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ประสิทธิภาพของแอนติบอดีที่ได้จากการเหนี่ยวน าการสร้างด้วยโปรตีนลูกผสม  
Outer membrane protein H ในการท าลายเชื้อ Pasteurella multocida 

ด้วยวิธีการเหนี่ยวน าการท าลายด้วยวิถีคอมพลีเมนท์ 
 

ภาณุวัฒณ์ เทพสุขะลักษณ์1 อุษณีย์ ก่อเกิด1 ก่อเกียรติ ม่วงไทย2 รัชนี อัตถิ2 สุวิชัย โรจนเสถียร1 
และณัฐวุฒิ สถิตเมธี1,# 

 
1คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ อ.เมือง จ.เชียงใหม่ 50100 

2ส านักเทคโนโลยีชีวภณัฑส์ัตว์ กรมปศุสัตว์ กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ อ.ปากช่อง จ.นครราชสีมา 30130 
 
 

บทคัดย่อ : Outer membrane protein H (OmpH) เป็นโปรตีนส าคัญที่อยู่บนเยื่อหุ้ม เซลล์ของเชื้ อ 
Pasteurella multocida ซึ่งเป็นเชื้อก่อโรคเฮโมรายิกเซพติซีเมียหรือโรคคอบวมในโคและกระบือ ใน
การศึกษานี้ทางคณะผู้วิจัยได้ท าการทดสอบประสิทธิภาพของแอนติบอดีที่ได้จากการกระตุ้นโดยใช้โปรตีน
ลูกผสมจาก recombinant outer membrane protein H (rOmpH) ที่ผลิตโดยอาศัย Escherichia coli 
expression vector system เมื่อน าโปรตีนที่ได้ดังกล่าวไปท าให้บริสุทธิ์แล้วน ามาฉีดกระต่ายเพ่ือผลิตโพลี
โคลนัลแอนติบอดี พบว่าแอนติบอดีจ าเพาะที่กระต่ายสร้างข้ึนสามารถต่อต้านเชื้อ P. multocida สายพันธุ์ก่อ
โรคเฮโมรายิกเซพติซีเมียด้วยวิถีคอมพลีเมนท์อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อใช้ซีรั่มของกระต่ายที่
ได้รับการฉีด rOmpH เทียบกับกลุ่มที่ใช้ซีรั่มของโคที่มีแอนติบอดีและซีรั่มของโคที่ไม่มีแอนติบอดีต่อเชื้อ      
P. multocida การศึกษาครั้งนี้สรุปได้ว่าแอนติบอดีจ าเพาะที่ได้รับการเหนี่ยวน าจากโปรตีนลูกผสม rOmpH 
มีความสามารถท าลายเชื้อ P. multocida สายพันธุ์ก่อโรคเฮโมรายิกเซพติซีเมียในระดับห้องปฏิบัติการได้ 
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Abstract: Outer membrane protein H (OmpH) is one of the major outer membrane protein 
found in membrane protein of the Pasteurella multocida, a causative animal pathogen of 
bovine hemorrhagic septicemia. In this study, we have evaluated the efficacy of antibodies 
which was immunized by the recombinant outer membrane protein H (rOmpH) expressed in 
Escherichia coli expression vector system. Polyclonal antibody against rOmpH was prepared 
in rabbit and performed as a source of antibody in the complement mediated killing assay. 
The results showed that there was a significant increase in killing of P. multocida when anti-
rOmpH rabbit serum was used as the source of antibody compared with using the infected   
P. multocida bovine serum or antibody-free P. multocida bovine serum as the source of 
antibody. These results suggested that the antibody induced by the rOmpH could induce the 
activation of complement to destroy pathogenic strains of P. multocida. The killing of               
P. multocida by anti-rOmpH antibody was significant higher than serum from infected with     
P. multocida and non-vaccinated group (P < 0.05). In conclusion, antibody raised against 
rOmpH can destroy P. multocida strains in a laboratory level. 

