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กิตติกรรมประกาศ 

 การวิจัยคร้ังนี้ไดรับทุนอุดหนุนการวิจัยจากมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ปงบประมาณ พ.ศ. 
2554 ผูวิจัยขอขอบคุณภาควิชาเทคนิคการแพทย คณะสหเวชศาสตร มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร ศูนยรังสิต ท่ี
อนุเคราะหสถานท่ีในการศึกษาการออกฤทธ์ิตานเช้ือแบคทีเรียของสารสกัดโปรตีนท่ีได สถาบันอณูชีววิทยา
และพันธุศาสตร (Molecular Biology and Genetics) มหาวิทยาลัยมหิดล วิทยาเขตศาลายา ท่ีใหความ
อนุเคราะหในการศึกษาการ folding ของโปรตีนดวยเทคนิค circular dichroism spectroscopy ขอขอบคุณ
กลุมวิจัย Protein and Proteomic ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกนในการใหความ
อนุเคราะหเคร่ืองมือในการศึกษา 2D gel electrophoresis และขอขอบคุณบริษัท Coax Group Corporation ท่ี
อนุเคราะหเคร่ืองมือในการศึกษารูปรางของแบคทีเรียดวยเทคนิค atomic force microscopy  
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บทคัดยอ 
 โปรตีนขนาด 48 kDa สามารถแยกและทําใหบริสุทธ์ิจากนํ้ายางของตน Artocarpus heterophyllus 
(ขนุน) ดวยการตกตะกอนดวยกรด และโครมาโทกราฟแบบแลกเปล่ียนไอออน โปรตีนนี้มีคุณสมบัติเปน
โปรตีเอสเม่ือวิเคราะหดวยวิธีเจลาตินและเคซีนไซโมกราฟ เนื่องจากโปรตีนนี้มีขนาดโมเลกุลเม่ือวิเคราะห
ดวย SDS-PAGE ประมาณ 48 กิโลดาลตัน จึงเรียกโปรติเอสน้ีวา antimicrobial protease-48kDa หรือ 
AMP48 โปรตีน AMP48 มีคา isoelectric point (pI) ประมาณ 4.2 นอกจากน้ีพบวาโปรตีน AMP48 มี
คุณสมบัติตานเช้ือแบคทีเรียไดโดยสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือ Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 
ท่ีระดับความเขมขนของโปรตีนตํ่าสุด (MIC) เทากับ 2.2 mg/ml และสามารถเช้ือแบคทีเรียไดท่ีระดับความ
เขมขนของโปรตีนตํ่าสุด (MBC) เทากับ 8.8 mg/ml ผลการวิเคราะห AFM image ชวยในการสนับสนุนวา 
AMP48 มีฤทธ์ิในการตานเช้ือแบคทีเรียโดยแบคทีเรียท่ีไดรับโปรตีนจะมีรูปรางและขนาดท่ีผิดปกติไปจาก
สภาวะท่ีไมไดรับสารอยางมีนัยสําคัญ       
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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 ความเปนมาและความสําคัญของปญหาของการวิจัย 
น้ํายาง (Plant latex) สามารถพบไดในพืชหลายวงศ (family) เชน Euphorbiaceae, Asclepiadaceae, 

Moraceae และ Apocyanaceae โดยท่ัวไปแลวน้ํายางมักประกอบไปดวย hydrolytic enzyme หลายชนิด 
รวมท้ัง wax, resin และ lipid like substances ซ่ึงบทบาทของน้ํายางตอสรีระวิทยาของพืชยังไมทราบแนชัด
นัก  เคยมีรายงานวา hydrolytic enzymes จากนํ้ายางของพืชโดยเฉพาะอยางยิ่งจําพวก proteases ชวยปองกัน
พืชจากการติดเช้ือโรคตางๆ และ เม่ือพืชอยูในสภาวะท่ีรุนแรงหรือเปนอันตราย (harsh conditions) 
นอกจากนี้น้ํายางยังสามารถมีคุณสมบัติออกฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา และสามารถใชเปนยาพื้นบาน (folk 
medicine) ได น้ํายางจากพืชหลายชนิดเกี่ยวของกับกระบวนการ hemostatis, การรักษาบาดแผล (wound 
healing) และ ลดอาการปวดบวมอักเสบ 

จากการวิจัยเบ้ืองตนของผูวิจัยพบวาน้ํายางของตน Artocarpus heterophyllus (ชื่อสามัญ: ขนุน) มี
กลุมโปรตีนท่ีมีคุณสมบัติเปน protease และ protease inhibitor เชน โปรตีนในกลุม serine protease inhibitor 
ดังนั้นการวิจัยคร้ังนี้ผูวิจัยจึงมีความสนใจท่ีจะนําคุณสมบัติในการเปน protease และ protease inhibitor ของ
น้ํายางของตนขนุนมาใชศึกษาคุณสมบัติในการยบัยั้งการเจริญหรือฆาเช้ือแบคทีเรีย (antibacterial property) 
ท้ัง แกรมโพซิทีฟ (gram-positive) และ แกรมเน็กกาทีฟ (gram-negative) เพื่อเปนขอมูลของผลิตภัณฑ
ธรรมชาติท่ีพบไดในประเทศไทยท่ีสามารถใชเปนยาในการรักษาโรคติดเช้ือท่ีเปนปญหาท่ีสําคัญอยางหนึ่ง
ของประเทศไทย เชนโรคติดเช้ือทางผิวหนังท่ีเกิดจากแบคทีเรียพวก แผลพุพอง เปนโรคท่ีพบไดบอย 
โดยเฉพาะอยางยิ่งในเด็ก เปนโรคที่ติดตอไดงายและรวดเร็ว ติดตอโดยสัมผัสถูกคนท่ีเปนโรคนี้อยูกอน ซ่ึง
เกิดจากเช้ือแบคทีเรีย ไดแก Staphylococcus aureus หรือ β-streptococcous โรคทองรวงท่ีเกิดจากการกิน
อาหารที่มีเช้ือ Salmonella, Campylobacter และ Shigella เปนตน นอกจากนี้การติดเช้ือแบคทีเรียบางชนิดก็
อาจทําใหถึงแกชีวิตได เชน Burkholderia pseudomallei สามารถกอใหเกิดโรคเมลิออยโดซิส (melioidosis) 
ซ่ึงเปนโรคท่ีพบไดบอยในประเทศไทยและมักพบในชาวนาท่ีตองสัมผัสกับพื้นดินและน้ํา  

