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บทคัดย่อ  ในการผลิต recombinant protein เพื่อใช้เป็นยารักษาโรคส�ำหรับมนุษย์ได้มีการน�ำ Escherichia coli K-12 
มาใช้เป็นเซลล์เจ้าบ้าน (host cell) ดีเอ็นเอจากเซลล์เจ้าบ้านเป็นสารปนเปื้อนที่ส�ำคัญชนิดหนึ่งที่จะต้องถูกก�ำจัดออกไป 
ในระหว่างขั้นตอนการผลิต ด้วยเหตุนี้จึงต้องมีการก�ำหนดปริมาณการปนเปื้อนของดีเอ็นเอจากเซลล์เจ้าบ้านในวัตถุดิบตัวยา
ส�ำคัญ วิธีการที่ใช้ในการตรวจดีเอ็นเอปนเปื้อนจากเซลล์เจ้าบ้านควรเป็นวิธีที่มีความรวดเร็ว จ�ำเพาะ และมีความไว การศึกษา
ในครั้งนี้จึงได้พัฒนาวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) เพื่อใช้ตรวจหาการปนเปื้อนดีเอ็นเอจาก E. coli K-12 
ในยาอินซูลินของมนุษย์และยังได้ท�ำการทดสอบความถูกต้องของวิธีนี้ด้วย ผลการทดสอบพบว่าวิธี PCR ที่ใช้ตรวจหาดีเอ็นเอ 
จาก E. coli K-12 ในยาอินซูลินของมนุษย์นี้มีขีดจ�ำกัดของการตรวจวิเคราะห์ ความจ�ำเพาะ ความถูกต้อง ความแม่นย�ำ และ
ความคงทนเป็นไปตามเกณฑ์มาตรฐานการทดสอบความถูกต้องของอาเซียน และสามารถด�ำเนินการทดสอบตั้งแต่ขั้นตอน 
การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่าง การท�ำปฏิกิริยา PCR และการตรวจวิเคราะห์ผลแล้วเสร็จภายใน 1 วัน วิธีน้ีจึงเหมาะส�ำหรับ 
ตรวจหาดีเอ็นเอจาก E. coli K-12 ที่ปนเปื้อนในวัตถุดิบอินซูลินของมนุษย์ได้
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บทน�ำ

อินซูลินของมนุษย์ (human insulin) จัดเป็นยารักษาโรคชนิดผลิตภัณฑ์เทคโนโลยีชีวภาพ 

(biotechnological product) หรือชีวเภสัชภัณฑ์ (biopharmaceutical product) ยากลุ่มนี้เป็นผลิตภัณฑ์ที่ได้มา

จากสิ่งมีชีวิตที่น�ำมาปรับปรุงดัดแปลงจนได้สารที่เป็นประโยชน์ในการรักษาโรค อินซูลินเป็นฮอร์โมนที่ผลิตจากเบต้า

เซลล์ของตับอ่อนมีหน้าที่ส�ำคัญในการควบคุมเมตาบอลิซึมและการสะสมของคาร์โบไฮเดรต ไขมัน และโปรตีน เดิม

อินซูลินที่ใช้ทางยาได้มาจากการสกัดตับอ่อนของหมูหรือวัวเพื่อน�ำมาใช้รักษาผู้ป่วยโรคเบาหวาน แต่เนื่องจากอินซูลิน

ของสัตว์มีล�ำดับของกรดอะมิโนแตกต่างจากอินซูลินของมนุษย์ท�ำให้ผู้ป่วยบางรายเกิดการแพ้ยาจึงมีความพยายาม

คดิค้นวธิกีารผลติอนิซลูนิของมนษุย์มาใช้ในการรกัษาทดแทน เริม่จากดดัแปลงโครงสร้างอนิซลูนิของสตัว์ด้วยเอนไซม์ 

และต่อมามีการพัฒนาเทคโนโลยี Recombinant-DNA (rDNA) ท�ำให้สามารถผลิตยาอินซูลินของมนุษย์ที่มีการ

ออกฤทธิ์จ�ำเพาะเจาะจง ลดอาการแพ้ ได้ผลผลิตปริมาณสูงและต้นทุนการผลิตต�่ำ ด้วยเหตุนี้เทคโนโลยี rDNA จึงเป็น 

ที่นิยมใช้ในอุตสาหกรรมการผลิตยารักษาโรคชนิดชีวเภสัชภัณฑ์อย่างแพร่หลาย (2) ซึ่งโดยเทคโนโลยีนี้อินซูลินสามารถ

ผลิตจากเซลล์เจ้าบ้านต่างๆ หลายชนิด ได้แก่ ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Hansenula 

polymorpha รวมทั้งแบคทีเรีย E. coli

E. coli เป็นเชื้อแบคทีเรียแกรมลบที่มีการน�ำมาใช้อย่างมากในงานด้านพันธุวิศวกรรม (genetic 

engineering) เพื่อใช้ผลิตโปรตีนโดยเฉพาะสายพันธุ์ K-12 เนื่องจากมีข้อดีดังนี้ คือ มีการศึกษาคุณสมบัต ิ

ทางชีววิทยาและทางพันธุศาสตร์มาแล้วอย่างละเอียดสามารถดัดแปลงด้วยเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมได้ง่าย จึงมีการ

พัฒนาสายพันธุ์อยู่สม�่ำเสมอเพื่อให้ได้สายพันธุ์ท่ีเหมาะสมในการใช้ตามวัตถุประสงค์ของงาน และประการส�ำคัญ คือ 

เชื้อ E. coli K-12 ไม่ก่อโรคในคน สัตว์และพืช (3, 4) หลักการผลิตอินซูลินของมนุษย์ด้วยเทคโนโลยี rDNA ท�ำได้โดย

การน�ำชิ้นส่วนของยีนที่แปลรหัสเป็นอินซูลินของมนุษย์ตัดต่อเข้าไปในดีเอ็นเอพาหะ (vector) แล้วน�ำผ่านดีเอ็นเอ

