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บทคัดยอ

ปญหาการดื้อยาปฏิชีวนะโดยเฉพาะในเชื้อแบคทีเรีย ทําใหมีความพยายามในการหาสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพอื่น ๆ ที่สามารถนํามาใชทดแทนบาปฏิชีวนะได หนึ่งในสารที่มีการวิจัยกันอยางกวางขวาง คือ เปปไทด
ตานจุลชีพ ซึ่งเปนองคประกอบสําคัญของภูมิคุมกันที่มีมาแตกําเนิด เปปไทดตานจุลชีพพบไดในสิ่งมีชีวิตทุก
ชนิด แตมีรายงานพบมากในสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก โดยเฉพาะในกลุมกบ งานวิจัยนี้มุงคนหายีนที่
กําหนดการสรางเปปไทดตานจุลชีพ จากกบหลังไพล (Rana lateralis) เพื่อจะสามารถทํานายลําดับของเปป
ไทดที่ได และประเมินความเปนไปไดในการใชเปปไทดที่คนพบในการบําบัดรักษาโรคติดเชื้อ ผลการทดลอง
พบวา เปปไทด RQ1 ซึ่งมีลําดับกรดอะมิโน ILPLLAGLVHGLSSIFGK ประจุสุทธิ +2 ความยาว 18 กรดอะมิโน 
ซึ่งอาจจัดไวในกลุม Temporins มีคุณสมบัติยับยั้งการเจริญของเชื้อแกรมบวกไดดีกวาแกรมลบ (MIC สําหรับ
เชื้อ Staphylococcus aureus  และ Bacillus cereus มีคาเทากับ 25 µM และ 50 µM ตามลําดับ) แตยัง
มีคาความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดแดงสูง (HC50 = 60 µM) ดังนั้น การนํามาพัฒนาตอเปนยา อาจจําเปนตอง
มีดัดแปลงลําดับของกรดอะมิโนกอนนําไปใช

คําสําคัญ เปปไทดตานจุลชีพ แบคทีเรีย กบหลังไพล



ค

Abstract

Antibiotic resistance, especially in bacteria has motivated scientists to find novel 
bioactive compounds which may be used as antibiotic alternative. One of the most 
promising agents is antimicrobial peptide (AMP) which is a part of innate immune response. 
AMPs can be found virtually in all organisms but there are abundant in amphibians 
especially in frogs. This work focused on cloning AMP genes from Rana lateralis in order to 
get the sequence of putative peptides which were used for peptide synthesis. To assess 
therapeutic potential, each synthetic peptide was then used for antimicrobial peptide assay 
and hemolytic assay. The result indicated that 18-residue peptide RQ1 
(ILPLLAGLVHGLSSIFGK) which has +2 net charge may be classified into Temporin family. This 
peptide can inhibit gram positive bacteria better than gram negative bacteria (MIC for 
Staphylococcus aureus and Bacillus cereus were 25 µM and 50 µM respectively). However, 
toxicity toward red blood cell was relatively high (HC50 = 60 µM). Thus, change of some 
amino acid sequence through peptide engineering is needed. 

Keyword: Antimicrobial Peptides, Bacteria, Rana lateralis
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บทนําและงานวิจัยที่เกี่ยวของ

ยีนที่กําหนดการสราง Antimicrobial peptides (AMPs) พบไดเปนจํานวนมากในธรรมชาติ โดย
สิ่งมีชีวิตหลายเซลลทั้งในอาณาจักรพืชและสัตว สามารถสังเคราะห AMPs ได โดย AMPs เปนกลไกสวน
หนึ่งของภูมิคุมกันที่มีมาแตกําเนิด (innate immunity) และเปนดานแรกของการปองกันตัวของสิ่งมีชีวิต
จากการรุกรานของเชื้อโรคตางๆ

AMPs ทํางานตอตานจุลินทรียโดยการเขารบกวนเสถียรภาพเยื่อหุมของจุลินทรีย และทําให
จุลินทรียหยุดการเจริญเติบโตหรือตาย กลไกการทํางานเชนนี้เปนกลไกที่ไมจําเพาะ (low specificity) 
ดังนั้น AMP ชนิดหนึ่ง ๆ จึงมีผลตอจุลินทรียหลายชนิด (broad spectrum effect) ซึ่งสามารถนํามา
ประยุกตใชแกไขปญหาการดื้อยาปฏิชีวนะได 

ในชวง 3 ทศวรรษที่ผานมา มีการใชยาปฏิชีวนะอยางกวางขวาง ประกอบกับการใชยาปฏิชีวนะ
อยางไมถูกตอง ทําใหกอใหเกิดปญหาการดื้อยา มีเชื้อโรคหลายชนิดไดกลายพันธุและดื้อยาหลายชนิดพรอม
กัน (multidrug resistance) ดังนั้น สิ่งสําคัญอันดับตนๆ ในขณะนี้ คือ การพัฒนายาแนวใหม หรือ การดึง
เอาโมเลกุลจากธรรมชาติมาใช ซึ่งจะชวยในการควบคุมการระบาดของเชื้อโรค ทั้งในคน สัตวเลี้ยงและพืช
โดยโมเลกุลที่จะนํามาใช ควรมีลักษณะ ดังนี้ คือ (1) มีความเปนธรรมชาติมากที่สุด (2) มีผลตอตานเชื้อโรค
หลายชนิด (3) ผลิตงาย (4) และไมกอใหเกิดการดื้อยาไดงาย เห็นไดวา Antimicrobial Peptides (AMPs) 
มีลักษณะครบทั้ง 4 ประการ ดังที่กลาวขางตน

นอกจากประโยชนในเชิงการนําไปใชแลว การศึกษา AMPs ยังมีประโยชนในวิจัยเพื่ออนุรักษและ
จัดการ ปญหาการลดลงของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก ซึ่งไดเกิดมากขึ้นในชั่วหลายทศวรรษที่ผานมาและได
แพรกระจายออกไปในพื้นที่สวนตางๆ ของโลก มีการตั้งสมมติฐานวาอาจเกิดจากปจจัยทางกายภาพ ทําให
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ระบบภูมิคุมกันของกบออนแอ ทําใหเกิดโรคอุบัติใหมที่ไมเคยมีมากอน โดยเฉพาะอยางยิ่งการติดเชื้อราพวก 
chytrid 

การสอบสวนเอกสาร
เปปไทดตานจุลชีพถือเปนองคประกอบสําคัญในระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะของสิ่งมีชีวิตแทบ

