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การศึกษาการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของแอนติเจน 
Mycobacterium tuberculosis ชนิด

Ag85B, ESAT-6, Rv2660c และ 
Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion ในหนูทดลอง 

บทคัดย่อ  วัณโรคยังคงปัญหาสาธารณสุขที่สำ�คัญของโลก โดยมีวัคซีนบีซีจี (Bacillus Calmette–Guérin) เป็นวัคซีน
ป้องกันวัณโรคชนิดเดียว ซึ่งสามารถป้องกันวัณโรคชนิดรุนแรงในเด็กแต่พบว่ามีประสิทธิภาพลดลงในผู้ใหญ่ การวิจัยและ 
พฒันาวคัซนีวณัโรคชนดิใหม่ๆ  จงึมคีวามสำ�คญัเพือ่การยตุวิณัโรค การศกึษานีจ้งึมวีตัถุประสงคเ์พือ่ศกึษาการกระตุน้ภมูคิุม้กนั 
ของแอนติเจนชนิดรีคอมบิแนนท์ของ Mycobacterium tuberculosis (Mtb) ในหนูทดลอง จำ�นวน 3 ชนิด 4 รูปแบบ 
ประกอบด้วย Ag85B, ESAT-6, Rv2660c และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion ซึ่งมีรายงานว่าเป็นแอนติเจนทั้งใน
ระยะติดเชื้อและระยะแฝง เพื่อนำ�ข้อมูลที่ได้ไปใช้ในการออกแบบและพัฒนาวัคซีนชนิด mRNA โดยการสร้างและผลิตโปรตีน
แอนติเจนรีคอมบิแนนท์ใน Escherichia coli สายพันธุ์ ClearColi™ BL21 (DE3) และนำ�ไปฉีดในหนูทดลองสายพันธุ์ 
C57BL/6 จากนั้นทดสอบการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันชนิด humoral immune response โดยวิธี Western blot และ 
ELISA และทดสอบการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันชนิด cellular immune response โดยการตรวจ cytokine ได้แก่ IFN-γ, 
IL-2 และ TNF-α ด้วยวิธี Multiplex assay โดยการกระตุ้นซ้ำ�แบบ ex vivo จากการศึกษาพบว่า Ag85B, ESAT-6 และ 
Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion มีความสามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันชนิด humoral immune response และ cellular 
immune response ส่วน Rv2660c ซึ่งเป็นแอนติเจนที่พบในระยะแฝงมีความสามารถในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันเฉพาะชนิด 
cellular immune response ดังนั้นแอนติเจนทั้ง 3 ชนิด จึงมีความเหมาะสมในการนำ�ไปพัฒนาเป็นวัคซีนต่อไป

คำ�สำ�คัญ:  Ag85B, ESAT-6, Rv2660c, การตอบสนองทางภูมิคุ้มกันในหนู
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Immunogenicity of M. tuberculosis Antigens: Ag85B, ESAT-6, Rv2660c 
and Ag85B-ESAT-6-Rv2660c Fusion in Mice  	 Panadda Dhepakson et al.

บทนำ�

วัณัโรค หรือื tuberculosis (TB) เป็น็โรคติดิเชื้้�อ 

ที่่�มีีสาเหตุุมาจาก Mycobacterium tuberculosis 

(Mtb) ซึ่่�งเมื่่�อมีีการติิดเชื้้�อ Mtb สามารถแฝงอยู่่�ใน

ร่่างกายของมนุุษย์์โดยไม่่แสดงอาการหรืือเป็็นวััณโรค

ระยะแฝง ซึ่่�งจะมีีเพีียงร้้อยละ 5−10 ที่่�มีการดำเนิิน

ของโรคไปเป็็นวััณโรคระยะแสดงอาการ (active TB) 

เนื่่�องจากร่่างกายของผู้้�ติิดเชื้้�อมีีภููมิิคุ้้�มกัันต่่ำลง ทำให้้ไม่่

สามารถควบคุุมการเพิ่่�มจำนวนของเชื้้�อได้้ ส่่งผลให้้เชื้้�อ

ลุุกลามไปยัังอวััยวะอื่่�นผ่่านทางระบบน้้ำเหลืือง และมีี

อาการเจ็็บป่่วยตามมา(1)

วััคซีีน Bacillus Calmette–Guérin (BCG) 

เป็็นวััคซีีนวััณโรคเพีียงชนิิดเดีียวที่่�ใช้้ในปััจจุุบัันตั้้�งแต่่

ปีี ค.ศ. 1921 ซึ่่�งเป็็นวััคซีีนเชื้้�อเป็็นอ่่อนฤทธิ์์� (live 

attenuated vaccine) ผลิิตจากเชื้้�อ Mycobacterium 

bovis โดยสามารถป้้องกัันวััณโรคชนิิดรุุนแรงในเด็็ก 

แต่ป่ระสิทิธิภิาพในการป้้องกันัวััณโรคจะลดลงในผู้้�ใหญ่่(2) 

ดัังนั้้�นจึึงมีีความจำเป็็นในการพััฒนาวััคซีีนเพื่่�อเพิ่่�ม

ประสิิทธิิภาพให้้สููงขึ้้�นกว่่าเดิิม โดยเฉพาะประเทศไทย 

ซึ่่�งมีีปััญหาการแพร่่ระบาดของวััณโรคสููงเป็็นอัันดัับต้้น

ของโลก ซึ่่�งสอดคล้้องกัับแผนยุุทธศาสตร์์ในการยุุติิ

วััณโรค เรื่่�อง การส่่งเสริิมการวิิจััยและพััฒนานวััตกรรม

การป้้องกััน ดููแลรัักษา และควบคุุมวััณโรค โดยแนวโน้้ม

ในการพััฒนาวััคซีีนวััณโรคในปััจจุุบัันมีีการใช้้แอนติิเจน

มากกว่่า 1 ชนิิด มาพััฒนาวััคซีีนในรููปแบบต่่างๆ อาทิิ 

วััคซีีนเชื้้�อเป็็นอ่่อนฤทธิ์์� (live attenuated vaccine), 

วัคัซีนีเชื้้�อตาย, viral vector vaccine, protein subunit 

และ DNA vaccine โดยผลการศึึกษาพบว่่าวััคซีีน

สามารถกระตุ้้�นการตอบสนองของระบบภูมิูิคุ้้�มกันัในสัตัว์์

ทดลอง และมีีชนิิด subunit ที่่�อยู่่�ระหว่่างการทดสอบ 

ในมนุุษย์์(3) 

จากองค์์ความรู้้� ในปััจจุุบัันทำให้้ทราบกลไก 

การดำเนิินของโรคในแต่่ละระยะ ซึ่่�งเชื้้�อจะมีีการสร้้าง

โปรตีีนที่่� เกี่่�ยวข้้องกัับระบบภููมิิคุ้้�มกัันของ host ที่่� 

แตกต่่างกััน ทำให้้ปััจจุุบัันแนวโน้้มการพััฒนาวััคซีีน

วััณโรคจะมีีการออกแบบวััคซีีนที่่�ประกอบด้้วยแอนติิเจน

ที่่�แสดงออกในระยะต้้นของการติดิเชื้้�อและระยะแฝง โดย

มีวีัตัถุปุระสงค์์เพื่่�อกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกันัในการป้้องกันัวัณัโรค

ในทุุกระยะ คณะผู้้�วิจัยัจึึงมีีเป้้าหมายในการออกแบบวััคซีีน

ป้อ้งกันัวัณัโรคในรูปูแบบวัคัซีนี mRNA โดยใช้แ้อนติเิจน 

Ag85B (Rv1886c หรือื Mycolyl transferase 85B) ซึ่่�ง

เป็็นแอนติิเจนที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับกระบวนการสร้้างผนัังเซลล์์ 

โดยจะทำหน้า้ที่่�เชื่่�อม mycolic acid กับั arabinogalactan 

ของผนัังเซลล์์ Mtb(4) โดย Ag85B จะแสดงออกใน

ระยะเริ่่�มต้้นของการติิดเชื้้�อและจะลดลงเมื่่�อเวลาผ่่านไป 

Ag85B กระตุ้้�นได้้ทั้้�ง humoral และ cell-mediated 

immune response ได้้ทั้้�งในผู้้�ป่วยวััณโรคระยะแสดง

อาการและระยะแฝง(5) แอนติิเจน ESAT-6 (Rv3875 

หรือื Early Secreted Antigenic Target 6 kDa) ผลิติ

จากเชื้้�อ Mtb และหลั่่�งออกมานอกเซลล์์ มีีความสามารถ

ในการกระตุ้้�น T-cell โดยการจัับกัับ TLR-2 receptor 

แล้ว้ยัับยั้้�ง Downstream Signal Transduction(6) และ

มีีการศึึกษาว่่าการยัับยั้้�งโปรตีีน ESAT-6 จะลดความ

รุุนแรงของเชื้้�อ Mtb และกระตุ้้�นการหลั่่�ง IL-8 ของ 

epithelial cells บริิเวณปอด ซึ่่�งเป็น็แอนติิเจนในไม่ก่ี่่�ชนิดิ

ที่่� Mtb แสดงออกมาอย่า่งต่อ่เนื่่�องในปริมิาณที่่�สูงูทุกุระยะ

ของการติิดเชื้้�อ ดัังนั้้�นจึึงเป็็นเป้้าหมายในการพััฒนาการ

ตรวจวิินิิจฉััยและวััคซีีนป้้องกัันวััณโรค(7) นอกจากนี้้� 

ยัังมีีรายงานที่่�พบว่่าแอนติิเจน Rv2660c ซึ่่�งเป็็นโปรตีีน

แอนติิเจนที่่�พบได้้มากในระยะแฝง ทำหน้้าที่่�กระตุ้้�น 

human macrophage ให้้สร้้าง Pro-inflammatory 

cytokine ผ่่าน TLR-2 signal โดยมีีการศึึกษาพบว่่า 

Rv2660c สามารถกระตุ้้�นการสร้้าง IFN-γ ในผู้้�ติิดเชื้้�อ 

ระยะแฝงได้้สููงกว่่าผู้้�ติดเชื้้�อระยะแสดงอาการ ซึ่่�งมีีความ

เป็็นไปได้้ในการนำมาพััฒนา Post-exposure TB 

vaccine(8) โดยการศึึกษาก่่อนหน้้าได้้มีีการพััฒนาวััคซีีน 

H56:IC31 ซึ่่�งเป็็นชนิิด subunit vaccine ที่่�ประกอบด้้วย 

แอนติิเจน 3 ชนิิดดัังกล่่าว และมีีการศึึกษาในระดัับ 

clinical phase โดยใช้้ IC31 เป็็น adjuvant ผลการ

ศึึกษาพบว่่าวััคซีีนมีีความปลอดภััย และสามารถกระตุ้้�น

ภูมูิคิุ้้�มกันัได้ด้ี ีซึ่่�งวัคัซีนีชนิดินี้้�มีกีารศึกึษาถึงึระยะ clinical 

phase 2b(9)  

