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ภาวะ oxidative stress เป็นภาวะที่ร่างกายมี reactive oxygen species (ROS) ใน

ปริมาณที่มากเกินจนร่างกายไม่สามารถก าจัด ROS ได้หรือมีความสามารถก าจัดได้น้อยลง  
ก่อให้เกิดความไม่สมดุลระหว่างสารต้านอนุมูลอิสระกับสารอนุมูลอิสระ ROS จึงมีบทบาท
ส าคัญในการเหนี่ยวน าให้เกิดพยาธิสภาพในโรคต่างๆ  โดยเฉพาะอย่างยิ่งในโรคเลือดบางชนิด 
เช่น โรคเม็ดเลือดแดงรูปเคียว, โรคพร่องเอนไซม์ G6PD และ โรคธาลัสซีเมีย  ปัจจุบันมี
การศึกษาและค้นหาสารต่างๆ  โดยเฉพาะอย่างยิ่งสารที่สกัดได้จากธรรมชาติที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระ  เพื่อน ามาใช้เสริมฤทธิ์การรักษาของโรคที่มีภาวะ oxidative stress ได้  ไฟโคไซยานินซี
เป็นไฟโคบิลิโปรตีนที่มีคุณสมบัติเด่นทางด้านการต่อต้านอนุมูลอิสระ ด้วยเหตุนี้จึงได้ศึกษา
ประสิทธิภาพความเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของ apo-c-PC() เปรียบเทียบกับ native c-PC     
ที่สกัดได้จากสาหร่ายสไปรูลินา  โดยสามารถโคลนยีนและแสดงออกโปรตีน apo-c-PC() ใน 
Escherichia coli  วิเคราะห์และประเมินฤทธิ์ ต้านอนุมูลอิสระของ apo-c-PC() และ        
native c-PC ด้วยการวัดค่า Trolox equivalent antioxidant capacities และความสามารถใน
การปกป้อง เซลล์ เม็ดเลือดแดงปกติและเซลล์ เม็ดเลือดแดงของผู้ป่วย homozygous 
hemoglobin E จากการท าลายด้วย peroxyl radicals และ hydrogen peroxide พบว่า      
apo-c-PC() และ native c-PC สามารถปกป้องเซลล์เม็ดเลือดแดงจากการถูกท าลายด้วย
อนุมูลอิสระได้  ดังนั้น การผลิตโปรตีน c-PC ในแบคทีเรียนั้นช่วยลดต้นทุนและเวลาในการผลิต  
และได้ผลผลิตโปรตีนที่มีความบริสุทธิ์สูง นอกจากนี้สามารถท าการพัฒนาเทคนิคการผลิตด้วย
เทคโนโลยีทางอณูชีววิทยาเพื่อให้ได้โปรตีนที่มีประสิทธิภาพมากขึ้นและน าไปใช้ในเสริมฤทธิ์   
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Excess reactive oxygen species (ROS) or loss of the ability to detoxify them 

results in oxidative stress. Oxidative damage has been implicated in the 
pathogenesis of many diseases, especially of certain types blood diseases such as 
sickle cell disease, glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency and 
thalassemia. The present studies have shown many natural antioxidant substances 
for use synergistic treatment of oxidative damage diseases. Phycocyanin (c-PC) is 
phycobiliproteins which play a role of antioxidant property. We investigated the anti-
oxidant activity of the recombinant apo-c-PC() compared to that of native c-PC 
purified from Spirulina sp. The gene encoding the -subunit of c-PC was successfully 
cloned and expressed in Escherichia coli. The anti-oxidant capacities of recombinant 
apo-c-PC() and native c-PC were evaluated by measuring their Trolox equivalent 
antioxidant capacities and examining their protective effects on erythrocytes from 
normal and homozygous haemoglobin E individuals against peroxyl radicals and 
hydrogen peroxide. The results demonstrated that apo-c-PC() can against the both 
radicals and potentially protect erythrocytes from oxidative damage. Therefore, the 
expression of c-PC in bacteria reduces the cost and time for more purity protein 
production, and the recombinant protein could be further developed to obtain a more 
efficient protein for synergistic therapeutic purposes.    
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บทที ่ 1 
บทน ำ 

ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 

  ในสภาวะร่างกายที่มี reactive oxygen species (ROS) ในปริมาณที่มากเกินจนร่างกาย
ไม่สามารถก าจัด ROS ได้หรือมีความสามารถก าจัดได้น้อยลง  ก่อให้เกิดความไม่สมดุลระหว่าง
สารต้านอนุมูลอิสระกับสารอนุมูลอิสระและน าไปสู่ภาวะ oxidative stress  ซึ่งท าให้ส่วนประกอบ
ต่างๆภายในเซลล์ถูกท าลาย นั่นคือ  ดีเอ็นเอ, ไขมัน, โปรตีน, และ เยื่อหุ้มเซลล์ [1]  ROS มี
บทบาทส าคัญในการเหนี่ยวน าให้เกิดพยาธิสภาพในโรคต่างๆ เช่น โรคพาร์กินสัน (Parkinson’s 
disease), โรคอัลไซเมอร์ (Alzheimer’s disease), โรคหลอดเลือดแดงแข็ง (atherosclerosis) 
และ โรคมะเร็ง (cancer) [1-3]  นอกจากนี้ในโรคเลือดบางชนิดที่มีภาวะ oxidative stress มา
เกี่ยวข้อง เช่น โรคเม็ดเลือดแดงรูปเคียว (sickle cell disease), โรคพร่องเอนไซม์ G6PD (G6PD; 
glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency) และ โรคธาลัสซีเมีย (thalassemia)  
โดยเฉพาะอย่างยิ่งในผู้ป่วย -thalassemia ซึ่งการแตกของเม็ดเลือดแดงส่วนใหญ่มักเกิดจาก
ภาวะ oxidative stress ที่สูงขึ้นภายในเซลล์เม็ดเลือดแดง  โดยมีสาเหตุมาจากปริมาณ unpaired 
globin chain หรือ non heme iron ภายในเซลล์เม็ดเลือดแดงรวมถึงในส่วนของ plasma iron มี
ปริมาณสูงขึ้น  เมื่อเหล็กเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันด้วย hydrogen peroxide หรือที่เรียกว่าปฏิกิริยา 
Fenton reaction ได้ผลผลิตเป็น ROS ไปกระตุ้นการเกิด lipid peroxidation และเหนี่ยวน าให้เกิด
การแตกของเซลล์เม็ดเลือดแดงในที่สุด [4]  เซลล์เม็ดเลือดแดงถูกน ามาใช้เป็นแบบจ าลองส าหรับ
การประเมินประสิทธิภาพของสารต้านอนุมูลอิสระหลากหลายชนิด  ในทางสรีรวิทยาเม็ดเลือดแดง
เป็นเป้าหมายหลักของ ROS เนื่องจากบริเวณเยื่อหุ้มเซลล์เม็ดเลือดแดงมีระดับกรดไขมันไม่อ่ิมตัว 
(PUFA; Polyunsaturated fatty acids) ในปริมาณสูง ทั้งยังมีปริมาณออกซิเจนและเหล็กภายใน
เซลล์ในระดับท่ีสูง ซึ่งเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาที่ส าคัญของปฏิกิริยาออกซิเดชันในเซลล์เม็ดเลือดแดง
ในขณะสัมผัสกับ ROS มากเกินไปท้ังที่มาจากแหล่งภายนอกหรือภายในร่างกาย  จึงก่อให้เกิดการ
แตกท าลายของเซลล์  รวมทั้งการเกิดภาวะ lipid peroxidation ของเยื่อหุ้มเซลล์  เซลล์ผิดรูปร่าง     
การเปลี่ยนแปลงลักษณะทางสัณฐานวิทยา  และการเกิดการเชื่อมโยงกันของโปรตีนบางชนิดใน
เยื่อหุ้มเซลล์ [5-7] 

 ความผิดปกติของฮีโมโกลบินบางประเภทพบว่าท าให้ภาวะ oxidative stress ในเซลล์ 
เม็ดเลือดแดงรุนแรงขึ้น  ฮีโมโกลบินผิดปกติที่พบบ่อยที่สุดในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ นั่นคือ 
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ฮีโมโกลบินอี (HbE) เป็นฮีโมโกลบินชนิดหนึ่งที่มีความผิดปกติที่ต าแหน่ง 26 ของ -globin จึงท า

ให้กรดอะมิโนเปลี่ยนจากกลูตามิคแอซิดเป็นไลซีน (26 GluLys)  นอกจากนี้ฮีโมโกลบินอีมีความไม่
เสถียรและเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันได้ง่ายเนื่องจากสายโกลบิน 11 จับกันด้วยแรงที่อ่อนกว่า
ปกติ [8]  ในเซลล์เม็ดเลือดแดงของผู้ป่วย HbE homozygotes และ -thalassemia/HbE มี
ฮีโมโกลบินอีและ free -globin อยู่ภายในเซลล์  โดยเฉพาะอย่างยิ่ง free -globin เกิดปฏิกิริยา 
autoxidation ท าให้มีปริมาณ ROS สูงขึ้นและปลดปล่อย heme ออกนอกเซลล์  เมื่อ hydroxyl 
radicals มาท าปฏิกิริยากับ heme เกิดปฏิกิริยาที่เรียกว่า Fenton reaction เป็นผลให้ผู้ป่วยมี
ภาวะ oxidative stress เพิ่มขึ้น  จึงน าไปสู่การเกิดอนุมูลอิสระที่มากขึ้นท าให้เกิดพยาธิสภาพทาง
สรีรวิทยาที่รุนแรง [9-11] 

 ประชากรในปัจจุบันนี้ให้ความสนใจในการบริโภคผลิตภัณฑ์เสริมอาหารที่สกัดจาก
ธรรมชาติที่มีฤทธิ์การต่อต้านอนุมูลอิสระกันอย่างแพร่หลาย [12]  ซึ่งหนึ่งในนั้นก็คือสาหร่าย   
สไปรูลินา (Spirulina) หรือเรียกกันโดยทั่วไปว่าสาหร่ายเกลียวทอง  จัดเป็นแหล่งสารอาหารที่อุดม
ไปด้วยโปรตีนทั้งกรดอะมิโนจ าเป็นและไม่จ าเป็น  คาร์โบไฮเดรต  และกรดไขมันชนิดต่างๆ  เช่น  
gamma-linolenic (GLA), alpha-linolenic acid (ALA), linoleic acid (LA)  นอกจากนี้ยังมี
วิตามินอีกหลายชนิดเช่น  วิตามินบี 12, วิตามินอี, วิตามินบี 1, วิตามินบี 9 และวิตามิน D เป็นต้น  
และเกลือแร่ต่างๆ ได้แก่ โพแทสเซียม, แคลเซียมโครเมียม, ทองแดง, เหล็ก, แมกนีเซียม,ซีลีเนียม 
และสังกะสี [13]  McCarty, M.F. [14] กล่าวว่า spirulina เป็นแหล่งโภชนาการที่มีโปรตีนใน
ปริมาณที่สูงถึง 70% ของน้ าหนักแห้ง [15, 16]  ปัจจุบันพบว่ามีนักวิจัยจ านวนมากได้ให้ความ
สนใจในการศึกษาบทบาทของสาหร่ายสไปรูลินาที่มีต่อทางการแพทย์มากขึ้น  โดยมีรายงานว่า
สาหร่ายสไปรูลินามีฤทธิ์ต้านภาวะไขมันในหลอดเลือดสูง, ฤทธิ์ต่อต้านการเกิดเนื้องอก, ฤทธิ์
ส่งเสริมระบบภูมิคุ้มกัน [16]   จึงมีผู้วิจัยให้ความสนใจศึกษาค้นคว้าสารออกฤทธิ์ในสาหร่าย    
สไปรูลินามากขึ้น   โดยพบว่าหนึ่ ง ในสารออกฤทธิ์ที่ ส า คัญของสาหร่ายสไปรูลินาคือ                    
ไฟโคไซยานินซี (c-phycocyanin; c-PC) จากผลการศึกษาพบว่าสาหร่ายสไปรูลินา (Spirulina 
platensis)  ประกอบด้วย c-PC 14.8% ของน้ าหนักแห้งหรือคิดเป็น 29.7-86.1% ของโปรตีน
ทั้งหมดที่ละลายน้ าได้ซึ่งขึ้นอยู่กับสภาวะแวดล้อมในการเพาะเลี้ยง [17]  c-PC เป็นโปรตีนที่มี
บทบาทส าคัญในการดูดกลืนแสงเพื่อสังเคราะห์พลังงาน  จัดอยู่ ในกลุ่มไฟโคบิลิโปรตีน 
เช่นเดียวกับ allophycocyanin และ phycoerythrin [18]  c-PC เป็นรงควัตถุสีน้ าเงินที่สามารถ
ละลายน้ าได้ดี  และพบได้ในสิ่งมีชีวิตกลุ่ม cyanobacteria และ red algae และเป็นที่ยอมรับใน
กลุ่มนักวิจัยว่ามีฤทธิ์ในการต่อต้านอนุมูลอิสระได้ดี [19-21] ซึ่งเป็นคุณสมบัติเด่นของ c-PC โดยมี
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รายงานว่า c-PC สามารถก าจัดอนุมูลอิสระได้หลายชนิดเช่น hydroxyl radical, peroxyl radical 
และ peroxynitrite radical เป็นต้น [22]  โดยปกติ c-PC ประกอบด้วย 2 subunits ได้แก่              
-subunit และ -subunit ในธรรมชาติพบ c-PC อยู่ในรูป monomer, trimer หรือ hexamer โดย
แต่ละ subunit จะประกอบด้วย chromophore ที่เรียกว่า phycocyanobilin จับกับส่วนของ              
apo-phycocyanin ด้วยพันธะโคเวเลนซ์ [23]  โดยมีรายงานว่า phycocyanobilin มีค่า oxygen 
radical absorbance capacity (ORAC) เท่ากับ 20.33 mole ของ Trolox เมื่อเปรียบเทียบใน
หน่วยเดียวกัน  ส่วน c-PC มีค่า ORAC เท่ากับ 22.18 mole ของ Trolox เมื่อเปรียบเทียบใน
หน่วยเดียวกัน  จึงกล่าวได้ว่าฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของ c-PC ส่วนใหญ่มาจาก phycocyanobilin 
[24]  ในปัจจุบันพบว่า c-PC มีคุณประโยชน์ในด้านต่างๆ เช่น ต่อต้านเซลล์มะเร็ง (anti-cancer) 
[25], ปกป้องเซลล์ประสาท (neuroprotective) [22], ต่อต้านการเกาะกลุ่มของเกร็ดเลือด       
(anti-platelet aggregation) [26, 27]  และลดความไวในการตอบสนองต่อความเจ็บปวด       
(anti-hyperalgesic) [28]   

 จากผลการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าสามารถโคลนยีนและกระตุ้นการแสดงออกโปรตีน  c-PC 
จากสาหร่ายสีเขียวแกมน้ าเงินใน Escherichia coli ได้  โดย recombinant c-PC ที่ได้จากการ
โคลนนั้นยังคงมีลักษณะการดูดกลืนแสงและการเรืองแสงเช่นเดียวกับ c-PC ที่ได้จากธรรมชาติ  
และมีประสิทธิภาพในการก าจัดอนุมูลอิสระได้  ซึ่ง  Gaun et al. รายงานว่า holo c-PC สามารถ
ก าจัด hydroxyl radicals และ peroxyl radicals ได้ [29]  แต่อุปสรรคในการผลิต holo c-PC คือ
ในเซลล์แบคทีเรียนั้นมีปริมาณ heme ไม่มากพอส าหรับการผลิต bilins และขาดเอนไซม์ที่ส าคัญ
ส าหรับย่อยสลาย heme เพื่อสังเคราะห์เป็น bilins [30]  อย่างไรก็ตามยังมีการศึกษาฤทธิ์ในด้าน
ความเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของ apo-phycocyanin ไม่มากนัก 

 จากที่ได้กล่าวมาข้างต้น  คณะผู้วิจัยได้ตระหนักถึงประโยชน์ของ c-PC  ในการลดภาวะ 
oxidative stress ที่สามารถเหนี่ยวน าให้เกิดพยาธิสภาพต่างๆ  ในการศึกษาวิจัยวิจัยจึงได้ท าการ
โคลนยีนไฟโคไซยานินซีสายเบต้า (cpcB gene) เพื่อให้แสดงออกในแบคทีเรียและศึกษา
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของโปรตีนลูกผสมไฟโคไซยานินซีสายเบต้า (apo-c-PC()) 
เปรียบเทียบกับไฟโคไซยานินซี (native c-PC) ที่สกัดได้จากสาหร่าย Spirulina platensis 
นอกจากนี้ยังเปรียบเทียบฤทธิ์กับ Trolox ซึ่งเป็นสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน  และท าการ
ทดสอบประสิทธิภาพของ apo-c-PC() และ native c-PC ในการปกป้องเม็ดเลือดแดงปกติและ
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เม็ดเลือดแดงที่มีฮีโมโกลบินอีจากผู้ป่วย hemoglobin E homozygote จากการถูกท าลายด้วยสาร
อนุมูลอิสระ   

วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 

1. เพื่อผลิตโปรตีนไฟโคไซยานินซีสายเบต้าด้วยวิธีการโคลนยีนจากสาหร่ายสไปรูลินา 
(S. platensis) โดยเชื่อมต่อด้วยกรดอะมิโนฮิสทิดีนจ านวน 6 ตัว (6xHis-tag) ที่ส่วน
ปลายของสายเพปไทด์เพื่อแสดงออกโปรตีน apo-c-PC() ใน E. coli ได้  และ
สามารถสกัดโปรตีนด้วยวิธี Immobilized Metal Affinity Chromatography (IMAC) 
ให้มีความบริสุทธิ์สูงได้ภายในขั้นตอนเดียว 

2. เพื่อศึกษาเปรียบเทียบคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระของ apo-c-PC() กับ  native 
c-PC จากสาหร่ายสไปรูลินา 

3. เพื่อศึกษาบทบาทของ apo-c-PC() ในการปกป้องเม็ดเลือดแดงที่มีฮีโมโกลบินอีจาก
ผู้ป่วย HbE homozygote จากการถูกท าลายด้วยสารอนุมูลอิสระ  

ขอบเขตของกำรวิจัย 

คณะผู้วิจัยจะศึกษาบทบาทของไฟโคไซยานินซีสายเบต้า (c-Phycocyanin beta 
subunit) ที่มีคุณสมบัติในการต่อต้านอนุมูลอิสระ ซึ่งคณะผู้วิจัยได้เลือกเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม 
(genetic engineering) ที่เรียกว่า  การโคลนยีน (gene cloning) เพื่อผลิตโปรตีน apo-c-PC() 
ใน E. coli  โดยโปรตีนที่ได้จะเชื่อมต่อด้วยกรดอะมิโนฮิสทิดีนจ านวน 6 ตัวที่ส่วนปลายของสาย
เพปไทด์ด้าน N-terminus  จากนั้นทดสอบบทบาท apo-c-PC() ในการปกป้องเม็ดเลือดแดงที่มี
ฮีโมโกลบินอีจากการถูกท าลายด้วยอนุมูลอิสระ  โดยศึกษาเปรียบเทียบคุณสมบัติในการต้าน-
อนุมูลอิสระกับ native c-PC ที่สกัดได้จากสาหร่ายสไปรูลินา และสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน 
Trolox 
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ปัญหำกำรวิจัย 

โปรตีน apo-c-PC() มีฤทธิ์ความสามารถเป็นสารต้านอนุมูลอิสระได้หรือไม่   และ
สามารถป้องกันเซลล์เม็ดเลือดแดงมนุษย์จากสารอนุมูลอิสระได้หรือไม่  หากป้องกันได้จะป้องกัน
ด้วยประสิทธิภาพดีเพียงใดเมื่อทดสอบเปรียบเทียบฤทธิ์กับ native c-PC ที่สกัดได้จากสาหร่าย 
สไปรูลินา  และ Trolox  

ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

1. สามารถผลิตโปรตีน apo-c-PC() จากแบคทีเรียได้  

2. ทราบถึงประสิทธิภาพการออกฤทธิ์ของโปรตีน apo-c-PC() ในการต่อต้านอนุมูล-
อิสระเพื่อปกป้องเม็ดเลือดแดงที่มีฮีโมโกลบินอี  

3. สามารถน า apo-c-PC() มาพัฒนาเพื่อใช้ในการรักษาผู้ป่วยที่มีภาวะ oxidative 
stress ในอนาคตได้ 

หน่วยงำนที่สำมำรถน ำผลกำรวิจัยไปใช้ประโยชน์ได้ 

1. หน่วยงานทั้งภาครัฐและเอกชนที่เกี่ยวข้องทางด้านสาธารณสุข 

2. บุคลากรทางด้านสาธารณสุขและผู้สนใจทั่วไป 

3. ผู้ป่วยที่มีพยาธิสภาพของโรคเกี่ยวข้องกับภาวะ oxidative stress 
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บทที่  2 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

โรคธาลัสซีเมียและฮีโมโกลบินอี (thalassemia and hemoglobin E)   

โรคธาลัสซีเมีย (thalassemia)  เป็นโรคทางพันธุกรรมที่มีภาวะโลหิตจางต้ังแต่แรกเกิด
เนื่องจากความผิดปกติในการสังเคราะห์ฮีโมโกลบิน (hemoglobin) ที่เกิดจากการกลายพันธุ์บาง
ล าดับเบสหรือทุกล าดับเบสของยีนที่ถอดรหัสเป็นสายโกลบิน (globin chain) มีผลท าให้
สังเคราะห์สายโกลบินไม่ได้หรือมีการสร้างสายโกลบินลดลงโดยที่โครงสร้างของสายโกลบินปกติ  
เม็ดเลือดแดงของผู้ป่วยธาลัสซีเมียจึงมีความสามารถในการขนส่ง oxygen น้อยลง          
โรคธาลัสซีเมียแบ่งเป็น 2 ชนิด คือ -thalassemia และ -thalassemia ซึ่งมีการสร้าง                  
-globin chain และ  -globin chain น้อยลงตามล าดับ [31]  

-thalassemia ที่พบส่วนใหญ่มักเกิดจากสาเหตุยีนของ -globin chain หายไป 1 ยีน 
หรือทั้ง 2 ยีน (gene deletion) นอกจากนี้ยังอาจมีสาเหตุมาจากความผิดปกติที่นิวคลีโอไทด์ของ 
-globin chain (nondeletion) จึงท าให้ผู้ป่วยสังเคราะห์ -globin chain ไม่ได้หรือมีการ
สังเคราะห์น้อยลง  ความผิดปกติที่พบบ่อยในประชากรของกลุ่มโรคนี้คือ HbH disease ผู้ป่วย
สามารถด ารงชีวิตได้ปกติโดยไม่ต้องได้รับการรักษา  แต่ในบางครั้งอาจต้องได้รับการถ่ายเลือด    
ในกรณีท่ีผู้ป่วยมีภาวะฮีโมโกลบินต่ า, เซลล์เม็ดเลือดต่ าเนื่องมาจากไขกระดูกฝ่อ (aplastic 
anemia) หรือ ภาวะติดเชื้อไวรัส  นอกจากนี้  Hb Bart hydrops fetalis syndrome เป็นโรค          
-thalassemia ชนิดหนึ่งที่ยังไม่มีวิธีการรักษาที่ได้ผลในการรักษาชีวิตผู้ป่วยกลุ่มนี้ไว้ได้แม้จะ
รักษาด้วยการปลูกถ่ายสเต็มเซลล์ (hematopoietic stem cell transplantation) แล้วก็ตาม [32] 

-thalassemia ความผิดปกติที่พบส่วนใหญ่มักมีสาเหตุมาจากการกลายพันธุ์แบบ    
point mutation แต่อาจมีสาเหตุมาจาก gene deletion ได้แต่พบได้น้อยมาก  ดังนั้นผู้ป่วย      
ส่วนใหญ่ที่เป็นโรคนี้มักเกิดจากการขาดหาย เพิ่ม หรือ แทนที่ของเบสเพียง 1-2 เบสของยีน             
 -globin chain ปัจจุบันพบความผิดปกตินี้ได้มากถึง 200 ต าแหน่ง  ความผิดปกติดังกล่าวท าให้
การสังเคราะห์ RNA ของ  -globin chain ผิดปกติ  ในการจ าแนกทางคลินิกสามารถจ าแนก      
-thalassemia ได้เป็น 4 กลุ่มใหญ่ ได้แก่ thalassemia trait, thalassemia intermedia, 
thalassemia major และ hemoglobin e thalassemia [33]   
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WHO ได้รายงานว่ามีประชากรประมาณ 1.5% ของประชากรโลกที่เป็น -thalassemia  และมี
เด็กทารกเกิดใหม่มีอาการของโรครุนแรงเฉลี่ยประมาณ 60,000 คนของทุกปี [34] 

ฮีโมโกลบินอี (Hemoglobin E) เป็นฮีโมโกลบินผิดปกติอยู่ที่ codon ต าแหน่งท่ี 26 ของ      

