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เคอรซินเปนโปรตีนพิษท่ีทําการแยกใหบริสุทธิ์โดยวิธอียางงายจากเนื้อเมล็ดสบูดํา Jatropha curcas Linn. 
(KUBP 33) การเตรียมสารสกดัหยาบของเคอรซินทําโดยการกวนเนื้อเมล็ดสบูดําท่ีบด ละเอียดใน
สารละลายบัฟเฟอร Tris-HCl, pH 7.5 นาน 24 ชม. จากนั้นตั้งท้ิงไวท่ี 4oC แลวตักไขมันที่ลอยอยูช้ันบน
ออก กอนนําไปไดอะไลซในสารละลายบัฟเฟอร sodium-acetate, pH 4.5 และปนเหวี่ยงเอาตะกอนทิ้งไป   
เมื่อนําสวนใสไปวิเคราะหโดย SDS-PAGE และเทคนิค MALDI-TOF Mass spectrophotometry พบวา
โปรตีนที่บริสุทธิ์นี้ประกอบดวย 1 หนวยยอยท่ีมีน้ําหนักโมเลกุล 29 กิโลดาลตัน และเปนพอลิเปปไทด
สายเดี่ยวท่ีมีมวลโมเลกุลเทากบั 28.4 กิโลดาลตัน ตามลําดับ โปรตีนที่ทําบริสุทธิ์มีความเปนพิษตอการ
สังเคราะหโปรตีน เนื่องจากพบวามีกิจกรรมของเอนไซม rRNA N-g l y c o s i d a s e  ซึ่งออกฤทธิ์ในการตัด
ไรโบโซมอลอารเอ็นเอใน r e t i c u l o c y t e  l y s a t e  ของกระต า ย  จากผลการทดลองวิเคราะหดวย LC-
MS/MS สรุปไดวาโปรตีนที่แยกไดเปนเคอรซิน ในการศึกษานี้ไดทดสอบฤทธิ์ของเคอรซินบริสุทธิ์ท่ีแยก
ไดในการตานจุลชีพท่ีกอใหเกิดโรคในคน โดยเทคนิค agar dilution พบวา สามารถยับยั้งแบคทีเรียกอโรค
ได 17 ชนิด โดยสามารถยับยั้งแบคทีเรีย Staphylococcus epidermidis ATCC12228 และ Bacillus subtitis 
ATCC6633 ไดดีท่ีสุด มีคา MIC เทากับ 78.1 ไมโครกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร จากการทดสอบฤทธิ์ของเคอร
ซินบริสุทธิ์ในการยับยั้งการเตบิโตของเซลลมะเร็งชองปาก (KB, ATCC CCL-17) เซลลมะเร็งเตานม 
(MCF7, ATCC HTB-22) เซลลมะเร็งปอด (NCI-H187, ATCC CRL-5804) และเซลลมะเร็งลําไสใหญ 
(SW 620, ATCC CCL-28) พบวาไมสามารถยบัยั้งเซลลมะเรง็ทุกชนิด จากการตรวจหาปริมาณเคอรซินใน
เมล็ดสบูดําจํานวน 157 แหลงปลูก ท่ีรวบรวมจากแหลงปลูกตาง  ๆ  ใน 38 จังหวัดท่ัวประเทศไทย โดยเทคนิค 
Immuno-Western Blot และระบุปริมาณของเคอรซินดวยพอลีโคลนอลแอนติบอดีตอเคอรซินและคํานวณ
ความเขมของแถบที่ปรากฎโดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของเคอรซินบริสุทธิ์ สามารถจัดหมวดหมู
ของสบูดําท่ีรวบรวมมาจากแหลงตาง ๆ เปน 4 กลุมตามปริมาณเปอรเซ็นตของเคอรซินตอน้ําหนักเนื้อ
เมล็ดแหง พบวาเมล็ดสบูดําจาก 3 แหลงปลูกไมมีเคอรซินไดแก KUBP 19,  KUBP 169 และ KUBP 187 
เมล็ดสบูดํา KUBP 75 มีปริมาณเคอรซินสูงท่ีสุดเทากับ 9.09% (โดยน้ําหนักเนื้อเมล็ดแหง) 
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A toxin, curcin was simply purified from seed kernel of Jatropha curcas L. (KUBP 33).  The crude 

curcin extract was prepared by stirring the grounded seed kernel in Tris buffer, pH 7.5 for 24 h. The fat in the 
upper layer was removed after standing at 4 oC and the extract was dialyzed against sodium acetate buffer, pH 4.5, 
followed by centrifugation to remove the pellet. The soluble purified curcin showed a major band of relative 
molecular weight of 29 kDa by SDS-PAGE. The purified curcin is a single polypeptide chain of molecular mass 
28.4 kDa by MALDI-TOF MS. The toxicity on protein synthesis of the purified protein was shown by its rRNA 
N-glycosidase activity towards RNA from rabbit reticulocyte lysate. The LC-MS/MS analysis result revealed that 
the isolated protein was curcin. In this study the antimicrobial effect of the purified curcin was investigated by agar 
dilution technique. The result demonstrated inhibitory effect of curcin against 17 strains of the human-pathogenic 
bacteria with most potent to Staphylococcus epidermidis ATCC12228 and Bacillus subtitis ATCC6633 with 
MIC value at 78.1 µg/ml. The cytotoxic effects of the purified curcin to cell lines of oral cavity cancer (KB, 
ATCC CCL-17), breast cancer (MCF7, ATCC HTB-22), small cell lung cancer (NCI-H187, ATCC 
CRL-5804) and human colon cancer (SW620, ATCC CCL-28) were evaluated. The result showed that the 
purified curcin was not toxic to any cancer cell lines. Curcin in seed kernel of J. curcas of the total 157 
accessions from various regions (38 provinces) of Thailand were evaluated by Western blotting 
probed with polyclonal antibody to curcin.  The curcin content of each accession was calculated 
from its intensity by using the calibration curve of the purified curcin. The J. curcas accessions 
from various regions were classified into four groups based on the percentage of curcin content. 
The seed kernel of the three accessions including KUBP 19, 169 and 187 did not have any curcin. 
The highest curcin content of 9.09% (of kernel dry weight) was found in KUBP 75.  
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1 สารสกัดจากสวนตาง ๆ ของสบูดําที่นํามาใชเปนยารักษาโรค 14 
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สกัดไดจากเนือ้เมล็ดสบูดํา 
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เชื้อแบคทีเรียโดยวิธี Agar dilution  
 

127 
ข2 เมล็ดสบูดําที่มาจากแหลงปลูกตางกัน 153 แหลงปลูก 130 
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สารบัญภาพ 
 

ภาพที ่  หนา 
   
1 สวนตาง ๆ ของตนสบูดํา 8 
2 J. curcas L. (สบูดํา) 9 
3 J. gossypifolia L. (สบูแดง) 9 
4 J. podagrica L. (หนุมานนั่งแทน) 10 
5 J. integerrima Jacq. (ปตตาเวีย) 10 
6 J. multifida L. (มะละกอฝรั่ง, ฝนตน) 11 
7 แสดงตําแหนงการออกฤทธิ์ของ RIPs 18 
8 กลไกการออกฤทธิ์ของ RIP Type I 20 
9 กลไกการออกฤทธิ์ของ RIP Type II 23 

10 ชนิดของ Ribosome-inactivating protein 26 
11 โครงสรางสามมิติของเคอรซิน 30 
12 ลําดับกรดอะมิโนของเคอรซิน (CUR) เปรียบเทียบกับลําดับกรดอะมิโน

ของของ ricin (RTA) และ thicosanthin (TCS) 
32 

13 ลักษณะของเนื้อเมล็ด (kernel) ของสบูดํา 60 
14 โครมาโตแกรมของการแยกเคอรซินจากเนือ้เมล็ดสบูดําโดยคอลัมน 

DEAE-Sephacel 
 

62 
15 15% SDS-PAGE ของสาสกัดหยาบของโปรตีนจากเนื้อเมล็ดสบูดํา 

(KUBP 33) ที่แยกโดยคอลัมน DEAE-Sephacel  
 

63 
16 โครมาโตแกรมของการแยกเคอรซินจากเนือ้เมล็ดสบูดําโดยผานคอลัมน 

CM-Cellulose 
 
 

 
 

 
65 

 



 (5)

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพที ่  หนา 
   

17 15% SDS-PAGE ของสารสกัดหยาบของโปรตีนจากเนื้อเมล็ดสบูดํา 
(KUBP 33) ที่แยกโดยคอลัมน DEAE-Sephacel นําสวนที่ไมจับกับ
คอลัมน (unbound) ไปแยกตอโดยผานคอลัมน CM-Cellulose 

 
 

66 
18 15% SDS-PAGE ของเคอรซินจากเนื้อเมล็ดสบูดําที่ทําใหบริสุทธิ์โดย

ไดอะไลซในสารละลายบัฟเฟอร 0.1 M Sodium-Acetate, pH 4.5 
 

68 
19 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางน้ําหนกัโมเลกุลของโปรตีนและ

อัตราสวนของการเคลื่อนที่ของโปรตีนบน SDS-PAGE 
 

69 
20 การศึกษามวลโมเลกุลขอลเคอรซินจากเนือ้เมล็ดสบูดําโดย MALDI-

TOF MS 
 

71 
21 การวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนที่ทําบริสุทธิ์จากเนื้อเมล็ดสบู

ดําโดยเทคนิค In gel digestion และ LC-MS/MS ดวยโปรแกรม 
MASCOT 

 
72 

22 Urea PAGE (6% gel/ 7 M urea) ของการวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซม
rRNA N-glycosidase ในเคอรซินบริสุทธิ์ 

 
74 

23 การตรวจสอบความจําเพาะของพอลิโคลนอลแอนติบิดีของกระตายตอ
เคอรซิน 

 
79 
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สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพผนวกที ่  หนา 
   
ข1 กราฟมาตรฐานของ bovine serum albumin (BSA) สําหรับสารสกัด

หยาบจากเนื้อเมล็ดสบูดํา 
 

116 
ข2 กราฟมาตรฐานของ bovine serum albumin (BSA) สําหรับสารละลาย

เคอรซินที่แยกโดยคอลัมน DEAE-Sephacel 
117 

ข3 กราฟมาตรฐานของ bovine serum albumin (BSA) สําหรับสารละลาย
เคอรซินที่แยกโดยคอลัมน CM-cellulose 

118 

ข4 กราฟมาตรฐานของ bovine serum albumin (BSA) สําหรับเคอรซินบริ
สุทธิ์จากเนื้อเมล็ดสบูดําที่แยกโดยการปรบั pH 

 
119 

ข5 กราฟมาตรฐานของ RNA มาตรฐาน สําหรับการหาขนาดคูเบสของชิ้น 
RNA ที่ถูกตัดจากการศึกษากิจกรรมของเอนไซม rRNA N-glycosidase 

 
120 

ข6 ความเขมขนของเคอรซินจากเนื้อเมล็ดสบูดํา KUBP33 ตาง ๆจากการทาํ 
Immuno-Western Blot ที่ปรากฎบนแผนฟลม 

 
121 

ข7 กราฟมาตรฐานของเคอรซินที่หาไดจากการทํา Immuno-Western Blot 121 
ข8 วิเคราะหปริมาณเคอรซินทีอ่ยูในเมล็ดสบูดําจากแหลงปลูกตาง ๆ ดวย

เทคนิค Immuno-Western Blot ที่แสดงบนแผนฟลม 
 

122 
ข9 ตําแหนงการทาํงานของเอนไซม rRNA N-glycosidase และ aniline 126 
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การทําเคอรซินจากเนื้อเมล็ดสบูดําใหบริสุทธิ์และฤทธิ์ตานแบคทีเรียและเซลลมะเร็ง 
   
Purification of Curcin from Seed Kernel of Physic Nut and Its Antibacterial and 

Anticancer Activity 
 

คํานํา 
 

 สบูดํา (Physic nut) เปนพืชที่เมล็ดประกอบดวยน้ํามันปริมาณสูง โดยปจจุบันน้ํามันที่สกัด
ไดจากเมล็ดสบูดําหลังจากการทํา transesterification ไดรับการนํามาใชเปนพลังงานทดแทนน้ํามัน
ดีเซล นอกจากนี้ยังนําไปใชในทางการแพทย อุตสาหกรรมสบู เครื่องสําอาง กากที่เหลือหลังการ
สกัดน้ํามันพบวา มีโปรตีนสูงประมาณ 29-40% จึงไดรับความสนใจในการใชเปนอาหารเลี้ยงสัตว 
อยางไรก็ดีกากที่เหลือจากการสกัดน้ํามันดังกลาวประกอบดวยสารพิษซึ่งจําเปนตองกําจัดออกหรือ
ทําลายพิษกอนนําไปใชในการเลี้ยงสัตว จากการศึกษาที่มีมากอนพบวาสารพิษตัวหนึ่งที่พบในกาก
เนื้อเมล็ดเปนโปรตีนพิษชื่อ เคอรซิน (curcin) ซ่ึงเคอรซินนี้จัดอยูในกลุมของโปรตีนที่มีฤทธิ์ยับยั้ง
การทํางานของไรโบโซมประเภทที่ 1 (Ribosome-inactivating protein Type I) เนื่องจากมีคุณสมบัติ
ของเอนไซม N-glycosidase จึงสามารถยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนในเซลลยูคารีโอตได โดย
เอนไซมจะไปตัดพันธะ N-glycosidic ที่เชื่อมตอกับ adenine (A) ที่ตําแหนง 4324 ของอารเอ็นเอไร
โบโซมขนาด 28s (28s rRNA) สงผลให 28s rRNA อยูในรูปที่ไมสามารถทํางานได ทําใหไมเกิด
การสังเคราะหโปรตีนและทําใหเซลลบริเวณนั้นตาย  จากความเปนพิษของเคอรซินนี้เองในปจจุบัน
จึงมีการประยุกตนําเคอรซิน จากเนื้อเมล็ดสบูดํามาใชทางการแพทยเพื่อผลิตเปนตัวยับยั้งการเกิด
เนื้องอกของเซลล  ยังยั้งการเจริญของแบคทีเรีย รา และไวรัส  เปนตน 
 

ปจจุบันไดมีผูทําการทดลองปลูกและพัฒนาปรับปรุงพันธุสบูดําหลายสายพันธุในประเทศ
ไทย เพื่อคัดกรองหาสายพันธุที่ใหปริมาณน้ํามันสูงและไมเปนพิษตอส่ิงมีชีวิต แตยังไมมีการศึกษา
ถึงความแตกตางของปริมาณโปรตีนพิษเคอรซินในเมล็ดสบูดํา 
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ดังนั้นการวิจัยนี้จึงมุงพัฒนาวิธีการแยกเคอรซินจากเนื้อเมล็ดสบูดําใหบริสุทธิ์โดยวิธีทาง 
ชีวเคมีอยางงายที่ไมซับซอน ศึกษาความแตกตางของปริมาณเคอรซินในเมล็ดสบูดําสายพันธุตาง ๆ 
บางสายพันธุ และศึกษาสมบัติในการตานเชื้อแบคทีเรียกอโรคและความเปนพิษตอเซลลมะเร็งของ
มนุษยบางชนิด 
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วัตถุประสงค 
 

1. เพื่อแยกเคอรซินใหบริสุทธิ์จากเนื้อเมล็ดสบูดําและศึกษาสมบัติทางโมเลกุล 
 
2. เพื่อตรวจสอบความแตกตางของปริมาณเคอรซินในเมล็ดสบูดําบางสายพันธุ 
 
3. เพื่อศึกษาฤทธิ์ของเคอรซินในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียกอโรคในคนและ  

    เซลลมะเร็งบางชนิด 
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  ความรูท่ัวไปเก่ียวกับสบูดาํ 
 
 1.1  ประวัติและแหลงแพรกระจาย 
 

สบูดํา (Physic nut, Purging nut, Curcas bean) มีช่ือวิทยาศาสตรวา Jatropha curcas  
Linn. อยูในวงศ EUPHORBIACEAE ซ่ึงเปนวงศเดียวกบั ยางพารา พญาไรใบ ปตตาเวีย ฝนตน
หรือมะละกอฝรั่ง หนุมานนัง่แทน โปยเซียน มันสําปะหลัง มะยม มะขามปอม ผักหวานบาน 
คริสตมาส หญายาง สมเชา ฯลฯ คําวา Jatropha มีรากศัพทมาจากทางการแพทยของภาษากรีก 2 คํา 
คือ iatros แปลวา หมอ และ trophe แปลวา อาหาร สวนคาํวา curcas เปนชื่อเรียกของสบูดํา บริเวณ
เมือง Malabar ในประเทศอนิเดีย (ศูนยสารสนเทศ กรมวชิาการเกษตร กระทรวงเกษตรและ
สหกรณ, 2548) 
 

นอกจากนี้สบูดํายังมีช่ือเรียกแตกตางกันออกไปในแตละประเทศอีกดวย เชน purging 
nut (อังกฤษ) pourghere, pignon d'Inde (ฝร่ังเศส) purgeernoot (เนเธอรแลนด) purgueira 
(โปรตุเกส) fagiola d'India (อิตาลี) kadam (เนปาล) yu-lu-tzu (จีน) tubang-bakod (ฟลิปปนส) jarak 
budeg (อินโดนีเซีย) bagani (ไอเวอรรีโคต) butuje (ไนจีเรีย) pinoncillo (เม็กซิโก) tempate 
(คอสตาริกา) mundubi-assu (บราซิล) pinol (เปรู) และ pinon (กัวเตมาลา) จึงเปนทีน่าสังเกตไดวา 
ตนสบูดําสามารถเจริญเติบโตไดเกือบทัว่โลก ทําใหมีช่ือเรียกแตกตางกนัออกไป อยางไรก็ตาม พืช
ชนิดนี้มแีหลงแพรกระจายในปาดิบชื้นหรือพืชกึ่งปลูกกไ็ด ในพื้นที่แนวศูนยสูตร อเมริกาใต 
อินเดีย และเอเชียตะวันออกเฉียงใต รวมทัง้ประเทศไทย สบูดําเปนพืชที่มีถ่ินฐานมาจากบราซิล 
นําเขามาในประเทศไทยนานกวา 300 ปแลว นักพฤกษศาสตรเร่ิมระบุถ่ินกําเนิดครัง้แรกวานาจะมา
จากรัฐ Ceara ในประเทศบราซิล ตอมาก็สันนิษฐานวาเปนพืชพื้นเมืองของอเมริกากลางจากแนวปา
ชายฝงทะเลประเทศเม็กซิโก แตกห็าพันธุปาในเม็กซิโกไมได โดยมาพบเปนพืชปลูกเปนแนวรัว้กนั
สัตวเขามาทําลายพืชผลมาแตโบราณ แมวาไมมีสวนไหนของสบูดําทําเปนอาหารสตัวได แตการที่
สามารถปลูกเปนร้ัวกนัสัตวมาทําลายพืชผล จึงยังคงมีการปลูกกันอยูทัว่ไปในประเทศเขตรอน 
แมแต “แพะ” ซ่ึงเปนสัตวทีก่ินทุกอยางที่งอกจากดนิกย็ังไมแตะตองสบูดํา (ศูนยสารสนเทศ กรม
วิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ, 2548) 
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ตัวอยางสบูดําที่เก็บไวในพพิิธภัณฑตัวอยางพืชก็ไดจากขางทางหรือจากพืชริมร้ัว 
แสดงเขตที่ดิน สันนิษฐานวาชาวเรือโปรตุเกสที่มีอาณานคิมอยูแถบทะเลแคริบเบียนไดนําพืชนี้มา
ผานหมูเกาะเคบเวิรด (แอฟรกิาตะวันตก) ผานประเทศแถบชายฝงของแอฟริกาเขาสูเอเชียทางชอง
แคบมะละกา การขนสงคาขายมาในรูปพืชน้ํามัน เมื่อขายผานมาเลเซียในสมัยอาณานคิมของดัชท
น้ํามันนี้จึงถูกเรียกในภาษามาเลเซียวา “น้ํามันละหุงดัชท” ชาวเกาะชวาในอินโดนีเซียรูจักในนาม 
“น้ํามันละหุงจนี” น้ํามันสบูดาํจัดอยูใน “น้ํามันละหุง” ชนดิหนึ่ง ซ่ึงอธิบายไดวาสบูดําถูกนําพันธุ
มาปลูก ก็เพื่อผลิตเปนน้ํามันมาตั้งแตเร่ิมแรก และชื่อท่ีถูกเรียกทัว่ไปวาเปน “ตนน้ํามันละหุงร้ัว” คํา
วา “ร้ัว” แสดงวาการเขามาในฐานะพืชปลูกไมใชพืชปา ยางในตนและเมล็ดเปนฟองตามธรรมชาติ 
อันเปนคุณสมบัติพิเศษเฉพาะตัว ชาวโปรตุเกตุใชน้ํามันผลิตเปนสบูและนําเขามาในประเทศไทย
กวา 300 ปมาแลวในชวงปลายสมัยกรุงศรอียุธยา คําวา “สบู” ก็เปนคําที่ยืมมาใชจากภาษาโปรตุเกส 
และเปนที่มาของชื่อนี้ (ศูนยสารสนเทศ กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ, 2548) 
 

ปจจุบันสบูดํามีปลูกอยูทั่วไปทุกภาคของประเทศไทยและมีช่ือเรียกแตกตางกันไป 
สาเหตุที่เรียกวาตนสบูดํา หรือตนสบู เพราะมีน้ํายางสีขาวคลายสบูที่บริเวณลําตนและกิ่ง ทางภาค
กลางเรียก “สบู หรือ สบูดํา” เพราะเปลือกเมล็ดเปนสีดาํ “สบูขาว” เพราะเมล็ดในสขีาว “สบูหัวเทศ 
สลอดดํา สลอดปา สลอดใหญ” ภาคเหนือเรียก “มะหุงฮั้ว ละหุงฮั้ว มะหวั มะโหง” เนือ่งจากคลาย
ละหุงและปลกูเปนร้ัวปองกนัสัตวเขามากนิพืชผลเพราะกลิ่นเหม็นเขียวหรือพิษทีเ่ปนยาถายของใบ 
ชาวเขาเรียกวา “ไทยู เกงยู” ภาคตะวันออกเฉียงเหนือเรียก “มะเยา หมากเยา บกัเยา” ชาวโคราชเรียก 
“สีหลอด” เพราะเปนยาถายคลายสลอด ภาคใตเรียก “มะหงเทศ หงเทศ” มาจากละหุงที่นําเขาจาก
ตางประเทศ (ละหุงเทศ) ในภาษายาวีเรียก “ยาเคาะ ยาเมาะ” (ศูนยสารสนเทศ กรมวิชาการเกษตร 
กระทรวงเกษตรและสหกรณ, 2548) 
 

การเจริญเติบโต ลําตนสูงขึ้นเรื่อย ๆ ไมคอยแตกกิ่งกานจงึควรตัดกิ่งบอย ๆ เพื่อใหตน 
แตกกิ่งกาน ระยะปลูก 2x2.5 ตารางเมตร ฤดูปลูกที่เหมาะเปนชวงเดือนเมษายน-พฤษภาคม พืน้ที่
ปลูกควรเลือกพื้นที่ดอน น้ําไมทวมขัง อยูกลางแจง แสงแดดจัด เชน คนันา นาดอนจดั หัวไรปลาย
นา ริมร้ัวบาน (ศูนยสารสนเทศ กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ, 2548) 
 

การขยายพนัธุสบูดํามี 2 แบบดวยกันคือ ใชเมล็ดที่ไมมีระยะพักตวั ควรเก็บฝกขณะมีสี
เหลืองแกแกมสีน้ําตาล แลวรีบแกะเมลด็เพาะทันทีความงอกเกิน 90% จะใหผลผลิตประมาณ 8 
เดือนขึ้นไปหลังปลูก และใชทอนพันธุทีม่ีสีน้ําตาลปนเขียวเล็กนอยยาว 45-50 เซนติเมตร เร่ิมออก
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ดอกใหผลผลิต 4-6 เดือนหลังปลูก  การเตรียมดินจะไถหรือไมไถก็ได ขุดหลุมกวาง 20 ซม. ลึก 20 
เซนติเมตร รองกนหลุมดวยปุยหมักปุยคอกถามีดินเลวปลูกถ่ีดินดีปลูกหาง ระยะปลกู 2.5 + 
2 เมตร กับ 3 + 3 เมตร ถามีตนสบูดําอยูแลวก็ตัดยาว 45-50 เซนติเมตร มาปลูกขณะที่ดินมี
ความชื้น ใหทอนพันธุฝงอยูในดินสกั 20 ซม. หรือจะซื้อตนพันธุเพาะชําหรือเพาะจากเมล็ดในถุงดาํ
มาปลูกก็ได กอนปลูกรดน้ําใหดนิในถุงชุม ใชมือกดถุงดําโดยรอบใหดินติดยึดรากสบูดําแนน แลว
ถายตนสบูดําออกจากถุงไดงายลงในหลุม เก็บถุงดําใวใชตอไดอีก  ถาอยูกลางทุงใชไมปกผูกดวย
เชือกฟางพลาสติก ปองกันลมแรงพัดโยกคลอน หลังจากนั้นจะปลูกพืชแซมอาทิถ่ัวตาง 
ๆ พริก มะเขือ อ่ืน ๆ ยกเวนขาวโพด ตนสบูดําทนทานตอสภาพแหงแลงไดด ีเมื่อปลูกไดราว 1 
เดือนสังเกตตนจากการเพาะเมล็ดบางสายพันธุ สูงชะลูดไมแตกกิ่งกานสาขา ขอใหเดด็ยอดยาว
สัก 7-10 เซนติเมตร ออกเพือ่ใหตาขางลางแทงยอดเปนพุม ซ่ึงจะไดผลผลิตมากกวาไมเด็ดยอด เมื่อ
หมดฤดูฝนดนิเริ่มแหงมากขึน้ตามลําดับ ตนสบูดําจะทิ้งใบเหลือแตลําตน ในชวงฤดูรอนหากมีฝน
ตกก็จะแตกใบออนออกดอกติดฝก ถาไมมีฝนชวยอีกเมล็ดจะลีบฝอ พอเขาฤดูฝนตนสบูดําจะทยอย
ออกดอกติดฝกตลอดฤดู ถามีรดน้ําตอหลังหมดฝน ใบจะไมรวงเขยีวขจีใหผลผลิตตลอดป แมลง
ศัตรูที่ควรระวงัดูแลพิเศษไดแก เพล้ียหอย เพล้ียไฟ เพล้ียแปง ไรขาว ไรแดง สวนโรคเกิดจากเชื้อรา
ประสบบางแตทําความเสียหายไมมากนกั (สุขสันต สุทธิผลไพบูลย, 2550) 
 
 1.2  ลักษณะทางพฤษศาสตรและสันฐานวิทยา 
 

ตนสบูดําเปนพืชที่มีจํานวนโครโมโซมแบบดิพลอยด (2n = 22) เปนไมพุมยืนตน 
ขนาดกลาง สูงประมาณ 2-7 เมตร มีอายุไมนอยกวา 20 ป ลําตนและยอดเกลี้ยงเกลาไมมีขน อวบน้ํา 
เปนไมเนื้อออน เนื้อไมไมมแีกน ระบบรากเปนแบบรากแกว (ศูนยสารสนเทศ กรมวชิาการเกษตร 
กระทรวงเกษตรและสหกรณ, 2548) 
 

ใบ เปนแบบใบเดี่ยว แผนใบเปนแบบ palmately compound, orbicular-cardate  
(broady-ovate) คลาย ๆ ใบพดุตาลหรือใบฝาย แตหนากวาเพราะมีพวกไขเคลือบอยูที่ผิวใบ ขอบใบ
มีรอยหยกัตื้น ๆ ตั้งแต 3-7 หยัก กวางและยาวประมาณ 6-15 เซนติเมตร (ขึ้นกับพนัธุและความ
สมบูรณของตน) ฐานใบเปนแบบ cordate ปลายเปนแบบ mucronate ยกเวนปลายใบตรงตําแหนง
หยักตรงกลางเปนแบบ acute การจัดเรยีงตวัของเสนใบเปนแบบ palamtely netted แผนใบมีสีเขียว
ใบไม ขนาดของแผนใบเฉลีย่มีความยาวประมาณ 19.78 เซนติเมตร และมีความกวางประมาณ 
16.67 เซนติเมตร ใบสบูดํามีสวนของกานใบเชื่อมติดกับสวนของลําตน กานใบสีเขียว ความยาว
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กานใบประมาณ 2.5-7.5 เซนติเมตร ตําแหนงของการเกดิใบจะเกดิสลับกัน สบูดํามักจะทิ้งใบในฤดู
แลงและเมื่อแลงจัดก็จะทิ้งใบหมดทั้งตน 
 

ดอก ออกบริเวณปลายกิ่ง ลักษณะเปนชอดอกแบบ compound dichasia เปนดอกไม 
สมบูรณเพศ ดอกตัวผูและดอกตัวเมยีอยูแยกกนั (monoecious) แตอยูภายในชอดอกเดียวกัน โดย
ออกเปนชอบริเวณซอกใบสวนปลายของยอด ชอดอกยาวประมาณ 6-10 เซนติเมตร ลักษณะดอก
เปนรูปถวย ดอกตัวผูและดอกตัวเมยีมีกลีบเล้ียงและกลีบดอกจํานวน 5 กลีบ เทา ๆ กัน กลีบเลี้ยงมีสี
เขียวออนอมเหลือง กลีบดอกมีสีเหลืองอมขาว มีตอมน้ําหวานติดอยูทีโ่คนดานในของกลีบดอก 
ดอกตัวผูมีจาํนวนเกสรตัวผูจํานวน 10 อัน เรียงเปนวงละ 5 อัน 2 ช้ัน ดอกตัวเมยีประกอบดวยรังไข
เและยอดเกสรตัวเมียเปนรูปสามงาม สวนของรังไขแบงออกเปน 3 พู (carpel) อัตราสวนของตัวผู : 
ดอกตัวเมีย ประมาณ 7:1 สบูจัดเปนพืชผสมขาม ดอกตัวผูในชอเดยีวกนับานกอนทีด่อกตัวเมยี
พรอมที่จะรับการผสม (receptive) จึงตองมีแมลงชวยในการผสมพันธุ เชน ผีเสื้อกลางคืน และผ้ึง 
โดยดอกตวัผูและตัวเมยีจะมคีวามพรอมสําหรับการผสมพันธุในชวงกลางคืน ดอกสมบูรณเพศหรอื
ดอกกะเทยที่สามารถผสมตัวเองได จะพบในปริมาณนอย ปริมาณดอกยอยประมาณ 70-120 ดอก
ตอ 1 ชอ แตจะติดผลเพียง 6-15 ผลเทานั้น 
 

ผล มีรูปรางคอนขางกลมและปอม  บางทกี็มีเหลี่ยม มี 3 พู ขนาดเสนผานศูนยกลาง 
ประมาณ 3.04 เซนติเมตร ผลที่เกิดจากชอดอกเดยีวกันจะสุกไมพรอมกัน ผลออนมีสีเขียว เมื่อแกจะ
เปลี่ยนเปนสีเหลืองสดและเปลี่ยนเปนสีเหลืองออนคลายลูกจันทร เกลี้ยงเกลาเปนชอชอพวงมีหลาย
ผล  รูปผลมีลักษณะทรงกลมรีเล็กนอย ผลมีขนาดปานกลาง กวาง 2-3 เซนติเมตร ยาว 2.5-3.5 
เซนติเมตร เปลือกหนาปานกลาง ผลหน่ึงสวนมากมี 3 พู ๆ ละ 1 เมล็ด โดยแตละพทูําหนาที่หอหุม
เมล็ดไว เมื่อสุกแกผลจะปริแตก ผลสด 1 กิโลกรัม มีจํานวน 85-90 ผล และผลสด 1 ผล มีน้ําหนัก
ประมาณ 15.06 กรัม ผลแหงน้ําหนกัจะลดลงเหลือเพียง 2.60 กรัม อายขุองผลสบูดําตั้งแตออกดอก
ถึงผลแกประมาณ 60–90 วัน 
 

เมล็ด รูปรางเมล็ดของสบูดําเปนแบบร ีมีเปลอืกหุมสีดํา โดยมีเนื้อเยื่ออยูภายในเปนที ่
สะสมพวกน้ํามันและสารพวกเคอรซิน เมล็ดประกอบดวยเนื้อเมล็ดสขีาว (albumen หรือ kernel) 
ประมาณ 32% น้ํามัน 30-38% และเปลือก 30-38% ของน้ําหนักเมลด็ ซ่ึงในปริมาณน้าํหนัก 100 
เมล็ดจะหนักประมาณ 69.8 กรัม หรือประมาณ 1,000-2,000 เมล็ด/กิโลกรัม สวนของเนื้อเมล็ดและ
เปลือกมีน้ํามนัประมาณ 51.99-62% และ 0.98% ของน้ําหนักเมล็ดตามลําดับ ขนาดของเมล็ดมีความ
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ยาวเฉลี่ยประมาณ 1.94 เซนติเมตร มีขนาดเสนผานศูนยกลางเฉลี่ย 1.16 เซนติเมตร เมล็ดแตละ
เมล็ดมีน้ําหนกัเฉลี่ยประมาณ 0.64 กรัม เมล็ดสบูดําไมมีการพักตวั 
 

น้ํายาง มีลักษณะใส ไมมีสี พบมากในสวนของลําตนออนและกานใบ ลําตนแกพบ 
เฉพาะที่เปลือกเทานั้น (ศูนยสารสนเทศ กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ, 2548) 
 
 

                                      
 

ภาพที ่1  สวนตาง ๆ ของตนสบูดํา 
 
ท่ีมา: สาขาพืชผัก มหาวิทยาลัยแม (2548) 
 
 1.3  ชนิดพันธุของสบูดํา (ศูนยสารสนเทศ กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและ
สหกรณ, 2548) 
   

1.3.1  พืชสกุลของสบูดําที่พบในประเทศไทย มี 5 ชนิด คือ J. curcas L. (สบู 

 

 

 



9 
 
ดํา), J. gossypifolia L. (สบูแดง), J. podagrica L. (หนุมานนั่งแทน), J. integerrima Jacq. 
(ปตตาเวยี) และ J. multifida L. (มะละกอฝรั่ง, ฝนตน) ดังภาพที่ 2 – 6 
 