การศึึกษานี้้�มีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อศึึกษาการกระตุ้้�น 

ภููมิิคุ้้�มกัันของแอนติิเจน Ag85B, ESAT-6, Rv2660c 

และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c รููปแบบ fusion 

protein เพื่่�อใช้้เป็็นข้้อมููลในการออกแบบและพััฒนา

วััคซีีนป้้องกัันวััณโรครููปแบบ mRNA ต่่อไป
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การกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกัันของแอนติิเจน M. tuberculosis ชนิิด Ag85B, ESAT-6, Rv2660c 
และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion ในหนููทดลอง 	 ปนััดดา เทพอััคศร และคณะ

วัสดุและวิธีการ

การเตรีียมแอนติิเจน Mtb ในรููปแบบโปรตีีนลููกผสม

จากเซลล์์ Escherichia coli

เตรีียม Mtb antigen จำนวน 4 รููปแบบ ได้้แก่่ 

Ag85B, ESAT-6, Rv2660c และ Ag85B-ESAT-6-

Rv2660c รููปแบบ fusion protein  โดยออกแบบและ

สัังเคราะห์์ยีีนของเชื้้�อ Mtb ได้้แก่่ Ag85B, ESAT-6, 

Rv2660c และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c โดยยีีน 

Ag85B และ Rv2660c สัังเคราะห์์ส่่วน FLAG tag 

sequences เชื่่�อมต่่อกัับปลายด้้าน 5' ส่่วนยีีน Ag85B-

ESAT-6-Rv2660c สัังเคราะห์์ส่่วน FLAG tag 

sequences เชื่่�อมต่่อกัับปลายด้้าน 3' ในขณะที่่�ยีีน 

ESAT-6 ใช้้ส่่วน 6xHis tag sequence ที่่�อยู่่�บนพาหะ 

พลาสมิิด จากนั้้�นทำการเพิ่่�มปริิมาณยีีนที่่�สังเคราะห์์ขึ้้�น 

ด้้วยปฏิิกิิ ริิยา PCR โดยใช้้ เอนไซม์์  Q5 DNA 

polymerase (New England Biolabs, USA) แล้้ว

นำยีีนที่่�ได้้เชื่่�อมต่่อกัับพลาสมิิด pET21a(+) (Merck 

Millipore, USA) ด้้วยเอนไซม์์ ligase (Promega, 

USA) ในตำแหน่่งเอนไซม์์ตััดจำเพาะ NdeI และ XhoI 

จากนั้้�น transform เข้้าสู่่� E. coli สายพัันธุ์์� TG1 แล้้ว

นำโคลนลููกผสมมาสกััดพลาสมิิดและตรวจสอบลำดัับ 

นิิ วคลิิ โอไทด์์ของยีีนที่่� แทรกอยู่่� ในพลาสมิิดด้้ วย 

BigDye™  Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 

(Thermo Fisher Scientific, USA) ก่่อนนำไป 

transform เข้า้สู่่� E. coli สายพันัธุ์์� ClearColi™ BL21 

(DE3) (Biosearch Technologies, USA) เพื่่�อผลิิต 

โปรตีีนลููกผสม โดยเหนี่่�ยวนำให้้เกิิดการผลิิตโปรตีีนด้้วย 

Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) 

(Thermo Scientific, Italy) โดยใช้้อุุณหภููมิิและ 

ระยะเวลาในการเพาะเลี้้�ยงที่่�เหมาะสม(10) ดัังนี้้� สำหรัับ 

รีีคอมบิิแนนท์์โคลน Ag85B เติิม 0.04 mM IPTG 

เพาะเลี้้�ยงที่่�อุณุหภูมูิ ิ12 องศาเซลเซียีส เป็น็เวลา 20 ชั่่�วโมง 

รีีคอมบิิแนนท์์โคลน ESAT-6 และ Rv2660c เติิม 0.4 

mM IPTG เพาะเลี้้�ยงที่่�อุุณหภููมิิ 37 องศาเซลเซีียส 

เป็็นเวลา 4 ชั่่�วโมง และรีีคอมบิิแนนท์์โคลน Ag85B-

ESAT-6-Rv2660c fusion เติิม 0.4 mM IPTG 

เพาะเลี้้�ยงที่่�อุณุหภูมูิ ิ37 องศาเซลเซียีส เป็น็เวลา 24 ชั่่�วโมง 

จากนั้้�นทำโปรตีีนให้้บริิสุุทธิ์์�โดยใช้้เทคนิิค affinity 

chromatography สำหรัับโปรตีีน Ag85B, Rv2660c 

และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion protein 

ใช้้ Anti-FLAG affinity column chromatography 

(Millipore, USA)(11)   โปรตีีน ESAT-6 ใช้้ Anti-His 

affinity column chromatography (Novagen, 

USA)(12) แล้้ว dialyze ให้้อยู่่�ในสารละลาย PBS pH 

7.4 นำไปวิิเคราะห์์ปริิมาณ endotoxin โดยใช้้ชุุดน้้ำยา 

Pierce™ Chromogenic Endotoxin Quant Kit 

(Thermo Scientific, USA)(13) ก่่อนนำไปฉีีดทดสอบ

กระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกัันในหนููทดลองต่่อไป

การศึึกษาการกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกัันของแอนติิเจน Mtb 

ในรููปแบบโปรตีีนลููกผสมในสััตว์์ทดลอง

ทำการฉีีดกระตุ้้�นหนููทดลองสายพัันธุ์์� C57BL/6 

เพศเมีีย อายุุ 6−8 สััปดาห์์ (Nomura Siam Inter-

national Co., Ltd, Thailand)  โดยแบ่่งเป็็น 5 กลุ่่�ม 

กลุ่่�มละ 6 ตััว ได้้แก่่ กลุ่่�มที่่�ฉีีดด้้วยแอนติิเจนชนิิดต่่างๆ 

4 กลุ่่�ม ได้้แก่่ Ag85B, ESAT-6, Rv2660c และ 

Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion และกลุ่่�มควบคุุม

ผลลบ (negative control) ซึ่่�งฉีีดด้้วยสารละลาย 

PBS (Cytiva, USA) ปริิมาณ 5 ไมโครกรััม/dose ใช้้ 

Aluminum hydroxide (OZBiosciences, USA) 

ปริิมาณ 0.1 มิิลลิิกรััม เป็็น adjuvant โดยฉีีดส่่วนผสม

ปริิมาตร 50 ไมโครลิิตร/dose เข้้าใต้้ผิิวหนััง (subcu-

taneous) ของหนููจำนวน 2 ครั้้�ง ระยะเวลาห่่างกััน 4 

สััปดาห์์ ทำการเจาะเก็็บเลืือด จำนวน 3 ครั้้�ง โดยเจาะ

เลือืดจากข้า้งแก้ม้หนู ูจำนวน 2 ครั้้�ง ครั้้�งละ 0.2 มิลิลิลิิติร 

ที่่�เวลาก่อ่นฉีดีครั้้�งที่่� 1 และก่อ่นฉีดีกระตุ้้�นครั้้�งที่่� 2 และเมื่่�อ

สิ้้�นสุุดการทดลองหลัังฉีีดกระตุ้้�นครบ 4 สััปดาห์์ ทำการ 

Euthanasia หนูู ด้้วยยาสลบ Isofurane (Attane, 

USA) เก็็บเลืือดจากหััวใจ จำนวน 1 ครั้้�ง ปริิมาตร 0.5 

มิิลลิิลิิตร และเก็็บม้้าม นำเลืือดไปปั่่�นแยกซีีรััมเพื่่�อใช้้

ทดสอบการกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกัันแบบ humoral immune 

response และนำม้้ามไปทดสอบการกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกััน

แบบ cell mediated immune response 

จริิยธรรมการวิิจััยในสััตว์์

การศึึกษาวิิจััยในสััตว์์ทดลองนี้้�ผ่านการพิิจารณา 

จรรยาบรรณการใช้้สัตัว์ท์ดลอง มหาวิิทยาลััยธรรมศาสตร์์ 

เลขที่่� 012/2023 ลงวัันที่่� 21 กุุมภาพัันธ์์ 2567 และ 
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Immunogenicity of M. tuberculosis Antigens: Ag85B, ESAT-6, Rv2660c 
and Ag85B-ESAT-6-Rv2660c Fusion in Mice  	 Panadda Dhepakson et al.
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การทดสอบการตอบสนองทางภููมิิคุ้้� ม กัันแบบ 

humoral immune response โดยวิิธีี Western 

blot

เพื่่�อศึึกษาความจำเพาะของแอนติิบอดีีในซีีรััม

หนููที่่�ได้้รัับการฉีีดกระตุ้้�นต่่อโปรตีีนแอนติิเจน Ag85B, 

ESAT-6, Rv2660c และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c 

fusion โดยวิิธีี Western blot เริ่่�มต้้นด้้วยการเตรีียม 

โปรตีีนที่่�บริิสุุทธิ์์�ในปริิมาณ 3−5 ไมโครกรััม และ

เตรีียม Polyacrylamide gel ที่่�ความเข้้มข้้น 12−15% 

ทำการแยกโปรตีีนตามน้้ำหนัักโมเลกุุลด้้วย Sodium 

dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE) ด้ว้ยเครื่่�องแยกโปรตีนีด้ว้ยกระแสไฟฟ้า้ 

(Bio-Rad, USA) จากนั้้�นทำการย้้ายโปรตีีนจาก gel 

ไปยัังแผ่่น PVDF membrane (Bio-Rad, USA) 

โดยใช้้ระบบการถ่่ายโอนด้้วยกระแสไฟฟ้้า (transfer) 

ด้้วยเครื่่�อง Mini Trans-Blot cell (Bio-Rad, USA) 

จากนั้้�นทำการ block membrane ด้้วยสารละลาย 5.0% 

skim milk (Millipore, USA) ในบััฟเฟอร์์ TBST 

(Tris buffer saline pH 7.2, 0.05% Tween-20) 

โดยบ่ม่ที่่�อุณุหภูมูิหิ้อ้ง เป็็นเวลา 1 ชั่่�วโมง หรือืที่่� 4 องศา-

เซลเซีียส นานข้้ามคืืน เพื่่�อป้้องกัันไม่่ให้้เกิิดการจัับแบบ

ไม่จ่ำเพาะ จากนั้้�นเติิมซีีรัมัของหนููที่่�เจืือจางในสารละลาย 

1.0% skim milk ในบััฟเฟอร์์ TBST ในอััตราส่่วน 

1:100 นำไปบ่่มที่่�อุณหภููมิิห้้องโดยเขย่่าเบาๆ เป็็นเวลา 

1 ชั่่�วโมง เมื่่�อครบเวลาทำการล้้าง membrane ด้้วย

สารละลาย TBST จำนวน 3 ครั้้�งๆ ละ 2 นาทีี แล้้วล้้าง 

อีกีครั้้�งด้ว้ยสารละลาย TBS (Tris buffer saline pH 7.2) 

เพื่่�อกำจััดซีีรััมที่่�ไม่่ได้้จัับกัับโปรตีีนบน membrane 

จากนั้้�นเติิม goat anti-mouse-HRP (Dako, USA) 

