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  บทคดัย�อ 
 

รายงานฉบับน้ีเป\นงานท่ีทําในปIท่ี 1 ของโครงการวิจัยท่ีดําเนินการ 2 ปI ที่ผลิต 
รีคอมบิแนนท�โปรตีน (recombinant protein) ของอินซูลินไลท�โกรทแฟคเตอร�วัน (Insulin-like 
growth factor-I; IGF-I) ซ่ึงเป\นฮอร�โมนประเภทเปปไทด�ที่ส>วนใหญ>ผลิตออกมาจากตับเม่ือถูก
กระตุ"นด"วยโกรทฮอร�โมน โดยทําการโคลนยีน IGF-I จาก complementary DNA (cDNA) ของปลา
การ�ตูนส"มขาว (Amphiprion ocellaris) ท่ีสามารถแปรรหัสได"เป\นโปรตีนสมบูรณ�โดยใช" 
pETSUMO เป\นดีเอ็นเอพาหะ รีคอมบิแนนท�โปรตีน IGF-I (rIGF-I) ท่ีผลิตได"อยู>ในสภาพละลายง>าย
และแสดงออกในเซลล�แบคทีเรีย Escherichia coli BL21 เม่ือเหนี่ยวนําด"วย isopropyl-β-D-
thiogalactoside ความเข"มข"น 1 mM สามารถผลิต rIGF-I ได"ประมาณ 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
ส>วนการทดสอบคุณสมบัติทางชีวภาพของ rIGF-I ภายหลังทําโปรตีนให"บริสุทธ์ิแล"วนั้น จะดําเนินการ
วิจัยในปIที่ 2 

 
 



 

ABSTRACT 
 

This is the first year report of a two-year project producing recombinant 
protein, Insulin-like growth factor-I (IGF-I), a polypeptide hormone mainly produced 
by the liver in response to the endocrine growth hormone stimulus.  In this study, 
the clown anemonefish (Amphiprion ocellaris) IGF-I complementary DNA (cDNA) 
encoding the mature protein was cloned in a pETSUMO expression vector and 
expressed in Escherichia coli BL21 cells as a soluble protein upon induction with 1 
mM isopropyl-β-D-thiogalactoside. The yield of the recombinant IGF-I (rIGF-I) after 
key steps in the overall purification process is approximately 50 µg/ml. The 
additional purified rIGF-I biological activity will be assessed in a second-year project. 
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บทที่ 1 

บทนํา 

1.1 ความสําคัญและที่มาของป�ญหา 
ความจําเป	นในการศึกษาและวิจัยเพ่ือช�วยส�งเสริมการเจริญเติบโตของปลาในกลุ�มปลา

การ%ตูนให(ดีข้ึน เป	นประเด็นสําคัญต�อการพัฒนาอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตว%น้าํทะเลสวยงามของ
ไทยในป1จจุบัน เน่ืองจากปลาในกลุ�มปลาการ%ตูนทีมี่การเพาะและเลี้ยงกันในป1จจุบันนั้นมีการ
เจริญเติบโตค�อนข(างช(าโดยเฉพาะอย�างย่ิงปลาการ%ตูนส(มขาว (false clown anemonefish, 
Amphiprion ocellaris) ดังนั้นกระบวนการผลิต คัดเลือกและปรับปรุงสายพันธุ% หรือสร(างสายพันธุ%
ใหม�ๆ ท่ีมีสีและรูปแบบของสีหรือลวดลายบนลําตัวท่ีหลากหลายย�อมดําเนินไปได(ช(า ดังน้ันการบูร
ณาการความรู(และเทคโนโลยีด(านยีน จะสามารถช�วยเสริมการเจริญเติบโตของปลาการ%ตูนได(ดียิ่งข้ึน 
จากความรู(ในป1จจุบันที่ทราบว�าเพศและพัฒนาการของระบบสืบพันธุ%ของปลาในกลุ�มปลาการ%ตูนน้ัน
จะถูกกําหนดหรือปรับเปลี่ยนได( (sex reversal) ข้ึนอยู�กับขนาดลําตัวของปลาที่อาศัยร�วมอยู�ในฝูง
เดียวกัน โดยในธรรมชาติปลาการ%ตูนท่ีมีขนาดตัวใหญ�ท่ีสุดในฝูงจะเป	นเพศเมีย ส�วนปลาการ%ตูนที่มี
ขนาดใหญ�รองลงมาเป	นเพศผู( และเม่ือไม�มีปลาตัวเมียเดิมปรากฏอยู�ในสังคม ปลาตัวผู(จะสามารถ
พัฒนาตัวเองให(มีขนาดลําตัวใหญ�ข้ึนและกลายเป	นเพศเมียแทน เข(าคู�ใหม�และวางไข�ได( ซ่ึงพฤติกรรม
ดังกล�าวนี้มีความสัมพันธ%และแปรผันโดยตรงกับปริมาณโกรทฮอร%โมน (growth hormone; GH) 
และฮอร%โมนอินซูลินไลท%โกรทแฟคเตอร%วัน (insulin-like growth factor-I, IGF-I) ที่ปลาสร(างข้ึน
ในช�วงที่มีการเจริญเติบโต (Donalson et al., 1979; Duan et al., 1993; Fruchtman et al., 
2000; Moriyama et al., 2000) ด(วยเหตุน้ีการใช(ฮอร%โมน IGF-I เสริมในอาหารเพื่อเร�งให(ปลา
เจริญเติบโตจึงเป	นแนวทางท่ีผู(วิจัยต(องการนํามาใช(แก(ป1ญหาในระยะยาว แต�เน่ืองจากกลไกการ
ทํางานของฮอร%โมน IGF-I จะมีความจําเพาะต�อ receptor ของฮอร%โมน IGF-I ของปลาแต�ละชนิด
นั้นๆ และฮอร%โมน IGF-I ของปลาการ%ตูนยังไม�มีการผลิตข้ึนมาใช(แต�อย�างใด ดังนั้นการสร(าง 
recombinant protein ของยีน IGF-I (rIGF-I) จึงถูกพัฒนาข้ึนมาจากผลผลิตของยีนที่ปลาการ%ตูน
สร(างข้ึนร�วมกับเทคโนโลยีพันธุวิศวกรรมสร(างข้ึนภายในเซลล%ของแบคทีเรีย การเพ่ิมปริมาณและ
สกัดแยกให(โปรตีนให(บริสุทธิ์แล(วนํามาใช(เป	นอาหารเสริมเร�งการเจริญเติบโต ก็จะเกิดประโยชน%
สูงสุดต�ออุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตว%น้าํทะเลสวยงามกลุ�มนี้ได(ในอนาคตอันใกล( ซ่ึงนอกจากการ
นํา rIGF-I มาใช(เร�งการเจริญเติบโตแล(วยังเอ้ือประโยชน%ต�อการปรับเปลี่ยนเพศของปลาในกลุ�มนี้ได(
เช�นกัน โดยจะมีผลต�อการเพ่ิมขนาด ซ่ึงจะทําให(นักปรับปรุงพันธุ%สามารถกําหนดและปรับพัฒนาการ
ของระบบสืบพันธุ% หรือผสมข(ามสายพันธุ%ทําได(ง�ายมากข้ึน นอกจากน้ีผลผลิตที่ได(จากการวิจัยยัง
สามารถนําไปประยุกต%ใช(กับสัตว%นํ้าสวยงามหรือสัตว%น้ําเศรษฐกิจสาํคัญชนิดอ่ืนๆ ได(ต�อไป  
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 โครงการวิจัยนี้ดําเนินการศึกษาเป	นระยะเวลา 2 ปi โดยมีวัตถุประสงค%เพื่อทําการผลิตรี
คอมบิแนนท%โปรตีนอินซูลินไลท%โกรทแฟคเตอร%วัน (rIGF-I) ของปลาการ%ตูนส(มขาว (Amphiprion 
ocellaris)  (ทําการศึกษาในปiแรก) โดย rIGF-I ท่ีผลิตได(จะถูกนําไปทดสอบคุณสมบัติทางชีวภาพ 
(ดําเนินการศึกษาในปiท่ี 2) โดยนํามาผสมกับอาหารให(ปลาการ%ตูนส(มขาววัยอ�อนช�วงอายุประมาณ 
2-4 เดือน กินท่ีระดับความเข(มข(นต�างๆ เป	นระยะเวลานานประมาณ 4 สัปดาห% และวัด
ประสิทธิภาพของ rIGF-I จากอัตราการเจริญเติบโตของปลาการ%ตูน และวัดระดับการแสดงออกของ
ยีน IGF-I ท่ีเก่ียวข(องกับการเจริญเติบโต และยีน vitellogenin (VTG) ท่ีเก่ียวข(องกับพัฒนาการการ
เจริญพันธุ%ของเพศเมีย (Mikawa et al., 2006; Picha et al., 2008) ด(วยเทคนิค real-time PCR 
(Pfaffl, 2006) ซ่ึงผลที่ได(จากการศึกษาจักเป	นประโยชน%อย�างย่ิงต�อการพัฒนาอุตสาหกรรมการ
เพาะเลี้ยงสัตว%นํ้าสวยงามในกลุ�มปลาการ%ตูนและคาดว�าจะสามารถขยายผลการทดสอบนําไปใช(ได(
กับปลาทะเลสวยงามชนิดอ่ืนๆ รวมทั้งปลาที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจที่ใช(เพื่อการบริโภคได( 
โดยเฉพาะนําความรู(มาประยุกต%ใช(ในด(านการผสมพันธุ% และปรับปรุงพันธุ%ซ่ึงกระบวนการสามารถ
เกิดข้ึนได(รวดเร็วข้ึนในอนาคตอันใกล( ดังมีตัวอย�างความสําเร็จของการใช(เทคโนโลยีดังกล�าวแล(วนี้
กับสัตว%น้ําเศรษฐกิจหลายชนดิ เช�น หอยเปrาฮื้อ ปลาดุก ปลานิล ปลาเทราซ% และปลาไซมอล 
(Fukuda et al., 2004 and references cited therein) เป	นต(น 