 
 

ภาพที่ 2  J. curcas L. (สบูดํา) 
 

 
 
ภาพที่ 3  J. gossypifolia L. (สบูแดง) 
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ภาพที่ 4  J. podagrica L. (หนุมานนั่งแทน) 
 

 
 

ภาพที่ 5  J. integerrima Jacq. (ปตตาเวยี) 
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ภาพที่ 6  J. multifida L. (มะละกอฝรั่ง, ฝนตน) 

 
 1.3.2  พันธุของสบูดําที่พบในประเทศไทย มี 3 พันธุ คือ  

 
1.3.2.1  พันธุสบูดําที่มีผลทรงกลม ขนาดของผลปานกลาง มีเปลือก 

หนาปานกลาง ปลูกกันทั่วไปในภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคใต  
 

1.3.2.2  พันธุสบูดําที่มีผลทรงกลม หรือรูปทรงของผลยาวกวาพวก 
แรกเล็กนอย สวนผลนั้นมีขนาดเทากนั แตมีเปลือกหนากวา ปลูกมากในภาคเหนือ 
 

1.3.2.3  พันธุสบูดําที่มีผลกลม แตมีขนาดเล็กกวา 2 พวกแรก ปลูกใน 
ภาคเหนือ และภาคใต โดยพันธุเปนพันธุพื้นบานใชเรียกชื่อตามแหลงปลูก เชน พนัธุสตูล 
มุกดาหาร นาน เปนตน  

1.3.3  พันธุของสบูดําจากตางประเทศ กรมวิชาการเกษตร ไดรับพันธุจาก 

ตางประเทศ 3 พันธุ คือ  

  1.3.3.1  พันธุจากประเทศฟลิปปนส  

1.3.3.2  พันธุจากประเทศศรีลังกา  
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1.3.3.3  พันธุจากประเทศมาเลเซีย  
 

1.4  ความเปนพิษของสบูดํา 
 

พิษของสบูดําที่พบในสัตวทดลอง เชน หน ูจะมีพษิตอระบบประสาท จากงานวจิัยที ่
ผานมาพบวาคา LD50 เมื่อใหน้ํามันจากเมล็ดสบูดําทางปากของหน ูมีคาเทากับ 6 มล./กก.น้ําหนัก
หนูขาว (คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยนเรศวร, 2549)  

 
นอกจากนี้ยังพบพิษตอสัตวเคี้ยวเอื้อง เชน มา ฤทธิ์ของเมล็ดจะทําใหเกิดการขาด 

น้ํา ผลจากการถายทอง พิษของเมล็ดตอมนษุยหากไดรับสารพิษนี้ เชน รับประทานเมล็ดพืช 1-20 
เมล็ด จะปรากฏอาการพิษภายหลังกินประมาณครึ่งชั่วโมง ทําใหคล่ืนไสอาเจียนคลายอาหารเปน
พิษ ปวดทอง ทองเสีย ถายเหลว รายที่มีอาการรุนแรง อาจมีอาการเกรง็ของกลามเนือ้ที่มือและเทา 
หายใจเร็ว หอบ ความดันเลือดต่ํา คล่ืนหัวใจไฟฟาผิดปกติ บางรายอาจถึงตายได  
 
 1.5  การใชประโยชนของสบูดํา 
 

1.5.1  การปลูกตนสบูดําเพือ่นําไปใชประโยชน  
 

1.5.1.1  เปนร้ัวลอมรอบพื้นที่ปลูกพืชเศรษฐกิจหลัก ๆ เพื่อปองกันววั 
ควายเขามาทําความเสียหายตอพืชชนิดนัน้ เนื่องจากววั ควาย จะไมกนิใบหรือยอดออนของสบูดํา 
(Diallo, 1994) นอกจากนี้อินเดียปลูกเปนร้ัวปองกันลมรอนในฤดูรอนที่ทําใหมีการระเหยของน้ํา
อยางรวดเรว็  
 

1.5.1.2  ลูกสบูดําปองกันการชะลางของดิน (soil erosion) ในฤดูฝนของ 
เขตพื้นที่แหงแลง พบที่ Cape Verde เปนพืชสบูดํา 14.6 % ของพื้นที่ทัง้หมด 4,462 เฮกแตร (Spaak, 
1990)  
 

1.5.1.3  ในประเทศมาดากัสการ ปลูกสบูดําสําหรับเปนเสาคางของพืช 
วนิลา  
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1.5.1.4  ในบางพื้นที่ของประเทศอินเดียปลูกพืชสมุนไพร ไดแก Asgandh  
(Withania somnifera) แซมในระหวางตนสบูดํา สารเคมีจากตนสบูดําจะถูกปลอยออกมาขับไล
แมลงศัตรูของพืชสมุนไพร 
 

1.5.2  การใชเปนอาหารของคน  
 

1.5.2.1  Duke (1985) กลาววาสวนของใบออนหรือยอดออนเมื่อนําไปนึง่ 
ดวยไอน้ํารอนแลวสามารถนํามารับประทานไดอยางปลอดภัย 
 

1.5.2.2  เมล็ดสบูดําจากบางพื้นที่ของประเทศแม็กซิโกเมือ่นํามาตมและ 
คั่วดวยความรอนสามารถนําไปรับประทานได (Apone, 1978)  
 

1.5.3  การใชเปนอาหารสัตว เนื่องจากกากสบูดํา (press cake) มีคุณคาทางอาหาร 
สูง แตประกอบดวยสารพิษมากมายไดแก เคอรซิน, phorbol esters, saponin, protease inhibitors 
และ phytates การนํากากสบูดําไปใชเล้ียงสัตวจึงตองนํากากสบูดํามาผานกระบวนการกําจัดสารพิษ
กอนโดยการใชความรอนรวมกับการสกัดดวยสารเคมหีรือการหมักกากสบูดําดวยเชือ้รา Rhizopus 
oryzae (Gübitz et al., 1997)  
 

Gübitz et al. (1997) รายงานวาการใชใบของพันธุสบูดําจากประเทศ 
เม็กซิโกเลี้ยงไหมปา (eri silkworm) ทําใหไหมปามีชีวิตรอดเพียง 5 เปอรเซ็นตเทานั้นและน้ําหนัก
เปลือกรังไหมต่ํากวาไหมปาที่เล้ียงดวยใบละหุง แตในอยีิปตใชใบสบูดําเลี้ยงไหมปา tusser  
 

1.5.4  การประยุกตใชทางการแพทย  
 

สารสกัดจากสวนตาง ๆ ของสบูดําโดยภูมปิญญาพื้นบานนํามาใชเปนยา 
รักษาโรคของคนได Duke (1985) ดังตารางที่ 1 
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ตารางที่ 1  สารสกัดจากสวนตาง ๆ ของสบูดําที่นํามาใชเปนยารักษาโรค 
 

 
1.5.5  การใชเปนปุยอินทรีย  
 

สวนตาง ๆ ของสบูดําจากตนสด ๆ สามารถนํามาเปนปุยพชืสดได (Oudhia,  
2003)  
 

Sherchan et al. (1989) รายงานวาการใชสบูดําเปนปุยพืชสดจะทําให 
ผลผลิตขาวเพิ่มขึ้น 11 เปอรเซ็นต  
 

นอกจากนี ้VÖhringer (1987) รายงานวา กากน้ํามันสบูดํามีสารประกอบ 
ไนโตรเจนสูงเชนเดียวกับกากน้ํามันละหุงและมูลไกโดยมีไนโตรเจน 3.2-3.8 เปอรเซ็นต โครงการ 
GTZ ในประเทศมาลีไดใชกากน้ํามันสบูดาํ 5 ตันตอเฮกแตร สามารถเพิ่มผลผลิตของ pearl millet 
ได (แปลงควบคุม 630 กิโลกรัม/เฮกแตร แปลงที่ใชกากสบูดํา 1,366 กิโลกรัม/เฮกแตร) Moreira 
(1970) ใชกากสบูดําในอัตราตาง ๆ ใสแปลงปลูกพืชหลายชนิดพบวา การใชในอัตรา 5 ตันตอเฮก
แตรจะใหการงอกของเมล็ดพืชลดลง (แสดงความเปนพษิตอพืช)  
 
 
 

สวนตาง ๆ ของสบูดาํ  สรรพคุณทางเภสัช  
 
ตน  
เปลือก  
ใบและเนื้อไม  
เมล็ด  
ยาง  

 
ยาถาย  
ยาถาย ขับพยาธิ แกปวดทอง  
แกพษิตานซาง ถอนพิษที่ทําใหตวัรอน แกปาก
และล้ินเปอยพพุอง แกล้ินเปนฝาละออง  
แกปวดตามขอ แกโรคผิวหนัง เปนยาระบาย  
ยาถายอยางแรง  
แกปากเปอย พุพอง และแกล้ินเปนฝา 
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1.5.6  การใชเปนวัตถุดิบในการผลิตสีธรรมชาติสําหรับยอมเสนใยธรรมชาติ จาก 
เอกสารทางอิเล็กโทรนิกรายงานวาสวนเปลือกของลําตนและรากของสบูดําสามารถเปนวัตถุดิบใน
การผลิตสีธรรมชาติได โดยสวนเปลือกจะใหสีน้ําเงนิเขม สวนรากจะใหสีเหลือง  
 

1.5.7  การใชเปนพลังงาน นอกจากการใชน้ํามันสบูดําแปรรูปเปน methyl หรือ  
ethyl esters สําหรับผสมน้ํามันดีเซลเปนไบโอดีเซลแลวและสวนอืน่ ๆ ของสบูดําสามารถใชเปน
พลังงานไดดวยเหมือนกัน ดงันี้ ใน Cape Verde ใชสวนลําตนและกิ่งใหญใชเปนฟนสําหรับให
ความรอนแตเปนแหลงที่ใหพลังงานต่ํา Gübitz et al. (1997) รายงานวาการหมักเปลอืกผลสบูดํา
และกากน้ํามันสบูดําในสภาพไรอากาศจะไดกาซชีวภาพ ซ่ึง 70 เปอรเซ็นตเปนกาซมีเทน  
 

1.5.8  เมล็ดสบูดําบดเปนผงสําหรับใชเคลือบเครื่องหนังเปนสีน้ําตาล (tanning) 
  

1.6  การประยกุตความเปนพษิของสบูดําไปใชประโยชนทางการเกษตร 
 

1.6.1.  สารปองกันกําจัดแมลงศัตรูพืช (insecticides) มีรายงานการใชสารสกัดพืช 
จากสบูดําปองกันกําจัดแมลงศัตรูพืชไดดังตารางที่ 2  
 
ตารางที่ 2  สารสกัดพืชจากสบูดําปองกันกําจัดแมลงศัตรูพืช 
 

Insect  Pest of  Preparation  Reference  
Helicoverpa armigera  Cotton  Acetone extraet of 

seeds; aqueous extract 
from oil; seed oil 

Solsoloy et al. (1987), 
Solsoloy (1993; 1995)  

Aphis gossypii  Cotton  Aqueous extract from 
oil; seed oil 

Solsoloy (1993; 1995)  

Pectinophora gossypiella  Cotton  Aqueous extract from 
seed oil 

Solsoloy (1993)  

Empoasea biguttula  Cotton  Seed oil Solsoloy (1995)  
Phthorimaca opercullela  Potato  Seed oil Shelke et al. (1985)  
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

Insect  Pest of  Preparation  Reference  
Callosobruchus maculatus  Pulse  Seed oil Jadhav (1984)  
Callosobruchus chinensis  Mungbean  Seed oil Solsoloy (1995)  
Sitophilus zoamays  Corn  Seed oil Solsoloy (1995)  
 

1.6.2  สารกําจัดหอย (molluscicides)  
 

Agaceta et al. (1981) รายงานวาในประเทศฟลิปปนสใชสารสกัดจากสบูดํา 
กําจัดหอยที่เปนพาหนะของพยาธิใบไมในตับ (liver fluke)   
 

Vassiliades (1984) พบวาในประเทศเซเนกลั สารสกัดพืชจากสบูดําสามารถ 
กําจัดหอยที่เปนพาหนะของพยาธ ิFasciola gigantea และ Schistosomia 
 

Liu et al. (1996) กลาววาสารสกัด phorbol esters จากเมล็ดสบูดําสามารถ 
กําจัดหอยพาหะของพยาธิ Schistosomia  
 

1.6.3  สารกําจัดเชื้อรา (fungicides)  
 

รังษีและคณะ (2548) รายงานวาน้ําสกดัจากเปลือกผลสบูดําสามารถยบัยั้ง 
การเจริญเสนใยของเชื้อรา Phytophthora palmivora สาเหตุโรครากเนาโคนเนาทุเรียนและเชื้อรา 
Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสมะมวงได 100% เทากับสารเคมีเมทรา
แลคซิลและโปรคลอราซตามลําดับ นอกจากนี้สารสกัดสบูดําสามารถยับยั้งการสราง sporangia 
zoospore และการงอก zoospore ของ P. palmivora ได 91.67, 95.83 และ 100% ตามลําดับ รวมทั้ง
สามารถยับยั้งการสรางยับยัง้การสรางและการงอก conidia ของ C. gloeosporioides ได 100%  
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Garcia and Lawas (1990) รายงานวาน้ําสกดัจากใบสบูดําสามารถควบคุม 
โรคพืชของ Azolla ที่มีสาเหตุจากเชื้อรา Sclerotium sp. Thangavelu et al. (2004) รายงานวาการใช
สารสกัดสบูดําที่ความเขมขน 25 และ 50% โดยน้ําหนกัตอปริมาตร สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ
รา Colletotrichum musae สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของกลวยได 100%  
 

Wei et al. (2005) รายงานวาสาร β 1, 3-glucanase จากเมล็ดสบูดําสามารถ 
ฆาเชื้อรา Rhizoctonia solani และ Gibberelle zeae ได และสรุปวาสารชนิดนี้มีศกัยภาพเปน
สารชีวภาพทีส่ามารถฆาเชื้อราได (biological fungicide) 
  
2.  โปรตีนที่มีฤทธ์ิยับยั้งการทํางานของไรโบโซม (Ribosome-inactivating proteins, RIPs) 
 

จากงานวิจยัทีผ่านมาพบวาพืชโดยสวนใหญจะมกีารสะสมโปรตีนที่มีฤทธิ์ยับยั้งการทํางาน
ของไรโบโซมหรือ RIPs อยูในสวนตาง ๆ ของพืช เชน ราก ใบ ตน เปลือก ดอก ผล และเมล็ด แต
พืชบางชนิดพบเฉพาะบางเนือ้เยื่อเทานัน้ สําหรับปริมาณของ RIPs ในเนื้อเยื่อพืชก็จะแตกตางกัน
ไปตามแตละชนิดของพืชนั้น ๆ ซ่ึง RIPs พบครั้งแรกในพืชดอก (Angiospermae) ทั้งที่เปนพืชใบ
เล้ียงเดีย่วและใบเลี้ยงคู นอกจากนีย้ังพบ RIPs ในเหด็และสาหรายบางชนิดดวย (Barbieri et al., 

1993)  
 
ตัวอยางฤทธิ์ทางชีววิทยาของโปรตีนเหลานี้ คือความเปนพิษของเมลด็ละหุง (Ricinus 

communis) และเมล็ดมะกล่ําตาหนู (Abrus precatorius) อีกทั้งฤทธิ์ที่ทําใหเกิดการแทงของพืช
ตระกูลมะระจนี (Trichosanthes kirilowii) และมะระขี้นก (Momordica charantia) ลวนเปนผลมา
จากโปรตีนในกลุม RIPs ทั้งส้ิน แตกย็ังไมทราบกลไกการออกฤทธิ์ที่แนชัด  

 
Stillmark (1888) พบวา ricin เปนโปรตีนพษิที่พบในเมล็ดละหุง โดยเปนโปรตีนจากพืช

ชนิดแรกที่สามารถระบุฤทธิ์ทางชีวภาพที่ชัดเจนคือสามารถยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนในระบบที่
ปราศจากเซลล (cell-free system) ricin สามารถทําใหไรโบโซมอยูในรูปที่ไมสามารถทํางานได 
(He and Liu, 2003) โดยคุณสมบัติที่เปนเอนไซม rRNA N-glycosidase (EC 3.2.2.22) ซ่ึงจะไปตัด
พันธะ N-glycosidic ระหวาง adenine ที่ตําแหนง A4324 บน 28s rRNA จากตับหนู (ภาพที่ 7) 
ตําแหนงของ adenine ดังกลาวอยูใกลกับตาํแหนงการตัดของแอลฟา-ซารซิน (α-sarcin) ที่เรียกวา 
Sarin/Ricin domain ซ่ึงเปนสวนที่อนุรักษมากในไรโบโซม และเปนสวนที่สามารถถูกไฮโดรไลซ
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ไดงายตรงพนัธะฟอสโฟไดเอสเทอรระหวาง G4325 และ A4326 บน 28s rRNA (Liu et al., 2003; 
Maro et al., 1993) ตําแหนง Sarcin/Ricin domain เปนตาํแหนงจดจําและจําเพาะสําหรับ elongation 
factor 1 (eEF-1 / EF-Tu) และ elongation factor 2 (eEF-2/EF-G) complexes ของทั้งโพรแคริโอต
และยแูคริโอต (Moazed et al., 1998) จะเขามาทําปฏิกิริยา ดังนั้นเมื่อ 28s rRNA ถูกตัดที่ตําแหนง
ดังกลาวจึงทําใหไรโบโซมอยูในรูปที่ไมสามารถทํางานไดเปนผลใหไรโบโซมนั้นไมสามารถจับ
กับ EF ได จึงทําใหกระบวนการสังเคราะหโปรตีนหยุดลง (Xu and Liu, 2000; He and Liu, 2003)  
 

 
 
ภาพที่ 7  แสดงตําแหนงการออกฤทธิ์ของ RIPs  
 
ท่ีมา: Stirpe (2004), Stirpe and Battelli (2006) 

 
2.1  การจําแนกชนิดของ RIPs 
 

ในปจจุบนันี้โปรตีน RIPs สามารถแบงได 3 กลุม คือ RIP Type I, RIP Type II และ  
RIP Type III ซ่ึงจําแนกโดยอาศัยโครงสรางโมเลกุล และลักษณะทางชีวเคม ี
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 2.1.1  Ribosome-inactivating protein Type I (RIP Type I) 

 
สาร RIP ที่จัดอยูในกลุมของ Type I RIPs อยางเชน saporin, trichosanthin  

และ pokeweed antiviral protein (PAP) ซ่ึงประกอบดวยสายโพลีเปปไทด 1 สาย ที่มขีนาดประมาณ 
25-30 กิโลดาลตัน มีคุณสมบัติเปน rRNA N-glycosidase มีฤทธิ์ตานไวรัสได แตวา RIP Type I ใน
พืชบางชนิด ไดแก Iris จากพืช Iris hollandica ซ่ึงประกอบดวย 2 สายโพลีเปปไทดสายสั้นที่
เชื่อมตอกันดวยพันธะแบบ non-covalent (Van Damme et al., 1997) RIP Type I มีความเปนเบสสูง 
คือมีคา pH อยูในชวง 7-10 และโดยสวนใหญมีคา pI อยูในชวง 8.3-9.5  ตารางที่ 3 และมีความเปน
พิษตอเซลลสัตวนอยกวา RIP Type II เนื่องจาก RIP Type I ไมมีสวนทีส่ามารถจะจับกับผิวเซลลได 
จึงทําใหเขาไปยังไซโทพลาซึมไดคอนขางยาก เปนผลให RIP Type I มีความเปนพษิตอเซลลนอย
กวา (Stirpe and Barbier, 1986)   
 

กลไกการออกฤทธิ์ของ RIP Type I ขึ้นอยูกับการทํางานของเอนไซม N- 
glycosidase ที่สามารถตัดพันธะ N-glycosidic ระหวาง adenine (A4324) กับน้ําตาลไรโบสใน 28s 
rRNA ได จึงทาํให adenine หลุดออกไปเปนอิสระ rRNA จึงอยูในรูปที่ไมสามารถทํางานตอไปได 
สงผลใหการสังเคราะหโปรตีนหยดุชะงกัลง เซลลบริเวณนั้นจึงตาย (ภาพที่ 8) 
 

RIP Type I จะมีความเปนพษิสูงหากมีการเชื่อมตอกับโมเลกุลที่สามารถนํา 
โปรตีนเขาสูเซลลได เชน Gelonin จากเมลด็ของ Gelonium multiflorum ที่เชื่อมตอกับ 
Concanavalin A มีความเปนพิษตอเซลลมากกวา Gelonin อิสระ (Stirpe et al., 1980) RIP Type I 
พบมีการกระจายในพืชมากกวา RIP Type II และมกัพบในพืชที่อยูในตระกูลของ Caryophyllaceae, 
Cucurbitaceae, Euphobiaceae และอ่ืน ๆ (Stirpe et al., 2004) ตัวอยาง RIP Type I แสดงในตารางที่ 
3  
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ภาพที่ 8  กลไกการออกฤทธิ์ของ RIP Type I  
 
ท่ีมา: Lord, J. M. et al. (1994)  
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ตารางที่ 3  ตัวอยาง RIP Type I ที่พบในพืชบางชนิด 
 

 
 

Species Name of RIPs Organ MW 
(kDa) 

pI  IC50  

(nM) 
Ref 

Phytolacca americana 
(pokeweed) 

PAP 
PAP II 
PAP-S 

spring leaf 
summer 

leaf 

29 
30 
31 

 
 

1.10 
3.90 
6.70 

Hartley and Lord (2004); Bonness 
et al. (1994) 

Phytolacca heterotepala heterotepalin 4 
heterotepalin 5b 

leaf 
leaf 

29.3 
30.5 

 0.82 
0.52 

Maro al. (2007) 

Phytolacca dioica dioicin 1 
dioicin 2 

leaf 
leaf 

30.1 
29.9 

8.74 
9.37 

0.66 
0.23 

Parente et al. (2008) 

Dianthus caryophyllus 
(carnation) 

dianthin 30 
dianthin 32 

leaf 
leaf 

29.5 
31.7 

 9.15 
3.60 

Hartley and Lord (2004); Stirpe et 
al. (1980) 

Saponaria officinalis 
(soapwort) 
Momordica 
cochinchinensis 

saporins  
 

cochinin  B 

seed 
 

seed 

29.5 
 

28 
 

 
 

 

0.05 
 

0.36 

Hartley and Lord (2004); Lin et 
al. (2003) 

Chuethong et al, (2007) 
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ตารางที่ 3  (ตอ) 
 

Species Name of RIPs Organ MW 
(kDa) 

pI  IC50  

(nM) 
Ref 

Mirabilis jalapa 
(four O’clock) 

MAP 
MAP-4 

root 
seed 

27.8 
29.3 

 
 

0.54 
1.53 

Bolognesi et al. (2002) 

Trichosanthes kirlowii 
(Chinese cucumber) 

trichosanthin 
 

root 
 

25 
 

9.4 
 

0.32 
 

Maraganore et al. (1987); Lin et 
al. (2003); Hartley and Lord 

(2004) 
Sambucus ebulus 
(dwarf elder) 

Ebulitins α, 
Ebulitins β 
Ebulitins γ 

leaf 
leaf 
leaf 

32 
29 
29 

  De Benito et al. (1995); Hartley 
and Lord (2004) 

Jatropha curcas Linn. 
(Physic nut) 

Curcin kernel 28.2 8.54 0.19 Lin et al. (2003) 

Phytolacca dodecandra dodecandrin leaf 29  1.30 Bonness et al. (1994) 
Iris hollandaica Iris RIP bulb 29  0.16 Van Damme et al. (1997) 
Luffa cylindrical luffin seed 26  0.002 Gao et al. (1994) 

 
หมายเหตุ  PAP คือ pokeweed antiviral protein; MAP คือ Mirabilis antiviral protein. 
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2.1.2  Ribosome-inactivating protein Type II (RIP Type II) 
 

RIP Type II เปนโปรตีนพิษตอเซลล (cytotoxic protein) ที่มีความเปนพิษ 
ตอส่ิงมีชีวิตทั้งพวกยูแคริโอตและโพรแครโิอต RIP Type II นี้ประกอบดวยหนวยยอยที่เหมือนกนั
จํานวน 1, 2 หรือ 4 หนวยยอย แตละหนวยยอยประกอบดวยสายพอลิเปปไทด 2 สาย คือ สาย A 
และสาย B ซ่ึงมีโครงสรางและหนาที่ตางกนั สาย B ทําหนาที่เปนเลคตนิเขาไปจับกับโมเลกุลของ
น้ําตาลของไกลโคคอนจูเกตตัวรับ (glycoconjugate receptor) บนผิวเซลลอยางจําเพาะ (ภาพที่ 9) 
การจับนี้จะเหนี่ยวนําใหสาย A ผานเขาไปในเซลลแลวสาย A ซ่ึงมีกิจกรรมของ rRNA N-
glycosidase จะเรงการยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนภายในเซลลยูแคริโอต (Barbieri et al., 1993) 
ตัวอยาง RIP Type II แสดงในตารางที่ 4 
 

 
 

ภาพที่ 9  กลไกการออกฤทธิ์ของ RIP Type II  
 
ท่ีมา: Lord, J. M. et al. (1994)  
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ตารางที่ 4  ตัวอยาง RIP Type II ที่พบในพชืบางชนิด 
 

Species Name of RIPs Organ Sugar specificity 
Ricinus communis (castor oil plant) Ricin seed Gal/GalNAc 
Abrus precatorius Abrin seed Gal/GalNAc 
Adenia volkensii Volkensin root Gale 
Momordica charantia Momordin seed Gal>GalNAc 
Viscum album (mistletoe) Viscumin leaf Gal/GalNAc 
Sambucus ebulus (dwarf elder) ebulin b bark NANA 
Sambucus nigra (elderberry) SNAI 

SNAV (nigrin b) 
SNAIf 

bark 
bark 
fruit 

NANA 
GalNAc>Gal 

NANA 
 
ตารางที่ 5  ตัวอยาง RIP Type II ที่พบในแบคทีเรียบางชนิด 
 

Species Name of RIPs Organ Sugar specificity 
Shigella dysenteriae shiga toxin secreted globotriaosyl 

ceremide (GB3) 
Escherichia coli (O157:H7) shiga-like toxin secreted globotriaosyl 

ceremide (GB3) 
 
หมายเหตุ Gal, galactose; GalNAc, N-acetylgalactosamine; NANA, N-acetylneuramic acid.  
 
ท่ีมา: Hartley and Lord (2004) 
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2.1.3  Ribosome-inactivating protein Type III (RIP Type III) 
 

 RIP Type III มีโครงสรางเปนโปรตีนสายเดี่ยวที่มีคุณสมบัติของเอนไซม  
rRNA N-glycosidase เหมือนกับ RIP Type I แตจะมีดาน C-terminal domain เพิ่มขึ้นมา (ภาพที่ 10)  
ซ่ึงยังไมทราบหนาที่ที่แนชัดของสวนที่เพิม่ขึ้นมานี้ โดยดาน C-terminal domain จะเชื่อมกับดาน  
N- terminal domain ดวยพันธะโคเวเลนต (Reinbothe et al., 1994; He and Liu, 2004) RIP Type III  
จะถูกสังเคราะหในรูปทีย่ังไมสามารถทํางานไดตองอาศยัการตัดสายเปปไทดบางสวนออกกอนจงึ 
จะสามารถทําหนาที่เปนเอนไซม rRNA N-glycosidase ได ปจจุบันสามารถพบ RIP Type III ใน
ขาวโพดและขาวบารเลย เทานั้น สาร RIP จากขาวโพด (Zea may L.) จะถูกผลิตมาจากเอนโด
สเปรมและมักสะสมอยูในเมล็ด มีขนาดประมาณ 34 กิโลดาลตัน แตยังอยูในรูปไมสามารถทํางาน
ได (proRIP) ซ่ึงจะเปลี่ยนไปอยูในรูปที่ทาํงานไดเมื่อถูกตัดกรดอะมโินที่ N-termianl domain 
ออกไป 16 ตัว และกรดอะมโินอีกหลายตวัท่ี C-terminal domain นอกจากนี้ยังถูกตัดกรดอะมิโน
ตรงสวนกลางสายพอลิเปปไทดออกไปอีก 25 ตัว จึงทําใหไดสายพอลิเปปไทดที่แยกออกเปนสอง
สายแตยังเชื่อมกันดวยพันธะ non-covalent (Hey et al., 1995) ซ่ึงเปนรูปที่พรอมทํางานได ที่เรยีกวา 
“ αβ RIP” หรือ “b-32”  (Hey et al., 1995) สวน RIP จากขาวบารเลย (Hordeum vulgare) พบวามี
ขนาดประมาณ 66 กิโลดาลตัน เรียกวา jasmonate-induced proteins (JIP60) (Dunaeva et al., 1999) 
ประกอบดวยสายพอลิเปปไทดเพียงสายเดยีว มกัถูกสะสมอยูในสวนของใบ การสังเคราะหโปรตีน 
JIP60 นี้ถูกกระตุนดวย jasmonic acid (JA) และ metyl ester (MJ) เมื่อ JIP60 ถูกตัดกรดอะมิโนทั้ง
สวนของ N-terminal domain และ C-terminal domain ออกไปจะทําให JIP60 อยูในรปูที่สามารถ
ทํางานได (Chaudhry et al., 1994; Nielsen et al., 2001)  คือมีคุณสมบัติเปนเอนไซม N-glycosidase 
(Nielsen et al. 2001) แตวากลไกการทํางานของ JIP60 ยงัไมทราบเปนที่แนชัด
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ตารางที่ 6  ตัวอยาง RIP Type III ที่พบในพืชบางชนิด 
 

Species Name of RIP  Organ 
Hordeum vulgare      JIP60    leaves 
Zea may L.      b-32    seeds 

 
ท่ีมา: Hartley and Lord (2004) 
 

  

                   

 

                                               
 
ภาพที่ 10  ชนิดของ Ribosome-inactivating protein  
 
ท่ีมา: Stirpe and Battelli (2006) 
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ตารางที่ 7  คุณสมบัติของ Ribosome-inactivating proteins (RIPs) ทั้ง 3 กลุม 
 

RIPs Structure Molecular 
mass (kDa) 

Inhibition of protein 
synthesis (IC50, nM) 

Toxicity to mice 
(LD50, mg/kg) 

Cell-freea Cellsb 
 
Type I 

 
one chain 

 
26-32 

 
<0.01-4.0 

 
170->3300 

 
0.95-44 

Type II two chains 60-65 43-88 0.0003-1.7 0.0017-0.008 
Type III      
-maize RIP 
  (b-32) 

two chains 16.5 and 8.5 0.07 - - 

-barley RIP 
  (JIP60) 

one chain 66 - - - 

 
หมายเหตุ  IC50 คือ คาความเขมขนของสารละลายที่ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนในระบบที่ไมมี 

     เซลลของ rabbit reticulocyte lysate 50% 
     a วิเคราะหจาก rabbit reticulocyte lysate 
     b วิเคราะหจาก HeLa cells 
 
 ท่ีมา: รวบรวมและดัดแปลงจาก Stirpe (2004), Dunaeva et al. (1999), Hey et al. (1995);  
          Chaudhry et al. (1994) 
 

2.2  ฤทธิ์ทางชีวภาพของ RIPs 
 

2.2.1  ฤทธิ์ตานมะเร็ง (Anticancer activity) 
 

RIP จาก Viscum album และ Ximenia americana ถูกนํามาใชเปนสารตาน
มะเร็ง โดยสาร RIPs เหลานีม้ีผลในการทําลายเซลลมะเร็งมากกวาเซลลปกติ เพราะเซลลมะเร็งมี
อัตราการสรางโปรตีนสูงในระหวางการแบงตัวมากกวาเซลลปกติ (Stirpe and Buttelli, 2006) เคอร
ซินซึ่งจัดเปน RIP Type I ถูกทําใหบริสุทธิ์คร้ังแรกจากเมล็ดสบูดํา (Jatropha curcus Linn.) 
(Barbieri et al., 1993) พบวามีผลตานการเจริญของเซลลมะเร็ง SGC-7901, Sp 2/0 และเซลลตับ
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ของคน ซ่ึงคาดวาเกี่ยวของกบัการทํางานของเอนไซม rRNA N-glycosidase (Lin et al., 2003) 
นอกจากนั้นโปรตีนเคอรซินที่ถูกสรางขึ้นสามารถยับยัง้การเจริญโตของเซลลมะเร็งหลอดเลือด 
(NCL-H446), เซลลมะเร็งตับ (SGC-7901) และเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (S180) มีคา IC50 เทากบั 
5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (Luo et al., 2006) สวน Riproximin ซ่ึงเปน RIP Type II จาก Ximenia 
americana พบวามีความสามารถในการตานมะเร็งในหนู (metastasis model) ซ่ึงมีคา IC50 เทากับ 
0.6 พิโคโมล (Voss et al., 2006)  
 

2.2.2  ฤทธิ์เหนี่ยวนําใหแทง (Abortifacient activity) 
  

ในตํารายาพื้นบานของจีน มตีําราที่เตรียมเหงาของตนมะระจีน 
(Trichosanthes kirilowii) มีสรรพคุณในการเหนี่ยวนําใหแทงได พบวาสารออกฤทธิ์ทําใหแทง คือ 
โปรตีน trichosanthin ซ่ึงเปน RIP Type I ในปจจุบนัประเทศจนีไดนาํ trichosanthin มาใชเหนีย่วนาํ
ทําใหเกิดการแทงของการตัง้ครรภในระยะ 2 เดือนแรกและ 4 เดือน ซ่ึงมีโอกาสสําเร็จสูงมากกวา 
95% โดยมีอาการขางเคียงต่าํ (Leung et al., 1986) 
 

2.2.3  ฤทธิ์ตานเชื้อไวรัสและตานเชื้อรา (Antiviral and antifungal activity) 
 

