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บทสรุปสําหรับผู้บริหาร (Executive Summary) 

งานวิจัยน้ีคณะผู้วิจัยได้สร้างองค์ความรู้เก่ียวกับสภาวะที่เหมาะสมในการแยกซีรั่ม (ส่วนที่ไม่ใช่เน้ือยาง) 
ออกจากเน้ือยางของต้นยางพาราพันธ์ุ BPM24  โดยการใช้เทคนิค Ultrafiltration และ solid-phase 
extraction ซึ่งเป็นวิธีที่เหมาะสมในการสกัดเปปไทด์ และแยกเปปไทด์ออกเป็นส่วนๆ โดยให้ได้ปริมาณมากพอ ที่
จะนําไปทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพต่อไป ลําดับกรดอะมิโนของเปปไทด์และชนิดของเปปไทด์ ที่ได้ผลมาจากวิธีการ
ทางชีวสารสนเทศ มีทั้งที่เหมือนกัน คล้ายคลึงกัน และอาจแตกต่างกัน ขึ้นกับวิธีในการสกัดและวิเคราะห์ข้อมูล 
ผู้วิจัยได้ประเมินบทบาทและการออกฤทธ์ิของเปปไทด์แต่ละส่วน (E1-E4) ต่อการยับย้ังการเจริญเติบโตของเช้ือ
แบคทีเรียรวมทั้งสิ้น 6 ชนิด โดยแบ่งออกเป็นแกรมบวก 2 ชนิด และแกรมลบ 4 ชนิด พบว่า ส่วนของเปปไทด์ E4 
สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของเช้ือ Bacillus cereus ได้อย่างมีประสิทธิภาพที่สุด โดยยับย้ังได้ถึง 95%-97% 
ซึ่งค่าความเข้มข้นของสารที่ตํ่าที่สุดที่สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียได้ เท่ากับ 500 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร อย่างไรก็ตามเปปไทด์จากซีรั่มของนํ้ายางพาราพันธ์ุ BPM24 จะต้องนําไปทดสอบฤทธ์ิยับย้ัง
เช้ือจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนๆ เช่น เช้ือรา ยีสต์ ไวรัส ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง ต่อไป ทั้งน้ีข้อมูลที่ได้จะเป็นข้อมูล
พ้ืนฐานสําหรับการประยุกต์ใช้ประโยชน์และเพ่ิมมูลค่าเปปไทด์จากส่วนที่ไม่ใช่ยางของนํ้ายางพาราต่อไป 
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บทคัดย่อ 

 นํ้ายางพาราจากต้นยาง (Hevea brasiliensis (Wild.) Muell.-Arg.) สายพันธ์ุซึ่งมีความต้านทานต่อเช้ือ
ไฟทอฟทอร่า (BPM24) น่าจะมีความสัมพันธ์กับการแสดงออกของเปปไทด์ ซึ่งเป็นสารชีวโมเลกุลชนิดหน่ึง ที่เป็น
ตัวผลักดันให้เกิดความเป็นระบบระเบียบทางสรีระวิทยา โดยซีรั่มที่ใช้ในการศึกษานี้เป็นส่วนของน้ํายางพาราที่
เหลือทิ้งอย่างไร้ประโยชน์ในรูปของนํ้าทิ้งและก่อให้เกิดปัญหาด้านมลภาวะทางสิ่งแวดล้อม ในงานวิจัยน้ี
คณะผู้วิจัยได้ดําเนินการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมต้ังแต่การเก็บตัวอย่างนํ้ายางพารา แยกซีรั่มออกจากนํ้ายาง 
สกัดและแยกเปปไทด์ รวมถึงการทํา ESI-MS/MS ร่วมกับการใช้วิธีการทางชีวสารสนเทศในการระบุลําดับกรดอะ
มิโนของเปปไทด์พร้อมชนิดของโปรตีนที่ได้จากการสกัดด้วยตัวทําละลายต่างๆ เปปไทด์ซึ่งได้จากซีรั่มของนํ้า
ยางพาราสดพันธ์ุ BPM24 ที่ไม่ผ่านการเติมสารเคมีใดๆ เพ่ือการเก็บรักษาสภาพนํ้ายาง ด้วยตัวทําละลาย lysis 
buffer (ที่ประกอบด้วย 8 M Urea, 2 M Thiourea, 2% CHAPS, 0.4% Triton X-100, 50 mM DTT) จะให้
ปริมาณเปปไทด์มากที่สุดและเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการสกัดเปปไทด์ เพ่ือให้ได้ปริมาณเปปไทด์ที่มาก
เพียงพอต่อการนําไปพิสูจน์สมบัติการเป็น antibacterial ของเปปไทด์ จากการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพด้วยวิธี 
Broth microdilution assay พบว่าเปปไทด์ที่ได้จากการสกัด โดยแบ่งออกเป็นส่วนๆ (E1-E4) ซึ่งส่วนของเปป
ไทด์ E4 สามารถออกฤทธ์ิยับย้ังเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก Bacillus cereus ได้ โดยมีค่าความเข้มข้นของสาร ที่ตํ่า
ที่สุดที่สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียได้ เท่ากับ 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยพบว่าส่วนของ
เปปไทด์ E4 สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของเช้ือ B. cereus ได้ถึง 95% - 97% (MIC90) ขณะที่ Enterococcus 

faecium และ Pseudomonas aeruginosa มีค่า MIC70 เท่ากับ 2,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร   นอกเหนือกจาก
ส่วนของเปปไทด์ E4 แล้ว ยังพบว่าส่วนของเปปไทด์ E2 และ E3 ก็สามารถออกฤทธ์ิยับย้ังการเจริญเติบโตของ E. 

faecium (MIC80 เท่ากับ 2,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) และ B. cereus (MIC70 เท่ากับ 2,000 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร) ตามลําดับ โดยความรู้ที่ได้ในโครงการวิจัยน้ีสามารถนําไปใช้ต่อยอดในเชิงอุตสาหกรรม และจะเป็นการ
เพ่ิมมูลค่าให้กับนํ้ายางพาราในส่วนที่เหลือทิ้งน้ีได้ 
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Abstract 

Peptidomic analysis was employed to investigate on the quantity of the constitutive 
expression of peptides including protein names in latex serum from Phytophthora species 
tolerant (BPM24) clone of para rubber tree (Hevea brasiliensis (Wild.) Muell.-Arg.). In this work, 
we successfully optimized conditions for serum isolation, peptide extraction, peptide purification 
and concentration, protein identification (ESI-MS/MS), database searching. The results from 
peptidomic workflow showed that peptide extraction from fresh rubber latex without any 
preservatives by lysis buffer (composed of 8  M Urea, 2  M Thiourea, 2% CHAPS, 0 .4% Triton X-
100, 50 mM DTT) is the efficient method to obtain superior serum peptide recovery and protein 
names than using other chemical reagents. The screening and isolation of the antimicrobial 
peptides from latex serum were performed by Broth dilution assay. The E1-E4 peptide fraction 
were evaluated for its antibacterial activity against Gram-positive (2 strains) and Gram-negative (4 
strains) by assay for minimum inhibitory concentration (MIC). The results showed that E4 peptide 
fraction were found to be highly active anti- Bacillus cereus peptide. The MIC90 values were 500 
μg/ml. Moreover, E2 and E3 peptides were less active against Enterococcus faecium and 

Pseudomonas aeruginosa at concentrations of 2,000 μg/ml.  Therefore, latex serum which is a 
waste product in rubber industry could be a great potential resource for bioactive agents. 
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สัญญาเลขที ่RDG5850088 
โครงการ “เปปติโดมิกส์และการวิเคราะห์ทางชีวสารสนเทศเพ่ือประเมินการใช้ประโยชน์เปปไทด์จากนํ้ายางพารา

พันธ์ุ BPM24” 
                                         รายงานฉบับสมบูรณ์ 

 
1) บทนํา 
 1. ความสาํคญั และท่ีมาของปัญหา 

นํ้ายางพาราธรรมชาติมีส่วนประกอบหลักคือเน้ือยาง (rubber) และส่วนที่ไม่ใช่ยาง (non-rubber)  
กล่าวคือนอกเหนือจากเน้ือยาง ในนํ้ายางสดยังมีองค์ประกอบที่เป็นสารชีวโมเลกุลหลายชนิด เช่น คาร์โบไฮเดรต 
ลิปิด โปรตีน แร่ธาตุต่างๆ เป็นต้น ในการผลิต ยางแท่งและนํ้ายางข้นในโรงงานอุตสาหกรรมรวมไปถึงการผลิต
ยางแผ่นของเกษตรกรน้ันส่วนที่ไม่ใช่ยางจะถูกทิ้งอย่างไร้ประโยชน์ในรูปของนํ้าทิ้งและก่อให้เกิดปัญหาด้าน
มลภาวะทางสิ่งแวดล้อม ได้มีการนําส่วนที่ไม่ใช่ยางมาใช้ประโยชน์ในด้านต่างๆ เพ่ิมมากขึ้น เช่น การใช้เป็น
เครื่องสําอาง การผลิตเป็นปุ๋ย การใช้เลี้ยงไรแดง เป็นต้น แต่การแยกใช้งานสารชีวโมเลกุลเฉพาะกลุ่มยังไม่มี
การศึกษามากนัก โปรตีนโมเลกุลเล็กและเปปไทด์เป็นหน่ึงในกลุ่มสารชีวโมเลกุลที่เป็นตัวผลักดันให้เกิดความเป็น
ระบบระเบียบทางสรีระวิทยา เช่น เปปไทด์ฮอร์โมนต่างๆ มีการสกัดเปปไทด์เพ่ือศึกษาและใช้ประโยชน์ในหลาย
แนวทาง เช่น ใช้เป็นสารต้านการเจริญของจุลชีพต่างๆ ทั้งแบคทีเรีย ยีสต์และเช้ือรา รวมไปถึงการใช้เป็นสารต้าน
มะเร็ง เป็นต้น โดยสกัดจากแหล่งต่างๆ เช่น จากแบคทีเรีย เห็ด รา สัตว์ต่างๆ และพืชหลายชนิด  

โดยทั่วไปต้นยางพาราจะถูกกรีดเพ่ือเก็บนํ้ายางเกือบจะทุกวัน แต่ต้นยางสามารถรักษาบาดแผลที่เกิด
จากการกรีดได้โดยปราศจากการรุกรานของโรคที่รอยกรีดและหน้ายาง หรือมีน้อยมาก ยกเว้นในบางช่วงฤดู เช่น 
ฤดูฝน ในรายงานการวิจัยหลายฉบับแสดงให้เห็นว่าส่วนต่างๆ ของพืชมีการผลิตเปปไทด์และโปรตีนที่สามารถ
ต่อต้านการเจริญของจุลินทรีย์ได้ มีความเป็นไปได้ว่าหากมีการผลิตและสะสมโปรตีนเหล่าน้ีในส่วนที่ไม่ใช่ยางของ
นํ้ายางก็น่าจะสามารถแยกโปรตีนที่มีประโยชน์เหล่าน้ีออกมาใช้ประโยชน์ได้ 

การวิจัยน้ีมุ่งศึกษาพิสูจน์ชนิดของโปรตีนโมเลกุลเล็กและเปปไทด์ในส่วนที่ไม่ใช่ยางของนํ้ายางพารา
ธรรมชาติร่วมกับการวิเคราะห์ทํานายสมบัติทางชีวภาพของเปปไทด์ด้วยวิธีการทางชีวสารสนเทศเพ่ือเป็นข้อมูล
พ้ืนฐานสําหรับการประยุกต์ใช้ประโยชน์และเพ่ิมมูลค่าเปปไทด์จากส่วนที่ไม่ใช่ยางของนํ้ายางพาราต่อไป อันเป็น
การตอบสนองนโยบายการใช้ประโยชน์และเพ่ิมมูลค่าทรัพยากรธรรมชาติในประเทศอีกทางหน่ึง 

 
 2. วัตถุประสงค์ 

2.1 เพ่ือพิสูจน์ชนิดเปปไทด์ในเปปติโดมของส่วนที่ไม่ใช่ยางในนํ้ายางพาราพันธ์ุ BPM24 
2.2 เพ่ือวิเคราะห์บทบาทและความสําคัญทางชีวภาพของเปปไทด์ในนํ้ายางพารา 
2.3 เพ่ือคัดเลือกและประเมินสมบัติการเป็น antibacterial ของเปปไทด์ที่ได้ เพ่ือนําไปใช้

ประโยชน์ต่อไป 
 
 3. ขอบเขตงานวิจัย 
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3.1 วิเคราะห์และพิสูจน์ชนิดของเปปไทด์ด้วย LC-MS/MS 
3.2 วิเคราะห์หน้าที่ทางชีวภาพของเปปไทด์ด้วยโปรแกรมทางชีวสารสนเทศ 
3.3 พิสูจน์การปรากฏอยู่ของ antibacterial peptides ในนํ้ายางพาราธรรมชาติพันธ์ุ BPM24 
  

 4. ทฤษฎีและสมมติฐาน  
 เปปไทด์และโปรตีนโมเลกุลเล็กน้ันนอกจากจะทํางานอย่างมีนัยสําคัญในทางสรีระวิทยาในเซลล์สิ่งมีชีวิต
แล้ว ยังได้กลายเป็นเป้าหมายที่ได้รับความสนใจคัดแยก และศึกษาเพ่ือนําไปประยุกต์ใช้ทั้งทางด้านการแพทย์ 
การเกษตร รวมไปถึงทางด้านวิทยาศาสตร์การอาหาร พืชเป็นหน่ึงในแหล่งวัตถุดิบที่ได้รับการศึกษา คัดแยก และ
วิเคราะห์การทํางานของเปปไทด์เพ่ือการนําไปใช้งานเป็นจํานวนมาก ในส่วนที่ไม่ใช่ยางของนํ้ายางพารามีสารชีว
โมเลกุลหลากหลายชนิดซึ่งรวมไปถึงโปรตีนและเปปไทด์ต่างๆ ถูกทิ้งไปอย่างไร้คุณค่า ซึ่งการวิเคราะห์ชนิดและ
ปริมาณของโปรตีนและเปปไทด์อาจก่อให้เกิดทางเลือกใหม่ของการใช้ประโยชน์และเพ่ิมมูลค่าส่วนที่ไม่ใช่ยางของ
ยางพาราได้ 

เปปติโดมิกส์ (peptidomics) เป็นหน่ึงในกลุ่มการศึกษาโปรตีโอมิกส์แต่เจาะจงศึกษาโปรตีนและเปปไทด์
โมเลกุลเล็กจากหน่วยสิ่งมีชีวิต หรือเรียกรวมๆ ว่าเปปติโดม (Peptidome) มีแนวทางและเป้าหมายคือมุ่งศึกษา
ชนิด ปริมาณ ลําดับกรดอะมิโน หน้าที่กลไกการแสดงออก การก่อกําเนิด และบทบาทของเปปไทด์แต่ละชนิด
ในเปปติโดมต่อกระบวนการทางสรีระวิทยาต่างๆ ในหน่วยชีวิต ซึ่งจะเป็นข้อมูลพ้ืนฐานสําคัญสําหรับแยกหรือ
พัฒนาเปปไทด์เหล่าน้ีต่อไปเพ่ือใช้เป็นยาหรือองค์ประกอบทางยาสําหรับต้านจุลชีพ หรือต้านสภาวะพยาธิสภาพ
ต่างๆ ได้ สารนํ้าในร่างกายและเซลล์ของสิ่งมีชีวิต ล้วนเป็นเป้าหมายสําคัญที่ใช้เป็นตัวอย่างหรือโมเดลสําหรับ
สกัดและศึกษาเปปติโดมเน่ืองจากสารนํ้าเหล่าน้ีเป็นศูนย์รวมของผลผลิตเปปไทด์และโปรตีนจากเซลล์ต่างๆ หรือ
เป็นเส้นทางขนส่งสิ่งเหล่าน้ีไปยังบริเวณเป้าหมายต่างๆ น้ันเอง 
 สมมติฐาน 

ในต้นยางพาราธรรมชาติอาจมีการสร้างและปลดปล่อยเปปไทด์ออกมาในเปปติโดมของนํ้ายางเพ่ือทํา
หน้าที่ทางสรีรวิทยาทั้งแบบที่ถูกผลิตอย่างต่อเน่ืองในช่วงอายุขัยและแบบที่เกิดมาเน่ืองจากผลของการกรีดต้นยาง
เพ่ือทําหน้าที่เฉพาะอย่าง เช่น การต่อต้านจุลินทรีย์ การสมานแผลจากการถูกกรีด เป็นต้น การศึกษาวิเคราะห์เป
ปติโดมในนํ้ายางพาราด้วยเทคนิคแมสสเปคโตรเมตรีร่วมกับการวิเคราะห์ทางชีวสารสนเทศจะทําให้ทราบชนิด
ของเปปไทด์ในนํ้ายางพารา หน้าที่และความสําคัญทางชีวภาพ และจะเป็นข้อมูลพ้ืนฐานสําคัญที่จะสามารถ
นําเปปไทด์เหล่าน้ีไปประยุกต์ใช้งานที่เหมาะสมต่อไป 

