต่างๆ ท่ีถูกแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มการทดลอง (A และ 
B) ดว้ยเส้นสีเทาตรงกลาง (แกน Y) ส่วนเส้นสีฟ้าแสดงถึงค่าเฉล่ียของ %Vol 
(mean value) และเส้นสีแดงแสดงถึงการกระจายตวัของค่า %Vol (dispersion 
interval) โดยฮิสโตแกรมน้ีมีความหมายวา่ กลุ่มการทดลอง A มีการแสดงออก
ของโปรตีน ID 2930 มากกว่าเม่ือเปรียบเทียบกับกลุ่มการทดลอง B โดยมี
ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั 

3.2) สร้างภาพ 3 มิติของจุดโปรตีนเพื่อดูลักษณะและส่ิงแวดล้อมรอบข้างของจุด
โปรตีน โดยเลือกจุดโปรตีนท่ีตอ้งการแลว้ไปท่ีเมนู Reports เลือก 3D View จะ
ปรากฏภาพ 3 มิติของจุดโปรตีนดงัแสดงในรูปท่ี 2.27 
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รูปที ่2.27 ภาพ 3 มิติของจุดตวัอย่างโปรตีน แสดงให้เห็นว่าจุดโปรตีนในกลุ่มทดลอง A มีการ
แสดงออกมากกวา่กลุ่มทดลอง B 

หลงัจากพิจารณาจุดโปรตีนทั้งหมดพร้อมเลือกจุดโปรตีนท่ีมีความแตกต่างอยา่งแทจ้ริง ให้คลิก
เลือก Report From Selection เพื่อสร้างรายงานใหม่ท่ีมีเฉพาะจุดโปรตีนท่ีเลือก จดัเก็บรายงานการ
วิเคราะห์โดยกดไอคอน         จากนั้นใช้เมนู Edit ค  าสั่ง Annotations เลือก Add label แล้วสร้าง Set: 
Picked ของจุดโปรตีนท่ีวิเคราะห์ได้ เพื่อเป็นเคร่ืองหมายว่าจุดโปรตีนในภาพเจลนั้นจะถูกตดัไป
วเิคราะห์ดว้ยวธีิแมสสเปกโตรเมทรีต่อไป 

2.13 กำรก ำหนดค่ำ pI และน ำ้หนักโมเลกุลของจุดโปรตีนบนภำพเจลแบบ 2 มิติ 

หลงัจากวิเคราะห์ภาพเจลเพื่อหาจุดโปรตีนท่ีมีการแสดงออกแตกต่างกนัแล้ว สามารถหาค่า pI 
และน ้ าหนกัโมเลกุล โดยการประมาณของจุดโปรตีนเหล่านั้นดว้ยโปรแกรม ImageMaster เร่ิมจากการ
เลือกภาพเจลท่ีตอ้งการโดยเปิดจากแบบแผนการวิเคราะห์ท่ีสร้างข้ึนในขั้นตอน 2.12 แลว้ใช้เมนู View 
ค  าสั่ง Gird Lines เลือก Show จะปรากฏหน้าต่างของ Grid เลือกตั้งค่าหน่วยของเส้นตาราง (grid units) 
เป็นเซนติเมตร (cm) และจ านวนช่องย่อย (number subdivisions) ของเส้นแนวนอน (horizontal) และ
แนวตั้ง (vertical) เป็น 7 และ 5 ช่องตามล าดบั จากนั้นกด OK จะไดภ้าพเจลท่ีมีเส้นแบ่งตารางดงัแสดงใน
รูปท่ี 2.28 (Swiss institute of bioinformatics, 2003; อภิญญา, 2551) 

