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บทที่ 3 
 

วิธีการวิจัย 
 

1. วัสดุ 
 

1.1 แบคทเีรียที่ใช้ในการผลิตโปรตนีสารพษิ 
 แบคทีเรียท่ีใช้ในการผลิตโปรตีนสารพิษดัง้เดิมประกอบด้วย Escherichia coli K12 
JM109 ท่ีแต่ละโคลนได้รับพลาสมิด pBP1 ซึง่มียีน cyt2Aa จาก B. thuringiensis ssp. 
darmstadiensis pBP2 ซึง่มียีน cry4Ba จาก B. thuringiensis ssp. israelensis และ pBP3 ซึง่มี
ทัง้ยีน cyt2Aa และ cry4Ba (Promdonkoy et al., 2005) พลาสมิดทัง้ 3 สร้างขึน้จาก    พลาสมิด 
pBC* (ภาพท่ี 3.1A) โดยตดัตอ่ยีน cyt2Aa และ cry4Ba เข้าสู ่ MSC (multiple cloning site) 
ของพลาสมิด pBC* โดยมีการจดัเรียงยีนตามภาพท่ี 3.1B เม่ือยีนถกูแสดงออกภายใต้โปรโมเตอร์ 
(promoter) lacZ พลาสมิด pBP1 จะสร้างโปรตีน Cyt2Aa พลาสมิด pBP2 จะสร้างโปรตีน 
Cry4Ba และพลาสมิด pBP3 จะสร้างโปรตีน Cyt2Aa และ Cry4Ba ร่วมกนั 
 แบคทีเรียท่ีใช้ในการผลิตโปรตีนสารพิษกลายประกอบด้วย Escherichia coli K12 
JM109 ท่ีแต่ละโคลนได้รับพลาสมิด pGEM-cyt2Aa ซึ่งมียีนผลิตโปรตีน Cyt2Aa ท่ีมีการ
เปล่ียนแปลงกรดอะมิโนท่ีตําแหน่ง V125A V135A T144A N145A Q149A I150A S194A และ 
V197A ซึ่งได้รับความอนเุคราะห์จากห้องปฏิบตัิการวิศวกรรมจลุินทรีย์ ศนูย์พนัธุวิศวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ สํานกังานพฒันาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ ซึง่แต่ละโคลน
เป็นส่วนหนึ่งของงานวิจยัอ่ืนและได้รับการศึกษาถึงคณุสมบตัิเบือ้งต้นแล้วว่ามีความสามารถใน
การละลายได้ใกล้เคียงกบัโปรตีน Cyt2Aa ดัง้เดิม และสามารถตดัด้วยเอนไซม์โปรติเอสเพ่ือให้มี
โครงสร้างท่ีพร้อมจะแสดงความเป็นพิษได้ 

1.2 ชิปเซนเซอร์ 
 ชิปเซนเซอร์ท่ีใช้ในงานวิจยันี ้เป็นชิปรูปวงกลม (disc) เส้นผ่านศนูย์กลาง 1 นิว้ 
เคลือบผิวด้วยทองหนา 20 นาโนเมตร ของบริษัท Ssens (ภาพท่ี 3.3) ซึง่ได้รับความอนเุคราะห์
จากหน่วยปฏิบตัิการวิจัยเทคโนโลยีโฟโตนิกส์ ศูนย์เทคโนโลยีอิเล็กทรอนิกส์และคอมพิวเตอร์
แห่งชาติ และห้องปฏิบตัิการวสัดทุางการแพทย์ ศนูย์เทคโนโลยีโลหะและวสัดแุห่งชาติ สํานกังาน
พฒันาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาต ิ
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ภาพท่ี 3.1 
การสร้างพลาสมิด pBP1 pBP2 และ pBP3 จากพลาสมิด pBC* 

 

 
ท่ีมา: ดดัแปลงจาก “Co-expression of Bacillus thuringiensis Cry4Ba and Cyt2Aa2 in 
Escherichia coli revealed high synergism against Aedes aegypti and Culex 
quinquefasciatus larvae” by Promdonkoy, B., Promdonkoy, P., & Panyim, 2005, Fems 
Microbiology Letters, 252(1), pp.122-123. 
 A) พลาสมิด pBC* ซึง่มียีน lacZ ซึง่มี multiple cloning site สําหรับแทรกยีนท่ีต้องการแสดงออกผา่นโปรโม
เตอร์ lacZ และมียีนต้านทานยาปฎิชีวนะคลอแรมเฟนิคอล 
B) การจดัเรียงของยีน cyt2Aa และ cry4Ba ใน multiple cloning site ของพลาสมิด pBC* โดยยีน cyt2Aa ใส่
ไว้ระหวา่งจดุตดั SalI กบั ApaIและยีน cry4Ba ใสไ่ว้ระหวา่งจดุตดั SacI กบั BamHI ซึง่ได้เป็น pBP1 pBP2 
และ pBP3 ตามลําดบั 
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ภาพท่ี 3.2 
พลาสมิด pGEM-cyt2Aa 

