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บทคัดยอ 

     เปปไทดท่ีมีฤทธิท์างชีวภาพจากแหลงธรรมชาติไดรับความนิยมอยางมากในปจจุบัน เมล็ดผลไมเปน
แหลงสะสมอาหารซึ่งมีความเปนไปสูงในการพบเปปไทดท่ีมีฤทธิท์างชีวภาพ โดยงานวิจัยนีไ้ดคัดเลอืก
เ ป ป ไ ท ด ท่ี มี ฤ ท ธิ์ ใ น ก า ร ต า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ จ า ก เ ม ล็ ด ลํ า ไ ย  โ ด ย ต้ั ง ชื่ อ ว า  Longan 1 
(ISYVVPVYIAEITPKTFRGGF) ท้ังนี้การสกัดจากธรรมชาติโดยตรงยังพบปญหา เชน การควบคุม
สวนผสมของเปปไทดในโปรตีนไฮโดรไลเสต งานวิจัยนี้จึงเลือกเทคนิคดานพันธุศาสตรโมเลกุลมาใช
แกปญหา โดยออกแบบช้ินสวนดีเอ็นเอใหประกอบดวยออกแบบนิวคลีโอไทดท่ีแปลรหัสแลวไดเปน
ลําดับกรดอะมิโอของเปปไทด Logan 1 เรียงตอกัน 4 ชุด แตละชุดคั่นดวยโคดอนกรดอะมิโนแอสพาร
ติก เพ่ือใหช้ินสวนดีเอ็นเอยาวเพียงพอสําหรับการจัดการดวยเทคนิคดานพันธุศาสตรโมเลกุล จากนั้น
ตัดตอเขาเวคเตอรพาหะ pPICZαA และนําเขาสูโครโมโซมของ P. pasotoris GS115 เม่ือเหนี่ยวนําให
เกิดการแสดงออก พบโปรตีนท่ีคาดวาเปนรีคอมบิแนนทเปปไทดเปาหมายขนาดประมาณ 10 และ 20 
กิโลดาลตัน อยางไรก็ตามเมื่อตรวจสอบดวยเทคนิคแมสสเปกโตรเมตรี แลวพบวาไมใชรีคอมบิแนนท
เปปไทดท่ีตองการ นอกจากนี้การใช P. pasotoris ในการแสดงออกพบปญหาหลายประการ จึงไดทํา
การแกปญหาโดยเปลี่ยนระบบการแสดงออกเปน Escherichia coli โดยนําชิ้นสวนดีเอ็นเอช้ินเดียวกัน
ใสเขาพลาสมิด pQE-30 Xa และนําเขาสู E. coli MG1655 โดยเมื่อเหนี่ยวนําใหเกิดการแสดงออกพบ
แถบโปรตีนขนาดประมาณ 13 กิโลดาลตันในสวนโปรตีนละลายน้ํา ซึ่งเปนรีคอมบิแนนทเปปไทดท่ี
ตองการเม่ือทําใหบริสุทธิ์ผานคอลัมนและตรวจสอบดวยวิธี Western Blot นอกจากนี้ยังพบการตาน
ออกซิเดช่ันเม่ือตรวจสอบดวยวิธีตางๆ โดยเฉพาะไนตริกออกไซดเม่ือเทียบกับขอมูลของโปรตีน
ไฮโดรไลเสต และยังพบวารีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 มีฤทธิ์ในการตานการแบงตัวของ
เซลลมะเร็งกระเพาะ (KATO-III) 

คําสาํคัญ: อนุมูลอิสระ, สารตานอนุมลูอิระ, รีคอมบิแนนทเปปไทด, ลาํไย, Pichia pastoris, 
Escherichia coli 
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ABSTRACT 

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

Keywords: free radical, antioxidant, recombinant peptides, longan, Pichia pastoris, Escherichia coli 
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บทที ่1 

บทนาํ 

1.1 การทบทวนวรรณกรรม 

      อนุมูลอิสระเปนสาเหตุของโรคหลายชนิด เนื่องจากอนุมูลอิสระประกอบดวยอิเล็คตรอนอิสระอยู
ในวงนอกของอะตอมทําใหมีความไมคงตัวและวองไวในการเกิดปฎิกิริยา อนุมูลอิสระตองการหา
อิเล็คตรอนมาจับคูเพ่ือใหมีความคงตัว จึงสามารถทําปฏิกิริยากับสารชีวโมเลกุลในเซลลและเนื้อเยื่อ 
เชน ไขมัน โปรตีน ดีเอ็นเอ เพ่ือดึงอิเล็คตรอนหรือไฮโดรเจนอะตอม หรือเขาไปจับคูกับอิเล็คตรอนข
องสารชีวโมเลกุลทําใหสมบัติของสารชีวโมเลกุลเปลี่ยนไป ซึ่งความเสียหายท่ีเกิดขึ้นนี้เปนสาเหตุของ
การเกิดโรคมากมาย เชน โรคแกกวาวัย มะเร็ง อัลไซเมอร (Ames et al., 1993a, Ames et al., 1993b, 
Slater, 1984) นอกจากนีอ้นมูุลอสิระยังสามารถทําปฏกิิริยากับ LDL (Low- density lipoprotein) เกิดเปน 
oxidized LDL ซึ่งเปนสาเหตุของภาวะหลอดเลือดแดงแข็งตัว ทําใหเกิดโรคหัวใจ (Sinatra 
andDeMarco, 1995) 

     อนุมูลอิสระเปนผลพลอยไดที่เกดิจากการเผาผลาญอาหารในรางกาย เนื่องจากอนุมูลอิสระท่ีเกิดขึ้น
ในรางกายมาจากปฏิกิริยาท่ีใชออกซิเจนจึงมีช่ือเรียกวา Reactive Oxygen Species (ROS) เชน ซูเปอร
ออกไซด แอนอิออน (superoxide anion; O2

•-), ไฮโดรเปอรออกซิล แรดิคอล (hydroperoxyl radical; 
HOO•) และไฮดรอกซิล  แรดิคอล (hydroxyl radical; OH•) ซึ่งรางกายเองก็มีกลไกในการกําจัดอนุมูล
อิสระเหลานี้ เชน กระบวนการ oxidative stress ซึ่งกระตุนการทํางานของเอนไซมซูเปอรออกไซดดิส
มิวเทส (superoxide dismutase; SOD) คาตาเลส (catalase; CAT) กลูตาไทโอน- เปอรซิเดส (glutathione 
peroxidase; GPx) (Barber et al., 2006) แตเนื่องจากอนุมูลอิสระเกิดไดอยางรวดเร็วและทําปฎิกิริยา
อยางวองไว ประกอบกับวิถีการดําเนินชีวิตและธรรมชาติท่ีเปลี่ยนไป เชน การรับประทานเนื้อสัตวปง
ยางที่มีไขมันสูง มลพิษทางอากาศ รังสียูวี ควันบุหร่ี ดังนั้นการรับสารตานอนุมูลอิสระ(antioxidant) 
จากภายนอกจึงเปนทางเลือกเพื่อลดการเกิดอนมุูลอสิระในรางกายหรือลดความเสียหายที่เกิดจากอนุมูล
อิสระ  โดยสารตานอนุมูลอิสระคือสารประกอบท่ีสามารถปองกันหรือชะลอกระบวนการเกิดออกซิ
เดช่ัน ซึ่งสามารถพบไดในองคประกอบของอาหาร เชน วิตามินเอ ซีและอี ซิลิเนียม แคโรทีนอยด 
(Diplock, 1991) นอกจากนี้ยังมีการคนพบเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ โดยเปปไทดเหลานี้จะมี
กรดอะมิโนวงแหวนอะโรมาติก เชน ฟนิลอะลานิน (Phenylalanine) ไทโรซีน (Thirosine) และทริป
โตเฟน (Tryptophane) ที่สามารถใหโปรตอนแกอนุมูลอิสระได สงผลใหอนุมูลอิสระนั้นถูกทําลายไป 
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(Hattori et al., 1998, Wang andDe Mejia, 2005, Xie et al., 2008) หมูอิมิดาโซล (imidazole) ในฮิสติดีน 
(Histidine)กับหมูไธออล (thiol) ในซิสเตอีน (Cysteine) ก็สามารถตานอนุมูลอิสระไดเชนกัน (Qian et 
al., 2008) นอกจากองคประกอบของกรดอะมิโนในเปปไทดแลว ตําแหนงของกรดอะมิโนก็เปนอีก
ปจจัยที่สําคัญตอการตานอนุมูลอิสระ ซึ่งการสลับท่ีหรือเปลี่ยนชนิดของกรดอะมิโนภายในโครงสราง
เปปไทด จะสงผลตอฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ (Rajapakse et al., 2005) 

      เปปไทดท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพและสกัดไดจากธรรมชาติกําลังไดรับความสนใจเพ่ือใชในการผลิตเปน
ยา อาหารเสริมสุขภาพ ผลิตภัณฑเสริมความงาม รวมท้ังการผสมในอาหารสัตว เนื่องจากผูบริโภค
ตระหนักถึงความปลอดภัย จึงมีงานวิจัยหลากหลายในการหาเปปไทดเหลานี้จากธรรมชาติ เชน เปป
ไทดขนาดนอยกวา 1,000 ดาลตันที่มีฤทธิ์ตานออกซิเดช่ันซึ่งสกัดจากถั่วแอลฟาฟา (Xie et al., 2008) 
ในพืชตระกูลถั่วอีกชนิดคือถั่วลิสง พบเปปไทดขนาด 3,000 ถึง 5,000 ดาลตันท่ีสามารถยับยั้งปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของไขมันและการเขาจับกับโลหะ ในปค.ศ. 2010 มีรายงานการสกัดเปปไทดจากเอนโด
สเปรมของขาวซึ่งพบวาเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ตานออกซิเดชันดีท่ีสุด มีน้ําหนักโมเลกุล 959.5 ดาลตัน มี
ลําดับกรดอะมิโนคือ ฟนิลอะลานิน-  อารจินิน-กรดแอสพาติก-กรดกลูตามิก-ฮิสติดีน-ไลซีน-ไลซีน 
(Phe-Arg-Asp-Glu-His-Lys-Lys)  และเปปไทดขนาด 1,002.5 ดาลตัน มีลําดับกรดอะมิโนคือ ไลซีน-ฮิ
สติดิน-กรดแอสพาติก-อารจินิน-ไกลซีน-กรดแอสพาติก-กรดกลูตามิค-ฟนิลอะลานิน (Lys-His-Asp-
Arg-Gly-Asp-Glu-Phe) (Zhang et al., 2010) นอกจากนี้ Cheng และคณะ พบเปปไทดจากการยอยมัน
ฝรั่งดวยเอลเคเลสท่ีมีท่ีมีฤทธิต์านออกซิเดชันดีท่ีสดุมีลําดับกรดอะมิโน คือ เซอรีน-เซอรีน-กลูตามีน-ฟ
นิลอะลานิน-ไทโรซีน-ทริปโตเฟน (Ser-Ser-Glu-Phe-Thr-Tyr) ซึ่งตรงกับลําดับกรดอะมิโนบางสวน
ของ metallocarboxypeptidase inhibitor และไอโซลูซีน-ไทโรซีน-ลิวซีน-ไกลซีน-กรดกลูตามิค (Ile-
Tyr-Leu-Gly-Glu) ซึ่งกับลําดับกรดอะมิโนบางสวนของ Lipoxygenase1 (Cheng et al., 2010)  

      สําหรับพืชท่ีพบในประเทศไทยมีการศึกษาในเชน การสกัดโปรตีนจากลูกสมอไทยพบวาโปรตีน
พบวาโปรตีนที่มีฤทธิ์ตานออกซิเดชั่นมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 16 กิโลดาลตัน (Srivastava et al., 
2012) การสกัดโปรตีนในวานชักมดลูกพบโปรตีนที่มีฤทธิ์ตานออกซิเดช่ันขนาดประมาณ 18 กิโลดาล
ตัน หรือในพืชวงศขิง ซึ่งพบเปปไทดท่ีสามารถยับย้ัง angiotensin I-converting enzyme ซึ่งเอนไซมนี้
เกี่ยวของกับโรคความดันโลหิตสูง ท้ังนี้ขอไดเปรียบของประเทศไทยคือความหลากหลายทางชีวภาพ 
คนไทยมีการใชประโยชนจากทรัพยากรเหลานี้มานานดังจะเห็นไดจากตํารับยาสมุนไพร หรืออาหาร
ไทยท่ีอาจเรียกไดวาเปนโภชนาการบําบัด แตท้ังนี้การศึกษาเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพจากพืชใน
ประเทศไทยยังไมเปนท่ีหลากหลายนัก ผลไมไทยก็เปนอีกทางเลือกท่ีนาสนใจในการศึกษา เนื่องจาก
ผลไมไทยมีความหลากหลายและมีเอกลักษณทั้งในเรื่องรูปลักษณและรสชาติ นอกจากนี้ยังสามารถ
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นําไปแปรรูปเปนผลิตภัณฑตางๆเพ่ือเพ่ิมมูลคาโดยมักมีเมล็ดผลไมเหลือท้ิงจํานวนมาก เนื่องจากเมล็ด
ผลไมเปนแหลงสะสมของอาหารเพ่ือใชในการขยายพันธุ ดังนั้นการศึกษาเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ในการตาน
อนุมูลอิสระจึงเปนท่ีนาสนใจอยางยิ่ง นอกจากนี้ไดมีรายงานการวิจัยท่ีเกี่ยวของกับฤทธิ์ในการตาน
อนุมูลอิสระซึ่งพบไดในผลไมหลายชนิด เชน อะโวคาโดว ขนุน ลําไย มะมวง มะขาม (Soong and 
Barlow, 2004) 

