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บทที ่1 
บทนํา 

 
1.1. ความสําคญัและทีม่าของปัญหาทีท่าํการวจัิย   
 

ในขณะท่ีนกัวิจยัทัว่โลกโดยเฉพาะในแถบเอเชีย กาํลงัคิดคน้หรือหาวิธีจดัการกบัเช้ือไวรัส

ไขห้วดันกท่ีแพร่ระบาดอย่างกวา้งขวางรวมถึงในประเทศไทย การแพร่ระบาดน้ีก่อให้เกิดความ

เสียหายต่อชีวิตและเศรษฐกิจเป็นจาํนวนมาก การอุบติัข้ึนของเช้ือไวรัสไขห้วดัสายพนัธ์ุใหม่หรือ

ไขห้วดั 2009 ก็ไดน้าํมาซ่ึงความหวาดกลวัและต่ืนตระหนกอีกคร้ัง เน่ืองจากเช้ือไวรัสไขห้วดัสาย

พนัธ์ุใหม่น้ีมีลกัษณะใกลเ้คียงกบัสายพนัธ์ุท่ีเคยระบาดอย่างรุนแรงในปี 1918 หรือท่ีเรียกกนัว่า

ไขห้วดัใหญ่สเปน (Spanish Flu) ท่ีไดค้ร่าชีวิตประชากรโลกเป็นจานวนมากถึง 40 ลา้นคน แมว้่า

การแพร่ระบาดของไขห้วดัสายพนัธ์ุใหม่ 2009 จะไม่รุนแรงมากนกัเม่ือเทียบกบัไขห้วดัใหญ่สเปน 

อยา่งไรกต็าม องคก์ารอนามยัโลกไดพ้ยากรณ์ว่าการแพร่ระบาดของเช้ือไวรัสไขห้วดัสายพนัธ์ุใหม่

น้ีอาจมีระดบัความรุนแรงเพิ่มข้ึนเร่ือยๆ ในอนาคต เน่ืองจากเช้ือไวรัสมีการกลายพนัธ์ุสูงและมี

วิวฒันาการการเปล่ียนแปลงอยูต่ลอดเวลา ดงันั้นจึงเป็นเร่ืองสาํคญัอย่างยิ่งท่ีจะตอ้งทาํความเขา้ใจ

ถึงกลไกหรือกระบวนการแพร่พนัธ์ุของเช้ือไวรัสไขห้วดัใหญ่ รวมถึงการศึกษาพฒันาหรือคิดคน้ยา

ชนิดใหม่ท่ีมีประสิทธิภาพในการรักษาไขห้วดัใหญ่ต่อไป 

 โรคไขห้วดัใหญ่ (influenza) ติดต่อและแพร่กระจายโรคไดท้ัว่ไปในคน ส่วนโรคไขห้วดั

นก (bird flu หรือ avian influenza) เป็นช่ือโรคท่ีเรียกตามสาเหตุของพาหะท่ีทาํใหเ้กิดโรค เพราะ

ไดรั้บเช้ือจากสัตวปี์กคือ นก เป็นตวัแพร่เช้ือมาสู่คน ทั้งน้ีไวรัสท่ีก่อให้เกิดโรคไขห้วดัทั้งสองเป็น

เช้ือไวรัสในกลุ่มเดียวกนั คือ influenza virus A ซ่ึงอยูใ่นตระกลู Orthomyxoviridae genus (Cross, 

Burleigh et al. 2001) เช้ือไวรัส Influenza type A สามารถแบ่งออกเป็น subtype ตามชนิดของ

แอนติเจนฮีแมกกลูตินิน (hemagglutinin; HA) และ นิวรามินิเดส (neuraminidase; NA) โดยท่ีฮี

แมกกลูตินินสามารถแบ่งไดเ้ป็น subtype ต่าง ๆ ได ้16 ชนิด และ นิวรามินิเดส สามารถแบ่งไดเ้ป็น 

subtype ต่าง ๆ ได ้9 ชนิด (Tobita 1997)  กระบวนการแพร่พนัธ์ุของเช้ือไขห้วดันั้น เร่ิมตน้จากไกล

โคโปรตีนฮีแมกกลูตินินของอนุภาคไวรัสยดึเกาะกบัตวัรับของโฮสตซ่ึ์งประกอบดว้ยกรดไซแอลิก 

(sialic acid, SA) เช่ือมต่อกบันํ้ าตาลกาแลกโตส (galactose, Gal) หากโปรตีนฮีแมกกลูตินินจบักบั

ตวัรับบนผิวของโฮสตไ์ดดี้ เช้ือจะแพร่เขา้สู่ร่างกายโฮสตไ์ดง่้ายมีการกระจายของเช้ืออยา่งรวดเร็ว
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ในทางตรงกนัขา้มหากโปรตีนไม่สามารถยึดเกาะกบัตวัรับบนผิวของโฮสตไ์ด ้การแพร่เขา้สู่เซลล์

ของเช้ือไวรัสกจ็ะไม่เกิดข้ึน นอกจากฮีแมกกลูตินิน แลว้ ไกลโคโปรตีนนิวรามินิเดส และ เมมเบรน

โปรตีนไอออนแชนแนลหรือ M2 chanel ยงัมีบทบาทสาํคญัในกระบวนการเพิ่มจาํนวนเซลลข์อง

เช้ือไวรัส โดยไกลโคโปรตีนนิวรามินิเดสมีหนา้ท่ีตดัหมู่กรดไซแอลิกของตวัรับท่ียึดเกาะไวรัสไว ้

เพื่อปลดปล่อยอนุภาคไวรัสตวัใหม่ออกจากเซลลเ์ร่ิมตน้ และแพร่กระจายไปสู่เซลลอ่ื์นๆ ต่อไป 

ส่วน M2 ทาํหนา้ท่ีลอกเยือ่หุ้มเมมเบรนของไวรัสโดยการลาํเลียงโปรตอนผา่นแชนแนลเขา้สู่เซลล์

ไวรัส (Cross, Burleigh et al. 2001) 

ในปัจจุบนัมียารักษาไขห้วดัใหญ่เพียง 4 ชนิด เท่านั้นท่ีผา่นการรับรองจากองคก์ารอาหาร

และยาของสหรัฐอเมริกา ได้แก่ อะแมนตาดีน ไรแมนตาดีน โอเซลทามิเวียร์ และซานามิเวียร์ 

สําหรับยา 2 ชนิดแรกนั้นถูกพฒันาข้ึนเพื่อป้องกนัการทาํงานของโปรตีน M2 ในขณะท่ียาอีก 2 

ชนิดถูกคิดคน้ข้ึนเพื่อใชข้ดัขวางการทาํงานของโปรตีนนิวรามินิเดส อยา่งไรกต็ามการใชย้าดงักล่าว

ไดก่้อให้เกิดปัญหาการด้ือยาสูง โดยเฉพาะอะแมนตาดีนและไรแมนตาดีน พบว่ามีอตัราการด้ือยา

สูงถึง 90 % (De Clercq and Neyts 2007) ดงันั้นจึงจาํเป็นอยา่งยิง่ท่ีจะตอ้งมีการพฒันายาท่ีออกฤทธ์ิ

ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพต่อเป้าหมายใหม่ ดว้ยบทบาทท่ีสาํคญัของโปรตีนฮีแมกกลูตินินทาํให้เป็น

เป้าหมายในการผลิตหรือคิดคน้ยาสําหรับรักษาเช้ือไวรัสไขห้วดั ปัจจุบนัยงัไม่มีรายงานว่ามียาท่ี

ผา่นการรับรองจากองคก์ารอาหารและยาสหรัฐอเมริกาว่าสามารถออกฤทธ์ิขดัขวางหรือยบัย ั้งการ

ทาํงานของโปรตีนฮีแมกกลูตินินได ้ ความกา้วหน้าในการคิดคน้หรือพฒันายาท่ีออกฤทธ์ิตา้น

โปรตีนฮีแมกกลูตินินนั้น มีกลุ่มวิจยัท่ีสามารถไดโ้ครงสร้างสามมิติ ของสารประกอบเชิงซ้อน

ระหว่าง โปรตีนฮีแมกกลูตินินกบั สาร tert-butyl hydroquinone หรือ TBHQ  (Russell, Kerry et al. 

2008) และอนุพนัธ์ของคาร์บอกซาไมด ์(Vanderlinden, Göktaş et al. 2010)  และสารกลุ่ม NeO6 

(Li, Wang et al. 2011) ซ่ึงใชย้บัย ั้งการทาํงานในขั้นตอนการฟิวส์ชนัของโปรตีนฮีแมกกลูตินินเน่ือง

จากค่า pH ท่ีเป็นกรดของเอนโดโซมจะเหน่ียวนาํใหโ้ปรตีนฮีแมกกลูตินินเกิดการเปล่ียนโครงสร้าง

อยา่งถาวร และนาํไปสู่กระบวนการฟิวส์ชนัของเช้ือไวรัสต่อไป ดงันั้นสารออกฤทธ์ิยบัย ั้งในกลุ่มน้ี

จะทาํหนา้ท่ีขดัขวางไม่ใหเ้กิดการเปล่ียนโครงสร้างของโปรตีนฮีแมกกลูตินิน 

รายงานจากระทรวงสาธารณสุขท่ีระบุว่า สมุนไพรไทยหลายชนิดมีฤทธ์ิตา้นไขห้วดัใหญ่
ได ้โดยเฉพาะ "ฟ้าทะลายโจร" นั้นมีสรรพคุณดีเยี่ยม สารสาํคญัหลกัพบในฟ้าทะลายโจร คือ 
Andrographolide เป็นสารในกลุ่ม Diterpenoid lactone นอกจากน้ียงัพบอนุพนัธ์อ่ืนๆ ของ 
andrographolide เช่น 1,4 - deoxy andrographolide และ neoandrographolide สืบเน่ืองจากใน
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ประเทศไทยการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของสารยบัย ั้งกบัเช้ือไวรัสไขห้วดันกยงัมีขอ้จาํกดัอยูม่าก 
ทั้งน้ีเน่ืองจากการเพาะเช้ือไวรัสเป็นวิธีการท่ียุง่ยากมากอีกทั้งมีหอ้งปฏิบติัการชนัสูตรโรคนอ้ยแห่ง
ท่ีทาํการเพาะเช้ือโรคได ้ เพราะจะตอ้งมีอุปกรณ์ครบครัน มีมาตรการในการรักษาความปลอดภยั
นอกจากนั้นการเพาะเช้ือยงัส้ินเปลืองทั้งค่าใชจ่้ายและกินเวลา ตอ้งใชน้กัวิทยาศาสตร์ท่ีมีความรู้
และประสบการณ์สูงจึงจะทาํการแยกเช้ือได ้งานวิจยัน้ีผูว้ิจยัจึงสนใจท่ีจะศึกษาเชิงลึกในระดบั
โมเลกุลโดยใช้เทคนิคดว้ยวิธีโมเลคิวลาร์ด๊อกก้ิงและโมเลคิวลาร์ไดนามิกส์ซิมุเลชัน (MD 
Simulations) ระหว่างโปรตีนฮีแมกกลูตินินซ่ึงเป็นเป้าหมายแรกในการนาํเช้ือเขา้สู่ร่างกายกบัสาร
ในกลุ่ม Diterpenoid lactone ท่ีสกดัไดจ้ากฟ้าทะลายโจร ซ่ึงเป็นเทคโนโลยีทางเคมีคอมพิวเตอร์ท่ี
สามารถทาํนายค่าพลงังานยึดจบัไดถู้กตอ้งใกลเ้คียงกบัผลของการทดลอง ศึกษากลไกการทาํงาน
และลกัษณะความจาํเพาะเจาะจงของโปรตีนฮีแมกกลูตินินท่ีมีต่อตวัยบัย ั้งท่ีไดจ้ากสารสกดัจาก
สมุนไพรทอ้งถ่ินอยา่งสารในกลุ่ม Diterpenoid lactone ท่ีมีรายงานไวแ้ลว้ เพื่อใหเ้กิดความรู้ความ
เขา้ใจในการขดัขวางการทาํงานของโปรตีนฮีแมกกลูตินินอนัจะเป็นโอกาสการคน้พบหรือพฒันายา
ท่ีสามารถยบัย ั้งการทาํงานของฮีแมกกลูตินินอยา่งมีประสิทธิภาพต่อไป  

 
1.2. วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย  
1. เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยึดจบัของสารกลุ่ม Diterpenoid lactone ไดแ้ก่ 

andrographolide,  1,4 - deoxy andrographolide และ neoandrographolide ในการยบัย ั้งการ
ทาํงานของโปรตีนฮีแมกกลูตินินของเช้ือไวรัส Influenza A ดว้ยวิธีโมเลคิวลาร์ด๊อกก้ิง 

2. คดัเลือกสารยบัย ั้งจากขอ้ 1 ท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการยึดจบักบัโปรตีนฮีแมกกลูตินินของเช้ือ
ไวรัส Influenza A มาทาํการศึกษาดว้ยระเบียบวิธีโมเลคิวลาร์ไดนามิกส์ซิมุเลชนั เพื่ออธิบายถึง
ความเหมือน/ความแตกต่างทางดา้นโครงสร้าง การเคล่ือนท่ีของโปรตีนและตวัยบัย ั้ง ผลของ 
solvation รวมถึง คาํนวณพลงังานเสรีกิบส์  เปรียบเทียบผลการคาํนวณท่ีไดก้บัผลการทดลอง
หรือผลการคาํนวณจากงานวิจยัอ่ืนๆ 

 
1.3. ขอบเขตของโครงการวจัิย  

1. เตรียมโครงสร้าง 3 มิติ ของสารประกอบเชิงซ้อนของฮีแมกกลูตินินกบัสารแอนโดร    
กราโฟไลดแ์ละอนุพนัธ์ 

- หาตาํแหน่งก่ึงกลางของตาํแหน่งยดึจบั (binding site) 
     - เติมประจุและพารามิเตอร์ตวัทาํละลาย (solvation term) ใหก้บัโครงสร้างโปรตีน 

- ทาํการเติมประจุใหก้บัสารแอนโดรกราโฟไลดแ์ละอนุพนัธ์ 
   - กาํหนดขอบเขตของ Grid box 
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2. สร้าง Grid energy maps ดว้ยคาํสัง่ AutoGrid4 โดยใชโ้ปรแกรม ADT 
- สร้าง Grid energy maps ของอะตอมชนิดต่างๆ ท่ีอยูใ่น Grid box ดว้ยโปรแกรม  

AutoGrid4 
            - การเตรียม DPF file (Docking Parameter File) โดยใชโ้ปรแกรม ADT 
            - การทาํ docking โดยใชโ้ปรแกรม ADT 
3. ศึกษาและเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยึดจบัระหว่างโปรตีนฮีแมกกลูตินินของเช้ือไวรัส 

