
         
 
 

 
รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ 

 

 
 

โครงการ 
การศึกษาเปปไทดทีม่ีฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรีย 

ในเลือดจระเขสายพันธุไทย (Crocodylus siamensis) 
Study of antibacterial peptide 

in crocodile (Crocodylus siamemsis) blood 
 
 
 
 
 

โดย รศ.ดร. สมปอง ธรรมศิริรักษ และคณะ 
 

กรกฎาคม 2552 
 
 
 



สัญญาเลขที่ RMU 4980014 

 
 

รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ 
 

 
 

โครงการ 
การศึกษาเปปไทดทีม่ีฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรีย 

ในเลือดจระเขสายพันธุไทย (Crocodylus siamensis) 
Study of antibacterial peptide 

in crocodile (Crocodylus siamemsis) blood 
 

 
 

 
รศ. ดร. สมปอง ธรรมศิริรักษ และคณะ 

ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลยัขอนแกน 
 
 
 

สนับสนุนโดยสํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัยและสํานักงานคณะกรรมการการอุดมศึกษา  
           (ความเห็นในรายงานน้ีเปนของผูวิจัย สกว. ไมจําเปนตองเห็นดวยเสมอไป) 



 ก

สารบัญ 
  

         หนา 
สารบัญ  ก 
สารบัญรูป ข-ช 
สารบัญตาราง ซ 
กิตติกรรมประกาศ ฌ 
บทคัดยอ  ญ-ฑ 
บทนํา  1-20 
วิธีดําเนินการวิจัย 21-28 
ผลการทดลอง 2-78 
สรุปและวิจารณผลการทดลอง 79-81 
เอกสารอางอิง 82-84 
ภาคผนวก 85-87

  



 ข

สารบัญรูป 
                          หนา 
รูปที่ 1 ลักษณะการดาํรงชีวิตในธรรมชาติของจระเข 3 
รูปที ่2 โครงสรางลําดับกรดอะมิโนที่เปนสวนประกอบของไลโซไซม 9 
รูปที่ 3 โครงสรางของเปปไทดแบบ α-helix 10 
รูปที่ 4 เปรียบเทียบโครงสรางเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียแกรมบวก (ซาย)  13 
 และแบคทีเรียแกรมลบ(ขวา) 
รูปที่ 5 เปรียบเทียบระหวางสวนประกอบของฟอสโฟไลปดของ 14 
 เยื่อหุมเซลล E. coli, S. aureus, B. subtilis, C. albicans  และ Human erythrocyte 
 ที่ประกอบดวย Cardiolipin (CL; effectively  a dimer of PG),  
 Phosphatidylglycerol (PG), Phosphatidylethanolamine (PE),   
 Phosphatidylcholine (PC), Sphingomyelin (SM) และ  Sterols (cholesterol       
 ergesterol,ST) ของ เยื่อหุมแตละชนิด 
รูปที ่6 แสดงลักษณะแบบจําลอง barrel -stave (ซาย) และแบบจําลอง Carpet (ขวา) 16 
รูปที่ 7 แสดงลักษณะแบบจําลอง barrel-stave (ซาย) 17 
 และแบบจําลอง toroidal pore (ขวา) 
รูปที่ 8 ผลการ screen หาฤทธิใ์นการทําลายเชื้อแบคทีเรียของซีรั่ม และพลาสมา 29 
 เปรียบเทียบกบัเนื้อเยื่ออ่ืนๆจากจระเข 
รูปที ่9 Elution profile ของการแยกบริสุทธิ์โปรตีน จาก Crude serum 30 
 ดวย Q sepharose fast flow anion exchange column 
 (UNO Q1 column, Bio-rad), flow rate 60 ml /hr 
รูปที่ 10 Tricine SDS-PAGE ของโปรตีนที่มาจาก Crude serum จากการแยกโดย FPLC  31 
รูปที่ 11 โครมาโตแกรมการแยกบริสุทธิ์เปปไทดของ P1 ดวยเทคนิค 31 
 High performance liquid chromatography (HPLC) โดยใช Apollo C18 5u column  
 ขนาด 250 x 4.6 mm บัฟเฟอรที่ใชคือ 0.1 %TFA และ 60%Acetonitrile  
 ใน 0.1 %TFA flow rate 60 ml/hr 
รูปที่ 12  โครมาโตแกรมการแยกบริสุทธิ์เปปไทดของ P2 ดวยเทคนิค 32 
 High performance liquid chromatography (HPLC) โดยใช Apollo C18 5u column 
 ขนาด 250 x4.6 mm บัฟเฟอรที่ใชคือ 0.1 %TFA และ 60% Acetonitrile  
 ใน 0.1 %TFA flow rate 60 ml/hr 
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  หนา 
รูปที ่13 โครมาโตแกรมการแยกบริสุทธิ์เปปไทดของพลาสมาจระเข 34 
 ดวยเทคนคิ High performance liquid chromatography (HPLC) (A) 
 และการ rechromatograme โดยใช Apollo C18 5u column ขนาด 250x4.6 mm 
 บัฟเฟอรที่ใชคือ 0.1%TFA และ 60% Acetonitrile ใน 0.1%TFA 
 flow rate 60 ml/hr (B) 
รูปที่ 14  ผลการทํา (A) hydrolyzed peptide no. 2 เปรียบเทยีบกบั (B) nonhydrolysis 35 

รูปที่ 15  การแยกบริสทุธิ์  active compound  จากพลาสมาจระ เข  (a) เปปไทด           36 
 ที่แยกโดย C18-RP-HPLC  (b) เปปไทด ทีแ่ยกโดย C18-RP-HPLC 
 โดย การ rechromatogram (c) เปปไทดทีแ่ยกไดโดย hypercarbTM column HPLC  
 โดยเครื่องหมาย * บอกถึง พีคที่มี antibacterial activity    
รูปที่ 16  mass spectrum profile ของ peak 6 ลูกศรสีแดง คือ mass  37 

 ที่จําเพาะที่เลอืกไปศึกษาตอดวย ESI-MS-MS   
รูปที่ 17  ESI-MS-MS mass profile ของ แตละ precursor mass ทีม่าจาก peak 6         38-39 
รูปที่ 18  mass spectrum profile ของ peak 10  40 
รูปที่ 19 ตัวอยางการเกิด Clear zone ของเชื้อ Candida albican      41 
 กับสารสกัดจากเม็ดเลือดขาวจระเขสาย  พันธุไทย 
รูปที่ 20  กราฟแสดงผลการยับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย  42 
 Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas aeruginosa ATCC 2785, 
 Staphylococcus epidermidis, Candida albican ของสารสกัดเม็ดเลือดขาว 
 ของจระเข ( Crude white blood cell extracted) 
รูปที ่21  กราฟแสดงผลการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย 43 
 Salmonella typhi, Salmonella typhi B,Salmonella typhi ATCC 5784,  
 Vibrio cholerae ของสารสกัดเม็ดเลือดขาวของจระเข  
 (Crude white blood cell extracted ) ดวยเทคนิค Dise diffusion assay  
รูปที่ 22  ตัวอยางการเกิด clear zone ในเชื้อ Vibrio cholerae (clinical) 44 
 ที่ทดสอบกับสารสกัดเม็ดเลือดขาวที่ ผานการใหความรอนที่อุณหภูมิตางๆ 
 เปรียบเทียบกับที่ไมไดผานความรอน 
รูปที่ 23  กราฟแสดง Inhibition zone (mm) ของสารสกัดเม็ดเลือดขาวของจระเข 44 
 (Leukocyte extracts) ที่ผาน  การใหความรอนที่อุณหภูมิตางๆ เปรียบเทียบกับ 
 ที่ไมไดผานความรอน  
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                          หนา 
รูปที่ 24 ตัวอยางการเกิด clear zone ในเชื้อ Vibrio cholerae (clinical) 45 
 ที่ทดสอบกับสารสกัดเม็ดเลือดขาวที่ ผานการยอยดวยเอนไซมโปรเนส  
 เปรียบเทียบกับที่ไมไดถูกยอย 
รูปที่ 25  Elution profile ของการแยกบริสุทธิ์โปรตีน จาก สารสกัดเม็ดเลือดขาว 46 
 ดวย Q sepharose fast flow anion exchange column  
 (UNO Q1 column,Bio-rad)  flow rate 60 ml /hr 
รูปที ่26  กราฟแสดงผลการยับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย 47 
 Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas aeruginosa ATCC 2785, 
 Staphylococcus epidermidis ของ Pooled fraction ที่แยกบริสุทธิไ์ดโดย  
 FPLC จากสารสกัดเม็ดเลือดขาวจระเข 
รูปที่ 27   กราฟแสดงผลการยับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย  47 
  Salmonella typhi, Salmonella typhi B, Salmonella typhi ATCC 5784   
 ของ Pooled fraction ที่แยกบริสุทธิ์ไดโดย FPLC จากสารสกัดเม็ดเลือดขาวจระเข  
รูปที ่28  กราฟแสดงผลการยับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย  48 
  Vibrio cholerae, Candida albican  ของ  Pooled fraction  
 ที่แยกบริสุทธิไ์ดโดย FPLC จากสารสกัดเม็ดเลือดขาวจระเข  
รูปที ่29  ผลการตรวจสอบขนาดและความบริสทุธิข์องสารละลายโปรตีน  49 
 P1 (lane2), P2 (lane3), P3 (lane4), P4 (lane5) และ 
 Crude white blood cell extracted (lane6) เปรียบเทยีบกบั  
 โปรตีนมาตรฐาน (MK: molecular weight marker protein) (lane1) 
รูปที่ 30  (A) zymogram refolding gel (15% SDS PAGE+ 0.01 g 50 

 Micrococcus lisodiektikus)  
 (B) 15% SDS PAGE ยอมดวย Coomassie brillian Blue 
รูปที่ 31  Sequence tag (MS/MS) ของแถบโปรตีนหมายเลข 1 51 
รูปที่ 32  Sequence tag (MS/MS) ของแถบโปรตีนหมายเลข 2 52 

รูปที่ 33  การแยก P1 โดยใช Superdex 30 prepสารละลาย 53 
รูปที่ 34  การตรวจสอบกิจกรรมการทําลายจุลชีพของสารละลายสวน B 54 
 โดยวิธ ีgrowth inhibitionassay A. เชื้อ S. typhi    B. เชื้อ C. albicans 
รูปที่ 35  แสดงผลการตรวจสอบขนาดของโปรตีนหรือเปปไทด  55 
 ของสารสกัดเม็ดเลือดขาวหลังแยกผาน YM-10 ดวยเทคนิค  
 Tris-tricine-SDS-PAGE  
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รูปที่ 36  แสดงตัวอยาง การทดสอบฤทธิใ์นการตอตานเชื้อ V. cholerae 56 
 ของสารละลายสวนลาง ที่ไดจาก การแยกสารสกัดเม็ดเลือดขาวผาน YM-10 

รูปที ่37  แสดงตัวอยาง การทดสอบฤทธิใ์นการตอตานเชื้อ B. subtilis  57 
 ของสารละลายสวนลาง ที่ไดจาก การแยกสารสกัดเม็ดเลือดขาวผาน YM-10  
รูปที่ 38  แสดงโครมาโตแกรมการแยกบริสุทธิ์ สารสกัดเม็ดเลือดขาว 57 
 สวนลางหลงัผาน YM-10 ดวยใชเทคนคิ RP-HPLC โดยใช Apollo C18 column  
 โดยใช 0.1% TFA และ 60% Acetonitrile ใน 0.1% TFA อัตราเร็ว 60 ml/hr 
รูปที่ 39  แสดงคา Inhibition clear zone ของเปปไทด ที่แยกบรสิุทธิ ์ 58 
 ไดจาก HPLC ตอเชื้อ B. subtilis   และ V . cholerae  
รูปที ่40  แสดงฤทธิ์ในการตานเชื้อ V. cholerae ของสารละลายสวนลาง 59 
 ที่ถูกแยกบริสทุธิ์ดวย เทคนคิ RP-HPLC  
รูปที่ 41  แสดงฤทธิ์ในการตานเชื้อ B. subtilis ของสารละลายสวนลาง 59 
 ที่ถูกแยกบริสทุธิ์ดวยเทคนคิ RP-HPLC  
รูปที่ 42  การแยกสารละลายสวน B โดยใชคอลัมนรีเวอรเฟสชนดิซี 18 60 
 สารละลายเฟสเคลื่อนที่ A: 0.1% Trifluoro acitic acid (0.1% TFA) 
 สารละลายเฟสเคลื่อนที่ B: 60% Acetonitrile ใน 0.1% TFA 
รูปที่ 43  จํานวนโคโลนแีละ % การรอดของ S. epidermidis เม่ือบมกับ  62 
 Leucrocin I และ Leucrocin II S. epidermidis บมกับ Leucrocin I 
 และ Leucrocin II โดยใชความเขมขนสุดทายเปน 5 ไมโครกรัม/มิลิลิตร,  
 ตัวควบคุมเชิงบวกใช 70% เอทานอล ตัวควบคุมเชิงลบใช 
 บัพเฟอรฟอสเฟส pH 7.4 ที่มี 5% กลูโคส 
รูปที่ 44  จํานวนโคโลนแีละ % การรอดของ S. typhi เม่ือบมกับ 63 
 Leucrocin I และ Leucrocin II , S. typhi  บมกับ Leucrocin I และ Leucrocin II  
 โดยใชความเขมขนสุดทายเปน 5 ไมโครกรัม/มิลิลิตร, ตัวควบคุมเชงิบวกใช 
 70% เอทานอล ตัวควบคุมเชิงลบใชบัพเฟอรฟอสเฟส pH 7.4 ที่มี 5% กลูโคส 
รูปที่ 45  จํานวนโคโลนแีละ % การรอดของ V. cholerae เม่ือบมกับ 64 
 Leucrocin III และ Leucrocin IV V. cholerae บมกับ Leucrocin III 
 และ Leucrocin IV โดยใชความเขมขนสดุทายเปน 19.7 ไมโครกรัม/มิลิลิตร 
 และ 12.34 ไมโครกรัม/มิลิลิตร ตามลําดับ, ตวัควบคุมเชิงบวกใช 70% เอทานอล  
 ตัวควบคุมเชงิลบใช บัพเฟอรฟอสเฟส pH 7.4 ที่มี 5% กลูโคส  
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รูปที่ 46  ความเปนพิษของ Leucrocin I และ Leucrocin II 65 
 ตอเซลลเม็ดเลือดแดงของมนุษย  ชุดควบคุมเชิงบวก: 1% Triton X-100;  
 ชุดควบคุมเชงิลบ: ฟอสเฟสบัพเฟอร 
รูปที่ 47  ความเปนพิษของ Leucrocin III และ Leucrocin IV  65 
 ตอเซลลเม็ดเลือดแดงของมนุษย  ชุดควบคุมเชิงบวก: 1% Triton X-100;  
 ชุดควบคุมเชงิลบ: บัพเฟอรฟอสเฟส 
รูปที่ 48  ผลของเซลล S. epidermidis เม่ือบมกับ Leucrocin I และ Leucrocin II  66 
 แบคทีเรียปกติที่ไมไดบมกบั Leucrocins ที่เวลา 1 ชั่วโมง (A);  
 แบคทีเรียปกติที่ไมไดบมกบั Leucrocins ที่เวลา 2 ชั่วโมง (B);  
 แบคทีเรียปกติที่บมกบั Leucrocin I (40 μg/ml) เปนเวลา 1 ชั่วโมง (C);  
 แบคทีเรียปกติที่บมกบั Leucrocin I (40 μg/ml) เปนเวลา 2 ชั่วโมง (D); 
  แบคทีเรียปกติที่บมกบัLeucrocin II (80 μg/ml) เปนเวลา 1 ชั่วโมง (E); 
  แบคทีเรียปกติที่บมกบั Leucrocin II (80 μg/ml) เปนเวลา 2 ชั่วโมง (F) 
รูปที่ 49  ผลของเซลล S. typhi เม่ือบมกับ Leucrocin I และ Leucrocin II 67 
 แบคทีเรียปกติที่ไมไดบมกบั Leucrocins ที่เวลา 1 ชั่วโมง (A);  
 แบคทีเรียปกติที่ไมไดบมกบั Leucrocins ที่เวลา 2 ชั่วโมง (B); 
 แบคทีเรียปกติที่บมกบั Leucrocin I (40 μg/ml) เปนเวลา 1 ชั่วโมง (C); 
 แบคทีเรยีปกติที่บมกบั Leucrocin I (40 μg/ml) เปนเวลา 2 ชั่วโมง (D); 
 แบคทีเรียปกติที่บมกบั Leucrocin II (80 μg/ml) เปนเวลา 1 ชั่วโมง (E);  
 แบคทีเรียปกติที่บมกบั Leucrocin II (80 μg/ml) เปนเวลา 2 ชั่วโมง (F) 
รูปที่ 50  ผลของ antibacterial agent (Crocosin) จากพลาสมาจระเข 68 
 ตอเซลลแบคทีเรีย S. aureus (a—d) และ S. typhi  (e—f); Negative control cell  
 (a, e); ทดสอบกับพลาสมา (b, f); ทดสอบกับสวน YM-3 (c, g); ทดสอบกับ  
 crocosin (d, h) ภายในเวลา 120 นาที 
รูปที่ 51  ผลของสวน YM-3 ที่แยกไดจากพลาสมาจระเขตอ S. typhi. ;  69 
 บมรวมกัน 60 นาที (a); บมรวมกัน 90 นาที (b); บมรวมกัน 120 นาที (c); 
 บมรวมกัน 180 นาที (d) 
รูปที่ 52  ผลของ antibacterial agent จากสวนของซรีัมตอ S. aureus (ซาย); 70 
 S. typhi (ขวา); แบคทีเรยี ทดสอบกับ PBS (a และ b);  
 แบคทีเรียทดสอบกับซีรัม  (c และ d); แบคทีเรียทดสอบกับ Hp18 (e และ  f);  
 แบคทีเรียทดสอบกับ Hp31 (g และ h) 
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                          หนา 
รูปที่ 53  การเกิด permeabilization เมมเบรนชั้นนอกของ S. typhi ATCC 5784 71 
 Leucrocin I 125 μg/ml, streptomycin 20 μg/ml, Leucrocin II 3.3 μg/ml  
รูปที่ 54  การเกิด permeabilization เมมเบรนชั้นนอกของ V. cholerae 71 
 Leucrocin III 82.5 μg/ml, streptomycin 20 μg/ml, Leucrocin IV 105 μg/ml  
รูปที่ 55  การเกิด permeabilization แบบจําลองเมมเบรนชั้นในของ V. cholerae 72 
รูปที่ 56  ปริมาณของ DNA/RNA ของ S. epidermidis เม่ือบมกับ Leucrocins 73 
 ตัวควบคุมเชงิบวก: 70% เอทานอล, ตัวควบคุมเชิงลบ: 10 mM บัพเฟอรฟอสเฟส 
 pH 7.4, Leucrocin I (0.99 μg/ml) Leucrocin II (92.4 μg/ml), Leucrocin III 
 (89.9 μg/ml), Leucrocin IV (87.4 μg/ml) 
รูปที ่57  LC/MS/MS ของ Leucrocin I 75 
รูปที่ 58  LC/MS/MS ของ precursor mass 806.99 (Leucrocin I) 76 
รูปที ่59  LC/MS/MS ของ Leucrocin II 77 
รูปที่ 60  LC/MS/MS ของ precursor mass 956.37 (Leucrocin II)             78                           
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สารบัญตาราง 