      ปญหาท่ีพบจากการสกัดสารจากตัวอยางตามธรรมชาติคือสารท่ีตองการมักมีปริมาณนอย ตองใช
ตัวอยางจํานวนมาก รวมท้ังการเก็บรักษากม็ีความสาํคญั หากตัวอยางมีการเสยีสภาพ สารท่ีตองการ เชน 
โปรตีนก็มีการเสือ่มสภาพเชนกนั สวนการโปรตีนไฮโดรไลเสตก็มีปญหาการควบคุมสวนผสมของเปป
ไทดท่ีไดจากยอยในการเตรียมไฮโดรไลเสตแตละคร้ัง ดังนั้นเทคนิคทางดานพันธุศาสตรโมเลกุลจึงถูก
นํามาใชเพ่ือการผลิตเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพจากเมล็ดผลไมใหมีประสิทธิภาพ ซึ่งยีสต P. pastoris 
เปนสิ่งมีชีวิตท่ีใชกันอยางกวางขวางในการผลิต recombinant protein เนื่องจากมีความปลอดภัย ใช
อาหารเลี้ยงเช้ือที่ไมซับซอน เปนสิ่งมีชีวิตประเภทยูคาริโอตเซลลเดียวทําใหมีกระบวนการ post-
translational modification ซึ่งทําใหรีคอมบิแนนทโปรตีนท่ีผลิตไดใกลเคียงกับโปรตีนตนแบบ และรี
คอมบิแนนทโปรตีนถูกแสดงออกภายใตการควบคุมของ AOX1 promoter ซึ่งกระตุนไดดวยเมทานอล
ทําใหงายในการควบคุมการแสดงออก (Li et al., 2007) เนื่องจากเปปไทดที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพเปนเปป
ไทดสายสั้น การตรวจสอบและตรวจติดตามเม่ือใชเทคนิคดานพันธุศาสตรโมเลกุลเปนเร่ืองท่ียุงยาก 
การแกปญหาเรื่องนี้สามารถทําไดโดยใหนิวคลีโอไทดท่ีผลิตเปปไทดนี้มีจํานวนหลายชุดเรียงตอกัน
เพ่ือใหสายดีเอน็เอที่ยาวขึน้ เม่ือนิวคลีโอไทดเหลานี้ถูกถอดรหัสเปนโปรตีน รีคอมบิแนนทเปปไทดจึง
ประกอบดวยเปปไทดท่ีตองการหลายสายเรียงตอกัน ในอนาคตหากทําการตัดบริเวณท่ีกรดอะมิโนท่ี
เช่ือมสายเปปไทดเหลานี้ก็จะไดเปปไทดที่ตองการหลายสายในเวลาเดียวกัน ซึ่งตัวอยางของการใช
เทคนิคดังกลาวผลิตเปปไทดท่ีมีขนาดเล็ก เชน การผลิตเปปไทดท่ีเปนสารแตงรสเนื้อ (Wang et al., 
2011, Zheng et al., 2010) เปปไทด Gsp ซึ่งพบในรากโสมและใชเปนยารักษาโรคเบาหวาน (Yan et al., 
2003) เทคนิคท่ีกลาวมาจะชวยใหการผลติเปปไทดที่มีฤทธิท์างชีวภาพในการตานอนุมูลอสิระและ/หรือ
ตานการแบงตัวของเซลลมะเร็งที่พบจากเมลด็ผลไมไทยมีประสทิธภิาพ โดยเปปไทดเหลานี้สามารถตอ
ยอดไปใชในอุตสาหกรรมตางๆ เชน เภสัชกรรม อาหารเสริมสุขภาพ หรือผลิตภัณฑเสริมความงาม
ตอไปได 

1.2 ความสําคัญและท่ีมาของปญหาท่ีทําการวิจัย 

      อนุมูลอิสระ เชน ไฮดรอกซิล  แรดิคอล (hydroxyl radical; OH•) ซูเปอรออกไซด แอนอิออน 
(superoxide anion; O2

•-) ไฮโดรเปอรออกซิล แรดิคอล (hydroperoxyl radical; HOO•) และแอลคอกซิล 
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แรดิคอล (alkoxyl radical; RO•-) เปนผลพลอยไดท่ีเกิดจากกระบวนการใชออกซิเจนเผาผลาญอาหาร
แบบใชออกซิเจน โดยอนุมูลอิสระมีอิเลคตรอนอิสระท่ีอยูในวงนอกของอะตอมหรือโมเลกุลทําใหมี
ความวองไวในการเกดิปฎิกริิยา รวมท้ังปฏิกิริยากบัสารชีวโมเลกุลสําคัญในรางกาย เชน ไขมัน โปรตีน 
ดีเอ็นเอ โดยความเสียหายท่ีเกิดขึ้นเปนสาเหตุของการเกดิโรคอัลไซเมอร ความดันโลหิตสูง มะเร็ง และ
โรคแกกอนวัย (aging) เปนตน โดยปกติแลวรางกายมีกระบวนการกําจัดอนุมูลอิสระกอนท่ีจะทํา
อันตรายตอสารประกอบและเนื้อเยื่อในเซลล เชน เอนไซม superoxide dismutase (SOD) ท้ังนี้เนื่องจาก
อนุมูลอิสระเกิดขึ้นอยางรวดเร็วประกอบกับพฤติกรรมในการใชชีวิตทําใหรางกายไดรับอนุมูลอิสระ
จากภายนอกในปริมาณมากขึ้น เชน การรับประทานอาหารปงยางท่ีประกอบดวยเนื้อสัตวท่ีมีไขมันสูง 
การรับประทานอาหารประเภททอดท่ีใชความรอนสูง รวมถึงมลพิษและรังสียูวี ทําใหรางกายไดรับ
อนุมูลอิสระมากเกินกวาท่ีรางกายจะกําจัดไดทัน การรับสารตานอนุมูลอิสระจากภายนอก เชนจาก
อาหาร จึงเปนหนทางในการควบคมุและปองกนัความเสียหายท่ีเกดิจากอนุมูลอสิระ  องคประกอบที่พบ
ในอาหาร เชน วิตามินเอ ซี และอี รวมท้ังแคโรทีนอยด สามารถเปนสารตานอนุมูลอิสระซึ่งสามารถ
ชะลอความเสียหายท่ีเกิดจากอนุมูลอิสระได  นอกจากนีเ้ปปไทดท่ีมีฤทธิใ์นการตานอนมูุลอสิระกไ็ดรับ
การศึกษากันอยางกวางขวาง โดยเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระจะมีกรดอะมิโนชนิดวง
แหวนอะโรมาติกท่ีสามารถใหโปรตรอนแกอนุมูลอิสระได โดยชวงหลายปที่ผานมา เปปไทดท่ีมีฤทธิ์
ตานอนุมูลอสิระนี้ไดพัฒนาเพ่ือการผลิตยา ผลิตภัณฑเสริมอาหารและผลิตภัณฑเสริมความงามจํานวน
มาก นอกจากจะมีประสทิธิภาพสูงในการรักษาแลว ยังพบวามีผลขางเคียงนอย ซึ่งเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ทาง
ชีวภาพนี้สามารถสกัดไดจากพืช เชน ถั่ว ดอกทานตะวัน แปะกวย เปนตน นอกจากนี้พืชสมุนไพรไทย
หลายชนิด เชน ไพลดํา วานชักมดลูก ขมิ้นดํา  ลูกเนียง ไดรับการวิจัยจากหองปฏิบัติการวิจัยดาน
โปรตีนและวิศวกรรมพันธุศาสตร สถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย วาเปนแหลงของโปรตีน โปรตีนไฮโดรไลเสตและเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ทาง
ชีวภาพท่ีหลากหลาย 

      ประเทศไทยอยูในเขตรอนช้ืนซึ่งความหลากหลายทางชีวภาพมาก ท้ังนี้รวมถึงผลไมไทยที่มีความ
หลากหลายและมีช่ือเสียงไปท่ัวโลกถึงรสชาติ และคุณคาทางโภชนาการ ดวยความอุดมสมบูรณของ
ผลไมนานาชนิดท่ีมีใหรับประทานตลอดป การแปรรูปผลไมจึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งเพ่ือเพ่ิมมูลคาของ
ผลิตผลการเกษตรเหลานี้ อุตสาหกรรมการแปรรูปผลไมทําใหเกิดท้ิงเมล็ดผลไมจํานวนมาก ซึ่งเมล็ด
ผลไมเหลานี้มีความเปนไปไดวาจะมีเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีตองการ เนื่องจากเมล็ดเปนแหลง
สะสมอาหารเพ่ือใชในการขยายพันธุ โดยโครงการวิจัยนี้สนใจหาเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพตาน
อนุมูลอิสระและตานการแบงตัวของเซลลจําพวกเซลลมะเร็ง จากเมล็ดผลไมที่ เหลือ ท้ิงจา ก
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อุตสาหกรรมการแปรรูปผลไม เชน มะละกอ ลิ้นจ่ี ลําไย  ทั้งนี้เพ่ือแกปญหาจากการสกัดสารจาก
ธรรมชาติรวมถึงเปปไทดจากเมล็ดผลไม เทคนิคทางพันธุศาสตรโมเลกุลไดถูกนํามาใชเพ่ือใชในการ
ผลิตเปปไทดท่ีตองการในปริมาณมาก โดยใชยีสต Pichia pastoris เปนเซลลเจาบาน ซึ่ง P. pastoris 
เปนสิ่งมีชี วิตประเภทยูคาริโอตเซลล เดียวท่ีเลี้ยงงาย เจริญเติบโตเร็ว มีความปลอดภัย หรือ 
GRAS (Generally Recognized as Safe) มีโปรโมเตอรท่ีแข็งแรงและสามารถกระตุนไดดวยเมทานอล
เพ่ือใหยีนท่ีสนใจแสดงออก ท้ังนี้ รีคอมบิแนนทเปปไทดท่ีสนใจสามารถนําไปประยุกตใชใน
อุตสาหกรรมยา ผลิตภัณฑเสริมอาหาร และผลิตภัณฑเสริมความงามตอไป รวมท้ังกระบวนการผลิตนี้
สามารถนําไปประยุกตใชในการผลิตสารและเปปไทดอื่นๆท่ีตองการไดเชนกัน 

1.3 วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

      1. ศึกษาลักษณะสมบัติและพิสูจนเอกลักษณของเปปไทดท่ีสกัดไดจากเมล็ดผลไมไทย เชน  
มะละกอ ลิ้นจ่ี ลําไย ในการตานอนุมูลอิสระและ/หรือการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็ง 

     2.ใชเทคนิคดานพันธุศาสตรโมเลกุลเพ่ือให P .pastoris ผลิตเปปไทดที่มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระและ/
หรือตานการแบงตัวของเซลลมะเร็ง  

     3.เปรียบเทียบลักษณะสมบัติของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีสกัดไดจากเมล็ดผลไมกับรีคอมบิแนนท
เปปไทดท่ีแสดงออกใน P. pastoris 

