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กิตติกรรมประกาศ 

 การวิจัยคร้ังนี้ไดรับทุนอุดหนุนการวิจัยจากมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ปงบประมาณ พ.ศ. 
2554 ผูวิจัยขอขอบคุณภาควิชาเทคนิคการแพทย คณะสหเวชศาสตร มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร ศูนยรังสิต ท่ี
อนุเคราะหสถานท่ีในการศึกษาการออกฤทธ์ิตานเช้ือแบคทีเรียของสารสกัดโปรตีนท่ีได สถาบันอณูชีววิทยา
และพันธุศาสตร (Molecular Biology and Genetics) มหาวิทยาลัยมหิดล วิทยาเขตศาลายา ท่ีใหความ
อนุเคราะหในการศึกษาการ folding ของโปรตีนดวยเทคนิค circular dichroism spectroscopy ขอขอบคุณ
กลุมวิจัย Protein and Proteomic ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกนในการใหความ
อนุเคราะหเคร่ืองมือในการศึกษา 2D gel electrophoresis และขอขอบคุณบริษัท Coax Group Corporation ท่ี
อนุเคราะหเคร่ืองมือในการศึกษารูปรางของแบคทีเรียดวยเทคนิค atomic force microscopy  
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บทคัดยอ 
 โปรตีนขนาด 48 kDa สามารถแยกและทําใหบริสุทธ์ิจากนํ้ายางของตน Artocarpus heterophyllus 
(ขนุน) ดวยการตกตะกอนดวยกรด และโครมาโทกราฟแบบแลกเปล่ียนไอออน โปรตีนนี้มีคุณสมบัติเปน
โปรตีเอสเม่ือวิเคราะหดวยวิธีเจลาตินและเคซีนไซโมกราฟ เนื่องจากโปรตีนนี้มีขนาดโมเลกุลเม่ือวิเคราะห
ดวย SDS-PAGE ประมาณ 48 กิโลดาลตัน จึงเรียกโปรติเอสน้ีวา antimicrobial protease-48kDa หรือ 
AMP48 โปรตีน AMP48 มีคา isoelectric point (pI) ประมาณ 4.2 นอกจากน้ีพบวาโปรตีน AMP48 มี
คุณสมบัติตานเช้ือแบคทีเรียไดโดยสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือ Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 
ท่ีระดับความเขมขนของโปรตีนตํ่าสุด (MIC) เทากับ 2.2 mg/ml และสามารถเช้ือแบคทีเรียไดท่ีระดับความ
เขมขนของโปรตีนตํ่าสุด (MBC) เทากับ 8.8 mg/ml ผลการวิเคราะห AFM image ชวยในการสนับสนุนวา 
AMP48 มีฤทธ์ิในการตานเช้ือแบคทีเรียโดยแบคทีเรียท่ีไดรับโปรตีนจะมีรูปรางและขนาดท่ีผิดปกติไปจาก
สภาวะท่ีไมไดรับสารอยางมีนัยสําคัญ       
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  Abstract 

 A 48-kDa protein was isolated and purified from crude latex of Artocarpus heterophyllus 
(jackfruit) by acid precipitation and ion exchange chromatography. This protein contained protease 
activity by gelatin- and casein-zymography. The protease was designated as antimicrobial protease-48 
kDa or AMP48 due to its molecular mass on SDS-PAGE was approximately 48 kDa. The isoelectric point 
(pI) of AMP48 was approximately 4.2. In addition, AMP48 contained antimicrobial activities by it could 
inhibit the growths of Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 at minimum inhibitory concentration (MIC) 
2.2 mg/ml and Minimum bactericidal concentration (MBC) 8.8 mg/ml. AFM image also supported the 
antimicrobial activities of AMP48 by the treated bacterial morphology and size were altered from normal.       
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บทที่  1  
บทนํา  

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหาของการวิจัย 
น้ํายาง (Plant latex) สามารถพบไดในพืชหลายวงศ (family) เชน Euphorbiaceae, Asclepiadaceae, 

Moraceae และ Apocyanaceae โดยท่ัวไปแลวน้ํายางมักประกอบไปดวย hydrolytic enzyme หลายชนิด 
รวมท้ัง wax, resin และ lipid like substances ซ่ึงบทบาทของน้ํายางตอสรีระวิทยาของพืชยังไมทราบแนชัด
นัก  เคยมีรายงานวา hydrolytic enzymes จากนํ้ายางของพืชโดยเฉพาะอยางยิ่งจําพวก proteases ชวยปองกัน
พืชจากการติดเช้ือโรคตางๆ และ เม่ือพืชอยูในสภาวะท่ีรุนแรงหรือเปนอันตราย (harsh conditions) 
นอกจากนี้น้ํายางยังสามารถมีคุณสมบัติออกฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา และสามารถใชเปนยาพื้นบาน (folk 
medicine) ได น้ํายางจากพืชหลายชนิดเกี่ยวของกับกระบวนการ hemostatis, การรักษาบาดแผล (wound 
healing) และ ลดอาการปวดบวมอักเสบ 

