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บทสรปุส ำหรบัผู้บรหิำร 
 

“กำรศึกษำควำมหลำกหลำยของเปปไทดใ์นจระเข้สยำม สตัวส์ะเทินน  ำสะเทนิบก และสตัว์ขอ้ปลอ้งทีแ่สดง
บทบำทในภมูิคุม้กนัโดยใชเ้ทคนคิโปรตโิอมิกสแ์ละทรำนสครปิโตมิกส์” 

 
ภูมิภำคอำเซียน โดยเฉพำะประเทศไทยนั นมีควำมอุดมสมบูรณ์ของทรัพยำกรธรรมชำติที่มีควำม

หลำกหลำยทำงชีวภำพสูง นอกเหนือจำกทรัพยำกรน  ำ อำหำรและพลังงำนแล้ว ทรัพยำกรธรรมชำติอ่ืนๆ ก็มี
บทบำทส ำคัญต่อกำรสนับสนุนกิจกรรมทำงเศรษฐกิจและวิถีชีวิตที่หลำกหลำย ซึ่งเป็นประเด็นส ำคัญที่ต้องศึกษำ
และท ำควำมเข้ำใจเพ่ือให้เกิดองค์ควำมรู้จนสำมำรถสร้ำงคุณค่ำจำกควำมหลำกหลำยทำงชีวภำพที่มีในท้องถิ่น 
โดยเฉพำะอย่ำงยิ่งในแง่ของกำรใช้ประโยชน์ทำงชีวภำพจำกทัพยำกรธรรมชำติที่มีในสำขำต่ำงๆ ของวิทยำศำสตร์
ชีวภำพและกำรแพทย์ เพ่ือให้สำมำรถตอบโจทย์กำรพัฒนำที่ยั่งยืน ในแง่ของกำรน ำทรัพยำกรธรรมชำติมำพัฒนำ
ใช้ในสำขำกำรวิจัยด้ำนเภสัชกรรม ที่เชื่อมโยงกับกำรแก้ปัญหำเกี่ยวกับกำรรักษำโรคติดเชื อในปัจจุบัน ซึ่งก ำลัง
ประสบปัญหำกำรดื อต่อยำปฏิชีวนะ ฉะนั นกำรศึกษำเพ่ือค้นหำสำรชีวภำพชนิดใหม่เพ่ือใช้ในกำรรักษำโรคติดเชื อ 
จึงเป็นอีกทำงเลือกที่น่ำสนใจ เพ่ือแก้ไขปัญหำสุขภำพของมนุษย์ได้ในระดับโลก ซึ่งพบว่ำเปปไทด์ต้ำนจุลชีพ 
(antimicrobial peptide) เป็นสำรชีวภำพที่ได้รับควำมสนใจศึกษำและพัฒนำใช้ทดแทนยำปฏิชีวนะเพ่ือช่วยลด
ปัญหำกำรดื อต่อยำปฏิชีวนะในปัจจุบัน เนื่องจำกเปปไทด์ต้ำนจุลชีพมีหน้ำที่และบทบำทส ำคัญในระบบภูมิคุ้มกัน 
(immune system) ช่วยในกำรป้องกันกำรติดเชื อให้กับสิ่งมีชีวิต และมีบทบำทส ำคัญในกำรท ำงำนที่หลำกหลำย 
เช่น ลดกำรอักเสบ ลดอนุมูลอิสระ ยับยั งกำรเจริญของเซลล์มะเร็ง และกำรรักษำบำดแผล เป็นต้น โดยพบว่ำช่วง
หลำยสิบปีที่ผ่ำนมำได้มีกำรศึกษำเปปไทด์ต้ำนจุลชีพอย่ำงกว้ำงขวำงในสัตว์หลำยชนิด เช่น กบ กระต่ำย แมลง 
รวมถึงสัตว์เลื อยคลำน 

จระเข้จัดเป็นสัตว์เลื อยคลำนที่มีขนำดใหญ่ มีควำมสำมำรถในกำรปรับสภำพร่ำงกำยในกำรอยู่ รอดจำก
สภำวะที่เสี่ยงต่อกำรติดเชื อจำกแหล่งที่อยู่ ซึ่งคำดว่ำจระเข้น่ำจะมีระบบภูมิคุ้มกันที่มีประสิทธิภำพสูงจึงสำมำรถ
ด ำรงสำยพันธุ์ต่อเนื่องมำตั งแต่ยุคโบรำณจนถึงปัจจุบัน ซึ่งเปปไทด์ต้ำนจุลชีพถือเป็นปรำกำรด่ำนแรกต่อกำร
ตอบสนองในระบบภูมิคุ้มกัน และจำกรำยงำนวิจัยที่ผ่ำนมำพบว่ำจระเข้สำมำรถสร้ำงเปปไทด์ต้ำนจุลชีพในกระแส
เลือด ซึ่งเป็นด่ำนแรกในกำรยับยั งกำรติดเชื อจำกเชื อก่อโรค และจำกกำรศึกษำวิจัยเกี่ยวกับระบบภูมิคุ้มกันของ
จระเข้สยำม (Crocodylus siamensis) โดยนักวิจัยของศูนย์วิจัยโปรตีนและโปรติโอมิกส์เพ่ือกำรพำณิชย์และ
อุตสำหกรรม (ศปพ.) คณะวิทยำศำสตร์ มหำวิทยำลัยขอนแก่น พบว่ำองค์ประกอบของเลือดจระเข้สยำม ได้แก่ 
ซีรัม พลำสมำ สำรสกัดเม็ดเลือดขำว และฮีโมโกลบิน มีควำมสำมำรถในกำรยับยั งกำรเจริญของเชื อแบคทีเรีย
หลำยชนิด และเชื อรำ นอกจำกนี ยังพบว่ำโปรตีน/เปปไทด์ในเลือดจระเข้สยำมมีคุณสมบัติในกำรยับยั งสำรอนุมูล
อิสระ และมีฤทธิ์ต้ำนอักเสบอีกด้วย นอกจำกนี ระบบภูมิคุ้มกันของสัตว์สะเทินน  ำสะเทินบกและสัตว์ข้อปล้องก็มี
กำรศึกษำถึงบทบำทควำมส ำคัญในแง่ของเปปไทด์ต้ำนจุลชีพต่อกำรตอบสนองในระบบภูมิคุ้มกันเช่นกัน ดังนั น
เพ่ือให้มีควำมเข้ำใจกำรท ำงำนของเปปไทด์ต้ำนจุลชีพต่อกำรตอบสนองในระบบภูมิคุ้มกันในจระเข้สยำม และสัตว์
สะเทินน  ำสะเทินบก รวมถึงสัตว์ข้อปล้อง เทคนิคทรำนสคริปโตมิกส์และเทคนิคโปรติโอมิกส์จึงเป็นเครื่องมือส ำคัญ
ในกำรศึกษำเพ่ือให้ทรำบข้อมูลเชิงลึกระดับยีนและระดับโปรตีน ซึ่งองค์ควำมรู้ที่ได้จำกโครงกำรวิจัยนี  จะท ำให้ได้
ฐำนข้อมูลระดับยีนขนำดใหญ่ที่ส ำคัญ (big data) ส ำหรับกำรอธิบำยถึงบทบำทกำรท ำงำนของโปรตีนหรือเปปไทด์
ออกฤทธิ์ทำงชีวภำพ โดยเฉพำะเปปไทด์ต้ำนจุลชีพในจระเข้ ยิ่งไปกว่ำนั นแล้วองค์ควำมรู้ที่ได้ยังสำมำรถต่อยอด
งำนวิจัยเพื่อพัฒนำใช้ประโยชน์จำกเปปไทด์ต้ำนจุลชีพในแง่ของกำรพัฒนำใช้แทนยำปฏิชีวนะในอนำคต   
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บทที ่1 
บทนาํ 

 
1.1 ที่มาและความสําคัญ 

ภูมิภาคอาเซียนเปนภูมิภาคท่ีมีความอุดมสมบูรณของทรัพยากรธรรมชาติท่ีมีความหลากหลายทาง
ชีวภาพสูง นอกเหนือจากทรัพยากรน้ํา อาหารและพลังงานแลว ทรัพยากรธรรมชาติอ่ืนๆ ก็มีบทบาทสําคัญตอ
การสนับสนุนกิจกรรมทางเศรษฐกิจและวิถีชีวิตท่ีหลากหลาย ซ่ึงเปนประเด็นสําคัญท่ีตองศึกษาและทําความ
เขาใจเพ่ือใหเกิดองคความรูจนสามารถสรางคุณคาจากความหลากหลายทางชีวภาพท่ีมีในทองถ่ิน โดยเฉพาะ
อยางยิ่งในแงของการใชประโยชนทางชีวภาพจากทัพยากรธรรมชาติท่ีมีในสาขาตางๆ ของวิทยาศาสตรชีวภาพ
และการแพทย เพ่ือใหสามารถตอบโจทยการพัฒนาท่ียั่งยืน ในแงของการนําทรัพยากรธรรมชาติมาพัฒนาใชใน
สาขาการวิจัยดานเภสัชกรรม ท่ีเชื่อมโยงกับการแกปญหาเก่ียวกับการรักษาโรคติดเชื้อในปจจุบัน ซ่ึงกําลัง
ประสบปญหาการดื้อตอยาปฏิชีวนะ ฉะนั้นการศึกษาเพ่ือคนหาสารชีวภาพชนิดใหมเพ่ือใชในการรักษาโรคติด
เชื้อ จึงเปนอีกทางเลือกท่ีนาสนใจเพ่ือแกไขปญหาสุขภาพของมวลมนุษยชาติ ซ่ึงพบวาเปปไทดตานจุลชีพ 
(antimicrobial peptide) เปนสารชีวภาพท่ีไดรับความสนใจศึกษาและพัฒนาใชทดแทนยาปฏิชีวนะเพ่ือชวย
ลดปญหาการดื้อตอยาปฏิชีวนะในปจจุบัน เนื่องจากเปปไทดตานจุลชีพมีหนาท่ีและบทบาทสําคัญในระบบ
ภูมิคุมกัน (immune system) ชวยในการปองกันการติดเชื้อใหกับสิ่งมีชีวิต และมีบทบาทสําคัญในการทํางาน
ท่ีหลากหลาย เชน ลดการอักเสบ ลดอนุมูลอิสระ ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง และการรักษาบาดแผล เปน
ตน โดยพบวาชวงหลายสิบปท่ีผานมาไดมีการศึกษาเปปไทดตานจุลชีพอยางกวางขวางในสัตวหลายชนิด เชน 
กบ กระตาย แมลง รวมถึงสัตวเลื้อยคลาน  

ประเทศไทยเปนหนึ่งในประเทศท่ีมีความหลากหลายทางชีวภาพมากท่ีสุดในบรรดาประเทศสมาชิก
อาเซียน เนื่องจากตั้งอยูในเขตภูมิอากาศรอนและชื้น สงผลใหมีความหลากหลายของสิ่งมีชีวิตท่ีสามารถ
ปรับตัวเพ่ือความอยูรอดใหเขากับสภาพแวดลอมท่ีเปลี่ยนแปลงไป ซ่ึงประเทศไทยมีความหลากหลายท้ังพืช
และสัตว โดยพบพืชประมาณ 15,000 ชนิดคิดเปน 8% ของจํานวนพืชท้ังหมดท่ีพบท่ัวโลก และสัตวมีกระดูก
สันหลังมากกวา 1,721 สายพันธุ โดยพบกลุมสัตวเลื้อยคลานประมาณ 325 ชนิด ในบรรดาสัตวเลื้อยคลาน 
พบวางูเปนกลุมสัตวเลื้อยคลานท่ีพบมากท่ีสุดประมาณ 54.15% ของจํานวนสัตวเลื้อยคลานท้ังหมดใน
ประเทศไทย รองลงมา ไดแก ตุกแก ก้ิงกา คิดเปนสัดสวน 36.6% ของสายพันธุท้ังหมดท่ีพบ ขณะท่ีจระเขเปน
กลุมสัตวเลื้อยคลานท่ีมีจํานวนนอยท่ีสุด และยังพบสัตวเลื้อยคลานกลุมเตาอีก 27 ชนิด จากจํานวน 257 ท่ีพบ
ท่ัวโลก นอกจากนี้ประเทศไทยยังมีความหลากหลายของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกมากถึง 134 สายพันธุ คิด
เปน 95.05% ของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกท่ีพบในประเทศไทย ในบรรดาสัตวตางๆ พบวาสัตวเลื้อยคลาน 
สัตวสะเทินน้ําสะเทินบก และสัตวขอปลอง มีความสามารถในการปรับตัวเขากับสภาพแวดลอมท่ีเปลี่ยนแปลง
ไดอยางดี ทําใหมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีหลากหลายและมีความหลากหลายทางนิเวศวิทยา เหตุผล
ประการหนึ่งอาจเนื่องมาจากสัตวเหลานี้นั้นนาจะมีระบบภูมิคุมกันท่ีมีประสิทธิภาพ เนื่องจากสามารถดํารง
สายพันธุในระบบนิเวศมาอยางยาวนาน ซ่ึงพบวาเปปไทดตานจุลชีพนั้นมีบทบาทสําคัญในการตอบสนองของ
ระบบภูมิคุมกันแบบสืบทอดแตกําเนิดท่ีสามารถชวยปองกันการติดเชื้อในสิ่งมีชีวิตได (Van Hoek, 2014)  

เปปไทดตานจุลชีพ (antimicrobial peptide) ถูกรายงานวามีบทบาทสําคัญตอการตอบสนองของ
ระบบภูมิคุมกันท้ังในสิ่งมีชีวิตกลุมโปรคาริโอต และยูคาริโอต โดยพบวาเปปไทดตานจุลชีพสวนใหญถูกแยกมา
จากสัตว (Pata et al., 2011, Preecharram et al., 2010; Rollins-Smith และ al., 2005; Unckless et 
al., 2016) ซ่ึงลักษณะของเปปไทดตานจุลชีพนั้น มักจะมีน้ําหนักโมเลกุลขนาดเล็กและมีคุณสมบัติทาง
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โครงสรางโมเลกุลท่ีมีประจุบวกและมีท้ังสวนท่ีไมชอบน้ําและชอบน้ํา สงผลทําใหโมเลกุลละลายไดใน
สภาพแวดลอมท่ีเปนน้ําและสามารถแทรกเขาสูเยื่อหุมเซลลจุลินทรียท่ีเปนเปาหมายไดดวยสวนท่ีไมชอบน้ํา 
แลวทําลายเซลลจุลินทรียได นอกจากนี้เปปไทดตานจุลชีพยังมีบทบาทสําคัญในการทํางานท่ีหลากหลาย เชน 
การสรางเสนเลือดใหม การรักษาบาดแผล ตานอนุมูลอิสระ ตานการอักเสบ และยับยั้งเซลลมะเร็ง 
(Izadpanah และ Gallo, 2005) ดังนั้นเพ่ือทําความเขาใจและประเมินศักยภาพของเปปไทดตานจุลชีพ และ
อธิบายกลไกระดับโมเลกุลเชิงลึกในการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันของสัตวเลื้อยคลาน สัตวสะเทินน้ํา
สะเทินบก และสัตวขอปลอง โครงการวิจัยนี้จึงเลือกใช เทคนิคทรานสคริปโตมิกส (transcriptomic) และ
เทคนิคโปรติโอมิกส (proteomic) เปนเครื่องมือสําคัญในการศึกษาเพ่ือใหไดขอมูลเชิงลึกระดับยีนและระดับ
โปรตีน โดยเฉพาะการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันในจระเข เนื่องจากจระเขจัดเปนสัตวเลื้อยคลานท่ีมีขนาด
ใหญ มีความสามารถในการปรับสภาพรางกายในการอยูรอดจากสภาวะท่ีเสี่ยงตอการติดเชื้อจากแหลงท่ีอยู ซ่ึง
คาดวาจระเขนาจะมีระบบภูมิคุมกันท่ีมีประสิทธิภาพสูงจึงสามารถดํารงสายพันธุตอเนื่องมาตั้งแตยุคโบราณ
จนถึงปจจุบัน ซ่ึงเปปไทดตานจุลชีพถือเปนปราการดานแรกตอการตอบสนองในระบบภูมิคุมกัน และจาก
รายงานวิจัยท่ีผานมาพบวาจระเขสามารถสรางเปปไทดตานจุลชีพในกระแสเลือด ซ่ึงเปนดานแรกในการยับยั้ง
การติดเชื้อจากเชื้อกอโรค และจากการศึกษาวิจัยเก่ียวกับระบบภูมิคุมกันของจระเขสยาม (Crocodylus 
siamensis) โดยนักวิจัยของศูนยวิจัยโปรตีนและโปรติโอมิกสเพ่ือการพาณิชยและอุตสาหกรรม (ศปพ.) คณะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน พบวาองคประกอบของเลือดจระเขสยาม ไดแก ซีรัม พลาสมา สารสกัด
เม็ดเลือดขาว และฮีโมโกลบิน มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียหลายชนิด และเชื้อรา 
นอกจากนี้ยังพบวาโปรตีน/เปปไทดในเลือดจระเขสยามมีคุณสมบัติในการยับยั้งสารอนุมูลอิสระ และมีฤทธิ์
ตานอักเสบอีกดวย นอกจากนี้ระบบภูมิคุมกันของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกและสัตวขอปลองก็มีการศึกษาถึง
บทบาทความสําคัญในแงของเปปไทดตานจุลชีพตอการตอบสนองในระบบภูมิคุมกันเชนกัน  

ดังนั้นเพ่ือใหมีความเขาใจการทํางานของเปปไทดตานจุลชีพตอการตอบสนองในระบบภูมิคุมกันใน
จระเขสยาม และสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก รวมถึงสัตวขอปลอง เทคนิคทรานสคริปโตมิกสและเทคนิคโปรติโอ
มิกสจึงเปนเครื่องมือสําคัญในการศึกษาเพ่ือใหทราบขอมูลเชิงลึกระดับยีนและระดับโปรตีน ซ่ึงองคความรูท่ีได
จากโครงการวิจัยนี้ จะทําใหไดฐานขอมูลระดับยีนขนาดใหญท่ีสําคัญ (big data) สําหรับการอธิบายถึงบทบาท
การทํางานของโปรตีนหรือเปปไทดออกฤทธิ์ทางชีวภาพ โดยเฉพาะเปปไทดตานจุลชีพในจระเข ยิ่งไปกวานั้น
แลวองคความรูท่ีไดยังสามารถตอยอดงานวิจัยเพ่ือพัฒนาใชประโยชนจากเปปไทดตานจุลชีพในแงของการ
พัฒนาใชแทนยาปฏิชีวนะในอนาคต   
 
วัตถุประสงคของโครงการ 

1. เพ่ือศึกษาการตอบสนองของเปปไทดในระบบภูมิคุมกันของจระเขสยามดวยเทคนิคโปรติโอมิกสและ 

ทรานสคริปโตมิกส 

2. เพ่ือคนหาเปปไทดตานจุลชีพชนิดใหมจากจระเขสยาม 

3. เพ่ือเปรียบเทียบความสัมพันธของการตอบสนองทางภูมิคุมกันของสัตวเลื้อยคลาน สัตวสะเทินน้ํา

สะเทินบก และสัตวขอปลอง 
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แผนและทิศทางการดําเนินโครงการ 

โครงการว ิจ ัยนี้ เป ็นโครงการท่ีศ ึกษาถ ึงความหลากหลายของเปปไทด ในจระเข สยาม รวมท ั้งส ัตว 

สะเท ินน้ําสะเทินบกและสัตวข อปลองท่ีแสดงบทบาทในภูม ิคุมกัน โดยใชเทคนิคโปรติโอมิกส  (proteomic) 

รวมก ับทรานสคริปโตมิกส (transcriptomic) โดยทําการฉ ีดเชื ้อแบคท ีเร ียก อโรค (Aeromonas 

hydrophila) เพื่อทําใหจระเขติดเชื้อ แลวติดตามกระบวนการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันผานระบบ

เลือดของจระเข ที่เวลา 1 ชั่วโมง และ 24 ชั่วโมง เปรียบเทียบกับจระเขที่ไมมีการติดเชื้อ (0 ชั่วโมง) โดย

การนําตัวอยางเลือดมาทําการสกัด RNA แลวสงวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของปริมาณยีนและโปรตีนหลัง

การติดเชื้อ ณ เวลาตางๆ หลังจากไดขอมูลการเปลี่ยนแปลงของยีนและโปรตีน จะนําขอมูลนี้มาวิเคราะหเพ่ือ

สรางแบบแผนระบบภูมิคุมกันตอแบคทีเรียในจระเข  นอกจากนี้ยังทําการศึกษาขอมูลของยีนและโปรตีนใน

สัตวสะเทินน้ําสะเทินบก (กบนา) และสัตวขอปลอง (ตอหัวเสือ) เพ่ือสรางความสัมพันธในแงของการ

ตอบสนองของระบบภูมิคุมกันโดยการทํางานของเปปไทดตานจุลชีพท่ีมีการแสดงออกเม่ือสัตวเหลานี้มีการ

ติดเชื้อ ซ่ึงคาดหวังว าผลล ัพธ ท่ีเกิดจากโครงการวิจ ัยนี้จะทําให สามารถคนพบเปปไทด หร ือโปรตีนชนิดใหมท่ี

ม ีบทบาทสำค ัญต อการแสดงออกในระบบภ ูม ิคุ มก ันแบบส ืบทอดแต กำเน ิด ( innate immunity) ท่ี

สามารถสรางเปนฐานขอมูลเปปไทด/โปรตีนขนาดใหญ (big data) เพื่อการนําไปใชประโยชนในอนคต

ในแงของการพัฒนาใชเปปไทดต านจุลชีพ (antimicrobial peptide) เพ่ือการรักษาโรคติดเชื้อในอนาคต   

 
ผลที่ไดรับจากโครงการ 

1. ไดรูปแบบของฐานขอมูลนิวคลีโอไทด (gene) และกรดอะมิโน (protein/peptide) ท่ีมีฤทธิ์ทาง

ชีวภาพ โดยเฉพาะฤทธิ์ในการตานจุลชีพ (antimicrobial peptide) ท่ีสรางจากสัตวเลื้อยคลาน สัตว

สะเทินน้ําสะเทินบก และสัตวขอปลอง 

2. ไดผลงานตีพิมพในวารสารวิจัยระดับนานาชาติ อยางนอย 3 เรื่อง 

3. สามารถสรางนักวิจัยท่ีมีศักยภาพ เพ่ือเปนกลจักรสําคัญตอการพัฒนาประเทศ อยางนอย 3 คน 

4. ไดความรวมมือและเครือขายการวิจัยกับนักวิจัยตางประเทศ (ประเทศจีน) เพ่ือการแลกเปลี่ยนเรียนรู 
และบูรณาการการนําขอมูลไปใชประโยชนในแงของประยุกตใชเปปไทดตานจุลชีพไปพัฒนาใชเปน
นวัตกรรมท่ีเปนประโยชนในอนาคต 

5. ไดการสรางเครือขายกับบริษัทเอกชนท่ีจะรับถายทอดองคความรูในแงของการนําผลงานนี้ไปใชในการ

สรางนวัตกรรมและผลิตภัณฑตางๆ ในอนาคต 
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บทที ่2 
วรรณกรรมทีเ่กีย่วของ 

 
2.1 ความหลากหลายทางชีวภาพของสิ่งมีชีวิต 

กระบวนการเปลี่ยนแปลงวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตนานนับพันลานปกอน กอใหเกิดสิ่งมีชีวิตมากมาย
หลาก หลายรูปแบบ ความหลากหลายในสิ่งมีชีวิตท้ังพืช สัตว จุลินทรีย ท่ีมีความเชื่อม โยงกันเปนสายใยใน
ระบบนิเวศ เรียกโดยรวมวา ความหลากหลายทางชีวภาพ (biodiversity) ซ่ึงมีอยูมากมายในโลก ความ
หลากหลายทางชีวภาพของสิ่งมีชีวิตบนโลกจัดวาเปนสิ่งมหัศจรรยอยางหนึ่งท่ีเกิดข้ึนตามกฎเกณฑของ
ธรรมชาติ ประมาณกันวาสิ่งมีชีวิตท้ังหมดในโลกนี้มีประมาณ 10 ลานชนิด แตท่ีคนพบแลวมีเพียงสวนนอย
หรือประมาณ 2 ลานชนิด ท้ังพืช สัตวและจุลินทรีย ท่ีถูกคนพบและไดรับการตั้งชื่อ ดังนั้นจึงมีสิ่งมีชีวิตอีกเปน
จํานวนมากท่ียังคงรอคอยการคนพบและตั้งชื่อวิทยาศาสตร เพ่ือจําแนกประเภทของสิ่งมีชีวิตเหลานี้ตอไป 

ประเทศไทยตั้งอยูใกลบริเวณเสนศูนยสูตร ซ่ึงถือวาเปนบริเวณท่ีมีความหลากหลายทางชีวภาพสูง ทํา
ใหประเทศไทยเปนพ้ืนท่ีแหงหนึ่งในโลกท่ีมีการกระจายตัวของสิ่งมีชีวิตหลากหลายชนิด ซ่ึงการกอเกิดสิ่งมีชีวิต
นานาชนิดเปนผลมาจากกระบวนการทางวิวัฒนาการการปรับตัวและการคัดสรรทางธรรมชาติ จากสิ่งมีชีวิต
ชนิดแรก (original species) เกิดความแปรผันนําไปสูสิ่งมีชีวิตชนิดใหม (new species) และยิ่งนานวัน 
สิ่งมีชีวิตเริ่มมีความหลากหลายและปฏิสัมพันธซ่ึงกันและกัน จนเกิดเปนความหลากหลายทางชีวภาพข้ึนใน
ท่ีสุด จากภูมิศาสตรของเอเชียตะวันออกเฉียงใต ท่ีเปนเขตรอนชื้น และปาไมอุดมสมบูรณยังผลใหเกิดความ
หลากหลายทางธรรมชาติท้ังชนิดของพืชและสัตว ซ่ึงความหลากหลายทางชีวภาพนั้นเกิดจากหลายปจจัย 
ไดแก ความหลากหลายของชนิดพันธุ (species) ความหลากหลายของสายพันธุ (genetic) และการ
เปลี่ยนแปลงของระบบนิเวศวิทยา (ecosystem) ปจจัยเหลานี้นํามาซ่ึงความหลากหลายทางชีวภาพท่ี
จําเปนตองมีการจัดกลุมของสิ่งมีชีวิต ท้ัง จุลินทรีย พืช และสัตว โดยอาศัยความรูในหลักการพันธุศาสตรใน
การแบงแยก ซ่ึงสามารถแสดงความหลากหลายทางชีวภาพของสิ่งมีชีวิตบนโลกและในประเทศไทย ดังตารางท่ี 
2.1 
ตารางที่ 2.1 จํานวนชนิดของสิ่งมีชีวิตท่ีพบแลวในโลกและในประเทศไทย 

ลาํดับที ่ ชนดิของสิง่มชีวีติ จาํนวนชนิดพนัธุที่พบแลวโลก จาํนวนชนิดพนัธุที่พบแลวในประเทศ
ไทย 

1 แบคทีเรีย 4,000 ชนิด 219 ชนิด 
2 เห็ด รา 80,000 ชนิด 6,000 ชนิด 
3 สาหราย มากกวา 20,000 ชนิด 1,600 ชนิด 
4 พืช 287,655 ชนิด 12,000 ชนิด 
5 ไสเดือน 8,000 ชนิด 29 ชนิด 
6 กลุมหอย หอยเมน หมึก ประมาณ 300,000 ชนิด ประมาณ 5,300 ชนิด 
7 แมง และแมงมุม มากกวา 40,000 ชนิด มากกวา 600 ชนิด 
8 แมลง 9,600,000 ชนิด มากกวา 10,250 ชนิด 
9 ก้ิงกือ ประมาณ 12,000 ชนิด 115 ชนิด 
10 ปลา 28,500 ชนิด 2,820 ชนิด 
11 สัตวสะเทินน้ําสะเทินบก 5,743 ชนิด 137 ชนิด 
12 สัตวเลื้อยคลาน 8,163 ชนิด 350 ชนิด 
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ลาํดับที ่ ชนดิของสิง่มชีวีติ จาํนวนชนิดพนัธุที่พบแลวโลก จาํนวนชนิดพนัธุที่พบแลวในประเทศ
ไทย 

13 นก 9,917 ชนิด 982 ชนิด 
14 สัตวเลี้ยงลูกดวยนม 5,416 ชนิด 302 ชนิด 

 

ท่ีมา: ขอมูลจากโครงการพัฒนาองคความรูและศึกษานโยบายการจัดการทรัพยากรชีวภาพในประเทศไทย (BRT Magazine 
December 2008)   

 
อยางไรก็ตามผลของการเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศตอความหลากหลายทางชีวภาพนั้น มีการศึกษา

และพัฒนาวิธีการมากมายเพ่ือประเมินความเปราะบางของสายพันธุตอการเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศ 
(climate change) ท้ังตอเนื่องและคาดการณในอีกไมก่ีสิบปขางหนา เพ่ือลดการสูญเสียความหลากหลายทาง
ชีวภาพระดับโลก ซ่ึงนักอนุรักษจําเปนตองระบุสายพันธุท่ีมีแนวโนมวาจะมีความเสี่ยงมากท่ีสุดตอผลกระทบ
ของอากาศเปลี่ยนแปลง จากการศึกษาพบวานกเปนอนุกรมวิธานท่ีมีการศึกษามากท่ีสุด รองลงมาคือ สัตว
เลี้ยงลูกดวยนม และพืช ในขณะท่ีสัตวไม มีกระดูกสันหลัง แมลง สัตวสะเทินน้ําสะเทินบก รวมถึง
สัตวเลื้อยคลาน ซ่ึงมีการเปลี่ยนแปลงของสายพันธุตอการเปลี่ยนแปลงภูมิอากาศนอยมาก (รูปท่ี 2.1) 
(Michela et al., 2015) ขอมูลนี้บงชี้ไดวาสัตวกลุมนี้ โดยเฉพาะกลุมสัตวเลื้อยคลานนั้นไดรับผลกระทบนอย
มากจากการเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศ (climate change) และยังคงลักษณะสัณฐานวิทยาไดอยาง
ยาวนานในสายวิวัฒนาการ ซ่ึงคาดวาสัตวกลุมนี้นาจะมีระบบภูมิคุมกันท่ีมีประสิทธิภาพอยางมากในการตอสู
และปองกันตัวเองจากการเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศของโลก  
 

 
รูปที่ 2.1 การศึกษาอนุกรมวิธานของสิ่งมีชีวิตเพ่ือการประเมินความเสี่ยงในการวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของ

ระบบนิเวศวิทยา 
 ท่ีมา: Michela Pacifici et al., 2015 
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เม่ือพิจารณาถึงสัตวเลื้อยคลานซ่ึงเปนสัตวเลือดเย็นท่ีมีประวัติยาวนานในอาณาจักรของสิ่งมีชีวิตบน
โลก อาศัยอยูไดในสภาพภูมิอากาศหรือสิ่งแวดลอมตั้งแตสภาพอากาศหนาวจัดและสภาพภูมิอากาศท่ีรอนใน
ประเทศแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต รวมถึงสภาพภูมิอากาศรอนจัดในทวีปแอฟริกา ลักษณะท่ัวไปของ
สัตวเลื้อยคลาน คือเปนสัตวมีกระดูกสันหลัง มีผิวหนังแหงหรือมีเกล็ด มีขนาดแตกตางกันตั้งแตขนาดเล็กคือ
จิ้งจก (hauselizard) จนถึงขนาดใหญท่ีสุด คือจระเข (crocodile) นอกจากนี้ยังมีกลุมงูซ่ึงเปนสัตวไมมีระยาง 
ในสายวิวัฒนาการสัตวเลื้อยคลานมีอายุท่ียาวนานประมาณ 100 ลานป เหตุผลประการหนึ่งท่ีทําให
สัตวเลื้อยคลานมีสายวิวัฒนาการยาวนานอาจเนื่องจากมีระบบภูมิคุมกันแบบสืบทอดแตกําเนิด (innate 
immunity) ท่ีมีประสิทธิภาพ  

 
2.2 ระบบภูมิคุมกันในสัตวเลื้อยคลาน (Immunity response of reptile) 

สัตวเลื้อยคลานเปนกลุมสัตวเลือดเย็นเพียงกลุมเดียวท่ีมีวิวัฒนาการของระบบภูมิคุมกันรางกายท่ีมี
ประสิทธิภาพและนาสนใจอยางมาก จึงมีบทบาทสําคัญตอการศึกษาเก่ียวกับการทํางานของระบบภูมิคุมกัน 
และวิวัฒนาการของระบบภูมิคุมกันท่ีเก่ียวของสัมพันธกับระบบนิเวศ นอกจากนี้สัตวเลื้อยคลานยังมีลักษณะ
การดํารงชีวิตท่ีโดดเดนมากกวาสัตวเลือดเย็นอ่ืนๆ และยังมีวิถีการดํารงชีวิตในการสืบพันธุท่ีเกิดข้ึนบนบก
อยางเดนชัด ไมมีการเปลี่ยนแปลงลักษณะสัณฐานเชนเดียวกับสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกท่ัวไป อยางไรก็ตาม
สัตวเลื้อยคลานเปนกลุมสัตวเลือดเย็นท่ีมีวิวัฒนาการการดํารงชีวิตท่ียาวนาน โดยอุณหภูมิในรางกายจะ
เปลี่ยนแปลงตามอุณหภูมิของสิ่งแวดลอมตามฤดูกาล นอกจากนี้ลักษณะเดนของสัตวเลื้อยคลาน คือ ผิวหนัง
ชั้นนอกจะมีเคอราติน (keratin) เปนองคประกอบ ซ่ึงไมพบในสัตวมีกระดูกสันหลังอ่ืนๆ การมีชั้นผิวหนังพิเศษ
นี้สงผลใหสัตวเลื้อยคลานสามารถปองกันการถูกบุกรุกจากสิ่งแปลกปลอมไดดีกวาสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ ซ่ึงลักษณะ
เหลานี้อาจมีผลกระทบตอวิถีการดํารงชีวิตรวมถึงการทํางานของระบบภูมิคุมกันของสัตวกลุมนี้เปนอยางมาก 
ถึงแมวานักวิจัยจะพยายามศึกษาระบบภูมิคุมกันของสัตวเลื้อยคลานอยางตอเนื่อง แตอยางไรก็ตามขอมูลจาก
การวิจัยยังคงตองมีการเรียนรูเก่ียวกับการตอบสนองภูมิคุมกันของสัตวเลื้อยคลานตอไป เพ่ือใหสามารถอธิบาย
กระบวนการทํางานท่ีเก่ียวกับระบบภูมิคุมกันของสัตวกลุมนี้อยางลึกซ้ึงมากข้ึน  

สําหรับการศึกษาระบบภูมิคุมกันของจระเขแมวาจะมีการศึกษาตั้งแตป พ.ศ. 2546 โดย Merchant และ
คณะ (Merchant et al., 2003, Merchant et al., 2005., Merchant et al., 2006) แตยังไมสามารถ
อธิบายกลไกการทํางานของระบบภูมิคุมกันของจระเขไดอยางชัดเจน มีงานวิจัยหลายเรื่องรายงานวา ในระบบ
ภูมิคุมกันของอัลลิเกเตอรประกอบดวยสารท่ีตอบสนองดานเซลล ไดแก B-cell และ T-cell ท่ีชัดเจน 
นอกจากนี้ยังพบวาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและลักษณะทางเซลลวิทยานาจะมีความเก่ียวของสัมพันธกับการ
ทํางานของระบบภูมิคุมกันในจระเขอัลลิเกเตอรอีกดวย (Mateo et al., 1984) อยางไรก็ตามระบบภูมิคุมกัน
ของสัตวเลื้อยคลานมีลักษณะคลายคลึงกับระบบภูมิคุมกันของสิ่งมีชีวิตอ่ืนท่ัวไป ซ่ึงประกอบดวย 2 ระบบ 
ดังนี้ 

2.2.1 ระบบภูมิคุมกันแบบสืบทอดแตกําเนิด (innate immunity) เปนกลไกปองกันตัวเองดานแรกของ
สิ่งมีชีวิตทุกชนิดท่ีสืบทอดจากรุนพอแม ท่ีใชในการตอสู กับสิ่งแปลกปลอมท่ีรับเขาครั้งแรกและมีการ
ตอบสนองอยางรวดเร็ว โมเลกุลท่ีมีความเก่ียวของกับการทํางานของระบบภูมิคุมกันแบบสืบทอดแตกําเนิด 
ไดแก      ระบบคอมพลีเมนต ไลโซไซม ทรานสเฟอริน ออฟโซนิน (opsonin) อินเตอเฟอรอน (interferon) 
ดีเฟนซิน และเปปไทดตานจุลชีพ (Brown, 2002) เม่ือสิ่งมีชีวิตไดรับสิ่งแปลกปลอมกระตุนจากภายนอกจะ
สงผลกระตุนใหรางกายสรางระบบภูมิคุมกันท่ีจําเพาะท่ีเรียกวา แอนติบอดี (antibody) นอกจากนี้ระบบคอม
พลีเมนต (complement) ยังเปนอีกหนึ่งปจจัยท่ีมีความสําคัญตอระบบภูมิคุมกันแบบสืบทอดแตกําเนิด ซ่ึง
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ประกอบดวยกลุมโปรตีนท่ีมีอยูในพลาสมามีความสามารถในการทําลายเชื้อแบคทีเรียหรือสิ่งแปลกปลอมท่ี
เรียกวา แอนติเจน (antigen) โดยกระบวนการจับกินสิ่งแปลกปลอมโดยตรง (opsonization) และ
กระบวนการทําใหเซลลแตก อยางไรก็ตามการทํางานระบบคอมพลีเมนตจะเกิดข้ึนโดยผานกลไก 3 ทาง ดังนี้  

1. Classical pathway เปนกลไกท่ีเกิดข้ึนหลังสุด แตไดรับการคนพบกอนกลไกอ่ืนๆ กลไกนี้
เ ก่ียวของกับการทํางานของแอนติบอดี โดยตรงจากการกระตุนโดยโปรตีนกลุมอิมมูโนโกลบูลินจี 
(immunoglobulin G; IgG) และ อิมมูโนโกลบูลินเอ็ม (immunoglobulin G; IgM) 

2. Alternative pathway เปนกลไกท่ีถูกกระตุนดวยโมเลกุลตางๆ เชน ไวรัส  
ไลโปโพลีแซ็กคาไรดท่ีเปนสวนประกอบของเซลลเมมเบรนของแบคทีเรีย กลไกนี้ไมเก่ียวของกับการทํางานของ
แอนติบอดี 

3. Lectin pathway เปนกลไกท่ีเก่ียวของกับการทํางานของโปรตีนเลคติน ซ่ึงเปนโปรตีนท่ี
สามารถจับกับโมเลกุลคารโบไฮเดรตกลุมน้ําตาลแมนโนสท่ีเปนองคประกอบบนผวิเซลลเมมเบรนแบคทีเรีย 

การทํางานของระบบคอมพลีเมนตในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม มีการศึกษาจนทราบแนชัดถึงกระบวนการ
ทํางาน คือ 1) กําจัดสิ่งแปลกปลอมโดยตรงผานการทํางานของ membrane-attack complex (C5b9 
complex) 2) กระตุนการสรางสารท่ีเปนองคประกอบของเคโมแท็กติก 3) กระตุนใหมีการกําจัดเศษเซลลของ
สิ่งแปลกปลอมท่ีเกิดจากการทํางานของระบบภูมิคุมกันภายในเซลล 4) กระตุนระบบภูมิคุมกันแบบท่ีตองมี
การกระตุนใหมีการทํางานไดดีข้ึน (Gasque, 2004) แตกระบวนการทํางานของระบบคอมพลีเมนตใน
สัตวเลื้อยคลานยังไมเปนท่ีทราบแนชัด จากการศึกษาในสัตวเลื้อยคลานพบวาจะมีระบบคอมพลีเมนตเพียง 2 
ระบบ คือ classical pathway และ alternative pathway เทานั้น สวนวิถี lectin pathway จะเกิดข้ึนใน
กลุมสัตวน้ํา อาทิ ฉลาม ปลาไมมีขากรรไกร สัตวสะเทินน้ําสะเทินบก ฯลฯ ซ่ึงสัตวเหลานี้มีสายวิวัฒนาการท่ี
ใกลเคียงกับสัตวเลื้อยคลาน จึงมีความเปนไปไดวากลไกดังกลาวนี้อาจเกิดในสัตวเลื้อยคลานไดเชนกัน แตยังไม
พบหลักฐานการศึกษาท่ีแนชัด (Sunyer et al., 1998) นอกจากนี้ไดมีการศึกษาระบบคอมพลีเมนตของจระเข
ในซีรัมของอัลลิเกเตอรเปรียบเทียบกับซีรัมของมุนษยพบวา ซีรัมของจระเขมีประสิทธิภาพในการเขาทําลายสิ่ง
แปลกปลอม เชน แบคทีเรียไดดี แตซีรัมของมนุษยไมพบคุณสมบัติดังกลาว ซ่ึงแสดงใหเห็นอยางชัดเจนวา
ระบบคอมพลีเมนตของจระเขมีประสิทธิภาพสูงตอการทําลายเชื้อแบคทีเรีย นอกจากระบบคอมพลีเมนตแลว 
กลุมของเซลลเม็ดเลือดตางๆ ในระบบหมุนเวียนเลือดของสัตวเลื้อยคลาน ไดแก กลุมเซลลเม็ดเลือดขาว 
(leucocytes) เชน โมโนไซท (monocytes) เฮเทอโรฟล (heterophil) เบโซฟล (basophils) และอิโอซิโน
ฟล (eosinophils) และกลุมเซลลเม็ดเลือดแดง (erythrocytes) โดยเซลลเม็ดเลือดเหลานี้มีความสําคัญใน
การทํางานรวมกันกับระบบภูมิคุมกันของสัตวเลื้อยคลาน เพ่ือตอตานสิ่งแปลกปลอมหรือจุลชีพกอโรคตางๆ ซ่ึง
พบวากระบวนการตอบสนองท่ีเดนชัด คือ กระบวนการท่ีเรียกวา ฟาโกไซโตซิส (phagocytosis) และอุณหภูมิ
มีอิทธิพลอยางมากตอกระบวนการตอบสนองดังกลาวในสัตวเลื้อยคลาน นอกจากนี้เฮเทอโรฟลของ
สัตวเลื้อยคลาน นอกจากจะชวยยับยั้งการเขาบุกรุกจากเชื้อจุลชีพกอโรคแลว ยังมีอิทธิพลตอกระบวนการ
ยับยั้งการอักเสบอีกดวย (Montali, 1988) โดยสามารถแสดงลักษณะรูปรางเซลลเม็ดเลือดของสัตวเลื้อยคลาน
ดังรูปท่ี 2.2 จะเห็นไดอยางชัดเจนวากลุมเซลลเม็ดเลือดโดยเฉพาะเม็ดเลือดแดงของสัตวเลื้อยคลานยังคงมี
นิวเคลียส และมีอายุประมาณ 600-800 วัน (Claver et al., 2009) ซ่ึงตางจากเซลลเม็ดเลือดแดงของมนุษยท่ี
มีอายุเพียง 120 วัน นอกจากนี้หลายงานวิจัย พบวาเซลลเม็ดเลือดแดงซ่ึงมีโปรตีนสําคัญคือ เฮโมโกลบิน 
สามารถทําหนาเปนเปปไทดตานจุลชีพไดอีก ขอสังเกตนี้ชี้ใหเห็นอยางชัดเจนวาระบบหมุนเวียนเลือดของ
สัตวเลื้อยคลานนาจะมีศักยภาพสูงตอกระบวนการตอบสนองทางภูมิคุมกันท้ังการตอบสนองของระบบ
ภูมิคุมกันแบบสืบทอดแตกําเนิด และระบบภูมิคุมกันแบบท่ีตองมีการกระตุนในแงของการทํางานรวมกันเปน
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ระบบเพ่ือตอตานจุลชีพกอโรค สงผลใหสัตวเลื้อยคลานมีความสามารถในการปรับตัวเพ่ือใหมีชีวิตรอดไดดีกวา
สัตวมีกระดูกสันหลังอ่ืนๆ 

  

 
 

รูปที่ 2.2 ภาพแสดงเซลลเม็ดเลือดของสัตวเลื้อยคลาน (ก) เซลลเม็ดเลือดแดงจระเข (ข) เซลลเม็ดเลือดแดง    
อีกัวนา (ค) เซลลเม็ดเลือดแดงเตา (ง) เซลลทรอมโบไซด (จ) เฮเทอโรฟลจระเข (ฉ) เฮเทอโรฟลเตา 
(ช) อิโอซิโนฟลเตา (ฌ) แอโซโรฟล (ญ) โมโนไซด (ฎ) ลิมโฟไซด (ด) เบโซฟล  

             ท่ีมา : สมปอง, 2558 
  

จากลักษณะพิเศษของเซลลเม็ดเลือดแดงของสัตวเลื้อยคลาน ท่ียังคงมีนิวเคลียสพบวานอกจากจะทํา
หนาท่ีขนสงออกซิเจนเปนหลักแลว มีรายงานพบวาบทบาทสําคัญอีกประการของเม็ดเลือดแดง คือการทํางาน
เก่ียวของในระบบภูมิคุมกัน (Chico et al., 2018) โดยท่ัวไปในกระแสเลือดของสัตวเลี้ยงลูกดวยนมจะมี
จํานวนเม็ดแดงมากกวาเม็ดเลือดขาว สําหรับสัตวเลื้อยคลานมีการศึกษาพบวา จระเข Crocodylus palustris 
มีจํานวนเม็ดเลือดแดงมากกวาเม็ดเลือดขาว 120 เทา (Arikan and Cicek, 2014) ซ่ึงการตอบสนองของ
ระบบภูมิคุมกันโดยท่ัวไป ระบบหมุนเวียนเลือดถือเปนปราการดานแรกในการตอบสนองตอภูมิคุมกันในการ
ตอสูกับสิ่งแปลกปลอม จึงอาจกลาวไดวาเม็ดเลือดแดงนาจะมีบทบาทสําคัญมากในการตอบสนองของระบบ
ภูมิคุมกันโดยเฉพาะสัตวเลื้อยคลานกลุมจระเข จากการศึกษาของ Minasyan และคณะ (Minasyan et al., 
2018) พบวาเซลลเม็ดเลือดแดงสามารถกําจัดแบคทีเรียบุกรุกดวยขบวนการ oxycytosis กลาวคือ ในระบบ
หมุนเวียนเลือดเซลลเม็ดเลือดตางๆ จะมีการเคลื่อนท่ีตลอดเวลาโดยพบวาเม่ือเซลลเม็ดเลือดแดงเคลื่อนท่ีจะ
เกิดการชนกันและชนกับผนังหลอดเลือด สงผลใหเกิดประจุทางไฟฟาออนๆ ท่ีบริเวณผิวของเซลลเม็ดเลือด
แดงซ่ึงสามารถเหนี่ยวนําใหเซลลเม็ดเลือดแดงสามารถดักจับเซลลแบคทีเรียท่ีมีผนังเซลลเปนประจุลบ และ
อาศัยออกซิเจนท่ีอยูในเม็ดเลือดแดงทําลายเซลลแบคทีเรียโดยทําใหเกิดอนุมูลอิสระ ซ่ึงเรียกการทําลาย
แบคทีเรียแบบนี้วา oxocytosis สงผลใหเซลลแบคทีเรียถูกทําลายไปพรมอกับเซลลเม็ดเลือดแดงท่ีมามและ
ตับ เม่ือเซลลเม็ดเลือดแดงหมดอายุไข (รูปท่ี 2.3) 
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รปูที ่2.3 แผนภาพแสดงการกําจัดแบคทีเรียของเซลลเม็ดเลือดแดงในกระแสเลือดดวยขบวนการ Oxycytosis 

 ท่ีมา: Minasyan, 2018 
 

จากขอมูลท่ีกลาวมา จะเห็นไดอยางชัดเจนวาสัตวท่ีมีเซลลเม็ดเลือดแดงมีนิวเคลียส สามารถทํางาน
ตอบสนองตอการติดเชื้อไดอยางมีประสิทธิภาพ เนื่องจากเซลลท่ีมีนิวเคลียสสามารถควบคุมการแสดงออกของ
ยีนและสามารถผลิตโปรตีนเพ่ือตอบสนองตอการติดเชื้อ ซ่ึงตางจากเม็ดเลือดแดงจากสัตวเลี้ยงลูกดวยนมท่ีไม
มีนิวเคลียสและจากการศึกษาของ Chico และคณะ (Chico et al., 2018) พบวาเม่ือมีการติดเชื้อเซลลใน
ระบบภูมิคุมกันจะสรางโปรตีน PRR (pattern recognition receptors) โดยการถูกกระตุนดวย PAMPs 
(pathogen-associated molecular patterns) ซ่ึงเปนชิ้นสวนของเชื้อท่ีบุกรุก เชน lipopolysaccharides 
(LPS), bacterial flagellin, lipoteichoic acid from Gram-positive bacteria, peptidoglycan, และ 
nucleic acid variants เปนตน แลวสงสัญญาณตอไปยังกลุมโปรตีนท่ีอยูภายใตการควบคุม คือ Interferon 
interleukin antimicrobial peptides (รูปท่ี 2.4) โดยผานขบวนการ transcription และ translation โดย
ผลสุดทายคือ การสรางสารชีวภาพท่ีมาทําลายเชื้อท่ีบุกรุก เชน การศึกษาในเม็ดเลือดแดงของไก เม่ือกระตุน
ดวยแบคทีเรียพบยีนท่ีสรางโปรตีน toll-like receptor (tlr2, tlr4, tlr5 และ tlr21) เพ่ิมข้ึน และเม็ดเลือด
แดงของปลาเทราตสายรุง และ แอตแลนติกแซลมอนก็มีการแสดงออกเพ่ิมข้ึนของยีน tlr3 และ tlr9 (Wessel 
et al., 2015)  
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รูปที่ 2.4 การตอบสนองของระบบภูมิคุมกันแบบสืบทอดแตกําเนิดตอการติดเชื้อของเซลลเม็ดเลือดแดงท่ีมี  

นิวเคลียส 
ท่ีมา: Chico et al., 2018 
 

อยางไรก็ตามการศึกษาระบบภูมิคุมกันแบบสืบทอดแตกําเนิด พบวาในกลุมสัตวมีกระดูกสันหลังมี Toll-
like receptors (TLRs) เปนสวนสําคัญในการจดจําสิ่งแปลกปลอมท่ีบุกรุก เชน จุลชีพตางๆ โดย TLRs 
สามารถกระตุนการตอบสนองท้ังระบบภูมิคุมกันแบบสืบทอดแตกําเนิด และระบบภูมิคุมกันแบบท่ีตองมีการ
กระตุน (Leulier et al., 2008) TLRs ถูกจําแนกได 6 กลุม ซ่ึงแตละกลุมมีความสามารถในการจดจําลักษณะ
โมเลกุลหรือรูปแบบของสิ่งแปลกปลอมไดแตกตางกัน อยางไรก็ตามแมวา TLRs จะมีความสําคัญตอ
กระบวนการตอบสนองภูมิคุมกันในระยะเริ่มตน แตยังไมมีขอมูลท่ีชัดเจนเก่ียวกับการแสดงออกของยีนท่ี
เก่ียวของกับ TLRs ในสัตวเลื้อยคลานใดๆ หนาท่ีสําคัญอีกประการของระบบภูมิคุมกันแบบสืบทอดแตกําเนิด 
คือการตอบสนองเม่ือไดรับบาดแผลหรือติดเชื้อผานกระบวนการอักเสบ ในสัตวเลื้อยคลานเม่ือไดรับการ
กระตุนดวยสิ่งแปลกปลอมจากภายนอก (extracellular pathogen) เซลลท่ีเก่ียวของกับระบบภูมิคุมกันจะ
ชักนําใหเกิดการสรางเฮเทอโรฟลิคแกรนูโลมา (heterophilic granuloma) โดยไปกระตุนใหเซลลมาโคร
ฟาจตอบสนองไดดี ข้ึน ในทางกลับกันเม่ือถูกกระตุนดวยสิ่งแปลกปลอมจากภายใน ( intracellular 
pathogen) เซลลท่ีเก่ียวของกับระบบภูมิคุมกันจะชักนําใหเกิดการสรางฮิสติโอซัยติคแกรนูโลมา (histiocytic 
granuloma) เพ่ือเหนี่ยวนําใหเซลล   มาโครฟาจรวมตัวกันกําจัดสิ่งแปลกปลอมในรูปแบบท่ีเรียกวา การตาย
เฉพาะสวน (necrosis) กระบวนการดังกลาวนี้มีความแตกตางจากการตอบสนองตอการอักเสบในสัตวเลี้ยงลูก
ดวยนม ซ่ึงจะสรางน้ําหนองเม่ือเกิดการอักเสบ จากนั้นจะมีการหลั่งสารไซโตไคน (cytokine) และเคโมไคน 
(chemokine) ตามมาภายหลัง อยางไรก็ตามยังไมพบกระบวนการตอบสนองทางภูมิคุมกันเก่ียวกับสารเหลานี้
ในสัตวเลื้อยคลาน (Zimmerman et al., 2009) 

2.2.2 ระบบภมูคิุมกันแบบที่ตองมีการกระตุน (adaptive immunity) ของสัตวเลื้อยคลานมีลักษณะการ
ตอบสนองคลายคลึงกับสัตวมีกระดูกสันหลังอ่ืน ๆ คือ เปนระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะเจาะจง และมีการ
จดจําลักษณะของสิ่งกระตุน ซ่ึงเปนระบบการทํางานตอเนื่องจากระบบภูมิคุมกันแบบสืบทอดแตกําเนิดเม่ือ
รางกายไดรับสิ่งแปลกปลอมหรือเชื้อจุลชีพอีกครั้ง รางกายจะสามารถตอบสนองไดอยางรวดเร็ว โดยการสราง
แอนติบอดีจาก B-cell ซ่ึงจะกระตุนใหเกิดการตอบสนองดานเซลล (cell-mediated immunity) และการ
ตอบสนองดานสารน้ํา (humoral adaptive immunity) ดังนี้  
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1) ระบบภูมิคุมกันดานเซลล การตอบสนองของระบบภูมิคุมกันดานเซลลในสัตวเลื้อยคลานมี
ความสัมพันธโดยตรงกับอุณหภูมิและฤดูกาลเปนสําคัญ โดยจะมีความเก่ียวของกับการทํางานของเซลลเม็ด
เลือดขาวกลุม T-cell โดยพบวาสัตวเลื้อยคลานหลายชนิดมีการสราง T-cell ไดเชนเดียวกับสัตวชั้นสูง ไดแก งู       
ลิซารด เตา และ ทัวทารา (Burnham et al., 2005) หนาท่ีสําคัญของ T-cell คือ เม่ือไดรับการกระตุนจากสิ่ง
แปลกปลอมหรือแอนติเจน จะมีการเปลี่ยนแปลงรูปรางเซลลเปน 2 ชนิด คือ cytotoxic T-cell (TC) และ      
T-helper cell (TH) จากการศึกษาโดย Pitchappan และคณะ ในป พ.ศ. 2520 (Pitchappan et al., 
1977) พบวาตอมไธมัสในระบบภูมิคุมกันของ ลิซารด (Calotes versicolor) มีการสรางท้ัง cytotoxic-like 
T-cell และ T-helper cell อยางไรก็ตามในสัตวเลื้อยคลานไมมีตอมน้ําเหลือง ซ่ึงเปนบริเวณท่ีเกิดปฏิสัมพันธ
ของเซลลในระบบภูมิคุมกัน (immune cell interactions) เหมือนในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมจึงคาดวา T-helper 
cell ในสัตวเลื้อยคลานอาจมีบทบาทความสําคัญท่ีแตกตางจาก T-helper cell ในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม โดยจะ
ทําหนาท่ีรวมกับ B-cell เพ่ือยับยั้งการติดเชื้อปรสิตและเชื้อกอโรคอ่ืนๆ ซ่ึงการเพ่ิมจํานวนของ T-cell ใน
สัตวเลื้อยคลานจะมีความสัมพันธโดยตรงกับฤดูกาลท่ีเปลี่ยนแปลงไป จากรายงานการตอบสนองดานเซลลใน 
งู striped sand snake (Psammophis sibilans) โดย Farag และคณะ ในป พ.ศ. 2528 (Farag et al., 
1985) พบวามีการเพ่ิมจํานวนของ T-cell ในชวงฤดูใบไมผลิและฤดูใบไมรวงมากกวาฤดูกาลอ่ืนๆ  

2) ระบบภูมิคุมกันดานสารน้ํา จะไดรับการกระตุนตอเนื่องจากระบบภูมิคุมกันดานเซลลซ่ึงระบบ
ภูมิคุมกันดานสารน้ํามีความเก่ียวของกับ B-cells มีหนาท่ีในการผลิตแอนติบอดี โดยท่ัวไปแอนติบอดีของ

สัตวเลื้อยคลานและสัตวเลี้ยงลูกดวยนมประกอบดวย แอนติบอดีสายสั้น (light chain) 2 ชนิด ไดแก λ และ 

κ (Das et al., 2008) โดยแอนติบอดีในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมจะสรางอิมโมโนโกลบูลิน ท้ังหมด 5 ชนิด ไดแก 
IgM IgG IgA IgD และ IgE แตในสัตวเลื้อยคลานจะสรางเพียง 2 ชนิด คือ IgM และ IgY (Natarajan et al., 
1985) จากการศึกษาพบวา IgY ของสัตวเลื้อยคลานเปรียบเสมือน IgG และ IgE ของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม 
(Leslie et al., 1969) ซ่ึง IgY ของสัตวเลื้อยคลานมีโครงสรางแตกตางจากสัตวเลี้ยงลูกดวยนม คือในโมเลกุล
จะไมมีบริเวณบานพับ (hinge region) บนแอนติบอดีสายยาว (heavy chain) สงผลให IgY ของ
สัตวเลื้อยคลานมีความยืดหยุนนอยกวาสัตวเลี้ยงลูกดวยนม ดวยเหตุนี้จึงทําใหระบบการตอบสนองภูมิคุมกัน
ดานสารน้ําของสัตวเลื้อยคลานมีความแตกตางจากสัตวเลี้ยงลูกดวยนมอยางชัดเจน ดังแสดงในรูปท่ี 2.5 โดย
พบวาการตอบสนองดานสารน้ําของสัตวเลื้อยคลานจะเกิดข้ึนชากวาสัตวเลี้ยงลูกดวยนมเม่ือไดรับการกระตุน
จากแอนติเจน เนื่องจากจะมีการสราง IgM ในระยะแฝง (latent period) นานกวาสัตวเลี้ยงลูกดวยนมกอนท่ี
จะมีการกระตุนใหเซลลในระบบภูมิคุมกันสราง IgY เพ่ือตอบสนองตอสิ่งแปลกปลอมหรือแอนติเจนตอไป 
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รปูที ่2.5  การเปรียบเทียบการตอบสนองทางดานภูมิคุมกันของสารน้ําระหวางสัตวเลื้อยคลาน (เสนประ) และ

สัตวเลี้ยงลูกดวยนม (เสนทึบ)  
หมายเหตุ : เครื่องหมายลูกศรแสดงถึงระยะเวลาการสรางภูมิคุมกัน  
ท่ีมา : Zimmerman et al., 2009 
 

กระบวนการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันแบบท่ีตองมีการกระตุนจะเกิดข้ึนเม่ือเซลลไดรับการกระตุน
จากแอนติเจนผานการนําเสนอของ antigen presenting cell (APC) ซ่ึงเซลลกลุมนี้จะทําหนาท่ีในการ
นําเสนอแอนติเจนแบบจําเพาะใหกับ T-cell และ B-cell โดยอาศัยการทํางานของโปรตีนบริเวณของเซลล
ตอบสนอง ท่ีเรียกวา major histocompatibility complex (MHC) ลักษณะท่ัวไปของเซลล MHC จะเปน
บริเวณท่ีมีความหลากหลายขององคประกอบของเซลล (highly polymorphic components) โดยท่ัวไป
ประกอบดวยยีน 2 ชนิด คือ MHC class I และ MHC class II ซ่ึงทําหนาท่ีนําสงชิ้นสวนแอนติเจน เชน 
แบคทีเรีย ไวรัส เสนอแอนติเจนใหกับ T-cell ซ่ึงมีบทบาทสําคัญอยางมากในกระบวนการตอบสนองภูมิคุมกัน
ดานเซลลในสัตวมีกระดูกสันหลังทุกชนิด (Klein, 1986) ยีน MHC class I จะมีการแสดงออกไดในทุกเซลลท่ีมี
นิวเคลียส และจะนําเสนอแอนติเจนท่ีมาจากภายใน (endogenous pathogens) ใหกับ CD8+ บนผิว T-cell 
(Bjorkman et al., 1990) สวนยีน MHC class II จะนําเสนอแอนติเจนท่ีมาจากภายนอก (extracellular 
pathogens) ใหกับ CD4+ บนผิว T-helper cell (Kappes et al., 1988) โดยท่ัวไปพบวา MHC ท่ีมี
การศึกษากันมาก คือ MHC class I และ class II เนื่องจากมีบทบาทสําคัญโดยตรงกับการตอบสนองของ
ระบบภูมิคุมกันแบบท่ีตองมีการกระตุน และเก่ียวของกับวิวัฒนาการของระบบนิเวศอีกดวย (Piertney et al., 
2006; Alcaide et al., 2010) ซ่ึงมีการศึกษาเก่ียวกับยีน MHC อยางกวางขวางในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม นก 
สัตวสะเทินน้ําสะเทินบก และปลา แตมีการศึกษานอยมากในสัตวเลื้อยคลานโดยเฉพาะจระเข 

อยางไรก็ตามจากรายงานของ Jaratlerdsiri และคณะ ในป พ.ศ. 2557 (Jaratlerdsiri et al., 2014) 
ทําการศึกษาเก่ียวกับวิวัฒนาการของ MHC class I ในจระเข 20 สายพันธุ โดยทําการศึกษาลําดับนิวคลีโอ
ไทดในโครงสรางยีนของ exon 3, intron 3 และ exon 4 นอกจากนี้ยังพบวา MHC Class I ของจระเขมี
ความผันแปรของการแสดงออกของยีนเปนอยางมากในจระเขสายพันธุตางๆ ท่ีอยูในวงศเดียวกัน การ
แสดงออกของยีน MHC class I พบวามี 3 กลุมในจระเข Crocodiliae โดยพบท้ัง 3 ยีนในวงศ crocodile แต
พบเพียง 1 ยีนในวงศ alligator ดังแสดงในตารางท่ี 2.2 ซ่ึงการคนพบนี้มีความสําคัญตอการปรับปรุงสายพันธุ
เพ่ือตานทานตอการติดเชื้อจุลชีพกอโรคตางๆ จากการศึกษานี้บงชี้ใหเห็นวา MHC class I มีบทบาทสําคัญ
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อยางมากตอการตอบสนองในระบบภูมิคุมกันแบบท่ีตองมีการกระตุน สงผลใหการตอบสนองของระบบ
ภูมิคุมกันของจระเขมีความแข็งแรงอยางมากในการตอตานจุลชีพตางๆ สงผลใหจระเขซ่ึงเปนสัตวเลื้อยคลาน
ดึกดําบรรพเพียงชนิดเดียวยังคงสายวิวัฒนาการยาวนานท่ีสุดจวบจนปจจุบัน (Jaratlerdsiri et al., 2014)  

ตารางที่ 2.2 การผันแปรของ MHC class I ในจระเข 20 สายพันธุ 

Family Species namea 
Gene 
Prefix 

Class I, (N)b 
GenBank accession 

numbers 

Crocodilidae 
Saltwater crocodile 
(Crocodylus porosus) 

Crpo 4 (2) HQ158304, HQ158305, 
HQ158308, HQ158311 

 
Nile crocodile 
(Crocodylus niloticus) 

Crni 1 (1) HQ158313 

 
Orinoco crocodile 
(Crocodylus intermedius) 

Crni 1 (1) HQ158314 

 
American crocodile 
(Crocodylus acutus) 

Crac 3 (2) HQ158325, HQ158328, 
HQ158329 

 
Mugger crocodile 
(Crocodylus palustris ) 

Crpa 3 (1) HQ158330–HQ158332 

 
Siamese crocodile 
(Crocodylus siamensis) 

Crsi 2 (2) HQ158333–HQ158334 

 
Cuban crocodile  
(Crocodylus rhombifer) 

Crrh 3 (1) HQ158345–HQ158347 

 
Freshwater crocodile  
(Crocodylus jonsoni) 

Crjo 1 (1) HQ158348 

 
New Guinea crocodile  
(Crocodylus 
novaeguineae) 

Crno 2 (1) HQ158349–HQ158350 

 
Morelet's crocodile  
(Crocodylus moreletii) 

Crmo 2 (2) HQ158351, HQ158353 

 
Philippine crocodile 
 (Crocodylus mindorensis) 

Crmi 3 (1) HQ158354–HQ158356 

 
Dwarf crocodile  
(Osteolaemus tetraspis) 

Oste 1 (1) HQ158365 

 
Dwarf crocodile 
 (Osteolaemus tetraspis) 

Oste 1 (1) HQ158365 

Alligatoridae Cuvier's dwarf caiman  
(Paleosuchus 
palpebrosus) 
 

Papa 2 (2) HQ158315, HQ158317 



14 

Family Species namea 
Gene 
Prefix 

Class I, 
(N)b 

GenBank accession 
numbers 

 American alligator  
(Alligator mississippiensis) 

Almi 2 (2) HQ158319–HQ158320 

 Chinese alligator 
 (Alligator sinensis) 

Alsi 3 (2) HQ158339, HQ158341, 
HQ158342 

 Yacare caiman  
(Caiman yacare) 

Caya 2 (1) HQ158321, HQ158322 

 Spectacled caiman  
(Caiman crocodylus ) 

Cacr 3 (2) HQ158335, HQ158336, 
HQ158338 

 Broad-snouted caiman  
(Caiman latirostris) 

Cala 3 (2) HQ158361, HQ158362, 
HQ158364 

 Black caiman  
(Melanosuchus niger) 

Meni 2 (2) HQ158357, HQ158358 

ท่ีมา : Jaratlerdsiri et al., 2014 

a ช่ือสามัญ และช่ือวิทยาศาสตรของวงศจระเข 
b จํานวนของการผันแปรยีน MHC class I ของจระเขแตละสายพันธุ 

 
สําหรับยีน MHC class II นั้นมีการศึกษากันมากในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม นก สัตวสะเทินน้ําสะเทิน

บก และปลา แตยังไมมีขอมูลการศึกษาในกลุมจระเข (Kelley et al., 2005) อยางไรก็ตามไดมีการศึกษาใน
สัตวเลื้อยคลานกลุมทัวทารา (Sphenodantia) เพียงเทานั้น และเม่ือพิจารณาในสายวิวัฒนาการชาติพันธุ 
(cladogram) พบวาจระเขมีความหางไกลกับทัวทาราในสายวิวัฒนาการคอนขางมาก (รูปท่ี 2.6) จากขอมูลนี้
อาจเปนไปไดวา MHC class I นาจะมีบทบาทสําคัญมากกวา MHC class II ตอกระบวนการตอบสนองดาน
เซลลในระบบภูมิคุมกันแบบท่ีตองมีการกระตุนของสัตวเลื้อยคลานโดยเฉพาะจระเข 

 

                      
 
รปูที ่2.6  แผนภาพวิวัฒนาการชาติพันธุ (cladogram) ของสัตวเลื้อยคลานและสัตวปก 

 ท่ีมา : ดัดแปลงจาก Van Hoek et al., 2014 
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2.3 ระบบภูมิคุมกันในสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก (Immunity response of amphibians) 
สัตวสะเทินน้ําสะเทินบกเปนสปชีสท่ีมีความสําคัญในการวิวัฒนาการระหวางสัตวมีกระดูกสันหลัง สัตว

เลี้ยงลูกดวยนมท่ีเชื่อมตอกับสายพันธุของแหลงกําเนิดของสัตวโบราณ (ปลากระดูกออน) ซ่ึงกลุมสัตวมีกระดูก
สันหลังระดับนี้มีบรรพบุรุษรวมกันมากวา 350 ลานป (Pough et al., 2002) สัตวสะเทินน้ําสะเทินบก
ประกอบดวยลักษณะทางกายภาพและชีวภาพท่ีแตกตางกันอยางมากตามสายพันธุ เชน กลุมกบและคางคก 
(anurans) ซาลาแมนเดอร (urodeles) และกลุมท่ีไมมีขา (legless caecilians) โดยพบวาการศึกษาเก่ียวกับ
ระบบภูมิคุมกันของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกสวนใหญจะใชการศึกษาระบบการตอบสนองภูมิคุมกันจากกบ 
Xenopus spp. เพ่ือเปนตัวแทนของกลุมสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก (Jacques, 2016) จากการศึกษา พบวา
ระบบภูมิคุมกันแบบสืบทอดแตกําเนิด (innate immunity) ของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกมีความคลายคลึงกับ
สัตวเลี้ยงลูกดวยนม ซ่ึงยีนท่ีเก่ียวของกับภูมิคุมกันไดรับการระบุในลําดับจีโนมของ western clawed frog 
(Xenopus tropicalis) และ african clawed frog (Xenopus laevis) สัตวสะเทินน้ําสะเทินบกจะมีตอม
ไธมัสซ่ึงชวยกระตุนให T-cell มีการเปลี่ยนแปลงรูปราง (differentiate) และพบวามามของสัตวสะเทินน้ํา
สะเทินบกเปนอวัยวะสําคัญท่ีเปนตัวแทนคลายตอมน้ําเหลืองท่ีมีบทบาทในการเปนศูนยกลางการรวมตัวกัน
ของเม็ดเลือดขาวรวมท้ัง B-cell และ T-lymphocytes นอกจากนี้แลวเซลลท่ีเก่ียวของกับระบบภูมิคุมกันของ
สัตวสะเทินน้ําสะเทินบกยังกระจายสะสมอยูตามบริเวณตับ ไต และ ลําไส และพบวาสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก
ไมมีตอมน้ําเหลืองท่ีแทจริง (true lymph nodes) ซ่ึงมีบทบาทสําคัญเก่ียวของกับการเก็บรักษาแอนติเจนใน
ระยะยาวและเปนสถานท่ีเซลลพลาสมาจะผลิตแอนติบอดี (Ab-producing plasma cells) เพ่ือกําจัด
แอนติเจนหรือสิ่งแปลกปลอม อยางไรก็ตามพบวาในกบ Xenopus spp. จะมีการสรางและสะสมเซลลแกรนู
โล ไซต  (granulocytes) ท่ี บริ เ วณไขกระดูก  (bone marrow)  ส วนการสร า ง เซลล เ ม็ด เลื อดแดง 
(erythropoiesis) และ B-cell จะสรางข้ึนบริเวณเซลลรอบนอกของเซลลตับ (periphery of the liver) ซ่ึง
ตางสัตวเลี้ยงลูกดวยนมท่ีจะมีการสราง B-cell ท่ีไขกระดูก  

จากการศึกษาพบวาเปปไทดตานจุลชีพ (antimicrobial peptides) มีบทบาทสําคัญดานแรกในการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกันของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกในการตอสูกับแบคทีเรียและสิ่งแปลกปลอม (antigen) ท่ี
สามารถแทรกซึมผานทางผิวหนัง เปปไทดตานจุลชีพท่ีพบในสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก (กบ) เชน เปปไทดมา
แกนนิน (magainin) เปปไทดซีน็อปซิน (xenopsin) ถูกสังเคราะหและเก็บไวในตอมเม็ดผิวหนังและหลั่ง
ออกมาในเมือกเพ่ือตอบสนองตอความเครียด การบาดเจ็บ หรือการติดเชื้อ (Rollins-Smith et al., 2011) 
สวนการทํางานของระบบคอมพลีเมนต (complement) ในสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก พบวามีลักษณะคลายกับ
สัตวเลื้อยคลาน ซ่ึงประกอบดวยการตอบสนองแบบ classical pathway, alternative pathway และ 
lectin pathway โดยพบวาในสัตวกลุมนี้จะมีการสรางซีรัมโปรตีนชื่อวา ficolins (Fujita et al., 2004) ท่ีมี
ความสําคัญตอการตอบสนองทางภูมิคุมกันดวย นอกจากนี้ยังพบวา แมคโครฟาจไมเพียงแตเปนศูนยกลางของ
ภูมิคุมกันเทานั้นยังมีความสําคัญสําหรับการปรับรูปแบบเนื้อเยื่อ (tissue remodeling) ในสัตวสะเทินน้ํา
สะเทินบกอีกดวย เชน การถดถอยของหางระหวางการเปลี่ยนแปลงรูปราง (Godwin et al., 2013)  

สวนระบบภูมิคุมกันแบบท่ีตองมีการกระตุน (adaptive immunity) ของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกก็มี
ลักษณะการตอบสนองคลายคลึงกับสัตวมีกระดูกสันหลังอ่ืนๆ คือ เปนระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะเจาะจง 
และมีการจดจําลักษณะของสิ่งกระตุน ซ่ึงเปนระบบการทํางานตอเนื่องจากระบบภูมิคุมกันแบบสืบทอดแต
กําเนิด โดยพบวามีการสรางเซลลเม็ดเลือดขาวชนิด B-lymphocytes และ T-lymphocytes เม่ือมีการ
กระตุนโดย recombination-activating genes (RAG-mediated somatic) ท่ีบริเวณตัวรับเฉพาะแอนติเจน
ท่ีผิว B-cell receptor และ T-cell receptor ตามลําดับ แลวสงผลไปกระตุนโมเลกุล MHC บน antigen 
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presenting cells (APCs) เพ่ือใหเกิดการตอบสนองทางดานสารน้ําตอไป (Du Pasquier et al., 2002) ซ่ึง
พบวาลักษณะโครงสรางของแอนติบอดี (Immunoglobulin; Ig) ของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกคลายกับสัตว
เลี้ยงลูกดวยนมท่ีประกอบดวยแอนติบอดีสายสั้น (light chain) และแอนติบอดีสายยาว (heavy chain) ไดแก 
IgM, IgX, IgY, IgD, IgF โดยแอนติบอดีสายยาวนี้สามารถเชื่อมโยงกับแอนติบอดีสายสั้น 3 ชนิด ไดแก ρ-δ-λ-

like สวน IgM และ IgX เปนแอนติบอดีท่ีสรางข้ึนโดยอาศัยการทํางานของตอมไธมัส (thymus-
independent) ในขณะท่ี IgY จะถูกสรางข้ึนเม่ือมีการตอบสนองจาก T-dependent immune responses 
ท่ีถูกกระตุนดวย cytosine deaminase (AID) จากการศึกษาพบวา IgX มีความเก่ียวของในการตอบสนอง
บริเวณลําไสและเยื่อบุผิวหนังของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกเปนพิเศษ นอกจากนี้ยังพบวา พลาสมาเซลลจะหลั่ง 
IgM, IgX และ IgY จากมามและเนื้อเยื่ออ่ืนๆ เชน ไต และ ลําไส ซ่ึงกบ Xenopus laevis จะมีการสราง B-
cells ท่ีทําหนาเปน phagocytic cell ซ่ึงสามารถฆาเชื้อจุลินทรียได (Li et al., 2006) ขอมูลดังกลาวนี้
ชี้ใหเห็นวาในทางวิวัฒนาการของ B-cells และ macrophages อาจมีตนกําเนิดรวมกันในสัตวสะเทินน้ํา
สะเทินบก และพบวาแอนติบอดี IgY ถูกสรางข้ึนอยางรวดเร็ว และมีความจําเพาะสูงมากเม่ือมีสาร 
dinitrophenol เพ่ิมข้ึนเพียง 10 ครั้ง ในระหวางการตอบสนองภูมิคุมกันดานสารน้ําของสัตวสะเทินน้ําสะเทิน
บก ซ่ึงตางจากการตอบสนองของ IgY ในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมท่ีตองอาศัยการเพ่ิมข้ึนของ dinitrophenol ถึง 
10,000 เทา สําหรับการทํางานของ T-cell ในสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก พบวา T-cell ประกอบดวย α, β, γ, 

δ-T cells ซ่ึงมีการเปลี่ยนแปลงรูปรางจาก precursors ในตอมไธมัส โดย T-cell receptor (TCR) ในตัวเต็ม

วัยของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกจะมีลักษณะท่ีหลากหลาย (diverse) เชนเดียวกับสัตวเลี้ยงลูกดวยนม เม่ือมีสิ่ง

แปลกปลอมเขาสูรางกาย TCR จะมีการสงสัญญาณไปยัง CD3γ และ δ, TCRζ และมีการทํางานรวมกับ 
CD28 และ receptors CTLA4 ขอบงชี้นี้แสดงใหเห็นวาการตอบสนองของ T-cell ในสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก
เปนแบบการทํางานรวมกัน (cosignaling mechanism) สําหรับการกระตุนการทํางานของ T-cell โดย 
antigen presenting cells (APCs) นอกจากนี้พบวา CD8 ใน Xenopus spp. ถูกศึกษาโดยใช mAbs 
recognizing เพียงสายเดียว คือ α-chain บน receptor ซ่ึงสามารถเปลี่ยนแปลงรูปรางท้ังแบบ 
heterodimeric α/β และ homodimeric α/α 

การกอกําเนิดของระบบภูมิคุมกันในสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกจะมีความแตกตางจากสัตวเลี้ยงลูกดวยนม 
เนื่องจากสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกนั้นจะเผชิญกับสิ่งแปลกปลอกหรือเชื้อโรคตั้งแตยังเปนตัวออน ดังนั้นการ
พัฒนาอยางรวดเร็วของระบบภูมิคุมกันท่ีมีประสิทธิภาพจึงเปนสิ่งสําคัญในชวงตัวออนในชวงตนของการเจริญ
แมวา Xenopus spp. จะปรบัระบบภูมิคุมกันและพัฒนาคอนขางเร็วเม่ือเทียบกับสัตวเลี้ยงลูกดวยนม อยางไร
ก็ตามก็ยังคงใชเวลา 12 วัน สําหรับการสราง B-cell และ T-cell เพ่ือปกปองตัวออนหลังเกิดการปฏิสนธิ 
(post-fertization) (รูปท่ี 2.7) ซ่ึงชวงเวลากอนหนานี้ตัวออนตองพ่ึงพาเม็ดเลือดขาวเพ่ือปกปองตัวเอง (Chen 
et al., 2009) ในชวงสัปดาหแรกตัวออนจะมีการพัฒนาอวัยวะคือ ตับ และไธมัส โดย B-cell ของ Xenopus 
spp. จะมีการสรางข้ึน 2 ชวงเวลา ชวงแรก B-cell จะถูกสรางข้ึนในวันท่ี 2 จนถึง วันท่ี 12 หลังเกิดการ
ปฏิสนธิ ในชวงเวลานี้ IgM และ mature B-cell จะถูกสรางข้ึนและสามารถถูกตรวจพบไดประมาณ 10 วัน
หลังจากนั้น ชวงท่ีสองของ B-cell เริ่มตน 12 วันหลังจากการปฏิสนธิ เม่ือตัวออนเริ่มมีการพัฒนาการเจริญ
ของมาม หลังจาก 2 สัปดาหของการพัฒนาจะพบ mature B-cell มีการแสดงออกเต็มท่ีในตับและมามของตัว
ออน ซ่ึงจะพบการแสดงออกของ mature B-cell ในเยื่อเมือกลําไส (gut mucosa) ไธมัส และในไขกระดูก 
โดยจะพบเม่ือตัวออนเจริญเปนตัวเต็มวัย ซ่ึงเม่ือสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกเจริญเต็มวัยครบ 1 ป ระบบการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกันจะทํางานอยางสมบูรณ ท้ังระบบ B-cell T-cell และระบบคอมพลีเมนต MHC class 
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I รวมถึง NK-cell จะมีการแสดงออกในทุกๆ เซลล เพ่ือทํางานรวมกันในการตอบสนองขอระบบภูมิคุมกันใน
สัตวสะเทินน้ําสะเทินบกใหสามารถดํารงชีวิตอยูได (รูปท่ี 2.7)      

