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พุธิตา โชคเหรียญสุขชัย  อชิระ นามจันทร  และ วิภาวี วงศชนะ 
สถาบันชีววัตถุ กรมวิทยาศาสตรการแพทย นนทบุรี 11000

การพัฒนาการตรวจวิเคราะหโปรตีนหนามของ 
SARS-CoV-2 ในเซลลเพาะเลี้ยง 293FT

โดยเทคนิค Flow Cytometry เพื่อระบุ
เอกลักษณของวัคซีนโควิด 19 ชนิด mRNA

บทคัดยอ คณะผูวิจัยไดพัฒนาวิธีวิเคราะหเอกลักษณของวัคซีนปองกันโรคโควิด 19 ชนิด mRNA โดยมีสมมติฐานวา
วัคซีนปองกันโรคโควิด 19 ชนิด mRNA สามารถทําใหเซลลเพาะเลี้ยง 293FT ผลิตโปรตีนหนามของไวรัส SARS-CoV-2 ที่
สามารถตรวจตดิตามไดดวยการใชแอนตบิอดทีีม่คีวามจาํเพาะโดยเทคนคิ Flow cytometry ผลการศกึษาพบวาวคัซนีสามารถ
เหนี่ยวนําใหเซลลเพาะเลี้ยงผลิตโปรตีนหนามได โดยปริมาณ mRNA แปรผันกับจํานวนเซลลท่ียอมติดโปรตีนหนาม และ
แอนตบิอดทีีใ่ชมคีวามจาํเพาะตอโปรตีนหนามเมือ่เปรยีบเทยีบกบัแอนตบิอดคีวบคมุ โดยเมือ่ทดสอบวคัซนี mRNA ทีม่ปีรมิาณ 
30 ไมโครกรัม สามารถทําใหเซลลเพาะเลี้ยงมีการแสดงออกของโปรตีนหนามที่มีคาเฉลี่ยประมาณรอยละ 47 เมื่อเปรียบเทียบ
กับเซลลที่ไมมีการเติมวัคซีนหรือกลุมควบคุมที่มีรอยละจํานวนเซลลที่มีโปรตีนหนามนอยกวารอยละ 1 ทั้งน้ีผูวิจัยมีเปาหมาย
ที่จะพัฒนาวิธีดังกลาวใหเปนวิธีมาตรฐานที่สามารถใชไดกับทุกผลิตภัณฑที่อยูในรูปแบบวัคซีน mRNA ในอนาคตตอไป 

คําสําคัญ: วัคซีนโควิด 19, วัคซีน mRNA, โปรตีนหนาม, Flow cytometry, 293FT cells
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บทนํา

โรคโควิด 19 (COVID-19) เกิดจากเชื้อไวรัส

โคโรนาสายพันธุใหม 2019 (Severe Acute Respiratory

Syndrome-Coronavirus-2; SARS-CoV-2) แพร

ระบาดครั้งแรกเมื่อปลายป ค.ศ. 2019 ที่เมืองอูฮ่ัน

สาธารณรัฐประชาชนจีน จากน้ันจึงไดมีการแพรระบาด

ไปทั่วโลก(1) เชื้อไวรัส SARS-CoV-2 มีสวนประกอบ

สำคัญ คือ โปรตีนหนาม (Spike protein) ที่อยู

บนผิวของไวรัส มีบทบาทสำคัญในการจับกับโปรตีน

Angiotensin Converting Enzyme 2 (ACE2) 

บนผวิของเซลลเจาบานและทำใหไวรสัสามารถเขาสูเซลล

เจาบานได นอกจากนี้โปรตีนหนามยังเปนโปรตีนหลักที่

ใชเปนเปาหมายในการพัฒนาวัคซีน เน่ืองจากสามารถ

กระตุนใหรางกายผลิต Neutralizing antibodies

เพื่อยับยั้งการติดเชื้อไวรัสได(1,2)

 การพัฒนาวัคซีนปองกันโรคโควิด 19 ที่ผานมามี

การพฒันาในหลายรปูแบบ ไมวาจะเปนวัคซีนรปูแบบเดมิ 

ไดแก วัคซีนเช้ือตาย (Inactivated-virus vaccine) 

วัคซีนเชื้อเปนออนฤทธิ์ (Live-attenuated vaccine) 

วัคซีนโปรตีนซับยูนิต (Protein subunit vaccine) 