จากการวิจัยเบ้ืองตนของผูวิจัยพบวาน้ํายางของตน Artocarpus heterophyllus (ชื่อสามัญ: ขนุน) มี
กลุมโปรตีนท่ีมีคุณสมบัติเปน protease และ protease inhibitor เชน โปรตีนในกลุม serine protease inhibitor 
ดังนั้นการวิจัยคร้ังนี้ผูวิจัยจึงมีความสนใจท่ีจะนําคุณสมบัติในการเปน protease และ protease inhibitor ของ
น้ํายางของตนขนุนมาใชศึกษาคุณสมบัติในการยบัยั้งการเจริญหรือฆาเช้ือแบคทีเรีย (antibacterial property) 
ท้ัง แกรมโพซิทีฟ (gram-positive) และ แกรมเน็กกาทีฟ (gram-negative) เพื่อเปนขอมูลของผลิตภัณฑ
ธรรมชาติท่ีพบไดในประเทศไทยท่ีสามารถใชเปนยาในการรักษาโรคติดเช้ือท่ีเปนปญหาท่ีสําคัญอยางหนึ่ง
ของประเทศไทย เชนโรคติดเช้ือทางผิวหนังท่ีเกิดจากแบคทีเรียพวก แผลพุพอง เปนโรคท่ีพบไดบอย 
โดยเฉพาะอยางยิ่งในเด็ก เปนโรคที่ติดตอไดงายและรวดเร็ว ติดตอโดยสัมผัสถูกคนท่ีเปนโรคนี้อยูกอน ซ่ึง
เกิดจากเช้ือแบคทีเรีย ไดแก Staphylococcus aureus หรือ β-streptococcous โรคทองรวงท่ีเกิดจากการกิน
อาหารที่มีเช้ือ Salmonella, Campylobacter และ Shigella เปนตน นอกจากนี้การติดเช้ือแบคทีเรียบางชนิดก็
อาจทําใหถึงแกชีวิตได เชน Burkholderia pseudomallei สามารถกอใหเกิดโรคเมลิออยโดซิส (melioidosis) 
ซ่ึงเปนโรคท่ีพบไดบอยในประเทศไทยและมักพบในชาวนาท่ีตองสัมผัสกับพื้นดินและน้ํา  

 ดังนั้นงานวิจัยช้ินนี้จึงสามารถชวยใหเขาใจบทบาทของน้ํายางของขนุนในการรักษาโรค รวมท้ังยัง
เปนขอมูลสําหรับการออกฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาและใชในการวิจัยตอไปในอนาคตได เชน การนําน้ํายางจาก
ตนขนุนมาใชในการรักษาหรือปองกันโรคติดเช้ือแบคทีเรียท่ีสามารถกอโรคในมนุษยไดในสัตวทดลอง 
หรือใชเปนตนแบบในการออกแบบผลิตภัณฑยารักษาโรคติดเช้ือแบคทีเรียชนิดตาง ๆ 
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1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 

1.2.1 เพื่อแยกโปรตีนท่ีเกี่ยวของออกฤทธ์ิยับยั้งหรือฆาเช้ือแบคทีเรีย (antibacteria) จาก crude latex              
ของนํ้ายางตนขนุน 

1.2.2 เพื่อศึกษาคุณสมบัติเบ้ืองตนของโปรตีนดังกลาว เชน protease, folding เปนตน   
      1.2.3 เพื่อศึกษาการออกฤทธ์ิของโปรตีนดังกลาวในสวนท่ีเกี่ยวของกับการเปน antibacteria 

 
1.3 ขอบเขตของการวิจัย 

งานวิจัยคร้ังนี้ประกอบดวยการเตรียมน้ํายางขนุนจากสวนข้ัวของลูกขนุน ทําการแยกโปรตีนจากน้ํา
ยางของตนขนุนดวยเทคนิค chromatography นําโปรตีนท่ีแยกไดในแตละสวนมาศึกษาคุณสมบัติในการ
ยับยั้งการการเจริญหรือฆาเช้ือแบคทีเรียดวยวิธี broth dilution รวมท้ังศึกษาคุณสมบัติเบ้ืองตนของโปรตีนท่ี
มีคุณสมบัติในการเปน antibacteria คือ molecular weight, คา PI, protein identification ดวย peptide mass 
fingerprinting (PMF), ศึกษา protein foldingโดยใชเทคนิค CD spectroscopy และศึกษาคุณสมบัติการเปน
เอนไซม protease 

 
1.4 กรอบแนวคิดของการวิจัย  
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1.5 ประโยชนท่ีไดรับจากการวิจัย 

 1.5.1 เปนขอมูลสําหรับการออกฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาและใชในการวิจัยตอไปในอนาคตได เชน การนํา
น้ํายางจากตนขนุนมาใชในการรักษาหรือปองกันโรคท่ีเกิดจากเช้ือแบคทีเรีย หรือใชเปนตนแบบในการ
ออกแบบผลิตภัณฑยารักษา  

1.5.2 ผลงานท่ีไดสามารถนําเสนอเผยแพรในการประชุมวิชาการนานาชาติ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



บทที่  2  
เอกสารและผลงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

2.1 ขนุน (สํานักวิทยาบริการ สถาบันราชภัฏบานสมเด็จเจาพระยา) 
ชื่ออ่ืนๆ : มะหนุน (ภาคเหนือ, ภาคใต), ขะนู (ชอง-จันทบุรี), นากอ (มลายู-ปตตานี), ขะเนอ (เขมร), 

เนน (ชาวบนนครราชสีมา), นะยวยซะ (กะเหร่ียง-กาญจนบุรี), ซีคึย, ปะหนอย (กะเหร่ียง-แมฮองสอน), ลาง 
(เง้ียว-ภาคเหนือ), ปอหลอปด (จีน), หมักหม้ี (ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ) 

ชื่อสามัญ : Jack Fruit Tree 
ชื่อวิทยาศาสตร : Artocarpus Heterophyllus 
วงศ : Moraceae 
ลักษณะท่ัวไป:  
ตน : เปนพรรณไมยืนตน ลําตนมีความสูงประมาณ 8-15 เมตร มียางขาวท้ังตน 
ใบ : จะออกสลับกัน และมีลักษณะกลมรียาวประมาณ 7-15 ซม. ตรงปลายใบของมันจะแหลมและส้ัน 