1.2 วัตถุประสงค�ของการวิจัย 
 1) ทําการผลิต rIGF-I ของปลาการ%ตูนส(มขาว ที่สามารถขยายการผลิตได(ในเซลล%แบคทีเรีย 
และได(โปรตีนบริสุทธิ์ท่ีสามารถนํามาใช(เร�งการเจริญเติบโตของปลาการ%ตูนส(มขาวได( 

2) ทราบระดับความเข(มข(นที่เหมาะสมของ rIGF-I ที่สามารถเพิ่มอัตราการเจริญเติบโตของ
ปลาการ%ตูนส(มขาวได( 

1.3 ประโยชน�ที่จะได)รับจากงานวิจัย 
1) จดบันทึกข(อมูลลําดับนิวคลีโอไทด%บนฐานข(อมูล GenBank และได(จดอนุสิทธิบัตร

กระบวนการผลิต rIGF-I ของปลาการ%ตูนส(มขาว 
2) ได(ผลผลิต rIGF-I ที่สามารถใช(เร�งการเจริญเติบโตในกลุ�มปลาการ%ตูน หรือขยายผลกับ

ปลาสวยงามชนิดอ่ืนๆ ได(  
3) เกิดการพัฒนาสายพันธุ% คัดเลือกและปรับปรุงพันธุ%กับกลุ�มสัตว%ทะเลสวยงามของไทยให(มี

ความก(าวหน(าได(อย�างรวดเร็ว 
4) ได(ข(อมูลพ้ืนฐานเร่ืองการเจริญเติบโตและพัฒนาการสืบพันธุ% ซ่ึงหน�วยงานต�างๆ ที่

เก่ียวข(องสามารถนําผลงานวจัิยไปใช(ประโยชน%ได( เช�น สถาบันการศึกษา กรมประมง 
กระทรวงวิทยาศาสตร%เทคโนโลยีและสิ่งแวดล(อม และองค%กรเอกชน เช�น ฟาร%มเพาะเลี้ยงต�าง ๆ 
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บทที่ 2 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 

2.1 อุปกรณ�และสารเคมี 
      2.1.1 อุปกรณ� 
 1. T-Personal thermal cycler (Biometra, Germany) 
 2. Gel documentation and analysis system (Syngene, England)   
 3. Refrigerate microcentrifuge (J.P. Selacta, Spain) 
 4.  Universal water thermostat BWT-U (Biosan, England)  
 5.  Shaking incubator (Gallenkamp, U.K.) 
 6.  Autoclave (Prestige Medical, England)  
 7. i-Mupid gel electrophoresis apparatus (Helix Technology, Canada) 
 8.  Vortex REAX 2000 (Heidolph, Germany)  
 9.  The Thermo Scientific Nanodrop™ 2000 Spectrophotometer (Thermo 
Scientific, USA) 
 10. Omni Tissue Homogenizer (Omni International, USA) 
 11. StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, USA) 
 12. Sonics Vibra cell VCX130 Ultrasonic Cell Disrupter (Sonics & Materials, 
Inc., USA) 
  13. Micropipette ขนาด 10, 20, 200 และ 1,000 µl 
 14. Micropipette tips และ filter tips ขนาด 10, 20, 200 และ 1,000 µl 
 15. Microcentrifuge tube ขนาด 0.2, 0.5, 1.5 และ 2 ml 
 16. Isofreeze PCR rack 
 17. เครื่องชั่ง 2 และ 4 ตําแหน�ง 
 18. หลอดแก(วและจานเพาะเชื้อ  
 19. บีกเกอร% ขวดปรับปริมาตร ปากครีบ กรรไกร ใบมีด และแท�งแก(ว 
 20. บ�อปูนเลี้ยงปลา ขนาด 70x70x50 cm3 
 21. อุปกรณ%ให(ออกซิเจน  
 เคร่ืองแก(วทุกชนิดที่ใช(ในการทดลองด(านชีวเชิงโมเลกุล ทําให(ปราศจากเอนไซม%นิวคลีเอส
โดยการนึ่งที่อุณหภูมิ 121 °C ความดัน 15 psi นาน 15 นาที 