ที่่�เจืือจางใน TBST ในอััตราส่่วน 1:1,000 และบ่่มที่่�

อุณุหภูมูิหิ้อ้งโดยเขย่า่เบาๆ เป็น็เวลา 1 ชั่่�วโมง จากนั้้�นล้า้ง 

membrane จำนวน 5 ครั้้�ง แล้้วจึึงเติิมสารละลาย 

3,3′,5,5′-Tetramethybenzidine (TMB) substate 

(SeraCare, USA) ลงไปบน membrane เพื่่�อทำให้้

เกิิดสีีบนแถบโปรตีีนและอ่่านผลด้้วยตาเปล่่า

การทดสอบการตอบสนองทางภููมิิคุ้้� ม กัันแบบ 

humoral immune response โดยวิิธี ีEnzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA)

เพื่่�อศึกึษาผลการสร้า้งแอนติบิอดีทีี่่�จำเพาะในซีรีัมั

หนููที่่�ได้้รัับการฉีีดกระตุ้้�นต่่อโปรตีีนแอนติิเจน Ag85B, 

ESAT-6, Rv2660c และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c 

fusion โดยวิิธีี ELISA เริ่่�มต้้นด้้วยการเคลืือบเพลท 

ELISA strip (Thermo Scientific, Denmark) 

ด้้วยโปรตีีนชนิิดใดชนิิดหนึ่่�ง ดัังนี้้� Ag85B, ESAT-6, 

Rv2660c หรืือ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion 

ในปริิมาณ 0.5 ไมโครกรััมต่่อหลุุม บ่่มเพลทที่่�อุุณหภููมิิ 

4 องศาเซลเซีียส นานข้้ามคืืน ทำการ block เพลทด้้วย

สารละลาย 5.0% skim milk ในสารละลาย PBST บ่่ม

ที่่�อุุณหภููมิิห้้อง เป็็นเวลา 1 ชั่่�วโมง แล้้วล้้างเพลทด้้วย 

PBST จำนวน 3 ครั้้�ง จากนั้้�นเติมิตัวัอย่า่งซีรีัมัที่่�เจืือจางใน

สารละลาย 1.0% skim milk ในอััตราส่่วน 1:100 ปริิมาตร 

50 ไมโครลิิตร บ่่มที่่�อุณหภููมิิห้้อง เป็็นเวลา 1 ชั่่�วโมง 

ล้้างเพลทด้้วย PBST จำนวน 3 ครั้้�ง เติิม Rabbit 

anti mouse (DAKO, USA) ในอััตราส่่วน 1:10,000 

ปริิมาตรหลุุมละ 50 ไมโครลิิตร บ่่มที่่�อุณหภููมิิห้้อง 

เป็็นเวลา 1 ชั่่�วโมง ล้้างเพลทด้้วย PBST จำนวน 4 ครั้้�ง 

จากนั้้�นเติิม TMB substrate (Thermo Fisher  

Scientific, USA) หลุุมละ 100 ไมโครลิิตร บ่่มที่่� 

อุุณหภููมิิห้้องในที่่�ไม่่โดนแสง เป็็นเวลา 30 นาทีี แล้้วหยุุด

ปฏิกิิิริยิาด้ว้ย 2.0 M sulfuric acid (Merck, Germany) 

ปริมิาตรหลุมุละ 50 ไมโครลิิตร นำไปอ่่านค่า่การดููดกลืนืแสง 

ด้้วยเครื่่�อง Absorbance Microplate Reader 

Sunrise (TECAN, Switzerland) ที่่�ความยาวคลื่่�น 

450/630 นาโนเมตร วิิเคราะห์์ผลด้้วยโปรแกรม 

GraphPad Prism V.9 (GraphPad, USA) โดย

การเปรีียบเทีียบความแตกต่่างระหว่่างกลุ่่�ม โดยใช้้สถิิติิ 

Two-Way ANOVA และเปรีียบเทีียบความแตกต่่าง

ระหว่่างคู่่�ด้้วยวิิธีี Bonferroni(14)

การกระตุ้้�นเซลล์ม้้ามเพื่่�อทดสอบการตอบสนองทาง

ภููมิิคุ้้�มกัันแบบ cellular immune response 

นำม้้ามของหนููแต่่ละตััวที่่�อยู่่�ในสารละลาย PBS 

เทลงใน cell-strainer ขนาด 70 ไมครอน (SPL Life  

Sciences, Korea) กรองลง petri dish (Greiner 
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การกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกัันของแอนติิเจน M. tuberculosis ชนิิด Ag85B, ESAT-6, Rv2660c 
และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion ในหนููทดลอง 	 ปนััดดา เทพอััคศร และคณะ

Bio-One, Thailand) และบดม้้ามด้้วย syringe 

plunger (Terumo, Japan) จากนั้้�นนำเซลล์์ใน petri 

dish ที่่�ได้้ไปปั่่�นตกตะกอนที่่�ความเร็็วรอบ 700× g เวลา 

10 นาทีี ที่่�อุุณหภููมิิ 4 องศาเซลเซีียส จากนั้้�นนำ cell 

pellet มาทำให้้เม็็ดเลืือดแดงแตก โดยใช้้ ACK Lysis 

Buffer (Invitrogen, USA) ปริิมาตร 3 มิิลลิิลิิตร บ่่ม

ที่่�อุุณหภููมิิห้้อง 1 นาทีี โดยเขย่่าเบาๆ เป็็นระยะ จากนั้้�น

หยุุดปฏิิกิิริิยาโดยการเติิม Complete RPMI Medium 

(Gibco, USA) ที่่�มี ี10% Fetal Bovine Serum, FBS 

(Gibco, USA) ปริิมาตร 10 มิิลลิิลิิตร นำไปปั่่�นที่่�

ความเร็็วรอบ 700× g เวลา 10 นาทีี ที่่�อุุณหภููมิิ 4 องศา-

เซลเซียีส แล้ว้ล้า้งเซลล์ ์splenocyte ที่่�ได้ด้้ว้ย Complete 

RPMI Medium อีกี 1 ครั้้�ง ละลายเซลล์ด์้ว้ย 5 มิลิลิลิิติร 

Complete RPMI Medium นัับจำนวนเซลล์์ภายใต้้

กล้อ้งจุลุทรรศน์ ์(Zeiss, Germany) จากนั้้�นกระตุ้้�นเซลล์์ 

splenocyte ที่่�ได้ด้้ว้ยสารกระตุ้้�นชนิิดต่า่งๆ โดยกลุ่่�มที่่�ฉีดี

ด้้วยโปรตีีน Ag85B, ESAT-6 และ RV2660c กระตุ้้�น

เซลล์์ด้้วย 5 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร Ag85B (Abcam, 

United Kingdom), ESAT-6 (Abcam, United 

Kingdom) และ Rv2660c ที่่�ผลิิตขึ้้�นเอง ตามลำดัับ 

ส่ว่นกลุ่่�มที่่�ฉีดด้้วยโปรตีนี Ag85B-ESAT-6-Rv2660c 

fusion กระตุ้้�นเซลล์์ด้้วยโปรตีีนทั้้�งสามชนิิดพร้้อมกััน 

ได้้แก่่ Ag85B, ESAT-6 และ Rv2660c ที่่�ความเข้้มข้้น 

แต่่ละชนิิด 5 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร โดยมีีกลุ่่�มที่่�ฉีีดด้้วย 

PBS เป็็นกลุ่่�มควบคุุม นอกจากนี้้�ในแต่่ละกลุ่่�มที่่�ฉีด

แอนติิเจนมีี negative control ที่่�ไม่่กระตุ้้�นเซลล์์ด้้วย 

โปรตีีนใดๆ ในหลอดทดลอง (unstimulated) และ 

positive control ที่่�กระตุ้้�นเซลล์์ด้้วย 25 นาโนกรััม/

มิลิลิลิิติร Phorbol myristate acetate, PMA (Sigma-

Aldrich, USA) ร่ว่มกับั 1 ไมโครกรัมั/มิลิลิิลิติร Iono-

mycin (Sigma-Aldrich, USA) และทุุกการทดลอง

เติิม co-stimulator ได้้แก่่ 5 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร 

anti-CD28 antibody (Biolegend, Canada) 

และ 5 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร anti-CD49 antibody 

(Biolegend, Canada) เติิม 5×105 splenocyte ใน 

complete RPMI medium ที่่�มีี 10% FBS ปริิมาตร 

50 ไมโครลิิตรต่่อหลุุม 96-well plate (Thermo 

Scientific, Denmark) ผสมกัับสารกระตุ้้�นปริิมาตร 

50 ไมโครลิิตร/หลุุม บ่่มเพลทที่่�อุุณหภููมิิ 37 องศา-

เซลเซีียส 5% CO2 เป็็นเวลา 72 ชั่่�วโมง จากนั้้�นเติิม 

Brefeldin A solution, BFA (Biolegend, Canada) 

ที่่�เจืือจาง 1:10 ปริิมาตร 2 ไมโครลิิตรต่่อหลุุม แล้้วบ่่ม

เพลทต่่ออีีก 4 ชั่่�วโมง เพื่่�อหยุุดการหลั่่�งของ cytokine 

ออกนอกเซลล์์ ปั่่�นตกตะกอนที่่� 500x g เวลา 5 นาทีี 

นำส่ว่นของ supernatant ไปทดสอบหาปริมิาณ cytokine 

ที่่�หลั่่�งออกมาภายนอกเซลล์์ด้้วยเทคนิิค multiplex 

assay 

การวิเิคราะห์ป์ริมิาณ cytokine: IFN-γ, IL-2 และ 

TNF-α โดยวิิธีี Multiplex assay 

ทำการวิิเคราะห์์หาปริิมาณ cytokine ที่่�หลั่่�งออก

มาภายนอกเซลล์์ โดยนำน้้ำเลี้้�ยงเซลล์์ splenocyte หลััง

การกระตุ้้�นมาทดสอบโดยใช้้ชุุดน้้ำยา MILLIPLEX® 

Mouse High Sensitivity T Cell Magnetic Bead 

Panel 96-Well Plate Assay (Millipore, USA) 

โดยเตรีียมสารมาตรฐาน ได้้แก่่ interferon gamma 

(IFN-γ) และ tumor necrosis factor-α (TNF-α) 

