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บทที่ 2 
 

ผลงานวิจัยและงานเขียนอ่ืนๆ ที่เก่ียวข้อง 
 
1. ยุง 
 

1.1 ลักษณะทั่วไปของยุง 
 ยงุเป็นแมลงในวงศ์ Culicidae อนัดบั Diptera มีขนาดประมาณ 4-6 มิลลิเมตร สว่น

หวั อก และท้องมองเห็นได้อย่างชดัเจน มีปีก 1 คู ่และมีปากคล้ายงวงย่ืนไปด้านหน้า สามารถพบ
ยุงได้เกือบทั่วโลกแต่พบมากในเขตร้อนชืน้และอบอุ่น ปัจจุบนัพบว่าโลกนีมี้ยุงประมาณ 3,450 
ชนิด ในจํานวนนีมี้ยงุท่ีเป็นพาหะนําโรคท่ีสําคญัอยู่ 3 สกลุ (ภาพท่ี 2.1) ได้แก่ ยงุลาย (Aedes) มี
สีดํา ขามีลายขาวสลบัดําชดัเจน เพาะพนัธุ์ในแหลง่นํา้ขงั เป็นพาหะนําโรคไข้เลือดออก (dengue) 
ยงุก้นปลอ่ง (Anopheles) สงัเกตได้จากการเกาะจะยกก้นชีข้ึน้เป็นปลอ่ง เพาะพนัธุ์ในแหลง่นํา้ท่ี
ไหลช้าๆ เป็นพาหะนําโรคไข้มาลาเรีย (malaria) และยงุรําคาญ (Culex) มีสีนํา้ตาล เพาะพนัธุ์ใน
นํา้น่ิงหรือนํา้ไหลท่ีเน่าเสีย เป็นพาหะนําโรคเท้าช้าง (filariasis) และโรคไข้สมองอักเสบ 
(Clements, 1992) 

 
ภาพท่ี 2.1 
ยงุชนิดตา่งๆ  

 

                    
 
ท่ีมา: ดดัแปลงจาก “Infectious Diseases and Arthropods (2 ed.)” by Goddard, 2008, 
Humana, p.32. 
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 ยงุมีวงจรชีวิตแบบสมบรูณ์ (complete metamorphosis) แบง่เป็น 4 ระยะ คือ ไข ่
(egg) ลกูนํา้ (larva) ตวัโมง่ (pupa) และยงุเตม็วยั (adult)  ตามภาพท่ี 2.2 

ยงุตวัเมียจะวางไข่ในแหล่งนํา้หรือท่ีแห้งท่ีนํา้ท่วมถึง แต่ละครัง้ยงุจะวางไข่ 50–500 
ฟอง โดยปกติไข่ยงุจะฟักเป็นลกูนํา้ภายใน 2-7 วนั หรืออาจมากกว่าขึน้อยู่กบัอณุหภมูิ แต่ไข่ยงุ
บางสายพันธุ์สามารถทนสภาพแห้งแล้งได้นาน ถึงแม้ว่าจะขาดนํา้หลายเดือนหรือเป็นปีก็ยัง
สามารถฟักเป็นลกูนํา้ได้เม่ือมีนํา้เพียงพอและสภาพแวดล้อมเหมาะสม เม่ือออกจากไข่ ลกูนํา้ยงุ
จะมีขนาดเล็กมากและจะมีขนาดใหญ่ขึน้เม่ือลอกคราบ โดยลกูนํา้จะลอกคราบ 4 ครัง้ ก่อนจะ
กลายเป็นตวัโม่ง ในระหว่างนีล้กูนํา้จะกินอาหารซึง่มีลกัษณะเป็นอนภุาคท่ีลอ่งลอยอยู่ในนํา้ เช่น 
แบคทีเรีย ไดอะตอม สาหร่าย และอนภุาคสารอินทรีย์ท่ีเกิดจากการสลายตวัของเนือ้เย่ือสิ่งมีชีวิต 
ซึง่ใช้เวลาประมาณ 1-2 สปัดาห์ก่อนจะกลายสภาพเป็นตวัโม่ง เม่ือเข้าสูร่ะยะตวัโม่ง ตวัโม่งจะไม่
กินอาหารแต่จะลอยอยู่บริเวณผิวนํา้เพ่ือหายใจ ตวัโม่งยังสามารถเคล่ือนท่ีได้ซึ่งแตกต่างจาก
ดกัแด้ของแมลงชนิดอ่ืน ระยะนีจ้ะใช้เวลา 1-2 วนั จากนัน้จึงลอกคราบเพ่ือกลายเป็นยงุตวัเต็มวยั  
ยงุเตม็วยัสามารถกระจายจากแหลง่นํา้เพาะพนัธุ์เป็นรัศมี 1-2 กิโลเมตร ยงุตวัผู้ มีอายปุระมาณ 4-
5 วนั และจะตายหลงัจากท่ีผสมพนัธุ์แล้ว ในขณะท่ียงุตวัเมียมีอายปุระมาณ 2-3 สปัดาห์ หรือ
นานกว่านัน้ขึน้อยู่กบัชนิดของยงุและสภาพแวดล้อม ยงุเต็มวยัมีปากสําหรับดดูกินนํา้หวานจาก
พืชเป็นอาหาร เฉพาะยงุตวัเมียท่ีจะดดูเลือดคนและสตัว์มีกระดกูสนัหลงัเพ่ือนําโปรตีนในเลือดไป
ใช้สําหรับการเจริญเติบโตของไข่ในรังไข่ พฤติกรรมการกินอาหารนีทํ้าให้ยุงสามารถแพร่เชือ้โรค
หรือปรสติตา่งๆ สูค่นและสตัว์ได้ (Clements, 1992) 

1.2 การควบคุมประชากรยุง 
 ตัง้แต่อดีตมีวิธีการมากมายเพ่ือกําจดัยุงหรือควบคมุประชากรของยุงเพ่ือลดความ
เส่ียงในการตดิเชือ้จากยงุท่ีเป็นพาหะ การควบคมุมีทัง้การควบคมุท่ีตวัยงุ หมายถึงการกําจดัยงุใน
ระยะท่ีเป็นยงุเต็มวยั เช่น การฉีดพ่นด้วยสารเคมี เช่น dichoro-diphenyl-trichoroethane (DDT) 
ซึง่เป็นสารฆ่าแมลงนิยมใช้กนัทัว่โลก หรือยาฆ่าแมลงในกลุ่ม organophosphorus carbamate 
และ pyrethroid มกับรรจใุนกระป๋องสเปรย์ นิยมใช้กนัอย่างแพร่หลายในครัวเรือน เน่ืองจากการ
ใช้สารเคมีเป็นทางเลือกท่ีสะดวก หาซือ้ได้ง่าย และสามารถกําจดัยงุได้อย่างรวดเร็ว สามารถลด
ความรําคาญจากยุงได้ทันทีทันใด แต่มีข้อเสีย คือ ไม่สามารถควบคุมได้ในระยะยาว ต้องใช้
สารเคมีอย่างสม่ําเสมอ นอกจากนีก้ารจะใช้สารเคมีควบคมุจํานวนยงุพาหะเพ่ือป้องกนัโรคติดตอ่
จะต้องทําเป็นบริเวณกว้างจึงจะได้ผล ซึ่งเป็นการสิน้เปลืองทรัพยากร ก่อให้เกิดมลพิษ เกิด
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ผลข้างเคียงท่ีไม่พึงประสงค์ต่อสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ รวมถึงมนุษย์ด้วย และอาจทําให้ยุงเกิดการดือ้ต่อ
สารเคมีตามมา (Hemingway & Ranson, 2000)  
 

ภาพท่ี 2.2 
วงจรชีวิตของยงุ  

 
ท่ีมา: ดดัแปลงจาก “Infectious Diseases and Arthropods (2 ed.)” by Goddard, 2008, 
Humana, p. 52. และ “The Biology of Mosquitoes (1 ed. Vol. 1)” by Clements,1992, 
Chapman & Hall, pp. xiii-xv. 
 