และวัคซีนอนุภาคไวรัสเสมือน (Virus-like particle 

vaccine) หรือวัคซีนรูปแบบใหม (Next-generation

vaccine platform) ไดแก วัคซีนที่ใชไวรัสเปนพาหะ

(Viral vector vaccine) วัคซีนรหัสพันธุกรรม 

(DNA or RNA vaccine) และวัคซีน Antigen-

presenting cell (APC vaccine)(3) ในบรรดา

วัคซีนเหลานี้ วัคซีนชนิด mRNA เปนวัคซีนท่ีไดรับ

ความสนใจเพ่ิมข้ึน เนื่องจากมีขอไดเปรียบในการผลิต

หลายประการ เชน ใชเวลาในผลิตนอยกวาวัคซีนท่ัวไป

มกีระบวนการผลิตทีไ่มซบัซอน ไมตองใชเซลลเพาะเลีย้ง

หรือไวรัสในการผลิตเหมือนกับวัคซีนรูปแบบเดิม

ทำใหลดความเส่ียงของการปนเปอนที่มาจากการ

เพาะเลี้ยงเซลล สามารถปรับปรุงวัคซีนเพ่ือรองรับ

สายพันธุหากไวรสัมีการกลายพันธุ รวมถงึมีความสามารถ

ในการกระตุนภูมิคุมกันไดสูง(4,5) วัคซีนชนิด mRNA 

เปนวัคซีนที่ถูกนำมาใชงานเปนครั้งแรกในการปองกัน

โรคโควิด 19 โดยมีตัวยาที่สำคัญ (Drug substance) 

คือ mRNA ที่มีการปรับปรุงใหมีความเสถียรมากขึ้น 

เมื่อนำ mRNA เขาไปในเซลลจะทำใหเกิดการแปลรหัส

ใหสรางโปรตีนหนามของไวรัส SARS-CoV-2 ที่

สามารถกระตุนภูมิคุมกันของรางกายได(5) เพื่อผลิต

เปนผลิตภัณฑยาสำเร็จรูป (Drug product) mRNA

จะถูกนำมาหอหุมดวย Lipid nanoparticle (LNP) 

ซึ่งจะชวยทำให mRNA มีความคงตัวและสามารถขนสง

เขาสูเซลลเปาหมายได(4)

แนวทางการควบคุมคุณภาพวัคซีนชนิด mRNA 

ที่กำหนดโดยองคการอนามัยโลก (World Health 

Organization; WHO) ไดกลาวถงึการควบคมุคณุภาพ

ดานความเปนเอกลักษณ (Identity) ในผลิตภัณฑ

สำเร็จรูปของวัคซีนชนิด mRNA ที่สามารถใชวิธีการ

หาลำดับนิวคลีโอไทดของ mRNA ได โดยตรง

หรือวิเคราะหจากการเปลี่ยนรหัสนิวคลีโอไทดของ

mRNA ที่เปน complementary DNA หรือการทำ

High-throughput sequencing ในการตรวจสอบ

เอกลักษณของวัคซีนไดเชนกัน(6) ซึ่งสถาบันชีววัตถุ

กรมวิทยาศาสตรการแพทย ไดทำการพัฒนาวิธีการ

หาลำดับนิวคลีโอไทดดวยวิธี Sanger sequencing

และการระบเุอกลกัษณดวยวธิ ีReverse-transcription

PCR ในการตรวจสอบคุณภาพดานความเปนเอกลักษณ

ของวัคซีนโควิด 19 ชนิด mRNA แลว ซึ่งตัวอยาง

วัคซีนมีคุณลักษณะของลำดับนิวคลีโอไทดตรงตาม

ที่บริษัทผูผลิตระบุไว แตวิธีนี้ไมไดแสดงใหเห็นวา

โปรตีนที่ไดจากการแปลรหัส mRNA สามารถแปลรหัส

เปนโปรตีนหนามที่ตองการไดจริง ในการศึกษาการ

แสดงออกของโปรตีนนั้นมีหลายวิธี เชน การวิเคราะห

โปรตีนดวยวิธี Western Blot ซึ่งสามารถทราบขนาด

ของโปรตีนที่ไดตามน้ำหนักโมเลกุล(7) วิธี Immuno-

staining ซึ่งเปนการยอมเซลลดวยการทำปฏิกิริยา

ระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีเพื่อดูวามีการผลิต

โปรตีนดังกลาวในเชลลหรือไม (8) แตทั้ งสองวิธีนี้

ไมสามารถหาในเชิงปริมาณได และมีการนำวิธี Flow

cytometry มาศึกษาผลผลิตโปรตีนหนามดังกลาว

ในเซลล ซึ่งสามารถนำมาวิเคราะหในเชิงปริมาณได(9)

คณะผู วิ จัยจึ งไดพัฒนาวิธีการทดสอบเอกลักษณ

ของวัคซีนโควิด 19 ชนิด mRNA โดยการแสดงออก

ของโปรตีนหนามของ SARS-CoV-2 บนผิวเซลล



การตรวจวิเคราะหโปรตีนหนามของ SARS-CoV-2 ในเซลล 293FT 
ดวยเทคนิค Flow Cytometry  พุธิตา โชคเหรียญสุขชัย และคณะ
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293FT ดวยเทคนิค Flow cytometry เพื่อการหา

