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บทที่ 4 
 

ผลของการวจิัย 
 
1. การผลิตโปรตนีสารพษิ 
 
 หลงัจากเลีย้งเซลล์และชกันําให้สร้างโปรตีน 6 ชัว่โมง เม่ือนําเซลล์มาวิเคราะห์ด้วย
เทคนิค SDS-PAGE ซึง่แสดงในภาพท่ี 4.1 พบว่าในเลนท่ี 3 มีแถบโปรตีนขนาดประมาณ 25 กิโล
ดาลตัน เพิ่มขึน้เม่ือเทียบกับก่อนชักนําให้สร้างโปรตีนในเลนท่ี 2 ซึ่งตรงกับขนาดของโปรตีน 
Cyt2Aa ดัง้เดิม ในเลนท่ี 4 พบแถบโปรตีนขนาดประมาณ 130 กิโลดาลตนั ซึง่ตรงกบัขนาดของ
โปรตีน Cry4Ba และในเลนท่ี 5 พบทัง้โปรตีน Cyt2Aa และ Cry4Ba  
 

ภาพท่ี 4.1 
เจล SDS-PAGE แสดงโปรตีนจากเซลล์ E. coli ท่ีถกูชกันําให้สร้างโปรตีนสารพิษ 

 
เลนท่ี 1 protein marker 
เลนท่ี 2 โปรตีนจากเซลล์ E. coli เจ้าบ้าน 
เลนท่ี 3 โปรตีนจากเซลล์ E. coli ท่ีได้รับพลาสมิด pBP1 ซึง่มียีนผลติโปรตีน Cyt2Aa 
เลนท่ี 4 โปรตีนจากเซลล์ E. coli ท่ีได้รับพลาสมิด pBP2 ซึง่มียีนผลติโปรตีน Cry4Ba 
เลนท่ี 5 โปรตีนจากเซลล์ E. coli ท่ีได้รับพลาสมิด pBP3 ซึง่มียีนผลติโปรตีน Cyt2Aa และ Cry4Ba 
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 เม่ือป่ันแยกตะกอนโปรตีนและย่อยด้วยเอนไซม์โปรติเอส ได้ผลวิเคราะห์แสดงใน
ภาพท่ี 4.2 เลน 2 3 และ 4 แสดงให้เห็นว่าโปรตีนท่ีป่ันแยกได้มีขนาดตรงกบัโปรตีนสารพิษท่ี
ต้องการ ประมาณ 25 กิโลดาลตนั (Cyt2Aa) และประมาณ 130 กิโลดาลตนั (Cry4Ba) และมี
ความบริสทุธ์ิเพียงพอ เลนท่ี 5 6 และ 7 แสดงให้เห็นว่าโปรตีนสารพิษถกูเอนไซม์ตดัทําให้มีขนาด
เปล่ียนแปลงไป เห็นได้จากโปรตีน Cyt2Aa ในเลนท่ี 5 และ 7 มีขนาดลดลงเล็กน้อย และโปรตีน 
Cry4Ba ในเลนท่ี 6 และ 7 มีขนาดลดลงเหลือประมาณ 50 กิโลดาลตนั สําหรับโปรตีน Cyt2Aa 
กลาย ทัง้ 8 ชนิด ได้ผลเช่นเดียวกบัท่ีแสดงในภาพท่ี 4.3 คือ มีขนาด 25 กิโลดาลตนั เท่ากบัโปรตีน 
Cyt2Aa ดัง้เดมิ และมีการแสดงออกใกล้เคียงกบัโปรตีน Cyt2Aa ดัง้เดมิ 
 

ภาพท่ี 4.2 
เจล SDS-PAGE แสดงโปรตีนสารพษิท่ีได้จากการป่ันแยกและยอ่ยด้วยเอนไซม์โปรตเิอส 

 

 
เลนท่ี 1 protein marker 
เลนท่ี 2 โปรตีน Cyt2Aa  
เลนท่ี 3 โปรตีน Cry4Ba 
เลนท่ี 4 โปรตีนคู ่Cyt2Aa และ Cry4Ba ท่ีแสดงออกร่วมกนั 
เลนท่ี 5 โปรตีน Cy2tAa หลงัจากยอ่ยด้วยเอนไซม์โปรติเอส 
เลนท่ี 6 โปรตีน Cry4Ba หลงัจากยอ่ยด้วยเอนไซม์โปรติเอส 
เลนท่ี 7 โปรตีนคู ่Cyt2Aa และ Cry4Baหลงัจากยอ่ยด้วยเอนไซม์โปรติเอส 
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ภาพท่ี 4.3 
เจล SDS-PAGE แสดงโปรตีนสารพษิ Cyt2Aa กลายท่ีผา่นการยอ่ยด้วยเอนไซม์โปรตเิอส 

 
เลนท่ี 1 protein marker 
เลนท่ี 2 โปรตีนจากเซลล์ E. coli ท่ีได้รับพลาสมิด pBP1 ซึง่มียีนผลติโปรตีน Cyt2Aa 
เลนท่ี 3 โปรตีน Cyt2Aa ดัง้เดิม 
เลนท่ี 4 โปรตีน Cyt2Aa V135A 
เลนท่ี 5 โปรตีน Cyt2Aa N145A 
เลนท่ี 6 โปรตีน Cyt2Aa I150A 
เลนท่ี 7 โปรตีน Cyt2Aa V197A 

 
2. การศึกษาการเสริมฤทธ์ิกันระหว่าง Cyt2Aa และ Cry4Ba 

 
2.1 การศึกษาการออกฤทธ์ิเสริมกันด้วยการทดสอบประสิทธิภาพในการฆ่าลูกนํา้

ยุง (mosquito-larvicidal assay) 
 การทดสอบการเสริมฤทธ์ิของโปรตีนกลาย Cyt2Aa ร่วมกบั Cry4Ba มีวตัถปุระสงค์ 
คือ 1.เพ่ือค้นหาโปรตีน Cyt2Aa กลายท่ีสามารถเสริมฤทธ์ิกบั Cry4Ba ถึงแม้ว่าโปรตีน Cyt2Aa 
จะไม่สามารถฆ่าลูกนํา้ยุงได้ เพ่ือนําไปศึกษาต่อให้ละเอียดยิ่งขึน้ด้วยเทคนิคอ่ืนๆ และค้นหา
โปรตีน Cyt2Aa กลายท่ีมีประสทิธิภาพใกล้เคียงกบัโปรตีน Cyt2Aa ดัง้เดมิแตไ่มส่ามารถเสริมฤทธ์ิ
ได้เพ่ือระบถุึงกรดอะมิโนท่ีเก่ียวข้อง  
 จากผลการทดสอบกับลูกนํา้ยุงในตารางท่ี 4.1 แสดงให้เห็นว่า โปรตีน Cyt2Aa 
กลายทัง้ 4 ชนิด ท่ีสญูเสียประสิทธิภาพในการฆ่าลกูนํา้ยงุ เม่ือนํามาผสมกบัโปรตีน Cry4Ba แล้ว
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ทดสอบกบัลกูนํา้ยงุทัง้ 2 ชนิด มีความสามารถในการฆ่าลกูนํา้ยงุใกล้เคียงกบัโปรตีน Cry4Ba 
เพียงชนิดเดียว ซึง่แสดงว่า Cyt2Aa กลายทัง้ 4 ชนิด ไม่สามารถเสริมฤทธ์ิกบั Cry4Ba ได้ ในขณะ
ท่ีโปรตีน Cyt2Aa กลายทัง้ 4 ชนิด ท่ีมีประสิทธิภาพในการฆ่าลกูนํา้ยงุใกล้เคียงกบั Cyt2Aa 
ดัง้เดมิ เม่ือทดสอบร่วมกบัโปรตีน Cry4Ba พบวา่มีประสทิธิภาพในการฆา่ลกูนํา้ยงุสงูขึน้เม่ือเทียบ
กับโปรตีน Cyt2Aa กลายแต่ละชนิด และมีประสิทธิภาพใกล้เคียงกับคู่ Cyt2Aa ดัง้เดิมกับ 
Cry4Ba และจากการคํานวณคา่ synergism factor ตารางท่ี 4.2 คา่ของคูโ่ปรตีน Cyt2Aa กลายมี
คา่ใกล้เคียงกบัคู ่Cyt2Aa ดัง้เดิม ซึง่แสดงให้เห็นว่าตําแหน่งกรดอะมิโนท่ีมีการกลายไม่เก่ียวข้อง
กบัการเสริมฤทธ์ิกนัของโปรตีนทัง้ 2 ชนิด 
 