ไขห้วดัใหญ่กบั สารอนุพนัธ์แอนโดรกราโฟไลดใ์นฟ้าทะลายโจรโดยวิธีโมเลคิวลาร์ด๊อกก้ิง 
4. คดัเลือกสารยบัย ั้ง ท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการยึดจบักบัโปรตีนฮีแมกกลูตินินของเช้ือไวรัส 

ไขห้วดัใหญ่มาทาํการศึกษาดว้ยระเบียบวิธีโมเลคิวลาร์ไดนามิกส์ซิมุเลชนั เพื่ออธิบายถึงความ
เหมือน/ความแตกต่างทางดา้นโครงสร้าง การเคล่ือนท่ีของโปรตีนและตวั รวมถึง คาํนวณ
พลงังานเสรีกิบส์  เปรียบเทียบผลการคาํนวณท่ีไดก้บัผลการทดลองหรือผลการคาํนวณจาก
งานวิจยัอ่ืนๆ 

 
1.4. ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 
 

1. เป็นองคค์วามรู้พื้นฐานท่ีสําคญัต่อการศึกษาวิจยัและคิดคน้พฒันายาท่ีออกฤทธ์ิตา้นการ
ทาํงานของโปรตีนฮีแมกกลูตินินในไวรัสไขห้วดันกต่อไป 

2. สามารถนาํเอาความรู้ทางดา้นคอมพิวเตอร์มาประยกุตใ์ชใ้นการแกปั้ญหาระบบทางเคมีซ่ึง
สามารถสร้างความเช่ือมั่นของความเป็นไปได้ของระบบท่ีทาํการศึกษาก่อนทาํการ
ปฏิบติัการจริง 

3. สามารถช่วยลดงบประมาณ และเวลาในการศึกษา ทดลองในหอ้งปฏิบติัการจริง 
4. ใช้เป็นขอ้มูลพื้นฐานในการศึกษาและการประยุกต์ใชส้มุนไพรทอ้งถ่ิน ชนิดอ่ืนในการ

ศึกษาวิจยัและคิดคน้พฒันายาท่ีออกฤทธ์ิตา้นการทาํงานของโปรตีนฮีแมกกลูตินินในไวรัส
ไขห้วดันกต่อไป 

5. เสนอผลงานในการประชุมวิชาการต่างๆ หรือ ตีพิมพใ์นวารสารวิชาการระดบัชาติ 
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บทที ่2 

เอกสารและงานวจิยัทีเ่กีย่วข้อง 
 
2.1 ไวรัสไข้หวดัใหญ่ 

 ไวรัสไขห้วดัใหญ่มีสารพนัธุกรรมเป็นอาร์เอน็เอสายเด่ียวท่ีมีลกัษณะเป็นท่อนๆ จดัอยูใ่น
กลุ่มของ Orthomyxoviridae (Matrosovich, Gambaryan et al. 1997; Karthik Viswanathan , 
Aravind Srinivasan  et al. 2010) จากรหสัพนัธุกรรมของนิวคลีโอโปรตีนและเมท-ริกซ์โปรตีน
สามารถแบ่งเช้ือไวรัสออกเป็น 3 กลุ่ม ไดแ้ก่ เอ บี และ ซี โดยเช้ือไวรัสในกลุ่มเอ จะมีการ
เปล่ียนแปลงของรหัสพนัธุกรรมค่อนขา้งสูง จึงเป็นกลุ่มท่ีมีการระบาดรุนแรง พบไดบ่้อย และ
ก่อใหเ้กิดไวรัสสายพนัธ์ุชนิดใหม่ๆ เช้ือไวรัสในกลุ่มบี จดัเป็นอีกกลุ่มท่ีทาํใหเ้กิดเช้ือไวรัสไขห้วดั
สายพนัธ์ุชนิดใหม่ๆ เช่นเดียวกบักลุ่มเอ แต่มีโอกาสพบค่อนขา้งนอ้ยกว่า ส่วนเช้ือไวรัสในกลุ่มซี
มกัจะก่อให้เกิดการติดเช้ือในระบบทางเดินหายใจ แต่ไม่ก่อให้เกิดสายพนัธ์ุใหม่ของเช้ือไวรัส 
(Horimoto and Kawaoka 2001)  ดงันั้นงานวิจยัส่วนใหญ่จึงมุ่งเนน้ศึกษาเช้ือไวรัสไขห้วดักลุ่ม เอ ท่ี
บริเวณเปลือกผวิชั้นนอกของอนุภาคไวรัสกลุ่ม เอ จะประกอบดว้ยไกลโคโปรตีน 2 ชนิด (รูปท่ี 
2.1) ไดแ้ก่ ฮีแมกกลูตินิน (Hemagglutinin; HA) ซ่ึงมี 16 ชนิด และนิวรามินิเดส (Neuraminidase; 
NA) ซ่ึงมี 9 ชนิด (Tobita 1997) ดงันั้นในการระบุสายพนัธ์ุของเช้ือไวรัสไขห้วดัใหญ่กลุ่ม เอ ทุก
คร้ังจะตอ้งมีการระบุทั้งชนิดของฮีแมกกลูตินิน และ นิวรามินิเดสควบคู่กนั เช่น H1N1, H3N2 หรือ 
H5N1 เป็นตน้ สาํหรับไขห้วดัใหญ่ตามฤดูกาลท่ีระบาดในมนุษยเ์ป็นประจาํทุกปีนั้นคือสายพนัธ์ุ 
H1N1 และ H3N2  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่2.1 โครงสร้างและองคป์ระกอบของอนุภาคไวรัสไขห้วดัใหญ่  
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กระบวนการแพร่พนัธ์ุของเช้ือไขห้วดันั้น เร่ิมตน้จากไกลโคโปรตีนฮีแมกกลูตินิน ของ
อนุภาคไวรัสยดึเกาะกบัตวัรับของโฮสตซ่ึ์งประกอบดว้ยกรดไซแอลิก (sialic acid, SA) เช่ือมต่อกบั
นํ้าตาลกาแลกโตส (galactose, Gal) (Steinhauer 1999) การยดึเกาะน้ีมีความจาํเพาะเจาะจงสูง 
กล่าวคือหากโปรตีนฮีแมกกลูตินินจบักบัตวัรับบนผวิของโฮสตไ์ดดี้ เช้ือจะแพร่เขา้สู่ร่างกายโฮสต์
ไดง่้ายมีการกระจายของเช้ืออยา่งรวดเร็ว ในทางตรงกนัขา้ม หากโปรตีนฮีแมกกลูตินินไม่สามารถ
ยดึเกาะกบัตวัรับบนผวิของโฮสตไ์ดก้ารแพร่เขา้สู่เซลลข์องเช้ือไวรัสกจ็ะไม่เกิดข้ึน  

นอกจากฮีแมกกลูตินิน แลว้ เมมเบรนโปรตีนไอออนแชนแนลหรือ M2 และไกลโค
โปรตีน NA ยงัมีบทบาทสาํคญัในกระบวนการเพ่ิมจาํนวนเซลลข์องเช้ือไวรัส โดย M2 ทาํหนา้ท่ี
ลอกเยือ่หุม้เมมเบรนของไวรัสโดยการลาํเลียงโปรตอนผา่นแชนแนลเขา้สู่เซลลไ์วรัส ส่วนไกลโค-
โปรตีน NA มีหนา้ท่ีตดัหมู่กรดไซแอลิกของตวัรับท่ียดึเกาะไวรัสไว ้ เพื่อปลดปล่อยอนุภาคไวรัส
ตวัใหม่ออกจากเซลลเ์ร่ิมตน้ และแพร่กระจายไปสู่เซลลอ่ื์นๆ ต่อไป (Cross, Burleigh et al. 2001) 
ในปัจจุบนัมียารักษาไขห้วดัใหญ่เพียง 4 ชนิด (รูปท่ี 2.2) เท่านั้นท่ีผา่นการรับรองจากองคก์าร
อาหารและยาของสหรัฐอเมริกา ไดแ้ก่ อะแมนตาดีน ไรแมนตาดีน โอเซลทามิเวียร์ และซานามิ
เวียร์ สาํหรับยา 2 ชนิดแรกนั้นถูกพฒันาข้ึนเพื่อป้องกนัการทาํงานของโปรตีน M2 ในขณะท่ียาอีก 2 
ชนิดถูกคิดคน้ข้ึนเพื่อใชข้ดัขวางการทาํงานของเอนไซม ์ NA อยา่งไรก็ตามการใชย้าดงักล่าวได้
ก่อใหเ้กิดปัญหาการด้ือยาสูง โดยเฉพาะอะแมนตาดีนและไรแมนตาดีน พบว่ามีอตัราการด้ือยาสูง
ถึง 90 % (De Clercq and Neyts 2007) ดงันั้นจึงจาํเป็นอยา่งยิง่ท่ีจะตอ้งมีการพฒันายาท่ีออกฤทธ์ิได้
อยา่งมีประสิทธิภาพต่อเป้าหมายใหม่ 

 

 
 

รูปที ่2.2 โครงสร้าง 2 มิติ ของยาท่ีใชใ้นการรักษาไวรัสไขห้วดัใหญ่  
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2.2  โครงสร้างโปรตีนฮีแมกกลูตินิน  
               ฮีแมกกลูตินินเป็นไกลโคโปรตีนเกาะอยู่ท่ีผิวของอนุภาคไวรัส อยู่ในรูปของไตรเมอร์ 
โดยท่ีฮีแมกกลูตินินจะถูกสร้างเป็นสายโพลีเปปไทดต์ั้งตน้ (precursor polypeptide) ท่ีเรียกว่า HA0 
ก่อน จากนั้นจะถูกตดัตรงบริเวณถูกยอ่ย (cleavage site) ดว้ยเอนไซมโ์ปรติเอสของโฮสต ์ออกเป็น 
2 ส่วน คือ HA1 และ HA2 (รูป 2.3) ซ่ึงโพลีเปปไทดท์ั้งคู่จะเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะไดซลัไฟต ์โดย 
HA1 ทาํหนา้ท่ีในการจบักบัตวัรับบนผวิเซลลข์องโฮสต ์ ในขณะท่ี HA2 ทาํหนา้ท่ีในการฟิวส์ชนั 
(fusion) เพื่อปล่อยสารพนัธุกรรมเขา้สู่เซลลต่์อไป (Steinhauer 1999) จากการวิเคราะห์โครงสร้าง
และลาํดบักรดอะมิโนของโปรตีนฮีแมกกลูตินิน ทั้ง 16 ชนิดนั้น สามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ 
คือ กลุ่ม 1 ประกอบดว้ย H1, H2, H5, H6, H8, H9, H11, H12, H13, และ H16 และกลุ่ม 2 
ประกอบดว้ย H3, H4, H7, H10, H14 และ H15 (Russell, Kerry et al. 2008) 

 
 
รูปที่ 2.3 โครงสร้างสามมิติและลาํดบักรดอะมิโนของโปรตีนฮีแมกกลูตินินของเช้ือไวรัสไขห้วดั
สายพนัธ์ุ H5N1  

 
ความสาํคญัอีกประการของโปรตีนฮีแมกกลูตินิน คือ ใชพ้ิจารณาระดบัความรุนแรงในการ

ก่อโรคซ่ึงแบ่งไดเ้ป็น 2 ชนิด คือ ชนิดก่อโรคไม่รุนแรง ( low pathogenic influenza virus) และชนิด
ก่อโรครุนแรง (high pathogenic influenza virus) โดยพิจารณาจากกรดอะมิโนในบริเวณ cleavage 
site ของโปรตีนฮีแมกกลูตินิน ท่ีเป็นสายโพลีเปปไทดต์ั้งตน้ ถา้เป็นชนิดก่อให้เกิดโรครุนแรงจะ
พบว่าบริเวณดงักล่าวมีกรดอะมิโน –RRRKK- แทรกเขา้มา ซ่ึงจะถูกตดัอย่างจาํเพาะเจาะจงดว้ย
เอนไซม์ฟิวรินท่ีพบทั่วไปตามร่างกาย ทาํให้มีการกระจายของเช้ือเขา้สู่ร่างกายอย่างรวดเร็ว 

3˚ structure 

HA1

HA2

Receptor 
binding site 

Cleavage site

MEKIVLLLGIVSLVKSDQICIGYHANNSTEQVDTIMEKNVTVTHAQDILEKTHNGKLCDLDG

VKPLILRDCSVAGWLLGNPMCDEFINVPEWSYIVEKANPANDLCYPGNFNDYEELKHLLS

RINHFEKIQIIPKSSWSDHEASSGVSSACPYQGTPSFFRNVVWLIKKNNTYPTIKRSYNNT

NQEDLLILWGIHHSNDAAEQTKLYQRPTTISVGTSTLNQRLVPKIHTRSKVNGQSGRMDFF

WTMLKPNDAINFESNGNFIAPEYAYKIVKKGDSAIMKSEVEYGNCNTKCQTPIGAINSSMP

FHNIHPLTIGECPKYVKSNKLVLATGLRNSPLRERRRKKR   GLFGAIAGFIEGGWQGMVD

GWYGYHHSNEQGSGYAADKESTQKAIDGVTNKVNSIIDKMNTQFEAVGREFNNLERRIE

NLNKKMEDGFLDVWTYNAELLVLMENERTLDFHDSNVKNLYDKVRLQLRDNAKELGNGC

FEFYHKCDNECMESVRNGTYDYPQYSEEARLKREEISGVKLESIGTYQILSIYSTAASSLAL

AIMVAGLSLWMCSNGSLQCRICIKLESE

1˚ structure of HA0 precursor

s-s s-s

Before Cleaved After Cleaved
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นอกจากน้ีในเช้ือไวรัสท่ีก่อให้เกิดโรครุนแรงนั้นกรดอะมิโน –RRRKK-อาจมีความยาวเพิ่มข้ึน
เร่ือยๆ ขณะท่ีจะไม่พบลาํดบัของกรดอะมิโนดงักล่าวในเช้ือไวรัสชนิดก่อโรคไม่รุนแรง (รูป 2.4) 
จากการศึกษาท่ีผา่นมาพบว่ามีเพียงสายพนัธ์ุ  H5 และ H7 เท่านั้นท่ีเป็นไวรัสชนิดก่อให้เกิดโรค
รุนแรง (Horimoto and Kawaoka 2001) 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.4 ตาํแหน่ง cleavage site ของโปรตีนฮีแมกกลูตินินชนิดก่อโรครุนแรง และ ไม่รุนแรง 
(Taisuke Horimoto 2005)  
             

จากการจาํลองพลวตัเชิงโมเลกลุของโปรตีนฮีแมกกลูตินิน ของไขห้วดันกสายพนัธ์ุ H5 ทั้ง
ชนิดท่ีก่อโรคไม่รุนแรงและรุนแรง และสายพนัธ์ุ H3 (ชนิดก่อโรคไม่รุนแรง) พบวา่กรดอะมิโน
โดยเฉพาะอาร์จีนีนท่ีตาํแหน่ง S1 ในสายพนัธ์ุท่ีก่อใหเ้กิดโรครุนแรงนั้นสามารถสร้างพนัธะ
ไฮโดรเจนไดอ้ยา่งแขง็แรงกบักรดอะมิโนของเอนไซมฟิ์วริน ในขณะท่ีสายพนัธ์ุท่ีก่อโรคไม่รุนแรง
นั้นมีอนัตรกริยาดงักล่าวนอ้ยมาก นอกจากน้ีการศึกษากลไกการตดัของเอนไซมฟิ์วรินแสดงใหเ้ห็น
วา่น่าจะเกิดผา่น 2 กระบวนการ คือการถ่ายโอนโปรตอน (proton transfer) และ nucleophilic attack   