พาหะนั้นเข้าไปในเชื้อ E. coli K-12 ซึ่งเป็นเซลล์เจ้าบ้าน เมื่อน�ำเชื้อ E. coli K-12 ที่มีดีเอ็นเอพาหะซึ่งมียีนของ 

อินซูลินของมนุษย์แทรกอยู่ไปเลี้ยงเพิ่มจ�ำนวนในสภาวะที่เหมาะสม เชื้อ E. coli K-12 จะสามารถผลิตอินซูลิน 

ของมนษุย์ออกมาได้ในปรมิาณมาก จากนัน้ต้องผ่านกระบวนการแยกสกดัและท�ำให้บรสิทุธิเ์พือ่ก�ำจดัส่วนทีไ่ม่ต้องการ

ออกเสียก่อน วัตถุดิบอินซูลินของมนุษย์ที่ได้จะถูกน�ำไปใช้ผลิตเป็นยาส�ำเร็จรูปในระดับอุตสาหกรรมต่อไป จะเห็น

ได้ว่าการผลิตอินซูลินของมนุษย์ด้วยเทคโนโลยีชีวภาพต้องผ่านกระบวนการผลิตที่ซับซ้อน ด้วยเหตุนี้จึงต้องมีการ

ควบคุมคุณภาพอย่างเข้มงวด ดีเอ็นเอจากเซลล์เจ้าบ้านที่เหลืออยู่ (residual host cell DNA) เป็นสารปนเปื้อน 

จากกระบวนการผลิตต้องมีการก�ำหนดปริมาณการปนเปื้อนไว้ในข้อก�ำหนดเฉพาะมาตรฐานของวัตถุดิบตัวยาส�ำคัญ 

ด้วย (5) อย่างไรก็ตามในปัจจุบนัยงัไม่มีการก�ำหนดเกณฑ์มาตรฐานเฉพาะของตวัยาปรมิาณการปนเป้ือนดเีอน็เอจากเซลล์

เจ้าบ้านทีย่อมรับได้ขึน้อยูก่บัแหล่งท่ีมา (source of the residual) และวธิกีารบรหิารยา (route of administration) 

โดย U. S.Department of Health and Human Service, Food and Drug Administration (US FDA) และ 

The European Agency of the Evaluation of Medicinal Products (EMEA) ได้ก�ำหนดปริมาณการปนเปื้อน

ดีเอ็นเอของเซลล์เจ้าบ้านไม่เกิน 100 pg/mg (6, 7) ขณะที่ World Health Organization (WHO) ก�ำหนดไว้ไม่เกิน 

10 ng/mg (8) วธิท่ีีเหมาะสมส�ำหรบัตรวจหาการปนเป้ือนจากดเีอน็เอของเซลล์เจ้าบ้านในยาทีผ่ลติโดยเทคโนโลยชีวีภาพ

จึงต้องเป็นวิธีที่มีความไวสูง เพื่อสามารถตรวจหาปริมาณการปนเปื้อนที่น้อยมากได้ ต้องสามารถตรวจปริมาณดีเอ็นเอ

ได้ทีค่วามเข้มข้นต�ำ่ถงึ 10 pg/mg (9) นอกจากน้ีต้องเป็นวธิทีีจ่�ำเพาะและสะดวกรวดเรว็ เทคนคิหลกัทีใ่ช้ตรวจหาดเีอน็เอ

จากเซลล์เจ้าบ้านปัจจุบันมีอยู่ 4 เทคนิค ได้แก่ DNA hybridization, DNA-binding protein-based residual 

DNA assay (Threshold assay), Polymerase Chain Reaction (PCR) และ PicoGreen analysis(10)  

การศึกษาครั้งนี้เลือกใช้เทคนิค PCR มาประยุกต์ใช้เพื่อตรวจหาการปนเปื้อนดีเอ็นเอของ E. coli K-12 ซึ่งเป็นเซลล์ 

เจ้าบ้านที่ใช้ในการผลิตยาอินซูลินของมนุษย์ โดยการเพิ่มขยายปริมาณช้ินส่วนของดีเอ็นเอของ E. coli K-12 
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ที่สนใจ (gene marker) ในหลอดทดลอง แล้วตรวจวิเคราะห์ผลด้วยการท�ำ gel electrophoresis วิธี PCR ที่ได้

พัฒนานี้ได้ท�ำการประเมินความถูกต้องของวิธีในหัวข้อ ดังนี้ คือ ขีดจ�ำกัดของการตรวจวิเคราะห์ (detection limit), 

ความจ�ำเพาะ (specificity), ความถูกต้อง (accuracy), ความแม่นย�ำ (precision) และความคงทน (robustness) 

วัสดุและวิธีการ

เชื้อแบคทีเรียมาตรฐาน

เชื้อ E. coli K-12 ได้จากภาควิชาจุลชีววิทยา คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล ส่วนเชื้อ E. coli 

ATCC 8739 และ Staphylococcus aureus ATCC 6538 ได้จากกลุม่ตรวจคณุภาพเภสชัภณัฑ์ทางชวีวทิยา ส�ำนกัยา 

และวัตถุเสพติด กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 

อาหารที่ใช้เพาะเลี้ยงเชื้อและสารเคมี

Tryptone (Difco, USA), Yeast extract (Difco, USA), Sodium chloride (Sigma-Aldrich, 

Switzerland), Nuclease free water (Amresco, USA), 10 x TBE buffer (Invitrogen, USA), 

Agarose gel (Promega, USA), Ethidium bromide (Sigma, Switzerland), SYBR® Safe DNA Gel Stain 

(Invitrogen, USA), Hydrochloric acid (Carlo Erba, France), Isopropanol (Carlo Erba, France), 

Nucleospin® Tissue (Macherey-Nagel, Germany), DNA Extractor Kit (Wako, Japan), Fast Start 

Taq DNA Polymerase kit (Roche Diagnostics GmbH, Germany) 

เครื่องมือ

Thermal Cycler (Biorad, USA), Dry Bath Incubator (Major Science, Taiwan), Power 

Supply (Biorad, USA), UV Transilluminator with digital camera (Spectronics Corporation, USA), 