1.4 ขอบเขตของโครงการวิจัย 
      ในปงบประมาณ 2557 โครงงานจะครอบคลุมถึงการคัดเลือกเปปไทดตานอนุมูลอิสระและ/หรือ
การตานการแบงตัวของเซลลมะเร็งจากเมล็ดผลไม และการสรางสายพันธุ P. pastoris สําหรับการสราง
เปปไทดดังกลาว โดยการคัดเลือกเปปไทดไดมาจากการนําเมล็ดผลไมไทย เชน มะละกอ ลิ้นจ่ี ลําไย ท่ี
เหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมแปรรูปผลไม ถูกนํามาเตรียมเปนโปรตีนไฮโดรไลเสตโดยการยอยโปรตีน
หยาบดวยเอนไซมเปปซินและแพนเครติน (pancreatin) ซึ่งจําลองมาจากระบบการยอยอาหารในมนุษย 
จากนั้นทําการทดสอบฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระโดยการตานออกซิเดชันดวยสาร DPPH (Sharma 
andBhat, 2009) จากนั้นโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระไดถูกทําใหบริสุทธิ์บางสวนดวย
เทคนิคอัลตราฟลเตรชันและเทคนคิโครมาโตรกราฟ เชน  โครมาโทกราฟแบบเจลฟลเตรชัน และ High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) หลังจากตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีนแลว 
โปรตีนไฮโดรไลเสตนี้ไดถูกนําไปพิสูจนเอกลักษณดวยเทคนิคแมสสเปกโตรเมตรี และคัดเลือกเปป
ไทดท่ีคาดวามีความเปนไปไดในการตานอนุมูลอิระและ/หรือตานการแบงตัวของเซลลมะเร็งซึ่ง
พิจารณาจากลาํดับกรดอะมิโน จากนั้นทําการสราง P. pastoris สําหรับการสรางรีคอมบิแนนทเปปไทด 
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โดยการแปรกลับลําดับกรดอะมิโนของเปปไทดที่คาดวามีฤทธิ์ทางชีวภาพเปนลําดับนิวคลีโอไทด เม่ือ
ทําการสังเคราะหนิวคลีโอไทดแลวจะตัดตอนําเขาเวคเตอรพาหะ pPicZαA (Invitrogen Inc., USA) 
เพ่ือนําเขาสูโครโมโซมของ P. pastoris ตอไป ท้ังนี้เนื่องจากเปปไทดที่ตองการเปนโปรตีนท่ีผานการ
ยอยมาแลวบางสวนทําใหเปนเปปไทดสายสั้น การสังเคราะหเปปไทดสายสั้นมักประสบปญหา เชน 
การตรวจสอบและการตรวจติดตาม   การแกปญหาดงักลาวสามารถทําไดโดยทําใหสายเปปไทดยาวขึ้น 
ท้ังนี้นิวคลีโอไทด ท่ีแปลรหัสเปนกรดอะมิโนของเปปไทดสนใจ โดยต้ังช่ือวา  Longan 1 
(ISYVVPVYIAEITPKTFRGGF) ไดออกแบบใหตอกัน 4 ชุด ซึ่งในแตละชุดจะคั่นดวยรหัสโคดอน
ของกรดแอสปาติก (Aspartic acid) เพ่ือในอนาคตหากตองการเปปไทดสายสั้นเหมือนเปปไทดตนแบบ
ก็สามารถตัดเปปไทดสายยาวนี้ไดดวยเอนไซม Endoproteinase AspN ทําให 1 สายของรีคอมบิแนนท
เปปไทดประกอบดวยเปปไทด Longan 1 จํานวน 4 ชุด การแสดงออกของรีคอมบิแนนทเปปไทดอยู
ภายใตการควบคุมของ AOX1 promoter ซึ่งกระตุนไดดวยเมทานอล นอกจากนี้เวคเตอรพาหะ 
pPicZαA ยังประกอบดวย α-factor ของ Sacchromyces cerevisiae ซึ่งทําใหเปปไทดท่ีตองการหลั่ง
ออกนอกเซลล ซึ่งโดยหลักการแลวทําใหการสกัดรีคอมบิแนนทเปปไทดทําไดงาย (Kjeldsen et al., 
1999)  

      เนื่องจากโครงการวิจัยนี้เปนโครงการตอเนื่อง ในปงบประมาณ 2558 ไดทําการศึกษาการผลิตเปป
ไทดท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพนี้ในระดับ Shake flask โดยเปปไทดท่ีสนใจสกัดไดจาดเมล็ดลําไยซึ่งต้ังช่ือวา 
Logan 1 แตเนื่องจากการผลิตรีคอมบิแนนทเปปไทดจากยีสต P. pastoris มีปญหาอยางมากและไม
สามารถผลิตรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 ได จึงไดเปลี่ยนแผนการทดลองโดยใช E. coli เปน
ระบบสําหรับแสดงออกแทนและประสบความสําเร็จ โดยรีคอมบิแนนทเปปไทดนี้ไดถูกนําไปทดสอบ
ฤทธิ์ในการตานอนมูุลอิสระโดยการตานออกซิเดชันดวยสาร DPPH, ABTS, ไนตริกออกไซด และการ
ปกปองดีเอ็นเอจากอนุมูลไฮดรอกซลิ และเปรียบเทียบกับฤทธิข์องโปรตีนไฮโดรไลเสตรวมท้ังทดสอบ
ฤทธิ์ในการตานการแบงตัวของเซลลไลนมะเร็งในมนุษย  

1.5 ทฤษฎี และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 

     เนื่องจากเมล็ดพืชเปนแหลงสะสมอาหารเพ่ือใชในการขยายพันธุ ดังนั้นจึงเปนท่ีนาสนใจสําหรับ
การหาเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระและ/หรือยับยั้งการแบงตัวของเซลลมะเร็ง  ท้ังนี้เพ่ือแกปญหา
ท่ีเกิดจากการสกัดสารจากธรรมชาติและการเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสต เทคนิคดานพันธุศาสตร
โมเลกุลจึงถูกนํามาใชเพื่อสรางจุลินทรียสําหรับผลิตรีคอมบิแนนทเปปไทด  โดยรีคอมบิแนนทเปป
ไทดท่ีผลิตจากจุลินทรียสําหรับแสดงออกจะชวยแกปญหาใหสามารถผลิตเปปไทดไดในปริมาณมาก
และยังมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระและ/หรือตานการแบงตัวของเซลลมะเร็ง 
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1.6 วิธีการดําเนินการวิจัยโดยสรุป 

       ในปงบประมาณ 2558 โครงงานดําเนินงานในดานผลิตและทดสอบฤทธิ์ของรีคอมบิแนนทเปป
ไทดจาก P. pastoris แตเนื่องจากไมสามารถผลิตรีคอมบิแนนทเปปไทดท่ีตองการจาก P. pastoris ได 
ทําใหตองมีการเปลี่ยนแปลงการดําเนินงานโดยใชแบคทีเรีย E. coli เปน เซลลสําหรับการแสดงออก
แทนโดยงานวิจัยโดยสรุปไดแก   

1. การสรางสายพันธุ P. pastoris สําหรับการสรางเปปไทด ซึ่งมีขั้นตอนดังนี้ 

- สั่งสังเคราะหนิวคลีโอไทดท่ีแปรรหัสแลวไดเปนลําดับกรดอะมิโอของเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ทาง
ชีวภาพ (IDT, USA) ซึ่งต้ังช่ือวา Longan 1 ประกอบดวยลําดับนิวคลีโอไทดของเปปไทด 
Longan 1 เรียงตอกัน 4ชุด แตละชุดคั่นดวยโคดอนของกรดแอสปาติก (Aspartic acid) แลวตัดตอ
เขาเวคเตอรพาหะ pPICZαA (Invitrogen, USA) จากนั้นนําเขาสูโครโมโซมของ P. pasotoris 
GS115 ดวยชุด Pichia EasyCompTM Transformation Kit (Invitrogen, USA)  

- ตรวจสอบความถูกตองของสายพันธุดวยวิธี colony PCR, การตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ และ 
DNA Sequencing (Macrogen, Korea) 

2. การแสดงออกของรีคอมบิแนนทเปปไทดเปาหมายจาก P. pastoris 
- เลี้ยงเซลล P. pastoris ในอาหารเลี้ยงเช้ือ MMH ท่ีเติมเมทานอลทุก 24 ช่ัวโมงเพื่อเหนี่ยวนําการ 

แสดงออกของรีคอมบิแนนทเปปไทดท่ีตองการ เก็บตัวอยางทุก 24 ชั่วโมง เปนเวลา 96 ช่ัวโมง 
- วิเคราะหผลโปรตนีท่ีแสดงออกท้ังหมดดวยเทคนคิ SDS-PAGE แลวนําแถบโปรตีนท่ีคาดวาเปน

รีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 ไปตรวจสอบความถูกตองดวยเทคนิคแมสสเปกโตรเมตรี 

 3. การสราง E. coli สายพันธุสําหรับผลิตตานอนุมูลอิสระ/หรือการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็ง
เมล็ดลําไย 

       - นําช้ินสวนดีเอ็นเอสาํหรับการผลิตรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 (จากขอ 1) ใสลงในเวคเตอร
สําหรับการแสดงออก pQE-30 Xa แลวนําเขาสู E. coli สายพันธุ MG1655 

       - ตรวจสอบความถูกตองของสายพันธุดวยวิธี PCR, การตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ และ DNA 
Sequencing 

2.6 การแสดงออก การทําใหบริสุทธิ์และการตรวจสอบรีคอมบิแนนทเปปไทดเปาหมายจาก E. coli 

       - ทําการเลี้ยง E. coli ในอาหารเหลว LB โดยเหนี่ยวนําการแสดงออกของรีคอมบิแนนทเปปไทดท่ี
ตองการดวย IPTG เก็บตัวอยางทุก 2 ช่ัวโมง เปนเวลา 6 ช่ัวโมง 
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       - แตกเซลล เก็บตัวอยางโปรตีนท่ีละลายและไมละลาย และวิเคราะหผลโปรตีนที่แสดงออกท้ังหมด
ดวยเทคนิค SDS-PAGE 

       - ทํารีคอมบิแนนทเปปไทดใหบริสุทธิ์ดวยคอลัมน Protino® Ni-IDA (MACHEREY-NAGEL, 
Germany) และตรวจสอบความถูกตองโดยใชการตรวจจับของแอนติบอดี mouse anti- His HRP 
(USBiological, USA) ซึ่งจําเพาะตอ 6X-Histidine ดวยเทคนิค Western blot 

2.7 การตรวจสอบฤทธิ์ของรีคอมบิแนนทเปปไทดเปาหมายในการตานอนุมูลอิสระ 

       - ทดสอบฤทธิ์ในการกําจัดอนุมูลอิสระจากสาร DPPH, ABTS และไนตริกออกไซด 

       - ทดสอบความสามารถในการปกปองดีเอ็นเอจากอนุมูลไฮดรอกซิล 

2.8 การตรวจสอบฤทธิข์องรีคอมบิแนนทเปปไทดเปาหมายในการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็งตางๆ  

1.7 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรบั 
       1. ผลงานที่ไดสามารถนาํไปจดสิทธิบัตรและ/หรือเผยแพรในวารสารหรืองานประชุมวิชาการได 

       2. ไดรีคอมบิแนนทเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระและ/หรือการตานการแบงตัวของ
เซลลมะเร็งและกระบวนการผลิตท่ีมีประสิทธิภาพ โดยเปปไทดเหลานี้สามารถนําไปตอยอดใน
อุตสาหกรรมหลายประเภท เชน เภสัชกรรม อาหารเสริม เครื่องสําอาง และเทคนิคการผลิตนี้สามารถ
นําไปประยุกตใชเพ่ือการผลิตโปรตีนเปปไทดและสารอื่นๆดวย 
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บทที ่2 

อุปกรณ วิธีดําเนินงานวิจัย 

2.1 อุปกรณ 

เคร่ือง PCR 

(Polymerase Chain Reaction Thermocycer) 

Applied Biosystems, Singapore 

เคร่ืองเขยาผสมรุน Vortex-Genie2 

(Vortex mixer: model Vortex-Genie2) 

Scientific Industries, USA 

เคร่ืองเขยาเลี้ยงเช้ือควบคุมอุณหภูม ิ

(Refrigerated incubator shaker : model Innova 4330) 

New Brunswick Scientific, USA 

เคร่ืองช่ังแบบละเอยีดรุน FX-180 

(Electronic balance : model FX-180) 

A&D Co., Ltd., Japan 

เคร่ืองช่ังแบบหยาบ รุน FX-3000 

(Electronic balance : model FX-3000) 

A&D Co., Ltd, Japan 

เคร่ืองบันทึกภาพเจลภายใตแสงยูวี 

(Uvitec Platinum Gel Documentation system) 

UVItec, UK 

เคร่ืองบลอ็ตกึ่งแหง 

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

Bio-Rad, USA 

เคร่ืองปนเหวี่ยงความเร็วสูงชนิดควบคุมอุณหภูมิ 

(Refrigerated high speed centrifuge) 

Kubota cooperating, Japan 

เคร่ืองปนเหวี่ยงหลอด micro-tube ความเร็วสูงรุน MTX-150 

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

Tomy Seiko Co., Ltd., Japan 

เคร่ืองวัดคาการดูดกลนืแสงจากเพลท  Thermo Scientific, USA 
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(Multiskan™ Go spectrophotometer) 

เคร่ืองวัดความเปนกรด-ดาง 

(pH meter) 

Mettler Toledo, USA 

เคร่ืองวิ่งเจลอะกาโรส  

(Agarose gel electrophoresis equipments) 

ADVANCE Co., Ltd., Japan 

เคร่ืองวิ่งโปรตีน 

(Protein electrophoresis apparatus) 

Bio-Rad, USA 

เคร่ืองอบฆาเช้ือดวยไอน้าํ 

(Autoclave) 

Taladlab, Thailand 

เคร่ืองอังน้าํ 

(Water bath) 

Yamato, Japan 

ชุดคอลัมนทําโปรตีนท่ีมี Histidine tag ใหบริสุทธิ ์

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

MACHEREY-NAGEL, Germany 

ชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากเจล 

(NucleoSpin® Extract II Kits) 

MACHEREY-NAGEL, Germany 

ชุดสกัดพลาสมิด 

(NucleoSpin® plasmid) 

MACHEREY-NAGEL, Germany 

ชุดนาํดีเอ็นเอเขาสูโครโมโซม P. pastoris 

(Pichia EasyCompTM Transformation Kit) 

