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บทคัดยอ 

     เปปไทดท่ีมีฤทธิท์างชีวภาพจากแหลงธรรมชาติไดรับความนิยมอยางมากในปจจุบัน เมล็ดผลไมเปน
แหลงสะสมอาหารซึ่งมีความเปนไปสูงในการพบเปปไทดท่ีมีฤทธิท์างชีวภาพ โดยงานวิจัยนีไ้ดคัดเลอืก
เ ป ป ไ ท ด ท่ี มี ฤ ท ธิ์ ใ น ก า ร ต า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ จ า ก เ ม ล็ ด ลํ า ไ ย  โ ด ย ต้ั ง ชื่ อ ว า  Longan 1 
(ISYVVPVYIAEITPKTFRGGF) ท้ังนี้การสกัดจากธรรมชาติโดยตรงยังพบปญหา เชน การควบคุม
สวนผสมของเปปไทดในโปรตีนไฮโดรไลเสต งานวิจัยนี้จึงเลือกเทคนิคดานพันธุศาสตรโมเลกุลมาใช
แกปญหา โดยออกแบบช้ินสวนดีเอ็นเอใหประกอบดวยออกแบบนิวคลีโอไทดท่ีแปลรหัสแลวไดเปน
ลําดับกรดอะมิโอของเปปไทด Logan 1 เรียงตอกัน 4 ชุด แตละชุดคั่นดวยโคดอนกรดอะมิโนแอสพาร
ติก เพ่ือใหช้ินสวนดีเอ็นเอยาวเพียงพอสําหรับการจัดการดวยเทคนิคดานพันธุศาสตรโมเลกุล จากนั้น
ตัดตอเขาเวคเตอรพาหะ pPICZαA และนําเขาสูโครโมโซมของ P. pasotoris GS115 เม่ือเหนี่ยวนําให
เกิดการแสดงออก พบโปรตีนท่ีคาดวาเปนรีคอมบิแนนทเปปไทดเปาหมายขนาดประมาณ 10 และ 20 
กิโลดาลตัน อยางไรก็ตามเมื่อตรวจสอบดวยเทคนิคแมสสเปกโตรเมตรี แลวพบวาไมใชรีคอมบิแนนท
เปปไทดท่ีตองการ นอกจากนี้การใช P. pasotoris ในการแสดงออกพบปญหาหลายประการ จึงไดทํา
การแกปญหาโดยเปลี่ยนระบบการแสดงออกเปน Escherichia coli โดยนําชิ้นสวนดีเอ็นเอช้ินเดียวกัน
ใสเขาพลาสมิด pQE-30 Xa และนําเขาสู E. coli MG1655 โดยเมื่อเหนี่ยวนําใหเกิดการแสดงออกพบ
แถบโปรตีนขนาดประมาณ 13 กิโลดาลตันในสวนโปรตีนละลายน้ํา ซึ่งเปนรีคอมบิแนนทเปปไทดท่ี
ตองการเม่ือทําใหบริสุทธิ์ผานคอลัมนและตรวจสอบดวยวิธี Western Blot นอกจากนี้ยังพบการตาน
ออกซิเดช่ันเม่ือตรวจสอบดวยวิธีตางๆ โดยเฉพาะไนตริกออกไซดเม่ือเทียบกับขอมูลของโปรตีน
ไฮโดรไลเสต และยังพบวารีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 มีฤทธิ์ในการตานการแบงตัวของ
เซลลมะเร็งกระเพาะ (KATO-III) 

คําสาํคัญ: อนุมูลอิสระ, สารตานอนุมลูอิระ, รีคอมบิแนนทเปปไทด, ลาํไย, Pichia pastoris, 
Escherichia coli 
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ABSTRACT 

       Bioactive peptides from natural sources are currently favorable. Fruit seeds are sources of 
accumulated food, so there are potential sources for discovering bioactive peptides. In this research, 
an antioxidative peptides from longan seeds, named as Longan 1 (ISYVVPVYIAEITPKTFRGGF) 
was selected. However, direct extraction of the peptides from natural sources encounters some 
problems such as controlling of pepitide composition in protein hydrolysate. To overcome these 
problems, molecular genetic technique is chosen in this research by designing DNA fragment 
containing 4 repeats of the Longan 1 peptide linked by the codons of Aspartic acid in order to obtain 
adequetly long peptides for being manipulated by molecular genetic teqnique. Then, the DNA 
fragment wasinserted into the expression vector, pPICZαA and further integrated onto P. pastoris 
GS115 chromosome. After induction, the expected 10 and 20 kDa protein bands were revealed. 
However, they were not target peptide after being verified by mass spectrometry. Furthermore, there 
were several problems when using P. pastoris as expression host. Therefore, to solve these problems, 
the expression system was changed to Escherichia coli. The same DNA fragment was inserted into 
the plasmid pQE-30 Xa, and then transformed into E. coli MG1655. After induction, the expected 13 
kDa protein band was found as in soluble protein fraction. It was found as recombinant target protein 
after being purified by affinity column and verified by Westrn blot. Moreover, the recombinant 
peptide was able to scavange free radicals, when characterized by several methods, especially nitric 
oxide when compared to the data of protein hydrolysate. The recombinant Longan 1 peptide was also 
revealed antiprolifative activity against stomach cancer, KATO-III. 

Keywords: free radical, antioxidant, recombinant peptides, longan, Pichia pastoris, Escherichia coli 
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
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µg/mL ไมโครกรัมตอมิลลลิิตร 
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µm ไมโครเมตร 
Amp Amplicilin 
AmpR Amplicilin Resistance 
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g กรัม 
g/L กรัมตอลติร 
IPTG Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 
L ลิตร 
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M โมลารหรอืโมลตอลติร 
mL มิลลลิิตร 
mM มิลลโิมลาร 
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w/v weight by volume (น้ําหนกัตอปริมาตร) 
X-gal 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside 
YPD Yeast extract-Peptone-Dextrose 
ZeocinR Zeocin Resistance 
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บทที ่1 

บทนาํ 

1.1 การทบทวนวรรณกรรม 

      อนุมูลอิสระเปนสาเหตุของโรคหลายชนิด เนื่องจากอนุมูลอิสระประกอบดวยอิเล็คตรอนอิสระอยู
ในวงนอกของอะตอมทําใหมีความไมคงตัวและวองไวในการเกิดปฎิกิริยา อนุมูลอิสระตองการหา
อิเล็คตรอนมาจับคูเพ่ือใหมีความคงตัว จึงสามารถทําปฏิกิริยากับสารชีวโมเลกุลในเซลลและเนื้อเยื่อ 
เชน ไขมัน โปรตีน ดีเอ็นเอ เพ่ือดึงอิเล็คตรอนหรือไฮโดรเจนอะตอม หรือเขาไปจับคูกับอิเล็คตรอนข
องสารชีวโมเลกุลทําใหสมบัติของสารชีวโมเลกุลเปลี่ยนไป ซึ่งความเสียหายท่ีเกิดขึ้นนี้เปนสาเหตุของ
การเกิดโรคมากมาย เชน โรคแกกวาวัย มะเร็ง อัลไซเมอร (Ames et al., 1993a, Ames et al., 1993b, 
Slater, 1984) นอกจากนีอ้นมูุลอสิระยังสามารถทําปฏกิิริยากับ LDL (Low- density lipoprotein) เกิดเปน 
oxidized LDL ซึ่งเปนสาเหตุของภาวะหลอดเลือดแดงแข็งตัว ทําใหเกิดโรคหัวใจ (Sinatra 
andDeMarco, 1995) 

     อนุมูลอิสระเปนผลพลอยไดที่เกดิจากการเผาผลาญอาหารในรางกาย เนื่องจากอนุมูลอิสระท่ีเกิดขึ้น
ในรางกายมาจากปฏิกิริยาท่ีใชออกซิเจนจึงมีช่ือเรียกวา Reactive Oxygen Species (ROS) เชน ซูเปอร
ออกไซด แอนอิออน (superoxide anion; O2

•-), ไฮโดรเปอรออกซิล แรดิคอล (hydroperoxyl radical; 
HOO•) และไฮดรอกซิล  แรดิคอล (hydroxyl radical; OH•) ซึ่งรางกายเองก็มีกลไกในการกําจัดอนุมูล
อิสระเหลานี้ เชน กระบวนการ oxidative stress ซึ่งกระตุนการทํางานของเอนไซมซูเปอรออกไซดดิส
มิวเทส (superoxide dismutase; SOD) คาตาเลส (catalase; CAT) กลูตาไทโอน- เปอรซิเดส (glutathione 
peroxidase; GPx) (Barber et al., 2006) แตเนื่องจากอนุมูลอิสระเกิดไดอยางรวดเร็วและทําปฎิกิริยา
อยางวองไว ประกอบกับวิถีการดําเนินชีวิตและธรรมชาติท่ีเปลี่ยนไป เชน การรับประทานเนื้อสัตวปง
ยางที่มีไขมันสูง มลพิษทางอากาศ รังสียูวี ควันบุหร่ี ดังนั้นการรับสารตานอนุมูลอิสระ(antioxidant) 
จากภายนอกจึงเปนทางเลือกเพื่อลดการเกิดอนมุูลอสิระในรางกายหรือลดความเสียหายที่เกิดจากอนุมูล
อิสระ  โดยสารตานอนุมูลอิสระคือสารประกอบท่ีสามารถปองกันหรือชะลอกระบวนการเกิดออกซิ
เดช่ัน ซึ่งสามารถพบไดในองคประกอบของอาหาร เชน วิตามินเอ ซีและอี ซิลิเนียม แคโรทีนอยด 
(Diplock, 1991) นอกจากนี้ยังมีการคนพบเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ โดยเปปไทดเหลานี้จะมี
กรดอะมิโนวงแหวนอะโรมาติก เชน ฟนิลอะลานิน (Phenylalanine) ไทโรซีน (Thirosine) และทริป
โตเฟน (Tryptophane) ที่สามารถใหโปรตอนแกอนุมูลอิสระได สงผลใหอนุมูลอิสระนั้นถูกทําลายไป 
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(Hattori et al., 1998, Wang andDe Mejia, 2005, Xie et al., 2008) หมูอิมิดาโซล (imidazole) ในฮิสติดีน 
(Histidine)กับหมูไธออล (thiol) ในซิสเตอีน (Cysteine) ก็สามารถตานอนุมูลอิสระไดเชนกัน (Qian et 
al., 2008) นอกจากองคประกอบของกรดอะมิโนในเปปไทดแลว ตําแหนงของกรดอะมิโนก็เปนอีก
ปจจัยที่สําคัญตอการตานอนุมูลอิสระ ซึ่งการสลับท่ีหรือเปลี่ยนชนิดของกรดอะมิโนภายในโครงสราง
เปปไทด จะสงผลตอฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ (Rajapakse et al., 2005) 

      เปปไทดท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพและสกัดไดจากธรรมชาติกําลังไดรับความสนใจเพ่ือใชในการผลิตเปน
ยา อาหารเสริมสุขภาพ ผลิตภัณฑเสริมความงาม รวมท้ังการผสมในอาหารสัตว เนื่องจากผูบริโภค
ตระหนักถึงความปลอดภัย จึงมีงานวิจัยหลากหลายในการหาเปปไทดเหลานี้จากธรรมชาติ เชน เปป
ไทดขนาดนอยกวา 1,000 ดาลตันที่มีฤทธิ์ตานออกซิเดช่ันซึ่งสกัดจากถั่วแอลฟาฟา (Xie et al., 2008) 
ในพืชตระกูลถั่วอีกชนิดคือถั่วลิสง พบเปปไทดขนาด 3,000 ถึง 5,000 ดาลตันท่ีสามารถยับยั้งปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของไขมันและการเขาจับกับโลหะ ในปค.ศ. 2010 มีรายงานการสกัดเปปไทดจากเอนโด
สเปรมของขาวซึ่งพบวาเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ตานออกซิเดชันดีท่ีสุด มีน้ําหนักโมเลกุล 959.5 ดาลตัน มี
ลําดับกรดอะมิโนคือ ฟนิลอะลานิน-  อารจินิน-กรดแอสพาติก-กรดกลูตามิก-ฮิสติดีน-ไลซีน-ไลซีน 
(Phe-Arg-Asp-Glu-His-Lys-Lys)  และเปปไทดขนาด 1,002.5 ดาลตัน มีลําดับกรดอะมิโนคือ ไลซีน-ฮิ
สติดิน-กรดแอสพาติก-อารจินิน-ไกลซีน-กรดแอสพาติก-กรดกลูตามิค-ฟนิลอะลานิน (Lys-His-Asp-
Arg-Gly-Asp-Glu-Phe) (Zhang et al., 2010) นอกจากนี้ Cheng และคณะ พบเปปไทดจากการยอยมัน
ฝรั่งดวยเอลเคเลสท่ีมีท่ีมีฤทธิต์านออกซิเดชันดีท่ีสดุมีลําดับกรดอะมิโน คือ เซอรีน-เซอรีน-กลูตามีน-ฟ
นิลอะลานิน-ไทโรซีน-ทริปโตเฟน (Ser-Ser-Glu-Phe-Thr-Tyr) ซึ่งตรงกับลําดับกรดอะมิโนบางสวน
ของ metallocarboxypeptidase inhibitor และไอโซลูซีน-ไทโรซีน-ลิวซีน-ไกลซีน-กรดกลูตามิค (Ile-
Tyr-Leu-Gly-Glu) ซึ่งกับลําดับกรดอะมิโนบางสวนของ Lipoxygenase1 (Cheng et al., 2010)  