 การควบคมุประชากรยงุอีกแนวทาง คือ การควบคมุแหลง่เพาะพนัธุ์ยงุ หมายถึงการ
ลดปริมาณยงุโดยป้องกนัไม่ให้มีโอกาสพฒันาเป็นยงุเต็มวยั เช่น การรณรงค์ให้กําจดัแหล่งนํา้ขงั 
เพ่ือกําจัดยุงลาย การปล่อยนํา้เน่าเสียท่ีขงัตามท่อระบายนํา้เพ่ือควบคุมยุงรําคาญ และการใส่
ทราย Abate® ลงในภาชนะท่ีมีนํา้ขงัเพ่ือฆา่ลกูนํา้ยงุ วิธีการควบคมุดงักลา่วเป็นวิธีการท่ีได้ผลดีก็
ตอ่เม่ือแตล่ะครัวเรือนลงมือทําพร้อมกนั (Vreysen, Robinson, & Hendrichs, 2007) ด้วยสาเหตุ
เหล่านีน้กัวิทยาศาสตร์จึงพยายามท่ีจะหาแนวทางและวิธีการใหม่ๆ ในการควบคมุประชากรของ
ยงุโดยไม่พึ่งพาสารเคมี สามารถควบคมุได้เป็นบริเวณกว้างเป็นระยะเวลาต่อเน่ือง การควบคมุ
ทางชีววิธี (biological control) คือ การอาศยัศตัรูตามธรรมชาติของสิ่งมีชีวิตนัน้มา ซึง่เป็นการ
ควบคมุประชากรของยุงได้ในระยะยาวและเป็นการประหยดัค่าใช้จ่าย อีกทัง้ยงัมีความจําเพาะ
เจาะจงต่อยงุเท่านัน้โดยไม่ส่งผลข้างเคียงใดๆ ต่อทัง้มนษุย์ สตัว์ และสิ่งแวดล้อม จึงไม่ทําให้
ธรรมชาติเสียสมดลุ การควบคมุทางชีววิธีโดยใช้จลุินทรีย์ (microbial control agent) เป็นวิธีหนึ่ง
ท่ีใช้กันอย่างแพร่หลาย เพราะสามารถผลิตเชือ้จุลินทรีย์ได้ในราคาถูก และไม่ส่งผลเสียต่อ
สภาพแวดล้อมอีกด้วย  



7 
 
2. แบคทเีรีย Bacillus thuringiensis 
 

 Bacillus thuringiensis เป็นแบคทีเรียแกรมบวกท่ีพบได้ทัว่ไปในดิน สามารถสร้าง
สปอร์ได้ ในระหว่างการสร้างสปอร์แบคทีเรียจะผลิตโปรตีนซึ่งเป็นพิษต่อแมลงหลายชนิด 
(Schnepf et al., 1998) B. thuringiensis ถกูค้นพบครัง้แรกในปี พ.ศ. 2444 โดยชิเกะทาเนะ อิชิ
วาตาริ นกัชีววิทยาชาวญ่ีปุ่ น ตอ่มาในปี พ.ศ. 2454 เอิร์นสท เบอร์ลนิเนอร์ (Ernst Berliner) พบวา่ 
B. thuringiensis ก่อโรคในหนอนผีเสือ้กลางคืน (Plodia interpunctella) หลงัจากนัน้ในปี พ.ศ.
2519 จงึค้นพบพลาสมิดใน B. thuringiensis ซึง่เก่ียวข้องกบักระบวนการสร้างสปอร์และการสร้าง
ผลกึ (crystal) ภายในเซลล์โดยแซคคาไรอนัและคณะ (Cheng, 1984; Zakharyan et al., 1979) 
หลงัจากนัน้มีการค้นพบ B. thuringiensis อีกหลายสายพนัธุ์ ซึง่ผลิตโปรตีนสารพิษท่ีมีคณุสมบตัิ
แตกต่างกันทัง้ความจําเพาะต่อแมลงและความรุนแรงในการออกฤทธ์ิ ด้วยเหตนีุจ้ึงมีการนํา B. 
thuringiensis ไปใช้ควบคุมประชากรแมลงอย่างแพร่หลาย เน่ืองจากสามารถกําจัดแมลงท่ี
ต้องการโดยไม่ทําอนัตรายต่อสิ่งมีชีวิตอ่ืนรวมทัง้มนุษย์ด้วย จึงปลอดภยัต่อสิ่งแวดล้อมมากกว่า
การใช้สารเคมี (Butko, 1996; Dean, 1984; Lemaux, 2008) 

 การประยกุต์ใช้ B. thuringiensis ในการควบคมุแมลงแบง่เป็น 2 ลกัษณะ ได้แก่ การ
ใช้ B. thuringiensis เพ่ือควบคมุแมลงศตัรูพืชทางการเกษตร และการใช้ B. thuringiensis เพ่ือ
ควบคมุประชากรแมลงพาหะนําโรคในแหลง่ชมุชน การผลิต B. thuringiensis ในเชิงพาณิชย์เพ่ือ
ใช้ควบคมุแมลงศตัรูพืชเร่ิมขึน้ในช่วงปี พ.ศ. 2463-2472 โดยผลิตเป็นสปอร์หรือผลกึของโปรตีน
สารพิษสําหรับนําไปฉีดพ่นในแปลงปลกูเพ่ือป้องกนัแมลง ต่อมาในปี พ.ศ. 2528 บริษัท Plant 
Genetic Systems ได้พฒันาต้นยาสบูท่ีตดัแตง่พนัธุกรรมเพ่ือให้ทนตอ่แมลงศตัรูพืช (transgenic 
tobacco) โดยการถ่ายยีนท่ีผลิตโปรตีนสารพิษจาก B. thuringiensis เข้าสู่ต้นยาสบู ทําให้ต้น
ยาสบูสามารถผลติโปรตีนสารพิษเพ่ือป้องกนัแมลงได้ และหลงัจากนัน้มีการดดัแปลงพนัธุกรรมใน
ลกัษณะเดียวกนัในพืชชนิดอ่ืน เช่น ข้าวโพด และฝ้าย (Lemaux, 2008; Vaeck, Reynaerts, & 
Hofte,1987) จากการสํารวจพบว่าในปี พ.ศ. 2549 มีพืน้ท่ีปลูกข้าวโพดตัดแต่งพันธุกรรม 
165,600 ตารางกิโลเมตร และฝ้ายตดัแตง่พนัธุกรรม 115,900 ตารางกิโลเมตร ซึง่คิดเป็น 11.1% 
และ 33.6% ของผลผลติทัว่โลกของพืชทัง้ 2 ชนิด ตามลําดบั และยงัพบว่าในช่วงเวลา 10 ปี (พ.ศ. 
2539-2548) มีการใช้สารเคมีฆ่าแมลงในการปลกูข้าวโพดและฝ้ายลดลงถึง 35.6 ล้านกิโลกรัม 
แสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพของการของสารพิษจาก B. thuringiensis ในการใช้ทดแทนสารเคมี
ในการกําจดัแมลงศตัรูพืช ซึง่เป็นประโยชน์ตอ่การเกษตรและสิง่แวดล้อม  (Lemaux, 2008)  
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 ในช่วงแรกนัน้เช่ือกนัว่า B. thuringiensis เป็นพิษต่อหนอนผีเสือ้ (Lepidopteran 
larvae) เพียงอย่างเดียวจึงพฒันาเพ่ือนําไปใช้ในทางการเกษตรเป็นหลกั จนกระทัง้ในปี พ.ศ. 
2519 มีการค้นพบ B. thuringiensis ssp. israelensis จากดินบริเวณแหล่งเพาะพนัธุ์ยุงใน
ประเทศอิสราเอล (Goldberg & Margalit, 1977) หลงัจากศกึษาเพิ่มเติมพบว่าสามารถฆ่าหนอน
แมลงวนัและลกูนํา้ยงุได้ (Dipteran larvae) แตไ่ม่ฆ่าหนอนผีเสือ้ การค้นพบนีนํ้าไปสู่การนํา B. 
thuringiensis ไปใช้ควบคุมประชากรแมลงพาหะนําโรคในแหล่งชุมชน เช่น ยุง และแมลงวัน 
อยา่งไรก็ตามการใช้ B. thuringiensis ในการควบคมุประชากรยงุยงัมีข้อจํากดัเม่ือเทียบกบัการใช้
กําจดัแมลงศตัรูพืช เน่ืองจากการใช้ควบคมุประชากรยงุจะต้องใส่ B. thuringiensis ในแหล่ง
เพาะพนัธุ์ยงุซึง่มีบริเวณกว้างและมีความหลากหลายสงูขึน้อยู่กบัชนิดของยงุ ทําให้มีข้อจํากดัใน
การผลติ B. thuringiensis  ให้มีรูปแบบ (formulation) ท่ีเหมาะสมตอ่การใช้งาน (Sushil, 2001) 

