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บทคัดย่อ 
การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีเป็นสาเหตุที่ส าคัญของโรคไวรัสตับอักเสบแบบเฉียบพลันและเรื้อรัง และยังมีความเสี่ยง

ในการพัฒนาเป็นตับแข็งและมะเร็งตับ ออโตฟาจีเป็นกระบวนการที่เก่ียวข้องกับการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันในการท าลาย
ไวรัส ซ่ึงเชื้อไวรัสตับอักเสบบีสามารถใช้ประโยชน์จากกระบวนการออโตฟาจีในการเพิ่มจ านวนตัวเอง นอกจากน้ีพบว่าการเกิด
เอ็นไกลโคซิเลชั่นในส่วนโปรตีนบนผิวของเชื้อไวรัสตับอักเสบบีมีบทบาทเก่ียวข้องกับการอยู่รอดของไวรัสตับอักเสบบี โดย
ไวรัสสามารถหลบหลีกภูมิคุ้มกันที่จะมาท าลายได้ แต่ปัจจุบันยังไม่มีรายงานความเก่ียวข้องระหว่างเอ็นไกลโคซิเลชั่นในไวรัส
ตับอักเสบบีกับการเกิดกระบวนการออโตฟาจี ดังน้ันการศึกษาน้ีจึงมุ่งที่จะอธิบายบทบาทของการเกิดเอ็นไกลโคซิเลชั่นใน
บริเวณโปรตีนบนผิวเชื้อไวรัสตับอักเสบบีต่อการเกิดกระบวนการออโตฟาจี โดยโคลนยีน LHB และเปลี่ยนแปลงล าดับกรด  
อะมิโนบริเวณต าแหน่งที่ 4, 112 และ 309 ด้วยเทคนิค site-directed mutagenesis ถ่ายพลาสมิดที่มียีน LHB เข้าสู่
เซลล์มะเร็งตับ Huh7 พบว่าการแสดงออกของโปรตีน LHB มีขนาด 39 kDa (Non-glycosylated) และ 42 kDa 
(Glycosylated) และเม่ือตรวจสอบการเกิดเอ็นไกลโคซิเลชั่นด้วยเอนไซม์ PNGaseF พบว่า ในต าแหน่ง N309Q ไม่เกิดการ
เปลี่ยนแปลง จึงกล่าวได้ว่า ในต าแหน่งน้ีอาจเป็นต าแหน่งที่ส าคัญ ผลการศึกษาด้วยวิธี Immunoblotting โดยใช้แอนติบอดีที่
จ าเพาะต่อโปรตีน ATG9A, ATG12, ATG16L1 และ LC3 พบว่า ในต าแหน่ง N4Q, N112Q, และ N309Q ไม่มีการแสดงออก
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เม่ือเทียบกับ wild type จากการวิจัยเบื้องต้น จึงสรุปได้ว่า การเกิด N-glycosylation ของ L 
protein ที่มีการเปลี่ยนแปลงล าดับกรดอะมิโนบริเวณต าแหน่งที่ 4, 112 และ 309 ด้วยเทคนิค site-directed mutagenesis 
ในเซลล์ มะเร็งตับ Huh7 ไม่เก่ียวข้องกับกระบวนการการเกิดออโตฟาจี  
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Abstract 
Hepatitis B virus (HBV) infection is a major cause of acute and chronic hepatitis. In addition, chronic 