 

 

 

ก่อโรคก่อโรคไม่ไม่รุนแรงรุนแรง 
HA2  

ก่อโรครุนแรงก่อโรครุนแรง 
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2.3 ความจําเพาะของฮีแมกกลูตินินในการเข้าจับกบัตัวรับของโฮสต์ 

ในช่วงท่ีมีการแพร่ระบาดของเช้ือไวรัสไขห้วดันก H5N1 นั้นไดก่้อใหเ้กิดความต่ืน
ตระหนกและกงัวลเป็นอยา่งมากวา่ เช้ือไวรัสไขห้วดันกจะแพร่หรือระบาดอยา่งรุนแรงไปสู่มนุษย์
ไดห้รือไม่ อยา่งไร และปัจจยัใดท่ีเป็นตวัควบคุมหรือกาํหนดการแพร่ระบาดน้ี ดงัท่ีไดก้ล่าวไว้
ขา้งตน้วา่การยดึจบัระหวา่งโปรตีนฮีแมกกลูตินินของไวรัสและตวัรับบนผวิเซลลข์องโฮสตน์ั้นถือ
เป็นด่านแรกท่ีสาํคญัในการเขา้สู่เซลลข์องเช้ือไวรัสไขห้วดั เน่ืองจากส่ิงมีชีวิตแต่ละชนิดมีลกัษณะ
ของตวัรับซ่ึงเป็นคาร์โบไฮเดรตเกาะอยูบ่นผวิเซลลแ์ตกต่างกนัออกไป ดงันั้นการยดึจบัของ HA 
และตวัรับจึงมีความจาํเพาะค่อนขา้งสูง และความจาํเพาะน้ีเองท่ีเป็นปัจจยักาํหนดการติดเช้ือไวรัส
ในส่ิงมีชีวิตชนิดต่างๆ ไม่วา่จะเป็นสตัวปี์ก สุกร สุนขั หรือแมก้ระทัง่ในมนุษย ์การยดึเกาะระหวา่ง
โมเลกลุฮีแมกกลูตินินและตวัรับบนผวิของโฮสตน์ั้นแบ่งไดเ้ป็น 2 แบบ คือ การยดึเกาะกบัตวัรับ
ของโฮสตท่ี์มีกรดไซแอลิกเช่ือมต่อกบันา้ตาลกาแลกโตสแบบแอลฟา 2,3 (SA-2,3-Gal; S23G) 
และแบบแอลฟา 2,6 (SA-2,6-Gal; S26G) (Horimoto and Kawaoka 2001; Karthik Viswanathan 
, Aravind Srinivasan  et al. 2010) (รูป 2.5)  

งานวิจยัจาํนวนมาก แสดงใหเ้ห็นวา่โปรตีนฮีแมกกลูตินินจากไวรัสไขห้วดัใหญ่ในสตัวปี์ก
และมา้ชอบท่ีจะจบักบัตวัรับแบบ S23G เช้ือไวรัสในมนุษยจ์ะชอบจบัแบบ S26G ส่วนเช้ือไวรัสใน
สุกรนั้นพบวา่สามารถจบักบัตวัรับทั้ง 2 แบบไดดี้ในบริเวณระบบทางเดินหายใจส่วนบนของมนุษย์
จะมีตวัรับแบบ S26G เป็นส่วนใหญ่ ดงันั้นเช้ือไวรัสไขห้วดันกจึงติดต่อสู่คนไดค่้อนขา้งยาก ส่วน
ระบบทางเดินหายใจส่วนล่างของมนุษยน์ั้นจะมีตวัรับแบบ S23G ทาํนองตรงกนัขา้ม ในระบบ
ทางเดินหายใจของสตัวปี์กส่วนใหญ่จะมีตวัรับแบบ S23G ดงันั้นในสตัวปี์กจึงมีการติดเช้ือไวรัส
ไขห้วดันกไดง่้ายกวา่ ไดมี้การตั้งสมมติฐานวา่การติดเช้ือขา้มสายพนัธ์ุจากสตัวปี์กไปยงัมนุษย์
น่าจะเก่ียวขอ้งกบัการเปล่ียนลกัษณะการยดึเกาะของโปรตีนฮีแมกกลูตินินกบัตวัรับจากแบบ S23G 
เป็นแบบ S26G 
 

 

รูปที ่2.โครงสร้างทางโมเลกลุของตวัรับของโฮสตแ์บบ S23G และ S26G 
  
 

 S23G 

กรดไซแอลกิ กรดไซแอลกิ กาแลคโตส กาแลคโตส 

S26G 
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2.4 ความก้าวหน้าในการพฒันายาทีอ่อกฤทธ์ิต่อโปรตีน 
 

ปัจจุบนัยงัไม่มีรายงานวา่มียาท่ีผา่นการรับรองจากองคก์ารอาหารและยาสหรัฐอเมริกาวา่
สามารถออกฤทธ์ิขดัขวางหรือยบัย ั้งการทางานของโปรตีนฮีแมกกลูตินินได ้ ความกา้วหนา้ในการ
คิดคน้หรือพฒันายาท่ีออกฤทธ์ิตา้นโปรตีนฮีแมกกลูตินินนั้น มีเพียงกลุ่มอนุพนัธ์ท่ีใชย้บัย ั้งการ
ทาํงานในขั้นตอนการฟิวส์ชนัของโปรตีนฮีแมกกลูตินินเท่านั้น เช่น tert-butyl hydroquinone หรือ 
TBHQ (รูป 2.6) (Russell, Kerry et al. 2008) อนุพนัธ์ของคาร์บอกซาไมด ์ (Vanderlinden, Göktaş 
et al. 2010) และสารกลุ่ม NeO6 (รูป 2.7) (Li, Wang et al. 2011) เน่ืองจากค่า pH ท่ีเป็นกรดของเอน
โดโซมจะเหน่ียวนาํใหโ้ปรตีนฮีแมกกลูตินินเกิดการเปล่ียนโครงสร้างอยา่งถาวร และนาํไปสู่
กระบวนการฟิวส์ชนัของเช้ือไวรัสต่อไป ดงันั้นสารออกฤทธ์ิยบัย ั้งในกลุ่มน้ีจะทาํหนา้ท่ีขดัขวาง
ไม่ใหเ้กิดการเปล่ียนโครงสร้างของโปรตีนฮีแมกกลูตินินอยา่งไรกต็ามสารในกลุ่มน้ีสามารถออก
ฤทธ์ิยบัย ั้งการทาํงานในขั้นตอนการฟิวส์ชนัของโปรตีนฮีแมกกลูตินินในกลุ่ม 2 (H3, H4, H7, H10 
H14 และ H15) เท่านั้น แต่ไม่สามารถออกฤทธ์ิต่อกลุ่ม 1 เช่น เช้ือไวรัสสายพนัธ์ุ H1 ท่ีมีการแพร่
ระบาดในมนุษย ์และ H5 ท่ีก่อใหเ้กิดโรคระบาดอยา่งรุนแรงได ้ดงันั้นการคิดคน้หรือ  พฒันายาท่ี
ออกฤทธ์ิขดัขวางการทาํงานของฮีแมกกลูตินินในกลุ่มท่ี 1 รวมทั้งสารท่ีสามารถออกฤทธ์ิยบัย ั้งใน
บริเวณท่ีมีการยดึเกาะกบัตวัรับจึงยงัเป็นเร่ืองท่ีจาํเป็นตอ้งศึกษาและคน้ควา้ต่อไป 

 

      
 

รูปที ่2.6 โครงสร้างไตรเมอร์ของโปรตีนฮีแมกกลูตินินสายพนัธ์ุ H14 (A) ลกัษณะการยดึจบั

ระหวา่ง TBHQ และ โปรตีนฮีแมกกลูตินิน (B) 

A B 
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รูปที ่2.7 ลกัษณะการยดึจบัระหวา่ง NeO6 และ โปรตีนฮีแมกกลูตินิน  
 
2.5 ฟ้าทะลายโจรและสารสําคญั 

จากรายงานจากระทรวงสาธารณสุขท่ีระบุวา่ สมุนไพรไทยหลายชนิดมีฤทธ์ิตา้นไขห้วดั

ใหญ่ได ้โดยเฉพาะ "ฟ้าทะลายโจร" นั้นมีสรรพคุณดีเยีย่ม สารสาํคญัหลกัพบในฟ้าทะลายโจร คือ 

Andrographolide เป็นสารในกลุ่ม Diterpenoid lactone นอกจากน้ียงัพบอนุพนัธ์อ่ืนๆ ของ 

andrographolide เช่น 1,4 - deoxy andrographolide และ neoandrographolide นอกจากน้ีมีรายงานวา่ 

ฟ้าทะลายโจรใหผ้ลในการป้องกนัหวดัและบรรเทาอาการหวดั การศึกษาในนกัเรียนโตในช่วงฤดู

หนาว ใหกิ้นยาเมด็ฟ้าทะลายโจรแหง้ ขนาด 200 มก./วนั ในเดือนแรกของการทดลองยงัไม่พบ

ความแตกต่างระหวา่งกลุ่มท่ีกินยาและกลุ่มควบคุม หลงัจาก 3 เดือนของการทดลอง อุบติัการณ์การ

เป็นหวดัลดลงอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม อตัราการเป็นหวดัในกลุ่มท่ี

ไดรั้บฟ้าทะลายโจรเท่ากบั 20% ในขณะท่ีกลุ่มควบคุมมีอตัราการเป็นหวดัเท่ากบั 62%  ผลในการ

ป้องกนัของยา (the attributable protective effect) เท่ากบั 33% (Caceres, Hancke et al. 1997; 

Caceres, Hancke et al. 1999) 

ผูว้ิจยัจึงสนใจท่ีจะศึกษาเชิงลึกในระดบัโมเลกลุโดยใชเ้ทคนิคเคมีคอมพิวเตอร์ ศึกษาของ
กลไกการทาํงานและลกัษณะความจาํเพาะเจาะจงของโปรตีนฮีแมกกลูตินินท่ีมีต่อตวัยบัย ั้งท่ีไดจ้าก
สารสกดัจากสมุนไพรทอ้งถ่ิน อยา่งสารในกลุ่ม Diterpenoid lactone ท่ีมีรายงานไวแ้ลว้รวมถึงสาร
สกดัตวัใหม่ท่ีอาจจะสกดัไดจ้ากสมุนไพรทอ้งถ่ิน โดยเฉพาะจากฟ้าทะลายโจร เพื่อใหเ้กิดความรู้
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ความเขา้ใจในการขดัขวางการทาํงานของโปรตีนฮีแมกกลูตินิน อนัจะเป็นโอกาสการคน้พบหรือ
พฒันายาท่ีสามารถยบัย ั้งการทาํงานของโปรตีนฮีแมกกลูตินินอยา่งมีประสิทธิภาพต่อไป 
 
2.6 สรุปงานวจัิยทีสํ่าคญัและเกีย่วข้องกบัฮีแมกกลูตินิน 

   
ในปี 2006 Stevens และคณะ (Stevens, Blixt et al. 2006)  ไดร้ายงานโครงสร้างของ

โปรตีนฮีแมกกลูตินิน สายพนัธ์ุ H5N1 (2004) ซ่ึงไดจ้ากการตกผลึกดว้ยเทคนิค X-ray 

crystallography    นอกจากน้ียงัไดเ้ปรียบเทียบโครงสร้างของฮีแมกกลูตินินท่ีไดจ้ากเช้ือ H5N1  

(2004)  กบัโปรตีนฮีแมกกลูตินินของเช้ือ H5N1 ท่ีพบใน Hong Kong ในปี 1997  รวมทั้งฮีแมกกลูติ

นิน ของ pandemic influenza สายพนัธ์ุ Spanish flu H1N1 (1918) ซ่ึงเป็น pandemic strain ท่ีระบาด

ในปี ค.ศ.1918 ซ่ึงมีความรุนแรงมากท่ีสุดในประวติัศาสตร์ของการเกิดการระบาดใหญ่ทั้งหมด เป็น

ท่ีน่าสังเกตว่าทั้ง H1 (Spanish flu, 1918), H5 (Hong Kong, 1997) และ H5 (Vietnam, 2004) รวมทั้ง

เช้ือ H5N1ท่ีแยกไดใ้นประเทศไทยต่างมีการเรียงตวัของกรดอะมิโนท่ีประกอบเป็นโครงสร้าง

พื้นฐานของ receptor binding site (ตาํแหน่งกรดอะมิโน ท่ี 226 และ 228) ท่ีเหมือนกนั เพียงแต่เช้ือ 

Spanish flu มี การกลายพนัธ์ุเพิ่มอีก 1 ตาํแหน่งคือท่ีตาํแหน่งกรดอะมิโนท่ี 190 ของโปรตีนฮี

แมกกลูตินิน จึงทาํให้ฮีแมกกลูตินิน ของเช้ือสามารถจบักบัตวัรับของเซลลข์องมนุษยไ์ดอ้ย่าง

สมบูรณ์มากยิง่ข้ึน  

ปัจจุบนัยงัไม่มียาตา้นการออกฤทธ์ิของฮีแมกกลูตินิน แต่มีการพยายามออกแบบสารยบัย ั้ง

การทาํงานของโปรตีนดงักล่าวน้ีตรงตาํแหน่งท่ีจบักบัตวัรับบนผวิเซลลเ์พื่อไม่ใหอ้นุภาคของไวรัส

เขา้สู่เซลล ์ ตวัอยา่งสารยบัย ั้งมีเสนอไวใ้นปัจจุบนัไดแ้ก่สาร sialoglycopolymer ใหค่้าความเขม้ขน้

ท่ียบัย ั้งเช้ือ 50% (IC50) เท่ากบั 12.8 ng/mL ซ่ึงประสิทธิภาพของการยบัย ั้งเพิ่มข้ึนเป็น 40 เท่า และ 

300 เท่า เม่ือเทียบกบัสารยบัย ั้งท่ีมีการเสนอไวก่้อนคือ sialoglycopeptide และ fetuin ตามลาํดบั 

(Makimura, Watanabe et al. 2006; Ogata, Murata et al. 2007) 

ในปี 2008 Tannistha Nandi (Nandi 2008) ไดเ้สนอ lead compound ท่ีคาดว่าน่าจะสามารถ

ใชเ้ป็นตวัยบัย ั้งการทาํงานของโปรตีนฮีแมกกลูตินิน โดยใชว้ิธีคดัเลือกสารแบบ high throughput 

virtual screening จาก ZINC database ซ่ึงพบวา่สาร ZINC00487720 และ ZINC0046810 มีแนวโนม้
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เป็นสารยบัย ั้งการทาํงานของโปรตีนฮีแมกกลูตินินไดดี้ ขณะน้ีไดมี้การทดสอบสารทั้งสองกับ

ส่ิงมีชีวิตหรือ in vivo test 

ในปี 2011 Xiao-Bo Li และคณะ  (Li, Wang et al. 2011) ไดเ้สนอ lead compound ท่ีคาดว่า

น่าจะสามารถใชเ้ป็นตวัยบัย ั้งการทาํงานของโปรตีนฮีแมกกลูตินิน โดยใชว้ิธีคดัเลือกสารแบบ high 

throughput virtual screening จาก ZINC database ซ่ึงพบวา่สาร NeO และ NeO6 มีแนวโนม้เป็นสาร

ยบัย ั้งการทาํงานของโปรตีนฮีแมกกลูตินิน ไดดี้ ขณะน้ีไดมี้การทดสอบสารทั้งสองกบัส่ิงมีชีวิตหรือ 

in vivo test 

ในปี 2008 Russell และคณะ (Russell, Kerry et al. 2008) ไดศึ้กษา tert-butyl hydroquinone 

หรือ TBHQ กบั HA พบว่าสามารถออกฤทธ์ิยบัย ั้งการทาํงานในขั้นตอนการฟิวส์ชนัของโปรตีนฮี

แมกกลูตินิน ในกลุ่ม 2 (H3 H4 H7 H10 H14 และ H15) เท่านั้น แต่ไม่สามารถออกฤทธ์ิต่อกลุ่ม 1 

เช่น เช้ือไวรัสสายพนัธ์ุ H1 ท่ีมีการแพร่ระบาดในมนุษย ์และ H5 ท่ีก่อให้เกิดโรคระบาดอย่าง

รุนแรงได ้ 

2.7 งานวจัิยทีสํ่าคญัและเกีย่วข้องกบัฟ้าทะลายโจร 

ในปี 1997 และ 1999 Caceres DD (Caceres, Hancke et al. 1997; Caceres, Hancke et al. 