     2.1.2 สารเคมี 
 1. TaqMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, USA) 
 2. High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, USA) 
 3. RNeasy Mini Kit (QIAGEN, USA) 
 4. Ethyl 3-aminobenzoate (MS-222) (Sigma Aldrich, Germany) 
 5. RNAlater solution (Ambion, Germany) 
 6. Chloroform (APS finechen, Australia) 
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 7. Isopropanol (2-Propanol) (Sigma Aldrich, Germany) 
 8. Absolute ethanol (VWR Prolabo, France) 
 9. RNA storage solution (Ambion, Germany) 
 10. DNase I (AppliChem, Germany) 
 11. Random primer p(dN)6 (4 µg/µl) (Roche Applied Science, Germany)  
 12. Nuclease free water (GIBCOTM Invitrogen Corperation, USA) 
 13. QIA prep Spin Miniprep Kit (QIAGEN, USA) 
 14. RiboLock RNase inhibitor (Fermentas, USA) 
 15. GoTaq green master mix, 2X (Promega, USA) 
 16. 100 mM dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Fermentas, USA) 
 17. SeaKem® LE agarose (Cambrex BioScience, USA) 
 18. 100 bp และ 1 kb DNA ladder Plus (Fermentas, USA) 
 19. Tris base (InvitrogenTM Life Technologies, USA) 
 20. Boric acid (Vivantis Technologies Sdn Bhd, Malaysia) 
 21. EDTA (Ethylene diamine tetra-acetic acid) (Amresco, USA) 
 22. Ethidium bromide 10 mg/ml (InvitrogenTM Life Technologies, USA) 
 23. Champion™ pETSUMO Protein Expression System (InvitrogenTM Life 
Technologies, USA) 
 24. pGEM T-easy vector system (Promega, USA) 
 25. LB broth (Hardy Diagnostics, USA) 
 26. Bacto agar (Hardy Diagnostics, USA) 
 27. S.O.C. medium (InvitrogenTM Life Technologies, USA) 
 28. Gel/PCR DNA fragments extraction kit (Geneaid, Taiwan) 
 29. High speed plasmid mini kit (Geneaid, Taiwan) 
 30. PureLnik HQ Mini Plamsmid Purification Kit (InvitrogenTM Life 
Technologies, USA) 
 31. Filter Minisart (Sartoriasstedim biotech, Germany) 
 32. X-gal (Amresco, USA) 
 33. Lysozyme (Biotech Biobasic Inc., Germany) 
 34. Isopropyl beta-D-thiogalactoside (IPTG) (Amresco, USA) 
 35. Ampicillin (T.P. Drug Laboratories, Thailand) 
 36. Kanamycin (Amresco, USA) 
 37. B-PER 6xHis Fusion Protein Purification Kit (Thermo Scientific, USA) 
 38. Proteinase inhibitor (Roche, Germany) 
 39. Protino® Ni-TED Resin (Macherey-Nagel, USA)  
 40. His GraviTrap Kit (GE Healthcare Life Sciences, USA) 
 41. UltraPure TEMED (InvitrogenTM Life Technologies, USA) 
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 42. NEXT GEL, 10% Acrylamide solution (premixed) (Amresco, USA) 
 43. PageRuler prestained protein ladder (Fermentas, USA)  
 44. PageBlue Protein Staining Solution (Fermentas, USA) 
 45. ชุดตรวจวัดคุณภาพนํ้า 
 
2.2  วิธีการดําเนินการวิจัย 
     2.2.1  ตัวอย$างปลาการ(ตนูสําหรับการสร-าง rIGF-I 
 ปลาการ%ตูนที่ใช(ศึกษาในคร้ังนี้ใช(ปลาท่ีมาจากการเพาะเลี้ยงจํานวน 1 ชนิด คือ ปลา
การ%ตูนส(มขาว อายุประมาณ 2 เดือน นํ้าหนักประมาณ 0.1-0.2 กรัม จํานวน 3 ตัวอย�าง 
 การเตรียมตัวอย�างทําโดยนาํตัวอย�างปลามาสลบด(วยสารละลาย MS222 (Sigma) 
จากน้ันตัดแยกเนื้อเย่ือส�วนตับเก็บรักษาไว(ในสารละลาย RNA stabilization เพ่ือทําการสกัดอาร%
เอ็นเอ แล(วสร(าง cDNA สายสมบูรณ%ที่เป	นของยีน IGF-I ในข้ันตอนต�อไป 

 2.2.2 การเตรียมอาร(เอ็นเอและสร-าง rIGF-I 
 นําตัวอย�างท่ีเก็บรักษาไว(ในน้าํยา RNA stabilization มาสกัดอาร%เอ็นเอตามวิธีมาตรฐาน
ตรวจสอบความสมบูรณ%และความบริสุทธิ์ของอาร%เอ็นเอที่ได(ด(วยวิธี agarose gel electrophoresis 
และ NanoDropTM 2000 Spectrophotometer จากนัน้สร(างสาย cDNA ด(วยเอนไซม% reverse 
transcriptase ตามวิธีมาตรฐาน แล(วนํามาเชื่อมต�อเข(ากับพลาสมิดดีเอ็นเอพาหะตามวิธีของ
บริษัทผู(ผลิต แล(วถ�ายโอนพลาสมิดสายผสมเข(าสู�เซลล%แบคทีเรีย จากนั้นแยกสกัด rIGF-I ที่มีการ
สร(างโปรตีนข้ึนภายในเซลล% แล(วนํามาทําให(บริสุทธ์ิ (ดัดแปลงตามวิธีที่รายงานโดย Mandi et al. 
(2009) และ Chen et al. (2000)) จากน้ันนํา rIGF-I ไปทดสอบคุณสมบัติทางชีวภาพต�อไปซ่ึงจะ
ดําเนินการทดลองในปiที่ 2 

 2.2.3  การสร(าง rIGF-I ของปลาการ%ตูนส(มขาว (A. ocellaris)   
  1) การทําพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสม pET SUMO-IGF-I  
 นําผลิตภัณฑ%พีซีอาร%ของยีนที่ยืนยันผลโดยการโคลนและอ�านลําดับเบสแล(วมาเพิ่มปริมาณ
อีกครั้งด(วยไพรเมอร% SumoIGF_L และ SumoIGF_R ที่ออกแบบเองในห(องปฏิบัติการจากน้ัน
เชื่อมต�อเข(ากับพลาสมิด pETSUMO (SUMO = small ubiquitin-related modifier) ในปฏิกิริยา 
ligation ที่ทําในหลอดทดลองผนังบางขนาด 0.6 ml จากนั้นนําสารผสมไปบ�มที่อุณหภูมิ 15 °C เป	น
เวลาอย�างน(อย 4 ชั่วโมง  
  2) การถ$ายโอนพลาสมิดลูกผสม pET SUMO-IGF-I เข-าสู$เซลล(เจ-าบ-าน  
 ป�เปตพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสมในข(อ 1) ปริมาตร 2 µl เติมลงในหลอด competent E. coli 
cells (OneShot®Mach1™) บ�มไว(ในอ�างน้ําแข็ง 20 นาที ทําการ heat-shock ที่อุณหภูมิ 42 °C 
เป	นเวลา 30 วินาที แล(วจุ�มลงในน้ําแข็งทันที ทิ้งไว(เป	นเวลา 5 นาที จากนั้นเติม SOC medium 
ปริมาตร 250 µl เขย�าที่ความเร็ว 200 รอบต�อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป	นเวลา 1.30 ชั่วโมง จากน้ัน
กระจายเซลล%แบคทีเรียปริมาตร 100 µl โดยวธีิ spread ลงบนผิวหน(าอาหารแข็ง LB-agar ที่มี 
Kanamycin จํานวน 50 µg/ml บ�มข(ามคืนท่ีอุณหภูมิ 37 °C เลือกโคโลนีเด่ียวมาทําการตรวจเช็ค 
แล(วนํามาเจริญในอาหารเหลว (LB-Broth) ที่มี Kanamycin จํานวน  50 µg/ml  ปริมาตร 2 ml 



-6- 

 

โดยนําไปเขย�าข(ามคืนท่ีความเร็ว 200 รอบต�อนาที อุณหภูมิ 37 °C จากน้ันจึงแยกสกัดพลาสมิดลูก
ผสมด(วยชุดสาํเร็จ PureLnik HQ Mini Plasmid Purification Kit  

  3)  การสกัดพลาสมิดด-วยชุด PureLnik HQ Mini Plamsmid Purification Kit 
 ทําการป1�นเก็บเซลล%จากปริมาตรต้ังต(น 2 ml ด(วยความเรว็ 13,000 รอบต�อนาที เป	นเวลา 
1 นาที ท้ิงส�วนใส เติม Re-suspension Buffer (R3) 250 µl กระจายเซลล%ให(ท่ัวแล(วเติม Lysis 
Buffer (L7) 250 µl กลับหลอดทดลองไปมาเบา ๆ 5 ครั้ง ต้ังท้ิงไว( 5 นาที จากนั้นเติม 
Precipitation Buffer (N4) 350 µl กลับหลอดทดลองไปมาให(สารละลายเข(ากัน ป1�นตกตะกอนด(วย
ความเร็ว 13,000 รอบต�อนาที เป	นเวลา 10 นาที ป�เปตส�วนใสใส�ใน Spin column 800 µl ป1�นด(วย
ความเร็ว 13,000 รอบต�อนาที เป	นเวลา 1 นาที เติม Wash Buffer (W10) 500 µl ต้ังทิ้งไว( 1 นาท ี
ป1�นด(วยความเร็ว 13,000 รอบต�อนาที เป	นเวลา 1 นาที ทิ้งส�วนใสที่ผ�าน column เติม Wash 
Buffer (W9) 700 µl ป1�นด(วยความเร็ว 13,000 รอบต�อนาที เป	นเวลา 1 นาที ทิ้งส�วนใสที่ผ�าน 
column แล(วนําไป ป1�นท่ีความเร็ว 13,000 รอบต�อนาที เป	นเวลา 2 นาที นํา column มาใส�ใน
หลอดทดลองขนาด 1.5 ml เติม Nuclease-free water ปริมาตร 50 µl วัดปริมาณ 
พลาสมิดด(วยเครื่อง NanoDropTM 2000 Spectophotometer แล(วเก็บไว(ที่ -20 °C  

