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บทคัดยอ 
สารอินเตอรลิวคิน 6 (IL-6) เปนซัยโตไคนที่สรางไดจากเซลลหลายชนิดและทําหนาที่ไดหลากหลาย ไดแก 

การชวยในกระบวนการสรางเม็ดเลือด การตอบสนองในระบบภูมิคุมกัน การสงเสริมการเจริญเติบโตของเซลล
หลายชนิด เชน เซลลพลาสมาไซโตมา และเซลลลูกผสม การศึกษาวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือผลิตโปรตีนรีคอม-
บิแนนท IL-6 (rIL-6) ของหนูเพ่ือใชเปนสารสงเสริมการเจริญเติบโตสําหรับเซลลลูกผสม โดยการสังเคราะหยีน 
IL-6 จาก cDNA ซึ่งเตรียมจากเซลลจากมามของหนูไมซสายพันธุ BALB/c ที่ถูกกระตุนดวยสาร lipopolysaccha-
ride จากน้ันโคลนยีน IL-6 เขาสู pQE32 vector และนําเขาสูแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ M15 แลวคัดเลือก
โคลน E. coli ที่มีรีคอมบิแนนทดีเอ็นเอ (pQE32:IL-6) ไปเหน่ียวนําใหมีการสรางโปรตีน rIL-6 ดวยสาร IPTG 
หลังจากน้ันทําให rIL-6 บริสุทธิ์ดวยวิธี affinity column chromatography แลวนําไปทํา refolding ใหเปนโปรตีนที่
ละลายนํ้าได นํา rIL-6 ที่ผลิตไดไปทดสอบสมบัติในการสงเสริมการเจริญเติบโตของเซลลกับเซลลลูกผสม C9B6 



วารสารวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี                                                                                                    ปท่ี 21 ฉบับท่ี 5 (ฉบับพิเศษ) 2556 

 426

และเซลล myeloma ชนิด P3x-63-Ag8.653 ดวยวิธี proliferation assay ซึ่งพบวาโปรตีน rIL-6 ที่ความเขมขน 0.125 
นาโนกรัมตอมิลลิลิตร สามารถทําใหเซลลทั้งสองชนิดเจริญเติบโตเพ่ิมมากขึ้นอยางเห็นไดชัดเมื่อเปรียบเทียบกับ
การเล้ียงเซลลที่ใช mock การศึกษานี้แสดงใหเห็นวาสารสงเสริมการเจริญเติบโตซึ่งจําเปนสําหรับการโคลนและ
การเพาะเล้ียงเซลลลูกผสมใหมีประสิทธิภาพสามารถผลิตใชไดเองในหองปฏิบัติการทดแทนการใชสัตวทดลอง 
นอกจากน้ียังสามารถนําไปพัฒนาตอยอดใหไดผลผลิตปริมาณมากเพ่ือการพาณิชยและลดการนําเขาผลิตภัณฑจาก
ตางประเทศซึ่งมีราคาแพง 
 

คําสําคัญ : อินเตอรลิวคิน 6, โปรตีนรีคอมบิแนนท, เซลลลูกผสม, สารสงเสริมการเจริญเติบโต 
 

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 

สารอินเตอรลิวคิน 6 (interleukin-6, IL-6) 
เปนซัยโตไคนชนิดหน่ึงที่ผลิตไดจากเซลลหลายชนิด 
เชน เซลลแมคโครฟาจ (macrophages) เซลลเน้ือเยื่อ
เก่ียวพัน (fibroblasts) เซลลเยื่อบุผนังหลอดเลือด 

(endothelial cells) และเซลลลิมโฟซัยดชนิด T-helper 
(activated T-helper cells) IL-6 เปนไกลโคโปรตีนที่มี
ขนาดมวลโมเลกุลประมาณ 21-28 กิโลดัลตัน (kDa) 
ซึ่งขนาดมวลโมเลกุลของ IL-6 ขึ้นอยูกับกระบวนการ
ดัดแปลงโครงสรางโปรตีนที่เกิดขึ้นหลังจากกระบวน 
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การถอดรหัสโปรตีน (post-translational modifica-
tion) IL-6 ประกอบดวยกรดอะมิโนจํานวน 185 ตัว 
จากการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนในสัตวหลาย ๆ 
สปชีสพบวาลําดับกรดอะมิโนของ IL-6 ในสัตวแต
ละสปชีสมีความเหมือนกัน (identity) ที่สวนกลาง
ของโมเลกุล คือ ประมาณกรดอะมิโนลําดับที่ 40-100 
และที่สวนปลายดาน C (C-terminus) ที่กรดอะมิโน
ลําดับที่ 165-184 [1] และเมื่อเปรียบเทียบ IL-6 ของ
คนกับหนูพบวามีความคลายคลึงกัน (homology) ทั้ง
ในระดับ DNA (65 %) และในระดับโปรตีน (42 %) 
[2]  