 ดังนั้นงานวิจัยช้ินนี้จึงสามารถชวยใหเขาใจบทบาทของน้ํายางของขนุนในการรักษาโรค รวมท้ังยัง
เปนขอมูลสําหรับการออกฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาและใชในการวิจัยตอไปในอนาคตได เชน การนําน้ํายางจาก
ตนขนุนมาใชในการรักษาหรือปองกันโรคติดเช้ือแบคทีเรียท่ีสามารถกอโรคในมนุษยไดในสัตวทดลอง 
หรือใชเปนตนแบบในการออกแบบผลิตภัณฑยารักษาโรคติดเช้ือแบคทีเรียชนิดตาง ๆ 
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1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 

1.2.1 เพื่อแยกโปรตีนท่ีเกี่ยวของออกฤทธ์ิยับยั้งหรือฆาเช้ือแบคทีเรีย (antibacteria) จาก crude latex              
ของนํ้ายางตนขนุน 

1.2.2 เพื่อศึกษาคุณสมบัติเบ้ืองตนของโปรตีนดังกลาว เชน protease, folding เปนตน   
      1.2.3 เพื่อศึกษาการออกฤทธ์ิของโปรตีนดังกลาวในสวนท่ีเกี่ยวของกับการเปน antibacteria 

 
1.3 ขอบเขตของการวิจัย 

งานวิจัยคร้ังนี้ประกอบดวยการเตรียมน้ํายางขนุนจากสวนข้ัวของลูกขนุน ทําการแยกโปรตีนจากน้ํา
ยางของตนขนุนดวยเทคนิค chromatography นําโปรตีนท่ีแยกไดในแตละสวนมาศึกษาคุณสมบัติในการ
ยับยั้งการการเจริญหรือฆาเช้ือแบคทีเรียดวยวิธี broth dilution รวมท้ังศึกษาคุณสมบัติเบ้ืองตนของโปรตีนท่ี
มีคุณสมบัติในการเปน antibacteria คือ molecular weight, คา PI, protein identification ดวย peptide mass 
fingerprinting (PMF), ศึกษา protein foldingโดยใชเทคนิค CD spectroscopy และศึกษาคุณสมบัติการเปน
เอนไซม protease 

 
1.4 กรอบแนวคิดของการวิจัย  
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1.5 ประโยชนท่ีไดรับจากการวิจัย 

 1.5.1 เปนขอมูลสําหรับการออกฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาและใชในการวิจัยตอไปในอนาคตได เชน การนํา
น้ํายางจากตนขนุนมาใชในการรักษาหรือปองกันโรคท่ีเกิดจากเช้ือแบคทีเรีย หรือใชเปนตนแบบในการ
ออกแบบผลิตภัณฑยารักษา  

1.5.2 ผลงานท่ีไดสามารถนําเสนอเผยแพรในการประชุมวิชาการนานาชาติ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



บทที่  2  
เอกสารและผลงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

2.1 ขนุน (สํานักวิทยาบริการ สถาบันราชภัฏบานสมเด็จเจาพระยา) 
ชื่ออ่ืนๆ : มะหนุน (ภาคเหนือ, ภาคใต), ขะนู (ชอง-จันทบุรี), นากอ (มลายู-ปตตานี), ขะเนอ (เขมร), 

เนน (ชาวบนนครราชสีมา), นะยวยซะ (กะเหร่ียง-กาญจนบุรี), ซีคึย, ปะหนอย (กะเหร่ียง-แมฮองสอน), ลาง 
(เง้ียว-ภาคเหนือ), ปอหลอปด (จีน), หมักหม้ี (ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ) 

ชื่อสามัญ : Jack Fruit Tree 
ชื่อวิทยาศาสตร : Artocarpus Heterophyllus 
วงศ : Moraceae 
ลักษณะท่ัวไป:  
ตน : เปนพรรณไมยืนตน ลําตนมีความสูงประมาณ 8-15 เมตร มียางขาวท้ังตน 
ใบ : จะออกสลับกัน และมีลักษณะกลมรียาวประมาณ 7-15 ซม. ตรงปลายใบของมันจะแหลมและส้ัน 

ฐานใบจะเรียว ใบออนบางคร้ังจะมีรอยเวาเขาลึกๆ 2 รอย แบงใบออกเปน 3 สวน หลังใบจะเรียบเปนมัน 
เนื้อใบเหนียวคลายหนัง กานใบยาวประมาณ 1-2.5 ซม. ใบนั้นจะหลุดรวงงาย 

