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บทคัดย่อ 

 การวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีนที่ควบคุมการสร้างแอนติไมโครเบียลเปปไทด์ (antimicrobial 
peptide หรือ AMP) จากตัวอ่อนด้วงมูลสัตว์ พบว่ายีนที่โคลนได้มีขนาดยาว 382 คู่เบส ประกอบด้วย 1 ORF 
ผลการวิเคราะห์กรดอะมิโนพบว่าประกอบด้วยกรดอะมิโนทั้งหมด 80 กรดอะมิโน มีนํ้าหนักโมเลกุลขนาด
ประมาณ 10.18 kDa สายเปปไทด์มีประจุรวมเป็น +5.5 และมีกรดอะมิโนที่เป็น hydrophobic residue 
ทั้งหมด 47% การเปรียบเทียบความคล้ายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทด์จาก cDNA ที่ได้กับ AMP ที่พบในแมลง
กลุ่มที่ใกล้เคียงกันมีค่าอยู่ระหว่าง 15 ถึง 96% โดยมีความคล้ายกับ coprisin ซึ่งเป็น AMP ที่พบใน Copris 
tripartitus มากที่สุด (96%) นอกจากนี้ยังคล้ายกับ AMP ที่พบในด้วงชนิดอ่ืน ๆ ได้แก่ defensin A ที่พบใน 
Anomala cuprea (36%), defensin B ที่พบใน Anomala cuprea (30%), rhinoceros defensin ที่พบ
ใน Oryctes rhinoceros (20%), และ defensin-2 ใน Pediculus humanus corporis (15%) การทดสอบ
ประสิทธิภาพการยับย้ังเช้ือแบคทีเรียพบว่าสามารถยับย้ังเช้ือ Escherichia coli, Pseudomonas 
aeruginosa, Salmonella Typhimurium ที่ความเข้มข้นตํ่าสุดคือ 7.8, 15.6 และ 31.25 μg/ml 
ตามลําดับ ในขณะที่ความเข้มข้นตํ่าสุดที่สามารถยับย้ังเช้ือ Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus 
aureus มีค่ามากกว่า 500 μg/ml 

คําสําคัญ: การโคลนยีน, แอนติไมโครเบียลเปปไทด์, ด้วงมูลสัตว์  

Abstract 

  Nucleotides sequences analysis of DNA encoding antimicrobial peptide (AMP) cloned 
from dung beetle larva was performed in this study. The results revealed that the cloned 
cDNA had 328 bp in length, and comprised of one ORF encode for 80 amino acid residues 
that had a predicted molecular weight of 10.18 kDa. The properties of total amino acid 
residues analysis indicated that the net charge of this peptide was +5.5, and 47% of all 
amino acid residues were hydrophobic group. The nucleotide identity analysis to a related 
AMP gene demonstrated that the identity values ranging between 15 to 96%. The most 
identity was the coprisin (96%), follow by defensin A (36%), defensing B (30%) rhinoceros 
defensing (20%) and defensin-2 (15%). Antimicrobial activity testing of synthetic peptides 
indicated that it able to inhibit Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella 
Typhimurium at the minimal inhibitory concentration (MIC) of 7.8, 15.6 and 31.25 μg/ml 
respectively, while the MIC of Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus were more 
than 500 μg/ml. 

คําสําคัญ: Gene cloning, Antimicrobial peptide, Dung beetle 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

ปัจจุบันปัญหาการด้ือยาต้านจุลชีพของแบคทีเรียหลายชนิด เป็นปัญหาสําคัญทางสาธารณสุขที่หลาย
ประเทศให้ความสําคัญกับปัญหาดังกล่าวเป็นพิเศษ การด้ือยาต้านจุลชีพมีสาเหตุมาจากหลายปัจจัย ปัจจัยที่
สําคัญคือการใช้ยาต้านจุลชีพอย่างไม่รอบครอบ ทั้งทางการแพทย์และสัตวแพทย์ เช่นการใช้ยาต้านจุลชีพผสม
อาหารสัตว์ เพ่ือเร่งการเจริญเติบโตในปศุสัตว์ (Feed additive) เป็นปัจจัยที่สําคัญทําให้เกิดการด้ือยา      
ต้านจุลชีพให้เกิดขึ้นอย่างรวดเร็ว ปัญหาการด้ือยาของแบคทีเรียกระตุ้นให้เกิดการศึกษาวิจัยเพ่ือหาสาร
สังเคราะห์และสารจากธรรมชาติที่สามารถนํามาใช้ทดแทนยาต้านจุลชีพทั้งทางด้านการแพทย์และสัตวแพทย์
ได้ ซึ่ง antimicrobial peptide (AMP) นับเป็นเป้าหมายหน่ึงที่นักวิจัยให้ความสนใจในการศึกษาเพ่ือนํามาใช้
เป็นยาต้านจุลชีพชนิดใหม่  

AMP เป็นเปปไทด์สายสั้น ๆ ที่มีฤทธ์ิฆ่าแบคทีเรีย รา ไวรัส รวมทั้ง AMP บางชนิดมีรายงานว่ามีฤทธ์ิ
ฆ่าเซลล์มะเร็งได้ด้วย (Izadpanah, et al., 2005) AMP จัดเป็นกลไกของระบบภูมิคุ้มกันที่มีมาแต่กําเนิด 
(innate immunity) ชนิดหน่ึงพบได้ทั้งสัตว์มีกระดูกสันหลังและสัตว์ที่ไม่มีกระดูกสันหลัง และสัตว์ในกลุ่ม
แมลง (Gallo, et al., 2002; Izadpanah & Gallo, 2005; Reddy, et al., 2004) ปัจจุบันมีรายงาน
การศึกษาพบ AMP ในแมลงและตัวอ่อนของแมลงหลายชนิด เช่น cecropin เป็น AMP ที่มีคุณสมบัติ เป็น 
amphipathic peptide ขนาดประมาณ 3-4 KDa แยกได้ครั้งแรกจาก hemolymph ของหนอนไหม (giant 
silk moth; Hyalophora cecropia) (Hultmark, et al., 1983)  รายงานการศึกษาหลายรายงาน แสดงให้
เห็นว่า cecropin มีคุณสมบัติในการฆ่าเช้ือได้ทั้งแบคทีเรีย โพรโทซัว และ ราหลายชนิด (Akuffo, et al., 
1998; Boman, et al., 1981; Ekengren, et al., 1999; Hultmark, 1994; Hultmark, et al., 1982)   
 AMP มีอยู่หลายชนิดด้วยกัน สามารถจัดแบ่งกลุ่มของ AMP ได้หลายแบบ เช่น แบ่งตาม        
กรดอะมิโนที่เป็นองค์ประกอบ สามารถแบ่งออกได้เป็น 5 กุล่มคือ (1) cecropin group, (2) insect-
defensins group, (3) glycine-rich protein group, (4) proline-rich protein group และ (5) 
lysozymes group นอกจากน้ี AMP ยังสามารถแบ่งกลุ่มตามลักษณะของโครงสร้างของ peptides ได้เช่นกัน 
คือกลุ่ม linear α-helix peptides, กลุ่ม antiparallel β-sheets และกลุ่ม hairpin like β-sheets 
structure (Bulet, et al., 2005)  ปัจจุบันมีรายงานการศึกษาค้นพบ AMP แล้วประมาณ 800 กว่าชนิด    
ในสิ่งมีที่หลากหลายเช่น พืช แมลง สัตว์ไม่มีกระดูกสันหลัง สัตว์ครึ่งบกครึ่งนํ้า สัตว์มีกระดูกสันหลัง รวมทั้งใน
มนุษย์ด้วย  (Izadpanah & Gallo, 2005; Reddy, et al., 2004)  ในจํานวนน้ี AMP ที่แยกได้จากแมลงพบ
ได้มากที่สุดประมาณ 200 ชนิด (Bulet & Stocklin, 2005)  

ด้วงมูลสัตว์ (แมลงกุดจี่) เป็นแมลงปีกแข็งจําพวกด้วงแรด (scarab) พบแพร่กระจายได้ทั่วโลก         
มีประมาณ 7,000 ชนิด ทั่วโลก  ด้วงมูลสัตว์เป็นแมลงที่มีวงจรชีวิตที่น่าสนใจ เน่ืองจากวงจรชีวิตของตัวด้วงจะ
สัมผัสกับเช้ือแบคทีเรีย รา ไวรัส และ โพรโทซัว เป็นจํานวนมากในตลอดช่วงอายุต้ังแต่มีการวางไข่ ซึ่งตัวแก่
จะมีการวางไข่ในก้อนมูลสัตว์ และฟักเป็นตัวอ่อนในมูลสัตว์น้ันโดยที่ตัวอ่อนไม่ถูกทําอันตรายจากเช้ือโรคชนิด
ต่าง ๆ ที่ปนป้ือนอยู่ในสภาวะแวดล้อม ข้อสันนิษฐานประการหนึ่ง คือด้วงมูลสัตว์อาจจะสร้าง AMP ออกมา
ทําหน้าที่เป็นระบบภูมิคุ้มกันป้องกันตัวเองจากการติดเช้ือโรคชนิดต่าง ๆ ในสิ่งแวดล้อมที่ตัวเองอาศัยอยู่ มี
รายงานการศึกษาในด้วงในกลุ่ม carrion beetle เป็นแมลงปีกแข็งที่มีการวางไข่ลงในซากสัตว์ที่ตายแล้ว โดย
ตัวอ่อนจะกินซากสัตว์เหล่าน้ันเป็นอาหาร ซึ่งเต็มไปด้วยแบคทีเรีย และราจํานวนมาก โดยที่ตัวอ่อนของด้วงใน
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กลุ่มน้ีไม่มีการติดแบคทีเรีย หรือ ราที่ก่อโรค ผลการศึกษาพบว่าด้วงในกลุ่มน้ีสามารถสร้าง AMP และหลั่ง 
AMP น้ันออกมาทางปากและทางทวารของด้วง และพบว่า AMP ที่หลั่งออกมามีผลยับย้ังการเจริญของ เช้ือ 
vibrio fischerii และ Bacillus cereus  ได้อย่างมีประสิทธิภาพ (Hoback, et al., 2004)  

