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โปรตนี Bone morphogenetic proteins ชนิดที่ 2 (BMP-2) ของมนุษยม์บีทบาทส าคญัอย่าง

มากต่อการกระตุน้การเจรญิเตบิโต การควบคุมการเจรญิพฒันาของเซลลก์ระดูกและเนื้อเยื่อรอบกระดูก 
รวมถึงการซ่อมแซมโครงสร้างของกระดูก และสมานบาดแผลที่เกิดจากความผิดปกติของกระดูก 
งานวจิยัน้ีมจีุดมุ่งหมายเพื่อท าการโคลนน่ิง ศกึษาการแสดงออก และแยกบรสิุทธิข์องรคิอมพ์บแินนท์
โปรตนี Bone morphogenetic proteins ชนิดที ่2 ของมนุษย ์โดยใชร้ะบบเซลลเ์จา้บา้นชนิดแบคทีเรยี 
ยนีส าหรบั BMP-2 ของมนุษย์ถูกสกดัแยกจากเซลล์เพาะเลี้ยงกระดูกอ่อนของมนุษย ์โดยท าการสกดั
อารเ์อ็นเอรวม และน าไปสงัเคราะหเ์ป็น complementary DNA ยนีส าหรบั BMP-2 ของมนุษยข์นาด 
342 คู่เบส(114 กรดอะมโิน) ถูกเพิม่จ านวนโดยปฏกิริยิาลูกโซ่โพลเิมอรเ์รส (PCR) จากนัน้ท าการเพิม่
ต าแหน่งนิวคลโีอไทดข์องเอนไซมต์ดัจ าเพาะชนิด EcoR I, Nco I, กรดอะมโินฮสีตดินี 6 ตวั และ
ต าแหน่งส าหรบัเอนไซมย์่อยโปรตนีชนิด Factor Xa ในบรเิวณปลายดา้น 5 และต าแหน่งนิวคลโีอไทด์
ของเอนไซมต์ดัจ าเพาะชนิด BamH I ในบรเิวณปลายดา้น 3 ดเีอน็เอที่ผลติไดถู้กเชื่อมต่อเขา้กบัพ
ลาสมดิเวคเตอรโ์ดยวธิกีารเชื่อมต่อแบบปลายทู่ และน าเขา้สู่เซลลแ์บคทเีรยีสายพนัธุ ์XL1-Blue ผลการ
วเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยนีที่สนใจพบว่ามลี าดบันิวคลีโอไทด์ตรงกบัยนีส าหรบัBMP-2 ของ
มนุษยจ์ากฐานขอ้มลูสากลทุกประการ การศกึษาการแสดงออกของ BMP-2 ของมนุษยถ์ูกศกึษาโดยการ
ยา้ยชิ้นยนีส าหรบั BMP-2 ของมนุษย์เข้าสู่เวคเตอร์พาหะส าหรบัการแสดงออกของโปรตีนจ านวน 3 
ชนิดและน าเข้าสู่เซลล์แบคทเีรยีสายพนัธุ์ที่เหมาะสม จากการศกึษาการแสดงออกภายใต้การควบคุม
ด้วย T7 promotor พบว่าในกรณีที่ไม่ม ีfusion protein จะมกีารแสดงออกของโปรตนีในรูปแบบ 
inclusion bodies เท่านัน้ ในขณะที่หากมกีารแสดงออกร่วมกบั fusion protein ชนิด trioredoxin จะ
พบว่ามกีารแสดงออกในรปู soluble protein เมื่อเหนี่ยวน าดว้ย IPTG ทีค่วามเขม้ขน้ต ่า ซึง่จะยงัคงพบ
การแสดงออกในรปู inclusion bodies ร่วมด้วย การผลติรคิอมพ์บแินนท์โปรตนี BMP-2 ของมนุษย์
ประสบความส าเรจ็ภายใต้การควบคุมดว้ย lacUV5 and protein A promoters โดยม ีfusion protein 
ชนิด ZZ protein และกรดอะมโินฮสีตดินี 6 ตวัทางดา้นปลาย N ผลการวเิคราะหก์ารแสดงออกของ
โปรตนีดว้ยวธิ ีwestern blot พบต าแหน่งของโปรตนีต าแหน่งเดยีวตามขนาดของโปรตนี BMP-2 ของ
มนุษย์ที่ถูกผลิตขึ้น การแยกบริสุทธิส์ าหรับ BMP-2 ของมนุษย์ท าโดยเทคนิค nickel affinity 
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chromatography ปรมิาณของรคิอมพ์บิแนนท์โปรตีน BMP-2 ของมนุษย์ที่บรสิุทธิส์ามารถน าไป
ประยกุตใ์ชใ้นการรกัษาโรคทีเ่กี่ยวขอ้งกบักระดกูและกระดกูอ่อนของมนุษยไ์ดใ้นอนาคต 

 
ค าส าคญั: รคีอมบแินนทโ์ปรทนี Bone Morphogenetic Protein-2, โปรตนีกระตุน้การเจรญิเตบิโตของ
กระดกู, รคีอมบแินนทโ์ปรทนี, แบคทเีรยี Escherichai coli, วศิวกรรมเนื้อเยือ่กระดูกอ่อน 
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Abstract 
Project Code: MRG5180032 
Project Title: Production of Recombinant Human Bone Morphogenetic Protein-2 (BMP-2) for 

Stimulation of Chondrocyte Development 
Investigator: Dr.Waraporn Kasekarn 
  Department of Biochemistry, Faculty of Medical Science, Naresuan University 
E-mail Address:  wkasekarn@gmail.com 
 
 Bone morphogenetic proteins-2 (BMP-2) is a potent growth and differentiation factor for 
cartilage and bone induction and regeneration. BMP-2 regulates the chondrogenic and 
osteogenic differentiation and stimulates the synthesis of chondrocyte matrix components by 
human articular chondrocytes. The aim of this study is the cloning, expression, and purification 
of the recombinant human bone morphogenetic protein-2 (rhBMP-2) using E.coli expression 
system. A gene encoding human BMP-2 gene was isolated from human osteoblast cell line by 
extraction of the total RNA and reverse-transcribed into the complementary DNA. A single band 
at 342 bp (114 amino acids) was amplified by polymerase chain reaction (PCR). To facilitate 
the cloning and purification step, the restriction sites of EcoR I, Nco I, 6xHistidine tag and factor 
Xa were introduced at 5 end, whereas BamH I was incorporated at its 3 end. The amplified 
product was ligated into the plasmid vector using blunt-end ligation and transformed into E.coli 
XL1-Blue. Nucleotide sequence analysis of insert fragment was the perfect similarity with 
human BMP-2 gene. Expression of human BMP-2 was investigated by sub-cloning the purified 
hBMP-2 gene after the restriction digestion, ligated into the expression vectors and transformed 
into E.coli strains. The expressed protein under the control of T7 promotor without fusion 
protein showed only the inclusion bodies, whereas the expressed protein with trioredoxin fusion 
protein appeared the soluble protein under low concentration of IPTG induction, although a 
significant portion of the expressed product remained as inclusion bodies in E.coli cells. 
Recombinant hBMP-2 protein was successfully expressed as the soluble protein under the 
control of the lacUV5 and protein A promoters with a fusion protein ZZ and histidine tag at its 
N-terminal. Analysis of the expressed protein by western blot analysis showed a single band of 
recombinant human BMP-2.The recombinant human BMP-2 was purified using nickel affinity 
chromatography. The availability of purified rhBMP-2 could be used as therapeutic agent for 
bone and cartilage tissue repair.  
Keywords: bone morphogenetic protein-2, osteogenic protein, recombinant protein, 
Escherichai coli, cartilage tissue engineering  
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หน้าสรปุโครงการวิจยั (Executive Summary) 
 
ช่ือโครงการ: การสรา้งรคีอมบแินนทโ์ปรทนีส าหรบั Bone Morphogenetic Protein-2 (BMP-2)  

ของมนุษยเ์พื่อการกระตุน้การเจรญิพฒันาของเซลลค์อนโดรซยัต์ 
Project Title: Production of Recombinant Human Bone Morphogenetic Protein-2 (BMP-2) for 

Stimulation of Chondrocyte Development 
ช่ือหวัหน้าโครงการวิจยัผู้รบัทุน : อาจารย ์ดร. วราภรณ์  เกษกาญจน์ 
ช่ือนักวิจยัท่ีปรึกษา : รองศาสตราจารย ์ดร. ปรชัญา  คงทวเีลศิ 
 

1. ความส าคญัและท่ีมาของปัญหาท่ีท าการวิจยั 
โรคหรอืภาวะความผดิปกตทิี่ความสมัพนัธ์กบักระดูกและกระดูกอ่อน เป็นปญัหาสุขภาพ

ของผูสู้งอายุที่ส าคญัของประเทศต่างๆทัว่โลก รวมทัง้ในประเทศไทย โดยปจัจุบนัมแีนวโน้มเพิม่สูงขึน้
เนื่องมาจากจ านวนประชากรผู้สูงอายุในประเทศที่เพิ่มมากขึ้น รวมทัง้มคีวามรู้และการบรกิารทา ง
การแพทยท์ี่ก้าวหน้าอย่างต่อเน่ือง และการรกัษามคี่าใชจ้่ายสูงซึ่งเป็นปญัหาเป็นอย่างมากโดยเฉพาะ
ประชากรในประเทศไทยซึ่งส่วนใหญ่มรีายได้น้อย อย่างไรก็ดกีารรกัษาโรคหรอืซ่อมแซมภาวะความ
ผดิปกติที่เกี่ยวข้องกบัสมัพนัธ์กบักระดูกและกระดูกอ่อน มกัมขี้อจ ากดัเนื่องจากการขาดระบบหลอด
เลอืดทีม่าเลี้ยงเซลล์ เซลลม์ปีรมิาณน้อย การเจรญิเตบิโตของเซลลร์วมถงึเนื้อเยื่อต่างๆภายนอกเซลล์
ซึ่งใช้ระยะเวลานาน ท าให้กระบวนการรกัษาหรอืซ่อมแซมเนื้อเยื่อเหล่านี้ในภาวะปกติจ าเป็นต้องใช้
ระยะเวลาทีย่าวนานมาก และปญัหาพบไดม้ากขึน้ในกลุ่มผูสู้งอายุซึง่มคีวามเสื่อมถอยของประสทิธภิาพ
การเจรญิพฒันาของกระดกูและเนื้อเยือ่รอบกระดกู 

ในปจัจุบนัมกีารรายงานว่ากลุ่มของโปรตีนที่เรยีกว่า Bone morphogenetic proteins 
(BMPs) มบีทบาทส าคญัอย่างมากต่อการกระตุ้นการเจรญิเตบิโต การเจรญิพฒันาของเซลลก์ระดูกและ
เนื้อเยื่อรอบกระดูก รวมถึงการซ่อมแซมโครงสร้างของกระดูก และสมานบาดแผลที่เกิดจากความ
ผิดปกติของกระดูก นอกจากนั ้นยังพบว่าควบคุมการเปลี่ยนแปลงหรือเจริญพัฒนาของเซลล ์
(differentiation factors) มผีลท าใหเ้ซลลต์้นก าเนิด (mesenchymal stem cells) สามารถแทรกซมึเขา้สู่
บริเวณที่จะมีการสร้างเนื้อเยื่อขึ้นมาทดแทน ดังนัน้จึงได้มีการน าความรู้นี้มาประยุกต์ใช้ในทาง
การแพทย ์โดยมกีารน าโปรตนีชนิดนี้มาร่วมกบัการรกัษาทางออรโ์ธปิดคิ โดยช่วยในการรกัษาโดยตรง
หรอืช่วยส่งเสรมิการยดึเกาะระหว่างวสัดุทีใ่ชส้ าหรบัโครงร่างกระดูกและเนื้อเยื่อทีล่อ้มรอบวสัดุนัน้  การ
น ามาประยุกต์ใช้ในด้านการรักษานัน้มีความจ าเป็นต้องกระตุ้นการสร้าง การซ่อมแซม และการ
เจรญิเตบิโตของกระดกูขึน้มาใหม ่อย่างไรกด็รีะบบการเสรมิสรา้งของกระดูกและกระดูกอ่อนในผูสู้งอายุ
จ านวนมากมกัมปีญัหาดา้นระยะเวลาซึง่ต้องใชเ้วลาทีย่าวนาน จงึมแีนวคดิในการส่งเสรมิการรกัษาโดย
การใชโ้ปรตนีกระตุ้นการเจรญิเตบิโตของกระดูก (Osteoinductive proteins หรอื Growth factor) ซึง่ท า
หน้าที่ควบคุมการชกัน าองค์ประกอบที่ส าคญัต่างๆในการสรา้งกระดูกและเนื้อเยื่อรอบกระดูกให้มกีาร
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เจรญิเติบโต และมกีารสร้างเนื้อเยื่อของกระดูกขึ้นมาใหม่ เพื่อช่วยลดระยะเวลาการรกัษาและเพิ่ม
คุณภาพชวีติต่อผูส้งูอายุ 

มรีายงานการค้นควา้วจิยัพบว่า Bone morphogenetic proteins ชนิดที ่2 (BMP-2) ของ
มนุษย์มบีทบาทที่ส าคญัอย่างยิง่ในกระบวนการนี้ โดยกระตุ้นการเจรญิเติบโตและควบคุมการเจรญิ
พฒันาของเซลลก์ระดกู กระดกูอ่อนตัง้แต่ในระยะตวัอ่อนจนกระทัง่การเจรญิพฒันาเป็นเซลลก์ระดูกและ
กระดกูอ่อนอยา่งสมบรูณ์ และยงัพบว่าช่วยส่งเสรมิการยดึเกาะระหว่างวสัดุทีใ่ชเ้ป็นโครงร่างของกระดูก
และเนื้อเยื่อที่ล้อมรอบวสัดุนัน้ มกีารศึกษาวจิยัประสิทธิภาพของ BMP-2 ในสตัว์ทดลองหลายชนิด
ร่วมกบัตวัค ้าจุนชนิดต่างๆเช่น คอลลาเจน hydroxyapatite หรอื biodegradable polymers พบว่า 
สามารถช่วยในการซ่อมแซมความบกพรอ่งของกระดกูได ้การศกึษาทางคลนิิกในมนุษย ์แสดงใหเ้หน็ถงึ
ศกัยภาพในการรกัษาของ BMP-2 โดยท าให้มกีารแผ่ขยายของโครงสรา้งโพรงจมูก (maxillary sinus 
floor) การสรา้งกระดูกขึน้มาใหม่เฉพาะที ่(localized bone regeneration) การซ่อมแซมเนื้อเยื่อในช่อง
ปาก (periodontal repair)  

ปจัจุบนัเทคโนโลยดี้านพนัธุวิศวกรรมโปรตีนท าให้สามารถผลิตโปรตีนที่ต้องการได้ใน
ปรมิาณที่สูงตามความต้องการ ท าให้สามารถมโีอกาสพฒันาการผลติโปรตีนที่ต้องการที่มฤีทธิท์าง
ชวีภาพใหม้คีวามบรสิุทธิป์รมิาณสูงเพยีงพอทีจ่ะสามารถน าไปสู่การพฒันาเขา้สู่การรกัษาทางคลนิิกได ้
ในต่างประเทศเริม่มกีารน ามาใชร้กัษาในทางคลนีิค แต่อย่างไรกด็ใีนประเทศไทยยังไม่มกีารน าโปรตนี
ชนิดน้ีมาใชท้างการแพทยเ์น่ืองจากมรีาคาที่สูงมาก ท าใหไ้ม่สามารถน ามาใชใ้นการรกัษาส าหรบัผูป้่วย
ทีม่รีายไดน้้อยได้ ดงันัน้คณะผูว้จิยัได้เลง็เหน็ถงึความส าคญัและจ าเป็นของการพฒันาการผลติรคีอมพ์
บแินนทโ์ปรตนีชนิด Bone morphogenetic protein-2 บรสิุทธิท์ีผ่ลติขึน้ไดเ้องในประเทศ เพื่อการรกัษา
และเพิม่คุณภาพชวีติใหก้บัผูส้งูอายใุนประเทศไทยต่อไปในอนาคต 
 

2. วตัถปุระสงคข์องโครงการ 
เพื่อผลติรคีอมพ์บแินนทโ์ปรตนีส าหรบั Bone Morphogenetic Protein-2 ของมนุษย ์โดยท า

การโคลนยนีทีแ่ยกไดจ้ากเซลลก์ระดกูระยะตวัอ่อน ศกึษาการแสดงออกของยนี และแยกบรสิุทธิโ์ปรทนี
โดยอาศยัเซลลเ์จา้บา้นแบคทเีรยี 

 
3. สรปุผลการวิจยั 

-ยนีที่จ าเพาะต่อ mature BMP-2 ของมนุษยถ์ูกสกดัจากเซลล์กระดูกระยะตวัอ่อน (Human 
fetal osteoblast cell line) ท าการเตรยีมอารเ์อน็เอรวมและเปลีย่นเป็น complementary DNA โดย
เอนไซม ์reverse transcriptase ยนีขนาด 342 คู่เบสถูกเพิม่จ านวนโดยเทคนิคปฏกิริยิาลูกโซ่โพลเีมอร์
เรส (PCR) 

-ยนีส าหรบั BMP-2 ของมนุษยถ์ูกเพิม่ต าแหน่งนิวคลโีอไทดข์องเอนไซมต์ดัจ าเพาะชนิด EcoR 
I, Nco I, กรดอะมโินฮสีตดินี 6 ตวั และต าแหน่งส าหรบัเอนไซมย์่อยโปรตนีชนิด Factor Xa ในบรเิวณ
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ปลายดา้น 5 และต าแหน่งนิวคลโีอไทดข์องเอนไซมต์ดัจ าเพาะชนิด BamH I และ Hind III ในบรเิวณ
ปลายดา้น 3 เพื่อประโยชน์ในการโคลนยนีและการแยกบรสิุทธิ ์

-การหาล าดบัเบสของชิน้ดเีอน็เอที่อยู่ในพลาสมดิและเวคเตอรพ์าหะส าหรบัการแสดงออกของ
ยนี ถูกวเิคราะห์โดยอาศยัเทคนิคการตรวจหาล าดบัเบสแบบอตัโินมตั ิเพื่อเป็นการพสิูจน์ล าดบัเบสที่
ถูกต้อง ล าดบัเบสทีไ่ดถู้กน าไปเปรยีบเทยีบกบัฐานขอ้มลูสากลนานาชาต ิ ผลการวเิคราะหพ์บว่า ชิน้ดี
เอนเอมลี าดบัเบสตรงกบัยนี mature BMP-2 ของมนุษย ์100% จงึสรุปไดว้่า ชิน้ดเีอน็เอทีศ่กึษาคอื ดี
เอน็เอส าหรบัยนี Bone morphogenetic protein-2 ของมนุษยจ์รงิ 