        หนา 
ตารางที่ 1 โปรตีนและเปปไทดตางๆทีท่ดลองทางคลินิก 2 
ตารางที่ 2  เปรียบเทียบคณุคาทางโภชนาการของเนื้อจระเขกับเนือ้สัตวชนิดตาง ๆ 7 
ตารางที่ 3  เปปไทดที่มีคณุสมบัติเปน Cationic antimicrobial peptides  11 
ตารางที่ 4  เปปไทดที่มีคณุสมบัติเปน Anionic antimicrobial peptides 12 

ตารางที่ 5  แสดง antimicrobial peptide ในกลุม α-helical และ α-sheet  15 
ตารางที่ 6  Time program ของเครื่อง FPLC แยกบริสทุธิ์ดวยเทคนคิ 23 
 DEAE Anion exchange column chromatography (UNO Q1) 
ตารางที่ 7  Time program ของเครื่อง HPLC แยกบริสทุธิ์เปปไทดดวย   24 
 Apollo C18 5u column ขนาด 250x4.6 mm column 
ตารางที่ 8  สรุปผลทดสอบความสามารถตานการเจรญิเชื้อแบคทเีรียทั้ง 7 ชนิด  32  
 ของเปปไทด ที่ไดจากการแยกบริสุทธิ์ดวยเทคนิค   High performance 
 liquid chromatography (HPLC) 
ตารางที่ 9  น้ําหนักโมเลกุล (molecular weight) ของเปปไทด p14.1, p15.9 และ p51.1 33 
ตารางที ่10  ผลการยอย crocosin และ heat treatment ของ crocosin ตอเชื้อ S. typhi. 41 
ตารางที ่11  ลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนจากสารสกัดเม็ดเลือดขาวของจระเข 50 
 ที่ตรวจสอบดวยเทคนิค Mass spectrometry 
ตารางที ่12  ผลการตรวจสอบชนิดโปรตนีโดยวิธี sequence tag (MS/MS) 51 
ตารางที ่13  แสดง Antimicrobial activity ของสารสกัดเม็ดเลือดขาวหลังผาน  56 
 YM-10 ตอเชือ้แบคทีเรียโดยวิธี Disc diffusion assay 
ตารางที ่14  แสดงผลของการทดสอบ Antimicrobial activity ของสารสกัดเม็ดเลือดขาว 58 

 หลังแยกบริสทุธิ์โดย HPLC ตอเชื้อแบคทีเรีย โดยใชวธิี Disc diffusion assay  
ตารางที่ 15 คาความเขมขนต่ําสุดของ Leucrocins ในการทําลายจุลชีพ 61 
ตารางที่ 16  คา % nmol และปริมาณ residues ของกรดอะมิโนแตละชนิด 73 
 ที่มีอยูในเสนเปปไทด Leucrocin I และ Leucrocin II 
ตารางที ่17  ลําดับกรดอะมิโนของ Leucrocin I and II โดยวิธ ี 78 
 De novo sequencing LC MS/MS 
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ในการทดลอง 
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บทคัดยอ 
 

การที่แบคทีเรียมีการดื้อตอยาปฏิชีวนะที่ใชอยูในปจจุบัน กําลังเปนปญหาดาน
สาธารณสุขมากขึ้นเรื่อยๆ เพ่ือหลีกเลี่ยงปญหาดังกลาว นักวิทยาศาสตรจึงตองหาสารทําลาย
เชื้อแบคทีเรียชนิดใหมๆ    จระเขเปนสัตวที่มักจะเกิดบาดเจ็บไดงาย แมวาจระเขจะอาศัยอยูใน
แหลงที่อุดมดวยจุลชีพกอโรค แตแผลของจระเขกลับหายไดอยางรวดเร็วและแทบไมมีการติด
เชื้อ ในการศึกษานี้ไดแยกบริสุทธิ์สารที่มีฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียจากเลือดจระเขสายพันธุไทย 
(Crocodylus siamensis) โดยแยกสารจากสวนซีรัม พลาสมา และสารสกัดเม็ดเลือดขาวของ
จระเขดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโตรกราฟฟ จากนั้นศึกษาโครงสรางหนาที่และกลไกการทําลาย
เชื้อแบคทีเรียของสารที่แยกไดโดยจะแยกกลาวที่ละสวน  

ในสวนซีรัมจระเขไดใชเทคนิคคอลัมนโครมาโตรกราฟฟชนิดแลกเปลี่ยนประจุลบ เจล
ฟวเตรชั่น และ reverse phase -HPLC แยกสารที่มีฤทธิ์ทําลายเชื้อไดจํานวนทั้งสิ้น 6 ชนิด คือ 
p14.1, p15.9, p17.9, p31.0,  p36.1 และ p51.2  ซึ่งมีความสามารถทําลายเชื้อแบคทีเรียทั้งแก
รมบวกและแกรมลบ  ผลการวิเคราะหดวยวิธี mass spectrometry พบวา p14.1, p15.9 และ 

p51.1 มีขนาดเล็กกวา 1 กิโลดาลตัน โดยสารที่แยกไดกลุมน้ีมีคา MIC ประมาณ 15.46μg/ml 

and 33.97 μg/ml จากการศึกษากลไกการทําลายเชื้อของสารที่แยกโดย SEM พบวาเมมเบร
นของแบคทีเรียนาจะ target ในการทําลายเชื้อแบคทีเรีย 

ในสวนของพลาสมาไดทําการแยกบริสุทธิ์สารทําลายเชื้อแบคทีเรีย (Crocosin) ของ
เลือดจระเข โดยวิธีการแยกดวยเมมเบรนแยกขนาด วิธี reverse phase-HPLC และคอลัมน 
HypercarbTM พบวา Crocosin สามารถทําลายเชื้อแบคทีเรีย Salmonella typhi  และ 
Staphylococcus aureus  จากการวิเคราะหโครงสรางของ Crocosin โดยการหาลําดับกรดอะมิ
โนทางดานปลายหมูอะมิโน พบวา Crocosin มีลําดับกรดอะมิโน 2 ตัวแรกเปน อะลานีน และ
ไกลซีน และจากการวิเคราะหโดยวิธี ESI-MS/MS พบลักษณะการซ้ําๆของสเปกตราของมวล
ขนาด 94 และ 136 ดาลตัล ซึ่งมวลดังกลาวไมสอดคลองกับมวลของกรดอะมิโนตัวใด และ 
Crocosin สามารถทตอความรอนและทนตอการยอยของเอนไซมโปรเนส  ผลการทดลอง
ดังกลาวชี้ใหเห็นวา Crocosin  อาจไมใชเปปไทด แตอาจเปนอนุพันธของเปปไทด  ซึ่ง
ประกอบดวยกรดอะมิโนรวมอยูกับสารประกอบที่มีมวลโมเลกุล 94 และ 136 ดาลตัล การศึกษา
ดวยกลองจุลทรรศนแบบสงกราด พบวา สารทําลายเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากสวนของซีรั่มและ
พลาสมาของจระเข ทําลายเชื้อแบคทีเรียโดยการเขาไปในสวนไซโตพลาสซึมของแบคทีเรีย 
แลวทําใหเมมเบรนของแบคทีเรียแตกหรือถูกทําลายในที่สุด  

และสําหรับในสารสกัดเม็ดเลือดขาวจระเข ในการศึกษานี้ไดแยกบริสุทธิ์เปปไทดดวย 
HPLC จากนั้นศึกษาประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อจุลินทรียจํานวน 30 ชนิดและกลไกการเขา
ทําลายเชื้อของเปปไทดที่แยกไดพรอมกับศึกษาโครงสรางของเปปไทดโดยเทคนิค LC-MS-MS 
ผลการศึกษาพบวา สารสกัดเม็ดเลือดขาวสามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียได 8 ชนิด ไดแก 
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Staphylococcus. epidermidis, Bacillus. megaterium, B. licheniformis TISTR 1010, 
Pseudomonas. aeruginosa, Ps. aeruginosa ATCC 27853, Salmonella. typhi, S. typhi 
ATCC 5784, Vibrio. cholerae และเชื้อรา 1 ชนิด ไดแก Candida. albicans จากนั้นแยก
บริสุทธิ์สารสกัดเม็ดเลือดขาวดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนประจุ พบโปรตีน 4  กลุมเปนองคประกอบ
นั่นคือ P1, P2, P3 และ P4 โดยโปรตีน P1 และ P3 สามารถยับยั้งเชื้อ S. epidermidis, S. 
typhi และ C. albicans ได จากการศึกษาโดย Zymogram refolding gel  และ Western 
immunoblotting พบวาสารสกัดเม็ดเลือดขาวและ P1 มีโปรตีนขนาด 14 kDa ที่จับกันอยาง
ออนๆกับ anti hen egg white lysozyme antibody จากนั้นทําการแยกสวนของเปปไทดดวย
คอลัมน gel filtration และนําสวนของเปปไทด มาแยกบริสุทธิ์ตอดวยคอลัมน C18 reverse 
phase HPLC ซึ่งพบเปปไทดที่เปนองคประกอบหลัก 10 เสนแตมีเฉพาะ Leucrocin I, II, III 
และ IV ที่สามารถทําลายเชื้อแบคทีเรียที่นํามาทดสอบได โดย Leucrocin I, II, III และ IV มี
คุณสมบัติในการฆา (Microbicidal activity) เซลลแบคทีเรียไดแตก็มีความแตกตางกันและมี
ความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดแดงของคน (HRBCs) แตกตางกัน เม่ือศึกษาวิธีการทําลายเซลล
แบคทีเรียดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนพบวาเปปไทด Leucrocin I และ II เขาไปทําลายเซลล
แบคทีเรียในสวนเมมเบรนชั้นใน ทําใหเซลลแบคทีเรียแตกเสียหายและ/หรือตายในที่สุด นั่น
แสดงวาเปาหมายของเปปไทดอยูที่เซลลเมมเบรนของแบคทีเรีย จึงทําการศึกษาวิธีการเขา
ทําลายเซลลเมมเบรนชั้นนอกของเชื้อ S. typhi (Leucrocin I และ II) และ V. cholerae 
(Leucrocin III และ IV) โดยการวัดคาการเรืองแสงที่เพ่ิมขึ้นของสาร N-phenylnaphtylamine 
พบวาเปปไทด ทั้งสองกลุมสามารถทําลายสวนเมมเบรนชั้นนอกของเชื้อที่นํามาทดสอบไดโดยดู
จากคา fluorescence intensity ที่เพ่ิมสูงขึ้น และไดทําการวัดการแตกของเซลลโดยการวัดความ
เขมขนของดีเอ็นเอที่ 260 nm พบวาเชื้อ Staphylococcus epidermidis ถูกทําใหแตกดวยเปป
ไทดทั้งหมดที่นํามาทดสอบ จากการศึกษาโครงสรางปฐมภูมิโดยวิธี LC-MS-MS พบวาลําดับ
กรดอะมิโนของ Leucrocin I คือ NGVQPKY และ Leucrocin II คือ NAGS_LSGWG จากการ
เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนพบวาเปปไทดทั้งสองชนิดไมเหมือนกับเปปไทดใดๆในฐานขอมูล 
จากการศึกษาทั้งสวนโครงสรางและกลไกการทําลายเชื้อแบคทีเรีย พบวางานวิจัยนี้เปนงานวิจัย
แรกที่พบวาในสารสกัดเม็ดเลือดขาวมี antimicrobial peptides ที่มีกลไกการทําลายเชื้อ
แบคทีเรีย โดยไปรบกวนการผานเขาออกของสารบริเวณเมมเบรนของแบคทีเรีย แตอยางไรก็
ตามยังตองมีการศึกษากลไกการทําลายเชื้อแบคทีเรียเพิ่มเติมเพ่ือใหเกิดประโยชนสูงสุดในการ
นําไปใชเปนยา 

 
คําสําคัญ : สัตวเลื้อยคลาน; จระเข; สารออกฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรีย; โปรตีนและเปปไทดที่มี

ฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรีย 
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Abstracts 

The rapid emergence of antibiotic-resistant bacterial pathogens is a serious 
problem and extensive efforts have been focused on the development of new classes of 
antimicrobial agents. Antimicrobial proteins and peptides are one group of antimicrobial 
agents which are phylogenetically ancient constituents of host defense and are 
expressed by immune and non-immune cells of invertebrates and vertebrates. These 
confer considerable potential for their development as novel therapeutic agents to 
overcome the resistance problem. Crocodilians live in the environment with high risk of 
bacterial infection but they normally suffer no adverse effects. They are not totally 
immune to microbial infection, but their resistance thereto is remarkably effective. In this 
study the blood of freshwater Siamese crocodile was investigated and antimicrobial 
compound has been identified. The structure and function and their killing mechanism 
was explored.   

Antibacterial agents were purified from Siamese crocodile serum by anion 
exchange, gel filtration and reversed phase HPLC. Six antibacterial agents designed as 

p14.1, p15.9, p17.9, p31.0, p36.1 and p51.2   were purified and proved to carry the activity 
against Salmonella typhi, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus 
epidermidis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa and Vibrio chorelae. The 
mass analysis of MALDI-TOF for antibacterial agent of p14.1, p15.9 and p51.1 revealed 
that they are small molecule with a molecular mass less than 1 kDa. The partially 
purified agents achieved by gel filtration exhibits the broad activity against seven 
selected bacterial strains and the geometric means of the minimal inhibitory 

concentration are 15.46 μg/ml and 33.97 μg/ml. The scanning electron microscopy 
demonstrated that these agents have targeted at the bacterial membrane and they act 
like as the antimicrobial peptide. The antibacterial agent in the serum may represent the 
first line of an immune system in a freshwater crocodile. 

An antibacterial compound from crocodile plasma was partially purified and 
functional characterised. The freshwater crocodile (Crocodylus siamensis) plasma with 
antibacterial activity were partially purified by using a centrifugal concentrator and 
reverse phase HPLC, and designated as crocosin. Crocosin exhibits antibacterial 
activity towards Salmonella typhi and Staphylococcus aureus. Crocosin is thermostable 
and resistant to pronase digestion. The structure of crocosin analysed by mass 
spectrometry contains repeating units of 94 and 136 m/z and contain Ala and Gly at it 
N-terminal. Scanning electron microscopy indicates that crocosin probably penetrates 
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progressively into cytoplasm space, perturbing and damaging bacterial membranes. 
Crocosin may provide an early defence mechanism toward bacterial infection in fresh 
water. 

In the same manner, the antimicrobial properties of leukocyte extracts of 
freshwater crocodiles (Crocodylus siamensis) were studied. Chromatography technique 
was used for the purification of the leukocyte extracts. Then, the mechanisms for 
destroying microorganism of peptides were studied using LC-MS-MS techniques. 
Results of the study indicated that the leukocyte extracts were able to destroy 8 
bacteria; Staphylococcus. epidermidis, Bacillus. megaterium, B. licheniformis TISTR 
1010, Pseudomonas. aeruginosa, Ps. aeruginosa ATCC 27853, Salmonella. typhi, S. 
typhi ATCC 5784, Vibrio. cholerae, and a kind of fungus; Candida. albicans, after testing 
with 30 species of microorganism. Further more, the leukocyte extracts were purified by 
using column chromatography. Four protein groups were obtained; P1, P2, P3 and P4. 
The study found that P1 and P3 proteins were able to inhibit S. epidermidis, S. typhi 
and C. albicans. Results from zymogram refolding gel and western immunoblotting 
indicated that the leukocyte extracts contained the proteins size of around 14 kDa that 
had weak interaction with anti hen egg white lysozyme antibody. Gel filtration was 
performed to separate the peptides, and Reverse phase high performance liquid column 
chromatography was done to purify the peptides. Results indicated that 10 peptides 
could be separated. Four peptides (Leucrocin I-IV) showed antibacterial activity against 
S. epidermidis, V. cholerae, S. typhi and C. albicans. Leucrocin I, II, III and IV exhibited 
different properties in antimicrobial activity, and different toxicity to human red blood 
cells. Electron microscopic study indicated that peptides leucrocin I and II destroyed 
inner membrane of bacterial cells, resulting in lysis or death of bacterial cells. Thus, the 
target site of peptide action is at the membrane of bacterial cells. Further, the 
permeabilization of outer membrane of S. typhi (Leucrocin I and II) and V. cholerae 
(Leucrocin III and IV) was studied by using detection of the increasing intensity of 
fluorescence of N-phenylnaphtylamine. Results showed that both peptide present the 
permeabilization of outer membrane of the bacterial cell tested, measured by the 
increasing of fluorescence intensity. Measurement of cell lyses performed by measuring 
DNA concentration at 260 nm showed that S. epidermidis could be lysed by the 
peptides tested. The study of primary structures of peptides using LC-MS-MS showed 
that amino acid sequence of Leucrocin I contain NGVQPKY; and Leucrocin II contain 
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NAGS_LSGWG. Sequence alignment analysis showed no homology to any proteins or 
polypeptides in data base. 