      สําหรับพืชท่ีพบในประเทศไทยมีการศึกษาในเชน การสกัดโปรตีนจากลูกสมอไทยพบวาโปรตีน
พบวาโปรตีนที่มีฤทธิ์ตานออกซิเดชั่นมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 16 กิโลดาลตัน (Srivastava et al., 
2012) การสกัดโปรตีนในวานชักมดลูกพบโปรตีนที่มีฤทธิ์ตานออกซิเดช่ันขนาดประมาณ 18 กิโลดาล
ตัน หรือในพืชวงศขิง ซึ่งพบเปปไทดท่ีสามารถยับย้ัง angiotensin I-converting enzyme ซึ่งเอนไซมนี้
เกี่ยวของกับโรคความดันโลหิตสูง ท้ังนี้ขอไดเปรียบของประเทศไทยคือความหลากหลายทางชีวภาพ 
คนไทยมีการใชประโยชนจากทรัพยากรเหลานี้มานานดังจะเห็นไดจากตํารับยาสมุนไพร หรืออาหาร
ไทยท่ีอาจเรียกไดวาเปนโภชนาการบําบัด แตท้ังนี้การศึกษาเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพจากพืชใน
ประเทศไทยยังไมเปนท่ีหลากหลายนัก ผลไมไทยก็เปนอีกทางเลือกท่ีนาสนใจในการศึกษา เนื่องจาก
ผลไมไทยมีความหลากหลายและมีเอกลักษณทั้งในเรื่องรูปลักษณและรสชาติ นอกจากนี้ยังสามารถ
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นําไปแปรรูปเปนผลิตภัณฑตางๆเพ่ือเพ่ิมมูลคาโดยมักมีเมล็ดผลไมเหลือท้ิงจํานวนมาก เนื่องจากเมล็ด
ผลไมเปนแหลงสะสมของอาหารเพ่ือใชในการขยายพันธุ ดังนั้นการศึกษาเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ในการตาน
อนุมูลอิสระจึงเปนท่ีนาสนใจอยางยิ่ง นอกจากนี้ไดมีรายงานการวิจัยท่ีเกี่ยวของกับฤทธิ์ในการตาน
อนุมูลอิสระซึ่งพบไดในผลไมหลายชนิด เชน อะโวคาโดว ขนุน ลําไย มะมวง มะขาม (Soong and 
Barlow, 2004) 

      ปญหาท่ีพบจากการสกัดสารจากตัวอยางตามธรรมชาติคือสารท่ีตองการมักมีปริมาณนอย ตองใช
ตัวอยางจํานวนมาก รวมท้ังการเก็บรักษากม็ีความสาํคญั หากตัวอยางมีการเสยีสภาพ สารท่ีตองการ เชน 
โปรตีนก็มีการเสือ่มสภาพเชนกนั สวนการโปรตีนไฮโดรไลเสตก็มีปญหาการควบคุมสวนผสมของเปป
ไทดท่ีไดจากยอยในการเตรียมไฮโดรไลเสตแตละคร้ัง ดังนั้นเทคนิคทางดานพันธุศาสตรโมเลกุลจึงถูก
นํามาใชเพ่ือการผลิตเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพจากเมล็ดผลไมใหมีประสิทธิภาพ ซึ่งยีสต P. pastoris 
เปนสิ่งมีชีวิตท่ีใชกันอยางกวางขวางในการผลิต recombinant protein เนื่องจากมีความปลอดภัย ใช
อาหารเลี้ยงเช้ือที่ไมซับซอน เปนสิ่งมีชีวิตประเภทยูคาริโอตเซลลเดียวทําใหมีกระบวนการ post-
translational modification ซึ่งทําใหรีคอมบิแนนทโปรตีนท่ีผลิตไดใกลเคียงกับโปรตีนตนแบบ และรี
คอมบิแนนทโปรตีนถูกแสดงออกภายใตการควบคุมของ AOX1 promoter ซึ่งกระตุนไดดวยเมทานอล
ทําใหงายในการควบคุมการแสดงออก (Li et al., 2007) เนื่องจากเปปไทดที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพเปนเปป
ไทดสายสั้น การตรวจสอบและตรวจติดตามเม่ือใชเทคนิคดานพันธุศาสตรโมเลกุลเปนเร่ืองท่ียุงยาก 
การแกปญหาเรื่องนี้สามารถทําไดโดยใหนิวคลีโอไทดท่ีผลิตเปปไทดนี้มีจํานวนหลายชุดเรียงตอกัน
เพ่ือใหสายดีเอน็เอที่ยาวขึน้ เม่ือนิวคลีโอไทดเหลานี้ถูกถอดรหัสเปนโปรตีน รีคอมบิแนนทเปปไทดจึง
ประกอบดวยเปปไทดท่ีตองการหลายสายเรียงตอกัน ในอนาคตหากทําการตัดบริเวณท่ีกรดอะมิโนท่ี
เช่ือมสายเปปไทดเหลานี้ก็จะไดเปปไทดที่ตองการหลายสายในเวลาเดียวกัน ซึ่งตัวอยางของการใช
เทคนิคดังกลาวผลิตเปปไทดท่ีมีขนาดเล็ก เชน การผลิตเปปไทดท่ีเปนสารแตงรสเนื้อ (Wang et al., 
2011, Zheng et al., 2010) เปปไทด Gsp ซึ่งพบในรากโสมและใชเปนยารักษาโรคเบาหวาน (Yan et al., 
2003) เทคนิคท่ีกลาวมาจะชวยใหการผลติเปปไทดที่มีฤทธิท์างชีวภาพในการตานอนุมูลอสิระและ/หรือ
ตานการแบงตัวของเซลลมะเร็งที่พบจากเมลด็ผลไมไทยมีประสทิธภิาพ โดยเปปไทดเหลานี้สามารถตอ
ยอดไปใชในอุตสาหกรรมตางๆ เชน เภสัชกรรม อาหารเสริมสุขภาพ หรือผลิตภัณฑเสริมความงาม
ตอไปได 

1.2 ความสําคัญและท่ีมาของปญหาท่ีทําการวิจัย 

      อนุมูลอิสระ เชน ไฮดรอกซิล  แรดิคอล (hydroxyl radical; OH•) ซูเปอรออกไซด แอนอิออน 
(superoxide anion; O2

•-) ไฮโดรเปอรออกซิล แรดิคอล (hydroperoxyl radical; HOO•) และแอลคอกซิล 
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แรดิคอล (alkoxyl radical; RO•-) เปนผลพลอยไดท่ีเกิดจากกระบวนการใชออกซิเจนเผาผลาญอาหาร
แบบใชออกซิเจน โดยอนุมูลอิสระมีอิเลคตรอนอิสระท่ีอยูในวงนอกของอะตอมหรือโมเลกุลทําใหมี
ความวองไวในการเกดิปฎิกริิยา รวมท้ังปฏิกิริยากบัสารชีวโมเลกุลสําคัญในรางกาย เชน ไขมัน โปรตีน 
ดีเอ็นเอ โดยความเสียหายท่ีเกิดขึ้นเปนสาเหตุของการเกดิโรคอัลไซเมอร ความดันโลหิตสูง มะเร็ง และ
โรคแกกอนวัย (aging) เปนตน โดยปกติแลวรางกายมีกระบวนการกําจัดอนุมูลอิสระกอนท่ีจะทํา
อันตรายตอสารประกอบและเนื้อเยื่อในเซลล เชน เอนไซม superoxide dismutase (SOD) ท้ังนี้เนื่องจาก
อนุมูลอิสระเกิดขึ้นอยางรวดเร็วประกอบกับพฤติกรรมในการใชชีวิตทําใหรางกายไดรับอนุมูลอิสระ
จากภายนอกในปริมาณมากขึ้น เชน การรับประทานอาหารปงยางท่ีประกอบดวยเนื้อสัตวท่ีมีไขมันสูง 
การรับประทานอาหารประเภททอดท่ีใชความรอนสูง รวมถึงมลพิษและรังสียูวี ทําใหรางกายไดรับ
อนุมูลอิสระมากเกินกวาท่ีรางกายจะกําจัดไดทัน การรับสารตานอนุมูลอิสระจากภายนอก เชนจาก
อาหาร จึงเปนหนทางในการควบคมุและปองกนัความเสียหายท่ีเกดิจากอนุมูลอสิระ  องคประกอบที่พบ
ในอาหาร เชน วิตามินเอ ซี และอี รวมท้ังแคโรทีนอยด สามารถเปนสารตานอนุมูลอิสระซึ่งสามารถ
ชะลอความเสียหายท่ีเกิดจากอนุมูลอิสระได  นอกจากนีเ้ปปไทดท่ีมีฤทธิใ์นการตานอนมูุลอสิระกไ็ดรับ
การศึกษากันอยางกวางขวาง โดยเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระจะมีกรดอะมิโนชนิดวง
แหวนอะโรมาติกท่ีสามารถใหโปรตรอนแกอนุมูลอิสระได โดยชวงหลายปที่ผานมา เปปไทดท่ีมีฤทธิ์
ตานอนุมูลอสิระนี้ไดพัฒนาเพ่ือการผลิตยา ผลิตภัณฑเสริมอาหารและผลิตภัณฑเสริมความงามจํานวน
มาก นอกจากจะมีประสทิธิภาพสูงในการรักษาแลว ยังพบวามีผลขางเคียงนอย ซึ่งเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ทาง
ชีวภาพนี้สามารถสกัดไดจากพืช เชน ถั่ว ดอกทานตะวัน แปะกวย เปนตน นอกจากนี้พืชสมุนไพรไทย
หลายชนิด เชน ไพลดํา วานชักมดลูก ขมิ้นดํา  ลูกเนียง ไดรับการวิจัยจากหองปฏิบัติการวิจัยดาน
โปรตีนและวิศวกรรมพันธุศาสตร สถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย วาเปนแหลงของโปรตีน โปรตีนไฮโดรไลเสตและเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ทาง
ชีวภาพท่ีหลากหลาย 

      ประเทศไทยอยูในเขตรอนช้ืนซึ่งความหลากหลายทางชีวภาพมาก ท้ังนี้รวมถึงผลไมไทยที่มีความ
หลากหลายและมีช่ือเสียงไปท่ัวโลกถึงรสชาติ และคุณคาทางโภชนาการ ดวยความอุดมสมบูรณของ
ผลไมนานาชนิดท่ีมีใหรับประทานตลอดป การแปรรูปผลไมจึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งเพ่ือเพ่ิมมูลคาของ
ผลิตผลการเกษตรเหลานี้ อุตสาหกรรมการแปรรูปผลไมทําใหเกิดท้ิงเมล็ดผลไมจํานวนมาก ซึ่งเมล็ด
ผลไมเหลานี้มีความเปนไปไดวาจะมีเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีตองการ เนื่องจากเมล็ดเปนแหลง
สะสมอาหารเพ่ือใชในการขยายพันธุ โดยโครงการวิจัยนี้สนใจหาเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพตาน
อนุมูลอิสระและตานการแบงตัวของเซลลจําพวกเซลลมะเร็ง จากเมล็ดผลไมที่ เหลือ ท้ิงจา ก
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อุตสาหกรรมการแปรรูปผลไม เชน มะละกอ ลิ้นจ่ี ลําไย  ทั้งนี้เพ่ือแกปญหาจากการสกัดสารจาก
ธรรมชาติรวมถึงเปปไทดจากเมล็ดผลไม เทคนิคทางพันธุศาสตรโมเลกุลไดถูกนํามาใชเพ่ือใชในการ
ผลิตเปปไทดท่ีตองการในปริมาณมาก โดยใชยีสต Pichia pastoris เปนเซลลเจาบาน ซึ่ง P. pastoris 
เปนสิ่งมีชี วิตประเภทยูคาริโอตเซลล เดียวท่ีเลี้ยงงาย เจริญเติบโตเร็ว มีความปลอดภัย หรือ 
GRAS (Generally Recognized as Safe) มีโปรโมเตอรท่ีแข็งแรงและสามารถกระตุนไดดวยเมทานอล
เพ่ือใหยีนท่ีสนใจแสดงออก ท้ังนี้ รีคอมบิแนนทเปปไทดท่ีสนใจสามารถนําไปประยุกตใชใน
อุตสาหกรรมยา ผลิตภัณฑเสริมอาหาร และผลิตภัณฑเสริมความงามตอไป รวมท้ังกระบวนการผลิตนี้
สามารถนําไปประยุกตใชในการผลิตสารและเปปไทดอื่นๆท่ีตองการไดเชนกัน 

1.3 วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

      1. ศึกษาลักษณะสมบัติและพิสูจนเอกลักษณของเปปไทดท่ีสกัดไดจากเมล็ดผลไมไทย เชน  
มะละกอ ลิ้นจ่ี ลําไย ในการตานอนุมูลอิสระและ/หรือการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็ง 

     2.ใชเทคนิคดานพันธุศาสตรโมเลกุลเพ่ือให P .pastoris ผลิตเปปไทดที่มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระและ/
หรือตานการแบงตัวของเซลลมะเร็ง  

     3.เปรียบเทียบลักษณะสมบัติของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีสกัดไดจากเมล็ดผลไมกับรีคอมบิแนนท
เปปไทดท่ีแสดงออกใน P. pastoris 

