
 

3 
 

บทคดัย่อ 

รหสัโครงการ BRG5980016 
ช่ือโครงการ  การศกึษาโครงสรา้งและการท างานของโปรตนีชนิดสารพษิฆา่ลกูน ้ายงุจากแบคทเีรยี   

Lysinibacillus sphaericus  
ช่ือนักวิจยั  รองศาสตราจารย ์ดร.ปนดัดา บุญเสรมิ 
 สถาบนัชวีวทิยาศาสตรโ์มเลกุล มหาวทิยาลยัมหดิล 
E-mail Address   panadda.boo@mahidol.ac.th 
ระยะเวลาโครงการ  3 ปี  

แบคทเีรยี  Lysinibacillus  sphaericus   สามารถสรา้งโปรตนี  binary  toxin  (Bin) ที่ประกอบดว้ย
โปรตนี  BinA  และ BinB  ทีม่ขีนาด  42 และ 51 กโิลดาลตนัตามล าดบั  โปรตนีทัง้สองนี้ต้องท างานร่วมกนั
ในการออกฤทธิฆ์่าลูกน ้ายุงร าคาญและลูกน ้ายุงก้นปล่อง โดยไม่ฆ่าลูกน ้ายุงลาย โดย BinB ท าหน้าทีจ่บักบั
ตวัรบัจ าเพาะบนเยื่อหุม้เซลล ์ และ BinA  ท าหน้าทีท่ าลายเซลล ์ เพื่อเขา้ใจกลไกการท างานรว่มกนัและการ
เคลื่อนทีเ่ขา้สู่เซลลล์ูกน ้ายงุร าคาญ Culex quinquefasciatus ของโปรตนี BinA และ BinB การวจิยันี้ไดใ้ชว้ธิ ี
immunohistofluorescence ร่วมกับการติดสารเรอืงแสงที่โปรตีน โดยพบว่าโปรตีน BinA/BinB complex 
เคลื่อนที่เข้าสู่เซลล์พรอ้มกับ Cqm1 receptor แบบ receptor-mediated endocytosis โดย BinB มบีทบาท
ในการน าโปรตีน BinA เคลื่อนผ่านเยื่อหุ้มเซลล์เขา้สู่ไซโตพลาสซมึ และเคลื่อนที่ต่อไปยงั early และ late 
endosomes ผ่าน endocytic pathway หลงัจากนัน้ BinA จะเคลื่อนที่ต่อไปยงั mitochondria ซึ่งเป็นผลให้
เกดิการเปลี่ยนแปลง mitochondria potential และการบวมของ mitochondria แสดงให้เหน็ว่าความเป็นพษิ
ของโปรตีนสารพิษ Bin ในเซลล์ลูกน ้ ายุงร าคาญมีความเกี่ยวข้องกับกระบวนการตายของเซลล์แบบ 
apoptosis โดยผ่านตัวกลาง mitochondria นอกจากนี้ย ังส่งผลต่อการตอบสนองในการถอดรหัสทาง
พันธุกรรมที่ เกี่ยวข้องกับการจับกันกับเซลล์ลูกน ้ ายุงของโปรตีนสารพิษ Bin โครงสร้างของเซลล ์
กระบวนการ metabolism การเผาผลาญอาหาร ระบบภูมิคุ้มกัน และการตอบสนองต่อความเครยีด ซึ่ง
จ านวนของยนีที่มกีารแสดงออกลดลงมจี านวนมากกว่าจ านวนยนีที่มกีารแสดงออกเพิ่มขึ้น และโปรตีน
สารพษิ Bin มผีลกระทบอย่างมากต่อการขนส่ง electron ภายใน mitochondria และการขนส่งโปรตีนเข้า
ออกเซลล ์ซึง่ส่งผลใหเ้กดิการลดลงของระดบัพลงังาน ATP และลดศกัยไ์ฟฟ้าของเยือ่หุม้ mitochondria และ
ยงัพบว่าการแสดงออกของยนีที่เพิม่ขึ้นมคีวามเกี่ยวขอ้งกบักระบวนการ endocytosis บทบาทการท างาน
ของ lysosome และการตายของเซลลแ์บบ apoptosis จากโครงสรา้งสามมติขิองโปรตนี BinB ทีท่ าหน้าทีน่ า 
BinA/BinB complex เขา้สู่เซลลพ์บว่ามสี่วนโดเมนดา้นปลายซทีีม่กีรดอะมโินแบบอโรมาตกิจ านวนมาก เพื่อ
ศกึษาบทบาทของกรดอะมโินแบบอโรมาตกิ เราไดท้ าการเปลีย่นกรดอะมโินเหล่านี้บางต าแหน่ง โดยพบว่ามี
โปรตีนกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง F311A และ F315A สูญ เสียคุณสมบัติการฆ่ าลูกน ้ ายุงร าคาญ และ
ความสามารถในการสร้างรูร ัว่ ในขณะที่ไม่มผีลต่อการจบักันของโปรตีน BinA และ BinB ในสารละลาย 
แสดงให้เหน็ว่ากรดอะมโินทัง้สองต าแหน่งนี้มบีทบาทส าคญัในการสอดแทรกและสรา้งรูร ัว่บนเยื่อหุ้มเซลล ์
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นอกจากนี้โครงสร้างโปรตีน BinA และ BinB ยงัมีส่วนคล้ายกับโปรตีนในกลุ่ม aerolysin-type β pore-
forming toxins รวมทัง้โปรตีน parasporin-2 (PS2) ที่สร้างจากแบคทีเรยี Bacillus thuringiensis และออก
ฤทธิใ์นการท าลายเซลลม์ะเรง็บางชนิด จากโครงสรา้งทีค่ลา้ยกนัจงึคาดว่าโปรตนี Bin จะสามารถส่งผลยบัยัง้
หรอืท าลายเซลลม์ะเรง็เหมอืนกบัโปรตนี parasporin-2 โดยพบว่าโปรตนี Bin เมื่อใชใ้นปรมิาณความเขม้ขน้
สูงสามารถยบัยัง้การเติบโตของเซลล์มะเรง็บางชนิด คอื A549, Caco-2, HepG2, HK-1 และ KKU-M055 
โดย HK-1 เป็นเซลลท์ี่ถูกท าลายมากทีสุ่ด นอกจากนี้ยงัพบการเปลีย่นแปลงรปูร่างของเซลล ์และการยบัยัง้
การเคลื่อนที่ การเกาะของเซลล์บนพื้นผวิ และการท าให้เซลล์ตายแบบ apoptosis จากผลการทดลองนี้จงึ
คาดว่าโปรตีน Bin น่าจะสามารถออกฤทธิท์ าลายเซลล์มะเร็งได้ แม้จะมีประสิทธิภาพต ่ ากว่าโปรตีน 
parasporin-2 กต็าม ดงันัน้นอกจากการใช้เป็นชวีภณัฑ์ในการก าจดัลูกน ้ายุงแล้ว โปรตนี Bin อาจสามารถ