โดยสวนใหญ RIP Type I จะมีฤทธิ์ตานเชื้อไวรัสในพืชและสัตว (Picard et  
al., 2005) สารสกัดโปรตีนพษิ PAP (Pokeweed antiviral protein) จากใบ pokeweed เปนสารตัว
แรกที่ไดถูกคนพบวามีคณุสมบัติในการยบัยั้งการสังเคราะหโปรตีนเหมือนกับ A-chain ของ ricin 
จัดเปน RIP Type I ที่มีฤทธิ์ตานเชื้อไวรัสไดทั้งไวรัสพืชและสัตว และยังมีฤทธิ์ตานเชื้อราและมี
ฤทธิ์ฆาแมลงอีกดวย (Nielsen et al., 2001) นอกจากนีย้ังพบ RIP Type I ตัวอ่ืนที่มีฤทธิ์ดังกลาว 
ตัวอยางเชน saporin-S6 ที่สกัดไดจากเมลด็ของ Saponaria officinalis L. และ ME ที่สกัดไดจากราก
ของ Mirabilis expansa (Vivanco et al., 1999) จากฤทธิ์ในการตานไวรสัพืชไดนี้เองจงึไดทําการ
ถายยีน trichosanthin เขาไปในขาว (Oryza stiva L.) เพื่อทําการปรับปรุงพันธุพืชใหตานทานตอการ
ติดเชื้อรา Pyricularia oryzae (Yuan et al., 2002) สวนฤทธิ์ตานไวรัสในสัตวนั้น ทําใหเกิดงานวิจยั
ขึ้นมากมายทีศ่ึกษาผลของ RIPs โดยเฉพาะ PAP และ trichosanthin นั้นสามารถยับยั้งการแบงตวั
ของเชื้อ Human Immunodeficiency Virus -1 (HIV-1) ในเซลลที่มีการติดเชื้อทั้งใน Acutely  
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infected T-lymphoblastoid cells และ Chronically infected macrophages (Stebbing et al., 2003; 
Wang et al., 2005) โดยที่ RIPs บางชนิดอาจจะถูกนําไปผลิตเปนยาที่เขาไปยับยั้งในชวงการจําลอง
ตัวของไวรัส HIV เมื่อเขาสูเซลล ไดแก MAP 30 และ TAP 29 (Lee-Huang et al., 1990)  

 
กลไกที่ RIPs ออกฤทธิ์ตานไวรัสยังไมทราบแนชัด ซ่ึงอาจเปนไปได 3  

เหตุผล เหตุผลแรกคือ สามารถเขาไปทําปฏิกิริยาไดโดยตรงกับอนุภาคหรือกรดนวิคลิอิกของไวรัส 
เหตุผลที่สองคือ จะเขาสูไซโตซอล (cytosol) ของเซลลที่ติดเชื้อและทําลายกระบวนการสังเคราะห
โปรตีน ทําใหไวรัสไมสามารถจําลองตัวเองได ทําใหไมสามารถแพรเชื้อตอไปยังเซลลขางเคียง 
และเหตุผลสุดทายคือ เขาไปทําปฏิกิริยากับระบบปองกันตัวเองของพืช ที่เรียกวา suicide model ซ่ึง
ระบบนี้มีการทํางานคลายกบั hypersensitive response (HR) นั่นก็คือ ระบบนี้จะมีกลไกการปองกนั
บริเวณทีไ่ดถูกรุกรานหรือติดเชื้อ โดย HR จะเปนตวัสงสัญญาณ  ไมใหมีการแพรกระจายของเชื้อ
ไปยังเซลลบริเวณอื่น จึงทําใหเซลลบริเวณนั้นตายทนัที (Stirpe et al., 2004) นอกจากนี้ยังพบสาร 
Hispin เปน Type I RIPs ตัวใหมที่ไดจากเมล็ดของ hairy melon (Benincasa hispida var.) ที่มีฤทธิ์
ในการตานเชือ้รา Coprinus comatus, Fusarium oxysporum, Physalospora piricola, and 
Mycosphaerella arachidicola (Ng and Parkash, 2002)  
 
3.  โปรตีนเคอรซิน (Curcin) 
 

เคอรซินเปนโปรตีนพิษที่พบในเนื้อเมล็ดสบูดํา มีช่ือเรียกอีกอยางวา toxalbumin (Osoniyi 
and Onijobi, 2003) คนพบครั้งแรกโดย Felk (1914)  โครงสรางสามมิติของเคอรซินแสดงดังภาพที่ 
11 เคอรซินเปนโปรตีนที่ประกอบดวยพอลิเปปไทดเพยีงสายเดียว ที่มขีนาดโมเลกุลประมาณ 28.2 
กิโลดาลตัน (Barbieri, 1993) มีคุณสมบัติเปนเอนไซม rRNA N-glycosidase ที่สามารถยับยั้งการ
สังเคราะหโปรตีนได เนื่องจากเคอรซินจะตัดพันธะ N-glycosidic ระหวาง adenine ที่ตําแหนง 
A4324 บน 28s rRNA ทําใหยับยั้งการทํางานไรโบโซม (Stripe et al., 1976, Endo and Tsurugi, 
1987) จากการออกฤทธิ์ดังกลาวทําใหเคอรซินจัดเปนโปรตีน RIP Type I  นอกจาก RIPs จะออก
ฤทธิ์ตอไรโบโซมของสัตวเล้ียงลูกดวยนมแลว ยังมีผลตอไรโบโซมของแมลง พืชและแบคทีเรีย 
(Park et al., 2004) 
 
 พิษของเคอรซินคือ ทําใหเกดิการระคายเคืองในกระเพาะอาหารและลําไส  
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ภาพที่ 11  โครงสรางสามมิติของเคอรซิน 
 
 Lin et al. (2003) รายงานวา การทําเคอรซินใหบริสุทธิ์สามารถทําไดโดยนํามาตกตะกอน
โปรตีนดวยความอิ่มตัวเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต (NH4)2SO4 ที่ 60% จากนั้นนําโปรตนีที่ตกตะกอน
มาละลายในบฟัเฟอร และแยกตอโดย cation-exchange chromatography ดวยคอลัมน CM-52 และ
นํามาแยกอีกครั้งโดย gel-filtration ดวยคอลัมน Sephadex G-100 พบวาสามารถแยกเคอรซินใหบริ
สุทธิ์ได มีน้ําหนักโมเลกุล (native molecular weight) เทากับ 28.2 กิโลดาลตัน  
 
 จากนั้นไดมกีารนําเคอรซินทําบริสุทธิ์ไดมาหาลําดับของกรดอะมิโน เปรียบเทียบ RIP 
ชนิดอื่น ๆ เชน ricin และ trichosanthin เพื่อเปนการยืนยันวาเคอรซินที่ทําบริสุทธิ์นั้น เปนเคอรซิน
ที่มีกิจกรรมของเอนไซม N-glycosidase หรือไม ซ่ึงพบวาลําดับกรดอะมิโนของเคอรซินจากเมล็ด
สบูดํามีลําดับกรดอะมิโนทีม่ีความเหมือนกันกับลําดับกรดอะมิโนบริเวณ active site ของ ricin และ 
trichosanthin เทากับ 54 % และ 57 % ตามลําดับ ซ่ึงลําดับกรดอะมิโนนั้น ไดแก Asn-78, Tyr-80, 
Tyr-123, Arg-134, Gln-173, Glu-177, Arg-180, Glu-208, Asn-209, Trp-211 และ Tyr-14, Phe-17, 
Arg-22, Tyr-70, Tyr-111, Gly-128, Ala-148, Gln-156, Glu-160, Arg-163, Glu-189, Tro-192, Leu-
241 ซ่ึงเปนบริเวณ active site ของ ricin และ trichosanthin ตามลําดับ แสดงวาเคอรซินมีกิจกรรม
ของเอนไซม N-glycosidase (ดังภาพที ่12) 
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จากนั้นไดทําการศึกษาความเปนพิษของเคอรซินตอการยบัยั้งการสังเคราะหโปรตีน เนื่อง
จากเคอรซินมกีิจกรรมของเอนไซม rRNA N-glycosidase ซ่ึงออกฤทธิ์ตอ rRNA ใน rabbit 
reticulocyte lysate ของกระตาย และพบวาเคอรซินสามารถยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนไดดี ซ่ึงมีคา 
IC50 เทากับ 0.19 นาโนโมล/ลิตร นอกจากนี้ยังพบวาเคอรซินมีฤทธิ์ในการยับยั้งเซลลมะเร็ง Sp2/0 
(mouse myeloma cell line), SGC-7901 (gastric cancer cell line) และ human hepatoma (liver 
cancer cell line ) ที่มีคา IC50 เทากับ 0.66, 0.23 และ 3.19 มิลลิลิกรัม/ลิตร ตามลําดับ ซ่ึงถือไดวาพษิ
ของเคอรซินมีประสิทธิภาพในการนําไปผลิตเปนยารักษาโรคมะเร็งชนิดนั้น ๆ ได 
 
 Lin et al. (2003) ไดศึกษาการโคลนยีนของเคอรซิน โดยการเพิ่มความยาวตลอดสายยีน
เคอรซินดวยเทคนิค RACE-PCR (Rapid Amplification of cDNA Ends-Polymerase Chain 
Reaction) พบวายนีเคอรซินมีความยาวตลอดสายที่เปนรหัสของกรดอะมิโนได 293 กรดอะมิโน แต
สามารถแปลรหัสไดเปนโปรตีนขนาดเพยีง 251 กรดอะมิโน และลําดบักรดอะมิโนที่ไดมีความ
เหมือนกับ RIP Type I และ A chain ของ RIP Type II มีคาเทากับ 33 % และ 57 % ตามลําดับ 
จากนั้นนํายนีที่ไดเชื่อมตอกบัเวคเตอร pQE-30 และทรานสเฟอรเขาสู E. coli เพื่อดูการแสดงการ
ของยีน พบวารีคอมบิแนนทเคอรซินมีความสามารถในการยับยั้งการสงัเคราะหโปรตีนใน rabbit 
reticulocyte lysate ของกระตาย 
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ภาพที ่12  ลําดับกรดอะมิโนของเคอรซิน (CUR) เปรียบเทียบกับลําดบักรดอะมิโนของ ricin  
                 (RTA) และthicosanthin (TCS) 
 
ท่ีมา: Lin (2003) 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

1.  ตัวอยางทางชีวภาพ 
 

เมล็ดสบูดํา (Jatropha curcas Linn.) สายพนัธุตางๆ จากแหลงปลูก 153 แหลง (ภาคผนวก 
ข. ขอ 6) ไดแก สายพันธุ KUBP 1-9, KUBP 11-16, KUBP 18-21, KUBP 23-25, KUBP 27-38, 
KUBP 43-47, KUBP 49-52, KUBP 56-58, KUBP 62-67, KUBP 69, KUBP 71-81, KUBP 83-89, 
KUBP 91, KUBP 95-96, KUBP 108-112, KUBP 114-126, KUBP 128-136, KUBP 138-143, 
KUBP 148-149, KUBP 153, KUBP 155-156, KUBP 158-159, KUBP 161, KUBP 163-164, 
KUBP 169-170, KUBP 172, KUBP 175-181, KUBP 184-201, KUBP 204-206, KUBP 208-212 
จากไรสุวรรณวาจกกสิกิจโดยโครงการเคยไูบโอดีเซล (KU-BIODIESEL PROJECT) 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  
 

สายพันธุ  non-toxic สุขสันต 1, non-toxic สุขสันต 2, เปลือกผลสบูดําที่ toxic และ non-
toxic จาก ดร.วันวิสา สุดปนะเสริฐ ภาควิชารังสีประยุกตและไอโซโทป คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร และอ.สุขสันต สุทธิผลไพบูลย วุฒิอาสากรมสงเสริมการเกษตร 

 
เชื้อแบคทีเรียกอโรคในคนจํานวน 30 ชนิดและยีสตจํานวน 1 ชนิด จาก รศ.ดร.นวลฉวี เวช

ประสิทธิ์ สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยรามคําแหงภาควิชา
เทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร มหาวทิยาลัยรามคําแหง 
 

เลือดกระตาย จากสํานักสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล 
 
เซลลเพาะเลี้ยง epidermoid carcinoma of oral cavity (KB cell line,  ATCC CCL-17), 

breast adenocarcinoma cell line (MCF-7 cell line, ATCC HTB-22) และ small cell lung carcinoma 
(NCI-H187 cell line, ATCC CRL-5804) จากหองปฏิบัตกิารตรวจหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ศนูย
พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี
แหงชาต ิ



34 
 

เซลลเพาะเลี้ยง human colon adenocarcinoma (SW 620 cell line, ATCC CCL-228) จาก 
รศ. ดร. นวลฉวี เวชประสิทธิ์ สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัย
รามคําแหง 
 
2.  อุปกรณและสารเคมี 
 

2.1  อุปกรณ 
 

เครื่อง Autoclave: Model HA-300M 
        เครื่อง Electro-eluter (ATTO, Japan) 

เครื่อง LC-ESI-MS/MS model LTQ (HCT Ultra Bruker, Germany) 
        เครื่อง MALDI-TOF mass spectrometer: Reflex IV (BRUKER, Germany) 
        เครื่องวัดการดูดกลืนแสงสําหรับ 96 well Microplate reader (Dynex Technologies, 
Inc., USA) 
        เครื่อง omniPAGE, Vertical Electrophoresis System รุน VS20D (Cleaver Scientific 
Ltd., UK) 
        เครื่อง Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA) 
        เครื่อง Nanodrop spectrometer: Model ND-1000 (Nanodrop, USA) 
        เครื่องวัดการดูดกลืนแสง SpectraMak M5 multidetection microplate reader 
(Molecular Device, USA) 
        เครื่องกวนแทงแมเหล็ก (Fisher scientific Mode, Fisher stirrer, USA) 
        เครื่องชั่งวิเคราะห (Sartorius BP 410, Sartorius BP 110 S, USA) 
        เครื่องผสมสาร (Vortex Genie 2, USA) 
        เครื่องวัดการดูดกลืนแสง UV/Vis (Jenway Model 6405, UK) 
        เครื่องวัดความเปนกรดดาง (Denver instrument Model 215, UK) 

       เครื่องหมุนเหวี่ยงควบคมุความเยน็ (Harrier, Germany) 
       ชุดอุปกรณอิเล็กโตรโฟริซิส (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA) 

        ตูอบ oven: Model 838F (Fisher Scientific, USA) 
       อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 

Petri dish (90 mm in diameter) 
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แทงกวนแมเหล็ก 
โกรง 
ไมโครเวฟ 
กระดาษกรอง (Whattman No.1) 
ขวด flask 
ขวดปรับปริมาตร 
คิวเวตต 
คิวเวตต ควอทซ 
ถุงไดอะไลซิส 
บีกเกอร 
ผาขาวบาง 
หลอดทดลอง 
ออรโตปเปต: Pipetteman (Gilson, France) 
อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 

 
      2.2  สารเคมีสําหรับการแยกโปรตีนใหบริสุทธิ์และศึกษาสมบัติทางชีวโมเลกุล 

 
2-mercaptoethanol (Sigma, USA) 
Absolute ethanol (Merck, Germany) 
Acetic acid glacial (BDH, UK) 
Acetronitrile (Merck, Germany) 
Acrylamide (Biobasic, Canada) 
Ammonium acetate (Merck, Germany) 
Ammonium persulphate (Sigma, USA) 
Aqua sorb (BML, Thailand) 
Bovine serum albumin (Sigma, USA) 
Bromophenol blue (Merck, Germany) 
CM-Cellulose Fast flow (Sigma, USA) 
Comassie brilliant blue G-250 (Sigma, USA) 
Comassie blue R-250 (Biobasic, Canada) 
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DEAE-Sephacel (GE Healthcare Life sciences, USA) 
DTT (Merck, Germany) 
Ethylene diamine tetraacetic acid, disodium salt dihydrate (EDTA) (Merck, 

Germany) 
Folin-Ciocalteu’s reagent (Carlo Erba, Italy) 
Formaldehyde (BDH, Germany) 
Iodoacetamide (Pharmacia, USA) 
Glycerol (BDH, UK) 
Hydrochloric acid (Merck, Germany) 
Hydrogen peroxide (Univar, Australia) 
Methanol (Merck, Germany) 
N, N'-Methylene-bis-acrylamide (Biobasic, Canada) 
Potassium chloride (Sigma, USA) 
Potassium chloride (Univar, Australia) 
Potassium sodium tartrate (Carlo Erba, Italy) 
Protein markers: Low Molecular Weight Markers (GE Healthcare, USA) 
Silver nitrate (Biobasic, Canada) 
Sodium acetate (Merck, Germany) 
Sodium carbonate (BDH, UK) 
Sodium chloride (Merck, Germany) 
Sodium dodecyl sulphate (Biobasic, Canada) 
Sodium hydroxide (BDH, UK) 
TEMED (Fluka, Belgium) 
Tris (hydroxymethyl) aminomethane (Biobasic, Canada) 
Trypsin (Promega, USA)  
β-mercaptoethanol (Sigma, USA) 
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2.3  สารเคมีสําหรับศึกษากิจกรรมของเอนไซม rRNA N-glycosidase 
 

Absolute ethanol (Merck, Germany) 
Acetic acid, Glacial (Mallinckrodt, USA) 
Agarose (Research Organics, USA) 
Aniline (Univar, USA) 
Chloroform (Merck, Germany) 
DEPC (Biobasic, Canada)  
Ethidium bromide (EtBr) (Sigma, USA) 
Formamide (BDH, UK) 
Magnesium chloride (Univar, USA) 
Phenol (Sigma, USA) 
Potassium chloride (Univar, USA) 
Rabbit reticulocyte lysate (Promega, USA) 
RNA marker (Fermentus, Canada) 
Sodium acetate (Biobasic, Canada) 
Sodium dodecyl sulphate (Biobasic, Canada) 
Tris (hydroxymethyl) aminomethane (Research Organics, USA) 
Urea (Research Organics, USA) 

 
2.4  สารเคมีสําหรับการศึกษาฤทธิ์การตานแบคทีเรีย 

 
Amphotericin B (Sigma, USA) 
Ampicilin (Biobasic, Canada) 
Chloramphenicol (Sigma, USA)  
Luria-Bertani (LB) Broth (Difco, USA) 
Muller-Hinton Agar (Difco, USA) 
Muller-Hinton Broth (Difco, USA) 
Sodium chloride (Univar, USA) 
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2.5  สารเคมีสําหรับการศึกษาฤทธิ์การเปนพิษตอเซลลมะเร็ง 
 

(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, MTT (Sigma, 
USA) 

Doxorubicine (Pfizer, Australia) 
Eagle’s minimal essential medium, MEM (Invitrogen, USA) 
Ellipticine (Sigma, USA) 
Fetal Bovine serum, FBS (PAA Laboratories GmbH, Austria) 
Mitomycin C (Sigma, USA)  
Penicillin (Sigma, USA) 
Potassium cholide (Univar, USA) 
Potassium dihydrogen phosphate (Biobasic, Canada) 
Resazurin (Sigma, USA) 
RPMI-1640 Medium (GIBCO, Invitrogen, USA) 
Sodium chloride (Univar, USA) 
Sodium phosphate (Biobasic, Canada) 
Streptomycin (Sigma, USA) 

 
 2.6  สารเคมีสําหรับการทํา Immuno Blot 

 
0.45 µm Nitrocellulose membrane (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA)  
Bovine serum albumin (Sigma, USA) 
Bromophenyl blue (Labchem, USA) 
Coomassie brilliant blue R-250 (Research Organics, USA) 

 Disodium hydrogen orthophosphate anhydrous (Biobasic, Canada) 
ECL plus western blotting detection reagent (GE Healthcare Life Sciences, USA) 
Glycerol (Univar, USA) 
Glycine (Research Organics, USA) 
Hydrochloric acid (Merck, Germany) 
HyperfilmTM  ECL (GE Healthcare Life Sciences, USA) 
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Methanol (Merck, Germany) 
Protein markers: Low Molecular Weight Markers (GE Healthcare, USA) 
Ricin A chain from Ricinus Comunis (Sigma, USA) 
Sodium chloride (Univar, USA) 
Sodium dihydrogen orthophosphate (Biobasic, Canada) 
Sodium dodecyl sulphate (Biobasic, Canada) 
Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Research Organics, USA) 
Tween 20 (Fluka, Belgium) 
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วิธีการ 
 

1.  การแยกโปรตีนใหบริสุทธ์ิจากเนื้อเมล็ดสบูดําและศกึษาสมบัติทางชีวโมเลกุล 
 
 

เนื้อเมล็ดสบูดํา 
 

สารสกัดโปรตนี 
 

SDS-PAGE 
                                                           Mass analysis by MALDI-TOF MS 
              De novo sequencing by LC/MS 
 

1.1  การเตรียมสารละลายสกัดหยาบของโปรตีนจากเนื้อเมล็ดสบูดํา 
 

นําเนื้อเมล็ดสบูดําชั่งน้ําหนกั 100 กรัมบดดวยโกรง โดยเติมสารละลายบัฟเฟอร 50 
mM Tris-HCl, pH 7.5 ที่มีการเติม 0.15 M NaCl (เตรียมตามภาคผนวก ก. ขอ 2) ในอัตราสวน 1:3 
โดยน้ําหนักตอปริมาตร กวนตอเนื่องนานประมาณ 24 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิหอง นําไปปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และตั้งทิ้งไวอีกประมาณ 
12 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อตักเอาไขมันที่อยูดานบนออกแลวนํามากรองตอดวยผา
ขาวบาง นําสารสกัดสวนใสที่ไดไปไดอะไลซ ขามคืนในสารละลายบัฟเฟอร 50 mM Tris-HCl, pH 
7.5 (เตรียมตามภาคผนวก ก. ขอ 2) และปนเหวี่ยงอีกครั้งที่ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 
นาที ที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นเก็บสวนใสที่ไดไวที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 
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1.2.  การแยกเคอรซินใหบริสุทธิ์ 
 

1.2.1  การแยกเคอรซินใหบริสุทธิ์ดวยโดยโครมาโตกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุ  
(ion-exchange chromatography) 

 
โครมาโตรกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุ (ion-exchange chromatography)  

เปนเทคนิคที่ใชในการแยกสารตาง ๆ เชน โปรตีน กรดอะมิโน และกรดนิวคลีอิก โดยอาศัยความ
แตกตางกันของประจุบนโมเลกุล ประกอบดวยสวนเคลื่อนที่ซ่ึงเปนสารละลายหรือบฟัเฟอร กับ
สวนคงที่ซ่ึงเปนของแข็งที่มปีระจุเรียกวาตวัแลกเปลีย่นประจุ (ion-exchanger) การแยกสารโดยวิธี
นี้เกิดขึน้สองขั้นตอน คือ ขั้นแรกเกดิการจบักันระหวางสารตัวอยางกบัตัวแลกเปลี่ยนประจุ ซ่ึงมี
ประจุตรงขามกัน สวนสารทีป่ระจุตรงกับตวัแลกเปลีย่นประจุก็จะถูกชะออกไปดวยบฟัเฟอร ขั้นที่
สองสารที่จับกับตัวแลกเปลีย่นประจุจะถกูชะออกจากคอลัมนโดยมีอัตราในการหลุดชะออกที่
แตกตางกัน โดยขึ้นอยูกับความแรงยดึเหนี่ยวของสารแตละชนิดกับตวัแลกเปลีย่นประจุ หรือ
ความจําเพาะทางไฟฟา เนื่องจากการมีประจุสุทธบินโมเลกุลที่แตกตางกันของโปรตีน ความจําเพาะ
ดังกลาวนี้สามารถควบคุมการเปลี่ยนแปลงไดโดยการเปลี่ยนคาพีเอชหรือคา ionic strength ของ
สารละลายในระบบ จึงสามารถแยกโปรตนีชนิดที่ตองการ ออกจากสารละลายโปรตีนผสมได แมมี
คาความแตกตางกันที่ลําดับของกรดอะมิโนเพียงชนดิเดยีว 
 

ตัวแลกเปลีย่นประจุ (ion-exchanger) มี 2 ชนิดคือ anion exchanger  
(DEAE-Sephacel) ซ่ึงมีหมูที่มีประจุบวก จะจับกับไอออนที่มีประจุลบ และ cation exchanger (CM-
Cellulose) ซ่ึงมีหมูที่มีประจลุบ จะจับกับไอออนที่มีประจุบวก 
 

นําสารละลายสกัดหยาบของโปรตีนจากเนื้อเมล็ดสบูดําผานลงในคอลัมน 
DEAE-Sephacel โดยใชคอลัมนขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.5 เซนติเมตร สูง 5 เซนติเมตร อัตราการ
ไหลคงที่ เทากบั 40 มิลลิลิตร/ช่ัวโมง และมีขนาดของ fraction ที่เก็บหลอดละ 2 มิลลิลิตร ทําการชะ
โปรตีนที่ไมจบักับคอลัมนออกดวยสารละลายบัฟเฟอร 50 mM Tris-HCl, pH 7.5 และชะโปรตีน
สวนที่จับกับคอลันมออกดวยเกลือ NaCl ความเขมขนตาง ๆ คือ 0.1 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 และ 2.0 M  
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ตามลําดับ ซ่ึงละลายอยูในสารละลายบัฟเฟอร 50 mM Tris-HCl, pH 7.5 เก็บสวนสารละลายที่ออก
จากคอลัมนดวยเครื่องเก็บแยกสวน แลวนาํสารละลายมาวัดปริมาณโปรตีนโดยวัดคาการดูดกลืน
คล่ืนแสงที่ 280 นาโนเมตร (โดยในแตละครั้งที่จะเปลี่ยนสารละลายบัฟเฟอรที่ใชในการชะจน
เปลี่ยนคาการดูดกลืนแสงเปน 0) และพบวาเคอรซินไมจบัคอลัมน ดังนั้นจึงนําสาระลายโปรตีน
สวนที่ไมจับกบัคอลัมน (unbound) มา รวมกัน แลวไดอะไลซในสารละลาย 0.1 M sodium-acetate, 
pH 4.5 (เตรียมตามภาคผนวก ก. ขอ 3) ผานลงในคอลัมมน CM-cellulose Fast flow (ขนาด 1.5 x 5 
เซนติเมตร) ทําการชะโปรตนีสวนที่ไมจับกับคอลมันออกดวยสารละลายบัฟเฟอร 0.1 M sodium-
acetate, pH 4.5 และชะโปรตีนสวนที่จับกบัคอลัมนออกดวยเกลือ NaCl ความเขมขนตาง ๆ คือ 0.2 
0.4 และ 0.6 M ตามลําดับ ซ่ึงละลายอยูในสารละลายบัฟเฟอร 0.1 M sodium-acetate, pH 4.5 โดย
อัตราการไหลคงที่ 30 มิลลิลิตร/ช่ัวโมง แยกเก็บสวนสารละลายที่ออกจากคอลัมนหลอดละ 2 
มิลลิลิตร ติดตอกันดวยเครื่องเก็บแยกสวน แลวนําสารละลายมาตรวจวัดปริมาณโปรตีนโดยวัดคา
การดูดกลืนคล่ืนแสงที่ 280 นาโนเมตร 
 

การวัดปริมาณโปรตีนใชเทคนิคสเปกโตรโฟโตเมตรี ซ่ึงเปนการวิเคราะห
ทางกายภาพ อาศัยสมบัติการดูดกลืนแสงของสาร โดยใชเครื่องสเปกโตโฟโตมิเตอรซ่ึงอาศัย
เซลลไฟฟา (photocell) ในการเปลี่ยนพลังงานแสงเปนพลังงานไฟฟา ทําใหสามารถวัดและ
เปรียบเทียบความเขมขนของแสงกอนและหลังผานสารละลายได คาความแตกตางที่ไดจะถูก
เปลี่ยนโดยสวนประกอบทางอิเล็กทรอนิคสอีกตอหนึ่ง แลวจึงแสดงออกมาบนหนาปดของ
เครื่องมือ เปนการดูดกลืนแสงหรือเปอรเซนตแสงสองผาน (percent transmittance; %T) 

 
1.2.2  การแยกเคอรซินใหบริสุทธิ์ดวยการปรับพีเอช (pH) 
 

นําสารละลายที่สกัดไดมาไดอะไลซ อีกครั้งในสารละลายโซเดียม-อะซิเตต
บัฟเฟอร (0.1 M Sodium-Acetate, pH 4.5) (เตรียมตามภาคผนวก ก. ขอ 3) เปนเวลา 3 ช่ัวโมง ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส และนําสวนใสที่ไดไปไดอะไลซขามคืนในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (80 mM 
disodium hydrogen orthophosphate anhydrous, 20 mM sodium dihydrogen orthophosphate, 100 
mM sodium chloride, pH 7.5) (เตรียมตามภาคผนวก ก. ขอ 26) และปนเหวี่ยงอีกครั้งที่ความเร็ว 
5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นเก็บสวนใสที่ไดไวที่
อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส 
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1.3.  การหาปริมาณโปรตีนโดย Lowry’s Method 
 

วัดปริมาณโปรตีนในสารสกัดโดยวิธีการของ Lowry et al. 1951 ซ่ึงวิธีนี้ใชวดัปริมาณ
โปรตีนในชวง 1-20 ไมโครกรัม หลักการคือโปรตีนทําปฏิกิริยากับสารเคมี ซ่ึงทําใหเกิด
สารประกอบเชิงซอนสีน้ําเงินขึ้น โดยเกิดปฏิกิริยาเปนสองขั้นตอนดังนี้ ขั้นที่ 1 พันธะเปปไทดใน
โปรตีนทําปฏิกิริยากับสารละลายคอปเปอรซัลเฟต (CuSO4) ในดางเกิดเปนสารประกอบเชิงซอน
ของคอปเปอรไอออน (Cu2+) ที่เกิดพนัธะโคออรดิเนต (coordination) กับอิเลคตรอนคูโดดเดีย่วของ
ไนโตรเจนในพันธะเปปไทด 4 คู และของออกซิเจนในน้ําอีก 2 คู ขั้นที่ 2 สารเชิงซอนที่ไดและ
หมูอัลคิล (alkyl) ของกรดอะมิโนทริปโตแฟน (tryptophan) และไทโรซีน (tyrosine) ที่อยูใน
โปรตีนเกิดการรีดิวซสารละลาย Folin ซ่ึงมีสวนประกอบเปน phosphomolybdic acid (24 MoO3 
P2O5.H2O) ผสมกับ phosphotungstic acid (24WO32H3PO4.48H2O) ใหเปนสารละลายสีน้ําเงินซึ่ง
ดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 650 นาโนเมตร 
 

การหาปริมาณโปรตีนในสารตัวอยาง ทําไดโดยนําสาร 100 ไมโครลิตรทําปฏิกิริยา
กับสารละลาย potassium sodium tartrate-copper sulphate sodium carbonate ใน 0.1 M Sodium 
hydroxide 250 มิลลิลิตร (เตรียมตามภาคผนวก) บมทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 10 นาที จากนั้นเติม Folin 
Ciocalteu’s reagent ที่เจือจางดวยน้ํากลั่นแลวในอัตราสวน 1:1 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร บมทิ้งไวที่
อุณหภูมิหอง 30 นาที แลวนาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 650 นาโนเมตร โดยใชน้ํากล่ัน 100 
ไมโครลิตร ที่ผสมสารละลายเชนเดียวกับสารสกัดหยาบเปนสารละลายเปลา (blank) คํานวณความ
เขมขนของโปรตีนโดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ bovine serum albumin (BSA) 
 

กราฟมาตรฐานของ BSA เตรียมไดโดยการเจือจาง BSA ใหมีคาความเขมขนตาง ๆ 
กัน ในชวง 40-200 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร โดยนําสารละลายโปรตีน BSA แตละความเขมขนมา 
100 ไมโครลิตร เติมสารละลายเชนเดียวกับสารตัวอยาง แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 650 นา
โนเมตร นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดมาสรางกราฟมาตรฐาน โดยใหแกน X เปนไมโครกรัมโปรตีน 
สวนแกน Y เปนคาการดูดกลืนแสง 
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1.4.  การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีน  
 

อิเล็กโตรโฟรีซิส (electrophoresis) เปนเทคนิคการแยกสารที่มีประจุบนโมเลกุลออก
จากกนัโดยการเคลื่อนที่บนสนามไฟฟา (electrode) ซ่ึงการเคลื่อนที่ของสารแตละชนิดมีอัตราเร็ว
ไมเทากัน ขึน้อยูกับประจุ ขนาด และรูปรางของสารนั้น ๆ เทคนิคนี้สามารถใชแยกสารชีวโมเลกุลที่
สําคัญหลายชนิด เชน โปรตนี ซ่ึงเปนสารที่มีประจุบนโมเลกุล เนื่องจากกรดอะมิโนที่เปนหนวย
ยอยของโปรตนีมีหมูอะมิโน (-NH2) หมูคารบอกซิล (-COOH) และสายขาง (side chain) ซ่ึง
สามารถแตกตัวได ในสารละลายพีเอชคาหนึ่งกรดอะมโินแตละชนดิจะแตกตวัใหประจุที่แตกตาง
กัน ดังนัน้การศึกษาโปรตีนตัวใดตัวนั้นคอืการพิจารณาสมบัติโดยรวมของกรดอะมโินทั้งหมดที่
ประกอบขึ้นเปนโปรตีนนั้น ๆ จึงไดใชความแตกตางของประจุสุทธิ และขนาดของโปรตีนนี้เปน
หลักในการแยกโปรตีนออกจากกนัโดยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิส 
 

1.4.1  เจลอิเล็กโตรโฟรีซิสชนิดโปรตีนเสียสภาพ (Denaturing discontinuous  
polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) 