ตารางท่ี 4.1 
ผลการทดสอบประสทิธิภาพในการฆา่ลกูนํา้ยงุลาย (A. aegypti) และยงุรําคาญ (C. 

quinquefasciatus) ของโปรตีน Cyt2Aa และ Cry4Ba 
 

โปรตีนสารพิษ 
LC50 (ng/ml) 

A. aegypti C. quinquefasciatus 
โปรตีนดัง้เดิม 

Cyt2Aa 
Cry4Ba 

Cyt2Aa + Cry4Ba 

 
344±64 
142±39 
7±2.11 

 
232±121 
>10000 
19±2.56 

กลุม่ Cyt2Aa กลายท่ีสญูเสีย
ประสทิธิภาพในการฆา่ลกูนํา้ยงุ 

Cyt2Aa V135A 
Cyt2Aa N145A  
Cyt2Aa I150A   
Cyt2Aa V197A  

Cyt2Aa V135A + Cry4Ba 
Cyt2Aa N145A + Cry4Ba 
Cyt2Aa I150A  + Cry4Ba 
Cyt2Aa V197A + Cry4Ba 

 
 

NT 
NT 

>10000 
NT 

140±33 
139±61 
154±49 
135±37 

 
 

NT 
NT 

>10000 
NT 

>20000 
>20000 
>20000 

NT 

 
 



40 
 

ตารางท่ี 4.1 (ตอ่) 
 

โปรตีนสารพิษ 
LC50 (ng/ml) 

A. aegypti C. quinquefasciatus 
กลุม่ Cyt2Aa กลายท่ีมีฤทธ์ิฆา่ลกูนํา้ยงุ
ได้ใกล้เคียงกบั Cyt2Aa ดัง้เดิม 

Cyt2Aa V125A  
Cyt2Aa T144A  
Cyt2Aa Q149A  
Cyt2Aa S194A  

Cyt2Aa V125A + Cry4Ba 
Cyt2Aa T144A + Cry4Ba 
Cyt2Aa Q149A + Cry4Ba 
Cyt2Aa S194A + Cry4Ba 

 
 

332±50 
347±52 
361±46 
355±47 
8±1.89 
8±2.03 
7±1.51 
8±2.26 

 
 

245±97 
239±104 
251±112 
248±99 
21±2.71 
21±2.54 
19±2.12 
20±2.33 

 
LC50 คือความเข้มข้นของโปรตีนท่ีทําให้ลกูนํา้ยงุตาย 50% เป็นคา่ท่ีแสดงถงึประสทิธิภาพของโปรตีนสารพิษ 
NT (non-toxic) หมายถงึท่ีความเข้มข้นของโปรตีนสงูสดุ 10000 นาโนกรัม สําหรับโปรตีนชนิดเดียว หรือ 20000 
นาโนกรัม สําหรับคูโ่ปรตีนผสม ไมฆ่า่ลกูนํา้ยงุ 
>10000 หมายถงึท่ีความเข้มข้น 10000 นาโนกรัมตอ่มิลลิลติร ซึง่เป็นความเข้มข้นสงูสดุลกูนํา้ยงุตายไมถ่งึ 
50% ทําให้ไมส่ามารถคํานวณคา่ LC50 
>20000 หมายถงึท่ีความเข้มข้น 20000 นาโนกรัมตอ่มิลลิลติร ของโปรตีนผสม ซึง่เป็นความเข้มข้นสงูสดุลกูนํา้
ยงุตายไมถ่งึ 50% ทําให้ไมส่ามารถคํานวณคา่ LC50 
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ตารางท่ี 4.2 
ผลการคํานวณคา่ระดบัการเสริมฤทธ์ิกนั (synergism factor) ของโปรตีนสารพิษ Cyt2Aa กลาย
กลุม่ท่ีมีประสทิธิภาพในการฆา่ลกูนํา้ยงุกบั Cry4Ba ในการฆา่ลกูนํา้ยงุลาย (A. aegypti) และยงุ

รําคาญ (C. quinquefasciatus) 
 

โปรตีนสารพิษ 
LC50 (ng/ml) synergism 

factor คา่จากการทดลอง คา่จากการคํานวณ* 
A. aegypti 

Cyt2Aa + Cry4Ba 

Cyt2Aa V125A + Cry4Ba 
Cyt2Aa T144A + Cry4Ba 
Cyt2Aa Q149A + Cry4Ba 
Cyt2Aa S194A + Cry4Ba 

 

7±2.11 
8±1.89 
8±2.03 
7±1.51 
8±2.26 

 

233 
230 
234 
238 
237 

 

33.3 
28.8 
29.3 
34 

29.6 
C. quinquefasciatus 

Cyt2Aa + Cry4Ba 

Cyt2Aa V125A + Cry4Ba 
Cyt2Aa T144A + Cry4Ba 
Cyt2Aa Q149A + Cry4Ba 
Cyt2Aa S194A + Cry4Ba 

 

19±2.56 
21±2.71 
21±2.54 
19±2.12 
20±2.33 

 

344 
363 
354 
371 
367 

 

18.1 
17.3 
16.9 
19.5 
18.4 

*  คา่ LC50 จากการคํานวณ คํานวณด้วยวิธีการของ Tabashnik (1992) โดยใช้อตัราสว่นระหวา่ง Cyt2Aa ตอ่ 
Cry4Ba 2 ตอ่ 1 โดยมวล  