IL-6 จัดเปน multifunctional cytokine 
เน่ืองจากมีหนาที่หลายอยาง ไดแก การควบคุมการ
ตอบสนองทางระบบภูมิคุมกัน acute phase reactions 
และกระบวนการสรางเซลลเม็ดเลือด เปนตน IL-6 มี
บทบาทตอการสรางอิมมิวโนโกลบูลิน (Ig) ของ B-
cell โดย IL-6 จะเหน่ียวนําให B-cell ที่ถูกกระตุนดวย 
Staphylococcus aureus Cowan I (SAC) [3] หรือ 
pokeweed mitogen (PWM) [4] ใหมีการสรางอิมมิว
โนโกลบูลิน (Ig) ชนิด IgM, IgG และ IgA นอกจากน้ี 
IL-6 ยังสามารถทําใหมีการแสดงออกของตัวรับ 
(receptor) ของ IL-6 บน T-cell และธัยโมซัยด [5,6] 
ทําใหมีการเจริญและมีการแบงตัวของ T-cell เมื่อถูก
กระตุนดวย PHA ทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงและ
แสดงหนาที่ของ cytotoxic T-cell (CTL) [7] อีกทั้ง 
IL-6 ยังสามารถทํางานสงเสริมกันกับ IL-3 ในการ
กระตุนใหเซลลตนกําเนิดเม็ดเลือดใหมีการแบงตัวใน
หลอดทดลอง [8] ไดอีกดวย นอกจากน้ี IL-6 มีหนาที่
ในการกระตุนเซลล PC12 ใหเจริญเปนเซลลประสาท 
[9-11] ชวยยืดอายุเซลลประสาทชนิด cholinergic ใน
ระหวางการเพาะเล้ียงในหองปฏิบัติการได [12] อีกทั้ง
ยังพบวา IL-6 ยังทําหนาที่เปน growth factor ของ

เซลลมะเร็งชนิด plasma cell ในหนู (murine 
plasmacytoma cells) [2,13] และเซลลมะเร็งในคน 
(myeloma cell) [14] 

ในขั้นตอนการทํา limiting dilution เพ่ือแยก
เซลลใหเปนเซลลเด่ียวของกระบวนการผลิตเซลล
ลูกผสม (hybridoma cells) เพ่ือสรางโมโนโคลนัล
แอนติบอดีน้ัน มีความจําเปนอยางยิ่งที่ตองเล้ียงเซลล
รวมกับ feeder cells เพ่ือชวยใหเซลลลูกผสมเจริญ 
เติบโตไดดี เน่ืองจาก feeder cells มีการหล่ัง growth 
factor ซึ่งตอมาพบวาคือสาร IL-6 [15] และเน่ืองจาก 
IL-6 เปนปจจัยที่สําคัญในการชวยสงเสริมการเจริญ 
เติบโตของเซลล โดยเฉพาะอยางยิ่งในเซลลมะเร็งทั้ง
ในคนและในสัตวทดลอง  (หนู) การพัฒนาการ
เพาะเล้ียงเซลลลูกผสมซึ่งมีสมบัติการเปนเซลลมะเร็ง
ชนิดหน่ึงในหลอดทดลอง (in vitro) โดยการเติม IL-6 
ซึ่งใชเปน growth factor ลงในอาหารเล้ียงเซลลจะ
ชวยทําใหเซลลมีการเจริญเติบโตไดดีขึ้น มีการผลิต
แอนติบอดีไดดีขึ้น [16] และชวยยับยั้งการเกิดเซลล
ตายแบบ apoptosis ได [17] จึงไดมีการนํา IL-6 มาใช
ในการเพาะเล้ียงเซลลไฮบริโดมาใหมีปริมาณเซลล
เพ่ิมมากขึ้นเพ่ือใหมีการสรางแอนติบอดีใหไดปริมาณ
มาก ด้ังน้ันการศึกษาวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือผลิต
โปรตีนชนิดรีคอมบิแนนทอินเตอรลิวคิน 6 ของหนู 
(recombinant IL-6, rIL-6) ชนิดละลายนํ้าได เพ่ือ
นํามาใชเปน growth factor สําหรับนําไปใชเปนสาร
สงเสริมการเจริญเติบโตของเซลลลูกผสม 
 

