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ไวรัสพีอารอารเอส (porcine reproductive and respiratory syndrome; PRRS) ยับยั้งการสราง

อินเตอรเฟอรอนแกมมา (interferon gamma; IFNγ) ของสุกร ทําใหสุกรมีการตอบสนองทางภูมิคุมกัน
ตอไวรัสลดลง   งานวิจัยน้ีศึกษาการใชพลาสมิดที่แสดงออกยีน IFNγ ของสุกร (pIFNγ) เพ่ือกระตุนการ
สราง IFNγ ในโมโนซัยต (monocyte) ซ่ึงบมรวมกับไวรัสพีอารอารเอสและกระตุนดวยสาร 
lipopolysaccharide   พรอมกันน้ีไดศึกษาประสิทธิภาพของ pIFNγ ตอการสรางไซโตไคน (cytokine) 
อ่ืนๆ ไดแก tumor-necrosis factor alpha (TNFα), interleukin-1 (IL-1), IL-12p35, IL-12p40, IL-10 
และ transforming growth factor beta (TGFβ) ในระดับ mRNA และ protein   ผลการศึกษาพบวา 
pIFNγ สามารถกระตุนการสราง IFNγ และ TNFα mRNA และ protein และยับยั้งการสราง IL-10 
mRNA และ protein ไดอยางมีนัยสําคัญ   pIFNγ ไมมีผลตอการสราง IL-1, IL-12p35, IL-12p40 และ 
TGFβ   ผลการศึกษาบงชีว้า pIFNγ สามารถนําไปพัฒนาเพื่อใชเปนสารกระตุนภูมิคุมกันแบบพ่ึงเซลล 
(cell-mediated adaptive immunity) สําหรับวัคซีนปองกันโรคพีอารอารเอสในอนาคต 

 
คําสําคัญ: พลาสมิด, อินเตอรเฟอรอนแกมมา, porcine reproductive and respiratory syndrome 

virus 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Abstract 
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Porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) suppresses interferon 

gamma (IFNγ) production in infected pigs, which leads to reduced innate and adaptive immune 
responses to the virus.  This study evaluates the potential of plasmids expressing porcine IFNγ 
(pIFNγ) in enhancing IFNγ expression and in modulating other innate and adaptive cytokine 
responses to PRRSV.  Naïve monocytes from eight PRRSV-seronegative pigs were transfected 
with pIFNγ in vitro prior to PRRSV inoculation and lipopolysaccharide stimulation.  The effects 

of pIFNγ on mRNA expression of IFNγ, tumor necrosis factor alpha (TNFα), interleukin-1 (IL-
1), IL-12p35, IL-12p40, IL-10, and transforming growth factor beta (TGFβ) were tested by real-

time PCR.  The effects of pIFNγ on protein production of IFNγ, TNFα, and IL-10 were tested 

by ELISA.  Compared to the PRRSV-inoculated controls, the levels of IFNγ and TNFα mRNA 
and protein were significantly increased in pIFNγ-transfected monocytes, while the level of IL-
10 mRNA and protein was significantly reduced.  The levels of IL-1, IL-12p35, IL-12p40, and 
TGFβ were unchanged.  Our results suggest that pIFNγ has the potential to enhance the 
innate and adaptive immune response to PRRSV infection.   
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วัตถุประสงค 
 
1. เพ่ือสังเคราะหพลาสมิดที่สราง IFNγ ของสุกร (pIFNγ)  

2. เพ่ือศึกษาปริมาณที่เหมาะสมของ pIFNγ ตอการเขาสูเซลล (transfection) โมโนซัยต  

3. เพ่ือศึกษาความสามารถของ pIFNγ ในการกระตุนการสรางไซโตไคน IFNγ ในโมโนซัยตที่บมกับ
ไวรัสพีอารอารเอสและกระตุนดวยสาร lipopolysaccharide (LPS) 

4. เพ่ือศึกษาผลของ pIFNγ ตอการสรางไซโตไคน TNFα, IL-1, IL-12p35, IL-12p40, IL-10 และ 
TGFβ ในโมโนซัยตทีบ่มกับไวรัสพีอารอารเอสและกระตุนดวยสาร LPS 