 

 
รปูที ่2.7 การตอบสนองของระบบภูมิคุมกันของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก (Xenopus laevis) 

ท่ีมา: Jacques, 2016 
 
2.4 บทบาทของโปรตีนและเปปไทดตานจุลชีพในระบบภูมิคุมกันของสิ่งมีชีวิต 

2.4.1 โปรตีนและเปปไทดตานจุลชีพในระบบภูมิคุมกันของสัตวเลื้อยคลาน 
 สัตวเลื้อยคลานเปนสัตวท่ีมีอายุยืนยาวชนิดหนึ่งในอันดับและอาณาจักรของสิ่งมีชีวิตบนโลก มี

ความสามารถในการดํารงชีวิตในสภาพแวดลอมตางๆ ไดเปนอยางดี ซ่ึงแสดงใหเห็นถึงการทํางานท่ีมี
ประสิทธิภาพของระบบภูมิคุมกันในรางกายของสัตวเลื้อยคลานซ่ึงประกอบดวยระบบภูมิคุมกันแบบสืบทอด
แตกําเนิด (innate immune system) และระบบภูมิคุมกันแบบท่ีตองมีการกระตุน (adaptive immune 
system) ในระบบภูมิคุมกันแบบสืบทอดแตกําเนิด โปรตีนและเปปไทดตานจุลชีพถือวาเปนองคประกอบ
สําคัญในการรักษาสมดุลของระบบภูมิตานทานดังกลาว จากการศึกษาท่ีผานมาของนักวิทยาศาสตรหลายทาน 
พบวาเปปไทดตานจุลชีพในสัตวเลื้อยคลานมีท้ังโปรตีนและเปปไทด ไดแก ไลโซไซม (lysozyme) เฮโมโกลบิน 
(hemoglobin) คาเธลิซิดิน (cathelicidin) และดีเฟนซิน (defensin) เปนองคประกอบหลัก รวมถึงโปรตีน
และเปปไทดออกฤทธิ์อ่ืนๆ ท่ีทําหนาท่ีในการตานจุลชีพตางๆ ท่ีเขาสูรางกายของสัตวเลื้อยคลาน เชน ลิวคร็อ
คซิน (leucrocin) เฮปซิดิน (hepcidin) และเฮโมซิดิน (hemocidin) 
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1) โปรตีนตานจุลชีพในสัตวเลื้อยคลาน  

จากการศึกษาท่ีผานมาพบวาสัตวเลื้อยคลานมีโปรตีนท่ีมีความสามารถตานจุลชีพได แบงเปน 2 
ชนิดหลักๆ คือ โปรตีนไลโซไซมและเฮโมโกลบิน โดยท่ีโปรตีนท้ังสองชนิดนี้มีหนาท่ีหลักภายในเซลลท่ีแตกตาง
กันดังนี้  

ไลโซไซม เปนเอนไซมท่ีทําหนาท่ีในการยอยผนังเซลลแบคทีเรีย เปนโปรตีนในระบบภูมิคุมกัน
แบบสืบทอดแตกําเนิดท่ีสําคัญชนิดหนึ่งในสิ่งมีชีวิตหลาย โดยท่ัวไปสามารถพบเอนไซมชนิดนี้ไดในน้ําตาและ
สารคัดหลั่งอ่ืนๆ ซ่ึงพบวาไลโซไซมมีประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อแบคทีเรียไดหลากหลายชนิด โดยเฉพาะ
แบคทีเรียแกรมบวก สําหรับในมนุษยไลโซไซม จะถูกสรางและเก็บไวในแกรนูลของเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดนิว
โทรฟล ในกลุมของสัตวปกพบไลโซไซมในไขขาวและทําหนาท่ีเปนเปปไทดตานจุลชีพ สวนในสัตวเลื้อยคลาน 
ไลโซไซมเปนเอนไซมท่ีสําคัญชนิดหนึ่งในระบบการตอบสนองของภูมิคุมกันสืบทอดพบไดท้ังในเซลลไขและ
เซลลเม็ดเลือดขาว มีการศึกษาอยางละเอียดในไขขาวของเตาและตะพาบหลายชนิด พบวาเม่ือมีการกระตุนไข
ขาวของเตาดวยเชื้อแบคทีเรียกอโรคจะทําใหมีการทํางานของเอนไซมดีข้ึน และสามารถทําลายเชื้อกอโรคใน
สัตวเลื้อยคลานไดอยางดี (Ponkham et al., 2010) โดยเฉพาะไลโซไซมในตะพาบไตหวัน (Trionyx 
sinensis) และตะพาบสวน (Amyda cartilaginea) จากการศึกษาโครงสรางระดับปฐมภูมิพบวา เอนไซมไลโซ
ไซมมีหลายไอโซฟอรมซ่ึงอาจเก่ียวของกับหนาท่ีในการทําลายเชื้อจุลชีพท่ีแตกตางกัน 

เฮโมโกลบิน เปนโปรตีนโมเลกุลใหญท่ีมีรายงานวา นอกจากจะทําหนาท่ีหลักในการขนสง
ออกซิเจนแลว ยังสามารถทําหนาท่ีเปนเปปไทดตานจุลชีพไดดวย โดยเฉพาะเฮโมโกลบินของสัตวเลื้อยคลาน
กลุมจระเข ในป พ.ศ. 2545 Hoffman และคณะ (Hoffman et al., 2002) รายงานวาเฮโมโกลบินจากอัลลิเก
เตอร (Alligator mississippiensis) สามารถทําลายเชื้อจุลชีพไดท้ังแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบรวมถึง
เชื้อรา โดยคุณสมบัติดังกลาวนี้ไมข้ึนกับหมูฮีมท่ีเปนองคประกอบในโครงสราง นอกจากนี้เม่ือทําการแยกสาย
เฮโมโกลบินออกเปนโกลบินสายเดี่ยว ทําใหคุณสมบัติการเขาทําลายเชื้อแบคทีเรียไดดีข้ึน ซ่ึงสอดคลองกับ
การศึกษาเฮโมโกลบินจากจระเขสายพันธุไทย (Crocodylus siamensis) ในป พ.ศ. 2555 โดย 
Srihongthong และคณะ (Srihongthong et al., 2012) พบวาเฮโมโกลบินจระเขสายพันธุไทยท้ังท่ีเปน
โปรตีนเต็มเสน (intact hemoglobin) และชิ้นเปปไทด (fragmented hemoglobin) สามารถทําลายเชื้อ
แบคทีเรียแกรมบวกไดดี การรายงานนี้สอดคลองกับหลายงานวิจัยท่ีพบวา เม่ือเฮโมโกลบินถูกยอยใหเปน
ชิ้นสวนเปปไทดขนาดเล็ก สงเสริมใหมีคุณสมบัติการเขาทําลายเชื้อแบคทีเรียไดดีมากข้ึน ซ่ึงสอดคลองกับ
ทฤษฎี “tissue-specific peptide pool” กลาวคือ เฮโมโกลบินสามารถแตกหักเปนเปปไทดสั้นๆ ไดภายใน
เม็ดเลือดแดง (Ivanov et al., 1997) อยางไรก็ตาม แมวาปจจุบันจะไมมีรายงานการพบหนาท่ีอ่ืน ๆ ของ
เฮโมโกลบินในสัตวเลื้อยคลาน แตมีการศึกษาอยางละเอียดถึงความสามารถในการตานจุลชีพของเฮโมโกลบิน
จากสัตวมีกระดูกสันหลังชั้นสูงอ่ืนๆ เชน วัว หมู มนุษย (Fogaca et al., 1999) นออกจากนี้ยังมีการศึกษา
โปรตีนเฮโมไซยานิน (hemocyanin) ท่ีเปนโปรตีนหลักในระบบเลือดของสัตวขอปลอง (arthropod) ท่ี
เรียกวา “เฮโมลิมพ” พบวาเฮโมไซยานินเปนโปรตีนขนาดใหญประกอบดวย 6 หนวยยอย ท่ีมีน้ําหนักโมเลกุล
ของแตละหนวยยอยประมาณ 70-75 กิโลดาลตัน ทําหนาท่ีขนสงออกซิเจนโดยอาศัยการจับระหวางโมเลกุล
ออกซิเจนกับไอออนคอปเปอร (Cu2+) สงผลใหเลือดของสัตวกลุมนี้มีสีน้ําเงิน ซ่ึงตางกับเฮโมโกลบินของสัตว
ชั้นสูงท่ีจะมีสีแดงจากไอออนเหล็ก (Fe2+) เฮโมไซยานินทําหนาท่ีเปนโปรตีนตนกําเนิด (precursor) ของเปป
ไทดตานจุลชีพได ซ่ึงมีความเก่ียวของโดยตรงกับการทํางานของระบบภูมิคุมกันของสัตวขอปลองอยางชัดเจน 
(Munoz et al., 2003) ขอบงชี้ดังกลาวนี้แสดงใหเห็นไดอยางชัดเจนวา สัตวไมมีกระดูกสันหลังกลุมขอปลองมี
โปรตีนเฮโมไซยานินเปนโปรตีนสําคัญท่ีทําหนาท่ีหลากหลายนอกเหนือจากการขนสงออกซิเจน และพิสูจนแลว
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วาเฮโมไซยานินมีบทบาทสําคัญในระบบภูมิคุมกันแบบสืบทอดแตกําเนิด ในแงของการเปนโปรตีนตนกําเนิด
ของเปปไทดตานจุลชีพ 

2) เปปไทดตานจุลชีพในสัตวเลื้อยคลาน (antimicrobial peptide in reptile)  

เปปไทดตานจุลชีพในระบบภูมิคุมกันของสัตวเลื้อยคลานนั้น พบวามีอยูหลากหลายชนิดสามารถ
สรุปไดดังตารางท่ี 2.3 โดยแสดงรายละเอียดในสวนของเปปไทดหลักๆ ดังนี้ 

2.1) เปปไทดดีเฟนซิน เปนเปปไทดท่ีสําคัญชนิดหนึ่งในกลุมของเปปไทดตานจุลชีพในสัตวมีกระดูก
สันหลังชั้นสูง (higher vertebrates) มีความสามารถทําลายไดท้ังเชื้อแบคทีเรีย เชื้อรา และเชื้อไวรัส ดีเฟนซินเปน
เปปไทดขนาดเล็กมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 3-4 กิโลดาลตัน มีประจุสุทธิบนโมเลกุลเปนประจุบวก ประกอบดวย
กรดอะมิโนซิสเตอีน (cysteine) จํานวน 6 กรดอะมิโน จัดเรียงตัวกันดวยพันธะไดซัลไฟด (disulfide bond) 
จํานวน 3 พันธะ ซ่ึงเปนลักษณะท่ีจําเพาะของเปปไทดดีเฟนซิน โดยมากเปปไทดชนิดนี้มีโครงสรางเปนแผนบีตา 
พบโครงสรางเปนเกลียวแอลฟาเพียงเล็กนอย เปปไทดนี้จะไดรับการถอดรหัสเริ่มตนจากจีโนมเปนโปรดีเฟนซิน 
(pro-defensin) จากนั้นจะถูกตัดดวยเอนไซมโปรตีเอสทําใหไดเปปไทดดีเฟนซินท่ีพรอมทํางาน ในสัตวมีกระดูกสัน
หลังเปปไทดดีเฟนซินสามารถแบงไดเปน 3 กลุมหลักๆ ไดแก แอลฟาดีเฟนซิน (α-defensin) บีตา (β-defensin) 
และซีตา (θ-defensin) สําหรับในมนุษยพบและแยกเปปไทดแอลฟาดีเฟนซิน ไดจากเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทร
ฟลและเม็ดเลือดขาวชนิดอ่ืนๆ มีการสรางพันธะไดซัลไฟดท่ีมีการเขาคูระหวางกรดอะมิโนซิสเตอีน ตําแหนงท่ี 1 
กับ 6 (Cys1-Cys6) ตําแหนงท่ี 2 กับ 4 (Cys2-Cys4) และตําแหนงท่ี 3 กับ 5 (Cys3-Cys5) (Ganz et al., 1985) 
ตัวอยางเปปไทดตานจุลชีพกลุมนี้ท่ีรูจักกันดี เชน เปปไทด HNP-1 หรือแอลฟาดีเฟนซิน 1 ซ่ึงมีความสําคัญในเซลล
เม็ดเลือดขาวท่ีใชในการทําลายเชื้อโรค (Lehrer et al., 2012) สวนบีตาดีเฟนซิน พบวามีการสรางพันธะได
ซัลไฟดท่ีมีการเขาคูระหวางกรดอะมิโนซิสเตอีน ตําแหนงท่ี 1 กับ 5 (Cys1-Cys5) ตําแหนงท่ี 2 กับ 4 (Cys2-Cys4) 
และตําแหนงท่ี 3 กับ 6 (Cys3-Cys6) (Sharma et al., 2015) นอกจากนี้ยังพบรายงานการสรางพันธะไดซัลไฟด
ของเปปไทดบีตาดีเฟนซินในเตาทะเล (Caretta caretta) ซ่ึงพบวามีการเขาคูระหวางกรดอะมิโนซิสเตอีน ตําแหนง
ท่ี 1 กับ 6 (Cys1-Cys6) ตําแหนงท่ี 2 กับ 5 (Cys2-Cys5) และตําแหนงท่ี 3 กับ 4 (Cys3-Cys4) 
(Chattopadhyay et al., 2006) จะเห็นไดวาการสรางพันธะไดซัลไฟดในโมเลกุลของเปปไทดจะแตกตางกันไป
ข้ึนกับแหลงท่ีมา โดยท่ัวไปแลวเปปไทดกลุมนี้มีการแสดงออกในเซลลเยื่อบุผิว (epithelial cells) และบริเวณอ่ืนๆ 
ท่ัวรางกาย นอกจากนี้ยังพบเปปไทดนี้ไดในสิ่งมีชีวิตอ่ืน ๆ เชน ปลา สัตวเลื้อยคลาน นก และสัตวเลี้ยงลูกดวยนม 
แตยังไมพบในสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก สําหรับเปปไทดซีตาดีเฟนซิน เปนเปปไทดท่ีพบการแสดงออกเฉพาะในกลุม
ของไพรเมต (primate) และพบวาไมมีการแสดงออกในมนุษย (Coronado et al., 2012) ในสวนของ
สัตวเลื้อยคลานยังไมมีรายงานการพบคนยีนแอลฟาดีเฟนซินจะพบเพียงบีตาดีเฟนซินเทานั้น ซ่ึงมีความคลายคลึง
กับดีเฟนซินของสัตวปกเปปไทดบีตาดีเฟนซิน เริ่มมีการศึกษาท้ังในกลุมเตา และ จิ้งจกหรือตุกแก และเม่ือไมนาน
มานี้ไดมีการคนพบยีนบีตาดีเฟนซิน ท่ีแตกตางกันถึง 32 ชนิดในจีโนมของก้ิงกากรีนอาโนล (Anole carolinensis) 
(Dalla et al., 2012) นอกจากนี้เม่ือใชแอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะตอ AcBD15 ซ่ึงเปนเปปไทดบีตาดีเฟนซิน ชนิด
หนึ่งจากจิ้งจก นํามาตรวจสอบหาบีตาดีเฟนซิน ในสัตวเลื้อยคลานชนิดตาง ๆ พบวามีการติดสีของ บีตาดีเฟนซิน 
ในแกรนูลของเม็ดเลือดขาวของจิ้งจก งู เตา และทัวทารา (tuatara) แตไมพบในแกรนูลของเม็ดเลือดขาวของจระเข
และไก  
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      ตารางที่ 2.3  เปปไทดตานจุลชีพของสัตวเลื้อยคลานท่ีมีรายงานในฐานขอมูลเปปไทดตานจุลชีพ  

ชื่อเปปไทด ลาํดับกรดอะมโิน 
ชนดิของ
สิง่มชีวีติ 

ฤทธิต์านจลุชพี 

Defensins    
TBD-1 (Turtle 
β-defensin 1) 

YDLSKNCRLRGGICYIGKCPRRFFRSGSC
SRGNVCCLRFG 

turtle G+, G-, F 

pelovaterin DDTPSSRCGSGGWGPCLPIVDLLCIVHV
TVGCSGGFGCCRIG 

turtle G- 

Cathelicidins    
OH-CATH KRFKKFFKKLKNSVKKRAKKFFKKPRVIG

VSIPF 
Ophiophagu

s hannah 
(snake) 

G+, G- 

derivative 
OH-CATH30 

KFFKKLKNSVKKRAKKFFKKPRVIGVSIPF  G+, G- 

derivative 
OH-CM6 

KFFKKLKKAVKKGFKKFAKV  G+, G- 

BF-CATH KRFKKFFKKLKKSVKKRAKKFFKKPRVIG
VSIPF 

Bungarus 
fasciatus 
(snake) 

Cancer 
cells 

derivative 
BF-30 

KFFRKLKKSVKKRAKEFFKKPRVIGVSIPF Bungarus 
fasciatus 
(snake) 

G+, G- 

derivative 
BF-15 

KFFRKLKKSVVKRFK Bungarus 
fasciatus 
(snake) 

G+, G- 

NA-CATH KRFKKFFKKLKNSVKKRAKKFFKKPKVIG
VTFPF 

Naja atra 
(snake) 

G+, G- 

batroxicidin KRFKKFFKKLKNSVKKRVKKFFRKPRVIG
VTFPF 

Bothrops 
atrox 

G+, G- 

crotalicidin KRFKKFFKKVKKSVKKRLKKIFKKPMVIG
VTIPF 

Crotalus 
durissus 
terrificus 

G+, G- 

Waprin    
omwaprin KDRPKKPGLCPPRPQKPCVKECKNDDS

CPGQQKCCNYGCKDECRDPIFVG 
Oxyuranus 

microlepidot
us 

(snake) 

G+ 
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(*) อธิบายตัวยอของกิจกรรมการทํางานของเปปไทด (activity abbreviations):  
G+, G− คือ สามารถยับยั้งการเจรญิท้ังเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก (G+) และแกรมลบ (G−) 
G−      คือ สามารถยับยั้งการเจรญิเฉพาะเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ 
G+      คือ สามารถยับยั้งการเจรญิเฉพาะเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก 
F        คือ สามารถยับยั้งการเจรญิเฉพาะเช้ือรา 

 

2.2)  เปปไทดคาเธลิซิดิน เปนเปปไทดตานจุลชีพท่ีพบในสิ่งมีชีวิตชั้นสูงพบมากในสัตวเลื้อยคลาน 

แตอยางไรก็ตามยังไมพบเปปไทดบีตาดีเฟนซินในไขของจระเข จากการศึกษาเปปไทดบีตาดีเฟนซินและเปปไทด

ตานจุลชีพชนิดอ่ืนๆ ในสัตวเลื้อยคลานและสัตวชนิดอ่ืน ทําใหทราบวาระบบภูมิคุมกันแบบสืบทอดแตกําเนิดมี

วิวัฒนาการกอนระบบภูมิคุมกันแบบท่ีตองมีการกระตุน อยางนอย 750 ลานป ซ่ึงมีความสําคัญอยางมากในแงของ

การเขาทํางานกอนระบบภูมิคุมกันแบบท่ีตองมีการกระตุนและจําเปนในการทําใหเกิดความจําเพาะของระบบ

ภูมิคุมกันแบบสืบทอดแตกําเนิด ซ่ึงเปปไทดออกฤทธิ์ดังกลาวนี้จะถูกสรางข้ึนแตยังไมพรอมทํางาน (pre-

propeptide) กอน เม่ือไดรับการตัดบางสวนออกดวยเอนไซม จึงจะสามารถทํางานในการตานจุลชีพได ในมนุษย

เปปไทดคาเธลิซิดิน จะถูกเก็บไวในแกรนูลอะซูโรฟลิค (azurophilic granule) ของเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทร

ฟลในรูปของเปปไทดท่ียังไมพรอมทํางาน เชนเดียวกับสัตวชั้นสูงชนิดอ่ืนๆ เม่ือถูกตัดบางสวนดวยเอนไซมโปรตีเอส 

จึงจะอยูในรูปเปปไทดคาเธลิซิดินท่ีพรอมทํางาน เรียกวา เอชซีเอพี 18 (hCAP18) หรือ LL-37 (LL-37) ซ่ึงเปนเปป

ไทดท่ีไมมีกรดอะมิโนซีสเตอีน โครงสรางระดับทุติยภูมิเปนแอลฟาเฮลิกซ มีกรดอะมิโนประมาณ 12-88 กรดอะมิ

โน เปนาคาเธลิซิดินท่ีพบในสัตวเลื้อยคลานชนิดตางๆ มีการแสดงออกแบบอนุรักษบริเวณปลายอะมิโน (N-

terminus) ในเสนเปปไทดท่ียังไมพรอมทํางาน (conserved cathelin domain) (Tongaonkar et al., 2012) ใน

กรณีของคาเธลิซิดินจากไก จะพบเปปไทดนี้ในเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดเฮเทอโรฟล (heterophils) ท่ีไดรับการ

กระตุนดวยไลโปโพลิแซ็กคาไรค จากนั้นเปปไทดจะไดรับการตัดโดยเอนไซมซีรีนโปรตีเอส เพ่ือปลอยเปปไทดคาเธลิ

ซิดิน ท่ีพรอมทํางานออกมา (Wang et al., 2009) นอกจากนี้ยังพบเปปไทดคาเธลิซิดินไลค (cathelicidin-like) 

ในไกสายพันธุ Gallus gallus domesticus จํานวน 4 ชนิด ไดแก chCATH-1, chCATH-2 / CMAP27, chCATH-3 

และ chCATH-B1/ chCATH-4 (van Dijk et al., 2005) จากการศึกษาเปปไทด LL-37 จากเม็ดเลือดขาวของ

มนุษย ซ่ึงสามารถสรุปบทบาทหนาท่ี ท่ีเก่ียวของกับการทํางานในแงของการเปนเปปไทดตานจุลชีพภายในเซลลได

ดังรูปท่ี 2.8  
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รูปที่ 2.8  บทบาทความสําคัญของเปปไทด LL-37 ในระบบภูมิคุมกันของสิ่งมีชีวิต 
 ท่ีมา :  ดัดแปลงจาก Hiemstra et al., 2013 

 
2.3) เปปไทดเฮปซิดิน เปนเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ตานจุลชีพท่ีพบไดในตับ ประกอบดวยกรดอะมิโนซิสเต

อีนจํานวน 8 กรดอะมิโน (4 พันธะไดซัลไฟด) มีฤทธิ์ตานจุลชีพไดหลายชนิด (Park et al., 2001) ยีนท่ีมีการ
ถอดรหัสเปนเปปไทดเฮปซิดินไลค (hepcidin-like) ไดมีการคนพบในจระเขสายพันธุไทย (C. siamensis) ซ่ึงเปป
ไทดชนิดนี้ประกอบดวยกรดอะมิโนจํานวน 26 กรดอะมิโน (Cshepc) (FNSHFPICSYCCNCCRNKGCGLCCRT) และ
คาดวาเปนเปปไทดสวนท่ีพรอมทํางาน (Hao et al., 2012) นอกจากนี้จากการศึกษาการแสดงออกของเปปไทด
ดังกลาวในเชื้อยีสต พบวารีคอมบิแนนทเปปไทดท่ียังไมไดทําการแยกบริสุทธิ์นั้นมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียแกรมบวก เชน Staphylococcus aureus และ Bacillus subtilis และยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย
แกรมลบ เชน Escherichia coli และ Aeromonas sobria ไดอีกดวย นอกจากจระเขแลวเปปไทดเฮปซิดินไลคยัง
พบไดในสัตวเลื้อยคลานกลุมก้ิงกาอาโนล (anole lizard)  

2.4) เปปไทดแอลอีเอพี (LEAP-2) เปนเปปไทดตานจุลชีพท่ีมีความยาว 40 กรดอะมิโน ประกอบดวย
กรดอะมิโนซีสเตอีนจํานวน 4 กรดอะมิโน มีคุณสมบัติเปนประจุบวก และมีลําดับกรดอะมิโนท่ีแตกตางจากเปปไทด
เฮปซิดิน (Krause et al., 2003) เปปไทดแอลอีเอพี 2 พบมีการแสดงออกไดท้ังในตับและอวัยวะอ่ืนๆ แตพบวามี
การแสดงออกมากท่ีสุดในตับ มีฤทธิ์ยับยั้งไดท้ังแบคทีเรียและเชื้อรา เม่ือเกิดการติดเชื้อจากแบคทีเรีย พบวาเปป
ไทดนี้ถูกเหนี่ยวนําใหมีการแสดงออกของเปปไทดเพ่ิมข้ึน นอกจากนี้ยังพบวาเปปไทดแอลอีเอพี 2 จากก้ิงกากรีนอา
โนล       (A. carolinensis) มีการแสดงออกในสัตวเลื้อยคลานอีกหลายชนิด เชน ตะพาบไตหวัน (Pelodiscus 
sinensis) เตาตะวันตก (Chrysemys picta bellii) อัลลิเกเตอรจีน (Alligator sinensis) และอัลลิเกเตอรอเมริกา 
(Alligator mississippiensis) แตอยางไรก็ตามฤทธิ์ตานจุลชีพหรือบทบาททางชีวภาพของเปปไทดใน
สัตวเลื้อยคลานนี้ยังไมไดมีการศึกษา 

2.5) เปปไทดโครตามีน (crotamine) เปนเปปไทดท่ีแยกไดจากงูหางกระดิ่ง มีความยาว 42 กรดอะมิ
โน ประกอบดวยกรดอะมิโนไลซีน จํานวน 9 กรดอะมิโน และกรดอะมิโนซีสเตอีน 6 กรดอะมิโน เปนดเปปไทดท่ีมี
ประจุบวกบนโมเลกุล และมีบางสวนของโครงสรางคลายเปปไทดดีเฟนซิน โดยเฉพาะสวนของ gamma-core 
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motif (Kerkis et al., 2010) ซ่ึงเปปไทดดังกลาวนี้สามารถเขาทําลายเชื้อแบคทีเรียโดยการเจาะเขาไปในเซลล 
(cell-penetrating peptide) งานวิจัยชี้ชัดวาเปปไทดโครตามีนมีการแสดงออกท่ีบริเวณเซลลเยื่อบุผิว (epithelial 
cells) หรือเยื่อเมือก (mucosal surfaces) แสดงฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกไดดี และยังสามารถทําใหเซลล
เมมเบรนของแบคทีเรีย เกิดความเสียหาย ดังนั้นจึงอาจกลาวไดวาโครตามีน เปนปปไทดตานจุลชีพของ
สัตวเลื้อยคลานชนิดหนึ่งท่ีอาจมีบทบาทสําคัญในระบบภูมิคุมกันแบบสืบทอดแตกําเนิดในกลุมสัตวเลื้อยคลาน 

2.6) เปปไทดลิวคร็อคซิน เปนเปปไทดท่ีคนพบในเซลลเม็ดเลือดขาวของจระเขสยาม (Crocodylus 
siamensis) เปปไทดกลุมลิวคร็อคซินนี้มีลําดับกรดอะมิโนท่ีเปนองคประกอบเพียง 7-10 กรดอะมิโน และมี
คุณสมบัติไมชอบน้ํา มีความสามารถตานเชื้อกอโรคไดเปนอยางดี (Pata et al., 2011) หลังจากทําการวิเคราะห
ลําดับกรดอะมิโนท่ีเปนองคประกอบแลว สามารถแบงเปปไทดกลุมนี้เปนเปปไทดลิวคร็อคซิน I (NGVQPKY) มี
น้ําหนักโมเลกุล 806.99 ดาลตัน และเปปไทดลิวคร็อคซิน II (NAGSLLSGWG) มีน้ําหนักโมเลกุล 956.3 ดาลตัน 
จากการศึกษากลไกการเขาทําลายเซลลแบคทีเรียโดยอาศัยเทคนิคกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนชนิดสองกราด (SEM) 
พบวาเปปไทดลิวคร็อคซินสามารถทําลายเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยทําใหเกิดความ
ผิดปกติท่ีเซลล        เมมเบรนของแบคทีเรียในลักษณะเกิดการพองท่ีผิวเซลล นอกจากนี้ยังพบวาความเสียหายของ
เซลลเมมเบรนมีความสัมพันธโดยตรงกับความเขมขน (concentration dependence) ท่ีเพ่ิมข้ึนของเปปไทด ซ่ึง
สามารถแสดงลําดับกรดอะมิโนของเปปไทดลิวคร็อคซินและอนุพันธุ ดังแสดงในตารางท่ี 2.4 

ตารางที่ 2.4  ลักษณะพ้ืนฐานทางชีวเคมีของเปปไทดลิวคร็อคซินและอนุพันธของลิวคร็อคซิน 

เปปไทด ลาํดับกรดอะมโิน 
น้าํหนกัโมเลกลุ 

(ดาลตนั) 
ประจสุทุธ ิ ความไมชอบน้าํ 

leucrocin I NGVQPKY 804.91 +2 43 (%) 
NY15 NKKAGLFVVQFPKY-NH2 1767.16 +4 40 (%) 
KT2 NGVQPKYKWWKWWKKWW-NH2 2433.92 +7 53 (%) 

RT2 
NGVQPKYRWWRWWRWWRRWW-
NH2 

2545.97 +7 53 (%) 

ท่ีมา : สมปอง, 2558 
 

2.4.2 โปรตีนและเปปไทดตานจุลชีพในสัตวสะเทินน้ําสะเทนิบก (antimicrobial peptide in amphibians) 
 สัตวสะเทินน้ําสะเทินบก (กบ) เปนสิ่งมีชีวิตโบราณท่ีมีระบบภูมิคุมกันท่ีมีวิวัฒนาการสูง ซ่ึงผิวหนัง

ของสัตวกลุมนี้มีความสําคัญอยางยิ่งตอการรักษาสมดุลของของเหลว การหายใจ และการขนสงไอออนท่ี
จําเปน และการปองกันภูมิคุมกันของผิวหนังจะมีการทํางานรวมกันกับการตอบสนองทางสรีรวิทยาของ
รางกาย หนึ่งในการปองกันตามธรรมชาติของผิวคือ การสรางเปปไทดตานจุลชีพจากตอม granular glands 
ซ่ึงการปลดปลอยสารพิษ (toxin) จาก granular glands จะเริ่มตนโดยการกระตุนของเสนประสาท 
sympathetic nerves เพ่ือสรางเปปไทดตานจุลชีพบริเวณผิวหนังของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกใหทําหนาท่ีใน
การปองกันจากเชื้อโรคจุลินทรียท่ีบุกรุก ดังนั้นผิวหนังของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกจึงมีบทบาทคามสําคัญตอ
การตอบสนองของระบบภูมคุมกันท้ังระบบภูมิคุมกันแบบสืบทอดแตกําเนิด (innate immunity) และระบบ
ภูมิคุมกันแบบท่ีตองมีการกระตุน (adaptive immunity) หลังจากมีการคนพบเปปไทดตานจุลชีพท่ีชื่อวา 
magainins จากผิวหนังของกบ African clawed frog (Xenopuslaevis) ซ่ึงถูกคนพบโดย Michael Zasloff 
และมีการศึกษาเชิงลึกจนทราบกลไกการเขาทําลายเชื้อจุลชีพท่ีเมมเบรนโดยมีกลไกการทําลายแบบ toroidal-
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pore หลังจากนั้นมา 20 ปตอมานักวิทยาศาสตรไดมีการคนควาและศึกษาเปปไทดตานจุลชีพกันมากข้ึนใน
กลุมสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกโดยเฉพาะกบ ซ่ึงพบวาเปปไทดตานจุลชีพของผิวหนังกบมีขนาดแตกตางกันไป 
ตั้งแตขนาด 8-48 กรดอะมิโน (Michael and Sonnevend, 2011) และเม่ือเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโน
ของเปปไทดตานจุลชีพของกบจํานวน 11 เปปไทด พบวาบริเวณท่ีแสดงฤทธิ์ตานจุลชีพนั้นมีความอนุรักษสูง
มาก (conserved) (Abbassi et al., 2010) จากการศึกษาเปปไทดตานจุลชีพในกบ พบวาเปปไทดเหลานี้เปน
เปปไทดประจุบวก (cationic peptide) โดยท่ัวไปจะมีประจุระหวาง +2 ถึง +6 ท่ีคา pH 7 และในโครงสราง
เปปไทดยังพบวา ประกอบดวยกรดอะมิโนไลซีนและมีคุณสมบัติไฮโดรโฟบิก 50% โดยจะพบกรดอะมิโนลิวซีน 
และ ไอโซลิวเปนจํานวนมากในโครงสราง ซ่ึงการมีคงามหลากหลายทางโครงสราง (structure variation) จะ
สงผลโดยตรงตอการทํางานในแงการเขาทํางายเชื้อจุลชีพแบบกวาง (broad spectrum) และความจําเพาะ
สําหรับจุลินทรียตาง จากการศึกษาทําใหสามารถคนพบและสามารถนําเปปไทดตานจุลชีพท่ีแยกไดจากผิวหนัง
ของกบไปพัฒนาใชในการยับยั้งเชื้อจุลินทรียกอโรคกลุมดื้อยาปฏิชีวนะไดอยางมีประสิทธิภาพ (ตารางท่ี 2.5) 

 
ตารางที่ 2.5 เปปไทดตานจุลชีพท่ีสรางจากผิวหนังของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก (กบ)  

สายพนัธุกบ เปปไทดตานจลุชพี โครงสรางเปปไทด จลุชีพเปาหมาย 

Midwife toad 
 

Alyteserin-1c GLKDIFKAGLGSLVKGIAAHVAN 
Multidrug-resistant 

Acinetobacter 
baumannii (MDRAB) 

Mink frog 
 

Brevinin-2 
 

GIWDTIKSMGKVFAGKILQNL 
Multidrug-resistant 

A. baumannii (MDRAB) 

Tailed frog 
 

Ascaphin-8 GFKDLLKGAAKALVKTVLF 
Extended-spectrum β- 

lactamase (ESBL) 
Klebsiella pneumoniae 

Paradoxical frog 
 

Pseudin-2 GLNALKKVFQGIHEAIKLINNHVQ 
Antibiotic-resistant 

Escherichia coli 
African running frog 

 
Kassinatuerin-1 GFMKYIGPLIPHAVKAISDL I 

Antibiotic-resistant 
Escherichia coli 

California red-
legged frog 

Temporin-DRa HFLGTLVNLAKKIL 
Methicillin-resistant 

S. aureus (MRSA)  
Green paddy frog 

 
Brevinin-2 GVIKSVLKGVAKTVALGML 

Methicillin-resistant 
S. aureus (MRSA) 

Hokkaido frog 
 

Brevinin-2PRa 
GLMSLFKGVLKTAGKHIFKNVGG
SLLDQAKCKITGEC 

Antibiotic-resistant 
Pseudomonas aeruginosa 

Foothill yellow-
legged frog 

Brevinin-1BYa FLPILASLAAKFGPKLFCLVTKKC 
Fluconazole-resistant 

Candida spp. 
ท่ีมา : ดัดแปลงจาก Michael and Sonnevend, 2011 
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2.4.3 เปปไทดตานจลุชีพในสัตวขอปลอง (antimicrobial peptide in arthropods)  
ระบบการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันแบบสืบทอดแตกําเนิด (innate immunity) ของสัตวขอ

ปลอง หรือ อาโทพอรด เม่ือมีการบุกรุกของเชื้อจุลินทรียนั้น มีวิวัฒนาการการท่ีซับซอน กลาวคือเม่ือเกิดการ
ติดเชื้อจุลชีพข้ึนภายในรางกายของสัตวขอปลอง เปปไทดตานจุลชีพจะถูกสรางข้ึนเพ่ือเขามาทําลายเชื้อจุลชีพ
อยางรวดเร็ว ในระหวางนี้สัตวขอปลองจะมีการสรางสารพิษจากตอมพิษ (venom glands) ท่ีประกอบดวย
เอนไซมตางๆ สารโมเลกุลขนาดเล็ก (low-molecular-mass compounds) สารกลุม neurotoxins รวมถึง 
cytolytic peptides จะทํางานรวมกันเพ่ือทําลายเชื้อจุลชีพ ในทํานองเดียวกันเม่ือเกิดการติดเชื้อในสัตวขอ
ปลองกลุม    ครัสเตเชี่ยน (crustaceans) จะมีสรางเปปไทดตานจุลชีพและเก็บไวในเฮโมไซด (hemocytes) 
จากนั้นจะปลดปลอยโมเลกุลเปปไทดออกมาในระบบหมุนเวียนเลือด (hemolymph) ดวยกระบวนการท่ี
เรียกวา exocytosis ในขณะท่ีสัตวขอปลองกลุมแมลงจะสรางเปปไทดตานจุลชีพตอจุลินทรียบุกรุกตาม
ลักษณะของ immunogenic ของจุลชีพนั้นๆ ซ่ึงเปปไทดเหลานั้นจะถูกสรางข้ึนใน fat body ของแมลง (รูปท่ี 
2.9) โดยถูกกระตุนผาน 2 วิถี ท่ีแตกตางกัน คือ 1) เปปไทดตานจุลชีพถูกกระตุนใหสรางผาน Imd pathway 
ซ่ึงควบคุมการตอบสนองทางภูมิคุมกันตอแบคทีเรียแกรมลบเทานั้น 2) เปปไทดตานจุลชีพถูกกระตุนใหสราง
ผาน Toll pathway เม่ือเกิดการติดเชื้อราและแบคทีเรียแกรมบวก (Hoffmann and Reichhart, 2002)  

 

 
 

รปูที ่2.9 สรีรวิทยาของแมลงเม่ือมีการติดเชื้อจุลชีพและมีการสรางเปปไทดตานจุลชีพท่ี fat body  
ท่ีมา : ดัดแปลงจาก Castillo et al., 2011   
 

เปปไทดตานจุลชีพในแมลงมีตนกําเนิดการศึกษามาจากเปปไทด cecropins ซ่ึงมีการแยกบริสุทธิ์
และศึกษาคุณสมบัติการทําลายเชื้อแบคทีเรียอยางกวางขวางในกลุมแมลง หลังจากนั้นก็มีการคนพบเปปไทดท่ี
เปนอนุพันธุของเปปไทด cecropins ไดแก เปปไทด sarcotoxins เปปไทด hyphancin เปปไทด enbocin 
และเปปไทด spodopsin รวมถึงเปปไทด cecropin-like molecules ซ่ึงพบวาเปปไทด cecropins จาก
แมลงถูกคนพบครั้งแรกเลือดของผีเสื้อกลางคืน (Hyalophora cecropia) โดยท่ัวไปเปปไทดตานจุลชีพใน
แมลงจะประกอบดวยกรดอะมิโน 29-42 กรดอะมิโน มีลักษณะเปนเปปไทดเสนตรง (linear-antimicrobial 
peptides) ท่ีไมมีกรดอะมิโนซีสเตอีน (cysteine) เปนสวนประกอบ (Steiner et al., 1981) เพ่ือใหเขาใจ
กลไกการแสดงฤทธิ์ทางชีวภาพของเปปไทด ดังนั้นการศึกษาและทํานายโครงสรางเปปไทดท้ังโครงสรางระดับ
ปฐมภูมิ (primary structure) และโครงสรางระดับทุติยภูมิ (secondary structure) จึงเปนสิ่งสําคัญ ซ่ึง
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พบวาปจจุบันเปปไทดตานจุลชีพท่ีคนพบจากแมลงไดถูกศึกษาโครงสรางของเปปไทดหลายชนิดดังแสดงใน   
รูปท่ี 2.10 และ ตารางท่ี 2.6  

 

 
 

รปูที ่2.10 แสดงลักษณะโครงสรางเปปไทดตานจุลชีพในแมลง 
 ท่ีมา : Bulet and Stöcklin, 2005 

 
ตารางที่ 2.6 แสดงลําดับกรดอะมิโนของเปปไทดตานจุลชีพจากแมลง 

ชนดิแมลง ชื่อเปปไทด โครงสรางระดับปฐมภมู ิ
ผีเสื้อกลางคืน 

(Hyalophora cecropia) 
Cecropin A KWKLFKKIEKVGQNIRDGIIKAGPAVAVVGQATQIAK 

แมลงวัน 
(Sarcophaga peregrine) 

Sarcotoxin IA GWLKKIGKKIERVGQHTRDATIQGLGIAQQAANVAATAR 

แมลงวันทอง 
(Drosophila melanogaster) 

Cecropin A GWLKKIGKKIERVGQHTRDATIQGLGIAQQAANVAATAR 

ยุงลาย 
(Aedes aegypti) 

Cecropin A GGLKKLGKKLEGAGKRVFNAAEKALPVVAGAKALRK 

ยุงลายสวน 
(Aedes albopictus) 

Cecropin A1 GGLKKLGKKLEGVGKRVFKASEKALPVAVGIKALGK 

ยุงกนปลอง 
(Anopheles gambiae) 

Cecropin A GRLKKLGKKIEGAGKRVFKAAEKALPVVAGVKAL 

หนอนไหม 
(Bombyx mori) 

Cecropin D GNFFKDLEKMGQRVRDAVISAAPAVDTLAKAKALGQ 
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ชนดิแมลง ชื่อเปปไทด โครงสรางระดับปฐมภมู ิ
Pachycondylas goeldii Ponericin G2 GWKDWLKKGKEWLKAKGPGIVKAALQAATQ 
Cerratitis capitata Ceratotoxin SIGSAFKKALPVAKKIGKAALPIAKAALP 
Stomoxys calcitrans Stomoxyn RGFRKHFNKLVKKVKHTISETAHVAKDTAVIAGSGAAVVAAT 
Pseudacanthothermes 
spiniger 

Spinigerin HVDKKVADKVLLLKQLRIMRLLTRL 

ท่ีมา : Bulet and Stöcklin, 2005 
 
2.5 โครงสรางและกลไกการทํางานของโปรตีนและเปปไทดตานจุลชีพ 

 เปปไทดตานจุลชีพเปนสารชีวโมเลกุลขนาดเล็ก ท่ีรางกายผลิตข้ึนหรือเกิดจากการยอยโมเลกุลของ
โปรตีนขนาดใหญใหมีขนาดเล็กลง และเปนองคประกอบท่ีสําคัญในระบบภูมิคุมกันสืบทอด (innate 
immunity) ซ่ึงสรางไดอยางรวดเร็วและสามารถทําลายเชื้อกอโรคอยางไมจําเพาะ เปปไทดตานจุลชีพนั้นมี
บทบาทสําคัญอยางมากในกลไกการทําลายสิ่งแปลกปลอมระยะแรกหลังจากเชื้อกอโรคเขาสูรางกาย นอกจาก
นี้เปปไทดเหลานี้ยังมีฤทธิ์ทําลายเชื้อกอโรคหลายชนิด เชน เชื้อแบคทีเรีย เชื้อรา และเชื้อไวรัส เปนตน 
นอกจากเชื้อโรคตางๆ เหลานี้แลวยังพบฤทธิ์ในการทําลายเซลลมะเร็งอีกดวย โดยกลไกการทําลายเชื้อแตละ
ชนิดของเปปไทดจะแตกตางกันไปตามคุณลักษณะและแหลงท่ีเปปไทดถูกสรางข้ึน ตัวอยางบริเวณท่ีมีการ
สรางเปปไทดตานจุลชีพ ไดแก ผิวหนัง ระบบทางเดินอาหาร ระบบเลือด และระบบทางเดินหายใจ นอกจากนี้ 
พบวาเปปไทดตานจุลชีพยังสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันแบบท่ีตองมีการกระตุน (adaptive immunity) 
โดยเฉพาะในสัตวชั้นสูง จะเห็นไดวาเปปไทดตานจุลชีพ มีบทบาทและหนาท่ีท่ีหลากหลาย สามารถสรุปเปน
ภาพรวมของบทบาทความสําคัญของเปปไทดตานจุลชีพในระบบภูมิคุมกันไดดังรูปท่ี 2.11  

 
 

 
 

รปูที ่2.11  บทบาทความสําคัญของเปปไทดตานจุลชีพในระบบภูมิคุมกันของสิ่งมีชีวิต 

 ท่ีมา :  สมปอง, 2558 
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2.5.1 ความหลากหลายทางโครงสรางของเปปไทดตานจุลชีพ  
โครงสรางของเปปไทดตานจุลชีพถือวามีลักษณะเฉพาะและหลากหลาย ซ่ึงมีบทบาทสําคัญตอ

ฤทธิ์ทางชีวภาพ ในปจจุบันการศึกษาโครงสรางของเปปไทดจะอาศัยเทคนิคท่ีเรียกวา nuclear magnetic 
resonance (NMR) ซ่ึงถือวามีประสิทธิภาพและความแมนยําในการวิเคราะหสูง ดังนั้นหากอาศัยคุณสมบัติ
ของกรดอะมิโนท่ีเปนองคประกอบและลักษณะทางโครงสรางของเปปไทดในการจําแนกประเภทของเปปไทด
ตานจุลชีพ จะสามารถแบงไดเปน 4 กลุม ดังนี้ 

1) เปปไทดท่ีมีสมบัติเปนประจุลบ (anionic peptides) 
เปปไทดตานจุลชีพประจุลบเปนเปปไทดขนาดเล็กซ่ึงมีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 700-800 

ดาลตัน มักพบในสารสกัดของผิวหนัง เยื่อเมือกของระบบหลอดลม และเซลลเยื่อบุผิวของระบบทางเดิน
หายใจ [17-19] ท้ังนี้เปปไทดกลุมนี้พบเพียงเล็กนอยในธรรมชาติ สามารถทําลายเชื้อแบคทีเรียไดท้ังแกรมบวก
และแกรมลบ แตอยางไรก็ตามพบวาเปปไทดนี้จะอาศัยธาตุในกลุมโลหะสังกะสี (Zn) เปนโคแฟกเตอรในการ
ออกฤทธิ์ ตัวอยางของเปปไทดในกลุมนี้ ไดแก เปปไทดแม็กซิมินเอช 5 (maximin H5) จากผิวหนังของกบสาย
พันธุ Bombina maxima และเปปไทดเดิรมซิดิน (dermcidin) ท่ีแยกไดจากสารคัดหลั่งของตอมเหง่ือใน
มนุษย เปนตน 

2) เปปไทดท่ีมีสมบัติเปนประจุบวกเปนเกลียวแอลฟา (linear cationic α–helical 
peptides) 
เปปไทดตานจุลชีพประจุบวกมีลักษณะเปนสายสั้นๆ ซ่ึงมีกรดอะมิโนตั้งแต 40 กรดอะมิโน

เปนองคประกอบ และเปนเปปไทดตานจุลชีพท่ีคนพบมากท่ีสุด โดยปจจุบันไดมีการคนพบแลวประมาณ 300 
ชนิด โดยไมมีกรดอะมิโนซิสเตอีนเปนองคประกอบในโมเลกุลและมีโครงสรางท่ีเรียกวา kink อยูตรงกลางสาย 
(Tossi et al., 2000) และโครงสรางเกลียวแอลฟาจะเกิดข้ึนไดในสารละลายจําเพาะบางชนิด ไดแก ไตรฟลูออ
โรเอทานอล (trifluoroethanol) โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (sodium dodecyl sulphate micelles) ถุงฟอส
โฟไลพิดและไลโปโซม (phospholipid vesicles and liposomes) และไลพิด A เปนองคประกอบ 
(Gennaro et al., 2000) ยกตัวอยาง เชน เปปไทดแอลแอล 37 เปปไทดบูโฟริน II (buforin II) เปนตน 

3) เปปไทดท่ีมีสมบัติเปนประจุบวกและประกอบดวยกรดอะมิโนท่ีจําเพาะ (cationic 
peptides enriched for specific amino acids) 
เปปไทดตานจุลชีพในกลุมนี้คนพบแลวประมาณ 40 ชนิด มีลักษณะโมเลกุลเปนสายและ

ไมมีเกลียวแอลฟาในโครงสราง ท้ังนี้ยังมีสมบัติเปนประจุบวกและภายในโมเลกุลมีกรดอะมิโนบางชนิดอยูใน
ปริมาณท่ีสูง (Otvos, 2002) ยกตัวอยาง เชน เปปไทดแบคทีนีซิน (bactenecin) และเปปไทดพีอาร 39 (PR-
39) ซ่ึงเปปไทดท้ังสองชนิดนี้ภายในโมเลกุลประกอบดวยกรดอะมิโนโพรลีนสูงถึงรอยละ 33-49 และมีกรดอะ
มิโนอารจินีน ประมาณรอยละ 13-33 นอกจากนี้ยังมีเปปไทดอินโดลิซิดิน ซ่ึงมีกรดอะมิโนทริปโตเฟนอยูใน
ปริมาณมาก จากการท่ีมีกรดอะมิโนกลุมไมชอบน้ําจํานวนมากในโครงสรางจึงสงผลใหเปปไทดกลุมนี้มีสมบัติ
ความไมชอบน้ําในโมเลกุลสูง สมบัตินี้มีบทบาทสําคัญในการเขาทําลายเชื้อแบคทีเรีย 

4) เปปไทดท่ีมีสมบัติเปนประจุลบและประจุบวกซ่ึงมีกรดอะมิโนซิสเตอีนและสรางพันธะได
ซัลไฟดเปนองคประกอบ (anionic and cationic peptides that contain cysteine 
and form disulfide bonds)  
เปปไทดตานจุลชีพในกลุมนี้เปนกลุมท่ีใหญท่ีสุด มีเปปไทดท่ีคนพบแลวประมาณ 380 ชนิด 

โมเลกุลอาจจะมีสมบัติเปนท้ังประจุบวกและประจุลบ นอกจากนี้ภายในโมเลกุลจะมีกรดอะมิโนซิสเตอีนเปน
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องคประกอบทําใหเกิดพันธะไดซัลไฟดท่ีมีผลตอความเสถียรของโครงสรางแบบแผนบีตา (Brogden, 2005) 
ตัวอยางเปปไทดในกลุมนี้ ไดแก เปปไทดโปรทีกริน (protegrin) ลักษณะโครงสรางภายในโมเลกุลของเปปไทด
นี้ประกอบดวยกรดอะมิโนซิสเตอีน 4 ตําแหนง ซ่ึงสรางพันธะไดซัลไฟดได 2 พันธะ นอกจากนี้ยังมีเปปไทดใน
กลุมดีเฟนซินชึ่งเปนเปปไทดท่ีมีบทบาทและหนาท่ีเปนภูมิคุมกันสืบทอดอยางนอย 3 ชนิด คือ เปปไทดแอลฟา
ดีเฟนซิน ซ่ึงมีพันธะไดซัลไฟดจํานวน 3 พันธะภายในโมเลกุล และเปปไทดซีตาดีเฟนซินท่ีพบในสิ่งมีชีวิตชนิด
อ่ืนๆ เชน ลิง นอกจากนี้ พบวามีเปปไทดชนิดอ่ืนท่ีประกอบดวยพันธะไดซัลไฟดจํานวน 3 พันธะ เชนเดียวกัน 
แตมีโครงสรางเปนวง เชน เปปไทดดีเฟนซินจากแมลง เปปไทดดีเฟนซินจากพืช เปนตน  

2.5.2 กลไกการทาํลายเชือ้แบคทเีรยีของเปปไทดตานจลุชพี 
การศึกษาเก่ียวกับกลไกการเขาทําลายเซลลของเปปไทดตานจุลชีพ มีหลายวิธีและตองใช

หลายเทคนิคประกอบกัน ตามลักษณะเฉพาะของเปปไทดและเซลลเปาหมาย โดยเซลลเปาหมายท่ีนิยมนํามา
ศึกษาและสามารถอธิบายกลไกการทําลายของเปปไทดตานจุลชีพไดอยางละเอียด คือเซลลแบคทีเรีย และไล
โปโซม ซ่ึงเปนเซลลเมมเบรนจําลอง โดยใชอัตราสวนของฟอสโฟไลพิดแตละชนิดตามสัดสวนจริงในเซลล
แบคทีเรีย จากการศึกษาท่ีผานมา พบวากลไกการทําลายของเปปไทดสามารถเกิดไดตั้งแตบริเวณผิวเซลลท่ีอยู
ภายนอก เชน การทําใหเกิดการสูญเสียความสมดุลหรือการเกิดรูรั่วท่ีเซลลเมมเบรน จนกระท่ังถึงโมเลกุลตางๆ 
ท่ีอยูภายในเซลล ยกตัวอยางเชน ดีเอ็นเอ หรือโปรตีน ท่ีเก่ียวของในกระบวนการรอดชีวิต และกระบวนการ
เจริญของเซลลเปนตน (Yang et al., 2011) โดยพบวาเปปไทดจะสามารถเขาไปแทรกในเยื่อหุมเซลลดวย 4 
กลไกหลัก ดังนี้ 

1) แบบจําลอง Toroidal-pore 
หลังจากเปปไทดเคลื่อนผานชั้นโพลีแซ็กคาไรดของผิวเซลลแบคทีเรียลงไปยังชั้นเซลล 

เมมเบรน เปปไทดจะอาศัยสมบัติความเปนประจุบวกเขาจับกับหมูฟงกชันของไลพิดบนเยื่อหุมเซลลเมมเบรน 
จากนั้นโมเลกุลของเปปไทดท่ีอยูใกลกันจะสรางรู โดยการเหนี่ยวนําใหเกิดการโคงงอของโมเลกุลของฟอส
โฟไลพิดตามแนวการวางตัวของเปปไทดท่ีแทรกตัวผานเซลลเซลลเมมเบรน ดังรูปท่ี 2.12 ตัวอยางเปปไทดใน
กลุมนี้ ไดแก เปปไทดอูเรอิน 3.3 (aurein 3.3) เปปไทดอะเรนิซิน (arenicin) และเปปไทดมาเกนนิน 2  

 
 

รปูที ่2.12  แบบจําลอง toroidal-pore บนผิวเซลลเมมเบรน 

                                            ท่ีมา : สมปอง, 2558 
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2) แบบจําลอง Carpet 
แบบจําลอง carpet มีลักษณะคลายกับ detergent โดยในระยะท่ีความเขมขนของเปปไทด

ต่ําๆ โมเลกุลของเปปไทดจะวางตัวในแนวขนานไปกับผิวเซลลเมมเบรนและกระจายตัวออกไปรอบๆ ตาม
ความเขมขนท่ีเพ่ิมข้ึน เพ่ือปกคลุมท่ัวผิวเซลลเมมเบรนในลักษณะปูพรม เม่ือเปปไทดมีความเขมขนสูงข้ึน
โมเลกุลของเปปไทดท่ีอยูใกลกันจะทําใหเกิดการโคงงอของฟอสโฟไลพิดบนเซลลเมมเบรน จนกระท่ังทําใหเกิด
การหลุดออกของเยื่อไขมันสองชั้นบางสวนในลักษณะไมเซลล (micelles) ดังรูปท่ี 2.13 ซ่ึงทําใหเกิดรูบนเซลล
เมมเบรน จนกระท่ังถึงความเขมขนท่ีสูงพอจะเกิดรูขนาดใหญบนเซลลเมมเบรน (toroidal transient holes) 
ทําใหโมเลกุลของเปปไทดท่ีเหลือสามารถผานเขาสูเซลลเปาหมายไดงายข้ึน (Brogden, 2005) ตัวอยางเปป
ไทดท่ีใชกลไกนี้ในการทําลายเซลลแบคทีเรีย เชน เปปไทดพีเอลเอ็น 149 เอ (Pln149a) และเปปไทดเเอลแอล 
37 เปนตน (Dean et al., 2010) 

 
 

รปูที ่2.13  แบบจําลอง carpet บนผิวเซลลเมมเบรน 

                                                  ท่ีมา : สมปอง, 2558 
 

3) แบบจําลอง Barrel-stave 
แบบจําลองนี้เกิดไดกับเปปไทดในกลุมท่ีมีโครงสรางเปนเกลียวแอลฟา โดยโครงสรางนี้จะมี

ครึ่งหนึ่งท่ีมีสมบัติชอบน้ําและอีกครึ่งท่ีไมชอบน้ํา โดยในระยะแรกโมเลกุลของเปปไทดตางๆ จะวางตัวใน
แนวขนานไปกับผิวเซลลเมมเบรนโดยอาศัยแรงดึงดูดระหวางประจุ จากนั้นโมเลกุลของเปปไทดท่ีอยูใกลกันจะ
เริ่มสรางรูท่ีผิวเซลลเมมเบรนโดยโมเลกุลของเปปไทดจะวางตัวในแนวตั้งฉากและแทรกเขาสูเซลลเมมเบรนโดย
อาศัยสวนท่ีไมชอบน้ําของเปปไทดกับสวนท่ีไมชอบน้ําของฟอสโฟไลพิด หลังจากนั้นจะเกิดแรงผลักระหวาง
ประจุบวกบนสวนท่ีชอบน้ําของเปปไทดแตละโมเลกุลจนเกิดชองผานของของเหลว (aqueous channel) ข้ึน
หลายจุดบนผิวเซลลเมมเบรน ดังรูปท่ี 2.14 ซ่ึงการเกิดรูบนเซลลเมมเบรนในลักษณะนี้ จะนํามาซ่ึงความผิด
ปกติของผนังเซลลแบคทีเรีย ไดแก 1) การเสียสมบัติของการรักษาความเปนข้ัว (loss of polarization) 2) 
การหลุดออกของสวนประกอบภายในเซลลสูภายนอก (leaking of cellular contents) 3) การสูญเสียสมดุล
ของเซลลเมมเบรนเนื่องจากการกระจายตัวของไลพิดผิดปกติ หรือ 4) การกระตุนประสิทธิภาพการทํางานของ
เอนไซมไฮโดรเลสในการเขาทําลายผนังเซลลจนทําใหแบคทีเรียตายในท่ีสุด ตัวอยางของเปปไทดในกลุมนี้ เชน 
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เปปไทดเอสเค 84 (SK84)เปปไทดเอชเอฟ 1 (Hf-1) และเปปไทดซีทีเอกซเอชเอ (Ctx-Ha) เปนตน (Lu et al., 
2010) 

 
 

รปูที ่2.14  แบบจําลอง barrel-stave บนผิวเซลลเมมเบรน 

 ท่ีมา : สมปอง, 2558 
 

4) แบบจําลอง Aggregate channel  
 แบบจําลองนี้ ไดนํามาอธิบายภายใตแนวคิดท่ีวากลไกการทําลายเซลลเปาหมายของ 

เปปไทดท่ีมีฤทธิ์ตานจุลชีพไมนาจะเกิดไดเพียงแคการทําใหเกิดการสูญเสียสมดุลของเยื่อเลือกผานเทานั้น 
แบบจําลองนี้มีกลไกเริ่มตนจากเปปไทดเขาจับแทนท่ีไอออนของ Mg2+ และ Ca2+ ท่ีจับอยูกับโมเลกุลของ      
ไลโปโพลีแซ็กคาไรดบนผิวเซลลแบคทีเรีย จากนั้นเปปไทดเหลานี้จะทําใหเกิดลักษณะท่ีผิดปกติบนเซลลเมม
เบรน (membrane perturbation) ไดแก 1) การสรางบริเวณท่ีจําเพาะระหวางเปปไทดกับไลพิดบนผิวเซลล
เมมเบรน 2) การกระตุนใหเกิดการแยกตัวของฟอสโฟไลพิดกลุมท่ีไมมีประจุออกจากฟอสโฟไลพิดกลุมท่ีมี
ประจุลบโดยการทํางานของเปปไทด และ 3) การสรางกอนไขมันจากฟอสโฟไลพิดกลุมท่ีมีประจุลบตอเปปไทด
จนทําใหเกิดชองบนเซลลเมมเบรน ดังรูปท่ี 2.15 ลักษณะท้ังหมดนี้สงผลใหเกิดการรั่วของไอออนตางๆ จาก
ภายในเซลลออกสูภายนอกเซลล ตัวอยางของเปปไทดในกลุมนี้ไดแก เปปไทดมาคูเลติน 1.1 (maculatin 1.1) 
(Bond et al., 2008) 
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รปูที ่2.15  แบบจําลอง Aggregate channel บนผิวเซลลเมมเบรน 

 ท่ีมา : สมปอง, 2558 
 
2.6 แนวโนมการพัฒนาและการประยุกตใชเปปไทดตานจุลชีพในปจจุบัน 

ดวยความสามารถในการตานเชื้อกอโรคไดหลากหลายชนิดของเปปไทดตานจุลชีพ จึงทําใหมีการนํา     
เปปไทดตานจุลชีพมาใชประโยชนในดานตางๆ โดยเฉพาะการพัฒนาไปสูการใชเปนยาปฏิชีวนะเพ่ือรักษาโรค
ในมนุษย นอกจากนี้เปปไทดตานจุลชีพสวนใหญยังพบในสิ่งมีชีวิตชั้นสูงเชนเดียวกับมนุษย จึงเชื่อวาเปปไทด
เหลานี้อาจนํามาใชกับมนุษยไดโดยไมกอใหเกิดอันตรายใดๆ ดังนั้นในบทนี้ผูเขียนจึงมีความประสงคท่ีจะแสดง
ใหเห็นถึงแนวโนมของการพัฒนาเปปไทดตานจุลชีพสูการนําไปใชประโยชน รวมไปถึงการประยุกตใชเปปไทด
ตานจุลชีพในปจจุบันโดยท่ัวไปการผลิตยาท่ีใชในการรักษาโรคในมนุษย ตองอาศัยขอมูลการศึกษาเชิง
พิษวิทยาเภสัชวิทยา และทางคลินิก ซ่ึงประกอบดวยการศึกษาระยะกอนทดลองในมนุษย (pre-clinical 
study) และการศึกษาทางคลินิกในมนุษย (clinical trials) เพ่ือประเมินวายาแตละขนานมีความปลอดภัย
เพียงพอตอการนํามาใชหรือไม ในปจจุบันยารักษาโรคท่ีมีขายตามทองตลาดสวนใหญมักเปนยาท่ีไดจากการ
สังเคราะหข้ึน จากขอมูลการผลิตยาในชวงป พ.ศ. 2554-2555 พบเปปไทดตานจุลชีพประมาณ 500-600 
ชนิด อยูในข้ันตอนการศึกษาระยะกอนทดลองในมนุษย และมีเปปไทดอีก 128 ชนิด อยูในข้ันตอนการศึกษา
ทางคลินิกในมนุษย ซ่ึงประกอบดวยการศึกษาทางคลินิกระยะท่ี 1 จํานวน 40 ชนิด ระยะท่ี 2 จํานวน 74 
ชนิด และระยะท่ี 3 จํานวน 14 ชนิด   (Lax et al., 2013) ปจจุบันพบวา การประยุกตใชเปปไทดตานจุลชีพ
สําหรับเปนยารักษาโรคนั้นสวนใหญเปนเปปไทดท่ีไดจากการสังเคราะหและปรับปรุงคุณสมบัติบางประการ ซ่ึง
เปนขอจํากัดท่ีมีในเปปไทดตามธรรมชาติ เชน การเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนของสายเปปไทดจากรูป L (L-
form) เปนรูป D (D-form) เนื่องจากกรดอะมิโนในรูป L ไมเสถียร มักถูกยอยไดโดยเอนไซมชนิดตางๆ เปนตน 
ดังนั้นในปจจุบันจึงมีการปรับปรุงหรือเปลี่ยนแปลงภายในโมเลกุลของเปปไทดเพ่ือเพ่ิมความเสถียรใหกับ
โมเลกุลของเปปไทด ไดแก การเติมกรดอะมิโนท่ีไมมีในธรรมชาติ (introducing non-natural amino acids) 
การปองกันปลายสายเปปไทด (terminal protection) การทําใหเกิดโครงสรางแบบไซคลิก (cyclization) 
และการเปลี่ยนแปลงโครงสรางแกนกลาง (backbone modification) (Li et al., 2013) ซ่ึงวิธีการปรับปรุง
คุณสมบัติทางเคมีเพ่ือเพ่ิมคุณสมบัติทางยาของเปปไทดใหดีข้ึน สําหรับการประยุกตใชประโยชนจากเปปไทด
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ตานจุลชีพในปจจุบันนั้นมีความหลากหลายแตอยางไรก็ตามหนังสือเลมนี้ขอกลาวถึงการประยุกตใชประโยชน
เปปไทดตานจุลชีพใน 4 ประเด็นหลัก ดังตอไปนี้  

 
2.6.1 การประยุกตใชเพื่อการรักษาโรคติดเชื้อ 

 เปปไทดตานจุลชีพและอนุพันธตางๆ ไดรับความสนใจในการนํามาประยุกตเปนยาปฏิชีวนะ 
เนื่องจากคุณสมบัติหลักของเปปไทดตานจุลชีพ คือ การทําลายเชื้อกอโรคและการกระตุนระบบภูมิคุมกันใน
รางกายของสิ่งมีชีวิต รวมไปถึงการมีกลไกการเขาทําลายเชื้อของเปปไทดท่ีจําเพาะ เชน การทําลายผิวเซลลเม
มเบรนของเซลลเปาหมาย สงผลใหเกิดการสูญเสียสมดุลและการควบคุมการผานเขาออกของสารตางๆ รวมไป
ถึงยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนหรือกรดนิวคลีอิก เปนตน จากความจําเพาะและความหลากหลายทางกลไกการ
ทําลายเซลลเปาหมาย จึงทําใหความเสี่ยงในเรื่องการดื้อยาของเชื้อจุลชีพตอเปปไทดลดลง โดยคาดวาเปปไทด
ตานจุลชีพจากธรรมชาติมากกวา 1,000 ชนิด มีโอกาสสูงท่ีจะถูกนํามาพัฒนาใชไดจริงในอนาคต  

ในปจจบุันตัวอยางของเปปไทดตานจุลชีพท่ีไดรับการยอมรับและข้ึนทะเบียนเปนยา เชน เปปไทด
โพลีไมซินบี (polymyxin B) ซ่ึงเปนเปปไทดประจุบวกท่ีมีไลพิดเปนองคประกอบ แยกไดจากแบคทีเรีย 
Bacillus polymyxa พบวาเปปไทดดังกลาวมีประสิทธิภาพสูงในการตานเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ เนื่องจาก
อาศัยการเขาจับกันระหวางเปปไทดกับไลโปโพลีแซ็กคาไรดบนเซลลเมมเบรนของแบคทีเรียไดอยางมี
ประสิทธิภาพ เปนสาเหตุทําใหเซลลแบคทีเรียแตกเสียหายอยางรวดเร็วและตายในท่ีสุด (Falagas et al., 
2005) และเปปไทดแกรไมซิดิน (gramicidin) แยกไดจากเแบคทีเรีย Bacillus brevis ซ่ึงเปนยาท่ีใชรวมกับ
สารอ่ืน ในขณะท่ีเปปไทดแด็ปโทไมซิน (daptomycin) เปนเปปไทดประจุลบท่ีมีไลพิดเปนองคประกอบและมี
ลักษณะโครงสรางเปนวงกลม สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียกอโรคแกรมบวกท่ีกอใหเกิดการติดเชื้อทางผิวหนัง
ได และเปปไทดอินโดลิซิดิน (indolicidin) ซ่ึงเปนอนุพันธของ migenix สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรีย Propionibacterium acnes ซ่ึงเปนเชื้อท่ีเปนสาเหตุของการเกิดสิว (McInturff et al., 2005) 

นอกจากการใชประโยชนในแงของการทดแทนการใชยาปฏิชีวนะแลว ในปจจุบันยังมีการ
ประยุกตใชเปปไทดตานจุลชีพรวมกับยาปฏิชีวนะอีกดวย โดยมีวัตถุประสงคหลักเพ่ือลดปริมาณการใชยา
ปฏิชีวนะในการรักษาผูปวยลง ชวยในการปองกันการเกิดภาวะดื้อยาท่ีอาจเกิดข้ึนไดหลังจากมีการใชยา
ติดตอกันเปนเวลานาน จากตัวอยางกรณีศึกษาของ Giacometti และคณะ ในป พ.ศ.2542 (Giacometti et 
al., 1999) พบวาเม่ือมีการใชเปปไทดประจุบวก อาทิเชน เปปไทดเซ็คโครปนพีไอ (cecropin PI) เปปไทดอิน
โดลิซิดิน และเปปไทดไนซิน (nisin) รวมกับยาปฏิชีวนะ อาทิโพลีไมซินอี (polymyxin E) และยาคลาริโทรไม
ซิน (clarithromycin) จะทําใหประสิทธิภาพการทําลายเชื้อ Pseudomonas aeruginosa เพ่ิมสูงข้ึน 
นอกจากนี้เม่ือนําเปปไทดบูโฟริน 1 (buforins-1) และเปปไทดแรนาเล็กซิน (ranalexin) เชื่อมเขากับโมเลกุล
ของยาเซฟาโซลิน (cefazolin) พบวาสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อแบคทีเรีย Staphylococcus 
epidermidis ท่ีมีการด้ือยาเมธิซิลลิน (methicillin) ไดดีกวายาริฟแฟมพิซิน (rifampicin) ท่ีถูกเชื่อมกับ
โมเลกุลของยาเซฟาโซลิน หรือดีกวาการใชยาเซฟาโซลินเพียงอยางเดียว เปนตน นอกจากเชื้อแบคทีเรียท่ี
กอใหเกิดโรคในมนุษยแลว เชื้อราก็เปนสาเหตุสําคัญท่ีกอใหเกิดโรคอีกหลายชนิด จากการศึกษาทางระบาด
วิทยาขององคการอนามัยโลก (WHO) พบวามีผูปวยโรคทางผิวหนังจากเชื้อรามากถึงรอยละ 20-25 ของ
ประชากรโลก (Vena et al., 1975) จากขอมูลดังกลาวนี้ทําใหการประยุกตใช   เปปไทดตานจุลชีพในการ
รักษาโรคท่ีเกิดจากเชื้อราไดรับความสนใจมากข้ึน ตัวอยางของ    เปปไทดท่ีสามารถตานเชื้อราได เชน เปป
ไทดเซ็คโครปน ซ่ึงมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราในกลุม Asperigillus spp. และ Fusarium spp. ได 
(DeLucca et al., 1975) และเปปไทดเดอมาเซปติน (dermaseptin) ท่ีมีความสามารถในการทําลายเชื้อรา 
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Cryptococcus neoformans นอกจากนี้ยังมีเปปไทดจากธรรมชาติอีกมากมายท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของ
เชื้อรากอโรคได ดังแสดงในตารางท่ี 2.7 
 
ตารางที่ 2.7 เปปไทดตานจุลชีพท่ีมีฤทธิ์ตานเชื้อรา 

เปปไทด แหลงที่มา กลไกการทําลาย เชื้อราที่ถูกทําลาย 

Gallinacin-1 ไก ทําใหเซลลแตก C. albicans 
Lactoferricin-B มนุษย, โค ทําใหเซลลแตก C. albicans 
Defensin NP-1 เซลลแกรนูโลไซตของหน ู ทําใหเซลลแตก C. neoformans 
Defensin NP-2 เซลลแกรนูโลไซตของหน ู ทําใหเซลลแตก A. fumigatus 
Defensin HNP-1 เซลลนิวโทรฟลของมนุษย ทําใหเซลลแตก C. albicans 
Defensin HNP-3 เซลลนิวโทรฟลของมนุษย ทําใหเซลลแตก C. neoformans 
Protegrin มนุษย, สุกร ทําใหเซลลแตก C. albicans 
Tripticin มนุษย, สุกร ทําใหเซลลแตก A. flavus 
Thanatin มวนพิฆาตหนอน - A. fumigatus 
Magainin-2 คางคก ทําใหเซลลแตก C. albicans 
Metchnikowin แมลงหวี่ ทําใหเซลลแตก F. oxysporum 
Drosomycin แมลงหวี่ ทําใหเซลลแตก F. oxysporum 
Dermaseptin เขียดตะปาด ทําใหเซลลแตก C. neoformans 
ท่ีมา : Reddy et al., 2004  

 
2.6.2 การประยุกตใชเพื่อการรักษาโรคมะเร็ง 

โรคมะเร็งเปนสาเหตุในอันดับตนๆ ในการเสียชีวิตของมนุษย จากการสํารวจผูปวยโรคมะเร็ง    
ท่ัวโลก พบวามะเร็งปอด มะเร็งเตานม และมะเร็งลําไสใหญ เปนมะเร็งท่ีพบมากท่ีสุด แมวาในปจจุบัน
เทคโนโลย ีในการรักษาโรคมะเร็งจะกาวหนาอยางมาก ไมวาจะเปนการรักษาโดยการผาตัด การฉายรังสี และ
เคมีบําบัดบริเวณเนื้อเยื่อ หรืออวัยวะท่ีเปนมะเร็ง อยางไรก็ตามวิธีการรักษาเหลานี้มักประสบปญหาและสงผล
ขางเคียงตอผูปวย ท้ังความเสี่ยงในการเสียชีวิตระหวางผาตัด หรือเซลลเนื้อเยื่อปกติท่ีอยูรอบเซลลมะเร็งถูก
ทําลายจากการฉายรังสี หรือเคมีบําบัดจากปญหาดังกลาวจึงมีแนวความคิดในการคนหาแนวทาง และวิธีการ
รักษาแบบใหมมาประยุกตใชรวมกับการรักษาท่ีมีในปจจุบัน แนวทางหนึ่งท่ีกําลังเปนท่ีสนใจอยางมากคือการ
ประยุกตใชเปปไทดตานจุลชีพเนื่องจากมีความเปนไปไดสูงท่ีเปปไทดเหลานี้จะมีกลไกการเขาทําลาย
เซลลมะเร็งอยางจําเพาะไมเกิดผลกระทบตอเซลลปกติท่ีอยูลอมรอบ เนื่องจากเซลลมะเร็งมีการแสดงประจุ
สุทธิเปนลบอยางมากบนผิวเซลลคลายกับเซลลแบคทีเรีย ดังนั้นจึงคาดการณวาเปปไทดตานจุลชีพเหลานี้
นอกจากจะยับยั้งเซลลมะเร็งไดแลว อาจมีกลไกการเขาทําลายเซลลมะเร็งเหมือนหรือใกลเคียงกับการทําลาย
เซลลแบคทีเรีย  

แตอยางไรก็ตามกลไกการเขาทําลายเซลลมะเร็งของเปปไทดตานจุลชีพยังไมมีการพิสูจนแนชัด 
จากขอมูลหลายงานวิจัยแสดงใหเห็นวากลไกการทําลายเซลลมะเร็งของเปปไทดตานจุลชีพอาจเกิดท่ีเยื่อหุม
เซลล (membranolytic mechanism) และเซลลเปาหมายตางๆ (non-membranelytic mechanism) โดย
งานวิจัยของ Hilchie และคณะ ในป พ.ศ.2554 (Hilchie et al., 2011) สนับสนุนแนวคิดนี้โดยพบวาเปปไทด 
NRC-03 และเปปไทด NRC-07 มีฤทธิ์ทําลายเซลลมะเร็งเตานม ซ่ึงไมสงผลกระทบกับเซลลปกติ และเปปไทด
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ดังกลาวสามารถเขาจับท่ีผิวของเซลลมะเร็งไดอยางดีจากแรงระหวางประจุท่ีตรงขามกัน นอกจากนี้ยังพบ    
เปปไทดตานจุลชีพอีกหลายชนิด ไดแก เปปไทด SVS-I (Gaspar et al., 2012) มาเกนนิน II (magainin-II) 
(Liu et a., 2013) และเปปไทด MPI ท่ีมีความสามารถในการทําลายเซลลมะเร็งโดยการสรางรูพรุนบนผิว
เซลลมะเร็ง นอกจากกลไกการทําลายเซลลมะเร็งโดยการทําใหเกิดความเสียหายท่ีผิวเซลลแลว ยังพบวามีเปป
ไทดตานจุลชีพอีกหลายชนิดท่ีทําใหเกิดการตายของเซลลมะเร็งผานการตายแบบเนโครซิส (necrosis) เชน 
เปปไทดเดอมาเซปติน B2 (dermaseptin B2) (Zoggel et al., 2012) และการตายแบบอะพอพโทซิส 
(apoptosis) เชน เปปไทด RT2 เปปไทด KT2 และเปไทด RP9 เปนตน เม่ือทําการเชื่อมเปปไทดมาเกนนิน II 
กับเปปไทด Antp พบวามีฤทธิ์ในการเขาทําลายเซลลมะเร็งสูงข้ึน โดยเปปไทดดังกลาวสามารถเขาจับไดกับ 
chondroitin sulfate ท่ีผิวเซลลมะเร็ง รวมถึงมีเปปไทดตานจุลชีพบางชนิดท่ีสามารถยับยั้งเซลลมะเร็งไดผาน
การกระตุนระบบภูมิคุมกันในรางกาย หรือการยับยั้งการสรางดีเอ็นเอ โดยสามารถสรุปภาพรวมของกลไกการ
ยับยั้งเซลลมะเร็งของเปปไทดตานจุลชีพไดดังรูปท่ี 2.16 

 

 
 

รปูที ่2.16  กลไกการทําลายเซลลมะเร็งของเปปไทดตานจุลชีพ 
          ท่ีมา : สมปอง, 2558 

 
2.6.3 การประยุกตใชในอุตสาหกรรมอาหาร 

นอกจากการประยุกตใช เปปไทดตานจุลชีพในการรักษาโรคติดเชื้อและโรคมะเร็งแลว 
เปปไทดออกฤทธิ์เหลานี้มีการประยุกตใชในอุตสาหกรรมอาหารดวย โดยเฉพาะการปองกันการเนาเสียของ
อาหารท่ีอาจเกิดข้ึนไดจากการปนเปอนของเชื้อแบคทีเรียตางๆ ชวยในการถนอมและรักษาคุณภาพของอาหาร 
ตัวอยางของเปปไทดตานจุลชีพท่ีมีการนํามาใชในการถนอมอาหาร ไดแก เปปไทดกลุมแบคเทอริโอซิน 
(bacteriocin) เปปไทดไนซิน และเปปไทดพรีดิโอซิน PA-1 (prediocin PA-1) โดยเฉพาะเปปไทดไนซิน 
และเปปไทดพรีดิโอซิน PA-1 ถือไดวามีการนําไปใชประโยชนอยางมากในอุตสาหกรรมการผลิตผลิตภัณฑนม
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และอาหารกระปอง (Cleveland et al., 2001) นอกจากนี้มีการประยุกตใชแลคโตเฟอริน โดยการใชเปน
สวนผสมในนมผงสูตรดัดแปลงสําหรับทารก ซ่ึงแลคโตเฟอรินสวนใหญท่ีทารกไดรับจะดูดซึมผานทางลําไสและ
เขาสูกระแสเลือดเพ่ือทําหนาท่ีในการขนสงธาตุเหล็กท่ีถือวามีความจําเปนตอการเจริญเติบโตของทารกและทํา
หนาท่ีในระบบภูมิคุมกันในการปองกันเชื้อโรคตางๆ ท่ีอาจเขาสูรางกายทารกได 

 
2.7 การใชเทคนคิ transcriptomic และ proteomics ศกึษาการเปลีย่นแปลงยีนและโปรตนีในสิง่มชีวีติ 

