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 แบคเทอริโอซินเป็นโปรตีนท่ีตา้นจุลินทรียมี์ขนาดเลก็ ซ่ึงสามารถยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีเป็น

สาเหตุการเน่าเสียของอาหาร วตัถุประสงคข์องงานวจิยัน้ีคือ เพื่อศึกษาความสมัพนัธ์ระหวา่งโครงสร้าง

และหนา้ท่ี โดยแบคเทอริโอซิน Salvicin K (sal K) และ antimicrobial-like bacteriocin β (alb β) จากเช้ือ 

Lactobacillus salivarius K4 ท่ีแยกมาจากลาํไส้ไก่ถูกโคลนเขา้ไปใน E.coli โดยใชโ้ปรตีน intein ขนาด 

50 กิโลดาลตนั เป็น fusion tag โปรตีนลูกผสมท่ีได ้คือ inactive sal K, active sal K, inactive alb β และ 

active alb β มีขนาดประมาณ 55 กิโลดาลตนั ถูกชกันาํให้มีการแสดงออกด้วย IPTG พบวา่โปรตีน

ท่ีไดอ้ยูใ่นรูป inclusion body ละลายโปรตีนท่ีไดใ้น 50 mM Tris-HCl  pH 8.8  และนาํไปทดสอบกิจกรรม

การยงัย ั้งเช้ือจุลินทรีย ์โดยเทคนิค spot-on-lawn เพื่อตรวจสอบกิจกรรมการตา้นเช้ือจุลินทรียเ์ป้าหมาย 

พบวา่ active alb β สามารถยบัย ั้งเช้ือ Lactobacillus plantarum ATCC 14917T ได ้หลงัจากนั้นนาํเปปไทด์

สังเคราะห์ active sal K และ active alb β ไปทดสอบความเขม้ขน้ของเปปไทด์ในระดบัตํ่าสุดท่ี

สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียเป้าหมาย (MIC) พบวา่สามารถยบัย ั้งเช้ือ Enterococcus 

feacalis JCM 5803T, Lactobacillus plantarum ATCC 14917 T และ Streptococcus sp. TISTR 1030 

ตรวจสอบการแตกตวัของเซลลเ์มด็เลือดแดงของหนู พบวา่ LC50 ของเปปไทด ์active sal K และ 

active alb β คือ 371.83 และ 366.23 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลาํดบั ท่ีความเขม้ขน้ 500 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร และสามารถทาํใหเ้ซลลเ์มด็เลือดแดงแตกตวั 87.36 เปอร์เซ็นต ์และ 85.38 เปอร์เซ็นต ์

ตามลาํดบั จากนั้นศึกษาโครงสร้างของเปปไทด์ด้วยเคร่ือง spectropolarimeter พบว่าเปปไทด์

มีโครงสร้าง α-helix และ β-sheet ในสภาวะท่ีมีลกัษณะเหมือนเยือ่หุม้เซลล ์การศึกษาน้ีแสดงวา่

โครงสร้าง α-helix  และ β-sheet ของแบคเทอริโอซิน sal K และ alb β อาจทาํใหเ้กิดรูร่ัวของเซลล์

เป้าหมาย จึงสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียได ้Lb. salivarius K4 สามารถใชเ้ป็น probiotic  

เพื่ออุตสาหกรรมอาหารในอนาคตได ้
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Bacteriocins are antimicrobial peptides that can inhibit bacteria which are the cause of 

food spoilage. The aims of the present study are to understand the mechanism of these peptides 

and to improve the bacteriocin production. Two isoforms of bacteriocin, salvicin K (sal K) 

and antimicrobial-like bacteriocin β (alb β) from Lactobacillus salivarius K4 were cloned into 

Escherichia coli using intein as a fusion tag. The recombinant proteins were expressed under IPTG 

induction as inclusion bodies. These inclusion bodies were solubilized in 50 mM Tris-HCl pH 8.8. 

The solubilized proteins were tested by spot-on-lawn technique to check antimicrobial activity 

against sensitive indicator strains. The recombinant active alb β fused with intein could inhibit 

Lactobacillus plantarum ATCC 14917T. The active sal K and alb β peptides were synthesized  

and checked their minimal inhibitory concentrations (MICs). The results showed antimicrobial 

activities of these peptides against several gram-positive bacteria, Enterococcus feacalis JCM 5803T, 

Lactobacillus plantarum ATCC 14917 T and Streptococcus sp. TISTR 1030.  These two peptides 

also performed hemolysis against rat red blood cells. The LC50 of sal K and alb β were found 

at 371.83 µg/ml and 366.23 µg/ml, respectively. The hemolysis activity of active sal K and active alb  β 

were 87.36% and 85.38%, respectively. No synergism of sal K and alb β was observed. Both 

sal K and alb β showed unordered structure when they were in buffer pH 3-9 but they exhibited 

alpha helix and beta sheet structure when they were in membrane-mimicking environment. 

These results implied that alpha helix and beta sheet conformation may play an important role  

for their antimicrobial activity. 
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16 การละลายของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน bacteriocins fused intein (inactive sal K,  

           active sal K, inactive alb β) และactive alb β ท่ีละลายใน 50 mM Tris-HCl pH 8.8 44 

17 การแยกและทาํโปรตีนใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยดว้ยตวัจบัทีจ่าํเพาะของโปรตีน bacteriocins  

fused intein (inactive sal K)       45 

  18 การแยกและทาํโปรตีนใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยดว้ยตวัจบัทีจ่าํเพาะของโปรตีน bacteriocins  

fused intein (active sal K)       46   

  19 การแยกและทาํโปรตีนใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยดว้ยตวัจบัทีจ่าํเพาะของโปรตีน bacteriocins  

fused intein (inactive sal β)       47 

  20 การแยกและทาํโปรตีนใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยดว้ยตวัจบัท่ีจาํเพาะของโปรตีน bacteriocins  

            fused intein (active sal β)       48 

 

 
 



(5) 

สารบัญภาพ (ต่อ) 

 
ภาพที ่                    หน้า 

    

   21 การแยกและทาํโปรตีน bacteriocins fused intein (inactive sal K และ active sal K) 

ใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยการตดัดว้ย 50 mM DTT ของ ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง        49 
   22       การแยกและทาํโปรตีน bacteriocins fused intein (inactive alb β และactive alb β) 

ใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยการตดัดว้ย 50 mM DTT ของ ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง        50 

   23 แสดงผลการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ active alb β fused intein ท่ีมีผลต่อการเจริญ  

   เติบโตของเช้ือ Lactobacillus plantarum ATCC 14917T     51 

24 แสดงการยบัย ั้งเช้ือทดสอบ 9 เช้ือ ในกลุ่มแบคทีเรียกรดแลคติค พบวา่เปปไทด ์

sal K สามารถยบัย ั้งเช้ือ Enterococcus feacalis JCM 5803T,  

Lactobacillus plantarum ATCC 14917T และ Streptococcus sp. TISTR 1030  52 

   25 แสดงการยบัย ั้งเช้ือทดสอบในกลุ่มแบคทีเรียกรดแลคติค พบวา่เปปไทด ์alb β  

 สามารถยบัย ั้งเช้ือ Enterococcus feacalis JCM 5803T, Leuconostoc mesenteroides   

 subsp. mesenteroides JCM 6124T , Lactobacillus sakei TISTR 890, Lactobacillus  

 plantarum ATCC 14917T และ Streptococcus sp. TISTR 1030   53 

   26 แสดงการยบัย ั้งเช้ือทดสอบในกลุ่มแบคทีเรียแกรมบวก พบวา่เปปไทด ์sal K ไม่     

 สามารถยบัย ั้งเช้ือเป้าหมายได ้แต่ alb β สามารถยบัย ั้งเช้ือ Brochotrix campestris  

 NBRC 11547T         53 

   27 การแตกตวัของเซลลเ์มด็เลือดแดงของ sal K พบวา่เปปไทดท่ี์ความเขม้ขน้  

500 µg/ml มีการแตกตวัของเซลลเ์มด็เลือดแดง 87.36 เปอร์เซ็นต ์   55 

   28 การแตกตวัของเซลลเ์มด็เลือดแดงของ alb β พบวา่เปปไทดท่ี์ความเขม้ขน้  

500 µg/ml มีการแตกตวัของเซลลเ์มด็เลือดแดง 85.38 เปอร์เซ็นต ์   55 

   29 กราฟแสดงเปอร์เซ็นต ์และค่าเฉล่ีย ± ค่าความคลาดเคล่ือนของค่าเฉล่ีย  

(means±SEM) การแตกตวัของเซลลเ์มด็เลือดแดงในเปปไทด ์sal K และalb β  57 

   30 กราฟแสดงโครงสร้างสองทุติยภมิูของ active sal K ท่ีละลายใน CH3COONa (C) pH3-6  

 และ Tris-HCl (T) pH7-9 พบวา่ไม่มีโครงสร้าง α-helix และβ-sheet   59 

   31 กราฟแสดงโครงสร้างทุติยภูมิของ alb β ท่ีละลายใน CH3COONa (C) pH3-6 และ 

  Tris-HCl (T) pH7-9 พบวา่ไมมี่โครงสร้าง α-helix และ β-sheet    59



   (6) 

สารบัญภาพ (ต่อ) 

 

ภาพที ่                    หน้า 

 

  32 กราฟแสดงโครงสร้างทุติยภุมิของ active sal K ท่ีละลายใน SDS (S)  

กบั CH3COONa (C) pH3-6 และ Tris-HCl (T) pH7-9 พบวา่มีโครงสร้าง  

 α-helix ท่ี pH7 และ pH9 ส่วน β-sheet ท่ี pH8      60 

  33 กราฟแสดงโครงสร้างทุติยภูมิของ active alb β ท่ีละลายใน SDS (S)  

กบั CH3COONa (C) pH3-6 และ Tris-HCl (T) pH7-9 พบวา่มีโครงสร้าง  

 α-helix ท่ี pH3, pH4, pH5, pH6, pH7, pH8 และ pH9    60 

  34 กราฟแสดงโครงสร้างทุติยภูมิของ active sal K ท่ีละลายใน liposome (L)   

กบั CH3COONa (C) pH3-6 และ Tris-HCl (T) pH7-9 พบวา่มีโครงสร้าง  

 α-helix ท่ี pH4, pH6 และ pH8       61 

  35 กราฟแสดงโครงสร้างทุติยภมิูของ active alb β ท่ีละลายใน liposome (L)  

 กบั CH3COONa (C) pH3-6 และ Tris-HCl (T) pH7-9 พบวา่มีโครงสร้าง  

 β-sheet ท่ี pH3, pH4 และ pH8       61 

  36 กราฟแสดงโครงสร้างทุติยภูมิของ active sal K ท่ีละลายใน DPC (D)  

กบั CH3COONa (C) pH3-6 และ Tris-HCl (T) pH7-9 พบวา่มีโครงสร้าง  

 β-sheet ท่ี pH5 และ pH9         62 

  37 กราฟแสดงโครงสร้างทุติยภูมิของ active alb β ท่ีละลายใน DPC (D) กบั 

 CH3COONa (C) pH3-9 พบวา่มีโครงสร้าง β-sheet ท่ี pH5, pH6, pH7,  

 pH8 และ pH9         62 
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การศึกษาความสัมพนัธ์ระหว่างโครงสร้างและหน้าทีข่องโปรตีนแบคเทอริโอซินจาก 

เช้ือ Lactobacillus salivarius 

 

Structure and Function Relationships of Bacteriocin of Lactobacillus salivarius 

 

คาํนํา 

 

 การใช้ยาปฏิชีวนะเป็นที่นิยมอย่างมากในการควบคุม และฆ่าเช้ือจุลินทรียต่์างๆท่ีเป็น

อนัตราย ทั้งทางดา้นแพทย ์เพื่อรักษาโรคต่างๆที่เกิดข้ึนในมนุษย ์ดา้นการปศุสัตว ์เพือ่ยบัย ั้งโรคติด

เช้ือในสัตว์ รวมไปถึงการเติมสารเคมีต้านจุลินทรียใ์นอาหาร และผลิตผลทางการเกษตร เช่น                 

ผลิตภณัฑ์จากนม เน้ือสัตว ์เพือ่เป็นการยืดอายุของอาหารให้อยู่ในสภาพที่ดีได้ยาวนานข้ึน  แต่

ปัญหาใหญ่ที่พบในปัจจุบนัคือ การด้ือยาของเช้ือจุลินทรียต่์างๆต่อยาปฏิชีวนะ และสารเคมีตา้น     

จุลินทรีย ์โดยมีแนวโนม้เพิ่มมากข้ึน ทาํใหก้ารรักษาโรค การเก็บรักษาอาหาร และการถนอมอาหาร 

ไม่มีประสิทธิภาพ ส่งผลให้เกิดการสูญเสียประชากร รวมไปถึงการสูญเสียมูลค่าทางเศรษฐกิจเป็น

อย่างมาก ในปัจจุบนัผูบ้ริโภคไดค้าํนึงถึงอนัตรายที่เกิดจากการใชส้ารเคมีในการถนอมอาหาร จึง

ไดมี้การนาํสารท่ีไดจ้ากธรรมชาติ (biopreservation) มาใช้ประโยชน์ในการถนอมอาหารมากข้ึน                  

เพือ่ป้องกนัอนัตรายท่ีอาจจะเกิดกบัผูบ้ริโภค และลดปริมาณสารตกคา้งในอาหาร ซ่ึงแบคทีเรียกรด

แลกติก เป็นอีกทางเลือกหน่ึงที่ไดรั้บความสนใจ และมีการศึกษากนัอยา่งแพร่หลาย ปัจจุบนัไดมี้

การนาํแบคทีเรียกรดแลกติกมาใช้ในการถนอมอาหาร และทาํลายจุลินทรียก่์อโรคที่ปนเป้ือนใน

อาหาร โดยแบคทีเรียกรดแลกติกมีคุณสมบติัในการสร้างสารยบัย ั้งแบคทีเรียหลายชนิด เช่น กรด

อินทรีย ์ไดอะซิทิล และแบคเทอริโอซิน โดยเฉพาะแบคเทอริโอซินพบวา่มีคุณสมบติัในการยบัย ั้ง 

และทาํลายเช้ือจุลินทรียท่ี์ก่อใหเ้กิดโรค และจุลินทรียที์่ทาํให้อาหารเกิดการเน่าเสีย แต่ไม่ตกคา้งใน

ร่างกายผูบ้ริโภค โดยแบคเทอริโอซินจดัอยู่ในกลุ่มโปรตีนสายสั้ นที่สามารถยบัย ั้งเช้ือจุลินทรีย ์

(antimicrobial peptide) ซ่ึงโปรตีนในกลุ่มน้ีสามารถยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียไ์ดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ

จากการศึกษาของ (Pilasombut, 2006) ไดท้าํการคดัเลือกสายพนัธ์ุแบคทีเรียกรดแลกติกจากลาํไส้ไก่

ที่สามารถสร้างโปรตีนสายสั้นแบคเทอริโอซินได ้และพบวา่ Lactobacillus salivarius K4 และ K7 

สามารถสร้างโปรตีนแบคเทอริโอซิน โดยแบคเทอริโอซินที่สร้างจากเช้ือ Lb. salivaruis K4 มี 2 

ชนิด คือ Salivaricin B และ Salvicin K (abp118 α) โดยมีคุณสมบติัในการยบัย ั้งเช้ือ Lb. sakei 

subsp. sakei JCM1157, Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides JCM6124, 

Enterococcus    faecalis JCM5803, Bacillus coagulans JCM2257,  Listeria innocua ATCC33090 
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และ Brochotrix campestris NBRC11547 ส่วนแบคเทอริโอซินท่ีสร้างจากเช้ือ Lb. salivaruis K7 

สามารถสร้างแบคเทอริโอซิน abp118 β และสามารถยบัย ั้งเช้ือ Lb. sakei subsp. sakei JCM1157,  

Leu. mesenteroides subsp. mesenteroides JCM6124 และ B. coagulans JCM2257   

 

 อย่างไรก็ตามการสกดัแบคเทอริโอซินจากธรรมชาติในปัจจุบนัตอ้งใช้การทาํให้บริสุทธ์ิ

หลายขั้นตอน และแบคเทอริโอซินที่ไดมี้ปริมาณน้อยมาก ดงันั้นจึงมีการพฒันาทางดา้นการผลิต 

แบคเทอริโอซินในส่ิงชีวิตอื่น เช่น Escherichia coli (E.coli) ซ่ึงจะช่วยเพิ่มปริมาณการผลิต          

แบคเทอริโอซินไดใ้นปริมาณสูงข้ึนและเร็วข้ึน 

 

จากการคน้ควา้ขอ้มูล พบวา่กลไกการทาํงานของโปรตีนชนิดน้ียงัไม่เป็นที่ทราบแน่ชดัว่า

เป็นอย่างไร ดงันั้นการศึกษาคร้ังน้ีจึงตอ้งการศึกษาโครงสร้าง และกลไกการทาํงานของโปรตีน               

แบคเทอริโอซินท่ีไดจ้ากเช้ือ Lb. salivarius เพื่อที่จะสามารถนาํไปใชป้ระโยชน์และประยุกต ์ใชใ้น

การควบคุมจุลินทรียที์เ่ป็นอนัตรายต่อทั้งคน และสัตวร์วมไปถึงการปรับปรุงโปรตีนชนิดน้ี เพื่อให้

มีประสิทธิภาพในการฆ่าจุลินทรียไ์ดดี้ยิง่ข้ึน 
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วตัถุประสงค์ 

 

1. ศึกษาการแสดงออกของโปรตีนแบคเทอริโอซินในระบบที่เหมาะสม และการทาํ

โปรตีนแบคเทอริโอซินใหบ้ริสุทธ์ิ  
 

2. ศึกษาความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียต่์างๆ ของโปรตีนแบคเทอริโอซิน 

 

3. ศึกษาและเปรียบเทียบโครงสร้างทุติยภมูิของโปรตีนแบคเทอริโอซินโดยการใช ้Circular   

dichroism spectroscopy และทาํนายโครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีนแบคเทอริโอซิน 
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การตรวจเอกสาร 

 

เปปไทด์ต้านเช้ือจุลนิทรีย์  (Antimicrobial peptides, AMPs) 

 

 เปปไทดต์า้นเช้ือจุลินทรีย ์เป็นโปรตีนขนาดเล็ก มีขนาดโมเลกุลนอ้ยกวา่ 10 กิโลดาลตนั มี

บทบาทในการตา้นเช้ือจุลินทรียไ์ดอ้ย่างกวา้ง (broad spectrum) เช่น แบคทีเรีย รา และไวรัส เป็นตน้ 

เป็นเปปไทด์ที่สังเคราะห์โดยเอนไซม์และไรโบโซม (Beutler, 2004; Hancock and Sahl, 2006) 

โดยปกติธรรมชาติยีนทีเ่ป็นรหสัของเปปไทด์ตา้นเช้ือจุลินทรียจ์าํแนกไดห้ลายชนิด เปปไทด์ตา้น

เช้ือจุลินทรียท่ี์พร้อมทาํงานโดยปกติประกอบดว้ยกรดอะมิโน 12-100 กรดอะมิโน มีประจุสุทธิ

เป็นบวก มีโครงสร้างแบบ amphiphatic หรือเปปไทด์ที่มีทั้งส่วนที่ชอบนํ้ าและไม่ชอบนํ้ าใน

โมเลกุลเดียวกัน ซ่ึงจะช่วยส่งเสริมให้เกิดปฏิกิริยากับส่วนที่ไม่ชอบนํ้ าที ่บริเวณเยือ่หุ้มเซลล ์

(Yeaman and Yount, 2007; Linde et al., 2008; Sang and Blecha, 2008) ส่ิงมีชีวิตท่ีสามารถสร้าง

เปปไทด์ตา้นจุลินทรีย ์เช่น แบคทีเรียกรดแลคติก เช้ือรา พืช แมลง สัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม และ

มนุษย ์เป็นตน้ 

 

 เปปไทดต์า้นเช้ือจุลินทรียส์ามารถแบ่งออกเป็นหลายกลุ่มตามลกัษณะของโครงสร้าง และ

สมบติัของประจุในเส้นเปปไทด ์ซ่ึงแบ่งกลุ่มไดด้งัน้ี 

 

 กลุ่มท่ี 1 พวกที่มีประจุลบส่วนใหญ่มีขนาดเล็ก พบเปปไทด์กลุ่มน้ีในเยือ่เมือก เซลล์

หลอดลม 

 

 กลุ่มท่ี 2 เป็นเปปไทดท์ี่มีประจุบวก ส่วนใหญ่ประกอบดว้ยกรดอะมิโนไม่เกิน 40 กรดอะมิโน 

มกัจะไม่มีกรดอะมิโนซีสเทอีน มกัมีโครงสร้างหรือรูปร่างที่ไม่แน่นอนในสารละลาย แต่ถา้ละลาย

ในสารละลายบางชนิด เช่น trifluoroethanol, SDS micelles, phospholipid และ liposome โครงสร้าง

ของโมเลกุลมกัเป็นแอลฟา-เฮลิกส์ เช่น LL37 ซ่ึงจากการศึกษาของนกัวิทยาศาสตร์พบว่าการเกิด

เป็นโครงสร้างแบบแอลฟา-เฮลิกส์จะทาํใหมี้คุณสมบติัเป็น antimicrobial peptide ไดดี้ยิง่ข้ึน 

 

 กลุ่มที่ 3 มีสมาชิกในกลุ่มประมาณ 44 เปปไทด์ มีประจุเป็นบวก และมกัมีกรดอะมิโนท่ี 

จาํเพาะเป็นองคป์ระกอบจาํนวนมาก 
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 กลุ่มที่ 4 เป็นกลุ่มเปปไทด์ทีมี่ทั้งประจุบวกและประจุลบ และมีกรดอะมิโนซิสเทอีนใน

โมเลกุล มีจาํนวนประมาณ 380 เปปไทด์ และมีการสร้างพนัธะไดซลัไฟด์ มกัเป็นโครงสร้างแบบ

แผน่บีตา้ 

 

 กลุ่มที่ 5 นอกจากน้ีปัจจุบนัพบวา่เปปไทด์สายสั้นๆ จากโปรตีนบางชนิดก็มีสมบติัในการ 

ทาํลายแบคทีเรียได้จากการศึกษากลุ่มน้ี หน้าที่ยงัไม่ทราบแน่ชัด แต่พบว่าเปปไทด์สายสั้ นๆ

ของไลโซไซม ์ฮีโมโกลบินของคน แอลฟา-แลคตอลบูมิน หรือแลคโตเฟอริซิน จากแลคโตเฟอริน 

ก็สามารถทาํลายเช้ือแบคทีเรียได้เช่นกนั จากการศึกษาโครงสร้างและหน้าที่ของโปรตีน หรือ

เปปไทดส์ายสั้นๆเหล่าน้ี ทาํให้เขา้ใจบทบาทและหนา้ท่ีของโปรตีนน้ีว่าการมีขนาด ลาํดบักรดอะมิโน 

การมีประจุ หรือการเปล่ียนโครงสร้างของเปปไทดมี์ผลต่อการทาํลายหรือยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย  

 

คุณสมบัติของ antimicrobial peptides 

 

 1. ขนาด (Size) มีขนาดตั้งแต่ 6 ลาํดบักรดอะมิโนในเปปไทด์ท่ีมีประจุลบ จนมากกว่า 59 

กรดอะมิโน  

 

 2. ลาํดบักรดอะมิโนในโครงสร้าง (Sequence) มกัพบเปปไทด์ท่ีประกอบดว้ยกรดอะมิโน 

ไลซีนและอาร์จีนีน และพบกรดอะมิโนที่มีสมบติัเป็นไฮโดรโฟบิค เช่น อะลานีน ฟีนิลอะลานีน

หรือทริปโตฟาน ไทโรซีน หรือบางเปปไทด์จะมีกรดอะมิโนที่มีลําดับที่ซํ้ าๆ โดยทั่วไปจะมี

อตัราส่วนของกรดอะมิโนท่ีเป็นไฮโดรโฟบิคต่อกรดอะมิโนท่ีมีประจุเป็น 1:1 หรือ 2:2  

 

 3. ประจุ (Charge) มีทั้งเปปไทด์ที่แสดงประจุบวกและประจุลบ โดยเปปไทด์ที่แสดง

ประจุลบจะประกอบ ดว้ยกรดอะมิโนแอสปาติค และกรดอะมิโนกลูตามิค ส่วนเปปไทด์ที่แสดง

ประจุบวกจะประกอบ ดว้ยกรดอะมิโนไลซีนและอาร์จีนีน เปปไทด์ท่ีเป็นคอมเพล็คกบัสังกะสีจะ

เป็นเปปไทดท่ี์มีประสิทธิภาพในการทาํลายแบคทีเรียไดดี้กวา่เปปไทดท่ี์ไม่มีประจุ 

 

 4. โครงสร้างของเปปไทด์ (Conformation and structure) เปปไทด์ท่ียบัย ั้งการเจริญเติบโต

