
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1. บทนํา 
 ปจจุบันประเทศไทยพบวามีเชื้อกอโรคหลาย
ชนิดมีความสามารถดื้อตอยาปฏิชีวนะซึ่งเชื้อสวนใหญ
จะเปนเชื้อกอโรคที่สําคัญในคน เชน เชื้อ 
Mycobacterium tuberculosis  ที่กอใหเกิดโรควัณโรค 
และเชื้อกลุม Nonfermenter และ Klepsilla sp. โรคที่
เกี่ยวของกับโรคระบบทางเดินอาหาร โดยมีปจจัยที่
สําคัญในการดื้อตอยาปฏิชีวนะคือ การใชยาปฏิชีวนะ
อยางไมถูกตองทางดานการแพทยและเกษตรกรรม ซึ่ง
สงผลใหเกิดการดื้อยา และมีแนวโนมที่จะแพรกระจาย
เปนวงกวางอันนํามาซึ่งวิกฤตการณที่รุนแรงในปจจุบัน  
ทําใหเปนปญหาอยางมากในวงการแพทย  
 ดวยเหตุนี้จึงมีงานวิจัยที่มุงเนนหายาตานเชื้อ
แบคทีเรียชนิดใหมจากธรรมชาติที่มีความจําเพาะ  มี
ประสิทธิภาพสูง และไมกอใหเกิดการดื้อยา จาก
การศึกษาที่ผานมาพบวาในส่ิงมีชีวิตชั้นสูงมี defense 
mechanism ในการปองกันตนเองจากการติดเชื้อ
แบคทีเรียหรือส่ิงแปลกปลอมโดยการสรางโปรตีนหรือ
เพปไทดขึ้นมาเพื่อทําลาย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
หรือยับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย ถือวา
เปน innate immunity  ในส่ิงมีชีวิต โดยมีกลไกการ
ทําลายที่ผนังเซลลของแบคทีเรีย และทําใหแบคทีเรีย
ตายในที่สุด ซึ่งการทําลายในลักษณะนี้จะไมเอ้ือตอ
การพัฒนาของแบคทีเรียเพ่ือดื้อตอการทํางาน 
(Matsuzaki, K., 1999) 
 จระเขเปนสัตวเศรษฐกิจที่สําคัญของประเทศ
ชนิดหนึ่ง จากขอมูลการเพาะเลี้ยงพบวาจระเขเปน
สัตวที่มีพฤติกรรมกาวราว กัดกันจนทําใหเกิด
บาดแผล แตจะไมคอยพบวามีปญหาของการติดเชื้อ
(ปานเทพ รัตนากร, 2541)  จึงอาจเปนไปไดวาจระเข
มีการสรางโปรตีนหรือเพปไทดชนิดพิเศษที่สามารถ
ทําลายเชื้อแบคทีเรียไดอยางรวดเร็วและมีประสิทธ ิ
ภาพสูง โดยเฉพาะในเลือดซึ่งเปนผลิตภัณฑที่ไดจาก
การแปรรูปที่ยังไมมีการศึกษานําไปใชประโยชนอยาง
เต็มที่ ถาสามารถทราบและแยกบริสุทธิ์ไดจะเปน
ประโยชนอยางมากตอการนําไปพัฒนาใชเพ่ือผลิตเปน
วัคซีนหรือยา และยังเปนการสรางมูลคาเพ่ิมใหกับ
อุตสาหกรรมจระเขดวย  

การศึกษาสารออกฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียในซีร่ัมจระเขสายพนัธุไทย (Crocodylus siamensis) 
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บทคัดยอ 
 

งานวิจัยนี้ไดศึกษาสารออกฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียในซีรั่มจระเขสายพันธุไทยโดยเทคนิคการตกตะกอน
โปรตีนหรือเพปไทดดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตและคอลัมนโครมาโตกราฟฟแลวทําการตรวจสอบความสามารถใน
การตานเชื้อแบคทีเรียดวย disc diffusion method และตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีนหรือเพปไทดดวย  SDS-
PAGE  จากการศึกษาพบวาการตกตะกอนโปรตีนหรือเพปไทดที่ 20-50 % แอมโมเนียมซัลเฟตมีสมบัติตานเชื้อ
แบคทีเรีย 3 ชนิด คือ Salmonella typhi , Psudomonas aeruginosa   และ Klebsiella oxytoca  และจากการแยก
บริสุทธิ์ดวย DEAE anion exchange column chromatography พบ 6 peak ของโปรตีนหรือเพปไทดซึ่งแตละ peak 
มีสมบัติในการตานเชื้อแบคทีเรียที่แตกตางกันและจากการตรวจสอบดวย SDS-PAGE พบวามีโปรตีนหรือเพปไทด
เปนองคประกอบอยูจํานวนมาก นอกจากนี้ยังพบตะกอนโปรตีนหรือเพปไทดมีสีฟาซึ่งคาดวานาจะเปนสีของคอบเปอร
ที่จับอยูกับโมเลกุลของโปรตีนหรือเพปไทดซึ่งอาจจะมีสวนเกี่ยวของกับกลไกการตานเชื้อแบคทีเรีย 
คําสําคัญ : จระเข, ซีรั่ม, สารตานฤทธิ์แบคทีเรีย 



 ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคที่จะศึกษา
สารตานเชื้อแบคทีเรียในซีรั่มจากเลือดจระเขสายพันธุ
ไทย (Crocodylus siamensis) โดยทําการตกตะกอน
โปรตีนหรือเพปไทดดวยแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความ
เขมขนตางๆ แลวนําโปรตีนหรือเพปไทดที่ตกตะกอน
ไดไปกําจัดเกลือออกโดยผาน Sephadex G-25 และ
ทดสอบการตานเชื้อแบคทีเรียโดยเทคนิค disc 
diffusion method จากนั้นทําการแยกบริสุทธิ์ดวย ion 
exchange column chromatography แลวนําสวนที่
แยกไดตรวจสอบสมบัติการตานเชื้อแบคทีเรียและ
ตรวจสอบความบริสุทธิ์โปรตีนโดยเทคนิค SDS-PAGE  
 
2. อุปกรณและวิธีการทดลอง  
2.1 การตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียม
ซัลเฟตที่ความเขมขนตางๆ 
 ชั่งแอมโมเนียมซัลเฟตตามที่ตองการและ
คอยๆ โรยเกลือลงในซีรั่มจระเขที่เจือจางดวย 0.05 M 
sodium   phosphate buffer pH 7.0  ในอัตราสวน 1:2  
ทําการ stir เบาๆ ที่อุณภูมิ 40C เปนเวลา 30 นาที 
นําไปเซนตริฟวจที่ 10,000 xg  เปนเวลา 30 นาที เก็บ
สวนของ supernatant โดยแบงเปน 2 สวน สวนแรก 
นําไปกําจัดเกลือโดยผานคอลัมน Sephadex G-25 
และทดสอบการตานเชื้อแบคทีเรียโดยเทคนิค disc 
diffusion method สวนที่สองนําไปตกตะกอนตอที่ % 
ความเขมขนเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตในลําดับตอไป 
สําหรับสวน pellet นําไปกําจัดเกลือแลวทําการทดสอบ
การตานเชื้อแบคทีเรียโดย disc diffusion method และ
ตรวจสอบความบริสุทธิ์โปรตีนดวย SDS-PAGE  
 
2.2 การกําจัดเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตโดยผาน
คอลัมน Sephadex G-25 
 นําสารละลายโปรตีนตัวอยางที่ไดจากการ
ตกตะกอน applied ลงในคอลัมนขนาดเทากับ 1.5x 
100 cm ที่ equilibrate column ดวย 0.05 M sodium   
phosphate buffer pH 7.0 เก็บ fraction ละ 6 ml นํา
แตละ fraction ไปวัด A280 และ A220 ทําการ pooled 
fraction  ที่มี peak โปรตีนหรือเพปไทดเกิดขึ้น แลว

นําไปวัดความสามารถทําลายเชื้อแบคทีเรียดวย disc 
diffusion method ตรวจสอบความบริสุทธิ์โปรตีนโดย
เทคนิค SDS-PAGE  
 
2.3 การตรวจสอบความสามารถในการตานเชื้อ
แบคทีเรียดวย disc diffusion method 
 applied สารละลายโปรตีนตัวอยางลงใน 
paper discs บน plate อาหาร Mueller Hinton Agar 
ที่ swoop ดวยเชื้อ Escherichia coli,  Psudomonas 
aeruginosa,  Staphylococus   aureuse,  Klebsiella 
oxytoca และ  Salmonella typhi  บมที่อุณหภูมิ 370C 
เปนเวลา16-18 ชั่วโมง ตรวจวัด clear zone ที่เกิดขึ้น 
(วัด 3 ครั้ง โดยรอบๆ clear zone หาคาเฉล่ียแลว
นําไปวิเคราะหผลในลําดับตอไป) 
 
2.4 การแยกบริสุทธ์ิโปรตีนหรือเพปไทดดวย
เทคนิค  ion  exchange column chromatography 

