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บทที1่ บทนํา 
 

1.1 ทีม่าและความสําคญั 
อุตสาหกรรมการเล้ียงกุง้ของประเทศไทยเป็นอุตสาหกรรมท่ีมีการเจริญเติบโตสูงและสร้าง

ไดใ้ห้กบัประเทศมหาศาล แต่กระนั้นในช่วงหลายปีท่ีผ่านมาไดป้ระสบปัญหาโรคระบาดจากไวรัส 
ซ่ึงไดส้ร้างความเสียหายอยา่งรุนแรง โดยมีการระบาดของไวรัสหลายสายพนัธ์ุอยา่งต่อเน่ือง (สิริ 
ทุกขว์ินาศ และชุติมา ขมวิลยั, 2545) ในปัจจุบนันกัวิทยาศาสตร์จึงไดท้าํการวิจยัและคิดหาวิธีป้องกนั
ปัญหาน้ี โดยการศึกษาและทาํความเขา้ใจกลไกต่างๆท่ีเกิดข้ึนระหว่างกุง้และไวรัส กลไกหน่ึงท่ีกาํลงั
เป็นท่ีน่าสนใจอยูใ่นขณะน้ี คือกลไกการตอบสนองการติดเช้ือไวรัสดว้ยกระบวนการ apoptosis ของ
เซลล ์ซ่ึงเป็นกลไกท่ีเซลลใ์ชใ้นการต่อสู้กบัไวรัส การศึกษากลไกน้ีมีโอกาสนาํไปสู่การคน้พบวิธีการ
ป้องกนัและรักษาโรคติดเช้ือไวรัสได ้(Young et al., 1997) 

กระบวนการ apoptosis เป็นกระบวนการท่ีส่ิงมีชีวิตหลายเซลล ์ใชก้าํจดัเซลลท่ี์ไม่จาํเป็นหรือ
เซลลท่ี์ผิดปรกติท้ิง ทั้งยงัเป็นส่วนประกอบของระบบภูมิคุม้กนัในการกาํจดัเซลลท่ี์ติดเช้ือไวรัสอีก
ดว้ย (Thompson, 1995)  ในปัจจุบนัมีการศึกษากระบวนการ apoptosis ในส่ิงมีชีวิตหลายชนิด เช่น 
สตัวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม แมลง และหนอนตวักลม พบวา่กระบวนการ apoptosis ลกัษณะการอนุรักษอ์ยูใ่น
สายวิวฒันาการ (Yuan et al., 1993; Abrams et al., 1999; Earnshaw et al., 1999; Shi, 2001) 
เน่ืองจากวา่กุง้เป็นส่ิงมีชีวิตท่ีมีการวิวฒันาการใกลเ้คียงกบัแมลง ดงันั้นจึงมีความเป็นไปไดว้่าลกัษณะ
กระบวนการ apoptosis ท่ีมีอยูใ่นเซลลก์ุง้กน่็าจะคลา้ยกบักระบวนการ apoptosis ของแมลง 

ในเซลลส์ัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมเป็นท่ีทราบกนัโดยชดัแลว้ว่า กลไกของการ apoptosis เกิดข้ึน
จากการทาํงานของเอนไซมก์ลุ่มหน่ึงท่ีช่ือว่า caspase (Shi ,2004) โดยท่ีเซลลจ์ะมีการส่งเสริมหรือ
ยบัย ั้งการทาํงานของเอนไซม ์caspase เพื่อควบคุมกระบวนการ apoptosis โปรตีนตวัหน่ึงท่ีรู้จกักนัดี
ในฐานะเป็นโปรตีนท่ีใชย้บัย ั้งการทาํงานของเอนไซม ์caspase คือโปรตีน Inhibitor of apoptosis 
proteins (IAP) โปรตีนชนิดน้ีสามารถยบัย ั้งกระบวนการ apoptosis โดยการเขา้จบัโดยตรงกบัเอนไซม ์
caspase และทาํให้เอนไซม ์caspase ไม่สามารถทาํงานได ้ซ่ึงในเซลลส์ภาวะปรกติจะมีโปรตีนน้ีอยู ่
เพื่อป้องกนักระบวนการ apoptosis (Deveraux et al., 1997) แต่เม่ือยามท่ีเซลลจ์าํเป็นตอ้งเกิด
กระบวนการ apoptosis เช่น มีการติดเช้ือไวรัสเกิดข้ึน ภายในเซลลจ์ะเกิดการส่งสัญญาณทาํใหมี้การ
ปลดปล่อยโปรตีนท่ีส่งเสริมการทาํงานของ caspase ออกมาจากไมโตคอนเดรีย ส่วนหน่ึงของโปรตีน
กลุ่มนั้นคือโปรตีน Smac และ HtrA2 (Wu et al., 2000; Hegde et al., 2002) โปรตีน Smac และ HtrA2 
จะมีหนา้ท่ีในการเขา้จบัโดยตรงกบัโปรตีน IAP ตรงตาํแหน่ง BIR domain เพื่อยบัย ั้งการทาํงานของ
โปรตีน IAP กระบวนการน้ีจะปลดปล่อยเอนไซม ์caspase ให้เป็นอิสระ เพื่อท่ีจะทาํให้เซลลเ์กิด
กระบวนการ apoptosis ได ้(Chai et al., 2001) ลกัษณะดงักล่าวเป็นลกัษณะกลไกการควบคุม
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 ในช่วงเวลาหลายปีท่ีผา่นมา มีการศึกษาเก่ียวกบักระบวนการ apoptosis ในเซลลก์ุง้มากข้ึน 
โดยเม่ือปี 2006 Phongdara และคณะไดศึ้กษากระบวนการ apoptosis  และยนืยนัการมีอยูข่องเอนไซม ์
caspase ในกุง้ (Phongdara et al., 2006) ต่อมาในปี 2008 คณะวิจยัของ Leu  ไดค้น้พบโปรตีน IAP ใน
เซลลก์ุง้กุลาดาํ (Leu et al., 2008) และเม่ือไม่นานมาน้ี ดร.ไตรวิทย ์รัตนโรจน์พงศ ์ไดค้น้พบยนีของ
กุง้ท่ีมีลกัษณะคลา้ยยีน HtrA2 ซ่ึงทาํใหเ้กิดสมมติฐานว่า กุง้ก็อาจมีกลไกการทาํงานของกระบวนการ 
apoptosis ในลกัษณะเดียวกบัในสตัวอ่ื์น  

ดงันั้นในงานวิจยัช้ินน้ี จึงไดท้าํการแสดงออกและผลิตโปรตีน HtrA2 และ โปรตีน IAP ของ
กุง้กุลาดาํในระบบแบคทีเรีย รวมถึงการแยกผลิตเฉพาะส่วน BIR domains ของโปรตีน IAP ดว้ย 
จากนั้นโปรตีน HtrA2 ท่ีผลิตไดจ้ะถูกนาํมาทดสอบปฏิสัมพนัธ์กบัโปรตีน IAP และ BIR domains ซ่ึง
จะเป็นการยนืยนัหนา้ท่ีของโปรตีน HtrA2 ในกระบวนการ apoptosis ถา้หากว่างานวิจยัช้ินน้ีประสบ
ความสําเร็จ ก็จะเป็นการเพ่ิมเติมความเขา้ใจในกระบวนการ apoptosis ในกุง้ และยงัสามารถใช้
โปรตีน HtrA2 เป็นโปรตีนเป้าหมายของยา ในการส่งเสริมกระบวนการ apoptosis ในกุง้เพื่อการ
ตา้นทานเช้ือไวรัสได ้

1.2 วตัถุประสงค์ 
1.  เพื่อหาวิธีการและผลิตโปรตีน HtrA2 ของกุง้กลุาดาํในระบบแบคทีเรีย 
2.  เพื่อทาํการผลิตโปรตีน IAP และ BIR domains ของกุง้กลุาดาํในระบบแบคทีเรีย 
3.  เพื่อทดสอบปฏิสมัพนัธ์ของโปรตีน HtrA2 กบั IAP และ BIR domains ของกุง้กลุาดาํ 

1.3 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 
การยนืยนัการอนุรักษป์ฏิสัมพนัธ์ของโปรตีน HtrA2 และ IAP ในเซลลก์ุง้จะเพิ่มเติมความรู้

ความเขา้ใจเก่ียวกบักระบวนการ apoptosis ในเซลลก์ุง้ เพื่อให้สามารถใชโ้ปรตีนดงักล่าวเป็นส่วน
ร่วมในการออกแบบยาตา้นเช้ือไวรัสในกุง้ โดยเนน้การส่งเสริมกระบวนการ apoptosis ในเซลลก์ุง้ท่ี
ติดเช้ือไวรัส 

1.4 ขอบเขตของโครงงาน 
1.  ทาํการทดสอบการแสดงออกและผลิตโปรตีน PmHtrA2 ในเซลลแ์บคทีเรีย        
2.  ทาํการทดสอบการแสดงออกและผลิตโปรตีน PmIAP และ BIR domains ในเซลลแ์บคทีเรีย 
3.  ทาํการทดสอบปฏิสัมพนัธ์ของโปรตีน PmIAP และ BIR domains กบัโปรตีน PmHtrA2 ใน

ระบบ in vitro ดว้ยเทคนิค pull down assay 
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บทที2่ ตรวจเอกสาร 
 

2.1 การตายของเซลล์ 
การตายของเซลลห์มายถึง ภาวะลม้เหลวของเซลลท่ี์ไม่อาจดาํเนินการให้เซลลน์ั้นๆยงัคงทาํงาน

หรือมีชีวิตต่อไปได ้(Mosby's Medical Dictionary, 2009) ซ่ึงการตายของเซลลน์ั้นเกิดโดย
กระบวนการท่ีต่างกนัสองกรณีคือ 1. การตายอยา่งมีแบบแผน (Program cell death) ซ่ึงเป็นรูปแบบ
การตายของเซลลท่ี์เกิดจากการดาํเนินการภายในเซลลน์ั้นๆ อนัตอ้งอาศยัพลงังานในการดาํเนินการ 2. 
การตายอยา่งอุบติัเหตุ (necrosis) เป็นรูปแบบการตายของเซลลท่ี์ถูกกระทาํโดยปัจจยัจากภายนอก เช่น
ถูกสารพิษ มีการบาดเจบ็ หรือไดรั้บความรุนแรงทางกายภาพ เช่นความร้อน ซ่ึงการตายรูปแบบน้ี ไม่
จาํเป็นตอ้งอาศยัพลงังานขบัเคล่ือนใหเ้ซลลเ์กิดการตาย (Ashe and berry, 2003) 

2.1.1 ลกัษณะการตายของเซลล์ 
หากดูจากลกัษณะสัณฐานวิทยาของเซลลท่ี์เกิดการตายนั้น จะสามารถทาํใหแ้บ่งลกัษณะการ

ตายของเซลลไ์ดอ้อกเป็น 3 รูปแบบ ดงัน้ี 
  Apoptosis คือการตายอยา่งมีแบบแผนท่ีอาจเกิดข้ึนกบัเซลลใ์นหลายสภาวะเช่น เกิดการติด

เช้ือไวรัส การถูกควบคุมในกระบวนการเจริญเติบโต การไดรั้บรังสี การไดรั้บสารเคมี DNA เกิดความ
เสียหาย สภาวะท่ีมีสารอาหารไม่เพียงพอ เป็นตน้ กระบวนการ apoptosis มีขั้นตอนประกอบดว้ย 1.
เซลลไ์ดรั้บสัญญาณกระตุน้จากภายนอกหรือจากภายในเซลล ์2. เกิดกระบวนการทาํงานร่วมกนัของ
โปรตีนกลุ่มหน่ึงภายในเซลลเ์พ่ือกระตุน้ให้เซลลเ์กิดการ apoptosis 3.เกิดการ apoptosis ข้ึนภายใน
เซลล ์เม่ือเซลลเ์กิดการ apoptosis จะทาํใหแ้ซลลเ์กิดลกัษณะต่างๆแสดงออกมา ซ่ึงสามารถสังเกตได้
จากรูปร่างผิดปรกติของเซลลท่ี์มีลกัษณะบางส่วนโป่งพองบางส่วนยุบตวั (blebbing) เกิดการหดตวั
ของโครมาติน (chromatin condensation) นิวเคลียสเกิดการแตกออกเป็นช้ินๆ (nuclear fragmentation) 
ดงัรูปท่ี 2.1 ซ่ึงสุดทา้ยเซลลจ์ะแตกออกเป็น membrane vesicle เลก็ๆหลายช้ิน ภายในจะบรรจุไซโตพ
ลาสท่ีมีช้ินส่วนออแกเนล หรือช้ินส่วน DNA ท่ีแตกหัก ซ่ึงเรียกว่า apoptotic body (Alberts et al., 
2008) ซ่ึงสามารถสงัเกตไดด้ว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ ดงัรูปท่ี 2.2  

 

 

รูปที ่2.1 ลกัษณะการเปล่ียนแปลงของเซลลเ์ม่ือเกิด apoptosis (Danton, 2009) 
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รูปที ่2.2 ลกัษณะ Apoptotic bodies ของเซลลแ์มลง sf9 ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 

autophagocytosis หรือการกินตวัเอง เป็นการทาํลายส่วนประกอบในเซลล์โดยการใช ้
lysosomal vesicle มีขั้นตอนประกอปดว้ย 1. มีการสร้าง autophagic vacuole ในเซลล ์2. บรรจุออ
แกแนลหรือส่วนประกอบของเซลลท่ี์จะทาํลายลงในนั้น (encapsulation) กลายเป็น autophagosome 3. 
autophagosome จะไปรวมตวักบั lysosomal vesicle เพื่อทาํลายส่ิงท่ีอยูใ่น autophagosome (Alicia and 
Beth, 2009) ดงัแสดงในรูปท่ี 2.3 

 

 

รูปที ่2.3 ขั้นตอนการเกิด autophagocytosis (Alicia, 2009) 

 การเกิด autophagocytosis จะเกิดในหลายสภาวะของเซลล์ เช่น การขาดอาหาร การมีออ
แกแนลท่ีได้รับความเสียหาย หรือการมีโปรตีนท่ีไม่ได้ใช้ในการทาํงานจาํนวนมากภายในเซลล ์
(Daniel and Scott, 2000) จึงจาํเป็นท่ีจะกาํจดัส่วนประกอบของเซลลเ์หล่านั้นออกไป นอกจากนั้น
สามารถเกิดจากการท่ีไมโตคอนเดรียได้รับความเสียหาย และเกิดการปลดปล่อย intermembrane 
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รูปที ่2.4 เซลลท่ี์เกิด autophagocytosis แสดงใหเ้ห็นถึงการรวมตวักนัของ Autophagosome  
กบั lysosomal vesicle (Chao et al., 2004) 

การเกิด Autophagocytosis ของเซลลเ์ป็นทั้งการนาํไปสู่การตายของเซลล ์และการรอดชีวิต
ของเซลล ์(promote cell survival) ซ่ึงสมดุลของกระบวนการน้ีจะข้ึนอยู่กบัสภาวะของเซลลใ์น
ขณะนั้น 

และสุดทา้ยการตายแบบ Necrosis สามารถเกิดไดจ้ากหลายสาเหตุเช่น ถูกสารพิษ ไดรั้บความ
รุนแรงทางกายภาพ ติดเช้ือ หรือไดรั้บบาดเจบ็ ซ่ึงปัจจยัเหล่าน้ีเกิดข้ึนแบบอุบติัเหตุ ไม่มีกระบวนการ
ภายในเซลลท่ี์ขบัเคล่ือนการตาย แต่เป็นเพราะเซลลไ์ดรั้บความเสียหายจนไม่อาจทาํงานตามปรกติได ้
ลกัษณะสณัฐานวิทยาของเซลลท่ี์เกิดการตายแบบ Necrosis สามารถสงัเกตไดจ้าก cell membrane  เกิด
การแตกหรือร่ัวไหล เกิดการบวมของไซโตพลาสและออแกแนลต่างๆ ดงัรูปท่ี 2.5 การตายของเซลล์
ในลกัษณะน้ีจะทาํใหใ้นบริเวณนั้นเกิดการอกัเสบตามมา  
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รูปที ่2.5 ลกัษณะของเซลลท่ี์เกิดการตายแบบ necrosis (Syntichaki and Tavernarakis, 2003) 

2.1.2 การตายของเซลล์กบัระบบภูมิคุ้มกนั 
 การตายของเซลล์นั้นไม่อาจกล่าวไดว้่าเป็นความเสียหายของเซลล์ร่างกายไปเสียทั้งหมด 

โดยเฉพาะอยา่งยิง่ การตายของเซลลแ์บบ apoptosis ซ่ึงเป็นการตายของเซลลอ์ยา่งมีจุดหมาย เพื่อการ
ควบคุมการพฒันาการของร่างกาย การรักษาสมดุลของเซลล ์และยงัทาํหนา้ท่ีเป็นอาวุธอยา่งหน่ึงของ
ระบบภูมิคุม้กนัอีกดว้ย ซ่ึงถา้หากมีความผดิปรกติเกิดข้ึนกบัยนีท่ีควบคุมการทาํงานของกระบวนการ 
apoptosis ก็มกัจะทาํให้เกิดโรคภูมิคุม้กนับกพร่อง โรคภูมิคุม้กนัทาํลายตนเอง และโรคมะเร็งข้ึนได ้
(Thompson, 1995)  

ในกรณีของการติดเช้ือไวรัส กระบวนการตายของเซลลแ์บบ apoptosis ก็ยงัทาํหนา้ท่ียบัย ั้ง
การแพร่กระจายของไวรัส (Everett and McFadden, 2001) โดยการเหน่ียวนาํให้เซลลท่ี์ติดเช้ือไวรัส
เกิดการตายไป ก่อนท่ีไวรัสจะไดท้าํหารเพิ่มจาํนวนและแพร่กระจายสู่เซลลอ่ื์น ในการศึกษาโรคท่ีเกิด
จากเช้ือไวรัส จึงมกัจะมีการศึกษาการเกิดกระบวนการ apoptosis ของเซลลท่ี์ติดเช้ือไวรัสดว้ยเสมอ 

2.2  กระบวนการ apoptosis 
ดงัท่ีไดก้ล่าวไปในขา้งตน้ กระบวนการ apoptosis เป็นเสมือนการตั้งโปรแกรมในการกาํจดั

เซลลท่ี์ไม่ตอ้งการ โดยเฉพาะเซลลท่ี์ติดเช้ือไวรัสและเซลลท่ี์ดีเอน็เอเกิดความเสียหาย  กระบวนการน้ี
เป็นกระบวนการท่ีมีบทบาทสาํคญัในการควบคุมคุณภาพและรักษาสมดุลเซลลภ์ายในส่ิงมีชีวิต ใน
ระบบภูมิคุม้กนักระบวนการ apoptosis ถูกใชใ้นการกาํจดัเซลลท่ี์ติดเช้ือไวรัส ภายใตก้ารใชป้ระโยชน์
อยา่งหลากหลายน้ี กระบวนการ apoptosis จึงตอ้งถูกควบคุมดว้ยโปรตีนหลายกลุ่ม ซ่ึงสามารถแยก
ตามประเภทหนา้ท่ีการทาํงานไดด้งัน้ี 

(1) โปรตีนกลุ่มท่ีช่วยในการส่งสัญญาณและกระตุน้ใหเ้กิดกระบวนการ apoptosis เช่น Death 
receptors ต่างๆ (Lopez and Meie, 2010) รวมถึง โปรตีน p53 เป็นตน้ (Haupt et al., 2003) 

(2) โปรตีนกลุ่มท่ีใชด้าํเนินกระบวนการ apoptosis คือกลุ่มโปรตีน caspase (Cohen, 1997) 
(3) โปรตีนกลุ่มท่ีใชใ้นการยบัย ั้งกระบวนการ apoptosis คือกลุ่มโปรตีน IAP  (Liston et al., 