 
 SDS-PAGE เปนเทคนิคอิเล็กโตรโฟริซิสที่ใชในการแยกโปรตีนบนเจลพอ 

ลิอะคริลาไมดที่มีการทําใหโปรตีนเสียสภาพ โดยการเติมสารบางอยางเขาไปภายในเจล ซ่ึงมีผลทํา
ใหการเคลื่อนที่บนสนามไฟฟาของโปรตีนขึ้นอยูกับขนาดเพียงอยางเดียว โดยการเติม sodium 
dodecyl sulphate (SDS) ซ่ึงมีความเปนประจุลบสูงมาก ทําหนาที่ไปจบัประจุบวกภายในโมเลกุล
โปรตีน มีผลทําใหโครงสรางของโปรตีนเกิดการคลายออกมาเปนเสนตรง และประจสุุทธิของ
โปรตีนเปนลบเหมือนกนัหมด นอกจากนัน้สารรีดิวซ คือ β-mercaptoethanol จะเขาทําลายพันธะได
ซัลไฟด ที่จับอยูระหวางหนวยยอยของโปรตีน ดังนั้นโปรตีนที่แยกไดจึงเปนหนวยยอยของโปรตีน 
ซ่ึงขอดีสําหรับ SDS-PAGE สามารถหาน้ําหนักโมเลกุลของหนวยยอยโปรตีนได โดนเทียบน้ําหนัก
โมเลกุลกับโปรตีนมาตรฐาน 
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1.4.2  การเตรียมแผนเจลพอลิอะคริลาไมดชนิดโปรตีนเสียสภาพ 
 

เตรียม 15% separating gel โดยใสแอมโมเนียมเปอรซัลเฟต เปนอันดับ 
สุดทาย(เตรยีมตามภาคผนวก ก. ขอ 9) หลังจากเติมแอมโมเนียมเปอรซัลเฟตลงไปแลวจึงเท 
separating gel ลงไปในชองวางระหวางแผนกระจกคูโดยทันที (ในการทดลองใชชุดทําเจงพอ
ลิอะคริลาไมด รุน Mini-Protean II, Bio-Rad) จนมีความสูง 5.5 เซนติเมตร จากนั้นคอย ๆ หยดน้ํา
กล่ันตามลงไปบนผิวเจล ตัง้ทิ้งไวประมาณ 30 นาที เมื่อสังเกตเห็นรอยตอระหวางเจลและน้ํากลัน่
อยางชัดเจนแลว จึงเทน้ํากลั่นออกจากเจล เตรียม stacking gel (เตรียมตามภาคผนวก ก. ขอ 8) 
หลังจากเติมแอมโมเนียมเปอรซัลเฟตลงไปแลว เติม stacking gel บน separating gel เสียบหวี 
(comb) เพื่อใหเกิดชองวางสําหรับหยอดสารตัวอยาง ปลอยใหเจลแขง็ตัวประมาณ 15 นาที จากนัน้
คอยดึงหวีออก 
 

1.4.3  การเตรียมโปรตีนตัวอยางสําหรับตรวจสอบบนเจลพอลิอะคริลาไมดชนิด
โปรตีนเสียสภาพ 

 
นําโปรตีนที่สกัดไดจากเนื้อเมล็ดสบูดําหลังจากการนําสวนใสที่ไดมา

ไดอะไลซอีกครั้งในน้ํากลั่นกอนที่จะผสมกับ 4X sample buffer (เตรียมตามภาคผนวก ก. ขอ 7) ใน
อัตราสวน 1:4 โดยปริมาตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที หลังจากนัน้ตัง้
ทิ้งไวใหเย็น  
 

1.4.4  การทําเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส  
 

ใสแผนเจล SDS-PAGE ลงในอางบัฟเฟอรในแนวตั้ง ใสสารละลาย Tris-
glycine, pH 8.3 ซ่ึงมี 10% SDS (เตรียมตามภาคผนวก ก. ขอ 10) ลงในอางบัฟเฟอร จนทวมแผน
เจลทั้งปลายดานบนและดานลาง หยอดสารละลายตัวอยางซึ่งผสมกับ 4x sample buffer ที่เตรียมไว
แลวลงไปบนหลุมเจล หลังจากนั้นผานกระแสไฟฟาคงที่ขนาด 35 มิลลิแอมแปร/แผนเจล โดย
กําหนดใหขัว้ลบอยูดานบน รอจนกระทั่งแถบสีของ sample buffer เคล่ือนไปจนถึงระยะ 0.5 
เซนติเมตร จากปลายดานลางของแผนเจลจึงหยดุกระแสไฟฟา ใชเวลาประมาณ 1 ช่ัวโมง 
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1.4.5  การยอมสีโปรตีนในเจลพอลิอะคริลาไมด 
 

แกะแผนเจล SDS-PAGE ออกจากแผนกระจก แลวทําการยอมแผนเจลแบบ  
silver stain  ซ่ึงมีความไวในการตรวจจับโปรตีนเทากับ  1-5 นาโนกรัม/จุด การยอมสีโปรตีนดวย 
silver stain ประกอบไปดวย 8 ขั้นตอน ดังนี้ ขั้นตอนที่ 1 การ fixing นําแผนเจล ที่ไดไปใสลงใน 
fixing solution (เตรียมตามภาคผนวก ก. ขอ 13) เขยาเปนเวลา 2 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมหิอง ขั้นตอนที่ 2 
การ washing ลางเจลดวย washing solution เขยาเปนเวลา 20 นาที จํานวน 3 คร้ัง ที่อุณหภูมิหอง 
ขั้นตอนที่ 3 sensitizing นําแผนเจล ใสลงใน sensitizing solution (เตรียมตามภาคผนวก ก. ขอ 14) 
เขยาเปนเวลา 2 นาที ที่อุณหภูมิหอง ขั้นที่ 4 washing ดวยน้ํากลั่น เขยาเปนเวลา 5 นาที จํานวน 3 
คร้ัง ขั้นตอนที่ 5 การ staining เปนการยอมเจลดวย silver nitrate solution (เตรียมตามภาคผนวก ก. 
ขอ 15) เขยาเปนเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิหอง ขั้นตอนที่ 6 ลางเจลอีกครั้งดวยน้ํากลั่น เขยาประมาณ 
1 นาที จํานวน 2 คร้ัง ที่อุณหภูมิหอง ขั้นตอนที่ 7 การ developing แชแผนเจลใน developing 
solution (เตรียมตามภาคผนวก ก. ขอ 16) พรอมเขยาเบา ๆ จนเห็นสีของ silver ปรากฎ ขั้นตอนที่ 8 
การ stopping ดวย stopping solution (เตรียมตามภาคผนวก ก. ขอ 17 ) เขยาเปนเวลา 20 นาที ที่
อุณหภูมิหอง ขั้นตอนที่ 9 ลางแผนเจลอีกครั้งดวยน้ํากลัน่ เปนเวลา 5 นาที จํานวน 3 คร้ัง 

 
1.5  การวิเคราะหมวลโมเลกุลดวยเทคนิค mass spectrometry 

 
วิเคราะหมวลโมเลกุลของโปรตีนดวยเทคนิค Matrix Assisted Laser 

Desorption/Ionization Time-of-Flight (MALDI-TOF mass spectrometry) โดย Hillenkamp et al. 
(1991) เทคนิค MALDI-TOF MS คือเทคนิคการวิเคราะหที่ใชเพื่อตรวจหาน้ําหนักตอประจุของ
ไอออนสารตัวอยางในสภาวะที่เปนไอออนไนซ หลักการทํางานของเครื่อง mass spectrometer 
โดยทั่วไปมีสวนสําคัญอยู 3 สวน คือแหลงที่ทําใหเกิดไอออนไนเซชนั (ionization source) สวนที่
ใชในการวิเคราะหมวล (mass analyzer) และสวนทีใ่ชในการตรวจวัดไอออน (detector) โดยสาร
ตัวอยางจะถูกนําเขาสูสวนทีท่ําใหเกิดไอออไนเซชัน ซ่ึงสารตัวอยางจะถูกเปลี่ยนใหมาอยูในรูปไอ
ออไนซ  หลังจากนั้นสารทีม่ีประจุเหลานีจ้ะถูกนําสงบรเิวณทีจ่ะใชในการวิเคราะหน้ําหนกัโมเลกลุ 
ซ่ึงสารที่มีประจุเหลานั้นจะถูกแยกโดย mass to charge ratios (m/z) หลังจากนั้นสารที่มีประจุจะถูก
ตรวจวดัและระบบก็จะทําการประมวลผลใหเปนโครมาโตแกรมของคาความเขมขนของแตละมวล
ที่วัดไดกับ mass to charge ratios (m/z) 
 



47 
 

วิธีการที่จะทําใหโปรตีนบรสุิทธิ์ที่สกัดไดเกิดไอออนไนเซชันมีหลายวธีิ ซ่ึงในการ 
ทดลองนี้ใชวธีิ Matrix Assisted Laser Desorption Ionization (MALDI) หลักการคือ การทําโปรตีน
บริสุทธิ์ที่สกัดไดเกดิไอออนไนเซชัน โดยการใหแสงเลเซอรผานไปที่โปรตีนบริสุทธิ์ที่สกัดได โดย
ที่โปรตีนบริสุทธิ์ที่สกัดไดมกีารผสมอยูกบัแมทริกซ (matrix) ที่มีสมบัติในการดดูกลนืแสงเลเซอร
ไดดี ซ่ึงมีการผสมโปรตีนบริสุทธิ์ที่สกัดไดในความเขมขนที่ต่ําเมื่อเทยีบกับแมทรกิซ โดยที่
สารแมทริกซจะสงผานพลังงานของแสงเลเซอรที่ดูดกลืนไวไปใหกับโปรตีนบริสุทธิ์ จึงทําใหเกิด 
excitation energy ทําใหโปรตีนบริสุทธิ์ที่สกัดไดเกิดเปนกลุมของไอออนของโปรตีนบริสุทธิ์ที่สกัด
ไดและของสารแมทริกซที่อยูในรูปอิออนบวก โดยท่ัวไปเครื่องนี้จะมแีสงเลเซอรที่มีความยาวคลื่น 
337 นาโนเมตร 
 

โปรตีนบริสุทธิ์ที่สกัดไดและสารแมทริกซจะถูกทําใหแหงกอนทีจ่ะใสเขาเครื่องเพื่อ
ทําใหเกิดไอออนไนเซชันของสารตัวอยางไดดี โดยท่ีเครื่องตรวจวดัมวลเปน time of fight จะแยก
ไอออนโดยอาศัย mass/charge ratio ทําใหสามารถทราบขนาดมวลโมเลกุลของโปรตีนโดยการวัด
เวลาของแตละไอออนทีว่ิ่งผานสนามไฟฟาที่ใหความเรงคงที่ โดยไอออนที่มีขนาดเล็กกวาจะวิ่ง
ผาน drift tube ไปยัง mass ion detector ไดเร็วกวาไอออนที่มีขนาดใหญ  
 

โปรตีนบริสุทธิ์ที่สกัดไดจากเนื้อเมล็ดของสบูดํานํามาละลายใน 0.5% TFA จากนั้น 
แบงมาปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร ผสมกับสารแมทริกซ (10 mg/ml sinapinic acid และ 2, 5-
dihydroxybenzoic acid ใน acetonitrile /0.1% TFA ดวยอัตราสวน 50:50 v/v) ปริมาตร 2.5 
ไมโครลิตร หรือในอัตราสวน 1:5 บน multi-well stainless steel MALDI plate และนําไปวิเคราะห
ดวยเครื่อง MALDI-TOF mass spectrometer: Reflex IV 
 

1.6  การวิเคราะหชนดิของโปรตีนดวยเทคนิค In gel digestion และ LC-MS/MS 
  

       เทคนิค In gel digestion เปนเทคนิคการยอยโปรตีนในเจลอิเลคโตรโฟรีซิสหรือเจลพอ 
ลิอะคริลาไมด โดยใช trypsin solution เพื่อใหไดมาเปนสายเปปไทด แลวนําสวนของเพปไทดที่
ไดมาศึกษาตอโดยเทคนิค LC-MS/MS ซ่ึงโดยทั่วไปเทคนิคนี้จะเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนที่มี
อยูในฐานขอมลู วธีิการนี้จะทําใหทราบขอมูลของลําดับกรดอะมิโนในโปรตีน 
 



48 
 
        ตัดแถบโปรตีนที่ไดจากการแยกขนาดโมเลกุลดวย SDS-PAGE ขนาดประมาณ 1-2 
มิลลิเมตร แลวลางจุดโปรตีนในเจลดวย 3%  hydrogenperoxide ตามดวยน้ํากลั่น 3 คร้ัง เติม 
acetonitrile ทิ้งไว 5 นาที ดูดสารละลายทิ้ง แลวรีดวิซดวยสารละลาย 10 mM  DTT ที่อุณหภูมิหอง
นาน 1 ช่ัวโมง ตามดวยปฏิกริิยา alkylation โดยแชในสารละลาย 10 mM  iodoacetamide ที่
อุณหภูมิหองนาน 1 ช่ัวโมง  ลางเจลดวย acetonitrile แลวยอยดวย 100 นาโนกรัม trypsin ที่อุณหภมูิ 
37 องศาเซลเซียส  นาน 12 ช่ัวโมง  สกัดเปปไทดจากเจลดวย 50% acetronitrile/0.1% TFA  2 คร้ัง 
ทําใหเปปไทดแหงที่อุณหภูมหิองแลวนําไปวิเคราะหเปปไทดดวย nano LC-ESI MS/MS  แลว
วิเคราะหชนิดของโปรตีนดวยโปรแกรม MASCOT  โดยใชฐานขอมูลพืช (Green plant) ใน NCBI 
และใช Parameter ไดแก Fixed modification, Variable modification, Mass value, Protein mass, 
Peptide mass tolerance, Fragment mass tolerance, Max missed cleavage 
 
2.  การศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของโปรตีนบริสุทธ์ิท่ีสกัดไดจากเนื้อเมล็ดสบูดํา 
 

โปรตีนบริสุทธ์ิท่ีสกัดไดจากเนื้อเมล็ดสบูดํา 
 
 

ศึกษากิจกรรมของเอนไซม rRNA N-glycosidase  -  ความสามารถของโปรตีนในการยับยั้ง 
                                         เชื้อจุลชีพ 

      -  ความสามารถของโปรตีนในการยับยัง้เซลลมะเร็ง 
 

2.1  การวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซม rRNA N-glycosidase 
 
       สารสกัดโปรตีนที่บริสุทธิ์ถูกนํามาศึกษากิจกรรมของเอนไซม rRNA N-glycosidase 

โดยทดสอบกบั reticulocyte lysate จากกระตาย (Lin et al., 2003; Maro et al., 2007) นําโปรตีน
บริสุทธิ์ที่สกัดไดจากเนื้อของเมล็ดสบูดําที่มีความเขมขนเทากับ 5 ไมโครกรัมโปรตีนผสมกับ 
reticulocyte lysate จากกระตาย ปริมาตร 70 ไมโครลิตร ในสารละลายบัฟเฟอร (20 mM Tris-HCl, 
pH 7.6, 25 mM KCl and 5 mM MgCl2) โดยปริมาตรรวมเทากับ 100 ไมโครลิตร  บมที่อุณหภูม ิ
37ºC นาน 10 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยเติมน้ํากลั่น ปริมาตร 150 ไมโครลิตร และ 10% SDS 
ใหความเขมขนสุดทายเทากบั 0.5%  จากนัน้นําสารผสมที่ทดสอบมาสกัด total rRNA ดวย phenol 
(เตรียมตามภาคผนวก ก. ขอ 24) ปริมาตร 1 volume ปนเหวีย่งที่ 8,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที 
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แลวดูดสวนใสใสหลอดใหม และสกัด total rRNA อีกครั้งดวย isoamyl/chloroform (1:1) ปริมาตร 
1 volume ปนเหวีย่งที่ 8,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที แลวดูดสวนใสใสหลอดใหม นํามา
ตกตะกอน RNAโดยใช ethanol เร่ิมจากเตมิ 3 M sodium-acetate pH 5.5 (เตรียมตามภาคผนวก ก. 
ขอ 19) ปริมาตร 0.1 volume หลังจากนั้นเติม absolute ethanol ปริมาตร 2.5 volume ที่อุณหภูมิ -80 
องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง ปนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอนาที นาน 30 นาที ที่อุณหภมูิ 4 องศา
เซลเซยีส แลวดูดสวนใสทิ้งไปเหลือไวแตตะกอน ลางตะกอนดวย 70% ethanol ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร ทําการละลายตะกอนดวย DEPC.H2O ปริมาตร 10 ไมโครลิตร จากนั้นแบงมาปริมาตร 
5 ไมโครลิตร ใสหลอดใหม นํามาทําปฏิกิริยากับ 1 M aniline/0.8 M acetic acid ปริมาตร 25 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากันเบา ๆ ดวย autopipette บมไวที่อุณหภูมิ  60 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
จากนั้นวิเคราะหสารผลิตภณัฑที่ไดโดยเทคนิคอิเลคโตรโฟริซิสดวยเจล 6% PAGE/7 M urea 
(เตรียมตามภาคผนวก ก. ขอ 20) ยอมเจลดวย ethidium bromide (เตรียมตามภาคผนวก ก. ขอ 23) 
จากนั้นจึงนําไปตรวจ RNA ที่ถูกตัดดวยการมองภายใตแสงยูวี  
 

2.2  การศึกษาความสามารถของโปรตีนในการยับยั้งเชือ้จุลชีพ 
  

2.1.1  การเตรียมเชื้อจุลชีพ 
 

นําเชื้อจุลินชีพที่กอโรคในคนจํานวน คือ Acinetobacter anitratus 
DMST4183, Acinetobacter baumannii ATCC19066, Acinetobacter calcoaceticus ATCC23055, 
Acinetobacter lwoffii ATCC15309, Bacillus cereus ATCC11778, Bacillus subtilis ATCC6633, 
Burkholderia cepacia ATCC25416, Candida albican ATCC10231, Enterococcus faecalis 
ATCC29212n, Escherichia coli ATCC25922, Escherichia coli O157:H7 DMST12743, 
Klebsiella oxytoca DMST16071, Klebsiella pneumoniae ATCC27736, Listeria monocytogenes 
DMST17303 26, Proteus mirabilis DMST8212, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, 
Pseudomonas fluorescens DMST6034 11, Salmonella enteritidis ATCC17368, Salmonella typhi 
DMST5784, Serratia marcescens ATCC8100,  Shigella boydii DMST7776, Shigella dysenteriae 
DMST15111, Shigella flexneri DMST4423, Shigella sonnei (group D) DMST2982 30, 
Staphylococcus aureus  ATCC25923, Staphylococcus aureus  DMST20654 (MRSA), 
Staphylococcus epidermidis ATCC12228, Streptococcus agalactiae DMST17129, Streptococcus 
pyogenes DMST17020, Vibrio cholerae nonO1, nonO139 DMST2873 และVibrio cholerae O139 
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ATCC51394 ที่เปนสายพันธุมาตรฐานจาก American Type Culture Collection (ATCC) และศูนย
รวบรวมสายพนัธุแบคทีเรียทางการแพทย กรมวิทยาศาสตรการแพทย (DMST Culture Collection) 
ที่เพาะเลี้ยงไวบนอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดแข็ง Mueller-Hinton agar โดยเขี่ยเชื้อ 4-5 โคโลนี ลงใน
อาหารเลี้ยงเชือ้ชนิดเหลว Mueller-Hinton broth ปริมาตร4 ml แลวนํามาเทียบความขุนกับ 
McFarland No. 0.5 (ปริมาณเซลลประมาณ 5x108 CFU/ml) ปรับความขุนใหใกลเคยีงดวยอาหาร
เล้ียงเชื้อชนิดเหลว Mueller-Hinton broth และนําไปเจือจางอีก 1:40 เพื่อที่จะนําไปเพาะเลี้ยงและ
ทดสอบกับโปรตีนเคอรซิน 

 
2.2.2  การเตรียมสารละลายเจือจางของเคอรซินทําบริสุทธิ์ในการทดสอบฤทธิ์ 

ตานเชื้อแบคทเีรียโดยวิธี Agar dilution 
 

นําสารละลายสกัดหยาบของโปรตีนและเคอรซินทําบริสุทธิ์จากเนื้อเมล็ด 
สบูดํามาเตรียมเปน stock solution ที่ความเขมขน 40 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร หลังจากนั้นทําการเจือจาง
สารละลายสกัดหยาบของโปรตีนและเคอรซินทําบริสุทธิ์ใหไดความเขมขน 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 
0.63, 0.32, 0.16, 0.08 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  ดวยอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดเหลว  Mueller-Hinton  broth   
นําแตละความเขมขนของสารละลายสกัดหยาบของโปรตีนและเคอรซินทําบริสุทธิ์ที่เจือจางนี้มา
ปริมาตร  2  มิลลิลิตร ผสมลงในอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดแข็ง Mueller-Hinton agar 18 มิลลิลิตร  (ผาน
การทําใหปราศจากเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส, 15 ปอนด/ตารางนิ้ว  เปนเวลา 15 นาที  ทิ้งไวที่
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส) เททิ้งไวใหอาหารแข็งตัวในจานเพาะเลี้ยงเชื้อ ความเขมขนสุดทายของ
สารละลายสกัดหยาบของโปรตีนและเคอรซินทําบริสุทธิ์ที่ไดคือ 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.063, 
0.032, 0.016, 0.008 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ โดยมจีานอาหารเลี้ยงเช้ือที่ไมใสสารละลายสกัด
หยาบของโปรตีนและเคอรซินทําบริสุทธิ์เปนตัวควบคุม และใช ampicillin, chloramphenicol และ 
amphotericin B ที่ความเขมขนตางๆ เปนตัวควบคุมบวก (positive control)  
 

2.2.3  การทดสอบฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียของเคอรซินทําบริสุทธิ์โดยวธีิ Agar  
dilution 
 

 นําเชื้อแบคทีเรียที่เจือจางแลว 1:40 มาปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบน
จนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเคอรซินทําบริสุทธิ์ที่ความเขมขนตางๆ และที่ไมมีสารสกัด แลวนําเขาตูบมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง ดูการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียบนจาน
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อาหารเลี้ยงเชือ้ อานคาความเขมขนต่ําสุดของโปรตีนเคอรซินที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เชื้อแบคทีเรีย (minimum inhibitory concentration; MIC) และอานคา MIC ของตัวควบคุมบวกที่ทํา
การทดลองเชนเดียวกนั 
 

2.3  การศึกษาความสามารถของเคอรซินในการยับยั้งเซลลมะเร็ง  
 

2.3.1  MTT assay 
 

ทดสอบความเปนพิษของโปรตีนที่ทําใหบริสุทธิ์ตอเซลลมะเร็งของมนษุย 
โดยใชวิธี 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) assay 
(Mosmmann, 1983) เปนการติดตามการมีชีวิตของเซลลโดยการตดิตามกิจกรรมของเอนไซม 
mitochondrial reductase ซ่ึงจะไปทําการ reduce เกลือ tetrazolium ที่มีสีเหลือง ไปเปนผลิตภัณฑ 
formazan ที่มสีีมวง วิเคราะหผลดวยการนาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 570 นาโน
เมตร  ดวยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร 
 

นําเซลล SW620 cell line (human colon cancer, ATCC CCL-228) มา 
เพาะเลี้ยงใน Eagle’s minimal essential medium ที่ประกอบดวย 1.2 กรัม/ลิตร NaHCO3, 100 ยูนิต/
มิลลิลิตร penicillin, 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร streptomycin และ 10% หรือ 4% fetal bovine sera ใน 
growth medium และ maintenance medium ตามลําดับ นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, 5% 
CO2 เปนเวลา 3-7 วัน หลังจากนั้นนาํเซลลไปเพาะเลี้ยงใน 96 well microplate โดยทําการเจือจาง
เซลลใหได 104 เซลล/มิลลิลิตร ตอหลุม นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 เปนเวลา 3 
วัน จนกระทั่งเซลลเจริญเติบโตเต็มพื้นผิวของเพลท ดูดน้าํเลี้ยงเซลลออก เติมสารละลายเคอรซิ
นทําบริสุทธิ์และเจือจางใน maintenance medium ที่ความเขมขน 0.05, 0.1, 0.5, 1 และ 5 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร  ปริมาตร 200 ไมโครลิตร โดยหยอดลงในแตละหลุมของ microtiter plate ทําซํ้า 3 คร้ังทุก
ความเขมขน เพาะเลี้ยงเซลลที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 เปนเวลา 1 วัน ทําการเจือจาง
ปริมาณ MTT ใน phosphate buffer saline ที่ความเขมขน 350 ไมโครกรัม/มิลลลิตร เติมลงในแตละ
หลุมของ microplate เพาะเลีย้งเซลลที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 เปนเวลา 4 ช่ัวโมง 
จากนั้นวัดปรมิาณสีที่เกิดขึน้จากการละลายตะกอนที่เกดิจากการทําปฏิกิริยาระหวางสาร MTT กับ
เซลลที่มีชีวิต โดยเทสาร MTT ออก จากนัน้เติมสาร DMSO ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เพื่อละลาย
สารประกอบเชิงซอนที่เกิดจากการทําปฏิกริิยาระหวาง MTT กับเอนไซมของเซลลที่มีชีวิต ตั้งทิ้งไว



52 
 
ประมาณ 5 นาที วัดปริมาณสีที่เกิดขึ้นดวย microplate reader ที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร หา
ความสัมพันธของปริมาณของโปรตีนที่ความเขมขนตางๆ กับปริมาณของเซลลที่ถูกฆาที่ median 
lethal concentration (LC50) เปรียบเทียบกบัความเขมขนของยาปฎิชีวนะมาตรฐาน Mitomycin C 
เพื่อหาความสมัพันธของสารละลายโปรตีนที่ความเขมขนตางๆ ในการยับยั้งหรือฆาเซลลมะเร็ง 
 

2.3.2  Resazurin microtiter assay (REMA) 
 

ทดสอบความเปนพิษของโปรตีนที่ทําใหบริสุทธิ์ตอเซลลมะเร็งโดยใชวธีิ 
REMA (O’Brien et al., 2000) เปนการตดิตามการมีชีวิตของเซลล สาร resazurin เปนตัวบงชี้ของ
การเกิดปฏิกริยาออกซิเดชัน-รีดักชัน ซ่ึงเปนสีฟาที่ไมเรืองแสง เมื่อสาร resazurin ถูกรีดิวซดวย
เอนไซม oxidoreductase จะเกิดผลิตภณัฑ resorufin ที่มีสีชมพูที่เรืองแสงได และวิเคราะหผลดวย
การวัดคาการเรืองแสงดวยเครื่องฟลูออเรสเซนซสเปกโตรมิเตอร 
 

ในการทดสอบฤทธิ์การยับยัง้การเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งเยื่อบุชองปาก  
KB (ATCC CCL-17) เซลลมะเร็งเตานม MCF-7 (ATCC HTB-22) และเซลลมะเร็งปอด NCI-H187 
(ATCC CRL-5804) ใชวิธี Resazurin microplate assay โดย Brien และคณะ (2000) ทาํการ
เพาะเลี้ยงเซลลใน RPMI-1640 medium ที่ประกอบดวย 1.2 กรัม/ลิตร NaHCO3, 100 ยูนิต/มิลลิลิตร 
penicillin 50 ไมโครกรัม/มิลลิลตร streptomycin และ 10% fetal bovine sera  ใน growth medium 
นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 สําหรับเซลล เซลลมะเร็งเยื่อบุชองปาก KB และ 
เซลลมะเร็งเตานม MCF-7 เปนเวลา 5 วนั สวนเซลลมะเร็งปอด NCI-H187 บมนาน 5 วัน หลังจาก
นั้นนําเซลลไปเพาะเลี้ยงใน 384 well microplate โดยทําการเจือจางเซลลใหได 7x104 เซลล/
มิลลิลิตร, 9x104 เซลล/มิลลิลิตร และ 9x104 เซลล/มิลลิลิตร ตามลําดับ ดูดสารละลายเซลล ปริมาตร 
45 ไมโครลิตร และ 5 ไมโครลิตร ของสารละลายโปรตีนที่ความเขมขน 2000, 1000, 500, 250, 125 
และ 62.5 ไมโครกรัม/มิลลลิตร โดยมีความเขมขนสุดทายเปน 200, 100, 50, 25, 12.5 และ 6.25 
ไมโครกรัม/มิลลลิตร (สารละลายโปรตีนเจือจางใน growth medium ที่ประกอบดวย 5% DMSO) 
หยอดใสลงในหลุม ทําซํ้า 3 ครั้งทุกความเขมขน นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 

เปนเวลา 5 วัน หลังจากนัน้เติม 12.5 ไมโครลิตร ของสารละลาย resazurin ที่มีความเขมขน 62.5 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เติมลงในแตละหลุมของ microplate เพาะเลี้ยงเซลลที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส, 5% CO2 เปนเวลา 4 ช่ัวโมง  จากนั้นวดัปริมาณสีฟลูออเรสเซนตที่เกิดขึน้ดวย 
SpectraMax M5 multi-detection microplate reader  ที่ความยาวคลื่นของ excitation และ emission 
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ที่ 530 และ 590 นาโนเมตร คํานวณหาเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเซลล โดยใชสมการ
ดังนี้คือ  % inhibition = [1-(FUT/FUC)] x 100 ซ่ึง FUT และ FUC เปนคาเฉลี่ยของหนวยสีฟลูออเรส
เซนตจากเซลลที่ทดสอบดวยสารละลายโปรตีนและจากเซลลที่ไมไดใสสารละลายโปรตีนลงไป
ทดสอบ ตามลําดับ หาความสัมพันธของปริมาณของโปรตีนที่ความเขมขนตางๆ กับปริมาณของ
เซลลที่ถูกฆาที่ 50% inhibitory concentration (IC50) เปรียบเทียบกับความเขมขนของยามาตรฐาน 
Ellipticine เพื่อหาความสัมพันธของสารละลายโปรตีนที่ความเขมขนตาง ๆ ในการยับยั้งหรือฆา
เซลลมะเร็ง โดยการใชโปรแกรม SOFTMax Pro software (Molecular Devices, USA) 
 
3.  การนําโปรตีนท่ีทําบริสุทธ์ิจากเนื้อเมล็ดสบูดํามาประยุกตใช 
 
 3.1  การเตรียมแอนติเจนเพื่อผลิตพอลิโคลนอลแอนตีบอดีตอเคอรซิน 
 

3.1.1  เจลอิเล็กโตรโฟรีซิสชนิดโปรตีนไมเสียสภาพ (Non denaturing  
discontinuous polyacrylamide gel electrophoresis, ND-PAGE) 
 

ND-PAGE เปนเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสที่ใชแยกโปรตีนบนเจลพอลิอะคริ
ลาไมดที่ไมมกีารทําใหโปรตีนเสียสภาพ โดยโปรตีนทีม่ีประจุสุทธิเปนลบมากจะเคลื่อนที่ไปยัง
ขั้วบวกไดเร็วกวาโปรตีนทีม่ีประจุสุทธิเปนลบนอยกวา สวนโปรตีนทีม่ีขนาดใหญกวาก็จะเคลื่อนที่
ไดชากวาโปรตีนที่มีขนาดเลก็ ดังนั้นการเคลื่อนที่ของโปรตีนจึงขึ้นอยูกับประจุ ขนาดและรูปราง
ของโปรตีน ซ่ึงขอดีสําหรับ ND-PAGE คือ สามารถนําโปรตีนที่เปนเอนไซมซ่ึงแยกไดบนเจลไป
ตรวจสอบกิจกรรมได 
 

3.1.1.1  การเตรียมแผนเจลพอลิอะคริลาไมดชนิดโปรตีนไมเสียสภาพ 
 

เตรียม 15% separating gel โดยใสแอมโมเนียมเปอรซัลเฟต เปน 
อันดับสุดทาย หลังจากเติมแอมโมเนียมเปอรซัลเฟตลงไปแลวจึงเท separating gel ลงไปในชองวาง
ระหวางแผนกระจกคูโดยทันที (ในการทดลองใชชุดทําเจลพอลิอะคริลาไมด omniPAGE, Vertical 
Electrophoresis System รุน VS20D) จนมคีวามสูง 17.5 เซนติเมตร จากนั้นคอยๆหยดน้ํากลั่นตาม
ลงไปบนผิวเจล ตั้งทิ้งไวประมาณ 30 นาท ีเมื่อสังเกตเหน็รอยตอระหวางเจลและน้ํากล่ันอยาง
ชัดเจนแลว จึงเทน้ํากลั่นออกจากเจล เตรยีม stacking gel หลังจากเติมแอมโมเนียมเปอรซัลเฟตลง
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ไปแลว เติม stacking gel บน separating gel เสียบหวี (comb) เพื่อใหเกดิชองวางสําหรับหยอดสาร
ตัวอยาง ปลอยใหเจลแข็งตวัประมาณ 20 นาที จากนั้นคอยดึงหวีออก 
 

3.1.1.2  การเตรียมโปรตีนตวัอยางสําหรับตรวจสอบบนเจลพอลิอะคริลา
ไมดชนิดโปรตีนไมเสียสภาพ 

 
นําโปรตีนที่สกัดไดจากเนื้อเมล็ดสบูดําหลังจากการนําสวนใสที่

ไดมาไดอะไลซอีกครั้งในน้ํากลั่น ผสมกับ sample buffer  ในอัตราสวน 1:4 โดยปริมาตร นําไปบม
ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที หลังจากนั้นตั้งทิ้งไวใหเยน็  
 

3.1.1.3  การทําเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส  
 

ใสแผนเจล ND-PAGE ลงในอางบัฟเฟอรในแนวตั้ง ใส
สารละลาย Tris-glycine, pH 8.3 ลงในอางบัฟเฟอร จนทวมแผนเจลทั้งปลายดานบนและดานลาง 
หยอดสารละลายตัวอยางซึ่งผสมกับ sample buffer ที่เตรียมไวแลวลงไปบนหลุมเจล หลังจากนัน้
ผานความตางศักยไฟฟาคงที่ขนาด 100 โวลล/แผนเจล โดยกําหนดใหขั้วลบอยูดานบน รอ
จนกระทั่งแถบสีของ sample buffer เคล่ือนไปจนถึงระยะ 0.5 เซนติเมตร จากปลายดานลางของ
แผนเจลจึงหยดุกระแสไฟฟา ใชเวลาประมาณ 3 ช่ัวโมง (หลอเยน็ดวยน้ําแข็งตลอดเวลา) 
 

