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บทคัดยอ 

โปรตีน Cyt2Aa2 เปนโปรตีนสารพิษท่ีสรางจากแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis subsp. darmstadiensis 

โปรตีนชนิดนี้เปนพิษตอแมลงในอันดับ Diptera และเซลลบางชนิด เชน เซลลเม็ดเลือดแดง กลไกการทํางาน

ของโปรตีนนี้คือจับกับเยื่อหุมเซลล และทําใหเกิดรูรั่วโดยการเกิดโครงสรางท่ีเปน oligomerization และสงผล

ใหเกิดการตายของเซลลในท่ีสุด ในงานวิจัยนี้ตองการศึกษาบทบาทท่ีสําคัญของกรดอะมิโนบางตําแหนง (I139, 

S159, L160, S161, A162, D209 and V215) ของโปรตีน Cyt2Aa2 ซ่ึงเก่ียวของกับการจับกันของโปรตีน

ชนิดนี้กับไขมันของเยื่อหุมเซลล ผูวิจัยไดทําการทดลองเปลี่ยนกรดอะมิโนตําแหนงดังกลาวเปนกรดอะมิโน 

alanine ดวยวิธี site-directed mutagenesis หลังจากนั้นถายพลาสมิดกลายพันธุเขาสู E.coli เพ่ือใหสราง

โปรตีนกลายพันธุ พบวา โปรตีนกลายพันธุเกือบทุกตัวมีการแสดงออกในรูปของ inclusion body ยกเวน

โปรตีน I139A มีการแสดงออกท่ีต่ํามาก เม่ือนําโปรตีนกลายพันธุท่ีแสดงออกไดมาละลายใน 50 mM 

carbonate buffer pH 10.5 พบวา โปรตีน V215A ไมละลายในบัฟเฟอรดังกลาว โปรตีน S159A, L160A, 

S161A, A162V, D209N สามารถละลายไดในบัฟเฟอรและถูกตัดดวย proteinase K ไดเปน activated 

toxin จากการทดลองการออกฤทธิ์ตอลูกน้ํายุงลายและการทําใหเม็ดเลือดแดงแตก พบวา S159A, L160A 

และ S161A ทําใหเม็ดเลือดแดงแตกไดและออกฤทธิ์ตอลูกน้ํายุงลายในระดับท่ีรุนแรงนอยกวา wild type ผล

การทดลองการจับกันของโปรตีนกับเยื่อหุมเซลลเม็ดเลือดแดง พบวา S159A, L160A และ S161A สามารถ

เกิดโครงสรางแบบ oligomerization และจับกับเยื่อหุมเซลลเม็ดแดงได ในขณะท่ี A162V, D209N ไมเกิด

โครงสรางดังกลาว จากผลการทดลองท้ังหมดนี้ แสดงใหเห็นวา กรดอะมิโนบางตําแหนงท่ี loop ระหวาง β-4 

และ β-5 และ β-7 มีความสําคัญตอการจับของโปรตีนกับเยื่อหุมเซลล และการเกิด oligomerization ของ

โปรตีนนี้ การเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนบางตําแหนงในบริเวณดังกลาว มีผลทําใหการทํางานและโครงสรางของ

โปรตีนเปลี่ยนแปลงไป 

  
 
 
Abstract 
Cyt2Aa2 is a cytolytic toxin produced from Bacillus thuringiensis subsp. darmstadiensis. It is 
specifically toxic against Dipteran larvae in vivo, and also active to several cell types such as 
erythrocytes. The active toxin is proposed to bind to cell membrane, leading to the 