ดอก : จะออกเปนชอ และชอดอกตัวเมียจะอยูบนตนเดียวกัน สวนชอดอกตัวผูจะออกที่ปลายกิ่งหรือ
งามใบ เปนแทงยาวประมาณ 2.5 ซม. และมีกาบหุมชอดอกอยู 2 กลีบ ดอกยอยนั้นจะมีเกสรตัวผู 1 อัน ชอ
ดอกตัวเมียเปนแทงกลมยาวออกจากลําตนหรือกิ่งกานขนาดใหญ 

เมล็ด (ผล) : ผลจะเปนผลรวม มีลักษณะกลมยาวประมาณ 25-60 ซม. ขนาดใหญๆ และอาจหนักถึง 20 
กก. สวนเนื้อหุมเมล็ดจะมีสีเหลือง ถาสุกจะมีกล่ินหอม 

เปลือกนอก : จะเปนตุมหนามเล็กๆ รูปหกเหล่ียม 
สวนท่ีใช : เมล็ด เนื้อหุมเมล็ด ใบ ยาง แกนและราก ใชเปนยา 

สรรพคุณ :  
เมล็ด ใหใชประมาณ 60-240 กรัม ตมสุกกิน จะมีรสชุมชวยขับนํ้านมในสตรีหลังคลอด มีนํ้านมนอย

หรือไมมีนํ้านม ชวยบํารุงรางกาย 
เนื้อหุมเมล็ด ใหใชสด ผสมกับนํ้าหวานกินบํารุงกําลัง หรือจะกินเปนขนมก็ได 
ใบ ใชสด นํามาตําใหละเอียด อุนแลวพอกแผล ใบแหงใหบดเปนผงโรย หรือใชผสมทาตรงที่เปนแผล 

ใชสําหรับภายนอก รักษาแผลมีหนองเร้ือรัง 
ยาง จะมีรสจืด ฝาดเล็กนอย ใหใชยางสด ทาบริเวณท่ีบวมอักเสบ แผลมีหนองเรื้อรัง ตอมนํ้าเหลือง

อักเสบเกิดจากแผลมีหนองท่ีผิวหนัง 
แกนและราก ใชแหงประมาณ 30-60 กรัม นาํมาตมนํ้ารับประทาน จะมีรสหวานชุม รักษากามโรค และ

บํารุงเลือด 
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ตํารับยา : ใหใชเมล็ด 60-240 กรัม หรือจะใชเมล็ดนํามาตมใหสุกกิน หรือจะนํามาผสมกับนํ้าหวานและกะทิ
กิน สําหรับสตรีหลังคลอด ท่ีมีนํ้านมนอยหรือไมมีนํ้านมใชกินได 

  ปจจุบันไดมีงานมากมายเกี่ยวกับประโยชนและคุณสมบัติของสารประกอบท่ีอยูในสวนตาง ๆ ของ
ตนขนุน เชน ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียจากสวนตาง ๆ ของตนขนุน(Khan และ
คณะ, 2003) สารสกัดจําพวก lectin จากตนขนุนสามารถยับยั้งการติดเช้ือ herpesvirus ได (Wetprasit และ
คณะ, 2000) 

 อยางไรก็ตามงานวิจัยท่ีกลาวมาสวนใหญเปนงานวิจัยของสารสกัดจากสวนตาง ๆ ของตนขนุน แต
งานวจิัยทางคุณสมบัติของน้ํายางจากตนขนุนยังมีนอย พบวามีเพียงการศึกษาองคประกอบของน้ํายางท่ีได
จากตนขนุนเปรียบเทียบกับน้ํายางท่ีไดจาก natural rubber ของตน Hevea brasiliensis (Mekkriengkrai และ
คณะ, 2004) ในป 1990 Prasad และ Virupaksha ไดทําการแยกโปรตีน artocarpin จากนํ้ายางของตนขนุน
และพบวามีคุณสมบัติเปน serine-centred protease นอกจากน้ียังมีผูวิจัยพบวาน้ํายางจากตนขนุนสามารถทํา
ใหเกิดอาการแพแบบ anaphylaxis ได (Chantaphakul และคณะ, 2002) 

 จากงานวิจัยท่ีเกี่ยวของกับน้ํายางของขนุนขางตน พบวายังไมมีรายงานหรือการทําวิจัยท่ีเกี่ยวกับ
ประโยชนของน้ํายางขนุนในทางการแพทย และการออกฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา งานวิจัยในคร้ังนี้จึงมุงเนนท่ีจะ
ศึกษาคุณสมบัติของโปรตีนในยางขนุนท่ีเกี่ยวของกับการเปน antibacterial ซ่ึงสามารถนํามาใชประโยชน
ทางการแพทยได 
 
2.2 งานวิจัยท่ีเก่ียวของกับการมีฤทธ์ิเปน antibacteria ของนํ้ายางจากพืช 

 ในป 2010 A r e f  และคณะ ไดสกัดสารท่ีมีฤทธตานแบคทีเรียท่ีกอโรคในมนุษยจากยางของตน 
Ficus carica โดยพบวาสกัดสวน ethyl acetate สามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย 5 ชนิด คือ Enterococcus fecalis, 
Citobacter freundel ,  Pseudomonas aeruginosa ,  Escherichia coli  และ Proteus mirabilis 