3.1.1.4  การยอมสีโปรตีนในเจลพอลิอะคริลาไมด 
 

แกะแผนเจล ND-PAGE ออกจากแผนกระจก ตดัเจลใหมีความ
กวางประมาณ 3 เซนติเมตร แลวนําไปแชเจลในน้ํายอมสีโปรตีน (เตรียมตามภาคผนวก ก. ขอ 11) 
ทิ้งไวประมาณ 1-2 ช่ัวโมง และลางสีที่ไมจับโปรตีนออกดวยน้ํายาลางสีโปรตีน (ภาคผนวก ก. ขอ 
12) จนกระทั่งเจลใสและไดแถบโปรตีนปรากฎอยางชัด ตัดแถบโปรตีนที่มีขนาด 29 กิโลดาลตัน 
แลวทําการชะโปรตีนออกในสารละลาย 0.1% SDS โดยเครื่อง protein eluter ดวยความตาง
ศักยไฟฟาคงที่ขนาด 100 โวลล นาน 1 ช่ัวโมง ไดอะไลซโปรตีนที่ถูกชะออกมาดวยน้ํากลั่น นาน 
48 ช่ัวโมง เพือ่กําจัด SDS ออก เนื่องจาก SDS จะเปนพษิตอกระตาย 
 
 



55 
 

3.2  การผลิตพอลิโคลนอลแอนตีบอดี (polyclonal antibody) ตอเคอรซินในกระตาย 
 

3.2.1  เตรียมแอนติเจนเพื่อการกระตุนภูมิคุมกัน นําสารละลายเคอรซิน 200  
ไมโครกรัม ผสมกับ Complete Freund’s adjuvant ในอัตราสวน 1:1 และทําการโฮโมจิไนทใหเขา
กัน ใช Complete Freund’s adjuvant ในการกระตุนครั้งตอไปใช Incomplete Freund’s adjuvant 
 

3.2.2  การฉีดกระตุนภูมิคุมกันในกระตายพันธุนิวซีแลนดไวท โดยเลือกกระตาย 
อายุประมาณ 2 ป หลังจากนัน้ฉีดกระตุนภมูิคุมกันในกระตาย 2 ตัวโดยใชแอนติเจน 200 
ไมโครกรัมตอตัว ฉีดเขาบริเวณใตผิวหนังดานหลังประมาณ 2-3 จุด ฉดีกระตุนซ้ําทุกสองอาทิตย 
จํานวน 4 คร้ัง โดยทุกครั้งจะมีการเจาะเลือดบริเวณใบหู นําไปเช็คไตเตอรของแอนติเจนแตละชนิด
ดวย RIA (Radioimmunoassay) 
 

3.3  การตรวจวัดไตเตอรตอแอนติเจน 
 

       นําซีรัมของกระตายทีไ่ดมา 50 ไมโครลิตร เติม 10% bovine serum albumin 50 
ไมโครลิตร หลังจากนั้นเติมสารละลายเคอรซินทําบริสุทธิ์ 50 ไมโครลิตร เขยาประมาณ 2 นาที ตั้ง
ทิ้งไว 30 นาที ที่อุณหภูมิหอง และเขยาที่ 15 นาทีอีกหนึ่งครั้ง เติม 750 ไมโครลิตร 90% saturated 
ammonium sulphate เขยาประมาณ 2 นาที ตั้งทิ้งไว 30 นาที ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 4,000 รอบตอ
นาที นาน 40 นาที จากนั้นเทสวนใสทิ้ง แลวเติม 750 ไมโตรลิตร 50% saturated ammonium 
sulphate นํามาปนเหวี่ยงอีกคร้ังที่ความเร็ว 4,000 รอบตอนาที นาน 30 นาที เทสวนใสทิ้งไป 
หลังจากนัน้เตมิน้ํากลั่น 200 ไมโครลิตร แลวเติม Scintillator 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากนัแลวนําไป
วัดคากัมมนัตรังสีดวยเครื่อง Beta-counter 
 

3.4  การตรวจสอบโปรตีนเคอรซินดวยเทคนิค Immuno-Western Blot 
 

Immuno-Western Blot เปนเทคนิคที่ใชติดตามโปรตีนที่สนใจ โปรตีนในการทดลอง
คือ เคอรซิน ที่สกัดไดจากเนือ้เมล็ดสบูดํา การทําเทคนิคนี้เพื่อตองการทราบวาในเนือ้เมล็ดสบูดํา
สายพันธุตาง ๆ มีปริมาณของเคอรซินมากนอยเทาไร เพือ่พัฒนาปรับปรุงพันธุสบูดําหลายสายพนัธุ
ในประเทศไทยที่มีปริมาณของน้ํามันมากและไมเปนพษิกับสัตว 

 



56 
 

3.4.1  การเตรียมโปรตีนตัวอยาง 
 

นําเนื้อเมล็ดสบูดําแตละแหลงปลูกตาง ๆ 153 แหลงปลูกมา 6 เมล็ดบดดวย
โกรง โดยเติมสารละลายบัฟเฟอร 50 mM Tris-HCl, pH 7.5 ที่เติมเกลือ 0.15 M NaCl ในอัตราสวน 
1:3 โดยน้ําหนกัตอปริมาตร กวนตอเนื่องนานประมาณ 24 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิหอง นําไปปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และตั้งทิ้งไวอีกประมาณ 
12 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อตักเอาไขมันที่อยูดานบนออกแลวนํามากรองตอดวยผา
ขาวบาง นําสารสกัดสวนใสที่ไดไปไดอะไลซ ขามคืนในสารละลายทริสบัฟเฟอร และปนเหวีย่งอีก
คร้ังที่ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นเก็บสวนใส
ที่ไดไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 

3.4.2  การเตรียมโปรตีนตัวอยางสําหรับตรวจสอบบนเจลพอลิอะคริลาไมดชนิด
โปรตีนเสียสภาพ 
 

นําโปรตีนที่สกัดไดจากเนื้อเมล็ดสบูดําหลังจากการนําสวนใสที่ไดมา
ไดอะไลซอีกครั้งในน้ํากลั่น ผสมกับ 4x sample buffer ในอัตราสวน 1:4 โดยปริมาตร นําไปบมที่
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที หลังจากนัน้ตั้งทิ้งไวใหเย็น  

 
3.4.3  การทําเจลอิเลคโตรโฟรีซิส 

 
ใสแผนเจล SDS-PAGE ลงในอางบัฟเฟอรในแนวตั้ง ใสสารละลาย

บัฟเฟอร (Tris-glycine, pH 8.3) ซ่ึงมี 10% SDS ลงในอางบัฟเฟอร จนทวมแผนเจลทั้งปลายดานบน
และดานลาง หยอดสารละลายตัวอยางซึ่งผสมกับ 4x sample buffer ที่เตรียมไวแลวลงไปบนหลุม
เจล หลังจากนัน้ผานกระแสไฟฟาคงที่ขนาด 35 มิลลิแอมแปร/แผนเจล โดยกําหนดใหขั้วลบอยู
ดานบน รอจนกระทั่งแถบสขีอง sample buffer เคล่ือนไปจนถึงระยะ 0.5 เซนติเมตร จากปลาย
ดานลางของแผนเจลจึงหยุดกระแสไฟฟา ใชเวลาประมาณ 1 ช่ัวโมง 
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3.4.4  การยายโปรตีนจากเจลสูแผนเมมเบรน (Western blot) 
 

เปนการยายโปรตีนที่ผานการแยกดวยเจลอิเลคโตรโฟรีซีสสูเมมเบรนที่มี 
ประจุบวก เชน ไนโตรเซลลูโลส (nitrocellulose) หรือ โพลีไวนิลลิดนีฟลูออไรด (PVDF) วิธีการ
ยายโปรตีนสามารถทําได 3 แบบ คือ วิธีที่ 1 wet tank transfer วิธีที่ 2 semi-dry transfer และวิธี
สุดทายเปนการยายแบบ dry bufferless transfer ในการทดลองใชการยายโปรตีนแบบ wet tank 
transfer เปนการแชเจลลงในบัฟเฟอร 1x transfer buffer นําเจลที่ไดจากการทําอิเลคโตรโฟรีซีส
แบบเจล SDS-PAGE แชลงใน transfer buffer เปนเวลา 15 นาที เตรียมแผนเมมเบนไนโตร
เซลลูโลส ใหมีขนาดเทากับแผนเจล และเตรียมกระดาษกรองใหมีขนาดกวางกวาเมมเบรน 1 
เซนติเมตร จํานวน 2 แผน จากนั้นแชเมมเบรนใน 100% (v/v) methanol เปนเวลา 5 วินาที แลวแช
ตอใน transfer buffer เปนเวลา 10 นาที สําหรับกระดาษกรองจะแชใน transfer buffer เปนเวลา 3 
นาที หลังจากนั้นทําการยายโปรตีนจากเจลสูเมมแบรนโดยใชเครื่อง Mini Trans-Blot Cell (Bio-
Rad, USA) และใชกระแสไฟ 100 โวลต เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางดวย phosphate buffer saline, 0.1% 
(v/v) Tween 20, pH 7.5 (PBST) (ภาคผนวก ก. ขอ 26) จํานวน 3 คร้ัง  
 

3.4.5  การปองกันการเกิด non-specific binding (Blocking) 
 

Blocking เปนวิธีการปองกันการเกิด non-specific binding ที่เกิดจากโปรตีน 
อ่ืน ๆ เขามาจับกับแผนเมมเบรน หลังจากการยายโปรตนีจากเจลสูแผนเมมเบรนแลวโปรตีนจะจบั
อยูกับเมมเบรน แตยังมีพื้นที่ของแผนเมมเบรนเหลืออยู ในการทดลองจึงตองทําการ blocking ดวย 
1% (w/v) BSA ที่อยูใน PBST เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมหิอง ลางดวย PBST จํานวน 3 คร้ัง  
 

3.4.6  การติดตามผล 
 

ขั้นตอนการตดิตามผลนั้นจะมีการโพรบเมมเบรนเพื่อหาโปรตีนที่สนใจ
ดวยแอนติบอดีที่เชื่อมตออยูกับเอนไซม และเมื่อทําปฎิริยากับสารตั้งตนจะทําใหไดเกิดการ
เปลงแสงออกมา สามารถแบงเปน 2 ขั้นตอน  
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ขั้นแรก นําแผนเมมเบรนนัน้มาบมกับพอลีโคลนอล แอนติบอดีของ 
กระตายทีจ่ําเพาะตอเคอรซิน (แอนติบอดชีนิดที่ 1) เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิหอง และลางดวย 
PBST 3 คร้ัง  

 
ขั้นที่สอง จากนั้นนําแผนเมมเบรนมาบมตอดวย โพลิโคลนอล แอนติบอดี 

ของแพะที่ตดิลากดวยเอนไซมฮอรซแรดดิชเปอรออกซิเดสซึ่งจําเพาะกับแอนติบอดขีองกระตาย 
(แอนติบอดีชนิดที่ 2) เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิหอง และลางดวย PBST 3 คร้ัง 
 

3.4.7  การวิเคราะหผล  
 

จากนั้นนําแผนเมมเบรนมาซับใหหมาด ๆ แลวบมกับ ECL plus western 
blotting detection reagent เปนเวลา 2 นาที นําแผนเมมเบรนที่ไดประกบกับแผนฟลมในหองมดื
เปนเวลา 20 วนิาที จากนั้นนาํแผนฟลมมาแชลงใน developer, fixing และน้ํากลั่น ตามลําดับ 
 

3.4.8  การแปลผล 
 

นําแถบโปรตีนที่ไดจากการทํา Immuno-Western Blot มาอานคาความเขม
ของแถบดวยโปรแกรม Infinity-Capt version 12.9 ที่คํานวณไดจากพื้นที่ใต peak (volume)  
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ผลและวิจารณ 

ผล 

การทดลองนีมุ้งศึกษาหาวิธีการแยกเคอรซินจากเนื้อเมล็ดสบูดําใหบริสุทธิ์โดยวิธีทาง
ชีวเคมีอยางงายที่ไมซับซอนและประหยัดเวลา เพื่อที่จะนําเคอรซินทําบริสุทธิ์นี้ไปศึกษาสมบัติทาง
ชีวโมเลกุล เนือ่งจากเคอรซินเปนโปรตีนพิษ หรือเรียกวา toxalbumin ที่สามารถยับยั้งการ
สังเคราะหโปรตีนในเซลลของยูแคริโอตได ซ่ึงจัดอยูในกลุมของโปรตีนที่มีฤทธิ์ยับยั้งการทํางาน
ของไรโบโซม ชนิดที่ 1 หรือ RIP Type I ที่มีกิจกรรมของเอนไซม N-glycosidase การทํางานของ
เอนไซมนี้สงผลใหการสังเคราะหโปรตีนหยุดลง จึงทําใหเซลลบริเวณนั้นตาย ดวยคุณสมบัตินี้จึง
ไดมีการนําความเปนพิษของเคอรซินมาใชประโยชนทางดานการแพทยเพื่อผลิตเปนตวัยับยั้งการ
เกิดเนื้องอกของเซลล (Lin et al., 2003) ยบัยั้งการเจริญของแบคทีเรีย ราและไวรัส ดังนั้นหลังจาก
ทําเคอรซินบริสุทธิ์แลว ผูทดลองจึงไดทําการตรวจสอบกจิกรรมของเอนไซม rRNA N-glycosidase 
ที่อยูในเคอรซิน เพื่อใหทราบวาวิธีการทําบริสุทธิ์โดยวธีิทางชีวเคมีอยางงายนั้น มีผลตอกิจกรรม
ของเอนไซมนีห้รือไม จากนัน้ทําการศึกษาสมบัติในการตานเชื้อแบคทเีรียกอโรคและความเปนพิษ
ตอเซลลมะเร็งของคนบางชนิด และนอกจากนี้ยังศกึษาถงึความแตกตางของปริมาณเคอรซินใน
เมล็ดสบูดําจากแหลงปลูกตาง ๆ ทั่วประเทศไทย เพราะหลังจากที่มีการหีบเอาน้ํามันออกจากสวน
ของเมล็ดแลว พบวากากที่เหลือหลังจากการหีบน้ํามันออกนั้น มีปริมาณโปรตนีสูง เกษตรกรจึงได
นําไปเลี้ยงสัตว แตกอนที่จะนําไปเลี้ยงสัตวนั้นตองมกีารกําจัดสารพิษออกเสียกอน ดงันั้นเพื่อ
ประหยดัทั้งตนทุนและเวลา จึงไดมีการคัดกรองหาเมล็ดสบูดําจากแหลงปลูกตาง ๆ ที่มีโปรตีนสูง
แตปริมาณเคอรซินที่เปนพิษต่ํา 
 

1.  การแยกโปรตีนใหบริสุทธ์ิจากเนื้อเมล็ดสบูดําและการศึกษาสมบัตทิางชีวโมเลกุล 
  

1.1  การเตรียมสารละลายสกัดหยาบของโปรตีนจากเนื้อเมล็ดสบูดํา 
 
       ในการทดลองนี้เมล็ดสบูดํา (KUBP33) ที่นํามา จะเกบ็ในชวงทีต่นสบูดําอายุได
ประมาณ 38 เดือน ผลที่เก็บจะสุกแก เปลอืกหุมเมล็ดมสีีน้ําตาลดําเขม คอนขางแหง ทําการแกะ
เปลือกหุมเมลด็ออก แลวกระเทาเอาสวนเปลือกที่หุมเนือ้เมล็ด (seed coat) ออกไป ใหไดแตเนื้อ
เมล็ด (kernel) สีขาวนวล (ภาพที่ 13) จากนัน้นําสวนเนื้อเมล็ดมาสกัดโปรตีนดวยสารละลายทริส
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บัฟเฟอร ดังวธีิการทดลองในขอ 1.1 เนื่องจากในเนื้อเมลด็สบูมีน้ํามันคอนขางสูง ดังนั้นกอนทีจ่ะ
นําสารละลายมาใช จึงนําไปแชเยน็และทําการตักไขมันนั้นออกไปกอน แลวกรองตอดวยผาขาว
บาง จากนัน้นาํไปปนเหวี่ยงอีกครั้งเพื่อใหไดสารละลายสกัดหยาบของโปรตีน จากนั้นทําการวัด
ปริมาณโปรตีนในสารสกัดหยาบโปรตีนจากสวนเนื้อเมล็ด ตามวิธีการของ Lowry et al. (1951) ดัง
วิธีการทดลองในขอ 1.3 ซ่ึงความเขมขนของโปรตีนคาํนวณโดยเทยีบกับกราฟมาตรฐานของ 
bovine serum albumin (BSA) (ภาคผนวก ข ขอ 1) พบวาจากสวนเนื้อเมล็ด 100 กรัมไดโปรตีนใน
สารสกัดหยาบเทากับ 6,930 มิลลิกรัม คิดเปนปริมาณโปรตีนเทากับ 69.30 มิลลิกรัม/กรัมของเนือ้
เมล็ด หรือเทากับ 6.93 เปอรเซนต  
  

 
ภาพที ่13  ลักษณะของเนื้อเมล็ด (kernel) ของสบูดํา  
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1.2  การแยกเคอรซินใหบริสุทธิ์ 
 

1.2.1  การแยกเคอรซินใหบริสุทธิ์โดยวิธีโครมาโตกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุ  
(ion-exchange chromatography) 
 

เมื่อนําสารละลายสกัดหยาบของโปรตีนจากเนื้อเมล็ดสบูดํามาแยกบริสุทธิ์
โดยผานคอลัมน DEAE-Sephacel ชะโปรตีนสวนที่ไมจบัคอลัมนออกดวยสารละลายบัฟเฟอร 50 
mM Tris-HCl, pH 7.5 และชะสวนทีจ่ับกับคอลัมนออกดวยเกลือ NaCl ความเขมขนตาง ๆ คือ 0.1 
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 และ 2.0 ตามลําดับ ซ่ึงละลายอยูในสารละลายบัฟเฟอร 50 mM Tris-HCl, pH 
7.5 โดยใชอัตราการไหลคงที่ 40 มิลลิลิตร/ช่ัวโมง แยกเก็บสวนสารละลายที่ออกจากคอลัมนหลอด
ละ 2 มิลลิลิตร แลวนํามาวัดปริมาณโปรตีนโดยแยกไดวดัคาการดูดกลืนคลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร 
นําไปตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีนที่แโดย SDS-PAGE  (15% separating gel) หลังจาก
ไดอะไลซดวยน้ํากลั่นเพื่อแยกเกลือออก โดยไดผลการแยกดังแสดงไวในภาพที่ 14 เห็นไดวาเคอร
ซินไมจับกับคอลัมนและถูกชะออกมาดวยสารละลายบัฟเฟอร 50 mM Tris-HCl, pH 7.5 รวมหลอด
ที่เปนโปรตีนสวนที่ไมจับคอลัมนเขาดวยกันคือหลอดที ่5-11 วัดปริมาตรสารละลายโปรตีน นําไป
วัดปริมาณโปรตีนตามวิธีการของ Lowry et al. (1951) ซ่ึงความเขมขนของโปรตีนคํานวณไดโดย
เทียบกับกราฟมาตรฐานของ bovine serum albumin (BSA) (ภาคผนวก ข ขอ 2) ไดคาโปรตีน
ทั้งหมด 15.27 มิลลิกรัม และตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเคอรซินดวย 15% SDS-PAGE  
 

ผลจากการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเคอรซิน ปรากฎแถบหลักโปรตีน
เคอรซินที่น้ําหนักโมเลกุล 29 กิโลดาลตันและโปรตีนอื่น ๆ บน SDS-PAGE (ภาพที่ 15) เมื่อ
เปรียบเทียบกบัสารละลายสกัดหยาบของโปรตีน เห็นไดวามีการแยกโปรตีนอื่น ๆ ออกไปได
บางสวน แสดงวาการแยกเคอรซินใหบริสุทธิ์ดวยการผานคอลัมน DEAE-Sephacel ยังไมดีพอ 
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ภาพที ่14  โครมาโตแกรมของการแยกเคอรซินจากเนื้อเมล็ดสบูดําโดยคอลัมน DEAE-Sephacel:  

   สารสกัดหยาบโปรตีน (20 mg protein) ที่แยกไดจาก DEAE-sephacel column (1.5 x 5  
   เซนติเมตร) โปรตีนที่ไมจบัคอลัมนถูกชะดวย 50 mM Tris-HCl buffer, pH 7.5 จากนั้น 
   จึงชะโปรตนีที่จับคอลัมนดวยสารละลายบัพเฟอรที่มคีวามเขมขนของเกลือ NaCl ตั้งแต  
   0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 และ 2.0 M แบบลําดับขั้นโดยใชอัตราเรว็ 40 มิลลิลิตร/ช่ัวโมง  
   แยกเก็บสวนสารละลายหลอดละ 2 มิลลิลิตร แลวนําแตละ peak ไปทดสอบกิจกรรมของ 
   เอนไซม N-glycosidase พบวาโปรตีนสวนที่ไมจับคอลัมนแสดงกิจกรรมของเอนไซม  
   จากนั้นรวมสารละลายหลอดที่ 5-11  
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ภาพที่ 15  15% SDS-PAGE ของสารสกัดหยาบของโปรตีนจากเนื้อเมล็ดสบูดํา (KUBP 33) ที่แยก 

   โดยคอลัมน DEAE-Sephacel ยอมสีดวย comassie brilliant blue  
   Lane 1 คือ โปรตีนมาตรฐาน มีปริมาณโปรตีนเทากับ 5.75 มิลลิกรัมโปรตีน 
     Phosphorylase b น้ําหนกัโมเลกุลเทากับ 97 กิโลดาลตัน 
    Albumin น้ําหนักโมเลกุลเทากับ 66 กิโลดาลตัน 
    Ovalbumin น้ําหนกัโมเลกลุเทากับ 45 กโิลดาลตัน 
    Carbonic anhydrase น้ําหนักโมเลกุลเทากับ 30 กิโลดาลตัน 
    Trypsin inhibitor น้ําหนักโมเลกุลเทากับ 20.1 กิโลดาลตัน 
    �-Lactalbumin น้ําหนกัโมเลกุลเทากับ 14.4 กิโลดาลตัน 
   Lane 2 คือ สารสกัดหยาบ มีปริมาณโปรตีน เทากับ 17.87 มิลลิกรัมโปรตีน 
   Lane 3 คือ สวนที่ไมจับกบัคอลัมน (pooled unbound fractions) มีปริมาณโปรตีน เทากับ  
                     18.20 มิลลิกรัมโปรตีน 
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รวมสารละลายโปรตีนสวนที่ไมจับคอลัมน DEAE-Sephacel และนําไป 
ไดอะไลซในสารละลายบัฟเฟอร 0.1 M sodium-acetate, pH 4.5 จากนัน้มาแยกใหบริสุทธิ์ขึ้นโดย
ผานคอลัมน CM-Cellulose (ภาพที่ 16) ชะโปรตีนสวนทีไ่มจับกับคอลมันออกดวยสารละลาย
บัฟเฟอร 0.1 M sodium-acetate, pH 4.5 และชะโปรตีนสวนที่จับกับคอลัมนออกดวยเกลือ NaCl 
โดยเพิ่มความเขมขนของเกลือแบบลําดับขั้น (stepwise elution) คือ 0.1 0.2 0.4 และ 0.6 M 
ตามลําดับ โดยใชอัตราการไหลคงที่ 30 มิลลิลิตร/ช่ัวโมง แยกเก็บสวนที่ออกจากคอลัมนหลอดละ 2 
มิลลิลิตร แลวนําสารละลายที่ไดแตละหลอดมาวัดปริมาณโปรตีนโดยวัดคาการดดูกลืนคล่ืนแสงที่ 
280 นาโนเมตร และตรวจสอบความบริสุทธิ์ดวย SDS-PAGE (15% separating gel) จากภาพที่ 16 
เห็นไดวาเคอรซินถูกชะออกมาดวยเกลือ NaCl เมื่อเปลี่ยนความเขมขนเปน 0.2 M นําสารละลาย
เคอรซินที่ไดไปไดอะไลซในสารละลายบัฟเฟอร 0.2 M phosphate, pH 7.5 เพื่อแยกเอาเกลือ NaCl 
ออก วัดปริมาตรสารละลายโปรตีนหลังไดอะไลซ นําไปวัดปริมาณโปรตีนตามวิธีการของ Lowry 
et al. (1951) ซ่ึงความเขมขนของโปรตีนคํานวณโดยเทยีบกับกราฟมาตรฐานของ bovine serum 
albumin (BSA) (ภาคผนวก ข ขอ 3) และนาํไปไดอะไลซอีกครั้งในน้ํากล่ัน กอนนําไปตรวจสอบ
ความบริสุทธิ์ของเคอรซิน โดยไดโปรตีนทั้งหมด 1.63 มิลลิกรัม ทําใหเขมขนขึ้นดวย aqua sorb ซ่ึง
เปนการดึงน้ําออก พบวาไดโปรตีนทั้งหมดเปน 3.26 มิลลิกรัม จึงนําไปตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ
เคอรซินโดย SDS-PAGE 
 

จากการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเคอรซิน จะเห็นวา lane 4 นั้น ปรากฎ
แถบโปรตีนหลักเพียงแถบเดียวบน SDS-PAGE (ภาพที ่17) เปรียบเทยีบกับสารละลายสกัดหยาบ
ของโปรตีนและสารละลายที่ผานคอลัมน DEAE-Sephacel ที่แสดงดัง lane 2 และ lane 3 ตามลําดับ 
เห็นไดวามกีารแยกโปรตีนอื่น ๆ ออกไปเปนจนหมด แสดงวาโปรตีนจากเนื้อเมลด็สบูดําที่แยกดวย
คอลัมน CM-Cellulose มีความบริสุทธิ์สูง ซ่ึงเมื่อคํานวณน้ําหนกัโมเลกลุจาก SDS-PAGE 
เปรียบเทียบกบัโปรตีนมาตรฐานดังผลการทดลองที่ 1.2.2 พบวาแถบของโปรตีนหลักนี้มีน้ําหนัก
โมเลกุล (relative molecular weight) เทากบั 29 กิโลดาลตัน (ภาพที ่19) 
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ภาพที่ 16  โครมาโตแกรมของการแยกเคอรซินจากเนื้อเมล็ดสบูดําโดยผานคอลัมน CM-Cellulose :  

   รวมสารละลายโปรตีนสวนที่ไมจับคอลัมน DEAE-Sephacel (25 มิลลิกรัมโปรตีน) มา 
   แยกใหบริสุทธิ์โดยผานคอลัมน CM-Cellulose (1.5 x 5 เซนติเมตร) ชะโปรตีนสวนที่ไม 
   จับกับคอลัมนดวยสารละลายบัฟเฟอร 0.1 M sodium-acetate, pH 4.5 และชะโปรตนี 
   สวนที่จับกบัคอลัมนออกดวยสารละลายบัพเฟอรที่มคีวามเขมขนของเกลือ NaCl ตั้งแต  
   0.1, 0.2, 0.4 และ 0.6 M แบบลําดับขั้นโดยใชอัตราเรว็ 30 มิลลิลิตร/ช่ัวโมง แยกเกบ็สวน 
   สารละลายหลอดละ 2 มิลลิลิตร แลวนําแตละ peak ไปทดสอบกิจกรรมของเอนไซม N- 
   glycosidase    
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ภาพที่ 17  15% SDS-PAGE ของสารสกัดหยาบของโปรตีนจากเนื้อเมล็ดสบูดํา (KUBP 33) ที่แยก 

   โดยคอลัมน DEAE-Sephacel นําสวนที่ไมจับกับคอลัมน (unbound) ไปแยกตอโดยผาน 
   คอลัมน CM-Cellulose ยอมดวย comassie brilliant blue  
   Lane 1 คือ โปรตีนมาตรฐาน มีปริมาณโปรตีนเทากับ 5.75 มิลลิกรัมโปรตีน 
        Phosphorylase b น้ําหนักโมเลกุลเทากับ 97 กิโลดาลตัน 
    Albumin น้ําหนักโมเลกุลเทากับ 66 กิโลดาลตัน 
    Ovalbumin น้ําหนกัโมเลกลุเทากับ 45 กโิลดาลตัน 
    Carbonic anhydrase น้ําหนักโมเลกุลเทากับ 30 กิโลดาลตัน 
    Trypsin inhibitor น้ําหนักโมเลกุลเทากับ 20.1 กิโลดาลตัน 
  Lane 2 คือ สารสกัดหยาบ มีปริมาณโปรตีน เทากับ 10 มิลลิกรัมโปรตีน 
  Lane 3 คือ โปรตีนที่แยกโดยคอลัมน DEAE-Sephacel มีปริมาณโปรตีนเทากับ 10    
                   มิลลิกรัมโปรตีน  
  Lane 4 คือ โปรตีนแยกโดยคอลัมน CM-Cellulose มีปริมาณโปรตีน เทากับ 17.30  
                   มิลลิกรัมโปรตีน 
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1.2.2  การแยกเคอรซินใหบริสุทธิ์โดยการปรับพีเอช 
 

ในการทดลองนี้ไดทําการแยกเคอรซินใหบริสุทธิ์จากสารสกัดหยาบของโปรตีน
โดยการปรับ pH ของสารสกัดหยาบของโปรตีนใหต่ํากวาคา pI ของเคอรซิน มีรายงานวาเคอรซินมี
คา pI เทากับ 5.5 ดังนั้นในการทดลองนี้จึงปรับ pH ของสารสกัดหยาบใหเทากับ 4.5 โดยการ
ไดอะไลซในสารละลายบัฟเฟอร 0.1 M sodium-acetate, pH 4.5 เปนเวลา 3 ช่ัวโมง ดังวิธีการ
ทดลองในขอ 1.2 โปรตีนชนิดอื่นจะถูกตกตะกอนออกไป ดังนั้นโปรตีนที่สนใจจะละลายอยูใน
สวนใส และไดอะไลซในสารละลายบัฟเฟอร  0.2 M phosphate, pH 7.5 เพื่อคงสภาพของโปรตีน
นั้นไว ทําการไดอะไลซดวยน้ํากลั่นอีกครัง้แลว ทําการวดัปริมาณโปรตีนในสารสกดัหยาบโปรตนี
หลังจากการทาํบริสุทธิ์ ตามวิธีการของ Lowry et al. (1951) ซ่ึงความเขมขนของโปรตีนคํานวณโดย
เทียบกับกราฟมาตรฐานของ bovine serum albumin (BSA) แสดงดังภาคผนวก ข ขอ 4 พบวาสาร
สกัดหยาบโปรตีนหลังจากทําบริสุทธิ์ มีโปรตีนทั้งหมดเทากับ 40 มิลลิกรัม (ตารางที่ 8) และ
ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเคอรซินโดย 15% SDS-PAGE แสดงดังภาพที่ 18  
 

พบวา Lane 2 นั้น ปรากฏแถบโปรตีนเพียงแถบเดียว แสดงวาโปรตีนจากเนื้อ 
เมล็ดสบูดําที่ทําบริสุทธิ์โดยการไดอะไลซในสารละลายบัฟเฟอร 0.1 M sodium-acetate, pH 4.5 มี
ความบริสุทธิ์สูงและประกอบดวยหนวยยอยเพียงชนิดเดียว เมื่อเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐานดัง 
แสดงในภาพที่ 19 พบวาแถบของโปรตีนนี้มีน้ําหนักโมเลกุล (relative molecular weight) เทากับ 29 
กิโลดาลตัน  
 

เปรียบเทียบการเคลื่อนที่ของเคอรซินที่ทําบริสุทธิ์กับโปรตีนมาตรฐานซึ่งไดแก  
phosphorylase b, albumin, ovalbumin, carbonic anhydrase, trypsin inhibitor และ α-lactabumin 
บนแผน SDS-PAGE (ภาพที ่19) โคยคํานวณคาระยะทางสัมพัทธของโปรตีนมาตรฐานตาง ๆ ดัง
แสดงในตารางที่ 8 นําคาระยะทางสัมพัทธและน้ําหนักโมเลกุลไปสรางกราฟมาตรฐาน 
 

คาระยะทางสมัพัทธของเคอรซินเทากับ 0.510 และเมื่อนาํไปเปรียบเทยีบกับ
กราฟมาตรฐาน (ภาพที่ 19) ไดน้ําหนักโมเลกุลหนวยยอยเคอรซินเทากับ 29 กิโลดาลตัน 
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ภาพที ่18  15% SDS-PAGE ของเคอรซินจากเนื้อเมลด็สบูดําที่ทําใหบริสุทธิ์โดยไดอะไลซใน 

   สารละลายบัฟเฟอร 0.1 M Sodium-Acetate, pH 4.5 ยอมดวย silver stain  
   Lane 1 คือ โปรตีนมาตรฐาน มีปริมาณโปรตีนเทากับ 5.75 มิลลิกรัมโปรตีน 
       Phosphorylase b น้ําหนกัโมเลกุลเทากับ 97 กิโลดาลตัน 
     Albumin น้ําหนักโมเลกุลเทากับ 66 กิโลดาลตัน 
    Ovalbumin น้ําหนกัโมเลกลุเทากับ 45 กโิลดาลตัน 
    Carbonic anhydrase น้ําหนักโมเลกุลเทากับ 30 กิโลดาลตัน 
    Trypsin inhibitor น้ําหนักโมเลกุลเทากับ 20.1 กิโลดาลตัน 
   Lane 2 คือ โปรตีนที่ทําบริสุทธิ์โดยไดอะไลซ ในสารละลายบัฟเฟอรที่เปนกรด ม ี
                     ปริมาณโปรตีน เทากับ 12 มิลลิกรัมโปรตีน  
   Lane 3 คือ สารสกัดหยาบ มีปริมาณโปรตีน เทากับ 12 มิลลิกรัมโปรตีน 
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ตารางที่ 8  ความสัมพันธระหวางน้ําหนกัโมเลกุลของโปรตีนและอัตราสวนของการเคลื่อนที่ของ 

    โปรตีนมาตรฐานบน SDS-PAGE 
 

โปรตีนมาตรฐาน น้ําหนกัโมเลกลุ 
(กิโลดาลตัน) 

Relative mobility 

Phosphorylase b 97 0.07 
Albumin 66 0.13 
Ovalbumin  45 0.25 
Carbonic anhydrase 30 0.46 
Trypsin inhibitor 20.1 0.67 
α-lactabumin 14.4 0.89 

 
 

 
 
