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เซลล์และฤทธ์ิต้านจลุชีพ (MUD CRAB Scylla paramamosain PEPTIDE FROM 

RECOMBINANT CELL AND ITS ANTIMICROBIAL ACTIVITY) อ. ท่ีปรึกษา
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  เพปไทด์ต้านจลุชีพเป็นเพปไทด์ขนาดเลก็ท่ีมีความสําคญัตอ่ระบบภมูิคุ้มกนัของสิ่งมีชีวิต

ในธรรมชาต ิมีคณุสมบตัใินการยบัยัง้การเจริญหรือฆา่เชือ้จลุนิทรีย์ได้หลายชนิด ทัง้แบคทีเรีย เชือ้

รา และไวรัส จึงเป็นท่ีน่าสนใจท่ีจะนํามาใช้ในการยับยัง้การเจริญของจุลินทรีย์ในอาหาร จาก

งานวิจยัท่ีผ่านมาได้มีการค้นพบเพปไทด์ต้านจลุชีพ bactenecin-likeSp (bacSp) ในเซลล์เม็ด

เลือดของปทูะเล Scylla paramamosain ซึง่พบว่ามีฤทธ์ิในการยบัยัง้เชือ้จลุินทรีย์ได้หลายชนิด 

ในงานวิจยันีจ้ึงมีวตัถปุระสงค์เพ่ือศึกษาการผลิต การทําให้บริสทุธ์ิ สมบตัิทางชีวภาพ และฤทธ์ิ

การต้านจุลินทรีย์ของรีคอมบิแนนท์ bacSp โดยผลท่ีได้พบว่าเวลาท่ีเหมาะสมท่ีมีการแสดงออก

ของรีคอมบิแนนท์ bacSp ภายหลงัการเหน่ียวนําให้มีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนด้วย 

1 mM IPTG คือ 18 ชัว่โมง โดยอยู่ในรูปของโปรตีนท่ีไม่ละลายนํา้ (inclusion body) เม่ือทําการ

ละลายรีคอมบิแนนท์ bacSp ด้วยยเูรียความเข้มข้น 8 โมลาร์ จากนัน้ผ่านการทําให้บริสทุธ์ิด้วย 

Ni2+-NTA โครมาโตกราฟี และนํามาวิเคราะห์ด้วย SDS-PAGE พบวา่รีคอมบแินนท์ bacSp ท่ีผ่าน

การแยกบริสทุธ์ิให้แถบโปรตีนเพียงแถบเดียว มีขนาดประมาณ 5,000 ดาลตนั เม่ือนํารีคอม

บแินนท์ bacSp ท่ีได้ และเพปไทด์ต้านจลุชีพสงัเคราะห์ bacSp มาตรวจสอบคณุสมบตัิการยบัยัง้

เชือ้จลุนิทรีย์ พบวา่รีคอมบแินนท์ และเพปไทด์สงัเคราะห์ของ bacSp มีฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญ

ของ Vibrio parahaemolyticus ได้ และพบว่าเพปไทด์มีเสถียรภาพในการทนความร้อนได้ท่ี

อณุหภมูิ 121 °C เป็นเวลา 15 นาที และท่ี pH 6.5-9  
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 Antimicrobial peptides (AMPs) are small molecules of the important component 

of the natural defense system against microbial invasion. AMPs show broad spectrum 

antimicrobial activities against bacteria, fungi and virus. They are attractive candidates 

for food preservatives from natural sources. In previous study, the bactenecin-likeSp 

(bacSp) antimicrobial peptide was report from the hemocyte of mud crab, Scylla 

paramamosain. The bacSp showed strong antimicrobial activities against 

microorganisms. The objective of this study is to express and purify the recombinant 

bacSp and to investigate the biological activity and its antimicrobial activity of 

recombinant bacSp. As a result, a high level of recombinant bacSp expression after 

induction with 1 mM IPTG was 18 hour. It was found that the recombinant bacSp formed 

inclusion bodies. The insoluble protein was then solubilized with 8 M urea and purified 

using Ni2+-NTA affinity chromatography. SDS-PAGE analysis of the purified recombinant 

bacSp revealed a single protein band, had a molecular weight approximate 5,000 Da. 

The purified recombinant bacSp and synthetic peptide showed antimicrobial activity 

against Vibrio parahaemolyticus. The antimicrobial peptide bacSp exhibited heat 

stability up to 121 °C for 15 minutes and activity at pH range from 6.5 to 9. 
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1.1 ความเป็นมาและความสาํคัญของปัญหา 

 อาหารเป็นหนึ่งในปัจจัยส่ีท่ีมีความจําเป็นในการดํารงชีวิตของมนุษย์ มนุษย์ทุกคน

ต้องการบริโภคอาหารท่ีมีคณุค่าทางโภชนาการ มีประโยชน์และมีความปลอดภยัต่อร่างกาย แต่

หากอาหารไม่ได้มีการเก็บรักษาท่ีดีอาจทําให้เกิดการเส่ือมเสียได้ง่าย จลุินทรีย์เป็นสาเหตสํุาคญั

ท่ีสดุท่ีทําให้อาหารเส่ือมเสียได้โดยง่าย ซึ่งจะก่อให้เกิดการเปล่ียนแปลงของอาหารท่ีผู้บริโภคไม่

สามารถยอมรับได้ ทัง้ในด้านของกลิ่น สี และรสชาติ หากผู้ บริโภคได้บริโภคอาหารท่ีมีการ

ปนเปือ้นด้วยเชือ้จลุินทรีย์จะทําให้เกิดอาการเจ็บป่วยหรือเกิดโรคอาหารเป็นพิษขึน้ เช่น ปวดท้อง 

ท้องร่วง อาเจียน หรือเป็นไข้ได้ 

 การใช้สารยับยัง้การเจริญของจุลินทรีย์เป็นทางเลือกหนึ่งท่ีช่วยชะลอการเจริญหรือ

ทําลายจลุินทรีย์ และสามารถช่วยลดการเส่ือมเสียของอาหารท่ีเกิดจากจลุินทรีย์ได้ ซึง่ในปัจจบุนั

ได้มีการศึกษาการใช้สารยบัยัง้การเจริญของจุลินทรีย์จากสารสกดัธรรมชาติเพ่ือทดแทนการใช้

สารเคมีเป็นจํานวนมาก การใช้สารยบัยัง้จลุนิทรีย์จากธรรมชาติเป็นทางเลือกใหม่ท่ีช่วยเพิ่มความ

ปลอดภยัให้แก่ผู้บริโภค สารยบัยัง้จลุนิทรีย์จากธรรมชาตท่ีิมีรายงานการวิจยัในการนํามาใช้ยบัยัง้

เชือ้จลุนิทรีย์ในอาหารมีอยูห่ลายชนิด เช่น นํา้มนัหอมระเหย เอนไซม์ และเพปไทด์ต้านจลุชีพ เป็น

ต้น 

 เพปไทด์ต้านจุลชีพเป็นเพปไทด์สายสัน้ท่ีมีความสําคญัต่อระบบการป้องกันตวัเองของ

สิ่งมีชีวิตในธรรมชาติ พบได้ทั่วไปในแบคทีเรีย พืชและสัตว์ การนําเพปไทด์ต้านจุลชีพมาใช้

ทดแทนวตัถกุนัเสียในอาหาร เพ่ือป้องกนัการเส่ือมเสียจากจลุนิทรีย์ถือเป็นนวตักรรมใหม ่และเป็น

ท่ียอมรับกนัแล้วในทางประเทศตะวนัตก และได้มีการบรรจไุว้ในโปรแกรมความปลอดภยัทางด้าน

อาหาร เพปไทด์ท่ีได้รับอนุญาตให้ใช้กนั ได้แก่ แลคโตเฟอริน และแบคเทอริโอซิน อย่างไรก็ตาม

ความสามารถในการต้านเชือ้จลุินทรีย์ของเพปไทด์ต้านจลุชีพแต่ละชนิดมีความแตกต่างกนั การ

ค้นหาเพปไทด์ต้านจลุชีพชนิดใหม่ ๆ จากสิ่งมีชีวิตตา่ง ๆ เพิ่มเติมรวมทัง้การทดสอบฤทธ์ิของเพป

ไทด์ในการยบัยัง้การเจริญของจลุินทรีย์จะทําให้มีข้อมลูของเพปไทด์ต้านจลุชีพอีกมากมายหลาย

ชนิดยิ่งขึน้ 
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จากการสร้างห้องสมดุ Expressed Sequence Tag (EST) จากเซลล์เม็ดเลือดของปทูะเล 

พบวา่มีเพปไทด์ต้านจลุชีพหลายชนิดท่ีมีคณุสมบตัใินการยบัยัง้การเจริญของจลุินทรีย์ นอกจากนี ้

ยงัพบเพปไทด์ต้านจุลชีพ bactenecin-likeSp (bacSp) ซึง่ภายในโมเลกลุประกอบด้วยโพรลีน

เป็นจํานวนมาก มีนํา้หนกัโมเลกลุ 4645 ดาลตนัและมีคา่ pI 12.63  เพปไทด์ต้านจลุชีพ bacSp มี

ความคล้ายกบัยีน bactenecin 7 ในววั และ proline-rich antibacterial peptide ในป ูCarcinus 

maenas 64% และ 62% ตามลําดบั โดยจากการวิเคราะห์ลําดบักรดอะมิโนพบว่า ปลายด้าน N-

terminus ของโปรตีน bacSp ประกอบด้วยโพรลีนอยู่เป็นจํานวนมาก (มีปริมาณโพรลีน 42.50% 

ในเพปไทด์ทัง้หมด) จากข้อมลูการศกึษาในเบือ้งต้นพบว่าเพปไทด์ชนิดนีมี้คณุสมบตัิในการต้าน

เชือ้จุลินทรีย์ได้หลายชนิด ดังนัน้ในงานวิจัยนีจ้ึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาการผลิต การทําให้

บริสุทธ์ิ และศึกษาสมบตัิทางชีวภาพของรีคอมบิแนนท์เพปไทด์ต้านจุลชีพ bactenecin-likeSp 

(bacSp) ในสภาวะต่าง  ๆ และสมบัติ ในการต้านเชื อ้จุลินทรี ย์ ก่อโรคในอาหาร Vibrio 

parahaemolyticus 

1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. ศกึษาการผลติรีคอมบิแนนท์ bactenecin-likeSp (bacSp) ใน Escherichia coli 

และการแยกโปรตีนให้บริสทุธ์ิ 

2. ศึกษาสมบตัิทางชีวภาพของรีคอมบิแนนท์ bactenecin-likeSp (bacSp) ใน

สภาวะตา่ง ๆ และสมบตัใินการต้านเชือ้จลุนิทรีย์ก่อโรคในอาหาร Vibrio parahaemolyticus 
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วารสารปริทศัน์ 

 
2.1  เพปไทด์ต้านจุลชีพ (Antimicrobial peptides) 

 เพปไทด์ต้านจลุชีพ (antimicrobial peptides, AMPs) เป็นกลุม่ของเพปไทด์ท่ีมีขนาดเล็ก 

โดยทัว่ไปมีประจบุวก (cationic antimicrobial peptide) มีขนาดประมาณ 10 กิโลดาลตนั 

โครงสร้างมีลกัษณะเป็นสายยาว สามารถพบได้ในสิ่งมีชีวิตทัว่ไปทัง้ในแบคทีเรีย พืช และสตัว์ 

(Onaizi and Leong, 2011) เป็นโมเลกลุท่ีมีความสําคญัต่อระบบภมูิคุ้มกนัแบบท่ีมีมาตัง้แต่

กําเนิด (innate immunity) ความสําคญัของเพปไทด์ต้านจุลชีพในระบบภูมิคุ้มกันอยู่ท่ี

ความสามารถในการทํางานแบบไม่เฉพาะเจาะจง ทําให้แบคทีเรียเกิดการดือ้ยาได้ยาก และ

สามารถทําลายเชือ้แบคทีเรียได้หลายชนิด (broad-spectrum) ซึ่งเพปไทด์ต้านจุลชีพบางชนิด

อาจมีฤทธ์ิในการทําลายเชือ้รา ไวรัส และอาจมีผลในการยบัยัง้การเพิ่มจํานวนของเซลล์มะเร็งได้

อีกด้วย (สรศกัดิ ์อินทรสตู, 2556) 

 ภมูิคุ้มกนัแบบไมจํ่าเพาะ (innate immunity) ถือได้ว่าเป็นปราการดา่นแรกในสิ่งมีชีวิตทกุ

ชนิดท่ีใช้ต่อสู้กบัสิ่งแปลกปลอมท่ีรับเข้าไป ภมูิคุ้มกนัชนิดนีจ้ะถกูกระตุ้นด้วยโมเลกลุท่ีอยู่บนผิว

ของเชือ้โรคหลาย ๆ ชนิด เป็นการตอบสนองในเบือ้งต้นก่อนท่ีจะมีการตอบสนองของ adaptive 

immune response และเพปไทด์ต้านจลุชีพมีประสิทธิภาพในการแพร่ไปยงัจดุท่ีติดเชือ้ได้อย่าง

รวดเร็ว ในปัจจุบนัมีรายงานการค้นพบและศึกษาสมบตัิทางชีวเคมีและชีวโมเลกุลของเพปไทด์

ต้านจุลชีพเพิ่มมากขึน้ เน่ืองจากคุณสมบัติในการต้านจุลชีพของเพปไทด์ต้านจุลชีพ ทําให้มี

ประโยชน์ในแง่ของการนําไปใช้เป็นสารต้านจลุชีพ 

2.2  โครงสร้างทุตยภมูิของเพปไทด์ต้านจุลชีพ 

ปัจจุบันเพปไทด์ต้านจุลชีพสามารถแบ่งกลุ่มตามโครงสร้างทุตยภูมิ  (secondary 

structure) และลําดบักรดอะมิโนภายในโปรตีนได้เป็น 4 กลุม่ (Hancock and Lehrer, 1998) 

ดงันี ้
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1. Alpha-helix structure เป็นโครงสร้างท่ีมีการศกึษาและพบมากท่ีสดุ ลกัษณะ

โครงสร้างเป็นเกลียวเวียนขวา เพปไทด์ท่ีพบในกลุ่มนี ้เช่น magainin ซึ่งแยกได้จากผิวหนงัของ

สตัว์คร่ึงบกคร่ึงนํา้จําพวกกบ Xenopus (Boman, 1991) และ LL-37 ซึง่เป็นโปรตีนภายในไลโซ

โซมของเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิล (neutrophil) ของมนษุย์ (Turner et al., 1998) เป็นต้น 

2. Beta-sheet structure เป็นโครงสร้างท่ีมีพนัธะไดซลัไฟด์ (disulfide bond) อยา่ง

น้อย 2 พนัธะซึ่งเกิดจากการท่ีสายโปรตีนมีกรดอะมิโนซิสทีอีนจํานวนมาก ทําให้เกิดพนัธะได

ซลัไฟด์ได้ง่าย เพปไทด์ท่ีพบในกลุ่มนี ้เช่น tachyplesin 1 พบใน Tachypleus tridentatus 

(Matsuzaki, 1997) และ protegrin-1 ท่ีได้จากเม็ดเลือดขาวของสกุร (Aumelas et al,. 1996) 

เป็นต้น 

3. Linear structure ไม่เกิดพนัธะไดซลัไฟด์ในสายของเพปไทด์ต้านจุลชีพ เช่น 

indolicidin ท่ีพบในเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิล (neutrophil) ของววั (Selsted et al., 1992) 

และ histatin ในนํา้ลายมนษุย์ (Helmerhorst et al,. 1999) เป็นต้น 

4. Loop structure ประกอบด้วยพนัธะไดซลัไฟด์ในการคงรูปร่างของเพปไทด์เพียง

พนัธะเดียว เช่น lactoferricin พบในนํา้นมจากววัและมนษุย์ (Odell et al,. 1996) เป็นต้น 

2.3  กลไกในการทาํงานของเพปไทด์ต้านจุลชีพ 

เพปไทด์ต้านจลุชีพโดยส่วนมากจะมีคณุสมบตัิเป็น amphipathic มีประจสุทุธิเป็นบวก

และประกอบด้วยสว่นท่ีไมช่อบนํา้ (hydrophobic) และสว่นท่ีชอบนํา้ (hydrophilic) โดยกลไกการ

ทํางานของเพปไทด์ต้านจลุชีพเร่ิมต้นด้วยการดงึดดูกนั ระหว่างขัว้บวกของเพปไทด์กบัขัว้ลบท่ีอยู่

บริเวณพืน้ผิวของจุลินทรีย์ เพปไทด์จึงถูกดึงดดูเข้ามาใกล้จุลินทรีย์ เม่ือเพปไทด์เคล่ือนท่ีเข้ามา