 
3. โปรตนีสารพษิจากแบคทเีรีย Bacillus thuringiensis 
 
 ในระยะสร้างสปอร์ B. thuringiensis จะผลิตโปรตีนสารพิษขึน้ซึง่สามารถแบ่งได้
เป็น 2 กลุม่ใหญ่ คือ Cry (Crytal toxin) และ Cyt (Cytolytic toxin) โปรตีนสารพิษท่ีผลิตขึน้มี
โครงสร้างท่ียงัไม่สามารถแสดงความเป็นพิษได้ (protoxin) มีลกัษณะเป็นผลึกซึ่งเก็บไว้ภายใน
เซลล์ เม่ือตวัอ่อนของแมลงกินผลกึโปรตีน สภาวะท่ีเป็นด่างภายในกระเพาะจะทําให้ผลกึโปรตีน
ละลาย จากนัน้เอนไซม์โปรติเอสภายในกระเพาะแมลงซึง่ส่วนใหญ่เป็นกลุ่มทริปซิน (trypsin-like 
protease) และกลุ่มไคโมทริปซิน (chymotrypsin-like protease) จะตดับางส่วนของโมเลกุล
โปรตีน เปล่ียนให้โปรตีนมีโครงสร้างท่ีพร้อมจะแสดงความเป็นพิษต่อเซลล์เป้าหมาย (active 
toxin) ต่อจากนัน้โปรตีนสารพิษจึงเข้าจบักบัเซลล์เย่ือบุกระเพาะแมลงและทําให้เซลล์เสียหาย 
จนกระทัง่ตวัออ่นของแมลงตาย (ภาพท่ี 2.3) (Li, Carroll, & Ellar, 1991; Li, Koni, & Ellar, 1996; 
Schnepf et al., 1998)  
 หลงัจากการค้นพบ B. thuringiensis ครัง้แรก มีการค้นพบ B. thuringiensis อีก
หลายสายพันธุ์ รวมทัง้พบโปรตีนสารพิษเพิ่มขึน้เป็นจํานวนมาก ซึ่งคุณสมบตัิหลากหลายทัง้
ความจําเพาะต่อแมลงและความรุนแรงในการออกฤทธ์ิ แต่เน่ืองจากในระยะแรกของการศึกษา
โปรตีนสารพิษยงัไม่มีหลกัในการจําแนกชนิดของโปรตีนท่ีค้นพบและไม่มีกฎเกณฑ์ท่ีแน่นอนใน
การตัง้ช่ือยีนและช่ือโปรตีนสารพิษ ช่ือยีนและช่ือโปรตีนสารพิษจงึถกูตัง้อยา่งไมเ่ป็นระบบ เช่น icp 
cry kurhd1 Bta และ bt1 เป็นต้น ตอ่มาจงึมีการแบง่กลุม่โปรตีนสารพิษและกําหนดเกณฑ์ในการ 
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ภาพท่ี 2.3 
กลไกการออกฤทธ์ิของโปรตีนฆา่แมลง 

 

 
ท่ีมา: “The Biology of Mosquitoes (1 ed. Vol. 1)” by Clements,1992, Chapman & Hall, p. 
132. 
ตวัอ่อนแมลงกินผลกึโปรตีน (1) ผลกึโปรตีนละลายในสภาวะด่างในกระเพาะ (2) โปรตีนถกูเอนไซม์โปรติเอสใน 
กระเพาะตดัทําให้มีโครงสร้างท่ีพร้อมแสดงความเป็นพิษ (3) และโปรตีนสารพิษเข้าจบักบัเซลล์กระเพาะและ
แสดงความเป็นพิษ (4) 

 
ตัง้ช่ือยีนของโปรตีนสารพิษขึน้โดยใช้ความเป็นพิษตอ่ชนิดของแมลง (pathotype) เป็นเกณฑ์ โดย
กําหนดให้ใช้ช่ือ Cry หรือ Cyt ตามด้วยเลขโรมนัเพ่ือแสดงถึงกลุม่ยีนของโปรตีนสารพิษ โปรตีน 
Cry มีความหลากหลายคอ่นข้างมากสามารถแบง่เป็นกลุม่ได้ 4 กลุม่ คือกลุม่ CryI เป็นพิษต่อ
แมลงในอนัดบั Lepidoptera กลุม่ CryII เป็นพิษต่อแมลงทัง้อนัดบั Lepidoptera และ Diptera 
กลุ่ม CryIII เป็นพิษต่อแมลงในอนัดบั Coleoptera และ กลุ่ม CryIV เป็นพิษต่อแมลงในอนัดบั 
Diptera เม่ือมีการค้นพบยีนของโปรตีนสารพิษชนิดใหม่จะพิจารณาจดัเข้ากลุม่ตามความจําเพาะ
ในการฆ่าแมลง และใช้ตวัอกัษรพิมพ์ใหญ่ภาษาองักฤษแสดงลําดบัในการค้นพบโปรตีนสารพิษ 
เช่น CryIA CryIB และ CryIC ตามลําดบั ระบบการจดัจําแนกนีเ้ป็นความพยายามครัง้ในการ
สร้างกฎเกณฑ์และเป็นแนวทางในการจําแนกโปรตีนสารพิษตอ่ไป เม่ือมีการศกึษาโปรตีนสารพิษ
มากขึน้พบว่ามีโปรตีนหลายชนิดท่ีค้นพบภายหลงัว่าสามารถฆ่าแมลงในกลุ่มอ่ืนๆ ได้ด้วย เช่น 
โปรตีน CryIC ทราบภายหลงัว่าสามารถฆ่าแมลงในอนัดบั Diptera ได้ด้วย จึงทําให้ช่ือโปรตีน
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ขดัแย้งกบัความสามารถในการฆ่าแมลง ทําให้ต้องย้ายโปรตีนเหล่านีไ้ปอยู่ในกลุ่มใหม่คือ CryV 
ซึง่เป็นกลุม่ Cry ท่ีมีความจําเพาะตอ่แมลงแตกตา่งจาก 4 กลุม่ท่ีกําหนดไว้ ต่อมาจึงเปล่ียนไปใช้
ระบบในการจําแนกชนิดโปรตีนสารพิษโดยแบ่งตามความคล้ายคลงึกนั (homology) ของลําดบั
กรดอะมิโนของโปรตีนสารพิษ สร้างเป็นไฟโลเจเนติกทรี (phylogenetic tree) ช่ือยีนและโปรตีน
ประกอบด้วย 3 อนัดบั อนัดบัแรก (primary rank) แบง่โปรตีนสารพิษได้เป็น 2 กลุม่ใหญ่ คือ Cry 
และ Cyt อนัดบัสอง (secondary rank) แสดงถึงลําดบัของโปรตีน Cry และ Cyt เขียนด้วยตวัเลข
อารบิกเรียงตามลําดบัแทนเลขโรมนัในระบบเก่า และอนัดบัสาม (tertiary rank) แสดงลําดบัย่อย
ของโปรตีนสารพิษ Cry และ Cyt หมายเลขตา่งๆ  เขียนด้วยตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพ์ใหญ่ตาม
ด้วยตวัอกัษรพิมพ์เล็ก โปรตีนสารพิษจาก B. thuringiensis จึงถูกเปล่ียนเป็นช่ือระบบใหม ่
ตวัอย่างเช่น โปรตีน CryIA เปล่ียนเป็น Cry1A CryIIA เปล่ียนเป็น Cry2A  และ CryIVB 
เปล่ียนเป็น Cry4B สว่นโปรตีน CytA เปล่ียนเป็น Cyt1 และ CytB เปล่ียนเป็น Cyt2 เม่ือค้นพบ
โปรตีนชนิดใหม่ลําดบักรดอะมิโนจะถกูนําไปเปรียบเทียบกบัโปรตีนท่ีมีอยู่เดิม และเพิ่มในไฟโลเจ
เนตกิทรี การจดักลุม่และตัง้ช่ือจะพิจารณาความคล้ายคลงึกบัโปรตีนสารพิษท่ีมีอยู่เดิม โดยดจูาก
ตําแหน่งในไฟโลเจเนติกทรี (Crickmore et al., 1998) ตวัอย่างเช่น โปรตีน Cry ชนิดใหม่เม่ือเพิ่ม
ในไฟโลเจเนติกทรีแล้วพบว่าอยู่ในกลุ่ม Cry4B จะได้ช่ือ Cry4B ตอ่ท้ายด้วยอกัษรภาษาองักฤษ
พิมพ์เล็กถดัจากท่ีใช้ในโปรตีน Cry4B อ่ืน หากมีโปรตีนช่ือ Cry4Ba และ Cry4Bb แล้ว จะช่ือเป็น
เป็น Cry4Bc หากเพิ่มในไฟโลเจเนติกทรีแล้วอยู่นอกกลุ่ม Cry4B แต่อยู่ในกลุม่  Cry4 จะได้ช่ือ
เป็น Cry4 ตามด้วยอกัษรภาษาองักฤษพิมพ์ใหญ่ตวัถดัไป เช่น Cry4C เป็นต้น หรือหากเพิ่มใน
ไฟโลเจเนติกทรีแล้วไม่อยู่ในกลุม่ Cry หมายเลขใดเลย  แสดงว่าเป็นโปรตีน Cry กลุม่ใหม่ จะตัง้
ช่ือวา่ Cry ตามด้วยตวัเลขอารบกิตวัถดัไป เช่น  Cry5 เป็นต้น 