 
Keywords: Pasteurella multocida, Complement-mediated killing assay, Haemorrhagic 
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บทน า 
โรคคอบวมหรือโรคเฮโมรายิกเซพติซีเมีย 

(Hemorrhagic septicemia) ในโคและกระบือนั้นมี
สา เหตุมาจากการติ ด เชื้ อแบคที เ รี ยแกรมลบ 
Pasteurella multocida serotype B:2 (Rimler 
and Glisson, 1997; Rimler and Rhoades, 1989) 
ซึ่งสามารถพบได้ในสัตว์หลายชนิดไม่ว่าจะเป็นสัตว์
เคี้ยวเอ้ือง ม้า สุกร และอ่ืนๆ โดยสัตว์เคี้ยวเอ้ือง
ขนาดใหญ่ เช่น โคและกระบือ จะมีความไวต่อการ
เกิดโรคมากที่สุด โดยมักจะมีการระบาดเกิดข้ึนในช่วง
ฤดูฝน หรือเมื่อเกิดสภาวะเครียดต่อตัวสัตว์อันเกิด
จากการจัดการต่างๆ เช่น การจัดการเคลื่อนย้ายสัตว์ 
เป็นต้น สัตว์ป่วยจะแสดงอาการทางคลินิกได้แก่ มีไข้
สูง ซึม ไม่มีการเคี้ยวเอ้ือง บริเวณหน้า คอ และ
หัวไหล่มีลักษณะบวมแข็ง สัตว์อาจถ่ายเป็นมูกเลือด
และถ้าไม่ได้รับการรักษาด้วยยาปฏิชีวนะที่เหมาะสม
ตั้งแต่ช่วงแรกที่แสดงอาการสัตว์มักจะตายภายใน 4-
6 วัน ส าหรับในประเทศไทยพบว่ามีการระบาดอยู่
เป็นระยะๆ โดยพบการระบาดสูงสุดถึง 13 ครั้งในปี 
พ.ศ. 2551 และล่าสุดเมื่อเดือนพฤษภาคม พ.ศ. 
2555 ที่จังหวัดศรีสะเกษและจังหวัดสุรินทร์มีโค
เสียชีวิตจากการระบาดครั้งนี้ด้วย  

วัคซีนป้องกันโรคเฮโมรายิกเซฟติซีเมียที่ผลิต
โดยส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์ กรมปศุสัตว์ ปัจจุบัน
เป็นวัคซีนเชื้อตายชนิดน้ ามันที่ผลิตจากเชื้อ P. 
multocida สายพันธุ์  6:B (Namioda:Cater) หรือ 
B:2,5 (Carter:Heddleston) แต่มีการใช้ในพ้ืนที่ไม่
มากนักเนื่ องจากการให้ วัคซีนด้วยการฉีด เข้ า
กล้ามเนื้อลึกมีความล าบากในการปฏิบัติงานของ
เจ้าหน้าที่กรมปศุสัตว์หรือเกษตรกรผู้เลี้ยงสัตว์และมี
ผลข้างเคียง (side effect) มากในสัตว์ทีได้รับวัคซีน 
เช่น บวมบริเวณที่ได้รับวัคซีน มีไข้ ซึม นอกจากนี้

แล้วในการใช้วัคซีนดังกล่าวยังมักประสบปัญหา เช่น 
การแพ้วัคซีนท าให้การป้องกันโรคด้วยการรณรงค์ท า
วัคซีนไม่ประสบผลส าเร็จเท่าที่ควร แม้ว่าวัคซีนจะมี
ความคุ้มโรคสูงและสามารถให้ภูมิคุ้มกันที่สามารถ
ป้องกันโรคได้เป็นเวลานานก็ตาม ดังนั้นจึงมีความ
จ าเป็นต้องพัฒนาสูตรวัคซีนชนิดใหม่ข้ึนมาทดแทน 

การศึกษาก่อนหน้านี้ได้มีการพัฒนาวัคซีนโดย
ใช้ เ ทค โน โลยี ชี ว ภ าพ เ พ่ื อผลิ ต วั คซี นลู กผสม 
(Recombinant protein) โดยผลิตจากยีน outer 
membrane protein H (ompH) ซึ่ ง เ ป็ นหนึ่ ง ใ น
โปรตีนส าคัญท่ีอยู่บนเยื่อหุ้มเซลล์ของเชื้อ               P. 
multocida โดย OmpH เป็นโปรตีน porin ชนิด
หนึ่งที่อยู่บนเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย (Chevalier 
et al., 1993) โดยโปรตีน OmpH นี้ สามารถใช้เป็น
แอนติเจนที่มีประสิทธิภาพในการกระตุ้นให้เกิด
ภู มิ คุ้ ม กั น ต่ อ ต้ า น ก า ร ติ ด เ ชื้ อ  P. multocida 
serotype A และ D ที่ก่อโรคอหิวาต์สัตว์ปีกในสัตว์
ปีกและโรคโพรงจมูกอักเสบในสุกรได้ตามล าดับ (Luo 
et al., 1997; Luo et al., 1999; Lee et al., 2007; 
Sthitmatee et al., 2008) ด้วยเหตุนี้ จึ ง เป็นที่มา
ของการศึกษาในครั้งนี้ เพ่ือที่จะใช้ยีน ompH ของ
เชื้อแบคทีเรีย P. multocida สายพันธุ์  M-1404 
(B:2) มาเป็นต้นแบบของการผลิตโปรตีนลูกผสม 
OmpH และน าไปใช้เป็นแอนติเจนในการกระตุ้น
ภูมิคุ้มกัน เพ่ือเหนี่ยวน าให้ร่างกายกระต่ายผลิต
แอนติบอดีตอบสนอง แล้วน าแอนติบอดีในซีรั่มของ
กระต่ายที่ได้มาทดสอบประสิทธิภาพในการเหนี่ยวน า
การท าลายเชื้อ P. multocida ด้วยวิถีคอมพลีเมนท์
ต่อเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ที่คัดแยกได้จากโคหรือ
กระบือในประเทศไทย ก่อนที่จะเข้าสู่ระยะการ
ทดสอบวัคซีนในสัตว์ทดลองต่อไปในอนาคต 
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อุปกรณ์และวิธีการ 
เชื้อแบคทีเรีย ยีนและพลาสมิด:  เชื้อ P. 