2003) และ Bcl-2 (Youle and Strasser, 2008; Danial, 2007) บางชนิด 
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(4) โปรตีนกลุ่มท่ีช่วยส่งเสริมกระบวนการ apoptosis เช่น กลุ่มโปรตีน Bcl-2 บางชนิด (Youle 
and Strasser, 2008; Danial, 2007) โปรตีน Smac (Verhagen and Vaux, 2002) และโปรตีน 
HtrA2 (Suzuki et al., 2004) 

2.2.1 การกระตุ้นกระบวนการ apoptosis 
 การเกิดกระบวนการ apoptosis นั้น เร่ิมตน้จากการท่ีเซลลไ์ดรั้บสัญญาณกระตุน้ ซ่ึงสามารถ

แบ่งไดเ้ป็นสองแบบ คือ 1. สัญญาณจากภายนอกเซลล ์(extrinsic) 2. สัญญาณภายในเซลล ์(intrinsic) 
(Ghavami et al., 2009) มีรายละเอียดดงัน้ี 

 การรับสัญญาณจากภายนอกเซลล ์(Death receptor induce extrinsic pathway) เกิดจากการรับ
สัญญาณจากภายนอกเซลลด์ว้ย receptor กลุ่มหน่ึง ซ่ึงเป็น receptor ท่ีสามารถกระตุน้ใหเ้กิดการตาย
ของเซลล ์(promote cell death) receptor กลุ่มน้ีถูกเรียกว่า death receptor เช่น TNF receptor, FAS 
receptor, TRAIL receptor และ IL-1 receptor เป็นตน้ เม่ือสารส่ือสัญญาณ (Death factors) ท่ีถูกส่งมา
จากภายนอกเซลล์มาจบักบั Death receptor ก็จะเกิดการเปล่ียนแปลงของ death receptor ทาํให ้
adaptor protein ในส่วนปลาย C-terminal ของ death receptor ท่ีอยูภ่ายในไซโทพลาสไปกระตุน้ให้
เกิดกระบวนการ apoptosis เช่น เม่ือ FAS receptor จบักบัสารส่ือสัญญาณ FAS associated death 
domain protein (FADD) จะทาํการจบักบั procaspase-8 และกระตุน้ procaspase-8 ให้กลายเป็น 
caspase-8 ท่ีสามารถทาํงานได ้caspase-8 สามารถไปกระตุน้กระบวนการ apoptosis ไดส้องทางคือ 1. 
ไปกระตุน้ caspase cascade โดยตรงทาํให้ปริมาณของ caspase3 ภายในเซลลเ์พิ่มข้ึน 2. ไปกระตุน้ 
Bid ใหก้ลายเป็น Truncated Bid (tBid) จากนั้น tBid จะไปจบักบั Bax และ Bak ทาํใหโ้มเลกุลทั้งสอง
น้ีไปเกาะกบัเยือ่หุม้เซลลข์องไมโตคอนเดรียและทาํให้เกิดรูร่ัวเพื่อปลดปล่อย intermembrane space 
proteins ของไมโตคอนเดรียเช่น Cytchrome C ทาํใหเ้กิดการกระตุน้กระบวนการ apoptosis ต่อไป 
(Wajant, 2002) ดงัรูปท่ี 2.6  
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รูปที ่2.6 แผนภูมิกลไกการส่งสญัญาณ apoptosis จากภายนอกเซลล ์

การเกิดสัญญาณจากภายในเซลล ์(Mitochondria mediated apoptosis intrinsic pathway) 
สัญญาณการเกิดกระบวนการ apoptosis จากภายในเซลลน์ั้น มีกระบวนการหลกัคือการใชไ้มโตคอน
เดรียเป็นส่ือกลางในการกระตุน้ให้เกิดกระบวนการ apoptosis เม่ือเซลลไ์ดรั้บความผิดปรกติต่างๆ 
เช่น ไดรั้บ Oxidative stress สูง DNA เกิดความเสียหาย หรือเกิดการติดเช้ือไวรัสทาํให้เกิดการสร้าง
โปรตีนท่ีผดิปรกติไป กจ็ะมีการส่งสญัญาณไปสู่ไมโตคอนเดรียใหก้ระตุน้กระบวนการ apoptosis 

โปรตีน  p53 เป็นโปรตีนสาํคญัใน intrinsic pathway โปรตีนน้ีเป็นเหมือนตวัตรวจวดัความ
ผิดปรกติของเซลล ์ เม่ือ DNA เกิดความเสียหาย จะทาํให้โปรตีน p53 เกิดการเพิ่มจาํนวนมากข้ึน
ภายในเซลล ์ โปรตีน p53 จะไปกระตุน้โปรตีน PUMA และ NOXA ใหพ้ร้อมทาํงาน หากเป็นยาม
ปรกติท่ีเซลลย์งัไม่ตอ้งการเกิดกระบวนการ apoptosis นั้น จะมีโปรตีน Bcl-2 ช่วยป้องกนัไม่ให้
โปรตีน Bax ไปจบักบัเยือ่หุม้เซลลข์องไมโตคอนเดรีย อนัจะทาํใหเ้กิดการปลดปล่อย intermembrane 
space proteins ออกมา แต่เม่ือโปรตีน PUMA และ NOXA ถูก p53 กระตุน้แลว้ โปรตีนทั้งสองจะ
สามารถไปยบัย ั้งการทาํงานของโปรตีน Bcl-2 ทาํใหโ้ปรตีน Bax ไม่ถูกยบัย ั้งอีกต่อไป และสามารถ
ทาํให้เยื่อหุ้มเซลลข์องไมโตคอนเดรียเกิดรูและเกิดการปลดปล่อย intermembrane space proteins 
ออกมา ซ่ึงประกอบดว้ย cytchrome C เพื่อกระตุน้ caspase 3 และทาํให้เซลลเ์กิดกระบวนการ 
apoptosis ในท่ีสุด (Haupt et al., 2003) ดงัรูปท่ี 2.7 
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รูปที ่2.7 แผนภูมิกลไกการส่งสญัญาณ apoptosis จากภายในเซลล ์

2.2.2 การทาํงานและการควบคุมกระบวนการ apoptosis 
ไมโตคอนเดรียเป็นออแกแนลสําคญัท่ีทาํให้เกิดการกระตุน้กนัเป็นทอดๆของกลุ่มโปรตีน 

caspase (cascase cascade) เร่ิมจากการท่ีไมโตคอนเดรียจะปลดปล่อย cytchrome C ออกมา โปรตีนน้ี
จะรวมตวักบั pro-caspase 9 และ Apaf-1 ก่อเกิดเป็นโครงสร้างเชิงซอ้นท่ีเรียกว่า apoptosome และไป
กระตุน้การทาํงานของ caspase cascade (Adams and Cory, 2002) เม่ือ caspase cascade ถูกกระตุน้ให้
เกิดการทาํงานแลว้ เซลล์ก็จะเกิดกระบวนการ apoptosos (Shi, 2004) ดงัรูปท่ี 6 และ 7 นอกจาก
โปรตีนกลุ่มท่ีกล่าวไปข้างต้นแล้ว ก็ยงัมีโปรตีนอีกหลายชนิดร่วมกันควบคุมการทํางานของ
กระบวนการ apoptosis เช่น โปรตีนกลุ่ม Bcl-2 โปรตีนกลุ่ม IAP โปรตีน Smac และโปรตีน HtrA2  

1. caspase cascade เป็นกลุ่มเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งในกระบวนการ apoptosis และทาํหนา้ท่ีหลกั
ในการขบัเคล่ือนกระบวนการ apoptosis เอนไซม ์caspase สามารถแบ่งไดอ้อกเป็นสองชนิดคือ  

 initiator caspase เช่น caspase-8, caspase-9 เป็นเอนไซม ์caspase ท่ีมี caspase recruitment 
domain (CARD) สําหรับจบักบัโปรตีนอ่ืนท่ีจะมากระตุน้ caspase เหล่าน้ี เช่น FADD และ 
Apoptosome เม่ือเกิดการจบัแลว้ procaspase จะถูกกระตุน้ให้เป็น caspase ท่ีสามารถทาํงานได ้
initiator caspase เหล่าน้ีจะไปกระตุน้การทาํงานของ effector caspase อีกทอดหน่ึง 

effector caspase เช่น caspase-3, caspase-7 เอนไซม ์caspase เหล่าน้ีจะถูกกระตุน้โดย 
initiator caspase ให้อยู่ในรูปท่ีสามารถทาํงานได ้caspase เหล่าน้ีเป็นตวัทาํงานหลกัโดยการไปทาํ
ปฏิสัมพนัธ์กบัโปรตีนอ่ืนหลายชนิด เช่น ทาํลายโปรตีนท่ีใชซ่้อมแซม DNA กระตุน้เอนไซม ์DNase 
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2. Bcl-2 family proteins คือโปรตีนกลุ่มท่ีมีโดเมน Bcl-2 homology (BH) 1-4 อยู ่(Rebecca et 
al., 2008) โปรตีนกลุ่มน้ีเก่ียวขอ้งกบัการควบคุมการปลดปล่อย intermembrane space proteins ของไม
โตคอนเดรีย (Martinou and Green, 2001) โดยโปรตีนกลุ่ม Bcl-2 มีทั้งส่วนชนิดท่ีใชก้ระตุน้และยบัย ั้ง
การปลดปล่อย intermembrane space proteins ของไมโตคอนเดรีย ชนิดท่ีกระตุน้จะทาํใหเ้กิดรูบนเยือ่
หุม้ของไมโตคอนเดรีย ส่วนชนิดท่ีใชย้บัย ั้งจะเกาะอยูบ่นเยือ่หุม้ชั้นนอกของไมโตคอนเดรียทาํใหเ้ยือ่
หุม้เกิดความคงตวั 

 3. Inhibitor of apoptosis proteins (IAP) เป็นโปรตีนท่ีมีบทบาทในการควบคุมสมดุล 
apoptosis ภายในเซลล ์โปรตีน IAP ถูกคน้พบในส่ิงมีชีวิตหลายชนิด โดยถูกจาํแนกดว้ยลาํดบักรดอะ
มิโนท่ีเหมือนกนัคือ Baculoviral IAP Repeat (BIR) กล่าวคือโปรตีนทุกชนิดท่ีมี BIR domain อยูจ่ะ
ถูกเรียกเป็นโปรตีน IAP ทั้งหมด โดยไม่คาํนึงถึงบทบาทท่ีเก่ียวขอ้งกบัการยบัย ั้งกระบวนการ 
apoptosis นอกจาก BIR domain แลว้ โปรตีน IAP ยงัมี domain อ่ืนๆอีกดงัเช่น  caspase recruitment 
domain (CARD) ซ่ึงช่วยในการเขา้จบักบั caspase ต่อมา ubiquitin-conjugating (UBC) domain เป็น
โดเมนท่ีทาํให้โปรตีน Ubiquitin เกาะอยู่เพ่ือเตรียมใช ้และreally interesting new gene (RING) 
domain ช่วยเติม Ubiquitin ใหก้บัโปรตีนท่ีมาจบักบั IAP (Liston et al., 2003) ดงัรูปท่ี 2.8  
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รูปที ่2.8 โครงสร้างโปรตีน IAP ในส่ิงมีชีวติต่างๆ (Leu et al., 2012) 

 ในสภาวะปกติ โปรตีน IAP จะคอยระงบักระบวนการ apoptosis โดยการจบักบัเอนไซม ์
caspase (Deveraux et al., 1997) BIR domain ของโปรตีน IAP เป็นตาํแหน่งท่ีเกิดปฏิสัมพนัธ์กบั 
caspase และ RING domain ทาํหนา้ท่ีในการทาํลายโปรตีนทั้งสองดว้ยระบบ ubiquitin แต่หากเม่ือใด
ท่ีเซลลจ์าํเป็นตอ้งเขา้สู่กระบวนการ apoptosis ก็จะมีการสร้างโปรตีนออกมายบัย ั้งการทาํงานของ
โปรตีน IAP อีกทีหน่ึง (Liston et al., 2003) 

 4. Apoptosis inducer proteins เม่ือเซลลถู์กขบัเคล่ือนไปสู่กระบวนการ apoptosis จาํเป็นท่ี
จะตอ้งปลดลอ็คโปรตีน caspase  จากการยบัย ั้งของโปรตีน IAP (Shi, 2004) ดงันั้นจึงเป็นหนา้ท่ีของ
โปรตีนกลุ่มหน่ึงท่ีมี motif ท่ีใชใ้นการจบักบัโปรตีน IAP ซ่ึงเรียกว่า IAP binding motif (IBM) ส่วน
ของ IBM น้ีมีลกัษณะเป็นกรดอะมิโน 4 ตวัตรงตาํแหน่งปลายดา้น N-terminal ดงัรูปท่ี 2.9 โปรตีนท่ีมี 
IBM ในสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมไดแ้ก่ Smac และ HtrA2 (Wu et al., 2000; Hegde et al., 2002) ส่วนใน
แมลงหวี่ไดแ้ก่ Reaper, Hid และ Grim  (Goyal et al., 2000) โปรตีนIBM ในยามปรกติจะถูกเก็บอยูท่ี่ 
intermembrane space ของไมโตคอนเดรีย และเม่ือเซลลเ์กิดกระบวนการ apoptosis โปรตีนเหล่าน้ีก็
จะถูกปลดปล่อยออกมาพร้อมกบั Cytochrome c (Verhagen  et al., 2007) 
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รูปที ่2.9 เปรียบเทียบ IBM จากโปรตีนของสตัวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมและแมลงหวี่ ลูกศรช้ีลกัษณะการ 
อนุรักษก์รดอะมิโนตวัแรก (Alanine) (Shi, 2004) 

 โปรตีนกลุ่มน้ีจะใช ้IBM จบักบั BIR domain ของโปรตีน IAP แบบแข่งขนั (competitive) 
จากการศึกษาเชิงโครงสร้างทาํใหพ้บวา่ เม่ือ IAP ถูกจบัโดย Smac ลาํดบัอะมิโนของ IAP ในส่วนท่ีใช้
ยบัย ั้งโปรตีน caspase จะถูก Smac ลอ็คเอาไวไ้ม่ใหท้าํงานได ้(Chai et al., 2001) 

2.2.3 การอนุรักษ์กระบวนการ apoptosis ในส่ิงมีชีวติต่างๆ  
 ในรายงานทบทวนเอกสารงานวิจยัของ Shi ไดเ้ขียนถึงกระบวนการ apoptosis ในสัตวช์นิด
ต่างๆเร่ิมจากในหนอนตวักลม (Caenorhabditis elegans) ไดมี้การศึกษาพบว่า กระบวนการ apoptosis 
ถูกควบคุมดว้ยการทาํงานอยา่งเป็นลาํดบัของโปรตีน 4 ชนิด โดยมีโปรตีน CED-3 เป็นเหมือนโปรตีน 
caspase แต่ก่อนท่ีโปรตีน CED-3 จะทาํงานไดน้ั้นจาํเป็นตอ้งถูกกระตุน้โดยโปรตีน CED-4 ก่อนถึงจะ
ทาํงานได ้ในยามท่ียงัไม่เกิด apoptosis โปรตีน CED-4 จะถูกยบัย ั้งโดยโปรตีน CED-9 เม่ือเซลลถู์ก
ขบัเคล่ือนให้เกิดกระบวนการ apoptosis จะมีการสร้างโปรตีน EGL-1 ออกมายบัย ั้งการทาํงานของ
โปรตีน CED-9 เพื่อเปิดทางให ้CED-4 ไปกระตุน้การทาํงานของ CED-3 (Horvitz, 2003) 
 โปรตีน CED-9 นั้นมีลกัษณะและการทาํงานคลา้ยกบัโปรตีน Bcl-2 ของสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม 
โปรตีน CED-4 ก็มีหนา้ท่ีคลา้ยกบัโปรตีน Apaf-1 (คือการกระตุน้การทาํงานของ initiator caspase) 
ดงัรูปท่ี 10 ซ่ึงแสดงเปรียบเทียบความคลา้ยคลึงของหนา้ท่ีของโปรตีนดว้ยสี (Cory and Adams, 2 
002) 
 ส่วนในแมลงหวี่นั้น มีโปรตีน dApaf-1 ทาํหนา้ท่ีคลา้ย Apaf-1 ของสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม มี
โปรตีน Dronc และ DriCE ทาํหนา้ท่ีเสมือนโปรตีน caspase แต่กระบวนการยบัย ั้งการ apoptosis นั้น
ต่างไปจากของหนอนตวักลม คือไม่ไดมี้การยบัย ั้งการทาํงานของตวักระตุน้ initiator caspase แต่ว่ามี
การใชโ้ปรตีน DIAP1 ซ่ึงเป็นโปรตีน IAP ชนิดหน่ึงในการยบัย ั้งการทาํงานของ initiator และ 
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รูปที ่2.10 เปรียบเทียบกระบวนการ apoptosis ในส่ิงมีชีวติ 3 ชนิดไดแ้ก่  หนอนตวักลม  

 สตัวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม และแมลงหวี ่(Shi, 2004) 

2.2.4 การศึกษากระบวนการ apoptosis ในกุ้งกลุาดาํ 
 กุง้กุลาดาํ ถือเป็นสัตวเ์ศรษฐกิจสาํคญัของภูมิภาคเอเชียท่ีประสบกบัปัญหาการติดเช้ือไวรัส

มาโดยตลอด ปัญหาน้ีส่งผลเสียต่อมูลค่าทางเศรษฐกิจเป็นอยา่งมาก ในปัจจุบนัจึงไดมี้การวิจยัหาทาง
ในการป้องกนัเช้ือไวรัสของกุง้อยา่งกวา้งขวาง การศึกษากระบวนการ apoptosis ในกุง้ก็เป็นส่วนหน่ึง
ของการวิจยัหาทางป้องกนัไวรัส และทาํใหเ้กิดความรู้ใหม่ๆเก่ียวกบักระบวนการ apoptosis ในกุง้ 
 ในปี 2006 Phongdara และคณะไดท้าํการคน้พบยนี caspase-3 ในกุง้เป็นคร้ังแรกโดยการใช ้
conserve sequence ของโปรตีน caspase ของสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมในการคน้หายนี caspase จาก cDNA 
ของกุง้ท่ีติดเช้ือไวรัสตวัแดงดวงขาว (white spot syndrome virus) (Phongdara et al., 2006) 
 ในปี 2007 Leu และคณะไดค้น้พบยนี IAP ในกุง้กลุาดาํ (PmIAP) เป็นคร้ังแรก ดว้ยวิธี 5’ race 
นอกจากนั้นยงัทาํการโคลนและตรวจสอบยนีดงักล่าว ดว้ยการทดสอบปฏิสัมพนัธ์กบัโปรตีน Reaper 
ของแมลงหวี่ ซ่ึงพบว่าโปรตีน IAP สามารถจบัและยบัย ั้งการตายของเซลลท่ี์เกิดจากโปรตีน Reaper 
ได ้(Leu et al., 2007) 
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 จากการคน้พบดงักล่าว ทาํให้เกิดแนวคิดว่า กุง้น่าจะมีลกัษณะกระบวนการ apoptosis ท่ี
คลา้ยคลึงกบัแมลงหวี่และมนุษย ์อยา่งไรกต็ามสมมติฐานน้ีจะครบถว้น กต่็อเม่ือมีการคน้พบโปรตีนท่ี
ทาํหนา้ท่ียบัย ั้งการทาํงานของ IAP ในเซลลข์องกุง้เองเสียก่อน ดงัเช่นท่ีมีโปรตีน Smac และ HtrA2 
ในสตัวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม หรือท่ีมีโปรตีน Reaper, Hid, Grim และ Sickle ในแมลงหวี่  
 ทั้งน้ี ดร.ไตรวิทย  ์รัตนโรจน์พงศ์ ได้คน้พบโปรตีนท่ียงัไม่เคยถูกระบุในกุ้งมาก่อนจาก
ห้องสมุด cDNA ของกุง้กุลาดาํ เม่ือทาํการวิเคราะห์ลาํดบัเบสและลาํดบักรดอะมิโนของโปรตีน
ดงักล่าว ก็พบว่าโปรตีนดงักล่าวเป็นโปรตีนท่ีมีความคลา้ยคลึงกบัโปรตีน HtrA2 ในสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ย
นม ซ่ึงโปรตีน HtrA2 น้ีเป็นโปรตีนท่ีถูกเก็บอยูท่ี่ intermembrane space ของไมโตคอนเดรีย สามารถ
ถูกปลดปล่อยออกมาพร้อมกบั Cytochrome C และมีลาํดบักรดอะมิโน IBM เช่นเดียวกบั Smac ใน
การศึกษาเก่ียวกบัหนา้ท่ีการทาํงานของโปรตีน HtrA2 กพ็บวา่เป็นโปรตีนท่ีมีบทบาทในการยบัย ั้งการ
ทาํงานของโปรตีน IAP และนาํไปสู่กระบวนการ apoptosis เช่นเดียวกบั Smac (Hegde et  al., 2002) 
ดงันั้นจึงเกิดสมติฐานว่า โปรตีนท่ีมีความคลา้ยคลึงกบั HtrA2 น้ี อาจเป็นโปรตีนท่ีกุง้ใชใ้นการยบัย ั้ง
การทาํงานของโปรตีน IAP เพื่อทาํใหเ้กิดกระบวนการ apoptosis  