ทุกชนิด เพื่อปองกันการบุกรุกของเชื้อจุลชีพที่เขามาภายในรางกาย ในชวง 20 กวาปที่ผานมาไดมีการ
คนพบเปปไทดตานจุลชีพหลายชนิดในสัตวมีกระดูกสันหลัง และไมมีกระดูกสันหลัง รวมถึงพืช ราและ
แบคทีเรีย (Reddy, et al. 2004) เปปไทดตานจุลชีพนี้มีคุณสมบัติบางอยางรวมกัน คือ มีขนาดเล็ก (<10 
kDa) มีประจุสุทธิเปนบวก มีสมบัติเปน amphipathic และมีความยาวรวมทั้งโครงสรางทุติยภูมิที่
หลากหลาย สามารถทําลายเชื้อจุลชีพไดรวดเร็วโดยปราศจากความเปนพิษตอ host cell ดวยการยึดเกาะ
และแทรกตัวผานเยื้อหุมเซลลที่เปนลบของจุลชีพเขาไป ทําใหเกิดรูรั่ว จุลชีพจึงสูญเสียความสมดุลในการ
ผานเขาออกของสารภายในและภายนอกเซลลทําใหเซลลแตกในที่สุด  

เนื่องจากกลไกการทํางานไมมีความจําเพาะตอเยื่อหุมเซลลของจุลชีพตามแบบฉบับของยาปฏิชีวนะ
ทั่วไปจึงไมทําใหจุลชีพเกิดการตานทานไดโดยงาย (Zasloff, M 2002) อีกทั้งยังออกฤทธิ์กวางไมเพียงแตใน
เชื้อแบคทีเรียเทานั้น เชน มีการวิจัยผลของเปปไทดตานจุลชีพตอเชื้อไวรัส HIV (VanCompernolle, et al. 
2005) ปจจุบันเปปไทดตานจุลชีพนั้นถูกนําไปใชในการรักษาผูปวยที่เปนแผลพุพอง แผลที่เทาของผูปวย
โรคเบาหวานและการติดเชื้อ Helicobacter ในกระเพาะอาหาร (Reddy, et al. 2004) เปปไทดตานจุลชีพ
จึงนับเปนทางเลือกที่ดีในการใชกําจัดเชื้อจุลชีพที่กอใหเกิดโรค

จากการศึกษาคนควาพบวา กบเปนแหลงที่มีเปปไทดตานจุลชีพอยูมาก โดยจะสรางและหลั่ง
ออกมาจากตอมใตผิวหนังชนิด granular gland เพื่อชวยปองกันอันตรายจากเชื้อจุลชีพตาง ๆ ที่มีอยูใน
สภาพแวดลอมที่มันอาศัยอยู สัตวสะเทินน้ําสะเทินบกเปนกลุมสิ่งมีชีวิตกลุมหนึ่งที่สามารถผลิต AMPs ได
หลายชนิดและมีการนํามาใชประโยชนอยางยาวนานตามภูมิปญญาชาวบาน ทั่วโลกจะมีการศึกษา AMPs 
กันมากในกบแฟมิลี Hylidae และ Ranidea โดยมีรายงานการศึกษาในเกือบทุกทวีป ไดแก อเมริกาเหนือ 
อเมริกาใต ยุโรป เอเชีย และออสเตรเลีย (Conlon, et al. 2004)

เมื่อพิจารณาในระดับยีนจะพบวา AMPs มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงมาก ยีนที่กําหนดการ
สรางโปรตีนเหลานี้มีความแตกตางกัน และกําหนดการสรางโปรตีนหลากหลายชนิด Vanhoye (Vanhoye, 
et al. 2003) ไดประมาณการจํานวนชนิดของ AMPs ในกบ โดยใชขอมูลจาก AMPs ที่คนพบบางแลว โดย
คาดคะเนวา AMPs จะมีความหลากหลายสูงมาก โดยหากกบแตละชนิดสามารถผลิต AMP ได 10-20 ชนิด 
ดังนั้น กบทั่วโลกประมาณ 5,000 ชนิดสามารถผลิต AMP ชนิดตางๆ ไดรวมกันประมาณ 100,000 ชนิด 
สําหรับในประเทศไทยมีสัตวจําพวกกบอยูประมาณ 80 ชนิด ดังนั้น สามารถประมาณการไดวานาจะมี 
AMPs จํานวนประมาณ 800-1600 ชนิด และเปนทรัพยากรที่ยังไมไดถูกนํามาใชประโยชน จึงเปนที่
นาสนใจที่จะศึกษา AMPs ในกบชนิดที่พบในไทยแตยังไมไดรับการศึกษามากอน เพื่อนํามาใชประโยชนใน
ดานการแพทยตอไป โดยอาจใชเปนทางเลือกแทนยาปฏิชีวนะ (Jagusztyn-Krynicka, et al. 2001) ในการ
วิจัยน้ีไดศึกษา จึงเปนที่นาสนใจในการทําการศึกษาเปปไทดตานจุลชีพจากกบหลังไพล (Rana lateralis) ที่
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พบในประเทศไทย กบชนิดนี้อยูในแฟมิลี Ranidea  ซึ่งหาไดงาย  มีอยูทั่วไป และยังไมไดรับการศึกษามา
กอน

วัตถุประสงคของโครงการ

1. เพื่อศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีนที่กําหนดการสราง antimicrobial peptides 
(AMPs) จากสัตวสะเทินน้ําสะเทินชนิดที่พบในประเทศไทยและยังไมเคยมีการศึกษามากอน

2. เพื่อศึกษาความเปนไปไดในการพัฒนาเปปไทดที่คนพบ เพื่อใชแทนยาปฏิชีวนะ โดยดูจาก
ความสามารถในการฆาเชื้อ และความเปนพิษตอเซลลของสัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานม
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วิธีดําเนินการศึกษา

วัสดุอุปกรณ
เครื่องกระตุนผิวหนังกบดวยไฟฟา ชุดสกัด mRNA dynal bead น้ํากลั่น
หลอดทดลองขนาด 1.5 ml Micropipette ขนาด 2, 20, 

200, 1000 ul
หลอด PCR ผนังบางขนาด 0.2 
ml

Thermo cycler One-Step RT-PCR kit Agarose
ชุด Gel Electrophoresis สียอม DNA SyBR แหลงกําเนิดแสงสีน้ําเงิน
PCR TOPO cloning kit Plasmid purification kit High speed centrifuge
UV spectrophotometer Incubator shaker Biosafety cabinet
Computer ขวดรูปชมพู Kanamycin
เลือดหนู rat เชื้อแบคทีเรีย 

Escherichia coli (ATCC 
25922)  Bacillus cereus
(ATCC 1729) Staphylococcus 
aureus (ATCC 25923) และ 
Salmonella typhimurium 
(ATCC 13311) 