This is the first study to report the antimicrobial peptides in the leukocyte of 
Siamese crocodiles of both the structure and antibacterial mechanism. These peptides 
are able to destroy bacteria by perturbing the permeabilization of bacterial cell 
membrane.  However, further studies are needed to define the structure of crocosin and 
leucrocins to examine possibility as a lead compound for development of novel 
antimicrobials. 

 
keywords : reptile, crocodile, antimicrobial agent, antimicrobial protein, antimicrobial 
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บทนํา 
 
การรักษาโรคที่เกิดจากการติดเชื้อที่มาจากจุลินทรียกอโรคในมนุษย  สัตว  และพืชนั้นทําการ

รักษาดวยการใชยาปฏิชีวนะ  ซ่ึงการรักษาดวยยาปฏิชีวนะที่ไดจากการสังเคราะหทางเคมีเพื่อฆาเชื้อโรคนั้น
กําลังประสบกับปญหาการดื้อยาของจุลินทรียกอโรค ซ่ึงสันนิษฐานวาสาเหตุสําคัญที่เชื้อกอโรคในมนุษย
เกิดการดื้อยามาจากพฤติกรรมของมนุษยกลาวคือ เมื่อเกิดอาการปวยมักชื้อยามารับประทานเองโดยไมมี
ความรูเกี่ยวกับเชื้อโรคนั้นอยางแทจริง  ซ่ึงอาจทําใหใชยาไมถูกกับโรค  ขนาดไมเหมาะสม  ใชยาไมครบ 
และรับประทานไมตอเนื่อง ทําใหเช้ือกอโรคสามารถสรางภูมิคุมกันตอยาชนิดนั้น สงผลใหประสิทธิภาพ
ของยาในการยับยั้งหรือทําลายเชื้อกอโรคลดลง จนกระทั่งไมสามารถที่จะใชยาตัวเดิมในการรักษาได และ
นอกจากนี้บางรายก็เกิดอาการแพยาที่ใชในการรักษาดวย จากที่กลาวขางตนถือไดวาการดื้อยาของเชื้อกอ
โรคเปนปญหาสําคัญทางสาธารณสุขอยางหนึ่งของประเทศไทยและของทั้งโลก นอกจากนี้ในดาน
การแพทยยังมีแบคทีเรียที่มักจะแสดงอาการชาหลังจากมีการติดเชื้อแบคทีเรียพวกนี้ซ่ึงมักกอใหเกิดการติด
เชื้อหลังการผาตัด หรือภายหลังการปลูกถายเนื้อเยื่อ สงผลใหเกิดปญหาอยางมากตอการรักษาคนไข และ
ในทางการเกษตรยังมีแบคที เ รียหรือเชื้อราที่กอให เกิดโรคในพืชเชนกันดวยสาเหตุนี้จึงทําให
นักวิทยาศาสตรพยายามคนหาสารจากธรรมชาติที่มีฤทธ์ิในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อกอโรคที่ไม
กอใหเกิดการดื้อยาหรือเกิดขึ้นไดชา ไมวาจะเปนการตรวจหาสารสกัดจากพืชสมุนไพรหรือการสกัดสารที่
ไดจากสัตว หรือสารชีวภาพที่มีคุณสมบัติที่เหมือนหรือใหประสิทธิภาพในการปองกันเชื้อกอโรคเชนเดียว
หรือใกลเคียงกันกับการใชยาปฏิชีวนะเพื่อหลีกเลี่ยงหรือลดปญหาการดื้อยาที่จะเกิดตามมา 

มีงานวิจัยมากมายที่มีการศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในกลุมโปรตีนและเปปไทดจากสิ่งมีชีวิต
ตั้งแตพวกโปรคาริโอตจนกระทั่งถึงพวกยูคาริโอต พืช สัตว และมนุษย ในปจจุบันไดมีการศึกษาสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพถึงระดับของโครงสราง สวนประกอบของโมเลกุล กลไกการทําลายหรือการตานเชื้อ และ
สารบางกลุมก็ไดมีการนํามาใช ใน clinical trial ถึงเฟส3 แลวเชน Indolicidin, defensin สําหรับความเปนไป
ไดในดานเชิงพาณิชย ในปจจุบันพบวาในตางประเทศมีการศึกษาหรือนําสารโปรตีนและเปปไทดตางๆไป
ทดลองทางคลินิกเรียบรอยแลวดังตารางที่ 1  
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ตารางที่ 1 โปรตีนและเปปไทดตางๆที่ทดลองทางคลินิก  

 
ท่ีมา: Y, Gerold Gardon, Eric G. Romonoski and Alison M macdermot, 2005 Eye Current Research.  
 

แตในกลุมของสัตวเล้ือยคลาน เชน จระเข มีการศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพนอยมาก ทั้งที่
จระเขเปนสัตวที่มีความทนทานอยางมากตอการติดเชื้อโดยจะเห็นไดจากการที่จระเขสามารถอยูในสภาวะ
แวดลอมที่มีเช้ือโรคจํานวนมาก หรือเมื่อจระเขเกิดบาดแผลจากการตอสูกันเอง แผลที่เกิดขึ้นก็สามารถหาย
สนิทไดเองโดยไมมีการติดเชื้อ ทําใหไมมีปญหาของการใชยาปฏิชีวนะในการรักษาโรคติดเชื้อแบคทีเรีย
หรือเชื้อซํ้าเติมเชน เช้ือรา ซ่ึงอาจเปนไปไดวาจระเขมีการสรางโปรตีนหรือเปปไทด หรือมีระบบภูมิคุมกัน
ตามธรรมชาติชนิดพิเศษที่สามารถทําลายแบคทีเรียไดอยางรวดเร็วและมีประสิทธิ์ภาพสูง จระเขเปนสัตว
เศรษฐกิจที่สําคัญอยางหนึ่งของประเทศไทย ถึงแมวาจะยังไมไดอยูในอันดับตนๆ ของสัตวเศรษฐกิจสงออก
อยางเชน กุงกุลาดําหรือสัตวน้ําอื่นๆ แตก็สามารถสรางรายไดใหกับประเทศไทยไดไมนอย ในปจจุบัน
ประเทศไทยถือวาคอนขางประสบความสําเร็จในการเพาะเลี้ยงจระเขทั้งในเชิงปริมาณและคุณภาพ อยางไร
ก็ตาม ในตลาดอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงจระเขนั้น การสงออกผลิตภัณฑหนังจระเขมีตลาดทางยุโรปและ
อเมริกาเปนหลักแตในปจจุบันก็มีปญหาดานการแขงขันและการกีดกันทางการคาคอนขางสูง พบวาประเทศ
จีนเปนตลาดหลักการสงออกผลิตภัณฑหนังและเนื้อจระเข ซ่ึงถือไดวาเปนการแปรรูปหลักแตสวนอ่ืนที่
เกิดขึ้นในอุตสาหกรรมโดยเฉพาะในเลือดหรือสวนประกอบทั้งหมดในน้ําเลือดของจระเข ซ่ึงถือวาเปน
ผลผลิตที่มาจากการแปรรูปอีกอยางหนึ่งที่มีมากเกินพอ และยังมีการศึกษาหรือนําประโยชนไปใชนอยมาก 
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โดยพบวาแพทยแผนโบราณมีการนําซีรัมโปรตีนจากเลือดจระเขไปใชเปนยาสมุนไพรในการรักษาโรค
ตางๆได   

จระเข (Crocodile) เปนสัตวเล้ือยคลานที่มีขนาดใหญที่สุด ซ่ึงยังคงดํารงชีวิตอยูในโลกปจจุบัน 
อยูในอันดับ โครโคดีเลีย (Crocodylia) มีช่ือเรียกแตกตางกันไป ซึ่งสวนมากจะพิจารณาจากรูปรางลักษณะ 
ทั้งจากลักษณะทั้งตัว และความแตกตางของบางสวนโดยเฉพาะ เชน จากรูปรางของปาก จากเกล็ดบนหัว
และคอ ความแตกตางของฟน เปนตน ลักษณะทั่วไปของจระเขทุกประเภทคือ มีปากและหัวยาว รูจมูกและ
ตา ยกสูงอยูบนหัว คอส้ัน ลําตัวยาวกลม มีเกล็ดบนคอและหลัง เกล็ดทองเปนแผนบาน หางยาวใหญและ
แข็งแรง มีเกล็ดเปนแผนใหญตั้งสูงบนสันหาง หางแบนทางดานขาง ขาสั้นทั้งขาหนาและขาหลัง นิ้วตีนสั้น
ทั้งตีนหนาและตีนหลัง ล้ินไมสามารถแลบออกจากปากได เปนสัตวเล้ือยคลานที่ตองใชชีวิตอยูใกลน้ํา  
 

 
 

   รูปท่ี 1 ลักษณะการดํารงชวีติในธรรมชาติของจระเข  
 

จระเขน้ําจืดหรือจระเขพันธุไทย  (Freshwater or Siamese Crocodile, Crocodylus siamensis)  
ถิ่นกําเนิด  :   เวียดนาม เขมร ลาว ไทย กะลิมันตัน ชวา และมีในสุมาตรา 
ลักษณะ     : เปนจระเขขนาดปานกลาง คอนมาทางใหญ (3-4 เมตร) มีเกล็ดทายทอย 
ชีววิทยา    : จระเขถึงวยัเจริญพันธุเมื่ออายุ 10-12 ป  

- วางไขคร้ังละ 20-48 ฟอง 
- ระยะเวลาฟกไขนาน 68-85 วัน เฉล่ียราว 80 วัน 

การสืบพันธุของจระเข 
จระเขเพศเมีย อวัยวะสืบพนัธุ แบงไดเปน 2 สวนใหญๆ คือ  
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1. รังไข 
รังไขจระเขมีจาํนวน 2  อัน รูปรางรีและแบนสีขาว  เนื้อคอนขางแนนแข็ง ติดอยูใกลกับไตทั้ง 2 

ขาง โดยแขวนลอยใตกระดูกสันหลังสวนเอว เมื่ออยูในฤดูผสมพันธุ รังไขจะขยายตวัและมีถุงไขออนอยูบน
ผิวเปนจํานวนมาก  
2. ทอนําไข 

ทอนําไขของจระเข ไดแก สวนที่เห็นเปนทอแบนๆ รูปตัววาย (Y) แยกเปน 2 ปกถัดจากรังไขทั้ง
สองขาง ทอนําไขจะเปดออกสูบริเวณชองขับถายรวม ดานลางของลําตัวตรงตําแหนงโคนหางของจระเข  

 
จระเขเพศผู อวัยวะสืบพนัธุ แบงไดเปน 3 สวนใหญๆ คือ  
1. อัณฑะ 

อัณฑะของจระเขมีจํานวน 2 อัน อยูในชองทองบริเวณใกลกับไตซึ่งติดอยูดานหลัง มีหนาที่ผลิต
น้ําเชื้อ (อสุจิ)  
2. ทอนําน้ําเชือ้ 

เปนทอที่ตอจากอัณฑะมายังอวัยวะเพศในชองขับถายรวม ทําหนาที่เปนทางขนสงน้าํเชื้อจาก
อัณฑะเพื่อออกผานทางอวยัวะเพศขณะผสมพันธุ  
3. อวัยวะเพศผู 

มีลักษณะเปนแทงยาวปลายแหลมขยายออกเล็กนอย โดยมีรอยคอดกอนถึงสวนขยาย มีรองเปด
ดานบน เพื่อใหน้ําเชื้อซ่ึงผานมาจากทอนําน้ําเชื้อไหลออกขณะทาํการผสมพันธุ โดยปกติแลวอวัยวะเพศผู
จะพับซอนตวัอยางในชองขบัถายรวม และจะโผลออกมาเมื่อถึงเวลาผสมพันธุเทานัน้ 

  
สรีรวิทยาการสืบพันธุ  

จระเขน้ําจืดพนัธุไทย มีฤดผูสมพันธุราวเดือนพฤศจิกายน โดยจระเขเพศเมียจะถึงวยัเจริญพันธุที่
อายุระหวาง 7 ถึง 11 ป (เฉล่ียราว 9-10 ป) ทั้งนี้มีการเปลีย่นแปลงทางสรีรวิทยาของระบบสืบพันธุคือ รังไข
กอนถึงฤดูผสมพันธุจะมกีารสรางไขซ่ึงอยูภายในถุงไข ขึ้นเปนเมด็กลมๆ จํานวนมากบนรังไขทําใหดวูารัง
ไขเหมือนพวงองุน เร่ิมขยายตัวและมไีขเกดิขึ้นประมาณ 8-12 ฟองตอหนึ่งขาง เมือ่จระเขทําการผสมพันธุ
กันแลวไขที่ตกจากรังไขลงมาอยูในทอนําไขซ่ึง ณ จุดนี ้ เชื้อจากจระเขเพศผูที่เขามาผานทางอวัยวะเพศของ
ตัวเมียเคลื่อนเขาสูทอนําไขทั้งสองขาง ทันทีที่ไขสุกตกมาพบตัวเชื้อก็จะเกิดการปฏิสนธิขึ้น ซ่ึงไขที่ผสม
แลวเหลานีจ้ะคงอยูในทอนําไขทั้งซายขวาตลอดไปจนถงึระยะเวลาวางไข จากนั้นจะมีการพฒันาไขขาว
ออกมาหอมลอมไขและในระยะสุดทายจึงมีการพัฒนาเปลือกไขหอหุมชั้นนอกสุด ขณะเดียวกนัตัวออนของ
จระเขก็เร่ิมมกีารพัฒนาตัวโดยการแบงเซลลขึ้นมา จากการศึกษาพบวาน้ําเชื้อของจระเขเพศผูสามารถเขาไป
รอการตกไขของตัวเมียในรังไขไดนานตั้งแต 1 เดือน ถึง 1 เดือนครึ่ง แมจระเขที่ตั้งทองแลวจะเริ่มหาและทํา
การพูนดนิตลอดจนวัสดุตางๆ เปนรัง โดยจะวางไขประมาณเดือนมนีาคม และเดอืนเมษายน ทันทีที่ไข
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ออกมาจากตวัแมจระเขแลว ตัวออนภายในไขจะขยับตําแหนงมาอยูบริเวณที่สูงสุดหรือเหนือสุดของไขแดง
ไมจมอยูดานลางหรือทางต่ํา ซ่ึงจะคงอยู ณ ตําแหนงนี้ตลอดไป ขณะทีฟ่กไขนัน้จะไมมีการขยับตัวเลย  ไข
จระเขที่ออกมาใหมๆ จะมีเปลือกที่คอนขางโปรงแสง แตภายในวันเดียวจะพบวามแีถบสีขาวทึบแสงผาน
บริเวณเหนือตาํแหนงที่ตวัออนอยูแลวคอยๆ ขยายวงกวางออกเปนแนวโอบลงมา 2 ขางของไข ระยะกอน
ฟกออกเปนตวัเปลือกจะคอนขางบางลงกวาเดิม ทั้งนี้เนื่องจากมีการดึงแคลเซียมจากเปลือกไขไปใชพัฒนา
โครงสรางของจระเข ดวยสาเหตุนี้ลูกจระเขจึงสามารถเจาะเปลือกไขออกมาไดงายข้ึน และกย็ังมีอวัยวะชวย
เจาะเปลือกอกีอันหนึ่งซ่ึงเรียกวา "ฟนเจาะไข" เปนอวยัวะที่งอกออกมาจากผิวหนังบรเิวณเหนือปาก ใชเจาะ
เปลือกไขใหเปนรู จากนัน้อวัยวะนี้ก็จะหายไปในภายหลงั  
 

การกําหนดเพศของจระเข  
จระเขเปนสัตวเล้ือยคลานทีม่ีการกําหนดเพศในระยะเปนตัวออนดวยอุณหภูมิ จากการทดลอง

และวจิัยพบวา ถาอุณหภูมฟิกไขที่ 30 องศาเซลเซียส หรือต่ํากวา ลูกจระเขที่ออกมาสวนใหญจะเปนเพศเมยี 
หากอยูระหวาง 32 ถึง 33 องศาเซลเซียส สวนใหญจะเปนเพศผู แตถาประมาณ 31 องศาเซลเซียสแลว 
ปริมาณลูกจระเขที่ออกมาจะมีสัดสวนเพศผูและเพศเมยีเทาๆ กัน     

                                                                          
โรคของจระเข  

โรคในจระเขพอจะแบงออกไดเปน 2 ประเภทใหญ ๆ คือ โรคไมติดเชื้อ และโรคติดเชื้อ โรคไม
ติดเชื้อเกดิไดจากสาเหตุดังตอไปนี ้
สิ่งแวดลอมไมเหมาะสม                                                                                                                       

1.1 อุณหภูมิ จระเขจําเปนตองใชแหลงพลังงานความรอนจากภายนอก คือ แสงแดด ในการเพิม่
อุณหภูมิใหแกรางกาย เชน นอนอาบแดด ทั้งนี้อุณหภูมทิี่เหมาะสมสบายตัวกับจระเขจะอยูระหวาง 32 องศา
เซลเซียส สําหรับจระเขขนาดเล็ก และ30 องศาเซลเซียส สําหรับจระเขขนาดใหญ 