1999) และคณะ รายงานวา่ฟ้าทะลายโจรใหผ้ลในการป้องกนัหวดัและบรรเทาอาการหวดั การศึกษา

ในนกัเรียนโตในช่วงฤดูหนาว ใหกิ้นยาเมด็ฟ้าทะลายโจรแหง้ ขนาด 200 มก./วนั ในเดือนแรกของ

การทดลองยงัไม่พบความแตกต่างระหวา่งกลุ่มท่ีกินยาและกลุ่มควบคุม หลงัจาก 3 เดือนของการ

ทดลอง อุบติัการณ์การเป็นหวดัลดลงอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม 

อตัราการเป็นหวดัในกลุ่มท่ีไดรั้บฟ้าทะลายโจรเท่ากบั 20% ในขณะท่ีกลุ่มควบคุมมีอตัราการเป็น

หวดัเท่ากบั 62%   

ในปี 2009 Cheng, JX และคณะ (Cheng, Fang et al. 2009) ไดศึ้กษาฤทธ์ิตา้นไวรัส 

influenza ของสาร andrographolide และอนุพนัธ์ ทั้งในสตัวท์ดลอง (vivo) และในหลอดทดลอง 

(vitro) เม่ือใหห้นูท่ีติดเช้ือไวรัส ชนิด H9N1, H5N1 และ N1N1 กินสารอนุพนัธ์ ของ 

andrographolide ท่ีช่ือวา่ AL-1 (โครงสร้างดงัรูปท่ี 2.8) พบวา่ลดอตัราการตายของ รวมถึงการติด

เช้ือในปอดของหนูได ้ ค่า LD50 ของสาร AL-1 เท่ากบั 1243 mg/kg/d จากงานวิจยัน้ีสรุปไดว้า่ สาร 
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AL-1 สามารถยบัย ั้งการทาํงานของฮีแมกกลูตินินท่ีบริเวณ receptor binding ได ้ รายละเอียดดงั

ตารางท่ี 2.1 

 

รูปที ่2.8 โครงสร้าง 1,4-alpha-lipoyl andrographolide (AL-1) 

ตาราง 2.1 ผลการยบัย ั้งทาํงานของฮีแมกกลูตินินท่ีบริเวณ receptor binding ดว้ยสารสาร AL-1 

Compound 
 

Dose 

Survived/total MDDb ± S.D. 

Mean host Estimated 
LD50 

(mg/kg/d) weight 
change (g) 

(mg/kg/d) 

 1600 2/(10) 7.9 ± 1.7 -2.5 

1243 
1200 6/(10) 9.7 ± 2.1 -1.9 

AL__1 800 9/(10) 11.0 ± 0.0 2.8 
400 10/(10) >21.0 3.1 
200 10/(10) >21.0 3.4 

Normal 
controls 

 
- 5/(5) >21.0 3.5  
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บทที ่3 

วธีิดาํเนินการวจิยั 

 
อุปกรณ์และโปรแกรมสําเร็จรูป  

1. เคร่ืองคอมพิวเตอร์ PCs  
2. โปรแกรมสาํเร็จรูปทางเคมี เช่น AMBER10, Gaussian 03 และ Autodock Program. 
3. เคร่ืองคอมพิวเตอร์แม่ข่าย มหาวิทยาลยัทกัษิณ 
4. เคร่ืองคอมพิวเตอร์แต่แม่ข่าย จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
5. อินเตอร์เน็ต 

 
3.1 เตรียมไฟล์ โครงสร้างสามมิติของโปรตีนฮีแมกกลูตินิน 

3.1.1 เตรียมโครงสร้างสามมิติโปรตีนฮีแมกกลูตินิน 

สามารถดาวน์โหลดโครงสร้างสามมิติของโปรตีนฮีแมกกลูตินินไดจ้ากเวป็ไซต ์ Protein 

Data Bank (http://www.rcsb.org) ดงัรูปท่ี 3.1 โดย PDB ID ของโปรตีนตวัน้ี คือ 3UBE  

 
 

รูปที ่3.1 โครงสร้างสามมิติของโปรตีน 3UBE จากเวบ็ไซต ์Protein Data Bank   
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รูปที ่3.2 โครงสร้างสามมิติสารประกอบเชิงซอ้นโปรตีนฮีแมกกลูตินินกบัตวัรับ S26G 

            เม่ือทาํการ save file จะไดไ้ฟลช่ื์อ 3UBE.pdb แต่ส่วนน้ี ยงัไม่สามารถใชใ้นการคาํนวณได ้
ตอ้งทาํการเตรียมไฟลใ์หม่ ซ่ึงสามารถทาํได ้ดงัน้ี 

3.1.1.1 เปิดไฟล ์3UBE.pdb โดยใชโ้ปรแกรมท่ีเป็น text editor เช่นโปรแกรม EditPlus3  
ส่วนต่างๆ ของไฟล ์ PDB เช่น ส่วนท่ีเป็น annotation ของโครงสร้างสามมิติ ส่วนท่ีเก็บค่า 
coordinate x, y, z ของแต่ละ ATOM และส่วนท่ีเป็น HETATM ซ่ึงจะเป็นส่วนของ inhibitor หรือ 
co-factor ต่างๆ ในตวัอยา่งน้ี คือ สารอนุพนัธ์แอนโดรกราโฟไลต ์         

3.1.1.2 ทาํการพิจารณา โครงสร้างสามมิติของโปรตีน 3UBE (ไฟล ์ protein.pdb) ว่ามี
อะตอมหรือกรดอะมิโนใดหายไปบา้ง โดยใชโ้ปรแกรม chemweblab เปิดไฟล ์protein.pdb แลว้สั่ง
ให้โปรแกรมแสดงเฉพาะโครงสร้าง backbone โดยคลิกท่ี Display >backbone จากนั้นสังเกต
คร่าวๆดว้ยตา โดยการหมุนโครงสร้างสามมิติ และสังเกตความต่อเน่ืองของโครงสร้างว่ามีการ
เช่ือมต่อกนัตลอดทั้งโครงสร้างหรือไม่ ถา้มีอะตอมหายไปบางส่วน อาจจะตอ้งทาํการซ่อมแซม 

3.1.1.3 ในกรณีโครงสร้างไม่ต่อเน่ืองทาํการเปิดไฟลด์ว้ยโปรแกรม EditPlus3 ปรับเปล่ียน
ท่ีตาํแหน่ง TER เพื่อใหโ้ครงสร้างต่อเน่ืองกนั ดงัรูปท่ี 3.3 
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รูปที ่3.3 การปรับเปล่ียนตาํแหน่ง TER เพื่อใหโ้ครงสร้างต่อเน่ืองกนั 
 

          3.1.1.4 หาตาํแหน่งก่ึงกลางของ binding site ในกรณีน้ีจะใชต้าํแหน่งก่ึงกลางของโมเลกุล 

S26G เน่ืองจาก S26G เป็น ตวัรับ ท่ีถูก solve ดว้ยวิธี X-ray crystallography และพบว่าจบักบั

โปรตีนบริเวณก่ึงกลาง binding site ใชโ้ปรแกรม Weblab เปิดไฟล ์S26G.pdb จากนั้นคลิก Display 

> Sticks แลว้เล่ือนเมาส์ไปคลิกอะตอมใดอะตอมหน่ึงท่ีเห็นว่าอยูก่ึ่งกลางของโครงสร้าง เม่ือคลิก

แลว้จะปรากฏช่ือของอะตอมจดช่ือของอะตอมนั้นไว ้ แลว้ใช ้ text editor เปิดไฟล ์ S26G.pdb หา

บรรทดัท่ีมีโคออร์ดิเนทของอะตอมนั้น จดค่า coordinate x, y, z ไว ้เพื่อใชใ้นการสร้าง Grid boxใน

ขั้นตอนต่อไป คลิกดว้ยตาไม่ได ้

           จากการเตรียมไฟลใ์นขอ้ 3.1.1.1 ถึง 3.1.1.4 จะได ้ 2 ไฟล ์ คือ 3UBE.pdb (ไฟลโ์ครงสร้าง
สามมิติของโปรตีน) และ S26G.pdb ขั้นตอนต่อไปจะเป็นการเติมประจุและ solvation term ใหก้บั
ทั้งสองโครงสร้าง 
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3.1.1.5 เติมประจุและ solvation term ใหก้บัโครงสร้างโปรตีน 
            เปิด โปรแกรม AutoDockTool (ADT) ท่ีดาวน์โหลดจากเวบ็ไซด ์MGLTools และไดท้าํการ
ติดตั้งไวแ้ลว้ จากนั้นทาํการเติมประจุ และ salvation term ให้กบั receptor โดยเลือก Grid > 
Macromolecule > open เลือกเปิดไฟล ์3UBE.pdbจากนั้นเซฟไฟลผ์ลลพัธ์เป็น 3UBE.pdbqt 
 

 
 

รูปที ่3.4 การเพิ่มอะตอมใหใ้น Map Types 
 
จากรูปท่ี 3.4 คลิก Grid > Set MapTypes > Directly และพิมพ ์CL Br Fe I P เพิ่มลงไปในช่อง Map 
Types และกด accept เพื่อสั่งให ้AutoGrid4 สร้าง Grid energy maps ใหค้รอบคลุมอะตอมทุกชนิด
ท่ีโปรแกรม AutoDock4 สามารถคาํนวณค่าพลงังานได ้
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3.2 เตรียมไฟล์โครงสร้างสามมิติของสารแอนโดรกราโฟไลด์และอนุพนัธ์ดังตาราง 3.1 

ตารางที ่3.1 โครงสร้าง 2 มิติ และ 3 มิติของสารกลุ่มแอนโดรกราโฟไลดแ์ละอนุพนัธ์ทั้ง 9 โครง

ร่าง 

ช่ือ โครงสร้าง 2 มิติ โครงสร้าง 3 มิติ  ช่ือ โครงสร้าง 2 มิติ โครงสร้าง 3 มิติ  
Androgra 
pholide 

 

 

Neoandrogra 
pholide_1 

  
1,4 – 
deoxy 

Androgra 
pholide_1 

 

 

Neoandrogra 
pholide_2 

  
1,4 – 
deoxy 

Androgra 
pholide_2 
 
 
 

 
 

Neoandrogra 
pholide_3 

  

1,4 – 
deoxy 

Androgra 
pholide_3 

 
 

Neoandrogra 
pholide_4 

 

 
14-
alpha-
lipoyl 
androgra
pholide  
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3.2.1. เปิดโครงสร้างตวัยบัย ั้ง สารกลุ่มแอนโดรกราโฟไลดแ์ละอนุพนัธ์ทั้ง 9 โครงร่าง 

ท่ีวาดไวข้า้งตน้ดงัตารางท่ี 3.1 ดว้ยโปรเกรม AutoDockTools 
            โดยเลือก Ligand > Input > Open เลือกเปิดไฟล ์ S26G เซฟไฟลผ์ลลพัธ์ เป็น 1.pdbqt ถึง 
9.pdbqt จะ save ตามลาํดบัของโครงสร้าง 
 
3.3 โมเลกลุลาร์ด๊อกกิง้ระหว่างฮีแมกกลูตินินกบัสารกลุ่มอนุพนัธ์แอนโดรกราโฟไลด์ 

3.3.1 สร้าง Grid Parameter File (GPF) 
            Grid Parameter File เป็น text file ธรรมดา ท่ีเก็บค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ท่ีสาํคญั เพื่อใชใ้นการ
สร้าง Grid box และ Grid energy maps สาํหรับอะตอมชนิดต่างๆ โดยโปรแกรม AutoGrid4 จะ
สร้าง Grid ตามค่าพารามิเตอร์ท่ีอ่านไดจ้ากไฟลน้ี์ 

