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Mulberry leaf lectin1 (MLL1) เป็นเลคตินท่ีพบในใบหม่อน (Morus rotunbiloba Koidz.) ท่ี

สามารถจบักบักรดเซียลิกได ้โดยทัว่ไปจะพบกรดเซียลิกเป็นนํ้าตาลท่ีอยูบ่นผวิเซลลข์องแบคทีเรียก่อโรค

บางชนิดและเซลลม์ะเร็ง งานวิจยัน้ีสนใจท่ีจะผลิตโปรตีน MLL1 ในปริมาณมาก และทาํให้ เลคตินน้ีมี

ความจาํเพาะต่อกรดเซียลิกเพิ่มมากข้ึน จึงทาํการโคลนยนีของ MLL1 เพื่อทาํใหโ้ปรตีนสามารถแสดงออก

ปริมาณมากในเซลลแ์บคทีเรียและเซลลแ์มลง ซ่ึงการโคลนเขา้ pET21a เพื่อใหแ้สดงออกในเซลล์

แบคทีเรีย แบ่งลาํดบัเบสของเลคตินออกเป็น 3 ส่วน คือ fMLL, nsMLL และ LMLL จากผลการทดลอง

พบวา่ pET-fMLL ไม่มีการแสดงออกของโปรตีน ในขณะท่ี pET-nsMLL ไดโ้ปรตีนหลกัขนาด 13 kDa 

และโปรตีนท่ีมีขนาด 9 kDa ส่วน pET-LMLL ไดโ้ปรตีนหลกัท่ีมีขนาด 16 kDa และโปรตีนท่ีมีขนาด 13 

kDa เม่ือตรวจสอบกิจกรรมของโปรตีนเลคตินจากแบคทีเรีย ดว้ยการทาํใหเ้มด็เลือดแดงของกระต่ายจบั

กลุ่มตกตะกอน พบวา่โปรตีนไม่สามารถทาํใหเ้มด็เลือดแดงจบักลุ่มตกตะกอน จากนั้นจึงนาํยนี MLL1 

โคลนเขา้ pFastBac HT-A เพื่อใหมี้การแสดงออกของโปรตีนในเซลลแ์มลง จึงแบ่งลาํดบัเบสเป็น 2 ส่วน 

คือ fMLL และ nsMLL พบวา่ทั้ง pFast-fMLL และ pFast-nsMLLไม่มีการแสดงออกของโปรตีนในเซลล์

แมลง จากนั้นทาํการศึกษาการจบักบักรดเซียลิก (Neu5Gc) ดว้ยคอมพิวเตอร์ โดยใช ้1JOT จากฐานขอ้มูล

เป็นแม่แบบในการเตรียม homology modeling ของ LMLL แลว้นาํโครงสร้างสามมิติท่ีไดม้าศึกษาการจบั

กบั GalNAc, Galβ1,3GalNAc และ Neu5Gc ดว้ยโปรแกรม AutoDock 3.0.5 และดูผลดว้ย Discovery 

Studio 2.1 พบวา่ LMLL สามารถจบักบั Neu5Gc ไดดี้ท่ีสุด สอดคลอ้งกบัการทดลองในหอ้งปฏิบติัการ 

หลงัจากนั้นศึกษาดว้ย molecular dynamics simulation แลว้ทาํใหเ้ขา้ใจแรงท่ีจบักบันํ้าตาล เพื่อท่ีจะหา 

LMLL ท่ีกลายพนัธุ์แลว้จบักบั Neu5Gc ไดแ้รงข้ึน โดยเปล่ียนกรดอะมิโนในบริเวณจบัจาํเพาะซ่ึงทาํใน

คอมพิวเตอร์ เม่ือได ้LMLL ท่ีกลายพนัธุ์ทั้งหมดจึงทาํการ docking กบั Neu5Gc และ GalNAc พบวา่เม่ือ

เปล่ียนฟีนิลอะลานีนตาํแหน่งท่ี 47 เปล่ียนเป็นแอสพาราจีน (F47N) แลว้ทาํใหค่้าพลงังานท่ีใชใ้นการจบั

ระหวา่ง LMLL กบั Neu5Gc แตกต่างจากการจบัระหวา่ง LMLL กบั GalNAc มากท่ีสุด ซ่ึงสามารถนาํ

ความรู้ท่ีไดป้รับปรุงเลคตินเพื่อใหไ้ดโ้ปรตีนท่ีมีประโยชนใ์นทางการแพทยต่์อไป 
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Mulberry leaf lectin1 (MLL1) is a lectin that is found in Mullberry leaf (Morus rotunbiloba 

Koidz.) that bind specifically to a sialic acid.  The sialic acid is a sugar that is found on the surface of 

pathogenic bacteria and cancer cells.  In our research we tried to express MLL1 protein in large scale 

and increase specificity of lectin to the sialic acid. We cloned and expressed the lectin protein in bacteria 

and insect cell, we expressed the protein from bacteria cells system by cloning the MLL1 gene into 

pET21a in 3 forms. That is fMLL, nsMLL and LMLL. However our result showed no expression of 

pET-fMLL. Furthermore, the pET-nsMLL showed the expression of major protein at 13 kDa and minor 

one at 9 kDa. Only pET-LMLL  showed the expression major protein at 16 kDa and minor one at 13 

kDa. However, when all bacterial expressed proteins were checked for aggregation of rabbit red blood 

cells, none of them has an activity at all. Next, we further expressed the protein from Insect cells system 

by cloning the MLL1 gene into pFastBac HT-A. in 2 forms.  That is fMLL and nsMLL, our result 

showed no expression of both pFast-fMLL and pFast-nsMLL in the insect cells was observed. After that, 

we turned to use the computational method to understand molecular interaction with sialic acid.  The 

homology modeling of LMLL was created by using PDB access code 1JOT as a template. The 3D 

model LMLL was docked with GalNAc, Galβ1,3GalNAc and Neu5Gc and with AutoDock 3.0.5 and 

visualized by  Discovery Studio 2.1. We found that LMLL can bind to Neu5Gc with highest interaction 

energy as shown in the previous experiment.  The interaction was further investigated by molecular 

dynamics simulation to understand the forces for the sugar binding. To find the mutant that bind to 

Neu5Gc stronger, we further did in silico site direct mutagenesis one by one amino acid in the binding 

site. All of mutants model were docked with Neu5Gc and GalNAc. We found that if we changed 

Phenylalanine at position 47 to Asparagine (F47N), the different between the binding energy of  Neu5Gc 

and GalNAc was most increased. Therefore, our knowledge can be use for further modify the lectin to 

get the protein in the medical application in the future.  
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14 การเปรียบเทียบแรง Electrostatics จากการศึกษา MD Simulation ของ LMLL 

กบันํ้าตาลทั้ง 5 ชนิด 125 

15 การเปรียบเทียบแรง Van der Waals จากการศึกษา MD Simulation ของ 

LMLL กบันํ้าตาลทั้ง 5 ชนิด 126 

 

(2) 
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สารบัญตาราง (ต่อ) 

 

   ตารางที ่ หน้า 

  

16 การเปรียบเทียบค่าพลงังานและกรดอะมิโนจาก Discovery Studio 2.1 ของ  

LMLL ในการจบักบันํ้าตาล 127 

17 การเปรียบเทียบกรดอะมิโนจาก Discovery Studio 2.1 ของ  LMLL ในการจบั

กบันํ้าตาล 127 

18 การเปรียบเทียบค่าพลงังานจาก AutoDock 3.0.5. และ Discovery Studio 2.1

ของ LMLL ในการจบักบันํ้าตาล 127 

19 การแสดงค่าพลงังาน (kcal/mol) ในการจบัของ LMLL ท่ีทาํการเปล่ียน 

กรดอะมิโน กบั Neu5Gc 129 

20 การแสดงค่าพลงังาน (kcal/mol) ในการจบัของ LMLL ท่ีทาํการเปล่ียน 

กรดอะมิโน กบั GalNAc 130 

21 การแสดงค่าพลงังาน (kcal/mol) ในการจบัของ LMLL ท่ีทาํการเปล่ียน     

กรดอะมิโน กบั Man 131 

22 การเปรียบเทียบค่าพลงังาน (kcal/mol) การจบัของ LMLL ท่ีทาํการเปล่ียน

กรดอะมิโน กบั Neu5Gc, GalNAc และ Mannose และเปรียบเทียบความ 

สามารถในการจบัของนํ้าตาลแต่ละชนิดโดยเทียบจาก Neu5Gc 132 

23 การเปรียบเทียบการจบัของ LMLL กบันํ้าตาล Neu5Gc, GalNAc และ Man 

ระหวา่ง mutant LMLL กบั LMLL 133 

24 การแสดงค่าระยะห่างพนัธะไฮโดรเจนระหวา่ง F47N-LMLL กบั Neu5Gc, 

GalNAc และ Man  136 

25 การเปรียบเทียบกรดอะมิโนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างพนัธะไฮโดรเจนระหวา่ง 

LMLL กบั F47N-LMLL 138 

26 การเปรียบเทียบแรง Electrostatics จากการศึกษา MD Simulation ของ F47N-

LMLL กบันํ้าตาล 3 ชนิด 139 

27 การเปรียบเทียบแรง Van der Waals จากการศึกษา MD Simulation ของ 

F47N-LMLL กบันํ้าตาล 3 ชนิด 140 

(3) 
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สารบัญตาราง (ต่อ) 

 

ตารางผนวกที ่ หน้า 

  

ก1 การเตรียม SDS-PAGE 179 

ข1 ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 570 nm ของการทดลองมว้นพบัของ pET-nsMLL ท่ีเวลา 

1 ชัว่โมง 196 

ข2 ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 570 nm ของการทดลองมว้นพบัของ pET-nsMLL ท่ีเวลา 

24 ชัว่โมง 197 

ข3 ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 570 nm ของการทดลองมว้นพบัของ pET-nsMLL ท่ีเวลา 

48 ชัว่โมง 198 

ข4 ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 570 nm ของการทดลองมว้นพบัของ pET-nsMLL ท่ีเวลา 

72 ชัว่โมง 199 

ข5 ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 570 nm ของการทดลองมว้นพบัของ pET-nsMLL ท่ีเวลา 

24 ชัว่โมง เปรียบเทียบกบัท่ีเวลา 1 ชัว่โมง 200 

ข6 ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 570 nm ของการทดลองมว้นพบัของ pET-nsMLL ท่ีเวลา 

48 ชัว่โมง เปรียบเทียบกบัท่ีเวลา 1 ชัว่โมง 201 

ข7 ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 570 nm ของการทดลองมว้นพบัของ pET-nsMLL ท่ีเวลา 

72 ชัว่โมง เปรียบเทียบกบัท่ีเวลา 1 ชัว่โมง 202 

ข8 ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 570 nm ของการทดลองมว้นพบัของ pET-LMLL ท่ีเวลา 

1 ชัว่โมง 203 

ข9 ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 570 nm ของการทดลองมว้นพบัของ pET-LMLL ท่ีเวลา 

24 ชัว่โมง 204 

ข10 ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 570 nm ของการทดลองมว้นพบัของ pET-LMLL ท่ีเวลา 

48 ชัว่โมง 205 

ข11 ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 570 nm ของการทดลองมว้นพบัของ pET-LMLL ท่ีเวลา 

72 ชัว่โมง 206 

ข12 ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 570 nm ของการทดลองมว้นพบัของ pET-LMLL ท่ีเวลา 

24 ชัว่โมง เปรียบเทียบกบัท่ีเวลา 1 ชัว่โมง 207 

   

(4) 
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สารบัญตาราง (ต่อ) 

 

ตารางผนวกที ่ หน้า 

  

ข13 ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 570 nm ของการทดลองมว้นพบัของ pET-LMLL ท่ีเวลา 

48 ชัว่โมง เปรียบเทียบกบัท่ีเวลา 1 ชัว่โมง 208 

ข14 ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 570 nm ของการทดลองมว้นพบัของ pET-LMLL ท่ีเวลา 

72 ชัว่โมง เปรียบเทียบกบัท่ีเวลา 1 ชัว่โมง 209 

ข15 Codon Usage ของ E. coli 212 

ข16 Codon Usage ของ Spodotera frugiperda 213 

   

(5) 
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สารบัญภาพ 

 

 ภาพที ่ หน้า 

  

1 การแสดงโครงสร้างของเลคตินตามโครงสร้างในธรรมชาติ 5 

2 โครงสร้างสามมิติของ ConcanavalinA  10 

3 โครงสร้างสามมิติของ Chitin-binding lectins  11 

4 โครงสร้างสามมิติของ Galanthus nivalis agglutinin (GNA) 11 

5 โครงสร้างสามมิติของเลคตินจาก serpent cucumber  13 

6 โครงสร้างสามมิติของ Jacalin related lectins 14 

7 โครงสร้างสามมิติของ Amaranthus caudatus agglutinin  15 

8 โครงสร้างสามมิติของเลคติน Type2 RIPs  15 

9 โครงสร้างสามมิติของเลคตินท่ีจาํเพาะกบันํ้าตาลกลูโคส/แมนโนส 17 

10 โครงสร้างสามมิติของเลคติน Lotus tetragonolobus lectin (LTA) 18 

11 โครงสร้างสามมิติของเลคตินท่ีสามารถจบัอยา่งจาํเพาะกบันํ้าตาลกาแลกโตส/

เอน็-อะเซททิลกาแลกโตซามีน 18 

12 โครงสร้างสามมิติของเลคตินจาก Ulex europaeus  19 

13 โครงสร้างสามมิติของเลคตินจากถัว่ลิสง 20 

14 โครงสร้างสามมิติของ lentil lectin 20 

15 โครงสร้างสามมิติของ ConA-like lectin (ConM) 21 

16 โครงสร้างสามมิติของเลคตินท่ีสามารถจบัอยา่งจาํเพาะกบักรดเซียลิก 23 

17 เลคตินจบักบันํ้าตาลบนผวิเซลล ์ทาํใหเ้กิดการรวมกลุ่มตกตะกอนของเซลล ์ 24 

18 หม่อนสายพนัธ์ุหม่อนนอ้ย 28 

19 การทาํใหเ้ลคตินในใบหม่อนบริสุทธ์ิดว้ย DEAE-Sephacel column 30 

20 โครงสร้างโดยทัว่ไปของกรดเซียลิก 33 

21 โครงสร้างของกรดเซียลิกแบ่งเป็น 3 กลุ่ม 33 

22 กรดเซียลิกท่ีปลายของสายโอลิโกแซคคาร์ไรดบ์นไกลโคโปรตีน ไกลโคลิพิด   34 

23 การแบ่งลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี MLL1 เทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 1JOT 43 

24 ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง MLLc20  44 

(6) 
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สารบัญภาพ (ต่อ) 

 

ภาพที ่ หน้า 

  

25 แผนภาพของเวคเตอร์ pET21a 46 

26 แผนภาพของพลาสมิด pGEM-MLL 47 

27 แผนภาพของพลาสมิด pET-MLL 50 

28 การแบ่งลาํดบันิวคลีโอไทดใ์นการสร้างรีคอมบิแนนทย์นีเพื่อใหแ้สดงออกใน

เซลลแ์มลง 61 

29 แผนภาพของเวคเตอร์ pFastBac HT-A 63 

30 แผนภาพของพลาสมิด pFast-MLL 64 

31 เซลลแ์มลงชนิด Spodoptera frugiperda (Sf9) cell line 67 

32 ขนาดของการสงัเคราะห์ยนี MLL1 แต่ละส่วน ดว้ยวิธีพีซีอาร์ 71 

33 การตรวจสอบยนีดว้ยวิธีพีซีอาร์ของ pGEM-fMLL  71 

34 การตรวจสอบยนีดว้ยวิธีพีซีอาร์ของ pGEM-nsMLL  72 

35 การตรวจสอบยนีดว้ยวิธีพีซีอาร์ของ pGEM-LMLL  72 

36 การเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ากการตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง  

 pGEM-fMLL กบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี fMLL 73 

37 การเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ากการตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง  

 pGEM-nsMLL กบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี nsMLL 74 

38 การเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ากการตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง  

 pGEM-LMLL กบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี LMLL 75 

39 การตรวจสอบยนีดว้ยวิธีพีซีอาร์ของ pET-fMLL  77 

40 การตรวจสอบยนีดว้ยวิธีพีซีอาร์ของ pET-nsMLL  77 

41 การตรวจสอบยนีดว้ยวิธีพีซีอาร์ของ pET-LMLL  78 

42 การเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ากการตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง  

 pET-fMLL กบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี fMLL 78 

43 การเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ากการตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง  

 pET-nsMLL กบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี nsMLL 80 

 

(7) 
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สารบัญภาพ (ต่อ) 

 

 ภาพที ่ หน้า 

  

44 การเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ากการตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง  

 pET-LMLL กบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี LMLL 81 

45 การเปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโนของ pET-LMLL กบัลาํดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้าก

การแปลรหสัของการตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง pET-LMLL 81 

46 การแสดงออกของโปรตีนจากเซลลแ์บคทีเรียท่ีมีรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด  

pET-fMLL, pET-nsMLL และpET-LMLL 83 

47 การแสดงออกของโปรตีนจากเซลลแ์บคทีเรียท่ีมีรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด  

pET-nsMLL และ pET-LMLL ท่ีเหน่ียวนาํดว้ย 0.2% Lactose   84 

48 การหาอุณหภูมิและสารเหน่ียวนาํท่ีเหมาะสมในการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์

โปรตีน    84 

49 การหาเวลาในการเหน่ียวนาํท่ีเหมาะสมสาํหรับการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์

โปรตีน 85 

50 การแสดงออกของโปรตีน pET-LMLL ท่ีอุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส 85 

51 การตรวจสอบโปรตีนดว้ยเทคนิค Western blot 86 

52 การตรวจสอบขนาดและความบริสุทธ์ิของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน pET-nsMLL 88 

53 การตรวจสอบขนาดและความบริสุทธ์ิของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน pET-LMLL 88 

54 การตรวจสอบกิจกรรมของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน pET-nsMLL และ  pET-LMLL 

โดยเล้ียงเซลลท่ี์อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 90 

55 การตรวจสอบกิจกรรมของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน pET-LMLL โดยเล้ียงเซลลท่ี์

อุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส   90 

56 การตรวจสอบกิจกรรมของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน pET-nsMLL และ pET-LMLL 

จากโปรตีนท่ีทาํใหบ้ริสุทธ์ิและทาํใหเ้กิดการมว้นพบัของโปรตีน 91 

57 การตรวจสอบยนีดว้ยวิธีพีซีอาร์ของ pFast-fMLL 92 

58 การตรวจสอบยนีดว้ยวิธีพีซีอาร์ของ pFast-nsMLL 93 

59 การตรวจสอบรีคอมบิแนนทย์นีของ Bac-fMLL และ Bac-nsMLL ดว้ยวิธีพีซีอาร์ 94 

(8) 
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สารบัญภาพ (ต่อ) 

 

 ภาพที ่ หน้า 

  

60 การเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ากการตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 

Bac-fMLL กบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี fMLL 95 

61 การเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ากการตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 

Bac-nsMLL กบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี nsMLL 96 

62 ลกัษณะของเซลลแ์มลง Sf9 ท่ีมีรีคอมบิแนนทย์นี 97 

63 การตรวจสอบรีคอมบิแนนทย์นีของ Bac-fMLL และ Bac-nsMLL จากเซลลแ์มลง 

ดว้ยวิธีพีซีอาร์ โดยใชไ้พร์เมอร์ M13 98 

64 การแสดงออกของโปรตีนจากเซลลแ์มลงท่ีมีรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด Bac-fMLL 

และ Bac-nsMLL 98 

65 การตรวจสอบโปรตีนจากเซลลแ์มลงดว้ย Western blot 99 

66 การตรวจสอบขนาดและความบริสุทธ์ิของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน Bac-fMLL 100 

67 การตรวจสอบขนาดและความบริสุทธ์ิของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน Bac-nsMLL 100 

68 การตรวจสอบกิจกรรมของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน Bac-fMLL ดว้ยวิธี 

Hemaglutination assay 101 

69 การตรวจสอบกิจกรรมของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน Bac-nsMLL ดว้ยวิธี 

Hemaglutination assay 102 

70 การเปรียบเทียบความเหมือนของลาํดบักรดอะมิโนของ fMLL และ 1JOT  104 

71 โครงสร้างระดบัตติยภูมิของ MPA (PDB : 1JOT) 104 

72 การออกแบบโครงสร้างระดบัตติยภูมิของ fMLL, nsMLL และ LMLL 105 

73 การเปรียบเทียบโครงสร้างระดบัตติยภูมิของ 1JOT และ LMLL 106 

74 การเปรียบเทียบโครงสร้างของ Galβ1,3GalNAc ท่ีไดจ้ากโครงสร้างคริสตลั 

(PDBfile) และโครงสร้างท่ีไดจ้ากการ redocking 107 

75 การแสดงพนัธะไฮโดรเจนของการจบักนัระหวา่ง 1JOT  กบั Galβ1,3GalNAc 107 

76 การเปรียบเทียบลกัษณะพื้นผวิของบริเวณจบัจาํเพาะระหวา่ง 1JOT และ LMLL 109 

77 การแสดงพนัธะไฮโดรเจนของการจบักนัระหวา่ง LMLL  กบันํ้าตาลชนิดต่างๆ 112 

(9) 
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สารบัญภาพ (ต่อ) 

 

 ภาพที ่ หน้า 

  

78 การเปรียบเทียบโครงสร้างนํ้าตาลทั้ง 5 ชนิด ขณะจบักบัโปรตีน LMLL 115 

79 โครงสร้างของอนุพนัธ์กรดเซียลิกท่ีไดจ้ากการศึกษาการจบักบั LMLL 116 

80 การเปรียบเทียบโครงสร้างของ Neu4,5Ac กบั Neu5Gc และการจบักบักรด 

อะมิโน 117 

81 การแสดงพนัธะไฮโดรเจนของการจบักนัระหวา่ง LMLL-F47N กบั Neu5Gc, 

GalNAc และ Man 135 

82 การเปรียบเทียบโครงสร้างและลกัษณะผวิของ LMLL และ LMLL-F47N 137 

83 การเปรียบเทียบโครงสร้างนํ้าตาล 3 ชนิด  ขณะจบักบัโปรตีน 137 

84 ลาํดบัอาร์เอน็เอของ fMLL 141 

85 ไดอะแกรมจาํลองการคาดคะเนบริเวณตดัใน pET-nsMLL และ pET-LMLL 142 

 

ภาพผนวกที ่  

  

ข1 การตรวจสอบนิวคลีโอไทดข์อง DNA ของ pGEM-fMLL ดา้น N-terminal 183 

ข2 การตรวจสอบนิวคลีโอไทดข์อง DNA ของ pGEM-nsMLL ดา้น C-terminal 185 

ข3 การตรวจสอบนิวคลีโอไทดข์อง DNA ของ pGEM-LMLL ดา้น N-terminal 186 

ข4 การตรวจสอบนิวคลีโอไทดข์อง DNA ของ pET-fMLL ดา้น N-terminal 187 

ข5 การตรวจสอบนิวคลีโอไทดข์อง DNA ของ pET-fMLL ดา้น C-terminal 188 

ข6 การตรวจสอบนิวคลีโอไทดข์อง DNA ของ pET-nsMLL ดา้น C-terminal 189 

ข7 การตรวจสอบนิวคลีโอไทดข์อง DNA ของ pET-LMLL ดา้น C-terminal 190 

ข8 การตรวจสอบนิวคลีโอไทดข์อง DNA ของ Bac-fMLL ดา้น C-terminal 192 

ข9 การตรวจสอบนิวคลีโอไทดข์อง DNA ของ Bac-nsMLL ดา้น C-terminal 194 

ข10 การทาํนายหาสญัญาณโปรตีนดว้ยโปรแกรม SignalP 3.0 Server 210 

ข11 การวิเคราะห์ความน่าจะเป็นในการแสดงออกของโปรตีน 211 

ข12 ลาํดบักรดอะมิโนของ pET-nsMLL ท่ีประกอบดว้ย β-chain และ α-chain  214 

  (10) 



11 

 

คาํอธิบายสัญลกัษณ์และคาํย่อ 

 

ATP   = Adenosine triphosphate  

bp  = Base pair 

DNA  = Deoxyribonucleic acid 

dNTP  = Deoxyribonucleotide triphosphate 

EDTA  = Ethylenediamine-tetra acetic acid diasodium salt 

g  = Gram 

Gal  = Galactose 

GalNAc  = N-acetyl-β-galactosamine 

Galβ1,3GalNAc = Galactose-β1,3-N-acetylgalactosamine 

Glc  = Glucose 

h  = Hour 

IPTG   = Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside  

kb  = Kilobase pair 

kDa  = Kilodalton 

l  = Liter 

LB  = Luria-Bertani  

M  = Molar 

Man  = Mannose 

MgCl2  = Magnesium chloride  

mg  = Milligram 

min  = Minute 

ml  = Milliliter 

NaCl  = Sodium chloride 

NADH  = Nicotinamide adenine dinucleotide  

Neu5Ac  = N-acetylneuraminic acid 

Neu5Gc  = N-glycolylneuraminic acid 

OD  = Optical density 

PCR  = Polymerase chain reaction 

(11) 

http://en.wikipedia.org/wiki/Nicotinamide_adenine_dinucleotide�
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คาํอธิบายสัญลกัษณ์และคาํย่อ (ต่อ) 

 

PEG   = Polyethylene glycol 

pH  = Logarithm of reciprocal of hydrogen ion concentration 

PMSF  = Phenylmethylsulfonyl fluoride 

s  = Second 

SDS  = Sodium dodecyl sulfate 

SDS-PAGE =  Sodium dedocyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

Tris  = Tris hydroxymethyl aminomethane 

TEMED  = Tetramethylethylenediamine  

U  = Unit 

μg  = Microgram 

μM  = Micromolar 

X-Gal  = 5-Bromo-4- chloro-3-indolyl-B-D-galactoside5-bromo-4-   

                            chloro-3-indolyl-B-D-galactoside 

 
 

(12) 

http://en.wikipedia.org/wiki/Polyethylene_glycol�
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การแสดงออกของเลคตนิจากใบหม่อนในเซลล์แบคทเีรียและเซลล์แมลง และการศึกษา

การจบักนัระหว่างเลคตนิและนํา้ตาลในคอมพวิเตอร์  

 

Expression of Mulberry Leaf Lectin in Bacterial and Insect Cells and Docking 

Studies between Lectin and Sugars in Computer 

 

คาํนํา 

 

เลคติน (lectin) เป็นกลุ่มโปรตีนหรือไกลโคโปรตีน (glycoprotein) ท่ีจบักบัคาร์โบไฮเดรท

อยา่งจาํเพาะ เลคตินยงัมีช่ือเรียกอีกอยา่งวา่ แอก็กลูตินิน (agglutinin) เน่ืองจากมีความสามารถทาํให้

เซลลเ์มด็เลือดแดงของสตัวห์ลายชนิดจบักลุ่มตกตะกอน ในปัจจุบนัพบเลคตินมากมายหลายชนิด

ทั้งจาก แบคทีเรีย รา พืช และสตัว ์แต่ส่วนใหญ่เลคตินไดม้าจากพืช และพบมากในส่วนของเมลด็ 

ซ่ึงพืชท่ีพบเลคตินส่วนใหญ่พบในพืชตระกลูถัว่ (Leguminoseae sp.) จากการศึกษาบทบาทหนา้ท่ี

ของเลคตินในพืชพบวา่เลคตินอาจมีบทบาทท่ีสาํคญัในพืช โดยทาํหนา้ท่ีเป็นโปรตีนสะสม (storage 

proteins) ไดแ้ก่ เลคตินท่ีพบในเมลด็และส่วนต่างๆ ของพืช เช่น เลคตินจากหวัของ Arum 

maculatum (Van Damme et al., 1995) Cinnamomin จากเมลด็ของ Cinnamomum camphora (Liu 

et al., 2002) เป็นตน้ นอกจากน้ียงัมีบทบาทในการขนส่งนํ้าตาล การปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งเซลล ์การ

ควบคุมการแบ่งเซลล ์(Etzler, 1986) และอีกมากมาย แต่บทบาทของเลคตินท่ีน่าสนใจคือการทาํ

หนา้ท่ีเป็นโมเลกลุป้องกนั (defensive molecules) ซ่ึงป้องกนัพืชจากการรุกรานของจุลชีพและไวรัส 

เช่น บทบาทในการตา้นทานเช้ือโรค ตวัอยา่งเช่น เลคตินจากเมลด็ของ Talisia esculenta จะยบัย ั้ง

การเจริญเติบโตของเช้ือรา FU.S.A.rium oxysporum, Colletotrichum lindemuthianum และ 

Saccharomyces cerevisiae (Freire et al., 2002) เลคตินจากพืชมกัจบัอยา่งจาํเพาะกบันํ้าตาลกลูโคส 

นํ้าตาลแมนโนส นํ้าตาลกาแลกโตส นํ้าตาลอะเซทิลกาแลกโตซามีน (N-acetylgalactosamine) 

นํ้าตาลอะเซทิลกลูโคซามีน (N-acetylglucosamine) และ นํ้าตาลฟรุกโตส แต่มีเพียงไม่ก่ีชนิดเท่านั้น

ท่ีมีความจาํเพาะกบั กรดเซียลิก ซ่ึงกรดเซียลิกเป็นนํ้าตาลท่ีไม่พบในพืช แต่จะพบบนเซลลท่ี์หลาก 

หลายบนเซลลส์ตัวแ์ละแบคทีเรียก่อโรคบางชนิด กรดเซียลิกเป็นองคป์ระกอบของไกลโคโปรตีน

ในสตัว ์โดยจะพบกรดเซียลิกเป็นนํ้าตาลท่ีอยูป่ลายของไกลโคคอนจุเกต (glycoconjugates) มี

บทบาทในการจดจาํกลไก (recognition mechanism) ทางชีววิทยามากมาย เป็นความหลากหลาย 

(remarkable diversity) ของไกลโคคอนจุเกต บนผวิเซลลข์องแบคทีเรียก่อโรคบางชนิดและเซลล ์

มะเร็ง  
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เลคตินท่ีคน้พบใหม่ 2 ชนิด ท่ีพบในใบหม่อน สายพนัธ์ุหม่อนพนัธ์ุพื้นเมืองไทยสายพนัธ์ุ

หม่อนนอ้ย (Morus rotunbiloba Koidz.) มีความจาํเพาะต่อกรดเซียลิก คือ Mulberry leaf lectin1 

(MLL1) และ Mulberry leaf lectin2 (MLL2) และพบวา่ MLL1 มีความสาํคญัในการต่อตา้นเช้ือ       

จุลินทรียท่ี์เป็นสาเหตุของโรคใบไหมข้องตน้หม่อน (Bacterialbight) อนัจะทาํใหผ้ลผลิตของใบ

หม่อนลดลง (Ratanapo et al., 1998) จากการศึกษาลาํดบันิวคลีโอไทดท์ั้งหมดใน cDNA ตลอดสาย

ของ MLL1 (Kankamol, 2003) พบวา่มีลาํดบัของกรดอะมิโนท่ีเป็นองคป์ระกอบคลา้ยคลึงกบั

โปรตีนในกลุ่ม jacalin-related lectin (JRL) ซ่ึงโปรตีนในกลุ่มน้ีมกัมีลกัษณะโครงสร้างการมว้นพบั

ทางสามมิติท่ีคลา้ยคลึงกนั (Houles Astoul et al., 2002) เลคตินในกลุ่ม JRLน้ี สามารถจดัแบ่งได้

ออกเป็นสองกลุ่ม ตามความสามารถในการจบักบันํ้าตาล คือกลุ่มท่ีจบักบันํ้าตาลแมนโนส และกลุ่ม

ท่ีจบักบันํ้าตาลกาแลกโตส ซ่ึงความจาํเพาะของนํ้าตาลท่ีแตกต่างกนัของเลคตินทั้งสองกลุ่มน้ีพบวา่

ข้ึนอยูก่บัสามปัจจยั คือ จาํนวนโพลีเปปไทด ์(Yang and Czapla, 1993) ความแตกต่างในลาํดบัและ

จาํนวนกรดอะมิโน (Houles Astoul et al., 2002) และ ไกโคสิเลชนั (Glycosylation) 

(Sahasrabuddhe et al., 2004) พบวา่ MLL1 มีลาํดบักรดอะมิโนใกลเ้คียงอยา่งมากกบั JRL ซ่ึงเป็น 

เลคตินในกลุ่มท่ีสามารถจบักบันํ้าตาลกาแลกโตสได ้และมีปริมาณคาร์โบไฮเดรทเป็นองคป์ระกอบ 

1.93 % โดยนํ้าหนกั ซ่ึงอาจทาํใหมี้มากกวา่หน่ึงปัจจยัท่ีทาํให ้MLL1 มีความจาํเพาะกบักรดเซียลิก 

เช่น ความแตกต่างในลาํดบัและจาํนวนกรดอะมิโน และไกโคสิเลชนั ซ่ึงขณะน้ียงัไม่มีผูใ้ดพบ JRL 

ท่ีมีความจาํเพาะกบักรดเซียลิกนอกจาก MLL1  

 

จากการศึกษา MLL1 กบัการจบักบันํ้าตาลชนิดอ่ืน เช่น นํ้าตาลแมนโนส นํ้าตาลกลูโคส 

นํ้าตาลกาแลกโตส นํ้าตาลอะเซทิลกาแลกโตซามีน (N-acetylgalactosamine) นํ้าตาลอะเซทิล-      

กลูโคซามีน (N-acetylglucosamine) และ นํ้าตาลฟรุกโตส พบวา่ MLL1 ยงัสามารถจบักบันํ้าตาล

เหล่าน้ีไดด้ว้ยค่าการจบัจาํเพาะ (Ka) ใกลเ้คียงกบัการจบักบักรดเซียลิก (Ratanapo et al., 1998) และ

นาํมาศึกษาการแสดงออกของ MLL1 ในแบคทีเรีย พบวา่ MLL1 มีการแสดงออกไดโ้ปรตีนท่ีมี

นํ้ าหนกัโมเลกลุ 20 kDa ซ่ึงมีขนาดนอ้ยกวา่การคาดคะเนจากลาํดบันิวคลีโอไทด ์และโปรตีนท่ีได้

นั้นไม่สามารถทาํงานได ้(Getsang, 2007) 

 

 ดงันั้นจึงนาํไปสู่การวิจยัเพื่อใหโ้ปรตีนเลคตินมีการแสดงออกโดยเซลลเ์จา้บา้นท่ีใชใ้น

การแสดงออกต่างชนิดกนั และวิศวกรรมโปรตีนเลคตินใหมี้ความจาํเพาะมากข้ึน โดยใช้

คอมพิวเตอร์ในการคาดเดาและนาํไปสู่การทดสอบจริงในหอ้งปฏิบติัการ ซ่ึงการเขา้ใจคุณสมบติั

และความสามารถในการจบักบักรดเซียลิกของเลคตินชนิดใหม่น้ีสามารถพฒันาเป็นเคร่ืองมือใน

การวินิจฉยัโรคเพื่อระบุแบคทีเรียก่อโรคและกอ้นเน้ือมะเร็งไดใ้นอนาคต 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Sahasrabuddhe+AA%22%5BAuthor%5D�
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วตัถุประสงค์ 
 

1.  เพื่อผลิตรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน MLL1 ท่ีทาํงานไดใ้นเซลลแ์บคทีเรียและเซลลแ์มลง 

 

2.  ทาํการออกแบบและวิศวกรรมโปรตีน MLL1 เพื่อพฒันาความจาํเพาะต่อกรดเซียลิก

โดยเทคนิค computer–based design  



4 

 

8การตรวจเอกสาร 

 

เลคติน 

 

 เลคตินคน้พบคร้ังแรกจากการศึกษาสารพิษจากเมลด็ละหุ่ง (Ricinus communis) เรียกวา่  

ไรซิน สามารถทาํใหเ้มด็เลือดแดงของคนและสตัวเ์กาะกลุ่มตกตะกอนได ้และยงัพบเลคตินในพืช

ชนิดอ่ืนๆ อีกมากมาย เช่น อะบริน (abrin) จากเมลด็ของ Abrus precatorius ชินนาโมมิน 

(Cinnamomin) จากเมลด็ของ Cinnamomum camphora  จึงเรียกวา่ ไฟโตฮีแมกกลูตินิน 

(photohemagglutinin) หรือ ฮีแมกกลูตินิน (hemagglutinin) ต่อมาไดมี้การคน้พบเลคตินจาก

ส่ิงมีชีวิตอ่ืนๆ อีก เช่น เลคตินจากไวรัส แบคทีเรีย และสตัว ์นอกจากน้ียงัพบวา่เลคตินสามารถทาํ

ใหเ้ซลลช์นิดอ่ืนๆ เกาะกลุ่มกนัได ้เช่น ไฟโบรบลาสต ์(fibroblast) เป็นเซลลท่ี์ทาํหนา้ท่ีสร้างเสน้ใย

ชนิดต่างๆ เซลลเ์มด็เลือดขาว เช่น ลิมโฟไซท ์(lymphocyte) และเซลลม์ะเร็ง เป็นตน้ (Sharon and 

Lis, 1972) การจบัของเลคตินกบันํ้าตาลจะจบักนัอยา่งหลวมๆ สามารถแยกออกจากกนัได ้การเกาะ

กลุ่มของเลคตินกบันํ้าตาลซ่ึงเป็นส่วนประกอบของไกลโคโปรตีนถูกยั้บย ั้งไดโ้ดยนํ้าตาลท่ีมีความ 

จาํเพาะกบัเลคติน (Barondes, 1981)  

  

โครงสร้างเลคตินในธรรมชาติ แบ่งได ้4 กลุ่มดงัน้ี (Peumans and Van Damme, 1995)  

 

1.  Merolectins เป็นเลคตินท่ีมีขนาดเลก็ มีบริเวณจบักบัคาร์โบไฮเดรทหน่ึงตาํแหน่ง แต่ไม่

สามารถเกิด glycoconjugates หรือ เกิดการตกตะกอนของเซลลไ์ด ้Merolectins พบเพียงไม่ก่ีชนิด

เช่น Mannose-binding proteins จากกลว้ยไม ้(Pusztai, 1991) เป็นตน้ 

 

2.  Hololectins เป็นเลคตินท่ีมีโครงสร้างคลา้ยกบั Merolectins แต่มีบริเวณจบักบัคาร์โบ-

ไฮเดรทสองตาํแหน่งหรือมากกวา่สองตาํแหน่ง สามารถเกิด glycoconjugates หรือ เกิดการตก 

ตะกอนของเซลลไ์ด ้ซ่ึงเลคตินส่วนใหญ่ในพืชมีลกัษณะเป็น Hololectins (Sharon and Lis, 1989; 

Pusztai, 1991) 

 

3.  Chimerolectins เป็นเลคตินท่ีเป็น fusion proteins มีบริเวณ catalytic activity domain มี

บริเวณจบักบัคาร์โบไฮเดรทหลายตาํแหน่ง สามารถทาํใหเ้กิดการตกตะกอนของเซลลไ์ด ้เช่น Type 

2 RIP (Barbieri et al., 1993) แต่ในขณะท่ี Chimerolectins ท่ีมีบริเวณจบักบัคาร์โบไฮเดรทหน่ึง
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ตาํแหน่งคลา้ยกบั Merolectins เช่น Class I-chitinases นั้นไม่สามารถเกิดการตกตะกอนของเซลลไ์ด ้

(Collinge et al., 1993) 

 

4.  Superlectins เป็น Chimerolectins ชนิดพิเศษท่ีมีการสร้าง fusion proteins ต่อจากบริเวณ

จบักบัคาร์โบไฮเดรท (carbohydrate-binding domains) ทาํใหโ้ครงสร้างโปรตีนเปล่ียนและจดจาํ

โครงสร้างท่ีไม่เก่ียวกบันํ้าตาล เช่น tulip lectin เป็นเลคตินท่ีพบในหวัของทิวลิป (Cammue  et al., 

1986) 

 

โครงสร้างเลคตินในธรรมชาติ สามารถสรุปเป็นแผนภาพดงัน้ี (ภาพท่ี 1) 

 

 
 

ภาพที ่1  การแสดงโครงสร้างของเลคตินตามโครงสร้างในธรรมชาติ 

 

ทีม่า: ดดัแปลงจาก Van Damme et al. (1998) 
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แหล่งทีพ่บเลคติน 

 

เลคตินพบไดท้ัว่ไปทั้งในพืช สตัว ์และจุลินทรีย ์การศึกษาเลคตินในพืชมีมากกวา่แหล่งอ่ืน 

เลคตินในแต่ละแหล่งมีคุณสมบติัแตกต่างกนัไป ดงัน้ี 

 

1.  ส่ิงมีชีวติขนาดเลก็ (Microorganism) 

 

1.1  ไวรัส (Virus)  โปรตีนเลคตินในไวรัสท่ีมีการศึกษา ตวัอยา่งเช่น การศึกษา Influenza 

viruses พบวา่เป็น viral lectin ท่ีมีโปรตีน hemagglutinin (HA) ภายในหน่ึงหน่วยของโปรตีน 

ประกอบดว้ย 2 สาย โพลีเปปไทด ์คือ HA1 และ HA2 มีนํ้ าหนกัโมเลกลุขนาด 36 kDa และ 26 kDa 

ตามลาํดบั และเช่ือมกนัดว้ยพนัธะไดซลัไฟด ์(Sauter et al., 1992) ต่อมามีการศึกษาใน murine 

polyoma virus ซ่ึงเป็นไวรัสท่ีไม่มีเปลือกชั้นนอก (nonenveloped virus) และมีสารพนัธุกรรมเป็น 

DNA เกลียวคู่  Murine polyoma virus มี viral protein (VP1) ท่ีสามารถจบักบัคาร์โบไฮเดรทได ้อยู่

บริเวณ capsid ประกอบดว้ย 5 หน่วยยอ่ย มีโครงสร้างเป็น antiparallel β sheets (Stehle et al., 1994) 

และการศึกษาใน Rhesus rotavirus พบวา่บริเวณ capsid ดา้นนอกประกอบดว้ย viral protein7 

(VP7) ซ่ึงเป็นไกลโคโปรตีน และ viral protein4 (VP4) เป็น spike protein โดยมีเอนไซมท์ริปซิน

ตดั VP4 ไดส่้วน N-terminal หรือ VP8 ซ่ึงเป็นส่วน viral hemagglutinin ท่ีมีความสาํคญัต่อแอนติ-

บอด้ี (antibodies) เป้าหมาย (Dormitzer et al., 2002) 

  

1.2  แบคทีเรีย (Bacteria)  การศึกษาโปรตีนเลคตินในแบคทีเรียมีมากมาย ตวัอยา่งเช่น 

Pseudomonas aeruginosa สงัเคราะห์เลคติน 2 ชนิด คือ PA-IL มีความจาํเพาะต่อนํ้าตาลกาแลคโตส 

ประกอบดว้ย 4 หน่วยยอ่ย แต่ละหน่วยยอ่ยมีนํ้าหนกัโมเลกลุ 12.75 kDa และ PA-IIL มีความ 

จาํเพาะต่อนํ้าตาลฟิวโคส มีนํ้าหนกัโมเลกลุประมาณ 13 kDa (Gilboa-Garber, 1972) Choleragen 

(cholera toxin) เป็นเลคตินท่ีพบใน Vibrio cholera มีความจาํเพาะต่อ galactosyl-N-

acetylgalactosamine นํ้าหนกัโมเลกลุ 11 kDa (Richards et al., 1979) และ Botulinum neurotoxin 

เป็นเลคตินท่ีพบใน Clostridium botulinum ประกอบดว้ย 2 สายโพลีเปปไทด ์คือ light chain (LC) 

เป็นสายท่ีมีนํ้ าหนกัโมเลกลุ 50 kDa และ heavy chain (HC) เป็นสายท่ีมีนํ้ าหนกัโมเลกลุ 100 kDa 

(Montecucco and Schiavo, 1995) 

 

 1.3  เห็ด รา (Fungi) โปรตีนเลคตินในเห็ดรา ตวัอยา่งเช่น Antineoplastic Lectin พบใน 

Agaricus bisporus เป็นเลคตินท่ีมีความจาํเพาะต่อนํ้าตาลไดแซคคาไรดร์ะหวา่ง Galβ1,3GalNAc 
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บน T antigen ประกอบดว้ย 4 หน่วยยอ่ย นํ้ าหนกัโมเลกลุ 64 kDa มีความเป็นพิษต่อเซลล ์

(Crenshaw et al., 1995) Aleuria aurantia lectin เป็นเลคตินท่ีพบใน Aleuria aurantia มี

ความจาํเพาะต่อนํ้าตาลฟิวโคส (fucose) ประกอบดว้ย 2 หน่วยยอ่ย แต่ละหน่วยมีบริเวณจบักบั

นํ้าตาลฟิวโคส  5 ตาํแหน่ง (Olausson et al., 2008)  

 

2.  สาหร่าย (Algae) 

 

 โปรตีนเลคตินในสาหร่าย พบในสาหร่ายไม่ก่ีชนิด เช่น Griffithsin (GRFT) เป็นเลคตินท่ี

ตา้นไวรัส(antiviral lectin) พบในสาหร่ายสีแดง Griffithsia sp. มีรายงานการทาํงานของ GRFT วา่

สามารถตา้นเช้ือ HIV ได ้ GRFT มีความ จาํเพาะต่อนํ้าตาลแมนโนส (Zio1kowska et al., 2006) 

การศึกษาโครงสร้างคริสตลั (Crystal structures) พบวา่ GRFT มีความจาํเพาะต่อนํ้าตาลกลูโคส และ 

N-acetylglucosamine (Zio1kowska et al., 2007) 

 

3.  สัตว์ (Animal) 

 

 โปรตีนเลคตินในสตัวส่์วนใหญ่พบในไฟลมัอาร์โธรพอด (arthropod) และไฟลมัมอลลสั 

(mollusk) ตวัอยา่งของเลคตินท่ีพบในไฟลมัอาร์โธรพอด เช่น เลคตินจากซีรัมของกุง้ Penaeus 

indicus มีนํ้ าหนกัโมเลกลุ 181 kDa ประกอบดว้ย 2 หน่อยยอ่ย ท่ีมีนํ้ าหนกัโมเลกลุ 84 kDa และ 97 

kDa (Maheswari et al., 1997) เลคตินในไฟลมัมอลลสั เช่น เลคตินจากหอย Belamyia bengalensis 

มีนํ้ าหนกัโมเลกลุ 33 kDa (Banerjee et al., 2004) และยงัมีเลคตินในสตัวมี์กระดูกสนัหลงั เช่น      

เลคตินจากปลาทูน่า Katsuwonus pelamis มีนํ้ าหนกัโมเลกลุ 140 kDa ประกอบดว้ย 4 หน่วยยอ่ย แต่

ละหน่วยมีนํ้าหนกัโมเลกลุ 35 kDa มีคาร์โบไฮเดรทเป็นองคป์ระกอบ 14 % ของนํ้าหนกั มีความ 

จาํเพาะกบันํ้าตาลกาแลกโตส (Jung et al., 2003) เป็นตน้ นอกจากน้ีเลคตินจากสตัวย์งัประกอบดว้ย

หลายหน่วยยอ่ย แต่ละหน่วยยอ่ยมีบริเวณท่ีสามารถจบัจาํเพาะกบัคาร์โบไฮเดรทคือ บริเวณ CRD 

(carbohydrate-recognition domains) ซ่ึงสามารถแบ่งเลคตินจากบริเวณ CRD ไดท้ั้งหมด 8 กลุ่ม

ไดแ้ก่ Calnexin, M-type, L-type, P-type, C-type, Galectin, I-type และ R-type (Taylor and 

Drickamer, 2003) (ตารางท่ี 1) 
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ตารางที ่1  ชนิดของเลคตินจากสตัวแ์บ่งตามความจาํเพาะกบับริเวณ carbohydrate-recognition 

domains (CRDs) 
 

Type Structure Typical ligand Example of function 

Calnexin  β-sandwich  Glc1Man Protein sorting in the 

endoplasmic reticulum  

M-type  α-helical barrel  Man8  Endoplasmic reticulum 

associated protein degradation  

L-type  β-sandwich  Man5-9  Protein sorting post-in the  

endoplasmic reticulum  

P-type  Unique β-rich structure  Man 6-phosphate  Protein sorting post-golgi  

C-type  Unique mixed α/β 

structure  

Various  Cell adhesion (selectins)  

Glycoprotein clearance  

Innate immunity (collectins)  

Galectins  β-sandwich  S-galactosides  Glycan cross-linking in the  

extracellular matrix  

I-type  Immuloglobulin 

superfamily  

Sialic acid  Cell adhesion (Siglecs)  

R-type  β-trefoil  Various  Enzyme targeting  

Glycoprotein hormone turnover  

  

ทีม่า: Taylor and Drickamer (2003) 

 

4.  พชื (plant) 

 

 เลคตินส่วนใหญ่พบในพืช และพืชท่ีนาํมาศึกษามากท่ีสุดคือ พืชตระกลูถัว่  โดยจะพบ     

เลคตินมากท่ีสุดในส่วนของเมลด็ (Sharon and Lis, 1972) และพบมากในส่วนของใบเล้ียง ซ่ึงเป็น 

เน่ือเยือ่สาํหรับเกบ็อาหารไวใ้ชข้ณะท่ีเมลด็มีการงอก แลว้ยงัพบเลคตินในส่วนของเอมบริโอและ

เปลือกหุม้เมลด็แต่พบนอ้ย (Pueppke et al., 1978) จากการศึกษาการกระจายของเลคตินในถัว่ลิสง 

(Arachis hypogaea) พบเลคตินมากกวา่ 90 % อยูท่ี่ใบเล้ียง และเลคตินส่วนท่ีเหลือพบในส่วนของ

ลาํตน้ ใบ และรากอ่อน (Pueppke, 1979) เลคตินในพืชตระกลู Solanaceae ไดแ้ก่ มะเขือเทศ        
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มนัฝร่ัง เช่น เลคตินท่ีพบในมนัฝร่ังมีนํ้ าหนกัโมเลกลุ 100 kDa ประกอบดว้ย  2 หน่วยยอ่ย ท่ีมี

นํ้ าหนกัโมเลกลุเท่ากนั (Allen et al., 1978) เลคตินจากมนัฝร่ังสามารถทาํใหเ้ซลลแ์บคทีเรียเกิดการ

เกาะกลุ่มได ้ เลคตินในกลุ่มน้ีมีความจาํเพาะต่อนํ้าตาล N-acetylglucosamine  เลคตินในพืชตระกลู 

Cucurbitaceae ไดแ้ก่ ฟักทอง แฟง แตงกวา เช่น เลคตินจากฟักทอง (Telfairia occidentails) มี

นํ้ าหนกัโมเลกลุ 180 kDa ประกอบดว้ย 6 หน่วยยอ่ย ท่ีมีนํ้ าหนกัโมเลกลุเท่ากนัคือ 30 kDa ซ่ึง

สามารถกระตุน้การแบ่งตวัของเซลล ์T-lymphocyte ได ้(Allen, 1979) นอกจากน้ียงัมีเลคตินในพืช

ใบเล้ียงเด่ียวส่วนใหญ่พบในกลุ่มธญัพืช ไดแ้ก่ พืชในตระกลู Graminaceae เช่น ขา้วสาลี ขา้ว

บาร์เลย ์ขา้ว ไรย ์ขา้วโอต๊ ตวัอยา่งเลคตินท่ีพบในพืชกลุ่มน้ี คือเลคตินจากขา้วบาร์เลย ์และไรย ์

สกดัไดจ้ากส่วนเอมบริโอ มีนํ้ าหนกัโมเลกลุ 36 kDa ประกอบดว้ย 2 หน่วยยอ่ย แต่ละหน่วยมี

นํ้าหนกัโมเลกลุ 18 kDa (Allen and Neuberger, 1972) เป็นตน้ 

 

การแบ่งกลุ่มของเลคตินในพชื 

 

1.  การจัดกลุ่มตามโครงสร้างและลาํดับกรดอะมิโนของเลคติน  

 

การจดักลุ่มตามโครงสร้างและลาํดบักรดอะมิโนของเลคติน มีความสมัพนัธ์กบัจาํนวน

โปรตีนต่างชนิด (heterogeneous group of proteins) ท่ีเพิ่มข้ึนในยนี (Van Damme et al., 1998) 

ไดแ้ก่  

 

1.1  Legume lectins เป็นเลคตินท่ีมีโปรตีนชนิดเดียวกนั (homologous proteins) โครงสร้าง

สามมิติคลา้ยกนั แต่มีความจาํเพาะกบัคาร์โบไฮเดรทต่างกนั (Rouge et al., 1991; Sharon and Lis, 

1990) เป็นเลคตินกลุ่มใหญ่และทาํการศึกษามาก legume lectins พบมากในพืชตระกลู 

Leguminoseae ส่วนใหญ่สกดัไดจ้ากเมลด็ ลาํตน้และเปลือก (Imberty et al., 2000) โครงสร้างของ 

Legume lectins มีลกัษณะท่ีเรียกวา่ jelly-roll motif  ประกอบดว้ย β-sheet 6 สายดา้นหลงั และ       

β-sheet 7 สายโคง้มาดา้นหนา้ มีบริเวณจบักบันํ้าตาล (carbohydrate-binding sites) คลา้ยกนั (Loris 

et al., 1998) (ภาพท่ี 2A) ประกอบดว้ย 4 ลูป ไดแ้ก่ ลูป A ลูป B ลูป C และ ลูป D  (Sharma and 