ด้วงมูลสัตว์เป็นแมลงที่คนไทยโดยเฉพาะทางภาคอีสานรู้จักและนํามาใช้ประโยชน์ โดยนํามาเป็น
อาหารมนุษย์มาเป็นเวลานาน แต่รายงานที่เก่ียวข้องกับการใช้ประโยชน์ในด้านอ่ืน เช่น การศึกษาเพ่ือหาสาร
ออกฤทธ์ิที่สามารถนํามาใช้ประโยชน์ยังมีรายงานอยู่ค่อนข้างจํากัด ดังน้ันในการศึกษาครั้งน้ีจึงมีวัตถุประสงค์
สําคัญเพ่ือค้นหา และโคลนยีนที่เก่ียวข้องกับการควบคุมการสร้าง AMP ที่สร้างโดยแมลงในกลุ่มของด้วง     
มูลสัตว์ และเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีนที่ควบคุมการสร้าง AMP ในด้วงมูลสัตว์กับฐานข้อมูลยีน
จาก GenBank เพ่ือเป็นข้อมูลพ้ืนฐานที่จะนําไปสู่การศึกษาในเชิงลึก เช่น การศึกษาการแสดงออกของยีน 
การศึกษาถึงประสิทธิภาพของ AMP ต่อแบคทีเรีย รา และไวรัส ต่อไป  
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บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยทีเ่ก่ียวข้อง 
 

2.1 ลักษณะท่ัวไปของด้วงมูลสัตว์  

 ด้วงมูลสัตว์ (Dung beetles) หรือที่คนไทยรู้จักกันในช่ือ “แมลงกุดจี่” เป็นแมลงปีกแข็งในกลุ่ม
เดียวกันกับด้วงแรด จัดอยู่ใน Order: Coleoptera, Family : Scarabaeidae มีอยู่หลาย species      
รายงานการศึกษาพบว่าทั่วโลกมีด้วงมูลสัตว์อยู่ประมาณ 4,500 species แพร่กระจายอยู่ตามแหล่งอาศัย    
ต่างกันทั่วโลก โดยส่วนใหญ่มากกว่า 2,800 species พบแพร่กระจายอยู่ในแอฟริกา และแอฟริกาใต้ (Clarke, 
et al., 2007) ในขณะที่ในประเทศไทย มีรายงานการสํารวจในพ้ืนที่จังหวัดนครราชสีมา พบมีด้วงมูลสัตว์
มากกว่า 100 species (Yupa, et al., 2006) ด้วงมูลสัตว์สามารถแบ่งออกได้เป็น 3 กลุ่มใหญ่ ตามพฤติกรรม
การวางไข่คือ (Clarke, et al., 2007) 

1. Rollers ด้วงในกลุ่มน้ีจะมีการป้ันมูลสัตว์เป็นก้อนกลม ๆ แล้วกลิ้งไปยังบริวเวณที่ไกลออกไป 
 จากกองมูลสัตว์ จากน้ันจะวางไข่ในก้อนมูลและขุดหลุมฝังก้อนมูลสัตว์น้ัน  
2. Tunnellers ด้วงมูลสัตว์ในกลุ่มน้ีจะป้ันก้อนมูลสัตว์และจะขุดหลุมฝังตัวเองอยู่ภายใต้กองมูล
 สัตว์น้ัน  
3. Dwellers สําหรับด้วงมูลสัตว์ในกลุ่มน้ีจะไม่ป้ันก้อนมูลสัตว์ แต่จะอาศัยอยู่ภายในกองมูลสัตว์ 
 น้ัน  (รูปที่1) 

 
 

  
 
 
 
 
 
 
      
 
 
 รูปที่ 1 พฤติกรรมของการวางไข่การดํารงชีวิตของด้วงมูลสัตว์  
   
 

วงจรชีวิตของด้วงมูลสัตว์ ภายหลังจากที่ตัวเต็มวัยวางไข่ลงในก้อนมูลสัตว์แล้วตัวอ่อนจะฟักเป็นตัว
หนอนภายในก้อนมูลสัตว์น้ัน และจะกินมูลสัตว์เป็นอาหารจนกระทั่งเจริญเข้าสู่ระยะที่เป็นดักแด้ก่อนที่      
จะลอกคราบเป็นตัวเต็มวัย และเจาะทะลุออกมาจากก้อนมูลสัตว์น้ัน (รูปที่ 2) จะพบว่าวงจรชีวิตของด้วงมูล
สัตว์จะสัมผัสต่อเช้ือโรคหลายชนิดอยู่เกือบตลอดเวลาของช่วงชีวิตทั้งในระยะที่เป็นตัวอ่อนและตัวแก่โดยที่ตัว
ด้วงไม่เป็นอันตราย ข้อสมมุติฐานประการหน่ึง ที่นักวิทยาศาสตร์ให้ความสนใจคือความสามารถสร้างสาร
จําพวก AMP ออกมาเพ่ือปกป้องตัวเองจากสิ่งแวดล้อมที่มีการปนเป้ือนของจุลินทรีย์เป็นจํานวนมาก   
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2.2 การจัดแบ่งกลุ่มของ AMP 

ในระบบภูมิคุ้มกันของสัตว์จําพวกแมลงน้ันแตกต่างไปจากสัตว์ที่มีการพัฒนาอย่างสัตว์ที่มีกระดูก    
สันหลัง กลไกสําคัญอันหน่ึงที่แมลงใช้ในการป้องกันตัวเองจากการติดเช้ือ คือการสร้างสาร AMP ที่มีอยู่
ด้วยกันหลากหลายชนิด (ตารางที่ 1 )  

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
    
 
 
รูปที่ 2 วงจรชีวิตของด้วงมูลสัตว์ต้ังแต่การวางไข่และฝักออกเป็นตัว 
 
ตารางที่1 แสดง AMP ที่พบในแมลง หลายชนิด (Bulet & Stocklin, 2005)  
 
   
 
 
 
 
 
 
 
  

 
 
AMP เป็นเปปไทด์สายสั้น ๆ ส่วนใหญ่มีนํ้าหนักโมเลกุลไม่เกิน 10 kDa มีฤทธ์ิในการฆ่าแบคทีเรีย รา 

รวมทั้งไวรัสได้หลายชนิด (Izadpanah & Gallo, 2005; Lehrer, et al., 1999) ปัจจุบันมีการค้นพบ AMP 
ประมาณ 800 ชนิด โดยแยกได้จากทั้ง พืช สัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังและสัตว์มีกระดูกสันหลัง (Bulet & 
Stocklin, 2005)  ทําให้สามารถจัดกลุ่ม ของ AMP ได้หลากหลายรูปแบบ เช่น แบ่งตามความยาวของกรด  
อะมิโนในสายเปปไทด์ แบ่งตามลักษณะของประจุของ AMP สามารถแบ่งออกได้เป็น cationic AMP และ 
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anionic AMP  หรือแบ่งตามฤทธ์ิในการฆ่าเช้ือ เช่น AMP บางชนิดมีฤทธ์ิที่ค่อนข้างจําเพาะต่อแบคทีเรีย       
รา หรือ ไวรัส ในขณะที่บางชนิดจะออกฤทธ์ิได้กว้างขวางต่อเช้ือหลายชนิด (Reddy, et al., 2004; G. Wang, 
et al., 2009; Z. Wang, et al., 2004)  นอกจากน้ีหากแบ่งตามลักษณะของโครงสร้างของ AMP แล้วจะ
สามารถแบ่งออกได้เป็น 3 กลุ่มใหญ่คือ  

1. α-Helix AMP เปปไทด์ในกลุ่มน้ีจะประกอบด้วยกรดอะมิโนเป็นสายยาวโดยจะไม่มี cysteine 
residue อยู่ในสายของเปปไทด์ มีขนาดยาวประมาณ 29-42 กรดอะมิโน ส่วนใหญ่จะออกฤทธ์ิได้
ดีต่อแบคทีเรียโดยเฉพาะแบคทีเรียแกรมลม AMP ที่สําคัญในกลุ่มน้ี เช่น Cecropin-A ที่แยกได้
จากหนอนไหม (giant silk moth; Hyalophora cecropia) และ Magainins แยกได้จาก 
secretion ของ African clawed frog (Bulet & Stocklin, 2005; Hultmark, et al., 1983; 
Reddy, et al., 2004) 