Invitrogen, USA 

 

ตูแชแข็ง –20oC 

(Freezer –20oC) 

Sanyo, Japan 

 

ตูแชแข็ง –70oC 

(Freezer –70oC) 

Sanyo, Japan 
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ตูปลอดเช้ือรุน HF safe-12006 

(Laminar flow: model HF safe-12006) 

Heal Force, China 

ตูเพาะเช้ือ อุณหภูมิ 37oC 

(Growth cabinet) 

Sanyo, Japan 

ตูอบแหงรุน UNB-400 

(Oven : model UNB-400) 

Memmert Co.,Ltd., Germany 

ไมโครปเปตรุน Discovery Comfort 

(Micro auto pipette: model Discovery Comfort) 

Mettler Toledo, USA 

 

 2.2 จุลินทรยี พลาสมิด และไพรเมอร 
 2.2.1 พลาสมิด 

 

 

 

 

2.2.2 จุลินทรยี 

pPicZA Invitrogen, USA 
pLG1A พลาสมดิ pPicZA ท่ีมีช้ินสวนดีเอ็นเอสาํหรับสรางรีคอม

บิแนนทเปปไทด Longan 1  
pQE-30 Xa Qiagen, Germany 
pLG1 พลาสมดิ  pQE-30 Xa ท่ีมีช้ินสวนดีเอน็เอสาํหรับสรางรีคอม

บิแนนทเปปไทด Longan 1 

E. coli competent cells สายพันธุ Super 
109 HIT-DH5a 

RBC Bioscience, Taiwan 

P. pastoris GS115 อ.ดร.ศรนิทิพ สุกใส, สถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพ
และวิศวกรรมพันธุศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  

TWLG1PP P. pastoris GS115 ท่ีมีช้ินสวนดีเอ็นเอสาํหรับสรางรี
คอมบแินนทเปปไทด Longan 1 

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

2.3 การสราง P. pastoris สายพันธุสําหรับผลิตตานอนุมูลอิสระ/หรือการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็ง
เมล็ดลําไย 
         ชิ้นสวนดีเอ็นเอสําหรับใชผลิตรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 (รูปท่ี 2.1)ไดสงไปทําการสัง
สังเคราะหและอยูบนพลาสมิด pIDT-blue (IDT, USA) ตัดช้ินสวนดีเอ็นเอออกจากพลาสมิดดวยเอนไซม
ตัดจําเพาะ XhoI แลวนําไปเชื่อมติดกบัพลาสมิด pPicZA ซึ่งถูกตัดดวยเอนไซมเดียวกันดวยเทคนิค DNA 
Ligation ซึ่งใชเอนไซม T4 Ligase นําปฏิกิริยา Ligation เขาสูเซลล E. coli competent cells สายพันธุ Super 
109 HIT-DH5a ดวยเทคนิค Chemical Transformation แลวคัดเลือกโคโลนีซึ่งโตไดในอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง 
Low salt LB ซึ่งมี Zeocin เขมขน 25 µg/mL จากนั้นทําการสกัดลาสมิดและตรวจสอบความถูกตองดวย
การตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BsiWI และ DNA sequencing (Macrogen, Korea) จากนั้นนําพลาสมิดที่
ถูกตองไปตัดดวยเอนไซม SacI ใหเปนเสนตรง แลวนําเขาสูโครโมโซมของ P. pastoris ดวยชุด 
Pichia EasyCompTM Transformation Kit (Invitrogen, USA) แลวคัดเลือกโคโลนีซึ่งโตไดในอาหารเลี้ยง
เช้ือแข็ง YPD ซึ่งมี Zeocin เขมขน 100 µg/mL ตรวจสอบความถกูตองดวยเทคนิค colony PCR ซึ่งเปนการ
คัดเลือกโคโลนีมาทําการยอยผนังเซลลของ P. pastoris ดวยเอนไซม Lyticase ท่ี 37OC เปนเวลา 10 นาที 
แลวปนเหว่ียงท่ี 5000 g นําสวนใสซึ่งมีดีเอ็นเอมาเปนตนแบบในการทํา PCR ดวยไพรเมอร AOX1 
forward กับ AOX1 reverse จากนั้นตรวจสอบเพิ่มเติมดวยไพรเมอร  L1F กับ L1R โดยผลิตภัณฑ PCR ที่
ไดจากไพรเมอร AOX1 forward กับ AOX1 reverse นํามาสกัดออกจากเจลแลวทําการตรวจสอบความ
ถูกตองดวยการใชเอนไซมตัดจําเพาะ BsiWI และ DNA sequencing (Macrogen, Korea) 
2.4 การแสดงออกของรีคอมบิแนนทเปปไทดเปาหมายจาก P. pastoris 
        นํา P. pastoris สายพันธุ GS115 และ TWLG1PP เลี้ยงในอาหารเหลว YPG pH 5.0 ท่ี 30oC ความเร็ว
รอบ 250 rpm จนกระท่ังคา OD ท่ี 600 nm ประมาณ 2-6 (16-18 ชั่วโมง) จากนั้นนําไปปนท่ี 5000 x g เปน
เวลา 5 นาที เก็บเซลลแลวนําเซลลละลายในอาหารเหลว MMH pH 5.0  ใหคา OD ท่ี 600 nm ประมาณ 
0.01 โดยทําการทดลองใชปริมาตรอาหารเลีย้งเช้ือ 100 และ 200 ml บมท่ี 30oC ความเร็วรอบ 250 rpm เปน
เวลาท้ังสิ้น 96 ช่ัวโมง ซึ่งทําการกระตุนการแสดงออกของโปรตีนท่ีตองการดวยการเติม 0.5% v/v เม

AOX1 forward    GACTGGTTCCAATTGACAAG 

AOX1 reverse    GCAAATGGCATTCTGACATCC 

L1F    CTCGAGAAAAGAGATATTAG 

L1R    CTCGAGCGTACGGTCGAAACC 
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ทานอลทุก 24 ช่ัวโมง เมื่อทําการเก็บตัวอยางทุก 24 ช่ัวโมง นําตัวอยางไปปนเหว่ียงแยกเซลลออกและนํา
สวนใสมาวิเคราะหความเขมขนของโปรตีนท้ังหมดดวยวิธี Bradford assay และตรวจสอบแถบโปรตีน
ดวยเทคนิค SDS PAGE โดยใช 18% acrylamide separating gel 

2.5 การสราง E. coli สายพันธุสําหรับผลิตตานอนุมูลอิสระ/หรือการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็งเมล็ด
ลําไย 
      ช้ินสวนดีเอ็นเอสําหรับใชผลิตรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 (รูปที่ 2.1) ถูกเพ่ิมจํานวนดวยเทคนิค 
Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใชพลาสมิด pLG1A เปนดีเอ็นเอตนแบบ และใชไพรเมอร L1F 
และ L1R ซึ่งจะเหนี่ยวนําสวนหัวและทายของช้ินสวนดีเอ็นเอใหมีบริเวณตัดจําเพาะสําหรับเอนไซม 
BamHI และ HindIII ตามลําดับ จากนั้นตัดผลิตภัณฑ PCR และพลาสมิด pQE-30 Xa ดวยเอนไซม BamHI 
และ HindIII แลวนําไปเช่ือมตอกันดวยเทคนิค DNA Ligation ซึ่งใชเอนไซม T4 Ligase แลวนําปฏิกิริยา 
Ligation เขาสูเซลล E. coli competent cells สายพันธุ MG1655 ดวยเทคนิค Chemical Transformation 
คัดเลือกโคโลนีสีขาวจากการเลี้ยงบนอาหารแข็ง LB ท่ีมี Amplicillin เขมขน 100 µg/mL และ X-gal 
เขมขน 40 µg/mLท่ีอุณหภูมิ 37 oC ขามคืน นําโคโลนีท่ีคัดเลือกไปเลี้ยงในอาหารเหลว LB ท่ีมี Amplicillin 
เขมขน 100 µg/mL อุณหภูมิ 37 oC ขามคืน แลวสกัดพลาสมิดมาตรวจสอบดวยเทคนิค PCR โดยใชไพร
เมอร L1F กับ L1R การใชเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ HindIII และ DNA sequencing (Macrogen, 
Korea) 

2.6 การแสดงออก การทําใหบริสุทธิ์และการตรวจสอบรีคอมบิแนนทเปปไทดเปาหมายจาก E. coli 
     การแสดงออกของรีคอมบินแนนทเปปไทด Longan 1 เหนี่ยวนําโดยการใช IPTG โดยเร่ิมจากการ
เตรียมหัวเช้ือนําโคโลนีจากสายพันธุ TWLG1 และ CONT มาเลี้ยงนอาหารเหลว LB ท่ีมี Amplicillin 
เขมขน 100 µg/mL อุณหภูมิ 37 oC ขามคืน จากนั้นนําหัวเชื้อปริมาตร 100 µL ถายลงในอาหารเหลว LB ที่
มี Amplicillin เขมขน 100 µg/mL ปริมาตร 50 mL แลวบมท่ีอุณหภูมิ 37 oC ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที 
จนกระท่ังคา OD600 ประมาณ 0.6 (ประมาณ 2-3 ช่ัวโมง) แลวเติม IPTG ใหความเขมขนสุดทายคือ 1 mM  
จากนั้นบมท่ีอุณหภูมิ 37 oC ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เก็บตัวอยางทุก 2 ชั่วโมง เปนเวลา 6 ช่ัวโมง 
แลวตัวอยางนําไปปนเหว่ียงท่ี 8,000 x g เปนเวลา 15 นาทีแลวเก็บตะกอนเซลล 

       การสกัดรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 เร่ิมจากการแตกเซลลโดยนําตะกอนเซลลน้ําหนักเปยก 1 g 
มาละลายใน LEW buffer pH 7.8 ปริมาตร 5 mL ทําการแชแข็งท่ี -20 oC แลวนํามาละลาย 3 คร้ัง จากนั้น
เติม 10% w/v Lysozyme รวมดวยเอนไซม Dnase และ Rnase แลวแชในน้ําแข็ง 30 นาที ทําการแตกเซลล
เพ่ิมโดยใชคลื่นเสียง (sonication) ท่ี 10 ×15 s bursts จากนั้นปนเหวี่ยงท่ี 10,000 x g เปนเวลา 30 นาที เก็บ
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สวนใสเปนสวนโปรตีนละลายน้ํา (soluble protein fraction) สําหรับตะกอนนําไปละลายใน LEW buffer 
pH 7.8 ปริมาตร 5 mL เพ่ือทําการลางตะกอน จากนั้นปนเหวี่ยงท่ี 10,000 x g เปนเวลา 30 นาที นําตะกอน
ไปละลายใน denaturation solubilization (DS) buffer pH 7.8 ปริมาตร 3 ml ปนเหวี่ยงอีกครั้งท่ี 10,000 x g 
เปนเวลา 30 นาที เก็บสวนใสจากสวนนี้เปนสวนโปรตีนไมละลายน้ํา (insoluble protein fraction) 
ตรวจสอบขนาดของแถบโปรตีนท่ีคาดหมายวาอยูในสวนโปรตีนละลายหรือไมละลายน้ําดวยเทคนิค SDS 
PAGE โดยใช 18% acrylamide separating gel 

     เนื่องจากผลการทดลองพบวารีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 อยูในสวนโปรตีนละลายน้ํา จึงนํา
โปรตีนสวนนี้มาผานคอลัมน Ni-IDA เพ่ือสกัดรีคอมบิแนนทเปปไทดท่ีตองการ โดยเร่ิมจากการเตรียม
คอลัมนดวยการใส LEW buffer pH 7.8 ปริมาตร 6 mL เม่ือสารละลายไหลผานคอลัมนหมดจึงเติมตัวอยาง
โปรตีนสวนท่ีละลายน้ําปริมาตร 4 mL โดยพักในคอลัมนท่ี 4 oC ขามคืน แลวเก็บตัวอยางที่ผานคอลัมน
เปนสวน Flow through (โปรตีนท่ีไมเกาะคอลัมน) แลวลางคอลัมนดวย LEW buffer pH 7.8 ปริมาตร 6 
mL โดยเก็บตัวอยางท่ีผานคอลัมนเปนสวน Wash (สวนท่ีถูกลางจากคอลัมน) จากนั้นชะโปรตีนท่ีคาดวา
เปนโปรตีนท่ีตองการซึ่งเกาะอยูในคอลัมนดวย DE buffer pH 7.8  ปริมาตร 5 mL โดยตัวอยางที่เก็บผาน
คอลัมนนี้เรียกวา Elution (สวนที่คาดวามีรีคอมบิแนนทเปปไทดท่ีตองการ) ตรวจสอบแถบโปรตีนดวย
เทคนิค SDS PAGE โดยใช 18% acrylamide separating gel และวัดปริมาณโปรตีนดวยวิธี Bradford 