Surolia, 1997) และมีบริเวณจบักบัไอออนโลหะ (Ca2+ และ Mn2+ ) 2 ตาํแหน่ง (ภาพท่ี 2B) บริเวณ

จบักบัไอออนโลหะน้ีมีความอนุรักษสู์ง (conserved) และมีความจาํเป็นต่อการจบักบัคาร์โบไฮเดรท 

(Lis and Sharon, 1998) 
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                                          A                                                                              B 

 
ภาพที ่2  โครงสร้างสามมิติของ ConcanavalinA (PDB code: 1ONA) ซ่ึงเป็นเลคตินในกลุ่ม 

Legume lectins  

A) ลกัษณะ jelly-roll motif ประกอบดว้ย β-sheet 6 สายดา้นหลงั และ β-sheet 7 สายโคง้

มาดา้นหนา้ 

B) ConcanavalinA จบักบันํ้าตาลแมนโนส และไออนโลหะ (Ca2+ และ Mn2+ ) 

ประกอบดว้ย ลูป A สีแดง ลูป B สีม่วง ลูป C สีเหลือง และ ลูป D สีนํ้ าเงิน  

 

1.2  Chitin-binding lectins เป็นโปรตีนเลคตินท่ีมีขนาดเลก็ ประกอบดว้ย hevein domains 

อยา่งนอ้ยหน่ึงโดเมน (Raikhel et al., 1993) โดย hevein sequence domain ประกอบดว้ย       

กรดอะมิโนประมาณ 40 เรซิดิว และมีกรดอะมิโนซิสเตอีน (cysteine) และไกลซีน (glycine) อยู่

มาก มีความสามารถจบักบัไคติน (Peumans et al., 1996) เช่น chitin-binding protein จากยางของตน้

ยางอินเดีย (rubber tree) มี hevein domains ประกอบดว้ยกรดอะมิโน 43 เรซิดิว ตวัอยา่งโครงสร้าง 

chitin-binding lectins เช่น เลคตินจากรากของ Pokeweed (Phytolacca americana) (ภาพท่ี 3)    

(Hayashida et al., 2003) chitin-binding lectins พบในพืชกลุ่ม Gramineae, Solanceae, 

Phytolaccaceae, Urticacea, Papavaracaceae และ Viscaceae (Peumans et al., 1996; Raikhel et al., 

1993)  
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ภาพที ่3  โครงสร้างสามมิติของ Chitin-binding lectins จากรากของ Pokeweed (PDB code: 1ULM) 

ประกอบดว้ย hevein domains สองโดเมน 

 

1.3  Monocot mannose-binding lectins เป็นเลคตินท่ีสามารจบักบันํ้าตาลแมนโนสและพบ

ในพืชใบเล้ียงเด่ียว ซ่ึงแบ่งพืชท่ีพบเลคตินชนิดน้ีไดเ้ป็น 7 กลุ่มยอ่ย ไดแ้ก่ Alliaceae, Araceae, 

Amaryllidaceae, Bromeliaceae, Iridaceae, Liliaceae, และ Orchidaceae (Wright et al., 1999; Wood 

et al., 1999). พบไดใ้นหลายส่วนของพืชแต่ไม่พบในเมลด็ โครงสร้างคริสตลัของ monocot 

mannose-binding lectins โครงสร้างแรกไดจ้ากเลคตินของ snowdrop (Galanthus nivalis 

agglutinin, GNA) ท่ีจบัอยูก่บันํ้ าตาลแมนโนส (Hester et al., 1995) มีโครงสร้างเป็น β-barrel ท่ี

ประกอบดว้ย 3 โดเมน แต่ละโดเมนมี 4  antiparallel β-sheet (Barre et al., 1996) และแต่ละโดเมน

จะมี carbohydrate recognition domain (CRD1, CRD2 และ CRD3) ท่ีเป็น sequence homology 

(Van Damme and Peumans, 1991) จึงสามารถจบักบันํ้าตาลแมนโนสได ้3 ตาํแหน่ง (ภาพท่ี 4) 

 

    
 

ภาพที ่4  โครงสร้างสามมิติของ Galanthus nivalis agglutinin (GNA)(PDB code: 1MSA) ซ่ึงเป็น 

เลคตินในกลุ่ม monocot mannose-binding lectins มีโครงสร้างเป็น β-barrel ท่ี

ประกอบดว้ย 3 โดเมน แต่ละโดเมนมี 4  antiparallel β-sheet สามารถจบักบันํ้าตาล    

แมนโนสได ้3 ตาํแหน่ง 
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1.4  Cucurbitaceae phloem lectins เป็นเลคตินท่ีพบไดเ้ฉพาะในส่วนของท่อลาํเลียงอาหาร

ของพืชตระกลู Cucurbitaceae มีลกัษณะเป็น dimer  (Subnis and Hart, 1978) มีความจาํเพาะต่อ 

oligomers ของนํ้าตาลอะเซททิลกลูโคซามีน (GlcNAc) (Wang et al., 1994) ลาํดบักรดอะมิโนของ 

Cucurbitaceae phloem lectins คลา้ยกนัมากกบัลาํดบักรดอะมิโนของเลคตินจากเมลด็ของ serpent 

cucumber (Trichosanthes kirilowii) (Falasca et al., 1989) ลาํดบักรดอะมิโนของเลคตินจากเมลด็

ของ snake gourd (Trichosanthes anguina) (Komath and Swamy, 1998) และลาํดบักรดอะมิโน

ของเลคตินจากเมลด็ของ Trichosanthes cucumerina (Padma et al., 1999) ซ่ึง Cucurbitaceae 

phloem lectins ยงัไม่มีโครงสร้างสามมิติ แต่มีการศึกษาโครงสร้างสามมิติของเลคตินจาก snake 

gourd (Manoj et al., 2001) และเลคตินจาก serpent cucumber (Li et al., 2003) (ภาพท่ี 5) 

โครงสร้างเหมือนกบัเลคตินในกลุ่ม type2 RIPs 

 

1.5  Jacalin related lectins เป็นเลคตินท่ีมีโครงสร้างแบบ β-prism ซ่ึงมีความจาํเพาะต่อ 

คาร์โบไฮเดรท 2 ชนิด คือ นํ้ าตาลกาแลคโตสและนํ้าตาลแมนโนส (galactose-specific lectin และ 

mannose-specific lectins) ซ่ึงกลุ่ม galactose-specific jacalin related-lectins ประกอบดว้ย 2 สาย คือ 

สาย α เป็นสายหลกั และสาย β เป็นสายรอง ซ่ึงเกิดจากกระบวนการ complex co-translation และ 

post-translational ของ single precursor ส่วน mannose-specific jacalin related-lectins มีเพียงหน่ึง

สายโพลีเปปไทด ์(Van Damme et al., 1996)  Jacalin related lectins พบในพืชตระกลู Moraceae 

เช่น เลคตินจาก jacalin, hirsute, artocarpin (Rao et al., 2004) (ภาพท่ี 6B) และ MPA (ภาพท่ี 6A) 

(Lee et al., 1998) พืชตระกลู Convulvulaceae เช่น เลคตินจาก conarva และ calsepa (ภาพท่ี 6C) 

(Bourne et al., 2004) พืชตระกลู Asteraceae เช่น เลคตินจาก heltuba (ภาพท่ี 6D) พืชตระกลู 

Gramineae เช่น   เลคตินจาก barley และ wheat lectins และพืชตระกลู MU.S.A.ceae เช่น เลคติน

จาก banana lectin (Bourne et al., 1999) ส่วนใหญ่พบในเมลด็มากท่ีสุด เลคตินท่ีมีลาํดบั        

กรดอะมิโนคลา้ยกบั jacalin จะเรียกวา่ jacalin related lectins  

 

1.6 Amaranthin เป็นเลคตินกลุ่มเลก็ ท่ีพบในเมลด็ของพืชตระกลู Amaranthus เลคตินใน

กลุ่ม amaranthin มีลกัษณะเป็น β-trefoil มีโครงสร้างเป็น homodimeric proteins ท่ีประกอบดว้ย 2 

หน่วยยอ่ย แต่ละหน่วยมีนํ้าหนกัโมเลกลุประมาณ 30-36 kDa มีความจาํเพาะต่อ T-antigen   

(Galβ1, 3GalNAc) (Rinderle et al., 1989) เช่น Amaranthus caudatus agglutinin (Transue et al., 

1997) (ภาพท่ี 7) amaranthin ท่ีประกอบดว้ย 2 หน่วยยอ่ยนั้น หน่ึงหน่วยทาํหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ

จบักบัคาร์โบไฮเดรท และอีกหน่วยทาํหนา้ท่ีเก่ียวกบัการสร้าง oligomer ของนํ้าตาล 

(oligomerisation) (Transue et al., 1997) 
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1.7 Type2 RIPs (Ribosome Inactivating Proteins) เป็น chimero lectins ท่ีประกอบดว้ย 

PAG (Polynucleotide adenosine glycosidase) domain เรียกวา่ A-chain (Endo et al., 1987) เช่ือมต่อ

กบั galactose specific domain เรียกวา่ B-chain (Lord et al., 1994) A-chain เป็นส่วนท่ีแสดงความ

เป็นพิษ B-chain เป็นส่วนท่ีจบักบัคาร์โบไฮเดรท Type2 RIPs เป็นเลคตินท่ีสามารถกระตุน้          

ไรโบโซมของเซลลย์คูาริโอต (Barbieri et al., 1993) โดยโดเมน A จะทาํการตดัพนัธะไกลโคซิดิก

ของอะดิโนซีนของ rRNA หน่วยใหญ่ (Peumans and Van Damme, 1995) ตวัอยา่งเลคตินกลุ่มน้ี 

เช่น เลคติน ricin จาก Ricinus communis (Rutenber et al., 1991) (ภาพท่ี 8A) และเลคติน abrin จาก 
Abrus precatorius (Tahirov et al., 1995) (ภาพท่ี 8B) เลคตินในกลุ่มน้ีมีโครงสร้างและลาํดบั     

กรดอะมิโน การเร่งปฏิกิริยา ความเป็นพิษ และความสามารถในการจบักบัคาร์โบไฮเดรทคลา้ยกนั

พบไดท้ั้งในพืชใบเล้ียงเด่ียวและพืชใบเล้ียงคู่ เช่นในพืชตระกลู Euphorbiaceae, Fabaceae, 

Sambucaceae, Viscaceae, Ranunculaceae, Lauracaceae, Passifloraceae, Iridaceae และ Liliaceae 

เป็นตน้ พบทั้งในส่วนของเมลด็และส่วนอ่ืนๆ ของพืช   

 

1.8 Other lectins เป็นเลคตินท่ียงัไม่สามารถจดักลุ่มได ้เช่น non-RIP lectin จาก Euphorbia 

เป็นตน้ (Van Damme, 1998) 

 

 
 

ภาพที ่5  โครงสร้างสามมิติของเลคตินจาก serpent cucumber (PDB code: 1GGP) มีลกัษณะเป็น 

ไดเมอร์โครงสร้างเหมือนกบัเลคตินในกลุ่ม type2 RIPs 
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                                       A                                                                       B 

         
                                        C                                                                       D 

 

ภาพที ่6  โครงสร้างสามมิติของ Jacalin related lectins มีโครงสร้างแบบ β-prism แบ่งได ้2 กลุ่มคือ 

galactose-specific lectin ประกอบดว้ย 2 สายโพลีเปปไทด ์คือ สาย α และสาย β ไดแ้ก่  

A) เลคตินจาก MPA (PDB code: 1JOT)  

B) เลคตินจาก Artocarpus hirsute (PDB code: 1TOQ) 

และ mannose-specific lectins มีหน่ึงสายโพลีเปปไทด ์ไดแ้ก่ 

C) เลคตินจาก Calystegia sepium (PDB code: 1OUW) 

D) เลคตินจาก Helianthus tuberosus (PDB code: 1C3N) 
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ภาพที ่7  โครงสร้างสามมิติของ Amaranthus caudatus agglutinin (PDB code: 1JLX) มีลกัษณะ

เป็น β-trefoil มีโครงสร้างเป็น homodimeric proteins 

 

    
                                       A                                                                          B 

 

ภาพที ่8  โครงสร้างสามมิติของเลคติน Type2 RIPs เป็น chimero lectins ท่ีประกอบดว้ย PAG 

domain เช่ือมต่อกบั galactose specific domain  

A) เลคติน ricin จาก Ricinus communis (PDB code: 2AAI)       

B) เลคติน abrin จาก Abrus precatorius (PDB code: 1ABR)       
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2.  การจัดกลุ่มตามความสามารถในการจับกบัคาร์โบไฮเดรท  

 

โดยปกติเลคตินจะมีความสามารถในการจบัอยา่งจาํเพาะกบันํ้าตาลโมเลกลุเด่ียวหรือ

นํ้าตาลท่ีมีขนาดใหญ่ (Van Damme, 1998) ไดแ้ก่  

 

2.1  เลคตินท่ีสามารถจบัอยา่งจาํเพาะกบันํ้าตาลกลูโคส/แมนโนส (Glucose/ mannose-

specific lectin) เลคตินกลุ่มน้ีตอ้งการ Mn2+ และ/หรือ Ca2+
  ในการจบักบันํ้าตาล พบในพืชตระกลู 

Leguminosea เช่น ขนุน ถัว่ (Goldstein and Poretz, 1986) ซ่ึงแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ เลคตินท่ี

ประกอบ ดว้ย 2 หน่วยยอ่ย ไดแ้ก่  เลคตินจาก MU.S.A. paradisiaca (banana lectin) แต่ละหน่วย

ยอ่ยมีขนาด 14-15 kDa (Singh et al., 2005) (ภาพท่ี 9A) เลคตินจาก Vicia faba มีขนาดประมาณ 

47.5 kDa (Reeke and Becker, 1986) (ภาพท่ี 9B) และเลคตินท่ีประกอบดว้ย 4 หน่วยยอ่ย ไดแ้ก่ เล

คติน Artocarpin จากเมลด็ขนุน มีขนาด 65 kDa (Jeyaprakash  et al., 2004) (ภาพท่ี 9C) เลคตินจาก 

Canavalia ensiformis แต่ละหน่วยยอ่ยมีขนาดประมาณ 30 kDa (Bouckaert et al., 1999) (ภาพท่ี 

9D) เป็นตน้ 

 

2.2  เลคตินท่ีสามารถจบัอยา่งจาํเพาะกบันํ้าตาลฟิวโคส (Fucose-specific lectin) สกดัได้

จากพืชสีเขียว เช่น เลคตินจาก Asparagus pea (Lotus tetragonolobus) พบ 3 ชนิด คือ เลคติน A, B 

และ C ซ่ึงเลคติน A และ C ประกอบดว้ย 4 หน่วยยอ่ย แต่ละหน่วยมีขนาดเท่ากนัคือ 27.8 kDa ส่วน

ของเลคติน B ประกอบดว้ย 2 หน่วยยอ่ย แต่ละหน่วยมีขนาดเท่ากนัคือ 27 kDa (Bloch and Burger, 

1974) (ภาพท่ี 10) เลคตินจากเปลือกของ Laburnum anagyroides (Lutsik and Antoniuk) เลคตินจาก

รากขา้วโพด (Zea mays L.) ( Wolfgang and Janet) เลคตินจากราบนเปลือกสม้ (orange peel 

fungus) มีนํ้ าหนกัโมเลกลุ 72 kDa ประกอบดว้ย 2 หน่วยยอ่ย แต่ละหน่วยมีขนาดเท่ากนัคือ 36 kDa 

(Kochibe et al., 1980) 

 

2.3  เลคตินท่ีสามารถจบัอยา่งจาํเพาะกบันํ้าตาลกาแลกโตส/เอน็-อะเซทิลกาแลกโตซามีน  

(N-acetylgalactosamine) ( Gal/ GalNAc-specific lectin) เช่น เลคตินจาก Dolichos biflorus มี

นํ้ าหนกัโมเลกลุ 110 kDa ประกอบดว้ย 4 หน่วยยอ่ย โดย 2 หน่วย มีขนาด 27 kDa และอีก 2 หน่วย 

มีขนาด 27.3 kDa (Schnell and Etzler, 1987) (ภาพท่ี 11A) เลคตินจากถัว่เขียว (Cicer arietinum L.) 

มีนํ้ าหนกัโมเลกลุประมาณ 120 kDa ประกอบดว้ย 4 หน่วยยอ่ย แต่ละหน่วยมีขนาด 30 kDa มี

นํ้ าตาลเป็นองคป์ระกอบ 7% (Qureshi et al., 2005) และเลคตินจาก Sambucus nigra มีขนาด 150 
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kDa ประกอบดว้ย 4 หน่วยยอ่ย โดย 2 หน่วย มีขนาด 36 kDa และอีก 2 หน่วย มีขนาด 38 kDa 

(Maveyraud et al., 2009) (ภาพท่ี 11B) เป็นตน้ 

 

            
                                                A                                                            B  

        
                                         C                                                     D  

 

ภาพที ่9  โครงสร้างสามมิติของเลคตินท่ีจาํเพาะกบันํ้าตาลกลูโคส/แมนโนส เลคตินกลุ่มน้ีตอ้งการ 

Mn2+ และ/หรือ Ca2+
  ในการจบักบันํ้าตาล 

A) โครงสร้างของ Banana lectin จาก MU.S.A. paradisiaca (PDB code: 1X1V)  

B) โครงสร้างของเลคตินจาก Vicia faba (PDB code: 2B7Y)  

C) โครงสร้างของ Artocarpin (PDB code: 1VBO)  

D) โครงสร้างของเลคตินจาก Canavalia ensiformis (PDB code: 1QDO) 
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ภาพที ่10  โครงสร้างสามมิติของเลคติน Lotus tetragonolobus lectin (LTA) ( PDB code: 2EIG) 

เป็นเลคตินท่ีสามารถจบัอยา่งจาํเพาะกบันํ้าตาลฟิวโคส 

 

               
                                              A                                                                              B 

 

ภาพที ่11  โครงสร้างสามมิติของเลคตินท่ีสามารถจบัอยา่งจาํเพาะกบันํ้าตาลกาแลกโตส/เอน็-

อะเซทิลกาแลกโตซามีน  

A) เลคตินจากเมลด็ของ Dolichos biflorus (PDB code:1LU1) ( Hamelryck et al., 1999)  

B) เลคตินจาก Sambucus nigra (PDB code: 3CA1)  
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2.4  เลคตินท่ีสามารถจบัอยา่งจาํเพาะกบันํ้าตาลเอน็-อะเซทิลกลูโคซามีน (N-

acetylglucosamine) (GlcNAc-specific lectin)  พบในพืชตระกลู Gramineae เป็นส่วนใหญ่ เช่น ขา้ว

สาลี ขา้วบาร์เลย ์ไรยแ์ละขา้ว (Goldstein and Poretz, 1986) เลคตินจากไรยแ์ละขา้วบาร์เลยส์กดัได้

จากส่วนเอมบริโอ ตวัอยา่งเลคตินกลุ่มน้ี เช่น เลคตินจาก Ulex europaeus มีขนาดประมาณ 110 

kDa มีนํ้ าตาลเป็นองคป์ระกอบ 4.2% (Loris et al., 2000) (ภาพท่ี 12) นอกจากน้ียงัพบเลคตินกลุ่มน้ี

ในเห็ด Psathyrella velutina  ซ่ึงมีนํ้ าหนกัโมเลกลุ 40 kDa เป็นโปรตีนหน่ึงหน่วย โครงสร้างเป็น β-

sheet (Cioci et al., 2006) เลคตินจากฐานดอก (carpophores) ของเห็ด Polyporus squamosus มี

นํ้ าหนกัโมเลกลุ 28 kDa ประกอบดว้ย 2 หน่วยยอ่ย (Mo et al., 2000) 

 

 
 

ภาพที ่12  โครงสร้างสามมิติของเลคตินจาก Ulex europaeus (PDB code: 1QOO) เป็นเลคตินท่ี

สามารถจบัอยา่งจาํเพาะกบันํ้าตาลเอน็-อะเซททิลกลูโคซามีน 

 

2.5  เลคตินท่ีสามารถจบัอยา่งจาํเพาะกบันํ้าตาลแลคโตส (Lactose- specific lectin) เช่น  

เลคตินในพืชจาํพวกกาฝาก (Viscum album L.) มีความเป็นพิษต่อเซลล ์มีนํ้ าหนกัโมเลกลุ 60 kDa  

ประกอบดว้ย 2 หน่วยยอ่ย ท่ีมีขนาดต่างกนั คือ 29 และ 32 kDa (Olsnes et al., 1982) เลคตินจาก

Ricinus communis ประกอบดว้ย 2 หน่วยยอ่ย แต่ละหน่วยมีขนาด 30 kDa (PDB code: 2AAI) 

(Rutenber et al., 1991) เลคตินจากถัว่ลิสง (peanut lectin) มีขนาดประมาณ 100 kDa ประกอบดว้ย 

4 หน่วยยอ่ย (Banerjee et al., 1996) (ภาพท่ี 13) จากการศึกษาโครงสร้างคริสตลัของเลคตินในถัว่

ลิสง (peanut lectin) โดยปรับเปล่ียนความเป็นกรด-เบส พบวา่เลคตินในถัว่ลิสงสามารถจบักบั

นํ้าตาลแลคโตสไดใ้นสภาพใกลเ้คียงสภาวะธรรมชาติ (Natchiar et al., 2004) 
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ภาพที ่13  โครงสร้างสามมิติของเลคตินจากถัว่ลิสง (PDB code: 2PEL) ท่ีสามารถจบัอยา่งจาํเพาะ

กบันํ้าตาลแลกโตส 

 

2.6  เลคตินท่ีสามารถจบัอยา่งจาํเพาะกบันํ้าตาลซูโครส (Sucrose-specific lectin)  เช่น 

lentil lectin พบในพืช Lens culinaris มีนํ้ าหนกัโมเลกลุ 52 kDa จากโครงสร้างคริสตลัพบวา่ lentil 

lectin 2 หน่วย จบักบันํ้าตาลซูโครสหน่ึงโมเลกลุ (Casset et al., 1995) (ภาพท่ี 14) 

 

 
 

ภาพที ่14  โครงสร้างสามมิติของ lentil lectin (PDB code: 1LES) ท่ีสามารถจบัอยา่งจาํเพาะกบั

นํ้าตาลซูโครส โดย lentil lectin 2 หน่วย จบักบันํ้าตาลซูโครสหน่ึงโมเลกลุ 
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2.7  เลคตินท่ีสามารถจบัอยา่งจาํเพาะกบันํ้าตาลมอลโตส/ทรีฮาโลส (Moltose/Trehalose-

specific lectin) เลคตินในกลุ่มน้ีเกิดจากการเปล่ียนกรดอะมิโนจากโพรลีนไปเป็นเซอรีนท่ีตาํแหน่ง 

202 (P202S) ของ ConA-like lectin ซ่ึง ConA-like lectin พบในพืช Canavalia maritime (ConM) มี

นํ้ าหนกัโมเลกลุประมาณ 50 kDa มีโครงสร้างเป็น β-sheet (Delatorre et al., 2006) (ภาพท่ี15) 

 

 
 

ภาพที ่15  โครงสร้างสามมิติของ ConA-like lectin (ConM) (PDB code: 2CYF) ท่ีสามารถจบัอยา่ง

จาํเพาะกบันํ้าตาลมอลโตสและนํ้าตาลทรีฮาโลส 

 

2.8  เลคตินท่ีสามารถจบัอยา่งจาํเพาะกบันํ้าตาลแมนโนสจากพืชใบเล้ียงเด่ียว (Monocot 

mannose binding lectin) เช่น  Scilla campanulata agglutinin (SCAman) เป็นเลคตินท่ีไดจ้ากส่วน

หวั มี 4 หน่วยยอ่ย แต่ละหน่วยมีนํ้าหนกัโมเลกลุประมาณ 13 kDa (Wright et al., 1999) Narcissus 

pseudonarcissus lectin (NPL) ไดจ้ากส่วนหวัของ daffodils เป็นเลคตินท่ีมีหน่ึงหน่วย มีนํ้ าหนกั

โมเลกลุ 12 kDa (Van Damme et al., 1988) เลคตินท่ีไดจ้ากหวักระเทียม Allium sativum agglutinin 

(ASA) มี 2 ชนิด คือ  ASA I มีนํ้ าหนกัโมเลกลุประมาณ 25 kDa และ  ASAIII มีนํ้ าหนกัโมเลกลุ

ประมาณ 48 kDa (Kanti Dam et al., 1998) เลคตินท่ีไดจ้าก snowdrop (Galanthus nivalis)  มี

นํ้ าหนกัโมเลกลุประมาณ 50 kDa ประกอบดว้ย 4 หน่วยยอ่ย แต่ละหน่วยมีขนาด 13 kDa (Van 

Damme et al., 1987) มีโครงสร้างเป็น β-sheet (12-stranded β-barrel) (Hester et al., 1995) เป็นตน้ 

 

2.9  เลคตินท่ีสามารถจบัอยา่งจาํเพาะกบักรดเซียลิก (Sialic acid-specific lectin)  ส่วนใหญ่

พบในสตัวไ์ม่มีกระดูกสนัหลงั (invertebrates) เช่น แมงดาทะเล กุง้มงักร เพรียง เป็นตน้ แต่ในพืช

พบเพียงไม่ก่ีชนิด (ตารางท่ี 2) เช่น เลคตินจากเมลด็ของ Phaseolus coccineus L. มีลกัษณะเป็น    

ไดเมอร์ท่ีจบักนัเอง (homodimer) ของหน่วยยอ่ยท่ีมีขนาดเท่ากนั ประมาณ 29.8 kDa มีความเป็น
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พิษต่อเซลล ์ตา้นทานเช้ือราและมีแนวโนม้ตา้นทานเน้ืองอก (Chen et al., 2009) เลคตินจากเมลด็

ของ Maackia amurensis มี 2 ชนิด คือ Maackia amurensis  hemagglutinin (MAH) และ Maackia 

amurensis  leukoagglutinin (MAL) (Imberty et al., 2000) (ภาพท่ี 16A) MAH มีนํ้ าหนกัโมเลกลุ 

130 kDa จากการทาํใหบ้ริสุทธ์ิโดย gel filtration ประกอบดว้ย 4 หน่วยยอ่ย แต่ละหน่วยมีขนาด 33 

kDa (Kawaguchi et al., 1974) เลคตินจาก Triticum vulgaris ประกอบดว้ย 2 หน่วยยอ่ย มีขนาด 35 

kDa (ภาพท่ี 16B) ( Wright, 1990) เลคตินในใบหม่อนสายพนัธ์ุหม่อนนอ้ยมีนํ้าหนกัโมเลกลุ 51 

kDa ประกอบดว้ย 3 หน่วยยอ่ย แต่ละหน่วยมีนํ้าหนกัโมเลกลุ 16.5 kDa (Ratanapo et al., 1998) 

เป็นตน้ 

 

ตารางที ่2  โปรตีนเลคตินท่ีจาํเพาะกบักรดเซียลิกในพืชชนิดต่างๆ 

 

Species Lectin Specificity/ligand Reference 

Maackia amurensis  MAL  Neu5Aca2,3Galß1,4GlcNAc  Knibbs et al., 1991 

Maackia amurensis  MAH  Neu5Aca2,3Galß1,3[Neu5Aca

2,6]GalNAc  

Wilson et al., 1981 

Sambucus nigra  SNA  Neu5Aca2,6Gal  Shibuya et al., 1987 

Sambucus canadensis  SCA  Neu5Aca2,6Gal  Shibuya et al., 1989 

Sambucus sieboldiana  SSA  Neu5Aca2,6Gal  Shibuya et al., 1989 

Trichosanthes japonica  TJA Neu5Aca2,6Galb1,4GlcNAc  Yamashita et al., 1992 

Viscum album  ML-I  Neu5Aca2,6Galb1,4GlcNAc  Muthing  et al., 2004 

Saraca indica  saracin  Neu5Aca2,6/3Galb1,4GlcNAc  Ray and Chatterjee, 

1995  

Artocarpus integrifolia  jacalin  Gal and Man > Neu5Ac  Bourne et al., 2002 

Triticum vulgaris  WGA  internal GlcNAc > Neu5Ac  Gallagher et al., 1985 

Morus  rotunbiloba 

Koidz. 

MLL Neu5Gc Ratanapo et al., 1998 

Lactuca scariole  PLA  Sia  Yen et al., 1980 

Phaseolus coccineus PCL Sia Chen et al., 2008 

 

ทีม่า: Lehmann et al. (2006) 

http://www.jbc.org/search?author1=Tsutomu+Kawaguchi&sortspec=date&submit=Submit�
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                                            A                                                                         B 

 

ภาพที ่16  โครงสร้างสามมิติของเลคตินท่ีสามารถจบัอยา่งจาํเพาะกบักรดเซียลิก 

A) Maackia amurensis  leukoagglutinin (MAL) (PDB code: 1DBN) 

B) เลคตินจาก Triticum vulgaris (PDB code: 1WGC) 

          

โปรตีนเลคตินเม่ือแบ่งกลุ่มตามโครงสร้างและลาํดบักรดอะมิโนแลว้สามารถแบ่งได้

ทั้งหมด 8 กลุ่ม และแบ่งกลุ่มตามความจาํเพาะกบัคาร์โบไฮเดรทสามารถแบ่งไดท้ั้งหมด 9 กลุ่ม แต่

เม่ือสงัเกตเลคตินในกลุ่ม legume พบวา่สามารถจบักบันํ้าตาลไดห้ลายชนิดโดยมีโครงสร้างสามมิติ

ท่ีคลา้ยคลึงกนั ซ่ึงมีโครงสร้างสามมิติแบบ canonical β-sandwich หรือ jelly-roll motif ลกัษณะท่ี 

เลคตินกลุ่มน้ีสามารถจบักบันํ้าตาลไดห้ลายชนิดน้ีข้ึนอยูก่บัการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนเพียงไม่ก่ี

ตวัในบริเวณท่ีจบักบันํ้าตาล และความยาวของบริเวณลูบ (loop) ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการจบักบันํ้าตาล ซ่ึง

การเปล่ียนแปลงน้ีมีผลอยา่งมากต่อการจบักบันํ้าตาลชนิดต่างๆ โดยท่ีไม่มีผลต่อโครงสร้างสามมิติ

โดยรวม  (Young and Oomen,1992); (Sharma and Surolia,1997) ซ่ึงเลคตินในกลุ่ม jacalin-related 

lectin (JRL) กมี็ลกัษณะเช่นเดียวกนั  เม่ือแรกคน้พบ JRL มีลกัษณะท่ีคลา้ยคลึงกนัทางโครงสร้าง

สามมิติแบบ β-prism มีความจาํเพาะกบันํ้าตาลกาแลกโตส ที-แอนติเจน (T-antigen) และนํ้าตาล

แมนโนส (Sankaranarayanan et al.,1996)  เลคตินกลุ่ม JRL ท่ีสกดัไดม้กัจะมีความจาํเพาะกบั

นํ้าตาลแมนโนส มากกวา่นํ้าตาลกาแลกโตสและที-แอนติเจน  กลุ่ม JRL ท่ีสามารถจบักบันํ้าตาล  

กาแลกโตส ไดม้กัจะสามารถจบักบันํ้าตาลอีกหลายชนิดไดเ้ช่นเดียวกนั   
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หน้าทีเ่ลคตินในพชื 

 

 1. จาํเพาะต่อคาร์โบไฮเดรท (Carbohydrate specificity) การจบัของเลคตินกบัโมโนแซค-

คาร์ไรด ์เป็นการจบัแบบไม่แน่น (low binding affinity) ในขณะท่ีการจบักบัโอลิโกแซคคาร์ไรด ์

เช่น นํ้าตาลกาแลกโตส และ N-acetylgalactosamine จบัไดแ้น่น (Wood, 1995) 

 

 2. ตกตะกอนเซลล ์(Cell agglutination)  เลคตินแต่ละโมเลกลุจะประกอบดว้ยบริเวณจบั

กบัคาร์โบไฮเดรทมากนอ้ยแตกต่างกนั ซ่ึงสามารถจบักบัเซลลท่ี์มีนํ้ าตาลบนผวิเซลล ์เช่ือมโยง

(crosslinking) ทาํใหเ้ซลลเ์กิดการรวมกลุ่มและตกตะกอน (ภาพท่ี 17) การท่ีเลคตินสามารถทาํให้

เซลลเ์กิดการเกาะกลุ่มไดข้ึ้นอยูก่บัปัจจยั 2 ประการ คือ ปัจจยัภายใน คือ คุณสมบติัภายในโมเลกลุ

ของเลคติน เช่น นํ้าหนกัโมเลกลุ จาํนวนบริเวณท่ีสามารถจบัจาํเพาะกบัคาร์โบไฮเดรท (number of 

carbohydrate binding sites) คุณสมบติับริเวณผวิเซลล ์(cell surface properties) จาํนวนและความ 

สามารถของบริเวณจบัของเลคติน (number and accessibility of lectin to binding sites) (Wood, 

1995) และปัจจยัภายนอก เช่น อุณหภูมิ ชนิดของเซลลแ์ละชนิดของเลคตินท่ีใช ้ความเขม้ขน้ของ

เซลล ์เป็นตน้ 

 

  
 

ภาพที ่17  เลคตินจบักบันํ้าตาลบนผวิเซลล ์ทาํใหเ้กิดการรวมกลุ่มตกตะกอนของเซลล ์และโมเลกลุ  

 ของนํ้าตาลหรือสารอ่ืนสามารถยบัย ั้งการรวมกลุ่มตกตะกอนของเซลล ์

 

ทีม่า: Sharon and Lis (1989) 
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3. ตา้นทานไวรัส (Antiviral activity) เลคตินจาก Liliaceae, Amyryllidaceae, และ  

Orchidaceae ซ่ึงป็นเลคตินในกลุ่ม monocot mannose-binding lectins สามารถตา้นทาน retroviral 

ได ้(Wood et al., 1999) และ Pleurotus ostreatus lectin (POL) สามารถยบัย ั้ง HIV-1 reverse 

transcriptase (Wang et al., 2000) 

 

4. ตา้นทานแบคทีเรีย (Antibacterial activity) เลคตินในพืชสงัเคราะห์ข้ึนเพื่อช่วยในการ

ตา้นทานเช้ือแบคทีเรียเป็นส่วนใหญ่ (Peumans and Van Damme, 1995) และมีงานวิจยัท่ีสนบัสนุน 

เช่น เลคตินจากมนัฝร่ังช่วยในการตา้นทาน Pseudomonas solanacearum (Gozia et al., 1993)       

เลคตินจากใบหม่อนช่วยตา้นทาน Pseudomonas syringae pv mori (Ratanapo et al.,1998) เป็นตน้ 

 

5. ตา้นทานเห็ดรา (Antifungal activity) มีการศึกษามากมายเก่ียวกบัโปรตีนท่ีตา้นทานเห็ด 

รา แต่กพ็บวา่มีเลคตินจาํนวนนอ้ยท่ีสามารถตา้นทานเห็ดราได ้เช่น เลคตินจากมนัฝร่ัง (Gozia et 

al., 1993) เลคตินจากเมลด็ของ Amaranthus caudatus (Verheyden et al., 1995) เลคตินจากเมลด็

ธญัพืช (wheat germ) (Ciopraga et al., 1999) และเลคตินจากเมลด็ของ Phaseolus vulgaris  เป็นตน้ 

ส่วนใหญ่เลคตินท่ีสามารถตา้นทานเห็ด รา ไดน้ั้น เป็นเลคตินในกลุ่ม class I chitinase (Collinge et 

al., 1993) 

 

6. กระตุน้การแบ่งเซลลเ์มด็เลือดขาว (Mitogenic stimulation of lymphocytes) ในการ 

ศึกษาเลคตินจากเห็ดในการควบคุมการเจริญเติบโตและการเปล่ียนรูปร่างของแมคโครฟลาจ 

(macrophages) และลิมโฟไซท ์(lymphocyte) (Ngai and Ng, 2004) พบวา่ T-cell ถูกกระตุน้และมี

การจบักนัของลิแกนกบั T-cell receptors เพิ่มข้ึนอยา่งมาก แลว้ไปกระตุน้สญัญาณภายในเซลลท์าํ

ใหเ้กิดเซลลลิ์มโฟไซทเ์พิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็ว (proliferation) (Imai, 1998; Ho et al., 2004) 

 

7. ตา้นทานการกระจายตวัของเซลล ์(Antiproliferative activity) จากการศึกษาเลคตินใน

เห็ดพบวา่เลคตินมีแนวโนม้สามารถหยดุการกระจายตวัของเซลลม์ะเร็งได ้(Kenyon, 2001) เช่น    

เลคตินจาก Agaricus bisporus  สามารถลดการกระจายตวัของเซลลม์ะเร็งลาํไส ้(human colon 

cancer cell lines HT29) และมะเร็งเตา้นมได ้(breast cancer cell lines MCF-7) (Wang et al., 1998b; 

Yu et al., 1999)  เลคตินจาก Volvariella volvacea สามารถต่อตา้นเซลลม์ะเร็งชนิด Sarcomo S-180 

ได ้(She et al., 1998) เป็นตน้ 
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8. ความเป็นพิษต่อเซลล ์(Cytotoxicity) เลคตินหลายชนิด เช่น  Con A  เลคตินจากขา้วสาลี 

เลคตินจาก Phaseolus vulgaris (PHA) และเลคตินจาก Robinia pseudoacacia มีความเป็นพิษต่อ

เซลลข์องสตัวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม แต่มีความเป็นพิษนอ้ยกวา่เลคตินไรซินจาก castor bean และอะบริน 

จาก jequirity seed (Stirp et al., 1978) นอกจากน้ียงัมีรายงานวา่ เลคตินจาก Grifola frondosa เป็น

พิษ (cytotoxic) ต่อ HeLa cells ท่ีความเขม้ขน้อยา่งนอ้ย 25 µg/ml ถึงจะชกันาํใหเ้ซลลต์ายได ้

(Guillot and Konska, 1997)  เป็นตน้ 

 

หม่อน 

 

หม่อน (mulberry : Morus spp.) สามารถแจงชั้นไดด้งัน้ี (Maji and Qadri, 1999) 

Phylum   Phaenerogamme 

   Subphylum  Angiosperme 

      Class  Dicotyledoneae 

         Subclass  Apetalae 

            Family  Moraceae 

                   Genus  Morus 

  

 หม่อน เป็นไมย้นืตน้ประเภทพุม่ ลาํตน้มีสีเขียวแก่หรือสีนํ้าตาล มีตาขา้งมากมาย ใบมีสี

เขียวเขม้ มีรูปร่างหลายแบบ หลายขนาด อาจเป็นแฉกหรือไม่เป็นแฉก หรือมีทั้งใบแฉกและใบไม่

แฉกอยูต่น้เดียวกนั ดอกตวัเมียเม่ือไดรั้บการผสมแลว้จะเปล่ียนเป็นผล ซ่ึงมีลกัษณะเป็นผลรวม 

(aggregate fruit) หม่อนเป็นพืชก่ึงร้อน (subtropical) เป็นพืชอาหารตามธรรมชาติชนิดเดียวของ

หนอนไหม (Bombyx mori) และเป็นหวัใจสาํคญัของการประกอบอาชีพการปลูกหม่อนเล้ียงไหม  

ปริมาณผลผลิตและคุณภาพรังไหมจะมากหรือนอ้ยข้ึนอยูก่บัคุณภาพใบหม่อน หม่อนเป็นพืชท่ีมี

อายนุาน 80-100 ปี ถา้ไม่ไดรั้บความกระทบกระเทือนจากการเกบ็เก่ียวหรือโรค แมลงศตัรู สามารถ

เจริญไดดี้ตั้งแต่เขตอบอุ่นถึงเขตร้อน หม่อนท่ีเกิดในเขตอากาศหนาว จะหยดุพกัตวัไม่เจริญเติบโต 

นบัตั้งแต่ปลายฤดูใบไมร่้วงจนถึงฤดูใบไมผ้ลิ  
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การแบ่งประเภทของหม่อนในประเทศไทย 

 

สามารถแบ่งประเภทของหม่อนไดเ้ป็น 5 ประเภท (สถาบนัวิจยัหม่อนไหม, 2536)  คือ  

 

1.  หม่อนพนัธ์ุผสม ไดแ้ก่ บุรีรัมย ์4/2 (BR 4/2) บุรีรัมย ์51 (BR 51) บุรีรัมย ์60 (BR 60)

นครราชสีมา 60 (NM 60) ศรีสะเกษ (SK 33) P33 PMN 5 เป็นตน้ 

 

2.  หม่อนพนัธ์ุพื้นเมือง ไดแ้ก่ ใบมน (BM), หางปลาหลด (HA), จระเข ้(JK), จาก

นครราชสีมา (CN), จากอุบล (JU), แกว้ชนบท (KC), ข้ีไก่ (KK), คุณไพ (KP), แกว้สะตึก (KT), 

หม่อนแดง (MD), หม่อนสา (MS), หม่อนนอ้ย (MN), ไผน่ครราชสีมา (PN), ไผอุ่บล (PU), สม้, สม้

ใหญ่(SY), ตาก (TA), ตาแดง (TD), ตาดาํ (TU) ใหญ่บุรีรัมย ์(YB) เป็นตน้ 

 

3.  หม่อนป่า ไดแ้ก่ หว้ยปูลิง(HPL) คอนสาร(KS) ระมิง 1(RM1) ระมิง 2(RM2)  เป็นตน้ 

 

4.  หม่อนกินผล ไดแ้ก่ บา้นหลวง (BL) โคราชกินผล (KKP) ปางโฮ่ง(PH) ผลใหญ่วาว ี

เป็นตน้ 

 

5.  หม่อนสายพนัธ์ุต่างประเทศ ไดแ้ก่ Morus acidosa (AC) Morus alba (AL) Morus 

australis (AU) Morus nigra (NI) Kenmochi (KM) Kenva-2 (KV) Lunjiew (LJ) เป็นตน้ 

 

หม่อนน้อย 

 

 หม่อนนอ้ย ช่ือวิทยาศาสตร์คือ Morus rotunbiloba Koidz. เป็นหม่อนเพศผู ้ช่ือสามญั คือ 

mulberry อยูใ่นวงศ ์ Moraceae หม่อนนอ้ยเป็นหม่อนสายพนัธ์ุพื้นเมืองของไทย มีลกัษณะใบใหญ่

ค่อนขา้งบาง เรียบเป็นมนัไม่มีขน และไม่มีแฉก ใบมีลกัษณะคลา้ยใบโพธ์ิ ปลายใบแหลมขอบหยกั

ถ่ี (ภาพท่ี 18) การศึกษาเก่ียวกบัหม่อนมีมากมายเพื่อนาํไปพฒันาใหห้ม่อนมีคุณภาพท่ีดี เน่ืองจาก

หม่อนเป็นอาหารตามธรรมชาติชนิดเดียวของหนอนไหม และท่ีศึกษาในหม่อนสายพนัธ์ุหม่อน

นอ้ย เน่ืองจากเป็นหม่อนสายพนัธ์ุพื้นเมืองของไทย  
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ภาพที ่18  หม่อนสายพนัธ์ุหม่อนนอ้ย 

 

ทีม่า: แปลงหม่อน ภาควิชาชีวเคมี มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ 

 

เลคตินในหม่อน 

 

1.  เลคตินในเมลด็หม่อน  

 

การศึกษาเลคตินท่ีจาํเพาะกบันํ้าตาลแมนโนสจากเมลด็หม่อน (M. alba L.) เมลด็หม่อนท่ี

สกดัแลว้ทาํใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย affinity chromatography  (ConA Sepharose) พบวา่เลคตินท่ีไดมี้หน่ีง

หน่วย (monomer) ขนาด 22 kDa ประกอบดว้ยคาร์โบไฮเดรท 28.57% สามารถทาํใหเ้ซลลเ์มด็เลือด

แดงจบักลุ่มตกตะกอนไดแ้ละยงัเป็นพิษต่อเซลลก์ุง้ดว้ย (Absar et al., 2005) 

 

2.  เลคตินในเปลอืกหม่อน  

 

การศึกษาตรวจสอบกิจกรรมและความจาํเพาะต่อคาร์โบไฮเดรทของเลคติน JRLในกลุ่มท่ี

จาํเพาะกบันํ้าตาลแมนโนส (mannose-specific jacalin-related lectin) และกลุ่มท่ีจาํเพาะกบันํ้าตาล

กาแลคโตส (galactose-specific jacalin-related lectin) จากเปลือกของ M. nigra (Rouge et al., 

2003)  พบวา่เลคตินทั้งสองกลุ่มจาํเพาะต่อนํ้าตาลกลูโคส กาแลกโตส และแมนโนส (polyspecific 

lectins) และเม่ือศึกษาควบคู่กบั JRLในกลุ่มท่ีจาํเพาะกบันํ้าตาลแมนโนสตวัอ่ืน กพ็บวา่เลคตินกลุ่ม

ท่ีจาํเพาะกบันํ้าตาลแมนโนสมีความจาํเพาะทั้งต่อนํ้าตาลแมนโนสและกลูโคส 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Absar%20N%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract�
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การศึกษาโครงสร้างของ jacalin-related lectin MornigaM และ MornigaM-mannose 

complex จากเปลือกของ M. nigra. ท่ีจบัอยูก่บันํ้ าตาลแมนโนส พบวา่มีโครงสร้างเป็น β-prism ซ่ึง

เหมือนกบั JRL ตวัอ่ืน มีขนาด 1.8 และ 2.0 องัสตรอม โปรตีนทั้ง 2 แบบ ประกอบดว้ย 4 หน่วยยอ่ย 

(tetrameric structure) และสามารถจบักบันํ้าตาลแมนโนสไดอ้ยา่งรวดเร็ว (Rabijns et al., 2005) 

 

3.  เลคตินในใบหม่อน 

  

 เลคตินในใบหม่อน สายพนัธ์ุหม่อนนอ้ย 

 

การศึกษายนีของเลคตินในใบหม่อน ซ่ึงคน้พบเป็นคร้ังแรกในหอ้งปฏิบติัการของภาควชิา

ชีวเคมี มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ (Ratanapo et al.,1998) ไดท้าํการศึกษาโปรตีนโดยทาํการแยก   

เลคตินจากใบหม่อนพนัธ์ุพื้นเมือง สายพนัธ์ุหม่อนนอ้ย (M. rotunbiloba Koidz.) ได ้2 ชนิด คือ 

MLL 1 และ MLL 2 (ภาพท่ี 19) พบวา่เลคตินทั้ง 2 ชนิดน้ีมีความจาํเพาะต่อกรดเซียลิก โดย MLL1 

และ MLL2 มีนํ้ าหนกัโมเลกลุในธรรมชาติ 51 kDa แต่ละหน่วยยอ่ยมีขนาด 16.5 kDa  ต่อมาได้

ทาํการศึกษาสมบติัของเลคตินทั้ง 2 ชนิด ต่อการตา้นเช้ือแบคทีเรีย Pseudomonas syringae pv mori 

ซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีก่อใหเ้กิดโรคใบไหมใ้นหม่อน จากการศึกษาพบวา่ มีเฉพาะ MLL1 ท่ีสามารถ

กระตุน้ใหเ้กิดการจบักลุ่มตกตะกอนของ P. syringae pv mori ได ้ส่วน MLL2 ไม่สามารถกระตุน้

ใหเ้กิดการจบักลุ่มตกตะกอนของ P. syringae pv mori ได ้(Ratanapo et al., 2001)  แต่มีฤทธ์ิยบัย ั้ง

การทาํงานของเอนไซมอ์ลัคาไลดโ์ปรติเอส (Alkaline Protease) ในทางเดินอาหารของหนอนไหม 

อนัอาจส่งผลใหห้นอนไหมโตชา้และสร้างเสน้ไหมลดลง (Ratanapo et al., 2005) 

  

การศึกษาคุณสมบติัของ MLL1 ท่ีสามารถกระตุน้ใหเ้กิดการจบักลุ่มตกตะกอนของ          

P. syringae pv mori ทาํใหมี้การศึกษาหาลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง MLL1 ดว้ยการทาํ RT-PCR และ

RACE ได ้895 นิวคลีโอไทด ์มีส่วนของลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์อ่านได ้(open reading frame) 648     

นิวคลีโอไทด ์ใหก้รดอะมิโน 216 เรซิดิว (Kankamol, 2003) จากนั้นจึงมีการโคลนและการ

แสดงออกของ MLL1 ในเซลลแ์บคทีเรีย ซ่ึง MLL1 ใหก้รดอะมิโน 216 เรซิดิว คาํนวณเป็นนํ้าหนกั

โมเลกลุไดป้ระมาณ 25 kDa แต่โปรตีนท่ีไดจ้ากการแสดงออกในเซลลแ์บคทีเรียนั้นมีนํ้ าหนกั

โมเลกลุประมาณ 20 kDa และไม่สามารถทาํงานได ้(Getsang, 2007) จากการศึกษาความจาํเพาะต่อ

นํ้าตาลของเลคตินจากใบหม่อน MLL ดว้ยการจบักบันํ้าตาล เช่น นํ้าตาลแมนโนส นํ้าตาลกลูโคส 

นํ้าตาลฟรุกโตส นํ้าตาลกาแลกโตส  N-acetylgalactosamine, N-acetylglucosamine,  
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N-glycolylneuraminic acid และนํ้าตาลชนิดอ่ืนๆ ในการยั้บย ั้งการจบักลุ่มตกตะกอนของเมด็เลือด

แดงของแกะ  พบวา่เลคตินจากใบหม่อน MLL มีความจาํเพาะต่อ N-glycolylneuraminic acid แต่ยงั

สามารถจบักบันํ้าตาลอ่ืนๆ ไดเ้ช่นกนั (ตารางท่ี 3) (Ratanapo et al., 1998) 

 

 
 

ภาพที ่19  การทาํใหเ้ลคตินในใบหม่อนบริสุทธ์ิดว้ย DEAE-Sephacel column 

 

ทีม่า: Ratanapo et al. (1998) 

 

ตารางที ่3 การยบัย ั้งการจบักลุ่มตกตะกอนของเมด็เลือดแดงของแกะโดยเลคตินจากใบหม่อน 

 

Purified lectin from 

Sephadex G-75 

Sugar (mM) Glycoprotein (mg/ml) 

NeuGc GalNAc Gal Lactose BSM Fetuin α1-acid 

glycoprotein 

MLL1 0.78 100 100 - 0.39 3.125 - 

MLL2 1.56 50 100 50 3.125 6.25 0.0038 

 

NeuAc, Glc, Man, Glucosamine, GluNAc และ ManNAc  ไม่ยบัย ั้งการจบักลุ่มตกตะกอนของเมด็

เลือดแดงท่ีความเขม้ขน้ 100 mM Thyroglobulin ไม่ยบัย ั้งการจบักลุ่มตกตะกอนของเมด็เลือดแดงท่ี

ความเขม้ขน้  0.5 mg/ml 

 

ทีม่า: Ratanapo et al. (1998) 



31 

 
นอกจากน้ี Sahasrabuddhe และคณะ (2004) ไดท้าํการศึกษาเลคตินในกลุ่ม JRL จาก 

Artocarpus integrifolia เพื่อเปรียบเทียบระหวา่งเลคตินท่ีสกดัไดจ้ากพืชและแสดงออกในแบคทีเรีย 

พบวา่เลคตินท่ีแสดงออกในแบคทีเรีย ความจาํเพาะต่อนํ้าตาลนอ้ยกวา่เลคตินท่ีสกดัไดจ้ากพืช

โดยตรง ซ่ึงการทดลองน้ีช้ีใหเ้ห็นวา่ไกลโคซิเลชนัในเลคตินอาจมีผลต่อความจาํเพาะต่อนํ้าตาลใน  

JRL บางตวั (ตารางท่ี 4) 

 

ตารางที ่4  การเปรียบเทียบความจาํเพาะต่อนํ้าตาลของเลคตินระหวา่งเลคตินท่ีสกดัไดจ้ากพืช

และเลคตินท่ีแสดงออกในแบคทีเรีย 

 

S number Sugar 
Association constants (Ka) 

              N-Jac R-Jac 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

Galactose 

Me-α-Gal 

GalNAc 

Me-α-GalNAc 

Galβ(1-3)GalNAc 

Galβ(1-3)GalNAcαMe 

Me-β-Galactose 

Mannose 

Me-α-Mannose 

Mellibiose 

1.20 x 103 (±0.64 x 102) 

1.58 x 104 (±0.31 x 103) 

1.90 x 103 (±0.95 x 102) 

9.30 x 104 (±0.18 x 104) 

4.00 x 104 (±0.16 x 104) 

4.00 x 102 (±0.24 x 105) 

2.00 x 105 (±0.05 x 102) 

NB 

NB 

6.25 x 103 

NS 

2.48 x 102 (± 0.24 x 102) 

NS 

2.51 x 102 (±0.12 x 102) 

NS 

5.37 x 102 (±0.21 x 102) 

NB 

NB 

NB 

0.422 x 102 

 

N-Jac คือ native Jacalin, R-Jac คือ recombinant Jacalin 

NB คือ not binding, NS คือ not significant 

 

ทีม่า: Sahasrabuddhe et al. (2004) 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Sahasrabuddhe+AA%22%5BAuthor%5D�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Sahasrabuddhe+AA%22%5BAuthor%5D�
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ความจาํเพาะต่อกรดเซียลกิของเลคตนิ 