HBV infection is associated with the development of cirrhosis and hepatocellular carcinoma. Autophagy 
has been implicated in innate and adaptive immune responses to viral infection. HBV has been reported 
to enhance the autophagic process to benefit its replication. A recent study found that large surface 
protein of HBV (LHB) is modified by N-glycosylation. This modification of the HBV glycosylation pattern 
affects not only virion assembly and infectivity, but also immune escape. Currently, there are no any 
reports involving with the role of N-glycosylation in HBV proteins and autophagy, which is a process in 
HBV immune responses. Therefore, we aim to explore the role of N-glycosylation of hepatitis B surface 
protein in autophagy.  In this study, we constructed the LHB gene wild type and mutants of N-
glycosylation at amino acid position 4, 112 and 309 by site-directed mutagenesis technique. These 
constructs were transfected into Huh7 cells. Western blot analysis was used to detect the LHB protein 
with specific antibody showed 39KDa and 42 KDa size. After N-glycosylation detection by PNGsase F found 
N309 not converted the profile, therefore N309Q maybe plays an important position in N-glycosylation. 
ATG9A, ATG12, ATG16L1 and LC3 protein expression at N4Q, N112Q and N309Q were no significant value 
when comparing with wildtype in autophagy detection. This preliminary study were summarized that N-
glycosylation of L protein mutants at amino acid position 4, 112 and 309 by site-directed mutagenesis 
technique into Huh7 cells is not involved in autophagy process.   
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บทน า 
 การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (Hepatitis B virus; HBV) เป็นสาเหตุหน่ึงที่ส าคัญของการเกิดโรคตับอักเสบเฉียบพลัน 
(acute hepatitis) และโรคตับอักเสบเรื้อรัง (chronic hepatitis) ประชากรทั่วโลกมากกว่า 2000 ล้านคนมีการติดเชื้อหรือมี
ประวัติการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี ประมาณ 90% ของผู้ที่ติดเชื้อหายขาดจากโรค ส่วนอีกประมาณ 10% ไม่สามารถก าจัด
ไวรัสได้และมีการพัฒนาไปเป็นโรคไวรัสตับอักเสบบีเรื้อรัง นอกจากน้ียังพบว่าโรคไวรัสตับอักเสบบีเรื้อรังมีความสัมพันธ์กับ
การเกิดโรคตับแข็ง (cirrhosis) และโรคมะเร็งตับ (hepatocellular carcinoma) ซ่ึงน าไปสู่การเสียชีวิตของผู้ป่วยประมาณ 1 
ล้านคนต่อปี แม้ว่าปัจจุบันจะมีวัคซีนป้องกันไวรัสตับอักเสบบีแล้วก็ตาม   
 ออโตฟาจี (autophagy) จัดเป็นภูมิต้านทานด่านแรก ( innate immunity) ที่โฮสท์ใช้ในการก าจัดเชื้อพวก 