3.3.2 กาํหนดขอบเขตของ Grid box 
            ขั้นตอนต่อมาเป็นขั้นตอนการสร้าง Grid box เพื่อกาํหนดขอบเขตในการคาํนวณค่า binding 
energy โดย Grid box น้ีมีลกัษณะเป็นกล่องส่ีเหล่ียม ในแต่ละ dimension (ในแนวแกน x, y และ z) 
ประกอบไปดว้ยจุดเสมือน (virtual points) หลายจุด โดยปกติ ค่า default ของซอฟทแ์วร์จะตั้งค่าให้
จุดแต่ละจุดห่างกนั 0.375 Å ซ่ึงเป็นระยะหน่ึงในส่ีของระยะห่างระหว่างอะตอมของคาร์บอนกบั
คาร์บอน ทาํใหซ้อฟทแ์วร์สามารถสร้าง Grid และคาํนวณค่าพลงังานไดง่้ายข้ึน ความยาวของกล่อง
ในแต่ละ dimension จะเท่ากบั จาํนวนจุดในแกนนั้น x ระยะห่างระหว่างจุด การปรับขนาดของ
กล่อง ควรปรับใหก้ล่องครอบคลุมบริเวณ binding site ทั้งหมดและควรมีส่วนของโปรตีนรวมอยู่
ในทุกดา้นของกล่องดว้ย ligand ท่ีเราสนใจจะถูกโปรแกรม AutoDock4 จบัใส่ลงไปในกล่องน้ี และ
เคล่ือนโครงสร้าง ligand ไปรอบๆ binding site โดย ligand จะไม่สามารถเคล่ือนออกนอกกล่องได ้
เม่ือ ligand ถูกเคล่ือนไปแต่ละตาํแหน่ง ก็จะมีการคาํนวณค่าพลงังานระหว่าง ligand กบัโปรตีนทุก
คร้ัง 
         การสร้าง Grid box สามารถทาํไดโ้ดยคลิก Grid > Grid box > Center on ligand (อาจจะเลือก 
Choose ligandก่อน ท่ี Grid > Set Map Types > Choose Ligand และทาํการปรับขอบเขตของกล่อง
ใหค้รอบคลุมส่วนของ binding site โดยอาจจะมีการปรับ number of points in x, y, z –dimension :
ใหอ้ยูใ่นช่วงระหว่าง 50-60 ในกรณีน้ีเราจะตั้งค่าไวท่ี้ 60 ทั้ง 3 dimensions (ดงัรูปท่ี 3.5) จากนั้นทาํ
การเซฟไฟลโ์ดยคลิกท่ี File > Close saving current เลือก Grid > Output > save GPF ตั้งช่ือไฟล์
เป็น 3UBE.gpf (รูปท่ี 3.6) จะไดไ้ฟล ์ 3UBE.gpf จากนั้นทาํการตรวจสอบไฟล ์ 3UBE.gpf  และ
แกไ้ข parameter ควรตรวจสอบขนาดของ grid, ligand_types และ spacing ใหต้รงตามท่ีตอ้งการ ค่า 
default ของ spacing จะเป็น 0.375 
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รูปที ่3.5 การปรับขอบเขตของกล่องใหค้รอบคลุม binding site 

 
 

รูปที ่3.6 ผลของการสร้างไฟล ์GPF 
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3.3.3 สร้าง Grid energy maps ดว้ยคาํสัง่ AutoGrid4 โดยใชโ้ปรแกรม ADT 
 

           ก่อนการรัน autogrid และ autodock ควรตรวจสอบการติดตั้งของโปรแกรมทั้งสองน้ี โดย
โปรแกรมดงักล่าวสามารถดาวน์โหลดไดใ้นเวบ็ไซด ์ http://autodock.scripps.edu การดาวน์โหลด
โปรแกรม ควรใชใ้หต้รงกบัระบบท่ีเคร่ืองคอมพิวเตอร์นั้นรองรับ เช่น ระบบวินโดว ์ ลินุกซ์ หรือ 
ยนิูกซ์ เป็นตน้ 
          ข้อควรระวัง ควรนาํไฟล ์“.gpf” และ “.pdbqt” ไวใ้นโฟลเดอร์หรือ path เดียวกนั นอกจากน้ี 
สาํหรับระบบวินโดวค์วรวางโปรแกรม autogrid4.exe และ autodock4.exe ลงใน path โดยช่ือของ 
path นั้นควรมีการตั้งช่ือท่ีไม่มีการเวน้วรรค 

3.3.3.1 สร้าง Grid energy maps ของอะตอมชนิดต่างๆ ท่ีอยูใ่น Grid box ดว้ยโปรแกรม 
AutoGrid4 โดยใชค้าํสัง่ 
 

% autogrid4 –p 3UBE.gpf -l 3UBE.glg 
 
จากคาํสั่งดา้นบน –p หมายถึง Parameter Filename ส่วนของ input file (.gpf) นัน่เอง และ –l 
หมายถึง Log Filename ซ่ึงเป็นผลลพัธ์ท่ีไดจ้ากการคาํนวณ grid คาํสั่งน้ีสามารถพิมพล์งบน
โปรแกรม ADT ในกรณีของระบบวินโดว ์
สามารถเรียก AutoGrid4 โดยการใส่ full path ท่ีมี AutoGrid4 อยู ่และภายในไฟล ์3UBE.gpf ควร
ระบุ full path ตรงตาํแหน่งของ # grid_data_file, # macromolecule, และ # atom-specific affinity 
map ทั้งหมด เช่น 
 

receptor C:\3UBE.pdbqt #ระบุ full path ของ macromolecule วา่อยูท่ี่ C: 
 

3.3.3.2 การเตรียม DPF file (Docking Parameter File) โดยใชโ้ปรแกรม ADT 
            Docking Paramerter File จะบอกใหโ้ปรแกรม AutoDock ว่า map files ไหนท่ีตอ้งใชบ้า้ง 
โมเลกุลลิแกนด์ใดท่ีจะมีการเคล่ือนท่ีเขา้ไปใน receptor จุดศูนยก์ลางลิแกนและจาํนวนของ 
torsions คืออะไร จาํนวนของการประเมินค่าพลงังานสูงสุด จาํนวนรอบของการรัน docking เป็น
ตน้ ไฟลท่ี์ไดรั้บจะเป็น “.dpf” 
วิธีการเตรียม สามารถทาํไดด้งัน้ี 

3.3.3.2.1 เปิด ADT Tool > Docking > Macromolecule > Set Flexible Residues 
Filename… หรือ Set Rigid 
Filename… > Choose 3UBE.pdbqt > Click Open (ขั้นตอนน้ีจะไม่ปรากฏโครงสร้างของโปรตีน) 
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3.3.3.2.2 Docking > Ligand… > Open > Choose BOG.pdbqt > Click Open 
3.3.3.2.3 Docking > Search Parameters… > Genetic Algorithm… > Click Accept 
3.3.3.2.4 Docking > Docking Parameters… 
3.3.3.2.5 Docking > Output > Lamarckian GA… 

ในขั้นตอนสุดทา้ยน้ี ผลลพัธ์ท่ีไดจ้ะเป็น 1_HA.dpf และคลิก Save 
            นอกจากน้ี ในกรณีท่ีตอ้งการแกไ้ขไฟล ์ DPF ให้ไปท่ี Docking > Edit DPF… และ
ตรวจสอบลิแกนไฟลต์รง kerword ‘move’, ligand types, maximum number of energy evaluations, 
ga_pep_size = 150, evals = 2,500,000และแกไ้ขจาํนวนรอบของการdocking ga_run =100 (default)  

3.3.3.3 การทาํ docking โดยใชโ้ปรแกรม ADT 
            การรัน AutoDock4 ไฟลต่์างๆดงัต่อไปน้ี คือ ไฟล ์3UBE.pdbqt (receptor), 1.pdbqt (ligand), 
GPF file และ DPF file จะตอ้งมีอยูใ่น directory เดียวกนั เพื่อนาํไปใชใ้นการรัน คาํสั่งการรันจะ
คลา้ยกบัคาํสัง่ของ AutoGrid4 เพียงแต่ใชไ้ฟล ์dpf เป็นตวั Parameter file สาํหรับ log file จะไดไ้ฟล ์
dlg 
            ข้อควรระวัง กรณีรัน docking ในระบบวินโดว ์ ควรเติม full path ภายในไฟล ์ dpf ทาํ
เช่นเดียวกบัการเติม full path ภายในไฟล ์gpf ขา้งตน้ เพื่อใหโ้ปรแกรม AutoDock รู้ว่าแต่ละขอ้มูล 
เช่น # grid_data_file, # atom-specific affinity map,# small molecule และ ไฟลข์อง macromolecule 
อยูใ่น directory path อะไร วิธีการรันบนโปรแกรม ADT สามารถทาํไดด้งัรูปท่ี 3.7 โดยไปท่ี Run > 
Run AutoDock… > Click Browse สาํหรับ Program Pathname ของ AutoDock4 ท่ีติดตั้งไวส้าํหรับ
ระบบวินโดว ์และระบุ path ของ Parameter Filename > Launch คาํสัง่ท่ีใชรั้น 
จะปรากฏ ดงัน้ี 
 

autodock4 -p C:\project\receptor_HA.dpf -l C:\project\receptor_HA.dlg 

 
*ช่ือ Receptor ท่ีระบุไวต้อ้งเปล่ียนตามไฟลท่ี์เราได ้save ไวข้า้งตน้ ถา้ไม่มีการเปล่ียนไฟล์
อาจทาํไหโ้ปรแกรมไม่สามารถทาํงานไดเ้น่ืองจากหาไฟลไ์ม่เจอ 
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 รูปที ่3.7 การรัน AutoDock4 บนโปรแกรม ADT 

3.4 โมเลควิลาร์ไดนามิกส์ซิมุเลชันระหว่างฮีแมกกลูตินินกบัสารอนุพนัธ์แอนโดรกราโฟไลด์  
เม่ือได้โครงสร้างของสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างตัวยบัย ั้งกับฮีแมกกลูตินินแล้ว ท่ี

คดัเลือกแลว้ไดแ้ก่ HA--1,4 - deoxy andrographolide_2 จากนั้นทาํการเติมโมเลกุลไฮโดรเจนใหก้บั
ไกลโคโปรตีน HA  เติมนํ้ าในลกัษณะ cubic box และเติมไอออนเพ่ือปรับระบบใหร้ะบบเป็นศูนย์
ดงัรูป 3.8 จากนั้นทาํการ minimization ระบบเพื่อปรับโครงสร้างเสถียรของไฮโดรเจน และ นํ้า ท่ี
เติมลงในระบบ สุดทา้ยก็ทาํการจาํลองการทาํงานของสารประกอบเชิงซอ้นดงักล่าวดว้ยวิธีโมเลคิว
ลาร์ไดนามิกส์ซิมุเลชนั โดยใชโ้ปรแกรม AMBER 10 package (Case, Darden et al. 2008) เป็นเวลา 
12 ns หรือ 12000 ps เร่ิมตน้โดยการให้ความร้อนกบัระบบซ่ึงเดิม มีอุณหภูมิ 0 K เป็น 310 K 
ในช่วงเวลา 0 – 100 ps โดยใหป้ริมาตรคงท่ี จากนั้นคาํนวณไปถึง 1200 ps โดยกาํหนดใหค้วามดนั
คงท่ี และอุณหภูมิคงท่ี ๆ 310 K เก็บ snapshot ทุก ๆ 0.2 ps  และใช ้snapshot ในช่วง 2.5 ns – 12 ns 
เกบ็มาจาํนวน 100 snapshots เพื่อใชใ้นการวิเคราะห์ขอ้มูล 
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รูปที ่3.8 โครงสร้างของสารประกอบเชิงซอ้น HA--1,4 - deoxy andrographolide_2 เม่ือเติมนํ้าและ
ไอออน 
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บทที ่4 
ผลการวจิยั และอภปิรายผล 

4.1. ความสามารถในการทาํ Re-docking ของโปรตีนฮีแมกกลูตินินกบัตัวรับ S26G  

 โปรตีนฮีแมกกลูตินินเป็นโครงสร้างท่ีไดจ้ากเทคนิค X-ray cryatallography ซ่ึงมีตวัรับ 
S26G อยูใ่นบริเวณยึดจบั (binding site) อยูแ่ลว้ในงานวิจยัน้ีเราจะเอาตวัรับ S26G ออกแลว้ใช้
โปรแกรม AutoDock จบั ตวัรับ S26G ใส่เขา้ไปในบริเวณยึดจบัใหม่เพื่อทดสอบพารามิเตอร์ท่ีใช้
ในการคาํนวณ โดยนาํตวัรับ S26G ท่ีไดจ้ากขอ้มูลทาง X-ray มาทาํการดอ็กก้ิงกบัโปรตีนฮีแมกกลูติ
นิน โดยจะสั่งรันทั้งหมด 100 คร้ัง พร้อมกบัคาํนวณค่า binding energy ระหว่างโปรตีนฮีแมกกลูติ
นินและ ตวัรับ S26G ดว้ยวิธีการโมเลกุลาร์ด็อกก้ิง จากผลการคาํนวณพบว่าพลงังานติดลบ มีค่า
เท่ากบั -6.01 kcal/mol และมี % conformational cluster เท่ากบั 22 % ซ่ึงจะเห็นไดว้่าพลงังานท่ีใช้
ในการจบักนัมีค่าตํ่าๆ และมี % conformational cluster ค่อนขา้งสูง แสดงว่าการยึดจับของ
โปรตีนฮีแมกกลูติ นินกับตัว รับ  S26G สามารถยึดจับกันได้ดี  ดังแสดงในรูปที่  4 .1
ดังนั้ นพารามิ เตอร์ต่างๆที่ ใช้ในการคาํนวณตวัยบัย ั้งแอนโดรกราโฟไลดแ์ละอนุพนัธ์จะใช้
เหมือนกับตัวรับ  S26G  
 

 
  
รูปที ่4.1 เปรียบเทียบลกัษณะการจบักนัระหวา่งโปรตีนฮีแมกกลูตินินกบัตวัรับ S26G ท่ีไดจ้าก X- 
ray และ S26G ท่ีไดจ้ากการทาํโมเลกลุาร์ดอ็กก้ิง โดยท่ี สีเขียวเป็นโครงสร้าง S26G ท่ีไดจ้าก X-ray  
และสีชมพเูป็นโครงสร้างของ S26G ท่ีไดจ้าการทาํโมเลกลุาร์ดอ็กก้ิง 
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4.2. โมเลควิลาร์ด๊อกกิง้ระหว่างฮีแมกกลูตินินกบัสารแอนโดรกราโฟไลด์และอนุพนัธ์  

4.2.1 เปรียบเทยีบโครงสร้างของสารยบัยั้งในบริเวณยดึจับของโปรตีนฮีแมกกลูตินิน 
การเปรียบเทียบการเขา้จบักนัของสาร andrographolide และอนุพนัธ์ กบัโปรตีนฮีแมกกลูติ

นิน (3UBE) ซ่ึงในโปรตีนฮีแมกกลูตินิน จะมีตาํแหน่งท่ีมีลกัษณะโพรงเรียกว่าบริเวณยึดจบั 

(Binding site)  ท่ีทาํใหส้าร andrographolide และอนุพนัธ์ สามารถเขา้จบักบักบัโปรตีนฮีแมกกลูติ

นินในโพรงได ้ถา้ตวัยบัย ั้งสามารถเขา้ไปจบักบัโปรตีนตรงตาํแหน่งของตวัรับ S26G ตรงบริเวณยดึ

จบัไดดี้ แสดงว่าจบักบัโปรตีนฮีแมกกลูตินินไดดี้ สารดงักล่าวมีโอกาสท่ีจะยบัย ั้งการทาํงานของ

โปรตีนฮีแมกกลูตินินได ้ โครงสร้างสารประกอบเชิงซอ้นของสารยบัย ั้งทั้ง 9 ในบริเวณยดึจบัของ

โปรตีนฮีแมกกลูตินินท่ีไดจ้ากการทาํโมเลคิวลาร์ด๊อกก้ิงแสดงดงัรูปท่ี 4.2 และจากการดาํเนินการ

