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บทที ่3 

ผลการทดลอง 

 

3.1 การตรวจสอบการติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดที ่2 ในเซลล์เจ้าบ้าน 

ในการตรวจสอบการติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 สายพนัธ์ุ G (HSV-2G) ในเซลล์เจา้บา้น ดงั
ขั้นตอนการทดลอง 2.2.2 และสังเกตลกัษณะการเปล่ียนแปลงสัณฐานวิทยาของเซลล์เจา้บ้าน Vero cell 
ภายหลังการติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 (Cytopathic effect หรือ CPE) เป็นเวลา 0 ถึง 24 ชั่วโมง 
แสดงผลการทดลองในรูปท่ี 3.1  

รูปที ่3.1 ลกัษณะการเปล่ียนแปลงสณัฐานวทิยาของ Vero cell ภายหลงัการติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 
เป็นเวลา 0  6  12 และ 24 ชัว่โมง (ก) ถึง (ง) โดยสังเกตผา่นกลอ้งจุลทรรศน์ท่ีก าลงัขยาย 200 เท่า 



 

76 

 

76 

จากผลการทดลองพบว่าภายหลังจากเซลล์เจา้บา้น Vero cell ติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 
เป็นเวลา 6 ชัว่โมง เซลล์เจา้บา้นมีการเปล่ียนแปลงของการเจริญเติบโตและสัณฐานวิทยาภายนอกของ
เซลล์เพียงเล็กน้อยเม่ือเทียบกบัเวลาเร่ิมตน้ (0 ชั่วโมง) และไม่พบการแสดงลกัษณะ CPE ในระยะ 6 
ชัว่โมงแรก แต่ลกัษณะ CPE ของ Vero cell ปรากฏข้ึนชดัเจนภายหลงัจากการติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริม
ชนิดท่ี 2 เป็นเวลา 12 ชั่วโมง โดยพบการเปล่ียนแปลงลักษณะ CPE ประมาณร้อยละ 25 ของเซลล์
ทั้ งหมด (CPE 1+) และพบการเปล่ียนแปลงลักษณะของเยื่อหุ้มเซลล์ท่ีสะท้อนแสงเด่นชัด รวมถึง
สัณฐานวิทยาของเซลล์เปล่ียนจากรูปกระสวย (spindle-shaped) เป็นเซลล์ลกัษณะกลมโต ผิวไม่เรียบ
แบนเม่ือเทียบกบัเซลล์รอบขา้ง ซ่ึงเป็นลกัษณะการเปล่ียนแปลงของเซลล์ภายหลงัการติดเช้ือไวรัสก่อ
โรคเริมชนิดท่ี 2 ท่ีรุนแรงในระยะแรก ลกัษณะ CPE ดงักล่าวจะแพร่กระจายไปยงัเซลล์รอบขา้งอยา่ง
รวดเร็ว ภายหลงัการติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 เป็นเวลา 24 ชัว่โมงจะพบ Vero cell แสดงลกัษณะ 
CPE ในระดับ 4+ (คิดเป็นร้อยละ 100 ของเซลล์ทั้ งหมด) โดยกลุ่มเซลล์ทั้ งหมดมีการเปล่ียนแปลง
ลกัษณะสัณฐานวิทยากลายเป็นเซลล์ท่ีมีขนาดใหญ่ ซ่ึงเกิดจากการรวมตวักนัของเซลล์เจา้บา้นหลายๆ 
เซลล์ และภายในประกอบดว้ยนิวเคลียสขนาดเล็กๆ จ านวนมาก จากผลการทดลองขา้งตน้เช้ือไวรัสก่อ
โรคเริมชนิดท่ี 2 ท่ีเลือกมาใชมี้ประสิทธิภาพในการก่อโรคบนเซลล์เจา้บา้น Vero cell จากนั้นจึงน าเช้ือ
ไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 ดงักล่าวไปตรวจหาปริมาณไวรัสเร่ิมตน้ดว้ยวิธี plaque titration assay เพื่อใช้
ในการทดลองอ่ืนๆ ต่อไป 

3.2 การหาปริมาณไวรัสก่อโรคเริมชนิดที ่2 ด้วยวธีิ plaque titration assay 

ในการเพาะเล้ียงเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 บนเซลล์เจา้บา้น Vero cell จะตอ้งก าหนดอตัราส่วน
ระหวา่งจ านวนเซลล์เจา้บา้นต่ออนุภาคไวรัสท่ีแน่นอนเพื่อใชใ้นแต่ละการทดลอง โดยอนุภาคไวรัสอาจ
ลดจ านวนลงเน่ืองจากหลายปัจจยั อาทิ อุณหภูมิ ส่ิงแวดลอ้ม และระยะเวลาในการเก็บรักษา ซ่ึงปริมาณ
อนุภาคไวรัสท่ีลดลงอาจส่งผลถึงการทดลองต่อไปได ้ดงันั้นเพื่อทราบปริมาณไวรัสท่ีแน่นอนก่อนใชใ้น
แต่ละการทดลอง ตอ้งน าเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 จาก stock มาตรวจหาปริมาณไวรัสดว้ยวิธี plaque 
titration assay ดงัขั้นตอนทดลองท่ี 2.4 โดยท าการทดลองซ ้ า 4 คร้ัง ได้ผลการทดลองแสดงดงัรูปท่ี 3.2 
จากผลการทดลองพบวา่หลงัจากยอ้มเซลล์ดว้ยคริสตอลไวโอเลต สามารถนบัจ านวนพลาคบน Vero cell 
ท่ีเติมไวรัสเจือจาง 1×10-6 เท่า ได้เท่ากับ 42 38 40 และ 44 พลาค คิดเป็นค่าเฉล่ีย 41 พลาค ดังนั้ นเม่ือ
ค านวณปริมาณไวรัสจึงมีค่าเท่ากบั 41×10-7 PFU/ml (ภาคผนวก ค) จากนั้นจึงน าปริมาณไวรัสท่ีค านวณ
ไดไ้ปใชใ้นการทดลองอ่ืนๆ ต่อไป 
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รูปที ่3.2 ลกัษณะพลาคบน Vero cell ท่ีเกิดข้ึนหลงัจากการก่อโรคดว้ยไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 
เม่ือเจือจางไวรัสตั้งแต่ 1×10-1 ถึง 1×10-6เท่า (ท าการทดลองซ ้ า 4 คร้ัง) 

3.3 การเปรียบเทยีบหาชนิดของสารละลายบัฟเฟอร์ที่เหมาะสมในการสกัดโปรตีนจากเซลล์ที่ติดเช้ือ
ไวรัสก่อโรคเริมชนิดที ่2  

ในงานวิจยัน้ีได้เลือกใช้วิธีในการสกัดโปรตีนท่ีเหมาะสมกับ Vero cell คือ การสกัดโปรตีน
โดยตรงด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ (lysis buffer) เพื่อให้โปรตีนทั้ งหมดท่ีสกัดได้จาก Vero cell อยู่ใน
สภาวะใกลเ้คียงกบัสภาพธรรมชาติของโปรตีนภายในเซลล์มากท่ีสุด รวมทั้งลดขั้นตอนท่ีใชส้กดัโปรตีน
ลง ซ่ึงโปรตีนท่ีไดจ้ากการสกดัสามารถน าไปใช้ในการวิเคราะห์ต่อด้วยวิธีการแยกโปรตีนแบบ 2 มิติ 
ดงันั้นสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีเหมาะสมต้องมีคุณสมบติัละลายโปรตีนทั้งหมดภายในเซลล์ได้ รวมทั้ ง
แสดงรูปแบบโปรตีนบนเจลแยกโปรตีนแบบ 2 มิติ สารละลายบฟัเฟอร์ท่ีใชใ้นการสกดัโปรตีนออกจาก
เซลล์มีหลากหลายชนิด และมีองค์ประกอบทางเคมี ท่ีแตกต่างกัน เช่น ดีเทอร์เจนท์ บัฟเฟอร์ และ
สารอินทรีย ์เป็นตน้ เพื่อเปรียบเทียบชนิดของสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีเหมาะสมส าหรับสกดัโปรตีนจาก 
Vero cell ท่ีติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 จึงทดลองใช้สารละลายบฟัเฟอร์ท่ีมีองค์ประกอบแตกต่าง
กนัจ านวน 3 ชนิด ประกอบดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ CHAPS-Urea-Thiourea สารละลายบฟัเฟอร์ NP-40 
และสารละลายบฟัเฟอร์ NP-40-Urea-Thiourea ดงัขั้นตอนทดลองท่ี 2.5  

3.3.1 การวเิคราะห์ความเข้มข้นของโปรตีนทีส่กดัได้ 
ในการวิเคราะห์ปริมาณความเขม้ขน้ของสารละลายตวัอย่างโปรตีนให้มีความเขม้ขน้ของ

โปรตีนเพียงพอส าหรับใชว้ิเคราะห์ต่อดว้ยวิธีแยกโปรตีนแบบ 2 มิติ ในการสกดัโปรตีนจาก Vero cell ท่ี
ติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 ท่ีมีจ  านวนเซลล์ 1×106 cells/flask ตามวิธีการทดลองขอ้ 2.7.2 ปริมาตร
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ของสารละลายบฟัเฟอร์จะข้ึนอยูก่บัปริมาณตะกอนของเซลล์เจา้บา้น Vero cell โดยจะใช้ปริมาตรให้น้อย
ท่ีสุดท่ีท าให้ตะกอนเซลล์ละลายเป็นเน้ือเดียวกนั จากการทดลองพบว่าสารละลายบฟัเฟอร์ทั้ง 3 ชนิดใช้
ปริมาตรบฟัเฟอร์แตกต่างกัน โดยการสกัดโปรตีนด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ CHAPS-Urea-Thiourea ใช้
ปริมาตรบฟัเฟอร์สูงท่ีสุดเท่ากบั 1200 µl เม่ือเปรียบเทียบกบัสารละลายบฟัเฟอร์ NP-40 และ NP-40-Urea-
Thiourea ใชป้ริมาตรบฟัเฟอร์เพียง 700 µl จากนั้นจึงน าสารละลายตวัอยา่งโปรตีนท่ีสกดัไดม้าวิเคราะห์หา
ความเขม้ขน้ของโปรตีนดว้ยวธีิ Bradford ดงัวธีิในขั้นตอนท่ี 2.8 ไดผ้ลการทดลองแสดงดงัตารางท่ี 3.1  