 
5. ประโยชน์ทีไ่ด้รับจากงานวิจัย 

 5.1 ประโยชน์เชิงความรู้และองค์ความรู้ 

  5.1.1. ความรู้ด้านองค์ประกอบเปปไทด์ในเปปติโดมจากส่วนที่ไม่ใช่ยางของนํ้ายางพารา 
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    5.1.2. ทราบหน้าที่ของเปปไทด์ในเปปติโดมจากส่วนที่ไมใ่ช่ยางของนํ้ายางพาราด้วยวิธีการทาง 
ชีวสารสนเทศ 
  5.1.3. ทราบสว่นของเปปไทด์ที่สามารถออกฤทธ์ิต้านการเจริญเติบโตของแบคทีเรียบางชนิดได้ 
 5.2 ประโยชน์เชิงเทคนิคและกระบวนการ 
     5.2.1. วิธีการแยกเปปไทด์ทีม่ีประโยชน์จากส่วนที่ไม่ใช่ยางของนํ้ายางพารา 
  5.2.2. แนวทางประยุกต์ใช้เปปไทด์ที่แยกได้จากส่วนที่ไม่ใช่ยางของนํ้ายางพารา 
 5.3 ประโยชน์เชิงการพัฒนากําลังคน 
  5.3.1. การพัฒนาเครือข่ายหรือทีมวิจัยที่เขม้แข็งระหว่างนักวิจัยของมหาวิทยาลัยในสว่นกลาง
และในภูมิภาค 
  5.3.2. การถ่ายทอดทักษะและการเสริมสรา้งทักษะการบริหารงานวิจัยและระบบการทํางานเป็น
ทีมวิจัยโดยที่ปรึกษาโครงการวิจัยที่มีความเช่ียวชาญสู่หัวหน้าโครงการวิจัยและนักวิจัยรุ่นใหมใ่นทีม
นักวิจัย 
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2) เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 
2.1 บทนํา  
ทั้งภายนอกและภายในเซลล์ของสิ่งมีชีวิตมีโปรตีนและเปปไทด์ ซึ่งเป็นส่วนสําคัญที่ทําหน้าที่ผลักดันทํา

ให้เกิดกระบวนการทางสรีระวิทยา ภายหลังการรายงานความสําเร็จต่อการศึกษาจีโนมของสิ่งมีชีวิตหลายชนิดก็
ได้มีความพยายามที่จะศึกษาชนิดของโปรตีนที่แสดงออกจากยีนทั้งหมดภายในระบบสิ่งมีชีวิต โดยหวังว่าจะเข้าใจ
ถึงกระบวนการทํางานรวมไปถึงความจําเป็นของโปรตีนแต่ละชนิด นอกจากโปรตีนโมเลกุลใหญ่ที่ง่ายต่อ
การศึกษาวิเคราะห์แล้ว โปรตีนโมเลกุลเล็กๆ และเปปไทด์หรือเปปติโดมกําลังถูกศึกษาวิเคราะห์อย่างจริงจังมาก
ขึ้น และด้วยพัฒนาการทางเทคโนโลยีการวิเคราะห์เปปไทด์ด้วย mass spectrometry ร่วมกับความก้าวหน้า
ด้านโปรแกรมคอมพิวเตอร์ได้อํานวยความสะดวกในการวิเคราะห์เปปไทด์ในเปปติโดมของสิ่งมีชีวิตได้มากขึ้น 
ข้อมูลที่ได้จากการวิเคราะห์เปปติโดมช่วยเพ่ิมองค์ความรู้ และความเข้าใจต่อบทบาทการแสดงออกของสารชีว
โมเลกุลกลุ่มโปรตีนและเปปไทด์ต่อกิจกรรมระดับเซลล์ของสิ่งมีชีวิตได้มากขึ้น ซึ่งโปรตีนโมเลกุลเล็กหรือเปปไทด์
น้ีอาจมีหน้าที่สําคัญขั้นวิกฤติเฉพาะตัวของมันเอง โดยอาจทําหน้าที่เป็น เปปไทด์ฮอร์โมน เช่น growth 
hormone, insulin  เป็น protease inhibitor เช่น trypsin inhibitor, leupeptin หรือทําหน้าที่เชิงภูมิคุ้มกัน 
เช่น เปปไทด์ซึ่งมีฤทธ์ิต้านแบคทีเรีย หรือต้านเช้ือรา เป็นต้น มีการนิยามการศึกษาโปรตีนและเปปไทด์โมเลกุล
เล็กจากหน่วยสิ่งมีชีวิตว่า Peptidomic [1] เป็นหน่ึงในกลุ่มของ “omic research” โดยจัดเป็นหน่ึงในการ
วิเคราะห์โปรตีโอมิกส์ซึ่งเจาะจงวิเคราะห์โปรตีนโมเลกุลเล็กและเปปไทด์ การวิเคราะห์โดย peptidomic มักใช้
ระบบโครมาโตกราฟีประสิทธิภาพสูงร่วมกับการวิเคราะห์ชนิดโปรตีนด้วยเทคนิค mass spectrometry      
  

2.2 การวิเคราะห์ peptidomic  
การวิเคราะห์โปรตีนโดยเทคนิคโปรตีโอมิกส์โดยการแยกด้วยเทคนิคแผ่นเจลแบบสองมิติมีข้อด้อยคือ

ความไม่สะดวกต่อการวิเคราะห์โปรตีนโมเลกุลเล็กๆ รวมไปถึงเปปไทด์สายสั้นๆ [1] อันเน่ืองมาจากขนาดโมเลกุล
ซึ่งมีขนาดเล็ก ทําให้สามารถเคลื่อนที่ผ่านรูพรุนของเจลได้ดี และยากที่จะแยกออกจากกัน ซึ่งโมเลกุลเหล่าน้ีอาจ
ทําหน้าที่สําคัญๆ หลายประการต่อสิ่งมีชีวิต ดังน้ันเทคนิคการวิเคราะห์โปรตีนโมเลกุลเล็ก จึงได้รับความสนใจ
พัฒนามากขึ้น ระบบโครมาโต กราฟีแบบของเหลว (Liquid chromatography) จึงเป็นเทคนิคแรกที่ถูกนํามาใช้
สําหรับการวิเคราะห์ [1-3] โดยเฉพาะชนิด reverse phase และ ion exchange โดยก่อนที่จะผ่านสารสกัดเหลว
เข้าสู่ระบบโครมาโตกราฟี โปรตีนโมเลกุลใหญ่จะถูกกําจัดออกก่อนเพ่ือลดการรบกวนประสิทธิภาพการแยกของ
โมเลกุลเล็กๆ  การคัดกรองขนาดโมเลกุลโดยการป่ันแยกด้วยเทคนิค ultrafiltration ผ่านเย่ือคัดกรองขนาดต่างๆ 
[4] เป็นหน่ึงในวิธีที่ช่วยเสริมการวิเคราะห์ได้ดีในเชิงการจํากัดขนาดโมเลกุลของเปปไทด์  ถัดมาคือการแยกและ
การวิเคราะห์ชนิดเปปไทด์ด้วยเทคนิค liquid chromatography mass spectrometry [5] ซึ่งนิยมใช้สําหรับ
พิสูจน์ลําดับกรดอะมิโนอยู่แล้ว และเน่ืองด้วยปริมาณของเปปไทด์บางชนิดอาจมีปริมาณน้อยมากจึงวิเคราะห์ได้
ยากจึงต้องมีการเพ่ิมความเข้มข้นหรือกระบวนการ enrichment เสียก่อน [6-8]  

2.3 การใช้ประโยชน์เปปไทด์ 



5 
 

มีการศึกษาแนวทางการใช้ประโยชน์เปปไทด์ในหลายประการต้ังแต่การใช้ด้านวิทยาศาสตร์การอาหาร 
การยับย้ังการเจริญของเช้ือจุลินทรีย์ การใช้เป็นสารต้านมะเร็ง [9] การใช้ประโยชน์ของเปปไทด์น้ันมักจะรับรู้กัน
โดยทั่วไปในด้านการใช้เป็นสารต้านจุลินทรีย์ไม่ว่าจะเป็นแบคทีเรีย เช้ือรา หรือแม้แต่ไวรัส และหากติดตามข้อมูล
การตีพิมพ์จากฐานข้อมูล Pubmed ต้ังแต่ปี 1995 เป็นต้นมา จะพบว่าเริ่มมีความชัดเจนในแนวคิดการใช้เปป
ไทด์ต้านมะเร็ง ซึ่งยังคงมีรายงานเพ่ิมขึ้นอย่างต่อเน่ืองจากการศึกษาใช้ประโยชน์เปปไทด์เพ่ือต่อต้านโรคมะเร็ง
อย่างชัดเจน ซึ่งหากพิจารณาจะพบว่า anticancer peptide น้ันได้มาจากหลายแหล่งที่การสกัดแยกจากสิ่งมีชีวิต 
รวมท้ังพืช เช่น Lunasin จากถ่ัวเหลือง [10] หรือมีการปรับปรุงโครงสร้างจากเปปไทด์ชนิดอ่ืนเพ่ือเพ่ิมฤทธ์ิและ
ความจําเพาะ [11] เป็นต้น 

โปรตีนและเปปไทด์จากส่วนต่างๆ ของพืช เช่น ลําต้น ใบ และเมล็ด ในพืชหลายชนิด มีฤทธ์ิในการ
ต่อต้านการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ทั้ง แบคทีเรีย [12] ยีสต์ [13] และเช้ือรา [14, 15] เน่ืองจากไม่มีการตกค้าง
หลังการใช้งานซึ่งแตกต่างจากยาหรือสารเคมีสังเคราะห์ แม้การใช้โปรตีนเป็นสารชีวโมเลกุลที่ยังมีข้อด้อยด้านการ
ความไม่คงทนต่อสภาวะแวดล้อม แต่ก็ยังมีแนวคิดการใช้โปรตีนเพ่ือเสริมฤทธ์ิยาหรือสารเคมีสังเคราะห์ได้ [16-
20] ซึ่งจะส่งผลดีอย่างย่ิงต่อการควบคุมจุลินทรีย์ที่ด้ือยา หรือช่วยลดปริมาณการใช้ยาลง  

2.4 โปรตีนโมเลกุลเล็กและเปปไทด์ในน้ํายางพาราและแนวทางการใช้ประโยชน์ 
การศึกษาอย่างจําเพาะเจาะจงด้านเปปติโดมในยางพาราและน้ํายางน้ันยังไม่ปรากฏอย่างประจักษ์ชัด

จากกลุ่มวิจัยใด อย่างไรก็ตามพบว่ามีการเผยแพร่ออกมาในรูปโปรตีนและเปปไทด์เชิงเด่ียวเสียค่อนข้างมากและ
มักมุ่งหมายไปยังโปรตีนก่อภูมิแพ้ [21-27] และโปรตีนต้านจุลินทรีย์ โดยในช่วงปี ค.ศ. 1999-2002 มีรายงานว่า
ส่วนที่ไม่ใช่ยางในน้ํายางพาราแสดงฤทธ์ิต้านการเจริญของเช้ือยีสต์ร่วมกับยาบางชนิดได้ [28, 29] จากน้ันจึงมี
รายงานการต้านการเจริญของ Aspergillus niger จากส่วนซีรัมของนํ้ายางพาราด้วยแต่ทั้งน้ีไม่ได้ระบุว่าเป็น
โปรตีนหรือเปปไทด์ใด [30, 31]  เมื่อได้มีการศึกษาเชิงลึกมากขึ้นโดยใช้เทคนิคการคัดแยกโปรตีนจากส่วนที่ไม่ใช่
ยางทําให้พบว่าหน่ึงในสารต้านเช้ือราคือโปรตีนขนาดเล็กที่มีช่ือว่า hevien [32].  

มีการศึกษาเพ่ือใช้งานสารชีวโมเลกุลจากนํ้ายางในวิทยาศาสตร์เน้ือเย่ือ โดยช่วงต้นปี 2010 มีหลักฐาน
สนับสนุนว่าสารประกอบประเภทเปปไทด์หรือโปรตีนในนํ้ายางพารามีสมบัติช่วยสมานแผล กระตุ้นการสร้าง
หลอดเลือด และอ่ืนๆ [33-35] ล่าสุดมีรายงานว่าโปรตีนชนิดที่พบใหม่น้ีมีสมบัติเด่นในการเยียวยาการบาดเจ็บ
ของเซลล์ประสาทด้วย [36]  

ในการศึกษาสมบัติต้านการเจริญของเซลล์มะเร็งของสารประกอบในซีรัมนํ้ายางพาราน้ัน แม้จะยังไม่ระบุ
ชัดว่าเป็นเปปไทด์หรือโปรตีนหรือไม่ ก็อาจสามารถใช้เป็นแนวคิดพ้ืนฐานเพื่อต่อยอดการวิจัยต่อไปได้ แนวคิด
การศึกษาสารประกอบในน้ํายางพาราเพ่ือต้านการเจริญของเซลล์มะเร็งน้ีได้ถูกกล่าวโดย Daruliza และคณะ 
[30] และที่น่าต่ืนเต้น คือ ในช่วงปี 2012 มีรายงาน Cell Proliferation โดย Lam และคณะ [37] พบว่า C-
Serum ของน้ํายางพาราน้ันมีฤทธ์ิกระตุ้นการตายของเซลล์ hepatocellular carcinoma ชนิด HepG2 ได้ ซึ่ง
รายงานน้ีประมวลผลได้ในสองประการ ประการแรกคือการได้รับ C-Serum เข้าสู่ร่างกายอาจมีโทษกับตับ 
ประการที่สองคือมีสารบางชนิดใน C-Serum ออกฤทธ์ิต้านเซลล์มะเร็งตับได้ แม้ Lam และคณะจะไม่ได้รายงาน
ระบุว่าสารออกฤทธ์ิต่อเซลล์ HepG2 ที่มีในซีรัมนํ้ายางน้ันเป็นสารชนิดใด ก็ถือเป็นจุดเริ่มต้นที่ดีต่อการศึกษาเพ่ือ
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ต่อยอด ซึ่งสารประกอบประเภทเปปไทด์น้ันเป็นหน่ึงในเป้าหมายท่ีได้รับความสนใจในโครงการวิจัยน้ี และเหล่าน้ี
พอจะเป็นตัวอย่างได้ว่าในส่วนที่ไม่ใช่ยางของนํ้ายางพาราธรรมชาติมีสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพกลุ่มโปรตีนโมเลกุล
เล็กและเปปไทด์ปรากฏอยู่และรอการวิเคราะห์แยกไปใช้งานอย่างเหมาะสมต่อไป  
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3) วิธีดําเนินงาน  
3.1 เก็บตัวอย่างน้ํายางพาราและแยกซีรั่มออกจากเนื้อยาง 

