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บทคัดยอ 
สารอินเตอรลิวคิน 6 (IL-6) เปนซัยโตไคนที่สรางไดจากเซลลหลายชนิดและทําหนาที่ไดหลากหลาย ไดแก 

การชวยในกระบวนการสรางเม็ดเลือด การตอบสนองในระบบภูมิคุมกัน การสงเสริมการเจริญเติบโตของเซลล
หลายชนิด เชน เซลลพลาสมาไซโตมา และเซลลลูกผสม การศึกษาวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือผลิตโปรตีนรีคอม-
บิแนนท IL-6 (rIL-6) ของหนูเพ่ือใชเปนสารสงเสริมการเจริญเติบโตสําหรับเซลลลูกผสม โดยการสังเคราะหยีน 
IL-6 จาก cDNA ซึ่งเตรียมจากเซลลจากมามของหนูไมซสายพันธุ BALB/c ที่ถูกกระตุนดวยสาร lipopolysaccha-
ride จากน้ันโคลนยีน IL-6 เขาสู pQE32 vector และนําเขาสูแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ M15 แลวคัดเลือก
โคลน E. coli ที่มีรีคอมบิแนนทดีเอ็นเอ (pQE32:IL-6) ไปเหน่ียวนําใหมีการสรางโปรตีน rIL-6 ดวยสาร IPTG 
หลังจากน้ันทําให rIL-6 บริสุทธิ์ดวยวิธี affinity column chromatography แลวนําไปทํา refolding ใหเปนโปรตีนที่
ละลายนํ้าได นํา rIL-6 ที่ผลิตไดไปทดสอบสมบัติในการสงเสริมการเจริญเติบโตของเซลลกับเซลลลูกผสม C9B6 
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และเซลล myeloma ชนิด P3x-63-Ag8.653 ดวยวิธี proliferation assay ซึ่งพบวาโปรตีน rIL-6 ที่ความเขมขน 0.125 
นาโนกรัมตอมิลลิลิตร สามารถทําใหเซลลทั้งสองชนิดเจริญเติบโตเพ่ิมมากขึ้นอยางเห็นไดชัดเมื่อเปรียบเทียบกับ
การเล้ียงเซลลที่ใช mock การศึกษานี้แสดงใหเห็นวาสารสงเสริมการเจริญเติบโตซึ่งจําเปนสําหรับการโคลนและ
การเพาะเล้ียงเซลลลูกผสมใหมีประสิทธิภาพสามารถผลิตใชไดเองในหองปฏิบัติการทดแทนการใชสัตวทดลอง 
นอกจากน้ียังสามารถนําไปพัฒนาตอยอดใหไดผลผลิตปริมาณมากเพ่ือการพาณิชยและลดการนําเขาผลิตภัณฑจาก
ตางประเทศซึ่งมีราคาแพง 
 

คําสําคัญ : อินเตอรลิวคิน 6, โปรตีนรีคอมบิแนนท, เซลลลูกผสม, สารสงเสริมการเจริญเติบโต 
 

Abstract 
Interleukin-6 (IL-6) is a pleiotropic cytokine produced from various cell types and possess several 

biological functions such as in hematopoiesis, immune responses, growth factor for plasmacytoma and 
hybridoma cells. The purpose of this study was to produce a murine recombinant IL-6 (rIL-6) for use as a 
growth factor for hybridoma cells. Gene encoding the mouse IL-6 was amplified from the complementary DNA 
(cDNA) prepared from the spleen cells of a BALB/c mouse stimulated with lipopolysaccharide (LPS). The IL-6 
cDNA was cloned into pQE32 vector and subsequently transformed into Escherichia coli strain M15. The 
selected E. coli clone carrying recombinant DNA, pQE32:IL-6, was induced to express the rIL-6 protein by 
IPTG. After rIL-6 was purified by using affinity column chromatography and refolded to be a soluble form, it 
was tested for promoting growth of two cell types i.e., hybridoma (C9B6) and myeloma (P3x-63-Ag8.653) cells 
by using the proliferation assay. The concentration of rIL-6 at 0.125 ng/ml could conspicuously enhance growth 
of both cell types compared with the cells cultured in the identical concentration of mock medium. This study 
demonstrated that the growth factor which is necessary for efficient cloning and culturing hybridoma could be 
produced for in-house applications, replacement of using laboratory animals. Moreover, it could be further 
developed for mass production and commercialization leading to reduction of imported products which are very 
expensive. 
 