multocida สายพันธุ์ M-1404 (B:2) ส าหรับใช้เป็น
สายพันธุ์หลักอ้างอิงและ P. multocida สายพันธุ์ที่
คัดแยกได้จากโคและกระบือในเขตจังหวัดเชียงใหม่ 
จ านวน 2 สายพันธุ์ ซึ่งถูกเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลว  Tryptose broth (TB; Difco Laboratories, 
MD) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 6 ชั่วโมง 
ในสภาวะที่มีออกซิเจนปกติ ก่อนที่จะน าไปเลี้ยงต่อ
บนอาหารเลี้ ยง เชื้ อชนิด Dextrose starch agar 
(DSA; Difco) ที่อุณหภูมิ 37องศาเซลเซียสเป็นเวลา 
18 ชั่วโมง ในสภาวะที่มีออกซิเจนปกติ ส าหรับ E. 
coli ซึ่งจะใช้ในการเตรียม cDNA library จะถูกเลี้ยง
ในอาหารเลี้ ยง เชื้อชนิด Luria-Bertani (LB) agar 
หรือ broth ที่อุณหภูมิ 37องศาเซลเซียสเป็นเวลา 18 
ชั่วโมง 

การ เตรี ยมดี เ อ็น เ อ :  เชื้ อแบคที เ รี ย  P. 
multocida สายพันธุ์ M-1404 ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ Brain Heart Infusion Broth (BHI) จะถูก
น ามาสกัดเอาเฉพาะ DNA ด้วยวิธี spin column 
(QIAprep Spin Miniprep; Qiagen, Valencia, CA, 
USA) หลังจากนั้นท าการเพ่ิมจ านวนยีน ompH ด้วย
วิ ธี  Polymerase Chain Reaction (PCR) ต ามวิ ธี
ของ Sthitmatee et al (2008) 

การสร้างโปรตีนลูกผสม (recombinant 
construction): น ายีน ompH ที่เพ่ิมจ านวนได้ด้วย
วิธี PCR จากข้างต้นไปโคลนลงบนพลาสมิด pQE30 
(Qiagen, Valencia, CA, USA) แล้วท าการตรวจสอบ
ล าดับเบสด้วยวิธี  sequencing โดยใช้  BigDye® 
Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (AB 
Applied Biosystems) ด้วยเครื่อง ABI Prism® 310 
Genetic Analyzer (AB Applied Biosystems) 

ล าดับเบสที่ ได้จะน ามาวิ เคราะห์ด้วยโปรแกรม 
Applied Biosystems DNA Sequencing Analysis 
Software Version 5.1 (AB Applied Biosystems) 
หลังจากนั้นพลาสมิดที่มีล าดับเบสถูกต้องจะถูกน าเข้า
สู่ เซลล์โฮสต์จ าเพาะด้วยวิธีการ transformation 
โดยใช้ เชื้ อ E. coli สายพันธุ์  M15 (Qiagen) เป็น
โฮสต์ตามที่แนะน าไว้ใน instruction manual ของพ
ลาสมิด แล้วท าการเลี้ยง E. coli สายพันธุ์ที่จะใช้ใน
การเตรียมโปรตีนลูกผสม ตามสภาวะที่ได้กล่าวไว้
แล้วข้างต้น จนมีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
600 นาโนเมตร (OD600) เท่ากับ 0.5 แล้วเริ่มการท า
การเหนี่ยวน าการผลิตโปรตีนลูกผสมด้วยการเติม