      การตรวจสอบวาโปรตีนท่ีสกัดไดในสวน Elution คือ รีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 หรือไม ใชวิธี 
Western blot เริ่มจากการนําตัวอยางในสวน Elution ใหมีปริมาณโปรตีนประมาณ 15 µg ทําการแยกขนาด
ดวยเทคนิค SDS PAGE โดยใช 18% acrylamide separating gel แลวยายโปรตีนลง 45 µm nitrocellulose 
membrane ดวยเคร่ือง Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad, USA) โดยใชโวลตคงท่ี 10 V 
เปนเวลา 15 นาที จากนั้นเติม 5% w/v skim milk ใน TBST buffer บมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
โดยเขยาเบาๆ จากนั้นลางดวย TBS buffer หลายๆครั้ง แลวจึงเติม1:500 mouse anti-His-tag antibody (6-
His) (HRP) (USBiological, Salem, USA) บมท่ี 4oC ขามคืน ทําการลางเมมเบรนหลายๆคร้ัง กอนจะเติม 
3,3′-diaminobenzidine (DAB) solution แลวบม 5 นาที แลวจึงหยุดปฏิกิริยาดวยการลางดวยน้ํา 

2.7 การตรวจสอบฤทธิ์ของรีคอมบิแนนทเปปไทดเปาหมายในการตานอนุมูลอิสระ 
     2.7.1 การกําจัดอนุมูล DPPH  
              การทดลองนี้ดัดแปลงมาจาก Mohsen et al. (2009) โดยผสม DPPH เขมขน 200 µM ปริมาตร 100 
µl กับตัวอยางท่ีทดสอบท่ีความเขมขนตางๆ ปริมาตร 100 µl ในเพลท 96 หลุม แลวบมในท่ีมืด ที่
อุณหภูมิหอง 30 นาที จากนั้นวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 517 nm ดวยเคร่ือง Multiskan microreader 
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คํานวณหาคา IC50 ดวย GraphPad Prism (Version 5.00, GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) 
สําหรับ Windows การทดลองนี้ใช ascorbic acid เปนตัวควบคุม    

    2.7.2 การกําจัดอนุมูล ABTS 
              การทดลองนี้ดัดแปลงมาจาก Cai et al. (2004) เร่ิมจากการสรางอนุมูล ABTS โดยผสม ABTS 
เขมขน 7 mM กับ potassium persulphate เขมขน 2.45 mM แลวบมในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 12 
ช่ัวโมง นําสารละลายท่ีผสมมาเจือจางดวยน้ําใหคาการดูดกลืนแสงท่ี 734 nm คือ 0.70 ± 0.02 แลวจึงนํา
สารละลาย ABTS ดังกลาวปริมาตร 990 µl ผสมกับตัวอยางที่ตองการทดสอบท่ีความเขมขนตางๆ ปริมาตร 
10 µl ในเพลท 96 หลุมแลวบมในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิหอง 30 นาที จากนั้นวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 734 nm 
ดวยเคร่ือง Multiskan microreader คํานวณหาคา IC50 ดวย GraphPad Prism (Version 5.00, GraphPad 
Software Inc., La Jolla, CA, USA) สําหรับ Windows การทดลองนี้ใช ascorbic acid เปนตัวควบคุม    
     2.7.3 การกําจัดอนุมูลไนตริกออกไซด 
           อนุมูลไนตริกออกไซดเกิดจากปฏิกิริยาระหวางสารละลาย sodium nitroprusside (SNP) กับ
ออกซิเจนและไนไตรทไออนสามารถวัดไดจากปฏิกิริยาของ Griess Illosvoy (Govindarajan et al., 2003) 
การทดลองนี้ทําโดยผสมสารละลาย SNP เขมขน 10 mM, PBS buffer pH 7.4 และตัวอยางที่ตองการ
ทดสอบโดยใหปฏิกิริยาท้ังหมดมีปริมาตร 3 mL จากนั้นบมท่ีอุณห๓มิหองเปนเวลา 150 นาที แลวจึงเติม 
0.1% w/v NED ทําการบมตอท่ี 25 °C อีก 30 นาที แลววัดคาการดูดกลืนแสงที่ 540 nm ดวยเคร่ือง 

Multiskan™ Go spectrophotometer คํานวณหาคา IC50 ดวย GraphPad Prism (Version 5.00, GraphPad 
Software Inc., La Jolla, CA, USA) สําหรับ Windows การทดลองนี้ใช Curcumin เปนตัวควบคุม (Hazra  
et al., 2008)  

      2.7.4 ความสามารถในการปกปองดีเอ็นเอจากอนุมูลไฮดรอกซิล 
             การทดลองนี้ดัดแปลงมาจาก  Qian et al., 2008  โดยใชพลาสมิด pBR322 เปนดีเอ็นเอตนแบบ 
และอนุมูลไฮดรอกซิลเกิดจากปฎิกิริยา Fenton ในการทดลองใชพลาสมิด pBR322 ความเขมขน 50 -100 
ng/mL ปริมาตร 3 µl ผสมกับ PBS buffer pH 7.4 ความเขมขน 50 mM ปริมาตร 3 µl และตัวอยางที่
ตองการทดสอบที่ความเขมขนตางๆ ปริมาตร 4 µl นําไปบมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 20 นาที จากนั้นเติม 
FeSO4 ความเขมขน 2 mM ปริมาตร 3 µl กับ 30% H2O2 แลวบมตอท่ี 37 oC เปนเวลา 30 นาที วิเคราะห
ลักษณะรูปแบบดีเอ็นเอดวย 1% agarose gel electrophoresis 

2.8 การตรวจสอบฤทธิ์ของรีคอมบิแนนทเปปไทดเปาหมายในการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็ง 
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     ในการทดลองนี้ไดใชเซลลมะเร็งของมนุษย 5 ชนิดไดแก BT474 (เตานม), CHAGO (ปอด), HEP-G2 
(ตับ), KATO-3 (กระเพาะ), และ SW620 (ลําไสใหญ) และใชเซลลปกติคือ Wi-38 (เซลลเยื่อหุมปอด) 
เซลลทุกชนิดเลี้ยงในอาหาร RPMI-1640 ซึ่งผสม L-glutamine เขมขน 2.0 mM และ 10% (v/v) FCS บมที่ 
37oC ภายใต 5% (v/v) CO2. จากนั้นดูดเซลลออกและลางแลวนําลงเพลท 96 หลุม โดยใหแตละหลุมมี
จํานวนเซลล 5 x 103 cells/µL ใน complete media ปริมาตร 200 µL แลวเลี้ยงเซลลท่ีภาวะเดิม 1 วัน 
จากนั้นจึงนําตัวอยางท่ีจะทดสอบท่ีความเขมขนตางๆเติมลงไปแลวบมตออีก 3 วัน แลวจึงเติม 3-[5,5-
dimethylthyazol-2-yl-2,5-diphenyltetrazolium] bromide solution (MTT) ความเขมขน 5 mg/mL ปริมาตร 
10 µL ลงในแตละหลมุแลวบมตออกี 4 ช่ัวโมง ทําการท้ิงสารละลายทั้งหมดออกแลวลางเซลลดวย RPMI-
1640 ตามดวยการเติม DMSO ปริมาตร 150 µL ลงในแตละหลุม แลวบมอีก 30 นาที แลวจึงดูดสารละลาย
ท้ังหมดออก จากนั้นวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 540 nm 
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รูปท่ี 2.1 ช้ินสวนดีเอ็นเอซึ่งออกแบบสําหรับการสรางรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 ท่ีไดจากเมล็ด
ลําไย  

ช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีสังเคราะหเปปไทด Longan 1 สามารถถอดรหัสไดเปน ISYVVPVYIAEITPKTFRGGF 
เรียงตอกัน 4 ชุด แตละชุดคั่นดวยกรดแอสปาติก (Aspartic acid)  
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บทที่ 3 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

3.1 การสราง P. pastoris สายพันธุสําหรับผลิตตานอนุมูลอิสระ/หรือการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็ง
เมล็ดลําไย 
    ช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีออกแบบขึ้นนี้สําหรับ Logan 1 ไดถูกสั่งสังเคราะหขึ้นและใสอยูในพลาสมิด IDT-
Blue (IDT, USA) เม่ือไดรับพลาสมิดมาไดถูกนําเขา Escherichia coli competent HIT-DH5 (RBC 
Bioscience, Taiwan) เพ่ือเก็บรักษาและเพิ่มจํานวน พลาสมิดดังกลาวถูกสกัดและนํามาตัดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะตัดจําเพาะ XhoI  แลวเชื่อมเขากับพลาสมิด pPICZαA (Invitrogen, USA) ที่ตัดดวยเอนไซมเดียวกัน 
เม่ือทําการเช่ือมตอกันดวยเอนไซม T4 Ligase แลวนําปฏิกิริยา Ligationใสเขา E. coli competent HIT-
DH5 คัดเลือกบนอาหารแข็ง LB low salt ท่ีมี Zeocin เขมขน 25 µg/mLจากนั้นคัดเลือกโคโลนีแลวทํา
การสกัดพลาสมิดเพื่อตรวจสอบวามีช้ินสวนดีเอน็เอหรือไมและใสในพลาสมิดดวยทิศทางท่ีถูกตองหรือไม 
พลาสมิดท่ีมีช้ินสวนดีเอ็นเอสําหรับผลิตเปปไทด Longan 1 ในทิศทางท่ีถูกตองเม่ือตัดดวยเอนไซม BsiWI 
ไดช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 280 คูเบส และ 3600 คูเบส(รูปท่ี 3.1)  พลาสมิดท่ีตัดไดชิ้นสวนท่ีถูกตอง
ไดนําไปตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดดวยเทคนิค DNA sequencing (Macrogen, Korea) พลาสมิดท่ี
ถูกตองไดถูกต้ังช่ือวา pLG1A  

        พลาสมิด pLG1A ถูกนําไปตัดดวยเอนไซม SacI  เพ่ือนําเขาสูโครโมโซมของ P. pastoris ดวยชุด 
Pichia EasyCompTM Transformation Kit (Invitrogen, USA) โดยใชหลักการนําเขาสูโครโมโซมดวยการ
เกิด recombination จากลําดับนิวคลีโอไทดที่เหมือนกับบริเวณ 5’ AOX1 บน pPICZαA กับโครโมโซม 
และคัดเลือกบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง YPD ซึ่งมี Zeocin เขมขน 100 µg/mL เม่ือตรวจสอบความถูกตองดวย
เทคนิค colony PCR ดวยไพรเมอร AOX1 forward กับ AOX1 reverse และตรวจสอบเพ่ิมเติมดวยไพรเมอร  
L1F กับ L1R หากมีช้ินสวนดีเอ็นเอเปาหมายบนโครโมโซมจะไดผลิตภัณฑ PCR ขนาดประมาณ 760 คู
เบสจากไพรเมอร AOX1 forward กับ AOX1 reverse และ 290 คูเบสจากไพรเมอร L1F กับ L1R (รูปท่ี 3.2 
ก) ทําการสกัดผลิตภัณฑ PCR ขนาดประมาณ 760 คูเบสจากไพรเมอร AOX1 forward กับ AOX1 reverse 
แลวทําการตรวจสอบความถูกตองดวยการใชเอนไซมตัดจําเพาะ BsiWI ซึ่งชิ้นสวนที่ถูกตองเม่ือถูก
เอนไซมตัดจําเพาะ BsiWI ไดขนาดประมาณ 520 และ 240 คูเบส (รูปท่ี 3.2 ข) จากนั้นจึงนําช้ินสวนดีเอน็เอ
ขนาดประมาณ 760 คูเบสจากไพรเมอร AOX1 forward กับ AOX1 reverse สงตรวจสอบลําดับนิวคลีโอ
ไทดดวย DNA sequencing (Macrogen, Korea) โดยใชไพรเมอร AOX1 forward, AOX1 reverse, L1F และ 
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L1R แตเนื่องจากการอานผล DNA sequencing ไมสามารถอานไดหลายคร้ังซึ่งอาจเกิดจากการปนเปอนใน
ตัวอยาง ทําใหคณะผูวิจัยตองทํา Re-PCR โดยนําช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 760 คูเบสจากไพรเมอร 
AOX1 forward กับ AOX1 reverse มาทํา PCR ใหมอีกคร้ังดวยไพรเมอร AOX1 forward กับ AOX1 
reverse แลวจึงสกัดผลิตภัณฑ PCR นี้ไปทํา DNA sequencing ซึ่งในท่ีสุดก็ได P. pastoris สายพันธุท่ีมี
ช้ินสวนดีเอ็นเอสําหรับผลิตเปปไทด Longan 1 โดยต้ังช่ือวา TWLG1PP    
3.2 การแสดงออกของรีคอมบิแนนทเปปไทดเปาหมายจาก P. pastoris 
      เม่ือนํา P. pastoris สายพันธุ TWLG1PP มาวัดผลการแสดงออกของในอาหารเหลว MMH pH 5.0 
ปริมาตร 50 mL พบโปรตีนนอยมาก จึงทดลองขยายขนาดโดยใชปริมาตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 100 และ 200 ml 
เปนเวลาท้ังสิ้น 96 ช่ัวโมง ซึ่งทําการกระตุนการแสดงออกของโปรตีนท่ีตองการดวยการเติม 0.5% v/v เม
ทานอลทุก 24 ช่ัวโมง พบวามีการเจรญิเติบโต ดังรูปท่ี 3.3 ซึ่งพบการเจิญเติบโตมากกวาในอาหารเลี้ยงเช้ือ
ปริมาตร 100 mL อาจเปนไปไดวาหัวเชื้อมีความเจือจางเกินไปเมื่อใชอาหารเลี้ยงเช้ือ 200 mL  