ภาพที ่19  กราฟแสดงความสัมพันธระหวางน้ําหนกัโมเลกุลของโปรตีนและอัตราสวนของการ 

    เคล่ือนที่ของโปรตีนบน SDS-PAGE 
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ตารางที่ 9  ปริมาณโปรตีนทัง้หมดตอน้ําหนักเมล็ดแหงที่แยกไดหลังจากการผานคอลัมน DEAE- 

    Sephacel, CM-Cellulose และ การปรับ pH 
  

ขั้นตอนการทําบริสุทธ์ิ ปริมาณโปรตนีท้ังหมด  
(มิลลิกรัมโปรตีน/น้ําหนักเมล็ดแหง) 

DEAE-Sephacel 15.27 
CM-Cellulose 3.26 
การปรับ pH 40.0 

 
หมายเหตุ  1.  น้ําหนกัของเนือ้เมล็ดเริ่มตนเทากับ 433 มิลลิกรัม 
     2.  ปริมาณโปรตีนเริ่มตนเทากับ 30 มิลลิกรัมโปรตีน 
     3.  ปริมาณโปรตีนเริ่มตนเทากับ 45 มิลลิกรัมโปรตีน 
  

1.3  การศึกษามวลโมเลกุลของเคอรซินโดย MALDI-TOF Mass Spectrophotometry 
 

       เพื่อใหทราบมวลโมเลกุลที่แนนอนของเคอรซินจากเนื้อเมล็ดสบูดําที่ไดทําใหบริสุทธิ์  
จึงไดทําการตดัแถบโปรตีนจาก 15% SDS-PAGE ไปหามวลโมเลกุลโดยวิธี MALDI-TOF MS ดัง
วิธีการทดลองในขอ 1.5 ซ่ึงเปนเทคนิคที่มคีวามแมนยําสูง ผลแสดงดังภาพที่ 20 ซ่ึงพบวา peak ที่
ปรากฏมีเพียง peak เดียวเทานั้น มีมวลโมเลกุลที่เทากับ 28,367 ดาลตัน หรือ ประมาณ 28.4 กิโล
ดาลตัน ซ่ึงต่ํากวาน้ําหนกัโมเลกุลที่หาไดจาก SDS-PAGE  
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ภาพที ่20  การศึกษามวลโมเลกุลขอลเคอรซินจากเนื้อเมล็ดสบูดําโดย MALDI-TOF MS  
 

1.4  การศึกษาชนิดของเคอรซินดวยเทคนิค In gel digestion และ LC-MS/MS 
 

        เพื่อเปนการยืนยนัวาโปรตีนที่ทําบริสุทธิ์จากเนื้อเมล็ดสบูดํา นั้นเปนเคอรซินจริง 
งานวิจยันีจ้ึงไดวิเคราะหหาลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน แยกไดดวยเทคนิค In gel digestion ซ่ึง
เปนการยอยแถบของโปรตีนที่แยกไดจาก 15% SDS-PAGE ดวยเอนไซม trypsin เพื่อใหไดเปนสาย
เปปไทดสายสัน้ ๆ หลังจากนั้นจึงไดนําสายเปปไทด ไปวิเคราะหลําดบักรดอะมิโนโดยเทคนิค LC-
MS/MS อีกครั้ง และใชโปรแกรม MASCOT  ทําการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนที่ได
กับลําดับกรดอะมิโนในฐานขอมูลพืช (Green plant) ใน NCBI และไดใช Parameter ในการ
วิเคราะหดังนี ้คือ Fixed modification, Variable modification, Mass value, Protein mass, Peptide 
mass tolerance, Fragment mass tolerance และ Max missed cleavage ผลที่ไดแสดงดังภาพที ่21 จะ
เห็นวาลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนบริสุทธิ์ที่แยกไดมีคาความเหมือนกบัสารตั้งตนของเคอรซิน 

28367.418 
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(curcin precursor) และโปรตีน RIP ของสบูดํา เทากับ 78% และ 15% ตามลําดับ จึงสรุปไดวา
โปรตีนที่ทําบริสุทธิ์ไดนาจะเปนเคอรซิน 
 

 
 
ภาพที ่21  การวิเคราะหลําดบักรดอะมิโนของโปรตีนที่ทําบริสุทธิ์จากเนื้อเมล็ดสบูดาํโดยเทคนิค In  
                 gel digestion และ LC-MS/MS ดวยโปรแกรม MASCOT อานผลโดยเปรียบเทียบกับ 
                 ลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนอื่นในฐานขอมูลพืช (Green plant) ใน NCBI และใช  

    Parameter ไดแก Fixed modification, Variable modification, Mass value, Protein mass,  
    Peptide mass tolerance, Fragment mass tolerance, Max missed cleavage 
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 2.  การศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของโปรตีนบริสุทธ์ิท่ีสกัดไดจากเนื้อเมล็ดสบูดํา 
 

2.1  การศึกษากิจกรรมของเอนไซม rRNA N-glycosidase 
 

              เนื่องจากมีรายงานวาเคอรซินมีคุณสมบัติเปน RIP Type I (Lin et al, 2003) ซ่ึงมี
กิจกรรมของเอนไซม rRNA N-glycosidase ในการทดลองนี้จึงไดทําการทดสอบกิจกรรมของ
เอนไซม rRNA N-glycosidase ของโปรตีนบริสุทธิ์ที่สกัดไดจากเนื้อเมลด็สบูดํา โดยใช rabbit 
reticulocyte lysate เปนสับสเทรต นํามาบมกับเคอรซินที่สกัดไดจากเนือ้เมล็ดสบูดําสายพันธุ 
KUBP 33 และ RIP ตัวอ่ืน ๆ ที่นํามาใชเปนตัวเปรยีบเทยีบ ไดแก ricin A chain จากเมล็ดละหุง 
(Ricinus communis) และ PAP (pokeweed antiviral protein) สกัดไดจากเมล็ด pokeweed 
(Phytolacca americana) ที่จัดอยูในกลุมของ RIP Type I เชนเดยีวกับเคอรซิน ดังวิธีการทดลองใน
ขอ 2.1 ตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม rRNA N-glycosidase บนเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส (6% PAGE) 
ที่มีการเติม 7 M urea ลงไป ซ่ึงเอนไซม จะตัดพนัธะ N-glycosidic ที่เชื่อมอยูระหวางเบส Adenine 
ตําแหนง 4324 กับ sugar - phosphate backbone เมื่อใส aniline (1M aniline/0.8 M acetic acid, pH 
4.5) จะปรากฎชิ้น RNA (α-fragment) ที่มีขนาดประมาณ 640 คูเบส บนเจล 
 

จากภาพที ่22 จะเห็นวาโปรตีนที่ทําใหบริสุทธิ์จากเนื้อเมล็ดสบูดํามีกจิกรรมของ
เอนไซม rRNA N-glycosidase เนื่องจากปรากฎแถบของชิ้น RNA ขนาดประมาณ 640 คูเบส (lane 
9) เชนเดียวกบัโปรตีน RIP อีก 2 ชนิด คือ Ricin (lane 5) และ PAP (lane 7) ซ่ึงเมื่อเทียบกับ lane 4, 
lane 6 และ lane 8 ที่ไมใส aniline พบวาไมปรากฎแถบชิ้น RNA ขนาดประมาณ 640 คูเบส  
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ภาพที ่22  Urea PAGE (6% gel/7 M urea) ของการวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซม rRNA N- 

    glycosidase ในเคอรซินบริสุทธิ์ที่สกัดไดจากเนื้อเมลด็สบูดํา โดยใช rabbit reticulocyte  
    lysate เปนสับสเทรต 
   Lane 1 คือ RNA marker  
   Lane 2 คือ control ที่เปนสับสเทรต (reticulocyte lysate)  
   Lane 3 คือ control ที่เปนสับสเทรต (reticulocyte lysate) ที่ใส aniline 
   Lane 4 คือ Ricin A chain มีปริมาณโปรตีนเทากับ 5 ไมโครกรัม  
   Lane 5 คือ Ricin A chain มีปริมาณโปรตีนเทากับ 5 ไมโครกรัม ที่ใส aniline 
   Lane 6 คือ PAP มปีริมาณโปรตีนเทากับ 5 ไมโครกรัม 
   Lane 7 คือ PAP มีปริมาณโปรตีนเทากับ 5 ไมโครกรัม ที่ใส aniline 
   Lane 8 คือ เคอรซินทําบริสุทธิ์ มีปริมาณโปรตีนเทากบั 5 ไมโครกรัม 
   Lane 9 คือ เคอรซินทําบริสุทธิ์ มีปริมาณโปรตีนเทากบั 5 ไมโครกรัม ที่ใส aniline 
 
 
 
 
 

RNA  
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2.2  การศึกษาความสามารถของเคอรซินในการยับยั้งจุลชีพ 
 
        ในการทดลองนี้ไดทําการทดสอบการยับยั้งจุลชีพ (เชื้อจุลชีพที่กอโรคในคนจํานวน 
31 ชนิด) ของสารสกัดหยาบของโปรตีนและเคอรซินทีท่ําบริสุทธิ์จากเนื้อเมล็ดสบูดาํ โดยใชวิธี 
agar dilution assay ดังวิธีการทดลอง 2.2 ซ่ึงใชยาปฎิชีวนะเปนสารมาตรฐาน คือ Ampicillin 
Chloramphenicol และ Amphotericin B เปน positive control (ภาคผนวก ข ขอ 9) ผลการทดสอบ
แสดงในตารางที่ 10 และตารางที่ 11  
 

จากตารางที่ 9 พบวาสารสกัดหยาบของโปรตีนจากเนื้อเมล็ดสบูดํา สามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียที่ใชในการทดสอบทั้งหมด 6 ชนิด จากเชื้อจุลชีพทั้งหมด 31 ชนิด ซ่ึง
ไดแก Bacillus cereus ATCC 11778 (DMST 5040), Salmonella enteritidis ATCC 17368, 
Staphylococcus aureus  DMST 20654 (MRSA), Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 
(DMST 15505), Serratia marcescens ATCC 8100 และ Shigella boydii DMST 7776  โดยสามารถ
ยับยั้งการเจรญิเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 (DMST) ซ่ึงเปน
สาเหตุของการติดเชื้อ เกิดหนอง ฝและแผลพุพอง ไดดีทีสุ่ด โดยมีคา MIC เทากับ 62.5 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร  
 

สวนผลการทดสอบการยับยั้งจุลชีพของเคอรซินที่ทําบริสุทธิ์จากเนื้อเมล็ดสบูดํา 
(ตารางที่ 10) พบวาสามารถยับยั้งการเจรญิเติบโตของเชื้อแบคทีเรียทีใ่ชในการทดสอบทั้งหมด 11 
ชนิด จากเชื้อจลุชีพทั้งหมด 31 ชนิด ไดแก  Acinetobacter lwoffii ATCC 15309 (DMST 4229), 
Bacillus cereus ATCC 11778 (DMST 5040), Salmonella typhi DMST 5784, Shigella dysenteriae 
DMST 15111, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 (DMST 15505), Vibrio cholera nonO1, 
nonO139 DMST 2873, Vibrio cholera O139 ATCC 51394, Bacillus subtilis ATCC 6633, 
Escherichia coli O157.H7 DMST 12743, Serratia marcescens ATCC 8100 และ Shigella flexneri 
DMST 4423 โดยสามารถยับยั้งการเจริญเตบิโตของเชื้อแบคทีเรีย Staphylococcus epidermidis 
ATCC 12228 (DMST) ซ่ึงเปนสาเหตุของการติดเชื้อ เกิดหนอง ฝและแผลพุพอง และเชื้อแบคทีเรีย 
Bacillus subtilis ATCC 6633 ซ่ึงเปนสาเหตุของการติดเชื้อในกระเพาะปสสาวะ ทําใหกระเพาะ
ปสสาวะอักเสบ ไดดีที่สุด โดยมีคา MIC เทากับ 78.1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  
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ตารางที่ 10  คา Minimum inhibitory concentration (MIC) ของสารสกัดหยาบจากเนื้อเมล็ดสบูดํา 
 

เชื้อแบคทีเรีย MIC (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
Bacillus cereus ATCC 11778 (DMST 5040) 250 
Salmonella enteritidis ATCC 17368 125 
Serratia marcescens ATCC 8100 150 
Shigella boydii DMST 7776  500 
Staphylococcus aureus  DMST 20654 (MRSA) 250 
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 (DMST 15505) 62.5 

  
ตารางที่ 11  คา Minimum inhibitory concentration (MIC) ของเคอรซินที่ทําบริสุทธิ์ที่สกัดไดจาก 
                    เนื้อเมล็ดสบูดํา 
 

เชื้อแบคทีเรีย MIC (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
Acinetobacter lwoffii ATCC 15309 (DMST 4229) 312.5 
Bacillus cereus ATCC 11778 (DMST 5040) 625 
Bacillus subtilis ATCC 6633 78.1 
Escherichia coli O157.H7 DMST 12743 625 
Salmonella typhi DMST 5784 312.5 
Serratia marcescens ATCC 8100 312.5 
Shigella dysenteriae DMST 15111 625 
Shigella flexneri DMST 4423 156.2 
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 (DMST 15505) 78.1 
Vibrio cholera nonO1, nonO139 DMST 2873 625 
Vibrio cholera O139 ATCC 51394 312.5 
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2.3  การศึกษาความสามารถของเคอรซินในการยับยั้งเซลลมะเร็ง 
 
       ในการทดลองนี้ไดศึกษาความสามารถของสารสกัดหยาบและเคอรซินที่ทําบริสุทธิ์

จากเนื้อเมลด็สบูดําในการยบัยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง 4 ชนิด ไดแก เซลลมะเร็งลําไสใหญ 
SW620 (ATCC CCL-227) โดยวิธี MTT assay (วิธีการทดลองในขอ 2.3.1) ซ่ึงใชยาปฎิชีวนะ คือ 
mytomycin C เปน positive control  พบวาสารสกัดหยาบและเคอรซินที่ทําบริสุทธิ์จากเนื้อเมล็ดสบู
ดําไมสามารถยับยั้งการเจรญิของเซลลมะเร็งดังกลาวไดที่ความเขมขน 1.0 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
เซลลมะเร็งเยือ่บุชองปาก KB (ATCC CCL-17) เซลลมะเร็งเตานม MCF-7 (ATCC HTB-22) และ
เซลลมะเร็งปอด NCI-H187 (ATCC CRL-5804) โดยวิธี REMA (วิธีการทดลองในขอ 2.3.2) ใช
ยาปฎิชีวนะ คอื Ellipticine และ Doxorubicin เปน positive control  พบวาสารสกัดหยาบและเคอร
ซินที่ทําบริสุทธิ์จากเนื้อเมล็ดสบูไมสามารถยับยั้งการเจรญิของเซลลมะเร็งดังกลาวไดที่ความ
เขมขน 5 และ 2.7 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ (ตารางที่ 12) 
 
ตารางที่ 12  ความเปนพษิของสารสกัดหยาบและเคอรซินที่ทําบริสุทธิ์จากเนื้อเมล็ดสบูในการยับยั้ง 

      การเจริญเซลลมะเร็ง 
 

 
เซลลมะเร็ง 

ความเขมขนของโปรตีนที่เปนพิษตอ
เซลล (mg/ml) 

 
วิธีท่ี

ทดลอง สารสกัดหยาบ เคอรซินบริสุทธ์ิ 
เซลลมะเร็งลําไสใหญ SW620  
(ATCC CCL-227) 

1.0 (ไมมีฤทธิ์) 1.0 (ไมมีฤทธิ์) MTT assay 

เซลลมะเร็งเยื่อบุชองปาก KB (ATCC CCL-17) 5.0 (ไมมีฤทธิ์) 2.7 (ไมมีฤทธิ์) REMA 
เซลลมะเร็งเตานม MCF-7 (ATCC HTB-22) 5.0 (ไมมีฤทธิ์) 2.7 (ไมมีฤทธิ์) REMA 
เซลลมะเร็งปอด NCI-H187 (ATCC CRL-5804) 5.0 (ไมมีฤทธิ์) 2.7 (ไมมีฤทธิ์) REMA 

 
หมายเหตุ  1.  ความเขมขนของโปรตีนเริ่มตนของสารสกัดหยาบจากเนื้อเมล็ดสบูดํา เทากับ 17.66  

         มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
     2.  ความเขมขนของโปรตีนเริ่มตนของเคอรซินที่ทําบริสุทธิ์จากเนื้อเมล็ดสบูดําที่ใช  

         เทากับ 20.0 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
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3.  การนําโปรตีนท่ีทําบริสุทธ์ิจากเนื้อเมล็ดสบูดํามาประยุกตใช 
 

3.1  การตรวจสอบความจําเพาะของพอลิโคลนอลแอนติบิดีของกระตายตอเคอรซิน  
  

 เคอรซินที่ทําบริสุทธิ์ที่สกัดไดจากเนื้อเมลด็สบูดําสายพนัธุ KUBP 33 ไดนํามาผลิต
พอลิโคลนอลแอนติบิดีของกระตายตอเคอรซิน (วิธีการทดลองในขอ 3.2)  และตรวจสอบ
คุณลักษณะวาแอนติบอดีที่ผลิตไดนั้นสามารถเกิดปฎิกิริยาไดเฉพาะกบัเคอรซินเพียงเทานั้น หรือ
สามารถเกิดปฎิกิริยาไดกับโปรตีน RIP ชนิดอื่น ๆ ไดดวย ซ่ึงโปรตีน RIP ที่นํามาทดสอบ ไดแก 
ricin จากเมลด็ละหุง และ PAP จากเมล็ด pokeweed โดยเทคนิค Immuno-Western Blot และใชโดย
ใชพอลิโคลนอลแอนติบอดขีองกระตายตอเคอรซินเปนแอนติบอดีชนดิที่ 1 และพอลิโคลนอล
แอนติบอดีของแพะทีจ่ําเพาะตออิมมูโนโกลบูลินของกระตายซ่ึงเชื่อมตอกับเอนไซมฮอรซแรดดิช
เปอรออกซิเดสเปนแอนติบอดีชนิดที่ 2 เปนผลที่ปรากฎบนแผนฟลม ดังภาพที่ 23 พบวา ไมปรากฎ
แถบของสารเชิงซอนระหวางพอลิโคลนอลแอนติบอดีกบั ricin และ PAP (lane 1 และ lane 2 
ตามลําดับ) แตพบแถบของสารเชิงซอนระหวางพอลิโคนอลแอนติบอดีกับเคอรซินบริสุทธิ์ที่แยกได 
จึงสรุปไดวาพอลิโคลนอลแอนติบอดีของกระตายตอเคอรซินที่ผลิตนั้นมีความจําเพาะกับเคอรซิ
นเพียงชนิดเดยีว 
 

จากคุณลักษณะของพอลิโคลนอลแอนติบอดีดังกลาว ทาํใหสามารถนําพอลิโคลนอล
แอนติบอดีของกระตายตอเคอรซินที่ผลิตไดนั้นไปใชตรวจหาปริมาณเคอรซินในเนื้อเมล็ดสบูดํา
จากแหลงปลูกตาง ๆ และสายพันธุที่เปน non-toxic และ toxic จากเนื้อเมล็ดและเปลือกสบูดํา  
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(ก) 

 
 
(ข) 

 
 
ภาพที่ 23  การตรวจสอบความจําเพาะของพอลิโคลนอลแอนติบิดีของกระตายตอเคอรซิน 

   (ก)  Lane 1 คือ โปรตีนมาตรฐาน ปริมาณเทากบั 5.75 มิลลิกรัมโปรตีน 
Lane 2 คือ Ricin ปริมาณเทากับ 5.0 มิลลิกรัมโปรตีน 
Lane 3 คือ PAP ปริมาณเทากับ 5.0 มิลลิกรัมโปรตีน  
Lane 4 คือ Curcin ปริมาณเทากับ 5.0 มิลลิกรัมโปรตีน  

    (ข) สารสกัดหยาบจากเนื้อเมล็ดสบูดําจากแหลงปลูกตาง ๆ 10 แหลง (ปริมาณโปรตีน 
แหลงปลูกละ 20 มิลลิกรัมโปรตีน) 
เครื่องหมายลกูศร แสดงตําแหนงของแถบโปรตีนที่มีขนาด 29 กิโลดาลตัน  
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3.2  การวิเคราะหหาปริมาณเคอรซินในเนื้อเมล็ดสบูดําจากแหลงปลูกตาง ๆ  
 

       จากภาพที ่23 แสดงวาพอลิโคลนอลแอนติบอดีมีความจําเพาะตอเคอรซิน จากเนื้อ
เมล็ดสบูดํา ในการทดลองนี้จึงไดวิเคราะหหาปริมาณเคอรซินในเนื้อเมล็ดสบูดําจากแหลงปลูกตาง 
ๆ ทั้งหมด 153 แหลง (ภาคผนวก ข ขอ 6) ดวยเทคนิค Immuno-Western Blot โดยใชโพลีโคลนอล
แอนติบอดีของกระตายตอเคอรซิน เปนแอนติบอดีชนิดที ่1 (วิธีการทดลองในขอ 3.3) การหา
ปริมาณเคอรซินจากเนื้อเมลด็สบูดํา KUBP 33 ดวยเทคนิค Immuno-Western Blot ที่มีปริมาณ
โปรตีนแตกตางกันไปตั้งแต 5 – 50 ไมโครกรัม แสดงผลบนแผนฟลม (ภาคผนวก ข ขอ 5) แลว
นํามาสรางกราฟมาตรฐานทีม่ีความสัมพันธระหวางปริมาณเคอรซิน (ไมโครกรัม) (แกน x) กับ
ปริมาณของเคอรซิน (แกน y) ที่ไดจากการอานคาความเขมของแถบที่ปรากฎบนแผนฟลมดวย
โปรแกรม Infinity-Capt version 12.9 แปลผลเปนรูปกราฟซึ่งคํานวณไดจากคาของพืน้ที่ใตกราฟ 
พบวาไดกราฟที่เปนเสนตรงมีคา R2 = 0.9906  (ภาคผนวก ข ขอ 6) หลังจากนั้นจึงคํานวณหา
ปริมาณเคอรซินจากเนื้อเมลด็สบูดําจากแหลงปลูกตาง ๆ ทั้งหมด 153 แหลงปลูก จากพื้นที่ใตกราฟ
โดยเปรียบเทยีบกับกราฟมาตรฐานของเคอรซินจากปริมาณเคอรซินจากเนื้อเมล็ดสบูดําจากแหลง
ตาง ๆ ทั้งหมด 153 แหลงปลูกนั้นมีปริมาณเคอรซินตั้งแต 0-9.09 % โดยน้ําหนกัเนื้อเมล็ดแหง 
สามารถจัดกลุมเมล็ดสบูดําตามปริมาณของเคอรซิน (% โดยน้ําหนักเนือ้เมล็ดแหง) ไดเปน 4 กลุม 
(ตารางที่ 13) คือ กลุม A จํานวน 117 แหลงปลูก มีปริมาณเคอรซินเทากับ 0-2.99 %, กลุม B จํานวน 
28 แหลงปลูก มีปริมาณเคอรซินเทากับ 3.00-5.99 % , กลุม C จํานวน 7 แหลงปลูก มีปริมาณเคอร
ซินเทากับ 6.00-8.99 % และ กลุม D จาํนวน 1 แหลงปลูก มีปริมาณเคอรซินเทากับ 9.00-11.99 %   
 

 จากการจดักลุมตามปริมาณเคอรซินพบวา มีเมล็ดสบูดําจากแหลงปลูก 3 แหลงปลูกที่
ไมมีเคอรซินอยูเลย ไดแก KUBP 169 จากจังหวดันครพนม, KUBP 187 จากจังหวดัอํานาจเจริญ 
และ KUBP 19 จากจังหวดัรอยเอ็ด และพบวาเมล็ดสบูดาํจาก 153 แหลงปลูกมีปริมาณโปรตีนอยู
ระหวาง 0.32-16.07 % โดยน้ําหนกัเนื้อเมล็ดแหง โดยเมล็ดสบูดํา KUBP19 จากจังหวัดรอยเอด็ มี
ปริมาณโปรตีนมากที่สุด คือ 16.07 % โดยน้ําหนกัเนื้อเมล็ดแหง สวนเมล็ดสบูดําที่มีปริมาณเคอร 
ซินสูงที่สุด ไดแก KUBP 75 คือ 9.09 % ตอน้ําหนกัเนือ้เมล็ดแหง 
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ตารางที่ 13  ปริมาณเคอรซินและโปรตีน (% ตอน้ําหนักเนื้อเมล็ดแหง) ในเนื้อเมลด็สบูดําจากแหลง 

      ปลูกตาง ๆ 
 

Accession 
number 

Curcin 
(% dry wt.) 

Protein 
(% dry wt.) 

Accession 
number 

Curcin 
(% dry wt.) 

Protein 
(% dry wt.) 

Group A   Group A   
      
KUBP169 0.00 1.71 KUBP163 0.90 2.73 
KUBP187 0.00 1.48 KUBP6 0.92 14.61 
KUBP19 0.00 16.07 KUBP74 1.00 7.16 
KUBP15 0.00 0.97 KUBP130 1.01 1.83 
KUBP34 0.09 0.32 KUBP112 1.02 3.6 
KUBP143 0.09 0.39 KUBP84 1.05 3.79 
KUBP164 0.15 0.87 KUBP159 1.06 3.39 
KUBP179 0.16 0.41 KUBP138 1.08 2.34 
KUBP4 0.16 11.17 KUBP81 1.10 3.85 
KUBP156 0.21 0.48 KUBP21 1.10 2.54 
KUBP153 0.27 1.32 KUBP204 1.11 3.09 
KUBP175 0.28 0.60 KUBP65 1.13 2.31 
KUBP177 0.31 0.79 KUBP126 1.15 1.83 
KUBP178 0.33 0.65 KUBP110 1.18 3.27 
KUBP23 0.40 4.71 KUBP134 1.18 2.55 
KUBP50 0.51 1.71 KUBP28 1.20 4.49 
KUBP132 0.67 2.55 KUBP51 1.24 2.47 
KUBP140 0.70 3.06 KUBP108 1.24 2.73 
KUBP133 0.77 3.06 KUBP206 1.25 4.59 
KUBP72 0.87 4.97 KUBP114 1.25 4.2 
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ตารางที่ 13  (ตอ) 
 

Accession 
number 

Curcin 
(% dry wt.) 

Protein 
(% dry wt.) 

Accession 
number 

Curcin 
(% dry wt.) 

Protein 
(% dry wt.) 

Group A   Group A   

KUBP195 1.30 3.51 KUBP188 1.68 4.2 
KUBP139 1.34 2.91 KUBP211 1.71 5.4 
KUBP95 1.34 4.03 KUBP91 1.71 4.33 
KUBP189 1.37 3.09 KUBP5 1.74 2.9 
KUBP123 1.37 4.11 KUBP56 1.75 5.81 
KUBP109 1.41 3.09 KUBP89 1.77 5.83 
KUBP131 1.42 2.49 KUBP67 1.77 3.8 
KUBP181 1.44 2.72 KUBP3 1.80 5.36 
KUBP185 1.44 8.49 KUBP11 1.80 3.86 
KUBP30 1.49 4.28 KUBP64 1.83 4.03 
KUBP193 1.54 4.37 KUBP46 1.87 3.73 
KUBP142 1.55 2.4 KUBP79 1.90 4.03 
KUBP194 1.55 4.2 KUBP121 1.91 3.06 
KUBP176 1.56 3.79 KUBP148 1.94 6.54 
KUBP66 1.57 4.58 KUBP128 1.95 2.91 
KUBP141 1.60 3.24 KUBP63 1.95 3.21 
KUBP186 1.60 1.89 KUBP208 1.97 7.5 
KUBP125 1.61 2.61 KUBP135 1.98 6.78 
KUBP36 1.64 4.25 KUBP209 2.01 4.71 
KUBP210 1.66 4.41 KUBP18 2.05 6.24 
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ตารางที่ 13  (ตอ) 
 

Accession 
number 

Curcin 
(% dry wt.) 

Protein 
(% dry wt.) 

Accession 
number 

Curcin 
(% dry wt.) 

Protein 
(% dry wt.) 

Group A   Group A   
    

KUBP124 2.08 3.42 KUBP9 2.53 10.2 
KUBP24 2.09 4.25 KUBP119 2.59 3.42 
KUBP31 2.14 4.15 KUBP120 2.62 3.87 
KUBP43 2.15 4.28 KUBP49 2.64 7.1 
KUBP62 2.20 4.32 KUBP122 2.68 4.53 
KUBP78 2.23 3.94 KUBP196 2.68 5.74 
KUBP115 2.25 5.64 KUBP88 2.70 5.7 
KUBP1 2.25 4.37 KUBP16 2.71 3.53 
KUBP38 2.27 5.21 KUBP118 2.72 5.97 
KUBP170 2.27 4.17 KUBP80 2.76 6.22 
KUBP129 2.29 4.11 KUBP83 2.80 4.35 
KUBP197 2.30 5.36 KUBP205 2.89 6 
KUBP111 2.35 7.44 KUBP29 2.89 3.83 
KUBP161 2.39 5.1 KUBP37 2.90 4.88 
KUBP190 2.41 4.8 KUBP27 2.90 5.62 
KUBP136 2.42 9.12 KUBP73 2.94 8.3 
KUBP25 2.44 4.78    
KUBP116 2.45 6.12    
KUBP2 2.51 5.4    
KUBP77 2.51 9.0    
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ตารางที่ 13  (ตอ) 
 

Accession 
number 

Curcin 
(% dry wt.) 

Protein 
(% dry wt.) 

Accession 
number 

Curcin 
(% dry wt.) 

Protein 
(% dry wt.) 

Group B   Group B   
    

KUBP149 3.05 5.88 KUBP86 4.55 14.78 
KUBP184 3.09 7.29 KUBP212 4.88 10.67 
KUBP87 3.13 9.12 KUBP76 4.91 13.98 
KUBP69 3.14 9.29 KUBP96 4.92 11.53 
KUBP52 3.23 4.37 KUBP199 5.00 7.97 
KUBP180 3.30 6.65 KUBP44 5.12 12.43 
KUBP155 3.31 7.8 KUBP158 5.32 9.72 
KUBP85 3.47 11.45 KUBP8 5.46 14.53 
KUBP117 3.70 8.34 KUBP32 5.89 11.68 
KUBP201 3.75 9.9 KUBP86 4.55 14.78 
KUBP33 3.80 7.15 KUBP212 4.88 10.67 
KUBP198 3.85 6.26 KUBP76 4.91 13.98 
KUBP192 3.88 10.24    
KUBP58 3.89 14.26 Group C   
KUBP14 3.89 6.1 KUBP13 6.21 12.39 
KUBP172 4.01 9.99 KUBP45 6.48 13.07 
KUBP191 4.16 11.66 KUBP47 6.56 9.75 
KUBP200 4.19 6.56 KUBP71 6.79 12.43 
KUBP12 4.42 10.89 KUBP7 6.88 13.41 
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ตารางที่ 13  (ตอ) 
 

Accession Curcin 
(% dry wt.) 

Protein 
(% dry wt.) 

Accession Curcin 
(% dry wt.) 

Protein 
(% dry wt.) 