 4) ข้ันตอนการถ$ายโอนพลาสมิดลูกผสมเข-าสู$เซลล( E. coli BL21 และทดสอบการ
แสดงออก  
 นําพลาสมิดลูกผสมท่ีได(จากข้ันตอน 2.9.3 จํานวน 5 ng (2 µl) ใส�ลงในหลอด competent 
cells BL21 (DE3) ปริมาตร 50 µl แช�ในอ�างน้ําแข็งนาน 30 นาที จากน้ัน heat-shock ท่ีอุณหภูมิ 
42 °C เป	นเวลา 30 วินาที แล(วแช�ในนํ้าแข็งทันที ท้ิงไว(ต�อ 5 นาที จากนั้นเติม S.O.C. medium 
ปริมาตร 250 µl เขย�าท่ีความเร็ว 200 รอบต�อนาที อุณหภูมิ 37 °C นาน 1 ชั่วโมง จากนั้นเติมลงใน 
LB-Broth ปริมาตร 10 ml ที่มี Kanamycin จํานวน 50 µg/ml และ 1% glucose เขย�าข(ามคืนที่
ความเร็ว 200 รอบต�อนาที อุณหภูมิ 37 °C 

a) การทดสอบการแสดงออกของ rIGF-I ในระดับปริมาตรน-อย  
 ป�เปตเซลล%ข(างต(น ปริมาตร 500 µl ใส�ลงในอาหาร LB ท่ีบรรจุใน flask จํานวน 10 ml ที่มี 
kanamycin เข(มข(น 50 µg/ml และ 1% glucose เขย�าที่ความเร็ว 200 รอบต�อนาที อุณหภูมิ 37 
°C เม่ือเซลล%เจริญถึงระยะ mid-log phase หรือมีค�า A600 เท�ากับ 0.6 แบ�งสารแขวนลอยเซลล%
ออกเป	น 2  flasks ๆ ละจํานวน 5 ml เก็บไว(สาํหรับทดสอบ คือ flask 1 นํามาเหนี่ยวนาํด(วย IPTG 
และ flask 2 เลี้ยงต�อแบบปกติ ท้ังนี้ในแต�ละ flask มีการแบ�งและป1�นเก็บตะกอนเซลล%จากอาหาร
เหลวท่ีเลี้ยงคร้ังละ 0.5 ml แช�เก็บรักษาไว(ที่ -20 °C เพ่ือรอวิเคราะห%โปรตีน (เริ่มต(นที่ 0 ชั่วโมง) 
เฉพาะในส�วน flask 1 นํามาเติม IPTG ให(ได(ความเข(มข(นสุดท(ายเป	น 1 mM แล(วเลี้ยงเซลล%ต�อไปจน
ครบเวลา 1, 2 และ 3 ชั่วโมง ท้ังน้ีแบ�งและป1�นเก็บตะกอนเซลล%แต�ละครั้งๆ ละ 0.5 ml ในแต�ละ
ช�วงเวลาดังกล�าว นาํเซลล%ไปแช�เก็บรักษาไว(ท่ี -20 °C เพ่ือทําการวิเคราะห%หาการแสดงออกของ
โปรตีน เปรียบเทียบระหว�างการเหนี่ยวนําด(วย IPTG และไม�เหนี่ยวนําในแต�ละช�วงเวลา 

b) การทดสอบการแสดงออกของโปรตีนระดับปริมาตรมาก 
 ป�เปตเซลล%ที่เลี้ยงข(ามคืนข(างต(น ปริมาตร 5 ml ถ�ายลงในอาหารเหลว LB 100 ml (50 
ml/ flask) ที่มี Kanamycin จํานวน 50 µg/ml และ 1% glucose เขย�าที่ความเร็ว 200 รอบต�อ
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นาที ท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป	นเวลา 3 ชั่วโมง หรือเซลล%เจริญวัดค�า OD600 ได(เท�ากับ 0.4-0.6 จึงเติม 
1M IPTG ปริมาตร 50 µl/ flask  (1 mM final concentration) เขย�าท่ีความเร็ว 200 รอบต�อ
นาที ที่อุณหภูมิ 37 °C เป	นเวลา 3 ชั่วโมง แล(วป1�นเก็บเซลล%โดยแยกใส�ในหลอดทดลองขนาด 10 ml 
ที่อุณหภูมิ 4 °C ความเร็ว 10,000 รอบต�อนาที เป	นเวลา 1 นาที เทสวนใสทิ้ง นําเซลล%ที่ได(เก็บรักษา
ไว(ท่ี -30 °C 

  5)  การสกัดรีคอมบิแนนท(โปรตีนและทําให-บริสุทธิ์ด-วย B-PER 6xHis Fusion 
Protein Purification Kit  
 กระจายเซลล%ด(วยสารละลาย B-PER ได(ปริมาตรรวมทั้งหมด 5 ml ซ่ึงมีส�วนผสมของ 
Lysozyme (2,500 U/ml) จํานวน 10 µl Dnase I (50 mg/ml) จํานวน 10 µl และ Proteinase 
inhibitor (50 mg/ml) จํานวน 375 µl วางลงในอ�างน้าํแข็งนาน 5 นาที แล(วนําไปป1�นที่ 13,000 
รอบต�อนาที เป	นเวลา 10 นาที ถ�ายสารละลายส�วนใสใส�ในหลอดทดลองขนาด 10 ml ท่ีมี Nickel-
Chelated Agarose จํานวน 1 ml เขย�าเบา ๆ ให( Nickel-Chelated Agarose กระจายท่ัวถึงนาน 
10 นาที จากนั้นนําไปป1�นที่ 1,200 รอบต�อนาที เป	นเวลา 5 นาที ดูดส�วนใสท้ิงให(เหลือแต� Nickel-
Chelated Agarose จากนัน้เติม Wash Buffer (50 mM Tris-Cl, 300 mM NaCl, 25 mM 
Immidazole, 10% glycerol, pH 6.8) ปริมาตร 1 ml เขย�าเบา ๆ ให( Nickel-Chelated 
Agarose กระจายท่ัวถึงแล(วป�เปตปริมาตร 750 µl ใส�ลงใน column ขนาด 0.45 µm (รวม 3 
column) แล(วนําไปป1�นท่ีความเร็ว 2,000 รอบต�อนาที เป	นเวลา 1 นาที เติม Wash Buffer 500 µl 
เขย�านาน 5 นาที แล(วป1�นด(วยความเร็ว 2,000 รอบต�อนาที เป	นเวลา 1 นาที ทําซํ้าอีกคร้ัง แล(วชะ
ด(วย Elution Buffer (50 mM Tris-Cl, 300 mM NaCl, 200 mM Immidazole, 10% glycerol, 
pH 6.8) ปริมาตร 500 µl โดยเขย�าติดต�อกันนาน 5 นาที นําไปป1�นที่ 2,000 รอบต�อนาที เป	นเวลา 
1 นาที ทําซํ้า 2 ครั้ง จะได(สารละลายที่ผ�าน column ท้ังหมด 3 ครั้งตามลําดับ คือ E1, E2 และ E3 
แล(วนํามาทําการวิเคราะห%ด(วยวิธี SDS-PAGE  

