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บทคัดยอ 
 

รหัสโครงการ :  MRG5180004 

ชื่อโครงการ : โครงการ การทําบริสุทธิ์และศึกษาคุณลักษณะของโปรตีนที่เกี่ยวของกับการแข็งตัวและยับยัง้

การแข็งตัวของเลือดจากน้ํายางของตน Artocarpus heterophyllus 

ชื่อนักวิจัย : ผศ.ดร.จารุวรรณ ศิริเทพทวี ภาควิชาชีวเคมี วิทยาลัยแพทยศาสตรและการสาธารณสุข 

มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี  และ  รศ .ดร .สมปอง  ธรรมศิริรักษ  ภาควิชาชีวเคมี  คณะวิทยาศาสตร 

มหาวิทยาลัยขอนแกน 

E-mail address : jaruwan_siritape@yahoo.com และ somkly@kku.ac.th 

ระยะเวลาโครงการ : 2 ป  

บทคัดยอ : งานวิจัยคร้ังนี้ไดทําการสกัดไกลโคโปรตีนชนิดหนึ่งจากน้ํายางของตน Artocarpus 

heterophyllus ดวยเทคนิคการตกตะกอนโปรตีนดวยความรอนและการแยกใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคโครมา

โตกราฟแบบแลกเปลี่ยนไอออนโปรตีนที่ไดทีมีคุณสมบัติทนความรอนและมีองคประกอบเปนโปรตีนที่มี

หลายสับยูนิต (HSHMG) มีน้ําหนักโมเลกุลโดยรวมมากกวา 97 กิโลดัลตัน แตละสับยูนิตมีขนาด 29, 31 

และ 33 kDa ซ่ึงมีคา pI เทากับ 6.93, 6.93 และ 6.63 ตามลําดับ CD spectrum แสดงใหเห็นวาโครงสรางทุติย

ภูมิของโปรตีนนี้สามารถเปลี่ยนแปลงไดในสภาวะที่มี 2 mM CaCl2 และ 2 mM MgCl2 ซ่ึงจะเปลี่ยนแปลง

โครงสรางกลับคืนไดเมื่อเติม 4 mM EDTA จากการศึกษาดวย peptide mass fingerprint พบวาโปรตีน 

HSHMG จัดอยูในกลุมของโปรตีน Hsps/chaperones มีคุณสมบัติในการยับยั้งปจจัยภายในของระบบการ

แข็งตัวของเลือดของมนุษย นอกจากนี้โปรตีน HSHMG ยังมีคุณสมบัติเปนตัวยับยั้งโปรตีนในกลุมเซอรีน

โปรตีเอส ซ่ึงคุณสมบัติในการยับยั้งของ HSHMG จะลดลงเมื่อเติม 2 mM CaCl2 และ 2 mM MgCl2  

 

คําหลัก : Artocarpus heterophyllus, jakfruit, latex, serine protease inhibitor 
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Abstract  
 

Project Code : MRG5180004 
 
Project Title : Purification and characterization of proteins associated with coagulant and anticoagulant 
activity from Artocarpus heterophyllus latex   
 
Investigator : Assistant Professor Dr. Jaruwan Siritapetawee, Department of Biochemistry, College of 
Medicine and Public Health, Ubon Rajathanee University, and Associate Professor Dr. Sompong 
Thammasirirak , Department of Biochemistry, Faculty of Science, Khon Kaen University 
 
E-mail Address : jaruwan_siritape@yahoo.com และ somkly@kku.ac.th 
 
Project Period : 2 Years 
 
Abstract: A heat stable heteromultimeric glycoprotein (HSHMG) from Artocarpus heterophyllus latex 

was purified by a combination of heat precipitation and ion-exchange chromatography. The size of this 

multimeric protein from SDS-PAGE was more than 97 kDa. The apparent molecular masses of the 

monomeric proteins were 29, 31 and 33 kDa. The isoelectric points (pIs) of the monomers were 6.93, 

6.63 and 6.63, respectively. CD spectrum of HSHMG was changed by 2 mM CaCl2 and 2 mM MgCl2       

and it can be returned to the native state by added 4 mM EDTA. Peptide mass fingerprint revealed              

that HSHMG was a complex protein referred to Hsps/chaperones. HSHMG had an effect on intrinsic 

pathways of the human blood coagulation system. Moreover, HSHMG had the serine protease inhibitor 

property. In addition, the inhibitory activity of HSHMG can be reduced by 2 mM CaCl2 and                      

2 mM MgCl2. 

 

Key words: Artocarpus heterophyllus, jakfruit, latex, serine protease inhibitor 
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หนาสรุปโครงการ (Executive Summary) 

ทุนพัฒนาศักยภาพในการทํางานวิจัยของอาจารยรุนใหม 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
1. ชื่อโครงการ (ภาษาไทย) การทําบริสุทธิ์และศึกษาคณุลักษณะของโปรตีนที่เกี่ยวของกับการแข็งตวัและ

ยับยั้งการแข็งตัวของเลือดจากน้ํายางของตน Artocarpus heterophyllus 

                        (ภาษาอังกฤษ) Purification and characterization of proteins associated with coagulant and 

anticoagulant activity from Artocarpus heterophyllus latex   

 

2. ชื่อหัวหนาโครงการ หนวยงานที่สังกัด ท่ีอยู หมายเลขโทรศัพท โทรสาร และ e-mail 

    หัวหนาโครงการ ดร. จารุวรรณ ศิริเทพทว ี

    หนวยงานทีสั่งกัด วิทยาลัยแพทยศาสตรและการสาธารณสุข มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี  

    ที่อยู   85  ถ.สถลมารค  อ.วารินชําราบ  จ.อุบลราชธานี 

    หมายเลขโทรศัพท 045-353900 ตอ 5859   Mobile Phone: 08-98479090   โทรสาร 045-353901 

    E-mail: jaruwan_siritape@yahoo.com    

 

3. ความสําคัญและที่มาของปญหา 

 น้ํายาง (Plant latex) สามารถพบไดในพืชหลายวงศ (family) เชน Euphorbiaceae, Asclepiadaceae, 

Moraceae และ Apocyanaceae โดยทั่วไปแลวน้ํายางมักประกอบไปดวย hydrolytic enzyme หลายชนิด 

รวมทั้ง wax, resin และ lipid like substances ซ่ึงบทบาทของน้ํายางตอสรีระวิทยาของพืชยังไมทราบแนชัด

นัก  เคยมีรายงานวา hydrolytic enzymes จากน้ํายางของพืชโดยเฉพาะอยางยิ่งจําพวก proteases ชวยปองกัน

พืชจากการติดเชื้อโรคตางๆ และ เมื่อพืชอยูในสภาวะที่รุนแรงหรือเปนอันตราย (harsh conditions) 
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นอกจากนี้น้ํายางยังสามารถมีคุณสมบัติออกฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา และสามารถใชเปนยาพื้นบาน (folk 

medicine) ได น้ํายางจากพืชหลายชนิดเกี่ยวของกับกระบวนการ hemostatis, การรักษาบาดแผล (wound 

healing) และ ลดอาการปวดบวมอักเสบ 

 สําหรับการแพทยแผนไทยไดมีการใชน้ํายางของตนไมมาใชในการรักษาแผล เชน น้ํายางจากตน

ขนุน (ช่ือวิทยาศาสตร คือ Artocarpus heterophyllus) และจากการวิจัยเบื้องตนของคณะผูวิจัยพบวาสวนน้ํา

ใส (pre-heated supernatant) ภายหลังจากปนเหวี่ยงของ crude latex ของขนุนมีคุณสมบัติ anticoagulant 

activity เมื่อทดสอบกับเลือดของมนุษยดวยวิธี whole blood clotting time  และเมื่อนําสวนน้ําใสที่ไดไปตม

ที่ความรอน 100 °C (heated supernatant) แลวนําไปปนแยกชั้นดวยเทคนิค centrifugation พบวาสวนน้ําใส

ที่ไดมีคุณสมบัติยับยั้งการแข็งตัวของเลือด (anticoagulation activity) โดยใหเวลาในการหยุดการแข็งตัว

ของเลือดเมื่อทดสอบดวยวิธี whole blood clotting time นานกวาปกติ (prolong) ซ่ึงคุณสมบัติที่เกี่ยวของกับ 

anticoagulation และ coagulation ของกระบวนการแข็งตัวของเลือดของน้ํายางของตนขนุนอาจมีสวน

เกี่ยวของในกระบวนการหายของบาดแผล (wound healing) ซ่ึงทั่วไปจะเกี่ยวกับทั้งกระบวนการแข็งตัวของ

เลือด (coagulation) และ การละลายลิ่มเลือด (fibrynolysis)  และเนื่องจากคณะผูวิจัยไดทําการศึกษารูปแบบ

ของโปรตีนที่แยกไดดวยเทคนิค SDS-PAGE พบวามีความแตกตางกันอยางชัดเจนระหวางสวน pre-heated 

supernatant และ heated supernatant ของน้ํายางขนุนดังกลาวขางตน ดังนั้นคุณสมบัติในการเปน 

coagulation และ anticoagulation ของน้ํายางขนุนอาจเกี่ยวของกับโปรตีนที่เปนองคประกอบในน้ํายางซึ่ง

จะตองมีการพิสูจนตอไป  

 ดังนั้นการวิจัยครั้งนี้คณะผูวิจัยจึงมีความสนใจที่จะศึกษาองคประกอบของโปรตีนที่อยูในน้ํายาง

และแยกเอาโปรตีนที่มีคุณสมบัติที่เกี่ยวของกับ blood coagulation system ของมนุษย ออกมาเพื่อศึกษา

คุณสมบัติที่เกี่ยวของกับ procoagulation และ blood clot hydrolysis โดยงานวิจัยชิ้นนี้จะเปนองคความรู

ใหมของการใชประโยชนจากน้ํายางของตนขนุนในดานการมีคุณสมบัติที่เกี่ยวของกับระบบการแข็งตัวของ
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เลือด เนื่องจากยังไมเคยมีรายงานวิจัยเกี่ยวกับคุณสมบัตินี้มากอน จากการทบทวนวรรณกรรม พบวา

งานวิจัยที่เกี่ยวของกับน้ํายางของตนขนุนจะเปนในแงภาวะภูมิแพที่สามารถเกิดขึ้นไดจากน้ํายางของตน

ขนุน และเปรียบเทียบองคประกอบของน้ํายางขนุนกับตน Hevea brasiliensis และคุณสมบัติของโปรตีน

บางโปรตีนในน้ํายางที่มีคุณสมบัติ serine-centred protease แตไมไดรายงานเกี่ยวกับประโยชนที่จะสามารถ

นําองคประกอบของน้ํายางจากตนขนุนมาใชได  

 ดังนั้นงานวิจัยช้ินนี้จึงสามารถชวยใหเขาใจบทบาทของน้ํายางของขนุนในการรักษาแผล รวมท้ังยัง

เปนขอมูลสําหรับการออกฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาและใชในการวิจัยตอไปในอนาคตได เชน การวิจัยเกื่ยวกับ

การรักษาแผลเรื้อรัง หรือรักษาผูปวยที่มีภาวะที่เกี่ยวของกับการแข็งตัวของเลือด เชน thrombosis และ 

hemophilia เปนตน 

 

4. วัตถุประสงค 

 4.1 เพื่อแยกโปรตีนที่เกี่ยวของกับกระบวนการแข็งตวัของเลือดของมนุษย จาก crude latex ของตน

