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บทคัดย่อ: การศึกษาครั้งน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาความเป็นไปได้ในการสกัดแยกโปรตีน ORF2 จากวัคซีนป้องกันโรคติดเช้ือ
เซอร์โคไวรัสไทป์ 2 ในสุกรชนิดซับยูนิต เพื่อน าไปใช้เป็นแอนติเจนส าหรับการทดสอบทางภูมิคุ้มกันวิทยา โดยท าการสกัด
โปรตีนออกจากวัคซีนด้วยวิธีอัลตราฟิลเตรช่ันจาก 4 ผู้ผลิต ได้แก่ วัคซีน A: ประกอบด้วยโปรตีน ORF2 ไม่น้อยกว่า 200 
ไมโครกรัมและคาร์โบเมอร์ 4 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร วัคซีน B: ประกอบด้วยโปรตีน ORF2 100 ไมโครกรัม และอะลูมิเนียมไฮดร
อกไซด์ 2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร วัคซีน C: ประกอบด้วยโปรตีน ORF2 ไม่น้อยกว่า 1 RP. และคาร์โบเมอร์ 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
และวัคซีน D: ประกอบด้วยโปรตีน ORF2 ไม่น้อยกว่า 1 RP./2 มิลลิลิตร ใน oil in water emulsion ท าการตรวจสอบ
โปรตีนหลังการสกัดแยกด้วยวิธี Gel Electrophoresis ชนิด Native Polyacrylamide และ Sodium Dodecyl Sulfate-   
Polyacrylamide รวมถึงหาปริมาณโปรตีนรวมด้วยวิธี Bradford แล้วจึงท าการคัดเลือกโปรตีนจากวัคซีนที่เหมาะสมไป
ทดสอบคุณสมบัติการเป็นแอนติเจนด้วยวิธี Dot blot และ Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ผลที่ได้
พบว่าโปรตีน ORF2 ที่สกัดจากวัคซีน B มีความเหมาะสมในการน าไปใช้ในการทดสอบทางภูมิคุ้มกัน โปรตีน ORF2 ที่เป็น
องค์ประกอบของโปรตีนรวมที่สกัดได้สามารถจับกับซีรั่มควบคุมผลบวกที่มีระดับภูมิคุ้มกันระดับสูงต่อเช้ือ PCV2 ได้ดีเมื่อ
ทดสอบด้วยวิธี Dot blot และ ELISA โดยสามารถให้ผลต่างระหว่างการทดสอบด้วยซีรั่มควบคุมผลบวกและลบมากกว่า 4 
เท่า เมื่อใช้โปรตีนที่สกัดได้ที่ระดับความเข้มข้น 2 และ 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เคลือบลงบน Solid phase ร่วมกับการใช้ 
Secondary antibody ที่ระดับการเจือจาง 1:80,000 ผลที่ได้นี้สามารถน าไปพัฒนาต่อเป็นชุดตรวจอีไลซ่า หรือกระบวนการ
ทดสอบอื่นๆทางภูมิคุ้มกันส าหรับใช้ภายในห้องปฏิบัติการ เพื่อใช้ส าหรับประเมินสถานการณ์ของโรคติดเช้ือ PCV2 ภายใน
ฟาร์ม ซึ่งเป็นเครื่องมือท่ีส าคัญในการช่วยเพิ่มประสิทธิภาพของการป้องกันและการควบคุมโรคในระดับฝูงได้ 
 
ค าส าคัญ: โอเพ่นรีดดิ้งเฟรม 2 พอร์ไซน์เซอร์โคไวรัสไทป์ 2 วัคซีน อัลตราฟิลเตรช่ัน แอนติเจน 
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Abstract:  The purpose of this study was to determine the feasibility of extracting Open reading 
frame 2 ( ORF2)  protein from subunit vaccine against Porcine Circovirus type 2 infection, for the 
propose using as antigen for immunological testing.  Proteins were extracted from vaccines by 
ultrafiltration from four manufacturers: Vaccine A: contains at least 200 mcg of ORF2 protein and 4 
mg of carbomer per 1 ml.  Vaccine B:  contains 100 mcg of ORF2 protein and 2 mg of Aluminium 
hydroxide per 1 ml.  Vaccine C:  contains at least 1 RP.  of ORF2 protein and 1 mg of carbomer per 
ml.  Vaccine D:  contains at least 1 RP.  of ORF2 protein and oil in water emulsion per 2 ml.  Total 
extracted proteins were assayed by gel electrophoresis using Native Polyacrylamide and Sodium 
Dodecyl Sulfate-  Polyacrylamide methods.  Then the total proteins were examined by Bradford 
method.  Finally, the extracted proteins from suitable vaccine were further examined for their 
antigenic properties using dot blot and Enzyme- Linked Immunosorbent Assay ( ELISA) .  The results 
revealed that the extracted ORF2 protein from vaccine B is suitable for use in immunological testing. 
The ORF2 protein which included in total extracted proteins solution able to bind to high immune 
level positive control serum against PCV2 by dot blot method as well as ELISA test.  The difference 
between the positive and negative control serum was more than 4 times when 2 and 5 µg/ ml of 
extracted proteins applied to the solid phase and 1:80,000 dilution of secondary antibody was used. 
The obtained results could be further developed into an ELISA assay or other immunological testing 
procedures for use as in- house testing.  The tests can be used for assessing the situation of PCV2 
infection disease in the farms, which are important tools to enhance the effectiveness of prevention 
and control of the disease at the herd level. 
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บทน า 
โ รคติ ด เชื้ อ เซอร์ โค ไวรั ส ไทป์  2 ( Porcine 

circovirus type 2; PCV2) ถือเป็นสาเหตุหลักของกลุ่ม
อาการลูกสุกรทรุดโทรมหลังหย่านม (Postweaning 
multisystemic wasting syndrome; PMWS)  ปัญหา
โรคระบบทางเดินหายใจในสุกรหลังหย่านมและสุกรขุน 
ความผิดปกติของระบบสืบพันธุ์ในแม่สุกร และกลุ่มอาการ
ผิวหนังอักเสบและไตเสื่อม (Porcine dermatitis and 
nephropathy syndrome; PDNS) นอกจากนี้ยังสามารถ
ติดเชื้อร่วมกับโรคติดเชื้ อไวรัส อ่ืน ๆ เช่น Porcine 
reproductive and respiratory syndrome ( PRRSV) , 
Porcine parvovirus ( PPV)  แ ล ะ  Pseudorabies 
disease เป็นต้น ซึ่งจะไปเพิ่มความรุนแรงของโรคขึ้น  
นอกจากนี้ยังท าให้เกิดการติดเชื้อแบคทีเรียแทรกซ้อนได้
ง่าย เกิดเป็นโรคระบบทางเดินหายใจแทรกซ้อนในสุกร 
(Porcine respiratory disease complex; PRDC) และ
ยังมีส่วนส าคัญในการท าลายระบบภูมิคุ้มกันของสุกรอีก
ด้วย (Ellis et al., 2003) ดังนั้นจะเห็นได้ว่ากลุ่มอาการ
จากโรคติดเชื้อ PCV2 นั้นก่อให้เกิดความสูญเสียทางด้าน
เศรษฐกิจเป็นอย่างมาก จึงมีความจ าเป็นที่จะต้องมีการ
ตรวจวินิจฉัยโรคที่มีประสิทธิภาพเพื่อคัดแยกสุกรป่วย
ออกจากฝูง 

ในปัจจุบันการศึกษาเกี่ยวกับไวรัสวิทยาและ
ซีรั่มวิทยาของโรคติดเชื้อ PCV2 รวมไปถึงการพัฒนา
วิธีการตรวจวินิจฉัยถือว่าเป็นสิ่งที่ส าคัญเป็นอย่างยิ่ง 
เนื่องจากเป็นเครื่องมือส าคัญในการประเมินสถานการณ์ 
เพื่อช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการป้องกันและการควบคุม
โรคในระดับฝูง จึงมีการให้ความสนใจเกี่ยวกับโปรตีน
โอเพ่นรีดดิ้งเฟรม 2 (Open reding frame 2;  ORF2) 
เนื่ องจากเป็นส่ วนของ Capsid protein มีน้ าหนัก
ประมาณ 28-30 กิโลดาลตัน เป็นโปรตีนโครงสร้างเพียง
ชนิดเดียวที่ห่อหุ้มไวรัสเอาไว้และเป็นเอกลักษณ์เฉพาะ
ข อ ง ไ ว รั ส  ( Nawagitgul et al.  2 0 0 0 )  แ ล ะ มี
ความสามารถในการกระตุ้นให้เกิด Specific immune 

response และยั ง เกี่ ยวข้องกับการกระตุ้ น ใ ห้ เ กิ ด
แอนติบอดีชนิดลบล้างฤทธิ์ (Neutralizing antibodies) 
อีกด้วย (Pogranichnyy et al., 2000) ด้วยคุณสมบัติที่
ส าคัญเหล่านี้ท าให้วัคซีนป้องกันโรค PCV2 ทางการค้า
จ านวนมากที่จ าหน่ายอยู่ในท้องตลาดเลือกใช้โปรตีน 
ORF2 เป็นแอนติเจน (Chae, 2012) 

การตรวจการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันต่อโรคติด
เชื้อ PCV2 ในปัจจุบันมีหลายวิธี  แต่วิธีที่นิยมใช้ใน
ภาคสนามมากที่ สุ ดนั้ น ได้ แก่ วิ ธี  Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay (ELISA) เนื่องจากเป็นวิธีที่
สะดวก รวดเร็ว และสามารถตรวจได้จ านวนมากในคราว
เดียว ซึ่งปัจจุบันชุดตรวจที่ใช้ได้อย่างมีประสิทธิภาพนั้น
ต้องน าเข้ามาจากต่างประเทศและมีราคาค่อนข้างสูง 
ทางคณะผู้วิจัยจึงมีแนวคิดในการพัฒนาวิธีการสกัดแยก
โปรตีน ORF2 อย่างง่ายจากวัคซีนเพื่อใช้ประโยชน์ใน
การศึกษาทางด้านภูมิคุ้มกันวิทยาของติดเชื้อ PCV2 ใน
สุกร ทั้งนี้ โปรตีน ORF2 ที่แยกได้นี้อาจน าไปใช้เพื่อ
พัฒนาเป็นชุดตรวจอีไลซ่า หรือกระบวนการตรวจ
ทางด้านภูมิคุ้มกันอ่ืนๆได้อย่างมีประสิทธิภาพ ราคาถูก 
เพื่อเป็นประโยชน์ในการตรวจวินิจฉัย ควบคุม และการ
ป้องกันโรคในระดับฝูงได้อย่างมีประสิทธิภาพต่อไป 

 

อุปกรณ์และวิธีการ 
วัคซีนที่ใช้ในการสกัดแยกโปรตีน ORF2 

การทดลองนี้ใช้วัคซีนป้องกันโรคติดเชื้อ PCV2 
ชนิดซับยูนิตที่ประกอบด้วยปริมาณและสื่อที่แตกต่างกัน
ทั้งหมดจ านวน 4 ชนิด ดังนี้ 
1. วัคซีน A: ส่วนประกอบใน 1 มิลลิลิตร ประกอบด้วย 

PCV2 ORF2 โปรตีนแอนติเจนไม่น้อยกว่า 200 
ไม โครกรัม  และคาร์ โบ เมอร์  ( Carbomer)  4 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  

2. วัคซีน B: ส่วนประกอบใน 1 มิลลิลิตร ประกอบด้วย 
PCV2 ORF2 โปรตีนแอนติเจน 100 ไมโครกรัม และ
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อะลูมิเนียมไฮดรอกไซด์ (Aluminium hydroxide) 
2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

3. วัคซีน C: ส่วนประกอบใน 1 มิลลิลิตร ประกอบด้วย 
PCV2 ORF2 โปรตีนแอนติเจนไม่น้อยกว่า 1 RP. 
(1.0–3.75) และคาร์โบเมอร์ 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

4. วัคซีน D: ส่วนประกอบใน  2 มิลลิลิตร ประกอบด้วย 
PCV2 ORF2 โปรตีนแอนติเจนไม่น้อยกว่า 1 RP. ใน 
oil in water emulsion  

การสกัดแยกโปรตีน ORF2 ออกจากวัคซีน 
ท าการสกัดแยกโปรตีน ORF2 ออกจากวัคซีน

ด้วยวิธีอัลตาฟิลเตรชั่น (Ultrafiltration; UF) โดยการน า
วัคซีนทั้ ง  4 ชนิด ปริมาณชนิดละ 4 มล. ใส่ลงใน 
Microsep Advance Centrifugal Devices with 
Omega Membrane 3 K ( Microsep 3 K; Pall, USA) 
แล้วท าการปั่นเหวี่ยงตกตะกอนด้วยแรง 6,500 x g ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน า
ส่วนที่กรองผ่านลงมาด้านล่าง (Filtrate) ทิ้ง ซึ่งเป็น
สารละลายส่วนเกินที่ ไม่ต้องการ แล้วท าการเติม
สารละลาย PBS (pH 7.2) ลงใน Microsep 3K ด้านบน
ตัวกรองให้มีปริมาณ 4 มล. (เท่ากับปริมาณเดิม) แล้วท า
การปั่นเหวี่ยงและเติมสารละลาย PBS เช่นเดียวกับครั้ง
แรก โดยท าซ้ าอีกทั้งหมด 3 ครั้ง เพื่อเป็นการชะล้าง
สารละลายส่วนเกินและสื่อที่ใช้ในการผลิตวัคซีนออกให้
มากที่สุด เมื่อปั่นเหวี่ยงครบทั้ง 4 ครั้งแล้วจึงท าการเก็บ
สารละลายโปรตีนซึ่งเป็นส่วนของแอนติเจนจากส่วนที่กัก
อยู่ด้านบนตัวกรอง (Retentate) ที่ต้องการเพื่อน าไปใช้
ในการทดสอบต่อไป 
การตรวจสอบโปรตีน ORF2 ในวัคซีน 

ท าการตรวจสอบมวลโมเลกุลของโปรตีน ORF2 
ซึ่ ง เป็ นองค์ ป ระกอบหลั กของวั คซี นด้ ว ยการใช้
กระแสไฟฟ้าผ่านเจลอะคริลาไมด์ 2 ชนิด เพื่อตรวจสอบ
การคงอยู่ของโปรตีน ORF2 ก่อนและหลังการสกัดแยก
ด้วย Microsep 3K ได้แก่  

1. การตรวจสอบโปรตีน  ORF2 ด้วยวิธี  Native 
Polyacrylamide Gel Electrophoresis (Native 
PAGE) 

ใช้ชุดส าเร็จรูป NativePAGE Novex Bis-Tris 
Gels ( Thermo Fisher Scientific, USA)  โดยท ากา ร
เตรียมตัวอย่างโดยผสม NativePAGE sample buffer 
( 4X)  2. 5 µl กั บ  NativePAGE 5%  G- 250 sample 
additive 1 µl และตัวอย่างโปรตีน 16.5 µl (ไม่ต้องให้
ความร้อนกับตัวอย่าง) จากนั้นวางแผ่นเจลส าเร็จรูป 
(NativePAGE 4-16% bis-tris gel) ลงในอุปกรณ์ส าหรับ
แยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้า (Mini gel tank; Thermo 
Fisher Scientific, USA) และเติม Dark blue cathode 
buffer ที่ช่องด้านหน้าเจล และ Anode buffer ที่ช่อง
ด้านหลังเจล แล้วจึงท าการหยอดตัวอย่างที่เตรียมไว้ลง
ในช่องส าหรับใส่ตัวอย่างปริมาณช่องละ 20 µl และ 
NativeMark unstained protein standard (Thermo 
Fisher Scientific, USA)  ปริมาณ 5 µl เพื่อใช้เป็นแถบ
โปรตีนมาตรฐาน หลังจากนั้นท าการต่อเข้ากับแหล่งจ่าย
กระแสไฟฟ้าโดยตั้งค่าแรงดันไฟฟ้าที่ 150 V เป็นเวลา 
90 นาที เมื่อครบเวลาแล้วจึงน าแผ่นเจลออกจากแม่พิมพ์
และน ามาแช่ในน้ าบริสุทธิ์ (Ultrapure, Type 1) เพื่อท า
การล้างแผ่นเจลโดยวิธีการเขย่าด้วย 3D shaker เป็น
เวลา 5 นาที ทั้งหมด 3 คร้ัง เพื่อเป็นการล้างเศษเจลและ
สีหลังจากการแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้า หลังจากนั้น
ย้ อ ม สี เ จ ลด้ ว ย  Imperial protein stain ( Thermo 
Fisher Scientific; USA) ทิ้ งไว้ข้ามคืน (อย่างน้อย 8 
ชั่วโมง) เมื่อครบเวลาท าการล้างสีย้อมด้วยน้ าบริสุทธิ์ 
Type 1 โดยวิธีการเขย่าด้วย 3D shaker และเปลี่ยนน้ า
ทุกชั่วโมงจนกว่าพื้นหลังจะใสหรือเห็นแถบของโปรตีนได้
ชัดเจนตามที่ต้องการ (ประมาณ 8 ชั่วโมง) เมื่อเสร็จแล้ว
จึงอ่านผลที่ได้โดยท าการเปรียบเทียบกับแถบโปรตีน
มาตรฐานเพื่อดูขนาดมวลโมเลกุลของโปรตีนที่ปรากฏ 
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2. การตรวจสอบโปรตีน ORF2 ด้วยวิธี Sodium 
Dodecyl Sulfate- Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis (SDS-PAGE)  