ใกล้เย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย เพปไทด์จะสามารถทําปฏิกิริยากบัเย่ือหุ้มเซลล์ นําไปสู่การแทรก

ตัวของเพปไทด์และทําลายเชือ้ได้ เพปไทด์บางชนิดมีผลในการยับยัง้การทํางานของโปรตีน 

เอนไซม์ กรดนิวคลอิิกหรือสารภายในเซลล์ (Li et al., 2012) อยา่งไรก็ตามเพปไทด์ต้านจลุชีพสว่น

ใหญ่มกัมีเป้าหมายอยู่ท่ีการทําลายเชือ้จลุินทรีย์ผ่านเย่ือหุ้มเซลล์ ซึง่กลไกในการทํางานของเพป

ไทด์ในการแทรกตวัเข้าไปในเย่ือหุ้มเซลล์มีผู้ เสนอไว้หลายรูปแบบ ดงัตอ่ไปนี ้
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• แบบจําลองบาร์เรล-สเตฟว์ (Barrel-stave model) 

แบบจําลองนีอ้าศยัคณุสมบตัคิวามเป็น amphipathicity ของเพปไทด์ต้านจลุชีพ โดยเพป

ไทด์จะใช้กรดอะมิโนท่ีไม่ชอบนํา้จบักบั phospholipid bilayer จากนัน้ใช้ส่วนของกรดอะมิโนท่ี

ชอบนํา้หรือมีประจุบวกแทรกตวัผ่านชัน้ลิปิดไบเยอร์ของเซลล์แบคทีเรีย ทําให้เกิดรูและเกิดการ

ร่ัวไหลของไอออนและสารโมเลกลุเลก็ตา่ง ๆ ออกสูภ่ายนอกเซลล์ ทําให้เซลล์ตายในท่ีสดุ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.1 กลไกการทํางานของเพปไทด์ต้านจลุชีพในลกัษณะของแบบจําลองบาร์เรล-สเตฟว์ 

(Brogden, 2005) 
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• แบบจําลองคาร์เปท (Carpet model) 

เป็นแบบจําลองท่ีอาศัยการสะสมของเพปไทด์ต้านจุลชีพปกคลุมเย่ือหุ้ มเซลล์ของ

แบคทีเรียในลกัษณะขนานกบัเย่ือหุ้มเซลล์คล้ายกบัการปพูรม โดยเพปไทด์จะเรียงตวัด้านกรดอะ

มิโนท่ีไมช่อบนํา้ให้อยู่ชิดกบัเย่ือหุ้มเซลล์ ทําให้เกิดรูท่ีผิวของเซลล์แบคทีเรียสง่ผลให้สว่นประกอบ

ตา่ง ๆ ท่ีสําคญัภายในเซลล์หลดุออกมานอกเซลล์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.2 กลไกการทํางานของเพปไทด์ต้านจลุชีพในลกัษณะของแบบจําลองคาร์เปท (Brogden, 

2005) 
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• แบบจําลองโทรอยดลั (Toroidal model) 

แบบจําลองแบบโทรอยดลันีมี้ลกัษณะคล้ายกบัแบบจําลองบาร์เรล-สเตฟว์ คือ เพปไทด์

จะจับท่ีเย่ือหุ้ มเซลล์โดยอาศยักรดอะมิโนท่ีไม่ชอบนํา้ และเหน่ียวนําให้ส่วนท่ีเป็นไขมัน (lipid 

head group) ของเย่ือหุ้มเซลล์เกิดการงอตวัเข้าหากนั เกิดเป็นช่องว่างขึน้ โดยช่องว่างนีจ้ะมีผนงั

บดุ้วยสว่นของเพปไทด์ท่ีแทรกตวัเข้ามา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.3 กลไกการทํางานของเพปไทด์ต้านจลุชีพในลกัษณะของแบบจําลองโทรอยดลั 

(Brogden, 2005) 
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2.4  แหล่งที่มาของเพปไทด์ต้านจุลชีพ 

เพปไทด์ต้านจลุชีพเป็นสว่นประกอบหรือโปรตีนท่ีถกูกระตุ้นขึน้มาในระบบภมูิคุ้มกนัแบบ

ท่ีมีมาแต่กําเนิดในแมลงและสัตว์ต่าง ๆ ซึ่งมีหน้าท่ีในการป้องกันการบุกรุกของเชือ้จุลินทรีย์ 

อย่างไรก็ตาม ถึงแม้ว่าจะมีกลไกอ่ืน ๆ ในระบบภมูิคุ้มกนัท่ีสามารถป้องกนัเชือ้จลุินทรีย์ได้ แตก็่มี

การยอมรับวา่เพปไทด์ประจบุวกมีบทบาทสําคญัในการตอบสนองตอ่ระบบภมูิคุ้มกนัของสิ่งมีชีวิต 

เพปไทด์ต้านจลุชีพสามารถแบง่ตามแหลง่ท่ีมาได้ออกเป็น 4 กลุม่ คือ เพปไทด์ต้านจลุชีพท่ีได้จาก

แมลง, สตัว์, พืช และแบคทีเรีย (Maróti et al., 2011) 

2.4.1  เพปไทด์ต้านจุลชีพจากแมลง 

เพปไทด์ต้านจุลชีพจากแมลงเป็นเพปไทด์ท่ีมีประจุบวก สามารถแบ่งออกเป็น

กลุม่ใหญ่ ๆ ได้ 4 กลุม่ (Papagianni, 2003) 

1) Cecropins ประกอบด้วยกรดอะมิโน 31-39 ตวั และมีโครงสร้างแบบ 

amphipathic alpha-helical มกัพบในแมลงท่ีอยู่ในอนัดบั Lepidoptera (ผีเสือ้และผีเสือ้

กลางคืน) และ Diptera (แมลงวนั) cecropin สามารถทําลายเย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียได้ โดยจบั

กบัเย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียและเรียงตวัขนานไปกบัพืน้ผิวของเซลล์ คล้ายกลไกการทํางานแบบ

บาร์เรล-สเตฟว์ ซึ่งยับยัง้ได้ทัง้แบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวก, เชือ้รา, โปรโตซวั และปรสิต 

(Vizioli and Salzet, 2002) ตวัอย่างเพปไทด์ในกลุ่มนี ้เช่น andropin แยกได้จากแมลงหว่ี

Drosophilia (Samakovlis et al., 1991) และ moricin แยกได้จากตวัหนอนไหม Bombyx mori 

(Hara and Yamakawa, 1995) เป็นต้น 

2) Insect defensins พบได้ทัว่ไปในแมลง แม้ว่าจะมีช่ือท่ีคล้ายกบั defensins ท่ี

พบในสตัว์เลีย้งลูกด้วยนม แต่ยังไม่เป็นท่ีแน่ชัดว่ามี polypeptide ท่ีคล้ายคลึงกัน (White, 

Wimley and Selsted , 1995) defensins ชนิดนีเ้ป็นเพปไทด์ท่ีมีประจบุวก มีกรดอะมิโน 38-43 

ตวั มีกรดอะมิโนซิสทีอีน 6 ตวั ท่ีสร้างพนัธะไดซลัไฟด์ท่ีมีความเสถียรต่อโครงสร้างแบบ beta-

sheet มีความสามารถในการยบัยัง้แบคทีเรีย เชือ้รา และโปรโตซวั (Bulet et al., 1999; Vizioli 

and Salzet, 2002; Dimarcq et al., 1998) 

3) Cationic proline-rich peptides (2-4 kDa) มีความคล้ายกบัเพปไทด์ต้านจลุ

ชีพบางชนิด เช่น PR-39, Bac-5 และ Bac-7 เป็นกลุม่ท่ีมีโพรลีนจํานวนมาก ตวัอย่างของเพปไทด์
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ต้านจลุชีพในกลุ่มนี ้เช่น apidaecin และ abaecin ท่ีพบในผึง้ (Casteels et al., 1989) ซึง่

สามารถยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ ส่วนกลไกการทํางานยงัไม่มีความ

แน่ชดั เพปไทด์อีกชนิดท่ีพบในแมลงหว่ี Drosophilia คือ drosocin (Bulet et al., 1993) 

4) Glycine-rich peptides มีขนาดประมาณ 8-30 kDa เพปไทด์ท่ีพบในกลุม่นี ้

เช่น coleoptericin (18% glycine residue), hemiptericin (15% glycine residue) และ 

hymenoptaecin (20% glycine residue) (Hoffmann, 1995) เป็นต้น 

2.4.2  เพปไทด์ต้านจุลชีพจากสัตว์ 

ในสตัว์มีการผลิตเพปไทด์ต้านจุลชีพหลายชนิด ซึ่งเป็นด่านป้องกันการติดเชือ้

จากจุลินทรีย์อยู่ในระบภูมิคุ้ มกันแบบไม่เฉพาะเจาะจง หรือในบางกรณี ทําหน้าท่ีเป็น

องค์ประกอบสําคญัในการตอบสนองต่อการอักเสบหรือการติดเชือ้จากจุลินทรีย์ โดยเพปไทด์

เหลา่นีจ้ะมีความแตกตา่งกนัทัง้ในด้านขนาด องค์ประกอบ กลไกในการทํางาน และความจําเพาะ

ต่อการต้านเชือ้จุลินทรีย์ พบว่าเพปไทด์ต้านจุลชีพมีการแสดงออกในเนือ้เย่ือหลายชนิด เช่น 

polymorphonuclear leukocytes, macrophage และ mucosal epithelia cells เป็นต้น 

(Brogden, 2003) เช่น magainin 1 และ 2 ท่ีค้นพบในผิวหนงัของกบ Xenopus laevis (Boman, 

1991) และ cathelidins ท่ีสกดัได้จาก nutrophilic granules และ epithelia cells ของสตัว์ เช่น 

สตัว์เลือ้ยคลาน, ปลา, นก, สตัว์เลีย้งลกูด้วยนม รวมไปถึงมนษุย์ (Cézard et al., 2011) 

2.4.3  เพปไทด์ต้านจุลชีพจากพืช 

พืชได้มีการสร้างระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จําเพาะออกมาป้องกันการรุกรานของ

เชือ้จลุนิทรีย์ทัง้ในด้านโครงสร้างของพืช (structural defenses) ช่วยป้องกนัไมใ่ห้เชือ้ผ่านเข้าสูพื่ช

ได้โดยง่าย เช่น การสร้างแว็กซ์ (wax) และคิวติน (cutin) เคลือบผิวใบด้านนอก และทางชีวเคมี 

(biochemical defenses) ผ่านระบบ systemic acquired resistance (SAR) ท่ีจะกระตุ้นให้มี

การผลติโปรตีนหรือสารเคมีท่ีสามารถยบัยัง้การเจริญของเชือ้ได้ ซึง่สามารถต้านทานได้ทัง้บริเวณ

ท่ีถูกบุกรุกโดยตรง (local resistance) และบริเวณท่ีไม่ได้สัมผัสกับเชือ้โรค (systemic 

resistance) (Maróti et al., 2011) 

ระบบภูมิคุ้ มกันของพืชสามารถผลิตเพปไทด์ต้านจุลชีพได้หลายชนิด เช่น 

defensins, thionins และ lipid transfer proteins (Sels et al., 2008) โดยเพปไทด์จะถกูขบั
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ออกมา และสามารถโจมตีเชือ้โรคได้ก่อนท่ีจะเกิดการตดิเชือ้ โดยยีนท่ีมีการแสดงออกของเพปไทด์

ต้านจุลชีพมักจะอยู่ท่ีดอก เมล็ด และเนือ้เย่ือสืบพันธุ์  ซึ่งเป็นบริเวณท่ีเกิดการติดเชือ้ได้ง่าย 

(Maróti et al., 2011) เพปไทด์ต้านจลุชีพในพืชสว่นใหญ่มีคณุลกัษณะท่ีคล้ายคลงึกนัคือ มีประจุ

บวก และมีซิสทีอีนอยู่จํานวนมาก สําหรับการสร้างพันธะไดซลัไฟด์เพ่ือให้เกิดโครงสร้างแบบ 

beta-sheet (Pelegrini et al., 2011) มีความสามารถในการยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรีย และ/

หรือ เชือ้ราได้ โดยเพปไทด์ท่ีค้นพบในพืชตวัแรกคือ purothionin ท่ีได้จาก wheat flour, Triticum 

aestivum ซึ่งมีความสามารถในการยับยัง้การเจริญของเชือ้จุลินทรีย์ก่อโรคในพืชได้ เช่น 

Pseudomonas solanacearum, Xanthomonas campestris และ Corrynebacterium 

michiganense (Jones and Mak, 1983) 

2.4.4  เพปไทด์ต้านจุลชีพจากแบคทเีรีย 

เพปไทด์ต้านจลุชีพท่ีสร้างจากแบคทีเรียมีอยู่หลากหลายชนิด รวมไปถึงเพปไทด์

ต้านจลุชีพท่ีสร้างจากไรโบโซมของแบคทีเรียทีเรียกว่า แบคเทอริโอซิน (bacteriocins) ซึง่สามารถ

สร้างได้จากแบคทีเรียแกรมลบ และแกรมบวกหลายสปีชีส์ มีฤทธ์ิในการยบัยัง้แบคทีเรียชนิดอ่ืน 

แบคเทอริโอซินมีความแตกต่างจากสารปฏิชีวนะ (antibiotic) โดยแบคเทอริโอซินมีฤทธ์ิในการ

ยบัยัง้แคบและมีความเป็นพิษกบัแบคทีเรียท่ีมีความสมัพนัธ์ใกล้เคียงกนั แบคเทอริโอซินท่ีสร้าง

จากแบคทีเรียแกรมลบมกัจะมีขนาดใหญ่และมีฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรียได้น้อย

ชนิดกว่าแบคเทอริโอซินท่ีสร้างจากแบคทีเรียแกรมบวก ในกลุ่มของแบคทีเรียแกรมบวกพบว่า     

แบคเทอริโอซินท่ีสร้างจากกลุม่แบคทีเรียแลคติก (lactic acid bacteria) ได้รับความสนใจมาก

ท่ีสดุ แบคเทอริโอซินถูกค้นพบครัง้แรกจากแบคทีเรียแกรมลบ Escherichia coli คือ โคลิซิน 

(colicins) เป็นโปรตีนท่ีมีขนาดใหญ่ (20 kDa) สามารถยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรียท่ีมี

ความสมัพนัธ์ใกล้เคียงกนั (Papagianni, 2003) แบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดยแบคทีเรียแกรมลบอีก

ชนิดหนึ่งคือ ไมโครซิน (microcin) ซึ่งผลิตโดยแบคทีเรียในกลุ่ม Enterobacteriaceae ส่วน       

แบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากแบคทีเรียแกรมบวก เช่น ไนซิน (nisin) ซึ่งสร้างจาก Lactococcus 

lactis ประกอบด้วยเพปไทด์ท่ีมีกรดอะมิโน 34 ตวั สามารถยบัยัง้เชือ้แบคทีเรียแกรมบวกได้หลาย

ชนิด รวมไปถึงกลุ่มท่ีก่อโรคด้วย (อรอนงค์ พริง้ศุลกะ, 2550) และเพดดิโอซิน PA-1/AcH 

(pediocin PA-1/AcH) สร้างจาก Pediococcus acidilactici ซึ่งแบคทีเรียแลคติกได้รับการ

ยอมรับวา่เป็นแบคทีเรียท่ีมีความปลอดภยั มกันําไปใช้ในการหมกัอาหารและถนอมอาหาร การนํา
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แบคเทอริโอซินไปใช้ในอาหารจะช่วยลดการใช้สารกันเสียจากสารเคมีเพ่ือเป็นทางเลือกให้แก่

ผู้บริโภค 

2.5  เพปไทด์ต้านจุลชีพในสัตว์ทะเลกลุ่ม crustacean 

 เพปไทด์ต้านจลุชีพของสตัว์ทะเลในกลุ่ม crustacean เป็นสารชีวโมเลกุลท่ีมีคณุสมบตัิ

เป็นประจบุวก มกัพบในเลือด (hemocytes) (Rosa and Barracco, 2010) เป็นสารประกอบท่ี

เป็นภมูิคุ้มกนัพืน้ฐานของร่างกาย (innate immunity) ท่ีมีคณุสมบตัิในการตอ่ต้านเชือ้จลุินทรีย์ท่ี

บุกรุกเข้ามาในร่างกาย เน่ืองจากแหล่งท่ีอยู่ของ crustacean อาศัยอยู่ในนํา้และปัจจัยของ

สิ่งแวดล้อมท่ีสามารถเปล่ียนแปลงได้อยู่ตลอดเวลา จึงมีกลไกในการป้องกันตัวเองจากสิ่ง