Key words: interleukin 6, recombinant protein, hybridoma cell, growth factor 
 

1. บทนํา 

สารอินเตอรลิวคิน 6 (interleukin-6, IL-6) 
เปนซัยโตไคนชนิดหน่ึงที่ผลิตไดจากเซลลหลายชนิด 
เชน เซลลแมคโครฟาจ (macrophages) เซลลเน้ือเยื่อ
เก่ียวพัน (fibroblasts) เซลลเยื่อบุผนังหลอดเลือด 

(endothelial cells) และเซลลลิมโฟซัยดชนิด T-helper 
(activated T-helper cells) IL-6 เปนไกลโคโปรตีนที่มี
ขนาดมวลโมเลกุลประมาณ 21-28 กิโลดัลตัน (kDa) 
ซึ่งขนาดมวลโมเลกุลของ IL-6 ขึ้นอยูกับกระบวนการ
ดัดแปลงโครงสรางโปรตีนที่เกิดขึ้นหลังจากกระบวน 
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การถอดรหัสโปรตีน (post-translational modifica-
tion) IL-6 ประกอบดวยกรดอะมิโนจํานวน 185 ตัว 
จากการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนในสัตวหลาย ๆ 
สปชีสพบวาลําดับกรดอะมิโนของ IL-6 ในสัตวแต
ละสปชีสมีความเหมือนกัน (identity) ที่สวนกลาง
ของโมเลกุล คือ ประมาณกรดอะมิโนลําดับที่ 40-100 
และที่สวนปลายดาน C (C-terminus) ที่กรดอะมิโน
ลําดับที่ 165-184 [1] และเมื่อเปรียบเทียบ IL-6 ของ
คนกับหนูพบวามีความคลายคลึงกัน (homology) ทั้ง
ในระดับ DNA (65 %) และในระดับโปรตีน (42 %) 
[2]  

IL-6 จัดเปน multifunctional cytokine 
เน่ืองจากมีหนาที่หลายอยาง ไดแก การควบคุมการ
ตอบสนองทางระบบภูมิคุมกัน acute phase reactions 
และกระบวนการสรางเซลลเม็ดเลือด เปนตน IL-6 มี
บทบาทตอการสรางอิมมิวโนโกลบูลิน (Ig) ของ B-
cell โดย IL-6 จะเหน่ียวนําให B-cell ที่ถูกกระตุนดวย 
Staphylococcus aureus Cowan I (SAC) [3] หรือ 
pokeweed mitogen (PWM) [4] ใหมีการสรางอิมมิว
โนโกลบูลิน (Ig) ชนิด IgM, IgG และ IgA นอกจากน้ี 
IL-6 ยังสามารถทําใหมีการแสดงออกของตัวรับ 
(receptor) ของ IL-6 บน T-cell และธัยโมซัยด [5,6] 
ทําใหมีการเจริญและมีการแบงตัวของ T-cell เมื่อถูก
กระตุนดวย PHA ทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงและ
แสดงหนาที่ของ cytotoxic T-cell (CTL) [7] อีกทั้ง 
IL-6 ยังสามารถทํางานสงเสริมกันกับ IL-3 ในการ
กระตุนใหเซลลตนกําเนิดเม็ดเลือดใหมีการแบงตัวใน
หลอดทดลอง [8] ไดอีกดวย นอกจากน้ี IL-6 มีหนาที่
ในการกระตุนเซลล PC12 ใหเจริญเปนเซลลประสาท 
[9-11] ชวยยืดอายุเซลลประสาทชนิด cholinergic ใน
ระหวางการเพาะเล้ียงในหองปฏิบัติการได [12] อีกทั้ง
ยังพบวา IL-6 ยังทําหนาที่เปน growth factor ของ

เซลลมะเร็งชนิด plasma cell ในหนู (murine 
plasmacytoma cells) [2,13] และเซลลมะเร็งในคน 
(myeloma cell) [14] 

ในขั้นตอนการทํา limiting dilution เพ่ือแยก
เซลลใหเปนเซลลเด่ียวของกระบวนการผลิตเซลล
ลูกผสม (hybridoma cells) เพ่ือสรางโมโนโคลนัล
แอนติบอดีน้ัน มีความจําเปนอยางยิ่งที่ตองเล้ียงเซลล
รวมกับ feeder cells เพ่ือชวยใหเซลลลูกผสมเจริญ 
เติบโตไดดี เน่ืองจาก feeder cells มีการหล่ัง growth 
factor ซึ่งตอมาพบวาคือสาร IL-6 [15] และเน่ืองจาก 
IL-6 เปนปจจัยที่สําคัญในการชวยสงเสริมการเจริญ 
เติบโตของเซลล โดยเฉพาะอยางยิ่งในเซลลมะเร็งทั้ง
ในคนและในสัตวทดลอง  (หนู) การพัฒนาการ
เพาะเล้ียงเซลลลูกผสมซึ่งมีสมบัติการเปนเซลลมะเร็ง
ชนิดหน่ึงในหลอดทดลอง (in vitro) โดยการเติม IL-6 
ซึ่งใชเปน growth factor ลงในอาหารเล้ียงเซลลจะ
ชวยทําใหเซลลมีการเจริญเติบโตไดดีขึ้น มีการผลิต
แอนติบอดีไดดีขึ้น [16] และชวยยับยั้งการเกิดเซลล
ตายแบบ apoptosis ได [17] จึงไดมีการนํา IL-6 มาใช
ในการเพาะเล้ียงเซลลไฮบริโดมาใหมีปริมาณเซลล
เพ่ิมมากขึ้นเพ่ือใหมีการสรางแอนติบอดีใหไดปริมาณ
มาก ด้ังน้ันการศึกษาวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือผลิต
โปรตีนชนิดรีคอมบิแนนทอินเตอรลิวคิน 6 ของหนู 
(recombinant IL-6, rIL-6) ชนิดละลายนํ้าได เพ่ือ
นํามาใชเปน growth factor สําหรับนําไปใชเปนสาร
สงเสริมการเจริญเติบโตของเซลลลูกผสม 
 