ใช้ชุดส าเร็จรูป NuPAGE Bis-Tris Mini Gels 
(Thermo Fisher Scientific, USA) โดยท าการเตรียม
ตัวอย่างโดยผสม NuPAGE LDS sample buffer (4X) 
2.5 µl กับ NuPAGE reducing agent (10X) 1 µl และ
ตัวอย่างโปรตีน 11.5 µl แล้วน าไปให้ความร้อนด้วย Dry 
bath incubator ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
10 นาที จากนั้นวางแผ่นเจลส าเร็จรูป (NuPAGE 4-12% 
bis-tris gel) ลงในอุปกรณ์ส าหรับแยกโปรตีนด้ วย
ก ร ะ แ ส ไ ฟ ฟ้ า  ( Mini gel tank; Thermo Fisher 
Scientific, USA) และเติม 1X SDS running buffer ที่
ช่องทั้งด้านหน้าและด้านหลังเจล แล้วจึงท าการหยอด
ตัวอย่างที่เตรียมไว้ลงในช่องส าหรับใส่ตัวอย่างปริมาณ
ช่ อ ง ล ะ  15 µl แ ล ะ  PageRuler plus prestained 
protein ladder ( Thermo Fisher Scientific; USA) 
ปริมาณ 5 µl เพื่อใช้เป็นแถบโปรตีนมาตรฐาน หลังจาก
นั้นท าการต่อเข้ากับแหล่งจ่ายกระแสไฟฟ้าโดยตั้งค่า
แรงดันไฟฟ้าที่ 200 V เป็นเวลา 35 นาที เมื่อครบเวลา
แล้วจึงน าเจลออกจากแม่พิมพ์แช่ในน้ าบริสุทธิ์ Type 1 
เพื่อท าการล้างแผ่นเจลโดยวิธีการเขย่าด้วย 3D shaker 
เป็นเวลา 5 นาที ทั้งหมด 3 คร้ัง เพื่อเป็นการล้างเศษเจล
และสีหลังจากการแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้า จากนั้น
ย้ อ ม สี เ จ ลด้ ว ย  Imperial protein stain ( Thermo 
Fisher Scientific, USA) บน 3D shaker เป็นเวลา 1 
ชั่วโมง เมื่อครบเวลาท าการล้างเจลด้วยน้ าบริสุทธิ์ Type 
1 โดยวิธีการเขย่าด้วย 3D shaker และเปลี่ยนน้ าทุก
ชั่วโมงจนกว่าพื้นหลังจะใสหรือเห็นแถบของโปรตีนได้
ชัดเจนตามที่ต้องการ (ประมาณ 8 ชั่วโมง) เมื่อเสร็จแล้ว
จึงอ่านผลที่ได้โดยท าการเปรียบเทียบกับแถบโปรตีน
มาตรฐานเพื่อดูขนาดมวลโมเลกุลของโปรตีนที่ปรากฏ 
 
 

การหาปริมาณโปรตีนรวมด้วยวิธี Bradford 
น าโปรตีนที่ได้จากการกรองแยกจากวัคซีนด้วย 

Microsep 3K มาวัดปริมาณความเข้มข้นของโปรตีนด้วย
วิธี Bradford (Bradford, 1976) โดยท าตามคู่มือของชุด 
Coomassie (Bradford) Protein Assay Kit (Thermo 
Fisher Scientific, USA) มีขั้นตอนโดยสังเขปเริ่มจากน า
สารละลาย Bovine Serum Albumin (BSA; Thermo 
Fisher Scientific, USA) เจือจางมาตรฐานในแต่ละ
ความเข้มข้นและโปรตีนที่ต้องการวัดปริมาณเติมลงใน 
Sterilin clear microtiter plates ( Thermo Fisher 
Scientific, USA)  หลุ มละปริ ม าณ  10  µl แล้ ว เติ ม 
Coomassie ( Bradford)  protein assay reagent 
ปริ ม าณหลุ มละ  250  µl และผสม ใ ห้ เ ข้ า กั นบน 
Microplate mixer เป็นเวลา 30 วินาที และท าการบ่มที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน ามาเข้าเครื่อง 
Microplate reader (AMR-100; Allsheng, China) เพื่อ
วัดค่าการดูดกลืนแสง (Optical density; OD) ที่ความ
ยาวคลื่น 595 nm และเตรียมกราฟมาตรฐานของโปรตนี
เพื่อน าไปใช้ในการเปรียบเทียบเพื่อหาปริมาณโปรตีน
รวมที่อยู่ในวัคซีนก่อนและหลังถูกสกัดแยกออกด้วย 
Microsep 3K ต่อไป 
การตรวจสอบคุณสมบัติความเป็นแอนติเจนของ
โปรตีนโดยวิธี Dot blot   
 ก าหนดจุดและบริเวณของตัวอย่างบนแผ่น 
Polyvinylidene fluoride ( PVDF)  membrane 
( Thermo Fisher Scientific, USA)  และน า ไปแช่ ใน 
100% methanol เป็นเวลาประมาณ 15 วินาที จากนั้น
แช่ในน้ าบริสุทธิ์ Type 1 เป็นเวลา 2 นาที และน าไปแช่
ต่อใน PBS-T (0.05% Tween-20 ใน PBS) เป็นเวลา 5 
นาที เพื่อปรับสมดุลของ PVDF membrane แล้วทิ้งให้
แห้งที่อุณหภูมิห้อง 

น า โปรตีนที่ สกัดแยกออกจากวัคซีนด้วย 
Microsep 3K  มาเจือจางให้มีความเข้มข้น ในช่ วง 
0.125-1 µg/ml แล้ วหยดลงบน PVDF membrane 
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ต าแหน่งละ 2 µl และทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องจนโปรตีนแห้ง 
แล้วจึงน า membrane มาแช่ใน Blocking buffer (5% 
Skim milk ใน PBS ที่มี  0.1% Tween-20) พร้อมทั้ง
เขย่าด้วย 3D shaker เป็นเวลา 60 นาที  แล้วจึงเท 
Blocking buffer ออกแล้วบ่มด้วย Primary antibody 
ซึ่ ง เป็ นซี รั่ มที่ มี แอนติบอดีสู งต่อ เชื้ อ  PCV2 (Titer 
=10,728) ซึ่ งผ่านการตรวจวิ เคราะห์ด้วยชุดตรวจ
มาตรฐานที่ผลิตเป็นการค้า (BioChek SK 105, UK)) ที่
เจือจางด้วย PBS-T ในอัตราส่วน 1:100,  1:200 และ 1: 
300 เป็นเวลา 60 นาที ที่อุณหภูมิห้อง หลังจากนั้นจึงท า
การล้างด้วย PBS-T พร้อมทั้ ง เขย่าด้วย 3D shaker 
ทั้งหมด 3 ครั้ง ๆ ละ 5 นาที แล้วบ่มด้วย Rabbit anti-
pig IgG (H+L)  secondary antibody HRP ( Thermo 
Fisher Scientific, USA) ที่ เจือจางใน PBS-T 1:3,000 
เป็นเวลา 60 นาที ที่อุณหภูมิห้องแล้วจึงท าการล้างอีก
คร้ัง แล้วบ่มด้วย PierceTM 1-Step Ultra TMB Blotting 
Solution (37574) (Thermo Fisher Scientific, USA) 
สังเกตผลบวกจากสีที่เกิดขึ้น ซึ่งจะแสดงว่าเกิดการท า
ปฏิกิริยาอย่างจ าเพาะของแอนติเจนและแอนติบอดีที่ท า
การทดสอบ 
การตรวจสอบคุณสมบัติความเป็นแอนติเจนของ
โปรตีนโดยวิธีอินไดเร็คอีไลซ่า 
 ท า ก า ร เ จื อ จ า ง โ ป ร ตี น ด้ ว ย  0. 05M 
bicarbonate-carbonate buffer (pH 9.6) ให้มีความ
เข้มข้น 1, 2 และ 5 µg/ml แล้วเคลือบบนไมโครเพลท
ใ น ป ริ ม า ณ หลุ ม ล ะ  100 µl ผ ส ม ใ ห้ เ ข้ า กั น ด้ ว ย 
Microplate mixer ประมาณ 30 วินาที จากนั้นน าไป
บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที แล้ว
น าไปบ่มต่อที่ อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา
ประมาณ 12-16 ชั่วโมง ต่อมาล้างหลุมที่เคลือบไว้ด้วย
สารละลาย PBS-T ปริมาณหลุมละ 300 µl ทั้งหมด 3 
ครั้ง จากนั้นเติม Blocking buffer ปริมาณหลุมละ 100 
µl บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที 
ล้างด้วยสารละลาย PBS-T ปริมาณหลุมละ 300 µl 