 Lokvam และคณะ (2000) ไดศึกษาสารสกัดจากยางไมของตน Clusia grandiflora (Clusiaceae) 
พบวาสารสกัดท่ีได คือ chamone I และ nemorosone II สามารถมีฤทธ์ิเปน antibacterial ตอแบคทีเรียท่ีกอ
โรคในผ้ึง คือ Paenibacillus larvae และ Paenibacillus alveiได 

จากตัวอยางงานวิจัยขางตนจะเห็นวายางตนไมมีแนวโนมท่ีจะสามารถนํามาใชเปนยาตานเช้ือ
แบคทีเรีย แตยังมีการศึกษาอยูนอย จึงยังตองการการงานวิจัยที่ทําการศึกษาถึงประโยชนของยางไมในการ
ออกฤทธ์ิตานเช้ือแบคทีเรียเพิ่มเติม งานวิจัยคร้ังนี้จึงไดมีจุดมุงหมายที่จะหาตัวยาท่ีสามารถสกัดไดจากสาร
สกัดตามธรรมชาติมาใชเปนการแพทยทางเลือกทดแทนยาที่ใชในปจจุบัน โดยการศึกษาคร้ังนี้มุงเนนท่ีจะ
สกัดสารจากยางขนุนซ่ึงมีสารท่ีมีคุณสมบัติซ่ึงมีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญหรือฆาเช้ือแบคทีเรีย 
นอกจากนี้ยางขนุนยังหาไดงายในประเทศไทย ทําใหตนทุนการผลิตยาลดลง และราคาของยาท่ีจะนํามาใชก็
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 ใชของบริษัทตาง ๆ คือ Sigma (USA), Fluka (USA), GE Healthcare 

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

 น้ํายางจะเก็บจากข้ัวของลูกขนุนท่ีพบไดในเขตอําเภอเมือง จังหวัดนครราชสีมา โดยจะทําการเก็บ
เก็บใสในขวดแกวปากกวางท่ีสะอาด เม่ือเก็บเสร็จแลวจะนําน้ํายางมาเก็บไวท่ี -20 °C จนกวาจะนํามาใช 

 
3.3 แบคทีเรีย  

 เช้ือแบคทีเรียท่ีใชในการทดสอบการมีฤทธ์ิตานเช้ือแบคทีเรียเบ้ืองตนของสารสกัดมีสายพันธุ
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  การทําโปรตีนใหบริสุทธ์ิ  

   น้ํายางท่ีเก็บไดจากสวนข้ัวของลูกขนุน นํามาปนแยกดวยเคร่ือง high speed centrifuge หลังจากปน
นําสวนน้ําท่ีไดมา dialysis ดวย 25 mM sodium acetate buffer pH 4.5 แลวนําไปปนดวย high speed 
centrifuge จะไดสวนตะกอนแยกออกจากสวนน้ําใส นําสวนใสไปทําใหบริสุทธ์ิ (purify) ดวย cation 
exchange chromatography โดยใช step gradient salt elution ดวย NaCl ความเขมขน 0-0.5 M ใน 25 mM 
Tris-HCl pH 8.8 หลังจากนั้นนําสวนโปรตีนท่ีสกัดในความเขมขน NaCl เทากับ 0 M ไป purify ตอดวย 
anion exchange chromatography (Q sepharose) โดยใช step gradient salt elution ท่ีมีความเขมขนของ NaCl 
ในชวง 0-0.5 M ใน buffer 25 mM Tris-HCl pH 8.8 โดยโปรตีนท่ีมีฤทธ์ิตานเช้ือแบคทีเรียออกมาท่ีความ
เขมขนของ NaCl เทากับ 0.4 M และโปรตีนท่ีไดเม่ือแยกดวย 12.5% gel SDS-PAGE electrophoresis 
(Laemmli, 1970) พบวา fraction ของโปรตีนท่ีไดประกอบดวยแถบโปรตีน (protein bands) ท่ีมีน้ําหนัก
โมเลกุล (MW) 48 kDa (ดังแสดงในรูปท่ี 1) จากวิธี purify โปรตีนขางตนจะไดโปรตีนออกฤทธิ์คิดเปน 
1.446% หรือ 6.204 mg ของโปรตีนจากน้ํายางท้ังหมด (429.114 mg) (แสดงในตารางท่ี 1) เนื่องจากโปรตีน
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ท่ีออกฤทธ์ิเปนโปรตีนท่ีมีขนาด 48 kDa และมีคุณสมบัติสามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรียไดจึงเรียกโปรตีนนี้วา 
“antimicrobial protein 48 kDa” หรือ “AMP48” 
 

 
 

รูปท่ี 1 โปรตีนขนาด 48 kDa ท่ีมีฤทธ์ิตานเชื้อแบคทีเรีย เม่ือแยกดวยเทคนิค 12.5% gel SDS-PAGE 
หลังจากpurify โปรตีนจากน้ํายางของตนขนุนดวยเทคนิค ion exchange chromatography  

 
ตารางท่ี 1 แสดงข้ันตอนการ purify โปรตีนจากน้ํายางของขนุนและ % yield ท่ีได 

ขั้นตอนการ purify โปรตีนท้ังหมด (mg) Yield (%) 

1. โปรตีนจากน้ํายางท้ังหมด 
2. Dialysis ดวย 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 การหาความเขมขนของโปรตีน  