 Hevea brasilliensis clone BPM24 อายุประมาณ 10 ปี สถานที่ เก็บตัวอย่าง คือ สวนยางของ
เกษตรกร ต.ชําฆ้อ อ.เขาชะเมา จ.ระยอง โดยให้เกษตรกรเจ้าของสวนยางกรีดหน้ายางตามวิธีการกรีดหน้ายาง
ปกติ ซึ่งเป็นการกรีดหน้ายางที่ระดับความสูงต้ังแต่ 150 เซนติเมตร ลงมา การเปิดกรีด จะมีไม้แบบทาบกับลําต้น
ที่ความสูงประมาณ 150 เซนติเมตรจากพ้ืน  การกรีดจะกรีดเป็นแนวซ้ายบนลงมาขวาล่าง เพ่ือให้ตัดท่อนํ้ายางให้
มากที่สุด ให้ได้ความยาวคร่ึงหน่ึงของลําต้น โดยกรีดเอียงจากซ้ายไปขวา ทํามุมประมาณ 35 องศากับแนวขนาน
พ้ืนดิน ใช้มีดกรีดยางกรีดเบา ๆ เพ่ือทําเป็นรอยเปิด โดยกรีดให้ลึกเข้าใกล้เย่ือเจริญมากที่สุด หลังจากเปิดกรีด
แล้วให้กรีดลงในแนวด่ิง ทําทางไหลของนํ้ายางลงมา 30 เซนติเมตร แล้วตอกลิ้นรองรับนํ้ายาง  ระบบกรีดหน้า
ยางปกติ จะใช้ระบบกรีดครึ่งลําต้นวันเว้นสองวัน เวลากรีดประมาณ 04.00 น. หลังจากการกรีดปล่อยให้นํ้ายาง
ไหลทิ้งเพ่ือลดสิ่งปนเป้ือนประมาณ 5-10 หยด แล้วจึงรองนํ้ายางในภาชนะรองรับนํ้ายางที่ใช้ในการศึกษานี้
โดยเฉพาะ หลังจากน้ันเมื่อได้ปริมาณนํ้ายางพาราสดเพียงพอแล้ว จึงนํานํ้ายางจากภาชนะรองรับมาบรรจุใส่ขวด
พลาสติกบรรจุนํ้า  
 นํ้ายางที่เก็บได้ในแต่ละคร้ัง มาจากนํ้ายางพาราพันธ์ุ BPM24 รวมกันทั้งหมด 25-30 ต้น ต้นละประมาณ 
200 มิลลิลิตร จะแบ่งออกเป็น 2 ส่วน คือ 1. นํ้ายางพาราสดซึ่งไม่มีการเติมสารใดๆในการศึกษา  แช่ตัวอย่างนํ้า
ยางพาราสดที่ได้ในนํ้าแข็ง แล้วขนส่งกลับห้องปฎิบัติการ โดยจะใช้เวลาประมาณ 3 ช่ัวโมง (ตัวอย่างนํ้ายางพารา
จาก จ.ระยอง) 2. นํ้ายางพาราที่ผสมกับ 30% แอมโมเนียให้ได้ความเข้มข้น 0.6% (v/v) เพ่ือรักษาสภาพน้ํายาง 
เขย่าจนสารละลายนํ้ายางเข้ากันดี โดยช่วงเวลาที่ทําการเก็บตัวอย่างนํ้ายางพาราเพ่ือใช้ในการทดลอง จะพยายาม
เก็บให้ครอบคลุมทุกฤดูกาลภายในหน่ึงปี คณะผู้วิจัยทําการเก็บตัวอย่างมาทั้งหมด 2 ครั้ง ได้แก่ เดือนธันวาคม 
2558 และ กุมภาพันธ์ 2559  

ในส่วนของน้ํายางพาราสดซึ่งไม่มีการเติมสารใดๆเพ่ือการเก็บรักษา จะทําการทดลองโดยการป่ันแยก
ซีรั่มภายในเวลาประมาณ 3 ช่ัวโมง ซึ่งเป็นเวลาที่นําตัวอย่างนํ้ายางกลับสู่ห้องปฏิบัติการ ในระหว่าง 3 ช่ัวโมงจะ
เก็บรักษาตัวอย่างไว้ที่เย็น (แช่นํ้าแข็ง) หากเป็นกลุ่มนํ้ายางที่ผ่านการเติมสารเคมี (แอมโมเนีย) เพ่ือการเก็บรักษา 
จะทําการป่ันแยกซีรั่มประมาณวันที่ 10-15 หลังการเติมสารเคมีรักษาสภาพน้ํายาง โดยได้ทําการป่ันเหว่ียงนํ้ายาง
ที่ความเร็วรอบ 20,000 rpm ที่ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1.30 ช่ัวโมง จํานวน 1 รอบ แล้วจึงนําส่วนใส (ส่วนที่
ไม่ใช่เน้ือยาง) ไป ป่ันเหว่ียงอีกคร้ังที่ความเร็วรอบ 16,000 rpm ที่ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง จํานวน 1 
รอบ ซึ่งภายหลังการป่ันเหว่ียงจะเห็นได้ว่าช้ันเน้ือยางกับช้ันซีรั่มแยกออกจากกันชัดเจน ผู้วิจัยได้ทําการดูดเก็บช้ัน
ซีรั่ม (ส่วนที่เป็นสารละลาย) ซึ่งอยู่ด้านล่างด้วยหลอดฉีดยาซึ่งใส่หัวเข็มขนาดเล็ก (เบอร์ 21G) ในขณะที่ช้ันเน้ือ
ยางซึ่งมีลักษณะเป็นแผ่นหนาๆ เหนียวหนืดจะอยู่บริเวณส่วนบนของหลอดทดลอง ซึ่งจะถูกทิ้งไปหลังจากเก็บ
ซีรั่มหมดแล้ว แต่อย่างไรก็ตามมีความเป็นไปได้ว่าผู้วิจัยอาจจะดูดเก็บซีรั่มไม่ได้ทั้งหมด (โดยเฉพาะส่วนที่อยู่
บริเวณล่างสุดของหลอดทดลอง) อย่างไรก็ตามซีรั่มที่เหลืออยู่ในหลอดทดลอง จะมีในปริมาณที่น้อยมาก 

3.2 แยกเปปไทด์จากซีรั่ม 
3.2.1 สกัดโปรตีนและเปปไทด์จากซีรั่ม 
เติมตัวทําละลายชนิดต่างๆ ซึ่งแต่ละชนิดจะผสมด้วย 1x protease inhibitor cocktail ลงใน

ซีรั่มที่แยกได้จากข้อ 3.1 จนได้ความเข้มข้นสุดท้ายของตัวทําละลายดังแสดงในตารางที่ 1 นอกเหนือจาก
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ตัวทําละลายเด่ียวๆชนิดต่างๆแล้ว ยังมีการใช้ lysis buffer ซึ่งประกอบด้วย 8 M Urea, 2 M Thiourea, 
2% (w/v) CHAPS, 50 mM DTT, 0.4% Triton X-100, protease inhibitor cocktails ในขั้นตอนการ
สกัดเปปไทด์ด้วย โดยอัตราส่วนที่ใช้ระหว่างปริมาณซีรั่ม: lysis buffer เท่ากับ 1:2 ทั้งน้ีเพ่ือให้ได้ปริมาณ
โปรตีนและเปปไทด์สูงสุด หลังจากทําการผสมกันระหว่างปริมาณซีรั่มและตัวทําละลายชนิดต่างๆ รวมทั้ง 
lysis buffer พบว่าสารละลายที่ได้ยังคงมีความขุ่น ดังน้ันจึงต้องกรองสารละลายที่ได้ผ่าน filter 
membrane ขนาด 0.45 ไมครอน 

 
 

ตารางที่ 1: แสดงความเข้มข้นสุดท้ายของตัวทําละลายชนิดต่างๆ 
ตัวทําละลาย ความเข้มข้นสดุท้ายของตัวทําละลาย 

อะซีโตน (Acetone) 
เมทานอล (Methanol) 
ยูเรีย (Urea) 
กรดฟอร์มิก (Formic acid) 
ผงกัวนิดีนไฮโดรคลอไรด์ (GuHCl) 
แอมโมเนีย (Ammonia) 

80% 
80% 
8 M 
2 % 
6 M 
10% 

 
3.2.2 คัดแยกเปปไทด์จากซีรั่ม 
ทําการคัดแยกเปปไทด์ออกจากสารละลาย ตามขนาดของมวลโมเลกุล (ขนาดตํ่ากว่า 10 กิโลดัล

ตัน) ด้วยเทคนิค Ultrafiltration โดยการกรองผ่านแผ่นเมมเบรน ที่มีขนาดรูพรุนในรูปของค่า MWCO 
(molecular weight cut off) ซึ่งเป็นค่าที่บอกถึงความสามารถในการกักกันสารตามมวลโมเลกุลของ
สาร โดยใส่สารละลายลงในคอลัมน์ขนาดบรรจุ 50 มิลลิลิตร (Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter 
Units, Merck) ที่มีขนาด MWCO เท่ากับ 30, 10, และ 3 กิโลดัลตัน ตามลําดับ ภายหลังการป่ันเหว่ียง
สารละลาย ด้วยความเร็วรอบ 5,000 Xg ที่ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 2 ช่ัวโมง โดยการป่ันใน
แต่ละคร้ังน้ัน จะเก็บเฉพาะสารละลายส่วนที่สามารถผ่านแผ่นเมมเบรนได้ โดยสารละลาย (เปปไทด์) ที่
ได้หลังผ่าน MWCO 3 kDa จะนําไปใช้ในการทดลองต่อไป  

  3.2.3 เพิ่มความเข้มข้นและทําบริสุทธิ์เปปไทด์ 
นําเปปไทด์ที่ผ่านการทําแห้งแล้ว ไปทําให้มีความเข้มข้นที่สูงขึ้น (concentrated) และมีความบริสุทธ์ิ
เพ่ิมมากขึ้น (purified) ด้วยเทคนิค Solid phase extraction (SPE) โดยใช้ SEP-PAK [Waters] ชนิดที่
เป็น C18 reverse phase chromatography โดยมีขั้นตอนดังต่อไปน้ี 
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1. ละลายผงเปปไทด์ที่ผ่านการทําแห้งแล้วด้วย 0.1% TFA และปรับค่า pH ของสารละลายให้

ไม่เกิน 3 
2. ในส่วนของคอลัมน์ SEP-PAK ทําการเตรียมและปรับสภาพของคอลัมน์ด้วย สารละลาย 2 

ชนิด ได้แก่ conditioning solution (ประกอบด้วย 90% methanol ใน 0.1% TFA) และ equilibration 
solution (ประกอบด้วย 0.1% TFA)  

3. นําสารละลายส่วนใสที่ได้จากข้อ 3.4.1 มาเติมในคอลัมน์ที่ปรับสภาพไว้เรียบร้อยแล้ว 
หลังจากน้ันเติม equilibration solution และ desalting solution (ประกอบด้วย 5% methanol ใน 
0.1% TFA) เพ่ือชะสิ่งต่างๆนอกเหนือจากเปปไทด์ที่ต้องการออกมาก่อน 

4. ทําการชะเปปไทด์ที่ต้องการออกมาจากคอลัมน์ด้วย elution solution (50 % Acetonitrile 
ใน 0.1 % TFA) โดยแบ่งการเก็บเปปไทด์ออกเป็นส่วนๆ ขึ้นกับระยะเวลาในการผ่านคอลัมน์ ทั้งหมด 5 
ส่วน (มิลลิลิตรที่ 1-5; E1-5) พร้อมทั้งทําการวัดหาความเข้มข้นด้วยเทคนิค Bradford assay และทํา
การเก็บแต่ละส่วนรวมกัน แล้วทําแห้งด้วยเครื่อง Speed Vac Concentrator เพ่ือนําไปทํา MS, 
MS/MS และทดสอบฤทธ์ิในการต้านการเจริญเติบโตของแบคทีเรียต่อไป (ดังหัวข้อ 3.5)  

 3.3 การระบุปริมาณ ลําดับกรดอะมิโนและชนิดของเปปไทด์ด้วยวิธี Mass spectrometric 
analysis (MS) ดังนี้ 

3.3.1 MALDI-TOF MS ณ หน่วยปฏิบัติการวิจัยโปรตีโอมิกส์ ศูนย์พันธุวิศวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ 

3.3.2 LC-ESI-Ion Trap MS/MS (an Ultimate 3000 LC System (Dionex, USA) coupled 
to an ESI-Ion Trap MS (HCT Ultra PTM Discovery System, Bruker, Germany) ณ  ห น่ ว ย
ปฏิบัติการวิจัยโปรตีโอมิกส์ ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ 

3.3.3 nanoLC-ESI-QTOF MS/MS (Maxis II, Bruker) ณ หน่วยบริการเคร่ืองมือวิจัย ศูนย์
เครื่องมือกลางศาลายา มหาวิทยาลัยมหิดล วิทยาเขตศาลายา  

3.4 การวิเคราะห์ข้อมูลเปปไทด์ในเชิงชีวสารสนเทศ (Bioinformatic tools)  
  3.4.1 วิเคราะห์ข้อมูลเปปไทด์ที่ได้ (จากโครงการระยะที่ 1) ด้วยโปรแกรม Blastp 
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 Blastp (Basic Local Alignment Search Tool Protein) คือ โปรแกรมที่ทําหน้าที่ในการ
ค้นหาความเหมือนหรือความแตกต่าง (identity and similarity) ของลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนที่
สนใจกับลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนในฐานข้อมูล เพ่ือบอกถึงชนิดของโปรตีนน้ันๆ โดยทําการวิเคราะห์
ผ่าน Protein Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/ แล้วเลือก blastp) ดังแสดงในรูปที่ 1 
 

 
 

รูปที่ 1:    โปรแกรม  Blastp ซึ่งใช้ในการทํานายและค้นหาชนิดของโปรตีน โดยการเปรียบเทียบกับ
ลําดับกรดอะมิโนในฐานข้อมูลทีมีอยู่ใน NCBInr  database 
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 3.4.2 ทํานายการเกิดกระบวนการปรับแต่งหลังทรานสเลช่ัน 

 นอกเหนือจากการระบุชนิดของโปรตีนดังกล่าวแล้ว การศึกษาหรือทํานายถึงโอกาสในการเกิด
กระบวนการปรับแต่งหลังทรานสเลช่ัน (Post-translational modification) เป็นสิ่งที่สําคัญในการศึกษาถึง
ชีววิทยาของเซลล์และนําไปสู่ความเข้าใจในการป้องกันและรักษาโรคต่างๆ โดยเฉพาะการปรับแต่งหลัง ทรานส
เลช่ัน ชนิดที่มีการเติมหมู่ฟอสเฟต ที่เรียกว่าฟอสโฟรีเลช่ัน (Phosphorylation) ในงานวิจัยน้ี คณะผู้วิจัยได้
เลือกใช้โปรแกรม NetPhos 2.0 ผ่าน http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ ดังรูปที่ 2 โดยลําดับของ
กรดอะมิโน (ที่ได้มาจากผลการทดลองของโครงการระยะที่ 1) ที่มีความยาวไม่น้อยกว่า 15 ตําแหน่ง สามารถ
นํามาใช้ในการทํานายเปปไทด์ที่มีโอกาสเกิดกระบวนการฟอสโฟรีเลช่ัน หรือฟอสโฟเปปไทด์ได้ 

 นอกจากน้ีคณะผู้ วิจัยยังได้ทํานายถึงเปปไทด์ที่มีโอกาสเกิดกระบวนการไกลโคซีเลช่ัน 
(glycosylation) หรือไกลโคเปปไทด์ ชนิด N-linked oligosaccharide ซึ่งมีความสําคัญในการศึกษากระบวนการ
ต่างๆ ที่จุลินชีพสามารถเข้าสู่เซลล์ชนิดต่างๆได้ ทั้งยังมีประโยชน์ในแง่ของการยับย้ังกลไกการเกิดโรคต่างๆได้ด้วย 
โดยเลือกใช้โปรแกรม Glycomod ผ่าน http://web.expasy.org/glycomod/ ดังรูปที่ 3  โดยลําดับของกรดอะ
มิโน (ที่ได้มาจากผลการทดลองของโครงการระยะที่ 1) สามารถนํามาใช้ในการทํานายเปปไทด์ที่มีโอกาสเกิด
กระบวนการไกลโคซีเลช่ัน หรือไกลโคเปปไทด์ได้ 

 

 

 

รูปที่ 2: โปรแกรมที่ใช้ในการทํานายโอกาสในการเกิดกระบวนการฟอสโฟรีเลช่ัน (NetPhos 3.1) 
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รูปที่ 3: โปรแกรมที่ใชใ้นการทํานายโอกาสในการเกิดกระบวนการไกลโคซีเลชั่น (GlycoMod) 
 

3.4.3 ระบุบทบาทหน้าที่และทํานายตําแหน่งของโปรตีน  
 ลําดับของกรดอะมิโนของแต่ละเปปไทด์จากซีรั่มนํ้ายางพาราพันธ์ุที่ต่อต้านเช้ือราไฟทอฟทอร่า 
(BPM24) ที่ไม่ผ่านการเติมสารเคมีใดๆ เพ่ือการเก็บรักษาสภาพนํ้ายาง ซึ่งได้จากการสกัดด้วยตัวทํา
ละลายชนิดต่างๆ ที่ได้ใช้การศึกษาน้ี ได้แก่ 80% อะซีโตน, 80% เมทานอล, 8M ยูเรีย, 6M กัวนิดีนไฮโดร
คลอไรด์, 2% กรดฟอร์มิก, lysis buffer (8 M Urea, 2 M Thiourea, 2% (w/v) CHAPS, 50 mM DTT, 
0.4% Triton X-100) ได้นํามาใช้ทํานายและระบุบทบาทหน้าท่ี พร้อมทั้งตําแหน่งของโปรตีนภายในเซลล์ 
โดยใช้ฐานข้อมูล UniProtKB (Protein Knowledgebase) ซึ่งเป็นการรวมฐานข้อมูลสองส่วนเข้าไว้
ด้วยกัน ได้แก่ Swiss-Prot และ TrEMBL ดังแสดงในรูปท่ี 4 ซึ่งสามารถเข้าถึงฐานข้อมูลน้ีได้จาก 
http://www.uniprot.org/uniprot/ 
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รูปที่ 4: แสดง UniProt Knowledgebase (UniProtKB) ซึ่งเป็นโปรแกรมที่ใช้ในการทาํนายคุณสมบัติ
และหน้าที่ของโปรตีนหรือเปปไทด์ชนิดต่างๆ 

 
 3.4.4 ทํานายหน้าท่ีและบทบาทของเปปไทด์ 
 จากความหลากหลายของเปปไทด์ซึ่งได้รับการวิเคราะห์และพิสูจน์ออกมามากมาย ทําให้มีการ
จัดต้ังฐานข้อมูลเพ่ือรวบรวมลําดับกรดอะมิโนของเปปไทด์ โดยในปัจจุบันฐานข้อมูลของ antimicrobial 
และ bioactive peptide รวมทั้ง search engine  จากหลายหน่วยงานดังแสดงตัวอย่างในตารางที่ 2 
ซึ่งสามารถใช้ฐานข้อมูลเหล่าน้ีในการค้นและวิเคราะห์สมบัติของเปปไทด์ได้  
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ตารางท่ี 2: ตัวอย่างฐานข้อมูลของเปปไทด์ ท่ีออกฤทธ์ิต้านการเจริญเติบโตต่อจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ 

Name Link Description 
AMPer http://marray.cmdr.ubc.ca/cgi-bin/amp.pl Database of antimicrobial peptides and program 

searching for fragments with sequences similar 
to antimicrobial peptides in query protein 
sequence 

APD http://aps.unmc.edu/AP/main.html Database of antimicrobial and anticancer 
peptides 

PepBank http://pepbank.mgh.harvard.edu A database of biologically active peptides 
providing program searching for fragments with 
sequences similar to peptides in the database. 