 

 

วิธีทดลอง 
 
การสังเคราะห pIFNγ 
 กระตุน peripheral blood mononuclear cell (PBMC) ของสุกรดวย phorbol 12-myristate 13-
acetate (Calbiochem) และ ionomycin (Calbiochem) เพ่ือกระตุนการสราง IFNγ mRNA 
(Charerntantanakul et al., 2006)   ใช IFNγ mRNA เปนตนแบบ (template) สําหรับการสังเคราะห 
IFNγ double-stranded DNA (dsDNA) โดยวิธี reverse transcriptase-polymerase chain reaction 
(RT-PCR)   ทําการโคลน (clone) IFNγ dsDNA ที่ไดจาก RT-PCR ในพลาสมิด pcDNATM 3.1 
Directional TOPO® (Invitrogen)  ตรวจสอบความถูกตองของ pIFNγ ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Pst I 
(Fermentas) และทํา DNA sequencing (รูปที่ 1)       

 

การเตรียมโมโนซัยต 

เจาะเก็บ PBMC จากสุกรจํานวน 8 ตัวที่ไมมีแอนติบอด้ีตอไวรัสพอีารอารเอสเมื่อตรวจโดยวธิ ี
ELISA (IDEXX)   ทําการคัดแยกและเพาะเลี้ยงโมโนซัยตดวยวิธี plate adherence assay และตรวจ
ยืนยันชนิดของเซลลดวยวธิ ีdirect immunofluorescent assay  โดยใช primary monoclonal antibody 
(mAb) clone SWC3 (ไดรับความอนุเคราะหจาก รศ.สพ.ญ.ดร.สันนิภา สุรทัตต, คณะสัตวแพทยศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย) และ secondary mAb ที่ conjugate ดวย FITC (ไดรับความอนุเคราะหจาก 
ศ.ดร.วัชระ กสินฤกษ, คณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัยเชียงใหม)    

 

การศึกษาปริมาณที่เหมาะสมของ pIFNγ ตอการเขาสูเซลลโมโนซัยต 



 ทําการบมโมโนซัยตกับ pIFNγ ที่ปริมาณตางๆ ไดแก 0.1, 0.2, 0.3 และ 0.4 μg หรือกับ 
pcDNA vector ที่ 0.4 μg  นาน 4 ชั่วโมงโดยใช IBAfect (IBA GmbH) และ MATra-A (IBA GmbH) 
เปน transfection reagents   จากนั้นปเปต media ออก แลวเติมอาหารเลี้ยงเซลล RPMI++ 
(ประกอบดวย RPMI-1640, L-glutamine, 10% heat-inactivated fetal bovine serum, 1% penicillin-
streptomycin-amphotericin B) (Gibco)  ทําการบมตอเปนเวลา 24 ชั่วโมง (37 องศาเซลเซียส, 5% 
CO2)  ตรวจการมีชีวิตของเซลลดวยการยอมสี trypan blue (Gibco) และทดสอบการสราง IFNγ mRNA 
และ protein ในโมโนซัยตดวยวธิี real-time PCR (Royaee et al., 2004) และ ELISA (R&D systems) 
ตามลําดับ 

 

การศึกษาความสามารถของ pIFNγ ในการกระตุนการสรางไซโตไคน IFNγ ในโมโนซัยตที่บม
กับไวรัสพีอารอารเอสและกระตุนดวย LPS 

 บมโมโนซัยตกับ pIFNγ หรือ pcDNA vector ที่ปริมาณ 0.4 μg นาน 4 ชั่วโมงโดยใช IBAfect 
และ MATra-A เปน transfection reagents   จากนั้นปเปต media ออก แลวเติมไวรัสพีอารอารเอส (106 
TCID50/ml) ทําการบมเปนเวลา 48 ชั่วโมง (37 องศาเซลเซียส, 5% CO2) จากนั้นเติมสารละลาย LPS 
(10 μg/ml) แลวบมตออีก 24 ชั่วโมง   ตรวจการมีชวีติของเซลลดวยการยอมสี trypan blue และทดสอบ
การสราง IFNγ mRNA และ protein ในโมโนซัยตดวยวิธี real-time PCR และ ELISA ตามลําดบั 

