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บทที่ 5 
 

วิจารณ์ผลการวิจัย 
 

 
1. การศึกษาการเสริมฤทธ์ิกันระหว่าง Cyt2Aa และ Cry4Ba 
 
 การทดลองเพ่ือค้นหาโปรตีน Cyt2Aa กลาย ไม่พบโปรตีน Cyt2Aa กลายท่ีไม่
สามารถฆ่าลกูนํา้ยงุแตส่ามารถเสริมฤทธ์ิกบัโปรตีน Cry4Ba ได้ และไม่พบโปรตีน Cyt2Aa กลาย
ท่ีฆ่าลกูนํา้ยงุได้แต่สญูเสียความสามารถในการเสริมฤทธ์ิกบัโปรตีน Cry4Ba ซึง่อาจเป็นเพราะ
ตําแหน่งกรดอะมิโนของ Cyt2Aa ท่ีเกิดการกลายไม่เก่ียวข้องกับการเสริมฤทธ์ิกัน เน่ืองจาก
การศึกษาการจบักนัของโปรตีนกลายกบัไลโพโซมแสดงให้เห็นว่าโปรตีน Cyt2Aa กลายท่ีไม่ฆ่า
ลูกนํา้ยุงทัง้หมดไม่สามารถจับกับไลโพโซมได้ แสดงว่ากรดอะมิโนตําแหน่งท่ีเกิดการกลาย
เก่ียวข้องกบัการจบักบัเย่ือหุ้ม ซึง่เป็นไปได้ว่าการเสริมฤทธ์ิกนัอาจเก่ียวข้องกบัความสามารถใน
การจบักบัเย่ือหุ้มของโปรตีน Cyt2Aa เช่น โปรตีน Cyt2Aa อาจต้องจบักบัเย่ือหุ้มเซลล์หรือจบั
กนัเองก่อนเพ่ือทําให้เกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างจึงจะสามารถแสดงความสามารถในการเสริม
ฤทธ์ิกบั Cry4Ba ได้ ดงันัน้หากพบโปรตีน Cyt2Aa กลายท่ีไม่มีฤทธ์ิฆ่าลกูนํา้ยงุแตย่งัสามารถจบั
กบัไลโพโซมได้อาจเป็นตวัอยา่งท่ีน่าสนใจในการใช้ศกึษากลไกการเสริมฤทธ์ิกนั 
 
2. การศึกษาอันตรกิริยาระหว่างโปรตนีสารพษิ Cyt2Aa กับ Cry4Ba ด้วยเทคนิค 
ชีวเคมี 
 
 การศึกษาอนัตรกิริยาระหว่างโปรตีนสารพิษในช่วงท่ีโปรตีนอยู่ในสารละลายด้วย
เทคนิคทางชีวเคมีได้ผลค่อนข้างชดัเจนว่าไม่มีอนัตรกิริยาระหว่างโปรตีน Cyt2Aa และ Cry4Ba 
เกิดขึน้ในขัน้ตอนนี ้เน่ืองจากผลการทดลองทัง้ non-denaturing-PAGE และเจลฟิลเตรชนัโครมา
โตกราฟฟีให้ผลท่ีสอดคล้องกนั คือ ไม่พบว่าโปรตีนสารพิษทัง้ 2 ชนิด เกาะกลุ่มหรือรวมตวักนั 
ในทางกลบักนัการศกึษาอนัตรกิริยาระหว่างโปรตีนสารพิษในช่วงท่ีโปรตีนอยู่บนเย่ือหุ้มเซลล์ด้วย
เทคนิคทางชีวเคมีให้ผลท่ีไม่ชดัเจน คือ เม่ือผสมโปรตีนสารพิษทัง้ 2 ชนิด เข้ากบัไลโพโซมทําให้
สารตวัอย่างตกตะกอน ซึง่เป็นตะกอนท่ีมีขนาดใหญ่และละลายได้ยาก ทําให้ไม่สามารถวิเคราะห์
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ด้วยเทคนิค non-denaturing-PAGE SDS-PAGE และเจลฟิลเตรชนัโครมาโตกราฟฟี ทัง้ท่ีหาก
ผสมโปรตีนสารพิษเพียงชนิดเดียวเข้ากับไลโพโซมยงัสามารถวิเคราะห์ด้วยเทคนิคทางชีวเคมีท่ี
กล่าวมา อย่างไรก็ตามปรากฏการณ์ท่ีเกิดขึน้นีอ้าจชีใ้ห้เห็นว่าเม่ือโปรตีนสารพิษทัง้ 2 ชนิด อยู่
ร่วมกนัในสภาวะท่ีมีเย่ือหุ้มลิพิด จะทําให้เกิดการเปล่ียนแปลงอย่างมากกบัโปรตีนสารพิษ ทําให้
โปรตีน Cyt2Aa และ Cry4Ba รวมตวักนัเป็นกลุม่โมเลกลุ (complex) ท่ีมีขนาดใหญ่มาก หรือเกิด
การเกาะกนัอย่างแน่นหนา (aggregation) จนไม่สามารถเคลื่อนท่ีผ่านเจลได้ ซึ่งแสดงให้เห็นถึง
อนัตรกิริยาท่ีเกิดขึน้ระหว่างโปรตีน Cyt2Aa กบั Cry4Ba และอนัตรกิริยานีอ้าจเก่ียวข้องกบัการ
เสริมฤทธ์ิกนัก็เป็นได้ 
 