2. Cysteine rich AMP  เปปไทด์ในกลุ่มน้ีจะมีส่วนของกรดอะมิโน cysteine กระจายอยู่ในสาย
ของเปปไทด์ เปปไทด์ในกลุ่มนี้จะแยกได้จากแมลงเป็นส่วนใหญ่ เช่น Drosomycin แยกได้จาก 
Drosophila melanogaster และ Thanatin แยกได้จาก Podisus maculiventris เป็นแมลง
ในกลุ่มของมวนพิฆาต Thanatin เป็น AMP ที่มีการศึกษาพบว่ามีความเหมาะสมท่ีจะนํามา
พัฒนาต่อไปเป็นยาต้านจุลชีพ เน่ืองจากความเป็นพิษต่อ eukaryotic cell ค่อนข้างตํ่าและออก
ฤทธ์ิได้อย่างกว้างขวางต่อเช้ือแบคทีเรียหลายชนิด รวมทั้งแบคทีเรียที่ ด้ือต่อยาต้านจุลชีพ       
หลายชนิด (multidrug resistance) ด้วย (Bulet & Stocklin, 2005) 

3. Linear proline rich AMP เปปไทด์ในกลุ่มน้ีจะเป็นสายยาวประกอบด้วยกรดอะมิโนประมาณ 
14-39 ตัว และจะมีลักษณะพิเศษ คือประกอบด้วย Proline ในสายของเปปไทด์ โดยส่วนใหญ่
แล้วจะออกฤทธ์ิได้ดีในแบคทีเรียแกรมลบ โดยเฉพาะกลุ่ม Enterobactericeae ตัวอย่างของ 
เปปไทด์ในกลุ่มน้ี เช่น Cathelicidins (Bulet & Stocklin, 2005; Reddy, et al., 2004)  
 

2.3 กลไกการออกฤทธิ์ของ AMP 
เน่ืองจาก AMP ส่วนใหญ่แล้วเป็นสายเปปไทด์ที่มีคุณสมบัติของ amphipathic เป็นโมเลกุลที่มีขั้ว

และไม่มีขั้ว (polar and non-polar) อยู่ในสายเปปไทด์เดียวกันทําให้ AMP น้ันสามารถจับกับผนังเซลล์ของ
แบคทีเรียที่ส่วนใหญ่มีประจุเป็นลบได้เป็นอย่างดี นอกจากน้ียังมีคุณสมบัติในการแทรกตัวผ่านสู่ช้ันไขมันของ
ผนังเซลล์ได้ดีจากคุณสมบัติของกรดอะมิโนที่เป็นพวก non polar (Izadpanah & Gallo, 2005; Yang, et 
al., 2001)  กลไกการออกฤทธ์ิที่สําคัญของ AMP น้ันเช่ือว่าเป็นการออกฤทธ์ิต่อผนังเซลล์ของจุลินทรีย์โดยตรง 
ด้วยการทําให้เกิดรูที่ผนังเซลล์ จากรายงานการศึกษาใน magainins พบว่าเปปไทด์ชนิดน้ีสามารถชักนําให้ 
liposome เกิดการรั่วได้ โดยเฉพาะ liposome ที่ประกอบด้วย phosphatidylglycerol  ซึ่งเป็น lipid หลัก
ในองค์ประกอบ cell membrane ของแบคทีเรีย (Ludtke, et al., 1996; Matsuzaki, et al., 1996) ใน
ปัจจุบันมีโมเดลท่ีอธิบายถึงกลไกการออกฤทธ์ิ ของ AMP ไว้สองโมเดล คือ  

1. Barrel stave model  กลไกน้ีอธิบายว่า AMP ที่โดยส่วนใหญ่แล้วจะเป็น cationic peptide 
จะจับกับ outer  membrane ของแบคทีเรียที่มีประจุเป็นลบ แล้วส่วนของกรดอะมิโนที่เป็น  
hydrophobic group จะแทรกตัวเข้าไปใน membrane ของเซลล์โดยตรงทําให้เกิดเป็นรู 
(pore) ที่บริเวณของ membrane เป็นสาเหตุให้ content ต่าง ๆ ภายในเซลล์รั่วไหลออกมา
ภาย นอกทําให้เซลล์ตายในที่สุด (รูปที่ 3A) (Brogden, 2005; Guani-Guerra, et al.; Yang, et 
al., 2001) 
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2. carpet model กลไกน้ีอธิบายว่า เปปไทด์จะจับเกาะอยู่ที่บริเวณ outer membrane ของ 
แบคทีเรีย โดยการวางตัวขนานไปกับ outer membrane และจะแทรกตัวเข้าไปใน  
hydrophobic core ของ outer membrane ทําให้เกิดโครงสร้างของ outer membrane เสีย
สภาพไป เกิดเป็นรูรั่วให้องค์ประกอบและสารโมเลกุลต่างๆ ภายในเซลล์ไหลออกมาภายนอก 
และเป็นสาเหตุให้เซลล์ตายในที่สุด รูปที่ 3B (Brogden, 2005; Guani-Guerra, et al.) 

 
 
  A           B 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

รูปที่ 3 กลไกการออกฤทธ์ิของ AMP ต่อแบคทีเรีย A) Barrel stave model   B) carpet model (Brogden, 
2005) 
 
2.4 การใช้ประโยชน์จาก AMP   

ความมุ่งหมายประการหน่ึงที่นักวิทยาศาสตร์จํานวนมากให้ความสนใจศึกษา AMP ทั้งน้ีเพ่ือที่จะ
พัฒนาไปใช้เป็นยาต้านจุลชีพทดแทนยาต้านจุลชีพในปัจจุบันที่เริ่มพบปัญหาการด้ือยาของแบคทีเรียเพ่ิมขึ้น
เป็นจํานวนมาก นอกจากประเด็นทางด้านการแพทย์แล้ว ปัญหาทางด้านสัตวแพทย์และการเกษตร เช่น การ
เลี้ยงสัตว์ การพัฒนา AMP จะเป็นทางเลือกหน่ึงที่จะสามารถแก้ปัญหาการใช้ยาต้านจุลชีพผสมอาหารสัตว์
เพ่ือประโยชน์ในการเร่งการเจริญเติบโตของสัตว์  

มีรายงานการศึกษาในลูกสุกรหย่านม (weaned piglets) โดยการให้ AMP ผสมลงในอาหารสัตว์
ร่วมกับอาหารเสริม zinc methionine พบว่าลูกสุกรที่ได้รับอาหารเสริมดังกล่าวมีอัตราการป่วยด้วยอาการ
ท้องเสียจากการติดเช้ือลดลง มีนํ้าหนักตัวเพ่ิมสูงกว่ากลุ่มควบคุมที่ไม่ได้ใช้ AMP และพบว่าระดับซีรัม 
Immunoglobulin G (IgG) ในสุกรเพ่ิมสูงขึ้นแสดงให้เห็นถึงภาวะภูมิคุ้มกันที่ดีขึ้น (Wang, et al., 2011) 
นอกจากน้ียังมีรายงานการศึกษาในการเลี้ยงไก่เน้ือ ซึ่งเป็นการเปรียบเทียบการใช้ AMP ร่วมกับการใช้ยาต้าน
จุลชีพ avilamycin พบว่าการใช้ AMP ผสมในอาหารไก่น้ันช่วยเพ่ิมนํ้าหนักตัวในไก่ที่เลี้ยงได้ดีกว่ากลุ่มควบคุม
ที่ไม่ไม่มีการใช้ feed additive ใด ๆ แม้ว่าการใช้ AMP ผสมในอาหารไก่ ให้ผลนํ้าหนักตัวไก่ไม่แตกต่างจาก
การใช้ยา avilamycin แต่การใช้ AMP ผสมในอาหารสัตว์ช่วยให้ความสามารถในการกักเก็บสารอาหาร 
(nutrient retention) ในทางเดินอหารในไก่ดีกว่า และยังพบว่าการใช้ AMP ช่วยลดการขับเช้ือในกลุ่ม 
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coliform ในทางเดินได้ดีกว่า (reduce intestinal and excreta coliforms) การใช้อาหารที่ผสมด้วยยา 
avilamycin (Choi, et al., 2013) 