ของแบคทีเรียจะมีโครงสร้างระดบัทุติยภูมิหลายแบบ เช่น แอลฟาเฮลิกซ์ relaxed coils และบีตา้ชีท

ขนานสวนทางกนั จะพบโครงสร้างที่มีสองคุณสมบติัในเฮลิกซ์ (Amphipathic α helical peptides) 

ทําให้มีประสิทธิภาพในการย ับย ั้ งเช้ือแบคทีเรียได้ดีกว่าเปปไทด์ที ่ไม่มีโครงสร้างทุติยภูมิ 



6 

นอกจากน้ีโครงสร้างที่เป็นบีต้าชีทที่ขนานในทิศทางตรงข้ามก็เป็นโมเลกุลที่มีการทาํลายเช้ือ

แบคทีเรียไดดี้ 

 

 5. ความเป็นไฮโดรโฟบิค (Hydrophobicity) ความสามารถน้ีจะเก่ียวขอ้งกบัการละลายไดดี้

กบัเมมเบรนท่ีเป็น lipid bilayer 

 

 6. ความเป็นสมบติัสองหนา้ (Amphipathicity) เป็นโมเลกุลที่เป็นที่มีสมบติัเป็นสองหน้า

คือดา้นหน่ึงของโมเลกุลมีความเป็นไฮโดรโฟบิคส่วนดา้นหน่ึงของโมเลกุลมีสมบติัเป็นประจุ 

 

กลไกการทาํงานของ antimicrobial peptides 

 

 เปปไทด์ทีท่าํลายเช้ือแบคทีเรียได ้จะมีความหลากหลายทั้งในดา้นโครงสร้าง และการทาํ

หนา้ท่ีในการเขา้ทาํลายเช้ือแบคทีเรีย โดยทัว่ไปพบวา่กลไกการทาํลายหรือยบัย ั้งจะข้ึนอยูก่บัรูปร่าง

และประจุท่ีมีอยูใ่นโครงสร้างของเปปไทดน์ั้น มีหลายเทคนิคท่ีใชใ้นการศึกษากลไกการทาํงานของ

เปปไทด์ และแต่ละเทคนิคก็จะทาํให้ทราบรายละเอียดในแต่ละจุดซ่ึงตอ้งมีการใช้หลายเทคนิค

ร่วมกนั จึงจะทาํใหท้ราบกลไกท่ีแน่ชดัได ้ 

 

Antimicrobial peptide ทาํหน้าทีฆ่่าเซลล์แบคทเีรีย 

 

 พบวา่เปปไทดจ์ะมีการฆ่าเซลลแ์บคทีเรียไดแ้ตกต่างกนั และมีการใชเ้วลาที่แตกต่างกนัดว้ย

ข้ึนอยูก่บัชนิดของเปปไทด ์ซ่ึงอาจเป็นไปไดว้า่มีขั้นตอนท่ีแตกต่างกนัดงัน้ี 

 

 1. Attraction การเขา้จบัของเปปไทด์กบัผิวเซลล์แบคทีเรีย ขั้นตอนน้ีน่าจะเกิดจากแรง 

electrostatic ระหวา่งประจุของเปปไทด์กบัผิวเซลล์แบคทีเรีย ซ่ึงพบวา่เปปไทด์ท่ีเป็นประจุบวกจะ

เขา้จบักบัผวิดา้นนอกของแบคทีเรียที่มีประจุลบ (LPS ของ Gram-negative) และกรดเทโคอิคที่

อยู ่บนผนังเซลล์ของแบคทีเรียแกรมบวก จากการศึกษาพบว่าเปปไทด์อาจมีกลไกการเกิด 

อิเล็กโตรสเตติคระหวา่งประจุของเปปไทดก์บัไซโตพลาสมิคเมมเบรนได ้

 

 2. ขั้น Attachment เป็นขั้นตอนทีส่ําคญัที่จะทาํให้เปปไทด์ผ่านเขา้ไปหาเมมเบรน เป็น

ขั้นตอนที่เปปไทด์จะผา่นไลโปโพลีแซคคาไรด์ (LPS) ก่อนถึงเมมเบรนชั้นนอก ในกรณีแบคทีเรีย

แกรมลบ ส่วนแบคทีเรียแกรมบวกเปปไทดจ์ะตอ้งผา่นโพลีแซคคาไรด ์กรดเทโคอิค และไลโปโพลี
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แซคคาไรด์ก่อนที่จะเขา้ถึงไซโตพลาสมิคเมมเบรน ขั้นตอนน้ีเป็นขั้นตอนที่สําคญัแต่มีรายงาน

การศึกษาน้อยมาก ซ่ึงพบว่าเมื่อเปปไทด์ผ่านเขา้สู่เมมเบรน เปปไทด์จะทาํปฎิกิริยากบัลิปิด

ไบเลเยอร์ที่สูง โครงสร้างระดบัทุติยภูมิของเปปไทดจ์ะถูกดูดซบัและฝังลงไปใน head group ของ

ไขมนัในสภาพที่ไม่ทาํงานแต่ก็ทาํให้เมมเบรนถูกดึงยืดออก และเมื่อความเขม้ขน้ของเปปไทด์

เพิ่มข้ึน จะทาํให้เมมเบรนบางลง ซ่ึงมีความจาํเพาะกบัเปปไทด ์และความเขม้ขน้ของเปปไทดด์ว้ย 

 

 3. ขั้นการสอดเปปไทด์เขา้ในเมมเบรนแลว้ทาํให้เกิดเมมเบรน permeability พบวา่ถา้ความ

เขม้ขน้ของเปปไทด์และไขมนัน้อย เปปไทด์จะจบัแบบขนานกบัชั้นไขมนัไบเลเยอร์ และถา้มี

ความเขม้ขน้ของเปปไทด์สูงข้ึน เปปไทด์จะสอดเขา้ไปในเมมเบรน และเกิดเป็นรูข้ึน แล้วทาํ

ให้เมมเบรนเกิด permeability ซ่ึงจะมีหลายแบบจาํลองของการเกิดขั้นตอนน้ีคือ 

 

  3.1 แบบจาํลอง barrel-stave ซ่ึงมดัของเปปไทดท่ี์เป็นเฮลิกซ์จะอยูใ่นเมมเบรนโดย

มีลกัษณะมีรูตรงกลางคลา้ยลาํกลอ้งปืนและมีมดัของเฮลิกซ์เปปไทด์ลอ้มรอบรูเป็นวงกลม และ

มีเปปไทด์เฮลิกซ์เป็นตวัแทงท่ีเมมเบรนและทาํใหเ้กิดเปปไทดท์ะลุเขา้ไป การสร้างรูปจาํลองแบบน้ี

จะมีลกัษณะท่ีพิเศษ โดยการกระตุน้ของ Alamethicin ซ่ึงจากการศึกษาหลายเทคนิคพบว่า 

Alamethicin จะเกิดเป็นแอลฟา-เฮลิกซ์แลว้สอดเขา้เมมเบรน โดยส่วนท่ีเป็นไฮโดรโฟบิกของเปปไทด์

จะทาํปฏิกิริยากบัลิปิดในชั้นไขมนัไบเลเยอร์ และส่วนที่เป็นไฮโดรฟิลิกของเปปไทด์จะทาํ

ปฏิกิริยากนัเองทาํให้เกิดรูข้ึนมา Alamethicin ท่ีทาํให้เกิดรูได ้ จะประกอบดว้ย 3-11 แท่งของ 

แอลฟา-เฮลิกซ์ มีเส้นผา่ศูนยก์ลางประมาณดา้นใน 1.8 nm และดา้นนอก 4 nm นอกจากน้ียงัพบวา่

ถา้ส่วนประกอบของเมมเบรนเปลี่ยนไปจะกระตุน้ให้เกิดการรวมตวัของเปปไทด์ทีไ่ด้จาํนวนที่

เปล่ียนไป ดงัแสดงภาพท่ี 1 

 
 

ภาพที ่1 การเกิดรู (pore) ของลิปิดไบเลเยอร์ ในแบบจาํลอง barrel-stave 

 

ทีม่า: Brogden K.A. (2005) 
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  3.2 แบบจาํลองแบบ carpet คือจะมีการสะสมของเปปไทด์ที่ผิวของชั้นไขมนั  

ไบเลเยอร์ ยกตวัอยา่งเช่น ovispirin เปปไทดน้ี์จะจบัแบบขนานไปกบัผิวของเมมเบรน โดยเปปไทด์

จะทาํปฏิกิริยาอิเล็กโตรสเตติคกบัประจุลบของหมู่ฟอสเฟตหลายตาํแหน่งเหมือนการปูพรม ความ

เขม้ขน้ของเปปไทด์ท่ีสูงจะทาํให้เกิดการขดัขวางไบเลเยอร์เหมือนกบัการทาํงานของดีเทอร์เจนท ์

(detergent) และทาํให้เกิดไมเซลล์ข้ึน และในจุดที่ความเขม้ขน้ของเปปไทด์ท่ีสูงเปปไทด์จะสร้างรู

ชัว่คราวข้ึนในเมมเบรน ทาํให้เปปไทด์เขา้สู่เมมเบรนไดม้ากข้ึน ซ่ึงสุดทา้ยจะทาํให้เมมเบรนหลุด

ออกจากกนัเกิดเป็น micelles ดงัแสดงภาพท่ี 2 

 

 
 

ภาพที ่2 การเกิดรู (pore) และ micelles ในแบบจาํลอง carpet 

 

ทีม่า: Brogden K.A. (2005) 

 

  3.3 แบบจาํลอง toroidal pore ตวัอยา่งของ เปปไทด์คือ margainings, protegrins 

และ melittin ซ่ึงเฮลิกซ์เปปไทด์น้ีจะสอดเขา้ไปในเมมเบรนแลว้กระตุน้ให้ lipid monolayer โคง้งอ

จนทาํใหเ้กิดรู ซ่ึงทาํใหแ้กนกลางของนํ้าถูกขนาบขา้งโดยเปปไทดท่ี์ถูกสอด และทีห่มู่หวัของไขมนั 

โดยส่วนที่ชอบนํ้ าของเปปไทด์จะทาํปฏิกิริยากบั polar head group ของไขมนั ขอ้แตกต่างของ

แบบจาํลอง barrel stave model กบั toroidal pore คือ เปปไทด์ของ toroidal pore จะมีปฏิสัมพนัธ์กบั 

lipid head group ถึงแมจ้ะสอดเขา้ไปในชั้นไขมนัไบเลเยอร์แลว้ก็ตาม การสร้างรูของ margainings 

จะมีขนาดใหญ่กว่าท่ีพบใน Alamethicin โดยพบว่าจะมีเส้นผ่าศูนยก์ลางประมาณ 3-8.4 nm และ

ประกอบดว้ย 4-7 มอนอเมอร์ของ margainings ดงัแสดงภาพท่ี 3 
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ภาพที ่3 การเกิดรู (pore) ในแบบจาํลอง toroidal pore 

 

ทีม่า: Brogden K.A. (2005) 

 

 จะเห็นวา่กลไกการฆ่าเช้ือแบคทีเรียอาจจะเก่ียวสัมพนัธ์กบัการสร้าง ion channel หรือการ

สร้างรูที่เมมเบรน (transmembrane pore) หรือการเกิดการเสียหายกบัเมมเบรน แต่ก็ไม่ไดห้มาย 

ความวา่กลไกต่างๆ เหล่าน้ีจะเก่ียวขอ้งสัมพนัธ์ในทุกเปปไทด์ อาจจะมีการจาํลองอ่ืนๆที่ทาํให้เกิด

การเสียหายของเซลล์ ซ่ึงเป็นไปได้ว่าเปปไทด์อาจจะไปทาํให้เกิดการเสียหายกับเซลล์ของ

แบคทีเรียในส่วนอื่นได ้นอกจากน้ียงัอาจทาํให้เซลล์ไม่เกิดการแบ่งตวัยบัย ั้งการสร้างผนงัเซลล ์

ยบัย ั้งการสังเคราะห์กรดนิวคลีอิค ยบัย ั้งการสังเคราะห์โปรตีน จะเห็นไดว้่าการศึกษาโครงสร้าง

และหน้าที ่ของโปรตีน หรือเปปไทด์จะสามารถเข้าใจกลไกการทาํงาน และสามารถนําไป

ประยกุตใ์ชใ้นอนาคตได ้

 

แบคทเีรียกรดแลคตกิ 

 

 การศึกษาอนุกรมวิธานของแบคทีเรียกรดแลคติก โดยอาศยัลกัษณะทางกายภาพ สมบติัทาง

ชีวเคมี ลกัษณะสัณฐาน องคป์ระกอบของผนงัเซลล ์กรดไขมนัภายในเซลล ์ควนิิน รวมทั้งการศึกษา

ระดบัโมเลกุล การเขา้คู่กนัของ DNA และลาํดบัเบสบน rRNA ทาํให้พบลกัษณะที่แตกต่างกนัของ

แบคทีเรียแต่ละสกุล ปัจจุบนัสามารถจาํแนกแบคทีเรียกรดแลคติกออกไดเ้ป็น 12 สกุล (นงลกัษณ์ 

และปรีชา, 2544) 
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 แบคทีเรียกรดแลกติกจดัอยูใ่นตระกูล Lactobacillaceae เจริญไดใ้นสภาวะที่มีอากาศเพียง

เล็กนอ้ย (microaerophile) หรือไม่มีอากาศ (strictly anaerobe) เน่ืองจากเป็นแบคทีเรียท่ีไดพ้ลงังาน

จากการหมกันํ้าตาลโดยไม่ใชอ้อกซิเจน จึงมีความตอ้งการสารอาหารที่ค่อนขา้งซบัซ้อน แบคทีเรีย

กรดแลคติกเป็นแบคทีเรียกลุ่มใหญ่ที่มีความหลากหลายของลกัษณะฟีโนไทป์ ชีวเคมี และ

สรีระวิทยา เน่ืองจากมีความแตกต่างของโมลเปอร์เซ็นต ์G+C ภายในสกุลสูง ลกัษณะของเซลล์มี

รูปร่างท่อนหรือทรงรี (coccobacilli) ทนต่อกรดและตอ้งการสารอาหารหลายชนิด บางสายพนัธ์ุ

สามารถผลิตคะตะเลสเทียม (pseudo-catalase) ได้มีคุณสมบติัเป็นโปรไบโอติกสําหรับมนุษย์

และสัตว ์(ภกัดี, 2548) นอกจากน้ียงัเป็นแบคทีเรียแกรมบวก มีรูปร่างกลม (cocci) หรือท่อน (rods) 

ไม่สร้างสปอร์ ไม่มีไซโตโครม (cytochrome) และมีค่า G+C content นอ้ยกวา่ 55 โมลเปอร์เซ็นต์

ประกอบด้วยจีนัสต่างๆ ได้แก่ Streptococcus, Lacticoccus, Enterococcus, Pediococcus, 

Leuconostoc, Lactobacillus, Carnobacterium, Aerococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, 

Oenococcus และ Weissella แบคทีเรียแลคติกจะเปลี่ยนอาหารที่มีนํ้ าตาลให้เป็นกรดแลคติก

ประมาณ 50 เปอร์เซ็นต์ และผลิตภณัฑ์อ่ืน เช่น ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ไดอะเซทิล และ

กรดอินทรีย ์แบคทีเรียแลคติกไดรั้บการยอมรับว่าเป็นแบคทีเรียที่ปลอดภยั (generally recognized 

as safe bacteria; GRAS status) และมกัใช้ในการหมกัอาหารและถนอมอาหาร ซ่ึงอาจหมกัโดย

ธรรมชาติโดยใช้แบคทีเรียแลคติกที่มีอยู่ในวตัถุดิบหรืออาจเติมแบคทีเรียแลคติกในรูปเช้ือตั้งตน้ 

(start culture) เติมลงในอาหารภายใตส้ภาวะควบคุม 

 

Lactobacillus 

 

 เป็นแบคทีเรียกรดแลคติกกลุ่มใหญ่ที่สุด มีความหลายหลายของลกัษณะฟีโนไทป์ ชีวเคมี 

และสรีรวิทยา เน่ืองจากมีความแตกต่างของ mol%GC ภายในสกุลสูงระหว่าง 32-53 เปอร์เซ็นต ์

เซลล์มีรูปร่างท่อนหรือทรงรี (coccobacillus) ทนต่อกรด และต้องการสารอาหารหลายชนิด 

ประกอบด้วย 55 สปีชีส์ บางสายพนัธุ์สามารถผลิตคะตะเลสเทียม พบบริเวณลาํไส้เล็กของ

สัตวมี์กระดูกสันหลงัและพืช ซ่ึงมีคุณสมบติัเป็นโปรไบโอติกสาํหรับมนุษยแ์ละสัตว ์

  

 Ulrike et. al. (2002) พบวา่ Lactobacillus K7 แยกไดจ้ากอุจจาระของทารกอายุ 1 สัปดาห์ 

มีความสามารถในการสร้าง bacteriocin-like activity ต่อแบคทีเรียกรดแลคติกสปีชีส์อื่นๆ

หลายชนิดรวมทั้ง Clostridium sp. และพบวา่มีคุณสมบติัเป็นโปรไบโอติก เช่น ทนต่อค่าความเป็น

กรด-ด่างตํ่า และสามารถผลิตแบคเทอริโอซินไดสู้งสุดในระยะ log phase ของการเจริญ  
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 ชยัวฒัน์ (2547) รายงานว่า Lb. salivarius เป็นแบคทีเรียรูปท่อน ไม่สร้างสปอร์ ติดสี

แกรมบวก และเปลี่ยนเป็นแกรมลบเมื่อมีอายุมากข้ึน ไม่สร้างคะตะเลส มีลกัษณะเด่นคือ ตอ้งการ

ออกซิ เจนในการเจริญเติบโตเพียงเล็กน้อย (microaerophile) อุณหภูมิที่เหมาะสม 30-40 

องศาเซลเซียส มีค่าความเป็นกรด-ด่าง 5.5 ท่ีเหมาะสมต่อการเจริญ และพบไดท้ัว่ไปในธรรมชาติ

โดยเฉพาะในสัตว ์พบวา่เป็น microflora ในระบบทางเดินอาหารของสัตว ์

 

สารยบัยั้งการเจริญของจุลนิทรีย์ทีส่ร้างจากแบคทเีรียกรดแลคติก 

 

 แบคทีเรียกรดแลคติก นอกจากจะมีบทบาทสําคญัในการทาํให้เกิดกล่ินเฉพาะตวัในอาหาร

หมกัแลว้ ยงัสามารถสร้างสารยบัย ั้งการเจริญ และทาํลายจุลินทรียที์่ทาํให้อาหารเกิดการเน่าเสีย 

และจุลินทรียที์่ทาํให้เกิดโรค ซ่ึงปะปนมากบัอาหาร ซ่ึงสารที่แบคทีเรียกรดแลคติกสร้างออกมา

ส่วนใหญ่เป็นกรดแลคติก และกรดอะซิติก นอกจากน้ียงัมีสารชนิดอื่นๆที่เกิดข้ึนในปริมาณน้อย 

แต่มีผลในการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดต่างๆ เช่นกนั ไดแ้ก่ กรดฟอร์มิก, กรดไขมนัอิสระ, 

แอมโมเนีย, เอทานอล, ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์, ไดอะซิทิล, อะซีโตอิน, อะซีทลัดีไฮด์ และ

เบนโซเอต เอนไซม์ที่มีผลทาํให้เซลล์แบคทีเรียแตก และแบคเทอริโอซิน รวมทั้งสารยบัย ั้งที่ยงั

ไม่สามารถจดัจาํแนกไดอ้ีกหลายชนิด นอกจากน้ีการที่มีแบคทีเรียกรดแลคติกเจริญอยู่ร่วมกบั

แบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ จะเป็นการควบคุมแบคทีเรียเหล่านั้นโดยทางออ้มคือ จะทาํให้เกิดการแข่งขนั

กนัในการใชส้ารอาหาร และการใชพ้ื้นท่ีสาํหรับการเติบโต 

 

 ปัจจุบนัแบคเทอริโอซินท่ีสร้างจากแบคทีเรียกรดแลกติก ไดรั้บความสนใจและมีการศึกษา

กนัอย่างกวา้งขวาง โดยสามารถนาํมาใช้ประโยชน์ในการถนอมอาหารดว้ยวิธีการทางชีวภาพ 

ซ่ึงเป็นวิธีการที่เลียนแบบมาจากการรักษาสมดุลของจุลินทรีย์กลุ่มต่างๆในธรรมชาติ จึงไม่มี

สารพิษตกคา้งเหมือนการใชส้ารเคมี 

 

การนําแบคเทอริโอซินไปใช้ในการปรับปรุงความปลอดภัยในอาหาร 

 

 แบคเทอริโอซินสามารถนาํไปใช้ในการปรับปรุงความปลอดภยัในอาหาร เพือ่ลดอาการ

ป่วยเน่ืองจากอาหารเป็นพษิ โดยทัว่ไปการควบคุมการผลิตอาหารในโรงงานอุตสาหกรรมควรจะมี

ระบบที่ป้องกันหรือลดจาํนวนการปนเป้ือนของแบคทีเรีย ทั้งน้ีรวมถึงการมีระบบสุขาภิบาล 

สุขอนามยั และการจดัการท่ีดี (good manufacturing practices) ซ่ึงครอบคลุมถึงกระบวนการตั้งแต่

การคดัเลือกวตัถุดิบ บริเวณโรงงานผลิต ควบคุมผลิตภณัฑ์อาหาร รวมทั้งอนามยัส่วนบุคคล 
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นอกจากน้ีการควบคุมความปลอดภยัของอาหารโดยอาศยัหลกัการพื้นฐานของ Hazard Analysis 

Critical Control Point (HACCP)นั้น จะวดัจากการที่โรงงานสามารถจาํแนก ประเมิน และควบคุม

ระบบอนัตรายท่ีส่งผลถึงความปลอดภยัในอาหาร (NACMCF, 1998) 

 

 แบคเทอริโอซินไดเ้ขา้มามีบทบาทอย่างน้อย 3 ทางในการควบคุมความปลอดภยัใน

อาหาร คือ การใช้แบคเทอริโอซินที่บริสุทธ์ิหรือบริสุทธ์ิบางส่วนในการเติมเป็นส่วนประกอบ

หน่ึงในอาหาร การใช้สายพนัธ์ุของเช้ือที่สร้างแบคเทอริโอซินผสมกบัองค์ประกอบที่ใช้เตรียม

อาหาร หรือการใชส้ายพนัธ์ุท่ีสร้างแบคเทอริโอซินแทนสายพนัธ์ุเดิมท่ีใชเ้ป็นเช้ือตั้งตน้ในอาหาร

หมกั (Deegan et. al., 2006) 

 

 ประโยชน์ของแบคเทอริโอซินนั้ นเป็นที่ รู้จ ักกันมากกว่า 1,000 ปี ความรู้เก่ียวกับ

แบคเทอริโอซินชนิดอื่นที่มีประสิทธิภาพใกล้เคียงกบัไนซินสามารถนํามาประยุกต์ใช้ใน

อาหารชนิดอื่นรวมทั้งนาํมาใช้ในการยบัย ั้งเช้ืออื่น การใช้แบคเทอริโอซินนั้นเป็นที่ยอมรับของ

ผูบ้ริโภค เน่ืองจากจะช่วยลดการใช้สารเคมี โดยอาจใช้แบคเทอริโอซินร่วมกบัสารที่ใช้ถนอม

อาหารทางธรรมชาติอ่ืน 

 

 ปัญหาที่พบในการใช้แบคเทอริโอซินในการใช้เป็นสารกันเสียในอาหาร คือ พบการ

พัฒนาการด้ือต่อแบคเทอริโอซิน ซ่ึงการแก้ไขปัญหาน้ีทาํได้โดยการใช้เ ช้ือตั้ งต้นที่สร้าง

แบคเทอริโอซินหลายสายพนัธ์ุ (Rogers et. al., 1928)  

 

 ปัจ จุบ ันได้มีการประยุกต์ใช้อนุพ ันธ์ของแบคเทอริโอซินที่มีการปรับปรุงทาง

พนัธุวิศวกรรมมาใชใ้นอุตสาหกรรมอาหาร โดยเทคนิคดงักล่าวสามารถเพิ่มความเสถียร และเพิ่ม

การสร้างแบคเทอริโอซินใหม้ากข้ึน รวมทั้งช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการทาํลายเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ

ในอาหาร ซ่ึงกระบวนการผลิตล้วนมีผลต่อแอคติวิตี และความเสถียรของแบคเทอริโอซิน 

(Yuan et. al., 2004) 

 

แบคเทอริโอซิน (Bacteriocin) 

 

 จากการศึกษาเก่ียวกบัแบคเทอริโอซิน พบวา่แบคทีเรียทั้งแกรมบวก และแกรมลบ สามารถ

ผลิตแบคเทอริโอซินได ้ตวัอย่างของแบคทีเรียแกรมลบท่ีสามารถผลิตแบคเทอริโอซินได ้คือ E. coli 