formation of membrane pore by toxin oligomerization and eventually cell lysis. This study 
aimed to characterize the role of expected lipid binding residues (I139, S159, L160, S161, 
A162, D209 and V215) of Cyt2Aa2. Alanine scanning mutants were constructed by site-
directed mutagenesis and expressed in E. coli. These mutants were expressed as inclusion 
bodies which were solubilized in 50 mM carbonate buffer pH 10.5. All mutants, except I139A 
and V215A could retain as activated toxins after proteinase K cleavage. Three mutants, 
S159A, L160A and S161A showed high hemolytic activity but low toxicity against A. aegypti. 
Membrane interaction assays showed that these mutants bound and formed complexes on 
rat red blood cells. Substitution by valine at A162 and asparagine at D209 could interfere 
membrane binding and oligomerization of the toxin. These mutants could not completely 
break RBC even at high concentration and showed no hemolytic activity. The mutant A162V 
showed no toxicity against A. aegypti, but D209N showed low toxicity against A. aegypti. Our 
data suggested that amino acids on loop between β4, β5 and β7 of Cyt2Aa2 toxin were 
involved in membrane binding as well as complex formation. Substitution of amino acids in 
these regions altered the biological activity. Selectivity of the toxin to certain target cells 
might be improved by amino acid replacement in these regions. 
 
ความสําคัญและท่ีมาของปญหาท่ีทําการวิจัย 

Bacillus thuringiensis (Bt หรือ บีที) เปนแบคทีเรียแกรมบวก เซลลรูปแทง ท่ีพบไดท่ัวไปใน

ธรรมชาติ โดยแบคทีเรียนี้สามารถผลิตโปรตีนท่ีเปนพิษตอแมลงไดหลายชนิด หนึ่งในโปรตีนท่ีเปนพิษท่ี B. 

thurigiensis ผลิตไดคือ กลุม Cytolytic toxin (Cyt) ซ่ึงเปนโปรตีนท่ีมีการสรางข้ึนในขณะท่ี B. thurigiensis 

มีการสราง endospore [1] โปรตีนนี้เม่ือถูกยอยบางสวนจะไดสารพิษเขาทําลายเยื่อบุกระเพาะอาหาร

สวนกลาง ของแมลงทําใหเกิดรูรั่ว และตายในท่ีสุด [2, 3] บีทีจะทําลายแมลงเฉพาะระยะตัวออนและจะออก

ฤทธิ์ไดตอเม่ือแมลงกินบีทีเขาไป ในกระเพาะอาหารสวนกลางแลว บีทีตางสายพันธุจะมีฤทธิ์ทําลายแมลงตาง

ชนิดกันไป โปรตีน Cyt2Aa2 เปน cytolytic  toxin  ท่ีสรางจาก Bacillus  thuringiensis  subsp. 

darmstadiensis   จะออกฤทธิ์อยางจําเพาะตอตัวออนแมลงในอันดับ Diptera (Culex  sp,  Stegomyia  

sp.)  และออกฤทธิ์ในเซลลหลายชนิดเชน erythrocytes และ  fibroblasts [4] เนื่องจากลําดับกรดอะมิโน

ของโปรตีนนี้ เหมือนกับ Cyt2Aa1 จาก B. thuringiensis subsp. kyushuensis ดังนั้นโปรตีน Cyt2Aa2 จึง

นาจะมีโครงสรางท่ีคลายคลึงกับ Cyt2Aa1 ซ่ึงประกอบดวย 6 α-helices  และ  7  β-sheets  [5, 6] ซ่ึง 

beta -sheets  มีตําแหนงอยูภายในหอดวย helices αA, αB, αC และ αD พบวาความยาวของ helices นี้ไม

เพียงพอท่ีจะสรางรูท่ีเยื่อหุมเซลล ในขณะท่ีความยาวของ beta-sheets  มีความเหมาะสมมากกวา [3] พบ

วาสวน alpha-helices  จะมีการเปลี่ยนแปลงโครงสรางและเกาะกับเยื่อหุมเซลล และหลังจากนั้นจะแทรกส

วน beta-sheets  เขาไปในเยื่อหุมเซลลโดย พบวาโปรตีน Cyt นี้สามารถเกิดกระบวนการ oligomerization 

ได  โครงสรางท่ีเกิดข้ึนนี้อาจมีผลทําใหเกิดการผิดปกติของเซลล และสงผลใหเซลลตายในท่ีสุด  [7, 8] ซ่ึง Cyt  

toxin  มีโครงสรางคลายกับ volvatoxin A2 (VVA) toxin [9] และ Evf toxin จาก Erwinia carotovora  

[10] จากการศึกษากอนหนานี้ พบวา C209 ของ Evf toxin เก่ียวของกับ pamitate binding site  โดยการ