3.1 Crystal toxin 
 Crystal toxin หรือ Cry หมายถึง โปรตีนท่ีมีลกัษณะเป็นผลึกผลิตจาก B. 

thuringiensis ในระหว่างสร้างสปอร์ซึ่งมีฤทธ์ิเป็นพิษต่อสิ่งมีชีวิตเป้าหมาย (target organism) 
หรือโปรตีนใดๆ ท่ีมีลําดบักรดอะมิโนคล้ายคลึงกับลําดบักรดอะมิโนของโปรตีน Cry ท่ีทราบ
แน่นอนแล้ว (Crickmore et al., 1998) โปรตีน Cry พบใน B. thuringiensis เกือบทกุสายพนัธุ์ 
ปัจจบุนัมีการค้นพบโปรตีน Cry  มากกว่า 200 ชนิด ซึง่แบง่ย่อยได้เป็น 60 กลุม่ คือ Cry1-Cry60 
(Crickmore et al., 2010) จากการศกึษาพบว่าโปรตีน Cry มีฤทธ์ิเป็นพิษอย่างจําเพาะตอ่แมลง
หลายกลุม่ ได้แก่ กลุม่ผีเสือ้และผีเสือ้กลางคืน (Lepidopteran) กลุม่แมลงปีกแข็ง (Coleopteran) 
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กลุม่แมลงวนัและยงุ (Dipteran) และกลุม่ผึง้และมด (Hymenopteran) นอกจากนีย้งัพบว่าโปรตีน 
Cry บางชนิดสามารถฆา่พยาธิตวักลม (Nemotode) ได้ด้วย (Crickmore et al., 1998)  
 โปรตีน Cry มีมวลโมเลกลุประมาณ 60-130 กิโลดาลตนั เม่ือเปรียบเทียบลําดบั
กรดอะมิโนของโปรตีน Cry แต่ละชนิดพบว่ามีความหลากหลายสูง แต่มีโครงสร้างสามมิติท่ี
คล้ายคลงึกนั ชีใ้ห้เห็นว่าโปรตีน Cry ทกุชนิดน่าจะมีกลไกการทํางานคล้ายคลงึกนั โครงสร้างสาม
มิติของโปรตีน Cry ประกอบด้วย 3 โดเมน (ภาพท่ี 2.4A) โดเมน I มีโครงสร้างเป็นกลุม่ α-helix 
โดเมนนีข้องโปรตีน Cry แต่ละชนิดค่อนข้างคล้ายกนั ซึง่เม่ือเปรียบเทียบกบัโปรตีนท่ีทราบหน้าท่ี
แล้วพบว่าโครงสร้างของโดเมน I คล้ายคลงึกบัโปรตีน colicin และ diphtheria toxin ซึง่เป็น
โปรตีนสารพิษท่ีทําให้เกิดรูร่ัว (pore-forming toxin) จึงเช่ือว่าโดเมนนีน้่าจะมีหน้าท่ีทําให้เกิดรูร่ัว
เช่นกนั (Boonserm, Davis, Ellar, & Li, 2005; Li et al., 1991) โดเมน II และ III ประกอบด้วย β-
sheet และลปู (loop) เม่ือเปรียบเทียบโดเมน II และ III ระหว่างโปรตีน Cry1Aa ซึง่เป็นพิษต่อ
หนอนผีเสือ้ Cry3Aa ซึง่เป็นพิษต่อหนอนแมลงปีกแข็ง Cry4Aa ซึง่เป็นพิษต่อหนอนผีเสือ้และ
ลกูนํา้ยงุ และ Cry4Ba ซึง่เป็นพิษต่อลกูนํา้ยงุ จะเห็นว่ามีโครงสร้างและการจดัเรียงแตกตา่งกนั
คอ่นข้างมาก (ภาพท่ี 2.4B) จากการเปรียบเทียบโครงสร้างสามมิติของโปรตีนอ่ืนๆ พบว่าโดเมน II 
และ III มีโครงสร้างคล้ายคลงึกบัโปรตีนในกลุม่ท่ีทําหน้าท่ีจบักบัคาร์โบไฮเดรต (carbohydrate-
binding protein) เช่น vitelline lectin และสว่นท่ีจบักบัคาร์โบไฮเดรตของ xylanase U และ β-
galactosidase จึงสนันิษฐานว่าโดเมนนีน้่าจะเก่ียวข้องกบัความจําเพาะต่อแมลง โดยบริเวณลปู
ทําหน้าท่ีจบักบัตวัรับ (receptor) บนเย่ือหุ้มเซลล์ (cell membrane) ซึ่งเป็นสารจําพวก
คาร์โบไฮเดรต (Boonserm et al., 2005; de Maagd, Bravo, Berry, Crickmore, & Schnepf, 
2003)  
 จากการศึกษาเทียบเปรียบโครงสร้างของโปรตีน Cry กับโปรตีนอ่ืน ทําให้เป็นท่ี
ยอมรับกันว่าโปรตีน Cry มีกลไกในการทํางานโดยทําให้เกิดรูร่ัวท่ีเซลล์กระเพาะของแมลง
เป้าหมาย (Schnepf et al., 1998) ในการศกึษาโปรตีน Cry กลไกการทํางานของโปรตีน Cry1A มี
การศกึษาคอ่นข้างมาก พบโปรตีนท่ีสามารถจบักบั Cry1A ได้ (Cry1A binding protein)  อย่าง
น้อย 4 ชนิด ได้แก่ โปรตีนในกลุ่ม cadherin (cadherin-like protein, CADR) โปรตีน 
aminopeptidase-N (APN) โปรตีน alkaline phosphatase (ALP) และ โปรตีนในกลุ่ม 
glycoconjugate 270 กิโลดาลตนั (270 kDa glycoconjugate, GCR) (ภาพท่ี 2.5) ซึง่แตล่ะชนิด
พบในหนอนผีเสือ้ท่ีต่างกนั ในหนอนใบยาสบู (Manduca sexta) พบโปรตีนท่ีสามารถจบักบั 
Cry1A ได้ 2 ชนิด คือ โปรตีน Bt-R1 ซึง่เป็นโปรตีนในกลุ่ม cadherin และ โปรตีน APN จาก
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การศึกษาพบว่าหลงัจากโปรตีน Cry1A ละลายท่ีสภาวะด่างภายในกระเพาะและถูกตดัด้วย
เอนไซม์โปรติเอสแล้ว โปรตีน Cry1A ท่ีพร้อมจะแสดงความเป็นพิษใช้บริเวณลปูในโดเมน II เข้า
จบักบัโปรตีน Bt-R1 จากนัน้ Cry1A จะเกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้าง (conformational change) 
ทําให้เอนไซม์โปรตเิอสตดัสว่น α-helix ท่ีปลาย N ซึง่อยู่ในโดเมน I ออก จากนัน้โปรตีน Cry1A จะ
เกิดการเกาะกลุม่กนั (oligomerization) แล้วจึงเข้าจบักบัโปรตีน APN และแทรกสว่นของโดเมน I 
เข้าสูเ่ย่ือหุ้มเซลล์ ซึง่ทําให้เซลล์เกิดความเสียหาย (ภาพท่ี 2.6) สําหรับกลไกของโปรตีน Cry ใน
ลกูนํา้ยงุมีการศกึษาน้อยกวา่ทําให้ยงัไม่ทราบกลไกโดยละเอียด แตจ่ากโครงสร้างของโปรตีน Cry 
ท่ีคล้ายคลงึกนัคาดวา่น่าจะมีกลไกการทํางานคล้ายคลงึกนั 

 
   