      เนื่องจากเปปไทดเปาหมายตออยูกับ -mating factor ซึ่งอยูบนพลาสมิด pPicZA ซึ่งใชในการตัด
ตอนําชิ้นสวนดีเอ็นเอลงบนโครโมโซมของ P. pastoris ทําใหเปปไทดเปาหมายถูกหลั่งออกนอกเซลล จึง
สกัดโปรตีนโดยนาํตัวอยางไปปนเหว่ียงแยกเซลลออกและนําสวนใสมาวิเคราะหความเขมขนของโปรตีน
ท้ังหมดดวยวิธี Bradford assay พบวาปริมาณโปรตีนเพ่ิมขึ้นตามเวลา (ตารางท่ี 3.1) เมื่อตรวจสอบดวย
เทคนิค SDS PAGE พบแถบโปรตีนตามขนาดที่คาดหมายไวคือประมาณ 10 กิโลดาลตัน หรืออาจมีความ
เปนไปไดที่รีคอมบิแนนทเปปไทดท่ีหลั่งออกนอกเซลลยังคงมี -mating factor ติดอยู เพราะอาจไมเกิด
การตัดในกระบวนการสงโปรตีนออกนอกเซลลซึ่ งในกรณีนี้เปปไทดจะมีขนาดประมาณ 20 กิโลดาลตัน 
(รูปท่ี 3.4) คณะผูวิจัยจึงไดตัดแถบโปรตีนทั้งสองแถบนี้ไปตรวจสอบดวยเทคนิคสเปกโตรเมตรี อยางไรก็
ตามผลการทดลองพบวาโปรตีนท้ังสองแถบนั้นไมใชรคีอมบิแนนทเปปไทดเปาหมาย อีกประเด็นนึงท่ีอาจ
เกิดขึ้นได คือรีคอมบิแนนทเปปไทดไมไดถูกหลั่งออกนอกเซลล ซึ่งในกรณีนี้ เม่ือมีการแตกเซลล จะพบ
โปรตีนจํานวนมาก และเนื่องจากรีคอมบิแนนทเปปไทดท่ีไดออกแบบไวในการทดลองนี้ไมไดติด
เคร่ืองหมายใดๆไว จึงยากแกการตรวจสอบและสกัดรีคอมบิแนนทเปปไทดเปาหมาย ทําใหตองสราง
ระบบการแสดงออกใหม คณะผูวิจัยไดทบทวนแลวพบวา หากยังคงใช P. pastoris อาจจะทําใหเกิดปญหา
ตามมาอีกในภายหลัง เนื่องจากปริมาณโปรตีนท่ีผลิตไดนั้นนอยมาก นอกจากนี้หากตองการใหโปรตีน
หลั่งออกนอกเซลล จะมีปริมาตรตัวอยางท่ีตองเก็บจํานวนมากและหากนําปทําใหบริสุทธิ์ดวยคอลัมน 
ปริมาตรตัวอยางจะมากเกินกวาความสามารถของคอลัมนท่ีจะรับตัวอยางได จึงเห็นวาควรเปลี่ยนระบบ
การแสดงออกเพ่ือใหรีคอมบิแนนทเปปไทดที่ตองการในปริมาณมากพอสําหรับการวิเคราะหตอๆไป 
ดังนั้นจึงเปลี่ยนระบบการแสดงออกเปน E. coli แทน 
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3.3 การสราง E. coli สายพันธุสําหรับผลิตตานอนุมูลอิสระ/หรือการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็งเมล็ด
ลําไย 
    E. coli เปนระบบการแสดงออกของโปรตีนที่มีการศึกษาดานพันธุศาสตรอยางลึกซึ้งและเปนระบบท่ีมี
การแสดงออกไดผลดีโดยเฉพาะกับเปปไทดหรือโปรตีนขนาดเล็กซึ่งไมตองการระบบ post-translational 
modification เพื่อดัดแปลงโครงสรางโปรตีน (Li et al., 2013; Zhou et al., 2012) ในการทดลองนี้เลือกใชพ
ลาสมิด pQE-30 Xa เปนเวคเตอรสําหรับการแสดงออกเนื่องจากสามารถเหนี่ยวนําการสรางรีคอมบิแนนท
โปรตีนไดดวย IPTG และรีคอมบิแนนทโปรตีนท่ีไดจะมีสวนของ 6X Histidine บริเวณสวน N-teminal 
จากการแสดงออกเม่ือใชเวคเตอรดังกลาว 
        ช้ินสวนดีเอ็นเอสําหรับการสรางรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 ถูกเพ่ิมจํานวนดวยวิธี PCR โดย
ใชพลาสมิด pLG1A เปนดีเอ็นเอตนแบบและใชไพรเมอร L1F และ L1R ซึ่งจะเหนี่ยวนําสวนหัวและ
ทายของช้ินสวนดีเอ็นเอใหมีบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม BamHI และ HindIII ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดมี
ขนาด 279 คูเบส (รูปท่ี 3.5 ก) ซึ่งไดทําการสกัดออกจากเจลและตัดดวยเอนไซม BamHI และ HindIII 
นําไปเช่ือมตอกับพลาสมิด pQE-30 Xa ท่ีตัดดวยเอนไซมเดียวกัน จากนั้นนําไปใสเขา E. coli cometent 
cells สายพันธุ MG1655 โดยคัดเลือกโคโลนีสีขาวที่โตไดบนอาหารเลี้ยงเช้ือ LB แข็งท่ีมี Amplicillin และ 
X-gal โคโลนีท่ีคัดเลือกจะตรวจสอบความถูกตองโดยการสกัดพลาสมิดแลวทํา PCR ดวยไพรเมอร L1F 
และ L1R ซึ่งพลาสมิดท่ีมีช้ินสวนดีเอ็นเอแทรกจะไดผลิตภัณฑ PCR ขนาด 279 คูเบส (รูปท่ี 3.5 ข) และ
ตรวจสอบดวยการตัดดวยเอนไซม BamHI และ HindIII ซึ่งพลาสมิดท่ีถูกตองจะไดแถบดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 270 และ 3500 คูเบส  (รูปที่ 3.5 ค) และทําการตรวจสอบความถูกตองของลําดับนิวคลีโอไทด
ดวยวิธี DNA sequencing ซึ่งพลาสมิดท่ีถูกตองไดต้ังชื่อวา pLG1 และ E. coli  MG1655 ท่ีมีพลาสมิดดังก
ลาวมีชื่อวา TWLG1 ซึ่งใชสําหรับการผลิตรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 

3.4 การแสดงออก การทําใหบริสุทธิ์และการตรวจสอบรีคอมบิแนนทเปปไทดเปาหมายจาก E. coli  
     เมื่อนํา E. coli สายพันธุ TWLG1 มาเหนี่ยวนําใหเกิดการแสดงออกดวย IPTG หลังจาการแตกเซลลพบ
แถบโปรตีนขนาดประมาณ 13 กิโลดาลตัน ซึ่งเปนขนาดที่คาดหมายอยูในสวนโปรตีนละลายน้ํา (Soluble 
protein fraction) นอกจากนี้ยังพบวาแถบโปรตีนดังกลาวปรากฎอยางชัดเจนเม่ือเทียบกับสายพันธุ CONT 
ท่ีมีพลาสมิด pQE-30 Xa เปลา และสายพันธุ TWLG1 ท่ีไมไดเติม IPTG (รูปท่ี 3.6) ดังนั้นแถบโปรตีน
ดังกลาวนาจะเปนรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 ท่ีตองการ 
      จากนั้นไดนําสวนโปรตีนละลายน้ําท่ีไดจากสายพันธุ TWLG1 ซึ่งเหนี่ยวนําดวย IPTG มาผานคอลัมน 
Ni-IDA จากท่ีไดกลาวมาขางตนวาการใชพลาสมิด pQE-30 Xa ทําใหรีคอมบิแนนทโปรตีนท่ีผลิตออกมามี
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สวนของ 6X Histidine tag ติดอยู ท่ีสวน N-terminal คฯผูวิจัยเลือกใชคอลัมนดังกลาวเนื่องจากมี
ความจําเพาะตอโปรตีนท่ีมีการติด Histidine tag โดยเม่ือใชคอลัมนดังกลาวพบวาในสวน Elution ซึ่งเปน
การทําโปรตีนท่ีการติด Histidine tagใหบริสุทธิ์ ยังพบโปรตีนขนาดประมาณ 13 กิโลดาลตันดังที่
คาดหมาย แมวาบางสวนของโปรตีนขนาดดังกลาวหลุดออกไปบางในสวน Flow through (รูปท่ี 3.7 ก) ซึ่ง
คาดวาอาจเกิดจากแถบโปรตีนดังกลาวมีโปรตีนอื่น (ท่ีไมใชรีคอมบิแนนท Longan 1) ที่มีขนาดประมาณ 
13 กิโลดาลตันเชนกัน รวมถึงมีรีคอมบิแนนท Longan 1 บางสวนหลุดออกไปเพราะความสามารถในการ
รับโปรตีนของคอลัมนดังกลาวมีจํากัด หลังจากการทําใหบริสุทธิ์ คณะผูวิจัยไดนําสวน Elution ที่ไดไปวัด
ปริมาณโปรตีนดวยวิธี Bradford assay และนําไปตรวจสอบวาแถบโปรตีนดังกลาวคือรีคอมบิแนนทเปป
ไทด Longan 1 หรือไมดวยเทคนิค Western blot พบวา แถบโปรตีนดังกลาวสามารถจับจําเพาะไดกับ
แอนติบอดีตอ Histidine tag จึงสามารถสรุปไดวา E. coli สายพันธุ TWLG1 สามารถผลิตรีคอมบิแนนท
เปปไทด Longan 1 และไดนํารีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1ท่ีสกัดไดไปทดลองในขั้นตอไป 
3.5 การตรวจสอบฤทธิ์ของรีคอมบิแนนทเปปไทดเปาหมายในการตานอนุมูลอิสระ  
     การทดลองนี้เร่ิมจากการตรวจสอบความสามารถในการกําจัดอนุมูลอิสระตางๆ ไดแก DPPH, ABTS 
และ ไนตริกออกไซด ซึ่งเม่ือนํามาหาคา IC50 หรือความเขมขนท่ีสามารถยับยั้งอนุมูลอิสระไดคร่ึงหนึ่ง 
(50%) พบวารีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 มีความสามารถในการกําจัดอนุมูลอิสระไดดีและดีกวาตัว
ควบคุม (ตารางท่ี 3.2) โดยพิจารณาไดจากคา IC50 ท่ีตํ่ากวาหรือหมายความวาสามารถกําจัดอนุมูลอิสระได
ครึ่งหนึ่งเมื่อใชความเขมขนนอยกวา เม่ือนําความสามารถในการกําจัดอนุมูลอิสระตางๆเหลานี้ไป
เปรียบเทียบกับขอมูลของโปรตีนไฮโดรไลเสตซึ่งไดทํามาและเปนท่ีมาของเปปไทด Logan 1 พบวา
โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีผานการกรองดวยเมมเบรนขนาด 5 กิโลดาลตันดวยวิธีอัลตราฟวเตรช่ัน (Permeate 
from 5 kDa membrane) ใหคาการกําจัดอนุมูลอิสระประเภท DPPH และ ABTS ไดดีกวา เห็นไดจากคา 
IC50 ท่ีตํ่ากวา (รูป 3.8 ก และข) ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากในสวนของไฮโดรไลเสตสวนนี้ประกอบดวยเปปไทด
อื่นผสมอยูได และมีการทํางานรวมกันของเปปไทดเหลานี้ในการกําจัดอนุมูลอิสระดังกลาว อยางไรก็ตาม 
ผลการกําจัดอนุมูลไนตริออกไซดเปนท่ีนาสนใจอยางยิ่ง เนื่องจากรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 
สามารถกําจัดอนุมูลอิสระประเภทนี้ไดดีกวาโปรตีนไฮโดรไลเสต ซึ่งอาจเปนไปไดวาเปปไทด Longan 1 
มีความจําเพาะในการกําจัดอนุมูลไนตริกออกไซด และรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 มีจํานวนชุดเปป
ไทดท่ีเพ่ิมขึ้น (เปปไทด Longan 1 จํานวน 4 ชุดเรียงตอกัน) จึงทําใหประสิทธภิาพในการกาํจัดอนุมูลไนตริ
กออกไซดดีขึ้น นอกจากนี้ เปปไทดดังกลาวนาสนใจสํา หรับการนําไปศึกษาตอ เชน การศึกษา
ความสามารถในการยับย้ังการอักเสบเนื่องจากมีรายงานพบวาการอักเสบมีความเกี่ยวของกับไนตริกออก
ไซด  (Sharma et al., 2007) 
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    สําหรับความสามารถในการตานอนุมูลอิสระอีกหนึ่งกิจกรรมท่ีทําการทดสอบคือการปกปองดีเอ็นเอ
จากการถูกทําลายดวยอนุมูลไฮดรอกซิล ความเสียหายของดีเอ็นเอท่ีเกิดจากอนุมูลไฮดรอกซิลนั้นเกิดขึ้น
จริงในรางกาย และความเสียหายบนดีเอ็นเอนําไปสูการกลายพันธุหรือสาเหตุของโรค เชน มะเร็ง ในการ
ทดลองนี้การทดสอบความสามารถดังกลาวใชพลาสมิด pBR322 เปนตัวแทนของดีเอ็นเอ หลักการในการ
ทดสอบคือ พลาสมิดเปนดีเอ็นเอแบบวงกลม เมื่อนําไปว่ิงในเจลอะกาโรส (Agarose electrophoresis) จะมี
การขดมวนใหอยูในรูป supercoil (SC) ทําใหว่ิงผานเจลไดเร็วและทําใหเห็นแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดตํ่ากวา
ขนาดจริงของพลาสมิด ดังนั้น SC จึงเปนรูปแบบของดีเอน็เอท่ีไมถูกทําลาย เมื่อพลาสมิดถูกทําทําลายโดย
สายท้ังสองของดีเอ็นแตกหัก (double strand break) จะเกิดเปนดีเอ็นเอเสนตรง (Linear) หรือถาแตกหัก
เพียงสายเดียว (single strand break) จะเกิดเปนรูปแบบ open circular (OC) ซึ่งรูปแบบ Linear และ OC 
(หรือรูปแบบดีเอ็นเอท่ีเกิดความเสียหาย) นี้จะว่ิงในเจลอะกาโรสไดชากวารูปแบบ SC ซึ่งจะปรากฏเปน
แถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาดสูงกวา SC  