-การศกึษาแสดงออกของรคิอมพบ์แินนทโ์ปรตนี BMP-2 ของมนุษย ์โดยอาศยัเวคเตอรพ์าหะ
ชนิดทีไ่ม่ม ีfusion protein ภายใต้ T7 promoter พบการแสดงออกของโปรตนี BMP-2 ของมนุษยใ์น
รปูแบบ inclusion bodies ในส่วน pellet เท่านัน้ ไม่พบการแสดงออกในส่วน supernatant เมื่อเลีย้งที่
อุณหภูม ิ30C และ 37C  ในขณะที่ผลการแสดงออกโดยอาศยัเวคเตอรพ์าหะชนิดที่ม ีThioredoxin 
fusion protein พบว่า มกีารแสดงออกของ hBMP-2 ขนาด 28 กโิลดาลตนั ในรูปแบบทัง้ soluble 
protein และพบ inclusion bodies ในส่วน pellet สรุปไดว้่าการม ีTrx fusion protein ร่วมอยู่ดว้ย
สามารถช่วยการแสดงออกของรคิอมพ์บแินนท์โปรตนี BMP-2 ของมนุษยใ์ห้สามารถผลติในรูปแบบ 
soluble protein ได ้

-คณะผูว้จิยัประสบความส าเรจ็ในการผลติรคิอมพบ์แินนทโ์ปรตนี BMP-2 ของมนุษยภ์ายใต้การ
ควบคุมของ lacUV5 promoter และ protein A promoter ในรูปแบบ soluble protein เมื่อมกีาร
แสดงออกทีอุ่ณหภูม ิ30C ภายใต้การชกัน าดว้ย 1mM IPTG โดยสรุปไดว้่าการม ีfusion protein ชนิด 
ZZ สามารถช่วยใหโ้ครงสรา้งและการแสดงออกของรคิอมพบ์แินนทโ์ปรตนี BMP-2 ของมนุษย ์สามารถ
ผลติในรปูแบบ soluble protein ได ้

-การแยกบรสิุทธิร์คิอมพบ์แินนทโ์ปรตนี BMP-2 ของมนุษยส์ามารถใช้เทคนิค Ni-NTA affinity 
chromography ได ้

 
4. ผลงานท่ีได้จากการวิจยั 

- น าเสนอผลงานต่อทีป่ระชุมระดบันานาชาตใินรปูแบบโปสเตอร ์หวัขอ้ Molecular Cloning 
of Gene Encoding Human Bone Morphogenetic Protein-2 ในการประชุม The 2nd 
Thailand-Japan International Academic Conference (TJIA2009) “Integrated 
Research for Sustainable Development”, 20th November 2009, Katsura Int'tech 
Center, Katsura Campus, Kyoto University, Japan (Abstract ในภาคผนวก) 

- น าเสนอผลงานต่อทีป่ระชุมระดบัชาตใินรปูแบบโปสเตอร ์หวัขอ้ Production of 
Recombinant Human Bone Morphogenetic Protein-2 (rhBMP-2) in Escherichia coli 
ในการประชุม“นกัวจิยัรุ่นใหม.่..พบ...เมธวีจิยัอาวุโส สกว.” ครัง้ที ่10 ระหว่างวนัที ่14-16 
ตุลาคม 2553 โรงแรมฮอลเิดยอ์นิน์ รเีจนท ์บชี ชะอ า จงัหวดัเพชรบุร ี(Abstract ใน
ภาคผนวก) 
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5. ประโยชน์ท่ีได้รบัจากงานวิจยั 
- ไดย้นีส าหรบั Bone Morphogenetic Protein-2 ของมนุษย ์และไดอ้งคค์วามรูใ้นการศกึษารี

คอมพบ์แินนทโ์ปรตนี Bone Morphogenetic Protein-2 ของมนุษย ์โดยใชเ้ซลลเ์จา้บา้น
แบคทเีรยี Escherichia coli เพื่อใชใ้นการศกึษาวจิยัดา้นกระดกูและกระดกูอ่อนต่อไป 

- เผยแพรผ่ลงานวจิยัประชุมระดบันานาชาตใินรปูแบบโปสเตอร ์เรือ่ง  “Molecular Cloning 
of Gene Encoding Human Bone Morphogenetic Protein-2” The 2nd Thailand-Japan 
International Academic Conference (TJIA2009): Integrated Research for Sustainable 
Development, November 20, 2009 ณ มหาวทิยาลยัเกยีวโต เมอืงเกยีวโต ประเทศญีปุ่น่ 
(Abstract ในภาคผนวก) 

- เผยแพรผ่ลงานวจิยัประชุมระดบัชาตใินรปูแบบโปสเตอร ์หวัขอ้ Production of 
Recombinant Human Bone Morphogenetic Protein-2 (rhBMP-2) in Escherichia coli 
ในการประชุม“นกัวจิยัรุ่นใหม.่..พบ...เมธวีจิยัอาวุโส สกว.” ครัง้ที ่10 ระหว่างวนัที ่14-16 
ตุลาคม 2553 โรงแรมฮอลเิดยอ์นิน์ รเีจนท ์บชี ชะอ า จงัหวดัเพชรบุร ี(Abstract ใน
ภาคผนวก) 
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บทน า 
 
 Human articular cartilage is an avascular and anerval tissue composed of a highly organized and 
specialized acellular component, the extracellular matrix, and a spare cellular component, the 
chondrocytes. In adult organism, it shows a slow tissue turnover and remodeling. Chondrocytes are 
surrounded by an abundant extracellular matrix (ECM) which composed of types of collagen (mainly 
collagen type II, IX and XI), proteoglycans (mainly aggrecan) and various types of glycoproteins such as 
fibronectin. They have a characteristic by low rate of cell division in the articular cartilage and their ability 
to expand the extracellular matrix containing the collagenous proteins and proteoglycans. Cartilage tissue 
engineering using chondrocytes as initial precursor requires the expansion of cell numbers on monolayer 
culture. The acquisition of chondrocytes for autologous transplantation is faced a major problem involving 
the losing their characteristic phenotype, collagen type II expression, fibroblastic appearance and 
proliferation. Dedifferentiated chondrocytes are found rapidly during the in vitro cultivation. 
Alternatively, the use of pluripotent or multipotent stem cells in place of committed tissue-specific cells 
represents an exciting new approach. 
 Mesenchymal stem cells (MSCs) are adult stem cells that constitute a variety of adult tissues. 
MSCs maintain the self-renewal ability and the capability to differentiate to various connective tissues 
including cartilage and bone. In vivo implantation of these cells at orthotopic sites will also yield tissues in 
these lineages. The main source of MSCs is the bone marrow. MSCs are also located in other tissues like: 
adipose tissue, peripheral blood, umbilical cord blood, liver and fetal tissues. The induction of 
chondrogenesis in MSCs depends on the coordinated activities of many factors, including parameters such 
as cell density, cell adhesion, and growth factors. Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) are the key 
regulatory factors in chondrogenic and osteogenic differentiation, and also function in repair and 
remodeling of the adult skeletal system. BMPs exert diverse biological process ranging from early 
embryonic tissue patterning to postnatal tissue homeostasis. BMPs have been involved in the regulation of 
cell proliferation, survival, differentiation, apoptosis and stem cell properties. BMPs stimulate osteogenic 
differentiation in mesenchymal progenitor cells as well as increase stem cell numbers. BMPs are the 
multi-functional growth factors belonging to the TGF- superfamily. Members of BMP family bind to 
two distinct type II and type I serine/threonine kinase receptors. BMP binding leads to dimerization of 
receptors prior to phosphorylation and signaling through the Smad pathway. In recent years experimental 
evidence accumulated that BMPs are the potent anabolic factors for development of articular cartilages 
and play their roles for the maintenance adult articular cartilage. The overlapping biological activities of 
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BMPs raise the possibility that each BMP molecule possesses distinct roles at determined time points in 
restricted sites during organogenesis or pattern formation. Among BMPs have been identified, BMP-2 has 
significant importance in chondrogenesis, bone development and the proteoglycan biosynthesis. Thus, 
BMP-2 is suggested as a promising candidate in cartilage tissue engineering of joint defects. The more 
information about the action of human BMP-2 on development and its role on chondrocyte is needed to be 
fulfilled.  Therefore, it leads to interest for investigation of the human BMP-2 function on development 
and proliferation of bone and chondrocyte. 
 
วตัถปุระสงคข์องโครงการ 
 เพื่อผลติรคีอมพบ์แินนทโ์ปรตนีส าหรบั Bone Morphogenetic Protein-2 ของมนุษย ์ โดยท า
การโคลนยนีทีแ่ยกไดจ้ากเซลลก์ระดกูระยะตวัอ่อน ศกึษาการแสดงออกของยนี และแยกบรสิุทธิโ์ปรทนี
โดยอาศยัเซลลเ์จา้บา้นแบคทเีรยี  
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วิธีการทดลอง 
 

1. การเพาะเล้ียงเซลล ์Human fetal osteoblast cell line 
เซลลเ์พาะเลีย้งชนิด Human fetal osteoblast cell line (hFOB1.19 (ATCC® CRL-11372™), 

Rockville, USA) ถูกเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ชนิด Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) ทีม่ ี
10% fetal calf serum, 2mM glutamine, 50 U/ml penicillin G และ 50 µg/ml streptomycin โดย
เพาะเลีย้งทีอุ่ณหภูม ิ37⁰C ภายใต้ 5% CO2 และท าการเลีย้งเซลลจ์นได ้80% confluent จงึน าไปสกดั 
Total RNA ต่อไป 

 
2. การเตรียม Total RNA และ Complementary DNA (cDNA) 

น าเซลลเ์พาะเลีย้ง Human fetal osteoblast cell line (hFOB) ทีท่ าการเลีย้งตามวธิกีารขา้งต้น 
มาใชส้ าหรบัการสกดัปรมิาณอารเ์อ็นเอรวม (Total RNA) ตาม protocol ของ Nucleospin® RNA II 
(Machere-Nagel, Germany) แลว้น าไปวดัปรมิาณอารเ์อน็เอโดยใชเ้ครื่อง spectrophotometry ทีค่วาม
ยาวคลื่น 260 นาโนเมตร และค านวณอตัราส่วนระหว่าง A260/A280 เพื่อตรวจสอบความบรสิุทธิข์อง
อารเ์อน็เอทีเ่ตรยีมได ้ตวัอย่างอารเ์อน็เอทีไ่ดถู้กน าไปวเิคราะหบ์น 1.5% agarose gel electrophoresis 
โดยผ่านกระแสไฟฟ้าที ่90 volts และท าการยอ้มแถบอารเ์อน็เอดว้ย ethidium bromide และถ่ายภาพ
ภายใต้แสงอลัตราไวโอเลต อารเ์อน็เอทีส่กดัไดถู้กน าไปใชเ้ป็นแม่แบบเพื่อสงัเคราะห ์Complementary 
DNA (cDNA) โดยอาศยั oligo (dT)18 เป็นไพรเมอร ์ตามวธิกีารมาตรฐานของ RevertAid™ H Minus 
First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas life science) จากนัน้น าตวัอย่างไปใชเ้ป็นแม่แบบใน
การในการหาเพิม่ปรมิาณยนีของ BMP-2 ของมนุษยโ์ดยเทคนิค Polymerase chain reaction 
 

3. การเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอน็เอท่ีจ าเพาะต่อ BMP-2 ของมนุษย ์
 ดเีอน็เอทีจ่ าเพาะต่อ mature hBMP-2 ของมนุษยถ์ูกเพิม่จ านวนดว้ยเทคนิคการเพิม่ปรมิาณดี
เอน็เอดว้ยปฏกิริยิาลกูโซ่โพลเิมอรเ์รส (Polymerase chain reaction, PCR) โดยใช ้cDNA ทีเ่ตรยีมได้
เป็นแมแ่บบ ท่อนดเีอน็เอถูกเพิม่จ านวนโดยใชไ้พรเ์มอร ์ (primer) ทีถู่กออกแบบใหจ้ าเพาะกบัล าดบัเบส
ของยนี mature hBMP-2 โดย Forward primer คือ 5- CAAGCCAAACACAAACAGCG -3 และ 

Reverse primer คอื 5 GCGACACCCACAACCCTC -3 ขัน้ตอนและสภาวะในการเพิม่ปรมิาณ
ปฏกิริยิา PCR หลงัจากการปรบัสภาวะทีเ่หมาะสมแลว้มขี ัน้ตอนดงันี้  

      อุณหภมู ิ  94 °C เป็นระยะเวลา  2 นาท ี
      อุณหภมู ิ  94 °C เป็นระยะเวลา  45 วนิาท ี
      อุณหภมู ิ  55 °C เป็นระยะเวลา  1 นาท ี
      อุณหภมู ิ  72 °C เป็นระยะเวลา  1 นาท ี
      อุณหภมู ิ  72 °C   เป็นระยะเวลา  5 นาท ี
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โดยท าทัง้หมดจ านวน 35 รอบ องคป์ระกอบต่างๆทีใ่ชใ้นปฏกิริยิานี้ไดจ้าก GoTaq Green Master 
Mix (Promega) ปรมิาตรสุดทา้ย 25 l หลงัจากการเพิม่จ านวนแลว้ น าผลติภณัฑ ์PCR ทีไ่ดม้าท าการ
วเิคราะหบ์น 1.5% agarose gel electrophoresis ท าการตดัแถบของดเีอน็เอทีม่ขีนาดเท่ากบัยนี 
mature human BMP-2 ตามทีค่ านวณไว ้ และน าดเีอน็เอมาแยกบรสิุทธิต์ามขัน้ตอนของ Qiaquick 
Gel Extraction kit (Qiagen) ตวัอยา่งดเีอน็เอทีไ่ดถู้กน ามาใชเ้ป็นแมแ่บบส าหรบัการเพิม่บรเิวณล าดบั
เบสส าหรบัเอนไซมต์ดัจ าเพาะโดยทีป่ลาย 5 จะมลี าดบัเบสจ าเพาะส าหรบั EcoR I, Nco I ตามดว้ย
ล าดบัเบสส าหรบักรดอะมโิน Histidine จ านวน 6 ตวั และล าดบัเบสส าหรบัโปรตนี Factor Xa  ส่วนที่
ปลาย 3จะออกแบบโดยเพิม่ล าดบัเบสส าหรบัการจดจ าเพื่อหยดุการสรา้งโปรตนี (stop codon) ปลาย
สุดเป็นบรเิวณล าดบัเบสของเอนไซมต์ดัจ าเพาะ BamH I และ Hind III ดงันี้ 
Forward primer: 
5GAATTCGGCCATGGCTCATCACCATCACCATCACATCGAAGGGCGCCAAGCCAAACACAA 3  
Reverse primer: 5 CGCAAGCTTGGATCCTTAGCGACACCCACAACC 3 
ท าการเพิม่ปรมิาณดเีอนเอดว้ยเทคนิค PCR ขัน้ตอนและสภาวะในการเพิม่ปรมิาณปฏกิริยิา PCR 
หลงัจากการปรบัสภาวะทีเ่หมาะสมแลว้มขี ัน้ตอนดงันี้ 

      อุณหภมู ิ  95 °C   เป็นระยะเวลา  5 นาท ี
      อุณหภมู ิ  95 °C   เป็นระยะเวลา  30 วนิาท ี

         อุณหภมู ิ  58 °C  เป็นระยะเวลา  30 วนิาท ี
      อุณหภมู ิ  72 °C   เป็นระยะเวลา  30 วนิาท ี
      อุณหภมู ิ  72 °C   เป็นระยะเวลา  5 นาท ี

โดยท าทัง้หมดจ านวน 30 รอบหลงัจากน ามาวเิคราะหบ์น 1.5% agarose gel electrophoresis ท่ี 90 

volts ดเีอน็เอตามต าแหน่งทีต่อ้งการถูกตดัและท าใหบ้รสิุทธิด์ว้ย Qiaquick Gel Extraction kit 
(Qiagen) เพื่อน าไปใชใ้นขัน้ตอนการเชื่อมต่อดเีอน็เอเขา้สู่เวคเตอรพ์าหะต่อไป 
 

4. การโคลนยีน BMP-2 ของมนุษยเ์ข้าสู่เวคเตอรพ์าหะ และน าเข้าสู่เซลลแ์บคทีเรีย 
4.1 การเช่ือมต่อช้ินดีเอน็เอกบัเวคเตอรพ์าหะ และน าเข้าสู่เซลลแ์บคทีเรีย 

น าชิน้ PCR product ที่จ าเพาะต่อ hBMP-2 ขา้งต้นมาเชื่อมต่อกบัเวคเตอรพ์าหะ
โดยใช ้CloneJETTM PCR Cloning kit (Fermentas) ดว้ยอตัราส่วนระหว่าง เวคเตอร์: ขนาดของชิน้ดี
เอน็เอที ่1:3 โดยการท างานของเอนไซม ์T4 DNA ligase ปฏกิริยิาถูกบ่มทีอุ่ณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 15 
นาท ีหลงัจากนัน้น าปฏกิริยิาทีไ่ดม้าเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้นชนิดแบคทเีรยีสายพนัธุ ์E. coli XL1- Blue โดย
วธิกีาร Transformation แบบ Heat shock method โดยแช่ E. coli XL1- Blue competent cells 100 l 
ในน ้าแขง็เป็นเวลา 15 นาทจีากนัน้ผสมกบั ligation product และแช่บนน ้าแขง็ต่ออกี 30 นาท ีการน าดี
เอน็เอเขา้สู่เซลลก์ระท าทีอุ่ณหภูม ิ42C เป็นเวลา 30 วนิาทแีละแช่ในน ้าแขง็อย่างรวดเรว็อกี 2 นาท ี
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จากนัน้ใส่ LB media ปรมิาตร 900 l แบคทเีรยีทีไ่ดถู้กน ามาเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ LB agar ทีม่ยีา
ปฏชิวีนะชนิด Ampicillin ทีค่วามเขม้ขน้ 100 g/ml ทีอุ่ณหภมู ิ37C เป็นเวลา 14-16 ชัว่โมง 