PeptideDB http://www.peptides.be/ Major database of biologically active peptides, 
peptide precursors and motifs in Metazoa.  

 
3.5 การประเมินสมบัติการเป็น antibacterial ของเปปไทด์ที่ได้ 

ผู้วิจัยได้นําเปปไทด์แต่ละส่วน (E1 – E5) ไปทําแห้งด้วยเครื่อง Speed Vac Concentrator และ
เคร่ือง Freeze Dryer ร่วมด้วย หลังจากน้ันทําการชั่งผงเปปไทด์แต่ละส่วนท่ีได้ปริมาณ 3 มิลลิกรัม/
assay สําหรับการทดสอบแบบหาค่า MIC (Minimal Inhibitory Concentration) ค่าเดียว และปริมาณ 
5 มิลลิกรัม/assay สําหรับการทดสอบแบบหาค่า MIC 3 ค่า โดยจะใช้วิธี Broth tube dilution method 
ซึ่งเป็นวิธีทดสอบที่นิยมใช้ในห้องปฏิบัติการตรวจหาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ (ศูนย์พันธุวิศวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ) โดยจะทําการทดสอบการออกฤทธ์ิยับย้ังเช้ือแบคทีเรียจํานวน 6 ชนิด ซึ่ง
แบ่งเป็นแบคทีเรียแกรมบวก จํานวน 2 ชนิด ได้แก่ Enterococcus faecium (ATCC 51559), Bacillus 

cereus (ATCC 11778) และ แบคทีเรียแกรมลบ จํานวน 4 ชนิด ได้แก่ Acinetobacter baumannii 
(ATCC 19606), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15692), Klebsiella pneumoniae (ATCC 
700603), Escherichia coli (ATCC 25922)  ซึ่งแบคทีเรียเหล่าน้ีมีรายงานว่าเป็นแบคทีเรียที่มีความชุก
ของการด้ือยาเ พ่ิมขึ้นอย่างต่อเ น่ือง โดยที่  E. coli,  K. pneumoniae, P.  aeruginosa และ  A. 

baumannii เป็นเชื้อที่พบมากใน 10 อันดับแรกจากตัวอย่างท่ีเก็บจากผู้ป่วยเกือบทุกชนิด เช่น เลือด 
ปัสสาวะ แผลฝีหนอง เสมหะ นํ้าไขสันหลัง เป็นต้น 

โดยทําการตรวจสอบจากค่า MIC (minimum inhibitory concentration) ที่สามารถยับย้ังการ
เจริญเติบโตของจุลินทรีย์ได้มากกว่าหรือเท่ากับ 90% (MIC90) ซึ่งปริมาณของเปปไทด์ท่ีใช้จะรายงานเป็น
หน่วยไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยขั้นตอนในการทดลองจะเริ่มจากการเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือใส่ในถาดหลุมท่ี
มีจํานวน 384 ช่อง แล้วจึงใส่แบคทีเรียที่สนใจลงไปในอาหารเลี้ยงเช้ือซึ่งอยู่ในสภาพของเหลว หลังจาก
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น้ันหยดเปปไทด์ที่ความเข้มข้นต่างๆ (15.63 – 2000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ท่ีต้องการทดสอบลงไปในถาด
หลุมท่ีมีจํานวน 384 ช่องที่เตรียมไว้ รวมทั้งกลุ่มที่เป็น positive และ negative control ด้วย (ดังตาราง
ท่ี 3) หลังจากน้ันนําไปบ่มในตู้บ่มเช้ือประมาณ 37 องศาเซลเซียส ตามระยะเวลาต่างๆแล้วแต่ชนิดของ
เช้ือแบคทีเรีย หลังการบ่มเช้ือกับเปปไทด์ต่างๆในอาหารเลี้ยงเช้ือที่เป็นของเหลวแล้ว จะทําการตรวจสอบ
ความสามารถหรือประสิทธิภาพในการฆ่าเช้ือแบคทีเรียของเปปไทด์แต่ละชนิด โดยการวัดค่าการ
เจริญเติบโตของแบคทีเรียด้วยค่า OD600 ด้วยเครื่อง microplate reader ค่า OD ที่ได้จากแต่ละกลุ่มจะ
ถูกนํามาใช้ในการคํานวณหา %inhibition ตามสูตรที่ใช้ในการคํานวณดังน้ี 

% inhibition = [1- (FUT/FUC)] x100 
(โดยค่า FUT และ FUC หมายถึง ค่าเฉลี่ยของหน่วยฟลูออเรสเซนต์ของเซลล์แบคทีเรียที่ผสมอยู่

กับเปปไทด์ที่ ต้องการทดสอบ และผสมอยู่กับสารละลาย 0.5% Dimenthylsulfoxide (DMSO) 
ตามลําดับ) 

ส่วนแบคทีเรียชนิด B. cereus จะใช้เทคนิค Resazurin microplate assay (REMA) ในการ
ทดสอบ โดยจะนําเปปไทด์ที่มีความเข้มข้นต่างๆ (15.63 – 2000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) มาผสมกับ
แบคทีเรียชนิด B. cereus ที่เตรียมไว้ พร้อมทั้งใส่สารละลาย resazurinท่ีละลายอยู่ในบัฟเฟอร์ PBS  
หลังจากน้ันนําไปบ่มในตู้บ่มเช้ือประมาณ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 2 ชั่วโมง แล้วจึงวัดค่า
สัญญาณของสีฟลูออเรสเซนต์ โดยใช้ค่าความยาวคลื่นของการ excitation และ emission เท่ากับ 530 
และ 590 ตามลําดับ ค่าสัญญาณของสีฟลูออเรสเซนต์ที่ได้จากแต่ละกลุ่มจะถูกนํามาใช้ในการคํานวณหา 
%inhibition ตามสูตรที่ใช้ในการคํานวณข้างต้น หาก %inhibition มากกว่าหรือเท่ากับ 90% จะถูก
รายงานเป็นเปปไทด์ที่สามารถออกฤทธิ์ทางชีวภาพได้ (active peptide) ในทางตรงกันข้าม หาก  
%inhibition น้อยกว่า 90% จะถูกรายงานเป็นเปปไทด์ที่ไม่สามารถออกฤทธ์ิทางชีวภาพได้ (inactive 
peptide) โดยในการทดลองแต่ละครั้งจะทําซ้ําทั้งหมด 3 ครั้ง แล้วจึงหาค่าเฉลี่ย โดยผู้วิจัยได้ทําการเก็บ
ตัวอย่างนํ้ายางพาราทั้งหมดสองครั้งดังกล่าวข้างต้น  
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ตารางที่ 3: แสดงการทดลองในการทดสอบฤทธ์ิยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียชนิดต่างๆ 
Assays Detection 

Method 
Positive control 

agent 
Negative 

control agent 
Incubation 

time at 37 °C 
Anti- Acinetobacter baumannii OD600 Rifampicin, 

Erythromycin 
0.5% DMSO 14 hours 

Anti- Pseudomonas aeruginosa OD600 Amikacin,  
Ofloxacin 

0.5% DMSO 6-7 hours 

Anti- Klebsiella pneumoniae OD600 Amikacin, 
Ofloxacin 

0.5% DMSO 14 hours 

Anti- Enterococcus faecium OD600 Rifampicin, 
Tetracycline 

0.5% DMSO 6 hours 

Anti- Escherichia coli OD600 Amikacin, 
Ofloxacin 

0.5% DMSO 14 hours 

Anti- Bacillus cereus Resazurin 
microplate 

assay (REMA) 

Vancomycin 0.5% DMSO 2 hours 

OD600 = Optical density measurement at 600 nm 
DMSO = Dimenthylsulfoxide 
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4) ผลการทดลอง 

 4.1 วิเคราะห์และพิสูจน์ชนิดของเปปไทด์ด้วย LC-MS/MS 
4.1.1 วิเคราะห์ข้อมูลเปปไทด์ที่ ได้ ด้วยโปรแกรม blast p (Basic Local Alignment 
Search Tool Protein) 

  MALDI-TOF MS และ LC-ESI-Ion Trap MS/MS เป็นเทคนิคที่ใช้ในงานวิจัยน้ี โดยเป็นการ
วิเคราะห์เปปไทด์ที่ได้จากการสกัดด้วยตัวทําละลายต่างๆ ได้แก่ 80% อะซีโตน, 80% เมทานอล, 8M ยูเรีย, 6M 
กัวนิดีนไฮโดรคลอไรด์, 2% กรดฟอร์มิก, 10% แอมโมเนีย, lysis buffer (8 M Urea, 2 M Thiourea, 2% (w/v) 
CHAPS, 50 mM DTT, 0.4% Triton X-100) ทั้งในเชิงปริมาณและคุณภาพ จากผลสําเร็จของโครงการ (ระยะที่ 
1) ผู้วิจัยได้สร้างฐานข้อมูลเปปไทด์ของยางพารา (Hevea brasiliensis) ใน in-house Mascot server ผ่าน     
http://10.30.1.250/mascot/ โดยให้ช่ือฐานข้อมูลว่า UniProtHevea8_2558 ทั้งน้ีเพ่ือความสมบูรณ์ของข้อมูล
เชิงโปรตีน (Protein database) ดังน้ันผู้วิจัยจึงได้ทําการรวบรวมลําดับกรดอะมิโนของเปปไทด์แต่ละชนิด ท่ีได้
จากการสกัดด้วยตัวทําละลายต่างๆ โดยรวบรวมลําดับกรดอะมิโนของเปปไทด์แต่ละชนิดจากฐานข้อมูล 2 แหล่ง 
ได้แก่ NCBInr และ UniProtHevea8_2558 (ดังตารางที่ 4) แล้วมาทําการวิเคราะห์ข้อมูลของเปปไทด์ที่ได้ด้วย
กระบวนการทางชีวสารสนเทศ โดยผู้วิจัยได้เลือกใช้ algorithm เป็น blastp (protein-protein BLAST) และ 
เลือก database เป็น Non-redundant protein sequences เพ่ือใช้ในการค้นหาความเหมือนหรือความแตกต่าง 
(identity and similarlity) ขอ งลํ า ดั บก รดอะมิ โ นขอ ง โป รตี นที่ ส น ใ จ  จ ากฐ านข้ อ มู ล  NCBInr และ  
UniProtHevea8_2558 มาเปรียบเทียบกับลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนในฐานข้อมูล เพ่ือบอกถึงชนิดของโปรตีน
น้ันๆ ดังตารางท่ี 5 และ 6 ตามลําดับ 
 
  4.1.2 ทํานายการเกิดกระบวนการปรับแต่งหลังทรานสเลชั่น 
  จากการใช้โปรแกรม NetPhos 2.0 ผ่าน http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ โดย
นําลําดับของกรดอะมิโน (ดังแสดงในตารางที่ 4) ท่ีมีความยาวไม่น้อยกว่า 15 ตําแหน่ง มาใช้ในการทํานายเปปไทด์
ที่มีโอกาสเกิดกระบวนการฟอสโฟรีเลช่ันได้ หรือท่ีเรียกว่าฟอสโฟเปปไทด์ ผลที่ได้ดังแสดงในตารางท่ี 5 และ 6 
โดยเครื่องหมาย * จะแสดงถึงกรดอะมิโนที่ตําแหน่งน้ันๆ [ชนิด serine (S) หรือ Tyrosine (Y) หรือ Threonine 
(T)] ซึ่งจะมีโอกาสในการเกิดกระบวนการฟอสโฟรีเลช่ัน โดยในบางฟอสโฟเปปไทด์โอกาสในการเกิดกระบวนการ
ฟอสโฟรีเลช่ัน อาจมีได้มากกว่าหน่ึงตําแหน่ง อย่างไรก็ตามลําดับกรดอะมิโนของเปปไทด์ที่ได้มาจากฐานข้อมูล 
UniProtHevea8_2558 ส่วนใหญ่จะมีความยาวกรดอะมิโนไม่เกิน 15 ตัว ดังน้ันเปปไทด์ส่วนใหญ่จึงไม่สามารถ
นํามาทํานายโอกาสในการเกิดกระบวนการฟอสโฟรีเลช่ันได้ จึงพบโอกาสที่จะเป็นฟอสโฟเปปไทด์พียง 2 ชนิด
เท่าน้ัน (ดังตารางที่ 6) 
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  นอกจากนี้ผู้วิจัยยังได้ทํานายถึงเปปไทด์ที่มีโอกาสเกิดกระบวนการไกลโคซีเลช่ัน หรือไกลโคเปป
ไทด์ ชนิด N-linked oligosaccharide ซึ่งมีความสําคัญในการศึกษากระบวนการต่างๆ ที่จุลินชีพสามารถเข้าสู่
เซลล์ชนิดต่างๆได้ ทั้งยังมีประโยชน์ในแง่ของการยับย้ังกลไกการเกิดโรคต่างๆได้ด้วย โดยเลือกใช้โปรแกรม 
Glycomod ผ่าน http://web.expasy.org/glycomod/ อย่างไรก็ตามจากการทํานายไม่มีเปปไทด์ใดเลยที่แสดง
คุณสมบัติในการเกิดไกลโคซีเลช่ัน ชนิด N-linked oligosaccharide  
 
ตารางท่ี 4: แสดงลําดับกรดอะมิโนของเปปไทด์ที่ได้จากการสกัดด้วยตัวทําละลายชนิดต่างๆ จากฐานข้อมูลที่
ต่างกัน 

Peptide 
extraction 

Peptide     (NCBInr) Peptide      (UniprotHevea8_2558) 
Scores Amino acid sequences Scores Amino acid sequences 

6M 
Guanidine 
HCl 

53 M.LIPQILLLLLL. 47 G.ILILLII.N 

     10 IIRSPEP 43 F.LNLINEFVG.K 
8 KSFLILALLAIVATTATTA 31 M.HALII.Y 
7 NHSRLSIATFQNPAPEATVYPL 31 N.AHLLI.K 

 6 MASKFLL 28 AATLNLLRAFAT 

 4 MLRDGKEG 27 LMLLDEAT 

 2 RPNHLVHVVAYT 27 AYSENLPL 

 1 MLGGLIISAAMAVQ 27 L.NLINEFVG.K 

 1 MLRDGKEG 26 ASYLLI 
  0 LCQTSRCHKTLES 22 LPKILLL 
8M Urea 46 M.LIPQILLLLLL. 41 F.LNLINEFVG.K 

 9 MLRDGKEG 31 ILLLDEV 

 6 MDQLASLE 31 LLLMIDST 

 5 MDNLSNKC 28 LMLLDEAT 

 5 MLTDLLKVFKVTTHIVPF 27 FSSQDLLL 

 5 SVAGRAQGM 26 ASYLLI 

 3 MDNLSNKC 25 AYSENLPL 

 2 MMVSYIY 25 LAHFLRATAKVPDAHIITE 

 2 KHKCCFGSNLNFSDQ 22 K.KILNNEFINR.V 
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  0 YRDLVFLVICHIGLAKCVGL 20 PELPKIDI 
80% 
Methanol 