2. อุปกรณและวิธีการ 
2.1 การสกัดแยก total RNA และการ

สังเคราะหสาย complementary DNA (cDNA) 
กระตุนเซลลจากมามของหนูไมซ ชนิด 

BALB/c จํานวน 1x106 เซลล (ไดรับอนุเคราะหจาก 
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ผศ.ดร.พจนีย ศรีมาโนชญ) ดวยสาร lipopolysaccha-
ride (5 μg/ml) เปนเวลา 6 ช่ัวโมง ในตูเล้ียงเซลลที่มี  
5 % CO2 อุณหภูมิ 37 °C จากน้ันสกัดแยก total RNA 
จากเซลลที่ถูกกระตุนแลวดวย TRIzol® (Invitrogen, 
USA) และสังเคราะห complementary DNA (cDNA) 
จาก RNA ดวยวิธี reverse transcription โดยใชชุด
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 ดวยวิธี 

PCR โดยใช primers ที่จําเพาะซึ่งประกอบดวย 
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 มีสวนผสม ไดแก 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 นําสวนผสมไปทําปฏิกิริยาในเครื่องควบคุม
อุณหภูมิ Mastercycler Gradient  (Eppendorf, 
Germany) โดยใชสภาวะที่เหมาะสม คือ (1) primary 
denaturation ที่อุณหภูมิ 94 °C เปนเวลา 5 นาที       
(2) PCR cycle ประกอบดวย denaturation ที่อุณหภูมิ 
94 °C เปนเวลา 1 นาที annealing ที่อุณหภูมิ 55 °C 
เปนเวลา 1 นาที และ extension ที่อุณหภูมิ 72 °C เปน
เวลา 45 วินาที ตามลําดับ จํานวน 30 รอบ และ        
(3) final extension ที่อุณหภูมิ 72 °C เปนเวลา 10 นาที 
จากน้ันนําไปวิเคราะหช้ินสวน DNA ดวย 1 % 
agarose gel electrophoresis  

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

ใชชุดทดสอบ GENECLEAN® II Kit (Biomedical, 

LLC, USA) แลวนําไปเช่ือมตอ (ligate) เขากับ 
cloning vector (pGEM®-T Easy Vector, Promega, 
USA) ดวยเอนไซม T4 DNA ligase  (Fermentas life 
sciences, USA) incubate ที่อุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 
18-24 ช่ัวโมง จากน้ันนํา recombinant plasmid 
(pGEM-T:IL-6) เขาสู competent E. coli สายพันธุ 
JM109 คัดเลือกโคโลนี E. coli ที่มี  inserted IL-6 ดวย
วิธี PCR หลังจากคัดเลือกโคโลนีไดแลว นําไปสกัด
แยก recombinant plasmid และนําไปตรวจสอบลําดับ
เบส (nucleotide sequence) ของยีน IL-6 ดวยวิธ ี
sequencing (Macrogen, Korea)  

2.4 การเคล่ือนยายยีน IL-6 เขาสู expression 
vector  

นํา recombinant plasmid (pGEM-T:IL-6) 
และ expression vector (pQE-32) ไปตัดดวยเอนไซม
ตัดจําเพาะ BamHI และ HindIII ที่อุณหภูมิ 37 °C เปน
เวลา 3 ช่ัวโมง และตรวจสอบดวยการ run บน 1 % 
agarose gel electrophoresis จากน้ันสกัดแยก IL-6 
และ pQE-32 ออกจาก agarose gel แลวทําการ
เช่ือมตอยีน IL-6 เขากับ pQE-32 ดวยเอนไซม T4 
DNA ligase ที่อุณหภูมิ 4 °C (16-22 ช่ัวโมง) นํา 
recombi-nant plasmid (pQE-32:IL-6) เขาสู 
competent E. coli สายพันธุ M15 (expression host) 
และเพาะเล้ียง transformed E. coli บนอาหารเล้ียงเช้ือ 
LB agar ที่มีสวนผสมของ 100 μg/ml ampicillin และ 
25 μg/ml kanamycin (LB-AK) จากน้ันสุมโคโลนีไป
ทํา PCR เพ่ือคัดเลือกโคลนที่มียีน IL-6 

2.5 การเหน่ียวนําใหมีการสรางโปรตีน 
recombinant IL-6 (rIL-6)  