ปัจจุบันมีรายงานการวิจัยการค้นพบ AMP ชนิดใหม่เพ่ิมมากขึ้น เช่น ixosin เป็น AMP ที่แยกได้จาก
ต่อมนํ้าลายของเห็บ (Ixodes sinensis) พบว่ามีความสามารถในการฆ่าเช้ือได้ทั้ง แบคทีเรีย และยีสต์ (Yu, et 
al., 2006) ในกรณีของด้วงมูลสัตว์น้ันยังมีรายงานที่ค่อนขางน้อย ซึ่งจาการศึกษาพบรายงานที่แสดงให้เห็นว่า
แมลงในกลุ่มด้วงมูลสัตว์ก็สามารถที่จะสร้าง AMP ที่มีลักษณะคล้ายกับ defensin ได้หลังจากที่ถูกกระตุ้นด้วย
การฉีด เช้ือ E. coli เข้าไป และ AMP ที่สร้างน้ันมีความสามารถในการฆ่าเช้ือ E. coli และ S. aureus (Jae-
Sam Hwang, et al., 2009) นอกจากนี้ยังมี AMP อีกหลายชนิดที่กําลังทําการทดลองอยู่ในระดับห้องทดลอง 
(preclinical) และระดับคลีนิก (clinical) เช่น P-113 ซึ่งเป็นอนุพันธ์ของ histatin เป็น AMP ที่แยกได้จาก
นํ้าลายของคน กําลังอยู่ในการศึกษาประสิทธิภาพการรักษา oral candidiasis ในระดับ clinical phase I 
และ II ผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าตัวยาสามารถลดการอักเสบที่เป็นผลจากการติดเช้ือ Candida albican 
ได้ (Paquette, et al., 2002) หรือในกรณีของ heliomocin ซึ่งเป็น AMP ที่แยกได้จาก Heliothis 
virescens  กําลังทําการทดลองในระดับของ pliclinical เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพต่อการติดเช้ือทั้งจากเช้ือรา 
และแบคทีเรีย (Andres, et al., 2004)  

นอกจากการประยุกต์ใช้ทางด้านการแพทย์และสัตวแพทย์แล้ว AMP บางชนิดที่แยกได้จากพืชยัง
นํามาประยุกต์ใช้ด้านการเกษตรและอาหาร เช่นใช้ป้องกันโรคพืชที่เกิดจากเช้ือรา มีรายงานการศึกษาใน 
Penaeidin 4-1 เป็น AMP ที่แยกได้จากหญ้ากลุ่ม Creeping Bentgrass (Agrostis stolonifera L.) มี
ความสามารถยับย้ังการเจริญของเช้ือรา Rhizoctonia solani และ Sclerotinia homoeocarpa ซึ่งเป็น
สาเหตุของโรคพืชได้เช่นกัน (Zhou, et al., 2011) สําหรับงานทางด้านอาหาร มีการศึกษาโดยใช้ Nisin ซึ่ง
เป็น polycyclic AMP ประกอบด้วยกรดอะมิโนจํานวน 34 ตัว เป็นผลผลิตที่ได้จากเช้ือ Lactococcus lactis 
มาใช้ผสมในอาหารเพ่ือวัตถุประสงค์ในการเก็บรักษาคุณภาพอาหาร (food preservative) (Delves-
Broughton, 2005; Espitia, et al., 2012) 

การด้ือยาต้านจุลชีพของเช้ือแบคทีเรียยังคงเป็นปัญหาใหญ่ที่ส่งผลกระทบต่อสุขภาพและเศรษฐกิจ
โดยรวมของหลายประเทศท่ัวโลก แม้ว่าบริษัทยาหลายแห่งได้พยายามทุ่มงบประมาณเพ่ือการพัฒนายาชนิด
ใหม่ ๆ แต่ก็ยังไม่ทันต่อการด้ือยาของแบคทีเรีย ดังน้ันการศึกษาเพ่ือหาแนวทางการพัฒนายาต้านจุลชีพชนิด
ใหม่เพ่ือให้ทันต่อปัญหาการด้ือยาต้านจุลชีพนับว่ามีความสําคัญ ซึ่งนอกจากการศึกษาเพ่ือพัฒนายาสังเคราะห์
จากกระบวนการทางเคมี การศึกษาเพ่ือค้นหาสารออกฤทธ์ิที่ได้จากธรรมชาติก็นับเป็นแนวทางหน่ึงที่จะช่วยให้
ค้นพบสารออกฤทธ์ิ ซึ่งอาจจะมีศักยภาพในการพัฒนาเพ่ือนํามาใช้ได้จริงต่อไปในอนาคต สําหรับแนวทาง
สําหรับการศึกษาในคร้ังน้ี มุ้งเน้นไปที่การศึกษาเพ่ือค้นหายีนที่เก่ียวข้องกับการควบคุมการสร้าง AMP จากตัว
อ่อนของด้วงมูลสัตว์ซึ่งเป็นแมลงที่พบได้มากในประเทศไทยในทั่วทุกภูมิภาค การศึกษานี้จะเป็นพ้ืนฐาน
สําหรับศึกษาต่อไปทั้งทางด้านประสิทธิภาพการออกฤทธ์ิ ความเป็นพิษต่อเซลล์ รวมท้ังการโคลนยีนเพ่ือการ
แสดงออกของโปรตีนต่อไป       
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บทที่ 3 
  

วิธีวิจัย  
 

3.1 ตัวอย่างด้วงมูลสัตว์ 

   เก็บตัวอย่างด้วงมูลสัตว์โดยเลือกเก็บตัวอ่อนของด้วงมูลสัตว์ในเขตบริ เวณฟาร์มเลี้ยงโค  
มหาวิทยาลัยทักษิณ วิทยาเขตพัทลุง ตัวอย่างที่เก็บได้จะนํามาทําการเลี้ยงในกะบะดินเพ่ือให้มีความใกล้เคียง
กับสภาพแวดล้อมมากที่สุดก่อนที่จะนํามาทําการศึกษาต่อไป 
 
3.2 การสกัด RNA  
 ใช้ตัวอย่างเน้ือเย้ือของตัวอ่อนด้วงมูลสัตว์บริเวณรอบ ๆ ที่ฉีดด้วย Lipopolysaccharide (LPS) ที่
สกัดจากเช้ือ E. coli (JM109) นํามาตัดให้เป็นช้ินเล็ก ๆ และทําการสกัด RNA โดยใช้ชุดสกัด RNA สําเร็จรูป 
E.Z.N.A Tissue RNA Kit (OMEGA:USA) วิธีการสกัดดําเนินตามขั้นตอนของชุดสกัด ตัวอย่าง RNA ที่สกัดได้
จะเก็บรักษาใน E.Z.N.A RNA-Lock reagent และเก็บรักษาในอุณหภูมิ -80 °C จนกว่าจะมีการนํามาศึกษา
ต่อไป  
 
3.3 การสกัด lipopolysaccharide (LPS) 
 การสกัด lipopolysaccharide (LPS) ทําโดยใช้ชุดสกัด LPS (LPS extraction kit; Inron 
Biotechenology : Korea) โดยมีรายละเอีดยดังน้ี คือ เพาะเลี้ยง E. coli ในอาหาร Tryptic Soy Broth 
(TSB) ใน centrifuge tube ขนาด 50 ml ที่อุณหภูมิ 37°C โดยใช้ shaker water bath เป็นเวลา 18-24 
ช่ัวโมง หลังจากน้ันเก็บเซลล์ 5 ml ใส่ลงใน centrifuges tube 15 ml นําไปป่ันตกตะกอนที่ 13,000 rpm ที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 วินาที เทส่วนนํ้าใส (supernatant) ทิ้งไป จากน้ันเติม lysis buffer (kit) 1 ml 
ผสมให้เข้ากันโดย vortex mixer แล้วเติม chloroform 200 μl ผสมให้เข้ากันโดย vortex mixer จากน้ัน
นําไปบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที เมื่อครบกําหนดเวลานําไปป่ันที่ 13,000 rpm 10 นาที เก็บส่วนนํ้าใส 
ประมาณ 400 μl ใส่ลงใน 1.5 ml micro centrifuge tube หลังจากน้ันเติม purification buffer (kit) 800 
μl ผสมให้เข้ากัน นําไปบ่มที่อุณหภูมิ -20 °C เป็นเวลา 10 นาที จากน้ันนําไปป่ันที่ 13,000 rpm 15 นาที  
เทส่วนนํ้าใสทิ้งไป และเติม 70% ethanol นําไปป่ันล้างอีกคร้ังที่ 13,000 rpm 10 นาที นําตัวอย่างที่ได้ไปทํา
ให้แห้งในอุณหภูมิห้องจนตัวอย่างแห้งสนิท หลังจากน้ันเติม 10 mM Tris-HCl (pH 8.0) เก็บไว้ ที่ 4 °C 
จนกว่าจะนําไปใช้  
 