2. อุปกรณและวิธีการ 
2.1 การสกัดแยก total RNA และการ

สังเคราะหสาย complementary DNA (cDNA) 
กระตุนเซลลจากมามของหนูไมซ ชนิด 

BALB/c จํานวน 1x106 เซลล (ไดรับอนุเคราะหจาก 
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ผศ.ดร.พจนีย ศรีมาโนชญ) ดวยสาร lipopolysaccha-
ride (5 μg/ml) เปนเวลา 6 ช่ัวโมง ในตูเล้ียงเซลลที่มี  
5 % CO2 อุณหภูมิ 37 °C จากน้ันสกัดแยก total RNA 
จากเซลลที่ถูกกระตุนแลวดวย TRIzol® (Invitrogen, 
USA) และสังเคราะห complementary DNA (cDNA) 
จาก RNA ดวยวิธี reverse transcription โดยใชชุด
ทดสอบ Revert AidTM H Minus First Strand cDNA 
Synthesis Kit (Fermentas life sciences, USA) 

2.2 Polymerase chain reaction (PCR)  
เพ่ิมจํานวน DNA ของยีน IL-6 ดวยวิธี 

PCR โดยใช primers ที่จําเพาะซึ่งประกอบดวย 
forward primer: 5′-CGG ATC CCA GAA ACC 
GCT ATG AAG TT-3′ และ reverse primer: 5′-TGC 
TAA GCT TAG GCA TAA CGC ACT AGG T-3′ 
ในหน่ึงปฏิกิริยาปริมาตร 25 μl มีสวนผสม ไดแก 0.2 
mM dNTP, 1.5 mM MgCl2 , 0.2 μM IL-6 primers, 
0.04 unit Taq DNA polymerase (Fermentas life 
sciences, USA), 1x Taq buffer และ cDNA template 
1 μl นําสวนผสมไปทําปฏิกิริยาในเครื่องควบคุม
อุณหภูมิ Mastercycler Gradient  (Eppendorf, 
Germany) โดยใชสภาวะที่เหมาะสม คือ (1) primary 
denaturation ที่อุณหภูมิ 94 °C เปนเวลา 5 นาที       
(2) PCR cycle ประกอบดวย denaturation ที่อุณหภูมิ 
94 °C เปนเวลา 1 นาที annealing ที่อุณหภูมิ 55 °C 
เปนเวลา 1 นาที และ extension ที่อุณหภูมิ 72 °C เปน
เวลา 45 วินาที ตามลําดับ จํานวน 30 รอบ และ        
(3) final extension ที่อุณหภูมิ 72 °C เปนเวลา 10 นาที 
จากน้ันนําไปวิเคราะหช้ินสวน DNA ดวย 1 % 
agarose gel electrophoresis  

2.3 การโคลนยีน IL-6  
สกัดแยก IL-6 ออกจาก agarose gel โดย

ใชชุดทดสอบ GENECLEAN® II Kit (Biomedical, 

LLC, USA) แลวนําไปเช่ือมตอ (ligate) เขากับ 
cloning vector (pGEM®-T Easy Vector, Promega, 
USA) ดวยเอนไซม T4 DNA ligase  (Fermentas life 
sciences, USA) incubate ที่อุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 
18-24 ช่ัวโมง จากน้ันนํา recombinant plasmid 
(pGEM-T:IL-6) เขาสู competent E. coli สายพันธุ 
JM109 คัดเลือกโคโลนี E. coli ที่มี  inserted IL-6 ดวย
วิธี PCR หลังจากคัดเลือกโคโลนีไดแลว นําไปสกัด
แยก recombinant plasmid และนําไปตรวจสอบลําดับ
เบส (nucleotide sequence) ของยีน IL-6 ดวยวิธ ี
sequencing (Macrogen, Korea)  

2.4 การเคล่ือนยายยีน IL-6 เขาสู expression 
vector  

นํา recombinant plasmid (pGEM-T:IL-6) 
และ expression vector (pQE-32) ไปตัดดวยเอนไซม
ตัดจําเพาะ BamHI และ HindIII ที่อุณหภูมิ 37 °C เปน
เวลา 3 ช่ัวโมง และตรวจสอบดวยการ run บน 1 % 
agarose gel electrophoresis จากน้ันสกัดแยก IL-6 
และ pQE-32 ออกจาก agarose gel แลวทําการ
เช่ือมตอยีน IL-6 เขากับ pQE-32 ดวยเอนไซม T4 
DNA ligase ที่อุณหภูมิ 4 °C (16-22 ช่ัวโมง) นํา 
recombi-nant plasmid (pQE-32:IL-6) เขาสู 
competent E. coli สายพันธุ M15 (expression host) 
และเพาะเล้ียง transformed E. coli บนอาหารเล้ียงเช้ือ 
LB agar ที่มีสวนผสมของ 100 μg/ml ampicillin และ 
25 μg/ml kanamycin (LB-AK) จากน้ันสุมโคโลนีไป
ทํา PCR เพ่ือคัดเลือกโคลนที่มียีน IL-6 