3. การศึกษาอันตรกิริยาระหว่างโปรตนีสารพษิ Cyt2Aa กับ Cry4Ba ด้วยเทคนิค 
คล่ืนผิวพลาสมอน 
 
 เน่ืองจากการศกึษาโปรตีนสารพิษในช่วงท่ีอยูบ่นเย่ือหุ้มประสบปัญหาการตกตะกอน
ของโปรตีน เทคนิคคล่ืนผิวพลาสมอนซึง่สามารถตรวจวิเคราะห์การจบักนัหรือการเปล่ียนแปลงท่ี
เกิดขึน้ในระหว่างท่ีเกิดอนัตรกิริยา จึงเป็นทางออกในการศกึษาโปรตีนในขัน้ตอนนี ้ จากผลการ
ทดลองชีใ้ห้เห็นว่า Cry4Ba ท่ีอยู่ในสารละลายสามารถจบักบั โปรตีน Cyt2Aa บนพืน้ผิวลิพิด  
แสดงว่ามีอนัตรกิริยาระหว่างโปรตีน Cyt2Aa กบั Cry4Ba เม่ืออยู่บนเย่ือหุ้ม ซึง่เช่ือว่าอนัตรกิริยา
นีมี้ส่วนเก่ียวข้องกบักลไกการเสริมฤทธ์ิกนั นอกจากนีจ้ากสญัญาณเอสพีอาร์ท่ีวดัได้ยงัแสดงให้
เห็นว่าอตัราส่วนของโปรตีนสารพิษ 2 ชนิด สมัพนัธ์กับอนัตรกิริยาท่ีเกิดขึน้ เม่ือพิจารณาการ
เพิ่มขึน้ของสญัญาณเอสพีอาร์เปรียบเทียบกบัมวลโมเลกลุของ Cry4Ba และ Cyt2Aa จะเห็นว่า
อตัราสว่นท่ีทําให้เกิดการเกาะพืน้ผิวลิพิดจนอ่ิมตวั อยู่ท่ีประมาณเป็น 1 ตอ่ 1 หรืออาจกลา่วได้ว่า
โปรตีน Cyt2Aa 1 โมเลกลุ สามารถจบักบัโปรตีน Cry4Ba ได้ไมเ่กิน 1 โมเลกลุ 
 ผลการทดลองฉีดโปรตีน Cry4Ba ไปยงัพืน้ผิวลิพิดแล้วตามด้วยโปรตีน Cyt2Aa 
พบว่าโปรตีน Cry4Ba จบัพืน้ผิวลิพิดได้น้อยมาก แตส่ิ่งท่ีน่าแปลกคือโปรตีน Cyt2Aa ท่ีฉีดตามไม่
สามารถจบักบัพืน้ผิวลพิิดได้ซึง่ขดัแย้งกบัข้อมลูอ่ืนๆ เป็นไปได้วา่โปรตีน Cry4Ba ท่ีจบักบัพืน้ผิวได้
น้อยมากขดัขวางการจบัของโปรตีน Cyt2Aa หรือ ขณะท่ีโปรตีน Cry4Ba ผ่านพืน้ผิวลิพิด โปรตีน 
Cry4Ba อาจไม่ได้จบักบัพืน้ผิวแต่ทํากิริยาทําให้คณุสมบตัิของพืน้ผิวลิพิดเปล่ียนแปลงไปจึงวดั
สญัญาณเอสพีอาร์ได้เลก็น้อย และทําให้โปรตีน Cyt2Aa ไมส่ามารถจบักบัพืน้ผิวลพิิดนีไ้ด้ 
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 การใช้เทคนิคคล่ืนผิวพลาสมอนในการศกึษากลไกการทํางานของโปรตีนสารพิษยงั
อยู่ในช่วงเร่ิมต้น งานวิจยันีจ้ึงยงัมีข้อจํากดัในการตรวจวดัซึ่งไม่สามารถแยกสญัญาณท่ีเกิดจาก
การเปล่ียนแปลงความเข้มข้นของสารตวัอย่างท่ีฉีดออกจากสญัญาณท่ีเกิดจากการจับกันของ
โปรตีนได้ ดงันัน้อนัตรกิริยาท่ีวดัได้จากการศกึษานีจ้ึงเป็นคา่เชิงเปรียบเทียบของสญัญาณสดุท้าย
ว่าเพิ่มขึน้หรือลดลงเม่ือเทียบกบัตวัอ้างอิง จึงยงัไม่สามารถบอกถึงระดบัของอนัตรกิริยาท่ีเกิดขึน้
ได้ถึงระดบัโมเลกลุหรือจลน์ศาสตร์ของการจบักนัของโมเลกลุ เช่นเดียวกบัการศกึษาด้วยเทคนิค
คล่ืนผิวพลาสมอนทางด้านอ่ืนๆ ทําได้ จึงยังต้องพัฒนาและปรับปรุงเพ่ือให้สามารถใช้ใน
การศกึษาโปรตีนสารพิษได้ดียิ่งขึน้ตอ่ไป 
 