4 PMSKTWSCTQSHIVDPMS 38 LNLINEFVG 

 4 MDNLSNKC 35 FSSQDLLL 

 2 IKNSFISFQEKKEENRGAIEFQVFSFTNKI 30 LLLMIDST 

 2 PKKTKFR 29 L.FAKDKSGPLQPGVD.I 

 1 GVWTSRVSPLSLKCQNRIIKIDHTA 25 AYSENLPL 

 1 MLRDGKEG 23 LMLLDEAT 

 1 SQQTQTKASM 22 CYPALLL 

 0 MSVTKKPD 21 LILLLMIDST 

 
0 

VXXXGIVLGLIPITLAGLFVTAYLQYRRGDQL
DL 

21 S.AIRAAPEAARSL.A 

  0 MSCREGFMSPQTETKASV 20 EEDIAKPVNPFVFLLRF 
80% 
Acetone 
  

38 M.LIPQILLLLLL. 58 T.SLDGVVPPVIKQ.V 
8 MLRDGKEG 37 ILILDEAT 
4 MSPQTETKAGVGF 33 F.LNLINEFVG.K 
3 AISSSTPPYDLNRFK 30 LMLLDEAT 
3 ISLTLGLF 29 L.NLINEFVG.K 
3 MEPPLLVILAR 28 LLMIDST 
2 MMVSYIY 28 LMLLDEAT 
1 SFFCATNK 27 KCKKPIICSL 
1 SCGRVSKSICMPCFDTA 24 ATVSILISRMAT 
1 MLRDGKEG 23 FPILKDCS 

2% Formic 
acid 
  

22 M.LIPQILLLLLL. 43  F.LNLINEFVG.K 
7 MLGNGKEGT 42 A.AETATTEVPVEKTEE.- 
5 SPQTETKPALDH 41 L.FAKDKSGPLQPGVD.I 
4 YPRLKID 39 ILLGWLCS 
3 MDDIIPPHRCDISKTL 36 L.NLINEFVG.K 
3 GRPHGRVNLASSNMA 33 ILILDEAT 
2 LLIEMLKC 28 LMLLDEAT 
2 MMVSYIY 28 LLLMIDST 
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1 MDNLSNKC 26 ASYLLI 
Lysis buffer 
(นํ้ายางที่เติม 
0.6% 
แอมโมเนีย) 
  

22 .APNFPLDLAAVEVSSTNG. 34 F.LNLINEFVG.K 

10 MASKFLL 34 L.NLINEFVG.K 

9 MLRDGKEG 34 HAILRSIP 
7 IFLPDGLLDRDDVP 33 ARAVLKDPAILLLDEAT 
6 QPPKQNIK 32 ILILLII 
5 GANNVDAARK 30 IELVEPEILRF 
4 GSHGKPPLPYAYKPLPS 29 ILLLDEV 
4 IDYLISQGINAGDV 28 LMLLDEAT 
4 MHISSTNM 22 QAPGSSPAGANKNG 
4 MSCREGLMSPKTETKPSVG 21 TNPLTQIVHGRKL 

Lysis buffer 
  

12 MASKFLL 34 LPKILLL 
10 MCNYIICLVMLRNPISALNTGEGCYIYWC 33 NLINEFVG 
9 PEHIEQREQTLHEKF 32 LNLINEFVG 

8 
EKGSLAAIKAFSLAKSVSTGDSKSFFVRQTSK
KIL 

30 LMLLDEAT 

7 KVVAAYLRAVL 28 LLMIDST 

6 MSHNHRNSPIDRYRMHHI 27 
M.AKKAVLIGINYPGT*KAELK
GCINDVK.R 

5 HNFPIDLAAIEAPSTNG 26 ASYLLI 
4 MCYRVRPRLGRLHRFMIYM 23 ILLGWLCS 
4 HERNAHNFPLDLASIEAPTNG 23 AVLKDPAILLLDEAT 
4 LIFFGKIV 23 SQEIIMLIGRW 
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ตารางที่ 5: ชนิด (ชื่อ) ของโปรตีนที่ได้มาจากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม blastp โดยใชล้ําดับกรดอะมโินของเปปไทด์ที่ได้มาจาก NCBInr ในการค้นหา 

Peptides (amino acid sequences) Accession no. Protein name [Organism] 
YRDLVFLVICHIGLAKCVGL KHG08741.1 Hypothetical protein F383_36157 [Gossypium arboreum] 

PMS*KTWSCTQSHIVDPMS KHG19714.1 Hypothetical protein F383_25919 [Gossypium arboreum] 

SCGRVSKS*ICMPCFDTA KHF99958.1 Hypothetical protein F383_19570 [Gossypium arboreum] 

GRPHGRVNLASSNMA KHG00418.1 Hypothetical protein F383_38948 [Gossypium arboreum] 

MCNYIICLVMLRNPISALNTGEGCYIYWC KHG09745.1 Hypothetical protein F383_13945 [Gossypium arboreum] 
MSHNHRNSPIDRYRMHHI KHG20617.1 Hypothetical protein F383_06071 [Gossypium arboreum] 
MCYRVRPRLGRLHRFMIYM KHG18030.1 Hypothetical protein F383_10153 [Gossypium arboreum] 
MDDIIPPHRCDISKTL XP_006411341.1 Hypothetical protein EUTSA_v10016713mg [Eutrema salsugineum] 

APNFPLDLAAVEVSSTNG ABD75366.1 PsbA [Scaphochlamys rubescens] 

HNFPIDLAAIEAPSTNG AHA15013.1 PsbA [Machairophyllum sp. PMB8485] 
HERNAHNFPLDLASIEAPTNG AEQ61664.1 PsbA [Stachyopsis oblongata] 
MSCREGFMS*PQT*ETKAS*V YP_007353923.1 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit               

[Tectona grandis] 

MSCREGLMS*PKTETKPS*VG ACB57146.1 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit [Monoon 
coffeoides] 

NHSRLSIATFQNPAPEAT*VYPL NP_001268034.1 Naringenin,2-oxoglutarate 3-dioxygenase [Vitis vinifera] 

MLTDLLKVFKVTTHIVPF CDX81236.1 BnaC09g06470D [Brassica napus] 

IKNSFIS*FQEKKEENRGAIEFQVFSFTNKI AGW45633.1 Rps15 [Cleomella palmeriana] 

VXXXGIVLGLIPITLAGLFVTAYLQYRRGDQLDL YP_009057170.1 Cytochrome b6/f complex subunit V [Allium cepa] 

AISSSTPPY*DLNRFK EMT30436.1 Thiazole biosynthetic enzyme 1-2, chloroplastic [Aegilops tauschii] 

IFLPDGLLDRDDVP S50900 Chlorophyll a/b-binding protein Lhcb5 - spinach (fragment) 

GSHGKPPLPYAYKPLPS AER10527.1 Sucrose:fructan 6-fructosyltransferase 1 [Triticum aestivum] 
IDYLISQGINAGDV ACJ60826.1 Disrupted meiotic cDNA 1 [Hordeum erectifolium] 
PEHIEQREQT*LHEKF AAA86276.1 pMA1951 [Triticum aestivum] 
EKGSLAAIKAFSLAKS*VS*TGDS*KSFFVRQT*S*KKIL BAK18459.1 Ribosomal protein L32, partial (chloroplast) [Asparagus asparagoides] 
LIPQILLLLLL A0A0B0NI70 Uncharacterized protein [Gossypium arboreum] 



22 
 

ตารางที่ 6: ชนิด (ชื่อ) ของโปรตีนที่ได้มาจากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม blastp โดยใชล้ําดับกรดอะมโินของเปปไทด์ที่ได้มาจาก UniProtHevea8_2558 ใน
การค้นหา 

Peptides (amino acid sequences) Accession no. Protein name [Organism] 
FLNLINEFVGK YP_004327719.1 Hypothetical chloroplast RF1 [Hevea brasiliensis] 
LNLINEFVGK YP_004327719.1 Hypothetical chloroplast RF1 [Hevea brasiliensis] 
FLNLINEFVGK YP_004327719.1 Hypothetical chloroplast RF1 [Hevea brasiliensis] 
KKILNNEFINRV YP_004327719.1 Hypothetical chloroplast RF1 [Hevea brasiliensis] 
LNLINEFVG YP_004327719.1 Hypothetical chloroplast RF1 [Hevea brasiliensis] 
FLNLINEFVGK YP_004327719.1 Hypothetical chloroplast RF1 [Hevea brasiliensis] 
LNLINEFVGK YP_004327719.1 Hypothetical chloroplast RF1 [Hevea brasiliensis] 
L.NLINEFVG.K YP_004327719.1 Hypothetical chloroplast RF1 [Hevea brasiliensis] 
NLINEFVG YP_004327719.1 Hypothetical chloroplast RF1 [Hevea brasiliensis] 
LNLINEFVG YP_004327719.1 Hypothetical chloroplast RF1 [Hevea brasiliensis] 
PELPKIDI BAE98356.1 ABC transporter [Arabidopsis thaliana] 
LMLLDEAT KHN48276.1 ABC transporter B family member 1 [Glycine soja] 
LMLLDEAT KHN48276.1 ABC transporter B family member 1 [Glycine soja] 
LMLLDEAT KHN48276.1 ABC transporter B family member 1 [Glycine soja] 
LMLLDEAT XP_007027421.1 ATP binding cassette subfamily B1 isoform 3 [Theobroma cacao] 
LMLLDEAT XP_007027421.1 ATP binding cassette subfamily B1 isoform 3 [Theobroma cacao] 
ATVSILISRMAT AIU41629.1 ABC transporter family protein [Hevea brasiliensis] 
FPILKDCS AIU41659.1 ABC transporter family protein [Hevea brasiliensis] 
ARAVLKDPAILLLDEAT EMT07148.1 ABC transporter B family member 19 [Aegilops tauschii] 
ILLGWLCS XP_007027774.1 ABC transporter B family member 29 isoform 3 [Theobroma cacao] 
AVLKDPAILLLDEAT XP_010274280.1 ABC transporter B family member 2-like isoform X2 [Nelumbo nucifera] 
SQEIIMLIGRW AIU41625.1 ABC transporter family protein [Hevea brasiliensis] 
LFAKDKSGPLQPGVDI AGT17847.1 Rubber elongation factor protein [Hevea brasiliensis] 
SAIRAAPEAARSLA AGT17847.1 Rubber elongation factor protein [Hevea brasiliensis] 
TSLDGVVPPVIKQV AHF95715.1 Small rubber particle protein [Hevea brasiliensis] 
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ตารางที่ 6: (ต่อ)   
   
Peptides (amino acid sequences) Accession no. Protein name [Organism] 
LILLLMIDST AEM55519.1 NADH-plastoquinone oxidoreductase chain 2 [Astrocaryum scopatum] 
GILILLIIN AKG55565.1 Plasma membrane H+-ATPase [Hevea brasiliensis] 
LAHFLRAT*AKVPDAHIITE AIE47261.1 Pyrophosphate-dependent phosphofructokinase [Hevea brasiliensis] 
EEDIAKPVNPFVFLLRF BAH10641.1 2-methyl-6-phytylbenzoquinone methyltranferase [Hevea brasiliensis] 
KCKKPIICSL BAH10642.1 Homogentisate geranylgeranyl transferase [Hevea brasiliensis] 
IELVEPEILRF AEW43294.1 Ribosomal protein S9 [Hevea brasiliensis] 
QAPGSSPAGANKNG AAS66771.1 PPase [Hevea brasiliensis] 
TNPLTQIVHGRKL XP_003606245.1 RNA polymerase Rpb2 domain 3 protein [Medicago truncatula] 
MAKKAVLIGINYPGT*KAELKGCINDVKR ADM52185.1 type II metacaspase [Hevea brasiliensis] 
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4.2 วิเคราะห์คุณสมบัติและหน้าท่ีทางชีวภาพของเปปไทด์ด้วยโปรแกรมทางชีวสารสนเทศ 

 ผู้วิจัยได้ทําการระบุบทบาทหน้าที่และทํานายตําแหน่งของโปรตีนภายในเซลล์ โดยใช้ฐานข้อมูล 
UniProtKB (Protein Knowledgebase) ซึ่งเป็นการรวมฐานข้อมูลสองส่วนเข้าไว้ด้วยกัน ได้แก่ Swiss-Prot และ 
TrEMBL ซึ่งสามารถเข้าถึงฐานข้อมูลน้ีได้จาก http://www.uniprot.org/uniprot/ ผลการค้นหาถึงบทบาทหน้าท่ี
และตําแหน่งของโปรตีน ดังแสดงในตารางท่ี 7 โดยเป็นการสรุปรวบรวมข้อมูลของเปปไทด์ ได้แก่ ชนิด (ชื่อ
โปรตีน), แหล่งที่มาของลําดับของกรดอะมิโน, บทบาทหน้าที่ของโปรตีน, ตําแหน่งของโปรตีน และการสกัดด้วยตัว
ทําละลายชนิดต่างๆ รวมทั้งการสกัดเปปไทด์ของน้ํายางพาราท่ีมีการเติมสารเคมี (0.6% แอมโมเนีย) เพ่ือรักษา
สภาพน้ํ า ย า ง ด้ วย  lysis buffer (Lysis+) ด้ วย  โดย โปร ตีน  Hypothetical chloroplast RF1 และ  ABC 
transporter family protein เป็นโปรตีนที่สามารถพบได้จากการสกัดเปปไทด์ด้วยตัวทําละลายทุกชนิด ส่วน
โปรตีนชนิดอ่ืนๆ สามารถพบได้จากการสกัดเปปไทด์ด้วยตัวทําละลายที่แตกต่างๆกันไป แต่อย่างไรก็ตาม จากการ
วิเคราะห์ผลการทดลอง สามารถสรุปได้ว่าการสกัดเปปไทด์จากซีรั่มของนํ้ายางพาราสดพันธ์ุ BPM24 ที่ไม่ผ่านการ
เติมสารเคมีใดๆ เพ่ือการเก็บรักษาสภาพนํ้ายาง ด้วยสารทําละลาย lysis buffer (Lysis-) ที่ประกอบด้วย 8 M 
Urea, 2 M Thiourea, 2% CHAPS, 0.4% Triton X-100, 50 mM DTT จะพบชนิดของโปรตีนมากที่สุด จึงเป็น
วิธีที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการสกัดเปปไทด์ และจะนําเปปไทด์ท่ีได้จากการสกัดนํ้ายางพาราสดพันธุ์ BPM24 ที่ไม่
ผ่านการเติมสารเคมีใดๆ เพ่ือการเก็บรักษาสภาพน้ํายาง ด้วยสารละลาย lysis buffer ไปทดสอบบทบาท 
ความสําคัญทางชีวภาพ และสมบัติการเป็น antibacterial ของเปปไทด์ต่อไป 
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ตารางที่ 7: สรุปชนิด แหล่งที่มา บทบาท/หน้าที่ และตําแหน่งของโปรตีน ที่รวบรวมได้จากการสกัดด้วยตัวทําละลายชนิดต่างๆ 
Source  Protein name   Function  Subcellular 

localization 
Peptide extraction 

GuHCl  MeOH  Acetone  Formic â  Urea  Lysis+  Lysis‐ 

blastp, 
mascot 

Plasma membrane H+‐ATPase  ATP biosynthetic process  Membrane  x                 x 

blastp, 
mascot 

Hypothetical protein 
F383_10822 

NA  NA  x  x  x  x  x     x 

blastp, 
mascot 

Hypothetical chloroplast RF1  NA  Chloroplast  x  x  x  x  x  x  x 

mascot  ATP synthase subunit alpha  ATP hydrolysis coupled proton 
transport, 

Mitochondria  x  x  x           x 

ATP  synthesis  coupled proton 
transport  

mascot  CXE protein  Hydrolase activity  NA  x  x  x           x 

blastp, 
mascot 

Rubber  elongation  factor 
protein 

Rubber biosynthesis  Cytoplasm     x     x          

blastp, 
mascot 

Small rubber particle protein  Rubber biosynthesis  Cytoplasm        x             

blastp, 
mascot 

ABC transporter family protein  ATPase  activity,  coupled  to 
transmembrane movement of 
substances 

Membrane  x  x  x  x  x  x  x 

mascot  Major latex allergen Hev b 5  Allergenic properties  NA           x          
blastp, 
mascot 

PsbA (Photosystem II protein)  Photosynthetic electron 
transport in photosystem II,  

Chloroplast, 
membrane 

               x  x 

Response to herbicide 
mascot  Catalase  Response to oxidative stress,  NA                 x    

Hydrogen  peroxide  catabolic 
process  
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Source  Protein name   Function  Subcellular 
localization 