ทั้งหมด 100 คร้ังพบว่าเปอร์เซ็นตก์ลุ่มสารท่ีมีโครงสร้างเดียวกนั (% conformational cluster) ซ่ึง

เป็นค่าท่ีโปรแกรม AutoDock จะทาํการจดัโครงสร้างของตวัยบัย ั้งท่ีอยูใ่นลกัษณะเดียวกนัใหอ้ยูใ่น

กลุ่มเดียวกนัโดยใชค่้าทางสถิติเป็นเกณฑใ์นการจดักลุ่มแสดงดงัตารางท่ี 4.1 

 ตารางที่  4 .1  ผลของเปอร์ เ ซ็นกลุ่มสารท่ีมีโครงสร้ าง เ ดียวกัน ท่ีได้จากการทาํโมเล

กุลาร์ด็อกก้ิงระหว่างตัวย ับย ั้ งทั้ ง  9  โครงรูปกบัโปรตีนฮีแมกกลูตินิน  

ตัวยบัยั้ง % conformational 
cluster 

ตัวยบัยั้ง % conformational 
cluster 

Andrographolide 32 Neoandro 
grapholide_1 

18 

1,4 – deoxy 
andrographolide_1 

31 Neoandro 
grapholide_2 

22 

1,4 - deoxy 
andrographolide_2 

33 Neoandro 
grapholide_3 

8 

1,4 - deoxy 
andrographolide_3 

31 Neoandrogra 
pholide_4 

7 

14-alpha-lipoyl 
andrographolide 

4   
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จากตารางท่ี 4.1 พบว่า สาร 1,4 – deoxyandrographolide_2 มีค่า % conformational cluster 

สูงสุดเท่ากบั 33 %  พบว่าสาร Andrographolide และอนุพนัธ์ 1,4 – deoxyandrographolide จะมี ค่า 

% conformational cluster สูงกว่าสารอนุพนัธ์ Neoandrographolide  และ 14-alpha-lipoyl 

andrographolide  ทั้ ง น้ีอาจเ น่ืองมาจากสาร  Andrographolide และอนุพันธ์  1,4 – 

deoxyandrographolide จะมีโครงสร้างท่ีค่อนขา้งเล็กกว่าสารอนุพนัธ์ Neoandrographolide  และ 

14-alpha-lipoyl andrographolide  จึงทาํให้มีเปอร์เซ็นตก์ลุ่มสารโครงสร้างเดียวกนัมากกว่า ทั้งน้ี

เกณฑใ์นการเลือกตวัยบัย ั้งจะดูจากค่าพลงังานการยดึจบัควบคู่กบัเปอร์เซ็นตก์ลุ่มสารท่ีมีโครงสร้าง

เดียวกนั ดงันั้นในงานวิจยัน้ีไดศึ้กษาค่าพลงังานการยึดจบัระหว่างโปรตีนฮีแมกกลูตินินกบัสาร

ยบัย ั้งทั้ง 9 โครงรูปซ่ึงไดก้ล่าวถึงในหวัขอ้ 4.2 

 
 
รูปที ่ 4.2 ผลการด๊อกก้ิงระหวา่ง สาร andrographolide และ อนุพนัธ์ กบัโปรตีนฮีแมกกลูตินินสาย
พนัธ์ุดั้งเดิม โดยหมายเลข 1 ถึง 3 คือ 1,4 – deoxy Andrographolide ตวัท่ี 1,  2 และ 3 ตามลาํดบั 
ในขณะท่ี หมายเลข 4 ถึง 7 คือ Neoandrographolide ตวัท่ี 1, 2, 3  และ 4 ตามลาํดบั และ AL-1 คือ 
14-alpha-lipoyl andrographolide 
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4.2.2 พนัธะไฮโดรเจนของสารยบัยั้งกบัโปรตีนฮีแมกกลูตินิน 

จากงานวิจยัท่ีผ่านมาพบว่าว่าเกิดพนัธะไฮโดรเจนของโปรตีนฮีแมกกลูตินิน และตวัรับ 

S26G ในสายพนัธ์มนุษยจ์ะประกอบดว้ยกรดอะมิโนท่ีสาํคญัอยู่ 3 จุดคือ (1) 130-loop มี

กรดอะมิโนท่ีสาํคญัคือ Y95, V135, T136 และ A137 (2) 190-helix มีกรดอะมิโนท่ีสาํคญัคือ K145 

และ H183 (3) 220-loop มีกรดอะมิโนท่ีสาํคญัคือ Q226, K222 และ D225 (Nunthaboot, 

Rungrotmongkol et al. 2009; Priyadarzini, Selvin et al. 2012) จากผลการคาํนวณพบว่า การเกิด

พนัธะไฮโดรเจนของโปรตีนฮีแมกกลูตินิน (3UBE) กบัตวัยบัย ั้งแอนโดรกราโฟไลด์และอนุพนัธ์จะมี

กรดอะมิโนท่ีสาํคญัคือ D190, K145, G228, E227, T136 และ D225 ซ่ึงตวัยบัย ั้งส่วนใหญ่จะชอบจบั

กบักรดอะมิโน Aspartic acid (D) และ Glutamic acid (E) ซ่ึงเป็นกรดอะมิโนท่ีมีขั้ว เง่ือนไขในการ

พิจารณาการเกิดพนัธะไฮโดรเจน คือ ระยะทางระหว่างตวัให้และตวัรับโปรตอนกบัมุมการเกิด

พนัธะไฮโดรเจน ระยะทางของตวัใหแ้ละตวัรับโปรตอนตอ้งมีค่านอ้ยกว่าหรือเท่ากบั 3.5 Å จึงจะมี

ความสามารถในการเกิดพนัธะไฮโดรเจนไดแ้ขง็แรง ส่วนมุมพนัธะจะเกิดพนัธะไฮโดรเจนไดดี้จะ

อยู่ท่ี 120-240 องศา แต่จะเกิดพนัธะไฮโดรเจนไดดี้ท่ีสุดท่ีมุม 180 องศา ซ่ึงเป็นเส้นตรงเพราะ

สามารถยดึจบักนัไดดี้ จากการคาํนวณระยะทางและมุมพนัธะสามารถสรุปไดด้งัตารางท่ี 4.2 จะเห็น

ไดว้า่ระยะทางในการจบักบัของพนัธะจะนอ้ยกว่า 3.5 Å แต่มุมพนัธะท่ีใชใ้นการเกิดพนัธะไฮโดรเจน

ส่วนใหญ่จะมากกว่า 120 องศา แต่มีเพียงบางตวัเท่านั้นท่ีนอ้ยกว่า 120 องศา คือ Gln226 ท่ีจบักบั O35 

ของ 1,4-deoxy andrographolide_2 ท่ีมีมุมเท่ากบั 88.9 และ 86.2 Å รวมถึง Lys228 ท่ีจบักบั H47 

ของตวัยบัย ั้ง Neoandrographolide_1 มีมุมเท่ากบั 111.3 Å และ Asp190 ท่ีจบักบั H73 ทั้งสองตวัจะ

มีมุมเท่ากบั 90.8 และ 92 Å ของตวัยบัย ั้ง Neoandrographolide_2 ลกัษณะการเกิดพนัธะไฮโดรเจน

จะแสดงในภาพท่ี 4.3 ถึงภาพท่ี 4.7  แต่อยา่งไรก็ตาม การเกิดพนัธะไฮโดรเจนจะเป็นแค่ตวับอก

ความแรงของพนัธะ ซ่ึ งจะ เ ชื่ อมโยงโดยตรงกับกับพลังงานที่จะกล่าวในหัวข ้อถัดไป  

ดังนั้ นถ้า มุมมากกว่า  120องศา  และความยาวพันธะน้อยกว่า  3 .5 Å พลงังานท่ีใชใ้นการ

เกิดพนัธะไฮโดรเจนกจ็ะนอ้ยและติดลบมากข้ึน 
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ตารางที ่4.2 การเกิดพนัธะไฮโดรเจน มุมพนัธะ และ ความยาวพนัธะระหวา่งตวัยบัย ั้งกบั     

โปรตีนฮีเมกกลูตินินโดยท่ี AL_1 คือ 14-alpha-lipoyl andrographolide 

ตวัยบัย ั้ง การเกิดพนัธะไฮโดรเจน 
(ฮีแมกกลูตินิน_ตวัยบัย ั้ง) 

มุมพนัธะ 
(องศา) 

ระยะทาง (Å) 

andrographolide -Asp190_H14 
-Asp190_H32 
-Gln226_O50 
-Lys145_O50 
-Val136_H53 

146.7 
166.0 
137.1 
123.6 
157.1 

2.11 
2.06 
2.79 
2.72 
1.79 

1,4-deoxy 
andrographolide_1 

-His183_H34 
-Asp190_H54 

121.3 
171.7 

2.27 
1.68 

1,4-deoxy 
andrographolide_2 

-Val135_H54 
-Gln226_O35 
-Gln227_O35 

133.4 
88.9 
86.2 

2.13 
2.56 
3.10 

1,4-deoxy 
andrographolide_3 

-Lys145_O33 
-Gln226_H49 
-Ser186_H25 

156.9 
162.3 
140.5 

2.18 
1.71 
2.05 

Neoandrographolide_1 -Asp190_H56 
-Lys145 _ O62 
-Gly228 _  H47 
-Glu227 _ H51 
-Glu227 _ H47 

158.3 
143.1 
111.3 
146.4 
158.9 

1.88 
3.05 
2.42 
1.86 
2.09 

Neoandrographolide_2 -Asp190 _ H73 
-Asp190 _ H73 
-Glu227_H70 
-Glu227_H63 
-Glu227_H8 
-Lys145_O36 

90.8 
92 

163.8 
150 
160 

164.5 

2.22 
2.25 
1.64 
1.81 
2.07 
2.86 

Neoandrographolide_3 -Asp190_H60 
-Glu227_H69 
-Glu227_H62 

168.7 
155.9 
161.1 

1.91 
1.94 
1.82 
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ตวัยบัย ั้ง การเกิดพนัธะไฮโดรเจน 
(ฮีแมกกลูตินิน_ตวัยบัย ั้ง) 

มุมพนัธะ 
(องศา) 

ระยะทาง (Å) 

Neoandrographolide_4 -Asp190 _ H71 
-Asp190 _ H71 
-Glu227_ H68 
-Glu227_ H69 
-Glu227_ H70 
-Lys145 _O30 

171.4 
145.7 
172.8 
163.8 
161.6 
113.8 

2.38 
2.04 
1.74 
1.83 
1.83 
3.01 

AL_1 -Thr136 _ O46 
-Asp225_H31 

146.4 
158.9 

2.99 
1.94 

 

ลกัษณะการเกดิพนัธะไฮโดรเจนของตัวยบัยั้งกบัโปรตีนฮีแมกกลูตินินแสดงดังรูปที ่4.3 ถึง รูปที ่

4.12 

 

รูปที ่4.3 การเกิดพนัธะไฮโดรเจนของสาร Andrographolide กบัโปรตีนฮีแมกกลูตินิน 
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รูปที ่4.4 การเกิดพนัธะไฮโดรเจนของสาร 1,4-deoxy andrographolide_1 กบัโปรตีนฮีแมกกลู 

ตินิน 

 

 

 
 

รูปที ่4.5 การเกิดพนัธะไฮโดรเจนของสาร 1,4-deoxy andrographolide_2 กบัโปรตีนฮีแมกกลู 

ตินิน 
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รูปที ่4.6 การเกิดพนัธะไฮโดรเจนของสาร 1,4-deoxy andrographolide_3 กบัโปรตีนฮีแมกกลู 

ตินิน 

 

 

 
 
รูปที ่4.7 การเกิดพนัธะไฮโดรเจนของสาร Neoandrographolide_1 กบัโปรตีนฮีแมกกลู 
ตินิน 
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รูปที ่4.8 การเกิดพนัธะไฮโดรเจนของสาร Neoandrographolide_2 กบัโปรตีนฮีแมกกลู 

ตินิน 

 

 

 
 

รูปที ่4.9 การเกิดพนัธะไฮโดรเจนของสาร Neoandrographolide_3 กบัโปรตีนฮีแมกกลู 

ตินิน 
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รูปที ่4.10 การเกิดพนัธะไฮโดรเจนของสาร Neoandrographolide_4 กบัโปรตีนฮีแมกกลู 
ตินิน 
 
 

 
 

รูปที ่4.11 การเกิดพนัธะไฮโดรเจนของสาร 14-alpha-lipoyl andrographolide กบัโปรตีนฮี 
แมกกลูตินิน 
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4.2.3 พลงังานในการยดึจับระหว่างสารยบัยั้งกบัโปรตีนฮีแมกกลูตินิน 

ขอ้มูลทางเทอร์โมไดนามิกส์ท่ีนิยมใชใ้นการบอกอนัตรกิริยาคือพลงังานเสรีของการยดึจบั 
(binding energy)โดยจะศึกษาอนัตรกิริยาระหว่างสาร Andrographolide และอนุพนัธ์กบัโปรตีนฮี
แมกกลูตินิน ถา้ค่าพลงังานการยดึจบัระหวา่งโปรตีนฮีเเมกกลูตินินกบัสารยบัย ั้งมีค่าเป็นลบแสดงวา่
โปรตีนฮีแมกกลูตินินสามารถเขา้ไปยดึจบักบัสารยบัย ั้งไดดี้และมีความเสถียร ส่วนค่าพลงังานการ
ยดึจบัถา้มีค่าเป็นบวกแสดงว่า ตวัยบัย ั้งไม่สามารถเขา้ไปยดึจบักบัโปรตีนฮีแมกกลูตินินได ้จากผล
การคาํนวณค่าพลงังานการยึดจบัแสดงในตารางท่ี 4.3 พบว่าการยดึจบัระหว่างโปรตีนฮีแมกกลูติ
นินกบัตวัยบัย ั้งสามารถยึดจบักนัไดดี้และมีความเสถียรเน่ืองจากมีค่าเป็นลบ จากการดาํเนินการ
ทั้งหมด 100 คร้ัง โดยเกณฑใ์นการเลือกตวัยบัย ั้งจะดูจากค่าพลงังานการยึดจบัควบคู่กบัเปอร์เซ็น
กลุ่มสารท่ีมีโครงสร้างเดียวกนัซ่ึงเป็นค่าท่ีโปรแกรม AutoDock จะทาํการจดัโครงสร้างของตวั
ยบัย ั้งท่ีอยูใ่นลกัษณะเดียวกนัใหอ้ยูใ่นกลุ่มเดียวกนัโดยใชค่้าทางสถิติเป็นเกณฑใ์นการจดักลุ่ม จาก
ผลการคาํนวณในตารางท่ี 4.3 พบว่าสาร 1,4 – deoxyandrographolide_1 สามารถจบักบัโปรตีนฮี
แมกกลูตินินไดดี้ท่ีสุดโดยมีค่าพลงังานการยึดจบัเท่ากบั -7.61  Kcal/mol และ % conformational 
cluster เท่ากบั 31% และ สาร Neoandrographolide_2 มีพลงังานตํ่าสุดรองลงมาโดยมีค่าพลงังาน
การยดึจบัเท่ากบั -7.53  Kcal/mol และ % conformational cluster เท่ากบั 22%  ในขณะท่ีตวัยบัย ั้ง
อ่ืนมีค่าพลังงานการยึดจับไม่แตกต่างกันมาก ตั้ ง -6.49 ถึง -6.93 Kcal/mol  แต่มีค่า % 
conformational cluster ค่อนขา้งแตกต่างกนัตั้ง 4 ถึง 32% ทั้งน้ี สารยบัย ั้ง Andrographolide และ 1,4 
– deoxy andrographolide จะมี % conformational cluster ท่ีสูงกว่าเน่ืองสารมีขนาดเลก็กว่าจึงยดึ
เ ก าะกับโปร ตีน ฮีแมกก ลู ติ นินในตํา แห น่ ง เ ดิ มได้ ง่ า ยกว่ า ในขณะ ท่ีสารยับย ั้ ง ก ลุ่ ม 
Neoandrographolide มีขนาดท่ีใหญ่กว่าจึงยึดเกาะกบัโปรตีนฮีแมกกลูตินินในตาํแหน่งเดิมไดย้าก
กวา่จึงมีค่า % conformational cluster ท่ีต ํ่ากวา่  