เอกลักษณของโปรตีนหนามที่แปลรหัสมาจากวัคซีน

ชนิด mRNA และทดสอบความถูกตองของวิธี

ดังกลาววาสามารถนำมาใชทดสอบในหองปฏิบัติการ

ไดจริง โดยคาดหวังใหวิธีท่ีพัฒนาข้ึนน้ีสามารถใชเปน

ตนแบบวิธีในการควบคุมคุณภาพในการวิเคราะห

เอกลักษณของวัคซีนชนิด mRNA และนำไปตอยอด

เพื่อพัฒนาเปนการหาคาความแรงในเชิงปริมาณของ

วัคซีนไดตอไปในอนาคต

วัสดุและวิธีการ

การเพาะเลี้ยงเซลล 293FT 

เพาะเลี้ยงเซลล 293FT (Cat. no. 11625, 

Invitrogen, USA) ในอาหารเลี้ยงเซลล DMEM 

high/glucose (Gibco, USA) ที่ประกอบดวย 10% 

Fetal Bovine Serum (FBS) (Gibco, USA), 1% 

Non-essential amino acid (NEAA) (Gibco, 

USA), 1% penicillin/streptomycin (Gibco, 

USA), และ 2% HEPES (Gibco, USA) ในการ

ทำใหเซลลหลุดลอกจากภาชนะเพาะเลีย้งเพือ่เพิม่จำนวน

ใช 0.05% Trypsin-EDTA (Gibco, USA) และ 

Phosphate-buffered saline (PBS) (Gibco, USA) 

วัคซีนตัวอยางและการเตรียม

วัคซีนปองกันโรคโควิด 19 ชนิด mRNA ที่มี

การนำเขามาทดสอบคุณภาพทางหองปฏิบัติการระหวาง

ป พ.ศ. 2564–2565 ไดแก วัคซีน Comirnaty™ 

ของบริษัทไฟเซอร (Pfizer-BioNTech)

เตรียมวคัซนีเพือ่นำมาใชในการศกึษา โดยเจอืจาง

วัคซีนดวยอาหารเล้ียงเซลล DMEM high/glucose

ใหไดความเขมขนเริ่มตนท่ี 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

กอนทำการเจือจางดวยอาหารเล้ียงเซลลเพ่ิมเติม เพื่อ

ใหไดปริมาณ mRNA ที่ 15, 30 และ 60 ไมโครกรัม     

แอนติบอดีและสารละลาย

แอนติบอดีจำเพาะตอโปรตีนหนามของ SARS-

CoV-2  clone CR3022 (Cat no. NBP2-90980, 

Novus Biologicals Inc, USA) เจือจางกอนใชงานใน

อัตราสวน 1:100 เปนแอนติบอดีที่ใชในการยอมเซลล

เพื่อตรวจหาโปรตีนหนามของวัคซีนปองกันโรคโควิด 19 

ชนิด mRNA โดยมีแอนติบอดี Human IgG1 Kappa 

Isotype Antibody Control (Cat no. NBP3-06872-

0.1 MG, Novus Biologicals Inc, USA) เจอืจางกอน

ใชงานในอัตราสวน 1:50 เปนแอนติบอดีควบคุม และ

แอนติบอดี Goat Anti-Human IgG-PE, Cat no. 

STBT-2040-09 (Southern Biotech, USA) ทีเ่จอืจาง

กอนใชงานในอัตราสวน 1:200 เปนแอนติบอดีสำหรับ

การตรวจติดตาม 

FACs staining buffer ประกอบดวย 1% FBS 

ใน 1 × PBS ใชในการเจอืจางแอนตบิอดแีละกระบวนการ

ยอมเซลลสำหรับการทดสอบ Flow cytometry 

การวิเคราะหโปรตีนหนามของ SARS-CoV-2

ที่แสดงออกบนผิวเซลล 293FT ดวยวิธี Flow

cytometry

เติมเซลลเพาะเลี้ยง 293FT จำนวน 1×106 เซลล

ตอหลุมทดสอบ ลงไปในจานสำหรับเพาะเลี้ยงแบบ

6 หลุม (Costar, China) โดยใหมีปริมาตรหลุมละ

3 มิลลิลิตร ทุกหลุม แลวบมที่อุณหภูมิ 37°C ในตูอบ

เพาะเช้ือที่มี 5% คารบอนไดออกไซด (Binder,

Germany) เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนเติมตัวอยาง

วัคซีนที่มีปริมาณ mRNA ที่ตองการศึกษาลงไปในเซลล

เพาะเล้ียงในหลุมที่กำหนด แลวบมตอที่สภาวะเดิม

เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เมือ่ครบเวลาบม ดดูอาหารเลีย้งเซลล