 
4.2 การคดัเลือก Recombinant clones และตรวจสอบดีเอน็เอลกูผสม 

  โคลนทีส่นใจซึง่ดือ้ยาปฏชิวีนะ Ampicillin ถูกเลอืกแบบสุ่มและน ามาเลีย้งใน LB ทีม่ ี
100 g/ml Ampicillin การคดัเลอืกโคลนทีม่ดีเีอน็เอลูกผสมของยนี mature hBMP-2 ทดสอบโดยใช้
เทคนิคการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอแบบปฏกิริยิาลกูโซ่โพลเีมอรเ์รส (Polymerase chain reaction) เพื่อ
ตรวจสอบยนีทีเ่ราสนใจ  น าโคลนทีส่นใจมาเพิม่ปรมิาณโดยการเลีย้งใน LB ทีม่ ี100 g/ml Ampicillin 
ทีอุ่ณหภมู ิ37C เป็นเวลา 14-16 ชัว่โมง ท าการสกดัแยกพลาสมดิดเีอน็เอดว้ย Plasmid Miniprep kit 
(Qiagen) แลว้จงึท าการวเิคราะหโ์ดยใชก้ารตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะตามทีไ่ดอ้อกแบบไวเ้ช่น EcoR I, 
Nco I, BamH I, Hind III, หรอื Bgl II หรอืตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 2 ชนิดโดยใชป้รมิาณเอนไซม ์5-
10 units/g ของดเีอนเอทีต่อ้งการ และน ามาวเิคราะหบ์น 1% agarose gel electrophoresis โดยผ่าน
กระแสไฟฟ้าที ่ 90 volts และท าการยอ้มแถบดเีอน็เอดว้ย ethidium bromide และถ่ายภาพภายใตแ้สง
อลัตราไวโอเลต 
 

5. การสกดัพลาสมิดดีเอน็เอโดยใช้ชุดสกดัส าเรจ็รปู 
วธิกีารนี้ใช้ส าหรบัการสกดัพลาสมดิดเีอ็นเอให้มคีวามบรสิุทธิส์ูง โดยเลี้ยงพลาสมดิในเซลล์

แบคทเีรยีปรมิาตร 5-10 มลิลลิติรภายใต้ยาปฏชิวีนะชนิด Amplicillin ทีค่วามเขม้ขน้ 100 g/ml ที่
อุณหภูม ิ37C เป็นเวลา 14-16 ชัว่โมง และท าการสกดัพลาสมดิดเีอ็นเอโดยใช้ QIAprep Spin 
Miniprep kit (QIAGEN) หรอื HiYield™ Plasmid Mini Kit (RBC Bioscience) ตามวธิกีารมาตรฐาน
ของชุดสกดั ความเขม้ขน้ของพลาสมดิทีส่กดัได้ถูกน าไปวดัค่าการดูดกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 260 นา
โนเมตร และความบรสิุทธิข์องพลาสมดิทีส่กดัไดค้ านวณจากค่าอตัราส่วน A260/A280  

 
6. การหาล าดบัเบสโดยเทคนิคการวิเคราะหล์ าดบัเบสแบบอติัโนมติั (Automated DNA 

Sequencing) 
การเรยีงตวัของล าดบัเบสส าหรบัยนีทีจ่ าเพาะต่อ BMP-2 ของมนุษยส์ามารถท าไดโ้ดยน าโคลน

ทีส่นใจซึง่บรรจอุยูพ่ลาสมดิเวคเตอร ์ pJET1.2, pEZZ18 หรอื pET vector มาเพิม่ปรมิาณใน LB ทีม่ ี
100 g/ml Ampicillin ทีอุ่ณหภมู ิ37C เป็นเวลา 14-16 ชัว่โมง  ท าการสกดัแยกพลาสมดิดเีอน็เอดว้ย 
Plasmid Miniprep kit (Qiagen) แลว้น าไปวดัปรมิาณดเีอน็เอทีค่วามยาวคลื่น 260 นาโนเมตร และ
ค านวณอตัราส่วนระหว่าง A260/A280 เพื่อตรวจสอบความบรสิุทธิข์องดเีอน็เอทีเ่ตรยีมได ้ พลาสมดิดี
เอน็เอทีส่กดัไดถู้กน าไปวเิคราะห์หาล าดบัเบสดว้ยเทคนิค Automated DNA Sequencing โดยใช ้
pJET1.2 forward sequencing primer (5 CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC 3) หรอื reverse 
sequencing primer (5 AAGAACATAGATTTTCCATGGCAG 3) ส าหรบั pJET1.2 vector หรอื ใช ้
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M13 forward sequencing primer (5 GTAAAACGACGGCCAGT 3) ส าหรบั pEZZ18 vector หรอื 
ใช ้T7 terminator sequencing primer (5 GCTAGTTATTGCTCAGCGG 3) ส าหรบั pET32a vector 
ล าดบัของเบสทีไ่ดถู้กแสดงผลดว้ยโปรแกรม Chromas Lite 2.01 และน ามาวเิคราะหเ์ปรยีบเทยีบโดย
สบืคน้จากฐานขอ้มลูสากล GeneBank database จาก National Center Biotechnology Institute 
(NCBI) โดยใช ้ Blast similarity search และล าดบัเบสถูกวเิคราะหด์ว้ยโปรแกรม VectorNTI version 
10.0  

 
7. การศึกษาการแสดงออกของโปรตีนในเซลลแ์บคทีเรีย 

ท าการเลีย้งเซลลแ์บคทเีรยีทีม่เีวคเตอรพ์าหะบรรจยุนี BMP-2 ของมนุษย ์ในแบคทเีรยีสายพนัธุ์
ทีต่อ้งการศกึษา ใน LB media ปรมิาตร 5 ml ทีม่ ีampicillin ความเขม้ขน้ 100 g/ml โดยเขย่า 180 
rpm ที ่ 37°C เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง overnight culture 0.7 ml ถูกเตมิลงใน LB broth 70 ml ทีม่ ี
ampicillin ความเขม้ขน้ 100 g/ml โดยเขย่า 180 rpm ที ่ 37 °C จนกระทัง่ OD600 มคี่า ~ 0.5 - 0.6 
จากนัน้จงึเตมิ IPTG ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 1.0 mM และเขยา่ต่อไปทีอุ่ณหภม ิ 30C หรอื 37C จนครบ
เวลา 0, 2, 4, 6 และ 20 ชัว่โมง ในแต่ละเวลาท าการเกบ็ 10 ml เมือ่ครบตามเวลาแลว้ท าการเกบ็เซลล์
ดว้ยการป ัน่ทีค่วามเรว็ 3,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 10 นาท ีเซลลท์ีเ่กบ็ไดถู้กท าให้เซลลแ์ตกดว้ย lysis 
buffer (50mM NaH2PO4, 300mM NaCl, 10mM Imdidazole, pH 8.0) หรอืใชส้ารละลาย B-PER II 
(Pierce) ทีม่ ี1mg/ml lysozyme และใชว้ธิ ีfreeze-thaw method 3 ครัง้ หรอืใชว้ธิกีารแตกเซลลด์ว้ยคลื่น
เสยีงความถีส่งู (ultrasonic sonicator) โดยใช ้ push on 2 sec, push off 1 sec, time 30 sec, 
amplitude 60% ท าซ ้า 2 ครัง้แลว้จงึน าไปป ัน่ที ่ 12,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 30 นาททีีอุ่ณหภูม ิ4C 
เพื่อแยกส่วนใส (supernatant) และตะกอน (pellet) จากนัน้จงึน ามาวเิคราะหโ์ดยใช ้SDS-PAGE  

 
8. การวดัปริมาณโปรตีน 

การทดลองใชก้ารวดัปรมิาณโปรตนีตามวธิขีอง Bradford protein assay (Bio-Rad 
laboratories, USA) โดยมหีลกัการคอืใชส้ ีCoomassie Brilliant Blue G-250 ซึง่สามารถจบักบักรดอะมิ
โนทีม่ลีกัษณะเป็นเบสเช่น arginine หรอืมโีครงสรา้งของวงแหวนอะโรมาตกิไดส้ารประกอบสนี ้าเงนิทีม่สี ี
เปลีย่นแปลงไปตามความเขม้ขน้ของโปรตนี โดยทีค่วามเขม้ขน้ของโปรตนีค านวณเทยีบสทีีเ่กดิขึน้กบั
สารละลายโปรตนีมาตรฐานคอื Bovine serum albumin ซึง่เตรยีมโดยการท า two-fold serial dilutions 
ในช่วงความเขม้ขน้ตัง้แต่ 0 ถงึ 1,000 µg/ml สารละลายโปรตนีทีต่อ้งการทราบปรมิาณถูกเตรยีมโดย
เจอืจางในน ้ากลัน่ในอตัราส่วน 1:4 และน าไปท าปฏกิริยิากบัสารละลาย Bradford reagent เป็นเวลา 5 
นาททีีอุ่ณหภูมหิอ้ง ปฏกิรยิาทีเ่กดิขึน้ถูกน าไปวดัค่าการดดูกลนืแสงที ่620 nm 

 
 
 



17 
 

9. Polyacrylamide gel electrophoresis 
15% SDS-PAGE ถูกเตรยีมโดยใช ้15% separating gel และ 4%stacking gel ตามวธิี

มาตรฐาน หลงัจากทีเ่จล polymerized อย่างสมบูรณ์แลว้จงึหยอดตวัอย่างโปรตนีทีป่รมิาณ 10 µg หรอื
ปรมิาณตามตอ้งการลงในแต่ละหลุม โดยโปรตนีนัน้ถูกผสมกบั loading dye ในอตัราส่วน 5:1 จากนัน้จงึ
ผ่านกระแสไฟฟ้าทีศ่กัยค์งที ่150 volts เป็นเวลา 1 ชัว่โมง หลงัจากผ่านสนามไฟฟ้าแลว้ท าการยอ้มเจล
ดว้ย  5% w/v Coomassie Brilliant Blue เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แลว้จงึลา้งสอีอกดว้ย 50% v/v methanol, 
10% v/v acetic acid solution จนกระทัง่ background ใส 

 
10. การแสดงออกและการแยกบริสุทธ์ิรีคอมพ์บิแนนท์โปรตีน BMP-2 ของมนุษยโ์ดยวิธี 

Nickle affinity chromatography 
แบคทเีรยี E.coli XL1-Blue หรอืสายพนัธุ ์ Shuffle Express E.coli ทีม่ ี pEZZ18-hBMP-2 ถูก

เลีย้งใน LB media ปรมิาตร 5 ml ทีม่ ีampicillin ความเขม้ขน้ 100 g/ml โดยเขย่า 180 rpm ที ่37°C 
เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง จากนัน้น า overnight culture เตมิลงใน LB media ทีม่ ีampicillin ความเขม้ขน้ 
100 g/ml ใหไ้ดป้รมิาตรสุดทา้ย 1 % inoculum size เลีย้งโดยเขย่า 180 rpm ที ่ 37 °C จนกระทัง่
OD600 มคี่า ~ 0.5 - 0.6 จากนัน้จงึเตมิ IPTG ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 1.0 mM และเขยา่ต่อไปจนครบ 16 - 
18 ชัว่โมง จงึท าการเกบ็และท าใหเ้ซลลแ์ตกดว้ย lysis buffer (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 
mM imidazole, pH 8.0) ทีม่ ีprotease inhibitor cocktail (Amressco) ท าการแตกเซลลด์ว้ยคลื่นเสยีง
ความถีส่งู (sonicator) หรอื freeze-thaw โดยแช่แขง็ที ่ -80ºC และ thaw ในน ้าแขง็ 15 นาทจี านวน 3 
ครัง้จากนัน้เตมิ DNase I (Vivantis, USA) ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 5 g/ml และท าการ incubate ที่
อุณหภมูหิอ้ง 15 นาท ี แลว้จงึน าไปป ัน่ที ่ 10,000 g เป็นเวลา 30 นาท ี ทีอุ่ณหภมู ิ 4ºC เพื่อแยกส่วน 
soluble portion และ pellet จากนัน้จงึน าส่วนทีเ่ป็น soluble portion มาท าการแยกบรสิุทธิโ์ดยใช ้ Ni-
NTA affinity chromatography  

โปรตนีทีม่กีรดอะมโิน Histidine ทีเ่รยีงซ ้ากนัหลาย ๆ ล าดบัสามารถจบักบัอนุภาคของ Nickle 
ได ้ โปรตนีทีแ่สดงออกถูกแยกบรสิุทธิโ์ดยน าส่วนใสทีไ่ดจ้ากการแตกเซลล ์ ผ่าน Ni-NTA Affinity 
column (Ni-NTA Superflow resin, QIAGEN) ทีถู่กบรรจใุน column โดยใชก้ารตกตามแรงโน้มถ่วง  
Column ถูก equilibrate ดว้ย Binding buffer (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazole, 
pH 8.0) ปรมิาตร 10 เท่าของ column จากนัน้เตมิ clear soluble supernatant ทีไ่ดล้งไป จากนัน้ท า
การลา้งดว้ย binding buffer ต่อปรมิาตร 20 เท่าของ column ตามดว้ยการลา้งโดยเตมิ Washing buffer 
(50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 30 mM imidazole, pH 8.0) ปรมิาตร 20 เท่าของ column และท า
การชะลา้งโปรตนี hBMP-2 ออกดว้ย Elution buffer (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM 
imidazole, pH 8.0) ปรมิาตร 10 เท่าของ column โดยเกบ็ eluted fractions แลว้จงึน าไปวดัค่าการ
ดดูกลนืแสงที ่280 nm และท าการวเิคราะหด์ว้ย SDS-PAGE  
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11. การติดตามการผลิตริคอมพบิ์แนนทโ์ปรตีน BMP-2 ของมนุษยด้์วยวิธี Western blot 
 การตรวจสอบการแสดงออกของรคิอมพโ์ปรตนี BMP-2 ของมนุษย ์ ตดิตามโดยใชเ้ทคนิค 

immunodetection โดยใชโ้มโนโคนอลแอนตีบ้อดีท้ีจ่ าเพาะต่อ BMP-2 ของมนุษย ์  ตวัอยา่งโปรตนีที่
แยกบรสิุทธิไ์ดถู้กน ามาวเิคราะหโ์ดยใช ้ 15%SDS-PAGE และท าการยา้ย (Blotting) ลงบนแผ่น PVDF 
membrane ทีม่กีารเรยีงล าดบัจากขัว้บวกไปขัว้ลบโดยเริม่ตน้จากกระดาษกรอง Whatman 3MM filter 
ตามดว้ย PVDF membrane, gel และ Whatman 3MM filter ซึง่หล่อดว้ย blotting buffer (25 mM Tris, 
192 mM glycine, 20%(v/v) methanol, pH 8.3) ทีเ่ยน็ภายใตส้นามไฟฟ้าที ่ 20 volts เป็นเวลา 1 
ชัว่โมงโดยใชใ้น Semi-dry blotting apparatus (Atto) หลงัจากนัน้ Membrane ทีไ่ดถู้กแช่ใน 5% skim 
milk ใน TBS-Tween buffer (TBS containing 0.05% Tween 20) ทีอุ่ณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
จากนัน้บ่ม (incubate) กบั Mouse anti-human BMP-2 (Abcam) ทีเ่จอืจางใน 5% skim milk ใน
อตัราส่วน 1:2,000 ทีอุ่ณหภมู ิ4C เป็นเวลา 14-16 ชัว่โมง ต่อจากนัน้ลา้งดว้ย 0.05% tween 20-TBS 
เป็นเวลา 5 นาท ี ท าการลา้งซ ้าสามครัง้  แลว้จงึท าการบ่มกบั Rabbit anti-mouse polyvalent 
immunoglobulin G ที ่conjugated ดว้ย horseradish peroxidase เจอืจางใน 5% skim milk ใน TBS-
Tween buffer อตัราส่วน 1:2,000 ทีอุ่ณหภมูหิอ้งเป็นเวลา 1 ชัว่โมง หลงัจากนัน้ลา้งดว้ย 0.05% tween 
20-TBS เป็นเวลา 5 นาท ี ท าการลา้งซ ้าสามครัง้  ขัน้ตอนสุดทา้ยท าการตดิตามการเรอืงแสงโดยใช้
เทคนิค chemiluminescent โดยเตมิสารละลายทีเ่ตรยีมไดจ้าก ECL plus Western blotting detection 
system (Amersham).ดว้ยเครือ่ง Bio-rad chemidoc XRS  หรอืตดิตามการเกดิสดีว้ย Chromogenic 
substrate (DAB/H2O2 in TBS) เป็นเวลา 5-15 นาท ี เพื่อดผูลการเกดิสแีละลา้งดว้ยน ้ากลัน่และท าให้
แผ่น membrane แหง้โดยวางทีอุ่ณหภูมหิอ้ง 
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ผลการทดลอง 
 

1. การสกดัและเพ่ิมปริมาณยีนท่ีจ าเพาะต่อ Bone Morphogenetic Protein-2 (BMP-2) 
ของมนุษย ์

ยนีซึ่งจ าเพาะต่อ mature BMP-2 ของมนุษย์ ได้ท าการแยกมาจากเซลล์ Human Fetal 
Osteoblast Cell Line (hFOB) โดยท าการเลีย้งเซลลใ์นอาหารเลีย้งเชือ้ ที ่37C ภายใต้ 5% CO2 และ
ท าการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเชื้อทุกสปัดาห์ จนกระทัง่เซลล์มกีารเจรญิเตบิโตและปรมิาณมากเพยีงพอ  
หลงัจากนัน้ท าการสกดั Total RNA จากเซลลท์ี่ได้ และเตรยีมสาย Complementary DNA (cDNA 
Synthesis) ผลการสกดั Total RNA จากเซลล ์Human Fetal Osteoblast Cell Line (hFOB) และน ามา
วเิคราะหป์รมิาณและการตรวจสอบบนวุน้ซึ่งผ่านกระแสไฟฟ้า พบว่า Total RNA ที่สกดัได้มคีุณภาพ
เพยีงพอและถูกน ามาเป็นต้นแบบส าหรบัการสงัเคราะห์ complementary DNA โดยใช ้Oligo (dT)18 
primer ดงัแสดงในรปูที ่1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รปูท่ี 1  แสดงการวเิคราะหก์ารสกดั Total RNA ของเซลล ์Human Fetal Osteoblast Cell Line 
 

การคดัเลอืกยนีทีจ่ าเพาะต่อ mature human Bone Morphogenetic Protein-2 เริม่ต้นโดยการ
ค้นหาล าดบัเบสของยนี BMP-2 ของมนุษย์ทัง้หมดจากฐานข้อมูล GeneBank (NCBI) โดยใช ้
nucleotide search จากนัน้ขอ้มลูจาก GeneBank accession number : NM_001200 ซึง่เป็นล าดบัเบส
ของยนี BMP-2 ของมนุษย ์(Homo sapiens bone morphogenetic protein 2 (BMP2), mRNA) โดย
เริม่จากล าดบันิวคลโีอไทดท์ี ่1632 ถงึ 1973 (ตรงกบัล าดบักรดอะมโินที ่283 ถงึ 396) ถูกน ามาใชเ้ป็น
ตน้แบบเพื่อออกแบบไพรเมอรส์ าหรบัเพิม่ปรมิาณของยนีทีจ่ าเพาะต่อ mature human BMP-2 ดเีอน็เอ
ทีจ่ าเพาะต่อ mature BMP-2 ของมนุษย ์ ถูกเพิม่จ านวนด้วยเทคนิคการเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอด้วย