 
2.2 การศึกษาการออกฤทธ์ิเสริมกันโดยวธีิวิเคราะห์ฤทธ์ิสลายเม็ดเลือดแดง 

(hemolytic activity assay) 
 การวิเคราะห์ฤทธ์ิการสลายเม็ดเลือดแดงพิจารณาจากความเข้มข้นท่ีต่ําท่ีสุดของ
โปรตีนสารพิษท่ีทําให้เม็ดเลือดแดงเกิดการสลายตวัอย่างสมบูรณ์ ซึ่งหากเม็ดเลือดแดงเกิดการ
สลายตัวจะสังเกตเห็นได้จากสีแดงท่ีเกิดขึน้ในหลุมทดสอบแต่หากเม็ดเลือดแดงไม่เกิดการ
สลายตัวจะตกตะกอนสังเกตเห็นเป็นจุดท่ีกลางหลุมทดสอบ ความเข้มข้นต่ําแสดงว่ามี
ความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดงสงู ผลการวิเคราะห์การเสริมฤทธ์ิกนัด้วยวิธีวิเคราะห์ฤทธ์ิ
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สลายเม็ดเลือดแดงแสดงในภาพท่ี 4.4 ความเข้มข้นต่ําท่ีสดุท่ีโปรตีน Cyt2Aa ดัง้เดิมทําให้เม็ด
เลือดแดงสลายตวั คือ 1 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร ในขณะท่ีโปรตีน Cry4Ba ท่ีความเข้มข้นสงูสดุ 32 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีการสลายตวัเล็กน้อยเม่ือเทียบกบัแถวท่ีใส่บฟัเฟอร์คาร์บอเนตเพ่ือเป็น
คอนโทรล (ภาพท่ี 4.4A) แสดงว่าโปรตีน Cry4Ba ไม่ทําให้เม็ดเลือดแดงสลายตวั เม่ือผสมโปรตีน 
Cyt2Aa กบั Cry4Ba ในอตัราสว่น 1 ตอ่ 1 โดยมวล พบว่าความเข้มข้นของโปรตีนผสมท่ีต่ําท่ีสดุท่ี
ทําให้เม็ดเลือดแดงเกิดการสลายตวัอย่างสมบรูณ์ คือ 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และท่ีความ
เข้มข้น 0.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาพท่ี 4.4A) ทําให้เม็ดเลือดแดงสลายตวัได้บางส่วน ซึ่ง
แสดงให้เห็นว่าโปรตีนผสม Cyt2Aa กบั Cry4Ba สามารถสลายเม็ดเลือดได้ดีกว่าโปรตีน Cyt2Aa 
เพียงชนิดเดียวประมาณ 2 เท่า ชีใ้ห้เห็นวา่อาจมีการเสริมฤทธ์ิกนัของโปรตีน Cyt2Aa กบั Cry4Ba 
ในการสลายเม็ดเลือดแดง สําหรับโปรตีน Cyt2Aa กลายท่ีสญูเสียประสิทธิภาพในการฆ่าลกูนํา้ยงุ 
ผลการวิเคราะห์ฤทธ์ิการสลายเม็ดเลือดแดงแสดงให้เห็นว่าโปรตีน Cyt2Aa กลายท่ีสญูเสีย
ประสิทธิภาพในการฆ่าลกูนํา้ยงุท่ีความเข้มข้นสงูสดุ 32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ทําให้เซลล์เม็ด
เลือดแดงเกิดการสลายตวัได้น้อยมาก (ภาพท่ี 4.4B) ถือได้ว่าโปรตีน Cyt2Aa กลายท่ีกลายท่ี
สญูเสียประสิทธิภาพในการฆ่าลกูนํา้ยุงไม่ทําให้เม็ดเลือดแดงสลายตวั และถึงแม้ว่าจะผสมกับ
โปรตีน Cry4Ba ก็ยงัคงไมส่ามารถทําให้เม็ดเลือดแดงสลายตวัได้ (ภาพท่ี 4.4B) จงึไมพ่บการเสริม
ฤทธ์ิกันระหว่างโปรตีน Cyt2Aa กลายท่ีสูญเสียประสิทธิภาพในการฆ่าลกูนํา้ยุงกับ Cry4Ba 
สําหรับโปรตีน Cyt2Aa กลายท่ีมีประสิทธิภาพในการลกูนํา้ยงุใกล้เคียงกบัโปรตีน Cyt2Aa ดัง้เดิม 
การทดสอบฤทธ์ิสลายเม็ดเลือดแดงพบวา่ความเข้มข้นต่ําท่ีสดุท่ีโปรตีน Cyt2Aa กลายกลุม่นีทํ้าให้
เม็ดเลือดแดงสลายตวั คือ 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาพท่ี 4.4C) และเม่ือผสมกับโปรตีน 
Cry4Ba ความเข้มข้นต่ําท่ีสดุทําให้เม็ดเลือดแดงสลายตวั คือ 0.5 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (ภาพท่ี 
4.4C) ซึง่ใกล้เคียงกบัผลของโปรตีน Cyt2Aa ดัง้เดิมและผลของโปรตีนผสม Cyt2Aa ดัง้เดิมกบั 
Cry4Ba (ภาพท่ี 4.4A) ชีใ้ห้เห็นวา่การเสริมฤทธ์ิของโปรตีนในกลุม่นีน้่าจะไมแ่ตกตา่งจากการเสริม
ฤทธ์ิของโปรตีนผสม Cyt2Aa ดัง้เดมิกบั Cry4Ba คือประมาณ 2 เท่า 
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ภาพท่ี 4.4 
ผลการทดสอบการเสริมฤทธ์ิกนัด้วยวธีิวิเคราะห์ฤทธ์ิสลายเม็ดเลือดแดง 

 

 
A) ผลวิเคราะห์ฤทธ์ิสลายเมด็เลือดแดงของโปรตีน Cyt2Aa ดัง้เดมิกบั Cry4Ba 
 

 
 B) ผลวิเคราะห์ฤทธ์ิสลายเม็ดเลือดแดงของโปรตีน Cyt2Aa กลายท่ีสญูเสียประสทิธิภาพในการ
ฆา่ลกูนํา้ยงุ กบั Cry4Ba 
 

Cyt2Aa V135A 

V135A + Cry4Ba 

Cyt2Aa N145A 

 N145A + Cry4Ba 

Cyt2Aa I150A   

I150A + Cry4Ba 

Cyt2Aa V197A 

V197A + Cry4Ba 

carbonate buffer 

Cyt2Aa 

Cry4Ba 

 Cyt2Aa + Cry4Ba 
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C) ผลวิเคราะห์ฤทธ์ิสลายเมด็เลือดแดงของโปรตีน Cyt2Aa กลายท่ีมีประสทิธิภาพในการลกูนํา้ยงุ 
ใกล้เคียงกบัโปรตีน Cyt2Aa ดัง้เดมิ กบั Cry4Ba 
 
การทดสอบการเสริมฤทธ์ิกนัด้วยวิธีวิเคราะห์ฤทธ์ิสลายเม็ดเลือดแดงใช้เมด็เลือดแดง 1% ผสมกบัโปรตีนสารพิษ
ท่ีให้ได้ความความเข้มข้น ตัง้แต่ 0.008-32 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร สําหรับโปรตีนผสม Cyt2Aa กบั Cry4Ba 
ผสมกนัในอนัตราสว่น 1 ตอ่ 1 หลงัจากนัน้บม่ไว้ 24 ชัว่โมง 

 
 ผลการทดสอบการเสริมฤทธ์ิกันด้วยวิธีวิ เคราะห์ฤทธ์ิสลายเม็ดเลือดแดงตัว

สอดคล้องกบัผลการทดสอบประสิทธิภาพในการฆ่าลกูนํา้ยงุ คือ โปรตีน Cyt2Aa กลายท่ีสญูเสีย
ประสิทธิภาพในการฆ่าลกูนํา้ยุงจะสญูเสียฤทธ์ิในการสลายเม็ดเลือดแดงด้วย และเม่ือผสมกับ
โปรตีน Cry4Ba ให้ผลทดสอบไมแ่ตกตา่งจากผลของโปรตีนเพียงชนิดเดียวแสดงให้เห็นวา่ไมมี่การ
เสริมฤทธ์ิกนั และกลุ่ม Cyt2Aa กลายท่ีมีประสิทธิภาพในการฆ่าลกูนํา้ยงุได้ใกล้เคียงกบัโปรตีน 
Cyt2Aa ดัง้เดิมก็สามารถทําให้เซลล์เม็ดเลือดแดงแตกได้ใกล้เคียงกบัโปรตีน Cyt2Aa ดัง้เดิม เม่ือ
ทดสอบร่วมกับ Cry4Ba พบการเสริมฤทธ์ิเกิดขึน้ ซึ่งระดบัการเสริมฤทธ์ิกันไม่แตกต่างจากการ
เสริมฤทธ์ิกนัของโปรตีน Cyt2Aa ดัง้เดิมกบั Cry4Ba ดงันัน้จึงไม่พบโปรตีน Cyt2Aa ไม่ฆ่าลกูนํา้
ยงุแต่สามารถเสริมฤทธ์ิได้และไม่พบโปรตีน Cyt2Aa กลายท่ีมีความสามารถในการเสริมฤทธ์ิ
แตกตา่งจากโปรตีน Cyt2Aa เพ่ือนําไปศกึษาด้วยวิธีการอ่ืนๆ ตอ่ไป 
  