ขนุน และทําโปรตีนใหบริสุทธิ์ 

 4.2 เพื่อบงชี้หรือกําหนดชนดิของโปรตีนดังกลาวรวมทัง้ศึกษาคุณสมบัติเบื้องตนของโปรตนี และ

โครงสรางระดับทุติยภูมิของโปรตีน (protein secondary structure) 

 4.3 เพื่อศึกษาการออกฤทธิ์ของโปรตีนดังกลาวในสวนที่เกี่ยวของกับกระบวนการแข็งตัวของเลือด 

และการละลายลิ่มเลือด (blood clot hydrolysis) 
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5. ระเบียบวิธีวิจัย 

 5.1 การเก็บน้ํายาง  

  น้ํายางจะเก็บจากตนขนุนทีพ่บไดในเขตอําเภอวารินชําราบ จังหวัดอุบลราชธานี โดยจะทํา

การเก็บโดยการกรีดยางจากขั้วของผลขนุน และเก็บใสในขวดแกวปากกวางที่สะอาด เมื่อเก็บเสร็จแลวจะ

นําน้ํายางมาเกบ็ไวที่ -20°C จนกวาจะนํามาใช 

 5.2 การแยกและทําใหบริสุทธ์ิของโปรตีนที่มีฤทธิ์เก่ียวของกับ coagulation และ anticoagulation 

activity จากน้ํายาง (crude latex) 

  นําน้ํายางทีเ่กบ็ไวมาปนดวยเครื่องปนเหวี่ยงแยกเอาสวนน้ําใสมาตมที่ความรอน 100 °C 

หลังจากนัน้ปนแยกเอาสวนน้ําใส มาแยกและทําใหบริสุทธิ์โดยใชเทคนิคทาง chromatography และ ศึกษา

ความบริสุทธิ์โดยใชเทคนิค SDS-PAGE และทดสอบวามี coagulation และ anticoagulation activity โดยใช

วิธี Prothrombin time (PT) test, Activated partial thromboplastin time (APTT) test 

 5.3 Biophysical characterization 

  นําสารละลายโปรตีนที่มี activity ที่ตองการมาทําการศึกษาคุณสมบัติดงัตอไปนี ้

      5.3.1 Identify ชนิดและศกึษา primary structure ของโปรตีนโดยใชเทคนิค เชน MALDI-TOF 

peptide mass fingerprint (in gel digestion) 

       5.3.2 ศึกษาคุณสมบัติโดยท่ัวไปของโปรตีน เชน การทนตอความรอน, PI เปนตน 

       5.3.3 ศึกษา secondary structure ของโปรตีนโดยใชเทคนิค Circular dichroism spectroscopy 

 5.4 Biochemical characterization  

         5.4.1 ศึกษาคุณสมบตัิในการเปน protease enzyme การศึกษาคุณสมบัติในการเปน protease 

ของ HSHMG อาศัยการยอย substrate คือ gelatin และ casein และดู zymography ตามวิธีที่ดัดแปลงจาก 

Shimokawa และคณะ (2002)    
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 5.4.2 ศึกษาคุณสมบัตใินการเปน serine protease inhibitor ของ HSHMG 

คุณสมบัติในการเปน serine protease inhibitor ของ HSHMG ทําการศึกษาโดยใชน้ํายา commercial คือ 

QuantiCleaveTM Protease Assay Kit (Pierce, Rockford, USA) 

       5.4.3 การทดสอบเกี่ยวกับกระบวนการหามเลือด (coagulation และ anticoagulation 

activities) ตัวอยางเลอืดที่จะนํามาทดสอบกระบวนการหามเลอืดตองเปนตวัอยางที่ไดจากการเจาะเลือด

จากหลอดเลือดดําของมนุษยที่เปนบุคคลที่ไมมีประวัตปิวยดวยโรคเลือด และไดรับยาที่ตานการแข็งตัวของ

เลือดจําพวก Warfarin, ยากลุมเอ็นเซด (non-steroidal anti-inflammatory; NSAIDs) เชน ยาแอสไพริน ยา

ไอบูโพรเฟน (ibuprofen) เปนตน จํานวนตวัอยางทีใ่ช คือ 10 คน 

     5.4.3.1 Prothrombin time (PT) test เพื่อวัด extrinsic pathway ของกระบวนการแข็งตัว

ของเลือด โดยใชน้ํายาสําเร็จรูป 

     5.4.3.2 Activated partial thromboplastin time (APTT) test เพื่อวดั intrinsic pathway 

ของกระบวนการแข็งตัวของเลือด โดยใชน้ํายาสําเร็จรูป 

     5.4.3.3 Fibrin clot hydrolyzing activity ใชวิธีตาม Rajesh และคณะ (2006) โดยการใช 

fibrinogen ผสมกับ 0.5 M CaCl2 และ thrombin (0.25 NIH U) หลังจากนั้นนํากอน fibrin ที่ไดมา incubated 

กับ latex และ purified latex เปนเวลา 150 นาที นําสวนผสมที่ไดไปแยกดวย 12.5% gel SDS-PAGE 

electrophoresis เพื่อดู fibrinopeptides patterns  

 

6. แผนการดาํเนินงานวิจัยตลอดโครงการในแตละชวง 6 เดือน 

 6 เดือนท่ีหนึ่ง 

1. เตรียมน้ํายางโดยการกรีดยางจากสวนขัว้ของผลขนุน 
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2. ทําการ purify โปรตีนจากน้ํายางขนนุดวยเทคนิค chromatography และทดสอบ coagulant และ 

anticoagulant activities ดวยวิธี PT และ APTT เพื่อหา fraction ที่มี activities ดังกลาว ดูความ purity ของ

โปรตีนโดยใชเทคนิค SDS-PAGE electrophoresis  

 

 6 เดือนท่ีสอง 

1. ทําการ purify โปรตีนจากน้ํายางขนนุดวยเทคนิค chromatography และทดสอบ coagulant และ 

anticoagulant activities ดวยวิธี PT และ APTT เพื่อหา fraction ที่มี activities ดังกลาว ดูความ purity ของ

โปรตีนโดยใชเทคนิค SDS-PAGE electrophoresis  

2. ศึกษาคุณสมบัติการเปนโปรตีนของสารออกฤทธิ์จากน้ํายางที่ทําใหบริสุทธิ์ได  

3. ศึกษาคณุสมบัติเบื้องตนของโปรตีนที่ได คือ molecular weight ดวยเทคนิค MALDI-TOF mass 

spectrometry, คา PI, การทนตออุณหภูมิในสิ่งแวดลอม 

4. เตรียมเขียนงานวิจยัเพื่อตพีิมพในวารสารวิชาการ 

 

 6 เดือนท่ีสาม 

1. ทําการ identify protein โดยใชวิธี MALDI-TOF peptide mass fingerprint (in gel digestion)  

2. ศึกษาโครงสราง secondary structure โดยใชเทคนิค Circular dichroism spectroscopy 

 

 6 เดือนท่ีสี ่

1. ศึกษาคุณสมบัติในการหามเลือดของโปรตีนดวยวิธี whole blood clotting time, Prothrombin time (PT) 

test, Activated partial thromboplastin time (APTT) test และ fibrin clot hydrolyzing activity และศึกษา
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คุณสมบัติการเปน protease enzyme โดยการวิเคราะหดวย caseinolytic และ gelatinolytic activity assay 

และศึกษาคุณสมบัติในการเปน serine protease inhibitor  

2. เขียนสรุปรายงานวิจัยฉบบัสมบูรณ 

3. เตรียมเขียนงานวิจยัเพื่อตพีิมพในวารสารวิชาการ 
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บทที่ 1 

ความสําคัญและที่มาของปญหาของการทําวิจัย 

น้ํายาง (Plant latex) สามารถพบไดในพืชหลายวงศ (family) เชน Euphorbiaceae, Asclepiadaceae, 

Moraceae และ Apocyanaceae โดยทั่วไปแลวน้ํายางมกัประกอบไปดวย hydrolytic enzyme หลายชนิด 

รวมทั้ง wax, resin และ lipid like substances ซ่ึงบทบาทของน้ํายางตอสรีระวิทยาของพืชยังไมทราบแนชัด

นัก  เคยมีรายงานวา hydrolytic enzymes จากน้ํายางของพชืโดยเฉพาะอยางยิ่งจําพวก proteases ชวยปองกัน

พืชจากการตดิเชื้อโรคตางๆ และ เมื่อพืชอยูในสภาวะที่รุนแรงหรือเปนอันตราย (harsh conditions) 

นอกจากนี ้ น้ํายางยงัสามารถมีคุณสมบัติออกฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา และสามารถใชเปนยาพืน้บาน (folk 

medicine) ได น้ํายางจากพืชหลายชนิดเกีย่วของกับกระบวนการหามเลือด (haemostasis) การรักษาบาดแผล 

(wound healing) และลดอาการปวดบวมอกัเสบ (pain and inflammation) 

 สําหรับการแพทยแผนไทยไดมีการใชน้ํายางของตนไมมาใชในการรักษาแผล เชน น้ํายางจากตน

ขนุน(ช่ือวิทยาศาสตร คือ Artocarpus heterophyllus) และจากการวิจัยเบื้องตนของคณะผูวิจัยพบวา crude 

latex ของขนุนมีคุณสมบัติยับยั้งกระบวนการแข็งตัวของเลือดของมนุษย (anticoagulant activity) เมื่อ

ทดสอบกับเลือดของมนุษยดวยวิธี whole blood clotting time  ซ่ึงคุณสมบัติที่เกี่ยวของกับ anticoagulation 

ของกระบวนการแข็งตัวของเลือดนี้อาจมีสวนเกี่ยวของในกระบวนการหายของบาดแผล (wound healing) 

ซ่ึงทั่วไปจะเกี่ยวกับทั้งกระบวนการแข็งตัวของเลือด (coagulation) และ การละลายลิ่มเลือด (fibrynolysis)  

ดังนั้นการวิจัยครั้งนี้คณะผูวิจัยจึงมีความสนใจที่จะศึกษาองคประกอบของโปรตีนที่อยูในน้ํายางและแยก

เอาโปรตีนที่มีคุณสมบัติที่เกี่ยวของกับ blood coagulation ออกมาเพื่อศึกษาคุณสมบัติที่เกี่ยวของกับ 

procoagulation และ blood clot hydrolysis โดยงานวิจัยช้ินนี้จะเปนองคความรูใหมของการใชประโยชน

จากน้ํายางของตนขนุนในดานการมีคุณสมบัติที่เกี่ยวของกับระบบการแข็งตัวของเลือด เนื่องจากยังไมเคยมี

รายงานวิจัยเกี่ยวกับคุณสมบัตินี้มากอน จากการทบทวนวรรณกรรมพบวางานวิจัยที่เกี่ยวของกับน้ํายางของ
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ตนขนุนจะเปนในแงภาวะภูมิแพที่สามารถเกิดขึ้นไดจากน้ํายางของตนขนุน และเปรียบเทียบองคประกอบ

ของน้ํายางขนุนกับตนยางพารา (Hevea brasiliensis) และคุณสมบัติของโปรตีนบางโปรตีนในน้ํายางที่มี

คุณสมบัติ serine-centered protease แตไมไดรายงานเกี่ยวกับประโยชนที่จะสามารถนําองคประกอบของน้ํา

ยางจากตนขนุนมาใชได  

 ดังนั้นงานวิจยัช้ินนี้จึงสามารถชวยใหเขาใจบทบาทของน้ํายางของขนุนในการรักษาแผล รวมทั้งยัง

เปนขอมูลสําหรับการออกฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาและใชในการวจิัยตอไปในอนาคตได เชน การวิจัยเกืย่วกับ