28S rRNA 

18S rRNA 
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ปฏกิริยิาลูกโซ่โพลเิมอรเ์รส (Polymerase chain reaction, PCR) โดยใช ้cDNA ทีเ่ตรยีมไดเ้ป็นแม่แบบ  
ท่อนดเีอ็นเอถูกเพิ่มจ านวนโดยใช้ไพรเมอร์ (primer) ที่ถูกออกแบบให้จ าเพาะกับล าดบัเบสของยนี 
mature BMP-2 ของมนุษย ์ และท าการหาสภาวะทีเ่หมาะสมส าหรบัขัน้ตอน PCR หลงัจากการเพิม่
จ านวนแลว้ น าผลติภณัฑ ์PCR ทีไ่ดม้าท าการวเิคราะหบ์น 1.5% agarose gel electrophoresis และน า
ชิน้ดเีอ็นเอที่ได้มาท าแยกบรสิุทธิ ์ ตวัอย่างดเีอ็นเอที่ได้ถูกน ามาใช้เป็นแม่แบบส าหรบัการเพิม่บรเิวณ
ล าดบัเบสส าหรบัเอนไซมต์ดัจ าเพาะทัง้บรเิวณปลาย 5 และ ปลาย 3 รวมทัง้การเพิม่ล าดบัเบสจ าเพาะ
ส าหรบักรดอะมโิน Histidine จ านวน 6 ตวั ตามดว้ยล าดบัเบสส าหรบัโปรทนี Factor Xa ทีป่ลาย 5 
โดยการใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบอย่างจ าเพาะ และท าการวิเคราะห์หาสภาวะที่เหมาะสมในปฏกิิรยิา 
Polymerase chain reaction หลงัจากนัน้ท าการวเิคราะห์ผลติภณัฑท์ี่ได้บน 1.5% agarose gel 
electrophoresis 
 การหาสภาวะที่เหมาะสมส าหรบัการเพิม่ปรมิาณของยนีที่จ าเพาะต่อ mature BMP-2 ของ
มนุษย ์ดว้ยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) โดยการใชอุ้ณหภูมทิีแ่ตกต่างกนัในขัน้ตอน
ของ Annealing step จาก 40C – 60C ดงัแสดงในรปูที ่2  ผลการทดลองพบว่า สามารถเพิม่ปรมิาณ
ท่อนดเีอน็เอได้แถบเดยีวที่มขีนาด 342 คู่เบส และ Annealing temperature ที่เหมาะสมอยู่ระหว่าง 
48.4C – 54.6C ซึง่เมื่อน าสภาวะที่เหมาะสมนี้มาเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเออกีครัง้พบแถบดเีอ็นเอแถบ
เดยีวทีม่ขีนาด 342 คู่เบส ดงัแสดงในรปูที ่3  ดเีอน็เอจาก PCR ขัน้ตอนแรกนี้ถูกน ามาใช้แม่แบบของ 
PCR ครัง้ที่ 2 เพื่อเพิม่ต าแหน่งของเอนไซมต์ดัจ าเพาะ โดยท าการหาอุณหภูมทิี่เหมาะสมในขัน้ตอน
ของ Annealing step จาก 48.0C – 65.0C (รปูที ่4) และ Annealing temperature ทีเ่หมาะสมอยู่
ระหว่าง 51.4C – 58.8C พบแถบดเีอน็เอแถบเดยีวทีม่ขีนาด 406 คู่เบส 
 

2. การโคลนยีนส าหรบั Bone Morphogenetic Protein-2 (BMP-2) ของมนุษยเ์ข้าสู่
เวคเตอรพ์าหะ และการตรวจวิเคราะหห์าล าดบัเบส 
 น าชิน้ PCR product ที่จ าเพาะต่อ mature BMP-2 ของมนุษยม์าเชื่อมต่อกบัเวคเตอรพ์าหะ 
pJET1.2 vector โดยเทคนิค Blunt end ligation ดว้ยการท างานของเอนไซม ์T4 DNA ligase จากนัน้
น าปฏกิริยิาทีไ่ด้มาถ่ายโอนเขา้สู่เซลล์เจา้บ้านชนิดแบคทเีรยีสายพนัธุ์ E. coli XL1-Blue โดยวธิกีาร 
Transformation แบบ Heat shock method แบคทเีรยีทีไ่ดถู้กน ามาเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ LB agar 
ภายใตย้าปฏชิวีนะชนิด Ampicillin  โคลนทีส่นใจถูกเลอืกแบบสุ่มเพื่อน ามาตรวจสอบยนี BMP-2 โดยใช้
เทคนิคการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะชนิด Bgl II (รปูที ่5) และผลการตรวจสอบดว้ยเทคนิค PCR (รปูที ่
6) พบท่อนดเีอ็นเอขนาดประมาณ 400 คู่เบส จากนัน้ท าการวเิคราะห์ยนีที่บรรจุใน Recombinant 
clones โดยการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะชนิด EcoR I และ BamH I ซึง่ล าดบัเบสส าหรบัเอนไซมต์ดั
จ าเพาะทัง้สองชนิดนี้จะไม่พบในเวคเตอรพ์าหะชนิด pJET1.2 แต่จะพบในบรเิวณต าแหน่ง 5 และ 3 
ของยนี BMP-2 ซึง่ไดม้กีารเพิม่เตมิเขา้ไปเท่านัน้  ผลการการทดลองพบว่า โคลนทีถู่กเลอืกบรรจุยนีทีม่ ี
ขนาดประมาณ 400 คู่เบส และมบีรเิวณล าดบัเบสส าหรบัเอนไซมต์ดัจ าเพาะชนิด EcoR I และ BamH I  
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รปูท่ี 2  แสดงการหาอุณหภูมทิีเ่หมาะสมของขัน้ตอน Annealing ในปฏกิริยิา PCR 

 แถวที ่1  ใชอุ้ณหภมู ิ43.2 C    แถวที ่5  ใชอุ้ณหภมู ิ54.6 C  
 แถวที ่2  ใชอุ้ณหภมู ิ45.5 C    แถวที ่6  ใชอุ้ณหภมู ิ56.8 C  
 แถวที ่3  ใชอุ้ณหภมู ิ48.4 C    แถวที ่7  ใชอุ้ณหภมู ิ58.4 C  
 แถวที ่4  ใชอุ้ณหภมู ิ51.7 C    แถวที ่8  ใชอุ้ณหภมู ิ59.6 C  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รปูท่ี 3  การเพิม่ปรมิาณยนีทีจ่ าเพาะต่อ Bone Morphogenetic Protein-2 (BMP-2) ของมนุษย์
โดยเทคนิค Polymerase chain reaction 

 แถวที ่M  100 bp DNA Ladder 
 แถวที ่1  ผลติภณัฑ ์PCR ในการเพิม่ปรมิาณยนีทีจ่ าเพาะต่อ BMP-2 ของมนุษย ์โดยการใช้
ไพรเ์มอรท์ีจ่ าเพาะ 

342 bp 
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รปูท่ี 4  แสดงการหาอุณหภูมทิีเ่หมาะสมของขัน้ตอน Annealing ในปฏกิริยิา PCR เพิม่บรเิวณของ

เอนไซมต์ดัจ าเพาะและกรดอะมโินฮสิตดินี 6 ตวั 
 แถวที ่1  ใชอุ้ณหภมู ิ48.0 C    แถวที ่5  ใชอุ้ณหภมู ิ58.8 C  
 แถวที ่2  ใชอุ้ณหภมู ิ49.3 C    แถวที ่6  ใชอุ้ณหภมู ิ61.8 C  
 แถวที ่3  ใชอุ้ณหภมู ิ51.4 C    แถวที ่7  ใชอุ้ณหภมู ิ63.9 C  
 แถวที ่4  ใชอุ้ณหภมู ิ54.5 C    แถวที ่8  ใชอุ้ณหภมู ิ65.0 C  
 
 
 
 
  

406 Bp 
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รปูท่ี 5  การวเิคราะหโ์คลนซึง่บรรจยุนี mBMP-2 ในเวคเตอร ์pJET1.2  
โดยอาศยัการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ Bgl II 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รปูท่ี 6  การวเิคราะหโ์คลนซึง่บรรจยุนี mBMP-2 และยนี mBMP-2 ทีม่กีารเพิม่ล าดบัเบสส าหรบั
เอนไซมต์ดัจ าเพาะและส าหรบักรดอะมโิน Histidine โดยใชเ้ทคนิค Polymerase chain reaction  

mBMP-2 gene 

mBMP-2 gene 
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โคลนทีส่ามารถถูกตดัไดด้ว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ EcoR I และ BamH I นี้ถูกน าไปพสิูจน์ล าดบั
เบสโดยอาศยัเครื่องวเิคราะหล์ าดบัเบสอตัโนมตั ิผลของการหาล าดบัเบสแสดงในรปูที่ 8 ล าดบัเบสทีไ่ด้
ถูกน ามาวเิคราะห์โดยการสบืค้นจากฐานขอ้มูลสากล GenBank database จาก National Center 
Biotechnology Institute (NCBI) โดยใช ้Blast similarity search พบว่า ล าดบัเบสของดเีอ็นเอจากโคลน
ทีถู่กเลอืกตรงกบัยนีของ mature bone morphogenetic protein 2 (mBMP2) ของมนุษยจ์ากฐานขอ้มลู
สากล 100% (รปูที ่9)  และท าการวเิคราะห์ขอ้มลูเบสทีไ่ดโ้ดยใช้โปรแกรมส าหรบัวเิคราะหข์อ้มลูล าดบั
เบส Vector NTI (ดงัแสดงในรปูที ่10) ผลการทดลองพบบรเิวณของยนี mBMP-2 ของมนุษย ์บรเิวณ
ของเอนไซม์ตดัจ าเพาะ และกรดอะมโินฮสิติดีน 6 ตัว ดงัแสดงในรูปที่ 10 และ11 จงึสรุปได้ว่า 
คณะผูว้จิยัสามารถโคลนยนีส าหรบั mature BMP-2 ของมนุษย ์โดยมลี าดบัเบสและล าดบักรดอะมโินที่
ตรงกบัฐานขอ้มลูสากลทุกประการ 
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รปูท่ี 7  การวเิคราะห ์Recombinant clone ทีบ่รรจุยนี mature human BMP-2  
โดยการใชเ้อนไซมต์ดัจ าเพาะ 

 
 
 แถวที ่M  1 Kb DNA Ladder 
 แถวที ่1  undigested plasmid pJET1.2 – mBMP-2 
 แถวที ่2  plasmid pJET1.2 – mBMP-2 digested with EcoR I 
 แถวที ่3  plasmid pJET1.2 – mBMP-2 digested with BamH I 
 แถวที ่4  plasmid pJET1.2 – mBMP-2 double-digested with EcoR I and BamH I 
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รปูท่ี 8  การวเิคราะหห์าล าดบัเบสโดย Automated DNA Sequencing จาก Recombinant clone pJET1.2-hBMP-2 ทีบ่รรจยุนีส าหรบั BMP-2 ของมนุษย ์  
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(A) Genetic map ของผลการเปรยีบเทยีบล าดบัเบสทีไ่ดก้บัฐานขอ้มลูสากล 

 
(B) ผลการเปรยีบเทยีบล าดบัเบสทีไ่ดก้บัล าดบัเบสจากฐานขอ้มลูสากล 

> ref|NM_001200.2|  Homo sapiens bone morphogenetic protein 2 (BMP2), mRNA 
Length=3150 

 
 GENE ID: 650 BMP2 | bone morphogenetic protein 2 [Homo sapiens] 

(Over 100 PubMed links) 

 
 Score =  636 bits (344),  Expect = 2e-179 

 Identities = 344/344 (100%), Gaps = 0/344 (0%) 
 Strand=Plus/Minus 

 
Query  60    TAGCGACACCCACAACCCTCCACAACCATGTCCTGATAGTTCTTTAATACAACCTTTTCA  119 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1975  TAGCGACACCCACAACCCTCCACAACCATGTCCTGATAGTTCTTTAATACAACCTTTTCA  1916 

 

Query  120   TTCTCGTCAAGGTACAGCATCGAGATAGCACTGAGTTCTGTCGGGACACAGCATGCCTTA  179 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1915  TTCTCGTCAAGGTACAGCATCGAGATAGCACTGAGTTCTGTCGGGACACAGCATGCCTTA  1856 

 

Query  180   GGAATCTTAGAGTTAACAGAGTTGACCAACGTCTGAACAATGGCATGATTAGTGGAGTTC  239 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1855  GGAATCTTAGAGTTAACAGAGTTGACCAACGTCTGAACAATGGCATGATTAGTGGAGTTC  1796 

 

Query  240   AGATGATCAGCCAGAGGAAAAGGGCATTCTCCGTGGCAGTAAAAGGCGTGATACCCCGGG  299 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1795  AGATGATCAGCCAGAGGAAAAGGGCATTCTCCGTGGCAGTAAAAGGCGTGATACCCCGGG  1736 

 

Query  300   GGAGCCACAATCCAGTCATTCCACCCCACGTCACTGAAGTCCACGTACAAAGGGTGTCTC  359 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1735  GGAGCCACAATCCAGTCATTCCACCCCACGTCACTGAAGTCCACGTACAAAGGGTGTCTC  1676 

 

Query  360   TTACAGCTGGACTTAAGGCGTTTCCGCTGTTTGTGTTTGGCTTG  403 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1675  TTACAGCTGGACTTAAGGCGTTTCCGCTGTTTGTGTTTGGCTTG  1632 

 

 

รปูท่ี 9  ผลการวเิคราะหล์ าดบัเบสดเีอน็เอทีไ่ด ้กบัฐานขอ้มลูสากล NCBI database วเิคราะหโ์ดย Blast 
similarity search / Nucleotide Blast   แหล่งขอ้มลู : http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=80861484&dopt=GenBank&RID=EVHZM21S01R&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=search&term=650&RID=EVHZM21S01R&log$=geneexplicitnucl&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=Display&dopt=nucleotide_unigene&from_uid=80861484&RID=EVHZM21S01R&log$=unigenealign&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=geo&term=80861484[gi]&RID=EVHZM21S01R&log$=geoalign&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=80861484[NUID]&RID=EVHZM21S01R&log$=genealign&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/map_search.cgi?direct=on&gbgi=80861484&THE_BLAST_RID=EVHZM21S01R&log$=mapalign&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=Display&dopt=nucleotide_unigene&from_uid=80861484&RID=EVHZM21S01R&log$=unigenealign&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=geo&term=80861484[gi]&RID=EVHZM21S01R&log$=geoalign&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=80861484[NUID]&RID=EVHZM21S01R&log$=genealign&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/map_search.cgi?direct=on&gbgi=80861484&THE_BLAST_RID=EVHZM21S01R&log$=mapalign&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=Display&dopt=nucleotide_unigene&from_uid=80861484&RID=EVHZM21S01R&log$=unigenealign&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=geo&term=80861484[gi]&RID=EVHZM21S01R&log$=geoalign&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=80861484[NUID]&RID=EVHZM21S01R&log$=genealign&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/map_search.cgi?direct=on&gbgi=80861484&THE_BLAST_RID=EVHZM21S01R&log$=mapalign&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=Display&dopt=nucleotide_unigene&from_uid=80861484&RID=EVHZM21S01R&log$=unigenealign&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=geo&term=80861484[gi]&RID=EVHZM21S01R&log$=geoalign&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=80861484[NUID]&RID=EVHZM21S01R&log$=genealign&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/map_search.cgi?direct=on&gbgi=80861484&THE_BLAST_RID=EVHZM21S01R&log$=mapalign&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=Display&dopt=nucleotide_unigene&from_uid=80861484&RID=EVHZM21S01R&log$=unigenealign&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=geo&term=80861484[gi]&RID=EVHZM21S01R&log$=geoalign&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=80861484[NUID]&RID=EVHZM21S01R&log$=genealign&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/map_search.cgi?direct=on&gbgi=80861484&THE_BLAST_RID=EVHZM21S01R&log$=mapalign&blast_rank=1
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  Q  A  K  H   K  Q  R   K  R  L   K  S  S  C   K  R  H  

    1 CAAGCCAAAC ACAAACAGCG GAAACGCCTT AAGTCCAGCT GTAAGAGACA 

 GTTCGGTTTG TGTTTGTCGC CTTTGCGGAA TTCAGGTCGA CATTCTCTGT 

   P  L  Y   V  D  F  S   D  V  G   W  N  D   W  I  V  A  

   51 CCCTTTGTAC GTGGACTTCA GTGACGTGGG GTGGAATGAC TGGATTGTGG 

 GGGAAACATG CACCTGAAGT CACTGCACCC CACCTTACTG ACCTAACACC 

      SmaI 

     ~~~~~~~ 

      XmaI 

     ~~~~~~~ 

      AvaI 

     ~~~~~~~ 

    P  P  G   Y  H  A   F  Y  C  H   G  E  C   P  F  P 

  101 CTCCCCCGGG GTATCACGCC TTTTACTGCC ACGGAGAATG CCCTTTTCCT 

 GAGGGGGCCC CATAGTGCGG AAAATGACGG TGCCTCTTAC GGGAAAAGGA 

  L  A  D  H   L  N  S   T  N  H   A  I  V  Q   T  L  V  

  151 CTGGCTGATC ATCTGAACTC CACTAATCAT GCCATTGTTC AGACGTTGGT 

 GACCGACTAG TAGACTTGAG GTGATTAGTA CGGTAACAAG TCTGCAACCA 

   N  S  V   N  S  K  I   P  K  A   C  C  V   P  T  E  L  

  201 CAACTCTGTT AACTCTAAGA TTCCTAAGGC ATGCTGTGTC CCGACAGAAC 

 GTTGAGACAA TTGAGATTCT AAGGATTCCG TACGACACAG GGCTGTCTTG 

    S  A  I   S  M  L   Y  L  D  E   N  E  K   V  V  L 

  251 TCAGTGCTAT CTCGATGCTG TACCTTGACG AGAATGAAAA GGTTGTATTA 

 AGTCACGATA GAGCTACGAC ATGGAACTGC TCTTACTTTT CCAACATAAT 

  K  N  Y  Q   D  M  V   V  E  G   C  G  C  R 

  301 AAGAACTATC AGGACATGGT TGTGGAGGGT TGTGGGTGTC GC 

 TTCTTGATAG TCCTGTACCA ACACCTCCCA ACACCCACAG CG 

 
 

รปูท่ี 10  แสดงล าดบัเบส กรดอะมโินและบรเิวณของเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 
ทีพ่บภายในยนี mature BMP-2 ของมนุษย ์

 
ล าดบัเบสถูกวเิคราะหด์ว้ยโปรแกรม VectorNTI version 8.0  
~  แสดงล าดบัเบสส าหรบัเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 
 

  

Mature huamn BMP2

342 bp

AvaI (106)

SmaI (108)