      จากผลการทดลองในรูปท่ี 3.9 เม่ือผสมรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 (0.86 mg/mL) กับพลาสมิด 
pBR322 แลวชักนําใหเกิดอนมุูลไฮดรอกซลิดวยปฏิกริิยา Fenton พบวามีแถบดีเอน็เอของ SC หรือรูปแบบ
ดีเอ็นเอที่ไมถูกทําลายปรากฏบนเจลอะกาโรส ขณะที่ปฏิกิริยาที่ใสน้ําทนรีคอมบิแนนทเปปไทด ไมพบ
รูปแบบ SC จึงสามารถสรุปไดวารีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 มีความสามารถในการปกปองดีเอ็นเอ
จากอนุมูลไฮดรอกซิล ซึ่งเปนท่ีนาสนใจสําหรับการศึกษาตอไปเพ่ือนําเปปไทดดังกลาวไปประยุกตใช  

3.6 การตรวจสอบฤทธิ์ของรีคอมบิแนนทเปปไทดเปาหมายในการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็ง 
     อนุมูลอิสระนอกจากกอใหเกิดความเสียหายตอสารชีวโมเลกุลตางๆ ความเสียหายบนดีเอ็นเอก็ยังเปน
สาเหตุของมะเร็งได ดังนั้นจึงเปนที่นาสนใจวานอกจากฤทธิ์ในการกําจัดและปองกันอนุมูลอิสระที่เปน
สาเหตุหนึ่งของโรคมะเร็ง รีคอมบิแนนทเปปไทดเปาหมายนี้ยังมีความสามารถในการตานการแบงตัวของ
เซลลมะเร็งดวยหรือไม 

      จากการทดสอบการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็ง 5 ชนิด ไดแก BT474 (เตานม), CHAGO (ปอด), 
HEP-G2 (ตับ), KATO-3 (กระเพาะ), และ SW620 (ลําไสใหญ) พบวาถาพิจารณาที่ความเขมขนของรีคอม
บิแนนทเปปไทด 27 µg/mL สามารถยับยั้งการแบงตัวของเซลลมะเร็งกระเพาะ (KATO-III) ไดดีท่ีสุดโดย
ไมมีผลยับยั้งการแบงตัวของเซลลปกติ (รูปท่ี 3.10) อยางไรก็ตามจากความเขมขนท่ีใชในการทดลองไม
สามารถคํานวณหาคา IC50 ได ยกเวนเซลล KATO-III ท่ีไดคา IC50 คือ 425.96 µg/mL ซึ่งอาจกลาวไดวารี
คอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 มีความจําเพาะในการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็งกระเพาะ ซึ่งเปนที่
นาสนใจในการศึกษาตอเพ่ือพัฒนาไปประยุกตในการรักษาโรคมะเร็งตอไป  
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ตารางท่ี 3.1 ความเขมขนของโปรตีนท้ังหมดในอาหารเลี้ยงเช้ือเมื่อเลี้ยง P. pastoris สายพันธุ TWLG1PP 
ในอาหารเหลว MMH ที่เวลาตางๆ 

 
 

ปริมาต รอาหาร เลี้ ย ง
เชื้อ (mL) 

ความเขมขนของโปรตีนท้ังหมด (mg/mL) ท่ีเวลา 

0 ชม. 24 ชม. 48 ชม. 72 ชม. 96 ชม. 

100 -0.04±0.018 0.12±0.036 0.25±0.052 0.30±0.047 0.33±0.057 
200 -0.02±0.003 0.01±0.015 0.04±0.047 0.09±0.088 0.13±0.074 
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ตารางท่ี 3.2 คา IC50 ของรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 ในการกําจัดอนุมูลอิสระตางๆ  

สารตัวอยาง 
คา IC50 (µg/mL) ในการกําจัดอนุมลูอิสระ 

NO DPPH ABTS 

รีคอมบิแนนทปปไทด Longan 1 20.67 ± 0.24 57.68 ± 1.90 48.18 ± 0.46 

ตัวควบคุม 73.17 ± 0.35 
(Curcumin) 

101.73 ± 1.47 
(Ascorbic acid) 

89.45 ± 2.11 
(Ascorbic acid) 
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รูปท่ี 3.1 การตรวจสอบการแทรกตัวของช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีตองการบนพลาสมิด pPicA 
พลาสมิด pPicA ท่ีมีชิ้นสวนดีเอ็นเอสําหรับสรางรีคอมบิแนนทเปปไทด Logan 1 ในทิศทางท่ีถูกตอง 
เม่ือตัดดวยเอนไซมตัดจาํเพาะ BsiWI ไดช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 280 และ 3600 คูเบส (Lane 2 และ 
5) พลาสมิดเหลานีไ้ดนาํไปสงตรวจลําดับนิวคลีโอไทดดวยวิธ ีDNA Sequencing ตอไป โดยรูปเจลท่ีแสดง
ในรูปเปน 1% w/v Agarose Electrophoresis  

  

bp 
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รูปท่ี 3.2 การตรวจสอบการแทรกตัวของช้ินสวนดีเอ็นเอบนโครโมโมโซมของ P. pastoris 
(ก.) ตรวจสอบการแทรกตัวของช้ินสวนดีเอ็นเอสําหรับผลิตรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 ดวยไพร
เมอร AOX1 forward กับ AOX1 reverse ไดผลิตภัณฑ PCR ขนาดประมาณ 760 คูเบส (Lane1-3) และไพร
เมอร L1F กับ L1R ไดผลิตภัณฑ PCR ขนาดประมาณ 290 คูเบส (Lane 4-6) (ข.) การตัดผลิตภัณฑ PCR 
ขนาด 760 คูเบสท่ีไดจากไพรเมอร AOX1 forward กับ AOX1 reverse ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BsiWI ทํา
ใหไดแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 520 และ 240 คูเบส 
  

ก. 

ข. 

bp 
bp 

bp 
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รูปที่ 3.3 การเจริญเติบโตของ P. pastoris สายพันธุ TWLG1PP ในอาหารเลี้ยงเช้ือ MMH ปริมาตร 100 
และ 200 mL 
การเจริญเติบโตวัดจากคาการดูดกลืนแสงที่ 600 nm 
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รูปท่ี 3.4 โปรตนีในอาหารเลี้ยงเช้ือเมื่อเลี้ยง P. pastoris สายพันธุ TWLG1PP ในอาหารเลี้ยงเช้ือ MMH 
ปริมาตร (ก.) 100 ml (ข.) 200 ml ท่ีชวงเวลาตางๆ  
วิเคราะหดวย 18% SDS PAGE ซึ่งขนาดคาดหมายของรีคอมบิแนนทเปปไทด Logan 1 คือประมาณ 10 
หรือ 20 กโิลกาลตัน  
  

ก. 

ข. 
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รูปท่ี 3.5 การสรางพลาสมิด pLG1 สําหรับการผลิตรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 
(ก.) การเพ่ิมปริมาณช้ินสวนดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR โดยใชพลาสมิด pLG1A เปนดีเอ็นเอตนแบบและ
ใชไพรเมอร L1F และ L1R ไดผลิตภัณฑ PCR ขนาด 279 คูเบส (ข.)การตรวจสอบของพลาสมิดหลังจาก
ใสช้ินสวนดีเอ็นเอลงพลาสมิด pQE-30 Xa ดวยเทคนิค PCR ดวยไพรเมอร L1F และ L1R ซึ่งพลาสมิดท่ีมี
การแทรกของชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีตองการจะได ผลิตภัณฑ PCR ขนาด 279 คูเบส (ค.) การตรวจสอบของพ
ลาสมิดหลังจากใสช้ินสวนดีเอ็นเอลงพลาสมิด pQE-30 Xa โดยการตัดดวยเอนไซม BamHI และ HindIII 
โดยไดแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 3500 และ 270 คูเบส  

ก. ข. 

ค. 

bp 
bp 

bp 
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รูปที่ 3.6 การแสดงออกของโปรตีนในสวนของโปรตีนละลายน้ํา (Soluble protein fraction) เม่ือถูก
เหนี่ยวนําดวย IPTG เปนเวลา 6 ช่ัวโมง  
เม่ือวิเคราะหดวยเทคนิค SDS PAGE โดยใช 18% acrylamide separating gel พบวามีแถบโปรตีนขนาด
ประมาณ 13 กิโลดาลตันปรากฏอยางชัดเจนเม่ือ E. coli สายพันธุ TWLG1 ถูกเหนี่ยวนําดวย IPTG (Lane 
2) เมื่อเทียบกับสายพันธุ CONT (Lane 1) และสายพันธุ TWLG1 ซึ่งไมไดมีการเหนี่ยวนําดวย IPTG (Lane 
3)   



31 

 

 

                            
รูปท่ี 3.7 การทํารีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 และการตรวจสอบ 
(ก.) การเปปไทดใหบริสุทธิ์ดวยคอลัมน Ni-IDA โดยการนําโปรตีนสวนละลายน้ําไดท่ีไดจากการ
เหนี่ยวนํา E. coli สายพันธุ TWLG1 ดวย IPTG เปนเวลา 6 ช่ัวโมง แลวนํามาผานคอลัมน โดยรีคอม
บิแนนทเปปไทด Longan 1 มีขนาดที่คาดหมายคือ 13 กิโลดาลตัน เม่ือวิเคราะหดวยเทคนิค SDS PAGE 
โดยใช 18% acrylamide separating gel พบโปรตีนขนาดดังกลาวพบในสวนของ Flow through หรือ
โปรตีนที่ไมเกาะคอลมัน (Lane 1) แตไมพบในสวน Wash หรือสวนท่ีถูกลางจากคอลัมน(Lane 3) และพบ
อีกคร้ังในตัวอยางท่ีชะเก็บผานคอลัมนสวน Elution (Lane 2) (ข.) การตรวจสอบดวยวิธี Western blot 
พบวาแถบโปรตีนขนาดประมาณ 13 กิโลดาลตันท่ีสกัดไดสามารถจับไดกับแอนติบอดีตอ Histidine tag 
(Lane 1) แตโปรตีนอื่น เชน Bovine Serum Albumin (BSA) ไมสามารถจํากับแอนติบอดีดังกลาวได (Lane 
2) 
  

ก. ข. 