intracellular pathogens และช่วยกระตุ้นภูมิต้านทานด่านที่สอง (adaptive immunity) ในกระบวนการ antigen 
processing เพื่อน าเสนอแอนติเจนต่อ CD4+ T cells ไวรัสหลายชนิดได้มีการพัฒนากลไกเพื่อที่จะท าลายระบบการท างาน
ของ autophagy และใช้กระบวนการน้ีเพื่อส่งเสริมการเพิ่มจ านวนของตัวไวรัสเอง (viral replication) ตัวอย่างเช่น herpes 
simplex virus-1 (HSV-1), cytomegalovirus (CMV) และ Kaposi’s sarcoma herpes virus (KSHV) อย่างไรก็ตามไวรัส
บางชนิดไม่ได้ท าลายกระบวนการดังกล่าว ในทางตรงกันข้ามกลับกระตุ้นกระบวนการ autophagy และอาศัย autophagic 
vacuoles ในการเพิ่มจ านวน เช่น poliovirus, coronavirus, dengue virus และ hepatitis C virus (HCV) ส าหรับ HBV 
เม่ือไม่นานมาน้ีมีการศึกษาพบว่า HBV สามารถกระตุ้นให้เกิดกระบวนการ autophagy ในเซลล์เพาะเลี้ยง รวมถึงในตับของ
หนูทดลอง และผู้ป่วยที่ติดเชื้อ โดย HBV จะชักน า autophagy ผ่านทาง HBx protein โดยการจับกับ PI3KC3 ซ่ึงเป็น
เอนไซม์ที่ส าคัญในการเริ่มต้นของกระบวนการ จากน้ัน HBx จะกระตุ้นการท างานของ PI3KC3 การกระตุ้นให้เกิด
กระบวนการ autophagy ของ HBV มีความส าคัญในการเพิ่มจ านวนของตัวไวรัสเอง นอกจากน้ีในการศึกษาของ Tang H 
(2009) และคณะ พบว่า HBx protein ของ HBV ชักน ากระบวนการ autophagy โดยเพิ่มการแสดงออกของยีน Beclin 1 
นอกจาก HBV อาศัย HBx ในการเพิ่มจ านวนแล้ว การศึกษาของ Li J (2011) พบว่า small HBV surface proteins (SHBs) 
มีส่วนในการกระตุ้นกระบวนการออโตฟาจี  และยังช่วยในการเพิ่มจ านวนของ HBV ด้วยเช่นกัน 
 เม่ือไม่นานมาน้ีมีรายงานการศึกษาของ Lambert C (2007) และคณะ พบการเกิด N-Glycosylation ในส่วน 
large surface proteins ของ HBV (LHBs) การศึกษาเพิ่มเติมของ Yu D และคณะ (2014) เก่ียวกับบทบาทของ N-
Glycosylation ใน HBV พบว่าเก่ียวข้องกับการอยู่รอดของ HBV โดย HBV สามารถหลบหลีกภูมิคุ้มกันที่จะมาท าลายได้
เน่ืองจากมีการเติม N-glycan ซ่ึงอาจไปรบกวนการจับของแอนติบอดี ส าหรับกระบวนการออโตฟาจีซ่ึงจัดเป็นภูมิคุ้มกันชนิด
หน่ึงที่ช่วยในการท าลายเชื้อไวรัส ปัจจุบันยังไม่มีรายงานความเก่ียวข้องระหว่าง N-glycosylation ในเชื้อ HBV กับการเกิด
กระบวนการ autophagy ดังน้ันการศึกษาน้ีจึงมุ่งที่จะอธิบายบทบาทของการเกิด N-glycosylation ในเชื้อไวรัสตับอักเสบบี
บริเวณ large surface protein ต่อการเกิดกระบวนการออโตฟาจี ผลการศึกษาจะท าให้ทราบและเข้าใจถึงกลไกของไวรัสใน
การหลบหลีกการท าลายของระบบภูมิคุ้มกันมากยิ่งขึ้น ซ่ึงอาจน าไปสู่แนวทางในการรักษาใหม่ๆ หรือพัฒนาวัคซีนที่มี
ประสิทธิภาพได้ในอนาคต 
 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 1.เพื่อศึกษาบทบาทของการเกิดเอ็นไกลโคซิเลชั่นบริเวณโปรตีนบนผิวของเชื้อไวรัสตับอักเสบบีต่อการเกิด
กระบวนการออโตฟาจีในเซลล์มะเร็งตับ 
 