สารละลาย isopropyl--D-thiogalactopyranoside 
(IPTG; Amresco, Solon, OH, USA) ความเข้มข้น 1 
mM จากนั้นน าไปเพาะบ่มต่อโดยการเขย่าด้วยอัตรา 
150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 4-5 ชั่วโมง หลังจากนั้นน ามาปั่นเหวี่ยงเพ่ือ
ตกตะกอนเซลล์แบคทีเรียที่ความเร็ว 10,000×g ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วท า
การละลายตะกอนด้วยสารละลาย PBS (pH 7.2) 
ก่อนน าไปท าให้เซลล์แตกโดยใช้เครื่อง ultrasonic 
homogenizer หลั งจากนั้ นท าการปั่ น เ พ่ือแย ก
ตะกอนทิ้ง น าสารละลายส่วนใสด้านบนไปคัดแยก
โปรตีนตามขนาดที่ต้องการโดยใช้วิ ธี  column 
chromatography (NATIVEN, ATTO, Tokyo, 
Japan) โดยการใช้เครื่องแยกโปรตีนอัตโนมัติต่อเข้า
กับเครื่องรับแยกโปรตีน (Fraction collector) โดย
ใช้สารเคมี ขั้นตอนและวิธีการ ตามรายงานก่อนหน้า
นี้  (Thanasarasakulpong et al., 2015) หลั งจาก
เก็บโปรตีนแล้ว น าแต่ละ fraction ที่ได้มาวิเคราะห์
ด้วยเจล SDS-PAGE แล้ววัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี 
Bradford (Bradford, 1976) โปรตีนลูกผสมที่ได้จะ
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ถูกน าไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกว่า
จะใช้งาน 

การผลิตโพลีโคลนัลแอนติบอดีต่อโปรตีน
ลูกผสม: น าโปรตีนลูกผสมที่ได้มาวัดความเข้มข้นของ
โปรตีนด้วยวิธี  Bradford (Bradford, 1976) แล้ ว
ปรับความเข้มข้นของโปรตีนลูกผสมเป็น 100 
ไม โครกรัมต่อมิลลิ ลิ ต ร  แล้ วจึ งน า ไปผสมกับ 
incomplete Freund’s adjuvant (Sigma-Aldrich, 
St. Louis, MO, USA) ในปริมาตรเท่ากันโดยผสมให้
เข้ากันจนเป็นเนื้อเดียวกัน ต่อจากนั้นน ากระต่ายพันธุ์ 
New Zealand White rabbit น้ าหนักประมาณ 3 
กิโลกรัม ที่ผ่านการตรวจสอบแล้วว่าปลอดแอนติบอดี
ต่อเชื้อก่อโรคเฮโมรายิกเซฟติซีเมียแล้วมาฉีดด้วย
โปรตีนที่เตรียมไว้ทาง subcutaneous route ด้วย
ขนาด 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จ านวนทั้งสิ้น 4 
ครั้ง ห่างกันครั้งละ 30 วัน หลังจากฉีดด้วยโปรตีนที่
ผสม adjuvant ครั้งสุดท้ายเป็นเวลา 15 วัน จะท า
การเจาะเลือดเพ่ือเก็บซีรั่ม ซึ่งซีรั่มที่เก็บได้จะผ่าน
กระบวนการ absorb ด้วยแอนติเจนของโฮสต์เซลล์ 
(E. coli สายพันธุ์ M15) ก่อนที่จะน าไปทดสอบต่อไป  

การทดสอบแอนติบอดีของกระต่ายด้วยวิธี 
Immunoblotting: ตามวิ ธีที่ ได้ รายงานไว้ แล้ ว 
(Laemmli, 1970; Sthitmatee et al., 2008) 
ตัวอย่างที่ใช้ในการวิเคราะห์ได้แก่โปรตีนลูกผสมชนิด
เดี ยวกับที่ ใช้ เป็นวัคซีน ในกระต่ ายและ 0.3% 
formalinized-whole cell ของเชื้อแบคทีเรียสาย
พันธุ์ที่ใช้ในการศึกษา โดยใช้  SDS-PAGE ที่ความ
เข้มข้นเจล 12.5% และย้อมด้วยสี  Coomassie 
brilliant blue  หลังจากนั้นจะท าการเคลื่อนย้าย
โ ป ร ตี น จ า ก เ จ ล ไ ป ยั ง แ ผ่ น  nitrocellulose 
membrane (Amersham Biosciences KK, 
Tokyo, Japan) ตามด้วยการเจือจางโพลีโคลนัล