4. กลไกการเสริมฤทธ์ิกันของโปรตนี Cyt2Aa และ Cry4Ba 
 
 งานวิจยันีแ้สดงให้เห็นว่ามีอนัตรกิริยาระหวา่งโปรตีน  Cyt2Aa กบั Cry4Ba เกิดขึน้
หลงัจากโปรตีน Cyt2Aa จบักบัพืน้ผิวลิพิดแล้ว อนัตรกิริยานีช้กัพาให้โปรตีน Cry4Ba จบักบั
พืน้ผิวลิพิด ทัง้ท่ีโดยธรรมชาติโปรตีน Cry4Ba ไม่สามารถจบักบัพืน้ผิวลิพิดได้หากไม่มีตวัรับบน
เย่ือหุ้มเซลล์ การท่ีโปรตีน Cyt2Aa ดงึดดูให้โปรตีน Cry4Ba จบักบัพืน้ผิวลิพิดนีอ้าจเป็นสาเหตุ
ของการเสริมฤทธ์ิกนัในการฆ่าลกูนํา้ยงุ โดยในธรรมชาติโปรตีน Cyt2Aa ซึ่งมีฤทธ์ิฆ่าลกูนํา้ยุง
ระดบัปานกลาง จึงต้องใช้ในปริมาณมากจึงจะสามารถทําให้ลูกนํา้ยุงตายได้ แต่เม่ือมีโปรตีน 
Cry4Ba ร่วมด้วย โปรตีน Cyt2Aa ท่ีอยู่บนเย่ือหุ้มเซลล์สามารถดงึดดูให้โปรตีน Cry4Ba ซึง่มีฤทธ์ิ
ฆ่าลกูนํา้ยงุสงูกว่าโปรตีน Cyt2Aa ส่งผลให้โปรตีนสารพิษมีประสิทธิภาพสงูขึน้หลายเท่าในการ
ฆ่าลกูนํา้ยงุ กลไกในการเสริมฤทธ์ิกนัในระดบัโมเลกลุท่ีเกิดขึน้หลงัจากโปรตีน Cry4Ba  ถกูดงึดดู
ให้จบักบัเย่ือหุ้มเซลล์แล้วยงัต้องศึกษาเพิ่มเติมอีก กลไกท่ีเป็นไปได้ คือ โปรตีน Cyt2Aa และ 
Cry4Ba อาจร่วมกนัสร้างรูร่ัว (hybrid pore) ท่ีสร้างความเสียหายให้กบัเย่ือหุ้มเซลล์ได้ดีกว่า หาก
โปรตีนทัง้ 2 ชนิดเป็นโปรตีนท่ีทําให้เกิดรูร่ัวจริง ข้อมลูจากงานวิจยัท่ีสนบัสนนุแนวคิดนีคื้อโปรตีน 
Cyt2Aa และ Cry4Ba เม่ือจบักบัลิพิดแล้วเกิดเป็นโมเลกลุร่วมขนาดใหญ่ ซึง่อาจเป็นโครงสร้าง
ร่วมท่ีทําให้เกิดรูร่ัวของโปรตีน 2 ชนิด แตอ่ย่างไรก็ตามงานวิจยัท่ีผ่านมาเสนอว่าโปรตีน Cry4Ba 
ใช้สว่นท่ีเป็น α-helix ในการแทรกตวัเข้าสูเ่ย่ือหุ้มเซลล์ในขณะท่ีโปรตีน Cyt2Aa ใช้สว่นท่ีเป็น β-
sheet ซึ่งในปัจจุบนัยงัไม่พบการร่วมกนัสร้างรูร่ัวโดยใช้โครงสร้างท่ีแตกต่างกนั อีกกลไกหนึ่งท่ี
เป็นไปได้ คือ โปรตีน Cyt2Aa ทําหน้าท่ีเสมือนเป็นตวัรับให้โปรตีน Cry4Ba เสนอโดย Pérez 
(2005) ซึง่แสดงในภาพท่ี 5.1B กลา่วคือโดยปกติหลงัจากท่ีโปรตีน Cry4Ba ละลายจะต้องเข้าจบั
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กับตวัรับ เกิดการรวมกลุ่มกัน แล้วจึงแทรกตวัเข้าสู่เซลล์เป้าหมาย หากเซลล์ไม่มีตวัรับโปรตีน 
Cry4Ba จะไม่สามารถจบักบัเซลล์ได้ ขัน้ตอนการเข้าจบักบัตวัรับจึงเป็นขัน้ตอนสําคญัในการเร่ิม
ทํางานของโปรตีน Cry4Ba แตเ่ม่ือมีโปรตีน Cyt2Aa อยู่ด้วย โปรตีน Cyt2Aa สามารถจบักบัเย่ือ
หุ้มเซลล์ได้โดยตรง เม่ือจบักบัเย่ือหุ้มเซลล์แล้วเกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างทําให้ดึงดดูโปรตีน 
Cry4Ba ให้รวมตวักนัและเข้าจบักบัเย่ือหุ้มเซลล์ได้ ซึง่เป็นการทําหน้าท่ีแทนตวัรับบนเย่ือหุ้มเซลล์ 
ในภาพท่ี 5.1A ทําให้โปรตีน Cry4Ba สามารถออกฤทธ์ิตอ่เซลล์ได้ถึงแม้ว่าจะไม่ใช่เซลล์เป้าหมาย
ก็ตามซึง่เห็นได้จากการเสริมฤทธ์ิกนัในการฆ่ายงุรําคาญ และในกรณีของยงุลายซึง่เป็นเป้าหมาย
ของโปรตีน Cry4Ba อยู่แล้ว การมีโปรตีน Cyt2Aa ร่วมด้วยเป็นการเพิ่มตวัรับบนผิวเซลล์ให้มาก
ขึน้ ซึง่จากการทดลองจะเห็นว่าผลของการเสริมฤทธ์ิกนัในยงุลายสงูกว่าผลในยงุรําคาญ และผล
จากเทคนิคคล่ืนผิวพลาสมอนแสดงให้เห็นว่าปริมาณของโปรตีน Cry4Ba ท่ีจบักับพืน้ผิวลิพิด
สมัพนัธ์ปริมาณของโปรตีน Cyt2Aa ท่ีจบักบัพืน้ผิวอยูก่่อน   
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ภาพท่ี 5.1 
กลไกการการทํางานของโปรตีน Cry เปรียบเทียบกบักลไกเสริมฤทธ์ิกนัระหวา่ง 