Transcriptomics technologies เปนเทคนิคท่ีใชในการศึกษาขอมูลยีนท้ังหมดของสิ่งมีชีวิตท้ัง RNA 
transcripts ท้ังหมดของเซลล ไดแก messenger RNA รวมท้ัง non-coding RNA ท่ีเกิดจากการแสดงออก
ของยีนในจีโนม ซ่ึงความแตกตางของการแสดงออกและขบวนการการดัดแปลงของ RNA transcript (RNA 
processing) ในเซลลตางชนิดและในสภาวะตางๆ กัน เปนปจจัยสําคัญท่ีทําใหเกิดความหลากหลายและ
ซับซอนของผลผลิตของยีน ความพยายามครั้งแรกในการศึกษาทรานคริปโตมท้ังหมดเริ่มตนข้ึนในชวงตน
ทศวรรษ 1990 และไดมีความกาวหนาทางเทคโนโลยีตั้งแตปลายทศวรรษ 1990 อยางกวางขวาง โดยมีสอง
เทคนิคท่ีสําคัญ ไดแก microarrays และ  RNA sequencing (RNA-Seq) การศึกษาการแสดงออกของยีนทํา
ใหทราบกลไกของยีนในการการควบคุมการทํางานตางๆ ภายในเซลล การศึกษาเก่ียวกับการแสดงออกของ 
RNA transcript หรือ ทรานสคริปโตมิกส (transcriptomics) มีประโยชนอยางมากในการท่ีจะทําใหเกิดความ
เขาใจเก่ียวกับชีววิทยาของพืช สัตวและมนุษย รวมท้ังกลไกและสาเหตุของโรคตางๆ ท่ีอาจจะเกิดจาก
เปลี่ยนแปลงของทรานสคริปโตม 

  
2.7.1 การศกึษา transcriptomics ในสตัวเลื้อยคลาน 

 Trapanese และคณะ (2017) ศึกษาทางดานความแตกตางของ transcriptome จาก Italian 
wall lizard ท่ีอาศัยอยูบริเวณแผนดินใหญ และบนเกาะผลการทดลองพบ transcripts จํานวน 275,310 
และ 269,885 ใน gene ontology annotation จาก Italian wall lizard ท่ีอาศัยอยูบริเวณแผนดินใหญและ
บนเกาะตามลําดับ ในขณะท่ีพบจํานวน SNPs เทากันในสิ่งมีชีวิตท่ีอาศัยอยูท้ังสองแหลงดังกลาว จากการ
วิเคราะหการแสดงออกของยีนจากตัวอยางทําใหพบยีนท่ีคาดวา  lizard ท่ีอาศัยอยูบนเกาะนาจะมีแนวโนมท่ี
จะเกิดโรค Reversed Island Syndrome (RIS) มากวา lizard ท่ีอาศัยอยูบริเวณแผนดินใหญ โดยยีน
เหลานั้นไดแก Major Histocompatibility Complex class I, Immunoglobulins, Melanocortin 4 
receptor, Neuropeptide Y และ Proliferation Cell Nuclear Antigen (Trapanese et al., 2017) 
การศึกษาของ Tosches และคณะ (2018) ศึกษาการพัฒนาเซลลประสาทของสมองของสัตวท่ีมีถุงน้ําคร่ํา 
(amniotes) วามีความเชื่อมโยงกับการพัฒนาของเซลลประสาทของสมองของสัตวเลี้ยงลูกดวยนมอยางไร โดย
การสรางแผนท่ีของการแสดงออกของยีนของเปลือกสมองจากสัตวเลื้อยคลานสองสายพันธุ ผลการทดลอง
ทางดาน transcriptomics ระบุวาชั้นของเซลลประสาทของเปลือกสมองประเภท glutamatergic neurons 
ของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม ถูกสรางมาจากกระบวนการ ancestral gene-regulatory programs จากเซลลชนิด
ใหม ในขณะท่ีเซลลประสาทของเปลือกสมองประเภท GABAergic neurons ของสัตวเลื้อยคลาน แสดงใหเห็น
วาเซลลประสาทของมนุษยบางประเภทนั้นมีอยูในบรรพบุรุษของสมองของสัตวท่ีมีถุงน้ําคร่ํา (amniotes) 
Yatsu และคณะ (2016) ศึกษาความสัมพันธของเพศของจระเขสายพันธุ Alligator mississippiensis ตอการ
เกิดเพศจากการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ (temperature-dependent sex determination; TSD) ผล
การศึกษาทางดาน transcriptomics analysis ทําใหสามารถคนพบยีน TSD ชนิดใหม จากตัวอยางตัวออน
ของ A. mississippiensis ท่ีบมในอุณหภูมิ 33.5 °C และ 30 °C ท่ีทําใหตัวออนกลายเปนเพศผูและเพศเมีย
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ตามลําดับ การใชเทคนิคดังกลาวทําใหสามารถคนพบความเชื่อมโยงกันระหวางจีโนมของจระเขสายพันธุ A. 
mississippiensis (American alligator) Crocodylus porosus (จระเขน้ําเค็ม) และ Gavialis gangeticus 
(Indian gharial) ท่ีวิวัฒนาการมาจากบรรพบุรุษประเภทก้ิงกา (archosaurs) (Green et al., 2015) 
นอกจากนี้ Sarker และคณะ (2017) ไดใชเทคนิค transcriptomic ในการอธิบายประสิทธิภาพของภูมิคุมกัน
แตกําเนิดของจระเขเม่ือเกิดการติดเชื้อไวรัส ผลการทดลองโดยสรุปบงชี้วาเซลลของจระเขมีกลไกการควบคุม
การติดเชื้อไวรัส โดยใช mammalian TLR และ cytosolic antiviral RNA signaling pathways ซ่ึงสงผลให
เกิดการเพ่ิมการผลิตยีน type I interferon (IFN-omega) ซ่ึงเปน interferon ท่ีใชตานไวรัส  

 
2.7.2 การนาํขอมลู transcriptomics ของสตัวเลื้อยคลานไปใชประโยชน  

การศึกษาสัตวเลื้อยคลานในแงของความหลากหลายทางชีวภาพและความซับซอนของสายพันธุมี
ประโยชนอยางมากในการทําความเขาใจถึงหนาท่ี ลักษณะทางกายภาพ รวมถึงกลไกในการแสดงออกทางดาน
ภูมิคุมกัน และระยะเวลาในการเกิดการวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต (Burke et al., 2002; Green et al., 2015; 
Sarker et al., 2017) Trapanese และคณะ (2017) พบวาการเกิดโรค Reversed Island Syndrome (RIS) 
ของ Italian wall lizard ท่ีอาศัยอยูบนเกาะนั้นมีแนวโนมมากกวา lizard ท่ีอาศัยอยูบนแผนดินใหญ ซ่ึง
สาเหตุดังกวามาจากการแสดงออกของ melancortin receptor genes ในปริมาณมากวา ซ่ึงสงผลสัมพันธ 
กับการท่ี  Italian wall lizard ท่ีอาศัยอยูบนเกาะมีอัตราการกินอาหาร ความดุราย และความสามารถในการ
แพรพันธุท่ีสูงกวา Italian wall lizard ท่ีอาศัยอยูบนแผนดินใหญ นอกจากนั้นขอมูลทางดาน trascriptomics 
ยังถูกนํามาใชในการหาความสัมพันธของสัตวเลื้อยคลาน และสัตวเลี้ยงลูกดวยนม โดย Tosches และคณะ 
(2018) ไดทําการศึกษา transcriptomics จาก single-cell ในตัวอยางเปลือกสมองของเตา lizard หนู และ
มนุษย ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาบางสวนของสมองสวน hippocampus จากสัตวเลี้ยงลูกดวยนมนั้นมีอยู
ในสมองของสัตวเลื้อยคลาน ไมเพียงเทานั้นสัตวเลื้อยคลานหลายกลุมยังเกิดเพศผูหรือเมียตามการ
เปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิท่ีใชในการฟกตัว (temperature-dependent sex determination; TSD) ดังนั้น
การศึกษาทางดาน transcriptomics ยังทําใหเขาใจภาพรวมท่ีเก่ียวของกับการแสดงออกของยีนแบงเพศใน
ระหวางการฟกตัวของสัตวเลื้อยคลานบางประเภทอีกดวย (Yatsu et al., 2016)  

 
2.7.3 การศึกษา transcriptomics ในสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก  

สัตวสะเทินน้ําสะเทินบกเปนสัตวมีกระดูกสันหลังท่ีมีวิวัฒนาการจากการอาศัยอยูในน้ําข้ึนมาอาศัย
อยูบนบก ทําใหสัตวจําพวกนี้สามารถอาศัยอยูไดท้ังในน้ําและบนบก ดังนั้นวิวัฒนาการท่ียาวนานในระดับ
โมเลกุลของสัตวกลุมนี้จึงมีความนาสนใจ ซ่ึงเทคนิค transcriptome เปนเครื่องมือหนึ่งท่ีถูกนํามาใชศึกษาเพ่ือ
เขาใจในวิวัฒนาการของระบบภูมิคุมกันในสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก การศึกษาพบวามีการใช transcriptome 
ในการศึกษาในเนื้อเยื่อตางๆ (สมอง มาม กลามเนื้อ, ตับ, รังไข, อัณฑะ) ในคางคกยักษออสเตรเลีย Cane 
toads (Rhinella marina) เพ่ือใชอธิบายวิวัฒนาการและการปรับตัวคางคกยักษออสเตรเลีย (Richardson et 
al., 2018) มีการใช transcriptome เพ่ืออธิบายเปรียบเทียบความสามารถในการปรับตัวของสัตวสะเทินน้ํา
สะเทินบกในกลุมเดียวกัน ซ่ึง transcriptome สามารถอธิบายไดวาสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกท่ีปรับตัวไดดีมี
ความแตกตางทางพันธุกรรมกับสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกท่ีปรับตัวไดไมดีอยางชัดเจน (Yang et al., 2016) 

นอกจากนี้ยังพบวามีการใช transcriptome เพ่ือการอธิบายระบบภูมิคุมกันของสัตวสะเทินน้ํา
สะเทินบกอยางแพรหลาย ซ่ึงพบวามีการศึกษาศึกษาเปรียบเทียบ transcriptome ของผิวหนังในกบ 3 กลุม 
ไดแก Megophryidae (M. sangzhiensis และ L. boringii) Rhacophoridae (P. megacephalus, R. 
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dennysi และ R. omeimontis) และ Ranidae (O. margaretae และ P. nigromaculatus) ผลการศึกษา
พบวา สามารถอธิบายถึงกลไกทางชีวภาพพ้ืนฐานของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกไดเปนอยางดี เชน ระบบ
ปองกันตัว ระบบภูมิคุมกัน และระบบการหายใจ ซ่ึงพบวาการแสดงออกของยีนตางของสปซีรภายในกลุม
เดียวกันมีความเหมือนกัน แตจะมีความแตกตางกันระหวางกลุม และท่ีสําคัญการศึกษายังคนพบเปปไทด
ยับยั้งแบคทีเรียอีกดวย (Huang et al., 2016) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาเปรียบเทียบ transcriptome ของซา
ลาแมนเดอรยักษจีน (Andrias davidianus) คางคก (Bufo gargarizans) และเขียด (Rana nigromaculata) 
ขอมูลของ transcriptome ของผิวหนังสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกแสดงใหเห็นยีนท่ีเก่ียวของกับกับกระบวนการ
ทางชีวภาพตางๆ ของผิวหนัง เชน กระบวนการเมตาบอลิซึมและระบบภูมิคุมกัน และท่ีมากไปกวานั้นยัง
พบเปปไทดยับยั้งแบคทีเรียถึง 26 กลุม (ตารางท่ี 2.8) ซ่ึงเปปไทดกลุม Liver-expressed antimicrobial 
peptide 2 แสดงประสิทธิภาพไดดีอยางยิ่งในการยับยั้งแบคทีเรีย (Fan et al., 2017)  

 
ตารางที่ 2.8 แสดงระดับการแสดงออกของ putative AMPs ในผิวหนังของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก 

Description 
FPKM (fragments per kilobase of exon per million 

fragments mapped) 
 A. davidianus B. gargarizans R. Hallowell 
Amolopin-9LF1 0.85 NF 499.08 
Andersonin-9 antimicrobial peptide 
precursor 

NFa 4.92 7.23 

Andersonin-U1 NF  NF 0.59 
Brevinin-1Ed  13.84 13.75 8954.91 
Brevinin-2Rc  NF NF 9.47 
Cathelicidin-OH antimicrobial peptide-like 1396.72  1.55 0.74 
Esculentin-1A  30.81 12.71 17936.24 
Esculentin-1a/b  NF NF 0.94 
Esculentin-2P  29.42 18.92 18173.85 
Histone 2A 228.44  124.83 109.37 
Liver-expressed antimicrobial peptide 2 2.4  0.69 4.55 
Lividin-8 NF  1.4 1732.92 
Macrotympanain-E1 NF  NF 18.92 
Nigroain-A NF NF 456.92 
Nigrocin-1 21.65  1.77 5760.43 
Odorranain-C7 antimicrobial peptide 
precursor 

NF  0.74 393.16 

Odorranain-M1 1.53 NF 475.86 
Odorranain-M2 NF  14.07 NF 
Odorranain-P2a NF  NF 0.64 
OHTI precursor NF  NF 3081.13 
Palustrin-2GN1 antimicrobial peptide NF  NF 1.67 
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Description 
FPKM (fragments per kilobase of exon per million 

fragments mapped) 
precursor 
Palustrin-CU-A1 NF  NF 124.15 
Pelophylaxin-2 8.97  0.79 10851.88 
Proteinase inhibitor PSKP-1 6254.12  8.15 6.65 
Ranacyclin Cc 5.75 6.74 NF 
Skin peptide tyrosine-tyrosine 0.57 NF 1.74 
a: not found. (Fan et al., 2017) 

 
นอกจากนี้เทคนิค transcriptome ยังถูกใชศึกษาเพ่ืออธิบายระบบภูมิคุมกันระหวางกบท่ีงายตอ

การติดเชื้อรา Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) และตานทานการติดเชื้อ เม่ือทําใหเกิดการติดเชื้อใน
กบ พบวากบท่ีไมตานทานตอการติดเชื้อคือ กบไม (Rana sylvatica) จะมีการแสดงออกของยีนในระบบ
ภูมิคุมกันแตกําเนิดเพ่ิมข้ึนและมีการลดลงของเมตาบอลิกและองคประกอบภายในเซลล ซ่ึงแสดงใหเห็นถึง
ระบบภูมิคุมกันแตกําเนิดท่ีดอยประสิทธิภาพของกบไม (Rana sylvatica) ท่ีสงผลใหการสูญเสียหนาท่ีของ
ระบบตางๆ (physiological dysfunction) ในขณะท่ีสายพันธุท่ีตานทานการติดเชื้อคือ กบอเมริกันบูลฟร็อก 
(Rana catesbeiana) พบการเปลี่ยนแปลงของยีนในระบบภูมิคุมกันเล็กนอย  ซ่ึงแสดงใหเห็นถึงภูมิคุมกันแต
กําเนิดท่ีมีประสิทธิภาพ (Eskew et al., 2018) นอกจากแลวซาลาแมนเดอรยักษจีน (Andrias davidianus) 
ยังถูกนํามาศึกษาผลจองการติดเชื้อแบคทีเรีย (Aeromonas hydrophila) ซ่ึง transcriptome สามารถใช
อธิบายกลไกของระบบภูมิคุมกันระหวางการติดเชื้อท้ังท่ีเปนระบบภูมิคุมกันแตกําเนิดและระบบภูมิคุมกันท่ี
เกิดข้ึนภายหลังไดอยางดีอีกดวย (Qi et al., 2015) 

 
2.7.4 การศึกษา proteome ในสตัวเลือ้ยคลาน 

การศึกษาโปรติโอมในน้ําพิษของงูพิษ ถือเปนสิ่งสําคัญในแงการแพทย เนื่องจากผูท่ีถูกงูพิษกัดมัก
นําไปสูการเสียชีวิตอยางเฉียบพลันได ดังนั้นการเขาใจถึงองคประกอบของพิษ จะทําใหทราบถึงกลไกการเกิด
พิษและหาแนวทางในการรักษาไดอยางมีประสิทธิภาพ จากการรวบรวมงานวิจัยในพิษงูของ Tasoulis และ 
Isbister (2017) ในชวงทศวรรษท่ีผานมาพบงูท่ีมีพิษท้ังหมด 132 สปชีส แบงเปน 42 สปชีส จาก 360 สปชีส 
ในวงศงูพิษเข้ียวหนา (Elapidae) 20 สปชีส จาก 101 สปชีส ในวงศยอยงูแมวเซา (Viperinae) 65 สปชีส 
จาก 239 สปชีส ในวงศยอยงูหางกระดิ่ง (Crotalinae) และอีก 5 สปชีสในงูกลุมท่ีไมมีเข้ียวคูหนา (non-
front-fanged) จากการศึกษาโปรตีนโดยใชเทคนิคเชน reverse-phase high performance liquid 
chromatography (RP-HPLC) และ mass spectrometry (MS) พบวาประมาณรอยละ 90 ของพิษงู
ประกอบดวยโปรตีน 8 กลุมสําหรับวงศงูพิษเข้ียวหนา โปรตีน 11 กลุมสําหรับวงศยอยงูแมวเซา และโปรตีน 
10 กลุมสําหรับวงศยอยงูหางกระดิ่ง ซ่ึงพบโปรตีน 4 กลุมท่ีมีความสําคัญไดแก phospholipase A2 (พบมาก
ท่ีสุดในงูท่ีมีเข้ียวคูหนา) metalloproteases serine proteases และ three-finger toxins จากการศึกษา
โปรตีนดังกลาวทําใหไดขอจํากัดของโปรตีนในพิษงูและสามารถพัฒนายาตานพิษไดในอนาคต การศึกษาโปรติ
โอมในสัตวเลื้อยคลานกลุมก้ิงกาเปนไปเพ่ือหาสารชีวภาพจําพวกโปรตีนหรือเปปไทดนํามาใชในการบําบัดหรือ
รักษาโรคในมนุษย นอกจากนี้ยงัใชเปนตนแบบเพ่ือออกแบบและคนพบยาในการรักษาพิษท่ีเกิดจากสัตวชนิดนี้ 
จากการศึกษาของ Fry และคณะ (2010) ไดคนพบโปรตีนพิษ (venom protein) ชนิดใหมในก้ิงกาลูกปด 
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(Beaded lizard) และกิลามอนสเตอร (Gila monster) ในสกุล Heloderma ทําใหทราบถึงวิวัฒนาการทาง
โมเลกุลของโปรตีน และบทบาทสําคัญของพิษ และจากการศึกษาของ Lozito และ Tuan (2017) ไดหา
โปรตีนสําคัญในหางของก้ิงกาท่ีสามารถสรางเนื้อเยื่อมาทดแทนท่ีถูกทําลายหรือสูญหาย ซ่ึงถูกนํามาใชเปน
ตนแบบในการศึกษาการสมานแผลในมนุษย นอกจากนี้ยังมรการศึกษาโปรติโอมในสัตวเลื้อยคลานกลุมเตา 
(Testudine) Smith และคณะ (2015) ไดทําการศึกษาโปรตีนในสมองของเตา Chrysemys picta bellii ท่ีอยู
ในสภาวะขาดออกซิเจน พบวามีการลดลงของโปรตีน creatine kinase hexokinase glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase และ pyruvate kinase ซ่ึงเปนการตอบสนองของระบบประสาท การคนพบนี้
อาจใชเปนแบบจําลองการเกิดความเสียหายในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมเชนกัน 

 
2.7.5 การศึกษา proteome ในสตัวสะเทนิน้าํสะเทนิบก  

สัตวสะเทินน้ําสะเทินบกและสัตวเลื้อยคลานเปนสัตวท่ีมีวิวัฒนาการมาอยางยาวนาน โดยท่ีสัตว
สะเทินน้ําสะเทินบกนั้นเปนสัตวกลุมแรกท่ีมีวิวัฒนาการข้ึนมาอาศัยอยูบนบก ซ่ึงยังคงมีรองรอยของการ
วิวัฒนาการ เชน ตองมีแหลงอาศัยท่ีอยูใกลบริเวณของแหลงน้ําหรือบริเวณท่ีชื้นแฉะ มีการจับคูแลวมีการผสม
พันธุใกลแหลงน้ํา ทําการวางไขในน้ํา และตัวออนยังคงอาศัยอยูในน้ํา เปนตน สัตวสะเทินน้ําสะเทินบกจะพบ
ไดในเขตรอนและสามารถดํารงชีวิตในเขตท่ีแหงแลงเนื่องมาจากผิวหนังท่ีหนามีการปองกันความรอนได แต
อุณหภูมิของสิ่งแวดลอมก็มีผลตอการแพรกระจายของสัตวเหลานี้ คือ สัตวสะเทินน้ําสะเทินบกจะมีการใช
ผิวหนังในการแลกเปลี่ยนกาซจึงหลบเลี่ยงบริเวณท่ีมีอากาศเย็น โดยพยายามท่ีจะทําการหลบซอนในบริเวณท่ี
มีความชื้นสูงเม่ือเขาสูสภาวะจําศีล (hibernation) (กาญจน และอาดุลย , 2016) ในสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก
จะมีชวงชีวิตท่ีประกอบดวยชวงของลูกออด (ระยะออน) และชวงโตเต็มวัย และมีการเปลี่ยนจากชวงของระยะ
ลูกออดไปเปนระยะโตเต็มวัยท่ีเรียกวา การเปลี่ยนแปลงลักษณะหรือรูปราง (metamorphosis) ซ่ึงในการ
เปลี่ยนแปลงรูปรางนั้นจะมีการควบคุมดวยฮอรโมนไทรอยด (thyroid hormone) (Thekkiniath J,et al., 
2015) จากการศึกษาในการติดเชื้อราท่ีชื่อวา Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) จะมีการสงผลตอ
การกินอาหารของลูกออดเนื่องมาจากวาการติดเชื้อราชนิดนี้นั้นไมสงผลทําใหตาย แตการศึกษามีการรายงาน
ถึงการตายของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกเกิดข้ึนเนื่องมาจากมีการเปลี่ยนแปลงเกิดข้ึนจากการติดเชื้อ Bd 
นอกจากนี้ในการติดเชื้อ Bd นั้นไดมีการแสดงออกถึงการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันท่ีมีการตอบสนองตอ
เชื้อโรค จากการศึกษาลาสุดไดแสดงถึง Bd subtilisin-like serine protease มีการทําลายตอเปปไทดท่ี
ตอตานจุลชีพ ซ่ึงอาจทําใหเกิดการไวตอเชื้อราชนิดนี้ ตัวเชื้อรา Bd จะมีการตอบสนองตอการไดรับฮอรโมน
ไทรอยดจากโฮสตในการศึกษาดาน proteome ไดมีการทดลองภายในหลอดทดลอง (in vitro) ตอการ
ตอบสนองตอเชื้อรานี้กับฮอรโมนไทรอยด (T3) และการใชการศึกษาดาน proteomics และการศึกษา
ทางดาน phenotype เก่ียวของกับความรุนแรงของเชื้อรา Bd นี้ตอการเกิดโรคในสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก 
(Thekkiniath J,et al., 2015) ในการศึกษาดาน proteomics ในเชื้อจุลชีพท่ีกอโรคในสัตวสะเทินน้ําสะเทิน
บกไดถูกนํามาใชในการวิเคราะหถึงการทําใหเกิดโรคทางดานพยาธิสภาพของเชื้อรา เชน เชื้อรา Botrytis 
cinerea ท่ีกอใหเกิดโรคเนาและเชื้อรา Sclerotinia sclerotiorum ท่ีกอใหเกิดโรคเนาและเหี่ยวเฉาและใน
เชื้อจุลชีพท่ีกอโรคในมนุษย เชน เชื้อยีสต Candida albicans ไดมีการแสดงถึงการศึกษาดาน proteomics 
ในความสําคัญของโปรตีนท่ีมีการเก่ียวของกับการเปลี่ยนจากการกระจายตัวจากบริเวณผิวหนังเขาไปใน
รางกายของมนุษยซ่ึงจะกอใหเกิดโรคได (hyphal-yeast transitions) (Thekkiniath J,et al., 2015) 

ยีนในระบบภูมิคุมกันของสัตวท่ีมีกระดูกสันหลังจะมีระดับการแสดงออกท่ีแตกตางกัน และสามารถ
ตรวจสอบถึงความหลากหลายของเชื้อโรคท่ีเกิดข้ึนไดอยางรวดเร็ว ซ่ึงในธรรมชาติในภูมิคุมกันจะมียีนท่ีตานจุล
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ชีพในรูปแบบของการปองกันในดานแรก (first line defense) ท่ีตานการเกิดตอเชื้อจุลชีพท่ีกอพิษ สวนของ
ชั้นผิวหนังของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก โดยเฉพาะอยางยิ่งในวงศ Pipidae, Hylidae, Hyperoliidae, 
Pseudidae และ Ranidae จะมีการสังเคราะหและหลั่งเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ในการตานเชื้อจุลชีพออกมา ท่ีมีลําดับ
กรดอะมิโนความยาวประมาณ 10-50 ตัว มีการหลั่งสารเหลานี้ออกมาสูชั้นผิวหนังภายนอกเพ่ือท่ีจะทําการ
ปองกันในการทําลายเชื้อจุลชีพอยางมีประสิทธิภาพและรวดเร็วในการตานกับจุลชีพท่ีเปนอันตราย (Jianxu et 
al., 2007) มีการศึกษาเก่ียวกับเปปไทดจากกบในสกุล Rana ท่ีมีมากกวา 250 สปชีส และกระจายอยูในพ้ืนท่ี
ของตอนใตของทวีปอเมริกาใตและพบมากในประเทศออสเตรเลีย ซ่ึงเปปไทดท่ีตานเชื้อจุลชีพจํานวนประมาณ 
160 ชนิดนั้นไดมีการคนพบข้ึนมา และกบในวงศ Ranidae มีการพบเปปไทดท่ีตานจุลชีพมากกวา 20 ชนิด ซ่ึง
กบในวงศนี้ไดมีการสังเคราะหสารและไดทําการหลั่งสารออกฤทธิ์ (multiple active components) ตัวอยาง
จากกรณีศึกษาในกบ Rana palustri พบวามีเปปไทดท่ีตานเชื้อจุลชีพจํานวน 22 ชนิดเปนของ 8 กลุมท่ี
แตกตางกันท่ีพบในบริเวณของผิวหนังของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกชนิดนี้ ตัวอยางเชน ขนาดของเปปไทดท่ี
แตกตางกัน (size) ประจุ (charge) ความมีข้ัว (hydrophobicity) โครงสรางของเปปไทด (conformation) 
และ spectrum of action จากพ้ืนฐานของการคนพบ จะมี 20-30 เปปไทดท่ีตานจุลชีพท่ีมีในกลุมของสัตว
สะเทินน้ําสะเทินบกเหลานี้ท่ีมีการพัฒนามาจากกบในวงศ Ranidae (Jianxu et al., 2007) 

 
2.7.6 การประยุกตใชงานทางดานทรานสคริปโตมิกส (transcriptomics applications) 

การศึกษาทางดานทรานสคริปโตมิกสถูกนํามาประยุกตใชในการวิจัยทางดานชีวการแพทย
อยางกวางขวาง รวมถึงการวินิจฉัยและการจัดทําขอมูลของโรคตางๆ โดยการศึกษาดานทรานสคริปโตมิกส
เปนการศึกษาในวงกวางในการถอดรหัสอารเอนเอท้ังหมดภายในเซลล รวมท้ังตัวควบคุม และทราบกลไกตางๆ 
ท่ีสําคัญในการเกิดโรคและนําไปสูความเขาใจในการศึกษาเก่ียวกับการเกิดโรคนั้นๆ นอกจากนี้การศึกษาดาน 
ทรานสคริปโตมิกสยังสามารถระบุโรคท่ีเก่ียวของกับ single-nucleotide polymorphism และการแสดงออก
ของอัลลีลท่ีจําเพาะท่ีจะทําใหเขาใจถึงสาเหตุของโรคได (Lowe et al., 2017) และการศึกษาดานทรานสคริป
โตมิกสของเซลลท่ีมีสภาวะเปนโรคก็สามารถนําไปสูการคนพบยีนท่ีมีการแสดงออกท่ีสัมพันธกับโรคนั้นๆ ซ่ึง
เม่ือทําการศึกษาถึงหนาท่ีและบทบาทของยีนท่ีมีความเก่ียวของกับกําเนิดของโรคอาจจะนําไปสูการพัฒนาการ
ตรวจวินิจฉัยหรือการพยากรณโรคท่ีดีและแมนยําข้ึน และการพัฒนายาเพ่ือการปองกันและรักษาโรคได 
การศึกษาของ Ruifang Li และคณะ (2018) ไดมีการนําเทคนิคดานทรานสคริปโตมิกสมาใชในการศึกษาการ
คาดการณการเพ่ิมความเสี่ยงในการเกิดโรคมะเร็งลําไสของหนูทดลองท่ีถูกเหนี่ยวนําใหเกิดและไมเกิดโรคอวน
ซ่ึงทําใหผูวิจัยทราบถึงกลไกในเชิงลึกในการเพ่ิมความเสี่ยงในการเกิดมะเร็งของโรคอวนและการศึกษาของ 
Anita Annese และคณะ (2018) ไดนําเทคนิคทรานสคริปโตมิกสมาใชในการสรางขอมูลหรือ 
transcriptome profiling ของผูปวยโรคอัลไซเมอรท่ีทําใหไดแหลงของขอมูลในเชิงลึกของการเปลี่ยนแปลง
ระดับโมเลกุลจนนําไปสูความเขาใจเก่ียวกับการเกิดโรคอัลไซเมอรของผูปวย   เปนตน  

 
2.7.7 การประยุกตใชงานทางดานโปรติโอมิกส (proteomics applications) 

การศึกษาโปรติโอมิกสถือเปนเทคนิคท่ีมีความนิยมในการศึกษาอยางแพรหลายเพ่ือประโยชน
ในเชิงวิชาการ การแพทย รวมไปถึงเชิงอุตสาหกรรม ในการเขาใจถึงกลไกความสําคัญของระบบในสิ่งมีชีวิต
และการนําไปใชประโยชน โดยเฉพาะในทางการแพทย (medical applications) เนื่องจากการศึกษาทางดาน
โปรติโอมิกสสามารถบอกถึงการแสดงออกของโปรตีนท่ีเก่ียวของในกลไกหนึ่งๆ ตอสภาวะหรือปจจัยท่ีมีผลตอ
การดํารงชีวิตของสิ่งมีชีวิต ซ่ึงจะมีการแสดงออกท่ีแตกตางกันออกไปข้ึนกับปจจัยนั้น เชน เกิดการติดเชื้อ 
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(infection)  เปนโรค (disease) หรือการเกิดสภาวะเครียด (stress) เปนตน ซ่ึงแนวโนมการวิจัยทางโปรติโอ
มิกสในปจจุบันไดมุงเนนไปท่ีการศึกษาหาโปรตีนท่ีเก่ียวของตอการเกิดโรคตางๆ เพ่ือใชเปนตัวบงชี้การเกิดโรค
นั้นๆ หรือท่ีเรียกวา “protein marker” เพ่ือใชจําแนกลักษณะของการเปนโรคตอการแสดงออกของโปรตีนท่ี
เปลี่ยนแปลงไป นอกจากนี้ยังใชในการหาโปรตีนท่ีมีความเสถียรสูงตอการนํามาพัฒนาเปนยารักษาโรคใน
อุตสาหกรรมยาทางเภสัชกรรม (pharmaceutical industry) อีกดวย ดังนั้นการศึกษาโปรติโอมิกสในสิ่งมีชีวิต
จึงมีความสําคัญและมีความจําเปนอยางมากตอการพัฒนาและตอยอดองคความรูดังกลาวเพ่ือใหเกิดประโยชน
สูงสุด  
 หากกลาวถึงวิทยาศาสตรการแพทยในปจจุบัน การรักษาโรคท่ีอาศัยการเขาใจของระบบหรือกลไก
การเกิดโรคนั้นถือเปนเรื่องท่ีมีความสําคัญเปนอยางมาก นอกจากจะชวยใหเกิดความรวดเร็วในการวินิจฉัยแลว
ยังสามารถเพ่ิมความแมนยําในการวิเคราะห และชวยในการวางแผนเพ่ือรักษาโรคท่ีเกิดข้ึนในผูปวยได ดังนั้น
การศึกษาโปรติโอมิกสเพ่ือใหเขาใจถึงกระบวนการนั้นจึงเปนท่ีนิยมอยางแพรหลายในแงของการักษา 
(Liumbruno, 2008) และมีการศึกษาโปรติโอมิกสของโรคหลากหลายชนิดท้ังแบบติดตอและไมติดตอ เพ่ือใช
ในระบุชนิดของโรคในทางการแพทย เชน โรคหลอดเลือดสมอง (stroke and vascular disease) โรคมะเร็ง 
(cancers) โรคเบาหวาน (diabetes) โรคเอดส (human immunodeficiency virus) โรคเริม (herpes 
simplex virus) โรคทูลาริเมีย (Francisella tularensis infection) และความผิดปกติของระบบสมอง
สวนกลาง (central nervous system disorders) เปนตน นอกจากนี้ยังมีการประยุกตใชโปรติโอมิกสทางเวช
ศาสตรบริการโลหิต (Transfusion medicine) ในการศึกษาผิวของเม็ดเลือดแดง (erythrocyte membrane 
protein) ของผูปวยท่ีเปนโรคเม็ดเลือดแดงรูปเคียว (Sickle cell disease) เพ่ือใชในการจําแนกการเกิดโรค
ชนิดนี้ ซ่ึงพบวามีลําดับโปรตีนท่ีมีการเปลี่ยนแปลงท่ีแตกตางกันถึง 44 รูปแบบ จากลําดับของโปรตีนดั้งเดิมท้ัง 
22 รูปแบบ (Kakhniashvili et al., 2005) ซ่ึงขอมูลท่ีไดสามารถนําไปศึกษาถึงความเชื่อมโยงของโครงสราง
และหนาท่ีของโปรตีนตอกลไกการสงสัญญาณบน receptor ได รวมไปถึงสามารถบอกลักษณะท่ีแตกตางกัน
ของผิวเม็ดเลือดแดงเม่ือเกิดการติดเชื้อมาลาเรีย (malaria-infected RBCs) ไดอีกดวย (Florens et al., 
2004) จากท่ีกลาวไปขางตนวานอกจากจะมีการศึกษาเพ่ือระบุชนิดของโรคแลว ยังมีการศึกษาเพ่ือใชในทาง
เภสัชกรรมในการสรางตัวยาท่ีออกฤทธิ์ไดอยางมีประสิทธิภาพและปลอดภัยจากโปรตีนของสิ่งมีชีวิต ท่ีถูกสราง
ข้ึนมาเพ่ือตอตานตอปจจัยท่ีทําใหเกิดการสูญเสียหรือทําลายเซลลของสิ่งมีชีวิต ซ่ึงโดยสวนมากจะมีการศึกษา
โปรติโอมิกสของระบบภูมิคุมกันของสัตวตอการตานเชื้อหรือกําจัดสิ่งแปลกปลอม แลวนําโปรตีนท่ีมีการ
แสดงออกเม่ือเกิดการติดเชื้อมาประยุกตใชในการผลิตยา เนื่องจากธรรมชาติทางชีวภาพและและสระระวิทยา
มีความแตกตางจากของมนุษย อีกท้ังสัตวแตละชนิดก็มีระบบภูมิคุมกันหรือการแสดงออกของโปรตีนท่ี
แตกตางกันถึงเม่ือเกิดการติดเชื้อ ยกตัวอยางเชน การติดเชื้อ Mycobacterium bovis ท่ีมีวงจรชีวิตท่ีซับซอน
และเปนเชื้ออันตรายตอชีวิต หรือท่ีมักถูกเรียกกันวาท่ี “วัณโรค” ซ่ึงการศึกษาโปรติโอมิกสของสิ่งมีชีวิตแตละ
ประเภทจะทําใหทราบถึงความแตกตางของระบบภูมิคุมกันและความสําคัญของโปรตีนท่ีออกฤทธิ์ในการตาน
เชื้อวัณโรคได และสามารถนําโปรตีนเหลานั้นมาศึกษาคุณสมบัติและพัฒนาเปนวัคซีนหรือยาปองกันโรคท่ีมี
ประสิทธิภาพตอไป  
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บทที ่3 
วธิดีาํเนินการวจิยั 

 
3.1 การทําใหจระเขสยามติดเชื้อ 

A. hydrophila ถูกเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว Nutrient Broth (NB) ท่ีอุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 
18 ชั่วโมง แลวนําเชื้อประมาณ 1 % ใสในอาหาร NB ใหม บมเขยาท่ีอุณหภูมิ 37 °C จนกระท่ังคา OD600 
เทากับ 1 ซ่ึงจะมีจํานวนเชื้อโดยประมาณ 1 × 109 cells/ml (Reyes-Becerril et al., 2016) จากนั้น
แบคทีเรียถูกแบงใสหลอด micro tube ท่ีปลอดเชื้อปริมาตรา 1 ml ทําการปนเพ่ือลางเซลลแบคทีเรียดวย 
phosphate-buffered saline (PBS pH 7.4) 2 ครั้ง สารละลายเซลลแบคทีเรียท่ีเตรียมไวถูกฉีดเขาเสนเลือด
จระเขหรือ inoculation โดยแพทยผูเชี่ยวชาญประจําฟารม ซ่ึงในการทดลองครั้งนี้ใชจระเขสยาม อายุ
ประมาณ 4 ป จากบริษัทศรีราชา โมดา ฟารม จํากัด จังหวัดชลบุรี ตัวอยางเลือดจะถูกเก็บกอนการฉีดเชื้อ
และหลังฉีดเชื้อ 1 และ 24 ชั่วโมง โดยจะทําการวิเคราะหปริมาณเซลลเม็ดเลือดจระเขท้ังปริมาณเม็ดเลือด
แดงและเซลลเม็ดเลือดขาวดวยเครื่อง hemocytometer และทําการเก็บแยกสวนประกอบของเลือด (เม็ด
เลือดขาว เม็ดเลือดแดง ซีรัม และพลาสมา)เพ่ือใชในการทดลองตอไป 

 
3.2 การวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของยีนดวยเทคนิคทรานสคริปโตมิกส (RNA-Seq) 

 เซลลเม็ดเลือดจากเลือดท้ังหมด (whole blood) ถูกสกัด RNA ดวยชุดสกัดจาก TRIzol™ โดยข้ันตอน
การสกัดไดระบุในฉลากของบริษัท เม่ือได  total RNA จากนั้นเติม DNAase เพ่ือทําลาย DNA ท่ีอาจจะ
ปนเปอนระหวางข้ันตอนการสกัด RNA แลวตรวจสอบคุณภาพกอนท่ีจะทํา RNA-seq โดยใชเครื่อง 
nanodrop spectrophotometer และ Agarose gel electrophoresis จากนั้น RNA ถูกสรางเปน cDNA 
และถูกตัดใหสั้นลงและเชื่อมดวยตัวเชื่อมตอ (adapter) ท่ีทราบลําดับเบส แลวทําการแยก cDNA ออกเปน
เสนเดี่ยว แลวจึงประเมินคุณภาพของดีเอ็นเอตนแบบท่ีไดดวยเครื่อง Agilent2100Bio Analyzer นําดีเอ็นเอ
สายเดี่ยวตรึงบนเม็ดบีดท่ีมีไพรเมอรท่ีจําเพาะ โดยดีเอ็นเอท่ีเชื่อมตอกับอะแด็บเตอรนับเปนหนึ่งโมเลกุล ซ่ึง
หนึ่งโมเลกุลนี้จะจับอยูกับเม็ดบีดหนึ่งเม็ดเพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในหยดน้ํามันท่ีมีสารสําหรับทําพีซีอารอยู
ภายใน เม่ือเสร็จสิ้นปฏิกิริยาพีซีอารแลว ในหนึ่งหยดน้ํามันจะมีดีเอ็นเอตนแบบท่ีเหมือนกันเปนลานชุดติดอยูท่ี
เม็ดบีด ซ่ึงจะนําไปหาลําดับเบสตอไป  ในการหาลําดับเบสใชวิธีท่ีเรียกวา sequencing by synthesis เพ่ือหา
ลําดับเบสดีเอ็นเอ โดยใชเอ็นไซม DNA polymerase ในการสังเคราะหสายดีเอ็นเอจากดีเอ็นเอสายเด่ียวให
เปนดีเอ็นเอสายคู เริ่มตนดวยการนําดีเอ็นเอท่ีติดดวยเม็ดบีด ใสลงใน PicoTiterPlatetm (PTP) ซ่ึง PTP 
ประกอบดวยหลุม โดยหนึ่งหลุมสามารถบรรจุปริมาตรท้ังหมดได 75 picoliters และบรรจุไดเพียงเม็ดบีด
เดียวเทานั้น ดังนั้นหนึ่งเม็ดบีดจึงเทียบไดกับหนึ่ง reads หลังจากการบรรจุเม็ดบีดขางตนแลว ใส PTP เขา
เครื่อง 454/Roche ซ่ึงเครื่องจะเติมสารละลายตางๆ รวมถึงเบส A,  T,  C,  G แบบอัตโนมัติโดยเติมนิวคลีโอ
ไทดเขาไปทีละตัว ตัวท่ีเขาคูกับดีเอ็นเอตนแบบเทานั้นจึงจะจับและเกิดปฏิกิริยา ในขณะท่ีนิวคลีโอไทดตัวอ่ืนก็
จะถูกลางออกไป จากนั้นเม่ือมีการตอสายดีเอ็นเอดวยเอ็นไซม DNA polymerase จะเกิดการเปลี่ยนแปลง
ทางปฏิกิริยาเคมี ซ่ึงจะมีการปลดปลอยสารไพโรฟอสเฟต (PPi) และเอ็นไซม sulfurylase จะทําหนาท่ี
เปลี่ยนแปลงสารไพโรฟอสเฟต ดวยการทําปฏิกิริยากับ adenosine 5´-phosphosulfate (APS) ไดพลังงาน 
ATP ออกมาจากนั้น เอ็นไซม luciferease จะใชพลังงาน ATP เปนสารตั้งตนและใช luciferin ไดผลิตภัณฑ
เปนสาร oxyluciferin สงผลใหเกิดการปลดปลอยแสงเปนสัญญาณออกมา แสงจะถูกบันทึกดวย CCD 
camera โดยสัญญาณแสงท่ีปลดปลอยออกมาจะบงชี้ถึงสัดสวนของจ านวนนิวคลีโอไทดท่ีอานได ซ่ึงโปรแกรม
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จะสรางกราฟแสดงความเขมขนของแสงท่ีอานไดในแตละนิวคลีโอไทด เรียกวา Flow  gram ของแตละหลุมท่ี
อยูใน PTP นั้น เพ่ือทํานายการตอบสนองของจระเขเม่ือมีการติดเชื้อแบคทีเรียและระบุชื่อและหนาของ 
unigene 7 ฐานขอมูลถูกใชเพ่ือระบุชื่อและจัดกลุม unigene ประกอบดวย NR (NCBI non-redundant 
protein sequences), GO (Gene Ontology), KOG (euKaryotic Orthologous Groups), KO (KEGG 
Orthology), Pfam (Protein family) คา Read count จากการวัดการแสดงออกของยีน ถูกใชเพ่ือคํานวณ
และระบุยีนท่ีแสดงออกแตกตางกันในแตละชวงเวลา โดยถูกแสดงเปน Volcano plots โดยคาแสดงออก ท่ี 
log2(Fold Change) >1 แสดงวา เปนยีนท่ีแสดงออกเพ่ิมข้ึนและ <-1 แสดงวายีนนั้นแสดงออกลดลง ท่ีคา q-
value < 0.005 และไดแสดงจํานวนของ unigene ท่ีเปลี่นแปลงในรูป Venn diagramThe threshold was 
normally set as: [log2(Fold Change)] > or < 1 and q-value < 0.005 โดยอาศัยฐานขอมูล ของ KEGG 
pathway เพ่ือระบุและทํานายกลไกการตอบสนองตอการติดเชื้อแบคทีเรียในจระเขผานการเปรียบเทียบ 
KEGG โดยจะระบุ 20 pathway แรกท่ีมีจํานวนมากท่ีสุด 

 
3.3 การแยกเซลลเม็ดเลอืดขาวและซีรัมสําหรับการศึกษาแบบแผนโปรตีนดวยเทคนคิ proteomics  

ทําการเก็บเลือดจากจระเขใสในหลอดปลอดเชื้อ 15 ml ท่ีเคลือบดวย 0.89% EDTA แลวตั้งไวท่ี 4°C 
เปนเวลา 30 นาทีเพ่ือให พลาสมา เม็ดเลือดขาวและเม็ดเลือดแดงแยกชั้น จากนั้นใชพาสเจอรปเปตท่ีสะอาด
ดูดชั้นเม็ดเลือดขาวใสหลอดทดลองขนาด 15 ml แลวปนเหวี่ยงท่ี 5,000xg เปนเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 
°C เพ่ือทําใหเม็ดเลือดขาวท่ีไดบริสุทธิ์ยิ่งข้ึนโดยดูดสวนท่ีเปนพลาสมาและเม็ดเลือดแดงออก สวนการแยกเก็บ
ซีรัมจระเขทําไดโดยนําเลือดจระเขท่ีไมไดผสมกับ EDTA ตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิ 4 °C เพ่ือใหเกิดการแยกกัน
ระหวางซีรัมกับตะกอนของเลือด ใช steriled pastures pipette ดูดแยกสวนท่ีเปนซีรัมซ่ึงเปนสวนของ
ของเหลวท่ีมีการแยกตัวออกมาจากตะกอนเลือดเก็บไว และท้ิงสวนท่ีเปนตะกอนเลือดไป นําไปปนเหวี่ยงท่ี 
3000xg นาน 10 นาที ดูดเก็บเอาสวนท่ีเปนของเหลวไวนําซีรัมไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -70°C เพ่ือเก็บรักษาไวใช
ในการทดลองตอไป 

 
3.4 การเตรียมตัวอยางโปรตีนจากเม็ดเลือดขาวและซีรัมเพื่อวิเคราะหแบบแผนโปรตีนดวย SDS-PAGE  

 เติม lysis buffer ซ่ึงมีสวนประกอบคือ 1 % SDS in 50 mM Tris-HCl pH 6.8 ในเซลลเม็ดเลือดขาว
และซีรัม จากนั้นบดโดยใชเครื่อง homogenizer แรงในการทําใหโปรตีนเนื้อเดียวกันคือ Amplitude = 80% 
สองครั้ง ครั้งละ 10 วินาที โดยโปรตีนถูกตกตะกอนดวย อะซิโตนแชเย็น ท่ีผสม 10 (w/v) % 
trichloroacetic (TCA) และ 0.07 (v/v) % ß-mercaptoethanol แลวแชไวท่ี -20 °C อยางนอย 16 ชั่วโมง 
จากนั้นปนเหวี่ยงสารละลายโปรตีน ท่ีความเร็ว 10,000xg ท่ีอุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 5 นาที เก็บสวนตะกอน
โปรตีน แลวลางตะกอนโปรตีนอีกสองครั้ง ดวย 50 mM Dithiothreitol (DTT) ในอะซิโตนแชเย็น ตะกอน
โปรตีนถูกทําใหแหงท่ีอุณหภูมิหองแลวละลายกลับดวย 0.1% RapidGest SF surfactant ใน 20 mM 
Ammonium bicarbonate โปรตีนจากเซลลเม็ดเลือดขาวและซีรัมถูกแยกออกเป ็น 2 ส วนคือ ส วนแรกนําไป
ว ิเคราะห proteomics แบบ gel-free proteomics ส วนท่ีสอง ตรวจสอบแบบแผนล ักษณะโปรตีนและเปป
ไทดโดยการแยกดวย 4-20% gradient SDS-PAGE โดยความเขมขนของโปรตีนถูกวัดดวย Micro BCATM 
protein assay kit (Thermo Scientific, USA) โดยใช Bovine Serum Albumin, Factor V (Sigma, USA) 
เปนโปรตีนมาตรฐาน (0-40 µg/ml)   
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3.5 การยอยโปรตีนดวยเอนไซม trypsin เพื่อระบุชนิดโปรตีนและคํานวณหาปริมาณการแสดงออกของ
โปรตีน 

 การทํา in-solution digestion ถูกดัดแปลงตามวิธีของ E-Kobin et al. (2016) โดยทําการเติม 1 mg 

โปรตีนลงใน 5 mM Dithiothreitol (DTT), 10 mM ammonium bicarbonate ท่ี 60 °C เปนเวลา 1 
ชั่วโมง เพ่ือทําลายพันธะ disulfide และทําใหเกิด alkylation ดวย 15 mM Iodoacetamide (IAA) ใน 10 
mM ammonium bicarbonate อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ชั่วโมงในท่ีมืด หลังจากนั้น ตัดโปรตีนใหเปนเสนๆ 

ดวย trypsin (Promega, Germany); ในอัตราสวน 1 ng ของ trypsin และ 50 ng ของโปรตีน ท่ี 37 °C 
ขามคืน จากนั้นทําใหสารละลายโปรตีนท่ีตัดแหง แลวละลายกลับดวย 0.1% formic acid แลวเอาเกลือออก
ดวยคอลัมน C18-ZipTip (Metler, UK) จากนั้นชะสารในคอลัมนออกดวย 15-60% 
Acetronitrile/0.1%formic acid แลวฉีดเขาเครื่อง LC-MS/MS spectrometer (NanoAcquity system) 

  
3.6 คํานวณปริมาณโปรตีนดวย tandem mass spectroscopy (SynaptHDMS) 

 เปปไทดท่ียอยแลวถูก เติม H+ ดวย formic acid แลวฉีดเขา NanoAcquity system (Waters Corp., 

Milford, MA) โดยใชคอลัมน C18 5 µm, 180-µm × 20-mm Trap column และ BEH-130 C18 1.7 µm., 

100-µm ×100-mm ซ่ึงเปน reversed phase column (Waters Corp., Milford, MA) ใชอัตราการไหล
ของสาร 400 nl/min รอบแรกชะดวย 0.1 % formic acid และครั้งท่ี 2 ชะดวย 100 % Acetonitrile ใน 
0.1 %  Formic acid โดยใช quadrupole เปนตัววัดน้ําหนักของไอออน ในการวัดปริมาณ intensity เพ่ือ
บอกปริมาณโปรตีนท่ีแสดงออก จะใช DeCyder™ MS 2.0 ซอฟตแวรซ่ึงเปนการเปลี่ยนสัญณาณ น้ําหนัก/
ประจุ ไปเปน generic format (.mgf) ซ่ึงจะถูกเทียบกับฐานขอมูล NCBI-nr database (update August 
07, 2015) โดยใช MASCOT algorithm (Matrix Science version 2.2, London, UK) ของ Bruker 
Daltonics BioTools 2.2 software (GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, Germany) โดยกําหนด
คาพารามิเตอรดังนี้ 1) ตัดดวยเอนไซม trypsin 2) modification with carbamidomethyl Deamidation 
(NQ), Oxidation (M), Phopho (ST) and Phospho (Y), 3) ตัดผิดพลาดไดหนึ่งครั้ง 

 
3.7 การวเิคราะหทางสถิติของผลทรานสคริปโตมิกส 

คาเฉลี่ยการแสดงออกของโปรตีนในเวลา 0 ชั่วโมง 1 ชั่วโมง 24 ชั่วโมง ถูกนํามาคํานวณความแตกตาง
ทางสถิติ ดวย pair-wise t-test ท่ี 95% (p-value <0.05). คาเฉลี่ยการแสดงออกของโปรตีนท้ังเพ่ิมข้ึนและ
ลดลงของโปรตีนจาก เม็ดเลือดขาวและซีรัม ถูกสรางดวย Hierarchical clustering โดยใชโปรแกรม TMEV 
MeV version 4.9.0 software 

 
3.8 การศึกษาการโคลนยีนและศึกษาคุณสมบัติของเปปไทด Cathelicidin ในจระเขสยาม 

 3.8.1 การสกัด total RNA จากเลือดจระเข 
ผสมเลอืดจระเขสยามปริมาตร 250 µl กับน้ํายา TRIZOL LS Reagent 750 µl ทําใหเซลลแตก

ดวยการใชปเปตดูดข้ึน-ลง นําไปบมท่ี 15-30 °C เปนเวลา 5 นาที จากนั้นเติม Chloroform 200 µl แลวเขยา
หลอดทดลองหรือคว่ําไปมา 15 วินาที บมท่ี 15-30 °C เปนเวลา 2-15 นาที ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12000xg 
ท่ี 2-8 °C เปนเวลา 15 นาที ดูดสวนใสใสใน tube ใหม จากนั้นเติม isopropyl alcohol 500 µl นําไปบมท่ี 
15-30 °C เปนเวลา 10 นาที แลวปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12000xg ท่ี 2-8 °C เปนเวลา 10 นาที ดูดสวนใสท้ิง 
เก็บสวนตะกอนไว เติม 75% ethanol 1 ml แลวเขยาดวยเครื่อง vortex mixer ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 
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7500xg ท่ี 2-8 °C เปนเวลา 5 นาที จากนั้นท้ิงใหแหง (air dry) ประมาณ 5-10 นาที แลวเติม DEPC-
treated water 25-50 µl 

3.8.2 การกําจัด DNA ที่ปนเปอนดวยเอนไซม DNaseI 
 สารละลาย total RNA solution 1-8 µl เติม 10x DNaseI reaction buffer 1 µl และเอนไซม 

DNaseI 1 µl นําไปบมท่ี 37 °C เปนเวลา 30 นาที จากนั้นเติม DNase stop solution (EDTA, pH 8.0)  1 

µl บมตอท่ี 65 °C เปนเวลา 10 นาที  

3.8.3 การทํา first strand cDNA synthesis  

ทําการสังเคราะห first strand cDNA โดยใช RT-PCR kit, Vivantis ใช total RNA template 

10 µl oligodT primer 1 µl ปรับปริมาตรดวย RNase-free water ใหเปน 12 µl นําไป Heat ท่ี 65 °C เปน

เวลา 5 นาที จากนั้นวางบนน้ําแข็ง 1 นาที แลวเติม Reaction master mix (10X reaction buffer 4 µl, 

10 mM dNTP mix 2 µl และ MuLV Reverse transcriptase 1 µl ผสมใหเขากัน นําไปบมท่ี 42 °C เปน

เวลา 60 นาที แลว Heat ท่ี 70 °C เปนเวลา 5 นาที 

3.8.4 การทําเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค Polymerase Chain Reaction หรือ PCR  

ออกแบบ primer จากบริเวณท่ี conserve ของ ยีนคาเธลิซิดิน จากนั้นเตรียมองคประกอบของ
ปฏิกิริยาพีซีอาร 10X Taq reaction buffer 5 µl, 10 mM dNTP mix 1 µl, 25 mM MgCl2 3 µl, 10 µM 
forward primer 2 µl, 10 µM reverse primer 2 µl, Taq DNA polymerase (Vivantis) 0.5 µl, cDNA 
template 5 µl ปรับปริมาตรดวย RNase-free water เปน 50 µl เอาเขาเครื่อง PCR ตามโปรแกรม       
(ดังตารางท่ี 3.1) ตรวจสอบ PCR product ดวย agarose gel electrophoresis ตัดแถบของ PCR product 
ท่ีตองการ เพ่ือทํา gel purify ดวย GF-1 AmbiClean Kit (Vivantis) 

 
    ตารางที่ 3.1  สภาวะสําหรับการทํา PCR เพ่ือวิเคราะหยีนคาเธลิซิดินของจระเขสยาม 

Condition Temperature (°C) Time  Cycle 

Pre-Denaturation 95 3 min 1 

Denaturation 95 30 sec  

Annealing 45-60 30 sec 

Extension 72 45 sec 

Post-extension 72 72 3 min 1 

Cooling  4 ∝ 1 

 

 

 

35 
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3.8.5 การเชื่อมยีน (Ligation) เขาสูพลาสมิด pTG19-T vector 

ทําการเชื่อมยีนคาเธลิซิดินเขาสูพลาสมิด pTG19-T vector (2X Rapid Ligation Buffer, T4 

DNA Ligase 5 µl, pTG19-T vector (50ng) 1 µl, PCR product 3 µl, T4 DNA Ligase (3 units/ µl) 1 

µl ปรับปริมาตรดวย Nuclease-free water เปน 10 µl นําไปบมท่ี 16 °C เปนเวลาขามคืน จากนั้นนํา 

recombinant plasmid ท่ีไดถายโอนเขาสู DH5α competent cells คัดเลือกโคโลนีท่ีเจริญบน LB agar 

ดวยวิธี blue-white colony selection บน LB agar ท่ีมียาปฏิชีวนะ ampicillin IPTG และ X-Gal ทําการ

สกัด recombinant plasmid ดวย GF-1 plasmid DNA extraction kit (Vivantis) แลวนํามาตรวจสอบ

ดวย restriction enzyme โดยตัดดวย BamHI ตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอท่ีไดดวย agarose gel 

electrophoresis สง recombinant plasmid หาลําดับนิวคลีโอไทด (Nucleotide sequencing) เพ่ือยืนยัน

ผลอีกครั้ง 

3.8.6 การหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนคาเธลิซิดินแบบ full-length 

ออกแบบ specific forward primer จากผลของ sequencing (partial sequence) ท่ีไดจาก

การทํา PCR ครั้งแรก จากนั้นทํา PCR อีกครั้ง โดยใช oligodT primer เปน reverse primer ตรวจสอบ 

PCR product ดวย agarose gel electrophoresis ตัดแถบของ PCR product ท่ีตองการ เพ่ือทํา gel 

purify ดวย GF-1 AmbiClean Kit (Vivantis) ทําการเชื่อมยีนคาเธลิซิดินเขาสูพลาสมิด pTG19-T vector 

แลวสง recombinant plasmid วิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด (Nucleotide sequencing) ออกแบบ 

specific reverse primer จากผลของ sequencing ท่ีได แลวทํา PCR อีกครั้งโดยใช NUP primer เปน 

forward primer เพ่ือหาลําดับนิวคลีโอไทดทางดานปลาย 5’ ทําการเชื่อม PCR product เขาสูพลาสมิด 

pTG19-T vector แลวสง recombinant plasmid เพ่ือวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดเต็มเสน (full-

length)   

3.8.7 วเิคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีนคาเธลิซิดิน 

จากผลของ full length ของ ยีนคาเธลิซิดิน ทําการแปลงจากลําดับนิวคลีโอไทดเปนลําดับ

กรดอะมิโน จากนั้นนําผลของลําดับกรดอะมิโนของคาเธลิซิดินไปวิเคราะหดวยโปรแกรม BLAST เปรียบเทียบ

ลําดับกรดอะมิโนทางดานปลาย C-terminus ท่ีทําหนาท่ีเปนคาเธลิซิดินเปปไทด เพ่ือใชลําดับกรดอะมิโน

ดังกลาวในการสังเคราะหเปปไทดคาเธลิซิดินสําหรับใชในการทดสอบการเปนเปปไทดตานเชื้อจุลชีพ ทําการ

เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของคาเธลิซิดินจากจระเขสายพันธไทยกับคาเธลิซิดินอ่ืนดวยการทํา Amino 

acid sequence alignment และ Phylogenetic tree ดวยโปรแกรม ClustalOmega ทํานายโครงสราง

ตติยภูมิของคาเธลิซิดินจากจระเขสายพันธไทยโดยโปรแกรม I-TASSER server และทํานายโครงสรางทุติยภูมิ

ของเปปไทดคาเธลิซิดิน ดวยโปรแกรม PEP-FOLD server ทํานายชวงลําดับกรดอะมิโนท่ีมีความสามารถใน

การเปน antimicrobial peptide ดวย Antimicrobial Sequence Scanning System 
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3.9 การศึกษาคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรียของเปปไทดคาเธลิซิดินของจระเขสยาม 

  ทําการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียท่ีตองการทดสอบในอาหาร Mueller-hinton broth (MHB) ท่ี 37 oC ใหอยู

ในชวง mid Log phase แลวทําการเจือจางเชื้อดวย PBS buffer ใหไดสารละลายแบคทีเรีย 104 CFU/ml 

เติมสารละลายแบคทีเรีย 25 µl ลงใน 96-well microtiter cell-culture plate แลวเติมสารละลายเปปไทด 

จํานวน 25 µl (เจือจางใหมีความเขมขนตางๆ กัน) ลงใน 96-well microtiter cell-culture plate (ชุด

ควบคุมใช antibiotic แทนสารละลายเปปไทด) บมท่ี 37 oC เปนเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นเติม MHB 50 µl บม

ท่ี 37 oC เปนเวลา 18 ชั่วโมง เติมสารละลาย 0.015% resazurin 30 µl บมท่ี 37 oC เปนเวลา 2 ชั่วโมง 

แบคทีเรียท่ีมีชีวิตจะเปลี่ยนสีของสารละลาย resazurin จากสีน้ําเงินเปนสีชมพู ความเขมขนนอยสุดของเปป

ไทดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียได (สีน้ําเงิน) เรียกวา Minimal inhibitory 

concentrations (MICs) 

 

3.10 การศึกษากลไกการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียของเปปไทดคาเธลิซิดินดวยกลองจุลทรรศน

อิเล็กตรอน  

ชนิดสองกราด (Scanning Electron Microscope; SEM) 

ทําการเตรียมเชื้อแบคทีเรียท่ีตองการทดสอบใหไดคา  OD600 ประมาณ 0.1 จากนั้นปเปตสารละลาย
เซลลแบคทีเรียปริมาตร 100 µl (104 CFU/ml) และสารละลายเปปไทด 100 ไมโครลิตร (1:1) ลงใน 
microtube ขนาด 1.5 ml จากนั้นทําการ incubated ท่ี 37 °C เปนเวลาประมาณ 2 ชั่วโมง จากนั้นทําการ 

fix เซลลดวย 2.5% glutaraldehyde (w/v) ประมาณ 1 ชั่วโมง แลววางบน 0.2 µm polycarbonate 
membrane filter (Sartorius AG, G ottingen, Germany) จากนั้นลางดวย 10 mM PBS สองครั้ง แลวนํา
เซลลบน membrane มาทําการ dehydrate ดวย 30% ethanol, 50% ethanol, 70% ethanol และ 
90% ethanol อยางละ 1 ครั้ง ครั้งละ 15 นาที ตามลําดับ จากนั้นลางดวย 100% ethanol 2 ครั้ง ครั้งละ 
15 นาที จากนั้นนํา membrane เขาเครื่อง CPD แลวทําการเคลือบทองลงบนผิวเซลล และสองดวยกลอง
จุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสงกราด (LEO1450VP, LEO Electron Microscopy, Cambridge, England) 

 
3.11 การทดสอบความเปนพิษของเปปไทดคาเธลิซิดินตอเซลลเม็ดเลือดแดงมนุษย (hemolytic activity) 

 นําเซลลเม็ดเลือดแดงของมนุษยมาลางดวย phosphate buffer saline pH 7.4 (PBS) 3 ครั้ง จากนั้น
เจือจางปริมาณเซลลเม็ดเลือดแดงดวย PBS ใหได 2% (w/v) จากนั้นเติมเซลลเม็ดเลือดแดงลงในหลอด 
micro-centrifuge tubes จากนั้นปเปตสารละลายเปปไทดปริมาตร 10 µl (3.13-200 µg/ml) ลงไปใน
สารละลายเซลลเม็ดเลือดแดง แลวบมท่ีอุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 
1,000xg เปนเวลา 5 นาที นําสวน supernatant มาวัดคา Optical density (OD) ท่ี 415 nm โดยในการ
ทดลองใช Triton X-100 เปน positive control แลวคํานวณหาคา % hemolytic ตามสูตรดังนี้  

 
% hemolytic = ([A415 nm, peptide]/[A415 nm, 1% [v/v] Triton X-100]) × 100 
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3.12 การทดสอบความเปนพิษของเปปไทดคาเธลิซิดินตอเซลลไฟโบรบลาสตจากมนุษย (NHDF cell) โดยวิธ ี
MTT assay 
ทําการเลี้ยงเซลลปริมาตร 100 µl ใน 96-well plate โดยท่ีความหนาแนนเซลลไฟโบรบลาสตอยูท่ี 

5×103cells/well บมในตู CO2 Incubator ท่ีมีปริมาณ CO2 อยู 5% อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 16 ชั่วโมง 
ระหวางนั้นทําการเจือจางตัวอยางเปปไทดดวยวิธี two-fold serial dilution ท่ีความเขมขน 3.13–200 
µg/ml ดวยอาหาร EMEM ท่ีไมเติม FBS เม่ือครบ 16 ชั่วโมงแลวทําการดูด medium ออกโดยใช 
micropipette และเติมตัวอยางเลือดจระเขลงไปในแตละหลุม นําไปบมในตู CO2  Incubator เปนเวลา 24 
ชั่วโมง จากนั้นดูดสารตัวอยางออกโดยใช micropipette แลวทําการเติม MTT reagent (0.5mg/ml) 
ปริมาตร 100 µl ลงไปในแตละ well ทําการเขยาเบาๆกอนนําไปบมในตู CO2  Incubator อีกครั้ง เปนเวลา 4 
ชั่วโมง หรือจนเกิดผลึก formazan ข้ึน ดูดสารละลาย MTT reagent ออกโดยใช micropipette จากนั้นเติม
สารละลาย DMSO ปริมาตร 100 µl ลงไปในแตละหลุม นําไปบมในท่ีมืด เปนเวลา 2 ชั่วโมง เพ่ือใหผลึก 
formazan ละลายอยางสมบูรณ แลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 570 nm โดยใชเครื่อง 
microplate reader และคํานวณคาการมีชีวิตของเซลล โดยแสดงในรูปรอยละตอกลุมควบคุม (% of 
control) 

 
3.13 การศึกษาฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระและฤทธิ์ตานอักเสบของไฮโดรไลเสทฮีโมโกลบินจากจระเขสยาม 

การวิจัยนี้ไดดําเนินการตามขอตกลงการในวิจัยในสัตวทดลองของมหาวิทยาลัยขอนแกน เลขท่ี ACUC-
KKU-52/60 เลือดจระเขถูกเก็บจาก บริษัทศรีราชา โมดา จํากัด จังหวัดชลบุรี โดยทําการดูดเลือดจากสวน 
supravertibral branch ของ internal jugular vein ในจระเขระหวางอายุ 1-3 ป โดยเลือดถูกเก็บในหลอด
ปลอดเชื้อ ขนาด 15 ml ท่ีเคลือบดวยสารกันเลือดแข็งตัวคือ 0.08 g EDTA จากนั้นเลือดจะถูกเก็บท่ี 4 °C 
เปนเวลาขามคืนเพ่ือใหเกิดการแยกชั้น โดยเม็ดเลือดแดงท่ีอยูชั้นลางจะถูกเก็บไวในหลอดปลอดเชื้อใหม แลว
ลางเม็ดเลือดแดง 3 ครั้ง ดวย phosphate buffer saline (PBS), pH 7.0 แลวปน 3,000×g เปนเวลา 5 นาที 
ท่ีอุณหภูมิ 4 °C จากนั้นลางดวยน้ําเย็น 5 เทาของปริมาตรเม็ดเลือดแดง จากนั้นเขยาสวนผสมดวยความแรง
แลวปลอยใหสวนผสมตกตะกอนเปนเวลา 10 นาที ปนท่ี 10,000xg เปนเวลา 20 นาที แลวเก็บสารละลาย
สวนใส (supernatant) และนําไปทําใหแหงดวยเทคนิค lyophilized และเก็บไวท่ี -70 °C กอนนําตัวอยาง
ฮีโมโกลบินไปทําการทดลองข้ันตอไป 

3.13.1 การยอยโปรตนีฮโีมโกลบนิดวยเอนไซม trypsin และเอนไซม papain  
การยอยโปรตีนดวยเอนไซมทําตามวิธี Yu (Yu et al., 2006) และคณะคือ สารละลาย

ฮีโมโกลบินถูกยอยดวยโปรตีน trypsin และ papain ดวยอัตราสวน enzyme ตอ substrate 1:100 (w/w) 
ท่ีอุณหภูมิ 37 °C เวลา 2 4 6 8 ชั่วโมงและตมท่ีอุณหภูมิ 95 °C เปนเวลา 10 นาที เพ่ือยับยั้งการทํางานของ
เอนไซม โดยการยอยใช pH 7.5 ซ่ึงปรับ pH ดวย 1 M HCl จากนั้นปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 7,168×g เปนเวลา 
20 นาที แลวเก็บเฉพาะสวนใสและปรับ pH ใหเปน 7.0 ดวย 1 M HCl หรือ 1 M NaOH แลวนําไปทําใหแหง
และเก็บไวท่ี -70 °C  

3.13.2 การศึกษาระดบัการยอยของโปรตนี (degree of hydrolysis) 
วิธีการทําอางอิงตามวิธีของ Benjakul และคณะ (Benjakul et al., 1997) คือ 125 µl ของ 

CHHs (1 mg/ml) ผสมกับ 2.0 ml ของ 0.21 M sodium phosphate buffer, pH 8.2, จากนั้นเติม
สารละลาย 0.01% TNBS สวนผสมถูกบมในอางน้ําอุน 50 องศาเซลเซียส 30 นาที ในสภาวะมืดแลวเติม 2 
ml ของ 0.1 M sodium sulfite เพ่ือหยุดปฎิกิริยา จากนั้นท้ิงใหเย็น 15 นาที วัดคาดูดกลืนแสงท่ีความยาว
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คลื่น 420 nm ของ α-amino acid content จะแสดงคาในหนวยของ L-leucine โดย % ระดับการยอย
โปรตีนมีสูตรการคํานวณดังนี้ 

 

 
 

               โดยกําหนดให  คือ จํานวน α-amino acid ท่ีถูกปลดปลอยท่ีเวลาใดๆ 

       คือ จํานวน α-amino acid ท่ีละลายอยูในปฏิกิริยาเริ่มตน 
                     คือ จํานวน α-amino acid ท่ีเกิดข้ึนเม่ือผานการยอยอยางสมบูรณ ดวย 5 

M HCl ท่ี 100 ºC เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

3.13.3 การศึกษาฤทธิต์านอนมุลูอสิระดวยวธิ ีDPPH assay  
ความสามารถในการตานอนุมูลอิสระของโปรตีนฮีโมโกลบินไฮโดรไลเสทถูกทดสอบดวยวิธี DPPH 

radical scavenging capacity การทดลองนี้เปนวิธีการวิเคราะหความสามารถในการเปนสารตานอนุมูลอิสระ
ซ่ึง   ใชสารละลาย 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) การทดลองเริ่มจากเตรียมตัวอยางโปรตีน
ฮีโมโกลบินไฮโดรไลเสทท่ีความเขมขนตางๆ ปริมาตร 50 µl ผสมลงในสารละลาย 0.0004 M DPPH ปริมาตร 
50 µl จากนั้นบมในท่ีมืดเปนเวลา 5 นาที วัดสีท่ีเปลี่ยนแปลงท่ีคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 490 nm ใน
การทดลองนี้จะใช vitamin C เปนกลุม positive control โดยใชน้ํากลั่นเปนกลุม negative control นําคาท่ี
ไดไปคํานวณหา % inhibition ตามสมการดังนี้ 

 
% Antioxidant inhibition = [(Abscont – Abstest)/Abscont] × 100 

 
3.13.4 การศึกษาฤทธิต์านอนมุลูอสิระดวยวธิ ีFerric Reducing Power Assay 

การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี ferric reducing power ถูกปรับเปลี่ยนจากวิธีการของ 
Girgih และคณะ (Girgih et al., 2011) ทําไดโดยนําสารละลายโปรตีนฮีโมโกลบินไฮโดรไลเสทปริมาตร 100 
µl เติมลงใน 0.2 M phosphate buffer pH 6.6 ปริมาตร 250 µl จากนั้นเติมสารละลาย potassium 
hexacyanoferrate 1% (w/v) ปริมาตร 250 µl สารละลายถูกผสมใหเขากันดวย vortex แลวบมท่ีอุณหภูมิ 
50 °C เปนเวลา 20 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาดวย 10% TCA ปริมาตร 250 µl และท้ิงไว 10 นาที แลวปนท่ี 
800×g 10 นาที นําตัวอยางจากปฎิกิริยา 30 µl ผสมกับน้ํา 160 µl และ 0.1% (w/v) ferric chloride (10 
µl) โดยปฏิกิริยาถูกทดสอบใน 96-well plate จากนั้นผสมตัวอยางใหเขากันและท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง 10 นาที 
การทดลองนี้จะใช glutathione เปน positive control จากนั้นวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 700 
nm โดยแตละตัวอยางทําสามซํ้า โดยคาท่ีวัดไดเปนเทียบกับคา Trolox และถูกคํานวณตามสมการเสนตรง
ของตัวอยาง positive control  

3.13.5 การศึกษาฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธ ีLinoleic Peroxidation Assay 
การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี linoleic peroxidation ถูกปรับเปลี่ยนจากวิธีการของ 

Ledesma และคณะ (Ledesma et al., 2009) ทําไดโดยนําโปรตีนฮีโมโกลบินไฮโดรไลเสทปริมาตร 50 µl     
(5–500 µg/ml) เติมลงในสารละลาย linoleic acid ปริมาตร 50 µl ท่ีผสมอยูในสารละลาย 0.07 M ABAP 
ปริมาตร 10 µl ผสมสารละลายใหเขากัน จากนั้นเติมกรด acetic (20% v/v) ปริมาตร 150 µl บมปฏิกิริยาท่ี
อุณหภูมิ 70 °C เปนเวลา 1 ชั่วโมง นําตัวอยางจากปฎิกิริยา 20 µl ผสมกับ 75% ethanol ปริมาตร 160 µl 
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ท่ีมีสารละลาย 15% ammonium thiocyanate ปริมาตร 10 µl และสารละลาย 10 mM ferrous chloride 
(10 µl) โดยปฏิกิริยาถูกทดสอบใน 96-well plate จากนั้นผสมตัวอยางใหเขากันและท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง 3 
นาที จากนั้นวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 500 nm โดยแตละตัวอยางทําสามซํ้า โดยคาท่ีวัดไดเปน
เทียบกับคา Trolox และถูกคํานวณตามสมการเสนตรงของตัวอยาง positive control 

  
   % Antioxidant inhibition = [(Abscont – Abstest)/Abscont] × 100 

 
 

3.13.6 การศึกษาฤทธิ์ตานอักเสบดวยการตรวจวัดไนตริกออกไซด (nitric Oxide) และศึกษาการรอด
ชีวิตของเซลล (cell viability) 

ศึกษาฤทธิ์ตานการอักเสบของโปรตีนฮีโมโกลบินไฮโดรไลเสทโดยการกระตุนใหเซลล RAW 264.7 
ใหเกิดการอักเสบดวย LPS ซ่ึงมีวิธีการคือ เลี้ยงเซลล RAW 264.7 ในอาหาร RPMI 1640 ท่ีประกอบดวย 
10% (v/v) heat-inactivated FBS และ 1% (v/v) antibiotic ในตูบมเซลลที่มีคารบอนไดออกไซด (CO2) 
5 % (v/v) ท่ีอุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง และแบงการทดลองออกเปนสามกลุม โดยกลุมเซลลท่ี
ไมถูกกระตุนใหเกิดการอักเสบ (untreated) ไดทําการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลชนิดเดิมออกและเติมอาหาร
เลี้ยงเซลลท่ีมีเพียง 1% (v/v) antibiotic  กลุมควบคุม ไดทําการกระตุนใหเซลลทดสอบเกิดการอักเสบดวย 
LPS โดยเลี้ยงเซลลในอาหาร RPMI 1640 ท่ีมี LPS ความเขมขน 100 ng/ml เพียงอยางเดียว และกลุม
ทดลอง โดยทําการเลี้ยงเซลล RAW 264.7 ในอาหาร RPMI 1640 ท่ีประกอบดวย LPS ท่ีความเขมขน 100 
ng/ml รวมกับโปรตีนฮีโมโกลบินไฮโดรไลเสทท่ีความเขมขนตางๆ (125-500 µg/ml) จากนั้นบมท่ีอุณหภูมิ 
37 °C ที่มี CO2 5 % (v/v) เปนเวลา 24 ชั่วโมง การตรวจวัดปริมาณ NO จะทําการตรวจวัดไดโดยตรงจาก
อาหารเลี้ยงเซลล สวนตะกอนเซลลจะถูกนําไปศึกษาอัตราการรอดชีวิตดวยวิธี MTT assay โดยการวัดปริมาณ 
NO ทําโดยดูดอาหารเลี้ยงเซลลปริมาตร 100 µl ผสมกับสารละลาย Griess [2% (%w/v) N-(1-naphtyl)-
ethylenediamine และ 2% (%w/v) sulfanilamide ใน 4% (%w/v) phosphoric acid] ปริมาตร 100 µl 
จากนั้นต้ังท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที แลววัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 540 nm ดวยเครื่องวัดคาการ
ดูดกลืนแสงแบบไมโครเพลท ตะกอนเซลลท่ีเหลืออยูจะถูกศึกษาการรอดชีวิตของเซลล โดยเติมสารละลาย 
MTT (ความเขมขน 0.5 mg/ml) ปริมาตร 100 µl/หลุม จากนั้นบมท่ีอุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 2 ชั่วโมง กอน
ทําการดูดอาหารเลี้ยงเซลลออก และละลายตะกอน formazan ดวย DMSO ปริมาตร 100 µl และนําไปวัด
การดูดกลืนแสงท่ี 570 nm โดยเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสงแบบไมโครเพลท คํานวณคาการมีชีวิตรอดของ
เซลล โดยแสดงในรูปรอยละตอกลุมควบคุม (% of control)  ดังนี้ 

 
           % การมีชีวิตรอดของเซลล = คาการดูดกลืนแสงท่ี 570 nm ของหลุมเซลลทดสอบ X 100 
                                                   คาการดูดกลืนแสงท่ี 570 nm ของหลุมเซลลควบคุม  
 
3.13.7 การตรวจวัดปริมาณไซโตไคนที่เกี่ยวของกับการอักเสบ (IL-10 and IL-6) 

 นําอาหารเลี้ยงเซลลจากการทดสอบในขอ 3.13.6 มาทําการตรวจวัดปริมาณสารสื่อกลางการ
อักเสบ โดยในการทดลองนี้จะทําการตรวจวัดปริมาณของ Interleukin 10 (IL-10) และ Interleukin 6 (IL-6) 
ดวยวิธี ELISA  (R&D, Minneapolis, MN, USA) 
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3.13.8 วิเคราะหทางสถิต ิ
          เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยระหวางกลุมควบคุมกับกลุมทดลองถูกวิเคราะหดวยวิธี 
Analysis of Variance (ANOVA) แบบ Dunnett’s test (Prism 5.0, GraphPad Inc., San Diego, CA, 
USA) หมายเหตุ: เครื่องหมายดอกจัน (*) ท่ีกํากับเหมือนกันบนแทงกราฟหมายถึงไมแตกตางกันทางสถิติและ
เครื่องหมายดอกจันท่ีแตกตางกันบนแทงกราฟแสดงคาความแตกตางกันทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95% 
(*P< 0.05, ** P < 0.01, ***P < 0.001) 
 
3.14 การวิเคราะหกรดอะมิโนที่เปนองคประกอบของโปรตีนฮีโมโกลบินไฮโดรไลเสทจากจระเขสยาม 

การวิเคราะหกรดอะมิโนท่ีเปนองคประกอบในเสนเปปไทดโฮโดรไลเสทถูกวิเคราะหโดยใชเทคนิค ion-
exchange chromatography โดยในการทดลองจะทําการฉีดสารละลายโปรตีนไฮโดรไลเสทปริมาตร 100 µl 
เขาไปในเครื่อง acid analyzer (Biochrom 30+, Cambridge, UK) โดยใช post-column ninhydrin 
derivation จากนั้นตรวจวัดตอดวยเครื่อง spectrophotometric amino acid analyzer แลวคํานวณ
ปริมาณกรดอะมิโนในหนวย µmol/l 
 
3.15 การวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของยีนของกบนาดวยเทคนิคทรานสคริปโตมิกส (RNA-Seq) 