 

กรดเซียลิก (Sialic acids) เป็นกลุ่มของนํ้าตาลท่ีประกอบดว้ยคาร์บอน 9 อะตอม (nine-

carbon α-keto acids) พบท่ีปลายของสายโอลิโกแซคคาร์ไรดท่ี์เช่ือมต่อกบันํ้าตาลชนิดต่างๆ ดว้ย

พนัธะไกลโคซิดิก (ตาํแหน่ง α2,3, α2,6 หรือ α2,8) บนไกลโคโปรตีน ไกลโคลิพิด บนเซลลท่ี์

หลากหลาย แต่เป็นนํ้าตาลท่ีไม่พบในพืช กรดเซียลิกในธรรมชาติมีโครงสร้างท่ีหลากหลาย 

มากกวา่ 50 โครงสร้าง จดัเป็นกลุ่มใหญ่ๆ ได ้3 กลุ่ม ไดแ้ก่ 5-N-acetylneuraminic acid (Neu5Ac), 

5-N-glycolylneuraminic acid (Neu5Gc) และ deaminoneuraminic acids (KDN) (ภาพท่ี 20) ซ่ึงจะ

เห็นวา่โครงสร้างของกรดเซียลิกท่ีมีมากมายนั้นเกิดจากการเปล่ียนหมู่ต่างๆ ท่ีคาร์บอนตาํแหน่งท่ี 5 

(C-5) และการปรับเปล่ียนตาํแหน่งของหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) ท่ีคาร์บอนตาํแหน่งท่ี 4, 7, 8 และ 9 

(C-4, C-7, C-8 และ C-9) (Lehmann  et al., 2006) โครงสร้างท่ีหลากหลายของกรดเซียลิกนั้นเป็น

ผลเน่ืองจากบทบาทหนา้ท่ีท่ีหลากหลาย คุณสมบติัเฉพาะทางเคมี เช่น ประจุ (charge) และขนาด 

กรดเซียลิกสามารถจดจาํเซลลต่์างๆ ไดโ้ดยตรง เช่น จุลินทรีย ์ไวรัส ฮอร์โมน สารพิษ หรือจดจาํ

เซลลต่์อเซลล ์(cell-cell communication) (ภาพท่ี 21) และนอกจากน้ีกรดเซียลิกยงัสามารถเป็น

ตวักลางในกระบวนการจดจาํเซลลอ่ื์นๆ ดว้ย (Kelm and Schauer, 1997) เม่ือมีการเปล่ียนแปลงของ

กรดเซียลิกดว้ยกระบวนการ O-acetylation, O-lactylation, O-sulfation, และ  lactonization  กจ็ะทาํ

ใหก้ารเกิด glycoconjugates กบัเซลลเ์ปล่ียนไป (Lewis et al., 2004)  กรดเซียลิกกลุ่ม Neu5Ac และ 

Neu5Gc เป็นกรดเซียลิกท่ีพบในสตัวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมทัว่ไป แต่ไม่พบ Neu5Gc ในเซลลป์กติของคน 

แต่จะพบ Neu5Gc ท่ีปลายของ glycoconjugates บนเซลลม์ะเร็งของคน เลคตินท่ีจาํเพาะกบั  

กรดเซียลิกพบไดท้ั้งใน vertebrates, arthropods, mollusks, protozoa, virus, bacteria และพืช เลคติน

บางตวัจากยงัสามารถใชเ้ป็น biological marker หรือ ใชเ้ป็น medical probes ในการตรวจสอบ

นํ้าตาลบางชนิดท่ีอยูป่ลายของ glycoconjugates บนพื้นผวิเซลลข์องแบคทีเรียก่อโรคบางชนิดและ

เซลลม์ะเร็งได ้
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ภาพที ่20  โครงสร้างโดยทัว่ไปของกรดเซียลิก สามารถทาํใหเ้กิดโครงสร้างท่ีต่างกนัมากมาย จาก

การเปล่ียนหมู่ต่างๆ ท่ีคาร์บอนตาํแหน่งท่ี 5 และการปรับเปล่ียนตาํแหน่งของหมู่       

ไฮดรอกซิล(-OH) ท่ีคาร์บอนตาํแหน่งท่ี 4, 7, 8 และ 9 

 

ทีม่า:  Yu et al. (2006) 

 

 
 

ภาพที ่21  โครงสร้างของกรดเซียลิกแบ่งได ้3 กลุ่ม โดยเปล่ียนหมู่ NHAc, NHGc และ OH ท่ี

คาร์บอนตาํแหน่งท่ี 5 ไดก้รดเซียลิกกลุ่มคือ Neu5Ac, Neu5Gc และ KDN 

 

ทีม่า:  Yu et al. (2006) 
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ภาพที ่22  กรดเซียลิกพบท่ีปลายของสายโอลิโกแซคคาร์ไรดบ์นไกลโคโปรตีน ไกลโคลิพิด   

 กรดเซียลิกสามารถจดจาํเซลลต่์างๆ ไดโ้ดยตรง จากภาพทางซา้ยมือคือ cell-cell  

 communication ในหลายๆอวยัวะ ถดัจากนั้นเป็น host-pathogen interactions 

 

ทีม่า:  Lehmann  et al. (2006) 
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3.  การทาํนายโครงสร้างของโปรตีน (Protein structure prediction) และศึกษาการจับกนั 

    (Molecular docking) ระหว่างโปรตีนกบันํา้ตาลด้วยคอมพวิเตอร์ 

 

 การศึกษาเก่ียวกบัโครงสร้างของโปรตีนดว้ยคอมพิวเตอร์ เป็นการศึกษาท่ีใชค้าดเดา

โครงสร้างสามมิติของโปรตีนหรือจาํลองโครงสร้างโปรตีนท่ีสนใจโดยเทียบจากฐานขอ้มูล  ทาํให้

ง่ายต่อการศึกษาเพื่อศึกษาโปรตีน ยน่ระยะเวลาและไม่ส้ินเปลืองทรัพยากร แลว้ยงัทาํใหข้อบเขต

ของเป้าหมายแคบลง และสามารถทาํการออกแบบและวิศวกรรมโปรตีนเพื่อเพิ่มหรือลด

ประสิทธิภาพในการทาํงานไดด้ว้ย  เทคนิคทางคอมพิวเตอร์ยงัสามารถใชท้าํนายการจบักบัระหวา่ง

โปรตีนกบัลิแกน ซ่ึงมีช่ือเรียกวา่ molecular docking โดยในการทดลองน้ีจะเก่ียวขอ้งกบั 3 ขั้นตอน

หลกั ไดแ้ก่ การจาํลองโครงสร้างของโปรตีน (homology modeling) การเตรียมโครงสร้างของลิ

แกน และการศึกษาการจบักนัระหวา่งแบบจาํลองโปรตีนกบัลิแกน 

  

 3.1  การจาํลองโครงสร้างของโปรตีนดว้ยวิธี Homology modeling 

 

 การจาํลองโครงสร้างของโปรตีนจากลาํดบักรดอะมิโน ซ่ึงไดม้าจากการแปลงลาํดบันิวคลี

โอไทด ์โดยการจาํลองโครงสร้างของโปรตีนน้ีสามารถทาํไดโ้ดยโปรแกรม Modeller9v1 (Sali and 

Blundell, 1995) โดยใชโ้ครงสร้างของโปรตีนท่ีใกลเ้คียงท่ีสุดเป็นตน้แบบ (template) โครงสร้าง

โปรตีนท่ีได ้(homology model) จะถูกประเมินคุณภาพของโครงสร้างดว้ยโปรแกรม PROCHECK 

(Laskowski et al.,1996) 

 

 3.2  การเตรียมโครงสร้างลิแกน 

 

 โครงสร้างของลิแกนอาจจะเป็น inhibitor, co-factor หรือ substrate ซ่ึงลิแกนจะมีขนาดเลก็

วา่โปรตีน  จะถูกสร้างข้ึนโดยใชโ้ปรแกรม SYBYLv7.3 (Tripos Associates, St. Louis, MO, 

U.S.A.) จากนั้นโครงสร้างลิแกนท่ีไดจ้ะนาํมาลดระดบัพลงังานใหอ้ยูใ่นค่าท่ีเหมาะสมกบัการ

นาํไปใช(้Geometry optimization)  

  

 3.3  การศึกษาการจบักนัระหวา่งแบบจาํลองโปรตีนกบัลิแกนดว้ยวิธี Molecular docking 

 

 โครงสร้างของโปรตีนและลิแกนต่างๆ ท่ีออกแบบไว ้จะถูกนาํมาศึกษาการจบักนัดว้ย

โปรแกรม Autodock v3.0.5 (Morris et al., 1998) โดยวิธีน้ีสามารถคาํนวณหาค่าพลงังานในการจบั
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กนั (estimated docked energy) ระหวา่งโปรตีนกบัลิแกนนั้นๆ ได ้ซ่ึงหากไดค่้าพลงังานตํ่าท่ีสุดจะ

บ่งบอกถึงโครงสร้างท่ีจบักนัท่ีดีท่ีสุด 

  

 ในการศึกษาคร้ังน้ีตอ้งการออกแบบโครงสร้างโปรตีนใหมี้ความจาํเพาะต่อลิแกนมากข้ึน 

จึงออกแบบโครงสร้างโปรตีนโดยเปล่ียนลาํดบักรดอะมิโนบางตาํแหน่งในบริเวณจบั (binding 

site) ซ่ึงคลา้ยๆ กบัการทาํ site directed mutagenesis แต่ในคอมพิวเตอร์นั้นสามารถเปล่ียน    

กรดอะมิโนในตาํแหน่งท่ีตอ้งการไดใ้นหลายๆ ตาํแหน่งไดพ้ร้อมกนัในเวลาอนัสั้น แลว้นาํไปทาํ 

molecular docking กบันํ้าตาลท่ีสนใจ และเปรียบเทียบค่าพลงังานในการจบักนัระหวา่งโครงสร้าง

โปรตีนแบบต่างๆ กบัลิแกน 

 

 จากหลกัการดงักล่าวน้ีพบตวัอยา่งการศึกษาโครงสร้างของโปรตีนในการจบักบัลิแกน และ

การเปล่ียนแปลงกรดอะมิโน เช่น การศึกษาการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนของ O-methyltransferase 

โดยการทาํ molecular modeling และ site directed mutagenesis (Park et al., 2007) เป็นตน้ 
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อุปกรณ์และวธีิการ 
 

อุปกรณ์ 
 

1.  เคร่ืองมือ 

 

1.1   เคร่ือง UV-Visible spectrophotometer (Cary 50 Conc Varian, North America) 

1.2   เคร่ือง Nano drop UV/Visible spectrophotometer (NanoDrop Technologies, U.S.A.) 

1.3   เคร่ือง PCR Thermal cycler (TC-28/4 Lio-Labinter, U.S.A.) 

1.4   เคร่ืองป่ันเหวี่ยง (centrifuge) (Z383K Hermle Labortechnik GmbH, Germany และ  

16M spectrafuge, U.S.A.) 

  1.5   เคร่ือง UV Transilluminator (DNR-Bio Imaging Systems, Israel) 

1.6   เคร่ืองเขยา่แบบควบคุมอุณหภูมิ (shaker) (VS-8480SFN Meditop, England) 

1.7   ตูบ่้มเพาะเช้ือ (Incubator) ( Model IPR 150.XX2.C Gallenkamp, U.K.) 

1.8   ตูป้ลอดเช้ือ (Larminar flow ) (BH-120, GelmanScience, Austria) 

1.9   ตูเ้ยน็ 4°C (Hitachi, Japan) 

1.10  ตูเ้ยน็แช่แขง็ -20 °C (Sharp, Japan) และ -80 °C (Thermo Scienific, U.S.A.) 

1.11  pH มิเตอร์ (Seven Easy pH meter Mettler Toledo, U.S.A.) 

1.12  เคร่ือง vortex mixer (VX100 Labnet, U.S.A.) 

1.13  เคร่ืองชัง่ (TB-214 Denver Becthai, Thailand)  

1.14  Autopipette (Pipetteman, Gilson, Germany)     

1.15  Heat Box (D1100 Labnet, U.S.A.) 

1.16  ชุดอิเลค็โตรโฟรีซิส ประกอบดว้ย  

- เคร่ืองเจลอิเลค็โตรโฟรีซิสแนวนอน (Gel electrophoresis) (Intelligent Power 

Supply, Japan) 

 - เคร่ืองเจลอิเลค็โตรโฟรีซิสแนวตั้ง (SDS-PAGE electrophoresis) (AE 6530    

ATTO, Japan)   

1.17  เคร่ือง sonicator (Sonics&Materials Inc., U.S.A.) 

1.18  เคร่ืองทาํแหง้สารละลาย (freeze-dryer) (Labconco, U.S.A.) 

1.19  ชุดทาํบริสุทธ์ิดว้ยวิธีโครมาโทกราฟี (Bio-Rad, U.S.A.) 

1.20  หมอ้น่ึงความดนัไอ (Autoclave) ( Model HA-300M Astell Scientific, England) 
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1.21  เคร่ือง Microplate Reader (Tecan, Austria) 

1.22  เตาไมโครเวฟ (Goldstar, Korea) 

1.23  Power supply (Model IMP-1000AP) (Powercom international Co., Thailand) 

1.24  Magnetic stirrer (Fisher Scientific, U.S.A.) 

1.25  ตูอ้บแหง้ (Hot air oven, Model 838F)(Fisher Scientific, U.S.A.) 

1.26  Hot plate (Fisher Scientific, U.S.A.) 

 

2.  สารเคมี 

 

2.1  Acrylamide (Bio Basic Inc., U.S.A.) 

2.2  Agarose (Bio-Active Co., Spain) 

2.3  Ammonium persulfate ammoniumpersulfate (Ajax Finechem, Australia) 

2.4  Ampicillin (Sigma, U.S.A.) 

2.5  Bacto-Agar (Merck, Germany) 

2.6  Bovine Serum Albumin (BSA) (Promega,U.S.A.) 

2.7  5-bromo-4-chloro-3-indoyl-β-D-galactopyranoside (X-gal) (Sigma, U.S.A.) 

2.8  Bromophenol blue (Ajax Finechem, Australia) 

2.9  Chloroform (Merck, Germany) 

2.10  Calcium Chloride (Merck, Germany) 

2.11  Coomassie® brilliant G 250 (Research organics, U.S.A.) 

2.12  Cellfectin® reagent (Invitrogent, U.S.A.) 

2.13  Deoxyribonucleic acid (dATP, dCTP, dGTP, and dTTP) (Promega,U.S.A.) 

2.14  DNA marker, 1 Kb plus DNA ladder and 100 bp ladder (Gibco,U.S.A.) 

2.15  Ethanol , absolute (Merck, Germany) 

2.16  Ethidium bromide (EtBr) (Sigma, U.S.A.) 

2.17  Ethylene diamine tetraacetic acid, disodium salt dihydrate (EDTA) 

(Merck, Germany) 

2.18  Glacial acetic acid (Carlo Erba, Italy) 

2.19  Glycerol (Carlo Erba, Italy) 

2.20  Hydrochloric acid (Carlo Erba, Italy) 

2.21  Imidazole (Acro organics, U.S.A.) 
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2.22  Isopropyl-β-D-thiogalactoside (IPTG) (Sigma, U.S.A.) 

2.23  Lactose (Ajax Finechem, Australia) 

2.24  Metanol (Ajax Finechem, Australia) 

2.25  β-MercaptoEthanol  (Merck, Germany) 

2.26  Molecular weight protein marker (Amersham, UK) 

2.27  Ni2+-NTA resin (Qiagen, U.S.A.) 

2.28  N,N’ –methyl-bis-acrylamide (Bio Basic Inc., U.S.A.) 

2.29  NNN’N’- tetramethyl-1,2-diaminoethane (TEMED)(Bio Basic Inc., U.S.A.) 

2.30  Phenol (Sigma, U.S.A.) 

2.31  Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) (Serva, U.S.A.) 

2.32  Potassium acetate (Ajax Finechem, Australia)  

2.33  Sodium chloride (Ajax Finechem, Australia) 

2.34  Sodium dihydrogen orthophosphate (Ajax Finechem, Australia) 

2.35  Sodium hydrogen diphosphate (Ajax Finechem, Australia) 

2.36  Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) (Bio Basic Inc., U.S.A.) 

2.37  Tris-(hydroxy methyl)-aminomethane (Sigma, U.S.A.) 

2.38  Tryptone (Merck, Germany) 

2.39  Urea (Research Organics Inc., U.S.A.) 

2.40  Yeast extracts (Merck, Germany) 

2.41  ชุด gel extraction kit (Qiagen. U.S.A.)  

2.42  ชุดสกดัพลาสมิดสาํเร็จรูป (Fermentas, U.S.A.) 

 

3.  เอนไซม์  (Enzymes) 

 

3.1  Taq DNA polymerase (Fermentas, U.S.A.) 

3.2  เอนไซมต์ดัจาํเพาะชนิด NcoI (Fermentas, U.S.A.) 

3.3  เอนไซมต์ดัจาํเพาะชนิด NheI (Fermentas, U.S.A.) 

3.4  เอนไซมต์ดัจาํเพาะชนิด XhoI (Fermentas, U.S.A.) 

3.5  RNase A (Fermentas, U.S.A.) 

3.6  T4 DNA ligase (Fermentas, U.S.A.) 
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4.  พลาสมิดพาหะ (Plasmid vectors) 

 

4.1  pGEM-T® easy vector (Promega, U.S.A.) 

4.2  pET21a (+) vector (Novagen, Germany) : เวคเตอร์สาํหรับการแสดงออกของยนีใน 

แบคทีเรีย (MLL overexpression) 

4.3  pFastbac HT-A vector (Novagen, Germany) : เวคเตอร์สาํหรับการโคลนยนีเขา้สู่เซลล์

แมลง (MLL gene cloning in insect cell) 

 

5. ดีเอน็เอไพร์เมอร์ (Oligonucleotide primers) (Fermentas, U.S.A.) 

 

 สาํหรับเซลลแ์บคทีเรีย 
Forward fMLL     5’ GGAAGCTAGCATGCTGATGGCTTCGTC 3’ 

Forward nsMLL   5’ GCTAGCATGAACAATCAACAAAGTGGG 3’ 

   Forward LMLL     5’ ATGCTAGCATGGGCGTGGCGTTTGATGAT 3’ 

   Reverse MLL       5’ ATCTCGAGGCTGCCGCGGCCCACCAG 3’ 

 

สาํหรับเซลลแ์มลง 

Forward fMLL     5’ GCCATGGCTTCGTCTTCCTTT 3’   

Forward nsMLL   5’ GCCATGGGCCAACAAAGTGGGAAAAGT 3’ 

Reverse MLL       5’ ATCTCGAGGCTGCCGCGGCCCACCAG 3’ 

 

6.  Bacterial strains 

 

6.1  Escherichia coli BL21(DE3) 

6.2  Escherichia coli DH5α 

6.3  Escherichia coli DH10Bac 
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7. เคร่ืองคอมพวิเตอร์ และ โปรแกรม  

 

 7.1  เคร่ืองคอมพิวเตอร์ (HP) 

 7.2  MODELLER9 v.1 program 

 7.3  SYBYL v.7.3 program 

 7.4  ViewerPro program 

 7.5  AutoDock 3.0.5 program 
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วธีิการ 

 

1.  การสร้างและการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเลคตินในเซลล์แบคทเีรีย 

 

1.1  การสร้างรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนเลคติน 

 

1.1.1  การศึกษาลาํดบันิวคลีโอไทดข์องโปรตีนเลคติน 

 

จากการศึกษาโปรตีนเลคติน MLL1 ในใบหม่อนสายพนัธ์ุหม่อนนอ้ย พบวา่

เป็นเลคตินท่ีมีความจาํเพาะต่อนํ้าตาลกาแลกโตส ซ่ึงเป็นเลคตินท่ีมีสายโพลีเปปไทดเ์พียงหน่ึงสาย 

แต่จากการทดลองสร้างรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนเลคตินของยนี MLL1 ตลอดทั้งสาย (full length) เขา้สู่

เซลลแ์บคทีเรีย ของนางสาวเตือนตา เกตุแสง (Getsang, 2007) พบวา่ MLL1 มีการแสดงออกได้

โปรตีนท่ีมีนํ้ าหนกัโมเลกลุ 20 kDa ซ่ึงมีขนาดนอ้ยกวา่การคาดคะเนจากลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์มี

นํ้ าหนกัโมเลกลุ 25 kDa โปรตีนท่ีไดไ้ม่มีกิจกรรมของโปรตีน และอธิบายไวว้า่โปรตีนเลคตินน่าจะ

มีสญัญาณโปรตีน (signal peptide)  ส่วนการศึกษาในธรรมชาติพบวา่ MLL1 มีนํ้ าหนกัโมเลกลุรวม 

51 kDa แต่ละหน่วยยอ่ยมีนํ้าหนกัโมเลกลุ 16.5 kDa มีนํ้ าตาลเป็นองคป์ระกอบ 8.8 % (Ratanapo et 

al., 1998) สงัเกตุไดว้า่ MLL1 ในธรรมชาติ และ MLL1 จากการแสดงออกในเซลลแ์บคทีเรีย มี

นํ้ าหนกัโมเลกลุไม่สอดคลอ้งกนั ดงันั้นในงานวิจยัคร้ังน้ีจึงตอ้งการสร้างรีคอมบิแนนทย์นี MLL1 

โดยแบ่งออกเป็น 3 ส่วน ดว้ยการใช ้jacalin related lectin จาก Maclura pomifera (MPA) (PDB 

code : 1JOT) เป็นโปรตีนเทียบในการแบ่งส่วนต่างๆ เน่ืองจาก MPA มีความเหมือนกบั MLL ถึง 

78.2%  

 

โปรตีน 1JOT ประกอบดว้ย 2 สายโพลีเปปไทดท่ี์เกิดจากการตดัภายในโปรตีน 

คือ สาย A (α-chain) เป็นสายท่ีอยูด่า้น N-terminal และสาย B (β-chain) เป็นสายท่ีอยูด่า้น C-

terminal นาํแต่ละโพลีเปปไทดม์าเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดก์บัโปรตีน MLL1 ไดด้งัน้ี ลาํดบั

นิวคลีโอไทดข์อง MLL1 ท่ีเหมือนกบัลาํดบันิวคลีโอไทดส์าย A ของ 1JOT เป็น α-domain ซ่ึงมี

ความเหมือนกบั 1JOT ถึง 78%  ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง MLL1 ท่ีคลา้ยกบัลาํดบันิวคลีโอไทดส์าย 

B ของ 1JOT เป็น β-domain ซ่ึงมีความเหมือนกบั 1JOT ถึง 50 % และลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 

MLL1 ท่ีไม่เหมือนกบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 1JOT เป็นส่วนของสญัญาณโปรตีน (ภาพท่ี 23A) 

จากนั้นแบ่งลาํดบันิวคลีโอไทดส์าํหรับสร้างรีคอมบิแนนทย์นีของ MLL1 ทั้ง 3 ส่วน มีดงัน้ี ส่วน

แรกเป็นลาํดบันิวคลีโอไทดต์ลอดสายของเลคติน (full length, fMLL) มีลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์แปล
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รหสัเป็นโปรตีน (open reading frame, ORF) 654 นิวคลีโอไทด ์ส่วนท่ี 2 เป็นลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์

ประกอบดว้ย α-chain และ β-chain ตดัลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณท่ีทาํหนา้ท่ีในการส่งสญัญาณออก 

(no signal MLL, nsMLL) มี ORF 474 นิวคลีโอไทด ์และส่วนท่ี 3 เป็นลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์มี

เฉพาะส่วนของ α-chain (large subunit, LMLL) มี ORF 402 นิวคลีโอไทด ์(ภาพท่ี 23B) จากลาํดบั  

นิวคลีโอไทดข์อง MLLc20 มีจาํนวนนิวคลีโอไทดท์ั้งหมด 895 นิวคลีโอไทด ์มี ORF 648 นิวคลี-

โอไทด ์(ภาพท่ี 24) และทาํการเปล่ียนนิวคลีโอไทดใ์นส่วนปลาย C-terminal เลก็นอ้ยเพื่อออกแบบ

ไพร์เมอร์ท่ีเหมาะสม 

 

 
 

ภาพที ่23  การแบ่งลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี MLL1 เทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 1JOT 

 A คือ การเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง MLL1 และ 1JOT 

 B คือ การแบ่งลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี MLL1 ได ้3 ส่วน ดงัน้ี 

  fMLL    คือ ลาํดบันิวคลีโอไทดต์ลอดทั้งสาย 

  nsMLL  คือ ลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ประกอบดว้ย α-chain และ β-chain ตดัส่วนของ  

   สญัญาณโปรตีนออก 

  LMLL    คือ ลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์มีเฉพาะส่วนของ α-chain และมีความเหมือนกบั   

   1JOT 
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CTAGAATTCAGCGGCCGCTGAATTCTAGAACCATTTACGTCAAACTAGTTTTCAAATATTTTCATGCTG
ATGGCTTCGTCTTCCTTTCTCTCCCTCTCCTTCCTCGTCCTCCTCTTCTCTATCTCCTCTGCCAACACC
CGAAAGTGGTCCTTGTCAAATGTTCTCGATCAGAAACCGATCAGCATAATCGAGGCCGCCATTGGAGTT
TCTGAAGACCTTCTTAATCTCAATGGGATGGAAGCTAAAAACAATCAACAAAGTGGGAAAAGTCAGACG
ATAGTTGTAGGAACATGGGGAGCCCAAGCGACTAGCTCTAATGGTGTGGCTTTTGATGACGGTTCATAC
ACCGGAATAAGAGAAATCAATTTTGAATATAATAATGAAACTGCTATCGGGAGTATTCAAGTGACCTAC
GATGTGAATGGTACGCCATTTGAAGCAAAAAAACATGCCAGCTTTATAACAGGCTTCACACCAGTGAAG
ATTTCCTTAGACTTTCCAAGTGAGTATATAGTTGAAGTGAGCGGGTACACTGGTAAAGTGAGCGGGTAT
ATAGTAGTACGCTCTTTAACATTCAAGACCAACAAAGAAACTTATGGACCATATGGAGTTACAAGCGGC
ACACATTTTAAGCTCCCAATCCAAAATGGCTTAATTGTTGGATTTAAAGGAAGTGTCGGCTATTGGTTG
GACTACATTGGGTTTCACTTAGCACTTTAAGATTACTTATAAAATAATGATGCTACTAAGATGGATCTT
GTTGTCCTATAAATAAGTTCAAATCGCCAAGTATGTAATGGGAGTATTATATATATGTTGGTTTTGCTA
GCAATCTTATTACCATATATATACAAGGAATGATTTGATGTTTCAAATAAAGGTTCGTATATTGAGTA      

 

ภาพที ่24  ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง MLLc20  จาํนวนนิวคลีโอไทดท์ั้งหมด 895 นิวคลีโอไทด ์ส่วน  

 ท่ีแปลเป็นโปรตีนมี 651 นิวคลีโอไทด ์

 

ทีม่า: Kankamol (2003) 

 

1.1.2  การออกแบบไพร์เมอร์สาํหรับสงัเคราะห์ยนีเลคติน MLL1 

 

การออกแบบไพร์เมอร์สาํหรับสงัเคราะห์ยนี MLL1 ทั้ง 3 ส่วน ออกแบบจาก

ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง MLLc20 (Kankamol, 2003) และออกแบบใหมี้บริเวณเอนไซมต์ดัจาํเพาะ

ดว้ย NheI และ XhoI ซ่ึงเป็นบริเวณตดัท่ีพบในเวคเตอร์ pET21a การสร้างรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน    

เลคตินในคร้ังน้ีเลือกเวคเตอร์ pET21a (ภาพท่ี 25) ซ่ึงมี T7 promoter คดัเลือกโคลนดว้ยแอมพิซิลิน 

(ampicillin selection) และมี His tag อยูด่า้น C-terminal โดยดา้น forward primer ของแต่ละส่วน

ของเลคตินเพิ่มนิวคลีโอไทดข์องเอนไซม ์NheI ลงไปก่อนบริเวณดา้นหนา้ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง

ยนี MLL1 ทั้ง 3 ส่วน  และดา้น reverse primer ทาํการเติมลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเอนไซม ์XhoI ลง

ไปต่อจากลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี  ซ่ึงไพร์เมอร์ท่ีออกแบบนั้นจะมีขนาดสั้นประมาณ 20-30 

nucleotides และมี GC content ประมาณ 50%  ไพร์เมอร์สาํหรับการสร้างรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนทั้ง 

3 ส่วนมีดงัน้ี  

 

   Forward fMLL     5’ GGAAGCTAGCATGCTGATGGCTTCGTC 3’ 

Forward nsMLL   5’ GCTAGCATGAACAATCAACAAAGTGGG 3’ 

    Forward LMLL     5’ ATGCTAGCATGGGCGTGGCGTTTGATGAT 3’ 

    Reverse MLL       5’ ATCTCGAGGCTGCCGCGGCCCACCAG 3’ 
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1.1.3  การเพิ่มปริมาณยนี MLL1  ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ 

 

การเพิ่มปริมาณยนี MLL1 โดยใชว้ิธีปฏิกิริยาลูกโซ่พีซีอาร์ (polymerase chain 

reaction (PCR)) แต่ละส่วนนั้นจะใชย้นีจาก cDNA ของ MLLc20 ดีเอน็เอตน้แบบ (DNA template) 

และในหน่ึงปฎิกิริยาจะทาํในปริมาตร 20 µl ซ่ึงสารละลายท่ีใชใ้นกระบวนการพีซีอาร์ประกอบดว้ย 
1X PCR reaction buffer + MgCl2, 10 pg - 1 ng Recombinant DNA, 2.5 mM dNTP Mix, 5 pmol/μl 

Primers forward, 5 pmol/μl Primers reverse, 5 U Taq- DNA polymerase และสภาวะท่ีใชใ้น

ปฎิกิริยาคือ ขั้นท่ี 1 Pre-denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 4 นาที ขั้นท่ี 2 

Denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที Annealing ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 

นาน 1 นาที Extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที และขั้นท่ี 3 Last-extension บ่มดว้ย

อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที การทาํปฎิกิริยาในขั้นตอนท่ี 2 ทั้งหมด 30 รอบ จากนั้นทาํ

การตรวจสอบขนาดของยนี MLL1 แต่ละส่วน ดว้ยวิธี 1% agasose gel electrophoresis ยอ้มเจลใน

สารละลายดว้ย ethidium bromide นาน 2 นาที ลา้งดว้ยนํ้าเปล่า นาน 5 นาที ตรวจดูแถบ และขนาด

ของยนีดว้ยเคร่ือง UV Transilluminator 
 

1.1.4  การทาํใหผ้ลิตภณัฑพ์ีซีอาร์บริสุทธ์ิ  

 

เม่ือทาํการเพิ่มปริมาณยนีดว้ยการทาํพีซีอาร์ จากนั้นทาํใหผ้ลิตภณัฑพ์ีซีอาร์

บริสุทธ์ิโดยเติมนํ้ากลัน่ในผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ จนปริมาตรครบ 300 µl แลว้เติม 3 M โซเดียมอะซิเตท 

(NaOAc) 1/10 เท่าของปริมาตร และเติมเอธานอลบริสุทธ์ิ (absolute Ethanol ) 2 เท่าของปริมาตร 

บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที เพื่อใหผ้ลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ตกตะกอน จากนั้นทาํ

การลา้งตะกอนดว้ย 70% ethanal 2 คร้ัง แลว้ทาํใหแ้หง้ เติมนํ้ากลัน่ 20 µl จะไดผ้ลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ท่ี

บริสุทธ์ิ  
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ภาพที ่25  แผนภาพของเวคเตอร์ pET21a (Novagen)  

(A) แผนภาพวงกลมของเวคเตอร์ pET21a ประกอบดว้ย T7 promoter, ampicillin 

selection และมี His tag ติดอยูด่า้น C-terminal  

(B) นิวคลีโอไทดส่์วนของโปรโมเตอร์ และ multiple cloning sequence ของ pET21a     

 vector 
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1.1.5  การสร้างรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดโดยใช ้pGEM-T®- easy vector 

 

นาํผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ของแต่ละส่วนท่ีบริสุทธ์ิ มาเช่ือมต่อกบัเวคเตอร์ pGEM-T 

โดยใช ้pGEM-T easy vector kit (Promega, U.S.A.) ประกอบดว้ย 1x rapid ligation buffer, 2.5 

ng/µl pGEM-T easy vector, 5 ng/µl ผลิตภณัฑ ์PCR , 3 U T4 DNA ligase ทาํการผสมใหเ้ขา้กนั 

บ่มท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-16 ชัว่โมง จากนั้นขนยา้ยส่วนผสมเขา้สู่เซลลข์อง 

E. coli สายพนัธ์ุ DH5α ดว้ยวิธี heat shock transformation (Sambrook and Russell, 2001) แลว้ทาํ

การคดัเลือก recombinant pGEM-MLL(pGEM-fMLL, pGEM-nsMLL และ pGEM-LMLL) บน

อาหารแขง็สูตร Luria-Bertani agar (LB agar) ท่ีมี 100 µg/ml ampicillin, 0.5 M IPTG และ 40 

µg/ml X-Gal บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 12-16 ชัว่โมง ตรวจสอบพลาสมิดท่ีมี 

recombinant pGEM-MLL (ภาพท่ี 26) ท่ีไดด้ว้ยการทาํโคโลนีพีซีอาร์ และตรวจสอบความถูกตอ้ง

ของลาํดบันิวคลีโอไทด ์(DNA sequencing) 

 

 

 
 

ภาพที ่26  แผนภาพของพลาสมิด pGEM-MLL ซ่ึงประกอบดว้ย จุดเร่ิมตน้การจาํลองดีเอน็เอ (Ori),      

  lac operon, ampicillin resistant gene และยนี fMLL / nsMLL / LMLL 
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1.1.6  การเตรียมช้ินดีเอน็เอและเตรียมพลาสมิด เพื่อการผลิตรีคอมบิแนนทข์องยนี 

MLL1 

 

นาํพลาสมิด pGEM-MLL ทั้ง 3 โคลน และพลาสมิด pET21a มาตดัดว้ย

เอนไซมต์ดัจาํเพาะ NheI และ XhoI ตดัคร้ังละ 1 เอนไซม ์ ซ่ึงในปฎิกิริยา 25 µl ประกอบดว้ย 10 ng 

pGEM-MLL, 1x restriction enzyme buffer และ 10 U NheI หรือ XhoI แลว้บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส นาน 2-4 ชัว่โมง จากนั้นหยดุปฎิกิริยาของเอนไซมด์ว้ยการบ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 65 องศา

เซลเซียส นาน 15 นาที แลว้ทาํการวิเคราะห์ DNA fragment ดว้ย 1% agarose gel electrophoresis 

ยอ้มเจลในสารละลาย ethidium bromide นาน 2 นาที ลา้งดว้ยนํ้าเปล่า นาน 5 นาที ตรวจดูแถบ และ

ขนาดของ DNA fragment ดว้ยเคร่ือง UV Transilluminator จากนั้นทาํให ้DNA fragment บริสุทธ์ิ 

โดยเติมนํ้ากลัน่ในส่วนผสมของ DNA fragment ปริมาตรครบ 300 µl เติม 3 M โซเดียมอะซิเตท 

(NaOAc) 1/10 เท่าของปริมาตร และเติมเอธานอลบริสุทธ์ิ (absolute Ethanol ) 2 เท่าของปริมาตร 

บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที เพื่อใหส่้วนผสมดงักล่าวตกตะกอน จากนั้นทาํ

การลา้งตะกอนดว้ย 70% Ethanol  2 คร้ัง แลว้ทาํใหแ้หง้ (air dry) เติมนํ้ากลัน่ 20 µl  แลว้ทาํการตดั

ดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะอีกเอนไซม ์ตามขั้นตอนดงักล่าว แลว้ทาํใหบ้ริสุทธ์ิอีกคร้ัง จะไดเ้วคเตอร์

และยนีท่ีพร้อมนาํมาเช่ือมต่อเป็นรีคอมบิแนนทดี์เอน็เอ 

 

1.1.7  การเช่ือมต่อเวคเตอร์ pET21a กบัยนี MLL1 แต่ละส่วน 

 

เม่ือไดเ้วคเตอร์ pET21a และยนีแต่ละส่วนท่ีถูกตดัแลว้ ทาํการเช่ือมต่อเวคเตอร์

กบัยนี เพื่อใหไ้ด ้recombinant pET-MLL โดยอตัราส่วนท่ีใชคื้อ 2:1 ของ insert DNA ต่อ vector 

molar ซ่ึงทาํในปริมาตรทั้งหมด 10 µl ท่ีประกอบดว้ย 1x ligase buffer, 10 mM DTT, 1 mM ATP, 

10 ng/µl insert DNA, 5 ng/µl pET21a vector และ 10 U T4 DNA ligase จากนั้นบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส นาน 12-16 ชัว่โมง จะได ้recombinant pET-MLL (pET-fMLL, pET-nsMLL และ 

pET-LMLL) (ภาพท่ี 27) แต่ละส่วนพร้อมนาํไปทาํการขนยา้ยยนีเขา้สู่เซลล ์E.coli สายพนัธ์ุ DH5α 

(Sambrook and Russell, 2001) 

 

1.1.8  การเตรียมเซลลค์อมพีเทนท ์(competent cell) 

 

เลือกโคโลนีของ E. coli สายพนัธ์ุ DH5-α ท่ีเจริญบนอาหารแขง็ LB ดว้ยเขม็

เข่ียเช้ือ เล้ียงในอาหารเหลว LB 3 ml แลว้นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ีความเร็ว 
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200 rpm เป็นเวลา 1 คืน นาํเช้ือท่ีเล้ียงเป็นเวลา 1 คืน ปริมาตร 1 ml ยา้ยลงในขวดรูปชมพูข่นาด 

1000 ml ท่ีมีอาหารเหลว LB 500 ml จากนั้นนาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ีความเร็ว 

200 rpm จนวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวช่วงคล่ืน 600 nm (O.D.600) ไดเ้ท่ากบั 0.5-0.6  ดว้ย

เคร่ือง spectrophotometer เกบ็เซลลล์งในขวด centrifuge 250 ml แลว้นาํไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 

4000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เทสารละลายส่วนบนท้ิง เติม 0.1 M CaCl2 เยน็

จดั ท่ีฆ่าเช้ือปริมาตร 100 ml จากนั้นละลายเซลลท่ี์ตกตะกอนใหอ้ยูใ่นลกัษณะ cell suspension 

อยา่งชา้ๆ ในสภาพเยน็ นาํไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 4000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 

นาที เทสารละลายส่วนบนท้ิง เติม 0.1 M CaCl2 เยน็จดั ปริมาตร 100 ml จากนั้นละลายเซลลท่ี์

ตกตะกอนใหอ้ยูใ่นลกัษณะ cell suspension อยา่งชา้ๆ ในสภาพเยน็นาํไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 

4000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เทสารละลายส่วนบนท้ิง เติม 20 % glycerol ใน 

0.1 M CaCl2 ปริมาตร 10 ml ละลายเซลลท่ี์ตกตะกอนใหอ้ยูใ่นลกัษณะ cell suspension อยา่งชา้ๆ 

ในสภาพเยน็ แบ่งเกบ็เซลลใ์นหลอด (eppendorf ) ขนาด 1.5 ml ปริมาตร 50 µl/หลอด นาํไปเกบ็ไว้

ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใชใ้นการส่งถ่ายพลาสมิดต่อไป  

 

1.1.9  การขนยา้ย recombinant pET-MLL เขา้สู่ E.coli สายพนัธ์ุ DH5α  

 

นาํ recombinant pET-MLL(pET-fMLL, pET-nsMLL และ pET-LMLL) ท่ีได้

จากการเช่ือมต่อมาขนยา้ยเขา้สู่เซลล ์E.coli สายพนัธ์ุ DH5α  ดว้ยวิธี heat shock transformation 

โดยใช ้pET-MLL 5 µl ใส่ใน competent cells 50 µl ในหลอด 1.5 ml แลว้บ่มไวบ้นนํ้าแขง็นาน 30 

นาที จากนั้นนาํไป shock ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 90-120 วินาที แลว้นาํไปไวบ้นนํ้าแขง็

ทนัที นาน 5 นาที จากนั้นใส่อาหารเล้ียงเช้ือ LB Broth ลงไป 600 µl แลว้บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และนาํมาเขยา่ต่อท่ี 220 rpm ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 

แลว้นาํมาหมุนเหวี่ยง 5,000 rpm นาน 1 นาที นาํตะกอนเซลลม์าเล้ียงบนอาหารแขง็ท่ีมี 100 µg/ml 

ampicillin บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 12-16 ชัว่โมง (Sambrook and Russell, 2001) 
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ภาพที ่27  แผนภาพของพลาสมิด pET-MLL ซ่ึงประกอบดว้ยจุดเร่ิมตน้การจาํลองดีเอน็เอ (Ori),  

 lac operon, ampicillin resistant gene และยนี MLLโดยยนีแต่ละส่วนท่ีแบ่งจะถูก  

 เช่ือมต่อบริเวณเดียวกนั 

 

1.1.10  การคดัเลือกโคลน 

 

1.1.10.1  การทาํโคโลนีพีซีอาร์ (colony PCR) การคดัเลือกโคลนคร้ังแรก

สามารถตรวจสอบไดด้ว้ยการเลือกโคโลนีของเช้ือท่ีเป็นโคโลนีเด่ียว ซ่ึงคาดวา่มีพลาสมิด 

recombinant pET-MLL แลว้ทาํโคโลนีพีซีอาร์ โดยเข่ียเช้ือใส่ในบฟัเฟอร์พีซีอาร์และใชไ้พร์เมอร์ท่ี

ออกแบบไว ้แลว้เปรียบเทียบกบัผลิตภณัฑ ์PCR ของแต่ละส่วน และเทียบกบั 100 bp DNA ladder 

ดว้ยการนาํไปแยกดว้ย 1% agarose gel electrophoresis 

 

1.1.10.2  การตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ เม่ือไดโ้คลนแลว้นาํไปสกดัพลาสมิด 

เพื่อเพิ่มปริมาณพลาสมิด pET-MLL ใหไ้ดป้ริมาณมาก โดยการขนยา้ยยนีเขา้สู่เซลล ์E. coli DH5α 

ดว้ยวิธี heat shock transformation เล้ียงเช้ือ E. coli DH5α ในอาหาร LB broth ปริมาตร 3 ml ท่ีมี

100 µg/ml ampicillin บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 220 rpm นาน 12-16 

ชัว่โมง สกดัแยกพลาสมิด pET-MLL จากเซลลโ์ดยวิธี alkaline lysis method (Sambrook and 
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Russell, 2001) โดยเกบ็เซลลด์ว้ยการหมุนเหวี่ยง 10,000 rpm ท้ิงอาหารเก่าแลว้เติม solution I 

ปริมาตร 100 µl ละลายตะกอนดว้ยเคร่ือง vortex แลว้เติม solution II ปริมาตร 200 µl ผสมใหเ้ขา้

กนัโดยพลิกหลอดข้ึนลง แลว้เติม solution III  ปริมาตร 150 µl นาํไปหมุนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนดว้ย

ความเร็ว 12,000 rpm นาน 15 นาที เกบ็ส่วนใสประมาณ 400 µl แลว้เติมส่วนผสมของ phenol : 

chloroform ในอตัราส่วน 1:1 ผสมใหเ้ขา้กนัโดยพลิกหลอดข้ึนลง แลว้หมุนเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 

12,000 rpm นาน 15 นาที เกบ็ส่วนใสดา้นบนใส่หลอดใหม่ แลว้เติม 3 M โซเดียมอะซิเตท 1/10 เท่า

ของปริมาตร แลว้เติมเอธานอลบริสุทธ์ิ 2 เท่าของปริมาตรส่วนใสท่ีได ้พลิกหลอดกลบัไปมา นาํไป

บ่มท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แลว้นาํมาหมุนเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 12,000 rpm 

นาน 15 นาที ท้ิงส่วนใส ลา้งตะกอนพลาสมิดดว้ย 70% Ethanol   2 รอบ ทาํใหต้ะกอนแหง้ ละลาย

ตะกอนดว้ยนํ้ากลัน่ 30 µl ท่ีมีเอนไซม ์RNaseA ปริมาตร 20 mg/ml บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เพื่อกาํจดั RNA แลว้ตรวจสอบขนาดของดีเอน็เอท่ีได ้ดว้ยวิธี 1% agarose gel 

electrophoresis แลว้นาํพลาสมิดมาตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ NheI หรือ XhoI แลว้ตรวจสอบ DNA 

fragment ดว้ยการนาํไปแยกดว้ย 1% agarose gel electrophoresis เทียบกบั 100 bp DNA ladder  

 

1.1.10.3  การตรวจสอบความถูกตอ้งของลาํดบันิวคลีโอไทด ์(DNA 

sequencing) โดยทาํการสกดัพลาสมิดใหมี้ความบริสุทธ์ิ แลว้ส่งตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ 

Macrogen (Korea) จากนั้นวิเคราะห์สญัญาณและนิวคลีโอไทดท่ี์ได ้แลว้เปรียบเทียบนิวคลีโอไทด์

ท่ีไดก้บั นิวคลีโอไทดข์องยนีเร่ิมตน้ ดว้ยโปรแกรม ClustalW 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) 

 

1.2  การเหน่ียวนาํใหมี้การสงัเคราะห์รีคอมบิแนนทโ์ปรตีน 

 

1.2.1 การขนยา้ยพลาสมิด recombinant pET-MLL เขา้สู่ E.coli สายพนัธ์ุ BL21(DE3) 

 

เม่ือไดพ้ลาสมิดของแต่ละโคลนท่ีถูกตอ้งแลว้ สามารถนาํ pET-fMLL, pET-

nsMLL และ pET-LMLL แต่ละโคลนมาเหน่ียวนาํใหส้งัเคราะห์โปรตีนได ้โดยนาํพลาสมิดมาขน

ยา้ยยนีเขา้สู่เซลล ์E.coli BL21(DE3) ดว้ยวิธี heat shock transformation โดยใชพ้ลาสมิด 1 µl ใส่ใน 

competent cells (E.coli BL21(DE3)) 50 µl ในหลอด 1.5 ml บ่มไวบ้นนํ้าแขง็นาน 30 นาที จากนั้น

นาํไป shock ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 90-120 วินาที แลว้นาํไปไวบ้นนํ้าแขง็ทนัที นาน 5 

นาที จากนั้นใส่อาหารเล้ียงเช้ือ LB broth ลงไป 600 µl แลว้บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 30 นาที และนาํมาเขยา่ต่อท่ี 220 rpm ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที แลว้นาํมา
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หมุนเหวี่ยง 5,000 rpm นาน 1 นาที นาํตะกอนเซลลม์าเล้ียงบนอาหารแขง็ท่ีมี 100 µg/ml ampicillin 

บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 12-16 ชัว่โมง (Sambrook and Russell, 2001) 

 

1.2.2  การเหน่ียวนาํใหรี้คอมบิแนนทโ์ปรตีนแสดงออก 

 

เลือกโคโลนี pET-fMLL, pET-nsMLL และ pET-LMLL แต่ละโคลนมาเล้ียง

ในอาหาร LB broth 3 ml ท่ีมี 100 µg/ml amplicillin แลว้เล้ียงเป็นเวลา 12-16 ชัว่โมง จากนั้นทาํการ

เล้ียงเช้ือในอาหารใหม่โดยใส่เช้ือ 3 µl ในอาหารใหม่ 3 ml ท่ีมี 100 µg/ml amplicillin แลว้เขยา่ท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนสามารถวดัความขุ่นของเซลลท่ี์การดูดกลืนแสงท่ี 600 nm ได้

ประมาณ 0.6-0.8  แลว้เหน่ียวนาํดว้ย 0.2% Lactose  จากนั้นเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 4 ชัว่โมง แลว้หมุนเหวี่ยง 10,000 rpm เพื่อเกบ็เซลล ์และตรวจสอบโปรตีนดว้ยการเติมนํ้ากลัน่ 

ปริมาตร 50 µl ผสมใหต้ะกอนเซลลล์ะลาย เติม loading dye 10 µl ผสมใหเ้ขา้กนั นาํตวัอยา่งท่ีได้

ไปตม้ในนํ้าเดือดนาน 15 นาที แลว้นาํไปวิเคราะห์ และแยกขนาดของโปรตีนดว้ย 15% SDS-PAGE 

เปรียบเทียบกบัขนาดโปรตีนมาตรฐาน 

 

1.2.3  การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเหน่ียวนาํใหมี้การสงัเคราะห์โปรตีน 

 

1.2.3.1  การหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเหน่ียวนาํ เพื่อเปรียบเทียบการ

แสดงออกของโปรตีนท่ีอุณหภูมิ 16 และ 37 องศาเซลเซียส จึงทาํการเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย pET-

fMLL, pET-nsMLL และ pET-LMLL แต่ละโคลนมาเล้ียงในอาหาร LB broth 3 ml ท่ีมี 100 µg/ml 

amplicillin แลว้เล้ียงเป็นเวลา 12-16 ชัว่โมง จากนั้นทาํการเล้ียงเช้ือในอาหารใหม่โดยใส่เช้ือ 3 µl 

ในอาหารใหม่ 3 ml ท่ีมี 100 µg/ml amplicillin แลว้เขยา่ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนสามารถวดั

ความขุ่นของเซลลท่ี์การดูดกลืนแสงท่ี 600 nm ไดป้ระมาณ 0.6 แลว้เหน่ียวนาํดว้ย 0.2% Lactose 

จากนั้นเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง  และอุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 12-16 ชัว่โมง เปรียบเทียบกนั จากนั้นนาํสารละลายเซลลม์าวิเคราะห์แยกขนาดโปรตีนดว้ย 

15% SDS-PAGE เปรียบเทียบกบัขนาดโปรตีนมาตรฐาน 

 

1.2.3.2  การหาสารเหน่ียวนาํ (inducer) ท่ีเหมาะสมในการเหน่ียวนาํ เพื่อ

เปรียบเทียบการเหน่ียวนาํดว้ยนํ้าตาลแลกโตส และ IPTG จึงทาํการเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย pET-fMLL, 

pET-nsMLL และ pET-LMLL แต่ละโคลนมาเล้ียงในอาหาร LB broth 3 ml ท่ีมี 100 µg/ml 

amplicillin แลว้เล้ียงเป็นเวลา 12-16 ชัว่โมง จากนั้นทาํการเล้ียงเช้ือในอาหารใหม่โดยใส่เช้ือ 3 µl 
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ในอาหารใหม่ 3 ml ท่ีมี 100 µg/ml amplicillin แลว้เขยา่ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนสามารถวดั

ความขุ่นของเซลลท่ี์การดูดกลืนแสงท่ี 600 nm ไดป้ระมาณ 0.6 แลว้เหน่ียวนาํดว้ย 0.2% Lactose  

และ 1 mM IPTG เปรียบเทียบกนั จากนั้นเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 4 ชัว่โมง จากนั้น

นาํสารละลายเซลลม์าวิเคราะห์แยกขนาดโปรตีนดว้ย 15% SDS-PAGE เปรียบเทียบกบัขนาด

โปรตีนมาตรฐาน 

 

1.2.3.3  การหาช่วงเวลาท่ีเหมาะสมในการเหน่ียวนาํใหมี้การสงัเคราะห์โปรตีน 

ซ่ึงการเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย pET-fMLL, pET-nsMLL และ pET-LMLL แต่ละโคลนมาเล้ียงในอาหาร 

LB broth 3 ml ท่ีมี 100 µg/ml amplicillin แลว้เล้ียงเป็นเวลา 12-16 ชัว่โมง จากนั้นทาํการเล้ียงเช้ือ

ในอาหารใหม่โดยใส่เช้ือ 3 µl ในอาหารใหม่ 3 ml ท่ีมี 100 µg/ml amplicillin แลว้เขยา่ท่ีอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส จนสามารถวดัความขุ่นของเซลลท่ี์การดูดกลืนแสงท่ี 600 nm ไดป้ระมาณ 0.6 แลว้

เหน่ียวนาํดว้ย 0.2% Lactose  จากนั้นเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยทาํการเล้ียงและเกบ็

เซลลใ์นชัว่โมงท่ี 1, 2, 4 และ 6 ตามลาํดบั จากนั้นนาํสารละลายเซลลม์าวเิคราะห์แยกขนาดโปรตีน

ดว้ย 15% SDS-PAGE เปรียบเทียบกบัขนาดโปรตีนมาตรฐาน 

 

1.3  การตรวจสอบรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนดว้ย Western blot 

 

        การสร้างรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนเลคตินเขา้สู่เวคเตอร์ pET21a ซ่ึงมี His-tag อยูด่า้น C-

terminal นั้นสามารถทาํการตรวจสอบโปรตีนไดด้ว้ยการทาํ Western blot ซ่ึงใช ้Penta-His Alexa 

Fluor Conjugates (Qiagen, U.S.A.) ในการจบักบั His Tag  ท่ีติดอยูก่บัโปรตีนเลคตินได ้โดยนาํ     

รีคอมบิแนนทโ์ปรตีนมาแยกขนาดดว้ย 15% SDS-PAGE แลว้ขนยา้ยโปรตีน(transfer protein) ไว้