96-well plate

Microplate reader LB broth MHB broth
MHB agar Vortex Primers
Phosphate buffer saline Culture dish Loop
Filtered pipette tips
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แผนภาพแสดงขั้นตอนการทดลอง

กบหลังไพล

 สกัด mRNA จากเมือก

RT-PCR

cDNA cloning

สกัด plasmid

หาลําดับเบส

วิเคราะหลําดับเบส

สังเคราะหเปปไทด

ทดสอบฤทธิ์ตานจุลชีพ
และฤทธิ์ในการทําใหเซลลเม็ด

เลือดแดงแตก 
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การเก็บเมือกจากผิวหนังของกบ 
นํากบหลังไพลจํานวน 2 ตัวซึ่งเก็บมาจากเขาวังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี และสวนสัตวเปดเขาเขียว 

จังหวัดชลบุรีมากระตุนที่ผิวหนังดานหลัง ดวยไฟฟาความตางศักย 6 โวลต (เครื่องกระตุนกลามเนื้อขาของ
กบ) เพื่อใหสัตวหลั่งเมือกออกมา จากนั้นดูดเมือกมาผสมใน Cell lysis/mRNA stabilization Solution 
ไดเปนสารละลายเมือกที่พรอมทําการสกัดในข้ันตอนตอไป

การสกัด mRNA
ทําการแยกเอาเฉพาะ mRNA จากสารละลายเมือกดวย Dynabeads®  mRNA DIRECTTM KIT 

ซึ่งอาศัยเม็ด Magnetic beads ที่เชื่อมตอกับสาย oligo dT เปนตัวเลือกจับกับ mRNA ที่อยูในเมือก โดย
นําสารละลายเมือกในขั้นตอนที่แลว เติมลงในหลอดที่มี Magnetic beads จากนั้นวางหลอดในแทน
แมเหล็ก ดูดสารละลายทิ้งไป ชะ Magnetic beads ดวย buffer แลวดูดเอาสวนของเหลวทิ้งไปจนหมด 
จากนั้นเติม elution buffer แลวใชความรอน 70°C ในการแยก mRNA ออกจาก Magnetic beads เก็บ 
mRNA ที่อุณหภูมิ -80 °C จนกวาจะทําการทดลองขั้นถัดไป

การโคลนยีน
อาศัยกระบวนการ Reverse-Transcription PCR (RT-PCR) ในการสังเคราะห cDNA จาก 

mRNA ที่ไดจากการสกัดในขั้นตอนที่แลว โดยใชสารเคมีและเอนไซมดังนี้
2X reaction mix 10   µl 
mRNA 2.5  µl
primer RANASS (10uM) 0.5  µl
oligo dT (5uM) 0.5  µl
Reverse-transcriptase 1.0  µl 
Distilled water 5.5  µl

ภายใตสภาวะ
Reverse transcription  55°C 30 นาที 
Denaturation 94°C 2 นาที 

จากนั้นเขาสู PCR cycle 35 รอบ 
Denaturation 94°C 15 วินาที
Annealing 62°C 30 วินาที 
Extension 68°C 45 วินาที 

แลวเขาสู  
Final extension 68°C 10 นาที

ตรวจผลของผลิตภัณฑ RT-PCR ที่ได โดยดูที่ขนาดของ cDNA ซึ่งมีขนาดประมาณ 300-400 คู
เบส ดวยวิธี Gel Electrophoresis ใน 0.8% Agarose gel
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เมื่อไดผลิตภัณฑ PCR จึงทําการโคลนยีนโดยอาศัย TOPO TA Cloning®  Kits ซึ่งจะนํา cDNA ที่
ไดมาแทรกเขาใน plasmid vector ชนิด pCR2.1-TOPO จากนั้นทําการถายยีนเขาสูเซลลของ TOP10 
E.coli โดยละลาย competent cell ในน้ําแข็ง 5 นาที เติม cloning reaction 2.5 µl ผสมใหเขากัน แช
หลอดในน้ําแข็ง 20 นาที จากนั้น Heat shock ใหความรอนที่ 42°C นาน 30 วินาที แลวนําหลอดกลับสู
น้ําแข็ง 10 วินาที จึงนํา transformants ที่ไดเลี้ยงใน S.O.C. medium 250 µl เขยาที่ความเร็ว 100 รอบ
ตอนาทีที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นถายเชื้อลงใน agar plate ที่มี Kanamycin ความ
เขมขน 50 µg/ml สุดทาย incubate ที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง โคโลนีที่เกิดขึ้นจะถูกสุม
เลือกเพื่อทําการเพิ่มจํานวน ใชปลายทิปจิ้มโคโลนีที่แยกตัวเดี่ยว ๆ ออกมาใสหลอดขนาด 1.5 ml ที่มี LB 
medium และ Kanamycin (50 µg/ml) ทําซ้ําเชนนี้จนไดจํานวนโคโลนีตามตองการ จากนั้น incubate ที่
อุณหภูมิ 32°C เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง และเก็บรักษาเซลลไวที่อุณหภูมิ -20° จนกวาจะทําการทดลองขั้น
ถัดไป

การสกัด plasmid
นําแตละโคโลนีที่คัดเลือกไวไปแยกเลี้ยงเพิ่มจํานวนใน LB medium ที่มี kanamycin (50 µg/ml) 

โดย incubate ที่อุณหภูมิ 32°C เขยาที่ความเร็ว 100 รอบตอนาที เปนเวลานานขามคืนจึงทําการสกัด 
plasmid ดวย GeneJET™ Plasmid Miniprep KIT (Fermentas) แลวสงไปที่ Marcogen Inc. เพื่อนําไป
หาลําดับเบสตอไป

การวิเคราะหลําดับเบส 
ทําการ Translation เพื่อแปลงลําดับเบสเปนลําดับกรดอะมิโน และ Alignment โดยโปรแกรม 

Vector NTI Advance 11 และใชเครื่องมือ Blast ในการหาความใกลเคียงกันของลําดับกรดอะมิโนของ
เปปไทดที่ไดจากฐานขอมูลออนไลนของ NCBI และ APD: the Antimicrobial Peptide Database 
จากนั้นวิเคราะหหาโครงสรางทุติยภูมิของเปปไทดจากเว็บไซต NPS@: HNN secondary structure 
prediction (http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_nn.html)  เพื่อ
รวบรวมขอมูลความเปนไปไดที่เปปไทดจะมีฤทธิ์ตอตานเชื้อจุลชีพ  