32 

 

 
รูปท่ี 3.8 ความสามารถในการกําจัดอนุมูลอิสระตางๆของรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 เปรียบเทียบ
กับโปรตีนไฮโดรไลเสต 
คาIC 50 ในการกําจัดอนุมูล (A.) DPPH (B.) ABTS (C.) ไนตริกออกไซดของโปรตีนหยาบจากเมล็ดลําไย 
(Crude protein) โปรตีนไฮโดรไลเสตที่เกิดจากการยอยโปรตีนหยาบดวยเอนไซดเปปซินและแพนครีติน 
(Protein hydrolysate) โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีผานการกรองดวยเมมเบรนขนาด 5 กิโลดาลตันโดย
เทคนิคอัลตราฟวเตรช่ัน (Permeate from 5 kDa membrane) และรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 
(Recombinant peptide) 
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รูปที่ 3.9 การทดสอบความสามารถของรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 ในการปกปองดีเอ็นเอจาก
อนุมูลไฮดรอกซิล 
พลาสมิด pRB322 ใชเปนตัวแทนดีเอ็นเอ ซึ่งหากไมถูกทําลายดวยอนุมูลไฮดรอกซิล แถบดีเอ็นเอท่ีว่ิง
ตํ่าสุดและตํ่ากวาขนาดท่ีควรจะเปน (4361 คูเบส) หรือรูปแบบของ supercoil (SC) ซึ่งเปนรูปแบบของดี
เอ็นเอท่ีไมถูกทําลายจะปรากฏชัดเจนบน 1% w/v Agarose Electrophoresis (Lane 1: pBR322 ท่ีไมมี
อนุมูลไฮดรอกซลิ) เม่ือผสมรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 (1 mg/mL) กับพลาสมิด pRB322 แลวชักนํา
ใหเกิดอนุมูลไฮดรอกซิล (Lane 2) ซึ่งยังพบแถบดีเอ็นเอของ SC แสดงถึงความสามารถในการปกปองดี
เอ็นเอ เม่ือเทียบกับการใชน้ําแทนรีคอมบิแนนทเปปไทด (Lane 3) ซึ่งไมพบแถบดีเอ็นเอของ SC หรืออาจ
กลาวไดวาดีเอ็นเอถูกทําลาย  

bp 
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รูปที่ 3.10 ความสามารถของรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 (27 µg/mL) ในการตานการแบงตัวของ
มะเร็ง BT474 (เตานม), CHAGO (ปอด), HEP-G2 (ตับ), KATO-3 (กระเพาะ), และ SW620 (ลําไสใหญ) 
และเซลลปกติคือ Wi-38 (เซลลเย่ือหุมปอด) 
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บทที่ 4 

สรุปผลการวจิัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

4.1 สรุปผลการวิจัยและอภปิรายผล 

      โครงการวิจัยนี้ไดพบเปปไทดท่ีคาดวามีฤทธิ์ทางชีวภาพจากเมล็ดลําไย ไดแก เปปไทด Longan 1 
(ISYVVPVYIAEITPKTFRGGF) และคณะผูวิจัยไดออกแบบช้ินสวนดีเอ็นเอสําหรับผลิตเปปไทด 
Longan 1 ใหเรียงตอกัน 4 ชุด ซึ่งในแตละชุดจะคั่นดวยรหัสโคดอนของกรดอะมิโนกรดแอสปาติก 
(Aspartic acid) เพื่อใหชิ้นสวนดีเอ็นเอมีความยาวมากพอในการตรวจติดตามเม่ือใชเทคนิคทางพันธุ
ศาสตรโมเลกุล ช้ินสวนดีเอ็นเอไดถูกสังเคราะหขึ้นและไดตัดตอเขาสูพลาสมิด pPicZA ไดปนพ
ลาสมิดช่ือ pTWLG1 และไดทําการนําช้ินสวนดีเอ็นเอเปาหมายเขาสูโครโมโซมของ P. pastoris ซึ่ง
ไดสายพันธุ TWLG1PP แตเมิ่อเหนี่ยวนําใหสรางรีคอมบิแนนทดวยเมทานอล และตรวจสอบการ
แสดงออกของโปรตีนในอาหารเลี้ยงเช้ือ เพ่ือหารีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 ซึ่งควรหลั่งออก
นอกเซลลเพราะมีสวน -mating factor ท่ีมาจากการใชพลาสมิด pPicZA โดยพบแถบโปรตีน
นาสนใจจากตัวอยางอาหารเลี้ยงเชื้อ 2 แถบ คือประมาณ 10 และ 20 กิโลดาลตัน ซึ่งขนาดของรีคอม
บิแนนทเปปไทด Longan 1 คือประมาณ 10 กิโลดาลตัน แตถาหากกระบวนการสงออกนอกเซลล
ไมไดตัดสวน -mating factor ออก ก็จะมีขนาดประมาณ 20 กิโลดาลตัน อยางไรก็ตามเมื่อ
ตรวจสอบความถูกตองดวยเทคนิคสเปกโตรเมตรี พบวาไมใชรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 มี
ความเปนไปไดวารีคอมบิแนนทเปปไทดไมไดถูกผลติขึ้นหรือไมไดหลั่งออกนอกเซลล แตท้ังนี้รีคอม
บิแนนทเปปไทดท่ีออกแบบเม่ือใชพลาสมิด pPicZA ไมไดออกแบบใหมีเคร่ืองหมายใดๆติดอยู ซึ่ง
ทําใหยากตอการติดตามและสกัด โดยเฉพาะในการแตกเซลลซึ่งพบโปรตีนอื่นๆอยูเปนจํานวนมาก 
ดังนั้นถาตองการผลิตรีคอมบิแนนทเปปไทดจาก P. pastoris จะตองกลับออกแบบชิ้นสวนดีเอ็นเอ
และสรางสายพันธุ P. pastoris ใหม โดยเมื่อพิจารณาถึงเวลาและปญหาตางๆท่ีเกิดจาก P. pastoris 
เชน ปริมาณโปรตีนท่ีผลิตไดมีนอยมาก และหากตองการสกัดรีคอมบิแนนทโปรตีนดวยคอลัมนจะ
เกิดปญหาเพราะการใชตัวอยางจากอาหารเลี้ยงเชื้อนั้นตองใชตัวอยางซึ่งมีปริมาตรมาก เกินกวา
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ความสามารถของคอลัมนท่ีจะรับตัวอยางได ดังนั้นคณะผูวิจัยจึงเลือกท่ีจะเปลี่ยนระบบในการ
แสดงออก 

      คณะผูวิจัยไดเปลี่ยนเซลลเจาบานเปน E. coli ซึ่งมีงานวิจัยจํานวนมากประสบความสําเร็จใน
การสสรางรีคอมบิแนนทโปรตีน โดยเฉพาะเปปไทดท่ีไมตองการ post-translation modification ใน
โครงงานนี้ไดนําช้ินสวนดีเอ็นเอดังที่ใชใน P. pastoris ตัดตอเขาสูพลาสมิด pQE-30 Xa แลวนําเขาสู 
E. coli สายพันธุ MG1655 ซึ่งประสบความสําเร็จและสามารถผลิตรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 
ได นอกจากนี้ยังพบวา รีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 มีความสามรถในการกําจัดอนุมูล DPPH, 
ABTS และไนตริกออกไซด โดยเฉพาะไนตริกออกไซด ซึ่งพบวารีคอมบิแนนทเปปไทดสามารถ
กําจัดอนุมูลไนตริกออกไซดไดดีกวาโปรตีนไฮโดรไลเสต ซึ่งมีความเปนไปไดวาเปปไทดดังกลาว
จําเพาะตอการกาํจัดไนตริกออกไซด และการท่ีรีคอมบิแนนทเปปไทดประกอบดวยปปไทด Longan 1 
จํานวน 4 ชุด เรียงตอกัน อาจทําใหมีประสิทธิภาพในการกําจัดอนุมูลดังกลาวไดดีขึ้น นอกจากนี้ยัง
พบวารีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 มีความสามารถในการปกปองดีเอ็นเอจากอนุมูลไฮดรอกซิล 
ในการทดสอบการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็ง พบวารีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 มีฤทธิ์ใน
การตานเซลลมะเร็งกระเพาะ (KATO-III) ไดดีที่สุด และมีความเปนไปไดท่ีมีความจําเพาะตอ
เซลลมะเร็งดังกลาวโดยไมมีฤทธิ์ตอการแบงเซลลปกติ ดังนั้นรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 มี
ความนาสนใจในการนําไปศึกษาตอเปนอยางย่ิง รวมถึงการทดสอบฤทธิท์างชีวภาพอื่นๆ เชนการตาน
การอักเสบ ซึ่งมีหลักฐานวาการอักเสบเกี่ยวของกับไนตริกออกไซด 

2. ขอเสนอแนะ  

    หากตองการสรางสายพันธุ P. pastoris ในการผลิตรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 จําเปนตอง
ออกแบบใหมีเครื่องหมายเชน Histidine tag เพ่ือใหงายตอการตรวจสอบและสกัด นอกจากนี้การผลิต
รีคอมบิแนนทโปรตีนจาก P. pastoris ยังพบวามีปริมาณนอย จึงจําเปนตองศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมใน
การผลิตรีคอมบแนนทเปปไทดดวย 

     แมวาการผลติรีคอมบิแนนทเปปไทด Longan 1 จาก E. coli จะประสบความสําเร็จ แตการผลิตเพื่อ
การนําไปใชตอจําเปนตองใหไดผลผลิตปริมาณมาก จึงควรมีการศึกษาภาวะท่ีเหมาะสม และ
การศึกษาการผลิตในสเกลที่ใหญขึ้นดวย 
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   รีคอมบิแนนทเปปไทด Logan 1 มีความสามารถในการตานอนมูุลอสิระ โดยเฉพาะไนตริกออกไซด 
ซึ่งมีหลักฐานยืนยันวาไนตริกออกไซดเกี่ยวของกับการอักเสบ จึงควรมีการทดสอบฤทธิ์ของรีคอม
บิแนนทเปปไทดดังกลาวในการตานการอกัเสบ นอกจากยังมีฤทธิใ์นปกปองดีเอน็เจากอนุมูลไฮดรอก
ซิลและการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็งกระเพาะ จึงควรมีการศึกษาตอ เชน ความเขมขนและ
วิธีการนําไปประยุกตใชท่ีเหมาะสม รวมถึงการศึกษาวากรดอะมิโนตัวใดรับผิดชอบตอฤทธิต์างๆ โดย
การทํากรดอะมิโนแตละตัวเปลี่ยนเกิดการกลายพันธุ เปนตน  
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ภาคผนวก 

อาหารเลี้ยงเช้ือ 

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

ละลายในน้าํปรับปริมาตรเปน 1 L แลวนาํไปอบฆาเช้ือดวยไอน้ํา 
2 อาหารแข็ง LB 
อาหารเหลว LB เติม 2% Bacto-agarแลวนาํไปอบฆาเชื้อดวยไอน้าํ 
3.อาหารเหลว low salt LB (1 L) 

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

4. อาหารแข็ง low salt LB  
อาหารเหลว LB เติม 2% Bacto-agarแลวนาํไปอบฆาเชื้อดวยไอน้าํ 
5. อาหารเหลว YPD  (1 L) 

10 g    Yeast Extract  
20 g    Peptone   
20 g    Dextrose 

ละลายในน้าํปรับปริมาตรเปน 1 L แลวนาํไปอบฆาเช้ือดวยไอน้ํา 
6. อาหารแข็ง YPD  
อาหารเหลว LB เติม 1.5% Bacto-agarแลวนาํไปอบฆาเชื้อดวยไอน้าํ 
7. อาหารเลี้ยงเช้ือเหลว YPG 
           10g    Yeast extract 

20 g    Peptone   
           20 g    Dextrose 
ละลายในน้าํปรับปริมาตรเปน 1 L แลวนาํไปอบฆาเช้ือดวยไอน้ํา 
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8. อาหารเลี้ยงเช้ือเหลว MMH 
          1.34% w/v        Yeast nitrogen base 
          4 x 10-5% w/v   Biotin 
          0.5% v/v           Methanol 
          0.004% w/v      Histidine 
ละลายในน้าํ ปรับ pH  เปน 5 แลวนาํไปอบฆาเชือ้ดวยไอน้าํ 
9. สารละลาย Lysis Equilibrium Wash (LEW) buffer 
           50 mM    Na2PO4  
           300 mM  NaCl 
ละลายในน้าํ ปรับ pH  เปน 7.8 แลวนาํไปอบฆาเชือ้ดวยไอน้ํา 
10. สารละลาย Denaturation Solubilization (DS) buffer 
           50 mM  Na2PO4 
           300 mM NaCl  
           8 M       Urea 
ละลายในน้าํ ปรับ pH  เปน 7.8 แลวนาํไปอบฆาเชือ้ดวยไอน้ํา 
11. Elution buffer (DE buffer) 
           50 mM    Na2PO4 
           300 mM  NaCl  
           100 mM  Imidazole 
ละลายในน้าํ ปรับ pH  เปน 7.8 แลวนาํไปอบฆาเชือ้ดวยไอน้ํา 
12. TBST buffer  
            50 mM   Tris-Cl, pH 7.6 
            150 mM NaCl  
            0.05%     Tween 20 
ละลายในน้าํ แลวนาํไปอบฆาเช้ือดวยไอน้าํ 
13. DAB solution 
    0.3 g DAB ละลายใน TBS buffer ปริมาตร 1 L แลวผสมกับ 30% H2O2 ปริมาตร 1 ml และ 1% 
CoCl2 solution ปริมาตร 2.5 ml 

14. Phosphate Buffered Saline (PBS)  
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           8g       NaCl 
           0.2g    KCl 
           1.44g  Na2HPO4 
           0.24g  KH2PO4 
ละลายในน้าํ ปรับปริมาตรเปน 1 L และ pH  เปน 7.4 แลวนําไปอบฆาเชื้อดวยไอน้าํ 
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