เกิดพันธะ  thioester linkage [10] การทํา mapping ระหวาง  Cyt toxin  และ  Evf  toxin  พบวา lipid  

binding  cavity  ของ Cyt  toxin  อาจมีตําแหนงบน  αC  (M110),  αD  (I139),  loop  ระหวาง  αD  

และ  β-4 ท่ี residues T142, T144, N145, L146 และ β-7 (V215)  นอกจากนี้มีการเสนอวา residues 

V150, N159, L160, D209 และ T221 ใน  Cyt เก่ียวของกับ lipid binding pocket  [11] งานวิจัยนี้

ตองการศึกษา2บทบาทของกรดอะมิโนบางตัวใน Cyt2Aa2 ท่ีมีความสําคัญกับการจับเยื่อหุมเซลล และกิจกรรม

ของโปรตีน  Cyt  ผล2จากการศึกษานี้จะเปนขอมูลเพ่ิมเติมของการจับท่ี0เยื่อหุมเซลล0ของโปรตีน 2Cyt 2ซ่ึงนําไปสู2

ความเขาใจกลไกของโปรตีนชนิดนี้ 

วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 
เพ่ือศึกษาบทบาทของกรดอะมิโน (S159, L160, S161, A162, I139, D209 and V215) ใน โปรตีน Cyt2Aa2 

ตอการจับกับเยื่อหุมเซลล 

วิธีการดําเนินการวิจัย 

1. การสรางโปรตีนกลายพันธุ (Mutant construction) 

สรางโปรตีน Cyt toxin กลายพันธุดวยวิธี site-directed mutagenesis โดยการเปลี่ยนกรดอะมิโน S159, 

L160, S161, I139 และ V215 ใหเปน alanine ท้ังนี้ไดเปลี่ยน A162 ใหเปน valine เพ่ือดูผลกระทบของ

ขนาดของ side chain ท่ีใหญข้ึน เปลี่ยน D209 ใหเปน asparagine เพ่ือทดสอบความสําคัญของประจุลบ วา 

หากไมมีประจุลบในตําแหนงนี้ โปรตีนจะมีการเปลี่ยนแปลงหรือไม ซ่ึงการเปลี่ยนใหไดกรดอะมิโนตามตองการ 

ผูวิจัยตองออกแบบ primer ใหสอดคลองกับกรดอะมิโนท่ีตองการ หลังจากนั้นทํา PCR เพ่ือสรางพลาสมิด 

mutant และนําพลาสมิดท่ีไดถายเขาสู E.coli และตรวจสอบ DNA sequence ของ mutant ท่ีได 

2. การเตรียมโปรตีน Cyt toxin และการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี ระหวางโปรตีน Cyt toxin ชนิด wild 

type และ mutant 

โปรตีน Cyt toxin ชนิด wild type และ mutant จะทําใหมีการแสดงออกใน E.coli โดยมี IPTG เปนตัวชัก

นํา โปรตีนสารพิษท่ีผลิตไดจะทดสอบการละลายใน 50mM carbonate buffer pH 9.8 และจะยอยบางสวน

ของโปรตีนดวย proteinase K เพ่ือทําให protoxin เปน activated toxin ตรวจสอบการละลายในบัฟเฟอร 

และการถูกยอยใหเปน activated toxin โดยใช 12% SDS-PAGE 

3. การทดสอบความเปนพิษของ Cyt toxin 

3.1 การทดสอบความเปนพิษตอลูกน้ํายุงลาย 

นํา Cyt toxin ชนิด wild type และ mutant ท่ีความเขมขน 0.49 ug/ml – 250 ug/ml มาใหลูกน้ํายุงลาย

อายุ 2 วันกิน โดยแตละความเขมขนจะใหลูกน้ํา 10 ตัว/หลุม ท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ชั่วโมง และ

นับตัวตาย และนําผลท่ีไดมาหาคา IC50 ทํา 3 ครั้ง ครั้งละ 3 ซํ้า  

3.2 การทดสอบความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดแดง 

นํา activated Cyt toxin ท่ีความเขมขนตางๆ ตั้งแต 0.12 ug/ml – 250 ug/ml ผสมกับ 2% เซลลเม็ดเลือด