2.3 โครงสร้างและบทบาทของโปรตีน HtrA2 และ IAP ในกระบวนการ 
apoptosis  

HtrA2 เป็นโปรตีนกลุ่ม Serine protease ท่ีถูกปลดปล่อยสู่ไซโทพลาสในช่วงท่ีเซลลมี์
กระบวนการ apoptosis เพื่อส่งเสริมการทาํงานของ caspase โดยการจบัและทาํลายโปรตีน IAP อนัมี
หนา้ท่ียบัย ั้งการทาํงานของ caspase ดงัแสดงในรูปท่ี 2.11  

 
รูปที ่2.11 บทบาทของโปรตีน HtrA2 ในเซลลท่ี์เกิดกระบวนการ apoptosis  
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2.3.1 โครงสร้างและการทาํงานของโปรตนี HtrA2  
ในช่วงท่ีเซลลย์งัไม่เกิดกระบวนการ apoptosis โปรตีน HtrA2 ท่ีถูกเก็บไวท่ี้ไมโตคอนเดรีย

ประกอบดว้ย 5 domains (Harris et al., 2001)ไดแ้ก่  
1. Mitochondrial Localization Signal (MLS) domain ทาํหนา้ท่ีส่งสัญญาณใหโ้ปรตีน 

HtrA2 ถูกพาไปเกบ็ไวย้งั mitochondrial intermembrane space 
2. Transmembrane (TM) segment เป็นส่วนท่ียดึโปรตีน HtrA2 ใหอ้ยูบ่นเยือ่หุม้ไมโต

คอนเดรีย  
3. IAP-binding motif (IBM) เป็นส่วนท่ีใชจ้บักบัโปรตีน IAP   
4. Serine protease domain เป็นบริเวณเร่งปฏิกิริยาตรงตาํแหน่งกรดอะมิโน serine ใช้

สาํหรับการยอ่ยสลายโปรตีนตวัอ่ืน 
5. PDZ domain มีหนา้ท่ีควบคุมการทาํงานของ serine protease domain และยงัสามารถ

จบักบัส่วน C-terminal ของ receptor บางตวับนเยือ่หุม้เซลล ์ 
เม่ือโปรตีน HtrA2 ถูกกระตุน้ใหเ้กิดการปลดปล่อยจาก intermembrane space ของไมโตคอน

เดรีย จะเกิดกระบวนการตดักรดอะมิโนดา้น N-terminal ของ IBM ท้ิงไป การดดัแปลงโปรตีนใน
ลกัษณะน้ี จะทาํใหโ้ปรตีน HtrA2 เหลืออยูเ่พียง 3 domain และมี IBM อยูต่รงปลาย N-terminal ดงัรูป
ท่ี 2.12 โครงสร้างน้ีจะสามารถจบักบั BIR domain ของโปรตีน IAP ได ้(Shenuarin and Kohji, 2008)  

 

รูปที ่2.12 โครงสร้างและการดดัแปลงโปรตีน HtrA2 ไปสู่รูปแบบท่ีพร้อมใชง้าน (Mature HtrA2)  

 จากการศึกษาโครงสร้างของโปรตีน HtrA2 ในสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมพบว่า เม่ือเกิดการ
ปลดปล่อยโปรตีน HtrA2 ท่ีพร้อมทาํงานออกมาสู่ไซโตพลาส โปรตีน HtrA2 จาํนวน 3 โมเลกุลจะมา
รวมกนัเกิดเป็น trimeric form มีรูปร่างคลา้ยปิรามิด ดงัรูปท่ี 13 ปลายส่วน N-terminal ท่ีเป็น IBM จะ
อยูบ่นยอดปิรามิด ส่วน PDZ domain จะเป็นฐานปิรามิด ซ่ึงบดบงั serine protease domain ท่ีอยู่
ภายใน การก่อตวัเป็นรูปร่างลกัษณะน้ี ทาํให้โปรตีน HtrA2 สามารถควบคุมการทาํงานของ serine 
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 โปรตีน HtrA2 สามารถใชส่้วน IBM ในการเขา้จบักบั BIR domain ของโปรตีน IAP และ
สามารถจบัไดท้ั้ง BIR2 และ BIR3 อยา่งไรก็ตาม HtrA2 มีความเป็นไปไดท่ี้จะจบักบั BIR2 ไดดี้กว่า 
BIR3 ซ่ึงอาจทาํให้เกิดผลในการส่งเสริมการทาํงานของ caspase-3 และ-7 ไดม้ากกว่า caspase-9 
(Verhagen et al., 2002) เน่ืองจาก BIR2 เป็นส่วนท่ีโปรตีน IAP ใชท้าํปฏิสัมพนัธ์กบั caspase-3 และ -
7 ในขณะท่ีใช ้BIR3 ทาํปฏิสมัพนัธ์กบั caspase-9  

2.3.2 โครงสร้างของโปรตนี IAP  
โปรตีน IAP เป็นโปรตีน domain ท่ีมีลกัษณะเฉพาะท่ีเรียกว่า BIR domain ซ่ึงสามารถใชจ้บั

กบัโปรตีน caspase ได ้ในขณะเดียวกนั BIR domain ก็ยงัเป็นบริเวณเป้าหมายท่ีโปรตีน HtrA2 ใชใ้น
การเขา้จบัเพื่อยบัย ั้งการทาํงานของโปรตีน IAP  

โปรตีน IAP นั้นจะมี BIR domain อยูป่ระมาณ 1-3 ตาํแหน่ง ซ่ึงจะเรียกเรียงตามตาํแหน่งว่า 
BIR1-3 เม่ือมีการก่อรูปเป็นโครงสร้างสามมิติ จะมีการยึดแต่ละ BIR domain ไวด้ว้ย zinc ion ท่ี
ก่ึงกลางโมเลกุลของ IAP ทาํใหโ้ครงสร้างของ BIR domain มีลกัษณะเวา้เขา้เป็นร่อง (BIR groove) 
ซ่ึงมีลกัษณะเป็น hydrophobic สามารถใชใ้นการจบักบั IBM (Eckelman et al., 2008) ดงัรูปท่ี 2.13  

 

รูปที ่2.13 โครงสร้าง BIR2 groove ของโปรตีน DIAP พื้นผวิสีขาวแสดงถึงความเป็น hydrophobic  
ผวิสีแดงแสดงถึงความเป็น hydrophilic สีส้มคือ IBM ของ Grim 
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 โปรตีน IAP ใชต้าํแหน่งของ BIR ท่ีต่างกนัในการจบักบั caspase ท่ีต่างชนิด กล่าวคือ โปรตีน 
IAP ใช ้BIR2 ในการจบักบั caspase-3 และ-7 และใช ้BIR3 ในการจบักบั caspase-9 ซ่ึง BIR ทั้งสอง 
domain น้ี สามารถถูกโปรตีน IBM จบัไดท้ั้งสองตาํแหน่ง ดงัรูปท่ี 2.14 แต่อาจมีการจบัตาํแหน่งใด
ตาํแหน่งหน่ึงไดดี้กว่าอีกตาํแหน่ง (Liston et al., 2003) BIR domain จึงเป็น Domain ท่ีสาํคญัใชใ้น
การจบักบัทั้ง caspase และ IBM proteins ดงันั้นในงานวิจยัช้ินน้ี จึงสนใจท่ีจะศึกษาปฏิสัมพนัธ์ของ
โปรตีน HtrA2 กบั BIR domain ทั้งสอง 

 

รูปที ่2.14 หนา้ท่ีการทาํปฏิสมัพนัธ์ของ domain ต่างๆของโปรตีน IAP 

2.3.3 การทาํปฏิสัมพนัธ์ระหว่าง IBM และ BIR domain 

 มีโปรตีนมากหมายชนิดท่ีสามารถทาํปฏิสัมพนัธ์กบัโปรตีน IAP ได ้แมว้่าโปรตีนต่างๆ

เหล่านั้นจะมีโครงสร้าง หนา้ท่ี และกลไกในการทาํงานต่างกนัแทบจะส้ินเชิง อยา่งไรก็ตาม โปรตีน

เหล่านั้นทุกโปรตีนจะมีลาํดบักรดอะมิโนท่ีมีลกัษณะเฉพาะเรียกว่า IBM จาํนวน 4 กรดอะมิโนกนัใน

ส่วน N-terminal ของโปรตีน และต่างก็ใช ้4 กรดอะมิโนน้ีในการจบักบัโปรตีน IAP ท่ีตาํแหน่ง BIR 

domain  

โปรตีน PmHtrA2 ในงานวิจยัช้ินน้ีก็เป็นหน่ึงในโปรตีนท่ีมี IBM จากการเปรียบเทียบลาํดบั

กรดอะมิโนตรงตาํแหน่ง IBM ของโปรตีน PmHtrA2 และโปรตีน IBM อ่ืนๆ รวมถึงโปรตีน HtrA2 

จากส่ิงมีชีวิตอ่ืนๆ ดงัรูปท่ี 2.15 ทาํใหพ้บรูปแบบการอนุรักษด์งัน้ี 

1. กรดอะมิโนตาํแหน่งท่ี 1 คืออลานีน 

2. ตาํแหน่งท่ี 1 และ 2 เป็นกรดอะมิโนท่ีมี side chain เป็น hydrophobic และส่วนใหญ่มกัจะ

มีกรดอะมิโนตาํแหน่งท่ี 4 เป็น hydrophobic ดว้ยเช่นกนั 
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3. มีวาลีนเป็นกรดอะมิโนตาํแหน่งท่ี 2 

 

รูปที ่2.15 การเปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโน IBM ของโปรตีนหลายชนิด 

 อยา่งไรกต็ามอาจะพบไดว้า่ IBM ของโปรตีน caspase อาจไม่เป็นไปตามการอนุรักษด์งักล่าว

มากนกั สามารถพบกรดอะมิโนท่ีไม่ใช่ hydrophobic ปนเขา้มามากกว่า IBM จากโปรตีนอ่ืน ทาํให้

เป็นขอ้สังเกตว่าลกัษณะเช่นน้ีอาจทาํให ้IBM ของ caspase สร้างพนัธะไดอ่้อนกว่า IBM จากโปรตีน

ชนิดอ่ืน ขอ้สังเกตน้ีสามารถอธิบายต่อไปว่า เม่ือโปรตีนจาํพวก death effectors ถูกปลดปล่อยเพื่อ

กระตุน้ใหเ้กิดกระบวนการ apoptosis ภายในเซลล ์และมีการเขา้ทาํปฏิสัมพนัธ์กบั IAP อยา่งแข่งขนั

กบัโปรตีน caspase เน่ืองจาก IBM ของโปรตีน caspase อาจสร้างพนัธะไดอ่้อนกว่า ดงัท่ีกล่าวมา

ขา้งตน้ ดงันั้นจึงอาจทาํใหโ้ปรตีน death effectors เป็นฝ่ายชนะในการแข่งขนัเสมอ และทาํใหโ้ปรตีน

ดงักล่าวสามารถทาํหนา้ท่ีเหน่ียวนาํใหเ้ซลลเ์กิด apoptosis ไดอ้ยา่งลุล่วงในท่ีสุด 

 มีการศึกษาเชิงโครงสร้างของปฏิสัมพนัธ์ของ IBM และ BIR ในแมลงหวี่ (Wu et al., 2001) 

โดยไดท้าํการตกผลึกโปรตีน BIR2 ของ IAP จากแมลงหวี่ (DIAP) ท่ีกาํลงัจบักบั IBM ของโปรตีน 

Grim ของแมลงหวี่ ทาํให้คน้พบว่า IBM ของ Grim นั้นจะใชอ้ลานีนซ่ึงเป็นกรดอะมิโนตวัแรก

สอดแทรกเขา้ไปใน hydrophobic groove ของ BIR จากนั้นอลานีน (A1) จะใชห้มู่อะมิโนสร้างพนัธะ

ไฮโดรเจนกบั side chain ของกรดอะมิโนแอสปาติกแอซิด 277 (D277) และกลูตามีน 282 (Q282) จาก 

α-helix 3 ของ BIR2 ในขณะเดียวกนัหมู่คาร์บอกซิลจะสร้างพนัธะไฮโดรเจนกบักรดอะมิโนทริปโต

ฟาน 286 (W286) จาก α-helix 3  และ กลูตามิกแอซิด 314 (E314) จาก α-helix 6 ดงัแสดงในรูปท่ี 2.16 
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รูปที ่2.16 การสร้างพนัธะไฮโดรเจนของอลานีนของ IBM ของ Grim กบั side chain  

 ของกรดอะมิโนต่างๆใน BIR2 ของ DIAP 

 นอกจากจะมีการสร้างพนัธะไฮโดรเจนแลว้ อลานีน (A1) ก็ยงัสร้างพนัธะแวนเดอวาลกบั 

side chain ของกรดอะมิโนท่ีอยูบ่นพื้นผวิของ BIR groove ดว้ย โดยหมู่เมทธิลของ อลานีน (A1) ซ่ึง

อยูชิ่ดกบั hydrophobic groove มากท่ีสุดจะสร้างพนัธะกบั side chain ของกรดอะมิโนลิวซีน 270 

(L270), ทริปโตฟาน 273 (W273), และกลูตามีน 282 (Q282) ดงัรูปท่ี 17 จากนั้นกรดอะมิโนตวั

ต่อๆมาของ IBM ก็จะสร้างพนัธะไฮโดรเจนและแวนเดอวาลตามพ้ืนผิว hydrophobic ของ BIR 

groove ทาํใหเ้กิดการจบักนัของทั้งสองโปรตีน  
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รูปที ่2.17 การสร้างพนัธะแวนเดอวาลของอลานีนของ IBM ของ Grim กบั side chain  

ของกรดอะมิโนต่างๆใน BIR2 ของ DIAP 

2.3.4 ลกัษณะของปฏิสัมพนัธ์ระหว่าง IBM และ BIR domain ทีถู่กอนุรักษ์ไว้ 

 การสร้างพนัธะไฮโดรเจนของอลานีนกบักรดอะมิโนใน BIR groove ดงัท่ีกล่าวมาขา้งตน้นั้น

ไม่ไดพ้บเพียงในแมลงหวี่เท่านั้น แต่เป็นรูปแบบการทาํปฏิสัมพนัธ์ท่ีเกิดข้ึนกบัการทาํปฏิสัมพนัธ์

ระหวา่ง IBM และ BIR ของส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืนดว้ย เช่นในการทาํปฏิสัมพนัธ์ของ BIR3 ของ XIAP กบั 

IBM ของ smac ในสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม ก็ใชล้กัษณะดงักล่าวในการทาํปฏิสัมพนัธ์ โดยจะใชห้มู่อะมิ

โนสร้างพนัธะไฮโดรเจนกบั side chain ของ กลูตามิกแอซิด 314 (E314) และ กลูตามีน 319 (Q319) 

ซ่ึงอยูบ่น α-helix 3 และใชห้มู่คาร์บอกซิลสร้างพนัธะไฮโดรเจนกบั side chain ของ ธรีโอนีน 308 

(T308) บน α-helix 3 เช่นเดียวกบัปฏิสมัพนัธ์ในแมลงหวี่ ดงัแสดงในรูปท่ี 2.18  
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รูปที ่2.18 การสร้างพนัธะไฮโดรเจนของอลานีนของ IBM ของ Smac กบั side chain  

ของกรดอะมิโนต่างๆใน BIR3 ของ XIAP 

ส่ิงท่ีแตกต่างกนัคือในแมลงหวี่นั้นการเรียงตวัของ α-helix 4, 5, และ6 จะทาํมุมฉากต่อกนัละ

กนั ทาํให ้กลูตามิกแอซิด 314 (E314) จาก α-helix 6 ของ BIR2 ของ DIAP สามารถสร้างพนัธะกบัหมู่

คาร์บอกซิลของอลานีน 1 (A1) ไดอี้ก 1 พนัธะ ส่วนการเรียงตวัของ α-helix 5 และ6 ของ BIR3 ของ 

XIAP นั้นมีลกัษณะต่อกนัเป็น helix เดียว ทาํใหไ้ม่มีการวนมาสร้างพนัธะไฮโดรเจนเพิ่มอีก 1 พนัธะ

กบัอลานีน 1 (A1) ของ Smac ดงัแสดงในรูปท่ี 2.19 

 

รูปที ่2.19 ลกัษณะการพบัตวัท่ีต่างกบัของ BIR2 ของ DIAP และ BIR3 ของ XIAP 
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 เม่ือเปรียบเทียบกรดอะมิโนท่ีใชส้ร้างพนัธะไฮโดรเจนกบั IBM ของ BIR ต่างๆ ของทั้งแมลง

หวี่และสัตว์เล้ียงลูกด้วยนมแล้วก็พบลกัษณะการอนุรักษ์ปรากฏข้ึน ดังแสดงในรูปท่ี 2.20 ตรง

ตาํแหน่งท่ีมีลูกศรสีแดงช้ีคือกรดอะมิโนท่ีใชใ้นการสร้างพนัธะไฮโดรเจนกบั IBM ซ่ึงจะพบการ

อนุรักษต์รงส่วนน้ีค่อนขา้งสูง แมบ้างตาํแหน่งมีกรดอะมิโนไม่ตรงกนั แต่เม่ือพิจารณา side chain 

ของกรดอะมิโนดงักล่าวกจ็ะพบวา่มีความคลา้ยคลึงกนั เช่นตาํแหน่งลูกศรท่ีสองบน α-helix 3 ท่ีมีการ

แบ่งเป็นสองกลุ่มคือกลุ่มท่ีเป็นกรดอะมิโนกลูตามีน และกลุ่มท่ีเป็นกรดอะมิโนกลูตามิคแอซิด แต่ทั้ง

คู่ต่างกย็งัคงมี side chain คลา้ยกนัมาก 

ในการกาํหนดช่ือของ BIR ของโปรตีน IAP นั้นเป็นการตั้งช่ือตามตาํแหน่ง เช่นถา้เป็น BIR 

ท่ีอยู่ตาํแหน่งแรกจาก N-terminal ก็จะถูกเรียกว่า BIR1 ซ่ึงการตั้งช่ือตามน้ีไม่ไดใ้ชล้กัษณะความ

เหมือนต่างของ BIR ในการจดักลุ่ม ดงันั้นเราจะพบว่าเม่ือเปรียบเทียบ DIAP ซ่ึงมีเพียง 2 BIR กบั 

XIAP ท่ีมี 3 BIR แลว้ BIR1 ของ DIAP จะมีความเหมือนกบั BIR2 ของ XIAP ส่วน BIR 2 ของ DIAP 

กจ็ะมีความเหมือนกบั BIR3 ของ XIAP  

 

รูปที ่2.20 ลกัษณะการอนุรักษก์รดอะมิโนใน BIR domain (Wu et al., 2001)  

ลกัษณะการสร้างพนัธะไฮโดรเจนของอลานีน 1 ของ IBM กบั side chain ของกรดอะมิโน

ของ BIR ในส่ิงมีชีวิตแต่ละชนิดมีความคลา้ยคลึงและอยู่ในตาํแหน่งโครงสร้างโปรตีนขั้นท่ี 2 