การรักษาแผลเรื้อรัง หรือรักษาผูปวยที่มภีาวะที่เกี่ยวของกับการแข็งตวัของเลือด เชน thrombosis เปนตน 

 

วัตถุประสงคของโครงการ 

 1. เพื่อแยกโปรตีนที่เกี่ยวของกับกระบวนการแข็งตัวของเลือดของมนุษย จาก crude latex ของตน

ขนุน และทําโปรตีนใหบริสุทธิ์ 

 2. เพื่อบงชี้หรือกําหนดชนดิของโปรตีนดังกลาวรวมทัง้ศึกษาคุณสมบัติเบื้องตนของโปรตีน และ

โครงสรางระดับทุติยภูมิของโปรตีน (protein secondary structure) 

 3. เพื่อศึกษาการออกฤทธิ์ของโปรตีนดังกลาวในสวนที่เกี่ยวของกับกระบวนการแข็งตัวของเลือด 

และการละลายลิ่มเลือด (blood clot hydrolysis) 
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บทที่ 2 

ผลงานวิจยัท่ีเกี่ยวของ  

2.1 ขนุน (สถาบันการแพทยแผนไทย กรมการแพทยกระทรวงสาธารณสุข, 2541) 

ชื่ออ่ืนๆ : มะหนุน (ภาคเหนือ, ภาคใต), ขะนู (ชอง-จันทบุรี), นากอ (มลายู-ปตตานี), ขะเนอ (เขมร), เนน 

(ชาวบนนครราชสีมา), นะยวยซะ (กะเหรี่ยง-กาญจนบุรี), ซีคึย, ปะหนอย (กะเหรี่ยง-แมฮองสอน), ลาง 

(เงี้ยว-ภาคเหนือ) ปอหลอปด (จีน), หมักหมี้ (ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ) 

ชื่อสามัญ : Jack Fruit Tree 

ชื่อวิทยาศาสตร : Artocarpus Heterophyllus 

วงศ : Moraceae 

ลักษณะทั่วไป: ตน : เปนพรรณไมยืนตน ลําตนมีความสูงประมาณ 8-15 เมตร มียางขาวทั้งตน 

ใบ : จะออกสลับกัน และมีลักษณะกลมรียาวประมาณ 7-15 ซม. ตรงปลายใบของมันจะแหลมและสั้น ฐาน

ใบจะเรียว ใบออนบางครั้งจะมีรอยเวาเขาลึกๆ 2 รอย แบงใบออกเปน 3 สวน หลังใบจะเรียบเปนมัน เนื้อ

ใบเหนียวคลายหนัง กานใบยาวประมาณ 1-2.5 ซม. ใบนั้นจะหลุดรวงงาย 

ดอก : จะออกเปนชอ และชอดอกตัวเมียจะอยูบนตนเดียวกัน สวนชอดอกตัวผูจะออกที่ปลายกิ่งหรืองามใบ 

เปนแทงยาวประมาณ 2.5 ซม. และมีกาบหุมชอดอกอยู 2 กลีบ ดอกยอยนั้นจะมีเกสรตัวผู 1 อัน ชอดอกตัว

เมียเปนแทงกลมยาวออกจากลําตนหรือกิ่งกานขนาดใหญ 

เมล็ด (ผล) : ผลจะเปนผลรวม มีลักษณะกลมยาวประมาณ 25-60 ซม. ขนาดใหญๆ และอาจหนักถึง 20 กก. 

สวนเนื้อหุมเมล็ดจะมีสีเหลือง ถาสุกจะมีกล่ินหอม 

เปลือกนอก : จะเปนตุมหนามเล็กๆ รูปหกเหลี่ยม 

สวนที่ใช : เมล็ด เนื้อหุมเมล็ด ใบ ยาง แกนและราก ใชเปนยา 
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สรรพคุณ :  

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

หรือไมมีนํ้านม ชวยบํารุงรางกาย 

เนื้อหุมเมล็ด ใหใชสด ผสมกับนํ้าหวานกินบํารุงกําลัง หรือจะกินเปนขนมก็ได 

ใบ ใชสด นํามาตําใหละเอียด อุนแลวพอกแผล ใบแหงใหบดเปนผงโรย หรือใชผสมทาตรงที่เปนแผล ใช

สําหรับภายนอก รักษาแผลมีหนองเรื้อรัง 

ยาง จะมีรสจืด ฝาดเล็กนอย ใหใชยางสด ทาบริเวณที่บวมอักเสบ แผลมีหนองเรื้อรัง ตอมนํ้าเหลืองอักเสบ

เกิดจากแผลมีหนองที่ผิวหนัง 

แกนและราก ใชแหงประมาณ 30-60 กรัม นํามาตมนํ้ารับประทาน จะมีรสหวานชุม รักษากามโรค และ

บํารุงเลือด 

ตํารับยา : ใหใชเมล็ด 60-240 กรัม หรือจะใชเมล็ดนํามาตมใหสุกกิน หรือจะนํามาผสมกับนํ้าหวานและ

กะทิกิน สําหรับสตรีหลังคลอด ที่มีนํ้านมนอยหรือไมมีนํ้านมใชกินได 

 ปจจุบันไดมีงานมากมายเกี่ยวกับประโยชนและคุณสมบัติของสารประกอบที่อยูในสวนตาง ๆ ของ

ตนขนุน เชน ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียจากสวนตาง ๆ ของตนขนุน (Khan  และ

คณะ, 2023) สารสกัดจําพวก lectin จากตนขนุนสามารถยับยั้งการติดเชื้อ herpesvirus ได (Wetprasit และ

คณะ, 2000) 

 อยางไรก็ตามงานวิจัยที่กลาวมาสวนใหญเปนงานวิจัยของสารสกัดจากสวนตาง ๆ ของตนขนุน แต

งานวิจัยทางคุณสมบัติของน้ํายางจากตนขนุนยังมีนอย พบวามีเพียงการศึกษาองคประกอบของน้ํายางที่ได

จากตนขนุนเปรียบเทียบกับน้ํายางที่ไดจากยางธรรมชาติ (natural rubber) ของตน Hevea brasiliensis 

(Mekkriengkrai และคณะ, 2004)   
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ในป 1990 Prasad และ Virupaksha ไดทําการแยกโปรตีน artocarpin จากน้ํายางของตนขนุนและ

พบวามีคุณสมบัติเปน serine-centred protease (Prasad และ Virupaksha, 1990) นอกจากนี้ยังมีผูวิจัยพบวา

น้ํายางจากตนขนุนสามารถทําใหเกิดอาการแพแบบ anaphylaxis ได (Chantaphakul และคณะ, 2002) 

 จากงานวิจัยที่เกี่ยวของกับน้ํายางของขนุนขางตน พบวายังไมมีรายงานหรือการทําวิจัยที่เกี่ยวกับ

ประโยชนของน้ํายางขนุนในทางการแพทย และการออกฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา งานวิจัยในครั้งนี้จึงมุงเนนที่

จะศึกษาคุณสมบัติของโปรตีนในยางขนุนที่เกี่ยวของกับ coagulation และ anticoagulation acitivity ซ่ึง

สามารถนํามาใชประโยชนทางการแพทยได  

 

 2.2 น้ํายางจากตนไม (plant latex)    

 น้ํายางจากตนไมมีองคประกอบเปนสารผสมระหวางสารประกอบจําพวกอินทรียและอนินทรีย 

(Silva และคณะ, 2003), wax และ hydrolytic enzymes (Yugami และคณะ, 1998) สําหรับคุณสมบัติในการ

เปน hydrolytic enzymes ของน้ํายางตนไมพบวามีบทบาทสําคัญในทางสรีระวิทยาของพืช, host pathogen 

interaction (Kotaro และคณะ, 2004) และมีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา (Richter และคณะ, 2002) งานวิจัยที่

สนับสนุนคุณสมบัติของน้ํายางจากตนไมมีดังนี้คือ 

 ในป 2003 Osoniyi และ Onajobi ไดทําการศึกษาคุณสมบัติ coagulant และ anticoagulant activities 

ในน้ํายางของ Jatropha curcas พบวาตน Jatropha curcas มีน้ํายางที่สามารถทําใหเวลาในการแข็งตัวของ

เลือดมนุษยส้ันลง (reduced clotting time) และเมื่อเมื่อทําการเจือจางน้ํายางพบวาตองใชเวลานานขึ้นในการ

ทําใหเลือดแข็งตัว (prolonged clotting time) แสดงวาในน้ํายางมีองคประกอบที่เกี่ยวของกับทั้ง 

procoagulant และ anticoagulant activities  

 น้ํายางจากตน Calotropis gigantea พบวามีคุณสมบัติทางเภสัชวิทยา โดยพบวา crude extract 

สามารถทําใหเกิด hemorrhage บนผิวหนังของสัตวทดลอง และชวยใหเลือดแข็งตัวไดเร็วขึ้นโดยการลด
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เวลาcoagulation time ของ citrated plasma นอกจากนี้ crude extract proteins ของน้ํายางจากตนไมนี้ยัง

สามารถ hydrolyze casein, human fibrinogen และ crude fibrin clot ได จากงานวิจัยขางตนแสดงวา น้ํายาง

ของตน Calotropis gigantea มีคุณสมบัติทั้ง procoagulation และ blood clot hydrolysis ซ่ึงเกี่ยวของกับ

กระบวนการหายของแผล (Rajesh และคณะ, 2005)  

 น้ํายางจากตน Synadenium gratii พบวาประกอบดวย glycoprotein ทําหนาที่เปน serine protease  

ที่มีขนาด 34.4 kDa secondary structure ของโปรตีนนี้ประกอบดวย α-helix 7%, β-pleated sheets 48%  

และ random coils 46% คุณสมบัติของโปรตีนนี้คือเปน fibriongen degrading protease สามารถ hydrolyze 

ทุก subuints ของ partially cross-linked fibrin clot ( α-chains, β-chains และ γ-γ dimer) (Rajesh 

และคณะ, 2006)   

 Freitas และคณะ (2007) ไดทําการศึกษา enzymatic activites และ protein profile จากน้ํายางของ

ตน Calotropis procera พบวาโปรตีนในน้ํายางประกอบดวย superoxide dismutase ซ่ึงเปน anti-oxidant, 

cysteine proteinases และ chitinase enzymes ซ่ึงการพบ enzymes เหลานี้ในน้ํายางจะเปนขอมูลชวยยืนยัน

วาน้ํายางมีองคประกอบที่ชวยใหพืชปองกันตัวเองจากการติดเชื้อ phytopathogens และปองกันแมลงได 

 จากงานวิจัยขางตนแสดงใหเห็นวาน้ํายางจากตนไมมีคุณสมบัติมากมายรวมทั้งยั้งสามารถออกฤทธิ์

ทางเภสัชวิทยาได และจากงานวิจัยเบื้องตนที่คณะวิจัยพบวา crude extract จากลําตนและใบของขนุน            

มีคุณสมบัติ anticoagulant activity โดยทําให whole blood clotting time ยาวนานขึ้น ซ่ึงเปนคุณสมบัติ       

ทางเภสัชวิทยา โดยสามารถใชในการรักษาแผลเรื้อรังซึ่งมักจะมีเลือดเขามาหลอเล้ียงไดนอย คุณสมบัติ 

anticoagulant activity ของยางขนุนจึงอาจสามารถชวยใหเลือดไหลเวียนมาหลอเล้ียงแผลไดดีขึ้นทําใหแผล

เร้ือรังหายไดเร็วขึ้น (Lijnen, 2002)  และคุณสมบัตินี้อาจพัฒนาเปนยาเพื่อใชในการรักษาโรคในอนาคตได