บนเมนเบรนไนโตรเซลลูโลส (Nitrocellulose Membrane, Amersham) แลว้นาํเมมเบรนมาลา้งดว้ย 

TBS buffer 2 รอบ รอบละ 10 นาที แลว้บ่มดว้ย blocking buffer อยา่งนอ้ย 1 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

จากนั้นลา้งเมมเบรนดว้ย TBS-Tween/Triton buffer 2 รอบ รอบละ 10 นาที แลว้บ่มดว้ย Penta-His 

Alexa Fluor Conjugates 1 ชัว่โมง จากนั้นลา้งเมมเบรนดว้ย TBS-Tween/Triton buffer 2 รอบ รอบ

ละ 10 นาที ลา้งเมมเบรน ดว้ย TBS buffer อีก 10 นาที ตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยาดว้ย 

chemiluminescence ดว้ยแผน่ฟิลม์ X-ray (Sambrook and Russell, 2001) 
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1.4  การทาํใหรี้คอมบิแนนทโ์ปรตีนบริสุทธ์ิ 

 

เม่ือไดส้ภาวะท่ีเหมาะสมสาํหรับการเล้ียง pET-fMLL, pET-nsMLL และ pET-LMLL 

แลว้ นาํสภาวะท่ีไดม้าเล้ียงเซลลใ์นปริมาณมาก เพื่อเตรียมโปรตีนใหบ้ริสุทธ์ิ ซ่ึงทาํใหโ้ปรตีน

บริสุทธ์ิดว้ยวิธี affinity chromatography โดยผา่นคอลมันท่ี์มี nickel chelate resin เน่ืองจาก 

recombinant pET-MLL มี His-tag อยูด่า้น C-terminal เร่ิมจากเลือกโคโลนี recombinant pET-MLL 

แต่ละโคลนมาเล้ียงในอาหาร LB broth 3 ml ท่ีมี 100 µg/ml amplicillin แลว้เล้ียงเป็นเวลา 12-16 

ชัว่โมง จากนั้นเล้ียงเช้ือในอาหารใหม่โดยใส่เช้ือ 500 µl ในอาหารใหม่ 500 ml ท่ีมี 100 µg/ml 

amplicillin จนสามารถวดัความขุ่นของเซลลท่ี์การดูดกลืนแสงท่ี 600 nm ไดป้ระมาณ 0.6-0.8  แลว้

เหน่ียวนาํดว้ย 0.2% lactose เป็นเวลา 4 ชัว่โมง จากนั้นหมุนเหวี่ยง 10,000 rpm เกบ็เซลล ์แลว้นาํมา

ทาํใหเ้ซลลแ์ตกในสารละลาย lysis buffer  และทาํใหผ้นงัเซลลแ์ตกมากข้ึนดว้ยคล่ืนเสียง 

(Ultrasonicator) จากนั้นนาํสารละลายเซลลม์าแยกตะกอนดว้ยการหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 15,000 

rpm เป็นเวลา 20 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เกบ็ส่วนใสผา่นคอลมันท่ี์มี nickel chelate resin 

ลา้งคอลมัน์ดว้ย wash buffer ลา้งคอลมัน์อีกรอบดว้ย equilibrate buffer จากนั้นทาํการชะโปรตีน

ออกจากคอลมัน์ดว้ย elution buffer โดยเกบ็แต่ละส่วนไปตรวจสอบโปรตีนและความบริสุทธ์ิของ

โปรตีนดว้ย 15% SDS-PAGE (การทาํใหโ้ปรตีนบริสุทธ์ดว้ย nickel chelate resin ทาํทั้งในสภาวะ

ธรรมชาติ และในสภาวะเสียสภาพธรรมชาติ โดยในสภาวะเสียสภาพธรรมชาติจะมี 8 M Urea อยู่

ในบฟัเฟอร์ตลอดทั้งระบบการทาํใหโ้ปรตีนบริสุทธ์ิ จากนั้นจึงนาํโปรตีนมาทาํใหอ้ยูใ่นสภาพ

ธรรมชาติมีการมว้นพบัของโปรตีนท่ีมีโครงสร้างท่ีถูกตอ้งต่อไป) 

 

1.5  การทดลองการมว้นพบัของโปรตีน (Refold Protein) 

 

การศึกษาการแสดงออกของ pET-fMLL, pET-nsMLL และ pET-LMLL ในแบคทีเรีย

นั้น ไดโ้ปรตีนท่ีมีการแสดงออกในส่วนของ cell pellet เม่ือทาํใหบ้ริสุทธ์ิแลว้เพิ่มความเขม้ขน้

โปรตีน โปรตีนเกิดการรวมกลุ่มตกตะกอนไม่สามารถทาํงานได ้จึงทาํการทดลองการมว้นพบัของ

โปรตีนเพื่อใหโ้ปรตีนสามารถทาํงานได ้สภาวะในการทดลองการมว้นพบัของโปรตีนพฒันามา

จาก Vincentelli และคณะ (2004) แลว้นาํมาหาสภาวะท่ีเหมาะสมกบั recombinant pET-MLL ทั้ง 3 

โคลน ดว้ยการทาํใน 96-well plate สารละลายท่ีเตรียมใชใ้นการหาสภาวะในการมว้นพบัมีดงัน้ี  

500 mM NaOAc pH4, 5, 6 , 500 mM Tris pH 7, 8, 8.2 , 1 M NaCl, 1 M KCl, 2 M Glucose, 2 M 

Arginine Hydrochloride, 0.5% PEG4000, 50% Glycerol, 20 mM KCl, 5 mM EDTA, 4 M 

Guanidine hydrochloride และ 500 mM DTT  
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การมว้นพบัของโปรตีนท่ีตอ้งการ จะนาํเอาโปรตีนท่ีไดห้ลงัจากทาํใหบ้ริสุทธ์ิมา

ละลายดว้ยบฟัเฟอร์ท่ีประกอบดว้ย 50 mM Tris-HCl pH8.0, 300 mM NaCl และ 8 M Urea เม่ือ

โปรตีนละลายนาํมาหมุนเหวี่ยงท่ี 15,000 rpm เพื่อแยกโปรตีนบางส่วนท่ีไม่ละลายออก เกบ็ส่วนใส

มาทาํการมว้นพบัโปรตีน ซ่ึงทดลองหาสภาวะของ refold buffer ท่ีเหมาะสมใน 96-well plate 

(ตาราง 5) โดยบ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0, 24, 48 และ 72 ชัว่โมง จากนั้น

ตรวจสอบการมว้นพบัโปรตีนดว้ยการวดัความขุ่นท่ีการดูดกลืนแสงท่ี 570 nm ดว้ยเคร่ือง 

Microplate Reader เม่ือไดส้ภาวะท่ีเหมาะสมจึงนาํมาทาํการมว้นพบัโปรตีนในปริมาณมาก โดย

สามารถทาํไดด้ว้ยการนาํส่วนใสมา dialysis ใน refold buffer ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

12 ชัว่โมง แลว้เปล่ียน refold buffer ทุก ๆ 2 ชัว่โมง 4 รอบ ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส หรือจนกวา่

จะเร่ิมเห็นโปรตีนตกตะกอน จากนั้นทาํการหมุนเหวี่ยงท่ี 15,000 rpm เกบ็ส่วนใส และเพิ่มความ

เขม้ขน้ของโปรตีนดว้ยการทาํ freeze-dry แลว้เกบ็โปรตีนไวท้ดสอบกิจกรรมโปรตีนต่อไป อีกวิธี

คือ การทาํ drop-wise ดว้ยการใส่ refold buffer ในบีกเกอร์ แลว้ค่อยๆ หยดส่วนใสของสารละลาย

โปรตีนลงไป จนกวา่จะเห็นโปรตีนเร่ิมตกตะกอน จากนั้นทาํการหมุนเหวี่ยงท่ี 15,000 rpm เกบ็

ส่วนใส และเพิ่มความเขม้ขน้ของโปรตีนดว้ยการทาํ freeze-dry แลว้เกบ็โปรตีนไวท้ดสอบกิจกรรม

โปรตีนต่อไปเช่นกนั 
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ตารางที ่5  สภาวะการมว้นพบัของโปรตีนใน 96-well plate ปรับปรุงจาก Vincentelli et al. (2004) 

 

 

Well 
No. 

1 2 3 4 5 6 

A 
 

50 mM  NaOAc pH4 
2 mM DTT 

100 mM NaCl 
20% Glycerol 

500 mM Glucose 

50 mM  NaOAc pH4 
2 mM DTT 

100 mM KCl 
0.05% PEG4000 

1 mM EDTA 

50 mM  NaOAc pH5 
2 mM DTT 

100 mM NaCl 
20% Glycerol 

500 mM Glucose 

50 mM  NaOAc pH5 
2 mM DTT 

100 mM KCl 
0.05% PEG4000 

1 mM EDTA 

50 mM  NaOAc pH6 
2 mM DTT 

100 mM NaCl 
20% Glycerol 

500 mM Glucose 

50 mM  NaOAc 
pH6 

2 mM DTT 
100 mM KCl 

0.05% PEG4000 
1 mM EDTA 

B 
 

50 mM  NaOAc pH4 
2 mM DTT 

100 mM NaCl 
0.05% PEG4000 
800 mM Arg-HCl 

50 mM  NaOAc pH4 
2 mM DTT 

0.05% PEG4000 
800 mM Arg-HCl 

50 mM  NaOAc pH5 
2 mM DTT 

100 mM NaCl 
0.05% PEG4000 
800 mM Arg-HCl 

50 mM  NaOAc pH5 
2 mM DTT 

0.05% PEG4000 
800 mM Arg-HCl 

50 mM  NaOAc pH6 
2 mM DTT 

100 mM NaCl 
0.05% PEG4000 
800 mM Arg-HCl 

50 mM  NaOAc 
pH6 

2 mM DTT 
0.05% PEG4000 
800 mM Arg-HCl 

C 
 

50 mM  NaOAc pH4 
2 mM DTT 

100 mM NaCl 
0.05% PEG4000 
500 mM Glucose 

50 mM  NaOAc pH4 
2 mM DTT 

0.05% PEG4000 
500 mM Glucose 

50 mM  NaOAc pH5 
2 mM DTT 

100 mM NaCl 
0.05% PEG4000 
500 mM Glucose 

50 mM  NaOAc pH5 
2 mM DTT 

0.05% PEG4000 
500 mM Glucose 

50 mM  NaOAc pH6 
2 mM DTT 

100 mM NaCl 
0.05% PEG4000 
500 mM Glucose 

50 mM  NaOAc 
pH6 

2 mM DTT 
0.05% PEG4000 
500 mM Glucose 

D 
 

50 mM  NaOAc pH4 
2 mM DTT 

200 mM NaCl 
0.05% PEG4000 

50 mM  NaOAc pH4 
2 mM DTT 

800 mM Arg-HCl 

50 mM  NaOAc pH5 
2 mM DTT 

200 mM NaCl 
0.05% PEG4000 

50 mM  NaOAc pH5 
2 mM DTT 

800 mM Arg-HCl 

50 mM  NaOAc pH6 
2 mM DTT 

200 mM NaCl 
0.05% PEG4000 

50 mM  NaOAc 
pH6 

2 mM DTT 
800 mM Arg-HCl 
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ตารางที ่5 (ต่อ) 

 

Well No. 7 8 9 10 11 12 

A 
 

50 mM  Tris pH7 
2 mM DTT 

100 mM NaCl 
20% Glycerol 

500 mM Glucose 

50 mM  Tris pH7 
2 mM DTT 

100 mM KCl 
0.05% PEG4000 

1 mM EDTA 

50 mM  Tris pH8 
2 mM DTT 

100 mM NaCl 
20% Glycerol 

500 mM Glucose 

50 mM  Tris pH8 
2 mM DTT 

100 mM KCl 
0.05% PEG4000 

1 mM EDTA 

50 mM  Tris pH8.2 
2 mM DTT 

20 mM NaCl 
20mM KCl 

50 mM Tris pH8.2 
2 mM DTT 

100 mM Gd-HCl 
440 mM Arg-HCl 

20 mM NaCl 
20mM KCl 

B 
 

50 mM  Tris pH7 
2 mM DTT 

100 mM NaCl 
0.05% PEG4000 
800 mM Arg-HCl 

50 mM  Tris pH7 
2 mM DTT 

0.05% PEG4000 
800 mM Arg-HCl 

50 mM  Tris pH8 
2 mM DTT 

100 mM NaCl 
0.05% PEG4000 
800 mM Arg-HCl 

50 mM  Tris pH8 
2 mM DTT 

0.05% PEG4000 
800 mM Arg-HCl 

50 mM  Tris pH8.2 
2 mM DTT 

20 mM NaCl 
400 mM Arg-HCl 

20mM KCl 

50 mM  NaOAc 
pH4 

2 mM DTT 

C 
 

50 mM  Tris pH7 
2 mM DTT 

100 mM NaCl 
0.05% PEG4000 
500 mM Glucose 

50 mM  Tris pH7 
2 mM DTT 

0.05% PEG4000 
500 mM Glucose 

50 mM  Tris pH8 
2 mM DTT 

100 mM NaCl 
0.05% PEG4000 
500 mM Glucose 

50 mM  Tris pH8 
2 mM DTT 

0.05% PEG4000 
500 mM Glucose 

50 mM  Tris pH8.2 
2 mM DTT 

800 mM Arg-HCl 
20 mM NaCl 
20mM KCl 

 

50 mM  NaOAc 
pH5 

2 mM DTT 

D 
 

50 mM  Tris pH7 
2 mM DTT 

200 mM NaCl 
0.05% PEG4000 

50 mM  Tris pH7 
2 mM DTT 

800 mM Arg-HCl 

50 mM  Tris pH8 
2 mM DTT 

200 mM NaCl 
0.05% PEG4000 

50 mM  Tris pH8 
2 mM DTT 

800 mM Arg-HCl 

50 mM  Tris pH8.2 
50 mM Gd-HCl 

2 mM DTT, 20mM KCl 
20 mM NaCl 

50 mM  NaOAc 
pH6 

2 mM DTT 
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ตารางที ่5 (ต่อ) 

 

 

 

Well No. 1 2 3 4 5 6 

E 
 

50 mM  NaOAc pH4 
2 mM DTT 

200 mM NaCl 
0.05% PEG4000 
800 mM Arg-HCl 

50 mM  NaOAc pH4 
2 mM DTT 

200 mM NaCl 
500 mM Glucose 

50 mM  NaOAc pH5 
2 mM DTT 

200 mM NaCl 
0.05% PEG4000 
800 mM Arg-HCl 

50 mM  NaOAc pH5 
2 mM DTT 

200 mM NaCl 
500 mM Glucose 

50 mM  NaOAc pH6 
2 mM DTT 

200 mM NaCl 
0.05% PEG4000 
800 mM Arg-HCl 

50 mM  NaOAc 
pH6 

2 mM DTT 
200 mM NaCl 

500 mM Glucose 

F 
 

50 mM  NaOAc pH4 
2 mM DTT 

200 mM NaCl 
0.05% PEG4000 

1 mM EDTA 

50 mM  NaOAc pH4 
2 mM DTT 

100 mM KCl 
800 mM Arg-HCl 

50 mM  NaOAc pH5 
2 mM DTT 

200 mM NaCl 
0.05% PEG4000 

1 mM EDTA 

50 mM  NaOAc pH5 
2 mM DTT 

100 mM KCl 
800 mM Arg-HCl 

50 mM  NaOAc pH6 
2 mM DTT 

200 mM NaCl 
0.05% PEG4000 

1 mM EDTA 

50 mM  NaOAc 
pH6 

2 mM DTT 
100 mM KCl 

800 mM Arg-HCl 

G 
 

50 mM  NaOAc pH4 
2 mM DTT 

100 mM KCl 
20% Glycerol 

500 mM Glucose 

50 mM  NaOAc pH4 
2 mM DTT 

100 mM KCl 
20% Glycerol 

50 mM  NaOAc pH5 
2 mM DTT 

100 mM KCl 
20% Glycerol 

500 mM Glucose 

50 mM  NaOAc pH5 
2 mM DTT 

100 mM KCl 
20% Glycerol 

50 mM  NaOAc pH6 
2 mM DTT 

100 mM KCl 
20% Glycerol 

500 mM Glucose 

50 mM  NaOAc 
pH6 

2 mM DTT 
100 mM KCl 
20% Glycerol 

H 
 

50 mM  NaOAc pH4 
2 mM DTT 

100 mM KCl 
0.05% PEG4000 
800 mM Arg-HCl 

50 mM  NaOAc pH4 
2 mM DTT 

0.05% PEG4000 

50 mM  NaOAc pH5 
2 mM DTT 

100 mM KCl 
0.05% PEG4000 
800 mM Arg-HCl 

50 mM  NaOAc pH5 
2 mM DTT 

0.05% PEG4000 

50 mM  NaOAc pH6 
2 mM DTT 

100 mM KCl 
0.05% PEG4000 
800 mM Arg-HCl 

50 mM  NaOAc 
pH6 

2 mM DTT 
0.05% PEG4000 
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ตารางที ่5 (ต่อ) 

 

Well No. 7 8 9 10 11 12 

E 
 

50 mM  Tris pH7 
2 mM DTT 

200 mM NaCl 
0.05% PEG4000 
800 mM Arg-HCl 

50 mM  Tris pH7 
2 mM DTT 

200 mM NaCl 
500 mM Glucose 

50 mM Tris pH8 
2 mM DTT 

200 mM NaCl 
0.05% PEG4000 

800 mM Arg-HCl 

50 mM  Tris pH8 
2 mM DTT 

200 mM NaCl 
500 mM Glucose 

50 mM  Tris pH8.2 
2 mM DTT 

50 mM Gd-HCl 
20 mM NaCl 
20mM KCl 

400 mM Arg-HCl 

50 mM  Tris pH7 
2 mM DTT 

F 
 

50 mM  Tris pH7 
2 mM DTT 

200 mM NaCl 
0.05% PEG4000 

1 mM EDTA 

50 mM  Tris pH7 
2 mM DTT 

100 mM KCl 
800 mM Arg-HCl 

50 mM  Tris pH8 
2 mM DTT 

200 mM NaCl 
0.05% PEG4000 

1 mM EDTA 

50 mM  Tris pH8 
2 mM DTT 

100 mM KCl 
800 mM Arg-HCl 

50 mM  Tris pH8.2 
2 mM DTT 

50 mM Gd-HCl 
20 mM NaCl 
20mM KCl 

400 mM Arg-HCl 

50 mM  Tris pH8 
2 mM DTT 

G 
 

50 mM  Tris pH7 
2 mM DTT 

100 mM KCl 
20% Glycerol 

500 mM Glucose 

50 mM  Tris pH7 
2 mM DTT 

100 mM KCl 
20% Glycerol 

50 mM  Tris pH8 
2 mM DTT 

100 mM KCl 
20% Glycerol 

500 mM Glucose 

50 mM  Tris pH8 
2 mM DTT 

100 mM KCl 
20% Glycerol 

50 mM  Tris pH8.2 
2 mM DTT 

20 mM NaCl 
20mM KCl 

H2O 

H 
 

50 mM Tris pH7 
2 mM DTT 

100 mM KCl 
0.05% PEG4000 
800 mM Arg-HCl 

50 mM Tris pH7 
2 mM DTT 

0.05% PEG4000 

50 mM Tris pH8 
2 mM DTT 

100 mM KCl 
0.05% PEG4000 
800 mM Arg-HCl 

50 mM Tris pH8 
2 mM DTT 

0.05% PEG4000 

50 mM Tris pH8.2 
100 mM Gd-HCl 
400 mM Arg-HCl 

20 mM NaCl,  
2 mM DTT, 20mM KCl 

H2O 
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1.6  การตรวจสอบกิจกรรมของโปรตีนดว้ยวิธีฮีแมกกลูตินิน (Hemagglutination assay) 

 

เม่ือไดโ้ปรตีนท่ีบริสุทธ์ิแลว้ ทาํการตรวจสอบกิจกรรมของโปรตีน (activity) ดว้ยการ

ทาํ Hemagglutination assay โดยใชเ้ซลลเ์มด็เลือดแดงของกระต่ายในการทดสอบ เน่ืองจาก MLL1 

เป็นโปรตีนเลคตินท่ีสามารถทาํใหเ้ซลลเ์มด็เลือดแดงจบักลุ่มตกตะกอนได ้การทาํ 

Hemagglutination จะทาํการเตรียม 2% เมด็เลือดแดงของกระต่ายในสารละลาย TBS buffer จากนั้น

ทาํใหค้วามเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีตอ้งการทดสอบมีความเขม้ขน้ลดลงแบบต่อเน่ือง (serial dilution) 

โดยใส่ TBS buffer ลงไปก่อน 25 µl ใน 96 well-plate แลว้ใส่โปรตีนบริสุทธ์ิ 25 µl  ลงในหลุมแรก

ท่ีไม่มี TBS buffer และใส่โปรตีนบริสุทธ์ิอีก 25 µl  ในหลุมถดัไป แลว้ทาํเป็น serial dilution 

จากนั้นใส่ 2% เมด็เลือดของกระต่ายลงไปทุกหลุม  ผสมใหเ้ขา้กนัปล่อยไวป้ระมาณ 45-60 นาที 

แลว้ตรวจสอบการตกตะกอน จากการอ่านค่าเป็น Haemagglutination activity (HA) unit ซ่ึงเท่ากบั

จาํนวนเท่าของเลคตินท่ีเจือจางแลว้ยงัคงทาํใหเ้มด็เลือดแดงจบักลุ่มตกตะกอนโดยสมบูรณ์ 

เปรียบเทียบกบัการทดลองควบคุมท่ีไม่ใส่โปรตีนลงไป (การตรวจสอบกิจกรรมโปรตีนไดท้าํการ

ตรวจสอบดว้ยการนาํโปรตีนทั้งหมด (crude protein) ทดสอบดว้ย) 
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2.  การสร้างรีคอมบิแนนท์ยนี MLL1 และการแสดงออกในเซลล์แมลง  Spodoptera frugiperda 

(Sf9) cell line 

 

2.1  การสร้างรีคอมบิแนนทย์นี MLL1 สาํหรับการแสดงออกในเซลลแ์มลง   

 

2.1.1  การศึกษาลาํดบันิวคลีโอไทดส์าํหรับสร้างรีคอมบิแนนทย์นี MLL1 

 

การศึกษา MLL1 ในธรรมชาติมีนํ้ าตาลเป็นองคป์ระกอบ 8.8 % (Ratanapo et 

al., 1998) แต่โปรตีนท่ีไดจ้ากเซลลแ์บคทีเรียไม่เกิดไกลโคซิเลชนั ไม่มีนํ้ าตาลเป็นองคป์ระกอบ 

ดงันั้นเพื่อใหโ้ปรตีนเกิดไกลโคซิเลชนัจึงทาํการสร้างรีคอมบิแนนทย์นี MLL1 เพื่อใหมี้การ

แสดงออกของยนีในเซลลแ์มลง โดยการแบ่งลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเลคตินเป็น 2 ส่วน คือ ส่วน

แรกเป็นส่วนท่ีมีลาํดบันิวคลีโอไทดต์ลอดทั้งสายของเลคติน (full length, fMLL) ส่วนท่ี 2 เป็น

ลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ประกอบดว้ย α-chain และ β-chain ตดัส่วนของสญัญาณโปรตีนออก (no 

signal MLL, nsMLL) (ภาพท่ี 28 ) 

 

 

 

ภาพที ่28  การแบ่งลาํดบันิวคลีโอไทดใ์นการสร้างรีคอมบิแนนทย์นีเพื่อใหแ้สดงออกในเซลลแ์มลง 

 fMLL   คือ ลาํดบันิวคลีโอไทดต์ลอดทั้งสาย 

 nsMLL คือ ลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ประกอบดว้ย α-chain และ β-chain ตดัส่วนของ  

 สญัญาณโปรตีนออก 

 

2.1.2  การออกแบบไพร์เมอร์สาํหรับสงัเคราะห์ยนีเลคติน MLL1 

 

การออกแบบไพร์เมอร์สาํหรับสงัเคราะห์ยนี MLL1 ทั้ง 2 ส่วนใชล้าํดบันิวคลี-

โอไทดข์อง pGEM-MLL1 เป็นตน้แบบ และออกแบบใหมี้บริเวณเอนไซมต์ดัจาํเพาะดว้ย NcoI และ 

XhoI ซ่ึงเป็นบริเวณตดัท่ีพบในเวคเตอร์ pFastbac HT-A การโคลนเลคตินในคร้ังน้ีเลือกใชเ้วคเตอร์ 

http://www.jbc.org/cgi/content/abstract/271/33/20132�
http://www.jbc.org/cgi/content/abstract/271/33/20132�
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pFastbac HT-A (ภาพท่ี 29) ซ่ึงมีส่วนประกอบท่ีสาํคญัคือ มี Polyhedrin promoter (PPH) ท่ีช่วยให้

ยนีท่ีสนใจมีการแสดงออกของโปรตีนในปริมาณมาก (high-level expression) ในเซลลแ์มลง มี 

Tn7L และ Tn7R (Mini Tn7 elements) เป็นส่วนท่ีช่วยขนยา้ยยนีท่ีสนใจเขา้สู่จีโนมของไวรัส 

(baculovirus genome) และมี His-tag อยูด่า้น N-terminal โดยดา้น forward primer ของแต่ละส่วน

ของเลคตินทาํการเติมลาํดบัเบสของเอนไซม ์NcoI ลงไปก่อนบริเวณดา้นหนา้ลาํดบันิวคลีโอไทด์

ของยนี  และ ดา้น reverse primer ทาํการเติมลาํดบัเบสของเอนไซม ์XhoI ลงไปต่อลาํดบันิวคลีโอ-

ไทดข์องยนีซ่ึงไพร์เมอร์ท่ีออกแบบนั้นจะมีขนาดสั้นประมาณ 20-30 nucleotides และมี GC content 

ประมาณ 50% ไพร์เมอร์สาํหรับการโคลนทั้ง 2 ส่วนมีดงัน้ี  

 

Forward fMLL     5’ GCCATGGCTTCGTCTTCCTTT 3’   

Forward nsMLL   5’ GCCATGGGCCAACAAAGTGGGAAAAGT 3’ 

Reverse MLL       5’ ATCTCGAGGCTGCCGCGGCCCACCAG 3’ 

 

2.1.3  การเพิ่มปริมาณยนี MLL1  ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ 

 

การเพิ่มปริมาณยนี MLL1 โดยใชว้ิธี PCR แต่ละส่วนนั้นจะใชย้นีจาก pGEM-

MLL1 ดีเอน็เอตน้แบบ (DNA template) จากนั้นเตรียมปฎิกิริยาพีซีอาร์และกระบวนการดงัขั้นตอน 

1.1.3 

 

2.1.4  การทาํใหผ้ลิตภณัฑพ์ีซีอาร์บริสุทธ์ิ  

 

เม่ือทาํการเพิ่มปริมาณยนีดว้ยวิธี PCR จากนั้นทาํใหผ้ลิตภณัฑพ์ีซีอาร์บริสุทธ์ิ

ตามขั้นตอน 1.1.4 

 

2.1.5  การเตรียมช้ินดีเอน็เอและเตรียมพลาสมิด เพื่อการผลิตรีคอมบิแนนทข์องยนี 

MLL1 

  

นาํผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ท่ีบริสุทธ์ิ และพลาสมิดของเวคเตอร์ pFastbac HT-A ตดั

ดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ NcoI และ XhoI ตดัคร้ังละ 1 เอนไซม ์ ตามขั้นตอน 1.1.6 
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ภาพที ่29  แผนภาพของเวคเตอร์ pFastbac HT-A (Novagen) ประกอบดว้ยจุดเร่ิมตน้การจาํลองดี

เอน็เอ (Ori), Polyhedrin promoter (PPH), Tn7L และ Tn7R (Mini Tn7 elements), 

ampicillin resistant gene, gentammicin resistant gene และ His tag ดา้น N-terminal 

 

 

2.1.6  การเช่ือมต่อช้ินยนี MLL1 กบัเวคเตอร์ pFastbac HT-A  

 

เม่ือไดช้ิ้นยนีแต่ละส่วน และเวคเตอร์ pFastbac HT-A ท่ีถูกตดั จากนั้นทาํการ

เช่ือมต่อเพื่อใหไ้ด ้recombinant pFastBac-MLL ตามขั้นตอน 1.1.7  จะได ้recombinant pFastBac-

MLL (pFast-fMLL และpFast-nsMLL) (ภาพท่ี 30) ท่ีพร้อมทาํการขนยา้ยยนีเขา้สู่เซลล ์E.coli สาย

พนัธ์ุ DH5α  

 

2.1.7  การขนยา้ย recombinant pFastBac-MLL เขา้สู่ E.coli สายพนัธ์ุ DH5α  

 

นาํ recombinant pFastBac-MLL (pF-fMLL และpF-nsMLL) ท่ีไดจ้ากการเช่ือม

ต่อมาขนยา้ยเขา้สู่เซลล ์E.coli สายพนัธ์ุ DH5α  ดว้ยวิธี heat shock transformation ตามขั้นตอน 

1.1.8  
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ภาพที ่30  แผนภาพของพลาสมิด pFast-MLL ซ่ึงประกอบดว้ยจุดเร่ิมตน้การจาํลองดีเอน็เอ (Ori),   

 Polyhedrin promoter (PPH), Tn7L และ Tn7R (Mini Tn7 elements), ampicillin resistant  

 gene, gentammicin resistant gene, His-tag ดา้น N-terminal และยนี MLLโดยยนีแต่ละ 

 ส่วนท่ีแบ่งจะถูกเช่ือมต่อบริเวณเดียวกนั 

 

2.2   การเหน่ียวนาํใหรี้คอมบิแนนทโ์ปรตีนแสดงออกในเซลลแ์มลง 

 

2.2.1  การขนยา้ย recombinant pFastBac-MLL เขา้สู่ E. coli สายพนัธ์ุ DH10Bac 

 

นาํ recombinant pFastBac-MLL (pFast–fMLL และ pFast-nsMLL) แต่ละ

โคลนท่ีไดแ้ลว้มาขนยา้ยพลาสมิดเขา้สู่เซลล ์E. coli สายพนัธ์ุ DH10Bac ดว้ยวิธี heat shock 

transformation เพื่อแทรกช้ินยนีเขา้กบัยนีของ Baculovirus โดยใช ้pFastBac-MLL 1 µg/µl ใส่ใน 

competent cells 50 µl ในหลอด 1.5 ml แลว้บ่มไวบ้นนํ้าแขง็นาน 30 นาที จากนั้นนาํไป heat shock 

ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 90-120 วินาที แลว้นาํไปไวบ้นนํ้าแขง็ทนัที นาน 5 นาที จากนั้น

ใส่อาหารเล้ียงเช้ือ S.O.C. Medium  ลงไป 600 µl แลว้บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

30 นาที และนาํมาเขยา่ต่อท่ี 220 rpm ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 3-4 ชัว่โมง แลว้นาํมาหมุน

เหวี่ยง 5,000 rpm นาน 1 นาที นาํตะกอนเซลลม์าเล้ียงบนอาหารแขง็ท่ีมี 50 µg/ml kanamycin 7 

µg/ml gentamicin, 10 µg/ml tetracycline, 100 µg/ml X-gal, และ 40 µg/ml IPTG บ่มท่ี 37 องศา

เซลเซียส นาน 48 ชัว่โมง (Anderson et al., 1996) 
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2.2.2  การคดัเลือกโคลน 

 

2.2.2.1  การคดัเลือกโคลนคร้ังแรกสามารถตรวจสอบไดจ้ากโคโลนีสีฟ้า/สีขาว

(blue/white selection) ท่ีข้ึนบนเพลทท่ีมี 100 µg/ml X-gal และ 40 µg/ml IPTG โคโลนีท่ีมียนี 

pFastBac-MLL จะมีสีขาวขุ่น 

 

2.2.2.2  การทาํโคโลนีพีซีอาร์ (colony PCR) นาํโคโลนีสีขาวมาตรวจสอบยนี

ดว้ยการทาํโคโลนีพีซีอาร์ โดยใชไ้พร์เมอร์ M13 แลว้เทียบกบัขนาดดีเอน็เอมาตรฐาน (1 kb DNA 

marker) ดว้ย 1% agarose gel electrophoresis ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องไพร์เมอร์ M13 มีดงัน้ี 

 

M13 Forward (-40) 5′ GTTTTCCCAGTCACGAC 3′ 
M13 Reverse           5′ CAGGAAACAGCTATGAC 3′ 
 

ในปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณช้ินยนี ประกอบดว้ย 10 ng Recombinant bacmid MLL, 1X PCR 

reaction Buffer, 1 mM dNTP Mix, 5 mM MgCl2, 1 μM M13 Forward, 1 μM M13 Reverse และ       

5 U Taq polymerase สภาวะท่ีใชใ้นปฎิกิริยาคือ ขั้นท่ี 1 Pre-denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศา-

เซลเซียส นาน 3 นาที ขั้นท่ี 2 Denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที  

Annealing ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที Extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 5 

นาที ขั้นท่ี 3 Last-extension บ่มดว้ยอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 7 นาที การทาํปฎิกิริยาใน

ขั้นตอนท่ี 2 ทั้งหมด 25-30 รอบ จากนั้นทาํการตรวจสอบขนาดของยนี MLL1 แต่ละส่วน ดว้ยวิธี

1% agasose gel electrophoresis ยอ้มเจลในสารละลายดว้ย ethidium bromide นาน 2 นาที ลา้งดว้ย

นํ้าเปล่า นาน 5 นาที ตรวจดูแถบและขนาดของยนีดว้ยเคร่ือง UV Transilluminator 

 

2.2.2.3  การตรวจสอบความถูกตอ้งของลาํดบันิวคลีโอไทด ์(DNA sequencing) 

โดยทาํการสกดัพลาสมิดใหมี้ความบริสุทธ์ิ แลว้ส่งพลาสมิดนั้นตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ 

Macrogen จากนั้นวิเคราะห์สญัญาณและลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ได ้แลว้เปรียบเทียบความถูกตอ้งกบั

ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี MLL1 ดว้ยโปรแกรม ClustalW  
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2.2.3  การเตรียม recombinant Bacmid-MLL 

 

เม่ือได ้recombinant Bacmid-MLL ท่ีมีลาํดบันิวคลีโอไทดถู์กตอ้งแลว้ ทาํการ

สกดัพลาสมิดดว้ยชุดสกดัพลาสมิดสาํเร็จรูป ใหไ้ด ้recombinant Bacmid-MLL ใหมี้ความเขม้ขน้ 1 

μg/μl เพื่อนาํไปขนยา้ยยนี(Transfection) เขา้สู่เซลลแ์มลง  

 

2.2.4  การขนยา้ย recombinant Bacmid-MLL เขา้สู่เซลลแ์มลงชนิด Sf9 (Spodoptera 

frugiperda)  

 

การเตรียมเซลลแ์มลง Sf9 (ภาพท่ี 31) ก่อนการขนยา้ย recombinant Bacmid-

MLL ควรเตรียมใหเ้ซลลเ์รียงตวัเป็นชั้นเดียว (monolayer) มีจาํนวนเซลล ์2x106 cell/well ใน 6 well 

plate เม่ือเซลลพ์ร้อมแลว้ทาํการเตรียมสารละลายท่ี 1 (1.2 µg recombinant Bacmid-MLL ใน 50 µl 

อาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่มีซีรัมและ antibiotics) และสารละลายท่ี 2 (3.6 µl Cellfectin ใน 50 µl อาหาร

เล้ียงเช้ือท่ีไม่มีซีรัมและ antibiotics) จากนั้นผสมสารละลายท่ี 1 และ 2 เขา้ดว้ยกนัแลว้บ่มไวท่ี้

อุณหภูมิหอ้งอยา่งนอ้ย 30 นาที เพื่อให ้recombinant Bacmid-MLL แทรกเขา้สู่ Cellfectin แลว้นาํ

สารละลายผสมใส่ใน 6 well plate ผสมอยา่งระมดัระวงั บ่มท้ิงไว ้นาน 3-6 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 26 

องศาเซลเซียส จากนั้นเปล่ียนอาหารเล้ียงเช้ือเป็นอาหารท่ีมีซีรัมและ antibiotics แลว้บ่มท้ิงไวท่ี้

อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียส นาน 96 ชัว่โมง (Anderson et al., 1996) จนสงัเกตเห็นลกัษณะท่ีเรียกวา่ 

cytopathic effects (CPE) และเซลลเ์ร่ิมแตก 

 

จากนั้นทาํการหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 5000 rpm นาน 15 นาที แยกเซลลเ์กบ็

ส่วนใสท่ีเป็นอาหารไว ้(P1 viral baculovirus) ตรวจสอบ Baculovirus ท่ีถูกขนยา้ยยนีมี 

recombinant Bacmid-MLL ดว้ยวิธี PCR ดว้ยไพร์เมอร์ M13 จากนั้นจึงทาํการเพิ่มปริมาณ 

Baculovirus โดยนาํ P1 Viral Baculovirus ไปผสมกบัเซลล ์Sf9 อีก 3-4 รอบ ใหไ้ด ้P3 Viral 

Baculovirus แลว้เตรียมเซลลใ์น TC-flask ขนาด 75 cm2 ใหเ้ซลลเ์รียงตวัเป็นชั้นเดียว สาํหรับการ

แสดงออกของโปรตีนในปริมาณมาก เม่ือเซลลพ์ร้อมนาํ P3 Viral Baculovirus ไปผสมกบัเซลล ์Sf9 

บ่มท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียส นาน 96 ชัว่โมง จนสงัเกตเห็น 80% CPE หรือเซลลเ์ร่ิมแตก 

ทาํการหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 5000 rpm นาน 15 นาที แยกเกบ็เซลล ์แลว้นาํมาตรวจสอบโปรตีน

ดว้ย 15% SDS-PAGE จากนั้นทาํใหโ้ปรตีนบริสุทธ์ิ และตรวจสอบกิจกรรมของโปรตีน 
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ภาพที ่31  เซลลแ์มลงชนิด Spodoptera frugiperda (Sf9) cell line 

 

2.3  การตรวจสอบรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนดว้ย Western blot 

 

        การสร้างรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนเลคตินเขา้สู่เวคเตอร์ pFastBacHT-A ซ่ึงมี His-tag อยู่

ดา้น N-terminal นั้นสามารถทาํการตรวจสอบโปรตีนไดด้ว้ยการทาํ Western blot ซ่ึงใช ้Penta-His 

Alexa Fluor Conjugates ในการจบักบั His-tag ท่ีติดอยูก่บัโปรตีนเลคตินได ้จากนั้นทาํการ

ตรวจสอบโปรตีนดว้ย Western blot ตามขั้นตอน 1.3 

 

2.4  การทาํใหรี้คอมบิแนนทโ์ปรตีนบริสุทธ์ิ 

 

การเตรียมรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนจากเซลลแ์มลงใหบ้ริสุทธ์ิ ทาํไดด้ว้ยวิธี affinity 

chromatography โดยผา่นคอลมันท่ี์มี nickel chelate resin เน่ืองจาก pFastBacHT A มี 6xHis Tag 

อยูด่า้น N-terminal ดงันั้นจึงสามารถนาํ recombinant Bac-MLL มาทาํใหบ้ริสุทธ์ิได ้ตามขั้นตอน 

1.4 

 

2.5  การตรวจสอบกิจกรรมของโปรตีนดว้ยวิธีฮีแมกกลูตินิน (Hemagglutination assay) 

 

เม่ือไดโ้ปรตีนท่ีบริสุทธ์ิแลว้ ทาํการตรวจสอบกิจกรรมของโปรตีน ตามขั้นตอน 1.6 

 

http://www.jbc.org/cgi/content/abstract/271/33/20132�
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3.  การออกแบบและวศิวกรรมโปรตีนโดยเทคนิค computer–based design   

  

การเตรียมโครงสร้างของโปรตีน โดยทาํการคาดคะเนลาํดบักรดอะมิโนของเลคติน MLL1 

จากลาํดบันิวคลีโอไทด ์แลว้พบวา่ MLL1 มีความคลา้ยกบั jacalin related lectin จาก Maclura 

pomifera (MPA) ถึง 78.2% (Getsang, 2007) มีความเหมือนมากท่ีสุด แลว้นาํมาทาํการออกแบบ

โครงสร้าง 3 มิติ ใชโ้ปรแกรม Modeller9v1  โดยใชโ้ครงสร้างของ MPA เป็นตน้แบบ (PDB: 

1JOT) โดยทาํการลบนํ้าออกจากโครงสร้างท่ีไดแ้ละทาํการเติมไฮโดรเจน จะได ้homology model 

ของเลคติน ท่ีพร้อมนาํมาทาํการจบักบัลิแกน (Docking) 

 

 การเตรียมลิแกนท่ีจะใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ีไดแ้ก่ นํ้าตาลเอน็-อะเซทิลกาแลก็โตซามีน (N-

acetyl-β-galactosamine (GalNAc)), นํ้าตาลกลูโคส (Glucose (Glc)), นํ้าตาลกาแลกโตส (Galactose 

(Gal)), นํ้าตาลแมนโนส (Mannose (Man)), นํ้าตาลไดแซกคาร์ไรดก์าแลกโตส-เอน็อะเซทิลกาแลก

โตซามีน (Galβ1,3GalNAc) และอนุพนัธ์กรดเซียลิก คือ กรดเอน็-ไกลโคลิล-นิวรามินิก (N-

glycolyl- neuraminic acid (Neu5Gc)) สามารถสร้างข้ึนโดยใชโ้ปรแกรม SYBYL v.7.3 (Tripos 

Associates, St. Louis, MO, U.S.A.) แลว้ทาํการลดระดบัพลงังานใหอ้ยูใ่นค่าท่ีเหมาะกบัการ

นาํไปใชง้าน 

 

หลงัจากนั้นจึงทาํการศึกษาการจบักนั (molecular docking) ระหวา่ง homology model 

ของเลคตินท่ีไดก้บันํ้าตาลชนิดต่างๆ (ลิแกนท่ีเตรียมไว)้โดยใชโ้ปรแกรม AutoDock3.0.5 โดยทาํ

ใหโ้ครงสร้างโปรตีนอยูใ่นสภาพแขง็ (rigid) ทาํการสร้างกล่องกริด (Grid box) ท่ีมีขนาด 40, 40 

และ 40 (x,y,z) องัสตรอม โดยใหโ้มเลกลุของลิแกนเป็นจุดศูนยก์ลางของกล่อง และลิแกนสามารถ

ปรับตวัได ้(flexible) ตั้งค่าพารามิเตอร์ดงัน้ีคือ Genetic Algorithm (GA) คาํนวณซํ้า 50 รอบ จาํนวน 

population size เท่ากบั 150 และอตัราการเกิด gene mutation และ crossover เท่ากบั 0.02 และ 0.8 

ตามลาํดบั จากนั้นวิเคราะห์การทาํ molecular docking ท่ีสามารถจบักบันํ้าตาลดงักล่าว วิธีน้ีสามารถ

คาํนวณหาค่าพลงังานในการจบักนั (estimated docked energy) ระหวา่งโปรตีนกบัลิแกนนั้นๆ ได ้

ซ่ึงค่าพลงังานตํ่าท่ีสุดจะบ่งบอกถึงโครงสร้างท่ีจบักนัไดดี้ท่ีสุด 

 

จากนั้นทาํการจาํลองการจบักนัดว้ยเทคนิค Molecular Dynamics Simulation เพื่อทาํการ

จาํลองความเสถียรในการจบักนัของโปรตีนและลิแกนในสภาวะท่ีมีนํ้ า และคน้หากรดอะมิโนท่ีมี

อิทธิพลในการจบักนัระหวา่งเลคตินกบันํ้าตาลเพื่อใหเ้ขา้ใจถึงกลไกการจบักนั โครงสร้างท่ีดีท่ีสุด
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จากการทาํ molecular docking ถูกใชเ้ป็นโครงสร้างเบ้ืองตน้ในการทาํ Molecular Dynamics 

Simulation ดว้ยโปรแกรม Discover Studio 2.1 (Accelrys Inc., CA) โดยใช ้CHARMm forcefield   

ขั้นแรกระบบท่ีมีโครงสร้างระหวา่งเลคตินกบันํ้าตาลจะถูกเติมนํ้าชนิด TIP3P ในแบบ spherical 

boundary with harmonic restraint โดยมีขอบเขตจากโมเลกลุของนํ้าตาลออกไปในรัศมี 20 

องัสตรอม   จากนั้นโครงสร้างในระบบดงักล่าวจะถูกลดค่าระดบัพลงังานดว้ยวิธี steepest descent 

และ conjugate gradient   หลงัจากนั้นจะค่อยๆ เพิ่มอุณหภูมิแก่ระบบตั้งแต่ 0-300 K เป็นเวลา 5 

picoseconds (ps) ต่อดว้ย equilibration ท่ีอุณหภูมิ 300 K อีก 150 ps ขั้นตอนสุดทา้ยคือ full MD 

production ท่ี 300 K แบบ NPT ensemble เป็นเวลา 150 ps   ผลท่ีไดจ้ากขั้นตอน production จะถูก

นาํมาคาํนวณค่าพลงังาน (Interaction energy) โดยใช ้package ภายในโปรแกรม Discover Studio 

2.1 (Accelrys Inc., CA) 

 

เน่ืองจาก MLL1 สามารถจบักบักรดเซียลิก และ GalNAc ไดด้ว้ยค่าความจาํเพาะในการจบั 

(Ka) ไม่ต่างกนั ในการศึกษาคร้ังน้ีจึงตอ้งการออกแบบโครงสร้างโปรตีน MLL1 ใหมี้ความจาํเพาะ

ต่อกรดเซียลิกไดดี้กวา่ GalNAc (ค่าพลงังานในการจบักนัแตกต่างกนัมาก)  จึงทาํการออกแบบ

โครงสร้างโปรตีนท่ีมีการเปล่ียนลาํดบักรดอะมิโนบางตาํแหน่งในบริเวณจบั (binding site) แลว้

นาํไปทาํ Molecular docking กบัลิแกน (Neu5Gc และ GalNAc) แลว้เปรียบเทียบค่าพลงังานในการ

จบักนัระหวา่งโครงสร้างโปรตีนแบบต่างๆ กบัลิแกน 
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ผลและวจิารณ์ผล 

 

ผล 

 
1.  การสร้างและการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเลคตินในเซลล์แบคทเีรีย 

 

1.1 การสร้างรีคอมบิแนนทย์นีเลคตินเขา้เวคเตอร์ pGEM T-Easy  

 

เม่ือไดไ้พร์เมอร์ของยนีแต่ละส่วน ทาํการเพิ่มปริมาณยนี MLL1 ดว้ยวิธี PCR โดย

ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีถึงลาํดบันิวคลีโอไทดข์องไพร์เมอร์รวมกนัแลว้ พบวา่ fMLL มีจาํนวน 

690 นิวคลีโอไทด ์nsMLL มีจาํนวน 506 นิวคลีโอไทด ์และ LMLL มีจาํนวน 436 นิวคลีโอไทด ์

ตามลาํดบั ผลจากการเพิ่มปริมาณยนี MLL1 ดว้ยวิธี PCR แลว้ตรวจสอบดว้ยเทคนิค agarose gel 

electrophoresis พบแถบดีเอน็เอผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ของ fMLL ท่ีขนาดประมาณ 700 คู่เบส  

ผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ของ nsMLL ท่ีขนาดประมาณ 500 คู่เบส ผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ของ LMLL ท่ีขนาด

ประมาณ 450 คู่เบส (ภาพท่ี 32) จากนั้นทาํการเช่ือมต่อผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์แต่ละส่วนของยนีเขา้กบั 

pGEM T-easy vector แลว้คดัเลือกโคโลนีสีขาวท่ีมียนี MLL1  ตรวจสอบการขนถ่ายยนีอีกคร้ังดว้ย

วิธีโคโลนีพีซีอาร์ พบวา่ pGEM-fMLL มียนี fMLL ในโคโลนีท่ี 2, 4, 5, 6 และ 7 (ภาพท่ี33) pGEM-

nsMLL มียนี nsMLL ในโคโลนีท่ี 2, 3 และ 4 (ภาพท่ี34) และ pGEM-LMLL มียนี LMLL ใน

โคโลนีท่ี 2, 3, 4, 5 และ 6 (ภาพท่ี35) ขนาดของยนี MLL1 แต่ละส่วน มีขนาดเท่ากบัผลิตภณัฑพ์ีซี

อาร์ 

 

เม่ือไดโ้คลนท่ีอยูใ่นเวคเตอร์ pGEM T-easy แลว้ตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง

ยนีแต่ละส่วนดว้ยเทคนิค Sequencing DNA โดยเลือก pGEM-fMLL โคโลนีท่ี 5 pGEM-nsMLL 

โคโลนีท่ี 4 และ pGEM-LMLL โคโลนีท่ี 5 ไปตรวจสอบและทาํการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอ

ไทดท่ี์ไดก้บัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีแต่ละส่วน โดยใชโ้ปรแกรม ClustalW พบวา่ pGEM-

fMLL, pGEM-nsMLL และ pGEM-LMLL ท่ีเลือกเพื่อตรวจสอบนั้น มีลาํดบันิวคลีโอไทดต์รงกบั

ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี MLL1 แต่ละส่วนตามท่ีแบ่งไว ้100% (ภาพท่ี 36, 37 และ 38) 
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 ภาพที ่32  ขนาดของการสงัเคราะห์ยนี MLL1 แต่ละส่วน ดว้ยวิธีพีซีอาร์ ยนี fMLL มีขนาด

ประมาณ 700 คู่เบส,  nsMLL มีขนาดประมาณ 500 คู่เบส และLMLL มีขนาดประมาณ 

450 คู่เบส เปรียบเทียบกบัขนาดดีเอน็เอมาตรฐาน 1kb ตรวจสอบดว้ย 1% agarose gel 

electrophoresis  

 

 
 

ภาพที ่33  การตรวจสอบยนีดว้ยวิธีพีซีอาร์ของ pGEM-fMLL ทั้ง 7 โคโลนี มียนี fMLL 5 โคโลนี มี 

 ขนาดประมาณ 700 คู่เบส โดยเปรียบเทียบกบัขนาดดีเอน็เอมาตรฐาน 100 bp ตรวจสอบ 

 โดยใชเ้ทคนิค 1% agarose gel electrophoresis  
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ภาพที ่34  การตรวจสอบยนีดว้ยวิธีพีซีอาร์ของ pGEM-nsMLL ทั้ง 4 โคโลนี มียนี nsMLL 3  

 โคโลนี มีขนาดประมาณ 500 คู่เบส เปรียบเทียบกบัขนาดดีเอน็เอมาตรฐาน 100 bp   

 ตรวจสอบโดย 1% agarose gel electrophoresis  

 

 
 

ภาพที ่35  การตรวจสอบยนีดว้ยวิธีพีซีอาร์ของ pGEM-LMLL ทั้ง 6 โคโลนี มียนี LMLL 5 โคโลนี   

 มีขนาดประมาณ 450 คู่เบส เปรียบเทียบกบัขนาดดีเอน็เอมาตรฐาน 100 bp ตรวจสอบ 

 โดย 1% agarose gel electrophoresis  
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pGEM_fMLL GGAAGCTAGCATGCTGATGGCTTCGTCTTCCTTTCTCTCCCTCTCCTTCCTCGTCCTCCT 60 
fMLL      GGAAGCTAGCATGCTGATGGCTTCGTCTTCCTTTCTCTCCCTCTCCTTCCTCGTCCTCCT 60 
          ************************************************************ 
 
pGEM_fMLL CTTCTCTATCTCCTCTGCCAACACCCGAAAGTGGTCCTTGTCAAATGTTCTCGATCAGAA 120 
fMLL      CTTCTCTATCTCCTCTGCCAACACCCGAAAGTGGTCCTTGTCAAATGTTCTCGATCAGAA 120 
          ************************************************************ 
 
pGEM_fMLL ACCGATCAGCATAATCGAGGCCGCCATTGGAGTTTCTGAAGACCTTCTTAATCTCAATGG 180 
fMLL      ACCGATCAGCATAATCGAGGCCGCCATTGGAGTTTCTGAAGACCTTCTTAATCTCAATGG 180 
          ************************************************************ 
 
pGEM_fMLL GATGGAAGCTAAAAACAATCAACAAAGTGGGAAAAGTCAGACGATAGTTGTAGGAACATG 240 
fMLL      GATGGAAGCTAAAAACAATCAACAAAGTGGGAAAAGTCAGACGATAGTTGTAGGAACATG 240 
          ************************************************************ 
 
pGEM_fMLL GGGAGCCCAAGCGACTAGCTCTAATGGTGTGGCTTTTGATGACGGTTCATACACCGGAAT 300 
fMLL      GGGAGCCCAAGCGACTAGCTCTAATGGTGTGGCTTTTGATGACGGTTCATACACCGGAAT 300 
          ************************************************************ 
 
pGEM_fMLL AAGAGAAATCAATTTTGAATATAATAATGAAACTGCTATCGGGAGTATTCAAGTGACCTA 360 
fMLL      AAGAGAAATCAATTTTGAATATAATAATGAAACTGCTATCGGGAGTATTCAAGTGACCTA 360 
          ************************************************************ 
 
pGEM_fMLL CGATGTGAATGGTACGCCATTTGAAGCAAAAAAACATGCCAGCTTTATAACAGGCTTCAC 420 
fMLL      CGATGTGAATGGTACGCCATTTGAAGCAAAAAAACATGCCAGCTTTATAACAGGCTTCAC 420 
          ************************************************************ 
 
pGEM_fMLL ACCAGTAAAGATTTCCTTAGACTTTCCAAGTGAGTATATAGCTGAAGTGAGCGGGTACAC 480 
fMLL      ACCAGTAAAGATTTCCTTAGACTTTCCAAGTGAGTATATAGCTGAAGTGAGCGGGTACAC 480 
          ************************************************************ 
 
pGEM_fMLL TGGTAAAGTGAGCGGGTATATAGTAGTACGCTCTTTAACATTCAAGACTAACAAAGAAAC 540 
fMLL      TGGTAAAGTGAGCGGGTATATAGTAGTACGCTCTTTAACATTCAAGACTAACAAAGAAAC 540 
          ************************************************************ 
 
pGEM_fMLL TTATGGACCATATGGAGTTACAAGCGGCACACATTTTAAGCTCCCAATCCAAAATGGCTT 600 
fMLL      TTATGGACCATATGGAGTTACAAGCGGCACACATTTTAAGCTCCCAATCCAAAATGGCTT 600 
          ************************************************************ 
 
pGEM_fMLL AATTGTTGGATTTAAAGGAAGTGTCGGCTATTGGTTGGACTACATTGGGTTTCACTTAGC 660 
fMLL      AATTGTTGGATTTAAAGGAAGTGTCGGCTATTGGTTGGACTACATTGGGTTTCACTTAGC 660 
          ************************************************************ 
 
pGEM_fMLL ACTTCTGGTGGGCCGCGGCAGCCTCGAGAT 690 
fMLL      ACTTCTGGTGGGCCGCGGCAGCCTCGAGAT 690 
          ****************************** 