ฐานใบจะเรียว ใบออนบางคร้ังจะมีรอยเวาเขาลึกๆ 2 รอย แบงใบออกเปน 3 สวน หลังใบจะเรียบเปนมัน 
เนื้อใบเหนียวคลายหนัง กานใบยาวประมาณ 1-2.5 ซม. ใบนั้นจะหลุดรวงงาย 

ดอก : จะออกเปนชอ และชอดอกตัวเมียจะอยูบนตนเดียวกัน สวนชอดอกตัวผูจะออกที่ปลายกิ่งหรือ
งามใบ เปนแทงยาวประมาณ 2.5 ซม. และมีกาบหุมชอดอกอยู 2 กลีบ ดอกยอยนั้นจะมีเกสรตัวผู 1 อัน ชอ
ดอกตัวเมียเปนแทงกลมยาวออกจากลําตนหรือกิ่งกานขนาดใหญ 

เมล็ด (ผล) : ผลจะเปนผลรวม มีลักษณะกลมยาวประมาณ 25-60 ซม. ขนาดใหญๆ และอาจหนักถึง 20 
กก. สวนเนื้อหุมเมล็ดจะมีสีเหลือง ถาสุกจะมีกล่ินหอม 

เปลือกนอก : จะเปนตุมหนามเล็กๆ รูปหกเหล่ียม 
สวนท่ีใช : เมล็ด เนื้อหุมเมล็ด ใบ ยาง แกนและราก ใชเปนยา 

สรรพคุณ :  
เมล็ด ใหใชประมาณ 60-240 กรัม ตมสุกกิน จะมีรสชุมชวยขับนํ้านมในสตรีหลังคลอด มีนํ้านมนอย

หรือไมมีนํ้านม ชวยบํารุงรางกาย 
เนื้อหุมเมล็ด ใหใชสด ผสมกับนํ้าหวานกินบํารุงกําลัง หรือจะกินเปนขนมก็ได 
ใบ ใชสด นํามาตําใหละเอียด อุนแลวพอกแผล ใบแหงใหบดเปนผงโรย หรือใชผสมทาตรงที่เปนแผล 

ใชสําหรับภายนอก รักษาแผลมีหนองเร้ือรัง 
ยาง จะมีรสจืด ฝาดเล็กนอย ใหใชยางสด ทาบริเวณท่ีบวมอักเสบ แผลมีหนองเรื้อรัง ตอมนํ้าเหลือง

อักเสบเกิดจากแผลมีหนองท่ีผิวหนัง 
แกนและราก ใชแหงประมาณ 30-60 กรัม นาํมาตมนํ้ารับประทาน จะมีรสหวานชุม รักษากามโรค และ

บํารุงเลือด 
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ตํารับยา : ใหใชเมล็ด 60-240 กรัม หรือจะใชเมล็ดนํามาตมใหสุกกิน หรือจะนํามาผสมกับนํ้าหวานและกะทิ
กิน สําหรับสตรีหลังคลอด ท่ีมีนํ้านมนอยหรือไมมีนํ้านมใชกินได 

  ปจจุบันไดมีงานมากมายเกี่ยวกับประโยชนและคุณสมบัติของสารประกอบท่ีอยูในสวนตาง ๆ ของ
ตนขนุน เชน ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียจากสวนตาง ๆ ของตนขนุน(Khan และ
คณะ, 2003) สารสกัดจําพวก lectin จากตนขนุนสามารถยับยั้งการติดเช้ือ herpesvirus ได (Wetprasit และ
คณะ, 2000) 

 อยางไรก็ตามงานวิจัยท่ีกลาวมาสวนใหญเปนงานวิจัยของสารสกัดจากสวนตาง ๆ ของตนขนุน แต
งานวจิัยทางคุณสมบัติของน้ํายางจากตนขนุนยังมีนอย พบวามีเพียงการศึกษาองคประกอบของน้ํายางท่ีได
จากตนขนุนเปรียบเทียบกับน้ํายางท่ีไดจาก natural rubber ของตน Hevea brasiliensis (Mekkriengkrai และ
คณะ, 2004) ในป 1990 Prasad และ Virupaksha ไดทําการแยกโปรตีน artocarpin จากนํ้ายางของตนขนุน
และพบวามีคุณสมบัติเปน serine-centred protease นอกจากน้ียังมีผูวิจัยพบวาน้ํายางจากตนขนุนสามารถทํา
ใหเกิดอาการแพแบบ anaphylaxis ได (Chantaphakul และคณะ, 2002) 

 จากงานวิจัยท่ีเกี่ยวของกับน้ํายางของขนุนขางตน พบวายังไมมีรายงานหรือการทําวิจัยท่ีเกี่ยวกับ
ประโยชนของน้ํายางขนุนในทางการแพทย และการออกฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา งานวิจัยในคร้ังนี้จึงมุงเนนท่ีจะ
ศึกษาคุณสมบัติของโปรตีนในยางขนุนท่ีเกี่ยวของกับการเปน antibacterial ซ่ึงสามารถนํามาใชประโยชน
ทางการแพทยได 
 
2.2 งานวิจัยท่ีเก่ียวของกับการมีฤทธ์ิเปน antibacteria ของนํ้ายางจากพืช 

 ในป 2010 A r e f  และคณะ ไดสกัดสารท่ีมีฤทธตานแบคทีเรียท่ีกอโรคในมนุษยจากยางของตน 
Ficus carica โดยพบวาสกัดสวน ethyl acetate สามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย 5 ชนิด คือ Enterococcus fecalis, 
Citobacter freundel ,  Pseudomonas aeruginosa ,  Escherichia coli  และ Proteus mirabilis 

 Lokvam และคณะ (2000) ไดศึกษาสารสกัดจากยางไมของตน Clusia grandiflora (Clusiaceae) 
พบวาสารสกัดท่ีได คือ chamone I และ nemorosone II สามารถมีฤทธ์ิเปน antibacterial ตอแบคทีเรียท่ีกอ
โรคในผ้ึง คือ Paenibacillus larvae และ Paenibacillus alveiได 