ซ่ึงสามารถผลิตสารในกลุ่มโปรตีนออกมายบัย ั้งการเจริญของ E. coli ได ้และเรียกสารดงักล่าวว่า 
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colicins ต่อมามีการคน้พบสารที่มีลกัษณะคลา้ย colicin ซ่ึงสร้างโดยแบคทีเรียแกรมบวก จึงเรียก

สารกลุ่มน้ีวา่แบคเทอริโอซิน (bacteriocin) โดยในระยะแรกพบวา่แบคเทอริโอซินเป็นโมเลกุลของ

โปรตีน ซ่ึงสร้างจากแบคทีเรียแกรมบวก และแกรมลบ มีคุณสมบติัในการทาํลายเฉพาะแบคทีเรีย

สายพนัธ์ุต่างๆ ในสปีชีส์เดียวกนัเท่านั้น (Tagg et. al., 1976) อา้งโดย พงษเ์ทพ (2546) ใหค้าํจาํกดั

ความของแบคเทอริโอซินวา่เป็นสารประกอบโปรตีนท่ีมีลกัษณะดงัน้ี 

 

 1. มีการออกฤทธ์ิยบัย ั้งเฉพาะแบคทีเรียชนิดเดียวกนั หรือที่ใกลเ้คียงกบัแบคทีเรียที่สร้าง

แบคเทอริโอซินออกมา 

 

 2. การออกฤทธ์ิทาํใหแ้บคทีเรียท่ีตอ้งการยบัย ั้งเกิดการตาย (bactericidal mode of action)  

 

 3. มีตาํแหน่งท่ีจาํเพาะในการยดึจบักบัเซลลเ์ป้าหมาย  

 

 4. ยีนที่ควบคุมการสร้าง และการตา้นทานของเซลล์ต่อแบคเทอริโอซินที่สร้างข้ึนอยู่บน 

พลาสมิด (plasmid)  

 

 5. เซลล์ที่สร้างจะถูกทาํลายขณะที่มีการปลดปล่อยแบคเทอริโอซินออกนอกเซลล์ 

 

 นอกจากน้ียงัพบวา่การสร้างแบคเทอริโอซินภายในเซลล์ของแบคทีเรียเหมือนกบัการสร้าง

โปรตีนทัว่ไปทีผ่ลิตจากไรโบโซม ซ่ึงประกอบด้วยขั้นตอนการลอกรหัส (transcription) และ

การแปลรหัส (translation) จากยีนที่ควบคุมการสร้างแบคเทอริโอซิน โดยยีนที่ควบคุมการสร้าง

แบคเทอริโอซินบางชนิดอยูบ่นโครโมโซม เช่น nisin, lactocin, helveticin J, lactacin B และ F หรือ

อยูบ่นพลาสมิด  

 

 ดงันั้นคาํนิยามของแบคเทอริโอซิน ซ่ึงเป็นที่นิยมใช้กนัอย่างแพร่หลายในปัจจุบนั คือ 

สารประกอบโปรตีนที่มีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียที่มีความไวต่อสารดงักล่าว และไม่เป็น

พิษต่อเซลล์ที่ผลิต ในการศึกษาวิจยัทางดา้นสารยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียโ์ดยทัว่ไปอาจจะมี

ความสับสนหรือไม่แน่ใจระหวา่งแบคเทอริโอซิน และสารปฏิชีวนะ ซ่ึง (Cleveland et. al., 2001) 

ไดส้รุปความแตกต่างระหวา่งแบคเทอริโอซิน และสารปฏิชีวนะไว ้ดงัแสดงตารางท่ี 1 
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ตารางที ่1 ความแตกต่างระหวา่งแบคเทอริโอซินและสารปฏิชีวนะ 

 

ลกัษณะและคุณสมบัติ แบคเทอริโอซิน สารปฏิชีวนะ 

การนาํไปใชง้าน ทางอาหาร ทางการแพทย ์

กระบวนการสังเคราะห์ ผลิตจากไรโบโซม ผลิตโดยผา่นกระบวนการท่ี

เป็น secondary meatbolite 

ความสามารถในการยบัย ั้ง 

แบคทีเรียเป้าหมายท่ีมีความ

หลากหลาย 

นอ้ย มาก 

การสร้างระบบภูมิคุม้กนัตนเอง

ของเซลลผ์ูผ้ลิต 

มี ไม่มี 

กลไกในการต่อตา้นของเซลล์

เป้าหมาย 

โดยปรับสภาพองคป์ระกอบ

ของเยือ่หุม้เซลล ์

โดยการเปล่ียนแปลงทาง

พนัธุกรรม 

ลกัษณะของปฏิกิริยาบนเซลล์

เป้าหมาย 

ทาํใหเ้กิดรูท่ีเยือ่หุม้เซลล ์ ทาํลายเยือ่หุม้เซลลห์รือ

โครงสร้างภายในเซลล ์

ความเป็นพิษหรือผลขา้งเคียง ยงัไม่มีรายงาน มี 

 

ทีม่า: ดดัแปลงมาจาก Cleveland et al. (2001) 

 

 ความแตกต่างของแบคเทอริโอซินกบัสารปฏิชีวนะในการออกฤทธ์ิยบัย ั้ง คือ แบคเทอริโอซิน

ท่ีผลิตจากแบคทีเรียแกรมบวกจะออกฤทธ์ิยบัย ั้งเฉพาะกบัแบคทีเรียแกรมบวก และแบคเทอริโอซิน

ท่ีผลิตจากแบคทีเรียแกรมลบจะออกฤทธ์ิยบัย ั้งเฉพาะกบัแบคทีเรียแกรมลบ ในขณะท่ีสารปฏิชีวนะ

คือ สารทีผ่ลิตจากส่ิงมีชีวติทั้ง prokaryotes และ eukaryotes ซ่ึงมีฤทธ์ิยบัย ั้งส่ิงมีชีวิตทั้ง prokaryotes 

และ eukaryotes โดยที่ระดับความเข้มข้นตํ่า และจะไม่ยบัย ั้งตัวเอง และการใช้สารปฏิชีวนะ

สามารถใชไ้ดก้ารรักษาโรคเท่านั้น  

 

 แบคเทอริโอซินบางชนิดที่มีฤทธ์ิกวา้ง เช่น ไนซิน จะมีประสิทธิภาพในการใช้มากกว่า 

โดยพบวา่ ไนซินมีผลในการยบัย ั้งแบคทีเรียกลุ่มแกรมบวกไดห้ลายชนิด รวมถึงกลุ่มที่ก่อโรคดว้ย 

(Tagg et. al., 1976) ซ่ึงมกัจะก่อโรคในอาหารกระป๋องและผลิตภณัฑ์นม โดยเฉพาะผลิตภณัฑ์นมที่

นาํมาแปรรูปเป็นเนย ซ่ึงความร้อนท่ีใชใ้นการฆ่าเช้ือจะแพร่ผา่นไดล้าํบาก ในขณะท่ีแบคเทอริโอซิน
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ท่ีมีฤทธ์ิแคบก็สามารถยบัย ั้งเช้ือเฉพาะกลุ่ม โดยเฉพาะเช้ือแบคทีเรียท่ีก่อโรคในอาหาร เช่น Listeria 

monocytogenes โดยไม่ก่อใหเ้กิดอนัตรายกบัเช้ือประจาํถ่ินชนิดอ่ืน 

 

 แบคเทอริโอซินท่ีสร้างจากแบคทีเรียกรดแลคติกนั้นมีคุณสมบติัท่ีเหมาะสมในการนาํมาใช้

เป็นสารกนัเสียในอาหาร กล่าวคือ 

 

1. เป็นท่ียอมรับวา่เป็นสารท่ีปลอดภยั 

 

2. ไม่เป็นพษิต่อเซลลย์คูาริโอต 

 

3. สามารถถูกยบัย ั้งไดด้ว้ยนํ้ายอ่ยประเภทโปรติเอส จึงมีผลนอ้ยมากกบัแบคทีเรียท่ีอยูใ่น 

ระบบทางเดินอาหาร 

 

4. มกัจะทนต่อ pH และความร้อน 

 

5.   บางชนิดมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งกวา้ง สามารถยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียก่อโรค และแบคทีเรียท่ีทาํ

ใหเ้กิดการเน่าในอาหาร เช่น Listeria monocytogenes และ Clostridium botulinum 

 

6. มกัถูกควบคุมการสร้างโดยพลาสมิด จึงง่ายต่อการทาํ genetic manipulation  

 

7. ช่วยใหผ้ลิตภณัฑอ์าหารมีคุณภาพดีข้ึน เช่น เพิ่มความปลอดภยั และรสชาติดีข้ึน 

 

8. มีแอคติวตีิจาํเพาะ (specific activity) (O’Sullivan, 2002) 

 

การจัดจําแนกแบคเทอริโอซินทีส่ร้างจากแบคทเีรียกรดแลคติก 

 

 แบคเทอริโอซินแตกต่างจากสารปฏิชีวนะจาํพวกเปปไทด์อื่น คือสร้างมาจากไรโบโซม 

(ribosomally synthesized) และจดัเป็นเมแทบอไลตทุ์ติยภูมิ (secondary metabolites) รวมทั้งยีนท่ี

เกี่ยวขอ้งกบัการสร้างจะพบเป็นคลสัเตอร์ (cluster) ในโอเปอรอน ในปัจจุบนัมีการจดัจาํแนก

แบคเทอริโอซินออกเป็น 4 class ซ่ึงส่วนใหญ่แบคเทอริโอซินท่ีพบมกัจดัอยูใ่น class I และ class II 
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กลุ่ม 1 (class I) มีโครงสร้างเป็นเปปไทด์ ท่ีทนความร้อน และมีนํ้ าหนกัโมเลกุลตํ่า (นอ้ยกวา่ 

5 กิโลดาลต ัน)  ซ่ึงหล ังจากผ่านกระบวนการแปลรหัสแล้ว จะเข้ารวมตัวกับกรดอะมิโน

แลนไธโอนีน (lanthionine; Lan) ซ่ึงเป็นกรดอะมิโนที่มีไธโออีเทอร์ (thioether) อยู่ในโมเลกุล 

และเมธิลแลนไธโอนีน (methyllanthionine; MeLan) ในบางคร้ังจึงเรียก class I น้ีวา่ แลนติไบโอติก 

(lantibiotics) มกัแบ่งออกเป็น 2 type หรือ 2 subclass โดยอาศยัความคลา้ยคลึงกนัทางโครงสร้าง

เป็นหลกัคือ type A หรือ subclass Ia ซ่ึงเป็นสารท่ีมีโครงสร้างเป็นเปปไทด์ท่ีมีประจุเป็นบวก มีสาย

ยาวไม่คงรูป และออกฤทธ์ิโดยทาํให้เกิดรูที่เยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียบางสปีชีส์ ตวัอย่างของ

กลุ่มน้ีคือ ไนซิน อีกกลุ่มหน่ึงคือ type B หรือ subclass Ib มีโครงสร้างเป็นเปปไทด์ที่เป็นกอ้น 

(globular) ซ่ึงคงรูป และมีประจุลบหรือไม่มีประจุ มีฤทธ์ิในการรบกวนการทาํงานของเอนไซม์ท่ี

จาํเป็นต่อเมแทบอลิซึมของแบคทีเรียบางชนิด ตวัอย่างของกลุ่มน้ีคือ เมอซาซิดิน (mersacidin) 

ซ่ึงออกฤทธ์ิรบกวนการสร้างผน ังเซลล ์โดยการเข า้ เ ชื ่อมต่อกบัสารตั้งตน้ในการสร้าง 

peptidoglycan ทาํให้แบคทีเ รียไม่สามารถสร้างผนังเซลล์ได้ อย่างไรก็ตามได้มีการจําแนก 

subclass ของแลนติไบโอติกเพิ่มข้ึนโดยอาศยักลไกการออกฤทธ์ิ ซ่ึงมกัจะเกิดความสับสน 

เน่ืองจากสารบางชนิดสามารถออกฤทธ์ิได้หลายแบบ เช่น สามารถทาํให้เกิดรู และยบัย ั้งการ

สร้างผนงัเซลล ์ในบางคร้ังจึงแบ่งแลนติไบโอติก ออกเป็น 11 subclass โดยอาศยัความคลา้ยคลึงกนั

ของโครงสร้างทางเปปไทด์  ซ่ึงแต่ละกลุ่มมีช่ือดงัน้ี คือ ไนซิน (nisin) อีพิเดอมิน (epidermin) สเตรปติน 

(streptin) เปป 5 (pep 5) แลคติซิน 481 (lacticin 481) เมอซาซิดิน (mersacidin) แอลทีเอน็เอ 2  (LtnA 

2) ไซโตไลซิน (cytolysin) แลคโตซิน S (lactocin S) ซินนามยัซิน (cinnamycin) และ ซบัแลนซิน 

(sublancin) 

 

 กลุ่ม 2 (class II) มีโครงสร้างเป็นเปปไทดท่ี์ทนความร้อน และมีนํ้าหนกัโมเลกลุตํ่า (นอ้ยกวา่ 

10 กิโลดาลตนั) แต่ไม่มีอนุพนัธ์ของกรดอะมิโนแลนไธโอนีน ปัจจุบนัท่ีพบมากมี 2 subclass คือ 

subclass IIa มีช่ือวา่ pediocin-like (หรือเรียกวา่ Listeria-active) และ subclass IIb หรือ แบคเทอริโอซิน

ท่ีมี 2 องคป์ระกอบ (two-component bacteriocins) ใน class IIa ตวัท่ีมีการศึกษามากท่ีสุด คือ เพดดิโอซิน 

AcH/PA-1 สารที่จดัอยูใ่นกลุ่มน้ีมีความคลา้ยคลึงกนัทางลาํดบัของกรดอะมิโน 40-60 เปอร์เซ็นต ์

โดยบริเวณ N-terminal ของโครงสร้าง จะมีลาํดบัของกรดอะมิโนเป็น YGNGVXCXXXXCXV หรือ

เรียกวา่ pediocin box ต่อกบักรดอะมิโนซีสเตอีน 2 ตวั ดว้ยพนัธะไดซลัไฟด์ (disulphide bridge) 

subclass IIa ปัจจุบนัไดรั้บความสนใจมาก เน่ืองจากฤทธ์ิในการยบัย ั้งไม่กวา้งเหมือนไนซิน โดย

จะยบัย ั้งเฉพาะเช้ือ Listeria เท่านั้น จึงไม่ยบัย ั้งเช้ือตั้งตน้ที่ใชใ้นหมกัอาหาร แต่อยา่งไรก็ตาม

ขอ้จาํกดัก็คือไม่สามารถยบัย ั้งเช้ือก่อโรคชนิดน้ีไดอ้ยา่งสมบูรณ์ในอาหาร subclass IIb หมายถึง 

แบคเทอริโอซินที่มีโครงสร้างประกอบด้วยองค์ประกอบ 2 ส่วน ประกอบด้วยเปปไทด์ 2 ชนิด



17 

ท่ีทาํงานเสริมฤทธ์ิกนั ถา้เหลือตวัใดตวัหน่ึงมกัจะไม่มีแอคติวิตีหรือมีแอคติวิตีเหลือเล็กนอ้ยเท่านั้น 

ตวัอยา่งของกลุ่มน้ี คือ แลคตาซินเอฟ (lactacin F) และแลคโตคอกซินจี (lactococcin G) 

นอกจากน้ียงัมี subclass IIc (secdependent bacteriocins) ตวัอยา่งเช่น อะซิโดซิน B (acidocin B) 

ไดเวอจิซิน A (divergicin A) แบคทีริโอซิน 31 และเอนเทอโรซิน P (enterocin P) และ subclass IId 

ซ่ึงมีลาํดบักรดอะมิโนท่ีแตกต่างจาก subclass อ่ืน ตวัอยา่งเช่น แลคโตคอกซิน A และ B ไดอะเซติน B 

(diacetin B) อะซิโดซิน 8912 (acidocin 8912) เป็นตน้  

 

 กลุ่ม 3 (class III) ประกอบดว้ยแบคเทอริโอซินขนาดใหญ่ ไม่ทนความร้อน จึงแตกต่างจาก 

class I และ II ตวัอยา่งของกลุ่มน้ี คือ เฮลเวติซิน J (helveticin J) และเอนเทอโรไลซิน A (enterolysin A)  

 

 กลุ่ม 4 (class IV) Klaenhammer (1993) ไดเ้สนอใหม้ีการแบ่งกลุ่มแบคเทอริโอซินเพิ่มข้ึนอีก 

1 class คือ class IV ซ่ึงแบคเทอริโอซินในกลุ่มน้ีจะมีหมู่กลูซิดิค (glucidic) และลิปิดในโครงสร้าง

ดว้ยนอกเหนือจากส่วนที่เป็นโปรตีน ตวัอย่างของแบคเทอริโอซินกลุ่มน้ี เช่น ลิวโคซิน S 

(leucocin S) และแลคโตซิน 27 ซ่ึงจะมีส่วนของไกลโคโปรตีนในโครงสร้าง หรือมีเซ็นเทอริซิน 52 

(mesenterocin 52) ซ่ึงจะพบส่วนของลิโพโปรตีนในโครงสร้าง เป็นตน้ 

 

กระบวนการผลติแบคเทอริโอซินในระดับเซลล์  

 

 กระบวนการผลิตแบคเทอริโอซิน จะถูกควบคุมโดยยีนทีอ่ยูบ่นพลาสมิด ซ่ึงยีนทีค่วบคุม

การสังเคราะห์แบคเทอริโอซินน้ีมีทั้งยีนโครงสร้าง (structural gene) และยีนภูมิคุม้กนั (immunity 

gene) โดยส่วนใหญ่จะอยู่รวมกนัเป็นกลุ่ม (cluster) และยีนที่เกี่ยวขอ้งกบัการผลิต และการ

ขนส่ง แบคเทอริโอซินออกนอกเซลลป์ระกอบดว้ย  

 

1. ยนีสาํหรับผลิตเปปไทดท่ี์ยงัไม่พร้อมทาํงาน (prepeptide)  

 

2. ยนีสาํหรับโปรตีนภมิูคุม้กนั (immunity protein) 

 

3. ยนีสาํหรับขนส่งโปรตีน ATP binding cassette (ABC) transport protein  

 

4. ยนีสาํหรับโปรตีนท่ีช่วยในการจบักบัเยือ่หุม้เซลล ์(membrane-bound accessory  

protein)  
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 กระบวนการผลิตแบคเทอริโอซินเกิดจากการทาํงานร่วมกนัของ Histidine kinase (HK), 

Response regulator (RR) และ inducer peptide (IP) ซ่ึงทาํหนา้ที่เสมือนตวัส่งสัญญาณเหน่ียวนาํให้

เกิดการลอกรหัส (transcription) ของยีนโดย IP จะถูกส่งออกนอกเซลล์พร้อมกบัแบคเทอริโอซิน

ดว้ย ABC transporter และ accessory protein จากนั้น IP ที่ผลิตข้ึนจะเกิดการสะสม และจบักบั HK 

บนเยื่อหุ้มเซลล์ ส่งผลให้เกิดปฏิกิริยาฟอสโฟรีเลชัน และเติมหมู่ฟอสเฟตให้กบั RR และ RR 

จะทาํหนา้ท่ีกระตุน้การทาํงานของยนีท่ีผลิตแบคเทอริโอซินต่อไป ดงัแสดงภาพท่ี 4  แบคเทอริโอซิน

ถูกสังเคราะห์บนไรโบโซมในรูปเปปไทด์ท่ียงัไม่พร้อมทาํงาน และจะถูกแยกส่วน N-terminal leader 

ออกโดยผ่านการดดัแปลงหลงักระบวนการแปลรหัส (post-translational modification) ซ่ึงทาํให้

เปปไทด์อยู่ในสภาพพร้อมทาํงาน ส่วน N-terminal leader ของแบคเทอริโอซินอาจมีลกัษณะเป็น 

double glycine peptide หรือ signal peptide (Worobo et. al., 1995) 

 

 
 

ภาพที ่4 กระบวนการผลิตแบคเทอริโอซินเกิดจากการทาํงานร่วมกนัของ HK, RR และIP  

 ส่งสัญญาณเหน่ียวนาํให้เกิดการลอกรหัสของยีน โดย IP จะถูกส่งออกนอกเซลล์พร้อม

 กบัแบคเทอริโอซินดว้ย ABC transporter และ accessory protein จากนั้น IP ท่ีผลิตจะเกิด

 การสะสม และจบักบั HK บนเยื่อหุ้มเซลล์ ทาํให้เกิดฟอสโฟลิเลชนั และเติมหมู่ฟอสเฟต

 ใหก้บั RR ซ่ึงจะทาํหนา้ท่ีกระตุน้การทาํงานของยนีท่ีผลิตแบคเทอริโอซินต่อไป  

 

ทีม่า: Drider et. al. (2006) 
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แบคเทอริโอซินจะถูกสร้างข้ึนในไรโบโซม (ribosome) ต่อจากนั้ นก็จะรวมตัวกับ 

immunity protein เกิดเป็นโมเลกุลของสารประกอบเชิงซ้อน ซ่ึงจะผา่นเน้ือเยื่อชั้นใน และสะสมอยู่

ในบริเวณ periplasmic space  ของไซโตพลาสซึม และแผข่ยายไปถึงบริเวณผิวหนา้ของแบคทีเรียที่

บริเวณผิวหน้าของแบคทีเรียน้ี สารประกอบเชิงซอ้นจะจบักบั polysaccharides หรือ O-antigen ของ 

outer membrane และทาํใหเ้กิดแบคเทอริโอซินขบัออกสู่ภายนอกเซลล ์ 

 

การทาํงานของแบคเทอริโอซิน 

 

 แบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียต่างชนิดกนัจะมีคุณสมบติัต่างกนั ความสามารถในการยบัย ั้ง

หรือการทาํลายจะแตกต่างกนัดว้ย สําหรับกลไกการออกฤทธ์ิของแบคเทอริโอซินชนิดต่างๆ 

แบ่งไดด้งัน้ี 

 

 1. ยบัย ั้งการสร้างผนงัเซลล์ ซ่ึงเป็นส่วนที่อยู่นอกสุดของเซลล์ มีความแข็งแรงทาํหน้าที่

ป้องกนัส่ิงทีอ่ยูใ่นเซลล ์สาํหรับแบคทีเรียผนงัเซลลเ์ป็นส่วนสําคญัที่ใชใ้นการจาํแนกแบคทีเรียเป็น

แกรมบวก แกรมลบ 

 

 โครงสร้างพื้นฐานของแบคทีเรียทั้ ง 2 พวกที่ต่างกัน คือ peptidoglycan (เรียกว่า 

glycopeptides หรือ mucopeptide หรือ murien) พวกแกรมบวกมีส่วนน้ีหนามาก ในแกรมลบจะบาง

กว่า และแกรมลบจะมีส่วนของ lipopolysaccharide หุ้มอีกชั้นหน่ึง peptidoglycan ของแบคทีเรีย

ทั้ งหลายจะมีโครงสร้างหลัก เป็น polysaccharide ซ่ึ งสลับกันระหว่าง N-acetylglucosamine 

(GlcNAC) และ N-acetylmuramate (MurNAC) แต่มี side chain แตกต่างกนับา้ง (วลิาวณัย,์ 2553) 

 

 แบคเทอริโอซินจะไปยบัย ั้งการสร้าง peptidoglycan ซ่ึงส่งผลให้หยุดการสร้างผนงัเซลล ์

เน่ืองจากผนังเซลล์มีความสําคญัมากหากถูกทาํลายหรือสร้างไม่สมบูรณ์แบคทีเรียจะตายได้

แบคเทอริโอซินพวกน้ีจึงจดัเป็น bacteriocidal 

 

 2. รบกวนหนา้ท่ีของเยื่อหุ้มเซลล์ ซ่ึงเป็นส่วนท่ีถดัจากผนงัเซลล์เขา้มา หน้าท่ีของเยื่อหุ้ม

เซลล์ทัว่ไป คือ osmotic barrier ท่ีช่วยป้องกนัไม่ให้สารต่างๆเขา้หรือออกจากเซลล์ง่ายเกินไป 

อีกหนา้ที่หน่ึงเก่ียวขอ้งกบัระบบขนส่ง เพือ่นาํสารเขา้-ออกเซลล์โดยมีผลต่อ Proton motive force 

ของเยือ่หุ้มเซลล์ ทาํให้ความสมดุลของ K+ ของเซลล์เปล่ียนแปลงไป โดยมีการผา่นเขา้ไปในเซลล์

มากข้ึน และเกิดการสะสมทาํให้แรงดนัในเซลล์ไม่สมดุลเซลล์จะแตก และตายในที่สุด 
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กลไกการทาํลายเซลล์แบคทเีรียเป้าหมายของแบคเทอริโอซิน 

 

 การทาํลายเซลลเ์ป้าหมายของแบคเทอริโอซิน เกิดจากการท่ีแบคเทอริโอซินแต่ละโมเลกุล

มารวมกันทาํให้เกิดเป็นรูหรือช่องว่างที่เยื ่อหุ้มเซลล์เป้าหมาย ซ่ึงจะมีลกัษณะคล้ายช้ินไมที้่มา