รูปที ่2.28 ภาพขยายเจลแสดงเส้นแบ่งแนวนอน (horizontal) และแนวตั้ง (vertical) 
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ส าหรับเส้นแบ่งตารางยอ่ยนั้น การก าหนดจ านวนช่องในแนวตั้งและแนวนอนอาจแตกต่างกนัไป 
ข้ึนอยูก่บัขนาดของแต่ละภาพเจล แต่ควรก าหนดให้มีจ  านวนช่องในแนวตั้งเป็น 100 ช่อง นบัจากจุดวาง
ขั้วบวกไปยงัขั้วลบของ IPG strip (รูปท่ี 2.29 แนวเส้นประสีแดง) ส่วนจ านวนช่องในแนวนอน ควรปรับ
เส้นแบ่งตารางให้ตรงกับแถบของ protein marker เพื่อสะดวกต่อการอ่านค่าน ้ าหนักโมเลกุล ต่อมา
ก าหนดต าแหน่งขอบเขตเร่ิมและส้ินสุดของค่า pI และน ้ าหนกัโมเลกุลบนภาพเจลทั้ง 4 ดา้น ดงัแสดงใน
รูปท่ี 2.29 โดยกดไอคอน          แลว้ double click ตรงต าแหน่งลูกศรสีเขียวช้ีบนมุมซ้ายของภาพเจล จะ
ปรากฏหน้าต่าง Create Annotation by Click เลือกค่า pI_MW แล้วกด OK จากนั้ นพิมพ์ค่า pI และ
น ้าหนกัโมเลกุล เท่ากบั 3 เคาะเวน้ช่องตามดว้ย 97000 แลว้จึงก าหนดค่า pI และน ้ าหนกัโมเลกุลอีก 3 มุม
ท่ีเหลือในท านองเดียวกนั จากนั้นเร่ิมก าหนดค่า pI ในช่วงระหวา่ง 3-10 โดยอา้งอิงกราฟมาตรฐานการ
ประมาณค่า pI (Amersham pharmacia biotech, 2004) ซ่ึงแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างร้อยละความยาว
ของภาพเจล (แกน X) และค่า pH 3-10 NL (แกน Y)  

รูปที ่2.29 แผนภาพการก าหนดต าแหน่งเร่ิมและส้ินสุดของค่า pI และน ้าหนกัโมเลกุลบนภาพเจลแบบ 2 มิติ 

ตวัอย่างเช่น ท่ี pH 4 ตรงกับร้อยละ 10 ความยาวของภาพเจล จึงก าหนดค่า pI_MW เป็น 4 
97000 ในเส้นแบ่งตารางช่องท่ี 10 จากทั้งหมด 100 ช่อง บนแนวเส้นประสีแดง โดยนบัจากจุดเร่ิมตน้
ท่ีก าหนดไวคื้อ 3 97000 (pI 3 มวลโมเลกุล 97,000 Da) แลว้จึงก าหนดค่า pI ท่ีเหลือในท านองเดียวกนั 
ต่อมาในส่วนของการก าหนดค่าน ้ าหนกัโมเลกุลให้ก าหนดบนแนวเส้นประสีฟ้าทั้งสองบนภาพเจล 
โดยก าหนดเป็นแนวเดียวกบัแถบ protein marker ท่ีปรากฏดา้นซ้ายของภาพเจลดงัแสดงในรูปท่ี 2.30 
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เม่ือเสร็จส้ินการตั้งค่า pI และน ้ าหนกัโมเลกุลของจุดโปรตีนบนภาพเจลดงักล่าว จึงเปิดภาพเจลอนัใหม่ 
และเร่ิมก าหนดค่า pI กบัน ้ าหนักโมเลกุลอีกคร้ัง ท าเช่นน้ีในทุกภาพเจลท่ีอยู่ในกลุ่มของการวิเคราะห์ 
เพื่อหาค่า pI และน ้าหนกัโมเลกุลโดยเฉล่ียของจุดโปรตีนเดียวกนั 