การทดสอบฤทธิ์ของเปปไทดในการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลชีพ
อาศัยวิธี micro-dilution broth method เพื่อหาคา Minimum inhibitory concentration 

(MIC) (Wiegand et al., 2008) โดยใชเชื้อแบคทีเรียซึ่งเปนเชื้อกอโรค 4 ชนิด คือ Escherichia coli
(ATCC 25922) Bacillus cereus (ATCC 1729) Staphylococcus aureus (ATCC 25923) และ 
Salmonella typhimurium (ATCC 13311) เริ่มจากเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียแตละชนิดใน 5 ml MHB broth 
ที่ 37 °C เปนเวลา 1-2 ชั่วโมง จนกระทั่งเชื้อแบคทีเรียที่ไดมีคา OD600 อยูในชวง 0.1-0.3 โดยวัดจาก 
Spectrophotometer จากนั้นนําไปเจือจางตอใน MHB broth ใหมีคา OD600 เปน 0.02 สําหรับเก็บไว
เปน stock แลวนําไปทดสอบโดยเจือจางตอใหมีคา OD600 เปน 0.002 
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ขั้นตอไป จะใช 96-well plate ทําการเตรียมเปปไทดใหมีความเขมขน 8000 µM จากนั้นใส 
MHB broth ที่ปราศจากเชื้อปริมาตร 90 µl ในหลุมที่ 1 และปริมาตร 50 µl ในหลุมที่ 2-10 นําเปปไทด
ปริมาตร 10 µl จากที่เตรียมไวออกมาเจือจางดวยวิธี 2-fold serial dilution ใสลงในหลุมที่ 1 แลวจึงเริ่ม
เจืองจางเปปไทดในหลุมที่ 1 โดยปเปตตสารละลาย 50 µl จากหลุมที่ 1 ใสลงในหลุมที่ 2 แลวปเปตต
สารละลายในหลุมที่ 2 มา 50 µl ใสลงไปในหลุมที่ 3 ทําเชนนี้ในหลุมถัดไปจนถึงหลุมที่ 10 แลวปเปตต
สารละลายจากหลอดสุดทายปริมาตร 50 µl ทิ้ง จะไดความเขมขนของเปปไทดที่อยูในชวง 0.78 - 400 µM 

หลังจากนั้นนําเชื้อแบคทีเรียที่เตรียมไวในขางตนปริมาตร 50 µl ใสลงในแตละหลุม และทํา 
growth control และ sterility control โดยจะใส MHB broth ที่ปราศจากเชื้อ 50 µl ผสมกับเชื้อ
แบคทีเรีย 50 µl และ MHB broth ที่ปราศจากเชื้อ 100 µl ตามลําดับ นําไป incubate ที่ 37°C เปนเวลา 
16-24 ชั่วโมง จากนั้นวัดผลดวยสายตาโดยเปรียบเทียบระดับความขุนในแตละหลุมกับ sterility control 
ซึ่งเปปไทดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลชีพไดหลุมนั้นจะตองไมมีความขุน โดยคา MIC คือ คาความ
เขมขนของเปปไทดที่นอยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลชีพแตละชนิดได 

การทดสอบฤทธิ์ของเปปไทดในการทําใหเซลลเม็ดเลือดแดงแตก 
ในการศึกษาจะใช เซลล เม็ดเลือดแดงของหนู  โดยนับจํ านวนเซลล เม็ดเลือดแดงดวย 

Hemocytometer วิธีนับแสดงในภาคผนวก จากนั้นทําการเจือจางดวยสารละลาย Phosphate buffered 
saline (PBS) ใหมีจํานวนเม็ดเลือดแดงเทากับ 4 x 108 เซลลตอมิลลิลิตร จากนั้นเตรียมสารละลายเปปไทด
ที่ความเขมขนตางๆ ดวยวิธี 2-fold serial dilution ดังเชนในการทดสอบฤทธิ์ของเปปไทดในการยับยั้งการ
เจริญของเชื้อจุลชีพขางตน แตทําในหลอดขนาด 1.5 ml และใชสารละลาย PBS ในการเจือจาง จากนั้นเติม
สารละลายเซลลเม็ดเลือดแดง 50 µl ในแตละหลอด โดย Negative control และ Positive control 
ประกอบดวยสารละลาย PBS 50 µl กับสารละลายเซลลเม็ดเลือดแดง 50 µl และสารละลายเซลลเม็ด
เลือดแดง 50 µl กับ 10%TritonX 50 µl ตามลําดับ จากนั้น incubate ที่ 37°C เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลว
ปนตกดวยความเร็ว 3000 g เปนเวลา 30 วินาที แยกเฉพาะสวนใสมาใสใน 96-well plate เพื่อนําไปวัด
คาการดูดกลืนแสงที่ 405 nm และคํานวณ %Hemolysis ดวยสูตรดังน้ี

% Hemolysis = 100 x (คาดูดกลืนแสงของตัวอยาง / คาดูดกลืนแสงของ Positive control)

นําคา % Hemolysis และคาความเขมขนของเปปไทด มาแสดงผลในรูปกราฟ semi-log เพื่อหา
คา HC50 ซึ่งก็คือ คาความเขมขนของเปปไทดที่ทําใหเซลลเม็ดเลือดแดงแตก 50% 
สถานที่ทําการศึกษาและเก็บขอมูล

จากการสํารวจภาคสนาม สามารถจับกบหลังไพล (Rana lateralis) โดยเก็บจากสองพื้นที่ คือ เขา
วังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี และสวนสัตวเปดเขาเขียว จังหวัดชลบุรี พื้นที่ละ 1 ตัว
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ผลการศึกษา

ผลการโคลนยีน
จากการสังเคราะห cDNA จาก mRNA ที่ไดจากเมือกของกบหลังไพลจํานวน 2 ตัว โดยอาศัย

กระบวนการ RT-PCR เมื่อวิเคราะหดวยเทคนิค gel electrophoresis พบวาไดผลิตภัณฑ PCR ขนาด
ประมาณ 300 - 400 คูเบส (ภาพที่ 1) ทําการเชื่อมตอผลิตภัณฑ RT-PCR เขากับเวคเตอร pCR2.1-TOPO 
และถายยีนเขาสู TOP10 E. coli เมื่อนําไปเลี้ยงใน agar plate ที่มี Kanamycin จะไดเปนโคโลนีเดี่ยว
เกิดขึ้น

ผลการวิเคราะหลําดับเบส
เมื่อทําการหาลําดับเบสและวิเคราะหลําดับเบสจากกบหลังไพลจํานวน 2 ตัว พบวาเปปไทดที่ไดมี