ทําการเก็บตัวอยางกบนาจากบอเพาะเลี้ยงพอแมพันธุ สาขาวิชาเทคโนโลยีการประมง คณะเทคโนโลยี
อุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยกาฬสินธุ โดยตัดเก็บสวนปอดและตับแชท่ี -30 °C ทันที จากนั้นเนื้อเยื่อ
ปอดของกบนาถูกนํามาสกัด RNA ดวยชุดสกัดจาก TRIzol™ ตามวิธีการของชุดสกัด เพ่ือทําการศึกษาการ
เปลี่ยนแปลงยีนดวยเทคนิคทรานสคริปโตมิกส โดยทําการทดลองตามวิธีท่ีไดกลาวไปแลวขางตนในหัวขอ
การศึกษาทรานสคริปโตมิกสในจระเขสยาม (หัวขอ 3.2) 

 
3.16 การศึกษาการแสดงออกของยีนคาเธลิซิดนิในกบนา 

3.16.1 การเก็บตัวอยางกบนา 
ทําการเก็บตัวอยางกบนาจากบอเพาะเลี้ยงพอแมพันธุ สาขาวิชาเทคโนโลยีการประมง คณะ

เทคโนโลยีอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยกาฬสินธุ (รูปท่ี 3.1) โดยตัดเก็บสวนปอดและตับแชท่ี -30 °C 
ทันที 
 

 
รปูที ่3.1 ตัวอยางกบนาท่ีใชในการศึกษา 
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3.16.2 การสกัด total RNA  
ทําการสกัด total RNA ตามวิธีการของ total RNA extraction kit ของ Vivantis ดังนี้ ชั่ง

ตัวอยางปอดและตับของกบนา 0.3 กรัม ละลายใน Buffer TR 700 µl บดใหเซลลแตก แลวนําไปปนเหวี่ยง
ดวยความเร็ว 10,000 rpm เปนเวลา 3 นาที จากนั้นปเปตสวนใสลง column แลวปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 
14,000 rpm เปนเวลา 2 นาที เติม 80% ethanol 650 µl จากนั้นปเปต RNA Binding column ปนเหวี่ยง
ดวยความเร็ว 10,000 rpm เปนเวลา 1 นาที เติม Wash Buffer 500 µl ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 14,000 
rpm เปนเวลา 1 นาที ปเปต DNase I Digestion Mix 70 µl ท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที จากนั้น
เติม Inhibitor Removal Buffer 500 µl ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 14,000 rpm เปนเวลา 1 นาที เติม Wash 
Buffer 500 µl ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 rpm เปนเวลา 1 นาที แลวเติม Wash Buffer 500 µl อีก
ครั้ง ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 rpm เปนเวลา 1 นาที จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงอีกรอบเพ่ือทําใหแหง 
10,000 rpm เปนเวลา 1 นาที เติม RNase-free water ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 rpm เปนเวลา 1 
นาที แลวเก็บสวนของ total RNA จาก column 

3.16.3 การทํา first strand cDNA synthesis 
ทําการสังเคราะห first strand cDNA โดยใช 2-steps RT-PCR kit ของ Vivantis โดยใช total 

RNA template 5 µl oligo dT primer 1 µl 10 mM dNTP mix 1 µl ปรับปริมาตรดวย Nuclease free 
water ใหเปน 10 µl นําไปใหความรอนท่ีอุณหภูมิ 65 °C เปนเวลา 5 นาที จากนั้นวางบนน้ําแข็ง 2 นาที แลว
เติม 10 µl ของ cDNA synthesis mix (10X buffer M-MuLV 1 µl M-MuLV Reverse transcriptase 
RNase H 1 µl (200 u/µl) 0.5 µl และ Nuclease free water 8.5 µl) ผสมใหเขากัน นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 
42 °C เปนเวลา 60 นาทีแลวใหความรอนท่ีอุณหภูมิ 85 °C เปนเวลา 5 นาที 

3.16.4 การทํา Polymerase Chain Reaction หรือ PCR 
ออกแบบ primer จากบริเวณท่ี conserve ของยีนคาเธลิซิดิน จากนั้นเตรียมองคประกอบของ

ปฏิกิริยาพีซีอาร 10X Taq reaction buffer 5 µl, 10 mM dNTP mix 1 µl, 25 mM MgCl2 3 µl, 10 µM 
forward primer 2 µl, 10 µM reverse primer 2 µl, Taq DNA polymerase (Vivantis) 0.5 µl, cDNA 
template 5 µl ปรับปริมาตรดวย RNase-free water เปน 50 µl ดําเนินปฏิกิริยาพีซีอาร ตามโปรแกรม (ดัง
ตารางท่ี 3.2) ตรวจสอบ PCR product ดวย agarose gel electrophoresis ตัดแถบของ PCR product ท่ี
ตองการ เพ่ือทํา gel purify ดวย GF-1 AmbiClean Kit (Vivantis) 

 
     ตารางที่ 3.2 สภาวะสําหรับการทํา PCR เพ่ือวิเคราะหยีนคาเธลิซิดินของกบนา 

Condition Temperature (°C) Time  Cycle 

Pre-Denaturation 94 2 min 1 

Denaturation 94 30 sec  

Annealing 50-57 30 sec 

Extension 72 45-60 sec 

Post-extension 72 72 5 min 1 

Cooling  4 ∝ 1 
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รปูที ่3.2 แสดงบริเวณ conserved ของยีนคาเธลิซิดินท่ีใชสําหรับการออกแบบไพรเมอร 
 

3.16.5 การวเิคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีนคาเธลิซิดินเต็มเสน (full-length) ดวยเทคนิค RACE-
PCR 

 ออกแบบ specific forward primer (รูปท่ี 3.2) เพ่ือวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดเต็มเสน (full-
length) ดวยเทคนิค RACE-PCR สําหรับการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดดาน 3’RACE จะใช oligo-dT 
primer เปน reverse primer รวมกับ specific forward primer ตรวจสอบ PCR product ดวยเทคนิค 
agarose gel electrophoresis จากนั้นตัดแถบของ PCR product ท่ีตองการสําหรับการแยกบริสุทธิ์ชิ้นดีเอ็น
เอ (gel purification) ดวย GF-1 AmbiClean Kit (Vivantis) แลวสงชิ้นสวนดีเอ็นเอวิเคราะหหาลําดับนิวคลี
โอไทด (nucleotide sequencing) สวนการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดดาน 5’RACE ใช specific reverse 
primer รวมกับ NUP primer เปน forward primer เพ่ือหาลําดับนิวคลีโอไทดทางดานปลาย 5’ จากนั้นทํา
การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด  

3.16.6 วเิคราะหผลลาํดบันวิคลโีอไทดของยนีคาเธลซิิดนิในกบนา 
เม่ือไดลําดับนิวคลีโอไทดแบบเต็มเสน (full-length) ของยีนคาเธลิซิดิน แลวทําการแปลงลําดับ     

นิวคลีโอไทดใหเปนลําดับกรดอะมิโน (amino acid translation) จากนั้นนําผลของลําดับกรดอะมิโนของยีน   
คาเธลิซิดินไปวิเคราะหเพ่ือหาลําดับกรดอะมิโนทางดานปลาย C-terminus ท่ีทําหนาท่ีเปนคาเธลิซิดินเปปไทด 
เพ่ือใชลําดับกรดอะมิโนดังกลาวในการสังเคราะหเปปไทดคาเธลิซิดินสําหรับใชในการทดสอบการเปนเปปไทด   
ตานเชื้อจุลชีพ ดวยการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของคาเธลิซิดินจากกบนากับคาเธลิซิดินอ่ืนดวยการทํา 
Amino acid sequence alignment และ Phylogenetic tree ดวยโปรแกรม ClustalOmega ทํานาย
โครงสรางตติยภูมิของคาเธลิซิดินจากกบนาโดยโปรแกรม I-TASSER server 

 
 
 



55 

3.17 การออกแบบและการสงัเคราะหเปปไทดคาเธลซิิดนิของกบนา 
ลําดับกรดอะมิโนของเปปไทดคาเธลิซิดินจากกบนาถูกนําไปจําลองโครงสรางสองทุติยภูมิดวย PEP-

FOLD server (http://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/ PEP-FOLD/) เพ่ือศึกษาความเปนไป
ไดของ  เปปไทดคาเธลิซิดินในการปรับเปลี่ยนโครงสรางทุติยภูมิใหมีความสามารถในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
ท่ีมีประสิทธิภาพมากข้ึน การออกแบบเปปไทดใหมีฤทธิ์การตานจุลินทรียสูงข้ึน ทําไดโดยการเปลี่ยนกรดอะมิ
โนบางชนิดในเสนเปปไทด โดยจะคํานึงถึงคุณสมบัติของขนาดโมเลกุล ประจุสุทธิ คาความชอบน้ําไมชอบน้ํา
ของเปปไทดสังเคราะห รวมท้ังการทํานายความสามารถในการทําลายเยื่อหุมเซลล โดยเปปไทดท่ีออกแบบใหม
นี้จะถูกนําไปศึกษาเปรียบเทียบฤทธิ์ทางชีวภาพกับเปปไทดคาเธลิซิดินแมแบบ 
 
3.18 การตรวจสอบฤทธิต์านเชื้อแบคทเีรียของเปปไทดคาเธลซิดินิ ดวยวธิ ีBroth dilution assay 

แบคทีเรียท่ีใชทดสอบในการทดลองครั้งนี้ ไดแก Bacillus megaterium TISTR 067, B. subtilis TISTR 
124, B. cereus TISTR 1449, Staphylococcus aureus TISTR746, Enterococcus faecalis TISTR927, 

Escherichia coli DH5α, Pseudomonas aeruginosa TISTR1287, Salmonella thyphimurium 
TISTR147, Candida albicans TISTR5554, Aeromonas hydrophila TISTR1321, Salmonella derby 
DMST16881 และEdwardsiella tarda DMST38217 ทําการเลี้ยงเชื้อ 12 สายพันธุในอาหาร Mueller-
hinton broth (MHB) ท่ีอุณหภูมิ 37 °C ใหอยูในชวง mid Log phase แลวทําการเจือจางเชื้อดวย PBS 
buffer pH 7.2 ใหไดสารละลายแบคทีเรีย 104 CFU/ml จากนั้นเติมสารละลายแบคทีเรีย 5 µl ลงใน tube 
PCR แลวเติมสารละลายเปปไทด จํานวน 5 µl ลงใน tube PCR (ชุดควบคุมใชน้ํากลั่นแทนสารละลายเปป
ไทด) บมท่ี 37 °C เปนเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้น เติมอาหาร MHB 90 µl บมท่ี 37 °C เปนเวลา 18 ชั่วโมง 
จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 nm คํานวณเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรียตามสูตรดังนี้ 

 
% Inhibition = [( OD600 control – OD600 test sample ) / OD600 control] x 100 

 
3.19 การวเิคราะหการเปลีย่นแปลงของยนีในน้าํพษิตอหวัเสือดวยเทคนิคทรานสคริปโตมิกส 

 3.19.1 การสกัดอารเอ็นเอจากน้ําพิษตอหัวเสือ  
ทําการดึงตอมพิษของตอหัวเสือภายใตกลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอ ใสลงในหลอดขนาด 1.5 

ml ทําความสะอาดตอมพิษดวยการเติมน้ํา DEPC และดูดน้ําออกอยางระมัดระวัง จากนั้นเติมสาร TRIzol 
reagent ปริมาตร 1 ml บดตัวอยางใหละเอียดและบมไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 5 นาที จากนั้นเติมคลอโรฟอรม 
ปริมาตร 200 µl ทําใหสารละลายเปนเนื้อเดียวกันแลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 12,000xg ท่ีอุณหภูมิ 4 
°C เปนเวลา 15 นาที ดูดเฉพาะสารละลายสวนใน (supernatant) ใสลงในหลอดแลวนํามาเติมไอโซโพรพา
นอล ปริมาตร 500 µl ใหสารละลายเปนเนื้อเดียวกันและบมท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 10 นาที จากนั้นนําไป
ปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 12,000xg ท่ีอุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 10 นาที เทสารละลายใสท้ิงเหลือเพียงตะกอน
ของอารเอ็นเอ แลวเติม 75% เอทานอล ปริมาตร 1 ml เพ่ือลางทําความสะอาดตะกอนของอารเอ็นเอ กอน
นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 7,500xg ท่ีอุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 5 นาที เทสารละลายใสท้ิง ทําการลางทํา
ความสะอาดตะกอนอารเอ็นเออีกครั้งกอนนําไประเหยแหงเพ่ือกําจัดเอทานอลท่ีคางอยูในหลอดท่ีอุณหภูมิหอง 
จากนั้นละลายตะกอนอารเอ็นเอดวยน้ํา DEPC ปริมาตร 25 ml และตรวจสอบความบริสุทธิ์ของอารเอ็นเอ
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ดวยเครื่องนาโนดรอป โดยสังเกตคา A260/A230 ตองมีคาระหวาง 2.0-2.2 และ A260/A280 มีคาระหวาง 
1.8-2.0 จากนั้นตรวจสอบผลการสกัดอารเอ็นเอเชิงคุณภาพดวยเทคนิค agarose gel electrophoresis 

3.19.2 การสรางหองสมุดดีเอ็นเอคูสม (cDNA library) และการหาลําดับเบส (sequencing) 
ในข้ันตอนนี้ไดสงตัวอยางอารเอ็นไปยังบริษัท BGI-Tech ประเทศฮองกง โดยมีข้ันตอนอยางยอ

ดังนี้ ตัวอยางอารเอ็นท่ีสกัดไดจะถูกนําไปเปนตนแบบในการสังเคราะหดีเอ็นเอคูสม (complementary DNA; 
cDNA) ดวยเติมไพรเมอรโอลิโกดีที (oligo-dT primer) เพ่ือเริ่มตนการสังเคราะห cDNA จากเอ็มอารเอ็นเอ 
(mRNA) และมีการตอตัวเชื่อม (adapter) เขาท่ีปลายท้ังสองขางของ cDNA กอนนําไปเพ่ิมจํานวนดวยวิธี 
PCR bridge amplification และทําการหาลําดับเบสดวยเครื่อง Illumina Hi-Seq 4000 จากนั้นจะไดขอมูล
ดิบอยางมหาศาลจึงตองใชชีวสารสนเทศ (bioinformatics) ในการวิเคราะหและคัดกรองขอมูล โดยโปรแกรม
ท่ีใชในการวิเคราะหขอมูล ไดแก InterPro, Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) Gene 
Ontology (GO) Kyto Encyclopedia of Gene Genomes (KEGG) EuKaryotic Orthologous Groups 
(KOG) และ SWISS-PROT 
 
3.20 การศึกษาแบบแผนโปรตนีในน้าํพิษตอหวัเสอืดวยเทคนคิโปรตโิอมิกส (Proteomics) 

3.20.1 การเตรียมน้ําพิษและวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธีการของ Bradford 
ทําการเก็บตัวอยางตอหัวเสือจากหมูบานเซียงเซา อําเภอสีสงคราม จังหวัดนครพนม โดยทําการ

เก็บตัวตอหัวเสือจากรังดวยวิธีการท่ีปลอดภัย จากนั้นนําตัวตอหัวเสือแชแข็งทันที สําหรับข้ันตอนแกนเก็บน้ําพิษ
จะใช forceps แยกดึงตอมพิษออกมาใสหลอด micro-centrifuge แลวปนเหวี่ยงเก็บเฉพาะสวนน้ําพิษเก็บน้ํา
พิษไวท่ีอุณหภูมิ -30 °C จากนั้นวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยเทคนิค Bradford (Bradford, 1976) โดยการป
เปตสารละลาย Bradford dye จํานวน 1 ml ลงในหลอดทดลอง จากนั้นเติมโปรตีนตัวอยางจํานวน 1-5 µl 
ผสมใหเขากัน ตั้งท้ิงไวเปนเวลา 10 นาที แลวจึงทําการวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 595 nm นําคาท่ีไดไปคํานวณหา
ปริมาณโปรตีนจากกราฟมาตรฐานปริมาณโปรตีน โดยใชโปรตีน bovine serum albumin (BSA) เปนโปรตีน
มาตรฐาน จากนั้นวิเคราะหรูปแบบโปรตีนเบื้องตนดวยเทคนิค SDS-PAGE  
 3.20.2 การศึกษาแบบแผนของโปรตนีในน้าํพิษดวยเทคนคิ 2D-PAGE 

3.20.2.1 การทาํ First dimension isoelectric focusing (IEF) 
นําตัวอยางน้ําพิษตอหัวเสือมาทําการแยกโปรตีนในทิศทางแรกซ่ึงโปรตีนจะถูกแยกโดย

อาศัยสมบัติท่ีแตกตางกันของประจุ (pI) บนโมเลกุล โดยจะทําการโหลดโปรตีนลงบน dry strip ในชวง pH 3-
11 ขนาด 7 cm จากนั้นทําการแยกโปรตีนดวยเครื่อง Ettan IPGphor ซ่ึงมีข้ันตอนดังนี้ วาง strip holder ลง
บนเครื่อง Ettan® IPGphor (Amersham Biosciences) จากนั้น load สารละลายโปรตีน (20 ug/strip) ท่ี
ทําการผสมกับ Rehydration buffer (7 M urea, 2 M thiourea, 2% (w/v) CHAPS, 2 mM DTT, 0.8% 
(w/v) IPG buffer and 0.2% bromophenol blue) เติมลงใน strip holder โดยวาปริมาตรสุดทายคือ 250 
µl แลวจึงทําการวาง IPG strip ขนาด 13 เซนติเมตร pH 3-10 ลงใน strip holder โดยคว่ําใหหนาเจลสัมผัส
กับสาร จากนั้น overlay IPG strip ดวย dry strip cover fluid ประมาณ 700 ul แลว run program โดย
ตั้งคา program สําหรับ run IEF โดยใชกระแสไฟฟา 9250 Vhr เปนเวลา 12 ชั่วโมง  

3.20.2.2 การ Equilibrate IPG strip 
Incubate IPG strip ขนาด 7 cm pH 3-11 กับ equilibration solution ปริมาตร 

2.5 ml ท่ีมี DTT 0.025 g เปน เวลา 15 นาที จากนั้น incubate IPG strip ตอดวย equilibration solution 
ปริมาตร 2.5 ml ท่ีมี IAA 0.0625 g เปนเวลา 15 นาที 
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3.20.2.3 การทํา Second dimension polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 
หลังจากแยกโปรตีนในทิศทางแรกแลวโปรตีนจะถูกแยกอีกครั้งในทิศทางท่ีสองโดย

อาศัยสมบัติของขนาดของโมเลกุลท่ีแตกตางกัน โดยในการทดลองนี้จะโดยใช 13% separating gel (SDS-
PAGE) โดยการทดลองเริ่มจากเตรียม 13% gel ของ SDS-polyacrylamide gel จากนั้นวาง strip และ
กระดาษกรองท่ี load protein marker (ปริมาตร 2 µl) ลงดานบนของเจล ประกอบเจลเขากับ 
Electrophoresis set แลว run program ท่ี 10 mA เปนเวลา 15 นาที จากนั้นเพ่ิมเปน 20 mA แยกโปรตีน
ตอจนแถบของ dry ตกเจลพอดี จากนั้นนําเจลท่ีไดมาทําการยอมโดยใช Colloidal Coomassie Brilliant 
blue G-250  

3.20.2.4 การยอมสโีปรตนีดวย Colloidal coomassie brilliant blue G-250 
นําเจลท่ีไดจากการแยกโปรตีนดวย SDS-PAGE มา fix ใน fixing solution (10% 

acetic acid, 40% ethanol) เปนเวลาอยางนอย 30 นาที จากนั้นนําเจลมายอมดวย colloidal 
coomassie brilliant blue G-250 (8% ammonium sulfate, 0.8% phosphoric acid, 0.08% 
Coomassie Blue G-250, 20% methanol, 500 ml) ขามคืน แลวทําการ destain โดยใชน้ํากลั่นจนเห็น 
spot โปรตีนชัดเจน 

3.20.2.5 การวเิคราะหขอมลูจากเจลดวยโปรแกรม ImageMasterTM 2D Platinum 
เม่ือไดจุด (spot) โปรตีนหลังจากการยอมสีแลวทําการสแกนแผนเจลและวิเคราะห

ความแตกตางของจุด (spot) โปรตีนของตัวอยางแตละกลุมดวยโปรแกรม Image masterTM 2D platinum 
version 7.0 เพ่ือใหไดจุดโปรตีนท่ีสนใจ คือโปรตีนท่ีมีการแสดงออกเพ่ิมข้ึน หรือลดลง หรือมีการแสดงออก
เฉพาะในบางกลุมทดลอง เม่ือทําการเปรียบเทียบแบบแผนของโปรตีนจากเลือดจระเขท่ีทําใหติดเชื้อแบคทีเรีย
กอโรคกับแบบแผนของโปรตีนจากเลือดจระเขท่ีไมติดเชื้อ (control)  

3.20.2.6 การระบชุนดิของโปรตนี 
เม่ือทําการเปรียบเทียบแบบแผนการแสดงออกของโปรตีนและเลือกโปรตีนท่ีมีการ

แสดงออกเม่ือจระเขติดเชื้อแบคทีเรียกอโรคแลว จากนั้นจะทําการตัดจุด (spot) โปรตีนจากเจล แลวนํามา
วิเคราะหหา peptide mass fingerprint  ดวย Mass spectrometry (LC-MS/MS) แลวนําขอมูลของ 
peptide mass fingerprint ท่ีได รวมท้ังคา MW และ pI ของโปรตีนแตละตัวมาสืบคนบนฐานขอมูลโปรตีน 
Mascot (http://www.matrixscience.com/search_form_select.html) เพ่ือระบุชนิดของโปรตีน  
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บทที ่4 
ผลและอภปิรายผลการวจิยัของจระเขสยาม 

 
4.1  การเปลีย่นแปลงจํานวนเม็ดเลือดหลงัการติดเชื้อ 

สัตวใน Order Crocodilia ประกอบดวย Crocodylidae, Alligatoridae, Gavialidae ถือเปนกลุม
สัตวเลื้อยคลานท่ีนาสนใจในในแงของความสามารถในการปรับตัวตอสิ่งแวดลอมท่ีเปลี่ยนแปลงไดอยางมี
ประสิทธิภาพยอดเยี่ยม ท้ังนี้เนื่องจากเปนสัตวท่ีมีตนกําเนิดมาตั้งแตยุคไดโนเสาร และสามารถอยูรอดถึง
ปจจุบัน (van Hoek, 2014) ประกอบกับสัตวใน Order Crocodilia มีระบบภูมิคุมท่ีมีมาโดยกําเนิดท่ีมี
ประสิทธิภาพ จึงเปนท่ีมาของนักวิจัยท่ีมุงความสนใจและตั้งสมมุติฐานวาท้ังยีนและโปรตีนท่ีกระตุนให
แสดงออกเม่ือจระเขติดเชื้อในระยะเวลาสั้น นาจะสงผลตอกระบวนการการเปลี่ยนแปลงภายในเซลลจระเข 
โดยเฉพาะเซลลเม็ดเลือดท่ีจะทํางานเปนเซลลกลุมแรกหากทําใหจระเขติดเชื้อโดยการฉีดแบคทีเรียเขากระแส
เลือดจระเข โดยเทคนิคท่ีไดนํามาตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงยีนและโปรตีนคือ transcriptomic และ 
proteomics ปจจุบัน เทคนิค transcriptomic แบบ RNA-sequencing นิยมนํามาศึกษาการเปลี่ยนแปลงยีน
ในของสิ่งมีชีวิตอยางแพรหลาย กอนหนานี้การนําเทคนิคนี้มาใชกับงานจระเขมีเพียงไมก่ีงานวิจัย เชน การหา
ยีนท่ีเปลี่ยนแปลงไปเก่ียวกับเพศของจระเขระหวางการฟก (Yatsu et al., 2016) การหาปริมาณเบส GC ใน 
EST (expressed sequence tag) ของสัตว จระเข นก และมนุษย (Chojnowski et al., 2007) จึงทําให
ปริมาณยีนในจระเขท่ียืนยันวามีการแสดงออกและรวมท้ังการยืนยันหนาท่ีของยีนเหลานั้นภายในเซลลมีนอย 
ซ่ึงในการทดลองนี้ก็เปนอีกหนึ่งงานวิจัยท่ีจะชวยเพ่ิมขอมูลของยีนท่ีแสดงออกภายในเซลลเม็ดเลือดระหวาง
การติดเชื้อในจระเขได  

ในการทดลองนี้ใชจระเขเพศเมียสายพันธุสยามอายุประมาณ 4 ป เพ่ือฉีดเชื้อแบคทีเรีย A. hydrophila 
และเก็บเลือดหลังฉีด 1 และ 24 ชั่วโมง จากนั้นเปรียบเทียบการแสดงออกของโปรตีนและยีน รวมถึงสังเกต
ลักษณะของเม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดขาวในเลือดท่ีเก็บกอนฉีดแบคทีเรีย หรือ 0 ชั่วโมง และหลังฉีด
แบคทีเรีย จากการสังเกตจระเขท้ังกอนและหลังฉีดเชื้อแบคทีเรีย 1 และ 24 ชั่วโมง พบวาจระเขไมมี
พฤติกรรมหรือลักษณะภายนอกท่ีเปลี่ยนไป เม่ือศึกษาถึงลักษณะของเม็ดแดงและเม็ดเลือดขาวผานกลอง
จุลทรรศน พบวาลักษณะของท้ังเม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดขาวไมมีการเปลี่ยนแปลงอยางชัดเจนเชนกัน     
(รูปท่ี 4.1) นอกจากนี้ยังไดทําการนับจํานวนของเม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดขาว ดวย hemocytometer ซ่ึง
พบวาปริมาณเม็ดเลือดขาวเพ่ิมมากข้ึนประมาณ 2 เทาในตัวอยางเลือดติดเชื้อท่ีเวลา 1 ชั่วโมง เม่ือเทียบกับ
ตัวอยางเลือด 0 ชั่วโมง อยางไรก็ตามท่ีเวลา 24 ชั่วโมง พบวาปริมาณเม็ดเลือดขาวลดจํานวนลงจาก 1 ชั่วโมง 
โดยมีปริมาณมากกวาตัวอยาง 0 ชั่วโมง เพียงเล็กนอย (รูปท่ี 4.2A) สําหรับผลการนับจํานวนเม็ดเลือดแดงนั้น
พบวามีการเพ่ิมจํานวนข้ึนเชนเดียวกัน โดยท่ี 1 ชั่วโมงหลังฉีดเชื้อไดเพ่ิมจํานวนข้ึนเปนจํานวนประมาณ 2 เทา
เม่ือเทียบกับ 0 ชั่วโมง แตใน 24 ชั่วโมงหลังติดเชื้อจํานวนลงมาท่ีใกลเคียงกับ 0 ชั่วโมง (รูปท่ี 4.2B) 
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รูปที่ 4.1  ปฏิบัติการณภาคสนาม ของการ inoculation และการเก็บตัวอยางเลือดจระเขสยาม (A) ขนาด

จระเขท่ีใชในการทดลอง (B) การฉีดแบคทีเรียเขาสูกระแสเลือดของจระเข (C) การเก็บตัวอยางเลือด
โดยดูดจาก internal jugular vein (D) เซลลเม็ดเลือดของจระเขเม่ือตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศน 
WBC=เม็ดเลือดขาว RBC= เม็ดเลือดแดง แถบดําลางขวาเทากับความยาว 10 µm 

 

 
รูปที่ 4.2 จํานวนการเปลี่ยนแปลงของเม็ดเลือดกอนและหลัง inoculation กับแบคทีเรีย A. hydrophila ท่ี 0 

1 และ 24 ชั่วโมง (A) จํานวนของเม็ดเลือดขาว (WBC) (B) จํานวนของเม็ดเลือดแดง (RBC) 
 

หลังการติดเชื้อ 1 ชั่วโมง พบวาท้ังจํานวนเม็ดเลือดขาวและเม็ดแดงเพ่ิมข้ึนประมาณ 2 เทาเม่ือเทียบ
กับกอนการติดเชื้อ เม่ือพิจารณาถึงเวลาท่ีเม็ดเลือดขาวเพ่ิมข้ึนใน 1 ชั่วโมง ถือวาการเพ่ิมจํานวนของเซลล
เหลานี้เกิดข้ึนอยางรวดเร็ว ซ่ึงอาจเปนปจจัยหนึ่งท่ีทําใหระบบภูมิคุมกันท่ีมีมาโดยกําเนิดของจระเขสยามมี
ประสิทธิภาพสูง เพราะในมนุษยจํานวนเม็ดเลือดขาวท่ีจะเพ่ิมข้ึนหลังการติดเชื้อนั้น ตองใชเวลาหลายชั่วโมง
หรือเปนวัน (Honda et al., 2016) สําหรับจํานวนเม็ดเลือดแดงท่ีเพ่ิมข้ึน Minasyan (2014) ไดรายงานวา 
เม็ดเลือดขาวไมสามารถทําลายแบคทีเรียไดอยางมีประสิทธิภาพในกระแสเลือดท่ีแบคทีเรียเคลื่อนท่ีดวย
ความเร็วสูง แตเซลลท่ีทําลายแบคทีเรียไดดีคือเม็ดเลือดแดง ท้ังนี้ดวยผิวเซลลของเม็ดเลือดแดงมีประจุออนๆ 
จากการชนกันและชนผนังหลอดเลือด จึงทําใหสามารถจับแบคทีเรียได และอาศัยออกซิเจนท่ีอยูในเม็ดเลือด
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แดงทําลาย โดยทําใหเกิดอนุมูลอิสระ ซ่ึงเรียกการทําลายแบคทีเรียแบบนี้วา exocytosis (Minasyan 2018) 
แลวจะถูกกําจัดเม่ือเม็ดเลือดแดงหมดอายุท่ีมามและตับ จากจํานวนเม็ดเลือดแดงท่ีเพ่ิมเปน 2 เทาอยาง
รวดเร็วยังไมทราบเหตุผลท่ีแนชัด เพราะปกติแลวสัตวจําพวกปลาเม่ือติดเชื้อจํานวนของเม็ดเลือดแดงก็ไมได
เพ่ิม แตสําหรับสัตวท่ีเลี้ยงลูกดวยน้ํานม เซลลเม็ดเลือดแดงจะเพ่ิมข้ึนเม่ือรางกายมีปริมาณออกซิเจนนอย ทํา
ใหกระตุนการหลั่งสาร glycoprotein cytokine ชื่อวา erythropoiesis จากไต ไปกระตุนเซลลไขกระดูกเรง
การสรางเม็ดเลือดแดง แตกระบวนการนี้ตองใชเวลาอยางนอย 3-4 วัน (Major et al., 1997) จึงไมนาใช
สาเหตุท่ีทําใหเม็ดเลือดแดงเพ่ิมข้ึนหลังติดเชื้อในจระเข นอกจากนั้นยังมี เปปไทดท่ีไดจากการการสลายตัวของ
โปรตีน เชน เปปไทด lactoferricin จากการสลายโปรตีนโมเลกุลใหญคือ iron-binding lactoferrin ซ่ึงมีฤทธิ์
ในการตานจุลชีพ (Fernaud and Evans 2003) และ เปปไทด HbbP-1 ซ่ึงเปนเปปไทดในสายเบตาของ
โปรตีนฮีโมโกลบินมีฤทธิ์ทําลายเชื้อปรสิต Ichthyophthirius multifiliis (Ich) และนอกจากนี้ยังสามารถ
ทําลายเชื้อแบคทีเรีย A. hydrophila ได (Ullal et al., 2008) จึงอาจคาดการไดวาในเซลลเม็ดเลือดแดง 
นอกจากออกซิเจนท่ีสามารถทําลายเชื้อแบคทีเรียได เปปไดท่ีไดจากการสลายโปรตีนขนาดใหญ เชน 
ฮีโมโกลบินนาจะมีสวนทําลายแบคทีเรีย A. hydrophila เชนกัน 

 
4.2 ผลการวเิคราะหการเปลีย่นแปลงของยนีในเลือดจระเขสยามดวยเทคนิคทรานสคริปโตมิกส 

(transcriptomic)   

เนื่องจากประสิทธิภาพของทรานสคริปโตมิกส (transcriptomics) สามารถวัดการเปลี่ยนแปลงหรือการ
ตอบสนองตอการติดเชื้อแบคทีเรียผานการแสดงออกของยีนท่ีเพ่ิมข้ึนหรือลดลงของหลายยีนในเวลาเดียวกัน
และไดผลท่ีรวดเร็ว โดยทรานสคริปโตม (transcriptome) หมายถึง RNA transcript ท้ังหมดของเซลล (ไดแก 
messenger RNA รวมท้ัง non-coding RNA) ท่ีเกิดจากการแสดงออกของยีนตางๆ ในจีโนม จากขอมูล
การศึกษาจีโนมของมนุษย นักวิทยาศาสตรไดประมาณจํานวนยีนของมนุษยไวราว 30000 ยีน แตในความเปน
จริงพบวาผลผลิตของยีนภายในเซลล มีความหลากหลายมากกวาจํานวนยีนท่ีประมาณไวมาก ซ่ึงความ
แตกตางของการแสดงออกและขบวนการการดัดแปลงของ RNA transcript (RNA processing) ในเซลลตาง
ชนิดกันและในสภาวะตางๆ กัน เปนปจจัยท่ีสําคัญอันหนึ่งท่ีทําใหเกิดความหลากหลายของผลผลิตของยีนใน
มนุษยดังกลาว ดังนั้นการศึกษาเก่ียวกับการแสดงออกของ RNA transcript หรือ ทรานสคริปโตมิกส 
(transcriptomics) จึงมีประโยชนอยางมากในการท่ีจะทําใหเกิดความเขาใจเก่ียวกับชีววิทยาของสิ่งมีชีวิต 
(ชัชวาลย ศรีสวัสดิ์, ม.ป.ป.)  

 
4.3 Transcript Length Distribution  

จากการสกัด RNA จากเลือดจระเขท้ังกอนและหลังไดรับเชื้อกอโรคดังกลาวขางตน พบวา RNA ท่ีสกัดได

นั้นมีคุณภาพดีเม่ือทําการแยกดวย agarose gel electrophoresis (รูปท่ี 4.3) และมีความเหมาะสมท่ีจะ

นําไปศึกษาตอในข้ันตอน RNA-seq ดวยบริษัท Novogene ในประเทศจีน จากผลการทดลองพบวาตัวอยาง

เลือดท้ัง 3 ชวงเวลา ซ่ึงไดแก กอนฉีดแบคทีเรีย หรือ 0 ชั่วโมง และหลังฉีดแบคทีเรีย 1 และ 24 ชั่วโมง มี

จํานวน  raw reads (จํานวนชิ้นสวน mRNA ซ่ึงอาจจะไมเต็มยีนท้ังหมดท่ีเซลลผลิต) total reads (จํานวน

ชิ้นสวน mRNA ท่ีใหสัญญาณสูงและเชื่อวาเปนชิ้นสวนของยีนท่ีแสดงออกจริง) และ total mapped (total 

reads ท่ีสามารถระบุไดวาเปนชวงลําดับเบสท่ีอยูใน Genome ของจระเข) ไมแตกตางกันมาก กลาวคือ raw 

reads มีประมาณ 60 ลาน total reads ประมาณ 58-59 ลาน และ total mapped ประมาณ 48-49 ลาน 
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ตารางท่ี 4.1 โดยท้ัง 3 ชวงเวลา มีจํานวน transcripts เทากับ 107,679 และ unigenes เทากับ 107,592 

เม่ือเรียงลําดับความยาวและจํานวน transcripts และ unigenes ท่ีพบ สามารถจัดเรียงไดดังนี้ 500-1kbp 

>200-500bp > longer 2kbp > 1k-2kbp  ตารางท่ี 4.2   

 

 
 

รปูที ่4.3 การตรวจสอบคุณภาพของ total RNA ท่ีสกัดจากตัวอยางเลือดจระเขสายพันธุสยาม 
 

               ตารางที ่4.1 จํานวนของ read ใน 3 ชวงเวลาของการทดลอง 
Sample name Raw Reads Total reads Total mapped 

0h 60866148 59436942 49655960 (83.54%) 
1h 59042408 57560316 47761848 (82.98%) 
24h 62101112 60556164 50115898 (82.76%) 

  จํานวนในวงเล็บคือ % ของ ลําดับเบสของ total read ท่ีปรากฏใน genome ของจระเข 
ตารางที ่4.2  จํานวนของ transcripts และ unigenes ในขนาดความยาวท่ีแตกตางกัน 

Transcript length interval 200-500 bp 500-1 kbp 1k-2 kbp >2 kbp Total 
Number of transcripts 27413 34514 20704 25048 107679 
Number of unigenes 27326 34514 20704 25048 107592 

 
4.4  การระบ ุunigene และการจดัจําแนกตามหนาทีด่วย 7 ฐานขอมลู (Gene Functional   Annotation)  

Unigene ท้ังหมด 107,592 ถูกระบุชื่อและจัดจําแนกตามหนาท่ีในเซลลดวย 7 ฐานขอมูล ซ่ึง
ประกอบดวย 1) Nr (NCBI non-redundant protein sequences) ซ่ึงเปนฐานขอมูลลําดับโปรตีนของ NCBI 
ซ่ึงรวมถึงขอมูลลําดับโปรตีนจาก GenBank, PDB (Protein Data Bank), SwissProt, PIR (Protein 
Information Resource) และ PRF (Protein Research Foundation) เปนตน 2) Nt (NCBI nucleotide 
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sequences) เปนฐานขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ NCBI ซ่ึงรวมถึงขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดจาก GenBank, 
EMBL และ DDBJ (แตไมรวมถึงขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดจาก EST, STS, GSS, WGS, TSA, PAT, HTG) 3) 
Pfam (Protein family) เปนฐานขอมูลการเปรียบเทียบความคลายกันของลําดับเบสหลายสายและโมเดล 
Hiddens Markov (HMMS) ซ่ึงครอบคลุมโดเมนของโปรตีนหรือลําดับเบสอนุรักษของโปรตีนมากมาย 4) 
KOG/COG ท้ัง COG (Cluster of Orthologous Groups of proteins) และ KOG (euKaryotic 
Orthologous Groups) นั้นมาจากความสัมพันธทางออรโทโลจีของยีนของ NCBI 5) Swiss-Prot เปนฐานขอ
มูลของลําดับกรดอะมิโนซ่ึงไดจากแหลงขอมูลหลายแหลงประกอบดวยกรดอะมิโนท่ีแปลมาจากกรดนิวคลีอิค 
และกรดอะมิโนจากฐานขอมูลลําดับกรดอะมิโนหลักของนานาชาติ 6) KEGG (Kyoto Encyclopedia of 
Genes and Genome) เปนฐานขอมูลเพ่ือศึกษาและเขาใจถึงหนาท่ีระดับสูง รวมถึงหนาท่ีทางชีวภาพ 7) GO 
(Gene Ontology) เปนฐานขอมูลท่ีกําหนดข้ึนสําหรับอธิบายประกอบการทํางานของผลิตภัณฑยีน และ
จําแนกคุณลักษณะการทํางานของผลิตภัณฑยีนดังตอไปนี้ Biological Process (BP), Molecular Function 
(MF) และ Cellular Component (CC) 

เม่ือนํา Unigene ท้ังหมด 107,592 มาจัดจําแนกตามหนาท่ีในเซลลดวย 7 ฐานขอมูลดังกลาวขางตน
พบวาสามารถระบุชื่อและหนาท่ี unigene จากเลือดจระเขสยามดวยฐานขอมูล NT ได 49.13% ฐานขอมูล 
NR ได 40.83% ฐานขอมูล SwissProt ได 35.42% ฐานขอมูล GO ได 34.64% ฐานขอมูลPFAM ได 
34.56% ฐานขอมูล KO ได 21.02% ฐานขอมูล KOG ได 18.99% โดยพบจํานวน 11,912 unigene หรือคิด
เปน 11.07% ท่ีสามารถระบุชื่อและหนาท่ีไดตรงกันจากทุกฐานขอมูล และ 60,912 unigene ซ่ึงคิดเปน 
56.61% ท่ีสามารถระบุชื่อและหนาท่ีไดอยางนอย 1 ฐานขอมูล (ตารางท่ี 4.3) และพบ unigene จํานวน 
2,212 unigene ท่ีสามารถระบุชื่อและหนาท่ีไดดวยฐานขอมูล NR เพียงฐานขอมูลเดียว และ 9,961 unigene 
ท่ีสามารถระบุชื่อและหนาท่ีไดดวยฐานขอมูล NT เพียงฐานขอมูลเดียว รูปท่ี 4.4 โดย unigene ท่ีระบุชื่อดวย 
7 ฐานขอมูลถูกรวบรวมใน (Supplemental excel file A)  

 
ตารางที ่4.3 สดัสวนการระบหุนาทีข่อง 107,592 unigene ในแตละฐานขอมลู 

Annotated in Number of Unigenes Percentage (%) 
NT 52866 49.13 
NR 43934 40.83 

SwissProt 38118 35.42 
GO 37270 34.64 

PFAM 37187 34.56 
KO 22620 21.02 
KOG 20441 18.99 

Annotated in all Databases 11919 11.07 
Annotated in at least one Database 60912 56.61 

Total Unigenes 107592 100 
NR (NCBI non-redundant protein sequences), Nt (NCBI nucleotide sequences), KO (KEGG 
Orthology), Pfam (Protein family), GO (Gene Ontology), KOG (euKaryotic Orthologous Groups) 
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ขอมูลดังกลาวขางตนแสดงถึงการศึกษายีน รวมท้ังการแสดงออกของยีนในจระเขยังมีนอย เม่ือเทียบกับ
กลุมสัตวเลี้ยงลูกดวยนม จึงถือวางานวิจัยนี้เปนงานวิจัยลําดับตนๆ ท่ีจะสรางประโยชนอยางมากสําหรับ
นักวิจัยท่ีจะศึกษาหนาท่ีของยีนหรือโปรตีนของจระเขตอไปในอนาคต โดยเฉพาะกลุมยีนท่ีแสดงออก
ตอบสนองตอการติดเชื้อในแบคทีเรีย ซ่ึงถือเปนภูมิคุมกันท่ีสําคัญ ซ่ึงในการทดลองครั้งนี้สามารถระบุชื่อได
มากถึง 50% จากท้ังหมด 107,592 unigene ซ่ึงถือวามีจํานวนมาก และเม่ือพิจารณาถึงความเชื่อถือของ
ขอมูลท่ีไดจาก RNA-seq การระบุชื่อของ unigene ดวยฐานขอมูล Nr หรือ NCBI ซ่ึงเปนการเทียบเคียงลําดับ
เบสของ unigene ของจระเขสยามกับเบสของยีนในฐานขอมูล NCBI เพ่ือคํานวณคาทางสถิติ โดยใชคา E-
value เพ่ือการประเมินความนาเชื่อถือของขอมูล ดวยการเอาคา E-value <1.0e-45 เปนเกณฑของความ
นาเชื่อถือของงานวิจัยในครั้งนี้ ซ่ึงสอดคลองกับวิจัยของ Song  et al., 2017 เม่ือพิจารณาคา E-value พบวา
มากถึง 72% ของ unigene เปนขอมูลท่ีนาเชื่อถือ แต E-value อยูในชวง 1.0e-45-1.0e-5 พบเพียง 28% 
(รูปท่ี 4.5A) สําหรับความคลายครึงกันระหวางลําดับเบสใน unigene ของจระเขสยามกับฐานขอมูล พบวาท่ี
ความคลายครึงกันในชวง 80-95% ของ unigenes เทียบกับฐานขอมูล Nr เทากับ 48.7% และความคลาย
ครึงกัน 95-100% เทากับ 25.6% ซ่ึงถือวาขอมูลนี้เปนขอมูลท่ีนาเชื่อถือมาก (รูปท่ี 4.5B) เม่ือนําขอมูล 
unigene มาเปรียบเทียบความคลายคลึงกับสิ่งมีชีวิตตางๆ พบวายีนสวนใหญจัดอยูในกลุมจระเข  โดยคิดเปน 
65% ซ่ึงประกอบไปดวย Alligator mississippiensis 34.7% และ  Alligator sinensis 31.3%  จัดอยูในเตา 
Chrysemys picta 4.6% และเตา Chelonia mydas 3.4% จัดอยูในมนุษย 1.6% และสัตวอ่ืนๆ 24.4% (รูป
ท่ี 4.5C) จึงถือขอมูลชุดนี้มีความนาเชื่อถือ นอกจากนี้ยังมีการระบุชื่อยีนดวยฐานขอมูล Gene Functional 
Classification (GO) พบวา unigene ท่ีอยูในกลุม Cellular process Metabolic process และ binding มี
จํานวนมากท่ีสุด (รูปท่ี 4.6) เม่ือใชฐานขอมูลของ KOG function classification พบวายีนท่ีอยูในกลุม 
general function prediction และ signal transduction mechanism มีจํานวนมากท่ีสุด (รูปท่ี 4.7)  

 
 

รปูที ่4.4 จํานวน Unigene ท่ีระบุไดในแตละฐานขอมูล 
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รูปที่ 4.5 การวิเคราะหดวย BLASTX ของ 107,592 unigenes จาก C. siamensis transcriptome โดยใช

ฐานขอมูล nonredundant (Nr) protein database แผนภูมิวงกลมแสดงถึงการกระจายตัวของ
ขอมูล (A) E-value (B) similarity distribution (C) species classification 
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รปูที ่4.6 ยีนท่ีระบุไดและการจัดจําแนกตามหนาท่ีดวยฐานขอมูล Gene Function Classification (GO) ซ่ึงแบงเปน 3 กลุมใหญคือ Biological Process, Cellular 

Component และ Molecular Function 
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รปูที ่4.7 ยีนท่ีระบุไดและการจัดจําแนกตามหนาท่ีดวยฐานขอมูล KOG 
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4.5  Unigene ที่มีการเปลีย่นแปลงหลังจากตดิเชื้อแบคทีเรยี 
ในแตละ unigene จาก 0 1 และ 24 ชั่วโมง ถูกนํามาเปรียบเทียบเพ่ือหาระดับการแสดงของยีนท่ี

แตกตางกันในหนวย FPKM (Fragments Per Kilobase Million) โดยระดับการแสดงออกของท้ัง 107,592 
unigene แสดงใน Supplemental excel file B (ขอมูลถูกรวบรวมในแผนซีดีรอม) ในการหายีนท่ีแสดงออก
แตกตางกัน (Differential gene expressions ; DGE) ท้ัง DEG ท่ีเพ่ิมข้ึนและลดลง โดยพิจารณาจากคา log2 
ของคาการแสดงออกท่ีแตกตางกันของแตละ unigene ใน 3 ชวงเวลาท่ีทําการทดลอง หากมีคานอยกวา -1 
แสดงวา unigene นั้นมีระดับการแสดงออกลดลง และหากมีคามากกวา 1 แสดงวา unigene นั้นๆ มีระดับ
การแสดงออกเพ่ิมมากข้ึน เม่ือเปรียบเทียบระหวางจํานวนยีนท่ีมีระดับการแสดงออกท่ีเพ่ิมข้ึนหรือลดลงจาก 0 
ชั่วโมง กับ 1 ชั่วโมง  พบ 22 unigene มีระดับการแสดงออกท่ีเพ่ิมข้ึน และ 6 unigene มีระดับการ
แสดงออกท่ีลดลง (รูปท่ี 4.8A) เม่ือเปรียบเทียบระหวางจํานวนยีนท่ีมีระดับการแสดงออกท่ีเพ่ิมข้ึนหรือลดลง
จาก 1 ชั่วโมง กับ 24 ชั่วโมง พบ 372 unigene มีการแสดงออกเพ่ิมข้ึนและ 47 unigene มีการแสดงออก
ลดลง (รูปท่ี 4.8B) สวนการเปรียบเทียบระหวางจํานวนยีนท่ีมีระดับการแสดงออกท่ีเพ่ิมข้ึนหรือลดลงจาก 0 
ชั่วโมง กับ 24 ชั่วโมง พบ 340 unigene มีการแสดงออกเพ่ิมข้ึน และ 82 unigene ท่ีมีการแสดงออกลดลง 
(รูปท่ี 4.8C) หากเปรียบเทียบ DEG โดยไมคํานึกถึงระดับการแสดงออกท่ีเพ่ิมข้ึนหรือลดลงในแตละชวงเวลา 
แลวนํามาสรางแผนภูมิเวนน (venn diagram) พบวา มี 7 unigene ท่ีซอนทับกันระหวาง (a) กับ (b) และ 
13 unigene ซอนทับระหวาง (a) กับ (c), ขณะท่ีมี unigene ซอนทับระหวาง (b) กับ (c) 334 unigene 
นอกจากนั้นมีจํานวน unigene ของ (a) (b) และ (c) ท่ีไมมีการซอนทับ  8, 78 และ 75 ตามลําดับ          
(รูปท่ี 4.8D) โดย DEG ท้ังเพ่ิมข้ึนและลดลง ของ 1 เทียบกับ 0 ชั่วโมง 24 เทียบกับ 0 ชั่วโมง และ 24 เทียบ
กับ 1 ชั่วโมง แสดงใน Supplemental excel file C D E ตามลําดับ (ขอมูลถูกรวบรวมในแผนซีดีรอม)  
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รูปที่ 4.8 การเปรียบเทียบจํานวน DEGs ใน 3 ชวงเวลาของการทดลอง Volcano plot ของ DEGs ท่ีมีคา

แตกตางทางสถิติ P≤.05 แกน X แสดงถึงจํานวนเทาของการเปลี่ยนแปลงของยีนใน 2 ชวงเวลา แกน 
Y คือ ความแตกตางทาง (A) จํานวนของ DEGs ท่ีเพ่ิมข้ึนและลดลงเม่ือเปรียบเทียบ 1 ชั่วโมงกับ 0 
ชั่วโมง (B) จํานวนของ DEGs เม่ือเปรียบเทียบ 24 ชั่วโมงกับ 0 ชั่วโมง (C) จํานวนของ DEGs เม่ือ
เปรียบเทียบ 24ชั่วโมงกับ 1 ชั่วโมง (D) Venn diagram แสดงจํานวนของ DEGs ในแตละเวลาและ
จํานวนท่ีคาบเก่ียวระหวาง 2 เวลา 

 
เม่ือทําการวิเคราะหและจัดหมวดหมูของ DGE ดวย Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes (KEGG) เพ่ือใหเขาใจถึงกลไกลการเปลี่ยนแปลงขบวนการตางๆ ในการตอบสนองตอการติดเชื้อใน
เซลลของเม็ดเลือดผานการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีนพบวา DEGs ถูกจัดกลุมไดหลาย pathway ซ่ึง 
20 pathway แรกท่ีมีคา q-value <0.05 ของแตละการเปรียบเทียบถูกแสดงใน รูปท่ี 4.9, 4.10 และ 4.11 
ในการเปรียบเทียบ DGE จาก 0 ชั่วโมง ไป 1 ชั่วโมง พบวา pathway ท่ีมากท่ีสุดคือ TNF signaling 
pathway และ Osteoclast differentiation Prolactin signal pathway สําหรับ 1 ชั่วโมง ไป 24 ชั่วโมง 
คือ Staphylococcus aureus infection, Rheumatoid arthritis และ Leishmaniasis Phagosome และ
ท่ี 0 ชั่วโมง ไป 24 ชั่วโมง pathway จะคลาย 1 ชั่วโมง ไป 24 ชั่วโมง แต pathway ท่ีเพ่ิมมาคือ 
inflammatory bowel disease  
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รูปที่ 4.9 จํานวนของ DEG ในแตละ KEGG pathway ของชวงเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากจระเขสยามไดรับเชื้อ

เปรียบเทียบกับกอนไดรับเชื้อ (1 h vs 0 h) 
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รูปที่ 4.10 จํานวนของ DEG ในแตละ KEGG pathway ของชวงเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากจระเขสยามไดรับ  

เชื้อเปรียบเทียบกับกอนไดรับเชื้อ (24 h vs 0 h) 
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รูปที่ 4.11  จํานวนของ DEG ในแตละ KEGG pathway ของชวงเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากจระเขสยามไดรับ

เชื้อเปรียบเทียบกับชวงเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากจระเขสยามไดรับเชื้อ (24 h vs 1 h) 
 

นอกจากนี้เม่ือพิจารณาเฉพาะ DEG ท่ีเพ่ิมข้ึนในการเปรียบเทียบ 2 ชวงเวลา พบวาจาก 0 ชั่วโมง ถึง 
1 ชั่วโมง พบกลุมยีนท่ีผลิต transcription factor หรือ transcription regulator หรือ cell signaling เชน 
ท่ีอยูใน pathway Osteoclast differentiation TNF signaling pathway และ Prolactin signaling 
pathway (ตารางท่ี 4.4) โดยในกลุม Osteoclast differentiation TNF signaling pathway มีหลายตัวท่ี
เปน transcription factor ท่ีนาจะเก่ียวของกับการกระตุนใหเซลลเม็ดเลือดผลิต mRNA เพ่ือสรางโปรตีนท่ี
จะมาทําลายแบคทีเรียท่ีบุกลุก (ตารางท่ี 4.5) แตสําหรับ DEG ท่ีเพ่ิมข้ึนในการเปรียบเทียบ จาก 0 ชั่วโมง ถึง 
24 ชั่วโมง หรือ จาก 0 ชั่วโมง ถึง 24 ชั่วโมง โดย 2 ชวงเวลานี้ กลุม pathway คือ กลุมยีนท่ีผลิตโปรตีนท่ี
ทําลายแบคทีเรีย เชน Tuberculosis Legionellosis Leishmaniasis Malaria และกลุมท่ีกระตุนการอักเสบ 
และกระตุนระบบภูมิคุมกัน เชน Rheumatoid arthritis Phagosome Complement and coagulation 
cascades Inflammatory bowel disease (ตารางท่ี 4.4) เปนท่ีนาสนใจวา มีกลุมยีนท่ีสามารถสราง anti-
microbial peptide หลายกลุมจากขอมูล transcriptomic ของการทดลองนี้ เชน ไลโซไซม (lysozyme), 
ดีเฟนซิน (defensin), Liver Expressed Antimicrobial Peptide (LEAP), Bee antimicrobial peptide,  
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Frog antimicrobial peptide, Diapausin family of antimicrobial peptide, Ant antimicrobial 
peptide, เปปไทด Hepcidin รวมท้ัง เปปไทด Cathelicidin (ตารางท่ี 4.6) เปนตน โดยระดับการแสดงออก
ของ anti-microbial peptide ท่ีมีการแสดงออกเพ่ิมข้ึนหลังไดรับเชื้อท่ีเวลา 1 ชั่วโมง และ 24 ชั่วโมง เม่ือ
เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมกอนไดรับเชื้อแบคทีเรีย (0 ชั่วโมง) จะกํากับดวยตัวอักษร “b” ทายเลข Unigene 
(Cluster) ซ่ึงจะไดรายงานผลการศึกษาในรายละเอียดในหัวขอตอไป  

สําหรับการเปรียบเทียบ DEG เพ่ือหา unigene ท่ีลดลง ท่ีเก่ียวกับ KEGG pathway ตางๆ พบวา
ระหวาง 0 และ 1 ชั่วโมง ไมมีความแตกตาง (ตารางท่ี 4.5) แตเม่ือเปรียบเทียบ 0 กับ 24 ชั่วโมง และ 1 กับ 
24 ชั่วโมง พบวามี 2 pathway คือ Intestinal immune network for IgA production และ Primary 
immunodeficiency โดยพบ unigene มากท่ีสุด คือประมาณ 5-6 unigene ท่ีมีระดับการแสดงออกของ 
unigene ใน pathway เปลี่ยนแปลงไป ซ่ึง pathway แรกเก่ียวกับการสราง antibody IgA และอีก 
pathway เปนยีนท่ีเก่ียวกับและทํางานในระบบภูมิคุมกันบกพรองชนิดปฐมภูมิ สวนยีนท่ีทํางานใน pathway 
อ่ืนๆ มีจํานวนเพียงเล็กนอย (ตารางที 4.7) 
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ตารางที ่4.4 KEGG pathway DEGs ท่ีเพ่ิมข้ึน เม่ือเปรียบเทียบกับในแตละชวงเวลาของการไดรับเชื้อของจระเขสยาม  
1 h vs 0 h  24 h vs 0 h  24 h vs 1 h 

Pathway gene number  Pathway gene number  Pathway gene number 
Osteoclast differentiation 6  Tuberculosis 22  Tuberculosis 18 
TNF signaling pathway 5  Pertussis 10  Phagosome 14 
Prolactin signaling pathway 3  Rheumatoid arthritis       10  Salivary secretion  9 
Amphetamine addiction 2  Biosynthesis of amino acids      10  Rheumatoid arthritis   9 
MAPK signaling pathway 4  Phagosome  13  Complement and coagulation cascades 7 
Circadian entrainment 2  Cytokine-cytokine receptor interaction         15  Cytokine-cytokine receptor interaction 13 
Oxytocin signaling pathway 3  Complement and coagulation cascades         7  Pertussis 8 
HTLV-I infection 4  Salivary secretion   8  Prion diseases  5 
Pertussis  2  Legionellosis  8  Biosynthesis of amino acids             8 
Salmonella infection 2  Leishmaniasis 9  Staphylococcus aureus infection 6 
Rheumatoid arthritis  2  Prion diseases 5  Legionellosis 7 
Herpes simplex infection 3  Malaria         7  Malaria  6 
Leishmaniasis  2  Inflammatory bowel disease        7  Inflammatory bowel disease  6 
Dopaminergic synapse  2  TNF signaling pathway 10  Leishmaniasis  7 
Colorectal cancer  2  Staphylococcus aureus infection 6  Collecting duct acid secretion  3 
Cholinergic synapse  2  Osteoclast differentiation  11  Amoebiasis  8 
Toll-like receptor signaling 2  Galactose metabolism 5  Chagas disease  8 
B cell receptor signaling 2  African trypanosomiasis                  5  Galactose metabolism  4 
Chagas disease 2  Amoebiasis       9  Alanine, aspartate and glutamate metabolism      4 
Hepatitis C 2  Salmonella infection  7  Starch and sucrose metabolism  4 
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ตารางที่ 4.5 DEGs ท่ีสราง transcription factors ท่ีเพ่ิมข้ึนหลังจาก 1 ชั่วโมงของการติดเชื้อแบคทีเรียแลวลดลงท่ี 24 ชั่วโมง 
Unigene 
(Cluster)a 

Accessionb % query 
coverc 

% 
Identityd 

Reptile 
referencee 

Ortholog genef 0h 
(FPKM) 

1h 
(FPKM) 

24h 
(FPKM) 

fold change 
1h/0h 

fold change 
24h/0h 

2754.36308  XM_019484413.1 74 95 Alligator 
mississippiensis 

Jun B proto-oncogene 
(JUNB) 

172.78 462.57 274.99 2.68 1.59 

2754.41660 XM_019478752.1 37 95 Alligator 
mississippiensis 

Transcription factor 
complex 

2.92 24.68 6.08 8.45 2.08 

2754.39612 XM_026655036.1 71 85 Terrapene 
mexicana 

Transcription factor jun-D 82.18 221.19 61.88 2.69 0.75 

2754.36667  XM_019552283.1 74 99 Crocodylus 
porosus 

Proto-oncogene c-Fos 1.88 18.11 2.03 9.63 1.08 

2754.35538 XM_019552283.1 92 99 Crocodylus 
porosus 

Fos proto-oncogene, AP-1 
transcription factor 
subunit  

9.99 234.11 16.61 23.43 1.66 

aCluster ของ unigene ใน C. siamensis ท่ีผลิต transcription factors 
bAccession number ของยีนสิ่งมีชีวิตอ่ืนท่ีใกลเคียงกับ Unigene ของ C. siamensis 
c% query cover ของลําดับเบสใน unigene ของ C. siamensis เทียบกับ Accession number 
d% Identity ของลําดับเบสใน unigene ของ C. siamensis เทียบกับ Accession number 
e Accession number ของสัตวเลื้อยคลานแตละชนิด 
fช่ือยีนท่ี Accession number น้ันๆ ผลติ 
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ตารางที ่4.6 ระดับการแสดงออกของเปปไทดตานจุลชีพเม่ือจระเขสยามมีการติดเชื้อในแตละชวงเวลา     
Unigene 
(Cluster)a 

Gene 
Length 

Expression level 
Protein/peptide 

0 h 1 h 24 h 
12297.0 6356 0.55 0.75 0.71 Chorion protein S19 C-terminal//BTB/POZ domain//Plant antimicrobial peptide 

19408.0 429 0.52 1.44 0.99 
TMPIT-like protein//Frog antimicrobial peptide//Lipoprotein leucine-zipper//Fibrinogen 
alpha/beta chain family//Golgi transport complex subunit 5 

21219.0 2515 0.32 0.38 0.57 Ant antimicrobial peptide 
21343.0 827 0.73 1.08 0.57 Frog antimicrobial peptide//Popeye protein conserved region 
23279.1 471 0.82 0.45 0.59 Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2) 
23520.0 994 0.44 0.59 0.84 TMEM9//Spider antimicrobial peptide 
2355.0 581 1.44 0.71 0.51 Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2) 
24076.0 526 0.47 1.87 0.84 Nematode antimicrobial peptide 
27043.0 822 0.59 0.7 0.5 Glutamine synthetase, catalytic domain//Diapausin family of antimicrobial peptide 

2754.10995 10301 2.88 2.6 2.71 
Pseudin antimicrobial peptide//DNA polymerase (viral) C-terminal domain//ATP synthase 
protein 8//Plasmid replication protein 

2754.11417 3048 4.81 4.45 5.94 
Tetratricopeptide repeat//Tetratricopeptide repeat//Tetratricopeptide repeat//TPR 
repeat//RNA helicase (UPF2 interacting domain)//Tetratricopeptide 

2754.11788 
 

1599 
 

0.33 
 

2.38 
 

2.01 
 

Pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase//Pyridine nucleotide-disulphide 
oxidoreductase//Bee antimicrobial peptide 

2754.13178 5813 2.17 1.83 3.08 
SSXRD motif//Cyclin, C-terminal domain//Tetratricopeptide repeat//TPR 
repeat//Tetratricopeptide repeat//Frog antimicrobial peptide 

2754.13356 1420 4.08 4.76 5.99 Bee antimicrobial peptide 
2754.13567 1234 1.13 1.41 0.58 Frog antimicrobial peptide 
2754.15467 2959 0.81 0.52 0.35 Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2) 
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Unigene 
(Cluster)a 

Gene 
Length 

Expression level 
Protein/peptide 

0 h 1 h 24 h 
2754.15581 4924 1.15 1.38 1.69 Diapausin family of antimicrobial peptide 
2754.15864 3182 0.51 0.58 0.55 Bee antimicrobial peptide 

2754.17745 4328 2.08 1.99 1.36 
Nematode antimicrobial peptide//B-box zinc finger//Bromodomain//PHD-finger//zinc-RING 
finger domain 

2754.18501 2074 1.61 2.01 2.3 
Armadillo/beta-catenin-like repeat//Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor 
(LEAP-2) 

2754.19290 4630 1.02 1.04 1.32 Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2)//Sulfotransferase domain 
2754.19532 1877 2.89 2.97 3.4 BTB/POZ domain//Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2) 
2754.20602 4475 1 0.61 0.74 Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2)//Sulfotransferase domain 
2754.24447 632 0.56 0.84 0.33 Ant antimicrobial peptide 
2754.24571 4527 6.39 6.28 7.64 Sulfotransferase domain//Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2) 

2754.25118b 881 47.8 55.68 811.1 
Adenylate kinase, active site lid//Cathelicidin//Cystatin domain//Secreted phosphoprotein 
24 (Spp-24) 

2754.25966 6250 5.8 5.25 5 PLAT/LH2 domain//Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2) 

2754.26519b 2828 35.5 36.2 83.85 
Vitamin K-dependent carboxylation/gamma-carboxyglutamic (GLA) domain/ Frog 
antimicrobial peptide 

2754.26759b 869 5.28 4.56 196.85 
Cathelicidin//Cystatin domain//Adenylate kinase, active site lid//Secreted phosphoprotein 
24 (Spp-24) 

2754.26885 5561 0.64 0.55 0.48 Diapausin family of antimicrobial peptide 
2754.27118 4579 8.04 6.63 9.83 Diapausin family of antimicrobial peptide 
2754.28622 2745 0.52 1.22 0.97 Pardaxin//Frog antimicrobial peptide 
2754.2876 1454 0.7 0.35 1.04 Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2) 
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Unigene 
(Cluster)a 

Gene 
Length 

Expression level 
Protein/peptide 

0 h 1 h 24 h 
2754.29639 628 0.46 0.49 0.33 Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2) 
2754.29658 4840 3.29 2.73 2.15 Diapausin family of antimicrobial peptide 

2754.30053 1632 59.7 65.15 58.6 
Prefoldin subunit//RNA polymerase II transcription mediator complex subunit 9//Liver-
expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2)//Autophagy protein 

2754.30284 1516 0.49 2 2.4 Fibronectin type III domain//Plant antimicrobial peptide 
2754.32503b 670 795.55 811.78 24464.57 Phosphoribosyl-dephospho-CoA transferase MdcG//Cathelicidin 

2754.32765 4915 6.81 8.2 10.42 
Protein-tyrosine phosphatase//Fibronectin type III domain//Plant antimicrobial 
peptide//Phage shock protein B//Dystroglycan (Dystrophin-associated glycoprotein 1)//Dual 
specificity phosphatase, catalytic domain 

2754.34614 3765 9.32 9.89 8.69 Bee antimicrobial peptide 

2754.3473 4686 1.72 1.37 2.3 
P53 transactivation motif//Microfibril-associated glycoprotein (MAGP)//Frog antimicrobial 
peptide 

2754.35703b 1523 742.13 787.64 1939.17 Secreted phosphoprotein 24 (Spp-24)//Cathelicidin 

2754.36610 4421 48.34 195.11 72.99 
Zinc finger C-x8-C-x5-C-x3-H type (and similar)//Protein prenyltransferase alpha subunit 
repeat//Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2) 

2754.36631b 1784 1141.36 1322.49 3673.06 Secreted phosphoprotein 24 (Spp-24)//Fibronectin-attachment protein (FAP)//Cathelicidin 
2754.37224b 1321 1635.88 1850.03 2661.23 Cathelicidin//Secreted phosphoprotein 24 (Spp-24) 

2754.37864 5074 38.06 34.72 34.52 
Protein serine/threonine phosphatase 2C, C-terminal domain//Ribosome associated 
membrane protein RAMP4//Protein phosphatase 2C//Frog antimicrobial 

2754.37926 5401 6.39 6.65 6.7 Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2) 
2754.38759 2800 17.58 16.96 18.02 Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2) 
2754.40045 5054 0.58 0.87 1.2 Diapausin family of antimicrobial peptide 
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Unigene 
(Cluster)a 

Gene 
Length 

Expression level 
Protein/peptide 

0 h 1 h 24 h 

2754.4278 4585 3.26 3.63 2.72 
ERCC4 domain//Type II secretion system (T2SS), protein M subtype b//Ant antimicrobial 
peptide 

2754.44291 2894 11.53 11.13 19.94 Pardaxin//Frog antimicrobial peptide 
2754.45037 1866 1.97 2.44 2.05 Bee antimicrobial peptide 
2754.46550 1423 1.09 0.92 1.9 Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2) 
2754.46822 4870 2.11 1.34 0.62 Diapausin family of antimicrobial peptide//Gap junction alpha-8 protein (Cx50) 

2754.47196 5814 3.58 3.05 4.91 
EF hand//Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2)//EF hand//EF-hand 
domain//Copper transport outer membrane protein, MctB//EF-hand domain pair//EF-hand 
domain pair 

2754.48282 4034 0.39 0.49 0.31 Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2)//Sulfotransferase domain 
2754.48444 2670 8.98 9.82 6.87 Nematode antimicrobial peptide 

2754.50358 3501 0.9 1.19 6.75 
EF hand//Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2)//EF-hand domain//EF 
hand//EF-hand domain pair//Copper transport outer membrane 

2754.50809 5365 2.83 1.69 1.65 Diapausin family of antimicrobial peptide 
2754.50862 1394 0.5 1.51 1.49 Nematode antimicrobial peptide 
2754.51009 3717 1.32 1.31 1.05 Protein of unknown function (DUF3628)//Bee antimicrobial peptide 
2754.51627 1500 1.07 0.78 0.89 Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2) 

2754.55078 4198 0.45 0.37 1.86 
Nuclear transport factor 2 (NTF2) domain//Type III secretion needle MxiH, YscF, SsaG, EprI, 
PscF, EscF//Frog antimicrobial peptide 

2754.56903 909 2.08 2.03 3.19 Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2) 
2754.56972 533 0.47 0.51 0.6 Nematode antimicrobial peptide 
2754.57603 408 1.8 4.02 3.68 Diapausin family of antimicrobial peptide 
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Unigene 
(Cluster)a 

Gene 
Length 

Expression level 
Protein/peptide 

0 h 1 h 24 h 
2754.57674 2308 7.89 10.84 13.92 Diapausin family of antimicrobial peptide 
2754.58619 7370 0.36 0.43 0.37 Frog antimicrobial peptide//Microfibril-associated glycoprotein (MAGP) 
2754.59032 1674 0.81 0.69 0.82 Bee antimicrobial peptide 
2754.59161b 2216 0.79 0.91 21.21 Cathelicidin 

2754.61004 4597 6.02 6.49 5.78 
Diapausin family of antimicrobial peptide//Anticodon nuclease activator 
family//Uncharacterised protein family (UPF0182)//DHHC palmitoyltransferase 

2754.67055 477 0.79 0.43 0.38 
Nematode antimicrobial peptide//Pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase, 
dimerisation domain 

2754.67397 2640 0.38 0.36 0.64 
Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2)//P5-type ATPase cation 
transporter//TIR domain//TIR domain 

2754.67399 2353 0.81 0.61 0.51 
Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2)//TIR domain//P5-type ATPase 
cation transporter//TIR domain 

2754.7998 3580 1.3 2.03 1.71 
FtsK/SpoIIIE family//Type II/IV secretion system protein//AIG1 family//Ferrous iron transport 
protein B//Ras family//50S ribosome-binding GTPase//Liver-expressed antimicrobial peptide 
2 precursor (LEAP-2)//Septin//Protein of unknown function, DUF258 

2754.9437 1791 0.5 0.81 0.86 Diapausin family of antimicrobial peptide//Picornavirus core protein 2A 
28365.0 1030 0.69 0.34 0.79 Nematode antimicrobial peptide 

29047.0 769 0.9 0.52 0.64 
Nematode antimicrobial peptide//Neural proliferation differentiation control-1 protein 
(NPDC1) 

30109.3 384 0.36 0.82 2.38 Bee antimicrobial peptide 

30752.0 1249 0.98 0.89 0.85 
Redoxin//Mycothiol maleylpyruvate isomerase N-terminal domain//Nematode 
antimicrobial peptide//AhpC/TSA family 
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Unigene 
(Cluster)a 

Gene 
Length 

Expression level 
Protein/peptide 

0 h 1 h 24 h 
4045.0 803 0.84 0.97 1.04 Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2) 
5679.0 657 0.32 0.56 0.51 Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2) 
7119.0 1197 0.7 0.78 0.73 Astacin (Peptidase family M12A)//TilS substrate binding domain//Frog antimicrobial peptide 

2754.19709b 2118 2.07 1.75 3.32 
Protein tyrosine kinase//Hepcidin//Lipopolysaccharide kinase (Kdo/WaaP) family//Protein 
kinase domain 

2754.19716 2060 1.72 1.89 1.11 Protein tyrosine kinase//Hepcidin//Protein kinase domain 
2754.29609b 634 3.13 6.83 4.9 Hepcidin 

2754.37440 b 7574 1.57 2.07 2.1 
MIF4G domain//eIF4-gamma/eIF5/eIF2-epsilon//NAD:arginine ADP-
ribosyltransferase//Hepcidin 

2754.41095b 4491 0.45 0.41 0.87 
Hepcidin//ABC transporter transmembrane region 2//ABC transporter//AAA domain, 
putative AbiEii toxin, Type IV TA system//IstB-like ATP binding protein 

2754.47554b 2239 18.78 20.5 21.86 

Syntaxin//Type III secretion basal body protein I, YscI, HrpB, PscI//SNARE domain//Methyl-
accepting chemotaxis protein (MCP) signalling domain//Synaptobrevin//Hepcidin//ABC 
transporter C-terminal domain//DASH complex subunit Dad4//cGMP-dependent protein 
kinase interacting domain 

2754.56380 6424 2.74 2.62 1.37 
tRNA pseudouridine synthase//IPT/TIG domain//Hepcidin//GTPase-activator protein for Ras-
like GTPase//Sema domain//Fungal cellulose binding domain//Plexin repeat 

aCluster ของ unigene ใน C. siamensis ท่ีสราง antimicrobial peptide 
bระดับการแสดงออกของเปปไทดท่ีมีการแสดงออกเพ่ิมข้ึนหลังไดรบัเช้ือท้ังท่ีเวลา 1 ช่ัวโมง และ 24 ช่ัวโมง เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมกอนไดรับเช้ือแบคทีเรยี (0 ช่ัวโมง) 
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          ตารางที ่4.7 KEGG pathway DEGs ท่ีลดลงเทียบกับในสองชวงเวลา 
24 h vs 0 h  24 h vs 1h 

Pathway gene number  Pathway gene number 
Intestinal immune network for IgA production 5  Primary immunodeficiency 6 
Primary immunodeficiency 5  Intestinal immune network for IgA production 5 
Asthma 4  Rheumatoid arthritis 6 
Hematopoietic cell lineage 6  Asthma  4 
Dilated cardiomyopathy 5  Leishmaniasis 6 
Viral myocarditis 5  Hematopoietic cell lineage 6 
Staphylococcus aureus infection 4  B cell receptor signaling pathway 7 
Allograft rejection 4  Staphylococcus aureus infection 4 
Autoimmune thyroid disease 4  Allograft rejection 4 
Leishmaniasis  5  Autoimmune thyroid disease 4 
Phagosome 6  Systemic lupus erythematosus 4 
Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy 4  Salmonella infection 4 
Systemic lupus erythematosus 4  Viral myocarditis  4 
Rheumatoid arthritis 4  Toll-like receptor signaling pathway 5 
B cell receptor signaling pathway 5  T cell receptor signaling pathway 5 
Hypertrophic cardiomyopathy 3  Phagosome 5 
Inflammatory bowel disease 3  Inflammatory bowel disease 3 
Tuberculosis 5  Osteoclast differentiation 5 
African trypanosomiasis 2  HTLV-I infection 8 
Graft-versus-host disease   2  Colorectal cancer 4 
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4.5.1 ระดบัการแสดงออกของ Unigene ดเีฟนซิน (defensin)  
ดีเฟนซินจัดเปนเปปไทดขนาดเล็กท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 3-4 กิโลดาลตัน ท่ี

ประกอบดวยกรดอะมิโนจํานวน 12-50 กรดอะมิโน และมีประจุสุทธิบนโมเลกุลเปนประจุบวก (cationic 

peptide) จากกรดอะมิโนอารจินีน (arginine) และไลซีน (lysine) แลวในโมเลกุลยังประกอบไปดวย           

กรดอะมิโนซิสเตอีน (cysteine) จํานวน 6 กรดอะมิโนในสัตวมีกระดูกสันหลังและ 6 กรดอะมิโนในกลุมของ

สัตวไมมีกระดูกสันหลังและพืช จัดเรียงตัวกันดวยพันธะไดซัลไฟดจํานวน 3 พันธะ ทําใหมีโครงสรางแบบ β-

sheet ท่ีเปนลักษณะเฉพาะตัวของเปปไทดชนิดนี้ ซ่ึงในการเกิดพันธะไดซัลไฟดแตละคูของกรดอะมิโน              

ซิสเตอีนนี้จะเปนตัวกําหนดชนิดของดีเฟนซิน โดยในกลุมของสัตวมีกระดูกสันหลังสามมารถพบดีเฟนซินได              

3 รูปแบบคือ α-defensin มีรูปแบบการเชื่อมพันธะไดซัลไฟดของกรดอะมิโนซิสเตอีนตําแหนงท่ี 1 กับ

ตําแหนงท่ี 6 ตําแหนงท่ี 2 กับตําแหนงท่ี 4 และตําแหนงท่ี 3 กับตําแหนงท่ี 5 β-defensin มีรูปแบบการเชื่อม

พันธะไดซัลไฟดของกรดอะมิโนซิสเตอีนตําแหนงท่ี 1 กับตําแหนงท่ี 5 ตําแหนงท่ี 2 กับตําแหนงท่ี 4 และ

ตําแหนงท่ี 3 กับตําแหนงท่ี 6 และ θ-defensin เปนรูปแบบท่ีมีความแตกตางจากดีเฟนซินท้ังสองรูปแบบ

แรกเปนอยางมาก เนื่องจากเปนรูปแบบท่ีถูกตัดแตงและเชื่อมตอกันของกรดอะมิโนจนมีรูปแบบท่ีเปนวงกลม 

และเปนกระบวนการท่ีเกิดข้ึนจากสวน 9 กรดอะมิโนแรกของสวน mature α-defensin peptide และ

รูปแบบ θ-defensin นี้สามารถพบไดเฉพาะในกลุมของ primate เทานั้น (Li et al., 2014) 

เปปไทดดีเฟนซินสามารถพบไดในสิ่งมีชีวิต ท้ังสัตวมีกระดูกสันหลังและไมมีกระดูกสันหลัง 

รวมไปถึงพืชก็สามารถพบเปปไทดดีเฟนซินได โดยในกลุมของสัตวตางๆ เปปไทดดีเฟนซินพบไดในเซลลและ

เนื้อเยื้อท่ีมีความเก่ียวของกับการตอบสนองตอการถูกบุกรุกของเชื้อจุลชีพตางๆ ซ่ึงสวนใหญสามารถพบ             

เปปไทดดีเฟนซินไดในกลานูลของเม็ดเลือดขาว เม่ือเม็ดเลือดขาวไดจับกินจุลชีพแปลกปลอมเขาไปใน 

phagocytic vacuoles กลานูลจะทําหนาท่ีขนสงเปปไทดดีเฟนซินไปยังถุงท่ีมีเชื้อจุลชีพและปลอยเปปไทด

ดีเฟนซินใหออกมาทําลายเชื้อจุลชีพท่ีถูกเม็ดเลือดขาวจับกินดวยกระบวนการ phagocytosis และในกลุมของ 

paneth cell ท่ีมีการหลั่งกลานูลเพ่ือทําลายเชื้อจุลชีพในการปกปองเซลลของลําไสเล็ก นอกจากนั้นยังพบ 

เปปไทดดีเฟนซินในกลุมของ epithelial cell ท่ีมีการผลิตเปปไทดดีเฟนซินข้ึนเพ่ือใชในการตอบสนองตอการ

บุกรุกของเชื้อจุลชีพ (Li et al., 2014) 

จากการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของเปปไทดดีเฟนซินพบวามีความสามารถในการยับยั้งการ

เจริญเติบโตของเชื้อจุลชีพไดท้ังแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ เชื้อรา และรวมไปถึงไวรัสบางชนิด ซ่ึงมีการ

ยับยั้งการเจริญไดหลายรูปแบบ ซ่ึงมีกลไกลการยับยั้งทางตรงท่ีเกิดจากคุณสมบัติการมีประจุบวกและความ

เปน hydrophobic ของเปปไทดดีเฟนซินทําใหสามารถเกิด interaction กับ anionic phospholipid ของ

เยื่อหุมเซลลแบคทีเรีย หลังจากนั้นจะเกิดการแทรกตัวเขาไปในเยื้อหุมเซลลแบคทีเรีย และทําใหเกิดรูรั่วของ