Peptide extraction 
GuHCl  MeOH  Acetone  Formic â  Urea  Lysis+  Lysis‐ 

mascot  Photosystem  II  CP43  reaction 
center protein 

Photosynthetic electron 
transport in photosystem II 

Plastid, 
chloroplast, 
thylakoid 
membrane 

               x    

mascot  Latex‐abundant protein  Cysteine‐type  endopeptidase 
activity 

NA                    x 

blastp  Ribulose‐1,5‐bisphosphate 
carboxylase/oxygenase 

Photorespiration,                          
Reductive  pentose‐phosphate 
cycle                                                 

Plastid,              
Chloroplast 

   x           x    

blastp 
Naringenin,2‐oxoglutarate 3‐
dioxygenase 

Flavonoid biosynthetic process  NA  x                   

blastp  BnaC09g06470D  NA  NA              x       
blastp  Rps15  Ribosome biogenesis  Cytoplasm     x                
blastp  Cytochrome b6/f complex 

subunit 
Electron transport          
Photosynthesis 

Plastid, 
chloroplast, 
thylakoid 
membrane 

   x                

blastp  Thiazole  biosynthetic  enzyme 
1‐2, chloroplastic 

Response to stress  Plastid, 
chloroplast 

      x             
Thiamine biosynthetic process  

blastp  Chlorophyll a/b‐binding 
protein Lhcb5  

Photosynthesis  Plastid, 
chloroplast, 
thylakoid 
membrane 

               x    

blastp  Sucrose:fructan 6‐
fructosyltransferase 1 

Carbohydrate metabolic 
process 

Membrane                 x    

blastp  Disrupted meiotic cDNA 1  DNA repair,  Nucleus                 x    
Reciprocal meiotic 
recombination 

                         
 

  

ตารางที่ 7 (ต่อ)
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Source  Protein name   Function  Subcellular 
localization 

Peptide extraction 
GuHCl  MeOH  Acetone  Formic â  Urea  Lysis+  Lysis‐ 

blastp  pMA1951  NA  NA                    x 
blastp  Ribosomal protein L32  Mitochondrial translation  Mitochondria                    x 
blastp  Uncharacterized protein  NA  NA  x     x  x  x       
blastp  Pyrophosphate‐dependent 

phosphofructokinase 
Carbohydrate phosphorylation   
Photosynthesis 

Cytoplasm              x       

blastp  NADH‐plastoquinone 
oxidoreductase chain 2 

Oxidoreductase activity  Chloroplast     x                

blastp  2‐methyl‐6‐
phytylbenzoquinone 
methyltranferase 

Methyltransferase activity  Membrane     x                

blastp  Homogentisate geranylgeranyl 
transferase 

Prenyltransferase activity  Membrane        x             

blastp  Ribosomal protein S9  Translation  Ribosome                 x    
blastp  PPase  Proton transport   Membrane                 x    
blastp  RNA polymerase Rpb2 domain 

3 protein 
Transcription  Nucleus                 x    

blastp  type II metacaspase  Cysteine‐type  endopeptidase 
activity 

NA                    x 

NA (Not applicable) หมายถึง ไม่มีข้อมูล 
 
 
 
 
 

ตารางที่ 7 (ตอ่) 
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 4.3 ทํานายหน้าที่และบทบาทของเปปไทด์ 
  โดยในงานวิจัยน้ีคณะผู้วิจัยได้นําลําดับของกรดอะมิโนท่ีได้ทั้งหมดจากแต่ละวิธีการทดลอง มาทํา
การเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลหลักๆ จํานวน 2 ฐานข้อมูล (เป็นฐานข้อมูลที่กว้างและเป็นแบบเปิดที่สามารถเข้าถึง
ได้ง่าย) ได้แก่ ฐานข้อมูล APD และ AMPer โดยฐานข้อมูล APD ซึ่งเป็นฐานข้อมูลที่รวบรวมจํานวน antimicrobial 
peptides ไว้ทั้งสิ้น 2,649 เปปไทด์  โดยเมื่อใช้ APD ในการค้นหา พบว่าเปปไทด์ทั้งหมดที่ได้จากการทดลองไม่มี
สมบัติของการเป็นเปปไทด์ที่มีฤทธิ์ต่อต้านการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ รวมทั้งเซลล์มะเร็งได้ อย่างไรก็
ตามข้อมูลท่ีได้จากฐานข้อมูล  APD อาจมีความคลาดเคลื่อนอยู่บ้าง และอาจเป็น search engine ที่ยังไม่
เหมาะสมกับงานวิจัยน้ี เน่ืองจากข้อมูลของเปปไทด์บางประเด็นท่ีจะต้องใส่ลงไปขณะทําการค้นหายังคงมีจํากัด
และไม่เพียงพอ นอกจากนี้คณะผู้วิจัยได้เลือกใช้ search engine และ ฐานข้อมูล AMPer เน่ืองจากเป็นฐานข้อมูล
ที่ค่อนข้างกว้างและมีโปรแกรมท่ีใช้ค้นหา โดยการนําสายของลําดับกรดอะมิโนที่ต้องการ ทั้งในรูปแบบ HMM 
(profile-based hidden Markov models) และ sequence clustering ไปเปรียบเทียบกับข้อมูลที่มีอยู่  โดย 
AMPer มีความสามารถในการดาวน์โหลด HMM model มาเพื่อใช้ในการวิเคราะห์ได้ทันที อย่างไรก็ตาม AMPer 
ไม่ได้รวบรวมข้อมูลในส่วนที่เป็นข้อมูลจากส่ิงมีชีวิตชนิด Prokaryote โดยแรกเริ่มเป็นฐานข้อมูลที่ถูกพัฒนาขึ้น
สําหรับเป็นฐานข้อมูลของ antibacterial peptides (bacteriocins) และยังไม่ปรากฏข้อมูลและการวิเคราะห์
สมบัติของเปปไทด์ใดๆจากยางพารา (Hevea brasiliensis) เลย 
 การทํานายถึงบทบาท หน้าที่และสมบัติของเปปไทด์จากซีรั่มของนํ้ายางพารา โดยใช้ HMM models ดัง
ตารางท่ี 8 และ Sequence clustering โดยวิธีการ Blast ดังตารางที่ 9  ซึ่งจะใช้การเปรียบเทียบกับ mature 
peptides หรือ Propeptides ในฐานข้อมูล โดยกําหนดค่า E-value threshold เป็น 1e-1 จากการวิเคราะห์จะ
พบว่าบทบาทหน้าที่และคุณสมบัติของเปปไทด์เหล่าน้ีจะเก่ียวข้องทั้งในส่วนที่มีฤทธ์ิต่อต้านการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรีย (แกรมบวกและลบ), เช้ือรา, ยีสต์, ไวรัส, โปรโตซัว และเซลล์มะเร็งบางชนิด อย่างไรก็ตามผลท่ีได้ดัง
แสดงในตารางที่ 8 และ 9 เป็นเพียงผลจากการทํานายโดยใช้กระบวนการทางชีวสารสนเทศเข้ามาช่วยในการ
วิเคราะห์ ดังน้ันเพ่ือพิสูจน์ให้ทราบถึงฤทธ์ิของเปปไทด์ที่ยับย้ังเช้ือจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ จะต้องทําการทดลองต่อไป 
โดยโครงการในระยะท่ี 2 น้ี ผู้วิจัยจะเลือกเฉพาะการทดสอบฤทธ์ิในการยับย้ังเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆ ทั้งแกรม
บวกและแกรมลบ 
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ตารางที่ 8: แสดงคุณสมบัติและทํานายการออกฤทธ์ิต่อจุลินทรีย์ชนิดต่างๆของเปปไทด์ที่ได้จากซีรั่มของนํ้า
ยางพาราพันธุ์ BPM24 ด้วยวิธี HMM model 
Input sequences  Peptide Families  Lowest 

HMM   
E‐value 

Antimicrobial spectrum     
[Source organism] 

     
HMM Matches to Mature Peptide     
(UniProtHevea)      
FLNLINEFVGK   Temporin, 

Ranatuerin, 
Hemolytic protein 

0.039  G+, G‐, yeast                            
[Rana catesbeiana] 

LNLINEFVGK,                                
LNLINEFVG,                                     
NLINEFVG                                                      

Hematopoietic 
antimicrobial 
peptide‐37 

0.078  G+, G‐, fungi                             
[Myxine glutinosa] 

KCKKPIICSL  Eosinophil granule 
major basic protein 

0.081  G+, G‐, fungi [Homo sapiens] 

MAKKAVLIGINYPGTKAELKGCINDVKR  Aurein, Citropin, 
Dahlein, 
Dermaseptin, 
Maculatin 

0.086  G+, G‐, cancer [Litoria aurea] 

(NCBInr) 
    

SCGRVSKSICMPCFDTA  Cryptdin, 
Androctonin 

0.057  G+, G‐, fungi                        
[Androctonus australis] 

MCNYIICLVMLRNPISALNTGEGCYIYWC  Beta‐defensin  0.038  G+, G‐  [Homo sapiens] 

MSCREGFMSPQTETKASV  Cathelicidin  0.085  G+, G‐, fungi, virus                 
[Homo sapiens] 

MSCREGLMSPKTETKPSVG  Levitide, PYLa/PGLa, 
Xenopsin 

0.081  G+, G‐, protoxoan               
[Xenopus laevis] 

MLTDLLKVFKVTTHIVPF  Dermaseptin  0.066  G+, G‐, yeast, protozoa         
[Phyllomedusa sauvagii] 

VXXXGIVLGLIPITLAGLFVTAYLQYRRGDQ
LDL 

Maximin  0.012  G+, G‐, fungi                   
[Bombina maxima] 

BPI, LBP, 
(Lipopolysaccharide‐
binding protein, 
Bactericidal 
permeability‐
increasing protein ) 

0.040  G‐ [Homo sapiens] 

GSHGKPPLPYAYKPLPS  Bactenecin  0.079  G+, G‐ [Bos taurus] 
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Input sequences  Peptide Families  Lowest 
HMM   
E‐value 

Antimicrobial spectrum     
[Source organism] 

EKGSLAAIKAFSLAKSVSTGDSKSFFVRQTS
KKIL 

Cecropin‐A, 
Hyphancin, Moricin 

0.072  G+, G‐ [Hyalophora cecropia] 

 
Brevinin‐, 
Ranatuerin, 
Palustrin, Ocellatin 

0.087  G+, G‐ [Rana esculenta] 

     

HMM Matches to Propeptide 
   

(UniProtHevea) 
    

ARAVLKDPAILLLDEAT  Pleurocidin  0.016  G+, G‐                                
[Pleuronectes americanus] 

(NCBInr) 
   

MSCREGFMSPQTETKASV  Neutrophil defensin 
3,4 

0.015  G+, G‐ (Plant)                             
[Homo sapiens] 

VXXXGIVLGLIPITLAGLFVTAYLQYRRGDQ
LDL 

Clavanin, Clavaspirin  0.066  G+, G‐ [Styela clava] 
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ตารางที่ 9: แสดงคุณสมบัติและทํานายการออกฤทธิ์ต่อจุลินชีพชนิดต่างๆของเปปไทด์ที่ได้จากซีรั่มของน้ํายางพาราพันธุ์ BPM24 ด้วยวิธี BLAST 
Input sequences  Peptide Families  Best match  Alignment 

length 
blastp 
E‐value 

% 
Identity 

Antimicrobial spectrum   
[Source organism]         

BLAST Matches to Mature Peptides 
      

(UniprotHevea) 
       

AVLKDPAILLLDEAT  Cecropin‐A, 
Hyphancin, Moricin 

CE3G_HYPCU‐1  11  0.037  45.45  G+, G‐ [Bombyx mori] 

KCKKPIICSL  Alpha‐defensin 6, 
Corticostatin 

DEF2_RABIT‐1  8  0.06  50  G+, G‐, fungi, virus                  
[Homo sapiens]  

Beta‐defensin, 
Dolabellanin 

DBB2_DOLAU‐1  7  0.054  57.14  G+, G‐, fungi                              
[Dolabella auricularia] 

(NCBI) 
       

YRDLVFLVICHIGLAKCVGL  Bactenecin‐1  BCTN1_SHEEP‐1  8  0.079  37.5  G+, G‐ [Bos taurus]  
Beta‐defensin, 
Corticostatin 

D104A_PANTR‐23‐72  9  0.08  55.56  G+, G‐, fungi, virus                
[Homo sapiens] 

SCGRVSKSICMPCFDTA  Mast cell 
degranulating 
peptide 

MCDP_MEGPE‐1  9  0.044  44.44  Inflammation                 
[Megabombus pennsylvanicus] 

 
Defensin  DEFD4_SPIOL‐1  16  0.05  43.75  G+, G‐, fungi, virus                

[Homo sapiens] 
APNFPLDLAAVEVSSTNG  Coleoptericin., 

Acaloleptin‐A1. 
COLE_ZOPAT‐1  5  0.023  100  G‐, fungi [Zophobas atratus] 

 
Rhinocerosin, 
Holotricin 

RHIC_ORYRH‐1  17  0.029  41.18  G‐ [Oryctes rhinoceros] 

HERNAHNFPLDLASIEAPTNG  Mytilin  Q9NL72_CAEEL‐1  17  0.086  35.29  G+, G‐ [Mytilus galloprovincialis] 

MSCREGLMSPKTETKPSVG  Levitide,  PYLa/PGLa, 
Xenopsin 

LEVI_XENLA‐1  7  0.041  71.43  G+, G‐, protoxoan, yeast      
[Xenopus laevis] 
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Input sequences  Peptide Families  Best match  Alignment 
length 

blastp 
E‐value 

% 
Identity 

Antimicrobial spectrum        
[Source organism] 

MLTDLLKVFKVTTHIVPF  Ponericin,  Pandinin, 
Gaegurin 

GGN5_RANRU‐42‐65  10  0.081  40  G+, G‐[Pachycondyla goeldii] 

GSHGKPPLPYAYKPLPS  Abaecin  ABAE_BOMPA‐1  13  0.083  53.85  G+, G‐, fungi [Apis mellifera]         

BLAST Matches to Propeptides 
      

(UniProtHevea) 
       

AVLKDPAILLLDEAT  Rhinocerosin, 
Rhinocerosin 

RHIC_ORYRH‐1  8  0.068  62.5  G‐ [Oryctes rhinoceros] 

ARAVLKDPAILLLDEAT  Pleurocidin  PLE1_PSEAM‐48‐68  13  0.011  38.46  G+, G‐ [Pleuronectes americanus] 
SAIRAAPEAARSLA  Tachyplesin  TAC1_TACTR‐1  8  0.091  50  G+, G‐ [Tachypleus tridentatus] 
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4.4 การทดสอบฤทธิ์ในการยับย้ังเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆ 

  คณะผู้วิจัยได้เก็บตัวอย่างนํ้ายางพาราสด Hevea brasilliensis clone BPM24 สถานท่ีเก็บ
ตัวอย่าง คือ สวนยางของเกษตรกร ต.ชําฆ้อ อ.เขาชะเมา จ.ระยอง ในเดือนธันวาคม พ.ศ. 2558 และเดือน
กุมภาพันธ์ พ.ศ. 2559 เปปไทด์ที่ได้ ซึ่งอยู่ในรูปของสารละลายที่ผ่าน MWCO 3 kDa ถูกทําให้บริสุทธิ์และเพ่ิม
ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น ใ ห้ ม า ก ขึ้ น ด้ ว ย วิ ธี  solid-phase extraction โ ด ย ใ ช้  SEP-PAK (C18 Reversed-phase 
chromatography) ขณะที่ทําการชะเปปไทด์ที่ต้องการออกจากคอลัมน์ ด้วย 50% Acetronitrile/0.1% TFA 
ผู้วิจัยได้แบ่งการเก็บตัวอย่างเปปไทด์ออกเป็น 5 ส่วนด้วยกัน ซึ่งจะเรียกแต่ละส่วนว่า E1-E5 (ดังรูป 5) หลังจาก
นั้นนําเปปไทด์ท่ีได้แต่ละส่วนมาทําแห้งให้เป็นผงด้วยเครื่อง Concentrator Plus อย่างไรก็ตามภายหลังการทํา
แห้งแล้วพบว่า ไม่สามารถทําการทดสอบฤทธิ์ส่วนของเปปไทด์ E5 ได้ เน่ืองจากปริมาณของผงเปปไทด์แห้งจาก
ส่วน E5 น้ันน้อยมาก โดยผงเปปไทด์แห้งที่ได้จากส่วน E1-E4 จะมีปริมาณน้อยลงตามลําดับ (E1>E2>E3>E4) 
แล้วจึงนําไปทดสอบฤทธ์ิยับย้ังเช้ือแบคทีเรียต่อไป อย่างไรก็ตามหากวัดความเข้มข้นของเปปไทด์จากแต่ละส่วนที่
ได้  ด้วยวิธี Bradford assay โดยใช้ BSA เป็นโปรตีนมาตราฐาน พบว่าหากต้ังต้นด้วยปริมาณผงแห้งของสาร
สกัดเปปไทด์แต่ละส่วนที่เท่ากัน แล้วนํามาละลายด้วย lysis solution ในปริมาตรที่เท่ากันจะพบว่าความเข้มข้น
ส่วนของเปปไทด์เรียงจากมากไปหาน้อย ได้ดังน้ี E4>E3>E1>E2 ซึ่งมีความเข้มข้นโดยประมาณคิดเป็น 9.5, 7.7, 
0.68, - ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ตามลําดับ 

 

 