ประกอบกนัเป็นผนงัดา้นขา้งของถงัไม ้(barrel stave) ดงัแสดงภาพที่ 5 โดยรูดงักล่าวจะทาํให้เกิด

การเสียสมดุลของไอออน สูญเสียกรดอะมิโน และสารประกอบอนินทรียใ์นหมู่ฟอสเฟต ซ่ึงเป็น

ส่วนประกอบสําคญัในการสร้างพลงังานของเซลล์ (Muriana, 1996 and Ennaher et. al., 2000) 

ขั้นตอนและกลไกในการทาํลายเซลล์เป้าหมายจะแตกต่างกนัไปตามชนิดของแบคเทอริโอซิน เช่น 

colicins ท่ีสร้างจาก  E.coli  ซ่ึงเป็นแบคทีเรียแกรมลบ จะเป็นโปรตีนขนาดใหญ่ประมาณ 40-70 กิโลดาลตนั 

และยีนที่ควบคุมการสร้าง colicins จะอยูบ่นพลาสมิด โดย E.coli จะสร้าง colicins แลว้ปลดปล่อย

ออกสู่ภายนอกเซลล์ในช่วงการเจริญระยะ exponential เมื่อศึกษาโครงสร้างแบบ 3 มิติ ซ่ึงแต่ละ

กลุ่มจะมีกิจกรรม และหน้าที่ต่างกนัออกไปในแต่ละขั้นตอนของการทาํลายแบคทีเรียเป้าหมาย

กลไกการทาํลายเซลลเ์ป้าหมายจะแบ่งเป็น 3 ขั้นตอนคือ 

 

 1. บริเวณตรงกลางของโมเลกุล colicins จะทาํหนา้ที่ในการจบักบัตาํแหน่งที่จาํเพาะบนผิว

เซลลข์องแบคทีเรียเป้าหมาย 

 

 2. บริเวณปลายดา้น N (N-terminal) จะทาํหน้าที่เคล่ือนยา้ยโมเลกุลของ colicins ผา่นเยื่อ

หุม้เซลลข์องเซลลเ์ป้าหมาย 

 

 3. บริเวณปลายด้าน C (C-terminal) จะทาํหน้าที่ในการทาํลายเซลล์เป้าหมาย 

(McCormick et. al., 1999) สาเหตุที่ทาํให้เซลล์เป้าหมายของ colicins ตาย เกิดจากเยื่อหุ้มเซลล์เกิด

การร่ัว และทาํให้เกิดการสูญเสียแรงในการขบัเคล่ือนโปรตอนผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ และทาํให้เซลล์

เป้าหมายเกิดการเสียรูปทรง (Schaller et. al., 1981)  

 



21 

 
 

ภาพที ่5 การทาํลายเซลลเ์ป้าหมายของแบคเทอริโอซิน เกิดจากการท่ีแบคเทอริโอซินแต่ละโมเลกุล 

 มารวมกนัทาํใหเ้กิดเป็นรูหรือช่องวา่งท่ีเยือ่หุม้เซลลเ์ป้าหมาย ซ่ึงจะมีลกัษณะคลา้ยช้ินไม ้

 ท่ีมาประกอบกนัเป็นผนงัดา้นขา้งของถงัไม ้รูดงักล่าวจะทาํให้เกิดการเสียสมดุลไอออน  

 สูญเสีย กรดอะมิโน และสารประกอบอนินทรียใ์นหมู่ฟอสเฟต ซ่ึงเป็นส่วนประกอบท่ี 

 สาํคญัในการสร้างพลงังานของเซลล ์ 

 

ทีม่า: Muriana (1996) 

 

 นอกจากน้ีในแบคเทอริโอซินกลุ่ม non lantibiotic ที่มีขนาดเล็ก และทนความร้อน พบว่า

ในขั้นตอนแรกปลายดา้น N ของโมเลกุลแบคเทอริโอซิน ซ่ึงมีประจุบวกจะเขา้จบัส่วนหัวของ

ฟอสโฟลิปิด ที ่เยื อ่หุ้มเซลล์ของแบคทีเรียเป้าหมาย ที ่มีประจุลบโดยแรงทางไฟฟ้าสถิต 

(electrostatic binding) หลงัจากนั้นปลายดา้น C ในโมเลกุลของแบคเทอริโอซิน ซ่ึงมีคุณสมบติั

ไม่ชอบนํ้ า (hydrophobic) จะทาํปฏิกิริยากบัหมู่เอซิล (acyl group) ของไขมนัในเยื่อหุ้มเซลล์ทาํให้

เกิดเป็นรูท่ีเยื่อหุ้มเซลล์ เกิดการสูญเสียความสมดุลของไอออน และสารประกอบฟอสเฟตในเซลล ์

ดงัแสดงภาพท่ี 6 (Ennaher et. al., 2000) 



22 

 
 

ภาพที ่6 a) แสดงโครงสร้างโมเลกลุของ colocins ภายในโมเลกลุจะจดัเรียงตวัเป็น 3 กลุ่มแต่ละ 

 กลุ่มจะมีกิจกรรม และหนา้ท่ีต่างกนัออกไป  

   b) (1) บริเวณตรงกลางโมเลกุลของ colocins ทาํหนา้ท่ีในการจบักบัตาํแหน่งท่ีจาํเพาะของ 

ตวัเซลล ์ของแบคทีเรียเป้าหมาย (2)บริเวณปลายดา้น N-terminal จะทาํหนา้ท่ีเคล่ือนยา้ย 

โมเลกลุของ colicins ผา่นเยื่อหุ้มเซลล์ของเซลล์เป้าหมาย (3)บริเวณปลาย ดา้น C-terminal

จะทาํหนา้ท่ีในการทาํลาย เป้าหมาย  

c) สาเหตุที่ทาํใหเ้ซลล์เป้าหมายของ colicins ตาย เกิดจากเยื่อหุ้มเซลล์เกิดการร่ัว ทาํให้เกิด

การสูญเสียแรงในการขบัเคลื่อนโปรตอนผ่านเยือ่หุ้มเซลล์ และทาํให้เซลล์เป้าหมายเกิด

การเสียรูปทรง  

 

ทีม่า: McCormick et. al. (1999) 

 

กลไกการออกฤทธ์ิ 

 

 แบคเทอริโอซินที่สร้างจากแบคทีเรียแลคติก มีกลไกในการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียไ์ดแ้ตกต่าง

กนัโดยทัว่ไปมกัออกฤทธ์ิต่อเยื่อหุ้มเซลล์ ไนซินเป็นสารท่ีมีแอคติวิตีต่อเช้ือในกลุ่มแกรมบวกเป็น



23 

ส่วนใหญ่โดยการยบัย ั้งการงอกของสปอร์ของ Bacillus spp. และ Clostridium spp. ในทางกลบักนั

แลคโตคอกซิน A (lactococcin A) มีฤทธ์ิค่อนขา้งแคบ สามารถยบัย ั้งเฉพาะกลุ่มแลคโตคอกคสั

แบคเทอริโอซินจะเขา้สู่เยื่อหุ้มเซลล์เป้าหมายโดยอาศยัแรง electrostatic และแบคเทอริโอซิน

ส่วนใหญ่จะเหน่ียวนาํให้เกิดรูบนเยื่อหุ้มเซลล์ของจุลินทรียเ์ป้าหมายโดยกลไกการออกฤทธ์ิ

ของแบคเทอริโอซินที่มีการศึกษามากที่สุดคือ ไนซิน ซ่ึงไนซินจะทาํให้เกิดรู และขดัขวาง

กระบวนการ proton motive force รวมทั้งรบกวนสมดุลของ pH เป็นผลให้เกิดการร่ัวไหลของ

ไอออน และการสลายตวัของ ATP ทาํใหเ้ซลลเ์กิดการตายท่ีสุด นอกจากน้ียงัมีแลนติไบโอติกอ่ืนที่

ทาํให้เกิดรูบนเยื่อหุ้มเซลล์ ไดแ้ก่ แลคติซิน ซบัทิลิน และอีพิเดอมิน อย่างไรก็ตามไนซินยงั

รบกวนการสร้างผนงัเซลล์ดว้ย (Deegan et. al., 2006) ซ่ึงกลไกการทาํงานของไนซินทั้งสองน้ี 

สามารถออกฤทธ์ิไดท่ี้ความเขม้ขน้ในระดบันาโนโมลาร์ (nM) เท่านั้น  แบคเทอริโอซิน class II จะ

ออกฤทธ์ิโดยการสร้างรูบนเยื่อหุ้มเซลล์เช่นกนั เป็นผลให้เกิดการแยกตวัของเยื่อหุ้มเซลล์ เกิดการ

ร่ัวไหลของกรดอะมิโนและไอออน รวมทั้ง ATP ภายในเซลล ์(Breukink et. al., 1999) 

 

การสังเคราะห์แบคเทอริโอซินใน class II 

 

 แบคเทอริโอซินโดยส่วนใหญ่จะมีการสังเคราะห์ในรูปของสายเปปไทด์ทีย่งัไม่พร้อม

ทาํงาน ประกอบดว้ย N-terminal peptide โดยเฉพาะใน class II พบว่ามี double glycine เป็น leader 

peptide มีหน้าที่ในการป้องกนัเซลล์จากการถูกทาํลายดว้ยแบคเทอริโอซิน และเป็นบริเวณจดจาํ

สําหรับระบบการขนส่งสายเปปไทด์ออกนอกเซลล์ ยีนที่ทาํหนา้ทีก่ารสังเคราะห์แบคเทอริโอซิน

ส่วนใหญ่จะอยู่รวมกันเป็นกลุ่มยีน (cluster) ดังแสดงภาพที่ 7 ประกอบด้วยยีนโครงสร้าง 

(structural gene) ซ่ึงเป็นรหัสสําหรับการสังเคราะห์เปปไทด์ที่ยงัไม่พร้อมทาํงาน ยีนภูมิคุม้กนั 

(immunity gene) ทาํหนา้ทีป้่องกนัเซลลจ์ากแบคเทอริโอซิน ยีนสําหรับโปรตีนขนส่ง ATP binding 

cassette (ABC) transport protein ทาํหนา้ท่ีขนส่งแบคเทอริโอซินออกนอกเซลล์ และยีนท่ีช่วยใน

การจบักนัระหว่างแบคเทอริโอซินกบัเยื่อหุ้มเซลล์ (membrane-bound accessory protein) 

(Nes et al., 1996) 
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ภาพที ่7 กลุ่มยนีควบคุมการสังเคราะห์ class II แบคเทอริโอซินใน Lb. salivarius UCC118  

 ประกอบด้วย 18 ORF  

  

ทีม่า: Flynn et. al. (2002) 

 

แบคเทอริโอซินทีส่ร้างโดย Lb. salivarius 

  

 ในปัจจุบนัมีการศึกษา การควบคุม และการแสดงออกของยีนที่เก่ียวขอ้งกบัการผลิต 

แบคเทอริโอซินในระดบัเซลล์ของแบคทีเรียหลายๆชนิด แต่ละชนิดที่มีการศึกษากนัมากที่สุด

คือ ไนซิน ที่ผลิตโดย Lb. lactis spp. Lactis ซ่ึงเป็นแบคเทอริโอซินเพียงชนิดเดียวที่หน่วยงาน 

FDA ของประเทศสหรัฐอเมริกาอนุญาตให้ใช้กบัอาหารได้ สําหรับแบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก 

Lb. salivarius ไดเ้ร่ิมมีการศึกษากนัอยา่งแพร่หลาย โดย Flynn et. al. (2002) ไดท้าํการศึกษายนีของ 

แบคเทอริโอซินในกลุ่มของ Lb. salivarius UCC 118 ซ่ึงแยกไดจ้ากลาํไส้เล็กส่วนที่ต่อจากกระเพาะ

อาหารของมนุษย์ พบว่า Lb. salivarius UCC 118 สร้างแบคเทอริโอซินที่ประกอบด้วย

สายเปปไทด์ 2 สาย คือ abp118 α และ abp118 β กระบวนการผลิตแบคเทอริโอซิน ประกอบดว้ยกลุ่ม

ยีนที่ทาํงานร่วมกนั ดงัแสดงภาพที่ 8 ไดแ้ก่ abp118 α, abp118 β, abpIM, abpIP และ K เป็นตน้ 

โดยแต่ละยีนจะมีคุณสมบติัที่คลา้ยกบัยีนในส่ิงมีชีวิตอ่ืน พบว่าโครงสร้างในสายโพลีเปปไทด์

ของแบคเทอริโอซินสามารถแบ่งออกได้เป็น 4 ส่วน ซ่ึงแต่ละส่วนจะมีหน้าที่แตกต่างกนัดงัน้ี 

 

 1. binding peptide ทาํหน้าที่ช่วยให้โมเลกุลของแบคเทอริโอซินจบับนผิวเซลล์ของ

แบคทีเรียเป้าหมาย 
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 2.  active peptide มีหนา้ท่ีทาํลายแบคทีเรียโดย active peptide จะยบัย ั้งการสังเคราะห์

โปรตีน และการสังเคราะห์โมเลกุลขนาดใหญ่ภายในเซลลข์องแบคทีเรีย 

 

 3.  immunity protein ทาํหนา้ท่ีจบักบั active peptide อยา่งจาํเพาะ ซ่ึงจะป้องกนัไม่ให้เกิด

การทาํลายแบคทีเรียท่ีมี immunity protein ลกัษณะเหมือนกนั 

 

 4.  translocation peptide ช่วยให้มีการเคล่ือนยา้ยโมเลกุลของแบคเทอริโอซินผา่นเยื่อหุ้ม

เซลลข์องแบคทีเรียเป้าหมาย 

 

 Pilasombut (2006) ไดท้าํการศึกษาแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากเช้ือ Lb. salivarius K4 ท่ีแยก

ได้จากลาํไส้ไก่ จากการศึกษาสามารถแยกแบคเทอริโอซินได้ 2 ชนิด คือ FK12 และ FK15โดย

แบคเทอริโอซิน FK12 มีลกัษณะใกลเ้คียงกบัแบคเทอริโอซิน presalivaricin B (sal B)(accession No. 

CAB 63019, 96% homology และ bateriocin-like prepeptide (accession No.AAM 61775, 94% 

homology) แบคเทอริโอซิน FK12 มีขนาดโมเลกุลเท่ากบั 4438.84 ดาลตนัส่วน FK15 หรือ 

Salvicin K (sal K) ซ่ึงมีความคลา้ยคลึงกบั bactericin abp 118 α ท่ีไดจ้ากเช้ือ Lb. salivarius subsp. 

salivarius UCC118 (64% identity) มีขนาดโมเลกุลเท่ากบั 4346.10 ดาลตนั จากการศึกษา

ความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือทดสอบ พบวา่แบคเทอริโอซิน Sal K สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโต

ของเช้ือทดสอบที่เป็นแกรมบวกไดห้ลายชนิด ไดแ้ก่ Lb. sakei subsp. sakei JCM1157T, 

Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides JCM 6124T, Enterococcus faecalis JCM 5803T, 

Bacillus coagulans JCM 2257T, Listeria innocua ATCC 33090T and Brochotrix campestris 

NBRC 11547T แต่ไม่สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ Staphylococcus aureus, E.coli JM109 และ

แบคทีเรียแกรมลบอ่ืนๆ 

 

 Pilasombut (2006) ไดท้าํการศึกษาแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากเช้ือ Lb. salivarius K7 ซ่ึง

แยกไดจ้ากลาํไส้ไก่ จากการศึกษาสามารถแยกแบคเทอริโอซินชนิด FK22 หรือ antimicrobial like 

bacteriocin β (alb β) ซ่ึงมีขนาดโมเลกุลเท่ากบั 4331.70 ดาลตนั และมีขนาดใกลเ้คียงกบัขนาด

โมเลกุลของ bactericin abp 118 β ท่ีไดแ้ยกไดจ้าก Lb. salivarius supsp. salivarius UCC118 และมี

ลาํดบักรดอะมิโนเหมือนกบั bactericin abp 118 β 98% แบคเทอริโอซิน alb β สามารถยบัย ั้งการ

เจริญของเช้ือแบคทีเรียแกรมบวกไดบ้างชนิด เช่น Lactobacillus sakei subsp. sakei JCM 1157T 

Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides JCM 6124T และ Bacillus coagulans JCM 2257T 

แต่ไม่สามารถยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียแกรมลบได ้



26 

การผลติแบคเทอริโอซินโดยใช้ระบบการแสดงออกในแบคทเีรีย E. coli 

 

 การผลิตโปรตีนโดยใช้ E.coli เป็นเซลล์เจ้าบ้านยงัคงได้รับความนิยมเป็นอย่างมาก 

เน่ืองจากสามารถผลิตโปรตีนไดใ้นปริมาณมาก เพิ่มปริมาณไดง่้าย อีกทั้งใชร้ะยะเวลาในการผลิต

โปรตีนสั้ น มีขั้นตอนน้อยในการทาํให้บริสุทธ์ิ แต่การผลิตโปรตีนที่มีความสามารถในการยบัย ั้ง

การเจริญของเช้ืออื่น ตัวอย่างเช่น แบคเทอริโอซิน หรือเปปไทด์ต้านจุลชีพชนิดอื่นนั้ นยาก 

เน่ืองจากสายเปปไทดท่ี์มีประจุบวก และเป็นพิษต่อเซลล์ถูกทาํลายไดง่้ายโดยโปรตีนบางชนิด หรือ

อาจการตกตะกอนของโปรตีน เน่ืองจากมีการมว้นพบั (folding) ที่ไม่ถูกตอ้งจึงไดมี้การแกปั้ญหา

โดยการใชโ้ปรตีนตวัเช่ือม (fusion protein) ซ่ึงโปรตีนตวัเช่ือมจะส่งเสริมให้โปรตีนท่ีตอ้งการมีการ

มว้นพบัท่ีถูกตอ้ง และไม่ถูกทาํลายโดยโปรตีนบางชนิด อีกทั้งยงัช่วยลดขั้นตอนในการทาํใหบ้ริสุทธ์ิ 

โปรตีนตวัเช่ือมมีหลายชนิด ไดแ้ก่ glutathione-S-transferase (GST), intein และmaltose binding 

protein (MBP) เป็นตน้ 

 

โปรตนี (Protein) 

 

 โปรตีนเป็นสายโพลิเปปไทด ์เกิดจากกรดอะมิโนแต่ละหน่วยเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะเปปไทด ์

สายโพลิเปปไทดข์นาดสั้นจะเป็นโพลิเมอร์ท่ีมีลกัษณะเป็นเส้นตรง แต่ถา้หากมีความยาวมากๆ หมู่

แขนงขา้งของกรดอะมิโนแต่ละหน่วยที่ตาํแหน่งต่างๆที่จาํเพาะพอดีกนัจะสร้างพนัธะต่างๆต่อกนั 

เช่น พนัธะไฮโดรเจน และอนัตรกิริยาไฮโดรโฟบิก (Hydrophobic interaction) เป็นตน้ ทาํให้สาย

โพลิเปปไทดเ์กิดการขดมว้น พบั (folding) เป็นโครงสร้าง 3 มิติข้ึน ทั้งน้ีสามารถจดัแบ่งโครงสร้าง

ของโปรตีนท่ีเกิดข้ึนจากการมว้นพบัดว้ยพนัธะต่างๆน้ีเป็น 4 ระดบั ดงัน้ี 

 

1. โครงสร้างระดบัปฐมภูมิ (Primary structure) เป็นการเรียงตวัเช่ือมต่อกนัของกรดอะมิโน

ดว้ยพนัธะเปปไทด์ในโปรตีนแต่ละชนิดจะมีลาํดบัการเรียงตวัของกรดอะมิโนที่จาํเพาะโดยกรด  

อะมิโนตวัแรกท่ีปลายอะมิโนหรือปลายเอ็น (N-terminus) ดา้นซ้ายมือต่อดว้ยกรดอะมิโนตวัท่ี 2, 3

ถดัไปเร่ือยๆจนถึงกรดอะมิโนตวัสุดทา้ยท่ีปลายคาร์บอกซีหรือปลายซี (C-terminus)  

 

 2. โครงสร้างทุติยภูมิ (Secondary Structure) เกิดจากการมว้น การขด หรือการทบักนัของ

โครงสร้างปฐมภูมิของสายโปรตีน จากการศึกษาพบวา่โปรตีนในธรรมชาติส่วนใหญ่มีการมว้นพบั

เกิดเป็นโครงสร้างที่มีลกัษณะเป็นแบบเกลียวที่เรียกวา่ เกลียวแอลฟา (α-helix) และขดทบักนัเป็น

แผน่ท่ีเรียกวา่ แผน่ชีทเบตา้ (β-pleated Sheet)  
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 3. โครงสร้างตติยภูมิ (Tertiary Structure) เป็นโครงสร้างที่สายโพลีเปปไทด์ขดหรือมว้น

ตวักนัทาํใหไ้ดโ้ครงรูปท่ีคงตวั ไดแ้ก่ โปรตีนกอ้นกลม (Globular Protein) ที่สายเปปไทด์จะพนักนั

ไปมา และอดัแน่นกนัจนโมเลกลุมีรูปร่างเป็นกอ้นกลม  

 

 4. โครงสร้างจตุรภูมิ (Quaternary Structure) โครงสร้างจตุรภูมิเป็นโปรตีนท่ีประกอบดว้ย

หน่วยยอ่ย (Subunit) ของสายโพลีเปปไทด์หลายๆหน่วยมาอยูร่วมกนั โดยอาศยัแรงยึดเหน่ียวอยา่ง

อ่อน เช่น ฮีโมโกลบิน 

 

เทคนิคการศึกษาโครงสร้างทุตยิภูมิ โดย Circular dichroism (CD) 

 

 เป็นเทคนิคท่ีวดัโครงสร้างระดบัทุติยภูมิ การเรียงตวั และการผา่น (penetrate) ของเปปไทด์

เขา้ไปในชั้นไขมนัของลิปิดไบเลเยอร์ (lipid bilayer) จากการใชเ้ทคนิคน้ี (Selsted et al., 1992) 

กล่าวว่า indolicidin จะมีโครงสร้างที่ผิดปกติถ้าอยู่ในสารละลายที่เป็นสารอินทรีย์ แต่จะมี

โครงสร้างที่เรียงตวัอยา่งดีแต่ไม่ใช่แอลฟา-เฮลิกซ์ ใน SDS micelle และ lipid bilayer เทคนิคน้ีทาํ

เขา้ใจรายละเอียดปฏิสัมพนัธ์ของเปปไทดก์บัเมมเบรนของแบคทีเรีย และพบวา่สภาพแวดลอ้มท่ีผิว

เมมเบรนแบคทีเรียจะกระตุน้ให้เปปไทด์มีการเปล่ียนโครงรูปท่ีทาํให้เกิดการจบั และสอดเปปไทด์

เขา้ในเมมเบรนได้ดีข้ึน แสงโพลาไลซ์ที่เป็นวงกลมจะเคล่ือนตวัผา่นสารที่ให้การหกัเหแสงน้ีได้

ดว้ยความเร็วท่ีแตกต่างข้ึนอยูก่บัการ reflect ทางฝ่ังขวา และซา้ยของสารนั้น ดงัแสดงภาพท่ี 8 

 

 
 

ภาพที ่8 ลกัษณะการหมุนของแสงโพลาไลซ์ท่ีผา่นเขา้ไปในสารตวัอยา่งทาํใหมี้การหมุนของมุม 

 

ทีม่า: Rupp (2010) 
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 โดยโปรตีนจะมีการดูดกลืนแสงในช่วง far-UV หรือ near UV เก่ียวขอ้งการเปล่ียนแปลง

ของอิเลก็ตรอน เทคนิคน้ีใชศึ้กษาโครงสร้างระดบัทุติยภูมิไดดี้เฉพาะแอลฟา-เฮลิกซ์ หรือเบตา้-ชีท 

จะมีการให้สัญญาณ CD ที่ดีสามารถบอกปริมาณ (content) ของโครงสร้างทุติยภูมิ การตรวจสอบ

โครงสร้างของ alpha helix จะตรวจสอบที่ความยาวคล่ืน 208 และ 222 นาโนเมตร และโครงสร้าง

ของ beta sheet จะตรวจสอบท่ีความยาวคล่ืน 210 และ 220 นาโนเมตร ดงัแสดงในภาพท่ี 9 

 

 
 

ภาพที ่9 แสดงโครงสร้างทุติยภูมิของ alpha helix และ beta sheet (standard) 

 

ทีม่า: Alliance Protein Laboratories Inc (2011) 
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อปุกรณ์และวธีิการ 

 

อุปกรณ์ 

  
1. อุปกรณ์ 

 
1.  เคร่ือง UV-Visible spectrophotometer 

2.  เคร่ือง Nano drop UV/Visible spectrophotometer 

3.  หมอ้น่ึงความดนัไอ 

4.  เคร่ืองป่ันเหวีย่ง(centrifuge) 

5. เคร่ืองเขยา่แบบควบคุมอุณหภูมิ (shaker) 