ให้้มีีความเข้้มข้้น 0−2,000 พิิโคกรััม/มิิลลิิลิิตร และ 

interleukin-2 (IL-2) ให้้มีีความเข้้มข้้น 0−4,000 

พิโิคกรัมั/มิลิลิลิิติร ใน Assay Buffer ของชุุดน้ำ้ยาข้า้งต้น้ 

จากนั้้�นเตรียีมเพลท 96 หลุมุโดยเติมิ Wash Buffer ของ

ชุุดน้้ำยา ปริิมาตร 200 ไมโครลิิตร ลงในหลุุมที่่�ต้้องการ

ทดสอบ เขย่่าเพลท เป็็นเวลา 10 นาทีี ที่่�อุณหภููมิิห้้อง 

แล้้วจึึงเท Wash Buffer ออก เติิมสารมาตรฐาน 50 

ไมโครลิติร ลงในหลุมุที่่�กำหนด จากนั้้�นเติิม Assay Buffer 

25 ไมโครลิิตร ลงในหลุมุทดสอบตัวัอย่า่ง และเติิมตััวอย่า่ง 

25 ไมโครลิิตร ลงในหลุุมเดีียวกััน เขย่่าขวด Magnetic 

Bead เพื่่�อป้้องกัันการตกตะกอน แล้้วเติิม Magnetic 

Bead ของชุุดน้้ำยาที่่�ติดฉลากด้้วย Anti-mouse 

antiserum ชนิิดต่่างๆ ได้แ้ก่ ่anti-IFN-γ, anti-IL-2 

และ anti-TNF-α เติิมโดยไม่่เจืือจาง ปริิมาตร 25 

ไมโครลิิตร ลงในแต่่ละหลุุม ปิิดเพลทด้้วยแผ่่นฟิิล์์ม 

(plate sealer) จากนั้้�นห่่อเพลทด้้วยแผ่่นฟอยล์์เพื่่�อ

ป้้องกัันแสง และนำเพลทไปบ่่มบนเครื่่�องเขย่่าที่่�อุุณหภููมิิ 

2–8 องศาเซลเซีียส นานข้้ามคืืน หรืือ 16−18 ชั่่�วโมง 

ล้้างเพลทด้้วย Wash Buffer ปริิมาตร 200 ไมโครลิิตร 

จำนวน  3 ครั้้�ง แล้้วเติิม Detection Antibody ของชุุด

น้้ำยา ปริิมาตร 25 ไมโครลิิตร ลงในแต่่ละหลุุม ปิิดเพลท
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ด้้วยแผ่่นฟิิล์์ม และห่่อเพลทด้้วยแผ่่นฟอยล์์ เขย่่าเพลท

ที่่�อุุณหภููมิิห้้อง เป็็นเวลา 1 ชั่่�วโมง เติิม Streptavidin-

Phycoerythrin ของชุุดน้้ำยา ปริิมาตร 25 ไมโครลิิตร 

ปิิดเพลทด้้วยแผ่่นฟิิล์์ม และห่่อเพลทด้้วยแผ่่นฟอยล์์ 

นำเพลทไปบ่่มบนเครื่่�องเขย่่า ที่่�อุุณหภููมิิห้้อง เป็็นเวลา 

30 นาทีี เมื่่�อครบเวลาล้า้งเพลทด้ว้ย Wash Buffer จำนวน 

3 ครั้้�ง จากนั้้�นเติิม Sheath Fluid PLUS ของชุุดน้้ำยา 

ลงในแต่่ละหลุุม ปริิมาตร 150 ไมโครลิิตร ทำการเขย่่า

เพลท เป็็นเวลา 5 นาทีี แล้้วนำไปวิิเคราะห์์ผลด้้วยเครื่่�อง 

xMAP® INTELLIFLEX System (Thermo Fisher 

Scientific, USA) โดยใช้โ้ปรแกรม Belysa® Immuno- 

assay curve fitting V.1.2.2 (Merck, Germany) 

จากนั้้�นนำผลที่่�อ่่านได้้มาวิิเคราะห์์ข้้อมููลด้้วยโปรแกรม 

GraphPad Prism V.9 โดยการเปรีียบเทีียบความ 

แตกต่่างระหว่่าง 2 กลุ่่�ม ด้้วย Mann-Whitney Test 

ผล

การเตรีียมแอนติิเจน Ag85B, ESAT-6, Rv2660c 

และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion จากเซลล์์ 

E. coli

การโคลนยีีน Ag85B, Rv2660c และ Ag85B-

ESAT-6-Rv2660c เข้า้สู่่�พลาสมิดิ pET21a(+) ซึ่่�งเติมิ

ส่ว่น FLAG tag sequences ส่ว่นยีีน ESAT-6 ถูกูโคลน

เข้้าสู่่�พลาสมิิด pET21a(+) ซึ่่�งเติิมส่่วน ของ 6xHis tag 

sequence สำหรัับใช้้ในการติิดตามการแสดงออกและ

แยกโปรตีีนให้้บริิสุุทธิ์์� ดัังแสดงในภาพที่่� 1

ภาพที่่� 1	 แผนภาพของพาหะพลาสมิดิ ที่่�บรรจุชุิ้้�นส่ว่นยีนีที่่�ใช้ใ้นการสร้า้งโปรตีนีแอนติเิจนของเชื้้�อ Mtb โดยการโคลน 

	 เข้้าพาหะที่่�ตำแหน่่งการตััดจำเพาะ NdeI และ XhoI ตามลำดัับ โดย (A) การโคลนยีีน Ag85B, 

	 (B) การโคลนยีีน ESAT-6, (C) การโคลนยีีน Rv2660c และ (D) การโคลนยีีน Ag85B-ESAT-6- 

	 Rv2660c เข้้าสู่่� pET21a(+) ตามลำดัับ
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เมื่่�อนำโปรตีีนที่่�ได้้มาทำการวิิเคราะห์์ขนาดและ

ความบริิสุุทธิ์์�ของโปรตีีนด้้วยเทคนิิค SDS-PAGE และ

วิธิี ีWestern blot analysis พบแถบของโปรตีีนที่่�ขนาด

เดีียวกัันประมาณ 31.8, 10.0, 9.0, 50.2 kDa ของ

โปรตีีน Ag85B, ESAT-6, Rv2660c และ Ag85B-

ESAT-6-Rv2660c fusion ตามลำดัับ ซึ่่�งสอดคล้้อง

กัับขนาดโมเลกุุลจากการคำนวณด้้วยลำดัับกรดอะมิิโน 

ดัังแสดงในภาพที่่�  2 และจากการตรวจหาปริิมาณ 

Endotoxin ในโปรตีนีตัวัอย่า่งภายหลังัการทำให้บ้ริสิุทุธิ์์�

พบว่่ามีีค่่าอยู่่�ระหว่่าง 0.01184−0.02604 EU/µg 

ภาพที่่� 2	 การตรวจสอบความบริิสุุทธิ์์�และความจำเพาะของ Ag85B, ESAT-6, Rv2660c และ Ag85B-ESAT-6- 

	 Rv2660c fusion (A) SDS-PAGE และย้้อมด้้วย Coomassie G-250 (B) Western blot analysis  

	 โดยโปรตีีน Ag85B, Rv2660c และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion ใช้้ anti-FLAG polyclonal  

	 antibody และโปรตีีน ESAT-6 ใช้้ anti-6xHis monoclonal antibody ในการตรวจสอบ โดย  

	 M: protein marker, 1−2: โปรตีีนที่่�เตรีียมได้้ lot 1 และ 2 ตามลำดัับ

การตรวจหาแอนติิบอดีีจากการตอบสนองทาง

ภูมูิคิุ้้�มกัันแบบ humoral immune response ด้ว้ย

วิิธีี Western blot

จากการตรวจสอบความจำเพาะของโปรตีีน 

Ag85B, ESAT-6, Rv2660c และ Ag85B-ESAT-

6-Rv2660c fusion ที่่�นำมาใช้้ในการฉีีดกระตุ้้�น โดยใช้้

แอนติบิอดีีที่่�มีีความจำเพาะ ได้แ้ก่ ่anti-ag85B rabbit 

polyclonal antibody (Abcam, UK), anti-ESAT-6 

mouse monoclonal antibody (Alpha Diagnostic, 

USA) และ anti-Rv2660c rabbit polyclonal 

antibody (GenScript, Republic of Korea) พบว่่า 

แอนติิบอดีีดัังกล่่าวสามารถจัับจำเพาะกัับโปรตีีนทั้้�ง 

รูปูแบบเดี่่�ยวและรูปูแบบ fusion ได้ ้โดยมีขีนาดสอดคล้อ้ง 

กัับแถบโปรตีีนที่่�ย้อมด้้วย Coomassie ดัังแสดงใน 

ภาพที่่� 3  

และจากการศึกึษาการตอบสนองทางภูมูิคิุ้้�มกันัของ

แอนติิบอดีีในซีีรััมหนููกลุ่่�มต่่างๆ ด้้วยวิิธีี Western blot 

โดยนำซีีรััมหลัังฉีีดเข็็มที่่� 2 ที่่� 28 วััน เจืือจางในอััตราส่่วน 
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1:100 พบว่่าหนููกลุ่่�มที่่�ฉีีดด้้วยโปรตีีน Ag85B จำนวน 5 

ใน 6 ตััว และหนููกลุ่่�มที่่�ฉีีดด้้วยโปรตีีน ESAT-6 ทุุกตััว 

มีีการสร้้างแอนติิบอดีีที่่�จำเพาะต่่อโปรตีีน Ag85B 

และ ESAT-6 ตามลำดัับ แต่่ไม่่พบการจัับจำเพาะของ

แอนติบิอดีใีนซีรีัมัของหนูกูลุ่่�มที่่�ฉีดีด้ว้ยโปรตีนี Rv2660c 

สำหรัับหนููกลุ่่�มที่่�ฉีีดด้้วยโปรตีีน Ag85B-ESAT-6-

Rv2660c fusion เมื่่�อนำมาทดสอบการจัับจำเพาะต่่อ

โปรตีีนทั้้�ง 4 ชนิิด โดยพบว่่าแอนติิบอดีีในซีีรััมของหนูู

กลุ่่�มที่่�ฉีีดด้้วยโปรตีีน Ag85B-ESAT-6-Rv2660c 

fusion สามารถจัับจำเพาะได้้กัับโปรตีีน Ag85B-

ESAT-6-Rv2660c fusion, Ag85B และ ESAT-6 

ได้้ทั้้�งหมด แต่่พบว่่ามีีเพีียงซีีรััมจากหนููตััวที่่� 2 และ 4 

ที่่�สามารถจัับกัับโปรตีีน Rv2660c ได้้ และไม่่พบการจัับ

จำเพาะของแอนติิบอดีีในซีีรััมของหนููทุุกตััวในกลุ่่�มที่่�ฉีด

ด้้วย PBS ต่่อโปรตีีนทุุกชนิิด ดัังแสดงในภาพที่่� 4  

ภาพที่่� 3	 (A) SDS-PAGE แสดงขนาดและความบริิสุุทธิ์์�ของโปรตีีน Ag85B, ESAT-6, Rv2660c และ  

	 Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion ใน lane ที่่� 1–4 ตามลำดัับ (B) ผล Western blot แสดงการจัับ 

	 จำเพาะของแอนติิบอดีี anti-Ag85B rabbit polyclonal antibody, anti-ESAT-6 mouse  

	 monoclonal antibody และ anti-Rv2660c rabbit polyclonal antibody ใน lane ที่่� 1, 3 และ 5  

	 ตามลำดัับ และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion ใน lane ที่่� 2, 4 และ 6 ตามลำดัับ โดย  

	 M: protein marker



255วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 67 ฉบับที่ 2 เมษายน  - มิถุนายน 2568

การกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกัันของแอนติิเจน M. tuberculosis ชนิิด Ag85B, ESAT-6, Rv2660c 
และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion ในหนููทดลอง 	 ปนััดดา เทพอััคศร และคณะ



256 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 67 ฉบับที่ 2 เมษายน  - มิถุนายน 2568

Immunogenicity of M. tuberculosis Antigens: Ag85B, ESAT-6, Rv2660c 
and Ag85B-ESAT-6-Rv2660c Fusion in Mice  	 Panadda Dhepakson et al.

