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บทคัดย่อ 

การศึกษาเร่ือง “โปรตีน Mip ของเช้ือ Legionella สามารถกระตุน้การตอบสนองทางภูมิคุม้กนัดา้นสารนํ้ า 

ในกระต่ายทดลอง” มีวตัถุประสงค ์เพ่ือศึกษาความสามารถของโปรตีน Mip (macrophage infectivity potentiator) ใน

การกระตุน้การตอบสนองทางภูมิคุม้กนัดา้นสารนํ้าในกระต่ายทดลอง  

Legionella Mip protein ท่ีถูกสังเคราะห์ คือ Mip peptide 1 และ Mip peptide 2 ถูกนาํมาฉีดกระตุน้ผ่านทาง

ชั้นใตผ้ิวหนัง (Subcutaneous Injection) ในกระต่ายทดลอง 2 กลุ่ม ภายในระยะเวลา 125 วนั หลงัจากนั้นทาํการ

ตรวจวดัระดบัภูมิคุม้กนัในกระต่าย โดยการใชเ้ทคนิค indirect enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) พบว่า 

กระต่ายสามารถผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดี (polyclonal antibodies) ท่ีจาํเพาะต่อโปรตีน Mip ไดใ้นระดบัท่ีแตกต่าง

กนั โดยกระต่ายท่ีฉีดกระตุน้ดว้ย Mip peptide 1 สามารถกระตุน้ให้มีการสร้างแอนติบอดีไดม้ากกว่า Mip peptide 2 

  

คาํสําคญั:  Legionella pneumophila, Macrophage infectivity potentiator 

 

ABSTRACT 

This study in the topic of “Legionella Mip peptide can induce humoral immune response in the 

experimental rabbits” aim to verify the immunogenic properties of macrophage infectivity potentiator protein in 

inducing of humoral immune response in experimental rabbits. The synthetic Legionella Mip protein including Mip 

peptide 1 and Mip peptide 2 were subcutaneous injected into separating rabbit group within 125 days. Different 

rabbit anti-Mip polyclonal antibody level were determined by indirect enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA). Rabbit immunized with Mip peptide 1 produced anti-Mip antibodies higher than the rabbit immunized 

with Mip peptide 2. 

 

Keywords:  Legionella pneumophila, Macrophage infectivity potentiator    

วนัพฤหสับดทีี ่๑๖ สงิหาคม พ.ศ.๒๕๖๑  หน้า 2958 จดัโดย  บณัฑติวทิยาลยั  มหาวทิยาลยัรงัสติ 

mailto:amornrat.in@cmu.ac.th


 การประชมุนําเสนอผลงานวจัิยระดับบณัฑิตศึกษา 
ครัง้ท่ี ๑๓  ปีการศึกษา ๒๕๖๑ 

 

1. บทนํา 

เช้ือ Legionella เป็นสาเหตุของการระบาดของโรคปอดบวมรุนแรงขนาดใหญ่คร้ังแรกในหมู่ผูเ้ข้าร่วม

ประชุมของเหล่าทหารผ่านศึกอเมริกนัในเมือง Philadelphia ประเทศอเมริกาปี ค.ศ. 1976 (Fraser DW et al. 1977) 

ต่อมาในเดือนมกราคมปี ค.ศ. 1977 Dr. Joseph McDade ของศนูยค์วบคุมโรคไดท้าํการแยกเช้ือแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิด

การระบาดของโรค (McDade JE et al. 1977) จากการตรวจสอบพบว่าเช้ือท่ีทาํการแยกไดเ้ป็นเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ 

รูปร่างท่อน ซ่ึงในภายหลงัไดมี้การเรียกช่ือว่า Legionella pneumophila และไดเ้รียกการติดเช้ือน้ีว่า Legionnaires’ 

disease (Brenner DJ. et al. 1979) ความสามารถของเช้ือ L. pneumophila ท่ีจะทาํให้เกิดโรค Legionnaires ปัจจยัส่วน

ใหญ่มกัข้ึนอยูก่บัองคป์ระกอบและลกัษณะของผนงัเซลล ์ ซ่ึงส่วนของ outer membrane  ของเช้ือ L. pneumophila ถือ

ว่ามีความสาํคญัมาก ทั้งการมีปฏิสัมพนัธ์ระหว่างตวัเช้ือในการบุกรุกเขา้สู่ภายในเซลล์โฮสต์และการกระตุน้ให้เกิด

การตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนั  เน่ืองจากโปรตีนในชั้นของ outer membrane  เป็นส่วนท่ีสามารถจบักบั specific-

receptors (B cell receptors หรือ T cell receptors) ไดง่้ายมากกว่าส่วนอ่ืนๆ ทาํให้มีโอกาสท่ีจะเกิดการตอบสนองของ