-globin gene โดย GAG  AAG (glutamic acid  lysine) ท าให้เกิดเป็น splice site     
แห่งใหม่ที่ต าแหน่ง codon ที่ 25  ท าให้ RNA บางส่วนที่สร้างมาจาก exon ของ -globin gene 
ถูกตัดออกไปพร้อมกับส่วนที่เป็น small intron เกิดเป็น RNA ผิดปกติที่ไม่สามารถสร้าง -globin 
chain ได้  ส่วน splice site ปกติยังคงมีการสร้าง -globin mRNA และ -globin chain ได้  
ถึงแม้ว่า amino acid ต าแหน่งที่ 26 จะผิดปกติเป็น lysine ก็ตาม  ท าให้ E –gene มีคุณสมบัติ
เหมือนกับ + -thalassemia  ความผิดปกติที่ท าให้เกิดฮีโมโกลบินอีไม่รุนแรงมาก  ถ้าภาวะของ 
homozygote จะไม่มีอาการของโรคธาลัสซีเมีย  แต่เมื่อฮีโมโกลบินอีเกิดร่วมกับ -thalassemia 
ผู้ป่วยมักมีอาการผิดปกติมากเพราะมีความไม่สมดุลของการสร้าง -globin chain และ                
-globin chain มากขึ้น [35] 

ความผิดปกติของฮีโมโกลบินปัจจุบันมีมากถึง 300 ล้านคนของประชากรโลก  และพบ
ส่วนใหญ่ในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้  และฮีโมโกลบินอีเป็นหนึ่งในการกลายพันธุ์ของยีนท่ี
พบมากที่สุดในโลก นอกจากนี้ประเทศไทยมีประชากรที่เป็น -thalassemia อยู่ 25% ของ
ประชากรทั้งหมด   และมีประชากรที่มีฮีโมโกลบินอีมากถึง 60% ของประชากรในประเทศไทย 
ประเทศลาว และ กัมพูชารวมกันทั้งหมด [36, 37]  โดยมีการกระจายของประชากรที่มี  
ฮีโมโกลบินอีของแต่ละพื้นที่ประมาณ 8% ถึง 50-70% ของประชากรไทยทั้งหมดขึ้นอยู่กับแต่ละ
พื้นที่ของประเทศไทย  ซึ่งภาคตะวันออกเฉียงเหนือเป็นพื้นที่ที่มีฮีโมโกลบินอีมากที่สุดในประเทศ
นอกจากนี้ยังพบประชากรท่ีมีฮโีมโกลบินอีได้ในประเทศศรีลังกา, บริเวณตะวันออกเฉียงเหนือของ
อินเดีย, บังคลาเทศ, ปากีสถาน, เนปาล, เวียดนาม, มาเลเซีย, ฟิลิปปินส์, อินโดนีเซีย  และ ตุรกี 
[38] 

ฮีโมโกลบินอีในภาวะที่เป็น heterozygous มี genotype เป็น  AE หรือเรียกผู้ที่มีภาวะนี้
ว่า hemoglobin E trait  ส่วนภาวะที่เป็น homozygous จะมี genotype EE หรือเรียกผู้ที่มีภาวะนี้
ว่า hemoglobin E disease  นอกจากนี้สามารถพบในลักษณะที่เป็น compound heterozygous 
เช่น hemoglobin E/ thalassemia (E/ thalassemia), sickle cell/hemoglobin E disease  ซึ่ง
มีรายละเอียดดังนี้ [38] 
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a. Hemoglobin E trait (HbE trait) 

 Genotype;  AE 
 ลักษณะทางคลินิก; ไม่มีอาการทางคลินิก 
 ผลจากห้องปฏิบัติการทางคลินิก; ส่วนใหญ่จะมีค่า Mean corpuscular volume 

(MCV) และ Mean cell hemoglobin (MCH) ลดลง อาจจะมีภาวะซีดเล็กน้อยหรือไม่มีก็ได้ 
 ผลอิเล็กโตรโฟริซิส; Hb E heterozygote มีค่า total Hb A 33% หรือน้อยกว่านั้น  

ถ้าต่ ากว่า 30% อาจถือได้ว่า มีฮีโมโกลบินอีร่วมกับ -thalassemia 

b. Hemoglobin E disease 

 Genotype;  EE 
  ลักษณะทางคลินิก; ไม่มีอาการทางคลินิกใดๆ  ไม่มีอาการซีด  และพบภาวะ

เซลล์เม็ดเลือดแดงแตกได้น้อยมาก  ม้ามมีขนาดปกติ  นอกจากนี้ยังอาจพบร่วมกับ Hb H 
disease ได้ (3 thalassemia) 

 ผลจากห้องปฏิบัติการทางคลินิก; ความเข้มข้นฮีโมโกลบินมีค่าปกติ  ปริมาณ
เซลล์เม็ดเลือดแดงมากขึ้น  ส่วน MCV และ MCH มีค่าลดลง  แต่ MCHC มีค่าปกติ  เมื่อแปลผล
ในแผ่นสเมียร์เลือดพบ hypochromia  และ microcytosis ซึ่งพบ target cells, basophilic 
stippling  เป็นต้น 

 ผลอิเล็กโตรโฟริซิส; ส่วนใหญ่จะพบฮีโมโกลบินอี  ซึ่งมีค่าฮีโมโกลบินอีรวมกับ 
Hb A2 มีค่าเท่ากับ 95-99% ของฮีโมโกลบินทั้งหมด 

c. Hemoglobin E/ thalassemia 

 Genotype;  Hb E trait ร่วมกับ 0 หรือ + thalassemia 
 ลักษณะทางคลินิก;  มีอาการทางคลินิกที่หลากหลายต้ังแต่อาการรุนแรงน้อยไป

จนถึงมีอาการรุนแรงมาก  ซึ่งในรายที่มีอาการรุนแรงจะต้องถ่ายเลือด  ตับและม้ามมีขนาดใหญ่   
มีอาการดีซ่าน  การเจริญเติบโตผิดปกติ  โดยพบว่ามีการขยายของช่องว่างในไขกระดูกท าให้   
โครงหน้าผิดรูป  เมื่อตัดม้ามท าให้ผู้ป่วยไม่ต้องถ่ายเลือดบ่อยเช่นก่อนหน้านั้น    
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 ผลจากห้องปฏิบัติการทางคลินิก; ความเข้มข้นฮีโมโกลบินมีค่าต่ ากว่า Hb E 
disease  แพทย์อาจท าการรักษาโดยใช้  Hydroxyurea อย่างเดียว  หรืออาจจะรักษาร่วมกับ 
recombinant erythropoietin กระตุ้นให้มีการสร้างฮีโมโกลบินให้มีความเข้มข้นเพิ่มขึ้นเล็กน้อย  
แต่ก็ท าให้ผู้ป่วยไม่ต้องถ่ายเลือดได้ 

 ผลอิเล็กโตรโฟรีซิสและ HPLC ; ใน HbE/0 thalassemia พบฮีโมโกลบินอี,     
Hb A2 และ Hb F  ส่วนในผู้ป่วยที่เป็น Hb E/+ thalassemia จะพบ Hb A ประมาณ 10% ของ 
ฮีโมโกลบินทั้งหมด 

พยาธิสภาพของโรคธาลัสซีเมียส่วนใหญ่นั้นมาจากภาวะ oxidative stress โดยเซลล์เม็ด
เลือดแดงผู้ป่วย -thalassemia มักเกิดภาวะ oxidative stress ได้ง่ายกว่าเซลล์เม็ดเลือดแดงปกติ  
ซึ่งเกิดจาก iron species โดยในกระแสเลือดของผู้ป่วยธาลัสซีเมียจะมี labile plasma iron; LPI 
และ labile iron pool; LIP ในปริมาณที่สูง [39]  เนื่องมาจากกระบวนการสร้างเซลล์เม็ดเลือดแดง
ที่ไม่มีประสิทธิภาพและเซลล์เม็ดเลือดแดงตัวอ่อนถูกท าลายในพลาสมาและในอวัยวะส่วนอ่ืนๆ 
เช่น หัวใจ, ตับ, และ ต่อมไร้ท่อ [40]  แล้วก่อให้เกิดภาวะเหล็กเกิน (iron overload)  เมื่อ free iron 
ท าปฏิกิริยากับ ROS ท าให้เกิดภาวะ oxidative stress ดังแสดงในภาพที่ 2.1  

 

ภาพที่ 2.1  แสดงบทบาทของ free iron species ที่ท าให้เกิดภาวะ oxidative stress น าไปสู่
การท าลายของเซลล์ในผู้ป่วยธาลัสซีเมีย [39] ซึ่งมีรายละเอียดดังนี้ 
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 (1) = labile plasma iron (LPI) พบในกระแสเลือดของผู้ป่วยธาลัสซีเมีย โดย LPI จะ
เข้าสู่เซลล์แล้วสะสมเป็น labile iron pool (LIP) 

 (2) = ฮีโมโกลบินที่ไม่เสถียรก่อให้เกิด LIP และ ROS ภายในเซลล์เม็ดเลือดแดง 
 (3) = ในภาวะปกติ ROS ถูกสร้างระหว่าง mitochondria สังเคราะห์พลังงานภายใน

เซลล์  
 (4) = ในผู้ป่วยธาลัสซีเมียมีปริมาณ LIP สูงขึ้นท าให้เกิด ROS เพิ่มขึ้น  
 (5) = ROS และ OH• radicals ท าลายส่วนประกอบของเซลล์เช่น ดีเอ็นเอ, โปรตีน 

และ ไขมัน 

เนื่องจากผู้ป่วยมี excess -globin ปริมาณมาก  เนื่องจากเป็นฮีโมโกลบินที่ไม่เสถียร
สามารถเกิดปฏิกิริยา autoxidation ได้ง่าย  ผลผลิตที่เกิดขึ้นจะไปเกาะเยื่อหุ้มเซลล์เม็ดเลือดแดง 
และในที่สุดก่อให้เกิด lipid peroxidation จึงมีผลท าให้เกิดพยาธิสภาพของโรคธาลัสซีเมียตามมา
[11]  ผลปฏิกิริยา oxidation ท าให้มี hemichromes เกิดขึ้น  โดย irreversible hemichromes นั้น
จะสะสมที่ erythrocyte membrane เมื่อศึกษา erythrocyte ghost cell เหล่านั้น พบว่ามี Heinz 
bodies อยู่ภายในเซลล์ [41] 

วิธีบรรเทาอาการผู้ป่วย thalassemia major มักใช้วิธีการถ่ายเลือดเพื่อรักษาระดับ
ฮีโมโกลบินให้เหมาะสม  ปัญหาที่พบมากในผู้ป่วยธาลัสซีเมีย คือ ภาวะเหล็กเกิน (Iron overload) 
เมื่อได้รับการถ่ายเลือดหลายครั้งมีผลท าให้หัวใจวายได้  ดังนั้นจึงต้องรับประทาน Iron cherator 
ควบคู่ไปด้วย  อย่างไรก็ตามวิธีการรักษามีเพียงอย่างเดียวที่ได้ผลดีส าหรับผู้ป่วย คือ การปลูก-
ถ่ายสเต็มเซลล์ (stem cell transplantation) โดยเฉพาะผู้ป่วยที่ได้รับการปลูกถ่ายสเต็มเซลล์ก่อน
อายุ 10 ปี จะมีประสิทธิภาพการรักษาที่ดีมาก [42]  
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ภาวะ oxidative stress 

ภาวะ oxidative stress เป็นภาวะที่ร่างกายมี reactive oxegen species (ROS) ใน
ปริมาณที่สูงมากเกินกว่าความสามารถของสารต้านอนุมูลอิสระที่จะก าจัดได้ [2]  ดังแสดงใน  
ภาพที่ 2.2  

 

ภาพที่ 2.2  แผนภาพแสดงความไม่สมดุลระหว่างระบบอนุมูลอิสระและระบบต้านอนุมูล
อิสระ  [2, 43] 

ส่วนใหญ่มักพบว่าภาวะ oxidative stress จะเกี่ยวข้องกับโรคต่างๆ มากมายหลายชนิด 
ดังแสดงในแผนภาพท่ี 2.3  

 
ภาพที่ 2.3  แผนภาพแสดงถึงโรคที่เกี่ยวข้องกับภาวะ Oxidative stress [44] 

 Lung 
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ร่างกายมนุษย์มักจะได้รับอันตรายจากภาวะ oxidative stress อยู่ตลอดเวลา  โดยมี
แหล่งที่มาของ ROS มาจาก 2 แหล่ง คือ    

1. Endogenous sources of ROS: ROS ที่มาจากการหายใจโดยใช้ออกซิเจนของ
สิ่งมีชีวิต นอกจากนี้ ROS ยังได้มาจากกระบวนการ peroxisomal beta-oxidation pathway ของ
กรดไขมัน, การกระตุ้นการ phagocytosis โดย pathogens หรือ lipopolysaccharides และ 
arginine metabolism [45]      

2. Exogenous sources of ROS: ROS ปริมาณสูงซึ่งมาจากมลภาวะสิ่งแวดล้อมต่างๆ 
ที่อยู่รอบตัวเรา เช่น การได้รับ toxin เข้าสู่ร่างกายทั้ง exotoxin มาจากยาต้านเซลล์มะเร็ง หรือ 
โลหะหนักพวกสารปรอท  แคดเมียม และ endotoxins มาจากเชื้อโรคชนิดต่างๆ นั้นสร้าง toxin 
ขึ้นมาต่อต้านร่างกายมนุษย์ แบคทีเรีย  ไวรัส  ยีสต์  และปรสิต นอกจากนี้ยังมี ROS ที่ได้มาจาก
ร่างกายได้รับรังสี การออกก าลังกายอย่างหนัก การแพ้ยาหรือสารเคมี บุหรี่ และ แอลกอฮอล์     
เป็นต้น [46] 

Reactive radicals แบ่งเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ Reactive Oxygen Species (ROS) และ 
Reactive Nitrogen Species (RNS) ซึ่งมีรายละเอียดดังนี้ 

1. Reactive Oxygen Species (ROS) ได้แก่ hydroxyl (OH), superoxide (O2
), 

peroxyl (RO2). Peroxynitrite (ONOO), hypochlorous acid (HOCl), hydrogen peroxide 
(H2O2), singlet oxygen (1O2) และ ozone (O3) แต่ ozone ไม่ใช่ free radicals แต่สามารถ
เหนี่ยวน าให้เกิดปฏิกิริยา free radical ในสิ่งมีชีวิตได้ง่าย [1] 

2. Reactive Nitrogen Species (RNS) ได้แก่ Nitric oxide (NO) [47] 

ทั้ง ROS และ RNS มบีทบาทร่วมกันในระบบชีววิทยา  เมื่อร่างกายมี ROS ในระดับสูงจะ
เหนี่ยวน าให้เกิดการท าลายและการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของเซลล์และดีเอ็นเอภายในเซลล์ 
นอกจากน้ียังก่อให้เกิด proteins and lipids modification ได้อีกด้วย [47]   
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ระบบของสารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidants) จึงเป็นระบบที่ส าคัญในการปรับสภาพ
ร่างกายให้มีภาวะสมดุลกับอนุมูลอิสระในร่างกายของมนุษย์  ระบบของสารต้านอนุมูลอิสระแบ่ง 
เป็น 2 ชนิด คือ enzymatic antioxidants และ nonenzymatic antioxidants ซึ่งมีรายละเอียดดังนี้  

1. enzymatic antioxidants ได้แก่ enzyme ต่างๆ ที่เกี่ยวข้องกับระบบ antioxidant    
ดังแสดงในตารางที่ 2.1 ดังนี้ 

 

ตารางที่ 2.1 Enzymatic Antioxidants และปฏิกิริยาที่ enzyme ของแต่ละชนิดมาเกี่ยวข้องใน
การก าจัดและท าลาย oxidants [48] 

2. nonenzymatic antioxidants ได้แก่ วิตามิน C (ascorbic acid) และ วิตามิน E                
(-tocopherol), -carotene, uric acid และ glutathione [48]  
 
บทบาทของภาวะ oxidative stress ต่อเม็ดเลือดแดง 

เซลล์เม็ดเลือดแดงในกระแสเลือดเป็นอีกกลุ่มเซลล์ชนิดหนึ่งที่ต้องพบกับภาวะ oxidative 
stress ด้วยเช่นกัน  ROS เกี่ยวข้องกับการท าลายเซลล์เม็ดเลือดแดงในผู้ป่วย -thalassemia, 
sickle cell anemia, glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency และ
hemoglobinopathies อ่ืนๆ [49, 50]  ภายในเซลล์เม็ดเลือดแดงซึ่งมีฮีโมโกลบินเป็นองค์ประกอบ
โดยมีปริมาณมากกว่า 95% ของโปรตีนที่อยู่ในไซโตพลาสซึม  ฮีโมโกลบินแต่ละโมเลกุลสามารถ
จับกับออกซิเจนได้ถึง 4 โมเลกุล  กล่าวได้ว่าเม็ดเลือดแดงแต่ละเซลล์สามารถขนส่งออกซิเจนได้ถึง
พันล้านโมเลกุล  หากเกิดความผิดปกติของฮีโมโกลบินย่อมมีผลอย่างมากในการเกิดพยาธิสภาพ
ต่างๆในร่างกายแน่นอน  โรคธาลัสซีเมีย (thalassemia) และ โรคเม็ดเลือดแดงรูปเคียว        
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(sickle cell disease) อาจมีสาเหตุของความผิดปกติต่างกัน  แต่มีลักษณะพยาธิสภาพของโรคที่
คล้ายคลึงกันตรงที่ฮีโมโกลบินถูกท าลายด้วยปฏิกิริยาออกซิเดชันเหนี่ยวน าให้ไขมันและโปรตีน
ของเยื่อหุ้มเซลล์เกิดปฏิกิริยา peroxidation และท าให้เซลล์เม็ดเลือดแดงแตกในที่สุด  จากนั้น
ฮีโมโกลบินอิสระ (free Hb) ไหลเข้าสู่กระแสเลือด  กลไก Hb oxidation ซึ่งเกี่ยวข้องกับ           
การเกิดปฏิกิริยา peroxidation บริเวณไขมันและโปรตีนของเยื่อหุ้มเซลล์ดังแสดงในภาพที่ 2.4 
[51] 
 

 

ภาพที่ 2.4  แผนภาพสรุป Hb oxidative pathway ซึ่งเกี่ยวข้องกับการท าลายของเยื่อหุ้ม
เซลล์ [51] โดยมีรายละเอียดดังนี้  

 (A) = ปฏิกิริยา autoxidation ของ oxygenated Hb ก่อให้เกิด methemoglobin และ 

superoxide anions (O2
) และเกิดปฏิกิริยา spontaneous SOD enzymatic 

dismution ของ O2
 ได้ผลิตภัณฑ์เป็น hydrogen peroxide (H2O2) 

 (B) = เกิดการสะสม H2O2 ในปริมาณมากส่งผลให้เกิด Hb oxidative damage 
นอกจากนี้ H2O2 ท าปฏิกิริยากับ deoxygenated Hb, oxyHb และ metHb ได้
ผลิตภัณฑ์เป็น metHb (C), ferrylHb (D) และ oxoferrylHb (E) ตามล าดับ 
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 (F) = H2O2 ท าปฏิกิริยากับ metHb เกิดเป็น protein radical แล้วท าปฏิกิริยาต่อกับ 

O2
 ได้ผลิตภัณฑ์เป็น peroxyl radicals และในที่สุดได้ผลิตภัณฑ์ lipophilic 

green Hb derivatives ท าปฏิกิริยากับไขมันบริเวณเยื่อหุ้มเซลล์และเกิด 
oxidative damage ในที่สุด 

 (G) = FerrylHb (D) ท าปฏิกิริยากับ oxyHb เกิดเป็น metHb 

 (H) = FerrylHb (D) ท าปฏิกิริยากับ H2O2 เกิดเป็น metHb และ O2
  โดยผลผลิต O2

  
ท่ีเกิดใน heme pocket ก่อให้เกิด heme degradation  

 (I) = เกิดจาก O2
 ให้ proton ได้ผลิตภัณฑ์เป็น perhydroxyl radicals (OOH) 

เหนี่ยวน าให้เกิด membrane lipid peroxidation ได้  
 (J) = การสะสมของ metHb ก่อให้เกิด reversible และ irreversible hemichromes ซึ่ง 

irreversible นั้นท าให้เกิดการท าลาย heme ได้เป็น heme moiety และ iron 
atom ผลิตภัณฑ์ทั้งสองจะไปกระตุ้นให้เกิด membrane oxidative damage 
ต่อไป   

 (K) = เมื่อ H2O2 ท าปฏิกิริยากับ O2
 ได้เป็น hydroxyl radicals (OH) และท าลาย

ส่วนประกอบต่างๆของเซลล์ต่อไป  
 
ไฟโคบิลิโซม (phycobilisomes) 

ไฟโคบิลิโซมเป็นส่วนที่ส าคัญในการดูดกลืนพลังงานแสงเพื่อใช้ในกระบวนการสังเคราะห์
แสงซึ่งอยู่ที่บริเวณผิวชั้นนอกของไทลาคอยด์ (thylakoids) ของเซลล์สาหร่ายสีเขียวแกมน้ าเงิน 
(cyanobacteria) และคลอโรพลาสต์ (chloroplasts) ของสาหร่ายสีแดง (red algal)                 
ไฟโคบิลิโซมประกอบด้วยกลุ่มโปรตีนที่มีขนาดใหญ่ที่เรียกว่าไฟโคบิลิโปรตีน (phycobiliproteins) 
[52]  ซึ่งมีโครโมฟอร์ (chromophores) หรือบิลิน (bilins) ท่ีมีโครงสร้างเป็น linear tetrapyrrole 
จับอยู่กับ apo-protein ด้วยพันธะ thioether กับกรดอะมิโนซิสเทอีน (cysteine)  ไฟโคบิลิโปรตีน
ถูกแบ่งออกเป็นกลุ่มย่อยๆที่ส าคัญได้แก่ อัลโลไฟโคไซยานิน (allophycocyanin; APC),             
ไฟโคไซยานินซี (c-phycocyanin; c-PC), ไฟโคอิริทิน (phycoerythrin; PE) และ                         
ไฟโคอิริโทไซยานิน (phycoerythrocyanin; PEC) [53]  โครงสร้างของไฟโคบิลิโซมจะมีรูปร่าง
แตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิด โดยพบว่าไฟโคบิลิโซมในสาหร่ายสีเขียวแกมน้ าเงินนั้น
มีโครงสร้างเป็น hemidiscoidal ซึ่งประกอบด้วยแกนที่มีรูปร่างปีระมิดทรงสามเหลี่ยม 
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(tricylindrical core) และมีแท่งของไฟโคบิลิโปรตีนจ านวน 6 แท่ง (rod) อยู่ต่อจากแกน              
ซึ่งบริเวณแกน (core) ของไฟโคบิลิโซมนั้นมี 3 cylinders ซึ่งเป็นไฟโคบิลิโปรตีนชนิด 
allophycocyanin (APC) โดยที่ 2 cylinders ของ APC เชื่อมต่อกับเยื่อหุ้มไทลาคอยด์และระบบ
แสง II (photosystem II) ที่มีคลอโรฟิลล์-เอ (chlorophyll a) เป็นองค์ประกอบ  ส่วน rod ของ               
ไฟโคบิลิ โซมซึ่ งประกอบด้วยชั้ นไฟโคบิลิ โปรตีนชนิด phycoerythrin (PE) หรือ 
phycoerythrocyanin (PEC) เรียงเป็นชั้นๆ ภายใน rod  โดยมีจ านวนชั้นต้ังแต่ 2 ถึง 6 ชั้นขึ้นอยู่
กับชนิดของสิ่งมีชีวิตและสิ่งแวดล้อมที่สิ่งมีชีวิตชนิดนั้นๆ อาศัยอยู่  ซึ่งชั้นของ PE หรือ PEC จะอยู่
ถัดจากส่วนแกนของไฟโคบิลิโซมโดยมีชั้นของ c-PC ค่ันอยู่ระหว่าง PE หรือ PEC กับ APC [54]  
ดังแสดงในภาพท่ี 2.5 

 

ภาพท่ี 2.5  ภาพวาดแสดงโครงสร้างของไฟโคบิลิโซมที่มีรูปร่างแบบ tricylindrical 
hemidiscoidal [54] 

นอกจากไฟโคบิลิโซมจะมีไฟโคบิลิโปรตีนเป็นองค์ประกอบแล้ว  ยังประกอบด้วย linker 
proteins 15% จากมวลทั้งหมดของไฟโคบิลิโซมอีกด้วย  ซึ่ง linker proteins เหล่านี้จะเชื่อม
ระหว่างชั้นของ APC และเชื่อมระหว่าง core และ rod  นอกจากนี้ยังเชื่อมระหว่าง c-PC 
hexamers และ PE hexamers ใน rod อีกด้วย [55] 

ไฟโคบิลิโปรตีน (phycobiliproteins) 

Phycobiliprotein complex มีหน้าที่ในการดูดกลืนแสงซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะ (visible 

absorption properties) ของแต่ละชนิด นั่นคือ max ของ APC, c-PC,  PE และ PEC มีค่าเท่ากับ 
650-655 nm, 615-640 nm, 565-575 nm และ 575 nm ตามล าดับ [56]  เมื่อเรียงไฟโคบิลิโปรตีน
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ตามระดับพลังงานพบว่า PE และ PEC มีระดับพลังงานสูงสุด รองลงมา คือ c-PC มีระดับ
พลังงานในระดับปานกลาง  ส่วน APC มีระดับพลังงานต่ าสุด   