รูปท่ี 5: สารละลายที่ได้หลังผ่าน MWCO 3 กิโลดัลตัน (ซ้าย) หลังการทําแห้งด้วย Vacuum Concentrator 
ร่วมกับ Freeze dryer แล้วจะได้ลักษณะของผงเปปไทด์ที่มีลักษณะและสีแตกต่างกัน (ขวา) 

 

  หลังจากได้นําเปปไทด์แต่ละส่วน (E1-E4) ที่แยกได้ไปทดสอบฤทธ์ิยับย้ังแบคทีเรียแต่ละชนิดดัง
ได้กล่าวมาแล้วในส่วนวิธีการทดลอง โดยในคร้ังแรกผู้วิจัยได้ทําการทดสอบฤทธ์ิเปปไทด์ที่ได้จากการเก็บตัวอย่าง
น้ํายางพาราสดเมื่อเดือนธันวาคม พ.ศ.2558 ด้วยวิธี Broth microdilution assay ซึ่งกําหนดให้ความเข้มข้นของ
เปปไทด์เป็น 2,000 1,000 500 250 125 62.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ผลการทดลองดังแสดงในตารางท่ี 10 ซึ่ง
เป็นตารางสรุปผลการทดสอบจากตัวอย่างน้ํายางพาราที่เก็บมา 2 ครั้ง (แต่ละครั้งจะทําการทดสอบ 3 ซ้ํา) โดยเป็น
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ตัวอย่างของนํ้ายางพาราสดเมื่อเดือนธันวาคม พ.ศ.2558 และ เดือนกุมภาพันธ์ พ.ศ. 2559 ภายใต้สภาวะทดสอบ
เหมือนเดิม ซึ่งจะรายงานด้วยค่า MIC range (μg/ml) 

 

ตารางที่ 10: ฤทธ์ิในการยับย้ังเช้ือแบคทีเรียชนิดต่างๆของเปปไทด์แต่ละส่วนจากซีรั่มของน้ํายางพาราพันธุ์ 
BPM24 

 

จากผลการทดสอบฤทธ์ิยับย้ังหรือต้านการเจริญต่อเช้ือแบคทีเรียทั้ง 6 ชนิด (ตารางที่ 10 และ 
ภาคผนวกดังตารางท่ี I-X) และได้ทําการทดสอบซ้ําอีกในความเข้มข้นของเปปไทด์ที่ต่างกันไป พบว่าส่วนของเปป
ไทด์ E4 มีฤทธ์ิยับย้ังการเจริญเติบโต แบคทีเรียแกรมบวก Bacillus cereus และ Enterococcus faecium และ
แบคทีเรียแกรมลบ Pseudomonas aeruginosa โดยสามารถยับย้ัง Bacillus cereus ได้มีประสิทธิภาพมาก
ที่สุด โดยที่ความเข้มข้นของเปปไทด์ที่ใช้ทดสอบ เท่ากับ 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถยับย้ังการ
เจริญเติบโตของเชื้อ  B. cereus ได้ถึง 95% -97% (MIC90) ขณะท่ี E. faecium และ P. aeruginosa มีค่า MIC70 
เท่ากับ 2,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร   นอกเหนือกจากส่วนของเปปไทด์ E4 แล้ว ยังพบว่าส่วนของเปปไทด์ E2
และ E3 ก็สามารถออกฤทธ์ิยับย้ังการเจริญเติบโตของ E. faecium (MIC80 เท่ากับ 2,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)     
และ B. Cereus (MIC70 เท่ากับ 2,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ตามลําดับ 
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5) อภิปรายผลการทดลอง 

 ในส่วนที่ไม่ใช่ยาง (non-rubber constituents) ของนํ้ายางพาราธรรมชาติซึ่งประกอบด้วยสารชีวโมเลกุล
หลายชนิด โดยส่วนที่ไม่ใช่ยางมักจะถูกท้ิงอย่างไร้ประโยชน์เป็นจํานวนมาก จึงได้มีการนําส่วนที่ไม่ใช่ยางมาใช้
ประโยชน์ในด้านต่างๆ เพ่ิมมากขึ้น เช่น การใช้เป็นเครื่องสําอาง การผลิตเป็นปุ๋ย การใช้เลี้ยงไรแดง เป็นต้น แต่
การแยกใช้งานสารชีวโมเลกุลเฉพาะกลุ่มยังไม่มีการศึกษามากนัก โดยเฉพาะโปรตีนโมเลกุลเล็กและเปปไทด์ ซึ่ง
เป็นหน่ึงในกลุ่มสารชีวโมเลกุลที่เป็นตัวผลักดันให้เกิดความเป็นระบบระเบียบทางสรีระวิทยา เช่น เปปไทด์ฮอร์โมน
ต่างๆ ปัจจุบันมีการสกัดเปปไทด์เพ่ือศึกษาและใช้ประโยชน์ในหลายแนวทาง เช่น ใช้เป็นสารต้านการเจริญของจุล
ชีพต่างๆ ทั้งแบคทีเรีย ยีสต์และเชื้อรา รวมไปถึงการใช้เป็นสารต้านมะเร็ง เป็นต้น ในรายงานการวิจัยหลายฉบับ
แสดงให้เห็นว่าส่วนต่างๆ ของพืชมีการผลิตเปปไทด์และโปรตีนที่สามารถต่อต้านการเจริญของจุลินทรีย์ได้ มีความ
เป็นไปได้ว่าหากมีการผลิตและสะสมโปรตีนเหล่าน้ีในส่วนที่ไม่ใช่ยางของน้ํายางก็น่าจะสามารถแยกโปรตีน/เปป
ไทด์ที่มีประโยชน์เหล่าน้ีออกมาใช้ประโยชน์ได้  

ในเร่ิมแรกผู้วิจัยมุ่งใช้นํ้ายางพันธ์ุ RRIM600 เป็นตัวอย่าง แต่ได้รับคําแนะนําอันมีประโยชน์ยิ่งจากคณะ
ผู้ทรงคุณวุฒิให้ปรับใช้นํ้ายางพันธุ์ BPM24 เป็นตัวอย่างเพื่อการศึกษา เน่ืองจากเป็นพันธุ์ยางท่ีมีการต้านทานโรค
ดีกว่ายางพันธ์ุ RRIM600 และนอกจากน้ันงานวิจัยเผยแพร่เก่ียวกับโปรตีนในยางพันธ์ุ BPM24 ยังมีค่อนข้างน้อย
เมื่อเทียบกับ RRIM600 โดยสรุปงานวิจัยน้ีคณะผู้วิจัยได้สร้างองค์ความรู้เก่ียวกับ การหาสภาวะที่เหมาะสมในการ
แยกซีร่ัม (ส่วนที่ไม่ใช่เน้ือยาง) ออกจากเน้ือยาง การหาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดเปปไทด์ เพ่ือทําเปปติโดมิกส์
ของซีรั่ม จากนํ้ายางพาราพันธ์ุ BPM24  การวิเคราะห์หาปริมาณเปปไทด์ท่ีได้จากการสกัดด้วยตัวทําละลายต่างๆ 
ด้วยวิ ธีการต่างๆ  เ ช่น  Bradford assay, MALDI-TOF MS (PMF Spectrums), MS/MS และทํา  database 
search ผ่าน Pepnovo, Mascot  โดยใช้ฐานข้อมูล NCBInr และ UniprotHevea8_2558 นอกจากนี้ผู้วิจัยได้ทํา
การระบุลําดับกรดอะมิโนของเปปไทด์และชนิดของเปปไทด์ (บางส่วน) ด้วยวิธีการทางชีวสารสนเทศ เพ่ือเป็น
ข้อมูลพ้ืนฐานสําหรับการประยุกต์ใช้ประโยชน์และเพ่ิมมูลค่าเปปไทด์จากส่วนที่ไม่ใช่ยางของน้ํายางพาราต่อไป 
จากผลการทดลองในขั้นต้น สามารถสรุปได้ว่า การสกัดเปปไทด์จากซีรั่มของนํ้ายางพาราพันธ์ุ BPM24 ที่ไม่ผ่าน
การเติมสารเคมีใดๆ เพ่ือการเก็บรักษาสภาพนํ้ายาง ด้วยตัวทําละลาย lysis buffer (ที่ประกอบด้วย 8 M Urea, 2 
M Thiourea, 2% CHAPS, 0.4% Triton X-100, 50 mM DTT) จะให้ปริมาณเปปไทด์มากที่สุด และเป็นวิธีที่มี
ประสิทธิภาพสูงสุดในการสกัดเปปไทด์ เพ่ือให้ได้ปริมาณเปปไทด์ที่มากเพียงพอต่อการนําไปทดสอบบทบาท 
ความสําคัญทางชีวภาพ และสมบัติการเป็น antimicrobial ของเปปไทด์ต่อไป เน่ืองจากใน lysis buffer มีตัวทํา
ละลายหลายชนิดผสมอยู่ด้วยกัน เช่น Urea และ Thiourea ที่จะช่วยในการทําลายพันธะไฮโดรเจน, CHAPS และ 
Triton X-100 ที่ช่วยในการทําลาย hydrophobic interaction, DTT ท่ีใช้ในการทําลายพันธะไดซัลไฟด์ ซึ่งพันธะ
ที่กล่าวมาข้างต้นที่เป็นพันธะที่มีความสําคัญในการเกิดเป็นโปรตีนโมเลกุลใหญ่ข้ึน ดังน้ันหากในสารละลายหรือตัว
ทําละลายชนิดใดที่มีสารเหล่าน้ีเป็นองค์ประกอบ ก็จะสามารถเพ่ิมการละลายของโปรตีนโมเลกุลใหญ่ได้ ในทาง
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ตรงกันข้ามตัวทําละลายชนิดเดี่ยวที่ใช้ในการทดลองน้ีได้แก่ 80% Methanol, 6M Formic acid, 6M Guanidine 
HCl, 80% Acetone, 8M Urea ประสิทธิภาพที่ใช้ในการสกัดยังคงด้อยกว่าการใช้ lysis buffer อยู่ค่อนข้างมาก 
แต่อย่างไรก็ตามต้นทุนของการใช้ lysis buffer ในการสกัดเปปไทด์ ก็มีราคาท่ีสูงกว่าการสกัดที่ใช้ตัวทําละลาย
ชนิดเด่ียว  

จากผลการทดลองท่ีได้เป็นไปตามสมมติฐานคือ ในต้นยางพาราธรรมชาติอาจมีการสร้างและปลดปล่อย
เปปไทด์ (native peptide) ออกมา ซึ่งปริมาณเปปไทด์ที่พบจะมีความมากน้อยแตกต่างกัน (อยู่ในช่วง 10 -100 
เปปไทด์) ทั้งน้ีข้ึนอยู่กับวิธีที่ใช้ในการสกัดและฐานข้อมูลที่ใช้ในการวิเคราะห์  ในการศึกษาเปปติโดมของน้ํายาง
เพ่ือให้ทราบถึงหน้าที่ทางสรีรวิทยาท้ังแบบที่ถูกผลิตอย่างต่อเน่ืองในช่วงอายุขัย (constitutive expression) และ
แบบที่เกิดมาเน่ืองจากผลของการกรีดต้นยางเพ่ือทําหน้าที่เฉพาะอย่าง (inducible expression)  อย่างไรก็ตาม
การศึกษาและวิจัยเกี่ยวกับยางพาราในระดับโมเลกุล โดยเฉพาะท่ีมุ่งเน้นไปในกลุ่มของเปปไทด์หรือโปรตีนโมเลกุล
ขนาดเล็ก ยังคงไม่แพร่หลาย ซึ่งในระยะแรกผู้วิจัยจะยังมุ่งเน้นผลการทดลอง เพ่ือให้ทราบถึงชนิดและลําดับของ
กรดอะมิโนของเปปไทด์ชนิดที่ถูกผลิตอย่างต่อเน่ืองในสภาวะปกติ (native peptides) โดยสามารถสรุปและสร้าง
ฐานข้อมูลเปปไทด์และเปปติโดมของส่วนที่ไม่ใช่ยางในนํ้ายางพาราพันธ์ุ BPM24 ได้ รวมทั้งทําการวิเคราะห์
บทบาทหน้าท่ี คุณสมบัติของโปรตีนและเปปไทด์จากซีรั่มของนํ้ายางพาราพันธ์ุ BPM24 ทั้งน้ีเพ่ือความสมบูรณ์ของ
ข้อมูลเชิงโปรตีน (Protein database) และจะเป็นประโยชน์ต่อนักวิจัยยางพาราในเชิงชีววิทยาศาสตร์โมเลกุล
ต่อไป หากเปรียบเทียบกับการศึกษาเปปติโดมในน้ําเลือดของมนุษย์ [38] พบว่าในการสกัดเปปไทด์ด้วยวิธีการ
ต่ า ง ๆ  เ ช่ น  Ultrafiltration, Desalting column (SEC), Acetonitrile supernatant (2:1 ACN:plasma), 
Acetonitrile supernatant (10:1 ACN:plasma), Oasis HLB 15% ACN และ Sep-Pak C8 15% ACN จะให้
ปริมาณเปปไทด์ (ions) ที่แตกต่างกัน โดยวิธีที่ให้ปริมาณเปปไทด์ที่มากที่สุด คือ Oasis HLB 15% ACN และวิธีที่
ให้เปปไทด์น้อยที่สุดคือ Acetonitrile supernatant (2:1 ACN:plasma) ซึ่งจะให้จํานวนของ ion เท่ากับ 100 ± 
6 และ 40 ± 1 ตามลําดับ โดยอาจกล่าวได้ว่าจํานวนของเปปไทด์ท้ังในเชิงปริมาณและคุณภาพ ขึ้นกับวิธีในการ
สกัดและคุณลักษณะเฉพาะของเปปไทด์ในเปปติโดมของสิ่งมีชีวิตน้ันๆ 

หลังจากการวิเคราะห์และทํานายคุณสมบัติของเปปไทด์ที่ได้ในการต้านการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ชนิด
ต่างๆด้วยกระบานการทางชีวสารสนเทศแล้ว ข้ันตอนต่อไปคือการพิสูจน์ ทราบถึงส่วนของเปปไทด์ที่มีฤทธิ์ยับยั้ง
การเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ชนิดต่างๆได้ โดยในขั้นแรกจะทําการทดสอบต่อเช้ือแบคทีเรียที่ก่อให้เกิดโรคในคน 
และมีรายงานว่าเป็นเช้ือดื้อยาท่ีมีความรุนแรงข้ึนเรื่อยๆ จํานวน 6 ชนิด อย่างไรก็ตามจะการทดสอบฤทธ์ิยับย้ังเช้ือ
แบคทีเรียชนิดต่างๆด้วย เทคนิค Broth dilution assay พบว่า เปปไทด์ที่ได้จากการสกัด โดยแบ่งออกเป็นส่วนๆ
ด้วยวิธี reversed phase chromatography (E1-E4) มีฤทธ์ิในการยับย้ังเช้ือแบคทีเรีย จํานวน 3 ชนิด คือ 
แบคทีเรียแกรมบวก จํานวน 2 ชนิด ได้แก่ Bacillus cereus (ATCC 11778) และ Enterococcus faecium 
(ATCC 51559) และ แบคทีเรียแกรมลบ จํานวน 1 ชนิด ได้แก่ Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15692) 



37 
 

โดยไม่มีฤทธ์ิยับย้ังเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ จํานวน 3 ชนิด ได้แก่ Acinetobacter baumannii (ATCC 19606),  
Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), Escherichia coli (ATCC 25922) อย่างไรก็ตามพบว่าส่วนของเปป
ไทด์ E4 สามารถออกฤทธ์ิยับย้ังเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก Bacillus cereus (ATCC 11778) ได้ โดยมีค่าความ
เข้มข้นของสาร (ส่วน E4) ที่ตํ่าที่สุดที่สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียได้ เท่ากับ 500 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร โดยพบว่าส่วนของเปปไทด์ E4 สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของเช้ือ B. cereus ได้ถึง 95% - 97% 
ที่ความเข้มข้น 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และสามารถยับย้ังการเจริญเติบโตได้มากกว่า 100% ที่ความเข้มข้น 
1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลติร ขณะที่ E. faecium และ P. aeruginosa มีค่า MIC70 เท่ากับ 2,000 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร   นอกเหนือกจากส่วนของเปปไทด์ E4 แล้ว ยังพบว่าส่วนของเปปไทด์ E2 และ E3 ก็สามารถออกฤทธิ์
ยับย้ังการเจริญเติบโตของ E. faecium (MIC80 เท่ากับ 2,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) และ B. cereus (MIC70 
เท่ากับ 2,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ตามลําดับ  