นําสารละลายโปรตีนหรือเพปไทดที่พบวามี
ความสามารถทําลายเชื้อแบคทีเรีย applied ลงใน 
column ขนาด 1x90 cm ที่ผานการ equilibrate ดวย    
0.05 M sodium phosphate buffer pH 7.0 เก็บ 
fraction ละ 3 ml ลางคอลัมนดวย 0.05 M sodium 
phosphate buffer pH 7.0 ปริมาตร 300 ml ทําการ 
ชะโปรตีนแบบ linear gradient ดวย 0.0-0.5 M NaCl 
ใน 0.05 M sodium phosphate buffer pH 7.0 เก็บ
ทุก fraction ไปวัด A280 และ A220 ทําการ pooled 
fraction ที่มี peak โปรตีนหรือเพปไทด เพ่ือนําไป
ตรวจสอบความสามารถในการทําลายเชื้อแบคทีเรีย
และทดสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีนหรือเพปไทดที่
แยกได 
 
2.5 การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของโปรตีนหรือ
เพปไทดดวย SDS-PAGE  

SDS-PAGE ไดทําการทดลองตามเทคนิค
ของ Laemmli (1970) และยอมเจลดวย Coomassie 
brilliant Blue R250 และ Silver Staining 
  



3. ผลการทดลองและอภิปรายผล 
 กอนที่จะทําการศึกษาสารออกฤทธิ์ตานเชื้อ
แบคทีเรียในซีรั่มจระเขสายพันธุไทย ไดมีการศึกษา
เบ้ืองตนโดยการนําซีรั่ม พลาสมา  บอดี้ฟลูอิด สาร
สกัดจากตับและสารสกัดจากกลามเนื้อ มาตรวจสอบ
การตานเชื้อแบคทีเรียดวย disc diffusion method ซึ่ง
ไดผลการทดลองดังรูปที่ 1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 1. การตรวจสอบการตานเชื้อ Salmonella typhi 
โดย disc diffusion method  
S10 : Streptomycin   10 MC g (Positive Control) 
W : Double Distill Water ที่ผานการฆาเชื้อ (Negative 
Control) 

จากผลการทดลองพบวาใน ซีรั่ม พลาสมา 
และสารสกัดจากตับมีความสามารถในการตานเชื้อ S. 
typhi สวนบอดี้ฟลูอิดและสารสกัดจากกลามเนื้อไม
พบวามีการตานเชื้อดังกลาว จากขอมูลนี้นําไปสู
วัตถุประสงคของงานวิจัยคือ ตองการทราบและแยก
สารที่มีสมบัติตานการติดเชื้อแบคทีเรียในซีรั่มจระเข
สายพันธุไทย  
 
3.1 ผลการตกตะกอนโปรตีนหรือเพปไทดจากซีร่ัม
จระเขดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความ
เขมขนตางๆ 

จากการตกตะกอนโปรตีนซีรั่มจระเขดวย
30%, 50%, 70% และ 90% เกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 
แลวนําสวนตะกอนและสวนใสที่ไดไปกําจัดเกลือโดย
ผานคอลัมน Sephadex G-25 นําแตละ fractions ไป

วัดคาการดูดกลืนแสงที่ A220 และ  A280 แลวทําการ
รวม fractions ซึ่งไดทั้งหมด 15 สวน ( code 1-15 ) 
 
3.2 ผลการตรวจสอบสมบัติการตานเชื้อแบคทีเรีย
ของโปรตีนสวนตางๆท่ีไดจากการตกตะกอน  

นําสวนตางๆจากการผานคอลัมน Sepha- 
dex G-25 ไปทดสอบการตานเชื้อแบคทีเรียดวย disc 
diffusion method โดยทดสอบกับเชื้อ Escherichia 
coli,  Psudomonas aeruginosa , Staphylococus 
aureuse ,  Klebsiella oxytoca และ  Salmonella 
typhi ไดผลการทดสอบดังรูปที่ 2. 
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รูปท่ี 2.  ผลการตรวจสอบการตานเชื้อแบคทีเรียของ 
code 1-15 โดย disc diffusion method  
S10  : Streptomycin   10 MC g  
 (Positive Control) 
W  : Double Distill Water ที่ผานการฆาเชื้อ 
 (Negative Control) 