1.4 ขอบเขตของโครงการวิจัย 
      ในปงบประมาณ 2557 โครงงานจะครอบคลุมถึงการคัดเลือกเปปไทดตานอนุมูลอิสระและ/หรือ
การตานการแบงตัวของเซลลมะเร็งจากเมล็ดผลไม และการสรางสายพันธุ P. pastoris สําหรับการสราง
เปปไทดดังกลาว โดยการคัดเลือกเปปไทดไดมาจากการนําเมล็ดผลไมไทย เชน มะละกอ ลิ้นจ่ี ลําไย ท่ี
เหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมแปรรูปผลไม ถูกนํามาเตรียมเปนโปรตีนไฮโดรไลเสตโดยการยอยโปรตีน
หยาบดวยเอนไซมเปปซินและแพนเครติน (pancreatin) ซึ่งจําลองมาจากระบบการยอยอาหารในมนุษย 
จากนั้นทําการทดสอบฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระโดยการตานออกซิเดชันดวยสาร DPPH (Sharma 
andBhat, 2009) จากนั้นโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระไดถูกทําใหบริสุทธิ์บางสวนดวย
เทคนิคอัลตราฟลเตรชันและเทคนคิโครมาโตรกราฟ เชน  โครมาโทกราฟแบบเจลฟลเตรชัน และ High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) หลังจากตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีนแลว 
โปรตีนไฮโดรไลเสตนี้ไดถูกนําไปพิสูจนเอกลักษณดวยเทคนิคแมสสเปกโตรเมตรี และคัดเลือกเปป
ไทดท่ีคาดวามีความเปนไปไดในการตานอนุมูลอิระและ/หรือตานการแบงตัวของเซลลมะเร็งซึ่ง
พิจารณาจากลาํดับกรดอะมิโน จากนั้นทําการสราง P. pastoris สําหรับการสรางรีคอมบิแนนทเปปไทด 
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โดยการแปรกลับลําดับกรดอะมิโนของเปปไทดที่คาดวามีฤทธิ์ทางชีวภาพเปนลําดับนิวคลีโอไทด เม่ือ
ทําการสังเคราะหนิวคลีโอไทดแลวจะตัดตอนําเขาเวคเตอรพาหะ pPicZαA (Invitrogen Inc., USA) 
เพ่ือนําเขาสูโครโมโซมของ P. pastoris ตอไป ท้ังนี้เนื่องจากเปปไทดที่ตองการเปนโปรตีนท่ีผานการ
ยอยมาแลวบางสวนทําใหเปนเปปไทดสายสั้น การสังเคราะหเปปไทดสายสั้นมักประสบปญหา เชน 
การตรวจสอบและการตรวจติดตาม   การแกปญหาดงักลาวสามารถทําไดโดยทําใหสายเปปไทดยาวขึ้น 
ท้ังนี้นิวคลีโอไทด ท่ีแปลรหัสเปนกรดอะมิโนของเปปไทดสนใจ โดยต้ังช่ือวา  Longan 1 
(ISYVVPVYIAEITPKTFRGGF) ไดออกแบบใหตอกัน 4 ชุด ซึ่งในแตละชุดจะคั่นดวยรหัสโคดอน
ของกรดแอสปาติก (Aspartic acid) เพ่ือในอนาคตหากตองการเปปไทดสายสั้นเหมือนเปปไทดตนแบบ
ก็สามารถตัดเปปไทดสายยาวนี้ไดดวยเอนไซม Endoproteinase AspN ทําให 1 สายของรีคอมบิแนนท
เปปไทดประกอบดวยเปปไทด Longan 1 จํานวน 4 ชุด การแสดงออกของรีคอมบิแนนทเปปไทดอยู
ภายใตการควบคุมของ AOX1 promoter ซึ่งกระตุนไดดวยเมทานอล นอกจากนี้เวคเตอรพาหะ 
pPicZαA ยังประกอบดวย α-factor ของ Sacchromyces cerevisiae ซึ่งทําใหเปปไทดท่ีตองการหลั่ง
ออกนอกเซลล ซึ่งโดยหลักการแลวทําใหการสกัดรีคอมบิแนนทเปปไทดทําไดงาย (Kjeldsen et al., 
1999)  

      เนื่องจากโครงการวิจัยนี้เปนโครงการตอเนื่อง ในปงบประมาณ 2558 ไดทําการศึกษาการผลิตเปป
ไทดท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพนี้ในระดับ Shake flask โดยเปปไทดท่ีสนใจสกัดไดจาดเมล็ดลําไยซึ่งต้ังช่ือวา 
Logan 1 แตเนื่องจากการผลิตรีคอมบิแนนทเปปไทดจากยีสต P. pastoris มีปญหาอยางมากและไม
สามารถผลิตรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 ได จึงไดเปลี่ยนแผนการทดลองโดยใช E. coli เปน
ระบบสําหรับแสดงออกแทนและประสบความสําเร็จ โดยรีคอมบิแนนทเปปไทดนี้ไดถูกนําไปทดสอบ
ฤทธิ์ในการตานอนมูุลอิสระโดยการตานออกซิเดชันดวยสาร DPPH, ABTS, ไนตริกออกไซด และการ
ปกปองดีเอ็นเอจากอนุมูลไฮดรอกซลิ และเปรียบเทียบกับฤทธิข์องโปรตีนไฮโดรไลเสตรวมท้ังทดสอบ
ฤทธิ์ในการตานการแบงตัวของเซลลไลนมะเร็งในมนุษย  

1.5 ทฤษฎี และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 

     เนื่องจากเมล็ดพืชเปนแหลงสะสมอาหารเพ่ือใชในการขยายพันธุ ดังนั้นจึงเปนท่ีนาสนใจสําหรับ
การหาเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระและ/หรือยับยั้งการแบงตัวของเซลลมะเร็ง  ท้ังนี้เพ่ือแกปญหา
ท่ีเกิดจากการสกัดสารจากธรรมชาติและการเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสต เทคนิคดานพันธุศาสตร
โมเลกุลจึงถูกนํามาใชเพื่อสรางจุลินทรียสําหรับผลิตรีคอมบิแนนทเปปไทด  โดยรีคอมบิแนนทเปป
ไทดท่ีผลิตจากจุลินทรียสําหรับแสดงออกจะชวยแกปญหาใหสามารถผลิตเปปไทดไดในปริมาณมาก
และยังมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระและ/หรือตานการแบงตัวของเซลลมะเร็ง 
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1.6 วิธีการดําเนินการวิจัยโดยสรุป 

       ในปงบประมาณ 2558 โครงงานดําเนินงานในดานผลิตและทดสอบฤทธิ์ของรีคอมบิแนนทเปป
ไทดจาก P. pastoris แตเนื่องจากไมสามารถผลิตรีคอมบิแนนทเปปไทดท่ีตองการจาก P. pastoris ได 
ทําใหตองมีการเปลี่ยนแปลงการดําเนินงานโดยใชแบคทีเรีย E. coli เปน เซลลสําหรับการแสดงออก
แทนโดยงานวิจัยโดยสรุปไดแก   

1. การสรางสายพันธุ P. pastoris สําหรับการสรางเปปไทด ซึ่งมีขั้นตอนดังนี้ 

- สั่งสังเคราะหนิวคลีโอไทดท่ีแปรรหัสแลวไดเปนลําดับกรดอะมิโอของเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ทาง
ชีวภาพ (IDT, USA) ซึ่งต้ังช่ือวา Longan 1 ประกอบดวยลําดับนิวคลีโอไทดของเปปไทด 
Longan 1 เรียงตอกัน 4ชุด แตละชุดคั่นดวยโคดอนของกรดแอสปาติก (Aspartic acid) แลวตัดตอ
เขาเวคเตอรพาหะ pPICZαA (Invitrogen, USA) จากนั้นนําเขาสูโครโมโซมของ P. pasotoris 
GS115 ดวยชุด Pichia EasyCompTM Transformation Kit (Invitrogen, USA)  

- ตรวจสอบความถูกตองของสายพันธุดวยวิธี colony PCR, การตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ และ 
DNA Sequencing (Macrogen, Korea) 

2. การแสดงออกของรีคอมบิแนนทเปปไทดเปาหมายจาก P. pastoris 
- เลี้ยงเซลล P. pastoris ในอาหารเลี้ยงเช้ือ MMH ท่ีเติมเมทานอลทุก 24 ช่ัวโมงเพื่อเหนี่ยวนําการ 

แสดงออกของรีคอมบิแนนทเปปไทดท่ีตองการ เก็บตัวอยางทุก 24 ชั่วโมง เปนเวลา 96 ช่ัวโมง 
- วิเคราะหผลโปรตนีท่ีแสดงออกท้ังหมดดวยเทคนคิ SDS-PAGE แลวนําแถบโปรตีนท่ีคาดวาเปน

รีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 ไปตรวจสอบความถูกตองดวยเทคนิคแมสสเปกโตรเมตรี 

 3. การสราง E. coli สายพันธุสําหรับผลิตตานอนุมูลอิสระ/หรือการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็ง
เมล็ดลําไย 

       - นําช้ินสวนดีเอ็นเอสาํหรับการผลิตรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 (จากขอ 1) ใสลงในเวคเตอร
สําหรับการแสดงออก pQE-30 Xa แลวนําเขาสู E. coli สายพันธุ MG1655 

       - ตรวจสอบความถูกตองของสายพันธุดวยวิธี PCR, การตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ และ DNA 
Sequencing 

2.6 การแสดงออก การทําใหบริสุทธิ์และการตรวจสอบรีคอมบิแนนทเปปไทดเปาหมายจาก E. coli 

       - ทําการเลี้ยง E. coli ในอาหารเหลว LB โดยเหนี่ยวนําการแสดงออกของรีคอมบิแนนทเปปไทดท่ี
ตองการดวย IPTG เก็บตัวอยางทุก 2 ช่ัวโมง เปนเวลา 6 ช่ัวโมง 
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       - แตกเซลล เก็บตัวอยางโปรตีนท่ีละลายและไมละลาย และวิเคราะหผลโปรตีนที่แสดงออกท้ังหมด
ดวยเทคนิค SDS-PAGE 

       - ทํารีคอมบิแนนทเปปไทดใหบริสุทธิ์ดวยคอลัมน Protino® Ni-IDA (MACHEREY-NAGEL, 
Germany) และตรวจสอบความถูกตองโดยใชการตรวจจับของแอนติบอดี mouse anti- His HRP 
(USBiological, USA) ซึ่งจําเพาะตอ 6X-Histidine ดวยเทคนิค Western blot 

2.7 การตรวจสอบฤทธิ์ของรีคอมบิแนนทเปปไทดเปาหมายในการตานอนุมูลอิสระ 

       - ทดสอบฤทธิ์ในการกําจัดอนุมูลอิสระจากสาร DPPH, ABTS และไนตริกออกไซด 

       - ทดสอบความสามารถในการปกปองดีเอ็นเอจากอนุมูลไฮดรอกซิล 

2.8 การตรวจสอบฤทธิข์องรีคอมบิแนนทเปปไทดเปาหมายในการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็งตางๆ  

1.7 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรบั 
       1. ผลงานที่ไดสามารถนาํไปจดสิทธิบัตรและ/หรือเผยแพรในวารสารหรืองานประชุมวิชาการได 

       2. ไดรีคอมบิแนนทเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระและ/หรือการตานการแบงตัวของ
เซลลมะเร็งและกระบวนการผลิตท่ีมีประสิทธิภาพ โดยเปปไทดเหลานี้สามารถนําไปตอยอดใน
อุตสาหกรรมหลายประเภท เชน เภสัชกรรม อาหารเสริม เครื่องสําอาง และเทคนิคการผลิตนี้สามารถ
นําไปประยุกตใชเพ่ือการผลิตโปรตีนเปปไทดและสารอื่นๆดวย 
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บทที ่2 

อุปกรณ วิธีดําเนินงานวิจัย 

2.1 อุปกรณ 

เคร่ือง PCR 

(Polymerase Chain Reaction Thermocycer) 

Applied Biosystems, Singapore 

เคร่ืองเขยาผสมรุน Vortex-Genie2 

(Vortex mixer: model Vortex-Genie2) 

Scientific Industries, USA 

เคร่ืองเขยาเลี้ยงเช้ือควบคุมอุณหภูม ิ

(Refrigerated incubator shaker : model Innova 4330) 

New Brunswick Scientific, USA 

เคร่ืองช่ังแบบละเอยีดรุน FX-180 

(Electronic balance : model FX-180) 

A&D Co., Ltd., Japan 

เคร่ืองช่ังแบบหยาบ รุน FX-3000 

(Electronic balance : model FX-3000) 

A&D Co., Ltd, Japan 

เคร่ืองบันทึกภาพเจลภายใตแสงยูวี 

(Uvitec Platinum Gel Documentation system) 

UVItec, UK 

เคร่ืองบลอ็ตกึ่งแหง 

(Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer) 

Bio-Rad, USA 

เคร่ืองปนเหวี่ยงความเร็วสูงชนิดควบคุมอุณหภูมิ 

(Refrigerated high speed centrifuge) 

Kubota cooperating, Japan 

เคร่ืองปนเหวี่ยงหลอด micro-tube ความเร็วสูงรุน MTX-150 

(High speed micro refrigerated centrifuge : model MTX-150) 