รูปที ่2.30 ค่า pI และน ้าหนกัโมเลกุลท่ีแสดงบนภาพเจลแบบ 2 มิติ 

การอ่านค่า pI และน ้ าหนกัโมเลกุลของจุดโปรตีนบนภาพเจลแบบ 2 มิติ ท าไดโ้ดยการสร้างหนา้ต่าง 
Cursor Information โดยไปท่ีเมนู Window ค  าสั่ ง Information จากนั้ นจะปรากฏหน้าต่างข้อมูลข้ึน 
สามารถน า cursor ช้ีไปยงัจุดโปรตีนท่ีตอ้งการก็จะปรากฏขอ้มูลต่างๆ ของจุดโปรตีนนั้นรวมทั้งค่า pI 
และน ้ าหนกัโมเลกุลดงัรูปท่ี 2.31 หรือจะสร้างรายงานขอ้มูลของจุดโปรตีนโดยการคลิกเลือกจุดโปรตีน
ไปท่ีเมนู Report ตามดว้ยค าสั่ง spots ก็จะปรากฏรายงานขอ้มูลของจุดโปรตีนท่ีเลือกดงักล่าว 

รูปที ่2.31 ภาพเจลแบบ 2 มิติท่ีผา่นการก าหนดค่า pI และน ้ าหนกัโมเลกุล แสดงต าแหน่งจุดโปรตีน
ท่ีช้ีโดย cursor ซ่ึงปรากฏเป็นกรอบหน้าต่างแสดงขอ้มูลของจุดโปรตีน ID 515 ท่ีมีค่า pI 
และน ้าหนกัโมเลกุลเท่ากบั 4.91 และ 34,888 Dalton ตามล าดบั 
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2.14 กำรวเิครำะห์ชนิดโปรตีนโดยใช้ฐำนข้อมูลทำงอนิเตอร์เนต  

น าข้อมูลค่า pI และน ้ าหนักโมเลกุลของจุดโปรตีนท่ีมีการแสดงออกแตกต่างกันมาใช้
วิเคราะห์ชนิดของโปรตีนโดยเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลทางอินเตอร์เนต ExPaSy Server ของ Swiss 
Institute of Bioinformatics ดงัน้ี (Gasteiger et al., 1999) 

1) ใช้ข้อมูลจาก TagIdent Tool (ท่ีมา: http://www.expasy.org/tools/tagident.html) โดยมี
ขอ้มูลใหร้ะบุในหนา้เวบ็ไซต ์(รูปท่ี 2.32) ดงัน้ี 

1.1) ค่า pI ต ่าสุดและสูงสุด 
1.2) ค่าน ้ าหนักโมเลกุลและเปอร์เซ็นต์ความคลาดเคล่ือนของน ้ าหนักโมเลกุลท่ี

ยอมรับได ้
1.3) สายพนัธ์ุหรือหมวดหมู่ของส่ิงมีชีวิต (species classification) โดยการทดลองน้ีใช้

ไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 และเซลล์เจา้บา้นเป็น Vero cell จึงระบุสายพนัธ์ุเป็น 
Human herpes virus 2 และ African green monkey ตามล าดบั 

1.4) Keyword เม่ือตอ้งการระบุรายละเอียดเช่น ระบุช่ือของโปรตีนท่ีตอ้งการคน้หา 

จากนั้นคลิกเลือก Display only the sequences matching the tag ในส่วนของ Tagging เลือก
ชนิดฐานขอ้มูลเป็น UniprotKB/Swiss-Port แลว้จึงกด Start TagIdent เพื่อประมวลผลขอ้มูล เวบ็ไซต์
จะแสดงขอ้มูลเป็นจ านวนและชนิดโปรตีนท่ีตรวจพบพร้อมทั้งค่า pI และน ้ าหนกัโมเลกุล ใหเ้ลือกชนิด
ของโปรตีนท่ีสอดคล้องกับข้อมูลจากการทดลอง และคลิกท่ีช่ือของโปรตีน หน้าเว็บจะปรากฏ
รายละเอียดข้อมูลของโปรตีนชนิดนั้น เช่น ช่ือโปรตีน ช่ือยีน ความยาวของกรดอะมิโน (sequence 
length) บทบาทและหนา้ท่ี (function) เป็นตน้ 

รูปที ่2.32 พื้นท่ีระบุขอ้มูลของ TagIdent Tool เพื่อใชว้เิคราะห์ชนิดของโปรตีน (ExPaSy, 2010) 
 



 