Cyt2Aa V125A 

V125A + Cry4Ba 

Cyt2Aa T144A 

 T144A + Cry4Ba 

Cyt2Aa Q149A 

Q149A + Cry4Ba 

Cyt2Aa S194A 

S194A + Cry4Ba 
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2.3 การศึกษาความสามารถในการจับกับไลโพโซมของโปรตนี Cyt2Aa กลาย 
 เน่ืองจากการทดลองการเสริมฤทธ์ิกนัของโปรตีน Cyt2Aa กลาย ไม่พบโปรตีนกลาย
ท่ีมีคุณสมบัติตามต้องการ ซึ่งคาดว่าอาจเก่ียวข้องกับขัน้ตอนการเข้าจับกับเย่ือหุ้ มเซลล์ของ
โปรตีน Cyt2Aa จึงศกึษาเพิ่มเติมเพ่ือพิสจูน์ว่าโปรตีนกลายท่ีคดัเลือกมาศกึษานัน้สามารถจบักบั
เย่ือหุ้มเซลล์ได้หรือไม่ โดยผสมโปรตีนกลายกบัไลโพโซมเป็นเวลา 1 ชัว่โมง แล้วล้างและป่ันแยก 
นําตะกอนไปวิเคราะห์ด้วย SDS-PAGE ผลการวิเคราะห์ในภาพท่ี 4.5 แสดงให้เห็นว่า โปรตีน 
Cyt2Aa กลายท่ีสญูเสียประสิทธิภาพในการฆ่าลกูนํา้ยงุไม่สามารถจบักบัไลโพโซมได้ (ภาพที 
4.5A) แต่โปรตีน Cyt2Aa กลายท่ีมีประสิทธิภาพในการฆ่าลกูนํา้ยงุใกล้เคียงกบัโปรตีนดัง้เดิม  
(ภาพที 4.5B) สามารถจบักับไลโพโซมและเกิดแถบโปรตีนเป็นลกัษณะขัน้บนัไดเช่นเดียวกับ
โปรตีน Cyt2Aa ดัง้เดมิ 
 

ภาพท่ี 4.5 
ผลการทดสอบการจบักนัระหวา่งโปรตนี Cyt2Aa กลายกบัไลโพโซม 

 

 
 

A) ผลทดสอบการจบัของโปรตีน Cyt2Aa กลายท่ีสญูเสียประสทิธิภาพในการฆา่ลกูนํา้ยงุกบั      
ไลโพโซม 
เลนท่ี 1 protein marker 
เลนท่ี 2 โปรตีน Cyt2Aa ดัง้เดิม ผสมไลโพโซม 
เลนท่ี 3 โปรตีน Cyt2Aa V135A ผสมไลโพโซม 
เลนท่ี 4 โปรตีน Cyt2Aa N145A ผสมไลโพโซม 

เลนท่ี 5 โปรตีน Cyt2Aa I150A ผสมไลโพโซม 
เลนท่ี 6 โปรตีน Cyt2Aa V197A ผสมไลโพโซม 
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B) ผลทดสอบการจบัของโปรตีน Cyt2Aa กลายท่ีมีประสทิธิภาพในการลกูนํา้ยงุ ใกล้เคียงกบั
โปรตีนดัง้เดมิกบัไลโพโซม 
เลนท่ี 1 protein marker 
เลนท่ี 2 โปรตีน Cyt2Aa ดัง้เดิม ผสมไลโพโซม 
เลนท่ี 3 โปรตีน Cyt2Aa V125A ผสมไลโพโซม 
เลนท่ี 4 โปรตีน Cyt2Aa T144A ผสมไลโพโซม 

เลนท่ี 5 โปรตีน Cyt2Aa Q149A ผสมไลโพโซม 
เลนท่ี 6 โปรตีน Cyt2Aa S194A ผสมไลโพโซม 
 

3. การศึกษาอันตรกิริยาระหว่างโปรตนีสารพษิ Cyt2Aa กับ Cry4Ba  
 

 เน่ืองจากการทดลองขัน้ต้นในการค้นหาโปรตีน Cyt2Aa กลาย ไมพ่บโปรตีน Cyt2Aa 
กลายท่ีมีคณุสมบตัติามต้องการ การศกึษาอนัตรกิริยาระหวา่งโปรตีน Cyt2Aa และ Cry4Ba จงึมุง่
ไปท่ี Cyt2Aa ดัง้เดมิเพียงอยา่งเดียว โดยแบง่การศกึษาเป็น 2 ช่วง คือ  

3.1 ช่วงที่โปรตนีสารพษิอยู่ในสารละลาย 
 การศึกษาอนัตรกิริยาของโปรตีนสารพิษท่ีเกิดขึน้ในสารละลายทําโดยผสมโปรตีน
สารพิษ Cyt2Aa และ Cry4Ba แล้วบม่ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องนาน 2 ชัว่โมง แล้วนํามาวิเคราะห์ด้วย
เทคนิค non-denaturing-PAGE และเทคนิคเจลฟิลเตรชนัโครมาโตกราฟฟี 
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3.1.1 ผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค non-denaturing-PAGE 
 เทคนิค non-denaturing-PAGE ใช้เพ่ือการวิเคราะห์รูปแบบของแถบโปรตีนท่ี
เกิดขึน้ของ Cyt2Aa หรือ Cry4Ba เพียงชนิดเดียวเปรียบเทียบกบัคู่โปรตีนผสม Cyt2Aa กับ 
Cry4Ba ซึง่หากโปรตีนสารพิษทัง้ 2 ชนิด มีอนัตรกิริยาต่อกนัน่าจะพบแถบโปรตีนในตําแหน่งท่ี
แตกต่างจากตําแหน่งแถบโปรตีนของ Cyt2Aa หรือ Cry4Ba เพียงชนิดเดียว โปรตีนสารพิษท่ี
นํามาวิเคราะห์ประกอบด้วยโปรตีนท่ียงัไม่สามารถแสดงความเป็นพิษได้และโปรตีนท่ีพร้อมแสดง
ความเป็นพิษเพ่ือวิเคราะห์อนัตรกิริยาท่ีเกิดขึน้ทัง้ในช่วงก่อนท่ีโปรตีนสารพิษจะถกูตดัด้วยเอนไซม์
โปรตเิอสจากกระเพาะลกูนํา้ยงุและหลงัจากถกูตดัด้วยเอนไซม์  
 ผลการศกึษาด้วยเทคนิค non-denaturing-PAGE ในภาพท่ี 4.6 แสดงให้เห็น
ว่า รูปแบบของแถบโปรตีนในเลนท่ี 3 ซึง่เป็นโปรตีนผสม Cyt2Aa กบั Cry4Ba ท่ีไม่ผ่านการตดั
ด้วยเอนไซม์โปรติเอสเหมือนกบัรูปแบบแถบของโปรตีน Cyt2Aa ในเลนท่ี 1 รวมกบัรูปแบบของ
แถบโปรตีน Cry4Ba ในเลนท่ี 2 เช่นเดียวกนักบัโปรตีนผสม Cyt2Aa กบั Cry4Ba ท่ีผ่านการตดั
ด้วยเอนไซม์โปรติเอสในเลนท่ี 6 ซึง่มีลกัษณะแถบโปรตีนเหมือนกบัรูปแบบของแถบโปรตีนในเลน
ท่ี 4 และ 5 รวมกนั แสดงว่าการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค non-denaturing-PAGE ไม่พบอนัตรกิริยา
ระหว่างโปรตีน Cyt2Aa และ Cry4Ba ท่ีผสมกนั ทัง้โปรตีนท่ีไม่ผ่านการตดัด้วยเอนไซม์โปรติเอส
และโปรตีนท่ีผา่นการตดัด้วยเอนไซม์โปรตเิอสแล้ว 