   วิเคราะหความเขมขนของโปรตีนดวยน้ํายา BCA assay kit ซ่ึงมีวิธีการวิเคราะหดังนี้ นําสารละลาย 
โปรตีน 0.1 ml ผสมกับสารละลาย BCA working reagent 2 ml นําไป incubate ท่ี 37 C นาน 30 นาที 
หาความเขมขนโดยวัดคาดูดกลืนแสง (absorbance) ท่ี 562 nm โดยใช bovine serum albumin (BSA) 
เปนโปรตีนมาตรฐาน   
 
3.6 Two dimensional SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (2D SDS-PAGE)  

   โปรตีนท่ีทําใหบริสุทธ์ิความเขมขน 100 g นํามาแยกดวยกระแสไฟฟาตามประจุใน first 
dimension โดยใช pH gradient strip pH 3-10 ยาว 7 cm และทําการแยกโปรตีนตามขนาด melecular weight 
อีกคร้ังใน second dimension ดวย 12.5% gel SDS-PAGE แลวยอมโปรตีนดวย colloidal Coomassie 
brilliant blue G-250 วิเคราะหขอมูลดวยโปรแกรม ImageMasterTM 2D Platinum software (GE 
Healthcare, Uppsala, Sweden) พบวาโปรตีนท่ีขนาด molecular weight 48 kDa มีเพียงหนึ่ง subunit และมีคา 
isoelectric point (pI) ประมาณ 4.2 (แสดงดังรูปท่ี 2)  

 

 
 

รูปท่ี 2 ผล 2D gel electrophoresis ของโปรตีน AMP48 จากยางขนุนท่ีทําใหบริสุทธ์ิ มีคา pI ประมาณ 4.2 
(ดังลูกศรชี้)  
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3.7 การวิเคราะหชนิดของโปรตีนท่ีออกฤทธ์ิดวยเทคนิค peptide mass fingerprinting (PMF) 

การวิเคราะหชนิดของโปรตีนท่ีออกฤทธิ์โดยการตัด spot ของโปรตีน AMP48 ท่ีไดจาก 2D gel 
electrophoresis ในขอ 3.6 นําไปยอยดวย enzyme trypsin วิเคราะห PMF ดวย MALDI-TOF MS ณ หนวย
บริการของภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร พบวา
โปรตีนท่ีออกฤทธ์ิตานเช้ือแบคทีเรียไมมี peptide mass ท่ีเหมือนกับโปรตีนใน databases ตาง ๆ 

 
3.8 ศึกษาโครงสรางฑุติยภูมิ (secondary structure) ของโปรตีนออกฤทธ์ิดวยเทคนิค circular dichroism 
spectroscopy (CD spectroscopy) 

โครงสราง secondary structure หรือโปรตีน folding ของโปรตีน AMP48 ศึกษาโดยใชเทคนิค 
circular dichroism spectroscopy ดวยเคร่ือง Jasco J-715 spectropolarimeter (Japan) โดยใชโปรตีนความ
เขมขน 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 เทากับ 0.2 mm ผล CD spectrum แสดงในรูปท่ี 3 และทําการวิเคราะหขอมูลดวย 
K2D program (Andrade และคณะ, 1993) พบวาโปรตีนนี้ประกอบดวย α-helix ประมาณ 61.9%, β-sheet 
6.09%  

 

 
 

รูปท่ี 3 CD spectra ของโปรตีน AMP48 
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3.9 ศึกษาคุณสมบัติการเปนเอนไซม protease ดวยวิธี zymography 

คุณสมบัติการเปนเอนไซม protease ของโปรตีน AMP48 ทําไดโดยดัดแปลงวิธีของ Shimokawa 
และคณะ (2002) โดยใช gelatin และ casein เปน substrate เร่ิมจากผสม substrate แตละชนิด ความเขมขน          
1 mg/ml ลงใน 12.5% gel SDS-PAGE แลวแยกโปรตีน AMP4 ดวย SDS-PAGE ท่ีมี substrate แตละชนิด 
ในสภาวะท่ีมีและไมมี reducing agent (2-mercaptoethanol) และในสภาวะท่ีมีการตมและไมตมตัวอยาง 
หลังจากน้ันนําเจลท่ีไดลางดวยบัพเฟอร 25 mM Tris-HCl pH 8.8 ท่ีประกอบดวย 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 ท่ีประกอบดวย 150 mM NaCl, 5 mM CaCl2, 0.02% NaN3 เปนเวลา 12 ชั่วโมง               
ท่ี  37 C แลวยอมดวย Coomassie brilliant blue R-250 คุณสมบัติเปน protease สังเกตไดจากแถบโปรตีน
จะไมติดสี (zymography) จากการทดลองพบวาโปรตีน AMP48 สามารถยอยไดท้ัง gelatin และ casein (รูป
ท่ี 4) โดยยอย gelatin ไดดีกวา casein นอกจากนี้พบวา reducing agent ไมมีผลตอคุณสมบัติการเปน protease 
ของโปรตีน แตความรอน (~95 C) สามารถทําลายคุณสมบัติของโปรตีนได  

  

 
 

รูปท่ี 4 คุณสมบัติการเปนเอนไซม protease ของโปรตีน AMP48 ดวยเทคนิค zymography ใช substrate ชนิด 
gelatin (A) และ casein (B) โดยนําตัวอยางโปรตีน AMP48 ผสมกับ SDS sample buffer ท่ีไมไดเติม (lanes 1 
และ 2) และเติม 2-mercaptoethanol (lanes 3 และ 4) และในสภาวะท่ีมีการตมตัวอยางหลังจากผสม sample 
buffer ท่ี 95 C นาน 5 นาที (lanes 2 และ 4) เปรียบเทียบกับไมไดตมตัวอยาง (lanes 1 และ 3)  
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3.10 ศึกษาคุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย (antibacterial activity)  