ตารางที ่3.1 ปริมาณโปรตีนท่ีสกดัไดเ้ม่ือใชส้ารละลายบฟัเฟอร์แต่ละชนิด 

ชนิดของบฟัเฟอร์ ปริมาตรของบฟัเฟอร์ท่ีใช ้
(µl) 

ความเขม้ขน้ของโปรตีน 
(µg/µl) 

ปริมาณโปรตีน 
(mg) 

CHAPS-Urea-Thiourea 1,200 1.02 ± 0.08 1.22 ± 0.10 

NP-40 700 1.80 ± 0.02 1.26 ± 0.02 

NP-40-Urea-Thiourea 700 2.85 ± 0.08 2.00 ± 0.05 

จากผลการทดลองในตารางท่ี 3.1 พบว่าเม่ือใชส้ารละลายบฟัเฟอร์ NP-40-Urea-Thiourea 
ในการสกัดโปรตีน จะให้ความเข้มข้นของโปรตีนสูงท่ีสุดเท่ากับ 2.85 µg/µl เม่ือเปรียบเทียบกับ
สารละลายบฟัเฟอร์ NP-40 (1.80 µg/µl) และสารละลายบฟัเฟอร์ CHAPS-Urea-Thiourea (1.02 µg/µl) 
จากนั้นจึงน าสารละลายตวัอยา่งโปรตีนท่ีสกดัไดไ้ปตรวจสอบรูปแบบโปรตีน และความถูกตอ้งของ
การวเิคราะห์ปริมาณโปรตีนดว้ยโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต-พอลิอะคริลาไมดเ์จลอิเล็กโทรโฟรีซิสต่อไป 

3.3.2 การวเิคราะห์รูปแบบโปรตีนบนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต-พอลอิะคริลาไมด์เจลอเิลก็โทรโฟรีซิส 
เพื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของรูปแบบโปรตีนท่ีสกดัได้จากสารละลายบฟัเฟอร์ทั้ง 3 

ชนิด โดยพิจารณาขนาดมวลโมเลกุลของโปรตีน รวมทั้งตรวจสอบความถูกตอ้งของปริมาณโปรตีนท่ี
สกดัได ้โดยน าสารละลายตวัอย่างโปรตีนท่ีไดจ้ากการสกดัด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ทั้ง 3 ชนิด มาแยก
โปรตีนบนร้อยละ12.5 โซเดียมโดเดซิลซลัเฟต-พอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส หรือ 12.5% SDS-
PAGE ขนาด 10 x 10.5 cm2 ดังแสดงในขั้นตอน 2.9 ได้ผลการทดลองแสดงดังรูปท่ี 3.3 จากรูปท่ี 3.3 
พบวา่สารละลายตวัอยา่งโปรตีนท่ีสกดัเม่ือใช้สารละลายบฟัเฟอร์ทั้ง 3 ชนิดไดแ้ถบโปรตีนท่ีมีรูปแบบ
โปรตีนท่ีคลา้ยคลึงกนัในช่วงน ้ าหนกัโมเลกุลโปรตีนระหวา่ง 10-170 kDa แต่พบบางแถบของโปรตีนท่ี
แตกต่างกนัในช่วงน ้ าหนักโมเลกุล 10-17 kDa เม่ือใช้สารละลายบฟัเฟอร์ CHAPS-Urea-Thiourea และ 
NP-40-Urea-Thiourea ในการสกัดโปรตีนอย่างเด่นชัด เม่ือเปรียบเทียบกับรูปแบบโปรตีนท่ีสกัดด้วย
สารละลายบัฟเฟอร์ NP-40 เพียงอย่างเดียว หากพิจารณาถึงความถูกต้องในการวิเคราะห์หาปริมาณ
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โปรตีน พบว่าปริมาณโปรตีนท่ีปรากฏบน 12.5% SDS-PAGE มีความเข้มของแต่ละแถบโปรตีน
ใกล้เคียงกัน ดังนั้ นปริมาณโปรตีนท่ีวิเคราะห์ด้วยวิธี Bradford จึงมีความถูกต้อง และสามารถน า
สารละลายตวัอยา่งโปรตีนท่ีไดจ้ากการสกดัไปวิเคราะห์ต่อดว้ยวธีิแยกโปรตีนแบบ 2 มิติต่อไป 

รูปที ่3.3 12.5% SDS-PAGE ของโปรตีนทั้งหมดจาก Vero cell ท่ีติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 โดยใช้
สารละลายบัฟเฟอร์ CHAPS-Urea-Thiourea (Lane 1) สารละลายบัฟเฟอร์ NP-40 (Lane 2) 
สารละลายบฟัเฟอร์ NP-40-Urea-Thiourea (Lane 3) ในการสกดัโปรตีน โดยเทียบกบั LMW 
protein marker (Lane M) 

3.3.3 การวเิคราะห์รูปแบบโปรตีนบนเจลแยกโปรตีนแบบ 2 มิติ  
เพื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของรูปแบบโปรตีนท่ีสกดัได้จากสารละลายบฟัเฟอร์ทั้ง 3 

ชนิด ตามค่า pI และน ้ าหนักโมเลกุลของโปรตีน จึงน าสารละลายตวัอย่างโปรตีนปริมาณ 200 µg ท่ีสกดั
ดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์แต่ละชนิดมาวเิคราะห์ดว้ยวิธีการแยกโปรตีนแบบ 2 มิติ ดงัขั้นตอนท่ี 2.10 โดยท า
การทดลองซ ้ า 2 คร้ัง ได้ผลการทดลองแสดงดงัรูปท่ี 3.4 จากรูปท่ี 3.4 พบโปรตีนท่ีสกดัด้วยสารละลาย
บฟัเฟอร์ทั้ง 3 ชนิด แสดงรูปแบบโปรตีนท่ีคลา้ยคลึงบนภาพเจลในช่วงค่า pI เป็นกรด (pI 4.0-7.0) และเบส 
(pI 8.0-10.0) โดยโปรตีนท่ีสกดัได้จากสารละลายบฟัเฟอร์แต่ละชนิดสามารถแยกโปรตีนตามค่า pI ได้ดี
ในช่วงค่า pI ระหว่าง 4.0-8.0 โดยจะปรากฏเป็นจุดโปรตีนบนภาพเจลท่ีมีจ านวนและขนาดแตกต่างกัน 
โดยช่วง pI ระหว่าง 8.0-9.0 จะไม่สามารถแยกโปรตีนตามค่า pI ได้สมบูรณ์ และปรากฏเป็นแถบของ
โปรตีนยาวตามแนวนอน (horizontal streaking) และแนวตั้ง (vertical streaking) บนภาพเจล 
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รูปที ่3.4 เจลแยกโปรตีนแบบ 2 มิติ ของรูปแบบโปรตีนจาก Vero cell ท่ีติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 

เม่ือสกดัโปรตีนดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ชนิด (ก) CHAPS-Urea-Thiourea (ข) NP-40 (ค) NP-40-
Urea-Thiourea 

เม่ือสังเกตจ านวนจุดโปรตีนและความเขม้ของจุดโปรตีนบนภาพเจลในช่วงน ้ าหนกัโมเลกุล
ต่างๆ พบว่าโปรตีนท่ีสกดัด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ CHAPS-Urea-Thiourea และ NP-40-Urea-Thiourea มี
จ  านวนจุดโปรตีนและความเขม้โปรตีนใกลเ้คียงกนั ซ่ึงมีจ านวนมากกว่าจุดโปรตีนท่ีสกดัดว้ยสารละลาย
บฟัเฟอร์ NP-40 โดยสามารถแบ่งบริเวณท่ีใช้เปรียบเทียบออกเป็น 2 ช่วงของน ้ าหนกัโมเลกุล บริเวณแรก 
คือ ช่วงน ้ าหนักโมเลกุลระหว่าง 45.0-97.0 kDa ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีมีระดับการแสดงออกของโปรตีนสูง 
โปรตีนท่ีสกดัจากสารละลายบฟัเฟอร์ CHAPS-Urea-Thiourea และ NP-40-Urea-Thiourea จะปรากฏจ านวน
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จุดโปรตีนจ านวนมากและมีความเขม้ของจุดโปรตีนมากบนภาพเจล แต่โปรตีนท่ีสกัดด้วยสารละลาย
บฟัเฟอร์ NP-40 แสดงจ านวนจุดโปรตีนนอ้ยกวา่ และมีความเขม้ของจุดโปรตีนต ่ากวา่ ในบริเวณท่ีสอง คือ 
ช่วงน ้าหนกัโมเลกุลระหวา่ง 14.4 - 20.1 kDa เป็นบริเวณท่ีระดบัการแสดงออกโปรตีนค่อนขา้งต ่า ท าใหก้าร
แสดงจ านวนจุดโปรตีนและความเขม้ของจุดโปรตีนท่ีไดไ้ม่แตกต่างกนัมากนัก มีเพียงบางจุดโปรตีนท่ี
ปรากฏเฉพาะในภาพเจลของโปรตีนท่ีสกดัด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ CHAPS-Urea-Thiourea และ NP-40-
Urea-Thiourea ในขณะท่ีโปรตีนท่ีสกดัดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ NP-40 ไม่พบจุดโปรตีนท่ีบริเวณเดียวกนั
หรือปรากฏเพียงจุดโปรตีนท่ีมีความเขม้ของจุดโปรตีนต ่า ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการทดลองท่ีแสดงในรูปท่ี 
3.3 โดยโปรตีนท่ีสกดัดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ NP-40 แสดงแถบโปรตีนในช่วงน ้ าหนกัโมเลกุล 10 และ 17 
kDa เพียงเล็กน้อย และเม่ือวิเคราะห์จ านวนจุดโปรตีนทั้งหมดจากภาพเจลต่อดว้ยโปรแกรม ImageMaster 
2D Platinum software version 5.0 พบว่าโปรตีนท่ีสกดัดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ทั้ง 3 ชนิด แสดงจ านวนจุด
โปรตีนท่ีวเิคราะห์ไดท้ั้งหมด 802 จุด (ดงัรูปท่ี 3.5) โดยโปรตีนท่ีสกดัดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ NP-40 แสดง
จ านวนจุดโปรตีนนอ้ยท่ีสุดเท่ากบั 159 ± 11 จุด เม่ือเปรียบเทียบกบัโปรตีนท่ีสกดัดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ 
CHAPS-Urea-Thiourea ท่ีมีจ  านวน 682 ± 37 จุด และ NP-40-Urea-Thiourea ท่ีมีจ  านวน 600 ± 110 จุด เม่ือน า
เจลแบบ 2 มิติทั้งหมดมาเปรียบเทียบพบวา่โปรตีนท่ีสกดัดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ทั้ง 3 ชนิด แสดงจุด
โปรตีนท่ีมีค่า pI และน ้ าหนกัโมเลกุลเหมือนกนัจ านวน 88 จุด และเป็นจุดโปรตีนท่ีแตกต่างกนัในแต่
ละวิธีการสกัดจ านวน 251 จุด โดยการสกัดโปรตีนด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ CHAPS-Urea-Thiourea 
แสดงจ านวนจุดโปรตีนท่ีแตกต่างกบัวิธีอ่ืนมากท่ีสุดถึง 151 จุด โดยจุดโปรตีนท่ีพบเฉพาะในวิธีการ
สกดัดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ NP-40 และ NP-40-Urea-Thiourea มีเพียง 89 และ 11 จุด ตามล าดบั และ
พบวา่การสกดัโปรตีนดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ CHAPS-Urea-Thiourea แสดงจุดโปรตีนท่ีซ ้ ากบัวิธีสกดั
อ่ืนๆ มากท่ีสุดถึง 443 จุด เม่ือเปรียบเทียบกบัวิธีการสกดัโปรตีนของสารละลายบฟัเฟอร์ NP-40-Urea-
Thiourea (423 จุด) และ NP-40 (60 จุด) 