เชน myocardial infarction (Rajesh และคณะ, 2006)  เปนตน  
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บทที่ 3 

ระเบียบวิธีวจิัยและผลการทดลอง (Experimental Procedures and Results) 

1.น้ํายาและสารเคมี 

1.1 BCA assay kit (Pierce, Rockford, USA) 

1.2 IEF pH gradient strip 7.3 cm. pH 3-10 (GE Healthcare, Sweden) 

1.3 GLycoprotein detection kit (Sigma, USA) 

1.4 Trypsin sequencing-grade (Promega, USA) 

1.5 Thromboplastin-calcium reagent (PT reagent) (HemoStat THROMBOPLASTIN-SI, Human 

Gesellschaft Für Biochemica and Diagnostica mbH, Germany)  

1.6 Partial tissue thromboplastin activator (aPTT-EL reagent) (HemoStat THROMBOPLASTIN-SI, 

Human Gesellschaft Für Biochemica and Diagnostica mbH, Germany) 

1.7 Serine protease from Bacillus sp. (Sigma, USA) 

1.8 QuantiCleaveTM Protease Assay Kit (Pierce, Rockford, USA) 

1.9 น้ํายาและสารเคมีอ่ืน ๆ ใชของบริษัทตาง ๆ คือ Sigma (USA), Fluka (USA), GE Healthcare (Sweden), 

Carlo Erba (Italy), Merck (Germany) 

 

2. ตัวอยางพืชและการเก็บน้ํายาง 

 ตนขนุน (Artocarpus heterophyllus) ที่ใชเก็บน้ํายางตลอดโครงการวิจยัใชขนนุตนเดยีวกันจํานวน 

1 ตน เปนตนขนุนที่ปลูกใน เขตพื้นที่ ต.บานศรีไค อ.วารินชําราบ จ.อุบลราชธานี  
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 เก็บน้ํายางโดยการกรีดที่ขั้วของลูกขนุน และใช beaker แกวรองน้ํายาง หากยังไมใชจะแชน้ํายาง 

ไวในตูเยน็ที่ -20 °C  

 

2.2 การทําโปรตีนใหบรสิุทธิ์ (Protein purification) 

   น้ํายางที่เก็บไดจากสวนกานของลูกขนุน นํามาปนแยกดวยเครื่อง high speed centrifuge นําสวนที่

ไดหลังจากปน มาตมในน้ําเดือดเปนเวลา 3 นาที ปนแยกดวยเครื่อง high speed centrifuge อีกครั้ง สวนน้ําที่

ไดมา dialysis ดวย 50 mM sodium acetate buffer pH 4.5 แลวนําไปปนดวย high speed centrifuge จะได

สวนตะกอนแยกออกจากสวนน้ําใส นําสวนตะกอนไปละลายดวย 25 mM Tris-HCl pH 8.8 นําไป purify 

ดวย anion exchange chromatography (Q sepharose) โดยใช step gradient salt elution หรือ NaCl 

concentration 0-1 M ใน buffer 25 mM Tris-HCl pH 8.8 ได chromatogram ดังแสดงในรูปที่ 1 โดยโปรตีน

ที่ตองการจะออกมาสูงสุดในชวง fractions ความเขมขนของ NaCl อยูในชวง 0.3-0.4 M และโปรตีนที่ได

เมื่อแยกดวย 12.5% gel SDS-PAGE electrophoresis (Laemmli และคณะ, 1970) พบวา fraction ของโปรตีน

ที่ไดประกอบดวยแถบโปรตีน (protein bands) ที่มีน้ําหนักโมเลกุล (MW) 29, 31 และ 33 kDa โดยมี protein 

band หลักคือ MW 29 kDa (ดังแสดงในรูปที่ 2) 
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รูปท่ี 1 แสดง chromatogram เมื่อทําการ purify โปรตีนของน้ํายางขนนุดวย Q sepharose column 

chromatography ใช flow rate 1 ml/min  
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รูปท่ี 2 แสดง protein bands ที่แยกดวยเทคนิค 12.5% gel SDS-PAGE ของโปรตีนจากน้ํายางขนุนภายหลัง 

purify ดวย Q sepharose anion exchange chromatography 
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   โปรตีนที่ไดเมือ่ผานขั้นตอนตาง ๆ มี % yield เทากับ 1.1 ดังแสดงในตารางที่ 1 

 

ตารางที่1 แสดงขั้นตอนการ purify โปรตีนจากน้ํายางของขนุนและ % yield ที่ได  

Purification step Protein concentration (mg) Yield (%) 

1. Total crude latex protein 

2. Supernatant after boiling  

3. Dialysis with 50 mM Sodium acetate pH 4.5 

4. Q sepharose anion exchange chromatography 

1,662.2 

807.8 

85.7 

18.6 

100 

4.6 

5.2 

1.1 

 

2.3 การหาความเขมขนของโปรตีน  

   วิเคราะหความเขมขนของโปรตีนดวยน้ํายา BCA assay kit ซ่ึงมีวิธีการวิเคราะหดังนี้ นําสารละลาย 

โปรตีน 0.1 ml ผสมกับสารละลาย BCA working reagent 2 ml นําไป incubate ที่ 37 °C นาน 30 นาท ี

หาความเขมขนโดยวัดคาดดูกลืนแสง (absorbance) ที่ 562 nm โดยใช bovine serum albumin (BSA) 

เปนโปรตีนมาตรฐาน   

 

2.4 Two dimensional SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (2D SDS-PAGE)  

   โปรตีนที่ทําใหบริสุทธิ์ความเขมขน 100 μg นํามาแยกดวยกระแสไฟฟาตามประจุใน first 

dimension โดยใช pH gradient strip pH 3-10 ยาว 7 cm และทําการแยกโปรตีนตามขนาด melecular weight 

อีกครั้งใน second dimension ดวย 12.5% gel SDS-PAGE แลวยอมโปรตีนดวย colloidal Coomassie 
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brilliant blue G-250 พบวาโปรตีนที่ไดมีจาํนวน 3 spots ดังแสดงในรูปที่ 3 ขนาด molecular weight และ PI 

ของแตละ spot แสดงในตารางที่ 2  

 

 

 

รูปท่ี 3 ผล 2D gel electrophoresis ของโปรตีนจากยางขนนุที่ทําใหบริสุทธิ์  

 

ตารางที่ 2 แสดงจํานวน spot คา PI และ molecular weight ของโปรตีนของยางขนุนทีท่ําใหบริสุทธิ์  

Spot no. pI MW 

1 6.63 33,000 

2 6.63 31,000 

3 6.93 29,000 
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2.5 การวิเคราะหชนิดของโปรตีนจาก spot ที่ไดจาก 2D gel electrophoresis 
   Spot ของโปรตีนที่ไดจาก 2D gel electrophoresis ในขอ 2.4 จะถูกตัดออกจากเจล และนําไป

ยอยดวย enzyme trypsin วิเคราะหดวย MALDI-TOF MS ณ หนวยบริการชีวภาพ (BioService Unit : BSU) 

ประเทศไทย ซ่ึงไดผลดังนี้ 

  Spot ท่ี 1 ใหผล peptide mass fingerprinting แสดงในรูปที่ 4 และ identify วามีความสอดคลองกับ

ชนิดของโปรตีนที่มีขนาด 26.779 kDa chloroplastic small heat-shock protein ของ Petunia hybrida  

 Spot ท่ี 2 ใหผล peptide mass fingerprinting แสดงในรูปที่ 5 และ identify วามีความสอดคลองกับ

ชนิดของโปรตีนที่มีขนาด 60.429 kDa ของ mitochondrial chaperonin CPN60-like 2 จาก Arabidopsis 

thaliana  

 Spot ท่ี 3 ใหผล peptide mass fingerprinting แสดงในรูปที่ 6 และ identify วามีความสอดคลองกับ

ชนิดของโปรตีนที่มีขนาด 25.328 kDa ของ chloroplastic small heat-shock protein จาก Arabidopsis 

thaliana 
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รูปท่ี 4 MALDI-TOF mass spectrometry analysis ของ spot ที่ 1 (A) peptide mass fingerprint ของ 

monomer ของ HSHMG (33 kDa). (B) Peptide mass fingerprint ที่วิเคราะหดวย MASCOT search engine 

พบวามี peptide mass จํานวน 11 จากทั้งหมด 77 mass ที่พบวาตรงกนักับโปรตีน chloroplastic small heat-

shock protein จาก Petunia hybrida โดยครอบคลุมโปรตีนทั้งหมดประมาณ 24%  
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รูปท่ี 5 MALDI-TOF mass spectrometry analysis ของ spot ที่ 2 (A) peptide mass fingerprint ของ 

monomer ของ HSHMG (31 kDa). (B) Peptide mass fingerprint ที่วิเคราะหดวย MASCOT search engine 

พบวามี peptide mass จํานวน 10 จากทั้งหมด 67 mass ที่พบวาตรงกันกับโปรตนีขนาด60.429 kDa ของ 

mitochondrial chaperonin CPN60-like 2 จาก Arabidopsis thaliana โดยครอบคลุมโปรตีนทั้งหมดประมาณ 

14%  
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รูปท่ี 6 MALDI-TOF mass spectrometry analysis ของ spot ที่ 3 (A) peptide mass fingerprint ของ 

monomer ของ HSHMG (29 kDa). (B) Peptide mass fingerprint ที่วิเคราะหดวย MASCOT search engine 

พบวามี peptide mass จํานวน 10 จากทั้งหมด 67 mass ที่พบวาตรงกันกับโปรตีนขนาด25.328 kDa 

chloroplastic small heat-shock protein จาก Arabidopsis thaliana โดยครอบคลุมโปรตีนทั้งหมดประมาณ 

46%  
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2.6 ศึกษาคุณสมบัติการเปนไกลโคโปรตีนของโปรตีนที่แยกไดจากยางขนุน 

  โปรตีนที่ทําใหบริสุทธิ์เมื่อนํามาแยกดวยกระแสไฟฟาเปรียบเทียบระหวางโปรตีนที่ผสมกับ 

sample buffer ที่ประกอบดวย 2-mercaptoethanol แลวใหความรอนที่ 95 ºC นาน 5 นาที และ ไมไดให

ความรอน พบวาโปรตีนที่ทําใหบริสุทธิ์จะเกาะกันเปน multimer ที่มีขนาด melecular weight มากกวา 100 

kDa เมื่อไมไดใหความรอน และเมื่อใหความรอนจะไดโปรตีนแยกออกเปน 3 bands หลักดังแสดงในผล

การทดลองในรูปที่ 7 และเมื่อนําโปรตีนมาศึกษาคุณสมบัติการเปนไกลโคโปรตีนดวย fluorescent 

glycoprotein detection kit (Sigma) พบวาโปรตีนทั้ง 3 เปน glycoprotein ที่เมื่อรวมกันแลวจะมี molecular 

weight มากกวา 97 kDa  จึงเรียกโปรตีนนี้วา "heat stable heteromultimeric glycoprotein (HSHMG)" 

(แสดงในรูปที่ 7) 

 

 

  

รูปท่ี 7 ผลการทดสอบคุณสมบัติการเปนไกลโคโปรตีนของโปรตีนที่ทําใหบริสุทธิ์จากยางขนุน (HSHMG) 

lane 1 = standard glycosylated (BSAและ non-glycosylated protein, lane 2 = unheated HSHMG และ lane 

3 = Heated HSHMG 
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2.7 การทดสอบคุณสมบัติที่เก่ียวของกับระบบการแข็งตัวของเลือดของมนษุย (Human blood 

coagulation activity) 