3.10.1 วิธี broth twofold microdilution 
สารสกัดท่ีไดจะนํามาทดสอบการมีฤทธ์ิยับยั้งหรือฆาเช้ือแบคทีเรียดวยวิธี broth twofold 

microdilution สามารถทําไดโดยการเล้ียงเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวชนิด tryptic soy broth ใหมีปริมาณเช้ือ
เทากับ 1 x 103 CFU/ml และใสเช้ือ (100 l) ลงในสารสกัดโปรตีน AMP48 ท่ีเจือจางเปนความเขมขนตาง 
ๆ  (100 l) เสร็จแลวนําไปเล้ียงท่ี 37 °C เปนเวลา  16 – 18 ชั่วโมง แลวนํามาใหสังเกตหลอดสุดทายท่ีไมมี
จุลินทรียเจริญหรืออาหารเล้ียงเช้ือในหลอดไมขุน อานปริมาณของสารทดสอบของหลอดนี้เปนคาความ
เขมขนตํ่าสุดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือ หรือ Minimal inhibitory concentration (MIC)ของ บันทึก
หนวยเปนความเขมขนของสารโปรตีนสกัด 

จากการหาคาความเขมขนตํ่าท่ีสุดท่ีทําใหเช้ือไมเจริญในอาหารเหลวนั้น สามารถนํามาหาคาความ
เขมขนต่ําสุดท่ีสามารถฆาไดเช้ือ Minimal bactericidal concentration (MBC) ได โดยนําหลอดท่ีทําการ
ทดสอบจากการหาคา MIC ท่ีไมมีความขุนทุกหลอดไป spread plate บนอาหาร trypticase soy agar ถาความ
เขมขนของสารสกัดท่ีสามารถฆาเช้ือไดก็จะไมพบการเจริญของเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือ แตถาเช้ือไมตายก็จะ
พบการเจริญของเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือ 
 จากการทดลอง (ตารางท่ี 2) พบวาสารสกัดโปรตีน AMP48 สามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย (MIC) 
ชนิด                    P. aeruginosa ATCC 27853 ท่ีระดับความเขมขนของโปรตีนเทากับ 2.2 mg/ml และ
สามารถฆาเช้ือแบคทีเรียดังกลาวไดท่ีความเขมขนของโปรตีนเทากับ 8.8 mg/ml) โดยสารสกัดโปรตีน 
AMP48 ไมสามารถยับยั้และฆาเช้ือแบคทีเรียชนิด E. coli ATCC 25922 และ S. aureus ATCC 25923  
 
ตารางท่ี 2 Minimal inhibitory concentration (MIC) และ minimal bactericidal concentration (MBC) ของ
โปรตีน AMP48 

แบคทีเรียสายพันธุมาตรฐาน ความเขมขนของโปรตีน 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 ตอขนาดและรูปรางของเซลลแบคทีเรียโดยใชเทคนิค 
atomic force microscopy (AFM) ซ่ึงสามารถทําไดโดยนําเซลลแบคทีเรียชนิด P. aeruginosa ATCC 27853 
ในข้ันตอนท่ี 3.10.1 ท่ีเติมสารสกัดความเขมขน 1.1 mg/ml ปริมาณ 10 l หยดบน mica discs ขนาด 9.9 
mm (PELCO, TED PELLA Inc., Redding, CA, USA) ท้ิงไวใหแหงแลวนําไปศึกษาพ้ืนผิวและขนาดของ
แบคทีเรียดวยเคร่ือง Park XE-70 atomic force microscopy (Park Systems Inc, Suwan, South Korea) โดย
ใชโปรแกรมวัดคือ XEP 1.7.56 software วัดโดยใช true non-contact mode ใช scan speed 0.5 μm/s และ 
scan size เทากับ 5 x 5 μm2 ประมวลผลเปนรูปภาพดวยโปรแกรม XEI 1.7.6 software ซ่ึงผลการทดลองท่ี
ไดจะทําการเปรียบเทียบระหวางขนาดและรูปรางของแบคทีเรียในสภาวะท่ีเติมสารสกัดโปรตีน AMP48 กับ
สภาวะท่ีไมมีการเติมสารสกัดโปรตีน โดยการวัดจะวัดตัวอยางละ 40 เซลลแบคทีเรีย หรือ 10 microscopic 
fields ขนาดของแบคทีเรียท่ีวัดไดในแตละ condition จะมีการทดสอบการกระจายตัวของขอมูล (normality 
distribution test) โดยใชสถิติ Shapiro-Wilk statistic (Shapiro และ Wilk, 1965) หลังจากนั้นขอมูลท่ีได
ระหวางกลุมตัวอยางแบคทีเรียที่เติมและไมเติมสารสกัดโปรตีนจะนํามาเปรียบเทียบกันโดยใช Student’s t 
test ของชุดโปรแกรม SPSS (windows version 11.5.0)  
 ผลการทดลองพบวาเซลลแบคทีเรีย P. aeruginosa ในสภาวะท่ีเติมสารสกัดโปรตีน AMP48 มี
ขนาดและรูปรางลดลงกวาแบคทีเรียในสภาวะท่ีไมเติมสารสกัดอยางมีนัยสําคัญ (P < 0.01) (แสดงในรูปท่ี 
5) โดยแบคทีเรียที่เติมสารสกัดโปรตีนมีขนาดเฉล่ีย 0.668 ± 0.035 x 1.735 ± 0.069 μm และแบคทีเรียที่
ไมไดรับการเติมสารสกัดมีขนาดเฉล่ียเทากับ 0.915 ± 0.036 μm x 3.019 ± 0.038 μm   
 