6.  ตูบ้่มเพาะเช้ือ (Incubator) 

7.  ตูอ้บไอร้อน 

8.  ตูป้ลอดเช้ือ 

9.  ตูเ้ยน็ 4°C 

10.  ตูเ้ยน็แช่แขง็ -20 °C และ -80 °C 

 11.   อ่างควบคุมอุณหภูมิ 

 12.   เคร่ืองคอมพวิเตอร์ 

 13.   เคร่ืองชัง่สาร 2 ตาํแหน่ง 

 14.   เคร่ืองชัง่สาร 4 ตาํแหน่ง 

 15.   เคร่ืองโปรตีนอิเลค็โตรโฟรีซีสแนวตั้ง  

 16.   ไมโครปิเปต 

 17.   pH มิเตอร์ 

 18.   เคร่ือง Spectropolarimeter จากมหาวทิยาลยัมหิดล ศาลายา 

 19.   water bath 

 20.   ชุดอิเลคโตรโฟรีซิส 

 21.   เคร่ือง sonicator 
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2. สารเคมี 

 

1.   Lactobacillus salivarius K4 (ดร. คมแข พิลาสมบติั สถาบนัเทคโนโลยีพระจอมเกลา้ 

เจา้คุณทหารลาดกระบงั) 

 2.   E. coli BL21 (DE3) (promega, USA) 

 3.   pGEM-T® easy vector (promega, USA) 

 4.   pTYB1 (New England Biolab, UK) 

 5.   ชุดสาํเร็จสาํหรับสกดัพลาสมิด (Fermentus, USA) 

 6.   อาหารเล้ียงเช้ือสูตร Luria-Bertani broth (LB broth) 

 7.   อาหารเล้ียงเช้ือสูตร De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) (Conda pronadisa, Spain) 

 8.   อาหารเล้ียงเช้ือสูตร Tryptic soy broth (TSB) (Himedia Laboratories Pvt. Ltd, India) 

 9.   Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) (Vivantis Inc., USA) 

 10.  Chitin beads (New England Biolab, UK) 

 11.  1,4-Dithiothreitol (DTT) (GE Healthcare Bio-science AB, Sweden) 

 12.  40% w/v Acrylamide monomer solution 

 13.  Ammonium persulfate (APS) 

 14.  Sodium dodecyl sulfate (SDS) 

 15.  TEMED (tetramethyllenediamine) 

 16.  β-mercaptoethanol (Merck, Germany) 

 17.  Sodium acetate (CH3COONa) 

 18.  Trifluoroethanol (TFE) 

 19.  Dodecylphosphocholine (DPC) micelle (Avantilipids, USA) 
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วธีิการ 

 

1. การโคลนยนีแบคเทอริโอซิน 

 

Lactobacillus salivarius K4 เป็นแบคทีเรียกรดแลกติกที่แยกไดจ้ากลาํไส้ไก่ และสามารถ

สร้างสารแบคเทอริโอซินยบัย ั้งแบคทีเรียไดห้ลายชนิด จากคุณสมบติัดงักล่าวจึงไดท้าํการศึกษา

ความสามารถในการยบัย ั้งแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ Lb. salivarius K4 เจริญไดดี้ใน

อาหารเหลว MRS (De Man-Rogosa and Sharpe, Merck, Germany) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

(Pilasombut, 2006) เก็บเช้ือในกลีเซอรอลความเขม้ขน้ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ส่วนอาหาร

เล้ียงเช้ือจุลินทรียท่ี์ใชท้ดสอบคุณสมบติัในการสร้างสารยบัย ั้ง ดงัแสดงในตารางท่ี 2 

 

แบคเทอริโอซินเป็นโปรตีนที่แบคทีเรียสร้างข้ึน และสามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโต

ของเช้ือแบคทีเรียที่มีสายพนัธุ์ที่ใกลเ้คียงกนัได ้ แบคเทอริโอซิน salvicin K (sal K) และ 

antimicrobial like bacteriocin β (alb β) เป็นแบคเทอริโอซินท่ีไดจ้ากเช้ือ Lb. salivarius K4 ใน

ลาํไส้ของไก่ โดยพบวา่ sal K และ alb β มีความคลา้ยคลึงกบัแบคเทอริโอซินท่ีไดจ้ากเช้ือ Lb. salivarius  

subsp. salivarius UCC118, Abp118 α และ Abp118 β ซ่ึงแยกมาจากลาํไส้มนุษย ์ 

 

ซ่ึงในการวิจยัน้ีไดโ้ปรตีนแบคเทอริโอซินที่โคลนแลว้ จาก ดร.อญัชณี คูเบอร่า ภาควิชา

พนัธุศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ ซ่ึงโปรตีนท่ีไดจ้ากการโคลนมานั้น คือ 

inactive sal K, active sal K, inactive alb β และ active alb β โดยทั้ง 4 ชนิด จะเช่ือมกบัโปรตีน 

intein ทาํการออกแบบไพร์เมอร์สําหรับสังเคราะห์ยีนแบคเทอริโอซิน inactive sal K และ 

active alb β  จากจีโนมิกส์ดีเอ็นเอของ Lb. salivarius K4 นาํยีนที่ไดม้าเช่ือมกบั pGEMT vector 

หลงัจากนั้นจึงทาํการ subclone ยีนเขา้สู่พลาสมิด pTYB1 โดยการทาํพีซีอาร์ 35 รอบ โดยใช้

สภาวะที่เหมาะสมในการทาํพีซีอาร์ดงัน้ี 
 
 ขั้น pre-denaturation  94๐C 1 นาที 

 ขั้น denature   94๐C   30 วินาที 

 ขั้น annealing   48๐C   30 วินาที 

 ขั้น extension   72๐C   30 วินาที 

 ขั้น last-extension  72๐C     5 นาที 
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 เพือ่เพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอของ inactive sal K, active sal K, inactive alb β และ active  

alb β ตดัชิ้นดีเอ็นเอที่ไดด้ว้ยเอนไซม์ NdeI (Fermentas, USA) ร่วมกบัเอนไซม์ XhoI 

(Fermentas, USA) ดงัแสดงในภาพที่ 10 จากนั้นเช่ือมต่อดีเอ็นเอของยีนแบคเทอริโอซินเขา้

กบัพลาสมิด pTYB1 ดว้ยเอนไซม ์T4 DNA ligase แลว้ถ่ายดีเอน็เอสายผสมท่ีตรวจสอบแลว้ โดย

เลือกโคโลนีของเช้ือที่เป็นโคโลนีเด่ียว ซ่ึงลกัษณะของพลาสมิด pTYB1 จะมี intein เป็นfusion 

protein ส่วนของ intein อยู่ทางด้าน 3’ของตาํแหน่ง MCS จากนั้นยา้ยรีคอมบิแนนท์พลาสมิด

เขา้สู่คอมพิเทนท์เซลล์ชนิด E.coli สายพนัธุ์ BL 21 (DE3) เพื่อนาํไปศึกษาการแสดงออกของ

รีคอมบิแนนท์โปรตีนต่อไป และเน่ืองจากยีนแบคเทอริโอซินภายในเซลล์จะอยู่ในรูปแบบที่ไม่

พร้อมทาํงาน (inactive form) เพราะมียีนท่ีเป็นรหสัของส่วนท่ีเป็น leader peptide ในกระบวนการ

ขนส่งแบคเทอริโอซินออกนอกเซลล์จะมีการตดัเปปไทด์ แบคเทอริโอซินที่ตาํแหน่งกรดอะมิโน 

GG เพื่อกาํจดั leader peptide ออก ทาํใหแ้บคเทอริโอซินอยูใ่นรูปที่พร้อมทาํงาน (active form) โดย

ลาํดบันิวคลีโอไทด ์และกรดอะมิโน ของ sal K และ alb β ในรูป inactive และ active  

 

 
  
ภาพที ่10 ตาํแหน่งตดัจาํเพาะท่ีใชส้าํหรับโคลนแบคเทอริโอซินยนี inactive sal K, active sal K, 

  Inactive alb β และ active alb β ท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ NdeI และ XhoI เขา้สู่ 

  ดีเอน็เอพาหะ pTYB1 ท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ NdeI และ XhoI 

 
2. การแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน 

 

 นาํโคโลนีท่ีมียนีแบคเทอริโอซินอยูย่า้ยเขา้สู่คอมพิเทนทเ์ซลล์ชนิด E.coli  สายพนัธ์ุ BL21 

(DE3) โดยใชว้ิธี heat shock transformation และเซลล์ที่ไดรั้บการถ่ายยีนไปเล้ียงในอาหาร LB 

broth ที่มีสารปฏิชีวนะแอมพิซิลินเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นาํไปบ่มในเคร่ืองเขย่าที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลลเ์ซียส เป็นเวลาขา้มคืน จากนั้นนาํเซลลท่ี์เล้ียงไวข้า้มคืน 1-2 เปอร์เซ็นตม์าใส่
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ลงใน LB broth ใหม่ ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ท่ีมีแอมพิซิลินเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร

จนกระทัง่ค่าดูดกลืนแสงที่ความเขม้แสง 600 นาโนเมตร ประมาณ 0.4-0.6 ทาํการชกันาํให้มีการ

แสดงออกของโปรตีนดว้ยการเติม IPTG ความเขม้ขน้ 0.1 มิลลิโมลาร์ ลงในอาหารเล้ียงเช้ือบ่มท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ต่ออีก 4 ชั่วโมง จากนั้นจึงทาํการเก็บเซลล์ ป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว

รอบ 6,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง และนาํตะกอนเซลลม์าทาํใหเ้ซลลแ์ตกโดย

ใส่ lysozyme 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไวที้่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 

นาที ทาํให้เซลล์แตกดว้ยวิธี sonication และป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็น

เวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นเก็บตะกอนเซลล์และละลายดว้ยนํ้ ากลัน่ฆ่าเช้ือ 3 

มิลลิลิตร  ตรวจสอบขนาดของโปรตีนท่ีไดด้ว้ยวธีิ SDS-PAGE โดยใช ้12% acrylamide  

 

3. การละลายโปรตนี 

 

 นาํตะกอนที่ได้หลงัจาก sonication ป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง แลว้ละลายตะกอนโดยใช้ 50 mM Tris-HCl pH 8.8 ตั้งทิ้งไวท่ี้

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นนาํเซลล์ไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อ

นาที เป็นเวลา 10 นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บสารละลายส่วนใส ตรวจสอบขนาดของ

โปรตีนท่ีได้ด้วยวิธี SDS-PAGE โดยใช ้12% acrylamide  

 

4. การทําโปรตีน bacteriocins fused intein ให้บริสุทธ์ิด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟีแบบจําเพาะ 

(Affinity chromatography) 

 

 เน่ืองจากรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนท่ีไดเ้ช่ือมต่อกบัโปรตีน intein ซ่ึง intein fusion system เป็น

การทาํให้โปรตีนบริสุทธ์ิโดยการใช้การตดัดว้ยตวัเอง (self-cleavage) ดว้ย splicing element ท่ี

เรียกวา่ intein เพื่อแยกโปรตีนเป้าหมายออกจาก affinity tag โดยใช ้DTT, β-mercaptoethanol หรือ 

อะมิโนซีสเทอีน ท่ีจะเข้าไปแทนที่ ทาํให้ได้โปรตีนที่ยงัคงคุณสมบติั และสามารถทาํงานได ้

โปรตีน intein มีส่วนของ chitin binding domain (CBD) อยู ่chitin สามารถแยก intein fusion protein 

ให้บริสุทธ์ิใน single column two step ซ่ึงโปรตีนจะจบักบั intein-CBD ดว้ยพนัธะไตรเอสเทอร์ 

สามารถตดัเอาโปรตีนเป้าหมายออกมาจากรีคอมบิแนนท์โปรตีนได้ในตาํแหน่งของ specific self-

cleavage ดงันั้น จึงนาํโปรตีนที่ละลายใน 50 mM Tris-HCl pH 8.8 มาทาํให้บริสุทธ์ิโดยใช ้chitin 

bead ดงัแสดงในภาพที่ 11 โดยการเตรียมคอลมัน์ คือ ดูด chitin bead 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในคอลมัน์ 

เพื่อลา้ง ethanol ท่ีอยูใ่น chitin bead ออกดว้ยนํ้ ากลัน่ฆ่าเช้ือ 5 มิลลิลิตร จากนั้นลา้งดว้ย column 
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buffer (20 mM Tris-HCl pH 8.8, 500mM NaCl, 1mM EDTA) อีก 10 มิลลิลิตร นาํส่วนใสของ

โปรตีนที่ไดจ้ากการป่ันเหวี่ยงแล้วผ่าน chitin bead ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ตั้ งทิ้งไว ้ท่ี

อุณหภูมิห้อง 30 นาที เพื่อให้แบคเทอริโอซินเปปไทด์ท่ีเช่ือมกบั intein จบัอยูก่บั chitin bead แลว้

ค่อยปล่อยโปรตีนอ่ืนออกจากคอลมัน์ (flow through) จากนั้นลา้งดว้ย column buffer 10 มิลลิลิตร 

เพื่อชะเอาโปรตีนอ่ืนท่ีไม่ไดเ้กาะกบั chitin bead ออกมาจากคอลมัน์ (wash) ทาํการตดัแบคเทอริโอซิน

เปปไทด์ออกจาก intein โดยใช้ cleavage buffer (20 mM Tris-HCl pH 8.8, 500mM 

NaCl, 1mM EDTA, 1,4-Dithiothreitol)  3 มิลลิลิตร ท่ีมี DTT ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ และบ่มไวท่ี้ 

4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง ลา้งดว้ย column buffer อีก 3มิลลิลิตร เพื่อปล่อยแบคเทอริโอซิน

เปปไทด์ออกมา (elute) ตรวจสอบขนาดของโปรตีนที่ได้ด ้วยวิธี  SDS-PAGE โดยใช้ 

12% acrylamide  

 

 
 

ภาพที ่11 Intein fusion protein ทั้งสองแบบ คือ N-terminal fusion protein และ C-terminal fusion  

   protein และการทาํโปรตีนใหบ้ริสุทธ์ิเม่ือใช ้intein fusion system 

 

ทีม่า: Anonymous (2006) 

 

5. การทาํโปรตนีให้บริสุทธ์ิโปรตนี bacteriocins fused intein โดยการตดัด้วย 1,4-Dithiothreitol (DTT) 

 

นาํโปรตีนที่ละลายใน 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl pH 8.8 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติม  

cleavage buffer  ด้วย 50 มิลลิโมลาร์ DTT ลงในคอลมัน์  และบ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง และทาํการตรวจสอบขนาดของโปรตีนท่ีไดด้ว้ยวธีิ SDS-PAGE โดยใช ้

12% acrylamide เพือ่ตรวจสอบการตดัแบคเทอริโอซินออกจาก intein  

 

6. การตรวจสอบกิจกรรมการยับยั้งเช้ือทดสอบกับโปรตีน bacteriocins fused intein โดยวิธี 

Spot on lawn 
 

 ทดสอบการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียโ์ดยวิธี spot on lawn ดดัแปลงจาก Ennahar et al., 1999 โดย

มี เ ช้ือเป้าหมาย 14 สายพันธุ์  ดังแสดงในตารางที่  2 ทาํการเพาะเช้ือในอาหารเหลวสูตร  

De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) และอาหารเหลวสูตร TSB ปริมาณ 2 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง จากนั้นเทอาหารเล้ียงเช้ือที่มีวุน้ 2% ปริมาตร 10 

มิลลิลิตร ลงในจานอาหารเล้ียงเช้ือทิ้งไวใ้ห้วุน้แข็งตวั ถ่ายเช้ือทดสอบที่เล้ียงในอาหารเหลว

สูตร MRS และ TSB ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีวุน้ 1.5% ซ่ึงหลอมตวั 

และมีอุณหภูมิประมาณ 45 องศาเซลเซียส ผสมให้เขา้กนัแลว้เททบัลงในจานเพาะเช้ือเป้าหมายที่

เตรียมไว ้ทิ้งไวป้ระมาณ 30 นาที เพื่อให้อาหารแข็งตวั จากนั้นหยดโปรตีน bacteriocins fused 

intein (inactive sal K, active sal K, inactive alb β และ active alb β)โดยสภาวะสารละลายที่

แตกต่างกนั คือ โปรตีนในรูป inclusion body, โปรตีนละลายใน 50 mM Tris-HCl pH 8.8 และ

โปรตีนหลงัจาก sonication ลงไปบนผิวอาหาร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร รอจนสารละลายซึม

ผ่านวุน้นาํไปบ่มในสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือจุลินทรียท์ดสอบแต่ละชนิด เป็น

เวลา 16-18 ชั่วโมง และอ่านผลโดยวดัขนาดของวงใสที่เกิดข้ึน (clear zone) โดยวดัจากขอบ

โซนขา้งหน่ึงไปยงัขอบโซนอีกขา้งหน่ึง ดงัแสดงในภาพท่ี 12 

 

 
 

ภาพที ่12 การทดสอบกิจกรรมการยบัย ั้งเช้ือดว้ยสารทดสอบ bacteriocins fused intein  

  (inactive sal K, active sal K, inactive alb β และ active alb β) positive control 

  (Lb. salivarius K4), negative control (50 mM Tris-HCl pH 8.8) 

  โปรตีนในรูป Inclusion body (โปรตีนท่ีละลาย 50 mM Tris-HCl pH 8.8)  

   และโปรตีนในรูป supernatant หลงั sonication 
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ตารางที ่2 เช้ือเป้าหมายท่ีใชท้ดสอบ 14 สายพนัธ์ุ 

 

Indicator strains Media Code 

Lactic acid bacteria   

Enterococcus feacalis JCM 5803T  MRS M1 

Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides JCM 6124T MRS M2 

Lactobacillus sakei TISTR 890 MRS M3 

Lactococcus cremoris TISTR 1344 MRS M4 

Lactobacillus plantarum ATCC 14917T MRS M5 

Lactobacillus sakei subsp. sakei JCM 1157T MRS M6 

Enterococcus feacalis TISTR 888 MRS M7 

Leuconostoc mesenteroides TISTR 942 MRS M8 

Streptococcus sp. TISTR 1030 MRS M9 

Other gram positive bacteria   

Brochotrix campestris NBRC 11547T TSB T1 

Listeria innocua ATCC 33090T TSB T2 

Pseudomonas fluorescens TISTR 358 TSB T3 

Staphylococcus aureus TISTR 118 TSB T4 

Bacillus coagulans TISTR 1447  TSB T5 

 

ATCC = American Type Culture Collection, Rockville. Md 

JCM    = Japanese culture of Microorganisms, Wako, Japan 

NRBC = National Institute of Technology and Evaluation (NITE) Biological Resource Center 

TISTR = Thailand Institute of Scientific and Technological Research 

TSB     = Tryptic soy broth (Merck, Germany) 

MRS    = De Man Rogosa and Sharpe (Merck, Germany) 
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7.  การตรวจสอบกิจกรรมการยับยั้งเช้ือทดสอบโดยวิธี MIC (Minimal inhibitory concentration)

ด้วยวธีิ Broth microdilution assay 

 

 การตรวจสอบกิจกรรมการยบัย ั้งเช้ือทดสอบโดยวิธี MIC คือ ความเขม้ขน้ตํ่าสุดที่สามารถ

ยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ 

  

 7.1 การเตรียมแบคทีเรียท่ีใชท้ดสอบแบคทีเรียท่ีใช้ทดสอบตอ้งอยู่ในระยะท่ีเซลล์ทุกๆเซลล์

พร้อมที่จะเจริญเติบโตหรือแบ่งเซลล์ได้ ควรเป็นแบคทีเรียที่มีอายุไม่มากนัก โดยทั่วไปใช้

แบคทีเรียท่ีมีอายปุระมาณ 16-18 ชัว่โมง จากนั้นดูดเช้ือจาก stock 100 ไมโครลิตร ใส่ลงในอาหาร

เหลว MRS และ TSB ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เขยา่เพื่อให้เช้ือกระจายตวัออกจากกนั แลว้นาํหลอด

อาหารเล้ียงเช้ือไปเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง จากนั้นนาํมาเจือ

จางดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือ MRS และ TSB แลว้นาํไปวดัความขุ่นให้ไดค้่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คล่ืน 600 นาโนเมตร แลว้เจือจางเซลลใ์หไ้ดเ้ซลลเ์ร่ิมตน้ท่ี 107 CFU/ml 

 

 7.2 การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ ในการทดสอบน้ีจะใช้อาหารเล้ียงเช้ือแบบเหลว โดยใช้

อาหารเล้ียงเช้ือ Man, Rogosa and Sharpe (MRS) และ Trypticase soy broth (TSB) 

 

7.3 เตรียมเปปไทด์สังเคราะห์ (aapptec, USA) ที่ใชใ้นการทดสอบ คือ active sal K และ

active alb β โดยเตรียมความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นเจือจางเปปไทด์ท่ีความ

เขม้ขน้ต่างๆ แบบ twofold serial dilution (15.625, 31.25, 62.5, 125, 250 และ 500 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร)  

 

 7.4 เติมสารละลายแบคทีเรีย 107 CFU/ml ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงใน 96-well 

microtiter cell-culture plates เติมสารละลายเปปไทด ์10 ไมโครลิตร (เจือจางให้มีความเขม้ขน้ต่างๆ 

กนั คือ 500, 250, 125, 62.5, 31.25 และ 15.625 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ลงใน 96-well microtiter 

cell-culture plates (ชุดควบคุมใช้นํ้ ากลัน่ฆ่าเช้ือเป็น positive control และ SDS เป็น negative 

control)  

 

 7.5 นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง 
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 7.6 การอ่านผลการหา Minimal inhibitory concentration (MIC) เม่ือบ่มเช้ือจนครบ 16-18 

ชั่วโมงแล้ว โดยรายงานผลเป็นค่า a-b ซ่ึง a คือ ค่าความเข้มข้นสูงสุดที่แบคทีเรียเจริญ และ 

b คือ ค่าความเขม้ขน้ตํ่าสุดท่ียบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรีย อ่านปริมาณของสารทดสอบของหลอดน้ี

เป็นค่า MIC  

 

8. ทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล์เมด็เลอืดแดง (Hemolysis activity) 

 

 เตรียมเลือดหนูสําหรับใชใ้นการทดสอบ 2% v/v Rat red blood cell (RRBCs) จะตอ้งทาํ

การลา้งเลือดก่อน ลา้ง RRBCs ดว้ย phosphate buffer saline (PBS) pH 7.4 แลว้นาํไปป่ันเหวี่ยง 

เพื่อเก็บเฉพาะเซลล์เม็ดเลือดแดงดูดมา 1 มิลลิลิตร ป่ันเหวีย่งทีค่วามเร็วรอบ 3,000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วนใสดา้นบนทิ้ง จากนั้นเติม 1X PBS ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ลงในหลอด 15 

มิลลิลิตร ต่อจากนั้นป่ันเหวีย่งอีกคร้ังที่ความเร็วรอบ 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที และดูด

เลือดท่ีตกตะกอนอยูด่า้นล่างมา 200 ไมโครลิตร แลว้เติม 1X PBS 9.8 มิลลิลิตร ดูดใส่ใน 96-well 

microtiter cell-culture plates ปริมาตร 100 ไมโครลิตร จากนั้นใส่เปปไทดส์ังเคราะห์ active sal K 

และ active alb β ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ที่ระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ (twofold serial dilution) คือ 

15.625, 31.25, 62.5, 125, 250 และ500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ชุดควบคุมใชน้ํ้ ากลัน่ฆ่าเช้ือเป็น 

positive control และ  Triton X-100 เป็น negative control) ทาํทั้งหมด 3 ชุดการทดลอง และแต่ละ

ชุดทาํ 3 ซํ้ า จากนั้นหา % Hemolysis โดยวดั UV-Vis ท่ี 540 นาโนเมตร คาํนวณค่า Standard 

deviation (SD) และ Standard error of mean (SEM)  

 

9. ศึกษาโครงสร้างทุตยิภูมิ โดยใช้ Circular dichroism (CD) spectropolarimeter 

 

 เป็นการวิเคราะห์โครงสร้างระดบัทุติยภูมิของเปปไทด์สังเคราะห์ โดยตรวจวดัการ

ดูดกลืนแสงของโมเลกุลที่ไม่สมมาตร ซ่ึงจะให้ขอ้มูลของการดูดกลืนแสงที่ไม่เท่ากนัของฝ่ังซ้าย 

และฝ่ังขวาของ circular polarized light เป็นวิธีมาตรฐานที่ใช้วดัการดูดกลืนแสงของโปรตีน ซ่ึง

ค่าที่ไดคื้อค่า CD spectra (โมเลกุลของสารนั้นจะไม่สมมาตร) 

 

9.1 ละลายเปปไทด์สังเคราะห์ 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ใน 20 mM CH3COONa ท่ี pH3, pH4, 

pH5, และpH6 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
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9.2 ละลายเปปไทด์สังเคราะห์ 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ใน 20 mM Tris-HCl ที่ pH7, 

pH8 และ pH9 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

 