ออกและลางเซลลดวย PBS แชเย็น ปริมาตร 1,000 

ไมโครลิตร 2 ครั้ง โดยระวังไมใหกระทบกับเซลล

จากนั้นเติม PBS แชเย็น ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร 

ลงไปทุกหลุม ตามดวยการดูดปลอยดวยปเปตหรือ

ใช cell lifter เพื่อลอกเซลลออกจากจานเพาะเลี้ยง

อยางเบามือ ยายเซลลในของเหลวใสลงในหลอดหมุน

เหวี่ยงขนาด 1.5 มิลลิลิตร นำเขาเครื่องปนเหวี่ยงแบบ

ควบคุมอุณหภูมิ (Eppendorf, Centrifuge 5430, 

Eppendorf, Germany) ปนเหวี่ยงที่ 1,500 rpm 

อณุหภมู ิ4°C เปนเวลา 5 นาที และดดูสวนของเหลวใสท้ิง

เพื่อเก็บตะกอนเซลล กอนเติมแอนติบอดีจำเพาะตอ

โปรตีนหนามของ SARS-CoV-2 หรือแอนติบอดี

Human IgG1 Kappa Isotype Control หรือ FACs

staining buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ในตัวอยาง
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(Attune NxT Acoustic Focusing, Thermo Fisher, 

USA) โดยใชโปรแกรม AttuneTM NxT Software 

ปรับต้ังคาพารามิเตอรในการใชงานโปรแกรมและเครื่อง

ตามคูมือเหมือนกันทุกการทดสอบ สำหรับเกณฑการ

วิเคราะหเซลล เลือกกลุมประชากร R1 (R1 cell popu-

lation gate) จากประชากรเซลลทั้งหมด (All events 

หรือ Acquired cell count) และเลือกประชากร R2 

จากประชากร R1 โดยคดัเลอืกจากเกณฑทีเ่ปนเซลลเดีย่ว 

(R2 singlet cell gate) โดยที่กลุมประชากรใน R2

จะตองมีจำนวนเทากับ 10,000 events (cells) 

และปรับตั้งเกณฑสำหรับ Antigen positive cell

(% Positive cells) จากเซลลที่ไมมีการเติมวัคซีนและ

ใชเกณฑเดียวกันในทุกตัวอยาง ดังแสดงในภาพที่ 1 

ภาพที่ 1 ผลการวิเคราะหโปรตีนหนาม (S protein) บนผิวเซลลเพาะเลี้ยง 293FT ดวยโปรแกรม AttuneTM NxT 

 Software A) แสดงกลุมประชากรเซลล R1 ที่ไดจากการเลือกประชากรจากภาพการกระจายตัวของเซลล

 ตามขนาด (Forward scatter; FSC) และความซบัซอนภายในเซลล (Side scatter; SSC) ของประชากร

 ทั้งหมด, B) แสดงกลุมประชากรเซลล R2 Singlet ที่ไดจากการเลือกประชากรจากภาพการกระจายตัว

 ของเซลลตามขนาดแบบ FSC-H และ FSC-A ของประชากร R1, C) ภาพ Histogram แสดงกลุมประชากร

 ที่เปน % positive ของเซลลที่มีโปรตีนหนามแสดงออกบนผิวเซลลแตไมมีการยอมเซลลดวยแอนติบอดี

 ตอโปรตีนหนาม และ D) แสดงกลุมประชากรที่เปน % positive ของเซลลที่มีโปรตีนหนามแสดงออก

 บนผิวเซลลและถูกยอมดวยแอนติบอดีตอโปรตีนหนาม

ที่กำหนด จากนั้นนำเซลลไปบมที่อุณหภูมิ 4°C เปนเวลา

20 นาที เมื่อครบเวลานำเซลลไปปนเหว่ียงท่ีความเร็ว

1,500 rpm อณุหภมู ิ4°C เปนเวลา 5 นาท ีเพือ่เกบ็ตะกอน

เซลลและปนลางเซลลดวยการเติม FACs staining 

buffer ปรมิาตร 500 ไมโครลิตร และปนเหว่ียงท่ีความเรว็ 

1,500 rpm อุณหภูมิ 4°C เปนเวลา 5 นาที 1 ครั้ง 

ดูดสวนใสทิ้งเติม Goat anti-human IgG-PE หรือ

FACs staining buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตร

ลงในตัวอยางที่กำหนด บมท่ีอุณหภูมิ 4°C เปนเวลา 

20 นาท ีในทีม่ดื จากนัน้ปนเหว่ียงท่ีความเรว็ 1,500 rpm 

อุณหภูมิ 4°C เปนเวลา 5 นาที เพื่อเก็บตะกอนเซลลและ

ปนลางเซลล 2 ครั้ง หลังจากดูดสวนใสทิ้ง เติม FACs

staining buffer ปริมาตร 250 ไมโครลิตร และนำเซลล

แขวนลอยไปวิเคราะหดวยเครื่อง Flow cytometer 
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การแปลผลการวิเคราะหการแสดงออกโปรตีนหนาม