ทั้งหมด 3 ครั้ง ท าการเจือจางตัวอย่างซีรั่มควบคุม
ผลบวก (มีแอนติบอดีต่อเชื้อ PCV2 สูง; Titer =10,728) 
และซีรั่มควบคุมผลลบ (ไม่มีแอนติบอดีต่อเชื้อ PCV2; 
Titer=165) ซึ่งผ่านการตรวจวิเคราะห์ด้วยชุดตรวจ
มาตรฐานที่ผลิตเป็นการค้า (BioChek SK 105, UK) ด้วย 
1% BSA ใน  PBS-T ด้ วย อัตราส่ วน  1:100 และ ใส่
ตัวอย่างลงในหลุ่มปริมาณหลุมละ 100 µl โดยท าซ้ า
ตัวอย่างละ 3 หลุม เพื่อหาค่าเฉลี่ยจากผลที่ได้ น าไปบ่ม
ไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที แล้ว
ล้างด้วยสารละลาย PBS-T ปริมาณหลุมละ 300 µl 
ทั้ งหมด 3 ครั้ง จากนั้นเติมคอนจูเกต (Secondary 
antibody)  โ ด ย ใ ช้  Rabbit anti- pig IgG ( H+ L) 
secondary antibody HRP ( Thermo Fisher 
Scientific, USA) ที่เจือจางด้วยสารละลาย PBS-T โดย
ท าการเปรียบเทียบตัวอย่างเดียวกันใน 2 อัตราส่วน 
ได้แก่ 1:60,000 และ 1:80,000 ปริมาณหลุมละ 100 µl 
และน าไปบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
60 นาที ล้างด้วยสารละลาย PBS-T ปริมาณหลุมละ 300 
µl ทั้งหมด 3 ครั้ง จากนั้นเติม 1-StepTM Ultra TMB-
ELISA ( 34028)  ( Thermo Fisher Scientific; USA) 
ปริมาณหลุมละ 100 µl และบ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 15 นาที เติม Stop solution (2M H2SO4) ปริมาณ
หลุมละ 100 µl แล้วน าไปวัดค่า OD ด้วย Microplate 
reader (AMR-100; Allsheng, China) ที่ความยาวคลื่น 
450 nm เพื่อน าค่า OD ที่ได้ของตัวอย่างซีรั่มควบคุม
ผลบวกและลบที่ มี แ อนติ บ อดี ต่ อ เ ชื้ อ  PCV2 ม า
เปรียบเทียบและหาผลต่างเพื่อประเมินประสิทธิภาพของ
ชุดตรวจที่ทดลองพัฒนาขึ้นในขั้นต้น  
 ซีรั่มควบคุมผลบวกและซีรั่มควบคุมผลลบที่ใช้
ในการศึกษาครั้งนี้เป็นซีรั่มจากโครงการวิจัยซึ่งผ่านการ
พิจารณาจากคณะกรรมการก ากับดูแลการเลี้ยงและใช้
สัตว์เพื่องานทางวิทยาศาสตร์ สถาบันเทคโนโลยีพระจอม
เกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง เลขที่หนังสือรับรอง CC-
KMITL-/2021/021 
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ผลการทดลอง 
การตรวจสอบโปรตีน ORF2 ด้วยวิธี Native PAGE 

เมื่อน าโปรตีนจากวัคซีนก่อนและหลังจากที่ถูก
สกัดแยกด้วย Microsep 3K มาแยกด้วยกระแสไฟฟ้า
โดยวิธี Native PAGE พบว่าโปรตีนจากวัคซีนทั้ง 4 ชนิด 
ปรากฏเป็นแถบจางๆไม่มีขอบเขตที่ชัดเจนที่ ระดับ
เดียวกันทั้งหมด ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับแถบโปรตีน
มาตรฐานแล้ว พบว่าแถบที่ปรากฏอยู่ในช่วงมวลโมเลกุล
ระหว่าง 20 kDa และ 66 kDa โดยจะพบแถบโปรตีน
ชัดเจนที่สุดในวัคซีน A ทั้งก่อนและหลังการสกัดแยก 
และวัคซีน C ก่อนถูกสกัดแยก รองลงมาคือวัคซีน B ก่อน
และหลังการสกัดแยก ส าหรับวัคซีน C หลังการสกัดแยก
และวัคซีน D ทั้งก่อนและหลังการสกัดแยกนั้นพบเพียง
แถบจางๆไม่เด่นชัด (รูปที่ 1) 
การตรวจสอบโปรตีน ORF2 ด้วยวิธี SDS-PAGE 
 เมื่อน าโปรตีนจากวัคซีนก่อนและหลังจากที่ถูก
สกัดแยกด้วย Microsep 3K  มาแยกด้วยกระแสไฟฟ้า

โดยวิธี SDS-PAGE ผลที่ได้พบแถบโปรตีนจากวัคซีนชนิด 
A, B และ C ระหว่าง 25-35 kDa ซึ่งเป็นช่วงขนาดของ
โปรตีน ORF2 (ขนาดประมาณ 28-30 kDa) โดยวัคซีน B 
มีปรากฏแถบโปรตีนชัดที่สุดทั้งก่อนและหลังการสกัด
แยก รองลงมาคือวัคซีน A ก่อนและหลังการสกัดแยก 
และวัคซีน C ก่อนและหลังการสกัดแยกตามล าดับ ส่วน
วัคซีนชนิด D  นั้นไม่ปรากฏแถบมวลโมเลกุลของโปรตีน
ใด ๆ (รูปที่ 2) 
การหาปริมาณโปรตีนรวมด้วยวิธี Bradford 

เมื่อท าการการวัดความเข้มข้นของโปรตีนด้วย
วิธี Bradford เพื่อเปรียบเทียบความเข้มข้นของโปรตีน
ทั้งหมดที่เป็นองค์ประกอบของวัคซีนทั้ง 4 ชนิดก่อนและ
หลังการสกัดแยกด้วย Microsep 3K ผลที่ ได้พบว่า
หลังจากการสกัดแยกปริมาณโปรตีนโดยรวมในวัคซีน
วัคซีน A ลดลงมากที่สุดโดยลดลง 58.47 เปอร์เซ็นต์  
รองลงมาคือวัคซีน B, D และ C โดยมีปริมาณโปรตีน
ลดลง 53.99, 9.08 และ 7.58 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 
(ตารางที่ 1) 

 

 