การถ่ายทอดพลังงานภายในไฟโคบิลิโซมจะมีการเคลื่อนที่จากรงควัตถุที่มีพลังงานสูงสุด
ไปยัง  รงควัตถุที่มีพลังงานต่ าสุด [54]  ซึ่งช่วงการดูดกลืนแสงดังกล่าวเป็นช่วงการดูดกลืนแสงที่
คลอโรฟิลล์-เอดูดกลืนได้น้อยมาก จากนั้นไฟโคบิลิโปรตีนจะถ่ายเทพลังงานที่มีประสิทธิภาพสูงไป
ยังคลอโรฟิลล์-เอในบริเวณเยื่อหุ้มไทลาคอยด์ [57]  ดังแสดงกลไกถ่ายเทพลังงานในภาพที่ 2.6 
[58]  ไฟโคบิลิโปรตีนทุกชนิดจะประกอบด้วยส่วนย่อยๆ 2 ส่วน คือ แอลฟา () และ เบต้า ()  
สามารถอยู่รวมกันเป็น  monomer ซึ่งจับอยู่กับโครโมฟอร์ด้วยพันธะโควาเลนต์ [57] 
นอกจากนี้   monomer เกาะกลุ่มกันเป็น disc-shape ()3 trimers แต่ถ้าเกิดการจับแน่น

ระหว่าง ()3 trimers ด้วยกันจะเกิดเป็น ()6 hexamers [59]  

 

ภาพท่ี 2.6  แสดงกลไกการถ่ายเทพลังงานภายในไฟโคบิลิโซม [58] 
โดย   

PBS = ไฟโคบิลิโซม (phycobilisomes) 
PE  = ไฟโคอิริทิน (phycoerythrin) 
PC  = ไฟโคไซยานินซี (c-phycocyanin) 
AP  = อัลโลไฟโคไซยานิน (allophycocyanin) 

 
ไฟโคไซยานินซี (c-Phycocyanin; c-PC)  

c-PC เป็นรงควัตถุชนิดหนึ่งที่มีหน้าที่ในการดูดกลืนแสง  โดยทั่วไปจะมีสีน้ าเงินเข้ม      
พบในสาหร่ายสีเขียวแกมน้ าเงิน (blue green algae, cyanobacteria) [60]  จัดได้ว่าเป็นรงควัตถุ
สีที่พบเป็นส่วนใหญ่ใน Spirulina platensis ซึ่งอยู่บริเวณ antenna rods ส่วน allophycocyanin 
(APC) เป็นรงควัตถุส่วนน้อยที่พบใน S. platensis  พบได้ที่บริเวณแกนของไฟโคบิลิโซมเท่านั้น 
[53] ในประเทศญี่ปุ่นได้น า c-PC มาใช้เป็นส่วนผสมสีในอุตสาหกรรมอาหารเช่น หมากฝรั่ง      
ลูกอม  ไอศกรีม  เครื่องด่ืมแอลกอฮอล์ และ ขนมหวาน  เป็นต้น [61]  และยังเป็นส่วนประกอบใน
การผลิตเครื่องส าอางและยาอีกด้วย [62] 
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c-PC Structure 

Xin-Quan Wang และคณะได้รวบรวมข้อมูลจากผลงานการวิจัยต่างๆ โดยกล่าวว่า
โครงสร้างของ c-PC ในกลุ่ม cyanobacteria ด้วยกัน เช่น Mastigocladus laminosus, 
Agmenellum quadruplicatum, Fremyella diplosiphon และ Cyanidium caldarium              
มีโครงสร้างที่คล้ายคลึงกันมาก [59]  c-PC ของ S. platensis มีหน่วยย่อยโปรตีน ได้แก่ แอลฟา 
() และเบต้า () โดยมีมวลโมเลกุล 20.5 kDa และ 23.5 kDa ตามล าดับ [23, 63]  หน่วยย่อย
เหล่านี้จะอยู่ในรูป 33  และมี chromophore ซึ่งเรียกว่า phycocyanobilin จ านวน 9 อัน 
โครงสร้างทางเคมีของ  c-PC monomer นั้นประกอบด้วย phycocyanobilin (PCB) จ านวน 1 อัน
ที่สายแอลฟา () และ PCB จ านวน 2 อันที่สายเบต้า () [23]   ดังแสดงในภาพที่ 2.7 และ      
ภาพท่ี 2.8 

 
ภาพท่ี 2.7  แสดงโครงสร้างของ phycocyanin (a) และ phycocyanobilin (b) [23] 
  a. โมเลกุลของ phycocyanin ประกอบด้วยโปรตีน 2 ชนิด คือ แอลฟา () และ 

เบต้า () 
  b. โครงสร้างทางเคมีของ phycocyanobilin (PCB) 
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ภาพที่ 2.8  Ribbon representation ของ c-PC ใน S. platensis (a) -subunit (b)           
-subunit ซึ่ง PCB คือส่วนที่แสดงด้วย ball และ stick โดยการพับตัวของโปรตีน
เป็นแบบ  -helical ซึ่งแต่ละ chain ประกอบด้วย 7 helices (A,B,E,F,F’,G and 
H) N-terminus อยู่ที่ x domain ภาพนี้ถูกสร้างด้วยโปรแกรม MOLSCRIPT [53] 

Xin-Quan Wang และคณะได้รายงานว่าพบโครงสร้างของ c-PC ใน S. platensis       
เป็น trimers ()3 จ านวน 4 อัน อยู่เกาะกลุ่มกันในลักษณะหันหน้าเข้าหากันเกิดเป็นรูปร่าง 
hexamers ()6  เมื่อศึกษาด้วย crystal structure วัดที่ 2.2 A° resolution ดังภาพที่ 2.9          
ซึ่งโครงสร้างลักษณะนี้เป็นโครงสร้างใหม่ที่เพิ่งค้นพบในปี 2001 ดังนั้นในโครงสร้างที่ค้นพบนี้    
จะพบ phycocyanobilin (PCB) 36 อัน แบ่งเป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ chromophore 84 นั่นคือ PCB 
เชื่อมกับ -subunit ตรงต าแหน่งกรดอะมิโนซิสเทอีน (cysteine) ท่ี 84 , chromophore 84     
นั่นคือ PCB เชื่อมกับ -subunit ตรงต าแหน่งกรดอะมิโนซิสเทอีนที่ 82 , chromophore 155  
นั่นคือ PCB เชื่อมกับ -subunit ตรงต าแหน่งกรดอะมิโนซิสเทอีนที่ 153  ซึ่งการเชื่อมต่อกันนี้     
จะเชื่อมด้วยพันธะ thioether ดังภาพที่ 2.10 [59] 
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ภาพที่ 2.9  การเกาะกลุ่มของ c-PC hexamer 2 อัน ของ S. platensis [59] 

 
ภาพที่ 2.10 Stereo omit 2Fo – F c electron density maps ของ chromophores ใน c-PC 

ของ S. platensis 

(a) PCB 84 
(b) PCB 84 

(c) PCB 155 [59] 

จากโครงสร้าง double hexameric ซึ่งบริเวณช่องว่างระหว่าง hexamer ใน crystal 
asymmetric unit  จะมีส่วนของ PCB 155 ของแต่ละ hexamer อยู่ใกล้กัน  อาจเป็นไปได้ว่า 
chromophore PCB 155 มีผลต่อการถ่ายเทพลังงานไปยัง c-PC hexameric disks ท่ีอยู่ข้างๆ 
ดังแสดงภาพท่ี 2.11 
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ภาพที่ 2.11 Coil representation ของ hexamers 2 อัน ใน crystal asymmetric unit ในช่อง

สี่เหลี่ยมเป็นส่วนที่แสดงการชิดกันของ PCB 155 ระหว่าง hexamers ภาพนี้
สร้างโดยใช้โปรแกรม MOLSCRIPT [53] 

 
C-PC Properties 

a.   Antibacterial 

K.G. Sabarinathan และ G. Ganesan รายงานว่าเมื่อสกัด c-PC จาก Westiellopsis 
sps มาทดสอบ antibacterial activity พบว่า c-PC สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ         
Bacillus subtilis, Pseudomonas sps และ Xanthomonas sps ได้  และ c-PC ไม่ท าให้ร่างกาย 
silkworm ป่วยหลังจากให้ กิน c-PC โดยวัดจากน้ าหนักตัวที่เพิ่มขึ้น [64] 

b. Antiplatelet 

George Hsiao และคณะได้รายงานว่า c-PC เป็นสารต้านเกร็ดเลือดที่อาจจะน ามาใช้ใน
การรักษา aterial thromboembolism โดยพบว่า c-PC ท่ีความเข้มข้นในระดับนาโนโมลาร์ 
(nanomolar) สามารถออกฤทธิ์ต้านการเกาะกลุ่มของเกร็ดเลือดได้ (antiplatelet aggregation) 
โดยเกี่ยวข้องกับ 2 กลไกดังต่อไปนี้ (1) เพิ่ม cyclic GMP/VASP Ser157  phosphorylation และ
ยับยั้งประสิทธิภาพการท างานของ protein kinase C มีผลยับยั้ง P47 phosphorylation และ
ยับยั้งการเคลื่อนที่ของ Ca2+ ภายใน cell (intracellular Ca2+ mobilization)  (2) c-PC อาจจะ
ยับยั้ง free radical (hydroxyl radicals) ที่ปล่อยออกมาจาก activated platelets ร่วมกับการที่มี 
Ca2+ ภายใน cell ในปริมาณที่ต่ า จึงมีผลยับยั้งการสร้าง thromboxane A2 (TxA2) ซึ่งเกิดการ
ยับยั้ง platelet aggregation ในที่สุด [27]  ซึ่งสอดคล้องการรายงานของ Hui-Fen Chiu และคณะ
ที่กล่าวว่า c-PC มีฤทธิ์ยับย้ังการเกาะกลุ่มของเกร็ดเลือดซึ่งกลไกที่ค้นพบคือ c-PC สามารถยับยั้ง
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การสร้าง thromboxane A2 (TxA2) และ Ca2+ ภายใน cells นอกจากนี้ Hui-Fen Chiu และคณะ
พบว่า c-PC กระตุ้นให้มีการสร้าง cyclic AMP ให้มีปริมาณสูงขึ้นมีผลให้เกิดการแสดงออกของ 
glycoprotein IIb/IIIa ที่ผิวของเกร็ดเลือด  และเพิ่มการเคลื่อนที่ของฟอสโฟลิปิดท่ีเยื่อหุ้ม       
เกร็ดเลือดได้อีกด้วย [65]  นอกจากนี้ H.K. Madhyastha และคณะพบว่า c-PC ถือเป็น 
profibrinolytic protein เนื่องจากเมื่อเขาทดสอบด้วยวิธี fibrin zymographic แล้วพบว่า c-PC ท่ี
สกัดได้จาก S. platensis สามารถกระตุ้นให้เซลล์สร้าง urokinase-type plasminogen activator 
แล้วท าให้เกิด fibinolysis ได้ [66] 

c. Anti-inflammatory 

Yu Ou และคณะได้รายงานว่า c-PC ต้านการอักเสบได้  โดยศึกษาประสิทธิภาพของ     
c-PC ในการปกป้องการท าลายของเซลล์ตับเมื่อถูกกระตุ้นด้วย carbon tetrachlotide (CCl4) ท่ี
ทดสอบในหนูทดลองและเซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์ตับ (Human hepatocyte cell line L02)       
เมื่อวัดระดับการแสดงออกของ mRNA ของ TGF-1 ซึ่งเป็น growth factor ที่ควบคุมให้มีการ
สร้าง glutathione มีปริมาณลดต่ าลง รวมทั้งการลดลงของ antioxidant enzyme  activity และ   
มีการแสดงออกของ mRNA ของ TGF-1 และ HGF ที่ลดลง  โดย HGF เป็น growth factor        
ที่ถูกหลั่งออกมาเมื่อมีการท าลายของเซลล์ตับ ไต และ ปอด [12]  นอกจากนี้ Chao-Ming Shih 
และคณะท าการศึกษาในรูปแบบ  in vitro และ in vivo พบว่า c-PC สามารถยับยั้งการสร้าง NO 
และ prostaglandin E2  โดย c-PC อาศัยกลไกการกดการท างานของ iNOS และ COX2 จึงมีผล
ต่อการสร้าง TNF-  ลดลง ท าให้ neutrophils เคลื่อนที่มายังบริเวณที่เกิดการอักเสบน้อยลงไป
ด้วย  จึงสรุปได้ว่า c-PC มีคุณสมบัติในการต้านการอักเสบ (anti-inflammatory) และ การแพ้ได้ 
(antihyperalgesic activity) [28] 

d. Antitumor  

Weihong Lu และคณะได้ผลิต recombinant -subunit ของ c-PC (CpcA) โดยอาศัย
แบคทีเรีย E. coli เป็นเซลล์เจ้าบ้านแล้วสกัดน ามาทดสอบกับ human colon carcinoma COLO 
205 cells พบว่า c-PC กระตุ้นให้เกิดการตายของเซลล์แบบอะพอฟโทสิส  โดยผ่านกลไกการ
สูงขึ้นของอัตราส่วน Bax/Bcl-2 เกิด mitochondrial membrane depolarization ท าให้ปล่อย 
cytochrome c ออกมาและเกิดการกระตุ้น caspase-9 ตามล าดับ  จึงกล่าวได้ว่า CpcA กระตุ้น
ให้เกิดการตายของ COLO 205 cells ผ่านกลไก intricsic apoptotic pathway [25]   
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สอดคล้องกับผลการรายงานของ Bing Li และคณะพบว่า เมื่อทดสอบ c-PC ที่สกัดจาก            
S. platensis มาทดสอบกับก้อนเนื้อ (tumor) ในหนูทดลอง และ MCF-7 cells ในหลอดทดลอง
ร่วมกับ photodynamic therapy (PDT) ซึ่งผลการทดลองสรุปได้ว่า c-PC-mediated PDT กระตุ้น
ให้เกิดการตายของเซลล์แบบอะพอฟโทสิสทั้งใน in vivo และ in vitro โดยพบว่า MCF-7 cell    
เกิดการตายของเซลล์แบบอะพอฟโทสิสโดยผ่านกระบวนการเช่นเดียวกับ Weihong Lu และคณะ 
[25] ดังได้กล่าวไว้แล้ว  นอกจากนี้ in vivo หลังจากทดสอบด้วย c-PC-mediated PDT               
มีการแสดงออกของ Fas protein เพิ่มขึ้น  ในขณะที่ NF-kB และ P53 ซึ่งเป็น anti-apoptotic 
proteins ลดลง  รวมทั้ง CD44 mRNA ของ tumor cells แสดงออกน้อยลงด้วย [67] 

e. Antioxidant 

c-PC มีคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) โดยท าลาย radicals ต่างๆ เช่น 
hydroxyl, alkoxyl, และ peroxyl  นอกจากนี้ยังสามารถท าลาย peroxinitrite และ c-PC สามารถ
ท าปฏิกิริยากับ hypochlorite ท าให้ไม่สามารถออกฤทธิ์ในการท าลายสารชีวโมเลกุลต่างๆ ได้  
[22]   

 
 

ตารางที่ 2.2  แสดงคุณสมบัติการต่อต้านอนุมูลอิสระของ c-PC ที่มีผู้รู้ได้ท าการศึกษาซึ่ง    
Ch. Romay และคณะได้สรุปไว้  [22] 
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Anamika Patel และคณะได้รายงานว่า c-PC ของใน cyanobacteria 3 ชนิด คือ 
Spirulina, Phormidium และ Lyngbya spp.  เมื่อท าปฏิกิริยากับ peroxyl radical (ROO•)     
ท าให้ค่าการดูดกลืนแสงที่ 620 นาโนเมตร ลดลงอย่างรวดเร็ว  บ่งชี้ได้ว่า peroxyl radical          
ท าปฏิกิริยากับ  c-PC ตรงส่วน chromophore อธิบายปฏิกิริยาตามแผนภาพดังนี้ [21] 

 

 
 
 
  

นอกจากนี้ Anamika Patel และคณะ ได้กล่าวถึงการศึกษาก่อนหน้านี้ของ He J A และ
คณะ [68] กับ Zang S และคณะ [69] เมื่อกระตุ้น c-PC ด้วยแสงภายใต้สภาวะที่มีออกซิเจน  
พบว่า phycocyanobilin ท าหน้าที่เป็นตัวให้ electron แก่ออกซิเจนท าให้เกิด reactive oxygen 
species (ROS) ขึ้น  ซึ่ง ROS ที่เกิดขึ้นนี้สามารถท าปฏิกิริยากับ free radical เกิดเป็น              
non radical species ดังแสดงตามสมการดังนี้  
 
 
  

ต่อมาได้มีการน าเทคนิคการโคลนยีน (gene cloning) มาใช้ในการผลิต phycocyanin 
อย่างเช่น X.Y. Guan ได้ผลิต holo  phycocyanin (ส่วนของ PC ท้ังหมดนั่นคือ apo-protein 
และ chromophore ) ของ S. platensis ด้วย hexahistidine tag โดยใช้เทคนิคการโคลนยีนซึ่ง
อาศัยแบคทีเรีย E. coli BL21 เป็นเซลล์เจ้าบ้าน  จากนั้นสกัด recombinant holo                             
-phycocyanin ของ S. platensis (holo c-PC()) มาทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในการ
ท าลาย hydroxyl radicals และ peroxyl radicals [29] 

 
 
 
 
 

ROO•+C-PC     C-PC* (ROOH or ROO-) 
C-PC* + ROO• Non-radical products 
2 C-PC*   Non-radical products 
ROO•+C-PC Bleaching (การฟอกสี) 

C-PC   C-PC*   
C-PC* +O2   Reactive oxygen species (O2

- • + OH•) 



25 
 

Recombinant c-PC and properties  

Recombinant c-PC protein production คือ กระบวนการผลิต c-PC โดยอาศัยการสร้าง
จากสิ่งมีชีวิตกลุ่ม heterotropic  เริ่มมีการโคลนยีนไฟโคบิลิโปรตีนมาต้ังแต่ปี ค.ศ. 1985 [70] 
และเมื่อ 10 ปีที่ผ่านมาวิธีการโคลนยีนเพื่อศึกษาคุณสมบัติ recombinant phycobiliprotein ได้รับ
ความนิยมและสนใจในการศึกษาและพัฒนาการผลิตต่อมาจนถึงปัจจุบัน ในปี  2001            
Aaron J. Tooley และคณะสามารถผลิตและแสดงออกโปรตีน c-phycocyanin holo  subunit 
(holo c-PC()) ของ cyanobacteria ที่มีชื่อว่า Synechocystis sp. PCC6803 ใน E. coli ได้
ส าเร็จด้วยการโคลนยีนทั้งหมด 5 ยีน คือ cpcA gene ซึ่งถอดรหัสเป็น c-PC(), cpcE และ cpcF 
gene ซึ่งถอดรหัสเป็น phycocyanobilin lyase ท าหน้าที่ช่วยให้ bilin จับกับสายโปรตีนใน
ต าแหน่งที่ถูกต้อง, hox1 และ pcyA ซึ่งถอดรหัสเป็น heme oxygenase1 และ ferredoxin 
oxidoreductase เป็นเอนไซม์ที่ท าหน้าที่เปลี่ยน heme ให้เป็น phycocyanobilin โดยขั้นตอน   
การผลิตต้องใช้ co-expression plasmids เพื่อกระตุ้นให้มีการแสดงออกโปรตีนร่วมกับเติม heme 
เพื่อช่วยในการผลิต bilins พบว่า holo c-PC() มีคุณสมบัติการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น   
625 นาโนเมตร เช่นเดียวกับ native c-PC [30]  และในปีเดียวกัน Yuping A. Cai และคณะได้
ผลิต holo c-PC() และ holo c-PC() จาก cpcA และ cpcB genes ของ Anabaena sp. 
ตามล าดับ  ใน E. coli ด้วยเทคนิคคล้ายคลึงกับ Aaron J. Tooley และคณะ [30] นั่นคือ          
การโคลนยีนทั้งหมด 5 ยีน และการใช้ co-expression plasmids โดยโปรตีนที่สกัดได้น ามา
พัฒนาเป็น fluorescent labels [71, 72]  ในปี 2007 Xiangyu Guan และคณะได้พัฒนาการ
โคลนยีนเพื่อผลิต holo c-PC() ของ Synechocystis sp. PCC6803 ใน E. coli ด้วยการโคลนยีน
ทั้งหมด 5 ยีนแต่ใช้เพียงแค่ 1 plasmid ส าหรับการแสดงออกโปรตีนดังกล่าวให้มีคุณสมบัติ      
การดูดกลืนแสงเช่นเดียวกับ native c-PC ได้ส าเร็จ [73]  Haizhen Wang และคณะศึกษาฤทธิ์ 
apo c-PC() ที่ได้จากการโคลนยีนของ Anabaena PCC 7120 ใน E. coli โดยใช้ GST-tag 
เชื่อมต่อกับโปรตีนดังกล่าวพบว่า apo c-PC() สามารถต้านเซลล์มะเร็งได้  โดยกระตุ้นให้
เซลล์มะเร็งมีการตายแบบอะพอพโทซิส (apoptosis) มากขึ้น  จากการเพิ่มขึ้นของ caspase-3 
และ caspase-8 นอกจากนี้ยังยับยั้งการเพิ่มจ านวนของเซลล์มะเร็งด้วยการลดระดับ GAPDH   
ท าให้เซลล์มะเร็งไม่สามารถเข้าสู่ระยะ S phase ได้ [60]  ต่อมามีการพัฒนาการผลิต 
recombinant protein ให้มีความเสถียรมากขึ้น  โดยในปี 2009  Shaofang Liu และคณะได้ท า
การผลิต holo c-PC() จาก Synechocystis sp. ใน E.coli โดยโคลนยีนเชื่อมต่อกับ plasmid ที่มี 
hexahistidine and maltose-binding protein tag พบว่า holo c-PC() มีความเสถียร           
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และความสามารถในการละลายได้ดีมากขึ้น  โดยที่ไม่มีผลต่อคุณสมบัติในการดูดกลืนแสงหรือ
คุณสมบัติทางการเรืองแสงใด ๆของโปรตีนที่ผลิตได้ [74]  และในปี 2012 Guan Xiang Yu และ
คณะพัฒนาเทคนิคการผลิต holo c-PC() จากการโคลนยีน cpcB ของ Spirulina platensis และ
โคลนยีน cpeS ของ Synechocystis sp. PCC6803 แทนการโคลนยีน cpcE และ cpcF  และ
โคลนยีน hox1 และ pcyA ดังเดิม พบว่า holo c-PC() มีคุณสมบัติในการดูดกลืนแสงและ
คุณสมบัติทางการเรืองแสงเช่นเดียวกับ native c-PC ได้ส าเร็จ [75] 
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บทที่  3 
วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

1. เครื่องมือที่ใช้ในกำรวิจัย 

37C Incubator Memmert, เยอรมนี 
Analytical balance Mettler Toledo, สวิตเซอร์แลนด์ 
Autoclave Memmert, เยอรมนี 
Autopipette Biopette, Labnet, สหรัฐอเมริกา 
Centrifuge tube (15, 50 ml) Falcon, สหรัฐอเมริกา 
Concentrator protein Pierce, สหรัฐอเมริกา 
Gel electrophoresis Apparatus Bio-rad, สหรัฐอเมริกา 
Gel documentation (gel doc) systems Syngene, อังกฤษ 
Glassware Pyrex, สหรัฐอเมริกา 

Hot air oven, 56C Memmert, เยอรมนี 
Incubator shaker Memmert, เยอรมนี 
Micro High Speed Refrigerated 
centrifuge (รุ่น VS-15000 CFNII) 

Vision Scientific, เกาหลีใต้ 

Microcentrifuge tube (0.2 ml) Labcon, สหรัฐอเมริกา 
Microcentrifuge tube (1.5 ml) Greenlab, สหรัฐอเมริกา 
pH meter  ThermoScientific, สหรัฐอเมริกา 
Pipette tips (10, 200, 1000 µl) Hycon, สหรัฐอเมริกา 
Refrigerator centrifuge Beckman, สหรัฐอเมริกา 
SDS-PAGE Electrophoresis apparatus Cleaverscientific, สหรัฐอเมริกา 
High Intensity Ultrasonic Processor Cole-Parmer, สหรัฐอเมริกา 
Thermal cycler  Eppendorf, สหรัฐอเมริกา 
UV-Visible Spectrophotometer (รุ่น 3000) Shimadzu, ญี่ปุ่น 
UV-Visible Spectrophotometer  
(nanodrop รุ่น 1000) 

ThermoScientific,Inc, สหรัฐอเมริกา 

Water bath Memmert, เยอรมนี 
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2. สำรเคมีที่ใช้ในกำรวิจัย 

100 bp DNA Ladder (Fermentas) ThermoScientific, สหรัฐอเมริกา 
AAPH Merck, เยอรมนี 
ABTS Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Absolute ethanol Mallinckrodt, สหรัฐอเมริกา 
Acrylamide Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Agarose Merck, เยอรมนี 
Ammonium persulfate Bio-rad, สหรัฐอเมริกา 
Ampicillin Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Bacterial agar Merck, เยอรมนี 
Betamercaptoethanol Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Bio-Rad protein assay reagent Bio-rad, สหรัฐอเมริกา 
Bis-acrylamide Bio-rad, สหรัฐอเมริกา 
Bovine serum albumin (BSA) Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Brommophenal blue Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Calcium chloride Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Chloroform  Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
DEAE GE Healthcare, สวีเดน 
Disodium hydrogen phosphate 
(Na2HPO4) 