2.5 การเหน่ียวนําใหมีการสรางโปรตีน 
recombinant IL-6 (rIL-6)  

เหน่ียวนําใหมีการสรางโปรตีน rIL-6 จาก
โคลน transformed E. coli ที่คัดเลือกไวแลว โดยเขี่ย
โคโลนีเด่ียวของแตละโคลนลงในอาหารเล้ียงเช้ือ
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ชนิด LB-AK broth ปริมาตร 1 ml นําไปบมพรอม
เขยาที่ความเร็วรอบ 250 rpm อุณหภูมิ 37 °C (16-18 
ช่ัวโมง) เพ่ือเตรียมเปน E. coli starter จากน้ันนํา E. 
coli starter ปริมาตร 100 μl เติมลงในอาหารเล้ียงเช้ือ
ชนิด LB-AK broth ปริมาตร 10 ml และนําไปบม
พรอมเขยาที่ความเร็ว 250 rpm อุณหภูมิ 37 °C เปน
เวลาประมาณ 3 ช่ัวโมง จนกระท่ังเซลลอยูในระยะ 
log phase (OD600nm = 0.5) แลวเติม IPTG ใหไดความ
เขมขนสุดทายเทากับ 1 mM และนําไปบมตอที่
อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 3 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาทํา
การปนตกตะกอนเซลลแบคทีเรียดวยความเร็ว    
3,500 x g ที่อุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 20 นาที จากน้ัน
ทําใหเซลลแตกดวยเครื่อง sonicator แลวนํา cell 
homoge-nate ไปปนดวยความเร็ว 12,000 x g ที่ 4 °C 
และแยกสวนที่เปน soluble และสวนที่เปน insoluble 
หรือตะกอน นําสวนที่เปนตะกอนไปปนลางดวย PBS 
3 ครั้ง แลวละลายตะกอนดวย buffer C (100 mM 
NaH2PO4, 10 mM Tris, 8 M Urea, pH 6.3) หลังจาก
น้ันนําโปรตีนที่เตรียมไวทั้ง 2 สวน คือ soluble และ 
insoluble ไปวิเคราะหดวยวิธี sodium dodecyl 
sulphate - polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) [18] และ Western blot analysis [19] โดยใช 
mouse anti-His (dilution 1 : 3,000) เปนแอนติบอดี
สําหรับตรวจตามตําแหนงของโปรตีน rIL-6   

2.6 การแยกโปรตีน rIL-6 ใหบริสุทธ์ิดวยวิธี 
affinity column chromatography 

เพาะเล้ียง E. coli starter ปริมาตร 2.5 ml 
ในอาหารเล้ียงเช้ือ LB-AK broth ปริมาตร 250 ml 
นําไปบมพรอมเขยาที่ความเร็ว 250 rpm อุณหภูมิ 37 
°C เปนเวลา 3 ช่ัวโมง จนกระทั่งเซลลอยูในระยะ log 
phase (OD600nm = 0.5) จากน้ันเติม IPTG ใหไดความ
เขมขนสุดทายเทากับ 1 mM และนําไปบมที่อุณหภูมิ 

37 °C ตออีก 3 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาทําการปน
ตกตะกอนเซลลแบคทีเรีย และปนลางตะกอนเซลล
ดวย PBS pH 7.4 จํานวน 3 ครั้ง เติม buffer B (100 
mM NaH2PO4, 10 mM Tris, 8 M Urea, pH 8) 
ปริมาตร 12 ml ลงในตะกอนเซลล ผสมใหเขากันที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลานําไป
ปนดวยความเร็ว 12,000 x g ที่อุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 
20 นาที เก็บแยกสวน supernatant นําไปผสมกับ Ni-
NTA resin ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง นาน 1 ช่ัวโมง 
จากน้ันนํา Ni-NTA resin ที่เตรียมไวใสลงใน column 
หลังจากลาง column ดวย buffer C  5 ml จํานวน 3 
ครั้งแลว ชะลางโปรตีน rIL-6 ที่ยึดติดกับ resin ดวย 
buffer D (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris, 8 M Urea, 
pH 5.9) ปริมาตร 10 ml เก็บโปรตีนที่ชะลางจาก 
column อยางตอเน่ืองใสลงในแตละหลอดทดลอง 
หลอดละ 1 ml จากน้ันทําการชะลาง column ตอดวย 
buffer E (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris, 8 M Urea, 
pH 4.5) ปริมาตร 10 ml และเก็บโปรตีนที่ชะลางจาก 
column หลอดละ 1 ml เชนเดียวกัน นําโปรตีนแตละ
สวนที่แยกไดจาก column ไปตรวจสอบความบริสุทธิ์
ดวยวิธี SDS-PAGE และ Western blot analysis  