 

 
พลาสมิด pGEM-cyt2Aa ซึง่มีโปรโมเตอร์ lacZ ในการแสดงออกของยีน และมียีนต้านทานยา   
ปฎิชีวนะแอมพิซลินิ ยีน cyt2Aa กลายอยูภ่ายโปรโมเตอร์ lacZ 
 

ภาพท่ี 3.3 
ชิปเซนเซอร์ 

 
 
2. วิธีทดลอง 
 

2.1 การผลิตโปรตนีสารพษิ 
 เข่ียเชือ้ E.coli ท่ีมียีนผลิตโปรตีนสารพิษลงในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร ท่ีมี

อาหารเหลว Luria-Bertani (LB) 3 มิลลิลิตร ท่ีมีแอมพิซิลลิน (ampicillin) เข้มข้น 100 ไมโครกรัม
ตอ่มิลลิลิตร สําหรับเชือ้ท่ีมีพลาสมิด pGEM-Cyt2Aa หรือ คลอแรมเฟนิคอล (chloramphenicol) 
เข้มข้น 34 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สําหรับเชือ้ท่ีมีพลาสมิด pBP นําไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส  บนเคร่ืองเขย่าความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง จากนัน้ถ่ายเซลล์
แบคทีเรีย 1 มิลลิลิตร ลงในขวดปริมาตรทรงกรวย (erlenmeyer flask) ขนาด 1 ลิตร ท่ีมีอาหาร
เหลว LB 500 มิลลิลิตร มีแอมพิซิลลินเข้มข้น 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร หรือ คลอแรมเฟนิคอล 
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เข้มข้น 34 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขย่าความเร็ว 200 
รอบต่อนาที จนกระทั่งวัดค่า OD600 ได้ 0.5-0.6 จึงชักนําให้เซลล์สร้างโปรตีนสารพิษโดยเติม 
Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) ให้ได้ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ แล้วเลีย้งตอ่
อีก 6 ชัว่โมง  

 ป่ันแยกตะกอนเซลล์ท่ีเลีย้งด้วยความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส นาน 5 นาที เทอาหารสว่นบนทิง้และละลายตะกอนเซลล์ด้วยบฟัเฟอร์พีบีเอส พีเอช 7.4 
ปริมาตร 40 มิลลิลิตร จากนัน้ทําให้เซลล์แตกโดยใช้คล่ืนเสียงความถ่ีสูง (ultrasonication) 
amplitude: 60% Pulse on/off: 9 วินาที  เป็นเวลา 3 นาที โดยแช่หลอดทดลองไว้ในนํา้แข็ง
ตลอดเวลาท่ีเคร่ืองทํางาน จากนัน้ป่ันแยกตะกอนเซลล์ท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 
4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที นําสว่นตะกอนไปล้างในสารละลายโปแทสเซียมคลอไรด์ (KCl) 0.5 
มิลลิโมลาร์ ท่ีมี TritonX100 1% (ปริมาตรต่อปริมาตร) 40 มิลลิลิตร แล้วทําให้เซลล์แตกโดยใช้
คล่ืนเสียงความถ่ีสงูอีก 2 นาที ป่ันแยกตะกอนเซลล์และเติมนํา้กลัน่ 40 มิลลิลิตร เขย่าเพ่ือล้าง
ตะกอนแล้วนําไปป่ันท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
โดยจะล้างโปรตีนทัง้หมด 3 ครัง้ เม่ือล้างโปรตีนแล้วจึงนําตะกอนโปรตีนไปละลายในสารละลาย
บฟัเฟอร์พีบีเอส (PBS, phosphate buffer saline) พีเอช 7.4 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร เก็บโปรตีนไว้
ท่ี -20 องศาเซลเซียส 