1.2 คุณภาพของน้ํา น้ําที่เหมาะสําหรับจระเขที่สุดคือ น้าํสะอาด มีปริมาณแอมโมเนยีต่ํา ส่ิงปฏิกูล 
สารพิษ หรือส่ิงปลอมปนอื่น ๆ ตองมนีอยที่สุด แหลงน้ําเสียจะเปนแหลงสะสมของเศษอาหารและสิ่ง
ขับถายซ่ึงทําใหมีแกสแอมโมเนียสูงขึ้น จะเกดิการระคายเคืองตอผิวหนังและตาจระเขเปนอยางมาก โอกาส
ติดเชื้อแบคทีเรียแทรกซอนที่มีอยูอยางมากในแหลงน้ําจงึมีสูง การจะใหน้ําสะอาดอยูเสมอควรจะตองมีการ
ถายน้ําใหบอยที่สุดเทาที่จะทาํได ทั้งนี้จําเปนตองไดรับการตรวจคณุภาพน้ําอยูเปนระยะ ๆ บางแหงเปลี่ยน
น้ําทุกวนั จึงพบวาอัตราการเจริญเติบโตของจระเขเปนไปอยางรวดเรว็ แตทั้งนี้ตองคํานึงถึงการเปลี่ยนน้ํา
ดวยวา ตองทาํอยางคอยเปนคอยไปไมเอะอะโครมครามจนเกดิความตืน่ตกใจแกจระเขและเพิ่มความเครียด
ขึ้นได 

1.3 จํานวนจระเขในบอเล้ียง จํานวนจระเขหรือประชากรจระเขที่เล้ียงในแตละบอ จําเปนตองมี
สัดสวนที่พอเหมาะกับขนาดบอเล้ียงหากจระเข แออัดเกินยอมทใีหเกดิการตอสูแกงแยงอาหารกัน อาจเกิด



 6

แผลและเกดิโรคติดเชื้อบนผิวหนังไดงาย นอกจากนี้อาจทําใหดแูลไมทั่วถึง มีอัตราการผสมติดต่ํา เพราะเกิด
การแกงแยงในการผสมพันธุและการกดขีต่ามสําดับขั้นรวมถึงการจับหรือการขนยายจะทําไดลําบากขึ้น 

1.4 สถานที่เล้ียง อาจมีแตกตางกันไป เชน บอน้ําธรรมชาติ บอดิน บอซีเมนต จนไปถึงอางไฟ
เบอรกลาส ฯลฯ แตกตางกนัไปตามฐานะทางเศรษฐกจิ วัตถุประสงคของการเลี้ยง และเทคโนโลยีของแตละ
ฟารม แตส่ิงสําคัญที่ตองคํานึงคือ 

ก. ขนาด ความตองการพื้นที่ของจระเขหนึ่งตัวคือ ขนาดของจระเข คณู 3 เทา ของความยาวของ
จระเข มีอัตราสวนพื้นที่บกเทากับพื้นน้ํา หรืออยางนอย 2 ใน 3 ของพื้นที่น้ํา สวนความลึกของน้ําอยางต่ํา 60 
เซนติเมตร 

ข. พื้นผิว เนื่องจากจระเขเปนสัตวที่คลานบนดินและใตน้ํา โอกาสสัมผัสกับพื้นผิวจึงมีเกือบ
ตลอดเวลา ฉะนั้นความเรียบหรือหยาบของพื้นผิวจึงมคีวามสําคัญ เพราะสามารถทําใหหนังทองจระเขเกดิ
รอยขีดขวนจนถึงบาดเจ็บ และมีการตดิเชื้อเกิดขึน้ได ราคาหนังจระเขจะตกลงการมีตําหนดิงักลาวเกดิขึ้น 
พื้นผิวซีเมนตขัดเรียบจึงเหมาะกวาพื้นผิวอยางอื่น 

ค. รมเงา แมจระเขชอบใชแสงแดดเปนแหลงพลังงานความรอนแกรางกาย แตถาความรอนสูง
เกินไป จระเขก็ตองการที่หลบแดด โดยอาศัยรมเงาซึ่งอาจเปนตนไม, หลังคา หรือวสัดุกรองแสงตาง ๆ อีก
ทั้งยังเปนเงาใหเกิดความเยน็บนพื้นผิวทีจ่ระเขนอนดวย 
อาหารไมเหมาะสม 

อาหารที่ใหควรจะมีความสมดุลในทุก ๆ อยางทั้งปริมาณและคุณภาพ หากสองสิ่งนีม้ีมากหรือ
นอยเกนิไปจะขาดความสมดลุในสารอาหารและองคประกอบตาง ๆ ทําใหเกิดปญหาและโรคตางๆ  
อาการแคระแกรน  

เกิดไดกับลูกจระเขอายุ 6 - 8 อาทิตย ลูกจระเขจะมีอาการเจริญเติบโตเมื่อดูจากน้ําหนักและความ
ยาวลําตวัต่ํากวาลูกจระเขตัวอ่ืน ๆ ที่เล้ียงในรุนเดยีวกัน ลูกจระเขจะไมกินอาหารเซือ่งซึม ผอมลง มีบางตัวที่
ยังกินอาหารตามปกติ แตขนาดคงเดิม สาเหตุของการแคระแกรนยังไมเปนที่แจงชดั แตอาจพอสันนิษฐาน
ไดวา เปนผลสืบเนื่องมาจากพันธุกรรม ความผิดปกตแิตกําเนิด สภาพแวดลอม อาหาร และเชื้อโรค ซ่ึงมักมี
ความเกีย่วโยงซึ่งกันและกัน การปองกันโรคนี้ยังไมประสบผลสําเร็จนกั เทาที่พอชวยลูกจระเขไดโดยการ
ปอนอาหารสําเร็จรูปผานทอลงไปยังกระเพาะอาหาร สวนผสมของอาหารไดแก ปลาบดละเอียดทั้งตัว 250 
กรัม ผสมน้ําสะอาด 250 มิลลิลิตร และเตมิวิตามินรวมชนิดเขมขน 1 มิลลิลิตร ปอนอาหารเหลวนี้ดวยขนาด 
250 มิลลิลิตร ตอน้ําหนกัตัวจระเข 1 กิโลกรัม อาทิตยละ 2 วัน พรอมทั้งฉีดยาวติามนิอีและซิลีเนียมใหเดือน
ละครั้ง 
ความพิการแตกําเนิด 

ลักษณะความพิการที่เปนมาแตกําเนิด เชน ปากแหวง เพดานโหว หลังคด หางดวน ไขแดงไมเขา
ทอง ผนังหนาทองไมปด ไมมีลูกตา ฯลฯ เหลานี้มักเกิดจากการจัดการไมดี มี 3 กรณี คือ 
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ก. พันธุกรรม หมายถึงการผสมพันธุในสายเลือดชิด เชน พอผสมลูก ลูกผสมแม ฯลฯ ไมมีการ
จัดการเรื่องสายพันธุที่แนชัด เนื่องจากปลอยเล้ียงบอรวมกันจํานวนมากทําใหไมสามารถควบคุมการผสม
พันธุได จึงเกดิปญหาตามมา 

ข.   การจัดการฟกไขที่ไมเหมาะสม ไมถูกวิธี ความชื้นไมพอหรือความรอนสูงเกินไป มีผลทําให
ไขแดงไมเขาทองเกิดความพิการตางๆนานาไดเสมอ 

ค. สารพิษบางชนิดตกคางมากับอาหารที่ใชเล้ียงพอแมพนัธุจระเข และถายทอดมาถึงลูกทําใหเกิด
ความผิดปกตกิารพัฒนาการของตัวออน เชน พิษของโลหะหนกัตางๆ พวก ปรอท สังกะสี และตะกั่ว ซ่ึง
บางครั้งก็ปนเปอนมากับน้ําที่ใชเล้ียงจระเขไดเชนกนั 
การบาดเจ็บกระทบกระเทือน  

จระเขเปนสัตวที่มีความตองการดินแดนหรืออาณาเขตเปนของตัวเอง โดยจะมกีารปกปองหวง
แหนมากนอยข้ึนอยูกับพนัธุ ฉะนั้นปญหาการกัดกนั แกงแยงกนัจึงมกัเกิดขึ้นและรุนแรงถึงตายเสมอ ยิ่งถา
เล้ียงกันในที่คบัแคบและมีประชากรหนาแนนมากเกินไป ทางแกไข จะตองใหมสัีดสวนจํานวนจระเขตอ
พื้นที่ ลักษณะบอ การตกแตง แบงสันปนสวนในบอเล้ียง ฯลฯ 

                                                     
การใชประโยชนจากจระเข 

1. หนัง ราคาซื้อขายหนังจระเขจะแตกตางกันออกไปตามชนิดของหนัง โดยหนังแผนทองจะแพง
กวาหนังแผนหลัง เพราะหนังแผนทองนํามาใชสะดวกกวาเนื่องจากหนังแผนหลังตองถากใหไดความหนา
ตามกําหนดเสียกอน ซ่ึงก็นับวายากอยูพอสมควร และหนังสวนนี้มีสีสันสวยงามสูสวนทองไมได อยางไรก็
ตาม ความแตกตางเรื่องสีสันของหนังจระเขก็ไมไดเปนการแสดงวาเปนหนังที่ดอยคุณภาพแตประการใด 

2.  เนื้อ สามารถขายไดในรูปเนื้อสดและเนื้อแหง ซ่ึงเปนที่นิยมของชาวเอเซีย โดยเฉพาะอยางยิ่ง
ชาวจีน เนื่องจากถือวามีคุณสมบัติในการเปนยารักษาโรคได ตลาดในไทยนั้นนิยมเนื้อสดเพื่อใชปรุงอาหาร 
เชน ผัด ตุน ทอด เนื่องจากรสชาติดีมาก คลายกับหมูปนไก อีกทั้งยังมีไขมันต่ําอีกดวย ชาวจีนใชเนื้อจระเข
เปนสวนประกอบเขากับตัวยาสมุนไพรเพื่อใชรักษาโรคหอบหืด ดังนั้นมูลคาเนื้อแดงจึงเกือบจะเทาหนัง 
ปจจุบันมีการทําเปนเนื้อกระปองในรูปเนื้อจระเขตุน และเนื้อจระเขรสตาง ๆ อีกดวย    

    
ตารางที่ 2  เปรียบเทียบคณุคาทางโภชนาการของเนื้อจระเขกับเนื้อสัตวชนิดตาง ๆ 

 

 โปรตีน (%) ไขมัน (%) พลังงาน (แคลอรี) 
เนื้อจระเข 21.1 1.9 102 
เนื้อววั 19.3 16.0 221 
เนื้อหม ู 20.8 18.5 250 
เนื้อไก 20.2 10.2 173 
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3. กระดูกและฟน ใชเปนสวนผสมของยากวาดคอเด็กออนและยังทําเปนเครื่องประดับไดอีกดวย 
4. อุงมืออุงเทาของจระเข เมื่อถลกหนงัออกแลวนํามาทําเปนพวงกญุแจไดอยางสวยงาม หรือ

นํามาทําเปนทีเ่กาหลังก็ได 
5. ไขมัน ในตางประเทศมกีารนําไขมันจระเขไปใชในหลายรูปแบบ เชน จนีและสิงคโปร นิยม

นําไปใชเปนน้าํมันทาถูนวดสําหรับรอยฟกช้ํา น้ํารอนลวก ไฟลวก ใชทํายารักษาโรคผิวหนังและแผลสด ที่
ออสเตรเลียนําไขมันจระเขเขาไปใชเปนสวนผสมหลักของน้ํามันและครมีบํารุงผิวกันแดด ฯลฯ ซ่ึงเปนที่
นิยมมาก   

6.  เคร่ืองใน เดิมทีเครื่องในจระเขมันถูกทอดทิ้ง โดยใชเปนอาหารแกจระเขหมุนเวยีนกลับลงไป
อีก แตปจจุบนัสามารถนํามาขายไดทั้งชดุ (หวัใจ ปอด ตับ มาม ไต ด ีลําไส ฯลฯ) เนื่องจากมีผูนําไปใชเปน
ยาแผนโบราณและยาจีนตลอดจนกระดกูและเลือดก็เชนเดียวกัน 

 7.  ลูกจระเขตัวเล็ก ๆ ท่ีตาย ก็ยังสามารถนํามาสตาฟขายเปนเครื่องประดับบานที่มรีาคาสูงและ
เปนที่นิยมมาก โดยสรุปจะเหน็วารางกายจระเขทกุสวนสามารถนําไปใชใหเกิดประโยชนในเชิงพาณิชยได
ทั้งส้ิน ดวยมลูคาที่นาพอใจแกการลงทุน ดังนั้นธุรกจิการเลี้ยงจระเขเพื่อเปนสัตวเศรษฐกิจ จึงมีการตื่นตวั
และขยายวงกวางขวางขึ้นกวาแตเดิมมาก อนาคตของธุรกิจนี้จึงมีลูทางที่สดใสนาลงทุนชนิดหนึ่ง 

 
การศึกษาเกี่ยวกับ  Antimicrobial  protein หรือ peptides Antimicrobial proteins 

โปรตีนที่มีความสามารถในการทําลายหรือยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย หรือ 
Antimicrobial protein นั้นเปนกลุมโปรตีนของไลโซไซม (lysozyme or muramidase; EC3.2.1.17) ซ่ึงเปน
เอนไซมที่ถูกคนพบโดยบังเอิญโดย  Alexander fleming ในป  ค.ศ.1922  โดยที่  Lysozyme มาจากคําวา 
“lyso” หมายถึงมีสมบัติเปนเอนไซม  ซ่ึงเขาสังเกตวาเมื่อหยดน้ํามูก (Nasal mucus) ลงไปในสารละลาย
แบคทีเรีย  พบวาความขุนของสารละลายลดลงอยางรวดเร็ว  จึงไดตั้งขอสันนิษฐานวาอาจมีสารที่มี
ความสามารถในการทําลายเชื้อแบคทีเรียไดและจากการทําบริสุทธ์ิ Fleming ก็ทราบวามีเอนไซมซ่ึงมี
คุณสมบัติในการทําลายเซลลแบคทีเรียแตก (lysis) จึงไดตั้งชื่อตามสมบัติของเอนไซมคือ “Lysozyme” 
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รูปท่ี 2 โครงสรางลําดับกรดอะมิโนที่เปนสวนประกอบของไลโซไซม 
 

ไลโซไซมเปนเอนไซมที่มีการศึกษาอยางกวางขวางทั้งทางโครงสราง กลไกการทํางาน สมบัติ
ทางเคมี หรืออ่ืนๆ ซ่ึงปจจุบันสามารถจําแนกไลโซไซมออกเปน 3 type ดวยกัน ตามจํานวนและ
องคประกอบ คือ  

1. Chicken type lysozyme (C-type) ประกอบดวยกรดอะมิโนจํานวน 129 – 130 โมเลกุล พบ
มากไขขาวของไขไก ซ่ึงมีลักษณะเปนสายเดีย่ว (Single chain) มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 14 kDa ขนาด
โมเลกุล 45x30x30xAo ประกอบดวยโดเมน(Domain) สองโดเมนที่เปน α-helic และตามดวย  β-sheet และ
ในโมเลกุลประกอบดวย 4 Disulfide bond ระหวาง Cystein ตําแหนงที่ 64 และ 80, 76 และ 94, 6 และ 127, 
30 และ 15  

2. Goose type lysozyme (G-type) ประกอบดวยกรดอะมิโนจํานวน 185 โมเลกุล มีน้ําหนกั
โมเลกุลประมาณ 21 kDaและประกอบดวย 2 Disulfide bond  

3. Phage type lysozyme (T4-type) ประกอบดวยกรดอะมิโนจํานวน 165 โมเลกุล มีน้ําหนัก
โมเลกุลประมาณ 18 kDa  

 
Antimicrobial peptides 

เปปไทดที่มีความสามารถทําลายหรือยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียหรือ Antimicrobial 
peptides นั้นเริ่มมีการศึกษาตั้งแตในศตวรรษที่19 โดย Ehrlich, Metchanikov และPetterson  ซ่ึงเปน
การศึกษาดวยเทคนิคงายๆ โดยในป 1879 Ehrlich ไดทําการศึกษา Cytoplasmic granules ของเซลลเม็ดเลือด
ขาวโดยเทคนิคการยอมสีโปรตีนที่เปนองคประกอบภายในเซลลพบวามีโปรตีนที่เปนเบสและเปนกรดอยู
จํานวนมาก ในป 1883 Metchanikov ไดทําการศึกษาและพบวามีการทําลายเชื้อแบคทีเรียของเซลลฟาโก
ไซตในป 1895 Kanthack และ Hardy พบการทําลายเชื้อแบคทีเรียและสิ่งแปลกปลอมที่เรียกวา Phagocytosis 
และในปตอๆมา Petterson ไดทําการศึกษาและพบวาสารสกัดจากหนองของคนมีความสามารถในการ
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ทําลายเชื้อแบคทีเรียซ่ึงพบวาเปนการทํางานของโปรตีนที่มีคุณสมบัติเปนเบสโดยการทําการศึกษา
เปรียบเทียบกับ Protamines ในสเปริ์มของ ปลาแซลมอลซึ่งในระยะเริ่มแรกของการศึกษา Antibacterial 
proteins หรือ peptides นั้นไดมีสมมติฐานวา ในสิ่งมีชีวิตจะมีระบบปองกันการติดเชื้อแบคทีเรียหรือส่ิง
แปลกปลอม ซ่ึงเปนการทํางานของโปรตีนหรือเปปไทดที่มีความเปนบวกจากกรานูลของเม็ดเลือดขาว ในป 
1956 Sharnes และ Watson พบวาสารสกัดจากเซลลเม็ดเลือดขาวของกระตายมีเปปไทดที่สามารถทําลาย
หรือยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก เปปไทดที่พบนี้ มีองคประกอบของกรดอะมิโนที่
คลายกับ       ฮีสโตนซึ่งจะมีคุณสมบัติเปนบวกและสอดคลองกับการศึกษาที่ผานมา  