2.7  Protein refolding  
นํา purified rIL-6 ไปทําการ refolding 

โดยการเติม refolding buffer (100 mM Tris-Cl, 100 
mM L-arginine, 2 mM NaEDTA, 0.5 mM oxidized-
glutathione, 5 mM reduced-glutathione, 1 mM 
PMSF) ปริมาตร 25 เทา ของปริมาตรโปรตีนที่
บริสุทธิ์ โดยการหยด refolding buffer ทีละหยด
พรอมกับการผสมใหเขากันดวยการปนเบา ๆ บน 
magnetic stirrer ที่อุณหภูมิ 4 °C เมื่อเติมบัฟเฟอรครบ
ปริมาตรแลว incubate ตอที่สภาวะเดิมเปนเวลา 18-20 
ช่ัวโมง จากน้ันนําไปทําใหมีความเขมขนมากขึ้นดวย 
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amicron tube ใหมีปริมาตรเหลือเพียง 5 ml นําไปปน
ตกตะกอนดวยความเร็ว 12,000 x g ที่อุณหภูมิ 4 °C 
เปนเวลา 10 นาที แบงสวน supernatant ไปตรวจ
วิเคราะหดวยวิธี SDS-PAGE และ Western blot 
analysis นําสวนที่เหลือไปทําใหปราศจากเช้ือโดยการ
กรองผาน membrane ที่มีขนาดรู (pore size) 0.22 
micron และคํานวณหาปริมาณโปรตีนดวยวิธี 
Bradford’s [20] 

นอกจากน้ีโปรตีนจากโคลน E. coli ที่มี 
empty pQE32 ไดถูกเตรียมคูขนานพรอมไปกับการ
เตรียม rIL-6 ที่ละลายนํ้าดวย เพ่ือนําไปใชเปนโปรตีน
ควบคุม (mock) สําหรับการทดสอบ cell proliferation 
assay  

2.8 Cell proliferation assay 
การทดสอบหนาที่ของ rIL-6 ในการเปน

สารสงเสริมการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งชนิด 
myeloma (P3x-63-Ag8.653) และเซลลลูกผสม 
(hybridoma, C9B6) โดยการเปรียบเทียบการเพ่ิม
จํานวนของเซลลดวยการทํา proliferation assay มี
ขั้นตอนดังน้ี (1) เพาะเลี้ยงเซลล myeloma และเซลล
ลูกผสม ใน RPMI 1640 medium ที่มี 10 % heat 
inactivated fetal bovine serum (FBS) เพาะบมใน 
CO2 incubator ที่อุณหภูมิ 37 °C จนกระทั่งไดเซลล
ประมาณ 80-90 % confluent เปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล
เปน RPMI 1640 ที่มี 2 % FBS และบมใน CO2 
incubator เปนเวลา 24 ช่ัวโมง (2) ทดสอบการ
เจริญเติบโตของเซลล myeloma และเซลลลูกผสม 
(cell proliferation) ที่ไดรับการกระตุนจากโปรตีน 
rIL-6 และ mock ที่ความเขมขนตาง ๆ โดยนําเซลลที่
ไดจากขอ (1) ดูดเซลลใสหลอด centrifuge ขนาด 15 
ml นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 100 x g เปนเวลา 8 
นาที เทสวน supernatant ออก แลวเติม RPMI 1640 

medium ปริมาตร 1 ml นับจํานวนเซลลและปรับ
ความเขมขนของเซลลใหมีความเขมขน  2x10 4 
cells/ml และแบงเซลลใสลงใน microtitre plate แบบ 
96 หลุม ปริมาตรหลุมละ 100 μl (2000 cells/well)  
จากน้ันเติมโปรตีน rIL-6/mock หลุมละ 100 μl ใหมี
ความเขมขนสุดทายเทากับ 0.125, 0.5, 2, 8 และ 32 
ng/ml ตามลําดับ ทําซ้ํา 3 หลุม ในแตละความเขมขน 
(triplicate) และทําการทดสอบอยางนอยสามครั้ง ใน
แตละครั้งของการทดสอบมีการทํา triplicate ของ
หลุมที่เปนเซลลควบคุม (baseline) ที่ไมไดเติม
โปรตีน rIL-6/mock  และหลุมที่เปน medium control 
(blank) ซึ่งมีอาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 เพียงอยาง
เดียว (200 μl) ทําการเพาะบมใน 5 % CO2 incubator 
เ ป น เ วล า  4  วั น  เ มื่ อ ค รบ เ วล า เ ติ มสี  resazurin 
(Molecular probes, USA) ความเขมขน 500 μg/ml ใส
หลุมละ 10 μl นําไปเพาะบมตอใน 5 % CO2 incuba-
tor เปนเวลา 5 ช่ัวโมง (3) อานผลการ proliferate ของ
เซลล  myeloma/เซลลลูกผสม ในสภาวะท่ีมี  rIL-6 
และ mock ที่ความเขมขนตาง ๆ โดยดูการเปล่ียนสี
ของสี resazurin จากสีฟาเปนสีชมพู วัดคา fluores-
cence ของสีที่เปล่ียนไปโดยใช excitation และ 
emission wavelength ที่ 560 และ 590 nm ตามลําดับ 
(4) Plot กราฟระหวางคาความเขมขนของโปรตีน 
และคา fluorescence เปรียบเทียบแนวโนมการ
เจริญเติบโตของเซลล myeloma/hybridoma ระหวาง
เซลลที่ไดรับการกระตุนดวย rIL-6 และ mock  
 

3. ผลการทดลอง 
3.1 Polymerase chain reaction (PCR) 