 
การศึกษาผลของ pIFNγ ตอการสรางไซโตไคน TNFα, IL-1, IL-12p35, IL-12p40, IL-10 และ 

TGFβ ในโมโนซัยตทีบ่มกับไวรัสพีอารอารเอสและกระตุนดวย LPS 

 บมโมโนซัยตกับ pIFNγ หรือ pcDNA vector ที่ 0.4 μg นาน 4 ชั่วโมงโดยใช IBAfect และ 
MATra-A เปน transfection reagents   จากนั้นปเปต media ออก แลวเติมไวรัสพอีารอารเอส (106 
TCID50/ml) ทําการบมเปนเวลา 48 ชั่วโมง (37 องศาเซลเซียส, 5% CO2) จากนั้นเติมสารละลาย LPS 
(10 μg/ml) แลวบมตออีก 24 ชั่วโมง   ทดสอบการสราง TNFα, IL-1, IL-12p35, IL-12p40, IL-10 และ 
TGFβ mRNA ดวยวิธี real-time PCR (Royaee et al., 2004) และทดสอบการสราง TNFα และ IL-10 
protein ดวยวธิ ีELISA (R&D systems) ตามลําดับ 

 

 

ผลการทดลอง 
 
การศึกษาปริมาณที่เหมาะสมของ pIFNγ ตอการเขาสูเซลลโมโนซัยต 



 pIFNγ ที่ปริมาณ 0.3 และ 0.4 μg สามารถกระตุนการสราง IFNγ mRNA และ protein ไดอยาง
มีนัยสําคัญเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม (รูปที่ 2 และ 3)   pIFNγ ที่ปริมาณ 0.1 และ 0.2 μg สามารถ
กระตุนการสราง IFNγ mRNA และ protein ได แตไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือ
เปรียบเทียบกบักลุมควบคุม   โมโนซัยตที่ไดรับ pcDNA vector มีการสราง IFNγ mRNA และ protein 
เพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม (รูปที่ 2 และ 3) แตระดับทีส่รางขึ้นน้ันต่ํากวาระดับที่
สรางจาก pIFNγ (ที่ 0.3 และ 0.4 μg)    
 
ความสามารถของ pIFNγ ในการกระตุนการสรางไซโตไคน IFNγ ในโมโนซัยตทีบ่มกับไวรัสพี
อารอารเอสและกระตุนดวย LPS 

 โมโนซัยตที่บมรวมกับไวรัสพีอารอารเอสและ LPS มีการสราง IFNγ mRNA และ protein ลดลง
อยางมีนัยสําคัญทางสถติิเม่ือเทียบกับโมโนซัยตที่บมรวมกับ LPS เพียงอยางเดียว (รูปที่ 4 และ 5)    
โมโนซัยตที่ไดรับการ transfect ดวย pIFNγ (0.4 μg) กอนบมรวมกับไวรัสพีอารอารเอสและ LPS มี
ระดับการสราง IFNγ mRNA และ protein ที่เพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิตเิม่ือเทียบกับโมโนซัยตที่
ไมไดรับ pIFNγ (รูปที่ 4 และ 5)   pcDNA vector มีผลตอการเพิ่มขึ้นของ IFNγ protein แตผลนั้นนอย
กวา pIFNγ อยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ
 