จากตัวอยางงานวิจัยขางตนจะเห็นวายางตนไมมีแนวโนมท่ีจะสามารถนํามาใชเปนยาตานเช้ือ
แบคทีเรีย แตยังมีการศึกษาอยูนอย จึงยังตองการการงานวิจัยที่ทําการศึกษาถึงประโยชนของยางไมในการ
ออกฤทธ์ิตานเช้ือแบคทีเรียเพิ่มเติม งานวิจัยคร้ังนี้จึงไดมีจุดมุงหมายที่จะหาตัวยาท่ีสามารถสกัดไดจากสาร
สกัดตามธรรมชาติมาใชเปนการแพทยทางเลือกทดแทนยาที่ใชในปจจุบัน โดยการศึกษาคร้ังนี้มุงเนนท่ีจะ
สกัดสารจากยางขนุนซ่ึงมีสารท่ีมีคุณสมบัติซ่ึงมีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญหรือฆาเช้ือแบคทีเรีย 
นอกจากนี้ยางขนุนยังหาไดงายในประเทศไทย ทําใหตนทุนการผลิตยาลดลง และราคาของยาท่ีจะนํามาใชก็
จะถูกลง 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่  3  
ระเบียบวิธีวิจัยและผลการทดลอง 

3.1 น้ํายาและสารเคมี 

3.1.1 BCA assay kit (Pierce, Rockford, USA) 

3.1.2 IEF pH gradient strip 7.3 cm. pH 3-10 (GE Healthcare, Sweden) 
3.1.3 Trypsin sequencing-grade (Promega, USA) 
3.1.4 น้ํายาและสารเคมีอ่ืน ๆ ใชของบริษัทตาง ๆ คือ Sigma (USA), Fluka (USA), GE Healthcare 

(Sweden), Carlo Erba (Italy), Merck (Germany) 
 
3.2 น้ํายาง 

 น้ํายางจะเก็บจากข้ัวของลูกขนุนท่ีพบไดในเขตอําเภอเมือง จังหวัดนครราชสีมา โดยจะทําการเก็บ
เก็บใสในขวดแกวปากกวางท่ีสะอาด เม่ือเก็บเสร็จแลวจะนําน้ํายางมาเก็บไวท่ี -20 °C จนกวาจะนํามาใช 

 
3.3 แบคทีเรีย  

 เช้ือแบคทีเรียท่ีใชในการทดสอบการมีฤทธ์ิตานเช้ือแบคทีเรียเบ้ืองตนของสารสกัดมีสายพันธุ
มาตรฐานตาม Standard American Type Culture Collection (ATCC) strains คือ gram-negative bacteria: 
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ATCC 27853, Escherichia coli (E. coli) ATCC 25922 และ 
gram-negative coccus: Staphylococcus aureus (S. aureus) ATCC 25923  

 
3.4  การทําโปรตีนใหบริสุทธ์ิ  

   น้ํายางท่ีเก็บไดจากสวนข้ัวของลูกขนุน นํามาปนแยกดวยเคร่ือง high speed centrifuge หลังจากปน
นําสวนน้ําท่ีไดมา dialysis ดวย 25 mM sodium acetate buffer pH 4.5 แลวนําไปปนดวย high speed 
centrifuge จะไดสวนตะกอนแยกออกจากสวนน้ําใส นําสวนใสไปทําใหบริสุทธ์ิ (purify) ดวย cation 
exchange chromatography โดยใช step gradient salt elution ดวย NaCl ความเขมขน 0-0.5 M ใน 25 mM 
Tris-HCl pH 8.8 หลังจากนั้นนําสวนโปรตีนท่ีสกัดในความเขมขน NaCl เทากับ 0 M ไป purify ตอดวย 
anion exchange chromatography (Q sepharose) โดยใช step gradient salt elution ท่ีมีความเขมขนของ NaCl 
ในชวง 0-0.5 M ใน buffer 25 mM Tris-HCl pH 8.8 โดยโปรตีนท่ีมีฤทธ์ิตานเช้ือแบคทีเรียออกมาท่ีความ
เขมขนของ NaCl เทากับ 0.4 M และโปรตีนท่ีไดเม่ือแยกดวย 12.5% gel SDS-PAGE electrophoresis 
(Laemmli, 1970) พบวา fraction ของโปรตีนท่ีไดประกอบดวยแถบโปรตีน (protein bands) ท่ีมีน้ําหนัก
โมเลกุล (MW) 48 kDa (ดังแสดงในรูปท่ี 1) จากวิธี purify โปรตีนขางตนจะไดโปรตีนออกฤทธิ์คิดเปน 
1.446% หรือ 6.204 mg ของโปรตีนจากน้ํายางท้ังหมด (429.114 mg) (แสดงในตารางท่ี 1) เนื่องจากโปรตีน
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ท่ีออกฤทธ์ิเปนโปรตีนท่ีมีขนาด 48 kDa และมีคุณสมบัติสามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรียไดจึงเรียกโปรตีนนี้วา 
“antimicrobial protein 48 kDa” หรือ “AMP48” 
 

 
 

รูปท่ี 1 โปรตีนขนาด 48 kDa ท่ีมีฤทธ์ิตานเชื้อแบคทีเรีย เม่ือแยกดวยเทคนิค 12.5% gel SDS-PAGE 
หลังจากpurify โปรตีนจากน้ํายางของตนขนุนดวยเทคนิค ion exchange chromatography  

 
ตารางท่ี 1 แสดงข้ันตอนการ purify โปรตีนจากน้ํายางของขนุนและ % yield ท่ีได 

ขั้นตอนการ purify โปรตีนท้ังหมด (mg) Yield (%) 