3.4 การกระตุ้นการสร้าง AMP ในด้วงมูลสัตว์และการสังเคราะห์ cDNA โดยวิธี RT-PCR   

   ตัวอ่อนของด้วงมูลสัตว์ จะนํามากระตุ้นให้เกิดการสร้าง AMP โดยการฉีดด้วย LPS ที่สกัดจากเช้ือ  
E. coli (strain JM109) โดยทําให้ตัวอ่อนสลบด้วยการแช่ในนํ้าแข็ง ใช้เข็มเบอร์ 26 ฉีด LPS ประมาณ 50 ul 
หลังจากน้ันนําตัวอ่อนเก็บในรังก้อนมูลเดิมนําไปเก็บไว้ประมาณ 24 ช่ัวโมงจํานํามาสกัด RNA การสร้าง cDNA 
library และตรวจคัดกรองเพ่ือหายีนที่ควบคุมการสร้าง AMP ในตัวอ่อนด้วงมูลสัตว์จะทําโดยเทคนิค rapid 
amplification of cdna ends (RACE) (รูปที่ 4) โดยการสกัด total RNA ภายหลังจากที่มีการฉีดเช้ือ E. coli 
ไปแล้วประมาณ 48 ช่ัวโมง จากนั้นเก็บเน้ือเย่ือรอบ ๆ บริเวณที่มีการฉีดเช้ือ E. coli  เพ่ือนําไปสกัด total 
RNA และ RNA ที่สกัดได้จะนํามาสร้างเป็น cDNA ด้วย First Stand cDNA synthesis kit (Thermo 
Scientific: USA) โดยมีรายละเอียดดังต่อไปน้ี ใช้ตัวอย่าง total RNA ที่สกัดได้ประมาณ 5 μl (1 ng- 5 μg)  
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ใส่ลงใน PCR tube ขนาด 200 ul เติม Oligo (dT)18 primer linker (5’-GACCACGCGTATCG 
ATGTCGACTTTTTTTTTTTTTTTTV-3) 1 μl และเติม nuclease free water ให้ครบ 12 μl โดยปฏิกิริยา
สําหรับการทํา RT-PCR เพ่ือสร้าง first stand cDNA ประกอบด้วย reaction buffer ปริมาณ 4 μl, 
ribolock RNase inhibitior (20 u/ μl) ปริมาณ 1 μl, 10 mM dNTPs mixed ปริมาณ 1 μl, และ 
RevertAid M-MuLV Reverse Transcriptase (200 u/μl) 1 μl ผสมให้เข้ากันโดยการใช้ pipette และ
นําไป incubate ที่ 42 °C เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง หลังจากทําลายเอนไซม์ reverse transcriptase โดยเพ่ิม
อุณหภูมิเป็น 70 °C นาน 5 นาที สาย first stand cDNA ที่ได้จะเก็บรักษาในอุณหภูมิ -20 °C จนกว่าจะ
นํามาศึกษาเพ่ือสร้างสาย second strand ต่อไป  
 

 
 
 

รูปที่ 4 หลักการของเทคนิค rapid amplification of cdna ends (RACE) 
 
3.5 การทํา PCR สร้างสาย Second strand  

cDNA ที่ได้จากขั้นตอนการทํา RT-PCR จะนํามาเพ่ิมจํานวนสาย complementary strand โดยใช้ 
primers ที่ออกแบบจําเพาะสําหรับยีนที่ควบคุมการสร้าง AMP (ตารางที่ 2) โดยการออกแบบ primers 
อาศัยข้อมูลจากการสร้างสาย consensus ของกรดอะมิโนของ AMP ที่พบได้ในแมลงกลุ่มใก้ลเคียง นํามา
แปลงเป็นลําดับนิวคลีโอท์และนําไปเป็นต้นแบบสําหรับการออกแบบ primers การสร้างสาย 
complementary strand มีขั้นตอนและองค์ประกอบของปฏิกิริยาสําหรับการทํา PCR แสดงในตารางที่ 3 

 
3.6 การโคลนยีน 
 PCR product ที่ได้จะนํามาตรวจสอบโดยวิธี gel electrophoresis และนํา PCR product ไปทําให้
บริสุทธ์ิ ด้วยชุด PCR purification kit (NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up; Macherey Nagel: 
Germany) ตัวอย่าง DNA ที่ผ่านการทําให้บริสุทธ์ิแล้วจะนํามาเช่ืมต่อใน plasmid pTZ57R/T (Isn TAclone 
Kit; Thermo Scientific: USA) TA และ transform เข้าสู่เช้ือ E.coli (DH5-α) โดยมีรายละเอียดดังตารางที่ 
4  
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ตารางที่ 2 primers ที่ออกแบบและเป้าหมายของยีนที่ใช้ในการศึกษา 
 

Name  Sequence (5’-3’) 

AMP-1  AACAAGTTGCAGAGTATACGAG 
AMP-2 GATACAAGATGTCGAAATCCTTCC 
AMP-3 TTGTACTTTCTACTGCTTACGTGG 
AMP-4  TCTTAACCAGTTCATACCCAGC 

 
ตารางที่ 3 องค์ประกอบและสภาวะในการทํา PCR  
 

Reaction (50 ul) Condition 

1X buffer  
1.5 mM MgCl2

   

200 μM dNTPs   
0.5 pmol each primers 
0.04 unit/ μl of Taq 
2 μl of DNA template  

         Start 95 °C 10 min      1 cycle 
         Denaturation   95 °C   1 min  
         Annealing        55 °C  40 sec        35  cycles     
         Extension         72°C    1 min  
 
         Final Extension 72 °C 5 min 

  
ตารางที่ 4 องค์ประกอบและสภาวะในการโคลนยีน  

Reaction (30 ul) Volume 

plasmid pTZ57R/T (0.17 pmol ends) 
5X Ligation Buffer 
PCR product  
Water, nuclease free 
T4 DNA Ligase 

3 μl 
6 μl 
3 μl 

to 29 μl 
1 μl 

 

นํา reaction ทั้งหมด incubate ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง หลังจากน้ันนําไป transform เข้า
สู่เช้ือ competent cell E. coli (DH5-α) ที่ได้เตรียมไว้แล้วโดยชุดเตรียม competent cell สําเร็จรูป (Z 
competentTm ; Zymo Research) ขั้นตอนการ transform ดําเนินการดังน้ีคือ ใช้ plasmid ที่ได้ตัดต่อยีน
ไว้แล้วปริมาณ 5 μl ใส่ลงใน competent cell E. coli (DH5-α) ผสมให้เข้ากันโดยการใช้ pipette โดย
กระบวนการทั้งหมดทําในภาชนะที่ใส่นํ้าแข็ง จากน้ันนําไปบ่มในน้ําแข็งประมาณ 1 นาที หลังจากน้ันเจือจาง 
competent cell ที่ transformed แล้วด้วย Lauryl Tryptose Broth 500 μl แล้วใช้เช้ือปริมาณ 100 μl 
นําไป spread ลงบน Tryptic Soy Agar (TSA) ที่มียา ampicillin (100 μg/ml) ผสมอยู่ โดย spread plate 
อย่างน้อย 3 plate นําไปบ่มที่อุณหภูมิ 95 °C  เป็นเวลา 18- 24 ช่ัวโมง หลังจากน้ันคัดเลือกโคโลนีที่สามารถ
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เจริญในอาหารที่ผสมยา ampicillin ได้ นํามาทําให้บริสุทธ์ิเพ่ือทดสอบว่าได้รับ plasmid ที่มียีนที่ต้องการ
แทรกอยู่หรือไม่    
 
3.7 การคัดเลือกโคลนที่มียีนควบคุมการสร้าง AMP จาก bacterial clone  
  การตรวจสอบโคลนที่ได้ทําโดยใช้เทคนิคการทํา direct PCR จากโคโลนีของแบคทีเรีย โดยการ
คัดเลือกโคโลนีที่สามารถเจริญบนอาหาร TSA ที่ผสมยา ampicillin โดยใช้ปลายของ เข็มเขี่ยเช้ือเลือกเช้ือแต่
ละโคโลนี โดยคัดเลือกมาแบบสุ่มประมาณ 50 โคโลนี แล้วนํามา streak ลงบน TSA ที่ผสมยา ampicillin 
ใหม่อีกครั้ง นําไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 18- 24 ช่ัวโมง หลังจากน้ันทําการทดสอบแต่ละโคลนโดย
การใช้ปลายไม้จิ้มฟันที่ผ่านการฆ่าเช้ือแล้วป้ายเช้ือแต่ละโคโลนีมาเล็กน้อยนําไปทํา PCR ด้วย primers AMP-
4 ร่วมกับ primer ต่อบริเวณ linker ที่เช่ือมต่อกับสาย oligo (dT) 
 
3.8 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด์ และจัดทํา phylogenetic tree 
 โคลนที่ให้ผลบวกจากผลการตรวจสอบด้วย PCR จะสกัดเอา plasmid โดยชุดสกัด plasmid 
(NucleoSpin Plasmid Miniprep kit; Macherey-Nagel: Germany) จากโคลนน้ันเพ่ือไปทําการศึกษาเพ่ือ
หาลําดับของนิวคลีโอไทด์ โดยส่งไปทําการหาลําดับนิวคลีโอไทด์ยังต่างประเทศ ผลของลําดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้
จะนํามา blast  เพ่ือเปรียบเทียบความเหมือนกับฐานข้อมูลยีนที่ควบคุมการสร้าง AMP ใน GenBank ต่อไป   
 
3.9 การสังเคราะห์เปปไทด์ 
 การสังเคราะห์เปปไทด์ ทําโดยการวิเคราะห์หาลําดับกรดอะมิโนที่แปลงมาจากลําดับนิวคลีโอไทด์ 
ของยีนที่ตรวจพบ โดยใช้โปรแกรมจากฐานข้อมูล the antimicrobial peptides database 
(http://aps.unmc.edu/AP/main.php) ทําการวิเคราะห์คุณสมบัติของเปปไทด์เป็นช่วง ๆ เพ่ือตรวจสอบว่า
บริเวณใดของลําดับกรดอะมิโนน้ันมีคุณสมบัติที่จะเป็น AMP ได้ โดยการเน้นไปที่ความสามารถในการจับกัน
โครงสร้าง α-helix ได้ และมีโมเลกุลที่มีคุณสมบัติเป็น hydrophobic จากนั้นจึงนําลําดับกรดอะมิโนที่ได้
ส่งไปสังเคราะห์ยังต่างประเทศ  
 