แปลกปลอมด้วยกลไกหลกั ๆ 2 กลไก คือ กลไกการป้องกนัตวัเองโดยเซลล์ (cellular immunity) 

เป็นกลไกการป้องกันเกิดจากกิจกรรมของเม็ดเลือด (hemocytes) เซลล์ฮีมาโตปอยติก 

(haematopoietic cells) และเซลล์จบักิน (phagocytes) ท่ีกระจายอยู่ทัว่ไปในเนือ้เย่ือสว่นตา่ง ๆ 

อีกกลไกหนึ่งคือ กลไกการป้องกันตวัเองโดยสารนํา้ (humoral immunity) ในสตัว์ทะเลกลุ่ม 

crustacean นีก้ลไกการป้องกันตวัเองโดยสารนํา้นัน้เกิดจากการแสดงออกของสารในซีรัมหรือ

พลาสมาท่ีสามารถต่อต้านสิ่งแปลกปลอมหรือจลุินทรีย์ได้ เช่น เลคติน หรือแอคกลตูินิน (lectin 

หรือ agglutinin) และสารต้านจลุชีพ (antimicrobial compound) (Rosa and Barracco, 2010; 

Ellis et al.,2011) 

 สารต้านจุลชีพในสัตว์ทะเลกลุ่ม crustacean เป็นสารประกอบโปรตีนท่ีมีฤทธ์ิในการ

ยบัยัง้หรือทําลายเชือ้จุลินทรีย์ต่าง ๆ ท่ีบุกรุกเข้ามาในร่างกาย ซึง่ในสตัว์นํา้ชนิดหนึ่ง ๆ สามารถ

แยกเพปไทด์ต้านจลุชีพท่ีมีกลไกในการยบัยัง้หรือทําลายเชือ้จลุินทรีย์ได้หลายชนิด มีรายงานการ

วิจยัเป็นจํานวนมากท่ีค้นพบเพปไทด์ต้านจลุชีพในสตัว์ทะเลจําพวก crustacean โดยเร่ิมจากท่ีมี

การศกึษาในป ูshore crab, Carcinus maenas และค้นพบเพปไทด์ต้านจลุชีพช่ือว่า 6.5 kDa 

proline-rich antimicrobial peptide ซึง่มีลําดบักรดอะมิโนทางด้านปลาย N-terminus คล้ายคลงึ

กบั bactenecin-7 ซึง่เป็นเพปไทด์ต้านจลุชีพท่ีพบในสตัว์เลีย้งลกูด้วยนม (Schnapp, Romeo 

and Smith, 1996) ต่อมา Khoo และคณะ (1999) พบเพปไทด์ขนาดเล็กช่ือว่า Callinectin ใน

เลือดของ blue crab, Callinectes sapidus และพบว่าสามารถต้านเชือ้ Escherichia coli ได้ ซึง่

ในภายหลังได้มีการศึกษาและรายงานลําดับกรดอะมิโนของเพปไทด์ต้านจุลชีพ Callinectin 

(Noga et al., 2011) นอกจากนัน้ได้มีการค้นพบเพปไทด์ต้านจลุชีพในกุ้ งขาว Litopenaeus 

vannamei ช่ือว่า Penaeidin ซึง่สามารถต้านเชือ้แบคทีเรียแกรมบวก และเชือ้รา (Destoumieux 
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et al.,1997) โดย Penaeidin นัน้ มีสว่นท่ีเป็น proline-rich domain ทัง้ทางด้านปลาย N-terminal 

และ C-terminal ซึง่ภายในโดเมนดงักลา่วจะประกอบด้วยซิสทีอีน 6 ตวั ซึง่ตอ่มาได้มีการศกึษา 

และแยก cDNA เพ่ือศกึษาลําดบันิวคลีโอไทด์ของ Penaeidin จากเม็ดเลือดของกุ้ ง Pacific White 

Shrimp, L. vannamei และ Atlantic White Shrimp, L. setiferus (Gross et al., 2001) และใน

กุ้งกลุาดํา Penaeus monodon (Supungul et al., 2002) ตอ่มามีรายงานการค้นพบเพปไทด์ต้าน

จลุชีพ Crustin ซึง่แยกได้จากเม็ดเลือดของป ูC. maenas (Relf et al., 1999) และมีฤทธ์ิในการ

ยับยัง้แบคทีเรียแกรมบวกได้ และมีการค้นพบ Crustin ในกุ้ งและปูอีกหลายชนิดเช่น L. 

vannamei และ L. setiferus (Bartlett et al., 2002), P. monodon (Amparyup et al., 2008a; 

Amparyup et al., 2008b; Supungul et al., 2008) และ kuruma shrimp, Marsupenaeus 

japonicus (Rattanachai et al., 2004) และในป ูspider crab, Hyas araneus (Sperstad et al., 

2009), swimming crab, Portunus trituberculatus (Yue et al., 2010), chinese mitten crab, 

Eriocheir sinensis (Mu et al., 2010; 2011) นอกจากนัน้ยงัพบเพปไทด์ต้านจุลชีพ 

antilipopolysaccharide factor (ALF) ในกุ้ งและปหูลายชนิด (Somboonwiwat et al., 2005; de 

la Vega et al., 2008; Wang et al., 2011)และจากการสกดัเซลล์เม็ดเลือดของป ูspider crab, 

Hyas araneus ได้ค้นพบเพปไทด์ต้านจลุชีพท่ีมีโพรลีน และอาร์จินีนจํานวนมาก มีช่ือว่า arasin-1 

(Stensvåg et al., 2008) Scygonadin เป็นเพปไทด์ต้านจลุชีพท่ีสกดัได้จากส่วนประกอบของ

นํา้เชือ้ (seminal plasma) ของปทูะเล Scylla serrata ท่ีมีฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ 

Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Corynebacterium glutamicum และ 

Aeromonas hydrophila (Wang et al., 2007)  

จากข้อมลูลําดบันิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากการสร้างห้องสมดุ (Expressed Sequence Tag, 

EST) จากเซลล์เม็ดเลือดของปทูะเล Scylla paramamosain ในประเทศไทย พบเพปไทด์ต้านจลุ

ชีพหลายชนิด เช่น anti-lipopolysaccharide factor (Imjongjiraket al., 2007; 2011a), crustin 

(Imjongjirak et al., 2009), arasin และ glycine-rich antimicrobial peptide (Imjongjiraket al., 

2011b) นอกจากนีย้งัพบเพปไทด์ต้านจลุชีพซึง่มีความคล้ายคลงึกบั bactenecin จึงเรียกช่ือว่า 

bactenecin-likeSp (bacSp) ซึง่ภายในโมเลกุลประกอบด้วยโพรลีนเป็นจํานวนมาก มีนํา้หนกั

โมเลกุล 4645 ดาลตนัและมีค่า pI 12.63  เพปไทด์ต้านจุลชีพ bacSp มีความคล้ายกบัยีน 

bactenecin 7 ในววั และ 6.5 kDa proline-rich antimicrobial peptide ในป ูCarcinus maenas 

64% และ 62% ตามลําดบั โดยจากการวิเคราะห์ลําดบักรดอะมิโนพบว่าปลายด้าน N-terminus 
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ของโปรตีน bacSp ประกอบด้วยโพรลีนอยู่เป็นจํานวนมาก (มีปริมาณโพรลีน42.50% ในเพปไทด์

ทัง้หมด) และเพปไทด์ชนิดนีมี้คณุสมบตัใินการต้านเชือ้จลุนิทรีย์ได้หลายชนิด  

2.6  ยีนเพปไทด์ต้านจุลชีพ bactenecin 

 Bactenecin เป็นเพปไทด์ต้านจลุชีพในกลุม่ท่ีมีโพรลีนและอาร์จินีนจํานวนมาก (Raj and 

Edgerton, 1995) มีลกัษณะโครงสร้างแบบ ß-hairpin และมีพนัธะไดซลัไซด์ภายในโมเลกลุ 1 

พนัธะ ซึ่งทําให้มีประสิทธิภาพในการยบัยัง้เชือ้แบคทีเรียแกรมลบได้ดีกว่าแบคทีเรียแกรมบวก 

เพปไทด์ต้านจลุชีพในกลุม่ bactenecin ท่ีมีการรายงานพบมี 2 ชนิด คือ Bac 5 และ Bac 7 (Lee 

et al., 2009) โดย Bac 5 เป็นเพปไทด์ต้านจลุชีพท่ีภายในโมเลกลุประกอบด้วยหมู่อะมิโน 43 ตวั 

พบได้ใน bovine neutrophil โดยด้าน N-terminal มีอาร์จินีนอยู่เป็นจํานวนมาก (Zanetti, 

Gennero and Romeo,1995) สว่น Bac 7 เป็นเพปไทด์ต้านจลุชีพท่ีค้นพบใน bovine neutrophil 

ภายในสายของเพปไทด์มีโพรลีนและอาร์จินีนอยู่จํานวนมาก และมีขนาด 7 กิโลดาลตัน 

(Scocchi, Romeo and Zanetti, 1994) 

จากรายงานการวิจยัของ Schnapp และคณะ (1996) ท่ีได้ศึกษาการทําให้บริสทุธ์ิและ

ศกึษาคณุลกัษณะของเพปไทด์ต้านจลุชีพท่ีมีลําดบัอะมิโนคล้ายกบั bactenecin-7 ท่ีพบในเซลล์

เม็ดเลือดของป ูShore crab, C. maenas พบว่าเพปไทด์ต้านจลุชีพท่ีสกดัได้จากเซลล์เม็ดเลือด

ของปแูสมมีความคล้าย 60% กับ bactenecin-7 ซึ่งเป็นเพปไทด์ต้านจุลชีพท่ีพบในสตัว์เลีย้งลกู

ด้วยนม 

2.7  เชือ้ Vibrio parahaemolyticus 

เชือ้ Vibrio parahaemolyticus เป็นแบคทีเรียในสกุล Vibrio ซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรมลบ 

รูปแท่ง สามารถเจริญได้ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน ต้องการเกลือในการเจริญไม่

ส ร้ า ง ส ป อ ร์  มี แ ค ป ซู ล  ก า ร ศึ ก ษ า ปั จ จั ย ต่ า ง ๆ  ท่ี มี ผ ล ต่ อ ก า ร เ จ ริ ญ ข อ ง เ ชื ้อ  V. 

parahaemolyticus พบว่าสามารถเจริญได้ท่ีอณุหภมูิในช่วง 15-42 องศาเซลเซียส แตอ่ณุหภมูิท่ี

เหมาะสมในการเจริญอยู่ระหว่าง 30-35 องศาเซลเซียส สามารถเจริญได้ท่ี pH คอ่นข้างกว้างคือ 

4.8-11 แต ่pH ท่ีเหมาะสมในการเจริญอยู่ในช่วง 7.6-8.6 นอกจากนี ้โซเดียมคลอไรด์เป็นปัจจยั

สําคญัในการเจริญของเชือ้ ความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ท่ีสามารถเจริญได้อยู่ในช่วง 0.5-8% 

ความเข้มข้นท่ีเหมาะสมคือ 2-3% (Lee et al., 1990) 
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V. parahaemolyticus มีแหล่งธรรมชาติอยู่ในนํา้ทะเลและนํา้กร่อย มกัพบได้บอ่ยในกุ้ ง 

หอย ป ูและปลาหลายชนิด การกระจายตวัของเชือ้ในสิ่งแวดล้อมขึน้อยู่กบัฤดกูาล โดยในฤดรู้อน

นํา้ทะเลมีอณุหภมูิสงูขึน้ซึง่เหมาะแก่การเจริญของเชือ้ จึงทําให้เชือ้มีการเพิ่มจํานวนและปนเปือ้น

มากกว่าในฤดหูนาวซึง่ V. parahaemolyticus เป็นเชือ้ก่อโรค (pathogen) ทําให้เกิดโรคอาหาร

เป็นพิษหรือโรคลําไส้อกัเสบ (gastroenteritis) เน่ืองมาจากการรับประทานอาหารทะเลท่ีปนเปือ้น

เชือ้ ซึง่ผู้ ป่วยจะแสดงอาการ อจุจาระร่วง ปวดท้อง คล่ืนไส้ อาเจียน และอาจมีไข้ต่ํา (Su and Liu, 

2007) 

2.8  การนําเพปไทด์ต้านจุลชีพมาใช้ในอาหาร 

 ในปัจจุบนันีผู้้บริโภคได้หนัมาให้ความสําคญัและความเอาใจใส่ในด้านสขุภาพมากขึน้ 

และการหลีกเล่ียงอาหารท่ีมีการใช้สารเคมีหรือวตัถกุนัเสียสงัเคราะห์ในผลิตภณัฑ์อาหาร ดงันัน้

จงึมีงานวิจยัท่ีได้ทําการศกึษาค้นคว้าวตัถกุนัเสียจากธรรมชาตมิาทดแทนการใช้สารเคมี ท่ีมีความ

ปลอดภยัต่ออาหารและผู้บริโภค (ณฐัพนัธุ์ ศภุกา, 2012) แบคเทอริโอซินเป็นเพปไทด์ต้านจลุชีพ

ชนิดหนึ่งท่ีผลิตโดยแบคทีเรีย มีความสามารถในการยบัยัง้การเจริญของจลุินทรีย์ก่อโรคได้หลาย

ชนิด ซึง่โดยสว่นใหญ่ถกูผลิตมาจากแบคทีเรียกรดแลคติก (lactic acid bacteria) เช่น แบคทีเรีย

ในสกลุ Lactobacillus, Pediococcus และ Lactococcus ซึง่ถือว่ามีความปลอดภยั (Generally 

Recognized as Safe, GRAS) (รุ่งโรจน์ ศรีรักษา และคณะ, 2010) แบคเทอริโอซินท่ีเป็นท่ีรู้จกั

และได้มีการนํามาใช้ในอาหาร ได้แก่ ไนซิน (nisin) เป็นแบคเทอริโอซินท่ีสร้างจาก Lactococcus 

lactis ซึ่งได้รับการยอมรับในด้านความปลอดภยัจาก FDA และ FAO/WHO นิยมนําไปใช้ใน

เคร่ืองด่ืมแอลกอฮอล์ เนย อาหารกระป๋อง หรือเนือ้สตัว์ (ณฐัพนัธุ์ ศภุกา, 2012) Hyicin 6382 

เป็นแบคทีริโอซินท่ีได้จาก Staphylococcus hyicin 3682 สามารถยบัยัง้การเจริญของ Bacillus 

cereus,Listeria monocytogenes และ Staphylococcus aureus (Fagundes et al., 2011) 

แลคโตเฟอริน (lactoferrin) เป็นเพปไทด์ต้านจุลชีพชนิดหนึ่งท่ีค้นพบในนม นํา้ลาย นํา้ตา และ

เนือ้เย่ือต่าง ๆ หลายชนิด ได้มีการนํามาประยุกต์ใช้ในการยับยัง้การเจริญของยีสต์ในไวน์ 

(Enrique et al., 2007) 
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2.9  ระบบการแสดงออกของรีคอมบแินนท์โปรตนี 

การผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนเป็นเทคนิคทางเลือกหนึ่ง สําหรับการผลิตโปรตีนท่ีต้องการ 

โดยอาศยัเทคนิคทางพนัธุวิศวกรรม (genetic engineering) ซึ่งโดยปกติแล้วโปรตีนจะถูก

สงัเคราะห์ในเซลล์ของสิ่งมีชีวิตอยู่แล้ว การศึกษาโปรตีนต่าง ๆ เหล่านัน้ อาจมีข้อจํากัดหลาย

ประการ เช่น โปรตีนในสิ่งมีชีวิตถกูผลิตออกมาปริมาณน้อย หรือต้องใช้เวลานานในการผลิตและ

สกัด แต่การผลิตโปรตีนโดยอาศัยเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม จะทําให้ได้โปรตีนท่ีต้องการใน

ปริมาณมากเพ่ือตอบสนองความต้องการของอตุสาหกรรม ขัน้ตอนแรกของการผลิตรีคอมบิแนนท์

โปรตีนคือ เลือกดีเอ็นเอ (DNA) ท่ีต้องการศกึษาแล้วนํามาเพิ่มปริมาณในระบบการแสดงออกของ

ยีนในการเพาะเลีย้งเซลล์ต่าง ๆ เช่น แบคทีเรีย ยีสต์ รา สตัว์เลีย้งลกูด้วยนม พืช หรือ แมลง สิ่ง

สําคญัในการเลือกเซลล์เจ้าบ้านในการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนในเซลล์ต่าง ๆ คือ คณุภาพของ

โปรตีน ความรวดเร็วในการผลติ และปริมาณโปรตีนท่ีผลติได้ (Demain and Vaishnav, 2009) 