ดงันั้นในงานวจิยัน้ีจากผลการทาํโมเลคิวลาร์ด๊อกก้ิงระหวา่งฮีแมกกลูตินินกบัสารแอนโด
รกราโฟไลดแ์ละอนุพนัธ์จึงเลือกสาร 1,4 – deoxyandrographolide_1 มาทาํการศึกษาดว้ยระเบียบ
วิธีโมเลคิวลาร์ไดนามิกส์ซิมุเลชนั เพื่ออธิบายถึงความเหมือน/ความแตกต่างทางดา้นโครงสร้าง 
การเคล่ือนท่ีของโปรตีนและตวั รวมถึง คาํนวณพลงังานเสรีกิบส์  เปรียบเทียบผลการคาํนวณท่ีได้
กบัผลการทดลองหรือผลการคาํนวณจากงานวิจยัอ่ืนๆ 
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ตารางที ่4.3 ผลของพลงังานการยดึจบัตํ่าสุด และเปอร์เซ็นกลุ่มสารท่ีมีโครงสร้างเดียวกนัท่ี 

ไดจ้ากการทาํโมเลกลุาร์ดอ็กก้ิง 

 

 
ตัวยบัยั้ง 

Lowest 
Binding 
Energy 

(Kcal/mol) 

% 
conformatio
nal cluster 

 
ตัวยบัยั้ง 

Lowest 
Binding 
Energy 

(Kcal/mol) 

% 
conformatio
nal cluster 

Andrographolide -6.90 32 Neoandro 
grapholide_1 

-6.67 18 

1,4 – deoxy 
andrographolide

_1 

-7.61 31 Neoandro 
grapholide_2 

-7.53 22 

1,4 - deoxy 
andrographolide

_2 

-6.69 33 Neoandro 
grapholide_3 

-6.49 8 

1,4 - deoxy 
andrographolide

_3 

-6.77 31 Neoandrogra 
pholide_4 

-6.93 7 

14-alpha-lipoyl 
andrographolide 

-6.78 4    

 
 
4.3 โมเลควิลาร์ไดนามิกส์ซิมุเลชันระหว่างฮีแมกกลูตินินกบัสารแอนโดรกราโฟไลด์และอนุพนัธ์ 

4.3.1 ผลของการเปลีย่นแปลงโครงสร้างโปรตีนและสารยบัยั้งเทยีบกบัเวลา 

ก่อนท่ีจะทาํการวิเคราะห์ผลเก่ียวกบัโครงสร้างและพลงังานท่ีสนใจ ตอ้งตรวจสอบสมดุลของ 
โครงสร้างของสารประกอบเชิงซอ้นโปรตีนกบัตวัยบัย ั้ง HA--1,4 - deoxy andrographolide_1 ก่อน
โดยการพลอ็ตค่า Root Mean Square Dispacement (RMSD) ท่ีเวลาต่างๆ (ดงัรูปท่ี 4.12) จากการ
คาํนวณพบวา่เม่ือจาํลองระบบไปถึง 5 ns ทั้งสองระบบเขา้สู่สมดุลแลว้โดยค่า RMSD เร่ิมคงท่ี
ดงันั้นการคาํนวณคร้ังน้ีจึงใช ้ snapshot ในช่วง 5 ns ถึง 12 ns ในการวิเคราะห์ขอ้มูลเก่ียวกบัการ
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เปล่ียนทางโครงสร้าง พนัธะไฮโดรเจน และพลงังานการยดึจบัอิสระของฮีเมกกลูตินิน H1กบัตวั
ยบัย ั้ง 1,4 - deoxy andrographolide_1   
 

 

รูปที ่ 4.12 ค่า Root Mean Square Displacement (RMSD) ของระบบ HA--1,4 - deoxy 

andrographolide_1  โดยพลอ็ตตั้งแต่ 0-12 ns 

 

4.3.2 พนัธะไฮโดรเจนระหว่างสารยบัยั้งกบัโปรตีนฮีแมกกลูตนิิน 

เพื่อดูอนัตรกิริยาระหวา่งไกลโคโปรตีน HA และตวัยบัย ั้ง 1,4 - deoxy andrographolide_1  ท่ี

ไดจ้ากการทาํโมเลคิวลาร์ด๊อกก้ิงในบริเวณยดึจบัของ HA (HA binding pocket) จึงทาํการคาํนวณ  

% Hydrogen bond occupation ระหวา่งกรดอะมิโนของเอนไซม ์ HA กบัตวัยบัย ั้ง 1,4 - deoxy 

andrographolide_1 ท่ีแสดงโครงสร้างและลาํดบัอะตอมดงัรูปท่ี 4.13 ผลการคาํนวณแสดงในตาราง

ท่ี 4.4  จากการคาํนวณพบวา่โมเลกลุ 1,4 - deoxy andrographolide_1 เกิดพนัธะไฮโดรเจนกบั

กรดอะมิโนของโปรตีน HA  ทั้ง 3 จุดท่ีสาํคญัดงัท่ีกล่าวมาแลว้โดย เกิด 1 พนัธะไฮโดรเจนท่ี

แขง็แรงกบั Y95 ของกรดอะมิโน 130-loop มีค่า % Hydrogen bond occupation เท่ากบั 88% และ

เกิด 2 พนัธะไฮโดรเจนกบักรดอะมิโน 190-loop โดยเกิด 1 พนัธะไฮโดรเจนท่ีแขง็แรงกบั H183 มี

ค่า % Hydrogen bond occupation เท่ากบั 96%  และเกิดอีก 1 พนัธะ กบั D190 มีค่า % Hydrogen 
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bond occupation เท่ากบั 21%  ส่วนกรดอะมิโนของโปรตีน HA บริเวณ 220-loop เกิดพนัธะ

ไฮโดรเจนท่ีค่อนขา้งแขง็แรงกบั 1,4 - deoxy andrographolide_1  ทั้งหมด 3 พนัธะคือ กรดอะมิโน 

กลูตามิคตาํแหน่ง 227 (E227) เกิด 1 พนัธะ และ ไกลซีนตาํแหน่ง 228 (G228) เกิด 2 พนัธะ มีค่า % 

Hydrogen bond occupation เท่ากบั 76%,  75%  และ 75%  ตามลาํดบั  

จากผลของการคาํนวณการเกิดพนัธะไฮโดรเจนดว้ยเทคนิคโมเลคิวลาร์ไดนามิกส์ซิมุเลชนั

พบวา่ตวัยบัย ั้ง 1,4 - deoxy andrographolide_1  สามารถเกิดพนัธะกบักรดอะมิโนของโปรตีน HA 

ในตาํแหน่งท่ีสาํคญัและมีเปอร์เซ็นการเกิดพนัธะท่ีค่อนขา้งสูงนัน่คือการเกิดพนัธะมีความแขง็แรง

และเกิดตลอดเวลาของการทาํซิมุเลชนัแสดงใหเ้ห็นวา่ตวัยบัย ั้ง 1,4 - deoxy andrographolide_1  มี

โอกาศท่ีจะยบัย ั้งการทาํงานของโปรตีนฮีแมกกลูตินินได ้

 

ตารางที ่4.4 ผลของการเกิดพนัธะไฮโดรเจนระหวา่งฮีแมกกลูตินินกบัตวัยบัย ั้ง 1,4 - deoxy 

andrographolide_1 และเปอร์เซ็นการเกิดพนัธะไฮโดรเจน (% Hydrogen bond occupation) ท่ีได้

จากการทาํไดนามิกส์ซิมุเลชนั 

ตวัยบัย ั้ง การเกิดพนัธะไฮโดรเจน 
(ฮีแมกกลูตินิน_ตวัยบัย ั้ง) 

% Occupation 

1,4-deoxy 
andrographolide_2 

-H183_O1 
-Y95_O1 
-E227_O4 
-G228_O4 
-G228_H12 
D190_H30 

96% 
88% 
76% 
75% 
75% 
21% 

 

4.3.3 พลงังานในการยดึจับระหว่างสารยบัยั้งกบัโปรตีนฮีแมกกลูตินิน 

ขอ้มูลทางเทอร์โมไดนามิกส์ท่ีนิยมใชใ้นการบอกอนัตรกิริยา (interaction) คือพลงังานเสรีของ

การยดึจบั (binding energy) โดยจะศึกษาอนัตรกิริยาระหวา่งฮีเมกกลูตินินกบัตวัรับท่ีเป็นแบบS23G 

และ S26G ในการคาํนวณพลงังาน จะใชว้ิธี MM-PBSA และใช ้snapshot ในช่วง 5 ns – 12 ns เก็บ

มาจาํนวน 100 snapshots เพื่อใชใ้นการวิเคราะห์ ซ่ึงถา้ค่า  binding free energy ระหว่างฮีเเมกกลูติ
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นินกบัตวัยบัย ั้งมีค่าเป็นลบแสดงว่าฮีแมกกลูตินินสามารถเขา้ไปยึดจบักบัตวัยบัย ั้งไดดี้และมีความ

เสถียรส่วนค่า binding free energy ถา้มีค่าเป็นบวกแสดงว่าฮีแมกกลูตินินไม่สามารถเขา้ไปยดึจบั

กบัตวัยบัย ั้งไดซ่ึ้ง ผลการคาํนวณค่า binding  energy และเทอมพลงังานยอ่ยอ่ืนๆ ระหวา่งฮีแมกกลูติ

นินกบัยบัย ั้ง 1,4 - deoxy andrographolide_1 แสดงในตารางท่ี 4.5 พบว่าการยดึจบัระหว่างฮีแมกกลู

ตินินกบัตวัยบัย ั้ง 1,4 - deoxy andrographolide_1 สามารถยดึจบักนัไดดี้และมีความเสถียรเน่ืองจาก

มีค่าเป็นลบโดยมีค่าพลงังานการยดึจบัเท่ากบั -72.33 kcal/mol ซ่ึงพลงังานท่ีคาํนวณไดก้็สอดคลอ้ง

กบัผลของพนัธะไฮโดรเจนระหว่าง HA และ ยบัย ั้ง 1,4 - deoxy andrographolide_1 เป็นการยนืยนั

ว่าตวัยบัย ั้ง 1,4 - deoxy andrographolide_1  มีโอกาสท่ีจะยบัย ั้งการทาํงานของโปรตีนฮีแมกกลูติ

นินได ้

ตารางที ่4.5 ผลของค่า binding energy และเทอมพลงังานยอ่ยอ่ืนๆ ระหวา่งฮีแมกกลูตินินกบัยบัย ั้ง

1,4 - deoxy andrographolide_1 ท่ีไดจ้ากการทาํไดนามิกส์ซิมุเลชนั 

ชนิดพลงังาน พลงังาน (Kcal/mol) 

พลงังานประจุ ( eleE ) -49.04  12.66 

พลงังานวนัเดอร์วาลล ์( vdwE ) -33.96  3.51 

พลงังานสถานะแกส็ ( MME ) -82.68  13.18 

พลงังานรวมสารละลาย ( solG ) 10.35  2.35 

พลงังานเสรีของการยดึจับ ( bindingG ) -72.33  11.06 
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บทที ่5 

สรุปผลการวจิยั 

จากการศึกษาโมเลกุลาร์ด๊อกก้ิงระหว่างโปรตีนฮีแมกกลูตินินของเช้ือไวรัสสายพนัธ์ุ H1N1 ท่ี

ระบาดในปี 2009 กบัตวัยบัย ั้ง andrographolide และ อนุพนัธ์ ทั้งหมด 9 ตวั ผลการคาํนวณพบว่า 

ตวัยบัย ั้ง 1,4 – deoxyandrographolide_1 สามารถจบักบัโปรตีนฮีแมกกลูตินินไดดี้ท่ีสุดโดยมีค่า

พลงังานการยดึจบัเท่ากบั -7.61  Kcal/mol และ % conformational cluster เท่ากบั 31 %  ดงันั้นจึง

เลือกสาร 1,4 – deoxyandrographolide_1 มาทาํการศึกษาดว้ยระเบียบวิธีโมเลคิวลาร์ไดนามิกส์ซิ

มุเลชนั จากผลของการคาํนวณการเกิดพนัธะไฮโดรเจนดว้ยเทคนิคโมเลคิวลาร์ไดนามิกส์ซิมุเลชนั

พบว่าตวัยบัย ั้ง 1,4 - deoxy andrographolide_1  สามารถเกิดพนัธะกบักรดอะมิโนของโปรตีน HA 

ในตาํแหน่งท่ีสาํคญัและมีเปอร์เซ็นการเกิดพนัธะท่ีค่อนขา้งสูงนัน่คือการเกิดพนัธะมีความแขง็แรง

และเกิดตลอดเวลาของการทาํซิมุเลชนัโดย เกิด 1 พนัธะกบั Y95, H183, D190, E227 มีค่า % 

Hydrogen bond occupation เท่ากบั 88%, 96%, 21% และ 76% ตามลาํดบั และเกิด 2 พนัธะกบั 

G228 โดยมีค่า % Hydrogen bond occupation เท่ากบั 75%  และ 75%  ตามลาํดบั และผลการ

คาํนวณค่า binding  energy พบว่าการยึดจบัระหว่างฮีแมกกลูตินินกบัตวัยบัย ั้ง 1,4 - deoxy 

andrographolide_1 สามารถยึดจบักนัไดดี้และมีความเสถียรเน่ืองจากมีค่าเป็นลบโดยมีค่าพลงังาน

การยดึจบัเท่ากบั    -72.33 kcal/mol แสดงใหเ้ห็นวา่การยดึจบัระหวา่งฮีเมกกลูตินินกบัยบัย ั้ง มีความ