ระเบียบวิธีวิจัย 
 
1. Cloning LHB gene 

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (Polymerase Chain reaction;PCR) ด้วย primers ที่
จ าเพาะต่อยีน LHB และเชื่อมต่อผลิตภัณฑ์ PCR กับเวคเตอร์ pGEM-T เพื่อถ่ายรีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอเข้าสู่เชื้อ Escherichia 
coli  DH5α ซ่ึงเป็นการโคลนยีน PreS1, Pre S2 และ S ที่สร้างโปรตีนบนผิวของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (large HBsAg; LHB)  
และตรวจสอบโคลนที่ได้ด้วยวิธี colony PCR เอนไซม์ตัดจ าเพาะ และวิธี sequencing 
 
 



 

2. Site-directed mutagenesis 
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดยเทคนิค PCR โดยดีเอ็นเอต้นแบบอยู่ในรูปพลาสมิด (pGEM-T) ที่มียีน LHB และใช้ 

mutagenic primers ที่เปลี่ยนแปลงล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณต าแหน่งที่ต้องการ เพื่อศึกษาการเกิด N-glycosylation ใน
ส่วน large surface proteins ของ HBV (LHBs) ซ่ึงการทดลองครั้งน้ี ได้เปลี่ยนแปลงล าดับนิวคลีโอไทด์ 3 ต าแหน่ง คือใน
ต าแหน่งกรดอะมิโนที่ 4 (N4), 112 (N112) และ 309 (N309) จากน้ันน า PCR product ที่ได้มาตัดด้วยเอนไซม์ DpnI เพื่อ
ย่อยดีเอ็นเอต้นแบบ และ transform เข้าสู่เช้ือ Escherichia coli DH5α และตรวจสอบ mutants ที่ได้ด้วยวิธี sequencing 

 
3. Sub-cloning into mammalian expression vector  

น าพลาสมิด (pGEM-T) ที่มียีน LHB มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ และเชื่อมต่อกับเวคเตอร์ pcDNA3.1 และท าการ
ถ่ายรีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอเข้าสู่เชื้อ Escherichia coli  DH5α และตรวจสอบโคลนที่ได้ด้วยวิธี colony PCR เอนไซม์ตัด
จ าเพาะ และวิธี sequencing 
 
4. Transfection of constructs to mammalian cell lines 

น าพลาสมิด pcDNA3.1 ที่มียีน LHB มาถ่ายไปยังเซลล์มะเร็งตับ HuH-7 cells โดย Lipofectamine 2000 และ
ตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน LHB โดยวิธี western blotting 
 
5. Detection of Glycosylation 

ตรวจสอบการเกิด N-glycosylationด้วยเอนไซม์ peptide-N4-(N-acetyl-ú-D-glucosaminyl) asparagine 
amidase (PNGase F) จากน้ัน run polyacrylamide gel electrophoresis ที่มี sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE) 
และ immunoblotting  

 
6. Autophagy detection 

ประเมินโดยตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนในวิถีออโตฟาจีด้วยวิธี western blotting ใช้แอนติบอดีต่อโปรตีน 
LC3 และโปรตีนอ่ืนๆ ที่เก่ียวข้อง  
 
7. Statistical analysis 

ตัวแปรเชิงปริมาณจะแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน การวิเคราะห์ทางสถิติได้ด าเนินการโดยใช้การ
ทดสอบที ส าหรับข้อมูลเชิงปริมาณ (Student’s t-test) และการทดสอบไคสแควร์ ส าหรับตัวแปรเชิงคุณภาพ (Chi-square 
test) พิจารณาความแตกต่างของค่านัยส าคัญทางสถิติที่ p <0.05 
 
ผลการวิจัย 

ผลการโคลนยีน PreS1, PreS2 และ S โดยเทคนิค PCR ด้วย primers ที่จ าเพาะต่อยีน LHB และเชื่อมต่อ
ผลิตภัณฑ์ PCR กับเวคเตอร์ pGEM-T เพื่อถ่ายรีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอเข้าสู่เชื้อ Escherichia coli  DH5α พบว่า ผลของการ
คัดเลือกโคโลนีบนอาหารคัดเลือก 2xYT โดยวิธีการ spread plate เกิดโคโลนีสีขาวบนอาหารคัดเลือก 2xYT ที่มีสารปฏิชีวนะ
แอมพิซิลิน และผลตรวจสอบโคลนที่ได้ด้วยวิธี colony PCR โดยเช็คขนาดของ PCR product ที่ได้โดยวิธี electrophoresis 
โดยใช้ 1% agarose gel โดย Load PCR product 3 µl/lane และใช้ marker Quick-Load® Purple 2-Log DNA 
Ladder (0.1 - 10.0 kb) พบว่า PCR product พบว่า P2PGEM มีขนาดประมาณ 4 kb  

 

Lane 1: Marker 
Lane 2: P2 PGEM-T 
Lane 3: N4 PGEM-T 
Lane 4: N112 PGEM-T 
Lane 5: N309 PGEM-T 
 



 

ภาพที่ 1 แสดงผลิตภัณฑ์ PCR กับเวคเตอร์ pGEM-T ของ mutants ของยีน LHB  
ที่ได้จากการ run gel electrophoresis 