2.2 การวิเคราะห์โปรตนีด้วย sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) 
 ผสมโปรตีนกบั sample loading buffer ซึง่ประกอบด้วย Tris-HCl พีเอช 6.8 เข้มข้น
250 มิลลิโมลาร์ dithiothreitol (DTT) เข้มข้น 0.5 โมลาร์  SDS 10% (นํา้หนกัตอ่ปริมาตร) 
bromophenol blue 0.02% (นํา้หนกัตอ่ปริมาตร) และกลีเซอรอล (glycerol)  50% (ปริมาตรตอ่
ปริมาตร) แล้วต้มสารละลายโปรตีนในนํา้เดือด 10 นาที จากนัน้ป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 รอบ
ตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที แล้วจึงใส่สารละลายโปรตีนในเจล SDS polyacrylamide 10% จ่าย
กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 120 นาที จากนัน้ย้อม polyacrylamide gel ด้วยสารละลาย 
Colloidal Coomassie Brilliant Blue G-250 โดยเปรียบเทียบขนาดและความเข้มข้นของแถบ
โปรตีนกบัแถบโปรตีนมาตรฐาน (PAGE RulerTM Prestain Protein Ladder, Fermentas) 
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2.3 การวิเคราะห์โปรตนีด้วย non-denaturing polyacrylamide gel electrophoresis 
(non-denaturing-PAGE) 
 ผสมโปรตีนกบักบั non-denaturing sample loading buffer ซึง่ประกอบด้วย Tris-
HCl พีเอช 6.8 เข้มข้น250 มิลลิโมลาร์ bromophenol blue 0.02% (นํา้หนกัตอ่ปริมาตร) และกลี
เซอรอล (glycerol)  50% (ปริมาตรต่อปริมาตร) แล้วจึงใส่สารละลายโปรตีนใน เจล 
polyacrylamide ซึง่องค์ประกอบตา่งๆ เหมือนกบัเจล SDS polyacrylamide แตไ่มมี่สว่นผสมของ 
SDS ในเจล จ่ายกระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 120 นาที จากนัน้ย้อม polyacrylamide gel 
ด้วยสารละลาย Colloidal Coomassie Brilliant Blue G-250  

2.4 การทาํให้โปรตนีสารพษิพร้อมจะแสดงความเป็นพษิ (toxin activation) 
เน่ืองจากกลไกการทํางานตามธรรมชาติของโปรตีนสารพิษจะถูกละลายใน

สารละลายท่ีมีค่าพีเอชสูงตามด้วยการย่อยของเอนไซม์โปรติเอสภายในกระเพาะลูกนํา้ยุง ใน
งานวิจยันีไ้ด้ทําการทดลองทัง้ในสิ่งมีชีวิต (in vivo) และในหลอดทดลอง (in vitro) ดงันัน้สําหรับ
การศึกษาในหลอดทดลองจึงต้องทําให้โปรตีนสารพิษพร้อมแสดงความเป็นพิษก่อน โดยละลาย
ตะกอนของโปรตีนสารพิษในบฟัเฟอร์คาร์บอเนต พีเอช 10.5 ท่ีมี DTT 10 มิลลิโมลาร์ บ่มท่ี
อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  บนเคร่ืองเขย่าความเร็ว 200 รอบต่อนาที 1 ชัว่โมง จากนัน้ย่อย
โปรตีนสารพิษด้วยเอนไซม์โปรติเอสท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง โดยใช้
เอนไซม์ 2% (นํา้หนกัตอ่นํา้หนกั) ของนํา้หนกัโปรตีนสารพิษ สําหรับโปรตีน Cyt2Aa ใช้เอนไซม์ไค
โมทริปซิน (chymotrypsin) สว่น Cry4Ba ใช้เอนไซม์ทริปซิน (trypsin) หลงัจากนัน้หยดุปฏิกิริยา
ของเอนไซม์โดยเตมิ phenylmethanesulfonylfluoride (PMSF) ให้ได้ความเข้มข้น 2 มิลลโิมลาร์ 