71 
 

2) ใช้ ข้อมู ลจาก  World-2DPAGE Repository โดยคลิ ก ท่ี  pI และ  MW range บนแถบ
เคร่ืองมือดา้นซ้าย จะปรากฏหน้าเวบ็ไซต์ดงัรูปท่ี 2.33 (ท่ีมา: http://world-2dpage.expasy.org/repository/) 
แลว้ใหร้ะบุขอ้มูลดงัน้ี (Hooglanda et al., 2008) 

1) ค่า pI ต ่าสุดและสูงสุด 
2) น ้าหนกัโมเลกุลต ่าสุดและสูงสุด 
3) Limit to map หรือขอ้มูลแผ่นเจลแยกโปรตีนแบบ 2 มิติ ของสัตวส์ายพนัธ์ุต่างๆ 

ท่ีมีในฐานขอ้มูล การทดลองใหร้ะบุเป็น 0026--Homo sapiens (Human)  

จากนั้นคลิกเลือก Accession number ในส่วนของ sort by: แล้วจึงกด Execute query เพื่อ
ประมวลผลขอ้มูล เวบ็ไซต์จะแสดงขอ้มูล Accession number ID  Spot ID  pI และ น ้ าหนักโมเลกุลของ
โปรตีนต่างๆ ท่ีตรวจพบบนแผ่นเจล จากนั้นเพื่อดูชนิดของโปรตีนให้คลิกท่ี Accession number ID จะ
ปรากฏรายละเอียดขอ้มูลต่างๆ เช่น ช่ือโปรตีน ช่ือยนี อนุกรมวธิาน (taxonomy) เป็นตน้ 

รูปที ่2.33 หนา้เวบ็ไซตแ์ละพื้นท่ีระบุขอ้มูลของ World-2DPAGE Repository (ExPaSy, 2011) 
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2.15 กำรวิเครำะห์ชนิดโปรตีนด้วยวิธีแมสสเปกโตรเมทรีและชีวสำรสนเทศ 

จากบรรดาจุดโปรตีนท่ีมีการแสดงออกอยา่งมีนยัส าคญั ซ่ึงเป็นผลจากการวิเคราะห์โปรตีนใน
ภาพเจลแบบ 2 มิติ จากการทดลองขอ้ 2.12 ให้เลือกจุดโปรตีนท่ีสนใจเหล่านั้นมาวิเคราะห์หาชนิด
โปรตีนด้วยวิธี ESI - Ion Trap Mass Spectrometry ท่ีภาควิชาเทคโนโลยี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยั 
มหิดล ขอ้มูลท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์ประกอบดว้ยเส้นกราฟของแมสสเปกตรัม (mass spectrum) และค่า 
peptide mass fingerprints (PMF) ของโปรตีนแต่ละจุด จากนั้นน าค่า PMF ของจุดโปรตีนมาเทียบกบัค่า 
PMF ของโปรตีนในฐานขอ้มูลเพื่อวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนด้วยโปรแกรม MASCOT โดยเขา้ไปท่ี
เว็บไซต์ http://www.matrixscience.com แล้วคลิกเลือก Mascot database search ท่ีแถบเมนู ตามด้วย 
Perform search ในช่อง MS/MS Ions Search จะปรากฏหน้าต่างของโปรแกรม MASCOT MS/MS 
Ions Search ดงัรูปท่ี 2.34 

รูปที ่2.34 หนา้จอของโปรแกรม MASCOT ส าหรับสืบคน้ชนิดโปรตีนจากค่า PMF 

http://pegnac.sdsc.edu/bwhharvard/files/BWH_Reinhold.pdf
http://www.matrixscience.com/
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จากหนา้ต่างของโปรแกรม MASCOT MS/MS Iron Serch ในภาพ 2.34 ให้เติมหรือเลือก
ขอ้มูลในแต่ละส่วนท่ีจ าเป็นต่อการสืบคน้ดงัน้ี 