ผลของ pIFNγ ตอการสรางไซโตไคน TNFα, IL-1, IL-12p35, IL-12p40, IL-10 และ TGFβ ในโม

โนซัยตทีบ่มกับไวรัสพีอารอารเอสและกระตุนดวย LPS 

 โมโนซัยตที่บมรวมกับไวรัสพีอารอารเอสและ LPS มีการสราง TNFα mRNA และ protein 
ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติและมีการสราง IL-10 mRNA และ protein เพ่ิมขึน้อยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติเม่ือเทียบกับโมโนซัยตที่บมรวมกับ LPS เพียงอยางเดียว (รูปที่ 4 และ 5)   โมโนซัยตดังกลาวไมมี
การสราง IL-1, IL-12p35, IL-12p40 และ TGFβ mRNA แตกตางจากโมโนซัยตของกลุมควบคมุ 

โมโนซัยตที่ไดรับการ transfect ดวย pIFNγ (0.4 μg) กอนบมรวมกับไวรัสพีอารอารเอส และ
LPS มีระดับการสราง TNFα mRNA และ protein เพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติและมีการสราง IL-
10 mRNA และ protein ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับโมโนซัยตที่ไมไดรับ pIFNγ   โมโน
ซัยตดังกลาวไมมีการสราง IL-1, IL-12p35, IL-12p40 และ TGFβ mRNA แตกตางจากโมโนซัยตที่
ไมไดรับ pIFNγ 
 
 
สรุปและวิจารณผลการทดลอง  
 



 ไวรัสพีอารอารเอสยับยั้งการสราง IFNγ และ TNFα mRNA และ protein แตกระตุนการสราง 

IL-10 mRNA และ protein ในโมโนซัยตอยางมีนัยสําคัญทางสถิตเิม่ือเทียบกับโมโนซัยตของกลุม
ควบคุม   ไวรัสไมมีผลตอการสราง IL-1, IL-12p35, IL-12p40 และ TGFβ mRNA  

pIFNγ สามารถกระตุนการสราง IFNγ และ TNFα และยับยั้งการสราง IL-10 mRNA และ 
protein ในโมโนซัยตของสกุรซึ่งบมรวมกับไวรัสพีอารอารเอสและ LPS อยางมีนัยสําคัญ แตไมมีผลตอ
การสราง IL-1, IL-12p35, IL-12p40 และ TGFβ mRNA    

การที่ pIFNγ สามารถกระตุนการสราง IFNγ และ TNFα และยับยัง้การสราง IL-10 บงชี้ถึง

ประสิทธิภาพของ pIFNγ ที่สามารถกระตุนภูมิคุมกันแบบพ่ึงเซลล (cell-mediated adaptive immunity) 
ตอไวรัสพีอารอารเอสได          
 
 
ขอเสนอแนะสําหรับงานวจิัยในอนาคต 

 งานวิจัยในอนาคตควรศึกษาประสิทธิภาพของ pIFNγ ในการกระตุนภูมิคุมกนัใน in vivo เม่ือใช

รวมกับวัคซนีปองกนัโรคพีอารอารเอส 
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2. การนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน 
2.1 เชิงวิชาการ  

งานวิจัยน้ีใชเปนสวนหนึ่งในการเรียนการสอนในระดับบัณฑิตศึกษาของมหาวิทยาลัยแมโจ 
(วิชา ทช 534 ไวรัสวทิยาในสัตว และวชิา ทช 535 ภูมิคุมกันวิทยาในสัตว)   ในดานเทคนิคทางพันธุ
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of cell-mediated immune response to porcine reproductive and respiratory syndrome virus.  งาน
ประชุมวิชาการสํานักวิจัยและสงเสริมวิชาการการเกษตร มหาวทิยาลัยแมโจ. (กําหนดจัดในเดือน
พฤษภาคม 2554) 
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รูปที่ 1    ผลการทํา DNA sequencing ของ pIFNγ โดยใช T7 forward primer 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 1 (ตอ) ผลการทํา DNA sequencing ของ pIFNγ โดยใช BGH reverse primer 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2  (บน) การแสดงออกของยีน IFNγ และ ribosomal protein large 32 (RPL32) ในโมโน
ซัยตของสุกร (Monocyte)   โมโนซัยตที่ไดรับ transfection reagent เพียงอยางเดียว (Tr) หรือไดรับ 
pIFNγ ที่ปริมาณ 0.1, 0.2, 0.3 และ 0.4 μg  และโมโนซัยตที่ไดรับ pcDNA vector ที่ปริมาณ 0.4 μg    

