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วจิารณ์ผลการทดลอง  

 งานวิจยัคร้ังน้ี คณะผูว้ิจยัสามารถสกดัโปรตีนและทาํให้บริสุทธ์ิจากวุน้ของว่านหางจระเข ้ได ้

โปรตีนดงักล่าวมีขนาดโมเลกุลประมาณ 12 kDa และตั้งช่ือวา่ AVPI-12 ซ่ึงโปรตีนดงักล่าวสามารถยบัย ั้ง

การทาํงานของเอนไซมใ์นกลุ่ม proteases ได ้หรือแสดงฤทธ์ิเป็น protease inhibitor โดยสามารถยบัย ั้งการ

ทาํงานของเอนไซมใ์นการยอ่ย γ subunit ของ human fibrinogen ดว้ยเอนไซม ์serine proteases ชนิด human 

plasmin และ bovine trypsin และ เอนไซมใ์นกลุ่ม cysteine proteases เช่น papain เป็นตน้ นอกจากน้ี AVPI-

12 ยงัมีความตา้นทานต่อการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์plasmin และ trypsin ไดดี้กวา่ papain นอกจากน้ี AVPI-12 ยงั

ทนต่อการยอ่ยดว้ย trypsin ดีกวา่โปรตีนท่ีเป็น serine protease inhibitor ท่ีพบไดใ้นเลือดของมนุษยท่ี์ออก

ฤทธ์ิต่อระบบการแข็งตวัของเลือด คือ α2-macroglobulin ผลการทดลองน้ีแสดงวา่ AVPI-12 มีแนวโนม้ท่ี

จะทนทานเม่ืออยู่ในสภาวะท่ีมี proteases ได้ดีกว่า α2-macroglobulin เม่ือพิจารณาคุณสมบติัทั้งการเป็น 

protease inhibitor และ ขนาดโมเลกุลของ AVPI-12 พบวา่มีความใกลเ้คียงกบัโปรตีนท่ีพบไดจ้ากพืชท่ีมี

คุณสมบติัเป็น proteases inhibitor เช่น cystatin family 1 ท่ีมีขนาดประมาณ 11 kDa (Ryan และคณะ, 1998), 

protease inhibitor ในกลุ่ม Kunitz และ Bowman-Brik ซ่ึงโดยทัว่ไปพบวา่มีขนาดประมาณ 18-24 และ 8-10 

kDa (de Oliveira และคณะ, 2012) เม่ือพิจารณาจากลาํดบัของกรดอะมิโน 10 ตวัแรกจากปลาย N-terminal 

ของโปรตีน AVPI-12 คือ R-D-W-A-E-P-N-D-G-Y ซ่ึงเป็นลาํดบัของกรดอะมิโนท่ีไม่ซํ้ ากบัโปรตีนชนิดใด 

ๆ ใน databases รวมทั้ง protease inhibitor จากพืชชนิดต่าง ๆ (ดงัแสดงในตารางท่ี 1) ดงันั้นโปรตีนชนิดน้ีจึง

จดัวา่เป็น protease ชนิดใหม่ และจากความสามารถทนทานต่อการยอ่ย และการยบัย ั้งเอนไซม ์protease ใน

กลุ่ม serine protease ไดดี้ของ AVPI-12 แสดงใหเ้ห็นวา่ AVPI-12 มีแนวโนม้เป็น serine protease inhibitor 

 จากการทดลองการเป็น fibrinogenolytic inhibitor ของ AVPI-12 ต่อ human plasmin พบวา่ AVPI-

12 มีฤทธ์ิยบัย ั้งการยอ่ย γ subunit ของ human fibrinogen ไดดี้เหมือนกบั α2-macroglobulin ซ่ึงเป็นตวั

ยบัย ั้งของ human plasmin ในกระแสเลือด และยงัยบัย ั้ง human plasmin ไดแ้บบ dose dependent ซ่ึงการออก

ฤทธ์ิยบัย ั้งการย่อย γ subunit ของ human fibrinogen ได ้ถือวา่มีความสําคญั เน่ืองจากในธรรมชาติของ

กระบวนการแข็งตวัของเลือดท่ีจะตอ้งมีการสร้าง fibrin clot เพื่อให้เลือดหยุดไหลนั้น ตอ้งอาศยั γ-subunit 

ของ fibrinogen ในการท่ีจะช่วยรักษาหรือคงสภาพของ fibrin polymer ให้เหนียวแน่นไม่ให้ถูกยอ่ยสลายได้

ง่าย ๆ ดว้ยกระบวนการ fibrinolysis (Mosesson และคณะ, 2001) 

 นอกจากน้ียงัพบวา่ AVPI-12 สามารถยบัย ั้งไม่ให้มีการยอ่ย fibrin clot ไดอ้ยา่งสมบูรณ์จากการทาํ

สอบดว้ย colorimetric method และ SAXS ซ่ึงผลการทดลองจาก SAXS จะเห็นไดอ้ยา่งชดัเจนวา่ AVPI-12 

สามารถป้องกนัการถูกยอ่ยไดอ้ยา่งสมบูรณ์ดว้ย plasmin ได ้โดยดูจากความสูงของ peak ท่ียงัคงสูงอยูเ่ม่ือ