รูปที่ 1 แสดงแถบมวลโมเลกุลของโปรตีนจากวัคซีนที่แยกได้ด้วยวิธี Native PAGE ก่อนและหลังถูกสกัดแยกออกด้วย 
Microsep 3K  โดยช่อง M คือแถบโปรตีนมาตรฐาน ช่อง 1 คือวัคซีนชนิด A ก่อนการสกัดแยก ช่อง 2 คือวัคซีนชนิด 
A หลังการสกัดแยก ช่อง 3 คือวัคซีนชนิด B ก่อนการสกัดแยก ช่อง 4 คือวัคซีนชนิด B หลังการสกัดแยก ช่อง 5  คือ
วัคซีนชนิด C ก่อนการสกัดแยก ช่อง 6 คือวัคซีนชนิด C หลังการสกัดแยก ช่อง 7 คือวัคซีนชนิด D ก่อนการสกัดแยก 
และช่อง 8 คือวัคซีนชนิด D หลังการสกัดแยก โดยแถบของโปรตีน ORF2 ปรากฏอยู่ในช่วงมวลโมเลกุลระหว่าง 20 
kDa และ 66 kDa (กรอบสี่เหลี่ยม) 
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รูปที่ 2 แสดงแถบมวลโมเลกุลของโปรตีนจากวัคซีนที่แยกได้ด้วยวิธี SDS-PAGE ก่อนและหลังถูกสกัดแยกออกด้วย 
Microsep 3K  โดยช่อง M คือแถบโปรตีนมาตรฐาน ช่อง 1 คือวัคซีนชนิด A ก่อนการสกัดแยก ช่อง 2 คือวัคซีนชนิด 
A หลังการสกัดแยก ช่อง 3 คือวัคซีนชนิด B ก่อนการสกัดแยก ช่อง 4 คือวัคซีนชนิด B หลังการสกัดแยก ช่อง 5  คือ
วัคซีนชนิด C ก่อนการสกัดแยก ช่อง 6 คือวัคซีนชนิด C หลังการสกัดแยก ช่อง 7 คือวัคซีนชนิด D ก่อนการสกัดแยก 
และช่อง 8 คือวัคซีนชนิด D หลังการสกัดแยก โดยแถบของโปรตีน ORF2ปรากฏอยู่ในช่วงมวลโมเลกุลระหว่าง 25 
kDa และ 35 kDa (กรอบสี่เหลี่ยม)  
 
ตารางที่ 1 แสดงปริมาณโปรตีนรวมในวัคซีนทั้ง 4 ชนิดก่อนและหลังการสกัดแยกด้วย Microsep 3K   

Vaccine 
Protein Concentration (µg/ml) 

% Reduction 
Before After 

Vaccine A 1,077.50 447.50 58.47 
Vaccine B 1,389.17 639.17 53.99 
Vaccine C 285.83 264.17 7.58 
Vaccine D 6,880.83 6,255.83 9.08 

 
การตรวจสอบคุณสมบัติความเป็นแอนติเจนของ
โปรตีนโดยวิธี Dot blot  
 ผลการสกัดแยกโปรตีนด้วย  Microsep 3K 
แสดงให้เห็นว่าโปรตีนที่ได้จากวัคซีน A และ B มีโปรตีน
ถูกคัดกรองออกไปเป็นจ านวนมาก นอกจากนี้จากผลการ
แยกโปรตีนวิธี Native PAGE และ SDS-PAGE พบว่า
โปรตีนจากวัคซีน B มีความเหมาะสมที่สุดในการเลือกใช้
เพื่อเป็นแอนติจนส าหรับทดสอบปฏิกิริยาทางภูมิคุ้มกัน  
วัคซีน B ที่ถูกสกัดแยกสื่อออกแล้วจึงถูกน าไปเจือจางให้
ได้ปริมาณของโปรตีนที่มีความเข้มข้น 0.125, 0.25, 0.5, 

0.75 และ 1 µg/ml เพื่อท า Dot blot ผลที่ได้พบว่า 
Primary antibody จากซีรั่มควบคุมผลบวกของสุกรที่มี
แอนติบอดีสู งต่อเชื้อ PCV2 สามารถท าปฏิกิริยาที่
จ าเพาะกับโปรตีนที่สกัดจากวัคซีน B ได้ดี โดยมีแนวโน้ม
ในการท าปฏิกิริยาที่ดี (เกิดสีเข้ม) เมื่อใช้โปรตีนมีความ
เข้มข้นสูง โดยความเข้มของสีมีแนวโน้มแปรผันตาม
ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น ข อ ง  Primary antibody ที่ ใ ช้  
(1:100>1:200>1:300) แสดงให้เห็นว่าโปรตีนดังกล่าว
ยังคงมีคุณสมบัติในการเป็นแอนติเจน (รูปที่ 3) 
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รูปที่ 3 แสดงผลการท า Dot blot โดยการใช้โปรตีนที่ถูกสกัดแยกออกด้วย Microsep 3K ที่ระดับความเข้มข้น 
0.125, 0.25, 0.5, 0.75 และ 1 µg/ml ท าปฏิกิริยากับ Primary antibody จากซีร่ัมของสุกรที่มีแอนติบอดีสูงต่อเชื้อ 
PCV2 (Titer=10,728) ที่ถูกเจือจางที่ระดับ 1:100, 1:200 และ 1:300 ตามล าดับ และ Negative control ทดสอบ
ด้วยน้ าบริสุทธิ์ Type 1 (DW) และสารละลาย PBS 
 
การน าโปรตีนที่แยกได้ไปใช้เป็นแอนติเจนในการท าอิน
ไดเร็คอีไลซ่า (Indirect ELISA) 
 เมื่อน าโปรตีนจากวัคซีน B ที่ถูกสกัดแยกสื่อ
ออกด้วย Microsep 3K  มาเคลือบบนไมโครเพลท โดย
ในเบื้องต้นได้ท าการเจือจางแอนติเจนที่ความเข้มข้น 1, 
2 และ 5 µg/ml เพื่อน ามาท าปฏิกิริยากับซีรั่มควบคุม
ผลบวก (PCV2 Titer=10,728) และซีรั่มควบคุมลบ 
(PCV2 Titer=165) ที่เจือจางในอัตราส่วน 1:100 ด้วยวิธี
อิ น ไ ด เ ร็ ค อี ไ ล ซ่ า โ ด ย ใ ช้  Secondary antibody 

(Conjugated antibody) ที่ระดับถูกเจือจางที่ระดับ 
1:60,000 และ 1:80,000 ผลที่ได้พบว่าการใช้โปรตีนที่มี
ความเข้มข้นสูง (2 และ 5 µg/ml) เป็นแอนติเจนส าหรับ
การท าอินไดเร็คอีไลซ่ามีแนวโน้มให้ผลที่ดีเมื่อมีการใช้ 
Secondary antibody ที่เจือจางระดับ 1:80,000 โดยมี
ค่าความแตกต่างระหว่าง OD ของซีรั่มควบคุมผลบวก
และซีรั่มควบคุมผลลบ (Fold change) มากกว่า 4 เท่า 
(ตารางที่ 2) 

 
ตารางที่ 2 แสดงค่าการดูดกลืนแสง (OD) ที่ความยาวคลื่น 450 nm ในการท าอินไดเร็คอีไลซ่าโดยใช้โปรตีนที่สกัด
แยกสื่อออกด้วย Microsep 3K เป็นแอนติเจน 

Antigen 
Concentration 

(µg/ml) 

OD / ซีรั่มควบคุม 

Positive Negative Fold change Positive Negative Fold change 

1 0.253 0.098 2.58 0.340 0.093 3.66 
2 0.227 0.086 2.64 0.309 0.066 4.68 
5 0.167 0.055 3.04 0.202 0.045 4.49 