Merck, เยอรมนี 

EDTA Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Ethidium Bromide Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Nucleospin Gel Extraction  Macherey-nagel,  เยอรมนี 
Glucose anhydrous Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Glacial acetic acid Merck, เยอรมนี 
Glycine Organic research, สหรัฐอเมริกา 
Glycerol Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
High fedility phusion DNA polymerase Intron, เกาหลี 
His60 Ni SuperflowTM Resin Clontech, สหรัฐอเมริกา 
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Hydrochloric acid 37% fuming  Merck, เยอรมนี 
Hydrogen peroxide (H2O2) R&D systems, สหรัฐอเมริกา 
Imidazole Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
IPTG Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Isopropanol Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Lamda/HindIII marker Fermentas, สหรัฐอเมริกา 
Lysozyme Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
MES Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Methanol (CH3OH) Merck, เยอรมนี 
N, N, N’, N’-Tetramethylenediamine 
(TEMED) 

Bio-rad, สหรัฐอเมริกา 

NucleSpin Plasmid Macherey- nagel, เยอรมนี 
pETDuet-1 vector (Novagen) Merck, เยอรมนี 

pGEM-T Easy vector system Promega, สหรัฐอเมริกา 
PMSF Merck, เยอรมนี 
Potassium chloride (KCl) Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Protinase K Merck, เยอรมนี 
BamHI and SacI Restriction enzyme  ThermoScientific, สหรัฐอเมริกา 
Sodium azide Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Sodium chloride (NaCl) Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Sodium dodecyl sulphate (SDS) Bio-rad, สหรัฐอเมริกา 
SpectraTM multicolor broad range protein 
ladder 

Fermentas, สหรัฐอเมริกา 

T4 DNA ligase Promega, สหรัฐอเมริกา 
Taq DNA polymerase Intron, เกาหลี 
Triz base Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

TRIzol Reagent Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 
Trolox Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

Tween20 Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
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Unstain protein molecular weight marker Fermentas, สหรัฐอเมริกา 
x-gal Merck, เยอรมนี 
  

3. สำหร่ำยสีเขียวแกมน  ำเงิน 

- สาหร่ายสไปรูลินา (Spirulina platensis) ซึ่งได้รับการสนับสนุนจาก 
Suppamaethakorn W. (Taweewattana Farm, Bangkok, THA)  

4. เชื อแบคทีเรีย  

-   Escherichia coli  (E. coli) ท่ีใช้ในงานวิจัยมีทั้งหมด 2 สายพันธุ์  ดังนี้ 

2.1   DH5alpha (DH5)  เป็นสายพันธุ์ที่ไม่ก่อโรคและถูกพัฒนาขึ้นด้วยเทคนิคการ
กลายพันธุ์ของยีนบางส่วนเพื่อใช้ส าหรับงานวิจัยเกี่ยวกับการโคลนยีน  จึงท าให้เซลล์ E. coli   
สายพันธุ์น้ีมีประสิทธิภาพการทรานสฟอร์เมชันสูงขึ้น ยีนที่มีการกลายพันธุ์ ได้แก่ dlacZ Delta 
M15, Delta(lacZYA-argF), U169,  recA1, endA1, hsdR17(rK-mK+), supE44, thi-1, gyrA96 
และ relA1 [76]  โดยการกลายพันธุ์ของยีนในแต่ละต าแหน่งมีประโยชน์แตกต่างกัน เช่น           
การกลายพันธุ์ของยีน lacZDelta M15 มีประโยชน์ส าหรับ blue/white colony screening [77], 
การกลายพันธุ์ของยีน recA1 มีประโยชน์ส าหรับลดกระบวนการซ่อมแซมดีเอ็นเอ (homologous 
recombination) ท าให้ดีเอ็นเอที่แทรกเมื่อน าเข้าสู่เซลล์แล้วมีความเสถียร [78] และการกลายพันธุ์
ของยีน endA1 มีประโยชน์ส าหรับลดประสิทธิภาพการท างานของเอนไซม์ endonuclease ท าให้
ได้พลาสมิดในปริมาณมาก [79]  

2.2   BL21(DE3)pLysS ใช้ส าหรับการแสดงออกโปรตีนเนื่องจาก T7 promoter และ 
ribosome binding site ควบคุมให้มีการแสดงออกโปรตีนในปริมาณมาก และนอกจากนี้มี        
ยีน pLysS ซึ่งเกี่ยวข้องกับการแสดงออกของโปรตีน โดย pLysS จะควบคุมให้มีการสร้างเอนไซม์     
T7 lysozyme เพื่อย่อย T7 RNA polymerase ที่มาจากการควบคุมของยีน lac UV5 promoter 
เป็นผลท าให้ไม่สามารถสร้างโปรตีนออกมาได้ แต่เมื่อมี IPTG มากระตุ้น T7 promoter จะท าให้มี
การสร้าง T7 RNA polymerase ข้ึนจึงเกิดกระบวนการ DNA transcription และ Protein 
translation ตามล าดับ [80] 
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5. เซลล์เม็ดเลือดแดง 

เซลล์เม็ดเลือดแดงที่ใช้ส าหรับทดสอบประสิทธิภาพของโปรตีนในการปกป้อง
การถูกท าลายด้วยสารอนุมูลอิสระ  โดยเซลล์เม็ดเลือดแดงตัวอย่างที่น ามาทดสอบมี 2 ชนิด คือ 
เซลล์เม็ดเลือดแดงจากอาสาสมัครที่มีสุขภาพดี และเซลล์เม็ดเลือดแดงที่มีฮีโมโกลบินอีจาก
อาสาสมัครที่เป็น Homozygous hemoglobin E หรือที่เรียกว่า EE disease โดยคณะผู้วิจัยได้
ผ่านการขอจริยธรรมจากคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยในคน  กลุ่มสหสถาบัน  ชุดที่ 1 
จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลัย 
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วิธีกำรวิจัย 

1. กำรเตรียมและเพิ่มจ ำนวนดีเอ็นเอไฟโคไซยำนินซีสำยเบต้ำ (cpcB sequence) จำก
สำหร่ำยสไปรูลินำ (Spirulina platensis) 

1.1.   การสกัดดีเอ็นเอ (genomic DNA) ของสาหร่ายสไปรูลินา 

ชั่งสาหร่ายสไปรูลินา 150 มิลลิกรัมในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร  เติม Tris-EDTA 
buffer, pH 8.0  หนึ่งเท่าของปริมาตรของสาหร่าย  และท าให้ผนังเซลล์ของสาหร่ายแตกโดยเติม   
5 g/ml lysozyme ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0.5 g/ml น าไป incubate ใน water bath ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที  และเติม 10% SDS ให้มีความเข้มข้นสุดท้าย
เท่ากับ 1%  จากนั้นเติม 20 mg/ml proteinase K ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 50 g/ml 
น าไป incubate ใน water bath ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที    

 เมื่อครบเวลาเติมน้ ายา TRI-reagent 1 มิลลิลิตร ผสมให้สารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน  
ต้ังทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาท ี เติม chloroform  200 ไมโครลิตร แล้วผสมให้เข้ากันต้ังทิ้ง
ไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที  น าหลอดทดลองไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 12,000 รอบต่อ
นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 15 นาที  สุดท้ายจะได้สารละลายแยกชั้นทั้งหมด       
3 ชั้น  โดยชั้นบนเรียกว่า aqeous phase เป็นชั้นของสารละลายอาร์เอ็นเอ (RNA) ชั้นต่อมา
เรียกว่า Interphase เป็นชั้นของสารละลายดีเอ็นเอ  และชั้นล่างสุดเรียกว่า phenol-chloroform 
phase เป็นชั้นของสารละลายโปรตีน ดูดแยกดีเอ็นเอใส่หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร  เติม 
absolute ethanol 300 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน  แล้วต้ังทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 นาที  
จากนั้นน าหลอดทดลองไปป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็ว 2,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 5 นาที  แยกส่วนใสด้านบนทิ้ง  เติมสารละลาย 10% trisodiumcitrate ใน 0.1 M 
ethanol 1 มิลลิลิตร  ต้ังทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง  เป็นเวลา 30 นาที  ปั่นตกตะกอนดีเอ็นเอด้วย
ความเร็ว 2,000 รอบต่อนาที  ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 5 นาที  เทส่วนใสทิ้ง  เติม 
75% ethanol 1 มิลลิลิตร  ต้ังทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง  เป็นเวลา 20 นาที  ปั่นตกตะกอนดีเอ็นเอด้วย
ความเร็ว 2,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 5 นาที  เทส่วนใสทิ้ง           
น าตะกอนดีเอ็นเอไปท าให้แห้งด้วยเครื่อง Vacuum Concentrator (DNA SpeedVacs) แล้ว
ละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วย tris-EDTA 50 ไมโครลิตร  วัดความเข้มข้นสารละลายดีเอ็นเอด้วย
เครื่อง nanodrop 
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1.2.    การเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอไฟโคไซยานินซีสายเบต้าโดยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส                  
(PCR; Polymerase Chain Reaction) 

ออกแบบไพรเมอร์ของยีนไฟโคไซยานินซีสายเบต้าในสาหร่ายสไปรูลินา (S. platensis) 
โดยอาศัยข้อมูลรหัสพันธุกรรมจาก Genbank ซึ่งมี accession No. คือ Y09074  และจากล าดับ
เบสของยีนดังกล่าวน ามาออกแบบไพรเมอร์ได้ดังนี้  

 Forward primer ประกอบด้วยต าแหน่งเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI (ขีดเส้นใต้) 
ดังนี้:    5’-ACGGATCCACTGGTTCCGCGTGGATCTATGTTTGATGCCTTCAC-3’  

 Reverse primer ประกอบด้วยต าแหน่งของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ SacI (ขีดเส้นใต้) 
ดังนี้:     5’-GCGAGCTCTTAGGAAACTGCAGCAC-3’  

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไฟโคไซยานินซีสายเบต้าโดยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยเอนไซม์
Phusion High-fidelity DNA polymerase ซึ่งมีคุณสมบัติเป็น proofreading enzyme กล่าวคือ
สามารถท างานจาก 3’ ไปยังด้าน 5’ ของล าดับเบสเพื่อตรวจสอบความถูกต้องได้  โดยเตรียม
สารเคมีที่ใช้ในการท าปฏิกิริยาตามสัดส่วนดังแสดงในตารางที่ 3.1. ดังนี้  

สารเคม ี ปริมาตร 
 (ไมโครลิตร) 

น้ ากลั่นบริสุทธิ์ 13.5 
5x HF buffer 8 
1 mM dNTP  8 
5 M Forward Primer  4 
5 M Reverse Primer  4 
ดีเอ็นเอสาหร่ายสไปรูลินา (100 ng/l) 2 
เอนไซม์ Phusion DNA polymerase 0.5 
ปริมาตรรวมทั้งหมด 40 

ตารางที่ 3.1. แสดงสัดส่วนสารเคมีของปฏิกิริยาลูกโซ่พอริเมอเรสส าหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ไฟโคไซยานินซีสายเบต้า  
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ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสเริ่มต้นด้วยขั้นตอน initial denaturation ที่อุณหภูมิ             
98  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 30 วินาที  ตามด้วยขั้นตอน denaturation 98 องศาเซลเซียส      
เป็นเวลา 10 วินาที  ขั้นตอน annealing 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และขั้นตอน 
extension 72 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 30 วินาที  โดยปฏิกิริยาทั้งสามขั้นตอนนี้ถูกด าเนินการซ้ า
ทั้งหมด 5 รอบ  และต่อด้วยขั้นตอน denaturation 98 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 10 วินาที  
ขั้นตอน annealing 63 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 30 วินาที และขั้นตอน extension 72 องศา-
เซลเซียส  เป็นเวลา 30 วินาที  โดยปฏิกิริยาทั้งสามขั้นตอนนี้ถูกด าเนินการซ้ าทั้งหมด 30 รอบ  
และสิ้นสุดปฏิกิริยาด้วยขั้นตอน final extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 10 นาท ี

แยก PCR product บนวุ้น 1.5% agarose ด้วยความต่างศักย์ 100 โวลต์  เป็นเวลา   
45 นาที  ตัดแถบดีเอ็นเอไฟโคไซยานินซีสายเบต้าซึ่งมีขนาด 554 คู่เบสได้จากการค านวณล าดับ
เบสของสายดีเอ็นเอ  สกัดแยกดีเอ็นเอออกจาก agarose ด้วยชุดสกัด Gel Extraction Spin 
Column  และวัดความเข้มข้นของดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Nanodrop 

2. กำรโคลนยีนไฟโคไซยำนินซีสำยเบต้ำ 

2.1.   การเตรียมแบคทีเรีย DH5 และ BL21 competent cells 

น าโคโลนีแบคทีเรีย DH5 หรือ BL21 จากจานอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง (LB agar)     
มา 1 โคโลนี  ใส่ลงในหลอดทดลองที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว (LB Broth) 5 มิลลิลิตร  น าไป
เขย่าด้วยความเร็วรอบ 180 รอบต่อนาที  ในตู้ incubator ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 
16 ชั่วโมง  เมื่อครบเวลาจึงดูดเซลล์แบคทีเรียใน LB Broth มา 1 มิลลิลิตร  ใส่ลงใน flask ขนาด 
250 มิลลิลิตร  ที่มี LB Broth ปริมาตร 100 มิลลิลิตร น าไปเขย่าด้วยความเร็วรอบ 240 รอบต่อ
นาที    ในตู้  incubator ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนกระทั่งเซลล์แบคทีเรียเจริญถึง 
exponential phase โดยค่าการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตรมีค่าเท่ากับ 0.3 – 0.5  แบ่งใส่ 
conical tube ขนาด 50 มิลลิลิตร  น าไปปั่นเหวี่ยงแยกเซลล์แบคทีเรียด้วยเครื่อง refrigerator 
centrifuge ความเร็ว 4,500 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 10 นาที            
เทอาหารเลี้ยงเชื้อทิ้ง เติม 0.1 M CaCl2 ปริมาตร 20 มิลลิลิตรที่เย็นลงในตะกอนเซลล์แบคทีเรีย  
ดูดขึ้นลงเบาๆ จนกระทั่งกลุ่มเซลล์กระจายตัวในสารละลาย CaCl2 จากนั้นต้ังท้ิงไว้ในน้ าแข็งเป็น
เวลา 30 นาที  ป่ันเก็บ competent cells ที่ได้ด้วยความเร็ว 4,500 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส  เป็นเวลา 10 นาท ี เทส่วนใสทิ้ง  เติม 0.1 M CaCl2  4 มิลลิลิตร  แล้วดูดขึ้นลงเบาๆ  
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จนไม่มีเซลล์เกาะกลุ่มกัน  เก็บ competent cells ในตู้เย็น 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลาอย่างน้อย   
2 ชั่วโมง ก่อนน า ligation product หรือ plasmid เข้าสู่ competent cells ต่อไป 

2.2.    การเตรียมดีเอ็นเอให้พร้อมส าหรับเชื่อมต่อกับ pGEM®-T easy vector   

pGEM®-T easy เป็นพลาสมิดที่อาศัยหลักการ TA cloning โดยเติมเบส dATP         
(A-attachment) ที่ปลาย 3’ ของล าดับเบสของดีเอ็นเอ cpcB ด้วยเอนไซม์ i-tag DNA- 
polymerase เตรียมสัดส่วนสารเคมีในการท าปฏิกิริยาดังแสดงในตารางที่ 3.2  ในหลอดทดลอง
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วน าไป incubate ใน water bath ที่อุณหภูมิ 70 องศา-
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที   

สำรเคมี ปริมำตร 
 (ไมโครลิตร) 

ดีเอ็นเอ cpcB  7.0 
10x i-tag buffer 1.0 
2 mM dATP  1.0 
เอนไซม์ i-tag DNA polymerase (มีความเข้มข้น 5 unit/l) 1.0 
ปริมาตรรวมทั้งหมด 10.0 

ตารางที่ 3.2. แสดงสัดส่วนสารเคมีที่ใช้ในปฏิกิริยาการเติมเบส dATP ที่ปลาย 3’ของล าดับเบส
ดีเอ็นเอ cpcB 

2.3.   การเชื่อมต่อยีนไฟโคไซยานินซีสายเบต้ากับ pGEM®-T easy vector  เพื่อน าเข้าสู่ 
DH5 และเลือกโคโลนีที่มียีนไฟโคไซยานินซีสายเบต้าด้วยวิธี Blue-white colony 
screening 

น าดีเอ็นเอ cpcB ท่ีผ่านการเติมเบส dATP เชื่อมต่อกับ pGEM-T ด้วยเอนไซม์           
T4 DNA ligase ซึ่งเรียกขั้นตอนนี้ว่า ligation ส่วนผลผลิตที่ได้จากปฏิกิริยานี้เรียกว่า ligation 
product โดยเตรียมสารเคมีตามสัดส่วนดังแสดงในตารางที่ 3.3  ในหลอดทดลองขนาด 1.5 
มิลลิลิตร แล้ว incubate ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั่วโมง เพื่อให้พลาสมิดเชื่อมต่อ
กับดีเอ็นเอได้อย่างสมบูรณ์   
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สำรเคมี ปริมำตร 
 (ไมโครลิตร) 

ดีเอ็นเอ cpcB ที่เติมเบส dATP แล้ว 3.0 
2x ligase buffer  5.0 

pGEM-T Easy vector 1.0 
เอนไซม์ T4 DNA ligase (มีความเข้มข้น 5 unit/l) 1.0 
ปริมาตรรวมทั้งหมด 10.0 

ตารางที่ 3.3. แสดงสัดส่วนสารเคมีที่ใช้ในการท าปฏิกิริยาการเชื่อมต่อ pGEM-T Easy 
vector กับดีเอ็นเอ cpcB ที่เติมเบส dATP แล้ว 

น าผลผลิตที่ได้จากการเชื่อมต่อกันระหว่าง pGEM-T กับดีเอ็นเอ cpcB (ligation 
product) เข้าสู่เซลล์ DH5 โดยเติม ligation product ปริมาตร 10 ไมโครลิตร  ลงใน DH5 
competent cells ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แช่หลอดทดลองในน้ าแข็งเป็นเวลา 20 นาที  แล้วน า
หลอดทดลองไป incubateใน water bath ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที  
ความร้อนสามารถกระตุ้นให้เซลล์ DH5 competent cells รับ ligation product เข้าสู่เซลล์ 
จากนั้นแช่หลอดทดลองในน้ าแข็งเป็นเวลา 2 นาที  แล้วเติม LB Broth 900 ไมโครลิตร  น าไปเขย่า
ด้วยความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที  ในตู้ incubator ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา        
1 ชั่วโมง  เมื่อครบเวลาน ามา spread ลงอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง (LB-Amp/IPTG/x-gal agar; 
100 g/ml amplicilin, 0.1 M IPTG และ 40 mg/ml x-gal) แล้วน าไป incubate ในตู้ incubator 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

หลักการ Blue-white colony screening เป็นวิธีการคัดกรองว่ามียีนที่ต้องการได้ถูก
แทรกเข้าไปในบริเวณของยีน -galactocidase ซึ่งควบคุมด้วย lacZ promoter ส่วน IPTG         
มีหน้าที่กระตุ้น lac operon ในแบคทีเรียเพื่อให้มีการแสดงออกของโปรตีน  และเมื่อเอนไซม์            
-galactocidase ย่อย X-gal จะท าใหเ้ห็นโคโลนีมีสีฟ้าซึ่งแสดงว่าโคโลนีนั้นมีพลาสมิดที่ไม่มียีนที่
ต้องการแทรกอยู่  แต่ถ้าโคโลนีมีสีขาวแสดงว่ามีดีเอ็นเอท่ีต้องการแทรกอยู่  ท าให้เซลล์แบคทีเรีย
ไม่สามารถผลิตเอนไซม์ -galactocidase ดังนั้นจึงเลือกโคโลนีสีขาวซึ่งคาดว่ามีพลาสมิด 

pGem/cpcB (ดีเอ็นเอ cpcB เชื่อมต่ออยู่กับ pGEM-T) มาทดสอบต่อด้วยวิธี colony PCR  
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โดยใช้เอนไซม์ i-taq DNA polymerase และ plasmid digestion โดยใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
BamHI และ SacI ซึ่งกล่าวถึงในหัวข้อการตรวจสอบ plasmid ที่เชื่อมต่อยีนไฟโคไซยานินซี     
สายเบต้าได้ 

2.4.   การเชื่อมต่อยีนไฟโคไซยานินซีสายเบต้ากับ pETDuet™-1 vector  และน าเข้าสู่ DH5 

ตัดพลาสมิด pGem/cpcB และ pETDuet™-1 ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI และ 
SacI ท าให้ปลายของล าดับเบสผลผลิตสุดท้ายหลังจากการตัดเอนไซม์ทั้งดีเอ็นเอ cpcB และ 
pETDuet™-1 จะมีลักษณะเป็น sticky end  และเชื่อมต่อกันด้วยเอนไซม์ T4 DNA ligase โดย
เตรียมสารเคมีตามสัดส่วนดังแสดงในตารางที่ 3.4 แล้ว incubate ในตู้เย็น ที่อุณหภูมิ 4 องศา-
เซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั่วโมง  เพื่อให้พลาสมิดและดีเอ็นเอเชื่อมต่อกันสมบูรณ์   

สำรเคมี ปริมำตร 
 (ไมโครลิตร) 

ดีเอ็นเอ cpcB บริสุทธิ์ผ่านการตัดด้วยเอนไซม์แล้ว 3.0 
2x ligase buffer 5.0 
pETDuet-1 vector ผ่านการตัดด้วยเอนไซม์แล้ว  1.0 
เอนไซม์ T4 DNA ligase (มีความเข้มข้น 5 unit/l) 1.0 
ปริมาตรรวมทั้งหมด 10.0 

ตารางที่ 3.4 แสดงสัดส่วนสารเคมีในปฏิกิริยาการเชื่อมต่อ pETDuet™-1 vector กับดีเอ็นเอ 
cpcB  

เติม ligation product 10 ไมโครลิตร ใน DH5 competent 100 ไมโครลิตร แช่หลอด
ทดลองในน้ าแข็งเป็นเวลา 20 นาที  แล้วน าไป incubate ใน water bath ที่อุณหภูมิ 42 องศา-
เซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที  แล้วน ามาแช่เย็นในน้ าแข็งทันทีเป็นเวลา 2 นาที    กระตุ้นให้เซลล์
ฟื้นตัวโดยใส่อาหารเลี้ยงเชื้อ 900ไมโครลิตร จากนั้นน าไป incubate ในตู้ incubator ที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  เมื่อครบเวลาน าเซลล์มา spread บนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด
แข็งที่มียาปฏิชีวนะ 100 g/ml ampicillin น าไป incubate ในตู้ incubator ที่อุณหภูมิ 37 องศา-
เซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง  ถ้ามีโคโลนีเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อคาดหมายว่ามีพลาสมิด 
pETD/cpcB น ามาทดสอบยืนยันด้วยวิธี colony PCR และ plasmid digestion     
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2.5.   การตรวจสอบพลาสมิดที่เชื่อมต่อยีนไฟโคไซยานินซีสายเบต้า cpcB ได้ 

2.5.1.  การตรวจสอบโดยคัดเลือกโคโลนีด้วยเทคนิค PCR 

คัดเลือกโคโลนี DH5 ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อมา 1 โคโลนี  ตรวจสอบ
ชิ้นส่วนดีเอ็นเอ cpcB ด้วยเทคนิค PCR ด้วยใช้เอนไซม์ i-tag DNA polymerase โดยเตรียม
สารเคมีตามสัดส่วนของปฏิกิริยาดังแสดงในตารางที่ 3.5 โดยใช้ PCR program เช่นเดียวกับ
ปฏิกิริยาเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอของ cpcB จากนั้นแยก PCR product มาบนวุ้น 1.5% agarose       
ที่ความต่างศักย์ 100 โวลต์  เป็นเวลา 45 นาที  โคโลนีที่มีแถบดีเอ็นเอขนาด 554 คู่เบสแสดงว่ามี
ยีน cpcB ภายในเซลล์ 

สำรเคมี ปริมำตร 
 (ไมโครลิตร) 

น้ ากลั่นบริสุทธิ์ 4.5 
10x i-tag buffer 1.0 
1mM dNTP  2.0 
5 M Forward Primer  1.0 
5 M Reverse Primer  1.0 
โคโลน ี เล็กน้อย 
เอนไซม์ i-tag DNA polymerase 0.5 
ปริมาตรรวมทั้งหมด 10.0 

ตารางที่ 3.5 แสดงสัดส่วนของสารเคมีที่ใช้ในการท าปฏิกิริยา colony PCR 

2.5.2.  การตรวจสอบโดยใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

ก่อนการตัดพลาสมิดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะต้องสกัดพลาสมิดจากโคโลนี  โดย
เลือกโคโลนีที่มีแถบดีเอ็นเอขนาด 554 คู่เบสมาสกัดพลาสมิด เพื่อตรวจสอบยืนยันว่ามีดีเอ็นเอ 
cpcB  