รูปที ่3.5 แผนภาพแสดงการเปรียบเทียบจ านวนจุดโปรตีนของ Vero cell ท่ีติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิด
ท่ี 2 ภายหลงัสกดัโดยสารละลายบฟัเฟอร์ CHAPS-Urea-Thiourea สารละลายบฟัเฟอร์ NP-40 
และสารละลายบฟัเฟอร์ NP-40-Urea-Thiourea  
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เพื่อวเิคราะห์ความแม่นย  าของผลการทดลองซ ้ า (reproducibility) ของสารละลายบฟัเฟอร์
แต่ละชนิดในการสกดัโปรตีน เม่ือเขียนกราฟการกระจาย (scatter graph) ท่ีแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่ง 
%Vol ของกลุ่มจุดโปรตีนจากการทดลอง 2 ซ ้ า โดย %Vol คือ ปริมาตรของจุดโปรตีนท่ีสนใจต่อ
ปริมาตรโดยรวมของจุดโปรตีนทั้งหมด ก าหนดให้แกน X คือ %Vol ของจุดโปรตีนในการทดลองท่ี 1 
แกน Y คือ %Vol ของจุดโปรตีนในการทดลองท่ี 2 ของแต่ละชุดการทดลอง จะได้กราฟแสดงการ
กระจายของจุดโปรตีนจากแต่ละการสกดัโปรตีนดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ชนิดต่างๆ แสดงดงัรูปท่ี 3.6  

รูปที ่3.6 กราฟการกระจายแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่ง %Vol ของจุดโปรตีนบนภาพเจล 2 การทดลอง
ซ ้ าท่ีสกัดโปรตีนด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ชนิด (ก) CHAPS-Urea-Thiourea buffer (ข) NP-40 
buffer (ค) NP-40-Urea-Thiourea buffer  

เม่ือพิจารณาค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ (correlation coefficient, Corr) และค่าจ านวนจุด
โปรตีนท่ีจบัคู่กนับนภาพเจล (Count) ท่ีไดจ้ากกราฟการกระจาย โดยค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์เป็น
ค่าท่ีใช้ช้ีวดัระดบัความสัมพนัธ์เชิงเส้นตรงของจุดโปรตีนระหว่าง 2 การทดลองซ ้ า โดยจะมีค่าอยู่
ระหวา่ง -1 ถึง 1 หากค่าเขา้ใกล ้1 แสดงถึงกลุ่มจุดโปรตีนระหว่าง 2 การทดลองซ ้ า มีความสัมพนัธ์ใน
เชิงเส้นตรงมาก ในทางตรงขา้มหากค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์มีค่าเขา้ใกล ้0 หรือติดลบ จะแสดงถึง
กลุ่มจุดโปรตีนทั้งสองการทดลองซ ้ ามีความสัมพนัธ์กนัในทางตรงขา้ม หรืออาจไม่พบจุดโปรตีนชนิด
เดียวกันในระหว่างการทดลองซ ้ านั้ น ดังนั้ นการสกัดโปรตีนด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ชนิดท่ีให้ค่า
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สัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์สูง จะมีความแม่นย  าของผลการทดลองซ ้ า และความน่าเช่ือถือสูง ในการนบั
จ านวนจุดโปรตีนท่ีสกดัไดจ้ากสารละลายบฟัเฟอร์แต่ละชนิดยงัสามารถนบัไดจ้ากจ านวนจุดโปรตีนท่ี
จับคู่กันบนภาพเจล (Count) หากจ านวนจุดโปรตีนท่ีจับคู่กันมาก แสดงถึงการสกัดโปรตีนด้วย
สารละลายบฟัเฟอร์ชนิดนั้นมีความสามารถสกดัโปรตีนออกจากเซลล์ไดดี้ จากผลการทดลองพบวา่การ
สกดัโปรตีนดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ทั้ง 3 ชนิด แสดงค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์เขา้ใกล ้1 โดยการสกดั
โปรตีนด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ NP-40 แสดงค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ต ่าท่ีสุด (Corr = 0.864) เม่ือ
เปรียบเทียบกบัการสกัดโปรตีนด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ CHAPS-Urea-Thiourea (Corr = 0.909) และ 
NP-40-Urea-Thiourea (Corr = 0.990) ตามล าดบั นอกจากน้ีจ านวนจุดโปรตีนท่ีจบัคู่กนับนภาพเจลท่ีได้
จากการสกัดด้วยสารละลายบัฟเฟอร์แต่ละชนิดยงัมีความแตกต่างกัน โดยการสกัดโปรตีนด้วย
สารละลายบฟัเฟอร์ NP-40 แสดงจ านวนโปรตีนท่ีจบัคู่กนัต ่าท่ีสุด 120 คู่ เม่ือเปรียบเทียบกบัการสกดั
โปรตีนดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ NP-40-Urea-Thiourea (476 คู่) และ CHAPS-Urea-Thiourea (558 คู่) 

จากผลการทดลองเปรียบเทียบการสกดัโปรตีนจาก Vero cell ท่ีติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 
ดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ทั้ง 3 ชนิดขา้งตน้ พบว่าโปรตีนท่ีสกดัด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ CHAPS-Urea-
Thiourea มีความเขม้ขน้โปรตีนต ่าท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกบัโปรตีนท่ีสกดัดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ NP-40 
และ NP-40-Urea-Thiourea โปรตีนท่ีสกดัได้จากสารละลายบฟัเฟอร์ทั้ง 3 ชนิด ปราศจากการปนเป้ือน
ของสารรบกวน จากรูปแบบโปรตีนบน 12.5% SDS-PAGE มีโปรตีนเพียงช่วงน ้ าหนักโมเลกุลต ่ า
ระหว่าง 10-17 kDa เม่ือใช้การสกดัโปรตีนดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ CHAPS-Urea-Thiourea เปรียบเทียบ
กบัการสกดัโปรตีนดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ชนิดอ่ืน เม่ือพิจารณารูปแบบโปรตีนบนภาพเจลท่ีมีจ านวน
จุดโปรตีน และค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ เพื่อระบุความแม่นย  าในการให้ผลการทดลองซ ้ า แลว้พบว่า
สารละลายบฟัเฟอร์ CHAPS-Urea-Thiourea เป็นสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีเหมาะสมท่ีสุดส าหรับการสกัด
โปรตีน เพื่อใช้วิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีนทั้งหมดภายในเซลล์เจา้บา้นภายหลงัจากการติดเช้ือ
ไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 ต่อไป 
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3.4 การเปรียบเทียบชนิดของซีรัมที่เหมาะสมส าหรับใช้เพาะเลีย้งเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดที่ 2 บน
เซลล์เจ้าบ้าน 

ปัจจยัท่ีส าคญัในการเพาะเล้ียงเซลล์คือ อาหารเล้ียงเซลล์ (growth medium) ท่ีมีองค์ประกอบ
ของสารอาหารเสริม (supplemented nutrient) ท่ีเอ้ืออ านวยให้เซลล์เจริญและแบ่งตวัเพิ่มจ านวน หาก
ปราศจากสารอาหารเสริมหรือเลือกใชป้ระเภทสารอาหารท่ีไม่เหมาะสมกบัชนิดของเซลล ์อาจส่งผล
ให้เซลล์เพาะเล้ียงเจริญเติบโตช้าหรือผิดปกติได ้ซีรัมท่ีไดจ้ากเลือดของสัตวเ์ป็นอาหารเสริมท่ีไดรั้บ
การนิยมในงานเพาะเล้ียงเซลล ์และมีความหลากหลายของชนิดซีรัมในปัจจุบนั ดงันั้นในงานวิจยัน้ีจึง
เลือกเปรียบเทียบซีรัมทั้งหมด 3 ชนิด ส าหรับใช้เตรียมอาหารเพาะเล้ียงเซลล์เจา้บา้น Vero cell และ
เช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 ดงัวิธีการทดลองขั้นตอน 2.6 ซ่ึงประกอบดว้ย Iron Supplemented Calf 
Serum Bovine Calf Serum และ Fetal Bovine Serum เพื่อเปรียบเทียบหาชนิดของซีรัมท่ีเหมาะสมใน
การทดลองต่อไป 