ชนิดของเซลล์เจ้าบ้าน  

1. Bacteria 

1.1 Escherichia coli 

เป็นเซลล์ท่ีนิยมนํามาใช้มากท่ีสดุในการผลติโปรตีนท่ีไมต้่องการกระบวนการ 

post-translation modification ของโปรตีน (Terpe, 2006) ซึง่ข้อดีของการใช้เซลล์ E. coli เป็น

เซลล์เจ้าบ้าน คือ เป็นเซลล์ท่ีได้รับการศึกษาข้อมูลด้านพันธุกรรมและสรีรวิทยามากเพียงพอ 

สามารถใช้ได้กบั DNA ทัว่ไป และสามารถควบคมุการแสดงออกของยีนได้ง่าย เป็นแบคทีเรียท่ี

เจริญได้เร็ว และได้ผลผลิตของรีคอมบิแนนท์โปรตีนสงู (Swartz, 1996) เหมาะสําหรับการผลิต

โปรตีนในเชิงพาณิชย์ แต่มีข้อจํากัดบางประการคือ หากมีการแสดงออกของยีนท่ีมากเกินไป 

(over expression) จะเกิดการรวมตวัของโปรตีนในรูปแบบ inclusion bodies ซึง่จําเป็นต้องมี

ขัน้ตอนการ refolding ของโปรตีนในกระบวนการทําให้บริสทุธ์ิ อาจทําให้มีการสญูเสียโปรตีนได้

ในปริมาณหนึง่ 
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   ในปัจจบุนัมีเวคเตอร์จํานวนมากท่ีใช้โปรโมเตอร์ซึง่ดดัแปลงมาจากสว่นของ 

lac operon เพ่ือทําให้ยีนมีการแสดงออกและสามารถผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนใน E. coli ได้

อย่างมีประสิทธิภาพ ตวัอย่างเช่น ในชดุของเวกเตอร์ pET ซึ่งมี bacteriophage T7 promoter 

และสว่นของ lac operon ซึง่มีการศกึษาและพฒันาขึน้โดย Studier และคณะ (1990) เป็นต้น 

การประยุกต์ใช้ lac operon ในงานพันธุวิศวกรรมสามารถใช้ Isopropyl-ß-D-1-

thiogalactopyranoside (IPTG) ให้ทําหน้าท่ีเป็นตัวเหน่ียวนํา (inducer) เพ่ือทําให้มีการ

แสดงออกของยีนท่ีต้องการได้ (Maniatis, Sambrook and Fritsch, 1982) 

1.2 Bacillus 

เชือ้แบคทีเรียในกลุ่ม Bacllius เช่น B. subtilis, B. licheniformis หรือ      

B. brevis เป็นเซลล์ท่ีนํามาใช้มากนอกเหนือจาก E. coli เน่ืองจากมีข้อดีกว่า E. coli คือ สามารถ

ผลิตโปรตีนได้มาก แต่ในขณะเดียวกันก็มีข้อเสียคือ มีการผลิตเอนไซม์ protease มาก ทําให้

โปรตีนถกูทําลายอยา่งรวดเร็ว (He, Bruekner and Doi, 1991) 

2. Yeast 

ยีสต์ เช่น Saccharomyces cerevisiae หรือ Pichia pastoris เป็นเซลล์ท่ีใช้

ผลิตโปรตีนในกรณีท่ีไม่สามารถผลิตโปรตีนได้ในเซลล์ E. coli ได้ เน่ืองจากปัญหาท่ีเก่ียวกบัการ 

folding หรือต้องการกระบวนการ glycosylation ซึ่งเป็นกระบวนการ post-translation 

modification ของโปรตีน การผลิตโปรตีนโดยการใช้เซลล์ยีสต์จะให้ปริมาณรีคอมบิแนนท์โปรตีน

สงู ง่ายตอ่การขยายกําลงัการผลิตโดยไม่ลดปริมาณผลผลิต ควบคมุการแสดงออกของยีนได้ง่าย 

มีต้นทนุการผลิตต่ํา ไม่มี endotoxin และไม่ทําให้เกิดโรคในคน นอกจากนียี้สต์ยงัอยู่ในรายการ 

genetic material ของสํานกังานคณะกรรมการอาหารและยาของสหรัฐอเมริกา (US-FDA) ท่ีมี

ความปลอดภยัเพียงพอท่ีจะนํามาใช้ (Generally Recognized as Safe : GRAS) แตข้่อจํากดัของ

ยีสต์ คือ มีการแสดงออกของยีนต่ํา มี glycosylation สงู และมีความจํากดัในการเลือกใช้ genetic 

system อ่ืน ๆ (Demain and Vaishnav, 2009) 
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3. Filamentous fungi (molds) 

เชือ้ราท่ีมีเส้นใย เช่น Aspergillus niger เป็นเซลล์เจ้าบ้านท่ีมีความน่าสนใจ

ในการนํามาใช้ในเทคนิครีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอ เน่ืองจากความสามารถในการหลัง่โปรตีนออกมา

ได้มาก และมีกระบวนการ post-traslation เช่น glycosyaltion (Demain and Vaishnav, 2009) 

4. Insect cells  

เซลล์แมลงมีกระบวนการ post translational modification ท่ีซบัซ้อนกว่าใน

เชือ้รา เวคเตอร์ท่ีนิยมนํามาใช้ในการแสดงออกของรีคอมบแินนท์โปรตีนในแมลง คือ baculovirus 

ซึง่เป็นไวรัสของเซลล์แมลงท่ีมีความน่าสนใจเน่ืองจากไม่ก่อให้เกิดโรคทัง้ในคน และแมลง รวมทัง้

ยงัมี strong promoter สําหรับควบคมุการสร้างโปรตีน (Knight, 1991) 

5. Mammalian cells  

การเลือกใช้ mammalian cells มกัให้โปรตีนท่ีมีองค์ประกอบสมบรูณ์ถกูต้อง

ทัง้ชนิดของกรดอะมิโน และกระบวนการ post-translation เซลล์ท่ีนํามาใช้มาก คือ Chinese 

Hamster Ovary (CHO) (Swartz, 1996) ข้อดีของการใช้เซลล์ชนิดนี ้คือ โปรตีนท่ีได้สว่นใหญ่จะ

อยู่นอกเซลล์ และมีคุณภาพใกล้เคียงกับท่ีผลิตในธรรมชาติ แต่ข้อเสียคือ มีต้นทุนการผลิตสูง 

เน่ืองจากเซลล์มีการเจริญเติบโตช้า ตายง่าย อาหารเลีย้งเซลล์มีราคาแพง และมีระดับการ

แสดงออกของยีนต่ํา (Demain and Vaishnav, 2009) 

 



 

บทที่ 3 

 

การดาํเนินงานวจิัย 

 
3.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 

• หม้อนึง่ความดนั (Autoclave) รุ่น SS-320 (บริษัท Tomy Seiki, ประเทศญ่ีปุ่ น) 

• เคร่ืองป่ันเหว่ียง (Centrifuge) รุ่น 5310 (บริษัท Kubota, ประเทศญ่ีปุ่ น) 

• เคร่ืองป่ันเหว่ียง (Centrifuge) รุ่น MIKRO 22R (บริษัท Hettich, ประเทศ

เยอรมนี) 

• อา่งควบคมุอณุหภมูิ (Water Bath) (ย่ีห้อ GFL, ประเทศเยอรมนี) 

• เคร่ืองชัง่ละเอียดทศนิยม 2 ตําแหน่ง รุ่น ML 1602 (บริษัท Mettler Toledo, 

ประเทศสวิตเซอร์แลนด์) 

• เคร่ืองชัง่ละเอียดทศนิยม 4 ตําแหน่ง รุ่น ML 204 (บริษัท Mettler Toledo, 

ประเทศสวิตเซอร์แลนด์) 

• ตู้อบแห้ง (บริษัท WTB Binder, ประเทศเยอรมนี) 

• เคร่ืองเขย่า (Shaker) Innova รุ่น 2000 (บริษัท New Brunswick Scientific, 

ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

• ไมโครปิเปตขนาด 0.2-2 ไมโครลติร 

• ไมโครปิเปตขนาด 2-20 ไมโครลติร 

• ไมโครปิเปตขนาด 20-200 ไมโครลติร 

• ไมโครปิเปตขนาด 100-1000 ไมโครลติร 
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• เคร่ืองกวนสารละลายพร้อมเตาความร้อน (Hotplate Stirrer) รุ่น LMS-1003 

(บริษัท Daihan Labtech, ประเทศเกาหลี) 

• เคร่ือง Electrophoresis รุ่น Hoefer mini VE (บริษัท Amersham Pharmacia 

Biotech, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

• Power supply รุ่น Power Station 300, 220 V (บริษัท Cabinet International, 

ประเทศไต้หวนั) 

• เคร่ืองวดัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) รุ่น Cyberscan 1000 (บริษัท 

Eutech Instruments, ประเทศสงิคโปร์) 

• Laminar Flow Cabinet รุ่น BTV-123 (บริษัท Dwyer Instrument, ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) 

• ตู้ควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) (บริษัท United Instrument, ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) 

• Heat Box รุ่น MD-MINI (บริษัท Major Science, ประเทศไต้หวนั) 

• เคร่ือง Microplate Readerรุ่น GO19065;UVM340 (บริษัทBiochrome, 

ประเทศองักฤษ) 

• เคร่ืองวดัการดดูกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น Genesys 20 (บริษัท 

Thermo Scientific) 

• เคร่ืองผสมสารละลาย (Vortex mixer) รุ่น G560E (บริษัท Scientific Industries, 

ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
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3.2 สารเคมี/อาหารเลีย้งเชือ้ 

• Acrylamide (บริษัท Bio Basic Inc., ประเทศแคนาดา) 

• Ammonium persulphate (บริษัท Sigma-Aldrich, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

• Agar Powder, Bacteriological (บริษัท Himedia, ประเทศอินเดีย) 

• Bis-acrylamide (บริษัท Bio Basic Inc., ประเทศแคนาดา) 

• Casein Tryptic Peptone (Tryptone) (บริษัท Scharlau, ประเทศสเปน) 

• DNASE I (บริษัท Bio Basic Inc., ประเทศแคนาดา) 

• Ethanol 95% (บริษัท ห้าอตุสาหกรรม, ประเทศไทย) 

• Glycine (บริษัท Scharlau, ประเทศสเปน) 

• Glacial acetic acid (บริษัท Merck, ประเทศเยอรมนี) 

• Glycerol 99% (บริษัท Vivantis Inc., ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

• Imidazole (บริษัท Sigma-Aldrich, ประเทศเยอรมนี) 

• Isopropyl-ß-D-1-thiogalactopyranoside, dioxide free (IPTG)  

(บริษัท Fermentas, ประเทศแคนาดา) 

• Kanamycin sulphate (บริษัท Bio Basic Inc., ประเทศแคนาดา) 

• Lysozyme chloride form, Grade VI (from chicken white egg) 

(บริษัท Sigma-Aldrich, ประเทศเยอรมนี) 

• Methanol (บริษัท Burdick & Jackson, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
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• NNN’N’-tetramethyl-1,2-diaminoethane (TEMED) (บริษัท Carlo Erba, 

ประเทศอิตาลี) 

• Novex Sharp Pre-Stained Protein Standard (บริษัท Invitrogen, ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) 

• Sodium chloride (บริษัท Analar, ประเทศองักฤษ) 

• Sodium hydroxide (บริษัท Carlo Erba, ประเทศอิตาลี) 

• Sodium dodecyl sulphate (บริษัท Carlo Erba, ประเทศอิตาลี) 

• Soybean Casein Digest Medium (Tryptone Soya Broth) (บริษัท Himedia, 

ประเทศอินเดีย) 

• Tris (บริษัท USB Corporation, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

• Triton X-100 (บริษัท USB Corporation, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

• TCBS Agar (บริษัท Himedia, ประเทศอินเดีย) 

• Urea (บริษัท USB Corporation, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

• Yeast extract (บริษัท Difco, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

3.3 ขัน้ตอนการดาํเนินงานวิจัย 

 3.3.1 การผลิตรีคอมบแินนท์โปรตนี 

 นําโคโลนีเชือ้ Escherichia coli สายพนัธุ์ Rosetta™(DE3)pLysS ท่ีมียีนเพป

ไทด์ต้านจลุชีพbacSp (pET28b-bacSp) (ได้รับความอนเุคราะห์จากดร. ปิติ อ่ําพายพั สํานกังาน

พัฒนาวิทยาศาสตร์ และเทคโนโลยีแห่งชาติ) มาเพิ่มปริมาณในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว Luria-

Bertani (LB; 1% tryptone, 0.5% yeast extract, 1% NaCl, pH 7.5) ปริมาตร 3 ml ท่ีมียา

ปฏิชีวนะ kanamycin ความเข้มข้น 100 µg/mlโดยบ่มท่ีอณุหภมูิ 37 °C บนเคร่ืองเขย่าสารท่ี

ความเร็วรอบ 250 rpm เป็นเวลา 16 ชัว่โมงนําเซลล์ E. coli ท่ีได้ 100 µl ลงเลีย้งในอาหารเลีย้ง
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เชือ้เหลว LB ปริมาตร 50 ml ท่ีมีสว่นผสมของยาปฏิชีวนะ kanamycin ความเข้มข้น 100 µg/ml 

บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 °C และเขยา่ท่ี 250 rpm จนกระทัง่คา่วดัคา่ OD600 เท่ากบั 0.6 แล้วจึงนําอาหาร

เลีย้งเชือ้มาเติม Isopropyl-ß-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) ให้มีความเข้มข้นสดุท้ายเป็น

1 mM เพ่ือเหน่ียวนําเซลล์ E. coli ให้ผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน นําไปบ่มท่ีอณุหภมูิ 37 °C บน

เคร่ืองเขย่าสารท่ีความเร็วรอบ 250 rpm เป็นเวลา 6 ชัว่โมง โดยทําการแบ่งเก็บเซลล์1 ml ใน

ระหว่างการบ่มทุก 1 ชั่วโมงจนถึง 6 ชั่วโมง และท่ี 18 ชั่วโมง จากนัน้นําเซลล์ไปป่ันเหว่ียงท่ี

ความเร็ว 6,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอณุหภมูิ 4 °C เก็บสว่นท่ีเป็นตะกอนเซลล์มาวิเคราะห์

ขนาดและปริมาณของรีคอมบแินนท์โปรตีนท่ีถกูผลติขึน้ในแตล่ะชัว่โมงด้วยเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟ

ริซิสแบบเอสดีเอส (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-

PAGE) เปรียบเทียบนํา้หนกัโมเลกลุของรีคอมบิแนนท์ bacSp ท่ีได้ โดยนํา้หนกัโมเลกลุกบัท่ีได้

จากการวิเคราะห์ข้อมลูของลําดบันิวคลีโอไทด์โดยใช้โปรแกรม GENETYX software (Software 

Development Inc.) และโปรแกรม SMART analysis (http://smart.embl-heidelberg.de/) 

พบวา่รีคอมบแินนท์ bacSp มีนํา้หนกัโมเลกลุ 5730 ดาลตนั 

3.3.2  เจลอิเล็กโทรโฟริซิสแบบเอสดีเอส (Sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) 

 เตรียมพอลิอะคริลาไมด์เจลโดยใช้ 20% (w/v) separating และ 5.0% (w/v) 

stacking gel (Laemmli, 1970) (ภาคผนวก ค) นําตวัอย่างท่ีจะวิเคราะห์ผสมกบั 2x sample 

buffer (100 mM Tris-HCl, pH 6.8, 20% glycerol, 2% SDS, 0.02% bromophenol blue, 100 

mM DTT) (ภาคผนวก ข) นําไปต้มในนํา้เดือดเป็นเวลา 5 นาที นําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 

10,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที โหลดโปรตีนตวัอยา่งและโปรตีนมาตรฐานลงบนเจล จากนัน้นําไป

ทําอิเลก็โทรโฟริซสิ โดยใช้กระแสไฟฟ้า 20 mA เป็นเวลาประมาณ 1 ชัว่โมง จากนัน้นําเจลมาย้อม

ด้วย staining solution (0.1% coomassie brilliant blue R-250, 40% methanol, 10% acetic 

acid) เป็นเวลา 16 ชัว่โมง แล้วนําแผ่นเจลมา destain ด้วย destain solution (40% methanol, 

10% acetic acid) จนกระทัง่เห็นแถบสีนํา้เงินของโปรตีนอย่างชดัเจน วดัระยะท่ีแถบโปรตีน

เคล่ือนท่ี และระยะทางท่ี tracking dye เคล่ือนท่ีแล้วนํามาคํานวณ relative mobility 
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  Relative mobility =      ระยะทางท่ีแถบโปรตีนเคล่ือนท่ี 