ตาํแหน่งเดียวกนั ความเหมือนและคลา้ยกนัของกรดอะมิโนบน BIR สามารถท่ีจะทาํใหม้องภาพการ

อนุรักษรู์ปแบบการทาํปฏิสมัพนัธ์ของโปรตีนทั้งสองได ้
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 เม่ือใชโ้ปรแกรม HHpred  (Söding, 2005; Söding et al., 2005) วิเคราะห์โครงสร้างระดบัสอง 

และลาํดบักรดอะมิโนของ BIR3 จาก PmIAP โดยเปรียบเทียบกบั BIR3 จาก XIAP แลว้ก็พบว่า

โปรตีนทั้งสองมีลกัษณะโครงสร้างระดบัสองคลา้ยคลึงกนั และมีการอนุรักษก์รดอะมิโนท่ีใชใ้นการ

สร้างพนัธะไฮโดรเจน ณ ท่ีตาํแหน่งเดียวกนับนโครงสร้างระดบัสอง ดงัแสดงในรูปท่ี 2.21 จะพบการ

อนุรักษล์กัษณะของกรดอะมิโนแทบทุกตาํแหน่ง ในตาํแหน่งลูกศรท่ี 3 แมจ้ะไม่ใช่กรดอะมิโนชนิด

เดียวกนั แต่ side chain ของกรดอะมิโนทั้งสองก็มีลกัษณะคลา้ยคลึงกนั นอกจากกรดอะมิโนตรง

ตาํแหน่งน้ีใน BIR อ่ืนๆ เช่น BIR2 ของ DIAP ก็จะปรากฏเป็น แอสปาติกแอซิด (D) เช่นเดียวกบั 

PmIAP  

 
รูปที ่2.21 การเปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโนและโครงสร้างระดบัสองของ BIR3  

จาก PmIAP และ BIR3 จาก XIAP 

 การเปรียบเทียบลกัษณะการอนุรักษข์องการทาํปฏิสมัพนัธ์ของ IBM และ BIR ตลอดจนการ

อนุรักษล์กัษณะของกรดอะมิโนในตาํแหน่งท่ีมีความสาํคญัดา้นการสร้างพนัธะไฮโดรเจนของ BIR 

ต่างๆ ตลอดจน BIR ของ PmIAP เป็นส่ิงท่ีช้ีนาํวา่โปรตีน PmIAP น้ี น่าท่ีจะมีปฏิสมัพนัธ์และมีหนา้ท่ี

เหมือนกนักบัโปรตีน PmIAP ในส่ิงมีชีวิตอ่ืน ซ่ึงเป็นส่ิงท่ีสนบัสนุนสมติฐานของงานวิจยัช้ินน้ี 
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บทที ่3 อุปกรณ์และวธีิการทดลอง 

 

3.1 เคร่ืองมอืและอุปกรณ์ทีใ่ช้ในการทดลอง 

3.1.1 เคร่ืองมือ 

Autoclave (TOMY; SX-700) 
Centrifuge (Centra-M2) 
Fume hood (Super flow fume cupboard) 
Lamina flow (36211 – 04; Labconco) 
Micropipette 0.5 – 10 μl (AV - 100; Accumax) 
Micropipette 100 – 1,000 μl (AV - 600; Accumax) 
Micropipette 20 – 200 μl (AV - 800; Accumax) 
Microtube 1.5 μl 
Microwave (R – 3S68; Sharp) 
Orbital shaker (4581; Thermo forma) 
pH meter (713 pH meter; Metrohm) 
Pipette controller (Fastpette V-2; Labnet) 
Pipette tip of Micropipette 0.5 – 10 μl (Croning) 
Pipette tip of Micropipette 20 – 200 μl (Croning) 
Pipette tip of Micropipette 100 – 1,000 μl (Gerinerlabotecnik) 
Power supply (powrepac 200; Bio-Rad) 
Refrigerator (SJ-D48H-BE; Sharp) 
Refrigerator&Freezer (FC-19; Sharp) 
Sonicator (SONIC & MATERIAL; VEX 600) 
Spectrophotometer (SC; Labomed) 
Top Loader blance (GF-3000; Diethelm) 
Vortex mixer (vortex-2-genie G560E; Scientific industries) 
Water bath (WB-14; MemMert) 
PD10 desalting column 
Protein purification column 
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3.1.2 สารเคม ี

Trypone, Yeast extract, Calcium chloride, Isophapyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG), Sodium 
chloride, Imidazole, Triton X-100, Nickel-nitrilotriacetic acid (Ni-NTA; QIAGEN), Bromophenol 
blue, β-mercaptoethanol, Tris-base, Glycine, water, Sodium dodecyl sulfate, Acrylamide, 
Ammonium persulfate, N'-tetramethylethylenediamine (TEMED), Acetic acid, methanol, Sodium 
hydroxide, Hydrochloric, Ethanol, Chloramphenical, Kanamycin, Ampicillin, Potassium acetate, 
Rubidium chloride, Manganese chloride, 3-morpholinopropane-1-sulfonic acid (MOPS) 

3.2 เช้ือแบคทเีรีย พลาสมิดและยนี  

Bacteria Escherichai coli strain BL21 DE3 (invitrogen) 
Bacteria Escherichai coli strain BL21 RIL (invitrogen) 
Recombinant plasmid pET15bThio/BIR2 
Recombinant plasmid pET15bThio/BIR3 
Recombinant plasmid pET15bThio/PmIAP 
Recombinant plasmid pET15bThio/PmHtrA2 
Recombinant plasmid pET28b/ PmHtrA2 
 

3.3 วธีิการทดลอง  

3.3.1 การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการแสดงออกของโปรตนี PmHtrA2 

3.3.1.1 การสร้างพลาสมิดลูกผสม pET28b ทีมี่ยนี PmHtrA2 และพลาสมิดลูกผสม pET15bThio ที่มี

ยนี PmHtrA2, PmIAP, BIR2, และBIR3  

 ช้ินยนี PmHtrA2, PmIAP, BIR2, และBIR3 ถูกเพิ่มจาํนวนดว้ยเทคนิค PCR และโคลนเขา้สู่พ
ลาสมิดลูกผสม pET15bThio หรือ pET28bโดยผูช่้วยนักวิจยัของห้องปฏิบติัการ ใช้พลาสมิด 
pDhsp/V5/PmIAP เป็น template ในการทาํ PCR ยีน BIR2, BIR3, และ PmIAP และใช ้
pDhsp/V5/PmHtrA2 เป็น template ในการทาํ PCR ยนี PmHtrA2 
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3.3.1.2 การ Transformation พลาสมิดลูกผสม pET28b และ pET15bThio ที่มียีนเป้าหมายสู่เซลล์

เจ้าบ้าน E.coli BL21 DE3 และ BL21 RIL 

ปิเปตพลาสมิดลูกผสมท่ีมียนีเป้าหมายปริมาตร 3 μl ลงใน microtube ท่ีมี competent cell 
(ภาคผนวก ค) ของเช้ือ E.coli BL21 DE3 หรือ BL21 RIL  ปริมาตร 200 μl นาํไปแช่ในนํ้ าแขง็เป็น
เวลา 30 นาที จากนั้นทาํการ heat shock โดยนาํไปแช่ใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 42 ๐C เป็นเวลา 60 
วินาที ต่อจากนั้นเติม LB broth (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 800 μl ลงใน microtube บ่มท่ีอุญหภูมิ 37 ๐C 

เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แลว้นาํไป centrifuge ดว้ยความเร็วท่ีทาํใหไ้ดค้่าแรงโนม้ถ่วง 4500 xg เป็นเวลา 5 
นาที ปิเปตสารละลาย (supernatant) 900 μl ท้ิง แลว้ละลายตะกอนเซลล ์ (pellet) เบาๆ จากนั้นนาํเช้ือ 
100 μl ไป spread ลงบน LB agar plate ท่ีมียาปฏิชีวนะ Ampicillin  (ความเขม้ขน้สุดทา้ย 100 μg/ml) 
สาํหรับพลาสมิด pET15bThio หรือยาปฏิชีวนะ Kanamycin (ความเขม้ขน้สุดทา้ย 50 μg/ml) 
สาํหรับพลาสมิด pET28b แลว้นาํไปบ่มท่ี 37 ๐C เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง  

3.3.1.3 การทดสอบการแสดงออกของโปรตีน  

 ทาํการเตรียมกลา้เช้ือ โดยใชโ้คโลนีของเช้ือท่ีไดจ้ากการทดลอง 3.3.1.2 ใส่ลงใน LB broth 
ปริมาตร 3 ml ท่ีมียาปฏิชีวนะท่ีจาํเพาะกบัพลาสมิด จากนั้นนาํอาหารเล้ียงเช้ือไปเล้ียงในตู ้incubator 

shaker ภายใตส้ภาวะอุณหภูมิ 37 °C ความเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลา 1 คืน หลงัจากนั้นนาํกลา้เช้ือ มา
ทาํการถ่ายลงอาหาร LB broth โดยทาํการดูดเช้ือปริมาตร 100 μl ถ่ายลงในอาหารปริมาตร 3 ml ท่ีมียา

ปฏิชีวนะท่ีจาํเพาะกบัพลาสมิด แลว้ทาํการเล้ียงในตู ้incubator shaker ภายใตส้ภาวะอุณหภูมิ 37 °C 
ความเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลา 3-4 ชัว่โมง เพื่อใหไ้ดค่้า OD660ประมาณ 0.6-0.8   

จากนั้นทาํการเหน่ียวนาํใหเ้ช้ือสร้างโปรตีนดว้ยการเติม 1 M IPTG (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 3 
μl ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ (IPTG ความเขม้ขน้สุดทา้ย 1 mM) แลว้ทาํการเล้ียงใน incubator shaker 

ภายใตส้ภาวะอุณหภูมิ 15 °C ความเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลาขา้มคืน จากนั้นทาํการเก็บเก่ียวเซลล์
แบคทีเรียโดยดูดตวัอย่างปริมาตร 3 ml นาํไป centrifuge ดว้ยความเร็วท่ีทาํให้ไดค่้าแรงโน้มถ่วง 
4,500 xg เป็นเวลา 10 นาที  

ละลายเซลลต์ะกอนตวัอยา่งดว้ย Buffer 1 (ภาคผนวก ข) ผสมให้เขา้กนัดว้ยการปิเปตหรือ 

vortex จากนั้นทาํใหเ้ซลลแ์ตกดว้ยเคร่ือง sonicator (ภาคผนวก ค) แลว้นาํไป centrifuge ดว้ยความเร็ว

ท่ีทาํใหไ้ดค่้าแรงโนม้ถ่วง 20,000 xg เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นดูดสารละลาย supernatant ออก แลว้เติม  

Ni-NTA bead 50 μl ลงใน supernatant นาํไปเขา้เคร่ือง shaker ท่ีอุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 15 นาที 

จากนั้นนาํไป centrifuge ดว้ยความเร็วท่ีทาํใหไ้ดค้่าแรงโนม้ถ่วง 4,500 xg เป็นเวลา 1 นาที  ปิเปต
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3.3.2 การผลติและการทาํบริสุทธ์ิโปรตนี 

3.3.2.1 การเลีย้งเซลล์และเหน่ียวนําให้เกดิการแสดงออกของโปรตีน 

 ทาํการเตรียมกลา้เช้ือ โดยใช้เช้ือท่ีไดจ้ากการทดลองท่ี 3.3.1.3  ท่ีเก็บไวตู้แ้ช่แข็ง -80 °C 
ปริมาตร 100μl ใส่ลงใน LB broth ปริมาตร 10 ml ท่ีมียาปฏิชีวนะท่ีจาํเพาะกบัพลาสมิด จากนั้นนาํเช้ือ

แบคทีเรียไปทาํการเล้ียงในตู ้incubator shaker ท่ีอุณหภูมิ 37 °C ความเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลา 1 
คืน หลงัจากนั้นนาํกลา้เช้ือมาถ่ายลงอาหาร LB broth โดยปิเปตกลา้เช้ือปริมาตร 10 ml ลงในอาหาร
ปริมาตร 1 ลิตร ท่ีมียาปฏิชีวนะท่ีจาํเพาะกบัพลาสมิด แลว้ทาํการเล้ียงในตู ้incubator shaker ภายใต้

สภาวะอุณหภูมิ 37 °C ความเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลา 3-4 ชัว่โมง เพื่อใหไ้ดค้่า OD660ประมาณ 0.6-
0.8 จากนั้นทาํการเหน่ียวนาํใหเ้ช้ือสร้างโปรตีนดว้ยการเติม 1M IPTG ปริมาตร 1 ml ลงในอาหาร LB 
broth (IPTG ความเขม้ขน้สุดทา้ย 1 mM) แลว้ทาํการเล้ียงใน incubator shaker ภายใตส้ภาวะอุณหภูมิ 

15 °C ความเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลาขา้มคืน จากนั้นจึงทาํการเก็บเก่ียวเซลลแ์บคทีเรีย ดว้ยการนาํ
อาหารเล้ียงเช้ือไป centrifuge ดว้ยความเร็วท่ีทาํให้ไดค่้าแรงโนม้ถ่วง 4,500 xg เป็นเวลา 10 นาที 

รวบรวมตะกอนเซลลท์ั้งหมดเกบ็ไวใ้นตูแ้ช่แขง็อุณหภูมิ -20°C เพื่อทาํการทาํบริสุทธ์ิโปรตีนต่อไป 

3.3.2.2 การทาํบริสุทธ์ิโปรตีน  

การทาํให้เซลล์แบคทเีรียแตก โดยใช้เคร่ือง Sonicator 

 หลงัจากเก็บเก่ียวตะกอนเซลลแ์ลว้ทาํการเติม Buffer 1 ปริมาตร 30 ml ลงในหลอด falcon 
tube ขนาด 50 ml ท่ีมีตะกอนเซลลอ์ยู ่ละลายตะกอนเซลลด์ว้ยการปิเปตหรือ vortex จากนั้นนาํไปทาํ
ให้เซลลแ์ตกดว้ยเคร่ือง sonicator ติดตั้ง probe ท่ีขนาดเหมาะสมกบัปริมาตรสารละลายเซลล ์ใช ้
amplitude 40% และทาํการ sonicate โดยใชเ้วลา pulse in 5 วินาที pulse off 5 วินาที จาํนวน 5 cycles 
และระวงัไม่ใหส้ารละลายเซลลเ์กิดความร้อนระหวา่งการ sonicate  

การทาํบริสุทธ์ิโปรตีนด้วย Ni-NTA affinity chromatography 

 หลงัจากทาํให้เซลลแ์ตกโดยใชเ้คร่ือง Sonicator แลว้ นาํสารละลายของตะกอนเซลลม์าทาํ
การ Centrifuge ดว้ยความเร็วท่ีทาํใหไ้ดค้่าแรงโนม้ถ่วง 20,000 xg เป็นเวลา 20 นาที แยก supernatant 
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 หลงัจากทาํการบ่มโปรตีนกบั Ni-NTA bead แลว้ ค่อยๆปล่อยสารละลายในคอลมัน์ออกจน
หมด จากนั้นลา้ง Ni-NTA bead ท่ีกาํลงัจบักบัโปรตีนอยูด่ว้ย Buffer 1 ปริมาตร 1 column volume 
จาํนวน 5 คร้ัง ตามดว้ยการลา้งดว้ย Buffer 2 (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 1 column volume จาํนวน 5 คร้ัง 
เช่นกนั จากนั้นปล่อย Buffer ท่ีอยูใ่นคอลมัน์ออกจนหมด แลว้เติม Buffer 3 (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 
2.5 ml ลงในคอลมัน์ ปล่อยท้ิงไว ้10 นาที โปรตีนจะถูกชะออกมาใน Buffer 3 จากนั้นค่อยๆปล่อย 
Buffer 3 ออก เพ่ือเก็บสารละลายโปรตีน ทาํการ Elution ทั้งหมด 5 คร้ัง จากนั้นแบ่งโปรตีนจาก 
Elution fraction ทั้งหมดตวัอยา่งล่ะ 10 μl ไปตรวจสอบปริมาณโปรตีนดว้ยวิธี SDS-PAGE  

การเปลีย่น Buffer ของโปรตีนด้วย PD10 desalting column  

 นาํ Eluted fraction จากการทดลองท่ี 3.3.2.2 มาทาํการเปล่ียน Buffer โดยการปิเปต
สารละลายโปรตีนทั้งหมด (ปริมาตร 2.5 ml) ลงใน PD10 column ปล่อยสารละลายท่ีไหลออกมาใน
ตอนแรกท้ิงไปทั้งหมด จากนั้นเติมสารละลาย TEV cleavae buffer (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 3.5 ml ลง
ในคอลมัน์ และเก็บสสารละลายท่ีไหลออกมาจากคอลมัน์ในขั้นตอนน้ีไว ้(ปริมาตร 3.5 ml) จากนั้น
แบ่งสารละลายโปรตีนท่ีไดต้วัอยา่งล่ะ 10 μl ไปตรวจสอบปริมาณโปรตีนดว้ยวิธี SDS-PAGE  

การตัดโปรตีน thioredoxin ออกจากโปรตีนเป้าหมาย 

 ผสมสารละลายโปรตีนท่ีไดจ้ากการทดลองท่ี 3.3.2.3 กบั TEV protease ในอตัราส่วน 1:5 

จากนั้นผสมกบั DDT ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ย 1mM บ่มท่ีอุณหภูมิ 4°C เป็นเวลาขา้มคืน จากนั้น
เตรียมคอลมัท์าํบริสุทธ์ิโปรตีนเหมือนในการทดลองท่ี 3.3.2.2 โดยใช ้Ni-NTA bead 0.5 ml จากนั้น
นาํสารละลายผสมของโปรตีนและ TEV protease ท่ีผา่นการบ่มแลว้ใส่ลงในคอลมัน์ ผสมใหเ้ขา้กนั
และท้ิงไว ้15 นาที เพื่อใหโ้ปรตีน Thioredoxin ท่ีถูกตดัออกมาและโปรตีน TEV protease จบักบั Ni-
NTA bead จากนั้นปล่อยสารละลายออกจากคอลมัน์ เก็บสารละลายดงักล่าวเอาไวเ้ป็นสารละลาย
โปรตีนเป้าหมายท่ีผา่นการตดัดว้ย TEV protease นาํไปวิเคราะห์โปรตีนดว้ยวิธี SDS-PAGE จะพบว่า
โปรตีนมีขนาดเลก็ลง 
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3.3.3 การทดสอบปฏิสัมพนัธ์ของโปรตีน PmHtrA2 และ PmIAP ด้วยวิธี pull down 
assay 

3.3.3.1 การตรวจสอบคุณภาพของโปรตีน 

 นาํสารละลายโปรตีนท่ีตอ้งการตรวจสอบคุณภาพ มาผสมกบั SDS-PAGE loading dye ท่ี
ปราศจาก mercaptoethanol จากนั้นนาํไปทดสอบโปรตีนดว้ยวิธี SDS-PAGE  

3.3.3.2 การทดสอบปฏิสัมพนัธ์ของโปรตีน 

 ผสมโปรตีน PmIAP เวอร์ชัน่ต่างๆปริมาตร 500 ml กบั Ni-NTA bead 50 μl บ่มท่ีอุณหภูมิ 4oC 
เป็นเวลา 20 นาที เพื่อให้โปรตีนจบักบั Ni-NTA bead หลงัจากนั้นปิเปตสารละลายออกใหเ้หลือแต่ 
Ni-NTA bead และเติมโปรตีน PmHtrA2 ท่ีผา่นการตดัเอาโปรตีน thioredoxin ออกมาแลว้ปริมาตร 
500 μl และนาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นป่ันตกตะกอนเอาเฉพาะส่วนท่ีเป็น Ni-
NTA bead และลา้ง Ni-NTA bead ดว้ย washing buffer (20 mM tris, 0.3mM NaCl, 15mM imidazole, 
1X protease inhibitor, pH8) 10 นาที 3 คร้ัง จากนั้นใส่ loading buffer ลงใน Ni-NTA bead แลว้ทาํการ
ตรวจสอบโปรตีนดว้ยวิธี SDS-PAGE  
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บทที4่ ผลการทดลอง 