แขง็แรง ซ่ึงพลงังานท่ีคาํนวณไดก้็สอดคลอ้งกบัผลของพนัธะไฮโดรเจนระหว่าง HA และ ตวัยบัย ั้ง

1,4 - deoxy andrographolide_1 เป็นการยนืยนัว่าตวัยบัย ั้ง 1,4 - deoxy andrographolide_1  มีโอกาส

ท่ีจะพฒันาเป็นยาเพื่อยบัย ั้งการทาํงานของโปรตีนฮีแมกกลูตินินได ้
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     ภาคผนวก 
ตารางที ่1 ผลของพลงังานการยดึจบัของสาร andrographolideกบัโปรตีนฮีแมกลูตินินจากการทาํ

โมเลกลุาร์ดอ็กก้ิง 

Cluster 
Rank 

Lowest  
Binding 
Energy 

Run Mean Binding 
Energy 

Num in 
 Clus 

Histogram 
5    10   15   20     25   30   35 

1 -6.91 29 -6.40 19 ################### 
2 -6.90 16 -6.29 22 ###################### 

3 -6.90 23 -6.41 32 ################################ 
4 -6.79 55 -6.32 5 ##### 
5 -6.31 5 -6.29 2 ## 
6 -6.19 14 -6.09 10 ########## 
7 -6.00 65 -5.56 6 ###### 
8 -5.74 62 -5.74 1 ## 
9 -5.60 6 -5.60 1 # 

10 -5.32 25 -5.32 1 # 
11 -5.16 10 -5.16 1 # 

 

ตารางที ่2 ผลของพลงังานการยดึจบัของสาร 1,4-deoxyandrographolide_1 กบัโปรตีนฮีแมกกลูติ

นิน จากการทาํโมเลกลุาร์ดอ็กก้ิง 

Cluster 
Rank 

Lowest  
Binding 
Energy 

Run Mean Binding 
Energy 

Num in 
 Clus 

Histogram 
5    10   15   20     25   30   35 

1 7.61 27 7.19 31 ############################### 
2 7.42 12 7.26 17 ################# 

3 6.87 85 6.59 25 ######################### 

4 
5 

6.70 
6.66 

42 
34 

6.36 
6.44 

3 
17 

### 
################# 

6 6.27 92 6.27 1 # 
7 6.24 4 6.22 2 ## 
8 6.20 23 6.20 1 # 
9 5.92 78 5.92 2 ## 

10 5.77 9 5.77 1 # 
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ตารางที ่3 ผลของพลงังานการยดึจบัของสาร 1,4-deoxyandrographolide_2 กบัโปรตีนฮีแมกกลูติ

นิน จากการทาํโมเลกลุาร์ดอ็กก้ิง 

Cluster 
Rank 

Lowest  
Binding 
Energy 

Run Mean Binding 
Energy 

Num in 
 Clus 

Histogram 
5    10   15   20     25   30   35 

1 -6.84 75 -6.01 5 ##### 
2 -6.69 87 -6.23 33 ################################# 

3 -6.67 17 -6.13 12 ############ 
4 -6.38 35 -5.78 11 ########### 
5 -6.37 21 -5.83 16 ################ 
6 -6.24 84 -6.24 1 # 
7 -6.17 3 -5.80 11 ########### 
8 -5.74 16 -5.73 2 ## 
9 -5.69 91 -5.69 1 # 

10 -5.40 12 -5.35 4 #### 
11 -5.29 86 -5.21 2 ## 
12 -5.22 41 -5.08 2 ## 

 

ตารางที ่4 ผลของพลงังานการยดึจบัของสาร 1,4-deoxyandrographolide_3 กบัโปรตีนฮีแมกกลูติ

นินการทาํโมเลกลุาร์ดอ็กก้ิง 

Cluster 
Rank 

Lowest  
Binding 
Energy 

Run Mean Binding 
Energy 

Num in 
 Clus 

Histogram 
5    10   15   20     25   30   35 

1 6.77 43 5.62 31 ############################### 
2 6.55 21 6.00 7 ####### 

3 6.31 95 5.70 27 ########################### 
4 6.04 75 5.62 13 ############# 
5 6.03 72 5.49 7 ####### 
6 6.03 34 5.92 4 #### 
7 5.94 70 5.94 1 # 
8 5.52 25 5.31 3 ### 
9 5.41 23 5.41 1 # 

10 5.36 35 5.36 1 # 
11 5.30 92 5.30 1 # 
12 5.22 94 5.09 2 ## 
13 5.14 56 5.14 1 # 
14 4.97 68 4.97 1 # 
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ตารางที  5  ผลของพลังงานการยึดจับของตัวย ับย ั้ ง  Neoandrographolide_1 กับ

โปรตีนฮีแมกกลูตินินจากการทาํโมเลกุลาร์ด็อกก้ิง  

Cluster 
Rank 

Lowest  Binding 
Energy 

Run Mean Binding Energy Num in  Clus Histogram 
 

1 -6.67 32 -5.64 18 ##################  
2 -6.66 69 -6.06 11 ###########         
3 -6.33 84 -5.06 4 ####                
4 -6.32 95 -5.65 5 #####               
5 -6.27 27 -5.83 2 ##                  
6 -6.04 53 -5.37 14 ##############      
7 -6.03 73 -5.69 2 ##                  
8 -5.94 16 -5.21 6 ######              
9 -5.88 28 -5.32 4 ####                
10 -5.69 63 -5.29 3 ###                 
11 -5.59 59 -5.15 4 ####                
12 -5.55 91 -5.31 2 ##                  
13 -5.54 20 -5.32 6 ######              
14 -5.50 78 -5.17 4 ####                
15 -5.45 62 -5.16 3 ###                 
16 -5.27 86 -5.27 1 #                   
17 -5.13 99 -4.67 2 ##                  
18 -5.03 7 -4.98 2 ##                  
19 -4.96 15 -4.96 1 #                   
20 -4.80 81 -4.39 2 ##                  

   21 -4.58 58 -4.01 2 ##                  
22 -4.26 47 -4.26 1 #                   
23 -3.59 25 -3.59 1 #                   
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ตารางที  6  ผลของพลังงานการยึดจับของตัวย ับย ั้ ง  Neoandrographolide_2 กับ

โปรตีนฮีแมกกลูตินินจากการทาํโมเลกุลาร์ด็อกก้ิง  

Cluster 
Rank 

Lowest  Binding 
Energy 

Run Mean Binding Energy Num in  Clus Histogram 
 

1 -7.53 23 -5.31 12 ############ 
2 -6.72 26 -5.72 10 ########## 
3 -6.10 60 -5.37 5 ##### 
4 -6.04 56 -5.73 2 ## 
5 -6.01 88 -5.57 3 ### 
6 -5.77 61 -5.77 1 # 
7 -5.52 80 -4.91 7 ####### 
8 -5.49 39 -4.66 5 ##### 
9 -5.41 51 -5.41 1 # 

10 -5.35 29 -5.15 2 ## 
11 -5.29 37 -4.92 4 #### 
12 -5.26 38 -5.26 1 # 
13 -5.23 82 -5.23 1 # 
14 -5.21 54 -5.21 1 # 
15 -5.06 27 -4.13 3 ### 
16 -5.04 24 -4.68 3 ### 
17 -4.81 46 -4.20 6 ###### 
18 -4.74 7 -4.00 3 ### 
19 -4.72 66 -4.39 2 ## 
20 -4.67 57 -4.67 1 # 
21 -4.56 5 -4.09 2 ##              
22 -4.56 14 -4.35 4 ####            
23 -4.45 13 -4.45 1 #               
24 -4.42 52 -4.42 1 #               
25 -4.38 6 -4.38 1 #               
26 -4.27 64 -4.27 1 #               
27 -4.26 73 -4.26 1 #               
28 -4.14 71 -3.66 3 ###             
29 -4.11 45 -4.11 1 #               
30 -3.87 10 -3.83 2 ##              
31 -3.86 98 -3.83 2 ##              
32 -3.78 9 -3.43 2 ##              
33 -3.69 3 -3.69 1 #               
34 -3.62 59 -3.62 1 #               
35 -3.55 99 -3.55 1 #               
36 -3.45 78 -3.32 2 ##              
37 -3.20 1 -3.20 1 #               
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ตารางที  7  ผลของพลังงานการยึดจับของตัวย ับย ั้ ง  Neoandrographolide_3 กับโปรตีนฮี

แมกกลูตินินจากการทาํโมเลกุลาร์ด็อกก้ิง  

Cluster 
Rank 

Lowest  Binding 
Energy 

Run Mean Binding Energy Num in  Clus Histogram 
 

1 -6.49 30 -5.59 8 ########   
2 -6.43 97 -5.36 6 ######      
3 -6.33 86 -5.37 3 ###        
4 -6.24 34 -5.28 10 ########## 
5 -6.10 47 -5.21 8 ########   
6 -6.07 33 -5.44 6 ######     
7 -5.86 40 -5.36 4 ####       
8 -5.69 72 -5.34 4 ####       
9 -5.66 37 -5.48 4 ####       

10 -5.60 96 -5.31 4 ####       
11 -5.60 36 -5.00 7 #######    
12 -5.53 28 -5.33 2 ##         
13 -5.52 8 -5.52 1 #          
14 -5.49 93 -4.67 2 ##         
15 -5.38 14 -5.00 3 ###        
16 -5.32 79 -4.87 4 ####       
17 -5.11 35 -5 .11 1 #          
18 -5.08 27 -5.08 1 #          
19 -5.02 21 -5.02 1 #          
20 -4.78 25 -3.71 2 ##         
21 -4.78 94 -4.65 2 ##         
22 -4.73 80 -4.20 2 ##         
23 -4.67 6 -4.26 2 ##         
24 -4.60 56 -4.60 1 #          
25 -4.55 00 -4.55 1 #          
26 -4.51 38 -4.51 1 #          
27 -4.51 53 -4.51 1 #          
28 -4.45 7 -4.45 1 #          
29 -4.16 64 -4.16 1 #          
30 -4.13 32 -4.13 1 #          
31 -4.08 44 -4.08 1 #          
32 -4.07 42 -4.07 1 #          
33 -4.00 18 -4.00 1 #          
34 -3.84 11 -3.84 1 #          
35 -3.59 9 -3.59 1 #          
36 -3.21 84 -3.21 1 #          
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ตารางที  8  ผลของพลังงานการยึดจับของตัวย ับย ั้ ง  Neoandrographolide_4 กับ

โปรตีนฮีแมกกลูตินินจากการทาํโมเลกุลาร์ด็อกก้ิง  

Cluster 
Rank 

Lowest  Binding 
Energy 

Run Mean Binding Energy Num in  Clus Histogram 
 

1 -6.93 75 -6.16 7 #######          
2 -6.81 59 -5.92 6 ######           
3 -6.78 41 -5.53 6 ######           
4 -6.58 20 -6.04 2 ##               
5 -6.39 73 -5.36 5 #####            
6 -6.29 11 -5.60 6 ######           
7 -6.05 23 -4.93 8 ########         
8 -6.04 80 -5.21 4 ####             
9 -5.83 98 -5.83 1 #                

10 -5.72 4 -5.60 2 ##               
11 -5.50 54 -4.13 15 ###############  
12 -5.33 26 -5.03 2 ##               
13 -4.91 38 -4.67 5 #####            
14 -4.88 69 -4.53 2 ##               
15 -4.87 87 -4.66 2 ##               
16 -4.77 19 -4.62 2 ##               
17 -4.72 7 -4.72 1 #                
18 -4.68 68 -4.22 2 ##               
19 -4.59 83 -4.59 1 #                
20 -4.38 35 -4.38 1 #                
21 -4.29 93 -4.29 1 #                
22 -4.14 48 -4.14 1 #                
23 -4.09 94 -4.09 1 #                
24 -3.76 60 -3.76 1 #                
25 -3.73 91 -3.70 2 ##               
26 -3.67 42 -3.44 2 ##               
27 -3.60 76 -3.60 1 #                
28 -3.59 77 -3.40 2 ##               
29 -3.53 65 -3.53 1 #                
30 -3.43 00 -3.43 1 #                
31 -3.25 90 -3.05 2 ##               
32 -3.20 97 -3.20 1 #                
33 -3.06 89 -2.89 2 ##               
34 -2.79 43 -2.79 1 #                
35 -2.79 92 -2.79 1 #                

  
 



51 
 

ตารางที  9  ผลของพลังงานการยึดจับของตัวย ับย ั้ ง  14-alpha-lipoyl andrographolid กับ

โปรตีนฮีแมกกลูตินินจากการทาํโมเลกุลาร์ด็อกก้ิง  

Cluster 
Rank 

Lowest  Binding 
Energy 

Run Mean Binding Energy Num in  Clus Histogram 
 

1 -6.78 53 -6.30 4 ####             
2 -6.32 59 -5.42 5 #####            
3 -6.22 46 -5.78 9 #########        
4 -6.21 41 -5.89 2 ##               
5 -6.20 30 -6.20 1 #                
6 -6.19 18 -5.56 4 ####             
7 -6.00 3 -6.00 1 #                
8 -5.99 76 -4.91 8 ########         
9 -5.71 6 -5.71 1 #                

10 -5.54 22 -4.51 5 #####            
11 -5.53 82 -4.83 2 ##               
12 -5.52 2 -5.52 2 ##               
13 -5.52 75 -4.90 7 #######          
14 -5.50 52 -5.50 1 #                
15 -5.48 93 -5.48 1 #                
16 -5.42 23 -4.88 5 #####            
17 -5.41 71 -5.41 1 #                
18 -5.41 13 -5.27 2 ##               
19 -5.39 15 -4.77 3 ###              
20 -5.28 90 -4.98 2 ##               
21 -5.25 16 -4.94 3 ###              
22 -5.15 10 -5.15 1 #                
23 -5.14 56 -5.14 1 #                
24 -5.08 86 -4.85 2 ##               
25 -5.06 91 -4.78 3 ###              
26 -5.05 55 -4.96 3 ###               
27 -4.89 38 -4.89 1 #                 
28 -4.86 60 -4.86 1 #                 
29 -4.84 19 -4.17 4 ####              
30 -4.80 51 -4.80 1 #                 
31 -4.75 58 -4.75 1 #                 
32 -4.73 79 -4.73 1 #                 
33 -4.63 42 -4.63 1 #                 
34 -4.55 81 -4.55 1 #                 
35 -4.52 21 -4.52 1 #                 
36 -4.48 95 -4.48 1 #                 
37 -4.44 9 -4.44 1 #                 
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Cluster 
Rank 

Lowest  Binding 
Energy 

Run Mean Binding Energy Num in  Clus Histogram 
 

38 -4.44 8 -4.44 1 #                 
39 -4.30 24 -4.30 1 #                 
40 -4.00 94 -4.00 1 #                 
41 -3.83 39 -3.83 1 #                 
42 -3.64 33 -3.64 1 #                 
43 -3.15 74 -3.15 1 #                 
44 -2.94 97 -2.94 1 #                 

 
 
 