บนผิวเซลล 293FT

การพิจารณาการแสดงออกโปรตีนหนามบนผิว

เซลล ทำโดยวิเคราะหจาก คา % positive ที่เลือกจาก

Singlet (R2) ในการวิเคราะหกราฟ Histogram

ที่สรางจากโปรแกรมในเครื่อง Flow cytometer โดย

เซลลที่เติมวัคซีนและไมเติมวัคซีน ที่อยูในสภาวะที่

ไมยอมดวยแอนติบอดี (unstained) สภาวะที่ยอมดวย

แอนติบอดีควบคุม (Isotype Control) จะต้ังคาใหมี 

% positive นอยกวา 1 และถา % positive มากกวา

หรือเทากับ 1 แสดงวาเซลลสามารถผลิตโปรตีนหนามได 

ดังแสดงในภาพที่ 2 

ภาพที่ 2 กราฟ Histogram แสดงผลการวิเคราะห % positive ทีแ่สดงถงึจำนวนเซลลทีม่กีารตดิสารเรอืงแสงทีส่ภาวะ

 การยอมแอนติบอดีที่แตกตางกัน ในเซลลที่เติมวัคซีน mRNA ปริมาณ 30 ไมโครกรัม A) สภาวะที่ไมยอม

 ดวยแอนติบอดี (unstained-30), B) สภาวะที่ยอมดวยแอนติบอดีควบคุม (Isotype Control-30) และ 

 C) สภาวะยอมดวยแอนติบอดีตอโปรตีนหนาม (S protein PE-30)

การทดสอบความจำเพาะ (Specificity) ของวิธีการ

วิเคราะหโปรตีนหนามของ SARS-CoV-2 ที่

แสดงออกบนผิวเซลล 293FT ดวยเทคนิค Flow 

cytometry

กำหนดใหใชปริมาณ mRNA ในตัวอยางเทากับ 

30 ไมโครกรัม ซึ่งเทากับปริมาณที่แนะนำใน 1 โดส และ

มพีารามเิตอรในการทดสอบตาม ICH guideline หวัขอ

ความจำเพาะ (Specificity) ของวิธี(10) โดยพิจารณา % 

positive ของเซลลในแตละตัวอยางจากวัคซีน mRNA 

จำนวน 1 รุนการผลิต ทำการทดสอบซ้ำ 3 ครั้ง เกณฑ

การตดัสนิผลกำหนดใหคา % positive ของเซลลควบคมุ 

หรือการทดสอบท่ียอมดวยแอนตบิอดคีวบคมุ (Human 

IgG1 Kappa Isotype Control Isotype Control) 

ตองมีคานอยกวา 1% เพื่อเปนการยืนยันวาวิธีการและ

แอนติบอดีที่ใชสามารถตรวจหาและมีความจำเพาะตอ

โปรตีนหนาม ซึ่งเปนโปรตีนเปาหมายของวัคซีนปองกัน

โรคโควดิ 19 ชนดิ mRNA เพือ่ใหสามารถระบเุอกลกัษณ

ของวัคซีนดังกลาวได

ผล

ผลการศึกษาปริมาณ mRNA ที่เหมาะสมที่ใชในการ

วิเคราะหโปรตีนหนามบนผิวของเซลลเพาะเลี้ยง 

293FT 

จากการตรวจวิเคราะหโปรตีนหนามบนผิวของ

เซลลเพาะเลี้ยง 293FT ที่มีการเติมวัคซีนโควิด 19 ชนิด 

mRNA ที่มีปริมาณ mRNA 15, 30 และ 60 ไมโครกรัม 

พบวามี % Positive cells เฉลี่ยเทากับ 40.26, 53.71 

และ 56.46 ตามลำดับ ดังแสดงในภาพที่ 3
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ผลการทดสอบความจำเพาะ (Specificity) ของวิธี

การวิเคราะหโปรตีนหนามของ SARS-CoV-2 ที่

แสดงออกบนผิวเซลล 293FT ดวยเทคนิค Flow 

cytometry

ผลวิเคราะหโปรตีนหนามที่แสดงออกในเซลล 

293FT พบวาเซลลที่มีการเติมวัคซีนโรคโควิด 19 ชนิด 

mRNA ปรมิาณ 30 ไมโครกรมั และยอมดวยแอนตบิอดี

ตอโปรตีนหนาม มีคา % Positive cells เฉลี่ยเทากับ 

47.045% ในขณะท่ีเซลลท่ีไมมีการเติมวัคซีนและยอม

ดวยแอนติบอดีตอโปรตีนหนาม แสดงคา % Positive 

cells เฉล่ียเทากับ 0.808% ซ่ึงเปนไปตามเกณฑตัดสิน 

(นอยกวา 1%)