เหน่ียวนําใหมีการสรางโปรตีน rIL-6 จาก
โคลน transformed E. coli ที่คัดเลือกไวแลว โดยเขี่ย
โคโลนีเด่ียวของแตละโคลนลงในอาหารเล้ียงเช้ือ
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ชนิด LB-AK broth ปริมาตร 1 ml นําไปบมพรอม
เขยาที่ความเร็วรอบ 250 rpm อุณหภูมิ 37 °C (16-18 
ช่ัวโมง) เพ่ือเตรียมเปน E. coli starter จากน้ันนํา E. 
coli starter ปริมาตร 100 μl เติมลงในอาหารเล้ียงเช้ือ
ชนิด LB-AK broth ปริมาตร 10 ml และนําไปบม
พรอมเขยาที่ความเร็ว 250 rpm อุณหภูมิ 37 °C เปน
เวลาประมาณ 3 ช่ัวโมง จนกระท่ังเซลลอยูในระยะ 
log phase (OD600nm = 0.5) แลวเติม IPTG ใหไดความ
เขมขนสุดทายเทากับ 1 mM และนําไปบมตอที่
อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 3 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาทํา
การปนตกตะกอนเซลลแบคทีเรียดวยความเร็ว    
3,500 x g ที่อุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 20 นาที จากน้ัน
ทําใหเซลลแตกดวยเครื่อง sonicator แลวนํา cell 
homoge-nate ไปปนดวยความเร็ว 12,000 x g ที่ 4 °C 
และแยกสวนที่เปน soluble และสวนที่เปน insoluble 
หรือตะกอน นําสวนที่เปนตะกอนไปปนลางดวย PBS 
3 ครั้ง แลวละลายตะกอนดวย buffer C (100 mM 
NaH2PO4, 10 mM Tris, 8 M Urea, pH 6.3) หลังจาก
น้ันนําโปรตีนที่เตรียมไวทั้ง 2 สวน คือ soluble และ 
insoluble ไปวิเคราะหดวยวิธี sodium dodecyl 
sulphate - polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) [18] และ Western blot analysis [19] โดยใช 
mouse anti-His (dilution 1 : 3,000) เปนแอนติบอดี
สําหรับตรวจตามตําแหนงของโปรตีน rIL-6   

2.6 การแยกโปรตีน rIL-6 ใหบริสุทธ์ิดวยวิธี 
affinity column chromatography 

เพาะเล้ียง E. coli starter ปริมาตร 2.5 ml 
ในอาหารเล้ียงเช้ือ LB-AK broth ปริมาตร 250 ml 
นําไปบมพรอมเขยาที่ความเร็ว 250 rpm อุณหภูมิ 37 
°C เปนเวลา 3 ช่ัวโมง จนกระทั่งเซลลอยูในระยะ log 
phase (OD600nm = 0.5) จากน้ันเติม IPTG ใหไดความ
เขมขนสุดทายเทากับ 1 mM และนําไปบมที่อุณหภูมิ 

37 °C ตออีก 3 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาทําการปน
ตกตะกอนเซลลแบคทีเรีย และปนลางตะกอนเซลล
ดวย 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 ผสมใหเขากันที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลานําไป
ปนดวยความเร็ว 12,000 x g ที่อุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 
20 นาที เก็บแยกสวน supernatant นําไปผสมกับ Ni-
NTA resin ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง นาน 1 ช่ัวโมง 
จากน้ันนํา Ni-NTA resin ที่เตรียมไวใสลงใน column 
หลังจากลาง column ดวย buffer C  5 ml จํานวน 3 
ครั้งแลว ชะลางโปรตีน rIL-6 ที่ยึดติดกับ resin ดวย 
buffer D (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris, 8 M Urea, 
pH 5.9) ปริมาตร 10 ml เก็บโปรตีนที่ชะลางจาก 
column อยางตอเน่ืองใสลงในแตละหลอดทดลอง 
หลอดละ 1 ml จากน้ันทําการชะลาง column ตอดวย 
buffer E (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris, 8 M Urea, 
pH 4.5) ปริมาตร 10 ml และเก็บโปรตีนที่ชะลางจาก 
column หลอดละ 1 ml เชนเดียวกัน นําโปรตีนแตละ
สวนที่แยกไดจาก column ไปตรวจสอบความบริสุทธิ์
ดวยวิธี 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 เทา ของปริมาตรโปรตีนที่
บริสุทธิ์ โดยการหยด refolding buffer ทีละหยด
พรอมกับการผสมใหเขากันดวยการปนเบา ๆ บน 
magnetic stirrer ที่อุณหภูมิ 4 °C เมื่อเติมบัฟเฟอรครบ
ปริมาตรแลว incubate ตอที่สภาวะเดิมเปนเวลา 18-20 
ช่ัวโมง จากน้ันนําไปทําใหมีความเขมขนมากขึ้นดวย 
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amicron tube ใหมีปริมาตรเหลือเพียง 5 ml นําไปปน
ตกตะกอนดวยความเร็ว 12,000 x g ที่อุณหภูมิ 4 °C 
เปนเวลา 10 นาที แบงสวน supernatant ไปตรวจ
วิเคราะหดวยวิธี SDS-PAGE และ Western blot 
analysis นําสวนที่เหลือไปทําใหปราศจากเช้ือโดยการ
กรองผาน membrane ที่มีขนาดรู (pore size) 0.22 
micron และคํานวณหาปริมาณโปรตีนดวยวิธี 
Bradford’s [20] 