แอนติบอดีของกระต่ายที่ได้จากการทดลองก่อนหน้า
ข้างต้นในอัตราส่วน 1:50 ด้วยสารละลาย blocking 
buffer (1% skim milk, 1% bovine serum 
albumin , 0.1% sodium azide) เ ป็ น  primary 
antibody ส่ ว น  secondary antibody จ ะ ใ ช้  
horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit 
IgG (Sigma) เจื อจา งด้ ว ยสารละลาย  blocking 
buffer ด้วยเช่นกันในอัตราส่วน 1:1000 และใช้ 3, 
3-diaminobenzidine (DAB; Sigma) ข น า ด  20 
มิลลิกรัมใน PBS (pH 7.2) เป็นสารละลาย substrate 
(Sthitmatee et al., 2008) 

ก า ร ท ด ส อ บ ด้ ว ย วิ ธี  Complement-
mediated killing assay: ตามวิธีของ Ayalew et 
al (2008) แ ล ะ  Pandhe et al (1998) โ ด ย
ส่วนประกอบต่างๆ ดังแสดงตารางที่  1 น าซีรั่ม
กระต่ายที่ได้รับการฉีดโปรตีนลูกผสม rOmpH น าไป
ให้ความร้อนที่ 56 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที เพ่ือ
ก าจัดสารต่างๆ ในระบบคอมพลีเมนท์ในซีรั่ม โดย
กลุ่มควบคุมลบเป็นซีรั่มกระต่ายปลอดโรค (ศูนย์
สัตว์ทดลองแห่งชาติ, มหาวิทยาลัยมหิดล) และกลุ่ม
ควบคุมบวกใช้ซีรั่มโคที่รอดชีวิตจากการป่วยด้วยโรค
เฮโมรายิกเซพติซีเมียและซีรั่มโคที่ได้รับวัคซีนป้องกัน
โรคเฮโมรายิกเซพติซีเมีย ส าหรับแหล่งของสารต่างๆ 
ในระบบคอมพลีเมนท์ได้จาก Colostrum-deprived 
neonatal calf serum (CDCS)  

ท าการเลี้ยงเซลล์แบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
BHI broth แ ล ะ ท า ก า ร  decapsulated ใ น
สารละลาย PBS ที่อุณหภูมิ 41 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 1 ชั่วโมงหลังจากนั้นท าการล้างด้วยสารละลาย 
PBS อีกครั้ง แล้วปรับความเข้มข้นด้วยสารละลาย 
PBS ให้มีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นา
โนเมตร (OD600) = 0.5 (1:1000) ซึ่งมีค่าความเข้มข้น
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ของเชื้อแบคที เรียประมาณ 7.4 × 105 CFU ต่อ
มิลลิลิตร แล้วปรับความเข้มข้นด้วยสารละลาย PBS 
ให้มีความเข้มข้นของเชื้อแบคทีเรียเป็น 2.8 × 108 
CFU ต่อมิลลิลิตร และ 4.76 × 106 CFU ต่อมิลลิลิตร 
แล้วเก็บไว้ในตู้บ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส
เ พ่ือใช้ ในการทดลองต่อไป น าซี รั่ มและเซลล์
แบคที เ รี ยที่ เ ตรี ยม ไว้ จากข้ า งต้ น  จ านวน 50 
ไมโครลิตร มาผสมรวมกันตามส่วนผสมในตารางที่ 1 
โดยเชื้อแต่ละสายพันธุ์จะมีปริมาณเชื้อแบคทีเรียต่อ
ปฏิกิริยาประมาณ 1.8 × 104 CFU ต่อมิลลิลิตร ซึ่ง
จะเตรียมสารละลายตามสูตรข้างต้นจ านวน 2 ชุด ชุด
แรกน าส่วนผสม 50 ไมโครลิตร spread ลงบนจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อ BHI agar ทันที (T0) ส่วนชุดที่สอง
นั้นท าการเพาะบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 นาที  (T30) แล้วจึ งน าส่วนผสม 50 
ไมโครลิตร spread ลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI 
agar เช่นกัน แล้วท าการเพาะบ่มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ
ทั้งหมดที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15-
16 ชั่วโมง หลังจากนั้นท าการนับจ านวนโคโลนีที่
เจริญบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อแล้วน ามาท าการ
ค านวณตามสูตร ดังนี้  Percent killing (%) = [(T0 
growth - T30 growth) / T0 growth] × 100 โดยจะ
ท าซ้ าแต่ละส่วนผสมจ านวน 3 ซ้ า หลังจากนั้นน า
ข้อมูลดังกล่าวมาการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติโดยใช้
วิ ธี  Student’s t-test ด้ วย โปรแกรม IBM SPSS 
statistic version 17.0 Windows 