โปรตีนที่ทําใหบริสุทธิ์จากน้ํายางขนุนนํามาทดสอบการออกฤทธิ์ตอระบบการแข็งตัวของเลือดมนุษย

จํานวน 10 คน ดวยวิธี Activated partial thromboplastin time (APTT) test (Brown, 1988) และ Prothrombin 

time (PT) test (Brown, 1988)  พบวา HSHMG มีคุณสมบัติยับยั้งปจจัยภายในของระบบการแข็งตัวของ

เลือด (intrinsic factors) คือ VIII, IX, XI, XII and Prekallikrein (Fletcher factor) โดยทําใหเกิดการ clot ของ 

plasma ตองใชเวลานานขึ้น (prolong clotting time) เมื่อทดสอบดวย Activated partial thromboplastin time 

(APTT) test โดยไมยับยั้งปจจัยภายนอก (extrinsic factors) และปจจัยรวม (common pathway factors) เมื่อ

ทดสอบดวย Prothrombin time (PT) test คือ V, VII, X, prothrombin and fibrinogen ดังแสดงในตารางที่ 3  

 

ตารางที่ 3 ผล PT และ APTT เปรียบเทียบระหวางโปรตนี HSHMG (latex) และกลุม control 

 

คาที่ไดแสดงในรูป mean ± S.D. (n = 10) เปรียบเทียบ human blood coagulation time ระหวาง purified 

latex และ control โดยใชสถิติ independent samples t-Test อักษร (b) แสดงถึงวาเวลาที่ทําใหเกิด fibrin clot 

ของพลาสมาเมื่อเติม HSHMG ไมมีความแตกตางจากที่ไมเติม หรือ control (a) อยางมีนัยยะสําคัญ ที่ P 

>0.05. และอักษร (c) แสดงเวลาที่ทําใหเกดิ fibrin clot ของพลาสมาเมื่อเติม HSHMG มีความแตกตางจากที่

ไมเติม หรือ control อยางมีนัยสําคัญ ที่ P <0.05 



 28

2.8 การทดสอบคุณสมบตัิในการสลายกอนไฟบริน (Fibrin clot hydrolyzing activity)  

   ทดสอบคุณสมบัติในการสลายไฟบรินของโปรตีน HSHMG โดยดัดแปลงจากวิธีของ Rajesh 

และคณะ (2006) โดยการใช fibrinogen ผสมกับ 0.5 M CaCl2 และ thrombin (0.25 NIH U) หลังจากนัน้       

นํากอน fibrin ที่ไดมา incubated กับ HSHMG ที่มีปริมาณตาง ๆ คือ 0, 18.5, 92.5, 185, 370 μg เปนเวลา 

150 นาที นําสวนผสมที่ไดไปแยกดวย 12.5% gel SDS-PAGE electrophoresis เพื่อด ู fibinopeptides 

patterns  

   ผลการทดลองพบวาโปรตีน HSHMG ไมมคีุณสมบัติในการสลายกอนไฟบรินดังแสดงในรูปที่ 8 

 

 

 

รูปท่ี 8 การทดสอบคุณสมบัติในการสลายกอนไฟบรินของ HSHMG เมื่อใช HSHMG ปริมาณตาง ๆ ดังนี้ 

0 μg (lane2), 18.5 μg (lane 3), 92.5 μg (lane 4), 185 μg (lane 5), 370 μg (lane 6) โดย lane 1 = 

standard molecular weight protein markers และ lane 7 = heated HSHMG protein  
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2.9 ศึกษาโครงสรางฑุติยภูมิ (secondary structure) และผลของประจุของสารที่มีอิทธิพลตอ

การเปลี่ยนแปลงโครงสรางฑุติยภูมิของ HSHMG ดวยเทคนิค circular dichroism 

spectroscopy (CD spectroscopy) 

โครงสราง secondary structure ของ HSHMG ศึกษาดวยเทคนิค circular dichroism spectroscopy 

ดวยเครื่อง Jasco J-715 spectropolarimeter (Japan) โดยใชโปรตีนความเขมขน 1 mg/ml ใช                             

speed 20 nm/min, 2 nm bandwidth, 100 mdeg sensitivity, average response time of 2 s และ optical               

path length เทากับ 0.2 mm และทําการวิเคราะหขอมูลดวย K2D program (http://www.embl-

heidelberg.de/~andrade/k2d.html) พบวาโปรตีน HSHMG นี้ประกอบดวย α-helix 23%, β-sheet 40% 

และ random coil 0.36% และพบวาสารละลาย 2 mM CaCl2, 2 mM MgCl2 และ 4 mM EDTA (รูปที่ 9) 

สามารถทําให secondary structure ของโปรตีนเปลี่ยนแปลงไดโดยดูจากการเปลี่ยนตําแหนงของ CD 

spectra และพบวาโครงสรางที่เปล่ียนแปลงเนื่องจาก CaCl2 และ MgCl2 สามารถเปลี่ยนแปลงกลับคืนได

เมื่อเติม EDTA ดังแสดงในรูปที่ 10 และ 11 ตามลําดับ 
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รูปท่ี 9 CD spectra ของ HSHMG และเมื่ออยูในสารละลาย 2 mM CaCl2, 2 mM MgCl2 และ 4 mM EDTA  
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รูปท่ี 10 CD spectra ของ HSHMG และเมือ่อยูในสารละลาย 2 mM CaCl2 (HSHMG-CaCl2) และโครงสราง

เปลี่ยนกลับคนืเหมือน HSHMG เมื่อเติม 4 mM EDTA (HSHMG-CaCl2-EDTA) 
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รูปท่ี 11 CD spectra ของ HSHMG และเมื่ออยูในสารละลาย 2 mM MgCl2 (HSHMG-MgCl2) และ

โครงสรางเปลี่ยนกลับคืนเหมือน HSHMG เมื่อเติม 4 mM EDTA (HSHMG-MgCl2-EDTA) 
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2.10 ศึกษาคุณสมบัติในการเปนโปรตีนทนตอความรอน (heat stable protein) ของ HSHMG 

ดวยเทคนิค circular dichroism spectroscopy  

   การศึกษาคณุสมบัติในการเปน heat stable protein ของ HSHMG ดวยเทคนิค circular dichroism 

spectroscopy โดยใชโปรตีนความเขมขน 1 mg/ml ใช speed 20 nm/min, 2 nm bandwidth, 100 mdeg 

sensitivity, average response time of 2 s, optical path length เทากับ 0.2 mm และเพิม่ความรอนจาก room 

temperature (RT; 25 °C) เปน 40, 50, 60, 70, 80 และ 90 °C พบวาระดับความรอนที่อุณหภูมิ 40-50 °C ไม

ทําใหโปรตีน HSHMG มีการเปลี่ยนแปลงอยางมีนัยสําคญั (แสดงในรปูที่ 12) และเมื่อเพิ่มอุณหภมูิขึ้นอีก 

พบวาที่อุณหภมูิ 60 °C นั้น โมเลกุลของโปรตีนมีการจดัเรียงตวัเร่ิมไมเปนระเบยีบ (disordered structure) 

เพิ่มขึ้น และจะเหน็ไดชัดเมือ่เพิ่มอุณหภูมไิปเรื่อย ๆ จนถึง 90 °C (แสดงในรูปที่ 13) หลังจากนั้นทาํการลด

อุณหภูมิของโปรตีนจาก 90 °C จนกระทั่งเทากับอุณหภูมหิอง (reversing temperature to room temperature; 

rRT) พบวาโปรตีน HSHMG สามารถจัดเรียงตวักลับคืนไดใกลเคียงกับโปรตีนเริ่มตน (แสดงในรูปที่ 14) 

ซ่ึงแสดงถึงวาโปรตีนนี้มีคุณสมบัติเปน heat stale protein  
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รูปท่ี 12 CD spectra ของ HSHMG ที่อุณหภูมิตาง ๆ คอื อุณหภูมิหอง (room temperature; RT), 40 °C และ 

50 °C 
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รูปท่ี 13 CD spectra ของ HSHMG ที่อุณหภูมิตาง ๆ คือ อุณหภูมิหอง (room temperature; RT), 60,  70, 80 

และ 90 °C 
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รูปท่ี 14 CD spectra ของ HSHMG ที่แสดงถึงการเปน heat stable protein โดย HSHMG สามารถกลับคืน

โครงสรางเดิมไดภายหลังจากที่มีการจัดเรียงตัวของโมเลกุลแบบไมเปนระเบียบเมือ่อยูในสภาวะที่อุณหภูมิ

สูงถึง 90 °C และลดอุณหภูมิลงมาจนกระทั่งเทาอุณหภมูิหองเหมือนเดิม (reversing room temperature, 

rRT) 
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2.11 ศึกษาคุณสมบัติในการเปน protease ของ HSHMG  

   การศึกษาคณุสมบัติในการเปน protease ของ HSHMG อาศัยการยอย substrate คือ gelatin และ 

casein และดู zymography ตามวิธีที่ดัดแปลงจาก Shimokawa และคณะ (2002) ซ่ึงมีวิธีโดยยอดงันี้ ทําการ

แยกโปรตีน HSHMG ทั้งในรูปแบบที่ตมและไมผานการตมใน sample buffer ที่ไมม ี reducing agent (non-

reducing SDS gel sample buffer)  ใน 10% SDS-PAGE ที่มี gelatin หรือ  casein เปนองคประกอบในเนื้อ 

gel และใหทําปฏิกิริยาเอนไซมที่ 37 °C เปนเวลา 20 ช่ัวโมง แลวยอม gel ดวย Coomassie brilliant blue R-

250 enzymatic activity สังเกตดูไดจากบรเิวณของ protein band บนเนื้อ gel ที่ยอมไมติดสี (transparent 

bands) 

 ผลการทดลองพบวาโปรตีน HSHMG ทั้งในรูปแบบที่เปน multimeric (ไมผานการตมใน non-

reducing sample buffer) และที่แยกเปน monomer (โดยผานการตมใน non-reducing sample buffer) ไมมี

คุณสมบัติเปน protease โดยไมพบ transparent bands ในเนื้อ gel บริเวณที่มี molecular weight เทากับ 

HSHMG เมื่อใช gelatin และ casein เปน substrate (แสดงในรูปที่ 15) 
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รูปท่ี 15 ศึกษาคุณสมบัติในการเปน protease ของ HSHMG โดย zymography เมื่อใช gelatin (A) หรือ 

casein (B) เปน substrate ทั้งในรูปแบบที่เปน multimeric (lane 2 ในรุป A และ 1 ในรูป B) และที่แยกเปน 

monomer (lane 3 ในรุป A และ 2 ในรูป B) และลูกศรแสดงถึงการไมมีคุณสมบัติเปน protease ของ 

HSHMG โดยไมพบ transparent bands ในเนื้อ gel บริเวณที่มี molecular weight เทากับ HSHMG (บริเวณ

ลูกศรชี้) Lane 1 = standard molecular weight protein markers 
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2.12 ศึกษาคุณสมบัติในการเปน serine protease inhibitor ของ HSHMG 

 คุณสมบัติในการเปน serine protease inhibitor ของ HSHMG ทําการศึกษาโดยใชน้ํายา commercial 

คือ QuantiCleaveTM Protease Assay Kit (Pierce, Rockford, USA) มีวิธีโดยยอดงันี้ เติม succinylated 

casein solution ลงใน microplate หลุมละ 100 μl และสําหรับหลุมที่เปน blank เติม assay buffer (50 mM 

borate pH 8.5) แทน หลังจากนั้นเติม serine protease (จากเชื้อ Bacillus sp., sigma, USA) ความเขมขน        