แดงของหนู ท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ชั่วโมง บันทึกผล end point ซ่ึงเปนความเขมขนของ Cyt 



toxin นอยท่ีสุดท่ียังทําใหเม็ดเลือดแดงแตก และบันทึกผลของ hemoglobin release โดยนําสารละลาย

สวนบนไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 540 nm 

4. การทดสอบการจับกันของ Cyt toxin กับเซลลเม็ดเลือดแดงของหนู 

นํา activated Cyt toxin ท่ีความเขมขม 5ug/ml มาผสมกับ 2% เซลลเม็ดเลือดแดงของหนู ท้ิงไวท่ี

อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 ชั่วโมง แลวปนเหวี่ยงเพ่ือตกตะกอนเซลลท่ีมี activated Cyt toxin เกาะอยูท่ีเยื่อหุม

เซลล วิเคราะหผลของตัวอยางท่ีไดดวย 12% SDS-PAGE และตรวจสอบ Cyt toxin ท่ีเกาะอยูกับเยื่อหุมเซลล

บนเจลโดยใชวิธ ีwestern blotting 

ผลการทดลอง 

1. การสรางโปรตีนกลายพันธุ (Mutant construction) 

ทําการสรางโปรตีนกลายพันธุดวยวิธ ี site-directed mutagenesis โดยการเปลี่ยนกรดอะมิโน I139, S159, 

L160, S161, และ V215 ใหเปน alanine เปลี่ยน A162 ใหเปน valine และเปลี่ยน D209 ใหเปน 

asparagine โดยออกแบบ primer ท่ีตําแหนงของกรดอะมิโนตางๆ ตามตารางท่ี 1 

 

 

 

 

ตารางท่ี 1  Mutagenic primers for site-directed mutagenesis 

Primer Sequence (5’→ 3’) 

I139AF 5' GAAGCTACAGCTAAAGGCACATTTAC 3' 

I139AR 5' GTAAATGTGCCTTTAGCTGTAGCTTC 3' 

S159AF 5' GGATTTTTTGGCATGCTTTATCCGCCC 3' 

S159AR 5' GGGCGGATAAAGCATGCCAAAAAATCC 3' 

L160AF 5' GGCATAGTGCATCCGCCCACAATACAA 3' 

L160AR 5' TTGTATTGTGGGCGGATGCACTATGCC 3' 

S161AF 5' GGCATAGTTTAGCCGCCCACAATACAAG 3' 

S161AR 5' GTTGTATTGTGGGCGGCTAAACTATGCC 3' 

A162VF 5' GGCATAGTTTATCCGTACACAATACAAG 3' 

A162VR 5' CTTGTATTGTGTACGGATAAACTATGCC 3' 



D209NF 5' CAATAAAAAATAGTGCACGATATGAAG 3' 

D209NR 5' CTTCATATCGTGCACTATTTTTTATTG 3' 

V215AF 5' GTGCACGATATGAAGCTAAAATGAAAGC 3' 

V215AR 5' GCTTTCATTTTAGCTTCATATCGTGCAC 3' 

 

 

 

 

 

 

 

ทําการสกัดพลาสมิดท่ีมียีน cyt2Aa2 (pGEM-Cyt2Aa2)  เพ่ือนํามาใชเปน template สําหรับการทํา site-

directed mutagenesis โดยพลาสมิดท่ีมียีน cyt2Aa2 (pGEM-Cyt2Aa2) มีขนาดประมาณ 3.8 kb ดังรูปท่ี 

1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 1 พลาสมิดท่ีมียีน cyt2Aa2 (pGEM-Cyt2Aa2) มีขนาด

ประมาณ 3.8 kb  

 

นําพลาสมิดท่ีสกัดไดมาใชเปน template ในการทํา site-directed mutagenesis โดยใช primer ตามตาราง

ท่ี 1 โดยมีข้ันตอนการทํา PCR ดังนี้ 

Denature 95
oC   1 นาที 

Denature 95oC   30 วินาที 



Annealing 55oC  30 วินาที              25 รอบ 

Extension 72oC   3 นาที 

Final extension 72oC  5 นาที 

นําผล PCR ท่ีไดมาตรวจสอบใน 0.8% agarose gel ไดผลดังรูปท่ี 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูป

ท่ี 2 PCR product ของพลาสมิดกลายพันธุ (I139A, S159A, L160A, S161A, A162V, D209N, V215A) ท่ี

ทําดวยวิธี site-directed mutagenesis 

 

นําพลาสมิดกลายพันธุท่ีไดถายเขาสู E.coli และนําไปตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน cyt2Aa2 เพ่ือ

ยืนยันความถูกตองวาไดพลาสมิดกลายพันธุ จากผลของลําดับนิวคลีโอไทดของทุกพลาสมิดกลายพันธุ พบวา

สามารถสรางพลาสมิดกลายพันธุทุกตัวไดถูกตอง 

 

2. การเตรียมโปรตีน Cyt toxin และการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี ระหวางโปรตีน Cyt toxin ชนิด wild 

type และ mutant 

โปรตีน Cyt toxin ชนิด wild type และ mutant จะทําใหมีการแสดงออกใน E.coli โดยมี IPTG เปนตัวชัก

นํา จากผลการทดลอง พบวา เกือบทุก mutant สามารถถูกชักนําใหเกิดการแสดงออกของโปรตีนได ยกเวน 

I139A มีการแสดงออกของโปรตีนท่ีต่ํามาก ดังรูปท่ี 3 โปรตีน Cyt2Aa2 มีขนาดประมาณ 29 kDa โดยจะมี

การแสดงออกใน E.coli ในรูปของ inclusion body (I) หลังจากนั้นผูวิจัยไดทําการยืนยันวามีการแสดงออก

ของโปรตีน Cyt2Aa2 ท้ัง wild type และ mutant ดวยวิธ ีWestern blotting ดังแสดงในรูปท่ี 4 โปรตีน

สารพิษท่ีผลิตไดจะทดสอบการละลายใน 50mM carbonate buffer pH 9.8 และจะยอยบางสวนของโปรตีน

ดวย proteinase K เพ่ือทําให protoxin เปน activated toxin ตรวจสอบการละลายในบัฟเฟอร และการถูก



ยอยใหเปน activated toxin โดยใช 12% SDS-PAGE ดังแสดงในรูปท่ี 5 พบวา เกือบทุก mutant ท่ีมีการ

แสดงออกของโปรตีน สามารถละลายไดใน 50mM carbonate buffer และถูกยอยดวย proteinase K ได

activated toxin ท่ีมีขนาดประมาณ 25 kDa ยกเวน mutant V215A ไมละลายใน 50mM carbonate 

buffer  

 

รูปท่ี 3 การแสดงออกของโปรตีน Cyt2Aa2 ท่ีเปน wild type และ mutant; M = Protein marker, C = 

cell lysate, S = soluble fraction, I = pellet fraction (inclusion body) โดยลูกศรสีแดง แสดงถึง

โปรตีน Cyt2Aa2 ท่ีแสดงออก 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4 ผล

การ

ยืนยัน วา

โปรตีนท่ีแสดงออกเปน Cyt2Aa2 wild type และ mutant ดวยวิธ ีWestern blotting โดยใช Anti-Cyt 

antibody เปน Primary antibody 

 

 

 

 

 



 

รูปท่ี 5 การทดสอบการละลายของโปรตีน Cyt2Aa2 wild type และ mutant; M = Protein marker, I = 

inclusion body, P = pellet fraction หลังจากละลายใน 50mM carbonate buffer, S = soluble 

fraction หลังจากละลายใน 50mM carbonate buffer, A = activated toxin 

 

3. การทดสอบความเปนพิษของ Cyt toxin 

3.1 การทดสอบความเปนพิษตอลูกน้ํายุงลาย 

นํา Cyt toxin ชนิด wild type และ mutant ท่ีความเขมขน 0.49 ug/ml – 250 ug/ml มาใหลูกน้ํายุงลาย

อายุ 2 วันกิน โดยแตละความเขมขนจะใหลูกน้ํา 10 ตัว/หลุม ท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ชั่วโมง และ

นับตัวตาย และนําผลท่ีไดมาหาคา IC50 ทํา 3 ครั้ง ครั้งละ 3 ซํ้า พบวา wild type สามารถฆาลูกน้ํายุงลายได