3.4.1 การวเิคราะห์ลกัษณะสัณฐานวทิยาภายนอกของเซลล์ 
เพื่อเปรียบเทียบลกัษณะสัณฐานวิทยาของ Vero cell ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเตรียม

จากซีรัมทั้ง 3 ชนิด เม่ือติดตามการเจริญเติบโตของ Vero cell ในภาชนะผ่านกลอ้ง inverted microscope 
ดงัวิธีการทดลองขั้นตอน 2.6.1 พบว่าเซลล์ท่ีลอยตวัอยูใ่นอาหารเล้ียงเซลล์จะเขา้เกาะพื้นภาชนะภายใน
เวลา 1 ชัว่โมง และเร่ิมแบ่งตวัเพิ่มจ านวนเซลล์ข้ึนตามระยะเวลาของการเพาะเล้ียง โดยสีของอาหารเล้ียง
เช้ือในภาชนะทั้งหมดจะค่อยๆ เปล่ียนจากสีแดงเป็นสีส้มตามระยะเวลาและการเจริญเติบโตของเซลล์
เซลล์เด่ียวๆ จะยึดติดกลายเป็นกลุ่มเซลล์ท่ีเรียงตวัเป็นระนาบบนพื้นภาชนะ เม่ือเซลล์มีความหนาแน่น
เพิ่มข้ึน จะพบว่าเซลล์ท่ีมีรูปร่างกระสวยจะมีขนาดใหญ่ข้ึน ภายหลงัการเล้ียงเซลล์เป็นเวลา 29 ชั่วโมง 
พบว่า Vero cell ท่ีเล้ียงใน Fetal Bovine Serum จะเพิ่มจ านวนเซลล์จนเต็มผิวภาชนะทั้งหมด ได้เร็วกว่า 
Vero cell ท่ี เล้ี ยงใน  Iron Supplemented Calf Serum และ Bovine Calf Serum ซ่ึ งต้องใช้ เวลาในการ
เพาะเล้ียงเซลล์นานถึง 36 ชั่วโมง จึงจะเต็มผิวภาชนะ เม่ือสังเกตลกัษณะสัณฐานวิทยาของ Vero cell ท่ี
เจริญเต็มผิวภาชนะในอาหารเพาะเล้ียงจากซีรัมทั้ง 3 ชนิด จะมีลกัษณะรูปกระสวยคลา้ยคลึงกนั (ดงัแสดง
ในรูปท่ี 3.7) เซลล์เรียบแบนติดผิวภาชนะ ขอบเซลล์ยกนูนเล็กน้อยปรากฏเป็นการสะทอ้นแสงท่ีเยื่อหุ้ม
เซลล์ ภายในประกอบด้วยนิวเคลียสขนาดเล็ก เซลล์มีสีเทาอ่อน ซ่ึงเป็นการแสดงลักษณะของเซลล์ท่ี
เจริญเติบโตปกติ ในกรณีท่ีเซลล์เจริญเติบโตผิดปกติ อาจมีสาเหตุได้หลายประการเช่น การเส่ือมสภาพ
ของเซลล์ การปนเป้ือนหรือความเป็นพิษของอาหารเล้ียง สภาพจากส่ิงแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสม เป็นต้น 
โดยเซลล์จะมีลกัษณะหดเล็ก เยื่อหุ้มเซลล์ขรุขระและสะทอ้นแสงไดน้้อย ภายในอาจมีเม็ดแกรนูลเล็กๆ 
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จ  านวนมาก ท าให้สีของเซลล์เขม้กว่าปกติ การยึดเกาะระหว่างเซลล์ขา้งเคียงและพื้นผิวน้อย ซ่ึงจะท าให้
เซลลมี์อายสุั้นและตาย โดยจะหลุดลอยออกไปอยูใ่นอาหารเล้ียงเซลล ์เม่ือเทียบกบัเซลลท่ี์เจริญเป็นปกติ  

รูปที ่3.7 ลกัษณะสัณฐานวิทยาของ Vero cell ท่ีเจริญปกติในอาหารเพาะเล้ียงท่ีมี (ก) Iron Supplemented 
Calf Serum (ข) Bovine Calf Serum และ (ค) Fetal Bovine Serum เป็นองค์ประกอบ เปรียบเทียบ
กบั (ง) Vero ท่ีเจริญผดิปกติเน่ืองจากการปนเป้ือนในระหวา่งขั้นตอนการเตรียมเซลล ์

3.4.2 การวเิคราะห์การเจริญเติบโตของไวรัสด้วยวธีิ plaque titration assay 
ไวรัสสามารถเจริญแพร่พนัธ์ุอนุภาคไวรัสใหม่ไดดี้หรือไม่ข้ึนอยูก่บัเซลล์เจา้บา้นท่ีไวรัส

เขา้ไปอาศยัเป็นส าคญั ในงานวิจยัน้ีจึงทดลองเติมไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 บนเซลล์เจา้บา้น Vero cell 
ท่ีเพาะเล้ียงดว้ยซีรัมท่ีแตกต่างกนั 3 ชนิด โดยท าการทดลองซ ้ า 2 คร้ัง เม่ือสังเกตลกัษณะพลาคท่ีเกิด
จากไวรัสดว้ยวธีิ plaque titration assay ดงัวธีิการทดลองในขั้นตอน 2.4 และศึกษาผลของชนิดของซีรัม
ท่ีใช้เพาะเล้ียง Vero cell ต่อการเพิ่มจ านวนอนุภาคไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 จากผลการทดลองพบว่า
เม่ือเจือจางไวรัส 1:1×106 เท่า ลกัษณะของพลาคท่ีปรากฏข้ึนบน monolayer ของ Vero cell ท่ีเล้ียงดว้ย 
Bovine Calf Serum และ Fetal Bovine Serum มีลักษณะคล้ายคลึงกนั โดยจะสังเกตเป็นวงกลมขนาด
ใหญ่ไดด้ว้ยตาเปล่า (ดงัรูปท่ี 3.8) ซ่ึงเป็นการแสดงความรุนแรงท่ีเป็นลกัษณะจ าเพาะในการก่อโรคของ
ไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 แต่ไม่พบลกัษณะของพลาคบน Vero cell ท่ีเล้ียงดว้ย Iron Supplemented Calf 
Serum เม่ือเจือจางอนุภาคไวรัส 1:1×104 เท่า ถึงปรากฏเป็นพลาคท่ีมีลักษณะเป็นวงกลมขนาดเล็ก 
ขอบเขตไม่ชดัเจน ซ่ึงขนาดพลาคที่เล็กลงจะคลา้ยคลึงกบัพลาคที่เกิดจากการก่อโรคดว้ยไวรัสก่อ
โรคเริมชนิดท่ี 1 ซ่ึงมีระดบัความรุนแรงท่ีต ่ากวา่ไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 จากผลการทดลองจึงพบวา่ 
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Iron Supplemented Calf Serum ไม่เหมาะสมส าหรับใช้เพาะเล้ียงไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 จากนั้นท า
การเปรียบเทียบรูปแบบโปรตีนของ Vero cell ท่ีเล้ียงดว้ย Bovine Calf Serum และ Fetal Bovine Serum 
ดว้ยวธีิ 2-DE ต่อไป 

รูปที ่3.8 ลักษณะพลาคของไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี  2 บน Vero cell ซ่ึงเพาะเล้ียงใน growth 
medium ท่ี มี  (1) Iron Supplemented Calf Serum (2) Bovine Calf Serum และ  (3) Fetal 
Bovine Serum เป็นองคป์ระกอบ  

3.4.3 การวเิคราะห์รูปแบบโปรตีนบนเจลแยกโปรตีนแบบ 2 มิติ 
จากผลการทดลองเปรียบเทียบหาชนิดซีรัมท่ีเหมาะสมส าหรับการเพาะเล้ียงเช้ือไวรัสก่อ

โรคเริมชนิดท่ี 2 บนเซลล์เจา้บา้น Vero cell พบวา่ Vero cell ท่ีเพาะเล้ียงดว้ย Bovine Calf Serum และ 
Fetal Bovine Serum ให้ผลการทดลองท่ีดีใกล้เคียงกัน เม่ือพิจารณาจากลักษณะสัณฐานวิทยาของ 
Vero cell ท่ีเจริญเติบโตและลกัษณะพลาคท่ีเกิดจากการก่อโรคดว้ยไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 เม่ือน า
ตัวอย่างเซลล์ท่ี เพาะเล้ียงด้วย Bovine Calf Serum และ Fetal Bovine Serum มาสกัดโปรตีนและ
วิเคราะห์รูปแบบโปรตีนดว้ยวิธีการแยกโปรตีนแบบ 2 มิติ ดงัวิธีการทดลองในขั้นตอน 2.6.3 โดยท า
การทดลองซ ้ า 2 คร้ัง เพื่อเปรียบเทียบผลของซีรัมท่ีใชเ้พาะเล้ียงเซลลต่์อการแสดงออกรูปแบบโปรตีน
ทั้งหมดในเซลล์เจา้บา้น และพิจารณาเลือกชนิดของซีรัมท่ีเหมาะสมส าหรับใชเ้พาะเล้ียงเซลลเ์จา้บา้น 
Vero cell และเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 ต่อไป จากการทดลองพบวา่เซลล์ท่ีเล้ียงดว้ย Bovine Calf 
Serum และ Fetal Bovine Serum ภายหลงัสกดัโปรตีนดว้ย CHAPS-Urea-Thiourea buffer ให้ปริมาณ
โปรตีนใกลเ้คียงกนั มีค่าเท่ากบั 1.24 ± 0.06 mg และ 1.22 ± 0.10 mg ต่อจ านวนเซลล์ 4×106 cells เม่ือ
น าสารละลายตวัอย่างโปรตีน 200 µg มาแยกโปรตีนตามค่า pI และน ้ าหนักโมเลกุลดว้ยวิธีการแยก
โปรตีนแบบ 2 มิติ ได้ผลการทดลองแสดงดงัรูปท่ี 3.9 จากผลการทดลองพบว่ารูปเจลของตวัอย่าง
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เซลล์ท่ีเล้ียงใน Bovine Calf Serum และ Fetal Bovine Serum ปรากฏจ านวนจุดโปรตีนทั้งหมด 406 ± 
72 และ 682 ± 37 จุด ตามล าดบั 