           ระยะทางท่ี tracking dye เคล่ือนท่ี 

นํา relative mobility ของโปรตีนท่ีคํานวณได้ ไปเทียบหานํา้หนกัโมเลกุลโปรตีนจากกราฟ

มาตรฐานของโปรตีน 

3.3.3 การสกัดแยกรีคอมบแินนท์โปรตนี 

 นําตะกอนเซลล์ท่ีได้มาสกดัแยกโปรตีน โดยละลายตะกอนเซลล์ใน lysis buffer 

(10 mMTris, pH 8.0, 1 mM EDTA, 10 mg/ml lysozyme, 50 µg/ml DNase, 5 µg/ml RNase)

นําไปบ่มท่ีอณุหภมูิห้องบนเคร่ืองเขย่าสารท่ีความเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลา 30 นาที จากนัน้

นําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 6,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4°C เพ่ือแยกส่วนใส 

(soluble protein) และตะกอน inclusion bodies วิเคราะห์โปรตีนในสว่นของ soluble fraction 

และ inclusion bodies ด้วยเทคนิค SDS-PAGE ตามวิธีการในข้อ 3.3.2  

3.3.4 การแยกบริสุทธ์ิรีคอมบแินนท์โปรตนี 

นํา inclusion bodies มาป่ันล้างด้วย washing buffer (1% triton X-100, 20 

mMTris, pH 8.0) และนําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 6,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที เพ่ือแยกสว่นใส

ออก และละลายตะกอน inclusion bodies ท่ีเหลือด้วย 8 M Ureaและป่ันเหว่ียงเพ่ือเก็บสว่นใส 

(insoluble fraction) มาทําให้บริสทุธ์ิ โดยใช้คอลมัน์ Ni2+ -NTA affinity chromatography 

(Qiagen, USA) เติม Ni-NTA His Bind resin ลงในสารละลายรีคอมบิแนนท์โปรตีน แล้วนําไป

เขย่าเบา ๆ บนเคร่ืองเขย่าสารท่ีความเร็วรอบ 50 rpm เป็นเวลา 60 นาที นําสารละลายรีคอม

บิแนนท์โปรตีนกบั Ni-NTA His Bind resin โหลดลงในคอลมัน์ เก็บสารละลายท่ีผ่านออกมาจาก

คอลมัน์ ล้างคอลมัน์ด้วยนํา้กลัน่ และชะโปรตีนด้วย elution buffer (10-250 mM imidazole; 

ภาคผนวก ข) 3 ครัง้ ครัง้ละ 1 ml เก็บสารละลายท่ีไหลออกมาจากคอลมัน์ทกุ ๆ fraction เพ่ือ

นํามาวิเคราะห์ผลด้วย SDS-PAGE ตามวิธีการในข้อ 3.3.2 นํารีคอมบิแนนท์โปรตีนท่ีถกูทําให้

บริสทุธ์ิแล้วมาทําการ refolding โดยกําจดัยเูรียออกโดยการ dialysis ด้วย dialysis buffer (20 

mMTris-HCl, pH 8.0) ปริมาตร 1 ลิตรท่ีอณุหภมูิ 4 °Cเป็นเวลา 4-6 ชัว่โมง 3 ครัง้ นําสารละลาย

รีคอมบแินนท์โปรตีนท่ีแยกบริสทุธ์ิแล้วมาทําให้เข้มข้นมากขึน้โดยใช้ ultrafiltration column โดยปิ

เปตสารละลายรีคอมบิแนนท์โปรตีนท่ีแยกบริสทุธ์ิแล้วใสล่งใน Vivaspin® ultrafiltration column 
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(3 kDa MWCO) แล้วนําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12000 rpm เป็นเวลา 20 นาทีท่ีอณุหภมูิ 4 °C 

เก็บสารละลายสว่นบนซึง่เป็นสารละลายรีคอมบแินนท์โปรตีนไว้ท่ี -20 °C 

3.3.5  การหาปริมาณรีคอมบแินนท์โปรตนี 

วิเคราะห์หาปริมาณของรีคอมบิแนนท์โปรตีนท่ีแยกบริสุทธ์ิแล้วตามวิธีของ 

Bradford (1976) โดยใช้ Quick Start™ Bradford Protein Assay (Bio-Rad, USA) และใช้ 

Bovine serum albumin (BSA) เป็นสารละลายโปรตีนมาตรฐาน 

3.3.5.1 การสร้างกราฟโปรตนีมาตรฐาน 

  เตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐาน BSA ความเข้มข้น 0, 0.125, 0.25, 

0.5, 0.75, 1, 1.5 และ 2 mg/ml ปริมาตร 20 µl ลงในหลอดทดลอง เติม dye reagent1 ml ลงใน

หลอดทกุหลอด นําไปเขยา่ให้เข้ากนัแล้งตัง้ทิง้ไว้ 5 นาที นําสารละลายในแตล่ะหลอดไปวดัคา่การ

ดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 nm แล้วนําค่าท่ีได้ไปสร้างกราฟมาตรฐานของสารละลาย

โปรตีนมาตรฐานระหวา่งคา่การดดูกลืนแสงกบัความเข้มข้นของโปรตีน (ภาคผนวก ง) 

3.3.5.2 การหาปริมาณรีคอมบแินนท์ bacSp 

ปิเปตสารละลายรีคอมบิแนนท์โปรตีนท่ีแยกบริสทุธ์ิแล้ว 20 µl ลงใน

หลอดทดลอง เติม dye reagent 1 ml นําไปเขย่าให้เข้ากนัแล้วตัง้ทิง้ไว้ 5 นาที นําไปวดัคา่การ

ดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 nm นําคา่ท่ีอา่นได้ไปเทียบกบักราฟมาตรฐานของโปรตีน 

3.3.6 การสร้างเพปไทด์สังเคราะห์ของเพปไทด์ต้านจุลชีพ bacSp 

ทําการสงัเคราะห์เพปไทด์ต้านจลุชีพ bacSp (synthetic peptide) โดยเทคนิค 

Fmoc (N-(9-fluorenyl) methoxycarbonyl) แล้วแยกบริสทุธ์ิโดยเทคนิค reverse-phase HPLC

เพ่ือนําไปตรวจสอบสมบตัทิางชีวภาพเปรียบเทียบกบัรีคอมบแินนท์ bacSp 
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3.3.7 การตรวจสอบสมบัตทิางชีวภาพของรีคอมบแินนท์ bacSp และเพปไทด์

ต้านจุลชีพสังเคราะห์ bacSp 

3.3.7.1 การเตรียมเชือ้จุลินทรีย์ 

เพาะเชือ้แบคทีเรีย V. parahaemolyticus ATCC10708 ในอาหารเลีย้ง

เชือ้ Thiosulfate Citrate Bile Salt Sucrose Agar (TCBS) นําไปบม่ในตู้บม่เชือ้ท่ีอณุหภมูิห้อง

(30°C)  เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เลือกเข่ียโคโลนีเด่ียวท่ีได้ลงในอาหาร Tryptic Soy Broth (TSB) 3 

ml นําไปบม่ท่ีอณุหภมูิห้อง (30 °C) บนเคร่ืองเขย่าสารท่ีความเร็วรอบ 250 rpm เป็นเวลา 16-18 

ชัว่โมง จากนัน้ถ่ายเชือ้ลงใน TSB บม่ท่ีอณุหภมูิห้อง เขย่าท่ีความเร็ว 250 rpm จนได้คา่ดดูกลืน

แสงเท่ากบั 0.1 แล้วจึงนํามาเจือจางในอาหารเลีย้งเชือ้ Poorbroth (1% tryptone 0.5% NaCl, 

pH 7.5) จนได้ปริมาณเชือ้ 105cfu/ml จงึนํามาใช้ในการทดลองขัน้ตอ่ไป 

3.3.7.2 การทดสอบฤทธ์ิในการยับยัง้การเจริญของจุลินทรีย์ 

ทําการทดสอบฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญของจลุินทรีย์ของรีคอมบิแนนท์

bacSp และเพปไทด์ต้านจลุชีพสงัเคราะห์โดยใช้วิธี broth microdilution assay (Imjongjirak et 

al., 2007) นํารีคอมบิแนนท์ bacSp บริสทุธ์ิท่ีได้มาตรวจสอบคณุสมบตัิการต้านเชือ้จลุชีพโดยปิ

เปตเชือ้ท่ีเตรียมไว้80 µl ตามข้อ 3.3.7.1 ลงใน 96-well microtiter plate และเติมรีคอมบิแนนท์

โปรตีน bacSp ปริมาตร 20 µl โดยให้มีความเข้มข้นสดุท้ายเท่ากบั 22 µM ใช้นํา้กลัน่ปลอดเชือ้เป็น

ตวัควบคมุสว่นการทดสอบฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญของจลุินทรีย์ของเพปไทด์ต้านจลุชีพสงัเคราะห์ 

ทําโดยละลายเพปไทด์ต้านจลุชีพสงัเคราะห์ bacSp ด้วยนํา้กลัน่ปลอดเชือ้แล้วเจือจางด้วยวิธี serial 

two fold dilution ด้วย 0.01% acetic acid buffer ให้มีความเข้มอยู่ในช่วง 500-15.6 µM นํา

สารละลายเพปไทด์ต้านจลุชีพสงัเคราะห์ bacSp มาตรวจสอบคณุสมบตัิการต้านเชือ้จลุชีพโดยใช้

วิธี broth microdilution assay โดยปิเปตเชือ้ท่ีเตรียมไว้ 90 µl ลงใน 96-well microtiter plate 

และเติมสารละลายเพปไทด์ต้านจลุชีพสงัเคราะห์ bacSp ปริมาตร 10 µl โดยให้มีความเข้มข้น

สดุท้ายเท่ากบั 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 และ1.56 µM ใช้ 0.01% acetic acid buffer  เป็นตวั

ควบคมุ 
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นําไปบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง (30 °C) บนเคร่ืองเขย่าสารท่ีความเร็วรอบ 100 

rpm เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง ทดลองซํา้ 2 ครัง้ ตรวจสอบคา่ minimal inhibitory concentration 

(MIC) ซึง่เป็นความเข้มข้นต่ําสดุของสารท่ีสามารถยบัยัง้การเจริญของจลุชีพตรวจสอบการเจริญ

ของเชือ้โดยการวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตรด้วย microplate reader 

3.3.7.3 การทดสอบฤทธ์ิในการฆ่าจุลินทรีย์ 

นําสารละลายใน 96-well microtiter plate มากระจายเชือ้ลงบนอาหาร

เลีย้งเชือ้ Thiosulfate Citrate Bile Salt Sucrose Agar (TCBS) นําไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 30 °C เป็น

เวลา 16-18 ชัว่โมง และนบัจํานวนโคโลนีของเชือ้ V. parahaemolyticus คา่ MBC คือคา่ความ

เข้มข้นท่ีต่ําท่ีสดุของเพปไทด์ต้านจลุชีพท่ีสามารถฆา่เชือ้จลุนิทรีย์ได้ทัง้หมด 

3.3.8 ผลของอุณหภมูิต่อคุณสมบัตกิารต้านจุลชีพ 

นํารีคอมบิแนนท์ bacSp และเพปไทด์สงัเคราะห์ของเพปไทด์ต้านจลุชีพ bacSp

มาทดสอบผลของอณุหภมูิท่ีมีต่อเสถียรภาพของเพปไทด์ต้านจลุชีพ โดยดดัแปลงจากวิธีการของ 

Hajji และคณะ (2010) โดยแปรอณุหภมูิเป็น 4 ระดบั คือ 30 °C, 60 °Cและ 80 °C เป็นเวลา 30 

นาที และท่ีอณุหภมูิ 121 °C เป็นเวลา 15 นาที โดยนํารีคอมบิแนนท์ bacSp มาบม่ท่ีอณุหภมูิ

ตา่งๆ สว่นเพปไทด์สงัเคราะห์ bacSp นํามาเจือจางด้วยวิธี serial two fold dilution ให้มีความเข้ม

อยู่ในช่วง 500-15.6µM นําไปบม่ท่ีอณุหภมูิตา่ง ๆ เช่นเดียวกนั หลงัจากนัน้นํามาตรวจสอบสมบตัิ

การต้านเชือ้จลุชีพโดยใช้วิธี broth microdilution assay ตามข้อ 3.3.7 

3.3.9 ผลของ pH ต่อคุณสมบัตกิารต้านจุลชีพ 

นํารีคอมบิแนนท์ bacSp และเพปไทด์สงัเคราะห์ของเพปไทด์ต้านจลุชีพ bacSp 

มาทดสอบผลของค่าความเป็นกรด-ด่าง ต่อเสถียรภาพของเพปไทด์ต้านจลุชีพ โดยดดัแปลงจาก

วิธีการของ Hajji และคณะ (2010) โดยทําการเพาะเชือ้แบคทีเรีย V. parahaemolyticus ใน

อาหารเลีย้งเชือ้ Thiosulfate Citrate Bile Salt Sucrose Agar (TCBS) นําไปบม่ในตู้บม่เชือ้ท่ี

อณุหภมูิ 30 °C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เลือกเข่ียโคโลนีเด่ียวท่ีได้ลงในอาหาร Tryptic Soy Broth 

(TSB) 3 ml นําไปบม่ท่ีอณุหภมูิห้อง (30 °C) บนเคร่ืองเขย่าสารท่ีความเร็วรอบ 250 rpm เป็น

เวลา 16-18 ชัว่โมง จากนัน้ถ่ายเชือ้ลงใน TSB บม่ท่ีอณุหภมูิห้อง (30 °C) เขย่าท่ีความเร็วรอบ

250 rpm จนได้คา่ดดูกลืนแสงเท่ากบั 0.1 แล้วจึงนํามาเจือจางในอาหารเลีย้งเชือ้ Poor broth ท่ี
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ได้ทําการแปรคา่ pH ไว้ท่ี 6.5, 7.5 และ 9 จนได้ปริมาณเชือ้ 105cfu/ml เติมรีคอมบิแนนท์ bacSp 

และเพปไทด์สังเคราะห์ bacSp แล้วตรวจสอบสมบัติการต้านเชือ้จุลชีพโดยใช้วิ ธี  broth 

microdilution assay ตามข้อ 3.3.7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

บทที่ 4 

 

ผลการทดลอง 

 
4.1 การผลิตรีคอมบแินนท์ bacSp 

 ในการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน bacSp สามารถทําได้โดยการเพิ่มปริมาณยีน bacSp

ด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) แล้วนํามาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ NcoI 

และ NotI นํายีน bacSp เช่ือมต่อเข้ากบัพลาสมิด pET28b expression vector (Novagen, 

USA) (ภาคผนวก ง) ท่ีตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ NcoI และ NotI ได้เป็นรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 

(pET28b-bacSp) ซึ่งจะถูกทําให้มีการแสดงออกเพ่ือผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน bacSp ภายใต้

การควบคมุของ T7 promoter ในเชือ้ Escherichia coli สายพนัธ์ุ Rosetta™(DE3)pLysS ได้โดย

การเหน่ียวนําด้วย IPTG โดยรีคอมบแินนท์ bacSp ท่ีได้จะเช่ือมตอ่อยูก่บักรดอะมิโนฮิสตดีิน 6 ตวั 

(hexa histidine tag) ทางด้านปลายอะมิโน (N-terminal) (รูปท่ี 4.1) ซึง่จะทําให้สามารถแยก

บริสทุธ์ิรีคอมบิแนนท์ bacSp ได้โดยใช้ Ni-metal affinity column chromatography 

(Imjongjirak et al., 2009) 

จากการเหน่ียวนําให้เซลล์รีคอมบแินนท์ E. coli มีการแสดงออกของยีน bacSp เพ่ือสร้าง

รีคอมบิแนนท์ bacSp โดยเหน่ียวนําด้วย 1 mM IPTG บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 °C เขย่าท่ีความเร็วรอบ 

250 rpm และแปรระยะเวลาท่ีใช้ในการเหน่ียวนํา โดยทําการเก็บเซลล์ทกุ ๆ 1 ชัว่โมง จนครบ 6 

ชัว่โมง และเก็บเซลล์หลงัจากเหน่ียวนําท่ีระยะเวลา18 ชัว่โมง จากนัน้นําเซลล์ E. coli ท่ีได้มา

วิเคราะห์แถบโปรตีนในเซลล์ท่ีถกูสงัเคราะห์ขึน้ในแตล่ะช่วงเวลาด้วยเทคนิค SDS-PAGE ผลท่ีได้

พบว่ามีแถบโปรตีนท่ีมีขนาดประมาณ 5000 ดาลตนั บนเจล SDS-PAGE (รูปท่ี4.2) ซึ่งมีความ