 

 
ภาพที่ 2 แสดงโคโลนีของรีคอมบิแนนท์ดีเอ็นดีของยีน LHB ที่อยู่ในเวคเตอร์  pcDNA3.1 บนอาหารคัดเลือก 2xYT 

 
ผลการเปลี่ยนแปลงล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณต าแหน่งในต าแหน่งกรดอะมิโนที่ 4 (N4), 112 (N112) และ 309 

(N309)  โดยใช้เทคนิค Site-directed mutagenesis แล้ว transform เข้าสู่เชื้อ Escherichia coli  DH5α เกิดโคโลนีสีชาว 
และมี PCR product กับเวคเตอร์ pGEM-T ของ mutants มีขนาดประมาณ 4 kb หลังจากน้ัน Sub-cloning เข้าสู่เวคเตอร์
ของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม (mammalian expression vector) โดยน าพลาสมิด (pGEM-T)ที่มียีน LHB หรือ mutants ของยีน 
LHB มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ NheI และ HindIII เพื่อเปลี่ยน vector จาก PGEM-T vector ไปเป็น mammalian 
expression vector ซ่ึงในที่น้ีจะใช้ pcDNA3.1 พบว่า จะได้แถบของพลาสมิด (pGEM-T) ที่มียีน LHB หรือ mutants ของ
ยีน LHB 2 แถบ ซ่ึงประกอบไปด้วยส่วนของชิ้น DNA insert มีขนาดประมาณ 1200 bp และขนาดของ PGEM-T vector มี
ขนาดประมาณ 3000 bp จากน้ันน าชิ้น insert มาเชื่อมต่อกับเวคเตอร์ pcDNA3.1 โดยท าการ ligation และท าการถ่ายรี
คอมบิแนนท์ดีเอ็นเอเข้าสู่เชื้อ Escherichia coli  DH5α โดยคัดเลือกโคโลนีบนอาหารคัดเลือก 2xYT ด้วยวิธีการ spread 
plate ให้ผลโคโลนีสีขาวบนอาหาร เม่ือได้โคโลนีของรีคอมบิแนนท์ดีเอ็นดีของยีน LHB แล้ว ก็ท าการตรวจสอบโคลนที่ได้ด้วย
วิธี colony ของยีน LHB กับเวคเตอร์ pcDNA3.1 ที่มีการเปลี่ยนแปลงล าดับนิวคลีโอไทด์ พบว่า แถบผลิตภัณฑ์ PCR กับ
เวคเตอร์ pcDNA3.1 ของ mutants ของยีน LHB มีขนาดประมาณ 5-6 kb จากน้ันตรวจสอบโคลนที่ได้ด้วยเอนไซม์ตัด
จ าเพาะ และวิธี sequencing เพื่อยืนยันผลการทดลอง  

 

      
ภาพที่ 3 แสดงผลิตภัณฑ์ PCR กับเวคเตอร์ pcDNA3.1 ของ mutants ของยีน LHB  

ที่ได้จากการ run gel electrophoresis 
 

ผลการน าพลาสมิด pcDNA3.1 ที่มียีน LHB มาถ่ายไปยังเซลล์มะเร็งตับ Huh-7 cells โดย Lipofectamine 2000 
โดยมีกลุ่มการทดลองควบคุมคือ GFP ATG16L1 (reporter genes) โดยใช้กล้องสเตอริโอฟลูออเรสเซนต์ หลังจาก 
transfection 72 ชั่วโมง ท าการเก็บ cell lysate และ supernate เพื่อน าไปวิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีน พบว่า
เปอร์เซนต์การถ่ายไปยังเซลล์ Huh7 มี 70 เปอร์เซนต์ จากน้ันเก็บเซลล์ เพื่อตรวจสอบ L protein (โปรตีนของไวรัสตับ
อักเสบบี) ด้วยวิธี western blotting โดยใช้แอนติบอดี PreS1 พบว่ามีการแสดงออกของโปรตีน LHB ขนาด 39 kDa (Non-
glycosylated) และ 42 kDa (Glycosylated) เม่ือท าการถ่ายใน 12-well plate  
 