 

4.1 การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการแสดงออกของโปรตนี PmHtrA2 

 ก่อนหนา้การดาํเนินงานช้ินน้ี จากการศึกษาเบ้ืองตน้ของ ดร.ไตรวิทย ์รัตนโรจน์พงศ ์ไดท้าํ

การแสดงออกโปรตีน PmHtrA2 ท่ีไม่ครบส่วน (partial-PmHtrA2) อนัประกอบด้วยกรดอะมิโนท่ี 

177 – 351 ซ่ึงครอบคลุม PDZ domain และส่วนหน่ึงของ serine protease เท่านั้น ผลปรากฏว่าเม่ือทาํ

การทดสอบการแสดงออกโปรตีน partial-PmHtrA2 บนพลาสมิด pET28b ในเซลลแ์บคทีเรีย E.  coli 

สายพนัธ์ุ BL21 DE3 พบว่าโปรตีน partial-PmHtrA2 มีการแสดงออกมาในรูปท่ีละลายนํ้ าไดเ้พียง

เลก็นอ้ย โปรตีนส่วนใหญ่แสดงออกมาเป็น inclusion body ซ่ึงตกตะกอนและรวมตวัอยูใ่นส่วนของ

เศษเซลล์ ดังแสดงในรูปท่ี 4.1 ลกัษณะดังกล่าวเป็นอุปสรรคต่อการผลิตโปรตีนท่ีมีคุณสมบติัท่ี

สามารถนาํไปใชใ้นการศึกษาขั้นสูงต่อไป เช่น การศึกษาโครงสร้างสามมิติ และการศึกษาปฏิสัมพนัธ์

กบัโปรตีนอ่ืน ดงันั้นในงานวิจยัช้ินน้ีจึงพยายามทาํการศึกษาวิธีท่ีจะสามารถผลิตโปรตีน PmHtrA2 

ในรูปแบบท่ีสามารถละลายนํ้าได ้ 

 

รูปที ่4.1 ผลการวิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีน partial-PmHtrA2 บนพลาสมิด pET28b  

 ในเซลล ์BL21 DE3 ดว้ยเทคนิค SDS-PAGE  
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ต่อมามีการศึกษาเพิ่มจนทราบลาํดบัเบสทั้งหมดของยีน PmHtrA2 เม่ือทาํการวิเคราะห์

โครงสร้างจึงทาํให้รู้ว่าโปรตีนดงักล่าวประกอบดว้ย 4 domains หลกัคือ mitochondria localizing 

signal (MLS), transmembrane (TM), serine protease, และ PDZ domain นอกจากน้ีก็ยงัคน้พบ IBM 

อยูร่ะหว่าง transmembrane domain กบั serine protease ซ่ึงตามทฤษฎีแลว้ ตรงส่วนน้ีจะเป็นตาํแหน่ง

ท่ีเกิดการตดัสอง mitochondria localizing signal (MLS) และ transmembrane (TM) ท้ิงตรงตาํแหน่ง

กรดอะมิโนก่อนหนา้ IBM 1 ตาํแหน่งพอดี ทาํใหโ้ปรตีนท่ีถูกตดัอยูใ่นรูปแบบพร้อมทาํงาน (mature 

HtrA2) จากการท่ีคน้พบลาํดบัเบสของยีน PmHtrA2 ท่ีสมบูรณ์น้ี จึงเกิดการวางแผนทาํการผลิต

โปรตีน PmHtrA2 ในรูปแบบ mature PmHtrA2 เพื่อใชใ้นการทดสอบขั้นสูงต่อไป 

ยนี mature PmHtrA2 จึงถูกเพิ่มจาํนวนดว้ยวิธี PCR และโคลนเขา้สู่พลาสมิดลูกผสม pET28b 

และ pET15bThio โดยผูช่้วยนกัวิจยัของห้องปฏิบติัการ พลาสมิด pET28b เป็นพลาสมิดพ้ืนฐาน

สําหรับแสดงออกยีน ซ่ึงเคยถูกใช้มาแลว้เม่ือทาํการแสดงออกยีน partial-PmHtrA2 ส่วนพลาสมิด 

pET15bThio นั้นเป็นพลาสมิดท่ีไดรั้บการดดัแปลงมาจากพลาสมิด pET15b ซ่ึงมีการใส่ hexa-

histidine tag, E. coli thioredoxin, TAT signal sequence, TEV substrate sequence, และ multiple 

cloning site เพิ่มเขา้ไปในพลาสมิด pET15b เม่ือยนีในพลาสมิด pET15bThio ถูกถอดรหสัออกมา จะ

ทาํใหมี้ส่วนของโปรตีนลูกผสม hexa-histidine Tag, Thioredoxin, TAT signal sequence, และ TEV 

substrate sequence เช่ือมติดอยูใ่นส่วน N-terminal ของโปรตีนเป้าหมาย การมีโปรตีนต่างๆเช่ือมติด

เช่นน้ีจะทาํให้โปรตีนเป้าหมายมีลกัษณะพิเศษดงัน้ี 1.ดว้ยคุณสมบติัของ Histidine tag จะทาํให้

โปรตีนลูกผสมมีความง่ายต่อการ Purification ดว้ยการใช ้Ni NTA bead และยงัสามารถตรวจสอบ

ยืนยนัโปรตีนไดด้ว้ยวิธีการ western blot ดว้ยแอนติบอด้ีท่ีจดจาํต่อ histidine tag 2.โปรตีน 

Thioredoxin จะช่วยทาํให้โปรตีนมีการพบัตวัท่ีดี สเถียรข้ึน ละลายนํ้ ามากข้ึน และอาจช่วยให้มีการ

แสดงออกไดม้ากข้ึน (Edward et al., 1993) 3. TAT signal sequence จะทาํใหเ้กิดการส่งโปรตีนท่ีถูก

ผลิตไปเก็บไวใ้น periplasm ซ่ึงเหมาะแก่การเก็บรักษาโปรตีน และ4.TEV substrate sequence จะช่วย

ทาํให้สามารถใชเ้อนไซม ์TEV protease ตดัส่วนโปรตีนลูกผสมขา้งตน้ออกจากโปรตีนท่ีผลิตได ้

แผนภาพพลาสมิดดงักล่าวดงัแสดงในรูปท่ี 4.2 
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รูปที ่4.2 แผนภาพลกัษณะส่วนประกอบทางโครงสร้างของโปรตีน PmHtrA2 บนพลาสมิด 

pET15bThio/PmHtrA2 และ pET28b/PmHtrA2 

พลาสมิดลูกผสมทั้งหมดต่างถูก transform เขา้สู่เช้ือแบคทีเรีย E. coli BL21(DE3) และ BL21 

RIL จากนั้นทาํการเล้ียงและกระตุน้ใหเ้กิดการแสดงออกของโปรตีนลูกผสมดงัท่ีกล่าวไปในส่วนของ

วิธีการทดลองท่ี 3.3.1.3 หลจัากทาํการตรวจสอบโปรตีนดว้ยวิธี SDS-PAGE ดงัแสดงในรูปท่ี 4.3 จาก

ผลการทดลอง พบว่าโปรตีน PmHtrA2 จากทั้งสองพลาสมิดสามารถแสดงออกในรูปแบบละลายนํ้ า

ได ้โปรตีนท่ีแสดงออกมีขนาดประมาณ 38 kDa สาํหรับ pET28b และ 50 kDa สาํหรับ pET15bThio 

ซ่ึงใกลเ้คียงกบัค่าท่ีถูกคาํนวนโดยโปรแกรม compute pI/Mw จากโปรแกรม expasy (Bjellqvist  et al., 

1993) คือมีขนาด 39.4 kDa มีค่า pI เท่ากบั 7.35 สาํหรับพลาสมิด pET28b และมีขนาด 53.5 kDa มีค่า 

เท่ากบั pI 6.4 สําหรับพลาสมิด pET15bThio อย่างไรก็ตามพบว่า โปรตีน PmHtrA2 ท่ีถูกผลิตดว้ย

เซลล ์BL21 DE3 มีลกัษณะเหมือนถูกยอ่ยเป็นช้ินเลก็ๆ (degradation) ดงัท่ีเห็นในรูปท่ี 24 ซ่ึงเป็นขอ้

บ่งช้ีว่าโปรตีนท่ีถูกผลิตข้ึนดว้ยพลาสมิด pET28b มีความไม่เสถียร ทาํให้เกิดการสลายตวัเอง (self 

degradation) ต่างจากโปรตีน PmHtrA2 ท่ีถูกแสดงออกดว้ยพลาสมิด pET15bThio ไม่พบการแตกหกั

ของโปรตีนแต่อย่างใด หากแต่มีการแสดงออกของโปรตีนน้อยกว่าใน pET28b ทั้งน้ีการแสดงออก

ของพลาสมิด pET15bThio ท่ีไม่มียีน PmHtrA2 จะพบการแสดงออกของ thioredoxin ท่ีมีขนาด

ประมาณ 20 kDa  
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รูปที ่4.3 การวเิคราะห์การแสดงออกของโปรตีน PmHtrA2 ดว้ยพลาสมิด pET28b  

 และ pET15bThio ดว้ยเทคนิค SDS-PAGE 

เม่ือทาํการการวิเคราะห์ codon bias จากลาํดบัเบสของยนี PmHtrA2 พบว่าทั้งสองยนีมี codon 

ท่ีพบไดน้อ้ยในเซลล ์E.coli อยูห่ลายตาํแหน่ง ดงันั้นจึงไดมี้การเลือกใช ้E.coli สายพนัธ์ุ BL21 RIL 

มาใชใ้นการแสดงออกโปรตีน ซ่ึงเซลล ์BL21 RIL นั้นมีการตดัต่อยนี tRNA สาํหรับ rare codon 3 

ชนิดคือ Arginine (AGA และ AGG), Leucine (AUA), และ Isoleucine (CUA) เพ่ิมเขา้ไปใน

โครโมโซม ทาํใหโ้ปรตีน PmHtrA2 ท่ีถูกถอดรหสัดว้ยเซลล ์BL2 RIL มีโอกาสประสบความสาํเร็จ

ในการ translation สูงกว่าโปรตีน PmHtrA2 ท่ีถูกแสดงออกดว้ยเซลล ์BL21 DE3 ธรรมดา ดงันั้น

เม่ือพลาสมิดลูกผสม pET15bThio/PmHtrA2 แสดงออกในเซลล ์BL21 RIL ก็พบว่ามีปริมาณการ

แสดงออกของโปรตีน PmHtrA2 เพิ่มข้ึนมากกวา่การใชเ้ซลล ์BL21 DE3 จริง ดงัในรูปท่ี 4.4 
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รูปที ่4.4 การวเิคราะห์การแสดงออกของโปรตีน PmHtrA2 ดว้ยพลาสมิด pET15bThio  

ในเซลลเ์จา้บา้น BL21 DE3 และ BL21 RIL ดว้ยเทคนิค SDS-PAGE 

จากขอ้สังเกตเร่ืองการเส่ือมสภาพของโปรตีน จึงมีการตรวจสอบโปรตีน PmHtrA2 ท่ี

แสดงออกในเซลลแ์ละพลาสมิดชนิดต่างๆ ดว้ยวิธี Western blot ดว้ยแอนติบอด้ีท่ีจาํเพาะต่อ histidine 

tag เพ่ือยืนยนัการแตกสลายและเส่ือมสภาพของโปรตีน ซ่ึงแสดงดงัรูปท่ี 4.5 พบแถบโปรตีนขนาด

เล็กกว่าแถบโปรตีน PmHtrA2 อยู่หลายแถบ เน่ืองจากว่าการทดสอบน้ีใช้แอนติบอด้ีท่ีจดจาํต่อ 

histidine tag เป็นตวัตรวจจบัโปรตีน ดงันั้นจึงสามารถช้ีใหเ้ห็นไดว้่าแถบโปรตีนท่ีปรากฏคือโปรตีน 

PmHtrA2 ท่ีไดจ้ากจากการทาํบริสุทธ์ิ โดยจะพบการเส่ือมสลายของโปรตีน PmHtrA2 เฉพาะท่ีถูก

ผลิตจากพลาสมิด pET28b เท่านั้น 
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รูปที ่4.5 การวเิคราะห์ขนาดของโปรตีน PmHtrA2 ดว้ยวธีิ Western blot 

โดยทัว่ไปแลว้ โปรตีนจากยูคาริโอตนั้นมกัจะมีปัญหาในการแสดงออกได้ยากในระบบ

แบคทีเรีย เน่ืองจากในเซลล์ยูคาริโอตจะมีสภาพแวดลอ้มและกระบวนการท่ีต่างไปจากในเซลล์

แบคทีเรีย เช่น มีการใช ้codon ท่ีพบไดน้อ้ยในแบคทีเรีย และมีกระบวนการ post translation ดงันั้น

ระบบการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม thioredoxin (thioredoxin fusion partner expression system) 

จึงสามารถช่วยทาํให้โปรตีนจากยคูาริโอตสามารถรักษาความเสถียรไดม้ากข้ึน โปรตีน thioredoxin 

นั้นสามารถทาํหนา้ท่ีเป็น self chaperon ได ้เน่ืองจากคุณสมบติัของ thioredoxin เป็นโปรตีนท่ีสามารถ

ละลายนํ้ าได้ดี ทนความร้อน มีความเสถียรสูง สามารถเหน่ียวนําให้โปรตีนท่ีถูกเช่ือมต่อด้วยมี

คุณสมบติัดงักล่าวตามไปดว้ย และการใชเ้ซลลเ์จา้บา้นท่ีมีการเพ่ิม codon เป็นพิเศษก็สามารถทาํให้

ช่วยให้ยีนมีโอกาสประสบความสาํเร็จในการ translation ง่ายข้ึน ส่งผลให้ปริมาณโปรตีนท่ีถูกผลิต

ข้ึนมามีปริมาณมากข้ึน  

4.2 การผลติและทาํบริสุทธ์ิโปรตนี PmHtrA2 
 จากผลการทดสอบการแสดงออกของโปรตีน PmHtrA2 บ่งช้ีว่าระบบการแสดงออกของ

โปรตีนลูกผสม thioredoxin ดว้ยพลาสมิด pET15bThio และเซลล์เจา้บา้น BL21-RIL มีความ

เหมาะสมในการผลิตโปรตีน PmHtrA2 ในการทดลองต่อมาจึงมีการผลิตและทาํบริสุทธ์ิโปรตีนทั้ง

สองในปริมาณท่ีมากข้ึนตามวิธีการทดลองท่ี 3.3.2 ซ่ึงแสดงผลดงัรูปท่ี 4.6 โปรตีน PmHtrA2 นั้น
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รูปที ่4.6 การวเิคราะห์คุณภาพโปรตีน PmHtrA2 ท่ีผา่นการถูกทาํบริสุทธ์ิผา่น Ni NTA 

column ในสภาวะ reducing และ non-reducing โดยวิธี SDS-PAGE 

อย่างไรก็ตามโปรตีน PmHtrA2 ท่ีทาํบริสุทธ์ิไดน้ั้นมีส่วนของโปรตีนลูกผสม thioredoxin  

และ hexahistidine tag เช่ือมติดอยูใ่นส่วน N-terminal ซ่ึงทาํใหโ้ปรตีนท่ีผลิตไดอ้าจมีโปรตีนลูกผสม

มาขดัขวางการทาํปฏิสัมพนัธ์ของ IBM กบั BIRในข้ึนตอนการทาํ pull down assay ดงันั้นจึงจาํเป็นท่ี

จะตอ้งตดัส่วนโปรตีนลูกผสมออกไปจากโปรตีน PmHtrA2 ทั้งน้ีดว้ยการออกแบบให้มีส่วน TEV 

cleavage site อยูร่ะหว่างโปรตีนลูกผสมและโปรตีน PmHtrA2 จึงทาํใหส้ามารถใช ้TEV protease ตดั

โปรตีนลูกผสมออกไปได้ ในการทดลองขั้นต่อไปจึงได้ทาํการตดัส่วนโปรตีนลูกผสมออกด้วย

เอนไซม ์TEV protease ซ่ึงจาํเพาะกบัลาํดบักรดอะมิโน ENLYFQGGS ท่ีอยู่ระหว่าง IBM ของ 

PmHtrA2 กบัโปรตีนลูกผสม เม่ือทาํการบ่มโปรตีน PmHtrA2 ร่วมกบัเอนไซม ์TEV protease แลว้ทาํ

การกาํจดัโปรตีนลูกผสมดว้ยการนาํสารละลายโปรตีนผา่น Ni NTA bead โปรตีน TEV และโปรตีน

ลูกผสม thioredoxin ท่ีถูกตดัออกมาจะถูกจบัดว้ย Ni NTA bead ส่วนโปรตีน PmHtrA2 ไม่ถูก Ni 

NTA bead จบั จึงสามารถเก็บโปรตีน PmHtrA2 ไดจ้าก flow through หลงัจากตรวจสอบโปรตีน 
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รูปที ่4.7 ผลการวิเคราะห์โปรตีน โปรตีน PmHtrA2 ภายหลงัจากการตดัดว้ยเอนไซม ์TEV protease  

                 ดว้ยวิธี SDS-PAGE 

4.3 การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการแสดงออกและการทาํบริสุทธ์ิโปรตนี 

PmIAP  
 โดยทัว่ไปปฏิสัมพนัธ์ของโปรตีน PmIAP กบั IBM protein จะเกิดตรงตาํแหน่ง BIR2 และ 

BIR3 domain (Listonet al., 2003) ดงันั้นจึงอาจไม่จาํเป็นตอ้งผลิตโปรตีน PmIAP ขนาดสมบูรณ์ 

เน่ืองจากการผลิตโปรตีนท่ีมีขนาดใหญ่นั้นจะเป็นงานท่ีมีความยากลาํบากสูง อยา่งไรกต็ามในงานวิจยั

ช้ินน้ี นอกจากจะพยายามผลิตส่วน BIR2 และ BIR3 แลว้ ก็ยงัไดล้องทาํการผลิตโปรตีน PmIAP 

ขนาดสมบูรณ์ดว้ย  
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ยนี PmIAP, BIR2, และ BIR3 จึงถูกเพิ่มจาํนวนดว้ยวิธี PCR ไพรเมอร์ถูกออกแบบใหจ้าํเพาะ

กบัลาํดบัเบสท่ีครอบคลุมแต่ละช้ินส่วนของโปรตีน PmIAP ดงัรูปท่ี 4.8 ยนี PmIAP และ BIR ทั้ง 2 

เวอร์ชัน่ถูกโคลนเขา้สู่พลาสมิด pET15b/Thio โดยผูช่้วยนกัวิจยัของหอ้งปฏิบติัการ 

 

RING 

His TAT TCS Thioredoxin BIR2 

His TAT TCS Thioredoxin BIR3 BIR2 BIR1 PmIAP 

BIR 2 

His TAT TCS Thioredoxin BIR3 BIR3 

 

รูปที ่4.8 ลกัษณะโครงสร้างของโปรตีน PmIAP และ BIR ท่ีถูกแสดงออกโดยพลาสมิด pET15bThio 

หลงัจากท่ีไดท้าํการโคลนแลว้จึงทาํการ transformation พลาสมิดทั้งหมดเขา้สู่เช้ือแบคทีเรีย 

E. coli BL21 RIL จากนั้นทาํการเล้ียงและกระตุน้ให้เกิดการแสดงออกของโปรตีนดงักล่าว ซ่ึงผล

ปรากฏว่าโปรตีน BIR2 และ BIR3 สามารถแสดงออกไดดี้ โดยโปรตีนท่ีแสดงออกมีขนาดประมาณ 

30 kDa ซ่ึงใกลเ้คียงกบัขนาดของโปรตีน BIR2 และ BIR3 ท่ีถูกคาํนวณค่าทางทฤษฎี คือ 31.7 kDa 

และ 30.3 kDa และมีค่า pI 6.38 และ 6.79 ตามลาํดบั ในส่วนของโปรตีน PmIAP นั้นสามารถ