สอดคล้องกบันํา้หนกัโมเลกลุของรีคอมบแินนท์ bacSp (5730 ดาลตนั) โดยพบวา่มีการแสดงออก

ของรีคอมบิแนนท์ bacSp ตัง้แตช่ัว่โมงแรกเป็นต้นไป โดยท่ีไม่พบแถบโปรตีนนีใ้น E. coli ท่ีไม่ได้

เหน่ียวนําด้วย IPTG โดยระดบัของการแสดงออกจะเพิ่มขึน้เม่ือเวลาผ่านไปนานขึน้ และพบว่ามี

การแสดงออกของรีคอมบิแนนท์ bacSp มากท่ีสดุ ท่ีระยะเวลา 18 ชัว่โมง ภายหลงัการเหน่ียวนํา

ด้วย IPTG ดงันัน้จึงเลือกใช้ระยะเวลา 18 ชัว่โมง ในการเลีย้งเชือ้รีคอมบิแนนท์ E. coli เพ่ือ

เหน่ียวนําให้มีการผลติรีคอมบแินนท์ bacSp ในการทดลองขัน้ตอ่ไป 
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รูปที่ 4.1 การสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิดpET28b-bacSp (A) ลําดบักรดอะมิโนของเพปไทด์

ต้านจลุชีพ bacSp ท่ีได้จากปทูะเล (Scylla paramamosain) บริเวณท่ีขีดเส้นใต้แสดง 

signal peptide (B) แผนภาพแสดงชิน้ส่วนของยีน bacSpท่ีถกูตดัด้วยเอนไซม์ตดั

จําเพาะ NcoI และ NotI (บริเวณท่ีแรเงา) และถกูเช่ือมตอ่เข้าสูพ่ลาสมิด pET28b โดย

เช่ือมต่อกบักรดอะมิโนฮิสติดีน 6 ตวั (hexa histidine tag) (Imjongjirak et al., 

unpublished data) 
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รูปที่ 4.2 การแสดงออกของรีคอมบิแนนท์ bacSp เม่ือวิเคราะห์โปรตีนในเซลล์รีคอมบิแนนท์ E. 

coli ท่ีถกูเหน่ียวนําด้วย 1 mM IPTG บน 20% SDS-PAGE (ลกูศรแสดงตําแหน่งรีคอม

บแินนท์ bacSp) 

Lane M  = Protein marker  

Lane 1  = แถบโปรตีนท่ีได้จากเซลล์ E. coli ท่ีไมไ่ด้เหน่ียวนําด้วย IPTG 

Lane 2-5 = แถบโปรตีนท่ีได้จากเซลล์ E. coli ท่ีระยะเวลา 1-4 ชัว่โมง 

Lane 6  = แถบโปรตีนท่ีได้จากเซลล์ E. coli ท่ีระยะเวลา 18 ชัว่โมง 
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4.2 การสกัดแยกรีคอมบแินนท์ bacSp 

 เม่ือนําตะกอนเซลล์ของรีคอมบิแนนท์ E. coli ท่ีถกูเหน่ียวนําให้มีการผลิตรีคอมบิแนนท์ 

bacSp เป็นระยะเวลา 18 ชัว่โมง มาทําการแตกเซลล์ด้วยไลโซไซม์ และป่ันเหว่ียงแยกส่วนของ

โปรตีนท่ีละลายนํา้ (soluble fraction) และส่วนของโปรตีนท่ีไม่ละลายนํา้ (inclusion bodies) 

ออกจากกนั แล้วนําตะกอนเซลล์ท่ีได้มาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค SDS-PAGE พบแถบโปรตีนขนาด

ประมาณ 5000 ดาลตนั ในส่วนของ inclusion bodies อย่างชดัเจน ซึง่แสดงให้เห็นว่ารีคอม

บแินนท์ bacSp สว่นใหญ่มีการแสดงออกอยูใ่นสว่นของ inclusion bodies (รูปท่ี4.3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่4.3 แถบโปรตีนใน cell lysate ของรีคอมบิแนนท์ E. coli ท่ีถกูเหน่ียวนําด้วย 1 mM IPTG 

บน 20% SDS-PAGE (ลกูศรแสดงตําแหน่งรีคอมบแินนท์ bacSp) 

Lane M  = Protein marker  

Lane 1  = แถบโปรตีนท่ีได้จากเซลล์ E. coli ท่ีระยะเวลา 18 ชัว่โมง 

Lane 2  = cell lysate ในสว่นของ soluble fraction 

Lane 3  = cell lysate ในสว่นของ inclusion bodies 
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4.3 การแยกบริสุทธ์ิรีคอมบแินนท์ bacSp 

เน่ืองจากรีคอมบิแนนท์ bacSp ส่วนใหญ่มีการแสดงออกอยู่ในส่วนของ inclusion 

bodies ดงันัน้จึงทําการแยกบริสทุธ์ิรีคอมบิแนนท์ bacSp จากส่วนของ inclusion bodies โดย

นํามาละลายใน urea ท่ีความเข้มข้น 8 M จากนัน้นําสารละลายโปรตีนท่ีได้มาแยกโปรตีนให้

บริสทุธ์ิด้วยวิธี Ni-metal affinity column chromatography โดยอาศยัคณุสมบตัิของ histidine 

(His-tag) ท่ีสามารถจบักบั Ni2+ ได้ เม่ือผ่านสารละลายโปรตีนลงในคอลมัน์ จะทําให้โปรตีนท่ีมี

สว่นของ histidine สามารถจบักบั Ni2+ในคอลมัน์ ส่วนโปรตีนอ่ืนท่ีไม่เก่ียวข้องจะไม่สามารถจบั

กบั Ni2+ ได้จึงหลดุออกมาจากคอลมัน์ ส่วนรีคอมบิแนนท์ bacSp จะถกูชะออกจากคอลมัน์ด้วย

elution buffer ซึง่มีสว่นประกอบของ urea ท่ีความเข้มข้น 8 M และ imidazole ท่ีความเข้มข้น 

10-250 mMโดย imidazole จะไปแทนท่ี histidine ท่ีจบักบั Ni2+ ทําให้โปรตีนถกูชะหลดุออกมา

จากคอลมัน์ 

จากการเก็บแยกสว่นสารละลายท่ีออกจากคอลมัน์แล้วนํามาตรวจสอบแถบโปรตีนในแต่

ละแฟรคชนัท่ีได้จากการแยกบริสทุธ์ิโดยนําไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค SDS-PAGE พบว่ารีคอม

บิแนนท์ bacSp ท่ีถกูชะออกมาจากคอลมัน์ด้วย elution buffer ท่ีมี 100 mM imidazole จะ

ปรากฏแถบของรีคอมบิแนนท์ bacSp ท่ีมีความบริสทุธ์ิอย่างชดัเจน (รูปท่ี 4.4) จากผลท่ีได้จึง

แสดงให้เห็นว่าสามารถแยกบริสทุธ์ิรีคอมบิแนนท์ bacSp ได้โดยใช้ Ni-metal affinity column 

chromatography และเม่ือนํารีคอมบิแนนท์ bacSp ท่ีได้ไป refolding โดยกําจดั urea และ 

imidazole ออกโดยการไดอะไลซ์ใน 20 mM Tris-HCl, pH 8.0 ท่ีอณุหภมูิ 4 °C แล้วทํารีคอม

บิแนนท์โปรตีนให้เข้มข้นมากขึน้ และวิเคราะห์แถบโปรตีนด้วย 20% SDS-PAGE พบรีคอม

บิแนนท์ bacSp ท่ีมีขนาดประมาณ 5000 ดาลตนั (รูปท่ี 4.5) และจากการวิเคราะห์ความเข้มข้น

ของรีคอมบิแนนท์ bacSp ท่ีแยกบริสทุธ์ิโดยวิธี Bradford โดยใช้ BSA เป็นสารละลายมาตรฐาน

พบว่าสามารถคํานวณความเข้มข้นของรีคอมบิแนนท์ bacSp ได้เท่ากบั 0.64 mg/ml โดยพบว่า

เม่ือเลีย้งเซลล์รีคอมบิแนนท์ E. col iปริมาตร 1 ลิตร จะสามารถผลิตรีคอมบิแนนท์ bacSp ท่ีแยก

บริสทุธ์ิแล้วได้เท่ากบั 3.4 mg ซึง่จะนํารีคอมบิแนนท์ bacSp ท่ีได้นีไ้ปใช้ในการตรวจสอบสมบตัิ

ทางชีวภาพในขัน้ตอนตอ่ไป 
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รูปที่4.4 รีคอมบิแนนท์ bacSp ท่ีผ่านการทําให้บริสทุธ์ิและวิเคราะห์ด้วย 20% SDS-PAGE 

(ลกูศรแสดงตําแหน่งรีคอมบแินนท์ bacSp) 

Lane M  = Protein marker  

Lane 1  = แถบโปรตีนท่ีไมจ่บักบั Ni-metal affinity column 

Lane 2  = แถบโปรตีนท่ีถกูชะด้วย washing buffer  

Lane 3  = แถบโปรตีนท่ีถกูชะด้วย elution buffer ท่ีมี 10 mM imidazole 

Lane 4  = แถบโปรตีนท่ีถกูชะด้วย elution buffer ท่ีมี 20 mM imidazole 

Lane 5  = แถบโปรตีนท่ีถกูชะด้วย elution buffer ท่ีมี 50 mM imidazole 

Lane 6  = แถบโปรตีนท่ีถกูชะด้วย elution buffer ท่ีมี 100 mM imidazole 

Lane 7  = แถบโปรตีนท่ีถกูชะด้วย elution buffer ท่ีมี 250 mM imidazole 
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รูปที่ 4.5 รีคอมบิแนนท์ bacSp ท่ีแยกบริสทุธ์ิด้วย Ni2-NTA affinity column chromatography 

และวิเคราะห์ด้วย 20% SDS-PAGE (ลกูศรแสดงตําแหน่งรีคอมบแินนท์ bacSp) 

Lane M  = Protein marker  

Lane 1  = แถบโปรตีนท่ีได้จากเซลล์ E. coliท่ีระยะเวลา 18 ชัว่โมง 

Lane 2  = cell lysate ในสว่นของ soluble fraction 

Lane 3  = cell lysate ในสว่นของ inclusion bodies 

Lane 4  = รีคอมบแินนท์ bacSp ท่ีแยกบริสทุธ์ิและผา่นการ  

   Refolding แล้ว   
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4.4  การตรวจสอบสมบัติทางชีวภาพของรีคอมบิแนนท์ bacSp และเพปไทด์

สังเคราะห์ bacSp 

จากการตรวจสอบ antimicrobial activity ของรีคอมบิแนนท์ bacSp ตอ่เชือ้แบคทีเรียก่อ

โรคในอาหาร V. parahaemolyticus ด้วยวิธี broth microdilution method โดยใช้สารละลายรี

คอมบิแนนท์ bacSp ท่ีความเข้มข้นสดุท้ายเท่ากับ 22 µM นําไปบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง(30°C) บน

เคร่ืองเขย่าสารท่ีความเร็วรอบ 100 rpm เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมงเม่ือตรวจสอบความสามารถ

ยบัยัง้การเจริญของจลุชีพ โดยการวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร ด้วย 

microplate reader และนําสารละลายใน 96-well microtiter plate มากระจายเชือ้ลงบนอาหาร

เลีย้งเชือ้ Thiosulfate Citrate Bile Salt Sucrose Agar (TCBS) นําไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 30 °C เป็น

เวลา 16-18 ชัว่โมง และนบัจํานวนโคโลนีของเชือ้ V. parahaemolyticus ผลท่ีได้พบว่าปริมาณ

เชือ้ท่ีเหลือรอดหลงัจากทดสอบกับรีคอมบิแนนท์ bacSp คือ 4.09 log CFU/ml ซึ่งเม่ือ

เปรียบเทียบกบัการทดลองชดุควบคมุท่ีพบวา่มีปริมาณเชือ้อยูท่ี่ 5.12 log CFU/ml จงึแสดงให้เห็น

ว่ารีคอมบิแนนท์ bacSp ท่ีความเข้มข้น 22 µM สามารถลดการเจริญของเชือ้ V. 

parahaemolyticus ได้โดยสามารถลดปริมาณเชือ้ลงได้ประมาณ 1 log CFU/ml 

จากการตรวจสอบ antimicrobial activity ของเพปไทด์ต้านจลุชีพสงัเคราะห์ bacSp โดย

ใช้เพปไทด์ต้านจลุชีพสงัเคราะห์ bacSp ท่ีความเข้มข้น 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 และ 1.56 µM 

ตามลําดบันําไปบม่ท่ีอณุหภมูิห้อง (30 °C) บนเคร่ืองเขย่าสารท่ีความเร็วรอบ 100 rpm เป็นเวลา 

16-18 ชัว่โมง ตรวจสอบคา่ minimal inhibitory concentration (MIC) โดยการวดัคา่การดดูกลืน

แสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตรด้วย microplate reader ผลท่ีได้พบว่าความเข้มข้นต่ําสดุ

ของเพปไทด์สงัเคราะห์ของเพปไทด์ต้านจลุชีพ bacSp ท่ีสามารถยบัยัง้การเจริญของเชือ้ได้ (MIC) 

อยูท่ี่ 12.5 µM และจากการหาความเข้มข้นต่ําท่ีสดุของเพปไทด์สงัเคราะห์ของเพปไทด์ต้านจลุชีพ 

bacSp ท่ีสามารถฆา่เชือ้ได้ (MBC) คือ 12.5 µM 
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4.5 ผลของอุณหภมูิต่อคุณสมบัตกิารต้านจุลชีพ 

การศึกษาผลของอุณหภูมิท่ีมีผลต่อเสถียรภาพของรีคอมบิแนนท์ bacSp และเพปไทด์

สงัเคราะห์ของเพปไทด์ต้านจุลชีพ bacSp ทําได้โดยการนําเพปไทด์ต้านจลุชีพไปบ่มท่ีอณุหภมูิ

ตา่งๆ 4 ระดบั ได้แก่ 30 °C, 60 °C และ 80 °C เป็นเวลา 30 นาที และท่ีอณุหภมูิ 121 °C เป็น

เวลา 15 นาที แล้วนํามาตรวจสอบสมบตัิการต้านเชือ้จลุชีพโดยใช้วิธี broth microdilution assay 

และนับจํานวนโคโลนีของเชือ้ V. parahaemolyticus ผลท่ีได้พบว่าปริมาณเชือ้ท่ีเหลือรอด

หลงัจากทดสอบกบัรีคอมบิแนนท์ bacSp ท่ีถกูนําไปบ่มท่ีอณุหภมูิต่าง ๆ แล้ว อยู่ในช่วงระหว่าง 

4.09-4.33 log CFU/ml (ตารางท่ี 4.1) ซึง่เม่ือเปรียบเทียบกบัการทดลองชดุควบคมุท่ีพบว่ามี

ปริมาณเชือ้อยู่ท่ี 5.12 log CFU/ml จึงแสดงให้เห็นว่ารีคอมบิแนนท์ bacSp ยงัคงมีเสถียรภาพท่ี

อณุหภมูิสงูโดยสามารถยบัยัง้การเจริญของเชือ้ V. parahaemolyticus ได้โดยสามารถลดปริมาณ

เชือ้ลงได้ประมาณ 1 log CFU/ml 

ตารางที่ 4.1  ผลการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ V. parahaemolyticus ของรีคอมบแินนท์ bacSp 

ท่ีอณุหภมูิตา่งๆ 

อุณหภมูิ  Log CFU/ml 

control 5.12 

30 ˚C /30 min 4.09 

60 ˚C /30 min 4.19 

80 ˚C /30 min 4.33 

121 ˚C /15 min 4.32 

 

สว่นเพปไทด์สงัเคราะห์ของเพปไทด์ต้านจลุชีพ bacSp ท่ีนํามาเจือจางด้วยวิธี serial two 

fold dilution ให้มีความเข้มอยูใ่นช่วง 500 – 1.56 µM เม่ือนําไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 30 °C, 60 °C และ 80 

°C เป็นเวลา 30 นาที และท่ีอณุหภมูิ 121 °C เป็นเวลา 15 นาที พบว่าคา่ MIC และ MBC อยู่ท่ี 

12.5 µM (ตารางท่ี 4.2) จากผลท่ีได้แสดงให้เห็นว่าเพปไทด์สงัเคราะห์ของเพปไทด์ต้านจุลชีพ 

bacSp มีเสถียรภาพและยงัคงมีฤทธ์ิในการยบัยัง้และทําลายเชือ้ V. parahaemolyticus ได้ท่ีอณุหภมูิ