การตรวจหาแอนติิบอดีีจากการตอบสนองทาง

ภูมูิคิุ้้�มกัันแบบ humoral immune response ด้ว้ย

วิิธีี ELISA

ผลการศึึกษาการตอบสนองทางภููมิิคุ้้�มกัันของ

แอนติิบอดีีในซีีรััมหนููกลุ่่�มต่่างๆ ด้้วยวิิธีี ELISA โดยนำ

ซีีรััมที่่�เก็็บก่่อนฉีีดกระตุ้้�น ซีีรััมหลัังฉีีดครั้้�งที่่� 1 และซีีรััม

หลัังฉีีดครั้้�งที่่� 2 ของหนููแต่่ละตััว มาเจืือจางในอััตราส่่วน 

1:100 และทดสอบการจัับจำเพาะกัับโปรตีีนทุุกตััวที่่�

สภาวะการทดสอบเดีียวกััน โดยพบว่่าหนููกลุ่่�มทดสอบ 

ที่่�ฉีีดด้้วยโปรตีีน Ag85B, ESAT-6, Rv2660c และ 

Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion มีกีารตอบสนองที่่�

แตกต่า่งกันั เมื่่�อเปรียีบเทียีบกับัหนูกูลุ่่�มควบคุมุที่่�ฉีดด้ว้ย 

PBS โดยพบว่่าหนููกลุ่่�มควบคุุม การตรวจหาแอนติิบอดีี

ต่อ่โปรตีีน Ag85B, ESAT-6, Rv2660c และ Ag85B-

ESAT-6-Rv2660c fusion มีีค่่า OD450/630 ต่่ำกว่่า 0.1 

หลัังจากการฉีีดทั้้�ง 2 ครั้้�ง

ในการวิิเคราะห์์ปริิมาณแอนติิบอดีีต่่อโปรตีีน 

Ag85B พบว่่าหนููกลุ่่�มที่่�ฉีดกระตุ้้�นด้้วยโปรตีีน Ag85B 

มีคี่า่ OD450/630 เฉลี่่�ยเพิ่่�มสูงูขึ้้�นหลังัการฉีดีครั้้�งที่่� 1 และ 2 

โดยมีีค่่าเฉลี่่�ยเท่่ากัับ 0.213 และ 1.354 ตามลำดัับ  

เช่่นเดีียวกัับกลุ่่�มที่่�ฉีีดด้้วยโปรตีีน Ag85B-ESAT-6- 

Rv2660c fusion พบว่่าในการฉีีดครั้้�งที่่� 1 และ 2  

มีีค่่า OD450/630 เฉลี่่�ยเพิ่่�มสููงขึ้้�นเป็็น 0.553 และ 1.431 

ตามลำดัับ ซึ่่� งแตกต่่างอย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ 

(p < 0.001)  เมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับกลุ่่�มควบคุุม ในขณะที่่�หนูู

กลุ่่�มที่่�ฉีดด้ว้ยโปรตีนี ESAT-6 และกลุ่่�มที่่�ฉีดีด้ว้ยโปรตีนี 

Rv2660c มีีค่่า OD450/630 ต่่ำกว่่า 0.1 ทุุกช่่วงการทดสอบ 

ดัังแสดงในภาพที่่� 5(A) ส่่วนปริิมาณแอนติิบอดีีต่่อ

โปรตีีน ESAT-6 ในหนููกลุ่่�มที่่�ฉีีดด้้วยโปรตีีน ESAT-6 

มีคี่า่ OD450/630 เฉลี่่�ยเพิ่่�มสูงูขึ้้�นหลังัการฉีดีทดสอบครั้้�งที่่� 1 

และ 2 โดยมีีค่า่เฉลี่่�ยเท่่ากับั 0.159 และ 0.847 ตามลำดัับ 

และพบว่่ากลุ่่�มที่่�ฉีีดด้้วยโปรตีีน Ag85B-ESAT-6-

Rv2660c fusion หลัังฉีีดครั้้�งที่่� 2 มีีค่่า OD450/630 เฉลี่่�ย

เพิ่่�มสููงขึ้้�นเป็็น 0.732 ซึ่่�งแตกต่่างอย่่างมีีนััยสำคััญทาง

สถิิติิ (p < 0.001) เมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับกลุ่่�มควบคุุม ใน

ขณะที่่�หนููกลุ่่�มที่่�ฉีีดด้้วยโปรตีีน Ag85B และกลุ่่�มที่่�ฉีีด

ด้้วยโปรตีีน Rv2660c มีีค่่า OD450/630 ต่่ำกว่่า 0.1 ทุุกช่่วง

การทดสอบ ดัังแสดงในภาพที่่� 5(B) และพบว่่าปริิมาณ

แอนติิบอดีีต่่อโปรตีีน Rv2660c ในหนููกลุ่่�มที่่�ฉีดด้้วย

โปรตีีน Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion หลัังฉีีด

ครั้้�งที่่� 2 มีีค่่า OD450/630 เฉลี่่�ยเพิ่่�มสููงขึ้้�นเป็็น 0.204 โดย

มีีค่่าแตกต่่างอย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ (p < 0.001) เมื่่�อ

เปรีียบเทีียบกัับกลุ่่�มควบคุุม แต่่ไม่่พบการตอบสนองใน

กลุ่่�มที่่�ฉีดีด้ว้ยโปรตีนี Ag85B, ESAT-6 และ Rv2660c 

ดัังแสดงในภาพที่่� 5(C) ปริิมาณแอนติิบอดีีต่่อโปรตีีน 

Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion ในหนููกลุ่่�มที่่�ฉีีด

ครั้้�งที่่� 2 ด้้วยโปรตีีน Ag85B และ Ag85B-ESAT-6-

Rv2660c fusion มีีค่่า OD450/630 เฉลี่่�ยเพิ่่�มสููงขึ้้�นเป็็น 

1.030 และ 1.272 ตามลำดับั ซึ่่�งแตกต่า่งอย่า่งมีนีัยัสำคัญั

ทางสถิิติิ (p < 0.001) เมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับกลุ่่�มควบคุุม 

เช่่นเดีียวกัับกลุ่่�มที่่�ฉีดด้้วยโปรตีีน ESAT-6 พบว่่า 

ในการฉีีดครั้้�งที่่� 2 มีีค่่า OD450/630 เฉลี่่�ยเพิ่่�มสููงขึ้้�นเป็็น 

0.358 ซึ่่�งแตกต่่างอย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ (p < 0.01) 

เมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับกลุ่่�มควบคุุม ในขณะที่่�หนููกลุ่่�มที่่�ฉีด

ด้้วยโปรตีีน Rv2660c มีีค่่า OD450/630 ต่่ำกว่่า 0.1 ทุุกช่่วง 

การทดสอบ ดัังแสดงในภาพที่่� 5(D)

การวิิเคราะห์์ปริิมาณ cytokine จากการตอบสนอง

ทางภููมิิคุ้้�มกัันแบบ cellular immune response 

ด้้วยวิิธีี Multiplex assay

เพื่่�อศึึกษาภููมิิคุ้้�มกัันชนิิด cellular immune 

response ชนิิด cytokine ที่่�เกิิดจากการฉีีดกระตุ้้�นหนูู

ภาพที่่� 4  	Western blot แสดงการจับัจำเพาะของแอนติบิอดีใีนซีรีัมัของหนูกูับัโปรตีนีที่่�ใช้ใ้นการฉีดีกระตุ้้�น (A) กลุ่่�ม 

	ที่่�ฉี ีดด้้วยโปรตีีน Ag85B (B) กลุ่่�มที่่�ฉีดด้้วยโปรตีีน ESAT-6 (C) กลุ่่�มที่่�ฉีดด้้วยโปรตีีน Rv2660c  

	 (D) กลุ่่�มที่่�ฉีดีด้ว้ยโปรตีนี Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion ต่อ่โปรตีนี Ag85B-ESAT-6-Rv2660c  

	 fusion, Ag85B, ESAT-6 และ Rv2660c ใน lane ที่่� 1−4 ตามลำดัับ และ (E) กลุ่่�มควบคุุมที่่�ฉีีดด้้วย  

	 PBS ต่่อโปรตีีน Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion, Ag85B, ESAT-6 และ Rv2660c ใน lane 

	ที่่�  1−4 ตามลำดัับ โดย M: protein marker 
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การกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกัันของแอนติิเจน M. tuberculosis ชนิิด Ag85B, ESAT-6, Rv2660c 
และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion ในหนููทดลอง 	 ปนััดดา เทพอััคศร และคณะ

ภาพที่่� 5	 แสดงผลการวิิเคราะห์์ระดัับภููมิิคุ้้�มกัันของแอนติิบอดีีในซีีรััมของหนููกลุ่่�มที่่�ฉีีดกระตุ้้�นด้้วยโปรตีีน Ag85B,  

	 ESAT-6, Rv2660c, Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion และ PBS ต่่อโปรตีีน (A) Ag85B,  

	 (B) ESAT-6, (C) Rv2660c และ (D) Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion โดยวิิธีี ELISA 

         	 *p < 0.05, **p < 0.01 และ *** p < 0.001

ด้้วยโปรตีีนแอนติิเจนแต่่ละชนิิด โดยการคััดแยกเซลล์์ 

splenocyte จากม้้ามหนููและกระตุ้้�นซ้้ำแบบ ex vivo ด้้วย

โปรตีนีที่่�ใช้ฉ้ีดีกระตุ้้�น ผลการวิเิคราะห์ป์ริมิาณ cytokine 

ได้แ้ก่ ่IFN-γ, IL-2 และ TNF-α ที่่�หลั่่�งออกมาภายนอก

เซลล์ ์splenocyte ของหนูทูดลอง ด้ว้ยเทคนิคิ Multiplex 

assay มีีค่่าเฉลี่่�ย (mean) ดัังแสดงในตารางที่่� 1 

โดยพบว่่าปริิมาณ IFN-γ ที่่�หลั่่�งออกมาภายนอกเซลล์์

ของหนููกลุ่่�มที่่�ฉีดทดสอบด้้วยโปรตีีน Ag85B แล้้วกระตุ้้�น 

ด้้วยโปรตีีน Ag85B มีีค่่าเฉลี่่�ยสููงกว่่ากลุ่่�มควบคุุม 

ที่่�ฉีีดด้้วย PBS และกระตุ้้�นด้้วยโปรตีีน Ag85B อย่่าง

มีีนััยสำคััญทางสถิิติิ (p < 0.05) โดยมีีค่่าเฉลี่่�ยเท่่ากัับ 

256.74 และ 31.42 พิิโคกรััม/มิิลลิิลิิตร ตามลำดัับ ส่่วน

ปริมิาณ IFN-γ ของหนููกลุ่่�มที่่�ฉีดด้้วยโปรตีีน ESAT-6, 

Rv2660c และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion 

แล้ว้กระตุ้้�นด้้วยโปรตีีนชนิิดเดีียวกัับที่่�ฉีดในหนูู มีคี่า่เฉลี่่�ย

ของปริิมาณของ IFN-γ เท่่ากัับ 16.46, 239.99 และ 

501.65 พิิโคกรััม/มิิลลิิลิิตร ตามลำดัับ สููงกว่่ากลุ่่�มที่่�ฉีีด

ด้้วย PBS แล้้วกระตุ้้�นด้้วยโปรตีีน ESAT-6, Rv2660c 

และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion อย่่างมีีนััย

สำคััญทางสถิิติิ (p < 0.01) โดยหนููกลุ่่�มที่่�ฉีีดด้้วย PBS 
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Immunogenicity of M. tuberculosis Antigens: Ag85B, ESAT-6, Rv2660c 
and Ag85B-ESAT-6-Rv2660c Fusion in Mice  	 Panadda Dhepakson et al.