เยื้อหุมเซลลข้ึน นอกจากนี้เปปไทดดีเฟนซินยังสามารถแทรกผานเยื่อหุมเซลลแบคทีเรียเพ่ือเขาทําการยับยั้ง

การสังเคราะห RNA DNA รวมไปถึงโปรตีนของแบคทีเรีย และกลไกลทางออมของดีเฟนซินสามารถกระตุน 

immune cell ใหเขายับยั้งเชื้อแบคทีเรียท้ังใน innate immune และ adaptive immune รวมไปถึงการ

กระตุนและควบคุมการแสดงออกของ cytokines และ chemokines ในระบบภูมิคุมกันของรางกายอีกดวย 
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(Ulm et al., 2012) นอกจากการเขายับยั้งแบคทีเรียแลว ดีเฟนซินยังมีฤทธิ์ทางชีวภาพอ่ืนๆ เชน การลดการ

อักเสบ การสมานแผลและการสรางเสนเลือดใหม (Ulm et al., 2012) การยับยั้งเซลลมะเร็ง (Yang et al., 

2002) เปนตน 

สําหรับการทดลองในครั้งนี้ พบ unigene ของ defensin มากถึง 69 unigene โดยพบ 

Unigene Cluster 19154.3, 20270, 2754.22019, 2754.30007, 2754.303, 2754.36967, 2754.40936, 

2754.42731, 2754.59689, 2754.6284, 2754.24604, 2754.32036, 2754.34283, 2754.38406, 

2754.40290, 2754.41258, 2754.41259, 2754.41261, 2754.47999, 2754.49186, 2754.52185, 

2754.61223, 6034, 2754.30575, 10104, 10267, 15595, 2754.28141, 2754.5332, 2754.53224, 

30122.0, 4076.0, 2754.62579, 5592.0, 25944, 2754.9461 ท่ีมีระดับการแสดงออกท่ีเพ่ิมข้ึนหลังไดรับ

เชื้อแบคทีเรียเปนเวลา 1 ชั่วโมง (1 h) เม่ือเปรียบเทียบกับกอนไดรับเชื้อ (0 h) ซ่ึงพบ Unigene Cluster 

19154.3, 20270, 2754.30005, 2754.303, 2754.36967, 2754.40936, 2754.42731, 2754.59689, 

2754.24604, 2754.34283, 2754.38406, 2754.41261, 2754.47999, 6034, 10104, 10267, 15595, 

2754.28141, 2754.9461 ท่ีมีการตอบสนองเม่ือจระเขสยามไดรับเชื้อกอโรค โดยเพ่ิมระดับการแสดงออก

อยางรวดเร็วเม่ือจระเขสยามไดรับเชื้อเปนเวลา 1 ชั่วโมง และระดับการแสดงออกของ Unigene เหลานี้จะมี

ระดับลดลงเม่ือเวลาผานไป 24 ชั่วโมงหลังจากจระเขไดรับเชื้อแบคทีเรีย นอกจากนี้แลวยังพบ Unigene 

Cluster 2754.37463, 2754.47711, 2754.66528, 18521, 2754.24926, 2754.41256, 29538, 

2754.4638, 2754.53097 ท่ีมีการตอบสนองดวยการเพ่ิมระดับการแสดงออกของยีนเม่ือเวลาผานไป 24 

ชั่วโมงหลังการติดเชื้อ สวน Unigene Cluster 2754.22019, 2754.6284, 2754.32036, 2754.4029, 

2754.41259, 2754.49186, 2754.52185, 2754.61223, 2754.30575, 2754.5332, 30122.0, 4076.0, 

2754.62579, 5592.0 นั้นพบระดับการแสดงออกของยีนเพ่ิมข้ึนท้ังหลังไดรับเชื้อท่ีเวลา 1 ชั่วโมง และ 24 

ชั่วโมง เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมกอนไดรับเชื้อแบคทีเรีย (0 ชั่วโมง) (ตารางท่ี 4.8) 

จากผลการแสดงออกของ Unigene ดังกลาวขางตน แสดงใหเห็นวา defensin เปน                

เปปไทดอีกชนิดหนึ่งท่ีมีความสําคัญในระบบภูมิตานทานของจระเข โดยพบ defensin ท่ีตอบสนองใน

หลากหลายรูปแบบ เชนกลุม Unigene ท่ีตอบสนองอยางรวดเร็วภายในเวลา 1 ชั่วโมงเม่ือจระเขไดรับเชื้อ 

เพ่ือชวยในการกําจัดแบคทีเรียกอโรคท่ีจระเขไดรับ และมีระดับการแสดงท่ีลดลงอยางรวดเร็วภายใน 24 

ชั่วโมง ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยของ Lorenzo Alibardi และคณะ (2012) ท่ีพบบริเวณแผลของก้ิงกามีการ

แสดงออกของ β-defensin ท่ีมีคุณสมบัติเปน antimicrobial barrier เพ่ิมมากข้ึน รวมท้ังรายงานผลการ

ทดลองของ Lorenzo Alibardi และคณะ (2013) ซ่ึงไดทําการศึกษา β-defensin (Tu-BD-1) จากผิวและ 

subdermal granulocytes ของเตา พบวา TU-BD-1 เปนองคประกอบหลักใน granulocytes ของเซลลท่ี

เก่ียวของกับระบบภูมิคุมกันท่ีผิวหนังและจะมีการแสดงออกเม่ือเกิดบาดแผล 
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4.5.2 ระดบัการแสดงออกของ Unigene เฮปซดิิน (Hepcidin)  

เฮปซิดิน (hepcidin) เปนเปปไทดตานจุลชีพท่ีมีประจุบวก ถูกคนพบครั้งแรกในมนุษย โดย
พบวามีหนาท่ีในการกําจัดแบคทีเรีย (antibacterial) และเชื้อรา (antifungal) (Hao et al., 2012) ขอมูลจาก
ผลการทดลองครั้งนี้ พบยีนเฮปซิดินมากถึง 7 Unigene ซ่ึงไดแก Cluster 2754.19709, 2754.19716, 
2754.29609, 2754.37440, 2754.41095, 2754.47554 และ 2754.56380 โดยพบ Cluster 2754.29609, 
2754.37440 และ 2754.47554 ท่ีมีระดับกากรแสดงออกท่ีเพ่ิมข้ึนอยางรวดเร็วภายใน 1 ชั่วโมงหลังจาก
จระเขสยามไดรับเชื้อแบคทีเรียกอโรค ซ่ึง Cluster 2754.29609 และ 2754.37440 นั้นมีระดับการแสดงออก
ท่ีลดลงเม่ือเวลาผานไป 24 ชั่วโมงหลังจากไดรับเชื้อแบคทีเรีย (ตารางท่ี 4.9) ซ่ึงเปนไปไดวาเฮปซิดิน cluster 
เหลานี้จะเปนเปปไทดดานแรกท่ีจะตอบสนองเพ่ือกําจัดแบคเรียกอโรคในจระเข จากรายงานการทดลองของ 
Hao et al. (2012) ซ่ึงไดคนพบเฮปซิดินในจระเขสยาม (C. siamensis) โดยเปปไทดชนิดนี้ประกอบดวย
กรดอะมิโนจํานวน 26 กรดอะมิโน (Cshepc) (FNSHFPICSYCCNCCRNKGCGLCCRT) และคาดวาเปน       
เปปไทดสวนท่ีพรอมทํางาน นอกจากนี้จากการศึกษาการแสดงออกของเปปไทดดังกลาวในเชื้อยีสต พบวา         
รีคอมบิแนนทเปปไทดท่ียังไมไดทําการแยกบริสุทธิ์นั้นมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก เชน 
Staphylococcus aureus และ Bacillus subtilis และยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ เชน 
Escherichia coli และ Aeromonas sobria ไดอีกดวย (Hao et al., 2012)  
 



85 

 ตารางที ่4.8 ระดับการแสดงออกของเปปไทดดีเฟนซิน (defensin) ในจระเขสยามท่ีมีการติดเชื้อในแตละชวงเวลา     
Unigene 
(Cluster)a 

Gene 
Length 

Expression level 
Protein/peptide 

0 h 1 h 24 h 
19154.3 2278 0.9 1.3 0.75 Defensin propeptide 

20270.0 2480 0.63 0.74 0.47 
Potassium channel Kv1.4 tandem inactivation domain//Peroxisome 
biogenesis factor 1, N-terminal//Big defensin//Aspartyl beta-hydroxylase N-
terminal region 

2754.22019b 2166 1.95 2.4 3.1 Big defensin 

2754.30005 2749 7.53 7.21 5.93 
Armadillo/beta-catenin-like repeat//Importin beta binding 
domain//Proteasome non-ATPase 26S subunit//Big defensin 

2754.30007 2632 19.67 21.87 21.42 
Big defensin//Proteasome non-ATPase 26S subunit//Armadillo/beta-catenin-
like repeat//Importin beta binding domain 

2754.303 3348 1.55 1.87 1.61 
ATP1G1/PLM/MAT8 family//Dystroglycan (Dystrophin-associated 
glycoprotein 1)//Flavivirus non-structural protein NS4A//Big defensin 

2754.34007 4329 154.64 158.99 159.05 Defensin-like peptide family 
2754.36912 861 203.05 194.68 177.33 Big defensin//Protein kinase domain//Protein tyrosine kinase 
2754.36967 4507 41.77 44.65 38.97 Defensin-like peptide family 

2754.37070 1991 4.32 3.05 3.43 
Cobalamin biosynthesis protein CobT//Centromere protein H (CENP-
H)//DHHA1 domain//Beta defensin//RNA recognition motif. (a.k.a. RRM, RBD, 
or RNP 

2754.37463 2934 4.18 3.56 4.46 Defensin-like peptide family 
2754.40936 1436 2.69 4.47 1.02 Defensin-like peptide family 
2754.41308 1910 12.53 12.34 10.62 Molybdopterin-binding domain of aldehyde dehydrogenase//Big defensin 
2754.42731 649 6.05 11.95 1.68 Defensin-like peptide family//FlgN protein 
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Unigene 
(Cluster)a 

Gene 
Length 

Expression level 
Protein/peptide 

0 h 1 h 24 h 
2754.46734 889 7.42 6.31 4.13 Big defensin 
2754.47359 3471 1.5 1.55 1.59 Defensin-like peptide family 
2754.47711 1499 0.59 0.52 1.13 Defensin-like peptide family 
2754.59689 4319 0.75 1.41 1.06 HECT-domain (ubiquitin-transferase)//Defensin-like peptide family 

2754.6284b 3300 4.59 4.87 18.92 
EF hand//EF-hand domain//EF-hand domain pair//EF-hand domain 
pair//Defensin-like peptide family//EF hand 

2754.66528 960 0.8 0.79 1.34 Big defensin//Protein of unknown function (DUF972) 

3069.0 3318 0.79 0.63 0.5 
Zinc finger, C4 type (two domains)//Ligand-binding domain of nuclear 
hormone receptor//Big defensin 

31152.0 440 2.43 1.88 0.46 Big defensin 
6306.0 1073 0.61 0.58 0.35 Big defensin//Lipoxygenase 
18521.0 426 2.38 0.59 2.01 Beta defensin 
2754.19385 445 0.67 0.44 0.38 Beta defensin//Acyl-CoA dehydrogenase, C-terminal domain 
2754.24604 3453 0.52 0.81 0.71 Beta defensing 
2754.24926 647 0.43 0.35 0.63 Beta defensin 
2754.32036b 1004 0.33 0.41 0.76 Beta defensin//S4 domain 
2754.34283 4883 49.95 52.46 35.37 Beta defensin 
2754.38260 3037 1.6 0.77 1.54 Beta defensin//Immunoglobulin domain 
2754.38406 3297 3.59 4.36 2.56 Adenylate cyclase associated (CAP) N terminal//Beta defensin 
2754.40290b 2271 0.88 1.03 1.46 Transducer of regulated CREB activity, N terminus//Beta 

defensin//Bunyavirus non-structural protein NS-s 
2754.41256 4486 1.8 0.65 2.16 PA26 p53-induced protein (sestrin)//Cobalamin biosynthesis protein 
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Unigene 
(Cluster)a 

Gene 
Length 

Expression level 
Protein/peptide 

0 h 1 h 24 h 
CobT//Autophagy protein Apg6//RNA recognition motif. (a.k.a. RRM, RBD, or 
RNP domain)//Frog antimicrobial peptide//Prolactin-releasing peptide//DHHA1 
domain//Beta defensin//Centromere protein H (CENP-H)//RING-H2 zinc finger 

2754.41258 2155 2.59 3.33 3.31 
Beta defensin//DHHA1 domain//Centromere protein H (CENP-H)//Cobalamin 
biosynthesis protein CobT//RNA recognition motif. (a.k.a. RRM, RBD, or RNP 
domain)//PA26 p53-induced protein (sestrin)//Autophagy protein Apg6 

2754.41259b 2030 3.67 6.5 10.47 

Beta defensin//DHHA1 domain//Cobalamin biosynthesis protein 
CobT//Centromere protein H (CENP-H)//Autophagy protein Apg6//PA26 p53-
induced protein (sestrin)//RNA recognition motif. (a.k.a. RRM, RBD, or RNP 
domain) 

2754.41261 2458 3.13 3.66 3.02 

Centromere protein H (CENP-H)//Cobalamin biosynthesis protein 
CobT//Beta defensin//DHHA1 domain//RNA recognition motif. (a.k.a. RRM, 
RBD, or RNP domain)//Autophagy protein Apg6//PA26 p53-induced protein 
(sestrin) 

2754.44068 3160 1.6 1.58 1.19 Immunoglobulin domain//Beta defensin 
2754.46071 667 1.94 1.27 0.31 Beta defensin 
2754.47999 2913 1.11 1.44 1.19 Bunyavirus non-structural protein NS-s//Beta defensin//Transducer of 

regulated CREB activity, N terminus 

2754.48377 2003 2.4 2.2 2.3 
Beta defensin//DHHA1 domain//Cobalamin biosynthesis protein CobT//RNA 
recognition motif. (a.k.a. RRM, RBD, or RNP domain)//Autophagy protein 
Apg6//PA26 

2754.49186 b 818 5.38 6.21 10.33 Beta defensing 
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Unigene 
(Cluster)a 

Gene 
Length 

Expression level 
Protein/peptide 

0 h 1 h 24 h 

2754.52185 b 2042 5.09 5.81 8.54 
RNA recognition motif. (a.k.a. RRM, RBD, or RNP domain)//Autophagy protein 
Apg6//PA26 p53-induced protein (sestrin)//DDHD domain//DHHA1 
domain//Beta 

2754.53580 4293 1.07 1.02 0.6 AhpC/TSA family//Beta defensin 
2754.5798 1073 0.96 0.37 0.64 Beta defensin 

2754.58310 2811 1.99 2 3.65 
Bunyavirus non-structural protein NS-s//Transducer of regulated CREB 
activity, N terminus//Beta defensin 

2754.61223b 1383 0.65 1.14 1.49 Beta defensin//Metal binding domain of Ada 
29538.0 2239 0.84 0.73 1.03 Beta defensin//MIZ/SP-RING zinc finger 

6034.0 551 0.44 0.94 0.56 Beta defensin 

2754.30575b 6644 13.22 16.52 63.06 
EAT repeat//Mammalian defensin//Adaptin N terminal region//Man1-Src1p-C-
terminal domain//Beta2-adaptin appendage, C-terminal sub-domain//Apoptosis 

10104.0 664 0.62 1.1 0.4 Arthropod defensin 
10267.0 1034 0.42 0.5 0.47 Arthropod defensin 
15595.0 2927 0.53 0.73 0.69 Arthropod defensin 
2754.28141 1845 3.06 3.3 2.2 Arthropod defensin 
2754.46380 419 2.77 1.54 3.15 Arthropod defensin 
2754.53097 b 2081 8.16 6.7 9.53 WD domain, G-beta repeat//Arthropod defensin 
2754.5332b 1164 7.48 8.42 12.71 Arthropod defensin//Peptidyl-tRNA hydrolase PTH2//Protein kinase domain 
2754.53224 1711 3.36 3.7 3.43 Arthropod defensin 
2754.5331 1244 0.99 0.7 0.43 Arthropod defensin//Protein kinase domain//Peptidyl-tRNA hydrolase PTH2 
30122.0b 806 0.45 0.56 0.59 Arthropod defensin 
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Unigene 
(Cluster)a 

Gene 
Length 

Expression level 
Protein/peptide 

0 h 1 h 24 h 
4076.0b 668 0.41 0.44 0.6 Arthropod defensin 
2754.62579 b 2781 0.39 1.12 2.11 Myotoxin, crotamine 
 5592.0b 5561 0.61 0.71 0.77 Myotoxin, crotamine//GDA1/CD39 (nucleoside phosphatase) family 
25944.0 773 0.65 1.03 0.32 Viral DNA topoisomerase I, N-terminal//Myotoxin, crotamine 

2754.55873 5296 0.68 0.4 0.33 
Ctr copper transporter family//Protein kinase domain//Protein tyrosine 
kinase//Myotoxin, crotamine 

2754.62577 7131 2.12 1.47 1.29 Myotoxin, crotamine//WD domain, G-beta repeat 
2754.62580 3895 1.53 1.41 1.45 Myotoxin, crotamine//WD domain, G-beta repeat 
2754.9461 2058 0.82 1.18 0.78 Myotoxin, crotamine//TNFR/NGFR cysteine-rich region 

2754.55874 5307 1.72 1.44 0.87 
Protein tyrosine kinase//Myotoxin, crotamine//Protein kinase domain//Ctr 
copper transporter family 

2754.55873 5296 0.68 0.4 0.33 
Ctr copper transporter family//Protein kinase domain//Protein tyrosine 
kinase//Myotoxin, crotamine 

           aCluster ของ unigene ใน C. siamensis ท่ีสราง defensin peptide 
           bระดับการแสดงออกของเปปไทดท่ีมีการแสดงออกเพ่ิมข้ึนหลงัไดรับเช้ือท้ังท่ีเวลา 1 ช่ัวโมง และ 24 ช่ัวโมง เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมกอนไดรับเช้ือแบคทีเรยี (0 ช่ัวโมง)  

 

89 

 



90 

ตารางที ่4.9 ระดับการแสดงออกของเปปไทดเฮปซิดิน (hepcidin) ในจระเขสยามท่ีมีการติดเชื้อในแตละชวงเวลา     
Unigene 

(Cluster)a 

Gene 

Length 

Expression level 
Protein/peptide  

0 h 1 h 24 h 

2754.19709 2118 2.07 1.75 3.32 
Protein tyrosine kinase//Hepcidin//Lipopolysaccharide kinase (Kdo/WaaP) 
family//Protein kinase domain  

2754.19716 2060 1.72 1.89 1.11 Protein tyrosine kinase//Hepcidin//Protein kinase domain 
2754.29609 634 3.13 6.83 4.9 Hepcidin 

2754.37440 b 7574 1.57 2.07 2.1 
MIF4G domain//eIF4-gamma/eIF5/eIF2-epsilon//NAD:arginine ADP-
ribosyltransferase//Hepcidin 

2754.41095 4491 0.45 0.41 0.87 
Hepcidin//ABC transporter transmembrane region 2//ABC transporter//AAA 
domain, putative AbiEii toxin, Type IV TA system//IstB-like ATP binding protein 

2754.47554b 2239 18.78 20.5 21.86 

Syntaxin//Type III secretion basal body protein I, YscI, HrpB, PscI//SNARE 
domain//Methyl-accepting chemotaxis protein (MCP) signalling 
domain//Synaptobrevin//Hepcidin//ABC transporter C-terminal domain//DASH 
complex subunit Dad4//cGMP-dependent protein kinase interacting domain 

2754.56380 6424 2.74 2.62 1.37 
tRNA pseudouridine synthase//IPT/TIG domain//Hepcidin//GTPase-activator 
protein for Ras-like GTPase//Sema domain//Fungal cellulose binding 
domain//Plexin repeat 

aCluster ของ unigene ใน C. siamensis ท่ีสราง Hepcidin peptide 
bระดับการแสดงออกของเปปไทดเฮปซิดินท่ีมีการแสดงออกเพ่ิมข้ึนท่ีเวลา 1 ช่ัวโมง และ 24 ช่ัวโมง หลังมีการตดิเช้ือเทียบกับกลุมควบคุมท่ีไมมีการตดิเช้ือ (0 ช่ัวโมง) 
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4.5.3 ระดบัการแสดงออกของ Unigene แอลอีเอพ ี2 (LEAP-2) 

โดยเปปไทดแอลอีเอพี 2 (LEAP-2) เปนเปปไทดตานจุลชีพท่ีมีความยาว 40 กรดอะมิโน

โดยประมาณ ประกอบดวยกรดอะมิโนซีสเตอีนจํานวน 4 กรดอะมิโน มีคุณสมบัติเปนประจุบวก และมีลําดับ

กรดอะมิโนท่ีแตกตางจากเปปไทดเฮปซิดิน (Krause et. al., 2003) เปปไทดแอลอีเอพี 2 พบมีการแสดงออกไดท้ัง

ในตับและอวัยวะอ่ืน ๆ แตพบวามีการแสดงออกมากท่ีสุดในตับ มีฤทธิ์ยับยั้งไดท้ังแบคทีเรียและเชื้อรา ขอมูลจาก

ผลการทดลองครั้งนี้ พบยีนแอลอีเอพี 2 ถึง 28 Unigene ดังแสดงในตารางท่ี 4.10 โดยพบ Unigene Cluster 

2754.30053, 2754.3661 และ 2754.7998 ท่ีมีระดับการแสดงออกท่ีเพ่ิมข้ึนหลังไดรับเชื้อแบคทีเรียเปนเวลา 

1 ชั่วโมง (1 h) เม่ือเปรียบเทียบกับกอนไดรับเชื้อ (0 h) และระดับการแสดงออกของ Unigene เหลานี้จะมี

ระดับลดลงเม่ือเวลาผานไป 24 ชั่วโมงหลังจากจระเขไดรับเชื้อแบคทีเรีย นอกจากนี้ยังพบ Unigene Cluster 

2754.18501, 2754.19290, 2754.19532, 2754.20641, 2754.23168, 2754.38759, 2754.50358 ท่ีมี

การตอบสนองดวยการเพ่ิมระดับการแสดงออกของยีนหลังไดรับเชื้อท้ังท่ีเวลา 1 ชั่วโมง และ 24 ชั่วโมง เม่ือ

เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมกอนไดรับเชื้อแบคทีเรีย (0 ชั่วโมง) (ตารางท่ี 4.10) 

จากผลการแสดงออกของ Unigene ดังกลาวขางตน แสดงใหเห็นวาแอลอีเอพี 2  เปน                

เปปไทดอีกชนิดหนึ่งท่ีมีความสําคัญในระบบภูมิตานทานของจระเข โดยการตอบสนองสามารถพบไดใน

หลากหลายรูปแบบ เชนกลุม Unigene ท่ีตอบสนองอยางรวดเร็วภายในเวลา 1 ชั่วโมงเม่ือจระเขไดรับเชื้อ 

เพ่ือชวยในการกําจัดแบคทีเรียกอโรคท่ีจระเขไดรับอยางทันที และมีระดับการแสดงท่ีลดลงอยางรวดเร็ว

ภายใน 24 ชั่วโมง โดยจากการศึกษาท่ีผานมาพบวาเม่ือเกิดการติดเชื้อจากแบคทีเรีย เปปไทดแอลอีเอพี 2 นี้ถูก

เหนี่ยวนําใหมีการแสดงออกของเปปไทดเพ่ิมข้ึน (Sang et.al., 2006; Hocquellet et.al., 2010; Henriques 

et.al., 2010)  
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    ตารางที ่4.10 ระดับการแสดงออกของเปปไทด LEAP-2 ในจระเขสยามท่ีมีการติดเชื้อในแตละชวงเวลา      
Unigene 

(Cluster)a 

Gene 

Length 

Expression level 
Protein/peptide  

0 h 1 h 24 h 

23279.1 471 0.82 0.45 0.59 Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2) 
2355.0 581 1.44 0.71 0.51 Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2) 

2754.15467 2959 0.81 0.52 0.35 
Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2)//Phage small terminase 
subunit//Mediator complex subunit MED14//Secreted phosphoprotein 24 (Spp-24) 

2754.18501b 2074 1.61 2.01 2.3 
Armadillo/beta-catenin-like repeat//Liver-expressed antimicrobial peptide 2 
precursor (LEAP-2) 

2754.19290 b 4630 1.02 1.04 1.32 
Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2)//Sulfotransferase 
domain 

2754.19532 b 1877 2.89 2.97 3.4 BTB/POZ domain//Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2) 

2754.20602 4475 1 0.61 0.74 
Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2)//Sulfotransferase 
domain 

2754.20641 b 1568 4.28 4.32 4.58 
Prefoldin subunit//RNA polymerase II transcription mediator complex subunit 
9//Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2)//Sensor protein 
DegS//Sigma-70 factor, region 1.1 

2754.23168 b 1838 21.94 23.85 24.5 Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2) 
2754.24571 4527 6.39 6.28 7.64 Sulfotransferase domain//Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2) 
2754.25966 6250 5.8 5.25 5 PLAT/LH2 domain//Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2) 
2754.2876 1454 0.7 0.35 1.04 Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2) 
2754.29639 628 0.46 0.49 0.33 Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2) 

2754.30053 1632 59.7 65.15 58.6 
Prefoldin subunit//RNA polymerase II transcription mediator complex subunit 
9//Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2)//Autophagy protein 
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Unigene 

(Cluster)a 

Gene 

Length 

Expression level 
Protein/peptide  

0 h 1 h 24 h 

Apg6//Outer membrane protein (OmpH-like)//Sensor protein DegS 

2754.36610 4421 48.34 195.11 72.99 
Zinc finger C-x8-C-x5-C-x3-H type (and similar)//Protein prenyltransferase alpha 
subunit repeat//Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2) 

2754.37926 5401 6.39 6.65 6.7 Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2) 
2754.38759 b 2800 17.58 16.96 18.02 Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2) 
2754.46550 1423 1.09 0.92 1.9 Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2) 

2754.47196 5814 3.58 3.05 4.91 
EF hand//Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2)//EF hand//EF-
hand domain//Copper transport outer membrane protein, MctB//EF-hand domain 
pair//EF-hand domain pair 

2754.48282 4034 0.39 0.49 0.31 
Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2)//Sulfotransferase 
domain 

2754.50358 b 3501 0.9 1.19 6.75 
EF hand//Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2)//EF-hand 
domain//EF hand//EF-hand domain pair//Copper transport outer membrane 
protein, MctB//EF-hand domain pair 

2754.51627 1500 1.07 0.78 0.89 Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2) 
2754.56903 909 2.08 2.03 3.19 Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2) 

2754.67397 2640 0.38 0.36 0.64 
Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2)//P5-type ATPase cation 
transporter//TIR domain//TIR domain 

2754.67399 2353 0.81 0.61 0.51 
Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2)//TIR domain//P5-type 
ATPase cation transporter//TIR domain 

2754.7998 3580 1.3 2.03 1.71 
FtsK/SpoIIIE family//Type II/IV secretion system protein//AIG1 family//Ferrous iron 
transport protein B//Ras family//50S ribosome-binding GTPase//Liver-expressed 
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Unigene 

(Cluster)a 

Gene 

Length 

Expression level 
Protein/peptide  

0 h 1 h 24 h 

antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2)//Septin//Protein of unknown function, 
DUF258 

4045.0 803 0.84 0.97 1.04 Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2) 
5679.0 657 0.32 0.56 0.51 Liver-expressed antimicrobial peptide 2 precursor (LEAP-2) 

          aCluster ของ unigene ใน C. siamensis ท่ีสราง LEAP-2 peptide 
          bระดับการแสดงออกของเปปไทด LEAP-2 ท่ีมีการแสดงออกเพ่ิมข้ึนท่ีเวลา 1 ช่ัวโมง และ 24 ช่ัวโมง หลังมีการติดเช้ือเทียบกับกลุมควบคุมท่ีไมมีการตดิเช้ือ (0 ช่ัวโมง)  
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4.5.4 ระดบัการแสดงออกของ Unigene คาเธลซิดินิ (Cathelicidin) 

  แคธีลิ ซิดินเปนเปปไทดตานจุลชีพท่ีพบในสิ่ งมีชีวิตชั้นสู งเปปไทดชนิดนี้พบมากใน
สัตวเลื้อยคลาน แตอยางไรก็ตามยังไมพบเปปไทดแคธีลิซิดินในไขของจระเข จากการศึกษาเปปไทดแคธีลิซิดิน
และเปปไทดตานจุลชีพชนิดอ่ืน ๆ ในสัตวเลื้อยคลานและสัตวชนิดอ่ืน ทําใหทราบวาระบบภูมิคุมกันแบบสืบทอด
แตกําเนิดมีวิวัฒนาการกอนระบบภูมิคุมกันแบบท่ีตองมีการกระตุน อยางนอย 750 ลานป ซ่ึงมีความสําคัญอยาง
มากในแงของการเขาทํางานกอนระบบภูมิคุมกันแบบท่ีตองมีการกระตุนและจําเปนในการทําใหเกิดความจําเพาะ
ของระบบภูมิคุมกันแบบสืบทอดแตกําเนิด ซ่ึงเปปไทดออกฤทธิ์ดังกลาวนี้จะถูกสรางข้ึนในรูปท่ีไมพรอมทํางาน 
(pre-propeptide) กอน เม่ือไดรับการตัดบางสวนออกดวยเอนไซม จึงจะสามารถทํางานในการตานจุลชีพได ใน
มนุษยเปปไทดแคธีลิซิดิน จะเก็บไวในแกรนูลอะซูโรฟลิค (azurophilic granule) ของเซลลเม็ดเลือดขาวชนิด           
นิวโทรฟลในรูปของเปปไทดท่ียังไมพรอมทํางาน เชนเดียวกับสัตวชั้นสูงชนิดอ่ืนๆ เม่ือถูกตัดบางสวนดวยเอนไซม
โปรตีเอส (เอนไซมอิลาสเทส หรือ ซีรีนโปรตีเอส) จึงจะอยูในรูปเปปไทดแคธีลิซิดินท่ีพรอมทํางาน ซ่ึงเปนเปปไทดท่ี
ไมมีกรดอะมิโนซีสเตอีน โครงสรางระดับทุติยภูมิเปนแอลฟาเฮลิกซ มีกรดอะมิโนประมาณ 12-88 กรดอะมิโน เปน
แคธีลิซิดินท่ีพบในสัตวเลื้อยคลานชนิดตาง ๆ มีการแสดงออกแบบอนุรักษบริเวณปลายอะมิโน (N-terminus) ใน
เสนเปปไทดท่ียังไมพรอมทํางาน (conserved cathelin domain) (Tongaonkar et al., 2012)  

ขอมูลจากผลการทดลองครั้งนี้ พบยีนแคธีลิซิดินมากถึง 10 Unigene ซ่ึงไดแก Cluster 

2754.32503, 2754.57712, 2754.37224, 2754.35703, 2754.591612754.36580, 2754.36631, 

2754.36595, 2754.25118 และ 2754.26759 โดยพบ 8 Unigene ท่ีมีระดับการแสดงออกเปลี่ยนแปลงเม่ือ

จระเขสยามไดรับเชื้อแบคทีเรียกอโรค ดังแสดงในตารางท่ี 4.11 โดยท้ัง 8 พบระดับการแสดงออกของยีน

เพ่ิมข้ึนท้ังหลังไดรับเชื้อท่ีเวลา 1 ชั่วโมง และ 24 ชั่วโมง เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมกอนไดรับเชื้อ

แบคทีเรีย (0 ชั่วโมง) (ตารางท่ี 4.11) เม่ือเปรียบเทียบระดับการแสดงออกของยีนแคธีลิซิดินแตละ Cluster 

ในแตละชวงเวลาพบวา Cluster 2754.32503 มีระดับการแสดงออกของยีนท่ีเวลา 24 ชั่วโมงเม่ือจระเขสยาม

ไดรับเชื้อมากท่ีสุด (รูปท่ี 4.12) 

จากการเปรียบเทียบลําดับของกรดอะมิโนของคาเธลิซิดินซ่ึงอยูในรูปท่ีไมพรอมทํางาน 

(pre-propeptide) พบวาบริเวณปลาย N ของคาเธลิซิดินประมาณ 30 กรดอะมิโนเปนสวนของ signal 

sequence หลังจากนั้นประมาณ 90 กรดอะมิโนจะเปนบริเวณของกรดอะมิโนท่ีมีการอนุรักษสูง (cathelin-

like domain) และในสวนของปลาย C พบวาเปนลําดับกรดอะมิโนท่ีมีการอนุรักษต่ํา (heterogeneous C-

terminal antimicrobial domain) ซ่ึงทําหนาท่ีเปน mature peptide สําหรับการยับยั้งแบคทีเรีย 

นอกจากนั้นยังพบการอนุรักษกรดอะมิโนซิสเตอีนถึง 4 ตําแหนง ซ่ึงเปนเอกลักษณเฉพาะของคาเธลิซิดิน (Gao 

et al., 2015) (รูปท่ี 4.13) 



96 

 

รูปที่ 4.12  เปรียบเทียบระดับการแสดงออกของเปปไทดคาเธลิซิดิน (cathelicidin) ในจระเขสยาม (C. 
siamensis) ท่ีมีการติดเชื้อในแตละชวงเวลา     
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  ตารางที ่4.11 ระดับการแสดงออกของเปปไทดคาเธลิซิดิน (cathelicidin) ในจระเขสยามท่ีมีการติดเชื้อในแตละชวงเวลา     
Unigene 

(Cluster)a 

Gene 

Length 

Expression level 
Protein/peptide  

0 h 1 h 24 h 

2754.25118 b 881 47.8 55.68 811.1 
Adenylate kinase, active site lid//Cathelicidin//Cystatin domain//Secreted 

phosphoprotein 24 (Spp-24) 

2754.26759 b 869 5.28 4.56 196.85 
Cathelicidin//Cystatin domain//Adenylate kinase, active site lid//Secreted 

phosphoprotein 24 (Spp-24) 

2754.32503b 670 795.55 811.78 24464.57 Phosphoribosyl-dephospho-CoA transferase MdcG//Cathelicidin 
2754.35703 b 1523 742.13 787.64 1939.17 Secreted phosphoprotein 24 (Spp-24)//Cathelicidin 

2754.36580 b 562 9.8 8.9 744.67 
Mediator complex subunit 3 fungal//Cystatin domain//Cathelicidin//Procyclic 
acidic repetitive protein (PARP) 

2754.36631 b 1784 1141.36 1322.49 3673.06 
Secreted phosphoprotein 24 (Spp-24)//Fibronectin-attachment protein 
(FAP)//Cathelicidin 

2754.37224 b 1321 1635.88 1850.03 2661.23 Cathelicidin//Secreted phosphoprotein 24 (Spp-24) 
2754.59161 b 2216 0.79 0.91 21.21 Cathelicidin 

   aCluster ของ unigene ใน C. siamensis ท่ีสราง Cathelicidin peptide 
   bระดบัการแสดงออกของเปปไทดคาเธลซิิดินท่ีเพ่ิมข้ึนท่ีเวลาตางๆ     
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รปูที ่4.13 Amino acid sequence alignment ของคาเธลิซิดิน  

   
 เม่ือศึกษาสมบัติของ mature peptide พบวา mature peptide มีขนาดอยูในชวง
ประมาณ 19-40 กรดอะมิโน (มีมวลโมเลกุลอยูระหวาง 2019.469-4609.254 g/mol)  มีประจุสุทธิท่ี pH 7 
ตั้งแต +1 ถึง +12 และมี hydrophobic ratio ตั้งแต 21-45 เปอรเซ็นต (ตารางท่ี 4.12) ประจุบวกและความ
เปนไฮโดรโฟบิกของเปปไทดดังกลาวมานี้เปนสมบัติซ่ึงเปนเอกลักษณของคาเธลิซิดินเปปไทดซ่ึงเปนเปปไทดท่ี
จัดอยูในกลมประจุบวก (cationic antimicrobial peptide) อยางไรก็ตามพบวา Cluster-2754.57712 นั้น
ไมสามารถท่ีจะวิเคราะหเสนเปปไทดได สวน Cluster-2754.36631 และ Cluster-2754.36595 นั้นพบวาท้ัง 
2 ยีน ถอดรหัสไดเปปไทดท่ีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกันคือ RRSGWRDRIKRRRGFGSRRGRFTLIAHGGKKGHG 
NYGNIA (ตารางท่ี 4.12) 
  เม่ือทําการทํานายถึงโครงสรางทุติยภูมิของสวนท่ีทําหนาท่ีเปน mature peptide พบวา 
mature peptide มีโครงสรางทุติยภูมิแบงออกเปน 3 กลุม คือกลุมมีโครงสรางเปนแบบ α-helix (Cluster-
2754.37224, Cluster-2754.59161, Cluster-2754.36580, Cluster-2754.36631, และ Cluster-
2754.26759 ) แบบ β-sheet (Cluster-2754.32503 และ Cluster-2754.25118) และแบบ random coil 
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(Cluster-2754.35703) (รูปท่ี 14) ซ่ึงลักษณะโครงสรางท้ังสามแบบท่ีกลาวมานี้เปนโครงสรางท่ีสามารถพบได
ในเปปไทดกลุมคาเธลิซิดินและมีบทบาทสําคัญในการแสดงกลไกในการยับยั้งแบคทีเรีย (Ling et al., 2014; 
Tomasinsig and Zanetti, 2005) 
 

 
รปูที ่4.14 โครงสรางทุติยภูมิของ Candidate เปปไทดคาเธลิซิดินจากจระเขสยาม 
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    ตารางที ่4.12 การเปรียบเทียบคุณสมบัติของเปปไทดคาเธลิซิดิน 

Name Cathelicidin Peptide  
Number of 
residues 

Net charge 
at pH 7 

Molecular 
weight 
(g/mol) 

hydropho
bic ratio 

(%) 
Cluster-2754.32503 FKRLPPVGVGISVPLAGRR 19 +4 2019.469 42 
Cluster-2754.57712 - - - - - 
Cluster-2754.37224 DLASRLHQRPAPPLLRGSSWGQLGQGLMDAAA 32 +1 3370.851 40 
Cluster-2754.35703 HAKPKPKPGKDERGWPGSGSWIGKGTPFSFPITKKPVG 38 +6 4058.678 21 
Cluster-2754.59161 TRWIGLVRGGLKLAGWGLRTYLNRNQ 26 +5 2999.52 38 
Cluster-2754.36580 TRRKWWKTALKIAHDVILG 19 +4 2292.75 47 
Cluster-2754.36631 RRSGWRDRIKRRRGFGSRRGRFTLIAHGGKKGHGNYGNIA 40 +12 4609.254 22 
Cluster-2754.36595 RRSGWRDRIKRRRGFGSRRGRFTLIAHGGKKGHGNYGNIA 40 +12 4609.254 22 
Cluster-2754.25118 KRVNWRKIGLGASYVMSWLG 20 +4 2321.773 45 
Cluster-2754.26759 KRVNWRKIGLGASYVMSWLG 20 +4 2321.773 45 

100 
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4.5.5 ระดบัการแสดงออกของ Unigene ทีเ่กีย่วของกบักระบวนการ Autophagy และ 

Apoptosis 

จากการศึกษาระบบภูมิคุมกันของจระเขสยามโดยการกระตุนระบบภูมิคุมกันผานการฉีด

เชื้อแบคทีเรีย เพ่ือประเมินระดับการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวของตอระบบภูมิคุมกันของจระเขสยาม พบวา

หนึ่งในกลไกท่ีเก่ียวของกับการกําจัดหรือทําลายเชื้อแบคทีเรียท่ีนาสนใจคือ กลไกของการเกิด autophagy ซ่ึง

ถือเปนการแสดงออกในระดับ innate immunity อีกประเภทหนึ่ง โดยท่ัวไปกลไกหลักของการเกิด 

autophagy จะเปนการรักษาสมดุลของเซลลในการยอยสลายโปรตีนและการนํากรดอะมิโนกลับมาใชใหมเพ่ือ

การอยูรอด รวมไปถึงการกําจัดสิ่งแปลกปลอมหรือแบคทีเรียท่ีเขาสูเซลลไดอีกดวย (Valdor and Macian, 

2012) ซ่ึงโปรตีนท่ีมีความสําคัญหลักในการเกิดการกําจัดเชื้อแบบ autophagy ไดแก autophagy-related 

protein (Atg), LC3, p62 (sequestosome), polyubiquitin และ Beclin-1 โดยโปรตีนเหลานี้จะมีบทบาท

สําคัญในการสราง autophagosome ซ่ึงกระบวนการแรกในการเกิดการทําลายเชื้อแบบ autophagy จะมี

การสราง phagophore โดยมีโปรตีนท่ีสําคัญไดแก conjugated Atg5-Atg12 และ LC3 หลังจากนั้นจะมีการ

สรางใหเปนถุงหุมหรือท่ีเรียกวา autophagosome จากการทํางานและการสงสัญญาณของโปรตีน Beclin-1, 

p62 และ polyubiquitin ในการหุมสิ่งแปลกปลอม autophagosome จะหลอมรวมเขากับ lysosome  

และมีการยอยทําลายเชื้อในท่ีสุด หรือท่ีเรียกวา autophagic flux (Gump and Thorburn, 2011) 

นอกจากนี้ยังมีการระบุวา Atg มีความสําคัญอยางมากตอการเกิด autophagy โดย Atg1, Atg6 และ Atg8 ซ่ึง

พบการศึกษาเชนกันวามีความสําคัญตอการสราง phagophore โดยการจับโปรตีนตัวอ่ืนๆ ไดแก 

Atg6/Beclin 1, Atg1/Ulk1 และ Atg8/LC3 (Deretic et al., 2013) จากผลการทดลองพบระดับการ

แสดงออกของโปรตีน Atg5 Atg6 Atg8 Atg12 และ LC3 มีระดับการแสดงออกเพ่ิมมากข้ึนท่ี 1 ชั่วโมงแรก

หลังจากทําการฉีดเชื้อ และมีระดับการแสดงออกลดลงเม่ือเวลาผานไป 24 ชั่วโมง (ตารางท่ี 4.13) และพบวา

ระดับการแสดงออกของโปรตีน p62 และ polyubiquitin มีลักษณะไปในทิศทางเดียวกันคือมีการแสดงออก

เพ่ิมข้ึนใน 1 ชั่วโมงแรก และลดลดลงเม่ือเวลาผานไป 24 ชั่วโมง (ตารางท่ี 4.14 และ 4.15) นอกจากนี้ยัง

พบวาระดับการแสดงออกของโปรตีน Beclin-1 นั้นมีการเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กนอย (ตารางท่ี 4.16) จากผล

การทดลองเปนไปไดวาเม่ือจระเขมีการติดเชื้อ ระบบภายในรางกายพยายามท่ีจะฟนฟูและรักษาสมดุลของ

เซลลท่ีไดรับความเสียหายโดยใชกลไกของการเกิด autophagy ในขณะเดียวกันก็มีการกําจัดเชื้อแบคทีเรีย

ผานการสราง autophagosome ดังนั้นจึงพบระดับการแสดงออกของโปรตีนท่ีเก่ียวของกับกลไกการเกิด 

autophagy สูงในชั่วโมงแรก และเม่ือเวลาผานไป 24 ชั่วโมงกลับมีการแสดงออกลดลง ซ่ึงจากการศึกษา

ระบบของการเกิด autophagy ท่ีผานมานั้น ยังมีการกลาวถึงความสัมพันธของระบบ autophagy และระบบ

การตายแบบ apoptosis รวมดวย โดยระบบของ autophagy สามารถควบคุมการเกิด apoptosis ได ใน

ขณะเดียวกัน การเกิด apoptosis ก็สามารถควบคุมการเกิด autophagy ไดเชนเดียวกัน (Thorburn 2008; 

Gump and Thorburn, 2011) ดังนั้นผลการทดลองจึงไดทําการวิเคราะห Unigene ท่ีเก่ียวของตอการเกิด

การตายแบบ apoptosis รวมดวย ไดแก caspase-8, BH3 interacting-domain (BID), Bcl-2, Fas-

associated protein death domain (FADD), Death associated protein kinase (DAPK), 
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Cytochrome C, Jun kinase, inhibition of apoptosis protein (IAP) และ DIABLO (Elmore, 2007; 

Gump and Thorburn, 2011) ซ่ึงจากผลการทดลองพบวา Unigene ท่ีเก่ียวของกับการเกิด apoptosis 

แบบ extrinsic pathway หรือการตายเม่ือถูกกระตุนดวยสิ่งเราภายนอก ไดแก caspase-8, BID, FADD, 

DAPK,  cytochrome C และ Jun kinase มีการแสดงออกเพ่ิมข้ึนเม่ือเวลาผานไป 24 ชั่วโมง ในขณะท่ี 1 

ชั่วโมงแรกมีการแสดงออกลดลงหรือคงท่ี ดังแสดงในตารางท่ี 4.17, 4.18, 4.20, 4.21, 4.22 และ 4.23 

ตามลําดับ และยังพบวา Unigene IAP ท่ีมีหนาท่ีในการยับยั้งการเกิด apoptosis มีระดับการแสดงออกของ

ยีนท่ีเปลี่ยนแปลงไปเพียงเล็กนอย หรือมีการแสดงออกเพ่ิมเล็กนอยเม่ือเวลาผานไป 24 ชั่วโมง (ตารางท่ี 4.24) 

ในขณะท่ี DIABLO ท่ีเปนเปนตัวยับยั้ง IAP ก็มีลักษณะการแสดงออกของยีนคลายกับ IAP อีกดวย (ตารางท่ี 

4.25) แสดงใหเห็นวา Unigene ท่ีเก่ียวของกับการเกิด apoptosis มีการแสดงออกของระดับยีนเพ่ิมข้ึนเม่ือ

ทําการฉีดเชื้อท่ีระยะเวลาผานไป 24 ชั่วโมง นอกจากนี้ยังพบวา Unigene Bcl-2 ซ่ึงมีบทบาทในการยับยั้งการ

เกิด autophagy และ apoptosis มีการแสดงออกของยีนสูงข้ึนเม่ือเวลาผานไป 1 ชั่วโมง และมีการแสดงออก

ลดลงเม่ือเวลาผานไป 24 ชั่วโมง (ตารางท่ี 4.19) ดังนั้นจากผลการทดลองท้ังหมดท่ีกลาวมาจึงเปนไปไดวาเม่ือ

จระเขมีการติดเชื้อ ภายในชวงเวลา 1 ชั่วโมงแรกจะมีการกระตุนการรักษาสมดุลของเซลลและการกําจัดเชื้อ

แบคทีเรียผานระบบของ autophagy พรอมกับสรางโปรตีนท่ีใชในการกระตุนการเกิด apoptosis ควบคูกัน

ไปดวย ซ่ึงเม่ือเวลาผานไป 24 ชั่วโมงจะมีการกระตุนใหเกิดการทําลายแบบ apoptosis โดยท่ีมีการลดระดับ

ของการเกิด autophagy รวมดวย เนื่องจากโปรตีนท่ีมีความเก่ียวของตอการเกิด autophagy และ 

apoptosis มีระดับการแสดงออกท่ีสอดคลองกัน เชน การแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 ท่ีพบวามีการ

แสดงออกของยีนเพ่ิมมากข้ึนท่ี 1 ชั่วโมงแรก ซ่ึง Bcl-2 มีบทบาทในการยับยั้งการเกิด autophagy โดยการ

ยับยั้งการทํางานของ Beclin-1 ในขณะเดียวกันก็ยับยั้งการเกิด apoptosis โดยการยับยั้งการปลดปลอย 

cytochrome C ภายในไมโทคอนเดรีย (mitochondria) หรือการแสดงออกของโปรตีน p62 ในการกระตุน

ในเกิด apoptosis โดยการกระตุนการทํางานของ caspase-8 และสามารถถูกยับยั้งไดดวยการจับกับโปรตีน 

Atg ในระบบ autophagy จึงทําใหพบระดับการแสดงออกของยีนของโปรตีน Atg ท่ีสูงข้ึนใน 1 ชั่วโมงแรก 

เปนตน (Gump and Thorburn, 2011) 
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     Autophagy 
     ตารางที ่4.13 ระดับการแสดงออกของยีนท่ีสรางโปรตีน autophagy protein หรือ LC3 ของจระเขสยามท่ีมีการติดเชื้อ 

Unigene 

(Cluster)a 
Gene Length 

Expression level 
Protein/peptide 

0 h 1 h 24 h 

1112.0 3207 1.47 2.17 1.8 Autophagy protein Apg5//PAXNEB protein 

13996.0 3531 0.51 0.71 0.8 ubiquitin-like-conjugating enzyme ATG10 [Alligator sinensis] 

1973.0 519 0.88 1.94 0.74 Autophagy protein Apg6//FemAB family 

2754.18425 3410 10.26 10.04 10.29 

Exonuclease VII, large subunit//Cyclin, C-terminal 

domain//Autophagy protein Apg6//SecA DEAD-like 

domain//Lipid-A-disaccharide synthetase 

2754.18427 3561 2.55 2.55 2.87 
Autophagy protein Apg6//Cyclin, C-terminal domain//Syntaxin 6, 

N-terminal//Exonuclease VII, large subunit//Ezrin/radixin/ 

2754.18651 1019 0.89 0.74 0.49 autophagy-related protein 16-like [Alligator sinensis] 

2754.19941 3647 0.57 1 0.36 ubiquitin-like-conjugating enzyme ATG10 [Alligator sinensis] 

2754.21666 405 3.98 2.75 1.45 Alligator sinensis autophagy related 14 (ATG14), mRNA 

2754.23745 2855 7.23 6.96 10.41 cysteine protease ATG4C isoform X1 [Alligator mississippiensis] 

2754.24292 1158 2.69 2.83 1.48 GABARAP, ATG8, LC3 

2754.24293 3373 19.76 19.82 12.45 Ubiquitin-like autophagy protein Apg12; LC3 

2754.26892 4710 0.73 1.1 1.27 Cysteine protease ATG4A, partial [Struthio camelus australis] 

2754.29744 1767 17.94 17.62 41.63 ubiquitin-like-conjugating enzyme ATG3 [Alligator sinensis] 

2754.29745 964 0.43 1.02 1.62 ubiquitin-like-conjugating enzyme ATG3 isoform X1 [Sarcophilus 
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Unigene 

(Cluster)a 
Gene Length 

Expression level 
Protein/peptide 

0 h 1 h 24 h 

harrisii] 

2754.29746 897 2.05 0.78 1.18 
ubiquitin-like-conjugating enzyme ATG3 isoform X1 [Sarcophilus 

harrisii] 

2754.32168 2675 7.73 8.04 11.63 autophagy-related protein 2 homolog A [Alligator mississippiensis] 

2754.33017 1729 32.25 31.45 18.76 
Alligator sinensis autophagy related 101 (ATG101), transcript 

variant X1, mRNA 

2754.35873 2526 1.26 1.24 2.29 cysteine protease ATG4D [Alligator sinensis] 

2754.38594 1572 15.13 17.67 15.1 cysteine protease ATG4D [Alligator sinensis] 

2754.38654 888 261.71 238.27 190.26 Ubiquitin-like autophagy protein Apg12; LC3 

2754.41073 6380 9.36 11.59 12.83 autophagy-related protein 2 homolog A [Alligator mississippiensis] 

2754.41467 2437 4.03 5.82 5.9 cysteine protease ATG4D [Alligator sinensis] 

2754.43558 2506 0.47 0.48 0.45 cysteine protease ATG4D [Alligator sinensis] 

2754.43559 2457 4.67 3.7 7.54 cysteine protease ATG4D [Alligator sinensis] 

2754.48428 3045 4.11 3.5 6.35 Ubiquitin-like autophagy protein Apg12 

2754.49738 1667 4.81 5.43 13.6 autophagy-related protein 16-2-like [Alligator sinensis] 

2754.60349 3082 2.18 3.15 2.96 cysteine protease ATG4B [Alligator mississippiensis] 

2754.66114 3635 1.02 0.77 0.62 ubiquitin-like-conjugating enzyme ATG10 [Alligator sinensis] 

2754.6718 4173 1.28 1.4 2.58 
ubiquitin-like modifier-activating enzyme ATG7 [Alligator 

mississippiensis] 
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Unigene 

(Cluster)a 
Gene Length 

Expression level 
Protein/peptide 

0 h 1 h 24 h 

2754.6719 682 0.89 0.95 1.83 
Alligator sinensis autophagy related 7 (ATG7), transcript variant 

X2, mRNA 

2754.7495 2931 1.73 0.48 0.68 cysteine protease ATG4B [Alligator mississippiensis] 

2754.7497 3137 1.18 0.64 0.46 cysteine protease ATG4B [Alligator mississippiensis] 

33603.0 3299 0.54 0.71 1.27 Autophagy protein Apg5//PAXNEB protein 

33603.4 1653 0.67 0.54 1.06 Autophagy protein Apg5 

876.0 2032 0.47 0.59 0.6 

SOH1//Autophagy protein Apg6//Growth-arrest specific micro-

tubule binding//Exonuclease VII, large subunit//Vacuolar sorting 

38 and autophagy-related subunit 14 
      aCluster ของ unigene ใน C. siamensis ท่ีสราง autophagy protein หรือ LC3 
 

   ตารางที ่4.14 ระดับการแสดงออกของยีนท่ีสรางโปรตีน p62 ของจระเขสยามท่ีมีการติดเชื้อ 
Unigene 
(Cluster)b Gene Length 

Expression level 
Protein/peptide 

0 h 1 h 24 h 

2754.18051 3961 0.95 1 2.15 
Protein tyrosine kinase//Cytidine and deoxycytidylate deaminase 
zinc-binding region//Cytidine and deoxycytidylate deaminase zinc-
binding region//Dynactin p62 family//Protein kinase domain 

2754.23468 5561 10.56 10.7 18.56 Dynactin p62 family 

2754.26463 6828 2.07 2.51 1.46 
TilS substrate binding domain//Non-structural protein NS3/Small 
envelope protein E//Dynactin p62 family 

2754.27994 2028 22.28 22.74 16.55 nuclear pore glycoprotein p62-like [Alligator sinensis] 
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Unigene 
(Cluster)b Gene Length 

Expression level 
Protein/peptide 

0 h 1 h 24 h 

2754.32998 7660 2.58 2.1 2.68 
Non-structural protein NS3/Small envelope protein E//TilS 
substrate binding domain//Dynactin p62 family 

2754.37613 2640 21.79 22.9 73.68 

Cytidine and deoxycytidylate deaminase zinc-binding region//DNA 
polymerase III beta subunit, C-terminal domain//Cytidine and 
deoxycytidylate deaminase zinc-binding region//Dynactin p62 
family 

2754.4981 1740 0.52 0.46 0.43 
Homo sapiens sequestosome 1, mRNA (cDNA clone 
IMAGE:3897870) 

30715.1 617 1.06 0.5 0.34 Dynactin p62 family 

2754.37233 1639 224.21 235.97 159.31 
Alligator mississippiensis sequestosome 1 (SQSTM1), transcript 
variant X1, mRNA 

     bCluster ของ unigene ใน C. siamensis ท่ีสราง p62 protein 
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   ตารางที ่4.15 ระดับการแสดงออกของยีนท่ีสรางโปรตีน Polyubiquitin ของจระเขสยามท่ีมีการติดเชื้อ 
Unigene 

(Cluster)c Gene Length 
Expression level 

Protein/peptide 
0 h 1 h 24 h 

26883.0 753 0.34 0.63 0.9 Proteasome subunit 

2754.11901 526 0.8 1.08 1.08 Ubiquitin family//Ubiquitin-like domain//RNA methyltransferase 

2754.14046 590 2.81 3.67 5.07 Ubiquitin family//Ubiquitin-like domain//RNA methyltransferase 

2754.36057 532 2967.64 3092.61 2399.79 Ribosomal protein S30//Ubiquitin family 

2754.36256 214 3638.8 4501.86 2900.18 Ubiquitin family//RNA methyltransferase//Ubiquitin-like domain 

2754.36586 228 15957.22 18059.28 12150.65 RNA methyltransferase//Ubiquitin-like domain//Ubiquitin family 

2754.37207 513 153.99 150.46 122.56 Ubiquitin-like domain//Ubiquitin family 

2754.37290 436 2.73 2.48 1.42 Ribosomal protein S30//Ubiquitin family 

2754.48829 251 14.33 17.42 5.93 Ubiquitin-like domain//Ubiquitin family 

2754.60838 465 1.05 2.31 2.83 Ubiquitin family//Ubiquitin-like domain 
      cCluster ของ unigene ใน C. siamensis ท่ีสราง Polyubiquitin 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

107 

 



108 

ตารางที ่4.16 ระดับการแสดงออกของยีนท่ีสรางโปรตีน Beclin-1 ของจระเขสยามท่ีมีการติดเชื้อ 
Unigene 
(Cluster)d Gene Length 

Expression level 
Protein/peptide 

0 h 1 h 24 h 
2754.18425 3410 10.26 10.04 10.29 beclin-1 [Alligator sinensis] 
2754.18427 3561 2.55 2.55 2.87 beclin-1 [Alligator sinensis] 

2754.47120 3845 4.13 4.92 4.52 
Alligator sinensis autophagy/beclin-1 regulator 1 (AMBRA1), transcript 
variant X4, mRNA 

2754.49259 5003 4.28 4.44 3.81 
Alligator sinensis autophagy/beclin-1 regulator 1 (AMBRA1), transcript 
variant X4, mRNA 

2754.49260 5273 5.39 4.5 4.59 
Alligator sinensis autophagy/beclin-1 regulator 1 (AMBRA1), transcript 
variant X1, mRNA 

2754.51904 4196 1.16 1.67 1.31 
Alligator sinensis autophagy/beclin-1 regulator 1 (AMBRA1), transcript 
variant X4, mRNA 

2754.52668 6324 1.44 1.92 0.74 
Alligator mississippiensis RUN domain and cysteine-rich domain containing, 
Beclin 1-interacting protein (RUBCN), transcript variant X3, mRNA 

2754.52669 4045 3.32 3.38 3.16 
run domain Beclin-1 interacting and cysteine-rich containing protein 
[Alligator mississippiensis] 

2754.52670 6249 0.85 0.42 0.97 
Alligator mississippiensis RUN domain and cysteine-rich domain containing, 
Beclin 1-interacting protein (RUBCN), transcript variant X4, mRNA 

dCluster ของ unigene ใน C. siamensis ท่ีสราง Beclin-1 
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    Apoptosis pathway 
    ตารางที ่4.17 ระดับการแสดงออกของยีนท่ีสรางโปรตีน Caspase ของจระเขสยามท่ีมีการติดเชื้อ 

Unigene 

(Cluster)e Gene Length 
Expression level 

Protein/peptide 
0 h 1 h 24 h 

21140.0 918 0.5 0.4 0.8 CASP8-associated protein 2 [Notothenia coriiceps] 

2754.19227 2234 0.65 0.46 0.65 Caspase domain 

2754.19382 2153 2.09 2.35 2.62 
MYM-type Zinc finger with FCS sequence motif//Death effector 

domain//Caspase domain 

2754.27873 6556 1.19 1.38 1.87 
Alligator sinensis CASP8 and FADD-like apoptosis regulator 

(CFLAR), transcript variant X4, mRNA 

2754.27874 7423 5.76 7.06 5.5 Caspase domain//Death effector domain 

2754.27875 7584 4.07 2.76 2.54 Death effector domain//Caspase domain 

2754.53048 2419 5.91 5.94 7.93 Caspase domain//Death effector domain 

2754.53049 4063 3.71 4.26 3.63 Caspase domain//Death effector domain 

5366.0 2624 0.92 1.3 1.31 CASP8-associated protein 2 [Alligator sinensis] 
      eCluster ของ unigene ใน C. siamensis ท่ีสราง Caspase protein 
 
 
 
 
 
 
 109 

 



110 

    ตารางที ่4.18 ระดับการแสดงออกของยีนท่ีสรางโปรตีน BID ของจระเขสยามท่ีมีการติดเชื้อ 
Unigene 
(Cluster)f 

Gene Length 
Expression level 

Protein/peptide 
0 h 1 h 24 h 

2754.29714 10564 0.85 1.07 1.65 

Type III secretion system, cytoplasmic E component of 
needle//BTK motif//BH3 interacting domain (BID)//Apoptosis 
regulator proteins, Bcl-2 family//Translation initiation factor IF-3, 
N-terminal domain 

2754.29715 10405 2.35 2.64 3.17 

BH3 interacting domain (BID)//Type III secretion system, 
cytoplasmic E component of needle//Apoptosis regulator 
proteins, Bcl-2 family//Translation initiation factor IF-3, N-terminal 
domain 

2754.33066 10381 2.36 2.05 2.34 

Type III secretion system, cytoplasmic E component of 
needle//BH3 interacting domain (BID)//Translation initiation factor 
IF-3, N-terminal domain//Apoptosis regulator proteins, Bcl-2 
family 

2754.34714 15916 1.74 2.24 2.1 

Apoptosis regulator proteins, Bcl-2 family//Translation initiation 
factor IF-3, N-terminal domain//NHR1 homology to TAF//BH3 
interacting domain (BID)//Type III secretion system, cytoplasmic E 
component of needle 
 

2754.36711 15053 0.83 0.39 0.58 

Translation initiation factor IF-3, N-terminal domain//Apoptosis 
regulator proteins, Bcl-2 family//BH3 interacting domain 
(BID)//Type III secretion system, cytoplasmic E component of 
needle 
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Unigene 
(Cluster)f 

Gene Length 
Expression level 

Protein/peptide 
0 h 1 h 24 h 

2754.48993 10590 2.59 2.54 2.07 

Translation initiation factor IF-3, N-terminal domain//Apoptosis 
regulator proteins, Bcl-2 family//Type III secretion system, 
cytoplasmic E component of needle//BH3 interacting domain 
(BID) 

2754.55077 2251 0.55 0.53 0.93 BH3 interacting domain (BID) 
       fCluster ของ unigene ใน C. siamensis ท่ีสราง BID protein 
 

      ตารางที ่4.19 ระดับการแสดงออกของยีนท่ีสรางโปรตีน Bcl-2 ของจระเขสยามท่ีมีการติดเชื้อ 
Unigene 
(Cluster)g 

Gene Length 
Expression level 

Protein/peptide 
0 h 1 h 24 h 

27531.0 697 1.14 0.81 1.21 Nickel-containing superoxide dismutase//Bcl-2 homology region 4 
2754.10866 2999 9.15 10.12 8.77 Apoptosis regulator proteins, Bcl-2 family 
2754.10867 2987 3.53 1.46 4.4 Apoptosis regulator proteins, Bcl-2 family 

2754.15166 4240 3.99 4.53 6.15 
Protein phosphatase 2C//Stage II sporulation protein E (SpoIIE)//Bcl-2-
binding component 3, p53 upregulated modulator of apoptosis 

2754.15169 6228 0.55 0.31 0.36 
Bcl-2-binding component 3, p53 upregulated modulator of 
apoptosis//Protein phosphatase 2C 

2754.15594 6446 1.46 1.25 1.2 
Transcriptional activator TraM//Laminin Domain II//Bcl-2 homology 
region 4//RNA polymerase III RPC4//Reovirus core-spike protein 
lambda-2 (L2) 

2754.16310 1714 2.03 1.96 1.29 Alphaherpesvirus glycoprotein E//Bcl-2 homology region 4 
2754.17183 2239 26.34 23.54 22.41 Apoptosis regulator proteins, Bcl-2 family 
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Unigene 
(Cluster)g 

Gene Length 
Expression level 

Protein/peptide 
0 h 1 h 24 h 

2754.17186 2112 5.57 5.8 4.54 Apoptosis regulator proteins, Bcl-2 family 

2754.19707 2591 3.87 5.6 2.44 

Beta-amyloid peptide (beta-APP)//Apoptosis regulator proteins, Bcl-2 
family//Transcriptional activator TraM//Amyloid A4 N-terminal 
heparin-binding//Prominin//Copper-binding of amyloid precursor, 
CuBD//Exonuclease VII, large subunit//Kunitz/Bovine pancreatic 
trypsin inhibitor domain 

2754.19714 2537 5.43 5.69 3.18 

Prominin//Copper-binding of amyloid precursor, CuBD//Amyloid A4 N-
terminal heparin-binding//Transcriptional activator TraM//Apoptosis 
regulator proteins, Bcl-2 family//Beta-amyloid peptide (beta-
APP)//Kunitz/Bovine pancreatic trypsin inhibitor domain//Exonuclease 
VII, large subunit 

2754.20582 1302 2.65 4.12 1.8 Alphaherpesvirus glycoprotein E//Bcl-2 homology region 4 

2754.23423 3610 5.1 5.44 4.54 
Apoptosis regulator proteins, Bcl-2 family//Origin recognition complex 
subunit 6 (ORC6) 

2754.30218 2292 5.05 5.59 5.66 Apoptosis regulator proteins, Bcl-2 family 

2754.30575 6644 13.22 16.52 63.06 
HEAT repeat//Mammalian defensin//Adaptin N terminal 
region//Man1-Src1p-C-terminal domain//Beta2-adaptin appendage, C-
terminal sub-domain//Apoptosis regulator proteins, Bcl-2 family 

2754.31260 1540 15.99 15.66 22.66 Apoptosis regulator proteins, Bcl-2 family 
2754.33165 1540 15.99 15.66 22.66 Apoptosis regulator proteins, Bcl-2 family 
2754.42572 1699 20.1 18.29 17.03 Apoptosis regulator proteins, Bcl-2 family 
2754.61302 918 1.94 2.63 2.53 Apoptosis regulator proteins, Bcl-2 family 
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Unigene 
(Cluster)g 

Gene Length 
Expression level 

Protein/peptide 
0 h 1 h 24 h 

2754.61304 580 1.62 1.18 0.87 Apoptosis regulator proteins, Bcl-2 family 
2754.61306 567 3.02 2.17 2.66 Apoptosis regulator proteins, Bcl-2 family 
2754.8052 877 1.57 1.7 1.45 Apoptosis regulator proteins, Bcl-2 family 

        gCluster ของ unigene ใน C. siamensis ท่ีสราง Bcl-2 
 
 

       ตารางที ่4.20 ระดับการแสดงออกของยีนท่ีสรางโปรตีน FADD ของจระเขสยามท่ีมีการติดเชื้อ 
Unigene 
(Cluster)h Gene Length 

Expression level 
Protein/peptide 

0 h 1 h 24 h 
2754.15685 2242 2.23 1.53 3.39 protein FADD [Alligator mississippiensis] 

            hCluster ของ unigene ใน C. siamensis ท่ีสราง FADD (Fas-associated protein with death domain) 
 

      ตารางที ่4.21 ระดับการแสดงออกของยีนท่ีสรางโปรตีน DAP kinase ของจระเขสยามท่ีมีการติดเชื้อ 
Unigene 
(Cluster)i 

Gene  
Length 

Expression level 
Protein/peptide 

0 h 1 h 24 h 
11084.0 559 1.08 1.7 3.54 Ras family//Ras of Complex, Roc, domain of DAPkinase 

12485.4 964 1.35 1.28 2.67 
Ras family//Ras of Complex, Roc, domain of DAPkinase//ADP-ribosylation 
factor family 

15411.0 1083 0.71 2.08 1.96 
Ras family//ADP-ribosylation factor family//Ras of Complex, Roc, domain of 
DAPkinase 

2754.11046 2015 1.39 2.06 2.41 Archaeal ATPase//Ras family//Ras of Complex, Roc, domain of DAPkinase 

2754.16512 2135 12.64 10.7 6.82 
Ras family//Ras of Complex, Roc, domain of DAPkinase//ADP-ribosylation 
factor family//SOCS box//50S ribosome-binding GTPase 
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Unigene 
(Cluster)i 

Gene  
Length 

Expression level 
Protein/peptide 

0 h 1 h 24 h 

2754.16961 1155 7.77 8.99 18.75 
Ras family//Ras of Complex, Roc, domain of DAPkinase//ADP-ribosylation 
factor family 

2754.16962 453 10.8 11.64 26.02 
50S ribosome-binding GTPase//6-phosphofructo-2-kinase//Ras of Complex, 
Roc, domain of DAPkinase//ADP-ribosylation factor family//Ras family 

2754.19667 2376 0.35 0.58 0.77 
Ras family//ADP-ribosylation factor family//Ras of Complex, Roc, domain of 
DAPkinase 

2754.20707 3230 0.51 0.84 0.77 Ras of Complex, Roc, domain of DAPkinase//Ras family 

2754.24127 1272 23.39 27.99 55.94 

ADP-ribosylation factor family//Ras of Complex, Roc, domain of 
DAPkinase//50S ribosome-binding GTPase//G-protein alpha subunit//Ras 
family//Gtr1/RagA G protein conserved region//Herpesvirus polymerase 
accessory protein//6-phosphofructo-2-kinase 

2754.2651 2211 5.76 6.28 5.51 
50S ribosome-binding GTPase//Ras of Complex, Roc, domain of 
DAPkinase//ADP-ribosylation factor family//Ferrous iron transport protein 
B//Protein of unknown function, DUF258 

2754.26547 3682 6.99 7.14 9.61 

50S ribosome-binding GTPase//Ras of Complex, Roc, domain of 
DAPkinase//ADP-ribosylation factor family//ATPase family associated with 
various cellular activities (AAA)//G-protein alpha subunit//Gtr1/RagA G protein 
conserved region//Ras family 

2754.27480 3010 1.74 3.37 8.78 
Ras family//Ethanolamine utilisation - propanediol utilisation//Ras of 
Complex, Roc, domain of DAPkinase//ADP-ribosylation factor family 

2754.27898 2095 12.41 12.65 28.06 
Ras of Complex, Roc, domain of DAPkinase//50S ribosome-binding 
GTPase//Protein of unknown function, DUF258//emp24/gp25L/p24 
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Unigene 
(Cluster)i 

Gene  
Length 

Expression level 
Protein/peptide 

0 h 1 h 24 h 
family/GOLD//ABC transporter//RNA helicase//Gammaherpesvirus latent 
membrane protein (LMP2) protein//AIG1 family//Ferrous iron transport 
protein B 

2754.34438 5670 14.36 13.28 17.32 

Presenilin//Protein tyrosine kinase//Photosystem II 10 kDa polypeptide 
PsbR//Protein kinase domain//Ankyrin repeat//Death domain//G-protein 
alpha subunit//Ankyrin repeat//Ras of Complex, Roc, domain of 
DAPkinase//Lipopolysaccharide kinase (Kdo/WaaP) family//ABC transporter 

2754.36295 2383 621.15 563.15 436.49 

G-protein alpha subunit//50S ribosome-binding GTPase//ADP-ribosylation 
factor family//Ras of Complex, Roc, domain of DAPkinase//Protein of 
unknown function, DUF258//Ethanolamine utilisation - propanediol 
utilisation//AIG1 family//Guanylate-binding protein, N-terminal 
domain//Ferrous iron transport protein B//Ras family 

2754.36876 2170 54.88 50.96 28.61 

G-protein alpha subunit//Ras of Complex, Roc, domain of DAPkinase//50S 
ribosome-binding GTPase//Protein of unknown function, DUF258//Nucleolar 
GTP-binding protein 1 (NOG1)//AIG1 family//Ferrous iron transport protein 
B//Ras family//Sprouty protein (Spry) 

2754.37165 1423 232.25 272.87 360.37 
Gtr1/RagA G protein conserved region//Ras family//ADP-ribosylation factor 
family//Ras of Complex, Roc, domain of DAPkinase 

2754.38532 2788 19.55 24.87 24.35 

Protein of unknown function, DUF258//Gtr1/RagA G protein conserved 
region//Ras family//Ferrous iron transport protein B//ADP-ribosylation factor 
family//Ras of Complex, Roc, domain of DAPkinase//50S ribosome-binding 
GTPase 
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Unigene 
(Cluster)i 

Gene  
Length 

Expression level 
Protein/peptide 

0 h 1 h 24 h 

2754.41079 6330 8.3 5.94 13.39 

Protein of unknown function, DUF258//Peptidase M66//50S ribosome-binding 
GTPase//Ras of Complex, Roc, domain of DAPkinase//ADP-ribosylation factor 
family//OB-fold nucleic acid binding domain//Ras family//FYVE zinc 
finger//Ferrous iron transport protein B 

2754.43628 1010 55.84 49.39 60.31 
Protein of unknown function, DUF258//Ras family//Ferrous iron transport 
protein B//Ras of Complex, Roc, domain of DAPkinase//ADP-ribosylation 
factor family 

2754.45055 2217 27.55 28.99 47.6 

Protein of unknown function, DUF258//RNA helicase//G-protein alpha 
subunit//50S ribosome-binding GTPase//Septin//ADP-ribosylation factor 
family//Ras of Complex, Roc, domain of DAPkinase//Threonylcarbamoyl 
adenosine biosynthesis protein TsaE//Gtr1/RagA G protein conserved 
region//Ras family 

2754.50239 2057 38.16 38.29 70.81 
Ras family//Ethanolamine utilisation - propanediol utilisation//Ras of 
Complex, Roc, domain of DAPkinase//ADP-ribosylation factor family 

2754.41019 288 1.37 6.58 7.13 
Ras family//G-protein alpha subunit//50S ribosome-binding GTPase//Ras of 
Complex, Roc, domain of DAPkinase//ADP-ribosylation factor family 

2754.39143 2837 69.58 81.18 50.71 

Ras family//Gtr1/RagA G protein conserved region//CCCH zinc finger in TRM13 
protein//6-phosphofructo-2-kinase//LEM3 (ligand-effect modulator 3) family / 
CDC50 family//G-protein alpha subunit//Ras of Complex, Roc, domain of 
DAPkinase//ADP-ribosylation factor family//50S ribosome-binding GTPase 

2754.42570 1674 51.84 50.54 65.64 
Ras family//Protein of unknown function, DUF258//Ferrous iron transport 
protein B//ADP-ribosylation factor family//Ras of Complex, Roc, domain of 
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Unigene 
(Cluster)i 

Gene  
Length 

Expression level 
Protein/peptide 

0 h 1 h 24 h 
DAPkinase//50S ribosome-binding GTPase//Thiamine pyrophosphate enzyme, 
central domain 

2754.38918 1602 26.4 24.36 38.52 
Ras family//Protein of unknown function, DUF258//Ras of Complex, Roc, 
domain of DAPkinase//ADP-ribosylation factor family//50S ribosome-binding 
GTPase//G-protein alpha subunit 

2754.39590 1090 64.14 52.23 48.52 

Ras of Complex, Roc, domain of DAPkinase//ADP-ribosylation factor 
family//50S ribosome-binding GTPase//G-protein alpha 
subunit//Ethanolamine utilisation - propanediol utilisation//Gtr1/RagA G 
protein conserved region//Ras family 

2754.50316 1031 15.59 14.58 21.43 
Ras of Complex, Roc, domain of DAPkinase//ADP-ribosylation factor 
family//50S ribosome-binding GTPase//Ras family//Protein of unknown 
function, DUF258 

             iCluster ของ unigene ใน C. siamensis ท่ีสราง DAP kinase 
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       ตารางที ่4.22 ระดับการแสดงออกของยีนท่ีสรางโปรตีน Cytochrome C ของจระเขสยามท่ีมีการติดเชื้อ 
Unigene 
(Cluster)j 

Gene 
Length 

Expression level 
Protein/peptide 

0 h 1 h 24 h 

10753.0 2236 5.15 5.56 7.72 
Cytochrome c oxidase assembly protein CtaG/Cox11//Ubiquitinol-
cytochrome C reductase Fe-S subunit TAT signal 

11050.1 2992 3.45 3.74 3.97 Cytochrome c oxidase assembly protein COX16 

20348.0 387 0.71 0.4 1.33 
Cytochrome c oxidase subunit VIa//ATP synthase alpha/beta family, beta-
barrel domain 

21215.4 649 0.5 0.38 0.66 Autophagy protein Apg6//Cytochrome c 
2754.10421 399 3.12 2.85 10.24 Cytochrome c oxidase subunit VIa 
2754.1473 361 1.36 2.6 2.09 Cytochrome c oxidase subunit VIIc 

2754.14876 1332 14.93 17.95 28.98 

Cytochrome c oxidase subunit VIIc//NAD dependent 
epimerase/dehydratase family//3-beta hydroxysteroid 
dehydrogenase/isomerase family//Saccharopine dehydrogenase NADP 
binding domain//PEP-utilising enzyme, mobile domain//short chain 
dehydrogenase 

2754.15036 6008 1.65 2.39 2.6 Cytochrome c oxidase subunit IV 
2754.15038 5864 1.17 0.78 3.88 Cytochrome c oxidase subunit IV 
2754.17531 2545 4.91 4.48 3.93 Cytochrome oxidase c subunit VIII 

2754.17628 5359 0.4 0.55 0.72 
Cytochrome oxidase c subunit VIII//Ring finger domain//RING-H2 zinc 
finger//zinc-RING finger domain//Region in Clathrin and VPS//RING-like zinc 
finger//Zinc finger, C3HC4 type (RING finger) 

2754.17672 484 3.45 2.93 2.95 Cytochrome oxidase c subunit VIII//Ribosomal L37ae protein family 
2754.18512 3311 2.61 1.82 2.4 Cytochrome c/c1 heme lyase 
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Unigene 
(Cluster)j 

Gene 
Length 

Expression level 
Protein/peptide 

0 h 1 h 24 h 
2754.18531 1407 4.66 2.81 1.7 Cytochrome c oxidase subunit VIIc 
2754.18532 1334 6.44 6.18 13.31 Cytochrome c oxidase subunit VIIc 
2754.18694 724 1.61 1.24 2.01 Ubiquitinol-cytochrome C reductase Fe-S subunit TAT signal 
2754.18743 5243 3.56 3.57 4.73 Ubiquinol-cytochrome c reductase 8 kDa, N-terminal 
2754.18785 441 1.45 1.86 0.46 Cytochrome c oxidase subunit VIa 
2754.20164 2925 2.55 2.95 2.12 Cytochrome C oxidase assembly factor 2 
2754.20167 820 1.55 2.19 0.72 Cytochrome b(C-terminal)/b6/petD 
2754.20478 1107 1.74 2.06 2.33 Ubiquitinol-cytochrome C reductase Fe-S subunit TAT signal 

2754.20549 1125 1.47 1.39 1.44 
Ubiquinol-cytochrome C reductase complex, 6.4kD protein//Primase zinc 
finger 

2754.21272 991 0.62 0.47 0.39 
Cytochrome C oxidase, cbb3-type, subunit III//Cytochrome 
c//Cytochrome C1 family 

2754.24184 1791 9.55 9.66 16.99 Eukaryotic cytochrome b561//Cytochrome oxidase assembly protein 
2754.26360 879 121.75 110.41 191.82 Cytochrome C oxidase chain VIIB 
2754.29929 699 11.57 10.4 7.31 TMEM9//Cytochrome C oxidase subunit II, transmembrane domain 
2754.30091 408 0.9 1.34 2.55 Cytochrome C oxidase assembly factor 2 
2754.30486 11295 1.14 0.88 1.87 Cytochrome C oxidase chain VIIB 
2754.31419 3408 0.49 0.71 0.61 Cytochrome c/c1 heme lyase 
2754.33042 3074 79.4 77.6 100.02 Cytochrome c oxidase subunit IV 

2754.33175 9958 4.47 4.64 4.42 
Cytochrome c oxidase subunit VIIc//Histone acetylation protein//Fatty 
acid desaturase//Zinc finger, ZZ type//Bromodomain//KIX domain//Creb 
binding//KIX domain//TAZ zinc finger 
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Unigene 
(Cluster)j 

Gene 
Length 

Expression level 
Protein/peptide 

0 h 1 h 24 h 
2754.33372 3221 0.42 0.66 0.59 Cytochrome C oxidase, cbb3-type, subunit III 

2754.34475 568 151.77 132.83 108.64 
Cytochrome C oxidase copper chaperone (COX17)//Outer membrane 
protein (OmpH-like)//NADH-ubiquinone oxidoreductase B18 subunit 
(NDUFB7) 