 
2.5 การศึกษาการออกฤทธ์ิเสริมกันระหว่างโปรตนีสารพษิ Cyt2Aa กับ Cry4Ba 

 ในการทําลองนีต้้องการทดสอบความสามารถในการเสริมฤทธ์ิกนัของโปรตีนสารพิษ 
2 ชนิด คือ Cyt2Aa และ Cry4Ba โดยนําโปรตีนฆ่าลกูนํา้ยงุ 2 ชนิด มาผสมกนัและนําไปทดสอบ
กับลูกนํา้ยุง โดยผลของการเสริมฤทธ์ิกันนิยมวัดเป็นจํานวนเท่าของผลกระทบแบบบวกกัน 
(additive effect)  หรือเรียกว่า synergism factor แตอ่ย่างไรก็ตามคา่ผลกระทบแบบบวกกนันัน้
ไม่สามารถวดัได้จากการทดลองเม่ือมีการเสริมฤทธ์ิกนัเกิดขึน้ ค่าผลกระทบแบบบวกกนันีจ้ึงต้อง
ใช้การคํานวณจากประสิทธิภาพของโปรตีนเด่ียวแต่ละชนิดท่ีผสมกนัและสดัส่วนท่ีนํามาผสมกนั
แทน ด้วยสมการในข้อ 2.5.3 แล้วจึงนําคา่ท่ีได้จากการคํานวณไปเปรียบเทียบกบัคา่ท่ีได้จากการ
ทดลอง แต่วิธีการคํานวณนีใ้ช้การคํานวณจากค่าความเข้มข้นท่ีทําให้ลกูนํา้ยุงตายคร่ึงหนึ่งหรือ 
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50% lethal concentration (LC50) จึงอาจมีข้อจํากดัในการคํานวณจากคา่ท่ีได้จากการวดัผลด้วย
เทคนิคทางชีวเคมีอ่ืนๆ ดงันัน้เพ่ือให้ง่ายต่อการศกึษากลไกการออกฤทธ์ิเสริมกนัด้วยเทคนิคอ่ืนๆ  
การศกึษานีจ้งึพยายามลดปัจจยัท่ีเก่ียวข้องในกลไกการเสริมฤทธ์ิกนัลง กลา่วคือ ความสามารถใน
การฆ่าลกูนํา้ยงุของโปรตีน 2 ชนิด ท่ีผสมกนัเป็นผลมาจาก (1) ผลของ Cyt2Aa ท่ีมีตอ่ลกูนํา้ยงุ 
(2) ผลของ Cry4Ba ท่ีมีตอ่ลกูนํา้ยงุ และ (3) ผลของการเสริมฤทธ์ิกนัระหว่างโปรตีนทัง้ 2 ชนิด 
หากสามารถทําให้ไมมี่ให้ผลของ Cyt2Aa และ Cry4Ba เข้ามาเก่ียวข้อง ผลการฆา่ลกูนํา้ยงุจะเป็น
ผลมาจากการเสริมฤทธ์ิกันเท่านัน้ ซึ่งน่าจะสะดวกต่อการนําไปศึกษาต่อด้วยเทคนิคอ่ืนต่อไป 
ดงันัน้การศกึษานีจ้ึงพยายามวิเคราะห์หาโปรตีน Cyt2Aa กลายท่ีสญูเสียประสิทธิภาพในการฆ่า
ลกูนํา้ยงุแตส่ามารถเสริมฤทธ์ิกบัโปรตีน Cry4Ba ได้ นอกจากสมมตุิฐานว่ากลไกการเสริมฤทธ์ิกนั
ของโปรตีนสารพิษเก่ียวข้องกับอนัตรกิริยาระหว่างโปรตีนสารพิษทัง้คู่แล้ว ยงัคาดว่ากลไกการ
เสริมฤทธ์ิกนัอาจเก่ียวข้องกบัตําแหน่งเฉพาะบางตําแหน่งของโปรตีนสารพิษ จึงพยายามค้นหา
โปรตีนสารพิษ Cyt2Aa กลายท่ีไม่สามารถเสริมฤทธ์ิได้ โดยคดัเลือกจากโปรตีนกลายท่ีมี
ประสทิธิภาพในการฆา่ลกูนํา้ยงุใกล้เคียงกบัโปรตีน Cyt2Aa ดัง้เดมิ 
 การศึกษาการออกฤทธ์ิเสริมกันเร่ิมจากคดัเลือกโปรตีน Cyt2Aa กลายท่ีมีการ
เปล่ียนแปลงกรดอะมิโนเพียงตําแหน่งเดียว (single mutation) ซึ่งได้มีการศึกษาคณุสมบตัิ
เบือ้งต้นแล้ว โดยแบ่งโปรตีนกลาย Cyt2Aa ท่ีคดัเลือกเป็น 2 กลุ่ม (ตารางท่ี 3.1) คือ กลุ่มท่ี
สูญเสียประสิทธิภาพในการฆ่าลูกนํา้ยุง และกลุ่มท่ียังคงมีประสิทธิภาพในการฆ่าลูกนํา้ยุง
ใกล้เคียงกบัโปรตีน Cyt2Aa ดัง้เดิม นําไปทดสอบการออกฤทธ์ิเสริมกนักบั Cry4Ba เพ่ือค้นหา
โปรตีนกลาย Cyt2Aa ท่ีสามารถออกฤทธ์ิเสริมกนักบัโปรตีน Cry4Ba ดัง้เดิมได้จากกลุ่มท่ีไม่มี
ประสิทธิภาพในการฆ่าลกูนํา้ยงุ และค้นหาโปรตีนกลายท่ีไม่สามารถออกฤทธ์ิเสริมกนักบัโปรตีน 
Cry4Ba ดัง้เดิม จากกลุ่มท่ีมีฤทธ์ิในการฆ่าลกูนํา้ยงุ การทดสอบการเสริมฤทธ์ิกนัจะใช้วิธีการ คือ 
ทดสอบประสทิธิภาพในการฆา่ลกูนํา้ยงุและทดสอบความสามารถในการทําให้เม็ดเลือดแดงแตก 
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ตารางท่ี 3.1 
โปรตีนกลาย Cyt2Aa ซึง่แบง่เป็น 2 กลุม่ ตามความสามารถในการฆา่ลกูนํา้ยงุ 