Microcentrifuge (Labnet, USA), Agarose Gel Electrophoresis (Biorad, USA), Weighing (Mettler, 

USA), UV Spectrophotometer (Shimadzu, Japan) 

การเตรียม genomic DNA ของ E. coli K-12

เพาะเลี้ยงเชื้อ E. coli K-12 ใน Luria Bertani (LB) medium ประกอบด้วย tryptone 1%, yeast 

extract 0.5% และ sodium chloride 1%ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนาน 1 คืน หลังจากนั้นสกัด genomic DNA 

ด้วย Nucleospin® Tissue (Macherey-Nagel, Germany) แล้วน�ำ genomic DNA ที่ได้วัดปริมาณความเข้มข้น

ที่ความยาวคลื่น 260 nm ด้วยเครื่อง UV Spectrophotometer

การเตรียมตัวอย่างยาอินซูลินของมนุษย์ด้วย DNA Extractor Kit (Wako, Japan) 

ละลายผงยาอินซูลินของมนุษย์ 1 mg ด้วย 0.1 N HCl ปริมาตร 100 µl แล้วสกัดดีเอ็นเอในยาด้วย DNA 

Extractor Kit เพื่อใช้เป็น template ส�ำหรับท�ำปฏิกิริยา PCR

การตรวจหาการปนเปื้อนดีเอ็นเอของ E. coli K-12 ด้วยวิธี PCR

PCR primers ออกแบบมาจากล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของ O-antigen gene (rfb) cluster(11) 

ประกอบด้วย K12IS-L 5’-CGCGATGGAAGATGCTCTGTA-3’ (nt293-313 on IS5) และ K12-R 

5’-ATCCTGCGCACCAATCAACAA-3’ (nt 508-488 on orf264) เตรียม PCR mixture ปริมาตร 50 µl 
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ใน microcentrifuge tube ขนาด 0.2 ml ซ่ึงประกอบด้วยคอื 1 × reaction buffer (50 mM Tris/HCl, 10 mM KCl, 

5mM (NH4) 2SO4, pH 8.3), deoxyribonucleotide triphosphate (dNTP) ชนดิละ 200 µM, MgCl2 1.5 mM 

และ Taq DNA Polymerase 2.5 U ส่วนประกอบเหล่านีเ้ป็นของ Fast Start Taq DNA Polymerase kit (Roche 

Diagnostics GmbH, Germany) primer K12IS-L และ K12-R อย่างละ 0.2 µM DNA template และ  

nuclease free water จากน้ันก�ำหนดโปรแกรมเครือ่ง thermal cycler เพือ่เพิม่จ�ำนวนดเีอ็นเอดงันี ้คือ 1 รอบที ่95.0 ํC 

นาน 4 นาที และ 30 รอบที่ 94.0 ํC นาน 30 วินาที, 60.0 ํC นาน 30 วินาที, 72.0 ํC นาน 1.5 นาที ตามด้วย 

1 รอบที่ 72.0 ํC นาน 2 นาที แล้วท�ำให้เย็นที่ 4.0 ํC ในการท�ำปฏิกิริยา PCR ทุกครั้งต้องมี positive control 

ซึ่งเป็น genomic DNA ของ E. coli K-12 ปริมาณ 100 pg และ negative control ซึ่งเป็น nuclease free water 

เพื่อเป็นการประกันคุณภาพการทดสอบ หลังเสร็จสิ้นปฏิกิริยา PCR จะได้ PCR product ขนาด 970 base pairs 

(bp) น�ำ PCR product ที่ได้มาตรวจวิเคราะห์ขนาดด้วยการท�ำ gel electrophoresis โดยใช้ agarose gel 

ความเข้มข้น 1.0% ใน 1 × TBE buffer ความต้านทานไฟฟ้า 100 โวลต์ นานประมาณ 1 ช่ัวโมง เปรยีบเทยีบขนาดของแถบ 

PCR product ที่ได้กับ 100 bp DNA ladder (Promega, USA) ซึ่งประกอบด้วยดีเอ็นเอขนาด 1,500, 1,000, 

900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 และ 100 bp

การประเมินความถูกต้องของวิธีตรวจหาดีเอ็นเอปนเปื้อนจากเซลล์เจ้าบ้านในยาอินซูลินของมนุษย์ด้วยวิธี PCR 

การทดสอบความถูกต้องของวิธีต้องเติม genomic DNA ของ E. coli K-12 ที่เตรียมขึ้นเองลงไปในยา

อินซูลินของมนุษย์ เพราะตัวอย่างของยาที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ตรวจไม่พบว่ามีการปนเปื้อนของดีเอ็นเอจากเซลล์ 

เจ้าบ้าน ยาอินซูลินของมนุษย์ที่ใช้ในการทดสอบผลิตมาจากเซลล์เจ้าบ้านชนิด E. coli K-12 ได้มาจากผู้ผลิตจ�ำนวน 

2 ราย คือ A และ B ยาจากผู้ผลิต A ใช้ทดสอบหัวข้อ ขีดจ�ำกัดของการตรวจวิเคราะห์ ความจ�ำเพาะ ความถูกต้อง 

ความแม่นย�ำ และความคงทน ส่วนยาจากผู้ผลิต B ใช้ทดสอบหัวข้อความจ�ำเพาะเท่านั้น

ขีดจ�ำกัดของการตรวจวิเคราะห์ (Detection Limit) 

เตรียม genomic DNA ของ E. coli K-12 ให้มีความเข้มข้น 10 ng/µl, 1 ng/µl, 100 pg/µl, 10 pg/µl 

และ 1 pg/µl เติมดีเอ็นเอแต่ละความเข้มข้นปริมาตร 1 µl ลงในผงยาอินซูลินของมนุษย์ 1 mg ซึ่งละลายอยู่ใน 

0.1 N HCl ปริมาตร 100 µl แล้วด�ำเนินการต่อตามขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอด้วย DNA Extractor Kit จากนั้นน�ำ