Defensine เปนเปปไทดที่พบวามีการทําลายหรือยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียตัวแรกที่
ทราบคุณสมบัติตางๆ โดยพบวาประกอบดวยอารจีนีน 25% และซีสเทอีน 3.5 % สามารถทําลายแบคทีเรีย
แกรมลบคือ E.coli  ซ่ึงการทํางานของ Defensine จะเปนการเขาไปทําลายเซลลแบคทีเรียใหสูญเสียสมดุล
การเขาออกของเยื่อหุมเซลลและเกิดการตายในที่สุด ปจจุบันพบวามีรายงานการศึกษา Antimicrobial 
peptides เปนจํานวนมากโดยมีการคนพบ Antimicrobial peptides ในกลุมของสิ่งมีชีวิตหลายชนิด เชน ใน
พืช แมลงและสัตวมีกระดูกสันหลังหลายชนิด ซ่ึงสามารถจําแนก Antimicrobial peptides ไดหลายชนิดและ
แตละชนิด ก็สามารถแบงยอยออกไปไดอีก Jacopo Vizioli, 2002 แบง Antimicrobial peptides ออกเปน 2 
ประเภทคือ Cation antimicrobial peptides และ Non- cationic antimicrobial peptides 
1. Cationic antimicrobial peptides  

เปนเปปไทดกลุมใหญที่สุดพบไดทั้งในพืชและสัตวจากการคนพบและศึกษาลักษณะโครงสรางมี
มากกวา 400 ชนิด และประมาณครึ่งหนึ่งในจํานวนนี้พบในพวกแมลงซึ่งสามารถจําแนกยอยออกเปน 3 
ประเภท ได 

1.1 เปปไทดที่มีโครงสรางเปนแบบ แอลฟา- เฮลิค (α-helix structure) ดังรูปที่ 3 
 

 
 

   รูปท่ี 3  โครงสรางของเปปไทดแบบ α-helix 
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1.2 เปปไทดปลายเปดที่ประกอบดวยซีสเทอีนและพันธะไดซัลไฟด1 พันธะหรือมากกวา 
(Cysteine-rich open- ended peptides contain single or several disulfide bridges) 

1.3 เปปไทดที่โมเลกุลมีหมูอะมโินที่จําเพาะ เชน โพรลีน ไกลซีน และฮีสทิดีน(Molecular rich in 
spech in specific amino acid such as Proline, Glysine, Histidine) ซ่ึงตัวอยางแสดงดังตารางที่ 3 

 
ตารางที่ 3 เปปไทดที่มีคุณสมบัติเปน Cationic antimicrobial peptides  
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2. Non - Cationic antimicrobial peptides  
Anionic antimicrobial peptides เปนเปปไทดกลุมใหม ที่สวนใหญศึกษาและคนพบใน 

Mammalian epithelia ซ่ึงอาจแยกออกไดเปนกลุมตางๆ ไดแก พวก Phosphorylate compounds (Peptide B 
และ Enkelytin), พวก Neuropeptide precursors (Enkephalin A) ซ่ึงสามารถพบไดในมนุษยและสัตวเทากีบ
เชน วัว ควาย แกะ เปนตน สามารถออกฤทธิ์ตานแบคทีเรียในกลุม gram positive ตัวอยางเปปไทดในกลุมนี้
แสดงไดดัง ตารางที่ 4 

 

ตารางที่ 4  เปปไทดที่มีคุณสมบัติเปน Anionic antimicrobial peptides 
 

 
 
   

ประสิทธิภาพการทําลายหรือตานการเจริญเติบโตเชื้อแบคทีเรียของ Antimicrobial peptides ได
อยางจําเพาะนั้น สามารถพิจารณาไดจากสวนที่สําคัญ 2 สวนไดแก โครงสราง องคประกอบพื้นฐานเยื่อหุม
เซลลแบคทีเรีย โครงสรางและสมบัติพื้นฐานของ Antimicrobial peptides   

 
โครงสรางของเยื่อหุมเซลลแบคทีเรีย 

โครงสรางเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบมีสวนประกอบที่ใกลเคียง
กันนั่นคือ ช้ัน Phospholipid bilayer ที่ประกอบไปดวยฟอสโฟไลปดหลายชนิด ไดแก Phosphatidylglycerol 
(PG), Cardiolipin (CL; effectively a dimer of PG),  Phosphatidylserine (PS), Phosphatidylcholine (PC) , 
Phosphatidylethanolamine (PE)  เปนตน  มีโปรตีน lipoprotein  lipopolysaccharides แทรกอยูหรือเกาะอยูที่
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ผิวนอก และชั้นของเพปทิโดไกลแคน (Peptidoglycans ) อาจจะมี Teichoic acid ที่มีความเปนลบคอนขางสงู
เปนตัวเชื่อม Peptidoglycans monomer อยูในรูปของ Ribitol  Teichoic acid และ Glycerol Teichoic acid  
ขอแตกตางระหวางแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบโดยทั่วไป คือแบคทีเรียแกรมบวกจะมีช้ันของ เพปทิ
โดไกลแคน (Peptidoglycans ) ที่หนากวาอยูที่เยื่อหุมชั้นนอก เยื่อหุมดานในเปนชั้นของ Phospholipid 
bilayer สวนในแกรมลบจะประกอบดวยเยื่อหุมทั้งดานนอกและดานในประกอบดวย Phospholipid bilayer 
ที่มี Lipopolysaccharides เปนองคประกอบสําคัญ ดังรูปที่ 4 

 

 
รูปท่ี 4  เปรียบเทียบโครงสรางเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียแกรมบวก (ซาย) และ

แบคทีเรียแกรมลบ(ขวา) 
 

 

สวนท่ีทําให Antimicrobial peptides มีประสิทธิภาพการตานหรือทําลายที่ความจําเพาะ  (Specificity and 
Selective toxicity)  ตอแบคทีเรีย ไดแก 

1. สวนประกอบของสวนฟอสโฟไลปด (Phospholipid) จากการศึกษาที่ผานมา พบวา 
สวนประกอบของฟอสโฟไลปดของเยื่อหุมเซลล   E. coli, S. aureus,B. subtilis,C. albicans  และ Human 
erythrocyte เปรียบเทียบระหวาง Cardiolipin (CL; effectively a dimer of PG), Phosphatidylglycerol (PG), 
Phosphatidylethanolamine (PE), Phosphatidylcholine (PC), Sphingomyelin (SM) และ  Sterols (cholesterol 
or ergesterol,ST)  ทั้งในเยื่อหุมชั้นนอกและเยื่อหุมชั้นใน  แบคทีเรียหรือพวกโพรคาริโอตจะมีสวนประกอบ
ของเยื่อหุมเซลลช้ันในที่เปน Cardiolipin (CL)  Phosphatidylglycerol (PG) และPhosphatidylcholine(PC)   
แสดงประจุเปนลบ (Negative charge) ซ่ึงจะสงผลใหเยื่อหุมเซลลมีประจุเปนลบดวยเชนกัน  มากกวาในเยื่อ
หุมเซลลพวกยูคาริโอต เชน C.albicans และ เซลล Erythrocyte ของมนุษยอยางมีนัยสําคัญ และพบสวนที่
เปน  Phosphatidylcholine (PC)  Phosphatidylethanolamine (PE)  และ Sphingomyelin (SM)  แสดงประจุ
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สุทธิเปนกลาง (Neutral charge) นอยกวาโพคาริโอต ดังรูปที่ 5 เหตุผลดังกลาวทําใหเยื่อหุมเซลลของพวก
เชื้อแบคทีเรียกอโรคมีความ จําเพาะตอ  Antimicrobial peptides 

2. สวนประกอบที่เปน Lipopolysaccharides (LPS) ซ่ึงมีมากในชั้น Lipid bilayer ของเชื้อ
แบคทีเรียแกรมลบ เชน E.coli  สวนประกอบที่เปนหมูฟอสเฟตจะชวยใหเกิดแรงยึดเหนี่ยวระหวาง เปป
ไทดกับเยื่อหุมเซลลในระยะเริ่มตน (Initial peptide Interactions)  

3. เพปทิโดไกลแคน (Peptidoglycans) ซ่ึงมีสวนประกอบที่เปน Teichoic acid เปนตัวเชื่อม
ระหวาง Peptidoglycans monomer มีความเปนลบคอนขางสูงมากชวยสรางแรงยึดเหนี่ยวระหวางเปปไทด
ตอเยื่อหุมเซลลของพวกแบคทีเรียแกรมบวก 

4.  คุณสมบัติจําเพาะอื่นๆ ของเยื่อหุมเซลล ซึ่งทําให Antimicrobial peptides มีความจําเพาะ
ตอเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียเ ชน ลักษณะสมมาตรระหวางผนังดานในและผนังดานนอกของสวนประกอบ
ตางๆ  ลิแกน (ligand) ที่จําเพาะ หรือคา Transmembrane potential ( )  ซ่ึงปกติเยื่อหุมเซลลของสัตวเล้ียง
ลูกดวยน้ํานม (Mammalian) มีคาระหวาง 90  ถึง 110 mV  สวนในพวกแบคทีเรียมีคาระหวาง 130  ถึง  

150 mV  

 
รูปท่ี 5   เปรียบเทียบระหวางสวนประกอบของฟอสโฟไลปดของเยื่อหุมเซลล E. coli, S. aureus,     

B. subtilis, C. albicans  และ Human erythrocyte ที่ประกอบดวย Cardiolipin (CL; effectively a 
dimer of PG), Phosphatidylglycerol (PG), Phosphatidylethanolamine (PE), 
Phosphatidylcholine (PC), Sphingomyelin (SM) และ Sterols (cholesterol or ergesterol,ST)  
ของ เยื่อหุมแตละชนิด 

 

การศึกษา antimicrobial peptide ในอดีตเริม่มีการศึกษาในสัตวกลุมแมลง และในชวง 10 ป ที่ผาน
มามีการศึกษา antimicrobial peptide เพิ่มมากขึ้นเรื่อยๆ โดยมีการศกึษาในสัตวช้ันสูง เชน ในสุกร หรือ
แมแตในมนษุย ปจจุบันมกีารจัดแบงantimicrobial peptide ออกไดเปนประเภทตางๆ เชน amphipathic and 
hydrophobic α-helices, α-Sheet peptides and small proteins, peptides with irregular amino acid 



 15

composition, peptides with thio-ether rings, peptaibols และ microcyclic cystine knot pepides ตัวอยางของ 
antimicrobial peptide บางกลุมที่กลาวมาแสดงในตารางที่ 5 

 
ตารางที่  5 แสดง antimicrobial peptide ในกลุม α-helical และ α-sheet (จาก Katsumi M, 1999) 
       

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

นอกจากนี้มีการแบงกลุมเฉพาะของ antimicrobial peptide ลงไปอีก 2 กลุมคือ  
 
 

 
Antimicrobial peptide ที่กลาวถึงทั้งหมดนี้ทําหนาที่ฆาเซลลแบคทีเรียโดยอาจจะใชกลไกการเขา

ทําลายเซลลที่และมีการใชเวลาที่แตกตางกัน ซ่ึงอาจเปนไปไดวา มีขั้นตอนกลไกดังนี้  
1. Attraction  การเขาจับของ antimicrobial peptide กับเซลลแบคทีเรีย ซ่ึงพบวานาจะเกิดจากแรง 

electrostatic ระหวางประจุของเปปไทดกับเซลลของแบคทีเรีย ซ่ึงพบวา antimicrobial peptide 
ที่เปนประจุบวก จะเขาจับกับผิวดานนอกของแบคทีเรียที่มีประจุลบ (LPS ของ Gram-negative) 
และ teichoic acid  ที่อยูบนผนังเซลลของแบคทีเรีย 

2. ขั้น Attachment  เปนขั้นตอนที่สําคัญของ antimicrobial peptide ที่จะผานเขาไปหาเซลลเมม
เบรน ซ่ึงจากการศึกษาพบวา นาจะเกีย่วกับการ concentration ของ เปปไทด  โครงสราง 2 มิติ 
ที่จะถูกฝงลงไปใน lipid head group ในสภาพที่ไมทํางานแลวทําใหเมมเบรนยดืออก ซ่ึงจะทํา
ให        เมมเบรนบางตัว ซ่ึงมีความจําเพาะกับเปปไทดและ concentration ของ เปปไทด ดวย  

3. ขั้นการสอด  antimicrobial peptide แลวทาํใหเกิด membrane permeability จากการทดลองจะ
พบวา ถาความเขมขนของ antimicrobial peptide/ lipid นอย  เปปไทดจะจับแบบขนานกับ lipid 
bilayer และถามีความเขมขนของเปปไทดสูงขึ้น  เปปไทดจะถูกสอดเขาไปในเมมเบรน และ
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เมื่อความเขมขนของเปปไทดสูงขึ้นมาก เปปไทดจะสอดเขาไปในเมมเบรนและสรางเปนรูขึ้น 
ซ่ึงจะมีหลายแบบจําลองของการเกิดขึ้น  ดงันี้คือ 

แบบจําลอง barrel-stave  ซ่ึงมัดของเปปไทดที่อยูในโครงสรางที่เปน helix จะเปนมัดที่อยูในเมม
เบรน และมีรูตรงกลางซึ่งจะเปนทอหรือลํากลอง และมี helix peptide เปนตัวแทงที่เมมเบรนและทําใหเกิด
การทะลุเขาไปได การสรางรูปแบบนี้จะมลัีกษณะที่พิเศษ โดยการกระตุนของ Alamethicin ซ่ึงจากการศึกษา
หลายเทคนิคพบวา Alamethicin จะเกิดเปน α-helix จับกับเมมเบรน และรวมกลุมกันสอดเขาไปใน lipid 
bilayer โดยสวนที่เปน hydrophobic ของเปปไทดจะทําปฏิกิริยากับ lipid bilayer และสวนที่เปน hydrophilic 
จะทําปฏิกิริยากันเองทําใหเกดิรูขึ้นมา Alamethicin ที่ทําใหเกิด poreได จะประกอบดวย 3-11 α-helix ดังรูป
ที่ 6  

แบบจําลอง Carpet คือจะมกีารสะสมของเปปไทดที่ผิวของ lipid bilayer เชน ovispirin ซ่ึงจะมี
ความเขมขนของเปปไทดสูงจะทําใหเกดิการขัดขวาง bilayer เหมือนกับการทํางานของ detergent และใน
บางจุดจะทําให เปปไทดสรางรูช่ัวคราวขึ้นในเมมเบรน  ทําใหเปปไทดอ่ืนๆเขาสูเมมเบรนไดมากขึ้น ซ่ึง
สุดทายจะทําใหเมมเบรนหลุดออกจากกันเกิดเปน micelles ดังรูปที่ 6 

 
 

รูปท่ี 6 แสดงลักษณะแบบจําลอง barrel -stave (ซาย) และแบบจําลอง Carpet (ขวา) 
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Zhao H., 2003 
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แบบจําลอง toroidal pore  ตัวอยางของ antimicrobial peptide คือ margainings , protegrins และ 
melittin ซ่ึงเปปไทดที่เปน α-helix นี้จะสอดเขาไปในเมมเบรนแลวกระตุน lipid monolayer ใหโคงงอจนทํา
ใหเกิดรู ซ่ึงทาํใหเกิดน้ําที่เปนแกนกลางถูกเปปไทดที่ถูกสอด และที ่ lipid head group  โดยสวนที่ชอบน้ํา
ของเปปไทดจะทําปฏิกิริยากบั polar head group ของ lipid   ขอแตกตางของ barrel-stave model กับ toroidal 
pore คือ เปปไทดของ toroidal pore จะมี interaction กับ lipid head group ถึงแมจะสอดเขาไปใน lipid 
bilayer แลวกต็าม ดังรูปที่ 7  

 
 

 
 

รูปท่ี 7 แสดงลักษณะแบบจําลอง barrel-stave (ซาย) และแบบจําลอง toroidal pore (ขวา) 
ท่ีมา:  ดัดแปลงจาก Qian S. et.al., 2008. 