ดีท่ีสุด โดยมีคา LC50 0.6 µg/ml สวน mutant S159A, L160A, S161A และ D209N มีฤทธิ์นอยกวา wild 

type สวน mutant I139A, A162V, V215A ไมสามารถฆาลูกน้ํายุงลายได ถึงแมวาความเขมขนของโปรตีนสูง

ถึง 250 µg/ml ผลตามตารางท่ี 2 

3.2 การทดสอบความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดแดง 

นํา activated Cyt toxin ท่ีความเขมขนตางๆ ตั้งแต 0.12 ug/ml – 250 ug/ml ผสมกับ 2% เซลลเม็ดเลือด

แดงของหนู ท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ชั่วโมง บันทึกผล end point ซ่ึงเปนความเขมขนของ Cyt 

toxin นอยท่ีสุดท่ียังทําใหเม็ดเลือดแดงแตก จากผลการทดลอง พบวา Cyt2Aa2 wild type สามารถทําให

เซลลเม็ดเลือดแดงแตกไดดีท่ีสุด รองลงมาคือ mutant S159A, L160A, S161A สวน mutant I139A, 



A162V, D209N, V215A ไมทําใหเซลลเม็ดเลือดแดงแตก ผลตามตารางท่ี 2 และบันทึกผลของ hemoglobin 

release โดยนําสารละลายสวนบนไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 540 nm พบวา S159A, L160A ใหผล 

%hemolysis ใกลเคียงกับ wild type สวน mutant S161A สามารถทําใหเม็ดเลือดแดงแตกตัวได แตใช

เวลาท่ีนานกวา wild type สวน mutant A162V และ D209N ใหผล %hemolysis ไมเกิน 10% เม่ือเทียบ

กับ wild type ดังแสดงในรูปท่ี 6 

 

ตารางท่ี 2 คุณสมบัติการแสดงออกของโปรตีน การละลาย การถูกยอยดวย proteinase K Hemolytic end 

point และคา LC50 Larvacidal activity 

Toxin 
Protein 

Expression 
Solubility Activation 

Hemolytic  

end-point 

(µg/ml) 

Larvicidal 

activity LC50 

(µg/ml) 

WT Yes +++ Yes 0.05-0.1 0.6 (0.5-0.7) 

I139A Low _ nd nd Non toxic 

S159A Yes +++ Yes 0.1-0.2 1.3(1.0-1.6) 

L160A Yes +++ Yes 0.1-0.2 1.3 (1.0-1.6) 

S161A Yes +++ Yes 0.2-0.4 1.7 (1.2-2.2) 

A162V Yes +++ Yes No lysis Non toxic 

D209N Yes +++ Yes No lysis 1.3 (0.9-1.7) 

V215A Yes _ nd nd Non toxic 

 

*nd, not determined because there was no activated toxin for the assay. 

 

 

 
 

 
 



 
 

รูปท่ี 6 คุณสมบัติของโปรตีน Cyt2Aa2 wild type และ mutant ท่ีสามารถทําใหเม็ดเลือแดงแตกได 

 

4. การทดสอบการจับกันของ Cyt toxin กับเซลลเม็ดเลือดแดงของหนู 

นํา activated Cyt toxin ท่ีความเขมขม 5ug/ml มาผสมกับ 2% เซลลเม็ดเลือดแดงของหนู ท้ิงไวท่ี

อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 ชั่วโมง แลวปนเหวี่ยงเพ่ือตกตะกอนเซลลท่ีมี activated Cyt toxin เกาะอยูท่ีเยื่อหุม

เซลล วิเคราะหผลของตัวอยางท่ีไดดวย 12% SDS-PAGE และตรวจสอบ Cyt toxin ท่ีเกาะอยูกับเยื่อหุมเซลล

บนเจลโดยใชวิธ ีwestern blotting พบวา โปรตีน Cyt2Aa2 wild type และ mutant S159A, L160A และ 

S161A สามารถประกอบโครงสรางเปน oligomer ท่ีมีหลายขนาด และจับกับเซลลเม็ดเลือดแดงได (ตาม