1 mg/ml ลงไปใน microplate หลุมละ 50 μl ของ HSHMG ที่มีความเขมขนตาง ๆ คือ 0, 18.5, 37, 74 และ 

185 μg หลังจากนั้น incubate ที่ 37 °C นาน 20 นาที หลังจากนัน้เติม trinitrobenzenesulfonic acid 

(TNBSA) 50 μl ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมหิอง (RT) นาน 20 นาท ี นํา microplate ไปคาดูดกลืนแสง                      

ที่ ความยาวคลื่น 450 nm การลดลงของคาการดูดกลนืแสงจะแสดงใหเห็นถึงการมีคุณสมบัติในการเปน 

serine protease inhibitor ของ HSHMG  

 จากการทดลองพบวา HSHMG มีคุณสมบัติในการเปน serine protease inhibitor (ดังแสดงในรูปที่ 

16) โดยสามารถลด activity ของ serine protease จาก Bacillus sp. อยางเห็นไดชัดเมื่อใช HSHMG 

(inhibitor) ที่ความเขมขน 18.5 μg และปฏกิิริยาการยับยัง้เริ่มคงที่ความเขมขนของ inhibitor เทากับ 37 μg  

 

2.13 ศึกษาผลของ Ca2+ และ Mg2+ ตอคุณสมบัติในการเปน serine protease inhibitor ของ HSHMG 

 การศึกษาผลของ Ca2+ และ Mg2+ ตอคุณสมบัติในการเปน serine protease inhibitor ของ HSHMG 

ทำการศึกษาโดยใชน้ํายา commercial คือ QuantiCleaveTM Protease Assay Kit (Pierce, Rockford, USA) 

ซ่ึงมีวิธีการทดลองคลายคลึงกับขั้นตอนที่ 2.12 มีสวนทีต่างคือ จะมีการเติม 2 mM CaCl2 หรือ 2 mM 

MgCl2 ลงใน assay buffer ผลการทดลองพบวา เมื่อมี Ca2+ และ Mg2+ 

อยูในปฏิกิริยาจะทําใหคุณสมบัติในการเปน serine protease inhibitor ของ HSHMG ลดลง 

(ดังแสดงในรปูที่ 17) โดย Mg2+ มีผลตอการลดการทํางานของ HSHMG มากกวา Ca2+  
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รูปท่ี 16 การยบัยั้งการทํางานของ serine protease จาก Bacillus sp. โดย HSHMG ที่ความเขมขน 0, 18.5, 37, 

74 และ 185 μg  
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รูปท่ี 17 การศึกษาผลของ Ca2+ และ Mg2+ ตอคุณสมบัติในการเปน serine protease inhibitor ของ HSHMGF 

โดยเติม 2 mM CaCl2 และ 2 mM MgCl2 ลงในปฏิกิริยาการวิเคราะห 
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บทที่ 4 

วิจารณและสรุปผลการทดลอง (Discussion and Conclusion) 

 

 การศึกษาครั้งนี้ไดทําการสกัดแยกโปรตีนที่มีคุณสมบัติในการทนความรอนจากน้ํายางของตนขนนุ 

(jackfruit) หรือ A. heterophyllus โดยใชหลักการของ heat extraction และ ion-exchange chromatography 

ไดโปรตีนที่มี คุณสมบัติเปน heteromultimeric glycoprotein มี molecular weight มากกวา 97 kDa 

จึงเรียกโปรตีนนี้วา heat-stable heteromultimeric glycoprotein (HSHMG) และแตละ monomer 

ประกอบไปดวย glycoprotein ที่มี molecular weight 33, 31 และ 29 kDa มี pI 6.63, 6.63 และ 6.93 

ตามลําดับ และจากการ identify protein ดวยเทคนิค MALDI-TOF MS พบวา HSHMG เปนโปรตีนที่ 

จัดอยูในกลุม heat-shock protein (Hsps) และ chaperones family จําพวก chaperoin ทั้ง Hsps และ 

chaperones เปนกลุมโปรตีนที่จะพบวามีการสรางขึ้นมาเมื่อเซลลอยูในสิ่งแวดลอมที่มีอุณหภูมิสูงขึ้น 

หรือมีภาวะที่กอใหเกิดความเครียดของเซลล (cell stress) (Wang และคณะ, 2004) นอกจากนี้ยังเกีย่วของกบั 

protein folding, assembly, translocation และ degradation ของเซลล และยังเกี่ยวของกับความคงทน 

ของโปรตีนและผนังเซลลในสภาวะที่มี stress เกิดขึ้น (Dafforn และคณะ, 2001) นอกจากนี้ยังได 

มีรายงานถึงบทบาทของโปรตีนในกลุมนี้ที่มีคุณสมบัติเปน serine protease inhibitors เชน SERPINH 1 

(Dafforn และคณะ, 2001)  

 โปรตีนที่มีหนาที่เปน serine protease inhibitors นั้น มีบทบาทที่เกี่ยวของกับมนุษยมากมาย เชน 

squash family เกี่ยวของกับกระบวนการแข็งตัวของเลือดของมนุษย (Hayashi และคณะ, 1994) เปนตน 

ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงไดทําการศึกษาถึงผลของ HSHMG ตอกระบวนการแข็งตัวของเลือด 

ของมนุษยที่วิถี (pathway) ตาง ๆ ซ่ึงปจจัยในการแข็งตัวของเลือดมักมีคุณสมบัติเปน serine protease 

จากการทดลองพบวา HSHMG สามารถยับยั้งการแข็งตัวของเลือดใน intrinsic pathway ซ่ึงเกี่ยวของ 
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กับปจจัยการแข็งตัวของเลือดดังตอไปนี้ IX, XI, XII และ Prekallikrein โดยไมมีผลตอ extrinsic pathway 

และ common pathway คือปจจัยการแข็งตัวของเลือด VII, X และ prothrombin และโปรตีน HSHMG 

ไมเกี่ยวของกับกระบวนการ fibrinolysis  

   จากการศึกษาโครงสราง secondary structure ของโปรตีน HSHMG ดวยเทคนิค circular dichroism 

spectroscopy (CD spectroscopy) พบวา native structure ของ HSHMG ประกอบดวย α-helix 23%,                 

β-sheet 40% และ random coil 0.36% โดยโครงสรางเหลานี้สามารถเปลี่ยนแปลงไดเมื่อ HSHMG 

อยูในสารละลายที่มี 2 mM CaCl2 และ 2 mM MgCl2 และจะกลับสูโครงสรางเดิมเมื่อเติม chelating agent  

(4 mM EDTA) นอกจากนีโ้ปรตีน HSHMG ยังแสดงคุณสมบัติเปน heat stable โดยการที่สามารถกลับคืน 

สูสภาพเดิม (native structure) ไดเมื่อใหความรอนถึง 90 °C แลวลดอุณหภูมิเทากับอุณหภูมิปกติ (room 

temperature)  

   จากการศึกษาคุณสมบัติในการเปน protease และ protease inhibitor ของ HSHMG พบวา HSHMG 

ไมมีคุณสมบัตเิปน protease เมื่อใช gelatin และ casein เปน substrate แตมีคุณสมบัติเปน protease inhibitor 

ของเอนไซมกลุม serine protease ที่ไดจากเชื้อ Bacillus sp. และคุณสมบัติในการ inhibit จะลดลง               

เมื่อเติม 2 mM CaCl2 และ 2 mM MgCl2 ลงในปฏิกิริยาการยับยั้งการทํางานของ HSHMG 

ซ่ึงการที่เกิดการยับยั้งการทํางานของเอนไซมไดนอยลงอาจเนื่องจาก Ca2+ และ Mg2+ ทําใหโครงสรางของ 

HSHMG เปลี่ยนแปลง โดย Mg2+ ทําให HSHMG ลดคุณสมบัติในการยับยั้งการทํางานไดมากกวา Ca2+ 

ซ่ึงผลสอดคลองกับผลของ CD spectroscopy ที่พบวา Mg2+ สามารถทําใหโครงสรางของ HSHMG 

เปลี่ยนแปลงจาก native ไปมากกวาทีม่ี Ca2+ 

   ในการศึกษาครั้งตอไปจะทําการศึกษาผลของ HSHMG ตอปจจัยการแข็งตัวของเลือดของมนุษยใน 

intrinsic pathway อยางจําเพาะ และการเปน protease inhibitors เพิ่มเติม ซ่ึงประโยชนของคณุสมบัต ิ

เหลานี้จะเกีย่วของกับทางการแพทย เชน กระบวนการหายของบาดแผล (wound healing), blood 
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coagulation, angiogenesis หรือการแพรกระจายของเนื้องอก (tumor invasion) (Bode และ Huber, 2000; 

Ivanciu และคณะ, 2007)  
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Graphical Abstract 

A heat stable heteromultimeric glycoprotein (HSHMG) from Artocarpus heterophyllus (jackfruit) 

latex was purified and characterized. This protein acted as a serine protease inhibitor and had an 

effect on intrinsic pathways of the human blood coagulation system. 

 

 

 



 57

Article Outline 

1. Introduction 

2. Results and discussion 

     2.1 Purification and identification of a heat-stable heteromultimeric glycoprotein from A. 

heterophyllus latex 

     2.2 Effect of a heat-stable heteromultimeric glycoprotein from A. heterophyllus latex on 

prothrombin time (PT)  

          and activated partial thromboplastin time (APTT) 

    2.3 Proteolyitc and serine protease inhibitor activities  

3. Conclusion 

4. Experimental 

4.1 Plant material 

4.2 Protein extraction and purification 

 4.3 Determination of protein concentration 

 4.4 Electrophoresis 

4.4.1 One dimensional SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (1D SDS-PAGE) 

4.4.2 Two dimensional SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (2D SDS-PAGE) 

 4.5 Glycosylation 

 4.6 Protein identification and peptide mass analysis by MALDI–TOF MS 

 4.7. Assay for prothrombin time (PT) 

 4.8. Activated partial thromboplastin time (APTT) 

 4.9. Enzymatic assays 

   4.9.1 Detection of proteases by zymography 

  4.9.2 Serine protease inhibitors 

Acknowledgements  

Figures and Legends 

Tables 

References 

 

 

 

 



 58

Purification and Characterization of a heat stable glycoprotein from 

jackfruit latex with an effect on human blood coagulation time 

Jaruwan Siritapetaweea,* and  Sompong Thammasirirakb  

a Department of Biochemistry, College of Medicine and Public Health, Ubon Ratchathani University, 

Warinchamrap, Ubon Ratchathani, 34190, Thailand, and bDepartment of Biochemistry, Faculty of 

Science, Khon Kaen University, Khon Kaen 40002, Thailand.  

*Corresponding author. Tel.: +66-898479090 ; Fax: +66-45-353901.   

E-mail address: jaruwan_siritape@yahoo.com 

 
Abstract A heat stable heteromultimeric glycoprotein (HSHMG) from Artocarpus heterophyllus 

latex was purified by a combination of heat precipitation and ion-exchange chromatography. The size 

of this multimeric protein from SDS-PAGE was more than 97 kDa. The apparent molecular masses 

of the monomeric proteins were 29, 31 and 33 kDa. The isoelectric points (pIs) of the monomers 

were 6.93, 6.63 and 6.63, respectively. Peptide mass fingerprint revealed that HSHMG was a 

complex protein which contributed to cellular hemostasis in normal and stress conditions of jackfruit 

referred to Hsps/chaperones. HSHMG had an effect on intrinsic pathways of the human blood 

coagulation system by significantly prolonging the activated partial thrombin time (APTT). In 

contrast, it has no effect on the human extrinsic blood coagulation system using the prothrombin time 

(PT) test. The prolonged APTT resulted from the serine protease inhibitor property of HSHMG since 

it reduced the activity of the serine protease from Bacillus sp.      