รูปที ่3.9 เจลแยกโปรตีนแบบ 2 มิติ ของตวัอย่างโปรตีนจาก Vero cell ท่ีติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 
ท่ีเพาะเล้ียงใน growth medium ท่ีมี (ก) Bovine Calf Serum และ (ข) Fetal Bovine Serum เป็น
องคป์ระกอบ 

เม่ือเปรียบเทียบภาพเจลระหวา่งโปรตีนจากตวัอยา่งเซลลท่ี์เล้ียงดว้ยซีรัมทั้ง 2 ชนิด จะพบ
ความแตกต่างของรูปแบบการแสดงออกของโปรตีนทั้งหมดในแต่ละช่วง pI และน ้ าหนักโมเลกุลท่ี
แตกต่างกนั โดยแบ่งออกเป็นทั้งหมด 3 บริเวณดงัน้ี 

1) ช่วงน า้หนักโมเลกุลโปรตีนขนาดใหญ่ (25.0-97.0 kDa) ระหว่างค่า pI 4.0-5.7 
โปรตีนจากตวัอย่างเซลล์ท่ีเล้ียงดว้ยซีรัมทั้ง 2 ชนิดมีระดบัการแสดงออกโปรตีน
สูง ในภาพเจลบริเวณน้ีมีรูปแบบโปรตีนท่ีคล้ายคลึงกนั แต่แตกต่างกนัท่ีระดับ
ความเข้มของจุดโปรตีนท่ีแสดงออก ซ่ึงจุดโปรตีนจากตวัอย่างเซลล์ท่ีเล้ียงด้วย 
Fetal Bovine Serum แสดงระดบัความเขม้มากกวา่ตวัอยา่งเซลล์ท่ีเล้ียงดว้ย Bovine 
Calf Serum ในหลายๆ จุดโปรตีน 

2) ช่วงน า้หนักโมเลกุลโปรตีนขนาดใหญ่ (25.0-97.0 kDa) ระหว่างค่า pI 5.7-8.0 
ในบริเวณน้ีจะสังเกตเห็นความแตกต่างของการแสดงออกโปรตีนอย่างเห็นได้ชัด 
โดยพบจ านวนจุดโปรตีนจากตวัอยา่งเซลล์ท่ีเล้ียงดว้ย Fetal Bovine Serum มากกว่า
ตวัอยา่งโปรตีนจากเซลลท่ี์เล้ียงดว้ย Bovine Calf Serum  
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3) ช่วงน า้หนักโมเลกุลโปรตีนขนาดเลก็ (14.0-25.0 kDa) ระหว่างค่า pI 4.0-8.0 
โปรตีนจากตวัอย่างเซลล์ท่ีเล้ียงด้วยซีรัมทั้ง 2 ชนิด มีระดับการแสดงออกของ
โปรตีนต ่าในภาพเจลบริเวณน้ี โดยแสดงรูปแบบโปรตีนท่ีคล้ายคลึงกนั แต่ยงัมี
ความแตกต่างเพียงเล็กน้อยของจุดโปรตีนบางจุดจากตวัอย่างเซลล์ท่ีเล้ียงด้วย 
Bovine Calf Serum ซ่ึงมีระดับความเข้มของจุดโปรตีนน้อยกว่าจุดโปรตีนจาก
ตวัอยา่งเซลลท่ี์เล้ียงดว้ย Fetal Bovine Serum 

จากการทดลองเปรียบเทียบชนิดซีรัมทั้ง 3 ชนิดขา้งต้น พบว่าอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีเตรียมจาก 
Fetal Bovine Serum เหมาะสมท่ีสุดส าหรับใชเ้พาะเล้ียงเซลล์เจา้บา้น Vero cell และเช้ือไวรัสก่อโรค
เริมชนิดท่ี 2 เน่ืองจาก Vero cell ท่ีเพาะเล้ียงแสดงลกัษณะสัณฐานวิทยาท่ีมีการเจริญปกติ อตัราการ
เจริญเติบโตเหมาะสม เม่ือน าไปก่อโรคดว้ยไวรัสก่อเริมชนิดท่ี 2 ไวรัสสามารถเจริญบนเซลล์และเกิด
เป็นลกัษณะของพลาคได้ชดัเจน นอกจากนั้นเม่ือน าตวัอย่างเซลล์ไปสกดัโปรตีนและวิเคราะห์ด้วย
วธีิการแยกโปรตีนแบบ 2 มิติ ไดรู้ปแบบการแสดงออกของโปรตีนทั้งหมดบนภาพเจลท่ีดีคือ จ านวน
จุดโปรตีนค่อนขา้งมาก จุดโปรตีนมีรูปร่างกลมและมีระดบัความเขม้สูง ท าให้ไดรู้ปแบบโปรตีนท่ีได้
ชัดเจน ดงันั้นในการทดลองต่อไปจึงเลือกใช้ Fetal Bovine Serum ในการเพาะเล้ียง Vero cell และ
ไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 

3.5 การเตรียมตัวอย่างโปรตีนจากเซลล์เจ้าบ้านทีต่ิดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดที ่2 ในระยะแรกเร่ิม  

เพื่อท าการศึกษาโปรตีนใน Vero cell ท่ีตอบสนองต่อการติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 ใน
ระยะแรกเร่ิม ไดเ้ตรียมสารละลายตวัอยา่งโปรตีนโดยแบ่งกลุ่มเพาะเล้ียง Vero cell ออกเป็น 2 กลุ่ม คือ 
กลุ่มท่ีไม่ไดรั้บเช้ือไวรัส (กลุ่มควบคุม) และกลุ่มท่ีติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 เป็นเวลา 6 ชัว่โมง 
(กลุ่มทดลอง) ดงัวิธีการทดลองขั้นตอน 2.7 โดยท าการทดลองซ ้ า 3 คร้ังในแต่ละชุดการทดลอง จากการ
ทดลองพบว่าหลงัน าตวัอยา่งเซลล์ในแต่ละชุดการทดลองมาสกดัโปรตีนและหาความเขม้ขน้โปรตีน 
ได้ความเข้มข้นของโปรตีนใกล้เคียงกันอยู่ในช่วงระหว่าง 1.64-2.79 µg/µl ดังแสดงในตารางท่ี 3.2 
จากนั้นจึงน าโปรตีนท่ีสกดัไดไ้ปตรวจสอบรูปแบบโปรตีนและความถูกตอ้งของปริมาณโปรตีนดว้ย
โซเดียมโดเดซิลซลัเฟต-พอลิอะคริลาไมดเ์จล อิเล็กโทรโฟรีซีสต่อไป  
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ตารางที ่3.2 ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 nm (A595) และความเขม้ขน้โปรตีนท่ีสกดัไดจ้าก
สารละลายตวัอยา่ง ในแต่ละชุดการทดลอง 

ชุดการทดลอง (Lot) สารละลายตวัอยา่งโปรตีน ความเขม้ขน้โปรตีน ± SD (µg/µl) 

1 

M1 Lot1 1.64 ± 0.16 

M2 Lot1 2.53 ± 0.01 

H1 Lot1 1.80 ± 0.05 

H2 Lot1 2.69 ± 0.04 

2 

M1 Lot2 2.02 ± 0.05 

M2 Lot2 2.38 ± 0.03 

H1 Lot2 2.47 ± 0.02 

H2 Lot2 2.79 ± 0.02 

3 

M1 Lot3 1.94 ± 0.03 

M2 Lot3 2.53 ± 0.02 

H1 Lot3 2.39 ± 0.05 
H2 Lot3 2.35 ± 0.08 

หมายเหตุ     M  คือ โปรตีนจาก Vero cell ท่ีไม่ติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2  
        H  คือ โปรตีนจาก Vero cell ท่ีติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 เป็นเวลา 6 ชัว่โมง 

3.6 การวเิคราะห์รูปแบบโปรตีนด้วยโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต-พอลอิะคริลาไมด์เจล อเิลก็โทรโฟรีซีส 

เพื่อเปรียบเทียบรูปแบบโปรตีนระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลองท่ีติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริม
ชนิดท่ี 2 ในระยะแรกเร่ิมตามน ้าหนกัโมเลกุล โดยน าสารละลายตวัอยา่งโปรตีนปริมาณ 15 µg จากแต่ละ
กลุ่มการทดลองมาแยกบน 12.5% SDS-PAGE ขนาด 10 ×10.5 cm2 ดังวิธีการทดลองในขั้นตอน 2.9 
ไดผ้ลการทดลองแสดงดงัรูปท่ี 3.10 พบวา่หลงัยอ้มสีโปรตีนดว้ย Coomassie Brilliant Blue R-250 แถบสี
โปรตีนในแต่ละชุดการทดลองมีระดบัความเขม้และรูปแบบใกลเ้คียงกนั ช่วงน ้ าหนกัโมเลกุลระหว่าง 
14.4-97.0 kDa ดงันั้นตวัอยา่งโปรตีนท่ีไดจ้ากการสกดัมีปริมาณโปรตีนท่ีปรากฏบนเจลใกลเ้คียงกนัและ
มีความแม่นย  าของผลการทดลองซ ้ าทั้ง 3 ชุดการทดลอง เพื่อตอ้งการทราบความแตกต่างรูปแบบการ
แสดงออกของโปรตีนทั้งหมดท่ีเกิดข้ึนจึงน าตวัอย่างโปรตีนทั้ง 2 กลุ่มการทดลองไปวิเคราะห์ต่อดว้ย
วธีิการแยกโปรตีนแบบ 2 มิติ ต่อไป 
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รูปที ่3.10 12.5% SDS-PAGE ของ (H) โปรตีนจาก Vero cell ท่ีติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 
เปรียบเทียบกบั (M) โปรตีนจาก Vero cell ท่ีไม่ไดรั้บเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 โดยใช ้
LMW protein เป็น marker  