9.3 ละลายเปปไทด์สังเคราะห์ 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ใน 20 mM CH3COONa ท่ี pH3, 

pH4, pH5 และpH6 กบั 10% SDS ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

 

9.4 ละลายเปปไทด์สังเคราะห์ 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ใน 20 mM Tris-HCl ท่ี pH7, pH8 

และ pH9 ใน 10% SDS ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

 

9.5 ละลายเปปไทด์สังเคราะห์ 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ใน 20 mM CH3COONa ท่ี pH3, 

pH4, pH5 และpH6 กบั liposome ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

 

9.6 ละลายเปปไทด์สังเคราะห์ 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ใน 20 mM Tris-HCl ท่ี pH7, pH8 

และ pH9 กบั liposome ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

 

9.7 ละลายเปปไทด์สังเคราะห์ 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ใน 2 mM dodecylphosphocholine 

(DPC) micelle (Avantilipid, USA) กบั 20 mM CH3COONaท่ี pH3, pH4, pH5 และpH6 ปริมาตร 

100 ไมโครลิตร 

 

9.8 ละลายเปปไทด์สังเคราะห์ 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ใน 2 mM dodecylphosphocholine 

(DPC) micelle (Avantilipid, USA) และ20 mM Tris-HCl ท่ี pH7, pH8 และpH9 ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร 

 

             9.9 วดัค่า molar ellipticities ของเปปไทด์ในขอ้ 9.1-9.8 ดว้ยเคร่ือง CD spectropolarimeter 

(สแกนท่ีความยาวคล่ืน 190-260 นาโนเมตร) ความเร็วในการสแกน 50 นาโนเมตรต่อนาที ทาํ 3 ซํ้ า 

 

  9.10 โปรตีนจะมีการดูดกลืนแสงในช่วง far-UV หรือ near UV เก่ียวขอ้งการเปล่ียนแปลง

ของอิเลก็ตรอน เทคนิคน้ีใชศึ้กษาโครงสร้างระดบัทุติยภูมิไดดี้เฉพาะแอลฟา-เฮลิกซ์ หรือเบตา้-ชีท 

จะมีการให้สัญญาณ CD ที่ดีสามารถบอกปริมาณ (content) ของโครงสร้างทุติยภูมิ การตรวจสอบ

โครงสร้างของ α-helix จะตรวจสอบที่ความยาวคล่ืน 208 และ 222 นาโนเมตร และโครงสร้างของ 

β-sheet จะตรวจสอบท่ีความยาวคล่ืน 210 และ 220 นาโนเมตร 
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10.  คํานวณหาเปอร์เซ็นต์โครงสร้างทุติภูมิของเปปไทด์สังเคราะห์ active sal K และ active alb β 

ที่ละลายในสารละลายต่างๆ โดยใช้โปรแกรม SELCON Version 3 (Sreerama et al, 1999) 

 

 นาํค่า CD spectra ท่ีไดจ้ากการศึกษาโครงสร้างทุติยภูมิของเปปไทดส์ังเคราะห์ active sal K 

และ actice alb β ในสภาวะที่คลา้ยเซลล์เมมเบรน โดยใช ้SDS micelle, Liposome และ DPC micelles 

มาทาํการคาํนวณหาค่าเปอร์เซ็นตโ์ครงสร้างทุติยภูมิ ของ α-helix, β-sheet (strand), Turn และ 

Unordered โดยสร้าง input file จากโปรแกรม CDDATA จากนั้นจึงคาํนวณหาค่า α-helix, β-sheet, 

Turn และ Unordered ดว้ยโปรแกรม SELCON Version 3   

 

11. การทาํนายโครงสร้างทุตยิภูมขิองโปรตนี (Protein prediction) 

 

 ทาํนายโครงสร้างทุติยภูมิของแบคเทอริโอซิน active sal K และ actice alb β โดยใช้

เวบ็ไซต ์ www.predictprotein.org เพื่อศึกษาคุณสมบติัของ amino acid side chain การทาํนาย

โครงสร้างของแบคเทอริโอซิน รวมถึงร้อยละของโครงสร้าง α- helix, β-sheet และ random coil 

ทาํนายตาํแหน่งท่ีเกิด disulfide bonds และ transmembrane 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

http://www.predictprotein.org/�
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ผลและวจิารณ์ 

 

ผล 

 

1. การโคลนยนีแบคเทอริโอซิน 

 

 ซ่ึงในการวิจยัน้ีไดโ้ปรตีนแบคเทอริโอซินที่โคลนแลว้ จาก ดร.อญัชณี คูเบอร่า ภาควิชา

พนัธุศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ ซ่ึงโปรตีนที่ไดจ้ากการโคลนมาแลว้นั้น 

ได้แก่ inactive sal K, active sal K, inactive alb β และactive alb β ทาํ PCR เพื่อเพิ่มช้ินยีน

แบคเทอริโอซินสายแอลฟาและเบตา้ เพื่อโคลนเขา้สู่พลาสมิดเวคเตอร์ pTYB1 โดยขนาดของช้ิน

ยนีแบคเทอริโอซินสายแอลฟาและสายเบตา้แบบ inactive และactive form มีขนาดประมาณ 200 bp 

และ144 bp ตามลาํดบั ขนาดของดีเอ็นเอของยีนแบคเทอริโอซิน ดงัแสดงในภาพที่ 13 ส่วน

ลาํดบันิวคลีโอไทด์ และลาํดบักรดอะมิโนของแบคเทอริโอซิน ดงัแสดงในภาพที่ 14 
 
 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

ภาพที ่13 PCR amplification ของยนีแบคเทอริโอซินสายแอลฟาและสายเบตา้แบบ inactive              

   และ active form (M = DNA ladder marker, IA = inactive sal K, AA = active sal K,  

   IB = inactive alb β และ AB = active alb β) 

 

 

M          IA        AA         IB        AB 

200 bp 

100 bp 

300 bp 
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ภาพที่ 14 ลาํดบันิวคลีโอไทด ์และลาํดบักรดอะมิโนของแบคเทอริโอซิน inactive sal K, active sal K,  

inactive alb β และ active alb β  จาก Lb. salivarius K4 โดยแบคเทอริโอซินท่ีเป็น       

inactive form จะประกอบดว้ย leader peptide เม่ือมีการตดั leader peptide ออกไป    

โดยใชต้าํแหน่งกรดอะมิโน GG (บริเวณลูกศรช้ี) เป็นตาํแหน่งจดจาํทาํใหเ้ปปไทด ์

 แบคเทอริโอซินกลายเป็น active sal K และ active alb β ดงัแสดงในกล่องสีเทา 
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2. การแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
 

 เม่ือนาํโคโลนีท่ีตรวจสอบแลว้วา่มียีน inactive sal K, active sal K, inactive alb β  และ

active alb β (ดร. อญัชณี คูเบอร่า ภาควิชาพนัธุศาสตร์) ยา้ยเขา้สู่คอมพิเทนท์เซลล์ชนิด E.coli 

BL21 (DE3) โดยใชว้ธีิ heat shock และเซลล์ท่ีไดรั้บการถ่ายยีนไปเล้ียงในอาหาร LB broth ท่ีมีสาร

ปฏิชีวนะแอมพิซิลินเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยใช้ IPTG เป็นตวัชักนาํให้มี

การแสดงออก หลงัจากตรวจสอบ 12% SDS-PAGE พบว่ารีคอมบิแนนทโ์ปรตีน inactive sal K, 

active  sal K, inactive alb β  และactive alb β อยูใ่นรูปของ inclusion body และมีขนาด 55 กิโลดาลตนั 

ดงัแสดงในภาพท่ี 15 
 

 
 
ภาพที ่15 การแสดงออกของรีคอมบิแนนโปรตีนในเวคเตอร์ pTYB1 ซ่ึงมีขนาด 55 กิโลดาลตนั     

     (I คือ Inclusion body และ S คือ Supernatant) 

 

จากนั้นนาํรีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ได้มาละลายด้วย Tris-HCl pH 8.8 ความเขม้ขน้ 50 

มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 2 ชัว่โมง แลว้นาํไปตรวจสอบ 12% SDS-PAGE จะไดรี้คอมบิแนนทโ์ปรตีน

ในปริมาณมากข้ึน ดงัแสดงในภาพท่ี 16 
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ภาพที ่16 การละลายของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน bacteriocins fused intein (inactive sal K, active  

  sal K, inactive alb β และ active alb β) ท่ีละลายใน 50 mM Tris-HCl pH 8.8 

 

3. การแยกและทําโปรตีน bacteriocins fused intein ให้บริสุทธ์ิด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟีแบบ

จําเพาะ (Affinity chromatography) 

 

 โดยรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนท่ีใชคื้อ bacteriocins fused intein (inactive sal K, active sal K, 

inactive alb β และ active alb β) ที่มีขนาด 55 กิโลดาลตนั และเมื่อทาํโปรตีนให้บริสุทธ์ิจะได้

โปรตีนขนาด 5.5 กิโลดาลตนั โดยใช ้DTT เป็นตวัตดัแบคเทอริโอซินออกจาก intein ผลการ

ทดลองพบว่าไม่สามารถแยกโปรตีนให้บริสุทธ์ิได้ และรีคอมบิแนนท์โปรตีนยงัคงเกาะอยู่กับ 

chitin bead และ 50 mM DTT ไม่สามารถตดัรีคอมบิแนนท์โปรตีนให้หลุดออกจาก intein ได ้ดงั

แสดงในภาพท่ี 17-20      
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ภาพที ่17 การแยกและทาํโปรตีนใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยดว้ยตวัจบัท่ีจาํเพาะของโปรตีน bacteriocins  

  fused intein (inactive sal K) 
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ภาพที ่18 การแยกและทาํโปรตีนใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยดว้ยตวัจบัท่ีจาํเพาะของโปรตีน bacteriocins  

  fused intein (active sal K) 
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ภาพที ่19 การแยกและทาํโปรตีนใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยดว้ยตวัจบัท่ีจาํเพาะของโปรตีน bacteriocins  

  fused intein (inactive alb β) 
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ภาพที ่20 การแยกและทาํโปรตีนใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยดว้ยตวัจบัท่ีจาํเพาะของโปรตีน bacteriocins  

  fused intein (active alb β) 
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 หลงัจากท่ีใชเ้ทคนิคโครมาโตกราฟีแบบจาํเพาะแลว้ พบวา่ไม่สามารถใช ้50 mM DTT ตดั

โปรตีนขนาด 5.5 กิโลดาลตนั ออกมาได ้จึงทดสอบอีกวิธีโดยการใช ้50 mM DTT ตดัรีคอมบิแนนท์

โปรตีน แล้วตรวจสอบ 12% SDS-PAGE เพื่อตรวจสอบการแยก และทาํให้โปรตีนบริสุทธ์ิ 

ดงัแสดงในภาพท่ี 21 และ 22 
 

 
 

ภาพที ่21 การแยกและทาํโปรตีน bacteriocins fused intein (inactive sal K และ active sal K) 

  ให้บริสุทธ์ิด้วยการตัดด้วย 50 mM DTT ของ ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง 
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ภาพที่ 22 การแยกและทาํโปรตีน bacteriocins fused intein (inactive alb β และactive alb β) 

   ให้บริสุทธ์ิด้วยการตดัด้วย 50 mM DTT ของ ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง 

 

   การตดัดว้ย DTT ของ inactive sal K, active sal K, inactive alb β และ active alb β พบวา่แถบ

โปรตีนลดลงจาก 55 กิโลดาลตนั เป็น 49.5 กิโลดาลตนั ของ intein โดยความเขม้ขน้ 40 mM DTT 

และ 50 mM DTT  

 

4. การตรวจสอบกิจกรรมการยับยั้งเชื้อทดสอบกับโปรตีน bacteriocins fused intein โดยวิธี 

Spot on lawn 

  

 ทดสอบกิจกรรมของแบคเทอริโอซินโดยดดัแปลงจากวิธีของ Hoover and Harlender 

(1993) โดยมีเช้ือเป้าหมาย 14 เช้ือ ดงัแสดงในตารางที่ 2 ดงัน้ี Enterococcus feacalis JCM 5803T, 

Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides JCM 6124T, Lactobacillus sakei TISTR 890, 

Lactococcus cremoris TISTR 1344, Lactobacillus plantarum ATCC 14917T, Lactobacillus sakei 

subsp. sakei JCM 1157T, Enterococcus feacalis TISTR 888, Leuconostoc mesenteroides TISTR 

942, Streptococcus sp. TISTR 1030, Brochotrix campestris NBRC 11547T, Listeria innocua 

ATCC 33090T, Pseudomonas fluorescens TISTR 358, Staphylococcus aureus TISTR 118 และ

Bacillus coagulans TISTR 1447  โดยสภาวะสารละลายที่แตกต่างกนั คือ โปรตีนในรูป inclusion 

body, โปรตีนละลายใน 50 mM Tris-HCl pH 8.8 และโปรตีนหลงัจาก sonication 
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ภาพที ่23 แสดงผลการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ active alb β fused intein ท่ีมีผลต่อการเจริญ  

              เติบโตของเช้ือ Lactobacillus plantarum ATCC 14917T  

     1 คือ positive control จาก crude cell ของ Lb. salivarius K4,  

     2 คือ negative control (50 mM Tris-Cl pH8.8),             

              3-6 คือ inclusion bodies (inactive sal K, active sal K, inactive alb β และ active alb β) 

              7-10 คือ inclusion bodies ละลายใน 50 mM Tris-Cl pH 8.8 

              11-14 คือ supernatant หลงัจาก sonication (inactive sal K, active salK, inactive alb β     

              และ active alb β) 

 

 จากการตรวจสอบความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือทดสอบ 14 สายพนัธ์ุ ดว้ยวิธี spot on lawn 

โดยใช้โปรตีน bacteriocins fused intein พบว่า active alb β สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ 

Lactobacillus plantarum ATCC 14917T ได ้ดงัแสดงในภาพท่ี 23 
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5.  การตรวจสอบกจิกรรมการยบัยั้งเช้ือทดสอบกบัเปปไทด์สังเคราะห์โดยวธีิ MIC (Minimal 

inhibitory concentration) 

  

 การตรวจสอบกิจกรรมการยบัย ั้งเช้ือทดสอบ ดงัแสดงในตารางท่ี 2 กบัเปปไทด์สังเคราะห์ 

active sal K และ active alb β (aapptec, USA) โดยวิธี MIC เมื่อบ่มเช้ือจนครบ 16-18 ชัว่โมงแลว้ 

พบว่าเปปไทด์ที่ใช้ในการทดสอบ active sal K และ active alb β มีความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือ

เป้าหมายไดแ้ตกต่างกนั  

 

 ผลจากการทดสอบ พบวา่เปปไทด ์ active sal K สามารถยบัย ั้งเช้ือ Enterococcus feacalis 

JCM 5803T, Lactobacillus plantarum ATCC 14917T และ Streptococcus sp. TISTR 1030 และเปปไทด ์

active alb β สามารถยบัย ั้งเช้ือ Enterococcus feacalis JCM 5803T, Leuconostoc mesenteroides  

subsp. mesenteroides JCM 6124T , Lactobacillus sakei TISTR 890, Lactobacillus plantarum ATCC 

14917T และ Streptococcus sp. TISTR 1030 และ Brochotrix campestris NBRC 11547T ตามลาํดบั 

ดงัแสดงในภาพท่ี 24-26 และตารางท่ี 3 ตามลาํดบั 

 

 
 

ภาพที ่24 แสดงการยบัย ั้งเช้ือทดสอบ 9 เช้ือ ในกลุ่มแบคทีเรียกรดแลคติค พบวา่เปปไทด ์ 

   active sal K สามารถยบัย ั้งเช้ือ Enterococcus feacalis JCM 5803T, Lactobacillus  

   plantarum ATCC 14917T และ Streptococcus sp. TISTR 1030 
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ภาพที ่25 แสดงการยบัย ั้งเช้ือทดสอบในกลุ่มแบคทีเรียกรดแลคติค พบวา่เปปไทด ์active alb β  

   สามารถยบัย ั้งเช้ือ Enterococcus feacalis JCM 5803T, Leuconostoc mesenteroides   

   subsp. mesenteroides JCM 6124T , Lactobacillus sakei TISTR 890, Lactobacillus  

     plantarum ATCC 14917T และ Streptococcus sp. TISTR 1030 

 

 
 

ภาพที ่26 แสดงการยบัย ั้งเช้ือทดสอบในกลุ่มแบคทีเรียแกรมบวก พบวา่เปปไทด ์active sal K               

              ไม่สามารถยบัย ั้งเช้ือเป้าหมายได ้แต่ active alb β สามารถยบัย ั้งเช้ือ Brochotrix     

              campestris NBRC 11547T 



 

 

 

ตารางที่ 3 ผลกิจกรรมการยับยั้งเชื้อทดสอบโดยวิธี MIC ของเปปไทดสังเคราะห active sal K และ active alb β ที่ระดับความเขมขนตางๆ 

 

MIC (μg/ml) 
เปปไทด 

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 T1 T2 T3 T4 T5 

Active sal K 15.6-31.25 >500 >500 >500 15.6-31.25 >500 >500 >500 15.6-31.25 >500 >500 >500 >500 >500 

Active alb β 62.5-125 62.5-125 250-500 >500 250-500 >500 >500 >500 15.6-31.25 125-250 >500 >500 >500 >500 
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6. การตรวจสอบการแตกตัวของเซลล์เมด็เลอืดแดง (Hemolysis activity) 
 
 เม่ือทาํการทดสอบความเป็นพิษของเปปไทด์สังเคราะห์ active sal K และ active alb β ต่อ

เซลล์เม็ดเลือดแดงของหนู (Hemolytic activity assay) พบว่าไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์เม็ดเลือด

แดง เน่ืองจากเปปไทด์ active sal K และ active alb β สามารถทาํลายเช้ือทดสอบไดที้่ความเขม้ขน้

ของเปปไทดต์ํ่าสุด (MIC) 15.625 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

 

 
 

ภาพที ่27 การแตกตวัของเซลลเ์มด็เลือดแดงของ active sal K พบวา่เปปไทดท่ี์ความเขม้ขน้    

  500 µg/ml มีการแตกตวัของเซลลเ์มด็เลือดแดง 87.36 เปอร์เซ็นต ์

  

 
 

ภาพที ่28 การแตกตวัของเซลลเ์มด็เลือดแดงของ active alb β พบวา่เปปไทดท่ี์ความเขม้ขน้  

  500 µg/ml มีการแตกตวัของเซลลเ์มด็เลือดแดง 85.38 เปอร์เซ็นต ์



 

 

ตารางที่ 4 ผลการตรวจสอบเปอรเซ็นต และคาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนของคาเฉลี่ย (means±SEM) การแตกตัวของเซลลเม็ดเลือดแดงใน                            

                 active sal K และ active alb β 

 

เปอรเซ็นตการแตกตัวของเซลลเม็ดเลือดแดง 
เปปไทด ซ้ําที่ 

31.25 μg/ml 62.5 μg/ml 125 μg/ml 250 μg/ml 500 μg/ml 

1 1.80 3.60 4.50 6.31 85.59 

2 1.89 2.83 3.77 6.60 89.62 Active sal K 

3 2.02 4.04 6.06 8.08 86.87 

 X ±SEM 1.90±0.05 3.49±0.29 4.78±0.55 6.99±0.45 87.36±0.97 

1 0.90 6.31 7.2072 10.81 83.78 

2 0.90  5.41 7.2072 10.81 82.88 Active alb β 

3 1.05 5.26 8.4211 11.58 89.47 

 X ±SEM 0.95±0.04 5.66±0.27 7.61±0.33 11.07±0.21 85.38±1.68 
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ภาพที ่29 กราฟแสดงเปอร์เซ็นต ์และค่าเฉล่ีย ± ค่าความคลาดเคล่ือนของค่าเฉล่ีย (means±SEM)  

     การแตกตวัของเซลลเ์มด็เลือดแดงในเปปไทดส์ังเคราะห์ active sal K และ active alb β 
 

 จากการตรวจสอบการแตกตวัของเซลล์เม็ดเลือดแดงของหนู ดงัแสดงภาพที่ 27 และ 28 

พบว่าค่า LC50 (ค่าการแตกตวัของเซลล์เม็ดเลือดแดงที่ 50 เปอร์เซ็นต์) ของเปปไทด์สังเคราะห์ 

active sal K และ active alb β คือ 371.83 และ 366.23 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลาํดบั นอกจาก

น้ีเปปไทด์ active sal K สามารถทาํให้เซลล์เม็ดเลือดแดงแตกตวัได้สูงสุดคิดเป็น 87.36 

เปอร์เซ็นต์ และเซลล์เม็ดเลือดแดงที่ไม่แตกตวัคิดเป็น 12.64 เปอร์เซ็นต์ ส่วนเปปไทด์ active 

alb β สามารถแตกตวัไดสู้งสุดคิดเป็น 85.38 เปอร์เซ็นต ์ และเซลล์เม็ดเลือดแดงที่ไม่แตกตวัคิด

เป็น 14.62 เปอร์เซ็นต์ ตามลาํดบั ดงัแสดงในตารางท่ี 4 
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7. ศึกษาโครงสร้างทุตยิภูมิ โดยใช้ Circular dichroism (CD) spectropolarimeter 

 

 จากการศึกษาคุณลกัษณะทางดา้นโครงสร้างของแบคเทอริโอซินในสภาวะที่คลา้ยเซลล์

เมมเบรน โดยใช ้SDS micelle, Liposome และ DPC micelles ซ่ึงพบวา่มีโครงสร้างทุติยภูมิเป็น α-helix  

และ β-sheet ซ่ึงการท่ีมีเปปไทด์สังเคราะห์มีโครงสร้างทุติยภูมิท่ีแตกต่างกนั เน่ืองจากสภาวะที่

คลา้ยเซลลเ์มมเบรน  

 

 เมื่อเปปไทดส์ังเคราะห์ active sal K และ active alb β ละลายอยูใ่นบฟัเฟอร์ pH 3-9 ผลท่ี

ไดพ้บวา่ไม่มีโครงสร้างทุติยภูมิเกิดข้ึน ดงัแสดงในภาพท่ี 30 และ 31 เมื่อละลายเปปไทดส์ังเคราะห์

ใน 10% SDS กบับฟัเฟอร์ pH 3-9 พบวา่ active sal K มีโครงสร้างแบบ α-helix ท่ี pH 7 และ pH9 

และมีโครงสร้าง β-sheet ท่ี pH 8 ส่วน active alb β มีโครงสร้างแบบ α-helix ท่ี pH 3, pH 4, pH 5, pH 6, 

pH 7, pH 8 และpH 9 ดงัแสดงในภาพที่ 32 และ 33 เมื่อละลายเปปไทดส์ังเคราะห์ใน liposome กบั

บฟัเฟอร์ pH 3-9 พบว่า active sal K มีโครงสร้างแบบ α-helix ที่ pH 4, pH 6 และ pH 8 ส่วน 

active alb β มีโครงสร้างแบบ β-sheet ท่ี pH 3, pH 4 และpH 8 ดงัแสดงในภาพที่ 34 และ 35 และ

เม่ือละลายเปปไทด์สังเคราะห์ใน DPC กบับฟัเฟอร์ pH 3-9 พบวา่ active sal K มีโครงสร้างแบบ α-helix 

ท่ี pH 5 และ pH 9 ส่วน active alb β มีโครงสร้างแบบ β-sheet ท่ี pH 5, pH 6, pH 7, pH 8 และ pH 9 

ดงัแสดงในภาพท่ี 36 และ 37 ตามลาํดบั 
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ภาพที ่30 กราฟแสดงโครงสร้างทุติยภูมิของ active sal K ท่ีละลายใน CH3COONa (C) pH3-6 และ  

    Tris-HCl (T) pH7-9 พบวา่ไม่มีโครงสร้าง α-helix และ β-sheet 

 

 
 

ภาพที ่31 กราฟแสดงโครงสร้างทุติยภมิูของ active alb β ท่ีละลายใน CH3COONa (C) pH3-6 และ 

    Tris-HCl (T) pH7-9 พบวา่ไม่มีโครงสร้าง α-helix และ β-sheet
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ภาพที ่32 กราฟแสดงโครงสร้างทุติยภุมิของ active sal K ท่ีละลายใน SDS (S) กบั CH3COONa (C) pH3-6 

   และ Tris-HCl (T) pH7-9 พบวา่มีโครงสร้าง α-helix ท่ี pH7 และ pH9 ส่วน β-sheet ท่ี pH8  

 

 
 

ภาพที่ 33 กราฟแสดงโครงสร้างทุติยภูมิของ active alb β ท่ีละลายใน SDS (S) กบั CH3COONa (C)  pH3-6     

  และ Tris-HCl (T) pH7-9 พบวา่มีโครงสร้าง α-helix ท่ี pH3, pH4, pH5, pH6, pH7, pH8 และ pH9  
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ภาพที่ 34 กราฟแสดงโครงสร้างทุติยภูมิของ active sal K ท่ีละลายใน liposome (L) กบั CH3COONa (C)              

    pH3-6  และ Tris-HCl (T) pH7-9 พบวา่มีโครงสร้าง α-helix ท่ี pH4, pH6 และ pH8  

 