ระบบภูมิคุม้กนัในร่างกายไดดี้ โดยโปรตีนท่ีมีความสาํคญัเก่ียวขอ้งกบัความรุนแรงในการก่อโรค  และการรอดชีวิต

ของเช้ือ L. pneumophila เช่น โปรตีน Mip (Macrophage infectivity potentiator)  ซ่ึงมีบทบาทในการเพ่ิมจาํนวน

ภายในเซลล์โฮสต์และการบุกรุกผ่านด่านป้องกนัของ lung epithelial (Wagner C et al. 2007) จากการศึกษาพบว่า

โปรตีน Mip มีการกระจายอยา่งสมํ่าเสมอในผนังเซลล์และ cytomembrane complex  แต่ไม่สามารถตรวจพบไดใ้น 

cytoplasm ของแบคทีเรีย (Helbig JH et al. 2001) นอกจากน้ีโปรตีน Mip สามารถถูกตรวจพบไดใ้นเช้ือ Legionella 

ทุกสปีชีส์ โดย epitope ของโปรตีน Mip มีความ conserve และจาํเพาะต่อเช้ือใน genus Legionella โดยไม่พบในเซลล์

โปรคาริโอตและยคูาริโอตอ่ืนๆ (Helbig JH et al. 1995) และมีการแสดงออกของ mip gene ตลอดเวลาในขณะท่ีเช้ือ 

L. pneumophila ยงัดาํรงชีวิตอยู่ (Kohler R, 2000, 2000) ดงันั้นการศึกษาในคร้ังน้ีจึงมุ่งเน้นการศึกษาความสามารถ

ของโปรตีน Mip (macrophage infectivity potentiator) ในการกระตุน้การตอบสนองทางภูมิคุม้กนัดา้นสารนํ้ าใน

กระต่าย เพ่ือนาํขอ้มูลท่ีได้นาํไปประยุกต์ใชแ้ละพฒันาต่อยอดในการศึกษาเช้ือ Legionella pneumophila ในแง่มุม

ต่างๆต่อไป  

 

2. วตัถุประสงค์การวจิัย 

เพ่ือศึกษาการกระตุน้การตอบสนองทางภูมิคุม้กนัดา้นสารนํ้ าในกระต่ายทดลองสายพนัธุ์ New Zealand 

White Rabbits ภายหลงัการฉีดกระตุน้ดว้ยโปรตีน Mip สังเคราะห์ 

 

3. การดําเนินการวจิัย 

3.1 Mip peptide สําหรับฉีดกระตุ้นภูมคุ้ิมกนัในกระต่าย 

 แอนติเจนท่ีใชก้ระตุน้ภูมิคุม้กนักระต่ายประกอบไปดว้ย เปปไทดส์ังเคราะห์ 2 ชนิดท่ีถูกสังเคราะห์ข้ึนให้มี

ลาํดบักรดอะมิโนเหมือนกบัส่วนของโปรตีน Mip ซ่ึงเป็นโปรตีนท่ีมีความจาํเพาะกบัเช้ือในสกุล Legionella  จาก

การศึกษาโครงสร้างและลาํดบักรดอะมิโนของโปรตีน Mip โดยอาศยัขอ้มูลจากฐานข้อมูล National Center for 

Biotechnology Information (NCBI)  และเลือกลาํดบักรดอะมิโนในสาย polypeptide ของโปรตีน Mip มา 2 ช่วงเปป

ไทด์ คือ  KKAD ENKVKGEAFLTENKNKPG (Mip peptide 1) มีขนาดความยาว 22 กรดอะมิโนและ 

KPGVVVLPSGLQYKV (Mip peptide 2) มีขนาดความยาว 15 กรดอะมิโน ซ่ึงช่วงเปปไทด์ทั้งสองไม่อยู่ในลาํดบั
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ของ signal peptide และมีค่าเฉล่ีย antigenic propensity ท่ีดี จากการประเมินผลดว้ยโปรแกรม Predicting Antigenic 

Peptides โดยเปปไทดท์ั้ง 2 เส้นน้ีเม่ือเปรียบเทียบจากโครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน Mip แลว้พบว่ามีรูปแบบเป็น linear  

ซ่ึง Peptide ทั้ง 2 เส้นถูกผลิตโดย GenScript (USA) สําหรับนาํมาใชใ้นการกระตุน้ภูมิคุม้กนัในกระต่าย เพ่ือผลิต 

polyclonal antibodies  

 3.2 การฉีดกระตุ้นภูมคุ้ิมกนัในกระต่าย 

 กระต่ายทดลองสายพนัธุ์ New Zealand White Rabbits เพศเมียอายปุระมาณ 3 เดือน จาํนวน 4 ตวันํ้ าหนกัตวั