โครงสราง 3 สวนคลายกับเปปไทดตานจุลชีพ  ประกอบดวยสวน signal region เริ่มดวยกรดอะมิโนชนิด 
methionine ตามดวยสวน acidic propiece ที่จบลงดวยลําดับกรดอะมิโน -Lys-Arg- ซึ่งเปนสวนที่จะถูก 
proteolytic enzyme ตัดและสวนสุดทายของปลาย carboxyl คือ mature peptide (ภาพที่ 2) ซึ่งในกบ
หลังไพลตัวที่ 1 นั้นไดทําการศึกษาโดยวิธีเดิม สวนกบหลังไพลตัวที่ 2 ทําการศึกษาโดยวิธีใหม จากการ
สืบคนลําดับกรดอะมิโนของเปปไทดที่ไดจากกบหลังไพลทั้งสองตัวใน Antimicrobial Peptide Database 
และการทํานายโครงสรางทุติยภูมิจาก HNN secondary structure prediction ไดผลดังตารางที่ 1 และ
ตารางที่ 2 พบวาเปปไทดแตละสายมีความยาวแตกตางกันในชวง 18 - 49 กรดอะมิโน และสวนใหญมีประจุ
สุทธิเปนบวก ยกเวนเปปไทดที่ไดจากโคลน RQ13 มีประจุสุทธิเปน -2 นอกจากนั้นยังพบวาเปปไทดจากบาง
โคลนสามารถเกิดโครงสรางทุติยภูมิแบบ alpha-helix ซึ่งเปปไทดใหมเหลานี้สวนใหญก็คลายคลึงกับเปป
ไทดตานจุลชีพอื่นๆ ที่ไดจาก Antimicrobial Peptide Database แตมีเปปไทด ILPLLAGLVHGLSSIFGK 
จากโคลน RQ1 ที่ยังไมทราบแนชัดวาเปนเปปไทดตานจุลชีพชนิดใด เพราะมีเปอรเซนตความคลายคลึง 50 
% กับเปปไทดตานจุลชีพ 5 ชนิด ไดแก Temporin-1Od, Brevinin-1DYc, Pelophylaxin-4, Hylin b1 
และ Dybowskin-6   
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ภาพที่ 1 ผลการแยกขนาด cDNA ของผลิตภัณฑ RT-PCR ดวยเทคนิค Agarose gel electrophoresis

ภาพที่ 2 ตัวอยางการแปลงลําดับเบสโดยโปรแกรม Vector NTI Advance 11 เปนลําดับกรดอะมิโนของ
เปปไทดตานจุลชีพจากโคลน RQ45 ลําดับเบสในแถบทึบคือ ลําดับที่จะถูกแปรรหัสเปน peptide 
precursor และลําดับที่อยูในกรอบ เปนลําดับกรดอะมิโนของสวน mature peptide

cDNA#12
กบหลังไพล
ตัวที่1

cDNA#13
กบหลังไพล
ตัวที2่
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ตารางที่ 1 แสดงลําดับกรดอะมิโน ประจุสุทธิ ความยาวเปนจํานวนกรดอะมิโนที่ทํานายไดจากลําดับเบส
ของ cDNA และผลการสืบคนจาก Antimicrobial Peptide Database รวมถึงโครงสรางทุติย
ภูมิจาก HNN secondary structure prediction ของกบหลังไพลตัวที่ 1 (ตัวอักษร hh แทน
โครงสราง alpha-helix, cc แทน random coil และ ee แทน extended-strand ตัวเลขใน
วงเล็บ คือ เปอรเซ็นตความคลายคลึงกับเปปไทดตานจุลชีพชนิดนั้น)

Clone Amino acid sequence & 
secondary structure

Charge Length Blast-AMP 
database

กบ
หลัง
ไพล 
ตัวที่ 
1

RQ1
RQ2
RQ4
RQ6
RQ8
RQ9
RQ10
RQ15
RQ17
RQ18
RQ20
RQ24
RQ25

ILPLLAGLVHGLSSIFGK
chhhhhhhhhhhhhhccc

+ 2 18 Temporin-1Od 
(50%)

Brevinin-1Dyc 
(50%)

Pelophylaxin-4 
(50%)

hylin b1(50%)

Dybowskin-6 (50%)

RQ13
RQ16
RQ22
RQ23
RQ27

FPDLSEDTIASLLGK
ccchchhhhhhhhcc

-2 15 No similarity

RQ14 CVAAIIPPYRIRCKFLGQC
Ccccccccceeeehccccc

+3 19
BTD-4(Baboon 

theta-defensin-4, 

XXC;baboon, 

animals; 

BBMM)(38.09%)

RQ26 GLFSKKGGKGGKSWIKGIFNGIKGISKDVG
ADVIRTGIEIAACKIKGEC
Cccccccccccceeeehhccchhhhchccc
hhhhhhhhhhhhhhhcccc

+6 49 Esculentin-1GRa 
(66 %)
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ตารางที่ 2 แสดงลําดับกรดอะมิโน ประจุสุทธิ ความยาวเปนจํานวนกรดอะมิโนที่ทํานายไดจากลําดับเบส
ของ cDNA และผลการสืบคนจาก Antimicrobial Peptide Database รวมถึงโครงสรางทุติย
ภูมิจาก HNN secondary structure prediction ของกบหลังไพลตัวที่ 2 (ตัวอักษร hh แทน
โครงสราง alpha-helix, cc แทน Random coil และ ee แทน extended-strand ตัวเลขใน
วงเล็บ คือ เปอรเซนตความคลายคลึงกับเปปไทดตานจุลชีพชนิดนั้น

Clone Amino acid sequence & 
secondary structure

Charge Length Blast-AMP database

กบ
หลัง
ไพล
ตัวที่ 
2

RQ28
RQ30
RQ34
RQ40

FFGGVMKLAAKVLPSFICSVTHKC
cchhhhhhhhhhccceeeeecccc

+4 24 Brevinin-1SY (66.66 
%)

RQ38 ILPLLAGLVHGLSSIFGK
chhhhhhhhhhhhhhccc

+2 18 Temporin-1Od (50%)

Brevinin-1Dyc (50%)

Pelophylaxin-4 (50%)

hylin b1(50%)

Dybowskin-6 (50%)
RQ29
RQ37 
RQ41
RQ42
RQ48
RQ49

GGIKGFMRVASQYNKCKDTNFQAPNCKVFKKM
cccceeeeeecccccccccccccccchhhccc

+6 32 D51(synthetic; 
grammar-based 
design)(37.5 %)

RQ32 FLGHVLGALGNILPKIFGK
cchhhhhhhhchhhheccc

+3 19 Temporin-LTa (68.42%)