1. โปรตีนจากน้ํายางท้ังหมด 
2. Dialysis ดวย 25 mM sodium acetate buffer, pH 4.5 
2. SP sepharose cation exchange chromatography  
3. Q sepharose anion exchange chromatography   
    (AMP48 fraction)  

429.114 
157.500 
66.700 
6.204 

100 
36.704 
15.544 
1.446 
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3.5 การหาความเขมขนของโปรตีน  

   วิเคราะหความเขมขนของโปรตีนดวยน้ํายา BCA assay kit ซ่ึงมีวิธีการวิเคราะหดังนี้ นําสารละลาย 
โปรตีน 0.1 ml ผสมกับสารละลาย BCA working reagent 2 ml นําไป incubate ท่ี 37 C นาน 30 นาที 
หาความเขมขนโดยวัดคาดูดกลืนแสง (absorbance) ท่ี 562 nm โดยใช bovine serum albumin (BSA) 
เปนโปรตีนมาตรฐาน   
 
3.6 Two dimensional SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (2D SDS-PAGE)  

   โปรตีนท่ีทําใหบริสุทธ์ิความเขมขน 100 g นํามาแยกดวยกระแสไฟฟาตามประจุใน first 
dimension โดยใช pH gradient strip pH 3-10 ยาว 7 cm และทําการแยกโปรตีนตามขนาด melecular weight 
อีกคร้ังใน second dimension ดวย 12.5% gel SDS-PAGE แลวยอมโปรตีนดวย colloidal Coomassie 
brilliant blue G-250 วิเคราะหขอมูลดวยโปรแกรม ImageMasterTM 2D Platinum software (GE 
Healthcare, Uppsala, Sweden) พบวาโปรตีนท่ีขนาด molecular weight 48 kDa มีเพียงหนึ่ง subunit และมีคา 
isoelectric point (pI) ประมาณ 4.2 (แสดงดังรูปท่ี 2)  

 

 
 

รูปท่ี 2 ผล 2D gel electrophoresis ของโปรตีน AMP48 จากยางขนุนท่ีทําใหบริสุทธ์ิ มีคา pI ประมาณ 4.2 
(ดังลูกศรชี้)  
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3.7 การวิเคราะหชนิดของโปรตีนท่ีออกฤทธ์ิดวยเทคนิค peptide mass fingerprinting (PMF) 

การวิเคราะหชนิดของโปรตีนท่ีออกฤทธิ์โดยการตัด spot ของโปรตีน AMP48 ท่ีไดจาก 2D gel 
electrophoresis ในขอ 3.6 นําไปยอยดวย enzyme trypsin วิเคราะห PMF ดวย MALDI-TOF MS ณ หนวย
บริการของภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร พบวา
โปรตีนท่ีออกฤทธ์ิตานเช้ือแบคทีเรียไมมี peptide mass ท่ีเหมือนกับโปรตีนใน databases ตาง ๆ 

 
3.8 ศึกษาโครงสรางฑุติยภูมิ (secondary structure) ของโปรตีนออกฤทธ์ิดวยเทคนิค circular dichroism 
spectroscopy (CD spectroscopy) 

โครงสราง secondary structure หรือโปรตีน folding ของโปรตีน AMP48 ศึกษาโดยใชเทคนิค 
circular dichroism spectroscopy ดวยเคร่ือง Jasco J-715 spectropolarimeter (Japan) โดยใชโปรตีนความ
เขมขน 1.6 mg/ml ใช speed 20 nm/min, 2 nm bandwidth, 100 mdeg sensitivity, average response time of 2 
s และ optical path length เทากับ 0.2 mm ผล CD spectrum แสดงในรูปท่ี 3 และทําการวิเคราะหขอมูลดวย 
K2D program (Andrade และคณะ, 1993) พบวาโปรตีนนี้ประกอบดวย α-helix ประมาณ 61.9%, β-sheet 
6.09%  

 

 
 

รูปท่ี 3 CD spectra ของโปรตีน AMP48 
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3.9 ศึกษาคุณสมบัติการเปนเอนไซม protease ดวยวิธี zymography 

คุณสมบัติการเปนเอนไซม protease ของโปรตีน AMP48 ทําไดโดยดัดแปลงวิธีของ Shimokawa 
และคณะ (2002) โดยใช gelatin และ casein เปน substrate เร่ิมจากผสม substrate แตละชนิด ความเขมขน          
1 mg/ml ลงใน 12.5% gel SDS-PAGE แลวแยกโปรตีน AMP4 ดวย SDS-PAGE ท่ีมี substrate แตละชนิด 
ในสภาวะท่ีมีและไมมี reducing agent (2-mercaptoethanol) และในสภาวะท่ีมีการตมและไมตมตัวอยาง 
หลังจากน้ันนําเจลท่ีไดลางดวยบัพเฟอร 25 mM Tris-HCl pH 8.8 ท่ีประกอบดวย 150 mM NaCl, 5 mM 
CaCl2, 0.02% NaN3, 0.025% Triton X-100 จํานวน 3 คร้ัง หลังจากนั้น incubate ในสารละลาย บัพเฟอร                
25 mM Tris-HCl pH 8.8 ท่ีประกอบดวย 150 mM NaCl, 5 mM CaCl2, 0.02% NaN3 เปนเวลา 12 ชั่วโมง               
ท่ี  37 C แลวยอมดวย Coomassie brilliant blue R-250 คุณสมบัติเปน protease สังเกตไดจากแถบโปรตีน
จะไมติดสี (zymography) จากการทดลองพบวาโปรตีน AMP48 สามารถยอยไดท้ัง gelatin และ casein (รูป
ท่ี 4) โดยยอย gelatin ไดดีกวา casein นอกจากนี้พบวา reducing agent ไมมีผลตอคุณสมบัติการเปน protease 
ของโปรตีน แตความรอน (~95 C) สามารถทําลายคุณสมบัติของโปรตีนได  