นอกจากน้ีโปรตีนจากโคลน E. coli ที่มี 
empty pQE32 ไดถูกเตรียมคูขนานพรอมไปกับการ
เตรียม rIL-6 ที่ละลายนํ้าดวย เพ่ือนําไปใชเปนโปรตีน
ควบคุม (mock) สําหรับการทดสอบ cell proliferation 
assay  

2.8 Cell proliferation assay 
การทดสอบหนาที่ของ rIL-6 ในการเปน

สารสงเสริมการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งชนิด 
myeloma (P3x-63-Ag8.653) และเซลลลูกผสม 
(hybridoma, C9B6) โดยการเปรียบเทียบการเพ่ิม
จํานวนของเซลลดวยการทํา proliferation assay มี
ขั้นตอนดังน้ี (1) เพาะเลี้ยงเซลล myeloma และเซลล
ลูกผสม ใน RPMI 1640 medium ที่มี 10 % heat 
inactivated fetal bovine serum (FBS) เพาะบมใน 
CO2 incubator ที่อุณหภูมิ 37 °C จนกระทั่งไดเซลล
ประมาณ 80-90 % confluent เปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล
เปน RPMI 1640 ที่มี 2 % FBS และบมใน CO2 
incubator เปนเวลา 24 ช่ัวโมง (2) ทดสอบการ
เจริญเติบโตของเซลล myeloma และเซลลลูกผสม 
(cell proliferation) ที่ไดรับการกระตุนจากโปรตีน 
rIL-6 และ mock ที่ความเขมขนตาง ๆ โดยนําเซลลที่
ไดจากขอ (1) ดูดเซลลใสหลอด centrifuge ขนาด 15 
ml นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 100 x g เปนเวลา 8 
นาที เทสวน supernatant ออก แลวเติม RPMI 1640 

medium ปริมาตร 1 ml นับจํานวนเซลลและปรับ
ความเขมขนของเซลลใหมีความเขมขน  2x10 4 
cells/ml และแบงเซลลใสลงใน microtitre plate แบบ 
96 หลุม ปริมาตรหลุมละ 100 μl (2000 cells/well)  
จากน้ันเติมโปรตีน rIL-6/mock หลุมละ 100 μl ใหมี
ความเขมขนสุดทายเทากับ 0.125, 0.5, 2, 8 และ 32 
ng/ml ตามลําดับ ทําซ้ํา 3 หลุม ในแตละความเขมขน 
(triplicate) และทําการทดสอบอยางนอยสามครั้ง ใน
แตละครั้งของการทดสอบมีการทํา triplicate ของ
หลุมที่เปนเซลลควบคุม (baseline) ที่ไมไดเติม
โปรตีน rIL-6/mock  และหลุมที่เปน medium control 
(blank) ซึ่งมีอาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 เพียงอยาง
เดียว (200 μl) ทําการเพาะบมใน 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) ความเขมขน 500 μg/ml ใส
หลุมละ 10 μl นําไปเพาะบมตอใน 5 % CO2 incuba-
tor เปนเวลา 5 ช่ัวโมง (3) อานผลการ proliferate ของ
เซลล  myeloma/เซลลลูกผสม ในสภาวะท่ีมี  rIL-6 
และ mock ที่ความเขมขนตาง ๆ โดยดูการเปล่ียนสี
ของสี resazurin จากสีฟาเปนสีชมพู วัดคา fluores-
cence ของสีที่เปล่ียนไปโดยใช excitation และ 
emission wavelength ที่ 560 และ 590 nm ตามลําดับ 
(4) Plot กราฟระหวางคาความเขมขนของโปรตีน 
และคา fluorescence เปรียบเทียบแนวโนมการ
เจริญเติบโตของเซลล myeloma/hybridoma ระหวาง
เซลลที่ไดรับการกระตุนดวย rIL-6 และ mock  
 

3. ผลการทดลอง 
3.1 Polymerase chain reaction (PCR) 

จากการทํา PCR เพ่ือเพ่ิมจํานวน IL-6 โดย
ใช cDNA เปน template และใช specific primer ที่
ออกแบบขึ้นเพ่ือใหมีความจําเพาะสําหรับยีน IL-6 