ภาพท่ี 2.4 
โครงสร้างสามมิตขิอง Crystal toxin 

 
ท่ีมา: “Crystal structure of the mosquito-larvicidal toxin Cry4Ba and its biological 
implications” by Boonserm, Davis, Ellar, & Li, 2005, Journal of Molecular Biology, 348(2), 
pp. 366-371.  
A) แสดงโดเมนตา่งๆ ของ Cry4Ba   
B) การเปรียบเทียบโครงสร้างสามมิตขิอง crystal toxin แตล่ะชนิดท่ีมีความจําเพาะตอ่แมลงท่ี
ตา่งกนั  
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ภาพท่ี 2.5 
โปรตีนท่ีสามารถจบักบัโปรตีน Cry1A ได้ 

 
ท่ีมา: “Mode of action of Bacillus thuringiensis Cry and Cyt toxins and their potential for 
insect control” by Bravo, Gill, & Soberón, 2007, Toxicon, 49(4), p. 427. 
โปรตีนท่ีสามารถจบักบัโปรตีน Cry1A ได้ พบในหนอนผีเสือ้ CADR: cadherin-like protein (A) APN: 
aminopeptidase-N (B) ALP: alkaline phosphatase (C) และ GCR : 270 kDa glycoconjugate (D) 

 
ภาพท่ี 2.6 

การทําให้เกิดรูร่ัวในเย่ือหุ้มเซลล์ของโปรตีน Cry 

 
ท่ีมา: “Mode of action of Bacillus thuringiensis Cry and Cyt toxins and their potential for 
insect control” by Bravo, Gill, & Soberón, 2007, Toxicon, 49(4), p. 430. 
การเกิดรูร่ัวในเย่ือหุ้มเซลล์ของโปรตีน Cry เร่ิมจากผลกึโปรตีนละลายในสภาวะท่ีเป็นดา่งและถกูตดัด้วยเอนไซม์
โปรติเอส (1) โปรตีน Cry ท่ีมีโครงสร้างท่ีพร้อมแสดงความเป็นพิษเข้าจบักบัตวัรับตวัแรกซึง่เป็นโปรตีนในกลุม่ 
cadherin (2) เอนไซม์โปรติเอสตดัปลาย N ในโดเมน I ของโปรตีนออก ทําให้เกิดการรวมตวักนั (3) กลุม่โปรตีน 
Cry ท่ีรวมตวักนัเข้าจบักบั APN ซึง่เป็นตวัรับท่ี 2 (4) และโปรตีน Cry ใช้โดเมน I แทรกตวัเข้าสูเ่ย่ือหุ้มทําให้เกิดรู
ร่ัวขึน้ (5) 
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3.2 Cytolytic toxin 
 Cytolytic toxin หรือ Cyt หมายถึง โปรตีนท่ีมีลกัษณะเป็นผลึกผลิตจาก B. 

thuringiensis ในระหว่างสร้างสปอร์ซึง่มีฤทธ์ิสลายเซลล์เม็ดเลือดแดง (hemolytic activity) หรือ
โปรตีนใดๆ ท่ีมีลําดบักรดอะมิโนคล้ายคลงึกบัลําดบักรดอะมิโนของโปรตีน Cyt ท่ีทราบแน่นอน
แล้ว (Crickmore et al., 1998) โปรตีน Cyt พบใน B. thuringiensis บางสายพนัธุ์เท่านัน้ สว่น
ใหญ่เป็นสายพนัธุ์ท่ีเป็นพิษตอ่แมลงในอนัดบั Diptera (Cheong & Gill, 1997; Juárez-Pérez, 
Guerchicoff, Rubinstein, & Delécluse, 2002; Promdonkoy, Chewawiwat, Tanapongpipat, 
Luxananil, & Panyim, 2003) ในปัจจบุนัพบโปรตีน Cyt มากกว่า 30 ชนิด แตเ่ม่ือเปรียบเทียบ
ลําดบักรดอะมิโนระหว่างโปรตีน Cyt สามารถแบ่งได้เพียง 2 กลุ่มเท่านัน้ คือ Cyt1 และ Cyt2 
แสดงให้เห็นว่าโปรตีน Cyt มีความหลากหลายน้อยกว่าโปรตีน Cry ในการทดสอบกบัแมลง 
โปรตีน Cyt มีความเป็นพิษต่อแมลงในอนัดบั Diptera แต่เม่ือทดสอบในหลอดทดลองพบว่า
สามารถทําให้เซลล์หลายชนิดเกิดการสลายตัว รวมทัง้สามารถทําให้ไลโพโซม (liposome) 
สลายตวัได้ชีใ้ห้เห็นว่าโปรตีน Cyt ไม่ต้องการตวัรับในการจบักบัเซลล์ นอกจากนีเ้ม่ือผสมโปรตีน 
Cyt เข้ากับสารละลายลิพิด (lipid) ท่ีมีองค์ประกอบเช่นเดียวกับไลโพโซมและบ่มทิง้ไว้ พบว่า
โปรตีน Cyt สญูเสียความสามารถในการทําให้เซลล์สลายตวั ชีใ้ห้เห็นวา่ลพิิดทําให้โปรตีน Cyt เกิด
การเปล่ียนแปลงโครงสร้างอย่างถาวร (irreversible conformational change) เม่ือจบักบัลิพิด 
(Thomas & Ellar, 1983)    

 โปรตีน Cyt มีมวลโมเลกลุประมาณ 29 กิโลดาลตนั แตล่ะชนิดมีลําดบักรดอะมิโนและ
โครงสร้างสามมิติท่ีคล้ายคลึงกนั โครงสร้างสามมิติของโปรตีนมีเพียงโดเมนเดียว ประกอบด้วย
โครงสร้าง β-sheet ล้อมรอบด้วย α-helix (ภาพท่ี 2.7) ซึง่ไม่ปรากฏบริเวณท่ีทําหน้าท่ีจบักบัตวัรับ 
(Li et al., 1996) กลไกการทํางานของโปรตีน Cyt มีผู้ เสนอไว้ 2 สมมตุิฐาน คือ การทําให้เกิดรูร่ัวท่ี
เย่ือหุ้มเซลล์ (Chow et al., 1989; Promdonkoy & Ellar, 2000)  และการทําหน้าท่ีเป็นสารลดแรง
ตงึผิวทําให้เย่ือหุ้มเซลล์เสียหาย (Butko, 2003) (ภาพท่ี 2.8) ซึง่ทัง้ 2 แนวคิดนีโ้ปรตีน Cyt จะเข้า
จบักบัเย่ือหุ้มเซลล์ท่ีลิพิดโดยตรง แต่แตกต่างกนัท่ีการทําให้เกิดรูร่ัวท่ีเย่ือหุ้มเซลล์มีการแทรกตวั
ของโปรตีนเข้าสู่ชัน้ลิพิดและประกอบกนัเป็นโครงสร้างจําเพาะทําให้เกิดรูร่ัวขึน้ ในขณะท่ีการลด
แรงตงึผิวทําให้เย่ือหุ้มเซลล์เสียหายโปรตีน Cyt จะจบักบัพืน้ผิวเย่ือหุ้มเซลล์แต่ไม่แทรกตวัในชัน้
ลิพิด การจบักนัเป็นแบบสุ่มซึง่ทําให้เย่ือหุ้มเซลล์เกิดการบิดเบีย้วหรือเกิดรูร่ัวขึน้ชัว่คราว (Butko, 
2003) จากงานวิจยัท่ีผ่านมามีหลกัฐานท่ีสนบัสนนุความเป็นไปได้ของกลไกทัง้ 2 แบบ เช่น เม่ือ
ทดลองตดิฉลากกรดอะมิโนในบริเวณ β-sheet ด้วยสาร acrylodan ซึง่เป็นสารท่ีเปล่ียนแปลงตาม



15 
 
สภาพความมีขัว้ (polarity sensitive) พบว่าส่วน β-sheet มีการแทรกตวัในชัน้ลิพิดของเย่ือหุ้ม
เซลล์ ซึง่เป็นไปได้ว่าบริเวณดงักลา่วทําให้เกิดรูร่ัวท่ีเย่ือหุ้มเซลล์ (Promdonkoy & Ellar, 2000) 
ในขณะท่ีการวิเคราะห์โปรตีน Cyt ในสภาวะท่ีมีลิพิดด้วยเทคนิค SDS-PAGE ชีใ้ห้เห็นว่าโปรตีน 
Cyt เกาะกนัแบบสุ่ม ไม่มีสดัส่วนท่ีแน่นอน เกิดเป็นโครงสร้างท่ีมีขนาดเล็ก 2-3 โมเลกลุ จนถึง
โครงสร้างท่ีมีขนาดใหญ่มากจนไม่สามารถเคล่ือนผ่านเจลได้ ซึง่การเกาะกนัลกัษณะนีไ้ม่น่าทําให้
จดัเรียงตวัอยา่งเป็นระเบียบจนสร้างรูร่ัวได้ (Manceva, Pusztai-Carey, Russo, & Butko, 2005)  