 

Cyt2Aa กลายท่ีสญูเสีย
ประสทิธิภาพในการฆา่ลกูนํา้ยงุ 

Cyt2Aa กลายท่ีมีประสทิธิภาพ
ในการฆา่ลกูนํา้ยงุใกล้เคียงกบั

โปรตีน Cyt2Aa ดัง้เดิม 
V135A 
N145A 
I150A 
V197A 

V125A 
T144A 
Q149A 
S194A 

 
 

2.5.1 การศึกษาการออกฤทธ์ิเสริมกนัระหว่าง Cyt2Aa กบั Cry4Ba โดยทดสอบ
ประสทิธิภาพในการฆา่ลกูนํา้ยงุ (mosquito-larvicidal assay) 
 ประสทิธิภาพในการฆา่ลกูนํา้ยงุของโปรตีนสารพิษทดสอบโดยเจือจางโปรตีนสารพษิ
แตล่ะชนิดแบบ 2 เท่า (2-fold serial dilution) ในสารละลายบฟัเฟอร์พีบีเอส พีเอช 7.4 เพ่ือให้ได้ 
6-8 ระดบัความเข้มข้น กลุม่ท่ีสญูเสียประสิทธิภาพในการฆ่าลกูนํา้ยงุใช้ความเข้มข้นสงูสดุ 10 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และสําหรับกลุ่มท่ียงัคงมีประสิทธิภาพในการฆ่าลกูนํา้ยงุใช้ความเข้มข้น
สงูสดุ 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วใส่สารละลายโปรตีนกลาย Cyt2Aa และ Cry4Ba ดัง้เดิมท่ี
เจือจางแล้วอย่างละ 0.5 มิลลิลิตร ในจานหลมุแบบ 24 หลมุ ท่ีมีลกูนํา้ยงุอยู่หลมุละ 5 ตวั ในนํา้
กลัน่ 1 มิลลิลิตร โดยทดสอบกบัลกูนํา้ยงุลาย (Aedes aegypti) และลกูนํา้ยงุรําคาญ (Culex 
quinquefasciatus) ระยะท่ี 2 (2nd instar) (ภาพท่ี 3.4) แตล่ะความเข้มข้นใช้ลกูนํา้ยงุ 4 หลมุ หรือ 
20 ตวั  หลงัจากนัน้ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องและเก็บผลการตายของลกูนํา้ยงุหลงัจาก 24 ชัว่โมง 
จากนัน้นําไปคํานวณหาคา่ความเข้มข้นท่ีทําให้ลกูนํา้ยงุตายคร่ึงหนึ่ง (LC50) ด้วยโปรแกรม Probit 
Analysis (Finney, 1971) 
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ภาพท่ี 3.4 
วิธีการทดสอบประสทิธิภาพในการฆา่ลกูนํา้ยงุ 

 

 
การทดสอบประสิทธิภาพในการฆ่าลกูนํา้ยงุทดสอบในจานหลมุ 24 หลมุ แต่ละหลมุใสล่กูนํา้ยงุ 5 ตวั ใช้ความ
เข้มข้นสดุท้ายของโปรตีนสารพิษแต่ละชนิดสงูสดุ 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และเจือจางแบบ 2 เท่า ในหลมุ
ถดัไปทางขวาจนถึงความเข้มข้นต่ําสดุ 0.03125 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สําหรับโปรตีนผสมจะได้ความเข้มข้น
สดุท้ายรวมเป็น 2 เท่า และในกรณีท่ีทดสอบโปรตีน Cyt2Aa กลายท่ีไม่มีฤทธ์ิฆ่าลกูนํา้ยงุจะใช้ความเข้มข้น 
โปรตีนสงูสดุ 10 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติรและเจือจางจนได้ 8 ระดบัความเข้มข้น 

 
2.5.2 การทดสอบการออกฤทธ์ิเสริมกนัของโปรตีน Cyt2Aa และ Cry4Ba โดยวิธี

วิเคราะห์ฤทธ์ิสลายเม็ดเลือดแดง (hemolytic activity assay) 
 การทดสอบประสทิธิภาพในการทําให้เม็ดเลือดแดงแตกจะทดสอบกบัเลือดคน 

1% ในจานหลมุแบบ 96 หลมุ โดยเจือจางโปรตีนแต่ละชนิดแบบ 2 เท่า ในสารละลายบฟัเฟอร์
คาร์บอเนต พีเอช 10.5 เพ่ือให้ได้ 12 ระดบัความเข้มข้น เร่ิมต้นท่ี 64 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร แล้ว
ใส่โปรตีนกลาย ท่ีเจือจางแล้วอย่างละ 50 ไมโครลิตร ลงในหลมุ จากนัน้ใส่สารละลายเม็ดเลือด
แดงความเข้มข้น 2% (ปริมาตรตอ่ปริมาตร) 100 ไมโครลิตร ลงในหลมุท่ีมีสารพิษอยู่ ตัง้ทิง้ไว้ท่ี
อณุหภมูิห้องและเก็บผลหลงัจาก 24 ชัว่โมง  