 

ภาพที ่36  การเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ากการตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง  

 pGEM-fMLL กบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี fMLL โดยใชโ้ปรแกรม ClustalW ลาํดบั    

 นิวคลีโอไทดข์อง pGEM-fMLL ตรงกบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี fMLL ทุก                

                  นิวคลีโอไทด ์
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pGEM_nsMLL  GCTAGCATGAACAATCAACAAAGTGGGAAAAGTCAGACGATAGTTGTAGGAACATGGGGA 60 
nsMLL       GCTAGCATGAACAATCAACAAAGTGGGAAAAGTCAGACGATAGTTGTAGGAACATGGGGA 60 
            ************************************************************ 
 
pGEM_nsMLL  GCCCAAGCGACTAGCTCTAATGGTGTGGCTTTTGATGACGGTTCATACACCGGAATAAGA 120 
nsMLL       GCCCAAGCGACTAGCTCTAATGGTGTGGCTTTTGATGACGGTTCATACACCGGAATAAGA 120 
            ************************************************************ 
 
pGEM_nsMLL  GAAATCAATTTTGAATATAATAATGAAACTGCTATCGGGAGTATTCAAGTGACCTACGAT 180 
nsMLL       GAAATCAATTTTGAATATAATAATGAAACTGCTATCGGGAGTATTCAAGTGACCTACGAT 180 
            ************************************************************ 
 
pGEM_nsMLL  GTGAATGGTACGCCATTTGAAGCAAAAAAACATGCCAGCTTTATAACAGGCTTCACACCA 240 
nsMLL       GTGAATGGTACGCCATTTGAAGCAAAAAAACATGCCAGCTTTATAACAGGCTTCACACCA 240 
            ************************************************************ 
 
pGEM_nsMLL  GTAAAGATTTCCTTAGACTTTCCAAGTGAGTATATAGCTGAAGTGAGCGGGTACACTGGT 300 
nsMLL       GTAAAGATTTCCTTAGACTTTCCAAGTGAGTATATAGCTGAAGTGAGCGGGTACACTGGT 300 
            ************************************************************ 
 
pGEM_nsMLL  AAAGTGAGCGGGTATATAGTAGTACGCTCTTTAACATTCAAGACTAACAAAGAAACTTAT 360 
nsMLL       AAAGTGAGCGGGTATATAGTAGTACGCTCTTTAACATTCAAGACTAACAAAGAAACTTAT 360 
            ************************************************************ 
 
pGEM_nsMLL  GGACCATATGGAGTTACAAGCGGCACACATTTTAAGCTCCCAATCCAAAATGGCTTAATT 420 
nsMLL       GGACCATATGGAGTTACAAGCGGCACACATTTTAAGCTCCCAATCCAAAATGGCTTAATT 420 
            ************************************************************ 
 
pGEM_nsMLL  GTTGGATTTAAAGGAAGTGTCGGCTATTGGTTGGACTACATTGGGTTTCACTTAGCACTT 480 
nsMLL       GTTGGATTTAAAGGAAGTGTCGGCTATTGGTTGGACTACATTGGGTTTCACTTAGCACTT 480 
            ************************************************************ 

 

ภาพที ่37  การเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ากการตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง  

 pGEM-nsMLL กบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี nsMLL โดยใชโ้ปรแกรม ClustalW ลาํดบั    

 นิวคลีโอไทดข์อง pGEM-nsMLL ตรงกบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี nsMLL ทุก 

                  นิวคลีโอไทด ์
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pGEM_LMLL  ATGCTAGCATGGGCGTGGCGTTTGATGATGGTTCATACACCGGAATAAGAGAAATCAATT 60 
LMLL       ATGCTAGCATGGGCGTGGCGTTTGATGATGGTTCATACACCGGAATAAGAGAAATCAATT 60 
           ************************************************************ 
 
pGEM_LMLL  TTGAATATAATAATGAAACTGCTATCGGGAGTATTCAAGTGACCTACGATGTGAATGGTA 120 
LMLL       TTGAATATAATAATGAAACTGCTATCGGGAGTATTCAAGTGACCTACGATGTGAATGGTA 120 
           ************************************************************ 
 
pGEM_LMLL  CGCCATTTGAAGCAAAAAAACATGCCAGCTTTATAACAGGCTTCACACCAGTAAAGATTT 180 
LMLL       CGCCATTTGAAGCAAAAAAACATGCCAGCTTTATAACAGGCTTCACACCAGTAAAGATTT 180 
           ************************************************************ 
 
pGEM_LMLL  CCTTAGACTTTCCAAGTGAGTATATAGCTGAAGTGAGCGGGTACACTGGTAAAGTGAGCG 240 
LMLL       CCTTAGACTTTCCAAGTGAGTATATAGCTGAAGTGAGCGGGTACACTGGTAAAGTGAGCG 240 
           ************************************************************ 
 
pGEM_LMLL  GGTATATAGTAGTACGCTCTTTAACATTCAAGACTAACAAAGAAACTTATGGACCATATG 300 
LMLL       GGTATATAGTAGTACGCTCTTTAACATTCAAGACTAACAAAGAAACTTATGGACCATATG 300 
           ************************************************************ 
 
pGEM_LMLL  GAGTTACAAGCGGCACACATTTTAAGCTCCCAATCCAAAATGGCTTAATTGTTGGATTTA 360 
LMLL       GAGTTACAAGCGGCACACATTTTAAGCTCCCAATCCAAAATGGCTTAATTGTTGGATTTA 360 
           ************************************************************ 
 
pGEM_LMLL  AAGGAAGTGTCGGCTATTGGTTGGACTACATTGGGTTTCACTTAGCACTTCTGGTGGGCC 420 
LMLL       AAGGAAGTGTCGGCTATTGGTTGGACTACATTGGGTTTCACTTAGCACTTCTGGTGGGCC 420 
           ************************************************************ 
 
pGEM_LMLL  GCGGCAGCCTCGAGAT 436 
LMLL       GCGGCAGCCTCGAGAT 436 
           **************** 

 
ภาพที ่38  การเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ากการตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง  

 pGEM-LMLL กบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี LMLL โดยใชโ้ปรแกรม ClustalW ลาํดบั    

 นิวคลีโอไทดข์อง pGEM-LMLL ตรงกบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี LMLL ทุก 

                  นิวคลีโอไทด์
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1.2  การสร้างรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด MLL1 ในเวคเตอร์ pET21a 

 

การสร้างรีคอมบิแนนทย์นี MLL1 โดยใชเ้วคเตอร์ pET21a เป็น expression vector

ตดัแต่ละยนีจาก pGEM-fMLL, pGEM-nsMLL และ pGEM-LMLL และตดัพลาสมิดของเวคเตอร์ 

pET21a ดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ NheI และ XhoI  จากนั้นนาํส่วนของช้ินยนีและพลาสมิดของ

เวคเตอร์ท่ีถูกตดัมาเช่ือมต่อกนัดว้ยเอนไซม ์T4 DNA ligase แลว้ขนถ่ายยนีเขา้สู่เซลลแ์บคทีเรีย 

E.coli สายพนัธ์ุ DH5α พบวา่ยนีของ fMLL, nsMLL และ LMLL สามารถแทรกเขา้สู่พลาสมิดของ 

pET21a ไดส้าํเร็จและเรียกรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดวา่ pET-fMLL, pET-nsMLL และ pET-LMLL 

ตามลาํดบั ตรวจสอบรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดท่ีไดด้ว้ยวิธีโคโลนีพีซีอาร์  และตรวจสอบขนาดของ

ผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์โดยใชเ้ทคนิค agarose gel electrophoresis พบวา่รีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pET-

fMLL ไดท้ั้งหมด 6 โคโลนี ตรวจสอบดว้ยวิธีโคโลนีพีซีอาร์มียนี fMLL ในโคโลนีท่ี 2, 3 และ 5 

(ภาพท่ี 39)   รีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pET-nsMLLไดท้ั้งหมด 5 โคโลนี มียนี nsMLL ในโคโลนีท่ี  1 

และ 5 (ภาพท่ี 40) รีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pET-LMLL ไดท้ั้งหมด 10 โคโลนี มียนี LMLL ใน

โคโลนีท่ี 2, 3, 5, 6, 7 และ 8 (ภาพท่ี 41) จากนั้นเลือกรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดอยา่งละ 1 โคลน โดย 

pET-fMLL เลือกโคลนท่ี 2, pET-nsMLL เลือกโคลนท่ี 5 และ pET-LMLL เลือกโคลนท่ี 3 ทาํการ

สกดัพลาสมิด แลว้ตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีแต่ละโคลน ดว้ยเทคนิค Sequencing DNA 

พบวา่รีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pET-fMLL และ pET-nsMLL มีลาํดบันิวคลีโอไทดต์รงกบัลาํดบั     

นิวคลีโอไทดข์องยนี fMLL และ nsMLL ทุกนิวคลีโอไทด ์ตามลาํดบั (ภาพท่ี 42  และภาพท่ี 43) แต่

รีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pET-LMLL มีลาํดบันิวคลีโอไทดผ์ดิ 1 ตาํแหน่ง ท่ีตาํแหน่ง 448 (ภาพท่ี 

44) เม่ือทาํการแปลรหสัของลาํดบันิวคลีโอไทดเ์ป็นลาํดบักรดอะมิโนโดยใชโ้ปรแกรม Translation 

(http://au.expasy.org/tools/dna.html) และทาํการเปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโนโดยใชโ้ปรแกรม 
ClustalW พบวา่กรดอะมิโนเปล่ียนไป 1 ตาํแหน่ง จากกรดอะมิโนไอโซลิวซีน (I) เป็นกรดอะมิโน

วาลีน (V) แต่เน่ืองจากกรดอะมิโนท่ีเปล่ียนไปเป็นกรดอะมิโนในกลุ่มไม่มีขั้วเหมือนกนั (ภาพท่ี 

45) และไม่อยูใ่นบริเวณจบัจาํเพาะ จึงไม่น่าจะมีผลต่อโครงสร้างและการทาํงานของโปรตีนเลคติน 

จึงนาํโคลนท่ีไดท้ั้ง 3 โคลน มาศึกษาการแสดงออกของโปรตีนต่อไป 
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ภาพที ่39  การตรวจสอบยนีดว้ยวิธีพีซีอาร์ของ pET-fMLL ทั้ง 6 โคโลนี มียนี fMLL 3 โคโลนี มี  

 ขนาดประมาณ 700 คู่เบส เปรียบเทียบกบัขนาดดีเอน็เอมาตรฐาน 1 kb ตรวจสอบดว้ย  

 1% agarose gel electrophoresis  

 

 

 

ภาพที ่40  การตรวจสอบยนีดว้ยวิธีพีซีอาร์ของ pET-nsMLL ทั้ง 5 โคโลนี มียนี nsMLL   

 2 โคโลนี มีขนาดประมาณ 500 คู่เบส เปรียบเทียบกบัขนาดดีเอน็เอมาตรฐาน 1 kb  

 ตรวจสอบดว้ย 1% agarose gel electrophoresis  
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ภาพที ่41  การตรวจสอบยนีดว้ยวิธีพีซีอาร์ของ pET-LMLL ทั้ง 10 โคโลนี มียนี LMLL 6 โคโลนี มี 

 ขนาดประมาณ 450 คู่เบส เปรียบเทียบกบัขนาดดีเอน็เอมาตรฐาน 1 kb ตรวจสอบดว้ย  

 1% agarose gel electrophoresis  
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pET_fMLL  GGAAGCTAGCATGCTGATGGCTTCGTCTTCCTTTCTCTCCCTCTCCTTCCTCGTCCTCCT 60 
fMLL      GGAAGCTAGCATGCTGATGGCTTCGTCTTCCTTTCTCTCCCTCTCCTTCCTCGTCCTCCT 60 
          ************************************************************ 
 
pET_fMLL  CTTCTCTATCTCCTCTGCCAACACCCGAAAGTGGTCCTTGTCAAATGTTCTCGATCAGAA 120 
fMLL      CTTCTCTATCTCCTCTGCCAACACCCGAAAGTGGTCCTTGTCAAATGTTCTCGATCAGAA 120 
          ************************************************************ 
 
pET_fMLL  ACCGATCAGCATAATCGAGGCCGCCATTGGAGTTTCTGAAGACCTTCTTAATCTCAATGG 180 
fMLL      ACCGATCAGCATAATCGAGGCCGCCATTGGAGTTTCTGAAGACCTTCTTAATCTCAATGG 180 
          ************************************************************ 
 
pET_fMLL  GATGGAAGCTAAAAACAATCAACAAAGTGGGAAAAGTCAGACGATAGTTGTAGGAACATG 240 
fMLL      GATGGAAGCTAAAAACAATCAACAAAGTGGGAAAAGTCAGACGATAGTTGTAGGAACATG 240 
          ************************************************************ 
 
pET_fMLL  GGGAGCCCAAGCGACTAGCTCTAATGGTGTGGCTTTTGATGACGGTTCATACACCGGAAT 300 
fMLL      GGGAGCCCAAGCGACTAGCTCTAATGGTGTGGCTTTTGATGACGGTTCATACACCGGAAT 300 
          ************************************************************ 
 
pET_fMLL  AAGAGAAATCAATTTTGAATATAATAATGAAACTGCTATCGGGAGTATTCAAGTGACCTA 360 
fMLL      AAGAGAAATCAATTTTGAATATAATAATGAAACTGCTATCGGGAGTATTCAAGTGACCTA 360 
          ************************************************************ 
 
pET_fMLL  CGATGTGAATGGTACGCCATTTGAAGCAAAAAAACATGCCAGCTTTATAACAGGCTTCAC 420 
fMLL      CGATGTGAATGGTACGCCATTTGAAGCAAAAAAACATGCCAGCTTTATAACAGGCTTCAC 420 
          ************************************************************ 
 
pET_fMLL  ACCAGTAAAGATTTCCTTAGACTTTCCAAGTGAGTATATAGCTGAAGTGAGCGGGTACAC 480 
fMLL      ACCAGTAAAGATTTCCTTAGACTTTCCAAGTGAGTATATAGCTGAAGTGAGCGGGTACAC 480 
          ************************************************************ 
 
pET_fMLL  TGGTAAAGTGAGCGGGTATATAGTAGTACGCTCTTTAACATTCAAGACTAACAAAGAAAC 540 
fMLL      TGGTAAAGTGAGCGGGTATATAGTAGTACGCTCTTTAACATTCAAGACTAACAAAGAAAC 540 
          ************************************************************ 
 
pET_fMLL  TTATGGACCATATGGAGTTACAAGCGGCACACATTTTAAGCTCCCAATCCAAAATGGCTT 600 
fMLL      TTATGGACCATATGGAGTTACAAGCGGCACACATTTTAAGCTCCCAATCCAAAATGGCTT 600 
          ************************************************************ 
 
pET_fMLL  AATTGTTGGATTTAAAGGAAGTGTCGGCTATTGGTTGGACTACATTGGGTTTCACTTAGC 660 
fMLL      AATTGTTGGATTTAAAGGAAGTGTCGGCTATTGGTTGGACTACATTGGGTTTCACTTAGC 660 
          ************************************************************ 
 
pET_fMLL  ACTT 664 
fMLL      ACTT 664 
          **** 

 

ภาพที ่42  การเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ากการตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง  

 pET-fMLL กบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี fMLL โดยใชโ้ปรแกรม ClustalW ลาํดบั    

 นิวคลีโอไทดข์อง pET-fMLL ตรงกบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี fMLL ทุก                    

 นิวคลีโอไทด ์
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pET_nsMLL  GCTAGCATGAACAATCAACAAAGTGGGAAAAGTCAGACGATAGTTGTAGGAACATGGGGA 60 
nsMLL      GCTAGCATGAACAATCAACAAAGTGGGAAAAGTCAGACGATAGTTGTAGGAACATGGGGA 60 
           ************************************************************ 
 
pET_nsMLL  GCCCAAGCGACTAGCTCTAATGGTGTGGCTTTTGATGACGGTTCATACACCGGAATAAGA 120 
nsMLL      GCCCAAGCGACTAGCTCTAATGGTGTGGCTTTTGATGACGGTTCATACACCGGAATAAGA 120 
           ************************************************************ 
 
pET_nsMLL  GAAATCAATTTTGAATATAATAATGAAACTGCTATCGGGAGTATTCAAGTGACCTACGAT 180 
nsMLL      GAAATCAATTTTGAATATAATAATGAAACTGCTATCGGGAGTATTCAAGTGACCTACGAT 180 
           ************************************************************ 
 
pET_nsMLL  GTGAATGGTACGCCATTTGAAGCAAAAAAACATGCCAGCTTTATAACAGGCTTCACACCA 240 
nsMLL      GTGAATGGTACGCCATTTGAAGCAAAAAAACATGCCAGCTTTATAACAGGCTTCACACCA 240 
           ************************************************************ 
 
pET_nsMLL  GTAAAGATTTCCTTAGACTTTCCAAGTGAGTATATAGCTGAAGTGAGCGGGTACACTGGT 300 
nsMLL      GTAAAGATTTCCTTAGACTTTCCAAGTGAGTATATAGCTGAAGTGAGCGGGTACACTGGT 300 
           ************************************************************ 
 
pET_nsMLL  AAAGTGAGCGGGTATATAGTAGTACGCTCTTTAACATTCAAGACTAACAAAGAAACTTAT 360 
nsMLL      AAAGTGAGCGGGTATATAGTAGTACGCTCTTTAACATTCAAGACTAACAAAGAAACTTAT 360 
           ************************************************************ 
 
pET_nsMLL  GGACCATATGGAGTTACAAGCGGCACACATTTTAAGCTCCCAATCCAAAATGGCTTAATT 420 
nsMLL      GGACCATATGGAGTTACAAGCGGCACACATTTTAAGCTCCCAATCCAAAATGGCTTAATT 420 
           ************************************************************ 
 
pET_nsMLL  GTTGGATTTAAAGGAAGTGTCGGCTATTGGTTGGACTACATTGGGTTTCACTT 473 
nsMLL      GTTGGATTTAAAGGAAGTGTCGGCTATTGGTTGGACTACATTGGGTTTCACTT 473 
           ***************************************************** 

 

ภาพที ่43  การเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ากการตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง  

 pET-nsMLL กบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี nsMLL โดยใชโ้ปรแกรม ClustalW ลาํดบั    

 นิวคลีโอไทดข์อง pET-nsMLL ตรงกบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี nsMLL ทุก                   

 นิวคลีโอไทด ์
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pET_LMLL  ATGCTAGCATGGGCGTGGCGTTTGATGATGGTTCATACACCGGAATAAGAGAAATCAATT 60 
LMLL      ATGCTAGCATGGGCGTGGCGTTTGATGATGGTTCATACACCGGAATAAGAGAAATCAATT 60 
          ************************************************************ 
 
pET_LMLL  TTGAATATAATAATGAAACTGCTATCGGGAGTATTCAAGTGACCTACGATGTGAATGGTA 120 
LMLL      TTGAATATAATAATGAAACTGCTATCGGGAGTATTCAAGTGACCTACGATGTGAATGGTA 120 
          ************************************************************ 
 
pET_LMLL  CGCCATTTGAAGCAAAAAAACATGCCAGCTTTATAACAGGCTTCACACCAGTAAAGATTT 180 
LMLL      CGCCATTTGAAGCAAAAAAACATGCCAGCTTTATAACAGGCTTCACACCAGTAAAGATTT 180 
          ************************************************************ 
 
pET_LMLL  CCTTAGACTTTCCAAGTGAGTATATAGCTGAAGTGAGCGGGTACACTGGTAAAGTGAGCG 240 
LMLL      CCTTAGACTTTCCAAGTGAGTATATAGCTGAAGTGAGCGGGTACACTGGTAAAGTGAGCG 240 
          ************************************************************ 
 
pET_LMLL  GGTATATAGTAGTACGCTCTTTAACATTCAAGACTAACAAAGAAACTTATGGACCATATG 300 
LMLL      GGTATATAGTAGTACGCTCTTTAACATTCAAGACTAACAAAGAAACTTATGGACCATATG 300 
          ************************************************************ 
 
pET_LMLL  GAGTTACAAGCGGCACACATTTTAAGCTCCCAATCCAAAATGGCTTAGTTGTTGGATTTA 360 
LMLL      GAGTTACAAGCGGCACACATTTTAAGCTCCCAATCCAAAATGGCTTAATTGTTGGATTTA 360 
          *********************************************** ************ 
 
pET_LMLL  AAGGAAGTGTCGGCTATTGGTTGGACTACATTGGGTTTCACTTAGCACTT 410 
LMLL      AAGGAAGTGTCGGCTATTGGTTGGACTACATTGGGTTTCACTTAGCACTT 410 
          ************************************************** 

 

ภาพที ่44  การเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ากการตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง  

 pET-LMLL กบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี LMLL โดยใชโ้ปรแกรม ClustalW ลาํดบั    

 นิวคลีโอไทดข์อง pET-LMLL ผดิ 1 ตาํแหน่ง  ท่ีตาํแหน่ง 448 

 
LMLL       MGVAFDDGSYTGIREINFEYNNETAIGSIQVTYDVNGTPFEAKKHASFITGFTPVKISLD 60 
pET-LMLL   MGVAFDDGSYTGIREINFEYNNETAIGSIQVTYDVNGTPFEAKKHASFITGFTPVKISLD 60 
           ************************************************************ 
 
LMLL       FPSEYIAEVSGYTGKVSGYIVVRSLTFKTNKETYGPYGVTSGTHFKLPIQNGLIVGFKGS 120 
pET-LMLL   FPSEYIAEVSGYTGKVSGYIVVRSLTFKTNKETYGPYGVTSGTHFKLPIQNGLVVGFKGS 120 
           *****************************************************:****** 
 
LMLL       VGYWLDYIGFHLALLVGRGSLE 142 
pET-LMLL   VGYWLDYIGFHLALLVGRGSLE 142 
           ********************** 

 

ภาพที ่45  การเปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโนของ pET-LMLL กบัลาํดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากการ 

 แปลรหสัของการตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง pET-LMLL พบกรดอะมิโน 

 เปล่ียนจากกรดอะมิโนไอโซลิวซีน (I) เป็นกรดอะมิโนวาลีน (V) (Highlight) 
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1.3  การเหน่ียวนาํใหโ้ปรตีนเลคตินแสดงออก 

 

1.3.1  การถ่ายรีคอมบิแนนทเ์ลคตินเขา้สู่ E.coli BL21(DE3)  และการแสดงออก 

 

เม่ือไดรี้คอมบิแนนทพ์ลาสมิดของ pET-fMLL, pET-nsMLL และ pET-LMLL จึง

นาํมาถ่ายยนีเขา้สู่เซลลแ์บคทีเรีย E.coli สายพนัธ์ุ BL21(DE3) เพื่อเหน่ียวนาํใหเ้ซลลแ์บคทีเรีย

สงัเคราะห์โปรตีน โดยเซลลแ์บคทีเรียจะถูกกระตุน้ใหผ้ลิตรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนดว้ย 0.2% 

Lactose  ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ซ่ึงจากลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง pET-fMLL เม่ือแปลรหสัเป็น

ลาํดบักรดอะมิโนและรวมกรดอะมิโนฮีสติดีนของเวคเตอร์อีก 6 เรซิดิว รวมแลว้มีกรดอะมิโน

ทั้งหมด 232 เรซิดิว คาํนวณเป็นนํ้าหนกัโมเลกดุว้ยโปรแกรม FastPCR ได ้25.50 kDa, pET-nsMLL 

มี 172 เรซิดิว ได ้18.97 kDa และ pET-LMLL มี 148 เรซิดิว ได ้16.50 kDa ตามลาํดบั ตรวจสอบ

การแสดงออกของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนดว้ย 15% SDS-PAGE พบวา่ pET-fMLL ไม่มีการ

สงัเคราะห์โปรตีนเป้าหมาย จากการวิเคราะห์ขนาดของโปรตีนไม่มีแถบโปรตีนเพิ่มข้ึนมาจากแถบ

โปรตีนทัว่ไปของเซลลแ์บคทีเรีย (ภาพท่ี 46) ในขณะท่ี pET-nsMLL มีแถบโปรตีนเพิ่มข้ึนมา ซ่ึง

ตรวจสอบขนาดโปรตีนดว้ยโปรแกรม Infinity-Capt ไดข้นาดประมาณ 13 kDa และ 9 kDa (ภาพท่ี 

46 และภาพท่ี 47) และ pET-LMLL มีแถบโปรตีนเพิ่มข้ึนมาท่ีขนาดประมาณ 16 kDa และ 13 kDa 

(ภาพท่ี 46  และภาพท่ี 47 ) นอกจากน้ียงัพบวา่โปรตีนส่วนใหญ่เป็น inclusion bodies อีกดว้ย  

 

การหาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีทาํใหรี้คอมบิแนนทโ์ปรตีนอยูใ่นสถานะละลายนํ้า 

(soluble) ดว้ยการปรับเปล่ียนอุณหภูมิและสารท่ีใชเ้หน่ียวนาํเซลลแ์บคทีเรียใหมี้การแสดงออกของ

รีคอมบิแนนทโ์ปรตีน เม่ือเปรียบเทียบเซลลแ์บคทีเรียท่ีมีรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pET-nsMLL ท่ี

เล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส เซลลแ์บคทีเรียมีการแสดงออกของรีคอม-

บิแนนทโ์ปรตีนนอ้ยมาก แต่เซลลท่ี์เล้ียงอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มีการแสดงออกของรีคอม-

บิแนนทโ์ปรตีนปกติ ส่วนเซลลแ์บคทีเรียท่ีมีรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pET-LMLL ท่ีเล้ียงในอาหาร

เล้ียงเช้ือทั้งท่ีอุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส และ 37 องศาเซลเซียส มีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์

โปรตีนปกติ เม่ือเทียบปริมาณโปรตีนท่ีไดจ้ากการเหน่ียวนาํเซลลแ์บคทีเรียดว้ย 0.2% Lactose และ 

1mM IPTG เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณโปรตีนท่ีไดไ้ม่แตกต่างกนั (ภาพท่ี 48) และ

การหาเวลาในการเหน่ียวนาํท่ีเหมาะสมสาํหรับการแสดงออกของโปรตีนนั้น เปรียบเทียบโดยเล้ียง

เซลลท่ี์อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และเหน่ียวนาํดว้ย 0.2% Lactose  เร่ิมตน้ท่ี 1, 2, 4 และ 6  ชัว่โมง 

พบวา่การผลิตโปรตีนในชัว่โมงท่ี 4  มีการผลิตโปรตีนไดป้ริมาณมาก และเร่ิมมีปริมาณโปรตีน
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คงท่ีในชัว่โมงท่ี 6 ของการกระตุน้ (ภาพท่ี 49)  ดงันั้นสภาวะท่ีเหมาะสมสาํหรับการแสดงออกของ

รีคอมบิแนนทโ์ปรตีนทั้ง pET-nsMLL และ pET-LMLL คือ เล้ียงเซลลแ์บคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือ

ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เหน่ียวนาํเซลลด์ว้ย 0.2% Lactose  เป็นเวลา 4 ชัว่โมง แต่รีคอม

บิแนนทโ์ปรตีน pET-nsMLL และ pET-LMLL ยงัคงเป็น inclusion bodies เช่นเดิม (ภาพท่ี 50) 

 

 

 

ภาพที ่46  การแสดงออกของโปรตีนจากเซลลแ์บคทีเรียท่ีมีรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pET-fMLL,   

 pET-nsMLL และ pET-LMLL ท่ีเหน่ียวนาํดว้ย 0.2% Lactose  อุณหภูมิ 37 องศา  

 เซลเซียส ตรวจสอบดว้ย 15% SDS-PAGE   

  M คือ Protein Marker, I คือ induced, N คือ non-induced 
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ภาพที ่47  การแสดงออกของโปรตีนจากเซลลแ์บคทีเรียท่ีมีรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pET-nsMLL   

 และ pET-LMLL ท่ีเหน่ียวนาํดว้ย 0.2% Lactose อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ตรวจสอบ  

 ดว้ย 15% SDS-PAGE  M คือ Protein Marker, I คือ induced, N คือ non-induced        

  

 
 

ภาพที ่48  การหาอุณหภูมิและสารเหน่ียวนาํท่ีเหมาะสมในการแสดงออกของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน   

 pET-nsMLL และ pET-LMLL  

  M คือ Protein Marker, N คือ non-induced, Lac คือ 0.2% Lactose, IPTG คือ 1 mM IPTG 
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ภาพที ่49  การหาเวลาในการเหน่ียวนาํท่ีเหมาะสมสาํหรับการแสดงออกของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน  

M คือ Protein Marker, N คือ non-induced, หมายเลข 1, 2, 4, 6 คือ จาํนวนชัว่โมงในการ

เหน่ียวนาํ 

 

 
 

ภาพที ่50  การแสดงออกของโปรตีน pET-LMLL ท่ีอุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส พบโปรตีนทั้งใน  

 ส่วนใส (supernatant) และตะกอน (pellet)  

 M คือ Protein Marker, I คือ induced, N คือ non-induced, S คือ Supernatant, P คือ Pellet 
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1.3  การตรวจสอบโปรตีนดว้ย Western blot 

 

การทาํ Western blot เพื่อตรวจสอบโปรตีนท่ีไดจ้ากการสร้างรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด

ในเวคเตอร์ pET21a ท่ีมี His-tag ติดอยูด่า้น C-terminal ดว้ย Penta-His Alexa Fluor Conjugates 

พบวา่ pET-nsMLL และ pET-LMLL มีความจาํเพาะต่อ Penta-His Alexa Fluor Conjugates เม่ือ

ตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยาดว้ย chemiluminescence ดว้ยแผน่ฟิลม์ X-ray (ภาพท่ี 51) และมีขนาด

ตรงกบัการตรวจสอบดว้ย 15% SDS-PAGE แสดงวา่การสร้างรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pET-nsMLL 

และ pET-LMLL มีการแสดงออกของยนีท่ีโคลนเขา้ไปในตาํแหน่งท่ีตอ้งการ แต่ pET-fMLL ไม่

สามารถตรวจสอบดว้ยการทาํ Western blot ได ้เน่ืองจากไม่มีการแสดงออกของโปรตีน  

 

 
 

ภาพที ่51  การตรวจสอบโปรตีนดว้ยเทคนิค Western blot เปรียบเทียบกบัเทคนิค SDS-PAGE โดย 

 ใช ้15% SDS PAGE (I คือ induced) 

  A คือ การตรวจสอบโปรตีนก่อนการขนยา้ยโปรตีน 

  B คือ การตรวจสอบโปรตีนดว้ย Western blot เกิดปฏิกิริยาดว้ย chemiluminescence   

     ดว้ยแผน่ฟิลม์ X-ray  
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1.4  การทาํใหโ้ปรตีนบริสุทธ์ิ 

 

เม่ือไดส้ภาวะท่ีเหมาะสมในการแสดงออกของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน นาํรีคอม-

บิแนนทโ์ปรตีน pET-nsMLL และ pET-LMLL ท่ีกระตุน้ใหมี้การผลิตโปรตีนในเซลลแ์บคทีเรียมา

ทาํใหบ้ริสุทธ์ิแบบเสียสภาพธรรมชาติดว้ยวิธี affinity chromatography ผา่นคอลมันท่ี์มี nickel 

chelate resin โดยทาํใหผ้นงัเซลลแ์ตกดว้ยสารละลาย lysis buffer แลว้นาํไปทาํใหเ้ซลลแ์ตกมากข้ึน

ดว้ยเคร่ือง sonicator และป่ันแยกตะกอนกบัส่วนใส นาํส่วนใสไปเติมลงในคอลมัน์ ลา้งแยกส่วนท่ี

ไม่จบักบัคอลมัน์ออก ชะเอาโปรตีนท่ีตอ้งการ แลว้นาํโปรตีนท่ีไดจ้ากการชะ มาตรวจสอบขนาด 

และความบริสุทธ์ิดว้ย 15% SDS-PAGE พบวา่ไดรี้คอมบิแนนทโ์ปรตีน pET-nsMLL ท่ีมีขนาด

ประมาณ 13 kDa โปรตีนท่ีไดไ้ม่บริสุทธ์ิ เม่ือเทียบกบัส่วนใสท่ียงัไม่ไดเ้ติมลงในคอลมัน์ (ภาพท่ี 

52) ในขณะท่ีรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน pET-LMLL นั้นมีแถบโปรตีนแถบเดียวท่ีขนาดประมาณ 16 

kDa โปรตีนท่ีไดไ้ม่บริสุทธ์ิ เม่ือเทียบกบัส่วนใส (ภาพท่ี 53) จากนั้นนาํรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนทั้ง 

pET-nsMLL และ pET-LMLL ท่ีไดจ้ากการทาํใหบ้ริสุทธ์ิ มาเพิ่มความเขม้ขน้ ปรากฏวา่โปรตีนเกิด

การรวมกลุ่มตกตะกอน จึงไม่สามารถนาํไปตรวจสอบกิจกรรมของโปรตีนได ้ จึงทาํการหาสภาวะ

ท่ีทาํใหโ้ปรตีนอยูใ่นโครงสร้างท่ีถูกตอ้งและสามารถทาํงานได ้

 

1.5  การมว้นพบัของโปรตีน (Refold Protein) 

 

การปรับสภาวะเพื่อทาํใหรี้คอมบิแนนทโ์ปรตีนอยูใ่นโครงสร้างท่ีถูกตอ้งและสามารถ

ทาํงานได ้โดยนาํไปทาํ Refold Protein ใน 96 well-plate พบวา่สภาวะท่ีเหมาะสมสาํหรับรีคอม-

บิแนนทโ์ปรตีนทั้ง pET-nsMLL และ pET-LMLL ประกอบดว้ย 50 mM Tris pH 8.0,  2 mM DTT,  

200 mM NaCl, 0.5% PEG-4000 และ 800 mM Arg-HCl  และนาํสภาวะท่ีไดน้ี้ไปทาํใหโ้ปรตีนเกิด

การมว้นพบัในปริมาณมากแลว้นาํไปตวรจสอบกิจกรรมของโปรตีนดว้ยวิธี Hemaglutination assay 
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ภาพที ่52  การตรวจสอบขนาดและความบริสุทธ์ิของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน pET-nsMLL ดว้ย 

 15% SDS-PAGE  

 

 
 

ภาพที ่53  การตรวจสอบขนาดและความบริสุทธ์ิของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน pET-LMLL ดว้ย     

15% SDS-PAGE  
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1.6  การตรวจสอบกิจกรรมของโปรตีนดว้ยวิธีฮีแมกกลูติเนชนั (Hemaglutination assay) 

 

การตรวจสอบกิจกรรมของโปรตีนดว้ยวิธีฮีแมกกลูติเนชนั จะตรวจสอบกบัโปรตีน

ทั้งหมดจากเซลล ์(crude protein) และโปรตีนท่ีทาํใหบ้ริสุทธ์ิแลว้ โดยเล้ียงเซลลแ์บคทีเรียท่ีมี         

รีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดทั้ง pET-nsMLL และ pET-LMLL ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทาํใหเ้ซลล์

แตก ป่ันแยกตะกอนกบัส่วนใส นาํส่วนใสตรวจสอบกิจกรรมของโปรตีนดว้ยวิธีฮีแมกกลูติเนชนั 

พบวา่รีคอมบิแนนทโ์ปรตีนจากทั้ง pET-nsMLL และ pET-LMLL ไม่สามารถทาํใหเ้ซลลเ์มด็เลือด

แดงของกระต่ายรวมกลุ่มตกตะกอนได ้(ภาพท่ี 54) จากนั้นเล้ียงเซลลแ์บคทีเรียท่ีมีรีคอมบิแนนท ์

พลาสมิดทั้ง pET-nsMLL และ pET-LMLL ท่ีอุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส พบวา่รีคอมบิแนนท์

โปรตีน pET-nsMLL มีการแสดงออกของโปรตีนนอ้ยมาก ไม่สามารถนาํมาตรวจสอบกิจกรรม

โปรตีนได ้ส่วนรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน pET-LMLL มีการแสดงออกของโปรตีน จึงนาํมาทาํใหเ้ซลล์

แตก ป่ันแยกตะกอนกบัส่วนใส นาํส่วนใสมาตรวจสอบกิจกรรมของโปรตีน พบวา่ pET-LMLL ก็

ไม่สามารถทาํใหเ้ซลลเ์มด็เลือดแดงของกระต่ายรวมกลุ่มตกตะกอนไดเ้ช่นกนั (ภาพท่ี 55) จากนั้น

เล้ียงเซลลแ์บคทีเรียท่ีมีรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดจาก pET-nsMLL และ pET-LMLL ท่ีอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส และทาํใหบ้ริสุทธ์ิ แลว้เพิ่มความเขม้ขน้ของโปรตีน ปรากฏวา่โปรตีนเกิดการ

รวมกลุ่มตกตะกอน ไม่สามารถตรวจสอบกิจกรรมของโปรตีนได ้จึงทาํใหเ้กิดการมว้นพบัของ

โปรตีน เพื่อใหโ้ปรตีนอยูใ่นโครงสร้างท่ีเหมาะสมและสามารถทาํงานได ้แลว้นาํมาตรวจสอบ

กิจกรรมของโปรตีน พบวา่ crude protein จากการมว้นพบัของโปรตีนทั้ง pET-nsMLL และ pET-

LMLL ทาํใหเ้ซลลเ์มด็เลือดแดงรวมกลุ่มตกตะกอนได ้แต่เม่ือความเขม้ขน้โปรตีนลดลงคร่ึงหน่ึง

เซลลเ์มด็เลือดแดงไม่รวมกลุ่มตกตะกอน ทาํใหผ้ลการทดลองไม่น่าเช่ือถือ จึงทาํการเพิ่มความ

เขม้ขน้โปรตีน แต่โปรตีนเกิดการรวมกนัเป็นตะกอนจึงไม่สามารถตรวจสอบกิจกรรมโปรตีนต่อได ้

ดงันั้นจึงสรุปวา่รีคอมบิแนนทโ์ปรตีนจากทั้ง pET-nsMLL และ pET-LMLL ไม่มีกิจกรรมโปรตีน

เม่ือเทียบกบั 1 mg/ml RIP 1 inactive lectin (circin จากเน้ือเมลด็สบู่ดาํ) ซ่ึงเป็นโปรตีนควบคุม 

(ภาพท่ี 56)  
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ภาพที ่54  การตรวจสอบกิจกรรมของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน pET-nsMLL และ  pET-LMLL โดย  

 เล้ียงเซลลท่ี์อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปรียบเทียบกบั Positive control    

 

 
 

ภาพที ่55  การตรวจสอบกิจกรรมของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน pET-LMLL โดยเล้ียงเซลลท่ี์ 

 อุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส  เปรียบเทียบกบั Negative และ Positive control    
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ภาพที ่56  การตรวจสอบกิจกรรมของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน pET-nsMLL และ pET-LMLL จาก

โปรตีนท่ีทาํใหบ้ริสุทธ์ิและทาํใหเ้กิดการมว้นพบัของโปรตีน  

 

 การศึกษาการแสดงออกของ MLL1 ในเซลลแ์บคทีเรีย ท่ีแบ่งลาํดบันิวคลีโอไทดเ์ป็น 3 

ส่วน พบวา่โคลนท่ีมีการแสดงออกของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน คือ pET-nsMLL และ pET-LMLL 

จากการคาํนวนหานํ้าหนกัโมเลกลุของโปรตีนจากแถบโปรตีนท่ีเพิ่มข้ึนมาจาก 15% SDS-PAGE 

พบวา่รีคอมบิแนนทโ์ปรตีน pET-nsMLL มีนํ้ าหนกัโมเลกลุ 13 kDa และ 9 kDa ส่วนรีคอมบิแนนท์

โปรตีน pET-LMLL มีนํ้ าหนกัโมเลกลุ 16 kDa และ13 kDa แต่รีคอมบิแนนทโ์ปรตีนทั้ง pET-

nsMLL และ pET-LMLL ไม่มีกิจกรรมโปรตีนเม่ือตรวจสอบดว้ยฮีแมกกลูติเนชนั 

 

 จากการศึกษาโปรตีนเลคติน MLL1 ในธรรมชาติมีนํ้ าตาลเป็นองคป์ระกอบ 8.8 % 

(Ratanapo et al., 1998) ดงันั้นอาจเป็นไปไดว้า่รีคอมบิแนนทโ์ปรตีนท่ีไดจ้ากการแสดงออกใน

เซลลแ์บคทีเรียไม่มีนํ้ าตาลเป็นองคป์ระกอบ เน่ืองจากไม่มีไกลโคซิเลชนัเกิดข้ึน ทาํใหรี้คอม-

บิแนนทโ์ปรตีนท่ีไดไ้ม่มีกิจกรรมของโปรตีน จึงทาํการเปล่ียนเซลลเ์จา้บา้นท่ีใชใ้นการแสดงออก

ของโปรตีนจากการแสดงออกในเซลลแ์บคทีเรีย เปล่ียนเป็นเซลลแ์มลงเพื่อใหโ้ปรตีนเกิด          

ไกลโคซิเลชนัและสามารถทาํงานได ้
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2.  การสร้างและการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเลคตินในเซลล์แมลง 

 

2.1  การสร้างรีคอมบิแนนทย์นีเลคตินเขา้เวคเตอร์ pFastBacHT-A 

 

การสร้างรีคอมบิแนนทย์นี MLL1 เขา้เวคเตอร์ pFastBacHT-A  โดยทาํการเพิ่ม

ปริมาณดีเอน็เอดว้ยวิธีพีซีอาร์แต่ละส่วน จาก pGEM-fMLL แลว้ตดัผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ และเวคเตอร์ 

pFastBacHT A  ดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ NcoI และ XhoI  จากนั้นนาํส่วนของยนีและเวคเตอร์ท่ีถูก

ตดัมาเช่ือมต่อกนัดว้ยเอนไซม ์T4 DNA ligase แลว้ขนยา้ยยนีเขา้สู่เซลลแ์บคทีเรีย E.coli สายพนัธ์ุ 

DH5α ตรวจสอบการขนยา้ยรีคอมบิแนนทย์นีท่ีไดด้ว้ยวิธีโคโลนีพีซีอาร์ โดยเลือกมาตรวจสอบ

อยา่งละ 4 โคโลนี พบวา่ pFast-fMLL ตรวจสอบแลว้มียนี fMLL ในโคโลนีท่ี 1 และ 2 ท่ีขนาด

ประมาณ 700 คู่เบส (ภาพท่ี 57)  pFast-nsMLLตรวจสอบแลว้มียนี nsMLL ทั้ง 4 โคโลนี ท่ีขนาด

ประมาณ 500 คู่เบส (ภาพท่ี 58)  

 

 
 

ภาพที ่57  การตรวจสอบยนีดว้ยวิธีพีซีอาร์ของ pFast-fMLL ทั้งหมด 4 โคโลนี มียนี fMLL 2

โคโลนี มีขนาดประมาณ 700 คู่เบส โดยเปรียบเทียบกบัขนาดดีเอน็เอมาตรฐาน 1 kb 

ตรวจสอบดว้ย 1% agarose gel electrophoresis  
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ภาพที ่58  การตรวจสอบยนีดว้ยวิธีพีซีอาร์ของ pFast-nsMLL ทั้งหมด 4 โคโลนี มียนี nsMLL 4 

โคโลนี มีขนาดประมาณ 500 คู่เบส โดยเปรียบเทียบกบัขนาดดีเอน็เอมาตรฐาน 1 kb 

ตรวจสอบดว้ยเทคนิค 1% agarose gel electrophoresis  

 

 2.2  การเหน่ียวนาํใหโ้ปรตีนแสดงออกในเซลลแ์มลง 
 

        2.2.1  การขนยา้ยยนีเขา้สู่ E. coli สายพนัธ์ุ DH10Bac 

 

            เม่ือไดรี้คอมบิแนนทพ์ลาสมิดของ pFast-fMLL และ pFast-nsMLL สกดั  

พลาสมิด จากโคโลนีท่ี 1 ทั้ง 2 โคลน แลว้นาํรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดของ pFast-fMLL และ pFast-

nsMLL มาขนยา้ยยนีเขา้สู่ E. coli สายพนัธ์ุ DH10Bac จากนั้นเลือกโคโลนีสีขาวขุ่นมาตรวจสอบ

ดว้ยวิธีโคโลนีพีซีอาร์ โดยใชไ้พร์เมอร์ M13 เพื่อตรวจสอบรีคอมบิแนนทย์นีท่ีแทรกเขา้ไปใน

จีโนมของไวรัส การตรวจสอบส่วนของ Bacmid transposed ท่ีมี pFastBacHT-A ดว้ยไพร์เมอร์ 

M13 จะไดผ้ลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ท่ีมีขนาด 2.4 kb และเม่ือ pFastBacHT-A มีการแทรกของ MLL1 แต่

ละส่วน พบวา่ผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ของ pFast-fMLL ท่ีเขา้แทรกในจีโนมของไวรัสมีขนาดประมาณ 

3.1 kb และ pFast-nsMLL มีขนาดประมาณ 2.9 kb (ภาพท่ี 59) เม่ือรีคอมบิแนนทย์นี pFast-fMLL 

และ pFast-nsMLL แทรกเขา้ไปในจีโนมของไวรัสแลว้ ทาํการสกดัพลาสมิดแลว้ตรวจสอบลาํดบั  

นิวคลีโอไทดด์ว้ยวิธี DNA Seqeuncing พบวา่ Bacmid-pFast-fMLL (Bac-fMLL) และ Bacmid-

pFast-nsMLL (Bac-nsMLL) มีลาํดบันิวคลีโอไทดต์รงกบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี MLL1 ทุก    

นิวคลีโอไทด ์(ภาพท่ี 60  และภาพท่ี 61) จากนั้นศึกษาการแสดงออกของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนยนี 

Bac-fMLL และ Bac-nsMLL ในเซลลแ์มลงต่อไป 
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ภาพที ่59  การตรวจสอบรีคอมบิแนนทย์นีของ Bac-fMLL และ Bac-nsMLL ดว้ยวิธีพีซีอาร์ โดยใช ้ 

 ไพร์เมอร์ M13 เปรียบเทียบกบัขนาดดีเอน็เอมาตรฐาน 1 kb  
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Bac_fMLL  GCCATGGCTTCGTCTTCCTTTCTCTCCCTCTCCTTCCTCGTCCTCCTCTTCTCTATCTCC 60 
fMLL      GCCATGGCTTCGTCTTCCTTTCTCTCCCTCTCCTTCCTCGTCCTCCTCTTCTCTATCTCC 60 
          ************************************************************ 
 
Bac_fMLL  TCTGCCAACACCCGAAAGTGGTCCTTGTCAAATGTTCTCGATCAGAAACCGATCAGCATA 120 
fMLL      TCTGCCAACACCCGAAAGTGGTCCTTGTCAAATGTTCTCGATCAGAAACCGATCAGCATA 120 
          ************************************************************ 
 
Bac_fMLL  ATCGAGGCCGCCATTGGAGTTTCTGAAGACCTTCTTAATCTCAATGGGATGGAAGCTAAA 180 
fMLL      ATCGAGGCCGCCATTGGAGTTTCTGAAGACCTTCTTAATCTCAATGGGATGGAAGCTAAA 180 
          ************************************************************ 
 
Bac_fMLL  AACAATCAACAAAGTGGGAAAAGTCAGACGATAGTTGTAGGAACATGGGGAGCCCAAGCG 240 
fMLL      AACAATCAACAAAGTGGGAAAAGTCAGACGATAGTTGTAGGAACATGGGGAGCCCAAGCG 240 
          ************************************************************ 
 
Bac_fMLL  ACTAGCTCTAATGGTGTGGCTTTTGATGACGGTTCATACACCGGAATAAGAGAAATCAAT 300 
fMLL      ACTAGCTCTAATGGTGTGGCTTTTGATGACGGTTCATACACCGGAATAAGAGAAATCAAT 300 
          ************************************************************ 
 
Bac_fMLL  TTTGAATATAATAATGAAACTGCTATCGGGAGTATTCAAGTGACCTACGATGTGAATGGT 360 
fMLL      TTTGAATATAATAATGAAACTGCTATCGGGAGTATTCAAGTGACCTACGATGTGAATGGT 360 
          ************************************************************ 
 
Bac_fMLL  ACGCCATTTGAAGCAAAAAAACATGCCAGCTTTATAACAGGCTTCACACCAGTAAAGATT 420 
fMLL      ACGCCATTTGAAGCAAAAAAACATGCCAGCTTTATAACAGGCTTCACACCAGTAAAGATT 420 
          ************************************************************ 
 
Bac_fMLL  TCCTTAGACTTTCCAAGTGAGTATATAGCTGAAGTGAGCGGGTACACTGGTAAAGTGAGC 480 
fMLL      TCCTTAGACTTTCCAAGTGAGTATATAGCTGAAGTGAGCGGGTACACTGGTAAAGTGAGC 480 
          ************************************************************ 
 
Bac_fMLL  GGGTATATAGTAGTACGCTCTTTAACATTCAAGACTAACAAAGAAACTTATGGACCATAT 540 
fMLL      GGGTATATAGTAGTACGCTCTTTAACATTCAAGACTAACAAAGAAACTTATGGACCATAT 540 
          ************************************************************ 
 
Bac_fMLL  GGAGTTACAAGCGGCACACATTTTAAGCTCCCAATCCAAAATGGCTTAATTGTTGGATTT 600 
fMLL      GGAGTTACAAGCGGCACACATTTTAAGCTCCCAATCCAAAATGGCTTAATTGTTGGATTT 600 
          ************************************************************ 
 
Bac_fMLL  AAAGGAAGTGTCGGCTATTGGTTGGACTACATTGGGTTTCACTTAGCACTT 651 
fMLL      AAAGGAAGTGTCGGCTATTGGTTGGACTACATTGGGTTTCACTTAGCACTT 651 
          *************************************************** 

 

ภาพที ่60  การเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ากการตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง  

 Bac-fMLL กบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี fMLL โดยใชโ้ปรแกรม ClustalW ลาํดบั    

 นิวคลีโอไทดข์อง Bac-fMLL ตรงกบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี fMLL ทุก                      

 นิวคลีโอไทด ์
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Bac_nsMLL  GCCATGGGCCAACAAAGTGGGAAAAGTCAGACGATAGTTGTAGGAACATGGGGAGCCCAA 60 
nsMLL      GCCATGGGCCAACAAAGTGGGAAAAGTCAGACGATAGTTGTAGGAACATGGGGAGCCCAA 60 
           ************************************************************ 
 
Bac_nsMLL  GCGACTAGCTCTAATGGTGTGGCTTTTGATGACGGTTCATACACCGGAATAAGAGAAATC 120 
nsMLL      GCGACTAGCTCTAATGGTGTGGCTTTTGATGACGGTTCATACACCGGAATAAGAGAAATC 120 
           ************************************************************ 
 
Bac_nsMLL  AATTTTGAATATAATAATGAAACTGCTATCGGGAGTATTCAAGTGACCTACGATGTGAAT 180 
nsMLL      AATTTTGAATATAATAATGAAACTGCTATCGGGAGTATTCAAGTGACCTACGATGTGAAT 180 
           ************************************************************ 
 
Bac_nsMLL  GGTACGCCATTTGAAGCAAAAAAACATGCCAGCTTTATAACAGGCTTCACACCAGTAAAG 240 
nsMLL      GGTACGCCATTTGAAGCAAAAAAACATGCCAGCTTTATAACAGGCTTCACACCAGTAAAG 240 
           ************************************************************ 
 