แสดงออกไดป้ริมาณนอ้ย และมีขนาดประมาณ 60 kDa ซ่ึงไม่ตรงกบัค่าท่ีคาํนวณไดด้ว้ยโปรแกรม

คอมพิวเตอร์ คือ 92.5 kDa จึงไดท้าํการคาํนวนขนาดท่ีแน่ชดัของโปรตีนโดยใชว้ิธีวดัค่า Rf  (Ian, 

2005) ดงัรูปท่ี 4.9  
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y = ‐1.217x + 2.001
R² = 0.969
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รูปที ่4.9 รูปเจลท่ีใชใ้นการคาํนวนและกราฟท่ีพลอ๊ตระหวา่งค่า log MW และค่า Rf ของ maker  

เม่ือแทนค่า Rf ของโปรตีน PmIAP ในสมการท่ีไดจ้ากกราฟจะไดเ้ป็นสมการ y = -

1.217(0.1916) + 2.001 ซ่ึงสามารถคาํนวนค่า log MW ของโปรตีน PmIAP ได ้1.7678228 เม่ือคาํนวณ

กลบัจึงสามารถทราบค่ามวลโมเลกุลของโปรตีนลูกผสม Thioredoxin-PmIAP คือ 58.58991 kDa ซ่ึง

ต่างจากค่าท่ีคาํนวนไดด้ว้ยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ (Expasy) ซ่ึงมีขนาด 92.5 kDa ดงันั้นจึงแปลว่า

โปรตีน PmIAP ท่ีสามารถแสดงออกมาไดน้ี้เป็นช้ินส่วนโปรตีนท่ีไม่สมบูรณ์ คือมีกรดอะมิโนไม่

ครอบคลุมทุกโมเลกลุของ PmIAP 

จากการวิเคราะห์โครงสร้างของโปรตีนลูกผสม thioredoxin- PmIAP พบว่า โปรตีน 

Thioredoxin มีขนาด 15.7 kDa ส่วนท่ีเป็น BIR domain ทั้ง 3 domain มีขนาดรวมกนั  41.1 kDa เม่ือ

รวมกบัส่วนของ thioredoxin แลว้จะไดเ้ป็นขนาด 56.8 kDa และจากขอ้สงัเกตวา่ โปรตีนท่ีสามารถถูก
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Ideal Thio-PmIAP 

 
RING His TAT TCS Thioredoxin BIR3 BIR2 BIR1 

 

 
15.7 kDa 10.8 kDa 14.5 kDa 15.8 kDa 35.6 kDa 

 
56.8 kDa 

 

 
Expressed Thio-PmIAP 58.6 kDa 

รูปที ่4.10 แผนภาพโครงสร้างและขนาดของ domain ต่างๆของโปรตีน PmIAP ในพลาสมิด  

pET15bThio และขนาดของโปรตีน Thio-PmIAP ท่ีถูกแสดงออก 

แมว้่าโปรตีน PmIAP จะมีการแสดงออกมาอย่างไม่สมบูรณ์ก็ตาม แต่ว่าโปรตีน PmIAP 

ขนาด 58.6 kDa น้ียงัคงมีส่วนของ BIR ทั้งสาม domain อยูค่รบ ซ่ึง BIR domain ทั้งสามเป็นส่วนท่ีใช้

ในการทาํปฏิสมัพนัธ์กบั IBM ดงันั้นจึงเช่ือวา่โปรตีนช้ินส่วนน้ีน่าจะยงัคงมีคุณสมบติัท่ีจะสามารถทาํ

ปฏิสมัพนัธ์กบัโปรตีน PmHtrA2 ได ้ 

 ต่อจากนั้น จึงไดท้าํการผลิตโปรตีน PmIAP, BIR2, และ BIR3 โดยการเล้ียงในสภาวะเดิม

ขา้งตน้ ในปริมาณมากข้ึน เม่ือโปรตีนถูกทาํบริสุทธ์ิดว้ย Ni NTA bead affinity chromatography และ

ผา่นการเปล่ียน Buffer ดว้ย PD10 column สุดทา้ยโปรตีนท่ีทาํบริสุทธ์ิไดถู้กนาํมาทดสอบดว้ยวิธี 

SDS-PAGE ดงัแสดงในรูปท่ี 4.11 
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รูปที ่4.11 การวิเคราะห์โปรตีน PmIAP, BIR2, และ BIR3 ภายหลงัการทาํบริสุทธ์ิโดย Ni NTA  

 column ดว้ยวธีิ SDS-PAGE 

 การทดลองน้ีความประสบความสาํเร็จในการผลิตโปรตีน N-terminal PmIAP, BIR2, และ 

BIR3 โปรตีนท่ีไดมี้ขนาดตรงกบัท่ีเคยทาํการทดสอบการแสดงออกของโปรตีน หลงัจากน้ีโปรตีนจะ

ถูกเกบ็เพื่อรอทาํการทดลองข้ึนต่อไป 

4.4 การทดสอบปฏิสัมพนัธ์ของโปรตนี PmHtrA2 และ PmIAP ด้วยเทคนิค pull 

down assay 

 โปรตีน PmHtrA2, PmIAP, BIR2, และ BIR3 ท่ีผา่นการทาํบริสุทธ์ิและพร้อมทาํการทดลอง 

ถูกนาํมาตรวจสอบคุณภาพของโปรตีน โดยการทดสอบ SDS-PAGE ในสภาวะ reducing และ non-

reducing เพื่อตรวจสอบคุณภาพของโปรตีน จากผลการทดลองพบว่าแถบโปรตีนในสภาวะ non-

reducing ของโปรตีนทั้งหมดมีลกัษณะเป็นแถบแถบเดียว ไม่มีลกัษณะการกระจายตวั ดงัแสดงในรูป

ท่ี 4.12 ซ่ึงบ่งช้ีว่าโปรตีนทั้งหมดมีการพบัตวัในรูปแบบเดียวกนัสมํ่าเสมอ อนัน่าจะเป็นรูปแบบตาม

ธรรมชาติ ซ่ึงสามารถสรุปไดว้า่โปรตีนดงักล่าวพร้อมท่ีจะถูกนาํไปทาํการทดลองขั้นต่อไป  
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รูปปที ่4.12 การตรวจสอบคุณภภาพของโปรตีนดว้ยวิธี SDDS-PAGE ในนสภาวะ reduucing  
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รูปที ่4.13 การทดสอบบปฏิสัมพนัธ์์ของโปรตีนด้ดว้ยวิธี pull doown assay 
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บทที5่ สรุปผลการทดลอง 
 

 ในปัจจุบนัความรู้ความเขา้ใจในกระบวนการ apoptosis ของส่ิงมีชีวิตชนิดต่างๆนั้นมีอยูม่าก

แต่ก็มีขอ้จาํกดัคือแมมี้การศึกษา วิจยั และสังเคราะห์ความรู้ดา้น apoptosis ออกมาและสามารถทาํ

ความเขา้ใจในกระบวนการ apoptosis ไดใ้นเชิงลึก แต่ก็จะจาํกดัอยู่แต่เพียงในสัตวไ์ม่ก่ีชนิดท่ีเป็น

โมเดลศึกษาทางชีววิทยาเท่านั้ น ดังนั้ นเม่ือนักวิจัยต้องการความรู้ความเข้าใจในกระบวนการ 

apoptosis ในสัตวบ์างชนิดท่ีมีลกัษณะแตกต่างกบัส่ิงมีชีวิตท่ีเป็นโมเดลศึกษาเหล่านั้น ก็ไม่อาจใช้

ขอ้มูลจากกระบวนการ apoptosis ในส่ิงมีชีวิตโมเดลได ้หากแต่จาํเป็นตอ้งสร้างองคค์วามรู้อนัเกิดจาก

การศึกษาส่ิงมีชีวิตท่ีตนเองกาํลงัสนใจข้ึนมาเท่านั้น โดยเฉพาะอยา่งยิง่ กุง้ เป็นสตัวท่ี์ค่อนขา้งแตกต่าง

ในเชิงวิวฒันาการกบัส่ิงมีชีวิตโมเดลในไฟลมัน์ Arthropod อยา่งแมลงหวี่ ในปัจจุบนัความรู้ทางดา้น

กระบวนการ apoptosis ในกุง้ยงัมีอยูน่อ้ย แต่กระนั้นก็เป็นท่ีสนใจศึกษาสาํหรับนกัวิชาการในหลาย

ประเทศ งานวิจยัช้ินน้ีก็เป็นอีกหน่ึงความพยายามท่ีตอ้งการจะเติมเตม็ความรู้อนัเก่ียวกบักระบวนการ 

apoptosis ในกุง้  

เน่ืองจากว่าในกระบวนการ apoptosis ในส่ิงมีชีวิตต่างๆจะมีกลไกการทาํงานของโปรตีน

คลา้ยกนัคือ โปรตีน caspase ทาํหนา้ท่ีกระตุน้ใหเ้กิดกกระบวนการ apoptosis โปรตีน IAP ทาํหนา้ท่ี

คอยยบัย ั้งการทาํงานของ caspase และโปรตีน IAP antagonist ท่ีทาํหนา้ท่ีคอยยบัย ั้งการทาํงานของ 

IAP ในกระบวนการ apoptosis จะมีลกัษณะอนุรักษแ์ละพบการปรากฏตวัของโปรตีนดงักล่าวเสมอ 

ซ่ึงในปัจจุบนัก็ไดมีการคน้พบโปรตีน PmCaspase (Wongprasert et al., 2007) และโปรตีน PmIAP 

(Leu et al., 2008) รวมถึงปฏิสมัพนัธ์ของโปรตีนทั้งสอง (Leu et al., 2008) นอกจากในกุง้กลุาดาํแลว้ก็

ยงัคน้พบโปรตีน LvIAP1 ในกุง้ขาวซ่ึงมีลกัษณะทางโครงสร้างคลา้ยคลึงกบัโปรตีน PmIAP มี

รายงานการทดลองพบว่าโปรตีนน้ีมีความจาํเป็นต่อการอยูร่อดของเซลล ์เม่ือขดัขวางการทาํงานของ

โปรตีนดงักล่าวก็จะทาํให้เซลลเ์กิดกระบวนการ apoptosis (Leu et al., 2012) การคน้พบโปรตีน 

PmHtrA2 ซ่ึงเป็นโปรตีน IAP antagonist จึงน่าสนใจ และเกิดสมติฐานว่าโปรตีน PmHtrA2 น่าจะทาํ

ปฏิสัมพนัธ์และยบัย ั้งการทาํงานของโปรตีน PmIAP ได ้งานวิจยัน้ีจึงไดท้าํการทดสอบเพื่อยืนยนั

ปฏิสัมพนัธ์ของโปรตีนดงักล่าว และเน่ืองจากว่าการเกิดปฏิสัมพนัธ์ของโปรตีนทั้งสองเป็นกลไกการ

กระตุน้ใหเ้ซลลก์ุง้เกิดกระบวนการ apoptosis ดงันั้นจึงอาจใชเ้ป็น drug target ในการต่อสู้กบัโรคติด

เช้ือไวรัสได ้นอกจากน้ีก็เป็นท่ีน่าคิดว่านอกจากโปรตีน PmIAP แลว้ ในกุง้กุลาดาํยงัอาจมีโปรตีนตวั
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การแสดงออกของโปรตีนในระบบเซลล์แบคทเีรีย 

ในขั้นแรกผูท้าํการวิจยัมุ่งหมายท่ีจะคน้หาวิธีการแสดงออกของโปรตีนดงักล่าวดว้ยระบบ

เซลลแ์บคทีเรีย เน่ืองจากเป็นระบบท่ีสามารถจดัการไดง่้าย สามารถผลิตโปรตีนออกมาในปริมาณมาก

ในระยะเวลาอนัสั้น อยา่งไรกต็ามการแสดงออกของโปรตีนในระบบแบคทีเรียน้ีก็มีความเส่ียงอยู ่ ซ่ึง

จุดน้ีเป็นขอ้เสียและพบไดบ่้อยเม่ือมีการพยายามแสดงออกโปรตีนจากส่ิงมีชีวิตยูคาริโอตในเซลล์

แบคทีเรีย นัน่คือโปรตีนจากยคูาริโอตนั้นอาจตอ้งการกระบวนการ post translation modification ซ่ึง

กระบวนการดงักล่าวไม่มีในเซลล์แบคทีเรีย และโปรตีนอาจความไม่เสถียร โปรตีนอาจเกิดการ 

translation ไดย้าก หรือโปรตีนอาจเกิดการตกตะกอนรวมตวักนัเป็น inclusion body ภายในเซลล์

แบคทีเรีย ดว้ยเหตุผลดงักล่าว ตั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบนั จึงไดเ้กิดการพฒันาเทคนิคหลากหลายเทคนิค 

เพื่อช่วยใหก้ารแสดงออกยนีของยคูาริโอตประสบผลสาํเร็จไดใ้นเซลลแ์บคทีเรีย ซ่ึงในงานวิจยัช้ินน้ีก็

ไดน้าํเทคนิคการแสดงออกในแบคทีเรีย E. coli ท่ีไดรั้บการตดัต่อยนีเสริมมาใช ้โดยมีการตดัต่อยีน 

thioredoxin, TAT signal sequence, และ TEV substrate sequence ไวท่ี้ส่วน N-terminal ของยนีท่ี

ตอ้งการแสดงออก โดยโปรตีน thioredoxin นั้นเป็นโปรตีนท่ีแสดงออกไดง่้ายในเซลล ์E. coli มี

คุณสมบติัละลายนํ้ าสูง ทนต่อความร้อน (LaVallie et al., 1993) และสามารถทาํหนา้ท่ีเป็น self 

chaperon ได ้ (Kern et al., 2003) การท่ีมีโปรตีน thioredoxin เช่ือมติดอยูก่บัโปรตีนเป้าหมายใน

ลกัษณะน้ี จะส่งผลให้โปรตีน thioredoxin ช่วยเหน่ียวนาํให้โปรตีนเป้าหมายมีการแสดงออกดีข้ึน 

ช่วยให้ละลายนํ้ าไดดี้ และมีสเถียรภาพมากข้ึน TAT signal sequence ทาํให้เกิดการส่งโปรตีน

เป้าหมายไปเก็บไวท่ี้ periplasm หลงัจากการ translation ซ่ึงมีแนวคิดว่าสภาวะแวดลอ้มท่ีเป็น 

reducing ตํ่าและมี proteolytic activity ตํ่าของ periplasm นั้นเหมาะกบัการเก็บรักษาโปรตีน 

(Talmadge and Gilbert, 1982) ทั้งน้ีหากในอนาคตตอ้งการท่ีจะทาํบริสุทธ์ิให้ไดเ้ฉพาะโปรตีน

เป้าหมายท่ีไม่ใช่โปรตีนลูกผสม ก็จะตอ้งทาํการใส่ลาํดบักรดอะมิโนท่ีเป็น substrate ของโปรตีน 

protease เช่น TEV protease ท่ีตาํแหน่งระหว่างโปรตีน thioredoxin และโปรตีนเป้าหมาย เพ่ือท่ีจะ

สามารถใช ้TEV protease ตดัให้โปรตีนเป้าหมายเป็นอิสระได ้นอกจากนั้นใน vector ท่ีใชใ้นงาน
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การเลือกใชเ้ซลลเ์จา้บา้นก็เป็นอีกปัจจยัหน่ึงท่ีสามารถประสบความสาํเร็จในการแสดงออก

ของโปรตีนได ้ในความเป็นจริงนั้นโปรตีน PmHtrA2 สามารถแสดงออกไดใ้นทั้งเซลลเ์จา้บา้น 

BL21DE3 และ BL21RIL แต่ปริมาณการแสดงออกของโปรตีนในเซลล ์BL21RIL จะมีมากกว่าใน

เซลล ์BL21DE3 อาจเน่ืองมาจากว่าโปรตีนดงักล่าวเป็นโปรตีนจากยคูาริโอต ทาํใหบ้าง codon ในยนี

มีปริมาณ copy number ของ tRNA สาํหรับ codon นั้นๆในเซลล ์E. coli อยูน่อ้ย ซ่ึงอาจส่งผลให้

โปรตีนเกิดการแสดงออกไดไ้ม่ดี การใชเ้ซลลเ์จา้บา้น BL21RIL ท่ีมีการตดัต่อเพิ่มยนีของ tRNA ของ 

rare codon ในเซลล ์ทาํใหมี้โอกาสแสดงออกโปรตีนดงักล่าวสูงข้ึน 

ก่อนหน้างานวิจยัช้ินน้ี ดร.ไตรวิทย ์รัตนโรจน์พงศไ์ดเ้คยทาํการแสดงออกโปรตีน partial-

PmHtrA2 ดว้ยพลาสมิด pET25b ในเซลล ์BL21 DE3 เอาไว ้และมีแนวโนม้ว่าอาจเกิดเป็น inclusion 

body ได ้เม่ือนาํโปรตีน PmHtrA2 มาแสดงออกในพลาสมิดและเซลลเ์จา้บา้นดงักล่าว แมไ้ม่พบ

ปัญหาการเกิด inclusion body แต่ก็พบว่าโปรตีนมีการสลายตวั เม่ือแสดงออกในพลาสมิด 

pET15bThio ท่ีเป็นระบบการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม thioredoxin ผลปรากฏว่าสามารถ

แกปั้ญหาความไม่เสถียรของโปรตีนได ้แต่มีการแสดงออกของโปรตีนน้อย อย่างไรก็ตามเม่ือใช้

ระบบการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม thioredoxin ร่วมกบัเซลลเ์จา้บา้น BL21 RIL ก็ปรากฏว่า

สามารถแสดงออกโปรตีนไดป้ริมาณมากข้ึน ผลสําเร็จน้ีทาํให้สามารถผลิตโปรตีน PmHtrA2 ใน

ปริมาณมากได ้

ในส่วนของโปรตีน PmIAP นั้น นอกจากจะพยายามแสดงออกเฉพาะ domain ท่ีเก่ียวขอ้งกบั

การทาํปฏิสมัพนัธ์อยา่ง BIR2 และ BIR3 กย็งัไดล้องพยายามแสดงออกโปรตีน PmIAP ท่ีสมบูรณ์ดว้ย 

เน่ืองจากในปัจจุบนัแมว้า่ไดมี้การศึกษาโครงสร้างสามมิติของ BIR อยา่งกวา้งขวางแลว้ แต่ยงัไม่เคยมี

การศึกษาโครงสร้างของ PmIAP ขนาดสมบูรณ์เลย ลกัษณะของการเรียงตวัของ BIR ทั้งสามจึงยงัคง

ไม่ถูกสร้างเป็นแผนภาพสามมิติอยูจ่นทุกวนัน้ี อยา่งไรก็ตามโปรตีนท่ีมีขนาดใหญ่มกัจะแสดงออกได้

ยากในเซลล์แบคทีเรีย แมก้ารใชก้ารแสดงออกของโปรตีนลูกผสม thioredoxin และ เซลล์เจา้บา้น 

BL21 RIL สามารถช่วยให้แสดงออกโปรตีน PmIAP ได ้แต่ก็เกิดการแสดงออกอย่างไม่สมบูรณ์ 

กล่าวคือแสดงออกมาไดเ้พียง 58.6  kDa เท่านั้นจากขนาดเตม็ 92.5 kDa อยา่งไรก็ตามเม่ือวิเคราะห์

โครงสร้างของโปรตีน PmIAP แลว้ ก็คาดว่าโปรตีน PmIAP ท่ีผลิตออกมาไดน้ี้ยงัคงมี domain ท่ี
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การศึกษาปฏิสัมพนัธ์ของโปรตีน PmHtrA2 และ PmIAP ด้วยวธีิ pull down assay 

การทดสอบปฏิสัมพนัธ์ของโปรตีน PmHtrA2 และ PmIAP แบบ in vitro ดว้ยเทคนิค pull 

down assay นั้น แมว้่าจะไม่พบปฏิสัมพนัธ์ของโปรตีน PmHtrA2 และโปรตีน PmIAP ในการทดลอง