จากการทํา PCR เพ่ือเพ่ิมจํานวน IL-6 โดย
ใช cDNA เปน template และใช specific primer ที่
ออกแบบขึ้นเพ่ือใหมีความจําเพาะสําหรับยีน IL-6 

 M      



ปท่ี 21 ฉบับท่ี 5 (ฉบับพิเศษ) 2556                                                                                                    วารสารวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี 

 431 

ของหนู และการวิเคราะหช้ินสวน DNA ดวย 1 % 
agarose gel electrophoresis พบวา IL-6 มีขนาด 633 
base pairs ดังแสดงในรูปที่ 1             
 

 
 

รูปท่ี 1 PCR product ของยีน IL-6 (lane M: 100 bp 
DNA ladder, lane 1: ยีน IL-6) 

 
3.2 การโคลนยีน IL-6 และการเคล่ือนยาย 

recombinant DNA เขาสู expression vector 
เมื่อโคลนยีน IL-6 เขาสู cloning vector 

(pGEM-T) และนํา recombinant plasmid (pGEM-
T:IL-6) เขาสูเซลล E. coli สายพันธุ JM109 เปนลําดับ
แลว ทําการคัดเลือกโคลนท่ีมี inserted gene นําไป
ตรวจสอบลําดับเบส พบวายีน IL-6 มีลําดับเบส และ 
deduced amino acid เหมือนกับ IL-6 ที่ใชเปน
ตนแบบ (Mus musculus IL-6, GenBank Accession 
Number NM_031168.1) ที่ 100 % และหลังจากการ
เคล่ือนยาย IL-6 จาก pGEM-T:IL-6 เช่ือมตอกับ 
expression vector (pQE-32) และนํา pQE-32:IL-6 เขา
สู E. coli สายพันธุ M15 แลวทําการสุมเลือกโคโลนี
จํานวน 8 โคโลนี ไปตรวจสอบการมียีน IL-6 ดวยวิธี 
PCR พบวาทุกโคลนที่สุมเลือกไปทดสอบมียีน IL-6  

3.3 การเหน่ียวนําใหมีการสรางโปรตีน 
recombinant IL-6 (rIL-6) 

เมี่อนํา E. coli ทั้ง 8 โคลน (โคลนที่ไดจาก
ผลการทดลองที่ 3.2) ไปเหน่ียวนําใหมีการสราง
โปรตีน rIL-6 และตรวจสอบคุณลักษณะของโปรตีน
ดวยการทํา SDS-PAGE และ Western blot analysis 
พบวาทุกโคลนมีการแสดงออกของโปรตีน rIL-6 ที่มี
ขนาดประมาณ 22.6 kDa และโปรตีนน้ีเปน inclusion 
bodies อยูในสวนที่เปนตะกอนหรือ insoluble portion 
ดังแสดงในรูปที่ 2 
 

 
 

รูปท่ี 2 Western blot analysis ที่ probe ดวย mouse 
anti-His ของโปรตีน rIL-6 ที่แสดงออกใน
เซลล E. coli หลังจากถูกเหนี่ยวนําดวยสาร 
IPTG [lane M: standard protein markers, 
lane 1: โปรตีนจากสวน supernatant (soluble 
portion), lane 2: โปรตีนจากสวนตะกอน 
(insoluble portion), lane 3: โปรตีนจาก 
whole cell homogenate กอนการเหน่ียวนํา
ดวยสาร IPTG) 

 
3.4 การแยกโปรตีน rIL-6 ใหบริสุทธ์ิดวยวิธี 

affinity column chromatography 
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การสกัดโปรตีน rIL-6 จากเซลล E. coli 
และทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธี affinity column chromato-
graphy พบวาเมื่อชะลาง column ดวย elution buffer 
(buffer E) สามารถตรวจพบ rIL-6 ที่ถูก elute ออก

จาก column ไดใน fraction ที่หน่ึง (E1) และพบมี
ปริมาณสูงสุดใน fraction E2 จากน้ันปริมาณลดลง
เปนลําดับ ดังแสดงในรูปที่ 3  

 

 
 

รูปท่ี 3 Western blot analysis ที่ probe ดวย mouse anti-His ที่แสดงผลการ purify โปรตีน rIL-6 ดวย affinity 
column chromatography [lane M: standard protein markers, lanes 1-3: purified rIL-6 ที่ elute ดวย buffer 
D (แสดงเฉพาะ fractions D5-D7), lanes 4-9, purified rIL-6 ที่ elute ดวย buffer E (fractions E1-E6)] 

 
3.5 Protein refolding 

เน่ืองจาก rIL-6 ที่ผลิตไดเปน insoluble 
protein ไมสามารถนําไปใชทดสอบหนาที่ได จึงตอง
ทําการ refolding เพ่ือเปลี่ยนใหเปน soluble form 
กอน หลังจากการทํา refolding แลวตรวจวิเคราะห
โปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE และ Western blot 
analysis อีกครั้ง พบวาโปรตีน rIL-6 อยูในสวนนํ้า 
(supernatant) ดังแสดงในรูปที่ 4 และจากการหา
ปริมาณโปรตีน rIL-6 ที่เตรียมได พบวาไดปริมาณ
โปรตีนทั้งสิ้นประมาณ 100 μg (ความเขมขนเทากับ 
20 μg/ml) 