XmaI (106)
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 EcoRI    NcoI 

 ~~~~~~  ~~~~~~~ 

   N  S  A   M  A  H  H   H  H  H   H  I  E   G  R  Q  A  

    1 GAATTCGGCC ATGGCTCATC ACCATCACCA TCACATCGAA GGGCGCCAAG 

 CTTAAGCCGG TACCGAGTAG TGGTAGTGGT AGTGTAGCTT CCCGCGGTTC 

    K  H  K   Q  R  K   R  L  K  S   S  C  K   R  H  P 

   51 CCAAACACAA ACAGCGGAAA CGCCTTAAGT CCAGCTGTAA GAGACACCCT 

 GGTTTGTGTT TGTCGCCTTT GCGGAATTCA GGTCGACATT CTCTGTGGGA 

  L  Y  V  D   F  S  D   V  G  W   N  D  W  I   V  A  P  

  101 TTGTACGTGG ACTTCAGTGA CGTGGGGTGG AATGACTGGA TTGTGGCTCC 

 AACATGCACC TGAAGTCACT GCACCCCACC TTACTGACCT AACACCGAGG 

  SmaI 

 ~~~~~~ 

  XmaI 

 ~~~~~~ 

  AvaI 

 ~~~~~~ 

    P  G  Y   H  A  F  Y   C  H  G   E  C  P   F  P  L  A  
  151 CCCGGGGTAT CACGCCTTTT ACTGCCACGG AGAATGCCCT TTTCCTCTGG 

 GGGCCCCATA GTGCGGAAAA TGACGGTGCC TCTTACGGGA AAAGGAGACC 

    D  H  L   N  S  T   N  H  A  I   V  Q  T   L  V  N 

  201 CTGATCATCT GAACTCCACT AATCATGCCA TTGTTCAGAC GTTGGTCAAC 

 GACTAGTAGA CTTGAGGTGA TTAGTACGGT AACAAGTCTG CAACCAGTTG 

  S  V  N  S   K  I  P   K  A  C   C  V  P  T   E  L  S  

  251 TCTGTTAACT CTAAGATTCC TAAGGCATGC TGTGTCCCGA CAGAACTCAG 

 AGACAATTGA GATTCTAAGG ATTCCGTACG ACACAGGGCT GTCTTGAGTC 

    A  I  S   M  L  Y  L   D  E  N   E  K  V   V  L  K  N  
  301 TGCTATCTCG ATGCTGTACC TTGACGAGAA TGAAAAGGTT GTATTAAAGA 

 ACGATAGAGC TACGACATGG AACTGCTCTT ACTTTTCCAA CATAATTTCT 

                                                    HindIII 

                                                    ~~~ 

                                              BamHI 

                                              ~~~~~~ 

   Y  Q  D   M  V  V   E  G  C  G   C  R  *   G  S  K 

  351 ACTATCAGGA CATGGTTGTG GAGGGTTGTG GGTGTCGCTA AGGATCCAAG 

 TGATAGTCCT GTACCAACAC CTCCCAACAC CCACAGCGAT TCCTAGGTTC 

 HindIII 

 ~~~ 

  L  A 

  401 CTTGCG 

 GAACGC 

 

รปูท่ี 11  แสดงล าดบัเบสและบรเิวณของเอนไซมต์ดัจ าเพาะทีพ่บภายในยนี mature BMP-2 ของมนุษย ์
ล าดบัเบสถูกวเิคราะหด์ว้ยโปรแกรม VectorNTI version 8.0 

~  แสดงล าดบัเบสส าหรบัเอนไซมต์ดัจ าเพาะ ATG แสดงล าดบัเบสส าหรบักรดอะมโิน Methionine 
___  แสดงล าดบัเบสส าหรบั Factor Xa  กรดอะมโินฮสีตดินี 6 ตวั 
* Stop codon 

Restriction sites+His6+Fxa

406 bp

Ava I (152) BamHI (393)

EcoRI (2) HindIII (399)

Nco I (10)

Sma I (154)

XmaI (152)
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3. การถ่ายโอนยีนส าหรบั Bone Morphogenetic Protein-2 (BMP-2) ของมนุษยเ์ข้าสู่
เวคเตอรพ์าหะชนิด pEZZ18 / E. coli XL1 Blue 

ยนี mature bone morphogenetic protein 2 (BMP-2) ของมนุษยท์ีบ่รรจุในเวคเตอรพ์าหะ 
pJET1.2 ถูกยา้ยเขา้สู่เวคเตอร ์pEZZ18 เพื่อศกึษาการแสดงออกของยนี โดยท าการตดัยนี mBMP-2 
ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 2 ชนิดคอื EcoR I และ BamH I จากนัน้น าชิน้ยนีมาผ่านขัน้ตอนการท าใหม้ี
ความบรสิุทธิแ์ละท าการเชื่อมต่อกบัเวคเตอร ์pEZZ18 ทีผ่่านการตดัดว้ยเอนไซม ์EcoR I และ BamH I 
เช่นเดยีวกนั ด้วยการท างานของเอนไซม ์ligase และท าการ transformation เขา้สู่แบคทเีรยีสายพนัธุ ์
E. coli XL1 Blue แบคทเีรยีทีไ่ด้ถูกน ามาเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ LB agar ภายใต้ยาปฏชิวีนะชนิด 
Ampicillin  โคลนที่สนใจถูกเลือกแบบสุ่มเพื่อน ามาตรวจสอบยนีที่สนใจโดยใช้เทคนิค  Polymerase 
chain reaction (PCR) แลว้จงึท าการวเิคราะหโ์ดยใชก้ารตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ EcoR I และ BamH 
I ภาพแสดงเปรยีบเทยีบเวคเตอรช์นิดต่างๆ ซึง่บรรจยุนี BMP-2 แสดงในรปูที ่12 

ผลการวเิคราะห์ในการส ารวจแบบสุ่มและตรวจสอบโคลน pEZZ18 ที่บรรจุยนี BMP-2 โดย
เทคนิค PCR (รปูที ่13) พบว่า คณะผูว้จิยัสามารถคดัเลอืกโคลนทีบ่รรจุท่อนดเีอ็นเอทีม่ขีนาดประมาณ 
400 คู่เบส ซึง่ตรงกบัขนาดของยนี mBMP-2 จากนัน้น าโคลนทีส่นใจนี้มาท าการวเิคราะหโ์ดยอาศยัการ
ตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ EcoR I และ BamH I อกีครัง้ ดงัแสดงในรปูที ่14 ผลการการทดลองพบว่า 
โคลนทีถู่กเลอืกบรรจุยนีทีม่ขีนาดประมาณ 400 คู่เบส ตรงกบัขนาดของยนี mBMP-2 ของมนุษย ์และ
น าโคลนทีไ่ดไ้ปพสิจูน์ล าดบัของเบสโดยเทคนิคการหาล าดบัเบสแบบอตัโินมตั ิผลของล าดบัเบสแสดงใน
รปูที ่16 และพบว่าชิ้นยนีทีบ่รรจุในเวคเตอรพ์าหะ pEZZ18 ตรงกบัล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี BMP-2 
ของมนุษย ์และน าไปใชใ้นการศกึษาการแสดงออกเพื่อผลติรคีอมพบ์แินนทโ์ปรตนีส าหรบั BMP-2 ของ
มนุษยต่์อไป 
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TRX  6x His  Enterokinase  T7 terminater  T7 promoter  

NcoI BamHI 

Multiple cloning 

site 

TRX  6x His  Enterokinase  mature hBMP-2  T7 promoter  Xa

Hi

6x His  

NcoI BamHI 

mature hBMP-2  T7 promoter  Xa

Hi

6x His  

NcoI BamHI 

 

      (C) 

 

       

     (D) 

 

 

     (E) 

 

 

 

 

รปูท่ี 12  ภาพแสดง Alignment of Restriction sites ของเวคเตอรท์ีใ่ชใ้นการแสดงออก โดยที ่(A) 

แสดงส่วนของยนีทีก่ าหนดการสรา้ง secretion signal peptide  และ ZZ domain ของโปรตนี

เอ. (B) pEZZ18-BMP-2 ทีเ่พิม่ส่วนของ polyhistidine tag และจุดตดัจ าเพาะของ factor Xa. 

(C) แสดงส่วนของ TRX, polyhistidine tag และจดุตดัจ าเพาะของเอนไซม ์enterokinase ของ 

pET32a (D) แสดง alignment ของ pET32a-BMP-2 และ (E) แสดง alignment ของpET15b-

BMP-2  

  

Ori P lac P spa S Z Z lac Z 

Not I (2238) 
EcoRI 

(2914) 

BamHI 

(2935) 
(A) 

Not I (2238) 
EcoRI 

(2914) 

BamHI  

P spa lac Z S Z Z 6x His  rhBMP-2 

IEGR 
(B) 
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รปูท่ี 13  การวเิคราะหโ์คลนในเวคเตอร ์pEZZ18 ซึง่บรรจุยนี BMP-2  
โดยใชเ้ทคนิค Polymerase chain reaction 

 

 

  

BMP-2 500 bp 
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รปูท่ี 14  แสดงการวเิคราะห ์Recombinant clone ในเวคเตอร ์pEZZ18 และเวคเตอร ์pJET1.2 ทีบ่รรจุ
ยนี mature human BMP-2 โดยการใชเ้อนไซมต์ดัจ าเพาะ EcoR I, BamH I และ EcoR I and BamH I 
  

500 
250 

750 
1000 

3000 

Bp 
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pEZZ18-BMP-2 

 M       U       E      B    E+B     U       E        B    E+B 

 

 

500 bp 

5 kb 

pEZZ18 

รปูท่ี 15  แสดงผลการวเิคราะหร์คีอมพบ์แินนท ์pEZZ18-hBMP-2 เปรยีบเทยีบกบัเวคเตอรพ์าหะ 

pEZZ18 ซึง่วเิคราะหด์ว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ EcoR I และ BamH I 
 

M = DNA marker  U = Undigested plasmid DNA 
E = EcoRI   B = BamH I and EcoR I double-digestion 

406 bp 

hBMP-2 
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รปูท่ี 16  การวเิคราะหห์าล าดบัเบสโดย Automated DNA Sequencing จาก Recombinant clone pEZZ18-hBMP-2 ทีบ่รรจยุนีส าหรบั BMP-2 ของมนุษย ์
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4. การศึกษาการแสดงออกและแยกบริสทุธ์ิของรีคอมพบิ์แนนทโ์ปรตีนส าหรบั Bone 
Morphogenetic Protein-2 (BMP-2) ของมนุษยโ์ดยใช้เวคเตอรพ์าหะชนิด pEZZ18 / E. coli XL1 
Blue 

 เวคเตอร ์pEZZ18 ทีบ่รรจุยนี BMP-2 ของมนุษยใ์นแบคทเีรยีสายพนัธุ ์E. coli XL1 Blue 
ถูกน ามาศกึษาการแสดงออกของรคีอมพ์บแินนท์โปรตนีส าหรบั BMP-2 ของมนุษยโ์ดยน ามาเลี้ยงใน
อาหารเลีย้งเชือ้ LB media ภายใต้ยาปฏชิวีนะชนิด Ampicillin ทีอุ่ณหภูม ิ37C โดยเขย่าที ่180 รอบ
ต่อนาทเีป็นเวลา 14-16 ชัว่โมง จากนัน้ศกึษาการแสดงออกของโปรตนีโดยน าเซลลป์รมิาณ 1/100 ของ
ปรมิาตรอาหารเลี้ยงเชื้อมาท าการเลี้ยงต่อในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB media ภายใต้ยาปฏชิวีนะชนิด 
Ampicillin ทีอุ่ณหภูม ิ37C และท าการเขย่าจนกระทัง่มกีารเจรญิเตบิโตโดยวดัการดูดกลนืแสงที ่600 
นาโนเมตร มคี่าเท่ากบั 0.5 จากนัน้ท าการชกัน าใหเ้กดิการแสดงออกของโปรตนีดว้ยการเตมิ IPTG ที่
ความเขม้ขน้ 1 mM และเลีย้งต่อที่อุณหภูม ิ37C และท าการเขย่าเป็นเวลา 12-15 ชัว่โมง หลงัจากนัน้
ท าการป ัน่เหวีย่งที ่3,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 10 นาท ีเพื่อแยกเกบ็ส่วนของ media และ cell pellet  
การศกึษาการแสดงออกของโปรตนีในส่วน cytosol โดยการแตกเซลลใ์นส่วนของ cell pellet โดยอาศยั
เอนไซม ์Lysozyme, DNAse และวธิกีาร freez-thaw หลงัจากนัน้ท าการป ัน่ที่ 3,000xg เป็นเวลา 30 
นาท ีจากนัน้เกบ็ส่วน supernatant 

การตดิตามการแสดงออกของรคีอมพ์บแินนท์โปรตนี BMP-2 ของมนุษยท์ าโดยน าส่วนของ 
media มาทดสอบการ binding กบั Ni-NTA resin และน าส่วนของ crude cytosol part (supernatant) 
มาวเิคราะหโ์ปรตนีโดยเทคนิคการแยกโปรตนีดว้ยกระแสไฟฟ้า (SDS-PAGE) และท าการตดิตามการ
แสดงออกของรคีอมพบ์แินนทโ์ปรตนี BMP-2 โดยใชเ้ทคนิค Western blot analysis ซึ่งท าการยา้ย
โปรตนีจากเจลไปสู่แผ่น nitrocellulose membrane โดยอาศยักระแสไฟฟ้า จากนัน้ท าการตดิตามรี
คอมพ์บแินนทโ์ปรตนี mBMP-2 โดยใชโ้มโนโคนอลแอนตบิอดีต่้อ BMP-2 ของมนุษย ์ (Mouse-anti 
human mBMP-2) และ Goat-anti mouse IgG polyvalent conjugated HRP เป็น secondary antibody 
และตดิตามสญัญาณโดยการเปล่งแสงดว้ยเทคนิค Enhanced chemiluminescence detection (ECL)  
ผลการตดิตามการแสดงออกและการตรวจสอบรคีอมพบ์แินนทโ์ปรตนี BMP-2 ดว้ยเทคนิค SDS-PAGE 
และ western blot analysis ดงัแสดงในรปูที่ 17 ผลการวเิคราะห์การแสดงออกของรคีอมพบ์แินนท์
โปรตนี BMP-2 ของมนุษย ์ พบว่า มกีารแสดงออกของยนี BMP-2 ของมนุษยโ์ดยใชเ้วคเตอร ์pEZZ18 
โดยอาศยัแบคทเีรยีเจา้บา้นสายพนัธุ ์E. coli XL1 Blue ภายใต้การควบคุมของ lacUV5 และ protein A 
promoters รคีอมพ์บแินนทโ์ปรตนี mBMP-2 ที่ผลติไดม้ขีนาดประมาณ 28 kDa ในส่วนของ cytosol 
part จงึสามารถน าไปน าไปใชใ้นการแยกบรสิุทธิร์คีอมพบ์แินนทโ์ปรตนี mBMP-2 ของมนุษยไ์ด ้ 

 การศกึษาการแยกบรสิุทธิโ์ดยใช้ส่วน supernatant หลงัการแตกเซลลม์าแยกบรสิุทธิ ์
โดยใช ้Ni-NTA affinity column (รปูที ่18) พบว่า รคีอมพบ์แินนทโ์ปรตนี mBMP-2 ของมนุษยส์ามารถ
ถูกแยกบรสิุทธิโ์ดยจบักบั Ni-NTA affinity resin ไดแ้ละความบรสิุทธิส์ูงโดยสามารถก าจดัโปรตนีอื่นๆ
ออกไดจ้ านวนมาก  
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(A)                                                               (B) 

 

 

รปูท่ี 17  (A) แสดงผลการ SDS-PAGE analysis และยอ้มดว้ยส ีcoommassie blue ของ hBMP-2 ที่

แสดงออกในเซลลแ์บคทเีรยีชนิด E. coli. สายพนัธุ ์XL1-blue ในรปูแบบของ fusion protein ที่

ละลายอยู่ภายในส่วนของ supernatant โดย lane 1 คอื negative control (pEZZ18 ใน XL1-

blue) และ lane 2 คอื pEZZ18-hBMP-2 ใน XL1-blue (B) แสดงผลการทดสอบดว้ย western-

blot analysis โดยใช ้monoclonal antibody ต่อ human BMP-2 ใหผ้ล positive ทีโ่ปรตนีขนาด

ประมาณ 28 kD 

 

  

45 kD 

34 kD 

27 kD 

17 kD 

17 kD 

27 kD 

70 kD 

55 kD 

45 kD 

34 kD 

70 kD 

55 kD 
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รปูท่ี 18  แสดงผลการแยกบรสิุทธิ ์ BMP-2 ของมนุษยด์ว้ย Ni-NTA affinity chromatograpy โดยน า

ส่วน supernatant หลงัการเหนี่ยวน าใหม้กีารแสดงออกที ่ 37C เป็นเวลา 3 ชัว่โมง แตกเซลล์
ดว้ย Freeze-thaw method โดยที ่ CL คอื cell lysate, FT คอื ส่วนทีไ่มจ่บักบั column, W1 
และ W2 คอืส่วนทีไ่ดจ้ากการลา้งดว้ย binding buffer ทีม่ ี Imidazole ทีค่วามเขม้ขน้ 30 mM 
ปรมิาณครัง้ละ 10 column volume และ E1 คอื ส่วนทีไ่ดจ้ากการลา้งเอาโปรตนี hBMP-2 ออก
ดว้ย binding buffer ทีม่ ี Imidazole ทีค่วามเขม้ขน้ 250 mM โปรตนีทีแ่ยกบรสิุทธิไ์ดม้ขีนาด
ประมาณ 28 kDa 

  

CL        FT       W1      W2      E1 

70 kD 

55 kD 

45 kD 

34 kD 

27 kD 

17 kD 
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5. การถ่ายโอนยีนและการศึกษาการแสดงออกส าหรบั Bone Morphogenetic Protein-2 
(BMP-2) ของมนุษย์โดยใช้เวคเตอร์พาหะชนิด pET32a ในเซลล์เจ้าบ้านแบคทีเรีย E.coli 
Origami B 