2754.34574 6351 5.99 5.27 6.15 Cytochrome Cytochrome b558 alpha-subunit 
2754.34850 450 318.16 323.49 286.04 Cytochrome C oxidase copper chaperone (COX17) 
2754.35664 647 315.62 320.73 407.42 Cytochrome c oxidase subunit Vb//Adenovirus minor core protein PV 

2754.36868 5121 1553.58 1526.72 2846.85 
NADH dehydrogenase//Cytochrome C oxidase subunit II, transmembrane 
domain//RNA polymerase Rpb5, C-terminal domain//Cytochrome C and 
Quinol oxidase polypeptide I 

2754.37171 966 22.47 19.23 13.08 Cytochrome c oxidase subunit IV 
2754.37250 901 158.73 144.63 179.74 Cytochrome c oxidase subunit VIIc//Glycosyl hydrolase family 71 

2754.37523 921 928.36 905.06 680.33 
Cytochrome C oxidase copper chaperone (COX17)//Cytochrome oxidase c 
subunit VIb 

2754.38894 754 187.55 207.73 402.63 Cytochrome c oxidase subunit Va 

2754.39503 1732 45.4 42.93 57.58 
Cytochrome c//Cytochrome C1 family//Cytochrome C oxidase, cbb3-type, 
subunit III 

2754.41054 2033 2.11 2.32 4 Cytochrome c oxidase subunit VIa 
2754.41594 3142 0.71 1.19 1.72 Cytochrome C oxidase, cbb3-type, subunit III 
2754.41817 294 8.45 1.45 4.23 Cytochrome oxidase c subunit VIII 
2754.44749 529 1.26 1.54 0.76 Cytochrome C oxidase, cbb3-type, subunit III//Cytochrome c 
2754.45156 594 445.64 457.27 605.07 Cytochrome oxidase c subunit VIb 
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Unigene 
(Cluster)j 

Gene 
Length 

Expression level 
Protein/peptide 

0 h 1 h 24 h 
2754.45339 3601 3.91 3.2 1.71 Cytochrome c/c1 heme lyase 
2754.45340 4373 0.44 1.02 0.74 Cytochrome c/c1 heme lyase 
2754.45522 1089 66.24 67.65 158.81 Cytochrome c oxidase subunit VIa 
2754.45576 541 267.37 239.76 446.22 Cytochrome oxidase c subunit VIII 
2754.45752 11196 1.13 0.96 1.46 Cytochrome C oxidase chain VIIB 

2754.45948 1980 11.76 12.62 25.54 
Cytochrome C oxidase copper chaperone (COX17)//Septation ring 
formation regulator, EzrA//Anti-sigma-K factor rskA 

2754.46058 1433 3.33 4.87 4.41 Cytochrome c oxidase subunit VIIc 
2754.46439 1485 7.79 9.54 10.29 Cytochrome oxidase c subunit VIb 
2754.47955 3307 1.97 1.29 1.96 Cytochrome c oxidase subunit VIIc 
2754.48254 726 2.39 2.13 1.84 Cytochrome oxidase c subunit VIb 

2754.56810 4579 0.93 1.17 0.65 
Cytochrome c oxidase subunit IV//Late nodulin protein//DEAD/DEAH box 
helicase//Type III restriction enzyme, res subunit//Type II/IV secretion 
system protein 

2754.5683 462 0.43 0.71 0.41 Cytochrome c oxidase subunit IV 
2754.56988 393 1.35 1.14 2.53 Cytochrome oxidase c subunit VIII 
2754.58898 1957 15.36 14.93 27.99 Ubiquinol-cytochrome C reductase complex 14kD subunit 

2754.60567 875 36.67 42.82 79.82 
Cytochrome C oxidase, cbb3-type, subunit III//Di-haem cytochrome c 
peroxidase//Cytochrome c//Fibronectin-attachment protein (FAP) 

2754.60640 1092 0.89 1.92 1.45 Cytochrome C oxidase copper chaperone (COX17) 
2754.62416 601 0.49 1.19 2.51 Cytochrome C oxidase assembly factor 2 
2754.62590 670 3.05 3.26 2.28 Cytochrome C oxidase subunit II, transmembrane domain 
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Unigene 
(Cluster)j 

Gene 
Length 

Expression level 
Protein/peptide 

0 h 1 h 24 h 
2754.67303 642 0.33 1.17 0.75 Cytochrome c//Cytochrome C oxidase, cbb3-type, subunit III 

5029.0 457 1.1 0.48 0.63 Cytochrome c oxidase subunit VIa 
8259.0 394 1 0.38 1.26 Ubiquinol-cytochrome C reductase complex 14kD subunit 

             jCluster ของ unigene ใน C. siamensis ท่ีสราง Cytochrome C 
 

ตารางที ่4.23 ระดับการแสดงออกของยีนท่ีสรางโปรตีน Jun kinase ของจระเขสยามท่ีมีการติดเชื้อ 
Unigene 
(Cluster)k 

Gene Length 
Expression level 

Protein/peptide 
0 h 1 h 24 h 

17003.0 1084 0.59 0.91 1.05 
Alligator sinensis JNK1/MAPK8-associated membrane protein (JKAMP), 
mRNA 

2754.19556 2538 2.2 2.48 1.25 
Protein tyrosine kinase//Protein kinase domain//Helicase associated 
domain (HA2) 

2754.22518 2047 0.32 0.6 0.4 
Protein kinase domain//Helicase associated domain (HA2)//Protein 
tyrosine kinase 

2754.35514 5212 21.51 20.38 25.81 TRAF3-interacting JNK-activating modulator [Alligator sinensis] 
2754.37416 2052 20.7 20.31 19.59 TRAF3-interacting JNK-activating modulator [Alligator sinensis] 
2754.37418 1375 10.8 10.59 8.85 TRAF3-interacting JNK-activating modulator [Alligator mississippiensis] 
2754.380 907 0.89 0.87 0.82 Jun-N-terminal kinase (JNK) 

2754.39121 2180 0.79 1.64 0.52 TRAF3-interacting JNK-activating modulator [Alligator mississippiensis] 
2754.3937 1867 0.59 0.41 0.74 Jun-N-terminal kinase (JNK) 
2754.40723 2026 0.71 0.36 1.19 TRAF3-interacting JNK-activating modulator [Alligator mississippiensis] 
2754.55450 2490 4.64 4.6 2.93 Mitogen-activated protein kinase (MAPK) kinase MKK7/JNKK2 
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Unigene 
(Cluster)k 

Gene Length 
Expression level 

Protein/peptide 
0 h 1 h 24 h 

2754.56891 1024 0.64 0.85 0.58 
TRAF3-interacting JNK-activating modulator OS=Mus musculus 
GN=Traf3ip3 PE=1 SV=2 

2754.9215 2388 3.83 3.74 4.71 
Alligator mississippiensis JNK1/MAPK8-associated membrane protein 
(JKAMP), mRNA 

kCluster ของ unigene ใน C. siamensis ท่ีสราง Jun kinase 
 
 

ตารางที ่4.24 ระดับการแสดงออกของยีนท่ีสรางโปรตีน IAPs ของจระเขสยามท่ีมีการติดเชื้อ 
Unigene 
(Cluster)l 

Gene Length 
Expression level 

Protein/peptide 
0 h 1 h 24 h 

23974.0 378 1.06 1.81 1.51 
Alligator mississippiensis X-linked inhibitor of apoptosis, E3 ubiquitin 
protein ligase (XIAP), transcript variant X2, mRNA 

2754.22373 4334 0.48 0.57 0.92 
Alligator mississippiensis TP53 regulated inhibitor of apoptosis 1 (TRIAP1), 
mRNA 

2754.22374 3841 5.28 4.52 4.06 
Alligator mississippiensis TP53 regulated inhibitor of apoptosis 1 (TRIAP1), 
mRNA 

2754.28817 1002 10.52 12.84 20.48 
Alligator mississippiensis inhibitor of apoptosis protein-like 
(LOC102562735), mRNA 

2754.32693 7679 10.24 11.26 20.56 Alligator sinensis inhibitor of apoptosis protein-like (LOC102368067), mRNA 

2754.53999 1642 0.65 1.05 1.16 
Alligator mississippiensis X-linked inhibitor of apoptosis, E3 ubiquitin 
protein ligase (XIAP), transcript variant X2, mRNA 

2754.54009 5698 3.25 3.12 3.08 Alligator sinensis X-linked inhibitor of apoptosis, E3 ubiquitin protein ligase 
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Unigene 
(Cluster)l 

Gene Length 
Expression level 

Protein/peptide 
0 h 1 h 24 h 

(XIAP), mRNA 

2754.7063 4873 0.56 1.51 1.5 
Alligator sinensis X-linked inhibitor of apoptosis, E3 ubiquitin protein ligase 
(XIAP), mRNA 

2754.7063 4873 0.56 1.51 1.5 
Alligator sinensis X-linked inhibitor of apoptosis, E3 ubiquitin protein ligase 
(XIAP), mRNA 

2754.17702 618 0.59 0.63 0.34 
Alligator mississippiensis baculoviral IAP repeat-containing protein 1e-like 
(LOC106737353), mRNA 

2754.26010 1085 0.79 0.63 0.98 Apoptosis inhibitor IAP1 and related BIR domain proteins 

2754.33178 6641 0.69 0.73 2.22 
Alligator sinensis baculoviral IAP repeat-containing protein 1-like 
(LOC102388542), partial mRNA 

2754.3536 814 8.9 11.15 21.82 Apoptosis inhibitor IAP1 and related BIR domain proteins 
2754.35824 5577 6 4.91 6.38 Alligator mississippiensis baculoviral IAP repeat containing 6 (BIRC6), mRNA 
2754.36790 4908 1.38 1.1 1.19 Alligator sinensis baculoviral IAP repeat containing 6 (BIRC6), mRNA 

2754.42436 4964 0.81 0.34 0.35 
Alligator sinensis cytokine induced apoptosis inhibitor 1 (CIAPIN1), 
transcript variant X1, mRNA 
 

2754.42437 4865 1.52 2.32 1.96 
Alligator sinensis cytokine induced apoptosis inhibitor 1 (CIAPIN1), 
transcript variant X1, mRNA 

2754.42438 4737 18.95 18.78 20.73 
Alligator sinensis cytokine induced apoptosis inhibitor 1 (CIAPIN1), 
transcript variant X1, mRNA 

2754.42440 4708 3.91 3.98 2.61 
Alligator sinensis cytokine induced apoptosis inhibitor 1 (CIAPIN1), 
transcript variant X1, mRNA 
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Unigene 
(Cluster)l 

Gene Length 
Expression level 

Protein/peptide 
0 h 1 h 24 h 

2754.51660 3357 0.37 0.58 0.63 
Alligator sinensis baculoviral IAP repeat-containing protein 1 
(LOC102372974), mRNA 

2754.59363 2489 1.75 1.16 3.23 Alligator sinensis XIAP associated factor 1 (XAF1), mRNA 
lCluster ของ unigene ใน C. siamensis ท่ีสราง IAPs (Inhibition of apoptosis protein) 
 
 

ตารางที ่4.25 ระดับการแสดงออกของยีนท่ีสรางโปรตีน DIABLO ของจระเขสยามท่ีมีการติดเชื้อ 
Unigene 

(Cluster)m Gene Length 
Expression level 

Protein/peptide 
0 h 1 h 24 h 

2754.34290 6141 3.98 4.21 4.16 
Alligator mississippiensis diablo, IAP-binding mitochondrial protein 
(DIABLO), mRNA 

2754.38804 5960 3.31 2.7 4.63 
Alligator mississippiensis diablo, IAP-binding mitochondrial protein 
(DIABLO), mRNA 

2754.40427 8394 0.8 0.7 0.61 
Alligator mississippiensis diablo, IAP-binding mitochondrial protein 
(DIABLO), mRNA 

2754.49509 8686 0.72 0.45 1.29 
Alligator mississippiensis diablo, IAP-binding mitochondrial protein 
(DIABLO), mRNA 

mCluster ของ unigene ใน C. siamensis ท่ีสราง DIABLO protein 
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4.5.6 ระดบัการแสดงออกของ Unigene ทีเ่กีย่วของกบักระบวนการ inflammation 

หากรางกายไดรับแบคทีเรียหรือจุลชีพแปลกปลอม จะมีการหลั่งสารบางชนิดออกมา เชน 
lipopolysaccharide (LPS) และ lipoteichoic acid (LTA) เกิดการกระตุนการทํางานของเม็ดเลือดขาวโดย
ผานตัวรับบนผิวเซลล (receptor) เกิดการหลั่งไซโตไคน (cytokine) ตางๆ ท่ีเก่ียวกับการอักเสบ (Margetic, 
2012) หลังจากจระเขไดรับเชื้อแบคทีเรียเปนเวลา 1 และ 24 ชั่วโมง พบวามีการแสดงออกของยีน toll-like 
receptor type 2 และ 4 เพ่ิมข้ึน เม่ือ receptor ไดรับการกระตุนจากองคประกอบของแบคทีเรียจะสง
สัญญาณผานโปรตีนชื่อ myeloid differentiation primary response 88 (MyD88) และ tumor necrosis 
factor receptor superfamily member 6 (TRAF6) ตามลําดับ ทําใหเกิดกระบวนการสรางสารสื่อกลาง
การอักเสบข้ึนมา ในจระเขมีระบบภูมิคุมกันท่ีมีประสิทธิภาพในการลดการอักเสบท่ีเกิดข้ึนในรางกาย โดย
ระบบภูมิคุมกันพยายามควบคุมกระบวนการสรางสารสื่อกลางการอักเสบผานทาง AP-1 pathway หลังจาก
การติดเชื้อ 1 ชั่วโมงพบการแสดงออกของ mitogen-activated protein kinase 14 ซ่ึงเปนหนวยยอยของ
โปรตีน p38 มีหนาท่ีสําคัญคือควบคุมการสรางสารสื่อกลางการอักเสบไดแก TNF-α IL-1β และ COX-2 
(Schieven, 2005) เพ่ิมข้ึน แตท่ีเวลา 24 ชั่วโมง Unigene เหลานี้มีการแสดงออกลดลง และยังสอดคลองกับ
การแสดงออกของ c-jun และ AP-1 complex-associated regulatory protein ท่ีเปน transcription 
factor สําคัญ (ตารางท่ี 4.26) โดยการแสดงออกท่ีลดลงของ Unigene ดังกลาวหลังจากไดรับแบคทีเรีย 24 
ชั่วโมง แสดงใหเห็นถึงระบบภูมิคุมกันท่ีมีประสิทธิภาพของจระเข  
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      ตารางที ่4.26 ระดับการแสดงออกของยีนท่ีสรางโปรตีน DIABLO ของจระเขสยามท่ีมีการติดเชื้อ 
Unigene 

(Cluster)a 
Gene Length 

Expression level 
Protein/peptide 

0 h 1 h 24 h 

2754.15052 2480 0.49 1.21 2.58 toll-like receptor 4 

2754.39757 4589 14.41 19.47 43.57 toll-like receptor 2 

2754.39063 3424 6.71 7.35 10.87 myeloid differentiation primary response 88 (MyD88) 

10785.1 2176 3.01 3.39 5.75 
tumor necrosis factor receptor superfamily member 6 

(TRAF6) 

2754.15935 1448 3.33 6.44 2.03 c-jun 

5357.0 751 1.62 2.38 0.82 AP-1 complex-associated regulatory protein  

2754.26380 3400 0.71 1.24 0.89 mitogen-activated protein kinase 14-like, partial 
           aCluster ของ unigene ใน C. siamensis ท่ีสราง inflammation factor 
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4.6 การวเิคราะหแบบแผนโปรตนีหลงัการตดิเชื้อ  

นอกจากการศึกษาการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันที่มีมาโดยกําเนิดโดยการศึกษาการเปลี่ยนแปลง
ระด ับย ีนโดยใชเซลลจากเลือดท้ังหมด (whole blood) ซ่ึงสวนใหญคือเซลลเม็ดเลือดแดง โครงการวิจ ัยนี้ยัง
ไดศ ึกษาการเปลี่ยนแปลงระด ับโปรต ีนโดยใช เทคน ิค proteomics อีกดวย แตใชโปรตีนจากเซลลเม็ดเลือดขาว
และซีรัม โดยมีว ัตถ ุประสงคเพื ่อศ ึกษาการเปล ี่ยนแปลงในระด ับโปรต ีนเพื ่อเปร ียบเท ียบก ับข อม ูล 
transcriptomics และใชเปนแบบแผนอางอิงการเปลี่ยนแปลงในระดับโปรตีนของเม็ดเลือดขาวและซีรัมหลัง
การติดเชื้อในจระเขสยาม โปรตีนจากเซลลเม็ดเลือดขาวและซีรัมถูกแยกออกเป ็น 2 ส วนคือ ส วนแรกนําไป
ว ิเคราะห proteomics แบบ gel-free proteomics ส วนท่ีสอง ตรวจสอบแบบแผนล ักษณะเปปไทดหรือ
โปรตีนโดยการแยกดวย 4-20% gradient SDS-PAGE ผลการว ิจ ัย พบว าแบบแผนของโปรต ีนจากซ ีรัมมีการ
เปลี่ยนแปลงเพียงเล็กนอยเมื่อจระเขสยามไดรับเชื้อ (ร ูปท่ี 4.15A) แต โปรต ีนช วงขนาด 25 kDa จาก
ตัวอย างท่ี inoculation 24 ชั่วโมง (หลังจระเขสยามไดรับการฉีดเชื้อ 24 ชั่วโมง) ลดลงอยางชัดเจน ดังแสดง
ดวยล ูกศร  ส ีดํา ในขณะท่ีโปรต ีนขนาดประมาณ 70 kDa มีปร ิมาณเพ่ิมข้ึนเล็กน อยในตัวอย าง 24 ชั่วโมง เม่ือ
เท ียบก ับตัวอย าง 0 และ 1 ชั่วโมง ด ังแสดงดวยล ูกศรส ีเทา แต ในตัวอย างโปรตีนจากเม็ดเลือดขาวท่ีเวลา 24 
ชั่วโมง ม ีล ักษณะโปรต ีนท่ีแตกต างอย างช ัดเจนเม่ือเท ียบก ับ 0 หร ือ 1 ชั่วโมงหล ังการติดเชื้อ (รูปท่ี 4.15B) 
 

 
 

รูปที่ 4.1 5  ล ักษณะแบบแผนโปรต ีนของเล ือดจระเข สยามทั้งกอนและหล ัง inoculation ด วยแบคท ีเร ีย 
A. hydrophila ท่ีเวลาต างก ัน (A) โปรต ีนจากซ ีรั่ม (B) โปรต ีนจากเม ็ดเล ือดขาว ถ ูกแยกด วย 
4-20% gradient SDS-PAGE ล ูกศรส ีดําคือบริเวณท่ีโปรตีนลดลง ในตัวอย าง Immunization 
และสีเทาค ือ ชวงโปรตีนท่ีเพ ิ่มข้ึนเม่ือเทียบกับกอน Immunization 
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 มีบทความรายงานโดยใชขอมูลทาง transcriptomics วาเม็ดเลือดแดงมีสวนชวยในระบบภูมิคุมกัน ดังนั้น
จึงตรวจสอบแบบแผนโปรตีน โดยเทคนิค Tris-glycine SDS-PAGE จากรูปท่ี 4.16 เม่ือแยกโปรตีนดวย 10 
และ 12.5% Tris-glycine SDS-PAGE พบโปรตีนใน 3 ชวงดังระบุตัวเลข คือ ขนาด 80 ถึง 200 kDa และ
ในชวง 57 ถึง 69 kDa (รูปท่ี 4.16A) และ ชวง 25 kDa ถึง 30 kDa (รูปท่ี 4.16B) มีปริมาณโปรตีนเพ่ิมข้ึนเม่ือ
เปรียบเทียบกับตัวอยาง 24 ชั่วโมงหลังการติดเชื้อ กับตัวอยาง 0 และ 1 ชั่วโมงหลังการติดเชื้อ สวนรูปท่ี 
4.16C ซ่ึงแยกดวย 18% Tris-glycine SDS-PAGE ถึงแมโปรตีนมีลักษณะไมแตกตางกันมากนัก แตจุดท่ี
นาสนใจคือ ขนาดเปปไทดท่ีเล็กกวา hemoglobin (<8.5 kDa) เนื่องจากเปนเปปไทดขนาดเล็กท่ีอาจจะแสดง
คุณสมบัติเปนเปปไทดตานจุลชีพท่ีสําคัญ (antimicrobial peptide) 
  

 
 
รูปที่ 4 . 16 โปรตีนจากเม็ดเล ือดแดงถูกแยกดวยเทคนิค Tris-glycine SDS-PAGE ดวยเปอร เซ ็นเจลท่ี

แตกตางก ัน (A) 10% Tris-glycine SDS-PAGE (B) 12.5% Tris-glycine SDS-PAGE (C) 18% 
Tricine-glycine SDS-PAGE โดยแถบสีดําขางเจลขวามือพรอมต ัวเลขคือชวงขนาดโปรตีนท่ี
เปลี่ยนแปลง 

 
4.6.1 การวเิคราะหการเปลีย่นแปลงของโปรตนีในเมด็เลือดขาวดวยเทคนิคโปรตโิอมิกส 

โปรตีนอีกสวนหนึ่งท่ีถูกแยกออกมาเพ่ือระบุชื่อโปรตีนพรอมท้ังวัดปริมาณการเปลี่ยนแปลงหลัง
การติดเชื้อ พบวาหลังจากการยอยโปรตีนดวย trypsin แลวฉีดเขาเครื่อง LC-MS/MS spectrometer เม่ือได 
spectrum ของโปรตีนแลวทําการสืบคนวา spectrum ท่ีไดมาตรงกับโปรตีนชนิดไหนโดยใชโปรแกรม 
Mascot search engine (http://www.matrixscience.com/) ซ่ึงโปรตีนเกือบท้ังหมดท่ีระบุชื่อไดตรงกลับ
จระเขน้ําเค็ม Crocodylus porosus จึงถือวาเปนขอมูลท่ีนาเชื่อถือ เนื่องจากจระเขสายพันธุสยามและจระเข
น้ําเค็มมีความใกลเคียงกันในสายวิวัฒนาการมาก คืออยูใน Genus Crocodylus เหมือนกัน จากนั้นพิจารณา
วามีโปรตีนชนิดใดเพ่ิมข้ึนหรือลดลงหลังการติดเชื้อ โดยพิจารณาถึงคาเฉลี่ย 3 ครั้ง ของระดับการแสดงออก
ของโปรตีนในแตละตัวท่ีไดจากการวัดดวยเครื่อง LC-MS/MS spectrometer เม่ือเปรียบเทียบการแสดงออก
ในเวลาท่ี 0, 1 และ 24 ชั่วโมงหลังจากจระเขสยามไดรับเชื้อกอโรค หากการแสดงของโปรตีนใดมากกวา หรือ
นอยกวา 1.5 เทาเม่ือเทียบกับ 0 ชั่วโมงถือวาเปนโปรตีนท่ีแสดงเพ่ิมข้ึนหรือลดลงหลังการติดเชื้อตามลําดับ 
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และนอกจากนั้นตองมีคา p <0.05 อีกดวย ในโปรตีนจากเม็ดเลือดขาวจระเข หากพิจารณาเพียงโปรตีนท่ี
เพ่ิมข้ึนหรือลดลงหลังการติดเชื้อโดยไมไดคํานึงถึงการเพ่ิมข้ึนท่ีชวงเวลา 1 หรือ 24 ชั่วโมง พบวามีโปรตีน 109 
ชนิดท่ีเพ่ิมข้ึนและ 7 ชนิดท่ีลดลง เม่ือจัดจําแนกโปรตีนตามหนาในการทํางานภายในเซลล ตามฐานขอมูล 
UniProtKB https://www.uniprot.org/uniprot/ หรือฐานขอมูล NCBI สามารถจัดโปรตีนออกเปน 6 กลุม 

เม่ือแบงกลุมโปรตีนท่ีแสดงออกเพ่ิมข้ึนหลังการติดเชื้อในเม็ดเลือดขาว สามารถแบงออกไดสองกลุม
คือ กลุมท่ีแสดงออกเพ่ิมข้ึนตั้งแต 1 ชั่วโมงหลังการติดเชื้อ (ตารางท่ี 4.27) และกลุมท่ีแสดงเพ่ิมข้ึนหลังการ
ติดเชื้อ 24 ชั่วโมง (ตารางท่ี 4.28) โดยกลุมแรกมี 59 โปรตีน ประกอบดวยโปรตีนท่ีทําหนาท่ีใน 1) 
cytoskeleton/ชวยในการขนสงโปรตีน/ชวยในการเคลื่อนท่ีของเซลล 2) เก่ียวกับขบวนการ transcription 
translation 3) ขบวนการเมตาบอลิซึม 4) การสงสัญญาณ (signal transduction) 5) ทํางานอ่ืนๆ 6) ไม
สามารถระบุหนาท่ีได และอีกกลุมมีโปรตีนจํานวน 50 โปรตีน และเม่ือสรางความสัมพันธของการแสดงออก
ของโปรตีนท่ีมีลักษณะการแสดงออกคลายกันสามารถจัดไดตามรูปท่ี 4.17 เปนท่ีนาสนใจวามีโปรตีนบางตัวมี
ลักษณะการแสดงออกท่ีนาสนใจคือเพ่ิมข้ึนต้ังแต 1ชั่วโมงหลังการติดเชื้อและการแสดงของโปรตีนนั้นคงท่ี
จนถึง 24 ชั่วโมง ซ่ึงแสดงในรูปท่ี 4.18 โดยถือวาเปนกลุมโปรตีนท่ีสําคัญตอการตอบสนองการติดเชื้อ
แบคทีเรียในระยะเริ่มตนของการติดเชื้อ ซ่ึงในกลุมนี้มีโปรตีนท้ังหมด 7 ชนิด โดยโปรตีน 4 ใน 7 ชนิด เปน
โปรตีนท่ีทํางานในการชวยผลิตและผลิตยีนอ่ืน คือ mRNA transcription factor และ transcription 
regulator ประกอบไปดวย Transcription initiation factor TFIID subunit 1, Zinc finger protein 
castor homolog 1, Importin-9, signal transduction associated protein 1 (รูปท่ี 4.18) นอกจากนี้
ยังมีกลุมโปรตีนท่ีแสดงออกลดลงหลังการติดเชื้อในเม็ดเลือดขาวอีก 7 ชนิด แสดงดังตารางท่ี 4.29  
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รูปที่ 4.17 การแบงกลุมขอมูลของระดับการแสดงออกของโปรตีนท่ีแสดงออกเพ่ิมข้ึนในเม็ดเลือดขาว (A) 
DEPs ท่ีเพ่ิมข้ึนตั้งแต 1 ชั่วโมงหลังจากการฉีดเชื้อ เทียบกับกอนฉีดเชื้อ (B) DEPs ท่ีเพ่ิมข้ึนท่ี 24 
ชั่วโมหลังจากการฉีดเชื้อ เทียบกับกอนฉีดเชื้อ โดยใช โปรแกรม MeV software ระดับการ
แสดงออกของโปรตีนแสดงดวยสี โดยสีน้ําเงินแสดงถึงการแสดงออกท่ีต่ําสุด (0.0) สีดําคือ
แสดงออกระดับกลาง (5.0) และสีเหลืองคือระดับการแสดงออกมากท่ีสุด (10.0) ชื่อโปรตีนแสดง
โดย GI numbr 
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ตารางที ่4.27 โปรตีนจากเม็ดเลือดขาวท่ีเพ่ิมข้ึนหลังการติดเชื้อ 1 ชั่วโมง 
GI number Protein 0h 1h 24h 

Cytoskeleton/Trafficking/Cell movement 
gi|1121928835 actin, aortic smooth muscle  3.55 7.22 8.74 

gi|1121868048 actin, cytoplasmic 2  0.28 1.87 5.44 

gi|1121908360 actin-like  1.23 2.51 9.08 
gi|1121914594 alpha-adducin 0.00 0.22 10.07 
gi|1121798595 armadillo repeat-containing protein 4  0.00 3.21 8.55 

gi|1121923033 coiled-coil domain-containing protein 141  0.44 1.33 9.67 

gi|1121878367 diacylglycerol kinase iota  2.45 6.53 9.06 

gi|1121919709 dynein heavy chain 7 2.40 4.66 5.61 

gi|1121860261 formin-binding protein 1  1.90 2.81 7.98 

gi|1121820145 kinesin-like protein KIF2C  1.58 3.74 8.07 

gi|1121814631 mitotic-spindle organizing protein 1  1.23 3.48 5.10 
gi|1121862190 nephrocystin-4  2.17 4.17 9.03 
gi|1121875184 protein piccolo  2.43 4.52 10.24 
gi|1121810931 T-lymphoma invasion and metastasis-

inducing protein 1  
0.00 4.73 6.76 

gi|1121902185 T-lymphoma invasion and metastasis-
inducing protein 2  

0.54 1.59 4.98 

Gene expression regulator  
gi|1121809861 breast cancer type 2 susceptibility protein  4.09 6.10 9.02 

gi|1121854477 DNA (cytosine-5)-methyltransferase 3B  0.07 5.31 7.90 

gi|1121827581 endonuclease 8-like 1  0.01 0.28 7.84 

gi|1121852039 fibrosin-1-like protein  3.96 6.38 9.30 

gi|1121799480 glucocorticoid-induced transcript 1 protein  0.00 0.54 10.42 

gi|1121828823 high affinity cAMP-specific and IBMX-
insensitive 3’,5’-cyclic phosphodiesterase 8A  

1.18 2.25 8.36 

gi|1121809713 histone H2A-beta, sperm-like  0.23 3.01 9.80 

gi|1121880462 histone H2B 7  4.26 6.50 8.44 

gi|1121884878 importin-9  0.74 8.32 8.11 

gi|1121866829 integrator complex subunit 1  3.93 6.95 8.23 
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GI number Protein 0h 1h 24h 

Gene expression regulator    

gi|1121891341 KH domain-containing, RNA-binding, signal 
transduction-associated protein 1  

2.01 6.51 8.14 

gi|1121887933 kin of IRRE-like protein 3  2.30 5.47 8.14 

gi|1121821053 LOW QUALITY PROTEIN: plasminogen 
activator inhibitor 1 RNA-binding protein  

0.06 0.20 9.02 

gi|1121807300 RNA-binding protein 7  0.10 1.93 8.52 

gi|1121886350 RRP12-like protein  0.00 7.04 10.53 

gi|1121812082 TGF-beta-activated kinase 1 and MAP3K7-
binding protein 3  

1.70 6.56 8.82 

gi|1121838228 transcription initiation factor TFIID subunit 1  0.57 7.47 9.45 

gi|1121806779 vitamin D3 receptor  1.79 3.78 7.90 

gi|1121861252 zinc finger and BTB domain-containing 
protein 26  

3.53 5.57 7.74 

gi|1121930072 zinc finger protein 135-like  2.25 4.18 7.50 

gi|1121864870 zinc finger protein castor homolog 1  2.73 7.47 8.32 

Metabolism 

gi|1121819552 15 kDa selenoprotein  2.80 4.01 7.39 

gi|1121841400 acyl-CoA dehydrogenase family member 9, 
mitochondrial  

0.00 6.97 8.73 

gi|1121906913 aldehyde dehydrogenase family 16 member 
A1  

0.53 5.14 9.25 

gi|1121878367 diacylglycerol kinase iota  2.12 6.53 9.06 

gi|1121915605 NEDD4-binding protein 2  0.88 5.47 8.90 

gi|1121898918 phosphatidylinositol-glycan biosynthesis 
class F protein isoform X3  

0.36 1.56 7.48 

gi|1121917615 sepiapterin reductase, partial  3.56 6.92 11.15 

Signal transduction 

gi|1121834909 alveolar macrophage chemotactic factor-like  0.79 2.94 4.70 

Signal transduction     

gi|1121850238 ankyrin-3  0.30 5.55 7.50 

gi|1121814530 ceroid-lipofuscinosis neuronal protein 5  2.35 6.01 8.25 
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GI number Protein 0h 1h 24h 

gi|1121812497 gamma-taxilin  1.43 4.50 8.61 

gi|1121811187 intersectin-1  0.00 2.17 7.64 

gi|1121808431 pro-interleukin-16-like  1.40 7.04 8.54 

gi|1121919755 receptor tyrosine-protein kinase erbB-4  0.00 0.67 7.53 

gi|1121926835 rho GTPase-activating protein 22  2.54 4.14 8.56 

gi|1121804795 serine/threonine-protein kinase Sgk3  2.38 5.88 8.72 

gi|1121888712 spexin-like  0.19 8.26 8.63 

Miscellaneous  protein 

gi|1121892031 ficolin-3  2.42 5.55 9.50 

gi|1121833237 probable phospholipid-transporting ATPase 
VB  

0.57 2.29 9.21 

gi|1121798781 sickle tail protein homolog isoform X11  0.12 3.24 7.17 

Unknown function proteins  

gi|1121824667 uncharacterized protein LOC109308304  0.00 1.51 3.39 

gi|1121900401 uncharacterized protein LOC109319854  2.68 4.19 8.56 

gi|1121907972 uncharacterized protein LOC109320983  0.00 1.05 7.37 

 

ตารางที ่4.28 โปรตีนจากเม็ดเลือดขาวท่ีเพ่ิมข้ึนหลังการติดเชื้อ 24 ชั่วโมง 

GI number Protein 0h 1h 24h 
Cytoskeleton/Trafficking/Cell movement  

gi|1121903935 2',3'-cyclic-nucleotide 3'-phosphodiesterase  0.00 0.00 9.75 

gi|669017076 ATP synthase F0 subunit 8 (mitochondrion)  0.00 0.00 11.38 

gi|1121917454 cilia- and flagella-associated protein 99  6.48 6.89 10.87 

gi|1121844691 dystonin  2.67 3.43 6.55 

gi|1121877613 F-actin-capping protein subunit alpha-3  0.00 0.00 7.73 

gi|1121835463 hydrocephalus-inducing protein homolog  1.45 1.78 7.98 

gi|1121929206 kinesin-like protein KIF11  1.53 1.52 9.54 

gi|1121814560 LIM domain only protein 7  4.85 2.45 7.53 

gi|1121831752 lipopolysaccharide-responsive and beige-like 
anchor protein  

0.02 0.09 7.00 



135 

GI number Protein 0h 1h 24h 
gi|1121829735 microtubule-associated protein 1A  0.00 0.00 5.02 

gi|1121870527 myosin-10  4.45 4.88 10.63 

gi|1121918650 nebulin  0.68 0.14 9.22 

gi|1121918446 obscurin-like protein 1  4.70 5.02 9.84 

gi|1121848333 paralemmin-1  0.60 0.00 8.82 

gi|1121828404 protein unc-13 homolog C  5.12 2.69 10.03 

gi|1121827139 spatacsin, partial  1.25 1.66 9.76 

gi|1121796649 vimentin  2.53 1.39 4.14 

gi|1121809837 WD repeat and FYVE domain-containing 
protein 2  

4.69 4.14 9.35 

gi|1121811985 X-linked retinitis pigmentosa GTPase 
regulator  

1.72 0.83 8.38 

Gene expression regulator 

gi|1121830033 adenosine deaminase domain-containing 
protein 1  

0.00 0.00 6.79 

gi|1121800402 CCR4-NOT transcription complex subunit 10  4.46 5.56 8.56 

gi|1121802640 chromodomain Y-like protein  2.23 2.26 9.20 

gi|1121923336 doublesex- and mab-3-related transcription 
factor 2  

0.64 0.31 11.13 

gi|1121807579 Fanconi anemia group M protein  0.00 0.00 6.41 

gi|1121880353 histone H1.01-like  4.93 4.75 9.91 

gi|1121880343 histone H1-like  0.00 0.02 8.82 

gi|1121840796 histone H1x  3.11 3.93 7.73 

gi|1121808693 histone-lysine N-methyltransferase ASH1L  0.00 0.00 7.58 

gi|1121889184 histone-lysine N-methyltransferase KMT5B  2.50 3.72 6.43 

gi|1121872008 KRR1 small subunit processome component 
homolog  

2.68 3.36 9.06 

gi|1121821484 single-stranded DNA-binding protein 2  4.54 4.50 7.75 

gi|1121802807 zinc finger protein 40  0.00 0.00 10.47 

gi|1121854609 zinc finger SWIM domain-containing protein  2.29 2.13 9.68 
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GI number Protein 0h 1h 24h 
Metabolism 

gi|1121816170 L-aminoadipate-semialdehyde 
dehydrogenase-phosphopantetheinyl 
transferase  

0.00 0.00 10.29 

gi|1121813419 LOW QUALITY PROTEIN: lysozyme g-like  0.00 0.00 10.40 

gi|1121865952 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta 
subcomplex subunit 10  

0.00 0.00 8.04 

Signal transduction 

gi|1121886705 adenylate cyclase type 10-like  3.60 2.38 8.61 

gi|1121803654 AFG3-like protein 2 isoform X2  1.41 0.58 7.16 

gi|1121840804 collagen alpha-1(VII) chain  0.00 0.26 7.28 

gi|1121912072 SNW domain-containing protein 1  4.40 4.59 7.30 

Miscellaneous  protein 

gi|1121925049 E3 ubiquitin-protein ligase BRE1A  0.64 0.82 7.75 

gi|1121900695 HEAT repeat-containing protein 5B  0.00 0.37 8.26 

gi|1121862753 MORN repeat-containing protein 1  0.00 0.00 7.45 

Miscellaneous protein 0h 1h 4h 

gi|1121833632 PRELI domain-containing protein 2  0.00 0.00 11.25 

gi|1121851137 probable E3 ubiquitin-protein ligase HECTD4  0.54 0.13 6.93 

gi|1121871440 putative ciliary rootlet coiled-coil protein 2  0.00 0.00 5.27 

gi|1121905442 retinoblastoma-like protein  2.50 3.12 6.14 

gi|1121921562 solute carrier family 15 member 2  0.00 0.00 9.39 

gi|1121885866 solute carrier family 26 member 9  0.00 0.00 9.94 

Unknown function proteins  

gi|1121808090 uncharacterized protein LOC109324692  4.36 6.06 8.18 
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ตารางที ่4.29 โปรตีนจากเม็ดเลือดขาวท่ีลดลงหลังการติดเชื้อ  
GI number Protein 0h 1h 24h 

Down-regulated protein 

gi|1121916820 Alstrom syndrome protein 1  8.97 8.90 5.94 

gi|1121907253 cation channel sperm-associated protein 
subunit beta  

10.46 9.79 5.72 

gi|1121821684 coiled-coil domain-containing protein 68  11.71 10.92 7.59 

gi|1121832357 high mobility group protein B2  7.04 7.51 2.99 

gi|1121829845 la-related protein 1B  5.68 5.08 3.00 

gi|1121875030 PRKC apoptosis WT1 regulator protein, 
partial  

6.06 8.06 4.01 

gi|1121859423 syntaxin-binding protein 1  11.12 12.90 7.04 

 

 
 
รูปที่ 4.18 โปรตีนท่ีแสดงออกเพ่ิมข้ึนอยางสูงสุดตั้งแตชั่วโมงท่ี 1 แลวคงท่ีจนถึง 24 ชั่วโมงของการฉีดเชื้อใน

เม็ดเลือดขาว  
 
แมวาโปรตีนจากเซลลเม็ดเลือดขาว (WBC) ไดถูกแบงออกเปน 6 กลุมท่ีแตกตางกัน โดยอาศัย

ฐานขอมูลจาก UniProtKB Protein และ NCBI แตการจําแนกนั้นใชโปรตีนจากสัตวเลี้ยงลูกดวยนม เชน
มนุษย หรือหนูเปนฐานขอมูล ซ่ึงเปนสิ่งมีชีวิตท่ีหางไกลจากจระเข ดังนั้นจึงมีการเปรียบเทียบกับฐานขอมูลอีก
ครั้งโดยใช โปรแกรม Panther (http://pantherdb.org/) เทียบกับขอมูลโปรตีนจากสิ่งมีชีวิตท่ีใกลเคียงกับ
จระเข คือ ไก (Galus galus) และก่ิงกาจําพวก Anolis carolinensis เนื่องจากสัตวสองชนิดนี้ถูกจัดกลุมอยู
ใน Sauria ซ่ึงจระเขก็จัดอยูในกลุมนี้ โดยโปรตีนจาก WBC ของ C. siamensis จํานวน 112 โปรตีนมีลักษณะ
คลายคลึงกับ 78 โปรตีนจากไกและก่ิงกา จากนั้น 78 โปรตีนถูกจัดหมวดหมูเปน 5 กลุมตาม PANTHER 
ontology ดังนี้ (A) Molecular function (B) Biological process (C) cellular component (D) 
Pathway (F) Protein class  รูปท่ี 4.19 จากรูปนี้ทําใหสามารถระบุหนาท่ีของโปรตีนจระเขจากเม็ดเลือด
ขาวท่ีเพ่ิมข้ึนหลังติดเชื้อไดแมนยํามากข้ึน เนื่องจากฐานขอมูลท่ีใชเปนฐานขอมูลจากสัตวท่ีใกลเคียงจระเข
มากท่ีสุด  
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รูปที่ 4.19 การแยกกลุมของโปรตีนจากเม็ดเลือดขาวท่ีแสดงออกเพ่ิมข้ึนเปรียบเทียบกับหลังฉีดเชื้อดวย 
Panther classification system โดยเทียบกับฐานขอมูลของไก โดยใชเกณฑการแยกดังนี้ (A) 
Molecular function (B) Biological process (C) cellular component (D) Pathway (F) 
Protein class ตัวเลขและจํานวนในวงเล็บบอกถึง Gene Ontology ID ตัวเลขหลังวงเล็บแสดงถึง 
จํานวนโปรตีนของจระเขท่ีตรงกับฐานขอมูลของไก 
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4.6.2 การวเิคราะหการเปลีย่นแปลงของโปรตนีในซรีัมดวยเทคนคิโปรตโิอมกิส 

ลักษณะการแสดงออกของโปรตีนในซีรั่มจะแตกตางกับเม็ดเลือดขาว หากพิจารณาระดับการ
แสดงออกของโปรตีนแตละชนิดโดยไมคํานึงถึงเวลาในการติดเชื้อ (1 หรือ 24 ชั่วโมง) พบวามีโปรตีนจํานวน 
19 ชนิดท่ีแสดงออกลดลง และ 3 ชนิดท่ีแสดงออกเพ่ิมข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกับกอนฉีดเชื้อใหจระเขสยาม (0 
ชั่วโมง) (รูปท่ี 4.20) ซ่ึงรายชื่อโปรตีนและหนาท่ีภายในเซลลแสดงดังตารางท่ี 4.30  

 
 

 
 
รูปที่ 4.20 การแบงกลุมขอมูลของระดับการแสดงออกของโปรตีนท่ีแสดงออกเพ่ิมข้ึนในซีรัม โดยใชโปรแกรม 

MeV software ระดับการแสดงออกของโปรตีนแสดงดวยสี โดยสีน้ําเงินแสดงถึงการแสดงออกท่ี
ต่ําสุด (0.0) สดีําคือแสดงออกระดับกลาง (5.0) และสีเหลืองคือระดับการแสดงออกมากท่ีสุด (10.0) 
ชื่อโปรตีนแสดงโดย GI numbr 

 
 
 
 
 
 



140 

ตารางที ่4.30 โปรตีนจากซีรัมท่ีเปลี่ยนแปลงปริมาณหลังติดเชื้อ 
GI number Protein 0h 1h 24h 

Down-regulated 

gi|1121921112 1-phosphatidylinositol 3-phosphate 5-kinase  8.13 7.38 5.42 

gi|1121861441 actin-related protein 2/3 complex subunit 5-
like protein  

10.78 1.56 4.98 

gi|1121810373 ADP-ribosylation factor-like protein 13B  6.88 1.50 1.16 

gi|1121805976 beta-1-syntrophin  7.56 5.99 4.60 

gi|1121898426 cilia- and flagella-associated protein 36  7.75 3.48 0.00 

gi|1121901553 constitutive coactivator of peroxisome 
proliferator-activated receptor gamma  

8.33 7.21 5.43 

gi|1121875688 C-type lectin domain family 1 member A-like  7.47 2.13 2.52 

gi|1121898159 EH domain-binding protein 1  8.51 7.74 1.11 

gi|1121809122 interleukin-27 subunit beta  8.08 2.18 2.32 

gi|1121814203 KDEL motif-containing protein 1  9.45 7.33 4.95 

gi|1121928820 leucine-rich repeat-containing protein 18  9.91 5.07 4.63 

gi|1121821387 lipoxygenase homology domain-containing 
protein 1  

10.24 5.22 4.52 

gi|1121871075 ovotransferrin-like  4.12 3.75 1.16 

gi|1121923972 perilipin-2  9.22 4.83 0.82 

gi|1121895002 piggyBac transposable element-derived 
protein 5  

9.38 4.82 2.75 

gi|1121833237 probable phospholipid-transporting ATPase  7.62 2.44 3.35 

gi|1121806979 protein RRNAD1  9.46 6.10 5.61 

gi|1121820020 protein SZT2  7.49 3.86 2.38 

gi|1121889580 spectrin beta chain, non-erythrocytic 2  8.49 2.19 2.64 

Up-regulated protein    

gi|1121878545 3-oxo-5-beta-steroid 4-dehydrogenase  4.62 8.11 7.70 

gi|1121924809 acyl-coenzyme A amino acid N-
acyltransferase 1-like  

6.27 6.59 11.13 

gi|1121899400 usherin  4.17 8.05 8.52 
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นอกจากนี้ยังพบโปรตีนจํานวน 8 ชนิด แสดงดังรูปท่ี 4.21 ท่ีมีระดับการแสดงออกลดลงหลังจากติด
เชื้อ 1 ชั่วโมงและไมเปลี่ยนแปลงจนกระท่ังถึง 24 ชั่วโมง ซ่ึงโปรตีน 3 ใน 8 ชนิดนี้ ทําหนาท่ีเก่ียวกับ
ขบวนการเมตาบอลิซึมภายในเซลล ประกอบดวย ADP-ribosylation factor-like protein, lipoxygenase 
homology domain-containing protein 1 probable phospholipid-transporting ATPase VB 
function in lipid metabolism จากหนาท่ีของโปรตีนดังกลาวขางตน มีความเปนไปไดสูงท่ีในชวงเริ่มตนของ
การติดเชื้อ จระเขจะลดกระบวนการเมตาบอริซึม เพ่ือเก็บพลังงานเพ่ือใชในกระบวนการอ่ืนในการทําลายจุล
ชีพท่ีบุกรุก 

 

 
 

รปูที ่4.21 โปรตีนท่ีเพ่ิมข้ึนอยางสูงสุดและต่ําสุดตั้งแต ชั่วโมงท่ี 1 ของการติดเชื้อในซีรัม 
 

จากงานวิจัยท่ีผานมา พบการศึกษาการจําลองการตอบสนองของจระเขตอการติดเชื้อแบคทีเรียโดย
การฉีด lipopolysaccharide ของแบคทีเรีย เขากระแสเลือด โดยใชเทคนิคโปรติโอมิกส (Merchant et al., 
2009) พบวาจํานวนโปรตีนท่ีสามารถระบุชื่อไดมีประมาณ 10 ชนิด และเปนโปรตีนท่ีเก่ียวกับการเคลื่อนท่ี
ของเซลล สําหรับงานวิจัยนี้ไดทําการระบุจํานวนโปรตีนท่ีมีการเปลี่ยนแปลงระหวางจระเขติดเชื้อแบคทีเรีย ซ่ึง
จากการทําใหจระเขติดเชื้อโดยการฉีดแบคทีเรียทําใหจํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวเพ่ิมข้ึนเปน 2 เทาท่ี 1 ชั่วโมง 
ซ่ึงถือวาเปนการเพ่ิมข้ึนอยางรวดเร็ว เพราะปกติในมนุษยตองใชเวลาหลายชั่วโมงหรือเปนวัน ซ่ึงนาจะเปน
หนงในกลไกของระบบภูมิคุมกันท่ีมีมาโดยกําเนิดท่ีมีประสิทธิ์ภาพสูงในจระเข และเม็ดเลือดขาวเองก็เปนกลุม
เซลลท่ีรับผิดชอบโดยตรงในการทําลายจุลินทรียท่ีบุกรุกรางกาย ซ่ึงนําไปสูคําถามตอวาโปรตีนเซลลเม็ดเลือด
ขาวมีการเปลี่ยนแปลงอยางไร ท่ี  1 และ 24 ชั่วโมงหลังการติดเชื้อเปรียบเทียบกับกอนการติดเชื้อหรือ 0 
ชั่วโมง โดยเม่ือวิเคราะหโปรตีนหลังติดเชื้อ 1 ชั่วโมง พบวามีโปรตีนจํานวน 59 ชนิด ท่ีเพ่ิมจํานวนข้ึนมากกวา
หรือเทากับ 1.5 เทา ซ่ึงกลุมนี้ถือวานาสนใจเพราะจะชวยสรางความเขาใจโดยการเปรียบเทียบจํานวนและ
ปริมาณของโปรตีนท่ีเพ่ิมข้ึนในจระเขและสัตวชนิดอ่ืนและนําไปสูการอธิบายระบบภูมิคุมกันท่ีมีมาโดยกําเนิด
อันมีประสิทธิภาพสูงในจระเข โดยโปรตีนท่ีเพ่ิมข้ึนจะมีสองกลุมใหญๆ คือ โปรตีนท่ีเก่ียวของกับการเคลื่อนท่ี
ของเซลล (Cytoskeleton/Trafficking/Cell movement) และโปรตีนเก่ียวกับการควบคุมการแสดงออกของ
ยีนหรือโปรตีนท่ีชวยผลิตโปรตีนข้ึนมา (Gene expression regulator) ตัวอยางโปรตีนในกลุมแรกท่ีพบคือ 
actin ซ่ึงมี 3 ตัวท่ีเพ่ิมข้ึนคือ Actin aortic smooth muscle Actin cytoplasmic 2, Actin-like ซ่ึงเปน
สวนประกอบของโปรตีนคอมเพล็ค microfilament (Lu et al., 2016) และนอกจากนี้ยังมีโปรตีนอ่ืนคือ 
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kinesins และ dyneins โดย Kinesins จะเคลื่อนท่ีบน microtubules ในการขนสงโปรตีนจากแหลงผลิตไป
ยัง organelle หรือออกนอกเซลลโดยทํางานรวมกับโปรตีน dynein (Henry et al., 2006) ซ่ึงโปรตีนกลุมนี้
จะชวยในการเคลื่อนท่ีของเซลลเม็ดเลือดขาวไปยังแบคทีเรียท่ีบุกรุก หรือจับแบคทีเรียแลวเกิดขบวนการ 
phagocytosis เพ่ือทําลายแบคทีเรีย สวนกลุมโปรตีนท่ีเปน Gene expression regulator ท่ีเพ่ิมข้ึนใน 1 
ชั่วโมงแรกของการติดเชื้อคือ กลุม transcription factor เชน Zinc finger BTB domain-containing 
protein, Zinc finger protein 135-like, Zinc finger protein castor homolog 1 ซ่ึงชวยในขบวนการ 
transcription เพ่ือผลิต mRNA ใหมในการตอบสนองตอการติดเชื้อ (Fu and Blackshear., 2017; Gupta 
et al., 2012) นอกจากนี้ยังพบ RRP12-like protein and fibrosin-1-like protein ท่ีเก่ียวกับการขนสง
โปรตีนท่ีใชในนิวเครียสเขาสูนิวเครียส เพ่ือใชในขบวนการ transcription (Jäkel et al., 2002; Matsumiya 
2013) และพบโปรตีนท่ีเก่ียวของกับขบวนการเมตาบอลิซึม เชน Acyl-CoA dehydrogenase family 
member 9 mitochondrial Aldehyde dehydrogenase family 16 ซ่ึงจระเขอาจใชโปรตีนเหลานี้เพ่ิม 
ATP เพ่ือเปนพลังงานของ cytoskeleton โปรตีนระหวางเคลื่อนท่ี และเกิด phagocytosis  

จากโปรตีน 7 ชนิดท่ีเพ่ิมข้ึนใน 1 ชั่วโมง แลวการแสดงออกนั้นก็คงท่ีไปจนถึง 24 ชั่วโมง โดย 4 
โปรตีน มีหนาท่ีเก่ียวของกับการเรงใหเกิดขบวนการ transcription โดย KHDRBS1 และ IPO9 เปนโปรตีน
ชวยเรงขบวนการ transcription และ TAF1, CASZ1 เปน transcription factor โปรตีนเหลานี้นาจะจับหรือ
ทํางานรวมกับโปรตีนตัวอ่ืน เพ่ือทํางานรวมกับโปรตีนอ่ืนท่ีในการสราง mRNA สวนโปรตีนท่ีเปลี่ยนแปลงไปใน
ชวงเวลา 24 ชั่วโมงหลังติดเชื้อในเม็ดเลือดขาวนั้น สวนใหญยังเปนกลุมท่ีเก่ียวของกับการเคลื่อนท่ีของเซลล 
และโปรตีนเก่ียวกับการแสดงออกของยีนหรือโปรตีนท่ีชวยผลิตโปรตีนข้ึนมาใหม สําหรับกลุมท่ีเก่ียวกับการ
เคลื่อนท่ีของเซลล เชน F-actin-capping protein, nebulin, และ myosin-10 โดย F-actin-capping 
protein จะจับกับ actin filaments แลวไมใหเกิดการเปลี่ยนแปลง nebulin, myosin-10 and actin จะจับ
กัน เพ่ือสรางความแข็งแรง (Root and Wang, 1994) เพ่ือใหขบวนการ phagocytosis มีประสิทธิภาพ  

สําหรับ histone นั้นพบวามี 3 isoforms คือ histone H1.01-like, histone H1-like, histone 
H1x ซ่ึงโดยท่ัวไปแลว histone จะทําหนาท่ีในการเปลี่ยนแปลงโครมาตินแลวทําใหเซลลมีอายุนานข้ึน โดย
การเพ่ิมจํานวนของโปรตีนกลุมนี้ในยีสตพบวายีสตมีอายุนานข้ึน (Feser et al., 2010) นอกจากนี้ยังพบ
โปรตีน 2 ชนิดคือ คือ histone-lysine N-methyltransferase ASH1L และ histone-lysine N-
methyltransferase KMT5B ท่ีชวยยายกลุม methyl group ไปยัง lysine and arginine residues ใน 
histone ซ่ึงเปนข้ันตอนในขบวนการควบคุม transcription 

 
4.7 การโคลนยีนและศึกษาเปปไทด Cathelicidin ในจระเขสยาม 

4.7.1 การหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนคาเธลิซิดินของจระเขสยาม (C. siamensis) 

นําตัวอยางเลือดของจระเขหลังจากฉีดกระตุนดวยเชื้อ Edwardsiella tarda 24 และ 72 ชั่วโมง มา

เก็บแยกสวนของ whole blood และ red blood cell แลวนํามาตรวจหายีนคาเธลิซิดินดวย RT-PCR โดยใช

ไพรเมอรท่ีออกแบบจากลําดับนิวคลีโอไทดท่ี conserve ของยีนคาเธลิซิดินของ C. porosus ผลแสดงดังรูปท่ี 

4.22 ซ่ึงพบแถบ PCR product ขนาด 200 bp เม่ือนํา PCR product นี้มาศึกษาหาลําดับนิวคลีโอไทด 

พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของแถบดีเอ็นเอดังกลาว มีลําดับกรดอะมิโนคลายคลึงกับ predicted cathelicidin-

OH (CPORG002468) ของ C. porosus 98% โดยใหชื่อยีนคาเธลิซิดินจากเลือดจระเขนี้วา csCATH 
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ดังนั้นจึงทําการออกแบบไพรเมอรจากลําดับนิวคลีโอไทดของยีน CPORG002468 ของ C. 

porosus เพ่ือท่ีจะหาลําดับนิวคลีไทดของยีนคาเธลิซิดินทางดาน 5’ และ 3’ โดยใชไพรเมอรท่ีออกแบบจาก

ทางดาน 3’ ของยีนคาเธลิซิดิน CPORG002468 ของ C. porosus (CP_2468_3UTR-r) รวมกับไพรเมอรท่ี

จําเพาะ RBC_24h-f (csCATH2 specific forward primer) (รูปท่ี 4.23) โดยเม่ือตรวจวัด PCR product 

ดวย agarose gel electrophoresis พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 500 bp ผลลําดับนิวคลีโอไทดของแถบ

ดีเอ็นเอดังกลาวเปนลําดับทางดาน 3’ ของยีนคาเธลิซิดิน ซ่ึงในลําดับตอไป ไดใชลําดับนิวคลีโอไทดดังกลาวใน

การออกแบบ specific reverse primer (csCATH2_specfstop-r) เพ่ือใชรวมกับไพรเมอรท่ีออกแบบจาก

ทางดาน 5’ ของยีนคาเธลิซิดิน CPORG002468 ของ C. porosus (CP_2468_5UTR2-f) และเม่ือตรวจวัด 

PCR product ดวย agarose gel electrophoresis พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 500 bp (รูปท่ี 4.24) 

จากผลการหาลําดับนิวคลีโอไทดของ PCR product ท้ัง 3 ปฏิกิริยา (RACE-PCR) ทําใหทราบลําดับนิวคลีโอ

ไทดของยีนคาเธลิซิดินจากเลือดจระเขขนาด 501 เบส และแปลไปเปน 166 กรดอะมิโน แสดงในรูปท่ี 4.25 

นอกจากนี้ เม่ือนํา cDNA ของเลือดจระเข ท้ังสวนของเซลลเม็ดท้ังหมด (whole blood) และเซลล
เม็ดเลือดแดง (red blood cell)  เม่ือใหจระเขติดเชื้อ A. hydrophila เปนเวลา 24 และ 72 ชั่วโมง มาศึกษา
ระดับการแสดงออกของยีน Cs-CATH ดวยเทคนิค Real-time PCR (SYBR-Green I fluorescence) โดยใชคู
ไพเมอร Cs-CATH-F primer (5´- CATGCCAAGCCAAAACCGAA-3´) และ Cs-CATH-R primer (5´-
TGGGGAATGAAAACGGGGTT-3´) พบวาเซลลเม็ดเลือดท้ังหมดท่ี 24 และ 72 ชั่วโมงหลังการติดเชื้อ พบการ
แสดงออกของยีนเพ่ิมข้ึนประมาณ 2 เทา เม่ือเทียบกับกอนติดเชื้อ สําหรับเม็ดเลือดแดงหลังติดเชื้อ 24 ชั่วโมง 
พบวามีคาการแสดงออกของยีน Cs-CATH เทากับ 9 เทา แตหลังติดเชื้อการแสดงออกของยีนลดลงท่ีประมาณ 
2 เทา รูปท่ี 4.26  
 

 
รูปที่ 4.22 ผลของการทํา RT-PCR ดวยไพรเมอรท่ีออกแบบจากบริเวณ conserve domain ของยีนคาเธลิซิ

ดินจาก C. porosus (Lane 1 และ 2; whole blood 24 h และ 72 h,  Lane 3; red blood 

cell 24 h หลังจากการกระตุนดวยเชื้อ Edwardsiella tarda) 
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รูปที่ 4.23  ผลของการทํา 3’-RACE-PCR ดวยไพรเมอร csCATH2_specific1(RBC_24h)-f กับ  
CP2468_3UTR-r 

 

รปูที ่4.24 ผลของการทํา 5’-RACE-PCR ดวยไพรเมอร CP2468_5UTR2-f กับ csCATH2_specfstop-r 
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รูปที่ 4.25 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดของยีนคาเธลิซิดินจากจระเขสยาม csCATH โดยลําดับกรดอะมิโนในกรอบ

สีเทาคือ mature peptide กรดอะมิโนท่ีขีดเสนใตคือชวงท่ีเปน signal peptide และเครื่องหมาย

ดอกจัน (*) ระบุตําแหนงของ stop codon 

 

รูปที่ 4.26 ระดับการแสดงออกของยีน Cs-CATH  ในเซลลจากเลือดท้ังหมดและเซลลเม็ดเลือดแดงหลัง 
จระเขติดเชื้อ 24 และ 72 ชั่วโมง 
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4.7.2 การวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนของคาเธลิซิดินของจระเขสยาม (C. siamensis) 

จากภาพการแปลงลําดับนิวคลีโอไทดของยีนคาเธลิซิดินสามารถ encode ใหลําดับกรดอะมิโน 

166 residue (รูปท่ี 4.25) เม่ือนําลําดับกรดอะมิโนไปวิเคราะหดวย ExPASy พบวาคาเธลิซิดินของจระเข

สยามมีขนาด 18.24 kDa และมีคา pI เทากับ 9.54  ผลการวิเคราะดวย SignalP 4.0 Server แสดงสวนของ 

signal peptide บริเวณกรดอะมิโนลําดับท่ี 1 ถึง 20 (N-terminus site) และสวนของเปปไทดคาเธลิซิดิน 

Cs-CATH (KP36) ทางดาน C-terminal ความยาว 36 amino acid residue (Theoretical pI/Mw: 10.73 

/3.82 kDa) (ตารางท่ี 4.31) 

 

ตารางที่ 4.31  คุณสมบัติทางกายภาพของเปปไทดคาเธลิซิดิน (Cs-CATH) จากจระเขสยาม 

Peptide Sequence Length 
Net 

charge 

Theoretical 

pI 
Mw 

Hydrophobic 

ration (%) 

SRN15 RNCTWLFSTKLKLPA 15 +3 10.06 1778.15 46 

SI16 SIITCDTMTPGKDIHA 16 -1 5.19 1702.96 37 

KP36 
KPKPKPGKDERGRPGSGSWI
GKGTPFSFPITKKPVG 

36 +7 10.73 3820.46 16 

 

จากผลการทํา alignment พบวา prepro-Cs-CATH มีความเหมือนกับ C. porosus 

cathelicidin CPORG002468 (Cp-CATH2) ถึง 99% และมีความเหมือนกับ A. sinensis cathelicidin 

(ASN73763.1) (As-CATH3)  และ A. mississippiensis cathelicidin (KYO44087.1) (Am-CATH4) 75% 

และ 72% ตามลําดับ (รูปท่ี 4.27) จะเห็นไดวาทางดาน N-terminal cathelin domain จะมีลักษณะ 

conserve อยางมาก โดยเฉพาะลําดับกรดอะมิโนท่ีมาจากสปชี่สท่ีใกลเคียงกัน แตดาน C-terminal 

cathelicidin domain แสดงใหเห็นถึงความผันแปรของลําดับกรดอะมิโน จากผลการเปรียบเทียบ

ความสัมพันธของลําดับกรดอะมิโนของคาเธลิซิดินจากจีนัส Alligator และ Crocodylus (รูปท่ี 4.28) จากรูป 

phylogenetic tree สามารถแบง crocodilian cathelicidins ออกไดเปน 4 cluster โดย cluster I เปน 

cluster ท่ีใหญท่ีสุด ประกอบดวย Cs-CATH, Cp-CATH1-2, As-CATH1-3, และ Am-CATH3-4 สวน 

cluster II ประกอบดวย Cp-CATH3, As-CATH5, Am-CATH2 และ Am-CATH5 สําหรับ cluster III และ 

cluster IV นั้นประกอบไปดวยคาเธลิซิดิน 2  ชนิด ซ่ึงเปนคาเธลิซิดินท่ีมีลําดับกรดอะมิโนแตกตางจากคาเธลิซิ

ดินอ่ืนๆ โดย cluster III ประกอบดวย As-CATH4 และ Cp-CATH4 สวน cluster IV ประกอบดวยคาเธลิซิ

ดิน 2 ชนิดจาก alligator คือ Am-CATH1 และ As-CATH6 
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รูปที่ 4.27 ผลของการทํา amino acid alignment ของคาเธลิซิดินของจระเขสยาม (Cs-CATH) เทียบกับ

ลําดับกรดอะมิโน ของคาเธลิซิดินจากจระเขสายพันธุอ่ืน A. mississippiensis cathelicidin (Am-
CATH1<KYO43834.1>, Am-CATH2< KYO43835.1>, Am-CATH3<KYO44086.1>, Am-
CATH4<KYO44087.1> and Am-CATH5<XP014466014.1>), A. sinensis cathelicidin (As-
CATH1<ASN73761.1>, As-CATH2<ASN73762.1>, As-CATH3<ASN73763.1>, As-
CATH4<ASN73764.1>, As-CATH5<ASN73765.1> and As-CATH6<ASN73766.1>), C. 
porosus cathelicidin (Cp-CATH1<CPORG000270>, Cp-CATH2<CPORG002468>, Cp-
CATH3<CPORG005374> and Cp-CATH4<CPORG009296>) and C. siamensis 
cathelicidin (Cs-CATH< MH425517>) 
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รปูที ่4.28 Phylogenetic analysis ของ A. mississippiensis cathelicidin (Am-CATH1<KYO43834.1>, 

Am-CATH2< KYO43835.1>, Am-CATH3<KYO44086.1>, Am-CATH4<KYO44087.1> and 

Am-CATH5<XP014466014.1>), A. sinensis cathelicidin (As-CATH1<ASN73761.1>, As-

CATH2<ASN73762.1>, As-CATH3<ASN73763.1>, As-CATH4<ASN73764.1>, As-

CATH5<ASN73765.1> and As-CATH6<ASN73766.1>) and C. porosus cathelicidin (Cp-

CATH1<CPORG000270>, Cp-CATH2<CPORG002468>, Cp-CATH3<CPORG005374> and 

Cp-CATH4<CPORG009296>) and C. siamensis cathelicidin (Cs-CATH< MH425517>) 

 

เม่ือนําลําดับกรดอะมิโนของ Cs-CATH มาทํานายโครงสรางตติยภูมิดวยโปรแกรม I-TASSER 

server โครงสรางสามมิติโดยท่ัวไปมีลักษณะเหมือนกันคาเธลิซิดินอ่ืนๆ ท่ีมีการศึกษาโครงสรางสามมิติมาแลว 

โดยเฉพาะสวน N-terminal cathelin domain ท่ีมีลักษณะ conserve แตเนื่องจาก C-terminal 

cathelicidin domain ของแตละสปชี่สนั้นมีความแตกตางกัน ทําใหโครงสรางของ CsCATH ประกอบ α-

helix 1 สาย และ β-strand 4 สาย อีกท้ังพันธะไดซัลไฟด 2 พันธะ ปรากฏดังรูปท่ี 4.29 

 
รูปที่ 4.29 การทํานายโครงสรางตติยภูมิของคาเธลิซิดิน csCATH ดวยโปรแกรม I-TASSER server  

(N-terminal cathelin domain; สีน้ําเงิน และ C-terminal cathelicidin peptide; สีฟา) 
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เปนท่ีทราบกันดีวาเอนไซม elastase จะมีตําแหนงตัดหลังกรดอะมิโนวาลีน (Val) หรือ อะลานีน 

(Ala) จากลําดับกรดอะมิโนของ Cs-CATH เม่ือถูกตัดดวย Elastase จะทําใหได mature peptide จาก cs-

CATH สามเสนคือ RN15: NH2-RNCTWLFSTKLKLPA-COOH, SI16: NH2-SIITCDTMTPGKDIHA-COOH 

from cathelin domain และ KP36: NH2-KPKPKPGKDERGRPGSGSWIGKGTPFSFPITKKPVG-COOH 

โดยเปปไทด RN15 ประกอบ 15 กรดอะมิโน มีประจุสุทธิ +3 และมี hydrophobic ratio เทากับ 46% เปป

ไทด SI16 ประกอบ 16 กรดอะมิโน ประจุสุทธิ -1 และมี hydrophobic ratio เทากับ 37% สวนเปปไทด 

KP36 ประกอบ 36 กรดอะมิโน มีประจุสุทธิ +7 และมี hydrophobic ratio เทากับ 16% จากขอมูลดังกลาว

ขางตนพบวา RN15 นั้นมีคา hydrophobic ratio ใกลเคียงกับเปปไทดตานจุลชีพท่ีมีรายงานกอนหนานี้ท่ีสุด 

และเม่ือนําลําดับกรดอะมิโนของเปปไทดท้ังสามเสนมาทํานายโครงสรางทุติยภูมิ ดวยโปรแกรม PEP-FOLD 

server ผลปรากฏดังรูปท่ี 4.30  

 

 
 

รูปที่ 4.30 การทํานายโครงสรางทุติยภูมิของเปปไทดคาเธลิซิดิน RN15 (A), SI16 (B) และ KP36 (C) ดวย

โปรแกรม PEP-FOLD server 

 

จากรูปท่ี 4.30 จะเห็นไดวาเปปไทดท้ังสามเสนมีลักษณะของโครงสรางทุติยภูมิท่ีแตกตางกัน โดย

ท่ี RN15 มีลักษณะโครงสรางเปนแบบ α-helix SI16 มีลักษณะโครงสรางเปนแบบ random coil และ KP36 

มีลักษณะโครงสรางเปนแบบ α-helix และ β-sheet อยางไรก็ตามเปปไทดท่ีมีลักษณะโครงสรางเปนแบบ 

α-helix นั้นมีแนวโนมในการเปนโครงสรางทุติยภูมิของ antimicrobial peptide ประกอบกับผลจากการนํา

ลําดับกรดอะมิโนของ Cs-CATH เม่ือวิเคราะหบริเวณท่ีสามารถเปน antimicrobial peptide ดวย 

Antimicrobial Sequence Scanning System พบวาลําดับกรดอะมิโนบริเวณ NH2-RNCTWLFSTKLK-

COOH มีลักษณะของ bactericidal stretches ดวย 14% probability ซ่ึงมีลําดับกรดอะมิโนตรงกับเปปไทด 

RN15  ดังนั้นจึงไดทําการสั่งสังเคราะห RN15 เพ่ือนํามาทดสอบฤทธิ์การยั้บยั้งการเจริญของจุลิยทรียตอไป 

เปปไทด Cs-CATH ถูก simulate เขากับเมมเบรนดวยโปรแกรม PPM server แสดงใหเห็นถึงทิศ
ทางการจับกับเมมเบรนของเปปไทด Cs-CATH ผลปรกฎดังรูปท่ี 4.31 แสดงใหเห็นวา residue ของ Thr4 
Phe7 Leu11 Lys12  Leu13 และ Pro14 ของเปปไทด RN15 สามารถยึดเกาะเขาไปในเมมเบรน จากโมเดล
เปปไทด RN15 สามารถแทรกลงไปในชั้นเมมเบรนไดเชนเดียวกันกับเปปไทด KP36 ซ่ึงสามารถแทรกลงไปใน
ชั้นเมมเบรนไดลึก 4.6-4.5 อังสตรอม ในขณะท่ีเปปไทด SI16 สามารถแทรกลงไปในชั้นเมมเบรนไดลึก 2.5 
อังสตรอม  
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รูปที่ 4.31 โมเดลการยึดเกาะเมมเบรนของเปปไทดคาเธลิซิดิน RN15 (A), SI16 (B), KP36 (C) และ  

superimposition ของท้ัง 3 เปปไทด (D) 
 

4.7.3 ศึกษาฤทธิก์ารยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรียของเปปไทดคาเธลิซิดินของจระเขสยาม 
 เปปไทด RN15 ท่ีไดจากการสังเคราะหถูกนํามาทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญ

ของจุลินทรียเบื้องตน โดยวิธี agar well diffusion assay โดยเชื้อท่ีใชในการทดสอบแสดงดังตารางท่ี 4.32 
โดยผลการทดลองพบวาเปปไทด RN15 สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียไดท้ังแกรมบวกและแกรม
ลบ ซ่ึงเปปไทด RN15 มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียไดแตกตางกัน ข้ึนอยูกับ
ความจําเพาะของเปปไทด RN15 ตอเชื้อแบคทีเรียนั้นๆ ดังจะเห็นไดจากคา MIC ท่ีต่ําตอเชื้อแกรมบวก  B. 
megaterium TISTR067 and B. subtilis TISTR1248 (MICs =12.5-25 µg/ml) แตมีคา MIC ท่ีสูงตอเชื้อ 
B. cereus TISTR1449 (MICs = 400 µg/ml) (ตารางท่ี 4.32) 
 
ตารางที่ 4.32 คาความเขมขนต่ําสุดของเปปไทด RN15 ในการทําลายจุลชีพ (Minimum inhibition 

concentration; MIC)  

Microorganism 
MIC (µg/ml) 

RN15 Ampicillin 
Gram-positive bacteria   
Bacillus megaterium TISTR067 12.5 1.56 
Bacillus subtilis TISTR1248 25 1.56 
Bacillus cereus TISTR1449 400 50 
Staphylococcus aureus ATCC25923 400 1.56 
Staphylococcus aureus TISTR746 400 1.56 
Enterococcus faecalis TISTR927 100 12.5 
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Microorganism 
MIC (µg/ml) 

RN15 Ampicillin 
Gram-negative bacteria 
Escherichia coli ATCC25922 200 12.5 
Escherichia coli DH5α 200 3.13 
Pseudomonas aeruginosa TISTR1287 >400 >50 
Salmonella thyphimurium TISTR1472 >400 >50 
Fungi   
Candida albicans TISTR5554 >400 >50 
Aquatic pathogenic bacteria   
Aeromonas hydrophila TISTR1321 >400 1.56 
Salmonella derby DMST16881 >400 1.56 
Edwardsiella tarda DMST38217 >400 1.56 

 

เม่ือนําแปไทด RN15 ท่ีความเขมขนของคา MIC ตอแบคทีเรีย B. megaterium TISTR067 และ 

E. coli DH5α มาทดสอบผลของเปปไทดตอเมมเบรนของแบคทีเรียท้ัง 2 ชนิด ดวยกลอง scanning 
electron microscope (SEM) พบวาเม่ือบมเปไทด RN15 รวมกับเชื้อท้ัง 2 ชนิด เปนเวลา 15  นาที ผิวเซลล
ของแบคทีเรียท้ัง 2 ชนิดมีลักษณะผิดรูปไปอยางเห็นไดชัด (รูปท่ี 4.32) 
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รูปที่ 4.32 ผลของเปปไทด RN15 ตอผิวเซลลของแบคทีเรีย เม่ือตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน

แบบสองกราด (scanning electron microscope (SEM)) (A) เชื้อ B. megaterium ท่ีไมไดบม
รวมกับปปไทด RN15 (B) เชื้อ B. megaterium บมรวมกับปปไทด RN15 ท่ีความเขมขน MIC เปน
เวลา 15 นาที (C) เชื้อ E. coli ท่ีไมไดบมรวมกับปปไทด RN15 (D) เชื้อ E. coli บมรวมกับปปไทด 
RN15 ท่ีความเขมขน MIC เปนเวลา 15 นาที 

 
4.7.4 ผลการทดสอบความเปนพษิ (cytotoxicity) ของเปปไทด RN15 ตอเซลลเพาะเลีย้งและ 

เซลลเมด็เลอืดแดง (hemolytic activity) 
 เม่ือนําเปปไทดสังเคราะห RN15 มาทดสอบความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดแดงจากมนุษย โดย

วิธี hemolytic assay จากการทดลองพบวาเปปไทด RN15 ท่ีความเขมขนระหวาง 3.13-200 µg/ml มีความ
เปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดแดงต่ํา โดยทําใหเกิดการแตกของเม็ดเลือดแดงประมาณ 5-10% เม่ือเทียบกับ  1% 
Triton X-100 (รูปท่ี 4.33A)  

เม่ือนําเปปไทดสังเคราะหมาทดสอบความเปนพิษตอเซลลโดยทดสอบกับเซลลไฟโบรบลาสตจาก
มนุษย (NHDF cell) โดยวิธี MTT colorimetric assay จากการทดลองพบวาเปปไทด RN15 มีความเปนพิษ
ตอเซลล NHDF ต่ํา โดยท่ีความเขมขนระหวาง 3.13-200 µg/ml อัตราการรอดชีวิตของเซลลเม่ือไดรับ     
เปปไทดมีคามากกวารอยละ 80 เม่ือเปรียบเทียบกับเซลล NHDF ท่ีเลี้ยงปกติโดยท่ีไมไดเลี่ยงรวมกับเปปไทด 
RN15 (รูปท่ี 4.33B) 
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รูปที่ 4.33 แสดงความเปนพิษของเปปไทด RN15 เซลลเม็ดเลือดแดงของมนุษย (A) ในรูปแบบรอยละการเกิด 
hemolysis และความเปนพิษของเปปไทด RN15 ตอเซลลไฟโบรบลาสตจากมนุษย (NHDF cell) 
ในรูปแบบรอยละการรอดชีวิตเปรียบเทียบกับเซลลท่ีไมไดรับเปปไทด (B) 

 
4.8 ผลการศึกษาฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ (antioxidant activity) และฤทธิ์ตานอักเสบ (anti-inflamatory 

activity) ของโปรตีนฮีโมโกลบินไฮโดรไลเสทจากจระเขสยาม 

4.8.1 ระดบัของการยอย (Degree of Hydrolysis (DH)) 

 เพ่ือใหได protein fragments ท่ีมีคุณสมบัติตามตองการ crocodile hemoglobin จึงถูกนํามา

ยอยดวยเอนไซมทริปซิน (Trypsin) และปาเปน (Papain) ท่ีเวลา 2, 4, 6 และ 8 ชั่วโมง โดยทริปซินจะเขาไป

ยอยท่ี N-terminal ของ Arg และ Lys ในขณะท่ีปาเปนจะเขาไปยอยท่ีกรดอะมิโนท่ีไมชอบน้ํา (Tavano, 

2013) ทริปซินเปนเอนไซมท่ีผลิตในลําไสและเปนเอนไซมหลักในระบบยอยอาหารของสัตวและมนุษย ทริปซิน

มักจะถูกใชเพ่ือจําลองกระบวนการยอยอาหาร สวนปาเปนเปนเอนไซมท่ีไดทางการคาท่ีถูกใชเพ่ือผลิต active 

peptides ระดับการยอย (Degree of hydrolysis (DH)) แสดงถึงสัดสวนของพันธะเปปไทดของโปรตีนท่ีถูก

ยอย โดยวิธี TNBS เปนการวัดระดับการยอยโดยอาศัยการทําปฏิกิริยาของ primary amino groups กับ 

trinitro-benzene-sulfonic acid (TNBS) reagent (Adler-Nissen 1979) จากผลการทดลองพบวา 

hemoglobin ถูกยอยดวยทริปซินดวยระดับการยอยเปน 3.64%, 4.31%, 6.65% และ 9.61% ท่ีเวลา 2 h, 

4 h, 6 h และ 8 h ตามลําดับ ในขณะท่ีการยอยดวยปาเปน hemoglobin ถูกยอยดวยระดับการยอยเปน 

5.75%, 8.05%, 11.27% และ 18.94% ท่ีเวลา 2 h, 4 h, 6 h และ 8 h ตามลําดับ (รูปท่ี 4.34) ผลการยอย

แสดงใหเห็นวาการเกิดกรดอะมิโนอิสระและเปปไทดขนาดเล็กท่ีมีมากข้ึนเม่ือเวลาการยอยเพ่ิมมากข้ึน ระดับ

การยอยเพ่ิมมากข้ึนเม่ือเวลามากข้ึน การยอยดวยทริปชินมีความจําเพาะมากจึงสงผลใหระดับการยอยเพ่ิมข้ึน

เล็กนอยเม่ือเปรียบเทียบกับปาเปน หลายงานวิจัยรายงานวาการยอยดวยทริปชินและปาเปนทําใหได

ผลิตภัณฑท่ีมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ (Li et. al., 2015; Shu et. al., 2015; Afify et al., 2018) และตานการ

อักเสบ (O' Sullivan et. al., 2017) และฤทธิ์ดังกลาวยังเพ่ิมข้ึนเม่ือระดับการยอยเพ่ิมข้ึน 
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รปูที ่4.34 แสดงระดับการยอยของโปรตีนฮีโมโกบิลจากเลือดจระเขสยาม 