3.1.2 ผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคเจลฟิลเตรชนัโครมาโตกราฟฟี 
 การวิเคราะห์ด้วยเทคนิคเจลฟิลเตรชนัโครมาโตกราฟฟี มีแนวคิดเช่นเดียวกบั
เทคนิค non-denaturing-PAGE คือ ถ้าโปรตีน Cyt2Aa มีอนัตรกิริยากบั Cry4Ba แล้วเกิดการ
เกาะกลุม่กนัจะทําให้มีมวลเพิ่มขึน้ ซึง่จะทําให้ใช้ระยะเวลาท่ีแตกตา่งจาก Cyt2Aa และ Cry4Ba 
ในการผ่านคอลมัน์ จากผลการวิเคราะห์ในภาพท่ี 4.7 พบว่ามีสญัญาณเกิดขึน้ 3 ช่วง คือ แฟรค
ชนั (fraction) ท่ี 9 แฟรคชนัท่ี 11-13 และแฟรคชนัท่ี 15-17 เม่ือนําแฟรคชนัท่ีมีสญัญาณจากแต่
ละตวัอยา่งไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค SDS-PAGE ซึง่แสดงในภาพท่ี 4.8 พบวา่แฟรคชนัท่ี 11-13 คือ  
โปรตีน Cry4Ba และแฟรคชนั 15-17 คือ โปรตีน Cyt2Aa ส่วนแฟรคชนั 9 ไม่พบโปรตีน เม่ือ
พิจาณาภาพท่ี 4.7 เส้นสีดําคือสญัญาณท่ีวดัจากตวัอย่างคู่โปรตีน Cyt2Aa กับ Cry4Ba ท่ี
แสดงออกร่วมกนั จะเห็นว่าปรากฏสญัญาณทัง้ท่ีแฟรคชนัท่ี 11-13 และแฟรคชนั 15-17 แสดงให้
เห็นว่าโปรตีน Cyt2Aa และ Cry4Ba อยู่แยกจากกนั และไม่พบอนัตรกิริยาท่ีเกิดระหว่างโปรตีน
สารพิษทัง้คูใ่นสารละลาย 
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ภาพท่ี 4.6 
ผลการวิเคราะห์ด้วย non-denaturing-PAGE ของโปรตีนสารพษิ Cyt2Aa และ Cry4Ba 

 

 
 

เลนท่ี 1 โปรตีน Cyt2Aa ไมผ่า่นการตดัด้วยเอนไซม์โปรติเอส 
เลนท่ี 2 โปรตีน Cry4Ba ไมผ่า่นการตดัด้วยเอนไซม์โปรติเอส 
เลนท่ี 3 คูโ่ปรตีน Cyt2Aa กบั Cry4Ba ท่ีแสดงออกร่วมกนั ไมผ่่านการตดัด้วยเอนไซม์โปรติเอส 
เลนท่ี 4 โปรตีน Cyt2Aa ท่ีผา่นการตดัด้วยเอนไซม์โปรติเอส 
เลนท่ี 5 โปรตีน Cry4Ba ท่ีผา่นการตดัด้วยเอนไซม์โปรติเอส 
เลนท่ี 6 คูโ่ปรตีน Cyt2Aa กบั Cry4Ba ท่ีผา่นการตดัด้วยเอนไซม์โปรติเอส 
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ภาพท่ี 4.7 

ผลการวิเคราะห์อนัตรกิริยาในสารละลายของโปรตีนสารพิษด้วยเทคนิค 
เจลฟิลเตรชนัโครมาโตกราฟฟี 

 

 

 
ภาพท่ี 4.8 

ผลการวิเคราะห์โปรตีนในแฟรคชัน่จากการแยกโปรตีนด้วยเทคนิคเจลฟิลเตรชนัโครมาโตกราฟฟี 
 

    
A) ผลการวิเคราะห์โปรตีนในแฟรคชนัท่ี 9 และ 11-13 

เลนท่ี 1 protein marker 
เลนท่ี 2 โปรตีน Cyt2Aa 

เลนท่ี 3 แฟรคชนัท่ี 9 

เลนท่ี 4 แฟรคชนัท่ี 11 

เลนท่ี 5 แฟรคชนัท่ี 12 

เลนท่ี 6 แฟรคชนัท่ี 13 

  คือ โปรตีน Cyt2Aa 

  คือ โปรตีน Cry4Ba 

  คือ โปรตีน Cyt2Aa และ Cry4Ba ท่ีได้จากการแสดงออกร่วมกนั 
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B) ผลการวิเคราะห์โปรตีนในแฟรคชนัท่ี 9 และ 15-17 
 

3.2 ช่วงที่โปรตนีสารพษิอยู่บนเย่ือหุ้มเซลล์ 
 การศกึษาอนัตรกิริยาของโปรตีนสารพิษท่ีเกิดขึน้บนเย่ือหุ้มเซลล์ใช้วิธีการวิเคราะห์
เช่นเดียวกับการวิเคราะห์อนัตรกิริยาในสารละลาย คือ วิเคราะห์ด้วยเทคนิค non-denaturing-
PAGE และเทคนิคเจลฟิลเตรชนัโครมาโตกราฟฟี แต่ตวัอย่างท่ีนํามาวิเคราะห์เป็นโปรตีนท่ีอยู่ใน
รูปท่ีพร้อมทํางานแล้วเท่านัน้ โดยผสมโปรตีนสารพิษเข้ากบัไลโพโซม จากนัน้จึงล้าง ป่ันแยก และ
นําไปวิเคราะห์ อย่างไรก็ตามเม่ือนําตวัอย่างท่ีผสมกบัไลโพโซมแล้วไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค non-
denaturing-PAGE พบว่าตวัอย่างไม่สามารถเคล่ือนผ่านเจลโพลีอะคริลาไมด์ได้ จึงเปลี่ยนไปใช้
เทคนิค SDS-PAGE แทน 

3.2.1 ผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค SDS-PAGE 
 การท่ี non-denaturing-PAGE ไมส่ามารถวิเคราะห์ตวัอยา่งโปรตีนได้อาจเป็น
เพราะโปรตีนจบัตวักบัไลโพโซมเป็นกลุม่ก้อนขนาดใหญ่จนไม่สามารถผ่านเจลอะคริลาไมด์ได้ จึง
พยายามใช้เทคนิค SDS-PAGE ซึง่โดยปกตเิทคนิคนีจ้ะทําลายอนัตรกิริยาระหวา่งโปรตีนในขณะท่ี
วิเคราะห์ ดงันัน้ในการศกึษาจึงปรับเปลี่ยนวิธีการเตรียมตวัอย่างสําหรับ SDS-PAGE เพ่ือทําให้
โปรตีนเสียสภาพเพียงบางสว่นเท่านัน้ โดยในการเตรียมตวัอย่างจะไม่เติม DTT และใช้เวลาต้มใน
นํา้เดือดเพียง 5 นาที 
 ผลจากเจล SDS-PAGE ในภาพท่ี 4.9 แสดงให้เห็นแถบโปรตีนลกัษณะ
ขัน้บนัไดในเลนท่ี 2 แสดงว่าโปรตีน Cyt2Aa สามารถจบักบัไลโพโซมได้ แตไ่ม่ปรากฏแถบโปรตีน
ของ Cry4Ba ในเลนท่ี 2 ซึง่สอดคล้องกบังานวิจยัก่อนหน้านีว้่าโปรตีน Cyt2Aa สามารถจบักบั   