Lane 1: Marker 
Lane 2: P2 pcDNA3.1 
Lane 3: N4 pcDNA3.1 
Lane 4: N112 pcDNA3.1 
Lane 5: N309 pcDNA3.1 

 



 

 
ภาพที่ 4 การสังเกตดูเปอร์เซนต์ของการ transfection ของ Huh7 cell line โดยใช้  

   plasmid ATG16L1 ที่มี GFP เป็นยีนรายงานผล (reporter genes) 
 

ผลการศึกษาการเกิด N-glycosylation หลังจากท าการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน LHB ด้วยเอนไซม์ 
peptide-N4-(N-acetyl-ú-D-glucosaminyl) asparagine amidase (PNGase F) โดย run polyacrylamide gel 
electrophoresis ที่มี sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE) และท าการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนอีกครั้ง โดย
วิธีการ western blotting โดยใช้แอนติบอดี PreS1 (AP2) ในการตรวจสอบ พบว่า การแสดงออกของโปรตีน LHB ขนาด 39 
kDa (Non-glycosylated) และ 42 kDa (Glycosylated) มีการเกิดเปลี่ยนแปลงของ N-glycosylation ใน plasmid ที่เป็น 
wild type (P2) , Mutants ต าแหน่ง N4 และ N112 มีการเปลี่ยนแปลงรูปแบบจากการแสดงออกของโปรตีนขนาด 42 kDa 
(Glycosylated) ไปเป็นรูปแบบการแสดงออกของโปรตีน LHB ขนาด 39 kDa (Non-glycosylated) และไม่เกิดการ
เปลี่ยนแปลงของ N-glycosylation ใน Mutants ต าแหน่ง N309 จึงกล่าวได้ว่า ในต าแหน่งน้ีอาจเป็นต าแหน่งที่ส าคัญ 

 

 
ภาพที่ 5 (a) การแสดงออกของโปรตีน LHB โดยใช้ แอนติบอดี PreS1 (AP2) ซ่ึงผ่านการถ่ายไป Huh7  

   cells ด้วย plasmid (pcDNA3.1)  ที่มียีน LHB (Wildtype) และ  mutants ของยีน LHB  
(b) แสดงการตรวจสอบการเกิด N-glycosylation ด้วยเอนไซม์ PNGase F โดยใช้แอนติบอดี PreS1 Ap2  

   ในเซลล์มะเร็งตับ Huh7 ด้วย plasmid  (pcDNA3.1) ที่มียีน LHB (Wildtype) และ  mutants ของยีน LHB 
 

ผลการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนในวิถีออโตฟาจีจะใช้วิธี Western blotting ซ่ึงท าการเก็บโปรตีนใส่ใน 
RIPA buffer (25 mM Tris-HCl pH 7.6, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS) + 
protease inhibitor เพื่อปลดปล่อยเอนไซม์ protease และท าให้เซลล์แตกเพื่อได้โปรตีนออกมาโดยใช้ Sonicator ประมาณ 
5-10 นาที และวัดความเข้มข้นโปรตีนด้วยชุด PierceTM BCA protein assay kit และจากน้ันน ามารันบนเจล SDS-PAGE ที่
มีความเข้มข้น 10% 100V เวลา 90 นาที และย้ายไปยัง polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane 100 V เวลา 60 



 