  

 
 

รูปท่ี 4 คุณสมบัติการเปนเอนไซม protease ของโปรตีน AMP48 ดวยเทคนิค zymography ใช substrate ชนิด 
gelatin (A) และ casein (B) โดยนําตัวอยางโปรตีน AMP48 ผสมกับ SDS sample buffer ท่ีไมไดเติม (lanes 1 
และ 2) และเติม 2-mercaptoethanol (lanes 3 และ 4) และในสภาวะท่ีมีการตมตัวอยางหลังจากผสม sample 
buffer ท่ี 95 C นาน 5 นาที (lanes 2 และ 4) เปรียบเทียบกับไมไดตมตัวอยาง (lanes 1 และ 3)  
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3.10 ศึกษาคุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย (antibacterial activity)  

3.10.1 วิธี broth twofold microdilution 
สารสกัดท่ีไดจะนํามาทดสอบการมีฤทธ์ิยับยั้งหรือฆาเช้ือแบคทีเรียดวยวิธี broth twofold 

microdilution สามารถทําไดโดยการเล้ียงเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวชนิด tryptic soy broth ใหมีปริมาณเช้ือ
เทากับ 1 x 103 CFU/ml และใสเช้ือ (100 l) ลงในสารสกัดโปรตีน AMP48 ท่ีเจือจางเปนความเขมขนตาง 
ๆ  (100 l) เสร็จแลวนําไปเล้ียงท่ี 37 °C เปนเวลา  16 – 18 ชั่วโมง แลวนํามาใหสังเกตหลอดสุดทายท่ีไมมี
จุลินทรียเจริญหรืออาหารเล้ียงเช้ือในหลอดไมขุน อานปริมาณของสารทดสอบของหลอดนี้เปนคาความ
เขมขนตํ่าสุดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือ หรือ Minimal inhibitory concentration (MIC)ของ บันทึก
หนวยเปนความเขมขนของสารโปรตีนสกัด 

จากการหาคาความเขมขนตํ่าท่ีสุดท่ีทําใหเช้ือไมเจริญในอาหารเหลวนั้น สามารถนํามาหาคาความ
เขมขนต่ําสุดท่ีสามารถฆาไดเช้ือ Minimal bactericidal concentration (MBC) ได โดยนําหลอดท่ีทําการ
ทดสอบจากการหาคา MIC ท่ีไมมีความขุนทุกหลอดไป spread plate บนอาหาร trypticase soy agar ถาความ
เขมขนของสารสกัดท่ีสามารถฆาเช้ือไดก็จะไมพบการเจริญของเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือ แตถาเช้ือไมตายก็จะ
พบการเจริญของเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือ 
 จากการทดลอง (ตารางท่ี 2) พบวาสารสกัดโปรตีน AMP48 สามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย (MIC) 
ชนิด                    P. aeruginosa ATCC 27853 ท่ีระดับความเขมขนของโปรตีนเทากับ 2.2 mg/ml และ
สามารถฆาเช้ือแบคทีเรียดังกลาวไดท่ีความเขมขนของโปรตีนเทากับ 8.8 mg/ml) โดยสารสกัดโปรตีน 
AMP48 ไมสามารถยับยั้และฆาเช้ือแบคทีเรียชนิด E. coli ATCC 25922 และ S. aureus ATCC 25923  
 
ตารางท่ี 2 Minimal inhibitory concentration (MIC) และ minimal bactericidal concentration (MBC) ของ
โปรตีน AMP48 

แบคทีเรียสายพันธุมาตรฐาน ความเขมขนของโปรตีน AMP48 (mg/ml) 

MIC MBC 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

Escherichia coli ATCC 25922 
Staphylococus aureus ATCC 25923 

2.2 
No activity 
No activity 

8.8 
No activity 
No activity 
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3.10.2 AFM imaging และ force measurements 

 ศึกษาผลของสารสกัดโปรตีน AMP48 ตอขนาดและรูปรางของเซลลแบคทีเรียโดยใชเทคนิค 
atomic force microscopy (AFM) ซ่ึงสามารถทําไดโดยนําเซลลแบคทีเรียชนิด P. aeruginosa ATCC 27853 
ในข้ันตอนท่ี 3.10.1 ท่ีเติมสารสกัดความเขมขน 1.1 mg/ml ปริมาณ 10 l หยดบน mica discs ขนาด 9.9 
mm (PELCO, TED PELLA Inc., Redding, CA, USA) ท้ิงไวใหแหงแลวนําไปศึกษาพ้ืนผิวและขนาดของ
แบคทีเรียดวยเคร่ือง Park XE-70 atomic force microscopy (Park Systems Inc, Suwan, South Korea) โดย
ใชโปรแกรมวัดคือ XEP 1.7.56 software วัดโดยใช true non-contact mode ใช scan speed 0.5 μm/s และ 
scan size เทากับ 5 x 5 μm2 ประมวลผลเปนรูปภาพดวยโปรแกรม XEI 1.7.6 software ซ่ึงผลการทดลองท่ี
ไดจะทําการเปรียบเทียบระหวางขนาดและรูปรางของแบคทีเรียในสภาวะท่ีเติมสารสกัดโปรตีน AMP48 กับ
สภาวะท่ีไมมีการเติมสารสกัดโปรตีน โดยการวัดจะวัดตัวอยางละ 40 เซลลแบคทีเรีย หรือ 10 microscopic 
fields ขนาดของแบคทีเรียท่ีวัดไดในแตละ condition จะมีการทดสอบการกระจายตัวของขอมูล (normality 
distribution test) โดยใชสถิติ Shapiro-Wilk statistic (Shapiro และ Wilk, 1965) หลังจากนั้นขอมูลท่ีได
ระหวางกลุมตัวอยางแบคทีเรียที่เติมและไมเติมสารสกัดโปรตีนจะนํามาเปรียบเทียบกันโดยใช Student’s t 
test ของชุดโปรแกรม SPSS (windows version 11.5.0)  
 ผลการทดลองพบวาเซลลแบคทีเรีย P. aeruginosa ในสภาวะท่ีเติมสารสกัดโปรตีน AMP48 มี
ขนาดและรูปรางลดลงกวาแบคทีเรียในสภาวะท่ีไมเติมสารสกัดอยางมีนัยสําคัญ (P < 0.01) (แสดงในรูปท่ี 
5) โดยแบคทีเรียที่เติมสารสกัดโปรตีนมีขนาดเฉล่ีย 0.668 ± 0.035 x 1.735 ± 0.069 μm และแบคทีเรียที่
ไมไดรับการเติมสารสกัดมีขนาดเฉล่ียเทากับ 0.915 ± 0.036 μm x 3.019 ± 0.038 μm   
 