จากผลการทดลองข้างต้นพบว่าส่วนของเปปไทด์ E4 มีความเข้มข้นมากที่สุดเมื่อเทียบกับส่วนของเปปไทด์
อ่ืนๆ (E1-E3) จีงเป็นไปได้ว่าส่วนของเปปไทด์ E4 ที่สกัดด้วย lysis buffer ส่วนใหญ่จะมีคุณสมบัติเป็นเปปไทด์
ชนิดที่มีความไม่มีข้ัวสูง (strongly hydrophobic peptides) เน่ืองจากเป็นส่วนของเปปไทด์ที่ถูกชะออกมา
หลังจากส่วนของเปปไทด์อ่ืนๆ และอาจมีสมบัติความไม่ชอบนํ้าในโมเลกุลของเปปไทด์ ซึ่งสมบัติน้ีมีบทบาทสําคัญ
ต่อเปปไทด์ในกระบวนการแทรกตัวผ่านเย่ือไขมันสองช้ัน (lipid bilayer) ของเซลล์แบคทีเรียเป้าหมาย โดยส่วนที่
ไม่ชอบนํ้าของเปปไทด์จะจับกับส่วนที่ไม่ชอบนํ้าในส่วนหางของฟอสโฟไลปิดต่างๆในช้ันเซลล์เมมเบรน 

แบคทีเรีย B. cereus ก็นับว่าเป็นแบคทีเรียที่ก่อให้เกิดโรคในมนุษย์และสัตว์เลือดอุ่น เป็นเช้ือแบคทีเรียที่
มักตรวจพบในอาหารแบคทีเรียชนิดน้ีพบการปนเป้ือนในธรรมชาติทั่วไป เช่น ดิน แหล่งน้ฎา อากาศ ฝุ่นละออง และ
พืช โดยก่อให้โรคอาหารเป็นพิษ (food poisoning) ทําให้เกิดอาการ อาเจียน ปวดท้อง ถ่ายเหลว เป็นแบคทีเรียที่
ต้องการอากาศ (aerobic bacteria) เจริญได้ดีในสภาพที่มีออกซิเจน และจะสร้างสารพิษ (toxin) เมื่ออยู่ภายใต้
สภาพท่ีมีออกซิเจนน้อย มีรายงานการศึกษาการดื้อยาปฏิชีวนะของเช้ือพบว่า B. cereus ด้ือต่อยากลุ่ม β-lactam 
และ trimethoprim-sulphamethoxazole มีรายงานการศึกษาสารต้านจุลินทรีย์ธรรมชาติจากพืชสมุนไพรพบว่า 
เป็นสารที่มีประสิทธิภาพดีในการออกฤทธ์ิยับย้ังและฆ่าแบคทีเรีย มีรายงานการศึกษาจากกลุ่ม Alzoreky และ 
Nakahara [39]   พบว่า มีพืช 6 ชนิด จากพืชที่รับประทานได้ (edible plants) ทั้งหมด 26 ชนิด  ท่ีพบในประเทศ
จีน  ญี่ปุ่น  ไทย และเยเมน  ท่ีสามารถยับย้ังเชื้อ  B. cereus คือ สะเดา (Azadirachta    indica), อบเชยจีน 
(Cinnamomum    cassia), ผักกาดส้ม (Rumex nervosus), อีหรุด (Ruta graveolens), Thymus serpyllum 
และขิง (Zingiber officinale)  พบว่า พืชสมุนไพรดังกล่าวสามารถยับย้ังเช้ือ B. cereus ที่ค่าความ เข้มข้นต่ําสุด
ที่สามารถยับย้ังการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) อยู่ในช่วง 165 - 660 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นอกจากน้ี Ryu [40] 
ได้ทําการสกัดสารจากพืช 2116 ชนิด พบว่าสารสกัดจากใบ Siegesbeckia glabrescens (Siegesbeckia herb), 
ช้ัน cortex ของ Morus alba (white mulberry),ราก Dryopteris erythrosora (autumn fern), ราก Carex 
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pumila (sand sedge) มีฤทธ์ิในการยับย้ังการเจริญเติบโตของ B. cereus โดยมีค่า MIC เท่ากับ 1,000, 2,000, 
2,000, และ 8,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร อย่างไรก็ตามหากรวมสารสกัดของ D. erythrosora (1.00 mg/ml) 
และ C. pumila (1.00 mg/ml) เข้าด้วยกัน จะเป็นผลของการยับย้ังแบบเสริมฤทธิ์บางส่วน น่ันคือสามารถลด
ปริมาณสารสกัดลง 50% และ 87% โดยมีความสามารถในการยับย้ังเช้ือ B. cereus ได้เท่าเดิม 

สําหรับรายงานการศึกษาเกี่ยวกับสารชีวโมเลกุลในนํ้ายางพาราที่ออกฤทธิ์ยับย้ังการเจริญเติบโตของ
เช้ือจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ ยังคงมีไม่มากนัก ดังเช่นงานวิจัยก่อนหน้าน้ี [32] พบว่า เฉพาะส่วนบีซีร่ัม (B-serum) ของ
นํ้ายางพาราสายพันธ์ุ RRIM600 มีฤทธ์ิในการต้านการเจริญเติบโตของจุลชีพ โดยการทดลองได้นําส่วนของโปรตีน
จากบีซีรั่มที่ตกตะกอนด้วย  60-80% อะซีโตน ไปทดสอบฤทธิ์ยับย้ังต่อเช้ือแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบชนิด
ต่างๆซ่ึงเป็นแบคทีเรียก่อโรคที่อาศัยอยู่ช่องปากและระบบทางเดินหายใจของมนุษย์ จากผลการทดลองได้รายงาน
ว่า ส่วนของโปรตีนจากบีซีร่ัมที่นํามาทดสอบน้ีมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตต่อแบคทีเรียแกรมลบ 
Porphyromonas gingivalis A, Porphyromonas gingivalis W50, Porphyromonas gingivalis 381, 
Porphyromonas gingivalis ATCC33277, Prevotella intermedia 25611, Tannerella forsythia ATCC 
43037 และ Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 33384 ได้ โดยมีค่า MIC80 896 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร ยกเว้น P. aeruginosa และ แบคทีเรียแกรมบวก 2 ชนิด ( Streptococcus mutans ATCC 25175 
และ Lactobacillus fermentum ATCC 14931) ที่ไม่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตได้โดยใช้โปรตีนที่ความ
เข้มข้น 1,800 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตรจากบีซีรั่มที่ตกตะกอนด้วย  60-80% อะซีโตนได้ อย่างไรก็ตามจากการ
ทดลองน้ีจะพบว่าส่วนของเปปไทด์ E4 จะมีฤทธิ์ยับย้ังการเจริญเติบโตของ P. aeruginosa strain PAO1 
ประมาณ 77% ที่ความเข้มข้น 2,000 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร 

เปปไทด์จากซีร่ัมของนํ้ายางพาราพันธ์ุ BPM24 พบว่ามีฤทธ์ิยับย้ังการเจริญเติบโตของแบคทีเรียที่ MIC90 

ได้เพียง 1 ชนิด จากท้ังหมด 6 ชนิด ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่าเปปไทด์น้ีจะสามารถออกฤทธ์ิยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เช้ือจุลินทรีย์อ่ืนๆ เช่น เช้ือราได้ดีกว่าเช้ือแบคทีเรีย เน่ืองจากยางพาราพันธุ์ BPM24 ที่ใช้ในการทดลองน้ี เป็นสาย
พันธุ์ท่ีต้านทานต่อเช้ือราไฟทอฟทอร่าอยู่แล้ว จึงน่าจะพบเปปไทด์ชนิดต่างๆจากซีรั่มของนํ้ายางพาราพันธุ์ 
BPM24 ท่ีมีฤทธิ์ในการฆ่าหรือยับย้ังการเจริญเติบโตของเช้ือราสายพันธ์ุอ่ืนๆได้ด้วย 
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6) สรุปผลการทดลอง 

 ผู้วิจัยได้ทําการสกัดโปรตีนและเปปไทด์จากซีร่ัมของนํ้ายางพาราสด (ที่ไม่มีการเติมสารรักษาสภาพนํ้า
ยาง) สายพันธ์ุที่ต้านทานต่อเช้ือราไฟทอฟทอร่า (BPM24) ด้วย lysis solution และคัดแยกเฉพาะส่วนเปปไทด์
ด้วยวิธี ultrafiltration ผ่าน MWCO 3 กิโลดัลตัน แล้วจึงทําเปปไทด์ให้บริสุทธ์ิและเข้มข้น พร้อมทั้งแบ่งสาร
สกัดเปปไทด์ออกเป็นส่วนๆ (E1-E4) ด้วยเทคนิค solid phase extraction (SEP-PAK C18 reversed phase 
chromatography) ผลจากการนําแต่ละส่วนของเปปไทด์ไปทําการทดสอบฤทธิ์ยับย้ังการเจริญเติบโตของเช้ือ
แบคทีเรียชนิดต่างๆแล้ว พบว่าส่วนของเปปไทด์ E4 มีฤทธิ์ยับย้ังการเจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรมบวก จํานวน 
2 ชนิดได้แก่ Bacillus cereus และ Enterococcus faecium และแบคทีเรียแกรมลบ จํานวน 1 ชนิด ได้แก่ 
Pseudomonas aeruginosa โดยสามารถยับยั้ง Bacillus cereus ได้มีประสิทธิภาพมากท่ีสุด ที่ความเข้มข้นของ
เปปไทด์ที่ใช้ทดสอบ เท่ากับ 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยสามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของเช้ือ  B. cereus 
ได้ถึง 95% -97% (MIC90) ขณะที่ E. faecium และ P. aeruginosa มีค่า MIC70 เท่ากับ 2,000 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร   นอกเหนือกจากส่วนของเปปไทด์ E4 แล้ว ยังพบว่าส่วนของเปปไทด์ E2 และ E3 ก็สามารถออกฤทธ์ิ
ยับย้ังการเจริญเติบโตของ E. faecium (MIC80 เท่ากับ 2,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)     และ B. Cereus (MIC70 
เท่ากับ 2,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ตามลําดับ อย่างไรก็ตามเปปไทด์จากซีร่ัมของนํ้ายางพาราพันธ์ุ BPM24 
จะต้องนําไปทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเช้ือจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนๆต่อไปโดยอาจใช้ความเข้มข้นที่มากข้ึนร่วมด้วย เพ่ือโอกาสท่ี
จะตรวจพบเปปไทด์เป้าหมายได้มากย่ิงข้ึน 
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ภาคผนวก 

แผนการดําเนนิงานของโครงการ 

ระยะเวลา กิจกรรม กิจกรรมที่ทําจริง 

เดือนที่       
1 – 6 

1. การระบุชนิดเปปไทด์ในเปปติโดมด้วย         
LC-MS/MS 

2. ทําการวิเคราะห์เปปไทด์ที่ได้ด้วย
กระบวนการทางชีวสารสนเทศ 
(Bioinformatics analysis)  

      - Identification Post-translational 
modified peptides 

 

- ทราบชนิดและลําดับกรดอะมิโนของเปปไทด์ ที่ได้จาก
การสกัดด้วยตัวทําละลายต่างๆ 

- ทราบบทบาททางชีวภาพท่ีเป็นไปได้ของโปรตีน พร้อม
ทั้งค้นหาและวิเคราะห์คุณสมบัติของเปปไทด์ ทั้งทางตรง
และเชิงเปรียบเทียบกับสิ่งมีชีวิตอ่ืนที่ปรากฏในฐานข้อมูล
โปรตีนและเปปไทด์  

- ได้กลุ่มของฟอสโฟเปปไทด์ แต่ไม่พบกลุ่มไกลโคเปปไทด์
ชนิด N-linked oligosaccharide 

เดือนที่       
7 - 12 

1. การคัดแยกและแบ่งกลุ่มเปปไทด์สําหรับ
วิเคราะห์สมบัติทางชีวภาพ  

2. การศึกษาสมบัติ antibacterial ของเปป
ไทด์ด้วยเทคนิค Broth dilution assay 

- ได้ส่วนของเปปไทด์และมีปริมาณที่มากพอ (E1-E4) 
สําหรับการศึกษาสมบัติ antibacterial ของเปปไทด์  

- พิสูจน์ ทราบว่าส่วนของเปปไทด์ E4 สามารถออกฤทธ์ิ
ยับย้ังเช้ือ Bacillus cereus ได้ ประมาณ 95% - 97% ที่ 
MIC เท่ากับ 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
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ตารางที่ I: แสดงผลการทดสอบฤทธ์ิยับย้ังเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ Acinetobacter baumannii จากเปปไทด์แต่
ละส่วนที่สกัดจากตัวอย่างนํ้ายางพาราสดเมื่อเดือนธันวาคม พ.ศ.2558 (ตารางที่ I.I) และเดือนกุมภาพันธ์ พ.ศ.
2559 (ตารางที่ I.II) 

ตารางที่ I.I: Anti- Acinetobacter baumannii assay (Dec)
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ตารางท่ี I.II: Anti- Acinetobacter baumannii assay (Feb) 
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ตารางท่ี II: แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก Bacillus cereus จากเปปไทด์แต่ละส่วนที่
สกัดจากตัวอย่างนํ้ายางพาราสดเมื่อเดือนธันวาคม พ.ศ.2558 (ตารางที่ II.I) และเดือนกุมภาพันธ์ พ.ศ.2559 
(ตารางที่ II.II) 

ตารางที่ II.I: Anti- Bacillus cereus assay (Dec) 
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ตารางที่ II.II: Anti- Bacillus cereus assay (Feb) 
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ตารางที่ III: แสดงผลการทดสอบฤทธ์ิยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ Escherichia coli จากเปปไทด์แต่ละส่วนที่
สกัดจากตัวอย่างนํ้ายางพาราสดเมื่อเดือนธันวาคม พ.ศ.2558 (ตารางท่ี III.I) และเดือนกุมภาพันธ์ พ.ศ.2559 
(ตารางที่ III.II) 

ตารางที่ III.I: Anti- Escherichia coli assay (Dec) 
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ตารางท่ี III.II: Anti- Escherichia coli assay (Feb) 
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ตารางที่ IV: แสดงผลการทดสอบฤทธ์ิยับยั้งเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก Enterococcus faecium จากเปปไทด์แต่ละ
ส่วนที่สกัดจากตัวอย่างน้ํายางพาราสดเม่ือเดือนธันวาคม พ.ศ.2558 (ตารางที่ IV.I) และเดือนกุมภาพันธ์ พ.ศ.
2559 (ตารางที่ IV.II) 

ตารางที่ IV.I: Anti- Enterococcus faecium assay (Dec) 
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ตารางที่ IV.II: Anti- Enterococcus faecium assay (Feb) 
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ตารางที่ V: แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ยับย้ังเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ Klebsiella pneumoniae จากเปปไทด์แต่ละ
ส่วนท่ีสกัดจากตัวอย่างน้ํายางพาราสดเมื่อเดือนธันวาคม พ.ศ.2558 (ตารางที่ V.I) และเดือนกุมภาพันธ์ พ.ศ.2559 
(ตารางที่ V.II) 

ตารางที่ V.I: Anti- Klebsiella pneumoniae assay (Dec) 
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ตารางที่ V.II: Anti- Klebsiella pneumoniae assay (Feb) 
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ตารางที่ VI: แสดงผลการทดสอบฤทธ์ิยับยั้งเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ Pseudomonas  aeruginosa จากเปปไทด์
แต่ละส่วนที่สกัดจากตัวอย่างน้ํายางพาราสดเม่ือเดือนธันวาคม พ.ศ.2558 (ตารางที่ V.I) และเดือนกุมภาพันธ์ พ.ศ.
2559 (ตารางที่ VI.II) 

ตารางที่ VI.I: Anti- Pseudomonas  aeruginosa assay (Dec) 
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ตารางที่ VI.II: Anti- Pseudomonas  aeruginosa assay (Feb) 
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ตารางที่ VII : แสดงผลการทดสอบฤทธ์ิยับย้ังเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ A.  baumannii จากเปปไทด์แต่ละส่วนที่
สกัดจากตัวอย่างน้ํายางพาราสดเมื่อเดือนธันวาคม พ.ศ.2558  
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ตารางที่ VIII : แสดงผลการทดสอบฤทธ์ิยับยั้งเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก B. cereus จากเปปไทด์แต่ละส่วนท่ีสกัด
จากตัวอย่างน้ํายางพาราสดเมื่อเดือนธันวาคม พ.ศ.2558  
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ตารางที่ IX : แสดงผลการทดสอบฤทธ์ิยับย้ังเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก E. faecium จากเปปไทด์แต่ละส่วนที่สกัด
จากตัวอย่างน้ํายางพาราสดเมื่อเดือนธันวาคม พ.ศ.2558  
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ตารางที่ X : แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ยับย้ังเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ P. aeruginosa จากเปปไทด์แต่ละส่วนที่สกัด
จากตัวอย่างน้ํายางพาราสดเมื่อเดือนธันวาคม พ.ศ.2558 

 

 

  

 