Bac_nsMLL  ATTTCCTTAGACTTTCCAAGTGAGTATATAGCTGAAGTGAGCGGGTACACTGGTAAAGTG 300 
nsMLL      ATTTCCTTAGACTTTCCAAGTGAGTATATAGCTGAAGTGAGCGGGTACACTGGTAAAGTG 300 
           ************************************************************ 
 
Bac_nsMLL  AGCGGGTATATAGTAGTACGCTCTTTAACATTCAAGACTAACAAAGAAACTTATGGACCA 360 
nsMLL      AGCGGGTATATAGTAGTACGCTCTTTAACATTCAAGACTAACAAAGAAACTTATGGACCA 360 
           ************************************************************ 
 
Bac_nsMLL  TATGGAGTTACAAGCGGCACACATTTTAAGCTCCCAATCCAAAATGGCTTAATTGTTGGA 420 
nsMLL      TATGGAGTTACAAGCGGCACACATTTTAAGCTCCCAATCCAAAATGGCTTAATTGTTGGA 420 
           ************************************************************ 
 
Bac_nsMLL  TTTAAAGGAAGTGTCGGCTATTGGTTGGACTACATTGGGTTTCACTTAGCACTTC 475 
nsMLL      TTTAAAGGAAGTGTCGGCTATTGGTTGGACTACATTGGGTTTCACTTAGCACTTC 475 
           ******************************************************* 

 

ภาพที ่61  การเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ากการตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง  

 Bac-nsMLL กบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี nsMLL โดยใชโ้ปรแกรม ClustalW ลาํดบั    

 นิวคลีโอไทดข์อง Bac-nsMLL ตรงกบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี nsMLL ทุก                 

 นิวคลีโอไทด ์

 

2.2.2  การขนยา้ยรีคอมบิแนนทย์นี Bac-fMLL และ Bac-nsMLL เขา้สู่เซลลแ์มลง 

และการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนในเซลลแ์มลง 

 

เม่ือสกดัรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด Bac-fMLL และ Bac-nsMLL  จาก E.coli สายพนัธ์ุ 

DH10Bac ดว้ยชุดสกดัพลาสมิดสาํเร็จรูป แลว้นาํไปขนยา้ยยนีเขา้สู่เซลลแ์มลง Sf9  ท่ีเล้ียงไว ้ 3-5 

วนั หรือจนกระทัง่สามารถมองเห็นแกรนูลภายในเซลลแ์มลง (ภาพท่ี 62) จากนั้นนาํเซลลแ์มลงมา

ตรวจสอบรีคอมบิแนนทย์นีดว้ยวิธีพีซีอาร์โดยใชไ้พร์เมอร์ M13 พบวา่ Bac-fMLL มีรีคอมบิแนนท์

ยนีขนาดประมาณ 3.1 kb และ Bac-nsMLL มีรีคอมบิแนนทย์นีขนาดประมาณ 2.9 kb (ภาพท่ี 63) 

แสดงวา่มีการแทรกรีคอมบิแนนทย์นีเขา้สู่จีโนมของไวรัส ตรวจสอบการแสดงออกของรีคอม-                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         

บิแนนทโ์ปรตีนดว้ย 15% SDS-PAGE ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง Bac-fMLL เม่ือแปลรหสัเป็นกรด 
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อะมิโนตั้งแต่ ATG ท่ีติดกบั His-tag ดา้น N-terminal จนถึง TAA รวมแลว้มีกรดอะมิโนทั้งหมด 

258 เรซิดิว คาํนวณเป็นนํ้าหนกัโมเลกลุได ้28.60 kDa ส่วนลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง Bac-nsMLL 

เม่ือแปลรหสัเป็นกรดอะมิโนมีกรดอะมิโนทั้งหมด 198 เรซิดิว คาํนวณเป็นนํ้าหนกัโมเลกลุได ้

22.08 kDa  ซ่ึงการตรวจสอบดว้ย 15% SDS-PAGE การตรวจสอบดว้ย SDS-PAGE พบวา่เซลล์

แมลงท่ีมี Bac-fMLL และ Bac-nsMLL ไม่มีแถบโปรตีนท่ีเพิ่มข้ึนหรือต่างจากแถบโปรตีนของ

เซลลแ์มลง (ภาพท่ี 64) อาจเน่ืองจากแถบโปรตีนของเซลลแ์มลงบดบงัแถบโปรตีนท่ีมีรีคอม-

บิแนนทย์นี จึงทาํการตรวจสอบรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนดว้ยการทาํ Western blot 

 

2.3 การตรวจสอบโปรตีนดว้ย Western blot 

 

การทาํ Western blot เพื่อตรวจสอบโปรตีนท่ีไดจ้ากการสร้างรีคอมบิแนนทย์นีเขา้

เวคเตอร์ pFastBacHT-A ท่ีมี His-tag ซ่ึงอยูด่า้น N-terminal ตรวจสอบโปรตีนดว้ย 15% SDS- 

PAGE  จากนั้นขนยา้ยโปรตีนไปยงัแผน่เมมเบรน และตรวจสอบโปรตีนดว้ย chemiluminescence 

พบวา่ไม่มีแถบโปรตีนของ Bac-fMLL และ Bac-nsMLL ท่ีเกิดปฏิกิริยากบั chemiluminescence บน

แผน่ฟิลม์ X-ray โดยเปรียบเทียบกบั pET-LMLL (ภาพท่ี 65) ทั้งน้ีอาจเป็นเพราะปริมาณโปรตีนมี

นอ้ยเกินไป จึงอาจทาํใหม้องไม่เห็นแถบโปรตีนท่ีเกิดปฏิกิริยากบั chemiluminescence ดงันั้นจึงทาํ

ใหโ้ปรตีนบริสุทธ์ิ แลว้นาํไปตรวจสอบกิจกรรมโปรตีน 

 

 
 

ภาพที ่62  ลกัษณะของเซลลแ์มลง Sf9 ท่ีมีรีคอมบิแนนทย์นี Bac-fMLL หรือ Bac-nsMLL เล้ียงไว้

จนกระทัง่สามารถมองเห็น cytopathic effects (CPE) ภายในเซลลแ์มลง  
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ภาพที ่63  การตรวจสอบรีคอมบิแนนทย์นีของ Bac-fMLL และ Bac-nsMLL จากเซลลแ์มลงดว้ยวิธี  

 พีซีอาร์ โดยใชไ้พร์เมอร์ M13 เปรียบเทียบกบัขนาดดีเอน็เอมาตรฐาน 1 kb 

 

         
              

ภาพที ่64  การแสดงออกของโปรตีนจากเซลลแ์มลงของ Bac-fMLL และ Bac-nsMLL เปรียบเทียบ

กบัเซลลแ์มลงท่ีไม่มีพลาสมิด ตรวจสอบดว้ย 15% SDS-PAGE  

 NT คือ non transfect, p คือ pellet, s คือ supernatant, M คือ Protein Marker 
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ภาพที ่65  การตรวจสอบโปรตีนจากเซลลแ์มลงดว้ย Western blot  

    A คือ การตรวจสอบโปรตีนดว้ย 15% SDS-PAGE ก่อนการขนยา้ยโปรตีน 

    B คือ การทาํ Western blot เกิดปฏิกิริยาดว้ย chemiluminescence บนแผน่ฟิลม์ X-ray 

 

2.4   การทาํใหโ้ปรตีนบริสุทธ์ิ 

 

การทาํรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนท่ีไดจ้ากการแสดงออกในเซลลแ์มลงใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยวิธี 

affinity chromatography โดยผา่นคอลมัน์ท่ีมี nickel chelate resin โดยทาํใหผ้นงัเซลลแ์ตกดว้ย

สารละลาย lysis buffer แลว้นาํไปทาํใหเ้ซลลแ์ตกเพิ่มข้ึนดว้ยเคร่ือง sonicator และป่ันแยกตะกอน

กบัส่วนใส นาํส่วนใสไปเติมลงในคอลมัน์ ลา้งแยกส่วนท่ีไม่จบักบัคอลมัน์ออก ชะเอาโปรตีนท่ี

ตอ้งการ แลว้นาํโปรตีนท่ีไดจ้ากการชะ มาตรวจสอบขนาด และความบริสุทธ์ิดว้ย 15% SDS-PAGE 

พบวา่รีคอมบิแนนทโ์ปรตีน Bac-fMLL และ Bac-nsMLL ไม่มีแถบโปรตีนหลงัจากใส่ elution 

buffer (ภาพท่ี 66 และภาพท่ี 67) อาจเป็นเพราะโปรตีนถูกตดัเหมือนกบัการแสดงออกในเซลล์

แบคทีเรีย โดยใน pFastBact HT-A มี His-tag ติดอยูด่า้น N-terminal โปรตีนท่ีไดจ้ากการตดัดา้น N-

terminal อาจถูกสลายดว้ยเอนไซมข์องเซลลแ์มลง เม่ือนาํมาทาํใหบ้ริสุทธ์ิโปรตีนดา้น C-terminal 

ไม่สามารถจบักบั nickel chelate resin ได ้จึงไม่สามารถตรวจสอบโปรตีนจากการทาํใหบ้ริสุทธ์ิ

ดว้ย 15% SDS-PAGE ไดเ้ช่นกนั จากนั้นกท็าํการตรวจสอบกิจกรรมโปรตีนจากเซลลแ์มลง เพื่อ

ตรวจสอบวา่มีการแสดงออกของโปรตีน 
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ภาพที ่66  การตรวจสอบขนาดและความบริสุทธ์ิของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน Bac-fMLL ดว้ย      

15% SDS PAGE  

 

 
 

ภาพที ่67  การตรวจสอบขนาดและความบริสุทธ์ิของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน Bac-nsMLL ดว้ย   

15% SDS PAGE  
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2.5  การตรวจสอบกิจกรรมโปรตีนดว้ยวิธีฮีแมกกลูติเนชนั (Hemaglutination assay) 

 

การตรวจสอบกิจกรรมของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนจากเซลลแ์มลงนั้น นาํเซลลแ์มลงมา

ทาํใหเ้ซลลแ์ตก ป่ันแยกตะกอนกบัส่วนใส นาํส่วนใสมาตรวจสอบกิจกรรมของโปรตีนดว้ยวิธี      

ฮีแมกกลูติเนชนั พบวา่รีคอมบิแนนทโ์ปรตีน Bac-fMLL และ Bac-nsMLL ไม่สามารถทาํใหเ้ซลล์

เมด็เลือดแดงของกระต่ายรวมกลุ่มตกตะกอนได ้(ภาพท่ี 68 และภาพท่ี 69) เม่ือเทียบกบัโปรตีน

ควบคุม  

 

การศึกษาการแสดงออกของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนของ MLL1 ท่ีแบ่งลาํดบันิวคลีโอไทด์

ออกเป็น 2 ส่วน เพื่อโคลนเขา้เซลลแ์มลง จากการตรวจสอบดว้ย 15% SDS-PAGE, Western blot, 

การทาํบริสุทธ์ิดว้ย affinity chromatography และการตรวจสอบกิจกรรมโปรตีน พบวา่รีคอม

บิแนนทโ์ปรตีนทั้ง 2 โคลน ไม่มีการสงัเคราะห์โปรตีน  
 

 
 

ภาพที ่68  การตรวจสอบกิจกรรมของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน Bac-fMLL ดว้ยวิธี Hemaglutination 

assay เปรียบเทียบกบั Positive control    
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ภาพที ่69  การตรวจสอบกิจกรรมของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน Bac-nsMLL ดว้ยวิธี Hemaglutination 

assay เปรียบเทียบกบั Positive control    

 

3.  การออกแบบและวศิวกรรมโปรตีนโดยเทคนิค computer–based design 
 

3.1  Homology modeling และ molecular study 

  

การทดลองสร้างรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนเลคตินของยนี MLL1 ตลอดทั้งสาย (full 

length) เขา้สู่เซลลแ์บคทีเรีย ของนางสาวเตือนตา เกตุแสง (Getsang, 2007) พบวา่ MLL1 มีการ

แสดงออกไดโ้ปรตีนท่ีมีนํ้ าหนกัโมเลกลุ 20 kDa ซ่ึงมีขนาดนอ้ยกวา่การคาดคะเนจากลาํดบันิวคลี-

โอไทดท่ี์มีนํ้ าหนกัโมเลกลุ 25 kDa และอธิบายไวว้า่โปรตีนเลคตินน่าจะมีสญัญาณโปรตีน (signal 

peptide)  ดงันั้นในการศึกษาคร้ังน้ีจึงทาํการศึกษาหาบริเวณสญัญาณโปรตีนของ MLL1 ดว้ย

โปรแกรม SignalP 3.0 Server (www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) พบวา่โปรตีนเลคติน MLL1 มี

สญัญาณโปรตีนประมาณ 24 เรซิดิว (ภาพท่ี 70 ภาพภาคผนวกท่ี 14 และ 15) จากนั้นทาํการ

เปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโนของ MLL1 (fMLL) จากลาํดบันิวคลีโอไทด ์พบวา่ fMLL มีความ

คลา้ยกบัโปรตีน Maclura pomifera agglutinin (MPA) (PDB : 1JOT) ซ่ึงเป็นโปรตีนในกลุ่ม jacalin 

related lectin เป็นโปรตีนท่ีมี 2 สายโพลีเปปไทดท่ี์เกิดจากการถูกตดัภายในโมเลกลุของโปรตีน คือ 

สาย A จะอยูด่า้น N-terminal และสาย B อยูด่า้น C-terminal (ภาพท่ี 71) ส่วนลาํดบักรดอะมิโนของ 

fMLL บริเวณท่ีมีความเหมือนกบั1JOT คือ ส่วนของ LMLL มีความเหมือน 78% ส่วนสาย B ของ 

1JOT จะมีความเหมือนกบัลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณดา้นหนา้ก่อนถึง N-terminal ของ LMLL 50% 

เม่ือเปรียบเทียบ fMLL เฉพาะส่วนท่ีเหมือนกบัสาย B ของ 1JOT จะเห็นวา่สาย B ของ fMLL มี

ความยาวมากกวา่สาย B ของ 1JOT จากนั้นนาํลาํดบักรดอะมิโนของ fMLL มาทาํการออกแบบ
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โครงสร้าง 3 มิติ ใชโ้ปรแกรม Modeller 9v1 โดยใชโ้ครงสร้างของ 1JOT เป็นแม่แบบ ซ่ึง 

homology model ของ fMLL ท่ีไดมี้ความคลา้ยคลึงกบัโครงสร้างของ 1JOT มาก และการจดัเรียงตวั

ส่วนใหญ่ของโครงสร้างเป็น β-sheet และ random coil จากนั้นตดัส่วนของสญัญาณโปรตีนออก 

(nsMLL) แลว้ออกแบบโครงสร้าง 3 มิติ พบวา่โครงสร้างส่วนใหญ่ยงัเป็น β-sheet แต่โครงสร้างท่ี

เป็น random coil มีขนาดสั้นลง และการออกแบบโครงสร้างสามมิติของโปรตีนท่ีตดัสญัญาณ

โปรตีนและสาย B ออก (LMLL) ไดโ้ครงสร้างส่วนใหญ่เป็น β-sheet ส่วนโครงสร้างท่ีเป็น random 

coil มีขนาดสั้นลงมาก และเป็นส่วนท่ีเหมือนกบัสาย A ของ 1JOT (ภาพท่ี 72) การออกแบบ

โครงสร้าง 3 มิติ ของ fMLL ใชโ้ปรแกรม Modeller 9v1 โดยใชโ้ครงสร้างของ 1JOT เป็นแม่แบบ

นั้น จะสามารถสร้างโครงสร้างไดเ้ฉพาะบริเวณท่ีมีลาํดบักรดอะมิโนเหมือนกนัเท่านั้น ในขณะท่ี

บริเวณท่ีมีลาํดบักรดอะมิโนท่ีไม่เหมือนกนั โปรแกรม Modeller 9v1 จะไม่สามารถสร้างโครงสร้าง

บริเวณนั้นได ้และโครงสร้างบริเวณท่ีมีลาํดบักรดอะมิโนท่ีไม่เหมือนกบัลาํดบักรดอะมิโนแม่แบบ

จะไดโ้ครงสร้างเป็น random coil ดงันั้นการออกแบบโครงสร้าง 3 มิติ ของ fMLL ใชโ้ปรแกรม 

Modeller 9v1 โดยใชโ้ครงสร้างของ 1JOT เป็นแม่แบบจึงสามารถสร้างโครงสร้างท่ีน่าเช่ือถือท่ีสุด

ไดเ้ฉพาะโครงสร้างของ LMLL เพราะเป็นบริเวณท่ีมีลาํดบักรดอะมิโนท่ีเหมือนกบัลาํดบั       

กรดอะมิโนแม่แบบมากท่ีสุด (ภาพท่ี 73) โดยจะนาํเอาโครงสร้างของ LMLL น้ีมาศึกษาความ 

จาํเพาะกบันํ้าตาล ซ่ึง 1JOT มีความจาํเพาะต่อ T-antigen ท่ีมีนํ้ าตาลโมเลกลุคู่กาแลกโตส-เอน็

อะเซทิล-กาแลกโตซามีน (Galβ1,3GalNAc) ส่วน fMLL มีความจาํเพาะต่อ N- Glycolylneuraminic 

acid (Neu5Gc) ซ่ึงเป็นอนุพนัธ์ของกรดเซียลิก โครงสร้างสามมิติของโปรตีนท่ีเหมือนกนัแต่มีความ 

จาํเพาะต่อนํ้าตาลต่างกนั จึงนาํมาสู่การศึกษาการจบักนัของโปรตีนเลคตินกบันํ้าตาล  
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ภาพที ่70  การเปรียบเทียบความเหมือนของลาํดบักรดอะมิโนของ fMLL และ MPA โดย fMLL มี 

 สญัญาณโปรตีนประมาณ 24 เรซิดิว ดา้น N-terminal และบริเวณกรดอะมิโนท่ี   

 Highlight คือกรดอะมิโนในบริเวณจบัจาํเพาะของแต่ละโปรตีน 

 

A-chain B-chain

N-terminal

C-terminal

A-chain B-chain

N-terminal

C-terminal

 
 

ภาพที ่71  โครงสร้างระดบัตติยภูมิของ MPA (PDB : 1JOT)  ท่ีไดจ้ากการศึกษาการตกผลึกโปรตีน

นาํมาจากฐานขอ้มูล ประกอบดว้ย 2 สายโพลีเปปไทด ์โครงสร้างส่วนใหญ่เป็น β-sheet 

และบริเวณจบัจาํเพาะอยูด่า้นปลาย N-terminal ของสาย A  ซ่ึงจบักบั Galβ1,3GalNAc 
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ภาพที ่72  การออกแบบโครงสร้างระดบัตติยภูมิของ fMLL (full length), nsMLL (no signal) และ 

LMLL (α-chain) โดยใชโ้ปรแกรม Modeller 9v1 แสดงโครงสร้างโปรตีนดว้ยโปรแกรม 

Pymol v0.99 
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ภาพที ่73  การเปรียบเทียบโครงสร้างระดบัตติยภูมิของ 1JOT และ LMLL จากการสร้างโดยใช ้

 โปรแกรม Modeller 9v1 แสดงโครงสร้างโปรตีนดว้ยโปรแกรม Pymol v0.99 

 

เน่ืองจากโครงสร้างของ LMLL ไดจ้ากการสร้างข้ึนดว้ยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ จึงทาํ 

การศึกษากระบวนวิธีจากการจบัจาํเพาะของ 1JOT กบั Galβ1,3GalNAc ดว้ยการนาํ 1JOT และ 

Galβ1,3GalNAc ทาํการ redocking  จากนั้นนาํโครงสร้างของ Galβ1,3GalNAc ท่ีไดจ้ากการ 

redocking เปรียบเทียบกบัโครงสร้างของ Galβ1,3GalNAc ท่ีจาํเพาะต่อ 1JOT จากฐานขอ้มูล พบวา่

โครงสร้างของ Galβ1,3GalNAc ท่ีไดจ้ากการ redocking มีค่า RMSD 2.38 A°  (ภาพท่ี 74) ลกัษณะ

การสร้างพนัธะกบักรดอะมิโนอ่ืนๆ คลา้ยกนัแต่เกิดพนัธะไฮโดรเจนกบั Gly121 เพิ่มข้ึนหน่ึง

ตาํแหน่ง (ภาพท่ี 75) และระยะห่างของพนัธะระหวา่งอะมิโนและนํ้าตาลใกลเ้คียงกบัโครงสร้างจาก 

1JOT PDB file (ตารางท่ี 6) แสดงใหเ้ห็นวา่กระบวนวิธี docking ท่ีศึกษาน้ีเช่ือถือได ้จึงนาํมาศึกษา

ความจาํเพาะของการจบักนัของ LMLL กบันํ้าตาล  
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ภาพที ่74  การเปรียบเทียบโครงสร้างของ Galβ1,3GalNAc ท่ีไดจ้ากโครงสร้างคริสตลั (PDB file)  

 และโครงสร้างท่ีไดจ้ากการ redocking มีค่า RMSD 2.38 

 

 
 

ภาพที ่75  การแสดงพนัธะไฮโดรเจนของการจบักนัระหวา่ง 1JOT  กบั Galβ1,3GalNAc โดย

เปรียบเทียบระหวา่งโครงสร้างจากฐานขอ้มูล ( PDB file ) (A) และโครงสร้างจากการ

ทดลองการจบักบันํ้าตาลอีกคร้ัง (B) พบวา่ในการทดลองจบักบันํ้าตาลอีกคร้ัง 

Galβ1,3GalNAc สามารถจบักบั Gly121 เพิ่มข้ึนอีกหน่ึงอะมิโน 
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ตารางที ่6  การแสดงค่าระยะห่างของพนัธะไฮโดรเจนระหวา่ง 1JOT กบั Galβ1,3GalNAc 

 

Complex H-Donor H-Acceptor Distance(A◦) 

1JOT- Galβ1,3GalNAc Protein Ligand  

(PDB file) Gly1: NH C3-O:GalNAc 2.704 

 Gly1: NH C4-O:GalNAc 2.848 

 Tyr122:NH C5-O:GalNAc 3.148 

 Tyr122:NH C6-O:GalNAc 2.984 

 Trp123:NH C6-O:GalNAc 3.079 

 Gly1: NH C7-O:GalNAc 3.094 

 Ligand Protein  

 GalNAc:C4-OH Oδ1:ASP125 2.810 

 GalNAc:C4-OH Oδ2:ASP125 2.870 

1JOT- Galβ1,3GalNAc Protein Ligand  

(Redocking) Gly1: NH C3-O:GalNAc 2.700 

 Gly1: NH C4-O:GalNAc 2.892 

 Tyr122:NH C5-O:GalNAc 2.832 

 Tyr122:NH C6-O:GalNAc 2.602 

 Trp123:NH C6-O:GalNAc 2.664 

 Gly121: NH C6-O:GalNAc 3.018 

 Gly1: NH C5-O:Gal 3.082 

 Ligand Protein  

 GalNAc:C4-OH Oδ1:ASP125 2.913 

 GalNAc:C6-OH Oδ1:ASP125 2.964 

 Gal:C6-OH Oδ1:ASP125 2.893 

 GalNAc:C4-OH Oδ2:ASP125 2.741 
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  เม่ือไดก้ระบวนวิธีการศึกษาท่ีน่าเช่ือถือ ไดใ้ชว้ิธีน้ีในการหาบริเวณจบัจาํเพาะของโปรตีน 

โดยกาํหนดใหบ้ริเวณจบัจาํเพาะในการจดจาํนํ้าตาลของ LMLL เป็นบริเวณเดียวกบับริเวณจบั

จาํเพาะในการจดจาํนํ้าตาลของ 1JOT ซ่ึงอยูบ่ริเวณปลาย N-terminal ของสาย A จากนั้นทาํ 

molecular docking กบั Neu5Gc เพื่อหากรดอะมิโนในบริเวณจบัจาํเพาะ พบวา่ในโครงสร้างของ 

1JOT พบ Phe47 และ Val75 ในบริเวณจบัจาํเพาะ ในขณะท่ีโครงสร้างของ LMLL พบกรดอะมิโน

ทั้งสองในระยะห่างจากรัศมีบริเวณจบัจาํเพาะ นอกจากนั้นกรดอะมิโนท่ีพบใน 1JOT ตาํแหน่ง

กรดอะมิโนท่ี 79 และ120 ต่างจากกรดอะมิโนท่ีพบใน LMLL โดยเปล่ียนจาก Thr79 ใน 1JOT เป็น 

Ile79ใน 1MLL และ Ile120 ใน 1JOT เป็น Val120 ใน 1MLLตามลาํดบั แต่ความต่างของทั้ง 4 

กรดอะมิโนน้ีมีเพียง Ile79 ในโครงสร้างของ LMLL เท่านั้นท่ีจบักบันํ้าตาล (ตารางท่ี 7 ภาพท่ี 76) 

 

ตารางที ่7  การเปรียบเทียบกรดอะมิโนในบริเวณจบัจาํเพาะระหวา่ง 1JOT และ LMLL  

 

Protein No. of residues List of residues 

1JOT 13 
Gly1, Phe47, Val75, Tyr78, Thr79, Val80, Ser119, Ile120, 

Gly121, Tyr122, Trp123, Leu124, Asp125 

LMLL 11 
Gly1, Tyr78, Ile79, Val80, Ser119, Val120, Gly121, Tyr122, 

Trp123, Leu124, Asp125  

 

 
 

ภาพที ่76  การเปรียบเทียบลกัษณะผวิของบริเวณจบัจาํเพาะระหวา่ง 1JOT และ LMLL มี           

กรดอะมิโนต่างกนั คือ Thr79 และ Ile120 พบใน 1JOT ส่วน Ile79 และ Val120  

 พบใน LMLL และ Phe47 และ Val75 ไม่พบในรัศมีบริเวณจบัจาํเพาะของ LMLL 
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การศึกษาการจบักนั (molecular docking) ระหวา่งโครงสร้างของ LMLL กบันํ้าตาลชนิด

ต่างๆ ไดแ้ก่ GalNAc, Glc, Gal, Man, Neu5Ac, Neu5Gc และ Galβ1,3GalNAc โดยใชโ้ปรแกรม 

AutoDock 3.0.5. การทาํ molecular docking พบวา่ LMLL สามารถจบักบั Neu5Gc ไดค่้าพลงังาน

ในการจบั (binding energy) ตํ่าท่ีสุด (หมายถึงการจบัไดดี้ท่ีสุด) ในนํ้าตาลชนิดต่างๆ ท่ีทดลอง และ

จบัไดดี้กวา่ 1JOT (ตารางท่ี 8) นอกจากน้ี LMLL ยงัสามารถจบักบันํ้าตาลอ่ืนไดอี้ก แสดงวา่ LMLL 

สามารถจบักบันํ้าตาลไดห้ลายชนิด สอดคลอ้งกบัการทดลองในหอ้งปฏิบติัการของ รศ.ดร.สุนนัทา 

และคณะ (Ratanapo et al., 1998) ท่ีรายงานวา่ MLL1 มีความจาํเพาะต่อ Neu5Gc โดยพบวา่ 

Neu5Gc สามารถยบัย ั้งการทาํงานของ MLL1 ดว้ยความเขม้ขน้ 0.78 mM ในขณะท่ี GalNAc และ

นํ้าตาลกาแลกโตสใชค้วามเขม้ขน้ 100 mM จึงสามารถยบัย ั้งการทาํงานของ MLL1 ได ้(ตารางท่ี 8) 

 

ตารางที ่8  การเปรียบเทียบค่าพลงังานในการจบักบันํ้าตาลชนิดต่างๆ ระหวา่ง LMLL กบั 1JOT   

 และเปรียบเทียบกบัการทดลองในหอ้งปฏิบติัการ 

 

Sugar 

*Inhibition of 

MLL1 

(mM) 

Modeling LMLL Modeling MPA(1JOT) 

Final Dock Energy 

(kcal/mol) 

Final Dock Energy 

(kcal/mol) 

Neu5Gc 0.78  -7.64  -6.24 

Galβ1,3GalNAc N.D. -7.36 -8.42 

Neu5Ac >100 -7.46 N.D. 

GalNAc 100   -5.16 -5.73 

Glc >100 -5.04 -5.75 

Man >100 -4.83 -5.56 

Gal 100 N.D. N.D. 

 

ND คือ not determine 

*การยบัย ั้งการรวมกลุ่มตกตะกอนของเมด็เลือดแดงของนํ้าตาล Neu5Ac, Glc และ Man ท่ีความ

เขม้ขน้ 100 mM และ 0.5 mg/ml thyroglobulin ไม่สามารถยบัย ั้งได ้

 

*ทีม่า : Ratanapo et al. (1998) 
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การวิเคราะห์การสร้างพนัธะไฮโดรเจนในบริเวณจบัจาํเพาะของ LMLL กบันํ้าตาลชนิด

ต่างๆ ซ่ึงนํ้าตาลแต่ละชนิดมีความสามารถในการจบักบัโปรตีนไดต่้างกนั พบวา่ LMLL สามารถ

สร้างพนัธะไฮโดรเจนกบันํ้าตาลต่างๆ ไดโ้ดยอาศยักรดอะมิโน 4 ชนิด ไดแ้ก่ Gly1, Tyr122, 

Trp123 และ Asp125 แต่ LMLL ท่ีจบักบั Neu5Gc ซ่ึงมีค่าพลงังานในการจบักบัโปรตีนตํ่ากวา่

นํ้ าตาลชนิดอ่ืน สร้างพนัธะไฮโดรเจนโดยอาศยั Gly1, Ile79, Trp123 และ Asp125 จากนั้นเม่ือทาํ

การวดัระยะห่างของพนัธะไฮโดรเจนระหวา่งกรดอะมิโนกบันํ้าตาล ส่วนใหญ่พบวา่ LMLL ท่ีจบั

กบั Neu5Gc มีระยะห่างนอ้ยกวา่ระยะห่างของ LMLL ท่ีจบักบันํ้าตาลอ่ืนๆ และหมู่ท่ีสร้างพนัธะ

ไฮโดรเจนกบักรดอะมิโนส่วนใหญ่เป็นหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) ของคาร์บอนอะตอมตาํแหน่งท่ี 1, 2, 

8 และ 9 (C1, C2, C8, C9) ส่วน LMLL ท่ีจบักบั Neu5Ac ส่วนใหญ่คลา้ยกบั Neu5Gc ในขณะท่ีการ

จบัของ LMLL กบั GalNAc, Glc และ Man นั้น ระยะห่างของพนัธะไฮโดรเจนระหวา่งกรดอะมิโน

กบันํ้าตาล มีระยะห่างเพิ่มข้ึน และหมู่ท่ีสร้างพนัธะไฮโดรเจนส่วนใหญ่เป็นหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) 

ของคาร์บอนตาํแหน่งท่ี 6 (C6) (ตารางท่ี 9) (ภาพท่ี 77) 

 

เม่ือพิจารณาเปรียบเทียบโครงสร้างของนํ้าตาลทั้ง 5 ชนิด ท่ีเขา้จบักบั LMLL มีลกัษณะการ

เขา้จบักบัโปรตีนท่ีคลา้ยกนัโดยการเรียงตวัของวงแหวนของนํ้าตาลเรียงตวัไปทางเดียวกนั โดยดา้น

หมู่ O เขา้จบักบัโปรตีนในร่องบริเวณจบัจาํเพาะ แต่การเขา้จบักบัโปรตีนนั้นมีการสร้างพนัธะ

ไฮโดรเจนระหวา่งกรดอะมิโนกบันํ้าตาลท่ีต่างกนั จึงทาํใหล้กัษณะโครงสร้างของนํ้าตาลท่ีเขา้จบั

กบัโปรตีนต่างกนัเลก็นอ้ย (ภาพท่ี 78)  

 

การศึกษา molecular docking ของ LMLL กบันํ้าตาลต่างๆ มีเพียง Neu5Ac ท่ีไม่สอดคลอ้ง

กบัการทดลองในหอ้งปฏิบติัการ ซ่ึง LMLL ไม่จาํเพาะต่อ Neu5Ac แต่การศึกษา molecular docking 

ใหค่้าพลงังาน -7.46 kcal/mol ต่างจากการจบักบั Neu5Gc เลก็นอ้ย โดยการจบักบั Neu5Gc ใหค่้า

พลงังาน -7.64 kcal/mol ซ่ึงอาจจะตอ้งมีการศึกษาต่อไป ส่วนในบริเวณจบัจาํเพาะของ LMLL มี

กรดอะมิโน ท่ีสาํคญัต่อการจบักบันํ้าตาล 4 อะมิโน ไดแ้ก่ Gly1, Tyr122, Trp123 และ Asp125 ซ่ึง

คลา้ยกบักรดอะมิโนในบริเวณจบัของ 1JOT (ตารางท่ี 10) โดยกรดอะมิโนสามารถสร้างพนัธะ

ไฮโดรเจนกบันํ้าตาลไดต่้างกนั การทาํ molecular docking สามารถบอกถึงความจาํเพาะต่อลิแกน แต่

ไม่สามารถบอกไดว้า่กรดอะมิโนแต่ละชนิดจบักบัลิแกนอยา่งไร ดงันั้นจึงทาํการศึกษา Restrained-

Molecular Dynamic (MD) Simulation เพื่อศึกษาการจาํลองสภาวะเสมือนธรรมชาติในการจบักนั

ระหวา่งโปรตีนกบันํ้าตาล และศึกษาการจบักนัของกรดอะมิโนแต่ละชนิดกบันํ้าตาล  
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ภาพที ่77  การแสดงพนัธะไฮโดรเจนของการจบักนัระหวา่ง LMLL  กบันํ้าตาลชนิดต่างๆ ใน

บริเวณจบัจาํเพาะของ LMLL มีกรดอะมิโนท่ีสาํคญัต่อการจบักบันํ้าตาล 4 เรซิดิว ไดแ้ก่ 

Gly1, Tyr122, Trp123 และ Asp125 แต่ในการจบัของ LMLL กบั Neu5Gc ท่ีค่าพลงังาน

ในการจบัตํ่าท่ีสุด มีการสร้างพนัธะไฮโดรเจน กบั Ile79 ไดต่้างจากนํ้าตาลชนิดอ่ืน  
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ตารางที ่9  การแสดงค่าระยะห่างของพนัธะไฮโดรเจนระหวา่ง LMLL กบันํ้าตาล  

 

Complex H-Donor H-Acceptor Distance(A◦) 

LMLL- Neu5Gc Protein Ligand  

 Trp123:NH C1-O 2.974 

 Gly1: NH O:NHGc 3.058 

 Ligand Protein  

 C1-OH Oδ1:ASP125 2.968 

 C2-OH Oδ1:ASP125 2.619 

 C2-OH Oδ2:ASP125 2.813 

 C9-OH Oδ1:ASP125 2.524 

 C9-OH CO:Ile79 2.806 

LMLL-Neu5Ac Protein Ligand  

 Trp123:NH C1-O 2.776 

 Tyr122:NH C2-O 3.209 

 Gly1: NH C8-O 2.634 

 Ligand Protein  

 C1-OH Oδ1:ASP125 2.978 

 C2-OH Oδ1:ASP125 2.785 

 C2-OH Oδ2:ASP125 2.863 

 C8-OH Oδ2:ASP125 2.824 

LMLL-GalNAc Protein Ligand  

 Gly1: NH C5-O 3.194 

 Tyr122:NH C6-O 3.020 

 Trp123:NH C6-O 2.808 

 Ligand Protein  

 C1-OH Oδ2:ASP125 2.855 

 C6-OH CO:Trp123 2.639 
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ตารางที ่9  (ต่อ) 

 

Complex H-Donor H-Acceptor Distance(A◦) 

LMLL- Glc Protein Ligand  

 Gly1: NH C2-O 2.745 

 Gly1: NH C3-O 2.811 

 Trp123:NH C6-O 2.807 

 Ligand Protein  

 C6-OH Oδ1:ASP125 2.883 

 C6-OH CO:Trp123 3.009 

LMLL-Man Protein Ligand  

 Tyr122:NH C4-O 2.749 

 Tyr122:NH C6-O 3.072 

 Trp123:NH C6-O 2.839 

 Ligand Protein  

 C6-OH CO:Trp123 2.645 
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ภาพที ่78  การเปรียบเทียบโครงสร้างนํ้าตาลทั้ง 5 ชนิด ขณะจบักบัโปรตีน LMLL ไดแ้ก่ Neu5Gc, 

Neu5Ac, GalNAc, Glc และ Man 

A คือ ลกัษณะการเขา้จบัของนํ้าตาล ซ่ึงหนัดา้นหมู่ O เขา้จบักบั LMLL 

B คือ การเปรียบเทียบโครงสร้างของนํ้าตาลท่ีมีลกัษณะการเขา้จบักบัโปรตีนท่ีคลา้ยกนั 

  

ตารางที ่10  การเปรียบเทียบกรดอะมิโนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างพนัธะไฮโดรเจนระหวา่งโปรตีน 

 กบันํ้าตาล 

 

Complex No. of residues List of residues  

1JOT- Galβ1,3GalNAc 4 Gly1, Tyr122, Trp123, Asp125 

LMLL-Neu5Gc 4 Gly1, Ile79, Trp123, Asp125 

LMLL-Neu5Ac 4 Gly1, Tyr122, Trp123, Asp125 

LMLL-GalNAc 4 Gly1, Tyr122, Trp123, Asp125 

LMLL-Glc 3 Gly1, Trp123, Asp125 

LMLL-Man 2 Tyr122, Trp123 
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3.2  การศึกษาความจาํเพาะของ LMLL ต่ออนุพนัธ์ของกรดเซียลิกอ่ืนๆ 

 

การศึกษาโปรตีน LMLL ในการจบักบัอนุพนัธ์ของกรดเซียลิกอ่ืนๆ โดยทาํการศึกษา

กบัอนุพนัธ์ของกรดเซียลิกทั้งหมด 24 โครงสร้าง ซ่ึงแบ่งเป็น 2 กลุ่ม คือ Neu5Ac และ Neu5Gc 

โดยกรดเซียลิกแต่ละโครงสร้างจะพบบนเซลลต่์างชนิดกนั และท่ีสาํคญัพบกรดเซียลิกบางชนิดบน

เซลลม์ะเร็ง ดงันั้นจึงตอ้งการศึกษาเพื่อพฒันาโปรตีนใหส้ามารถจบักบักรดเซียลิกไดห้ลายชนิด 

เพื่อใชต้รวจสอบเซลลม์ะเร็งชนิดต่างๆ การศึกษาพบวา่โครงสร้างอนุพนัธ์ของกรดเซียลิกทั้ง 24 

โครงสร้าง ท่ีเขา้จบักบั LMLL ส่วนใหญ่คลา้ยกนัคือ หมู่คาร์บอกซิลิก และหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) 

บริเวณก่ิงของคาร์บอนตาํแหน่งท่ี 7, 8 และ 9 เขา้จบักนัโปรตีน โดยหมู่ O ช้ีไปทางเดียวกนั (ภาพท่ี 

79) การจบักบัอนุพนัธ์ของกรดเซียลิกอ่ืนๆ พบวา่ค่าพลงังานในการจบัต่างกนัเพียงเลก็นอ้ย (ตาราง

ท่ี 11-12) เม่ือเปรียบเทียบโครงสร้างกรดเซียลิกท่ีมีค่าพลงังานตํ่าสุดคือ Neu4,5Ac กบั Neu5Gc ท่ี

ศึกษา พบวา่ทั้งสองมีการวางโครงสร้างในการจบัคลา้ยคลึงกนัมาก กรดอะมิโนท่ีสามารถจบักบั 

Neu4,5Ac ไดแ้ก่ Gly1, Trp123 และ Asp125 (ภาพท่ี 80) ซ่ึงต่างจากการจบักบั Neu5Gc ท่ีมีกรด   

อะมิโนมากกวา่ จากการศึกษาดว้ย molecular docking ไม่สามารถบอกไดว้า่ค่าพลงังานท่ีตํ่ากวา่เกิด

จากการจบักนัของกรดอะมิโนชนิดใด ดงันั้นการศึกษาโปรตีน LMLL ในการจบักบัอนุพนัธ์ของ

กรดเซียลิกมีทิศทางเดียวกนั จึงควรศึกษาในหอ้งปฏิบติัการเพิ่มเติม 

 

 
 

ภาพที ่79  โครงสร้างของอนุพนัธ์กรดเซียลิกท่ีไดจ้ากการศึกษาการจบักบั LMLL ทั้ง 24 โครงสร้าง 

มีลกัษณะการเขา้จบัคลา้ยกนั โดยหมู่คาร์บอกซิลิก และหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) ท่ี

คาร์บอนตาํแหน่งท่ี C7, C8 และ C9 เขา้จบักบัโปรตีน 
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ภาพที ่80  การเปรียบเทียบโครงสร้างของ Neu4,5Ac กบั Neu5Gc และการจบักบักรดอะมิโน ซ่ึง 

การจบัของกรดอะมิโนกบั Neu4,5Ac สามารถจบักบักรดอะมิโนได ้3 เรซิดิว 
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ตารางที ่11  การแสดงโครงสร้างอนุพนัธ์ของกรดเซียลิกกลุ่ม N-Acetylneuraminic acid และแสดง

การศึกษาการจบักนัของ LMLL กบัอนุพนัธ์ของกรดเซียลิก 

  
 

 

ช่ือเตม็ของนํ้าตาล 

 

ช่ือยอ่นํ้าตาล 

 

โครงสร้างนํ้าตาล 

Modeling LMLL 

Final Dock 

Energy (kcal/mol) 

N-Acetyl-4-O-

acetylneuraminic 

acid 

Neu4,5Ac2 

 

-8.63 

N-Acetyl-4,9-di-O-

acetylneuraminic 

acid 

Neu4,5,9Ac3 

 

-8.54 

N-Acetyl-7-O-

acetylneuraminic 

acid 

Neu5,7Ac2 

 

-8.41 

N-Acetyl-7,9-di-O-

acetylneuraminic 

acid 

Neu5,7,9Ac3 

 

-8.25 

N-Acetyl-8,9-di-O-

acetylneuraminic 

acid 

Neu5,8,9Ac3 

 

-8.17 

N-Acetyl-8-O-

acetylneuraminic 

acid 

Neu5,8Ac2 

 

-8.14 
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ตารางที ่11 (ต่อ) 

 

 

ช่ือเตม็ของนํ้าตาล 

 

ช่ือยอ่นํ้าตาล 

 

โครงสร้างนํ้าตาล 

Modeling LMLL 

Final Dock 

Energy (kcal/mol) 

N-Acetyl-4-O-acetyl-

9-O-lactylneuraminic 

acid 

Neu4,5Ac29Lt 

 

-8.05 

N-Acetyl-2-deoxy-

2,3-

dehydroneuraminic 

acid 

Neu5Ac2en 

 

-7.98 

N-Acetyl-8-O-

sulphoneuraminic acid 
Neu5Ac8S 

 

-7.90 

N-Acetyl-8-O-

methylneuraminic acid 
Neu5Ac8Me 

 

-7.88 

N-Acetyl-9-O-

acetylneuraminic acid 
Neu5,9Ac2 

 

-7.81 

N-Acetyl-7,8,9-tri-O-

acetylneuraminic acid 
Neu5,7,8,9Ac4 

 

-7.73 
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ตารางที ่11 (ต่อ) 

 

ช่ือเตม็ของนํ้าตาล ช่ือยอ่นํ้าตาล โครงสร้างนํ้าตาล 

Modeling LMLL 

Final Dock 

Energy (kcal/mol) 

N-Acetylneuraminic 

acid 
Neu5Ac 

 

-7.46 

N-Acetyl-9-O-

phosphoroneuraminic 

acid 

Neu5Ac9P 

 

-7.66 

N-Acetyl-9-O-L-

lactylneuraminic acid 
Neu5Ac9Lt 

 

-7.49 
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ตารางที ่12  การแสดงโครงสร้างอนุพนัธ์ของกรดเซียลิกกลุ่ม N-Glycolylneuraminic acid และ

แสดงการศึกษาการจบักนัของ LMLL กบัอนุพนัธ์ของกรดเซียลิก 

 

 

ช่ือเตม็ของนํ้าตาล 

 

ช่ือยอ่นํ้าตาล 

 

โครงสร้างนํ้าตาล 

Modeling LMLL 

Final Dock 

Energy (kcal/mol) 

N-Glycolyl-7-O-

acetylneuraminic acid 
Neu7Ac5Gc 

 

-8.51 

N-Glycolyl-8,9-di-O-

acetylneuraminic acid 
Neu8,9Ac25Gc 

 

-8.37 

N-Glycolyl-4-O-

acetylneuraminic acid 
Neu4Ac5Gc 

 

-8.33 

N-Glycolyl-7,8,9-tri-

O-acetylneuraminic 

acid 

Neu7,8,9,Ac35Gc 

 

-8.33 
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ตารางที ่12 (ต่อ) 

 

ช่ือเตม็ของนํ้าตาล ช่ือยอ่นํ้าตาล โครงสร้างนํ้าตาล 

Modeling LMLL 

Final Dock 

Energy (kcal/mol) 

N-Glycolyl-8-O-

sulphoneuraminic 

acid 

Neu5Gc8S 

 

-7.88 

N-Glycolyl-9-O-

acetylneuraminic acid 
Neu9Ac5Gc 

 

-7.81 

N-

Glycolylneuraminic 

acid 

Neu5Gc 

 

-7.64 

N-Glycolyl-7-O-

acetylneuraminic acid 
Neu7,9Ac5Gc 

 

-7.74 

N-Glycolyl-8-O-

methylneuraminic 

acid 

Neu5Gc8Me 

 

-7.70 
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3.3  Restrained-Molecular Dynamic (MD) Simulation  

 
การศึกษา Restrained-Molecular Dynamic (MD) Simulation ดว้ยโปรแกรม 

Discovery Studio 2.1 เพื่อเปรียบเทียบค่าพลงังานระหวา่งกรดอะมิโนในบริเวณจบัจาํเพาะของ 

LMLL ท่ีจบักบันํ้าตาลแต่ละชนิดโดยเปรียบเทียบกบัโครงสร้างของ 1JOT ท่ีจบักบั 

Galβ1,3GalNAc ซ่ึงไดจ้ากการศึกษาโครงสร้างผลึก (Lee et al., 1998) ซ่ึงการศึกษาการจบักนัของ 

1JOT กบั Galβ1,3GalNAc พบวา่กรดอะมิโนส่วนใหญ่ในบริเวณจบัจาํเพาะของ 1JOT จบักบั 

Galβ1,3GalNAc ดว้ยแรง electrostatics (ตารางท่ี 13) เม่ือเปรียบเทียบกบัการศึกษาดว้ย molecular 

docking พบวา่ 1JOT มีกรดอะมิโนท่ีสาํคญัต่อการจบักบันํ้าตาลเหมือนกนั และค่าพลงังานท่ีได้

สอดคลอ้งกนั  ดงันั้นกรดอะมิโนในบริเวณจบัจาํเพาะของ 1JOT ท่ีสาํคญัต่อการจบักบันํ้าตาล จาก

การศึกษาดว้ย AutoDock 3.0.5. และ Discovery Studio 2.1 ไดแ้ก่ Gly1, Tyr122, Trp123 และ 

Asp125  

 

จากนั้นทาํการศึกษา MD Simulation ของ LMLL ในการจบักบันํ้าตาลทั้ง 5 ชนิด  พบวา่

กรดอะมิโนส่วนใหญ่ในบริเวณจบัจาํเพาะของ LMLL จบักบันํ้าตาล ดว้ยแรง electrostatics มากกวา่

แรง Van der Waals ส่วนกรดอะมิโนท่ีจบัดว้ยแรง Van der Waals มีเพียง Gly1 และ Tyr78 โดย

กรดอะมิโน Tyr78 ท่ีจบักบั Neu5Gc สามารถจบัดว้ยแรง electrostatics และแรง Van der Waals 

ดว้ยค่าพลงังานใกลเ้คียงกนั (ตารางท่ี 14, 15 และ16) 

 

 เม่ือเปรียบเทียบกรดอะมิโนท่ีสาํคญัต่อการจบักบันํ้าตาลของ LMLL จากการศึกษาดว้ย 

AutoDock 3.0.5. และ Discovery Studio 2.1 ใหผ้ลสอดคลอ้งกนั (ตารางท่ี 10 และ 17)  คือ

ประกอบดว้ยกรดอะมิโนอยา่งนอ้ย 4 ชนิดไดแ้ก่ Gly1, Tyr122, Trp123 และ Asp125 และค่า

พลงังานท่ีไดจ้ากการศึกษา MD Simulation กใ็หผ้ลสอดคลอ้งกบัการศึกษาในหอ้งปฏิบติัการ ต่าง

จากการศึกษา molecular docking เฉพาะค่าพลงังานของ Neu5Ac ซ่ึงอาจตอ้งทาํการศึกษาหมู่ต่างๆ 

ท่ีคาร์บอนตาํแหน่งท่ี 3, 4, 7, 8 และ 9 ของ Neu5Ac ต่อไป (ตารางท่ี 18) เม่ือวิเคราะห์การศึกษาทั้ง 

2 โปรแกรม LMLL จบักบั Neu5Gc ดีท่ีสุด อาจเน่ืองจาก Tyr78 ท่ีสามารถจบัดว้ยแรง electrostatics 

และแรง Van der Waals ซ่ึงมีค่าพลงังานตํ่า ในขณะท่ีการจบักบันํ้าตาลอ่ืนค่าพลงังานสูง และเป็น

กรดอะมิโนชนิดเดียวท่ีจบัดว้ยแรง Van der Waals ไดต้ ํ่ากวา่แรง electrostatics ส่วน Ile79 สามารถ

จบัดว้ยแรง electrostatics ท่ีมีค่าพลงังานตํ่ากวา่นํ้ าตาลอ่ืนยกเวน้ GalNAc ซ่ึง Ile79 มีการสร้าง

พนัธะไฮโดรเจนกบั Neu5Gc เพียงชนิดเดียว   
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ตารางที ่13  การแสดงค่าพลงังานจากการศึกษา MD Simulation ของ 1JOT กบั Galβ1,3GalNAc 

 

1JOT 

Galβ1,3GalNAc 

 Energy (kcal/mol) 

Van der Waals  Electrostatics  Potential  

Gly1 -3.36 -22.75 -26.11 

Phe47 -1.71 -0.54 -2.25 

Val75 -0.07 -5.65 -5.71 

Tyr78 -0.97 -1.03 -2.00 

Thr79 -0.17 -11.43 -11.61 

Val80 -0.75 -7.93 -8.68 

Ser119 -0.24 -0.73 -0.97 

Ile120 -0.28 -1.04 -1.32 

Gly121 -2.37 -3.91 -6.28 

Tyr122 0.03 -11.17 -11.14 

Trp123 -1.20 -9.79 -10.98 

Leu124 -0.22 -7.20 -7.42 

Asp125 -1.64 -21.88 -23.52 

Total -12.94 -105.05 -117.99 
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ตารางที ่14  การเปรียบเทียบแรง Electrostatics จากการศึกษา MD Simulation ของ LMLL กบั  

 นํ้าตาลทั้ง 5 ชนิด 

 

LMLL 
Electrostatics Energy (kcal/mol) 

Neu5Gc Neu5Ac GalNAc Glc Man 

Gly1 4.42 20.40 -1.25 -12.19 7.64 

Phe47 -4.69 -5.75 -3.51 -2.98 -3.12 

Val75 1.90 -6.72 -2.85 -3.13 -3.30 

Tyr78 -5.12 2.22 -0.67 -0.11 -1.83 

Ile79 -8.71 -4.13 -9.88 -1.85 -1.31 

Val80 0.74 -0.33 -7.08 -1.10 0.00 

Ser119 -2.11 -0.36 -2.20 -2.24 -7.03 

Val120 -0.02 0.88 -1.60 0.49 -0.50 

Gly121 -7.86 -0.82 -4.98 -3.01 -0.83 

Tyr122 -10.51 -7.87 -2.17 -4.19 -0.01 

Trp123 -6.09 -7.57 -7.04 -2.78 -5.85 

Leu124 -0.89 -2.99 -1.12 1.76 -3.57 

Asp125 -22.60 -36.79 -11.41 -17.68 -6.66 

Total -61.52 -49.82 -55.76 -48.99 -26.38 
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ตารางที ่15  การเปรียบเทียบแรง Van der Waals จากการศึกษา MD Simulation ของ LMLL กบั 

 นํ้าตาลทั้ง 5 ชนิด 

   

LMLL 
Van der Waals Energy (kcal/mol) 

Neu5Gc Neu5Ac GalNAc Glc Man 

Gly1 -2.96 -2.06 -2.87 -0.41 -1.64 

Phe47 -1.18 -1.09 -0.15 -0.46 -0.95 

Val75 -0.22 -0.10 -0.11 0.07 -0.19 

Tyr78 -4.63 -3.46 -2.51 -4.27 -2.79 

Ile79 -2.15 -0.27 -0.07 -0.63 -0.37 

Val80 -1.88 -0.62 -0.12 -1.43 -0.83 

Ser119 -0.22 -0.93 -0.25 -0.25 -0.19 

Val120 -0.37 -0.52 -0.80 -0.96 -0.75 

Gly121 -0.99 -0.76 -1.12 0.37 -0.93 

Tyr122 -1.74 -1.87 -1.22 -0.60 -2.58 

Trp123 -1.83 -1.64 -1.11 -4.04 -2.10 

Leu124 -0.17 -0.18 -0.11 -0.50 -0.45 

Asp125 -2.91 -3.45 -2.48 3.71 0.08 

Total -21.23 -16.93 -12.92 -9.40 -13.69 
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ตารางที ่16  การเปรียบเทียบค่าพลงังานจาก Discovery Studio 2.1 ของ  LMLL ในการจบักบั