ดีเอ็นเอที่สกัดได้มาเพิ่มจ�ำนวนด้วยวิธี PCR

ความจ�ำเพาะ (Specificity) แบ่งออกเป็น 2 ลักษณะ

-	 ผลของสายพันธุ์เชื้อและแบคทีเรียชนิดอื่น

	 เตรียม genomic DNA ของ E. coli K-12, E. coli ATCC 8739 และ S. aureus ATCC 6538 

ความเข้มข้น 100 pg/µl เติมดีเอ็นเอของเชื้อแต่ละสายพันธุ์ปริมาตร 1 µl ลงในผงยาอินซูลินของมนุษย์ 1 mg 

ซึ่งละลายอยู่ใน 0.1 N HCl ปริมาตร 100 µl แล้วด�ำเนินการต่อตามขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอด้วย DNA Extractor 

Kit จากนั้นน�ำดีเอ็นเอที่สกัดได้มาเพิ่มจ�ำนวนด้วยวิธี PCR 

-	 ผลของส่วนประกอบอื่นที่เกี่ยวข้องกับการวิเคราะห์

	 เตรียม genomic DNA ของ E. coli K-12 ความเข้มข้น 100 pg/µl ลงในผงยาอินซูลินของมนุษย์

จากผู้ผลิต 2 ราย (A และ B) 1 mg ซึ่งละลายอยู่ใน 0.1 N HCl ปริมาตร 100 µl แล้วด�ำเนินการสกัดดีเอ็นเอที่อยู่

ในยาและ 0.1 N HCl ต่อตามขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอด้วย DNA Extractor Kit จากนั้นน�ำดีเอ็นเอที่สกัดได้มาเพิ่ม

จ�ำนวนด้วยวิธี PCR 
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ความถูกต้อง (Accuracy) 

เตรียม genomic DNA ของ E. coli K-12 ความเข้มข้น 100 pg/µl ลงในผงยาอินซูลินของมนุษย์ 1 mg 

ซึ่งละลายอยู่ใน 0.1 N HCl ปริมาตร 100 µl จ�ำนวน 3 ชุดแล้วด�ำเนินการต่อตามขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอด้วย DNA 

Extractor Kit จากน้ันน�ำดเีอน็เอท่ีสกดัได้มาเพิม่จ�ำนวนด้วยวธิ ีPCR เปรยีบเทยีบผลการทดสอบกบั genomic DNA 

ของ E. coli K-12 ความเข้มข้น 100 pg/µl ที่น�ำมาท�ำ PCR จ�ำนวน 3 ชุดเช่นกัน

ความแม่นย�ำ (Precision) แบ่งออกเป็น 2 ลักษณะ

-	 Repeatability

เตรียม genomic DNA ของ E. coli K-12 ความเข้มข้น 100 pg/µl ลงในผงยาอินซูลินของมนุษย์ 1 mg 

ซึ่งละลายอยู่ใน 0.1 N HCl ปริมาตร 100 µl จ�ำนวน 5 ชุดแล้วด�ำเนินการต่อตามขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอด้วย DNA 

Extractor Kit จากนั้นน�ำดีเอ็นเอที่สกัดได้ภายในวันเดียวกันมาเพิ่มจ�ำนวนด้วยวิธี PCR 

-	 Intermediate precision

เตรียม genomic DNA ของ E. coli K-12 ความเข้มข้น 100 pg/µl ลงในผงยาอินซูลินของมนุษย์  

1 mg ซึ่งละลายอยู่ใน 0.1 N HCl ปริมาตร 100 µl แล้วด�ำเนินการต่อตามขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอด้วย DNA 

Extractor Kit จากน้ันน�ำดเีอน็เอท่ีสกดัมาเพิม่จ�ำนวนด้วยวธิ ีPCR แล้วด�ำเนนิการซ�ำ้ตัง้แต่แรกโดยวนัทีท่ดสอบต่างกนั

ความคงทน (Robustness) ด�ำเนินการทดสอบ 2 สภาวะ

-	 เตรียมตัวอย่างเหมือนหัวข้อการหาขีดจ�ำกัดของการตรวจวิเคราะห์โดยเปลี่ยนแปลงโปรแกรมเคร่ือง 

thermal cycler เพื่อเพิ่มจ�ำนวนรอบของปฏิกิริยา PCR จาก 30 เป็น 35 รอบ

-	 หลังจากเสร็จสิ้นปฏิกิริยา PCR น�ำ PCR product ไปท�ำ gel electrophoresis เปลี่ยนชนิดสีย้อม

ดีเอ็นเอจาก SYBR® Safe DNA Gel Stain เป็น ethidium bromide

ผล

การประเมนิความถูกต้องของการตรวจหาดีเอน็เอปนเป้ือนจากเซลล์เจ้าบ้านในยาอนิซลูนิของมนษุย์ด้วยวธิ ีPCR

ขีดจ�ำกัดของการตรวจวิเคราะห์

จากการตรวจหาการปนเปื้อนของ DNA จาก E. coli K-12 ในยาอินซูลินของมนุษย์ด้วยวิธี PCR พบว่า

ผงยาอินซูลินของมนุษย์ที่มีดีเอ็นเอของ E. coli K-12 ปนเปื้อนความเข้มข้น 10 ng/mg, 1 ng/mg, 100 pg/mg 

และ 10 pg/mg ให้ผลเป็นบวกโดยตรวจพบแถบ PCR product ขนาด 970bp เช่นเดียวกับ positive control ขนาด

ของแถบดเีอน็เอท่ีเกดิขึน้เหน็ได้ชดัเจนและมคีวามแตกต่างกนัตามปรมิาณของดเีอน็เอทีป่นเป้ือน ส�ำหรบัผงยาอนิซูลนิ

ของมนุษย์ที่มีดีเอ็นเอของ E. coli K-12 ปนเปื้อนความเข้มข้น 1 pg/mg ให้ผลเป็นบวกเช่นเดียวกัน แต่แถบของ 