จรรยาบรรณการใช้ สั ต ว์ เพื่ อ งานทาง
วิทยาศาสตร์ : การปฏิบัติต่อสัตว์และหัตถการที่
เกิดขึ้นในการทดลองนี้ อยู่ภายใต้ค าแนะน าและ
ควบคุมโดยคณะกรรมการจรรยาบรรณการใช้สัตว์
เพ่ืองานทางวิทยาศาสตร์ คณะสัตวแพทยศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ ภายใต้แนวทางปฏิบัติเกี่ยวกับ
จรรยาบรรณการใช้สัตว์ สภาวิจัยแห่งชาติ 

 
ผลการทดลอง 

SDS-PAGE แ ล ะ  Immunoblotting: ผ ล
การท า SDS-PAGE ที่ย้อมด้วยสีย้อม Coomassie 
brilliant blue และ Immunoblotting พบว่าโปรตีน
ลูกผสม OmpH มีขนาดอยู่ที่ประมาณ 39 กิโลดาล
ตัน (รูปที่ 1A) ซึ่งเมื่อท าการเคลื่อนย้ายโปรตีนจาก
เจลไปยังแผ่น nitrocellulose membrane แล้วท า
การทดสอบด้วยวิธี Immunoblotting โดยใช้ซีรั่ม
ของกระต่ายที่ ได้รับโปรตีนลูกผสม OmpH เป็น 
primary antibody จะพบว่าโปรตีนลูกผสมดังกล่าว
มีคุณสมบัติเป็น antigenicity (รูปที่ 1B) 

Complement-mediated killing assay: 
ผลการทดสอบด้วยวิธีการเหนี่ยวน าการท าลายเชื้อ
ด้วยวิถีคอมพลีเมนท์ แสดงดังรูปที่  3 โดยใช้ anti-
rOmpH rabbit serum พบว่าสามารถเหนี่ยวน าการ
ท าลายเชื้อ P. multocida ได้ทั้งสามตัวอย่าง โดย
พบว่ามีอัตราการท าลายที่สูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ เมื่อใช้ anti-rOmpH rabbit serum ดังกล่าว
เป็นแหล่งของแอนติบอดี เมื่อเทียบกับกลุ่มที่ใช้ซีรั่ม
จากวัวที่เคยติดเชื้อ P. multocida และกลุ่มควบคุม
ลบ (P < 0.05) แต่ในทางตรงข้ามกับกลุ่มที่ ไม่มี  
CDCS ซึ่งเป็นแหล่งของโปรตีนคอมพลีเมนท์จะไม่มี
การท าลายเชื้อเกิดขึ้นเมื่อและเทียบกับกลุ่มที่มีการใส่ 
CDCS จะพบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ (P < 0.05) แต่ไม่ได้มีความแตกต่างกันอย่าง
มีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มที่ ใส่ เฉพาะ 
CDCS อย่างเดียว 
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ตารางท่ี 1 แสดงส่วนประกอบในแต่ละกลุ่มตัวอย่างที่ใช้ในการทดลอง  

Group Antibody (µl) Complement: CDCS (µl) PBS (µl) 

1. Anti-rOmpH + CDCS 50 50 - 

2. Anti-rOmpH 50 - 50 

3. HS positive serum + CDCS 50 50 - 

4. HS positive serum 50 - 50 

5. Negative serum + CDCS 50 50 - 

6. Negative serum 50 - 50 

7. No antibody - 50 50 

 
สรุปและวิจารณ์ผล 

OmpH เป็นแอนติเจนที่อยู่บนเยื่อหุ้มเซลล์ ซึ่งมี
ความสามารถในการเหนี่ยวน าการตอบสนองของ
ภูมิคุ้มกันโดยการสร้างแอนติบอดีต่อ OmpH (Anti-
OmpH) ได้ โดยในการศึกษานี้ทางคณะผู้วิจัยได้ผลิต
โปรตีนลูกผสม OmpH (rOmpH) ซึ่งมีขนาดประมาณ 
39 กิโลดาลตันจากเชื้อแบคทีเรียก่อโรคเฮโมรายิกเซพติ
ซีเมีย โดยเมื่อน าโปรตีนดังกล่าวไปฉีดให้กับกระต่าย
ทดลองเพ่ือท าการผลิตพอลีโคลนัลแอนติบอดี แล้ว
น าเอาซีรั่มที่ ได้มาท าการตรวจด้วยวิธี  Immuno-
blotting พบว่าแอนติบอดีที่ผลิตได้นั้นสามารถท า
ปฏิกิริยากับ rOmpH และส่วนประกอบต่างๆของเชื้อ 
P. multocidaได้ ซึ่งแสดงให้เห็นว่า rOmpH ที่ผลิตได้
นั้นสามารถเหนี่ยวน าให้ร่างกายกระต่ายสร้างภูมิคุ้มกัน
ที่จ าเพาะต่อโปรตีน rOmpH ได้  