 งานวิจยันีต้้องการศึกษาโปรตีนฆ่าลกูนํา้ยุง 2 ชนิด คือ Cry4Ba ซึ่งพบใน B. 
thuringiensis ssp. israelensis มีความเป็นพิษสงูตอ่ลกูนํา้ยงุลายและยงุก้นปล่องแตไ่ม่เป็นพิษ
ตอ่ยงุรําคาญ และ Cyt2Aa ซึง่พบใน B. thuringiensis spp. darmstadiensis เป็นพิษปานกลาง
ตอ่ลกูนํา้ยงุลาย ยงุก้นปลอ่ง และยงุรําคาญ ซึง่โปรตีนทัง้ 2 ชนิดนีมี้กลไกการทํางานตา่งกนัในการ
เข้าจบักบัเซลล์เป้าหมาย โดย Cry4Ba ต้องอาศยัตวัรับในการจบักบัเป้าหมายในขณะท่ีโปรตีน 
Cyt2Aa สามารถจบักบัเย่ือหุ้มเซลล์ได้โดยตรง จากงานวิจยัพบว่าเม่ือให้ลกูนํา้ยงุกินโปรตีนทัง้ 2 
ชนิดร่วมกนั โปรตีนสารพิษจะมีประสิทธิภาพในการฆ่าลกูนํา้ยงุได้ดีขึน้หลายเท่า แสดงให้เห็นว่า
โปรตีน Cry4Ba และ Cyt2Aa สามารถเสริมฤทธ์ิกนัได้ (Promdonkoy, B., Promdonkoy, P., & 
Panyim, 2005) 

 
ภาพท่ี 2.7 

โครงสร้างสามมิตขิอง Cyt2Aa จาก B. thuringiensis ssp. darmstadiensis  

 
ท่ีมา: “Structure of the mosquitocidal -endotoxin CytB from Bacillus thuringiensis sp. 
kyushuensis and Implications for membrane pore formation.” by Li, Koni, & Ellar, 1996, 
Journal of Molecular Biology, 257(1), p. 136. 
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ภาพท่ี 2.8 
ภาพเปรียบเทียบกลไกการทํางานของโปรตีน Cyt ระหวา่งแบบทําให้เกิดรูร่ัวกบั 

แบบสารลดแรงตงึผิว 

 
 

ท่ีมา: “Cytolytic toxin Cyt1A and its mechanism of membrane damage: Data and 
hypotheses” by Butko, 2003, Applied and Environmental Microbiology, 69(5), p. 2420. 
A) กลไกการทํางานของโปรตีน Cyt แบบทําให้เกิดรูร่ัว (the pore-forming model) 
โปรตีน Cyt โครงสร้างท่ีพร้อมแสดงความเป็นพิษในสารละลาย (1) โปรตีน Cyt เข้าจบักบัพืน้ผิวลพิิด เกิดการ
เปล่ียนแปลงโครงสร้างและแทรกตวัเข้าสูเ่ย่ือหุ้มเซลล์ ซึง่มีการจดัเรียงโครงสร้างท่ีเป็นระเบียบเกิดรูร่ัวขึน้ (2) ทํา
ให้สารเคมีและไอออนตา่งๆ ภายในเซลล์ร่ัวออกสูภ่ายนอกทําให้แมลงตาย (3) 
B) กลไกการทํางานของโปรตีน Cyt แบบสารลดแรงตงึผิว (the detergent model) 
โปรตีน Cyt2Aa ละลายในสารละลาย (1) โปรตีน Cyt เข้าจบักบัพืน้ผิวลพิิด เกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างและ
แผไ่ปบนเย่ือหุ้ม ทําให้พืน้ผิวลพิิดเกิดความเสียหาย (2) สารเคมีและไอออนตา่งๆ ภายในเซลล์ร่ัวออกสูภ่ายนอก
ทําให้แมลงตาย (3) 
 
4. การออกฤทธ์ิเสริมกัน (synergism) ของโปรตนีฆ่าลูกนํา้ยุง 
 
 การศกึษาในอดีตพบว่าโปรตีนฆ่าลกูนํา้ยงุจาก B. thuringiensis บางชนิด เม่ือให้
ลกูนํา้ยงุกินร่วมกบัโปรตีนฆ่าลกูนํา้ยงุอีกชนิดหนึ่ง จะทําให้ประสิทธิภาพในการฆ่าลกูนํา้ยงุสงูขึน้
หลายเท่าเม่ือเปรียบเทียบกับการใช้โปรตีนสารพิษเพียงชนิดเดียว หรือเม่ือเปรียบเทียบกับ
ผลกระทบแบบบวกกนั (additive effect) ของสารพิษแตล่ะชนิด เรียกปรากฏการณ์นีว้่าการออก
ฤทธ์ิเสริมกนั (synergism) (Tabashnik, 1992) ตวัอย่างโปรตีนสารพิษจาก B. thuringiensis ท่ี
สามารถออกฤทธ์ิเสริมกนัในการฆ่าแมลง ซึง่ทําให้มีประสิทธิภาพสงูขึน้อย่างชดัเจน เช่น Cry4Ba 
กบั Cyt1Aa สามารถเสริมฤทธ์ิกนัในการฆ่ายงุลาย (Crickmore, Bone, Williams, & Ellar, 1995) 
Cry11Aa กบั Cyt1Aa สามารถเสริมฤทธ์ิกนัในการฆ่ายงุรําคาญ (Chang, Yu, Dai, Law, & Gill, 
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1993; Khasdan, Ben-Dov, Manasherob, Boussiba, & Zaritsky, 2001) และยงัพบว่าโปรตีน
สารพิษ Cyt toxin นอกจากจะสามารถออกฤทธ์ิเสริมกนักบั Cry11B ได้ (Wirth, Delécluse, 
Federici, & Walton, 1998) ยงัสามารถออกฤทธ์ิเสริมกบั binary toxin จาก B. sphaericus ซึง่
เป็นโปรตีนสารพิษจากแบคทีเรียตา่งสายสายพนัธุ์ได้ด้วย (Wirth, Federici, & Walton, 2000) 
และงานวิจยัเม่ือไม่นานนีพ้บว่าโปรตีนสารพิษ Cry4Ba และ Cyt2Aa2 สามารถออกฤทธ์ิเสริมกนั
ในการฆ่าลกูนํา้ยงุลายและยงุรําคาญ โดยท่ีโปรตีนผสม Cry4Ba และ Cyt2Aa2 ฆ่าลกูนํา้ยงุลาย
ได้ดีขึน้ถึง 33.4 เท่า และฆา่ลกูนํา้รําคาญได้ดีขึน้ถึง 18.5 เท่า (Promdonkoy et al., 2005)  
 อย่างไรก็ตามกลไกการออกฤทธ์ิเสริมกนัของโปรตีนฆ่าลกูนํา้ยงุในระดบัโมเลกลุยงั
ไม่ทราบแน่ชดั กลไกท่ีน่าจะเป็นไปได้ซึง่มีผู้ เสนอไว้ เช่น เกิดจากโปรตีน Cyt ชกัพาให้โปรตีน Cry 
อยู่รวมกนัทําให้ความเข้มข้นของโปรตีน Cry บริเวณนัน้สงูขึน้จึงมีโอกาสมากขึน้ท่ีจะเกาะกนัและ
สร้างรูร่ัวท่ีเซลล์เป้าหมาย หรืออีกกลไกหนึ่งท่ีเป็นไปได้ คือ โปรตีน Cyt ซึ่งสามารถจบักบัเซลล์
เป้าหมายได้โดยไมต้่องอาศยัตวัรับ เข้าจบักบัเซลล์เป้าหมายก่อนแล้วช่วยชกัพาให้โปรตีน Cry จบั
กบัผิวเซลล์เป้าหมายได้ดีขึน้ หรือโปรตีน Cyt อาจทําหน้าท่ีเป็นตวัรับเทียมให้โปรตีน Cry เข้าจบั
เซลล์เป้าหมายได้ (Bravo et al., 2007; Promdonkoy et al., 2005) 
 
5. Surface plasmon resonance (SPR) 
 

5.1 หลักการของ surface plasmon resonance 
 คล่ืนผิวพลาสมอน (surface plasmons) คือ การสัน่ของคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้าท่ีเกิด