การสกัดพลาสมิดด้วยชุดสกัด Nucleospin มีขั้นตอนดังนี้  เลือก 1 โคโลนีใส่ลง

ใน LB Borth ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  ซึ่งประกอบด้วยยาปฏิชีวนะ 100 g/ml ampicillin น าไปเขย่า
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ด้วยความเร็วรอบ 180 รอบต่อนาที ในตู้ incubator  ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา      
16 ชั่วโมง  ปั่นเก็บเซลล์ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร ด้วยเครื่อง refrigerated 
microcentrifuge ท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที   เทอาหารเลี้ยงเชื้อทิ้ง  ท าให้เซลล์แตกโดยเติม 
A1 buffer 250 ไมโครลิตร  ผสมให้เข้ากันจนตะกอนเซลล์กระจายเป็นเนื้อเดียวกับ buffer  จากนั้น
เติม A2 buffer 250 ไมโครลิตร  ผสมให้เข้ากันโดยกลับหลอดทดลองขึ้นลง 6-8 ครั้ง  ต้ังทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที  หรือจนกว่าสารละลายจะใส  เติม A3 buffer 300 ไมโครลิตร แล้ว
ผสมให้เข้ากันโดยกลับหลอดขึ้นลง 6-8 ครั้ง  น าหลอดทดลองไปปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 11,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที  โหลดส่วนใสลงคอลัมน์ 750 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 
11,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที  เพื่อให้พลาสมิดจับกับ silica membrane แล้วปั่นล้างด้วย 
AW buffer 500 ไมโครลิตร  ด้วยความเร็วรอบ 11,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที  เทส่วนใสใน 
collection tube ทิ้ง  เติม A4 buffer 600 ไมโครลิตร  ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 11,000       
รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที  เทส่วนใสใน collection tube ทิ้ง  ปั่นเหวี่ยงคอลัมน์ด้วยความเร็ว
รอบ 11,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที  เพื่อให้ buffer ออกจาก silica membrane จนหมด  
น าหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร มารองใต้คอลัมน์  แล้วเติม AE buffer 50 ไมโครลิตร ต้ังทิ้งไว้   
ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา  1 นาทีเมื่อครบเวลาปั่นเหวี่ยงคอลัมน์ด้วยความเร็วรอบ 11,000        
รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนใสใน collection tube ทิ้ง แล้วเก็บพลาสมิดที่สกัดได้ไว้ที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  ก่อนตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะในขั้นตอนต่อไป 

พลาสมิดท่ีสกัดได้นั้นถ้าดีเอ็นเอ cpcB เชื่อมต่อกับ pGEM-T ว่า 
pGEM/cpcB และ เรียกพลาสมิดท่ีดีเอ็นเอ cpcB เชื่อมต่อกับ pETDuet™-1 ว่า pETD/cpcB 

นอกจากนี้การตัดพลาสมิด pGEM/cpcB ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะเป็นขั้นตอน
การเตรียม product ส าหรับเชื่อมกับ pETDuet™-1 

เริ่มต้นขั้นตอนการตัดพลาสมิดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะโดยพลาสมิดที่สกัดไว้มา
ตัดด้วยเอนไซม์ SacI และ incubate ใน water bath ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา         
3 ชั่วโมง  โหลด digestion product ลงคอลัมน์ของชุดสกัด Gel Extraction Spin Column       
เพื่อ purified ดีเอ็นเอให้บริสุทธิ์ตามคู่มือวิธีท าของชุดสกัด  จากนั้นตัดพลาสมิดต่อด้วยเอนไซม์ 
BamHI และ incubate ใน water bath ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง            
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แยกผลผลิตสุดท้ายจากการตัดด้วยเอนไซม์บนวุ้น 1% agarose ท่ีความต่างศักย์ 100 โวลต์    
เป็นเวลา 45 นาที ย้อมดีเอ็นเอด้วย ethidium bromide ถ่ายรูปด้วยเครื่อง Gel documentation 
(gel doc) systems 

3. กำรติดตำมกำรแสดงออกของโปรตีน (kinetic of protein expression) ของโปรตีน
ลูกผสมไฟโคไซยำนินซีสำยเบต้ำในเซลล์แบคทีเรีย  

แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ BL21 เหมาะส าหรับการแสดงออกของโปรตีน  ขั้นตอนการ
น าพลาสมิดเข้าสู่เซลล์ BL21 เติมพลาสมิด pETD/cpcB 2 ไมโครลิตร  ลงใน BL21 competent 
cells 100 ไมโครลิตร incubate ในน้ าแข็งเป็นเวลา 20 นาที  แล้วน าไป incubate ใน water bath 
ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที  จากนั้นน าหลอดทดลอง incubate ในน้ าแข็ง
เป็นเวลา 2 นาที  แล้วเติม LB Broth ลงไป 900 ไมโครลิตร  น าไปเขย่าด้วยความเร็ว 150         
รอบต่อนาทีในตู้ incubator ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  เมื่อครบเวลาน ามา 
spread ลงจานอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง LB-Amp agar น าไป incubate ในตู้ incubator ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง   

ลงเชื้อ BL21 ที่มีพลาสมิด pETD/cpcB 1 โคโลนีใน LB-broth 5 มิลลิลิตรที่มี          
100 g/ml ampicillin น าไปเขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที  ในตู้ incubator ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8 ชั่วโมง  และแบ่งเซลล์ 1 มิลลิลิตรใส่ลงใน  LB-broth 100 มิลลิลิตรที่มี 
100 g/ml ampicillin เขย่าด้วยความเร็ว 240 รอบต่อนาที  ในตู้ incubator ที่อุณหภูมิ 37     
องศาเซลเซียส เมื่อค่าการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตรมีค่าเท่ากับ 0.3-0.5 จึงกระตุ้นการ
แสดงออกโปรตีนด้วย IPTG ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0.5 หรือ 1.0 มิลลิโมลาร์ พร้อมลด
อุณหภูมิเป็น 20 องศาเซลเซียส  แบ่งเก็บเซลล์ 10 มิลลิลิตร ทุกๆ 2 ชั่วโมงดังนี้  ชั่วโมงที่ 0, 2, 4, 
6, 8,10, 12, 14, 16 และ 18 โดยปั่นเก็บเซลล์ที่ความเร็ว 4,500 รอบต่อนาที  ที่อุณหภูมิ 4      
องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง  ท าให้เซลล์แตกด้วยเครื่อง Ultra Sonication ใน 
phosphate buffered saline (50 mM Na2HPO4, 300 mM NaCl, pH 7.4)  ที่มี 1 mM PMSF 
ด้วยโปรแกรม pulse on  5 วินาที/ pulse off 5 วินาที  จนกว่าสารละลายใส  ปั่นแยกเศษเซลล์
ด้วยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที  แยกส่วนใสซึ่งเป็น soluble protein ออก
จากเศษเซลล์ เก็บโปรตีนที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  เพื่อสกัดให้บริสุทธิ์ในขั้นตอนต่อไป 
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4. กำรสกัดโปรตีนลูกผสมไฟโคไซยำนินซีสำยเบต้ำและไฟโคไซยำนินซีจำกสำหร่ำย 
สไปรูลินำ 

4.1. การสกัดโปรตีนลูกผสมไฟโคไซยานินซีสายเบต้า 

โปรตีนลูกผสมไฟโคไซยานินซีสายเบต้า หรือ apo c-PC () ส่วน N-terminal ของ
โปรตีนเชื่อมต่อกับ hexa-histidine ซึ่งเป็นประโยชน์ส าหรับการสกัดด้วยวิธี Immobilized Metal 
Affinity Chromatography (IMAC) อาศัยหลักการการจับกันระหว่าง hexa-histidine และโลหะ  
(metal)  ด้วยแรงโคเวเลนต์ร่วมกัน โดยโลหะอยู่ในส่วน resin  ซึ่งโลหะเป็น nickel  ส่วนโปรตีน
ทั่วไปจะไม่สามารถสร้างแรงดึงดูดกับ metal ions ได้  ดังนั้นโปรตีนทั่วไปจะถูกชะล้างออกมาด้วย 
phosphate buffer  ส่วน apo c-PC () ถูกชะล้างออกมาด้วย imidazole ที่เข้มข้นสูง  และในการ
ทดลองนี้ใช้ His60 Ni SuperflowTM Resin (Clontech Laboratories, Inc .)  ซึ่งมีโลหะ nickel 
เป็นส่วนประกอบ โดยขั้นตอนการสกัดมีดังนี้ 

เติม His60 Ni SuperflowTM Resin 10 มิลลิลิตร ลงในคอลัมน์ขนาด 2.5 x 30 cm  ล้าง 
resin ด้วย His60 Ni equilibration buffer (50 mM Na2HPO4, 300 mM NaCl, 20 mM 
imidazole, pH 7.4) ปริมาตร 5-10 เท่าของปริมาตร resin เตรียม apo c-PC () โดยกรองผ่าน 
filter membrane ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.2 ไมครอน  และโหลดลงบน resin กลับคอลัมน์ขึ้น
ลง  ต้ังทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  กลับคอลัมน์ขึ้นลงทุกๆ 10 นาที  เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เมื่อ
ครบเวลาต้ังคอลัมน์ทิ้งไว้จนกระทั่ง resin เรียงตัวที่ก้นคอลัมน์จนหมด  เก็บ fraction โดยมีอัตรา
การไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที  ซึ่งเรียก fraction น้ีว่า flow through จากนั้นล้างโปรตีนที่ไม่ต้องการ
ออกจาก resin ด้วย His60 Ni equilibration buffer ปริมาตร 10 เท่าของปริมาตร resin และเก็บ 
fraction ซึ่งเรียกว่า E20 wash fraction  ล้าง resin ต่อด้วย His60 Ni 40 mM imidazole wash 
buffer (50 mM Na2HPO4, 300 mM NaCl, 40 mM imidazole, pH 7.4)  ปริมาตร 10 เท่าของ
ปริมาตร resin เช่นกัน  เก็บ fraction ซึ่งเรียก fraction นี้ว่า E40 wash fraction  จากนั้นเติม 
His60 Ni 100 mM imidazole wash buffer (50 mM Na2HPO4, 300 mM NaCl, 100 mM 
imidazole, pH 7.4)  ปริมาตร 5 เท่าของปริมาตร resin  เก็บ fraction ซึ่งเรียก fraction นี้ว่า E100 
wash fraction  และสุดท้ายชะล้าง apo c-PC() ด้วย His60 Ni elution buffer (50 mM 
Na2HPO4, 300 mM NaCl, 300 mM imidazole, pH 7.4)  เก็บ fraction ซึ่งเรียก fraction นี้ว่า 
E400 fraction   
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ทุก fraction ที่เก็บได้จากการสกัดด้วย IMAC ตรวจวัดความเข้มข้นโปรตีนด้วยวิธี Bradford 
protein assay และตรวจสอบคุณลักษณะของ apo-c-PC() ด้วยวิธี SDS-PAGE ตามล าดับ 

4.2. การสกัดโปรตีนไฟโคไซยานนินซีจากสาหร่ายสไปรูลินา 

ชั่งสาหร่ายสไปรูลินา (Spirulina platensis) 10 กรัม  ใส่ลงใน flask ขนาด 500 
มิลลิลิตร  ท าให้เซลล์แตกโดยเติมสารละลาย 1 M phosphate buffer 20 มิลลิลิตร, 0.1 mg/ml 
lysozyme 200 l และ 100 mM EDTA 160 มิลลิลิตร  จากนั้นเขย่า flask ด้วยความเร็ว 200   
รอบต่อนาที ในตู้ incubator ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง 

 

ภาพที่ 3.1  แสดงการท าให้เซลล์สาหร่ายสไปรูลินาแตกโดยใช้เอนไซม์ lysozyme 

เมื่อครบเวลาปั่นตกตะกอนแยกเศษเซลล์ด้วยความเร็ว 4,500 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ   
4 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 20 นาที  แยกสารละลายใสส่วนบนซึ่งมีสีน้ าเงินปนแดงออกจาก
ตะกอนเศษเซลล์เทใส่บีกเกอร์   
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ภาพที่ 3.2  แสดงสารละลายใสส่วนบนซึ่งมีสีน้ าเงินปนแดงที่ได้หลังจากการปั่นเหวี่ยง
สารละลายหลังจากท าให้เซลล์สาหร่ายแตกด้วยเอนไซม์ lysozyme 

ตกตะกอนแยกไฟโคไซยานินซี (native c-PC)  จากสารละลายใสสีน้ าเงินปนแดงที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  ด้วย 35% ammonium sulphate ปั่นตกตะกอนด้วยความเร็ว 10,000 
รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 20 นาที  แยกส่วนใสสีน้ าเงินมาตกตะกอน
ด้วย 50%  ammonium sulphate และปั่นแยกตะกอนด้วยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที             
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 20 นาที  เทส่วนใสทิ้ง  ละลายตะกอนด้วย 0.025 M 
sodium phosphate buffer (0.025 M Na2HPO4, 0.025 M NaH2PO4, pH 7.4)  ได้สารละลาย
สีน้ าเงิน  จากนั้นแยกเกลือ ammonium sulphate ออกจากโปรตีน  โดย dialysis ใน 0.025 M 
sodium phosphate buffer ที่เย็นปริมาตร 2,000 มิลลิลิตร จ านวน 2 ครั้ง  ดังแสดงในภาพที่ 3.3 
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ภาพที่ 3.3   แสดงการท า dialysis สารละลายตะกอนสีน้ าเงินเข้มในถุง dialysis membrane 

สกัดแยก native c-PC จากสารละลายโปรตีนสีน้ าเงินที่ผ่านการเอาเกลือออกแล้ว  ด้วย 
DEAE-Sepharose Fast Flow บรรจุในคอลัมน์ขนาด 2.5 x 30 เซนติเมตร  เตรียมและ degas 
buffer ที่ใช้สกัดดังนี้ solution A; สารละลาย 0.025M Tris-HCl, pH 7.4 และ solution B; 
สารละลาย 0.025M Tris-HCl, pH 7.4 ซึ่งประกอบด้วย 0.8M NaCl ขั้นตอนการสกัดปฏิบัติตาม
คู่มือค าแนะน าจากบริษัทดังนี้ Equilibate คอลัมน์ด้วยสารละลาย  solution A ปริมาตร 10 เท่า
ของปริมาตร DEAE-beads เติมสารละลายโปรตีนสีน้ าเงินและปล่อยสารละลายตะกอนโปรตีน
ค่อยๆซึมลงในชั้น DEAE-beads จนหมด  จากนั้นเติม solution A ปริมาตร 1 เท่าของปริมาตร 
DEAE-beads บรรจุ solution A และ solution B ใน flask ขนาด 250 ml อย่างละ 100 มิลลิลิตร 
solution ทั้ง 2 flask นี้ใช้ส าหรับท า gradient โดยหลักการกาลักน้ า  ปิดจุกที่ flask solution A    
ดูดอากาศที่ปลายสายยางให้ solution A ไหลลงคอลัมน์ช้าๆ พร้อมเปิดวาล์วด้านล่างให้มีอัตรา
การไหลเท่ากับ 1 มิลลิลิตรต่อนาที  เมื่อ solution A ไหลลงมาจนเหลือปริมาตรประมาณ 75 ml  
จึงปิดจุกที่ flask solution B ให้สารละลายหยดลงใน flask solution A  เมื่อมีสารละลายสีฟ้า
ออกมาจากคอลัมน์จึงเริ่มเก็บ fraction หลอดละ 2.5 มิลลิลิตร จนกระทั่งไม่มีสารสีฟ้าออกมา     
วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 280 และ 620 นาโนเมตร ทุกๆ fraction ค านวณความบริสุทธิ์ของ native 
c-PC แสดงด้วยอัตราส่วนระหว่างค่าการดูดกลืนแสงที่ 620 นาโนเมตรต่อค่าการดูดกลืนแสงที่ 
280    นาโนเมตร  (ratio of Abs 620 / Abs 280 )   
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โดย fraction ที่มีค่ามากกว่า 4 แสดงว่า native c-PC ที่สกัดได้มีความบริสุทธิ์มากและเหมาะ
ส าหรับมาทดสอบคุณสมบัติของโปรตีนในขั้นตอนต่อไป 

รวม fraction ที่มีค่า ratio of Abs620 /Abs280 มากกว่า 4 ข้ึนไป และแยกเกลือออกโดย 
dialysis native c-PC ใน 0.025 M sodium phosphate buffer  วัดโปรตีนด้วยวิธี Bradford 
protein assay  และเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

4.3.   การตรวจวัดความเข้มข้นโปรตีนด้วยวิธี Bio-Rad Protein Assay  

เป็นวิธีอาศัยหลักการของ Bradford ในการวัดความเข้มข้นของโปรตีนที่อยู่ในรูปของ
สารละลายด้วยสี Coomassie® Brilliant Blue G-250 ในสภาวะที่เป็นกรด  เมื่อสี Coomassie 
blue ท าปฏิกิริยากับเบสและส่วนของ aromatic amino acid ของโปรตีนอย่างเช่น arginine, 
lysine และ histidine จึงท าให้ค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดจาก 465 นาโนเมตรเลื่อนเป็น               
595 นาโนเมตร  นั่นคือเมื่อเกิดปฏิกิริยาระหว่างโปรตีนกับสี Coomassie blue จะเปลี่ยนจาก
สารละลายสีน้ าตาลแดงเป็นสารละลายสีน้ าเงิน  วัดค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 595 นาโนเมตร
ด้วยเครื่อง  spectrophotometer เปรียบเทียบความเข้มข้นโปรตีนจากกราฟมาตรฐานของ   
bovine serum albumin [81] 

ก่อนการทดสอบเตรียมสารละลายดังนี้ Bovine serum albumin (BSA) เข้มข้น 0, 0.2, 
0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 mg/ml เป็นสารละลายมาตรฐาน (standard) และเจือจางน้ ายาวัดโปรตีน 
Bio-Rad  โดยมีอัตราส่วนน้ ายา 1 ส่วน  ผสมกับน้ ากลั่น 4 ส่วน 

ในขั้นตอนการทดสอบ เติมน้ ายาวัดโปรตีน Bio-Rad ที่เจือจางแล้วลงในหลอดทดลอง 
1.25 มิลลิลิตร  เติมสารละลาย Bovine serum albumin (BSA) เข้มข้น 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 
1.0 mg/ml ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลองแต่ละหลอด แล้ว vortex ให้สีท าปฏิกิริยา
กับสารละลายโปรตีนมาตรฐานเป็นเวลา 10 นาที  จากนั้นเทสารละลายในหลอดทดลองลงใน
cuvette น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 595 นาโนเมตร  การวัดความเข้มข้นของโปรตีนตัวอย่าง
ด้วยมีขั้นตอนเช่นเดียวกับการวัดความเข้มข้นของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน  โดยปรับอัตราส่วน
การท าปฏิกิริยาของโปรตีนกับน้ ายาวัดโปรตีน Bio-Rad ให้เหมาะสม   เปรียบเทียบความเข้มข้น
ของโปรตีนตัวอย่างจากกราฟมาตรฐานของสารละลาย Bovine serum albumin (BSA) 
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4.4.   ตรวจสอบคุณลักษณะโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE 

SDS-PAGE เป็นเทคนิคที่ใช้ในการวิเคราะห์น้ าหนักโมเลกุลของพอลิเพปไทด์สายเด่ียว
ในสภาวะที่มี  buffer ที่เป็นด่าง  ซึ่งสารเคมีที่เป็นองค์ประกอบหลักของปฏิกิริยานี้  ได้แก่                   
-mercaptoethanol ที่ผสมในส่วนของ loading sample buffer และ Sodium Dodecyl Sulfate 
(SDS)  โดยหน้าที่การท างานของ -mercaptoethanol จะท าให้โปรตีนเสียสภาพโดยท าลาย
พันธะไดซัลไฟล์ (disulfide bond) ของโปรตีน  ส่วน Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) เป็น 
detergent ที่มีประจุลบและสามารถจับกับโปรตีนได้อย่างหนาแน่น  และด้วยคุณสมบัตินี้ท าให้
โปรตีนที่จับกันเป็นทรงกลม (globular protein) ถูกแยกออกมาเป็นสายเด่ียวๆอยู่ในสภาพที่
เหยียดตรง (linear protein) และท าให้โปรตีนที่ถูกจับนั้นมีสภาพเป็นประจุลบ  ดังนั้นโปรตีน
ทั้งหมดจะเคลื่อนที่ไปยังขั้วไฟฟ้าที่เป็นประจุบวก  ซึ่งอัตราการเคลื่อนที่ของพอลิเพปไทด์จะเร็ว
หรือช้าขึ้นอยู่กับขนาดของ Molecular weight เพียงอย่างเดียวเท่านั้น  วิเคราะห์ผลการแยกของ
โปรตีนได้โดยการย้อมด้วยสี Coomassie blue  และเปรียบเทียบน้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนกับ
โปรตีนมาตรฐาน (Molecular weight marker)  

ในขั้นตอนการทดสอบใส่โปรตีนที่ผสมกับ 10x SDS-loading dye ซึ่งผ่านการต้มเพื่อ
ท าลายโครงสร้างโปรตีนแล้วลงเจล  โดยในแต่ละหลุมให้มีโปรตีนเข้มข้นเท่ากับ 10 ไมโครกรัม 
ส าหรับกรณีทดสอบคุณสมบัติของโปรตีนลูกผสมไฟโคไซยานินซีสายเบต้าและโปรตีนไฟโคไซ
ยานินซีที่สกัดจากสาหร่ายสไปรูลินาเพื่อดูความบริสุทธิ์ของโปรตีน  ใช้ความต่างศักย์ 80 โวลต์  
นาน  40 นาที  ตามด้วย 120 โวลต์  นาน 90 นาที  เมื่อครบเวลาน าเจลมาย้อมด้วยสี Coomassie 
Brilliant Blue นาน 2 ชั่วโมง  จากนั้นล้างออกด้วย destain 1 (ประกอบด้วย 50% garcial acetic 
acid และ 40% methanol) จนกระทั่งเจลใส  เปลี่ยนเป็น destain 2 (ประกอบด้วย 5% garcial 
acetic acid และ 5% methanol) นาน 16 ชั่วโมง  เพื่อให้เจลขยายตัว  แล้วถ่ายภาพวิเคราะห์ผล 
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5. กำรทดสอบฤทธิ์กำรต้ำนอนุมูลอิสระของโปรตีนตัวอย่ำงด้วยวิธี ABTS scavenging 
assay 

ABTS [2,2'-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid)] เป็นสารที่ใช้วัด
ความสามารถของสารต้านอนุมูลอิสระ  เมื่อ ABTS ท าปฏิกิริยากับสารละลาย potassium 
persulphate จากนั้น ABTS จะถูกเปลี่ยนเป็นอนุมูลอิสระที่มีประจุบวกเกิดเป็นสารที่มีสีน้ าเงิน  
และดูดกลืนแสงที่มคีวามยาวคลื่น 734 นาโนเมตร  ถ้าสารที่น ามาทดสอบมีความสามารถในการ
ต้านอนุมูลอิสระจะสามารถก าจัด ABTS radical ได้  สารละลายหลังเกิดปฏิกิริยาจะมีสีจางลงเมื่อ
วัดที่ค่าการดูดกลืนแสงที่ 734 นาโนเมตร  ซึ่งปฏิกิริยาของสารต้านอนุมูลอิสระจะเทียบกับค่าของ 
Trolox ซึ่งเป็นอนุพันธ์ของวิตามินอี  

โดยเตรียมสารละลายก่อนการทดสอบดังนี้ stock solution ABTS ประกอบด้วย
สารละลาย 7mM ABTS ในน้ ากลั่น  เติม potassium persulphate ให้มีความเข้มข้นสุดท้าย
เท่ากับ 2.45 mM  ผสมให้เข้ากันต้ังทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องในที่มืด  นาน 12-16 ชั่วโมง และเตรียม
สารละลาย 2.5 mM trolox ใน 5 mM phosphate buffered saline (PBS1: 0.51 mM KH2PO4, 
3.43 mM K2HPO4.3H2O, 0.15 mM NaCl, pH 7.4) 

ก่อนการทดสอบปฏิกิริยาน าสารละลาย ABTS stock solution มาเจือจางด้วย PBS1 
ส าหรับใช้เป็น ABTS working solution โดยให้ค่าการดูดกลืนของแสงที่ 734 นาโนเมตร เมื่อวัด
ด้วยเครื่อง Shimasu humalyzer 3000 ต้ังค่า cell temperature เท่ากับ 30 องศาเซลเซียส        
ค่าการดูดกลืนของแสงที่วัดได้ควรมีค่าเท่ากับ 0.70 ±0.02   

ในการทดสอบให้เติม ABTS working solution 980 ไมโครลิตร  ลงในหลอดทดลองซึ่งมี
สารตัวอย่าง (native c-PC หรือ apo-c-PC()) ที่มีความเข้มข้นในระดับต้องการทดสอบ 70 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันและ incubate ในที่มืด ณ อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที แล้ววัดค่าการ
ดูดกลืนของแสงที่ 734 นาโนเมตรทันทีเมื่อครบเวลา โดยมี blank เป็น ABTS working solution 
980 ไมโครลิตร ผสมกับ PBS1 70 ไมโครลิตร ทุกการทดลองจะทดสอบทั้งหมด 3 ครั้ง (triplicate) 
ค านวณค่า %inhibition of absorbance จากสมการดังนี้ 
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Inhibition of absorbance (%) = [(A (blank) - A (sample)) / A (blank)] x 100 

โดย;  

 A (blank)  คือ  ค่าการดูดกลืนแสงที่ 734 นาโนเมตรของการท าปฏิกิริยาระหว่าง ABTS 
working solution และ PBS1 

 A (sample)  คือ  ค่าการดูดกลืนแสงที่ 734 นาโนเมตรของการท าปฏิกิริยาระหว่าง ABTS 
working solution และสารตัวอย่าง (apo-c-PC(), native c-PC หรือ 
trolox) 

 เปรียบเทียบค่า % Inhibition of absorbance ของสารตัวอย่างกับกราฟมาตรฐานจาก
การท าปฏิกิริยาระหว่าง ABTS working solution และ trolox โดยรายงานผลการทดสอบฤทธิ์ 
ต้านอนุมูลอิสระของสารตัวอย่างเทียบเท่ากับ trolox (TEAC; Trolox equivalent anti-oxidant 
capacity)  