  6)  การทํา rIGF-I ให-บริสุทธ์ิด-วยชุด Protino® Ni-TED หรือ His GraviTrap Kit 
 นําเซลล%ต้ังต(น 50 ml ท่ีป1�นตกตะกอนแล(วมาเติมสารละลาย Lysis-Equilibration-Wash 
Buffer (LEW buffer) (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, pH 8.0) ปริมาตร 6 ml ที่มี 
Lysozyme (2,500 U/ml)  จํานวน 20 µl, Dnase I (50 mg/ml) 20 µl และ Proteinase 
inhibitor (50 mg/ml) ปริมาตร 750 µl กระจายตะกอนเซลล% แช�ในอ�างน้ําแข็งนาน 30 นาที แล(ว
ทําลายผนังเซลล%แบคทีเรียด(วยคลื่นเสียง (sonicator) ที่ amplitude 20 เฮิรตซ%  นาน 2 นาที พัก
แช�ในอ�างน้ําแข็ง 2 นาที ทําซํ้าสลับทั้งหมด 6 รอบ แล(วต้ังทิ้งไว(ต�ออีก 15 นาที ป1�นเก็บตะกอนที่
อุณหภูมิ 4 °C ความเร็ว 10,000 รอบต�อนาที เป	นเวลานาน 15 นาที ป�เปตส�วนใสมากรองผ�าน 
filter ขนาดเส(นผ�านศูนย%กลาง 0.45 µm แล(วแช�ไว(ในอ�างน้ําแข็ง  
 นํา Protino® Ni-TED Resin column หรือ His GraviTrap column มาทําการสมมูล 
(equilibration) ด(วย LEW Buffer ปริมาตร 2 ml แล(วเติมสารละลายส�วนใส (crude extracted 
protein) ท่ีผ�าน filter ใส�ลงใน column เติม LEW Buffer 2 ml จํานวน 2 คร้ัง แล(วชะโปรตีนออก
จากคอลัมน%ด(วย Elution Buffer (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM imidazole, pH 
8.0) 1.5 ml จํานวน 3 คร้ัง จากนั้นวิเคราะห%ผลด(วยวิธี SDS-PAGE  
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  7)  การแยกขนาดของโปรตีนด-วยวิธ ีSDS-PAGE  
 ป�เปต Propure NEXT GEL 10 % ปริมาตร 6 ml ผสมกับ ammonium persulfate 
(APS; (NH4)2S2O8) ความเข(มข(น 10 % ปริมาตร 36 µl และ TEMED (N, N, N’, N’-tetramethyl 
ethylenediamine) ปริมาตร 3.6 µl ผสมให(เข(ากันแล(วเตรียมเจลในชุดอุปกรณ% ต้ังทิ้งไว(ประมาณ 
1-2 ชั่วโมง เตรียมสารละลายผสมของโปรตีนปริมาตรรวม 25 µl ประกอบด(วยสารละลายโปรตีน
จากข(อ 2.9.6 ปริมาตร 19 µl 5x protein loading buffer ปริมาตร 5 µl และ 20x reducing 
agent จํานวน 1 µl นําไปไว(ท่ีอุณหภูมิ 95 °C เป	นเวลา 5 นาที จุ�มลงในอ�างน้ําแข็งจากน้ันหยอดลง
ในช�องเจลที่เตรียมไว(โดยเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน PageRuler prestained protein 
ladder ทําโพลิอะคริลาไมด%เจลอิเล็กโตรโฟริซีสท่ีกระแสไฟฟ�าคงท่ี 40 mA (ประมาณ 100 โวลต%) 
นาน 1.30 ชั่วโมง จากน้ันย(อมด(วย PageBlue Protein Staining Solution 20 ml ข(ามคืน ล(างสี
ส�วนเกินออกแล(วบันทึกภาพ 
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บทที่ 3 
ผลการทดลอง 

 
1. การเพ่ิมปริมาณยีน IGF ของปลาการ�ตูนส)มขาวด)วยปฏิกิริยาพีซีอาร� (PCR) 

 ภายหลังจากนํา cDNA ท่ีสังเคราะห%มาจาก RNA ของตัวอย�างปลาการ%ตูนส(มขาวอายุ
ประมาณ 2 เดือน มาเพ่ิมจํานวนบริเวณยีน IGF-I ด(วยเทคนิค PCR โดยวิเคราะห%ผลผลิตด(วย 
agarose gel electrophoresis ความเข(มข(น 1% เปรียบเทียบกับ DNA marker 100 bp ladder 
plus จํานวน 250 ng ภายใต(กระแสไฟฟ�า 100 โวลต% เป	นเวลา 30 นาที ย(อมเจลด(วย ethidium 
bromide ความเข(มข(น 0.1 µg/ml แล(วบันทึกภาพโดยส�องภายใต(แสง UV ด(วยเคร่ือง gel 
documentation  พบว�าได(ผลผลิต PCR ของยีนดังกล�าวมีขนาดเท�ากับ 558 คู�เบส (เม่ือยืนยันผล
ด(วยวิธีการอ�านลาํดับเบสในภายหลัง) ปรากฏดังภาพที่ 1 

 
 
 
 
 
 
 

2. การเช่ือมต<อผลผลิต PCR กับพลาสมิด และการวิเคราะห�ลําดับนิวคลีโอไทด� 
 ผู(วิจัยนําผลผลิต PCR ของยีนท่ีได(มาทําให(บริสุทธ์ิด(วยชุดสําเร็จ Gel/PCR DNA fragments 
extraction kit จากน้ันแทรกผลผลิตลงไปในพลาสมิด pGEM T-easy เพ่ือสร(างพลาสมิดลูกผสม 
จากน้ันนําพลาสมิดลูกผสมที่มียีนแทรกไปทําให(บริสุทธ์ิ แล(วส�งวิเคราะห%ลําดับนิวคลีโอไทด%กับ
บริษัทเอกชน เปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทด%กับปลาชนิดอ่ืนๆ ท่ีมีการบันทึกไว(ใน
ฐานข(อมูล GenBank ด(วยโปรแกรมผ�านระบบเครือข�ายอินเตอร%เน็ต ยืนยันได(ว�าเป	นยีน IGF-I จริง 
และมีขนาดความยาวเท�ากับ 558 คู�เบส (มีจํานวน 185 ลําดับกรดอะมิโน) โดยเหมือนกับ IGF-I 
mRNA ของปลาการ%ตูน Amphiprion melanopus เท�ากับ 99% ดังแสดงในภาพที่ 2 
 

 
 
  