น ามาพฒันาเพื่อใชเ้ป็นชวีวตัถุฆา่เซลลม์ะเรง็ต่อไปในอนาคตได ้ 
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Lysinibacillus sphaericus produces the mosquito larvicidal binary toxin consisting of BinA 
and BinB which are required together for exerting toxicity against Culex and Anopheles larvae. To 
investigate the binding and internalization of binary toxin into the midgut epithelial cells of 
susceptible Culex quinquefasciatus mosquito larvae, immunohistofluorescence detection was 
performed and demonstrated the colocalization of Cqm1 and BinA/BinB complex as endocytic 
vesicles, indicating that Bin is internalized into the target cell via receptor-mediated endocytosis 
pathway.  Results showed that BinA-BinB complex was internalized into cell and further delivered 
into the cytosol via early and late endosomal compartments, respectively. BinA subsequently 
associates with mitochondria and possibly dissipates the mitochondrial membrane potential causing 
mitochondria swelling, and finally apoptosis induction. Based on transcriptomic analysis, Bin toxin 
triggers a wide range of transcriptional responses including toxin binding, cytoskeleton, metabolism, 
immunity and cellular stress with the greater number of down-regulated genes than that of up-
regulated genes. Bin toxin mainly affects metabolism, mitochondrial electron transport chain and 
protein transporter on outer/inner mitochondrial membrane by repressed expression. Whereas, the 
overexpression was enriched for transcripts involved in autophagic process, lysosomal 
compartments and apoptotic cell death. Based on structural alignments with other proteins, an 
aromatic cluster in the C-terminal domain of BinB has been proposed to be important for toxicity or 
the translocation of BinB or BinA/BinB complex from the membrane into the cytoplasm. Consistent 
with this hypothesis, two of these mutations, F311A and F315A, were not toxic to C. 
quinquefasciatus larvae and were unable to permeabilize liposomes or elicit ion channel activity, in 
contrast to wild-type BinB. Whereas, none of these mutations affected significantly act-A/B 
interaction in solution, indicating that these aromatic residues on the C-terminal domain of BinB are 
critical for toxin insertion in membranes. In addition, the structures of BinA and BinB have been 
reported to be highly similar with the C-terminal domains of aerolysin-type β pore-forming toxins 
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including parasporin-2 (PS2), which is one of the Bacillus thuringiensis (Bt) toxins that exhibits 
specific cytotoxicity against human cancer cells. The fact that Bin and PS2 share structural 
similarities raises a question of whether Bin toxin also exhibits cytotoxic or inhibitory effects against 
human cancer cells. Here, we demonstrated the inhibition of cell proliferation of various human 
cancer cells (A549, Caco-2, HepG2, HK-1, and KKU-M055) upon trypsin-activated Bin treatment at 
high concentrations. Of these human cancer cells, HK-1 cells were the most susceptible cells to Bin 
proteins. Upon Bin toxin exposure, morphological alterations, decreased migration and adhesion 
activity, and apoptosis induction were observed in HK-1 cells. Altogether, besides the larvicidal 
activity, Bin toxin also exerts the anticancer activity, albeit at high concentrations, suggesting the 
high potential to apply Bin toxin as a novel cancer-therapeutic agent in the future.    

 
Keywords: Lysinibacillus sphaericus; binary toxin; receptor-mediated endocytosis; 
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