 M      
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ของหนู และการวิเคราะหช้ินสวน DNA ดวย 1 % 
agarose gel electrophoresis พบวา 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 และการเคล่ือนยาย 

recombinant DNA เขาสู expression vector 
เมื่อโคลนยีน IL-6 เขาสู cloning vector 

(pGEM-T) และนํา recombinant plasmid (pGEM-
T:IL-6) เขาสูเซลล E. coli สายพันธุ JM109 เปนลําดับ
แลว ทําการคัดเลือกโคลนท่ีมี inserted gene นําไป
ตรวจสอบลําดับเบส พบวายีน IL-6 มีลําดับเบส และ 
deduced amino acid เหมือนกับ IL-6 ที่ใชเปน
ตนแบบ (Mus musculus IL-6, GenBank Accession 
Number NM_031168.1) ที่ 100 % และหลังจากการ
เคล่ือนยาย IL-6 จาก pGEM-T:IL-6 เช่ือมตอกับ 
expression vector (pQE-32) และนํา pQE-32:IL-6 เขา
สู E. coli สายพันธุ M15 แลวทําการสุมเลือกโคโลนี
จํานวน 8 โคโลนี ไปตรวจสอบการมียีน IL-6 ดวยวิธี 
PCR พบวาทุกโคลนที่สุมเลือกไปทดสอบมียีน IL-6  

3.3 การเหน่ียวนําใหมีการสรางโปรตีน 
recombinant IL-6 (rIL-6) 

เมี่อนํา E. coli ทั้ง 8 โคลน (โคลนที่ไดจาก
ผลการทดลองที่ 3.2) ไปเหน่ียวนําใหมีการสราง
โปรตีน rIL-6 และตรวจสอบคุณลักษณะของโปรตีน
ดวยการทํา SDS-PAGE และ Western blot analysis 
พบวาทุกโคลนมีการแสดงออกของโปรตีน rIL-6 ที่มี
ขนาดประมาณ 22.6 kDa และโปรตีนน้ีเปน inclusion 
bodies อยูในสวนที่เปนตะกอนหรือ insoluble portion 
ดังแสดงในรูปที่ 2 
 

 
 

รูปท่ี 2 Western blot analysis ที่ probe ดวย mouse 
anti-His ของโปรตีน rIL-6 ที่แสดงออกใน
เซลล E. coli หลังจากถูกเหนี่ยวนําดวยสาร 
IPTG [lane M: standard protein markers, 
lane 1: โปรตีนจากสวน supernatant (soluble 
portion), lane 2: โปรตีนจากสวนตะกอน 
(insoluble portion), lane 3: โปรตีนจาก 
whole cell homogenate กอนการเหน่ียวนํา
ดวยสาร IPTG) 

 
3.4 การแยกโปรตีน rIL-6 ใหบริสุทธ์ิดวยวิธี 

affinity column chromatography 
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การสกัดโปรตีน rIL-6 จากเซลล E. coli 
และทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธี affinity column chromato-
graphy พบวาเมื่อชะลาง column ดวย elution buffer 
(buffer E) สามารถตรวจพบ rIL-6 ที่ถูก elute ออก

จาก column ไดใน fraction ที่หน่ึง (E1) และพบมี
ปริมาณสูงสุดใน fraction E2 จากน้ันปริมาณลดลง
เปนลําดับ ดังแสดงในรูปที่ 3  

 

 
 

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

 
3.5 Protein refolding 

เน่ืองจาก rIL-6 ที่ผลิตไดเปน insoluble 
protein ไมสามารถนําไปใชทดสอบหนาที่ได จึงตอง
ทําการ refolding เพ่ือเปลี่ยนใหเปน soluble form 
กอน หลังจากการทํา refolding แลวตรวจวิเคราะห
โปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE และ Western blot 
analysis อีกครั้ง พบวาโปรตีน rIL-6 อยูในสวนนํ้า 
(supernatant) ดังแสดงในรูปที่ 4 และจากการหา
ปริมาณโปรตีน rIL-6 ที่เตรียมได พบวาไดปริมาณ
โปรตีนทั้งสิ้นประมาณ 100 μg (ความเขมขนเทากับ 
20 μg/ml) 