สงู 
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ตารางที่ 4.2  ฤทธ์ิการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ V. parahaemolyticus ของเพปไทด์สงัเคราะห์ 

bacSp ท่ีอณุหภมูิตา่ง ๆ 

อุณหภมูิ  MIC (µM) MBC (µM) 

30 ˚C /30 min 12.5 12.5 

60 ˚C /30 min 12.5 12.5 

80 ˚C /30 min 12.5 12.5 

121 ˚C /15 min 12.5 12.5 

 

4.6  ผลของ pH ต่อคุณสมบัตกิารต้านจุลชีพ 

การศึกษาผลของ pH ท่ีมีผลต่อเสถียรภาพของรีคอมบิแนนท์ bacSp และเพปไทด์

สังเคราะห์ของเพปไทด์ต้านจุลชีพ bacSp ทําได้โดยการนําเพปไทด์ต้านจุลชีพไปทดสอบใน

อาหารเลีย้งเชือ้ Poor broth ท่ีได้ทําการแปรคา่ pH ท่ี 6.5, 7.5 และ 9 ตรวจสอบสมบตัิการต้าน

เชือ้จุลชีพโดยใช้วิธี broth microdilution assay และนับจํานวนโคโลนีของเชือ้                           

V. parahaemolyticus ผลท่ีได้พบว่าปริมาณเชือ้ท่ีเหลือรอดหลงัจากทดสอบกบัรีคอมบิแนนท์ 

bacSp ท่ี pH 6.5, 7.5 และ 9 อยู่ท่ี 3.11, 3.95 และ 3.41 log CFU/ml ตามลําดบั (ตารางท่ี 4.3)

ซึง่เม่ือเปรียบเทียบการการทดลองชดุควบคมุท่ีพบว่ามีปริมาณเชือ้อยู่ในช่วงระหว่าง 4.54, 5.12 

และ 5.06 log CFU/ml ตามลําดบั จึงแสดงให้เห็นว่ารีคอมบิแนนท์ bacSp ยงัคงมีเสถียรภาพท่ี 

pH 6.5, 7.5 และ 9 โดยสามารถยบัยัง้การเจริญของเชือ้ V. parahaemolyticus ได้โดยสามารถลด

ปริมาณเชือ้ลงได้อยา่งน้อย 1 log CFU/ml 
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ตารางที่ 4.3  ผลการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ V. parahaemolyticus ของรีคอมบแินนท์ bacSp 

ท่ี pH ตา่งๆ 

pH Log CFU/ml 

Control, pH 6.5 4.54 

pH 6.5 3.11 

Control, pH 7.5 5.12 

pH 7.5 3.95 

Control, pH 9 5.06 

pH 9 3.41 

 

สว่นเพปไทด์สงัเคราะห์ของเพปไทด์ต้านจลุชีพ bacSp ท่ีนํามาเจือจางด้วยวิธี serial two 

fold dilution ให้มีความเข้มอยู่ในช่วง 500–15.6 µM เม่ือนําไปทดสอบในอาหารเลีย้งเชือ้ Poor 

broth ท่ีได้ทําการแปรคา่ pH ท่ี 6.5,7.5 และ 9 ผลท่ีได้พบว่าท่ี pH 6.5 และ 7.5 พบว่าคา่ MIC 

และ MBC อยูท่ี่ 12.5 µM ในขณะท่ี pH 9 คา่ MIC และ MBC อยู่ท่ี 25 µM จากผลท่ีได้แสดงให้เห็น

วา่เพปไทด์สงัเคราะห์ของเพปไทด์ต้านจลุชีพ bacSp มีเสถียรภาพและยงัคงมีฤทธ์ิในการยบัยัง้และ

ทําลายเชือ้ V. parahaemolyticus ได้ในช่วง pH 6.5-9 ท่ีใช้ทดสอบ 

 

ตารางที่ 4.4  ฤทธ์ิการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ V. parahaemolyticus ของเพปไทด์สงัเคราะห์ 

bacSp ท่ี pH ตา่ง ๆ 

pH  MIC (µM) MBC (µM) 

6.5 12.5 12.5 

7.5 12.5 12.5 

9 25 25 



 

บทที่ 5 

 

วจิารณ์ผลการทดลอง 

 

จากคุณสมบัติในการทํางานของเพปไทด์ต้านจุลชีพท่ีช่วยในการยับยัง้การเจริญหรือ

ทําลายเชือ้จลุินทรีย์ชนิดต่าง ๆ จึงได้มีการนําเอาสารเพปไทด์ต้านจลุชีพมาประยกุต์ใช้ในอาหาร 

เพ่ือช่วยชะลอการเส่ือมเสียของอาหาร ซึง่เพปไทด์ต้านจลุชีพสามารถพบได้ในสิ่งมีชีวิตทัว่ไป ใน

งานวิจัยนีไ้ด้ศึกษาเพปไทด์ต้านจุลชีพ bacSp ท่ีพบในเซลล์เม็ดเลือดของปูทะเล Scylla 

paramamosain ต่อเชือ้จลุินทรีย์ก่อโรคในอาหาร โดยผลิตโปรตีนด้วยเทคนิครีคอมบิแนนท์ดีเอ็น

เอ ซึง่การผลิตโปรตีนด้วยเทคนิครีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอเป็นเทคนิคท่ีได้รับความนิยมเน่ืองสามารถ

ผลิตโปรตีนท่ีต้องการได้ในปริมาณมากในเวลาอนัรวดเร็ว โดยอาศยัเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุล 

(molecular biology) และหลกัการควบคมุการแสดงออกของยีน (expression system) 

งานวิจยันีไ้ด้ทําการศึกษาการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์ bacSpใน E. coli สายพนัธุ์ 

Rosetta™(DE3)pLysS โดยเม่ือเหน่ียวนําให้มีการแสดงออกของยีนด้วย 1 mM IPTG และ

วิเคราะห์ผลด้วย SDS-PAGE พบว่าสามารถเหน่ียวนําให้มีการผลิตรีคอมบิแนนท์ bacSp ได้โดย

พบแถบโปรตีนท่ีมีขนาดประมาณ 5000 ดาลตนัซึง่สอดคล้องกบันํา้หนกัโมเลกลุของรีคอมบแินนท์ 

bacSp และเม่ือวิเคราะห์ผลท่ีได้พบว่ารีคอมบิแนนท์ bacSp ท่ีถกูสร้างขึน้ใน E. coli มีปริมาณ

เพิ่มขึน้ตามระยะเวลาการเลีย้งเซลล์ท่ีเพิ่มขึน้เม่ือนําเซลล์ท่ีได้มาทําการแตกเซลล์แล้วพบว่ารีคอม

บแินนท์ bacSp สว่นใหญ่หรือเกือบทัง้หมดอยูใ่นสว่นของโปรตีนท่ีไมล่ะลายนํา้ inclusion bodies 

ซึง่สอดคล้องกบัผลท่ีมีรายงานในงานวิจยัจํานวนมากท่ีพบว่าเม่ือเซลล์ E. coli มีการแสดงออก

ของยีนอย่างมาก (over expression) จะเกิดการรวมตวัของโปรตีนโดยอยู่ในรูปของ inclusion 

bodies (Choi, Keum and Lee, 2006)  
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มีรายงานวิจยัหลายงานวิจยัท่ีได้ศึกษาการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์เพปไทด์ต้านจุล

ชีพใน E. coli เช่น การนํายีน Crus-likePm ในกุ้ งกลุาดํามาศกึษาการแสดงออกใน E. coli BL21-

Codon Plus (DE3)-RIL โดยใช้เวกเตอร์ pET28b และเหน่ียวนําให้ผลิตโปรตีนโดยใช้ IPTG 

พบว่ารีคอมบิแนนท์โปรตีนสว่นใหญ่ถกูสร้างเป็นโปรตีนท่ีไม่ละลายนํา้ซึง่สามารถทําให้บริสทุธ์ิได้

โดยใช้ Ni-NTA โครมาโตกราฟฟี และจากการตรวจสอบคุณสมบตัิการต้านเชือ้พบว่ารีคอม

บิแนนท์โปรตีน Crus-likePm มีฤทธ์ิในการต้านเชือ้แบคทีเรียทัง้ชนิดแกรมบวกและแกรมลบได้ 

(Amparyup et al., 2008a) 

Imjongjirak และคณะ (2009) ได้ทําการศกึษาคณุสมบตักิารยบัยัง้การเจริญของจลุนิทรีย์

ของรีคอมบิแนนท์ CrusSp ท่ีได้จากปทูะเล mud crab, Scylla paramamosain พบว่ารีคอม

บิแนนท์ crustin ถกูสร้างเป็นโปรตีนท่ีไม่ละลายนํา้และทําให้บริสทุธ์ิได้โดยใช้ Ni-NTA โครมาโต

กราฟฟีโดยรีคอมบิแนนท์ CrusSp ท่ีได้สามารถยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก เช่น 

Aerococcus viridians และ Micrococcus luteus ได้ โดยมีคา่ MIC อยู่ท่ี 0.625 และ 0.312 µM 

แตไ่มส่ามารถยบัยัง้แบคทีเรียแกรมลบได้  

Yedery และ Reddy (2009) ได้ทําการศึกษาการผลิตรีคอมบิแนนท์

Antilipopolysaccharide factor (ALF) ของป ูindian mud crab ใน E. coli สายพนัธ์ุ Rosetta B 

(DE3) pLacI โดยพบว่าเม่ือทําการเหน่ียวนําให้มีการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนด้วย 1 mM IPTG 

เป็นเวลา 3 ชัว่โมง รีคอมบิแนนท์โปรตีนจะถกูสร้างขึน้มาและมีปริมาณเพิ่มขึน้ตามระยะเวลาใน

การเลีย้งเซลล์ และพบรีคอมบิแนนท์โปรตีนในสว่นของ inclusion bodies โดยรีคอมบิแนนท์ ALF 

สามารถยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรียแกรมลบได้ดีกว่าแบคทีเรียแกรมบวก โดยมีค่า MIC อยู่

ในช่วง 25-50 µg/ml 

ซึง่ผลท่ีได้นีส้อดคล้องกบัผลจากงานวิจยัของ Liu และคณะ (2012) ท่ีได้ศกึษาการผลิตรี

คอมบิแนนท์โปรตีน PtALF5 จาก eyestalk ของป ูswimming crab, Portunus trituberculatus 

ในเซลล์ E. coliสายพนัธุ์ BL21(DE3)pLysS พบวา่รีคอมบแินนท์โปรตีนผลติขึน้ในสว่นของโปรตีน

ท่ีไมล่ะลายนํา้และสะสมอยู่ในส่วน inclusion bodies และเม่ือวิเคราะห์รีคอมบิแนนท์โปรตีนท่ีถกู
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ผลิตขึน้ด้วย SDS-PAGE พบว่ามีขนาดของโมเลกลุใกล้เคียงกบัท่ีเคยมีรายงานไว้ และสามารถ

ยับยัง้การเจริญของเชือ้แบคทีเรียแกรมลบ เช่น V. alginolyticus และ Pseudomonas 

aeruginosa แตไ่มส่ามารถยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกและเชือ้ราได้ 

อย่างไรก็ตามการท่ีโปรตีนสว่นใหญ่อยู่รวมกนัในลกัษณะของ inclusion bodies ในสว่น

ของ insoluble fraction ท่ีเดียวนัน้มีข้อดีเน่ืองจากทําให้ง่ายตอ่กระบวนการทําให้บริสทุธ์ิโดยเม่ือ

นํารีคอมบิแนนท์ bacSp ท่ีได้มาทําให้บริสุทธ์ิโดยใช้วิธี Ni2-NTAaffinity column 

chromatography โดยอาศยัคณุสมบตัขิอง His-tag ท่ีตดิอยูก่บัรีคอมบิแนนท์โปรตีน ซึง่นิกเกิลจะ

จับอยู่กับกรดอะมิโนฮิสทิดีนท่ีปลายด้าน N-terminal ของโปรตีน ส่งผลให้โปรตีนอ่ืนๆ ท่ีไม่

จําเพาะหลดุออกมา จากนัน้เม่ือชะล้างคอลมัน์ด้วย elution buffer ท่ีมี imidazole ซึง่จะเข้าไปจบั

กบัคอลมัน์แทนกรดอะมิโนฮิสทิดีนของโปรตีนจึงทําให้รีคอมบิแนนท์โปรตีนหลดุออกและมีความ

บริสทุธ์ิมากยิ่งขึน้  

เม่ือนํารีคอมบิแนนท์ bacSp และเพปไทด์ต้านจลุชีพสงัเคราะห์ bacS pมาทําการศกึษา

สมบัติทางชีวภาพในเบือ้งต้นพบว่ารีคอมบิแนนท์ bacSp และเพปไทด์ต้านจุลชีพสังเคราะห์ 

bacSp มีประสิท ธิภาพในการยับยั ง้การ เจ ริญของของแบคที เ รีย ก่อโรคในอาหาร V. 

parahaemolyticus จากข้อมลูการศึกษาเพปไทด์ต้านจุลชีพในปทูะเลในประเทศไทย พบยีนของ

เพปไทด์ต้านจุลชีพหลายชนิดในเลือดของปูทะเล และมีเพปไทด์ต้านจุลชีพหลายชนิดท่ีมี

ความสามารถในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้แบคทีเรียในกลุม่ Vibrios ได้  

Imjongjirak และคณะ (2007, 2011a, 2011b) ได้ทําการศกึษาคณุสมบตัิในการยบัยัง้

การเจริญของจุลินทรีย์ของเพปไทด์ต้านจุลชีพ Antilipopolysaccharide factor (ALFSp, 

ALFSp2) และ Arasin-likeSp ท่ีพบในปทูะเล mud crab, Scylla paramamosain โดยพบว่าเพป

ไทด์ต้านจลุชีพสงัเคราะห์ของเพปไทด์เหล่านีส้ามารถยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรียแกรมลบ เช่น 

V. harveyi และ V. anguillarum ได้ โดยมีคา่ MIC อยูร่ะหวา่ง 0.39-25 µM  
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จากรายงานวิจยัของ Morin และคณะ (2005) ท่ีได้ทําการศกึษาคณุสมบตัิการยบัยัง้การ

เจริญของจลุินทรีย์ของรีคอมบิแนนท์ indolicidin เปรียบเทียบกบัเพปไทด์สงัเคราะห์ indolicidin 

พบว่าค่า MIC และ MBC มีค่าไม่แตกต่างกนัมากนกั โดยค่า MIC ของเชือ้ S. aureus อยู่ท่ี 2 

µg/ml และคา่ MBC อยู่ท่ี 6 µg/ml เท่ากนั และคา่ MIC ของเชือ้ B. cereus อยู่ท่ี 4 และ 2 µg/ml 

และคา่ MBC อยู่ท่ี 6 และ 4 µg/ml นอกจากนีย้งัมีรายงานวิจยัของ Wei และคณะ (2005) ท่ีได้

ศกึษาประสิทธิภาพในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ E. coli และ S. aureus ของรีคอมบิแนนท์ 

Hal18 เทียบกบัเพปไทด์สงัเคราะห์ Hal18 โดยพบว่าคา่ MIC ของเชือ้ E. coliอยู่ท่ี 20 และ 5 mM 

และคา่ MIC ของเชือ้ S. aureus อยูท่ี่ 10 และ 1.25 mM ตามลําดบั 

เม่ือนํารีคอมบิแนนท์ bacSp และเพปไทด์ต้านจุลชีพสงัเคราะห์ bacSp มาตรวจสอบ

เสถียรภาพท่ีอณุหภมูิ และคา่ความเป็นกรด-ดา่ง ตา่ง ๆ ตอ่คณุสมบตักิารต้านเชือ้จลุนิทรีย์พบว่ารี

คอมบิแนนท์ bacSp มีความเสถียรตอ่อณุหภมูิสงูได้ดี (121 OC, 15 นาที) และมีความเสถียรตอ่

ค่าความเป็นด่างได้ (pH 9) เช่นเดียวกนักบัเพปไทด์ต้านจลุชีพสงัเคราะห์ และความเสถียรของ

เพปไทด์ต้านจลุชีพสงัเคราะห์ bacSp ตอ่คา่ความเป็นกรด-ดา่ง พบว่าท่ี pH 9คา่ MIC และ MBC 

มีคา่เพิ่มขึน้เลก็น้อยโดยมีคา่อยูท่ี่ 25 µM 

Wu และคณะ (2005) ท่ีได้ศกึษาความคงทนตอ่อณุหภมูิและความเป็นกรด-ดา่งของเพป

ไทด์ต้านจลุชีพ Subpeptin JM4-A และ Subpeptin JM4-B ท่ีผลิตได้จาก Bacillus subtilis JM4 