Tomy Seiko Co., Ltd., Japan 

เคร่ืองวัดคาการดูดกลนืแสงจากเพลท  Thermo Scientific, USA 
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(Multiskan™ Go spectrophotometer) 

เคร่ืองวัดความเปนกรด-ดาง 

(pH meter) 

Mettler Toledo, USA 

เคร่ืองวิ่งเจลอะกาโรส  

(Agarose gel electrophoresis equipments) 

ADVANCE Co., Ltd., Japan 

เคร่ืองวิ่งโปรตีน 

(Protein electrophoresis apparatus) 

Bio-Rad, USA 

เคร่ืองอบฆาเช้ือดวยไอน้าํ 

(Autoclave) 

Taladlab, Thailand 

เคร่ืองอังน้าํ 

(Water bath) 

Yamato, Japan 

ชุดคอลัมนทําโปรตีนท่ีมี Histidine tag ใหบริสุทธิ ์

(Protino® Ni-IDA column for his-tagged protein purification) 

MACHEREY-NAGEL, Germany 

ชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากเจล 

(NucleoSpin® Extract II Kits) 

MACHEREY-NAGEL, Germany 

ชุดสกัดพลาสมิด 

(NucleoSpin® plasmid) 

MACHEREY-NAGEL, Germany 

ชุดนาํดีเอ็นเอเขาสูโครโมโซม P. pastoris 

(Pichia EasyCompTM Transformation Kit) 

Invitrogen, USA 

 

ตูแชแข็ง –20oC 

(Freezer –20oC) 

Sanyo, Japan 

 

ตูแชแข็ง –70oC 

(Freezer –70oC) 

Sanyo, Japan 
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ตูปลอดเช้ือรุน HF safe-12006 

(Laminar flow: model HF safe-12006) 

Heal Force, China 

ตูเพาะเช้ือ อุณหภูมิ 37oC 

(Growth cabinet) 

Sanyo, Japan 

ตูอบแหงรุน UNB-400 

(Oven : model UNB-400) 

Memmert Co.,Ltd., Germany 

ไมโครปเปตรุน Discovery Comfort 

(Micro auto pipette: model Discovery Comfort) 

Mettler Toledo, USA 

 

 2.2 จุลินทรยี พลาสมิด และไพรเมอร 
 2.2.1 พลาสมิด 

 

 

 

 

2.2.2 จุลินทรยี 

pPicZA Invitrogen, USA 
pLG1A พลาสมดิ pPicZA ท่ีมีช้ินสวนดีเอ็นเอสาํหรับสรางรีคอม

บิแนนทเปปไทด Longan 1  
pQE-30 Xa Qiagen, Germany 
pLG1 พลาสมดิ  pQE-30 Xa ท่ีมีช้ินสวนดีเอน็เอสาํหรับสรางรีคอม

บิแนนทเปปไทด Longan 1 

E. coli competent cells สายพันธุ Super 
109 HIT-DH5a 

RBC Bioscience, Taiwan 

P. pastoris GS115 อ.ดร.ศรนิทิพ สุกใส, สถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพ
และวิศวกรรมพันธุศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  

TWLG1PP P. pastoris GS115 ท่ีมีช้ินสวนดีเอ็นเอสาํหรับสรางรี
คอมบแินนทเปปไทด Longan 1 

E. coli สายพันธุ MG1655 Coli Stock Center, Yale University, USA 
TWLG1 E. coli MG1655 ท่ีมีพลาสมิด pLG1 
CONT E. coli MG1655 ท่ีมีพลาสมิด pQE-30 Xa 
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2.2.3 ไพรเมอร 

2.3 การสราง P. pastoris สายพันธุสําหรับผลิตตานอนุมูลอิสระ/หรือการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็ง
เมล็ดลําไย 
         ชิ้นสวนดีเอ็นเอสําหรับใชผลิตรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 (รูปท่ี 2.1)ไดสงไปทําการสัง
สังเคราะหและอยูบนพลาสมิด pIDT-blue (IDT, USA) ตัดช้ินสวนดีเอ็นเอออกจากพลาสมิดดวยเอนไซม
ตัดจําเพาะ XhoI แลวนําไปเชื่อมติดกบัพลาสมิด pPicZA ซึ่งถูกตัดดวยเอนไซมเดียวกันดวยเทคนิค DNA 
Ligation ซึ่งใชเอนไซม T4 Ligase นําปฏิกิริยา Ligation เขาสูเซลล E. coli competent cells สายพันธุ Super 
109 HIT-DH5a ดวยเทคนิค Chemical Transformation แลวคัดเลือกโคโลนีซึ่งโตไดในอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง 
Low salt LB ซึ่งมี Zeocin เขมขน 25 µg/mL จากนั้นทําการสกัดลาสมิดและตรวจสอบความถูกตองดวย
การตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BsiWI และ DNA sequencing (Macrogen, Korea) จากนั้นนําพลาสมิดที่
ถูกตองไปตัดดวยเอนไซม SacI ใหเปนเสนตรง แลวนําเขาสูโครโมโซมของ P. pastoris ดวยชุด 
Pichia EasyCompTM Transformation Kit (Invitrogen, USA) แลวคัดเลือกโคโลนีซึ่งโตไดในอาหารเลี้ยง
เช้ือแข็ง YPD ซึ่งมี Zeocin เขมขน 100 µg/mL ตรวจสอบความถกูตองดวยเทคนิค colony PCR ซึ่งเปนการ
คัดเลือกโคโลนีมาทําการยอยผนังเซลลของ P. pastoris ดวยเอนไซม Lyticase ท่ี 37OC เปนเวลา 10 นาที 
แลวปนเหว่ียงท่ี 5000 g นําสวนใสซึ่งมีดีเอ็นเอมาเปนตนแบบในการทํา PCR ดวยไพรเมอร AOX1 
forward กับ AOX1 reverse จากนั้นตรวจสอบเพิ่มเติมดวยไพรเมอร  L1F กับ L1R โดยผลิตภัณฑ PCR ที่
ไดจากไพรเมอร AOX1 forward กับ AOX1 reverse นํามาสกัดออกจากเจลแลวทําการตรวจสอบความ
ถูกตองดวยการใชเอนไซมตัดจําเพาะ BsiWI และ DNA sequencing (Macrogen, Korea) 
2.4 การแสดงออกของรีคอมบิแนนทเปปไทดเปาหมายจาก P. pastoris 
        นํา P. pastoris สายพันธุ GS115 และ TWLG1PP เลี้ยงในอาหารเหลว YPG pH 5.0 ท่ี 30oC ความเร็ว
รอบ 250 rpm จนกระท่ังคา OD ท่ี 600 nm ประมาณ 2-6 (16-18 ชั่วโมง) จากนั้นนําไปปนท่ี 5000 x g เปน
เวลา 5 นาที เก็บเซลลแลวนําเซลลละลายในอาหารเหลว MMH pH 5.0  ใหคา OD ท่ี 600 nm ประมาณ 
0.01 โดยทําการทดลองใชปริมาตรอาหารเลีย้งเช้ือ 100 และ 200 ml บมท่ี 30oC ความเร็วรอบ 250 rpm เปน
เวลาท้ังสิ้น 96 ช่ัวโมง ซึ่งทําการกระตุนการแสดงออกของโปรตีนท่ีตองการดวยการเติม 0.5% v/v เม

AOX1 forward    GACTGGTTCCAATTGACAAG 

AOX1 reverse    GCAAATGGCATTCTGACATCC 

L1F    CTCGAGAAAAGAGATATTAG 

L1R    CTCGAGCGTACGGTCGAAACC 
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ทานอลทุก 24 ช่ัวโมง เมื่อทําการเก็บตัวอยางทุก 24 ช่ัวโมง นําตัวอยางไปปนเหว่ียงแยกเซลลออกและนํา
สวนใสมาวิเคราะหความเขมขนของโปรตีนท้ังหมดดวยวิธี Bradford assay และตรวจสอบแถบโปรตีน
ดวยเทคนิค SDS PAGE โดยใช 18% acrylamide separating gel 

2.5 การสราง E. coli สายพันธุสําหรับผลิตตานอนุมูลอิสระ/หรือการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็งเมล็ด
ลําไย 
      ช้ินสวนดีเอ็นเอสําหรับใชผลิตรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 (รูปที่ 2.1) ถูกเพ่ิมจํานวนดวยเทคนิค 
Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใชพลาสมิด pLG1A เปนดีเอ็นเอตนแบบ และใชไพรเมอร L1F 
และ L1R ซึ่งจะเหนี่ยวนําสวนหัวและทายของช้ินสวนดีเอ็นเอใหมีบริเวณตัดจําเพาะสําหรับเอนไซม 
BamHI และ HindIII ตามลําดับ จากนั้นตัดผลิตภัณฑ PCR และพลาสมิด pQE-30 Xa ดวยเอนไซม BamHI 
และ HindIII แลวนําไปเช่ือมตอกันดวยเทคนิค DNA Ligation ซึ่งใชเอนไซม T4 Ligase แลวนําปฏิกิริยา 
Ligation เขาสูเซลล E. coli competent cells สายพันธุ MG1655 ดวยเทคนิค Chemical Transformation 
คัดเลือกโคโลนีสีขาวจากการเลี้ยงบนอาหารแข็ง LB ท่ีมี Amplicillin เขมขน 100 µg/mL และ X-gal 
เขมขน 40 µg/mLท่ีอุณหภูมิ 37 oC ขามคืน นําโคโลนีท่ีคัดเลือกไปเลี้ยงในอาหารเหลว LB ท่ีมี Amplicillin 
เขมขน 100 µg/mL อุณหภูมิ 37 oC ขามคืน แลวสกัดพลาสมิดมาตรวจสอบดวยเทคนิค PCR โดยใชไพร
เมอร L1F กับ L1R การใชเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ HindIII และ DNA sequencing (Macrogen, 
Korea) 

2.6 การแสดงออก การทําใหบริสุทธิ์และการตรวจสอบรีคอมบิแนนทเปปไทดเปาหมายจาก E. coli 
     การแสดงออกของรีคอมบินแนนทเปปไทด Longan 1 เหนี่ยวนําโดยการใช IPTG โดยเร่ิมจากการ
เตรียมหัวเช้ือนําโคโลนีจากสายพันธุ TWLG1 และ CONT มาเลี้ยงนอาหารเหลว LB ท่ีมี Amplicillin 
เขมขน 100 µg/mL อุณหภูมิ 37 oC ขามคืน จากนั้นนําหัวเชื้อปริมาตร 100 µL ถายลงในอาหารเหลว LB ที่
มี Amplicillin เขมขน 100 µg/mL ปริมาตร 50 mL แลวบมท่ีอุณหภูมิ 37 oC ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที 
จนกระท่ังคา OD600 ประมาณ 0.6 (ประมาณ 2-3 ช่ัวโมง) แลวเติม IPTG ใหความเขมขนสุดทายคือ 1 mM  
จากนั้นบมท่ีอุณหภูมิ 37 oC ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เก็บตัวอยางทุก 2 ชั่วโมง เปนเวลา 6 ช่ัวโมง 
แลวตัวอยางนําไปปนเหว่ียงท่ี 8,000 x g เปนเวลา 15 นาทีแลวเก็บตะกอนเซลล 

       การสกัดรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 เร่ิมจากการแตกเซลลโดยนําตะกอนเซลลน้ําหนักเปยก 1 g 
มาละลายใน LEW buffer pH 7.8 ปริมาตร 5 mL ทําการแชแข็งท่ี -20 oC แลวนํามาละลาย 3 คร้ัง จากนั้น
เติม 10% w/v Lysozyme รวมดวยเอนไซม Dnase และ Rnase แลวแชในน้ําแข็ง 30 นาที ทําการแตกเซลล
เพ่ิมโดยใชคลื่นเสียง (sonication) ท่ี 10 ×15 s bursts จากนั้นปนเหวี่ยงท่ี 10,000 x g เปนเวลา 30 นาที เก็บ
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สวนใสเปนสวนโปรตีนละลายน้ํา (soluble protein fraction) สําหรับตะกอนนําไปละลายใน LEW buffer 
pH 7.8 ปริมาตร 5 mL เพ่ือทําการลางตะกอน จากนั้นปนเหวี่ยงท่ี 10,000 x g เปนเวลา 30 นาที นําตะกอน
ไปละลายใน denaturation solubilization (DS) buffer pH 7.8 ปริมาตร 3 ml ปนเหวี่ยงอีกครั้งท่ี 10,000 x g 
เปนเวลา 30 นาที เก็บสวนใสจากสวนนี้เปนสวนโปรตีนไมละลายน้ํา (insoluble protein fraction) 
ตรวจสอบขนาดของแถบโปรตีนท่ีคาดหมายวาอยูในสวนโปรตีนละลายหรือไมละลายน้ําดวยเทคนิค SDS 
PAGE โดยใช 18% acrylamide separating gel 

     เนื่องจากผลการทดลองพบวารีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 อยูในสวนโปรตีนละลายน้ํา จึงนํา
โปรตีนสวนนี้มาผานคอลัมน Ni-IDA เพ่ือสกัดรีคอมบิแนนทเปปไทดท่ีตองการ โดยเร่ิมจากการเตรียม
คอลัมนดวยการใส LEW buffer pH 7.8 ปริมาตร 6 mL เม่ือสารละลายไหลผานคอลัมนหมดจึงเติมตัวอยาง
โปรตีนสวนท่ีละลายน้ําปริมาตร 4 mL โดยพักในคอลัมนท่ี 4 oC ขามคืน แลวเก็บตัวอยางที่ผานคอลัมน
เปนสวน Flow through (โปรตีนท่ีไมเกาะคอลัมน) แลวลางคอลัมนดวย LEW buffer pH 7.8 ปริมาตร 6 
mL โดยเก็บตัวอยางท่ีผานคอลัมนเปนสวน Wash (สวนท่ีถูกลางจากคอลัมน) จากนั้นชะโปรตีนท่ีคาดวา
เปนโปรตีนท่ีตองการซึ่งเกาะอยูในคอลัมนดวย DE buffer pH 7.8  ปริมาตร 5 mL โดยตัวอยางที่เก็บผาน
คอลัมนนี้เรียกวา Elution (สวนที่คาดวามีรีคอมบิแนนทเปปไทดท่ีตองการ) ตรวจสอบแถบโปรตีนดวย
เทคนิค SDS PAGE โดยใช 18% acrylamide separating gel และวัดปริมาณโปรตีนดวยวิธี Bradford 

      การตรวจสอบวาโปรตีนท่ีสกัดไดในสวน Elution คือ รีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 หรือไม ใชวิธี 
Western blot เริ่มจากการนําตัวอยางในสวน Elution ใหมีปริมาณโปรตีนประมาณ 15 µg ทําการแยกขนาด
ดวยเทคนิค SDS PAGE โดยใช 18% acrylamide separating gel แลวยายโปรตีนลง 45 µm nitrocellulose 
membrane ดวยเคร่ือง Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad, USA) โดยใชโวลตคงท่ี 10 V 
เปนเวลา 15 นาที จากนั้นเติม 5% w/v skim milk ใน TBST buffer บมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
โดยเขยาเบาๆ จากนั้นลางดวย TBS buffer หลายๆครั้ง แลวจึงเติม1:500 mouse anti-His-tag antibody (6-
His) (HRP) (USBiological, Salem, USA) บมท่ี 4oC ขามคืน ทําการลางเมมเบรนหลายๆคร้ัง กอนจะเติม 
3,3′-diaminobenzidine (DAB) solution แลวบม 5 นาที แลวจึงหยุดปฏิกิริยาดวยการลางดวยน้ํา 

2.7 การตรวจสอบฤทธิ์ของรีคอมบิแนนทเปปไทดเปาหมายในการตานอนุมูลอิสระ 
     2.7.1 การกําจัดอนุมูล DPPH  
              การทดลองนี้ดัดแปลงมาจาก Mohsen et al. (2009) โดยผสม DPPH เขมขน 200 µM ปริมาตร 100 
µl กับตัวอยางท่ีทดสอบท่ีความเขมขนตางๆ ปริมาตร 100 µl ในเพลท 96 หลุม แลวบมในท่ีมืด ที่
อุณหภูมิหอง 30 นาที จากนั้นวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 517 nm ดวยเคร่ือง Multiskan microreader 
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คํานวณหาคา IC50 ดวย GraphPad Prism (Version 5.00, GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) 
สําหรับ Windows การทดลองนี้ใช ascorbic acid เปนตัวควบคุม    

    2.7.2 การกําจัดอนุมูล ABTS 
              การทดลองนี้ดัดแปลงมาจาก Cai et al. (2004) เร่ิมจากการสรางอนุมูล ABTS โดยผสม ABTS 
เขมขน 7 mM กับ potassium persulphate เขมขน 2.45 mM แลวบมในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 12 
ช่ัวโมง นําสารละลายท่ีผสมมาเจือจางดวยน้ําใหคาการดูดกลืนแสงท่ี 734 nm คือ 0.70 ± 0.02 แลวจึงนํา
สารละลาย ABTS ดังกลาวปริมาตร 990 µl ผสมกับตัวอยางที่ตองการทดสอบท่ีความเขมขนตางๆ ปริมาตร 
10 µl ในเพลท 96 หลุมแลวบมในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิหอง 30 นาที จากนั้นวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 734 nm 
ดวยเคร่ือง Multiskan microreader คํานวณหาคา IC50 ดวย GraphPad Prism (Version 5.00, GraphPad 
Software Inc., La Jolla, CA, USA) สําหรับ Windows การทดลองนี้ใช ascorbic acid เปนตัวควบคุม    
     2.7.3 การกําจัดอนุมูลไนตริกออกไซด 
           อนุมูลไนตริกออกไซดเกิดจากปฏิกิริยาระหวางสารละลาย sodium nitroprusside (SNP) กับ
ออกซิเจนและไนไตรทไออนสามารถวัดไดจากปฏิกิริยาของ Griess Illosvoy (Govindarajan et al., 2003) 
การทดลองนี้ทําโดยผสมสารละลาย SNP เขมขน 10 mM, PBS buffer pH 7.4 และตัวอยางที่ตองการ
ทดสอบโดยใหปฏิกิริยาท้ังหมดมีปริมาตร 3 mL จากนั้นบมท่ีอุณห๓มิหองเปนเวลา 150 นาที แลวจึงเติม 
0.1% w/v NED ทําการบมตอท่ี 25 °C อีก 30 นาที แลววัดคาการดูดกลืนแสงที่ 540 nm ดวยเคร่ือง 

Multiskan™ Go spectrophotometer คํานวณหาคา IC50 ดวย GraphPad Prism (Version 5.00, GraphPad 
Software Inc., La Jolla, CA, USA) สําหรับ Windows การทดลองนี้ใช Curcumin เปนตัวควบคุม (Hazra  
et al., 2008)  

      2.7.4 ความสามารถในการปกปองดีเอ็นเอจากอนุมูลไฮดรอกซิล 
             การทดลองนี้ดัดแปลงมาจาก  Qian et al., 2008  โดยใชพลาสมิด pBR322 เปนดีเอ็นเอตนแบบ 
และอนุมูลไฮดรอกซิลเกิดจากปฎิกิริยา Fenton ในการทดลองใชพลาสมิด pBR322 ความเขมขน 50 -100 
ng/mL ปริมาตร 3 µl ผสมกับ PBS buffer pH 7.4 ความเขมขน 50 mM ปริมาตร 3 µl และตัวอยางที่
ตองการทดสอบที่ความเขมขนตางๆ ปริมาตร 4 µl นําไปบมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 20 นาที จากนั้นเติม 
FeSO4 ความเขมขน 2 mM ปริมาตร 3 µl กับ 30% H2O2 แลวบมตอท่ี 37 oC เปนเวลา 30 นาที วิเคราะห
ลักษณะรูปแบบดีเอ็นเอดวย 1% agarose gel electrophoresis 

2.8 การตรวจสอบฤทธิ์ของรีคอมบิแนนทเปปไทดเปาหมายในการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็ง 



16 

 

     ในการทดลองนี้ไดใชเซลลมะเร็งของมนุษย 5 ชนิดไดแก BT474 (เตานม), CHAGO (ปอด), HEP-G2 
(ตับ), KATO-3 (กระเพาะ), และ SW620 (ลําไสใหญ) และใชเซลลปกติคือ Wi-38 (เซลลเยื่อหุมปอด) 
เซลลทุกชนิดเลี้ยงในอาหาร RPMI-1640 ซึ่งผสม L-glutamine เขมขน 2.0 mM และ 10% (v/v) FCS บมที่ 
37oC ภายใต 5% (v/v) CO2. จากนั้นดูดเซลลออกและลางแลวนําลงเพลท 96 หลุม โดยใหแตละหลุมมี
จํานวนเซลล 5 x 103 cells/µL ใน complete media ปริมาตร 200 µL แลวเลี้ยงเซลลท่ีภาวะเดิม 1 วัน 
จากนั้นจึงนําตัวอยางท่ีจะทดสอบท่ีความเขมขนตางๆเติมลงไปแลวบมตออีก 3 วัน แลวจึงเติม 3-[5,5-
dimethylthyazol-2-yl-2,5-diphenyltetrazolium] bromide solution (MTT) ความเขมขน 5 mg/mL ปริมาตร 
10 µL ลงในแตละหลมุแลวบมตออกี 4 ช่ัวโมง ทําการท้ิงสารละลายทั้งหมดออกแลวลางเซลลดวย RPMI-
1640 ตามดวยการเติม DMSO ปริมาตร 150 µL ลงในแตละหลุม แลวบมอีก 30 นาที แลวจึงดูดสารละลาย
ท้ังหมดออก จากนั้นวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 540 nm 
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รูปท่ี 2.1 ช้ินสวนดีเอ็นเอซึ่งออกแบบสําหรับการสรางรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 ท่ีไดจากเมล็ด
ลําไย  

ช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีสังเคราะหเปปไทด Longan 1 สามารถถอดรหัสไดเปน ISYVVPVYIAEITPKTFRGGF 
เรียงตอกัน 4 ชุด แตละชุดคั่นดวยกรดแอสปาติก (Aspartic acid)  
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บทที่ 3 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

3.1 การสราง P. pastoris สายพันธุสําหรับผลิตตานอนุมูลอิสระ/หรือการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็ง
เมล็ดลําไย 
    ช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีออกแบบขึ้นนี้สําหรับ Logan 1 ไดถูกสั่งสังเคราะหขึ้นและใสอยูในพลาสมิด IDT-
Blue (IDT, USA) เม่ือไดรับพลาสมิดมาไดถูกนําเขา Escherichia coli competent HIT-DH5 (RBC 
Bioscience, Taiwan) เพ่ือเก็บรักษาและเพิ่มจํานวน พลาสมิดดังกลาวถูกสกัดและนํามาตัดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะตัดจําเพาะ XhoI  แลวเชื่อมเขากับพลาสมิด pPICZαA (Invitrogen, USA) ที่ตัดดวยเอนไซมเดียวกัน 
เม่ือทําการเช่ือมตอกันดวยเอนไซม T4 Ligase แลวนําปฏิกิริยา Ligationใสเขา E. coli competent HIT-
DH5 คัดเลือกบนอาหารแข็ง LB low salt ท่ีมี Zeocin เขมขน 25 µg/mLจากนั้นคัดเลือกโคโลนีแลวทํา
การสกัดพลาสมิดเพื่อตรวจสอบวามีช้ินสวนดีเอน็เอหรือไมและใสในพลาสมิดดวยทิศทางท่ีถูกตองหรือไม 
พลาสมิดท่ีมีช้ินสวนดีเอ็นเอสําหรับผลิตเปปไทด Longan 1 ในทิศทางท่ีถูกตองเม่ือตัดดวยเอนไซม BsiWI 
ไดช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 280 คูเบส และ 3600 คูเบส(รูปท่ี 3.1)  พลาสมิดท่ีตัดไดชิ้นสวนท่ีถูกตอง
ไดนําไปตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดดวยเทคนิค DNA sequencing (Macrogen, Korea) พลาสมิดท่ี
ถูกตองไดถูกต้ังช่ือวา pLG1A  

        พลาสมิด pLG1A ถูกนําไปตัดดวยเอนไซม SacI  เพ่ือนําเขาสูโครโมโซมของ P. pastoris ดวยชุด 
Pichia EasyCompTM Transformation Kit (Invitrogen, USA) โดยใชหลักการนําเขาสูโครโมโซมดวยการ
เกิด recombination จากลําดับนิวคลีโอไทดที่เหมือนกับบริเวณ 5’ AOX1 บน pPICZαA กับโครโมโซม 
และคัดเลือกบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง YPD ซึ่งมี Zeocin เขมขน 100 µg/mL เม่ือตรวจสอบความถูกตองดวย
เทคนิค colony PCR ดวยไพรเมอร AOX1 forward กับ AOX1 reverse และตรวจสอบเพ่ิมเติมดวยไพรเมอร  
L1F กับ L1R หากมีช้ินสวนดีเอ็นเอเปาหมายบนโครโมโซมจะไดผลิตภัณฑ PCR ขนาดประมาณ 760 คู
เบสจากไพรเมอร AOX1 forward กับ AOX1 reverse และ 290 คูเบสจากไพรเมอร L1F กับ L1R (รูปท่ี 3.2 
ก) ทําการสกัดผลิตภัณฑ PCR ขนาดประมาณ 760 คูเบสจากไพรเมอร AOX1 forward กับ AOX1 reverse 
แลวทําการตรวจสอบความถูกตองดวยการใชเอนไซมตัดจําเพาะ BsiWI ซึ่งชิ้นสวนที่ถูกตองเม่ือถูก
เอนไซมตัดจําเพาะ BsiWI ไดขนาดประมาณ 520 และ 240 คูเบส (รูปท่ี 3.2 ข) จากนั้นจึงนําช้ินสวนดีเอน็เอ
ขนาดประมาณ 760 คูเบสจากไพรเมอร AOX1 forward กับ AOX1 reverse สงตรวจสอบลําดับนิวคลีโอ
ไทดดวย DNA sequencing (Macrogen, Korea) โดยใชไพรเมอร AOX1 forward, AOX1 reverse, L1F และ 
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L1R แตเนื่องจากการอานผล DNA sequencing ไมสามารถอานไดหลายคร้ังซึ่งอาจเกิดจากการปนเปอนใน
ตัวอยาง ทําใหคณะผูวิจัยตองทํา Re-PCR โดยนําช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 760 คูเบสจากไพรเมอร 
AOX1 forward กับ AOX1 reverse มาทํา PCR ใหมอีกคร้ังดวยไพรเมอร AOX1 forward กับ AOX1 
reverse แลวจึงสกัดผลิตภัณฑ PCR นี้ไปทํา DNA sequencing ซึ่งในท่ีสุดก็ได P. pastoris สายพันธุท่ีมี
ช้ินสวนดีเอ็นเอสําหรับผลิตเปปไทด Longan 1 โดยต้ังช่ือวา TWLG1PP    
3.2 การแสดงออกของรีคอมบิแนนทเปปไทดเปาหมายจาก P. pastoris 
      เม่ือนํา P. pastoris สายพันธุ TWLG1PP มาวัดผลการแสดงออกของในอาหารเหลว MMH pH 5.0 
ปริมาตร 50 mL พบโปรตีนนอยมาก จึงทดลองขยายขนาดโดยใชปริมาตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 100 และ 200 ml 
เปนเวลาท้ังสิ้น 96 ช่ัวโมง ซึ่งทําการกระตุนการแสดงออกของโปรตีนท่ีตองการดวยการเติม 0.5% v/v เม
ทานอลทุก 24 ช่ัวโมง พบวามีการเจรญิเติบโต ดังรูปท่ี 3.3 ซึ่งพบการเจิญเติบโตมากกวาในอาหารเลี้ยงเช้ือ
ปริมาตร 100 mL อาจเปนไปไดวาหัวเชื้อมีความเจือจางเกินไปเมื่อใชอาหารเลี้ยงเช้ือ 200 mL  