 
 
รูปท่ี 5 ภาพพื้นผิว (surface) ของแบคทีเรีย P. aeruginosa ATCC 27853 เม่ือวิเคราะหดวย AFM 
เปรียบเทียบในสภาวะท่ีไมเติม (A) และเติมสารสกัดโปรตีน AMP48 (B)  

 

 

 

 

 

 



บทที่  4 
วิจารณผลการทดลอง  

  การศึกษาคร้ังนี้สามารถแยกและทําโปรตีนท่ีออกฤทธ์ิตานเช้ือแบคทีเรียจากน้ํายางของตนขนุน 
โปรตีนดังกลาวมีขนาดประมาณ 48 kDa เม่ือวิเคราะหดวย SDS-PAGE และมีคา pI ประมาณ 4.2 และ
โปรตีนนี้มีคุณสมบัติสามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรียสายพันธุมาตรฐานชนิด P. aeruginosa ATCC 27853 ได 
จากคุณสมบัติของโปรตีนดังกลาวจึงเรียกโปรตีนชนิดนี้วา antimicrobial protein 48 kDa (AMP48) 
นอกจากนี้โปรตีนนี้ยังมี protease activity โดยสามารถยอย gelatin และ casein ไดเม่ือทดสอบดวย 
zymography นอกจากนี้ AMP48 ยังมีความคงทนตอสภาพแวดลอมท่ีมี reducing agent โดยเม่ือใส                 
2-mercaptoethanol ในโปรตีนพบวาโปรตีนยังคงสามารถรักษาคุณสมบัติในการเปน protease ไวได 
 เอนไซม protease มีบทบาทท่ีสําคับในพืช เชน ในสรีรวิทยา, ใชในกระบวนการสลายสารจําพวก
โปรตีนท่ีสะสมอยูภายในเมล็ดของพืชเพื่อใชในกระบวนการเจริญเติบโต หรือการงอกของเมล็ด, ใชใน
กระบวนการกระตุนพวก proenzyme ใหอยูในรูปท่ีทํางานไดเพื่อใชในกระบวนการเมแทบอลิซึมตาง ๆ เปน
ตน (Rudenskaya และคณะ, 1998) จากการศึกษาผลงานวิจัยอ่ืน ๆ พบวามีความเปนไปไดท่ีโปรตีนท่ีมี
คุณสมบัติเปนเอนไซม protease หรือเอนไซมท่ียอยโปรตีนได สามารถใชยับยั้งหรือตานเช้ือจุลชีพ เชน สาร 
zingipain ซ่ึงมีฤทธ์ิเปน cysteine protease สกัดไดจากเหงาไพลดํา (Zingiber ottensii Valeton) ซ่ึงมีฤทธิตาน
เช้ือราและแบคทีเรีย (Karnchanatat และคณะ, 2011) ดังนั้นมีความเปนไปไดท่ีจะนํา protease ท่ีไดจากพืชมา
ใชเปนยารักษาโรคติดเช้ือจากจุลชีพได  

เนื่องจากการทดลองน้ีโปรตีน AMP48 สามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรียชนิด P. aeruginosa ซ่ึงเช้ือ
แบคทีเรียชนิดนี้มีความสําคัญ (Kayser และคณะ, 2005) คือ สามารถพบไดท่ัว ๆ ไปตามธรรมชาติ เชน ใน
ดิน, น้ําผิวดิน (surface water), ในพืช, ในลําไสของสัตว นอกจากนี้ยังกอโรคท่ีสําคัญในมนุษย คือ กอใหเกดิ
การติดเช้ือในโรงพยาบาล (Kayser และคณะ, 2005) ซ่ึงเปนสาเหตุท่ีพบไดบอยมากวาเกิดจากเช้ือแบคทีเรีย
ชนิดนี้ หรือโรคท่ีเกิดจากเช้ือฉวยโอกาสได เชน โรคปอดอักเสบ (pneumonias) จากอุปกรณชวยหายใจใน
โรงพยาบาล, โรคติดเช้ือในผูปวยท่ีมีแผลไฟไหมน้ํารอนลวก, ทําใหเกิดกรวยไตอักเสบเร้ือรัง (chronic 
pyelonephritis), โรคเย่ือหุมหัวใจอักเสบในผูติดยา, ภาวะท่ีหูชั้นนอกติดเช้ืออยางรุนแรง (malignant otitis 
externa) พบไดบอยในผูปวยเบาหวาน ซ่ึงเปนผูมีภาวะภูมิตานทานบกพรอง และการติดเช้ือในกระแสโลหิต 
(sepsis) ดังนั้นโปรตีน AMP48 ท่ีสกัดไดจากนํ้ายางของตนขนุน จึงมีแนวโนมท่ีจะนํามาใชในการรักษาโรค
ติดเช้ือจากแบคทีเรียชนิด P. aeruginosa ในโรงพยาบาลหรืออาจประยุกตใชเปนน้ํายาฆาเช้ือในอุปกรณ
การแพทยได นอกจากน้ี AMP48 ยังแสดงคุณสมบัติในการยับยั้งเช้ือแบคทีเรียไดคลายกับยาปฏิชีวนะ 
(antibiotics) โดยยาปฏิชีวนะสวนใหญจะออกฤทธิ์โดยการเปล่ียนแปลงรูปรางและขนาดของเซลลจุลชีพ
หลังจากท่ีไดรับยา ดังนั้นจึงสามารถใชคุณสมบัติในการเปล่ียนแปลงเซลลของจุลชีพหรือแบคทีเรียในการ
บงช้ีถึงคุณสมบัติของสารสกัดตอการมีฤทธ์ิตานจุลชีพได (Yourassowsky และคณะ, 1982) และสารสกัด
โปรตีน AMP48 จากน้ํายางของตนขนุนในการศึกษาคร้ังนี้สามารถออกฤทธ์ิโดยการเปล่ียนแปลงรูปรางและ
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ขนาดของเซลลแบคทีเรียชนิด P. aeruginosa โดยทําใหเซลลแบคทีเรียมีลักษณะโคงงอ และหดส้ันลง
ภายหลังจากเติมสารสกัดโปรตีนอยางมีนัยสําคัญเม่ือเทียบกับเซลลแบคทีเรียท่ีไมไดเติมสารสกัด ซ่ึง
สามารถเห็นการเปล่ียนแปลงไดอยางชัดเจนโดยการศึกษาดวยเทคนิค AFM  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