6. กำรทดสอบบทบำทกำรปกป้องเม็ดเลือดแดงท่ีมีฮีโมโกลบินอีจำกกำรถูกท ำลำยด้วย 
2,2'-azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH) radical 

เจาะเก็บเลือดตัวอย่างจากผู้ที่มีสุขภาพดีและผู้ที่เป็น homozygous haemoglobin E 
(EE) ใส่หลอดที่มีสารกันเลือดแข็ง heparin ปริมาตร 6 ml น ามาปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 2,500 
รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 10 นาที  แยก plasma และ buffy coat ทิ้ง 
ปั่นล้างเม็ดเลือดแดง 3 ครั้ง ด้วย phosphate buffered saline (PBS2: 27 mM Na2HPO4,     
123 mM NaH2PO4 and 123 mM NaCl, pH 7.4) ที่มีปริมาตรเป็น 10 เท่าของปริมาตรของ    
เม็ดเลือดแดง ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 2,500 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 
10 นาที  แยกส่วนใสทิ้ง เติม PBS2 ให้สารละลายเม็ดเลือดแดงมีความเข้มข้นเท่ากับ 10% 
hematocrit  

การวัดประสิทธิภาพของ native c-PC และ apo-c-PC() ในการก าจัดสารอนุมูลอิสระ 
จากสารต้ังต้น AAPH ที่ก่อให้เกิด peroxyl radicals เมื่อกระตุ้นด้วยอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
โดยทดสอบฤทธิ์ของโปรตีนดังกล่าวที่ระดับความเข้มข้น 0.01, 0.1, และ 1 M กับสารละลาย  
เม็ดเลือดแดงที่มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 5% hematocrit แล้วท าปฏิกิริยากับสารละลาย 
AAPH ที่มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 100 mM จากนั้นน าไป incubate ใน incubator ที่อุณหภูมิ 
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37 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็วที่เหมาะสมเป็นเวลา 4 ชั่วโมง  ในหลอดปฏิกิริยาที่
ประกอบด้วยสารละลายเม็ดเลือดแดงผสมกับ PBS2 แทนสารละลาย AAPH จัดเป็น negative 
control  เมื่อครบเวลาจึงปั่นแยกส่วนใสด้วยความเร็ว 3,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที        
ดูดส่วนใสมาเจือจางใน PBS2 ที่มีปริมาตรเป็น 10 เท่าของปริมาตรของส่วนใส  แล้วน าไปวัดค่า
การดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร  รายงานผลเป็นค่าเป็น % hemolysis โดยค านวณเปรียบเทียบ
จากสารละลายเม็ดเลือดแดงเจือจางในน้ ากลั่นในปริมาตร 10 เท่าของปริมาตรสารละลาย        
เม็ดเลือดแดงจัดเป็น 100% hemolysis  

ท าการเปรียบเทียบฤทธิ์สารโปรตีนตัวอย่างกับ Trolox ซึ่งเป็นสารต่อต้านอนุมูลอิสระ
มาตรฐาน  โดยทดสอบปฏิกิริยาของสารตัวอย่างทั้งหมด 3 ครั้ง (triplicate) แล้วรายงานค่าเป็น 
mean+SE  และเปรียบเทียบผลการทดสอบด้วยสถิติ paired t-tests    

7. กำรศึกษำฤทธิ์ของสำรต้ำนอนุมูลอิสระในกำรปกป้องรูปร่ำงเซลล์เม็ดเลือดแดงจำก
กำรถูกท ำลำยด้วยอนุมูลอิสระโดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกรำด 
(Scanning electron microscope; SEM)  

เติมสารตัวอย่าง (apo-c-PC(), native C-PC, or Trolox) ในหลอดทดลองที่มี 60% EE 
erythrocyte suspension 25 l ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 10 M จากนั้นเติม H2O2         
ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 300 mM น าไป incubate ใน waterbath ที่อุณหภูมิ 37 องศา-
เซลเซียส เป็นเวลา 120 นาที  ปั่นแยกเม็ดเลือดแดงด้วยความเร็ว 3,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา    
5 นาที  แยกส่วนใสทิ้ง  เติม PBS2 ลงไป 125 l  ผสมเม็ดเลือดแดงกับ buffer ให้เข้ากันและหยด
ลงบนแผ่น cover slip น าไป fix cells ด้วย 2.5% glutaraldehyde/0.1 M phosphate buffer    
(pH 7.2) ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที  ล้างด้วย phosphate buffer จ านวน 2 รอบ ตามด้วย
น้ ากลั่น 1 รอบ ต่อด้วยขั้นตอนการดึงน้ าออกจากเซลล์โดยใช้ ethanol เรียงระดับตามความเข้มข้น
ดังนี้ 30%, 50%, 70% และ 95% อย่างละ 1 รอบ  รอบละ 3 นาที และ100% ethanol         
จ านวน 3 รอบ  รอบละ 3 นาที  จากนั้นในขั้นตอนสุดท้ายท าให้เซลล์แห้งด้วยเครื่องท าแห้ง
ตัวอย่างแบบวิกฤต (critical point dryer) ยี่ห้อ Balzers รุ่น CPD 020 และเคลือบทองโดยระบบ 
ion sputtering ด้วยเครื่องยี่ห้อ Balzers รุ่น CPD 040 น าผลิตภัณฑ์สุดท้ายมาส่องด้วยกล้อง 
SEM ยี่ห้อ JEOL รุ่น JSM-5410LV 
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บทที่  4 
ผลการทดลอง 

ผลการวิจัย 

1. ผลการเตรียมและเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอไฟโคไซยานินซีสายเบต้า (cpcB sequence) จาก
สาหร่ายสไปรูลินา (Spirulina platensis) โดยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR; 
Polymerase Chain Reaction) 

ผลปฏิกิริยา PCR เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของ cpcB gene จากดีเอ็นเอแม่แบบของ
สาหร่ายสีเขียวแกมน ้าเงิน S. platensis แยกบนวุ้น agarose พบ major band ของดีเอ็นเอมี
ขนาด 554 คู่เบส ซึ่งสอดคล้องจากการค้านวณจ้านวนเบสของ DNA sequence ดังภาพที่ 4.1 

 
ภาพที่ 4.1. แสดงผลปฏิกิริยา PCR เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ cpcB  
ก้าหนดให้ 
  Lane 1 = 100 bp DNA ladder  
 Lane 2 = ดีเอ็นเอ cpcB  
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2. ผลการโคลนยีนไฟโคไซยานินซีสายเบต้า 

2.1.   การเชื่อมต่อยีนไฟโคไซยานินซีสายเบต้ากับ pGEM®-T easy vector  เพื่อน้าเข้าสู่ 
DH5 และเลือกโคโลนีที่มียีนไฟโคไซยานินซีสายเบต้าด้วยวิธี Blue-white colony screening 

เมื่อโคลนชิ นส่วนดีเอ็นเอ cpcB เชื่อมต่อกับ pGEM-T Easy vector โดยโครงสร้าง 
พลาสมิด (pGEM/cpcB) ดังแสดงในภาพที่ 4.2  น้าพลาสมิดเข้าสู่เซลล์ DH5 เพื่อทดสอบ 
Blue/white colony screening พบว่ามีทั งโคโลนีสีขาวและโคโลนีสีฟ้าเกิดขึ น  ซึ่งโคโลนีสีขาว      
ที่เกิดขึ นนี คาดว่าเป็นโคโลนีที่มีพลาสมิด pGEM/cpcB จึงน้าโคโลนีที่เลือกไว้มาตรวจสอบใน
ขั นตอนต่อไปด้วยเทคนิค colony PCR และ plasmid digestion  

 
ภาพที่ 4.2. โครงสร้างพลาสมิด pGEM/cpcB ที่ประกอบด้วย cpcB gene ภายใต้               

การควบคุมของ T7 และ SP6 RNA polymerase promoter เพื่อเพิ่มจ้านวน  
พลาสมิด  
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2.2.   การเชื่อมต่อยีนไฟโคไซยานินซีสายเบต้ากับ pETDuet™-1 vector  และน้าเข้าสู่ DH5 

เมื่อโคลนชิ นส่วนดีเอ็นเอ cpcB เชื่อมต่อกับ pETDuet™-1 vector โดยโครงสร้าง     
พลาสมิด (pETD/cpcB) ดังแสดงในภาพที่ 4.3  น้าพลาสมิดเข้าสู่เซลล์ DH5 เพาะเลี ยงบน
อาหารเลี ยงเชื อ LB/Amp เลือกโคโลนีที่เกิดขึ นซึ่งคาดว่าเป็นโคโลนีที่มีพลาสมิด pETD/cpcB จึง
น้ามาตรวจสอบในขั นตอนต่อไปด้วยเทคนิค colony PCR และ plasmid digestion  

 
ภาพที่ 4.3. โครงสร้างพลาสมิด pETD/cpcB ที่ประกอบด้วย cpcB gene ภายใต้การควบคุม

ของ T7 promoter 
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2.3.   การตรวจสอบพลาสมิดที่เชื่อมต่อยีนไฟโคไซยานินซีสายเบต้า cpcB ได้ 

2.3.1. การตรวจสอบโดยคัดเลือกโคโลนีด้วยเทคนิค PCR 

 เมื่อตรวจสอบโคโลนี DH5 ที่คาดว่ามีพลาสมิด pETD/cpcB ด้วยเทคนิค 
colony PCR โดยแยก PCR product บนวุ้น agarose พบว่าโคโลนีที่ผ่านการทดสอบซึ่งมี     
พลาสมิด pETD/cpcB จะมี major band ท่ีมีขนาด 554 คู่เบสของดีเอ็นเอ cpcB ปรากฏดังแสดง
ในภาพที่ 4.4 และทดสอบยืนยันต่อด้วยเทคนิค plasmid digestion 

 

ภาพที่ 4.4 ผล colony PCR ของ DH5/pETD/cpcB ซึ่งประกอบด้วย cpcB gene ปรากฏ 
band ที่มีขนาด 554 คู่เบส 

ก้าหนดให้ 
Lane ท่ี 1     = 100 bp DNA ladder  
Lane ท่ี 2-8 = PCR product จากการสุ่มเลือกโคโลนี DH5 colony ท่ี1-7 ซึ่ง

ประกอบด้วย  พลาสมิด pETD/cpcB  
Lane ท่ี 9    = PCR product จาก S. platensis genomic ที่ประกอบด้วย         

cpcB gene  
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2.3.2. การตรวจสอบพลาสมิดโดยใช้เอนไซม์ตัดจ้าเพาะ 

 โคโลนีที่ผ่านการตรวจสอบด้วยเทคนิค colony PCR แล้วพบว่ามีพลาสมิดที่

ต้องการเชื่อมอยู่กับดีเอ็นเอ cpcB น้าโคโลนีดังกล่าวมาสกัด Miniprep ด้วย NucleSpin 
Plasmid DNA isolation kit และตัดพลาสมิดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ BamHI และ SacI จากนั น
แยก product ที่ไดบ้นวุ้น agarose  

ส่วนผลการทดสอบยืนยัน cpcB gene ในพลาสมิด pETDuetTM-1 ด้วยเทคนิค 
plasmid digestion ดังแสดงในภาพที่ 4.5  พบว่าถ้าพลาสมิด pETDuetTM-1 เชื่อมต่อกับชิ นส่วน
ของดีเอ็นเอ cpcB เมื่อตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ SacI เพียงอย่างเดียวจะปรากฏ band ขนาด 
5,952 คู่เบส  โดยเปรียบเทียบกับพลาสมิด pETDuetTM-1 ที่ไม่ท้าการเชื่อมต่อกับชิ นส่วนดีเอ็นเอ 
cpcB เมื่อถูกตัดด้วยเอนไซม์ BamHI เพียงอย่างเดียวจะปรากฏ band ขนาด 5,420 คู่เบส   

นอกจากนี เมื่อตัดพลาสมิด pETDuetTM-1 ซึ่งเชื่อมต่อกับชิ นส่วนของดีเอ็นเอ 
cpcB ด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะทั งสองชนิด (BamHI และ SacI) จะปรากฏ band ท่ีมีขนาด 5,404 
และ 548 คู่เบส ซึ่งเป็นส่วนของพลาสมิด pETDuetTM-1 ที่เหลือและดีเอ็นเอ cpcB ตามล้าดับ  
โดยเปรียบเทียบกับการตัดพลาสมิด pETDuetTM-1 ที่ไม่ท้าการเชื่อมต่อกับชิ นส่วนดีเอ็นเอ cpcB 
เมื่อถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะทั งสองชนิดจะไม่ปรากฏ band ขนาด 548 คู่เบส ซึ่งมีขนาด
ใกล้เคียงกับดีเอ็นเอ cpcB ซึ่งมีขนาด 554 คู่เบสที่ได้จากปฏิกิริยา PCR โดยใช้ S. platensis  
genome เป็นดีเอน็เอแม่แบบ 
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ภาพที่ 4.5  ผลการตัดพลาสมิด pETDuetTM-1 และ pETD/cpcB ด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ 
BamHI และ SacI  

โดย  ต้าแหน่งลูกศรสีแดง = ดีเอ็นเอ cpcB ซึ่งมีขนาด 548 bp เมื่อถูกตัดด้วยถูกตัด
ด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ BamHI และ SacI  

ก้าหนดให ้
  Lane ท่ี 1 = Lambda DNA/HindIII marker 
 Lane ท่ี 2 = พลาสมิด pETDuetTM-1 ไม่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ  
 Lane ท่ี 3 = พลาสมิด pETDuetTM-1 ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ BamHI 
 Lane ท่ี 4 = พลาสมิด pETD/cpcB ไม่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ 
 Lane ท่ี 5 = พลาสมิด pETD/cpcB ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ BamHI 
 Lane ท่ี 6 = พลาสมิด pETDuetTM-1 ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ BamHI และ SacI 
 Lane ท่ี 7 = พลาสมิด pETD/cpcB ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ BamHI และ SacI 
 Lane ท่ี 8 = PCR product จาก S. platensis genome ที่ประกอบด้วย cpcB gene  
 Lane ท่ี 9 = 100 bp DNA ladder  
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3. ผลการติดตามการแสดงออก soluble form (kinetic of protein expression) ของโปรตีน
ลูกผสมไฟโคไซยานินซีสายเบต้าในเซลล์แบคทีเรีย  

 น้าพลาสมิด pETD/cpcB ที่ผ่านการตรวจสอบเข้าสู่เซลล์ BL21(DE3)plysS และกระตุ้น
เซลล์ให้แสดงออกโปรตีนด้วย 1 mM IPTG เมื่อน้า lysate cells มาวิเคราะห์ 12% SDS-PAGE ดัง
แสดงในภาพที่ 4.6 พบว่าเซลล์ BL21 ที่ประกอบด้วยพลาสมิด pETD/cpcB (BL21/pETD/cpcB) 
เมื่อถูกกระตุ้นด้วย IPTG จะมีการแสดงออกของโปรตีน apo-c-PC() มีขนาด 20.3 kDa 
สอดคล้องกับการค้านวณมวลโมเลกุลของโปรตีนดังกล่าวจาก DNA sequence ซึ่ง ส่วนเซลล์ 
BL21/pETD/cpcB ที่ไม่ถูกกระตุ้น IPTG จะไม่ปรากฏ band ขนาด 20.3 kDa เช่นเดียวกับเซลล์ 
BL21 ที่ไม่มีพลาสมิด pETD/cpcB (BL21/pETDuet™-1) เมื่อกระตุ้นและไม่ถูกกระตุ้น IPTG จะ
ไม่ปรากฏ band ขนาด 20.3 kDa   

 

ภาพที่ 4.6 ผลการแสดงออกโปรตีน apo c-PC() จากการกระตุ้นเซลล์  BL21(DE3)pLysS 
ซึ่งแสดงผลด้วย 12% SDS - PAGE  

โดย  ต้าแหน่งลูกศรสีแดง = โปรตีน apo c-PC() ซึ่งมีขนาดมวลโมเลกุล 20.3 kDa  
ก้าหนดให้ 
  Lane ท่ี 1 = protein molecular weight marker 
 Lane ท่ี 2 = BL21/pETDuet™-1 cell lysate เมื่อไม่ถูกกระตุ้นด้วย 1 mM IPTG 
 Lane ท่ี 3 = BL21/pETDuet™-1 cell lysate เมื่อถูกกระตุ้นด้วย 1 mM IPTG 
 Lane ท่ี 4 = BL21/pETD/cpcB cell lysate เมื่อไม่ถูกกระตุ้นด้วย 1 mM IPTG 
 Lane ท่ี 5 = BL21/pETD/cpcB cell lysate เมื่อถูกกระตุ้นด้วย 1 mM IPTG 
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ในการกระตุ้น BL21/pETD/cpcB เพื่อแสดงออกโปรตีน apo c-PC() ด้วย 1mM IPTG 
และ incubate ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 18 ชั่วโมง  เป็นผลท้าให้เกิดการเกาะกลุ่ม
ของโปรตีนเนื่องจากผลิตโปรตีนออกมาเร็วเกินไปอาจท้าให้เกิดการ folding ผิดพลาด  ดังนั นวิธี
แก้ปัญหาเบื องต้นท้า kinetic of protein expression โดยเลือกใช้ IPTG ที่ความเข้มข้น 0.5 mM 
พร้อมกับลดอุณหภูมิเป็น 20 องศาเซลเซียส  และท้าการเก็บเซลล์ทุกๆ 2 ชั่วโมง  เป็นเวลา 18 
ชั่วโมง   

เมื่อวิเคราะห์ผลด้วย 12% SDS-PAGE ดังแสดงในภาพที่ 4.7 พบว่าในชั่วโมงที่ 2 
หลังจากเซลล์ BL21/pETD/cpcB ถูกกระตุ้นด้วย IPTG เซลล์เริ่มแสดงออกโปรตีน apo c-PC() 
จะเห็นได้จากการเริ่มปรากฏ band ขนาด 20.3 kDa (ลูกศรสีแดง) ทั งใน total protein (T) และ 
soluble protein (S) และเซลล์จะแสดงออกโปรตีนมากขึ นตามระยะเวลาการเพาะเลี ยงเซลล์ท่ี
นานขึ น  เมื่อเพาะเลี ยงเซลล์เป็นเวลามากกว่า 12 ชั่วโมงขึ นไปพบว่า apo c-PC() ในรูป soluble  
มีปริมาณน้อยเมื่อเทียบจากความเข้มของ 20.3 kDa band ของ soluble protein (S) น้อยกว่า 
total protein (T)   

ดังนั นจึงสรุปได้ว่าระยะเวลาที่เหมาะสมต่อการกระตุ้นเซลล์ BL21/pETD/cpcB เพื่อ
แสดงออกโปรตีน apo c-PC() ในรูป soluble protein คือ 12 ชั่วโมงในการเพาะเลี ยงเซลล์ที่
อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส  หลังจากกระตุ้นด้วย IPTG ระดับความเข้มข้น 0.5 mM  
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ภาพที่ 4.7 ผลการแสดงออกแบบแผนโปรตีน apo-c-PC() ในรุป soluble protein จากการ

กระตุ้นเซลล์  BL21(DE3)pLysS ด้วย 0.5 mM IPTG แบ่งเก็บเซลล์ทุกๆ 2 ชั่วโมง
เป็นเวลาทั งสิ น 18 ชั่วโมงดังแสดงในภาพ A-D แสดงผลด้วย 12%SDS- PAGE  

โดย  ต้าแหน่งลูกศรสีแดง = โปรตีน apo-c-PC() ซึ่งมีขนาดมวลโมเลกุล 20.3 kDa  
 M = Protein molecular weight marker 
 T = total protein 
 S  = soluble protein   
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4. การสกัดโปรตีนลูกผสมไฟโคไซยานินซีสายเบต้าและไฟโคไซยานินซีจากสาหร่าย  
สไปรูลินา 

4.1. การสกัดโปรตีนลูกผสมไฟโคไซยานินซีสายเบต้า 

Purification step 
Total soluble protein 

(mg) 
Yield (%) 

Purity (%)      
(SDS-gel) 

Crude extract 302.6 100 4 
IMAC 44.66 14.76 80.5 

ตารางที่ 4.1. แสดงผลการสกัด apo-c-PC() จากเซลล์ BL21/pETD/cpcB หนัก 4 กรัมของ
น ้าหนักเปียกของเซลล์ ด้วยวิธี IMAC 

ก้าหนดให้ 
  yield (%)  = จากการค้านวณอัตราส่วนของ total soluble protein ของแต่ละขั น

ของการสกัดหารด้วย total soluble protein ของ crude extract  
 Purity (%)  = จากการค้านวณอัตราส่วนของความเข้มของ major band ใน SDS 

gel หารด้วยความเข้มของ band ทั งหมดในแต่ละ lane  
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4.2.  การสกัดโปรตีนไฟโคไซยานินซีจากสาหร่ายสไปรูลินา 

Purification step 
Total protein 

(mg) 
Yield 
(%) 

Purity (%) 

Abs (620/280) SDS-gel 

Crude extract 299.6 100 0.86 - 
30% (NH4)2SO4 supernatant 181.6 60.6 0.88 - 
50% (NH4)2SO4 precipitation 138.1 46.1 1.81 - 
Ion exchange chromatography            

(DEAE Sepharose fast flow) 
61.3 20.5 4.00 - 

ตารางที่ 4.2. แสดงผลการสกัด native c-PC ด้วยวิธี Ion exchange chromatography 
(DEAE Sepharose fast flow) 

ก้าหนดให้ 
  yield (%)  = จากการค้านวณอัตราส่วนของ total protein ของแต่ละขั นของการ

สกัดหารด้วย total protein ของ crude extract  
 Purity (%)  = จากการค้านวณอัตราส่วนของความเข้มของ major band ใน SDS 

gel หารด้วยความเข้มของ band ทั งหมดในแต่ละ lane  
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4.3.   ตรวจสอบคุณลักษณะโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE 

 

 
ภาพที่ 4.8 แสดงผลการสกัด apo c-PC() ด้วยวิธี IMAC ที่ความเข้มข้น imidazole         

ในระดับความเข้มข้นต่าง ๆ ซึ่งแสดงผลด้วย 12% SDS - PAGE  
โดย  ต้าแหน่งลูกศรสีแดง = โปรตีน apo c-PC() ซึ่งมีขนาดมวลโมเลกุล 20.3 kDa  

ก้าหนดให้ 
 Lane ท่ี 1 = protein molecular weight marker 
 Lane ท่ี 2 = total protein ของ BL21/pETD/cpcB 
 Lane ท่ี 3 = soluble protein ของ BL21/ pETD/cpcB 
 Lane ท่ี 4 = flow-through fractions  
 Lane ท่ี 5 = 100 mM imidazole wash fractions  
 Lane ท่ี 6 = 200 mM imidazole wash fractions  
 Lane ท่ี 7 = 300 mM imidazole wash fractions  
 Lane ท่ี 8 = 400 mM imidazole elution fractions ซึ่งมี purified apo-c-PC() 

จากภาพที่ 4.8 แสดงผลการสกัด apo-c-PC() พบว่าที่ระดับความเข้มข้น 100 mM 
imidazole buffer ไม่สามารถ elute โปรตีน apo-c-PC() ได้ และเมื่อเพิ่มความเข้มข้น imidazole 
ที่ระดับความเข้มข้น 200 และ 300 mM สามารถ elute โปรตีน apo-c-PC() ได้ในปริมาณที่น้อย
และมีโปรตีนชนิดอ่ืนเจือปน และความเข้มข้นที่เหมาะสมส้าหรับการ elute โปรตีน apo-c-PC() 
คือ 400 mM imidazole buffer ซึ่งได้โปรตีน apo-c-PC() ที่บริสุทธิ์สูง 
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ภาพที่ 4.9 แสดงผลการสกัด apo-c-PC() ด้วยวิธี IMAC และ native c-PC ด้วยวิธี 

ammonium sulfate precipitation และ ion-exchange chromatography ซึ่ง
แสดงด้วย 12% SDS-PAGE ภาพที่ (A) และ (B) ตามล้าดับ  

ก้าหนดให้ในภาพ (A)   
  Lane ท่ี 1 = protein molecular weight marker 
 Lane ท่ี 2 = total protein ของ BL21/pETD/cpcB 
 Lane ท่ี 3 = soluble protein ของ BL21/ pETD/cpcB 
 Lane ท่ี 4 = flow-through fractions  
 Lane ท่ี 5 = 20 mM imidazole wash fractions  
 Lane ท่ี 6 = 40 mM imidazole wash fractions  
 Lane ท่ี 7 = 100 mM imidazole wash fractions  
 Lane ท่ี 8 = 400 mM imidazole elution fractions ซึ่งมี purified apo-c-PC() 
ก้าหนดให้ในภาพ (B) 
 Lane ท่ี 1 = protein molecular weight marker 

Lane ท่ี 2 = native c-PC ที่สกัดได้จาก S. platensis  
 

 
 

116.0 

MW, kDa 

66.2 
45.0 
35.0 

25.0 

18.4 
14.4 

20.3 

kDa 

1      2      3      4      5      6      7       
8 

(A) 

 = 23.5 kDa 

= 20.5 kDa 

MW, kDa      1              
2 

50.0 

35.0 

25.0 

20.0
- 

85.0 
120.0 

(B) 



63 
 

5. การทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของโปรตีนตัวอย่างด้วยวิธี ABTS scavenging 
assay 

 ผลการทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของโปรตีนทั งสองชนิดด้วยวิธี ABTS radical 
scavenging assay โดยมี trolox เป็น positive control ดังแสดงในภาพที่ 4.10 พบว่าสารที่มีฤทธิ์
เป็นสารต้านอนุมูลอิสระจะสามารถฟอกสีของ ABTS radical ได้ดีกว่า  โดยพบว่า apo-c-PC() 
และ native c-PC มีค่า Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) เท่ากับ 0.66 และ 
31.62 ตามล้าดับ จึงสรุปได้ว่า apo-c-PC() มีฤทธิ์เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ  แต่ยังมีฤทธิ์น้อยกว่า 
native c-PC ที่สกัดได้จากสาหร่ายสไปรูลินาเนื่องจากเป็นไฟโคบิลิโปรตีนที่ประกอบด้วย 
chromophores และ มีทั งสายแอลฟาและสายเบต้า 
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ภาพที่ 4.10 กราฟแสดงผลการทดสอบวัดประสิทธิภาพในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของ  
c-PC และ trolox  ด้วยวิธี ABTS radical scavenging assay  

ก้าหนดให้ 

   = native ที่ระดับความเข้มข้น 0.3125, 0.625, 1.25, 2.5 และ 5 M 
   = apo-c-PC()  ที่ระดับความเข้มข้น 0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 5 และ 10 M 
    = trolox ที่ระดับความเข้มข้น 0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 5 และ 10 M 
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6. ผลการทดสอบบทบาทการปกป้องเม็ดเลือดแดงท่ีมีฮีโมโกลบินอีจากการถูกท าลาย
ด้วย 2,2'-azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH) radical 

 เมื่อทดสอบเม็ดเลือดแดงกับ 100 mM AAPH เป็นเวลา 4 ชั่วโมง โดยไม่ได้รับสารใดๆ ใน
การปกป้องเซลล์  (positive control) จากนั นวัด % hemolysis โดยเปรียบเทียบกับเม็ดเลือดแดงที่
ที่แตกในน ้ากลั่นซึ่งจัดเป็น 100% hemolysis  โดยผลการทดสอบพบว่าเซลล์เม็ดเลือดแดงของคน

ปกติและผู้ป่วย Homozygous E thalassemia มี % hemolysis เท่ากับ 66.19 ± 2.28% และ 

68.10 ± 0.41% ตามล้าดับ  และเมื่อทดสอบเซลล์เม็ดเลือดแดงทั งสองชนิดในภาวะ oxidative 

stress ดังกล่าวโดยได้รับสารทดสอบ apo-c-PC(), native c-PC หรือ Trolox ที่ระดับความ
เข้มข้น 0.01, 0.1 และ 1 M โดยพบว่าที่ระดับความเข้มข้นของสารทดสอบที่เพิ่มมากขึ น           
จะมีฤทธิ์การยับยั งการแตกของเซลล์เม็ดเลือดแดงคนปกติและผู้ป่วย Homozygous E 
thalassemia มากขึ นอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ  (p < 0.05 และ p < 0.001) เมื่อเปรียบเทียบกับ 
100% hemolysis ดังแสดงในตารางที่ 3 และ 4 ในภาคผนวก ก และกราฟแผนภูมิแท่งดังแสดงใน
ภาพที่ 4.11 
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ภาพท่ี 4.11 แสดงผลการทดสอบประสิทธิภาพของ apo-c-PC(), native c-PC และ Trolox 
ในการยับยั งการแตกของเม็ดเลือดแดงของคนปกติ (A) และใน Homozygous E 
thalassemia  (B) ในภาวะ oxidative stress จากการกระตุ้นด้วย AAPH 

รายงานผล means  SEM และทดสอบซ ้า 3 ครั ง (n=3) วิเคราะห์ผลด้วย
ค่าสถิติ pair t-tests เปรียบเทียบการทดสอบ test กับ control โดยบ่งชี ค่า
นัยส้าคัญทางสถิติที่ 0.05 (p < 0.05)และ 0.01 (p < 0.01) ด้วย * และ ** 
ตามล้าดับ     
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 เมื่อเปรียบเทียบผลการยับยั งการแตกของเม็ดเลือดแดงกับ positive control ที่ระดับ
ความเข้มข้นต่างกันของสารชนิดเดียวกันดังตารางที่ 5 และ 6 ในภาคผนวก ก และกราฟแผนภูมิ
แท่งดังแสดงในภาพที่ 4.12 โดย apo-c-PC() ที่ระดับความเข้มข้น 0.01, 0.1 และ 1 M        
เมื่อทดสอบในเซลล์เม็ดเลือดแดงปกติพบว่าจะมี % inhibition of hemolysis เพิ่มขึ นอย่างมี

นัยส้าคัญเท่ากับ  34.83 ± 0.60%, 54.84 ± 0.63% และ 76.63 ± 0.99%  ตามล้าดับ  แต่ใน  

เซลล์เม็ดเลือดแดง EE เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของ apo-c-PC() พบว่า % inhibition of hemolysis 

แตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส้าคัญเท่ากับ 52.92 ± 8.89%, 60.67 ± 5.93% และ 75.32 ± 2.76%  

ตามล้าดับ   

 ประสิทธิภาพของ native c-PC ที่ระดับความเข้มข้น 0.01, 0.1 และ 1 M เมื่อทดสอบใน
เซลล์เม็ดเลือดแดงปกติพบว่าจะมี % inhibition of hemolysis เพิ่มขึ นอย่างมีนัยส้าคัญเท่ากับ 

75.05 ± 1.77%, 82.95 ± 1.47% และ 95.13 ± 0.17%  ตามล้าดับ  แต่ในเซลล์เม็ดเลือดแดง EE 

เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของ native c-PC พบว่า % inhibition of hemolysis แตกต่างกันอย่างไม่มี
นัยส้าคัญระหว่างความเข้มข้นใกล้เคียงกันเป็น 10 เท่าของความเข้มข้นเดิม  แต่แตกต่างกันอย่าง

มีนัยส้าคัญเมื่อเพิ่มความเข้มข้นเป็น 100 เท่าของความเข้มข้นเดิมเท่ากับ 79.57 ± 5.20%,   

89.98 ± 1.30% และ 98.18 ± 0.23%  ที่ระดับความเข้มข้น 0.01, 0.1 และ 1 M ตามล้าดับ   

 ในการทดสอบฤทธิ์ของ Trolox ที่ระดับความเข้มข้น 0.01, 0.1 และ 1 M เมื่อทดสอบใน
เซลล์เม็ดเลือดแดงปกติพบว่าจะมี % inhibition of hemolysis เพิ่มขึ นอย่างมีนัยส้าคัญเท่ากับ    

41.21 ± 2.91%, 73.14 ± 1.36% และ 82.82 ± 1.70%  ตามล้าดับ  แต่ในเซลล์เม็ดเลือดแดง EE 

เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของ native c-PC พบว่า % inhibition of hemolysis แตกต่างกันอย่าง        
ไม่มีนัยส้าคัญระหว่างความเข้มข้นใกล้เคียงกันเป็น 10 เท่าของความเข้มข้นเดิม  แต่แตกต่างกัน

อย่างมีนัยส้าคัญเมื่อเพิ่มความเข้มข้นเป็น 100 เท่าของความเข้มข้นเดิมเท่ากับ 74.79 ± 3.23%,  

83.14 ± 2.47% และ 85.65 ± 1.37% ที่ระดับความเข้มข้น 0.01, 0.1 และ 1 M ตามล้าดับ   
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ภาพที่ 4.12 แสดงผลการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยับยั งการแตกของเม็ดเลือดแดงของ
สารชนิดเดียวกันที่ระดับความเข้มข้นต่างกันกับ positive control ในการยับยั ง
การแตกของเม็ดเลือดแดงปกติ (A) และใน Homozygous E thalassemia      
(B) จากการกระตุ้นด้วย AAPH และใช้โปรแกรม SPSS วิเคราะห์ความแปรปรวน
แบบจ้าแนกทางเดียว (one way ANOVA) ของข้อมูลด้วยค่าสถิติ Tukey 's 
honest significance test ก้าหนดให้ ตัวอักษร A, B, C ที่แตกต่างกัน หมายถึง มี
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05     

A
. 

B
. 
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7. ผลการศึกษาฤทธิ์ของสารต้านอนุมูลอิสระในการปกป้องรูปร่างเซลล์เม็ดเลือดแดง
จากการถูกท าลายด้วยอนุมูลอิสระโดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 
(Scanning electron microscope; SEM)  

เมื่อทดสอบฤทธิ์ของ apo-c-PC() และ native c-PC ในการปกป้องรูปร่างของเซลล์เม็ด
เลือดแดง EE จากการท้าลายด้วย H2O2 และวิเคราะห์รูปร่างเซลล์เม็ดเลือดแดง EE ด้วยกล้อง 
SEM พบว่าเซลล์เม็ดเลือดแดงส่วนใหญ่เป็น target cells แม้ว่าไม่ได้กระตุ้นด้วย H2O2 พบทั่วไป
ในกลุ่ม hemoglobin E syndrome และนอกจากนี พบเซลล์เม็ดเลือดแดงรูปร่าง echinocytes 
เท่ากับ 7% ของจ้านวนเซลล์เม็ดเลือดแดง EE ทั งหมด ดังแสดงในภาพที่ 4.13A  เซลล์เม็ดเลือด
แดง EE เมื่อถูกกระตุ้นด้วย H2O2 โดยไม่ได้รับสารใดๆปกป้องเซลล์  พบว่าเซลล์เม็ดเลือดแดง 
80% ของจ้านวนเซลล์เม็ดเลือดแดงทั งหมดมีรูปร่างบูดเบี ยวและเป็น crenate cells ดังแสดงใน
ภาพที่ 4.13B  ในกรณีเซลล์เม็ดเลือดแดงเมื่อได้รับสาร apo-c-PC(), native c-PC หรือ Trolox 
พบว่าจ้านวนเซลล์เม็ดเลือดแดงที่มีรูปร่างผิดปกติมีปริมาณลดลงเท่ากับ 33%, 22% และ 37% 
ตามล้าดับ  ดังแสดงในภาพที่ 4.13C - 4.13E 
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ภาพที่ 4.13 แสดงผลรูปร่างเม็ดเลือดแดง EE หลังจากถูกท้าลายโดย H2O2 เมื่อส่องด้วยกล้อง

จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscope; SEM)    
ก้าหนดให้         

ภาพที่ 4.13A = RBC + PBS;  
ภาพที่ 4.13B = RBC + 300 mM H2O2  
ภาพที่ 4.13C = RBC + 300 mM H2O2 + 10 µM Trolox  
ภาพที่ 4.13D = RBC + 300 mM H2O2 + 10 µM native c-PC  
ภาพที่ 4.13E = RBC + 300 mM H2O2 + 10 µM recombinant apo-c-PC() 

 
 
 
 
 
 
 

A B 

C D E 
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บทที่  5 
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอ้เสนอแนะ 

สรุปและอภิปรายผลการวิจัย 

โรคธาลัสซีเมีย (thalassemia) เป็นโรคทางพันธุกรรมที่เกิดจากความผิดปกติในการสร้าง 
ฮีโมโกลบิน กล่าวคือ ผู้ป่วยมีประสิทธิภาพในการสังเคราะห์สายโกลบินลดลงหรือไม่สามารถ
สังเคราะห์สายโกลบินได้  ซึ่งความผิดปกตินี้เกิดได้ทั้งในโกลบินสาย  หรือ  ท าให้เกิดความ     
ไม่สมดุลระหว่างปริมาณโกลบินทั้งสองสาย  เกิดการตกตะกอนของสายโกลบินที่เหลือท าให้         
เม็ดเลือดแดงแตกหรือถูกท าลายในไขกระดูกหรือม้ามในขณะเป็นเม็ดเลือดแดงตัวอ่อน [40]  ใน
ที่สุดผู้ป่วยธาลัสซี เมียจะมีภาวะโลหิตจาง (anemia) ในกลุ่มที่มีอาการรุนแรงอาจมี
ภาวะแทรกซ้อนเช่น bone expansion และ extramedullary hematopoiesis ในตับ หรือ ม้าม 
เป็นต้น  ในแง่ของการรักษานั้นขึ้นอยู่กับอาการและภาวะโรคแทรกซ้อน  การรักษาที่ได้ผลดีนั่นคือ
การปลูกถ่ายสเต็มเซลล์ (hematopoietic stem-cell transpantation) และในปัจจุบันได้มี
ทางเลือกใหม่ของการรักษาที่ช่วยท าให้ผู้ป่วยที่มีอาการซีดดีขึ้นด้วย fetal hemoglobin modifiers 
และ antioxidants โดยมีการศึกษาและค้นคว้าสารต่างๆ  โดยเฉพาะอย่างยิ่งสารที่สกัดได้จาก
ธรรมชาติหรือสมุนไพรชนิดต่างๆ  ที่มีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ  เพื่อน ามาใช้เสริมฤทธิ์ในการรักษา
และบรรเทาอาการรุนแรงของโรคได้  เนื่องจาก ROS มีบทบาทส าคัญในการก่อให้เกิดพยาธิสภาพ
ในผู้ป่วยธาลัสซีเมีย [33]  c-PC เป็นไฟโคบิลิโปรตีนที่ส าคัญที่มีคุณลักษณะเด่นทางด้านการ
ต่อต้านอนุมูลอิสระจึงเป็นโปรตีนอีกชนิดหนึ่งที่มีผู้ ศึกษาและค้นคว้าวิจัยเป็นจ านวนมาก  
เนื่องจากมีฤทธิ์ทางชีวภาพที่หลากหลาย [22] 

ในการผลิตไฟโคไซยานินซีจาก cyanobacteria โดยทั่วไปจะต้องเพาะเลี้ยง 
cyanobacteria ให้ได้ในปริมาณมากซึ่งต้องใช้เวลานานและมีราคาต้นทุนการเพาะเลี้ยงที่ค่อนข้าง
สูง  อาจเนื่องมาจากสิ่งมีชีวิตกลุ่มนี้ต้องใช้พื้นที่ในการเพาะเลี้ยง เช่น บ่อเพาะเลี้ยงและโรงเรือนที่
ต้องควบคุมสิ่งแวดล้อมให้เมาะสมส าหรับการเจริญเติบโต เช่น อุณหภูมิ แสงแดด และปริมาณ
ออกซิเจน  เป็นต้น นอกจากนี้สิ่งมีชีวิตกลุ่มนี้ยังต้องการสารอาหารเสริมชนิดต่าง ๆ ในปริมาณ
มากด้วย  ดังนั้นจึงพัฒนาการสังเคราะห์ไฟโคบิลิโปรตีนในแบคทีเรียแทนการเพาะเลี้ยง 
cyanobacteria  เพื่อลดปัญหาดังกล่าวและลดต้นทุนในการผลิตให้ต่ าลงด้วย  แต่อย่างไรก็ตาม
ยังคงมีอุปสรรคในการผลิตอยู่บ้าง  เนื่องจากไฟโคบิลิโปรตีนนั้นมีส่วนของ bilins หรือ 
chromophores เป็นองค์ประกอบ [82]   
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ในกระบวนการผลิต bilins ของ cyanobacteria สังเคราะห์ได้จากสารต้ังต้นที่เรียกว่า 
heme แต่ในเซลล์แบคทีเรียนั้นมีปริมาณ heme ไม่มากพอส าหรับการผลิต  ทั้งยังขาดเอนไซม์ที่
ส าคัญส าหรับย่อยสลาย heme ให้ได้ bilins เป็นผลผลิตสุดท้ายของปฏิกิริยาเคมี [30]            
จากข้อจ ากัดเหล่านี้คณะผู้วิจัยได้ท าการผลิต apo-c-PC() ซึ่งไม่มี bilins ในโครงสร้างของ     
สายโปรตีน  ดังนั้นจึงไม่ต้องการ heme ในขั้นตอนการสังเคราะห์  เพราะฉะนั้น recombinant 
proteins ที่สังเคราะห์ได้จะไม่มีสีน้ าเงินและไม่มีคุณสมบัติการเรืองแสงที่ 620 นาโนเมตร ดังเช่น          
native c-PC เนื่องจากคุณสมบัติเหล่านี้เป็นคุณลักษณะจ าเพาะของ bilins เนื่องด้วยวัตถุประสงค์
ส าหรับการสังเคราะห์ apo-c-PC()  นั่นคือเพื่อเป็นทางเลือกใหม่ของการรักษาโรคในกลุ่มที่มี
ภาวะ oxidative stress มาเกี่ยวข้องกับการเกิดพยาธิสภาพของโรค  โดยน าโปรตีนที่สังเคราะห์
ได้มาพัฒนาเพื่อสามารถน ามาใช้เสริมฤทธิ์การรักษาแผนปัจจุบัน  จึงจ าเป็นที่จะต้องศึกษาฤทธิ์
ทางชีววิทยา (biological activites) ของโปรตีนดังกล่าวต่อไป 

จากผลการศึกษาการโคลนยีน cpcB ในพลาสมิด pETDuetTM-1 โดยโครงสร้างพลาสมิด
ประกอบด้วย hexahistidine tag จากผลการกระตุ้น E. coli  ที่มีพลาสมิด pETD/cpcB พบว่า
สามารถแสดงออกโปรตีน apo-c-PC() ได้ส าเร็จ  แต่ในการผลิต apo-c-PC() ใน E. coli  ยังคง
มีอุปสรรคอยู่บ้าง  เนื่องจากซึ่ง apo-c-PC() เป็นโปรตีนแปลกปลอม (heterogenous proteins)  
ในเซลล์แบคทีเรีย  เมื่อกระตุ้นให้แบคทีเรียผลิตโปรตีนในปริมาณมาก  พบว่ายิ่งท าให้ได้โปรตีน 
apo-c-PC() ในรูป soluble fractions ปริมาณน้อย  ผู้วิจัยจึงปรับลดความเข้มข้นของ IPTG ลง 
พร้อมกับปรับลดอุณหภูมิการเพาะเลี้ยงเซลล์แบคทีเรียหลังการกระตุ้น โดยพบว่าปริมาณของ 
soluble protein ของ apo-c-PC()  ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ได้รายงานว่าในการผลิต
โปรตีนในกลุ่มไฟโคบิลิโปรตีนใน E. coli มักเกิดการจับกลุ่มของโปรตีนกลายเป็น inclusion 
bodies ภายในเซลล์แบคทีเรีย และแก้ปัญหาดังกล่าวโดยลดอุณหภูมิเพาะเลี้ยงเซลล์หลังจาก
กระตุ้นด้วย IPTG หรือปรับลดความเข้มข้น IPTG หรือลดระยะการเพาะเลี้ยงเซลล์ [72, 75, 83, 
84]  Gnoth และคณะกล่าวว่าส่วนใหญ่การเกิด inclusion bodies ในเซลล์แบคทีเรียมาจาก
อุณหภูมิและสภาวะแวดล้อมในการเจริญของแบคทีเรียไม่เหมาะสมส าหรับการพับตัวของโปรตีน 
[85]  Berwal และคณะรายงานว่าอุณหภูมิที่ใช้ส าหรับการผลิตโปรตีนแปลกปลอมใน E. coli มี
ความส าคัญต่อ soluble fractions ของโปรตีน  หากเพาะเลี้ยงแบคทีเรียในอุณหภูมิ 35-37 องศา-
เซลเซียสจะท าให้เกิด inclusion bodies ได้ง่าย  และเมื่อลดอุณหภูมิหลังจากกระตุ้นเซลล์
แบคทีเรียลงพบว่ามีปริมาณ soluble fractions เพิ่มขึ้น [86]  นอกจากนี้มีรายงานว่าการลด   
ความเข้มข้นของตัวกระตุ้นสามารถท าให้ได้ผลผลิต soluble fractions เพิ่มขึ้นเช่นกัน [87, 88] 
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และสอดคล้องกับงานวิจัยหลายๆ แห่งที่เลือกใช้การลดอุณหภูมิและความเข้มข้นของ IPTG ใน  
การแก้ปัญหาการจับกลุ่มของโปรตีนลูกผสม (recombinant proteins) และช่วยเพิ่มผลผลิต
โปรตีนมากขึ้นด้วย [89-92] 

ผลการสกัดโปรตีน apo-c-PC() ซึ่งสามารถสกัดได้จากวิธี IMAC เพียงแค่ขั้นตอนเดียว  
พบว่าผลผลิตโปรตีน apo-c-PC() ที่ได้มีความบริสุทธิ์มาก  แต่การสกัด native c-PC จาก          
S. platensis  จะต้องสกัดด้วยสองขั้นตอน  โดยขั้นตอนแรกสกัดด้วยวิธี ammonium sulphate 
precipitation และขั้นตอนที่สองสกัดให้บริสุทธิ์ด้วยวิธี ion-exchange chromatography  พบว่า
ผลผลิตโปรตีน native c-PC ที่ได้จากการสกัดนั้นมีความบริสุทธิ์  แต่ขั้นตอนการสกัดค่อนข้าง
ยุ่งยากและต้องใช้ความละเอียดพิถีพิถันในการสกัดทุกขั้นตอน  เพื่อให้ได้โปรตีนที่มีความบริสุทธิ์
มากและใกล้เคียงกันทุกครั้งที่สกัด  ส่วนการสกัดโปรตีน apo-c-PC() ซึ่งมี hexahistidine tag 
โดยนิยมมาใช้ส าหรับเป็น  affinity tag เนื่องจากเป็นสายเพปไทด์มีขนาดเล็กจึงไม่รบกวนการพับ
ตัวและประสิทธิภาพของโปรตีน  และที่ส าคัญ hexahistidine tag ซึ่งเชื่อมติดอยู่กับต าแหน่ง       
N-terminus ของสายเพปไทด์ apo-c-PC() นั้นมีความจ าเพาะสูงกับ Nickel resin [93]  จึงท าให้
สกัด apo-c-PC() ด้วยวิธี IMAC เพียงขั้นตอนเดียวได้ผลผลิตโปรตีนที่มีความบริสุทธิ์สูง  
เนื่องจากสูญเสียโปรตีนระหว่างการสกัดน้อย  นอกจากนี้ขั้นตอนการสกัดไม่ยุ่งยาก สะดวก 
รวดเร็ว จึงลดความเสี่ยงต่อการเกิดโปรตีนเสียสภาพ  ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Liu และ
คณะพบว่า hexahistidine tag ช่วยให้การสกัด recombinant proteins ง่ายและสะดวก  และไม่
รบกวนคุณสมบัติการเรืองแสงของโปรตีน [74]  งานวิจัยก่อนหน้านี้ได้ท าการผลิต holo-c-PC() 
โดยใช้ hexahistidine tag ร่วมกับ moltose- binding protein tag (MBP)  ซึ่ง MBP เป็นเพปไทด์
ที่มีขนาด 1,200 bp หรือ 400 amino acids หรือมีมวลโมเลกุลประมาณ 42.5 kDa จัดเป็น       
เพปไทด์ที่มีขนาดใหญ่ขั้นตอนสกัดจึงยุ่งยากหลายขั้นตอน [74]  นอกจากนี้มีรายงานการผลิต 
apo-c-PC() โดยเชื่อมต่อกับ GST fusion protein ซึ่งเป็นเพปไทด์ที่มีขนาด 660 bp หรือ
ประมาณ 220 amino acids หรือมีมวลโมเลกุลประมาณ 26 kDa พบว่าต้องสกัด recombinant 
proteins ด้วยสองขั้นตอน คือ  glutathione agarose column และ Sephadex 200 gel filtation 
column ตามล าดับ  ขั้นตอนการสกัดจึงซับซ้อนยุ่งยากจึงท าให้ใช้เวลานานในการสกัดให้ได้โปรตีน
ที่ต้องการในปริมาณมากและมีความบริสุทธิ์สูง [60]  

จากผลการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของ apo-c-PC() และ native c-PC เปรียบเทียบ
กับสารมาตรฐาน Trolox ด้วยวิธี ABTS radical scavenging assay โดยพบว่า apo-c-PC() 
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สามารถฟอกสี ABTS solution ได้  ท าให้ค่าการดูดกลืนแสงลดลง  กล่าวคือ apo-c-PC() มี
คุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ  โดยจากผลการทดสอบนี้แสดงให้เห็นว่าไม่เพียงแต่  bilins 
เท่านั้นที่มีความสามารถในการก าจัดสารอนุมูลอิสระได้  apo-c-PC() ก็มีความสามารถในการ
ก าจัดสารอนุมูลอิสระได้เช่นกัน  แต่มีประสิทธิภาพนั้นน้อยกว่า native c-PC  ซึ่งสอดคล้องกับ
ผลงานวิจัยก่อนหน้านี้ท่ีรายงานว่า bilins เป็นส่วนประกอบหลักในการก าจัดสารอนุมูลอิสระ [94] 
และมีรายงานว่าส่วนของ apo-bliliproteins ก็มีความสามารถเป็นสารต้านอนุมูลอิสระได้เช่นกัน 
[29, 95]  นอกจากนี้ Atmaca รายงานว่ากรดอะมิโนที่มีซัลเฟอร์เป็นองค์ประกอบสามารถก าจัด
อนุมูลอิสระได้ [96] โดยผลงานวิจัยก่อนหน้านี้น าเสนอว่ากรดอะมิโนซิสเทอีน (cysteine) และ
กรดอะมิโนเมทไธโอนีน (methionine) โดยเฉพาะอย่างยิ่งเมื่ออยู่ที่ต าแหน่งผิวของโปรตีน (protein 
surface) มีบทบาทส าคัญในการป้องกัน oxidative damage [97, 98] ดังนั้นจึงกล่าวได้ว่าฤทธิ์
การต้านอนุมูลอิสระของ apo-c-PC() อาจมาจากกรดอะมิโนทั้งสอง นั่นคือ กรดอะมิโนซิสเทอีน 
และ กรดอะมิโนเมทไธโอนีน โดยในล าดับเบสมีจ านวน 6 และ 4 ตัว ตามล าดับ 