2nd Antibody 1:60,000 1:80,000 
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สรุปและวิจารณ์ผล 
 ORF2 เป็นส่วนโปรตีนโครงสร้างที่มีเอกลักษณ์
เฉพาะส าหรับไวรัส PCV2 มีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 28-
30 kDa ซึ่งมีความสามารถในการกระตุ้นให้เกิด Specific 
immune response เป็นอย่างมาก และเก่ียวข้องกับการ
กระตุ้นให้เกิดแอนติบอดีชนิดลบล้างฤทธิ์ (Neutralizing 
antibodies) จึงท าให้มีวัคซีนป้องกันโรคติดเชื้อ PCV2 
ทางการค้าใช้โปรตีนโครงสร้างส่วน ORF2 ในการผลิตเป็น
วัคซีนชนิดซับยูนิต (Subunit vaccine) การใช้โปรตีน 
ORF2 เป็นแอนติเจนส าหรับการท าปฏิกิริยาทางภูมิคุ้มกัน
จึงเป็นตัวเลือกที่ดีในตรวจหาภูมิคุ้มกันชนิดลบล้างฤทธิ์
ต่อเชื้อ PCV2 เพื่อเป็นการตรวจหาภูมิคุ้มโรคที่แท้จริง
ของสุกร การศึกษาครั้งนี้จึงได้ทดลองสกัดแยกโปรตีน 
ORF2 ออกจากวัคซีนชนิดซับยูนิตเพื่อน าไปใช้ เป็น
แอนติเจนส าหรับทดสอบแอนติบอดีต่อเชื้อ PCV2 ในซีรั่ม
สุกร ซึ่งกระบวนการสกัดแยกโปรตีนดังกล่าวนั้นได้
เ ลื อ ก ใ ช้  Microsep 3 K ซึ่ ง เ ป็ น ก า ร ก ร อ ง ด้ ว ย
กระบวนการอัลตราฟิลเตรชั่นที่มี Molecular weight 
cut-off (MWCO) ขนาด 3K เพื่อกรองให้อนุภาคของ
เกลือและสารโมเลกุลเล็กอ่ืน ๆ ผ่านตัวกรองลงไป แต่กัก
อนุภาคของโปรตีนที่ต้องการซึ่งมีขนาดใหญ่กว่า 3 kDa 
เอาไว้ด้านบนตัวกรอง ทั้งนี้เนื่องจากโปรตีนในส่วน ORF2 
มีน้ าหนักโมเลกุลอยู่ที่ประมาณ 28 kDa (Liu et al., 
2001; Mahe et al. , 2000)  ไ ป จ น ถึ ง  3 0  kDa 
(Nawagitgul et al., 2000) จึงได้ เลือกใช้ตัวกรองที่มี  
MWCO ขนาด 3K ซึ่ งถือว่ า เป็นขนาดที่ แนะน าว่ า
เหมาะสมกับอนุภาคของโปรตีนที่ต้องการ  
 ในส่วนของการน าโปรตีนที่ได้จากการสกัดแยก
ได้มาหามวลโมเลกุลของโปรตีนเพื่อพิสูจน์และยืนยันว่า
โปรตีนที่สกัดแยกได้ยังคงมีโปรตีน ORF2 ที่ต้องการ
หรือไม่ ทางผู้วิจัยได้เลือกใช้วิธี Native PAGE และ SDS-
PAGE โดยได้ท าการเปรียบเทียบขนาดโมเลกุลของโปรตีน 
ผลที่ได้จากวิธี Native PAGE นั้น จะเห็นว่าแถบมวล
โมเลกุลของโปรตีนทั้ งก่อนและหลั งสกัดแยกด้วย 

Microsep 3K จากวัคซีนทั้ง 4 ชนิด ไม่ได้ปรากฏเป็นแถบ
ที่มีขอบเขตชัดเจน (รูปที่  1) แต่พบปรากฏที่บริเวณ
เดียวกันทั้งหมด ซึ่งอยู่ในช่วงมวลโมเลกุลระหว่าง 20 kDa 
และ 66 kDa จึงคาดว่าแถบดังกล่าวมีมวลโมเลกุลของ
โปรตีน ORF2 อยู่ ในช่วงดังกล่าวนี้  โดยการที่แถบที่
ปรากฏไม่มีขอบเขตที่ชัดเจนก็เนื่องจากวิธี Native PAGE 
เป็นวิธีที่ใช้ในการแยกโปรตีนที่อยู่ในสภาพธรรมชาติ 
(Non-denatured) ท าให้โครงสร้างของโปรตีนยังคง
ประกอบด้วยทั้งประจุบวกและลบ เมื่อใช้สนามไฟฟ้าใน
การแยก ประจุลบก็จะเคลื่อนที่ไปยังขั้วบวกในขณะที่
ประจุบวกก็จะเคลื่อนที่ไปยังขั้วลบ ส่งผลให้แถบที่ปรากฏ
ไม่มีขอบเขตที่ชัดเจน (Boyer, 2012) ซึ่งวัคซีน A และ B 
ปรากฏแถบโปรตีนดังกล่าวชัดเจนทั้งก่อนและหลังการ
กรองแยกโปรตีน แสดงให้ถึงการคงอยู่ของกลุ่มโปรตีนที่มี
ขนาดระหว่าง 20-66 kDa (ขนาดค่อนไปทาง 66 kDa) 
ส่วนวัคซีน C นั้นปรากฏแถบโปรตีนที่ชัดเจนก่อนการสกัด
แยกเท่านั้น หลังการสกัดแยกไม่พบแถบโปรตีนดังกล่าวที่
ชัดเจนท าให้เกิดเป็นข้อสงสัยถึงการคงอยู่โปรตีนใน
รูปแบบที่ไม่มีการท าให้เสียสภาพในช่วงขนาดดังกล่าว แต่
ส าหรับวัคซีน D นั้นไม่พบแถบโปรตีนปรากฏให้เห็น
ชัดเจนทั้งก่อนและหลังการสกัดแยก ทั้งนี้เนื่องจากวัคซีน
มีการใช้สื่อที่เป็นอิมัลชันชนิดน้ ามันในน้ า (Oil-in-water 
emulsion; O/W) ซึ่งมีความหนืดกว่าสื่อของวัคซีนชนิด
อ่ืนๆค่อนข้างมากจึงอาจไปขัดขวางการเคลื่อนที่ของ
อนุภาคโปรตีน และอาจส่งผลให้ NativePAGE 5% G-
250 sample additive ที่ใช้ในการย้อมสีของตัวอย่าง
แอนติเจนไม่สามารถเข้าถึงอนุภาคของโปรตีน ส่งผลให้ไม่
เห็นแถบของโปรตีนปรากฏ โดยพบว่าแม้จะน าไปผ่านการ
กรองแยกด้วย Microsep 3K แล้วก็ตาม ลักษณะของ
ของเหลวที่พบก็ยังมีลักษณะขาวขุ่นจากสื่อที่ ใช้  ซึ่ ง
แตกต่างจากวัคซีน A, B และ C อย่างชัดเจนที่มีลักษณะ
ค่อนข้างใสเมื่อผ่านการสกัดแยกด้วย Microsep 3K  ทั้งนี้
การที่ Native PAGE พบแถบของโปรตีนเพียงบริเวณแถบ
เดียวแต่เป็นช่วงกว้างนั้นเป็นเพราะจากโปรตีนที่มีน้ าหนัก
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โมเลกุลต่างกันอาจเคลื่อนที่ได้เท่ากันในลักษณะเกาะกลุ่ม
กันไปขึ้นอยู่กับขนาดและรูปร่างของโมเลกุล (Bollag et 
al., 1996) ส าหรับการหามวลโมเลกุลของแอนติเจนด้วย
วิธี SDS-PAGE (รูปที่ 2) นั้นพบว่าวัคซีนชนิด A, B และ C 
ปรากฏแถบของโปรตีนที่มีน้ าหนักโมเลกุลระหว่าง 25-35 
kDa ซึ่งเป็นขนาดโปรตีนของ ORF2 แต่จะเห็นว่ามีแถบ
ของโปรตีนที่มีน้ าหนักโมเลกุลอื่นปรากฏข้ึนด้วย ทั้งนี้พบ
แถบโปรตีนอ่ืนนอกเหนือจากแถบโปรตีน ORF2 นั้น
สอดคล้องกับผลการหาปริมาณโปรตีนรวมซึ่งแสดงให้เห็น
ว่ามีโปรตีนอ่ืนนอกเหนือจาก ORF2 เป็นองค์ประกอบใน
วัคซีน ซึ่งอาจเป็นองค์ประกอบที่เกิดจากกระบวนการ
ผลิตโดยใช้ Baculovirus expression system ซึ่งคาดว่า
ในขั้นตอนของการสกัด Recombinant protein หรือ
อาจจะเป็นองค์ประกอบของ Excipients ที่ใช้ซึ่งไม่มี
ความจ าเป็นต้องโปรตีนมีความบริสุทธิ์ถึง 100% แต่ยังคง
มีประสิทธิภาพและไม่กระทบต่อคุณภาพของผลิตภัณฑ์ 
ส่วนวัคซีน D ไม่พบแถบของโปรตีนปรากฏเช่นเดียวกับใน
วิธี  Native PAGE ซึ่ งคาดว่า เป็นผลมาจากสื่ อที่ เป็น
อิมัลชันชนิดน้ ามันในน้ า (O/W) ไปขัดขวางการเคลื่อนที่
ของอนุภาคโปรตีนหรือการย้อมติดสีของโปรตีนเช่นกัน 
 จากผลการวัดปริมาณโปรตีนโดยรวมด้วยวิธี 
Bradford (ตารางที่ 1) พบว่าหลังการสกัดแยกจะมีความ
เข้มข้นของโปรตีนที่น้อยกว่าก่อนการสกัดแยกในทุก
วัคซีน ทั้งที่โดยหลักการแล้วเมื่อมีการปั่นแยกสื่อและ
ของเหลวออกไปบางส่วนแล้วของเหลวที่เหลืออยู่ควรจะมี
ความเข้มข้นของโปรตีนมากขึ้น การที่ความเข้มข้นของ
โปรตีนโดยรวมที่ลดลงนี้เป็นผลมาจากการที่โปรตีนที่มี
ขนาดเล็กจะถูกกรองผ่านระบบกรองเหลือไว้แต่โปรตีน
ขนาดใหญ่ นอกจากนี้ในระหว่างกระบวนการสกัดแยก
อาจมีโปรตีนบางส่วนติดอยู่ที่หลอดและตัวกรองของ 
Microsep 3K ซึ่งไม่สามารถเก็บโปรตีนที่ปนอยู่กับสื่อที่
ติดอยู่กับตัวกรองมาได้ปริมาณครบถ้วนทั้งหมด สื่อของ
วัคซีนที่มีส่วนผสมของเจลหรือน้ ามันก็มีความสามารถ
ผ่านตัวกรองลงไปได้มากน้อยต่างกันขึ้นกับปริมาณและ

