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การออกฤทธิข์องโปรตีนสารพษิ Cry4 จาก Bacillus thuringiensis เกี่ยวขอ้งกบัการจบักบัโปรตนีตวัรบัจ าเพาะ 
(Receptor) ทีผ่นังหุม้เซลลบ์ุผวิกระเพาะของแมลงตวัอ่อน และท าใหเ้กดิรูรัว่บนเซลลบ์ุผวิกระเพาะซึง่สามารถท าลายแมลงตวั
อ่อนได้ การศึกษาวิจยันี้เป็นการโคลนยนี Alkaline phosphatase (ALP) ซึ่งคาดว่าเป็นโปรตีนที่อยู่บนผนังเซลล ์
(Membrane-bound protein) และเป็นตวัรบัจ าเพาะของโปรตนีสารพษิชนิด Cry4 ในลูกน ้ายุงร าคาญ (C. quinquefasciatus) 
โดยใช ้mRNA ซึง่สกดัจากเซลลบ์ุผวิกระเพาะลกูน ้ายุงในการสงัเคราะหช์ิน้ cDNA ดว้ยปฎกิริยิา RT-PCR ซึง่ใชไ้พรเ์มอรท์ีถู่ก
ออกแบบจากล าดบัของกรดอะมโินของโปรตนี ALP ทีม่คีวามคลา้ยคลงึกนัในลกูน ้ายุงลาย (A. aegypti)  ชิน้ของ cDNA ทีส่รา้ง
โปรตนี ALP ของลูกน ้ายุงร าคาญทัง้หมด 3 ชนิด (Cq-mALP/1263/1264/1265) ไดถู้กสรา้งและแสดงออกในเซลลเ์พาะเลีย้ง
แมลงหนอนกระทู ้(Sf9 cell) และพบว่าโปรตนีทัง้ 3 ชนิดนี้ถูกแสดงออกบนผนังหุม้เซลลข์องเซลลด์งักล่าวได้ เมื่อทดลองการ
จบัของโปรตนีทัง้ 3 ชนิดนี้ กบัโปรตีนสารพษิ Cry4Aa และ Cry4Ba พบว่า เซลล์ทีส่ร้างโปรตนี Cq-mALP/1264 มสีภาวะ
ความเป็นพษิเกดิขึน้ หลงัจากได้รบัโปรตีนสารพษิ Cry4Aa โดยมผีลสอดคล้องกบัการตรวจนับจ านวนเซลล์ด้วยการย้อมส ี
(Trypan blue exclusion assay) และการตรวจสอบความมชีวีติของเซลล ์(Cell viability assay) ซึง่พบว่าเซลลท์ี่รอดชวีติมี
จ านวนลดลงอย่างชัดเจนเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ชุดควบคุม  รวมทัง้เมื่อศึกษาโดยใช้วิธีทางอิมมูโนวิทยา 
(Immunofluorescence) พบว่า โปรตนี Cry4Aa ยงัสามารถจบักบัโปรตนี ALP ทีผ่นังหุม้เซลลข์องเซลลแ์มลงหนอนกระทูไ้ด้ 
การศกึษาในครัง้นี้จงึมขีอ้สรุปว่า โปรตนี ALP ทีแ่สดงออกบนผวิกระเพาะของลูกน ้ายุงร าคาญ (Cq-mALP/1264) สามารถท า
หน้าทีเ่ป็นตวัรบัจ าเพาะทีส่ามารถจบักบัโปรตนีสารพษิ Cry4Aa และมคีวามส าคญัต่อการออกฤทธิข์องโปรตนีสารพษิ Cry4Aa 
และท าใหเ้กดิพษิต่อเซลลเ์พาะเลีย้งของแมลงหนอนกระทู้ได ้ ในขณะทีโ่ปรตนี ALP ทีแ่สดงออกบนผวิกระเพาะของลูกน ้ายุง
ร าคาญอกี 2 ชนิด คอื  Cq-mALP/1263 และ Cq-mALP/1265 สามารถจบักบัโปรตนีสารพษิทัง้ชนิด Cry4Aa และ Cry4Ba ได ้
แต่ไม่มคีวามส าคญัต่อการท าใหเ้กดิพษิต่อเซลลเ์พาะเลีย้งของแมลงหนอนกระทูด้งักล่าว  
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Abstract : 
           Bacillus thuringiensis subsp. israelensis (Bti) has been widely used as biological control 
agents for many insect species including several human disease vectors, for example, Aedes, 
Anopheles and Culex species. The bacterium produces at least two major insecticidal crystal (Cry) 
proteins which are Cry4Aa and Cry4Ba toxins. The binding of Cry toxins to their specific receptors in 
the midgut of susceptible insect larvae is one of the critical steps in Cry toxin activity. Based on the 
sequence identity to  Aa-mALP Cry4Ba toxin receptor, three homolog sequences of  the putative 
membrane-bound alkaline phosphatase (ALP) from Culex quinquefasciatus larval midgut            
(Cq-mALP/1263/1264/1265) were amplified by RT-PCR and used to transiently expressed in an 
insect cell line, Spodoptera frugiperda  (Sf9) cells. The interaction between Cq-mALPs and Cry 
toxins was investigated by cytotoxicity and immunolocalization assays. The result showed that the 61 
kDa of Cq-mALP/1264-expressed cells were sensitively susceptible to the Cry4Aa toxin. Moreover, 
Cry4Aa was able to bind specifically to membrane surface of Cq-mALP/1264-expressed cells by 
immunofluorescence staining method.  In conclusion, Cq-mALP/1264 may serve as a receptor for 
Cry4Aa toxin by mediating toxicity in Sf9 cells.  By contrast, the other two Cq-mALPs,  57-kDa Cq-
mALP/1263 and 63-kDa Cq-mALP/1265, are necessary for Cry toxin binding and might be 
possessed the function as a potential alternative receptor for Cry4Ba toxin.  
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