Keywords: Artocarpus heterophyllus; Jackfruit; Latex; Blood; Coagulation   

1. Introduction 

Jackfruit (Artocarpus heterophyllus) belongs to the family Moraceae, which is widely 

distributed in tropical areas including Thailand (Kabir , 1995; Mekkriengkrai et al., 2004;  

Shyamalamma et al., 2008). It has many health benefits proven in laboratories. For example, the 

carotenoid compositions of jackfruit were analyzed by high-performance liquid chromatography 

connected to a photodiode array and mass spectrometry detector (HPLC-PDA-MS/MS) (de Faria et 

al., 2009).  The main carotenoids were all-trans-lutein (24-44%), all-trans-beta-carotene (24-30%), 

all-trans-neoxanthin (4-19%), 9-cis-neoxanthin (4-9%) and 9-cis-violaxanthin (4-10%) 

(Mekkriengkrai et al., 2004). Jackfruit seeds were found to be good sources of mineral elements 

(Ajayi, 2008). Potassium is the prevalent mineral element, following by sodium, magnesium and then 

calcium (Ajayi, 2008). In addition, some parts of a jackfruit have been used as folk medicine. For 
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instance, its leaves and roots were used for anemia, asthma, dermatosis, diarrhea and cough as an 

expectorant (Fernando et al., 1991).  

Jackfruit is also a kind of rubber-producing plant. All parts of the tree contain sticky white 

latex (Mekkriengkrai et al., 2004). It has been revealed that plant latex has medicinal properties. For 

example, fig tree latex was used to treat warts in short-duration therapy with no report of side-effect 

(Bohlooli et al., 2007).  Plant latex had clot inducing and dissolving properties in human hemostasis 

(Osoniyi and Onajobi, 2003; Shivaprasad et al., 2009). Moreover, plant latex is widely used in 

developing countries as an effective treatment for various wound healing. Carica papaya latex was 

reported used in wound healing by the mice burn model (Gurung & Skalko-Basnet, 2009). In 

addition, the ethanolic and dichloromethane extracts of Mammea americana latex were found to 

possess excellent antisecretory and/or gastrotective effects in all gastric models (Toma et al., 2005). 

This evidence supports the possibility to employ plant latex for various treatments in medicine. In an 

attempt to obtain new information on biological properties of jackfruit, a heat stable heteromultimeric 

glycoprotein (HSHMG) was purified and characterized from its latex in this work. The effect of 

HSHMG on human blood coagulation time was also investigated.  

2. Results and discussion  

2.1 Purification and identification of a heat-stable heteromultimeric glycoprotein from A. 

heterophyllus latex 

A heat stable glycoprotein was extracted and purified from latex of A. heterophyllus 

(jackfruit) using the method described above. Q Sepharose Fast Flow column chromatography 

revealed a sharp peak of protein, eluted at around 0.4 M NaCl (Fig. 1). This protein appeared 

heteromutltimeric on SDS-PAGE with a molecular mass of more than 97 kDa (Fig. 2). The apparent 

molecular mass of each monomeric protein was 33, 31 and 29 kDa (Fig. 2a). The isoelectric points 

(pI) of the monomers were 6.63 (spot number 1), 6.63 (spot number 2) and 6.93 (spot number 3), 

respectively (Fig.2b). The final yield of protein obtained from each extraction was approx. 1.1% 

(18.6 mg) (Table 1). Glycosylation test confirmed that this heat-stable multimeric protein and all of 

its monomers were glycoprotein as shown in Fig. 3. Consequently, the multimer of this protein was 

more than 97 kDa and its higher summation than of all molecular weights of its monomers was due 

to the glycosylation process after protein translation (Rayon et. al, 1998). This heat stable 

heteromultimeric glycoprotein isolated from jackfruit latex was therefore designated as HSHMG. 

     HSHMG was identified by MALDI-TOF MS. Three spots of various isoelectric points and 

molecular weights were cut out. In-gel digestion of protein spots by trypsin was performed to cleave 

proteins at arginine and lysine residues. Peptide mass fingerprints were obtained from MALDI-TOF 

mass spectrometry using the MASCOT search engine to query the SwissProt 57.7 protein database 

allowing up to two missed cleavages. The result of spot number 1 in the peptide mass fingerprinting 

is shown in Fig. 4. The peptide mass fingerprint was identified as 26.779 kDa of chloroplastic small 
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heat-shock protein of Petunia hybrida. The spot number 2 in the peptide mass fingerprinting is 

shown in Fig. 5. The peptide mass fingerprint was identified as 60.429 kDa of mitochondrial 

chaperonin CPN60-like 2 of Arabidopsis thaliana. The spot number 3 in the peptide mass 

fingerprinting is shown in Fig. 6. The peptide mass fingerprint of spot number 3 was identified as 

25.328 kDa of chloroplastic small heat-shock protein of Arabidopsis thaliana. The results of peptide 

mass fingerprint searches showed that all of the 3 spots HSHMG were related to plant heat-shock 

proteins (Hsps) and a family of chaperones; chaperonin. Hsps/chaperones have functionally related 

proteins whose expression is increased when cells are exposed to elevated temperature or other stress 

e.g. abiotic stresses (Wang et al., 2004). In addition, they are key components contributing to cellular 

hemostasis in cells, both in cells under optimal and adverse growth conditions. They are responsible 

for protein folding, assembly, translocation and degradation in normal cellular processes. They are 

also function in the stabilization of proteins and membranes, and can assist in protein refolding under 

stress conditions (Carranco et al., 1997; Wang et al., 2004). Another property of Hsps is that they act 

as protease inhibitors, for instance, heat shock protein 47 (Hsp 47) which known as SERPINH 1 

(Dafforn et al., 2001). SERPINH 1 is a serpin which serves as a human chaperone protein for 

collagen. This protein is a member of the serpin superfamily of serine protease inhibitors (Dafforn et 

al., 2001). Its expression is induced by heat-shock.  

The results of peptide mass fingerprint reveal that HSHMG was a complex protein which 

contributed to cellular hemostasis in normal and stress conditions of jackfruit or it had a role as 

Hsps/chaperone. The new biological properties of HSHMG from jackfruit latex were investigated in 

this study. These investigations focused on the protease and protease inhibitor properties which acted 

on the human blood coagulation system.  

 

2.2 Effect of a heat-stable heteromultimeric glycoprotein from A. heterophyllus latex on prothrombin 

time (PT) and activated partial thromboplastin time (APTT) 

       The effect of HSHMG on the human blood coagulation system was determined by mixing 

various amounts of HSHMG (18.5, 37, 185, 370 μg) in 25 mM Tris-HCl, pH 8.8 with 100 μl of 10 

samples of human plasma individually to coagulate in the PT test and APTT tests. The results of the 

PT and APTT tests are shown in Table 2. HSHMG had no significant effect on the PT at every 

concentration. HSHMG had significant effect on the APTT by prolonging the clotting time 

corresponding with an increase in its concentration.  

  The human blood clotting process is very complex and involves both the intrinsic, extrinsic 

and common pathways (Brown, 1988). HSHMG had an effect on the intrinsic pathway of plasma 

clotting factors (VIII, IX, XI, XII and Prekallikrein (Fletcher factor) due to it prolonging the APTT 

time. The plasma clotting factors (V, VII, X, prothrombin and fibrinogen) of extrinsic and common 

pathways are not affected by HSHMG.            
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 2.3 Proteolyitc and serine protease inhibitor activities  

  Both gelatin- and casein- zymography were employed to confirm that HSHMG and its 

monomers had no protease activity (data not shown).  

  HSHMG had no proteolytic activity when assessed by gelatin- and casein zymography but it 

was involved with the intrinsic factors of human blood coagulation as it could increase the clotting 

time of the APTT. Since some of the intrinsic factors are serine protease (Hayashi et al., 1994), the 

inhibitory effect on serine protease of HSHMG was determined. The activity of serine protease 

inhibitor was determined in terms of inhibition of proteolytic activity, as revealed through reduction 

of absorbance values of the HSHMG of the reaction mixture at 450 nm. Results are shown in Fig. 7 

and indicate that HSHMG is effective against the proteolytic activity of a serine protease (from 

Bacillus sp). The inhibitory actions of HSHMG by prolonging the APTT and reduction of Bacillus 

serine protease activity were similar with protease inhibitors in the squash family (Hayashi et al., 

1994). All kinds of serine protease inhibitors including the squash family are not necessary to inhibit 

all serine protease enzymes. For example, Hayashi et al. (1994) isolated 8 squash family inhibitors 

from the seeds of bitter gourd, squash, gourd and luffa and examined their effect on serine proteases 

of the blood coagulation system. All inhibitors inhibited the protease activity of factor XIIa, plasma 

kallikrein, and factor Xa but did not inhibit significantly those of factor XIa, factor IXa and thrombin. 

Corresponding with this work, HSHMG could inhibit the serine protease activities of intrinsic 

factors:  IX, XI, XII and Prekallikrein, but in contrast, it did not inhibit the serine protease activities 

of extrinsic and common pathway factors: VII, X and prothrombin. However, the specific inhibition 

of HSHMG on each blood coagulation factor will be determined in a further study.  

 The protease inhibitor property of HSHMG is very useful in modern and traditional medicine, 

because protease inhibitors are involved in blood coagulation, fibrinolysis, angiogenesis, wound 

healing, and tumor invasion (Bode & Huber, 2000; Ivanciu et al. 2007). 

3. Conclusions 

This work demonstrates the serine protease inhibitor property of a heteromultimeric 

glycoprotein purified from jackfruit latex. This protein affected the intrinsic factors of human blood 

coagulation by prolonging the APTT.    

In addition, this protein was identified as a heat-shock/chaperone protein which is useful in cellular 

hemostasis. These properties may give benefit in medicine e.g. wound healing, blood coagulation and 

fibrinolysis. In further studies, the specific inhibitory activities of HSHMG on specific blood 

coagulation factors will be determined. Moreover, the structure and functions of HSHMG will be 

investigated. 
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4. Experimental 

4.1. Plant material 

The latex used for purification and characterization in this work was obtained from 

Artocarpus heterophyllus (jackfruit). The latex was collected from a jackfruit tree in Ubon 

Ratchathani province, Thailand.  

4.2. Protein extraction and purification 

The latex was collected in a clean glass beaker. The whole latex was centrifuged at 13,000 x 

g for 30 min at room temperature. The clear supernatant was boiled on a water bath by maintaining 

the temperature at 90 ºC for 3 min. The coagulated proteins were removed by centrifugation at 

13,000 x g for 30 min and the supernatant was collected for dialysis. The boiled supernatant was 

dialyzed overnight against 50 mM sodium acetate buffer, pH 4.5. Then the clear supernatant was 

collected by centrifugation at 13,000 g for 40 min. The clear supernatant was subjected to 

purification by Q Sepharose Fast Flow column (1.5 cm x 3 cm) (GE Healthcare, Sweden). The 

proteins were fractionated with a 0–1 M step gradient of NaCl in 25m M Tris-HCl buffer, pH 8.8 and 

an applied flow rate of 1 ml/min. Eluted fractions of 2 ml were collected and the A280 was measured 

for every fraction. Protein fractions were analyzed further on SDS/12.5%PAGE. Concentrations of 

the purified latex proteins were determined with the BCA kit. 