นํ้าตาล 

 

Ligand 
Energy (kcal/mol) 

Van der Waals Electrostatics 

Neu5Gc -21.23 -61.52 

Neu5Ac -16.93 -49.82 

GalNAc -12.92 -55.76 

Glc -8.59 -48.99 

Man -13.69 -26.37 

 

ตารางที ่17  การเปรียบเทียบกรดอะมิโนจาก Discovery Studio 2.1 ของ  LMLL ในการจบักบั

นํ้าตาล 

 

Energy List of residues 

Van der Waals Gly1, Tyr78, Tyr122, Trp123 

Electrostatics Phe47, Ile79, Tyr122, Trp123, Asp125 

 

ตารางที ่18  การเปรียบเทียบค่าพลงังานจาก AutoDock 3.0.5. และ Discovery Studio 2.1 ของ   

 LMLL ในการจบักบันํ้าตาล 

 

Ligand 
Molecular Docking 

Final Dock Energy (kcal/mol) 

MD Simulation 

Final Dock Energy (kcal/mol) 

Neu5Gc -7.64 -82.75 

Neu5Ac -7.46 -66.75 

GalNAc -5.16 -68.68 

Glc -5.04 -58.39 

Man -4.83 -40.07 
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3.4  การทาํนายโครงสร้างโปรตีนเลคตินกลายพนัธ์ุท่ีสามารถจบักบักรดเซียลิกไดดี้ 

 

บริเวณจบัจาํเพาะของ LMLL มีกรดอะมิโนเก่ียวขอ้งทั้งหมด 12 เรซิดิว จึงไดท้าํการ

เปล่ียนแปลงกรดอะมิโนทั้ง 12 เรซิดิว เพื่อทาํการศึกษาวา่จะสามารถทาํให ้LMLL จบักบั Neu5Gc 

ไดเ้พิ่มข้ึนและจบักบันํ้าตาลชนิดอ่ืนไดล้ดลงหรือไม่ โดยทาํการเปล่ียนกรดอะมิโนในบริเวณจบั

จาํเพาะทั้ง 12 เรซิดิว เป็นกรดอะมิโนอีก 19  ชนิดท่ีเหลือ จากนั้นนาํ LMLL ท่ีเปล่ียนกรดอะมิโน 

(mutant LMLL) แลว้ไปทาํการศึกษา molecular docking กบั Neu5Gc, GalNAc และ Man แลว้

เปรียบเทียบพลงังานในการจบักบันํ้าตาล พบวา่ mutant LMLL  จบักบั Neu5Gc ท่ีใหค่้าพลงังานใน

การจบัตํ่าสุด คือ G1Y-LMLL จากนั้นเปรียบเทียบการจบักบั GalNAc และ Man พบวา่ G1Y-LMLL 

สามารถจบักบันํ้าตาลทั้งสองไดเ้พิ่มข้ึนเช่นกนั (ตารางท่ี 19-21) การศึกษาคร้ังน้ีเพื่อเปล่ียน    

กรดอะมิโนใหมี้ความจาํเพาะต่อ Neu5Gc เพิ่มมากข้ึน โดยการวิเคราะห์หากรดอะมิโนท่ีเปล่ียนแลว้

ทาํใหค่้าพลงังานในการจบักบั Neu5Gc ต่างจาก GalNAc มากท่ีสุด เน่ืองจากการทดลองในหอ้ง 

ปฏิบติัการ GalNAc เป็นนํ้าตาลท่ีมีความจาํเพาะต่อ LMLL เช่นกนั และเทียบกบั Man ซ่ึงเป็น

นํ้าตาลท่ีไม่จาํเพาะต่อ LMLL พบวา่ F47N-LMLL จบักบั Neu5Gc ไดค่้าพลงังานในการจบักบั

นํ้าตาลต่างจาก GalNAc มากท่ีสุด แลว้เทียบกบัการจบักบั Man มีค่าความต่างของพลงังานในการ

จบักบันํ้าตาลใกลเ้คียงกนั และเม่ือเปรียบเทียบค่าความต่างในการจบักนักบั LMLL พบวา่ F47N-

LMLL มีความต่างเพิ่มข้ึนเลก็นอ้ย (ตารางท่ี 22) จากนั้นนาํค่าพลงังานในการจบักบันํ้าตาลของ 

F47N-LMLL เปรียบเทียบกบั LMLL พบวา่ F47N-LMLL สามารถจบักบั Neu5Gc ไดเ้พิ่มข้ึนจาก 

LMLL นอ้ย แต่ทาํใหค่้าความต่างในการจบักบันํ้าตาลอ่ืนเพิ่มข้ึน (ตารางท่ี 23)  ในขณะท่ี         

G1Y-LMLL สามารถจบักบั Neu5Gc ไดเ้พิ่มมากท่ีสุด แต่ค่าความต่างของพลงังานในการจบักบั

นํ้าตาลอ่ืนนอ้ยกวา่ค่าความต่างในการจบัของ F47N-LMLL และ LMLL จากนั้นทาํการศึกษา

โครงสร้างของ F47N-LMLL ท่ีจบักบันํ้าตาล 
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ตารางที ่19  การแสดงค่าพลงังาน (kcal/mol) ในการจบัของ LMLL ท่ีทาํการเปล่ียนกรดอะมิโน กบั Neu5Gc  

 

change 

wild type 

A C D E F G H I K L M N P Q R S T V W Y 

G1 -7.83 -8.13 -8.06 -8.35 -8.07 -7.50 -8.24 -8.39 -7.99 -7.62 -8.26 -8.22 -8.05 -7.86 -8.15 -8.23 -8.28 -7.72 -7.91 -8.69 

F47 -8.24 -7.84 -7.69 -7.66 -7.55 -7.03 -7.59 -7.81 -7.88 -7.96 -7.55 -8.30 -7.53 -7.44 -8.04 -7.42 -7.49 -7.46 -7.81 -8.31 

Y78 -6.76 -7.02 -7.03 -7.15 -7.55 -7.35 -7.13 -6.63 -7.37 -6.80 -7.09 -6.75 -6.84 -7.41 -7.24 -7.40 -7.32 -6.80 -8.13 -7.63 

I79 -7.46 -7.98 -7.78 -7.65 -7.78 -7.69 -8.03 -7.76 -7.83 -8.09 -7.75 -7.87 -8.05 -7.97 -7.65 -7.69 -7.83 -7.78 -7.68 -8.09 

V80 -7.67 -8.07 -7.65 -7.88 -8.14 -7.88 -7.52 -7.44 -8.27 -7.93 -7.09 -7.68 -8.12 -7.26 -8.00 -6.37 -7.70 -7.53 -7.15 -8.13 

S119 -7.95 -7.68 -8.15 -7.97 -7.56 -7.65 -7.77 -7.82 -7.68 -7.72 -7.85 -7.83 -7.54 -7.78 -8.02 -7.46 -7.31 -8.13 -7.78 -8.19 

V120 -8.07 -7.95 -8.02 -7.89 -7.80 -7.59 -7.74 -7.97 -7.53 -8.10 -7.54 -7.81 -7.45 -7.74 -7.53 -8.08 -7.78 -7.75 -7.60 -7.81 

G121 -8.06 -7.10 -7.33 -6.55 -7.61 -7.62 -5.97 -5.87 -5.72 -6.84 -5.19 -6.63 -7.23 -5.28 -7.33 -6.86 -5.30 -6.10 -8.03 -8.16 

Y122 -7.50 -7.51 -8.07 -7.83 -8.05 -7.24 -7.52 -7.69 -8.07 -7.74 -7.40 -7.58 -7.20 -7.61 -8.19 -7.41 -7.16 -7.44 -7.54 -7.72 

W123 -7.99 -7.85 -7.18 -7.55 -8.16 -7.79 -7.82 -7.88 -7.10 -7.83 -7.71 -8.06 -8.11 -7.51 -8.04 -7.89 -8.01 -7.96 -7.87 -8.14 

L124 -7.80 -8.19 -7.73 -8.19 -7.82 -7.82 -7.71 -8.02 -8.11 -7.97 -7.93 -7.98 -7.79 -7.91 -7.72 -7.86 -7.72 -7.60 -7.68 -7.70 

D125 -7.64 -6.71 -7.60 -8.10 -6.79 -7.82 -7.07 -8.25 -7.76 -6.73 -7.16 -7.77 -8.00 -8.05 -8.21 -7.92 -7.94 -6.98 -8.10 -4.74 
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ตารางที ่20  การแสดงค่าพลงังาน (kcal/mol) ในการจบัของ LMLL ท่ีทาํการเปล่ียนกรดอะมิโน กบั GalNAc 

 

change 

wild type 
A C D E F G H I K L M N P Q R S T V W Y 

G1 -7.44 -6.82 -6.81 -6.51 -7.22 -6.94 -6.63 -5.95 -7.08 -6.71 -7.02 -6.18 -6.65 -7.13 -7.57 -7.75 -6.35 -7.05 -6.81 -6.96 

F47 -6.63 -7.04 -6.84 -6.66 -6.45 -6.46 -6.17 -6.35 -6.44 -6.39 -6.63 -5.32 -6.55 -6.48 -6.96 -7.28 -6.88 -6.85 -6.33 -5.42 

Y78 -6.19 -6.23 -6.06 -6.36 -6.93 -6.79 -6.32 -6.03 -6.18 -6.36 -6.22 -5.98 -6.18 -5.74 -6.17 -5.82 -6.17 -6.07 -6.52 -6.92 

I79 -6.74 -6.53 -6.58 -6.26 -6.22 -7.34 -6.89 -6.90 -6.44 -6.51 -6.58 -7.19 -6.99 -6.34 -6.63 -7.38 -6.48 -6.93 -6.81 -6.59 

V80 -5.97 -6.43 -6.71 -6.70 -5.73 -6.66 -6.48 -7.00 -7.21 -6.59 -6.74 -5.72 -6.72 -6.52 -6.51 -6.56 -6.60 -6.93 -6.50 -6.81 

S119 -6.50 -6.81 -6.55 -.34 -6.41 -6.08 -6.93 -6.80 -6.72 -6.77 -6.76 -7.61 -6.55 -6.32 -6.52 -6.94 -6.48 -7.11 -6.63 -6.63 

V120 -6.47 -6.87 -7.24 -6.87 -7.25 -6.65 -6.32 -6.61 -6.72 -6.97 -6.62 -6.45 -6.73 -6.31 -6.27 -6.78 -6.73 -6.92 -6.31 -6.49 

G121 -6.24 -6.53 -6.05 -6.12 -6.38 -6.92 -5.42 -5.25 -6.59 -5.88 -4.13 -5.99 -6.42 -5.85 -7.04 -5.78 -6.44 -5.06 -6.57 -6.41 

Y122 -6.56 -6.11 -6.63 -6.80 -6.62 -5.88 -6.59 -6.55 -.680 -6.08 -7.16 -6.80 -5.66 -6.36 -7.34 -6.49 -6.29 -6.03 -6.49 -6.95 

W123 -6.94 -6.32 -6.44 -6.55 -6.52 -6.56 -6.85 -6.82 -6.29 -6.46 -6.88 -6.53 -6.47 -6.72 -6.59 -6.48 -6.42 -6.52 -6.93 -6.74 

L124 -6.93 -7.03 -6.76 -6.46 -6.63 -6.59 -6.13 -7.17 -6.98 -6.94 -7.09 -7.06 -6.78 -6.75 -6.57 -6.82 -6.80 -6.67 -6.69 -6.53 

D125 -6.53 -6.38 -6.53 -6.53 -6.27 -6.51 -5.34 -6.65 -6.67 -5.43 -5.64 -6.49 -6.43 -6.75 -6.84 -6.96 -6.57 -5.55 -6.55 -4.66 

 
 
 

130 



131 

 

 

ตารางที ่21  การแสดงค่าพลงังาน (kcal/mol) ในการจบัของ LMLL ท่ีทาํการเปล่ียนกรดอะมิโน กบั Man 

 
 

change 

wild type 

A C D E F G H I K L M N P Q R S T V W Y 

G1 -6.71 -6.26 -6.00 -5.30 -6.41 -5.94 -6.48 -5.09 -6.47 -6.34 -6.74 -5.96 -6.68 -6.62 -6.42 -6.73 -6.03 -6.54 -6.59 -5.79 

F47 -5.99 -5.86 -6.71 -5.63 -5.78 -6.21 -5.74 -5.64 -6.05 -5.88 -5.73 -5.10 -5.59 -5.83 -5.73 -5.71 -5.90 -6.12 -5.94 -5.30 

Y78 -5.78 -5.51 -5.95 -5.80 -5.92 -5.77 -5.81 -5.49 -5.46 -5.36 -5.04 -5.54 -5.63 -5.33 -5.56 -5.44 -5.41 -5.65 -6.12 -5.95 

I79 -6.06 -5.95 -5.95 -6.06 -5.93 -6.11 -5.93 -5.92 -5.90 -5.76 -5.80 -6.17 -5.97 -6.03 -6.00 -5.96 -5.89 -5.88 -6.10 -6.14 

V80 -5.44 -5.83 -6.25 -6.33 -5.23 -5.75 -5.97 -6.33 -6.85 -6.11 -6.10 -4.93 -5.86 -5.89 -5.85 -6.10 -5.92 -5.87 -5.08 -6.22 

S119 -5.87 -5.72 -5.90 -5.76 -5.94 -5.84 -6.08 -5.80 -6.03 -5.87 -6.14 -6.24 -5.64 -5.86 -5.89 -5.83 -6.18 -6.15 -5.81 -5.91 

V120 -5.83 -6.26 -6.36 -6.35 -6.01 -5.91 -6.01 -6.10 -5.93 -5.93 -6.26 -5.76 -5.86 -5.90 -5.91 -6.25 -6.20 -5.89 -5.86 -5.81 

G121 -5.46 -4.60 -5.23 -5.00 -5.16 -5.92 -4.21 -4.38 -4.77 -4.91 -4.07 -4.33 -4.72 -4.70 -5.81 -5.26 -4.26 -3.98 -5.29 -5.91 

Y122 -6.01 -5.75 -6.44 -6.15 -5.90 -5.98 -5.86 -5.76 -6.00 -5.48 -6.45 -6.29 -4.75 -5.76 -6.94 -5.82 -5.71 -5.40 -5.40 -5.94 

W123 -6.40 -5.80 -5.85 -5.69 -5.90 -5.90 -5.96 -5.90 -5.73 -5.71 -5.83 -5.89 -5.34 -6.01 -5.99 -5.80 -5.80 -5.71 -5.84 -5.90 

L124 -6.18 -5.99 -5.99 -6.25 -5.97 -6.04 -5.76 -6.03 -6.68 -5.91 -6.25 -6.07 -5.89 -6.57 -6.06 -6.05 -5.84 -6.24 -5.90 -5.99 

D125 -6.72 -6.10 -5.91 -6.93 -5.78 -6.97 -5.78 -6.60 -6.76 -5.21 -6.60 -5.72 -6.52 -7.02 -6.82 -6.82 -6.71 -5.79 -7.18 -3.91 
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ตารางที ่22  การเปรียบเทียบค่าพลงังาน (kcal/mol) การจบัของ LMLL ท่ีทาํการเปล่ียนกรดอะมิโน   

   กบั Neu5Gc, GalNAc และ Man และเปรียบเทียบความสามารถในการจบัของนํ้าตาล  

   แต่ละชนิดโดยเทียบจาก Neu5Gc 

 

MLL 

Modeling LMLL 

Final Dock Energy (kcal/mol) 
Ratio 

Neu5Gc GalNAc Man Neu5Gc/GalNAc Neu5Gc/Man 

LMLL -7.64 -5.16 -4.83 1.48 1.58 

F47N-LMLL -8.30 -5.10 -5.32 1.56 1.63 

F47Y- LMLL -8.31 -5.30 -5.42 1.53 1.57 

V80F-LMLL -8.14 -5.23 -5.73 1.42 1.56 

G1I-LMLL -8.39 -5.09 -5.95 1.41 1.65 

G1Y-LMLL -8.69 -5.79 -6.29 1.39 1.50 

V80N-LMLL -7.68 -4.93 -5.72 1.34 1.56 

G1N-LMLL -8.22 -5.96 -6.18 1.33 1.38 

D125H-LMLL -7.07 -5.78 -5.34 1.32 1.22 

G1T-LMLL -8.28 -6.03 -6.35 1.30 1.37 

G121A-LMLL -8.06 -5.46 -6.24 1.29 1.48 
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ตารางที ่23  การเปรียบเทียบการจบัของ LMLL กบันํ้าตาล Neu5Gc, GalNAc และ Man 

   ระหวา่ง mutant LMLL  กบั LMLL   

 

Mutant MLL 

Ratio 

Neu5Gc_M/ 

Neu5Gc_W 

GalNAc_M/ 

GalNAc_W 

Man_M/ 

Man_W 

G1Y-LMLL 1.14 1.22 1.20 

G1I-LMLL 1.10 1.15 1.05 

F47N-LMLL 1.09 1.03 1.06 

F47Y-LMLL 1.09 1.05 1.10 

G1N-LMLL 1.08 1.20 1.23 

G1T-LMLL 1.08 1.23 1.25 

V80F-LMLL 1.07 1.11 1.09 

G121A-LMLL 1.06 1.21 1.13 

V80N-LMLL 1.01 1.11 1.02 

D125H-LMLL 0.93 1.04 1.20 

 

 

 

 

 
 
 
 
 



 

 

134 

 การศึกษาโครงสร้างของ F47N-LMLL ท่ีทาํใหค่้าพลงังานในการจบักบั Neu5Gc ต่างจาก

การจบักบั GalNAc และ Man พบวา่ F47N-LMLL มีกรดอะมิโนท่ีสาํคญัต่อการจบักบันํ้าตาล

เปล่ียนไปโดย F47N-LMLL จบักบั Neu5Gc มี Tyr78, Gly121 และ Tyr122  เพิ่มเขา้มาจาก   

กรดอะมิโนใน LMLL ในขณะท่ีกรดอะมิโนของ F47N-LMLL ท่ีจบักบั GalNAc และ Man เป็น

กรดอะมิโน Gly1, Trp123 และ Asp125 (ภาพท่ี 81) คลา้ยกบักรดอะมิโนใน LMLL จากนั้นศึกษา

ระยะห่างของพนัธะไฮโดรเจนระหวา่งกรดอะมิโนกบันํ้าตาล พบวา่กรดอะมิโนในบริเวณจบั

จาํเพาะส่วนใหญ่มีระยะห่างของกรดอะมิโนกบันํ้าตาลนอ้ยลงจากเดิม (ตารางท่ี 24) และ

เปรียบเทียบจากลกัษณะผวิของโปรตีนจะเห็นวา่บริเวณจบัมีลกัษณะแคบลง (ภาพท่ี 82) ซ่ึงการ

เปล่ียนกรดอะมิโนในบริเวณจบัจาํเพาะอาจส่งผลใหโ้ครงสร้างของโปรตีนเปล่ียนแปลง ทาํให้

นํ้ าตาลสามารถเขา้จบัไดดี้ข้ึน เม่ือเปรียบเทียบโครงสร้างของนํ้าตาลทั้ง 3 ชนิด มีลกัษณะการเขา้จบั

กบัโปรตีนคลา้ยกนัเทียบจากหมู่ O ท่ีอยูใ่นวงแหวนของนํ้าตาลท่ีเรียงตวัไปทางเดียวกนัโดยหนั

ดา้นหมู่ O เขา้จบักบัโปรตีนในร่องบริเวณจบัจาํเพาะ (ภาพท่ี 83) และกรดอะมิโนท่ีสาํคญัในการจบั

ของ F47N-LMLL กบั Neu5Gc มี Tyr78, Gly121 และ Tyr122 เพิ่มมาและต่างจากการจบัของ 

LMLL กบั Neu5Gc ส่วนการจบัของ F47N-LMLL กบั GalNAc และ Man มีกรดอะมิโน Trp123 

และ Asp125 เป็นอะมิโนหลกัท่ีจบักบันํ้าตาล (ตารางท่ี 25) 
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ภาพที ่81  การแสดงพนัธะไฮโดรเจนของการจบักนัระหวา่ง F47N-LMLL กบั Neu5Gc, GalNAc 

และ Man พบวา่กรดอะมิโนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการจบักบันํ้าตาลเปล่ียน โดย F47N-LMLL 

จบักบั Neu5Gc มี Tyr78 และ Gly121 เพิ่มเขา้มา ในขณะท่ีกรดอะมิโนของ F47N-

LMLL จบักบั GalNAc และ Man เป็นกรดอะมิโน Gly1, Trp123 และ Asp125 คลา้ยกบั

กรดอะมิโนใน LMLL 

 

 



 

 

136 

ตารางที ่24  การแสดงค่าระยะห่างพนัธะไฮโดรเจนระหวา่ง F47N-LMLL กบั Neu5Gc, GalNAc 

และ Man 

 

Complex H-Donor H-Acceptor Distancem(A◦) Distancew(A◦) 

F47N-LMLL- Neu5Gc  Protein Ligand   

 Tyr122:NH C1-O 2.960  

 Trp123:NH C1-O 2.497 2.974 

 Gly121: NH C2-O 2.822  

 Tyr78:OH C4-O 3.007  

 Ligand Protein   

 C1-OH CO:Trp123 2.630  

 C1-OH Oδ1:ASP125 2.752 2.968 

 C2-OH Oδ1:ASP125 2.698 2.619 

 C2-OH Oδ2:ASP125 3.013 2.813 

 C9-OH CO:Ile79 2.518 2.806 

F47N-LMLL- GalNAc Protein Ligand   

 Trp123:NH C6-O 2.684 2.808 

 Ligand Protein   

 C6-OH CO:Trp123 2.774 2.639 

 C6-OH Oδ1:ASP125 2.732  

F47N-LMLL- Man Protein Ligand   

 Gly1: NH C2-O 3.034  

 Trp123:NH C6-O 2.662 2.839 

 Ligand Protein   

 C6-OH Oδ1:ASP125 2.761  
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ภาพที ่82  การเปรียบเทียบโครงสร้างและลกัษณะผวิของ LMLL และ F47N-LMLL พบวา่บริเวณ

จบัมีลกัษณะแคบลง 

 

 
 

ภาพที ่83  การเปรียบเทียบโครงสร้างนํ้าตาลทั้ง 3 ชนิด ขณะจบักบัโปรตีน F47N-LMLL ไดแ้ก่ 

Neu5Gc, GalNAc และ Man 

A คือ ลกัษณะการเขา้จบัของนํ้าตาล ซ่ึงหนัดา้นหมู่ O เขา้จบักบั F47N-LMLL 

B คือ การเปรียบเทียบโครงสร้างของนํ้าตาลท่ีมีลกัษณะการเขา้จบักบัโปรตีนท่ีคลา้ยกนั 
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ตารางที ่25  การเปรียบเทียบกรดอะมิโนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างพนัธะไฮโดรเจนระหวา่ง LMLL 

กบั F47N-LMLL 

 

Ligand 
No. of  

residues 

List of residues 

LMLL F47N-LMLL 

Neu5Gc 4 Gly1, Ile79, Trp123, Asp125 Tyr78, Ile79, Gly121, Tyr122, 

Trp123, Asp125 

GalNAc 4 Gly1, Tyr122, Trp123, Asp125 Trp123, Asp125 

Man 2 Tyr122, Trp123 Gly1, Trp123, Asp125 

 

 

จากนั้นศึกษา MD Simulation ดว้ยโปรแกรม Discovery Studio 2.1 เพื่อเปรียบเทียบค่า

พลงังานระหวา่งกรดอะมิโนในบริเวณจบัจาํเพาะของ F47N-LMLL ท่ีจบักบั Neu5Gc, GalNAc 

และ Man พบวา่กรดอะมิโนส่วนใหญ่ในบริเวณจบัจาํเพาะของ F47N-LMLL จบักบันํ้าตาลดว้ยแรง 

electrostatics มากกวา่แรง Van der Waals  เหมือนกบั LMLL ส่วนกรดอะมิโน Tyr78 ของ F47N-

LMLL จบักบั Neu5Gc ดว้ยแรง Van der Waals มากกวา่แรง electrostatics ต่างจากการศึกษาการจบั

กนัของ LMLL กบั Neu5Gc โดย Tyr78 จบักบั Neu5Gc ดว้ยแรง electrostatics มากกวา่แรง Van 

der Waals และมากกวา่เพียงเลก็นอ้ยเท่านั้น ส่วน Ile79 จบักบั Neu5Gc ดว้ยแรง electrostatics และ

แรง Van der Waals ดว้ยค่าพลงังานใกลเ้คียงกนั แต่ค่าพลงังานสูงกวา่การจบักนัของ Ile79 ใน 

LMLL ท่ีจบักบั Neu5Gc อยา่งไรกต็ามเม่ือเปรียบเทียบแรง electrostatics และแรง Van der Waals 

ของ F47N-LMLL กบั LMLL พบวา่ F47N-LMLL จบักบั Neu5Gc ดว้ยแรง electrostatics และแรง 

Van der Waals ไดดี้กวา่การจบัของ LMLL กบั Neu5Gc ในขณะท่ีการจบัของ F47N-LMLL กบั 

GalNAc จบัไดไ้ม่ดีค่าพลงังานเพิ่มข้ึน ส่วนการจบักบั Man จบัไดดี้ข้ึนดว้ยแรง electrostatics ท่ี

เพิ่มข้ึน (ตารางท่ี 26 และ 27)  
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ตารางที ่26  การเปรียบเทียบแรง Electrostatics จากการศึกษา MD Simulation ของ F47N-LMLL 

กบันํ้าตาล 3 ชนิด 

 

F47N-LMLL 
Electrostatics Energy (kcal/mol) 

Neu5Gc GalNAc Man 

Gly1 0.20 0.22 3.19 

Asn47 -8.02 -0.09 -9.00 

Val75 -1.40 2.56 -3.70 

Tyr78 -1.23 5.60 -0.67 

Ile79 -3.39 -2.73 -0.55 

Val80 -3.46 -1.94 -4.70 

Ser119 -2.46 -2.68 -1.69 

Val120 0.60 1.07 0.34 

Gly121 -2.86 -0.64 0.81 

Tyr122 -12.69 -10.36 -1.60 

Trp123 -12.57 -5.50 -4.99 

Leu124 2.00 -5.73 -0.03 

Asp125 -33.21 -23.04 -15.14 

Total -78.46 -43.26 -37.73 
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ตารางที ่27  การเปรียบเทียบแรง Van der Waals จากการศึกษา MD Simulation ของ F47N-LMLL 

กบันํ้าตาล 3 ชนิด 

 

F47N-LMLL 
Van der Waals Energy (kcal/mol) 

Neu5Gc GalNAc Man 

Gly1 -1.84 0.01 -1.04 

Asn47 -0.28 -0.24 -0.15 

Val75 -0.16 -0.10 -0.31 

Tyr78 -5.17 -2.85 -4.30 

Ile79 -3.38 -0.28 -0.74 

Val80 -0.57 -0.76 -0.98 

Ser119 -0.32 -0.28 -0.44 

Val120 -0.37 -0.64 -0.40 

Gly121 -1.46 -1.58 -0.54 

Tyr122 -2.62 -2.35 -0.49 

Trp123 -2.26 -2.34 -0.14 

Leu124 -0.26 -0.16 -0.46 

Asp125 -4.48 0.25 -0.28 

Total -23.17 -11.33 -10.26 

 

 

จากการศึกษาโครงสร้างสามมิติของ 1MLL  มีโครงสร้างเป็น β-sheet มีความจาํเพาะต่อ

กรดเซียลิก และสามารถจบักบันํ้าตาลอ่ืนๆ ได ้เม่ือทาํการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนในบริเวณจบั

จาํเพาะ ทาํใหโ้ปรตีนจบักบันํ้าตาลดว้ยค่าพลงังานท่ีมีแนวโนม้ไปทางเดียวกนั จึงเลือกโครงสร้าง

โปรตีนท่ีเปล่ียนแลว้ทาํใหโ้ปรตีนจบักบันํ้าตาลดว้ยค่าพลงังานต่างกนัมากท่ีสุด และต่างจากเดิม

เพิ่มข้ึน ซ่ึงกรดอะมิโนนั้นคือ ฟีนิลอะลานีนเปล่ียนเป็นแอสพาราจีนท่ีตาํแหน่ง 47 (F47N)  
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วจิารณ์ผล 

 

1. การศึกษาการแสดงออกของโปรตีนในเซลล์แบคทเีรีย 

 

จากการศึกษาการแสดงออกของโปรตีนในเซลลแ์บคทีเรีย พบวา่ pET-fMLL ไม่มีการ

สงัเคราะห์โปรตีน ในขณะท่ี pET-nsMLL มีการสงัเคราะห์โปรตีนท่ีขนาดประมาณ 13 kDa และ    

9 kDa  ส่วน pET-LMLL มีการสงัเคราะห์โปรตีนท่ีขนาดประมาณ 16 kDa และขนาด 13 kDa แต่

โปรตีนขนาด 13 kDa มีปริมาณนอ้ย แถบโปรตีนไม่ชดัเจน การท่ี pET-fMLL ไม่มีการสงัเคราะห์

โปรตีน อาจเน่ืองมาจากลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง fMLL มีรหสัท่ีไม่สามารถแปลเป็นกรดอะมิโน

(rare codon) (Dethlefsen and Schmidt, 2005) 8 รหสั และ 1 ใน 8 รหสั คือ CGA (0.3%) เป็นรหสัท่ี

พบเฉพาะในบริเวณสญัญาณโปรตีน (signal peptide) เท่านั้น (ภาพท่ี 84 และตารางภาคผนวกท่ี 16) 

ในขณะท่ีส่วนของ pET-nsMLL และ pET-LMLL นั้นไม่มีรหสั CGA  ดงันั้น pET-fMLL ท่ีไม่มี

การแสดงออกของโปรตีน อาจมีสาเหตุจากการแปลรหสัโปรตีนไม่สมบูรณ์  

 
ATG GCT TCG TCT TCC TTT CTC TCC CTC TCC TTC CTC GTC CTC CTC TTC TCT ATC TCC 
TCT GCC AAC ACC CGA AAG TGG TCC TTG TCA AAT GTT CTC GAT CAG AAA CCG ATC AGC 
AUA ATC GAG GCC GCC ATT GGA GTT TCT GAA GAC CTT CTT AAT CTC AAT GGG ATG GAA 
GCT AAA AAC AAT CAA CAA AGT GGG AAA AGT CAG ACG AUA GTT GTA GGA ACA TGG GGA 
GCC CAA GCG ACT AGC TCT AAT GGT GTG GCT TTT GAT GAC GGT TCA TAC ACC GGA AUA 
AGA GAA ATC AAT TTT GAA TAT AAT AAT GAA ACT GCT ATC GGG AGT ATT CAA GTG ACC 
TAC GAT GTG AAT GGT ACG CCA TTT GAA GCA AAA AAA CAT GCC AGC TTT AUA ACA GGC 
TTC ACA CCA GTA AAG ATT TCC TTA GAC TTT CCA AGT GAG TAT AUA GCT GAA GTG AGC 
GGG TAC ACT GGT AAA GTG AGC GGG TAT AUA GTA GTA CGC TCT TTA ACA TTC AAG ACT 
AAC AAA GAA ACT TAT GGA CCA TAT GGA GTT ACA AGC GGC ACA CAT TTT AAG CTC CCA 
ATC CAA AAT GGC TTA ATT GTT GGA TTT AAA GGA AGT GTC GGC TAT TGG TTG GAC TAC 
ATT GGG TTT CAC TTA GCA CTT CTG GTG GGC CGC GGC AGC CTC GAG 

 

ภาพที ่84  ลาํดบัอาร์เอน็เอของ fMLL พบวา่ในบริเวณสญัญาณโปรตีน (signal peptide) (ตวัเขม้) มี

รหสั CGA (rare codon) (สีแดง) ท่ีพบทั้งใน E. coli และ sf9 รหสัสีนํ้าเงินเป็น rare 

codon ท่ีพบใน E. coli รหสัสีชมพเูป็น rare codon ท่ีพบใน sf9 

 

การแสดงออกของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน pET-nsMLL จากลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ะได้

โปรตีนท่ีมีนํ้ าหนกัโมเลกลุประมาณ 19 kDa แต่พบวา่ pET-nsMLL มีแถบโปรตีนเพิ่มข้ึนมาท่ีขนาด

ประมาณ 13 kDa และ 9 kDa อาจเน่ืองจากโปรตีนถูกตดัภายในโมเลกลุโดยมีบริเวณตดัท่ีจาํเพาะ 

โดยจากนํ้าหนกัโมเลกลุท่ีไดจ้าก 15% SDS-PAGE คาดวา่ pET-nsMLL น่าจะถูกตดัได ้2 ตาํแหน่ง 

เน่ืองจากนํ้าหนกัโมเลกลุรวมมากกวา่นํ้าหนกัโมเลกลุท่ีควรได ้ซ่ึงขนาดประมาณ 13 kDa อยูด่า้น 

C-terminal เพราะสามารถตรวจสอบดว้ย Western blot และทาํใหบ้ริสุทธ์ิได ้ส่วนขนาดประมาณ 9 
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kDa อยูด่า้น N-terminal (ภาพท่ี 85) เพราะไม่สามารถตรวจสอบดว้ย Western blot และทาํให้

บริสุทธ์ิแลว้ตรวจสอบดว้ย 15% SDS-PAGE ไม่พบโปรตีนขนาด 9 kDa แต่จากการหาบริเวณท่ี

สามารถถูกตดั (putative site) เทียบกบัโปรตีนอ่ืนๆ ของยคูาริโอต (Eukaryote Protein) ดว้ย

โปรแกรม SignalP 3.0 Server, LipoP 1.0 Server และ TatP 1.0 server ทั้ง 3 โปรแกรม เป็น

โปรแกรมการคาดคะเนสญัญาณโปรตีนและตาํแหน่งตดัของพอลิเปปไทด ์(Stephen et al., 2003) 

พบวา่ทั้ง 3 โปรแกรมใหต้าํแหน่งตดัของพอลิเปปไทดท่ี์พนัธะเปปไทดข์องกรดอะมิโนแอสพาติก 

(Aspartic acid) ตาํแหน่ง 29 (D29) ซ่ึงอยูใ่นส่วนของ α-chain นํ้าหนกัโมเลกลุท่ีไดห้ลงัการตดันั้น

ประมาณ 14 kDa ดา้น C-terminal ใกลเ้คียงกบัโปรตีนหลกัท่ีนํ้ าหนกัโมเลกลุ 13 kDa ส่วนโปรตีน

ท่ีมีนํ้ าหนกัโมเลกลุ 9 kDa ท่ีคาดวา่น่าจะเป็นโปรตีนดา้น N-terminal ไม่พบตาํแหน่งตดัท่ีทาํใหไ้ด้

โปรตีนดา้น N-terminal มีขนาด  9 kDa ทั้งน้ีอาจทาํการศึกษาดว้ยการนาํโปรตีนแต่ละขนาดไป

ตรวจสอบดว้ยการทาํ  Mass spectrometry ต่อไป ส่วน pET-LMLL ท่ีไดโ้ปรตีน 2 ขนาด คือ

นํ้าหนกัโมเลกลุ 16 kDa ซ่ึงตรงกบัการคาดคะเน และนํ้าหนกัโมเลกลุ 13 kDa ซ่ึงคาดวา่เป็นการตดั

ของกรดอะมิโนตาํแหน่ง D29 เช่นเดียวกบัการตดัใน pET-nsMLL แต่สญัญาณการตดัอาจไม่

สมบูรณ์จึงสามารถตดัโปรตีนไดเ้พียงบางส่วน ซ่ึงสญัญาณการตดัอาจอยูท่ี่รอยต่อของ β-chain และ 

α-chain เน่ืองจากโปรตีนท่ีมีทั้ง β-chain และ α-chain (pET-nsMLL) เกิดการตดัไดส้มบูรณ์ ส่วน

โปรตีนท่ีมีเพียง α-chain ตดัไดบ้างส่วน ดงันั้นอาจทาํการศึกษาหาสญัญาณการตดัโปรตีนต่อไป 

 

 
 

ภาพที ่85  ไดอะแกรมจาํลองการคาดคะเนบริเวณตดัใน pET-nsMLL และ pET-LMLL ซ่ึงคาดวา่

น่าจะมีบริเวณตดั 2 ตาํแหน่ง 
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โปรตีนบางส่วนอาจถูกยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องแบคทีเรีย (Nagatal et al., 1998) เช่น 

Aminopeptidase (exopeptidases) จะยอ่ยดา้น N-terminal (Gonzales and Robert-Baudouy, 1996 ) 

หรือ Type I signal peptidase เป็นเอนไซมท่ี์พบทั้งในแบคทีเรีย รา พืช หรือสตัว ์จะตดัดา้น N-

terminal (Tuteja, 2005) แลว้อาจทาํใหไ้ด ้pET-nsMLL ท่ีมีนํ้ าหนกัโมเลกลุ 13 kDa จากการ

วิเคราะห์หาเอนไซมท่ี์สามารถตดัพอลิเปปไทดด์ว้ยโปรแกรม PeptideCutter (ExPASy Proteomics 

Server) พบเอนไซมท่ี์สามารถตดั pET-nsMLL ไดข้นาดท่ีใกลเ้คียงกบัการตรวจสอบดว้ย 15% 

SDS-PAGE คือ Asp/Glu-N endopeptidase เป็นเอนไซมท่ี์สามารถตดัพนัธะเปปไทดต์าํแหน่งของ

กรดอะมิโนแอสพาติก (Aspartic acid) หรือกลูตามิก (Glutamic acid) (Ingrosso et al., 1989) ได้

หลายตาํแหน่ง และตาํแหน่งท่ีตดัแลว้ไดโ้ปรตีนท่ีมีขนาดใกลเ้คียง 13 kDa คือ D29, D30, E38 และ 

E42  ตาํแหน่งท่ีตดัแลว้ไดโ้ปรตีนท่ีมีขนาดใกลเ้คียง 9 kDa คือ D83 และ E87 (ภาพภาคผนวกท่ี 12)

โปรตีนเลคตินท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซมข์องแบคทีเรียอาจทาํใหไ้ดโ้ปรตีนท่ีมีนํ้ าหนกัโมเลกลุดงักล่าว

แลว้ ยงัอาจทาํใหโ้ปรตีนถูกยอ่ยและมีขนาดเลก็ลงจนไม่สามารถตรวจสอบได ้จึงทาํใหเ้ห็นแถบ

โปรตีนท่ีถูกตดัมีปริมาณไม่เท่ากนั จากการวิเคราะห์หาตาํแหน่งตดัจาํเพาะและเอนไซมจ์าก

แบคทีเรียท่ีอาจส่งผลต่อขนาดโปรตีน พบขอ้มูลท่ีอาจทาํใหเ้ขา้ใจไดว้า่โปรตีนเลคตินน่าจะมี

ตาํแหน่งตดัจาํเพาะและถูกยอ่ยดว้ยเอนไซมแ์บคทีเรีย เน่ืองจากทั้ง pET-nsMLL และ pET-LMLL มี

โปรตีนขนาด 13 kDa เหมือนกนัน่าจะถูกตดัตาํแหน่งเดียวกนั ส่วนโปรตีนขนาด 9 kDa ของ pET-

nsMLL แถบโปรตีนบาง ปริมาณโปรตีนนอ้ย บางส่วนน่าจะถูกยอ่ยดว้ยเอนไซมแ์บคทีเรีย อยา่งไร

กต็ามตาํแหน่งตดัจาํเพาะและเอนไซมจ์ากแบคทีเรียท่ีคาดการไวน้ั้นอาจทาํการศึกษาเพิ่มเติมต่อไป 

 

เม่ือตรวจสอบรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนท่ีไดด้ว้ยการทาํ Western blot พบวา่รีคอมบิแนนท์

โปรตีน pET-nsMLL และ pET-LMLL ปรากฏแถบโปรตีนท่ีตาํแหน่งตรงกบัแถบโปรตีนท่ีไดจ้าก 

15% SDS-PAGE แสดงวา่การสร้างรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน pET-nsMLL และ pET-LMLL มีการ

แสดงออกของยนีตามท่ีคาดหมาย แต่ pET-fMLL ไม่สามารถตรวจไดเ้น่ืองจากไม่มีการแสดงออก

ของโปรตีน และแถบโปรตีนท่ีเพิ่มข้ึนมาท่ีขนาด 13 kDa ของ pET-nsMLL เป็นโปรตีนทางดา้น   

C-terminal ท่ีอาจไดจ้ากการถูกตดัภายในโมเลกลุหรือการยอ่ยดว้ยเอนไซมแ์บคทีเรีย เน่ืองจาก

ตรวจสอบดว้ย Western blot ได ้ส่วนแถบโปรตีนท่ีเพิ่มข้ึนมาท่ีขนาด 13 kDa ของ pET-LMLL น่า

เป็นโปรตีนดา้น C-terminal เพราะมีขนาดเท่ากบัแถบโปรตีนท่ีขนาด 13 kDa ของ pET-nsMLL แต่

ตรวจสอบดว้ย Western blot แลว้ไม่พบการเกิดปฏิกิริยาดว้ย chemiluminescence บนแผน่ฟิลม์ X-

ray ในตาํแหน่งดงักล่าว อาจเป็นเพราะโปรตีนขนาด 13 kDa ของ pET-LMLL มีปริมาณนอ้ยเม่ือ

เทียบกบัโปรตีนขนาด 16 kDa ของ pET-LMLL  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gonzales%20T%22%5BAuthor%5D�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Robert-Baudouy%20J%22%5BAuthor%5D�
http://au.expasy.org/�
http://au.expasy.org/�
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จากการศึกษาการแสดงออกของยนีพืชในเซลลแ์บคทีเรียของ Roychoudhury and Basu 

(2008) ท่ีศึกษาการแสดงออกของ RAB16A ซ่ึงเป็นโปรตีนท่ีเกิดจากความเครียดในสภาวะเกลือ 

(salt-stress) ของขา้ว พบวา่โปรตีนสามารถทาํงานไดเ้ช่นดียวกบัในธรรมชาติ ดงันั้นจึงทาํการศึกษา

การแสดงออกของ MLL1 ในเซลลแ์บคทีเรีย ซ่ึงไดรี้คอมบิแนนทโ์ปรตีน pET-nsMLL และ pET-

LMLL จากนั้นทาํใหโ้ปรตีนบริสุทธ์ิและเพิ่มความเขม้ขน้เพื่อตรวจสอบกิจกรรมโปรตีนดว้ยวิธี        

ฮีแมกกลูติเนชนั แต่โปรตีนทั้ง 2 ชนิด เกิดการรวมกลุ่มตกตะกอนจึงไม่สามารถตรวจสอบกิจกรรม

โปรตีนได ้จากนั้นนาํโปรตีนท่ีเกิดการรวมกลุ่มตกตะกอนปรับสภาวะโปรตีนใหอ้ยูใ่นโครงสร้างท่ี

เหมาะสม โดยนาํไปทาํ Refold Protein ซ่ึงการทาํ Refold Protein ของโปรตีนท่ีเป็น inclusion 

bodies นั้นสามารถทาํใหโ้ปรตีนอยูใ่นโครงสร้างท่ีเหมาะสมและทาํงานได ้เช่น การแสดงออกของ 

Arabidopsis thaliana RGL-3 ((At) RGL-3) ซ่ึงเป็นโปรตีนในกระบวนการเปล่ียนดีเอน็เอเป็น    

อาร์เอน็เอ (transcription factor) โปรตีน (At) RGL-3 แสดงออกในเซลลแ์บคทีเรียในส่วนของ 

inclusion bodies ทาํการ Refold Protein แลว้ทาํให ้(At) RGL-3 สามารถเกิดการรวมกนัของ 2 

หน่วยยอ่ย (dimer) (Al-Samarrai et al., 2007) แต่เม่ือทาํการ Refold Protein ของ pET-nsMLL และ 

pET-LMLL ในปริมาณมากเพื่อนาํไปเพิ่มความเขม้ขน้โปรตีน โปรตีนเกิดการรวมกลุ่มตกตะกอน 

จึงทาํการแยกตะกอนและส่วนใส แลว้นาํส่วนใสมาตรวจสอบกิจกรรมโปรตีน พบวา่โปรตีนไม่

สามารถทาํใหเ้ซลลเ์มด็เลือดแดงของกระต่ายเกิดการรวมกลุ่มตกตะกอนได ้เม่ือเทียบกบัโปรตีน

ควบคุม อาจเป็นเพราะโปรตีนมีความเขม้ขน้ตํ่า โดยการหาปริมาณโปรตีนหาไดจ้ากการวดัค่าการ

ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 nm เทียบกบับฟัเฟอร์ ไดโ้ปรตีนท่ีมีความเขม้ขน้ 0.01 mg/ml การ 

Refold Protein ยงัมียเูรียอยูใ่นระบบทาํใหไ้ม่สามารถหาปริมาณโปรตีนไดด้ว้ยวิธี Lowry’s หรือ 

Bradford’s  และเป็นไปไดว้า่เม่ือปรับสภาวะโปรตีนแลว้ แต่โปรตีนยงัคงมีโครงสร้างท่ีไม่

เหมาะสม จึงทาํใหไ้ม่มีกิจกรรมโปรตีน แต่เม่ือนาํโปรตีนทั้งหมดจากเซลลแ์บคทีเรีย (crude 

protein) มาตรวจสอบกิจกรรม พบวา่โปรตีนทั้งหมดยงัคงไม่สามารถทาํใหเ้ซลลเ์มด็เลือดแดงเกิด

การรวมกลุ่มตกตะกอนไดเ้ช่นกนั ทั้งน้ีอาจเป็นเพราะโปรตีนเลคติน MLL1 ในธรรมชาติ ท่ีสามารถ

ทาํงานไดต้อ้งอยูใ่นโครงสร้างท่ีประกอบดว้ย 3 หน่วยยอ่ย ท่ีมีนํ้ าหนกัโมเลกลุรวม 51 kDa และมี

นํ้าตาลเป็นองคป์ระกอบ 8.8 % (Ratanapo et al., 1998) ซ่ึงรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนเลคตินท่ีไดจ้าก

การแสดงออกในเซลลแ์บคทีเรียเป็น inclusion body ไม่สามารถรวมกนัเป็น trimer และไม่มีนํ้าตาล

เป็นองคป์ระกอบ เน่ืองจากไม่มีไกลโคซิเลชนัเกิดข้ึน เหมือนโครงสร้างในสภาพธรรมชาติได ้ทาํ

ใหรี้คอมบิแนนทโ์ปรตีนท่ีไดไ้ม่มีกิจกรรมโปรตีน ดงันั้นจึงทาํการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน   

เลคตินในเซลลแ์มลง (sf9) เพื่อใหโ้ปรตีนเกิดไกลโคซิเลชนั เช่นเดียวกบัโปรตีนเลคตินใน

ธรรมชาติ  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Al-Samarrai%20TH%22%5BAuthor%5D�
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2.  การศึกษาการแสดงออกของโปรตีนในเซลล์แมลง 

 

การสร้างรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดเลคติน MLL1 เขา้สู่เซลลแ์มลง เน่ืองจากการเกิดไกลโค-

ซิเลชนัของเซลลแ์มลง มีลกัษณะคลา้ยกบัไกลโคซิเลชนัในพืชคือ ประกอบดว้ยนํ้าตาลแมนโนส 3 

โมเลกลุ แต่ในพืชจะมี N-acetylglucosamine 2 โมเลกลุ และ xylose 1 โมเลกลุ (Rayon et al., 1998) 

ในขณะท่ีเซลลแ์มลงไม่มีนํ้ าตาล 2 ชนิดน้ี (Rendic et al., 2007) ส่วนไกลโคซิเลชนัในยสีตน์ั้น

ประกอบดว้ยนํ้าตาลแมนโนสจาํนวนมาก (Tanner and Lehle, 1987) อาจส่งผลต่อการทาํงานของ  

เลคติน และการแสดงออกของโปรตีนในตน้ยาสูบ (Tobacco) ใชเ้วลาในการศึกษานาน จึงเลือกใช้

เซลลแ์มลงในการศึกษา ตวัอยา่งของโปรตีนพืชท่ีแสดงออกในเซลลแ์มลง เช่น auxin-binding 

protein (ABP1) มีสญัญาณโปรตีนและโปรตีนถูกส่งออกนอกเซลล ์(Henderson et al., 1995) ดงันั้น

เพื่อตอ้งการใหรี้คอมบิแนนทโ์ปรตีน MLL1 มีนํ้ าตาลเป็นองคป์ระกอบและมีกิจกรรมโปรตีน

เช่นเดียวกบั MLL1 ในธรรมชาติ และคาดหวงัวา่จะมีการแสดงออกของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนทั้ง

ส่วนของสญัญาณโปรตีน สาย A และสาย B เม่ือมีการแสดงออกของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนทุกส่วน

และรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนมีสญัญาณโปรตีนตามท่ีคาดเดา โปรตีนจะตอ้งมีการตดัส่วนของ

สญัญาณโปรตีน จึงทาํการแบ่งลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี MLL1 เป็น 2 ส่วน ไดแ้ก่ fMLL และ 

nsMLL การสร้าง pFast-MLL มี His-tag อยูด่า้น N-terminal ในการแปลรหสัโปรตีนจะเร่ิมแปล

รหสัตั้งแต่ His-tag ซ่ึงอยูด่า้นหนา้ยนีของเลคตินและในการตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทดไ์ดล้าํดบั

นิวคลีโอไทดท่ี์ถูกตอ้งแลว้นาํลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดจ้ากการตรวจสอบนั้นเขา้สู่โปรแกรม 

Translate (ExPASy Proteomics Server) เพื่อตรวจสอบการแปลรหสั (Frame) พบวา่ไดก้รดอะมิโน

ตามท่ีตอ้งการ 

 

การตรวจสอบรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนดว้ย 15% SDS-PAGE ไม่พบความแตกต่างของแถบ

โปรตีนระหวา่งเซลลแ์มลงท่ีถูกขนถ่ายยนี (transfected) และไม่ถูกขนถ่ายยนี (non-transfected)  

อาจเน่ืองจากมีการแสดงออกของโปรตีนนอ้ย แต่เม่ือตรวจสอบดว้ยการทาํ Western blot  แลว้พบวา่

รีคอมบิแนนทโ์ปรตีน Bac-fMLL และ Bac-nsMLL ไม่มีความจาํเพาะต่อ Penta-His Alexa Fluor 

Conjugates อาจแสดงใหเ้ห็นวา่ไม่มีการแสดงออกของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน หรือโปรตีนมีปริมาณ

นอ้ย (0.005 mg/ml) ซ่ึงการตรวจสอบโปรตีนท่ีมีการแสดงออกในเซลลแ์มลงท่ีไดป้ริมาณโปรตีน

นอ้ย อาจตรวจสอบนํ้าตาลบน 15% SDS-PAGE ดว้ยการยอ้มเจลใน Cationic dyes หรือ Hydrazine 

derivate (Holger  et al., 2007) กไ็ด ้เม่ือนาํโปรตีนไปทาํบริสุทธ์ิ และตรวจสอบกิจกรรมโปรตีน 

พบวา่ Bac-fMLL และ Bac-nsMLL ไม่สามารถทาํงานได ้เม่ือตรวจสอบรหสัโปรตีนใน fMLL และ 

nsMLL  พบรหสั CGA และ GGG เป็น rare codon ใน sf9 (ตารางภาคผนวกท่ี 17) รหสั CGA พบ

http://au.expasy.org/�
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ในบริเวณสญัญาณโปรตีน (fMLL) ส่วน GGG เป็น rare codon ท่ีพบใน nsMLL จึงอาจส่งผลให ้

Bac-fMLL และ Bac-nsMLL ไม่มีการสงัเคราะห์โปรตีนใน sf9 การศึกษาการแสดงออกของ pET-

fMLL และ Bac-fMLL มีรหสั CGA ซ่ึงเป็น rare codon ท่ีพบทั้งใน E. coli (0.3%) และ sf9 (0.54%) 

เป็นรหสัและตาํแหน่งเดียวกนัอาจทาํให ้Bac-fMLL ไม่มีการสงัเคราะห์โปรตีนเช่นเดียวกบั pET-

fMLL ในขณะท่ี Bac-nsMLL มีรหสั GGG (0.46%) หลายตาํแหน่งและตาํแหน่งแรกเป็นรหสั

โปรตีนตาํแหน่งท่ี 4 ซ่ึงอยูใ่นบริเวณเร่ิมแรกของการสงัเคราะห์โปรตีน โดยบริเวณท่ีพบตาํแหน่ง

ของ rare codon อยูใ่นบริเวณเร่ิมการสงัเคราะห์โปรตีนจะทาํใหมี้โอกาสสงัเคราะห์โปรตีนเกิดข้ึน

นอ้ย (Dethlefsen and Schmidt, 2005) ดงันั้นจึงอาจไม่มีการสงัเคราะห์โปรตีน Bac-nsMLL 

 

3.  การออกแบบและวศิวกรรมโปรตีนโดยเทคนิค computer–based design 

 

การศึกษาโครงสร้างโปรตีนเลคตินและเพิ่มความจาํเพาะต่อกรดเซียลิก (Neu5Gc) ดว้ย

คอมพิวเตอร์ ทาํ homology modeling โปรตีนเลคตินจากโปรตีนท่ีมีความเหมือนกบัโปรตีนท่ีสนใจ 