ผลทีไ่ดจากเซลลทีม่กีารเตมิวคัซนีแตไมมกีารยอม

ดวยแอนติบอดีหรือยอมดวยแอนติบอดีควบคุม ใหคา 

% Positive cells นอยกวา 1% เหมือนกับผลที่ไดจาก

เซลลที่ไมมีการเติมวัคซีนในทุกสภาวะการยอม ซึ่งแสดง

ใหเห็นวาวิธีที่พัฒนาและแอนติบอดีตอโปรตีนหนามมี

ความจำเพาะในการตรวจติดตามเซลลที่มีโปรตีนหนาม

เทานั้น ดังแสดงในตารางที่ 1 

ภาพที่ 3 กราฟ Histogram แสดงผลการวิเคราะห % positive ที่แสดงจำนวนเซลลที่มีการติดสารเรืองแสง

 A) เซลลท่ีเตมิวัคซีน 30 ไมโครกรมั ท่ีไมยอมดวยแอนตบิอด,ี B)  เซลลทีเ่ตมิวคัซนี 30 ไมโครกรมั ทีย่อมดวย

 แอนติบอดีควบคุม, C) เซลลที่เติมวัคซีน 15 ไมโครกรัม ที่ยอมดวยแอนติบอดีตอโปรตีนหนาม,

 D) เซลลที่เติมวัคซีน 30 ไมโครกรัม ที่ยอมดวยแอนติบอดีตอโปรตีนหนาม และ E) เซลลที่เติมวัคซีน 

 60 ไมโครกรัม ที่ยอมดวยแอนติบอดีตอโปรตีนหนาม
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ตารางที่ 1 ผลการวิเคราะห % Positive cell ของเซลลเพาะเล้ียง 293FT ทีม่กีารแสดงออกของโปรตนีหนามในแตละ

 กลุมทดสอบที่สภาวะตาง ๆ 

กลุมทดสอบ ตัวอยาง
เกณฑการตัดสิน

(% Positive cell)

(% Positive cell)
คาเฉลี่ย

สวนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน1 2 3

เซลลที่เติมวัคซีน
โรคโควิด 19 ชนิด 

mRNA 

ไมยอมดวยแอนติบอดี
ยอมดวยแอนติบอดีควบคุม

ยอมดวยแอนติบอดีตอ
โปรตีนหนาม

< 1%
< 1%
> 1%

0.118
0.112
57.756

0.009
0.159
33.938

0.070
0.429
49.442

0.066
0.233
47.045

0.055
0.171
12.089

เซลลที่ไมเติมวัคซีน
โรคโควิด 19 ชนิด 

mRNA 

ไมยอมดวยแอนติบอดี
ยอมดวยแอนติบอดีควบคุม

ยอมดวยแอนติบอดีตอ
โปรตีนหนาม

< 1%
< 1%

< 1%

0.518
0.287

0.939

0.035
0.445

0.705

0.097
0.554

0.781

0.217
0.429

0.808

0.263
0.134

0.119

วิจารณ

การใชเทคนิค Flow cytometry ในศึกษาการ

แสดงออกของโปรตีนหนามของ SARS-CoV-2 ที่ได

จากการแปลรหสั mRNA ในเซลลเพาะเลีย้งนัน้ มกีารนำ

เซลลเพาะเลี้ยงหลายชนิดมาใชในการวิจัยตางๆ ขึ้นกับ

วตัถปุระสงคของงาน รวมท้ังแอนตบิอดทีีใ่ชในการศกึษา

ตองมีความจำเพาะตอโปรตีนหนาม มีการรายงานการใช

แอนติบอดี โคลน CR3022 ในการศึกษาของ Corbett 

KS และคณะ โดยเปนการศึกษาสารพันธุกรรมดัดแปลง

ชนิด mRNA (mRNA-1273) ซึ่งนำมาใชในการผลิต

วัคซีนปองกันโรคโควิด 19 พบวาเมื่อเหนี่ยวนำ mRNA 

ดัดแปลงดังกลาวเขาสูเซลลเพาะเลี้ยง HEK293T และ

วิเคราะหโปรตีนหนามบนผิวเซลลโดยเครื่อง Flow 

cytometer พบวาเซลลสามารถผลิตโปรตีนหนามของ 

SARS-CoV-2 ได และโปรตีนที่ไดมีความสามารถ

ในการกระตุนภูมิคุมกันได(11) นอกจากนี้มีรายงานการใช

แอนติบอดี โคลน CR3022 ในงานวิจัยของ Rauch S

และคณะ ทีศ่กึษาตำแหนงการแสดงออกของโปรตนีหนาม

ที่ไดจากการแปลรหัส mRNA ที่พัฒนาขึ้น โดยศึกษาใน

เซลลเพาะเลีย้ง HeLa และทำการวิเคราะหการแสดงออก

โปรตีนทั้งภายในเซลลและบนผิวเซลลดวยเครื่อง Flow 

cytometer ผลการศึกษาพบวาโปรตีนหนามสวนใหญ

ที่ผลิตจาก mRNA ที่ผูวิจัยพัฒนาขึ้นนั้นมีการแสดงออก

บนผิวเซลล(12) จากการทบทวนขอมูล พบวาแอนติบอดี

โคลน CR3022 เปนแอนติบอดีที่ทำใหเกิด Neutrali-

zation โดยจำเพาะตอโปรตีนหนามตำแหนง S1(13) 