ประมาณ 1,500 ถึง 2,000 กรัม จากศนูยป์ฎิบติัการสัตวท์ดลองแห่งชาติมหาวิทยาลยัมหิดลถูกแบ่งเป็น 2 กลุ่มๆละ 2 

ตวั และเม่ือมาถึงท่ีห้องปฏิบติัการจะไดรั้บการปรับตวัเขา้กบัสภาพแวดลอ้มในห้องปฏิบติัการเป็นเวลาอย่างน้อย 2 

สัปดาห์ในห้องควบคุมส่ิงแวดลอ้ม ในการฉีดกระตุน้คร้ังแรก Mip peptide 1 และ Mip peptide 2 จะถูกผสมร่วมกบั 

Freund’s complete adjuvant ในอตัราส่วนท่ีเท่ากนัโดยปรับให้มีปริมาณความเขม้ขน้ 2 mg/ml และฉีดเขา้ใตผ้ิวหนัง

กระต่ายแต่ละกลุ่ม สาํหรับการฉีดกระตุน้คร้ังต่อไปจะไดรั้บการฉีดกระตุน้เม่ือครบระยะเวลา 30, 45, 60 และ 92 วนั 

โดยจะใช ้Mip peptide แต่ละชนิดผสมร่วมกบั Freund’s incomplete adjuvant ในอตัราส่วนท่ีเท่ากนัปริมาณความ

เขม้ขน้ 1 mg/ml  

 กระต่ายแต่ละตวัจะถูกเจาะเก็บเลือดจากเส้นหลอดเลือดใบหูในวนัท่ี 0, 30, 45, 60, 92 ก่อนทาํการฉีด

กระตุน้และจะทาํการเจาะเก็บเลือดอีก 2 คร้ังในวนัท่ี 114 และ 125 แต่ละคร้ังจะทาํการเก็บเลือดกระต่ายปริมาตร 8-10 

ml และทาํการป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 2000 × g เป็นระยะเวลา 20 นาที ก่อนดูดซีร่ัมของกระต่ายและนาํซีร่ัมกระต่าย

ในกลุ่มเดียวกนัมาผสมรวมกนัและเก็บไวท่ี้ -80 องศาเซลเซียสเพ่ือใชใ้นการศึกษาต่อไป โดยการศึกษาคร้ังน้ีระเบียบ

วิธีวิจยัและจริยธรรมในการวิจยัสัตวท์ดลองไดผ้่านการอนุมติัจากคณะกรรมการกาํกบัการดูแลการเล้ียงและการใช้

สัตวท์ดลอง คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ 

 3.3 การตรวจวดัระดับภูมิคุ้มกนัในกระต่ายโดยวธิี Enzyme‐ linked immunosorbent assay (ELISA) 

 ทาํการวดัระดบัแอนติบอดีในกระต่ายในวนัท่ี 0, 30, 45, 60, 92, 114 และ 125 หลงัจากเร่ิมฉีดกระตุน้คร้ัง

แรกดว้ยวิธี indirect ELISA โดยทาํการเคลือบหลุมใน microtiter plate ดว้ย Mip peptide 1 หรือ Mip peptide 2 ท่ีมี

ความเขม้ขน้ 50 µg/ml ใน carbonate/bicarbonate buffer และหลงัจากป้องกนัการจบัของโปรตีนอ่ืนๆท่ีไม่จาํเพาะดว้ย

การบ่มดว้ย 5% (w/v) skim milk แลว้ ทาํการเติมซีร่ัมกระต่ายท่ีทาํการเจือจาง 1:100 ใน phosphate-buffered saline 

(PBS) ปริมาตร 50 µl ลงในแต่ละหลุมและทาํการบ่มท่ี 4 องศาเซลเซียส overnight เม่ือครบระยะเวลาทาํการลา้งและ

เติม HRP-conjugated swine anti-rabbit ท่ีทาํการเจือจาง 1:1000 ใน PBS ปริมาตร 50 µl ลงในหลุมและทาํการบ่มท่ี

อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชัง่โมง จากนั้นทาํการลา้งและเติม ABTS (2,2’-azino-di- [3-ethyl-benzothiazoline-6 sulfonic 

acid] diammonium salt) substrate และวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 416 นาโนเมตร โดยการทดสอบน้ีใชผ้ล

ท่ีไดจ้าก microtiter plate หลุมท่ีไม่มีการเคลือบโปรตีนใดๆเป็นตวัควบคุม (ดงัแสดงในรูปท่ี 1 และ 2) 

 

4. ผลการวจิัย 

จากการตรวจวดัระดบัแอนติบอดีในระดับภูมิคุม้กนัของกระต่ายทดลอง โดยวิธี indirect ELISA พบว่า 