ชนิ ดของสื่ อที่ ใ ช้  ดั ง จะ เ ห็ น ได้ จ ากวั คซี น  A ที่ มี
ส่วนประกอบของสื่อเป็นชนิดคาร์โบเมอร์ มีปริมาณ
โปรตีนหลั งการกรองลดลงไป 58.47% เนื่องจากมี
ส่วนประกอบของคาร์โบเมอร์สูงถึง 4 มก./มล. หลังการ
ปั่นเหวี่ยงจะพบของเหลวมีลักษณะของเจลติดอยู่กับตัว
กรองค่อนข้างมาก ท าให้โปรตีนจ านวนมากติดอยู่กับ
ของเหลวดังกล่าวด้วย จึงไม่สามารถเก็บตัวอย่างโปรตีน
ในส่วนนั้นมาได้ เช่นเดียวกับวัคซีน B ที่มีส่วนประกอบ
ของสื่อเป็นชนิดอะลูมิเนียมไฮดรอกไซด์เจลในปริมาณ
ค่อนข้างสูงอยู่ที่ 2 มก./มล. ท าให้มีปริมาณโปรตีนหลัง
การกรองลดลงไป 53.99% เนื่องจากมีส่วนที่เป็นเจลติด
อยู่กับตัวกรองหลังการปั่นเหวี่ยงค่อนข้างมากเช่นกัน 
ส าหรับวัคซีน C ที่มีส่วนประกอบของสื่อเป็นชนิดคาร์โบ
เมอร์เช่นเดียวกับวัคซีน A แต่มีความเข้มข้นเพียง 1 มก./
มล. หลังการกรองมีปริมาณโปรตีนลดลงเพียง 7.58% 
เท่านั้น เนื่องจากแทบจะไม่มีของเหลวที่มีลักษณะเป็นเจ
ลติดอยู่กับตัวกรองเลย จึงสามารถเก็บตัวอย่างโปรตีนมา
ได้เกือบทั้งหมด  ส าหรับวัคซีน D นั้น จะเห็นว่ามีปริมาณ
โปรตีนหลังการกรองลดลงเพียง 9.08% เท่านั้น เนื่องจาก
วัคซีนมีการใช้สื่อที่เป็นอิมัลชันชนิดน้ ามันในน้ า (O/W) 
ซึ่งเป็นส่วนประกอบหลัก เมื่อกรองส่วนประกอบอ่ืนและ
โปรตีนที่มีขนาดเล็กออกไปในขณะที่สื่อและโปรตีนที่ได้
ด้านบนตัวกรองนั้นยังคงมีคุณสมบัติเป็นของเหลวไม่ใช่
เจล จึงสามารถเก็บตัวอย่างบนตัวกรองมาได้เกือบจะ
ทั้งหมด ท าให้มีการสูญเสียโปรตีนไปในปริมาณเพียง
เล็กน้อยเท่านั้น แต่ทั้งนี้จากการที่ไม่สามารถตรวจสอบ
มวลโมเลกุลที่เป็นองค์ประกอบในวัคซีนด้วยวิธี SDS-
PAGE ได้ จึงท าให้ไม่สามารถทราบได้ว่าโปรตีนขนาด
ตา่งๆที่มีอยู่ในวัคซีนมีความแตกต่างระหว่างก่อนและหลัง
การสกัดแยกอย่างไร  
 เมื่อพิจารณาผลการตรวจสอบมวลโมเลกุล
หลังจากการสกัดแยกโปรตีนด้วย Microsep 3K ด้วยวิธี 
Native PAGE และ SDS-PAGE ร่วมกับการหาปริมาณ
โปรตีนรวมในวัคซีนพบว่าวัคซีน D ไม่มีความเหมาะสมใน
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การน าไปใช้ เพื่อเป็นแอนติเจนส าหรับทดสอบทาง
ภูมิคุ้มกันเนื่องจากไม่สามารถแยกสื่อออกจากวัคซีนได้ดี
พอ ส าหรับวัคซีน C นั้น แม้ว่าจะสามารถแยกสื่อออกจาก
วัคซีนได้ดีพอสมควร แต่เมื่อวัดปริมาณโปรตีนโดยรวม
หลังจากสกัดแยกแล้วพบว่าโปรตีนที่ได้มีความเข้มข้นน้อย
กว่าวัคซีน A และ B และเมื่อพิจารณาผลร่วมกับความเข้ม
ของแถบโปรตีนที่ถูกแยกด้วย SDS-PAGE พบว่าใน
ปริมาณ 11.5 µl (ปริมาณโปรตีนที่ใช้ในการท า SDS-
PAGE) ที่เท่ากันแถบของโปรตีนที่พบระหว่าง 25-35 kDa 
ของวัคซีน C มีความเข้มน้อยกว่าวัคซีน A และ B มาก 
และเมื่อพิจารณาผลที่ได้นี่ร่วมกับลักษณะของแถบโปรตีน
ที่พบเมื่อถูกแยกด้วย Native PAGE ที่ไม่พบแถบโปรตีนที่
ชัดเจนในรูปแบบที่ไม่เสียสภาพเมื่อวัคซีนถูกสกัดแยก จึง
เป็นเหตุให้พิจารณาได้ว่าวัคซีน C อาจไม่เหมาะในการ
น าไปใช้งานต่อ เมื่อพิจารณาจากลักษณะทางกายภาพ
ของวัคซีน A เปรียบเทียบกับวัคซีน B แล้ว พบว่าวัคซีน A 
ซึ่งมีความเข้มข้นของสื่อชนิดคาร์โบเมอร์ในปริมาณสูงซึ่ง
อาจเป็นอุปสรรคในการแยกด้วย SDS-PAGE ท าให้แถบ
พบของโปรตีนก่อนการสกัดแยกที่พบระหว่าง 25-35 kDa 
จางกว่าแถบของวัคซีน B ทั้งที่มีปริมาณโปรตีน ORF2 ต่อ
มิลลิลิตรสูงกว่า และเมื่อผ่านกระบวนการสกัดแยกสื่อ
ออกจากวัคซีนยังพบของเหลวหนืดคล้ายเจลติดอยู่บริเวณ
ด้านบนของตัวกรองท าให้มีความยากล าบากในการเก็บ
โปรตีนที่ต้องการไว้ใช้งาน คณะผู้วิจัยจึงมีความเห็นว่า
วัคซีน B มีความเหมาะสมที่สุดในการใช้เป็นแอนติเจนใน
การทดสอบทางภูมิ คุ้ มกัน  ดั งนั้ นวั คซีน  B ที่ ผ่ าน
กระบวนการสกัดแยกโปรตีนออกจากสื่อแล้วจึงถูกน าไป
ทดสอบคุณสมบัติความเป็นแอนติเจนของโปรตีนโดยวิธี 
Dot blot ผลที่ได้พบว่าโปรตีนที่สกัดได้จากวัคซีน B มี
คุณสมบัติการเป็นแอนติเจนสามารถปฏิกิริยาได้ดีกับซีรั่ม
ที่ มี ภู มิ คุ้ มกันต่ อไวรั ส  PCV2 โดยพบแนวโน้มการ
เกิดปฏิกิริยาการจับกันระหว่างโปรตีนที่สกัดได้กับซีรั่มได้
ดีขึ้นเมื่อมีการใช้โปรตีนดังกล่าวในปริมาณสูงขึ้นเพื่อ
เคลือบลงบน Solid phase  