ยนี mature bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) ของมนุษยท์ี่บรรจุในเวคเตอรพ์าหะ 
pJET1.2 ถูกยา้ยเขา้สู่เวคเตอร ์pET32a เพื่อศกึษาการแสดงออกของยนี โดยท าการตดัยนี BMP-2 ของ
มนุษยด์ว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 2 ชนิดคอื Nco I และ BamH I จากนัน้น าชิน้ยนีมาผ่านขัน้ตอนการท าให้
มคีวามบรสิุทธิแ์ละท าการเชื่อมต่อกบัเวคเตอร ์pET32a ทีผ่่านการตดัดว้ยเอนไซม ์Nco I และ BamH I 
เช่นเดยีวกนั การเชื่อมต่อชิน้ยนีอาศยัการท างานของเอนไซม ์ligase และท าการ transformation เขา้สู่
แบคทเีรยีสายพนัธุ ์Origami B แบคทเีรยีทีไ่ดถู้กน ามาเลีย้งบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB agar ภายใต้ยา
ปฏชิวีนะชนิด Ampicillin  โคลนทีส่นใจถูกเลอืกแบบสุ่มเพื่อน ามาตรวจสอบยนีทีส่นใจโดยใช้เทคนิค 
Polymerase chain reaction (PCR) และการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ Nco I และ BamH I  

ผลการตรวจสอบโคลน pET32a ที่บรรจุยนี BMP-2 โดยเทคนิค PCR (รูปที่ 19) พบว่า 
คณะผูว้จิยัสามารถคดัเลอืกโคลน pET32a ทีบ่รรจุท่อนดเีอนเอทีม่ขีนาดประมาณ 400 คู่เบส ซึง่ตรงกบั
ขนาดของยนี BMP-2 จากนัน้น าโคลนที่สนใจนี้มาท าการวเิคราะห์โดยอาศัยการตดัด้วยเอนไซม์ตัด
จ าเพาะ Nco I และ BamH I ดงัแสดงในรปูที ่20 ผลการการทดลองพบว่า โคลนทีถู่กเลอืกบรรจุยนีทีม่ ี
ขนาดประมาณ 400 คู่เบส ตรงกบัขนาดของยนี BMP-2 ของมนุษย ์และน าโคลนทีไ่ดไ้ปพสิูจน์ล าดบัของ
เบสโดยเทคนิคการหาล าดบัเบสแบบอตัิโนมัติ ผลของล าดบัเบสแสดงในรูปที่ 21 และพบว่าชิ้นยนีที่
บรรจุในเวคเตอรพ์าหะ pET32a ตรงกบัล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี BMP-2 ของมนุษย ์และน าไปใช้ใน
การศกึษาการแสดงออกเพื่อผลติรคีอมพบ์แินนทโ์ปรตนีส าหรบั BMP-2 ของมนุษยต่์อไป 
 ผลการศกึษาการแสดงออกของรคีอมพ์บแินนทโ์ปรตนีส าหรบั BMP-2 ของมนุษย ์ในเวคเตอร์
พาหะชนิด pET32a ในแบคทเีรยี Origami B ทีอุ่ณหภูม ิ37C ภายใต้การเหนี่ยวน าดว้ย 0.5mM IPTG 
โดยใช้การวเิคราะหด์้วยเทคนิค SDS-PAGE และการตดิตามดว้ยเทคนิค Western blot ดงัรปูที ่22 
พบว่า มกีารแสดงออกของรคีอมพบ์แินนทโ์ปรตนีส าหรบั BMP-2 ของมนุษยท์ีข่นาด 28 kDa ในส่วน
โปรตนีรวมหลงัการแตกเซลล ์(total crude lysate) ภายใต้การเหนี่ยวน าที ่37C ดว้ย 0.5mM IPTG 
เป็นเวลา 3 ชัว่โมง และผลการแสดงออกของรคีอมพ์บแินนท์โปรตนี BMP-2 เมื่อเหนี่ยวน าเป็น
ระยะเวลา 1-4 ชัว่โมง ดงัแสดงในรปูที ่22C จากผลการทดลองพบว่ามกีารแสดงออกของ rhBMP-2 ที่
เพิม่ขึน้ตามระยะเวลาการเหนี่ยวน าทีเ่พิม่ขึน้ จากนัน้ท าการศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมของการแสดงออก
ภายใต้การเหนี่ยวน าดว้ย IPTG ทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆ โดยวเิคราะหก์ารแสดงออกแยกในส่วน Cytosol 
และ Pellet เมือ่เหนี่ยวน าที ่37C เป็นเวลา 3 ชัว่โมง ดว้ยความเขม้ขน้ของ IPTG ที ่0.1-0.4 mM (รปูที ่
23) ผลการทดลองพบว่า มกีารแสดงออกของ rhBMP-2 ในส่วน cytosol (ในรปู soluble protein) เมื่อ
เหนี่ยวน าที่ความเขม้ขน้ของ IPTG ต ่าๆในช่วงประมาณ 0.1mM ในขณะที่พบการแสดงออกในส่วน 
pellet (ในรปู inclusion body) ทีเ่พิม่มากขึน้ เมื่อเหนี่ยวน าดว้ยความเขม้ขน้ของ IPTG ปรมิาณทีสู่งขึน้ 
(0.2-0.4 mM) 
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รปูท่ี 19  การวเิคราะห ์Recombinant clones ทีส่นใจดว้ยเทคนิค Polymerase chain reaction 
แสดงผลติภณัฑ ์PCR ทีไ่ดจ้าก recombinant clones ของ pET32a-BMP-2 ทีถู่กเลอืกแบบสุ่ม 

Lane M = 100 bp DNA Ladder 
   1 = Clone no. 1  
   2 = Clone no. 2  
   3 = Clone no. 3  
   4 = Clone no. 4  
   5 = Clone no. 5  
   Neg = pET32a transformed clone (as negative control) 
 

  

500 bp 

M       1        2       3       4       5      Neg 

200 bp 

1000 bp 
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รปูท่ี 20  การวเิคราะห์ Recombinant clones ที่สนใจโดยการใช้เอนไซมต์ดัจ าเพาะชนิดต่าง ๆ 

เวคเตอรพ์าหะชนิด pET32a ซึง่บรรจยุนี BMP-2 ของมนุษยห์ลงัการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ

ถูกน ามาวเิคราะหบ์น 0.8%Agarose gel electrophoresis ยอ้มดว้ย ethidium bromide 

Lane M   = 1 kb DNA Ladder 
 Negative control  = pET32a plasmid vector with no insert 
  U   = undigested plasmid DNA 
  N   = pET32a digested with Nco I 

B   = pET32a digested with BamH I 
  N/B   = pET32a double-digested with  

Nco I and BamH I 
  

 Clone  2 

500 bp 

Negative control 

 M      U     N      B    N/B             U     N       B     N/B           

 1 kb 

 3 kb 

 2 kb 

 6 kb 
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รปูท่ี 21  การวเิคราะหห์าล าดบัเบสโดย Automated DNA Sequencing จาก Recombinant clone pET32a-BMP-2 ทีบ่รรจยุนีส าหรบั BMP-2 ของมนุษย ์

 



 

 

      

(A) (B) 

 

 

(C) 

 

รปูท่ี 22 แสดงผลการทดสอบการแสดงออกของโคลน pET32a-BMP-2/E.coli OrigamiB ทีอุ่ณหภมู ิ

37C หลงัการเหนี่ยวน าดว้ย IPTG ทีค่วามเขม้ขน้ 0.5 mM โดย (A) ผลการวเิคราะห์

โปรตนีรวมหลงัการเหนี่ยวน าเป็นเวลา 3 ชัว่โมง และแตกเซลลด์ว้ย freezed-thaw method 

วเิคราะหโ์ปรตนีดว้ยเทคนิค SDS-PAGE, (B) แสดง Western blot analysis ดว้ย 

monoclonal antibody ต่อ BMP-2 ของมนุษย ์ และภาพ (C) แสดงระดบัการแสดงออกของ 

rhBMP-2 ทีร่ะยะเวลาต่างๆ หลงัการแตกเซลลด์ว้ย B-PERII method  

70 kD 

55 kD 

45 kD 

34 kD 

27 kD 

17 kD 

70 kD 

55 kD 

45 kD 

34 kD 

27 kD 

         1.0     2.0    3.0     4.0     hr 

              Neg       cl2                           Neg      cl2       
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(A) 

 

 

(B) 

 

รปูท่ี 23 แสดงผลการทดสอบการแสดงออกของโคลน pET32a-BMP-2/E.coli OrigamiB ทีค่วาม

เขม้ขน้ของ IPTG ทีแ่ตกต่างกนั เซลลถ์ูกเพาะเลีย้งที ่37C และเขย่า 180 rpm เป็นเวลา 3 

ชัว่โมง โดยเปรยีบเทยีบการแสดงของโปรตนีในส่วน cytoplasm และ pellet ภาพ (A) แสดง 

SDS-PAGE analysis และ (B) แสดง Western blot analysis  

  

0.1     0.2       0.3     0.4                    0.1      0.2       0.3      0.4    mM           

0.1      0.2      0.3       0.4                0.1      0.2     0.3       0.4    mM           

   Cytoplasm                                           Pellet 

   Cytoplasm                                            Pellet 

70 kD 

55 kD 

45 kD 

34 kD 

27 kD 

17 kD 
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6. การถ่ายโอนยีนและการศึกษาการแสดงออกส าหรบั Bone Morphogenetic Protein-2 
(BMP-2) ของมนุษย์โดยใช้เวคเตอรพ์าหะชนิด pET15b ในเซลลเ์จ้าบ้านแบคทีเรีย E. coli 
BL21(DE3) 
 ยนีส าหรบั mature bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) ของมนุษยท์ีบ่รรจุในเวคเตอร์

พาหะ pJET1.2 ถูกถ่ายโอนเขา้สู่เวคเตอร ์pET15b เพื่อศกึษาการแสดงออกของยนี BMP-2 โดยท าการ

ตดัยนี BMP-2 ของมนุษยจ์ากเวคเตอร ์pJET1.2 ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 2 ชนิดคอื Nco I และ BamH 

I จากนัน้น าชิน้ยนีมาผ่านขัน้ตอนการท าใหม้คีวามบรสิุทธิแ์ละท าการเชื่อมต่อกบัเวคเตอร ์pET15b ที่

ผ่านการตดัดว้ยเอนไซม ์Nco I และ BamH I เช่นเดยีวกนั การเชื่อมต่อชิน้ยนีอาศยัการท างานของ

เอนไซม ์ligase และท าการ transformation เขา้สู่แบคทเีรยีสายพนัธุ ์E. coli BL21(DE3) แบคทเีรยีทีไ่ด้

ถูกน ามาเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ LB agar ภายใต้ยาปฏชิวีนะชนิด Ampicillin  โคลนทีส่นใจถูกเลอืก

แบบสุ่มเพื่อน ามาตรวจสอบยนีทีส่นใจโดยใชเ้ทคนิคการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ Nco I และ BamH I 

(รปูที่ 24) จากผลการทดลองพบว่า โคลน pET15b-BMP-2 ทีถู่กคดัเลอืกบรรจุยนีที่มขีนาดประมาณ 

400 คู่เบส ตรงกบัขนาดของยนี BMP-2 ของมนุษย์ ผลการศึกษาการแสดงออกของรคีอมพ์บแินนท์

โปรตนีส าหรบั BMP-2 ของมนุษย์โดยใช้เวคเตอรพ์าหะชนิด pET15b ในแบคทเีรยีสายพนัธุ์ E. coli 

BL21(DE3) ทีอุ่ณหภูม ิ37C ภายใต้การเหนี่ยวน าดว้ย 0.5mM IPTG เป็นเวลา 3 ชัว่โมง โดยใชก้าร

วเิคราะหด์ว้ยเทคนิค SDS-PAGE และการตดิตามดว้ยเทคนิค Western blot ดงัรปูที ่25 พบว่า มกีาร

แสดงออกของรคีอมพ์บแินนท์โปรตนีส าหรบั BMP-2 ของมนุษย์ในส่วนโปรตนีรวมหลงัการแตกเซลล ์

(total crude lysate) ภายใต้การเหนี่ยวน าที ่37C ดว้ย 0.5mM IPTG เป็นเวลา 3 ชัว่โมง โดยโปรตนีมี

ขนาด 14 kDa  
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รปูท่ี 24 แสดงผลการวเิคราะหย์นี hBMP-2 ใน pET15b expression vector / E.coli BL21(DE3) โดย

วธิเีอนไซมต์ดัจ าเพาะให ้M คอื marker ช่องที ่1 คอื undigest ช่องที ่2 คอื digest with Nco I ช่องที ่3 

digest with BamH I ช่องที ่4 คอื double with Nco I and BamH I จากผลการตรวจสอบยนีดว้ยวธิี

เอนไซมต์ดัจ าเพาะใน pET15b expression vector พบว่าไดช้ิน้ยนีขนาด 406bp ซึง่คาดว่าจะเป็นยนี 

BMP-2 ของมนุษย ์

  

M  1       2       3      4 

6000 bp 

1000 bp 

3000 bp 

500 bp  hBMP-2 
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                 1           2          3                                 1          2          3 

                                      
  

(A)                                                     (B) 

 

 

 

รปูท่ี 25  แสดงผลการแสดงออกของโคลน pET15b-BMP-2 / E.coli BL21(DE3) (A) แสดงผลการ 
SDS-PAGE analysis และยอ้มดว้ยส ี coomassie blue ของ hBMP-2 ทีแ่สดงออกในเซลล์
แบคทเีรยีชนิด E. coli สายพนัธุ ์BL21(DE3) ในรปูแบบของ fusion protein ทีล่ะลายอยู่ภายใน
ส่วนของ supernatant โดย lane 1 คอื negative control (pET15b ใน E.coli XL1-blue) , lane 
2 คอื pET15b-BMP-2 ใน E.coli BL21(DE3) ทีผ่่านการท าลาย disulfide bond ดว้ย -
mercaptoethanol และ lane 3 คอื pET15b-BMP-2 ใน E.coli BL21(DE3) (B) แสดงผลการ
ทดสอบดว้ย Western blot analysis โดยใช ้monoclonal antibody ต่อ human BMP-2 ใหผ้ล 
positive ทีโ่ปรตนีขนาดประมาณ 14 kDa 

 

  

45 kDa 

34 kDa 

27 kDa 

17 kDa 

70 kDa 

17 kDa 

27 kDa 

 
 

55 kDa 

45 kDa 

34 kDa 

55 kDa 
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7. การศึกษาการแสดงออกส าหรบั Bone Morphogenetic Protein-2 (BMP-2) ของมนุษย์
ในเวคเตอรพ์าหะชนิด pET15b ในเซลลเ์จ้าบ้านแบคทีเรียสายพนัธุ ์Shuffle® T7 Express E. coli 
 
 เนื่องจากผู้วจิยัต้องการศกึษาการแสดงออกของ BMP-2 ของมนุษย์ในแบคทเีรยีสายพนัธุ์ที่
ส่งเสรมิการแสดงออกของยนีในรปูแบบ soluble protein รวมทัง้ส่งเสรมิการสรา้งพนัธะ disulfide bond 
ภายในเซลลแ์บคทเีรยีภายใต้การควบคุมโดย T7 promoter ดงันัน้แบคทเีรยีสายพนัธุ์ Shuffle® T7 
Express E. coli ถูกใชส้ าหรบัศกึษาการแสดงออกของโปรตนี BMP-2 ของมนุษยท์ี่บรรจุในเวคเตอร์
พาหะ pET15b โดยเริม่จากน าพลาสมดิเวคเตอร ์pET15b-BMP-2 ทีบ่รสิุทธิ ์มาท าการ transformation 
เขา้สู่ Competent cells ของแบคทเีรยีสายพนัธุ ์Shuffle® T7 Express E. coli แบคทเีรยีทีไ่ดถู้กน ามา
เลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ LB agar ภายใต้ยาปฏชิวีนะชนิด Ampicillin  โคลนทีส่นใจถูกเลอืกแบบสุ่มและ
น ามาตรวจสอบยนีที่บรรจุอยู่โดยใชเ้ทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) ดงัแสดงในรปูที ่26 
จากผลการวเิคราะห์พบว่า โคลน pET15b-BMP-2 ทีถู่กคดัเลอืกบรรจุยนีทีม่ขีนาดประมาณ 400 คู่เบส 
ตรงกบัขนาดของยนี BMP-2 ของมนุษย ์การศึกษาการแสดงออกของรคีอมพ์บแินนท์โปรตนีส าหรบั 
BMP-2 ของมนุษยโ์ดยใชเ้วคเตอรพ์าหะชนิด pET15b ในแบคทเีรยีสายพนัธุ ์Shuffle® T7 Express E. 
coli ศกึษาโดยเลีย้งเซลล์ทีอุ่ณหภูม ิ30C และ 37C ภายใต้การเหนี่ยวน าดว้ย 1 mM IPTG เป็นเวลา 
0, 2, 4, 6 และ 20 ชัว่โมง และวเิคราะห์โปรตนีในส่วน supernatant และ pellet ดว้ยเทคนิค SDS-
PAGE ดงัรปูที ่27 และการตดิตามดว้ยเทคนิค Western blot ดงัรปูที ่28 พบว่า มกีารแสดงออกของรี
คอมพ์บแินนทโ์ปรตนีส าหรบั BMP-2 ของมนุษยใ์นส่วน Pellet (ในรปู inclusion body) ภายใต้การ
เหนี่ยวน าที่ 30C และ 37C โดยการเหนี่ยวน าที ่30C จะเริม่พบการแสดงออกของ BMP-2 ขนาด 