PCR product ที่เกิดขึ้นเห็นไม่ชัดเจน ส่วน negative control ให้ผลเป็นลบ คือ ไม่ปรากฏว่ามีแถบของดีเอ็นเอใดๆ 

เกิดข้ึน (ภาพที่ 1) ด้วยวิธี PCR ที่พัฒนาในครั้งนี้สามารถตรวจหาการปนเปื้อนของดีเอ็นเอจาก E. coli K-12 

ในยาอินซูลินของมนุษย์ความเข้มข้นต�่ำที่สุด 10 pg/mg (ภาพที่ 1)
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ความจ�ำเพาะ

จากการตรวจหาการปนเปื้อนของดีเอ็นเอจากเชื้อ E. coli K-12, E. coli ATCC 8739 และ S. aureus 

ATCC 6538 ในยาอินซูลินของมนุษย์ด้วยวิธี PCR พบว่าเฉพาะผงยาที่มีการปนเปื้อนของดีเอ็นเอจาก E. coli K-12 

เท่านั้นที่ให้ผลเป็นบวก พบ PCR product ขนาด 970 bp เช่นเดียว positive control ส่วนผงยาที่มีการปนเปื้อนของ 

ดีเอ็นเอ จาก E. coli ATCC 8739 และ S. aureus ATCC 6538 ให้ผลเป็นลบเช่นเดียวกับ negative control 

(ภาพที่ 2) 

	 M	 1	 2	 3	 4	 5	 6	 7

1,000 bp

900 bp

ภาพที่ 1 ขีดจ�ำกัดของการตรวจวิเคราะห์

	 M	 1	 2	 3	 4	 5	 6	 7

ภาพที่ 2 ความจ�ำเพาะ โดยการทดสอบกับแบคทีเรีย 3 สายพันธุ์

1,000 bp

900 bp

Lane M	:	100 bp DNA ladder

Lane 1	 :	PCR product ของยาอินซูลินของมนุษย์ที่มีการปนเปื้อนจาก host cell DNA 10 ng/mg

Lane 2	 :	PCR product ของยาอินซูลินของมนุษย์ที่มีการปนเปื้อนจาก host cell DNA 1 ng/mg

Lane 3	 :	PCR product ของยาอินซูลินของมนุษย์ที่มีการปนเปื้อนจาก host cell DNA 100 pg/mg

Lane 4	 :	PCR product ของยาอินซูลินของมนุษย์ที่มีการปนเปื้อนจาก host cell DNA 10 pg/mg

Lane 5	 :	PCR product ของยาอินซูลินของมนุษย์ที่มีการปนเปื้อนจาก host cell DNA 1 pg/mg

Lane 6	 :	Positive control

Lane 7	 :	Negative control



ดเีอน็เอปนเป้ือนจาก host cell ในยาทีผ่ลติโดยเทคโนโลยชีวีภาพ	 รษัฎาภรณ์  คงเมอืง และบญุฑรกิา  บญุญาภวิฒัน์

67
วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

ปีที่ 56 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2557

ความถูกต้อง

การตรวจหาการปนเปื้อนจากดีเอ็นเอของ E. coli K-12 ในยาอินซูลินของมนุษย์ทั้ง 3 ชุดให้ผลบวก

เช่นเดียวกับ positive control ทั้ง 3 ชุด โดยตรวจพบ PCR product ขนาด 970 bp ส่วน negative control  

ตรวจไม่พบแถบของดีเอ็นเอใดๆ (ภาพที่ 4) 

	 M	   1	   2	 3	 4	 5	 6	 7

1,000 bp

900 bp

ภาพที่ 3	ความจ�ำเพาะ โดยการทดสอบในสภาวะที่มีส่วน		
	 ประกอบในตัวอย่างที่แตกต่างกัน

ส่วนการทดสอบการปนเปื้อนของดีเอ็นเอจาก E. coli K-12 ในยาอินซูลินของมนุษย์จากผู้ผลิต 2 ราย 

พบว่าผลทั้งหมดเป็นบวก ตรวจพบ PCR product ขนาด 970 bp เช่นเดียวกับ positive control ส่วนผลการทดสอบ 

0.1 N HCl ซึ่งเป็น diluent ช่วยละลายผงยาพบว่าเป็นลบเช่นเดียวกับ negative control (ภาพที่ 3) 

Lane M	:	100 bp ladder

Lane 1	 :	PCR product ของยาอินซูลินของมนุษย์ที่มีการปนเปื้อนจากดีเอ็นเอของ E. coli K-12

Lane 2	 :	PCR product ของยาอินซูลินของมนุษย์ที่มีการปนเปื้อนจากดีเอ็นเอของ E. coli ATCC 8739

Lane 3	 :	PCR product ของยาอินซูลินของมนุษย์ที่มีการปนเปื้อนจากดีเอ็นเอของ S.aureus ATCC 6538

Lane 4	 :	PCR product จากดีเอ็นเอของ E. coli K-12 (Positive control)

Lane 5	 :	PCR product จากดีเอ็นเอของ E. coli ATCC 8739

Lane6	 :	PCR product จากดีเอ็นเอของ S. aureus ATCC 6538

Lane 7	 :	Negative control

Lane M	:	100 bp ladder

Lane 1	 :	PCR product ของยาอินซูลินของมนุษย์จากผู้ผลิต A ที่มีการปนเปื้อนจาก host cell DNA 

Lane 2	 :	PCR product ของยาอินซูลินของมนุษย์จากผู้ผลิต B ที่มีการปนเปื้อนจาก host cell DNA 

Lane 3	 : 	PCR product ของยาอินซูลินของมนุษย์จากผู้ผลิต A

Lane 4	 : 	PCR product ของยาอินซูลินของมนุษย์จากผู้ผลิต B

Lane 5	 :	PCR product ของ 0.1 N HCl

Lane 6	 :	Positive control

Lane 7	 :	Negative control
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	 M	 1	 2	 3	 4	 5	 6	 7