3.11 การทดสอบประสิทธิภาพต่อเชื้อแบคทีเรีย 
 การทดสอบประสิทธิภาพของเปปไทด์ในการฆ่าแบคทีเรีย จะทําการทดสอบหาค่าความเข้มข้นตํ่าสุดที่
สามารถยับย้ังแบคทีเรียได้ (minimal inhibitory concentration: MIC) ด้วยเทคนิค micro broth dilution 
test ใน 96 well plate โดยมีรายละเอียดดังน้ี เตรียมแบคทีเรียที่ใช้สําหรับการทดสอบ ได้แก่ E. coli (ATCC 
25922), S. aureus (ATCC 25923), Ps. aeruginasa (ATCC 27853), K. pneumoniae (ATCC 700603), 
และ S. Typhimurium (isolated strain) โดยใช้แบคทีเรียที่มีอายุประมาณ 18-20 ช่ัวโมง นํามาปรับความ
ขุ่นด้วยเครื่อง densitometer ให้ได้ความขุ่นเท่ากับ 0.5 McFarland ซึ่งจะมีแบคทีเรียอยู่ปริมาณ 1-2 x 108 
CFU/ml หลังจากน้ันเจือจางแบคทีเรียด้วยนํ้าเกลือ 0.85 % ในอัตราส่วน 1: 100 จะทําให้ได้แบคทีเรีย
ประมาณ 1-2 x 106 CFU/ml ปริมาตรของแบคทีเรียที่ใช้คือ 50 μl เมื่อรวมกับปริมาตรของอาหารและเปป
ไทด์ แล้วจะมีปริมาตรรวมเท่ากับ 200 μl /well ซึ่งจะทําให้ได้ความเข้มข้นของแบคทีเรียที่ทดสอบอยู่ที่
ประมาณ 5 x104 CFU/well หลังจากน้ันนําไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 18- 24 ช่ัวโมง จึงนํามาอ่านผล 
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บทที่ 4 
  

ผลการทดลอง 
 

4.1 การสร้าง cDNA และการโคลน   
การค้นหาเป้ามหมายที่เป็นยีนที่ควบคุมการสร้าง AMP ในตัวอ่อนด้วงมูลสัตว์ โดยเก็บตัวอย่างตัวอ่อน

ด้วงมูลสัตว์จากกองมูลโคจากภายในฟาร์มของมหาวิทยาลัยทักษิณ (รูปที่ 5) หลังจากฉีดตัวอ่อนด้วย LPS เป็น
เวลา 24 ช่ัวโมงและนํามาสกัด RNA สร้างสาย first strand cDNA ด้วย Oligo (dT)18 primer linker และใช้
เทคนิค RACE โดย primers ที่ออกแบบสําหรับยีนในกลุ่ม AMP ที่เคยมีรายงานในด้วงมูลสัตว์ สําหรับสร้าง
สาย second strand DNA  

ผลการทดสอบของผู้วิจัยพบว่ามี primers จํานวน 1 เส้น คือ AMP-4 (ตารางที่ 2) สามารถเพ่ิม
จํานวนยีนในตัวอ่อนด้วงมูลสัตว์ที่ผู้วิจัยได้ immunized ด้วย Lipopolysaccharide (LPS) ของแบคทีเรีย 
โดยพบระดับการแสดงออกที่เพ่ิมมากขึ้นในตัวอย่างที่ได้รับการ immunized ด้วย LPS ในขณะที่ตัวอย่าง 
control พบการแสดงออกเพียงเล็กน้อย โดยตัวอย่างของ DNA ที่เพ่ิมจํานวนได้มีขนาดประมาณ 400 bp (รูป
ที่ 6)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 5 ตัวอย่างตัวอ่อนของด้วงมูลสัตว์ที่เก็บจากมูลโค ลักษณะก้อนมูลที่มีตัวอ่อนอยู่ภายใน และแสดง
ลักษณะของตัวอ่อนที่เมื่อส่องดูด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบสเตริโอ  

 
รูปที่ 5 ผลการทํา RT-PCR จาก RNA ที่สกัดจากตัว
อ่อนด้วงมูลสัตว์ที่ฉีดด้วย LPS และไม่ได้ฉีดด้วย LPS 
นํามาเพ่ิมจํานวนสาย first strand cDNA ด้วย 
primers จํานวน 4 เส้น  

 
 

แถวที่ 1 primer AMP-4: LPS –  แถวที่ 2 primer AMP-4: LPS + 
แถวที่ 3 primer AMP-3: LPS -  แถวที่ 4 primer AMP-3: LPS +  
แถวที่ 5 primer AMP-2: LPS -  แถวที่ 6 primer AMP-2: LPS +  
แถวที่ 7 primer AMP-1: LPS -  แถวที่ 8 primer AMP-1: LPS +  
แถวที่ 9 Negative control 
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  ตัวอย่าง DNA ที่เพ่ิมจํานวนได้จะนําไปโคลนเข้าสู่ plasmid และ transform เข้าสู่เช้ือ E. coli 
หลังจากน้ันตรวจสอบโคลนที่มี insert ยีนที่ต้องการโดยเทคนิค PCR ด้วย primer AMP-4 และ primer ที่
จําเพาะกับ linker ผลการศึกษาพบว่าจากการสุ่มทดสอบจากจํานวนโคลนทั้งหมด 30 โคลน พบว่ามีทั้งหมด 6 
โคลนที่ให้ผลบวกโดยให้แถบ DNA ที่มีขนาดประมาณ 400 bp (รูปที่ 7) 
 
 
 
 
 
 
 
  

 
 
 
 
รูปที่ 7 ผลการโคลนยีนและทดสอบโคลนที่มี insert gene; A. ขั้นตอนการโคลนยีน; B. ผลการสุ่มตรวจสอบ
โคลนที่มี insert gene; C. โคโลนีของ E. coli ที่เจริญใน ampicillin  

 
 

4.2 ผลการวิเคราะห์เปรียบเทียบความคล้าย (identity) ของลําดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนกับ AMP 
ที่พบในด้วงชนิดอ่ืน   

ตัวอย่างแบคทีเรียทั้ง 6 โคลนจะนํามาสกัด plasmid และนําส่งไปวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์       
และวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้โดยการเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล GenBanK และนําข้อมูลนิวคลีโอไทด์ที่
ได้มาจัดทํา alignment โดยโปรแกรม Bioedit และ และจัดทํา phylogenetic tree ด้วยโปรแกรม MEGA 5 
ตามวิธี Neighbor-joining method (1,000 bootstrap) 

ผลการศึกษาความคล้ายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทด์ (nucleotide identities) ของ DNA ที่ได้จาก
ทั้ง 6 โคลน เปรียบเทียบกับ AMP ที่พบในแมลงกลุ่มด้วงที่ใกล้เคียงกันมีค่าอยู่ระหว่าง 15 ถึง 96% โดยมี
ความคล้ายกับ coprisin ประมาณ 96% ซึ่ง coprisin เป็น AMP ที่มีรายงานพบใน Copris tripartitus 
(EF208958) นอกจากน้ียังพบว่ามีลําดับนิวคลีโอไทด์ที่คล้ายคลึงกับ AMP ที่พบในด้วงชนิดอ่ืน ๆ ได้แก่ 
defensin A (36%) ที่พบใน Anomala cuprea (AB176885), defensin B (30%) ที่พบใน Anomala 
cuprea  (AB176887), rhinoceros defensin (20%) ที่พบใน Oryctes rhinoceros (AB011245), และ 
defensin-2 (15%) ใน Pediculus humanus corporis  (XM_002432574) (รูป 8) 
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รูปที่ 8 Phylogenetic tree ของ DNA ที่โคลนได้จากตัวอ่อนด้วงมูลสัตว์ (AMP4-clone 1) แสดงให้เห็นถึง
ความคล้ายกับยีนควบคุมการสร้าง AMP จากด้วงชนิดต่าง ๆ (Neighbor-joining 1,000 bootstrap) 
 
 ผลการเปรียบเทียบความคล้ายคลึงของลําดับกรดอะมิโน ซึ่งได้จากการแปลรหัสจาก DNA ที่โคลนได้
จากตัวอย่างตัวอ่อนด้วงมูลสัตว์กับ AMP ที่สืบค้นจากฐานข้อมูล พบว่าลําดับกรดอะมิโนที่พบมีความ
เหมือนกับ coprisin มากที่สุด (98%) และมีความเหมือนกับกัน defensin A (54%) ที่พบใน Anomala 
cuprea (AB176885), defensin B (50%) ที่พบใน Anomala cuprea  (AB176887), rhinoceros 
defensing (44%) ที่พบใน Oryctes rhinoceros (AB011245), และมีความคล้ายคลึกกับ defensin-2 ใน
Pediculus humanus corporis (XM_002432574) 29% นอกจากน้ีพบว่า AMP ทั้งหมดที่นํามา
เปรียบเทียบมีบริเวณอนุรักษ์ (conserve) ร่วมกันที่ตําแหน่งกรดอะมิโนลําดับที่ 65-110 ซึ่งคาดว่าจะเป็น
ตําแหน่งของการออกฤทธ์ิของ AMP (รูปที่ 9) 
 