มีีค่่าเฉลี่่�ยของปริิมาณของ IFN-γ เท่่ากัับ 0.34, 0.51 

และ 25.30 ตามลำดัับ ดัังแสดงในภาพที่่� 6(A) และ 

การวิิเคราะห์์ปริิมาณ IL-2 ที่่�หลั่่�งออกมาภายนอกเซลล์์ 

ในหนููกลุ่่�มที่่�ฉีดด้้วยโปรตีีน Ag85B, ESAT-6, 

Rv2660c และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion 

แล้้วกระตุ้้�นเซลล์์ด้้วยโปรตีีนชนิิดเดีียวกัับที่่�ฉีีดในหนูู 

มีีค่่าเฉลี่่�ยของปริิมาณของ IL-2 เท่่ากัับ 4,187.63, 

68.95, 1,048.22 และ 466.20 พิิโคกรััม/มิิลลิิลิิตร 

ตามลำดัับ ซึ่่�งมีีค่่าสููงกว่่าหนููกลุ่่�มที่่�ฉีดด้้วย PBS และ

กระตุ้้�นด้้วยโปรตีีน Ag85B, ESAT-6, Rv2660c และ 

Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion อย่่างมีีนััยสำคััญ

ทางสถิติิ ิ(p < 0.01) โดยหนููกลุ่่�มที่่�ฉีดด้้วย PBS มีคี่า่เฉลี่่�ย 

ของปริมิาณของ IL-2 เท่า่กัับ 28.26, 21.75, 40.22 และ 

42.34 ตามลำดัับ ดัังแสดงในภาพที่่� 6(B) ส่่วนการ

วิเิคราะห์ป์ริมิาณ TNF-α พบว่่าหนูกูลุ่่�มที่่�ฉีดีด้ว้ยโปรตีนี 

ESAT-6 และ Rv2660c แล้้วกระตุ้้�นด้้วยโปรตีีนชนิิด

เดียีวกันั มีคี่า่เฉลี่่�ยของปริมิาณของ TNF-α เท่า่กับั 63.80 

และ 142.36 พิิโคกรััม/มิิลลิิลิิตร ตามลำดัับ ซึ่่�งสููงกว่่า 

หนููกลุ่่�มที่่�ฉีดด้้วย PBS อย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ 

(p < 0.01) ซึ่่�งมีีค่่าเฉลี่่�ยของปริิมาณของ TNF-α 

เท่่ากัับ 31.67 และ 42.84 พิิโคกรััม/มิิลลิิลิิตร ตามลำดัับ 

พบว่่าในหนููกลุ่่�มที่่�ฉีดด้้วย Ag85B และ Ag85B-

ESAT-6-Rv2660c fusion แล้้วกระตุ้้�นด้้วยโปรตีีน

ชนิิดเดีียวกััน มีีค่่าเฉลี่่�ยของปริิมาณของ TNF-α สููงขึ้้�น 

อย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ (p < 0.01) เมื่่�อเปรีียบเทีียบ

กัับเซลล์์ splenocyte ที่่�ไม่่ได้้มีีการกระตุ้้�น แต่่พบว่่าใน

กลุ่่�มควบคุุมมีีค่่าเฉลี่่�ยของปริิมาณของ TNF-α สููงขึ้้�น 

เมื่่�อกระตุ้้�นด้้วยโปรตีีน Ag85B และโปรตีีนรวม 

Ag85B+ESAT-6+Rv2660c ดัังแสดงในภาพที่่� 6(C)

สำหรัับผลการวิิเคราะห์์ปริิมาณ IFN-γ, IL-2 

และ TNF-α ระหว่่างกลุ่่�มที่่�ฉีีดทดสอบด้้วยโปรตีีน 

Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion แล้้วกระตุ้้�นด้้วย

โปรตีีน Ag85B, ESAT-6, Rv2660c และโปรตีีนรวม 

Ag85B+ESAT-6+Rv2660c เปรีียบเทีียบกัับ 

กลุ่่�มควบคุุม ดัังแสดงในภาพที่่� 7 พบว่่าการกระตุ้้�น 

ด้ว้ยโปรตีนี Ag85B, ESAT-6 และ Ag85B+ESAT-6+ 

Rv2660c มีคี่า่เฉลี่่�ยปริิมาณ IFN-γ สูงูกว่่ากลุ่่�มควบคุุม 

อย่า่งมีนีัยัสำคัญัทางสถิติิ ิ(p < 0.01) โดยมีคี่า่เฉลี่่�ยปริมิาณ 

IFN-γ เท่่ากัับ 638.39, 2.98 และ 501.65 พิิโคกรััม/

มิลิลิิลิติร และ 31.42, 0.34 และ 25.30 พิโิคกรัมั/มิลิลิิลิติร 

ตามลำดับั ดังัแสดงในภาพที่่� 7(A) และมีค่ี่าเฉลี่่�ยปริมิาณ 

IL-2 สููงขึ้้�น อย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ  (p < 0.01) โดยมีี

ค่่าเฉลี่่�ย เท่่ากัับ 302.44, 99.46 และ 466.20 พิิโคกรััม/ 

มิลิลิิลิติร และ 28.26, 21.75 และ 42.34 พิโิคกรัมั/มิิลลิิลิติร 

ตามลำดัับ โดยไม่่พบการเพิ่่�มสููงขึ้้�นของ cytokine 

ทั้้�ง 2 ชนิดิ จากการกระตุ้้�นด้ว้ยโปรตีนี Rv2660c ดังัแสดง

ในภาพที่่� 7(B)  ส่ว่นการวิเิคราะห์ป์ริมิาณ TNF-α พบว่่า 

เมื่่�อกระตุ้้�นด้ว้ยโปรตีนี Ag85B มีคี่า่เฉลี่่�ยปริมิาณ TNF-α 

สูงูขึ้้�นอย่่างมีีนัยัสำคััญทางสถิิติ ิ(p < 0.05)  โดยมีีค่่าเฉลี่่�ย

เท่า่กับั 353.23 และ 189.39  พิโิคกรัมั/มิลิลิลิิติร ตามลำดัับ 

และไม่่พบความแตกต่่างอย่่างมีีนััยสำคััญของค่่าเฉลี่่�ย

ปริิมาณ TNF-α เมื่่�อกระตุ้้�นด้้วยโปรตีีน ESAT-6, 

Rv2660c และ Ag85B+ESAT-6+Rv2660c  ดัังแสดง

ในภาพที่่� 7(C)

ตารางที่่� 1	 ผลการวิิเคราะห์์ปริิมาณ cytokine ที่่�หลั่่�งออกมาภายนอกเซลล์์ splenocyte ของหนููทดลองด้้วยเทคนิิค  

		  Multiplex assay

Injection Stimulant

Concentration (pg/ml)

IFN-γ
Mean (min-max)

IL-2
Mean (min-max)

TNF-α
Mean (min-max)

PBS
PBS
Ag85B
Ag85B

unstimulated
Ag85B
unstimulated
Ag85B

0.41 (0.00−1.73)
31.42 (1.58−139.52)

0.67 (0.50−1.10)
256.74 (17.47−1,005.13)

19.92 (15.42−26.72)
28.26 (12.98−40.47)
26.41 (21.77−32.62)

4,187.63 (1,889.54−5,503.64)

35.13 (22.91−56.10)
189.39 (72.48−356.26)
33.28 (19.08−46.64)

268.50 (118.81−467.89)

PBS
ESAT-6
ESAT-6

ESAT-6
unstimulated
ESAT-6

0.34 (0.00−0.82)
0.77 (0.55−1.10)

16.46 (1.20−89.19)

21.75 (8.93−36.29)
30.18 (20.80−47.98)
68.95 (34.77−138.78)

31.67 (18.23−43.20)
47.27 (38.82−50.95)
63.80 (46.43−100.85)
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การกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกัันของแอนติิเจน M. tuberculosis ชนิิด Ag85B, ESAT-6, Rv2660c 
และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion ในหนููทดลอง 	 ปนััดดา เทพอััคศร และคณะ

Injection Stimulant

Concentration (pg/ml)

IFN-γ
Mean (min-max)

IL-2
Mean (min-max)

TNF-α
Mean (min-max)

PBS
Rv2660c
Rv2660c

Rv2660c
unstimulated
Rv2660c

0.51 (0.00−1.43)
1.10 (0.50−3.54)

239.99 (33.05−470.61)

40.22 (25.28−68.39)
41.86 (20.18−125.18)

1,048.22 (120.42−2,643.29)

42.84 (24.40−56.80)
44.13 (25.80−82.63)

104.36 (100.99−157.60)

PBS

Fusion1

Fusion1

Fusion1

Fusion1

Fusion1

Ag85B+ESAT-6
+Rv2660c
unstimulated
Ag85B+ESAT-6
+Rv2660c
Ag85B
ESAT-6
Rv2660c

25.30 (0.88−88.07)

0.64 (0.28−1.08)
501.65 (81.19−1,953.84),

638.39 (55.73−1,377.26)
2.98 (0.80−5.06)
9.24 (0.59−47.55)

42.34 (25.16−58.22)

16.79 (9.49−24.17)
466.20 (154.73−993.18)

302.44 (81.71−735.17)
99.46 (43.41−149.65)
66.82 (21.10−94.55)

142.36 (71.32−304.84)

35.89 (22.34−58.64)
322.11 (151.69−546.81)

353.23 (296.70−439.27)
43.06 (26.70−61.87)
74.97 (33.83−167.43)

หมายเหตุุ: Fusion1: Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion

Ag: Ag85B, ES: ESAT-6, Rv: Rv2660c, Fu: Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion, Fu*: Ag85B+ESAT-6+Rv2660c

ภาพที่่� 6	 แสดงปริิมาณ cytokine ได้้แก่่ (A) IFN-γ และ (B) IL-2 ที่่�หลั่่�งออกมาภายนอกเซลล์์ splenocyte 

	 ภายหลัังกระตุ้้�นด้้วยโปรตีีน Ag85B, ESAT-6, Rv2660c และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion 

	 โดยเปรีียบเทีียบระหว่่างหนููกลุ่่�มที่่�ฉีีดทดสอบด้้วยโปรตีีน Ag85B, ESAT-6, Rv2660c และ 

	 Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion กัับหนููกลุ่่�มควบคุุมที่่�ฉีีดด้้วย PBS โดยเปรีียบเทีียบความแตกต่่าง 

	 ระหว่่าง 2 กลุ่่�ม ด้้วย  Mann-Whitney Test (*p < 0.05, **p < 0.01)

ตารางที่่� 1	 ผลการวิิเคราะห์์ปริิมาณ cytokine ที่่�หลั่่�งออกมาภายนอกเซลล์์ splenocyte ของหนููทดลองด้้วยเทคนิิค  

		  Multiplex assay (ต่่อ)
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วิจารณ์

ประเทศไทยประสบปััญหาการแพร่่ระบาดของ

วััณโรคสููงเป็็นอัันดัับต้้นของโลก และกำหนดแผน

ยุุทธศาสตร์์ในการยุุติิวััณโรคของประเทศภายในปีี พ.ศ. 