ภาพที่ 1 ผลผลิต PCR ของยีน IGF-1 ทําซํ้า 6 ตัวอย�าง (1-6); M = Marker 100 bp 

ภาพท่ี 2 เปรียบเทียบความเหมือนของลําดับเบส IGF-I ของปลาการ%ตูนส(มขาวกับข(อมูลของสิ่งมีชีวิต 
           ที่มีการบันทึกไว(ในฐานข(อมูล GenBank 
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3. การผลิตรีคอมบิแนนท�โปรตีน IGF-I (rIGF-I) 
 เม่ือนําพลาสมิดลูกผสมท่ีมียีนท่ีสมบูรณ%ของ IGF-1 ท่ีตรวจสอบลําดับเบสได(ทั้งหมดไปเพ่ิม
จํานวนด(วยเทคนิค PCR แล(วแทรกลงในพลาสมิด pETSUMO เพื่อให(ยีนมีการสร(างโปรตีน จากน้ัน
คัดเลือกโคลนแล(วส�งอ�านลําดับเบสซํ้าเพื่อยืนยันอีกคร้ัง ก�อนนําพลาสมิดลูกผสมดังกล�าวถ�ายฝากเข(า
ไปในเซลล%แบคทีเรีย BL21(DE 3) ที่มียาปฏิชีวนะ Kanamycin ความเข(มข(น 50 µg/ml เขย�าที่
ความเร็วรอบ 250 rpm ที่อุณหภูมิ 37 ˚C โดยเจริญเซลล%จนกระท่ังวัดค�า OD600 เท�ากับ 0.6 
จากน้ันจึงชักนําให(มีการสังเคราะห%โปรตีนที่เวลา 0, 3, และ 6 ชั่วโมง แล(วป1�นเก็บเซลล%ในแต�ละ
ช�วงเวลาเพ่ือไปวิเคราะห%การแสดงออกของโปรตีนต�อไป และผลการวิเคราะห%รีคอมบิแนนท%โปรตีน 
ด(วย 12% SDS PAGE ท่ีทําใน NEXT GEL™ Running buffer  เปรียบเทียบกับ PageRuler 
Prestained protein ladder ภายใต(กระแสไฟฟ�า 150 โวลต% เป	นเวลา 60 นาที และย(อมด(วย 
PageBlue™  พบว�าได(ผลผลิตโปรตีนท่ีดีที่สุดเม่ือเจริญเซลล%ท่ีได(รับพลาสมิด เป	นเวลา 3 ชั่วโมง 
ปรากฏดังภาพที่ 3 ช�องหมายเลข 4 และเม่ือทําการทดสอบเก็บเซลล%ไว(เป	นระยะเวลานาน 1-2 
เดือน ทดสอบแล(วพบว�าสามารถผลิตโปรตีนได(เช�นเดิม (ภาพที่ 4 ช�อง 3, 5, 7) 
 

  

 
 

 

 

 

 

 

10 

 M       1         2       3       4        5        6       M      

kDa 

17   

M = PageRuler protein ladder 
 1 = ไม�เหนี่ยวนําด(วย IPTG ที่เวลาเริ่มต(น 
 2 = เหน่ียวนําด(วย IPTG ท่ีเวลาเร่ิมต(น 
 3 = ไม�เหนี่ยวนําด(วย IPTG ที่เวลา 3 ชั่วโมง 
 4 = เหน่ียวนําด(วย IPTG ท่ีเวลา 3 ชั่วโมง 
 5 = ไม�เหนี่ยวนําด(วย IPTG ที่เวลา 6 ชั่วโมง 
 6 = เหน่ียวนําด(วย IPTG ท่ีเวลา 6 ชั่วโมง 

ภาพท่ี 3 SDS-PAGE แสดงแถบโปรตีนของ rIGF-I ท่ีผลิตจากเซลล%แบคทีเรีย 
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   ภาพท่ี 4 SDS-PAGE แสดงแถบโปรตีน rIGF-I สกัดจากเซลล%แบคทีเรียที่เก็บรักษาไว(นาน 1 เดือน  
              (แสดงจํานวน 3 โคลนช�องที่ 3, 5 และ 7) 
 
      4. การทํารีคอมบิแนนท�โปรตีนให)บริสุทธิ์ด)วยชุด Protino® Ni-TED 

เม่ือนําเซลล%ตั้งต(น 10 ml ที่ป1�นตกตะกอนมาเติมสารละลาย (LEW buffer) (50mM 
NaH2PO4, 300 mM naCl, pH 8.0) ปริมาตร 3 ml ท่ีมี Lysozyme (2,500 U/ml) จํานวน 10 µl, 
Dnase I (50 mg/ml) 4.5 µl, Protease Inhibitor Cocktail Tablet แล(วกระจายตะกอนเซลล% 
แช�ในอ�างน้ําแข็งนาน 30 นาที แล(วทําลายผนังเซลล%ด(วย Sonicator ท่ี amplitude 20 เฮิรตซ% นาน 
2 นาที พัก 2 นาที ทําซํ้าสลบัท้ังหมด 8 รอบ แล(วต้ังท้ังไว(นาน 15 นาที นํามาป1�น 10,000 รอบต�อ
นาท ี 4 ˚C เป	นเวลา 15 นาที แล(วป�เปตส�วนใสกรองผ�าน filter ขนาดเส(นผ�านศูนย%กลาง 0.45 µm 
แช�ไว(ในอ�างน้าํแข็ง  

จากนั้นนํา Protino® Ni-TED Resin  column มาทําการสมมูล ด(วย LEW buffer 
ปริมาตร 2 ml แล(วเติมสารละลายส�วนใสท่ีผ�าน filter ลงใน column แล(วเติม LEW buffer 
ปริมาตร 2 ml จํานวน 2 คร้ัง จากนั้นชะโปรตีนออกจากคอลัมน%ด(วย Elution Buffer (50mM 
NaH2PO4, 300 mM naCl, 250 mM imidazole, pH 8.0) 1.5 ml จํานวน 3 คร้ัง วิเคราะห%ผล
ด(วยวิธี SDS-PAGE ได(โปรตีนที่มีความบริสุทธิ์ แสดงดังภาพที่ 5 ช�องที่ 7, 8 และ 9  

โดยสรุป เม่ือเจริญเซลล%แบคทีเรีย E. coli BL21 ปริมาตรต้ังต(น 10 ml นํ้าหนักเซลล%แห(ง
ประมาณ 0.5 g จะสามารถผลิต rIGF-I ที่บริสุทธิ์ได(ประมาณ 0.5 mg 

 
 
 
 
 
 

  M       1           2         3         4          5         6         7       

8        

10 

15 

25 

30 

kDa 

M =  PageRuler protein ladder 
 1 =  จากเซลล%แบคทีเรียต้ังต(น 
 2, 4, 6 = ไม�เหนี่ยวนําด(วย IPTG  
              ที่เวลา 3 ชั่วโมง 
 3, 5, 7 = เหน่ียวนําด(วย IPTG  
              ที่เวลา 3 ชั่วโมง  
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            ภาพที่ 5  SDS-PAGE ของ rIGF-I ภายหลังทําให(บริสุทธ์ิด(วยชุดสาํเร็จ Protino® Ni-TED 
 
      

 

                  
 

 
                   

  M          1            2            3          4           5           6          7           8           9          

10 

10 

15 

25 

30 

40 

kDa 

M = PageRuler protein ladder 
 1 = ไม�เหนี่ยวนําด(วย IPTG ที่เวลาเริ่มต(น 
 2 = เหนี่ยวนําด(วย IPTG ที่เวลา 3 ชั่วโมง 
 3 = Flow througt Fraction 1 
 4 = Flow througt Fraction 2 
 5 = Flow througt Fraction 3 
 6 = Wash buffer fraction 1 
 7 = Elution Fraction 1  
 8 = Elution Fraction 2 
 9 = Elution Fraction 3 
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บทที่ 4 
ข)อวิจารณ� 

การศึกษาครั้งน้ีทําการโคลนยีน IGF-I จาก cDNA ด(วยการถอดรหัสย(อนกลับจาก mRNA ท่ีสกัด
จากเน้ือเย่ือตับของปลาการ%ตูนส(มขาวแล(วเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอจากปฏิกิริยา PCR ซ่ึงช้ินดีเอ็นเอท่ีได(มามี
ข(อความของยีน IGF-I ท่ีสมบูรณ% (full length) มีขนาด 558 คู�เบส หรือมีจํานวน 185 ลําดับกรดอะมิโน 
โดยยืนยันผลจากการวิเคราะห%ลําดับเบสด(วยเครื่อง automated DNA sequencer  