นาที หลังจากน้ันท าการ blocking ด้วย 5% skimmilk เป็นเวลา 60 นาที และล้างด้วย TBS-T buffer 3 ครั้ง ครั้งละ 10 
นาทีและใช้ First antibody ต่อโปรตีนที่ต้องการศึกษา คือ LC3, ATG9A , ATG12 , ATG16L1 (Cell signaling) และ 
PreS1(AP2) (Santa cruz) ด้วยความเจืองจาง 1:1000 และท าการบ่มข้ามคืน ณ อุณหภูมิ 4OC ท าการล้างด้วย TBS-T 
buffer 3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาทีในวันถัดไป และท าการบ่มต่อด้วย Second Antibody (Mouse monoclonal antibodies 
against GAPDH , Goat anti-mouse horseradish peroxidase conjugate (GAM-HRP) (Santa cruz)) ด้วยความเจือง
จาง 1:5000 เป็นเวลา  60 นาที และล้างด้วย TBS-T buffer 3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที หลังจากน้ันท าการ develope ผลด้วย 
SuperSignal West Femto Chemiluminescent Substrate โดยใช้เครื่อง Image Quant™ LAS 4000  พบว่า ใน
ต าแหน่ง N4Q, N112Q, และ N309Q ไม่มีการแสดงออกอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เม่ือเทียบกับ wild type  

 

 
ภาพที่ 6 ผลของการแสดงออกของผลของการแสดงออกของโปรตีนในวิถีออโตฟาจีโดยใช้แอนติบอดีต่อ 

โปรตีน ATG9A ATG12 ATG16L1 และLC3 ในเซลล์มะเร็งตับ Huh7 
 
 

สรุปและวิจารณ์ผล 
เน่ืองจากปัจจุบันยังไม่มีรายงานความเก่ียวข้องระหว่างเอ็นไกลโคซิเลชั่นในไวรัสตับอักเสบบีกับการเกิดกระบวนการ

ออโตฟาจี ในการวิจัยครั้งน้ีจึงมุ่งอธิบายบทบาทของการเกิดเอ็นไกลโคซิเลชั่นในบริเวณโปรตีนบนผิวเชื้อไวรัสตับอักเสบบีต่อ
การเกิดกระบวนการออโตฟาจี โดยโคลนยีน LHB (ยีน PreS1, ยีน PreS2 และยีนS) โดยเปลี่ยนแปลงล าดับกรดอะมิโนบริเวณ
ต าแหน่งที่ 4, 112 และ 309 ด้วยเทคนิค site-directed mutagenesis ถ่ายพลาสมิดที่มียีน LHB เข้าสู่เซลล์มะเร็งตับ Huh7 
พบว่าการแสดงออกของโปรตีน LHB มีขนาด 39 kDa (Non-glycosylated) และ 42 kDa (Glycosylated) และเม่ือ
ตรวจสอบการเกิดเอ็นไกลโคซิเลชั่นด้วยเอนไซม์ PNGaseF พบว่า ในต าแหน่ง N309Q ไม่เกิดการเปลี่ยนแปลง จึงกล่าวได้ว่า 
ในต าแหน่งน้ีอาจเป็นต าแหน่งที่ส าคัญ และเม่ือศึกษาการเกิดกระบวนการออโตฟาจีด้วยวิธี Immunoblotting โดยใช้
แอนติบอดีที่จ าเพาะต่อโปรตีน ATG9A, ATG12, ATG16L1 และ LC3 พบว่า ในต าแหน่ง N4Q, N112Q, และ N309Q ไม่มี
การแสดงออกอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยใช้การทดสอบที ส าหรับข้อมูลเชิงปริมาณ (Student’s t-test) และการทดสอบ
ไคสแควร์ ส าหรับตัวแปรเชิงคุณภาพ (Chi-square test) พิจารณาความแตกต่างของค่านัยส าคัญทางสถิติที่ p <0.05 

 จากการวิจัยเบื้องต้น จึงสรุปได้ว่า การเกิด N-glycosylation ของ L protein ที่มีการเปลี่ยนแปลงล าดับกรดอะมิ
โนบริเวณต าแหน่งที่ 4, 112 และ 309 ด้วยเทคนิค site-directed mutagenesis ในเซลล์ มะเร็งตับ Huh7 ไม่เก่ียวข้องกับ
กระบวนการการเกิดออโตฟาจี 
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