น้ีกต็าม แต่ผูท้าํการทดลองก็ยงัคงสมมติฐานเดิมไวว้่าโปรตีนดงักล่าวน่าจะสามารถทาํปฏิสัมพนัธ์กนั

ได ้เน่ืองจากมีหลกัฐานการทดสอบเบ้ืองตน้โดย ดร.ภคกุล สังขสุ์ริยะจากหน่วยวิจยัเพื่อความเป็นเลิศ

เทคโนโลยวีภาพกุง้ซ่ึงไดท้าํงานวิจยัร่วมกนั พบวา่โปรตีนทั้งสองสามารถทาํปฏิสมัพนัธ์กนัได ้ในการ

ทดสอบแบบ in vivo ดว้ยเทคนิค co-immunoprecipitation ในเซลลแ์มลง sf9 ดงัรูปท่ี 5.1 

 

รูปที ่5.1 ผลการทาํ Western blot เพื่อทดสอบปฏิสมัพนัธ์ของโปรตีน PmHtrA2 และโปรตีน PmIAP  

ในเซลล ์sf9 ดว้ยเทคนิค co-immunoprecipitation โดย ดร.ภคกลุ สงัขสุ์ริยะ 

ดงันั้นจึงความเป็นไปไดว้่าอาจเกิดปัญหาจากกรดอะมิโนท่ีเกินมาในปลายดา้น N-terminal 

ของโปรตีน PmHtrA2 ซ่ึงเป็นขอ้ท่ีหลีกเล่ียงไม่ได้ในระบบการแสดงออกของโปรตีนคู่ผสม 

thioredoxin ท่ีใชโ้ปรตีน TEV protease ในการตดั  

เน่ืองจากการทาํปฏิสัมพนัธ์ของโปรตีน PmHtrA2 และโปรตีน PmIAP นั้นจะเร่ิมจากการ

สอด IBM ท่ีอยูใ่นส่วนปลาย N-terminal ของโปรตีน PmHtrA2 เขา้ไปใน BIR groove อนัมีพื้นผวิเป็น 
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ในการทดลอง co-immunoprecipitation ในเซลลแ์มลงขา้งตน้ โปรตีน PmHtrA2 ท่ีใชใ้นการ

ทดลองน้ีถูกสร้างจากพลาสมิด pDhsp/FLAG/PmHtrA2 ซ่ึงเม่ือแสดงออกในเซลลแ์มลงแลว้ จะมีเพียง

กรดอะมิโนเมทิโอนีนเพิ่มมาท่ีปลาย N-terminal เท่านั้น ( MAVQA) ซ่ึงกรดอะมิโนเมทิโอนีนนั้นมี 

side chain เป็นพวก hydrophobic เช่นเดียวกบัอลานีนและวาลีน  จึงอาจกลมกลืนและไม่มีผลต่อ

ปฏิสมัพนัธ์มากนกั 

อย่างไรก็ตามหากตอ้งการศึกษาโครงสร้างของปฏิสัมพนัธ์ของโปรตีน PmHtrA2 และ 

PmIAP ในอนาคต ก็จาํเป็นตอ้งผลิตโปรตีน PmHtrA2 ท่ีสมบูรณ์และสามารถใชง้านไดใ้นระบบ

แบคทีเรีย หากตอ้งการจะตอบสนองจุดประสงคน้ี์ ก็จาํเป็นตอ้งปรับปรุงระบบการทาํบริสุทธ์ิโปรตีน 

โดยอาจใช ้Factor Xa protease เป็นตวัตดัโปรตีนแทน ซ่ึงจะตอ้งทาํการเปล่ียนแปลงลาํดบัเบสบน 

vector pET15bThio ตรงตาํแหน่งของ TEV substrate sequence ให้กลายเป็นลาํดบัเบสท่ีจะแสดง

ออกเป็นลาํดบักรดอะมิโน IEGR อนัเป็น substrate ของ Factor Xa protease ดว้ยวิธีการทาํ side direct 

mutation หรือการโคลนโดยเพ่ิมลาํดบัเบสดงักล่าวในไพรเมอร์ การตดัดว้ย Factor Xa protease น้ี จะ

เป็นการตดัท่ีหลงัตาํแหน่ง R ของ substrate sequence ซ่ึงจะทาํใหโ้ปรตีนเป้าหมายท่ีผา่นการตดั ไม่มี

กรดอะมิโนอ่ืนเกินมาในส่วน N-terminal 
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งานทีส่ามารถต่อยอดได้ในอนาคต 

แมก้ารทดลองน้ีการยนืยนัปฏิสมัพนัธ์ของโปรตีนทั้งสองในระบบ in vitro ดว้ยโปรตีนท่ีผลิต

ไดจ้ากแบคทีเรียยงัไม่สามารถยืนยนัการเกิดปฏิสัมพนัธ์ได ้แต่กระนั้นการทดลองน้ีก็คน้พบความ

เป็นไปไดใ้นการผลิตโปรตีนดงักล่าวในเซลลแ์บคทีเรีย ซ่ึงความรู้ในส่วนน้ีจะเปิดโอกาสให้สามารถ

ทาํการผลิตโปรตีนดงักล่าวในปริมาณท่ีมากได ้โปรตีนปริมาณมากน้ีสามารถนาํไปผลิตแอนติบอด้ี 

ทดสอบเชิงชีวเคมี หรือทดสอบเชิงโครงสร้างในอนาคตต่อไป ซ่ึงการศึกษาท่ีจะตามมาน้ี อาจทาํให้

สามารถตอบคาํถามน่าสงสัยในแวดวงกระบวนการ apoptosis ได ้เช่น ในปัจจุบนัยงัไม่มีใครสามารถ

ทาํการตกผลึกโปรตีน BIR ทั้ง 3 domain ไดเ้ลย ในฐานขอ้มูลจะมีแต่เพียง BIR เด่ียวๆเท่านั้น ซ่ึงไม่มี

ใครรู้ว่าในธรรมชาตินั้น BIR ทั้ง 3 domain มีการเรียงตวักนัอยา่งไร ในงานวิจยัช้ินน้ีแมผ้ลิตโปรตีน 

PmIAP รูปแบบท่ีไม่สมบูรณ์ออกมา แต่ก็มี BIR ทั้ง 3 domain อยูค่รบ ซ่ึงอาจจะนาํโปรตีนท่ีผลิตไดน้ี้

ทาํการตกผลึกโปรตีนต่อไป รวมกบัผลึกของโปรตีนน้ีในขณะท่ีกาํลงัทาํปฏิสัมพนัธ์กบั PmHtrA2 

นอกจากนั้นสมติฐานการรวมตวัเป็น trimeric pyramid นั้นยงัไม่มีการทดลองเพ่ือพิสูจน์ลกัษณะ

ปฏิสมัพนัธ์ดงักล่าวในระดบัโครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน   
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ลาํดบัเบสของยนี PmIAP  

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 5          15         25         35         45         55                      
PmIAP        ATGGGTGATA TGTCCCACGA TCAGCGAAGC CTTGCAAGGG AGGAGTATCG GTTGAATACC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 65         75         85         95        105        115                    
PmIAP        TTTGGAAGCA GTGACTTCGT TGTTGACAAG AAGAAGTTTG CCGAGGCGGG GTTTTATTAC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                125        135        145        155        165        175                
PmIAP        ACAAAGAAAG GAGATGACGT GAAGTGCTTT GACTGCAAGT GGGAAGTGGA TGCCAAGACC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                185        195        205        215        225        235                
PmIAP        ATCAGTCCGG CAGATGACAT TGCAAGAATT CACAAAGAGA GAAGACCTGA CTGCCCCTTT  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                245        255        265        275        285        295                
PmIAP        GCACAGGGTT TAAAGACCAT TCCCAGGCCC ACTAGAAATA AAACCTTTAT ATCTTATGAT  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                305        315        325        335        345        355                
PmIAP        AGTCTGAGAT ACGAGAAAGA GCGATTGGAG ACTTTCATTG ACTGGCCTGT GAAGTGGCTG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                365        375        385        395        405        415                
PmIAP        GATCCATCAG AGTTAGCCAG TGATGGATTC TACTACTTGC GCACAGCCGA CCACTGCGCT  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                425        435        445        455        465        475                
PmIAP        TGTGTGTTTT GCCGAGGCAT AGTGGGCGCT TGGGAGGTGG GAGACACACC AAGAGGAGAG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                485        495        505        515        525        535                
PmIAP        CATCAGCGCC ACTTTCCACA CTGCCCATTT ATCAGGGGTC AACCAGTTGG TAATGTGCCT  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                545        555        565        575        585        595                
PmIAP        ATTCATCATA GCAACATCCT AGCCTGTCTA CCAAGCATAG ATTCCACAGC CCAGAGCAAT  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                605        615        625        635        645        655                
PmIAP        AGTACCAGCA CTCAGAAGCG AGGCACAGAT GAATGCGGAA CGTCAAGGCA CATGGCTGGT  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                665        675        685        695        705        715                
PmIAP        TCCTATCCAG AATGTCGTGG ACCCCCCAAC AAGCCTGACG TGTCCTGGGA GGAGATTGGC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                725        735        745        755        765        775                
PmIAP        CTGCCGCAGT ACTCTGGGCC AAAACGCAAG GACTTCCTGA CGTGTGAGAG TCGACTTGCA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                785        795        805        815        825        835                
PmIAP        AGTTTCGTGA GGTGGCCTGA ACGTGTCACC CAGAAGCCAA GTGATTTAGC AGATGCTGGA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                845        855        865        875        885        895                
PmIAP        TTCTTTTATT GTGGCTTGAG TGACCATGTC CGTTGCTTCC ACTGTGGGAA TGGTCTTCGT  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                905        915        925        935        945        955                
PmIAP        AACTGGGAGA AAGATGACAT ACCTTGGAAT GAGCATGCTC GCTGGTACCC TGAGTGTAGC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                965        975        985        995        1005       1015               
PmIAP        TATGTTCTCT TGAAGAAAGG ACAGGACTTT ATTGACAAAG TTCGACGTGA GAAACCACCA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                1025       1035       1045       1055       1065       1075               
PmIAP        TACATCCGCA AAGCCCCCGC AGCAAAGCCA AGTACTAGCA CAGTATCGGC AAGTGCCACA  
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             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                1085       1095       1105       1115       1125       1135               
PmIAP        CCAGGAGGTC GCACAGTCTC TGACAAAGAT TTAGATCCTT TGATGGATTT AGATATCATA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                1145       1155       1165       1175       1185       1195               
PmIAP        CGAGGAGTAT TGGGCATGGG ATTCCCAACA CACATAGTAA GGGCTGCTCT AAAAGACCAG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                1205       1215       1225       1235       1245       1255               
PmIAP        GTTCAAAAGG CTGGTATGCC ATTTTTCAGC ATGGAGCCCT GTATTGAGGC TGTCCTTCAG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                1265       1275       1285       1295       1305       1315               
PmIAP        AAAATGGAAG AAGAAACAAG ACAGACACTA CAGGCTGACC CTATTGAGAG TGAAGCAACA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                1325       1335       1345       1355       1365       1375               
PmIAP        GAAAGCCAGG TTGCCAAGAT TCAGTCAATC CATTCTAGGA GTGAGACTGC ACAAAATAGT  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                1385       1395       1405       1415       1425       1435               
PmIAP        GAAGTAGCTG GTTCCAGTTC TCCATCCACT TCTGGTGCAC AAGCATCAGC TGCCTCAGAG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                1445       1455       1465       1475       1485       1495               
PmIAP        CCATCCACTT CTTCAGCCTC TGAGGATATC ACTGGAACTT TACCCACTCT TCCAACCCCA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                1505       1515       1525       1535       1545       1555               
PmIAP        TCCACATCTA CCAACACAGA ACATTTACCC ACACTACCAA GTCCACCTAG AAGTACAGAT  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                1565       1575       1585       1595       1605       1615               
PmIAP        ACCACAACAC CTGTATCAGG ACAACAAGAA AGTTCACAAG AAAGTTCAGC AACAGCACAG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                1625       1635       1645       1655       1665       1675               
PmIAP        AACACAAGCT CCACTTCACC CCAGCAAAGC CAAGGAGATG ACGAGGCAAT GGAAGTCGAT  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                1685       1695       1705       1715       1725       1735               
PmIAP        GAAAGAGGTG CAGATGTCCA TCCCATGGAA CGAGTGATCA TGCAGGCTGA TGAGATAATG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                1745       1755       1765       1775       1785       1795               
PmIAP        AGTATGGCAG AGGAAGCCTT AAAACCACCA AGTTCAGGTC CTCCTTCTCT GGGCCAGTCA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                1805       1815       1825       1835       1845       1855               
PmIAP        GACCTTAAAG TTGTCGGTGA AGGCGAGGGT TCTGCAGTGT TGGAGCAAGC GTCAACGTCT  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                1865       1875       1885       1895       1905       1915               
PmIAP        GGTGTGAAAC ATCAATCTGG AGCAGTTACT TCACCACAGT CTACTAAGGA ACTGGCAGAT  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                1925       1935       1945       1955       1965       1975               
PmIAP        GAGCTTGAAA GAATCCGTGA CATTCGCATG TGCAAAGTCT GCATGGATGC TGAGATGGAC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                1985       1995       2005       2015       2025       2035               
PmIAP        GTCGTGTTCC TACCCTGTGC ACATATGGTT ACTTGTGCTT CTTGTGCAGT CGCTCTTACT  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|.. 
                2045       2055       2065       2075       2085       2095         
PmIAP        CAGTGTCCCA TCTGTAGGAA AGACATCAAA TTCACCATCA AACCTATTGT ATCCTGA 
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ลาํดบักรดอะมิโนของโปรตนี PmIAP  

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 5          15         25         35         45         55                      
PmIAP        MGDMSHDQRS LAREEYRLNT FGSSDFVVDK KKFAEAGFYY TKKGDDVKCF DCKWEVDAKT  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 65         75         85         95        105        115                    
PmIAP        ISPADDIARI HKERRPDCPF AQGLKTIPRP TRNKTFISYD SLRYEKERLE TFIDWPVKWL  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                125        135        145        155        165        175                
PmIAP        DPSELASDGF YYLRTADHCA CVFCRGIVGA WEVGDTPRGE HQRHFPHCPF IRGQPVGNVP  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                185        195        205        215        225        235                
PmIAP        IHHSNILACL PSIDSTAQSN STSTQKRGTD ECGTSRHMAG SYPECRGPPN KPDVSWEEIG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                245        255        265        275        285        295                
PmIAP        LPQYSGPKRK DFLTCESRLA SFVRWPERVT QKPSDLADAG FFYCGLSDHV RCFHCGNGLR  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                305        315        325        335        345        355                
PmIAP        NWEKDDIPWN EHARWYPECS YVLLKKGQDF IDKVRREKPP YIRKAPAAKP STSTVSASAT  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                365        375        385        395        405        415                
PmIAP        PGGRTVSDKD LDPLMDLDII RGVLGMGFPT HIVRAALKDQ VQKAGMPFFS MEPCIEAVLQ  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                425        435        445        455        465        475                
PmIAP        KMEEETRQTL QADPIESEAT ESQVAKIQSI HSRSETAQNS EVAGSSSPST SGAQASAASE  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                485        495        505        515        525        535                
PmIAP        PSTSSASEDI TGTLPTLPTP STSTNTEHLP TLPSPPRSTD TTTPVSGQQE SSQESSATAQ  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                545        555        565        575        585        595                
PmIAP        NTSSTSPQQS QGDDEAMEVD ERGADVHPME RVIMQADEIM SMAEEALKPP SSGPPSLGQS  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                605        615        625        635        645        655                
PmIAP        DLKVVGEGEG SAVLEQASTS GVKHQSGAVT SPQSTKELAD ELERIRDIRM CKVCMDAEMD  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|... 
                665        675        685        695              
PmIAP        VVFLPCAHMV TCASCAVALT QCPICRKDIK FTIKPIVS  
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ลาํดบัเบสของยนี PmHtrA2 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 5          15         25         35         45         55                      
HtrA2        GCAGTGCAGG CATCTAGCCC TCTACCCCCT GAGGATGTGT CCGTGGCAGG AAATGGAGAA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 65         75         85         95        105        115                    
HtrA2        GCTTCAGCCT TTTTCAAGAA GAGGGATATG TATAATTTTG TTGCAGATGC CGTTCAGAAA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                125        135        145        155        165        175                
HtrA2        GCTTCAGGTG GTGTTGTCTT TATCTCCATA AATGATACAA GGAGGCACAT TATTCGGCAA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                185        195        205        215        225        235                
HtrA2        TATCAACATC TGTCAAATGG ATCAGGTTTC ATTGTCAGTG AAGACGGACT AATTCTCACC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                245        255        265        275        285        295                
HtrA2        AATGCTCATG TTGTCAGCAA TTTTCCCAAG TCTGTTGAAA TTAAGGTCCG TCTAATAGAT  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                305        315        325        335        345        355                
HtrA2        GGCAGAGAGT ATTCTGCAGT TGTTGAAGAA ATTGACACAG TATCAGATCT AGCTTTGTTA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                365        375        385        395        405        415                
HtrA2        AGAATCAATT GTACAGGACT TGTTCCTCTC AAACTTGGAG ACTCAAGTGG AGTAAGACCA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                425        435        445        455        465        475                
HtrA2        GGAGAGTTTG TAGCTGCCTT AGGCTGTCCT CTGTCTCTGT CAAACTCTGT CACTTTGGGT  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                485        495        505        515        525        535                
HtrA2        GTTGTTTCAT CTGCTGATCG AGGGAGTGTC GAACTTGGTT TACGAGGGAA AGACATGCAG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                545        555        565        575        585        595                
HtrA2        TACATCCAAA CAGACGCAGC CATTACTTTT GGCAACTCAG GAGGCCCTCT GATCAACTTG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                605        615        625        635        645        655                
HtrA2        GACGGAGAAG TCATTGGAAT AAATTCAATG ACAGTAACTT CAGGAATCTC ATTTGCCATC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                665        675        685        695        705        715                
HtrA2        CCTGTAGATC ATGCTAAGGA ATTTATGAAG AAAGCTGAAA AGAAAAGAGT TGACCTGGCC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                725        735        745        755        765        775                
HtrA2        AAATATCCAA AACCAAGCTC TACTCAGCGG CGCTACTTAG GTGTTACAAT GCTGACCTTG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                785        795        805        815        825        835                
HtrA2        ACAAAATCCA TTCTACAAGA GCTGCAGTCT AGAGGTGGTC CCATGTCAAG TATTCCATCA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                845        855        865        875        885        895                
HtrA2        GATATCACAC AAGGGGTCTT CATATGGAAA GTCGTTGTGG GTTCTCCAGC ATATCAATCA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                905        915        925        935        945        955                
HtrA2        GGGCTGATAC CAGGGGACAT CATTACCCAT ATCAACAATG AACCAGTGGC ATCATCAAGA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                965        975        985        995        1005       1015               
HtrA2        GATGTCTACA GAAGCCTTGA ACACAAAGGA GATTTGGTAA TGGTAGTGGT ACGCAATGGC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|. 
                1025       1035       1045       1055     
HtrA2        CAACGCTATA AAGTTATTGT TTCTCCAGAG GAGTAA 
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ลาํดบักรดอะมิโนของโปรตนี PmHtrA2  

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 5          15         25         35         45         55                      
HtrA2        AVQASSPLPP EDVSVAGNGE ASAFFKKRDM YNFVADAVQK ASGGVVFISI NDTRRHIIRQ  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 65         75         85         95        105        115                    
HtrA2        YQHLSNGSGF IVSEDGLILT NAHVVSNFPK SVEIKVRLID GREYSAVVEE IDTVSDLALL  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                125        135        145        155        165        175                
HtrA2        RINCTGLVPL KLGDSSGVRP GEFVAALGCP LSLSNSVTLG VVSSADRGSV ELGLRGKDMQ  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                185        195        205        215        225        235                
HtrA2        YIQTDAAITF GNSGGPLINL DGEVIGINSM TVTSGISFAI PVDHAKEFMK KAEKKRVDLA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                245        255        265        275        285        295                
HtrA2        KYPKPSSTQR RYLGVTMLTL TKSILQELQS RGGPMSSIPS DITQGVFIWK VVVGSPAYQS  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| . 
                305        315        325        335        345                
HtrA2        GLIPGDIITH INNEPVASSR DVYRSLEHKG DLVMVVVRNG QRYKVIVSPE E 
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การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือและสารละลาย 
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ข.1 สูตรอาหารเลีย้งเช้ือทีใ่ช้ในการทดลอง 
1. LB medium (Luria-Bertani medium) 