เลนท่ี 1 protein marker 
เลนท่ี 2 โปรตีน Cry4Ba 

เลนท่ี 3 แฟรคชนัท่ี 9 

เลนท่ี 4 แฟรคชนัท่ี 15 

เลนท่ี 5 แฟรคชนัท่ี 16 

เลนท่ี 6 แฟรคชนัท่ี 17 
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ไลโพโซมได้ สว่น Cry4Ba ไมส่ามารถจบัไลโพโซมได้ และสําหรับเลนท่ี 3 ซึง่ประกอบด้วยโปรตีน 2 
ชนิด และไลโพโซม หาก Cyt2Aa มีอนัตรกิริยาต่อ Cry4Ba น่าจะดึงดดูให้ Cry4Ba ติดอยู่บน     
ไลโพโซมและปรากฏเป็นแถบของ Cyt2Aa และ Cry4Ba แต่จากผลการทดลองไม่ปรากฏแถบ
โปรตีนใดๆ ในเลนท่ี 3 เลย ซึง่อาจเป็นเพราะโปรตีนในเลนนีไ้มส่ามารถผา่นเจลอะคริลาไมด์ได้ 
 

ภาพท่ี 4.9 
ผลการวิเคราะห์อนัตรกิริยาบนเย่ือหุ้มเซลล์ของโปรตีนสารพิษด้วย SDS-PAGE  

    
 

เลนท่ี 1 protein marker 
เลนท่ี 2 โปรตีน Cyt2Aa ผสมกบัไลโพโซม 
เลนท่ี 3 โปรตีน Cry4Ba ผสมกบัไลโพโซม 
เลนท่ี 4 คูโ่ปรตีน Cyt2Aa กบั Cry4Ba ท่ีแสดงออกร่วมกนั ผสมกบัไลโพโซม 

 
3.2.2 ผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคเจลฟิลเตรชนัโครมาโตกราฟฟี 

 ตวัอย่างท่ีนํามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิคเจลฟิลเตรชนัโครมาโตกราฟฟี ใช้โปรตีน
ท่ีอยู่ในรูปพร้อมทํางานผสมกบัไลโพโซม แตก่่อนนําไปวิเคราะห์จะแยกสว่นของไลโพโซมออกโดย
เติม TritonX100 เพ่ือให้ได้ความเข้มข้นสดุท้าย 0.1% แล้วป่ันแยกเพ่ือนําสว่นใสไปวิเคราะห์ด้วย
เทคนิคเจลฟิลเตรชนัโครมาโตกราฟฟี อย่างไรก็ตามผลการวิเคราะห์ของทกุตวัอย่างโปรตีนได้ผล
ในลักษณะเดียวกันซึ่งแสดงในรูปท่ีในภาพท่ี 4.10 เม่ือนําแฟรคชันท่ีมีสัญญาณของตัวอย่าง
โปรตีนไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค SDS-PAGE พบว่าไม่มีโปรตีนใดๆ อยู่ แสดงว่าสญัญาณท่ีวดัได้
เกิดจากสารอ่ืน และโปรตีนไมส่ามารถผา่นจากคอลมัน์ได้   
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ภาพท่ี 4.10 
ผลการวิเคราะห์อนัตรกิริยาบนเย่ือหุ้มเซลล์ของโปรตีนสารพิษด้วยเทคนิค 

เจลฟิลเตรชนัโครมาโตกราฟฟี 
 

 
 
 การท่ีไม่พบโปรตีนทกุชนิดในการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคเจลฟิลเตรชนัโครมาโต
กราฟฟี อาจหมายถึงโปรตีนทุกชนิดไม่สามารถจบักับไลโพโซมได้ซึ่งขดัแย้งกับผลการทดลองท่ี
ผ่านมาและงานวิจยัอ่ืนๆ ท่ีกล่าวไว้ข้างต้น หรืออาจเป็นไปได้ว่าโปรตีนไม่ได้อยู่ในส่วนใสท่ีนํามา
วิเคราะห์ด้วยเทคนิคเจลฟิลเตรชนัโครมาโตกราฟฟี จึงทดลองนําส่วนตะกอนไปวิเคราะห์ด้วย
เทคนิค SDS-PAGE โดยใช้ความเข้มข้นของอะคริลาไมด์ 8% ผลการวิเคราะห์ในภาพท่ี 4.11 พบ
สว่นของตะกอนมีแถบโปรตีนท่ีมีขนาดเท่ากบัโปรตีน Cy2Aa ในเลนท่ี 2 สว่นเลนท่ี 3 และ 4 มี
ลกัษณะเป็นปืน้ (smear) ทําให้ไม่สามารถวิเคราะห์ขนาดได้ ในขณะท่ีเลน 5 6 และ 7 ซึง่เป็นสว่น
ใสท่ีนําไปวิเคราะห์เทคนิคเจลฟิลเตรชนัโครมาโตกราฟฟีพบโปรตีน เม่ือพิจารณาหลมุใส่ตวัอย่าง
โปรตีนบริเวณ stacking gel จะเห็นว่าสามารถย้อมติดสีได้ ซึ่งอาจเป็นโปรตีนท่ีไม่สามารถ
เคล่ือนท่ีผา่นเจลได้จงึค้างอยูท่ี่หลมุใสต่วัอยา่ง 
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ภาพท่ี 4.11 
ผลการวิเคราะห์สว่นตะกอนและสว่นใสของสารผสมโปรตีนกบัไลโพโซม 

 

   
เลนท่ี 1 protein marker 
เลนท่ี 2 สว่นตะกอนโปรตีน Cyt2Aa หลงัผา่นการแยกลพิิดออก 
เลนท่ี 3 สว่นตะกอนโปรตีน Cry4Ba หลงัผา่นการแยกลพิิดออก 
เลนท่ี 4 สว่นตะกอนโปรตีนคูโ่ปรตีน Cyt2Aa กบั Cry4Ba ท่ีแสดงออกร่วมกนั หลงัผา่นการแยกลพิิดออก 
เลนท่ี 5 สว่นใสของโปรตีน Cyt2Aa  
เลนท่ี 6 สว่นใสของโปรตีน Cyt2Aa 
เลนท่ี 7 สว่นใสของโปรตีนคูโ่ปรตีน Cyt2Aa กบั Cry4Ba 
 