ลูกศรชี้) สวน mutant A162V และ D209N ไมสามารถจับกับเซลลเม็ดเลือดแดงได ดังแสดงในรูปท่ี 7 

 

 

 

 

 



รูปท่ี 7 การทดสอบการจับกันของโปรตีน Cyt2Aa2 wild type และ mutant กับเซลลเม็ดเลือดแดง 

ตรวจสอบดวยวิธ ีWestern blotting 

 

วิจารณและสรุปผลการทดลอง 

งานวิจัยนี้ตองการศึกษาบทบาทของกรดอะมิโน S159, L160, S161, A162 ท่ีอยูท่ี loop ระหวาง β-4 และ 

β-5 กรดอะมิโน I139 ท่ีเสน α-D กรดอะมิโน D209 และ V215 ท่ี β-7 วามีความสําคัญตอการจับกันของ

โปรตีน Cyt2Aa2 กับเยื่อหุมเซลลหรือไม จากการทดลองโดยการสราง mutant พบวา mutant I139A ไมมี

การแสดงออกของโปรตีน นั่นแสดงใหเห็นวา กรดอะมิโนตําแหนงนี้ อาจจะมีความสําคัญตอการสรางโปรตีน

และการเกิดโครงสรางของโปรตีนท่ีถูกตองใน E.coli ดังนั้นผูวิจัยจึงไมมีโปรตีน mutant I139A เพ่ือการ

ทดลองตอไป สําหรับ mutant ตัวอ่ืน พบวามีการแสดงออกของโปรตีนในรูปของ inclusion body ซ่ึงเปน

โปรตีนท่ีตกตะกอนในเซลล ในข้ันตอนตอไปเปนการทดสอบการละลายของโปรตีนใน 50mM carbonate 

buffer พบวา mutant V215A ไมละลายในบัฟเฟอรดังกลาว นั่นหมายถึงวาโครงสรางของโปรตีน V215A ไม

สามารถเกิด interaction กับบัฟเฟอรได ซ่ึงอาจจะเกิดจากโครงสรางของโปรตีนเกิดการมวนพับท่ีไมเหมาะสม 

แตสําหรับ mutant ท่ีเหลือ คือ S159A, L160A, S161A, A162V และ  D209N สามารถละลายไดใน 50mM 

carbonate buffer และถูกตัดดวย proteinase K ไดเปน activated toxin ได เม่ือนํา mutant เหลานี้ไป

ทดสอบความเปนพิษตอลูกน้ํายุงลาย และความสามารถท่ีทําใหเม็ดเลือดแดงแตก พบวา A162V ไมสามารถ

ฆาลูกน้ํายุงลาย และไมสามารถทําใหเม็ดเลือดแดงแตกได เม่ือตรวจสอบการ binding ของ A162V พบผลท่ี

สอดคลองกันวา mutant ตัวนี้ไมสามารถ form ตัวเปน oligomer และไมจับกับเซลลเม็ดเลือดแดง สวน 



D209N สามารถฆาลูกน้ํายุงลายได แตไมสามารถทําใหเม็ดเลือดแดงแตกได เม่ือทดสอบการ binding ของ 

mutant ตัวนี้ พบวา ไมเกิดการ form oligomer และไมจับกับเซลลเม็ดเลือดแดง ในขณะท่ี mutant ตัวอ่ืน 

คือ S159A, L160A, S161A สามารถฆาลูกน้ํายุงลายและทําใหเม็ดเลือดแดงแตกได แตมีฤทธิ์ท่ีรุนแรงนอย

กวา wild type เม่ือทดสอบการ binding ของ mutant เหลานี้ ใหผลวา mutant สามารถ form oligomer 

และจับกับเซลลเม็ดเลือดแดงได ดังนั้นผลการทดลองท้ังหมดนี้แสดงใหเห็นวา กรดอะมิโนบางตําแหนงท่ี loop 

ระหวาง β-4 และ β-5 และ β-7 มีความสําคัญตอการจับของโปรตีนกับเยื่อหุมเซลล และการเกิด 

oligomerization ของโปรตีนนี้ การเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนบางตําแหนงในบริเวณดังกลาว มีผลทําใหการ

ทํางานและโครงสรางของโปรตีนเปลี่ยนแปลงไป 
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