 
จะเห็นไดวา กลไกการฆาเชื้อแบคทีเรียอาจจะเกี่ยวของสัมพันธกับการสราง ion channel   การ

สรางรูที่เมมเบรน หรือการเกิดการเสียหายกับเมมเบรน แตก็ไมไดหมายความวากลไกตางๆเหลานี้จะ
เกี่ยวของสัมพันธในทุกเปปไทด    

Selsted et al., 1992 คนพบวา indolicidin ซ่ึงแยกไดจากไซโตพลาสซึมของ neutrophils ของวัว 
(bovine) ในความเขมขน 10 mg/ml สามารถทําลายเชื้อ Staphylococcus aureus และ Escherichia coli ได  
indolicidin นี้เปนเปปไทดที่มีกรดอะมิโน tryptophan อยูในอัตราสวนที่สูงมาก ซ่ึงโดยปกติ โปรตีนหรือเปป
ไทดจะมีปริมาณของกรดะมิโนชนิดนี้อยูในสัดสวนที่นอยมาก 

จากการศึกษาโครงสรางระดับทุติยภูมิของ fragment สวนหนึ่งของ histatin-5 จากน้ําลายพบวา 
histatin ใชโครงสรางที่เปน α-helical เขาจับกับ membrane ของ Candida albicans ดวยแรงระหวางประจุ
และพันธะไฮโดรเจนระหวางสวนที่เปนประจุบวกกับประจุลบของ plasma membraen (Raj PA., Soni SD. 
and Leine MJ., 1994)  
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Yan L. and Adams ME., 1998 แยก lycotoxin I และ lycotoxin II จากพิษของแมงปอง Lycosa 
carolinensis โดยใชเทคนิค reversed-phase HPLC และทดสอบการยับยั้งและตานแบคทีเรียพบวาสามารถ
ยับยั้งเชื้อ Escherichia coli และ Candida glabrata ได โดยใชในปริมาณเปนไมโครโมลารเทานั้น 

Benincasa et  al., 2003  ศึกษาฤทธิ์ในการตานเชื้อจุลินทรียของ α-helical cathelicidin peptides 2 
ชนิด คือ BMAP-27 และ  BMAP -28 พบวา BMAP-27 มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรียแกรมลบไดดี สวน BMAP-28 นั้นสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกไดดีกวาแก
รมลบ อีกทั้งยังพบวา BMAP-28 นั้นมคีวามสามารถในการตานการเจริญของเชื้อไวรัส human herpes 
simplex virus type 1 (HSV-1) ไดในการทดลองแบบ in vitro 

Genco et al., (2003) ศึกษา antimicrobial cationic peptide Magainins ที่แยกไดจากผิวกบ 
(African clawed frog) 2 ชนิด คือ MSI-751และ MSI-774 ในการตานการเจริญของเชื้อกอโรคในชองปาก
และกลไกการทําลายเซลลแบคทีเรีย พบวา เชื้อกอโรคในชองปาก Porphyromonas gingivalis , 
Fusobacterium nucleatum, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Eikenella corrodens , Prevotella 
loescheii และ Prevotella intermedia. P. gingivalis จะมีความไวตอ MSI-751 มากกวา MSI-774 และจาก
การศึกษากลไกการทําลายเซลลแบคทีเรียดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (Electron microscopy) พบวา 
Magainins มีเปาหมายในการทําลายเซลลที่เซลลเมมเบรน โดยจะทําใหเมมเบรนเกิดความเสียหาย ทําใหเชื้อ
แบคทีเรียตายในที่สุด  

Feng-Sheng Wang, 2003  ทําการศึกษาผลของ antimicrobial proteins ที่แยกไดจากเม็ดเลือดขาว
ของหมู ตอการยับยั้งการเจริญของเชื้อ Staphylococus aureus และ E.coli ในเนื้อบด พบวา มีโปรตีนขนาด 6 
และ 7.5 kDa สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียทั้งสองชนิดในเนื้อบดได โดยการทําใหเซลล
แบคทีเรียแตกและตายในที่สุด ซ่ึงจะเห็นไดจากการวัดคา OD260 nm ที่เพิ่มมากขึ้นหลังจากบมเชื้อทดสอบ
กับ antimicrobial proteins ที่ไดจากเม็ดเลือดขาวของหมู 

Benincasa et al., 2004 ทําการสังเคราะห  Pro-rich peptide Bac7 ซ่ึงเปน cathelicidin-derived 
peptide ที่แยกไดจาก bovine neutrophils โดยสังเคราะหเปน fragment peptides ที่มีความยาวตั้งแต 13-35 
residues แลวทําการทดสอบฤทธิ์การตานการเจริญของเชื้อจุลินทรียที่เปนชนิด drug-resistant clinical 
isolates พบวา fragment Bac7(1-16) และ fragment Bac7(1-35) ซึ่งมีสวนของ highly cationic N-terminal 
sequence อยูนั้น มีคุณสมบัติในการตานเชื้อแบคทีเรีย แกรมลบไดดี และพบวา fragment Bac7(1-35) ยัง
สามารถตานการเจริญของเชื้อรา Cryptococcus neoformans  ได แตไมสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา 
Candida albicans 

Podda et al., 2006 ไดศึกษาตอเนื่องจากกลุมของ Benincasa et al. พบวา antimicrobial peptide 
Bac7 และ Bac7 derivatives สามารถทําลายเชื้อแบคทีเรียไดสองกลไกทั้งอาศัยความเขมขนและโครงสราง  

Carlo et  al., 2006 ทําการสังเคราะห ubiquicidin ซ่ึงเปน antimicrobial peptide ที่แยกไดจากคน 
โดยทําการสังเคราะหในรูปแบบที่เปน full sequence คือ ubiquicidin (UBI 1-59) และที่เปนเปปไทดสาย
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ส้ันๆ ที่ประกอบดวยกรดอะมิโนลําดับที่ 31-38 residues (UBI 31-38) แลวนําไปทดสอบฤทธิ์ในการตานการ
เจริญของเชื้อ Staphylococcus aureus ที่เปนชนิด methicillin resistant เรียกวา MRSA พบวา เปปไทดที่
สังเคราะหขึ้นมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียที่ใชทดสอบได ซ่ึงมีความเปนไปไดที่
จะนํา UBI 31-38 ซ่ึงเปนเปปไทดสังเคราะหที่มีขนาดสั้นมาใชในการรักษาโรคติดเชื้อในมนุษยได 

Liu et al., 2008 ทําการศึกษาผลของ rabbit sacculus rotundus antimicrobial peptides (RSRP) ตอ
ระบบการตอบสนองทางภูมิคุมกันในลําไสของไก พบวา ในลําไสไก (duodenum และ jejunum) ที่ไดรับ 
RSRP นั้นมีการเพิ่มขึ้นของ villus และ intraepithelial lymphocytes เมื่อเทียบกับไกที่ไมไดรับ RSRP และ
พบวา RSRP ยังกระตุนใหมีการเพิ่มพื้นที่ของ IgA-secreting cells ใน 3 จุด ของลําไสไกอีกดวย 

สําหรับการศึกษาในจระเขของตางประเทศพบวาซีรัมของจระเขสายพันธุในออสเตรเลียสามารถ
ยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียได 17 ชนิด เมื่อเปรียบเทียบกับซีรัมมนุษยซ่ึงยับยั้งไดเพียง 6 ชนิด ลาสุด
จากการศึกษาของ Merchant et al., 2003 รายงานวา ซีรัมจระเขสายพันธอเมริกา (Alligator mississippiensis) 
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ E .coli ไดดีกวาซีรัมมนุษยและยืนยันคุณสมบัติการทําลายเชื้อ
แบคทีเรียอาจมาจากการทํางานของระบบ complement (2005a) นอกจากนี้ Merchant et al., 2005b ยังพบวา 
ซีรัมจระเขจากอเมริกาสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ HIV-1, WNV และ HSV-1 และในปจจุบัน 
Merchant  et al., 2005c ไดแยก leukocyte extract จากเลือดจระเขและพบเปปไทดที่สามารถทําลาย
แบคทีเรียและเชื้อราไดหลายชนิด สวนในประเทศไทย จากการศึกษาประสิทธิภาพของซีรัมของจระเขน้ําจืด
พันธุไทย (Crocodylus siamensis) โดยการนําซีรัมจระเขความเขมขน 100,75,50,25% ทดสอบกับ 
Escerichia coli,  Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus และ Bacillus subtilis บมที่   37 0C และ
นําแบคทีเรียที่บมในชวงเวลา 0, 1, 3, 6, 9 และ 12 ช่ัวโมง มาเพาะเลี้ยงบนอาหารวุน พบวา Escherichia coli 
และ Pseudomonas aeruginosa มีปริมาณลดลงตั้งแตช่ัวโมงที่ 1, 3 และ 6 ของการบม อยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p<0.05) และไมพบเลยตั้งแตช่ัวโมงที่ 9 ของการบม สวน Bacillus subtilis และ Staphylococcus 
aureus พบในปริมาณที่ไมแตกตางกันในแตละชั่วโมงของการบมและทุกความเขมขนของซีรัม และ
นอกจากนี้ พบวาในจระเขน้ําจืด complement มีคุณสมบัติในการทําลายเชื้อแบคทีเรีย (วิน เชยสมศรี และ
คณะ,ไมปรากฏปพิมพ)  

จากรายงานการศึกษามาแลวในพวกสัตวมีกระดูกสันหลัง เชน คน (Zasloff M., 2002) หมู (Lee 
J.Y.et.al.,1989) โค (Michael E.S.et.al.,1992) และกบ (Thomas H.et.al., 2000) พบวาสัตวเหลานี้สามารถ
สรางโปรตีนหรือเปปไทดที่ทําลายแบคทีเรียและเชื้อราได และสารสกัดจากสัตวเหลานี้อยูในระหวางการ
พัฒนามาใชเปนยาในการรักษาโรคติดเชื้อแบคทีเรีย แตอยางไรก็ตาม ยังไมมีรายงานการศึกษาที่แนนอนวามี
โปรตีนหรือเปปไทดประเภทใดหรือสารกลุมใดที่เกี่ยวของกับการทําหนาที่ในการปองกันการติดเชื้อ
แบคทีเรียในจระเขสายพันธุที่มีในประเทศไทย ซ่ึงถาสามารถทราบถึงโปรตีนหรือสารตางๆ ที่เกี่ยวของกับ
การปองกันการติดเชื้อในจระเขจะเปนประโยชนอยางมากตอการนําไปสูการพัฒนา ใชเพื่อผลิตเปนวัคซีน
หรือการพัฒนายาจากผลิตภัณฑที่มีอยูมากเกินพอจากอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงจระเข อีกทั้งเปนการเพิ่ม



 20

มูลคาในดานการตลาดของวงการอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงจระเขและเพิ่มรายไดใหแกประเทศไทยมาก
ยิ่งขึ้น ที่สําคัญปจจุบันนี้ประเทศไทยมีการใชยาปฏิชีวนะมากขึ้นเรื่อยๆ ซ่ึงกอใหเกิดแบคทีเรียที่มีการดื้อยา
มากขึ้น ดังนั้น การศึกษาหาโปรตีนเปปไทดหรือสารกลุมออกฤทธิ์ที่มีสมบัติตานแบคทีเรียชนิดใหมที่มีอยู
ในธรรมชาตินาจะเปนอีกทางหนึ่งที่มีประโยชนอยางมากตอการตอสูกับโรคติดเชื้อแบคทีเรียและโรคเชื้อรา 
โดยเฉพาะในจระเขซ่ึงมีการศึกษาวาเปนสัตวที่มีความทนทานอยางมากตอการติดเชื้อ ซ่ึงจากการศึกษา
พบวา ซีรัมของจระเขสายพันธุในออสเตรเลียสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียได 17 ชนิด เมื่อ
เปรียบเทียบกับซีรัมมนุษยซ่ึงยับยั้งไดเพียง 6 ชนิด ลาสุดจากการศึกษาของ Merchant et al., 2003 รายงานวา 
ซีรัมจระเข (Alligator mississippiensis) สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ E. coli ไดดีกวาซีรัมมนุษย
และยืนยันคุณสมบัติการทําลายเชื้อแบคทีเรียอาจจะมาจากการทํางานของระบบ complement (2005a) 
นอกจากนี้ Merchant et al., 2005b ยังพบวา ซีรัมจระเขสายพันธุอเมริกาสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ 
HIV-1, WNV และ HSV-1 และในปจจุบัน Merchant et al., 2005c  ไดแยก leukocyte extract จากเลือด
จระเขและพบเปปไทดที่สามารถทําลายแบคทีเรียและเชื้อราไดหลายชนิด  

ดังนั้น  การวิจัยนี้ จึ งมีวัตถุประสงค เพื่อแยกเปปไทดที่มีสมบัติการตานเชื้อแบคที เรีย 
(antimicrobial peptide) ในเลือดของจระเขสายพันธุไทย (Crocodylus siamensis) โดยใชเทคนิค reversed-
phase HPLC ในการแยกบริสุทธิ์และการศึกษาโครงสรางปฐมภูมิของเปปไทดโดยวิธีEdman degradation 
และ  Mass spectrometry และศึกษากลไกการเขาทําลายเชื้อแบคทีเรียของเปปไทดที่แยกได ซ่ึงการทราบ
กลไกการทําลายแบคทีเรียและทราบโครงสรางของเปปไทดดังกลาว จะนําไปสูการพัฒนาใชเปนยาหรือสาร
ที่ใชในการทําลายแบคทีเรีย งานวิจัยนี้ถือวาเปนทางเลือกใหมในวงการแพทย เพราะการใช antimicrobial 
peptide จะชวยลดปญหาการดื้อยาจากแบคทีเรียชวยลดการนําเขายาปฏิชีวนะซึ่งเปนปญหาสาธารณะสุขที่
เกี่ยวของกับโรคติดเชื้อแบคทีเรีย และนอกจากนี้ จะเปนประโยชนตออุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงจระเข โดย
สามารถนําเลือดจระเขไปใชประโยชนไดมากขึ้น เปนการเพิ่มมูลคาการสงออกของผลิตภัณฑที่ผลิตไดใน
ประเทศไทย 
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วิธีดําเนินการวิจัย 
 
1.  วิธีการตรียมตัวอยางซีรัม พลาสมา และสารสกัดเม็ดเลือดขาวจระเข 

1.1 เก็บตัวอยางเลือดจระเขสายพันธุไทย   (Crocodylus siamensis)   จากศรีราชา โมดา ฟารม   จ. ชลบรีุ
โดยใชเข็มขนาด 18 มิลลิเมตร กระบอกฉีดยาขนาด10 มิลลิลิตรดูดเลือดจากสวน Supravertebral 
branch ของ internal jargular vein ปลอยเลือดลงในหลอดเซ็นติฟวจปลอดเชื้อขนาด 15 มิลลิลิตรที่
มีสารละลาย 0.5 โมลาร EDTA ที่ผานการทําใหปลอดเชื้อแลวเพื่อปองกันเลือดแข็งตัว ผสมเลือดให
เขากับสารละลาย EDTA โดยการคว่ําหลอดไปมาเบาๆ ซ่ึงจะทําใหไดพลาสมาและเม็ดเลือดขาว 
สวนซี่ร่ัมสามารถเตรียมไดโดยดูดเลือดจระเขใสในหลอดที่ไมมีสารละลาย EDTA จากนั้นเก็บ
หลอดเลือดใสในถังน้ําแข็ง เก็บจนกระทั่งไดปริมาณตามที่ตองการ 

1.2 เมื่อเลือดที่ผสม  EDTA  เกิดการแยกชั้นชัดเจนระหวางพลาสมา เม็ดเลือดขาว และเมด็เลือด 
แดง โดยพลาสมาจะอยูช้ันบนสุด ช้ัน interphase จะเปนเม็ดเลือดขาว และชั้นลางสุดจะเปนเม็ด
เลือดแดง ใหใช sterile pasture pipette ดูดเอาพลาสมาสวนบน และเม็ดเลือดขาวเก็บแยกกันไว 
สําหรับซีรัมเมื่อเลือดที่ไมไดผสมกับ EDTA นําไปปนจะมีสวนใสอยูดานบนสุดของหลอด เก็บ
ซีรัมโดยใช sterile pasture pipette ดูดเอาเฉพาะสวนใสเก็บไว 

1.3 การเตรียมสารสกัดเม็ดเลือดขาว ทําไดโดยนําเม็ดเลือดขาวที่ไดไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 800xg 
(25 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 15 นาที เก็บ pellet ของเม็ดเลือดขาวแลวนํามาลางดวย normal saline 
จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงอีกครั้งที่ความเร็วรอบ 800xg เวลา 15 นาที เก็บเซลลเม็ดเลือดขาวไวที่
อุณหภูมิ -70  c จากนั้นนํา pellet มาละลายกลับในสารละลาย 10 % acetic acid (v/v) vortexed อยาง
แรง 5 นาที แลว homogenized 15 นาที เพื่อใหเซลล leukocyte แตก ปนเหวี่ยงที่ 12,000xg (40  c) 
เปนเวลา 15 นาที ดูดเอาเฉพาะสวนใสเก็บในหลอด จากนั้นนําสารสกัดเม็ดเลือดขาวที่ไดไปทําให
แหงโดยใชเครื่อง SpeedVac ละลายโปรตีนกลับดวย 0.01% Acetic acid 

2. การทดสอบเบื้องตน (screen) คุณสมบัติของการยับยั้งการเจริญเติบโตจาก ซีรัม พลาสมา และสารสกัด
จากเม็ดเลือดขาวของเลือดจระเข  โดยวิธี disc diffusion method  
2.1 การทดสอบเบื้องตน (screen) คุณสมบัติของการยับยั้งการเจริญเติบโตจาก ซีรัม พลาสมา และสาร

สกัดจากเม็ดเลือดขาว ของเลือดจระเข 
โดยแบคทีเรียที่ใชในการทดสอบเปนตัวแทนของแกรมบวกและแกรมลบอยางนอย 7 ชนิด 

คือ Salmonella typhi, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, 
Staphylococcus epidermidis, Psudomonas aeruginos, and Vibrio cholerae  
2.1.1 เล้ียงเชื้อที่ตองการทดสอบในอาหารเหลว NB โดยบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

4-6 ช่ัวโมง ใหไดคา OD600 ประมาณ 0.5 
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2.1.2 นํา cotton swab ที่ผานการฆาเชื้อ จุมเชื้อแลวกดสําลีกับขางหลอดบรรจุเชื้อเพื่อไมใหชุม
เกินไป ปายเชื้อลงบนผิวหนาอาหาร ในแนวระนาบ 3 ระนาบ  

2.1.3 ใชปากคีบจุมแอลกอฮอลแลวลนไฟเพื่อฆาเชื้อ ทิ้งไวใหเย็น คีบแผน disc วางบนผิวหนา
อาหารใหตรงกับตําแหนงที่กําหนดไว ใชปากคีบกดเบาๆใหแนบกับผิวหนาอาหาร 

2.1.4 ปเปตสารละลายที่ตองการทดสอบลงบน disc ปริมาตร 30 μl 
2.1.5 ทดสอบ positive control คือ streptomycin และ negative control คือ น้ํากลั่นรวมดวย 
2.1.6 บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6-12 ช่ัวโมง 
2.1.7 วัดเสนผานศูนยกลางของ inhibition zone  

2.2 ศึกษาคุณสมบัติของสารสกัดเม็ดเลือดขาว 
2.2.1 คุณสมบัติความทนรอน (Thermal stability) 

ทําการศึกษาผลของอุณหภูมิตอฤทธิ์การตานเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดเม็ดเลือดขาวของ
จระเข โดยนําสารสกัดเม็ดเลือดขาวที่ไดบมที่อุณหภูมิและเวลาที่แตกตางกันคือ อุณหภูมิ 56 องศา
เซลเซียส เวลา 30 นาที อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 1 ช่ัวโมง และตมในน้ําเดือด 10 นาที  
2.2.2 ผลของ EDTA ตอคุณสมบัติในการทําลายเชื้อ   

นําสารสกัดเม็ดเลือดขาวมาเติมสารละลาย 0.5 mM EDTA บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
นาน 20 นาที 
2.2.3 การยอยดวยเอนไซมโปรเนส  (Protease degradation) 

ใชเอนไซมโปรเนส 0.01 ยูนิตตอ 10 ไมโครกรัมโปรตีนของสารสกัดเม็ดเลือดขาว เติม 500 
mM CaCl2 1 μl จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง รวมกับสารสกัด
เม็ดเลือดขาวที่เติม 500 mM CaCl2 1 μl เมื่อครบ 24 ช่ัวโมง หยุดการทํางานของเอนไซมโปรเนส
ดวยการตมในน้ําเดือด 10 นาที 