Outer membrane protein (OMP) ของเชื้อ 
P. multocida ใช้เป็นต้นแบบเพื่อผลิตโปรตีนลูกผสม 
(recombinant OMP: rOMP) ส า ห รั บ เ ป็ น วั ค ซี น
ต้นแบบเพ่ือป้องกันโรคติดเชื้อพาสจูเรลล่า ทั้งโรคอหิ
วาต์สัตว์ปีกและโรคเฮโมรายิกเซพติซีเมีย (Ayalew 
et al., 2008; Confer et al., 2009; Joshi et al., 
2013; Sthitmatee et al., 2008) ซึ่งแอนติบอดีต่อ

โปรตีนนี้ พบว่ามีประสิทธิภาพในการท าลายเชื้อ P. 
multocida ด้วยวิถีคอมพลีเมนท์ ซึ่งเป็นวิธีการที่
นิยมและเป็นที่ยอมรับในการพิจารณาประสิทธิภาพ
ของแอนติบอดี (Ayalew et al., 2008; Confer et 
al., 2009; McQuillen et al., 1994; Pandher et 
al., 1998) ซึ่ งสอดคล้องกับการศึกษาในครั้ งนี้ที่
พบว่าแอนติบอดีต่อ rOmpH ที่ผลิตขึ้นมามีคุณสมบัติ
ในการเหนี่ยวน าวิถีคอมพลีเมนท์ในการท าลายเชื้อ P. 
multocida ทั้ ง  3 ส าย พัน ธุ์  ไ ด้ สู ง ก ว่ า ทั้ ง จ า ก
แอนติบอดีในกลุ่มควบคุมบวกจากซีรั่มของโคที่มี
แอนติบอดี ต่ อ โ รค เฮ โมรายิ ก เซพติ ซี เ มี ยและ
แอนติบอดีของกลุ่มควบคุมลบจากซีรั่มของโคที่ไม่ได้
ท าวัคซีนป้องกันโรคเฮโมรายิกเซพติซีเมียมาก่อน
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.05) ซึ่งแสดงให้เห็น
ว่า anti-rOmpH antibody มีประสิทธิภาพในการ
เหนี่ยวน าการท าลายเชื้อด้วยวิถีคอมพลีเมนท์ได้ดีกว่า
แอนติบอดีที่เกิดจากการติดเชื้อ P. multocida อีก
ทั้งเมื่อเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มที่มีการเติม CDCS 
เพ่ือเป็นแหล่งของคอมพลีเมนท์และกลุ่มที่ไม่ได้เติม 
CDCS ในกลุ่มการทดลองด้วยซีรั่มชนิดเดียวกันพบว่า
มีความแตกต่ างกันอย่ างมีนั ยส าคัญทางสถิติ  
(P<0.05) เนื่องจากคอมพลีเมนท์เป็นตัวการส าคัญใน 
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รูปที่ 1 แสดงขนาดของโปรตีนที่ถูกแยกบน SDS-PAGE (รูป A) ภายหลังจากการย้อมด้วยCoomassie 
brilliant blue (1) ประกอบด้วยโปรตีนลูกผสม OmpH (2) เชื้อ P. multocida สายพันธุ์ M-1404 (serovar 
B:2) ซึ่งเป็นสายพันธุ์หลักอ้างอิง (3 และ 4) เชื้อ P. multocida สายพันธุ์ที่คัดแยกได้จากสัตว์ป่วยในบริเวณที่
เกิดการระบาดในประเทศไทยจ านวน 2 สายพันธุ์ตามล าดับ (รูป B และ C) แสดงขนาดของโปรตีนบน 
nitrocellulose membrane ที่ผ่านการท าการทดสอบด้วยวิธี immunoblottingโดยใช้ซีรั่มของกระต่ายที่
ได้รับโปรตีนลูกผสม OmpH และซีรั่มของกระต่ายท่ีไม่ได้รับโปรตีนลูกผสมตามล าดับ 

(B) 

(C) 