 เพ่ือตรวจสอบว่าสารท่ีไม่สามารถเคล่ือนท่ีผ่านเจล SDS-PAGE เป็นโปรตีน
สารพิษหรือไม่ จึงทําการทดลองซํา้อีกครัง้ แล้วนําตะกอนโปรตีนไปละลายในสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ 100 ไมโครลิตร ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 1 
ชัว่โมง แล้วป่ันแยกส่วนใสไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค SDS-PAGE จากภาพท่ี 4.12 ในเลนท่ี 2 
ปรากฏแถบโปรตีนขนาด ประมาณ 25 กิโลดาลตนั ซึง่เท่ากบัขนาดของโปรตีน Cyt2Aa และใน
เลนท่ี 4 ปรากฏแถบโปรตีนขนาดประมาณ 25 และ 60 กิโลดาลตนั ซึง่เท่ากบัขนาดของโปรตีน 
Cyt2Aa และ Cry4Ba ตามลําดบั แต่ไม่พบแถบโปรตีนใดๆ ในเลนท่ี 3 แสดงว่าตะกอนท่ีไม่
สามารถเคล่ือนท่ีผ่านเจล SDS-PAGE ในการทดลองก่อนหน้านี ้(ภาพท่ี 4.11) ในเลนท่ี 2 เป็น
ตะกอน Cyt2Aa กบัไลโพโซม ในเลนท่ี 4 เป็นตะกอนของ Cyt2Aa และ Cry4Ba กบัไลโพโซม สว่น
ในเลนท่ี 3 ตะกอนของไลโพโซมเพียงอยา่งเดียว  
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ภาพท่ี 4.12 
ผลการวิเคราะห์สว่นตะกอนของสารผสมโปรตีนกบัไลโพโซมหลงัจากละลายในสารละลาย NaOH 

 

 

 
 
4. การศึกษาอันตรกิริยาระหว่างโปรตนีสารพษิ Cyt2Aa กับ Cry4Ba ด้วยเทคนิคคล่ืนผิว

พลาสมอน 
 

4.1 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมผิวทอง 
 การเตรียมพืน้ผิวทองทําโดยฉีดไลโพโซม 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร ผลจากการใช้ความเร็วในการไหลต่างๆ ในการเตรียมพืน้ผิวลิพิดแสดงในภาพท่ี 4.13 
เม่ือใช้ความเร็วในการไหลสงูถึง 50 ไมโครลิตรต่อนาที พบว่าภาพผลต่างบริเวณขอบของโฟลว
เซลล์สว่างกว่าตรงกลาง แสดงให้เห็นว่าพืน้ผิวของลิพิดจะไม่สม่ําเสมอ ไลโพโซมเกาะบริเวณขอบ

เลนท่ี 1 protein marker 
เลนท่ี 2 โปรตีน Cyt2Aa 
เลนท่ี 3 โปรตีน Cry4Ba 
เลนท่ี 4 สว่นตะกอนโปรตีน Cyt2Aa ท่ีละลายในสารละลาย NaOH 
เลนท่ี 5 สว่นตะกอนโปรตีน Cry4Ba ท่ีละลายในสารละลาย NaOH 
เลนท่ี 6 สว่นตะกอนโปรตีนผสม Cyt2Aa กบั Cry4Ba ท่ีแสดงออกร่วมกนัท่ีละลายในสารละลาย NaOH 
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ของช่องไหลมากกว่าตรงกลาง ดงันัน้จึงเลือกใช้ความเร็วในการไหล 30 ไมโครลิตรตอ่นาที ในการ
เตรียมพืน้ผิวตอ่ไป เพ่ือให้แน่ใจวา่จะได้พืน้ผิวท่ีสม่ําเสมอ 
 

ภาพท่ี 4.13 
ภาพผลตา่งของพืน้ผิวทองเม่ือฉีดไลโพโซมด้วยความเร็วในการไหลตา่งๆ 

 
 

บริเวณท่ีสวา่งแสดงถงึบริเวณท่ีมีการเปล่ียนแปลงดชันีหกัเหบนพืน้ผิวซึง่หมายถึงมีโมเลกลุเกาะท่ีผิวทอง 

 
 ผลของความเข้มข้นของไลโพโซมท่ีใช้ในการเตรียมพืน้ผิวในภาพท่ี 4.14 แสดงให้เห็น
ว่าเม่ือเพิ่มความเข้มข้นของไลโพโซม สญัญาณเอสพีอาร์ (R) ท่ีวดัได้เพิ่มสงูขึน้แสดงว่ามีไลโพ
โซมจบักบัพืน้ผิวทองได้เพิ่มขึน้ จนกระทัง่เม่ือเพิ่มความเข้มข้นของไลโพโซมถึง 30 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร สัญญาณท่ีวัดได้เพิ่มขึน้เพียงเล็กน้อย แสดงว่าการเกาะกับพืน้ผิวเร่ิมอ่ิมตัวท่ีความ
เข้มข้นประมาณ 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดงันัน้จึงเลือกใช้ความเข้มข้น 40 ไมโครกรัมต่อ
มิลลลิติร ซึง่มากกว่าผลการทดลองในการเตรียมพืน้ผิวตอ่ไป เพ่ือให้แน่ใจว่าจะได้พืน้ผิวลิพิดท่ีแผ่
คลมุเตม็ผิวชิปทอง 
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ภาพท่ี 4.14 
สญัญาณเอสพีอาร์ท่ีเกิดเม่ือฉีดไลโพโซมท่ีความเข้มข้นตา่งๆ บนผิวทองเปลา่ 

 

 
ตําแหน่งท่ีลกูศรชีแ้สดงสญัญาณท่ีวดัได้เม่ือฉีดไลโพโซมท่ีความเข้มข้นตา่งๆ 

 
4.2 การตรวจวัดอันตรกิริยาระหว่างโปรตนีสารพษิด้วยเทคนิคคล่ืนผิวพลาสมอน 

 หลงัจากเตรียมพืน้ผิวทองด้วยไลโพโซมตามวิธีการข้างต้นแล้ว จึงเร่ิมตรวจวดัอนัตร
กิริยาเบือ้งต้นโดยฉีดโปรตีน Cyt2Aa ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ตามด้วย Cry4Ba 
ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เปรียบเทียบกับการฉีด Cry4Ba ความเข้มข้น 50 
ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ตามด้วย Cyt2Aa ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร โดยฉีดสารด้วย
ความเร็วในการไหล 30 ไมโครลิตรต่อน่าที ผลการทดลองในภาพท่ี 4.15 แสดงให้เห็นว่าเม่ือฉีด
โปรตีน Cyt2Aa เทคนิคคล่ืนผิวพลาสมอนสามารถตรวจวดัสญัญาณได้ 0.9%R แสดงให้เห็นว่า
โปรตีน Cyt2Aa สามารถจบักบัพืน้ผิวลิพิดได้ (เส้นสีฟ้า) และเม่ือฉีดโปรตีน Cry4Ba ไปยงัพืน้ผิว
ลิพิดท่ีมีโปรตีน Cyt2Aa เกาะอยู่ สามารถตรวจวดัสญัญาณได้ 1.52%R  ในขณะท่ีเม่ือฉีดโปรตีน 
Cry4Ba ไปยงัพืน้ผิวลพิิด (เส้นสีแดง) สามารถตรวจวดัสญัญาณได้เพียง 0.12%R แสดงให้เห็นว่า
โปรตีน Cry4Ba จบักับพืน้ผิวลิพิดได้น้อยมาก และการฉีดโปรตีน Cyt2Aa ตาม ไม่สามารถ
ตรวจวดัสญัญาณได้ เม่ือเปรียบเทียบสญัญาณท่ีวดัได้จากการฉีดโปรตีน Cry4Ba ไปบนพืน้ผิว
ลิพิดท่ีมี Cyt2Aa เกาะอยู่กบัสญัญาณท่ีได้จากการฉีดโปรตีน Cry4Ba บนพืน้ผิวลิพิดโดยตรง จะ
เห็นว่าสญัญาณท่ีวดัได้จากการฉีดโปรตีน Cry4Ba ไปบนพืน้ผิวลิพิดท่ีมี Cyt2Aa อยู่ก่อนสงูกว่า
หลายเท่า แสดงให้เห็นวา่โปรตีน Cyt2Aa ซึง่อยู่บนพืน้ผิวลิพิดมีอนัตรกิริยากบัโปรตีน Cry4Ba ทํา
ให้โปรตีน Cry4Ba สามารถจบักบัพืน้ผิวลพิิดได้ดีขึน้  
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ภาพท่ี 4.15 
ภาพสญัญาณเอสพีอาร์ท่ีเกิดเม่ือฉีดโปรตีน Cyt2Aa ตามด้วย Cry4Ba และโปรตีน Cry4Ba ตาม