ในขั้นตอนการผลิตรีคอมบิแนนท%โปรตีน IGF-I (rIGF-I) จากเซลล%แบคทีเรียน้ันทําโดยการเชื่อมต�อ
ชิ้นดีเอ็นเอดังกล�าวเข(ากับพลาสมิด pETSUMO (InvitrogenTM Life Technologies; 
www.invitrogen.com) ด(วยวิธี TA-cloning ได(เป	นพลาสมิดลูกผสม pETSUMO-IGF-I ก�อนถ�ายโอนเข(าสู�
เซลล% E. coli BL21 (DE3) (InvitrogenTM Life Technologies) การท่ีเลือก pETSUMO เป	นดีเอ็นเอ
พาหะ (expression vector) เน่ืองจากกระบวนการผลิตรีคอมบิแนนท%โปรตีน ของปลาโดยท่ัวไปท่ีใช(ระบบ
เซลล%แบคทีเรียน้ัน มีรายงานว�ามักประสบป1ญหาโปรตีนท่ีสร(างภายในเซลล%ส�วนใหญ�อยู�ในรูป inclusion 
bodies ซ่ึงละลายยาก และเม่ือสกัดโปรตีนออกมาจากเซลล%แล(วโปรตีนมักมีการม(วนพับผิดรูป และอยู�ใน
สภาพท่ีไม�ทํางาน (inactive or non functional) (Chang, et al., 2002; Baranauskaite et al., 2005) 
แต�พลาสมิด pETSUMO เป	นดีเอ็นเอพาหะท่ีมีข(อความพันธุกรรมของยีน SUMO (small ubiquitin-
related modifier) โดยโปรตีน SUMO ท่ีสังเคราะห%จะมีคุณสมบัติช�วยให(รีคอมบิแนนท%โปรตีนของยีนท่ี
เช่ือมต�อด(วยน้ันละลายได(ดียิ่งขึ้น ส�งผลให(ในข้ันตอนการทําโปรตีนให(บริสุทธ์ิก�อนนําไปใช(งานทําได(ง�ายไม�
ยุ�งยาก และอีกประการหน่ึงพลาสมิดลูกผสมท่ีเกิดจากการเช่ือมต�อยีนเข(ากับพลาสมิด pETSUMO จะมี
ความเสถียรมากกว�าการใช(พลาสมิดชนิดอื่นเป	นดีเอ็นเอพาหะ (Butt et al., 2005; Sun et al., 2008; 
Wang et al., 2010)  

 การเช่ือมต�อช้ินดีเอ็นเอของยีน IGF-I เข(ากับพลาสมิด pETSUMO น้ันช้ินดีเอ็นเอของยีน IGF-I 
อยู�ในตําแหน�งในเฟรม (in-frame) ต�อจากยีน SUMO และ 6x Histidine ซึ่งการสังเคราะห%โปรตีนจะอยู�
ภายใต(การควบคุมของ T7 promoter ดังน้ัน rIGF-I ท่ีถูกสร(างออกมาจะมี Histidine จํานวน 6 ตัว 
เช่ือมต�อกับ SUMO ท่ีตําแหน�งปลายด(านอะมิโน (N-terminus) ของโปรตีน ซึ่งเป	น rIGF-I ท่ีมีคุณสมบัติ
ละลายง�ายและสามารถแยกให(บริสุทธ์ิในขั้นต�อไปได(ด(วยวิธี His-Tag purification resin ซ่ึงเป	นระบบ 
Immobilized Metal Affinity Chromatography (IMAC) ท่ีมีประสิทธิภาพและนิยมใช(กันในป1จจุบัน  

เม่ือถ�ายโอนพลาสมิดลูกผสมเข(าสู�เซลล% E. coli BL21 (DE3) จะใช(เซลล%ตั้งต(น 50 ml ผสมยา
ปฏิชีวนะ Kanamycin 50 µg/ml และ glucose 1% เลีย้งเป	นเวลา 3 ชั่วโมง แล(วเหน่ียวนําให(มีการผลิต 
rIGF-I ด(วยสารละลาย IPTG ความเข(มข(น 1 mM นานต้ังแต� 1-3 ช่ัวโมง เม่ือทําให(เซลล%แตกด(วย
สารละลาย B-PER สามารถตรวจสอบการสังเคราะห% rIGF-I ด(วยวิธีอิเล็กโตรโฟริซีสแบบ SDS-PAGE โดย
จะพบแถบโปรตีนเข(มของ rIGF-I ของปลาการ%ตูนส(มขาวมีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 17 kDa (ภาพท่ี 3) 
ดังท่ีคาดการณ%ไว(ด(วยวิธีการคํานวณจากลําดับนิวคลีโอไทด%ท่ีสมบูรณ% (ExPASy, http://expasy.org/) ซ่ึงมี
ค�าประมาณ 5 kDa รวมกับโปรตีน SUMO ท่ีมีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 12 kDa (InvitrogenTM Life 
Technologies) แต�อย�างไรก็ตามค�านํ้าหนักโมเลกุลท่ีแท(จริงควรวิเคราะห%แถบโปรตีนน้ีเพ่ือยืนยันผลอีก
ครั้งด(วยวิธี MALDI-TOF mass spectrometry  
  กระบวนการทําโปรตีนให(บริสุทธ์ิก�อนนําไปทดสอบในข้ันต�อไปน้ัน ข้ันตอนการเจริญเซลล%และ
เหน่ียวนําทําเช�นเดียวกันกับข(างต(นแต�ทําการเหน่ียวนําด(วย IPTG ความเข(มข(น 1 mM เป	นเวลานาน 3 
ชั่วโมง ซ่ึงข้ันตอนการทําให(เซลล%แตกเลือกใช( 2 วิธีด(วยกัน คือใช(สารละลาย B-PER (PIERCE) และเครื่อง 
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ultrasonic homogenizer (sonicator) ท่ีทําให(เซลล%แตกในบัฟเฟอร%ด(วยคลื่นเสียงซึ่งวิธีหลังมีต(นทุนการ
ผลิตตํ่ากว�าวิธีแรก ข้ันตอนต�อไปคือการแยกโปรตีนให(บริสุทธ์ิโดยท่ีบัฟเฟอร%ท่ีใช(ต(องเหมาะสมกับบัฟเฟอร%ท่ี
เก็บรักษาโปรตีนหลังทําให(เซลล%แตก ซ่ึงในท่ีน้ีใช(ชุดคอลัมน%และบัฟเฟอร%สําเร็จรูป Nickel-Chelated 
Agarose และ His GraviTrap Kit  (ภายหลังแทนด(วย Protino® Ni-TED ท่ีมีราคาถูกกว�า) ตามลําดับ 
และในข้ันตอนสุดท(ายจําเป	นต(องชะ rIGF-I ออกจากคอลัมน%ด(วยสารละลาย imidazole ความเข(มข(น 250 
mM (ในสารละลาย 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, pH 8.0) ในวิธีท่ี 1 และ 2 ตามลําดับ แต�ด(วย
เหตุท่ีต�อไปจะต(องทดสอบคุณสมบัติทางชีวภาพของ rIGF-I ด(วยการผสมกับอาหารแล(วให(ปลาการ%ตูนส(ม
ขาววัยอ�อนกิน ดังน้ันถ(ามี imidazole อยู�ใน rIGF-I จะก�อความเป	นพิษได( (LD50ในหนู = 960-970 mg/kg 
bwt) (www.inchem.org) ดังน้ันจึงจําเป	นต(องทําการขจัด imidazole ออกด(วยวิธี dialysis (10,000 
MWCO) ในตัวกลางท่ีเป	นสารละลายบัฟเฟอร%  sodium phosphate ความเข(มข(น 50 mM (pH 7.8) 
ข(ามคืน และเก็บรักษาไว(ในสารละลายบัฟเฟอร% sodium phosphate เข(มข(น 25 mM ซ่ึงผู(วิจัยได(ทดสอบ
นํา rIGF-I ท่ีเก็บไว(นาน 1 เดือน นําออกมาละลายนํ้ากลั่นปริมาตรเท�าเดิม (0.5 ml) แล(วนําไปแยกแถบ
โปรตีนด(วยวิธี SDS-PAGE ยังคงพบว�าแถบโปรตีนเข(มท่ีปรากฏมีลักษณะและขนาดเท�าเดิม ไม�เสยีสภาพ 
ส�วนการผลิตซ้ําปริมาณมากและการทดสอบคุณสมบัติทางชีวภาพของ rIGF-I ด(วยวิธีการนําไปผสมกับ
อาหารให(ปลาการ%ตูนส(มขาววัยอ�อนกินแล(ววัดอัตราการเจริญเติบโตและระดับการแสดงออกของยีน IGF-I 
และยีน vitellogenin น้ันผู(วิจัยจะดําเนินการทดสอบในปiท่ี 2 ของโครงการวิจัยต�อไป  