3.7 การวเิคราะห์รูปแบบและการแสดงออกของโปรตีนด้วยวธีิการแยกโปรตีนแบบ 2 มิติ 

เพื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของรูปแบบการแสดงออกของโปรตีนระหวา่งกลุ่มควบคุมและ
กลุ่มทดลองท่ีติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 ในระยะแรกเร่ิมตามค่า pI และน ้ าหนักโมเลกุลของ
โปรตีน เม่ือน าตวัอย่างโปรตีนปริมาณ 200 µg จากแต่ละชุดการทดลองมาวิเคราะห์ด้วยวิธีการแยก
โปรตีนแบบ 2 มิติ ดงัวธีิการทดลองในขั้นตอน 2.10 โดยแต่ละตวัอยา่งโปรตีนจะท าการทดลองซ ้ า 2 คร้ัง 
ไดผ้ลการทดลองเป็นภาพเจลแยกโปรตีนแบบ 2 มิติ ทั้งหมด 24 ภาพ จากผลการทดลองพบวา่รูปแบบ
การแสดงออกของโปรตีนทั้งหมดของกลุ่มตวัอยา่งโปรตีนทั้ง 2 กลุ่ม มีรูปแบบท่ีคลา้ยคลึงกนัระหวา่ง
ช่วง pI 4 ถึง 8 และช่วงมวลโมเลกุลระหวา่ง 14.4 ถึง 97.0 kDa โดยในแต่ละภาพเจลของกลุ่มควบคุม
และกลุ่มทดลองท่ีติดเช้ือไวรัสมีจ านวนจุดโปรตีนเฉล่ียท่ี 859 ± 241 และ 795 ± 93 จุด ตามล าดบั (ดงั
รูปท่ี 3.11) ในการระบุจุดโปรตีนท่ีปรากฏข้ึนบนภาพเจลทั้งกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลองท่ีมีระดบัการ
แสดงออกของโปรตีนทั้งหมดท่ีแตกต่างกนั จึงตอ้งวเิคราะห์เปรียบเทียบรูปแบบการแสดงออกของจุด
โปรตีนต่างๆ บนภาพเจลดว้ยโปรแกรม ImageMasterTM 2D Platinum software version 5.0 ดงัวิธีการ
ทดลองในขั้นตอน 2.11 ต่อไป  
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รูปที ่3.11 เจลแยกโปรตีนแบบ 2 มิติ ของ (H)โปรตีนจากกลุ่ม Vero cell ท่ีติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิด
ท่ี 2 เปรียบเทียบกบั (M)โปรตีนในกลุ่มควบคุมท่ีไม่ติดเช้ือ 
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ก  าหนดให้ภาพเจล M2 Lot1 และ H2 Lot3 เป็นภาพเจลอ้างอิง (reference gel) ของกลุ่มควบคุม
และกลุ่มทดลองท่ีติดเช้ือไวรัสชนิดท่ี 2 ตามล าดบั เพื่อใช้ในการเปรียบเทียบกบัภาพเจลอ่ืน เน่ืองจาก
ภาพเจลทั้ ง 2 แสดงจุดโปรตีนจ านวนมากท่ีสุดของแต่ละชุดทดลอง ซ่ึงมีจ านวน 1,169 และ 932 จุด
โปรตีนตามล าดบั จากนั้นจึงเปรียบเทียบจุดโปรตีนระหว่างกลุ่มภาพเจลดว้ยโปรแกรม ImageMasterTM 
2D Platinum software version 5.0 โดยพิจารณาจุดโปรตีนท่ีมีความแตกต่างของ %Vol มากกว่า 1.2 เท่า 
จากการทดลองพบว่ามีจุดโปรตีนท่ีแสดงความแตกต่างของ % Vol ทั้ งหมด 39 จุดโปรตีน โดยแบ่ง
ออกเป็นจุดโปรตีนท่ีมีระดบัการแสดงออกเพิ่มข้ึน (up-regulate) จ  านวน 14 จุด และระดบัการแสดงออก
ลดลง (down-regulate) จ  านวน 25 จุด ซ่ึงมีค่า pI อยู่ในช่วงระหว่าง 4.44-7.24 และน ้ าหนักโมเลกุลอยู่
ในช่วงระหวา่ง 15.3-98.5 ดงัแสดงในรูปท่ี 3.12 และตารางท่ี 3.3  

รุปที ่3.12 เจลแยกโปรตีนแบบ 2 มิติ แสดงรูปแบบของจุดโปรตีนของ Vero cell ท่ีติดเช้ือไวรัสก่อโรค
เริมชนิดท่ี 2 (H2 Lot2) ท่ีมีการเปล่ียนแปลงระดับการแสดงออกเม่ือเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุมท่ีไม่ติดเช้ือ (M2 Lot1) โดย (U) ฉลากสีเขียว และ (D) ฉลากสีชมพูใช้ระบุต าแหน่ง
จุดโปรตีนท่ีมีการแสดงออกเพิ่มข้ึนและลดลงตามล าดบั 
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ตารางที ่3.3 ค่า pI และมวลโมเลกุลของจุดโปรตีนใน Vero cell ท่ีมีการเปล่ียนแปลงระดับการ
แสดงออก เม่ือติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 

Spots 
NO. 

Spot ID pI molecular mass 
 (Da) 

Volume ratio 
(กลุ่มควบคุม:กลุ่มทดลอง) 

Histogram 

D1 1455 6.11 ± 0.04 98,499 ± 2,203 1.00 : –1.00 
 

D2 1517 5.81 ± 0.03 86,689 ± 2,203 1.00 : –1.00 
 

D3 1518 5.92 ± 0.03 86,333 ± 83 1.00 : –1.00 
 

D4 1573 5.97 ± 0.03 73,872 ± 19 1.00 : –1.00 
 

D5 1590 5.41 ± 0.04 66,536 ± 3,350 1.00 : –1.00 
 

D6 1617 6.13 ± 0.04 65,775 ± 4,025 1.00 : –1.00 
 

D7 1672 5.82 ± 0.02 59,692 ± 1,926 1.00 : –1.00 
 

D8 1781 6.02 ± 0.03 52,536 ± 923 1.00 : –1.00 
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ตารางที ่3.3 ค่า pI และมวลโมเลกุลของจุดโปรตีนใน Vero cell ท่ีมีการเปล่ียนแปลงระดับการ
แสดงออก เม่ือติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 (ต่อ) 

Spots 
NO. 

Spot ID pI molecular mass 
 (Da) 

Volume ratio 
(กลุ่มควบคุม:กลุ่มทดลอง) 

Histogram 

U9 1852 6.71 ± 0.07 48,040 ± 1,198 –1.34 : 1.34 

 

U10 1895 5.12 ± 0.06 46198 ± 1,267 –1.71 : 1.71 

 

D11 1991 4.87 ± 0.04 42,130 ± 1,140 1.00 : –1.00 

 

D12 1998 5.14 ± 0.05 41,840 ± 945 1.00 : –1.00 

 

D13 2042 5.65 ± 0.04 41,025 ± 1,136 1.69 : –1.69 

 

D14 2080 5.69 ± 0.04 38,936 ± 1,136 2.03 : –2.03 

 

D15 2143 5.96 ± 0.03 35,614  ± 970 2.03 : –2.03 

 

D16 2153 6.30 ± 0.04 35,060 ± 1,192 1.00 : –1.00 
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ตารางที ่3.3 ค่า pI และมวลโมเลกุลของจุดโปรตีนใน Vero cell ท่ีมีการเปล่ียนแปลงระดับการ
แสดงออก เม่ือติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 (ต่อ) 

Spots 
NO. 

Spot ID pI molecular mass 
(Da) 

Volume ratio 
(กลุ่มควบคุม:กลุ่มทดลอง) 

Histogram 

D17 2183 5.54 ±0.02 33,579 ± 986 1.46 : –1.46 
 

U18 2187 7.24 ± 0.12 33,350 ± 616 –1.67 : 1.67 
 

U19 2219 6.39 ± 0.04 32,106 ± 586 –1.55 : 1.55 
 

D20 2241 5.91 ± 0.03 31,106 ± 586 1.00 : –1.00 
 

D21 2278 4.86 ± 0.06 29,349 ± 506 1.00 : –1.00 
 

U22 2334 5.53 ± 0.02 27,475 ± 560 –1.12 : 1.12 
 

U23 2343 5.87 ± 0.03 26,859 ± 556 –1.22 : 1.22 
 

U24 2378 6.82 ± 0.09 24,486 ± 346 –1.35 : 1.35 
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ตารางที ่3.3 ค่า pI และมวลโมเลกุลของจุดโปรตีนใน Vero cell ท่ีมีการเปล่ียนแปลงระดับการ
แสดงออก เม่ือติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 (ต่อ) 

Spots 
NO. 