เทียบกบั peak ของ fibrin clot ท่ีถูกยอ่ยดว้ย plasmin ในสภาวะท่ีไม่มี inhibitor และ peak ของ fibrin clot ท่ี

ไม่มีทั้ง inhibitor และ plasmin ซ่ึงผลการทดลองสอดคลอ้งกบัผลท่ีไดจ้ากการใช ้ α2-macroglobulin เป็น 
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inhibitor ซ่ึงผลการทดลองท่ีไดค้ร้ังน้ีจาก SAXS มีความเช่ือถือได ้โดยพบวา่ SAXS spectrum ของ fibrin 

clot มีค่า q และ ลกัษณะของ peak ใกลเ้คียงกบัท่ีเคยมีการรายงานโดย  Brown และคณะ (2009) โดยค่า q 

ของ fibrin clot จะมีค่าประมาณ 0.285 nm-1 หรือ เท่ากบั d = 22 nm โดยความสัมพนัธ์ของ q และ d หาได้

จาก wave vector ซ่ึงมีสมการดงัน้ี q =  2π/d ซ่ึง d  คือ fibrin periodicity มีหน่วยเป็น nanometer  (Brown 

และคณะ, 2009) และพบว่าค่า q ของ fibrin clot เปล่ียนแปลงเพียงเล็กน้อยทั้งในสภาวะท่ีมีและไม่มี 

เอนไซม ์หรือ inhibitor เช่นในสภาวะท่ี fibrin clot ถูกยอ่ยดว้ย plasmin ค่า q มีค่าประมาณ 0.288 nm-1 หรือ 

d ประมาณ 21.8 nm แต่ค่าความสูงของ peak ท่ีตํ่าลงเม่ือมี plasmin แสดงถึงวา่มีการลดลงของ fibrin clot 

จากภาวะท่ีเป็นของแข็ง (solid state) กลายเป็นของเหลว (liquid state) และเม่ือมีตวัยบัย ั้ง หรือ inhibitor ทาํ

ใหก้ารถูกยอ่ยชา้ลงหรือเกิดไดไ้ม่สมบูรณ์ความสูงของ peak จึงยงัคงสูงอยูห่รือลดลงเล็กนอ้ยดงัแสดงในผล

การทดลองรูปท่ี 10 

จากผลการทดลอง N-terminal amino acid sequencing, fibrinogenolytic inhibitory activity, 

fibrinolytic inhibitory activity ผลการทดสอบทางชีวเคมี รวมทั้งผล SAXS พบว่า AVPI-12 เป็น serine 

protease inhibitor ชนิดใหม่ท่ีสามารถยบัย ั้งการทาํงานของ plasmin ไดค้ลา้ยคลึงกบั plasma serine protease 

inhibitor คือ  α2-macroglobulin แต่มีความตา้นทานต่อการถูกยอ่ยดว้ย proteases มากกวา่ แสดงวา่ AVPI-

12 มีแนวโนม้จะพฒันาใชเ้ป็นยากลุ่ม antifibrinolytic treatment ได ้ 
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ตารางที ่1 เปรียบเทียบลาํดบัของกรดอะมิโนจาก N-terminal ของโปรตีน AVPI-12 กบั proteases inhibitors 

จากพืชชนิดต่าง ๆ  

Protease Inhibitor 
The first 10-11 amino acids  

at N-terminus 

Similarity 

(%) 

References 

AVPI-12 RDWAEPNDGY   

Cysteine protease Inhibitor 

(CPI) 

   

HCB-SunI  PYGGGGTESG  - Zhang et al. (2006) 

Oryzacystatin I  MSSDGGPVLG  - Ryan et al. (1998) 

CPI from apple fruit  DNQGSANSVE  - Ryan et al. (1998) 

CPI from soybean  AALEKVQELG  - Ryan et al. (1998) 

Heat-stable serine protease    

Potide-G QICTMCCAGRK  - Kim et al. (2006) 

Kunitz trypsin inhibitor    

SSTI  KTQVLDANGNI  - Macedo et al. (2011) 

ERYLA  

PROJU  

ACACO  

EATI  

VLLDGNGEVVQ  

QELLDVDGEIL  

KELLDADGDIL  

NELKDMEGDIL  

- 

- 

- 

- 

Ramos et al. (2009) 

Oliva et al. (2010)1 

Oliva et al. (2000)2 

de Oliveira et al. (2012) 

 

(-) มีความแตกต่างอยา่งๆไม่มีนยัสาํคญั 

HCB-SunI (Helianthus annuus, sunflower seeds cathepsin B inhibitor); Potide-G (potato tubers, Solanum 

tuberosum L. cv. Golden Valley serine protease inhibitor); SSTI (Sapindus saponaria L. seeds trypsin 

inhibitor); ERYLA (Erythrina latissima trypsin inhibitor); PROJU (Prosopis juliflora trypsin inhibitor); 

ACACO (Acacia confusa trypsin inhibitor); EATI (Entazada acaciifolia (Benth.) seeds trypsin inhibitor) 

 

 

 

 

 

 