โปรตีน Cyt กบั 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. 
A) กลไกการเกิดรูร่ัวในเย่ือหุ้มเซลล์ของโปรตีน Cry เร่ิมจากผลกึโปรตีนละลายในสภาวะท่ีเป็นดา่งและถกูตดั
ด้วยเอนไซม์โปรติเอส (1) โปรตีน Cry ท่ีมีโครงสร้างท่ีพร้อมแสดงความเป็นพิษเข้าจบักบัตวัรับตวัแรกซึง่เป็น
โปรตีนในกลุม่ cadherin (2) เอนไซม์โปรติเอสตดัปลาย N ในโดเมน I ของโปรตีนออก ทําให้เกิดการรวมตวักนั 
(3) กลุม่โปรตีน Cry ท่ีรวมตวักนัเข้าจบักบั APN ซึง่เป็นตวัรับท่ี 2 (4) และโปรตีน Cry ใช้โดเมน I แทรกตวัเข้าสู่
เย่ือหุ้มทําให้เกิดรูร่ัวขึน้ (5) 
B) กลไกการเสริมฤทธ์ิกนัระหวา่งโปรตีน Cyt กบั Cry เร่ิมจากผลกึโปรตีนละลายในสภาวะท่ีเป็นดา่งและถกูตดั
ด้วยเอนไซม์โปรติเอส (1) โปรตีน Cyt ท่ีมีโครงสร้างท่ีพร้อมแสดงความเป็นพิษเข้าจบักบัเย่ือหุ้มเซลล์ได้โดยตรง 
(2) โปรตีน Cry สามารถเข้าจบักบัตวัรับหรือโปรตีน Cyt บนเย่ือหุ้มเซลล์ท่ีเสมือนเป็นตวัรับทําให้เกิดการรวมตวั
กนั (3) กลุม่โปรตีน Cry แทรกตวัเข้าสูเ่ย่ือหุ้มทําให้เกิดรูร่ัวขึน้ (4) 