 

4.8.2 ผลการศึกษาฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ 

4.8.2.1 ผลการยับยั้ง 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)  

 วิธี DPPH เปนวิธีท่ีถูกใชอยางกวางขวางสําหรับการตรวจหากิจกรรมยับยั้งอนุมูล

อิสระจากความสามารถในการลดสารอนุมูลอิสระของสาร (Shukla and Mehta 2017) ในการทดลองนี้ 

แสดงใหเห็นวา Crocodylus siamensis hemoglobin hydrolysates (CHHs) (15-62 µg/ml) แสดงถึงฤทธิ์

ตานอนุมูลอิสระ โดยพบวา CHH ท่ีไดจากการยอยดวยปาเปน (CHHp) แสดงกิจกรรมตานอนุมูลอิสระไดดีกวา 

CHH ท่ีไดจากการยอยดวยทริปซิน (CHHt) CHH ท่ีไดจากการยอยดวยปาเปนท่ีเวลา 8 ชั่วโมง (8h-CHHp) ท่ี

ความเขมขน 15, 31 (IC50 value) และ 62 µg/ml สามารถตานอนุมูลอิสระคิดเปน 42.03, 56.86 และ 

61.28% ตามลําดับ ในขณะท่ี CHH ท่ีไดจากการยอยดวยทริปซิน (4h-CHHt) ท่ีความเขมขน 15, 31 (IC50 

value) และ 62 µg/ml สามารถตานอนุมูลอิสระคิดเปน 48.73, 51.68 and 54.66% ตามลําดับ (รูปท่ี 4.35) 

CHH ท่ีไดจากการยอยดวยปาเปนแสดงกิจกรรมในการตานอนุมูลอิสระไดดีกวาเม่ือเทียบกับ CHH ท่ีไดจาก

การยอยดวยทริปซิน แสดงใหเห็นวาการเพ่ิมระดับการยอยดวยปาเปนสามารถเพ่ิมการยอยใหเกิด 

protonated peptides ท่ีสามารถทําใหการกําจัด DPPH ดีข้ึน การกําจัดอนุมูลอิสระ DPPH โดยสารสามารถ

เปลี่ยนสีของอนุมูลอิสระจากสีมวงเปนสีเหลืองซ่ึงสามารถตรวจวัดไดท่ี 490 nm (Yun-hui et. al., 2006) 

นอกจากนี้ CHH ท่ีไดจากการยอยดวยปาเปนยังสามารถลดอนุมูลอิสระ DPPH ไดเหมือนกับโปรตีนจาก 

Camellia oleifera seed cake ท่ีผานการยอยดวยปาเปน (Li et. al., 2015) 
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รูปที่ 4.35 แสดงฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเลือดจระเขท่ียอยดวยเอนไซมทริปซิน

และปาเปน ดวยวิธี 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging assay 

 

4.8.2.2 การทดสอบ Ferric Reducing Power  

 วิธี Ferric reducing power เปนวิธีท่ีแสดงใหเห็นถึงความสามารถของสารให
อิเล็กตรอนในการใหอิเล็กตรอนกับ ferric cyanide complex [Fe3+(CN-)6] เพ่ือทําใหเปลี่ยนเปน cyanide 
complex [Fe2+(CN-)6] ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา CHH ท่ีไดจากการยอยดวยทริปซินท่ีเวลา 4 ชั่วโมง 
และ 6 ชั่วโมง (4h-CHHt และ 6h-CHHt) และ CHH ท่ีไดจากการยอยดวยทริปซินท่ีเวลา 2 และ 8 ชั่วโมง 
(2h-CHHp และ 8h-CHHp) ท่ีความเขมขน 500 µg/ml แสดงความสามารถในการในการใหอิเล็กตรอนอยาง
มีนัยสําคัญ 2h-CHHp แสดงความสามารถในการใหอิเล็กตรอนสูงท่ีสุดเทียบเทา Trolox ประมาณ 0.99 mM 
ในขณะท่ี intact Hb, 4h-CHHt, 6h-CHHt และ 8h-CHHp แสดงความสามารถในการใหอิเล็กตรอนเทียบเทา 
Trolox ประมาณ 0.82, 0.16, 0.05 and 0.81 mM ตามลําดับ (รูปท่ี 4.36) ท่ีมากไปกวานั้น 500 µg/ml 
glutathione (positive control) แสดงความสามารถในการใหอิเล็กตรอนเทียบเทา Trolox ประมาณ 18.60 
mM คาการดูดกลืนแสงท่ีเพ่ิมข้ึนมีความสัมพันธโดยตรงกับความสามารถในการใหอิเล็กตรอนของสารตาน
อนุมูลอิสระ สารตานอนุมูลอิสระจะเกิดปฏิกิริยา potassium ferricyanide toform potassium 
ferrocyanide ซ่ึงเกิดปฏิกิริยากับ ferric trichloride สงผลใหเกิด ferric ferrocyanide ท่ีมีสีน้ําเงินท่ี
สามารถดูดกลืนแสงไดสูงสุดท่ี 700 nm มีรายงานพบวาโปรตีนไฮโดรไลเซทท่ีประกอบไปดวย Ile, His, Tyr, 
Pro และ Lys มีความสามารถสูงในการใหอิเล็กตรอนและแสดงกิจกรรมตานอนุมูลอิสระท่ีสงผลใหเกิดการ
ขัดขวางปฏิกิริยาลูกโซของอนุมูลอิสระ (Qian et. al., 2008; Han et. al., 2015)  



156 

 

 
รูปที ่4.36 แสดงฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระดวยวิธี Ferric Reducing Power ของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเลือด

จระเขท่ียอยดวยเอนไซมทริปซินและปาเปน 
 

4.8.2.3 ผลการการยับยั้งการเกิดเปอรออกซิเดชันของลิพิด (Linoleic Peroxidation) 

การเกิด Lipid peroxidation ถือวาเปนกระบวนการในการเกิดอนุมูลอิสระท่ีเกิดข้ึนใน
กระบวนการออกชิเดชันของลิพิดท่ีไมอ่ิมตัว การเกิด Lipid peroxidation สามารถทําลาย double layer 
cell membranes ซ่ึงสงผลใหเกิดสารอันตรายหลายชนิดเชน hydrocarbon compounds, ketone และ 
aldehyde (โดยเฉพาะอยางยิ่ง malondialdehyde, MDA) (Halliwell, 1987) ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา 
CHHs (5-500 µg/ml) สามารถยับยั้งกระบวนการเกิดเปอรออกซิเดชันของลิพิดไดมากข้ึนเม่ือความเขมขน
มากข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกับ Trolox CHH ท่ีไดจากการยอยท่ีเวลา 8 ชั่วโมง (8h-CHHt) ท่ีความเขมขน 5 
(IC50 value), 50 and 500 µg/ml แสดงการยับยั้งกระบวนการเกิดเปอรออกซิเดชันของลิโนเลอิกคิดเปน 
76.34, 96.99 และ 97.85% ตามลําดับ ในขณะท่ี CHH ท่ีไดจากการยอยท่ีเวลา 6 ชั่วโมง (6h-CHHt) ท่ีความ
เขมขน 5 (IC50 value), 50 and 500 µg/ml แสดงการยับยั้งกระบวนการเกิดเปอรออกซิเดชันของลิโนเลอิก
คิดเปน 91.95, 100 และ 103% ตามลําดับ (รูปท่ี 4.37) นอกจากนี้ยังพบวาท่ีความเขมขนเดียวกันนี้ Trolox 
สามารถยับยั้งได 90.18, 92.73 และ 93.99% ตามลําดับ และฮีโมโกลบินท่ีไมผานการยอย (intact Hb) 
สามารถยับยั้งได 88.12, 88.99 and 91.55% ตามลําดับ ซ่ึงจากผลการทดลองท่ีกลาวมาขางตน สามารถบงชี้
ไดวาการยอยดวยเอนไซมปาเปนแสดงฤทธิ์ในการยับยั้งกระบวนการเกิดเปอรออกซิเดชันของลิโนเลอิกไดดีกวา
การยอยดวยทริปซิน ซ่ึงผลท่ีไดสอดคลองกับผลท่ีไดจากการยอยเจลาตินของผิวปลาโฮกิ (Mendis et. al., 
2005)  
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รูปที่ 4.37 แสดงฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระดวยวิธี Linoleic peroxidation ของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเลือด

จระเขท่ียอยดวยเอนไซมทริปซินและปาเปน 
 

4.9   ผลการตรวจวดัไนตรกิออกไซด (nitric oxide) การอยูรอดของเซลล (cell viability) และไซโตไคน

ที่เกี่ยวของกบัการอักเสบ (inflammatory cytokines, IL-10 and IL-6) 

ทําการศึกษาความสามารถในการลดการอักเสบและประเมินความเปนพิษของ intact Hb และ 
CHHs โดยใชเซลลเพาะเลี้ยงแมคโครฟาจ (RAW 264.7 cells) เปนโมเดล โดยจะทําการกระตุนเซลล RAW 
264.7 ใหเกิดการอักเสบดวย Lipopolysaccharide (LPS) เม่ือเซลลเกิดการอักเสบจะมีการผลิต nitric 
oxide (NO) ซ่ึงเปนสารสื่อการอักเสบเพ่ิมสูงข้ึน จากนั้นทําการประสิทธิภาพในการยับยั้งการผลิต NO และ           
ไซโตไคนท่ีเก่ียวของกับการอักเสบท่ีถูกผลิตในเซลล RAW 264.7 cells ของ intact Hb และ CHHs ซ่ึง
ความสามารถในการยับยั้งการผลิต nitric oxide (NO) สามารถลดผลเสียท่ีเกิดจากกระบวนการอักเสบได 
จากผลการทดลองพบวาเม่ือเหนี่ยวนําใหเกิดการอักเสบในเซลล RAW 264.7 cells ดวย LPS เปนเวลา 24 
ชั่วโมง ในสภาวะท่ีไมมีสารตัวอยาง พบการสราง NO เพ่ิมสูงข้ึนอยางมีนัยสําคัญ ซ่ึงปริมาณ NO ท่ีถูกสรางข้ึน
นี้จะถูกคิดเปนปริมาณ 100% (รูปท่ี 4.38A) แตเม่ือเหนี่ยวนําใหเกิดการอักเสบและเลี้ยงเซลลนั้นรวมกับ 
intact Hb และ CHHs (125-500 µg/ml) พบวา NO มีการผลิตนอยลงเม่ือความเขมขนของสารตัวอยาง
เพ่ิมข้ึน CHHs ท่ีไดจากการยอยดวยปาเปนไดแก 2h-CHHp), 4h-CHHp, 6h-CHHp และ 8h-CHHp ท่ีความ
เขมขน 500 µg/ml สามารวัดปริมาณ NO คิดเปน 46.86, 66.26, 52.27 และ 52.94% ตามลําดับ ในขณะท่ี
CHH ท่ีไดจากการยอยดวยทริปซินท่ีเวลา 8 ชั่วโมง (8h-CHHt) ท่ีความเขมขน 500 µg/ml สามารวัดปริมาณ 
NO คิดเปน 76.50% จากนั้นเพ่ือประเมินความเปนพิษของ CHHs ตอ macrophage RAW 264.7 cells จึง
ไดทําการทดสอบการอยูรอดของเซลลในสภาวะท่ีมี CHHs (รูปท่ี 4.38B) ผลการทดลองพบวา CHHs ท่ีไดจาก
การยอยดวยปาเปนและทริปซินไมแสดงความเปนพิษตอเซลล RAW 264.7 cells เม่ือพิจารณาเปรียบเทียบ
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ความสามารถในการลดการสราง NO ระหวาง CHHs พบวา CHHs ท่ีไดจากการยอยดวยปาเปนมี
ประสิทธิภาพในการลดการสราง NO ดีกวา CHHs ท่ีไดจากการยอยดวยทริปซิน O’Sullivan et al, (2017) 
รายงานวา bovine lung hydrolysates ท่ีไดจากการยอยดวยปาเปนแสดงความสามารถในการยับยั้งการ
อักเสบโดยการลดการสราง IL-6, IL-1 β, และ NO ในเซลล RAW264.7 และ IL-2 ในเซลล Jurkat T cells 
แตอยางไรก็ตามการลดลงของสารกอการอักเสบดังกลาวดูเหมือนจะเปนผลมาจากพิษของเปปไทด ตอเซลล 
Phosri et al, (2017) และ Jangpromma et al, (2017) รายงานวา crocodile Hb สามารถยังยั้งการ
อักเสบไดดวยการกดการแสดงออกของ nitric oxide synthase (NOS) สงผลใหเกิดการลดการสราง NO และ
กดการแสดงออกของ inducible nitric oxide synthase (iNOS) นอกจากนี้ Lueangsakulthai et al, 
(2018) ยังแสดงใหเห็นวา hemoglobin hydrolysate ท่ีไดจากการยอยดวยเปปซินสามารถยับยั้งการอักเสบ
โดยการลดการสราง pro-inflammatory cytokines และ cytokine mediator เชน NO, IL-6, IL-1β และ 
PGE2 ซ่ึงในทํานองเดียวกันงานวิจัยนี้แสดงใหเห็นวา 2h-CHHp แสดงความสามารถดีท่ีสุดในการยับยั้งการ
สราง IL-6 (25.73 pg/ml) เม่ือเปรียบเทียบกับ LPS, 4h-CHHp, 6h-CHHp และ 8h-CHHp ซ่ึงสามารถยับยั้ง
การสราง IL-6 ไดคิดเปน 28.36, 26.60 and  29.84 pg/ml ตามลําดับ (รูปท่ี 4.39A) แตเปนท่ีนาสังเกตวา 
4h-CHHt, 6h-CHHt และ 6h-CHHp สามารถลดการสราง IL-10 ประมาณ 90.41, 91.52 and 87.07 
pg/ml เม่ือเปรียบเทียบกับ LPS (รูปท่ี 4.39B) ในขณะท่ี 2h-CHHp สามารถวัดปริมาณ IL-10 (109.30 
pg/ml) ไดไมตางกันอยางมีนัยสําคัญกับ LPS จากผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวา CHH ท่ีไดจากการยอยดวย
ปาเปนแสดงความสามารถดีท่ีสุดในการลดการอักเสบ และ 2h-CHHp แสดงความสามารถในการลดการ
อักเสบโดยปราศจากความเปนพิษตอเซลล RAW 264.7 และมีความสามารถในการลดการสราง IL-6 ซ่ึงเปน
สารตัวกลางในการกระตุนใหเกิดการสราง Inflammatory biomarkers ท่ีสงผลใหการอักเสบ ในขณะท่ี IL-
10 เปน anti-inflammatory cytokine ท่ีสงเสริมใหเกิดการยับยั้งการอักเสบ นอกจากนี้ยังพบวา IL-6 ยัง
เหนี่ยวนําใหเกิดการแสดงออกของปจจัยตางๆ ท่ีสงผลยับยั้งการอักเสบ เชน IL-1R antagonist, soluble 
TNF receptors, IL-10, glucocorticoids, protease inhibitors (เชน tissue inhibitor ของ 
metalloproteinase-1), และการกดการสงสัญญาณของ cytokine (SOCS)3 proteins (Ahmed et. al., 
2000) เม่ือ IL-6 ลดลงจะสงผลใหเกิดการลดการสราง IL-10 ดังนั้นหากสามารถลดการสราง IL-6 ก็จะสงผล
ใหสามารถชะลอหรือบรรเทาการอักเสบได (Mao et. al., 2011) ผลการทดลองท้ังหมดท่ีกลาวมาในงานวิจัยนี้
แสดงใหเห็นวาการยังยั้งการอักเสบของ CHH อาจจะเก่ียวของกับ JAK/STAT pathway โดยพิจารณาจาก
ความสามารถในการลด pro-inflammatory cytokine (Yoshimura et. al., 2005) 
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รูปที่ 4.38 แสดงฤทธิต์านการอักเสบ ผานการยับยั้งการสรางไนตริกออกไซดของโปรตีนไฮโดรไลเซทจากเลือด 

จระเขท่ียอยดวยเอนไซมทริปซินและปาเปน (A) และการทดสอบความเปนพิษของโปรตีนไฮโดรไล
เสทตอเซลลเพาะเลี้ยง RAW 264.7 (B) 
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รูปที่ 4.39 แสดงฤทธิ์การสรางสารสื่อการอักเสบ IL-6 (A) และ IL-10 (B) ของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเลือด    
             จระเขท่ียอยดวยเอนไซมทริปซินและปาเปน 
 
 



161 

4.10  ผลการวิเคราะหองคประกอบของกรดอะมิโนในโปรตีนฮีโมโกลบินไฮโดรไลเสทจากจระเขสยาม 

 องคประกอบของกรดอะมิโนเปนลักษณะอยางหนึ่งของโปรตีน CHH ท่ีไดจากการยอยดวยทริปซิน

ท่ี 4 ชั่วโมง (4h-CHHt) และ CHH ท่ีไดจากการยอยดวยปาเปนท่ี 2 ชั่วโมง (2h-CHHp) ซ่ึงมีความสามารถใน

การตานอนุมูลอิสระและตานการอักเสบไดดีกวาการยอยดวยเวลาอ่ืนๆ ไดนํามาศึกษาตอเนื่อง ในแงของ

องคประกอบของกดอะมิโน ผลการทดลองพบวา 4h-CHHt ประกอบไปดวยกรดอะมิโน 10 ชนิด ซ่ึงประกอบ

ไปดวย Thr, Gly, Cys, Val, Ile, Leu, Tyr, Phe, His และ Lys ซ่ึงคิดเปน 61.11, 179.96, 32.76, 67.21, 

137.30 and 101.24 µmol/l ตามลําดับ ในขณะท่ี 2h-CHHp ประกอบไปดวยกรดอะมิโน 15 ชนิดซ่ึง

ประกอบไปดวย Thr, Glu, Pro, Gly, Ala, Cys, Val, Met, Ile, Leu, Tyr, Phe, His, Orn และ Lys ซ่ึงคิด

เปน 32.96, 66.94, 400.44, 276.62, 594.30, 24.93, 294.25, 28.36, 77.07, 563.54, 143.83, 246.75, 

259.23, 38.97 and 103.06 µmol/l ตามลําดับ (ตารางท่ี 4.33) ผลการวิเคราะหองคประกอบกรดอะมิโนใน 

4h-CHHt และ 2h-CHHp แสดงใหเห็นวาการยอยดวยปาเปนมีปริมาณและความหลากหลายของกรดอะมิโนท่ี

มากกวาการยอยดวยทริปซิน จากการศึกษาท่ีผานมาพบวาโปรตีนไฮโดรไลเซทท่ีมีฤทธิ์ตาน อนุมูลอิสระท่ีได

จากการยอยดวยปาเปนและทริปนั้นจะมี Pro, Ala, Leu, Tyr, Phe, Cys, Gly, His และ Val เปน

องคประกอบจํานวนมาก (Jun et. al., 2004; Je et. al., 2007; Kim et. al., 2007; Ren et. al., 2008;  Ao 

and Li et. al., 2012; Feng et. al., 2017) ซ่ึงกรดอะมิโนเหลานี้เปนกรดอะมิโนหลักท่ีพบใน CHH ท่ีไดจาก

การยอยดวยปาเปน ความสามารถในการตานอนุมูลอิสระและตานการอักเสบของโปรตีนท่ีไดจากการยอยดวย

ปาเปนอาจเปนผลมาจากกรดอะมิโนท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิสระ และ thiol groups ท่ีเปนองคประกอบใน

โมเลกุล จากผลการศึกษาโดย Qian et. al, (2008) ซ่ึงรายงานวา Ile, His, Tyr, Pro และ Lys เปนกรดอะมิ

โนท่ีมีความสามารถในการใหอิเล็กตรอนในโปรตีนไฮโดรไลเซท นอกจากนี้เปปไทดท่ีมี His และ Tyr เปน

องคประกอบยังถูกรายงานวามีความสามารถในการตาน lipid peroxidation (Moure et. al., 2006) ท่ีมาก

ไปกวานั้นกรดอะมิโนท่ีมีความไมชอบน้ํา เชน Leu, Phe, Val และ Ile รวมไปถึงกรดอะมิโนท่ีมีประจุบวก เชน 

Lys, Arg และ His สามารถแสดงบทบาทสําคัญในเปปไทดเพ่ือตานการอักเสบไดอีกดวย (Vogel et. al., 

2012; Nan et. al., 2007; Kovacs-Nolan et. al., 2012; Chatterton et. al., 2013; Majumder et. al., 

2013; Kwak et. al., 2016) 
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  ตารางที ่4.33 แสดงปริมาณกรดอะมิโนท่ีเปนองคประกอบในโปรตีนไฮโดไลเสทจากฮีโมโกลบินจระเขสยาม 

Amino acid (µmol/l) 
Sample 

4h-CHHt 2h-CHHp 

L-Aspartic (Asp) - - 

L-Threonine (Thr) 9.74 32.96 

L-Serine (Ser) - - 

L-Glutamic (Glu) - 66.94 

L-Proline (Pro) - 400.44 

L-Glycine (Gly) 48.91 276.62 

L-Alanine (Ala) - 594.30 

L-Cystine (Cys) 15.14 24.93 

L-Valine (Val) 174.45 294.25 

L-Methionine (Met) - 28.36 

L-Isoleucine (Ile) 61.11 77.07 

L-Leucine (Leu) 179.96 563.54 

L-Tyrosine (Tyr) 32.76 143.83 

L-Phenylalanine (Phe) 62.71 246.75 

L-Histidine (His) 137.30 259.23 

L-Ornitine (Orn) - 38.97 

L-Lysine (Lys) 101.24 103.06 

L-Arginine (Arg) - - 
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บทที ่5 
ผลและอภปิรายผลการวจิยัของสตัวสะเทินน้าํสะเทนิบกและสตัวขอปลอง 

 
5.1 ผลการวเิคราะหการเปลีย่นแปลงของยีนของปอดกบนาดวยเทคนิคทรานสคริปโตมิกส (transcriptomic)   

จากการศึกษาเนื้อเยื่อของปอดกบนาโดยการทํา RNA-sequencing สามารถวิเคราะหจํานวน transcript 
ไดท้ังหมด 105,228 และจํานวน unigene ไดท้ังหมด 69,648 ดังตารางท่ี 5.1 โดยมีความยาวรวมของ 
transcript และ unigene เทากับ 93,474,196 และ 73,220,678 เบส ตามลําดับ โดยมีความยาวเฉลี่ยของ 
transcript และ unigene เทากับ 888 และ 1,051 เบส ตามลําดับ แตเม่ือจําแนกจํานวนของ unigene ใน
แตละความยาวของจํานวนนิวคลีโอไทด ระหวางชวง 200-3000 เบส และความยาวมากกวา 3000 เบส พบวา
ในชวง 300-399 เบสจะมีจํานวนมากท่ีสุด คือ 19955 unigene จากนั้นจํานวน unigene 400-3000 เบส มี
แนวโนมลดหลั่นกันมาเรื่อยๆ แตความยาวของ unigene ท่ีมากกวา 3000 เบส มีจํานวนท้ังหมด 5500 
unigene แสดงดังรูปท่ี 5.1 

 
ตารางที่ 5.1 แสดงจํานวน Transcript และ Unigene จากเนื้อเยื่อปอดของกบนาจากการทํา RNA-   
               sequencing  

Total 
Number  

total 
Length 

Mean 
Length N50  N70 N90 

GC 
(%) 

105,228a 93,474,196 888 1,975 917 299 44.47 
69,648b 73,220,678 1,051 2,141 1,088 375 44.55 

aขอมูลรายละเอียดของ transcript  
bขอมูลรายละเอียดของ unigene 
 

 
รปูที ่5.1 แสดงจํานวน unigene ในแตละชวงความยาว 
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เม่ือนํา unigene ท้ังหมดมาเปรียบเทียบกับ 7 ฐานขอมูล เพ่ือระบุชื่อและหนาท่ีในเซลล 
ประกอบดวย Nt (NCBI nucleotide sequences), NR (NCBI non-redundant protein sequences), GO 
(Gene Ontology), COG (Clusters of Orthologous Groups), KEGG Orthology Swissprot และ 
InterPro จากผลดังตารางท่ี5.2 พบวา จากท้ังหมด 69,648 unigene ท่ีวิเคราะหไดจากฐานขอมูล Nr-
Annotated ระบุไดมากท่ีสุดคือ 28,304 unigene โดยคิดเปน 40.64% และฐานขอมูล COG Annotated 
ระบุไดนอยท่ีสุดคือ 10,170 unigene โดยคิดเปน 14.6% และ unigene ท่ีระบุไดรวมกันในแตละฐานขอมูล
ไดแสดงในรูป Venn diagram ดังแสดงในรูปท่ี 5.2  
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         ตารางที ่5.2 แสดงจํานวน unigene หลังจากจัดจําแนกตามหนาท่ีในแตละฐานขอมูลแลว  
Values Total Nr- 

Annotated 

Nt- 

Annotated 

Swissprot- 

Annotated 

KEGG- 

Annotated 

COG- 

Annotated 

Interpro- 

Annotated 

GO- 

Annotated 

Overall 

Number 69,648 28,304 26,375 25,345 23,278 10,170 23,056 11,602 33,383 

Percentage 100% 40.64% 37.87% 36.39% 33.42% 14.60% 33.10% 16.66% 47.93% 
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เม่ือใชฐานขอมูล Nr-Annotated แสดงการกระจายตัวของจํานวน unigene ของกบนา พบวา 
unigene ของกบนามีความคลายกับ Xenopus tropicalis มากท่ีสุด คือ 57.53% รองลงมาคือ Xenopus 
laevis 13.2% และ Rana catesbeiana 1.94% ตามลําดับ เหตุท่ี Xenopus tropicalis สามารถระบุไดมาก
ท่ีสุดเพราะมีฐานขอมูลของยีนและการศึกษายีนใน Xenopus tropicalis มาก (รูปท่ี 5.3) นอกจากนี้ยั้งใช 
ฐานขอมูลอ่ืน คือ COG Gene Ontology และ KEGG เพ่ือระบุ unigene จากนั้นแจกแจงจํานวนของ 
unigene ในแตละหนาท่ีของการทํางานในเซลลตามหลักเกณฑการแบงของแตละฐานขอมูล ซ่ึงสามารถแบง
หนาท่ี unigene โดยอาศัยฐานขอมูล COG ไดดังแสดงในรูปท่ี 5.4 และแบงหนา unigene โดยอาศัย
ฐานขอมูล  Gene Ontology ไดดังแสดงในรูปท่ี 5.5 สําหรับการแบงหนา unigene โดยอาศัยฐานขอมูล 
KEGG แสดงดังรูปท่ี 5.6 

 

 
 
รูปที่ 5.2 Venn diagram แสดงจํานวน unigene ท่ีระบุดวยแตละฐานขอมูล NR, COG, KEGG, Swissprot 

และ Interpro 
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รปูที ่5.3 แสดงรอยละของฐานขอมูลในแตละสิ่งมีชีวิตท่ีนํามาอางอิงในการระบุ Unigene 
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รปูที ่5.4 การจําแนก unigene ท่ีระบุได ตามหนาท่ีโดยอาศัยฐานขอมูล COG 
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รปูที ่5.5 การจําแนก unigene ท่ีระบุไดดวย ฐานขอมูล Gene Ontology ตามหนาท่ี 
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รปูที ่5.6 การจําแนก unigene ท่ีระบุไดดวย ฐานขอมูล KEGG ตามหนาท่ี 

 
5.2 การศึกษาการแสดงออกของยนีคาเธลซิดิินในกบนา 

5.2.1 การหาลาํดบันวิคลโีอไทดของยนีคาเธลซิิดนิของกบนา 

ทําการเก็บปอดและตับจากกบนาแลวสกัด total RNA เม่ือตรวจสอบคุณภาพของ total RNA ท่ี
ไดจากการสกัดดวยเทคนิค Agarose gel electrophoresis พบวา total RNA ท่ีไดท้ังจากปอดและตับของกบ
นามีคุณภาพอยูในระดับท่ีสามารถนําไปใชในการศึกษาข้ันตอนถัดไปได (รูปท่ี 5.7) จากนั้นนํา total RNA ของ
ปอดและตับของกบนามาใชสําหรับการสังเคราะห cDNA เพ่ือตรวจหาการแสดงออกของยีนคาเธลิซิดินดวย
เทคนิค RT-PCR โดยใชไพรเมอรท่ีออกแบบจากลําดับนิวคลีโอไทดท่ี conserve ของยีนคาเธลิซิดินของ R. 
catesbiena (rcCATH-f) รวมกับ Oligod(T) primer เม่ือตรวจสอบ PCR product ดวย agarose gel 
electrophoresis พบแถบ PCR product ขนาด 400 bp (รูปท่ี 5.8) ซ่ึงมีขนาดใกลเคียงกับยีนคาเธลิซิดิน
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จากกบอ่ืนๆ จากผลการทดลองแสดงไดชัดเจนวามีการแสดงออกของยีนคาเธลิซิดินท้ังในปอดและตับของ    
กบนา  

 
 

รปูที ่5.7 ผลของการสกัด total RNA จากปอด (1 และ 2) และตับ (3 และ 4) ของกบนา 
 

                  
 
รูปที่ 5.8 ผลการศึกษาการแสดงออกของยีนคาเธลิซิดินในปอด (1) และตับ (2) ของกบนาดวย rcCATH-f 

primer และ Oligod(T) primer 
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เพ่ือปองกันความคลาดเคลื่อนของลําดับนิวคลีโอไทดจึงทําการเลือกเฉพาะตัวอยาง cDNA จาก
ปอดของกบนาเทานั้นมาใชในการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนคาเธลิซิดิน โดยใชไพรเมอรท่ีออกแบบจาก
ลําดับนิวคลีโอไทดท่ี conserve ของยีนคาเธลิซิดินของ R. catesbiena rcCATH-f และ rcCATH-r primer 
โดยจากผล agarose gel electrophoresis พบแถบ PCR product ขนาด 300 bp ซ่ึงตรงกับขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอท่ีคาดการณไวจากการจับของไพรเมอรท้ังสอง จึงทําการตัดแถบดีเอ็นเอดังกลาวเพ่ือสงหาลําดับ         
นิวคลีโอไทด (รูปท่ี 5.9) ผลการหาลําดับนิวคลีโอไทดจากแถบดีเอ็นเอดังกลาวแสดงผลดังรูปท่ี 5.10 และ 
5.11 ซ่ึงพบวาลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดตรงกับลําดับนิวคลีโอไทดของคาเธลิซิดินท่ีมีรายงานในฐานขอมูล 

 

 
รูปที่ 5.9 ผลการทํา RT-PCR ดวยไพรเมอรท่ีออกแบบจากบริเวณ conserve domain ของยีนคาเธลิซิดินจาก 

R. catesbiena (rcCATH-f primer และ rcCATH-r primer) 
 

 
รูปที่ 5.10 ผลการหาลําดับนิวคลีโอไทดจากแถบดีเอ็นเอขนาด 300 bp จากการทํา RT-PCR ดวยไพรเมอร 

rcCATH-f primer 
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รูปที่ 5.11  ผลการหาลําดับนิวคลีโอไทดจากแถบดีเอ็นเอขนาด 300 bp จากการทํา RT-PCR ไพรเมอร 

rcCATH-r primer 
 

จากนั้นทําการออกแบบไพรเมอรท่ีจําเพาะจากลําดับนิวคลีโอไทดของยีนคาเธลิซิดินของกบนา 
เพ่ือท่ีจะหาลําดับนิวคลีไทดของยีนคาเธลิซิดินทางดาน 3’ ดวยการทํา 3’-RACE-PCR ดวยไพรเมอร 
frogCATH34-f primer และ Oligod(T) primer (รูปท่ี 5.12) เม่ือตรวจสอบดวย agarose gel 
electrophoresis ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 800 bp 600 bp และ 450 bp จากผลการหาลําดับ                
นิวคลีโอไทดของ PCR product ท้ัง 3 แถบดีเอ็นเอ พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของแถบดีเอ็นเอขนาด 800 bp 
ตรงกับลําดับนิวคลีโอไทดของคาเธลิซิดินจากผลการทดลองกอนหนานี้ (รูปท่ี 5.13) อีกท้ังมีลําดับนิวคลีโอไทด
ท่ีสอดคลองกับลําดับนิวคลีโอไทดของคาเธลิซิดินท่ีพบฐานขอมูล ทําใหทราบลําดับนิวคลีโอไทดของยีนคาเธลิซิ
ดินจากปอดกบนา ขนาด 786 bp (รูปท่ี 5.14) 

 

 
 

รปูที ่5.12 ผลของการทํา 3’-RACE-PCR ดวยไพรเมอร frogCATH34-f primer และ Oligod(T) primer 
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รปูที ่5.13 ผลการหาลําดับนิวคลีโอไทดยีนคาเธลิซิดินของกบนาดวยไพรเมอร frogCATH34-f primer 
 

 
     รูปที่ 5.14 ผลการแปลงลําดับนิวคลีโอไทดยีนคาเธลิซิดินเปนลําดับกรดอะมิโนของเปปไทดคาเธลิซิดินของ

กบนา (แถบสีเทา) signal peptide (ขีดเสนใต) และ stop codon (ตัวอักษรสีแดง) 
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5.2.2 การวเิคราะหลาํดบักรดอะมโินของเปปไทดคาเธลซิดินิของกบนา  

จากภาพการแปลงลําดับนิวคลีโอไทดของยีนคาเธลิซิดินสามารถ encode ใหลําดับกรดอะมิโน 
157 หนวย เม่ือนําลําดับกรดอะมิโนไปวิเคราะหดวย ExPASy คาเธลิซิดินของกบนามีขนาด 17.97 kDa และมี
คา pI เทากับ 6.59  ผลการวิเคราะดวย SignalP 4.0 Server แสดงสวนของ signal peptide บริเวณกรด         
อะมิโนลําดับท่ี 1 ถึง 20 (รูปท่ี 5.14) และสวนของเปปไทดคาเธลิซิดินทางดาน C-terminal ความยาว 29 
หนวย (Theoretical pI/Mw: 10.86/3177.75  Da)  

 จากผลการทํา alignment พบวาคาเธลิซิดินของกบนา (cathelicidin-RT) มีความเหมือนกับ 
cathelicidin-PY1 precursor (Nanorana yunnanensis) 62% มีความเหมือนกับ cathelicidin-RC2 
preproprotein ของ R. catesbeiana 54% มีความเหมือนกับ cathelicidin-BG (Bufo gargarizans) และ 
cathelicidin-DM (Duttaphrynus melanostictus) 41% และ 39% ตามลําดับ (รูปท่ี 5.15) จะเห็นไดวา
ทางดาน N-terminal cathelin domain จะมีลักษณะ conserve อยางมาก โดยเฉพาะลําดับกรดอะมิโนท่ีมา
จากสปชี่สท่ีใกลเคียงกัน แตดาน C-terminal cathelicidin domain แสดงใหเห็นถึงความผันแปรของลําดับ
กรดอะมิโน จากผลการเปรียบเทียบความสัมพันธของลําดับกรดอะมิโนของคาเธลิซิดินสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก 
(รูปท่ี 5.16) สามารถแบงออกไดเปน 3 cluster โดย cluster I ประกอบดวย cathelicidin-RC1 
cathelicidin-RC2 cathelicidin-PY cathelicidin-PP (Polypedates puerensis)  และ cathelicidin-RT 
cluster II ประกอบดวย cathelicidin-BG และ cathelicidin-DM และ cluster III ซ่ึงเปนคาเธลิซิดินท่ีมี
ลําดับกรดอะมิโนแตกตางจากคาเธลิซิดินอ่ืนๆ คือ cathelicidin-AL (Amolops loloensis) 

 

 
รูปที่ 5.15 ผลการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของคาเธลิซิดินของกบนา (cathelicidin-RT) กับคาเธลิซิดิน

ของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกอ่ืนๆ 
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รูปที่ 5.16 ผลการวิเคราะห phylogenetic tree ลําดับกรดอะมิโนของคาเธลิซิดินของกบนา (cathelicidin-

RT) กับคาเธลิซิดินของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกอ่ืนๆ 
 

เม่ือนําลําดับกรดอะมิโนของ cathelicidin-RT มาทํานายโครงสรางตติยภูมิดวยโปรแกรม I-
TASSER server โครงสรางสามมิติโดยท่ัวไปมีลักษณะเหมือนกันคาเธลิซิดินอ่ืนๆ ท่ีมีการศึกษาโครงสราง           
สามมิติมาแลว โดยเฉพาะสวน N-terminal cathelin domain ท่ีมีลักษณะ conserve แตเนื่องจาก          
C-terminal cathelicidin domain ของแตละสปชี่สนั้นมีความแตกตางกัน ทําใหโครงสรางของ 

cathelicidin-RT ประกอบ α-helix 1 สาย และ β-strand 4 สาย อีกท้ังพันธะไดซัลไฟด 2 พันธะ         
(รูปท่ี 5.17) 

      จากลําดับกรดอะมิโนของ cathelicidin-RT ซ่ึงแสดงสวนของเปปไทดคาเธลิซิดิน 29 amino 
acid residue ทําใหได mature peptide มีลําดับกรดอะมิโนคือ PCR29 ; NH2-PCRGIFCRTGS 
RSPIAKPSKDNLVRMSLS-COOH และเม่ือนําลําดับกรดอะมิโนของเปปไทด PCR29 มาทํานายโครงสราง                              
ทุติยภูมิ ดวยโปรแกรม PEP-FOLD server (รูปท่ี 5.18) จะเห็นไดวาเปปไทด PCR29 มีลักษณะโครงสรางเปน

แบบ β-loop-β motif อยางไรก็ตามผลจากการนําลําดับกรดอะมิโนของ cathelicidin-RT มาวิเคราะห
บริเวณท่ีสามารถเปน antimicrobial peptide ดวย Antimicrobial Sequence Scanning System พบวา
ลําดับกรดอะมิโนบริเวณ NH2-PCRGIFCRTGSR-COOH (PCR12) และ NH2-LTKTSRVKRSNR-COOH 
(LT12) มีลักษณะของ bactericidal stretches ดวย 13% และ 3% probability ตามลําดับ (รูปท่ี 5.19) 
โดยท่ี PCR12 แสดงโครงสรางแบบ random coil structure ในขณะท่ี LT12 แสดงลักษณะโครงสรางแบบ 

α-helix (รูปท่ี 5.20) อยางไรก็ตามเปปไทดท่ีมีลักษณะโครงสรางเปนแบบ α-helix นั้นมีแนวโนมในการเปน
โครงสรางทุติยภูมิของ antimicrobial peptide ดังนั้นจึงไดทําการสั่งสังเคราะหเปปไทดท้ังสามเพ่ือนํามา
ทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของจุลินทรียตอไป  
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รูปที่ 5.17 ผลการทํานายโครงสรางสามมิติคาเธลิซิดินของกบนา (cathelicidin-RT) ดวย I-TASSER program 

signal peptide (สีแดง) cathelin domain (สีน้ําเงิน) cathelicidin (สีเขียว) 
 

 
 

รูปที่ 5.18 ผลการทํานายโครงสรางทุติยภูมิของเปปไทดคาเธลิซิดินของกบนา (PCR29) ดวย PEP-FOLD 
program 

 
รูปที่ 5.19 ผลการวิเคราะหบริเวณของลําดับกรดอะมิโนของคาเธลิซิดินของกบนา (cathelicidin-RT) ท่ีคาดวา

จะเปน Antimicrobial peptide 
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รูปที่ 5.20 ผลการทํานายโครงสรางทุติยภูมิของเปปไทดคาเธลิซิดินของกบนา (PCR12 และ LT12) ดวย PEP-

FOLD program 
 

5.2.3 การออกแบบเปปไทดใหมีฤทธิ์การตานจุลินทรียที่ดีขึ้นโดยใชเปปไทดคาเธลิซิดินจากกบนาเปน 

     แมแบบ 

ลําดับของกรดอะมิโนของเปปไทด PCR12 และ LT12 ถูกใชเปนเปปไทดเสนแมแบบในการ
ออกแบบเปปไทดใหมีฤทธิ์การตานจุลินทรียสูงข้ึน การเปลี่ยนกรดอะมิโนบางชนิดในเสนอาศัย Helical 
wheel diagram ของเปปไทด PCR12 (รูปท่ี 5.21) และ LT12 (รูปท่ี 5.22)  เพ่ือเลือกตําแหนงท่ีนาสนใจเพ่ือ
ทําการเปลี่ยนแปลง เนื่องจากเปปไทด PCR12 มีประจุสุทธิท่ีต่ําคือ 3 (ตารางท่ี 5.3) จึงทําการออกแบบใหมี
ประจุสุทธิเพ่ิมสูงข้ึน และเปปไทด LT12 มีเปอรเซ็นต hydrophobicity ท่ีต่ํา จึงทําการออกแบบใหมี
เปอรเซ็นต hydrophobicity เพ่ิมสูงข้ึน (ตารางท่ี 5.3) อีกท้ังใหเปปไทดมีโครงสรางทุติยภูมิท่ีเหมาะสมยิ่งข้ึน 
(รูปท่ี 5.23 และ 5.24) จากผลการออกแบบเปปไทด พบวาการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนเพียง 4 residue ของ

เปปไทด PCR12 สามารถทําใหประจุสุทธิเพ่ิมข้ึนเปน 6 อีกท้ังมีโครงสรางทุติยภูมิในรูปแบบของ α-helix 
structure ท่ีสมบูรณมากยิ่งข้ึน เลือกเปปไทดท่ีมีความเปนไดสูงท่ีนาจะมีฤทธิ์การตานจุลินทรียท่ีดีข้ึน โดย

อาศัยคา ΔGtransfer ท่ีต่ําท่ีสุด และคา SVMACP Prob ท่ีสูงท่ีสุดของเปปไทดท่ีทําการออกแบบ ทําใหไดเปป
ไทด PCR12mod6 และ LT12mod2 มาใชศึกษาฤทธิ์การตานจุลินทรียเปรียบเทียบกับเปปไทด PCR12 และ 
LT12 เสนแมแบบ 

 
รปูที ่5.21 Helical wheel diagram ของเปปไทด PCR12s  
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รปูที ่5.22 Helical wheel diagram ของเปปไทด LT12s 
 

 
รปูที ่5.23 โครงสรางทุติยภูมิ ของเปปไทด PCR12s  
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รปูที ่5.24 โครงสรางทุติยภูมิ ของเปปไทด LT12s 

 
 
ตารางที่ 5.3 การออกแบบเปปไทดใหมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรียท่ีดีข้ึนโดยใชเปปไทด 

PCR12 และ LT12 ของกบนาเปนแมแบบ 
5.2.4  ศึกษาคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรียของเปปไทดคาเธลิซิดินของกบนา 

Name Peptide sequence 

% 

hydropho-

bicity 

Net 

charge 

Depth  

(Å) 

ΔGtransfer 

(kcal/mol) 

SVMACP 

Prob 

PCR12 template PCRGIFCRTGSR 33% +3 0.7 ± 1.5 -2.6 0.5394 

PCR12mod1 PCRKIFCRTGKR 33% +5 2.7 ± 0.5 -5.4 0.6528 

PCR12mod2 PCRKIFCRTWKR 41% +5 1.5 ± 0.4 -3.1 0.8172 

PCR12mod3 PCRKIFCRWGKR 41% +5 4.8 ± 1.2 -4.3 0.7860 

PCR12mod4 PCRKIFKRWGKR  33% +6 2.4 ± 0.4 -5.1 0.7857 

PCR12mod5 KCRKIFCRWGKR 41% +6 3.2 ± 1.3 -4.1 0.7231 

PCR12mod6 PCRKIFCRWKKR 41% +6 5.0 ± 0.2 -5.5 0.8489 

LT12 template LTKTSRVKRSNR 16% +5 4.9 ± 2.0 -3.4 0.4003 

LT12mod1 LTKWSRWKRSWR 33% +5 3.1 ± 1.1 -4.4 0.8138 

LT12mod2 LKKWSRWKRSWR 33% +6 4.4 ± 0.3 -5.9 0.8198 

LT12mod3 LKKWSRWKRWWR 41% +6 2.0 ± 2.0 -2.6 0.7817 

LT12mod4 LKKWSRWKRKWR 33% +7 1.8 ± 1.6 -2.5 0.8007 

LT12mod5 LKKWWRWKRSWR 41% +6 3.3 ± 1.8 -3.4 0.7823 

LT12mod6 WKKWSRWKRSWR 33% +6 1.4 ± 2.0 -2.8 0.7546 
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เปปไทด PCR29 PCR12 และ LT12 ท่ีไดจากการสังเคราะหถูกนํามาทดสอบความสามารถใน
การยับยั้งการเจริญของจุลินทรียเบื้องตน โดยวิธี broth dilution assay พบวามีเพียงเปปไทด PCR29 ท่ี
สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis TISTR124 และ E. faecalis TISTR927 โดยสามารถ
ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อดังกลาวไดถึง 50% เปปไทด PCR12 มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ
เชื้อแบคทีเรีย S. aureus TISTR746 และ E. faecalis TISTR927 ไดเพียง 10% ในขณะท่ีเปปไทด LT12 มี
ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ C. albicans TISTR5554 ไดเพียง 10% (รูปท่ี 5.25) นอกจากนี้
เปปไทด PCR29 PCR12 และ LT12 ไมสามารถยั้บยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อท่ีแยกไดจากผิวกบนาได (รูปท่ี 
5.26) สวนเปปไทดท่ีไดทําการออกแบบ พบวา PCR12mod6 สามารถยับยั้งการเจริญไดดีตอเชื้อ                    

B. megaterium TISTR067 E. coli DH5α และเชื้อกอโรคในสัตวน้ํา เชน A. hydrophila TISTR1321 และ          
S. derby DMST16881 โดยมีเปอรเซ็นตการยั้บยั้งอยูในชวง 60-90% (รูปท่ี 5.27) ในขณะท่ีเปปไทด 

LT12mod2 สามารถยับยั้งการเจริญไดดีตอเชื้อ B. cereus TISTR1449 E. coli DH5α และ A. hydrophila 
TISTR1321 โดยมีเปอรเซ็นตการยั้บยั้งอยูในชวง 60-90% (รูปท่ี 5.27) อยางไรก็ตามพบวาเปปไทดท่ีไดจาก
การออกแบบมีแนวโนมในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อไดดีกวาเปปไทดเสนแมแบบ  
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รูปที่ 5.25 ผลการทดสอบการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรียของเปปไทด PCR29 PCR12 และ LT12 

แสดงผลการวัดคา OD600nm (A) และคาเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญเติบโต (B)  
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รูปที่ 5.26 ผลการทดสอบการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรียท่ีแยกไดจากผิวกบนาของเปปไทด PCR29 

PCR12 และ LT12 
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รูปที่ 5.27 ผลการทดสอบการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรียของเปปไทด PCR12mod6 และ LT12mod2 

แสดงผลการวัดคา OD600nm (A) และคาเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญเติบโต (B) 
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5.3 ผลการวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของยีนของตอมน้ําพิษตอหัวเสือดวยเทคนิคทรานสคริปโตมิกส 

(transcriptomic)   

จากการศึกษาตอมน้ําพิษตอหัวเสือโดยการทํา RNA-sequencing สามารถวิเคราะหจํานวน transcript 
ไดท้ังหมด 70,690 และจํานวน unigene ไดท้ังหมด 47,977 ดังตารางท่ี 5.4 โดยมีความยาวรวมของ 
transcript และ unigene เทากับ 55,313,195 และ 42,874,455 เบส ตามลําดับ โดยมีความยาวเฉลี่ยของ 
transcript และ unigene เทากับ 782 และ 893 เบส ตามลําดับ แตเม่ือจําแนกจํานวนของ unigene ในแต
ละความยาวของจํานวนนิวคลีโอไทด ระหวางชวง 300-3000 เบส และความยาวมากกวา 3000 เบส พบวา
ในชวง 300-399 เบสจะมีจํานวนมากท่ีสุด คือ 14,986 unigene จากนั้นจํานวน unigene 400-3000 เบส มี
แนวโนมลดหลั่นกันมาเรื่อยๆ แตความยาวของ unigene ท่ีมากกวา 3000 เบส มีจํานวนท้ังหมด 2,451 
unigene แสดงดังรูปท่ี 5.28 

 

ตารางที่ 5.4 แสดงจํานวน Transcript และ Unigene จากตอมน้ําพิษตอหัวเสือจากการทํา RNA-
sequencing  

Total 
Number  

total 
Length 

Mean 
Length N50  N70 N90 

GC 
(%) 

70,690a 55,313,195 782 1,525 732 282 35.9 
47,977b 42,874,455 893 1,703 870 323 36.22 

aขอมูลรายละเอียดของ transcript  
bขอมูลรายละเอียดของ unigene 
 

 
รปูที ่5.28 แสดงจํานวน unigene ในแตละชวงความยาว 
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เม่ือนํา unigene ท้ังหมดมาเปรียบเทียบกับ 7 ฐานขอมูล เพ่ือระบุชื่อและหนาท่ีในเซลล 
ประกอบดวย Nt (NCBI nucleotide sequences), NR (NCBI non-redundant protein sequences), GO 
(Gene Ontology), COG (Clusters of Orthologous Groups), KEGG Orthology Swissprot และ 
InterPro จากผลดังตารางท่ี 5.5 พบวา จากท้ังหมด 47,977 unigene ท่ีวิเคราะหไดจากฐานขอมูล Nr-
Annotated ระบุไดมากท่ีสุดคือ 27,837 unigene โดยคิดเปน 58.02% และฐานขอมูล GO Annotated 
ระบุไดนอยท่ีสุดคือ 5,554 unigene โดยคิดเปน 11.58% และ unigene ท่ีระบุไดรวมกันในแตละฐานขอมูล
ไดแสดงในรูป Venn diagram ดังแสดงในรูปท่ี 5.29 
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       ตารางที ่5.5 แสดงจาํนวน unigene หลังจากจัดจําแนกตามหนาท่ีในแตละฐานขอมูลแลว  
Values Total Nr- 

Annotated 

Nt- 

Annotated 

SwissProt- 

Annotated 

KEGG- 

Annotated 

COG- 

Annotated 

InterPro- 

Annotated 

GO- 

Annotated 

Overall 

Number 47,977 27,837 36,474 21,260 22,047 19,780 18,755 5,554 39,335 

Percentage 100% 58.02%% 76.02% 44.31% 45.95% 41.23% 39.09% 11.58% 81.99% 
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เม่ือใชฐานขอมูล Nr-Annotated แสดงการกระจายตัวของจํานวน unigene ของตอหัวเสือ พบวา 
unigene ของน้ําพิษตอหัวเสือมีความคลายกับ Polistes canadensis มากท่ีสุด คือ 33.21% รองลงมาคือ 
Polistes dominula 23.61% และ Lates calcarifer 3.17% ตามลําดับ เหตุท่ี Polistes dominula 
สามารถระบุไดมากท่ีสุดเพราะมีฐานขอมูลของยีนและการศึกษายีน Polistes dominula มาก (รูปท่ี 5.30) 
นอกจากนี้ยังใช ฐานขอมูลอ่ืน คือ COG Gene Ontology และ KEGG เพ่ือระบุ unigene จากนั้นแจกแจง
จํานวนของ unigene ในแตละหนาท่ีของการทํางานในเซลลตามหลักเกณฑการแบงของแตละฐานขอมูล ซ่ึง
สามารถแบงหนาท่ี unigene โดยอาศัยฐานขอมูล COG ไดดังแสดงในรูปท่ี 5.31 และแบงหนาท่ี unigene 
โดยอาศัยฐานขอมูล Gene Ontology ไดดังแสดงในรูปท่ี 5.32 สําหรับการแบงหนาท่ี unigene โดยอาศัย
ฐานขอมูล KEGG แสดงดังรูปท่ี 5.33 

 
รูปที่ 5.29 Venn diagram แสดงจํานวน unigene ท่ีระบุดวยแตละฐานขอมูล NR, COG, KEGG, Swissprot 

และ Interpro 
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รปูที ่5.30 แสดงรอยละของฐานขอมูลในแตละสิ่งมีชีวิตท่ีนํามาอางอิงในการระบุ Unigene 
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รปูที ่5.31 การจําแนก unigene ท่ีระบุได ตามหนาท่ีโดยอาศัยฐานขอมูล COG 
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รปูที ่5.32 การจําแนก unigene ท่ีระบุไดดวย ฐานขอมูล Gene Ontology ตามหนาท่ี 
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รปูที ่5.33 การจําแนก unigene ท่ีระบุไดดวย ฐานขอมูล KEGG ตามหนาท่ี 

 
5.4 การวเิคราะหโปรตนีในน้าํพิษตอหวัเสอืดวยเทคนคิโปรตโิอมิกส (Proteomics) 

สําหรับการศึกษาแบบแผนโปรตีนในน้ําพิษของตอหัวเสือ (Vespa affinis) ดวยเทคนิค SDS-PAGE 
และเทคนิค 2D-PAGE พบวากลุ มโปรตีนหลักมีขนาดประมาณ 45 32 26 kDa (รูปท่ี 5.34) ส วนการ
วิเคราะห น้ําพิษดวยเทคนิค 2D-PAGE พบวาโปรตีนส วนใหญ จะเปน basic proteins โดยมี pI อยู ระหวาง 
5 ถึง 10 และมีขนาดน้ําหนักอยู ระหวาง 27-50 kDa ดังรูป 5 . 3 5   
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รปูที ่5.34 แสดงแบบแผนโปรตีนของพ ิษตอหัวเสือ (V. affinis) โดยการวิเคราะหดวยเทคนิค SDS-PAGE 

 

 
 

รปูที ่5.35 แสดงแบบแผนโปรตีนของพิษต อหัวเสือ (V. affinis) โดยการวิเคราะหดวยเทคนิค 2D-PAGE 
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รปูที ่5.36 แสดงชนิดของโปรตีนท่ีเปนองคประกอบในน้ําพิษของตอหัวเสือ (V. affinis) 

 

จากผลการวิเคราะห spot โปรตีนดวยเทคนิค LC/MS-MS สามารถระบุชนิดของโปรตีนในน้ําพิษของ
ตอหัวเสือ ไดดังตารางท่ี 5.6 พบชนิดของโปรตีนกลุมสําคัญ ไดแก phospholipase (PLA) ในปริมาณสูงท่ีสุด
ถึงรอยละ 38 รองลงมาคือโปรตีน dipeptidyl peptidase รอยละ 13 โปรตีนแอนติเจน 5 (Ag 5) และ 
hyaluronidase (Hya) รอยละ 12 นอกจากนี้ยังพบโปรตีนอ่ืนๆ ท่ีไมสามารถระบุชนิดไดรอยละ 26 (รูปท่ี 
5.36) โดยพบวาโปรตีน phospholipase เปนโปรตีนสําคัญท่ีพบไดท่ัวไปในพิษของตัวตอ ซ่ึงผลการวิจัยครั้งนี้
สอดคลองกับ   ผลการศึกษาการแยกน้ําพิษของตอ Vespa basalis และ V. vulgaris (Ho et al.,1998) 
แสดงใหเห็นวาโปรตีนกลุมนี้เปนโปรตีนหลักท่ีสงผลตอความเปนพิษของน้ําพิษท่ีสามารถทําใหเหยื่อตายได 
จากการศึกษาท่ีผานมาพบวา โปรตีน phospholipase A เปนโปรตีนท่ีไมไดเชื่อมตอกับคารโบไฮเดรต (non-
glycosylated protein) และเปนโปรตีนท่ีมีบทบาทสําคัญในการกอภูมิแพและทําหนาท่ีเปนสารพิษหลักของ
พิษ เม่ือน้ําพิษเขาสูรางกายเหยื่อ โปรตีน phospholipase A จะมีการยายหมู acyl group ออกจากหมู 
phospholipid สงผลทําใหเกิดความเสียหายตอเยื่อหุมเซลล แลวนําไปสูภาวะเม็ดเลือดแดงแตกอยางรุนแรง 
และทําใหระบบการทํางานของหัวใจของเหยื่อเกิดความลมเหลว นอกจากนี้โปรตีนชนิดนี้ยังกอใหเกิดการ
รวมตัวของเกล็ดเลือด สงผลตอการหดตัวของกลามเนื้อเรียบและการกระตุนการเพ่ิมจํานวนเซลลอีกดวย 
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ตารางที่ 5.6 การระบุชนิดของโปรตีนในน้ําพิษตอหัวเสือดวยวิธี 2D-PAGE/LC-MS/MS 

Spots Match to Predicted high homologous molecules Scorea 
Theoretical 

MWb 
Experimental 

MW/pIc 
Partial sequence obtainedd  

2, 7 gi|110277461 
Dipeptidylpeptidase IV of Vespa 
basalis 

108.28 88.49/5.69 47/8.13 

R.FSNNGFNDVQR.V 
R.VIDKDNLDGILETQDGQNLSK.E 
R.YVIYDIELGGYDK.I 
R.NVQEILYLHYGEPGNLVDQYPTEVK
.I 
R.LTVIVDSSVMDDYIVSHYMLSPK.G 
K.TEIVWYNK.Y 
K.NLFFYK.Q 
R.FLLIGYDFQK.G 
K.WAPLTDDLIYILDNDIYYMR.F 

8 gi|74772895 
Hyaluronoglucosaminidase A or B 
(HyaluronidaseA or B) (Allergen Ves 
v2a or Ves v 2b) 

10.23 40.07/9.31 43/9.86 
K.INKDISIDLVR.K 

9, 10, 
16, 17 

gi|548449 
Phospholipase A1 2 (Allergen Dol m 
1.02) (Dol m 1) 

24.20 
33.781/8.9

2 
34/9.58 

R.NECVCVGLNAK.E 
R.LIGHSLGAQIAGFAGK.E 
K.LVPEEISFVLSTR.E 
R.LIGHSLGAHVSGFAGKK.V 
R.LIGHSLGAHVSGFAGK.R 
K.QECVCVGLNAK.K 

12 gi|549193 Antigen 5 30.20 23.11/8.91 27/10.18 
K.TKEIGCGSIK.Y 
K.YIENGWHR.H 

195 
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Spots Match to Predicted high homologous molecules Scorea 
Theoretical 

MWb 
Experimental 

MW/pIc 
Partial sequence obtainedd  

K.VGHYTQMVWAK.T 
K.FGISTKPNCGK.N 

aScore obtained after LC-MS/MS analysis. 
b Theoretical molecular weight (MW) obtained after LC-MS/MS analysis. 
c The experimental MW and pI of the protein spots were determined by the 2D platinum software (GE Healthcare). 
dDeduce peptide sequence obtained after LC-MS/MS with ClustalW2 (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). 
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Highlights 

-Proteomic analysis of WBC crocodile revealing cytoskeletal proteins and gene expression 

regulators are main up-regulated proteins both 1 and 24 hours after bacterial inoculation. 

-Cytoskeletal proteins may contribute WBC to phagocytosis while gene expression regulators 

would accelerate synthesis proteins of bacterialresistance. 

-Predominant serum proteins are down-regulated after bacterial inoculation which several of 

them playing a role in cell metabolism. 

Abstract  

Crocodiles have amazing innate immunity, because they have frequent injuries from fighting 

each other while living in pathogenic environments, but their wound healing recovery 

undergo rapidly and deaths from infectious diseases are rarely reported. Previously our 

observation found that RBC and WBC increase cell number around 2-folds after bacterial 
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inoculation 1 hour and whole blood cell was subjected to transcriptomic analysis to 

determine differentially expressed genes. The present study inoculated WBC and serum 

were performed proteomic analysis. In WBC analysis, 58 differentially expressed proteins 

(DEP) were up-regulated since 1h and other 51 DEPs also up -regulated at 24h when 

compared with 0h. Bothprotein groups had mainly biological function involving cell 

movement and gene expression regulators. This finding suggested that characteristic 

effective innate immune response in crocodile may accelerate WBCs movement via 

cytoskeletal protein to undergo phagocytosis along with preparing transcription machinery 

proteins to arrange the synthesis of bacteria-defense proteins. For serum analysis, 

predominant DEPs were down-regulated which those mainly played a role in metabolism 

and signal transduction, suggesting during inoculation crocodile try to be silent and decrease 

cell metabolism throughout the body for devoting energy to cope the pathogen. 

 

Introduction 

The innate immunity or non-specific immune system is the host defense mechanism 

against pathogen infection by accompanying functions of cell‐mediated innate immunity, 

physical and chemical barriers, and humoral innate immunity mechanisms for eradicating or 

slowing down pathogen growth or breakthrough. When a microbial pathogen infects the 

host, the innate immune system initiates detection by pattern-recognition receptors (PRRs). 

PRRs are host pathological detectors which screen microbial invaders (Kumar et al., 2011). 

Innate immunity has been intensively investigated in mammals, but in vertebrates like 

reptiles it is still limited although it is also important in the context of understanding the 

evolution of primitive creatures to humans. Reptiles have an amazing physiological barrier 

for preventing pathogen invaders including a special skin structure that forms a thick 

epidermis (Alibardi et al., 2007), mucous cuticles which mainly are mucopolysaccharides, 

glycoproteins, glycolipids and lipids (Riera Romo et al., 2016). In addition the mucosa is 

basically biochemical and has low pH, hydrolytic enzymes that are highly capable at killing 

invading pathogens. Furthermore, they can secrete microbicidal compounds, for instance 

lysozyme and a variety of antimicrobial peptides (AMPs) which are the remarkable proteins 

in innate immunity. The lysozyme protein is usually secreted accompanying mucus that has 

a capable lysis bacterial cell wall. The reptile family, in particular turtle lysozyme, can 

damage the cell walls of various bacteria, both Gram‐positive and Gram‐negative 

(Thammasiriak et al., 2006). AMPs, which are small proteins, are mainly effective by damaging 
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bacterial cell walls, but undergo various types of attack (Duplantier and van Hoek, 2013). In 

reptiles, the relative conserved peptides group across the Reptilia Class includes defensins, 

cathelicidins and hepcidin. Defensins and cathelicidins are present in the mucous secretion 

of fish and reptiles like the European pond turtle (Emys orbicularis) and the banded krait 

(Bungarus fasciatus) (Riera Romo et al., 2016). Naturally isolated β‐defensin and 

cathelicidin‐BF from reptiles display antibacterial activity against Salmonella typhimurium, 

Listeria monocytogenes, Escherichia coli and methicillin‐resistant Staphylococcus aureus, as 

well as antifungal activity against Candida albicans (Stegemann et al., 2009; Wang et al., 

2008). There are other cationic peptides from different vertebrates such as piscidin, 

pleurocidin and pelovaterins from fish and turtles (Lakshminarayanan et al., 2008).  

 Proteomics has been used broadly to study reptiles. Darville et al. (2010) conducted 

a proteome analysis of WBCs used 2D gel accompany with mass spectrometry from the 

American alligator (Alligator mississippiensis) and found 43 proteins that exhibit sequence 

similarities to proteins from other vertebrate species. Notably, the proteins related to the 

cytoskeletal system, which play a crucial role in cell mobility and phagocytosis. Another 

study established the functional skin proteome of the Chinese giant salamander (Andrias 

davidianus). The study identified 249 proteins from skin, 155 proteins from mucus, and 97 

proteins from molting. Gene Ontology (GO) analysis suggests that there may be proteins 

involved in various physiological processes (Geng et al., 2015). Proteomics screening of 

Komodo dragons hosted numerous pathogenic bacteria in saliva and rapid wound healing 

upon being injured was found, with 48 new cationic antimicrobial peptides from plasma. 

Some of them showed experimentally effective bacterial resistance against P. aeruginosa 

and S. aureus (Bishop et al., 2017). There are a small number of proteomic studies in 

crocodile and innate immune response studies in crocodiles are still limited. Herein, the 

innate immunity response against A. hydrophila, a heterotrophic gram-negative bacteria, was 

measured in C. siamensis. Then bacterial infection response-proteins during 0h, 1h and 24h 

after the inoculation were profiled in WBC and serum by a proteomics approach.  

 

Materials and methods 

Bacterial  preparation 

      A. hydrophila was pre-cultured in Nutrient Broth (NB) at 37 °C with shaking for 18 h, then 

inoculated in the same medium and incubated at 37 °C until OD600 equaled 1.0, which 

corresponds to 1 × 109 cells ml-1 (Reyes-Becerril et al., 2016). The bacterial culture was 
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centrifuged and then washed with phosphate-buffered saline (PBS 7.4). Bacterial cells were 

re-suspended with PBS again and 1ml of 1x109 cells ml-l was used for immunization. 

 

Crocodile treatment   

     Male crocodiles (C. siamensis) around 4-year old from Sriracha Moda Farm Co., Ltd. 
(Chon Buri, Thailand) were used. A blood sample was withdrawn from the supravertibral 
branch of the internal jugular vein (pre-inoculation blood sample or 0h), while the 
withdrawn blood volume from each crocodile was correlated to the size of the animal. 
Immunization of the crocodile with A. hydrophila was done at a concentration of 1x109CFU 
ml-l1 ml, by intraperitoneal injection into the bloodstream. At 1h and 24h after inoculation, 
the inoculated blood was withdrawn. Each blood sample was examined including 
observation of WBC and red blood cell (RBC) morphological change, WBC and RBC counts.  
 

Preparation and extraction of crocodile protein from WBC and serum  

In order to prepare WBC, whole blood was collected in 15 ml sterile tube containing 

0.89% EDTA and left at 4 °C for 30 minutes or until plasma, WBC, and RBC level appearing. 

Afterward, WBC level was gently sucked up. Serum, withdrawn from the whole blood 

sample, was transferred to 15 ml sterile tubes and left for around 30 minutes. Clotting 

blood appeared to have two layers; the upper part appearing as a clear red solution is 

serum, and the lower part appearing as a red solid is RBCs. Serum was centrifuged to 

completely isolate it from other components. 

 

Sample preparation for gel-based proteomics analysis 

Each crude protein of serum and WBC was added to a lysis buffer containing 1% SDS 

in 50mM Tris-HCl pH 6.8. The solutions were homogenized with sonication ∼ 10 sec, twice 

(Amplitude = 80%). To concentrate protein and remove interfering compounds in the 

electrophoresis step, crude protein was precipitated in ice-cold acetone, supplemented with 

10 (w/v) % trichloroacetic (TCA) and 0.07 (v/v) % β-mercaptoethanol, and was left overnight 

(for at least 16 hours) at -20 °C. The white platelet pellet was afterwards washed with 

50mM Dithiothreitol (DTT) ice-cold acetone twice, being careful to not dislodge the protein 

pellet. The pellet protein was air dried and consequently used in electrophoresis. For WBC 

proteomics, inoculated and non-inoculated WBCs were isolated from other contaminants, 

and then further divided into 2 fractions. The first was subjected to 4-20% gradient Bis-Tris 
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SDS-PAGE to observe protein features and to compare how three protein sources exhibit 

different aspects, and another fraction was subjected to liquid chromatography tandem-

mass spectrometry or LC-MS/MS mass spectrometry to quantitate and identify proteins. To 

perform label-free proteomics analysis, the protein pellet was solubilized in 0.2% RapiGest 

SF Surfactant (Water, USA) in 20 mM ammonium bicarbonate to enhance protein 

solubilization. The protein concentration was estimated by Micro BCATM protein assay kit 

(Thermo Scientific, USA) using Bovine Serum Albumin, Factor V (Sigma, USA) as standard (0-

40 µg/ml. concentration range). The absorbance at 562 nm was measured to construct the 

standard curve to evaluate protein concentrations. 

 

Gel-free trypsin digestion for the proteomics approach 

The mixture proteins were subjected to in-solution digestion following E-Kobin et al. 

(2016) with minor modifications. Briefly the sulfhydryl bonds were reduced using 5 mM 

Dithiothreitol (DTT) in 10 mM ammonium bicarbonate at 60 °C for 1 hour and alkylation of 

sulfhydryl groups using 15 mM Iodoacetamide (IAA) in 10 mM ammonium bicarbonate at 

room temperature for 1 hour in the dark. After alkylation, enzymatic digestion was 

performed using trypsin (Promega, Germany); 1 ng of the enzyme: 50 ng of proteins was 

added and incubated  at 37°C to maximize enzymatic digestion activity overnight. The 

tryptic peptide solution was dried under vacuum, then re-suspended in 0.1% formic acid in 

LC-MS water, followed by desalting with a C18-ZipTip (Metler, UK). Eluted peptides (15% - 

60% Acetronitrile/0.1%formic acid) were injected into the NanoAcquity system. 

 

Protein quantitation using tandem mass spectroscopy (SynaptHDMS) 

Dried peptides were protonated by formic acid before injection into the NanoAcquity 

system (Waters Corp., Milford, MA). Symmetrical C18 5 µm, 180-µm × 20-mm Trap column 

and a BEH-130 C18 1.7 µm., 100-µm ×100-mm analytical reversed phase column (Waters 

Corp., Milford, MA) were used. Linear elution was performed with 400 nl/min using 2 eluents. 

The first eluent was water with 0.1% formic acid and the second eluent was 100% 

Acetonitrile with 0.1% Formic acid. 100 nanogram of protonated peptides (2 µl) was eluted 

using a linear gradient for 20 minutes. 200 fmol of [Glu1] fibrinopeptide B (Waters Corp., 

Manchester, UK) was used as an external lock mass for calibration. The positive mode of 

peptides was analyzed using a SYNAPTTM HDMS mass spectrometer (Waters Corp., 

Manchester, UK). A quadrupole mass analyzer was adjusted to Data-dependent acquisition 
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(DDA) mode to scan the range of mass per charge ratio from 300 to 1,800. For quantitative 

proteomics, DeCyder™ MS 2.0 was used to convert the multiple MS/MS dataset including 

the observed mass per change (m/z), intensity, and charge state of the precursor peptide 

into mascot generic format (.mgf) files. The mgf files were identified by searching the MS/MS 

data against the NCBI-nr database (August 07, 2015) using the MASCOT algorithm (Matrix 

Science version 2.2, London, UK) available in Bruker Daltonics BioTools 2.2 software (GE 

Healthcare Europe GmbH, Freiburg, Germany).  The MASCOT algorithm had the following 

parameters set during the MS/MS ion search; proteolytic enzyme was set to trypsin, fixed 

modification was carbamidomethyl and variable modifications was Deamidation (NQ), 

Oxidation (M), Phopho (ST)  and Phospho (Y), 1 site was allowed for missed cleavage.  

 

Statistical Analysis 

Averaged protein intensities among 0h, 1h and 24h were subjected to statistical 

analysis by the pair-wise t-test with 95% significance level (p-value <0.05). The mean 

intensity of the significantly different proteins both up-regulated and down-regulated from 

WBC and serum generated a Hierarchical clustering using TMEV MeV version 4.9.0 software. 

 

Result 

Analysis of protein aspect from WBC and serum on SDS-PAGE 

Whole blood is a mixture of various cell types, colloids and crystalloids. it is 

generally divided into different blood components including RBCs, WBCs, platelets, and 

plasma. In investigation blood count found both RBC and WBC number increase around two-

folds at 1 hour after inoculation compared with pre-inoculation (Unpublished data). 

Noticeably Siamese crocodile has RBC number higher than WBC around 25-folds in blood 

stream (Unpublished data) and whole blood cell after inoculation with A. hydrophila were 

performed transcriptomics which mainly represent gene expression in RBC, thus this work 

the material of interest was WBC and serum to determine in proteomic analysis. The SDS-

PAGE analysis of the WBC protein extract from 0h and 1h samples revealed patterns that 

were little difference. For instance, the protein bands between 0h and 1h of 7-20 kDa range 

had a similar range, but 20-29 kDa in 1h were thicker (Fig. 1A). However, the 24h protein 

pattern was obviously different from 0h and 1h across small to big proteins, in other words 

these proteins are probably responsible for playing crucial roles in biological mechanisms 

against bacterial infection, thereby causing a dramatic change of proteins revealing both up- 
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and down-regulation (Fig. 1A). For serum protein analysis in SDS-PAGE, the major protein 

distribution was dispersed at high molecular weight from 70 kDa to 200 kDa, in which the 

largest amount of protein in the fraction would be albumin, with apparent size around 80 

kDa. Lower, from 7 kDa to 70 kDa, there was a low protein amount and the redundant 

protein at 26 kDa corresponded to the Immunoglobulin (IgG) light chain. The protein pattern 

of three time points was not much different. There were several protein bands obviously 

exhibiting different intensities in 0h compared to 1h and 24h. For instance the protein size 

around 70 kDa and 7 kDa had a bigger band at 0h over 1h and 24h. On the other hand, the 

band around 22 kDa at 24h showed a thinner band than 0h and 1h (Fig. 1B). 

 

Identification of WBC protein with LC-MS/MS  

Besides SDS-PAGE analysis to determine protein profile, another fraction of WBC and 

serum protein was subjected to LC-MS/MS. After performing solution tryptic digestion, and 

then injecting trypsinized mixture peptide into the mass spectrometer, the spectra obtained 

were blasted against the Mascot search engine (http://www.matrixscience.com/). The 

obtained LC-MS/MS spectra of WBC mostly corresponded with saltwater crocodiles 

(Crocodylus porosus). Regarding altered protein intensity with 1.5 fold change both up-

regulation and down-regulation and p<0.05 compared with 0h was considered as 

differentially expressed protein (DEP). There were 109 up-regulated DEPs (Table S1, S2) and 

7 down-regulated DEPs (Table S3) compared with 0h. Meanwhile for serum proteomic 

analysis, there were 3 up-regulated DEPs and 19 down-regulated DEPs compared with 0h 

(Table S4). All DEPs was further sorted according to their biological functions based on either 

the UniProtKB Protein knowledgebase https://www.uniprot.org/uniprot/ or the NCBI 

database. 

The 109 up-regulated DEPs in WBC were further classified into two groups. First group 

59 DEPs significantly increased expression since 1h of inoculation (Table S1), while another 

group 51 up-regulated DEPs increased at 24h (Table S2). When 58 DEPs were sorted 

according to their biological functions, included 1) cytoskeleton/trafficking/cell movement, 2) 

transcription/translation, 3) metabolism, 4) signal transduction, 5) miscellaneous protein, 6) 

unknown function proteins which number of protein ordered 15, 21,7,10, 3, 3 respectively 

and  51 up-regulated  DEPs were ordered 19, 14, 3, 4, 9, 1, respectively. Taken together 

illustrated protein expression level of two groups were shown as a hierarchical clustering 

(Figure 2A and 2B). Expression protein level was clustered according to level and similarity of 
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expression pattern that is easily for comparison. For instance, (Figure 2A) gi|1121884878 and 

gi|1121888712 having similar expression was paced at the top, likewise gi|1121907972, 

gi|1121821053 and gi|1121821053 also were paced at the bottom. Interestingly, in up-

regulated DEPs since 1h, although there were 59 DEPs, 7 DEPs saturated expression since 1 

hour of inoculation and plateau until 24 hours (Fig. 4A) which among four of them were 

transcription factor (TFs) and transcription activators (TRs) including TFs; transcription 

initiation factor TFIID subunit 1 (TAF1) and zinc finger protein castor homolog 1 (CASZ1) and 

TR; importin-9 (IPO9) and KH domain-containing, RNA-binding, signal transduction-associated 

protein 1 (KHDRBS1) (Table 1). This finding similar to our transcriptomic result that also found 

increasing TFs gene expression level since 1 hour of bacterial inoculation. Although 1h 

consisted of 59 up-regulated DEPs, their heatmap intensity was not different several folds 

compared with 0h (Fig.2A), whereas intensity of 0h and 1h was comparable but obviously 

differed with 24h several folds (Fig. 2B).This notice was consistently with SDS-PAGE analysis. 

 

Sorting up-regulated WBC proteins with the Panther classification system 

To annotate with a nearby evolutional organisms, the Panther classification system 

(http://pantherdb.org/) was contributed using chicken (Galus galus) as references because 

was phylogenetically grouped into Archosaur which includes birds and crocodilia (van Hoek, 

2014). All 109 up-regulated DEPs could be hit to just 39 gene of G.galus following the criteria 

of Panther classification system. These 39 genes further were grouped against the following 

5 categories of PANTHER ontologies. A) Molecular function hit 22 proteins, B) In biological 

processes corresponded to 46 processes, C) For the cellular component hit 17 component, 

D) Pathway and F) the protein class had 8 and 18 number of hits respectively (Fig. 5). 

 

Identification of serum protein with LC-MS/MS  

Unlike WBC protein profile with almost up-regulating, in serum proteomic detected 

19 proteins as down-regulated DEPs and 3 up-regulated DEPs. Their present levels during 

inoculation were illustrated as a hierarchical clustering (Fig.3) and DEPs were sorted following 

biological functions groups similar WBC rationale (Table S4). Interestingly, there were some 

proteins having interesting pattern that may contribute to explain Siamese crocodile 

response to bacterial inoculation. 8 proteins were immediately down-regulated after 

inoculation since 1h and constantly expressed until 24h (Fig. 4B) which 3 of 8 DEPs function 

in lipid metabolism including ADP-ribosylation factor-like protein, lipoxygenase homology 
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domain-containing protein 1, probable phospholipid-transporting ATPase VB. The finding 

suggested during initial bacterial infection response, crocodile may decrease cell metabolism 

rate to keep energy for pathogenic fighting.  

 

Discussion  

Characteristics of WCB protein profile after 1h and 24h inoculation 

 After bacterial A. hydrophila inoculation by subcutaneous injection to Siamese 

crocodiles, WBC number was increased around two-folds at 1h compared with 0h (in press 

data). Straightforwardly bacterial immunization normally boosts up number of WBCs because 

several types of WBC migrate from bone marrow pool to blood vessel to accomplish killing 

invader. However, the interesting notice of bacterial challenging in Siamese crocodile is that 

1h is too fast of the response compared with other organisms upon bacterial inoculation. 

Generally in human WBCs initially increase in blood stream around 4-8 hours after infection 

and their number are peaked around 48h (Honda et al., 2016). This may one of explanation 

of crocodile having terrific innate immune system via WBC manner before pathogenic 

spreading out through their body. Thus, it led to curious point how protein level responds to 

inoculation. Proteomic analysis in WBC was performed to reveal protein expression profile 

and may address why increase of WBC number and onset of pathogenic response proteins 

in crocodile is very faster than other animals that spend time of provoking several hours or a 

few days after infection (Causey et al., 2018; Waage et al., 1989). Bacterial inoculation at 1h 

found up-regulated 59 DEPs. This group is quite meaningful to contribute understanding and 

comparing the protein profile difference of innate immune response between crocodile and 

other vertebrates that susceptible to bacterial infection. These proteins consisted of two 

main groups, Cytoskeleton/Trafficking/Cell movement and gene expression regulator, 

suggesting powerful pathogen eradication in crocodile in early response plays through two 

group protein functions. The response with proteins in Cytoskeleton/Trafficking/Cell 

movement tasks would be that WBCs undergo phagocytosis or move toward pathogenic 

bacteria. First, 3 actins which are a monomer of microfilament and main responsibility being 

cell strength and cell movement were up-regulated namely; actin aortic smooth muscle 

actin, cytoplasmic 2, actin-like. For other cytoskeketal proteins were kinesins and dyneins. 

Kinesins move along microtubules to carry cargo such as proteins from the center of a cell 

to its periphery while dynein also move along microtubules in cells. They may contribute to 

transfer cellular cargos which are bacterial response proteins, drive the beat of eukaryotic 
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cilia and flagella (Henry et al., 2006). Moreover other proteins also involve in cell movement 

such as T-lymphoma invasion and metastasis-inducing protein (Tiam) 1 and 2 contribute 

cancer cell migration (Adams et al., 2010; Rooney et al., 2010), nephrocystin-4 is an actin 

cytoskeleton organization (Donaldson et al., 2002). For gene expression regulator, were some 

transcription factor proteins such as zinc finger and BTB domain-containing protein, zinc 

finger protein 135-like, zinc finger protein castor homolog 1 which they bind DNA to make 

certain regions looser and to allow easier association with other molecules, thereby 

contribute to transcription and translation consequently (Fu and Blackshear, 2017). In 

addition RRP12-like protein and fibrosin-1-like protein and importin-9 are implicated in 

importing nuclear proteins to the nucleus, and these proteins play an important role in the 

transcription machinery (Jäkel et al., 2002). Moreover, some proteins participate in 

metabolism including Acyl-CoA dehydrogenase family member 9 mitochondrial protein 

which is an enzyme in fatty acid β-oxidation that contributes to the initial step of fatty acid 

metabolism (Nouws et al., 2010). Another protein Aldehyde dehydrogenase family 16 

member is family participates catalyse the oxidation of aldehydes to carboxylic acids and 

produce NADH to generate ATP. Generally vertebrate cell can product endogenous 

aldehydes from metabolism of amino acids, carbohydrates, lipids, biogenic amines etc. 