Group C   Group D   
    

KUBP35 7.59 4.08 KUBP75 9.09 1.57 
KUBP20 7.85 14.7    

 
หมายเหตุ  A = 0-2.99 %, B = 3.00-5.99 %, C = 6.00-8.99 % และ D = 9.00-11.99 % เคอรซิน 
 
 3.3  การวิเคราะหหาปริมาณเคอรซินจากเนือ้เมล็ดและเปลือกผลของสบูดํา สายพันธุ non-
toxic และ toxic 
 
         จากการศกึษาดังกลาวทาํใหทราบวาพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดนั้น มี
ความจําเพาะตอเคอรซินจากเนื้อเมล็ดสบูดํา ดังนั้นในการทดลองนี้ จึงไดวิเคราะหหาปริมาณเคอร
ซินในเนื้อเมล็ดสบูดําสายพนัธุ non-toxic สุขสันต 1 และ non-toxic สุขสันต 1 และในเปลือกผลสบู
ดําสายพันธุ non-toxic และ toxic ดวยเทคนิค Immuno-Western Blot (ภาคผนวก ข ขอ 7) (วิธีการ
ทดลองในขอ 3.3) การหาปรมิาณเคอรซินจากเนื้อเมล็ดสบูดํา KUBP 33 ดวยเทคนิค Immuno-
Western Blot ที่มีปริมาณโปรตีนแตกตางกนัไปตั้งแต 5 – 50 ไมโครกรัม แสดงผลบนแผนฟลม 
(ภาคผนวก ข ขอ 5) จากพืน้ที่ใตกราฟ โดยเปรียบเทยีบกับกราฟมาตรฐานของเคอรซิน (ภาคผนวก 
ข ขอ 6) พบวาปริมาณเคอรซินจากเนื้อเมลด็สบูดําสายพนัธุ non-toxic สุขสันต 1 และ non-toxic สุข
สันต 1 และจากเปลือกผลสบูดําสายพันธุ non-toxic และ toxic คือ 1.54%, 1.63%, 2.03% และ 1.05 
% (โดยน้ําหนกัเนื้อเมล็ดแหง) ตามลําดับ (ภาคผนวก ข ขอ 7) (ตารางที่ 14) 
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ตารางที่ 14  ปริมาณเคอรซินและโปรตีน (% ตอน้ําหนักเนื้อเมล็ดแหง) ในเนื้อเมลด็สบูดําจากสาย 

      พันธุ non-toxic สุขสันต 1, non-toxic สุขสันต 2 และเปลือกผลสบูดําจากสายพนัธุ non- 
      toxic, toxic        

 
Accession  Curcin (% dry wt.)a Protein (% dry wt.) Group 

Non-toxic สุขสันต 1 1.54 ± 2 3.28 B 
Non-toxic สุขสันต 2 1.63 ± 1 9.66 A 
Non-toxic จากเปลือกผล 2.03 ± 1 2.71 A 
Toxic จากเปลอืกผล 1.05 ± 2 3.34 B 
โปรตีนบริสุทธิ์จากเปลือก 
หุมเมล็ด (KUBP33)b 

- 0.23 - 

 
หมายเหตุ  a:  จํานวนซ้ํา 
                  b:  โปรตีนจากเปลือกหุมเมล็ด (KUBP33) ที่ไดจากการทําบริสุทธิ์โดยผานคอลัมน CM- 
                        Cellulose 
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วิจารณ 
 

งานวิจยันี้ไดพฒันาวิธีการแยกเคอรซินจากเนื้อเมล็ดสบูดํา (KUBP33) ใหบริสุทธิ์ดวย
วิธีการอยางงายและไมตองใชวิธีโครมาโตกราฟ เนื่องจากเนื้อเมล็ดสบูดํามีปริมาณน้าํมันสูง   
47.08-58.12 % (Ginwal, 2004) ดังนั้นกอนจะทําการแยกโปรตีนจึงจําเปนตองสกัดเอาน้ํามันออก
จากสารสกัดหยาบของเนื้อเมล็ด โดยทั่วไปการสกัดน้ํามนัจากเนื้อเมลด็พืชมักเปนการสกัดโดยใช
ตัวทําละลายอนิทรีย เชน เฮกเซน ไดเอทิลอีเทอร เปนตน ซ่ึงเปนการสิ้นเปลืองและอาจมีผลตอ
สภาพธรรมชาติของโปรตีน ในการทดลองนี้จึงทําการลดอุณหภูมิของสารสกัดหยาบจากเนื้อเมล็ด 
โดยนําไปแชในตูเยน็ (อุณหภูมิประมาณ 4 องศาเซลเซียส) เพื่อใหน้ํามนัในสารสกัดหยาบแข็งตัว
เปนแผนไขมนัลอยขึ้นมาอยูบนผิวหนา ซ่ึงสามารถตักทิ้งออกไดโดยงาย สารสกัดหยาบโปรตีน
ภายหลังเอาน้ํามันออกไปแลวนั้น ไดทําการทดลองนําไปแยกเคอรซินใหบริสุทธิ์โดยวิธีทางโครมา
โตกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุ พบวาตองใชการแยกถึง 2 ขั้นตอนจึงจะไดเคอรซินบริสุทธิ์ที่ไดแก 
การแยกโดยคอลัมน DEAE-Sephacel และ CM-Cellulose และปริมาณโปรตีนที่ไดเทากับ 15.27 
และ 3.26 มิลลิกรัมโปรตีนตอเนื้อเมล็ดแหง ตามลําดับ (ตารางที่ 9)  

 
Barbieri et al. (1993) รายงานวาเคอรซินบริสุทธิ์จากเมล็ดสบูดําเปนพอลีเปปไทดสายเดีย่ว

ที่จัดอยูในกลุมของ RIP Type 1 ที่มีคุณสมบัติของเอนไซม rRNA N-glycosidase มีขนาดมวล
โมเลกุลอยูในชวง 28-35 กิโลดาลตัน และมีคา pI อยูระหวาง 8-10  
 

รายงานการแยกเคอรซินกอนหนานี้ โดย Lin et al. (2003) ทําบริสุทธิ์เคอรซินจากเมล็ดสบู
ดําดวยการผานคอลัมน CM-52 ซ่ึงเปน cation-exchanger แลวนํามาผานคอลัมน Sephadex G-100 
ซ่ึงเปน Gel-filtration อีกครั้ง ในการทดลองนี้จึงไดการปรับ pH ของสารสกัดหยาบของโปรตีนจาก
เนื้อเมล็ดสบูดาํใหเปนกรดเทากับ 4.5  ซ่ึงต่ํากวาคา pI ของเคอรซิน (Lin et al., 2010) ดังนั้นเคอร
ซินจะละลายอยูในสารละลาย ขณะที่โปรตีนอื่นสวนใหญจะเสียสภาพและตกตะกอนแยกออกไป 
เมื่อนําไปตรวจสอบความบริสุทธิ์โดย SDS-PAGE  เทียบกับสารสกัดโปรตีนหยาบ พบวา ปรากฎ
แถบของเคอรซินเพียงแถบเดียว แสดงวาเคอรซินที่แยกไดประกอบดวย 1 หนวยยอย ที่มีน้ําหนัก
โมเลกุลประมาณ 29 กิโลดาลตัน การทําบริสุทธิ์ดวยเทคนิคนี้จะทําใหไดเคอรซินที่มคีวามบริสุทธิ์
สูง ปริมาณของโปรตีนสูงเทากับ 40 มิลลิกรัมโปรตีนตอน้ําหนกัเมล็ดแหง ซ่ึงสูงกวาโดยวิธีทาง
โครมาโตกราฟ (ตารางที่ 9) และเปนเทคนคิที่ใชไมยุงยากและซับซอน เนื่องจากใชเวลาในการทํา
บริสุทธิ์ส้ันกวาเทคนิคการทาํบริสุทธิ์โดยโครมาโตกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจ ุ
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จากการศึกษาการหามวลโมเลกุลที่แนนอนของเคอรซินบริสุทธิ์จากเนือ้เมล็ดสบู โดยวิธี 
MALDI-TOF MS ซ่ึงเปนเทคนิคที่มีความแมนยําสูง (Hillenkamp et al., 1991) จากการทดลอง
พบวา peak ที่ปรากฎเกิดขึ้นมีเพียง peak เดียว ที่มีมีมวลโมเลกุลเทากับ 28,367 ดาลตัน หรือ 
ประมาณ 28.4 กิโลดาลตัน ซ่ึงมีน้ําหนักโมเลกุลที่ต่ํากวาการหาน้ําหนกัโมเลกุลจาก SDS-PAGE ซ่ึง
ไดน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 29 กิโลดาลตัน เนื่องจากการหาน้ําหนกัโมเลกุลของเคอรซินดวยวิธี 
SDS-PAGE เปนการหา subunit molecular weight โดยเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน คาที่ไดมี
ความถูกตองและแมนยํานอยกวาการหามวลโมเลกุลของเคอรซินโดยวธีิ MALDI-TOF MS ซ่ึงเปน
การหามวลโมเลกุลที่พบจริงในธรรมชาติ (native molecular mass) เนื่องจากน้ําหนักโมเลกุลที่หาได
จาก SDS-PAGE  เปนการทาํใหโปรตีนเสยีสภาพ โดยการเติมสาร SDS ซ่ึงเปนผลทําใหการ
เคล่ือนที่บนสนามไฟฟาของโปรตีนขึ้นอยูขนาดเพยีงอยางเดียว มีผลทําใหโครงสรางของโปรตีน
เปลี่ยนไป และประจุสุทธขิองโปรตีนจะเปนลบเหมือนกันหมด การทีป่รากฎเพียง peak เดียวนั้น 
เปนยืนยันวาเคอรซินที่ทําใหบริสุทธิ์จากเนื้อเมล็ดสบูดํา เปนพอลิเปปไทดสายเดีย่ว ที่มีเพียง 1 
หนวยยอย ซ่ึงสอดคลองกับ Lin et al. (2003) ที่รายงานวา เคอรซินเปนพอลิเปปไทดสายเดี่ยวที่มี
ขนาดมวลโมกุลประมาณ 28.2 กิโลดาลตัน (โดย gel filtration) 
   

จากการหาลําดับกรดอะมิโนของเคอรซินที่ทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิค LC/MS และทาํการ
เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนในฐานขอมูลที่มีอยูโดยใชโปรแกรม Mascot พบวาลําดบั
กรดอะมิโนของสายเปปไทดที่ไดจากการทําบริสุทธิ์เคอรซินจากเนื้อเมล็ดสบูดํานั้น มีลําดับของ
กรดอะมิโนที่เหมือนกนักับลําดับกรดอะมิโนของ curcin precursor และ RIP (ribosome-
inactivating protein) จาก Jatropha curcas ซ่ึงเปนการยืนยันวาโปรตีนที่ทําใหบริสุทธิ์จากเนื้อเมล็ด
สบูดํานั้นเปนเคอรซินจริง 

 
เคอรซินจัดอยูในกลุมของ Type I RIP โดยมีคุณสมบัติเปน rRNA N-glycosidase ที่

สามารถยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนไดทั้งของยูแคริโอตและโพรแคริโอต เนื่องจากเคอรซินจะตัด
พันธะ N-glycosidic ที่เชื่อมอยูระหวางอะดีนีนที่ตําแหนง A4324 กับ phosphate backbone บน 28s 
rRNA ของยูแคริโอต (Endo and Tsurugi, 1987) หรือ บน 23s rRNA ของโพรแคริโอต (Hartley and 
Lord, 2004) ดงันั้นการศึกษากิจกรรมของเอนไซม rRNA N-glycosidase โดยใช rabbit reticulocyte 
lysate เปนสับสเทรต (Fong et al., 1996) วเิคราะหผลดวย 6% PAGE/7M urea ซ่ึงเปนวิธีการ
ตรวจสอบวาเคอรซินบริสุทธิ์จากเนื้อเมล็ดสบูดําที่เตรียมได เปนเคอรซินและยังคงมีความสามารถ
ของเอนไซม rRNA N-glycosidase  
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เมื่อบมสับสเตรท (28s rRNA จาก reticulocyte lysate) กับเคอรซิน พบวา ไมปรากฎแถบ
ของชิ้น RNA ขนาดประมาณ 640 คูเบส แมวาเคอรซินจะสามารถตัดพันธะ N-glycosidic ที่เชื่อมอยู
ระหวางอะดนีนีที่ตําแหนง A4324 กับ sugar-phosphate backbone แตวาชิ้น RNA ยงัไมขาดออก 
หลังจากเติม aniline เขาไปทาํปฏิกิริยาดวยแลว พบวา ปรากฎแถบของชิ้น RNA ที่ถูกตัด เนื่องจาก 
aniline เปนตัวเรงการตัดพันธะ phosphodiester ทําใหไดช้ิน RNA ขนาด 640 bp (ภาคผนวก ข ขอ 
9) เชนเดียวกบั RIP ชนิดอืน่ที่นํามาเปนตัวเปรียบเทียบ ไดแก ricin และ PAP ดังนั้นการทําบรสุิทธิ์
เคอรซินจากเนื้อเมล็ดสบูดําดวยการปรับ pH ใหเปนกรด ทําใหไดโปรตีนที่เปนเคอรซินจริง เพราะ
มีคุณสมบัติของเอนไซม rRNA N-glycosidase ขนาดของชิ้น RNA ที่ไดมีขนาด 640 คูเบส ซ่ึงมี
ขนาดใหญกวาชิ้นRNA ที่รายงานโดย Bass (2004) ที่ช้ิน RNA ที่ไดจากการตัด 28 s RNA ดวย
โปรตีน RIP type III จากขาวโพด จะใหช้ิน RNA ขนาด 425 คูเบส 

 
จากการศึกษาฤทธิ์ของเคอรซินในการยับยัง้เชื้อแบคทีเรีย ซ่ึงเกี่ยวของกบัการทํางานของ

เอนไซม rRNA N-glycosidase ซ่ึงเปนเชื้อจุลชีพที่กอโรคในคนจํานวน 31 ชนิด โดยใชวิธี agar 
dilution assay พบวาเคอรซินบริสุทธิ์ที่แยกไดจากเนื้อเมลด็สบู KUBP 33 มีฤทธิ์ในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียที่กอโรคในคนได 11 ชนิด เมื่อเทียบกับสารสกัดหยาบของโปรตีน
จากเนื้อเมลด็สบูดําที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียที่กอโรคในคนได 6 ชนดิ 
การที่เคอรซินบริสุทธิ์มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียไดมากกวาสารสกัดหยาบ อาจเนื่อง
มาในสารสกัดหยาบมีโปรตนีตัวอ่ืนปะปนที่ไปบดบังการทํางานของ เอนไซม rRNA N-glycosidase 
สงผลใหการทํางานของเอนไซมนั้นลดลง แตในทางกลับกันสารสกัดหยาบสามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 (DMST 15505) และ 
Bacillus cereus ATCC 11778 (DMST 5040) ไดดกีวา เพราะคา MIC มีคาต่ํากวา ยิ่งคา MIC ต่ํามาก
เทาไรชี้ใหเหน็วาสารนั้นมปีระสิทธิภาพในการตานการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียมากขึ้น
เทานั้น (MIC � 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) (Jenifer, 2001) ซ่ึงอาจเนือ่งมาจากโปรตีนชนิดอื่นใน
สารสกัดหยาบมีฤทธิ์สงเสริมการทํางานของเอนไซมนี้ จากการศึกษาของ Park et al. (2002) 
รายงานวา การที่ RIPs สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลชีพไดนัน้เปนการทํางานรวมกันกับ
เอนไซม chitinase, �-1,3-glucanase และ protease เพื่อที่จะให RIPs สามารถเขาสูเซลลของจุลชีพ
ไดโดยตรง  
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ดังนั้นฤทธิ์ของเคอรซินในการยั้บยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียยงัไมมีประสิทธิภาพ
ดีพอที่จะนําไปประยุกตเปนตัวยา เนื่องจากคา MIC มีคาคอนขางสูงเกินกวา 100 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร และการวิจยันี้เปนการทดสอบฤทธิ์ของเคอรซินในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย
กอโรคในคนเปนครั้งแรกเพราะยังไมเคยมรีายงานมากอน อยางไรกด็มีีรายงานของ RIP Type I ตัว
อ่ืนที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียกอโรคในพืช คือ ME1 และ ME2 ซ่ึงเปน RIP 
Type I จากรากของ Mirabilis expansa ที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียที่กอโรคในพืช 
ไดแก Pseudomonas syringae, Agrobacterium tumefaciens และ Agrobacterium radiobacter 
(Vivanco et al., 1999) 

 
ความสามารถในการเรงปฎกิิริยาของเอนไซม N-glycosidase ใน RIP Type I ที่มาจากพืช

ตางชนิดกนั อาจแตกตางกัน เนื่องจากเอนไซมจะมีความจาํเพาะกับลักษณะไรโบโซมของเชื้อ
แบคทีเรียแตกตางกัน ซ่ึงเปนผลมาจากองคประกอบภายในเซลลแบคทีเรีย (Krawet and Boston, 
2000; Hartley and Lord, 2004) 

 
เนื่องจากมี RIP Type I บางชนิด ตัวอยางเชน Cochinin B เปน Type I RIP ตัวใหมทีส่กัด

ไดจากเมล็ดของฟกขาว Momordica cochinchinensis ที่มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโต
ของเซลลมะเร็ง Hela เซลลมะเร็งไต (HEK293) และเซลลมะเร็งปอด (NCI-H187) มีคา IC50 เทากับ 
16.9, 114 และ 574 นาโนโมล ซ่ึงถือไดวา Cochinin B มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโต
ของเซลลมะเร็งสูง เหมาะที่จะนําไปผลิตเปนยาในการบําบัดโรคมะเร็งดังกลาว (Chuethong et al., 
2007) 

   
จากรายงานของ Lin et al. (2003) พบวาเคอรซินมีความสามารถในการยับยั้งการ

เจริญเติบโตของเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (gastric cancer cell line, SGC-7901) เซลลมะเร็งตับ
ของหนู (mouse myeloma cell line, Sp2/0) และเซลลมะเร็งตับของคน (human hepatoma) ซ่ึงมีคา 
IC50 เทากับ 0.23 มิลลิกรัม/ลิตร, 0.66 มิลลิกรัม/ลิตร และ 3.16 มิลลิกรัม/ลิตร ตามลําดับ การตาย
ของเซลลเกี่ยวของกับการทํางานของเอนไซม rRNA N-glycosidase เนื่องจากเอนไซม N-
glycosidase จะตัดพนัธะ N-glycosidic ระหวาง adenine ที่ตําแหนง A4324 บน 28s rRNA สงผลให
ไรโบโซมไมสามารถจับกับ elongation factor 1 หรือ 2 ได เซลลบริเวณนั้นจึงตาย (Endo and 
Tsurugi, 1987) แตเมื่อเทยีบกับเคอรซินบริสุทธิ์ที่สกัดไดจากเนื้อเมลด็สบูดํา KUBP33 จากงานวจิัย
นี้ พบวาเคอรซินไมมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งลําไสใหญ SW620 (ATCC 
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CCL-227) เซลลมะเร็งเยื่อบชุองปาก KB (ATCC CCL-17) เซลลมะเร็งเตานม MCF-7 (ATCC 
HTB-22) และเซลลมะเร็งปอด NCI-H187 (ATCC CRL-5804) อาจเนื่องมาจากความเปนพิษของ
เคอรซินไมมีผลในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งทั้ง 4 ชนิดนี้ ซ่ึงแสดงใหเห็นวาความ
เปนพิษของเคอรซินตองมีความจําเพาะเจาะจงกับเซลลมะเร็งชนิดหนึ่ง ๆ ไมใชเซลลมะเร็งทุกชนดิ 
ซ่ึงกลไกการทาํงานยังไมทราบแนชัด แตการที่เคอรซินไมสามารถยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งที่
ทําการทดสอบในงานวิจยันี ้อาจเนื่องมาจากเคอรซินเปน RIP Type I ไมมีสวนที่สามารถจะจับกับ
ผิวเซลลได จึงทําใหเขาไปยังไซโทพลาสซึมไดคอนขางยากเปนผลใหเคอรซินไมสามารถออกฤทธิ์
กับเซลลไดโดยตรง 
 

ในการทดลองนี้ไดผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดีของกระตายตอเคอรซินบริสุทธิ์เพื่อ
นําไปใชตรวจหาปริมาณเคอรซินในเมล็ดสบูดําจากแหลงปลูกตาง ๆ ในประเทศไทยทีร่วบรวมไวที่
ไรสุวรรณวาจกกสิกิจและเมล็ดที่มีผูทดสอบแลววาไมเปนพิษกับสัตว พบวาพอลิโคนอล
แอนติบอดีที่ผลิตไดมีความจาํเพาะตอโปรตีนเคอรซินเพยีงชนิดเดียว โดยไมเกิดปฎกิริิยา (cross 
reaction) กับ ricin และ PAP จึงมีคุณภาพเหมาะที่จะนําไปใชในการวิเคราะหหาปริมาณเคอรซิ
นจากเนื้อเมลด็สบูดําที่มาจากแหลงปลูกตาง ๆ กัน (153 แหลงปลูก) ดวยเทคนิค Immuno-Western 
Blot งานวิจยันี้เปนงานวิจยัแรกที่ไดทําการศึกษาหาความแตกตางของปริมาณโปรตีนพิษเคอร
ซินรวมถึงความแตกตางของปริมาณโปรตีนในเนื้อเมล็ดสบูดําจากแหลงปลูกตาง ๆ ในประเทศไทย 
 

Ginwal (2004) รายงานวาในเนื้อเมล็ดสบูดาํมีปริมาณน้ํามันสูง (47.08-58.12%) จึงนํามา
ผลิตเปนน้ํามันไบโอดีเซล หลังจากที่มีการหีบเอาน้ํามันออกไปแลว พบวามีปริมาณโปรตีนสูง (29-
40%) เกษตรกรจึงนิยมนําไปเลี้ยงสัตว แตตองมีการกําจัดสารพิษออกไปกอน เนื่องจากสารพิษมี
ฤทธิ์ทําใหเกิดอาการทองรวง ซ่ึงอาการพิษดังกลาวอาจเกิดจากโปรตีนพิษเคอรซิน ในการทดลองนี้
จึงไดทําการศกึษาความแตกตางของปริมาณโปรตีนพิษเคอรซินในเนื้อเมล็ดสบูดําซ่ึงจะเปนขอมูล
พื้นฐานที่อาจใชเพื่อคัดกรองหาสายพันธุเมล็ดสบูดําจากแหลงปลูกที่มีปริมาณโปรตีนสูงแตมี
โปรตีนพิษเคอรซินต่ํา เนื้อเมล็ดสบูดําจากแหลงปลูกที่ไมมีโปรตีนพิษเคอรซินอยูเลย ไดแก KUBP 
169 จากจังหวดันครพนม KUBP 187 จากจังหวดัอํานาจเจริญ และ KUBP 19 จากจังหวัดรอยเอ็ด 
โดยเมล็ดสบูดาํ KUBP 19 จากจังหวัดรอยเอ็ดมีปริมาณโปรตีนสูงที่สุด (16.07% ตอน้ําหนกัเนื้อ
เมล็ดแหง) ปริมาณโปรตีนทีห่าไดจากเนื้อเมล็ดโดยเฉลี่ย (0.32-16.07 %) ไมสอดคลองรายงานที่
ผานมา (29-40 %) คือมีปริมาณโปรตีนที่ไดคอนขางต่ํามาก เหตุที่เปนเชนนี้ อาจเนื่องมาจากปจจัย
หลายประการ ไดแก ความแตกตางของสายพันธุและแหลงปลูก และวธีิการที่ใชหาปริมาณโปรตีน
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ซ่ึงอาจหาไดจากคาไนโตรเจนแลวคํานวณเปนคาโปรตีน ซ่ึงอาศัยหลักการคือ สารอินทรียจะถูก
ยอยดวยกรดซลัฟูริกเขมขน พรอมกับมีการใสตัวเรงปฏิกิริยา (catalyst) สารอินทรียที่มีไนโตรเจน
เปนองคประกอบจะเปลี่ยนไปเปน (NH4)2 SO4 เมื่อเติม NaOH เขมขนลงไปในสารละลายที่มี 
(NH4)2 SO4 แลวกล่ันเอากาซแอมโมเนียออกมาโดยการกลั่นดวยไอนํ้า ซ่ึงจะถูกจับไวโดย
สารละลายกรดบอริค จากนัน้นําเอาสารละลายที่ไดไปไตเตรทกับสารละลายมาตรฐาน HCl 
เปอรเซนต ของไนโตรเจนทีค่ํานวณไดมาจากกาซแอมโมเนียที่ออกมา ซ่ึงเปอรเซนต ของ
ไนโตรเจนนี้สามารถเปลี่ยนไปเปนเปอรเซนต โปรตีนไดโดยการคูณดวย 6.25 (Kjeldahl, 1883) แต
ในการวิจัยนี้ไดหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry et al., 1951 หลักการคือโปรตีนทําปฏิกิริยากับ
สารเคมี ซ่ึงทําใหเกิดสารประกอบเชิงซอนสีน้ําเงินขึ้น โดยเกิดปฏิกิริยาเปนสองขั้นตอนดังนี้ ขั้นที่ 
1 พันธะเปปไทดในโปรตีนทําปฏิกิริยากับสารละลายคอปเปอรซัลเฟต (CuSO4) ในดางเกิดเปน
สารประกอบเชิงซอนของคอปเปอรไอออน (Cu2+) ที่เกิดพันธะโคออรดิเนต (coordination) 
กับอิเลคตรอนคูโดดเดีย่วของไนโตรเจนในพันธะเปปไทด 4 คู และของออกซิเจนในน้ําอีก 2 คู ขั้น
ที่ 2 สารเชิงซอนที่ไดและหมูอัลคิล (alkyl) ของกรดอะมโินทริปโตแฟน (tryptophan) และไทโรซนี 
(tyrosine) ที่อยูในโปรตีนเกดิการรีดิวซสารละลาย Folin ซ่ึงมีสวนประกอบเปน phosphomolybdic 
acid (24 MoO3 P2O5.H2O) ผสมกับ phosphotungstic acid (24WO32H3PO4.48H2O) ใหเปน
สารละลายสีน้ําเงินซึ่งดูดกลนืแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 650 นาโนเมตร นอกจากนีป้จจัยทาง
กายภาพ ไดแก อุณหภูมิ แสงแดด น้ํา ความชื้น กาซในบรรยากาศ ความเปนกรด-เบส และปริมาณ
เกลือแรในดิน ก็มีผลตอปริมาณของโปรตีนและปริมาณเคอรซินดวย 
 
 เนื่องจากจํานวนตัวอยางของเมล็ดสบูดําที่นาํมาวิเคราะหปริมาณโปรตีนและเคอรซินโดย
เทคนิค Immuno-Western Blot มีจํานวนไมเพียงพอ (6 เมล็ดตอ 1 แหลงปลูกและ 1 ซํ้า) ที่จะนําผล
มาคํานวณคาทางสถิติดังนั้นคาปริมาณเคอรซินและปริมาณโปรตีนทีไ่ดจึงอาจคลาดเคลื่อนในการที่
จะบอกปริมาณเคอรซินและปริมาณโปรตีนของเมล็ดสบูดําไดถูกตองควรจะตองเพิม่การวิเคราะห
ตัวอยางของเมล็ดสบูดําของแตละแหลงปลูก 3-10 ซํ้า เพื่อหาคาเฉลี่ยและความเบีย่งเบนตามหลัก
สถิติ จึงจะสามารถนํามาเปรียบเทียบกันได ในงานวิจยันี้ไมไดทําการวิเคราะหหาปริมาณน้ํามันใน
เมล็ดสบูดําของแตละแหลงปลูก ซ่ึงควรจะทําการวจิัยตอไป เพราะความสัมพันธระหวางปริมาณ
น้ํามัน ปริมาณเคอรซิน และปริมาณโปรตีนจากแตละแหลงปลูกจะเปนขอมูลสําคัญตอการสงเสริม
เกษตรกรรมของการปลูกสบูดํา และการนําผลิตผลไปใชประโยชนตอไปในทางอาหารสัตวและ
ทางการแพทย 
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 จากการหาปริมาณเคอรซินจากเนื้อเมล็ดสบูดําสายพันธุ non-toxic และ toxic นั้นยังพบวามี
โปรตีนพิษเคอรซินอยู ดังนัน้การเรียกชื่อสายพันธุวา non-toxic และ toxic อาจจะถกูเรียกหรือจัด
กลุมมาจากสารพิษชนิดอื่น เชน phorbol ester 
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

วัตถุประสงคของงานวิจยันี ้ คือ พัฒนาวิธีการแยกเคอรซินจากเนื้อเมล็ดสบูใหบริสุทธิ์โดย
วิธีทางชีวเคมอียางงายที่ไมซับซอน ศึกษาสมบัติทางชีวโมเลกุล ศึกษาสมบัติในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตเชือ้จุลชีพกอโรคในคนและเซลลมะเร็งบางชนิด และตรวจสอบความแตกตางของ
ปริมาณเคอรซินในเนื้อเมล็ดสบูดําจากแหลงปลูกตาง ๆ  

 
1.  เคอรซินที่สกัดจากเนื้อเมล็ดสบูดํา KUBP 33 สามารถทําบริสุทธิ์ไดโดยการตกตะกอน

เอาโปรตีนชนดิอื่นออก ดวยการไดอะไลซในบัฟเฟอรที่เปนกรด (0.1 M sodium-acetate, pH 4.5) 
ซ่ึงเปนวิธีทางชีวเคมีอยางงาย เพยีงขั้นตอนเดียว ไมซับซอน และประหยัดเวลา นอกจากนีย้ังได
โปรตีนในปรมิาณสูงประมาณ 40 มิลลิกรัมโปรตีน จากเนื้อเมล็ดแหง 10 กรัม  

 
2.  เมื่อตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเคอรซินที่แยกไดดวยเทคนิค SDS-PAGE พบวา  

เคอรซินมีความบริสุทธิ์และประกอบดวยหนวยยอยเดียว ที่มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 29 กิโลดาล
ตัน 

 
3.  เคอรซินเปนพอลิเปปไทดสายเดีย่วที่มมีวลโมเลกุลเทากับ 28.4 กิโลดาลตัน จาการ

วิเคราะหดวยเทคนิค MALDI-TOF Mass Spectrophotometry 
 
4.  เคอรซินที่สกัดไดจากเนือ้เมล็ดสบูดําเปนเคอรซินจริง จากการยืนยนัดวยการนําไป

วิเคราะหดวยเทคนิค LC-MS/MS เพราะลําดับกรดอะมิโนของเคอรซินที่สกัดไดมีลําดับอะมิโนที่
เหมือนกนักับลําดับกรดอะมิโนของ curcin precursor และ RIP (ribosome-inactivating protein) จาก 
Jatropha curcas ที่พบอยูในฐานขอมูล  

 
5.  เคอรซินบริสุทธิ์ที่แยกไดจัดเปน RIP Type I ที่มีคุณสมบัติของ rRNA N-glycosidase 

เนื่องจากเคอรซินสามารถตัดพันธะ N-glycosidic ระหวางอะดินนี ตําแหนง A4324 บน 28s rRNA 
และเมื่อมีการทําปฎิกิริยากับ aniline แลวพบวา ช้ิน RNA จะถูกตัด ปรากฎแถบของชิ้น RNA ขนาด
ประมาณ 640คูเบส เมื่อวิเคราะหดวย 6% PAGE/7 M urea 
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6.  คุณสมบัติของเคอรซินในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อจุลชีพกอโรคในคน พบวา 
เคอรซินสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 
(DMST) ซ่ึงเปนสาเหตุของการติดเชื้อ เกิดหนอง ฝและแผลพุพอง และเชื้อแบคทีเรีย Serratia 
marcescens ATCC 8100 ซ่ึงเปนสาเหตุของการติดเชื้อในกระเพาะปสสาวะ ทําใหกระเพาะ
ปสสาวะอักเสบ ไดดีที่สุด โดยมีคา MIC เทากับ 78.1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จากเชื้อจลุชีพกอโรคใน
คนทั้งหมด 31 ชนิด 

 
7.  เคอรซินบริสุทธิ์ที่แยกไดไมสามารถยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง ทั้ง 4 ชนิด ไดแก 

เซลลมะเร็งลําไสใหญ SW620 (ATCC CCL-227) เซลลมะเร็งเยื่อบุชองปาก KB (ATCC CCL-17) 
เซลลมะเร็งเตานม MCF-7 (ATCC HTB-22) และเซลลมะเร็งปอด NCI-H187 (ATCC CRL-5804) 
โดยพิษของเคอรซินไมมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็ง SW620 ที่ความเขมขน 
8.8 มิลลิกรัม/มิลลิตร เซลลมะเร็ง KB, เซลลมะเร็ง MCF-7 และเซลลมะเร็งNCI-H187 ที่ความ
เขมขน 2.7 มิลลิกรัม/มิลลิตร  

 
8.  นําพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอเคอรซินที่ผลิตไดมาใชเปนเครื่องมือในการ

ตรวจและวิเคราะหหาปริมาณเคอรซินในเนื้อเมล็ดที่มาจากแหลงปลูกตางกัน 153 แหลงปลูก จาก
พันธุที่เปนพษิและไมเปนพษิอีก 4 ชนิด 

 
9.  จากการวิเคราะหหาปริมาณเคอรซินจากเนื้อเมล็ดสบูดาํจากแหลงตาง ๆ ทั้งหมด 153 

แหลงปลูกนั้น สามารถจัดกลุมตามปริมาณของเคอรซิน (% ของน้ําหนักเนื้อเมล็ด) ไดเปน 4 กลุม 
คือ กลุม A จํานวน 117 แหลงปลูก มีปริมาณเคอรซินเทากับ 0-2.99%, กลุม B จํานวน 28 แหลง
ปลูก มีปริมาณเคอรซินเทากับ 3.00-5.99% , กลุม C จํานวน 7 แหลงปลูก มีปริมาณเคอรซินเทากับ 
6.00-8.99% และ กลุม D จํานวน 1 แหลงปลูก มีปริมาณเคอรซินเทากับ 9.00-11.99%   

 
10.  เมล็ดสบูดําที่มีปริมาณเคอรซินนอยที่สุด พบวามีอยู 3 แหลงปลูกที่ไมมีเคอรซินอยูเลย 

ไดแก KUBP 169 จากจังหวดันครพนม, KUBP 187 จากจังหวดัอํานาจเจริญ และ KUBP 19 จาก
จังหวดัรอยเอด็ และสายพันธุที่มีปริมาญเคอรซินสูงที่สุด พบวามีอยู 1 แหลงปลูก คือ KUBP 75 
จากจังหวดัสุราษฎรธานี มีปริมาณเคอรซินเทากับ 9.09% (ตอน้ําหนักเนือ้เมล็ดแหง)  
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11.  ปริมาณเคอรซินจากเนื้อเมล็ดสบูดําสายพันธุ non-toxic สุขสันต 1 และ non-toxic สุข
สันต 1 และจากเปลือกผลสบูดําสายพันธุ non-toxic และ toxic คือ 1.54%, 1.63%, 2.03% และ 1.05 
% (โดยน้ําหนกัเนื้อเมล็ดแหง) ตามลําดับ 

 
ขอเสนอแนะ 

 
1.  ควรศึกษาสมบัติในการตานเชื้อแบคทเีรียกอโรคในพืชและเชื้อไวรัส เพิ่มเติม เชน 

Pseudomonas syringae, Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium radiobacter, Human 
Immunodeficiency Virus-1 (HIV-1) เปนตน เพื่อใหทราบวาเคอรซินมฤีทธิ์ตานเชื้อใดบาง แลว
นําไปศึกษากลไกการทํางานตอไป 

 
2.  ควรศึกษาสมบัติในการตานมะเร็งชนดิอื่น ๆ เพิ่มเตมิ เนื่องจากเซลลมะเร็งที่ไดนํามาทํา

วิจัยนี้ เคอรซินไมมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเติบโต เพือ่หาวาเคอรซินมีความจําเพาะในการยับยัง้
เซลลมะเร็งชนิดใด ซ่ึงจะเปนประโยชนตอการนําไปพฒันาในการผลิตยาสําหรับการบําบัดรักษา
โรคมะเร็งนั้น ๆ 

 
3.  จากการคัดกรองหาสายพนัธุสบูดําหรือแหลงปลูกที่เมล็ดมีปริมาณโปรตีนพิษเคอรซิน

ต่ําเปนการทดลองแบบคราว ๆ ดังนั้นขอมลูดังกลาวยังไมคอยนาเชื่อถือ ควรมีการทําซํ้าอยางนอย 3 
คร้ัง และควรเพิ่มปริมาณตัวอยางในการวิเคราะหใหมากขึ้น ขอมูลที่ไดจึงจะสมบูรณและเชื่อถือได  

 
4.  นอกจากนีค้วรมีการศึกษาสายพันธุสบูดําหรือแหลงปลูกที่เมล็ดใหปริมาณน้ํามนัสูง 

เพิ่มเติมขึ้นดวย เพื่อเปนประโยชนตอเกษตรกรหรือผูทําการปลูก ในการพัฒนาปรับปรุงสายพันธุ
สบูดํา ซ่ึงจะเปนผลดีตอการนําไปผลิตน้ํามันไบโอดีเซล 
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ภาคผนวก ก. 
 