 
จากกราฟแทงเปรียบเทียบความสามารถใน

การทําลายเชื้อแบคทีเรีย (clear zone) ของสวนตางๆ
จาก pooled fraction (Code1-15) ของการตกตะกอน
โปรตีน พบวาที่สวนใส 30% (NH4)2SO4 (Code 2) 
และตะกอน 50% (NH4)2SO4 (Code 4) มีการทําลาย
เชื้อ S. typhi และยับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อ K. 
oxytoca และ P. aeruginosa สําหรับสวนที่เหลือไม
พบการทําลายเชื้อแบคทีเรียเนื่องจาก clear zone 
เทากับ Negative Control สวน Streptomycin (S10) 
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ซึ่งเปน Positive Control นั้นสามารถทําลายเชื้อ
แบคทีเรียไดทั้ง 5 ชนิด  
  
3.3 ผลการตกตะกอนโปรตีนหรือเพปไทดดวย 20-
50 % เกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 

จากผลการทดลองที่ผานมาทําใหทราบชวง
ความเขมขนของเกลือที่สามารถตกตะกอนใหโปรตีน
หรือเพปไทดที่มีสมบัติตานเชื้อแบคทีเรีย คือ 30-50%
เกลือแอมโมเนียมซัลเฟต ดังนั้นเพ่ือใหไดปริมาณ
โปรตีนหรือเพปไทดที่เพียงพอสําหรับการทดลองใน
ขั้นตอนตอไป จึงไดทําการตกตะกอนซ้ําอีกครั้งที่ 20-
50% เกลือแอมโมเนียมชัลเฟต แลวเก็บสวนที่เปน
ตะกอนนําไปกําจัดเกลือออกโดยคอลัมน Sephadex 
G-25 ไดผลการทดลองดังรูปที่ 3. 

 
รูปท่ี 3. กราฟแสดงการกําจัดเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต
โดยผานคอลัมน Sephadex G-25  ของสวนตะกอนซีรั่ม
จระเขที่ตกตะกอนดวย 20-50% เกลือแอมโมเนียมซัลเฟต  

 
3.5  ผลการตรวจสอบขนาดและความบริสุทธ์ิ
โปรตีนของ peak  A, B และ C ดวย  SDS-PAGE 

จากการ pooled fraction ของ peak  A, B 
และ C (รูปที่ 3.) และนําไปตรวจสอบความบริสุทธิ์
โปรตีน ดวย 12.5% SDS-PAGE (รูปที่ 4A) และ 15% 
SDS-PAGE (รูปที่ 4B) พบวาใน peak  A มีแถบ
โปรตีนอยูหลายขนาดตั้งแต high molecular weight   
(>100 kDa) จนถึง low  molecular weight ( <50 
kDa) สวน peak B และ C พบแถบโปรตีนจางมาก  
ดังนั้นจึงสนใจทําการศึกษาในสวนของ peak  A โดย

นําไปแยกบริสุทธิ์ตอดวยเทคนิค ion exchange 
column chromatography 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4. แสดงการตรวจสอบขนาดและความบริสุทธิ์
โปรตีนของ peak  A, B และ C ดวย 12.5%    SDS-
PAGE (A) และ 15% SDS-PAGE (B) 
 
3.6  ผลการแยกบริสุทธ์ิโปรตีนหรือเพปไทดของ  
peak  A  ดวย  Ion exchange column 
chromatography 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
รูปท่ี 5. แสดง elution profile ของการแยกบริสุทธิ์
โปรตีนจากการตกตะกอนโปรตีนที่ 20-50% 
(NH4)2SO4 ของ peak A ดวย DEAE anion  
exchange column  chromatography   

 
จากการแยกบริสุทธิ์ดวย DEAE anion 

exchange column chromatography พบวาสามารถ
แยกโปรตีนหรือเพปไทดออกไดเปน 6 peak จากนั้น
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จึงนําทั้ง 6 peak ไปทดสอบการตานเชื้อแบคทีเรียโดย 
disc diffusion method ไดผลการทดลองดังรูปที่ 6. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 6. แสดงผลการตรวจสอบการตานเชื้อแบคทีเรีย
ของ  peak 1- 6  โดย disc diffusion method   
S10 : Streptomycin   10 MC g (Positive Control) 
DDW  : Double Distill Water ที่ผานการฆาเชื้อ 
(Negative Control) 

 
 จากการตรวจสอบการตานเชื้อแบคทีเรียโดย 

disc diffusion method ของโปรตีนหรือเพปไทดทั้ง 6 
peak  พบวาโปรตีนหรือเพปไทดทั้ง 6 peak มี
ความสามารถทําลายหรือยับย้ังการเจริญเติบโตของ
เชื้อแบคทีเรียแตกตางกัน โดย peak ที่ 2, 4 และ 6 
สามารถทําลายหรือยับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อ S. 
typhi ไดดีที่สุดและนอกจากนี้ใน peak ที่ 6 ยังสามารถ
ทําลายหรือยับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อทั้ง 3 ชนิดได
ดีกวา peak อ่ืนๆ  จากนั้นทําการตรวจสอบความ
บริสุทธิ์ของโปรตีนหรือเพปไทดทั้ง 6 peak ดวย SDS-
PAGE   ซึ่งยอมดวย Coomassie brilliant Blue R250 
และ Silver Staining  ไดผลการทดลองดังรูปที่ 7-8 

จากการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีนหรือ
เพปไทด ของ peak ที่ 1-6   ดวย 12.5% SDS-PAGE 
ยอมดวย Coomassie brilliant Blue R250 (รูปที่ 7) 
และ Silver Staining (รูปที่ 8) จะพบวาประกอบดวย
โปรตีนหรือเพปไทดอยูจํานวนมาก และจะพบวาเมื่อ
ยอมดวย Coomassie brilliant Blue R250 แถบ

โปรตีนหรือเพปไทดจะมีลักษณะจาง ในขณะที่ยอม
ดวย  Silver Staining  แถบโปรตีนหรือเพปไทดจะ
เขม ดังนั้นจึงแสดงวาโปรตีนหรือเพปไทดนาจะมี
คุณสมบัติเปนลบมากกวาความเปนไฮโดรโฟบิค ซึ่งจะ
จับกับประจุบวกของ Silver (Ag+) ไดดีกวา 
Coomassie brilliant Blue 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 7.  การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีนหรือ
เพปไทด ของ peak ที่ 1- 6   ดวย 12.5 % SDS-
PAGE ยอมดวย Comassie brilliant Blue R250 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 8.  แสดงการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีน
หรือเพปไทด ของ peak ที่ 1- 6   ดวย 12.5 % SDS-
PAGE ยอมดวย Silver Staining 
 
4. สรุปผลการทดลอง 

ในซีรั่มจระเขสายพันธุไทย (Crocodylus 
siamensis ประกอบดวยโปรตีนหรือเพปไทดที่มี
ประสิทธิภาพสูงมากในการทําลายหรือยับย้ังการ
เจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย และพบวามีความจํา 
เพาะตอเชื้อแบคทีเรียแกรมลบมากที่สุด โดยเฉพาะ 
S. typhi ซึ่งเปนสาเหตุของโรคไทฟอยดที่ยังถือวา
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เปนปญหาทางสาธารณสุขของประเทศไทยในปจจุบัน 
ในการทดลองนี้ใหผลสอดคลองกับการทดลองของ วิน 
เชยชมศรี (ม.ป.ป.) ที่ทําการศึกษาและพบวาในซีรั่ม
จระเขมีสารที่สามารถทําลายหรือยับย้ังการเจริญโต
ของเชื้อแบคทีเรียแกรมลบของเชื้อ P. aeruginosa  
และยังมีผลที่เปนไปในทางเดียวกันกับ Cherie Roche 
และคณะ (2002) ที่ไดทําการศึกษาในซีรั่มจระเขสาย
พันธุอเมริกัน (Alligator mississippiensis) ซึ่งพบวา
ซีรั่มจระเขสายพันธุอเมริกัน มีผลทําใหอัตราการรอด
ชีวิตของเชื้อ E. coli ลดลงกวาปกติ 10 เทา ซึ่งจาก
รายงานสวนใหญพบวาในซีรั่มจระเขเกือบทั้งทุกสาย
พันธุจะมีความสามารถสูงมากในการทําลายหรือยับย้ัง
การเจริญเติบโตเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ และนี่คือราย 
งานแรกที่พบโปรตีนลักษณะมีสีฟาจากการตกตะกอน
โปรตีนพบวามีโปรตีนสีฟา ซึ่งคาดวานาจะเปนสีของ
คอบเปอรที่จับอยูกับโมเลกุลของโปรตีนหรือเพปไทด 
ซึ่ง copper containing protein อาจจะมีสวนเกี่ยวของ
กับกลไกการตานเชื้อแบคทีเรียในซีรั่มจระเข 

สุดทายการพบโปรตีนหรือเพปไทดที่มีสมบัติ
ทําลายหรือยับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียที่มี
ความแรงและมีประสิทธิภาพสูงในซีรั่มจระเขถือวามี
ความสําคัญเปนอยางมากที่จะเปนวิธีการหรือทางเลือก
ใหมในวงการแพทยที่จะใช antibiotic peptides เพ่ือ
ชวยลดปญหาในการเกิดการดื้อยาของโรคติดเชื้อตอไป
ในอนาคต  
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