-15- 

 

บทที่ 5 

สรุปผลการทดลอง 

1. จากการศึกษาครั้งนี้ ทําให(ทราบลําดับนิวคลโีอไทด%และกรดอะมิโนของยีนสังเคราะห%
อินซูลินไลท%โกรทแฟคเตอร%วัน (rIGF-I) ของปลาการ%ตูนส(มขาว และสามารถเพ่ิมจํานวน cDNA สาย
สมบูรณ%ท้ังหมดได(ด(วยเทคนิคพีซีอาร% ยืนยันด(วยวิธีการอ�านลําดับเบสพบว�า มีขนาดเท�ากับ 558 คู�
เบส ซ่ึงแปลรหัสเป	นกรดอะมิโนได(จาํนวน 185 ตัว โปรตีนมีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 5 kDa  
 2. ได(พลาสมิดลูกผสม pETSOMO-IGF-I ท่ีเกิดจากการเชื่อมต�อระหว�างดีเอ็นเอพาหะ 
pETSUMO กับชิ้นดีเอ็นเอที่มีข(อความท่ีสมบูรณ%ของยีน IGF-I ซ่ึงสามารถถ�ายโอนเข(าสู�เซลล%
แบคทีเรีย E. coli ได(  
 3. สามารถผลิตรีคอมบิแนนท%โปรตีน IGF-I (rIGF-I) มีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 17 kDa ใน
เซลล%แบคทีเรีย E. coli BL21 เม่ือเหนี่ยวนําด(วย IPTG ท่ีความเข(มข(น 1 mM ซ่ึงโปรตีนมีคุณสมบัติ
ละลายง�าย สามารถแยกให(บริสุทธ์ิได(ด(วยวิธ ี His-Tag purification rasin ซ่ึงเป	นระบบ 
Immobilized Metal Affinity Chromatography (IMAC) และผ�านกระบวนการกําจัด imidazole 
ออกด(วยวิธี dialysis ในสารละลายบฟัเฟอร%  sodium phosphate (pH 7.8) ความเข(มข(น 50 mM 
ข(ามคืน และเก็บรักษาไว(ในสารละลายบัฟเฟอร% sodium phosphate (pH 8) ความเข(มข(น 25 mM 
ทั้งน้ีเซลล%แบคทีเรียต้ังต(น 10 มิลลิลิตร จะผลิต rIGF-I ได(ประมาณ 0.5 mg  

 
สรุปผลสําเร็จของการวิจัย 

 

ปi พ.ศ. รายละเอียดผลสําเร็จ ประเภทผลสําเร็จ 

2557 
ได(รีคอมบิแนนท%โปรตีน IGF-I ที่สามารถแสดงออกในเซลล%
แบคทีเรีย (clude extracted protein) 

I 

2557 
ได(รีคอมบิแนนท%โปรตีน IGF-I บริสุทธ์ิในระดับห(องปฏิบัติการ
สําหรับทดลอง 

G 

 



-16- 

 

เอกสารอ)างอิง 

Baranauskaite, L., Sereikaite, J., Gedminiene, G., Bumeliene, Z. and Bumelis, V.-A. 2005. 
Refolding of porcine growth hormone from inclusion bodies of Escherichia coli. 
Biocatalysis and Biotransformation 23, 185-189. 

Butt, T.R., Edavettal, S.C., Hall, J.P., Mattern, M.R. 2005. SUMO fusion technology for 
difficult-to-express proteins. Protein Expr. Purif. 43, 1-9. 

Chang, C.-C., Tsai, C.-T. and Chang, C.-Y. 2002. Structural restoration of inactive 
recombinant fish growth hormones by chemical chaperonin and solvent restraint. 
Protein Engineering 15, 437-441. 

Chen, Y.,Wang, Y., He, S., Zhu, Z. 2004. Cloning and sequencing of the growth hormone 
gene of large yellow croaker and its phylogenetic significance. Biochem Genet. 42, 
365-375. 

Donaldson, E.M., Fagerlund, U.H.M., Higgs, D.A., and McBride, J.R. 1979. Hormonal 
enhancement of growth. In W.S., Hoar, D.J. Randall, and J.R. Brett (Eds.), Fish 
Physiology Vol. VIII (pp. 456-597). Academic Press, New York. 

Duan, C., Duguay, S.J. and Plisetskaya, E.M. 1993. Insulin-like growth factor I (IGF-I) mRNA 
expression in coho salmon, Oncorhynchus kisutch: Tissue distribution and effects of 
growth hormone/ prolactin family peptides. Fish Physiol. Biochem. 11, 371-379. 

Fruchtman, S., Jackson, L. and Borski, R.J. 2000. Insulin-like growth factor-I disparately 
regulates prolactin and growth hormone synthesis and secretion: studies utilizing 
the teleost pituitary model. Endocrineology 141, 2886-2889. 

Fukada, H., Ozaki, Y., Pierce, A., Adachi, S., Yamauchi, K., Hara, A., Swanson, P. and 
Dickhoff, W.  2004.  Salmon growth hormone receptor: molecular cloning, ligand 
specificity, and response to fasting.  Gen. Comp. Endocrinol. 139, 61-71. 

Mandi, N., Soorapaneni, S., Rewanwar, S., Kotwal, P., Prasad, B., Mandal, G. and 
Padmanabhan, S. 2009. High yielding recombinant Staphylokinase in bacterial 
expression system-cloning, expression, purification and activity studies. Protein 
Expression and Purification 64, 69-75. 

Mikawa, N, Utoh, T., Horie, N., Okamura, A., Yamada, Y., Akazawa, A., Tanaka, S., 
Tsukamoto, K., Hirono, I. and Aoki, T. 2006. Cloning and characterization of 
vitellogenin cDNA from the common Japanese conger (Conger myriaster) and 
vitellogenin gene expression during ovarian development. Comparative 
Biochemistry and Physiology, Part B 143, 404-414. 

Moriyama, S., Ayson, F.G. and Kawauchi, H.  2000.  Growth regulation by Insulin-like growth 
factor-I in fish. Bioscience Biotechnology Biochemistry 64, 1553-1562. 

Pfaffl, M.W. 2006. Relative quantification, Real Time PCR (BIOS advanced methods). Taylor 
and Francis, pp. 63-82. 

Picha, M.E., Turano, M.J., Beckman, B.R. and Borski, R.J. 2008. Endocrine biomarkers of 
growth and applications to aquaculture: a minireview of growth hormone, insulin-



-17- 

 

like growth factor-I, and IGF-binding proteins as potential growth indicators in fish. 
North American Journal of Aquaculture 70, 196-211. 

Sun, Z., Xia, Z., Bi, F. and Liu, J.N. 2008. Expression and purification of human urodilatin by 
small ubiqutin-related modifier fusion in Escherichia coli. Appl. Microbiol. 
Biotechnol. 78, 495-502. 

Wang, H.., Xiao, Y., Fu, L., Zhao, H., Zhang, Y., Wan, X., Qin, Y., Huang, Y., Gao, H. and Li, X. 
2010. High-level expression and purification of soluble recombinant FGF21 protein 
by SUMO fusion in Escherichia coli. BMC Biotechnology 10: 14.  

 

 