 
 
รูปท่ี 5 ภาพพื้นผิว (surface) ของแบคทีเรีย P. aeruginosa ATCC 27853 เม่ือวิเคราะหดวย AFM 
เปรียบเทียบในสภาวะท่ีไมเติม (A) และเติมสารสกัดโปรตีน AMP48 (B)  

 

 

 

 

 

 



บทที่  4 
วิจารณผลการทดลอง  

  การศึกษาคร้ังนี้สามารถแยกและทําโปรตีนท่ีออกฤทธ์ิตานเช้ือแบคทีเรียจากน้ํายางของตนขนุน 
โปรตีนดังกลาวมีขนาดประมาณ 48 kDa เม่ือวิเคราะหดวย SDS-PAGE และมีคา pI ประมาณ 4.2 และ
โปรตีนนี้มีคุณสมบัติสามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรียสายพันธุมาตรฐานชนิด P. aeruginosa ATCC 27853 ได 
จากคุณสมบัติของโปรตีนดังกลาวจึงเรียกโปรตีนชนิดนี้วา antimicrobial protein 48 kDa (AMP48) 
นอกจากนี้โปรตีนนี้ยังมี protease activity โดยสามารถยอย gelatin และ casein ไดเม่ือทดสอบดวย 
zymography นอกจากนี้ AMP48 ยังมีความคงทนตอสภาพแวดลอมท่ีมี reducing agent โดยเม่ือใส                 
2-mercaptoethanol ในโปรตีนพบวาโปรตีนยังคงสามารถรักษาคุณสมบัติในการเปน protease ไวได 
 เอนไซม protease มีบทบาทท่ีสําคับในพืช เชน ในสรีรวิทยา, ใชในกระบวนการสลายสารจําพวก
โปรตีนท่ีสะสมอยูภายในเมล็ดของพืชเพื่อใชในกระบวนการเจริญเติบโต หรือการงอกของเมล็ด, ใชใน
กระบวนการกระตุนพวก proenzyme ใหอยูในรูปท่ีทํางานไดเพื่อใชในกระบวนการเมแทบอลิซึมตาง ๆ เปน
ตน (Rudenskaya และคณะ, 1998) จากการศึกษาผลงานวิจัยอ่ืน ๆ พบวามีความเปนไปไดท่ีโปรตีนท่ีมี
คุณสมบัติเปนเอนไซม protease หรือเอนไซมท่ียอยโปรตีนได สามารถใชยับยั้งหรือตานเช้ือจุลชีพ เชน สาร 
zingipain ซ่ึงมีฤทธ์ิเปน cysteine protease สกัดไดจากเหงาไพลดํา (Zingiber ottensii Valeton) ซ่ึงมีฤทธิตาน
เช้ือราและแบคทีเรีย (Karnchanatat และคณะ, 2011) ดังนั้นมีความเปนไปไดท่ีจะนํา protease ท่ีไดจากพืชมา
ใชเปนยารักษาโรคติดเช้ือจากจุลชีพได  