3.6 Cell proliferation assay 
การทดสอบสมบัติของโปรตีน rIL-6 ในการ

เปนสารสงเสริมการเจริญเติบโตของเซลลลูกผสม

และเซลลมะเร็ง myeloma โดยการทํา cell prolifera-
tion assay พบวาการเล้ียงเซลลในภาวะที่มี rIL-6 มี
การเพ่ิมจํานวนเซลลมากขึ้นต้ังแตใชความเขมขนของ 
rIL-6 เพียง 0.125 ng/ml (รูปที่ 5) เมื่อเปรียบเทียบกับ
การเล้ียงเซลลในภาวะที่ปราศจาก rIL-6 (0 ng/ml) 
และมีการเพ่ิมจํานวนเซลลมากกวาการใช  mock 
นอกจากนี้การเพ่ิมจํานวนของเซลลสัมพันธโดยตรง
กับการเพ่ิมความเขมขนของ  rIL-6 ในชวงความ
เขมขน 0.125-8 ng/ml  
 

4. วิจารณและสรุป 
IL-6 เปนสารซัยโตไคนที่ทําหนาที่ได

หลากหลาย โดยเฉพาะสมบัติในการเปนสารที่ชวยใน
การเจริญเติบโต  (growth  factor)  ของเซลลหลายชนิด  
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                                               (A)                (B)  
 

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

 

  
(A) (B) 

 

รูปท่ี 5 กราฟแสดงการเพ่ิมจํานวนของเซลลลูกผสม C9B6 (A) และเซลลมะเร็ง myeloma (B) สัมพันธกับความ
เขมขนของโปรตีน rIL-6 และ mock 

 
สมบั ติ น้ี ถูก นํ าไปประยุกต ใช อย า งกว า งขวาง
โดยเฉพาะอยางยิ่งเซลลในกระบวนการสรางเซลล
ลูกผสมโดยใชเทคนิคไฮบริโดมา [13,15] ในระยะ
เริ่มแรก growth factor ที่ใชในขบวนการสรางเซลล
ลูกผสมน้ันไดจากการเพาะเล้ียงเซลล feeder ที่เตรียม
จากเซลลจากมามของหนูทดลอง ซึ่งอาจจะเลี้ยงรวม

กับเซลลลูกผสมหรือใชเพียงนํ้าเล้ียงเซลล feeder 
(feeder cell supernatant หรือ conditioned medium) 
ผสมลงในอาหารเล้ียงเซลล ซึ่งในการเตรียมเซลล 
feeder น้ันมีความยุงยากเนื่องจากตองใชสัตวทดลอง
เปนจํานวนมากอยางตอเน่ือง มีภาระในการจัดซื้อ/
จัดหา การเล้ียง และดูแลสัตวทดลอง นอกจากน้ีมีการ
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ใช conditioned medium ซึ่งไดจากนํ้าเล้ียงเซลลมะเร็ง 
เชน เซลลมะเร็งแมกโครฟาจ (macrophage cell line) 
ชนิด J774A.1 [21] ซึ่งยังมีขอดอยอีกหลายประการ
ไดแก ปริมาณหรือความเขมขนของ growth factor ใน 
conditioned medium นอย ตองใชในปริมาตรมากตอ
ครั้งทําใหมีโปรตีนอื่นเจือปนในอาหารเลี้ยงเซลลสูง
โดยเฉพาะอยางยิ่งโปรตีนจากซีรั่มที่ผสมอยูในอาหาร
เล้ียงเซลล และใน conditioned medium ยังมีของเสียที่
เกิดจากกระบวนการเมตาโบลิซึมของเซลลปนเปอน
อยูดวย ถามีปริมาณมากอาจมีความเปนพิษตอเซลล
ไฮบริโดมาได นอกจากน้ียังไมมีความคงทน (stable) 
เสียสภาพไดง าย  ไมสามารถเก็บไวใชในระยะ
ยาวนานได  และอีกประการหน่ึงคือการทําใหมี
มาตรฐาน (standardize) ทําไดยากเน่ืองจากการเตรียม 
conditioned medium ในแตละครั้งไมสามารถกําหนด
ความเขมขนของ growth factor หรือซัยโตไคนใหมี
ปริมาณที่แนนอนและเทากันทุกครั้งที่เตรียมได  

การผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนทจากแบคทีเรีย 
(prokaryotic system) มักพบปญหาการเกิดเปน 
inclusion bodies ทําใหไมสามารถนําโปรตีนไปใชใน
การทดสอบทางชีวภาพได ซึ่งสาเหตุอาจเน่ืองจากการ
มีโปรตีนที่ ถูกสรางขึ้นเปนจํานวนมากสะสมอยู
ภายในเซลล ทําใหมีผลกระทบตอภาวะสมดุลภายใน
เซลล หรือเกิดจากการใชสภาวะการเหน่ียวนําการ
สร างโปรตีนที่ ไม เหมาะสม  เชน  การ เ ลือกใช 
expression vector และ expression host ที่ไม
เหมาะสม รวมถึงปริมาณของสารเหน่ียวนํา อุณหภูมิ 
และระยะเวลาการเหน่ียวนํา ในงานวิจัยน้ีไดทําการหา
สภาวะที่เหมาะสมสําหรับการเหน่ียวนําใหมีการสราง
โปรตีน rIL-6 ที่ละลายนํ้าได โดยการปรับเปลี่ยน
ความเขมขนของสาร IPTG อุณหภูมิที่ใชในการ
เหน่ียวนํา อาหารท่ีใชเล้ียงโคลน E. coli  รวมท้ังการ