Your name: พิมพช่ื์อของผูใ้ชง้าน 

Email: พิมพอี์เมลของผูใ้ชง้าน 

Database: เลือกฐานขอ้มูลเป็น NCBI หรือ SwissProt  

Taxonomy: เลือกเป็น Other primates หรือ Other viruses 

Enzyme: เลือก Trypsin เน่ืองจากใชเ้อนไซมท์ริปซินในการยอ่ยโปรตีน
ใหก้ลายเป็นเปปไทดส์ายสั้นๆ ส าหรับท าแมสสเปกโตรเมทรี 

Allow up to: เลือก (3) คือก าหนดให้มีความผิดพลาดในการตดัสายเปป
ไทด์ไดเ้พียง 3 ต าแหน่ง 

Fixed modification:  เลือก Carbamidomethyl (C) เน่ืองจากในขั้นตอน equilibrate 
IPG strip ด้วย  iodoacetamide จะท าให้ เกิ ดการดัดแปลง
กรดอะมิโน cysteine เป็น S-carbamidomethyl cysteine 

Variable modifications:  เลือก Oxidation (M) เน่ืองจากในขั้นตอนการย่อยสายเปปไทด์
ดว้ยเอนไซมท์ริปซิน กรดอะมิโน methionine อาจถูกออกซิไดซ์
อยูใ่นรูปของ oxidized methionine  

Peptide tol ±: ก าหนดใหเ้ป็น 1.2 Da  

MS/MS tol ±: ก าหนดใหเ้ป็น 0.6 Da 

Peptide charge:  ก าหนดเป็น 2+  และเลือก Monoisotopic อนัเป็นรูปแบบของ 
mass spectrum ท่ีไดจ้ากการวเิคราะห์ 

Data file:  เลือกไฟลข์องจุดโปรตีนท่ีตอ้งการวเิคราะห์  

Instrument: เลือก ESI-TRAP 

หลังจากเติมหรือเลือกข้อมูลต่างๆ จนครบแล้วให้กด Start Search เพื่อให้โปรแกรมท า

การสืบคน้ ซ่ึงแสดงตวัอยา่งผลการสืบคน้ดงัรูปท่ี 2.35 
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รูปที ่2.35 ผลการสืบคน้ค่า PMF ในโปรแกรม MASCOT เพื่อหาชนิดของจุดโปรตีน 

ผลการสืบคน้จะแสดงชนิดโปรตีนจากฐานขอ้มูลท่ีใกลเ้คียงกบัจุดโปรตีนท่ีสนใจ ซ่ึงจะ

แสดงความใกลเ้คียงกบัโปรตีนท่ีสืบคน้ตามค่าคะแนน (MASCOT score) โดยถา้โปรตีนชนิดนั้นมีค่า

คะแนนสูงกวา่ค่าต ่าสุดท่ียอมรับได ้แสดงวา่โปรตีนชนิดนั้นมีความใกลเ้คียงกบัโปรตีนท่ีสืบคน้อยา่ง

มีนยัส าคญั ยกตวัอยา่งเช่น ผลการสืบคน้ในรูปท่ี 2.35 ไดช้นิดโปรตีนท่ีมีความใกลเ้คียงกบัจุดโปรตีน

ทั้งหมด 3 ชนิด คือ alpha-enolase  beta-enolase และ N-acetylgalactosamine-6-sulfatase พบในสัตว์

เล้ียงลูกดว้ยนมชนิด Callithrix jacchus  Macaca mulatta และ Pan troglodytes ตามล าดบั โดยโปรตีน

ทั้ง 3 ชนิด มีค่าคะแนน (Mascot score) สูงกวา่ค่าคะแนนสูงสุดท่ียอมรับได ้(48) ต่อจากนั้นให้คลิกท่ี 

Accession number ของโปรตีนภายในหนา้ต่างเพื่อดูขอ้มูลของโปรตีนในฐานขอ้มูล ไดแ้ก่ ค่า pI และ

น ้ าหนักโมเลกุลของโปรตีน ร้อยละของล าดับกรดอะมิโนท่ีตรงกับกรดอะมิโนในฐานข้อมูล 

อนุกรมวธิาน บทบาทและหนา้ท่ีของโปรตีน เป็นตน้ 