ภาพที ่5 ความแม่นย�ำแบบ Repeatability

1,000 bp

900 bp

Lane M	:  100 bp ladder

Lane 1, 2, 3, 4 และ 5: PCR product ของยาอินซูลินของมนุษย์ที่มีการปนเปื้อนจาก host cell DNA ที่ท�ำการทดสอบในวันเดียวกัน

Lane 6	 :	Positive control

Lane 7	 :	Negative control

	 M	   1	   2	 3	 4	 5	 6	 7

1,000 bp

900 bp

ภาพที่ 4 ความถูกต้อง

Lane M	:	100 bp ladder
Lane 1, 2 และ 3:	 PCR product ของยาอินซูลินของมนุษย์ที่มีการปนเปื้อนจาก host cell DNA
Lane 4, 5 และ 6:	 PCR product ของ host cell DNA (Positive control)
Lane 7	 :	Negative control

ความแม่นย�ำ

การตรวจหาการปนเปื้อนจากดีเอ็นเอของ E. coli K-12 ในยาอินซูลินของมนุษย์โดยการท�ำซ�้ำภายใน 

วันเดียวกัน ทั้งหมด 5 ชุด ให้ผลเป็นบวกเหมือนกันทั้งหมด ตรวจพบ PCR product ขนาด 970 bp เช่นเดียวกับ 

positive control ส่วน negative control ให้ผลเป็นลบ ตรวจไม่พบแถบดีเอ็นเอใดๆ (ภาพที่ 5) ส่วนการตรวจหา 

การปนเปื้อนจากดีเอ็นเอของ E. coli K-12 ในยาอินซูลินของมนุษย์โดยการทดสอบต่างวันพบว่าให้ผลเหมือนกัน 

คือ ยาที่มีการปนเปื้อนจากดีเอ็นเอของ E. coli K-12 และ positive control ให้ผลบวก ตรวจพบ PCR product 

ขนาด 970 bp ส่วน negative control ให้ผลเป็นลบ ตรวจไม่พบแถบดีเอ็นเอใดๆ (ภาพที่ 6) 
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ความคงทน

การเพิ่มจ�ำนวนรอบของการท�ำปฏิกิริยา PCR จาก 30 รอบ เป็น 35 รอบ สามารถตรวจหาการปนเปื้อนจาก

ดีเอ็นเอของ E. coli K-12 ในยาอินซูลินของมนุษย์ปริมาณต�่ำสุดได้ถึง 1 pg/mg ซึ่งเป็นปริมาณที่ต�่ำกว่าการตรวจ 

โดยการท�ำปฏิกิริยา 30 รอบ พบ PCR product ขนาดเท่ากับ positive control คือ 970 bp แถบ PCR product 

ของการปนเปื้อนจากดีเอ็นเอปริมาณ 1 pg/mg เห็นได้ชัดเจน ส่วนแถบ PCR product ของการปนเปื้อนจากดีเอ็นเอ

ปริมาณอื่นๆ ที่เกิดขึ้นจะหนามากกว่าการท�ำปฏิกิริยา PCR 30 รอบ ส่วน negative control ให้ผลเป็นลบตรวจ 

ไม่พบแถบดีเอ็นเอใดๆ (ภาพที่ 7) 

	 M	 1	 2	 3	 4	 5	 6	 7

ภาพที ่6 ความแม่นย�ำแบบ Intermediate precision

1,000 bp

900 bp

Lane M	:	100 bp ladder

Lane 1	 :	PCR product ของยาอินซูลินของมนุษย์ที่มีการปนเปื้อนจาก host cell DNA ทดสอบวันที่ 1

Lane 2	 :	Positive control ทดสอบวันที่ 1

Lane 3	 :	Negative control ทดสอบวันที่ 1

Lane 4	 :	PCR product ของยาอินซูลินของมนุษย์ที่มีการปนเปื้อนจาก host cell DNA ทดสอบวันที่ 2

Lane 5	 :	Positive control ทดสอบวันที่ 2

Lane 6	 :	Negative control ทดสอบวันที่ 2

ภาพที่ 7 ความคงทนของการท�ำปฏิกิริยา PCR 35 รอบ

    M	 1	 2	 3	 4	 5	 6	 7

1,000 bp

900 bp
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การเปลี่ยนชนิดสีย้อมเพื่อตรวจสอบ PCR product ที่ได้ พบว่าการใช้สีย้อมทั้ง SYBR® Safe DNA 

Gel Stain และ ethidium bromide ให้ผลเหมือนกัน คือ ยาอินซูลินของมนุษย์ที่มีการปนเปื้อนดีเอ็นเอของ 

E. coli K-12 และ positive control พบแถบ PCR product ขนาด 970 bp ส่วน negative control ให้ผลเป็นลบ 

สิ่งที่แตกต่างกันคือสีที่เกิดขึ้น สีของแถบ PCR product ที่ย้อมด้วย SYBR® Safe DNA Gel Stain จะติดสีเขียว 

ส่วนสีของแถบ PCR product ที่ย้อมด้วย ethidium bromide จะติดสีส้ม (ภาพที่ 8) 

	 M	 1	 2	 3

A B

	 M	 1	 2	 3

ภาพที่ 8  ความคงทนของสีย้อม DNA ระหว่าง SYBR®Safe DNA Gel Stain (A) และ ethidium bromide (B)

Lane M	:	100 bp DNA ladder

Lane 1	 :	PCR product ของยาอินซูลินของมนุษย์ที่มีการปนเปื้อนจาก host cell DNA 10 ng/mg

Lane 2	 :	PCR product ของยาอินซูลินของมนุษย์ที่มีการปนเปื้อนจาก host cell DNA 1 ng/mg

Lane 3	 :	PCR product ของยาอินซูลินของมนุษย์ที่มีการปนเปื้อนจาก host cell DNA 100 pg/mg

Lane 4	 :	PCR product ของยาอินซูลินของมนุษย์ที่มีการปนเปื้อนจาก host cell DNA 10 pg/mg

Lane 5	 :	PCR product ของยาอินซูลินของมนุษย์ที่มีการปนเปื้อนจาก host cell DNA 1 pg/mg