 
 

ภาพที่ 35 กราฟแสดงโครงสร้างทุติยภูมิของ active alb β ท่ีละลายใน liposome (L) กบั CH3COONa (C)  

   pH3-6 และ Tris-HCl (T) pH7-9 พบวา่มีโครงสร้าง β-sheet ท่ี pH3, pH4 และ pH8 
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ภาพที ่36 กราฟแสดงโครงสร้างทุติยภูมิของ active sal K ท่ีละลายใน DPC (D) กบั CH3COONa (C)      

   pH3-6 และ Tris-HCl (T) pH7-9 พบวา่มีโครงสร้าง β-sheet ท่ี pH5 และ pH9  

 

 
 
ภาพที่ 37 กราฟแสดงโครงสร้างทุติยภมูิของ active alb β ท่ีละลายใน DPC (D) กบั CH3COONa (C)  

  pH3-9 พบวา่มีโครงสร้าง β-sheet ท่ี pH5, pH6, pH7, pH8 และ pH9 
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8. คํานวณหาเปอร์เซ็นต์โครงสร้างทุติภูมิของเปปไทด์สังเคราะห์ active sal K และ active alb β ที่

ละลายในสารละลายต่างๆ โดยใช้โปรแกรม  SELCON Version 3 (Sreerama et al, 1999) 

 

 จากการคาํนวณหาเปอร์เซ็นต์โครงสร้างทุติยภูมิ ซ่ึงประกอบดว้ย α-helix, β-sheet, turn 

และ unordered โดยใช้โปรแกรม SELCON Version 3 ซ่ึงเป็นโปรแกรมที่ใช้คาํนวณจากค่า CD 

spectra ของโปรตีน เพือ่คาํนวณหาเปอร์เซ็นต์ของโครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีน  

  

จากการคาํนวณโครงสร้างทุติยภูมิของเปปไทด์สังเคราะห์ active sal K ที่ละลายใน 

10% SDS (S) กับบฟัเฟอร์ CH3COONa (C) pH 3-9 พบว่าที่ pH 7, pH 8 และ pH 9 สามารถ

เกิดโครงสร้างในรูปแบบของ α-helix นอกจากน้ียงัพบว่าที่ pH 8 สามารถเกิดโครงสร้างใน

รูปแบบของ β-sheet  ส่วนเปปไทด์สังเคราะห์ active alb β ท่ีละลายใน 10% SDS (S) กบับฟัเฟอร์ 

CH3COONa (C) pH 3-9 พบวา่สามารถเกิดโครงสร้างในรูปแบบของ α-helix ท่ี pH 3, pH 4, 

pH5, pH6, pH7, pH8  และ pH 9 เปปไทด์สังเคราะห์ active sal K ที่ละลายใน Liposone (L) 

กบับฟัเฟอร์ CH3COONa (C) pH 3-9 พบวา่พบวา่สามารถเกิดโครงสร้างในรูปแบบของ α-helix 

ที่ pH4, pH6 และ pH8 ส่วนเปปไทด์สังเคราะห์ active alb β ที่ละลายใน Liposone (L) กบั

บฟัเฟอร์ CH3COONa (C)  pH 3-9 พบว่ามีโครงสร้าง β-sheet ที่ pH3, pH4  และ pH8 เปปไทด์

สังเคราะห์ active sal K ท่ีละลายใน DPC (D) กบับฟัเฟอร์ CH3COONa (C)  pH 3-9 พบวา่มีโครงสร้าง 

β-sheet ท่ี pH5 และ pH9 ส่วนเปปไทด์สังเคราะห์ active alb β ท่ีละลายใน DPC (D) กบับฟัเฟอร์ 

CH3COONa (C) pH 3-9 พบว่ามีโครงสร้าง β-sheet ที่ pH5, pH6, pH7, pH8 และ pH9 

ตามลาํดบั ซ่ึงจะพบว่าเมื่อเปปไทด์อยู ่ในสารละลายที่มีสภาวะคลา้ยเมมเบรนสามารถเกิด

โครงสร้างได้ในรูปแบบของ α-helix และ β-sheetโดยสามารถคาํนวณหาเปอร์เซ็นต์ของ

โครงสร้างทุติยภูมิได ้ดงัแสดงในตารางที่ 5 โดยสามารถหาเปอร์เซ็นตข์อง α-helix, β-sheet, Turn 

และ Unordered ไดจ้ากโปรแกรม SELCON Version3ดงัน้ี 

 

Structures: Helix1, Helix2, Strand1, Strand2, Turns and Unordered  

                  Total Helix contet = Helix1 + Helix2 

                  Total Sheet contet = Strand1 + Strand2 

       Trn = Turn  

      Unrd = Unordered 
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ตารางที่ 5 การคาํนวณเปอร์เซ็นตโ์ครงสร้างทุติยภูมิจากค่า CD spectra ดว้ยโปรแกรม SELCON Version 3 

 

เปปไทด์

สังเคราะห์ 

ละลายใน

สารละลาย

บัฟเฟอร์ต่างๆ 

เปอร์เซ็นต์โครงสร้างทุตยิภูมิ 

α-helix β-sheet Turn Unordered 
เกดิโครงสร้าง 

ทุติยภูมิในรูปแบบ 

Active sal K 

SC pH 7 31.4 18.6 20.8 29.5 α-helix 

SC pH 8 5.9 44 15.9 32.2 β-sheet 

SC pH 9 35.6 16.4 25.3 23.3 α-helix 

LC pH 4 46 24.9 18 11.5 α-helix 

LC pH 6 46.1 22.4 20.4 11.5 α-helix 

LC pH 8 44 24.7 18.3 13.5 α-helix 

DPC pH 5 2 42.9 21.7 32.5 β-sheet 

DPC pH 9 17.6 46.9 2.4 31.1 β-sheet 

Active alb β 

SC pH 3 58.4 24.1 12.4 21.4 α-helix 

SC pH 4 63.5 3.6 9.2 27 α-helix 

SC pH 5 66.9 3 14.6 18.5 α-helix 

SC pH 6 60.8 3.2 13.5 23.9 α-helix 

SC pH 7 38.3 18.3 20.7 23.9 α-helix 

SC pH 8 43 14.8 18.1 24.4 α-helix 

SC pH 9 44.6 15.1 15 26 α-helix 

LC pH 3 6.9 35.3 23 34.8 β-sheet 

LC pH 4 18.2 42.3 22.2 19.7 β-sheet 

LC pH 8 3.7 47.1 16 21.5 β-sheet 

DPC pH 5 6.4 50.3 18 24.3 β-sheet 

DPC pH 6 1.5 36.3 26.6 36.5 β-sheet 

DPC pH 7 20.1 29.1 22.1 28.7 β-sheet 

DPC pH 8 11.2 31 26.2 30.3 β-sheet 

DPC pH 9 0.08 34.7 24.8 32.2 β-sheet 
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9. การทาํนายโครงสร้างทุตยิภูมขิองโปรตนี (Protein prediction) 

 

 จากการทาํนายโครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีน active sal K และ active alb β ในโปรแกรม 

predict protein (www.predictprotein.org) ซ่ึงเป็นการศึกษาคุณสมบติัของ amino acid side chain จะ

ดูการทาํนายโครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีน รวมถึงร้อยละของโครงสร้าง helix, strand และloop 

ทาํนายตาํแหน่งท่ีเกิด disulfide bonds และโครงสร้างท่ีอยูใ่น micelle อาจเป็น transmembrane   
 

Input 
 แบคเทอริโอซิน active sal K 

 >query 
 KRYPNCTGKF  LGGLAKGAAL  GAISGGGVPG AVIGGNIGMV AGAISCL 

 แบคเทอริโอซิน active alb β 

             >query 

             KNGYGGSGIR WVHCGAGIVS GALMGSIGGN AWGAVAGGIS GGIKSCR 

 

การทาํนายโครงสร้างทุตยิภูมขิองโปรตนี  active sal K 

PROFsec summary 

Protein can be classified as mixed given the following classes: 

 

all-alpha': %H > 45% AND %E < 5%  

all-beta': %H < 5% AND %E > 45%  

alpha-beta': %H > 30% AND %E > 20%  

mixed': all others  

 

Predicted secondary structure composition 

sec str type H E L 

% in protein 25.53 19.15 55.32 

 

การทาํนายองคป์ระกอบของโครงสร้างทุติยภูมิของเปปไทด์ active sal K มีโครงสร้างของ 

helix 25.53 เปอร์เซ็นต ์strand 19.15 เปอร์เซ็นต ์และ loop 55.32 เปอร์เซ็นต ์

http://www.predictprotein/�
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Predicted solvent accessibility composition (core/surface ratio) for your protein: 
e: residues exposed with more than 16% of their surface 

b: all other residues. 

accessib type    b     e 

% in protein 36.17 63.83 

 

Prediction (brief)  (Show Landscape View)  
           ....,....1....,....2....,....3....,....4....,.. 
AA         KRYPNCTGKFLGGLAKGAALGAISGGGVPGAVIGGNIGMVAGAISCL 
OBS_sec                                                    
PROF_sec           HHHHHHHHHHHH           EEE     EEEEEE   
Rel_sec    97755452036667643430110157743205614300010000128 
SUB_sec    LLLLL.L...HHHHH.........LLL....EE.............L 
 
O_3_acc    bbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbb 
P_3_acc    ee ee e eb ee eeeee ebbeeee ebbbbe e bbbbbbbe e 
Rel_acc    92202201301320241221210043111242100210123030214 
SUB_acc    e..............e........e.....b...............e 

 

จากการทาํนายโครงสร้างทุติยภูมิของ active sal K พบวา่มีโครงสร้างของ helix ท่ี amino 

acid ลาํดบัท่ี 9-20 คือ KFLGGLAKGAAL และมีโครงสร้างของ strand ท่ี amino acid ลาํดบัท่ี 32-

34คือ VIG และ ลาํดบัท่ี 40-45 คือ VAGAIS ตามลาํดบั 

 

Transmembrane 

PHD results (brief)   (Show Landscape View)  
           ....,....1....,....2....,....3....,....4....,....5 
AA         KRYPNCTGKFLGGLAKGAALGAISGGGVPGAVIGGNIGMVAGAISCL 
PHD_htm                     MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMM 
Rel_htm    ************           ********************     
 
PiMohtm    iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiTTTTTTTTTTTTTTTTTTooooo 

 

PHD results (normal)  (Show Landscape View)  
           ....,....1....,....2....,....3....,....4....,....5 
AA         KRYPNCTGKFLGGLAKGAALGAISGGGVPGAVIGGNIGMVAGAISCL 
PHD_htm                     MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMM 
Rel_htm    99999999999865564034566777777788888888888776531 
SUB_htm    NNNNNNNNNNNN...........MMMMMMMMMMMMMMMMMMMM.... 
 
PHDrhtm                            MMMMMMMMMMMMMMMMMM      
PiMohtm    iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiTTTTTTTTTTTTTTTTTTooooo 

 

https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341640#AA�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341640#OHEL�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341640#PHEL�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341640#RI_S�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341640#SUBsec�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341640#Obie�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341640#Pbie�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341640#RI_A�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341640#SUBacc�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341640#AA�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341640#PMN�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341640#RI_M�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341640#PiMo�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341640#AA�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341640#PMN�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341640#RI_M�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341640#SUBhtm�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341640#PRMN�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341640#PiMo�
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Coiled Coils 
>query 
               .    :    .    :    .    :    .    :    .    5 
seq        KRYPNCTGKFLGGLAKGAALGAISGGGVPGAVIGGNIGMVAGAISCL 
frame-14   ababcdefgaabcdefgabcdefggefggabcabcdefgabcdefgg 
frame-21   ababcdefgabcdefgabcdefgcdefgbcdefgfgabcdefgfggg 
frame-28   abcdefgabcdefgaabcdefgabcdefgabcdefgabcdefgefgg 
prob-14    ----------------------------------------------- 
prob-21    ----------------------------------------------- 
prob-28    ----------------------------------------------- 
// End 

 

การทาํนายโครงสร้างทุตยิภูมขิอง active alb β 

PROFsec summary 

Protein can be classified as mixed given the following classes: 

 

all-alpha': %H > 45% AND %E < 5%  

all-beta': %H < 5% AND %E > 45%  

alpha-beta': %H > 30% AND %E > 20%  

mixed': all others  

 

Predicted secondary structure composition 

sec str type H E L 

% in protein 17.02 34.04 48.94 

 

การทาํนายองคป์ระกอบของโครงสร้างทุติยภูมิของเปปไทด์ active alb β มีโครงสร้างของ 

helix 17.02 เปอร์เซ็นต ์strand 34.04 เปอร์เซ็นต ์และ loop 48.94 เปอร์เซ็นต ์

 

Predicted solvent accessibility composition (core/surface ratio) for your protein: 

e: residues exposed with more than 16% of their surface 

b: all other residues. 

accessib type b e 

% in protein 42.55 57.45 
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Prediction (brief)  (Show Landscape View)  

           ....,....1....,....2....,....3....,....4....,.. 
AA         KNGYGGSGIRWVHCGAGIVSGALMGSIGGNAWGAVAGGISGGIKSCR 
OBS_sec                                                    
PROF_sec           EEEEE    HHHHHHHH      EEEEEEEE   EEE   
Rel_sec    97625651146725640356775312458722234221114301228 
SUB_sec    LLL.LLL...EE.LL...HHHHH....LLL................L 
 
O_3_acc    bbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbb 
P_3_acc    ee  eee b bb bbb bbbbbb eeeeeeeb bbbbbbeeeeee e 
Rel_acc    73011011033602011232341021032232052301101114014 
SUB_acc    e..........b.........b...........b.........e..e 

 

 จากการทาํนายโครงสร้างทุติยภูมิของ active alb β พบวา่มีโครงสร้างของ strand ท่ี amino 

acid ลาํดบัท่ี 9-13 คือ IRWVH, ลาํดบัท่ี 32-39 คือ IVSGALMG และลาํดบัที่ 43-45 คือ IKS และมี

โครงสร้างของ helix  ท่ี amino acid ลาํดบัท่ี 18-25 คือ IVSGALMG ตามลาํดบั 

 

Transmenbrane 

PHD results (brief)   (Show Landscape View)  
           ....,....1....,....2....,....3....,....4....,....5 
AA         KNGYGGSGIRWVHCGAGIVSGALMGSIGGNAWGAVAGGISGGIKSCR 
PHD_htm                  MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMM       
Rel_htm    ************      ******************         ** 
 
PiMohtm    ooooooooooooooooooTTTTTTTTTTTTTTTTTTiiiiiiiiiii 

 

PHD results (normal)  (Show Landscape View)  
           ....,....1....,....2....,....3....,....4....,....5 
AA         KNGYGGSGIRWVHCGAGIVSGALMGSIGGNAWGAVAGGISGGIKSCR 
PHD_htm                  MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMM       
Rel_htm    99999999998853025677888888888887777766531125678 
SUB_htm    NNNNNNNNNNNN......MMMMMMMMMMMMMMMMMM.........NN 
 
PHDrhtm                      MMMMMMMMMMMMMMMMMM            
PiMohtm    ooooooooooooooooooTTTTTTTTTTTTTTTTTTiiiiiiiiiii 

 

Coiled Coils 

>query 
               .    :    .    :    .    :    .    :    .    5 
seq        KNGYGGSGIRWVHCGAGIVSGALMGSIGGNAWGAVAGGISGGIKSCR 
frame-14   abcdefgaabcabcdabcdefgaabcdefgabcdefgcdefgefgfg 
frame-21   abcabcdeabcdefgabcdefgabcdefgabcdefggabcdefggfg 
frame-28   aababcdeabcdefgabcdefgabcdefgabcdefgfgabcdefgfg 
prob-14    ----------------------------------------------- 
prob-21    ----------------------------------------------- 
prob-28    ----------------------------------------------- 
// End 

https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341646#AA�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341646#OHEL�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341646#PHEL�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341646#RI_S�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341646#SUBsec�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341646#Obie�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341646#Pbie�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341646#RI_A�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341646#SUBacc�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341646#AA�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341646#PMN�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341646#RI_M�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341646#PiMo�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341646#AA�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341646#PMN�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341646#RI_M�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341646#SUBhtm�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341646#PRMN�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341646#PiMo�
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ผลการทาํนายตําแหน่งทีเ่กดิ disulfide bonds ของเปปไทด์ active sal K 

              +---------------------------------------+  
              |                                       |  
         .........10........20........30........40...... 
AA       KRYPNCTGKFLGGLAKGAALGAISGGGVPGAVIGGNIGMVAGAISCL 
DB_state      1                                       1  
DB_conf       4                                       4  
 
DB_bond   bond(6,46) 
 
Conn_conf 1 
 
 

 พบวา่ตาํแหน่งของพนัธะไดซลัไฟด์ของโปรตีน active sal K เกิดจาก cysteine ที่ตาํแหน่ง 

6 และ 46  

 

ผลการทาํนายตําแหน่งทีเ่กดิ disulfide bonds ของ เปปไทด์ active alb β 

                      +-------------------------------+  
                      |                               |  
         .........10........20........30........40...... 
AA       KNGYGGSGIRWVHCGAGIVSGALMGSIGGNAWGAVAGGISGGIKSCR 
DB_state              1                               1  
DB_conf               5                               5  
 
DB_bond   bond(14,46) 
 
Conn_conf 1 
 

พบวา่ตาํแหน่งของพนัธะไดซลัไฟด์ของโปรตีน active alb β เกิดจาก cysteine ที่ตาํแหน่ง 

14 และ 46  
 

 พนัธะไดซลัไฟด์ เกิดจากการจบัตวักนัของ cysteine 2 residues โดยทัว่ไปจะทนต่อสภาวะ

ต่างๆท่ีใชใ้นการทาํลายสภาพธรรมชาติของโปรตีน 

 

 การ form ตวัของพนัธะไดซัลไฟด์ระหว่าง cysteine มีบทบาทสําคญัในการมว้นตวั 

โครงสร้างหนา้ท่ี และววิฒันาการ รวมถึงมีความสาํคญักบัการช่วยแกปั้ญหาการมว้นตวัของโปรตีน 

ถา้ในกรณีท่ีเม่ือ 2 cysteine มีการเช่ือมกนัดว้ยพนัธะไดซลัไฟด์ระหว่าง 2 โปรตีน ส่งผลทาํให้มี

ความซบัซ้อนทางดา้นโครงสร้าง และหนา้ที่ สําหรับปัญหาของการทาํนายการมว้นตวัของโปรตีน 

หรือการระบุตาํแหน่งของการเกิดพนัธะไดซลัไฟด์ มีผลทาํให้การหาโครงสร้างที่เสถียรไดร้วดเร็ว

ข้ึน และมีการเสนอวิธีการคาํนวณ เพือ่ทาํนายสภาวะการเกิดพนัธะไดซลัไฟด์จากขอ้มูลสายลาํดบั

โปรตีน โครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีน และความสามารถในการเขา้ถึงแบบสัมพทัธ์ของสารละลาย 

 

https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341640#DISULFIND_AA�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341640#DISULFIND_DB_state�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341640#DISULFIND_DB_conf�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341640#DB_bond�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341640#DISULFIND_Conn_conf�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341646#DISULFIND_AA�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341646#DISULFIND_DB_state�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341646#DISULFIND_DB_conf�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341646#DB_bond�
https://www.predictprotein.org/get_results.php?req_id=341646#DISULFIND_Conn_conf�
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 ส่วน Transmembrane protein (TP) หนา้ที่ส่วนใหญ่ คือ gateway เพือ่ส่งผ่าน specific 

substance เพือ่รับเขา้ไปในเซลลห์รือออกนอกเซลล ์ซ่ึง Transmembrane มี 2 ชนิด คือ  
 
 1. Alpha-helical มีอยูใ่น inner membrane ของแบคทีเรีย หรือ plasma membrane ของ

Eukaryote 

 

 2. Beta-barrel โปรตีนเหล่าน้ีจะพบใน outer membrane ของแบคทีเรียแกรมลบเท่านั้น ใน

ผนงัเซลล์ของแบคทีเรียแกรมบวก และ outer membrane ของไมโทคอนเดรีย และคลอโรพลาสต ์

ซ่ึงจะมีผลกระทบมาจาก evolutionary origin และsimilar folding mechanism 
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วจิารณ์ 

  

1. การโคลนยนีของแบคเทอริโอซิน 

 

 การใช ้pTYB1 เป็น expression vector ซ่ึงมี intein เช่ือมต่ออยูบ่ริเวณปลายหมู่คาร์บอกซิลของ

โปรตีน เม่ือทาํการตรวจสอบโดยใช้เทคนิค SDS-PAGE พบว่ามีการแสดงออกของโปรตีนขนาด

ประมาณ 55 กิโลดาลตนั และมีการตกตะกอนของโปรตีนเกิดข้ึน เน่ืองจากโปรตีนมีการมว้นพบัท่ี

ไม่ถูกต้อง จึงทาํการคืนสภาพโปรตีน เพื ่อให้โปรตีนสามารถอยู่ในสภาพที่ละลาย และนําไป

ทดสอบต่อไป 

                                                                                                                                                                                             

2. การแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน  

 

 จากการศึกษาการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน โดยการชักนาํการแสดงออกดว้ย 

IPTG พบวา่มีการแสดงออกในปริมาณมาก และอยูใ่นรูปของ inclusion body จึงตอ้งทาํการละลาย

ตะกอนโปรตีนออกมาให้อยู่ในรูปของ supernatant โดยใช ้50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl pH 8.8 ค่า

ความเป็นกรด-ด่างก็มีผลต่อการสังเคราะห์โปรตีน ซ่ึง Xu et al. (2000)  รายงานว่า ค่าความ

เป็นกรด-ด่างของอาหารที่ใชเ้ล้ียง E.coli ท่ี pH 6-8 เป็นสภาวะท่ีเหมาะสมกบัการเจริญเติบโตของ 

E.coli  จึงทาํใหม้ีการสังเคราะห์โปรตีนในปริมาณท่ีมากท่ีสุด นอกจากน้ียงักล่าวอีกวา่ การสังเคราะห์

โปรตีนใหมี้ปริมาณมากข้ึนอยูก่บัโปรตีนแต่ละชนิด และชนิดของ fusion protein ดว้ย  

  

 จากรายงานของ Yang et al. (2007) ซ่ึงศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสม เพือ่ให้มีการแสดงออก

ของยีน SOD และมีการผลิตโปรตีนในปริมาณมาก โดยทาํการศึกษาอุณหภูมิที่ 30, 34, 37 และ 39 

องศาเซลเซียส จากการศึกษาพบวา่อุณหภูมิที่เหมาะสมในการสังเคราะห์โปรตีนในปริมาณมากนั้น

ข้ึนอยู่กบัชนิดของ fusion protein โครงสร้าง ขนาดของโปรตีนแต่ละชนิด และอาจส่งผลต่อการ

มว้นพบั (folding) ของโปรตีน (Qu and Zheng, 2000) 

 

 และจากผลการศึกษาของ Kililian et al. (2000) ซ่ึงรายงานว่า การใช้แลคโตสเป็น

ตวักระตุน้ให้มีการสังเคราะห์โปรตีนนั้น แลคโตสเป็นตวักระตุน้ที่ไม่ทาํให้เกิดความเสียหาย 

ไม่เป็นพิษกบัเซลล ์และไม่ทาํลายเซลล์ เม่ือเทียบกบั IPTG ที่ความเขม้ต่างๆ กนั นอกจากน้ีโปรตีน

ที่ได้จากการกระตุ ้นด้วยแลคโตสยงัมีการแสดงออกที่ถูกต้องภายในสภาวะที่เหมาะสม 

Kim et al. (2007) รายงานว่า การใช้แลคโตสเป็นตวักระตุน้ให้มีการสังเคราะห์โปรตีน มี
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ประสิทธิภาพเทียบเท่ากบั IPTG ซ่ึงการใช้แลคโตสเป็นการลดตน้ทุนในกระบวนการผลิต 

เหมาะสาํหรับการนาํมาใช้ในอุตสาหกรรมขนาดใหญ่ 

 

3. การแยกและทําโปรตีน bacteriocins fused intein ให้บริสุทธ์ิด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟีแบบ

จําเพาะ (Affinity chromatography) 

 

 รีคอมบิแนนทโ์ปรตีน intein active sal K ท่ีไดย้งัติดอยูก่บั intein-CBD ทางดา้นปลาย C 

(C-terminal) ของโปรตีน active sal K จึงทาํการตดัเพื่อแยก intein-CBD กบั active sal K ดว้ย self 

cleavage buffer ท่ีมี DTT ความเขม้ขน้แตกต่างกนั คือ 30, 40 และ 50 มิลลิโมลาร์ ซ่ึงพบวา่ไม่

สามารถแยก intein active sal K ให้ออกจากกนัได ้ในขณะท่ี Chong et al. (1998) รายงานวา่กลไก