จากนั้นนําสารสกัดเม็ดเลือดขาวทั้งหมดที่ผานการ treated ดวยสภาวะตางๆ มาทดสอบ
ความสามารถในการตานเชื้อแบคทีเรียเทียบกับสารสกัดเม็ดเลือดขาวที่ไมไดผานการ treated ใดๆ 
ดวยวิธี Disc diffusion  assay 

3. การแยกบริสุทธ์ิ antimicrobial peptides จากซีรัม และสารสกัดเม็ดเลือดขาว ดวยเทคนิค Anion 
exchange chromatography โดยใชเคร่ือง Fast protein liquid chromatography (FPLC) 
3.1 เตรียมสารละลายบัฟเฟอร A (25 mM Tris – HCl  pH 8.1)และ บัฟเฟอร B (25 mM Tris – HCl  pH 

8.1 + 0.5 M NaCl)                                                                                                                                      
3.2  นําตัวอยางที่ตองการแยกมาเจือจาง 3 เทา ดวย buffer A 
3.3 กรองดวย filter membrane ขนาด 0.45 μm และเก็บที่อุณหภูมิ 4 oC 
3.4 เปดเครื่องเขาสูโปรแกรมควบคุม  ติดตั้ง reservior buffer,sample loop ปริมาตร 50 μl จากนั้น 

purge ไลฟองอากาศออกจาก line แลวตอ Anion exchange column ใหเรียบรอย ทําการลางเรซิน 
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ดวยบัฟเฟอร B ประมาณ 20 นาที และ equilibrate column ดวย บฟัเฟอร A จนกระทั่ง base line 
คงที่  

3.5 load และฉีดสารละลายโปรตีนหรือเปปไทดโดยใช Time programe ดังนี ้
 
ตารางที่ 6 Time program ของเครื่อง FPLC แยกบริสุทธิ์ดวยเทคนิค DEAE Anion exchange 

column chromatography (UNO Q1) 
 

step (ml)start Step 
1 0 isocratic flow with 100% 25 mM Tris – HCl  pH 8.1 at 1 ml/min,1 min 
2 1 set base line to 0.00 
3 1  inject 1.00 ml  
4 2 isocratic flow with 100% 25 mM Tris – HCl  pH 8.1 at 1 ml/min, 1 min 
5 3 linear gradient flow with 0% to 50% 25 mM Tris – HCl  pH 8.1 + 0.5 M 

NaCl at 1 ml/min,13 min 
6 16 isocratic flow with 100% 25 mM Tris – HCl  pH 8.1 + 0.5 M NaCl at 1 

ml/min, 3 min  
7 19 isocratic flow with 100% 25 mM Tris – HCl  pH 8.1 at 1 ml/min, 8 min 
8 27 end of protocol 

 
3.6 pooled fraction ที่มี peak โปรตีนหรือเปปไทด เพื่อนําไปตรวจสอบหาความสามารถในการ  

ทําลายเชื้อโดยเทคนิค Dise diffusion assay  ทดสอบความบริสุทธิ์และหาน้ําหนกัโมเลกุลดวย
เทคนิค Tricine SDS - PAGE ในลําดับตอไป 

4. การแยกสวนของสารสกัดเซลลเม็ดเลือดขาวของจระเข โดยวิธีเจลฟวเตรชัน 
นําสารละลายสารสกัดเซลลเม็ดขาวมาแยกที่แยกโดย anion exchage column chromatography ที่

เปนสวนที่มีฤทธในการตานเชื้อแบคทีเรย มาแยกตอโดยใชคอลัมนที่บรรจุ Superdex 30 prep  (เจลฟวเตร
ชัน) เพื่อแยกโปรตีนหรือเปปไทดที่มีขนาดเล็กกวา 10 kDa 
5. การตรวจสอบ antimicrobial activity ของสารสกัดเม็ดเลือดขาว จาก anion exchange column ดวย

เจล   zymogram refolding  
5.1 เตรียม 15% polyacrylamide gel ซ่ึงผสมเชื้อ Micrococcus lisodiektikus 0.01 กรัม 

5.2 ผสมเปปไทดที่แยกไดจาก anion exchange chromatography กับ solubilizing dye ซ่ึงไมมี β - 
mercaptoethanol อัตราสวน 1:1  
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5.3 ทําการแยกขนาดโปรตีนโดยใชความตางศักยไฟฟา 120 โวลต เปนเวลา 120 นาที และ marker ที่
ใชคือ rain blow marker  

5.4 ทําการลางเอา SDS ออกดวย 1% Triton X 100 ใน 10 mM phosphate buffer saline (PBS) pH 7.0 
ปลอดเชื้อ 3-5 ช่ัวโมง ตรวจดู inhibition clear zone ที่เกิดขึ้น 

6. การหาความบริสุทธ์ิและน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนหรือเปปไทดดวย Tricine SDS-PAGE 
6.1 นําสารละลายโปรตีนหรือเปปไทดจากที่ตองการตรวจสอบมาผสมกับสารละลายโปรตีน

(Solutions) ในอัตราสวน 1: 1 แลวตมในน้ําเดือดเปนเวลา 2 นาที   
6.2 load marker และสารละลายโปรตีนหรือเปปไทดตัวอยางละ 1 well ตามความเหมาะสม 
6.3 ทําการแยกโปรตีนดวย 16.5%T separating gel,10%T spacer gel,4%T stacking gel จนกระทั่งการ

แยกสมบูรณ 
6.4 ยอมโปรตีนดวย  silver staining Kit (amershame bioscience) 
6.5 ถายรูปเจลและทําใหแหงดวยเครื่อง Gel dryer 

7. การแยกบริสุทธ์ิเปปไทดจากซีรัม และสารสกัดเม็ดเลือดขาว ดวยเทคนิค High performance  liquid 
chromatography (HPLC) 
7.1 เตรียมสารละลายบัฟเฟอร A (0.1%TFA) และ บัฟเฟอร B (60% acetonitril (ACN)ใน 0.1%TFA) 
7.2 กรองสารละลายเปปไทดดวย filter membrane ขนาด 0.45 μm และเก็บที่อุณหภูมิ 4 oC 
7.3 เปดเครื่องเขาสูโปรแกรมควบคุม ติดตั้ง Reservior buffer, Sample loop ปริมาตร 50 μl จากนั้น 

purge ไลฟองอากาศออกจาก line แลวตอ Apollo C18 5u ขนาด 250x4.6 mm column ใหเรียบรอย 
ทําการลาง Stationary phase ดวย บัฟเฟอร B ประมาณ 30 นาที equilibrate colume ดวย บัฟเฟอร 
A จนกระทั่ง base line คงที่ 

7.4 load และฉีดสารละลายเปปไทดโดยใช Time program ดังนี้ 
 

ตารางที่ 7 Time program ของเครื่อง HPLC แยกบริสุทธิ์เปปไทดดวย  
Apollo C18 5u column ขนาด 250x4.6 mm column 

Step time % solvent A % solvent B 
0 0 100 0 
1 20 80 20 
2 50 0 100 
3 60 100 0 

stop 61 100 0 
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7.5 เก็บ peak  เปปไทด เพื่อนําไปตรวจสอบหาความสามารถในการทําลายเชื้อโดยเทคนิค   Disc 
diffusion assayและทดสอบความบริสุทธิ์และหาน้ําหนักโมเลกุลดวยเทคนิค Tricine SDS - PAGE 
ในลําดับตอไป 

8. แยกบริสุทธ์ิ antimicrobial peptides จากพลาสมาจระเข โดยอาศัยเทคนิค centricon membrane filter 
และ HPLC-C18 และ hypercarbTM column HPLC   
8.1 นํา plasma ของจระเขมาเจือจาง 10 เทา ดวย 10 % Acetic acid  แลว centrifuge ที่ 12000 rpm เปน

เวลา 60 นาที ที่ 40C  
8.2 หลังจากนั้นผาน Centrifugal membrane YM-3 ที่ 40C 8500 rpm เพื่อแยกเอาเฉพาะเปปไทดที่มี

ขนาดเล็กกวา 3 kDa  
8.3 นําสวนที่แยกไดนี้ไปทําใหแหงโดยใช speed vac concentrator  แลวนํามาละลายโดยใชน้ํา  
8.4 แยกตอโดยใช C18 reversed phase HPLC 
8.5 ใช hypercarbTM column HPLC ที่เหมาะสมตอการแยกสาร  hydrophilic แลวทําการทดสอบการมี

ฤทธิ์ทําลายเชื้อแบคทีเรียอีกครั้ง 
9. ตรวจสอบคุณสมบัติของสารตานเชื้อจุลชีพท่ีแยกไดจากพลาสมาโดยยอยดวยเอนไซมโปรติเอส 

9.1 เตรียมสารละลายเอนไซมโปรเนสเปน 0.01 ยูนิตตอไมโครลิตร โดยละลายเอนไซมใน 30 mM 
sodium-phosphate buffer pH 7.0  

9.2 ใชเอนไซมโปรเนส 0.01 ยูนิตตอ 10 ไมโครกรัมโปรตีน เติม 500 mM CaCl2 1 μl จากนั้นนําไปบม
ที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง รวมกับโปรตีนที่เติม 500 mM CaCl2 1 μl  

9.3 เมื่อครบ 24 ช่ัวโมง หยุดการทํางานของเอนไซมโปรเนสดวยการตมในน้ําเดือด 10 นาที 
9.4 นําสารละลายเปปไทดที่ผานการยอยดวยโปรเนส มาทดสอบความสามารถในการตานเชื้อ

แบคทีเรียเทียบกับสารเปปไทดที่ไมไดผานการยอยดวยโปนเนส ดวยวิธี Disc diffusion  assay 
10. การศึกษาหาความเขมขนต่ําสุดของเปปไทดท่ีสามารถออกฤทธิ์ตอเชื้อแบคทีเรียได (Minimal 

inhibitory concentrations, MICs) (Thomas H., et al. 2000) 
10.1 เติม Mueller-hinton broth 50 μl ลงใน 96-well microtiter cell-culture plates 
10.2 เติมสารละลายเปปไทด  50 μl (เจือจางใหมีความเขมขนตางๆ กัน) ลงใน 96-well  microtiter cell-

culture plates (ชุดควบคุมใช antibiotic แทนสารละลายเปปไทด) 
10.3 เติมสารละลายแบคทีเรีย 104 CFU/ml ปริมาณ 50 μl ลงใน 96-well microtiter cell-culture plates 
10.4 เล้ียงเซลลที่ 37 0C เปนเวลา 18 ช่ัวโมง 
10.5 วัดคา A550  ความเขมขนของเปปไทดที่นอยที่สุดที่สามารถตานการเจริญเติบโตของเซลล 

                  แบคทีเรียไดเรียกวา Minimal inhibitory concentrations (MICs) 
11.  การศึกษากิจกรรมการทําลายจุลชีพโดยวิธี Total plate count  

11.1 เล้ียงแบคทีเรียในอาหารเหลวใหอยูในชวง log phase (OD600 = 0.5-0.6) 
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11.2 ปนเก็บเซลลที่ 800 xg นาน 5 นาที 
11.3 ลางเซลลดวย 5 mM glucose ใน 0.1 M phosphate buffer pH 7.4 เปนจํานวน 3 คร้ัง 
11.4 ละลายเซลลแบคทีเรียกลับในบัฟเฟอรชนิดเดียวกัน ใหไดคา OD600 ประมาณ 0.5-0.6 จากนั้น

เติมเปปไทดใสสารละลายเซลลแบคทีเรีย โดยใช 70 % แอลกอฮฮล เปน positive control และใช 
บัฟเฟอรเปน negative control 

11.5 นําสารละลายผสมบมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ช่ัวโมง 
11.6 เมื่อครบ 2  ช่ัวโมง นําสารละลายผสมมาทําการเจือจาง แลวตรวจสอบการทําลายเชื้อโดยวิธี 

spread plate 
11.7 บมเชื้อทดสอบที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 12-18 ช่ัวโมง จากนั้นตรวจนับจํานวนเชื้อดวยวิธีspread 

plate รายงานจํานวนเชื้อเปน CFU/ml 
12. ทดสอบความเปนพิษ (toxicity) ของเปปไทดท่ีสังเคราะหได โดยการทดสอบการทําลายเม็ดเลือดแดง

ของคน 
12.1 เตรียม 2% Human red blood cell (HRBCs)  
12.2 ลาง HRBCs ดวย phosohate buffer saline (PBS) pH 7.4 แลวนําไปปนเหวี่ยงเพื่อเก็บเฉพาะเซลล

เม็ดเลือดแดง 
12.3 ผสม 2% HRBCs ปริมาตร 1 ml กับเปปไทด แลวบมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30  นาที 
12.4 นําสารผสม (reaction mixture) ไปปนเหวี่ยง แลวเก็บสารละลายสวนใส (supernatant) ไปวัดคา

การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 525 นาโนเมตร 
12.5 คํานวณเปอรเซ็นต Hemolysis 

13. การศึกษาผลของ antimicrobial peptides  ตอเซลลแบคทีเรียโดยวิธีใชกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน 
(Scanning Electron Microscopy) 
13.1 ขั้นตอนการเตรียมตัวอยาง 

13.1.1 เตรียม cell starter ของเชื้อแบคทีเรีย  
13.1.2 ปเปต cell starter ปริมาตร 1 ml ลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 ml ที่มีอาหาร NB อยู 

100ml  
13.1.3 ทําการเลี้ยงเชือ้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนกระทั่งสามารถวัดคา OD600 0.5   
13.1.4 ทําการ centrifuge ที่ 1,500 g เปนเวลาประมาณ 10 นาที ในขั้นตอนนี้อาจทําการ 

centrifuge หลายๆรอบ จนกวาจะไดปริมาณเซลลแบคทีเรียตามตองการ 
13.1.5 ทําการลางเซลลดวย 10 mM phosphate buffer saline (PBS)  pH 7.0 ประมาณ 2 คร้ัง 
13.1.6 จากนั้นทาํการละลายเซลลดวย 10 mM PBS ใหไดคา  OD600 ประมาณ 0.1 
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13.1.7 ปเปตสารละลายเซลลแบคทีเรีย 100 ไมโครลิตร และสารละลายเปปไทด 100 
ไมโครลิตร (1:1) ลงใน microtube ขนาด 1.5 ml จากนัน้ทาํการ incubated ที่ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลาประมาณ 2 ช่ัวโมง 

13.1.8 ทําการ fix เซลลดวย 2.5% glutaraldehyde (w/v) ประมาณ 1 ช่ัวโมง วางบน 
polycarbonate membrane   

13.1.9 ลางดวย 10 mM PBS 
13.1.10  ขั้นตอนการสองดวย กลองจลุทรรศนอิเลคตรอน 
13.1.11  นําเซลลบน membrane มาทําการ dehydrate ดวย 30% ethanol, 50%  ethanol, 70% 

ethanol และ 90% ethanol อยางละ 1 คร้ัง คร้ังละ 15 นาที ตามลําดับ จากนั้นลางดวย 
100% ethanol 2 คร้ัง คร้ังละ 15 นาทีเชนกนั 

13.1.12  นํา membrane เขาเครื่อง CPD จากนั้นทาํการเคลือบทองลงบนผิวเซลล 
13.1.13  นํามาสองดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน 

14. การศึกษาการเกิด Permeabilization ท่ีเมมเบรนชั้นนอกของแบคทีเรีย (Outer Membrane 
Permeabilization Assay) 

ในการทดลองจะใช 1-N-phenylnaphtylamine (NPN) เปนตัวตรวจสอบ ซ่ึง NPN เปนสาร
fluorescent โดยจะเกิดการเรืองแสงไดดีเมื่ออยูในสภาวะแวดลอมที่เปน hydrophobic โดยหาก เปปไทด
สามารถทําใหเมมเบรนชั้นนอกเกิด permeabilization สาร NPN จะเขาไปจับกับบริเวณ hydrophobic ของ 
lipid bilayer ซ่ึงจะทําใหคาการเรืองแสงของ NPN เพิ่มขึ้น  

14.1 เล้ียงแบคทีเรียในอาหารเหลวใหอยูในชวง log phase (OD600 = 0.5-0.6) 
14.2 ปนเก็บเซลล แลวลางเซลลดวย HEPES buffer pH 7.2 แลว re-suspended เซลลใน 50 mM KCN 

ใน HEPES buffer pH 7.2 (OD600 = 0.5-0.6)  
14.3 ปเปต 500 mM NPN ปริมาตร 60 ไมโครลิตร ใสในเซลลแบคทีเรียที่จะทดสอบปริมาตร 3 

มิลลิลิตร ผสมใหเขากันตั้งทิ้งไว 30 วินาที แลวเติมเปปไทดที่ตองการทดสอบความสามารถใน
การทําลายเซลลเมมเบรนชั้นนอกของแบคทีเรีย 

14.4 บมสารละลายผสมนาน 14 นาที แลววัดฟลูออเรสเซนสที่เพิ่มขึ้นของสาร NPN ดวยเครื่อง
fluorescence spectrophotometer โดยใช streptomycin sulphate เปน positive control 

15. การศึกษาการเกิด Permeabilization ท่ีเมมเบรนชั้นในของแบคทีเรีย (Inner Membrane 
Permeabilization Assay) 
15.1 การเตรียม Liposome Encapsulate Ensyme β-galactosidase  

15.1.1 ละลาย lacithin จากถั่วเหลือง 1.2 กรัม ใน PBS pH 7.4 
15.1.2 นําสารละลาย lecithin ผสมกับสารละลายเอนไซม β-galactosidase ที่ละลายอยูใน PBS 

pH 7.4 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร   
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15.1.3 นําสารละลายผสม sonicated ดวยเครื่อง ultrasonic นาน 10 นาที เพื่อใหได vesicles แลว
นําไปบมที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลาขามคืน 

15.1.4 ยาย liposome ใสในหลอดทดลองที่สะอาด แลวละลายกลับดวยบัฟเฟอรชนิด  เดียวกัน 
เก็บไวที่อุณหภูมิหองเพื่อใชสําหรับการทดลอง 