      เนื่องจากเปปไทดเปาหมายตออยูกับ -mating factor ซึ่งอยูบนพลาสมิด pPicZA ซึ่งใชในการตัด
ตอนําชิ้นสวนดีเอ็นเอลงบนโครโมโซมของ P. pastoris ทําใหเปปไทดเปาหมายถูกหลั่งออกนอกเซลล จึง
สกัดโปรตีนโดยนาํตัวอยางไปปนเหว่ียงแยกเซลลออกและนําสวนใสมาวิเคราะหความเขมขนของโปรตีน
ท้ังหมดดวยวิธี Bradford assay พบวาปริมาณโปรตีนเพ่ิมขึ้นตามเวลา (ตารางท่ี 3.1) เมื่อตรวจสอบดวย
เทคนิค SDS PAGE พบแถบโปรตีนตามขนาดที่คาดหมายไวคือประมาณ 10 กิโลดาลตัน หรืออาจมีความ
เปนไปไดที่รีคอมบิแนนทเปปไทดท่ีหลั่งออกนอกเซลลยังคงมี -mating factor ติดอยู เพราะอาจไมเกิด
การตัดในกระบวนการสงโปรตีนออกนอกเซลลซึ่ งในกรณีนี้เปปไทดจะมีขนาดประมาณ 20 กิโลดาลตัน 
(รูปท่ี 3.4) คณะผูวิจัยจึงไดตัดแถบโปรตีนทั้งสองแถบนี้ไปตรวจสอบดวยเทคนิคสเปกโตรเมตรี อยางไรก็
ตามผลการทดลองพบวาโปรตีนท้ังสองแถบนั้นไมใชรคีอมบิแนนทเปปไทดเปาหมาย อีกประเด็นนึงท่ีอาจ
เกิดขึ้นได คือรีคอมบิแนนทเปปไทดไมไดถูกหลั่งออกนอกเซลล ซึ่งในกรณีนี้ เม่ือมีการแตกเซลล จะพบ
โปรตีนจํานวนมาก และเนื่องจากรีคอมบิแนนทเปปไทดท่ีไดออกแบบไวในการทดลองนี้ไมไดติด
เคร่ืองหมายใดๆไว จึงยากแกการตรวจสอบและสกัดรีคอมบิแนนทเปปไทดเปาหมาย ทําใหตองสราง
ระบบการแสดงออกใหม คณะผูวิจัยไดทบทวนแลวพบวา หากยังคงใช P. pastoris อาจจะทําใหเกิดปญหา
ตามมาอีกในภายหลัง เนื่องจากปริมาณโปรตีนท่ีผลิตไดนั้นนอยมาก นอกจากนี้หากตองการใหโปรตีน
หลั่งออกนอกเซลล จะมีปริมาตรตัวอยางท่ีตองเก็บจํานวนมากและหากนําปทําใหบริสุทธิ์ดวยคอลัมน 
ปริมาตรตัวอยางจะมากเกินกวาความสามารถของคอลัมนท่ีจะรับตัวอยางได จึงเห็นวาควรเปลี่ยนระบบ
การแสดงออกเพ่ือใหรีคอมบิแนนทเปปไทดที่ตองการในปริมาณมากพอสําหรับการวิเคราะหตอๆไป 
ดังนั้นจึงเปลี่ยนระบบการแสดงออกเปน E. coli แทน 
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3.3 การสราง E. coli สายพันธุสําหรับผลิตตานอนุมูลอิสระ/หรือการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็งเมล็ด
ลําไย 
    E. coli เปนระบบการแสดงออกของโปรตีนที่มีการศึกษาดานพันธุศาสตรอยางลึกซึ้งและเปนระบบท่ีมี
การแสดงออกไดผลดีโดยเฉพาะกับเปปไทดหรือโปรตีนขนาดเล็กซึ่งไมตองการระบบ post-translational 
modification เพื่อดัดแปลงโครงสรางโปรตีน (Li et al., 2013; Zhou et al., 2012) ในการทดลองนี้เลือกใชพ
ลาสมิด pQE-30 Xa เปนเวคเตอรสําหรับการแสดงออกเนื่องจากสามารถเหนี่ยวนําการสรางรีคอมบิแนนท
โปรตีนไดดวย IPTG และรีคอมบิแนนทโปรตีนท่ีไดจะมีสวนของ 6X Histidine บริเวณสวน N-teminal 
จากการแสดงออกเม่ือใชเวคเตอรดังกลาว 
        ช้ินสวนดีเอ็นเอสําหรับการสรางรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 ถูกเพ่ิมจํานวนดวยวิธี PCR โดย
ใชพลาสมิด pLG1A เปนดีเอ็นเอตนแบบและใชไพรเมอร L1F และ L1R ซึ่งจะเหนี่ยวนําสวนหัวและ
ทายของช้ินสวนดีเอ็นเอใหมีบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม BamHI และ HindIII ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดมี
ขนาด 279 คูเบส (รูปท่ี 3.5 ก) ซึ่งไดทําการสกัดออกจากเจลและตัดดวยเอนไซม BamHI และ HindIII 
นําไปเช่ือมตอกับพลาสมิด pQE-30 Xa ท่ีตัดดวยเอนไซมเดียวกัน จากนั้นนําไปใสเขา E. coli cometent 
cells สายพันธุ MG1655 โดยคัดเลือกโคโลนีสีขาวที่โตไดบนอาหารเลี้ยงเช้ือ LB แข็งท่ีมี Amplicillin และ 
X-gal โคโลนีท่ีคัดเลือกจะตรวจสอบความถูกตองโดยการสกัดพลาสมิดแลวทํา PCR ดวยไพรเมอร L1F 
และ L1R ซึ่งพลาสมิดท่ีมีช้ินสวนดีเอ็นเอแทรกจะไดผลิตภัณฑ PCR ขนาด 279 คูเบส (รูปท่ี 3.5 ข) และ
ตรวจสอบดวยการตัดดวยเอนไซม BamHI และ HindIII ซึ่งพลาสมิดท่ีถูกตองจะไดแถบดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 270 และ 3500 คูเบส  (รูปที่ 3.5 ค) และทําการตรวจสอบความถูกตองของลําดับนิวคลีโอไทด
ดวยวิธี DNA sequencing ซึ่งพลาสมิดท่ีถูกตองไดต้ังชื่อวา pLG1 และ E. coli  MG1655 ท่ีมีพลาสมิดดังก
ลาวมีชื่อวา TWLG1 ซึ่งใชสําหรับการผลิตรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 

3.4 การแสดงออก การทําใหบริสุทธิ์และการตรวจสอบรีคอมบิแนนทเปปไทดเปาหมายจาก E. coli  
     เมื่อนํา E. coli สายพันธุ TWLG1 มาเหนี่ยวนําใหเกิดการแสดงออกดวย IPTG หลังจาการแตกเซลลพบ
แถบโปรตีนขนาดประมาณ 13 กิโลดาลตัน ซึ่งเปนขนาดที่คาดหมายอยูในสวนโปรตีนละลายน้ํา (Soluble 
protein fraction) นอกจากนี้ยังพบวาแถบโปรตีนดังกลาวปรากฎอยางชัดเจนเม่ือเทียบกับสายพันธุ CONT 
ท่ีมีพลาสมิด pQE-30 Xa เปลา และสายพันธุ TWLG1 ท่ีไมไดเติม IPTG (รูปท่ี 3.6) ดังนั้นแถบโปรตีน
ดังกลาวนาจะเปนรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 ท่ีตองการ 
      จากนั้นไดนําสวนโปรตีนละลายน้ําท่ีไดจากสายพันธุ TWLG1 ซึ่งเหนี่ยวนําดวย IPTG มาผานคอลัมน 
Ni-IDA จากท่ีไดกลาวมาขางตนวาการใชพลาสมิด pQE-30 Xa ทําใหรีคอมบิแนนทโปรตีนท่ีผลิตออกมามี
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สวนของ 6X Histidine tag ติดอยู ท่ีสวน N-terminal คฯผูวิจัยเลือกใชคอลัมนดังกลาวเนื่องจากมี
ความจําเพาะตอโปรตีนท่ีมีการติด Histidine tag โดยเม่ือใชคอลัมนดังกลาวพบวาในสวน Elution ซึ่งเปน
การทําโปรตีนท่ีการติด Histidine tagใหบริสุทธิ์ ยังพบโปรตีนขนาดประมาณ 13 กิโลดาลตันดังที่
คาดหมาย แมวาบางสวนของโปรตีนขนาดดังกลาวหลุดออกไปบางในสวน Flow through (รูปท่ี 3.7 ก) ซึ่ง
คาดวาอาจเกิดจากแถบโปรตีนดังกลาวมีโปรตีนอื่น (ท่ีไมใชรีคอมบิแนนท Longan 1) ที่มีขนาดประมาณ 
13 กิโลดาลตันเชนกัน รวมถึงมีรีคอมบิแนนท Longan 1 บางสวนหลุดออกไปเพราะความสามารถในการ
รับโปรตีนของคอลัมนดังกลาวมีจํากัด หลังจากการทําใหบริสุทธิ์ คณะผูวิจัยไดนําสวน Elution ที่ไดไปวัด
ปริมาณโปรตีนดวยวิธี Bradford assay และนําไปตรวจสอบวาแถบโปรตีนดังกลาวคือรีคอมบิแนนทเปป
ไทด Longan 1 หรือไมดวยเทคนิค Western blot พบวา แถบโปรตีนดังกลาวสามารถจับจําเพาะไดกับ
แอนติบอดีตอ Histidine tag จึงสามารถสรุปไดวา E. coli สายพันธุ TWLG1 สามารถผลิตรีคอมบิแนนท
เปปไทด Longan 1 และไดนํารีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1ท่ีสกัดไดไปทดลองในขั้นตอไป 
3.5 การตรวจสอบฤทธิ์ของรีคอมบิแนนทเปปไทดเปาหมายในการตานอนุมูลอิสระ  
     การทดลองนี้เร่ิมจากการตรวจสอบความสามารถในการกําจัดอนุมูลอิสระตางๆ ไดแก DPPH, ABTS 
และ ไนตริกออกไซด ซึ่งเม่ือนํามาหาคา IC50 หรือความเขมขนท่ีสามารถยับยั้งอนุมูลอิสระไดคร่ึงหนึ่ง 
(50%) พบวารีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 มีความสามารถในการกําจัดอนุมูลอิสระไดดีและดีกวาตัว
ควบคุม (ตารางท่ี 3.2) โดยพิจารณาไดจากคา IC50 ท่ีตํ่ากวาหรือหมายความวาสามารถกําจัดอนุมูลอิสระได
ครึ่งหนึ่งเมื่อใชความเขมขนนอยกวา เม่ือนําความสามารถในการกําจัดอนุมูลอิสระตางๆเหลานี้ไป
เปรียบเทียบกับขอมูลของโปรตีนไฮโดรไลเสตซึ่งไดทํามาและเปนท่ีมาของเปปไทด Logan 1 พบวา
โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีผานการกรองดวยเมมเบรนขนาด 5 กิโลดาลตันดวยวิธีอัลตราฟวเตรช่ัน (Permeate 
from 5 kDa membrane) ใหคาการกําจัดอนุมูลอิสระประเภท DPPH และ ABTS ไดดีกวา เห็นไดจากคา 
IC50 ท่ีตํ่ากวา (รูป 3.8 ก และข) ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากในสวนของไฮโดรไลเสตสวนนี้ประกอบดวยเปปไทด
อื่นผสมอยูได และมีการทํางานรวมกันของเปปไทดเหลานี้ในการกําจัดอนุมูลอิสระดังกลาว อยางไรก็ตาม 
ผลการกําจัดอนุมูลไนตริออกไซดเปนท่ีนาสนใจอยางยิ่ง เนื่องจากรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 
สามารถกําจัดอนุมูลอิสระประเภทนี้ไดดีกวาโปรตีนไฮโดรไลเสต ซึ่งอาจเปนไปไดวาเปปไทด Longan 1 
มีความจําเพาะในการกําจัดอนุมูลไนตริกออกไซด และรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 มีจํานวนชุดเปป
ไทดท่ีเพ่ิมขึ้น (เปปไทด Longan 1 จํานวน 4 ชุดเรียงตอกัน) จึงทําใหประสิทธภิาพในการกาํจัดอนุมูลไนตริ
กออกไซดดีขึ้น นอกจากนี้ เปปไทดดังกลาวนาสนใจสํา หรับการนําไปศึกษาตอ เชน การศึกษา
ความสามารถในการยับย้ังการอักเสบเนื่องจากมีรายงานพบวาการอักเสบมีความเกี่ยวของกับไนตริกออก
ไซด  (Sharma et al., 2007) 
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    สําหรับความสามารถในการตานอนุมูลอิสระอีกหนึ่งกิจกรรมท่ีทําการทดสอบคือการปกปองดีเอ็นเอ
จากการถูกทําลายดวยอนุมูลไฮดรอกซิล ความเสียหายของดีเอ็นเอท่ีเกิดจากอนุมูลไฮดรอกซิลนั้นเกิดขึ้น
จริงในรางกาย และความเสียหายบนดีเอ็นเอนําไปสูการกลายพันธุหรือสาเหตุของโรค เชน มะเร็ง ในการ
ทดลองนี้การทดสอบความสามารถดังกลาวใชพลาสมิด pBR322 เปนตัวแทนของดีเอ็นเอ หลักการในการ
ทดสอบคือ พลาสมิดเปนดีเอ็นเอแบบวงกลม เมื่อนําไปว่ิงในเจลอะกาโรส (Agarose electrophoresis) จะมี
การขดมวนใหอยูในรูป supercoil (SC) ทําใหว่ิงผานเจลไดเร็วและทําใหเห็นแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดตํ่ากวา
ขนาดจริงของพลาสมิด ดังนั้น SC จึงเปนรูปแบบของดีเอน็เอท่ีไมถูกทําลาย เมื่อพลาสมิดถูกทําทําลายโดย
สายท้ังสองของดีเอ็นแตกหัก (double strand break) จะเกิดเปนดีเอ็นเอเสนตรง (Linear) หรือถาแตกหัก
เพียงสายเดียว (single strand break) จะเกิดเปนรูปแบบ open circular (OC) ซึ่งรูปแบบ Linear และ OC 
(หรือรูปแบบดีเอ็นเอท่ีเกิดความเสียหาย) นี้จะว่ิงในเจลอะกาโรสไดชากวารูปแบบ SC ซึ่งจะปรากฏเปน
แถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาดสูงกวา SC  