 
 
รูปที่ 9 ผลการวิเคราะห์เปรียบเทียบความคล้ายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโนที่ได้จากการแปลรหัสของ DNA 
ที่โคลนได้จากตัวอย่างตัวอ่อนด้วงมูลสัตว์เปรียบเทียบกับกรดอะมิโนที่ได้จาก AMP ชนิดอ่ืน ๆ (กรดอะมิโนใน
กรอบแสดงถึงบริเวณอนุรักษ์ของกรดอะมิโน)  
 
 



15 
 

4.3 การวิเคราะห์หาลาํดับกรดอะมิโนจากการแปลรหัสนิวคลีโอไทด์และวิเคราะห์ลําดับกรดอะมิโนที่มี
แนวโน้มเปน็ AMP  
 จากลําดับของนิวคลีโอไทด์ที่ได้จากการโคลน นํามาแปลเป็นกรดอะมิโนโดยใช้โปรแกรม MEGA 5 
พบว่า DNA ขนาด 382 bp (ตัดบริเวณของ plamid ออกไป) ที่ได้น้ันประกอบด้วย 1 Open Reading 
Frame (ORF) โดย start condon อยู่ที่ตําแหน่งนิวคลีโอท์ลําดับที่ 51 โดยที่บริเวณปลาย 5’ จะ
ประกอบด้วยนิคลีโอไทด์ที่ไม่ได้เก่ียวข้องกับการสร้างเปปไทด์ (untranslated region) ประมาณ 50            
นิวคลีโอไทด์ ผลการวิเคราะห์กรดอะมิโนพบว่าประกอบด้วยกรดอะมิโนทั้งหมด 80 กรดอะมิโน นํ้าหนัก
โมเลกุลขนาดประมาณ 10.18 kDa ประกอบด้วยกรดอะมิโนที่มีคุณสมบัติเป็น hydrophilic 19%, 
hydrophobic 47% มีค่า Isoelectric Point เท่ากับ 8.6 มคี่าประจุรวมเท่ากับ +5.5 (รูปที่ 10 )   
  
 

 
 

 
รูปที่ 10 A. ผลการวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์และการแปลรหัสเป็นกรดอะมิโนของ DNA ที่ clone ได้จากตัว
อ่อนด้วงมูลสัตว์  (กรดอะมิโนที่ขีดเส้นใต้เป็นลําดับที่นําไปสังเคราะห์เพ่ือทดสอบคุณสมบัติการยับย้ังเช้ือ
แบคทีเรีย, B. ผลการวิเคราะห์คุณสมบัติ hydrophobicity ของกรดอะมิโนทั้งหมด, C. ผลการวิเคราะห์ค่า 
isoelectric point ของสายเปปไทด์  
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การวิเคราะห์ลําดับกรดอะมิโนทั้งสายเพ่ือพิจารณาหาบริเวณของสายเปปไทด์ที่คาดว่าจะมีคุณสมบัติ
ของ AMP โดยอาศัยคุณสมบัติของกรดอะมิโนที่เป็นกลุ่ม hydrophobic และเป็น positive charge ด้วย
โปรแกรมวิเคราะห์ EMBOSS Pepinfo (http://www.ebi.ac.uk/Tools/seqstats/emboss_pepinfo/) 
พบว่ากรดอะมิโนที่อยู่ในลําดับที่ 59-67 มีคุณสมบัติดังกล่าว (รูปที่ 11)  

 
รูปที่ 11 ผลการวิเคราะห์คุณสมบติของกรดอะมิโนในสายเปปไทด์ของกรดอะมิโนลําดับที่ 59-67, A. ลําดับ
ของกรดอะมิโนที่มีคุณสมบัติเป็น polar residues, B. ลําดับของกรดอะมิโนที่ขั้ว (charged residues), C. 
ลําดับของกรดอะมิโนที่เป็นประจุบวก (positive residues), กรดอะมิโนที่มีคุณสมบัติร่วมกันของ 
hydrophobicity และเป็น positive charge (กรอบสี่เหลี่ยม)  

 

  ผลการศึกษาพบว่าลําดับของกรดอะมิโนคือ NH2-L-L-C-I-A-L-R-K-K-CooH (รูปที่ 9) ให้ผลการ
วิเคราะห์ว่ามีความเป็นไปได้ที่จะมีคุณสมบัติของกรดอะมิโน โดยมี molecular weight ประมาณ 1.8 kDA 
และมีกรดอะมิโนที่มีคุณสมบัติเป็น hydrophobic ทั้งหมด 66 % ซึ่งคาดว่าเปปไทด์น้ีจะสามารถแทรกตัวเข้า
สู่เซลล์เมมเบรนของแบคทีเรียได้ดี นอกจากน้ีเปปไทด์เป็น cationic peptide มีประจุเป็นบวก (net charge 
+3) ซึ่งผลการวิเคราะห์แสดงให้เห็นว่าเปปไทด์อาจจะมีความสามารถมาจับเมมเบรนของแบคทีเรียที่มีประจุ
เป็นลบได้ นอกจากน้ีผลการวิเคราะห์เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล AMP พบว่าเปปไทด์ที่คัดเลือกมามีความคล้าย
กับ Japonicin-1Npb (FVLPLVMCKILRKC) ประมาณ 46.66% โดย Japonicin-1Npb เป็น AMP ที่แยกได้
จากบชนิดหน่ึง (Nanorana parkeri) ในประเทศจีน นอกจากน้ียังมีความคล้ายกับ Mastoparan 
(INLKAIAALAKKLL) ประมาณ 42.85% โดย Mastoparan เป็น AMP ที่แยกได้จากตัวต่อ (Vespa 
mandarinia) และมีความคล้ายกับ Hyposin-H2 (LRPAFIRPKGK) มีความคล้ายกันประมาณ 41.66% เป็น 
AMP ที่แยกได้จากผิวหนังกบ (Phyllomedusa hypochondrialis) ดังน้ันการศึกษาน้ีจึงได้เลือกเอาช่วง
กรดอะมิโนดังกล่าวเพ่ือสังเคราะห์เป็นเปปไทด์สําหรับการทดสอบคุณสมบัติการฆ่าเช้ือแบคทีเรียต่อไป  
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4.4 การทดสอบประสิทธิภาพการยับย้ังการเจริญของแบคทีเรีย 
 การทดสอบประสิทธิภาพของ AMP ที่ได้จากกระบวนการสังเคราะห์ ได้แก่ AMP4-1 (NH2-L-L-C-I-
A-L-R-K-K-CooH) เปรียบเที่ยบกับ coprisin (NH2-L-H-C-I-A-L-R-K-K-CooH) และ definesin (NH2-A-L-
Y-L-A-I-R-K-R-COOH) ซึ่งใช้เป็น control สําหรับการศึกษาครั้งน้ี โดยเปปไทด์สั้งเคราะห์ทั้งหมดมีความ
บริสุทธ์ิที่ 95.5% การทดสอบประสิทธิภาพทําโดยวิธีการหาค่า (MIC โดยการเตรียมความเข้มข้นของ AMP 
และเจือจางแบบ 2 fold dilution ต้ังแต่ความเข้มข้น 500-0.24  μg/ml ทําการทดสอบกับแบคทีเรีย 5 ชนิด
ได้แก่ E. coli (ATCC 25922), S. aureus (ATCC 25923), Ps. aeruginasa (ATCC 27853),                   
K. pneumoniae (ATCC 700603), และ S. Typhimurium (isolated strain)  โดยเตรียมความทําการ
ทดสอบที่ความเข้มข้นต้ังแต่  
 ผลการทดสอบพบว่าค่า MIC ของ AMP4-1 ต่อเช้ือ E. coli (ATCC 25922), คือ 7.8 μg/ml, ค่า 
MIC ของ AMP4-1 ต่อเช้ือ Ps. aeruginosa (ATCC 27853) คือ 15.6 μg/ml และค่า MICของ AMP4-1 ต่อ
เช้ือ S. Typhimurium คือ 31.25 μg/ml ในขณะท่ีค่า MIC ของ AMP4-1 ต่อเช้ือ K. pneumonia,          
S. aureus น้ันมีค่ามากกว่า 500 μg/ml (ผลการทดสอบแสดงในตารางที่ 5) 
 
ตารางที่ 5 ผลการทดสอบหาค่าความเข้มขน้ตํ่าสุด (μg/ml) ของเปปไทด์สังเคราะห์ต่อเช้ือแบคทีเรีย 5 ชนิด 
  

AMP E. coli 
(ATCC 25922) 

Ps. aeruginosa 
(ATCC 27853) 

S. Typhimurium 
(isolated strain) 

K. pneumoniae 
(ATCC 700603) 

S. aureus 
(ATCC 25923) 

COP-1:  
LLCIALRKK 

7.8 15.6 31.25 >500 >500 

Coprisin:  
LHCIALRKK 

>500 >500 250 >500 >500 

Defensin: 
 LYLAIRKR 

31.25 >500 >500 125 125 
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บทที่ 5 
  