Lane 6	 :	Positive control

Lane 7	 :	Negative control

Lane M	:	100 bp ladder

Lane 1	 :	PCR product ของยาอินซูลินของมนุษย์ที่มีการปนเปื้อนของ host cell DNA

Lane 2	 :	Positive control

Lane 3	 :	Negative control
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วิจารณ์

ในกระบวนการผลติยาโดยใช้เทคโนโลยชีีวภาพต้องมกีารน�ำเซลล์เจ้าบ้านมาเพาะเลีย้งหรอืหมกั เพือ่ให้มกีาร

สร้างโปรตนีทีต้่องการในปรมิาณทีเ่พยีงพอ ก่อนทีจ่ะน�ำมาท�ำให้บรสิทุธิเ์พือ่ก�ำจดัส่วนทีไ่ม่ต้องการออกไป ดเีอน็เอจาก

เซลล์เจ้าบ้านทั้งที่มาจาก prokaryote, eukaryote, cell culture และเซลล์อื่นๆ ที่มีการปนเปื้อนมากับผลิตภัณฑ์ยา 

อาจท�ำให้เกิดมะเร็งหรือเกิดอาการข้างเคียงได้ ถึงแม้ว่ายังไม่มีรายงานว่าดีเอ็นเอที่ปนเปื้อนจะส่งผลเสียต่อมนุษย์  

แต่มกีารรายงานตรวจพบผลเสยีดงักล่าวแล้วในสตัว์ทดลอง การปนเป้ือนดเีอน็เอจากเซลล์เจ้าบ้านจงึจ�ำเป็นต้องท�ำการ

ตรวจสอบ การตรวจหาดเีอน็เอจากเซลล์เจ้าบ้านทีป่นเป้ือนในยาอนิซลูนิของมนษุย์ด้วยวธิ ีPCR ครัง้นีเ้ป็นการทดสอบ

แบบ limit test โดยก�ำหนดปริมาณการปนเปื้อนของดีเอ็นเอจาก E. coli K-12 ในยาอินซูลินของมนุษย์ไว้ไม่เกิน 

100 pg/mg เกณฑ์ก�ำหนดมาตรฐานนี้คณะผู้วิจัยเลือกจากปริมาณการปนเปื้อนของดีเอ็นเอตามที่ US FDA และ 

EMEA ได้แนะน�ำไว้ ซึ่งเกณฑ์นี้มีความเข้มงวดกว่าของ WHO

การเตรยีมตวัอย่างยาอนิซลูนิของมนษุย์เพือ่สกดัดเีอน็เอก่อนน�ำไปท�ำปฏกิริยิา PCR ด้วย commercial kit 

(DNA Extractor kit, Wako Chemicals) อาศัยหลักการท�ำงานของ chaotrope (sodium iodide) และ 

detergent (sodium N-lauroyl sarcosinate) ท�ำให้ดีเอ็นเอแยกออกจากยา จากนั้นดีเอ็นเอจะเกิดการตกตะกอน

ร่วมกับ glycogen ที่อยู่ใน isopropanol เนื่องจาก commercial kit ชนิดนี้สามารถสกัดดีเอ็นเอปริมาณน้อยๆ 

ได้ด้วยค่า recovery สูงถึง 80 - 120%(12) จึงเหมาะส�ำหรับเตรียมตัวอย่างเพื่อตรวจหาดีเอ็นเอปนเปื้อนในยาที่ผลิต

จากเทคโนโลยชีวีภาพมากกว่าวิธกีารสกดัดเีอน็เอด้วย phenol และ chloroform ซึง่เป็นวธิทีีใ่ช้ทัว่ไปในงานอณชูวีวทิยา 

(molecular biology) ที่มีค่า recovery ต�่ำ(9) 

วธิ ีPCR ท่ีพฒันาครัง้นีมี้ความจ�ำเพาะต่อเซลล์เจ้าบ้านเนือ่งจาก primer คูท่ีใ่ช้เพิม่ขยายดเีอน็เอในปฏกิริยิา 

PCR นี้ออกแบบมาจากบริเวณล�ำดับนิวคลีโอไทด์ที่มีความจ�ำเพาะต่อ E. coli K-12 โดย primer คู่นี้ได้ถูกน�ำมาใช้

ในการพิสูจน์เอกลักษณ์เชื้อ E. coli K-12 เพื่อประเมินความปลอดภัยในห้องปฏิบัติทางด้านพันธุวิศวกรรมศาสตร์(13) 

การปนเปื้อนของดีเอ็นเอจาก E. coli ATCC 8739 ซึ่งเป็นตัวแทนของ E. coli สายพันธุ์อื่นและ S. aureus ATCC 

6538 ซึง่เป็นตวัแทนของเชือ้แกรมบวกไม่สามารถเพิม่ขยายโดย primer คู่นีไ้ด้ ถึงแม้เพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอของแบคทเีรยี

ทั้งสองชนิดดังกล่าวสูงถึง 100 ng ก็ยังให้ผลลบเช่นเดิมเป็นการยืนยันว่าวิธีนี้มีความจ�ำเพาะสูงขณะที่วิธีอื่นที่ใช้ 

primer ที่ออกแบบมาจาก 16S ribosomal DNA ของ E. coli ไม่มีความจ�ำเพาะต่อเซลล์เจ้าบ้าน E. coli K-12 

เพราะ E. coli ทุกสายพันธุ์จะสามารถเพิ่มขยายดีเอ็นเอบริเวณนี้ได้(14) 

ปฏิกิริยา PCR น้ีเป็นปฏิกิริยาแบบ hot start PCR ซึ่งจะมีความแตกต่างจาก PCR แบบธรรมดา 

มวีตัถปุระสงค์เพือ่ป้องกนัการเกดิ PCR product ชนดิไม่จ�ำเพาะ ซึง่เกิดจากการเกาะของ primer เข้ากับสายแม่พมิพ์แบบ 