2.5.3 การคํานวณระดบัของการออกฤทธ์ิเสริมกนั 
 ระดบัของการออกฤทธ์ิเสริมกันสามารถคํานวณได้จากค่า LC50 ของโปรตีน
สารพิษและอตัราสว่นของสารพิษ 2 ชนิดในของผสม ด้วยสมการ 1 และ 2 (Tabashnik, 1992) 
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สมการท่ี 1 ใช้ในการคํานวณค่า LC50(m) ซึ่งเป็นค่าทางทฤษฎีของผลกระทบแบบบวกกันซึ่งจะ
เกิดขึน้ในกรณีท่ีสารพิษ 2 ชนิด ไมมี่การเสริมฤทธ์ิกนั สมการท่ี 2 ใช้คํานวณระดบัการเสริมฤทธ์ิกนั
ของโปรตีนสารพิษในของผสม แสดงด้วยคา่ synergism factor ซึง่เป็นสดัสว่นระหว่างคา่ LC50(m)

จากการคํานวณกับ LC50(m)จากการทดลอง กล่าวคือค่า synergism factor บ่งบอกว่าโปรตีน
สารพิษผสมมีความรุนแรงขึน้ก่ีเท่านัน่เอง 

    
 
 
  

-1
(a) (b)

50 (m)
50(a) 50 (b)

= +r rLC LC LC    (1) 

LC50(m) คือ ความเข้มข้นของโปรตีนสารพิษผสมท่ีทําให้ลกูนํา้ยงุตายคร่ึงหนึง่ 
LC50(a) และ LC50(b) คือ ความเข้มข้นของโปรตีนสารพิษ a และ b ท่ีทําให้ลกูนํา้ยงุตายคร่ึงหนึง่ 
r(a) และ r(b) คือ อตัราสว่นของสารพิษ a และ b ในของผสม 

 

      50(m)

50(m)

จากการคาํนวณ
Synergism factor = 

จากการทดลอง
LC
LC    (2) 

 
2.6 การศึกษาอันตรกิริยาระหว่างโปรตนีสารพษิ Cyt2Aa กับ Cry4Ba ด้วยเทคนิค

ทางชีวเคมี 
 ในการศึกษานีมี้สมมตุิฐานว่าการเสริมฤทธ์ิกนัระหว่างโปรตีนสารพิษ Cyt2Aa 

กบั Cry4Ba น่าจะเกิดจากอนัตรกิริยาระหว่างโปรตีนทัง้สองในลกัษณะใดลกัษณะหนึ่งในระหว่าง
ขัน้ตอนการทํางานของโปรตีนสารพิษ ดงันัน้การทดลองนีจ้ึงทําเพ่ือตรวจสอบว่าแต่ละขัน้ตอนใน
การทํางานของโปรตีนสารพิษมีอนัตรกิริยาระหว่างโปรตีน Cyt2Aa กบั Cry4Ba หรือไม่ ด้วย
เทคนิคทางชีวเคมี โดยแบ่งช่วงของการศึกษาออกเป็น 2 ช่วง คือ ช่วงท่ีโปรตีนสารพิษอยู่ใน
สารละลายและช่วงท่ีโปรตีนสารพิษอยูบ่นเย่ือหุ้มเซลล์ 

2.6.1 ช่วงท่ีโปรตีนสารพิษอยูใ่นสารละลาย 
 ช่วงท่ีโปรตีนสารพิษอยู่ในสารละลายเป็นช่วงท่ีผลึกของโปรตีนละลายใน
สภาวะดา่งแล้ว ในช่วงนีย้งัแบง่เป็นอีก 2 ขัน้ตอนย่อย คือ ก่อนท่ีโปรตีนจะถกูย่อยด้วยเอนไซม์โปรติ
เอสและหลงัจากถกูย่อยด้วยเอนไซม์โปรติเอสจนอยู่ในรูปท่ีพร้อมทํางานซึ่งมีคณุสมบตัิต่างๆ ของ
โปรตีนเปลี่ยนแปลงไป ซึง่อนัตรกิริยาท่ีเกิดขึน้ในขัน้ตอนนีอ้าจเก่ียวข้องกบัการเสริมฤทธ์ิกนั การ
ทดสอบทําโดยเจือจางโปรตีนสารพิษแต่ละชนิด ได้แก่ โปรตีน Cyt2Aa Cry4Ba และคู่โปรตีน 
Cyt2Aa กบั Cry4Ba ท่ีแสดงออกร่วมกนั (co-expression) ในบฟัเฟอร์คาร์บอเนต พีเอช 10.5 ให้
ได้ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร โดยใช้ทัง้โปรตีนท่ีไม่ถกูตดัด้วยเอนไซม์และโปรตีนท่ีผ่าน
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การตดัด้วยเอนไซม์ทริปซนิแล้วในการศกึษา ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 2 ชัว่โมงแล้วจงึนําไปวิเคราะห์
ด้วย polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) และเทคนิคเจลฟิลเตรชนัโครมาโตกราฟฟี 
(gel filtration chromatography) 