Tryptone     10.00 g 
Yeast extracts     5.00 g 
NaCl      10.00 g 
ปรับปริมาตรดว้ยนํ้ากลัน่ ใหมี้ปริมาตรสุดทา้ย 1,000  ml 

ถา้เป็น LB agar เติม agar 15 g/l และฆ่าเช้ือโดย autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 ๐C เป็นเวลา 15 
นาที ถา้ตอ้งการเติมยาปฏิชีวนะให้เติมหลงัจากฆ่าเช้ือแลว้และเติมขณะท่ีอาหารเล้ียงเช้ือมีอุณหภูมิ
ประมาณ 45 ๐C โดยใหมี้ความเขม้ขน้สุดทา้ยของ kanamycin เท่ากบั 50 μg/ml 
 

ข.2 สารละลายทีใ่ช้ในการเตรียม competent cell 
1. สารละลาย RF1 

Potassium acetate (30 mM)   1.47 g 
CaCl2.2H2O (10 mM)    0.75 g 
RbCl (100 mM)     6.05 g 
MnCl2.4H2O (50 mM)    4.59 g 
Glycerol (15 % w/v)    75.00 ml 
นํ้ากลัน่ (Sterile)     450.00 ml 
ปรับ pH ท่ี 5.8 ดว้ย 0.2 M acetic acid ปรับปริมาตรสุดทา้ยเป็น 500 ml จากนั้นกรองสารละลายผา่น 
millipore filter  ขนาด 0.45 μm แลว้เกบ็ไวท่ี้ 4 ๐C 

2. สารละลาย RF2 
RbCl (100 mM)     0.65 g 
CaCl2.2H2O (75 mM)    5.50 g 
MOPS (10 mM)     1.05 g 
Glycerol (15 % w/v)    75.00 ml 
ปรับ pH ท่ี 6.8 ดว้ย NaOH ปรับปริมาตรสุดทา้ยเป็น 500 ml จากนั้นกรองสารละลายผา่น millipore 
filter ขนาด 0.45 μm แลว้เกบ็ไวท่ี้ 4 ๐C 
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ข.3 สารละลายทีใ่ช้ในการทาํ Agarose gel electrophoresis 
1. TBE buffer 

Tris-base     10.80 g 
Boric acid     5.50 g 
0.5 M EDTA (pH 8.0)    4.00 ml 
ละลายใหเ้ขา้กนัในนํ้ากลัน่ แลว้ปรับปริมาตรสุดทา้ยเป็น 1,000 ml 

2. 0.5 M EDTA (pH 8.0) 
EDTA      18.60 g 
ละลายในนํ้ากลัน่ ปรับ pH ดว้ย 1 M HCl หรือ 1 M NaOH แลว้ปรับปริมาตรสุดทา้ยเป็น 100 ml 
 

ข.4 สารละลาย TEV cleavage buffer 
NaCl      8.7 g 
Tris     3.025 g 
ละลายในนํ้ากลัน่ ปรับ pH ท่ี pH 8 ดว้ย 1 M NaOH แลว้ปรับปริมาตรสุดทา้ยเป็น 1,000 ml 
 

ข.5 สารละลายทีใ่ช้ในการผลติและทาํ Purification โปรตนี 
 pH ของทุก Buffer จะตอ้งไม่เท่ากบัค่า pI ของโปรตีน และห่างกนัอยา่งนอ้ย ±1 

1. Buffer 1 
Trisbase     3.023 g 
NaCl     8.7 g 
Imidazole    1.02 g 
triton x 100    5 ml 
H2O     995 ml 

2. Buffer2 
Trisbase     3.023 g 
NaCl     29 g 
Imidazole    1.02 g 
H2O     1000 ml 

3. Buffer3 
Trisbase     0.3 g 
NaCl     0.87 g 
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Imidazole    1.36 g 
H2O     100 ml 
 

ข.6 ยาปฏิชีวนะ ความเข้มข้น 100 mg/ml 
Kanamycin     1.00 g 
Ampicillin    1.00 g 
ละลายในนํ้ากลัน่ปริมาตร 10 ml ฆ่าเช้ือโดยกรองผา่น syring filter ท่ีมีขนาด 0.45 μm และแบ่งใส่ 
microtube หลอดละ 1 ml เกบ็ไวท่ี้ -20 ๐C 

 

ข.7 สารละลายทีใ่ช้ในการทาํ SDS-PAGE 
1. 0.5 M Tris-HCl (pH 6.8) 

Tris base     6.05 g 
ละลาย Tris base ในนํ้ากลัน่ 50 ml แลว้ค่อยๆ เติมกรด HCl เขม้ขน้ลงไป (พร้อมกวน) จนได ้pH 6.8 
(ใช ้ HCl ประมาณ 8 ml) เติมนํ้ากลัน่จนไดป้ริมาตร 100 ml นาํไปฆ่าเช้ือดว้ยวิธี autoclave เป็นเวลา 
15-20 นาที 

2. 1 M Tris-HCl (pH 8.8) 
Tris base     12.10 g 
ละลาย Tris base ในนํ้ากลัน่ 50 ml แลว้ค่อยๆ เติมกรด HCl เขม้ขน้ลงไป (พร้อมกวน) จนได ้pH 6.8 
(ใช ้ HCl ประมาณ 8 ml) เติมนํ้ากลัน่จนไดป้ริมาตร 100 ml นาํไปฆ่าเช้ือดว้ยวิธี autoclave เป็นเวลา 
15-20 นาที 

3. 1.5 M Tris-HCl (pH 8.8) 
Tris base     18.15 g 
ละลาย Tris base ในนํ้ากลัน่ 50 ml แลว้ค่อยๆ เติมกรด HCl เขม้ขน้ลงไป (พร้อมกวน) จนได ้pH 8.8 
(ใช ้ HCl ประมาณ 4 ml) เติมนํ้ากลัน่จนไดป้ริมาตร 100 ml นาํไปฆ่าเช้ือดว้ยวิธี autoclave เป็นเวลา 
15-20 นาที 

4. 20 % (w/v) SDS 
SDS      20.00 g 
ละลาย SDS ในนํ้ากลัน่ปริมาตร 100 ml บรรจุลงในขวดใส ถา้พบวา่ละลายชา้ใหท้าํละลายในอ่าง
นํ้าอุ่น นาํไปฆ่าเช้ือดว้ยวิธี autoclave เป็นเวลา 15-20 นาที 

5. 10 % (w/v) Ammonium persulfate (APS) 
Ammonium persulfate    0.05 g 
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ละลาย ammonium persulfate ในนํ้ากลัน่ปริมาตร 500 μl 
6. 1 % Bromophenol blue 

Bromophenol blue    100.00 mg 
ละลายในนํ้ากลัน่ 10 ml กรองผา่นกระดาษกรอง บรรจุลงในขวดสีชา 

7. Electrophoresis buffer (Running buffer) 
Tris base     1.51 g 
Glycine     7.20 g 
SDS      0.50 g 
ละลาย Tris base 1.51 g ในนํ้ากลัน่ 400 ml เติม glycine 7.2 g และ SDS 0.5 g ละลายทั้งหมดใหเ้ขา้กนั 
pH จะมีค่าประมาณ 8.3 ถา้ค่า pH สูงกวา่ 8.3 มากเกินไป ปรับ pH ใหเ้ท่ากบั 8.3 ดว้ยกรด HCl เขม้ขน้ 
เติมนํ้ากลัน่จนไดป้ริมาตร 500 ml บรรจุลงในขวดสีชา 

8. Staining solution 
Coomassie blue     0.50 g 
Methanol     250.00 ml 
Glacial acetic acid    50.00 ml 
ละลายสี Coomassie Blue 0.5 g ใน methanol ปริมาตร 250 ml กวนใหล้ะลายดว้ยเคร่ือง magnatic 
stirrer นานประมาณ 1 ชัว่โมง เติมนํ้ากลัน่ปริมาตร 200 ml และกรด glacial acetic acid                  
ปริมาตร 50 ml กวนต่อไปอีก 30 นาที เกบ็ไวใ้นขวดสีชา 

9. Destaining solution 
Methanol      50.00 ml 
Glacial acetic acid    90.00 ml 
เติมนํ้ากลัน่ปริมาตร 860 ml กวนใหเ้ขา้กนับรรจุลงในขวดสีชา 

10. 5x Loading buffer (Sample buffer) 
1 M Tris-HCl (pH 6.8)    0.60 ml 
1 % Bromophenol blue    1.00 ml 
Merceptoethanol    0.50 ml 
ผสม 1 M Tris-HCl (pH 6.8) ปริมาตร 0.6 ml , merceptoethanol ปริมาตร 0.5 ml และ 1 % 
bromophenol blue ปริมาตร 1 ml กบันํ้ากลัน่ปริมาตร 0.9 ml บรรจุในขวดสีชา เกบ็ไวใ้นตูเ้ยน็ท่ี 4 ๐C 
หรือท่ี -20 ๐C 

11. 30 % (w/v) Acrylamide - 0.8 % (w/v) Methylene bis acrylamide 
Acrylamide     30.00 g 
Methylene bis acrylamide   0.80 g 
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ละลาย acrylamide 30 g และ methylene bis acrylamide 0.8 g ในนํ้ากลัน่ แลว้ปรับปริมาตรสุดทา้ย
เป็น 100 ml 
 

ข.8 สารละลาย 1M IPTG 
IPTG     0.238 g 
ละลายในนํ้ากลัน่ปริมาตร 1 ml ฆ่าเช้ือโดยกรองผา่น syring filter ท่ีมีขนาด 0.45 μm ใส่ microtube 
เกบ็ไวท่ี้ -20 ๐C 

 

ข.9 สารละลายทีใ่ช้ในการทาํ Western blot 
 1. Towbin buffer 
Tris     3.02 g 
NaCl     14.4 g 
Methanol    200 ml 
H2O     800 ml 
 2. 0.5%PBST 
NaCl      8.00 g 
KCl      0.20 g 
Na2HPO4     1.44 g 
KH2PO4     0.27 g 
Tween-20    5 ml 
H2O     995 ml 
 3. แอนติบอด้ี 
Blocking buffer    5 ml 
Anti His conjugated HRP anti body 2.5 μl 
 

ข.10 สารละลายทีใ่ช้ในการทาํ pull down assay 
 1. Washing buffer 
Trisbase     3.023 g 
NaCl     8.7 g 
Imidazole    1.02 g 
H2O     1000 ml 
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ค.1 การเตรียม competent cell ของเช้ือ Escherichia coli  
เป็นการเตรียมเซลลเ์พื่อใชใ้นกระบวนการทาํ transformation ของเวคเตอร์ท่ีมียนีเป้าหมายเขา้

สู่แบคทีเรีย เร่ิมจากนาํเช้ือท่ีตอ้งการเตรียม competent cell (Escherichia coli) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 
จาก stock frozen glycerol stock culture หรือ single colony จากจานเพาะเช้ือเล้ียงใน LB broth 
ปริมาตร 3 ml ท่ีบรรจุใน test tube ขนาด 15 ml จากนั้นนาํไปบ่มเช้ือภายในเคร่ือง orbital shaker ท่ี
อุณหภูมิ 37 ๐C ความเร็วรอบ 250 rpm เป็นเวลา 12-16 ชัว่โมง (over night)  จากนั้นนาํเช้ือท่ีบ่ม over 
night แลว้ ปริมาตร 2 ml ลงใน LB broth ปริมาตร 200 ml (เจือจางเช้ือในอตัราส่วน 1:100) เล้ียงเช้ือ
ภายในเคร่ือง orbital shaker ท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C ความเร็วรอบ 250 rpm เป็นเวลา 2-3 ชัว่โมง ควบคุมการ
เจริญของเช้ือโดยวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 nm (OD660) ใหค้่าอยูใ่นช่วง 0.5-0.8 แลว้
นาํเช้ือไปแช่ในกล่องนํ้ าแขง็นาน 15 นาที แลว้จึงนาํไป centrifuge ท่ีความเร็ว 4,000 rpm เป็นเวลา 15 
นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 ๐C  (โดยแบ่งใส่หลอดขนาด 50 ml จาํนวน 4 หลอด) ท้ิงส่วนใสแลว้ละลายตะกอน
เช้ือ (pellet) ดว้ยสารละลาย RF1 ท่ีเยน็ ในปริมาตร 10 ml ดว้ยการเขยา่เบาๆ หลงัจากนั้นนาํไปแช่ใน
กล่องนํ้ าแขง็เป็นเวลานาน 30 นาที แลว้นาํไป centrifuge ท่ีความเร็ว 4,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที ท่ี
อุณหภูมิ 4๐C ท้ิงส่วนใสแลว้ละลาย pellet ดว้ยสารละลาย RF2 ท่ีเยน็ ในปริมาตร 2.5 ml โดยการปิ
เปตข้ึนลงเบาๆ จากนั้นนาํไปแช่ในกล่องนํ้ าแขง็ เป็นเวลานาน 15 นาที แลว้ทาํการ aliquot competent 
cell โดยแบ่งเช้ือปริมาตร 100 μl ลงใน sterile microtube ท่ีเยน็ขนาด 1.5 ml ใหท้าํภายใน 15 นาที ท่ี
เยน็ตลอดเวลา แลว้เกบ็ไวท่ี้ -80 ๐C 

 

ค.2 การทาํ SDS-PAGE 
1. การประกอบชุด SDS-PAGE (BIO-RAD, Mini-protein II cell) 

ทาํความสะอาดแผน่กระจก (Glass plate), spacers, comb, gel casting unit ดว้ยนํ้าสบู่เหลว และลา้ง
นํ้าเปล่าใหส้ะอาด เช็ดแผน่กระจกดา้นท่ีจะสมัผสักบั acrylamide gel ดว้ย ethanol ท้ิงใหแ้หง้สนิท 
แลว้ประกอบช้ินส่วนของ gel caseting unit ดงัรูป ค.1 
 

 
รูปที ่ค.1 การประกอบชุด SDS-PAGE  
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2. การเตรียมเจล 
เตรียมสารสาํหรับ set gel ดงัต่อไปน้ี 
12 % Separating gel solution 

H2O         3.40 ml 
1.5 M Tris-HCl (pH 8.8)      2.50 ml 
30 % (w/v) Acrylamide - 0.8 % (w/v) Bis-acrylamide  4.00 ml 
20 % (w/v) SDS       50.00 μl 
10 % (w/v) Ammonium persulfate (APS)    150.00 μl 
TEMED        6.00 μl 
Total         10.10 ml 

4 % Stacking gel solution 
H2O         3.075 ml 
0.5 M Tris-HCl (pH 6.8)       1.25 ml 
30 % (w/v) Acrylamide - 0.8 % (w/v) Bis-acrylamide   670.00 μl 
20 % (w/v) SDS       25.00 μl 
10 % (w/v) Ammonium persulfate (APS)     75.00 μl 
TEMED       5.00 μl 
Total         5.05 ml 
เท separating gel solution ลงใน gel casting unit ดว้ย pasteur pipette ใหถึ้งระดบัประมาณ 

1.5 cm จากขอบของ glass plate แผน่สั้น ระวงัอยา่ใหเ้กิดฟองอากาศ หลงัจากนั้นใช ้ pasteur pipette 
อนัใหม่ดูดนํ้ากลัน่ ค่อยๆ เททบัลงบนผวิหนา้ gel เพื่อใหผ้วิหนา้เรียบ ปล่อยให ้ gel แขง็ตวัประมาณ 
20-30 นาที เทนํ้าท้ิงใหห้มด แลว้ใชก้ระดาษกรองซบัเอานํ้าบนผวิ gel ออกใหห้มด แลว้จึงเท stacking 
gel ท่ีเตรียมเสร็จแลว้ลงไปใหเ้ตม็ช่องวา่งกระจก แลว้จึงนาํ comb ไปเสียบ เพื่อใหเ้กิดช่องสาํหรับ 
load ตวัอยา่ง ดงัรูป ค.2 

 
รูปที ่ค.2 การสอด comb เพื่อสร้าง sample well ใน stacking gel  
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หลงัจาก gel แขง็ตวัแลว้ นาํตวัอยา่งท่ีผสม 5x loading buffer ในอตัราส่วน 1:5 และผา่นความ
ร้อน 100 ๐C นาน 10 นาทีแลว้ มาหยอดลงใน sample well โดยใช ้ micropipette แลว้ทาํ 
electrophoresis โดยใชค้วามต่างศกัย ์ 120 volts เป็นเวลาประมาณ 80 นาที หรือจนกวา่แถบสีของ 
loading buffer เคล่ือนท่ีลงไปถึงปลายดา้นล่างของ gel จากนั้นแกะแผน่ gel ออกจากแผน่กระจกมาทาํ
การยอ้มสีโดยแช่ลงใน staining solution (ภาคผนวก ข.4) เป็นเวลาประมาณ 5-10 นาที แลว้ทาํการลา้ง
สีออกดว้ย destaining solution (ภาคผนวก ข.4) จนเห็นพื้นหลงัของ gel ใส หานํ้าหนกัโมเลกลุของ 
โปรตีนตวัอยา่งเปรียบเทียบกบั protein molecular weight marker 

 
ค.3 การทาํ Western blot analysis  
 ทาํการแยกขนาดของโปรตีนดว้ยกระแสไฟฟ้าโดยใชว้ิธี SDS-PAGE ก่อนโดยใช ้prestained 
protein marker เป็น marker จากนั้นตดักระดาษไนโตรเซลลูโลสหรือเมมเบรนมาใหพ้อดีกบัขนาด
ของเจล เม่ือส้ินสุดกระบวนการ SDS-PAGE แลว้จึงแกะเจลออกมาจากกระจกโดยลา้งดว้ยนา้เพื่อ
กาํจดั SDS ออกแลว้ตดัส่วน stacking gel ออก แลว้วางลงไปบนเมมเบรนท่ีท่ผา่นการแช่ใน towbin 
buffer แลว้ซ่ึงวางอยูบ่นกระดาษกรองสองชั้นและวางอยูบ่นฟองนํ้ า และปิดทบัเจลดว้ยกระดาษกรอง
สองชั้นและฟองนา้เช่นกนั ทาํการไล่อากาศออกแลว้ประกบชุดเขา้ดว้ยกนั นาํไปลงใน buffer tank
โดยจดัให้เมมเบรนอยูท่างดา้นแอโนดหรือขั้วบวกและเจลอยู่ทางดา้นแคโทดหรือขั้วลบ นาํเจลให้
ความเยน็ใส่ลงใน buffer tank เพื่อรักษาอุณหภูมิไม่ใหเ้กิดความร้อน ใหก้ระแสไฟฟ้าท่ีความต่างศกัย ์
80 V เป็นเวลา 1 ชม. 

 
 

รูปที ่ค.3 ชุดของ Western blot 
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หลงัจากนั้นทาํการแกะชุดประกอบนาํเมมเบรนวางลงในภาชนะกล่องพลาสติกท่ีสะอาด แลว้
ทาํการลา้งดว้ย 0.5% PBS-T สามคร้ังๆละ 10 นาที โดยเขยา่ท่ีความเร็วรอบต่าๆ แลว้บลอ็กดว้ย 
Blocking reagent เป็นเวลา 1 ชม. หลงัจากการบลอ็กแลว้ทาํการลา้งดว้ย 0.5%PBST สามคร้ังเช่นกนั
แลว้บ่มต่อดว้ย HRP conjugated antibody เป็นเวลา 1 ชม. หลงัจากนั้นลา้งดว้ย 0.5% PBS-T เช่นเดิม
แลว้ทาํการตรวจหาแถบโปรตีนท่ีสนใจดว้ยการหยด TMB substrate ลงไป 
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