 เมื่อน าโปรตีนที่สกัดจากวัคซีน B มาทดสอบด้วย
วิธี ELISA โดยเลือกใช้ความเข้มข้นของโปรตีนที่เคลือบ
บน Solid phase ที่ เพิ่มขึ้นจากที่ทดสอบด้วยวิธี  Dot 
blot ผลที่ได้พบว่าโปรตีนที่สกัดได้มีศักยภาพในการ
น าไปใช้ในการตรวจหาภูมิคุ้มกันต่อเชื้อ PCV2 โดยมีค่า
ความแตกต่างระหว่างซีรั่มควบคุมผลบวกและลบมากกว่า 
4 เท่า ที่ระดับโปรตีนที่ ใช้เคลือบ Solid phase 2 -5 
µg/ml ร่วมกับการใช้ Secondary antibody ที่มีการเจือ
จางระดับสูง (1:80,000) ซึ่งเมื่อเทียบจากผลการทดสอบ
จากโปรตีนชนิด A และ C แล้วพบว่าที่ระดับความเข้มข้น
ของโปรตีนเดียวกันนั้นโปรตีนที่สกัดจากวัคซีน A มีความ
แตกต่างระหว่างซีรั่มควบคุมผลบวกและลบน้อยกว่า 4 
เท่า ในขณะที่โปรตีนที่สกัดจากวัคซีน C ต้องใช้ในความ
เข้ มข้ นสู ง ถึ ง  5  µg/ml ร่ วมกั บกา ร เจื อจ า งของ 
Secondary antibody ที่ระดับ 1:80,000 จึงจะให้ผลต่าง
ดังกล่าวมากกว่า 4 เท่า (ข้อมูลไม่ได้แสดง) ผลที่ได้นี้แสดง
ให้เห็นถึงศักยภาพของโปรตีนที่สกัดจากวัคซีน B ในการ
น าไปใช้ เพื่อเป็นแอนติ เจนส าหรับท าปฏิกิริยาทาง
ภูมิคุ้มกัน  โดยเบื้องต้นพบว่ามีศักยภาพในการน าไปใช้
เพื่ อเป็นแอนติ เจนส าหรับเคลือบบน Solid phase 
ส าหรับการทดสอบด้วยวิธี ELISA 
 การใช้โปรตีน ORF2 เพื่อพัฒนาเป็นชุดตรวจ
อีไลซ่านั้นมีความเหมาะสมเนื่องจากโปรตีนดังกล่าวนี้มี
ความสามารถในการกระตุ้นให้เกิด Specific immune 
response (Truong et al., 2001) จากการศึกษาของ 
Sun et al. (2010) ซึ่งได้มีการพัฒนาชุดตรวจอินไดเร็ค
อีไลซ่าโดยใช้วิธีการผลิตแอนติเจนจากโปรตีนส่วน 
Antigenic domain (113-147AA) ของโปรตีน ORF2 
ด้ วยกระบวนการ Baculovirus expression system 
เช่นเดียวกับการศึกษาของ Zepeda-Cervantes et al. 
(2019) ที่ใช้วิธีการ Baculovirus Bac-to-BacTM system 
ในการผลิตโปรตีน ORF2 (PH(1 -1 1 0)PCV2 NPs) ด้วย
เซลล์ Sf9 ก่อนน ามาตรวจด้วยวิธีอินไดเร็คอีไลซ่า ซึ่งทั้ง
สองงานวิจัยต่างก็พบว่าแอนติเจนที่ได้จากกระบวนการ
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ดังกล่าวมีความบริสุทธิ์และสามารถน ามาใช้ในการ
ตรวจหาระดับแอนติบอดีด้วยวิธีอีไลซ่าได้ ในการศึกษา
ครั้งนี้เมื่อโปรตีนถูกกรองแยกด้วย Microsep 3K จะได้
โปรตีนโดยรวมที่มีโปรตีน ORF2 เป็นองค์ประกอบที่ยังคง
มีคุณสมบัติในการเป็นแอนติเจน อีกทั้งยังเป็นวิธีการที่
สะดวก และประหยัด หลังการแยกแต่ละครั้งได้ปริมาณ
แอนติเจนค่อนข้างมากกว่าการสกัดโปรตีนออกจากเจลโพ
ลีอะคริลาไมด์ ส าหรับวิธี Native PAGE นั้นแม้จะเป็นวิธี
ที่ใช้ในการแยกโปรตีนที่อยู่ในสภาพธรรมชาติ ไม่เกิดการ
เสียสภาพของโปรตีน แต่เป็นวิธีที่เหมาะส าหรับใช้จ าแนก
ชนิดของโปรตีนมากกว่าการแยกน้ าหนักโมเลกุลของ
โปรตีน เนื่องจากจะไม่สามารถแยกความแตกต่างทาง
รูปร่างและขนาดได้ ดังนั้นโปรตีนที่มีน้ าหนักโมเลกุล
ต่างกันจึงอาจเคลื่อนที่ได้เท่ากัน (Bollag et al., 1996) 
อีกทั้งแถบโปรตีนที่ได้ก็ไม่มีความชัดเจน จึงไม่สามารถน า
โปรตีนที่ผ่านการท าวิธี Native PAGE มาใช้ต่อได้ ส่วน
แอนติเจนที่ผ่านการท าวิธี SDS-PAGE นั้น แม้ว่าวิธีนี้จะ
ใช้ในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีนได้ และยังใช้
ในการหาน้ าหนักของโปรตีนหรือหน่วยย่อย (Subunit) 
ของโปรตีน แต่ด้วยวิธีนี้มีการท าให้โปรตีนเสียสภาพ 
(Seelapai, 2016) จึงอาจส่งผลต่อรูปแบบของแอนติเจน
หากจะน าไปใช้ในการท าปฏิกิริยาในวิธีอีไลซ่าต่อไปได้ 

การเลือกใช้แอนติเจนที่ความเข้มข้น 1, 2 และ 
5 µg/ml เพื่อเคลือบบน Solid phase ส าหรับการท า 
ELISA นั้นมีแนวคิดมาจากการศึกษาของ Sun et al. 
(2010) ที่ใช้ปริมาณแอนติเจน 0.5 µg/ml และ Buapijit 
(2015) ที่ใช้ปริมาณแอนติเจน 1.87 µg/ml เพื่อน ามาท า
ปฏิกิริยากับซีรั่มควบคุมผลบวกและลบที่มีแอนติบอดีต่อ
เชื้อ PCV2 ที่เจือจางในอัตราส่วน 1:100 ซึ่งพบว่าเมื่อดู
จากผลของค่าการดูดกลืนแสง (OD) ของซีรั่มควบคุม
ผลบวกและผลลบมีความแตกต่างกันอยู่ในช่วง 0.078-
0.26 ดังนั้นการเลือกใช้แอนติเจนที่ความเข้มข้น 1, 2 และ 
5 µg/ml ในการทดลองนี้ก็เพื่อหวังผลให้มีช่วงความ
แตกต่างของของซีรั่มควบคุมผลบวกและผลลบมากขึ้น 

ผลที่ได้จากการศึกษาคร้ังสามารถคัดเลือกวัคซีน
ที่เหมาะสมส าหรับการสกัดแยกโปรตีน ORF2 และให้ผล
การทดสอบด้วยวิธี ELISA เป็นที่น่าพอใจแม้ว่าโปรตีนที่
สกัดได้จะไม่ได้มีความบริสุทธิ์ 100% ก็ตาม แต่วิธีการ
สกัดแยกดังกล่าวเป็นวิธีที่สะดวกและรวดเร็วในการได้มา
ซึ่งแอนติเจน โดยแนวทางศึกษาในอนาคตนั้นจะได้มีการ
น าโปรตีนที่สกัดได้จากวิธีนี้ไปพัฒนาต่อเป็นชุดตรวจอิน
ไดเร็คอีไลซ่าหรือกระบวนการทดสอบอ่ืนๆทางภูมิคุ้มกัน
ที่มีประสิทธิภาพเหมาะสมและได้มาตรฐานต่อไป โดยจะ
ท าการศึกษาเพิ่มเติมด้านปริมาณแอนติเจนที่ใช้และ
อัตราส่วนในการเจือจางทั้ง Primary antibody (ซีรั่มที่
ต้องการตรวจหาระดับภูมิคุ้มกัน) และ Secondary 
antibody (Conjugated antibody) รวมถึงปัจจัยต่างๆ 
ให้มีความสอดคล้องกัน เพื่อให้ชุดตรวจดังกล่าวสามารถ
น ามาใช้ในการประเมินสถานการณ์ของโรคติดเชื้อ PCV2 
ซึ่งเป็นปัจจัยที่ส าคัญในการช่วยเพิ่มประสิทธิภาพของการ
ปอ้งกันและการควบคุมโรคในระดับฝูงได้ 
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