Spot ID pI molecular mass 
(Da) 

Volume ratio 
(กลุ่มควบคุม:กลุ่มทดลอง) 

Histogram 

D25 2423 4.44 ± 0.04 20,477 ± 379 1.59 : –1.59 
 

U26 2437 6.60 ± 0.07 19,426 ± 358 –1.49 : 1.49 
 

D27 2816 5.75 ± 0.04 97964 ± 1,669 1.00 : –1.00 
 

D28 2841 6.11 ± 0.04 62,574 ± 1,669 1.00 : –1.00 
 

D29 2897 5.74 ± 0.02 59,275 ± 1,772 1.00 : –1.00 
 

U30 2930 5.44 ± 0.04 28,682 ± 596 –1.29 : 1.29 
 

D31 3097 4.79 ± 0.01  22,373 ± 769 1.00 : –1.00 
 

U32 3113 5.63 ± 0.04 15,356 ± 308 –1.30 : 1.30 
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ตารางที ่3.3 ค่า pI และมวลโมเลกุลของจุดโปรตีนใน Vero cellท่ีมีการเปล่ียนแปลงระดับการ
แสดงออก เม่ือติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 (ต่อ) 

Spots 
NO. 

Spot ID pI molecular mass 
(Da) 

Volume ratio 
(กลุ่มควบคุม:กลุ่มทดลอง) 

Histogram 

U33 3116 5.46 ± 0.04 18,057 ± 473 –1.31 : 1.31 
 

D34 3168 5.62 ± 0.03 29,509 ± 1,088 1.00 : –1.00 
 

D35 3225 5.39 ± 0.05 26,239 ± 528 1.17 : –1.17 
 

D36 3244 5.38 ± 0.05 34,692 ± 906 1.73 : –1.73 
 

U37 3278 5.86 ± 0.03 28,956 ± 635 –1.51 : 1.51 
 

U38 558 6.26 ± 0.04 41,313 ± 205 –1.00 : 1.00 
 

U39 635 5.30 ± 0.05 37,101 ± 531 –1.00 : 1.00 
 

หมายเหตุ  a b c คือ จุดโปรตีนของกลุ่มควบคุม 
 d e f  คือ จุดโปรตีนของกลุ่มทดลอง 

ช่องทึบ คือ จุดโปรตีนท่ีเลือกส าหรับวเิคราะห์ดว้ยวธีิแมสสเปกโตรเมทรี 
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3.8 การระบุชนิดของโปรตีนจากเซลล์เจ้าบ้านทีต่ิดเช้ือไวรัสก่อโรคชนิดที ่2 

การวิเคราะห์หาชนิดและหน้าท่ีของโปรตีนท่ีมีการเปล่ียนแปลงระดบัการแสดงออกของโปรตีน
ดว้ยวิธีแมสสเปกโตรเมทรีและชีวสารสนเทศศาสตร์นั้นได้เลือกจุดโปรตีนจากภาพเจลทั้งหมด 26 จุด 
โดยพิจารณาจากขนาด ความคมชัด และระดับการแสดงออกของโปรตีนท่ีแตกต่างกันอย่างชัดเจน
ระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลอง ซ่ึงเป็นจุดโปรตีนท่ีมีการแสดงออกเพิ่มข้ึนจ านวน 8 จุด และจุด
โปรตีนท่ีมีการแสดงออกลดลง 18 จุด เม่ือน าจุดโปรตีนทั้งหมด 26 จุด ไปวิเคราะห์ดว้ยวิธีแมสสเปก
โตรเมทรี และน าค่า peptide mass fingerprint (PMF) ท่ีได้ไปสืบค้นในฐานข้อมูลของ NCBI และ 
Swissprotโดยใช้โปรแกรม MASCOT ไดผ้ลการวิเคราะห์แสดงดงัตารางท่ี 3.4 จากขอ้มูลในตารางท่ี 3.4 
พบวา่สามารถระบุชนิดโปรตีนไดท้ั้งหมด 8 จุด จากทั้งหมด 26 จุด โดยจุดโปรตีนท่ีน าไปวิเคราะห์มีความ
คล้ายคลึงกบัโปรตีนในฐานขอ้มูลอย่างมีนัยส าคญั ซ่ึงเป็นจุดโปรตีนท่ีมีการแสดงเพิ่มข้ึนจ านวน 4 จุด 
ได้แก่ แอลฟาอีโนเลส (alpha enolase)  ไวเมนติน (vimentin)  มาเลตดีไฮโดรจีเนส (malate dehydrogenase) 
และ ยูบิควิติน ไทโอเอสเทอเรส แอล 1 (Ubiquitin thioesterase L1) และเป็นจุดโปรตีนท่ีมีการแสดงลดลง
จ านวน4 จุด ได้แก่ เรติคูโลคอลบิน-1 (reticulocalbin-1)  แอนเนอซิน เอ4 (annexin A4)  14-3-3 เบต้า/
แอลฟาโปรตีน (14-3-3 protein beta/alpha) และ ฟอสโฟกลูโคโนแลคโทเนส (6-phosphogluconolactonase) 
ดงัแสดงในตารางท่ี 3.5 ซ่ึงเป็นโปรตีนของเซลล์เจา้บา้นท่ีมีการแสดงออกทั้งหมด 
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ตารางที ่3.4 การวเิคราะห์ชนิดของโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการตอบสนองต่อการติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 ในเซลลเ์จา้บา้น Vero cell 

Spot 
NO. 

Spot 
ID 

Accession No.1 Name of protein Taxonomy Score2 Cov3 pI and molecular mass (kDa)4 

Theoretical Experimental 
D1 1455 gi|11118618 pol protein Human immunodeficiency virus 1  Virus 44 2 6.11 98.5 8.98 41.16 
D2 1517 gi|496527714  envelope protein, partial Human immunodeficiency virus 1  Virus 36 1 5.81 86.7 9.29 52.17 
D3 1518 gi|390464985  period circadian protein homolog 2 Callithrix jacchus  Other primates 32 0 5.92 86.3 5.97 139.91 
D4 1573 gi|544484430  uncharacterized protein LOC102123815 Macaca fascicularis  Other primates 36 2 5.97 73.9 9.40 39.13 
D5 1590 gi|395734324   ventricular zone-expressed PH domain-

containing protein 
Pongo abelii  Other primates 33 1 5.41 66.5 8.49 65.97 

D6 1617 gi|544484430  uncharacterized protein LOC102123815 Macaca fascicularis Other primates 36 2 6.13 65.8 9.40 39.13 
D7 1672 gi|544484430    uncharacterized protein LOC102123815 Macaca fascicularis  Other primates 36 2 5.82 69.7 9.40 39.13 
D8 1781 NA NA - - - - 6.02 52.5 - - 
U9 1852 gi|296206637   alpha-enolase isoform 1 Callithrix jacchus  Other primates 322 15 6.71 48.0 6.69 47.43 
U10 1895 gi|62414289  vimentin Homo sapiens  Other primates 239 13 5.12 46.2 5.06 53.68 
D11 1991 gi|4506455  reticulocalbin-1 precursor Homo sapiens  Other primates 89 4 4.87 42.1 4.86 38.87 
D12 1998 NA NA - - - - 5.14 41.84 - - 
D13 2042 gi|403255496  four-jointed box protein 1 Saimiri boliviensis boliviensis  Other primates 35 1 5.65 41.0 9.28 56.97 
D14 2080 gi|544484430  uncharacterized protein LOC102123815 Macaca fascicularis  Other primates 40 2 5.69 38.9 9.40 39.13 
D15 2143 gi|395739696  LOW QUALITY PROTEIN: tRNA 

methyltransferase 112 homolog 
Pongo abelii 

 
Other primates 35 4 5.96 35.6 5.66 24.99 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=11676
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140331%2FFTnuOGHEt.dat&hit=gi%7C496527714&db_idx=1&px=1&ave_thresh=52&_ignoreionsscorebelow=0&report=10&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=11676
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140331%2FFTnuOGHeT.dat&hit=gi%7C390464985&db_idx=1&px=1&ave_thresh=48&_ignoreionsscorebelow=0&report=10&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=9483
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140331%2FFTnuOGHeT.dat&hit=gi%7C544484430&db_idx=1&px=1&ave_thresh=48&_ignoreionsscorebelow=0&report=10&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=9541
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140331%2FFTnuOGHmL.dat&hit=gi%7C395734324&db_idx=1&px=1&ave_thresh=48&_ignoreionsscorebelow=0&report=10&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=9601
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140331%2FFTnuOGHOm.dat&hit=gi%7C544484430&db_idx=1&px=1&ave_thresh=49&_ignoreionsscorebelow=0&report=10&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=9541
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140331%2FFTnuOGHOm.dat&hit=gi%7C544484430&db_idx=1&px=1&ave_thresh=49&_ignoreionsscorebelow=0&report=10&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=9541
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140331%2FFTnuOGHwe.dat&hit=gi%7C296206637&db_idx=1&px=1&ave_thresh=48&_ignoreionsscorebelow=0&report=10&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=9483
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140331%2FFTnuOGHat.dat&hit=gi%7C62414289&db_idx=1&px=1&ave_thresh=48&_ignoreionsscorebelow=0&report=10&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=9606
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140331%2FFTnuOGHnR.dat&hit=gi%7C4506455&db_idx=1&px=1&ave_thresh=48&_ignoreionsscorebelow=0&report=10&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=9606
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140331%2FFTnuOGEST.dat&hit=gi%7C403255496&db_idx=1&px=1&ave_thresh=49&_ignoreionsscorebelow=0&report=10&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=39432
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140331%2FFTnuOGESe.dat&hit=gi%7C544484430&db_idx=1&px=1&ave_thresh=48&_ignoreionsscorebelow=0&report=10&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=9541
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140331%2FFTnuOGEEE.dat&hit=gi%7C395739696&db_idx=1&px=1&ave_thresh=48&_ignoreionsscorebelow=0&report=10&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=9601
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ตารางที ่3.4 การวเิคราะห์ชนิดของโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการตอบสนองต่อการติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 ในเซลลเ์จา้บา้น Vero cell (ต่อ) 

Spot 
NO. 