ด้วย Cyt2Aa 

 
 
 เพ่ือศึกษาอนัตรกิริยาระหว่าง Cyt2Aa และ Cry4Ba ให้ชดัเจนยิ่งขึน้ จึงทดลอง
ตรวจวดัอนัตรกิริยาระหว่างโปรตีนทัง้ 2 ชนิด ท่ีระดบัความเข้มข้นต่างๆ โดยฉีดโปรตีน Cyt2Aa 
ด้วยความเข้มข้นตัง้แต่ 1 – 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ไปบนพืน้ผิวลิพิดก่อน ตามด้วยโปรตีน 
Cry4Ba ด้วยความเข้มข้นตัง้แต ่2 – 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ซึง่ได้ผลการวิเคราะห์ตามภาพท่ี 
4.16 เน่ืองจากท่ีความเข้มข้นของ Cyt2Aa 1 และ 2 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ไม่สามารถตรวจวดั
สญัญาณใดๆ ได้ จงึไมแ่สดงในภาพ 
 เทคนิคคล่ืนผิวพลาสมอนเร่ิมตรวจวดัสญัญาณได้ท่ีความเข้มข้นของโปรตีน Cyt2Aa 
ตัง้แต ่5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร วดัสญัญาณได้เฉล่ียประมาณ 0.3%R และเม่ือความเข้มข้นของ 
Cyt2Aa เพิ่มขึน้เป็น 10 25 และ 50 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร สญัญาณเอสพีอาร์ท่ีวดัได้ก็เพิ่มขึน้
เป็น 0.5%R 0.75%R และ 1%R ตามลําดบั ในขณะท่ีสญัญาณจาก Cry4Ba เร่ิมตรวจวดัได้ท่ี
ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และเพิ่มขึน้ตามความเข้มข้นของโปรตีน Cry4Ba 
นอกจากนีส้ญัญาณเอสพีอาร์เกิดขึน้นีย้งัสมัพนัธ์กบัความเข้มข้นของโปรตีน Cyt2Aa ด้วย 
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ภาพท่ี 4.16 
ภาพสญัญาณเอสพีอาร์ท่ีเกิดเม่ือฉีดโปรตีน Cyt2Aa ตามด้วย Cry4Ba ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ  
ตวัเลขท่ีตอ่ท้ายเส้นกราฟแตล่ะเส้นคือสญัญาณเอสพีอาร์ท่ีเพิ่มขึน้หลงัจากฉีดโปรตีน Cry4Ba 

 

A) โปรตีน Cyt2Aa ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร 
 

 
B) โปรตีน Cyt2Aa ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร 
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C) โปรตีน Cyt2Aa ความเข้มข้น 25 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร 
 

 
D) โปรตีน Cyt2Aa ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร 
 
 จากการทดลองข้างต้น (ภาพท่ี 4.15) แสดงให้เห็นว่าโปรตีน Cry4Ba ไม่สามารถจบั
กบัพืน้ผิวลพิิดโดยตรงได้ซึง่สอดคล้องกบังานวิจยัอ่ืน (Boonserm et al., 2005; de Maagd et al., 
2003) ซึง่กลา่วว่าโปรตีน Cry ต้องอาศยัตวัรับในการจบักบัพืน้ผิวลิพิด ในการทดลองนีเ้ม่ือฉีด
โปรตีน Cry4Ba ไปบนพืน้ผิวท่ีมี Cyt2Aa เกาะอยูพ่บวา่โปรตีน Cry4Ba สามารถจบักบัพืน้ผิวลพิิด
ได้ ซึง่สญัญาณท่ีตรวจวดัได้นีแ้สดงถึงอนัตรกิริยาระหวา่งโปรตีน Cyt2Aa และ Cry4Ba เม่ืออยูบ่น
พืน้ผิวลิพิด เม่ือนําสญัญาณเอสพีอาร์สรุปลงในตารางท่ี 4.3 จะเห็นว่าสญัญาณเอสพีอาร์สงูสดุ
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ของโปรตีน Cry4Ba สมัพนัธ์กบัความเข้มข้นของโปรตีน Cyt2Aa ท่ีฉีดไปบนพืน้ผิวลิพิดก่อน 
กล่าวคือเม่ือเพิ่มความเข้มข้นของโปรตีน Cry4Ba สญัญาณเอสพีอาร์ท่ีวดัได้จะสงูขึน้ แต่จะเร่ิม
คงท่ีเม่ือเพิ่มความเข้มข้นของโปรตีน Cry4Ba ถึงระดบัหนึ่ง ซึ่งความเข้มข้นท่ีสญัญาณจาก 
Cry4Ba เร่ิมคงท่ี สมัพนัธ์กบัความเข้มข้นของโปรตีน Cyt2Aa เห็นได้จากท่ีความเข้มข้นของ 5 
ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร สญัญาณของ Cry4Ba คงท่ีท่ีความเข้มข้น 25 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร เม่ือ 
Cyt2Aa เพิ่มความเข้มข้นเป็น 10 และ 25 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ความเข้มข้นท่ีสญัญาณเอสพี
อาร์จาก Cry4Ba เร่ิมคงท่ีก็เพิ่มเป็น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เม่ือพิจารณาอตัราส่วนของ
สญัญาณเอสพีอาร์ Cry4Ba ต่อ Cyt2Aa จะพบว่าอตัราส่วนท่ีทําให้สญัญาณเอสพีอาร์จาก 
Cry4Ba เร่ิมคงท่ีหรืออ่ิมตวั (saturate) มีคา่ประมาณ 2-5 ตอ่ 1 ซึง่ใกล้เคียงกบัอตัราสว่นระหว่าง
มวลโมเลกลุของ Cry4Ba (60 กิโลดาลตนั) ตอ่ Cyt2Aa (29 กิโลดาลตนั) คือ ประมาณ 2 เช่นกนั  
 

ตารางท่ี 4.3 
สญัญาณเอสพีอาร์ท่ีวดัได้จากการฉีดโปรตีน Cyt2Aa ตามด้วย Cry4Ba เม่ือใช้ความเข้มข้นของ

โปรตีน Cyt2Aa และ Cry4Ba ตา่งๆ  
 

Cyt 
conc. 

(μg/ml) 

Reflectivity change (%R) 
Cyt Cry  

2 μg/ml 
Cry  

5 μg/ml 
 Cry  

10 μg/ml 
Cry  

25 μg/ml 
Cry  

50 μg/ml 
Cry  

100 μg/ml 

1  0 0 0 0 0 0 0 
2  0 0 0 0 0 0 0 
5  0.3 0 0 0.21 0.49 a 0.5 a 0.53 

 a 
10  0.5 0 0 0.29 0.84 1.13 b 1.16 b 
25  0.75 0 0 0.37 0.9 1.48c 1.52 c 
50  1.0 0 0 0.43 0.96 1.53 1.94 

อกัษรตวัยกแสดงถึงกลุม่สญัญาณเอสพีอาร์ท่ีใกล้เคียงกนัซึง่แสดงให้เห็นวา่โปรตีน Cry จบักบั
พืน้ผิวจนอ่ิมตวั