2.6.2 ช่วงท่ีโปรตีนสารพิษอยูบ่นเย่ือหุ้มเซลล์ 
 ช่วงท่ีโปรตีนสารพิษอยูบ่นเย่ือหุ้มเซลล์เกิดขึน้หลงัจากโปรตีนสารพิษท่ีอยู่ในรูป
ท่ีพร้อมทํางานแล้วเข้าจบักบัลิพิดท่ีมีลกัษณะเป็นเย่ือหุ้ม (membrane)  และมีการเปล่ียนแปลง
โครงสร้าง ซึง่การเปล่ียนแปลงโครงสร้างนีอ้าจทําให้เกิดอนัตรกิริยาระหว่างโปรตีนทัง้ 2 ชนิด ทําให้
เกิดการเสริมฤทธ์ิกนัขึน้ ดงันัน้ในการทดลองจึงทําเพ่ือศกึษาอนัตรกิริยาท่ีเกิดขึน้หลงัจากท่ีโปรตีน
สารพิษจบักบัเย่ือหุ้มเซลล์แล้ว โดยจะใช้ไลโพโซมซึ่งเป็นอนุภาคของลิพิดท่ีมีการจดัเรียงตวัเป็น
เย่ือ 2 ชัน้ (lipid bilayer) แทนเย่ือหุ้มเซลล์ ไลโพโซมประกอบด้วย phosphatidyl ethanolamine 
cholesterol และ stearylamine ในอตัราสว่น 4:3:1 โดยโมล  ภายในบรรจบุฟัเฟอร์พีบีเอส พีเอช 
7.4 หรือบฟัเฟอร์คาร์บอเนต พีเอช 10.5 ปฏิกิริยาระหว่างโปรตีนสารพิษกบัไลโพโซมทําโดยผสม
โปรตีนสารพิษท่ีอยู่ในรูปท่ีพร้อมทํางานเข้ากบัไลโพโซมในอตัราส่วน 1:10 โดยมวล เม่ือผสมเข้า
กนัแล้วทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 2 ชัว่โมง แล้วนําไปป่ันเหว่ียงท่ี 20,000 xg อณุหภมูิ 15 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 20 นาที แล้วล้างตะกอนไลโพโซมท่ีได้ด้วยบฟัเฟอร์ชนิดเดียวกบัท่ีบรรจภุายในไลโพโซม 3 
ครัง้ จากนัน้นําตะกอนไลโพโซมไปวิเคราะห์ด้วย PAGE และเทคนิคเจลฟิลเตรชนัโครมาโตกราฟฟี 
เช่นเดียวกนั 

2.7 การศึกษาอันตรกิริยาระหว่างโปรตนีสารพษิ Cyt2Aa กับ Cry4Ba ด้วยเทคนิคคล่ืน
ผิวพลาสมอน 

 กลไกการทํางานของโปรตีนสารพิษประกอบไปด้วยหลายขัน้ตอนต่อเน่ืองกัน 
การศึกษาโปรตีนสารพิษระดบัโมเลกุลจึงจําเป็นต้องแบ่งศึกษาเป็นช่วง ซึ่งแต่ละช่วงมกัต้องใช้
เทคนิคเฉพาะท่ีแตกต่างกนั ส่วนใหญ่เป็นการเปรียบเทียบระหว่างก่อนและหลงัการทําปฏิกิริยา 
ข้อมลูท่ีได้จากการศกึษาจงึเป็นเหมือนภาพน่ิงท่ีขาดความตอ่เน่ือง โดยเฉพาะข้อมลูในระหวา่งการ
เปล่ียนแปลง ดงันัน้ในการศึกษาอนัตรกิริยาระหว่างโปรตีนสารพิษนีจ้ึงทดลองนําเทคนิคคล่ืนผิว
พลาสมอนหรือเอสพีอาร์มาใช้เพ่ือวดัการจบักนัระหว่างโปรตีนกบัชัน้ลิพิด และการจบักนัระหว่าง
โปรตีนสารพิษ Cyt2Aa และ Cry4Ba โดยดจูากการเปล่ียนแปลงสญัญาณเอสพีอาร์ นอกจากนีย้งั
พยายามพฒันาเทคนิคนีใ้ห้เหมาะสมต่อการวดัอนัตรกิริยาของโปรตีนสารพิษ ซึ่งจะช่วยให้
สามารถตรวจตดิตามและวดัผลได้ตามเวลาจริง (real-time) โดยมีขัน้ตอนการทดลอง ดงันี ้
  