เปล่ียนชนิดของพลาสมิด  ไดแก  pGEX4T-1 และ 
pET20b+ (ไมไดแสดงผลการวิจัย) พบวาการปรับ 
เปล่ียนสภาวะตาง ๆ ไมสามารถเหน่ียวนําใหมีการ
ผลิตโปรตีน rIL-6 ออกมาในรูปของโปรตีนที่ละลาย
นํ้าได ซึ่งปญหาการเกิด inclusion bodies น้ียังพบได
จากงานหลายวิจัย อาทิเชน 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    
รีคอมบิแนนทดีเอ็นเอ pT7.7/IL-6 [23] และการผลิต 
rIL-6 ของมนุษยจากโคลนแบคทีเรีย E. coli 
BL21(DE3) ที่มีรีคอมบิแนนทดีเอ็นเอ pET28/IL-6  
[24] ดังน้ันผูวิจัยจึงใชวิธี refolding ในการปรับเปล่ียน 
rIL-6 ใหสามารถละลายนํ้าได อยางไรก็ตาม มีการ
รายงานวาการผลิต  rIL-6 โดยใช eukaryotic system 
เชน การใช Pichia pastoris สามารถผลิตโปรตีน
ออกมาในรูปแบบที่สามารถละลายในนํ้าได [25] แต
จะมีขอจํากัดในเรื่องของระยะเวลาการเล้ียงเซลลซึ่ง
จะใชเวลานานเปนสัปดาหในการเพาะเลี้ยง 

จากการทดสอบประสิทธิภาพการทํางานของ
โปรตีน rIL-6 ในการเปนสารสงเสริมการเจริญเติบโต
ของเซลลมะเร็ง myeloma ชนิด P3x-63-Ag8.653 และ
เซลลลูกผสม C9B6 พบวาโปรตีน rIL-6 สามารถทํา
ใหเซลลทั้งสองชนิดน้ีมีอัตราการเจริญเติบโตไดมาก
ขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับการทดลองควบคุมที่ไมมีการ
ใชโปรตีน rIL-6 เพ่ิมเติมในอาหารเล้ียงเซลล และ
พบวาเซลลจะเจริญเติบโตเปน plateau ที่ rIL-6 ความ
เขมขน 2 ng/ml นอกจากนี้ยังไดมีการนําโปรตีน   
rIL-6 ที่ผลิตไดไปใชเปนสารสงเสริมการเจริญเติบโต
ของเซลลลูกผสมในการทําโคลนน่ิงดวยวิธี limiting 
dilution พบวาโปรตีน rIL-6 ที่ผลิตไดจากการศึกษานี้ 
เมื่อนําไปผสมในอาหารเล้ียงเซลลใหมีความเขมขน 
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10 ng/ml ในการทํา limiting dilution พบวาสามารถ
สงเสริมใหมีการเจริญของโคลนในหลุมที่มีปริมาณ
เซลลนอย (ประมาณ 1 เซลลตอหลุม) โดยไมตองใช 
feeder cells หรือ growth factor อื่น ๆ (ไมไดแสดง
ผลการวิจัย) จากการวิจัยน้ีช้ีใหเห็นวาความกาวหนา
ทางอณูชีววิทยาทําใหสามารถผลิต growth factor 
ใชไดเองในหองปฏิบัติการ ทดแทนการใช feeder 
cells ที่เตรียมจากหนูทดลองและสามารถลดตนทุนใน
การสั่งซื้อ growth factor ได ในปจจุบันมีหลายบริษัท
ที่มีการผลิต growth factor ออกมาขายในทองตลาดซึ่ง
มีราคาแพงและมีอายุการใชงานสั้น ทําใหตนทุน
งานวิจัยสูงเน่ืองจากตองใชเปนจํานวนมากและใช
อยางตอเน่ืองในกระบวนการผลิตโมโนโคลนัล
แอนติบอดี และหากมีการนําโคลนที่ผลิตไดไปพัฒนา
ตออาจทําใหเกิดมูลคาทางการพาณิชยได 
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