      จากผลการทดลองในรูปท่ี 3.9 เม่ือผสมรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 (0.86 mg/mL) กับพลาสมิด 
pBR322 แลวชักนําใหเกิดอนมุูลไฮดรอกซลิดวยปฏิกริิยา Fenton พบวามีแถบดีเอน็เอของ SC หรือรูปแบบ
ดีเอ็นเอที่ไมถูกทําลายปรากฏบนเจลอะกาโรส ขณะที่ปฏิกิริยาที่ใสน้ําทนรีคอมบิแนนทเปปไทด ไมพบ
รูปแบบ SC จึงสามารถสรุปไดวารีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 มีความสามารถในการปกปองดีเอ็นเอ
จากอนุมูลไฮดรอกซิล ซึ่งเปนท่ีนาสนใจสําหรับการศึกษาตอไปเพ่ือนําเปปไทดดังกลาวไปประยุกตใช  

3.6 การตรวจสอบฤทธิ์ของรีคอมบิแนนทเปปไทดเปาหมายในการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็ง 
     อนุมูลอิสระนอกจากกอใหเกิดความเสียหายตอสารชีวโมเลกุลตางๆ ความเสียหายบนดีเอ็นเอก็ยังเปน
สาเหตุของมะเร็งได ดังนั้นจึงเปนที่นาสนใจวานอกจากฤทธิ์ในการกําจัดและปองกันอนุมูลอิสระที่เปน
สาเหตุหนึ่งของโรคมะเร็ง รีคอมบิแนนทเปปไทดเปาหมายนี้ยังมีความสามารถในการตานการแบงตัวของ
เซลลมะเร็งดวยหรือไม 

      จากการทดสอบการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็ง 5 ชนิด ไดแก BT474 (เตานม), CHAGO (ปอด), 
HEP-G2 (ตับ), KATO-3 (กระเพาะ), และ SW620 (ลําไสใหญ) พบวาถาพิจารณาที่ความเขมขนของรีคอม
บิแนนทเปปไทด 27 µg/mL สามารถยับยั้งการแบงตัวของเซลลมะเร็งกระเพาะ (KATO-III) ไดดีท่ีสุดโดย
ไมมีผลยับยั้งการแบงตัวของเซลลปกติ (รูปท่ี 3.10) อยางไรก็ตามจากความเขมขนท่ีใชในการทดลองไม
สามารถคํานวณหาคา IC50 ได ยกเวนเซลล KATO-III ท่ีไดคา IC50 คือ 425.96 µg/mL ซึ่งอาจกลาวไดวารี
คอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 มีความจําเพาะในการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็งกระเพาะ ซึ่งเปนที่
นาสนใจในการศึกษาตอเพ่ือพัฒนาไปประยุกตในการรักษาโรคมะเร็งตอไป  
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ตารางท่ี 3.1 ความเขมขนของโปรตีนท้ังหมดในอาหารเลี้ยงเช้ือเมื่อเลี้ยง P. pastoris สายพันธุ TWLG1PP 
ในอาหารเหลว MMH ที่เวลาตางๆ 

 
 

ปริมาต รอาหาร เลี้ ย ง
เชื้อ (mL) 

ความเขมขนของโปรตีนท้ังหมด (mg/mL) ท่ีเวลา 

0 ชม. 24 ชม. 48 ชม. 72 ชม. 96 ชม. 

100 -0.04±0.018 0.12±0.036 0.25±0.052 0.30±0.047 0.33±0.057 
200 -0.02±0.003 0.01±0.015 0.04±0.047 0.09±0.088 0.13±0.074 
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ตารางท่ี 3.2 คา IC50 ของรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 ในการกําจัดอนุมูลอิสระตางๆ  

สารตัวอยาง 
คา IC50 (µg/mL) ในการกําจัดอนุมลูอิสระ 

NO DPPH ABTS 

รีคอมบิแนนทปปไทด Longan 1 20.67 ± 0.24 57.68 ± 1.90 48.18 ± 0.46 

ตัวควบคุม 73.17 ± 0.35 
(Curcumin) 

101.73 ± 1.47 
(Ascorbic acid) 

89.45 ± 2.11 
(Ascorbic acid) 
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รูปท่ี 3.1 การตรวจสอบการแทรกตัวของช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีตองการบนพลาสมิด pPicA 
พลาสมิด pPicA ท่ีมีชิ้นสวนดีเอ็นเอสําหรับสรางรีคอมบิแนนทเปปไทด Logan 1 ในทิศทางท่ีถูกตอง 
เม่ือตัดดวยเอนไซมตัดจาํเพาะ BsiWI ไดช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 280 และ 3600 คูเบส (Lane 2 และ 
5) พลาสมิดเหลานีไ้ดนาํไปสงตรวจลําดับนิวคลีโอไทดดวยวิธ ีDNA Sequencing ตอไป โดยรูปเจลท่ีแสดง
ในรูปเปน 1% w/v Agarose Electrophoresis  

  

bp 
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รูปท่ี 3.2 การตรวจสอบการแทรกตัวของช้ินสวนดีเอ็นเอบนโครโมโมโซมของ P. pastoris 
(ก.) ตรวจสอบการแทรกตัวของช้ินสวนดีเอ็นเอสําหรับผลิตรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 ดวยไพร
เมอร AOX1 forward กับ AOX1 reverse ไดผลิตภัณฑ PCR ขนาดประมาณ 760 คูเบส (Lane1-3) และไพร
เมอร L1F กับ L1R ไดผลิตภัณฑ PCR ขนาดประมาณ 290 คูเบส (Lane 4-6) (ข.) การตัดผลิตภัณฑ PCR 
ขนาด 760 คูเบสท่ีไดจากไพรเมอร AOX1 forward กับ AOX1 reverse ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BsiWI ทํา
ใหไดแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 520 และ 240 คูเบส 
  

ก. 

ข. 

bp 
bp 

bp 
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รูปที่ 3.3 การเจริญเติบโตของ P. pastoris สายพันธุ TWLG1PP ในอาหารเลี้ยงเช้ือ MMH ปริมาตร 100 
และ 200 mL 
การเจริญเติบโตวัดจากคาการดูดกลืนแสงที่ 600 nm 
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รูปท่ี 3.4 โปรตนีในอาหารเลี้ยงเช้ือเมื่อเลี้ยง P. pastoris สายพันธุ TWLG1PP ในอาหารเลี้ยงเช้ือ MMH 
ปริมาตร (ก.) 100 ml (ข.) 200 ml ท่ีชวงเวลาตางๆ  
วิเคราะหดวย 18% SDS PAGE ซึ่งขนาดคาดหมายของรีคอมบิแนนทเปปไทด Logan 1 คือประมาณ 10 
หรือ 20 กโิลกาลตัน  
  

ก. 

ข. 
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รูปท่ี 3.5 การสรางพลาสมิด pLG1 สําหรับการผลิตรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 
(ก.) การเพ่ิมปริมาณช้ินสวนดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR โดยใชพลาสมิด pLG1A เปนดีเอ็นเอตนแบบและ
ใชไพรเมอร L1F และ L1R ไดผลิตภัณฑ PCR ขนาด 279 คูเบส (ข.)การตรวจสอบของพลาสมิดหลังจาก
ใสช้ินสวนดีเอ็นเอลงพลาสมิด pQE-30 Xa ดวยเทคนิค PCR ดวยไพรเมอร L1F และ L1R ซึ่งพลาสมิดท่ีมี
การแทรกของชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีตองการจะได ผลิตภัณฑ PCR ขนาด 279 คูเบส (ค.) การตรวจสอบของพ
ลาสมิดหลังจากใสช้ินสวนดีเอ็นเอลงพลาสมิด pQE-30 Xa โดยการตัดดวยเอนไซม BamHI และ HindIII 
โดยไดแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 3500 และ 270 คูเบส  

ก. ข. 

ค. 

bp 
bp 

bp 
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รูปที่ 3.6 การแสดงออกของโปรตีนในสวนของโปรตีนละลายน้ํา (Soluble protein fraction) เม่ือถูก
เหนี่ยวนําดวย IPTG เปนเวลา 6 ช่ัวโมง  
เม่ือวิเคราะหดวยเทคนิค SDS PAGE โดยใช 18% acrylamide separating gel พบวามีแถบโปรตีนขนาด
ประมาณ 13 กิโลดาลตันปรากฏอยางชัดเจนเม่ือ E. coli สายพันธุ TWLG1 ถูกเหนี่ยวนําดวย IPTG (Lane 
2) เมื่อเทียบกับสายพันธุ CONT (Lane 1) และสายพันธุ TWLG1 ซึ่งไมไดมีการเหนี่ยวนําดวย IPTG (Lane 
3)   
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รูปท่ี 3.7 การทํารีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 และการตรวจสอบ 
(ก.) การเปปไทดใหบริสุทธิ์ดวยคอลัมน Ni-IDA โดยการนําโปรตีนสวนละลายน้ําไดท่ีไดจากการ
เหนี่ยวนํา E. coli สายพันธุ TWLG1 ดวย IPTG เปนเวลา 6 ช่ัวโมง แลวนํามาผานคอลัมน โดยรีคอม
บิแนนทเปปไทด Longan 1 มีขนาดที่คาดหมายคือ 13 กิโลดาลตัน เม่ือวิเคราะหดวยเทคนิค SDS PAGE 
โดยใช 18% acrylamide separating gel พบโปรตีนขนาดดังกลาวพบในสวนของ Flow through หรือ
โปรตีนที่ไมเกาะคอลมัน (Lane 1) แตไมพบในสวน Wash หรือสวนท่ีถูกลางจากคอลัมน(Lane 3) และพบ
อีกคร้ังในตัวอยางท่ีชะเก็บผานคอลัมนสวน Elution (Lane 2) (ข.) การตรวจสอบดวยวิธี Western blot 
พบวาแถบโปรตีนขนาดประมาณ 13 กิโลดาลตันท่ีสกัดไดสามารถจับไดกับแอนติบอดีตอ Histidine tag 
(Lane 1) แตโปรตีนอื่น เชน Bovine Serum Albumin (BSA) ไมสามารถจํากับแอนติบอดีดังกลาวได (Lane 
2) 
  