Spot 
ID 

Accession 
No.1 

Name of protein Taxonomy Score2 Cov3 pI and molecular mass (kDa)4 

Theoretical Experimental 
D16 2153 NA NA - - - - 6.30 35.1 - - 
D17 2183 gi|114577902  annexin A4 isoform 5 Pan troglodytes  Other primates 57 3 5.54 33.6 5.84 36.26 
U18 2187 gi|109066259  malate dehydrogenase, mitochondrial-like  Macaca mulatta  Other primates 99 8 7.24 33.4 8.03 40.38 
U19 2219 gi|442736236  cathepsin Achaea janata granulovirus  Virus 39 2 6.39 32.1 5.26 38.80 
D20 2241 NA NA - - - - 5.91 31.1 - - 
D21 2278 gi|4507949  14-3-3 protein beta/alpha Homo sapiens  Other primates 58 4 4.86 29.3 4.76 28.18 
U22 2334 gi|62287856 Ubiquitin thioesterase L1 Macaca fascicularis  Other primates 265 34 5.53 27.5 5.32 25.08 
U23 2343 NA NA - - - - 5.87 26.9 - - 
U24 2378 gi|13604688 pol protein Human immunodeficiency virus 1 Virus 35 2 6.82 24.5 9.11 37.50 
D25 2423 NA NA - - - - 4.44 20.5 - - 
U26 2437 NA NA - - - - 6.60 19.4 - - 
D27 2816 gi|544484430  uncharacterized protein LOC102123815 Macaca fascicularis  Other primates 37 2 5.75 98.0 9.40 38.56 
D28 2841 gi|395757099  cell division cycle protein 27 homolog Pongo abelii  Other primates 33 3 6.11 62.6 8.63 35.15 
D29 2897 NA NA - - - - 5.74 59.3 - - 
U30 2930 gi|66395216 ORF001 Staphylococcus phage 187  Virus 55 0 5.44 28.7 9.76 112.27 
D31 3097 NA NA - - - - 4.79 22.4 - - 
U32 3113 NA NA - - - - 5.63 15.4 - - 
U33 3116 NA NA - - - - 5.46 18.1 - - 

http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140331%2FFTnuOGEER.dat&hit=gi%7C114577902&db_idx=1&px=1&ave_thresh=48&_ignoreionsscorebelow=0&report=10&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=9598
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140331%2FFTnuOGEeh.dat&hit=gi%7C109066259&db_idx=1&px=1&ave_thresh=49&_ignoreionsscorebelow=0&report=10&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=9544
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140331%2FFTnuOrTwE.dat&hit=gi%7C442736236&db_idx=1&px=1&ave_thresh=53&_ignoreionsscorebelow=0&report=10&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=262174
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140402%2FFTnTfrEEL.dat&hit=gi%7C4507949&db_idx=1&px=1&ave_thresh=48&_ignoreionsscorebelow=0&report=10&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=9606
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140402%2FFTnTfrETe.dat&hit=gi%7C62287856&db_idx=1&px=1&ave_thresh=48&_ignoreionsscorebelow=0&report=10&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=9541
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140402%2FFTnTfauTL.dat&hit=gi%7C13604688&db_idx=1&px=1&ave_thresh=53&_ignoreionsscorebelow=0&report=10&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=11676
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140402%2FFTnTfauwt.dat&hit=gi%7C544484430&db_idx=1&px=1&ave_thresh=48&_ignoreionsscorebelow=0&report=10&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=9541
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140402%2FFTnTfasmh.dat&hit=gi%7C395757099&db_idx=1&px=1&ave_thresh=48&_ignoreionsscorebelow=0&report=10&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=9601
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140402%2FFTnTfaeet.dat&hit=gi%7C66395216&db_idx=1&px=1&ave_thresh=52&_ignoreionsscorebelow=0&report=10&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=55511
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ตารางที ่3.4 การวเิคราะห์ชนิดของโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการตอบสนองต่อการติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 ในเซลลเ์จา้บา้น Vero cell (ต่อ) 

Spot 
NO. 

Spot 
ID 

Accession No.1 Name of protein Taxonomy Score
2 

Cov3 pI and molecular mass (kDa)4 

Theoretical Experimenta
l 

D34 3168 gi|297276453  6-phosphogluconolactonase-like Macaca mulatta  Other primates 80 16 5.62 29.5 6.44 24.23 
D35 3225 gi|296212759  uncharacterized protein C12orf45 Callithrix jacchus  Other primates 44 9 5.39 26.2 4.91 20.23 
D36 3244 gi|114553926  spermidine synthase isoform 3 Pan troglodytes  Other primates 33 3 5.38 34.7 5.42 34.37 
U37 3278 NA NA - - - - 5.86 29.0 - - 
U38 558 gi|283979019  envelope glycoprotein Human immunodeficiency virus 1 Virus 36 25 6.26 41.3 11.51 3.98 
U39 635 NA NA - - - - 5.30 37.1 - - 

1Accession number ของโปรตีนจากฐานขอ้มูลของ NCBI และ SwissProt 
2 MASCOT score ของโปรตีนท่ีสืบคน้ได ้โดยคะแนนต ่าสุดท่ียอมรับได ้(p < 0.05) ส าหรับการสืบคน้โปรตีนของไวรัสและสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมในฐานขอ้มูล 

NCBI คือ 52 48 ตามล าดบั 
3 ร้อยละของล าดบักรดอะมิโนท่ีตรงกบักรดอะมิโนในฐานขอ้มูล 
4 ค่า pI และน ้ าหนกัโมเลกุล (kDa) ของโปรตีนท่ีค านวณไดจ้ากล าดบักรดอะมิโนของโปรตีนในฐานขอ้มูล (theoretical) และค านวณจากต าแหน่งของจุดโปรตีน
ในภาพเจลดว้ยโปรแกรม ImageMaster (experimental) 
NA คือ not analyzed 

 
 

http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140402%2FFTnTfaTmE.dat&hit=gi%7C297276453&db_idx=1&px=1&ave_thresh=48&_ignoreionsscorebelow=0&report=10&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=9544
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140402%2FFTnTfaTOh.dat&hit=gi%7C296212759&db_idx=1&px=1&ave_thresh=48&_ignoreionsscorebelow=0&report=10&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=9483
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140402%2FFTnTfaTam.dat&hit=gi%7C114553926&db_idx=1&px=1&ave_thresh=49&_ignoreionsscorebelow=0&report=10&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=9598
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140331%2FFTnuOGTne.dat&hit=gi%7C283979019&db_idx=1&px=1&ave_thresh=53&_ignoreionsscorebelow=0&report=10&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=11676
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ตารางที ่3.5 ชนิดของโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการตอบสนองต่อการติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 ในเซลลเ์จา้บา้น Vero cell ในระยะแรกเร่ิม 

Spot 
NO. 

Spot 
ID 

Accession 
No.1 

Name of protein Taxonomy Score1 Cov2 pI and molecular mass (kDa)4 

Theoretical Experimental 
U9 1852 gi|296206637   alpha-enolase isoform 1 Callithrix jacchus  Other primates 322 15 6.71 48.0 6.69 47.43 
U10 1895 gi|62414289  vimentin Homo sapiens  Other primates 239 13 5.12 46.2 5.06 53.68 
D11 1991 gi|4506455  reticulocalbin-1 precursor Homo sapiens  Other primates 89 4 4.87 42.1 4.86 38.87 
D17 2183 gi|114577902  annexin A4 isoform 5 Pan troglodytes  Other primates 57 3 5.54 33.6 5.84 36.26 
U18 2187 gi|109066259  malate dehydrogenase, mitochoNArial-

like 
Macaca mulatta  Other primates 99 8 7.24 33.4 8.03 40.38 

D21 2278 gi|4507949   14-3-3 protein beta/alpha Homo sapiens  Other primates 58 4 4.86 29.3 4.76 28.18 
U22 2334 gi|62287856 Ubiquitin thioesterase L1 Macaca fascicularis  Other primates 265 34 5.53 27.5 5.32 25.08 
D34 3168 gi|297276453  6-phosphogluconolactonase-like Macaca mulatta  Other primates 80 16 5.62 29.5 6.44 24.23 

1Accession number ของโปรตีนจากฐานขอ้มูลของ NCBI และ SwissProt 
2 MASCOT score ของโปรตีนท่ีสืบคน้ได ้โดยคะแนนต ่าสุดท่ียอมรับได ้(p < 0.05) ส าหรับการสืบคน้โปรตีนของไวรัสและสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมในฐานขอ้มูล 

NCBI คือ 52 48 ตามล าดบั 
3 ร้อยละของล าดบักรดอะมิโนท่ีตรงกบักรดอะมิโนในฐานขอ้มูล 
4 ค่า pI และน ้ าหนกัโมเลกุล (kDa) ของโปรตีนท่ีค านวณไดจ้ากล าดบักรดอะมิโนของโปรตีนในฐานขอ้มูล (theoretical) และค านวณจากต าแหน่งของจุดโปรตีน
ในภาพเจลดว้ยโปรแกรม ImageMaster (experimental) 

 

http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140331%2FFTnuOGHwe.dat&hit=gi%7C296206637&db_idx=1&px=1&ave_thresh=48&_ignoreionsscorebelow=0&report=10&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=9483
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140331%2FFTnuOGHat.dat&hit=gi%7C62414289&db_idx=1&px=1&ave_thresh=48&_ignoreionsscorebelow=0&report=10&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=9606
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140331%2FFTnuOGHnR.dat&hit=gi%7C4506455&db_idx=1&px=1&ave_thresh=48&_ignoreionsscorebelow=0&report=10&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=9606
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140331%2FFTnuOGEER.dat&hit=gi%7C114577902&db_idx=1&px=1&ave_thresh=48&_ignoreionsscorebelow=0&report=10&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=9598
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140331%2FFTnuOGEeh.dat&hit=gi%7C109066259&db_idx=1&px=1&ave_thresh=49&_ignoreionsscorebelow=0&report=10&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=9544
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