RQ33 APFVNIWPMYEEIRKQYIEDAKKKNG
cccccccchhhhhhhhhhhhhhhccc

+1 26 Latarcin 6c 
(33.3%)

RQ39 CVAAIIPPYRIRCKFLGQC
ccccccccceeeehccccc

+3 19

BTD-4 (Baboon theta-

defensin-4, XXC; 

baboon, animals; 

BBMM) (38.09%)

RQ43 GALKGLTRIANQYKKCKDTNFQAPNCNVFNKM
cchhhhhhhhhhhhhhccccccccccchhccc

+5 32 Cupiennin 1a (38.09 
%)

RQ45 SALKGCWTKSIPPKPCFG
cccccccccccccccccc

+3 18

Odorranain-B1 (85%)

RQ47 GLFSKKGGKGGKSWIKGIFNGIKGISKDVGADVIRTGIEI
AACKIKGEC
cccccccccccceeeehhccchhhhchccchhhhhhhhhh
hhhhhcccc

+ 6 49

Esculentin-1GRa (66%)
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ผลการสังเคราะหเปปไทด
 เลือกโคลน RQ1 ซึ่งมีลําดับกรดอะมิโน ILPLLAGLVHGLSSIFGK ประจุสุทธิ +2 ความยาว 18 
กรดอะมิโน เพื่อนํามาสังเคราะหเปปไทดดวยวิธีทางเคมี เนื่องจากเปปไทด RQ1 อาจจะสามารถจําแนกเปน
เปปไทดตานจุลชีพกลุมใหมได เพราะมีความคลายคลึงกับเปปไทดที่ถูกคนพบแลวคอนขางต่ํา จึงมีความ
สนใจที่จะศึกษาฤทธิ์ในการตานจุลชีพของ RQ1 ตอไป จากการสังเคราะหไดเปปไทดมาจํานวน 9 mg

ผลการทดสอบฤทธิ์ของเปปไทดในการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลชีพ และฤทธิ์ในการทําใหเซลลเม็ดเลือด
แดงแตก

คา MIC (Minimal Inhibitory Concentration) ของเปปไทด RQ1 ตอแบคทีเรียแกรมลบสอง
ชนิด มีคา 200 µM ใน Escherichia coli และ 400 µM ใน Salmonella typhimurium สวนแบคทีเรีย
แกรมบวกสองชนิดมีคา MIC 25 µM ใน Staphylococcus aureus และ 50 µM ใน Bacillus cereus
(ตารางที่ 3)

ในการทดสอบการทําลายเซลลเม็ดเลือดแดงของหนู โดยนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 405 nm 
แลวนํามาคํานวณเปนคา % hemolysis แลวนําคาที่ไดนี้ไปวาดกราฟระหวาง % hemolysis กับคาความ
เขมขนของเปปไทด เพื่อระบุหาคา HC50 แสดงในภาคผนวกภาพที่ 6 ผลที่ไดพบวาเปปไทด RQ1 มีฤทธิ์ใน
การทําใหเซลลเม็ดเลือดแดงแตก 50% ที่ความเขมขน 60 µM และทําใหเซลลเม็ดเลือดแดงแตก 100% ที่
ความเขมขนมากกวา 100 µM ขึ้นไป

ตารางที่ 3 แสดงคา MIC (µM) ของเปปไทด RQ1 ตอเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ (E.coli และ S.tym) 
แบคทีเรียแกรมบวก (S.aureus และ B.cereus) และคา HC50 ตอเซลลเม็ดเลือดแดงของหนู

Peptide MIC (µM) HC50

Escherichia coli Salmonella typhimurium Staphylococcus aureus Bacillus cereus
RQ1 200 400 25 50 60
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สรุปและวิจารณผล

การศึกษาโดยวิธีโคลนยีนจาก mRNA ทําใหสามารถทํานายโครงสราง peptide precursor ของ
เปปไทดตานจุลชีพได พบวาเปปไทดตานจุลชีพแตละชนิดจะมีโครงสรางภายในสายเปปไทดที่เหมือนกัน คือ 
สวน signal peptide ที่ปลาย N-terminal ตามดวย acidic spacer และ mature peptide ที่ปลาย C-
terminal ซึ่งลําดับกรดอะมิโนสองตัวสุดทายของสวน acidic spacer คือ -Lys-Arg- เปน enzymatic 
processing site จะถูกตัดโดย endoproteolytic enzyme ที่จําเพาะ mature peptide จึงถูกปลอยและ
สงออกไปเก็บสะสมที่ serous cell ในตอมใตผิวหนังบริเวณสันหลังกอนที่จะปลอยออกสูภายนอกไปทํา
หนาที่ในระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะตอไป เพื่อปองกันอันตรายจากเชื้อจุลชีพที่มีอยูในสิ่งแวดลอม 
นอกจากนี้ยังพบวาลําดับกรดอะมิโนของสวน signal peptide และ acidic spacer ไดถูกอนุรักษไวอยางสูง 
แตในสวนของ mature peptide กลับมีความหลากหลายอยางมาก จากการศึกษาพบเปปไทดตานจุลชีพใน
กบหลังไพลที่หลากหลายมากกวา 1 ชนิด โดยสอดคลองกับการศึกษาใน Odorrana grahami ซึ่งพบเปป
ไทดตานจุลชีพถึง 107 ชนิด (Li, et al. 2007) จึงมีความเปนไปไดวา ความหลากหลายในระดับโมเลกุลของ
เปปไทดตานจุลชีพในสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกนั้นเปนผลมาจากการเกิด multiple duplication ของยีนตน
กําเนิดหลายครั้ง ระหวางการเกิดวิวัฒนาการแบบแผขยายทั้งภายในชนิดเดียวกันและตางชนิดกัน โดยมี 
selective pressure เปนตัวคัดเลือกใหบริเวณ N-terminal ของ peptide precursor ถูกอนุรักษไว   
ขณะที่บริเวณ C-terminal มีบทบาทในการตอบสนองตอเชื้อจุลชีพมีหลากหลายแตกตางกันไปแลวแตถิ่นที่
อยูของสัตว (Duda, et al. 2002)  