2578 ที่่�สอดรัับกัับยุุทธศาสตร์์ขององค์์การอนามััย

โลก(15) ด้้วยเหตุุนี้้�คณะผู้้�วิิจััยจึึงมีีวััตถุุประสงค์์ในการ

พััฒนาวััคซีีนป้้องกัันวััณโรคที่่�มีีประสิิทธิิภาพสููง สามารถ

กระตุ้้�นระบบภููมิิคุ้้�มกัันทั้้�งชนิิด humoral และ cellular 

immune response ต่่อแอนติิเจนจำเพาะของเชื้้�อ Mtb 

ที่่�ครอบคลุุมในทุุกระยะของการติิดเชื้้�อ การศึึกษานี้้�ได้้

พััฒนาโปรตีีนรีีคอมบิิแนนท์์ ซึ่่�งเป็็นแอนติิเจนของเชื้้�อ 

Mtb 3 ชนิดิ จำนวน 4 รูปูแบบ ได้แ้ก่ ่Ag85B, ESAT-6, 

Ag: Ag85B, ES: ESAT-6, Rv: Rv2660c, Fu: Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion, Fu*: Ag85B+ESAT-6+Rv2660c

ภาพที่่� 7	 แสดงปริิมาณ cytokine ได้้แก่่ (A) IFN-γ และ (B) IL-2 ที่่�หลั่่�งออกมาภายนอกเซลล์์ splenocyte  

	 โดยเปรียีบเทียีบระหว่า่งหนูกูลุ่่�มที่่�ฉีดีด้ว้ยโปรตีนี Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion และหนูกูลุ่่�มควบคุมุ 

	ที่่�ฉี ีดด้้วย PBS แล้้วกระตุ้้�นด้้วยโปรตีีน Ag85B, ESAT-6, Rv2660c และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c  

	 fusion โดยเปรีียบเทีียบความแตกต่่างระหว่่าง 2 กลุ่่�ม ด้้วย Mann-Whitney Test (*p < 0.05,  

	 **p < 0.01)

Rv2660c และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c  

fusion จากการทดลองพบว่่าสามารถโคลนและสร้้าง 

พลาสมิิดรีีคอมบิิแนนท์์ของยีีนแต่่ละแอนติิเจน และ

ยีีนรวมทั้้�งสามชนิิด แล้้วผลิิตโปรตีีนรีีคอมบิิแนนท์์จาก

เชื้้�อ E. coli สายพัันธุ์์� ClearColiTM  BL21 (DE3) 

ซึ่่�งสามารถเตรีียมโปรตีีนให้้มีีความบริิสุุทธิ์์� ทั้้�งนี้้�ผลการ 

ต ร วจสอบคุุณลัั กษณะของ โปรตีี นด้้ ว ย เทคนิิ ค 

electrophoresis พบว่่าโปรตีีนมีีขนาดสอดคล้้องกัับ

ขนาดโมเลกุุลจากการคำนวณด้้วยลำดัับกรดอะมิิโน

โดยใช้้โปรแกรม SnapGene และจากการตรวจสอบ

โดยใช้้แอนติิบอดีีที่่�จำเพาะต่่อโปรตีีนแต่่ละชนิิดด้้วย

เทคนิิค Western blot นอกจากนี้้�พบว่่าโปรตีีนมีี



261วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 67 ฉบับที่ 2 เมษายน  - มิถุนายน 2568

การกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกัันของแอนติิเจน M. tuberculosis ชนิิด Ag85B, ESAT-6, Rv2660c 
และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion ในหนููทดลอง 	 ปนััดดา เทพอััคศร และคณะ

ผลการตอบสนองทางภููมิิคุ้้�มกัันแบบ cellular 

immune response โดยการกระตุ้้�นเซลล์์ splenocyte 

จากม้้ามของหนููแบบ ex vivo stimulation ด้้วยโปรตีีน 

Ag85B, ESAT-6, Rv2660c และรวมโปรตีีนทั้้�ง 3 

ชนิิด Ag85B, ESAT-6, Rv2660c พร้้อมกััน ซึ่่�ง

ผลการวิิเคราะห์์ปริิมาณ cytokine ที่่�หลั่่�งออกมา

ภายนอกเซลล์์ด้้วยเทคนิิค Multiplex assay โดย

การวััดปริิมาณ IFN-γ, IL-2 และ TNF-α ซึ่่�งเป็็น 

cytokine ในกลุ่่�ม Th1 เกี่่�ยวข้้องกัับกระบวนการ 

ตอบสนองทางภููมิิคุ้้�มกัันชนิิด cellular immune 

response และมีีบทบาทเกี่่�ยวข้้องในการกำจััดเชื้้�อ Mtb 

โดยอาศััยการทำงานร่่วมกัันแบบ polyfunctional T 

cell ซึ่่�ง IFN-γ ทำหน้้าที่่�ในการกระตุ้้�น macrophage 

และ CD4 helper T cell ส่่วน IL-2 ทำหน้้าที่่�กระตุ้้�น 

T cell ให้้เกิิด proliferation และ differentiation 

และสำหรัับ TNF-α เกี่่�ยวข้้องกัับกระบวนการ 

proinflammatory effect โดยการชัักนำ immune cell 

อื่่�นๆ(21) จากผลการทดลองพบว่่าหนููกลุ่่�มที่่�ฉีดด้้วยโปรตีีน 

Ag85B แล้้วกระตุ้้�นด้้วยโปรตีีน Ag85B มีีการกระตุ้้�น

ให้้หลั่่�ง cytokine ชนิิด IFN-γ, IL-2 และ TNF-α  

สููงกว่่าหนููกลุ่่�มที่่�ฉีีดด้้วยโปรตีีน ESAT-6 แล้้วกระตุ้้�น

ด้้วยโปรตีีน ESAT-6 และหนููกลุ่่�มที่่�ฉีีดด้้วยโปรตีีน 

Rv2660c แล้้วกระตุ้้�นด้้วยโปรตีีน Rv2660v ซึ่่�งผลการ

ทดลองในหนููกลุ่่�มที่่�ฉีีดด้้วยโปรตีีน Ag85B-ESAT-6-

Rv2660c fusion แล้้วกระตุ้้�นด้้วยโปรตีีน Ag85B มีีการ 

กระตุ้้�นให้้หลั่่�ง cytokine ทั้้�ง 3 ชนิิด สููงกว่่าเมื่่�อกระตุ้้�น

ด้ว้ยโปรตีีน ESAT-6 หรืือกระตุ้้�นด้้วยโปรตีีน Rv2660c  

แสดงว่่าโปรตีีน Ag85B มีีความสามารถในการกระตุ้้�น 

ภููมิิคุ้้�มกัันได้้สููงกว่่าโปรตีีน ESAT-6 และ Rv2660c 

นอกจากนี้้�ยังพบว่่าหนููที่่�ฉีดด้้วยโปรตีีน Ag85B-

ESAT-6-Rv2660c fusion แล้้วกระตุ้้�นด้้วยโปรตีีน

รวม Ag85B+ESAT-6+Rv2660c มีกีารหลั่่�ง cytokine 

ทั้้�ง 3 ชนิิด สููงกว่่าการกระตุ้้�นด้้วยโปรตีีนเดี่่�ยว Ag85B, 

ESAT-6 และ Rv2660c ซึ่่�งผลการกระตุ้้�นการหลั่่�ง 

cytokine ที่่�สููงน่่าจะเกี่่�ยวข้้องกัับคุุณสมบััติิของโปรตีีน 

Ag85B(22) ได้้แก่่ ขนาดของโปรตีีน Ag85B มีีขนาด 

31.8 kDa และจำนวน T cell epitope เป็็นต้้น 

อย่า่งไรก็็ตาม ผลการทดลองในหนูกูลุ่่�มควบคุมุที่่�ฉีดีด้ว้ย 

ปริิมาณ endotoxin ภายหลัังการทำให้้บริิสุทุธิ์์�อยู่่�ระหว่่าง 

0.01184−0.02604 EU/µg ซึ่่�งผ่า่นเกณฑ์ท์ี่่�กำหนดสำหรัับ 

การฉีีดทดสอบในหนููทดลองโดยมีีค่่าไม่่เกิิน 0.03 

EU/ug(16) 

ในการทดสอบความสามารถในการกระตุ้้�น 

ภููมิิคุ้้�มกัันของหนููทดลองโดยฉีีดทดสอบด้้วยแอนติิเจน 

ในรููปแบบเดี่่�ยว ได้้แก่่ Ag85B, ESAT-6, Rv2660c 

และรููปแบบผสม Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion 

และใช้้ aluminum hydroxide เป็็นสารเสริิมฤทธิ์์�  

(adjuvant) จากผลทดสอบการตอบสนองทางภููมิคิุ้้�มกััน

แบบ humoral immune response ด้้วยเทคนิิค 

Western blot และ ELISA พบว่่าโปรตีีนแอนติิเจน 

Ag85B, ESAT-6 และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c 

fusion มีีผลการกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกัันได้้ดีีในหนููทดลอง โดย

แอนติบิอดีตี่อ่โปรตีนี Ag85B มีปีริมิาณสูงูกว่า่แอนติบิอดีี

ต่่อโปรตีีน ESAT-6 ซึ่่�งสอดคล้้องกัับงานวิิจััยอื่่�นที่่�

ทดสอบผลการกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกัันในหนููทดลองของวััคซีีน

รููปแบบ DNA ที่่�สร้้างโปรตีีน Ag85B และ ESAT-6 

โดยพบปริิมาณแอนติิบอดีีต่อ่โปรตีีน Ag85B สูงูกว่่าเช่่น

เดีียวกัันเมื่่�อทดสอบด้้วยเทคนิิค ELISA(17) ส่่วนกลุ่่�ม 

ที่่�ฉีีดด้้วยแอนติิเจน Rv2660c ไม่่พบแอนติิบอดีีที่่�

สามารถจับัจำเพาะต่อ่โปรตีนี Rv2660c ทั้้�งวิิธี ีWestern 

blot และ ELISA ซึ่่�งแตกต่่างจากโปรตีีนอื่่�น อาจเนื่่�อง

มาจากคุุณสมบััติิของโปรตีีนแอนติิเจน รููปแบบที่่�ฉีด 

และจำนวนครั้้�งที่่�เหมาะสมในการฉีดี รวมถึงึปริมิาณที่่�ฉีดี 

เป็็นต้้น ซึ่่�งโปรตีีน Rv2660c เป็็นโปรตีีนที่่�สร้้างในระยะ

พัักตััว (dormant stage) และมีีรายงานการตรวจ

แอนติิบอดีีที่่�จำเพาะต่่อโปรตีีนชนิิดนี้้�ในผู้้�ติิดเชื้้�อระยะ

แฝง(18) และพบรายงานการศึึกษา B-cell epitope ของ

โปรตีีน Mtb โดยใช้้โปรแกรมคอมพิิวเตอร์์ พบว่่าโปรตีีน 

Rv2660c มีีจำนวน B-cell epitope น้้อยกว่่าโปรตีีน 

Ag85B และ ESAT-6(19) นอกจากนี้้�มีรีายงานการฉีดีหนูู

ด้้วย plasmid DNA ที่่�ผลิิตโปรตีีน Rv2660c ปริิมาณ 

50 ไมโครกรััม โดยฉีีดกระตุ้้�นรวม 3 ครั้้�ง ซึ่่�งสามารถ

กระตุ้้�นให้้สร้้างแอนติิบอดีีต่่อโปรตีีน Rv2660c(20) แต่่

ในการศึึกษานี้้�ฉีีดด้้วยโปรตีีนปริิมาณ 5 ไมโครกรััม และ

ฉีีดจำนวน 2 ครั้้�ง อาจทำให้้ไม่่เกิิดการสร้้างแอนติิบอดีี

เนื่่�องจากปริิมาณแอนติิเจนที่่�ฉีีดน้้อย 
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adjuvant แล้้วกระตุ้้�นด้้วยโปรตีีน Ag85B และโปรตีีน

รวม Ag85B+ESAT-6+Rv2660c ซึ่่�งมีี Ag85B เป็็น

ส่่วนประกอบ พบว่่ามีีค่่า TNF-α ที่่�หลั่่�งออกมาสููง ซึ่่�ง

อาจเป็็นผลมาจากโปรตีีน Ag85B ที่่�ใช้้ในการกระตุ้้�น 

มีีคุุณสมบััติิในการกระตุ้้�นระบบภููมิิคุ้้�มกัันแบบ innate 

โดยเซลล์์ macrophage ผ่่าน Toll-like receptor 

(TLR)(23) จากการศึกึษานี้้�พบว่า่หนูกูลุ่่�มที่่�ฉีดีด้ว้ยโปรตีนี 

Rv2660c แล้ว้กระตุ้้�นซ้ำ้ด้ว้ยโปรตีนี Rv2660c มีกีารหลั่่�ง 

cytokine ทั้้�ง 3 ชนิดิ สูงูกว่่าหนููที่่�ฉีดด้้วยโปรตีีน ESAT-6 

แล้้วกระตุ้้�นซ้้ำด้้วยโปรตีีน ESAT-6 แสดงว่่าโปรตีีน 

Rv2660c ซึ่่�งเป็็นโปรตีีนขนาดเล็็ก 9.0 kDa ที่่�มีีขนาด

ใกล้้เคีียงกัันกัับโปรตีีน ESAT-6 ขนาด 10.0 kDa มีี

คุุณสมบััติิในการกระตุ้้�น cellular immune response 

ได้้ดีีกว่่าโปรตีีน ESAT-6 แต่่ไม่่กระตุ้้�น humoral 

immune response ในขณะที่่�โปรตีนี ESAT-6 สามารถ

กระตุ้้�น humoral immune response ได้้ดีี แต่่กระตุ้้�น 

cellular immune response ได้้น้้อยกว่่า

จากผลการศึึกษาพบว่่ามีีความสอดคล้้องกัับ

รายงานก่่อนหน้้า ที่่�กล่่าวถึึงความสามารถในการกระตุ้้�น 

ภููมิิคุ้้�มกัันของโปรตีีนแต่่ละชนิิด คืือ โปรตีีน Ag85B 

สามารถกระตุ้้�น Th1 cytokine ได้้แก่่ IFN-γ และ 

TNF-α  และ Th2 cytokine ได้้แก่่ IL-4 และ IL-10 

และการสร้้างแอนติิบอดีีในหนููทดลอง(22) และสามารถ

กระตุ้้�น T-cell proliferation และการสร้้าง IFN-γ ได้้สูงู 

ในผู้้�สััมผััสเชื้้�อ Mtb(24) และเป็็นแอนติิเจนสำคััญที่่�มัักนำ

ไปพััฒนาเป็็นวััคซีีนสำหรัับป้้องกัันวััณโรคชนิิดใหม่่(25)  

โปรตีนี ESAT-6 สามารถกระตุ้้�น T cell รวมทั้้�งการสร้้าง

แอนติิบอดีีในหนููทดลอง(26)  และสามารถกระตุ้้�น Th1/

Th2/Th17 และการสร้้าง cytokine ในหนููทดลอง(27)  

และเป็็นแอนติิเจนสำคััญที่่�มักนำไปพััฒนาเป็็นวััคซีีน

สำหรัับป้้องกัันวััณโรคชนิิดใหม่่(26) เช่่นเดีียวกัับโปรตีีน 

Ag85B และโปรตีีน Rv2660c สามารถกระตุ้้�นเซลล์์ 

macrophage ของมนุุษย์์ให้้หลั่่�ง proinflammatory 

cytokine ที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับการสร้้าง granuloma และ 

การรัักษาสภาพ ซึ่่�งได้้แก่่ IL-1β , IL-8, TNF-α  และ 

IL-12p70 โดยผ่่าน Toll-like receptor 2 (TLR2)(8) 

นอกจากนี้้�ความสามารถในการกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกััน

ยัังขึ้้�นอยู่่�กัับคุุณสมบััติิของสารเสริิมฤทธิ์์�หรืือ adjuvant 

โดยในการศึึกษานี้้�ใช้้ aluminum hydroxide ซึ่่�งเป็็น 

adjuvant ที่่�ใช้้ในวัคัซีนีที่่�ได้ร้ับัการอนุมุัตัิใิห้ใ้ช้ใ้นมนุษุย์์

มานาน มีีความปลอดภััยสููง มีีคุุณสมบััติิเสริิมการกระตุ้้�น 

ภูมูิคิุ้้�มกันัของวัคัซีนีโดยสามารถกระตุ้้�นภูมูิคิุ้้�มกันัทั้้�งชนิดิ 

humoral และ cellular ซึ่่�งมีีรายงานว่่าสามารถกระตุ้้�น

ระบบภูมูิคิุ้้�มกันัแบบ innate และ antigen presenting 

cell(28,29) ด้้วยเหตุุนี้้�เมื่่�อฉีีดโปรตีีน Ag85B, ESAT-6, 

Rv2660c และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion 

ร่่วมกัับ adjuvant จึึงสามารถกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกัันในหนูู

ทดลองทั้้�งชนิิด humoral immune response และ 

cellular immune response ซึ่่�งโปรตีีนดัังกล่่าวมีี

คุุณสมบััติิเหมาะสมในการนำไปพััฒนาเป็็นวััคซีีนและ

ศึึกษาในขั้้�นต่่อไป

สรุป

จากการศึึกษานี้้� สามารถสร้้างและผลิิตแอนติิเจน

ของเชื้้�อ Mtb ชนิดิรีคีอมบิแินนท์ใ์น E. coli และสามารถ

ทดสอบการกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกัันของแอนติิเจน จำนวน 3 

ชนิิด 4 รููปแบบ ในหนููทดลอง ประกอบด้้วย Ag85B, 

ESAT-6, Rv2660c และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c 

fusion และจากผลการตอบสนองทางภููมิิคุ้้�มกัันทั้้�งชนิิด 

humoral immune response และ cellular immune 

response พบว่่า Ag85B, ESAT-6 และ Ag85B-

ESAT-6-Rv2660c fusion มีีความสามารถกระตุ้้�น

ภููมิิคุ้้�มกัันชนิิด humoral immune response และ 

cellular immune response ส่่วนโปรตีีน Rv2660c 

ซึ่่�งเป็น็แอนติเิจนที่่�พบในระยะแฝงมีคีวามสามารถกระตุ้้�น

ภููมิิคุ้้�มกัันเฉพาะชนิิด cellular immune response  

ดังันั้้�นแอนติิเจนทั้้�ง 3 ชนิิด จึงึมีคีวามเหมาะสมในการนำไป 

พััฒนาเป็็นวััคซีีนป้้องกัันวััณโรคต่่อไป

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุุณสำนัักงานคณะกรรมการส่่งเสริิม

วิิทยาศาสตร์์ วิิจััยและนวััตกรรม (สกสว.) ในการ

สนับัสนุนุทุนุวิจิัยัผ่า่นสถาบันัวัคัซีนีแห่ง่ชาติ ิในการดำเนินิ

โครงการการวิิจััยและพััฒนาวััคซีีน Modified Ag85B-

ESAT6-Rv2660c mRNA สำหรัับป้้องกัันวััณโรค 
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Immunogenicity of Mycobacterium  
tuberculosis Antigens: Ag85B, ESAT-6, 
Rv2660c, and Ag85B-ESAT-6-Rv2660c  

Fusion in Mice 

ABSTRACT  Tuberculosis (TB) remains a major global public health concern. The Bacillus  
Calmette–Guérin (BCG) vaccine is currently the only available TB vaccine, offering protection against 
severe TB in children but showing limited efficacy in adults. Developing new TB vaccines is therefore  
essential for achieving TB eradication.  This study aimed to evaluate the immunogenicity of four recombinant 
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) antigens: Ag85B, ESAT-6, Rv2660c, and Ag85B-ESAT-6-Rv2660c 
fusion in mice, reported as active and latent infection stages to support the design and development of 
an mRNA-based TB vaccine. Recombinant proteins were designed and expressed in Escherichia coli 
ClearColi™ BL21(DE3) and used to immunize C57BL/6 mice. Subsequently, humoral immune responses 
were assessed using Western blot and ELISA, whereas cellular immune responses were analyzed through 

cytokine detection (IFN-γ, IL-2, and TNF-α) via a Multiplex assay following ex vivo restimulation.  
The results showed that Ag85B, ESAT-6, and Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion proteins induced both 
humoral and cellular immune responses, while Rv2660c, an antigen associated with latent TB infection, 
primarily stimulated a cellular immune response. These findings suggest the antigens enrolled are  
promising candidates for further TB vaccine development.

Keywords: Ag85B, ESAT-6, Rv2660c, Immunogenicity in mice