ในการตดั intein-CBD ใหแ้ยกออกจากโปรตีนนั้น ลาํดบัของกรดอะมิโนตวัแรกจะตอ้งสอดคลอ้ง

กับค่าความเป็นกรด-ด่างของบัฟเฟอร์ อุณหภูมิที่ท ําการบ่ม และระยะเวลาที่ท ําการบ่มด้วย                  

NEB (2006) รายงานวา่กรดอะมิโนตวัแรกท่ีเป็น Arg (R) สามารถท่ีจะตดัเพื่อแยกโปรตีนออกจาก 

intein-CBD ได ้75 เปอร์เซ็นต ์ในสภาวะของ In vivo แต่ในสภาวะของ In vitro ที่อุณหภูมิ 4 และ 16 

องศาเซลเซียส ไม่สามารถแยกโปรตีนออกจาก intein-CBD ได ้

 

4. การตรวจสอบความสามารถในการยบัยั้งการเจริญของเช้ือทดสอบ 

 

 จากการตรวจสอบความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือทดสอบ พบวา่ active alb β 

fused intein สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ Lactobacillus plantarum ATCC 14917T ไดเ้พียงชนิด

เดียว การท่ีมี intein อยูท่ี่บริเวณปลายดา้นคาร์บอกซิลอาจมีผลต่อฤทธ์ิของแบคเทอริโอซินได ้โดย

อาจจะไปรบกวนการทาํงานของแบคเทอริโอซินทาํให้มีฤทธ์ิน้อยลง ซ่ึงหากมีการกาํจดั intein 

ออกไปได ้อาจทาํให ้active alb β มีฤทธ์ิมากข้ึนได ้(กรรณิกา, 2552) 

 

 การผลิตโปรตีนที่มีความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ืออื่น เช่น แบคเทอริโอซิน 

หรือเปปไทดต์า้นจุลินทรียช์นิดอ่ืนเป็นเร่ืองยาก เพราะสายเปปไทด์มีประจุเป็นบวก และเป็นพิษต่อ

เซลล์ถูกทาํลายไดง่้ายโดยโปรตีนบางชนิด หรืออาจเกิดการตกตะกอนของโปรตีน เน่ืองจากมีการ

มว้นพบั (folding) ที่ไม่ถูกตอ้ง จึงแกปั้ญหาโดยการใช้โปรตีนตวัเช่ือม (fusion protein) ซ่ึงจะ

ส่งเสริมให้โปรตีนที่ตอ้งการมว้นพบัถูกตอ้ง และไม่ถูกทาํลายโดยโปรตีนบางชนิด และยงัช่วยลด

ขั้นตอนในการทาํใหโ้ปรตีนบริสุทธ์ิดว้ย  
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 แบคเทอริโอซินนอกจากจะมีผลในการฆ่าทาํลายเซลล์เป้าหมายแลว้ ยงัอาจมีผลในการ

หยุดการเจริญของเซลล์ไดด้้วย เช่นที่พบใน leuconocin S แบคเทอริโอซินจะมีผลต่อเซลล์ใน

ลกัษณะใดนั้น มกัข้ึนอยู่กบัความบริสุทธ์ิ และความเขม้ขน้ของแบคเทอริโอซิน สภาพแวดล้อม 

ชนิด และปริมาณของเซลลเ์ป้าหมาย (de Vuyst and Vandamme, 1994) 

 

 เปปไทดที์ย่บัย ั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียจะมีโครงสร้างระดบัทุติยภูมิหลายแบบ เช่น 

α-helix, relaxed coil และ β-sheet ทาํมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียไดดี้กวา่ที่ไม่มี

โครงสร้างทุติยภูมิ นอกจากน้ีโครงสร้างที่เป็น β-sheet ก็เป็นโมเลกุลที่มีการทาํลายเช้ือแบคทีเรีย

ไดดี้ 

 

เปปไทด์ที่ทาํลายเช้ือแบคทีเรียไดจ้ะมีความหลากหลายทั้งในดา้นโครงสร้าง และการทาํ

หนา้ท่ีในการเขา้ทาํลายเช้ือแบคทีเรีย โดยทัว่ไปพบวา่กลไกการทาํลายหรือยบัย ั้งจะข้ึนอยูก่บัรูปร่าง 

และประจุท่ีมีอยูใ่นโครงสร้างของเปปไทดน์ั้น 

 
5. ศึกษาโครงสร้างทุตยิภูมิ โดย Circular dichroism (CD)  

  

 จากการศึกษาโครงสร้างสองมิติของ active sal K และ active alb β พบวา่มีโครงสร้างเป็น 

α-helix และ β-sheet ซ่ึงการศึกษาโครงสร้างทุติยภูมิโดย circular dichroism ทาํให้เขา้ใจปฏิสัมพนัธ์

ของเปปไทด์กบัเมมเบรนของแบคทีเรีย ซ่ึงเมื่อเปปไทด์จบักบั lipid membrane อาจจะมีการ

เรียงตวั และมีการผ่านของเปปไทด์เขา้ไปในชั้นของ lipid bilayer และสภาพแวดลอ้มที่ผิวเมม

เบรน แบคทีเรียจะกระตุน้ให้เปปไทด์มีการเปล่ียนแปลงรูปร่างท่ีทาํใหเ้กิดการจบั  และสอดเปปไทด์

เขา้ไปในเมมเบรนไดดี้ข้ึน ซ่ึงการท่ี sal K และ alb β สามารถเกิดโครงสร้างทุติยภูมิเป็น α-helix  

และ β-sheet ไดใ้นสภาวะท่ีคลา้ยเซลล์เมมเบรน ทาํให้มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียได้

ดีกวา่เปปไทดท่ี์ไม่มีโครงสร้างทุติยภูมิ Brogden K.A. (2005) 

 

 จากการวิเคราะห์โครงสร้างทุติยภูมิโดย Circular dichroism spectroscopy และนาํค่า CD 

spectra มาคาํนวณในโปรแกรม SELCON Version 3 พบวา่เปปไทดส์ามารถเกิดโครงสร้างทุติยภูมิได้

ทั้ง α-helix และ β-sheet เน่ืองจากสภาวะท่ีคลา้ยเซลล์เมมเบรนท่ีใชแ้ตกต่างกนั เช่น SDS micelle, 

liposome และ DPC micelle เป็นตน้ และทั้ง active sal K และ active alb β สามารถเกิดโครงสร้างได้

ในรูปแบบแตกต่างกนั นอกจากน้ียงัข้ึนอยูก่บัชนิดของเซลล์, ผนงัเซลล์ของเซลล์เป้าหมาย และชนิด

ของแบคทีเรียเป้าหมาย เป็นตน้  
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 SDS เป็น detergent จดัเป็นสารหรือโมเลกุลที่มีทั้งส่วนที่ไม่ชอบนํ้ า (hydrophobic) และ

ส่วนที่ไม่ชอบนํ้ า (hydrophilic) จึงสามารถละลายไดน้ํ้ า หรือสารที่มีขั้ว ซ่ึงเมื่อ SDS ละลายในนํ้ า 

สมบติัของสารละลายจะมีการเปล่ียนแปลง คือ แรงตึงผวิของนํ้าจะมีค่าลดลง และสามารถละลายได้

ในสารท่ีไม่มีขั้ว ซ่ึง ณ จุดท่ีความเขม้ขน้ของสารละลายท่ีทาํใหคุ้ณสมบติัมีการเปล่ียนแปลง เรียกวา่ 

critical micelle concentration (CMC) จะสามารถเกิดโครงสร้างรูปแบบต่างๆ ซ่ึงเปปไทด์จะชกันาํ

ให้สามารถเกิดโครงสร้างในรูปแบบต่างๆ โดยเปปไทด์จะเป็น amphiphilic ส่วน liposome เป็น 

lipid bilayer ที่ลอ้มรอบสารละลายนํ้ าอยู ่ นอกจากน้ี DPC micelle จะกระตุน้ eukaryotic cell 

membrane ส่วน SDS mimics จะมีประจุเป็นลบ พบในเมมเบรนของแบคทีเรีย เน่ืองจาก anionic 

exterior และ hydrophobic interior  

 

 กลไกการทาํงานของ antimicrobial peptides โดยเปปไทด์จะเขา้จบักบัผิวเซลล์แบคทีเรีย 

ซ่ึงขั้นตอนน้ีน่าจะเกิดจากแรง electrostatic ระหวา่งประจุของเปปไทด์กบัผิวเซลล์แบคทีเรีย จาก

นั้นเปปไทด์จะผ่านเขา้ไปหาเมมเบรน เป็นขั้นตอนที่เปปไทด์จะผ่านไลโปโพลีแซคคาไรด์ (LPS) 

ก่อนถึงเมมเบรนชั้นนอก เมื่อเปปไทด์ผา่นเขา้สู่เมมเบรน เปปไทด์จะทาํปฏิกิริยากบั lipid bilayer 

โครงสร้างระดบัทุติยภูมิของเปปไทด์ (แอลฟา-เฮลิกส์) จะถูกดูดซบัและฝังลงใน head group ของ

ไขมนัในสภาพที่ไม่ทาํงาน แต่จะทาํให้เมมเบรนถูกดึงแยกออก และต่อมาเปปไทด์จะสอดเขา้ใน

เมมเบรน ซ่ึงถา้ความเขม้ขน้ของเปปไทด์สูงข้ึน เปปไทด์จะสอดเขา้ไปในเมมเบรน และเกิดเป็นรู

ข้ึน กลไกการฆ่าแบคทีเรียอาจจะเก่ียวขอ้งสัมพนัธ์กบัการสร้าง ion channel  หรือการสร้างรูท่ีเมมเบรน 

(transmembrane pore) หรืออาจเกิดความเสียหายกบัเมมเบรน แต่ไม่ไดห้มายความว่ากลไกต่างๆเหล่าน้ี

จะเก่ียวข้องสัมพนัธ์ในทุกเปปไทด์ อาจจะมีแบบจาํลองอ่ืนๆที่ทาํให้เกิดการเสียหายของเซลล์ ซ่ึง

เป็นไปไดว้า่อาจจะเกิดการเสียหายกบัเซลลข์องแบคทีเรียในส่วนอ่ืนได ้Brogden K.A. (2005) 

 

 จากการรายงานของ Brogden KA. (2005) รายงานวา่ ถา้ความเขม้ขน้ของเปปไทด์สูงจะทาํ

ให้เกิดการขดัขวางไบเลเยอร์เหมือนกบัการทาํงานของดีเทอร์เจนท์ (detergent) และทาํให้เกิด

ไมเซลล์ (micelle) ข้ึน และในจุดทีค่วามเขม้ขน้ของเปปไทด์สูง เปปไทด์จะสร้างรูชัว่คราวข้ึนใน

เมมเบรน ทาํใหเ้ปปไทด์เขา้สู่เมมเบรนไดม้ากข้ึน ซ่ึงสุดทา้ยจะทาํให้เมมเบรนหลุดออกจากกนัเกิด

เป็นไมเซลล ์ 

 

จากการศึกษาโครงสร้างและหนา้ที่ของโปรตีนหรือเปปไทด์สายสั้นๆ ทาํให้เขา้ใจบทบาท

และหน้าที่ของโปรตีนน้ีว่ามีขนาด ลาํดบักรดอะมิโน การมีประจุ หรือการเปลี่ยนโครงสร้างของ

เปปไทดมี์ผลต่อการทาํลายหรือยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย 
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 จะเห็นได้ว่าการศึกษาโครงสร้างและหน้าที่ของโปรตีน หรือเปปไทด์จะสามารถเขา้ใจ

กลไกการทาํงาน และสามารถนาํไปประยกุตใ์ชใ้นอนาคตได ้
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สรุปและข้อเสนอแนะ 

 

สรุป 

 

1. จากการแสดงออกของโปรตีน intein fused bacteriocins พบวา่ inactive sal K, active sal K, 

inactive alb β และ active alb β มีขนาดประมาณ 55 กิโลดาลตนั และโปรตีนอยูใ่นรูปของ inclusion 

body  

 

2. จากการแยกและทาํโปรตีนให้บริสุทธ์ิดว้ยเทคนิคโครมาโตกราฟีแบบจาํเพาะ (Affinity 

chromatography) โดยใช ้chitin bead เพื่อเป็นตวัจบักบัโปรตีน พบวา่ DTT ไม่สามารถตดั inactive sal K, 

active sal K, inactive alb β และ active alb β ออกจาก intein ได ้ 

 

3. หลงัจากไม่สามารถแยกและทาํให้โปรตีนบริสุทธ์ิด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟีแบบ

จาํเพาะแลว้  จึงเปล่ียนมาใชว้ธีิใหม่ โดยการตดัโปรตีน intein fused bacteriocins ดว้ย DTT ไม่ตอ้ง

ผ่านคอลมัน์ พบว่าขนาดของแถบโปรตีนท่ีไดจ้ากการตรวจสอบดว้ย SDS-PAGE มีขนาดลดลง เม่ือ

เทียบกบั pTYB12 ซ่ึงก็แสดงวา่เม่ือใช ้DTT ตดัโปรตีน intein fused bacteriocins โดยตรง จะสามารถ

ตดั inactive sal K, active sal K, inactive alb β และ active alb β ออกจาก intein ได ้ 

 

4. จากการตรวจสอบความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือทดสอบ 14 สายพนัธ์ุ ดว้ยวธีิ spot on lawn 

โดยใช้โปรตีน intein fused bacteriocins พบว่า active alb β สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ 

Lactobacillus plantarum ATCC 14917T ได ้

 

 5. จากการตรวจสอบกิจกรรมการยบัย ั้งเช้ือทดสอบกบัเปปไทด ์active sal K และ active alb β 

(aapptec, USA) โดยวธีิ MIC เปปไทด ์active sal K สามารถยบัย ั้งเช้ือ Enterococcus feacalis JCM 

5803T, Lactobacillus plantarum ATCC 14917T และ Streptococcus sp. TISTR 1030 และเปปไทด ์

active alb β สามารถยบัย ั้งเช้ือ Enterococcus feacalis JCM 5803T, Leuconostoc mesenteroides  

subsp. mesenteroides JCM 6124T , Lactobacillus sakei TISTR 890, Lactobacillus plantarum 

ATCC 14917T, Streptococcus sp. TISTR 1030 และ Brochotrix campestris NBRC 11547T ตามลาํดบั 

 

6. จากการตรวจสอบการแตกตวัของเซลลเ์ม็ดเลือดแดงของหนู พบวา่ค่า LC50 (ค่าการแตก

ตวัของเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ี 50 เปอร์เซ็นต)์ ของเปปไทดส์ังเคราะห์ active sal K และ active alb β 
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คือ 371.83 และ 366.23 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลาํดบั ที่ระดบัความเขม้ขน้ 500 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร นอกจากน้ีเปปไทด์ active sal K สามารถทาํให้เซลล์เม็ดเลือดแดงแตกตวัได้สูงสุด

คิดเป็น 87.36 เปอร์เซ็นต์ และเซลล์เม็ดเลือดแดงที่ไม่แตกตวัคิดเป็น 12.64 เปอร์เซ็นต์ ส่วน

เปปไทด ์active alb β สามารถแตกตวัไดสู้งสุดคิดเป็น 85.38 เปอร์เซ็นต ์และเซลล์เม็ดเลือดแดงที่

ไม่แตกตวัคิดเป็น 14.62 เปอร์เซ็นต์ ตามลาํดบั 

 

 7. จากการศึกษาโครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีนโดย Circular dichroism (CD) พบว่า 

active sal K และเปปไทด์ active alb β เป็นเปปไทด์ท่ีมีประจุบวก มกัมีโครงสร้างหรือรูปแบบที่

ไม่แน่นอนในสารละลายบัฟเฟอร์ แต่เมื ่ออยู่ในสารละลาย  SDS micelles, liposome, 

trifluoroethanol (TFE) ซ่ึงมีสภาวะคลา้ยเมมเบรน สามารถเกิดโครงสร้างทุติยภูมิไดท้ั้ง α-helix 

และ β-sheet จากนั้นนาํค่า CD spectra มาคาํนวณดว้ยโปรแกรม SELCON Version 3 พบวา่ทาํใหท้ราบ

สัดส่วนของ α-helix,  β-sheet, Turn และ Unordered และทาํนายโปรตีนจากโปรแกรม predict 

protein ของ amino acid ทั้งสายแอลฟา และเบตา้ ซ่ึงพบว่าผลที่ไดส้อดคลอ้งกบัผลของการ

วเิคราะห์ดว้ย circular dichroism spectroscopy และจากการท่ีโปรตีนสามารถเกิดโครงสร้างทุติยภูมิได ้

ทาํใหมี้คุณสมบติัเป็น antimicrobial peptide ไดดี้ยิ่งข้ึน นอกจากน้ีการศึกษาโครงสร้างระดบัทุติยภูมิ

ของเปปไทด ์ทาํใหเ้ขา้ใจรายละเอียดปฏิสัมพนัธ์ของเปปไทดก์บัเมมเบรนของแบคทีเรียไดดี้ข้ึน 

  

 8. จากการทาํนายโครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีนในโปรแกรม predict protein พบว่า 

active sal K มีโครงสร้างของ helix 25.53 เปอร์เซ็นต ์strand 19.15 เปอร์เซ็นต ์และ loop 55.32 

เปอร์เซ็นต ์ ส่วนacrive alb β มีโครงสร้างของ helix 17.02 เปอร์เซ็นต ์strand 34.04 เปอร์เซ็นต ์และ 

loop 48.94 เปอร์เซ็นต ์ นอกจากน้ีตาํแหน่งของพนัธะ disulfide bonds ของโปรตีน active sal K เกิด

จาก cysteine ท่ีตาํแหน่ง 6 และ 46 ส่วนโปรตีน active alb β เกิดจาก cysteine ท่ีตาํแหน่ง 14 และ 

46 และโครงสร้างท่ีอยูใ่น micelle อาจเป็น transmembrane 
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ข้อเสนอแนะ 

 

1. เน่ืองจากเปปไทด์ inactive sal K, active sal K, inactive alb β และ active alb β มี

ขนาด 5.5 กิโลดาลตนั ซ่ึงเล็กมาก ทาํใหไ้ม่สามารถตดัเปปไทดอ์อกจาก intein ได ้เพื่อเป็นการแกไ้ข

ปัญหาดงักล่าว จึงควรหาวธีิท่ีเหมาะสมในการแยก และทาํให้โปรตีนบริสุทธ์ิ  

 

2. การตรวจสอบกิจกรรมการยบัย ั้งเช้ือทดสอบกบัเปปไทด ์อาจจะตอ้งใชค้วามเขม้ขน้ของ

เปปไทดม์ากกวา่น้ี รวมทั้งปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ท่ีใชใ้นการทดสอบ 

 

3. จากการศึกษาโครงสร้าง และกลไกการทาํงานของโปรตีนแบคเทอริโอซินที่ได้

จากเช้ือ Lb. salivarius สามารถนาํไปใชป้ระโยชน์ และประยุกต ์ใชใ้นการควบคุมจุลินทรียที์่เป็น

อนัตรายต่อทั้งคน และสัตวร์วมไปถึงการปรับปรุงโปรตีนชนิดน้ี เพือ่ให้มีประสิทธิภาพในการฆ่า

จุลินทรียไ์ดดี้ยิง่ข้ึนในอนาคต 

 

4. เช้ือ Lb. salivarius K4 สามารถใชเ้ป็น probiotic เพื่ออุตสาหกรรมอาหารในอนาคตได ้

 

5. การนาํแบคเทอริโอซินไปใชง้านนั้น ทาํได ้3 ลกัษณะ คือ (1) เติมแบคทีเรียกรดแลคติก

ท่ีสามารถสร้างแบคเทอริโอซินลงไปเป็นเช้ือตั้งตน้ หรือเช้ือที่มีส่วนร่วมในกระบวนการหมกั 

(2) เติมแบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิ หรือก่ึงบริสุทธ์ิลงไปเป็นสารถนอมอาหาร (3) เติมผลิตภณัฑ์ท่ีเกิด

จากการหมกัของแบคทีเรียกรดแลกติกที่สร้างแบคทีเรียลงไปเป็นส่วนประกอบในกระบวนการ

ผลิตอาหาร (Schillinger et al. 1996) ซ่ึง Davidson and Hoover (1993) ไดร้วบรวมความเขม้ขน้ของ

ไนซินท่ีใชส้าํหรับยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดต่างๆ 
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1. อาหารเลีย้งเช้ือแบคทเีรีย 

 

 อาหารสูตร MRS / 1000 ml 

  MRS      52.5 g 

 
 อาหารสูตร MRS agar / 1000 ml 

  MRS       52.5 g 

  Agar (1.5%, 2%)                 15/20 g 

 

 อาหารสูตร TSB / 1000 ml 

  TSB       30 g 

 

 อาหารสูตร TSB / 1000 ml 

  TSB       30 g 

  Agar (1.5%, 2%)                 15/20 g   

   

 อาหารสูตร LB broth / 1000 ml 

  Yeast extract      5 g 
  Peptone                   10 g     

                           NaCl                   10 g    

 

 อาหารสูตร LA agar  / 1000 ml 

  Yeast extract         5 g 

  Peptone                    10 g     

                           NaCl                    10 g  

  Agar (1.5%)                   15 g    

    

 

 

 



86 

 

2. สารเคมีสําหรับตรวจสอบขนาดโปรตีนด้วยวิธี Sodium Dedocyl Sulfate-Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis (SDS-PAGE) 
 

 Acrylamide solution 

  40% w/v Acrylamide monomer solution 

  5% w/w bis-acrylamide 

 

 10% Ammonium persulfate /10 ml  

  Ammonium persulfate (APS)             1 g 

 

 Seperating solution 1.5 M Tris pH 8.8 / 100 ml 

  Tris base               18.165 g 

  ปรับ pH ดว้ย HCl ใหไ้ด ้8.8 

 

 Stacking solution 1.0 M Tris pH 6.8 / 100 ml 

  Tris base               12.11 g 

  ปรับ pH ดว้ย HCl ใหไ้ด ้6.8 

  

 10% SDS / 100 ml 

  SDS                10 g 

   

 10x Running buffer / 1000 ml 

  Tris base               30 g 

  Glycine                           144 g    

  SDS                10 g 

 

 Staining solution / 500 ml 

  Coomasie blue R250               2.5 g 

  40% methanol                200 ml 

  10% Acetic acid                50 ml 
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 Staining solution / 1000 ml 

  40% methanol                400 ml 

  10% Acetic acid                100 ml 

  

 12% Seperating gel / 7 ml 

  H2O                 3.01 ml 

  40% acrylamide                2.1 ml 

  1.5 M Tris-HCl pH 8.8                          1.75 ml    

  10% SDS                           70 µl 

  10% APS                           70 µl 

  TEMED                           28 µl 

 

 5% Stacking gel / 5ml 

  H2O                 3.65 ml 

  40% acrylamide                0.625 ml 

  1.0 M Tris-HCl pH 6.8                          0.625 ml   

  10% SDS                           50 µl 

  10% APS                           50 µl 

  TEMED                           5 µl 

  

 4x Protein loading dye / 10 ml 

  1M Tris-HCl pH 6.8                  2.4 ml 

  SDS                               0.8 g 

  100% glycerol                  4 ml 

  0.5 M EDTA                 80 µl 

  H2O                  2.8 ml 

  0.01% Bromophenol blue 

  100 mM DTT 

 

 

 

http://openwetware.org/wiki/SDS�
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3. สารเคมีสําหรับการทาํโปรตีนให้บริสุทธ์ิ 

 

 Column buffer / 500 ml 

  20 mM Tris-Cl pH 8.8                6.67 ml  

  500 mM NaCl           125 ml 

  1 mM EDTA             1 ml 

 

 Stripping buffer 

  0.3 M NaOH 

 

 DTT (Dithiothreitol) / 1 ml 

  2M DTT            0.31 g 

  

 Cleavage buffer / 3 ml 

  Column buffer             2.925 ml 

  DTT (Dithiothreitol)                                    0.075 ml 

 

4. บัฟเฟอร์ทีใ่ช้ในการทาํ Hemolysis 

 

 2% v/v Rat red blood cell (RRBCs)           10 ml 

  

 1X phosphate buffer saline (PBS) pH 7.4           

  NaCl               8 g 
  KCl                0.2 g 

  Na2HPO4                 1.44 g 

  KH2PO4                                           0.24 g 

  

 Triton X-100               

  0.1% Triton X-100               1 ml 
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5. สารเคมีทีใ่ช้ในการศึกษาโครงสร้างสองมิติ (CD) 

  

 Sodium dodecyl sulphate (SDS) 

  ชัง่ 10% SDS                  0.2 g   

   

 20 mM Sodium acetate (CH3COONa) pH 3-6                20 ml 

  

 20 mM Tris-HCl pH 7-9                   20 ml 

 

Trifluoroethanol (TFE) (10%-50%) อยา่งละ                1 ml            

 

 2 mM Dodecylphosphocholine (DPC) micelle                1 ml          
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