โดยได้นําเพปไทด์จุลชีพมาทดสอบท่ีอุณหภูมิในช่วง 20-120 OCเป็นเวลา 30 นาที และท่ี pH 

ในช่วง 2-12 จากผลการศึกษาพบว่าเพปไทด์ต้านจุลชีพทัง้สองชนิดนีค้วามเสถียรคงเดิมท่ี

อณุหภมูิ 20-100 OCแตท่ี่อณุหภมูิ 120 OC นัน้พบว่ามีความเสถียรลดลง 50% ความเสถียรของ

เพปไทด์ต้านจลุชีพทัง้สองชนิดนีต้่อความเป็นกรด-ดา่ง พบว่ามีความเสถียรอยู่ท่ี pH 2-10 ได้ดี 

แตท่ี่คา่ pH สงูกวา่ 10 ขึน้ไปพบวา่มีความเสถียรลดลง 
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Mkrtchyan และคณะ (2010) ได้ทําการศึกษาคณุลกัษณะของเพปไทด์ต้านจุลชีพ 

acidocin LCHV ซึง่เป็นเพปไทด์ต้านจลุชีพท่ีสกดัได้จากแบคทีเรีย Lactobacillus acidophilus 

n.v. Er 317/402 strain Narine โดยศกึษาถึงความเสถียรของเพปไทด์ต้านจลุชีพตอ่ความร้อน

และความเป็นกรด-ดา่ง ผลท่ีได้พบวา่เพปไทด์ต้านจลุชีพ acidicin LCHV สามารถทนความร้อน 

ความสามารถในการคงประสิทธิภาพของเพปไทด์ต้านจลุชีพในการทนความร้อนและทน

ต่อความเป็นกรด-ด่างซึ่งพบได้ในกระบวนการแปรรูปอาหาร ทําให้เพปไทด์ต้านจุลชีพมีความ

เหมาะสมและน่าสนใจสําหรับการนํามาใช้เป็นสารถนอมอาหารท่ีมีศกัยภาพในการเพิ่มความ

ปลอดภัยของอาหาร และสามารถยืดอายุการเก็บรักษาอาหารได้ เช่น เพปไทด์ต้านจุลชีพท่ีมี

ความสามารถในการทนต่อความเป็นกรดมีความสําคญัต่อการนํามาประยุกต์ใช้ในอาหาร เช่น 

ผลติภณัฑ์เนือ้หมกั (Xiraphi et al., 2008) ได้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

บทที่ 6 

 

สรุปผลการทดลอง 

 

1. สามารถเหน่ียวนําให้มีการแสดงออกของยีนเพปไทด์ต้านจลุชีพ bacSp ได้ใน E. coli สาย

พนัธุ์ Rosetta™(DE3)pLysS 

2. ภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตรีคอมบิแนนท์ bacSp โดยการเหน่ียวนําด้วย 1 mM IPTG เป็น

ระยะเวลา 18 ชัว่โมง 

3. รีคอมบิแนนท์โปรตีนส่วนใหญ่หรือเกือบทัง้หมดอยู่ในส่วนของโปรตีนท่ีไม่ละลายนํา้

(inclusion bodies) 

4. สามารถแยกบริสทุธ์ิรีคอมบิแนนท์ bacSp ได้ด้วย Ni2+-NTA โครมาโตกราฟี โดยรีคอม

บิแนนท์ bacSp ถกูชะออกจากคอลมัน์ด้วย elution buffer ท่ีมี 100 mM imidazole และมี

ความบริสทุธ์ิอยา่งชดัเจนเม่ือวิเคราะห์ด้วย SDS-PAGE 

5. สามารถผลิตรีคอมบิแนนท์ bacSp บริสทุธ์ิได้เท่ากบั 3.4 mg จากการเลีย้งเซลล์รีคอม

บแินนท์ E. coli ปริมาตร 1 ลติร  

6. รีคอมบิแนนท์ bacSp ท่ีความเข้มข้น 22 µM สามารถลดปริมาณเชือ้ V. parahaemolyticus 

ลงได้ประมาณ 1 log CFU/ml 

7. เพปไทด์ต้านจลุชีพสงัเคราะห์ bacSp สามารถยบัยัง้การเจริญของเชือ้ V. parahaemolyticus

ได้โดยมีคา่ MIC และ MBC อยูท่ี่ 12.5 µM 

8. รีคอมบิแนนท์ bacSp และเพปไทด์ต้านจุลชีพสงัเคราะห์ bacSp มีเสถียรภาพท่ีอุณหภูมิสงู 

(121 OC, 15 นาที) และท่ี pH  6.5, 7.5 และ 9  
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ภาคผนวก ก 

 

การเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ 

1. Luria Bertani (LB) Agar 

Yeast extract    10  g 

Tryptone    10  g 

Sodium chloride   5  g 

Agar      15  g 

 ละลายส่วนประกอบทัง้หมดในนํา้กลัน่ 1000 ml ปรับ pH ให้เท่ากบั 7.5 นําไปต้มให้

สว่นผสมละลายเข้ากนั จากนัน้นําไปฆ่าเชือ้ด้วย autoclave ท่ีอณุหภมูิ 121 ˚C เป็นเวลา 15 นาที 

ตัง้ทิง้ไว้ให้เย็นลง แล้วเทใสจ่านอาหารเลีย้งเชือ้ 

2. Luria Bertani (LB) Broth 

Yeast extract    10  g 

Tryptone    10  g 

Sodium chloride   5  g 

 ละลายส่วนประกอบทัง้หมดในนํา้กลัน่ 1000 ml ปรับ pH ให้เท่ากบั 7.5 นําไปต้มให้

สว่นผสมละลายเข้ากนั จากนัน้นําไปฆา่เชือ้ด้วย autoclave ท่ีอณุหภมูิ 121 ˚C เป็นเวลา 15 นาที 
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3. Poor Broth (PB) 

Tryptone     10  g 

Sodium chloride   5  g 

 ละลายส่วนประกอบทัง้หมดในนํา้กลัน่ 1000 ml ปรับ pH ให้เท่ากบั 7.5 นําไปต้มให้

สว่นผสมละลายเข้ากนั จากนัน้นําไปฆา่เชือ้ด้วย autoclave ท่ีอณุหภมูิ 121 ˚C เป็นเวลา 15 นาที 

4. Thiosulfate citrate bile sucrose (TCBS) Agar (HIMEDIA) 

TCBS agar    89  g 

ละลายส่วนประกอบทัง้หมดในนํา้กลัน่ 1000 ml นําไปต้มให้ส่วนผสมละลายเข้ากนั 

จากนัน้นําไปนัง่ฆ่าเชือ้ด้วย autoclave ท่ีอณุหภมูิ 121 ˚C เป็นเวลา 15 นาทีตัง้ทิง้ไว้ให้เย็นลง 

แล้วเทใสจ่านอาหารเลีย้งเชือ้ 

5. Tryptic Soy Broth (TSB) (HIMEDIA) 

Tryptic soy broth   30   g 

ละลายส่วนประกอบทัง้หมดในนํา้กลัน่ 1000 ml นําไปต้มให้ส่วนผสมละลายเข้ากนั 

จากนัน้นําไปฆา่เชือ้ด้วย autoclave ท่ีอณุหภมูิ 121 ˚C เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

 

การเตรียมสารเคมี 

1. สารละลายสาํหรับการผลิตรีคอมบแินนท์โปรตนี 

 

1.1 50 mg/ml Kanamycin 

ชัง่kanamycin 0.05 g ละลายด้วยนํา้กลัน่ปลอดเชือ้1 ml เขย่าให้เข้ากนั เก็บท่ี

อณุหภมูิ -20 ˚C  

 

1.2 1 M Isopropyl-ß-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) 

ชัง่IPTG0.238 g ละลายด้วยนํา้กลัน่ปลอดเชือ้1 ml เขย่าให้เข้ากนั เก็บท่ี

อณุหภมูิ -20 ˚C  

 

2. สารละลายสาํหรับ Lysis buffer 

 

2.1 10 mg/ml Lysozyme 

ชัง่lysozyme0.01 g ละลายด้วยนํา้กลัน่ปลอดเชือ้ 1 ml เขย่าให้เข้ากนัเก็บท่ี

อณุหภมูิ  -20 ˚C  

 

2.2 1 mg/ml DNase 

 ชัง่DNase0.001 g ละลายด้วยนํา้กลัน่ปลอดเชือ้ 1 ml เขย่าให้เข้ากนัเก็บท่ี

อณุหภมูิ  -20 ˚C  
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2.3 Tris EDTA 

ผสมสารละลาย 10 mM Tris-HCl และสารละลาย 1 mM EDTA โดยละลาย 

Tris-HCl 0.12 g ในนํา้กลัน่ และเติมสารละลาย 0.5 M EDTA 1 ml ปรับ pH ให้เท่ากบั 8 จากนัน้

ปรับปริมาตรให้เท่ากบั 100 ml  

 

3. สารละลายสาํหรับการทาํบริสุทธ์ิรีคอมบแินนท์โปรตนี 

3.1 10 mM imidazole Elution buffer 

Urea     96.096  g 

Sodium dihydrogen phosphate 1.38  g 

Sodium chloride   3.508  g 

Imidazole     0.136  g 

ละลายสว่นประกอบทัง้หมดในนํา้กลัน่ 200 ml ปรับ pH ให้เท่ากบั 8 ด้วย NaOH 

  

3.2 20 mM imidazole Elution buffer 

Urea     96.096  g 

Sodium dihydrogen phosphate 1.38  g 

Sodium chloride   3.508  g 

Imidazole     0.272  g 

ละลายสว่นประกอบทัง้หมดในนํา้กลัน่ 200 ml ปรับ pH ให้เท่ากบั 8 ด้วย NaOH 

 

 3.3 50 mM imidazole Elution buffer 

Urea     96.096  g 

Sodium dihydrogen phosphate 1.38  g 

Sodium chloride   3.508  g 

Imidazole     0.681  g 

ละลายสว่นประกอบทัง้หมดในนํา้กลัน่ 200 ml ปรับ pH ให้เท่ากบั 8 ด้วย NaOH 
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  3.4 100 mM imidazole Elution buffer 

Urea     96.096  g 

Sodium dihydrogen phosphate 1.38  g 

Sodium chloride   3.508  g 

Imidazole     1.361  g 

ละลายสว่นประกอบทัง้หมดในนํา้กลัน่ 200 ml ปรับ pH ให้เท่ากบั 8 ด้วย NaOH 

 

3.5 250 mM imidazole Elution buffer 

Urea     96.096  g 

Sodium dihydrogen phosphate 1.38  g 

Sodium chloride   3.508  g 

Imidazole     3.4  g 

ละลายสว่นประกอบทัง้หมดในนํา้กลัน่ 200 ml ปรับ pH ให้เท่ากบั 8 ด้วย NaOH 

 

3.6 Dialysis buffer 

Tris base     2.4  g 

ละลายสว่นประกอบทัง้หมดในนํา้กลัน่ 1000 ml ปรับ pH ให้เท่ากบั 8 ด้วย NaOH 

 

4. สารละลายสาํหรับ SDS-PAGE 

 

4.1 2 M Tris-HCl, pH 8.8 

ชัง่ Tris base 24.2 g ละลายด้วยนํา้กลัน่และปรับ pH ด้วย HCl จากนัน้ปรับ

ปริมาตรจนครบ 100 ml 
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4.2 1M Tris-HCl, pH 6.8  

ชัง่ Tris base 12.1 g ละลายด้วยนํา้กลัน่และปรับ pH ด้วย HCl จากนัน้ปรับ

ปริมาตรจนครบ 100 ml 

 

4.3 10% SDS 

ชัง่SDS 10 g ละลายด้วยนํา้กลัน่และปรับปริมาตรจนครบ100 ml 

 

4.4 1% bromophenol blue 

ชัง่bromophenol blue 0.1 g ละลายด้วยนํา้กลัน่ คนจนกระทัง่ละลายหมดปรับ

ปริมาตรจนครบ10 ml เก็บท่ีอณุหภมูิห้อง 

 

4.5 10% ammonium persulfate 

ชัง่ammonium persulfate 0.1 g ละลายด้วยนํา้กลัน่ปรับปริมาตร 1 ml เขย่า

ให้เข้ากนั เก็บท่ีอณุหภมูิ -20 ˚C  

 

4.6 1 M Dithiothreitol (DTT) 

ชัง่DTT 0.1542 g ละลายด้วยนํา้กลัน่ปรับปริมาตร 1 mlเขย่าให้เข้ากนัเก็บท่ี

อณุหภมูิ  -20 ˚C  

 

4.7 Working solution A 

เตรียม 30% acrylamide และ 0.8% bis-acrylamide  โดยชัง่ acrylamide29.2 

g และ bis-acrylamide0.8 g ละลายด้วยนํา้กลัน่ปรับปริมาตร 100 ml เก็บท่ี 4 ˚C 
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4.8 Working solution B 

2 M Tris-HCl    75   ml 

10% SDS    4  ml 

นํา้กลัน่     21  ml 

 

4.9 Working solution C 

1 M Tris-HCl    50   ml 

10% SDS    4  ml 

นํา้กลัน่     46  ml 

 

4.10 2X Sample buffer (10 ml) 

1 M Tris-HCl    0.9   ml 

10% glycerol    2  ml 

10% SDS    2  ml 

0.1% bromophenol blue  2   ml 

1M DTT    1  ml 

นํา้กลัน่     21  ml 

 

4.11 10X Running buffer 

Tris     30   g 

Glycine     144  g 

SDS     10  g 

ละลายสว่นประกอบทัง้หมดในนํา้กลัน่ 1000 ml เม่ือนําไปใช้ให้เจือจางในระดบัความ

เข้มข้น 1:10 (1X) 
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4.12 Staining solution 

Coomassie Brilliant Blue R-250 1  g 

Methanol     450  ml 

Glacial acetic acid   100  ml 

นํา้กลัน่     450  ml 

 

4.13 Destain solution 

Methanol     100  ml 

Glacial acetic acid   100  ml 

นํา้กลัน่     800  ml 
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ภาคผนวก ค 

 

การวิเคราะห์โปรตนีด้วยวิธี SDS-PAGE 

 

1. การเตรียม 20% Separating gel 

Working solution A   6.7  ml 

Working solution B   2.5  ml 

นํา้กลัน่    0.8  ml 

10% ammonium persulphate 50  µl 

TEMED    5  µl 

 

2. การเตรียม 5% Stacking gel 

Working solution A   0.67  ml 

Working solution C   1  ml 

นํา้กลัน่    2.3  ml 

10% ammonium persulphate 30  µl 

TEMED    5  µl 

 

 

 

 

 

 

 

 



67 

 

ภาคผนวก ง 

 

กราฟโปรตนีมาตรฐานเพื่อเทยีบหาปริมาณโปรตนีด้วยวิธี Bradford 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่  ง.1กราฟโปรตีนมาตรฐานแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นของโปรตีนกับค่าการ

ดดูกลืนแสงท่ี 595 นาโนเมตร 

 

คํานวณหาความเข้มข้นของโปรตีนได้จากสตูร 

 

ความเข้มข้นของโปรตีน (mg/ml) = (คา่ดดูกลืนแสงท่ี 595 นาโนเมตร – 0.021)/0.016 
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ภาคผนวก จ 

 

Restriction Map of pET28(b) 
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ประวัตผู้ิเขียนวทิยานิพนธ์ 

 นางสาวปวันรัตน์ อําไพพันธ์ุ เกิดเม่ือวันท่ี 21 ธันวาคม พ.ศ. 2530 ท่ีจังหวัด

ก รุง เทพมหานคร สํา เ ร็จการศึกษาระดับปริญญาตรีวิทยาศาสตร์บัณฑิต สาขาวิชา

เทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัมหิดล เม่ือปีการศกึษา 2552 และเข้าศกึษาตอ่

ในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีทางอาหาร คณะวิทยาศาสตร์ 

จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ในปีการศกึษา 2553 

 

การนําเสนอผลงานวิชาการ 

ปวนัรัตน์ อําไพพนัธุ์, จนัทร์ประภา อ่ิมจงใจรัก. 2556. การผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนของเพปไทด์

ต้านจุลชีพ bactenecin-likeSp. การประชุมเสนอผลงานวิจัย ระดับบัณฑิตศึกษา

แห่งชาต ิครัง้ท่ี 27. ใน การประชมุเสนอผลงานวจิยั ระดบับณัฑิตศกึษาแห่งชาต ิครัง้ท่ี 27 

(ภาคโปสเตอร์). วนัท่ี 28 กมุภาพนัธ์-1 มีนาคม 2556 ณ มหาวิทยาลยันเรศวร พิษณโุลก. 
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