จากการเปล่ียนแปลงความหนาแน่นประจท่ีุผิวรอยต่อระหว่างโลหะกบัวสัดไุดอิเล็คทริค เทคนิค
การกระตุ้นให้เกิดคล่ืนผิวพลาสมอนท่ีนิยมใช้ทั่วไป ทําได้โดยจัดให้แสงโพลาไลซ์ในทิศทางท่ี
เหมาะสมตกกระทบฟิล์มโลหะท่ีมมุตกกระทบมากกว่ามมุวิกฤติ โดยจดัให้ลําแสงทะลผุ่านปริซึม
แก้วและปรับมุมตกกระทบของลําแสงตกกระทบ จะทําให้สามารถปรับเวฟเวกเตอร์ (wave 
vector) ของลําแสงตกกระทบจนมีค่าเท่ากบัเวฟเวกเตอร์ของคล่ืนผิวพลาสมอน ซึ่งก่อให้เกิดการ
สัน่พ้อง (resonance) ของคล่ืนทัง้สองและเกิดการถ่ายโอนพลงังานจากโฟตอนของแสงไปยงัคล่ืน
ผิวพลาสมอน เรียกว่าปรากฏการณ์ surface plasmon resonance หรือเอสพีอาร์ (SPR) 
เน่ืองจากพลงังานของแสงส่วนใหญ่ถ่ายทอดไปยงัคล่ืนผิวพลาสมอน ทําให้ความเข้มของแสงท่ี
สะท้อนออกจากพืน้ผิวโลหะมีค่าลดลงจนเกือบเป็นศนูย์ มมุตกกระทบท่ีทําให้เกิดปรากฏการณ์ 
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SPR เป็นมุมจําเพาะซึ่งขึน้อยู่กับความยาวคล่ืนแสงและคุณสมบตัิของพืน้ผิวท่ีแสงตกกระทบ 
(Homola, 2006; Schasfoort & Tudos, 2008) 

 มมุท่ีทําให้เกิดปรากฏการณ์เอสพีอาร์มีความสมัพนัธ์โดยตรงกบัดชันีหกัเหของสารท่ี
อยู่บนพืน้ผิวโลหะ เม่ือมีโมเลกุลของสารเกาะท่ีผิวโลหะ ค่าดชันีหกัเหโดยรวมจะเปล่ียนไป จาก
หลกัการนีทํ้าให้สามารถสร้างเคร่ืองมือวดัการเปล่ียนแปลงดชันีหกัเหได้ โดยวดัจากคณุสมบตัิของ
แสงสะท้อนท่ีเปล่ียนแปลงไป วิธีการวดัการเปล่ียนแปลงเอสพีอาร์สามารถทําได้หลายวิธี เช่น วดั
จากมมุเอสพีอาร์ท่ีเปล่ียนแปลงไป (ภาพท่ี 2.9) วดัจากความเข้มคล่ืนแสงท่ีเปลี่ยนแปลงไป หรือ
วดัจากความยาวคล่ืนแสงท่ีเปล่ียนแปลงไป เป็นต้น (Shumaker-Parry & Campbell, 2004) 
 

ภาพท่ี 2.9 
กราฟสญัญาณเอสพีอาร์ท่ีเปล่ียนแปลงระหวา่งขัน้ตอนการวิเคราะห์ 

 
ท่ีมา:  “Handbook of Surface Plasmon Resonance” by Schasfoort & Tudos, 2008, RSC 
Publishing, p. 5. 
1.บฟัเฟอร์ท่ีอยูภ่ายในระบบ พืน้ผิวทองไมมี่โมเลกลุของสารตวัอยา่งเกาะ สญัญาณเอสพีอาร์คงท่ี 
2.สารตวัอยา่งถกูฉีดเพ่ือวิเคราะห์ โมเลกลุของสารตวัอยา่งยดึเกาะกบัผิวโลหะ สญัญาณเอสพีอาร์เพิ่มขึน้ 
3.ล้างด้วยบฟัเฟอร์ โมเลกลุสารตวัอยา่งท่ีไมจ่บัหรือจบักบัพืน้ผิวเซนเซอร์ไมแ่น่นหลดุออกเหลือเฉพาะโมเลกลุ

จบัแน่น R แสดงถงึสญัญาณเอสพีอาร์ท่ีเกิดขึน้จากการจบัของโมเลกลุสารตวัอยา่งกบัพืน้ผิว 
4.ล้างโมเลกลุท่ีจบักบัพืน้ผิวเซนเซอร์ออกเพ่ือใช้วิเคราะห์ในรอบตอ่ไป 
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5.2 เคร่ืองเอสพีอาร์ (SPR instrument) 
 ในการวดัสญัญาณ SPR ท่ีเปล่ียนแปลงไปสามารถทําได้หลายวิธี ซึง่นําไปสูก่ารพฒันา

เป็นเคร่ืองเอสพีอาร์หลากหลายรูปแบบท่ีมีประสิทธิภาพและข้อจํากัดท่ีแตกต่างกัน แต่โดยทัว่ไป
เคร่ืองเอสพีอาร์จะมีส่วนประกอบหลกั 3 ส่วน (ภาพท่ี 2.10) คือ 1.ระบบแสง (SPR optics) 2.
ระบบไหลเวียนสาร (liquid handling system) และ 3.ชิปเซนเซอร์ (sensor chip)  รูปแบบของ
เคร่ืองเอสพีอาร์จะแบง่ตามเทคนิคการจดัแสงท่ีใช้ในการวดัสญัญาณ SPR โดยรูปแบบการจดัแสง
ท่ีนิยมใช้มากท่ีสดุคือแบบเคร็ทสช์แมนน์ (Kretschmann configuration) ซึง่ใช้ปริซมึประกบกบั
แผ่นโลหะเพ่ือรับแสงโพลาไลซ์และสะท้อนกลบัไปยงัตวัรับแสง ซึง่สามารถแบง่เป็นแบบย่อยๆ อีก
หลายแบบ (Schasfoort & Tudos, 2008) โดยจะขอกลา่วถึงแบบท่ีนิยมเพียง 3 แบบ ดงันี ้ 
 

ภาพท่ี 2.10 
สว่นประกอบหลกั 3 สว่นของเคร่ืองเอสพีอาร์ 

 

 
ท่ีมา: “Handbook of Surface Plasmon Resonance” by Schasfoort & Tudos, 2008, RSC 
Publishing, p. 36. 
1. ระบบแสง (SPR optics)  
2. ระบบไหลเวียนสาร (liquid handling system)  
3. ชิปเซนเซอร์ (sensor chip)   
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5.2.1 เคร่ืองเอสพีอาร์แบบมมุคงท่ี (fixed angle)  
 เคร่ืองเอสพีอาร์แบบมุมคงท่ีจะวดัสญัญาณจากการเปล่ียนแปลงความเข้ม

ของแสงท่ีสะท้อนจากผิวโลหะ ตามภาพท่ี 2.11 การวดัจะเร่ิมจากการตัง้มมุเร่ิมต้นเป็นมมุ X เส้น 
A คือ เส้นการสะท้อนแสงขณะเร่ิมต้น โดยจดุต่ําสดุของกราฟคือมมุเอสพีอาร์ จากนัน้เม่ือผ่านสาร
ตวัอย่างเข้าสู่ระบบโมเลกุลของสารท่ีสมัผสักับผิวโลหะจะทําให้การสะท้อนแสงเปล่ียนแปลงไป
เป็นเส้น B จะเห็นวา่คา่การสะท้อนแสงท่ีวดัท่ีมมุ X เปล่ียนแปลงจาก X1 ไปเป็น X11 ซึง่เม่ือนําคา่ท่ี
วดัได้ไปวาดกราฟเทียบกบัเวลาจะแสดงให้เห็นความสมัพนัธ์ระหวา่งสารตวัอยา่งท่ีผา่นเข้าสูร่ะบบ
กบัสญัญาณเอสพีอาร์ท่ีวดัได้ (Homola, 2006; Schasfoort & Tudos, 2008) 

 
ภาพท่ี 2.11 

หลกัการวดัของเคร่ืองเอสพีอาร์แบบมมุคงท่ี  

 
ท่ีมา: “Handbook of Surface Plasmon Resonance” by Schasfoort & Tudos, 2008, RSC 
Publishing, p. 37. 
กราฟทางด้านซ้ายแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งมมุกบัเปอร์เซน็การสะท้อนแสง เม่ือวดัการสะท้อนท่ีมมุ X ขณะท่ี
สญัญาณเอสพีอาร์เปล่ียนแปลงจาก A ไปเป็น B คา่กบัเปอร์เซ็นการสะท้อนแสงท่ีวดัได้จะเปล่ียนแปลงจาก X1 