กระต่ายท่ีไดรั้บการฉีดกระตุน้ดว้ย Mip peptide ผ่านทางชั้นใตผ้ิวหนังทั้งสองกลุ่ม เป็นระยะเวลา 125 วนัสามารถ

ผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความจาํเพาะต่อโปรตีน Mip ได ้และกระต่ายทั้งสองกลุ่มมีระดบัการสร้างภูมิคุม้กนั

วนัพฤหสับดทีี ่๑๖ สงิหาคม พ.ศ.๒๕๖๑  หน้า 2960 จดัโดย  บณัฑติวทิยาลยั  มหาวทิยาลยัรงัสติ 



 การประชมุนําเสนอผลงานวจัิยระดับบณัฑิตศึกษา 
ครัง้ท่ี ๑๓  ปีการศึกษา ๒๕๖๑ 

 

ท่ีแตกต่างกนั โดยพบว่ากระต่ายกลุ่มท่ีไดรั้บการฉีดกระตุน้ดว้ยโปรตีน Mip peptide 1 และ Mip peptide 2 มีระดบั

แอนติบอดีท่ีจาํเพาะต่อ Mip peptide เพ่ิมข้ึนจากเดิมประมาณ 3-4 เท่า (ดงัแสดงในรูปท่ี 1 และ 2) 

   

  
รูปท่ี 1 anti-Mip 1 antibodies ในกระต่ายกลุ่มท่ี 1 ท่ีฉีดกระตุน้ดว้ย Mip peptide 1 

 

  
รูปท่ี 2  anti-Mip 2 antibodies ในกระต่ายกลุ่มท่ี 2 ท่ีฉีดกระตุน้ดว้ย Mip peptide 2 

 

5. บทสรุปและข้อเสนอแนะ 

โปรตีน Mip เป็นโปรตีนท่ีเช้ือ Legionella ทุกสปีชีส์มีการแสดงออกตลอดเวลา ในขณะท่ีเช้ือ L. 

pneumophila ยงัดาํรงชีวิตอยู ่ดงันั้นการศึกษาโครงสร้างของโปรตีน Mip และเลือกลาํดบักรดอะมิโนในส่วนท่ีน่าจะ

สามารถกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัไดดี้จากการวิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม Predicting Antigenic Peptides แลว้นาํมาศึกษาต่อ 
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ในกระต่ายทดลอง โดยการนาํโปรตีน Mip ท่ีไดรั้บการสังเคราะห์ให้มีลาํดบักรดอะมิโนตรงตามท่ีตอ้งการนาํมาฉีด

กระตุน้กระต่าย แลว้ดูความสามารถในการตอบสนองของภูมิคุ ้มกนัดา้นสารนํ้ าของกระต่ายต่อโปรตีน Mip ทั้ง 2 

ชนิด พบว่า โปรตีนสังเคราะห์ทั้ง 2 ชนิดสามารถกระตุน้ให้เกิดการสร้างแอนติบอดีตอบสนองได ้โดยพบว่า Mip 

peptide 1 สามารถกระตุน้การสร้างแอนติบอดีไดดี้กว่า Mip peptide 2 เล็กนอ้ย ดงันั้นในการศึกษาต่อไป โปรตีน Mip 

1 สามารถใชเ้ป็น candidate antigen เพ่ือศึกษากลไกการป้องกนัไม่ให้เช้ือ Legionella เขา้สู่ host cell มีการศึกษาพบว่า

การใช ้L. pneumophila membranes สามารถกระตุน้การตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนัดา้นเซลล์ไดเ้ช่นเดียวกนัและ

สามารถป้องกนัหนูตะเภาจากโรค Legionnaires ไดดี้ (Blander SJ & Horwitz M A. 1991) ซ่ึงโปรตีน Mip สามารถ

พบไดใ้น membrane ด้วย ดงันั้ น Mip peptides อาจจะสามารถนาํมาใชเ้ป็น candidate antigen ในการกระตุน้การ

ตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนัในการพฒันาวคัซีนไดห้รือใชเ้ป็นแนวทางในการผลิต monoclonal antibody ท่ีจาํเพาะ

ต่อเช้ือ Legionella  เพ่ือมาใชใ้นการพฒันาวิธีการตรวจหาเช้ือต่อไปไดใ้นอนาคต อย่างเช่น วิธีการท่ีรวดเร็วในการ

ตรวจหาเช้ือ Legionella spp. ในนํ้า โดยอาจใช ้epifluorescence microscopy (Delgado-Viscogliosi P et al. 2005) หรือ 

การใชเ้ทคนิค Immunogold ในการตรวจสอบโปรตีน Mip บนผิวเซลล์ของเช้ือ Legionella (Helbig JH et al. 2001) 

เป็นตน้  
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