ส่วนผลการศึกษาประสิทธิภาพการปกป้องเม็ดเลือดแดงของ  apo-c-PC() และ      
native c-PC ในสภาวะ oxidative stress จาก peroxyl radicals ที่ได้จาก AAPH ซึ่งอัตราการเกิด 
radicals จะคงที่หรือไม่นั้นขึ้นกับอุณหภูมิและความเข้มข้นของ AAPH ในระหว่างการท าปฏิกิริยา 
[99] โดยกลไกการท าให้เม็ดเลือดแดงแตกด้วย AAPH นั้นเกิดจาก 2 กลไกด้วยกันคือ lipid 
peroxidation และ band 3 protein oxidation [100]   ผลการศึกษากระตุ้นเม็ดเลือดแดงปกติและ
เม็ดเลือดแดง EE เมื่ออยู่ในสภาวะที่มี apo-c-PC(), native c-PC หรือ Trolox นั้น   สรุปได้ว่า 
apo-c-PC() สามารถช่วยเม็ดเลือดแดงต่อต้าน oxidative damage ได้  แต่ฤทธิ์ในการต่อต้าน
ยังคงน้อยกว่า native c-PC  จากผลการทดสอบพบว่าสารต้านอนุมูลอิสระทั้งสามชนิดสามารถ
ปกป้องเซลล์เม็ดเลือดแดง EE ได้มากกว่าเซลล์เม็ดเลือดแดงปกติ  เนื่องจากเม็ดเลือดแดงที่มี  
ฮีโมโกลบินอีสามารถชดเชยระดับของเอนไซม์ที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้  ถึงแม้ว่าฮีโมโกลบินอีจะ
เกิด oxidative damage ได้ง่ายและเซลล์เม็ดเลือดแดงมีอายุสั้นกว่าปกติ  ซึ่งสอดคล้องกับผล
การศึกษาของ Chakraborty และคณะได้ท าการศึกษาในเซลล์เม็ดเลือดแดงของผู้ป่วย                
E-thalassemia กล่าวว่าเซลล์เม็ดเลือดแดงของผู้ป่วยมีปริมาณเอนไซม์ที่ออกฤทธิ์เป็นสารต้าน
อนุมูลอิสระในปริมาณที่สูงกว่าในเซลล์เม็ดเลือดแดงของคนปกติ [101]  

จากผลการศึกษา apo-c-PC() และ native c-PC สามารถช่วยรักษารูปร่างเม็ดเลือดแดง 
EE จากการถูกท าลายด้วย H2O2 พบว่าจ านวนเซลล์เม็ดเลือดแดง EE ที่มีรูปร่างผิดปกติลดลง
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ชัดเจนเมื่ออยู่ในสภาวะที่มีโปรตีน apo-c-PC() หรือ native c-PC ซึ่งสอดคล้องกับผลการ
ทดสอบด้วย Trolox ซึ่งเป็นสารต่อต้านอนุมูลอิสระที่สามารถช่วยรักษารูปร่างเม็ดเลือดแดงได้
เช่นกัน   ดั งนั้ นจากผลการศึกษาเมื่ อจัด อันดับความเป็นสาร ต้านอนุมูล อิสระพบว่ า               
native c-PC >> Trolox > apo-c-PC()   

โดยปกติเม็ดเลือดแดงมีระบบการก าจัด ROS ด้วยตัวเอง  แต่อย่างไรก็ตามในเงื่อนไขบาง
อย่างเช่น thalassemia และ haemoglobinopathies  เมื่อระบบสมดุลถูกรบกวนเป็นผลท าให้เกิด 
oxidative stress และมีรายงานว่าฮีโมโกลบินอีเป็นฮีโมโกลบินที่ไม่เสถียรและไวต่ออนุมูลอิสระ
มาก [102, 103]  Lachant et al. ได้กล่าวว่า เม็ดเลือดแดงที่มีฮีโมโกลบินอีมีประสิทธิภาพของ 
pentose phosphate shunt ลดลง  จึงน าไปสู่การเกิดภาวะ oxidative stress และการเกิด lipid 
peroxidation ได้ง่าย [103]  นอกจากนี้ Datta et al. ได้รายงานว่าปริมาณขอบเขตของความ
เสียหายของเยื่อหุ้มเซลล์เม็ดเลือดแดงเมื่อถูกท าลายด้วย H2O2 มีความสัมพันธ์กับระดับ 
ฮีโมโกลบินอีในเซลล์เม็ดเลือดแดงของผู้ป่วยในกลุ่ม  / E-thalassemia [104]  นอกจากนี้มี
งานวิจัยจากหลายๆแห่งรายงานว่าในการรักษาผู้ป่วยธาลัสซีเมียด้วยสารต้านอนุมูลอิสระสามารถ
ช่วยลดการแตกของเม็ดเลือดแดงได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ [105]  เนื่องจากสารต้านอนุมูล
อิสระสามารถ neutralize อนุมูลอิสระซึ่งเป็นอันตรายกับเม็ดเลือดแดงของผู้ป่วยธาลัสซีเมียได้  ทั้ง
ยังช่วยปกป้องเยื่อหุ้มเซลล์และต่อเวลาวงจรชีวิตของเซลล์เม็ดเลือดแดงให้ยาวนานขึ้น  และ
สามารถช่วยให้ผู้ป่วยธาลัสซีเมียกลุ่มที่มีอาการไม่รุนแรงมากมีภาวะโลหิตจางน้อยลงได้อีกด้วย 
[41]  

 ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าการผลิต apo-c-PC() ในเซลล์แบคทีเรีย E. coli ท าได้ด้วยขั้นตอนที่
ไม่ยุ่งยากและใช้ต้นทุนในการผลิตน้อย  และได้ผลผลิตโปรตีนที่มีความบริสุทธิ์สูง  โดยโปรตีนที่
ผลิตได้มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ peroxyl และ hydroxyl radicals ได้  โดยที่ hexahistidine tag ใน
สายเพปไทด์ไม่รบกวนการพับตัวของโปรตีนและไม่มีผลต่อประสิทธิภาพการต้านอนุมูลอิสระของ
โปรตีนดังกล่าว  จึงท าให้ apo-c-PC() สามารถปกป้องเซลล์เม็ดเลือดแดงจากการถูกท าลายด้วย
อนุมูลอิสระ  แต่ยังคงมีฤทธิ์น้อยกว่า native c-PC  เนื่องจาก apo-c-PC() ไม่มี bilins เป็น
องค์ประกอบ  ด้วยเหตุนี้ผู้วิจัยคาดว่าสามารถพัฒนาต่อยอด apo-c-PC() ให้มีฤทธิ์การต้าน
อนุมูลอิสระที่มากขึ้นด้วยเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมได้ต่อไปในอนาคต 
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ข้อเสนอแนะ 

จากการศึกษาประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระของ apo-c-PC() ผลการทดสอบได้
แสดงให้เห็นชัดเจนว่าถึงแม้ apo-c-PC() นั้นจะไม่มี bilins เป็นองค์ประกอบ  แต่ apo-c-PC() 
นั้นมีประสิทธิภาพในการปกป้องเม็ดเลือดแดงปกติและเม็ดเลือดแดงที่มีฮีโมโกลบิน E เมื่ออยู่ใน
สภาวะ oxidative stress ได้  แต่ประสิทธิภาพในการป้องกันของ apo-c-PC() นั้นยังไม่มากพอ
เมื่อเทียบกับ native c-PC แต่อย่างไรก็ตาม apo-c-PC() ยังสามารถศึกษาและพัฒนาต่อยอด
โดยใช้เทคนิคดัดแปลงพันธุกรรมจากการท า gene mutation เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพความเป็นสาร
ต้านอนุมูลอิสระของโปรตีนดังกล่าว  และสามารถน ามาใช้เสริมฤทธิ์การรักษาผู้ป่วยในกลุ่มโรคที่มี
พยาธิสภาพเกี่ยวข้องกับภาวะ oxidative damage เนื่องจาก apo-c-PC() เป็นสายเพปไทด์ที่มี
ขนาดเล็ก  หากน าไปพัฒนาต่อยอดเพื่อเสริมฤทธิ์การรักษาภาวะ oxidative stress โดยการ
รับประทานอาจม่สามารถท าได้  เนื่องจากสายเพปไทด์เมื่อเข้าสู่ระบบทางเดินอาหารจะถูกย่อย
ด้วยกรดในกระเพาะอาหาร  จึงท าให้โปรตีนไม่สามารถออกฤทธิ์นระดับเซลล์ได้  แต่สามารถ
น าเข้าสู่ร่างกายได้โดยการฉีดเข้าสู่ร่างกาย  แต่ยังคงมีผลข้างเคียงจากระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย
คนต่อโปรตีนของแบคทีเรียโดยอาจพัฒนาเทคนิคการเคลือบ epitope ของโปรตีนดังกล่าวด้วยสาร
บางชนิดเพื่อป้องกันการเข้าท าลายสิ่งแปลกปลอมของเม็ดเลือดขาว  นอกจากนี้  apo-c-PC() ท่ี
ผ่านการพัฒนาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระอาจน ามาในเป็นส่วนผสมในผลิตภัณฑ์เสริมความงามชนิด
ต่าง ๆ ได้โดยพัฒนาด้วยเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมให้โปรตีนมีความจ าเพาะกับเซลล์  สามารถดูด
ซึมผ่านเข้าเซลล์ได้  เพื่อท าหน้าที่ในการต้านอนุมูลอิสระและชะลอการแก่ก่อนวัยได้  และที่ส าคัญ
ต้องท าการศึกษาโปรตีนดังกล่าวในสัตว์ทดลองก่อนน ามาทดสอบในคนต่อไป 
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ภาคผนวก ก 
ข้อมูลจากการทดลอง 

 

ตารางที่ 1 : แสดงปริมาณโปรตีน fractions ต่างๆที่สกัดได้จากเซลล์ BL21/pETD/cpcB          
เมื่อสกัดให้บริสุทธิ์ด้วยวิธี IMAC และวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bradford protein assay 

Steps Protein 
(mg/ml) 

Volume 
(ml) 

Total protein 
(mg) 

Total yield  
(%) 

Total protein 1.3608 40 54.432 100 
Soluble protein 1.2620 40 50.48 92.74 
Flow through 0.9180 35 32.13 59.03 

20 mM imidazole elution 0.6476 10 6.476 11.90 
40 mM imidazole elution 0.2209 10 2.209 4.06 

100 mM imidazole elution 0.0897 5 0.4485 0.82 
400 mM imidazole elution 0.6817 6 4.0902 7.51 

rH6CpcB dialysis 0.1847 6 1.1082 2.04 
rH6CpcB concentration 1.0334    0.3 0.31002 0.57 
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ตารางที่ 2 : แสดงปริมาณโปรตีน fractions ต่างๆที่สกัดได้จากสาหร่าย S. platensis เมื่อสกัดให้
บริสุทธิ์ด้วยวิธี ammonium sulphate precipitation และ ion-exchange chromatography และ
วัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bradford protein assay 

Steps 
Volume 

(ml) 
Protein 
(mg/ml) 

Total 
protein 

Purity 
(A620/A280) 

CPC 
(mg) 

Total 
yield (%) 

Lysate 200 1.498 299.6 0.86 289.6 100 
30% (NH4)2SO4 

supernatant 
200 0.908 181.6 0.88 136.0 47 

50% (NH4)2SO4 
precipitant 

10 13.813 138.1 1.81 83.7 29 

Ion exchange 
chromatography  

17.5 3.500 61.3 4.00 44.3 15 
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ตารางที่ 3 : แสดง % hemolysis (ค่าการแตกของเม็ดเลือดแดง) ของเม็ดเลือดแดงปกติเมื่อ
ทดสอบกับ AAPH ที่ถูกยับยั้งด้วย apo-c-PC(), native c-PC หรือ Trolox ที่ระดับความเข้มข้น
ต่างๆ  เป็นระยะเวลา 4 ชั่วโมง   

Normal 

erythrocytes 
treatment 

% hemolysis (mean±SEM) 
เมื่อได้รับสารยับยั้งที่ความเข้มข้นในระดับต่างๆ 

0.01 M 0.1 M 1 M 

apo-c-PC() 43.14 ± 0.40* 29.89 ± 0.42** 15.47 ± 0.66** 

native c-PC 16.51 ± 1.17** 11.29 ± 0.97** 3.22 ± 0.12** 

Trolox 38.91 ± 1.93* 17.78 ± 0.90** 11.37 ± 1.13** 

ตัวกระตุ้น 
AAPH 

66.19 ± 2.28 

ท าการทดสอบทั้งหมด 3 ครั้ง 
*  = มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05)  
**  = มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.01)  
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มเม็ดเลือดแดงที่ได้รับสารกระตุ้น AAPH เพียงอย่างเดียว (positive 
control) 
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ตารางที่ 4 : แสดง % hemolysis (ค่าการแตกของเม็ดเลือดแดง) ของเม็ดเลือดแดง EE เมื่อ
ทดสอบกับ AAPH ที่ถูกยับยั้งด้วย apo-c-PC(), native c-PC หรือ Trolox ที่ระดับความเข้มข้น
ต่างๆ  เป็นระยะเวลา 4 ชั่วโมง   

 

EE 
Erythrocytes 

treatment 

% hemolysis (mean±SEM) 
เมื่อได้รับสารยับยั้งที่ความเข้มข้นในระดับต่างๆ 

0.01 M 0.1 M 1 M 

apo-c-PC() 32.06 ± 6.05* 26.78 ± 4.04** 16.80 ± 1.88** 

native c-PC 13.91 ± 3.54** 6.83 ± 0.88** 1.24 ± 0.15** 

Trolox 17.17± 2.20** 11.48 ± 1.68** 9.77 ± 0.94** 

ตัวกระตุ้น 
AAPH 

68.10 ± 0.41 

ท าการทดสอบทั้งหมด 3 ครั้ง 
*  = มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05)  
**  = มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.01)  
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มเม็ดเลือดแดงที่ได้รับสารกระตุ้น AAPH เพียงอย่างเดียว (positive 
control) 
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ตารางที่ 5 : แสดง % inhibition (ค่าการยับยั้งการแตกของเม็ดเลือดแดง) ของเม็ดเลือดแดงปกติ
เมื่อทดสอบกับ AAPH ที่ถูกยับยั้งด้วย apo-c-PC(), native c-PC หรือ Trolox ในระดับ       
ความเข้มข้นต่างๆ  เป็นระยะเวลา 4 ชั่วโมง   

Normal 

erythrocytes 
treatment 

% inhibition (mean±SEM) 
เมื่อได้รับสารยับยั้งที่ความเข้มข้นในระดับต่างๆ 

0.01 M 0.1 M 1 M 

apo-c-PC() 34.83 ± 0.60 a 54.84 ± 0.63 b 76.63 ± 0.99 c 

native c-PC 75.05 ± 1.77 a 82.95 ± 1.47 b 95.13 ± 0.17 c 

Trolox 41.21 ± 2.91 a 73.14 ± 1.36 b 82.82 ± 1.70 c 

ท าการทดสอบทั้งหมด 3 ครั้ง 
a, b, หรือ c = ค่าเฉลี่ยที่มีอักษรก ากับต่างกันในแถวเดียวกันมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ

ทางสถิต(ิP<0.05) 
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มเม็ดเลือดแดงที่ได้รับสารกระตุ้น AAPH เพียงอย่างเดียว (positive 
control) 
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ตารางที่ 6 : แสดง % inhibition (ค่าการยับยั้งการแตกของเม็ดเลือดแดง) ของเม็ดเลือดแดง EE 
เมื่อทดสอบกับ AAPH ที่ถูกยับยั้งด้วย apo-c-PC(), native c-PC หรือ Trolox ในระดับ        
ความเข้มข้นต่างๆ  เป็นระยะเวลา 4 ชั่วโมง   

EE 

erythrocytes 
treatment 

% inhibition (mean±SEM) 
เมื่อได้รับสารยับยั้งที่ความเข้มข้นในระดับต่างๆ 

0.01 M 0.1 M 1 M 

apo-c-PC() 52.92 ± 8.89 a 60.67 ± 5.93 a 75.32 ± 2.76 a 

native c-PC 79.57 ± 5.20 a 89.98 ± 1.30 ab 98.18 ± 0.23 c 

Trolox 74.79 ± 3.23 a 83.14 ± 2.47 ab 85.65 ± 1.37 c 

ท าการทดสอบทั้งหมด 3 ครั้ง 
a, b, หรือ c = ค่าเฉลี่ยที่มีอักษรก ากับต่างกันในแถวเดียวกันมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ

ทางสถิต(ิP<0.05) 
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มเม็ดเลือดแดงที่ได้รับสารกระตุ้น AAPH เพียงอย่างเดียว (positive 
control) 
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กราฟมาตรฐานท่ีใช้ในการค านวณ 

1.  กราฟมาตรฐานของโปรตีนจากการทดสอบ ด้วยวิธี Bradford protein assay (BSA) ของ    
สารมาตรฐาน bovine serum albumin 

 
 ท าการทดสอบสารมาตรฐานทุกครั้งควบคู่ไปกบัการตรวจวัดโปรตีนในสารตวัอย่าง 

2.  กราฟมาตรฐานจากการทดสอบด้วยวิธี ABTS radical scavenging assay ของสารมาตรฐาน 
Trolox 

 

 ท าการทดสอบสารมาตรฐานทุกครั้งควบคู่ไปกบัการตรวจวัดค่าสารตา้นอนมูุลอิสระของสารตัวอย่าง
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ภาคผนวก ข 
น  ายาและสารละลายท่ีใช้ในการทดสอบ 

 
1.  อาหารเลี้ยงเซลล์แบคทีเรีย 

1.1  LB-Amp broth 1,000 ml                                            

- LB miller powder 
25 g 

 ละลายในน้ ากลั่นและปรับ pH ให้ได้ประมาณ 7 แล้วปรับปริมาตรให้ครบ 1,000 ml แบ่งใส่
หลอดทดลองหรือ flask น าไปฆ่าเชื้อด้วยไอน้ าภายใต้แรงดันด้วยเครื่อง autoclave ที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส ที่แรงดัน 200 kPa เป็นเวลา 15 นาที  แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

1.2 LB-Amp agar 1,000 ml 

- LB miller powder 25 g 
- Bacterial agar powder 15 g 

 ละลายในน้ ากลั่นและปรับ pH ให้ได้ประมาณ 7 แล้วปรับปริมาตรให้ครบ 1,000 ml น าไป
ฆ่าเชื้อด้วยไอน้ าภายใต้แรงดันด้วยเครื่อง autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ที่แรงดัน  
200 kPa เป็นเวลา 15 นาที ต้ังทิ้งไว้ให้เย็นลงจนมีอุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียสแล้วเติม       
100 mg/ml Ampicillin 1,000 l เทลงใน petri dish ทิ้งให้ agar แข็งตัว  และเก็บที่อุณหภูมิ         
4 องศาเซลเซียส 

2.  Buffer solution 

2.1  50X TAE buffer 1,000 ml; ส าหรับ agarose gel electrophoresis 

- Tris base 242  g 
- Glacial acetic acid 57.1  ml 
- 0.5 M EDTA pH 8.8 100 ml 
เติม Milli-Q water แล้วปรับ pH  ให้ได้ประมาณ 8.8 และปรับปริมาตรให้ครบ 1,000 ml   
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2.2  1 M Phosphate buffer, pH 7.4; ส าหรับขั้นตอนการสกัด native c-PC 

- 1 M Na2HPO4 77.4 ml 
- 1 M NaH2PO4 22.6  ml 
น าไปฆ่าเชื้อด้วยไอน้ าภายใต้แรงดันด้วยเครื่อง autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ที่แรงดัน 200 kPa เป็นเวลา 15 นาท ีแล้วเก็บที่อุณหภูมิห้อง 

2.3  0.5 M Tris-HCl buffer 1,000 ml; ส าหรับการสกัด native c-PC 

- Tris-HCl 78.78 g 
เติม Milli-Q water ปรับ pH 7.4 แล้วเติมน้ าจนครบ 1,000 ml 

2.4  10X Phosphate buffered saline สูตร(1)  1,000 ml  

- Na2HPO4 
70.98 g 

- NaCl 175.32 g 
เติม Milli-Q water แล้วปรับ pH  ให้ได้ประมาณ 7.4  และปรับปริมาตรให้ครบ 1,000 ml  

น าไปฆ่าเชื้อด้วยไอน้ าภายใต้แรงดันด้วยเครื่อง autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ที่
แรงดัน 200 kPa เป็นเวลา 15 นาท ีแล้วเก็บที่อุณหภูมิห้อง 

2.5  50 mM PMSF  2 ml  

- PMSF 0.0174 g 
- Isopropanal  2 ml 
เตรียมสารละลายแล้วใช้ทันที 

2.6  Phosphate buffered saline สูตร(2) 1,000 ml; ส าหรับการทดสอบ ABTS radical 
sacavenging radical assay  

- KH2PO4     69.4    mg 
- K2HPO4.3H2O  783.57   mg 
- NaCl     8.78   mg 
เติม Milli-Q water แล้วปรับ pH ให้ได้ประมาณ 7.4 และปรับปริมาตรให้ครบ 1,000 ml   
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2.7  Phosphate buffered saline สูตร(3) 1,000 ml; ส าหรับการทดสอบ AAPH hemolysis 
test 

- Na2HPO4 3.83 g 
- NaH2PO4 H2O  16.97 g 
- NaCl 7.19 g 
เติม Milli-Q water แล้วปรับ pH ให้ได้ประมาณ 7.4 และปรับปริมาตรให้ครบ 1,000 ml   

2.8  10X SDS electrophoresis buffer; ส าหรับ SDS-PAGE 

- Tris-base 30.25 g 
- Glycine  144.1 g 
- SDS 10 g 
เติม Milli-Q water แล้วปรับ pH ให้ได้ประมาณ 8.8 และปรับปริมาตรให้ครบ 1,000 ml   

2.9  10X Leammli loading buffer; ส าหรับ SDS-PAGE 

- 2 M Tris-HCl pH 6.8 0.3 ml 
- Glycerol  2.5 ml 
- 20% SDS 10 ml 
- -mercaptoethanol 0.5 ml 
- Bromopherol blue 0.01 g 
- Milli-Q water 0.7 ml 

 
3.  gel 

3.1  1.0% agarose gel 100 ml; ส าหรับ agarose gel electrophoresis 

- Agarose powder 1.0 g 
- 1X TAE buffer  100 ml 
ผสมให้เข้ากันแล้วน าเข้า microwave เป็นเวลา 3 นาที  ต้ังทิ้งไว้ให้เย็นแล้วเทในแบบพิมพ์

ถาดเจล 
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3.2  12% Separating gel ; ส าหรับ SDS-PAGE 

- Milli-Q water 2.24 ml 
- 30% Acrylamide mix  2.80 ml 
- 1.5 M Tris pH 8.8 1.82 ml 
- 10% SDS 0.07 ml 
- 10% APS (ammonium persulfate)* 0.07 ml 
- TEMED* 0.0028 ml 
* เติมสารละลายพร้อมกันเนื่องจากมีผลท าให้เจลแข็งตัว 

3.3  5% Stacking gel; ส าหรับ SDS-PAGE 

- Milli-Q water 2.1 ml 
- 30% Acrylamide mix  0.5 ml 
- 0.5 M Tris pH 6.8 0.38 ml 
- 10% SDS 0.03 ml 
- 10% APS (ammonium persulfate)* 0.03 ml 
- TEMED* 0.003 ml 
* เติมสารละลายพร้อมกันเนื่องจากมีผลท าให้เจลแข็งตัว 

4.  30% acrylamide mix 100 ml   

- Acrylamide 29 g 
- Bis-acrylamide  1 g 
เติม Milli-Q water ปรับปริมาตรให้ครบ 100 ml   
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ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 

นางสาวพรทิพย์  เพลินศิลป์  เกิดเมื่อวันที่ 22 กรกฎาคม พ.ศ. 2529 ที่จังหวัดสุพรรณบุรี
และเข้ารับการศึกษาระดับประถมศึกษาและมัธยมศึกษาตอนต้นที่โรงเรียนพระแม่มารีสาทร 
จังหวัดกรุงเทพมหานคร  ส าเร็จมัธยมศึกษาตอนปลายจากโรงเรียนยานนาเวศวิทยาคมในปี
การศึกษา 2546  และส าเร็จการศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตร์บัณฑิต (เทคนิคการแพทย์) จาก
คณะสหเวชศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  เมื่อปีการศึกษา 2551 และได้เข้าศึกษาต่อระดับ
บัณฑิตศึกษา  หลักสูตรวิทยาศาสตร์โลหิตวิทยาคลินิก  คณะสหเวชศาสตร์  จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย  ในปีการศึกษา 2552  ได้รับทุนค่าลงทะเบียนเรียน  และทุนอุดหนุนผู้ช่วยสอนจาก
คณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย และได้รับทุน 90 ปี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  
กองทุนรัชดาภิเษกสมโภช  รุ่นที่ 17 ครั้งที่ 1/2555 
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