34 
 

2.7.1 การเตรียมผิวทอง 
 เพ่ือให้โปรตีนสารพิษสามารถจบักบัพืน้ผิวทองท่ีใช้ในการตรวจวดัด้วยเทคนิค

เอสพีอาร์จึงต้องเตรียมผิวทองให้มีลกัษณะเป็นชัน้ของลิพิดก่อน โดยใช้ไลโพโซมท่ีมีองค์ประกอบ
เช่นเดียวกบัท่ีใช้ในการศกึษาด้วยเทคนิคทางชีวเคมี แตมี่การเติม perfluorodecanethiol (ภาพท่ี 
3.5) ซึง่เป็นลิพิดท่ีมีหมู่ไธออล (thiol) ท่ีปลายด้านหนึ่งของโมเลกลุลงในไลโพโซมเล็กน้อย (ภาพท่ี 
3.6A) เพ่ือให้หมู่ไธออลทําหน้าท่ียดึเกาะกบัพืน้ผิวทอง เม่ือผ่านสารละลายไลโพโซมเข้าสูเ่คร่ือง 
เอสพีอาร์ ไลโพโซมจะจับกับผิวทองเกิดเป็นโครงสร้างชัน้ของลิพิดโดยมีโมเลกุลของ perfluoro 
decanethiol ทําหน้าท่ีคํา้ยนัชัน้ของลิพิดให้ติดอยู่บนผิวทองได้ (ภาพท่ี 3.6B) (Besenicar, 
Macek, Lakey, & Anderluh, 2006) แตเ่น่ืองจากวิธีการเตรียมพืน้ผิวแบบนีย้งัไม่เคยใช้ร่วมกบั
เทคนิคคล่ืนผิวพลาสมอนมาก่อนจงึต้องทดลองปรับเปลี่ยนปัจจยัตา่งๆ เช่น ความเข้มข้นของไลโพ
โซม และความเร็วในการไหลของสารละลายเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเตรียมพืน้ผิวชัน้ลพิิด 

 
ภาพท่ี 3.5 

สตูรโครงสร้างของ perfluorodecanethiol 

 

 
ภาพท่ี 3.6 

ไลโพโซมท่ีใช้ในการเตรียมผิวทอง 

 
ท่ีมา: ดดัแปลงจาก “Surface plasmon resonance in protein-membrane interactions” by 
Besenicar, Macek, Lakey, & Anderluh, 2006, Chemistry and Physics of Lipids, 141(1-2), 
p. 172. 
A) ไลโพโซมท่ีมีสว่นผสมของ perfluorodecanethiol ท่ีมีหมูไ่ธออล (ตําแหน่งท่ีลกูศรชี)้ 
B) ผิวแผน่ทองคําท่ีมีชัน้ลพิิดติดอยู ่โดยมี perfluorodecanethiol ทําหน้าท่ีเป็นตวัยดึเกาะกบัพืน้ผิวทอง 
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2.7.2 การวดัอนัตรกิริยาระหวา่งโปรตีนสารพิษ 
 การวัดอันตรกิริยาของโปรตีนสารพิษเร่ิมจากการผ่านสารละลายโปรตีน 

Cyt2Aa ท่ีต้องการศกึษาเพ่ือให้จบักบัพืน้ผิวลิพิด ข้อมลูจากงานวิจยัอ่ืนแสดงให้เห็นว่า Cyt2Aa 
สามารถจบักบัลิพิดได้โดยตรง (Thomas & Ellar, 1983) จึงคาดว่าโปรตีน Cyt2Aa น่าจะจบักบั
พืน้ผิวลพิิดบนฟิล์มทองและสามารถตรวจวดัการจบักนันีไ้ด้จากสญัญาณเอสพีอาร์ จากนัน้จงึผ่าน
สารละลายโปรตีน Cry4Ba ไปยงัผิวทองท่ีมี Cyt2Aa ติดอยู่ เพ่ือวิเคราะห์อนัตรกิริยาระหว่าง
โปรตีน 2 ชนิด โดยใช้ความเข้มข้นของโปรตีนท่ีความเข้มข้นตา่งๆ คือ โปรตีน Cyt2Aa ใช้ความ
เข้มข้น 1 2 5 10 25 และ 50 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร โปรตีน Cry4Ba ใช้ความเข้มข้น 2 5 10 25 
50 และ 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร  