บทที่  5 
สรุปและขอเสนอแนะ 

   การศึกษาคร้ังนี้สามารถแยกสารสกัดโปรตีนจากน้ํายางของตนขนุน โปรตีนดังกลาวคือ AMP48 
เปนโปรตีนท่ีมีคุณสมบัติเปน protease ท่ีทนตอ reducing agent และมีคุณสมบัติตานเช้ือแบคทีเรียชนิด 
gram-negative bacteria ชนิด P. aeruginosa ATCC 27853 ซ่ึงเช้ือแบคทีเรียดังกลาวเปนสาเหตุหลักในการ
กอโรคติดเช้ือในโรงพยาบาลและในผูปวยภูมิคุมกันบกพรอง นอกจากน้ีโปรตีนนี้แสดงคุณสมมบัติในการ
เปนยาตานเช้ือจุลชีพหรือ antibiotic โดยทําใหเซลลแบคทีเรียมีการเปล่ียนแปลงรูปรางและขนาดอยางมี
นัยสําคัญเม่ือเทียบกับแบคทีเรียท่ีไมไดมีการเติมสารสกัดโปรตีน AMP48 จากคุณสมบัติของโปรตีน 
AMP48 ในการออกฤทธ์ิตานเช้ือแบคทีเรีย P. aeruginosa ดังนั้นจึงมีแนวโนมท่ีจะเปนไปไดท่ีจะนําสาร
สกัดโปรตีน AMP48 จากน้ํายางของตนขนุนมาใชเปนยาตานจุลชีพ หรือพัฒนาเปนน้ํายาฆาเช้ือได  

อยางไรก็ตามการศึกษาคร้ังนี้เปนเพียงการศึกษาเบ้ืองตนของสารสกัด AMP48 จากน้ํายางของตน
ขนุน ซ่ึงในการศึกษาตอไปจะทําการศึกษาคุณสมบัติของโปรตีนตอเชื้อจุลชีพอ่ืน ๆ ตอไป เชน เช้ือ
แบคทีเรียชนิดอ่ืน ๆ, เช้ือรา และไวรัส เปนตน และทําการศึกษาเชิงลึกถึงระดับเซลล และโมเลกุลของสาร
สกัดโปรตีนตอเซลลจุลชีพ เชน การออกฤทธ์ิตอองคประกอบของผนังเซลล ตอสวนประกอบหรือ DNA 
หรือ RNA และกระบวนการเมแทบอลิซึมของจุลชีพเปนตน เพื่อท่ีจะพัฒนาคุณสมบัติในการออกฤทธ์ิตาน
เช้ือจุลชีพของสารสกัดตอไป นอกจากนี้จะศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีของสารสกัดเพ่ิมเติม เชนการทํา N-
terminal sequencing เพื่อท่ีจะไดขอมูลขององคประกอบของกรดอะมิโนท่ีเปนองคประกอบของโปรตีน 
AMP48 ซ่ึงจะเปนขอมูลท่ีชัดเจนในการนําไปบงช้ีชนิดของโปรตีนนี้ ไดดีกวาการทํา peptide mass 
fingerprint ในการศึกษาคร้ังนี้ และทําการศึกษาคุณสมบัติการทํางานและชนิดของ protease ของโปรตีนนี้
เพิ่มเติม รวมท้ังทําการศึกษาโครงสรางของโปรตนีท่ีออกฤทธ์ิเพิ่มเติม เชน การศึกษาโครงสรางสามมิติของ
โปรตีนดวยเทคนิค X-ray crystallography  และศึกษากลไกการออกฤทธ์ิของโปรตีนสกัดตอเซลลแบคทีเรีย 
เพื่อใชเปนขอมูลในการออกแบบหรือปรับปรุงโครงสรางของโปรตีนใหออกฤทธ์ิยับยั้งเช้ือแบคทีเรียหรือจุล
ชีพอ่ืน ๆ ไดดีข้ึน 
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