(ลาง) ระดับการแสดงออกของยีน IFNγ ที่ถูก normalized ดวย RPL32 ในกลุมทดลอง 
ตางๆ   อักษร a แสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ (p<0.05) เม่ือเทียบกับ pcDNA 
(ทดสอบดวยวิธี one-way ANOVA และ Dunnett’s t test)   สัญลักษณ * แสดงถึงความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เม่ือเทียบกบั Tr control (ทดสอบดวยวิธี one-way ANOVA และ 
Dunnett’s t test)    



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3  ปริมาณ IFNγ ใน cell culture supernatant ของโมโนซัยต (Monocyte)   โมโนซัยตที่

ไดรับ transfection reagent เพียงอยางเดียว (Tr) หรือไดรับ pIFNγ ที่ปริมาณ 0.1, 0.2, 0.3 และ 0.4 
μg  และโมโนซัยตที่ไดรับ pcDNA vector ที่ปริมาณ 0.4 μg      อักษร a แสดงถึงความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เม่ือเทียบกบั pcDNA (ทดสอบดวยวธิี one-way ANOVA และ Dunnett’s t 
test)   สัญลักษณ * แสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถติ ิ(p<0.05) เม่ือเทียบกับ Monocyte 
(ทดสอบดวยวิธี one-way ANOVA และ Dunnett’s t test)    



 
 
 
รูปที่ 4 



 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4 (ตอ) ระดับการแสดงออกของยีน IFNγ, TNFα, IL-1, IL-12p35, IL-12p40, IL-10 และ 

TGFβ ที่ถูก normalized ดวย RPL32 ในโมโนซัยตที่กระตุนดวย LPS (Ctrl)  โมโนซัยตที่ไดรับไวรัสพี
อารอารเอสและ LPS (PRRSV)  โมโนซัยตที่ไดรับไวรัสพีอารอารเอส, transfection reagent และ LPS 
(PRRSV+Tr) โมโนซัยตที่ไดรับไวรัสพีอารอารเอสและ pIFNγ ที่ปริมาณ 0.4 μg (PRRSV+pIFNγ) และ
โมโนซัยตที่ไดรับที่ไดรับไวรัสพีอารอารเอสและ pcDNA vector ที่ปริมาณ 0.4 μg (PRRSV+pcDNA)   
อักษร a แสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เม่ือเทียบกบั PRRSV+pcDNA 
(ทดสอบดวยวิธี one-way ANOVA และ Dunnett’s t test)   สัญลักษณ * แสดงถึงความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เม่ือเทียบกบั Ctrl (ทดสอบดวยวิธี one-way ANOVA และ Dunnett’s t 
test) 



 
 
 
 
รูปที่ 5  ปริมาณ IFNγ, TNFα และ IL-10 ใน cell culture supernatant ของโมโนซัยตที่กระตุน
ดวย LPS (Ctrl)  โมโนซัยตที่ไดรับไวรัสพีอารอารเอสและ LPS (PRRSV)  โมโนซัยตที่ไดรับไวรัสพีอาร
อารเอส, transfection reagent และ LPS (PRRSV+Tr) โมโนซัยตที่ไดรับไวรัสพีอารอารเอสและ pIFNγ 
ที่ปริมาณ 0.4 μg (PRRSV+pIFNγ) และโมโนซัยตที่ไดรับที่ไดรับไวรัสพีอารอารเอสและ pcDNA 
vector ที่ปริมาณ 0.4 μg (PRRSV+pcDNA)   อักษร a แสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05) เม่ือเทียบกบั PRRSV+pcDNA (ทดสอบดวยวิธี one-way ANOVA และ Dunnett’s t test)   
สัญลักษณ * แสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เม่ือเทียบกบั Ctrl (ทดสอบดวย
วิธี one-way ANOVA และ Dunnett’s t test) 


	1.pdf
	2.pdf