วิจารณ์และสรุปผลการทดลอง 
การศึกษาลักษณะของยีนที่ควบคุมการสร้าง AMP จากตัวอ่อนด้วงมูลสัตว์ในครั้งน้ีพบยีนที่คาดว่าจะ

เก่ียวข้องกับการสร้าง AMP หน่ึงยีนซึ่งเมื่อศึกษาเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด์กับยีนที่เก่ียวข้องกับการสร้าง 
AMP จากแมลงในกลุ่มที่ใกล้เคียงกันพบว่า ยีนที่โคลนได้มีความคล้ายกับ coprisin ซึ่งเป็น AMP ที่พบในด้วง
มูลสัตว์ (Copris tripartitus) (Lee, et al., 2013) ในการศึกษานี้มีข้อจํากัดบางประการคือการจําแนก 
species ของตัวอ่อนด้วงมูลสัตว์น้ันกระทําได้ยากจําเป็นต้องอาศัยผู้เช่ียวชาญเฉพาะ แต่จากการตรวจดูจาก
ลักษณะของตัวเต็มวัยจากการฟักจากก้อนมูลพบว่าด้วงมูลสัตว์ที่พบอาจจะเป็นด้วงในกลุ่ม Copris spp. ซึ่ง
สอดคล้องกับผลการวิเคราะห์ลําดับของยีน AMP ที่โคลนได้ที่มีความคล้ายคลึงกับ coprisin มากที่สุด  

การวิจัยน้ีไม่ได้เริ่มต้นจากการศึกษาโดยการสกัดสารออกฤทธ์ิที่เป็น AMP จากตัวอ่อนด้วงมูลสัตว์
โดยตรง ดังเช่นในการศึกษากลุ่มของสัตว์ชนิดอ่ืน ๆ (Cytrynska, et al., 2007; Hara, et al., 1995; Villa-
Hernandez, et al., 2009) แต่ใช้แนวทาง genetic deduction โดยการแปลรหัสจาก DNA ที่โคลนได้ ซึ่ง
แนวทางน้ีทําได้ง่ายกว่า และในกรณีที่มีข้อจํากัดสําหรับการสกัดและการแยกโปรตีนให้บริสุทธ์ิ แต่ก็อาจจะมี
ข้อเสียเน่ืองจากยีนที่โคลนได้อาจจะไม่ได้มีความสัมพันธ์กับการแสดงออกของโปรตีนในขณะนั้น ดังน้ันวิธีการ
กระตุ้นตัวอย่างโดยแบคทีเรียหรือองค์ประกอบของแบคทีเรียจะเป็นวิธีการสําคัญที่จะช่วยลดโอกาสผิดพลาด
ดังกล่าวลงไปได้ ซึ่งการศึกษาในหลาย ๆ รายงานก็มีการใช้เช้ือแบคทีเรียโดยเฉพาะแบคทีเรียแกรมลบ กระตุ้น
ให้ตัวอ่อนของด้วงหรือหนอนผีเสื้อสร้าง AMP ออกมา และเปรียบเทียบลักษณะการแสดงออกของยีนที่เกิดขึ้น
ว่ามีความแตกต่างกันอย่างไร (Hara & Yamakawa, 1995; Ishibashi, et al., 1999) สําหรับการศึกษานี้
เลือกใช้ LPS ที่สกัดจากแบคทีเรียแกรมลบ ซึ่งพบว่าสามารถกระตุ้นให้ตัวอ่อนสร้าง AMP ออกมาได้เช่นกัน 
ซึ่งมีรายงานก่อนหน้าน้ีแสดงให้เห็นว่า LPS สามารถกระตุ้นให้เซลล์เม็ดเลือดขาวในแมลงหว่ี (Drosophila) 
สร้าง AMP ออกมาป้องกันตนเองได้ (Lemaitre, et al., 1997) นอกจากน้ียังพบว่า LPS สามารถกระตุ้นการ
สร้าง AMP ใน human sebocyte ด้วย (Nagy, et al., 2006)  

การศึกษาลําดับกรดอะมิโนเพ่ือนําไปสังเคราะห์เป็นเปปไทด์และนําไปทดสอบความสามารถยับย้ังการ
เจริญของแบคทีเรีย การเลือกบริเวณของเปปไทด์เพ่ือนําไปสังเคราะห์น้ันจําเป็นต้องพิจารณาถึงขนาดของ 
AMP น้ันด้วย เน่ืองจากเปปไทด์ที่มีขนาดยาวอาจจะมีความเป็นแอนติเจนและกระตุ้นให้ร่างกายตอบสนอง
ทางภูมิคุ้มกันได้ดีกว่าเปปไทด์สายสั้น หรืออาจกระตุ้นให้เกิดภาวะของภูมิแพ้ได้ (Bradshaw, 2003; Fritz, et 
al., 2004; Steward, et al., 1991) ในการศึกษานี้จึงวิเคราะห์เพ่ือจะเลือกเอาช่วงของเปปไทด์ที่มีขนาดสั้น
ที่สุด ที่คาดว่าจะมีคุณสมบัติยับย้ังเช้ือ ซึ่งพบว่าเปปไทด์ที่เลือกมามีความสามารถในการยับย้ังแบคทีเรียได้บาง
ชนิด (ตารางที่ 4) จากการศึกษาเปปไทด์จากช่วงที่นํามาสังเคราะห์พบว่ามีความแตกต่างจาก coprisin เพียง
ลําดับของกรดอะมิโนเพียงตัวเดียวในตําแหน่งที่ 2 จากปลาย NH2 คือเปลี่ยนจาก Lysine เป็น Histidine จาก
ผลการทดสอบพบว่าการเปลี่ยแปลงของลําดับกรดอะมิโนเพียง 1 ตําแหน่งก็ส่งผลถึงประสิทธิภาพต่อการ
ยับย้ังเช้ือได้ ซึ่งคาดว่าเกิดจากการท่ีกรดอะมิโน Lysine น้ันมีส่วน side chain ที่มีความเป็น hydrophobic 
ที่มากกว่า อาจเป็นไปได้ที่ทําให้ส่วน hydrophobic side chain ของเปปไทด์ สามารถแทรกตัวเข้าไปใน 
hydrophobic core ของ outer membrane ของแบคทีเรียได้ดีกว่า coprisin ที่ประกอบด้วย Histidine ซึ่ง
เป็นไปตามการอธิบายกลไกลการทํางานของเปปไทด์ในแบบ carpet model (Brogden, 2005)  
 แม้ว่าการศึกษานี้จะสามารถโคลนยีนที่เก่ียวข้องกับการสร้าง AMP จากตัวอ่อนด้วงมูลสัตว์ได้และแม้
จะพบว่ามีความแตกต่างกันกับ coprisin ที่เคยมีรายงานในก่อนหน้าน้ี แต่ก็พบว่าเป็นความแตกต่างเพียงส่วน
น้อยมาก และจะเห็นว่าในตําแหน่งที่คาดว่าจะเป็นบริเวณ active site น้ันเป็นบริเวณอนุรักษ์ที่เหมือนกันใน 
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AMP ที่พบในแมลงกลุ่มด้วงปีกแข็งเป็นส่วนใหญ่ (รูปที่ 8) ดังน้ันการที่จะศึกษาเพ่ือค้นพบ AMP ชนิดใหม่ 
อาจจะต้องอาศัยแนวทางอ่ืน ๆ เพ่ิมเติมเช่นการศึกษาสารสกัดโดยตรง และวิเคราะห์ถึงลําดับกรดอะมิโน 
ร่วมกับการใช้แนวทางการวิเคระห์การแสดงออกของยีนจํานวนมาก ซึ่งเทคนิคดังกล่าวจําเป็นต้องอาศัย
เครื่องมือและเงินทุนที่สูง  
   โดยสรุปผลการศึกษาในครั้งน้ีพบว่าสามารถโคลนยีนที่เก่ียวข้องกับการสร้าง AMP ซึ่งเมื่อวิเคราะห์
ลําดับนิวคลีโอไทด์แล้วพบว่ายีนที่ได้มีความคล้ายคลึงกับ coprisin ที่พบในด้วง Copris tripartitus มากที่สุด      
การทดสอบประสิทธิภาพในการยับย้ังแบคทีเรียแกรมลบได้ดี โดยพบว่าเปปไทด์ที่ได้สามารถยับย้ังเช้ือ E .coli, 
Ps. aeruginosa และ S. Typhimurium ได้ การโคลนยีนเป็นข้อมูลในเบ้ืองต้นซึ่งจะนําไปสู่การพัฒนา
การศึกษาในระดับต่อไป เช่นการศึกษาการแสดงออก ซึ่งหากปฏิบัติได้จะเป็นการช่วยลดต้นทุนลงได้อย่างมาก 
เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการสังเคราะห์สายเปปไดท์ซึ่งมีต้นทุนที่สูงมาก นอกจากน้ีข้อมูลที่ได้เป็นแนวทางสําคัญ
ที่จะปรับปรุงสายเปปไทด์ที่ได้โดยการดัดแปลงโมเลกุลบางส่วนเพ่ือให้เปปไทด์น้ันมีประสิทธิภาพในการฆ่า
แบคทีเรียได้ดี และกว้างขวางขึ้น    
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