ซ่ึงมีโครงสร้างในฐานขอ้มูล มีการศึกษา homology modeling ของโปรตีนหลายชนิดท่ีศึกษา

เช่นเดียวกนัน้ี เช่น การศึกษา homology modeling ของ  Cdc25A phosphatases จากโครงสร้างท่ีได้

จากการตกผลึกโปรตีนของ Cdc25B แลว้นาํไปศึกษาต่อดว้ยโปรแกรม AutoDock 3.0.5 (Park and 

Jeon, 2008) การศึกษา Molecular modeling และ dynamics simulations ของ PNP จาก 

Streptococcus agalactiae (SaPNP) โดยทาํการ homology modeling โปรตีน SaPNP จากโปรตีน 

HsPNP แลว้ศึกษาความจาํเพาะต่อลิแกนและความสาํคญัของ motif (Caceres et al., 2008) เป็นตน้ 

การศึกษาโครงสร้างโปรตีนเลคตินและความจาํเพาะต่อกรดเซียลิกจะทาํการเตรียมโครงสร้าง

โปรตีนเลคตินดว้ยการทาํ homology modeling กบั 1JOT ไดโ้ครงสร้างของ LMLL ซ่ึงเป็น

โครงสร้างท่ีเหมือนกบัแม่แบบ จากนั้นเตรียมลิแกน ซ่ึงลิแกนท่ีนาํมาศึกษาคือนํ้าตาลท่ีศึกษา

ความจาํเพาะในหอ้งปฏิบติัการ ทั้งท่ีมีความจาํเพาะและไม่จาํเพาะต่อ 1MLL เพื่อเปรียบเทียบ

พลงังานในการจบัระหวา่งนํ้าตาลแต่ละชนิด และเปรียบเทียบระหวา่ง wildtype และ mutant LMLL 

เม่ือทาํการเปล่ียนกรดอะมิโนในบริเวณจบัจาํเพาะ แลว้ส่งผลต่อความจาํเพาะของนํ้าตาลอยา่งไร 

จากนั้นทาํการศึกษา Molecular Docking โดยทาํการ ReDocking 1JOT เพื่อตรวจสอบระเบียบ

วิธีการทาํงาน (algorithm) ถา้ ReDocking แลว้โครงสร้างต่างๆ ไม่เปล่ียนแปลงหรือเปล่ียนแปลง

แลว้หมู่ต่างๆ ของลิแกนมีทิศทางเดียวกนั ค่า RMSD นอ้ยกวา่ 3 A° (Magalhaes et al.,2004) ก็

สามารถนาํระเบียบวิธีท่ีไดจ้ากการ ReDocking ไปศึกษากบั LMLL ต่อไป เม่ือไดโ้ครงสร้าง 

LMLL, โครงสร้างลิแกนและระเบียบวิธีศึกษา กท็าํการ Docking เพื่อศึกษาความสามารถในการจบั

กบันํ้าตาลแต่ละชนิด โดยใหโ้ครงสร้างโปรตีนอยูก่บัท่ี (fixed) ส่วนลิแกนสามารถเคล่ือนท่ีได ้ผล
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ของการ Docking ในการศึกษาในคร้ังน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่ LMLL สามารถจบักบั Neu5Gc ไดดี้ท่ีสุด 

รองมาคือ Neu5Ac แต่การศึกษาในหอ้งปฏิบติัการ พบวา่ MLL1 ไม่จาํเพาะต่อ Neu5Ac ส่วนนํ้าตาล

อ่ืนใหผ้ลสอดคลอ้งกบัการศึกษาในหอ้งปฏิบติัการ โดยนํ้าตาลท่ีไม่มีความจาํเพาะต่อ MLL1 จะมี

ค่าพลงังานในการจบักบั LMLL สูง การศึกษาการจบักนัระหวา่ง LMLL กบั Neu5Ac ท่ีมีค่า

พลงังานใกลเ้คียงกบั Neu5Gc อาจเน่ืองจากหมู่ฟังกช์นัคลา้ยกนั ซ่ึงโครงสร้างของ Neu5Gc และ 

Neu5Ac  ต่างกนัท่ี Neu5Gc มีหมู่ไกลโคลิล (glycolyl) ท่ีมีโครงสร้างเป็น C5-CO-CH2-OH ส่วน 

Neu5Ac มีหมู่อะเซทิล (acetyl) ท่ีมีโครงสร้างเป็น C5-CO-CH3 โดยหมู่ท่ีทาํใหเ้กิดพนัธะไฮโดรเจน 

คือหมู่ ไฮดรอกซิล (-OH) จึงทาํใหค่้าพลงังานท่ีไดจ้ากการ Docking ของการจบักนัระหวา่ง LMLL 

กบั Neu5Gc ตํ่ากวา่ Neu5Ac และค่าพลงังานท่ีไดใ้กลเ้คียงกนั เพราะหมู่ไฮดรอกซิลท่ีทาํใหเ้กิด

พนัธะไฮโดรเจน ส่วนใหญ่อยูท่ี่คาร์บอนตาํแหน่งท่ี 1, 4, 7,8, และ 9 ในขณะท่ีการศึกษาใน

หอ้งปฏิบติัการนั้น MLL1 ไม่จาํเพาะต่อ Neu5Ac อาจเกิดจากในส่ิงมีชีวิตหรือเซลลต่์างๆ มีเอนไซม ์

sialyltransferase ท่ีทาํหนา้ท่ีในการขนส่งกรดเซียลิกใหก้บัตวัรับ ทาํใหไ้กลโคโปรตีนในธรรมชาติ

จบักบัเซลล ์หรือไกลโคโปรตีนอ่ืนๆ ต่างกนั ข้ึนอยูก่บัส่ิงมีชีวิตแต่ละชนิด (Chiu et al., 2004) หรือ

อาจเกิดจากความจาํเพาะต่อลกัษณะการเกิดไกลโคซิเลชนั (Raman et al., 2005) ซ่ึงการศึกษาใน

คอมพิวเตอร์ไม่สามารถศึกษาในส่วนน้ีได ้เช่นเดียวกบัการศึกษาความจาํเพาะต่อกรดเซียลิกอีก 24 

โครงสร้าง ฉะนั้นการศึกษาความจาํเพาะของ LMLL ต่อกรดเซียลิกอ่ืนๆ จึงควรศึกษาเพิม่เติมใน

หอ้งปฏิบติัการ  

 

 การศึกษา MD Simulation เป็นการจาํลองสภาวะเสมือนธรรมชาติของโปรตีน (Karplus 

and McCammon, 2002) เพื่อศึกษาถึงความสาํคญัของกรดอะมิโนท่ีมีผลต่อการจบักบันํ้าตาล พบวา่

กรดอะมิโนท่ีสาํคญัจากการศึกษา MD Simulation เป็นกรดอะมิโนในกลุ่มเดียวกบักรดอะมิโนท่ีทาํ

ใหโ้ปรตีนจบักบันํ้าตาลจากการศึกษา Molecular Docking ซ่ึงพิจารณาจากการเกิดพนัธะไฮโดรเจน 

แต่การศึกษาจาก MD Simulation จะพบกรดอะมิโนท่ีสาํคญัมากกวา่ เน่ืองจากพิจารณาจากค่า

พลงังานของแรง Electrostatics และ Van der Waals แสดงใหเ้ห็นความต่างท่ีทาํให ้LMLL จบักบั

นํ้าตาลต่างกนั กรดอะมิโนของ LMLL ส่วนมากจะจบักบันํ้าตาลดว้ยแรง Electrostatics  มีเพียง

กรดอะมิโนบางชนิดท่ีจบัดว้ยแรง Van der Waals ซ่ึงเป็นแรงอยา่งอ่อน แต่สามารถทาํใหโ้ปรตีนจบั

กบันํ้าตาลได ้การศึกษาความจาํเพาะต่อ Neu5Gc ของ LMLL ทั้ง 2 โปรแกรมใหก้ารศึกษาท่ี

สอดคลอ้งกนั  

 

การศึกษาการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนในบริเวณจบัจาํเพาะของ LMLL เพื่อเพิ่มความ 

จาํเพาะต่อ Neu5Gc ซ่ึงการศึกษา Molecular Docking ของ mutant LMLL พบวา่เปล่ียนกรดอะมิโน
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แลว้ทาํให ้mutant LMLL จบักบันํ้าตาลแต่ละชนิดมีแนวโนม้ของค่าพลงังานในการจบัทิศทาง

เดียวกนั คือ mutant LMLL แลว้จบักบั Neu5Gc ใหค่้าพลงังานตํ่ากวา่ wildtype และเทียบกบัการจบั

กบันํ้าตาลชนิดอ่ืนกใ็หค่้าพลงังานตํ่ากวา่ wildtype เช่นกนั หรือจบัแลว้ใหค้่าพลงังานสูงเหมือนกนั 

ดงันั้นจึงเลือกโครงสร้าง mutant LMLL ท่ีสามารถจบักบั Neu5Gc ไดค่้าพลงังานในการจบัต่างจาก

การจบักบันํ้าตาลชนิดอ่ืน และต่างกนัมากกวา่ wildtype นั้นคือ F47N จากค่าพลงังานในการจบัของ 

mutant LMLL จะเห็นวา่มีความต่างของค่าพลงังานนอ้ย อาจตอ้งศึกษาการเปล่ียนกรดอะมิโนอีก

คร้ัง (Double Mutant) โดยนาํโครงสร้าง mutant LMLL ท่ีไดค้ร้ังแรกมาเปล่ียนกรดอะมิโนใน

บริเวณจบัจาํเพาะ เพื่อใหไ้ดค้่าพลงังานในการจบัท่ีต่างกนัมากข้ึน (Cordente et al., 2006) เม่ือ

เปรียบเทียบโครงสร้างของ LMLL ระหวา่ง wildtype และ mutant LMLL พบวา่ mutant LMLL มี

ระยะห่างของพนัธะไฮโดรเจนระหวา่งโปรตีนและนํ้าตาลนอ้ยลง แสดงใหเ้ห็นวา่มีการ

เปล่ียนแปลงโครงสร้างโปรตีนเกิดข้ึน เม่ือศึกษา mutant LMLL ดว้ย MD Simulation เพื่อ

เปรียบเทียบกรดอะมิโนสาํคญัในการจบักบันํ้าตาล พบวา่กรดอะมิโนของ mutant LMLL ส่วนใหญ่

ยงัคงสามารถจบักบันํ้าตาลไดด้ว้ยแรง Electrostatics และมีค่าตํ่ากวา่ wildtype ส่วนการจบัดว้ยแรง 

Van der Waals เป็นกรดอะมิโนกลุ่มเดิม เม่ือเปรียบเทียบค่าพลงังานรวมในการจบัของ mutant 

LMLL กบั Neu5Gc มีค่าพลงังานตํ่ากวา่ wildtype ส่วนการจบักบันํ้าตาลอ่ืนค่าพลงังานสูงข้ึน แสดง

ใหเ้ห็นความต่างของค่าพลงังานระหวา่งนํ้าตาลต่างกนัมากข้ึน อยา่งไรกต็ามค่าพลงังานท่ีไดจ้าก

การเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนในบริเวณจบัจาํเพาะทั้งท่ีศึกษาดว้ย Molecular Docking และ MD 

Simulation นั้นยงัต่างกนันอ้ย อาจยงัไม่เพียงพอท่ีจะนาํขอ้มูลจากการศึกษาดว้ยคอมพิวเตอร์ไป

ศึกษาต่อในหอ้งปฏิบติัการ ดงันั้นจึงควรศึกษา Double Mutant ดว้ยคอมพิวเตอร์เพิ่มเติม แลว้ค่อย

ทาํ site-directed mutagenesis ในหอ้งปฏิบติัการ  

 

การศึกษา Molecular Docking ในแต่ละคร้ังจะใหค่้าพลงังานแตกต่างกนัเลก็นอ้ย ข้ึนอยู่

พารามิเตอร์ต่างๆ ท่ีกาํหนด ระยะเวลาในการสัง่ทาํงาน และจาํนวนโครงสร้าง หรือแมแ้ต่เคร่ือง

คอมพิวเตอร์ ซ่ึงโครงสร้างลิแกนท่ีดีท่ีสุดแต่ละคร้ังอาจไม่ใช่โครงสร้างเดิม และโครงสร้างลิแกนท่ี

มีค่าพลงังานในการจบัตํ่าท่ีสุด อาจไม่ใช่โครงสร้างท่ีดีท่ีสุด โดยการเลือกโครงสร้างลิแกนท่ีจะ

นาํมาศึกษาตอ้งพิจารณาจากหลายๆ ปัจจยั  โดยเลือกโครงสร้างท่ีมีค่าพลงังานตํ่าท่ีสุดก่อน แลว้

วิเคราะห์ลกัษณะโครงสร้าง ลกัษณะการเขา้จบั ค่า RMSD ซ่ึงจะทาํใหไ้ดโ้ครงสร้างท่ีดีท่ีสุดใน

การศึกษาต่อไป 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

 สรุป 

 

1.  ยนีเลคติน pET-fMLL และ pET-nsMLL ท่ีแสดงออกในเซลลแ์บคทีเรียมีลาํดบันิวคลี-

โอไทดถู์กตอ้งตรงกบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี fMLL และ nsMLL แต่มีเพียง pET-LMLL เท่านั้น

ท่ีลาํดบันิวคลีโอไทดเ์ปล่ียนไปหน่ึงตาํแหน่ง จากกวานีน (G) เป็นอะดีนีน (A) ทาํใหก้รดอะมิโน

เปล่ียนจากไอโซลิวซีน (I) เป็นวาลีน (V) แต่ไม่มีผลต่อโครงสร้างของโปรตีน เพราะเป็น      

กรดอะมิโนในกลุ่มเดียวกนั  

 

2.  การแสดงออกของโปรตีนในเซลลแ์บคทีเรีย pET-fMLL ไม่มีการสงัเคราะห์โปรตีน

เกิดข้ึน ส่วน pET-nsMLL มีการสงัเคราะห์โปรตีนท่ีมีนํ้ าหนกัโมเลกลุประมาณ 13 kDa และ 9.0 

kDa ซ่ึงขนาดโปรตีนท่ีไดต้ ํ่ากวา่ขนาดท่ีตามตอ้งการ และ pET-LMLL มีการสงัเคราะห์โปรตีนท่ีมี

นํ้ าหนกัโมเลกลุ 16 kDa และ 13 kDa ซ่ึงโปรตีนขนาด 16 kDa มีขนาดเท่ากบัขนาดท่ีตอ้งการ แต่

โปรตีนขนาด 13 kDa น่าจะเกิดจากการถูกตดัดว้ยเอนไซมห์รือถูกตดัภายในโมเลกลุของโปรตีนเอง 

เม่ือทาํ Western blot ใหโ้ปรตีนท่ีมีขนาด 13 kDa  

 

3.  โปรตีนท่ีไดจ้ากแสดงออกในเซลลแ์บคทีเรียไม่สามารถทาํงานได ้คือไม่ทาํใหเ้ซลลเ์มด็

เลือดแดงของกระต่ายรวมกลุ่มตกตะกอน แมว้า่จะมีการ Refold Protein แลว้กต็าม 

 

4.  การโคลนยนีเลคตินเขา้สู่ pFastBacHT-A vector เพื่อใหแ้สดงออกในเซลลแ์มลง 

ตรวจสอบ Bac-fMLL และ Bac-nsMLL มีลาํดบันิวคลีโอไทดถู์กตอ้งตรงกบัลาํดบันิวคลีโอไทด์

ของยนี fMLL และ nsMLL  

 

5.  การแสดงออกของโปรตีนในเซลลแ์มลง (sf9) ทั้ง Bac-fMLL และ Bac-nsMLL ไม่มี

การสงัเคราะห์โปรตีนเกิดข้ึน  

 

6. การศึกษาความจาํเพาะของโปรตีนเลคตินกบันํ้าตาลดว้ยคอมพิวเตอร์ พบวา่โปรตีน      

เลคตินมีความจาํเพาะต่อกรดเซียลิก (Neu5Gc) มากกวา่ GalNAc, Man, Glc และ Neu5Ac ซ่ึงใหผ้ล

สอดคลอ้งกบัการศึกษาในหอ้งปฏิบติัการ 
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7.  กรดอะมิโนในบริเวณจบัจาํเพาะของเลคตินท่ีมีความสาํคญัในการจบักบันํ้าตาลไดแ้ก่ 

Gly1, Tyr122, Trp123 และ Asp125 ใหผ้ลการศึกษาสอดคลอ้งกนัทั้งในโปรแกรม AutoDock 

3.0.5. และ Discovery Studio 2.1 

 

8.  การเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนท่ีทาํใหโ้ปรตีนเลคตินจบักบักรดเซียลิก (Neu5Gc) ไดค่้า

พลงังานในการจบัตํ่ากวา่การจบักบันํ้าตาลอ่ืน (GalNAc และ Man) และมีความต่างของค่าพลงังาน

ในการจบักบันํ้าตาลอ่ืนมากท่ีสุด คือ การเปล่ียนฟีนิลอะลานีน (F) เป็นแอสพาราจีน (N) ท่ีตาํแหน่ง 

47 (F47N) 

 

ข้อเสนอแนะ 

 

จากการศึกษาการแสดงออกของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนในเซลลเ์จา้บา้นทั้งในเซลล์

แบคทีเรียและเซลลแ์มลง รีคอมบิแนนทโ์ปรตีนไม่สามารถทาํงานได ้ดงันั้นเพื่อทาํการศึกษาต่อ

ยอดจากงานวิจยัน้ี ควรจะ 

 

1.  เปล่ียนดีเอน็เอพาหะ (vector) เป็นดีเอน็เอพาหะท่ีมี Fusion Protein เพื่อใหโ้ปรตีนอยูใ่น

ส่วนของ soluble form  

 

2.  เปล่ียนเซลลเ์จา้บา้นโดยใชเ้ซลลช์นิดอ่ืนๆ ท่ีสามารถเกิดไกลโคซิเลชนั เช่น เซลลย์สีต ์

เน่ืองจากเซลลย์สีตมี์ความสามารถในการเกิดไกลโคซิเลชนัสูง หรือการทาํ tissue culture (Tobacco) 

เพราะวา่ MLL1 ท่ีศึกษาในการทดลองน้ีมีตน้กาํเนิดมาจากพืชจึงน่าจะมีการแสดงออกของโปรตีน

ใน Tobacco ได ้

 

3.  เม่ือไดเ้ซลลเ์จา้บา้นท่ีเหมาะสม โปรตีนสามารถทาํงานได ้ควรศึกษาโครงสร้างโปรตีน

ดว้ยเทคนิคต่างๆ เช่น การทาํ Circular dichroism (CD) spectroscopy, ตกผลึกโปรตีน หรือการทาํ 

Nuclear magnetic resonance (NMR) เพื่อใหไ้ดโ้ครงสร้างท่ีถูกตอ้งแลว้นาํไปศึกษาเพื่อเพิ่ม

ความจาํเพาะต่อกรดเซียลิก และพฒันาโปรตีนเพื่อนาํไปใชใ้นทางการแพทยต่์อไป 
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4.  เม่ือไดโ้ปรตีนท่ีสามารถทาํงานได ้ทาํการศึกษาความจาํเพาะต่อกรดเซียลิกโดยเปล่ียน

กรดอะมิโนตามท่ีไดศึ้กษาทางคอมพิวเตอร์ โดยการทาํ site-directed mutagenesis เพื่อเปล่ียน

กรดอะมิโนในหอ้งปฏิบติัการใหไ้ดโ้ปรตีนท่ีมีความจาํเพาะต่อกรดเซียลิก 

 

5.  การศึกษาดว้ยคอมพิวเตอร์ควรลองเปล่ียนกรดอะมิโนอีกคร้ัง (Double mutation) 

เพื่อใหไ้ดค่้าพลงังานในการจบักบันํ้าตาลแตกต่างกนัมากข้ึน จากนั้นทาํ site-directed mutagenesis 

ในหอ้งปฏิบติัการ ตามการศึกษาดว้ยคอมพิวเตอร์ 

 

6.  ควรทาํการศึกษาโครงสร้างของโปรตีนเลคตินจากธรรมชาติ ดว้ยการตกผลึกโปรตีน 

หรือการทาํ NMR เพื่อใหไ้ดโ้ครงสร้างท่ีถูกตอ้ง และนาํไปศึกษาต่อดา้นอ่ืนๆ ไดง่้าย 
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สารเคมีในเทคนิคการวิเคราะห์ผล 
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1. อาหารเลีย้งเช้ือแบคทเีรีย 

   

อาหาร LB broth     1% Tryptone 

    0.5% Yest extract   

0.5% NaCl  

 อาหาร LB agar     1% Tryptone 

    0.5% Yest extract   

0.5% NaCl  

    1.5% Agarose 

 

2. อาหารเลีย้งเซลล์แมลง 

 

S.O.C. Medium     2% (w/v)Tryptone,  

0.5% (w/v) Yeast extract 

8.6 mM NaCl  

2.5 mM KCl  

20 mM MgSO4  

20 mM Glucose 

 

3. สารเคมีสําหรับสกดัพลาสมิด 

 

 Alkaline lysis Solution I ( Resuspension buffer)  

      50 mM Glucose     

      25 mM Tris-Hcl, pH 8     

      10 mM EDTA     

Alkaline lysis Solution II (Lysis buffer)  

     0.2 M NaOH    

     1% (w/v SDS)    

Alkaline lysis Solution III  / 100 ml 

     5 M Potassium acetate   

     0.2 M Glacial acetic acid   
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4. สารเคมีสําหรับตรวจสอบขนาดของดีเอน็เอ  

 

10X TBE  stock solution      0.89 M Tris base      

       0.89 M Boric acid     

        0.5 M EDTA    

TE buffer    10 mM Tris-Cl, pH 7.5 
1 mM EDTA 

DNA Loading dye    0.25% bromophenol blue 

      30% glycerol ละลายใน TE 

 

5. สารเคมีสําหรับตรวจสอบขนาดโปรตีน 

 

30 % Acrylamide (30.8 % T, 2.6% C) 

30% Acrylamide acrylamide    

5 mM  N,N’-Methylenebisacrylamide (BIS)  

Separating sol 1.5 M Tris pH 8.8  

Stacking sol 0.5 M Tris pH 6.8  

10% Amonium persulfate  

10% SDS 

 

ตารางผนวกที ่ก1  การเตรียม SDS-PAGE 

 

Reagent 15% Separating (ml) 12% Separating  (ml) 5% Stacking (ml) 

30 % Bis-Acrylamide 

Separating solution 

Stacking solution 

10% Amonium persulfate 

10% SDS 

TEMED 

Water 

Total 

3.5 

1.8 

- 

0.07 

0.07 

0.004 

1.6 

7.0 

2.8 

1.8 

- 

0.07 

0.07 

0.004 

2.26 

7.0 

0.33 

- 

0.25 

0.02 

0.02 

0.002 

1.4 

2.0 
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6x Protein loading dye    0.5 M Tris pH 6.8    

60% Glycerol 

10% SDS     

0.03% Bromophenol blue 

5x running buffer  0.125 M Tris base    

0.96 M Glycine      

0.5%w/v SDS 

5x Staining solution   0.5%w/v coomasie blue R250   

      40% mEthanol      

      10% Acetic acid     

Destains    40 % Methanol , or Ethanol    

10 % Acetic acid    

 

6. สารเคมีสําหรับตรวจสอบโปรตีนด้วย Western blot 

 

TBS buffer     10 mM Tris-HCl, pH 7.5  

150 mM NaCl 

 TBS-Tween buffer   20 mM Tris-HCl, pH 7.5 

500 mM NaCl  

0.05%(v/v) Tween20 

TBS-Tween/Triton buffer  20 mM Tris-HCl, pH 7.5  

500 mM NaCl  

0.05%(v/v) Tween-20  

0.2%(v/v) Triton X-100 

Blocking buffer     5% milk ใน TBS-Tween buffer  
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7.  สารละลายสําหรับการทาํให้โปรตีนบริสุทธ์ิ 

  

Lysis buffer    50 mM NaH2PO4  pH 8.0  

300 mM NaCl  

2 mM DTT  

1 mM PMSF  

1 mM EDTA 

(8 M Urea) 

Equilibrate buffer   50 mM NaH2PO4  pH 8.0  

300 mM NaCl 

2 mM DTT 

50 mM Imidazole 

(8 M Urea) 

Wash buffer    50 mM NaH2PO4  pH 8.0  

300 mM NaCl  

2 mM DTT 

(8 M Urea) 

Elution buffer    50 mM NaH2PO4 pH 8.0 

300 mM NaCl  

2 mM DTT  

250 mM imidazole 

(8 M Urea) 

 

8. Bradford Reagent 

 

Bradford buffer    95% Ethanol      

88% Phosphoric     

Serva Blue G     

Water      
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ขอ้มูลในการศึกษาและการวิเคราะห์ผล 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6 

 

 
 

ภาพผนวกที ่ข1  การตรวจสอบนิวคลีโอไทดข์อง DNA ของ pGEM-fMLL ดา้น N-terminal 
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ภาพผนวกที ่ข1 (ต่อ)   
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ภาพผนวกที ่ข2  การตรวจสอบนิวคลีโอไทดข์อง DNA ของ pGEM-nsMLL ดา้น C-terminal 
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ภาพผนวกที ่ข3 การตรวจสอบนิวคลีโอไทดข์อง DNA ของ pGEM-LMLL ดา้น N-terminal 
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ภาพผนวกที ่ข4 การตรวจสอบนิวคลีโอไทดข์อง DNA ของ pET-fMLL ดา้น N-terminal 
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ภาพผนวกที ่ข5 การตรวจสอบนิวคลีโอไทดข์อง DNA ของ pET-fMLL ดา้น C-terminal  
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ภาพผนวกที ่ข6   การตรวจสอบนิวคลีโอไทดข์อง DNA ของ pET-nsMLL ดา้น C-terminal  
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ภาพผนวกที ่ข7  การตรวจสอบนิวคลีโอไทดข์อง DNA ของ pET-LMLL ดา้น C-terminal  
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ภาพผนวกที ่ข7 (ต่อ)  
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ภาพผนวกที ่ข8  การตรวจสอบนิวคลีโอไทดข์อง DNA ของ Bac-fMLL ดา้น C-terminal  
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ภาพผนวกที ่ข8 (ต่อ)  
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ภาพผนวกที ่ข9  การตรวจสอบนิวคลีโอไทดข์อง DNA ของ Bac-nsMLL ดา้น C-terminal  
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ภาพผนวกที ่ข9 (ต่อ)  

 

 

 

 

 195 



 

 

196 

ตารางผนวกที ่ข1  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 570 nm ของการทดลองมว้นพบัของ pET-nsMLL ท่ีเวลา 1 ชัว่โมง 

 

1h 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 0.000 0.001 0.017 0.025 0.022 0.014 0.006 0.023 -0.001 -0.002 -0.003 0.006 

B 0.003 0.003 0.008 -0.001 -0.001 0.000 -0.001 0.002 0.002 0.006 0.005 0.000 

C -0.002 -0.002 0.030 0.001 0.053 0.058 0.017 0.019 -0.003 -0.005 0.002 0.011 

D 0.015 0.001 0.007 0.000 0.011 0.001 0.007 0.000 0.004 0.006 -0.002 0.018 

E 0.014 0.012 0.002 0.033 0.000 0.015 0.000 0.023 0.005 -0.003 -0.001 0.011 

F 0.012 0.003 0.032 0.001 0.007 0.001 0.011 0.000 0.000 0.002 0.003 -0.003 

G 0.000 -0.002 0.018 0.019 0.021 0.022 0.012 0.015 -0.001 -0.003 -0.003 -0.001 

H 0.007 -0.001 0.001 0.002 -0.001 0.015 0.000 0.016 0.001 -0.004 0.000 0.000 
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ตารางผนวกที ่ข2  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 570 nm ของการทดลองมว้นพบัของ pET-nsMLL ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง 

 
24 h 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 0.001 0.002 0.024 0.020 0.034 0.012 0.006 0.033 -0.002 -0.001 0.000 0.002 

B 0.003 0.001 0.008 0.000 -0.003 0.000 -0.001 0.011 0.002 0.01 0.005 0.002 

C 0.002 -0.004 0.051 0.002 0.061 0.061 0.023 0.017 -0.003 -0.001 -0.001 0.015 

D 0.023 0.000 0.070 0.003 0.007 -0.001 0.019 0.001 0.013 0.012 -0.005 0.054 

E 0.015 0.015 0.000 0.046 0.000 0.023 -0.001 0.022 0.005 -0.003 -0.002 0.023 

F 0.020 0.003 0.032 0.002 0.006 -0.001 0.047 0.000 -0.001 0.002 0.000 -0.001 

G -0.002 -0.003 0.018 0.045 0.030 0.045 0.012 0.019 -0.002 -0.003 -0.002 0.018 

H 0.008 -0.003 0.002 0.007 -0.001 0.043 -0.001 0.028 0.001 -0.004 0.002 0.000 
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ตารางผนวกที ่ข3  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 570 nm ของการทดลองมว้นพบัของ pET-nsMLL ท่ีเวลา 48 ชัว่โมง 

 
48h 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 0.005 0.005 0.036 0.012 0.056 0.034 0.013 0.04 0.001 0.001 0.002 0.004 

B 0.008 0.006 0.010 0.003 0.000 0.003 0.002 0.013 0.005 0.013 0.009 0.007 

C 0.001 -0.001 0.067 0.006 0.065 0.067 0.029 0.021 0.000 0.002 0.004 0.028 

D 0.025 0.004 0.113 0.007 0.010 0.003 0.024 0.004 0.019 0.018 -0.001 0.077 

E 0.020 0.022 0.006 0.061 0.003 0.026 0.003 0.031 0.008 0.001 0.000 0.028 

F 0.025 0.008 0.041 0.006 0.010 0.002 0.057 0.003 0.005 0.005 0.002 0.003 

G 0.002 0.005 0.023 0.066 0.034 0.048 0.016 0.027 0.000 0.001 0.001 0.032 

H 0.012 0.000 0.004 0.013 0.002 0.138 0.002 0.030 0.004 0.000 0.003 0.000 
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ตารางผนวกที ่ข4  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 570 nm ของการทดลองมว้นพบัของ pET-nsMLL ท่ีเวลา 72 ชัว่โมง 

 
72h 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 0.006 0.005 0.043 0.031 0.068 0.019 0.016 0.041 0.000 0.000 0.000 0.004 

B 0.008 0.007 0.01 0.002 0.001 0.003 0.002 0.015 0.007 0.014 0.005 0.008 

C 0.000 -0.001 0.006 0.006 0.083 0.082 0.031 0.024 0.000 0.003 0.005 0.049 

D 0.025 0.005 0.104 0.009 0.048 0.003 0.026 0.006 0.024 0.027 0.004 0.018 

E 0.019 0.025 0.006 0.077 0.004 0.027 0.006 0.038 0.012 0.004 0.006 0.030 

F 0.026 0.009 0.102 0.007 0.027 0.003 0.062 0.002 0.006 0.003 0.000 0.004 

G 0.001 0.006 0.023 0.077 0.035 0.049 0.017 0.030 0.002 0.002 0.001 0.035 

H 0.008 0.000 0.008 0.015 0.003 0.184 0.005 0.034 0.006 0.001 0.005 0.000 
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ตารางผนวกที ่ข5  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 570 nm ของการทดลองมว้นพบัของ pET-nsMLL ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง เปรียบเทียบกบัท่ีเวลา 1 ชัว่โมง 
 

1h-24h 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A -0.001 -0.001 -0.007 0.005 -0.012 0.002 0.000 -0.01 0.001 -0.001 -0.003 0.004 

B 0.000 0.002 0.000 -0.001 0.002 0.000 0.000 -0.009 0.000 -0.004 0.000 -0.002 

C -0.004 0.002 -0.021 -0.001 -0.008 -0.003 -0.006 0.002 0.000 -0.004 0.003 -0.004 

D -0.008 0.001 -0.063 -0.003 0.004 0.002 -0.012 -0.001 -0.009 -0.006 0.003 -0.036 

E -0.001 -0.003 0.002 -0.013 0.000 -0.008 0.001 0.001 0.000 0.000 0.001 -0.012 

F -0.008 0.000 0.000 -0.001 0.001 0.002 -0.036 0.000 0.001 0.000 0.003 -0.002 

G 0.002 0.001 0.000 -0.026 -0.009 -0.023 0.000 -0.004 0.001 0.000 -0.001 -0.019 

H -0.001 0.002 -0.001 -0.005 0.000 -0.028 0.001 -0.012 0.000 0.000 -0.002 0.000 
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ตารางผนวกที ่ข6  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 570 nm ของการทดลองมว้นพบัของ pET-nsMLL ท่ีเวลา 48 ชัว่โมง เปรียบเทียบกบัท่ีเวลา 1 ชัว่โมง 

 

1h-48h 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A -0.005 -0.004 -0.019 0.013 -0.034 -0.02 -0.007 -0.017 -0.002 -0.003 -0.005 0.002 

B -0.005 -0.003 -0.002 -0.004 -0.001 -0.003 -0.003 -0.011 -0.003 -0.007 -0.004 -0.007 

C -0.003 -0.001 -0.037 -0.005 -0.012 -0.009 -0.012 -0.002 -0.003 -0.007 -0.002 -0.017 

D -0.01 -0.003 -0.106 -0.007 0.001 -0.002 -0.017 -0.004 -0.015 -0.012 -0.001 -0.059 

E -0.006 -0.01 -0.004 -0.028 -0.003 -0.011 -0.003 -0.008 -0.003 -0.004 -0.001 -0.017 

F -0.013 -0.005 -0.009 -0.005 -0.003 -0.001 -0.046 -0.003 -0.005 -0.003 0.001 -0.006 

G -0.002 -0.007 -0.005 -0.047 -0.013 -0.026 -0.004 -0.012 -0.001 -0.004 -0.004 -0.033 

H -0.005 -0.001 -0.003 -0.011 -0.003 -0.123 -0.002 -0.014 -0.003 -0.004 -0.003 0.000 
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ตารางผนวกที ่ข7  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 570 nm ของการทดลองมว้นพบัของ pET-nsMLL ท่ีเวลา 72 ชัว่โมง เปรียบเทียบกบัท่ีเวลา 1 ชัว่โมง 

 

1h-72h 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A -0.006 -0.004 -0.026 -0.006 -0.046 -0.005 -0.01 -0.018 -0.001 -0.002 -0.003 0.002 

B -0.005 -0.004 -0.002 -0.003 -0.002 -0.003 -0.003 -0.013 -0.005 -0.008 0.000 -0.008 

C -0.002 -0.001 0.024 -0.005 -0.030 -0.024 -0.014 -0.005 -0.003 -0.008 -0.003 -0.038 

D -0.010 -0.004 -0.097 -0.009 -0.037 -0.002 -0.019 -0.006 -0.020 -0.021 -0.006 0.000 

E -0.005 -0.013 -0.004 -0.044 -0.004 -0.012 -0.006 -0.015 -0.007 -0.007 -0.007 -0.019 

F -0.014 -0.006 -0.070 -0.006 -0.020 -0.002 -0.051 -0.002 -0.006 -0.001 0.003 -0.007 

G -0.001 -0.008 -0.005 -0.058 -0.014 -0.027 -0.005 -0.015 -0.003 -0.005 -0.004 -0.036 

H -0.001 -0.001 -0.007 -0.013 -0.004 -0.169 -0.005 -0.018 -0.005 -0.005 -0.005 0.000 
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ตารางผนวกที ่ข8  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 570 nm ของการทดลองมว้นพบัของ pET-LMLL ท่ีเวลา 1 ชัว่โมง 

 

1h-b 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 0.035 0.010 0.011 0.048 0.005 0.034 0.011 0.018 0.008 0.007 0.001 0.010 

B 0.035 0.014 0.014 0.012 0.019 0.013 0.009 0.011 0.007 0.008 0.010 0.004 

C 0.036 0.009 0.039 0.034 0.037 0.035 0.004 0.031 0.011 0.004 0.011 0.028 

D 0.065 0.041 0.063 0.034 0.092 0.016 0.013 0.012 0.025 0.014 0.006 0.008 

E 0.028 0.045 0.022 0.027 0.012 0.024 0.016 0.012 0.040 0.005 0.008 0.017 

F 0.019 0.019 0.049 0.020 0.041 0.011 0.012 0.008 0.028 0.008 0.010 0.011 

G 0.031 0.033 0.012 0.035 0.010 0.029 0.014 0.015 0.005 0.003 0.002 0.002 

H 0.026 0.010 0.014 0.066 0.007 0.022 0.007 0.014 0.018 0.002 0.011 0.000 
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ตารางผนวกที ่ข9  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 570 nm ของการทดลองมว้นพบัของ pET-LMLL ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง 

 

24h-b 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 0.051 0.008 0.071 0.104 0.002 0.086 0.007 0.014 0.005 0.007 0.000 0.011 

B 0.030 0.013 0.009 0.009 0.021 0.012 0.010 0.012 0.004 0.002 0.006 0.004 

C 0.011 0.010 0.037 0.036 0.036 0.032 0.001 0.029 0.014 0.001 0.012 0.052 

D 0.176 0.046 0.086 0.031 0.083 0.013 0.008 0.016 0.029 0.024 0.009 0.067 

E 0.018 0.072 0.021 0.081 0.016 0.018 0.019 0.009 0.010 0.005 0.010 0.019 

F 0.086 0.014 0.069 0.017 0.057 0.013 0.010 0.008 0.034 0.004 0.007 0.014 

G 0.047 0.028 0.019 0.053 0.045 0.034 0.011 0.013 0.002 0.001 0.001 0.003 

H 0.027 0.013 0.011 0.086 0.006 0.024 0.009 0.011 0.015 0.002 0.008 0.000 
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ตารางผนวกที ่ข10  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 570 nm ของการทดลองมว้นพบัของ pET-LMLL ท่ีเวลา 48 ชัว่โมง 

 

48h-b 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 0.018 0.012 0.100 0.037 0.007 0.015 0.010 0.015 0.007 0.008 0.002 0.007 

B 0.025 0.017 0.011 0.010 0.023 0.016 0.008 0.014 0.005 0.004 0.008 0.006 

C 0.006 0.012 0.042 0.043 0.038 0.034 0.002 0.030 0.017 0.007 0.010 0.098 

D 0.091 0.054 0.091 0.034 0.084 0.016 0.010 0.020 0.035 0.019 0.013 0.090 

E 0.012 0.059 0.022 0.098 0.016 0.019 0.026 0.010 0.019 0.007 0.011 0.021 

F 0.020 0.015 0.076 0.018 0.064 0.016 0.011 0.009 0.026 0.005 0.006 0.020 

G 0.044 0.009 0.050 0.062 0.045 0.041 0.013 0.015 0.003 0.002 0.002 0.008 

H 0.024 0.019 0.015 0.075 0.009 0.038 0.011 0.014 0.017 0.003 0.009 0.000 
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ตารางผนวกที ่ข11  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 570 nm ของการทดลองมว้นพบัของ pET-LMLL ท่ีเวลา 72 ชัว่โมง 

 

72h-b 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 0.013 0.010 0.098 0.009 -0.001 0.005 0.007 0.013 0.003 0.003 -0.001 -0.001 

B 0.012 0.005 0.006 0.007 0.015 0.009 0.003 0.006 0.000 -0.003 -0.001 0.000 

C 0.000 0.006 0.054 0.062 0.046 0.036 -0.001 0.025 0.011 -0.003 0.005 0.009 

D 0.041 0.044 0.105 0.030 0.080 0.010 0.029 0.016 0.034 0.019 0.009 0.008 

E 0.007 0.041 0.017 0.015 0.011 0.018 0.020 0.006 0.023 0.000 0.006 0.017 

F 0.003 0.020 0.092 0.013 0.084 0.012 0.007 0.004 0.026 0.000 0.003 0.012 

G 0.017 0.009 0.051 0.006 0.042 0.058 0.008 0.011 0.000 -0.002 -0.003 0.005 

H 0.012 0.014 0.009 0.021 0.004 0.068 0.007 0.004 0.009 -0.001 0.004 0.000 
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ตารางผนวกที ่ข12  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 570 nm ของการทดลองมว้นพบัของ pET-LMLL ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง เปรียบเทียบกบัท่ีเวลา 1 ชัว่โมง 

 

1h-24h 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A -0.016 0.002 -0.060 -0.056 0.003 -0.052 0.004 0.004 0.003 0.000 0.001 -0.001 

B 0.005 0.001 0.005 0.003 -0.002 0.001 -0.001 -0.001 0.003 0.006 0.004 0.000 

C 0.025 -0.001 0.002 -0.002 0.001 0.003 0.003 0.002 -0.003 0.003 -0.001 -0.024 

D -0.111 -0.005 -0.023 0.003 0.009 0.003 0.005 -0.004 -0.004 -0.010 -0.003 -0.059 

E 0.010 -0.027 0.001 -0.054 -0.004 0.006 -0.003 0.003 0.030 0.000 -0.002 -0.002 

F -0.067 0.005 -0.020 0.003 -0.016 -0.002 0.002 0.000 -0.006 0.004 0.003 -0.003 

G -0.016 0.005 -0.007 -0.018 -0.035 -0.005 0.003 0.002 0.003 0.002 0.001 -0.001 

H -0.001 -0.003 0.003 -0.020 0.001 -0.002 -0.002 0.003 0.003 0.000 0.003 0.000 
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ตารางผนวกที ่ข13  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 570 nm ของการทดลองมว้นพบัของ pET-LMLL ท่ีเวลา 48 ชัว่โมง เปรียบเทียบกบัท่ีเวลา 1 ชัว่โมง 

 

1h-48h 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 0.017 -0.002 -0.089 0.011 -0.002 0.019 0.001 0.003 0.001 -0.001 -0.001 0.003 

B 0.010 -0.003 0.003 0.002 -0.004 -0.003 0.001 -0.003 0.002 0.004 0.002 -0.002 

C 0.030 -0.003 -0.003 -0.009 -0.001 0.001 0.002 0.001 -0.006 -0.003 0.001 -0.070 

D -0.026 -0.013 -0.028 0.000 0.008 0.000 0.003 -0.008 -0.010 -0.005 -0.007 -0.082 

E 0.016 -0.014 0.000 -0.071 -0.004 0.005 -0.010 0.002 0.021 -0.002 -0.003 -0.004 

F -0.001 0.004 -0.027 0.002 -0.023 -0.005 0.001 -0.001 0.002 0.003 0.004 -0.009 

G -0.013 0.024 -0.038 -0.027 -0.035 -0.012 0.001 0.000 0.002 0.001 0.000 -0.006 

H 0.002 -0.009 -0.001 -0.009 -0.002 -0.016 -0.004 0.000 0.001 -0.001 0.002 0.000 

 

 

 

 

 

 

 

208 



 

 

209 

ตารางผนวกที ่ข14  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 570 nm ของการทดลองมว้นพบัของ pET-LMLL ท่ีเวลา 72 ชัว่โมง เปรียบเทียบกบัท่ีเวลา 1 ชัว่โมง 

 

1h-72h 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 0.022 0.000 -0.087 0.039 0.006 0.029 0.004 0.005 0.005 0.004 0.002 0.011 

B 0.023 0.009 0.008 0.005 0.004 0.004 0.006 0.005 0.007 0.011 0.011 0.004 

C 0.036 0.003 -0.015 -0.028 -0.009 -0.001 0.005 0.006 0.000 0.007 0.006 0.019 

D 0.024 -0.003 -0.042 0.004 0.012 0.006 -0.016 -0.004 -0.009 -0.005 -0.003 0.000 

E 0.021 0.004 0.005 0.012 0.001 0.006 -0.004 0.006 0.017 0.005 0.002 0.000 

F 0.016 -0.001 -0.043 0.007 -0.043 -0.001 0.005 0.004 0.002 0.008 0.007 -0.001 

G 0.014 0.024 -0.039 0.029 -0.032 -0.029 0.006 0.004 0.005 0.005 0.005 -0.003 

H 0.014 -0.004 0.005 0.045 0.003 -0.046 0.000 0.010 0.009 0.003 0.007 0.000 

 

209 



 

 

210 

 
 
 

 
 
ภาพผนวกที ่ข10  การทาํนายหาสญัญาณโปรตีนดว้ยโปรแกรม SignalP 3.0 Server 
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ภาพผนวกที ่ข11  การวิเคราะห์ความน่าจะเป็นในการแสดงออกของโปรตีนดว้ยโปรแกรม 

GenScript rare codon analysis tool 
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ตารางผนวกที ่ข15   Codon Usage ของ E. coli   

 

                                                     Escherichia coli Codon Usage 

                                      fields: [triplet] [frequency: per thousand] ([number]) 

 

UUU 28.9  (109) UCU  8.5  (32) UAU 18.6 (70) UGU  4.2  (16) 

UUC 18.8  (71)   UCC  8.0  (30)   UAC  8.5  (32)   UGC  5.8  (22) 

UUA 17.5  (66)   UCA  6.1  (23)   UAA  1.9  (7)   UGA  0.8  (3) 

UUG 18.6  (70)   UCG 11.4 (43)   UAG  0.3  (1)   UGG 12.7 (48) 

CUU 12.7  (48)   CCU  5.8   (22)   CAU  9.3   (35)   CGU 16.4  (62) 

CUC 14.1  (53)   CCC  2.4   (9)   CAC  7.2   (27)   CGC 18.8  (71) 

CUA  3.4   (13)   CCA  7.4   (28)   CAA 13.5  (51)   CGA  2.4   (9) 

CUG 54.9  (207)   CCG 24.9  (94)   CAG 24.7  (93)   CGG  5.0   (19) 

AUU 33.9  (128)   ACU  7.7   (29)   AAU 21.2  (80)   AGU  9.0   (34) 

AUC 31.0  (117)   ACC 25.2  (95)   AAC 15.9  (60)   AGC 14.3  (54) 

AUA  5.0   (19)   ACA  6.1   (23)   AAA 29.2  (110)   AGA  2.4   (9) 

AUG 37.4  (141)   ACG 14.6  (55)   AAG  8.8   (33)   AGG  2.1   (8) 

GUU 19.6  (74)   GCU 13.8  (52)   GAU 30.0  (113)   GGU 24.4  (92) 

GUC 14.3  (54)   GCC 25.5  (96)   GAC 15.1  (57)   GGC 33.1  (125) 

GUA 10.6  (40)   GCA 19.6  (74)   GAA 29.4  (111)   GGA  8.2   (31) 

GUG 33.9  (128) GCG 32.6  (123)   GAG 18.0   (68)         GGG 14.3  (54) 
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ตารางผนวกที ่ข16  Codon Usage ของ Spodoptera frugiperda  

 

Spodoptera frugiperda Codon Usage 

                                      fields: [triplet] [frequency: per thousand] ([number]) 

 

UUU 10.1  (392)   UCU 10.7  (413)   UAU 10.0  (389)   UGU  8.5  (330) 

UUC 27.5  (1068)   UCC 12.6  (490)   UAC 24.4  (945)   UGC 13.2  (513) 

UUA  7.7  (300)   UCA 10.6  (410)   UAA  2.3   (90)   UGA  0.7   (26) 

UUG 15.9 (617)   UCG  7.7   (300)   UAG  0.7   (26)   UGG 13.3  (516) 

CUU  9.6  (373)   CCU 14.1  (546)   CAU  8.7  (336)   CGU 15.3  (593) 

CUC 17.0 (661)   CCC 13.7  (533)   CAC 15.6 (603)   CGC 15.6  (605) 

CUA  7.0  (270)   CCA 13.6  (529)   CAA 16.1 (626)   CGA  5.4   (210) 

CUG 24.1 (933)   CCG  7.8   (304)   CAG 21.6 (836)   CGG  3.7   (145) 

AUU 15.5  (600)   ACU 14.3  (554)   AAU 13.4  (520)   AGU  8.4  (324) 

AUC 28.3  (1099)   ACC 17.2  (668)   AAC 28.8  (1115)   AGC 11.1 (430) 

AUA  8.3   (323)   ACA 12.3  (478)   AAA 26.8  (1039)   AGA 12.1 (468) 

AUG 27.0  (1048)   ACG  9.4   (366)   AAG 49.2  (1908)   AGG 12.6 (487) 

GUU 14.1  (546)   GCU 24.6  (953)   GAU 21.9  (849)   GGU 21.5  (833) 

GUC 20.1  (778)   GCC 20.8  (805)   GAC 33.4  (1295)   GGC 19.6  (761) 

GUA 12.0  (466)   GCA 12.8  (497)   GAA 27.6  (1070)   GGA 17.8  (690) 

GUG 24.1  (936)   GCG 12.4  (479)   GAG 33.1  (1285)   GGG  4.6   (179) 
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10         20         30         40         50         60  
MNNQQSGKSQ TIVVGTWGAQ ATSSNGVAFD DGSYTGIREI NFEYNNETAI GSIQVTYDVN  
 
        70         80         90        100        110        120  
GTPFEAKKHA SFITGFTPVK ISLDFPSEYI VEVSGYTGKV SGYIVVRSLT FKTNKETYGP  
 
       130        140        150        160  
YGVTSGTHFK LPIQNGLIVG FKGSVGYWLD YIGFHLALHH HHHH 

 

ภาพผนวกที ่ข12  ลาํดบักรดอะมิโนของ pET-nsMLL ท่ีประกอบดว้ย β-chain (ตวัเขม้) และ        

α-chain  
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 ประวตักิารศึกษา และการทาํงาน 
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ผลงานดีเด่นและรางวลัทางวชิาการ  Computational Analysis of Mulberry leaf lectin to sialic 

acid specificity 

ทุนการศึกษาท่ีไดรั้บ  
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	การแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน pET-nsMLL จากลำดับนิวคลีโอไทด์จะได้โปรตีนที่มีน้ำหนักโมเลกุลประมาณ 19 kDa แต่พบว่า pET-nsMLL มีแถบโปรตีนเพิ่มขึ้นมาที่ขนาดประมาณ 13 kDa และ 9 kDa อาจเนื่องจากโปรตีนถูกตัดภายในโมเลกุลโดยมีบริเวณตัดที่จำเพาะ โดยจากน้ำหนักโมเลกุลที่ได้จาก 15% SDS-PAGE คาดว่า pET-nsMLL น่าจะถูกตัดได้ 2 ตำแหน่ง เนื่องจากน้ำหนักโมเลกุลรวมมากกว่าน้ำหนักโมเลกุลที่ควรได้ ซึ่งขนาดประมาณ 13 kDa อยู่ด้าน C-terminal เพราะสามารถตรวจสอบด้วย Western blot และทำให้บริสุทธิ์ได้ ส่วนขนาดประมาณ 9 kDa อยู่ด้าน N-terminal (ภาพที่ 85) เพราะไม่สามารถตรวจสอบด้วย Western blot และทำให้บริสุทธิ์แล้วตรวจสอบด้วย 15% SDS-PAGE ไม่พบโปรตีนขนาด 9 kDa แต่จากการหาบริเวณที่สามารถถูกตัด (putative site) เทียบกับโปรตีนอื่นๆ ของยูคาริโอต (Eukaryote Protein) ด้วยโปรแกรม SignalP 3.0 Server, LipoP 1.0 Server และ TatP 1.0 server ทั้ง 3 โปรแกรม เป็นโปรแกรมการคาดคะเนสัญญาณโปรตีนและตำแหน่งตัดของพอลิเปปไทด์ (Stephen et al., 2003) พบว่าทั้ง 3 โปรแกรมให้ตำแหน่งตัดของพอลิเปปไทด์ที่พันธะเปปไทด์ของกรดอะมิโนแอสพาติก (Aspartic acid) ตำแหน่ง 29 (D29) ซึ่งอยู่ในส่วนของ α-chain น้ำหนักโมเลกุลที่ได้หลังการตัดนั้นประมาณ 14 kDa ด้าน C-terminal ใกล้เคียงกับโปรตีนหลักที่น้ำหนักโมเลกุล 13 kDa ส่วนโปรตีนที่มีน้ำหนักโมเลกุล 9 kDa ที่คาดว่าน่าจะเป็นโปรตีนด้าน N-terminal ไม่พบตำแหน่งตัดที่ทำให้ได้โปรตีนด้าน N-terminal มีขนาด  9 kDa ทั้งนี้อาจทำการศึกษาด้วยการนำโปรตีนแต่ละขนาดไปตรวจสอบด้วยการทำ  Mass spectrometry ต่อไป ส่วน pET-LMLL ที่ได้โปรตีน 2 ขนาด คือน้ำหนักโมเลกุล 16 kDa ซึ่งตรงกับการคาดคะเน และน้ำหนักโมเลกุล 13 kDa ซึ่งคาดว่าเป็นการตัดของกรดอะมิโนตำแหน่ง D29 เช่นเดียวกับการตัดใน pET-nsMLL แต่สัญญาณการตัดอาจไม่สมบูรณ์จึงสามารถตัดโปรตีนได้เพียงบางส่วน ซึ่งสัญญาณการตัดอาจอยู่ที่รอยต่อของ β-chain และ α-chain เนื่องจากโปรตีนที่มีทั้ง β-chain และ α-chain (pET-nsMLL) เกิดการตัดได้สมบูรณ์ ส่วนโปรตีนที่มีเพียง α-chain ตัดได้บางส่วน ดังนั้นอาจทำการศึกษาหาสัญญาณการตัดโปรตีนต่อไป
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