ก. ข. 
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รูปท่ี 3.8 ความสามารถในการกําจัดอนุมูลอิสระตางๆของรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 เปรียบเทียบ
กับโปรตีนไฮโดรไลเสต 
คาIC 50 ในการกําจัดอนุมูล (A.) DPPH (B.) ABTS (C.) ไนตริกออกไซดของโปรตีนหยาบจากเมล็ดลําไย 
(Crude protein) โปรตีนไฮโดรไลเสตที่เกิดจากการยอยโปรตีนหยาบดวยเอนไซดเปปซินและแพนครีติน 
(Protein hydrolysate) โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีผานการกรองดวยเมมเบรนขนาด 5 กิโลดาลตันโดย
เทคนิคอัลตราฟวเตรช่ัน (Permeate from 5 kDa membrane) และรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 
(Recombinant peptide) 
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รูปที่ 3.9 การทดสอบความสามารถของรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 ในการปกปองดีเอ็นเอจาก
อนุมูลไฮดรอกซิล 
พลาสมิด pRB322 ใชเปนตัวแทนดีเอ็นเอ ซึ่งหากไมถูกทําลายดวยอนุมูลไฮดรอกซิล แถบดีเอ็นเอท่ีว่ิง
ตํ่าสุดและตํ่ากวาขนาดท่ีควรจะเปน (4361 คูเบส) หรือรูปแบบของ supercoil (SC) ซึ่งเปนรูปแบบของดี
เอ็นเอท่ีไมถูกทําลายจะปรากฏชัดเจนบน 1% w/v Agarose Electrophoresis (Lane 1: pBR322 ท่ีไมมี
อนุมูลไฮดรอกซลิ) เม่ือผสมรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 (1 mg/mL) กับพลาสมิด pRB322 แลวชักนํา
ใหเกิดอนุมูลไฮดรอกซิล (Lane 2) ซึ่งยังพบแถบดีเอ็นเอของ SC แสดงถึงความสามารถในการปกปองดี
เอ็นเอ เม่ือเทียบกับการใชน้ําแทนรีคอมบิแนนทเปปไทด (Lane 3) ซึ่งไมพบแถบดีเอ็นเอของ SC หรืออาจ
กลาวไดวาดีเอ็นเอถูกทําลาย  

bp 
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รูปที่ 3.10 ความสามารถของรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 (27 µg/mL) ในการตานการแบงตัวของ
มะเร็ง BT474 (เตานม), CHAGO (ปอด), HEP-G2 (ตับ), KATO-3 (กระเพาะ), และ SW620 (ลําไสใหญ) 
และเซลลปกติคือ Wi-38 (เซลลเย่ือหุมปอด) 
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บทที่ 4 

สรุปผลการวจิัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

4.1 สรุปผลการวิจัยและอภปิรายผล 

      โครงการวิจัยนี้ไดพบเปปไทดท่ีคาดวามีฤทธิ์ทางชีวภาพจากเมล็ดลําไย ไดแก เปปไทด Longan 1 
(ISYVVPVYIAEITPKTFRGGF) และคณะผูวิจัยไดออกแบบช้ินสวนดีเอ็นเอสําหรับผลิตเปปไทด 
Longan 1 ใหเรียงตอกัน 4 ชุด ซึ่งในแตละชุดจะคั่นดวยรหัสโคดอนของกรดอะมิโนกรดแอสปาติก 
(Aspartic acid) เพื่อใหชิ้นสวนดีเอ็นเอมีความยาวมากพอในการตรวจติดตามเม่ือใชเทคนิคทางพันธุ
ศาสตรโมเลกุล ช้ินสวนดีเอ็นเอไดถูกสังเคราะหขึ้นและไดตัดตอเขาสูพลาสมิด pPicZA ไดปนพ
ลาสมิดช่ือ pTWLG1 และไดทําการนําช้ินสวนดีเอ็นเอเปาหมายเขาสูโครโมโซมของ P. pastoris ซึ่ง
ไดสายพันธุ TWLG1PP แตเมิ่อเหนี่ยวนําใหสรางรีคอมบิแนนทดวยเมทานอล และตรวจสอบการ
แสดงออกของโปรตีนในอาหารเลี้ยงเช้ือ เพ่ือหารีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 ซึ่งควรหลั่งออก
นอกเซลลเพราะมีสวน -mating factor ท่ีมาจากการใชพลาสมิด pPicZA โดยพบแถบโปรตีน
นาสนใจจากตัวอยางอาหารเลี้ยงเชื้อ 2 แถบ คือประมาณ 10 และ 20 กิโลดาลตัน ซึ่งขนาดของรีคอม
บิแนนทเปปไทด Longan 1 คือประมาณ 10 กิโลดาลตัน แตถาหากกระบวนการสงออกนอกเซลล
ไมไดตัดสวน -mating factor ออก ก็จะมีขนาดประมาณ 20 กิโลดาลตัน อยางไรก็ตามเมื่อ
ตรวจสอบความถูกตองดวยเทคนิคสเปกโตรเมตรี พบวาไมใชรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 มี
ความเปนไปไดวารีคอมบิแนนทเปปไทดไมไดถูกผลติขึ้นหรือไมไดหลั่งออกนอกเซลล แตท้ังนี้รีคอม
บิแนนทเปปไทดท่ีออกแบบเม่ือใชพลาสมิด pPicZA ไมไดออกแบบใหมีเคร่ืองหมายใดๆติดอยู ซึ่ง
ทําใหยากตอการติดตามและสกัด โดยเฉพาะในการแตกเซลลซึ่งพบโปรตีนอื่นๆอยูเปนจํานวนมาก 
ดังนั้นถาตองการผลิตรีคอมบิแนนทเปปไทดจาก P. pastoris จะตองกลับออกแบบชิ้นสวนดีเอ็นเอ
และสรางสายพันธุ P. pastoris ใหม โดยเมื่อพิจารณาถึงเวลาและปญหาตางๆท่ีเกิดจาก P. pastoris 
เชน ปริมาณโปรตีนท่ีผลิตไดมีนอยมาก และหากตองการสกัดรีคอมบิแนนทโปรตีนดวยคอลัมนจะ
เกิดปญหาเพราะการใชตัวอยางจากอาหารเลี้ยงเชื้อนั้นตองใชตัวอยางซึ่งมีปริมาตรมาก เกินกวา
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ความสามารถของคอลัมนท่ีจะรับตัวอยางได ดังนั้นคณะผูวิจัยจึงเลือกท่ีจะเปลี่ยนระบบในการ
แสดงออก 

      คณะผูวิจัยไดเปลี่ยนเซลลเจาบานเปน E. coli ซึ่งมีงานวิจัยจํานวนมากประสบความสําเร็จใน
การสสรางรีคอมบิแนนทโปรตีน โดยเฉพาะเปปไทดท่ีไมตองการ post-translation modification ใน
โครงงานนี้ไดนําช้ินสวนดีเอ็นเอดังที่ใชใน P. pastoris ตัดตอเขาสูพลาสมิด pQE-30 Xa แลวนําเขาสู 
E. coli สายพันธุ MG1655 ซึ่งประสบความสําเร็จและสามารถผลิตรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 
ได นอกจากนี้ยังพบวา รีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 มีความสามรถในการกําจัดอนุมูล DPPH, 
ABTS และไนตริกออกไซด โดยเฉพาะไนตริกออกไซด ซึ่งพบวารีคอมบิแนนทเปปไทดสามารถ
กําจัดอนุมูลไนตริกออกไซดไดดีกวาโปรตีนไฮโดรไลเสต ซึ่งมีความเปนไปไดวาเปปไทดดังกลาว
จําเพาะตอการกาํจัดไนตริกออกไซด และการท่ีรีคอมบิแนนทเปปไทดประกอบดวยปปไทด Longan 1 
จํานวน 4 ชุด เรียงตอกัน อาจทําใหมีประสิทธิภาพในการกําจัดอนุมูลดังกลาวไดดีขึ้น นอกจากนี้ยัง
พบวารีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 มีความสามารถในการปกปองดีเอ็นเอจากอนุมูลไฮดรอกซิล 
ในการทดสอบการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็ง พบวารีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 มีฤทธิ์ใน
การตานเซลลมะเร็งกระเพาะ (KATO-III) ไดดีที่สุด และมีความเปนไปไดท่ีมีความจําเพาะตอ
เซลลมะเร็งดังกลาวโดยไมมีฤทธิ์ตอการแบงเซลลปกติ ดังนั้นรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 มี
ความนาสนใจในการนําไปศึกษาตอเปนอยางย่ิง รวมถึงการทดสอบฤทธิท์างชีวภาพอื่นๆ เชนการตาน
การอักเสบ ซึ่งมีหลักฐานวาการอักเสบเกี่ยวของกับไนตริกออกไซด 

2. ขอเสนอแนะ  

    หากตองการสรางสายพันธุ P. pastoris ในการผลิตรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 จําเปนตอง
ออกแบบใหมีเครื่องหมายเชน Histidine tag เพ่ือใหงายตอการตรวจสอบและสกัด นอกจากนี้การผลิต
รีคอมบิแนนทโปรตีนจาก P. pastoris ยังพบวามีปริมาณนอย จึงจําเปนตองศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมใน
การผลิตรีคอมบแนนทเปปไทดดวย 

     แมวาการผลติรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 จาก E. coli จะประสบความสําเร็จ แตการผลิตเพื่อ
การนําไปใชตอจําเปนตองใหไดผลผลิตปริมาณมาก จึงควรมีการศึกษาภาวะท่ีเหมาะสม และ
การศึกษาการผลิตในสเกลที่ใหญขึ้นดวย 
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   รีคอมบิแนนทเปปไทด Logan 1 มีความสามารถในการตานอนมูุลอสิระ โดยเฉพาะไนตริกออกไซด 
ซึ่งมีหลักฐานยืนยันวาไนตริกออกไซดเกี่ยวของกับการอักเสบ จึงควรมีการทดสอบฤทธิ์ของรีคอม
บิแนนทเปปไทดดังกลาวในการตานการอกัเสบ นอกจากยังมีฤทธิใ์นปกปองดีเอน็เจากอนุมูลไฮดรอก
ซิลและการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็งกระเพาะ จึงควรมีการศึกษาตอ เชน ความเขมขนและ
วิธีการนําไปประยุกตใชท่ีเหมาะสม รวมถึงการศึกษาวากรดอะมิโนตัวใดรับผิดชอบตอฤทธิต์างๆ โดย
การทํากรดอะมิโนแตละตัวเปลี่ยนเกิดการกลายพันธุ เปนตน  
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ภาคผนวก 

อาหารเลี้ยงเช้ือ 

1. อาหารเหลว LB (1 L) 
10 g Bacto-peptone 
5 g   Yeast extract 
10 g NaCl  

ละลายในน้าํปรับปริมาตรเปน 1 L แลวนาํไปอบฆาเช้ือดวยไอน้ํา 
2 อาหารแข็ง LB 
อาหารเหลว LB เติม 2% Bacto-agarแลวนาํไปอบฆาเชื้อดวยไอน้าํ 
3.อาหารเหลว low salt LB (1 L) 

10 g Bacto-peptone 
5 g   Yeast extract 
5 g NaCl  

4. อาหารแข็ง low salt LB  
อาหารเหลว LB เติม 2% Bacto-agarแลวนาํไปอบฆาเชื้อดวยไอน้าํ 
5. อาหารเหลว YPD  (1 L) 

10 g    Yeast Extract  
20 g    Peptone   
20 g    Dextrose 

ละลายในน้าํปรับปริมาตรเปน 1 L แลวนาํไปอบฆาเช้ือดวยไอน้ํา 
6. อาหารแข็ง YPD  
อาหารเหลว LB เติม 1.5% Bacto-agarแลวนาํไปอบฆาเชื้อดวยไอน้าํ 
7. อาหารเลี้ยงเช้ือเหลว YPG 
           10g    Yeast extract 

20 g    Peptone   
           20 g    Dextrose 
ละลายในน้าํปรับปริมาตรเปน 1 L แลวนาํไปอบฆาเช้ือดวยไอน้ํา 
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8. อาหารเลี้ยงเช้ือเหลว MMH 
          1.34% w/v        Yeast nitrogen base 
          4 x 10-5% w/v   Biotin 
          0.5% v/v           Methanol 
          0.004% w/v      Histidine 
ละลายในน้าํ ปรับ pH  เปน 5 แลวนาํไปอบฆาเชือ้ดวยไอน้าํ 
9. สารละลาย Lysis Equilibrium Wash (LEW) buffer 
           50 mM    Na2PO4  
           300 mM  NaCl 
ละลายในน้าํ ปรับ pH  เปน 7.8 แลวนาํไปอบฆาเชือ้ดวยไอน้ํา 
10. สารละลาย Denaturation Solubilization (DS) buffer 
           50 mM  Na2PO4 
           300 mM NaCl  
           8 M       Urea 
ละลายในน้าํ ปรับ pH  เปน 7.8 แลวนาํไปอบฆาเชือ้ดวยไอน้ํา 
11. Elution buffer (DE buffer) 
           50 mM    Na2PO4 
           300 mM  NaCl  
           100 mM  Imidazole 
ละลายในน้าํ ปรับ pH  เปน 7.8 แลวนาํไปอบฆาเชือ้ดวยไอน้ํา 
12. TBST buffer  
            50 mM   Tris-Cl, pH 7.6 
            150 mM NaCl  
            0.05%     Tween 20 
ละลายในน้าํ แลวนาํไปอบฆาเช้ือดวยไอน้าํ 
13. DAB solution 
    0.3 g DAB ละลายใน TBS buffer ปริมาตร 1 L แลวผสมกับ 30% H2O2 ปริมาตร 1 ml และ 1% 
CoCl2 solution ปริมาตร 2.5 ml 

14. Phosphate Buffered Saline (PBS)  
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           8g       NaCl 
           0.2g    KCl 
           1.44g  Na2HPO4 
           0.24g  KH2PO4 
ละลายในน้าํ ปรับปริมาตรเปน 1 L และ pH  เปน 7.4 แลวนําไปอบฆาเชื้อดวยไอน้าํ 
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