ไม่จ�ำเพาะในช่วงเริ่มต้นของปฏิกิริยา ดังน้ันการเลือกใช้ Fast start Taq DNA polymerase ซึ่งเป็น DNA 

polymerase ที่มีการเติม blocking group ที่ไม่ทนความร้อนจับอยู่จะท�ำให้ DNA polymerase ไม่สามารถท�ำงาน

ได้ในช่วงแรก จนกว่าจะมีการเพิ่มอุณหภูมิในหลอดทดลองสูงไปที่ 95 ํC จนท�ำให้ blocking group ถูกขจัดออกไป

แล้ว DNA polymerase จึงจะสามารถท�ำงานได้ ด้วยเหตุนี้ปฏิกิริยา PCR ที่เกิดจะมีความจ�ำเพาะและประสิทธิภาพ

ดียิ่งขึ้นไปอีก(15) 

หลงัจากท�ำปฏกิริยิา PCR เสรจ็สิน้แล้วน�ำ PCR product มาตรวจสอบผลโดยการท�ำ gel electrophoresis 

ในการศึกษาน้ีใช้สีย้อม SYBR®Safe DNA gel แทน ethidium bromide เนื่องจากสีย้อม SYBR® Safe 

DNA gel เป็นสีชนิด fluorescent dye มีความปลอดภัยและความไวสูงกว่า ethidium bromide(16) 

ตามแนวทางการทดสอบความถูกต้องของวิธีการทดสอบสารเจือปนในเชิงหาขีดจ�ำกัด (limit test) ของ

อาเซียนได้ก�ำหนดลักษณะเฉพาะเพียง 2 ลักษณะ คือ ขีดจ�ำกัดของการตรวจวิเคราะห์และความจ�ำเพาะ(1) การทดสอบ
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ครั้งนี้ได้ด�ำเนินการทดสอบลักษณะเฉพาะเพิ่มเติมในหัวข้อ ความแม่นย�ำ ความถูกต้องและความคงทนด้วยเพื่อเป็น

ข้อมูลสนับสนุนว่าวิธีการตรวจหาดีเอ็นเอปนเปื้อนนี้มีความเหมาะสมในการน�ำไปใช้จริง วิธีนี้สามารถตรวจหาดีเอ็นเอ

ของ E. coli K-12 ทีป่นเป้ือนในยาอนิซลูนิของมนษุย์ทีผ่ลติจากเซลล์ E. coli K-12 ได้ปรมิาณต�ำ่สดุถงึ 10 pg/mg(9)

มีความจ�ำเพาะ ความแม่นย�ำ ความถูกต้องและความคงทนเป็นไปตามมาตรฐานของอาเซียน อย่างไรก็ตามวิธีนี้ซึ่งเป็น

วธิ ีPCR แบบดัง้เดมิ (Conventional PCR) ยงัมข้ีอจ�ำกดัอยูห่ลายประการ เช่น ไม่สามารถตรวจสอบปรมิาณดเีอน็เอ 

เริ่มต้น และปริมาณดีเอ็นเอใน PCR product ได้ ปัจจุบันได้มีเทคโนโลยี real-time PCR ซึ่งจะสามารถตรวจหา 

ปริมาณดีเอ็นเอได้ ซึ่งมีการน�ำเทคนิคน้ีมาประยุกต์ใช้ในการตรวจหาการปนเปื้อนของดีเอ็นเอจากเซลล์เจ้าบ้าน 

ในยาที่ผลิตจากเทคโนโลยีทางชีวภาพแล้ว(17, 18) เทคนิค real-time PCR ต้องอาศัยเครื่อง thermal cycler พิเศษ 

ที่ถูกออกแบบมาเพื่อรองรับการท�ำงานนี้โดยเฉพาะ ในอนาคตจากความรู้ที่ได้จากการศึกษาในครั้งนี้จะพัฒนาต่อยอด

ส�ำหรบัตรวจหาปรมิาณดเีอน็เอปนเป้ือนจากเซลล์เจ้าบ้านในยาทีผ่ลติจากเทคโนโลยทีางชวีภาพด้วย real-time PCR 

ได้ต่อไป

สรุป

ได้ประเมินความถูกต้องของวิธีการตรวจหาการปนเปื้อนดีเอ็นเอของเซลล์เจ้าบ้านในยาอินซูลินที่ผลิตจาก

เซลล์แบคทีเรีย E. coli K-12 พบว่าวิธีนี้มีขีดจ�ำกัดของการตรวจวิเคราะห์ ความจ�ำเพาะ ความแม่นย�ำ ความถูกต้อง

และความคงทนเป็นไปตามเกณฑ์มาตรฐานของอาเซยีน อกีทัง้เป็นวธิทีีม่ขีัน้ตอนด�ำเนนิการง่าย สะดวก รวดเรว็ ใช้เวลา

ด�ำเนินการทดสอบแล้วเสร็จภายใน 1 วัน จึงเป็นวิธีที่เหมาะสมในการตรวจหาการปนเปื้อนของดีเอ็นเอจาก E. coli 

K-12 ในยาอินซูลินของมนุษย์ที่ผลิตจากเซลล์ดังกล่าวในห้องปฏิบัติการ 
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ABSTRACT Escherichia coli K-12 strains have been frequently used as host strain for the manufacture 
of recombinant proteins intended for human therapeutic use.  Residual host cell DNA is an important 
impurity that should be eliminated during the downstream process.  Therefore, the amount of residual 
host cell DNA in the drug substance is limited.  The analytical method for detection of  host cell DNA in 
biotechnological drug should be rapid, specific and sensitive.  In this study, the Polymerase Chain Reaction 
(PCR) technique was developed  and validated to detect residual E. coli K-12 host cell DNA in human 
insulin.  The  results demonstrated that detection limit,  specificity,  accuracy,  precision  and robustness 
were acceptable to the ASEAN Analytical Guideline.  All of steps including the sample preparation,  the PCR 
reaction  and the sample analysis can be performed within 1 day.  It is concluded that the PCR method 
is suitable for detection of residual E. coli K-12 host cell DNA in the human insulin substance.
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