14 kDa ทีเ่วลา 2 ชัว่โมงและมกีารแสดงออกสงูสุดทีเ่วลา 6 ชัว่โมง  
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รปูท่ี 26  ผลการวเิคราะห ์pET15b-BMP-2/ Shuffle® T7 Express E. coli  
ดว้ยเทคนิค Polymerase chain reaction 

 
M = 100bp DNA Ladder   
1 = pET15b-BMP-2 / SHuffle®T7 Express E.coli clone1 
2 = pET15b-BMP-2 / SHuffle®T7 Express E.coli clone2 
3 =vector pET15b 
4 =H2O 
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(A) การแสดงออกของโปรตนีทีอุ่ณหภมู ิ30C 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Supernatant      Pellet 

(B) การแสดงออกของโปรตนีทีอุ่ณหภมู ิ37C 

 
รปูท่ี 27  การแสดงออกของโปรตนีโดยเวคเตอรพ์าหะ pET15b-BMP-2 ทีถ่่ายโอนเขา้สู่  

SHuffle® T7 express E.coli ซึง่วเิคราะหโ์ปรตนีบน 15%SDS-PAGE 
 

(A) การแสดงออกของโปรตนีในส่วน supernatant และ pellet ทีอุ่ณหภูม ิ30C ในระยะเวลาต่างๆ 
(B) การแสดงออกของโปรตนีในส่วน supernatant และ pellet ทีอุ่ณหภูม ิ37C ในระยะเวลาต่างๆ 

 
  

14kD
14 kDa 

14 kDa 

14 kDa 14 kDa 
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(A) SDS-PAGE 

 

 

 

 

 

 

(B) Western blot 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 28  ผลการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตนีโดยเวคเตอรพ์าหะ pET15b-BMP-2 ทีถ่่าย

โอนเขา้สู่ SHuffle® T7 express E.coli ทีอุ่ณหภูม ิ30C ดว้ย 1mM IPTG (A) การวเิคราะหโ์ปรตนีบน 

15%SDS-Polyacrylamide gel electrophoresis (B) การวเิคราะหด์ว้ยเทคนิค Western blot โดยใช ้

monoclonal antibody to human BMP-2 (1:2,000) จากนัน้ใช ้Goat anti-mouse-HRP (1:2,000) และ

ตดิตามปฏกิริยิาโดยการเกดิสขีอง DAB = 3′- diaminobenzidine tetra hydrochloride และ hydrogen 

peroxide 

 

 

  

     M   = Protein marker 
1 = pellet 2 ชัว่โมง 
2 = supernatant 2 ชัว่โมง 
3 = pellet 4 ชัว่โมง  
4 = supernatant 4 ชัว่โมง 

     5 = pellet 6 ชัว่โมง 
6 = supernatant 6 ชัว่โมง 
7 = pellet 20 ชัว่โมง 
8 = supernatant 20 ชัว่โมง 

14 kDa 

14 kDa 
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8. การศึกษาการแสดงออกส าหรบั Bone Morphogenetic Protein-2 (BMP-2) ของมนุษย์
ในเวคเตอรพ์าหะชนิด pEZZ18 ในเซลลเ์จ้าบ้านแบคทีเรียสายพนัธุ ์Shuffle® Express E. coli 
 
 เนื่องจากผู้วจิยัต้องการศกึษาการแสดงออกของ BMP-2 ของมนุษย์โดยใช้ lac/UV5 และ 
protein A promoter ในแบคทเีรยีสายพนัธุท์ีส่่งเสรมิการแสดงออกของยนีในรปูแบบ soluble protein 
รวมทัง้ส่งเสรมิการสร้างพนัธะ disulfide bond ภายในเซลล์แบคทเีรยี ดงันัน้แบคทเีรยีสายพนัธุ ์
Shuffle® Express E. coli ถูกใชส้ าหรบัศกึษาการแสดงออกของโปรตนี BMP-2 ของมนุษยท์ีบ่รรจุใน
เวคเตอร์พาหะ pEZZ18 โดยเริม่จากน าพลาสมดิเวคเตอร์ pEZZ18-BMP-2 ที่บรสิุทธิ ์มาท าการ 
transformation เขา้สู่ Competent cells ของแบคทเีรยีสายพนัธุ ์Shuffle® Express E. coli แบคทเีรยีที่
ไดถู้กน ามาเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ LB agar ภายใต้ยาปฏชิวีนะชนิด Ampicillin  โคลนทีส่นใจถูกเลอืก
แบบสุ่มและน ามาตรวจสอบยนีที่บรรจุอยู่โดยใชเ้ทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) ดงัแสดงใน
รปูที ่29 และผลการวเิคราะหโ์คลนโดยเทคนิคการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะชนิด EcoR I และ Hind III 
(รปูที ่30) จากผลการวเิคราะห์พบว่า โคลน pEZZ18-BMP-2 / Shuffle® Express E. coli ทีถู่กคดัเลอืก
บรรจยุนีทีม่ขีนาดประมาณ 400 คู่เบส ตรงกบัขนาดของยนี BMP-2 ของมนุษย ์การศกึษาการแสดงออก
ของรคีอมพบ์แินนทโ์ปรตนีส าหรบั BMP-2 ของมนุษยโ์ดยใชเ้วคเตอรพ์าหะชนิด pEZZ18 ในแบคทเีรยี
สายพนัธุ ์Shuffle® Express E. coli ท าการศกึษาโดยเลีย้งเซลลท์ีอุ่ณหภูม ิ30C และ 37C ภายใต้การ
เหนี่ยวน าด้วย 1 mM IPTG เป็นเวลา 0, 2, 4, 6 และ 20 ชัว่โมง และวเิคราะห์โปรตนีในส่วน 
supernatant และ pellet ดว้ยเทคนิค SDS-PAGE ดงัรปูที ่31 และการตดิตามดว้ยเทคนิค Western 
blot ดงัรปูที ่32 พบว่า มกีารแสดงออกของรคีอมพบ์แินนทโ์ปรตนีส าหรบั BMP-2 ของมนุษยท์ัง้ในส่วน 
ของ Supernatant (ในรปู soluble protein) และในส่วนของ Pellet (ในรปู inclusion body) ภายใต้การ
เหนี่ยวน าที่ 30C และ 37C โดยการเหนี่ยวน าที ่30C จะเริม่พบการแสดงออกของ BMP-2 ขนาด 
28 kDa ทีเ่วลา 2 ชัว่โมงทัง้ส่วนของ Supernatant และในส่วนของ Pellet โดยระดบัการแสดงออกของรี
คอมพบ์แินนทโ์ปรตนี พบว่าเมือ่เพิม่ระยะเวลาการแสดงออกจะมกีารผลติรคีอมพบ์แินนทโ์ปรตนีออกมา
ในปรมิาณทีเ่พิม่สงูขึน้ และพบมกีารแสดงออกสงูสุดทีเ่วลา 20 ชัว่โมง  
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 รปูท่ี 29  ผลการวเิคราะห ์pEZZ18-BMP-2 / Shuffle® Express E. coli  
ดว้ยเทคนิค Polymerase chain reaction 

 
M = Marker 100bp DNA Ladder 
1 = ผลติภณัฑ ์PCR โดยใช ้H2O เป็น Template 
2 = ผลติภณัฑ ์PCR โดยใช ้Vector pEZZ18 เป็น Template 
3 = ผลติภณัฑ ์PCR โดยใช ้pEZZ18-BMP-2 clone 1 เป็นTemplate 
4 = ผลติภณัฑ ์PCR โดยใช ้pEZZ18-BMP-2 clone 2 เป็น Template 
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รปูท่ี 30  แสดงผลจากการวเิคราะห ์pEZZ18-BMP-2 / Shuffle® Express E. coli  
ดว้ยเอนไซม ์EcoR I และ Hind III 

 
 
1 = pEZZ18 uncut    7 = pEZZ18-BMP-2 (clone1) + Hind III 
2 = pEZZ18+ EcoR I    8 = pEZZ18-BMP-2 (clone1) + E+H 
3 = pEZZ18+ Hind III    9 = pEZZ18-BMP-2 (clone2) uncut 
4 = pEZZ18 + E +H    10 = pEZZ18-BMP-2 (clone2) + EcoR I 
5 = pEZZ18-BMP-2 (clone1) uncut  11 = pEZZ18-BMP-2 (clone2) + Hind III 
6 = pEZZ18-BMP-2 (clone1) + EcoR I  12 = pEZZ18-BMP-2 (clone2) + E+H 
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(A) การแสดงออกของโปรตนีทีอุ่ณหภมู ิ30C 
 

 

 

 

 

 

 

(B) การแสดงออกของโปรตนีทีอุ่ณหภมู ิ37C 
 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 31  การแสดงออกของโปรตนีโดยเวคเตอรพ์าหะ pEZZ18-BMP-2 ทีถ่่ายโอนเขา้สู่ SHuffle® 
Express E.coli ซึง่วเิคราะหโ์ปรตนีบน 15%SDS-PAGE 

 
(A) การแสดงออกของโปรตนีในส่วน supernatant และ pellet ทีอุ่ณหภูม ิ30C ในระยะเวลาต่างๆ 
(B) การแสดงออกของโปรตนีในส่วน supernatant และ pellet ทีอุ่ณหภูม ิ37C ในระยะเวลาต่างๆ 

 

  

28 kDa 28 kDa 

28 kDa 28 kDa 
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(A) SDS-PAGE 

 

 

 

 

 

 

(B) Western blot 

 

รปูท่ี 32  ผลการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตนีโดยเวคเตอรพ์าหะ pEZZ18-BMP-2 ทีถ่่าย

โอนเขา้สู่ SHuffle® express E.coli ทีอุ่ณหภูม ิ30C ดว้ย 1mM IPTG (A) การวเิคราะหโ์ปรตนีบน 

15%SDS-Polyacrylamide gel electrophoresis (B) การวเิคราะหด์ว้ยเทคนิค Western blot โดยใช ้

monoclonal antibody to human BMP-2 (1:2,000) จากนัน้ใช ้Goat anti-mouse-HRP (1:2,000) และ

ตดิตามปฏกิริยิาโดยการเกดิสขีอง DAB (3′- diaminobenzidine tetrahydrochloride) และ hydrogen 

peroxide 

 

 

  

28 kDa 

28 kDa 

     M   = Protein marker 
1 = pellet 2 ชัว่โมง 
2 = supernatant ชัว่โมง 
3 = pellet 4 ชัว่โมง 
4 = supernatant 4 ชัว่โมง 

     5 = pellet 6 ชัว่โมง 
     6 = supernatant 6 ชัว่โมง 

7 = pellet 20 ชัว่โมง 
8 = supernatant 20 ชัว่โมง 
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9. การแยกบริสุทธ์ิส าหรบัริคอมพบิ์แนนท์โปรตีน BMP-2 ของมนุษย ์ด้วยเทคนิค Nickle 
affinity chromatograpy 

เวคเตอรพ์าหะชนิด pEZZ18 ซึง่บรรจุยนีส าหรบั Bone Morphogenetic Protein-2 (BMP-2) 
ของมนุษย ์ในเซลลเ์จา้บา้นแบคทเีรยีสายพนัธุ ์Shuffle® Express E. coli ถูกท าใหม้กีารแสดงออกของ
โปรตนีทีอุ่ณหภูม ิ30C ภายใต้การเหนี่ยวน าดว้ย 1mM IPTG ส่วน crude supernatant จากการแตก
เซลลถ์ูกทดสอบการจบักบั Ni-NTA resin และท าการชะลา้งดว้ย imidazole ความเขม้ขน้สูง ผลการ
วเิคราะหโ์ปรตนีบน SDS-PAGE พบโปรตนีของรคีอมบแินนทโ์ปรตนี BMP-2 ของมนุษย(์รปูที ่33) จงึ
สรุปได้ว่า เทคนิคการแยกรคิอมพ์บแินนท์โปรตีน BMP-2 ของมนุษย์ออกจากโปรตีนปนเป้ือนอื่นๆ
สามารถอาศยัการจบักนัระหว่าง histidine residues ทีต่ดิอยู่กบัโปรตนี hBMP-2 กบั Ni-NTA affinity 
resin ได ้ 
 kDa 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รปูท่ี 33  การยอ้มส ีComassie blue staining ของรคิอมพบ์แินนทโ์ปรตนี BMP-2 ของมนุษยด์ว้ย
เทคนิค Ni-NTA affinity chromatograpy ภายใต ้15%non-denaturing polyacrylamide gel 
electrophoresis ผ่านกระแสไฟฟ้าที ่150 volts เป็นเวลา 60 นาท ี 
  M =  Protein standard marker 
  1 =  Crude supernatant  
  2 =  Eluted fraction 1 
  3 =  Eluted fraction 2 
  4 =  Eluted fraction 3 
  5 =  Eluted fraction 4 
  6 =  Eluted fraction 5 
  7 =  Eluted fraction 6  
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สรปุและอภิปรายผลการทดลอง 
 
 Bone Morphogenetic Protein-2 (BMP-2) ของมนุษยเ์ป็นโปรตนีที่ส าคญัในการกระตุ้นการ
เจรญิเตบิโต การเพิม่จ านวน และการเปลีย่นแปลงการเจรญิของเซลลก์ระดูกอ่อนและเซลล์กระดูกของ
มนุษย ์รวมทัง้การกระตุ้นการเปลีย่นแปลงของเซลลต์้นก าเนิด (stem cells) เป็นเซลลต์้นตวัอ่อนของ
กระดกูอ่อนและเซลลก์ระดูก ดงันัน้โปรตนีชนิดนี้จงึมปีระโยชน์ในดา้นการรกัษาโรคของกระดูกอ่อนและ
โรคทีเ่กีย่วขอ้งกบักระดกูเป็นอยา่งยิง่  

การศกึษาวจิยัครัง้นี้คณะผู้วจิยัมจีุดประสงคเ์พื่อผลติรคีอมพ์บแินนท์โปรตนีชนิด BMP-2 ของ
มนุษยใ์นระบบของเซลลเ์จา้บา้นแบคทเีรยี โดยไดท้ าการคดัแยกยนีทีก่ าหนดการสรา้ง mature human 
BMP-2 ซึง่สกดัไดจ้ากเซลลก์ระดูกระยะตวัอ่อน (Human fetal osteoblast cell line) เซลลถ์ูกเลีย้งใหไ้ด้
ปรมิาณทีเ่พยีงพอและน ามาสกดั Total RNA จากนัน้ท าการเตรยีมเป็น complementary DNA (cDNA) 
โดยใชเ้อนไซม ์reverse transcriptase และ oligo dT18 primer การเพิม่ปรมิาณยนีของ mature human 
BMP-2 ท าโดยอาศยัเทคนิค polymerase chain reaction (PCR)  ดเีอนเอน้ีถูกท าใหบ้รสิุทธิแ์ละท าการ
เพิม่ปรมิาณอกีครัง้หนึ่ง เพื่อเพิม่ล าดบัเบสส าหรบัเอนไซมต์ดัจ าเพาะ EcoR I และ Nco I ต่อดว้ยล าดบั
เบสส าหรบั 6xHistidine tag, Factor Xa ทางปลาย 5 และมกีารเพิม่บรเิวณของเบสทีห่ยุดการสรา้งสาย
โปรตนี (stop codon) และบรเิวณส าหรบัเอนไซมต์ดัจ าเพาะ BamH I และ Hind III ทางปลาย 3 การ
ออกแบบล าดบัเบสส าหรบัเอนไซม์ตดัจ าเพาะและการเพิม่บรเิวณของกรดอะมโินฮสิติดนี 6 ตวั เพื่อ
ประโยชน์ในการน าชิ้นยนีเข้าสู่เวคเตอร์พาหะและน าไปแยกบรสิุทธิต่์อไป  ผลติภณัฑ์ที่ได้ถูกน าไป
เชื่อมต่อกบัพลาสมดิเวคเตอร ์pJET-1.2 และท าการตรวจสอบโดยอาศยัเทคนิค PCR ร่วมกบัการตดั
ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ และวเิคราะหห์าล าดบัเบสของยนีส าหรบั BMP-2 ของมนุษย ์โคลนในพลาสมดิ
เวคเตอร์ถูกท าการถ่ายโอนเข้าสู่ดีเอนเอพาหะส าหรบัการแสดงออกของโปรตีนชนิดต่างๆ ในเซลล์
แบคทีเรยีสายพนัธุ์ที่เหมาะสมต่อการแสดงออกของโปรตีน และศึกษาการแยกบรสิุทธิข์องรคีอมพ์
บแินนทโ์ปรตนีชนิด BMP-2 ของมนุษย ์

ยนีทีจ่ าเพาะต่อ BMP-2 ของมนุษย ์(Homo sapiens bone morphogenetic protein 2 (BMP2), 
mRNA) ไดถู้กคน้หาจากฐานขอ้มลูสากล Genbank sequence database จาก National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) ผู้วจิยัได้เลอืกบรเิวณยนีซึ่งมรีายงานว่าเป็นล าดบัเบสที่จ าเป็น
ส าหรบัการท าหน้าทีข่อง Bone Morphogenetic Protein-2 ของมนุษยห์รอืเรยีกว่า mature human 
bone morphogenetic protein-2 เพื่อเป็นขอ้มูลส าหรบัการออกแบบไพรเมอรท์ี่จ าเพาะส าหรบัเพิม่
ปรมิาณยนีส าหรบั mature BMP-2 ให้มากขึ้น การวิเคราะห์จากฐานข้อมูลพบว่า ล าดบักรดอะมโิน
ต าแหน่งที ่283 ถงึ 396 (114 amino acids) จ าเป็นส าหรบั mature BMP-2 ตรงกบัล าดบันิวคลโีอไทดท์ี ่
1632 ถงึ 1973 (342 คู่เบส) และล าดบันิวคลโีอไทดน์ี้ถูกน ามาออกแบบไพรเมอรท์ีจ่ าเพาะต่อยนีส าหรบั 
mature BMP-2 หลงัจากการเพิม่ปรมิาณยนีโดยอาศยัปฏกิริยิาลูกโซ่โพลเีมอรเ์รส (PCR) พบว่ามกีาร
เพิม่ปรมิาณชิน้ดเีอนเอไดแ้ถบเดยีว โดยมขีนาดใกลเ้คยีงกบัยนีส าหรบั mature BMP-2 (342 คู่เบส) ซึง่
จากขอ้มลูเบือ้งต้นนี้มคีวามเป็นไปไดสู้งว่า ดเีอ็นเอทีแ่ยกไดเ้ป็นยนีส าหรบั mature BMP-2 ของมนุษย ์ 