จากผลการวิเคราะหลําดับเบสและสืบคนลําดับกรดอะมิโนของเปปไทดใน Antimicrobial 
Peptide Database พบวาเปปไทด RQ1 ที่มีลําดับกรดอะมิโนเปน ILPLLAGLVHGLSSIFGK มีความยาว 
18 กรดอะมิโน และประจุสุทธิ +2 ยังไมทราบแนชัดวาเปนเปปไทดตานจุลชีพชนิดใด เนื่องจากมีเปอรเซนต
ความคลายคลึง 50 % กับ Temporin-1Od, Brevinin-1DYc, Pelophylaxin-4, Hylin b1และ 
Dybowskin-6 เมื่อทําการ Alignment โดยโปรแกรม Vector NTI Advance 11 เทียบกับลําดับกรดอะมิ
โนของเปปไทดตานจุลชีพชนิดอื่นๆที่มีความใกลเคียงกัน (ภาพที่ 4) พบวาเปปไทดนี้มีความคลายคลึงกับ 
Hylin b1 มากที่สุด รองลงมาใกลกับ Temporin-1Od (ภาพที่ 5)  แตจากการศึกษาคนควาพบวา เปปไทด
ในกลุมของ Temporins มีลําดับกรดอะมิโนที่มีความหลากหลายสูง โดยสวนมากประกอบดวยกรดอะมิโน
ตัวใดตัวหนึ่ง (Lys หรือ Arg) ซึ่งพบ Lys ในเปปไทดที่สนใจ และเปปไทดกลุมนี้มีความยาวอยูประมาณ 10-
14 กรดอะมิโน (Conlon, et al. 2004a) หรือมากกวานั้นใน Hylarana latouchii ซึ่งมีความยาว 17 
กรดอะมิโน (Wang, et al. 2009) ซึ่งพบยาวมากที่สุด 19 กรดอะมิโนใน Rana sakuraii อีกทั้งยังพบใน
กบที่มีการกระจายอยูในทวีปอเมริกาเหนือ ทวีปยุโรป และเอเซียอีกดวย ดังนั้นเปปไทด RQ1 ที่สนใจนาจะมี
ความคลายคลึงกับเปปไทดในกลุมของ Temporins โดยมีความใกลเคียงกับ Temporin-1Od  มากที่สุด   

สวนเปปไทดตานจุลชีพในกลุม Brevinin-1 มี cyclic domain ที่มีลําดับกรดอะมิโนเปน Ala9, 
Cys18, Lys23 และ Cys24 ซึ่งเปนสวนที่ถูกอนุรักษไวในกลุมนี้ไมเปลี่ยนแปลง (Conlon, et al. 2004b) จะ
พบวาเปปไทด RQ1 ไมมีลําดับกรดอะมิโนดังกลาวจึงไมนาจะจัดอยูในกลุม Brevinin-1 และ Dybowskin-6 
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แตก็พบวามีสวนที่คลายกับเปปไทดที่อยูในกลุม atypical Brevinin-1 ดวยเชนกัน (Koyama and 
Iwamuro, 2008) เนื่องจากเปปไทดกลุมนี้มีความแตกตางออกไปจาก Brevinin-1 ยกตัวอยางเชน 
Brevinin-1Ja ขาดสวนที่เปน cyclic domain ที่ปลาย C-terminal แตกลับพบ -amidated residue 
ที่ปลาย C-terminal แทน สวนใน Brevinin-1Da มีจํานวนกรดอะมิโน 17 ตัวซึ่งใกลเคียงกับเปปไทดที่
สนใจ และมีลําดับกรดอะมิโน 4 ตัวแรก คือ ILPLL เหมือนกัน อีกทั้งยังไมพบ Pro ซึ่งปรากฎอยูในเปปไทด
ตานจุลชีพสวนมากในกลุมของ Brevinin-1 อีกดวย นอกจากนี้เปปไทดตานจุลชีพในกลุม Hylin b1 และ 
Pelophylaxin-4 มีความคลายคลึงกับเปปไทดที่สนใจก็จริง แตเนื่องจากวา Hylin b1 นั้นพบใน Hyla 
biobeba ที่ประเทศบราซิล ถิ่นที่อยูนั้นหางไกลกับ Rana lateralis อีกทั้ง Hyla biobeba ยังจัดอยูใน 
family Hylidae ซึ่งอยูคนละ family กันกับ Rana lateralis ที่อยูใน family Ranidae ดวย (Castro, et 
al. 2005) สวน Pelophylaxin-4 พบใน Pelophylax plancyi fukienensis (Zhou, et al. 2002) ซึ่งอยู
คนละ genus กับ Rana lateralis จึงเปนไปไดวาเปปไทด RQ1 ไมนาจะอยูในสองกลุมนี้

Brevinin-1 FLPVLAGIAAKVVPALFCKITKKC
Brevinin-1DYc FLPLLLAGLPKLLCLFFKKC 
Dybowskin-6 FLPLLLAGLPLKLCFLFKKC
Brevinin-1Da ILPLLLGKVVCAITKKC
Brevinin-1Ja FLGSLIGAAIPAIKQLLGLKK
Temporin-1Od FLPLLASLFSGLF 
Pelophylaxin-4 ILPFLAGLFSKIL
Hylin b1     FIGAILPAIAGLVHGLINR 
RQ1             ILPLLAGLVHGLSSIFGK 

ภาพที่ 3 แสดงการทํา sequence alignment ลําดับกรดอะมิโนของเปปไทดตานจุลชีพชนิดตางๆ ที่
คลายคลึงกับเปปไทดที่สนใจ (RQ1) จากสิ่งมีชีวิตจําพวกกบ
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ภาพที่ 4 ภาพผลการจัดกลุม แสดงถึงความสัมพันธเปปไทด ILPLLAGLVHGLSSIFGK (RQ1) กับเปปไทด
ตานจุลชีพอื่นๆที่มีลําดับกรดอะมิโนคลายคลึงกัน

นอกจากนี้ยังพบเปปไทดที่นาสนใจจากกบหลังไพลในการนํามาพัฒนาเปนยาปฏิชีวนะตอไป คือ 
RQ26 ซึ่งมีความยาว 49 กรดอะมิโน มีความคลายคลึงกับ Esculentin-1GRa ที่พบในกบแถบเอเชีย คือ 
Rana grahami จัดอยูในกลุมของ Esculentin-1 ซึ่งพบครั้งแรกใน Rana esculenta โดยมีความยาว 46 
กรดอะมิโน เนื่องจากมีฤทธิ์ตานเชื้อจุลชีพที่กอโรคในมนุษย เชน Escherichia coli, Staphylococcus 
aureus, Pseudomonas aeruginosa และ Candida albicans โดยมีคา MIC ต่ํามาก (MIC<1 µM) ถือ
วายับยั้งเชื้อจุลชีพไดดีแมในความเขมขนนอย จากการสังเคราะหเปปไทดขึ้นมาใหมใหเปนเปปไทดสายตรง
โดยประกอบดวยการแทนที่บางลําดับกรดอะมิโน ไดแก Met28 แทนที่ดวย Leu Cys40 แทนที่ดวย Ser และ 
Cys46 แทนที่ดวย Ser ทําใหไมมีฤทธิ์ในการทําลายเซลลเม็ดเลือดแดง จึงมีคุณสมบัติเหมาะแกการนํามา
พัฒนาเปนยาปฏิชีวนะ ยิ่งไปกวานั้น ยังมีรายงานการพบเปปไทดตานจุลชีพในกลุม Esculentin-1 อยูนอย
มาก เนื่องจากพบยาก 