ไปเป็น X11 ซึง่เม่ือนําคา่นีไ้ปวาดกราฟเทียบกบัเวลาในด้านขวาจะแสดงให้เหน็สญัญาณเอสพีอาร์ท่ีวดัได้  

 

5.2.2 เคร่ืองเอสพีอาร์แบบสแกนมมุ (angle scanning) 
 เคร่ืองเอสพีอาร์แบบสแกนมุมจะวดัสญัญาณจากการเปล่ียนแปลงมุมเอสพี

อาร์ท่ีเปล่ียนแปลงไป ตามภาพท่ี 2.12 การวดัจะเร่ิมจากการตัง้มมุเร่ิมต้นเป็นมมุเอสพีอาร์ (จดุ A) 
จากนัน้เม่ือผ่านสารละลายตวัอย่างมมุเอสพีอาร์จะเปล่ียนแปลงไป ระบบแสงจะมีการสแกน
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ตําแหน่งมมุหามมุเอสพีอาร์ใหม่ (จดุ B) เม่ือนํามมุท่ีเปล่ียนแปลงไปนีไ้ปวาดกราฟเทียบเวลาจะ
แสดงให้เห็นความสมัพนัธ์ระหว่างสารตวัอย่างกบัสญัญาณเอสพีอาร์ท่ีวดัได้ (Homola, 2006; 
Schasfoort & Tudos, 2008)  

 
ภาพท่ี 2.12 

หลกัการวดัของเคร่ืองแบบเอสพีอาร์แบบสแกนมมุ  
 

 
ท่ีมา: “Handbook of Surface Plasmon Resonance” by Schasfoort & Tudos, 2008, RSC 
Publishing, p. 37. 
กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งเปอร์เซน็การสะท้อนแสงกบัมมุ ฝ่ังซ้าย จดุ A คือมมุเอสพีอาร์เร่ิมต้น จดุ B คือ มมุ
เอสพีอาร์ใหม ่ซึง่เม่ือนําไปวาดกราฟเทียบกบัเวลาในฝ่ังขวาจะแสดงให้เหน็สญัญาณเอสพีอาร์ท่ีวดัได้  
 

5.2.3 เคร่ืองเอสพีอาร์แบบภาพ (SPR imaging) 
 เคร่ืองเอสพีอาร์แบบภาพ คือ เคร่ืองวดัเอสพีอาร์แบบมมุคงท่ีชนิดหนึ่งแต่จะ

แตกตา่งกนัตรงท่ีเคร่ืองแบบภาพใช้กล้องดิจิตอลชนิดท่ีใช้อปุกรณ์ถ่ายเทประจ ุ(charge-coupled 
device, CCD) เป็นตวัรับแสง แทนเซนเซอร์รับแสง วิธีนีช้่วยให้สามารถศกึษาตวัอย่างจํานวนมาก
ได้พร้อมๆ กัน ซึ่งเป็นเคร่ืองแบบท่ีจะใช้ในการศึกษาครัง้นี ้ตวัเคร่ืองเอสพีอาร์แบบภาพ มี
สว่นประกอบตามภาพท่ี 2.13A สารตวัอย่างท่ีต้องการวิเคราะห์จะถกูป๊ัมผ่านเข้ามาตามสายและ
ไหลไปสมัผสักบัผิวทอง โดยมีแผน่โฟลวเซลล์ (flowcell) เป็นตวักําหนดบริเวณท่ีสารจะไหลผา่นผิว
เซนเซอร์ แหลง่กําเนิดแสงจะฉายลําแสงไปยงัผิวเซนเซอร์ และกล้องดิจิตอลชนิด CCD จะคอยจบั
ภาพไว้ตลอดเวลา ในการวิเคราะห์ผลจะใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์กําหนดบริเวณท่ีจะนํามา
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คํานวณการเปลี่ยนแปลงความเข้มของแสง (ภาพท่ี 2.13B) ดงันัน้สญัญาณท่ีวดัได้จากเคร่ืองเอส
พีอาร์แบบภาพจึงเป็นสญัญาณเฉล่ียจากพืน้ท่ีท่ีสนใจศกึษา (Homola, 2006; Schasfoort & 
Tudos, 2008)  

 
ภาพท่ี 2.13 

องค์ประกอบของเคร่ืองเอสพีอาร์แบบภาพ  
 

 
 

A) การจดัเรียงอปุกรณ์เชิงแสงของเคร่ืองเอสพีอาร์แบบภาพประกอบด้วยชิปทองท่ีทําหน้าท่ีเป็นเซนเซอร์ ประกบ
อยู่ระหว่างปริซึมกบัระบบควบคมุการไหลของสารซึ่งมีโฟลวเซลล์ (ภาพขยายด้านข้าง) กําหนดบริเวณท่ีสาร
ตวัอย่างสมัผัสกับผิวเซนเซอร์ โดยมีแหล่งกําเนิดแสงส่องผ่านปริซึมและกล้องดิจิตอลแบบ CCD คอยรับ
สญัญาณท่ีสะท้อนจากชิปทอง 
B) ภาพโฟลวเซลล์จากกล้องดิจิตอลชนิด CCD กรอบส่ีเหล่ียมเลก็ คือ บริเวณท่ีต้องการนําสญัญาณเอสพีอาร์
ไปวิเคราะห์ 

 

6. การใช้เทคนิคคล่ืนผิวพลาสมอนในการศึกษาโปรตนีสารพษิ 
 

 เทคนิคคล่ืนผิวพลาสมอนนิยมใช้ในการศึกษาการจบักนัของโมเลกุลยากบัโมเลกุล
เป้าหมายซึง่ใช้ในทางการแพทย์เป็นส่วนใหญ่ สว่นในการศกึษาโปรตีนมกัใช้ในการศกึษาการจบั
กนัระหว่างแอนติบอดีและแอนติเจน แม้ว่าปัจจุบนัมีการประยุกต์ใช้กับโปรตีนหลายชนิด แต่ใน
การศึกษาโปรตีนสารพิษมีผู้ นําเทคนิคคล่ืนผิวพลาสมอนมาใช้ในการศึกษาไม่มากนกั มีตวัอย่าง
งานวิจยั เช่น การศกึษากลไกการทํางานของโปรตีนสารพิษ melittin จากผึง้ซึง่ทําให้เกิดรูร่ัวท่ีเซลล์ 
และโปรตีนสารพิษ magainin จากกบซึง่ทําให้เซลล์แตกโดยลดแรงตงึผิว การใช้เทคนิคเอสพีอาร์ 
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ตรวจวดัสญัญาณและแบบจําลองทางคณิตศาสตร์ทําให้ทราบว่าในระหว่างการจบักบัพืน้ผิวลิพิด
คา่ K ซึง่แสดงถึงความจําเพาะในการจบักบัพืน้ผิวลิพิดของ melittin มีคา่ 3.8 X 104 ตอ่โมลาร์ 
และเพิ่มขึน้เป็น 16.5 X 104 ตอ่โมลาร์ การเปล่ียนแปลงของคา่ K ชีใ้ห้เห็นถึงการเปล่ียนแปลง
โครงสร้างโปรตีนเพ่ือแทรกตวัเข้าสูช่ัน้ลิพิด ในขณะท่ี magainin มีคา่ K คอ่นข้างคงท่ีประมาณ 3 
X 104 ตอ่โมลาร์  แสดงว่า magainin ไม่เกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างเพ่ือแทรกตวัเข้าสูช่ัน้ลิพิด 
นอกจากนีเ้ม่ือเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนบางตําแหน่งของ melittin พบว่าทําให้ไม่สามารถทําให้เกิด
รูร่ัวได้แต่สามารถทําให้เซลล์แตกได้โดยลดแรงตึงผิวแทน เม่ือวิเคราะห์ด้วยเทคนิคคล่ืนผิว
พลาสมอนพบว่าคา่ K คอ่นข้างคงท่ีประมาณ 3.1 X 104 ตอ่โมลาร์ ซึง่ผลการทดลองนีส้อดคล้อง
กบักลไกของการทําให้เซลล์เสียหายซึง่ได้กลา่วไว้ข้างต้น (Papo & Shai, 2003) แนวคิดนีน้่าจะ
สามารถนํามาประยุกต์ในการศึกษาถึงกลไกการเสริมฤทธ์ิกันของโปรตีนฆ่าลูกนํา้ยุงได้ โดยใช้
เทคนิคคล่ืนผิวพลาสมอนวดัอนัตรกิริยาของโปรตีนสารพิษ 2 ชนิด 