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ต่อมาน าท่อนดเีอ็นเอนี้มาเพิม่ล าดบัเบสส าหรบัเอนไซมต์ดัจ าเพาะและเพิม่บรเิวณของกรดอะมโินฮสิติ
ดนี 6 ตวั โดยเทคนิค PCR อกีครัง้เพื่อประโยชน์ในการแยกบรสิุทธิโ์ดยอาศยัหลกัการของ Ni-NTA 
affinity chromatography และการถ่ายโอน (subcloning) เขา้สู่เวคเตอรพ์าหะทีต่้องการ ในขัน้ตอนการ
เพิม่ปรมิาณดเีอนเอของชิน้ยนีโดยเทคนิค PCR นัน้ไดท้ าการวเิคราะหห์าอุณหภูมทิีเ่หมาะสมในขัน้ตอน
การ Annealing เพื่อใหม้กีารจบักนัอยา่งจ าเพาะมากขึน้ระหว่างไพรเมอรก์บัดเีอนเอต้นแบบ จากผลการ
ทดลองสรปุไดว้่า สามารถแยกและเพิม่ปรมิาณยนี BMP-2 ของมนุษยอ์ย่างมคีวามจ าเพาะไดผ้ลติภณัฑ์
เป็นชิน้ดเีอนเอแถบเดยีวทีม่ขีนาด 342 คู่เบส โดยองคป์ระกอบและสภาวะทีเ่หมาะสมส าหรบั PCR ใช ้
Annealing temperature อยู่ระหว่าง 48.4C – 54.6C และเมื่อท า PCR อกีครัง้เพื่อเพิม่ต าแหน่งของ
เบสส าหรบัเอนไซมต์ดัจ าเพาะ กรดอะมโินฮสีตดินี 6 ตวั และบรเิวณกรดอะมโินส าหรบัเอนไซมย์่อย
โปรตนีชนิด Factor Xa ผลการทดลองพบว่าอุณหภูมทิีเ่หมาะสมในขัน้ตอนของ Annealing step อยู่
ระหว่าง 51.4C – 58.8C สามารถเพิม่ดเีอนเอไดแ้ถบเดยีวทีม่ขีนาด 406 คู่เบส ดงันัน้ผูว้จิยัจงึประสบ
ความส าเรจ็ในการแยกและเพิม่ปรมิาณยนีทีจ่ าเพาะต่อ mature BMP-2 ของมนุษย ์

หลงัจากการเพิม่ปรมิาณดเีอนเอโดยเทคนิค PCR ภายใต้สภาวะทีเ่หมาะสมแลว้  ชิน้ดเีอน็เอที่
ได้ถูกน าไปเชื่อมต่อกับเวคเตอร์พาหะ ในเบื้องต้นการเชื่อมต่อชิ้นดเีอ็นเอเข้าสู่เวคเตอร์พาหะชนิด 
pJET1.2 โดยอาศยัหลกัการของ Blunt-end ligation ซึ่งน าผลติภณัฑ ์PCR ที่ได้โดยตรงมาเขา้สู่
ขบวนการท าใหเ้กดิปลายทู่ (blunt end) ท าการเชื่อมต่อกบัเวคเตอร์พาหะ และน าเขา้สู่เซลลแ์บคทเีรยี  
หลกัการนี้มขีอ้ดทีีล่ดขัน้ตอนการแยกบรสิุทธิช์ ิน้ดเีอน็เอผ่านเจล และการทีด่เีอ็นเอจะไม่ไดร้บัผลกระทบ
จากแสงอัลตร้าไวโอเลต จงึลดโอกาสการเกิดความผิดปกติบนสายดเีอนเอ และวิธนีี้มคีวามสะดวก
รวดเรว็ รคีอมบแีนนทโ์คลนทีส่นใจถูกเลอืกแบบสุ่มและน ามาวเิคราะหเ์บือ้งต้นโดยการใชเ้ทคนิค PCR  
โดยใชไ้พรเมอรท์ีจ่ าเพาะต่อ mature BMP-2 ของมนุษย ์พบว่า โคลนทีถู่กคดัเลอืกสามารถเพิม่จ านวน
ไดผ้ลติภณัฑส์่วนใหญ่เป็นแถบเดยีว และมขีนาดใกลเ้คยีงกบัยนีส าหรบั mature BMP-2 โคลนเหล่านี้ได้
ถูกน ามาตรวจสอบเพิม่เตมิโดยอาศยัการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะสองชนิดไดแ้ก่ EcoR I และ BamH 
I ผลการวเิคราะหพ์บรคีอมบแีนนทโ์คลนทีแ่สดงขนาดของท่อนดเีอ็นเอหลงัจากการตดัมขีนาดประมาณ 
406 คู่เบส ซึง่ชิ้นดเีอ็นเอที่ตดัได้นี้มขีนาดใกล้เคยีงกบัยนีส าหรบั mature BMP-2 ที่ท าการเพิม่ล าดบั
เบสของเอนไซมต์ดัจ าเพาะทีถู่กเพิม่ในบรเิวณ 5 และ 3 ของชิน้ดเีอ็นเอ  เอนไซมท์ัง้สองชนิดนี้จะพบ
ในชิน้ดเีอ็นเอทีโ่คลนเขา้สู่เวคเตอรพ์าหะเท่านัน้ จะไม่พบในเวคเตอรซ์ึง่ไม่มชีิน้ดเีอ็นเอที่สนใจ  ดงันัน้
จากผลการวเิคราะหร์คีอมบแีนนทโ์คลนโดยอาศยัเทคนิค PCR และการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะจงึมี
ความเป็นไดสู้งว่า รคีอมบแีนนทโ์คลนทีถู่กคดัเลอืกมยีนีทีส่นใจ  คณะผู้วจิ ัยไดท้ าการหาล าดบัเบสของ
ชิ้นดเีอ็นเอที่อยู่ในเวคเตอร์พาหะโดยอาศยัเทคนิคการตรวจหาล าดบัเบสแบบอตัิโนมตัิ เพื่อเป็นการ
พสิูจน์ล าดบัเบสที่ถูกต้อง ล าดบัเบสที่ได้ถูกน าไปเปรยีบเทยีบกบัฐานขอ้มูลสากลนานาชาติ  ผลการ
วเิคราะหพ์บว่า ชิน้ดเีอนเอมลี าดบัเบสตรงกบัยนี mature BMP-2 ของมนุษย ์100% จงึสรุปไดว้่า ชิน้ดี
เอน็เอทีศ่กึษาคอื ดเีอน็เอส าหรบัยนี Bone morphogenetic protein-2 ของมนุษยจ์รงิ 
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ในการศกึษาการผลติ BMP-2 ของมนุษยใ์นเซลลแ์บคทเีรยี ผูว้จิยัไดท้ าการยา้ยชิน้ยนีจากพลาส
มดิเวคเตอร์ pJET1.2 เข้าสู่เวคเตอร์พาหะส าหรบัการแสดงออกของโปรตีนจ านวน 3 ชนิด ได้แก่ 
pEZZ18, pET15b และ pET32a ในเซลลแ์บคทเีรยีสายพนัธุต่์างๆ 

การศึกษาการแสดงออกของรคิอมพ์บแินนท์โปรตีน BMP-2 ของมนุษย์ ในเซลล์เจ้าบ้าน
แบคทเีรยีท าได้โดยน ายนี BMP-2 ของมนุษย์ซึ่งบรรจุอยู่ในพลาสมดิเวคเตอร์ pJET1.2 ย้ายเข้าสู่
เวคเตอรพ์าหะส าหรบัการแสดงออกของโปรตนีทัง้สามชนิดดงักล่าว ภายใต้การควบคุมการแสดงออก
โดย lacUV5 promoter และ T7 promoter ในแบคทเีรยีสายพนัธุต่์างๆ เพื่อหาชนิดของ expression 
vector และสายพนัธุแ์บคทเีรยีทีเ่หมาะสมกบัการสรา้งรคิอมพ์บแินนทโ์ปรตนี BMP-2 ของมนุษย์ได้ด ี
ยนี BMP-2 ของมนุษยซ์ึ่งบรรจุอยู่ในพลาสมดิเวคเตอร ์pJET1.2 ถูกตดัด้วยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ NcoI 
และ BamHI  แลว้จงึท าการเชื่อมต่อกบัเวคเตอรพ์าหะ pET15b และ pET32a ซึง่ถูกตดัดว้ยเอนไซม ์
NcoI และ BamHI เช่นเดยีวกนัดว้ยหลกัการ Sticky end ligation จากนัน้ท าการ Transformation ดว้ย
วธิกีารเปลีย่นแปลงความรอ้น (Heat shock method) เขา้สู่เซลลเ์จา้บา้นชนิดทีเ่หมาะสม เวคเตอรพ์าหะ
ชนิด pET15b ซึง่บรรจุยนี ยนี BMP-2 ของมนุษย์ถูกน าเขา้สู่แบคทเีรยีสายพนัธุ์ E.coli BL21(DE3) 
และ Shuffle T7 express E.coli ตามล าดบั ส าหรบัเวคเตอรพ์าหะชนิด pET32a ซึง่บรรจุยนี BMP-2 
ของมนุษยถ์ูกน าเขา้สู่แบคทเีรยีสายพนัธุ์ Origami B  รคีอมพบ์แินนท์โคลนทีข่ ึน้บนอาหารเลีย้งเชื้อ
ภายใต้ยาปฏชิวีนะถูกตรวจสอบว่ามยีนี BMP-2 ของมนุษยใ์นเซลลเ์จา้บา้นแบคทเีรยีสายพนัธุด์งักล่าว
ดว้ยวธิ ีPCR และการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะชนิด NcoI และ BamHI ผลการวเิคราะห์พบชิน้ยนีที่
เพิม่จ านวนไดแ้ละชิน้ยนีทีถู่กตดัออกมามขีนาดคงเดมิ (406 คู่เบส) ซึง่แสดงใหเ้หน็ถงึผลส าเรจ็ในการ
ย้ายชิ้นยนี BMP-2 ของมนุษย์เข้าสู่เวคเตอร์ pET15b ในเซลล์เจ้าบ้าน E.coli BL21(DE3) และ 
Shuffle T7 express E.coli  รวมทัง้ประสบความส าเรจ็ในการส าหรบัยา้ยชิน้ยนี BMP-2 ของมนุษย์
เขา้สู่เวคเตอร ์pET32a ในเซลลเ์จา้บา้นสายพนัธุ ์Origami B  

การศกึษาแสดงออกของรคิอมพ์บแินนท์โปรตนี BMP-2 ของมนุษย ์โดยอาศยัเวคเตอรพ์าหะ
ชนิด pET15b และ pET32a อาศยัหลกัการของการเหนี่ยวน า T7 promoter และใช้ lysogen ของ 
bacteriophage DE3 และ T7 RNA polymerase เมื่อมีการกระตุ้นด้วย isopropyl-D-
thiogalactopyranoside (IPTG) ภายใต้อุณหภูมทิี ่30C และ 37C จากผลการทดลองสรุปไดว้่า มกีาร
แสดงออกของรคิอมพบ์แินนทโ์ปรตนี BMP-2 ของมนุษยข์นาด 14 กโิลดาลตนั โดยใชเ้วคเตอรพ์าหะ
ชนิด pET15b ในแบคทเีรยีสายพนัธุ ์E.coli BL21(DE3) และ Shuffle T7 express E.coli ในรปูแบบ 
inclusion bodies ในส่วน pellet เท่านัน้ ไม่พบการแสดงออกในส่วน supernatant เมื่อเลีย้งทีอุ่ณหภูม ิ
30C และ 37C  ในขณะทีผ่ลการแสดงออกของรคิอมพบ์แินนทโ์ปรตนี BMP-2 ของมนุษย ์โดยอาศยั
เวคเตอรพ์าหะชนิด pET32a พบว่า มกีารแสดงงออกของ hBMP-2 ขนาด 28 กโิลดาลตนั ในรปูแบบทัง้ 
soluble protein ในส่วน crude supernatant และพบ inclusion bodies ในส่วน pellet โดยจะพบการ
แสดงออกในรปูแบบ soluble protein ไดม้ากเมือ่ถูกชกัน าดว้ย IPTG ทีค่วามเขม้ขน้ต ่าประมาณ 0.1mM 
ดงัแสดงในการวเิคราะหด์ว้ย SDS-PAGE และ Western blotting โดยใชแ้อนตบิอดทีีจ่ าเพาะต่อ human 
mBMP-2 จากผลการแสดงออกของรคิอมพ์บแินนท์โปรตนี BMP-2 ของมนุษยภ์ายใต้การควบคุมด้วย 
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T7 promoter โดยม ีfusion protein ชนิด Thioredoxin (Trx) ร่วมดว้ยพบว่า การม ีTrx fusion protein 
รว่มอยูด่ว้ยสามารถช่วยการแสดงออกของรคิอมพบ์แินนทโ์ปรตนี BMP-2 ของมนุษยใ์หส้ามารถผลติใน
รปูแบบ soluble protein ได ้หากไม่ม ีfusion protein ชนิดนี้อยู่จะมกีารแสดงออกในรปูแบบ inclusion 
bodies เท่านัน้   

การศกึษาแสดงออกของรคิอมพ์บแินนท์โปรตนี BMP-2 ของมนุษย ์โดยอาศยัเวคเตอรพ์าหะ
ชนิด pEZZ18 อาศยัหลกัการของการเหนี่ยวน าภายใต้ lacUV5 promoter และ protein A promoter ใน
แบคทเีรยีสายพนัธุ์ E.coli XL1-Blue และ Shuffle Express E.coli โดยการวเิคราะห์โปรตนีด้วย
เทคนิค SDS-PAGE และ Western blotting โดยใชแ้อนตบิอดทีีจ่ าเพาะต่อ human mBMP-2 พบว่ามี
การแสดงออกของ hBMP-2 ขนาด 28 กโิลดาลตนั ทัง้ในส่วน soluble protein และส่วน pellet เมื่อท า
การแสดงออกที่อุณหภูม ิ30C และ 37C ภายใต้การชกัน าด้วย 1mM IPTG ซึ่งการแสดงออกที่
อุณหภูม ิ30C จะสามารถผลติ hBMP-2 ในรปูแบบ soluble protein ไดป้รมิาณมากกว่า จงึสรุปไดว้่า 
คณะผูว้จิยัประสบความส าเรจ็ในการผลติรคิอมพบ์แินนทโ์ปรตนี BMP-2 ของมนุษยภ์ายใต้การควบคุม
ของ lacUV5 promoter และ protein A promoter ในรปูแบบ soluble protein เมื่อมกีารแสดงออกที่
อุณหภูม ิ30C เมื่อชกัน าดว้ย 1mM IPTG ซึง่สรุปไดว้่าการม ีfusion protein ชนิด ZZ สามารถช่วยให้
โครงสร้างและการแสดงออกของรคิอมพ์บแินนท์โปรตีน BMP-2 ของมนุษย์ สามารถผลติในรูปแบบ 
soluble protein ได ้

การศกึษาการแยกบรสิุทธิข์องรคิอมพ์บแินนทโ์ปรตนี BMP-2 ของมนุษย ์ ท าโดยน าส่วนของ 
cytosol part (soluble protein) มาแยกบรสิุทธิด์ว้ยเทคนิคของ Ni-NTA affinity chromography โดยมี
หลกัการคอื การเกดิการจบักนัอย่างจ าเพาะระหว่างกรดอะมโินฮสีตดินีจ านวน 6 ตวั (6xHistidine tag) 
ซึง่จะเกดิการสรา้งพนัธะกบั Ni-NTA resin อย่างจ าเพาะและท าการชะลา้งออกจากคอลมัภด์ว้ยการเพิม่
ความเขม้ขน้ของ imidazole จากผลการทดลองสรุปไดว้่า คณะผูว้จิยัสามารถใชเ้ทคนิค Ni-NTA affinity 
chromography ส าหรบัการแยกบรสิุทธิร์คิอมพบ์แินนทโ์ปรตนี BMP-2 ของมนุษย ์โดยสามารถก าจดั
โปรตนีปนเป้ือนชนิดอื่นออกไปได้จ านวนมาก ซึ่งสามารถน าไปศกึษาฤทธิท์างชวีภาพในการกระตุ้น
เซลลก์ระดกูหรอืกระดกูอ่อนต่อไป 
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ปัญหาและอปุสรรค 
เซลลท์ีม่กีารแสดงออกของ Bone morphogenetic proteins ซึง่จะน ามาสกดัยนีนัน้มรีาคาสูงจงึ

ตอ้งอาศยัความรว่มมอืจากผูร้ว่มวจิยัภายนอกโดยผ่านทางนักวจิยัทีป่รกึษา เซลลน์ี้ต้องการอาหารเลีย้ง
เชื้อชนิดพิเศษต้องใช้ระยะเวลาสัง่ และมรีาคาสูง รวมทัง้การเพิ่มจ านวนเซลล์ให้มปีรมิาณเพยีงพอ
ค่อนข้างช้าต้องอาศยัระยะเวลานาน นอกจากนี้เนื่องจากการศกึษาวจิยัในครัง้นี้เกี่ยวขอ้งกบังานด้าน 
Molecular biology techniques และเป็นการเริม่ต้นการวจิยัของผูว้จิยั จงึต้องหาเครื่องมอืและอุปกรณ์ที่
ใหม้คีวามเหมาะสมกบัการทดลอง รวมทัง้ใชร้ะยะเวลาในการสัง่สารเคมหีรอืชุดสกดัต่างๆระยะหนึ่ง และ
ส่วนใหญ่มรีาคาค่อนขา้งสงู จงึท าใหม้อุีปสรรคบา้งในช่วงเริม่ตน้ของการวจิยั  นอกจากนี้ช่วงเวลาในการ
ท าวจิยันี้ส่วนหนึ่งขา้พเจา้ ดร.วราภรณ์ เกษกาญจน์ หวัหน้าโครงการได้อยู่ในช่วงการไดร้บัเชญิไปท า
วจิยัในฐานะ Visiting Researcher ณ มหาวทิยาลยันาโกย่า เมอืงนาโกย่า ประเทศญี่ปุ่น (ตัง้แต่วนัที ่20 
ตุลาคม 2551 จนถงึ 31 มนีาคม 2553 ตามทีไ่ดแ้จง้กบัทางผูอ้ านวยการฝ่ายวชิาการ สกว.ไดร้บัทราบ
ไปแล้วนั ้น )  นอกจากนี้ ข้าพเจ้าได้ย้ายสังกัดจากเดิมภาควิชาชีว เคมี คณะแพทยศาสตร ์
มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ จงัหวดัเชียงใหม่ เปลี่ยนสงักัดใหม่เป็นภาควิชาชีวเคม ีคณะวิทยาศาสตร์
การแพทย ์มหาวทิยาลยันเรศวร จงัหวดัพษิณุโลก จงึท าใหก้ารตดิตามผลการวจิยั การแก้ไขปญัหาและ
อุปสรรคมคีวามล่าช้าไปบ้าง แต่อย่างไรก็ดคีณะผู้วจิยัก็มคีวามตัง้ใจอุตสาหะในการด าเนินการวจิยัใน
โครงการน้ีใหบ้รรลุเป้าหมายตามวตัถุประสงคท์ีต่ ัง้ใว ้
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Output จากโครงการวิจยั 
 
 

1. ไดย้นีส าหรบั Bone Morphogenetic Protein-2 ของมนุษย ์และไดอ้งคค์วามรูใ้น
การศกึษารคีอมพบ์แินนทโ์ปรตนี Bone Morphogenetic Protein-2 ของมนุษย ์โดยใชเ้ซลลเ์จา้บา้น
แบคทเีรยี Escherichia coli เพื่อใชใ้นการศกึษาวจิยัดา้นกระดกูและกระดกูอ่อนต่อไป 

2. เผยแพรผ่ลงานวจิยัประชุมระดบันานาชาตใินรปูแบบโปสเตอร ์เรือ่ง  “Molecular 
Cloning of Gene Encoding Human Bone Morphogenetic Protein-2” The 2nd Thailand-Japan 
International Academic Conference (TJIA2009): Integrated Research for Sustainable 
Development, November 20, 2009 ณ มหาวทิยาลยัเกยีวโต เมอืงเกยีวโต ประเทศญีปุ่น่ (Abstract ใน
ภาคผนวก) 

3. เผยแพรผ่ลงานวจิยัประชุมระดบัชาตใินรปูแบบโปสเตอร ์หวัขอ้ Production of 
Recombinant Human Bone Morphogenetic Protein-2 (rhBMP-2) in Escherichia coli ในการประชุม
“นกัวจิยัรุน่ใหม.่..พบ...เมธวีจิยัอาวุโส สกว.” ครัง้ที ่10 ระหว่างวนัที ่14-16 ตุลาคม 2553 โรงแรมฮอลิ
เดยอ์นิน์ รเีจนท ์บชี ชะอ า จงัหวดัเพชรบุร ี(Abstract ในภาคผนวก) 
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