3.6 Cell proliferation assay 
การทดสอบสมบัติของโปรตีน rIL-6 ในการ

เปนสารสงเสริมการเจริญเติบโตของเซลลลูกผสม

และเซลลมะเร็ง myeloma โดยการทํา cell prolifera-
tion assay พบวาการเล้ียงเซลลในภาวะที่มี rIL-6 มี
การเพ่ิมจํานวนเซลลมากขึ้นต้ังแตใชความเขมขนของ 
rIL-6 เพียง 0.125 ng/ml (รูปที่ 5) เมื่อเปรียบเทียบกับ
การเล้ียงเซลลในภาวะที่ปราศจาก rIL-6 (0 ng/ml) 
และมีการเพ่ิมจํานวนเซลลมากกวาการใช  mock 
นอกจากนี้การเพ่ิมจํานวนของเซลลสัมพันธโดยตรง
กับการเพ่ิมความเขมขนของ  rIL-6 ในชวงความ
เขมขน 0.125-8 ng/ml  
 

4. วิจารณและสรุป 
IL-6 เปนสารซัยโตไคนที่ทําหนาที่ได

หลากหลาย โดยเฉพาะสมบัติในการเปนสารที่ชวยใน
การเจริญเติบโต  (growth  factor)  ของเซลลหลายชนิด  
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                                               (A)                (B)  
 

รูปท่ี 4 Soluble rIL-6 หลังจากการทํา refolding วิเคราะหดวย 12 % SDS-PAGE ที่ยอมดวย Coomassie Brilliant 
Blue G-250 (A) และ Western blot analysis ที่ probe ดวย mouse anti-His (B) [lane M: standard protein 
markers, lane 1: โปรตีน rIL-6 ที่ละลายนํ้า] 

 

  
(A) (B) 

 

รูปท่ี 5 กราฟแสดงการเพ่ิมจํานวนของเซลลลูกผสม C9B6 (A) และเซลลมะเร็ง myeloma (B) สัมพันธกับความ
เขมขนของโปรตีน rIL-6 และ mock 

 
สมบั ติ น้ี ถูก นํ าไปประยุกต ใช อย า งกว า งขวาง
โดยเฉพาะอยางยิ่งเซลลในกระบวนการสรางเซลล
ลูกผสมโดยใชเทคนิคไฮบริโดมา [13,15] ในระยะ
เริ่มแรก growth factor ที่ใชในขบวนการสรางเซลล
ลูกผสมน้ันไดจากการเพาะเล้ียงเซลล feeder ที่เตรียม
จากเซลลจากมามของหนูทดลอง ซึ่งอาจจะเลี้ยงรวม

กับเซลลลูกผสมหรือใชเพียงนํ้าเล้ียงเซลล feeder 
(feeder cell supernatant หรือ conditioned medium) 
ผสมลงในอาหารเล้ียงเซลล ซึ่งในการเตรียมเซลล 
feeder น้ันมีความยุงยากเนื่องจากตองใชสัตวทดลอง
เปนจํานวนมากอยางตอเน่ือง มีภาระในการจัดซื้อ/
จัดหา การเล้ียง และดูแลสัตวทดลอง นอกจากน้ีมีการ
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ใช conditioned medium ซึ่งไดจากนํ้าเล้ียงเซลลมะเร็ง 
เชน เซลลมะเร็งแมกโครฟาจ (macrophage cell line) 
ชนิด J774A.1 [21] ซึ่งยังมีขอดอยอีกหลายประการ
ไดแก ปริมาณหรือความเขมขนของ growth factor ใน 
conditioned medium นอย ตองใชในปริมาตรมากตอ
ครั้งทําใหมีโปรตีนอื่นเจือปนในอาหารเลี้ยงเซลลสูง
โดยเฉพาะอยางยิ่งโปรตีนจากซีรั่มที่ผสมอยูในอาหาร
เล้ียงเซลล และใน conditioned medium ยังมีของเสียที่
เกิดจากกระบวนการเมตาโบลิซึมของเซลลปนเปอน
อยูดวย ถามีปริมาณมากอาจมีความเปนพิษตอเซลล
ไฮบริโดมาได นอกจากน้ียังไมมีความคงทน (stable) 
เสียสภาพไดง าย  ไมสามารถเก็บไวใชในระยะ
ยาวนานได  และอีกประการหน่ึงคือการทําใหมี
มาตรฐาน (standardize) ทําไดยากเน่ืองจากการเตรียม 
conditioned medium ในแตละครั้งไมสามารถกําหนด
ความเขมขนของ growth factor หรือซัยโตไคนใหมี
ปริมาณที่แนนอนและเทากันทุกครั้งที่เตรียมได  

การผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนทจากแบคทีเรีย 
(prokaryotic system) มักพบปญหาการเกิดเปน 
inclusion bodies ทําใหไมสามารถนําโปรตีนไปใชใน
การทดสอบทางชีวภาพได ซึ่งสาเหตุอาจเน่ืองจากการ
มีโปรตีนที่ ถูกสรางขึ้นเปนจํานวนมากสะสมอยู
ภายในเซลล ทําใหมีผลกระทบตอภาวะสมดุลภายใน
เซลล หรือเกิดจากการใชสภาวะการเหน่ียวนําการ
สร างโปรตีนที่ ไม เหมาะสม  เชน  การ เ ลือกใช 
expression vector และ expression host ที่ไม
เหมาะสม รวมถึงปริมาณของสารเหน่ียวนํา อุณหภูมิ 
และระยะเวลาการเหน่ียวนํา ในงานวิจัยน้ีไดทําการหา
สภาวะที่เหมาะสมสําหรับการเหน่ียวนําใหมีการสราง
โปรตีน rIL-6 ที่ละลายนํ้าได โดยการปรับเปลี่ยน
ความเขมขนของสาร IPTG อุณหภูมิที่ใชในการ
เหน่ียวนํา อาหารท่ีใชเล้ียงโคลน E. coli  รวมท้ังการ

เปล่ียนชนิดของพลาสมิด  ไดแก  pGEX4T-1 และ 
pET20b+ (ไมไดแสดงผลการวิจัย) พบวาการปรับ 
เปล่ียนสภาวะตาง ๆ ไมสามารถเหน่ียวนําใหมีการ
ผลิตโปรตีน rIL-6 ออกมาในรูปของโปรตีนที่ละลาย
นํ้าได ซึ่งปญหาการเกิด inclusion bodies น้ียังพบได
จากงานหลายวิจัย อาทิเชน การผลิต rIL-6 ของหนู
จากโคลนแบคทีเรีย E. coli JM 101 ที่มีรีคอมบิแนนท
ดีเอ็นเอ pUC 9/IL-6 [22] การผลิต rIL-6 ของมนุษย
จากโคลนแบคทีเรีย E. coli BL21(DE3) Lys E ที่มี    
รีคอมบิแนนทดีเอ็นเอ pT7.7/IL-6 [23] และการผลิต 
rIL-6 ของมนุษยจากโคลนแบคทีเรีย E. coli 
BL21(DE3) ที่มีรีคอมบิแนนทดีเอ็นเอ pET28/IL-6  
[24] ดังน้ันผูวิจัยจึงใชวิธี refolding ในการปรับเปล่ียน 
rIL-6 ใหสามารถละลายนํ้าได อยางไรก็ตาม มีการ
รายงานวาการผลิต  rIL-6 โดยใช eukaryotic system 
เชน การใช Pichia pastoris สามารถผลิตโปรตีน
ออกมาในรูปแบบที่สามารถละลายในนํ้าได [25] แต
จะมีขอจํากัดในเรื่องของระยะเวลาการเล้ียงเซลลซึ่ง
จะใชเวลานานเปนสัปดาหในการเพาะเลี้ยง 

จากการทดสอบประสิทธิภาพการทํางานของ
โปรตีน rIL-6 ในการเปนสารสงเสริมการเจริญเติบโต
ของเซลลมะเร็ง myeloma ชนิด P3x-63-Ag8.653 และ
เซลลลูกผสม C9B6 พบวาโปรตีน rIL-6 สามารถทํา
ใหเซลลทั้งสองชนิดน้ีมีอัตราการเจริญเติบโตไดมาก
ขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับการทดลองควบคุมที่ไมมีการ
ใชโปรตีน rIL-6 เพ่ิมเติมในอาหารเล้ียงเซลล และ
พบวาเซลลจะเจริญเติบโตเปน plateau ที่ rIL-6 ความ
เขมขน 2 ng/ml นอกจากนี้ยังไดมีการนําโปรตีน   
rIL-6 ที่ผลิตไดไปใชเปนสารสงเสริมการเจริญเติบโต
ของเซลลลูกผสมในการทําโคลนน่ิงดวยวิธี limiting 
dilution พบวาโปรตีน rIL-6 ที่ผลิตไดจากการศึกษานี้ 
เมื่อนําไปผสมในอาหารเล้ียงเซลลใหมีความเขมขน 
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10 ng/ml ในการทํา limiting dilution พบวาสามารถ
สงเสริมใหมีการเจริญของโคลนในหลุมที่มีปริมาณ
เซลลนอย (ประมาณ 1 เซลลตอหลุม) โดยไมตองใช 
feeder cells หรือ growth factor อื่น ๆ (ไมไดแสดง
ผลการวิจัย) จากการวิจัยน้ีช้ีใหเห็นวาความกาวหนา
ทางอณูชีววิทยาทําใหสามารถผลิต growth factor 
ใชไดเองในหองปฏิบัติการ ทดแทนการใช feeder 
cells ที่เตรียมจากหนูทดลองและสามารถลดตนทุนใน
การสั่งซื้อ growth factor ได ในปจจุบันมีหลายบริษัท
ที่มีการผลิต growth factor ออกมาขายในทองตลาดซึ่ง
มีราคาแพงและมีอายุการใชงานสั้น ทําใหตนทุน
งานวิจัยสูงเน่ืองจากตองใชเปนจํานวนมากและใช
อยางตอเน่ืองในกระบวนการผลิตโมโนโคลนัล
แอนติบอดี และหากมีการนําโคลนที่ผลิตไดไปพัฒนา
ตออาจทําใหเกิดมูลคาทางการพาณิชยได 
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