4.3.  Determination of protein concentration 

Protein concentrations were estimated using the BCA assay kit (Pierce, Rockford, U.S.A.) 

according to the manufacturer’s instructions. A purified latex protein (0.1 ml) was mixed with 2 ml 

of the BCA working reagent. After the reaction mixture was incubated at 37 °C for 30 min, 

absorbance at 562 nm was measured with a spectrophotometer. BSA at various concentrations 

ranging from 0.025–2.0 mg/ml was used to construct a standard calibration curve and to determine 

protein concentrations of unknown samples. 

4.4. Electrophoresis 

4.4.1 One dimensional SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (1D SDS-PAGE) 

         SDS-PAGE was carried out according to the method of Laemmli et al. (1970) on 12.5% 

polyacrylamide gel containing 0.1% SDS using Tris-glycine buffer pH 8.8. The bands were 

visualized by staining with Coomassie brilliant blue R-250. 

 

4.4.2 Two dimensional SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (2D SDS-PAGE) 

          Purified latex protein (100 μg) was separated in the first dimension with 7 cm 

immobilized pH gradient strip pH 3-10 (GE Healthcare, Sweden). The strip was rehydrated for 12 h 



 63

and focussed for 9250 total Vh using EttanTM IPGphor (GE Healthcare, Sweden). Then, it was 

washed in equilibration buffer containing 5% iodoacetamide. The second dimension was resolved by 

12.5% Tris-glycine SDS-PAGE. Protein was visualized by staining with colloidal Coomassie brilliant 

blue G-250.  

4.5. Glycosylation 

The possible glycosylation of the purified proteins was analyzed by the GlycoProfileTM III 

fluorescent glycoprotein detection kit (Sigma, USA) after 1D SDS-PAGE. After staining with the 

GlycoProfile detection kit, the gel was stained with Colloidal Coomassie brilliant blue G-250.  

4.6. Protein identification and peptide mass analysis by MALDI–TOF MS 

The protein bands from 2D SDS-PAGE gels (see above) were excised, destained, reduced, 

alkylated with iodoacetamide and digested with sequencing-grade trypsin (Promega) following a 

standard protocol (Shevchenko et al., 1996). After overnight digestion at 37 °C, the peptides were 

extracted and dried in a SpeedVac vacuum centrifuge. A small fraction of these tryptic peptides was 

used in peptide mass fingerprinting (PMF). PMF were obtained by BioService Unit (BSU), National 

Science and Technology Development Agency, Pathumthani, Thailand, using an Autoflex MALDI-

TOF mass spectrometer (Bruker Daltonik Bremen, Germany in reflective mode) in  

an α-cyano-4-hydroxycinnamic acid matrix. 

Databank searching was performed with the MASCOT search engine 

(http://www.matrixscience. com) based on the Viridiplantae (green plants) of SwissProt 57.7 protein 

database using the assumption that peptides are monoisotopic. Up to two-missed trypsin cleavages 

was allowed. 

4.7. Assay for prothrombin time (PT) 

Prothrombin time (PT) was used for determination of the effect of the purified latex proteins 

on extrinsic and common pathways of human blood coagulation factors (Brown, 1988). Plasma was 

obtained by centrifuging human citrated blood (10 samples) for 15 min at 1500 x g. Thromboplastin-

calcium reagent (HemoStat THROMBOPLASTIN-SI, Human Gesellschaft für Biochemica and 

Diagnostica mbH, Germany) was reconstituted with distilled water according to the manufacturer's 

instructions. Then it was pre-warmed in a water bath at 37 °C for at least 10 min. One hundred 

microliters of plasma was placed in a test tube and incubated in the water bath for 3-5 min at 37 °C. 

For the controls, 100 μl of pre-warmed 25 mM Tris-HCl, pH 8.8, followed by 200 μl of the pre-

warmed thromboplastin-calcium reagent was rapidly pipetted into the plasma while simultaneously 

starting a timer. The test tube was then gently tilted back and forth, until a clot formed, at which time 

the timer was stopped and the clotting time recorded. For the test samples, 100 μl of each pre-

warmed amounts of purified latex protein (18.5, 37, 185, 370 μg, respectively) in 25 mM Tris-HCl, 
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pH 8.8 was mixed with the plasma, just before adding the thromboplastin-calcium reagent. All 

experiments were carried out in duplicate.       

4.8. Activated partial thromboplastin time (APTT) 

The effect of purified latex proteins on intrinsic and common pathways of human blood 

coagulation factors was determined by APTT tests (Brown, 1988). Ten plasma samples were 

prepared using the same method as for PT tests. The partial tissue thromboplastin with activator 

(aPTT-EL reagent) (HemoStat aPTT-EL, Human Gesellschaft für Biochemica and Diagnostica mbH, 

Germany) and 0.02 M CaCl2 were pre-warmed to 37 °C separately in a water bath. One hundred 

microliters of plasma was placed in a test tube. After incubating for 1-2 min in a water bath, 100 μl of 

aPTT-EL reagent was added, and the contents were mixed rapidly. The mixture was then incubated 

for another 3-5 min, after which 100 μl of 25 mM Tris-HCl, pH 8.8 (for control), then 100 μl of the 

pre-warmed CaCl2 solution was added while simultaneously starting a timer. The test tube was then 

gently tilted back and forth, until a clot formed, at which time the timer was stopped and the clotting 

time recorded. For the test samples, 100 μl of each pre-warmed amount of purified latex protein 

(18.5, 37, 185, 370 μg) in 25 mM Tris-HCl, pH 8.8 was mixed with the contents of the test tube just 

prior to the addition of CaCl2, and readings taken as before. All experiments were carried out in 

duplicate.      

4.9. Enzymatic assays 

       4.9.1 Detection of proteases by zymography 

         Proteolytic activities of the purified proteins were testeded using gelatin- and casein-

zymography by slightly modifying the method of Shimokawa et al. (2002). Briefly, the purified 

protein was mixed with non-reducing SDS gel sample buffer and applied with and without boiling to 

a 10% polyacrylamide gel containing 0.1% SDS and 1 mg/ml gelatin or casein solution. After 

electrophoresis, the gel was washed  three times in 50 mmol/l Tris-HCl, pH 7.5 containing 0.15 

mol/NaCl, 5 mmol/l CaCl2, 5 μmol/l ZnCl, 0.02% NaN3, 0.025% Triton X-100 at room temperature, 

and then incubated in the same buffer without Triton X-100 (two changes) at 37 °C for 20 h. Proteins 

were stained by Coomassie brilliant blue R-250. Enzymatic activity was detected as transparent 

bands. 

      4.9.2 Serine protease inhibitors  

        The purified latex protein function as an inhibitor for a serine protease (from Bacillus 

sp.; sigma, USA) was determined using QuantiCleaveTM Protease Assay Kit (Pierce, Rockford, 

U.S.A.).The assays were performed in microplates following the manufacturer's instructions. One 

hundred microliters of succinylated casein solution was added to microplate wells and 100 μl assay 

buffer as blanks. Fifty microliters of (1 mg/ml) protease were added, followed by 50 μl of the 
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purified latex proteins (with concentrations of 18.5, 37, 74 and 185 μg). The microplates were 

incubated for 20 min at 37 ºC. Fifty microliters of trinitrobenzenesulfonic acid (TNBSA) were added 

and plates were incubated for 20 min at room temperature. Microplates were measured for 

absorbance at 450 nm (A450) with a microplate reader spectrophotometer. For each well the change in 

absorbance was calculated by subtracting the A450 of the blank from that of the corresponding casein 

well. The decreasing absorbance was generated by the protease inhibitor function of the purified latex 

proteins. All tests were done in duplicate.    
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Figures and Legends 

 

 

 

Fig. 1. Purifiction of HSHMG from jackfruit latex using Q Sepharose Fast Flow column 

chromatography. The HSHMG was eluted by 0.4 M NaCl (Fraction number 12-16).   
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A)      B) 

                

 

Fig. 2. 1D and 2D SDS-PAGE of HSHMG and its monomers purified from jackfruit latex by Q 

Sepharose Fast Flow column chromatography. (A) Samples (5 μg) were solubilized in 5X SDS 

sample buffer containing 2-mercaptoethanol either unheated HSHMG (lane 2) and heated HSHMG 

to become different monomers (lane 3). Lane 1 is standard molecular weight markers. The pIs of 

proteins were detected by 2D-PAGE (B).  
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Fig. 3. Glycoprotein staining of HSHMG proteins from jackfruit latex. Glycoprotein stain (Right). 

Lane 1 is marker proteins. The glycosylated markers are ovalbumin and Rnase B, and non-

glycosylated markers are Bovine serum albumin (BSA) and β-casein. Lanes 2 and 3 are HSHMG and 

its monomers, respectively. After the glycoprotein stain, the gel (Right) was stained with Colloidal 

Coomassie briliant blue G-250 (Left).     
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A) 

 

 
 

B) 

 
 

Fig. 4. MALDI-TOF mass spectrometry analysis of spot number 1. (A) Illustration of a peptide mass 

fingerprint of a monomer of HSHMG (33 kDa). (B) Peptide mass fingerprint of the observed mass 

was performed using the MASCOT search engine. Observed masses (11 of 77 masses) were matched 

to 26.779 kDa of chloroplastic small heat-shock protein of Petunia hybrida. Them matched masses 

were converted to amino acid sequences along variable residue sites and covered 24% of the protein 

sequence.  
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A) 

 

 
 

B) 

 
 

Fig. 5. MALDI-TOF mass spectrometry analysis of spot number 2. (A) Illustration of a peptide mass 

fingerprint of a monomer of HSHMG (31 kDa). (B) Peptide mass fingerprint of the observed mass 

(10 of 67) was performed using the MASCOT search engine. Observed masses (11 of 77 masses) 

were matched to 60.429 kDa of mitochondrial chaperonin CPN60-like 2 of Arabidopsis thaliana. 

Them matched masses were converted to amino acid sequences along variable residue sites and 

covered 14% of the protein sequence.  
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A) 

 

 
 

B)  

 

 
 

 

Fig. 6. MALDI-TOF mass spectrometry analysis of spot number 3. (A) Illustration of a peptide mass 

fingerprint of a monomer of HSHMG (29 kDa). (B) Peptide mass fingerprint of the observed mass 

(10 of 67) was performed using the MASCOT search engine. Observed masses (13 of 129 masses) 

were matched to 25.328 kDa of chloroplastic small heat-shock protein of Arabidopsis thaliana. Then 

matched masses were converted to amino acid sequences along variable residue sites and covered 

46% of the protein sequence.  
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Fig. 7. Functional activity assay of HSHMG as serine protease inhibitors. Functional activity of 

HSHMG was tested with the serine protease from Bacillus sp. Enzyme and HSHMG were mixed and 

allowed to bind for 20 min at 37 °C. The decreasing absorbance (A450) was generated by the protease 

inhibitor function of the purified latex proteins. 
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Tables 

Table 1 Purification of HSHMG from jackfruit latex. The results are the average values of two 

separate experiments. 

 

 

 

Table 2 Effect of HSHMG on prothrombin time (PT) and activated partial thromboplastin time 

(APTT) 

 

 
 

Values are mean ± S.D. (n = 10). Comparison of human blood coagulation time between purified 

latex (HSHMG) and control was performed using independent samples t-Test. For PT, letter (b) is 

not significantly different from letter (a) at P >0.05. For APTT, letter (b) is not significantly different 

from letter (a) at P >0.05. Letter (c) is significantly different from letter (a) at P <0.05.  
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