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Heteroscorpine-1 (HS-1) เปนเปปไทดท่ีสกัดไดจากพิษของแมงปองชางสปชีส Heterometrus laoticus ลําดับ
กรดอะมิโนของ HS-1 จะคลายกับเปปไทดตานจุลชีพ cecropin และ defensin. HS-1 มีขนาด 8.293 kDa และมีพันธะได
ซัลไฟด 3 พันธะ งานวิจัยนี้ตองการศึกษาโครงรูปและการออกฤทธิ์ตานจุลชีพของ HS-1 โดยจะทําการเพ่ิมจํานวนรีคอม
บิแนนท HS-1 ในระบบของแบคทีเรีย โดยการสรางพลาสมิดลูกผสม pET-32a-HS-1 ดวยวิธีการตัดตอยีนและโคลน ลําดับ
นิวคลีโอไทดของยีน HS-1 ไดรับการยืนยันวาถูกตองหลังจากทํา DNA sequencing ลําดับถัดมาผูวิจัยเพ่ิมจํานวนพลาสมิด
ในแบคทีเรียเจาบานและกระตุนใหมีการแสดงออกของพลาสมิดลูกผสมดังกลาวแลวและแยกบริสุทธิ์ดวยแอฟฟนิตีโครมาโต
กราฟฟ ผูวิจัยนํา rHS-1 ท่ีไดจากการแยกบริสุทธิ์มาทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ กลาวคือ การตานเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis, 
S. aureus, Ps. Aeruginosa, และ K. pneumoniae พบวา rHS-1 สามารถยับย้ังการเติบโตของ B. subtilis เมื่อใชวิธี disc 
diffusion assay และเมื่อทดสอบดวยวิธ ีbroth microdilution assay พบการยับย้ังเชื้อ B. subtilis, Ps. Aeruginosa, และ K. 
pneumoniae แตไมพบการยับย้ังใน S. aureus นอกจาก rHS-1 ท่ีไดนํามาทดสอบฤทธิ์  ผูวิจัยไดศึกษากลไกการออกฤทธิ์
ตานจุลชีพของอนุพันธของ HS-1 ในสวนของ N- และ C-terminal domains หรือท่ีเรียกวา CD และ DD โดเมน เพ่ือ
ทดสอบความสามารถในการทํางานแยกกันของทั้งสองโดเมน พบวา CD สามารถเขาทําลายเยื่อเซลลจําลองไดดีกวา DD 
ซึ่งเปนผลมาจากโครงรูปท่ีมีลักษณะของความเปน helical และ ความเปน amphipatic มากกวาของ CD งานวิจัยนี้แสดงให
เห็นถึงสมบัติของเปปไทด HS-1 และอนุพันธในการตานเชื้อจุลชีพกอโรค ในลําดับตอไปควรไดมีการนําเปปไทดและ
อนุพันธไปทดสอบการตานเชื้อกอโรคท่ีหลากหลายขึ้น เชน โรคเมลิออยโดซิส เลปโตสไปโรซิส ซึ่งเปนโรคท่ีพบบอยในภาค
อีสาน รวมไปถึงการศึกษากลไกเชิงลึกทางดานเทอรโมไดนามิกสของการกอโรคเหลานี้ เพ่ือเปนองคความรูพ้ืนฐานกอนท่ี
จะประยุกตใชเปนยาตานเชื้อกอโรคตอไป 
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Abstract 
 
Heteroscorpine-1 (HS-1) is found in crude venom of Thai giant scorpion (Heterometrus laoticus), it 
is a cecropin-defensin hybrid peptide of 8.293 kDa with 3 disulfide bonds. This study aims to obtain 
large amount of active HS-1in bacterial expression system. pET-32a-HS-1 was constructed by 
molecular cloning in bacterial system using fusion of Thioredoxin tag for assisting corrected 
disulfide bonds of rHS-1. pET-32a-HS-1 nucleotide sequence was confirmed by DNA sequencing. 
Active rHS-1 was then tested for functional activities including bactericidal effect on B. subtilis, S. 
aureus , Ps. Aeruginosa, and K. pneumoniae. The result showed marginal inhibition of rHS-1 on S. 
subtilis in disc diffusion assay. The more sensitive broth microdilution assay showed inhibition of 
rHS-1 on B. subtilis, Ps. Aeruginosa, K. pneumonia but not S. aureus. In this present study, 
structure-bactiricidal relationship of chemically synthesized HS-1 N- and C-termini was also 
investigated CD displayed more compact structure than DD when placed in membrane-mimicking 
environment as observed with limited proteolysis. CD could kill B. subtilis comparable to 
gentamycin, giving 55.9 % inihibition. CD also caused more cell wall deformation than DD when 
observed with SEM. When determining the mode of action by NPN-uptake assay, calcein leakage 
assay, and tryptophan blue shift fluorescence, CD exerted stronger outer membrane penetration 
and more permeabilization than DD. In conclusion, we suggest that in HS-1 structure 1) both 
domains separately possess antimicrobial activity and 2) CD appears to be stronger determinant 
than DD in bacterial killing action. Separable antimicrobial activity reflects the hybrid nature of 
scorpine family toxin and its evolutionarily multi-function. Future study should focus on testing 
bactericidal activity of HS-1 and its derivatives, CD and DD, on pathogenic microorganisms that 
cause diseases in northeastern area of Thailand like Melioidosis or Leptospirosis. Thermodymanics 
of HS-1 variants binding on live and model membrane should be investigate to provide basis 
underlying mode of action, information obtained might be helpful in designing antimicrobial agents. 
 
 