(Vasiliou et al., 2005). Crocodile may use these enzymes to increase ATP amount to supply 

the cytoskeletonal protein for their function during movement and phagocytosis. 

Interestingly of up-regulated DEPs in 1h, 7 proteins increase saturated expression since 1h 

which 4 of them could accelerate gene transcription rate. They included 2 TAs namely 

KHDRBS1 and IPO9 and TFs namely TAF1, CASZ1 probably work together to accelerate 

production new bacterial response proteins. 

 For WBC proteomic profile of up-regulated DEPs at 24h of inoculation, there still 

were cytoskeletal proteins up-regulation such as F-actin-capping protein, nebulin, and 

myosin-10. F-actin capping protein is responsibility to binds in fast-growing ends of actin 

filaments (barbed end), consequently blocking the exchange of subunits at these ends. The 

nebulin, myosin-10 and actin bind each other for stability (Root and Wang, 1994). The bind 

three of them may be synergistic work for effectiveness cytoskeleton in phagocytosis. There 

are 3 different histone isoforms; histone H1.01-like, histone H1-like, histone H1x. Three of 

them may possibly function in chromatin modification or maintain chromatin structure to 

prolong cell death. The increase histone protein level in yeast extends its lifespan (Feser et 

al., 2010). Two DEPs, histone-lysine N-methyltransferase ASH1L and histone-lysine N-

https://en.wikipedia.org/wiki/Catalyse
https://en.wikipedia.org/wiki/Oxidation
https://en.wikipedia.org/wiki/Aldehyde
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methyltransferase KMT5B, are responsible for the transfer of a methyl group to lysine and 

arginine residues of histone which is one of transcription regulation route. Methylated 

histones in some cases can activate transcription like N-methyltransferase ASH1L, which can 

bind to the 5’-transcribed region of actively transcribed genes, but it prefers co-functioning 

with other proteins (Tanaka et al., 2011). In this inoculate we found two kinase proteins up-

regulated namely Serine/threonine-protein kinase Sgk3 and receptor tyrosine-protein kinase 

erbB-4. Phosphorylated proteins are important for host–microbe interactions in term of cell 

signaling. The importance of phosphoproteomic and kinomic protein as well as how do 

identify two groups of protein during bacterial challenging was reviewed by (Richter et al., 

2016).  

In another protein classification to be more confident in biological prediction 

function, up-regulated WBC proteins were sorted by the Panther classification system using 

chicken G. galus corresponding proteins because crocodile and chicken are highest 

evolutionally sharing ancestor (van Hoek, 2014). Previously Mikšík et al. (2018) used Panther 

to group Siamese crocodile eggshell proteins by searching for corresponding human proteins. 

Since characterization of crocodile protein functions is important in term of to decipher the 

powerful of innate immunity and evolution from dinosaur, retile and avian. All 109 DEPs 

found matching to 39 chicken proteins and further classify into 5 ontologies which is worthy 

for further work to understand the innate immunity in crocodile that currently still is limited 

information. 

 

Serum protein pattern  

Our serum protein expression response to inoculation found contrasting WBC 

proteomic profile. 19 down regulated-DEPs mainly involved in metabolism and signal 

transduction processes. Among them there were 8 proteins decrease since 1h after bacterial 

inoculation and 3 of them including ADP-ribosylation factor-like protein 13B, lipoxygenase 

homology domain-containing protein 1, probable phospholipid-transporting ATPase VB 

involving metabolism (Takatsu et al., 2011; Pasqualato et al., 2002), suggesting crocodile try 

to decrease metabolism late to keep energy for bacterial resistant pathways. Nonetheless, 

other proteins do not have solid references to precisely point out the reason why they 

decrease when crocodile is inoculated. Because protein in serum is pooled protein from 

various cell types throughout crocodile body in particular liver (Infusino and Panteghini, 

2013). The decreased protein level may suggest a slowdown of normal metabolism and 
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signaling for cell growth to keep energy for devoting to pathogen resistant mechanisms. This 

finding may apply to pathogen infection diagnosis using certain predominant decreasing 

proteins in this study as protein markers particular in crocodiles, because serum or plasma 

are easily taken from animals.  

 

Conclusion  

Innate immunity in Crocodylidae is far from complete. Crocodile is interesting animal model 

to study innate immunity because it can response to bacterial infection rapidly. We 

inspected total WBC number and determine WBC and serum proteomics. We seem to 

decipher some interesting points that why crocodile has high potential of bacterial 

eradication in infectious area over other aquatic animals. Increase number of WBCs since 1h 

of inoculation is too fast in vertebrate system which normally takes several hours or a few 

days. This observation may be one of reason to raise that crocodile WBCs are partial of 

professional bacteria killer. Proteomic in WBC also can hint a clue of innate immunity 

powerful. WBCs consist of different types and slightly different duties to response invading 

pathogen. Its proteomic profile could detect protein expression change since 1h of 

inoculation. The outstanding protein groups were protein involving cytoskeleton and cell 

movement and acceleration of transcription process. In 24 h main up-regulated DEPs still are 

involving in cell movement and contribution of transcription, suggesting crocodile WBCs may 

increase rate of phagocytosis and newly synthesizing proteins proportional to time of 

inoculation. In crocodile system to flight with bacteria invader during first 24 hours of 

inoculation, WBCs are thought to perform phagocytosis and accelerate synthesizing bacteria-

response proteins and speed up metabolism to supple energy for WBC. 
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Figure legend  

 

Figure 1 Analysis of protein aspect with 4-20% gradient Bis-Tris SDS-PAGE gel (MES buffer 

running system). Total protein from white blood cell was normalized by western blot with 

anti-β actin (A), total protein from serum (B). Gray and black arrows indicate increased and 

reduced protein expression in 24h sample compared 0h and 1h samples. 
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Figure 2 Hierarchical clustering for up-regulated protein expression in WBC. (A) Up-regulated 

DEPs since 1h after inoculation compared with 0h. (B) Up-regulated DEPs at 24h after 

inoculation compared with 0h. The analysis was built using MeV software. Each protein was 

demonstrated by a single row of colored boxes, and a single column represents different 

time points inoculaation. Protein expression level corresponds with scale bars color; blue 

indicates lowest protein level (0.0) black is middle level (5.0) and yellow is highest level 

(10.0). The gi| and ten numbers afterward represent protein name in GI number. 
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Figure 3 Hierarchical clustering for protein expression data analysis in serum. The discription 

similar to Figure 2. 
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Figure 4 saturated expression level proteins since 1h. (A) saturated high expression protein of 

WBC, (B) both increase and decrease saturated protein expression of serum. 
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Figure 5 Up-regulated WBC proteins classified according to the Panther classification system. 

Searches employed chicken Galus galus corresponding. (A) Molecular function (B) Biological 

process (C) cellular component (D) Pathway (F) Protein class. Letter and number in 

parentheses represent Gene Ontology ID. Numbers after parentheses represent number of 

hit genes in each biological function. 
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Table 1 Comparison of TF and transcription activator DEPs of C. porosus to their orthologs  

DEPsa Orthologb Identity 

(%)c 

Protein named 

gi|1121838228  

(XP_019391885.1) 
NP_620278.1 (Homo 

sapiens) 
86 Transcription initiation factor 

TFIID subunit 1 

gi|1121864870  

(XP_019397221.1) 
NP_001073312.1 

(Homo sapiens) 
73 Zinc finger protein castor 

homolog 1 

gi|1121884878 

(XP_019401855.1) 
NP_060555.2 (Homo 

sapiens) 
94 Importin-9 

gi|1121891341  

(XP_019403345.1) 
NP_989561.1 (Gallus 

gallus) 
96 KH domain-containing, RNA-

binding, signal transduction 

associated protein 1 

aGI and Accession number of up-regulated TFs and TRs  
bAccession number of ortholog protien 

cPercentate identity of DEPs and its ortholog protein
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Supplement data 

Supplemental Table 1. Level expression of up-regulated DEPs of WBC since 1h of bacterial 

inoculation  

GI number Protein 0h 1h 24h 

Cytoskeleton/Trafficking/Cell movement 

gi|1121928835 actin, aortic smooth muscle  3.55 7.22 8.74 

gi|1121868048 actin, cytoplasmic 2  0.28 1.87 5.44 

gi|1121908360 actin-like  1.23 2.51 9.08 

gi|1121914594 alpha-adducin 0.00 0.22 10.07 

gi|1121798595 armadillo repeat-containing protein 4  0.00 3.21 8.55 

gi|1121923033 coiled-coil domain-containing protein 141  0.44 1.33 9.67 

gi|1121878367 diacylglycerol kinase iota  2.45 6.53 9.06 

gi|1121919709 dynein heavy chain 7 2.40 4.66 5.61 

gi|1121860261 formin-binding protein 1  1.90 2.81 7.98 

gi|1121820145 kinesin-like protein KIF2C  1.58 3.74 8.07 

gi|1121814631 mitotic-spindle organizing protein 1  1.23 3.48 5.10 

gi|1121862190 nephrocystin-4  2.17 4.17 9.03 

gi|1121875184 protein piccolo  2.43 4.52 10.24 

gi|1121810931 T-lymphoma invasion and metastasis-

inducing protein 1  

0.00 4.73 6.76 

gi|1121902185 T-lymphoma invasion and metastasis-

inducing protein 2  

0.54 1.59 4.98 

Gene expression regulator  

gi|1121809861 breast cancer type 2 susceptibility protein  4.09 6.10 9.02 

gi|1121854477 DNA (cytosine-5)-methyltransferase 3B  0.07 5.31 7.90 

gi|1121827581 endonuclease 8-like 1  0.01 0.28 7.84 

gi|1121852039 fibrosin-1-like protein  3.96 6.38 9.30 

gi|1121799480 glucocorticoid-induced transcript 1 protein  0.00 0.54 10.42 

gi|1121828823 high affinity cAMP-specific and IBMX-

insensitive 3’,5’-cyclic phosphodiesterase 8A  

1.18 2.25 8.36 

gi|1121809713 histone H2A-beta, sperm-like  0.23 3.01 9.80 

gi|1121880462 histone H2B 7  4.26 6.50 8.44 
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GI number Protein 0h 1h 24h 

     

Gene expression regulator    

gi|1121884878 importin-9  0.74 8.32 8.11 

gi|1121866829 integrator complex subunit 1  3.93 6.95 8.23 

gi|1121891341 KH domain-containing, RNA-binding, signal 

transduction-associated protein 1  

2.01 6.51 8.14 

gi|1121887933 kin of IRRE-like protein 3  2.30 5.47 8.14 

gi|1121821053 LOW QUALITY PROTEIN: plasminogen 

activator inhibitor 1 RNA-binding protein  

0.06 0.20 9.02 

gi|1121807300 RNA-binding protein 7  0.10 1.93 8.52 

gi|1121886350 RRP12-like protein  0.00 7.04 10.53 

gi|1121812082 TGF-beta-activated kinase 1 and MAP3K7-

binding protein 3  

1.70 6.56 8.82 

gi|1121838228 transcription initiation factor TFIID subunit 1  0.57 7.47 9.45 

gi|1121806779 vitamin D3 receptor  1.79 3.78 7.90 

gi|1121861252 zinc finger and BTB domain-containing 

protein 26  

3.53 5.57 7.74 

gi|1121930072 zinc finger protein 135-like  2.25 4.18 7.50 

gi|1121864870 zinc finger protein castor homolog 1  2.73 7.47 8.32 

Metabolism 

gi|1121819552 15 kDa selenoprotein  2.80 4.01 7.39 

gi|1121841400 acyl-CoA dehydrogenase family member 9, 

mitochondrial  

0.00 6.97 8.73 

gi|1121906913 aldehyde dehydrogenase family 16 member 

A1  

0.53 5.14 9.25 

gi|1121878367 diacylglycerol kinase iota  2.12 6.53 9.06 

gi|1121915605 NEDD4-binding protein 2  0.88 5.47 8.90 

gi|1121898918 phosphatidylinositol-glycan biosynthesis class 

F protein isoform X3  

0.36 1.56 7.48 

gi|1121917615 sepiapterin reductase, partial  3.56 6.92 11.15 
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GI number Protein 0h 1h 24h 

Signal transduction 

gi|1121834909 alveolar macrophage chemotactic factor-like  0.79 2.94 4.70 

Signal transduction     

gi|1121850238 ankyrin-3  0.30 5.55 7.50 

gi|1121814530 ceroid-lipofuscinosis neuronal protein 5  2.35 6.01 8.25 

gi|1121812497 gamma-taxilin  1.43 4.50 8.61 

gi|1121811187 intersectin-1  0.00 2.17 7.64 

gi|1121808431 pro-interleukin-16-like  1.40 7.04 8.54 

gi|1121919755 receptor tyrosine-protein kinase erbB-4  0.00 0.67 7.53 

gi|1121926835 rho GTPase-activating protein 22  2.54 4.14 8.56 

gi|1121804795 serine/threonine-protein kinase Sgk3  2.38 5.88 8.72 

gi|1121888712 spexin-like  0.19 8.26 8.63 

Miscellaneous  protein 

gi|1121892031 ficolin-3  2.42 5.55 9.50 

gi|1121833237 probable phospholipid-transporting ATPase 

VB  

0.57 2.29 9.21 

gi|1121798781 sickle tail protein homolog isoform X11  0.12 3.24 7.17 

Unknown function proteins  

gi|1121824667 uncharacterized protein LOC109308304  0.00 1.51 3.39 

gi|1121900401 uncharacterized protein LOC109319854  2.68 4.19 8.56 

gi|1121907972 uncharacterized protein LOC109320983  0.00 1.05 7.37 
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Supplemental Table 2. Level expression of up-regulated DEPs of WBC at 24h of bacterial 

inoculation  

GI number Protein 0h 1h 24h 

Cytoskeleton/Trafficking/Cell movement  

gi|1121903935 2',3'-cyclic-nucleotide 3'-phosphodiesterase  0.00 0.00 9.75 

gi|669017076 ATP synthase F0 subunit 8 (mitochondrion)  0.00 0.00 11.38 

gi|1121917454 cilia- and flagella-associated protein 99  6.48 6.89 10.87 

gi|1121844691 dystonin  2.67 3.43 6.55 

gi|1121877613 F-actin-capping protein subunit alpha-3  0.00 0.00 7.73 

gi|1121835463 hydrocephalus-inducing protein homolog  1.45 1.78 7.98 

gi|1121929206 kinesin-like protein KIF11  1.53 1.52 9.54 

gi|1121814560 LIM domain only protein 7  4.85 2.45 7.53 

     

gi|1121831752 lipopolysaccharide-responsive and beige-like 

anchor protein  

0.02 0.09 7.00 

gi|1121829735 microtubule-associated protein 1A  0.00 0.00 5.02 

gi|1121870527 myosin-10  4.45 4.88 10.63 

gi|1121918650 nebulin  0.68 0.14 9.22 

gi|1121918446 obscurin-like protein 1  4.70 5.02 9.84 

gi|1121848333 paralemmin-1  0.60 0.00 8.82 

gi|1121828404 protein unc-13 homolog C  5.12 2.69 10.03 

gi|1121827139 spatacsin, partial  1.25 1.66 9.76 

gi|1121796649 vimentin  2.53 1.39 4.14 

gi|1121809837 WD repeat and FYVE domain-containing 

protein 2  

4.69 4.14 9.35 

gi|1121811985 X-linked retinitis pigmentosa GTPase 

regulator  

1.72 0.83 8.38 

Gene expression regulator 

gi|1121830033 adenosine deaminase domain-containing 

protein 1  

0.00 0.00 6.79 

gi|1121800402 CCR4-NOT transcription complex subunit 10  4.46 5.56 8.56 
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GI number Protein 0h 1h 24h 

gi|1121802640 chromodomain Y-like protein  2.23 2.26 9.20 

gi|1121923336 doublesex- and mab-3-related transcription 

factor 2  

0.64 0.31 11.13 

gi|1121807579 Fanconi anemia group M protein  0.00 0.00 6.41 

gi|1121880353 histone H1.01-like  4.93 4.75 9.91 

gi|1121880343 histone H1-like  0.00 0.02 8.82 

gi|1121840796 histone H1x  3.11 3.93 7.73 

gi|1121808693 histone-lysine N-methyltransferase ASH1L  0.00 0.00 7.58 

gi|1121889184 histone-lysine N-methyltransferase KMT5B  2.50 3.72 6.43 

gi|1121872008 KRR1 small subunit processome component 

homolog  

2.68 3.36 9.06 

gi|1121821484 single-stranded DNA-binding protein 2  4.54 4.50 7.75 

gi|1121802807 zinc finger protein 40  0.00 0.00 10.47 

gi|1121854609 zinc finger SWIM domain-containing protein  2.29 2.13 9.68 

 

 

    

Metabolism 

gi|1121816170 L-aminoadipate-semialdehyde 

dehydrogenase-phosphopantetheinyl 

transferase  

0.00 0.00 10.29 

gi|1121813419 LOW QUALITY PROTEIN: lysozyme g-like  0.00 0.00 10.40 

gi|1121865952 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta 

subcomplex subunit 10  

0.00 0.00 8.04 

Signal transduction 

gi|1121886705 adenylate cyclase type 10-like  3.60 2.38 8.61 

gi|1121803654 AFG3-like protein 2 isoform X2  1.41 0.58 7.16 

gi|1121840804 collagen alpha-1(VII) chain  0.00 0.26 7.28 

gi|1121912072 SNW domain-containing protein 1  4.40 4.59 7.30 

Miscellaneous  protein 

gi|1121925049 E3 ubiquitin-protein ligase BRE1A  0.64 0.82 7.75 
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GI number Protein 0h 1h 24h 

gi|1121900695 HEAT repeat-containing protein 5B  0.00 0.37 8.26 

gi|1121862753 MORN repeat-containing protein 1  0.00 0.00 7.45 

Miscellaneous protein 0h 1h 4h 

gi|1121833632 PRELI domain-containing protein 2  0.00 0.00 11.25 

gi|1121851137 probable E3 ubiquitin-protein ligase HECTD4  0.54 0.13 6.93 

gi|1121871440 putative ciliary rootlet coiled-coil protein 2  0.00 0.00 5.27 

gi|1121905442 retinoblastoma-like protein  2.50 3.12 6.14 

gi|1121921562 solute carrier family 15 member 2  0.00 0.00 9.39 

gi|1121885866 solute carrier family 26 member 9  0.00 0.00 9.94 

Unknown function proteins  

gi|1121808090 uncharacterized protein LOC109324692  4.36 6.06 8.18 

 

Supplemental Table 3. Level expression of down-regulated DEPs WBC of bacterial 

inoculation 

GI number Protein 0h 1h 24h 

Down-regulated protein 

gi|1121916820 Alstrom syndrome protein 1  8.97 8.90 5.94 

gi|1121907253 cation channel sperm-associated protein 

subunit beta  

10.46 9.79 5.72 

gi|1121821684 coiled-coil domain-containing protein 68  11.71 10.92 7.59 

gi|1121832357 high mobility group protein B2  7.04 7.51 2.99 

gi|1121829845 la-related protein 1B  5.68 5.08 3.00 

gi|1121875030 PRKC apoptosis WT1 regulator protein, 

partial  

6.06 8.06 4.01 

gi|1121859423 syntaxin-binding protein 1  11.12 12.90 7.04 

 

Supplemental Table 4. Level expression of DEPs of Serum during bacterial inoculation 

GI number Protein 0h 1h 24h 

Down-regulated 

gi|1121921112 1-phosphatidylinositol 3-phosphate 5-kinase  8.13 7.38 5.42 
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GI number Protein 0h 1h 24h 

gi|1121861441 actin-related protein 2/3 complex subunit 5-

like protein  

10.78 1.56 4.98 

gi|1121810373 ADP-ribosylation factor-like protein 13B  6.88 1.50 1.16 

gi|1121805976 beta-1-syntrophin  7.56 5.99 4.60 

gi|1121898426 cilia- and flagella-associated protein 36  7.75 3.48 0.00 

gi|1121901553 constitutive coactivator of peroxisome 

proliferator-activated receptor gamma  

8.33 7.21 5.43 

gi|1121875688 C-type lectin domain family 1 member A-

like  

7.47 2.13 2.52 

gi|1121898159 EH domain-binding protein 1  8.51 7.74 1.11 

gi|1121809122 interleukin-27 subunit beta  8.08 2.18 2.32 

gi|1121814203 KDEL motif-containing protein 1  9.45 7.33 4.95 

gi|1121928820 leucine-rich repeat-containing protein 18  9.91 5.07 4.63 

gi|1121821387 lipoxygenase homology domain-containing 

protein 1  

10.24 5.22 4.52 

gi|1121871075 ovotransferrin-like  4.12 3.75 1.16 

 

 

    

gi|1121923972 perilipin-2  9.22 4.83 0.82 

gi|1121895002 piggyBac transposable element-derived 

protein 5  

9.38 4.82 2.75 

gi|1121833237 probable phospholipid-transporting ATPase  7.62 2.44 3.35 

gi|1121806979 protein RRNAD1  9.46 6.10 5.61 

gi|1121820020 protein SZT2  7.49 3.86 2.38 

gi|1121889580 spectrin beta chain, non-erythrocytic 2  8.49 2.19 2.64 

Up-regulated protein    

gi|1121878545 3-oxo-5-beta-steroid 4-dehydrogenase  4.62 8.11 7.70 

gi|1121924809 acyl-coenzyme A amino acid N-

acyltransferase 1-like  

6.27 6.59 11.13 

gi|1121899400 usherin  4.17 8.05 8.52 
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Abstract 

Innate immune response in crocodilian remains poorly understand, although they 

possess amazing system in context of contribution quickly wound healing upon their flight 

each other. This study attempts to discover innate immune responded-genes and 

understand the powerful of innate immune system of crocodilian coping pathogen invading 

via blood cell count and transcriptomics. Increase number of red blood cell (RBC) and white 

blood cell (WBC) in 1 hour after inoculation around two-times was considered so fast 

response compared with other vertebrates and may be a powerful manner to resist invading 

bacteria. Whole blood which mostly is RBC was performed transcriptomic analysis among 1 

hour, 24 hours compared pre-inoculation or 0 hour.  107,592 unigenes of Siamese crocodile 

were detected and then annotated with 7 well known databases which around haft of them 

was able to be annotated. When compared gene expression in response to bacterial 

inoculation between two time points,  22 unigenes were up-regulated and 6 unigenes down-

regulated in 0h versus 1h, 372 unigenes were up-regulated and 47 unigenes down-regulated 

in 0h versus 24h and 340 unigenes up-regulated and 82 unigenes down-regulated in 1h 

versus. KEGG pathway analysis revealing in first hour of inoculation increased expression of 
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TFs and TRs genes and later on those TFs and TRs probably contribute to provoke 

expression of hundreds of genes with verities of functions in inflammation, bacterial killing, 

metabolism to synchronously attempt resistance of bacteria invader which was appeared 

the increase of gene expression at 24 hours.  

Keywords: RNA-seq analysis, Crocodylus siamensis, bacterial inoculation, Innate immunity 

 

Introduction  

Despite of crocodile habitant plentiful bacterial pathogen and their behavior favorable 

fighting thereby frequently getting injury, their wound is no seriously infectious and healing 

take place quickly (van Hoek, 2014). This notice is quite interesting in term of how does 

crocodile immune system so powerful, but intensive study in crocodile of this issue is still 

lack. Incidentally, investigations in context of seeking the way to employ crocodile as 

traditional medicine are being interesting issue. Thought of some Asian  cultures, consuming 

crocodile blood can improve  human health and furthermore it has been developed as food 

supplement which is able to be alternative  medicine  for curing  some diseases   such  as  

allergy  and  asthma as well as prolonging  the  life  of  the  patients (Chaeychomsri et al., 

2009). The ancient people belief is constantly with modern scientific reports, because 

plasma alligator consists of mixture of proteins and peptides which are effective bioactive 

antimicrobial agent against multi-drug resistant bacterial pathogens (Barksdale et al., 2016). 

Alligator serum (Alligator mississippiensis) was proved obviously to be antibacterial agent 

better than 10 folds compared human serum as well as winder broad spectrum to inhibit 

bacterial cell growth (Merchant et al., 2003). While leukocyte extract also is antimicrobial 

agent, it is able to inhibit growth of six species of yeast, 10 bacterial species and two viruses 

(Merchant et al., 2006). Crocodylidae family also had been intensively investigated of 

hematology in particular antimicrobial agent investigation, possibility of using crocodile 

blood for non-communicable diseases therapeutic intervention (Phupiewkham et al., 2018; 

Phosri et al., 2018). In addition crocodile blood also carries anti-oxidant, anti-inflammation, 

anti-cancer activity etc. (Phosri et al., 2014; Ou and Ho, 2016). However, so far innate 

immune responded-genes and proteins of crocodile has been still small amount 

information. It would be worthy, if such genes and proteins will be revealed further which 

may choose strong candidate either gene or protein for determination in therapeutic 

intervention or other proposes.     
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 The transcriptomics in immunology is a screening useful technique for initial 

understanding of host defense, pathogenic microbial escape from eradication, host-pathogen 

interactions, eventually leading to identification of new disease targets, vaccine and antibody 

candidates for therapeutic interventions. RNA-seq (RNA sequencing) or whole transcriptome 

shotgun sequencing, is used to explore in context of both qualitative and qualitative 

measurement of gene expression in given condition (Chu and Corey, 2012; Wang et al., 

2009). Investigating transcriptomics of low evolutionary vertebrates like crocodiles is 

interesting, because they are unique and may profoundly understand the evolutionary 

immunology from reptiles to humans. So far our group have reported some articles 

proposing that Siamese crocodile blood components such as serum, plasma and white 

blood cell (WBC) extract contain a mixture of antibacterial proteins ranking from small 

proteins to bulky proteins (Theansungnoen et al., 2014; Jangpromma, et al., 2016; 

Kommanee et al., 2012), but have not been yet figuring out how many number of either 

genes or proteins expression as well as timing of their expression. Thus we anticipate 

transcriptomic analysis of bacterial inoculated blood may provide informative bacterial-

responded genes of Siamese crocodile. In addition, currently the therapy of microbial 

infectious diseases with peptides is interesting, because the drawback of antibiotic drug 

applications in infectious diseases is that in the long term it affects drug resistance. Thus 

crocodile peptide is an opportunistic therapy choice. The discovery of effective antimicrobial 

peptides from crocodile blood to replace antibiotic drug use is a promising hope. 

Furthermore, for another purpose, transcriptomics could hopefully monitor the similarities or 

differences in the innate immunity systems between crocodiles and intensively studied 

animals, like several species of mammalians, through altered gene expression level during A. 

hydophyla inoculation at 1h and 24h compared to 0h.  

 

Materials and methods 

Bacterial  preparation 

      Aeromonas hydrophila was pre-cultured in Nutrient broth (NB) at 37 °C with shaking for 

18 h, then inoculated in the same medium and incubated at 37 °C untill OD600 equal 1.0 

which corresponds to 1 × 109 cells ml-1 (Reyes-Becerril et al., 2016). The bacterial culture 

was centrifuged and then washed with phosphate-buffered saline (PBS 7.4). Bacterial cell 

was re-suspended with PBS again for inoculation. 
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Crocodile treatment   

    Male crocodiles (C. siamensis) around 4-year old from Sriracha Moda farm Co., Ltd. (Chon 

Buri, Thailand) were used. Blood sample was withdrawn from the supravertibral branch of 

the internal jugular vein (pre-immunized blood sample or 0 h), while the withdrawal blood 

volume from each crocodile was correlated to the size of the animal. The crocodile was 

inoculated with 1 ml of Aeromonas hydrophila at a concentration of 1x109CFU ml-l, by 

intraperitoneal injection into the bloodstream. After injection 1h and 24h, blood was 

withdrawn and transferred to a 15 ml sterile centrifuge tubes which one fraction contained 1 

ml. All samples were kept on ice until further use. 

 

RNA-seq sequencing, gene annotation, differentially expressed genes identification 

Whole blood was performed RNA extraction with TRIzol™ reagent and isolation 

following Invitrogen™ manufacturer’s recommendation (California, USA). Total RNA was 

treated with DNAase. RNA samples were validated quality which needs to pass through the 

following three steps including 1) Nanodrop with evaluation of preliminary quantitation, 2) 

Agarose gel electrophoresis to tests RNA degradation and potential contamination, 3) Agilent 

2100: checks RNA integrity and quantitation. Afterward, library construction and quality 

assessment were performed. mRNA from total blood of 3 samples were enriched from total 

RNA using oligo(dT) beads. The mRNA was fragmented randomly, followed by cDNA 

synthesis, sequencing by Illumina Sequencer and transcript assembly. To achieve gene 

functional annotation, seven databases including NR (NCBI non-redundant protein 

sequences), Nt (NCBI nucleotide sequences), KO (KEGG Orthology), SwissProt , Pfam (Protein 

family), GO (Gene Ontology), KOG (euKaryotic Orthologous Groups) are applied by Novogene 

approach. In gene expression analysis, de novo transcriptome filtered by Corset is used. 

RSEM (Li et al., 2011) mapped reads back to transcriptome and quantified the expression 

level. Read count value obtained from the gene expression analysis is used as the input 

data to do differential expression analysis. Volcano plot was used to infer the overall 

distribution of differential gene expressions (DEG). The threshold was normally set as: [log2 

(Fold Change)] > or < 1 and q-value < 0.005 and the Venn diagram presented the number of 

genes that were uniquely expressed differentially within each group. In GO Enrichment 

analysis of DEGs, Gene Ontology (http://www.geneontology.org/) is a major bioinformatics 

initiative to unify the presentation of gene and gene product. While the KEGG pathway 

enrichment analysis, the interactions of multiple genes may be involved in certain biological 
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functions was used to do pathway enrichment analysis and identify significantly enriched 

metabolic pathways or signal transduction pathways associated with DEGs compared with 

the whole genome background. KEGG enrichment scattered plot showed the DEGs 

enrichment analysis results in KEGG pathway. The degree of KEGG enrichment was measured 

by Rich factor, q-value and the number of genes enriched in this pathway. Rich factor refers 

to the ratio of the DEGs number in the pathway and the number of all genes annotated in 

the pathway. Q-value is the p-value after normalization and its range is 0 to 1. 

 

Results  

Inspection of inoculated Crocodile  

After inoculation male Siamese crocodiles (C. siamensis) around 4-year old by syringe 

injection with A. hydrophila, physiological and morphological inspection were done. The 

examination after inoculation 1h and 24h did not show any behavior change. Afterward 24h 

after inoculation crocodiles were opened body to dissect pathological change. There was no 

significance of morphological change between non-inoculated and 24h inoculated crocodiles. 

 

Number of WBC and RBC during inoculation 

A. hydrophila is a heterotrophic, Gram-negative, rod-shaped bacterium found in a 

warm climate region and was used in this study as a bacterial pathogen infectious to C. 

siamensis. Morphological features of WBC and RBC of 0h, 1h and 24h looked comparable. 

The number of WBC at 0h was nearly 1,900 cells µl-1, but at 1h their number dramatically 

increased to nearly 3,700 cells µl-1. However at 24h their number dropped down to around 

2,200 cells µl-1 (Fig. 1A). Likewise for RBC observation, at 0h the total number was 50,000 

cells µl-1, but at 1h the cells were boosted up to near 90,000 cells µl-1 (approximately 2-

fold) and dropped down to near 67,000 cells µl-1 in 24h (Fig. 1B). 

 

De novo assemblies and data analysis 

Although did not notice obvious change after 24h of bacterial inoculation, it is 

possible that the onset of morphological change may take place longer than 24h that is 

consistent with our expectation. However, we expect the use of transcriptomic analysis may 

get the valuable clue for further study to understand mechanism of innate immune system 

of crocodilian that be considered powerful in pathogen invading eradication. Considering in 

blood stream, RBC number of Siamese crocodile was kept higher WBC around 25 folds in 
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three time point (Figure 1), thus gene expression profile in this study has a tendency 

represent RBC pattern. Transcriptome data of 3 different samples were generated by whole 

transcriptome shotgun sequencing (RNA-Seq). 60,866,148 59,042,408 and 62,101,112 were 

raw reads 59,436,942   57,560,316   and    60,556,164 were clean reads 49655960, 47761848 

and 50115898 were total mapped read for 0h, 1h and 24h, respectively (Table 1). The 

transcripts and unigenes length revealed orderly 500-1kbp ˃ 200-500bp ˃ longer 2kbp ˃ 1-

2kbp (Table 2). Totally the number of transcripts of three samples was 107,679 and total 

number of unigene was 107,592 (Table 2). Annotation 107,592 unigenes with 7 databases 

namely NR, NT, KO, SwissProt, PFAM, GO, KOG (Table 3), among them no any databases 

could annotate reaching 50% of total unigenes which the most effective database was NT 

that was able to annotated 49.13% and KOG database could annotate the lowest number of 

unigene 19%. 11,912 unigens or 11.07% all databases could be annotated and 60,912 

unigenes or 56.61% at least one database could be annotated (Table 1), suggesting 

crocodile gene functional characterization relatively limit investigation so far. 

When characterization of crocodile unigenes were searched against the non-

redundant protein database (Nr), the E-value used to indicate the similarity of unigenes 

against the database by which the low E-value is directly proportional to the high similarity. 

This study E-value <1.0e-45 was use as critical threshold based on Song et al. criteria (2017) 

which found 71% , whereas E-value range around 1.0e-45-1.0e-5 was 29% (Fig. 2A). For 

similarity distribution analysis of unigenes range 80-95% shared 48.7% and the range 95-

100% shared 25.6% to available reference sequences (Fig. 2B). The unigene sequences had 

quite high homology with Alligator mississippiensis and Alligator sinensis as 34.7% and 31.3% 

respectively which they are phenogentically grouped into Family Crocodylidae along with 

Siamese crocodile, followed by those of Chrysemys picta and Chelonia mydas that were 

turtle with the similarity to 4.6% and 3.4%, whereas the similarity to Homo sapiens just was 

hit 1.6% (Fig. 2C).  

 

Unigene analysis upon bacterial immunization 

In comparison unigene expression level between two time points to consider how 

many of DGEs were up- or down-regulated, the log2 (fold change) was used and lower than -

1 and higher than 1 was interpreted to be down-regulated and up-regulated significant 

expression respectively. Upon comparison the expression of 1h and 0h (a) found 22 up-

regulated and 6 regulated unigenes, while comparison between 24h and 1h (b) found 372 
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up-regulated and 47 regulated unigenes and comparison between 24h and 0h (c) found 340 

up-regulated and 82 regulated unigenes (Fig. 3A-C). With either up- or down-regulated DEGs, 

there were merely 7 unigenes overlapping between (a) and (b) and 13 unigenes between (a) 

and (c), while the overlapping unigenes between (b) and (c) were 334. The exclusive 

unigenes of (a), (b) and (c) were 8, 78 and 75 respectively (Fig. 3D).  

 Furthermore Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) was exploited to 

illustrate blood cells response to bacterial inoculation via the change of DEGs. KEGG 

mapped DEGs to several canonical reference pathways and the most top 20 enriched key 

pathways significantly enriched (q-value <0.05). In comparison up-regulated DEGs of 1h 

versus 0h, predominant enriched KEGG pathways were TNF signaling pathway, Osteoclast 

differentiation (Table 4) which almost them were genes encoded TF. Because genes in TNF 

signaling and Osteoclast differentiation pathway had overlapping members, up-regulated 

unigenes of both pathways corresponded 5 TFs of Crocodilia namely XP_006262364.1, 

XP_006271086.1, XP_006267477.1 coresponding to Alligator mississippiensis and 

XP_006014950.1, XP_006015445.1 coresponding to Alligator sinensis (Table 5). All of them 

would be thought to accelerate newly synthesizing bacterial pathogen responding-genes.  

For 24h versus 0h and 1h almost proteins in inflammation and bacterial response would 

affect the TF up-regulated at 1h of inoculation such as Tuberculosis, Phagosome, Pertussis 

(Table 4).  

Moreover cathericidin genes were considered because they encode antimicrobial 

peptide that are powerful peptide to kill bacteria and are remarkable peptide in innate 

immunity of crocodile. In this study 7 genes named as Cs-CATH#1- Cs-CATH#7 were 

detected and only Cs-CATH#6 did not up-regulated significant expression at 24 hour, but 

other genes were (Table 6). In addition for analysis of down-regulated DEG with KEGG 

Enrichment pathway, there was no gene different between 0h and 1h. However for 24h 

compared to 1h and 0h two interesting pathways were intestinal immune network for IgA 

production and primary immunodeficiency that were the two tops of enriched key pathways 

(Table 7). 
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Discussion 

Order Crocodilia includes three true crocodiles, but they are phylogenetically 

grouped to different family namely Crocodylidae, Alligatoridae, Gavialidae. They are 

interesting vertebrate in term of primitive animal which are considered as only evolutionarily 

surviving relatives of dinosaurs (van Hoek, 2014) and possessing high effective pathogenic 

innate immune response. Currently there are a few investigations using transcriptomic 

analysis reveal Crocodilia gene expression, for instance the utilization RNA-seq to verify 

alligator genes governing temperature-dependent sex determination (Yatsu et al., 2016). In 

addition the evaluating study in measure GC content of EST in Crocodilia compared with 

avian and human found pretty same level, but differ from amphibians and fish that have 

lower GC-rich isochore (Chojnowski et al., 2007). Since there are subtle transcriptomic 

information in Crocodilia, our work wish fills up the gene expression information as well as 

bacterial innate immune response information.  

 

Total of WBC and RBC change after bacterial immunization 

Count of blood cells and comparison the number before and after inoculation found 

both WBC and RBC numbers were increased around two-folds at 1h. Generally in human 

bacterial infectious boosts up number of WBCs (Aminzadeh and Parsa 2011) because several 

types of WBC migrate from bone marrow pool to blood vessel. However, the interesting 

notice is that 1h is too fast of the response compared with other organisms upon bacterial 

inoculation. In human WBCs initially increase in blood stream around 4-8 hours after 

infection and their number are peaked around 48h (Honda et al., 2016). This may one of 

explanation of crocodile can terrifically heal their injury rapidly via WBC manner before 

pathogenic spreading out through their body. Another reasoning observation is that RBC also 

increased. Minasyan (2014) proposed that WCB cannot effectively phagocytize invading 

bacteria in blood stream because strongly blood flow hurdle of engulfing. Instead RBCs can 

do so to catch bacteria by electric charge; thereby bacteria are fixed on the surface of RBC 

and then are killed by exocytosis with oxygen released from oxyhemoglobin (Minasyan 

2018).In addition supporting evidence of RBC contribution of destroying invading bacteria, 

infected RBC of rainbow trout fish 24 h with LPS study can stimulate gene expression 

involving inflammation system such as tumor necrosis factor like, oxidative-stress responsive 

1, interferon regulatory factor etc. (Morera and MacKenzie, 2011). Our findings suggest that 

https://en.wikipedia.org/wiki/Crocodile
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fast increase of RBC after inoculation may be apart effective innate immune response 

crocodile to kill invader. 

 

Transcriptomics information contributing to crocodilia gene annotation 

Our work found that 107,592 unigenes were detected and used 7 databases for gene 

annotation according to biological gene product function in which around half of them 

could annotate and classify via rationale categories of each database. BLASTX analysis 

against the Nr protein database depicted reliable information with E-value ranging e≤-45 

72% of unigene, percentage similarity distribution during 80-100% being 74.3% of unigene 

and unigene hit to the Alligator mississippiensis and Alligator sinensis 66%. Moreover this 

study is useful for product recombinant protein. Producing mass valuable protein using 

heterologous expression in favorite organisms like E.coli and Yeast is general platform. The 

expressed protein so called recombinant protein is applied extensively. Recombinant 

protein hepcidin possessing antibacterial activity is able to inhibit growth of various bacteria 

(Hao et al., 2012). According to the discovery so far blood crocodile proteins and/or peptides 

have abroad range of functions for instance antimicrobial, anti-inflamtion, and even anti-HIV 

anti-cancer (Maijaroen et al., 2018; Lueangsakulthai et al., 2018; Kozlowski et al., 2016). Since 

crocodile genes are majorly gene family do not know which gene and how much are 

expressed in blood cell in particular bacterial infection circumstance. Currently their gene 

expression level are still limited and until now there are no cDNA library of crocodile. Our 

RNA-seq information would inform which genes in curtain family responsibly function and 

could point out which genes are low or high abundant which is useful for considering which 

genes is important among their gene family. In addition, the unigene sequence from this 

study can compared sequence with other organisms either reptile group or mammal group 

to understand evolution of innate immunity via bacterial pathogen responded-genes. 

Although three crocodilians have been done genome sequencing and leased publishable 

genomic information along with comparing how closed they are to their ancestor (Green et 

al., 2014), until now gene expression level information versus any challenges still limited. 

The study of temperature-dependent sex determination of alligator study also used RNA-seq 

to explore DEGs and found 375.2 million paired-end reads of RNA-seq yielded, but this study 

did not mention how any unigens were revealed (Yatsu et al., 2017).  
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Gene expression in bacterial inoculation  

Figuring out DEGs as many as possible upon inoculated crocodile blood cell 

compared with non-inoculated sample is worth information for understanding innate 

immune response in particular up-regulated DEGs. This transcriptomic work using whole 

blood has advantage point because injection of bacterial pathogen directly to blood stream, 

gene expression profile in RBC is discovered since it is major directly respond invader rather 

than WBC according to Minasyan (2018) proposed and fortunately our work used whole 

blood cell to perform RNA-seq in which Siamese crocodile RBC prominently exist around 25-

folds over WBC. Moreover ratio RBC/WBC of Crocodylus palustris is around 120 folds (Arikan 

and CiCek, 2014). Thus gene expression profile may weight to RBC rather than WBC. 

Considering up-regulated DEGs between pre-inoculation and inoculation 1h, in KEGG 

pathway Osteoclast differentiation and TNF signaling were two top pathways. The member 

of two pathways is TFs. When blast nucleotide those unigenes to NCBI database, they hit to 

5 TFs namely  transcription factor jun-B, transcription factor Spi-B-like, proto-oncogene c-Fos, 

partial, transcription factor jun-D, suppressor of cytokine signaling 3, CCAAT/enhancer-binding 

protein beta. The increase of TFs expression at 1 hour suggests that crocodile blood cell will 

accelerate a number of genes expression after 1 hour of inoculation to resist the enemy. In  

comparison 24h to 0h or 24h to 1h, the up-regulated pathway seem to similar. The pathway 

can divide into two groups, fist bacterial killing such as Tuberculosis, Legionellosis 

Leishmaniasis, Malaria, pertussis Phagosome and pathogen infection response such as 

Rheumatoid arthritis, Cytokine-cytokine receptor interaction, Complement and coagulation 

cascades, Salivary secretion, Inflammatory bowel disease. Furthermore one of protein 

family that is powerful in innate immune response, especially crocodile is antimicrobial 

peptide. Only cathericidin antimicrobial peptide family was detected in this analysis. 

cathericidin in Alligator sinensis consists of 6 genes and measured gene expression in As-

CATH1–6 are mainly expressed in immune organs and epithelial tissues, but did not 

determine the expression in blood cell (Chen et al., 2017), while Alligator mississippiensis 

and Crocodylus siamensis also reported antimicrobial efficacy, but did not propose number 

of gene in such organisms (Barksdale et al., 2017; Tankrathok 2018). This analysis 9 

cathericidin unigenes were found, but hit to 5 cathericidins of Crocodilia. 7 of them showed 

up-regulated DEG at 24 hours, but not at 1 hour. This is a worth preliminary information to 

follow understanding this antimicrobial peptide family.  
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Conclusion  

Siamese crocodile transcriptomic analysis with RNA sequencing of whole blood cell 

which represent gene expression profile mainly of RBC rather than WBC according to 

prominent available in blood cell population is worthily informative of Order Crocodilia to 

figure out  how it due with pathogenic bacterial inoculation. At 1h it obvious TNF cytokine 

action to run on bacterial management via TNF signaling pathway a long with increase of  a 

number of TFs to promote bacterial response genes. While the response at 24h provoked 

genes implicated in inflammation, antimicrobial, metabolism. 
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Figure legends 

Figure 1. Change in number of WBC and RBC among non-immunized (0h) and immunized 1h 

and 24h. 

Figure 2. BLASTX analysis of unigenes identified from the C. siamensis  transcriptome. A total 

of 107,592 unigenes were queried against the nonredundant (Nr) protein database. The pie 

charts show the species distribution (A) E-value (B) similarity distribution (C) species 

classification. 

Figure 3. DEGs in the RNA-Seq data. Volcano plot of statistically significant DEGs at P ≤ 0.05 

identify from the RNA-Seq. The X-axis shows the fold change in gene expression between 

different samples, and the Y-axis shows the statistical significance of the differences. (A-C) 

Statistically significant differences are represented by lower -1 and higher 1 of log2 (fold 

change) corresponding to down- and up- regulated DEG respectively. (D) The venn diagram 

presents the number of different expressed genes between each group and the overlaps 

between groups 
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Figure 1 Change in number of WBC and RBC among non-immunized (0h) and immunized 1h 

and 24h.   

 

 
 

Figure 2 BLASTX analysis of unigenes identified from the C. siamensis transcriptome. 

 



279 

 
Figure 3 DEGs in the RNA-Seq data.  

 

 

Table 1 Overview of the number of transcripts and unigenes in different length intervals 

Transcript length interval 200-500bp 500-1kbp 1k-2kbp >2kbp Total 

Number of transcripts 27413 34514 20704 25048 107679 

Number of unigenes 27326 34514 20704 25048 107592 
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Table 2 The Ratio of Successfully Annotated Genes in each data base. 

Annotated in Number of Unigenes Percentage (%) 

NR 43934 40.83 

NT 52866 49.13 

KO 22620 21.02 

SwissProt 38118 35.42 

Pfam 37187 34.56 

GO 37270 34.64 

KOG 20441 18.99 

Annotated in all Databases 11919 11.07 

Annotated in at least one Database 60912 56.61 

Total Unigenes 107592 100 

Percentage in parenthesis indicates number of annotated total reads with databases.  
Annotation databases; NR (NCBI non-redundant protein sequences), Nt (NCBI nucleotide 
sequences), KO (KEGG Orthology), SwissProt , Pfam (Protein family),GO (Gene Ontology), KOG 
(euKaryotic Orthologous Groups) 
 

Table 3 Number of read in 3 different times investigation 

Sample name Raw Reads Total reads Total mapped 

0h 60866148 59436942 49655960 (83.54%) 

1h   59042408 57560316 47761848 (82.98%) 

24h   62101112 60556164 50115898 (82.76%) 

Percentage in parenthesis indicates reads that can be mapped to the reference genome  
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Table 4 KEGG Enrichment pathway of up-regulated DEGs in comparison in two time points 

 1 h vs 0 h  24 h vs 0 h  24 h vs 1 h 
Pathway gene number  Pathway gene number  Pathway gene number 

Osteoclast differentiation 6  Tuberculosis 22  Tuberculosis 18 
TNF signaling pathway 5  Pertussis 10  Phagosome 14 
Prolactin signaling pathway 3  Rheumatoid arthritis       10  Salivary secretion  9 
Amphetamine addiction 2  Biosynthesis of amino acids      10  Rheumatoid arthritis   9 
MAPK signaling pathway 4  Phagosome  13  Complement and coagulation cascades 7 
Circadian entrainment 2  Cytokine-cytokine receptor interaction         15  Cytokine-cytokine receptor interaction 13 
Oxytocin signaling pathway 3  Complement and coagulation cascades         7  Pertussis 8 
HTLV-I infection 4  Salivary secretion   8  Prion diseases  5 
Pertussis  2  Legionellosis  8  Biosynthesis of amino acids             8 
Salmonella infection 2  Leishmaniasis 9  Staphylococcus aureus infection 6 
Rheumatoid arthritis  2  Prion diseases 5  Legionellosis 7 
Herpes simplex infection 3  Malaria         7  Malaria  6 
Leishmaniasis  2  Inflammatory bowel disease        7  Inflammatory bowel disease  6 
Dopaminergic synapse  2  TNF signaling pathway 10  Leishmaniasis  7 
Colorectal cancer  2  Staphylococcus aureus infection 6  Collecting duct acid secretion  3 
Cholinergic synapse  2  Osteoclast differentiation  11  Amoebiasis  8 
Toll-like receptor signaling 2  Galactose metabolism 5  Chagas disease  8 
B cell receptor signaling 2  African trypanosomiasis                  5  Galactose metabolism  4 
Chagas disease 2  Amoebiasis       9  Alanine, aspartate and glutamate 

metabolism      
4 

Hepatitis C 2  Salmonella infection  7  Starch and sucrose metabolism  4 
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Table 5 Up-regulated DEGs transcription factors since 1 hour after bacterial inoculation 

Unigenea Accessionb Coresponse genec Functiond 

Cluster-2754.36308 XP_006262364.1 Transcription factor jun-B Transcription factor involved in regulating gene activity following the 
primary growth factor response 

Cluster-2754.41660 XP_006014950.1 Transcription factor Spi-B-like Acting as a sequence specific transcriptional activator 

Cluster-2754.35538 XP_006015445.1 Proto-oncogene c-Fos, partial Transcription factor recognizing and binding to the enhancer 
heptamer motif  

Cluster-2754.39612 XP_006271086.1 Transcription factor jun-D Transcription factor binding AP-1 sites 

Cluster-2754.36850 XP_006267477.1 CCAAT/enhancer-binding 
protein 

Transcription factor regulating the expression of genes involved in 
immune and inflammatory responses 

aThe name of unigene of this work 
bAccession number that have high nucleotide sequence similar to Siamese crocodile cluster  
cGene name correspond accession number  
dPossible gene function according to the UniProt Knowledgebase (UniProtKB) https://www.uniprot.org/ 
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Table 6 Comparison cathelicidins of C. Siamensis and their ortherlogs 

Unigenea log2 Foldb log2 Foldc 

Accessiond % identitye query coverf 
1h/0h 24h/1h 

CS cathelicidin #1 -0.33964 5.4489 XM_019482930.1         82% 70% 
CS cathelicidin #2 -0.29315 6.4476 XM_006037211.3         91% 82% 

CS cathelicidin #3 -0.028455 1.295 XM_014606513.2         85% 83% 
CS cathelicidin #4 -0.11067 4.9506 XM_006026411.3         87% 97% 
CS cathelicidin #5 0.10023 1.4655 XM_006026410.3         91% 34% 
CS cathelicidin #6 0.060913 0.52344 XM_006026410.3   90% 40% 
CS cathelicidin #7 -0.072179 4.4788 XM_006262429.3         91% 11% 
aNumbers of unigene in RNA-seq analylysis were named  CS (C. siamensis) cathelicidin 
following the sequence number  
bLog2 fold change CS cathelicidins gene expression revel of 0h compared 1h  
cLog2 fold change CS cathelicidins gene expression revel of 1h compared 24h  
dHighest score of hit accession number in NCBI all of them are gene of  Alligator 
mississippiensis  
e% identity between accession number and CS cathelicidin   
fQuery cover  between accession number and CS cathelicidin 
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     Table 7 KEGG Enrichment pathway of down-regulated DEGs in comparison in two time points 
24 h vs 0 h  24 h vs 1h 

Pathway gene number  Pathway gene number 
Intestinal immune network for IgA production 5  Primary immunodeficiency 6 
Primary immunodeficiency 5  Intestinal immune network for IgA production 5 
Asthma 4  Rheumatoid arthritis 6 
Hematopoietic cell lineage 6  Asthma  4 
Dilated cardiomyopathy 5  Leishmaniasis 6 
Viral myocarditis 5  Hematopoietic cell lineage 6 
Staphylococcus aureus infection 4  B cell receptor signaling pathway 7 
Allograft rejection 4  Staphylococcus aureus infection 4 
Autoimmune thyroid disease 4  Allograft rejection 4 
Leishmaniasis  5  Autoimmune thyroid disease 4 
Phagosome 6  Systemic lupus erythematosus 4 
Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy 4  Salmonella infection 4 
Systemic lupus erythematosus 4  Viral myocarditis  4 
Rheumatoid arthritis 4  Toll-like receptor signaling pathway 5 
B cell receptor signaling pathway 5  T cell receptor signaling pathway 5 
Hypertrophic cardiomyopathy 3  Phagosome 5 
Inflammatory bowel disease 3  Inflammatory bowel disease 3 
Tuberculosis 5  Osteoclast differentiation 5 
African trypanosomiasis 2  HTLV-I infection 8 
Graft-versus-host disease   2  Colorectal cancer 4 
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Abstract 

Cathelicidins, a group of vertebrate multifunctional molecules play role in innate immunity. 

Cathelicidins are antimicrobial peptides that involve in the protection against microbial 

invasion. Nowadays, amphibian cathelicidin-like antimicrobial peptides have been identified 

from only 10 species and some of these cathelicidins have not yet been functionally 

characterized. In this study, a novel cathelicidin was identified from the lung of frog, Rana 

tigerina. A cDNA sequence (786 bp) encodes a predicted 157-residue prepropeptide of R. 

tigerina cathelicidin (Rt-CATH), which comprised of a 20-residue signal peptide, a 108-residue 

cathelin domain and a 29-residue mature cathelicidin peptide (PCR29). The multiple 

sequence alignment and phylogenetic analysis demonstrated that Rt-CATH shared a high 

degree of similarity with other amphibian cathelicidins. The synthetic PCR29 peptide 

possesses antimicrobial activity against only Bacillus subtilis. However, the N-terminal twelve 

amino acid residues of PCR29 (PCR12) peptide was used as a template peptide for designing 

novel antimicrobial peptide. Two candidate (PCR12 template and PCR12modify6) peptides 

were selected for investigation of antimicrobial activity. Only four residues were changed 

from the PCR12 template line, the net charge was increased to 6 and presented -helix 

structure. PCR12modify6 peptide performed an antibacterial activity against Gram-positive 

and Gram-negative bacteria. This is the first cathelicidin identified from R. tigerina and 

highlighted its derivative peptide potent the novel peptide antibiotics template. 
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1. Introduction 

Cathelicidin is a class of antimicrobial peptide which found in almost all vertebrates 

(Avila., 2017). The cathelicidin prepropeptides contains the N-terminus conserve region 

named is ‘cathelin’ and the variable C-terminus mature peptide region perform the 

antimicrobial activities (Zaiou and Gallo, 2002). Moreover, not only antimicrobial activity but 

cathelicidin also involve in other biological roles including angiogenesis, cytolysis induction 

and chemotaxis for immune system cell (Ramanathan et al., 2002). 

Amphibians live in harsh environments, with their exposed skin making them 

vulnerable to microorganisms, ultraviolet radiation and injury (Xu et al., 2015). To combat 

these factors, they have evolved a unique and highly effective polypeptide defense system 

in their skin (Yang et al., 2012). Amphibian skin have been proven to secrete diversity of 

small bioactive peptides with diverse pharmacological bioactivities, including antimicrobial, 

antioxidant, and immunomodulatory activities (Zhang et al., 2015). Previous research has 

demonstrated that amphibian skin can repair itself quickly after damage, and thus has 

potential in wound healing drug development (Ferris et al., 2010; Rezazade Bazaz et al., 

2015). However, research on wound-healing promoting peptides, especially those found in 

amphibian species, is still in its infancy. 

Cathelicidins have been identified in multiple vertebrates, but not in many 

amphibian species. To data, only five amphibian cathelicidins have been identified, including 

cathelicidin-RC1 and RC2 from Rana catesbeiana, cathelicidin-AL from Amolops loloensis, 

cathelicidin-PY from Paa yunnanesis, and Lf-CATH1 and 2 from Limnonectes fragilis (Hao et 

al., 2012; Ling et al., 2014; Wei et al., 2013; Yu et al., 2013). In the current study, we 

characterized a novel cathelicidin from R. tigerina (cathelicidin-RT). Moreover, cathelicidin-RT 

peptide was used as a peptide template for designing novel peptide with improving of 

antimicrobial activity. 

 

2.  Materials and Methods 

2.1 RACE amplification and gene expression 

Total RNA was extracted from frog lung by using GF-1 Total RNA extraction Kit (Vivantis, USA) 

following the manufacturer’s instructions then quantitated by spectrophotometer. The 

experimental protocol was approved by the animal ethics committee of Kalasin University. 

The first strand cDNA was synthesized using Viva 2-step reverse transcriptase polymerase 

chain reaction (RT-PCR) with M-MuLV reverse transcriptase by oligonucleotide d(T) (Vivantis, 



287 

USA). The cDNA was amplified with forward primer rcCATH-F (5’-GCTGTCAACTTCTACAACC-3’) 

and reverse primer rcCATH-R (5’-CGTTGTCCTGGAAGTCGC-3’) with designed based on the 

conserved domain of R. catesbiena cathelicidin (cathelicidin-RC) genes. The 3’-RACE was 

amplified using 5’-specific forward primer SF-F (frogCATH34-f) (5’-

GCTGTCAACTTCTACAACCAACA-3’) and oligonucleotide d(T) primer. The PCR reaction was 

carried out on T100 Thermal Cycler (Bio-Rad, USA). The PCR products were purified by gel 

electrophoresis with GF-1 AmbiClean kit (Vivantis, USA). The cDNA sequence was analyzed 

by standard nucleotide sequencing (Macrogen, South Korea).  

 

2.2 Bioinformatic analysis  

The amphibian cathelicidin amino acid sequences were obtained from NCBI BLAST search. 

Then the amino acid sequence alignments were building using ClustalOmega 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Based on the proregion and mature domain 

phylogenetic trees were constructed using the neighbor-joining method (Mega, version 4.0; 

www.megasoftware.net) by calculating the proportion of amino acid differences among all 

sequences. Tertiary and secondary structure was performed by I-TASSER (Yang et al., 2015) 

and PEP-FOLD servers (Thévenet et al., 2012), respectively. The structure graphics was 

generated in PyMol (Schrödinger LLC). Antimicrobial domain of protein was predicted by 

Antimicrobial Sequence Scanning System (AMPA) server (http://tcoffee.crg.cat/apps/ampa/) 

(Torrent et al., 2012). The physicochemical properties of peptides were analyzed through 

APD2: The antimicrobial peptide database (http://aps.unmc.edu/AP/main.php) (Wang et al., 

2009). The predicted peptide structure PDB file was used for calculation of peptide 

positioning in membranes by PPM server (http://opm.phar.umich.edu/server.php) (Lomize et 

al., 2012). 

 

2.3 Peptide synthesis 

PCR29 peptide was synthesized by GenScript (NJ, USA). The purity was analyzed by reverse-

phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) and peptide sequence was 

confirmed by electrospray ionization mass spectrometry. 

 

2.4 Antimicrobial activity assay 

Antimicrobial activity of all peptides was determined using the broth assay. Briefly, bacterial 

cells were grown to mid-log phase in nutrient broth at 37 °C, and the bacteria were diluted 
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to 104 CFU/ml. The 50 µl of bacterial suspension was added to each tube together with 50 

µl of peptide. After incubation at 37 °C for 18-22 h, the value of OD at 600 nm in each well 

was observed for bacterial growth with spectrophotometer. The percentage of inhibition was 

calculated according to following formula: % inhibition = [(OD600 nm, control − OD600 nm, 

sample) / (OD600 nm, control − OD600 nm, blank)] × 100. All % inhibition results were 

performed in triplicate tests.  

3. Results and discussions 

3.1 Identification and expression of cathelicidin-RT 

To identify cathelicidin gene in R. tigerina, the frog lung was collected then analyzed by RT-

PCR with the conserve R. catesbiena cathelicidin gene primer. Furthermore, the complete 

the full length of cathelicidin-RT gene, the 5’- and 3’- ends was determined by RACE-PCR. 

The complete translate region of prepropeptide sequence cathelicidin-RT cDNA sequence 

was shown in Figure 1. The 786 bp prepro-cathelicidin-RT nucleotide encoded 157 amino 

acid residues.  

 

3.2 Amino acid sequence analysis of cathelicidin-RT 

The analysis of prepro-cathelicidin-RT amino acid sequence with ExPASy showed the 

molecular weight of 17.97 kDa with the 6.59 of pI. In addition, after sequence analysis with 

SignalP 4.0 severs indicated the signal peptide located at first 20 amino acid residues on N-

terminus site. The conserved cathelin domain comprised of 108 residues whereas 29 amino 

acid residues at C-terminal end indicated the mature cathelicidin-RT peptide with released 

from elastase cleaving with the molecular weight of 3.18kDa and the 10.86 of pI. The amino 

acid sequence alignment found that prepro-cathelicidin-RT showed 62% similarity with 

cathelicidin-PY1 precursor (Nanorana yunnanensis) and performed 54% and 41% with 

cathelicidin-RC2 preproprotein R. catesbeiana and cathelicidin-BG (Bufo gargarizans), 

respectively (Figure 2). The N-terminal cathelin domain showed highly conserved sequence 

among amphibian species. In the other hand, the C-terminal cathelicidin domain 

accomplished the variety of amino acid sequence. From the phylogenetic tree analysis 

(Figure 3), amphibian cathelicidins was classified into three clusters. Cluster I was the group 

with the largest number of cathelicidins consist of cathelicidin-RC1 cathelicidin-RC2 

cathelicidin-PY cathelicidin-PP (Polypedates puerensis) and cathelicidin-RT. Cluster II 

comprised of cathelicidin-BG and cathelicidin-DM. For cluster III, this cluster has only one 

cathelicidin members, cathelicidin-AL (Amolops loloensis). Predicted tree dimensional 
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structure from amino acid sequence displayed similar as other known cathelicidin structures 

especially the highly conserved sequence cathelin domain. The cathelicidin-RT structure 

contained one α-helical, four β-strand and the C-terminal end random coiled. Beside, this 

structure presented two disulfide bridges locating on both cathelin domain and mature 

cathelicidin peptide site (Figure 4).  

  

3.3 Analysis of candidate cathelicidin-RT derived peptide 

The candidate three peptide denoted as PCR29; NH2-PCRGIFCRTGSRSPIAKP SKDNLVRMSLS-

COOH, PCR12; NH2-PCRGIFCRTGSR-COOH and LT12; NH2-LTKTSRVKRSNR-COOH. The 

predicted secondary structures of these peptides were presented in Figure 5.  The three 

candidate cathelicidin-RT peptides, PCR29, PCR12 and LT12 peptide was composed of 29, 12 

and 12 amino acid residues, respectively. For total net charge, the PCR12 and LT12 peptide 

performed the cationic peptide property with +3 and +5 net charge, respectively. Although, 

both PCR12 and LT12 peptide expressed positive total net charge but only PCR12 peptide 

presented the hydrophobic ratio percent at the level of major group of AMPs. The 

hydrophobic ratio was 33% and 16% for PCR12 and LT12 peptide, respectively. The three 

peptides showed distinct characteristic of predicted secondary structure. The PCR29 peptide 

presented the β -strand model whereas PCR12 peptide performed the random coil loop. 

Moreover, for LT12 peptide, the predicted secondary structure presented α -helix model. 

However, the predicted α -helix structure and cationic properties made the LT12 peptide 

resembled the common AMPs. However, the AMPA server analysis indicated that PCR12 

peptide denoted the bactericidal stretch with 13 % probability (data not shown).  

 

3.4 Antimicrobial activity of cathelicidin-RT peptide 

The PCR29, PCR12 and LT12 peptide was chemically synthesized by solid phase peptide 

synthesis. The antimicrobial activity of three peptides was examined by the broth assay 

(Figure 6). The results cleared that synthetic PCR29 peptide efficiently inhibited the growth 

of both Bacillus subtilis TISTR124 and Enterococcus faecalis TISTR927. Wherewith, the PCR12 

and LT12 peptide exhibited low antimicrobial activity against both gram positive and gram 

negtive bacteria. The results indicated that PCR29 peptide potent antibacterial peptide.  
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4. Conclusions 

In conclusion, a novel cathelicidin peptide was identified from R. tigerina that offers 

new insights into the role of cathelicidin in the amphibian innate immune system. The 

sequence alignment and phylogenetic analysis revealed cathelicidin-RT share the conserved 

sequence among the amphibian cathelicidins. The PCR29 peptide was expected as AMPs 

released from mature cathelicidin-RT perform antimicrobial activity. Our results provide a 

novel template for the development of potent peptide antibiotics. 
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Figure captions 

Figure 1 The cDNA sequence and the predicted prepropeptide sequence of cathelicidin-RT. 

The predicted mature peptide is displayed in bold. The predicted signal peptides are 

underlined. An asterisk (*) indicates the stop codon.   

Figure 2 The amino acid sequence alignment of cathelicidin-RT complete peptide with other 

amphibian cathelicidins. The highly conserved amino acid are shaded. The mature peptides 

are underlined. 

Figure 3 The phylogenetic analysis of cathelicidin-RT complete peptide with other 

crocodilian cathelicidins. 

Figure 4 Predicted peptide tertiary structure of cathelicidin-RT. 

Figure 5 Predicted peptide secondary structure of PCR29 (A), PCR12 (B) and LT12 (C). 

Figure 6 The inhibition percentage of cathelicidin-RT peptide. 
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Figure 2 The amino acid sequence alignment of cathelicidin-RT complete peptide with other 

amphibian cathelicidins. The highly conserved amino acid are shaded. The mature peptides 

are underlined 

 

 
 

Figure 3 The phylogenetic analysis of cathelicidin-RT complete peptide with other 

crocodilian cathelicidins 
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Figure 4 Predicted peptide tertiary structure of cathelicidin-RT 

 

 

 
 

Figure 5 Predicted peptide secondary structure of PCR29 
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Figure 6 The inhibition percentage of cathelicidin-RT peptide 
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321 

การจดัประชมุเสวนาวชิาการ “การตอยอดผลงานวจิยัพืน้ฐานสูการพฒันานวตักรรมเชงิพาณิชย” 
ณ หองประชมุสริคิุณากร 3 ชัน้ 2 อาคารสริิคณุากร มหาวิทยาลัยขอนแกน จงัหวดัขอนแกน 

วันองัคารที ่12 มถินุายน 2561 
 

หลักการและเหตผุล  
เนื่องดวยความรูทางดานวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีปจจุบันนี้กาวหนาแบบกาวกระโดด แตความรู

เหลานี้จะกระจุกอยูแตในวงการนักวิชาการ และนักวิชาการเองก็อาจจะมีความรูความเขาใจในเชิงลึกเฉพาะ
ศาสตรท่ีมีความเชี่ยวชาญ ดังนั้นศูนยวิจัยโปรตีนและโปรติโอมิกสเพ่ือการพาณิชยและอุตสาหกรรม (ศปพ.) 
คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน จึงเล็งเห็นความสําคัญของการนําองคความรูพ้ืนฐานทางดาน
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยี  (Basic knowledge)  เ พ่ือการพัฒนาตอยอดสูนวัตกรรมเชิงพาณิชย 
(Translational research for innovative products) ซ่ึงเปนการบูรณาการองคความรูใหเกิดประโยชน
สูงสุด เนื่องดวยศูนยวิจัยฯ มีพันธกิจหลักในการศึกษาคนควาเก่ียวกับโปรตีนและเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพ
ตางๆ อาทิ ฤทธิ์ตานมะเร็ง ฤทธิ์ตานเชื้อจุลชีพกอโรค ฤทธิ์การสมานบาดแผล และฤทธิ์ตานอักเสบ ฯลฯ โดย
มุงเนนศึกษาคนควาเปปไทดออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากจระเขสยามจนสามารถเขาใจกระบวนการทํางานเชิงลึก
ของเปปไทดท่ีคนพบไดอยางครบถวนสมบูรณ ท้ังนี้คาดหวังเปนอยางยิ่งวาองคความรูท่ีเกิดจากผลงานวิจัยนี้ 
จะเปนประโยชนอยางยิ่งหากมีการพัฒนาตอยอดสูผลิตภัณฑนวัตกรรมดานตางๆ ไดแก ดานเวชสําอาง ดาน
อาหารเสริมสุขภาพ รวมถึงดานการแพทย ดวยเหตุนี้ศูนยวิจัยฯ จึงเล็งเห็นวานาจะจัดประชุมสัมมนาเพ่ือ
เผยแพรองคความรูจากการจากการวิจัยในหองปฏิบัติการ แกนักวิชาการในแขนงอ่ืน ตลอดจนผูประกอบการ
ธุรกิจเชน ดานอาหารเสริม เครื่องสําอางและผูประกอบการเลี้ยงจระเข ท่ีนาจะนําความรู ท่ีเกิดข้ึนใน
หองปฏิบัติการเปนสวนหนึ่งในการปรับปรุงธุรกิจ นอกจากนั้นการประชุมสัมมนาดังกลาวยังจะมีประโยชนตอ 
นักศึกษา และบคุคลท่ัวไป 
   
วตัถปุระสงคของโครงการ 

เพ่ือนําองคความรูท่ีเกิดจากการศึกษาและการวิจัยของศูนยวิจัยโปรตีนและโปรติโอมิกสเพ่ือการ
พาณิชยฯ เผยแพรแกนักวิชาการในแขนงอ่ืน ตลอดจนผูประกอบการธุรกิจและบุคคลท่ัวไป เพ่ือเปนการบูรณา
การองคความรูใหเกิดประโยชนสูงสุดอยางเปนรูปธรรมในทุกภาคสวน ตลอดจนเปดโอกาสในการซักถาม 
อภิปราย แสดงความคิดเห็นและกําหนดทิศทางในการจะสรางคุณคาทางเศรษฐกิจของจระเขสยามอยางยั่งยืน
ในอนาคต 
ผลสัมฤทธิ์จากโครงการ 

1. นักวิจัยไดเห็นข้ันตอนและปญหาท่ีเกิดข้ึนกับการเลี้ยงจระเข และการสรางผลิตภัณฑอาหารเสริม
และเครื่องสําอาง อันจะนําไปสูการตอยอดงานวิจัย สูผลิตภัณฑนวัตกรรมในรูปแบบตางๆ เชน อาหารเสริม 
เครื่องสําอาง เปนตน  

2. ผูเลี้ยงจระเขเห็นแนวทางเพ่ิมเติม ในการดําเนินและขยายธุรกิจในเชิงการแปรรูปผลิตภัณฑและ
การเพ่ิมมูลคาของผลิตภัณฑจากจระเขในดานการท่ีจะพัฒนาไปเปนอาหารเสริมและเครื่องสําอาง 

3. เม่ือเปดโอกาสใหซักถาม อภิปรายท้ังสามภาคสวนคือ นักวิจัย ผูเลี้ยงจระเข และผูประกอบการ
ธุรกิจ สามารถเห็นรูปแบบและกําหนดแนวทางรวมกันในการสรางคุณคาทางเศรษฐกิจของจระเขสยาม 
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 4. สามารถสรางเครือขายนักวิจัยรวมกับภาคอุตสาหกรรม เพ่ือบูรณาการงานวิจัยพ้ืนฐานสูเชิง
พาณิชย 
 
ภาพกิจกรรม 
 ในการจัดงานประชุมเสวนาครั้งนี้ไดแบงสวนการเสวนาออกเปน 3 สวนหลักๆ ไดแก 1) การเสวนาเชิง
วิชาการโดยผูเชี่ยวชาญในสาขาวิชาตางๆ เปนวิทยากรใหความรู อาทิ การบรรยายเรื่อง “การจัดการ
ทรัพยากรจระเขไทยอยางยั่งยืน” โดยคุณยศพงศ เต็มศิริพงศ เลขาธิการสมาคมสงเสริมการอนุรักษและ
เพาะเลี้ยงจระเขแหงประเทศไทย การบรรยายเรื่อง “องคความรูจากเลือดจระเขสูการพัฒนาเปปไทดตานจุล
ชีพ” โดยศาสตราจารยสมปอง คลายหนองสรวง ผูอํานวยการศูนยวิจัยโปรตีนและโปรติโอมิกสเพ่ือการ
พาณิชยและอุตสาหกรรม การบรรยายเรื่อง “Siamese crocodile genome: current research in 
genomics and diversity” โดย ผศ.ดร. ครศร ศรีกุลนาถ ภาควิชาพันธุศาสตร คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน 2) การนําเสนอผลงานวิจัยในรูปแบบโปสเตอร และการจัด
นิทรรศการแสดงผลงานวิจัยท่ีมีการตอยอดสูเชิงพาณิชย 3) การเสวนากลุมยอยเพ่ือบูรณาการรวมกันในทุก
ภาคสวน ท้ังนักวิจัย ผูประกอบการ โดยมีภาพกิจกรรมดังนี้  
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โครงการคายวชิาการหองเรียนพิเศษวิทยาศาสตร ระหวางวนัที ่5-6 กรกฎาคม 2561 
ณ หองศรีจนัทรบอลรมู โรงแรมเจรญิธาน ีจงัหวดัขอนแกน 

  
ดวยคณะกรรมการเครือขายเพ่ือพัฒนานักเรียนในโครงการหองเรียนพิเศษวิทยาศาสตร คณิตศาสตร 

เทคโนโลย ีและสิ่งแวดลอม กลุมเครือขายภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนบน มีมติใหโรงเรียนขอนแกนวิทยายน 
จัดกิจกรรมคายวิชาการหองเรียนพิเศษวิทยาศาสตร คณิตศาสตร เทคโนโลยี และสิ่งแวดลอม ระดับชั้น
มัธยมศึกษาปท่ี 5 ประจําปการศึกษา 2561 เพ่ือเปนการกระตุนใหนักเรียนเกิดแรงบันดาลใจ เกิด
แนวความคิดและตระหนักถึงการทางานวิจัยทางดานวิทยาศาสตรอยางแทจริง   

ตามมติคณะกรรมการจัดงานเห็นควรมีการจัดใหนักเรียนไดรับประสบการณตรงจากหนวยงาน
ภายนอกสถานศึกษาท่ีมีบทบาทโดยตรงในการศึกษาวิจัยทางดานวิทยาศาสตร ท้ังนี้จึงใครขอความรวมมือ 
อนุเคราะหวิทยากรและจัดแสดงนิทรรศการงานวิจัยจากศูนยวิจัยโปรตีนและโปรติโอมิกสเพ่ือการพาณิชยและ
อุตสาหกรรม คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน เพ่ือแนะนํางานวิจัยและนวัตกรรมท่ีเกิดจาก
ผลงานวิจัยแกนักเรียนในโครงการดังกลาว ในวันท่ี 5 กรกฎาคม 2561 เวลา 13.00-17.00 ณ หองศรีจันทร
บอลรูม โรงแรมเจริญธานี จังหวัดขอนแกน โดยอาจารยประจําศูนยวิจัยฯ คือ ผศ.ดร.รินา ภัทรมานนทเปน
วิทยากรบรรยายในหัวขอ “การสรางแรงบันดาลใจในการทางานวิจัยทางดานวิทยาศาสตรและการกําหนด
หัวขอโครงงานวิทยาศาสตร”เพ่ือใหความรูและสรางแรงบันดาลใจแกนักเรียน โดยภาพกิจกรรมการดําเนินงาน
ดังนี้ 
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การเขารวมงานมหกรรมงานวจิัยแหงชาต ิThailand Research Expo 2018  
ณ โรงแรมเซน็ทาราแกรนด และบางกอกคอนเวน ชนัเซน็เตอร เซน็ทรลัเวิลด กรงุเทพ 

ระหวางวนัที ่9-13 สงิหาคม 2561 
  
 ดวยสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาจิ (วช.) ไดจัดงาน “มหกรรมงานวิจัยแหงชาติ 2561” 
(Thailand Research Expo 2018) ภายใตแนวคิด “วิจัยเพ่ือพัฒนาประเทศสูความม่ันคง ม่ังค่ัง และยั่งยืน” 
โดยมีวัตถุประสงคเพ่ือเปนเวทีระดับประเทศในการแสดงพลังแหงการสรางสรรคผลงานวิจัยท่ีมีคุณภาพและ
ศักยภาพเพ่ือการพัฒนาประเทศ ตลอดจนการขับเคลื่อนใหเกิดการนําองคความรู ผลผลิต เทคโนโลยี และ
นวัตกรรมจากผลงานวิจัยไปสูการใชประโยชนเชิงพาณิชยในวงกวาง โดยการบูรณาการความรวมมือระหวาง
องคกรและเครือขายในระบบวิจัยท่ัวประเทศ ท้ังนี้ศูนยวิจัยโปรตีนและโปรตีนและโปรติโอมิกสเพ่ือการพาณิชย
และอุตสาหกรรม คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน ไดเขารวมจัดแสดงนิทรรศการผลงานวิจัยภายใต
โครงการวิจัยเรื่อง “โครงการพัฒนาตํารับครีมเวชสําอางจากเลือดจระเขสยามสําหรับผิวหนัง” โดยมีภาพ
กิจกรรมดังนี้ 
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    ภาคผนวก 5  

การสรางเครอืขายความรวมมอืกบันกัวจิยัตางชาต ิ
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การจดัสัมมนาสรางความรวมมอืและเครอืขายงานวจิยักับนกัวิจยัจากมหาวิทยาลัยคนุหมิง 
ประเทศจนี วนัที่ 28 เมษายน 2561 ณ คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลยัขอนแกน 

 
การดําเนินโครงการวิจัยนี้ไดมีการสรางเครือขายกับนักวิจัยตางชาติจากประเทศจีน คือ Prof. Ren Lai 

จาก Kunming Institute of Zoology, Chinese Academy of Sciences China, Kunming Medical 

University ซ่ึงม ีความชํานาญและความเชี่ยวชาญท่ีล ึกซ้ึงในเรื่องของโปรตีนหรือเปปไทดตานจุลชีพ และ

การตอบสนองของระบบภ ูมิคุมกันในส ัตวหลากหลายชน ิด เช น ส ัตวเลื้อยคลาน (reptile) ส ัตวสะเทินน้ํา

สะเทินบก (amphibians) แ ล ะ ส ัตว ขอปลอง (arthropods) โดยไดสรางความรวมมือเบื้องตนผานการเขา

รวมงานประชุมวิชาการ ในหัวข อ The Workshop on Science and Biotechnology Cooperation  

biodiversity: Global Awareness and sustainability ซ่ึงจ ัดโดยสำน ักงานกองท ุนสนับสนุนการวิจ ัย 

และ Chinese Academy of Sciences ณ จังหวัดเชียงใหม ระหวางว ันท่ี 6-8 พฤศจ ิกายน 2560 ซ่ึง

นักวิจัยไดมีการปรึกษาหาร ือ และแลกเปลี่ยนความรูทางว ิทยาศาสตรและเทคโนโลยีใหมๆ ตลอดจน

แลกเปลี่ยนความรู และแสวงหาแนวทางในการทําวิจัยรวมกันระหวางประเทศ และไดจัดงานสัมมนาพิเศษ

โดยเชิญนักวิจัยผูเชี่ยวชาญ จากมหาวิทยาลัยคุนหมิง ประเทศจีน มาบรรยายพิเศษ ในวันท่ี 28 เมษายน 

2561 โดยมีการสรางเครือขายการวิจัยในแงของการสงนักศึกษาเพ่ือไปศึกษาวิจัย ณ มหาวิทยาลัยคุนหมิง 

ประเทศจีน ในอนาคต โดยเฉพาะงานวิจัยทางดาน proteomics และ transcriptmics โดยภาพกิจกรรมมี

ดังนี้  
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