 เปปไทดที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อจุลชีพนั้น จะมีคุณสมบัติเปนโมเลกุลไมมีขั้ว (hydrophobicity) มี
ประจุบวก (cationicity) ที่พอเหมาะ และสามารถเกิดโครงสรางทุติยภูมิแบบ alpha-helix ซึ่งมีสมบัติเปน 
amphipathic ได ซึ่งจากการศึกษาพบวาเปปไทดที่ไดจากกบหลังไพลสวนใหญมีประจุสุทธิเปนบวก และ
มีเปปไทดจากบางโคลนสามารถเกิดโครงสรางทุติยภูมิแบบ alpha-helix ได จึงมีความเปนไปไดที่จะเปน
เปปไทดตานจุลชีพจริง สวนเปปไทดจากโคลน RQ13 มีลําดับกรดอะมิโนเปน FPDLSEDTIASLLGK มีประจุ
สุทธิ -2 จึงสัณนิษฐานวาเปปไทดนี้ไมมีคุณสมบัติในการเปนเปปไทดตานจุลชีพ และเปปไทด RQ29 ซึ่งมี
ความคลายคลึง 37.5 % กับ D51(synthetic; grammar-based design), RQ33 มีความคลายคลึง 33.3% 
กับ Latarcin 6c, RQ43 มีความคลายคลึง 38.09 % กับ Cupiennin 1a และ RQ14 มีความคลายคลึง
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38.09% กับ BTD-4(Baboon theta-defensin-4, XXC;baboon, animals; BBMM) เปปไทดเหลานี้ไม
นาจะเปนเปปไทดตานจุลชีพจริง เนื่องจากมีความคลายคลึงนอยมากกับเปปไทดตานจุลชีพและการมีลําดับ
กรดอะมิโนท่ีสั้น เมื่อทําการ Alignment จากฐานขอมูล APD จึงมีโอกาสเหมือนกันกับเปปไทดตัวอื่นที่ไมใช
จากสัตวจําพวกกบไดงาย
 ดังนั้นพอจะสรุปไดวากบหลังไพลมีการแสดงออกของยีนกําหนดการสรางเปปไทดที่มีแนวโนม
เปนเปปไทดตานจุลชีพ 5 ชนิด ไดแก RQ1 มีความคลายคลึงกับ Temporin-1Od 50%, RQ26 คลาย
กับ Esculentin-1GRa 66%, RQ28  คลายกับ Brevinin-1SY 66.66%, RQ32 คลายกับ 
Temporin-LTa 68.42% และ RQ45 คลายกับ Odorranain-B1 85%  

จากผลการศึกษาฤทธิ์ในการยับย้ังเชื้อจุลชีพของเปปไทด RQ1 พบวามีคา MIC ตอเชื้อแบคทีเรียแก
รมบวกทั้งสองชนิดนอยกวา 50 µM แสดงใหเห็นวาเปปไทดนี้มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรียแกรมบวกไดดีกวาแบคทีเรียแกรมลบทั้งสองชนิดซึ่งมีคา MIC มากกวา 200 µM นอกจากนี้ฤทธิ์
ของเปปไทดในการทําลายเซลลเม็ดเลือดแดงของหนู ซึ่งแสดงดวยคา HC50 มีคาเทากับ 60 µM ถือวามี
ความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดแดงพอสมควร จึงคาดวาเปปไทดนี้นาจะสามารถเปนแบบอยางในการนําไป
พัฒนาเปนยาปฏิชีวนะตอไปในอนาคตได โดยเหมาะสําหรับใชยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกแตไมเหมาะสําหรับ
แบคทีเรียแกรมลบ เพราะตองใชที่ความเขมขนสูงๆ ซึ่งทําใหมีความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดแดงเพิ่มขึ้น
ดวย นอกจากนี้เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพกับเปปไทดตัวที่คลายคลึงกัน คือ Temporin-1Od พบวามี
ประสิทธิภาพในการยับย้ัง S. aureus ซึ่งเปนแบคทีเรียแกรมบวกเชนเดียวกันกับเปปไทด RQ1 แตมีคา MIC 
ที่ต่ํากวา คือ 13 µg/ml แตตรวจไมพบฤทธิ์ใน E. coli ซึ่งเปนแบคทีเรียแกรมลบ สวนเชื้อกอโรคอื่นๆ 
รวมถึงคา HC50 นั้นไมมีรายงานการทดสอบ จะเห็นไดวาเปปไทด RQ1 และ Temporin-1Od มี
ประสิทธิภาพในการยับย้ังเชื้อจุลชีพไดใกลเคียงกัน 

สรุปวา เปปไทด RQ1 อาจยังไมเหมาะที่จะนํามาใชเปนยาปฏิชีวนะโดยตรง เนื่องจากมีคา 
HC50 ที่สูงและตองใชที่ความเขมขนสูงๆจึงจะสามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมลบได จึงอาจจะตองมี
การดัดแปลงลําดับของเปปไทดเพื่อลดความเปนพิษลง
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ภาคผนวก

 

ภาพที่ 5 แสดง plot ระหวาง % hemolysis และ ความเขมขนของเปปไทด เพื่อใชในการหาคา HC50
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ตารางที่ 4 คาการดูดกลืนแสงที่ 405 nm จากการการทํา hemolysis assay

ความเขมขน
ของเปปไทดRQ1 (µM)

ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 เฉลี่ย %hemolysis

400 2.687 2.766 2.927 2.808 100%
200 2.687 2.845 2.880 2.804 100%
100 2.687 2.796 2.901 2.794 100%
50 1.238 1.895 0.252 1.128 40.5%
25 0.106 0.075 0.054 0.078 2.87%

12.5 0.044 0.081 0.046 0.057 2.15%
6.25 0.051 0.086 0.004 0.047 1.79%
3.12 0.009 0.072 0.001 0.027 1.08%
1.56 0.063 0.054 0.029 0.049 1.79%
0.78 0.015 0.015 -0.028 0.0006 0.22%

Negative control 0 0 0 0 0%
Positive control
10%TritonX

2.687 2.796 2.880 2.790 100%
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