ซึ่งเหมาะแกการนำมาวิเคราะหเอกลักษณและความเปน

ไปไดของโปรตีนหนามที่พัฒนาข้ึนวาสามารถกระตุน

ภูมิคุมกันได วัคซีน mRNA ที่ผลิตในระหวาง ป พ.ศ. 

2564–2565 ยังเปนวัคซีนที่ผลิตขึ้นตอโปรตีนหนาม

แบบ full-length ของสายพันธุดั้งเดิม ในงานวิจัยนี้

ผูวิจัยทดสอบการแสดงออกของโปรตีนหนามเฉพาะ

บนผิวเซลลเทานั้น โดยตำแหนงโปรตีนหนามสามารถ

อยูบนผิวเซลลหรือภายในเซลลไดขึ้นกับการออกแบบ 

mRNA ที่ผูผลิตพัฒนาขึ้น ทั้งนี้วิธีที่พัฒนาขึ้นเปนการ

วิเคราะหเอกลักษณของวัคซีน ซึ่งเปนการวิเคราะห

เชิงคุณภาพ ในอนาคตสามารถพัฒนาตอยอดเพื่อ

วิ เคราะหปริมาณการแสดงออกของโปรตีนหนาม

ทุกตำแหนงของเซลลได โดยสามารถเพิ่มขั้นตอนในการ

เจาะเซลลและยอมภายในเซลล 

ในการหาปริมาณ mRNA ที่เหมาะสมที่ใชในการ

ทดสอบ ผูวิจัยไดทำการทดสอบโดยใช mRNA ปริมาณ

ตางกันตั้งแต 0.004–60.0 ไมโครกรัม ลงในเซลล

เพาะเลี้ยง 293FT เพื่อใหครอบคลุมโดสที่แนะนำของ

วัคซีนที่ใชในการศึกษา พบจำนวนเซลลที่ยอมติดโปรตีน

หนามแปรผันโดยตรงกับปริมาณ mRNA ที่เติมลงไป 

โดยปริมาณ mRNA ที่ 30 ไมโครกรัม สามารถใหผลการ

ทดสอบที่สม่ำเสมอและใหผลที่ไมแตกตางจากปริมาณ 

mRNA ที่ 60 ไมโครกรัม และที่ปริมาณ mRNA เทากับ 

30 ไมโครกรัม เปนปริมาณที่แนะนำใน 1 โดส ของ

วัคซีนที่ใชในการวิจัยนี้
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การศึกษาความจำเพาะของแอนติบอดีมีความ

สำคัญตอการระบุ เอกลักษณ ตัวอยาง ท่ียอมดวย

แอนติบอดีควบคุม (Human IgG1 Kappa Isotype 

Antibody Control) ถูกนำมาใชในการพิจารณาความ

จำเพาะของแอนติบอดีตอโปรตีนหนาม เพื่อเปนการ

ยืนยันวา % Positive cell ที่ไดเกิดขึ้นเกิดจากการจับกัน

แบบจำเพาะระหวางโปรตีนกับแอนติบอดี ไมไดเกิดจาก

การเรืองแสงของพืน้หลงั (background fluorescence)(14)