1.  การเตรียมสารละลาย potassium sodium tartrate - copper sulphate - sodium carbonate 
 

สารละลาย A : ละลาย sodium carbonate 20 กรัม ในน้ํากล่ัน 960 มิลลิลิตร แลว
เติม 3  

M sodium hydroxide 35 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน  
สารละลาย B : ละลาย copper sulphate pentahydrate 1 กรัม ในน้ํากลั่น 100  

มิลลิลิตร   
สารละลาย C : ละลาย potassium sodium tartrate 2 กรัม ในน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร 

ผสมสารละลาย A , B และ C ในอัตราสวน 100 : 1 : 1 ( โดยปริมาตร) โดยผสมสารละลาย 
B กับ C กอนแลวเติมสารละลาย A ลงไป ผสมใหเขากนัและใชทันท ี
 
2.  การเตรียมสารละลาย 50 mM Tris – HCI , pH 7.5 
 

ละลาย Tris ( hydroxymethyl ) aminomethane 6.06 กรัม ในน้ํากล่ัน ปรับ pH ดวย 1 M  
HCI ใหได pH 7.5 แลวทําการปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 1000 มิลลิลิตร 
 
3. การเตรียมสารละลาย 0.1 M acetate , pH 4.5 

 
ละลาย sodium acetate 6.80 กรัม ในน้ํากลั่นแลวปรับ pH ดวย glacial acetic acid, glacial 

ใหได pH 4.5 แลวทําการปรบัปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 1000 มิลลิลิตร 
 
4.  การเตรียมสารละลาย 30 % acrylamide + 0.8 % bis – acrylamide 

 
ละลาย acrylamide 75 กรัม กับ bis – acrylamide 2 กรัม ในน้ํากลั่น ปรับปริมาตรให 

ได 250  มิลลิลิตร ทําการกรอง และเก็บไวในขวดสีชา ที่ 4 องศาเซลเซียส 
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5.  การเตรียมสารละลาย 1.5 M Tris – HCI , pH 8.8 
 

ละลาย Tris ( hydroxymethyl ) aminomethane 45.41 กรัม ในน้ํากล่ัน ปรับ pH  
ดวย 1 M HCI ใหได pH 8.8 แลวทําการปรบัปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 250 มิลลิลิตร 

 
6.  การเตรียมสารละลาย 0.5 M Tris – HCI , pH 6.8 
 

ละลาย Tris ( hydroxymethyl ) aminomethane 15.14  กรัม ในน้ํากลั่น ปรับ pH  
ดวย 1 M HCI ใหได pH 6.8 แลวทําการปรบัปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 250 มิลลิลิตร 

 
7.  การเตรียมสารละลาย 4x sample buffer สําหรับ SDS – PAGE 
 

ผสม 0.5 M Tris – HCI , pH 6.8 5 มิลลิลิตร  SDS 2 กรัม 2–mercaptoethanol 2  
มิลลิลิตร Glycerol 2 มิลลิลิตร bromophenol blue 0.03 กรัม  
 
8.  การเตรียม stacking gel สําหรับ SDS – PAGE 
 
 สารละลาย 30 % acrylamide + 0.8 % bis – acrylamide  0.32 มิลลิลิตร 
 สารละลาย 0.5 M Tris – HCI , pH 6.8 0.63 มิลลิลิตร 
 น้ํากลั่น 1.52 มิลลิลิตร 
 10 % SDS 25 ไมโครลิตร 
 10 % ammonium persulphate 12.5 ไมโครลิตร 
 TEMED   3 ไมโครลิตร 

โดยเติมสารละลายเรียงตามลําดับ แตจะเตมิ ammonium persulphate เปนอันดับสุดทาย 
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9.  การเตรียม 15 % separating gel สําหรับ SDS – PAGE 
 
        สารละลาย 30 % acrylamide + 0.8 % bis –  

       acrylamide  
2.50 มิลลิลิตร 

        สารละลาย 1.5 M Tris – HCI , pH 8.8 1.26 มิลลิลิตร 
        น้ํากลั่น 1.14 มิลลิลิตร 
        10 % SDS    50 ไมโครลิตร 
        10 % ammonium persulphate    50 ไมโครลิตร 
        TEMED      5 ไมโครลิตร 

โดยเติมสารละลายเรียงตามลําดับ แตจะเตมิ ammonium persulphate เปนอันดับสุดทาย 
 

10.  การเตรียม 4x electrophoresis buffer สําหรับ SDS – PAGE 
 

ผสม Tris ( hydroxymethyl ) aminomethane 12.0 กรัม glycine 57.6 กรัม 10% SDS 10  
มิลลิลิตร แลวทําการปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได 1000 มิลลิลิตร 
 
11. การเตรียมน้ํายอมสีโปรตีน 
 
 ละลาย Coomassie brilliant blue R 250 (w/v) 1 กรัม ใน 95% methanol 450 มิลลิลิตร เติม 
glacial acetic acid 100 มิลลิลิตร และน้ํากล่ัน 450 มิลลิลิตร กรองและเก็บในขวดชาซึ่งสามารถนํา
กลับมาใชใหมได  
 
12. การเตรียมน้ํายาลางสีโปรตีน 
 
 นํา 95% methanol 100 มิลลิลิตร และ glacial acetic acid 100 มิลลิลิตร เจือจางดวยน้ํากลั่น 
ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 1 ลิตร   
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13.  การเตรียม fixing solution สําหรับ silver stain 
 

ผสม ethanol 100 มิลลิลิตร acetic acid glacial 25 มิลลิลิตร แลวทําการปรับปริมาตร 
ดวยน้ํากลั่นใหได 250 มิลลิลิตร 

 
14.  การเตรียม sensitizing solution สําหรับ silver stain 
 

ช่ัง sodium thiosulphate 0.04 กรัม แลวทําการปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 200 มิลลิลิตร 
 
15.  การเตรียม staining solution สําหรับ silver stain 
 

ช่ัง silver nitrate 0.4 กรัม แลวทําการปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 200 มิลลิลิตร 
 

16.  การเตรียม developing solution สําหรับ silver stain 
 

ผสม sodium carbonate 12 กรัม 0.02 % sodium thiosulphate 4 มิลลิลิตร 37 %  
formaldehyde 100 ไมโครลิตร แลวทําการปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 200 มิลลิลิตร 

 
17.  การเตรียม stopping solution สําหรับ silver stain 
 

ช่ัง EDTA 1.46 กรัม แลวทําการปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 100 มิลลิลิตร 
 

18. การเตรียม Wash solution สําหรับ in gel digestion 
 

ผสม methanol ปริมาตร 10 มิลลิลิตร, acetic acid ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลวทําการปรบั 
ปริมาตรดวยน้าํกลั่นใหได 20 มิลลิลิตร 
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19. การเตรียมสารละลาย 3 M acetate, pH 5.5 สําหรับศึกษากจิกรรมของเอนไซม   
 

ละลาย sodium acetate 20.41 กรัม ในน้ํากล่ันแลวปรับ pH ดวย acetic acid, glacial ใหได 
pH 5.5 แลวทําการปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 50 มิลลิลิตร 

 
20. การเตรียม 7 M urea / 6% polyacrylamide gel สําหรับศึกษากิจกรรมของเอนไซม  

        สารละลาย TBE (10x)  0.75 มิลลิลิตร 
        Urea 3.15 กรัม 
        สารละลาย acrylamide/bis-acrylamide  1.50 มิลลิลิตร 
        DEPC.H2O    3.0 มิลลิลิตร 
        10 % ammonium persulphate   100 ไมโครลิตร 
        TEMED     10 ไมโครลิตร 
  
21. การเตรียมสารละลาย acrylamide/bis-acrylamide  
 
 ละลาย acrylamide 14.6 กรัม bis-acrylamide 0.4 กรัม ในน้ํากลั่น แลวทําการปรับปริมาตร
ดวยน้ํากลั่นใหได 50 มิลลิลิตร 
 
22. การเตรียมสารละลาย 10x TBE สําหรับศึกษากจิกรรมของเอนไซม 
 
 ละลาย Tris (hydroxymethyl) aminomethane 108 กรัม boric acid 55 กรัม ในน้ํากลั่น แลว
ทําการปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 1000 มิลลิลิตร 
 
23. การเตรียม ethidium bromide สําหรับศึกษากจิกรรมของเอนไซม 
 
 ละลาย ethidium bromide 1.0 กรัม ในน้ํากล่ัน 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวเก็บไวใน
กลองที่ทึบแสง 
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24. การเตรียมสารละลาย phenol: chloroform (1:1, v/v) สําหรับศึกษากิจกรรมของเอนไซม 
 
 ผสม phenol 20.0 มิลลิลิตร กับ chloroform 20.0 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน แลวเก็บไวใน
ขวดสีชา 
 
25. การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร 20x transfer สําหรับเทคนิค Immuno-Western Blot 
 
  ละลาย Tris (hydroxymethyl) aminomethane 12.11 กรัม glycine 75.07 กรัม แลว
ทําการปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 1000 มิลลิลิตร  
 
26. การเตรียมสารละลาย phosphate buffered salin (PBS), pH 7.5 สํารับเทคนิค Immuno-Western 
Blot 
 
  ละลาย disodium hydrongen orthophosphate anhydrous 11.5 กรัม sodium 
dihydrogen orthophosphate 2.98 กรัม sodium chloride 5.84 กรัม ปรับ pH ดวย 1 M HCl  ใหได pH 
7.5 แลวทําการปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 1000 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 
กราฟมาตรฐาน, ภาพบนแผนฟลมจากเทคนิค Immuno-Western Blot และตาราง 
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ภาคผนวก ข. 

1. กราฟมาตรฐานของ bovine serum albumin (BSA) ตามวิธีการ Lowry et al. (1951) สําหรับการ
หาโปรตีนในสารสกัดหยาบของเนื้อเมล็ดสบูดํา ความเขมขน BSA ที่ใชคือ 20, 40, 60, 80 และ 100 
ไมโครกรัม/100 ไมโครลิตร 
 

 
 

ภาพผนวกที่ ข1  กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน  
BSA (ไมโครกรัม/100 ไมโครลิตร) กับคาการดูดกลืนแสงที่ 650 นาโนเมตร  
สําหรับการหาโปรตีนในสารสกัดหยาบของเนื้อเมล็ดสบูดํา 
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2. กราฟมาตรฐานของ bovine serum albumin (BSA) ตามวิธีการ Lowry et al. (1951) สําหรับการ
หาโปรตีนในสารละลายเคอรซินที่แยกโดยคอลัมน DEAE-Sephacel ความเขมขน BSA ที่ใชคือ 20, 
40, 60, 80 และ 100 ไมโครกรัม/100 ไมโครลิตร 
 

 
 

ภาพผนวกที่ ข2  กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน  
BSA (ไมโครกรัม/100 ไมโครลิตร) กับคาการดูดกลืนแสงที่ 650 นาโนเมตร 
สําหรับการหาโปรตีนในสารละลายเคอรซินที่แยกโดยคอลัมน DEAE-Sephacel 
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3. กราฟมาตรฐานของ bovine serum albumin (BSA) ตามวิธีการ Lowry et al. (1951) สําหรับการ
หาโปรตีนในสารละลายเคอรซินที่แยกโดยคอลัมน CM-Cellulose ความเขมขน BSA ที่ใชคือ 20, 
40, 60, 80 และ 100 ไมโครกรัม/100 ไมโครลิตร 
 

 
 
ภาพผนวกที่ ข3  กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน  

BSA (ไมโครกรัม/100 ไมโครลิตร) กับคาการดูดกลืนแสงที่ 650 นาโนเมตร 
สําหรับการหาโปรตีนในสารละลายเคอรซินที่แยกโดยคอลัมน CM-Cellulose 
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4. กราฟมาตรฐานของ bovine serum albumin (BSA) ตามวิธีการ Lowry et al. (1951) สําหรับการ
หาโปรตีนเคอรซินบริสุทธิ์ที่แยกโดยการปรับ pH ความเขมขน BSA ที่ใชคือ 20, 40, 60, 80 และ 
100 ไมโครกรัม/100 ไมโครลิตร 
 

              
 
ภาพผนวกที่ ข4  กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน  

BSA (ไมโครกรัม/100 ไมโครลิตร) กับคาการดูดกลืนแสงที่ 650 นาโนเมตร 
สําหรับการหาโปรตีนเคอรซินบริสุทธิ์ที่แยกโดยการปรับ pH 
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5. กราฟมาตรฐานของ RNA มาตรฐาน สําหรับการหาขนาดคูเบสของชิ้น RNA ที่ถูกตัดจาก
การศึกษากิจกรรมของเอนไซม rRNA N-glycosidase 
 

 
 

ภาพผนวกที่ ข5  กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางระยะทางการเคลื่อนที่ (Rf) ของ RNA  
มาตรฐานกับสวนกลับมวลโมเลกุล (log MW) ของ RNA มาตรฐาน ซ่ึงมีขนาด 
100, 200, 300, 400, 600, 800 และ 1,000 คูเบส 
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6. ความเขมขนของเคอรซินจากเนื้อเมลด็สบูดํา KUBP33 ตาง ๆ ไดแก 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 
45 และ 50 ไมโครกรัม จากการทํา Immuno-Western Blot ที่ปรากฎบนแผนฟลม 
 

 
 
ภาพผนวกที่ ข6  การหาปรมิาณเคอรซินจากเนื้อเมล็ดสบูดํา KUBP33 ดวยเทคนิค Immuno- 

Western Blot ที่แสดงบนแผนฟลม 
 
7. กราฟมาตรฐานของเคอรซินจากการทํา Immuno-Western Blot (วิธีการทดลองที่ 3.3) 
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ภาพผนวกที่ ข7  กราฟมาตรฐานของเคอรซินแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของเคอรซิน  

(ไมโครกรัม) กับความเขมทีป่รากฎบนแผนฟลม (volume) 
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8. การวิเคราะหปริมาณเคอรซินในเนื้อเมล็ดสบูดําจากแหลงปลูกตาง ๆ ดวยดวยเทคนิค  
Immuno-Western Blot 
 
ภาพผนวกที ่ข8  วิเคราะหปริมาณเคอรซินที่อยูในเมล็ดสบูดําจากแหลงปลูกตาง ๆ ดวยเทคนิค  

Immuno-Western Blot ที่ปรากฎบนแผนฟลม 
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ภาพผนวกที ่ข8 (ตอ) 
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ภาพผนวกที ่ข8 (ตอ) 
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ภาพผนวกที ่ข8 (ตอ) 
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9. ตําแหนงการทํางานของเอนไซม rRNA N-glycosidase และ aniline 
 

 
 
ภาพผนวกที ่ข9 การทํางานของเอนไซม rRNA N-glycosidase และ aniline 
 
 
 
 
 
 
 
 

Adenine

N-glycosidase bond 
(digested by N-glycosidase) 

Phosphodiester bond 
(catalyted by aniline) 
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10. การทดสอบฤทธิ์ของยาปฎิชีวนะมาตรฐานในการยบัยั้งการเจรญิของเชื้อแบคทีเรยีโดยวธิี Agar dilution  
 
ตารางผนวกที่ ข1  การทดสอบฤทธิ์ของยาปฎิชีวนะมาตรฐานในการยบัยั้งการเจรญิของเชื้อแบคทีเรยีโดยวธิี Agar dilution  
 

 เชื้อแบคทีเรีย 
Minimum Inhibitory Concentration (ไมโครกรัม/มิลลลิิตร) 

Ampicillin Chloramphenicol Amphotericin B 
1. Acinetobacter anitratus DMST 4183 10 100 NA 
2. Acinetobacter baumannii ATCC 19066 (DMST 10437) 1000 100 NA 
3. Acinetobacter calcoaceticus ATCC 23055 (DMST 10436) NI 2000 NA 
4. Acinetobacter lwoffii ATCC 15309 (DMST 4229) 5 50 NA 
5. Bacillus cereus ATCC 11778 (DMST 5040) 5 5 NA 
6. Burkholderia cepacia ATCC 25416 (DMST 4205) NI 5 NA 
7. Enterococcus faecalis ATCC 29212 (DMST 4736) 1 5 NA 
8. Escherichia coli ATCC 25922 (DMST 4212) 5 5 NA 
9. Pseudomonas aeruginasa ATCC 27853 (DMST 4739) 50 5 NA 
10. Pseudomonas fluorescens DMST 6034 1000 1000 NA 
11. Salmonella enteritidis ATCC 17368 1000 5 NA 
12. Salmonella typhi DMST 5784 0.5 5 NA 
13. Shigella dysenteriae DMST 15111 1 1000 NA 
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ตารางผนวกที่ ข1  (ตอ) 
 

เชื้อแบคทีเรีย Minimum Inhibitory Concentration (ไมโครกรัม/มลิลลิิตร) 
Ampicillin Chloramphenicol Amphotericin B 

14. Staphylococcus aureus  ATCC 25923 (DMST 8840) 0.25 5 NA 
15. Staphylococcus aureus  DMST 20654 (MRSA) 50 5 NA 
16. Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 (DMST 15505) 1 5 NA 
17. Streptococcus agalactiae DMST 17129 0.25 5 NA 
18. Streptococcus pyogenes DMST 17020 0.03125 5 NA 
19. Vibrio cholerae nonO1, nonO139 DMST 2873 1 0.5 NA 
20. Vibrio cholerae O139 ATCC 51394 5 5 NA 
21. Klebsiella pneumoniae ATCC 27736 50 5 NA 
22. Klebsiella oxytoca DMST 16071 NI 100 NA 
23. Bacillus subtilis ATCC 6633 1 5 NA 
24. Escherichia coli O157.H7 DMST 12743 1 10 NA 
25. Listeria monocytogenes DMST 17303 1 5 NA 
26. Proteus mirabilis DMST 8212 1 50 NA 
27. Serratia marcescens ATCC 8100 1000 50 NA 
28. Shigella flexneri DMST 4423 1000 5 NA 
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ตารางผนวกที่ ข1  (ตอ) 
 

เชื้อแบคทีเรีย Minimum Inhibitory Concentration (ไมโครกรัม/มลิลลิิตร) 
Ampicillin Chloramphenicol Amphotericin B 

29. Shigella sonnei (group D) DMST 2982 1 5 NA 
30. Shigella boydii DMST 7776 NI 1000 NA 
31. Candida albican ATCC 10231 NA NA 0.061 

 
หมายเหตุ  1. Ampicillin และ Chloramphenicol ความเขมขนเริ่มตน เทากับ 2000 µg/ml ความเขมขน 

        ตางๆที่เจอืจางเทากับ 1000, 100, 50, 10, 5, 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625, 0.03125,  
         0.015625, µg/ml 
     2. NI  =  No inhibition at  2000 µg/ml 
     3. NA = Not determined 
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11. สบูดําจากแหลงปลูก 153 แหลงปลูก ซ่ึงนํามาปลูกไวที่ไรสุวรรณวาจกสิกจิ และเก็บเมล็ดแก
จากตนอายุประมาณ 38 เดือน 
 
ตารางผนวกที่ ข2  เมล็ดสบูดําที่มาจากแหลงปลูกตางกัน 153 แหลงปลูก 
 

Accession 
Number 

แหลงที่มา 
   หมูบาน   ตําบล   อําเภอ   จังหวัด 

KUBP 1 โคกกระหาด โปงแดง ขามทะเลสอ นครราชสีมา 
KUBP 2 บานหนองกระจง 1 ระเริง วังน้ําเขียว นครราชสีมา 
KUBP 3 บานหนองกระจง 2 ระเริง วังน้ําเขียว นครราชสีมา 
KUBP 4 บานหนองกระจง 3 ระเริง วังน้ําเขียว นครราชสีมา 
KUBP 5   ขนงพระ ปากชอง นครราชสีมา 
KUBP 6 บานใหมสําโรง 1   สีคิ้ว นครราชสีมา 
KUBP 7 บานใหมสําโรง 2   สีคิ้ว นครราชสีมา 
KUBP 8 บานใหมศรีอุดม บานใหม หนองบุญมาก นครราชสีมา 
KUBP 9 บานโคกโจด กุดโบสถ เสิงสาง นครราชสีมา 

KUBP 11 บานสองใต ตลาด เมือง มหาสารคาม 
KUBP 12 บานสระนคร คันธาราษฎร กันทรวิชัย มหาสารคาม 
KUBP 13     บรบือ มหาสารคาม 
KUBP 14 บานหนองลุมพุก หัวงัว ยางตลาด กาฬสินธุ 
KUBP 15 บานดานใต   รองคํา กาฬสินธุ 
KUBP 16 บานดอนปอแดง ยางตลาด ยางตลาด กาฬสินธุ 
KUBP 18 บานหนองมวง   โพนทอง รอยเอ็ด 
KUBP 19 บานหนองแข (แดง) บึงงาม หนองพอก รอยเอ็ด 
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ตารางผนวกที่ ข2  (ตอ) 
 

Accession 
Number 

แหลงที่มา 
 หมูบาน    ตําบล อําเภอ จังหวัด 

KUBP 20 บานโนนกอ หนองแวง นิคมคําสรอย มุกดาหาร 
KUBP 21 บานโพธิ์ไทร (ขาว)   ดอนตาล มุกดาหาร 
KUBP 23 บานกุดชุม กุดชุม กุดชุม ยโสธร 
KUBP 24 บานโคกยาว ทรายมูล ทรายมูล ยโสธร 
KUBP 25 บานกุดแห กุดแห เลิงนกทา ยโสธร 
KUBP 27 บานหนองคูณ เขมราฐ เขมราฐ อุบลราชธานี 
KUBP 28 บานหนองกวาง ศรีสุข เขื่องใน อุบลราชธานี 
KUBP 29 บานยางโยภาพ ยางโยภาพ มวงสามสิบ อุบลราชธานี 
KUBP 30 บานโพธิ์ไทร ละเว้ีย ประโคนชัย บุรีรัมย 
KUBP 31 บานโคกสะอาด หนองตระครอง ละหานทราย บุรีรัมย 
KUBP 32 บานหนองทนง บานไทร ปราสาท สุรินทร 
KUBP 33 บานตาคง ตาคง สังขละ สุรินทร 
KUBP 34 บานไกคํา ไกคํา เมือง อํานาจเจริญ 
KUBP 35 บานศรีสมบูรณ ชานุมาน ชานุมาน อํานาจเจริญ 
KUBP 36 บานผักขะ ลิ้นฟา ยางชุมนอย ศรีสะเกษ 
KUBP 37 บานหนองคู หนองครก เมือง ศรีสะเกษ 
KUBP 38 บานศาลาเหนือ สําโรงตาเจ็น ขุขันธ ศรีสะเกษ 
KUBP 43 บานปอแดง บากเรือ มหาชนะชัย ยโสธร 
KUBP 44 บานเนินมะกอก หนองไผ หนองไผ เพชรบูรณ 
KUBP 45 บานลําพาด หนองไผ หนองไผ เพชรบูรณ 
KUBP 46 บานดงเจริญ วังศาล วังโปง เพชรบูรณ 
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ตารางผนวกที่ ข2  (ตอ) 
 

Accession 
Number 

                                                                   แหลงที่มา 
หมูบาน ตําบล อําเภอ จังหวัด 

KUBP 47 บานวังชะนาง ทายดง วังโปง เพชรบูรณ 
KUBP 49 บานโนนไทร บอทอง ทองแสนขัน อุตรดิตถ 
KUBP 50 บานวังปรากฏ ปาคาย ทองแสนขัน อุตรดิตถ 
KUBP 51 บานทุงศรี ทุงศรี รองกวาง แพร 
KUBP 52 บานปางมอญ อายนาไลย เวียงสา นาน 
KUBP 56 บานน้ําโมง ผาตอ ทาวังผา นาน 
KUBP 58 บานหวยเฟอง ผาชางนอย ปง พะเยา 
KUBP 62 บานน้ําจํา หลวงใต งาว ลําปาง 
KUBP 63 บานทาสี บานดง แมเมาะ ลําปาง 
KUBP 64 บานตนมื่น วังพราว เกาะคา ลําปาง 
KUBP 65 บานสันบุญเรือง แมกัวะ สบปราบ ลําปาง 
KUBP 66 บานแมวะเดนชัย แมวะ เถิน ลําปาง 
 KUBP 67 บานตาก ตากออก บานตาก ตาก 
KUBP 69 ม.3 บานหมอ เมือง เพชรบุรี 
KUBP 71 บานปา ตําหรุ บานลาด เพชรบุรี 
KUBP 72 หวยจิก ชะอํา ชะอํา เพชรบุรี 
KUBP 73 ม.7 บานบอนอก บอนอก เมือง ประจวบคีรีขันธ 
KUBP 74 ม.2 บานบางน้ําจืด บางน้ําจืด หลังสวน ชุมพร 
KUBP 75 ม.2 สี่แยกบานนาเดิม บานนา บานนาเดิม สุราษฎรธานี 
KUBP 76 บานนายาง นาสาร บานนาสาร สุราษฎรธานี 
KUBP 77 ม.7 บานไรเหนือ ที่วัง ทุงสง นครศรีธรรมราช 
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ตารางผนวกที่ ข2  (ตอ) 
 

Accession 
Number 

แหลงที่มา 
หมูบาน ตําบล อําเภอ จังหวัด 

KUBP 78 ม.1 บานตูล ชะอวด นครศรีธรรมราช 
KUBP 79 บานปงยา (วัดเขาแดง)  ปรางหมู เมือง พัทลุง 
KUBP 80 ม.6 บานประดู เขาเจียก เมือง พัทลุง 

KUBP 81 
ม.2 สถานีอนามัยบานปา
บาก ทุงนารี ปาบอน พัทลุง 

KUBP 83 เขตเทศบาล จะบังติกอ เมือง ปตตานี 
KUBP 84 ม.4 บานควนลังงา ทรายขาว โคกโพธิ์ ปตตานี 
KUBP 85 ม.11  เขาพระ รัตภูมิ สงขลา 
KUBP 86 ม.21 เขาวิเศษ วังวิเศษ ตรัง 
KUBP 87 ม.2 ทรายขาว คลองทอม กระบี่ 

KUBP 88 
ถ.ศรีพังงา(ปากทางแยก
ไปพังงา) กระบี่ใหญ เมือง กระบี่ 

KUBP 89     กบินทรบุรี ปราจีนบุรี  
KUBP 91     ชนแดน เพชรบูรณ  
KUBP 95       USA 
KUBP 96       สตูล 

KUBP 108 บานหนองลุมพุก หนองบัวโคก จัตุรัส ชัยภูมิ 
KUBP 109 บานหนองบัวใหญ บานหนองบัวใหญ จัตุรัส ชัยภูมิ 
KUBP 110 บานทาโปง หนองตะเฆ หนองบัวระเหว ชัยภูมิ 
KUBP 111 บานราษฎรบูรณะ เจาทอง ภักดีชุมพล ชัยภูมิ 
KUBP 112 บานหวยโกเตี้ย ทาใหญ หนองบัวแดง ชัยภูมิ 
KUBP 114 บานรองแสนคํา บานเปา เกษตรสมบูรณ ชัยภูมิ 
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ตารางผนวกที่ ข2  (ตอ) 
 

Accession 
Number 

แหลงที่มา 
หมูบาน ตําบล อําเภอ จังหวัด 

KUBP 115 บานคลองเตยใน หวยยาง คอนสาร ชัยภูมิ 
KUBP  116 บานตะกุดจั่น ทาขาม ชนแดน เพชรบูรณ 
KUBP 117 บานตะกุดจั่น ทาขาม ชนแดน เพชรบูรณ 
KUBP 118 บานบึงกลาง ฝายนาแซง หลมสัก เพชรบูรณ 
KUBP 119 บานหนองสวาง หนองสวาง หลมสัก เพชรบูรณ 
KUBP 120 บานกกกระบาก โปง ดานซาย เลย 
KUBP 121 บานโปง โปง ดานซาย เลย 
KUBP 122 บานหางนา โพนสูง ดานซาย เลย 
KUBP 123 บานกอไรใหญ เสี้ยว เมือง เลย 
KUBP 124 รร.ภูหลวงโฮเต็ล กุดปอง เมือง เลย 

KUBP 125  เชียงคาน  เชียงคาน  เลย 
KUBP 126   เชียงคาน  เชียงคาน  เลย 
KUBP 128 บานคกไผ ปากชม ปากชม เลย 
KUBP 129 บานปากชม ปากชม ปากชม เลย 
KUBP 130 บานวินัย ปากชม ปากชม เลย 
KUBP 131   เชียงกลม ปากชม เลย 
KUBP 132   ชมเจริญ ปากชม เลย 
KUBP 133   นาดินดํา เมือง เลย 
KUBP 134 บานหนองดอกบัว น้ําสวย เมือง เลย 
KUBP 135 บานหนองตูม ภูกระดึง ภูกระดึง เลย 
KUBP 136 หมูบานสัมพันธ ขัวเรียง ชุมแพ ขอนแกน 
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ตารางผนวกที่ ข2  (ตอ) 
 

Accession 
Number 

แหลงที่มา 
หมูบาน ตําบล อําเภอ จังหวัด 

KUBP 138 บานนางาม นาดี หนองแสง อุดรธานี 
KUBP 139 บานคําหวาทอง ทับกุง หนองแสง อุดรธานี 
KUBP 140 บานผาสิงห หมากหญา หนองวัวซอ อุดรธานี 
KUBP 141 บานหวยบง โพธิ์ไทร เมือง หนองบัวลําภู 
KUBP 142 บานกุดกระสูใต เกากลอย นากลาง หนองบัวลําภู 
KUBP 143 บานภูดิน บานผือ บานผือ อุดรธานี 
KUBP 148 บานเลาใหญ แชแล กุมภวาป อุดรธานี 
KUBP 149 บานเหลาหมากบา แชแล กุมภวาป อุดรธานี 
KUBP 153 บานโนนเขวา ดงบัง นาดูน มหาสารคาม 
KUBP 155 บานหัวหนอง ดอนหวาน เมือง มหาสารคาม 
KUBP 156 บานถิ่นพัฒนา ภูดิน เมือง กาฬสินธุ 
KUBP 158 บานภูวง คําบอ วาริชภูมิ สกลนคร 
KUBP 159 บานโนนแบน เชียงเครือ เมือง สกลนคร 
KUBP 161 บานโคกสะอาด บานเสียว นาหวา นครพนม 
KUBP 163 บานนกทา หนองสนม วานรนิวาส สกลนคร 
KUBP 164 บานคําปะกัง บานโพธิ์ โพนพิสัย หนองคาย 
KUBP 169 บานดอนกลาง หนองแวง บานแพง นครพนม 
KUBP 170 บานมวงเหลาหลวง ไทรบุรี ทาอุเทน นครพนม 
KUBP 172 บานเหลาภูมี หนองญาติ เมือง นครพนม 
KUBP 175 บานโคกหินแฮ โคกหินแฮ เรณูนคร นครพนม 
KUBP 176 บานนาเหนือ พระซอง นาแก นครพนม 
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ตารางผนวกที่ ข2  (ตอ) 
 

Accession 
Number 

แหลงที่มา 
หมูบาน ตําบล อําเภอ จังหวัด 

KUBP 177 บานดงนอย พิมาน นาแก นครพนม 
KUBP 178 บานนานวล ดงหลวง ดงหลวง มุกดาหาร 
KUBP 179 บานหนองปง หนองเอี่ยน คําชะอี มุกดาหาร 
KUBP 180 บานโนนยาง โนนยาง หนองสูง มุกดาหาร 
KUBP 181 บานงิ้ว โนนชัยศรี โพนทอง รอยเอ็ด 
KUBP 184 บานบาก สําราญ เมือง ยโสธร 
KUBP 185 บานสองคอน โนนโพธิ์ เมือง อํานาจเจริญ 
KUBP 186 บานโคกศรีบุญเรือง ไกคํา เมือง อํานาจเจริญ 
KUBP 187 บานเหลามันแกว โคกกลาง ลืออํานาจ อํานาจเจริญ 
KUBP 188 บานกุงชัย ดงบัง ลืออํานาจ อํานาจเจริญ 
KUBP 189 บานพนานต พระเหลา พนา อํานาจเจริญ 
KUBP 190 บานดอนงัว ไหลทุง ตระการพืชผล อุบลราชธานี 
KUBP 191 บานลาดสมดี กุศกร ตระการพืชผล อุบลราชธานี 
KUBP 192 บานดอนใหญ ดอนใหญ ศรีเชียงใหม อุบลราชธานี 
KUBP 193 บานดอนตูม คําไหล ศรีเชียงใหม อุบลราชธานี 
KUBP 194 บานหวยสระคาม โขงเจียม โขงเจียม อุบลราชธานี 
KUBP 195 บานผาแพร โขงเจียม โขงเจียม อุบลราชธานี 
KUBP 196 บานนาโพธิ์ นาโพธิ์ บุณฑริก อุบลราชธานี 
KUBP 197 บานหัวแข บัวงาม บุณฑริก อุบลราชธานี 
KUBP 198 บานนาจะหลวย นาจะหลวย นาจะหลวย อุบลราชธานี 
KUBP 199 บานแปดอุม โคมประดิษฐ น้ํายืน อุบลราชธานี 
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ตารางผนวกที่ ข2  (ตอ) 
 

Accession 
Number 

แหลงที่มา 
หมูบาน ตําบล อําเภอ จังหวัด 

KUBP 200 บานภูผาหมอก ภูผาหมอก กันทรลักษ ศรีสะเกษ 
KUBP 201 บานจอก สะพุง ศรีรัตนะ ศรีสะเกษ 
KUBP 204 บานพมา จารพัต ศีขรภูมิ สุรินทร 
KUBP 205 บานกันจารย เมืองที เมือง สุรินทร 
KUBP 206 บานตะเคียน คอโค เมือง สุรินทร 
KUBP 208 บานพลวง สวายจีก เมือง บุรีรัมย 
KUBP 209 บานสีแยก กงรถ หวยแถลง นครราชสีมา 
KUBP 210 บานหินดาด หินดาด หวยแถลง นครราชสีมา 
KUBP 211 บานหนองตระครอง หินโคน จักราช นครราชสีมา 
KUBP 212 บานตูม ทองหลาง จักราช นครราชสีมา 
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