เนื่องจากการทดลองน้ีโปรตีน AMP48 สามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรียชนิด P. aeruginosa ซ่ึงเช้ือ
แบคทีเรียชนิดนี้มีความสําคัญ (Kayser และคณะ, 2005) คือ สามารถพบไดท่ัว ๆ ไปตามธรรมชาติ เชน ใน
ดิน, น้ําผิวดิน (surface water), ในพืช, ในลําไสของสัตว นอกจากนี้ยังกอโรคท่ีสําคัญในมนุษย คือ กอใหเกดิ
การติดเช้ือในโรงพยาบาล (Kayser และคณะ, 2005) ซ่ึงเปนสาเหตุท่ีพบไดบอยมากวาเกิดจากเช้ือแบคทีเรีย
ชนิดนี้ หรือโรคท่ีเกิดจากเช้ือฉวยโอกาสได เชน โรคปอดอักเสบ (pneumonias) จากอุปกรณชวยหายใจใน
โรงพยาบาล, โรคติดเช้ือในผูปวยท่ีมีแผลไฟไหมน้ํารอนลวก, ทําใหเกิดกรวยไตอักเสบเร้ือรัง (chronic 
pyelonephritis), โรคเย่ือหุมหัวใจอักเสบในผูติดยา, ภาวะท่ีหูชั้นนอกติดเช้ืออยางรุนแรง (malignant otitis 
externa) พบไดบอยในผูปวยเบาหวาน ซ่ึงเปนผูมีภาวะภูมิตานทานบกพรอง และการติดเช้ือในกระแสโลหิต 
(sepsis) ดังนั้นโปรตีน AMP48 ท่ีสกัดไดจากนํ้ายางของตนขนุน จึงมีแนวโนมท่ีจะนํามาใชในการรักษาโรค
ติดเช้ือจากแบคทีเรียชนิด P. aeruginosa ในโรงพยาบาลหรืออาจประยุกตใชเปนน้ํายาฆาเช้ือในอุปกรณ
การแพทยได นอกจากน้ี AMP48 ยังแสดงคุณสมบัติในการยับยั้งเช้ือแบคทีเรียไดคลายกับยาปฏิชีวนะ 
(antibiotics) โดยยาปฏิชีวนะสวนใหญจะออกฤทธิ์โดยการเปล่ียนแปลงรูปรางและขนาดของเซลลจุลชีพ
หลังจากท่ีไดรับยา ดังนั้นจึงสามารถใชคุณสมบัติในการเปล่ียนแปลงเซลลของจุลชีพหรือแบคทีเรียในการ
บงช้ีถึงคุณสมบัติของสารสกัดตอการมีฤทธ์ิตานจุลชีพได (Yourassowsky และคณะ, 1982) และสารสกัด
โปรตีน AMP48 จากน้ํายางของตนขนุนในการศึกษาคร้ังนี้สามารถออกฤทธ์ิโดยการเปล่ียนแปลงรูปรางและ
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ขนาดของเซลลแบคทีเรียชนิด P. aeruginosa โดยทําใหเซลลแบคทีเรียมีลักษณะโคงงอ และหดส้ันลง
ภายหลังจากเติมสารสกัดโปรตีนอยางมีนัยสําคัญเม่ือเทียบกับเซลลแบคทีเรียท่ีไมไดเติมสารสกัด ซ่ึง
สามารถเห็นการเปล่ียนแปลงไดอยางชัดเจนโดยการศึกษาดวยเทคนิค AFM  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



บทที่  5 
สรุปและขอเสนอแนะ 

   การศึกษาคร้ังนี้สามารถแยกสารสกัดโปรตีนจากน้ํายางของตนขนุน โปรตีนดังกลาวคือ AMP48 
เปนโปรตีนท่ีมีคุณสมบัติเปน protease ท่ีทนตอ reducing agent และมีคุณสมบัติตานเช้ือแบคทีเรียชนิด 
gram-negative bacteria ชนิด P. aeruginosa ATCC 27853 ซ่ึงเช้ือแบคทีเรียดังกลาวเปนสาเหตุหลักในการ
กอโรคติดเช้ือในโรงพยาบาลและในผูปวยภูมิคุมกันบกพรอง นอกจากน้ีโปรตีนนี้แสดงคุณสมมบัติในการ
เปนยาตานเช้ือจุลชีพหรือ antibiotic โดยทําใหเซลลแบคทีเรียมีการเปล่ียนแปลงรูปรางและขนาดอยางมี
นัยสําคัญเม่ือเทียบกับแบคทีเรียท่ีไมไดมีการเติมสารสกัดโปรตีน AMP48 จากคุณสมบัติของโปรตีน 
AMP48 ในการออกฤทธ์ิตานเช้ือแบคทีเรีย P. aeruginosa ดังนั้นจึงมีแนวโนมท่ีจะเปนไปไดท่ีจะนําสาร
สกัดโปรตีน AMP48 จากน้ํายางของตนขนุนมาใชเปนยาตานจุลชีพ หรือพัฒนาเปนน้ํายาฆาเช้ือได  

อยางไรก็ตามการศึกษาคร้ังนี้เปนเพียงการศึกษาเบ้ืองตนของสารสกัด AMP48 จากน้ํายางของตน
ขนุน ซ่ึงในการศึกษาตอไปจะทําการศึกษาคุณสมบัติของโปรตีนตอเชื้อจุลชีพอ่ืน ๆ ตอไป เชน เช้ือ
แบคทีเรียชนิดอ่ืน ๆ, เช้ือรา และไวรัส เปนตน และทําการศึกษาเชิงลึกถึงระดับเซลล และโมเลกุลของสาร
สกัดโปรตีนตอเซลลจุลชีพ เชน การออกฤทธ์ิตอองคประกอบของผนังเซลล ตอสวนประกอบหรือ DNA 
หรือ RNA และกระบวนการเมแทบอลิซึมของจุลชีพเปนตน เพื่อท่ีจะพัฒนาคุณสมบัติในการออกฤทธ์ิตาน
เช้ือจุลชีพของสารสกัดตอไป นอกจากนี้จะศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีของสารสกัดเพ่ิมเติม เชนการทํา N-
terminal sequencing เพื่อท่ีจะไดขอมูลขององคประกอบของกรดอะมิโนท่ีเปนองคประกอบของโปรตีน 
AMP48 ซ่ึงจะเปนขอมูลท่ีชัดเจนในการนําไปบงช้ีชนิดของโปรตีนนี้ ไดดีกวาการทํา peptide mass 
fingerprint ในการศึกษาคร้ังนี้ และทําการศึกษาคุณสมบัติการทํางานและชนิดของ protease ของโปรตีนนี้
เพิ่มเติม รวมท้ังทําการศึกษาโครงสรางของโปรตนีท่ีออกฤทธ์ิเพิ่มเติม เชน การศึกษาโครงสรางสามมิติของ
โปรตีนดวยเทคนิค X-ray crystallography  และศึกษากลไกการออกฤทธ์ิของโปรตีนสกัดตอเซลลแบคทีเรีย 
เพื่อใชเปนขอมูลในการออกแบบหรือปรับปรุงโครงสรางของโปรตีนใหออกฤทธ์ิยับยั้งเช้ือแบคทีเรียหรือจุล
ชีพอ่ืน ๆ ไดดีข้ึน 
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