Isotype Antibody Control เปนโมโนโคลนอล

แอนติบอดีที่ไมจำเพาะกับโปรตีนหนาม แตมี isotype 

เดียวกันกับแอนติบอดีจำเพาะท่ีใชในการทดสอบ โดย

เปนการยืนยันวาเซลลกับแอนติบอดีไมมีการจับกันแบบ

ไมจำเพาะทีเ่กดิจาก Fc receptor ของเซลลจบักบับรเิวณ 

Fc domain ของแอนตบิอดี(15,16) โดยเม่ือพิจารณาสภาวะ

ที่เซลลเพาะเลี้ยงที่ไดรับวัคซีน เมื่อยอมดวยแอนติบอดี

จำเพาะเปรียบเทียบกับแอนติบอดีควบคุม พบวามีคา 

% Positive cells ตางกัน 201.62 เทา แสดงใหเห็นวา

แอนติบอดีที่ใชมีความจำเพาะตอโปรตีนหนาม

เซลลเพาะเล้ียง 293FT สามารถผลิตโปรตนีหนาม

ของ SARS-CoV-2 ได เม่ือไดรบัวัคซนี mRNA เทานัน้

เนื่องจากโปรตีนหนามเปนโปรตีนของไวรัสและไมพบ

ในเซลลสัตวเล้ียงลูกดวยนมตามธรรมชาติ ดังนั้นเมื่อ

พจิารณาสภาวะทีมี่การยอมเซลลดวยแอนตบิอดท่ีีจำเพาะ

ตอโปรตีนหนาม พบวา % Positive cells ที่ไดจากเซลล

เพาะเล้ียงที่เติมวัคซีนเปรียบเทียบกับเซลลเพาะเลี้ยง

ที่ไมมีการเติมวัคซีนซึ่งเปนเซลลควบคุม มีคาตางกัน 

58.20 เทา แสดงใหเหน็วาเซลลมกีารผลติและแสดงออก

ของโปรตีนหนามบนผิวเซลลไดเมื่อไดรับวัคซีน mRNA 

เทานั้น 

จากการศกึษาขางตน วิธทีีพ่ฒันาขึน้สามารถนำมา

ใชในการระบุเอกลกัษณของวัคซนีโควิด 19 ชนิด mRNA 

โดยการพิสูจนโปรตีนหนามไดอยางมีความจำเพาะ

วิธีดังกลาวสามารถนำมาตรวจวิเคราะหผลิตภัณฑเพื่อ

ยืนยันเอกลักษณวัคซีนโควิด 19 ชนิด mRNA ที่นำมา

ขึน้ทะเบยีนหรอืเพือ่วตัถปุระสงคอืน่ๆ โดยไมจำเปนตองมี

สารมาตรฐานอางอิงหรอืวิธกีารของผูผลิต ซ่ึงเปนขอจำกดั

ในชวงที่เกิดการระบาดของโรคโควิด 19 ในชวงที่ผานมา 

นอกจากนี้วิธีดังกลาวยังมีแนวโนมที่จะขยายขอบขายใน

การนำมาพิจารณาคุณลักษณะดานความแรงของวัคซีน

ซึ่งเปนการวิเคราะหเชิงปริมาณ โดยเพิ่มการทวนสอบวิธี

ในพารามิเตอรที่เกี่ยวของตามแนวทาง ICH Q2 ได

และสามารถนำองคความรูที่ไดจากการพัฒนาวิธีนี้มา

ประยุกตและเปนแนวทางในการตรวจสอบเอกลักษณ

และคาความแรงของวัคซีน mRNA ที่ใชปองกันโรค

ชนิดอื่นๆ ที่อยูระหวางการวิจัยและพัฒนาไดตอไป

ในอนาคต

สรุป

จากผลการศึกษาพบวาวิธี Flow cytometry ท่ี

พัฒนาขึ้นนี้สามารถตรวจติดตามเซลล 293FT ที่ผลิต

โปรตนีหนามของไวรสั SARS-CoV-2 ได จงึอาจใชเปน

วิธีในการตรวจสอบเอกลักษณของวัคซีน COVID-19 

ชนิด mRNA โดยมีความจำเพาะตอโปรตีนหนามใน

ตวัอยางวคัซนี ทัง้นีผู้วจิยัมเีปาหมายทีจ่ะพฒันาวธิดีงักลาว

ใหเปนวิธีมาตรฐานที่สามารถใชไดกับทุกผลิตภัณฑ

ที่อยูในรูปแบบวัคซีน mRNA ในอนาคตตอไป 
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Development for Analysis of 
the SARS-CoV-2 Spike Protein in

293FT Cells by Flow Cytometry for
Identity Determination of 

the mRNA COVID-19 Vaccines

ABSTRACT Regarding national quality control of vaccines and biological products, the Institute 
of Biological Products, Department of Medical Sciences, Thailand, developed a method to determine 
the identity of the mRNA COVID-19 vaccine. In this study, it was demonstrated that treating the mRNA 
COVID-19 vaccine in 293FT cell cultures induced the expression of the SARS-CoV-2 spike protein, 
which could be detected by a specifi c antibody using fl ow cytometry. The amount of mRNA added varied 
with the number of cells containing the spike protein. Additionally, the antibody used was specifi c to the 
spike protein compared to the antibody control. The method demonstrated that 30 micrograms of mRNA 
vaccine increased the percentage of cell-expressed spike protein to approximately 47%, compared to 
untreated cells or the control group, which showed less than 1% positive cell expression. This method was 
successful in determining the identity of the mRNA COVID-19 vaccine. It is also expected that this 
developed method will be a standardized assay that can be used with other products in the form of mRNA 
vaccines in the future. 

Keywords: COVID-19 vaccine, mRNA vaccine, Spike protein, Flow cytometry, 293FT cells