(A) 
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รูปที่ 2 แผนภูมิแสดงอัตราการท าลายเชื้อ โดยทดลองกระบวนการเหนี่ยวน าวิถีคอมพลีเมนท์ด้วยแอนติบอดี
ต่อ rOmpH กับเชื้อ P. multocida สายพันธุ์ M-1404 (serovar B:2) และเชื้อ P. multocida สายพันธุ์ที่คัด
แยกได้จากสัตว์ป่วยในบริเวณท่ีเกิดการระบาดในประเทศไทยจ านวน 2 สายพันธุ์ 
 
การท าลายเซลล์แบคทีเรียดังกล่าว อีกทั้งเมื่อเทียบ
ระหว่างกลุ่มที่มีการใช้แอนติบอดีและคอมพลีเมนท์
ในการทดลองจะมีอัตราการท าลายเชื้อแบคทีเรียที่สูง
กว่ากลุ่มที่ใช้เฉพาะคอมพลีเมนท์อย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ ซึ่งแสดงให้เห็นว่าวิถีคอมพลีเมนท์ในการท าลาย
เชื้อ P. multocida นั้นจ าเป็นต้องอาศัย classical 
pathway ที่มีการเหนี่ยวน าการท างานของวิถีคอม
พลี เมนท์ โดยอาศัยการกระตุ้นโดยแอนติ เจน -
แ อ น ติ บ อ ดี ค อ ม เ พ ล็ ก ซ์  (antigen-antibody 
complex) เ ป็ น ห ลั ก  (Pandher et al., 1998; 
Taylor, 1992) กระบวนการเหนี่ยวน าการท าลาย
ด้วยวิถีคอมพลี เมนท์  (complement-mediated 
lysis) นั้นเป็นกระบวนการตอบสนองของร่างกายใน
การควบคุมการติดเชื้อต่างๆและเชื่อว่าน่าจะมีส่วน

เกี่ ยวข้ องกับการ เกิ ด โรคติด เชื้ อพาสจู เ รลล่ า 
(Pasteurellosis) โดยพบว่าระดับปริมาณคอมพลี
เมนท์จะลดลงในวัวที่มีความเครียดจากการขนส่ง 
(Purdy et al., 1991) และการลดลงของคอมพลี
เมนท์นั้นยั งสัมพันธ์กับ อัตราการตายที่ เ พ่ิมขึ้น
ภายหลังจากการขนส่งสัตว์ในระยะทางไกล (Purdy 
et al., 1991) อีกด้วย 

จากการศึกษาครั้งนี้สรุปได้ว่าโปรตีนลูกผสม 
rOmpH ที่ผลิตขึ้นมาจากยีน ompH ของเชื้อ P. 
multocida สายพันธุ์ก่อโรคเฮโมรายิกเซพติซีเมีย
สามารถเหนี่ยวน าให้กระต่ายผลิตแอนติบอดีจ าเพาะ
ต่อrOmpH และมีประสิทธิภาพเหนี่ยวน าท าให้เกิด
การท าลายเชื้อ P. multocida สายพันธุ์ก่อโรคเฮ
โมรายิกเซพติซีเมียได้ซึ่งในล าดับต่อไปจะได้ทดสอบ

P
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M-1404

Field isolate 1

Field isolate 2
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ประสิทธิภาพของโปรตีนลูกผสม rOmpH ในระดับ
สัตว์ทดลอง ซึ่งอาจรวมถึงการใช้เป็นวัคซีนต้นแบบ
ร่วมกับโปรตีนลูกผสมต่อ leukotoxin (Lkt) ของเชื้อ 
P. multocida สายพันธุ์ก่อโรคเฮโมรายิกเซพติซีเมีย
ร่วมด้วย ซึ่งจะท าให้มีประสิทธิภาพในการป้องกัน
และก าจัดเชื้อแบคทีเรียก่อโรคได้ดียิ่งขึ้นไปอีกด้วย 
(Ayalew et al., 2008; Confer et al., 2009)  
 

กิตติกรรมประกาศ 
การศึกษาครั้งนี้เป็นส่วนหนึ่งของชุดโครงการ 

การพัฒนาวัคซีนต้นแบบเพ่ือป้องกันโรคเฮโมรายิก
เซพติ ซี เ มี ยชนิ ดหยอดจมู ก  (Development of 
intranasal Hemorrhagic septicemia vaccine 
prototype) ที่สนับสนุนงบประมาณโดยส านักงาน
พัฒนาการวิจัยการเกษตร (องค์การมหาชน) รหัส
โครงการ CRP5605010390 และเป็นส่วนหนึ่งของ
โครงการวิจัยส าหรับนักศึกษาชั้นปีที่ 6 คณะสัตว
แพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ 
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