15.2 Inner Membrane Permeabilization Assay 
15.2.1 เติม Liposome Encapsulate Ensyme β-galactosidase 50 ไมโครลิตร ใสลงใน 96-well 

plate แลวเติม ONPG 100 ไมโครลิตร  
15.2.2 เติมเปปไทดที่ตองการทดสอบใสในสารละลายที่อยูใน 96-well plate  
15.2.3 วัดปฏิกิริยาของเอนไซมโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 415 nm  

16. การวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนของ antimicrobial peptides  โดยวิธี de-novo LC-MS-MS 
16.1 ยอยตัวอยางเปปไทดดวย 6 N HCl ที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส นาน 2 ช่ัวโมง 
16.2 นํา hydrolysate ไปทําใหแหง แลวละลายกลับดวย 0.02 N HCl 100 μl  
16.3 วิเคราะหองคประกอบของกรดอะมิโนโดยใชเครื่อง L-8500 amino acid analyzer (Hitachi, 
Japan) 
16.4 หาลําดับกรดอะมิโนโดยเครื่อง Automated ProciseTM 492 protein sequencer (Applied 

Biosystems, Japan) 
16.5 มวลโมเลกุลของเปปไทดดวยเครื่อง Mass spectrometry (API QSTAR Pulser I LC/MS/MS  
 system และ 4700 proteomics analyzer MALDITOF/TOF system, Applied Biosystems) 
16.6 สําหรับ de-novo sequencing วิเคราะหโดย ESI-Q-TOF 
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ผลการทดลอง 
 

การทดสอบเบื้องตน (screen) สมบัติของการยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียจาก ซีรัมและ 
พลาสมา และสารสกัดจากเม็ดเลือดขาว โดยวิธี disc diffusion method พบวา ทั้งซีรัม พลาสมา และสารสกัด
จากเม็ดเลือดขาวของเลือดจระเข มีฤทธิ์ในการยับยั้งในการเจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรมลบและแกรม
บวกไดแตกตางกัน นอกจากนี้ในสารสกัดของเม็ดเลือดขาวยังสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา คือ 
Candida albican ซ่ึงไดเปรียบเทียบกับเนื้อเยื่ออ่ืนดวยไดผลการทดลองดังรูปที่ 8  
 

 
 

รูปท่ี 8  ผลการ screen หาฤทธิ์ในการทําลายเชื้อแบคทีเรียของซีรัม และพลาสมา 
เปรียบเทียบกบัเนื้อเยื่ออ่ืนๆจากจระเข 
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การแยกบริสุทธ์ิเปปไทดจากซีรัมของจระเข 
ผลการแยกบรสุิทธิ์โปรตีนหรือเปปไทดดวย Anion exchange column chromatography โดยใช

เครื่อง Fast protein liquid chromatography (FPLC) โดยนํา Crude serum มาเจือจาง 3 เทา ดวยน้าํกลั่น โดย
ผานคอลัมน Q sepharose fast flow anion exchange column chromatography จะได chromatogram คาการ
ดูดกลืนแสงที่ A280 ซ่ึงมี peak โปรตีนตางๆ ดังรูปที่ 9 

 

 
รูปท่ี 9 Elution profile ของการแยกบริสุทธิ์โปรตีน จาก Crude serum ดวย Q sepharose fast flow anion 

exchange column (UNO Q1 column, Bio-rad),  flow rate 60 ml /hr (Preecharram et  al., 2008) 
 
จากการแยกบริสุทธิ์โปรตีนจาก Crude serum ดวย Q sepharose fast flow anion exchange 

column พบวามีการจับของโปรตีนในคอลมันและเมื่อชะแบบ Linear gradient ดวย 0-0.5 M NaCl ใน 25 
mM Tris-HCl pH 8.1  แลวเกิดการแยกออกเปน peak โปรตีนได 5 peak คือ P1, P2, P3, P4 และ P5  ทํา 
Pooled fraction  ตรวจสอบขนาดของโปรตีนจากทกุ fraction ดวย tricine SDS-PAGE ไดผลการทดลองดัง
รูปที่ 10 จากนั้นนําทุก Fraction  ไปทดสอบการตานการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย และพบวา P1, P2 มี
ประสิทธิภาพดีในการทําลายเชื้อราจึงนํา P1, P2 แยกตอดวย HPLC ไดผลการทดลองดังรูปที่ 11 และ รูปที่ 
12 
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รูปท่ี 10 Tricine SDS-PAGE ของโปรตีนที่มาจาก Crude serum จากการแยกโดย FPLC  
 
จากรูปจะเห็นไดวา Fraction P1 และ P2 มีโปรตีนเปนสวนประกอบจํานวนมากจากน้ําหนัก

โมเลกุลที่สูงไปหานอยและพบโปรตีนขนาดโมเลกุลเล็กประมาณ 10 kDa มองเห็นไดอยางชัดเจนใน  
PAGE 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   

รูปท่ี 11 โครมาโตแกรมการแยกบริสุทธิ์เปปไทดของ P1 ดวยเทคนิค High performance liquid   
chromatography (HPLC) โดยใช Apollo C18 5u column ขนาด 250 x 4.6 mm บัฟเฟอรที่ใชคือ 0.1 
%TFA และ 60%Acetonitrile ใน 0.1 %TFA flow rate 60 ml/hr (Preecharram et al., 2008) 

 



 32

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 12 โครมาโตแกรมการแยกบริสุทธิ์เปปไทดของ P2 ดวยเทคนิค High performance liquid  

chromatography (HPLC) โดยใช Apollo C18 5u column ขนาด 250 x4.6 mm บัฟเฟอรที่ใชคือ 0.1 
%TFA และ 60% Acetonitrile ใน 0.1 %TFA flow rate 60 ml/hr (Preecharram et al., 2008) 

 
จากนั้นทําการเก็บ Peak ตางๆ ที่แยกไดนําไปทดสอบสมบัติตานการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย

เนื่องจากในการแยกเบื้องตนมีขอจํากัดของปริมาณเปปไทด จึงสามารถทดสอบไดเฉพาะกับเชื้อ Salmonella 
typhi และ Staphylococcus aureus ซ่ึงใหผลการทดลองสรุป ดังตารางที่ 8 

 

ตารางที่ 8  สรุปผลทดสอบความสามารถตานการเจริญเชื้อแบคทีเรียทั้ง 7 ชนิด  ของเปปไทด ที่ไดจากการ
แยกบริสุทธิ์ดวย เทคนิค High performance liquid chromatography (HPLC) 

สามารถตานการเจริญของเชื้อ Retention time แยกไดจาก 
Salmonella typhi Staphylococcus aureus 

14.1 (p14.1) P1/2   

15.9 (p15.9) P1/2   

17.9 ( p17.9) P1/2   

20.6 (p20.6) P1/2 - - 
34.6 (p34.6) P1/2 - - 
31.0 (p31.0) P2/2   

36.1 (p36.1) P2/2   

37.0 (p37.0) P2/2 - - 
38.0 (p38.0) P2/2 - - 
51.2 (p51.2) P2/2   

mAbs 

0 30

50 

60 

0 

0 

50 

100 

min
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จากนั้นนํา active fraction p14.1, p15.9, p17.9, p31.0,  p36.1 และ p51.2 ไปตรวจสอบน้ําหนัก
โมเลกุลโดย MALDI-TOF mass spectrometry พบวา ไดผลดังตารางที่ 9 

 
ตารางที่ 9 น้ําหนักโมเลกุล (molecular weight) ของเปปไทด p14.1, p15.9 และ p51.1 

ที่ตรวจสอบดวยเทคนิค Mass spectrometry 
 

เปปไทด น้ําหนักโมเลกุล  (Da) 

p14.1 994 
p15.9 893 
p17.9 - 
p31.0 - 
P36.1 - 
p51.1 927 

 
โดยสรุปสําหรับการแยก antimicrobial peptide จากซีรัมจระเขพบวานาจะพบ antimicrobial 

peptide อยางนอย 6 peptides ซ่ึงภายใน 6 peptide นี้มีน้ําหนกัโมเลกลุไมเกิน 1000 kDa ซ่ึงอาจเปนไปไดวา
เปปไทดโมเลกุลเล็กกลุมนี้อาจมีหนาทีใ่นการทําลายเชื้อแบคทีเรียไดโดยตวัของเปปไทดเองหรือเปนการ
ทํางานรวมกับตัวอ่ืนๆ 
 
การแยกบริสุทธ์ิเปปไทดจากพลาสมาของจระเข 

นําพลาสมาของจระเขมาเจือจาง 10 เทา ดวย 10 % Acetic acid  แลว centrifuge ที่ 12000 rpm เปน
เวลา 60 นาที ที่ 40C หลังจากนั้นผาน Centrifugal membrane YM-3 ที่ 40C 8500 rpm เพื่อแยกเอาเฉพาะเปป
ไทดที่มีขนาดเล็กกวา 3 kDa  นําสวนที่แยกไดนี้ไปทําใหแหงโดยใช speed vac concentrator  แลวนํามา
ละลายโดยใชน้ํา และแยกโดยใช C18 reversed phase HPLC ไดผลการทดลองดังรูปที่ 13 

จากนั้นทําการเก็บ Peak ตางๆที่แยกไดนําไปทดสอบสมบัติตานการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย พบวา
มีเพียงเปปไทดใน Peak ที่2 (รูป star หลังจากทํา rechromatography) สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ 
Salmonella typhi และ Staphylococcus aureus 
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รูปท่ี 13 โครมาโตแกรมการแยกบริสุทธิ์เปปไทดของพลาสมาจระเขดวยเทคนิค High 
performance liquid chromatography (HPLC) (A) และการ rechromatograme โดยใช 
Apollo C18 5u    column ขนาด 250 x4.6 mm บัฟเฟอรที่ใชคือ 0.1 %TFA และ 
60%Acetonitrile ใน 0.1 %TFA flow rate 60 ml/hr (B)  

 
จากลักษณะของเปปไทดที่ 2 พบวาจะถูกชะออกมาเร็วมากเหมือนไมมีปฏิสัมพันธกับเรซินใน

คอลัมนซ่ึงเปนไปไดวาเปปไทดเสนนี้นาจะมีความเปนไฮโดรฟลิกที่สูงมาก จึงนํา peak ที่ 2 ไปศึกษา amino 
acid composition โดยวิธี post column derivationzation with Ninhydrin ทั้งมีการไฮโดรไลซีสและไม
ไฮโดรไลซีสไดผลการทดลองดังรูปที่ 14 
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รูปท่ี 14    ผลการทํา (A) hydrolyzed peptide no. 2 เปรียบเทียบกับ (B) nonhydrolysis 

 
ซ่ึงจากผลการทดลองพบวาทั้งจากสวน hydrolyzed และ nonhydrolyzed จะมีปริมาณและชนิด

ของกรดอะมิโนที่ไมแตกตางกันโดยในสวนของไฮโดรไลซีสจะมีปริมาณของ กลูตาเมต และ ไกลซีน
มากกวาเล็กนอยซ่ึงอาจเปนไปไดวา active fraction no. 2 (crocosin 3) เปน compound ที่มีกรดอะมิโนเปน
สวนประกอบ หรือเปน compound ที่ไมมีกรดอะมิโนเปนสวนประกอบ ผูทําการการวิจัยจึงทําการ แยก
บริสุทธิ์ active fraction no. 2 ตอดวย hypercarb HPLC column (Themo electrocorporation, Japan) ที่มี
คุณสมบัติในการแยกเปปไทดที่มีสมบัติเปนไฮโดรฟลิกไดดี ไดผลการทดลองดังรูปที่ 15 C 
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รูปท่ี 15 การแยกบริสุทธิ์  active compound  จากพลาสมาจระ เข  (a) เปปไทด ที่แยกโดย C18-RP-
HPLC  (b) เปปไทด ที่แยกโดย C18-RP-HPLC โดย การ rechromatogram (c) เปปไทดที่แยก
ไดโดย hypercarbTM column HPLC โดยเครื่องหมาย * บอกถึง พีคที่มี antibacterial activity   

 
จากผลการทดลองพบวามีเปปไทดแยกออกมาไดหลาย peak โดยในเบื้องตนทําการเลือก peak ที่ 

6 และ peak ที่ 10 และ 12 ไปศึกษาโครงสรางระดับปฐมภูมิของ compound นี้ตอดวย ESI-MS และ ESI-
MS-MS เนื่องจาก peak ที่ 6 และ peak ที่ 10 เปน peak ที่มีความเขมขนที่สูงและมีลักษณะเปนพีคของเปป
ไทด จากผลการศึกษาโดย ESI-MS และ ESI-MS-MS ของ peak 6 ไดผลดังรูปที่ 16  
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รูปท่ี 16    mass spectrum profile ของ peak 6 ลูกศรสีแดง คือ mass ที่จําเพาะทีเ่ลือกไปศึกษาตอดวย  
    ESI-MS-MS   
 

จากรูปนําโมเลกุลที่มีมวลขนาด 525, 544, 680 และ 796 Da ไปทําใหแตกหักโดย ESI-MS-MS 
เพื่อจะศกึษาโครงสรางระดับปฐมภูมิ ไดผลการทดลองดังรูปที่ 17 A-D 
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A 

B 
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รูปท่ี 17 ESI-MS-MS mass profile ของ แตละ precursor mass ที่มาจาก peak 6 
 

จากขอมูลของ ESI-MS-MS จะพบวาสารนี้จะมีลักษณะโครงสรางเปน repeating unit ของ
น้ําหนักโมเลกุลที่ไม correspond กับกรดอะมิโนใดๆ สวน peak ที่ 10 ก็ทําการศึกษามวลโมเลกุลโดย 
MALDI-TOF เชนกันไดผลการทดลองดังรูป 18 

C 

D 
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รูปท่ี 18 mass spectrum profile ของ peak 10 
 

ซ่ึงในสวนของเปปไทดนี้ก็เชนกันก็อยูในขบวนการที่ตองตรวจสอบ antimicrobial activity ของ
เปปไทดใหมอีกครั้งและจะทําการ confirm โครงสรางอีกครั้งดวย LC-MS-MS และทําการแยกบริสุทธิ์ 
antimicrobial peptides จากพลาสมาจระเขตอเนื่อง เพราะจากที่แยกไวไมสามารถบอกโครงสรางของ active 
compound ได โดยอาศัยเทคนิค centricon membrane filter หลังจากนั้นแยกดวย HPLC-C18 ซ่ึงพบวามีเพียง
พีคที่ 2  ที่มี antibacterial activity แตจากการตรวจสอบดวย mass spectrometry พบวา ยังไมสามารถบอก
โครงสรางของ active compound ไดเพราะวายังไมบริสุทธิ์เพียงพอ และจากสมบัติของเปปไทดที่นาจะเปน 
hydrophilic compound จึงไดใช hypercarbTM column HPLC ที่เหมาะสมตอการแยกสาร  hydrophilic แลว
ทําการทดสอบการมีฤทธิ์ทําลายเชื้อแบคทีเรียอีกครั้ง 

จากผลการทดลองพบวา hypercarbTM column สามารถแยกสารออกมาไดหลายพีคและเมื่อ
ตรวจสอบ antibacterial activity พบวาพีคที่ 12 สามารถทําลายเชื้อ S. typhi. ไดดีที่สุด จึงตั้งชื่อเปน crocosin 
และจากการวิเคราะหโครงสรางของ Crocosin โดยการหาลําดับกรดอะมิโนทางดานปลายหมูอะมิโน พบวา 
Crocosin มีลําดับกรดอะมิโน 2 ตัวแรกเปน อะลานีน และไกลซีน และจากการวิเคราะหโดยวิธี ESI-MS/MS 
พบลักษณะการซ้ําๆของสเปกตราของมวลขนาด 94 และ 136 ดาลตัล ซ่ึงมวลดังกลาวไมสอดคลองกับมวล
ของกรดอะมิโนตัวใด และเมื่อนํา crocosin ไปตรวจสอบคุณสมบัติโดยการทํา heat treatment และยอยดวย
เอนไซม pronase ไดผลการทดลองดังตารางที่ 10  
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ตารางที่ 10  ผลการยอย crocosin และ heat treatment ของ crocosin ตอเชื้อ S. typhi. 

Treatment * Antimicrobial activity 
Crocosin ** + CaCl2 + 
Crocosin ** (100 ºC, 20 min)  + CaCl2 + 
Crocosin ** + pronase + CaCl2 + 
Crocosin ** (100 ºC, 20 min) + pronase + CaCl2 + 
Sodium-phosphate buffer (pH 7.0) + pronase + CaCl2 - 

 

*  The treatment was done by incubated at 37 ºC for 24 h. 
** Sample was reconstituted in Sodium-phosphate buffer pH 7.0. 

 
จากผลการทดลองพบวา crocosin มีความสามารถทนตอความรอนและทนตอการยอยดวย 

pronase  ซ่ึงอาจจะเปนไปไดวา crocosin เปนสารประกอบที่ไมใชโปรตีนเปนสวนประกอบทั้งหมดหรือ
เปนกลุม cyclic protein หรือ cyclic peptide เพราะสารกลุมนี้มีคุณสมบัติทั้งทนรอนและ pronase  

 
การแยกบริสุทธ์ิเปปไทดจากสารสกัดเม็ดเลือดขาวของจระเข 

ในทํานองเดียวกันกับซีรัมและพลาสมาโดยทําการแยกเม็ดเลือดขาวจากเม็ดเลือดแดงโดย dextran 
หลังจากนั้นสกัดเม็ดเลือดขาวโดยใช Homogenizer และตรวจสอบเบื้องตนกับเชื้อแบคทีเรียและเชื้อรา 16 
ชนิด โดยวิธี disc diffusion method ไดผลดังรูปที่ 19 

 

           
 

รูปท่ี 19 ตัวอยางการเกดิ  Clear zone  ของเชื้อ Candida albican กับสารสกัด
จากเม็ดเลือดขาวจระเขสายพนัธุไทย 

Positive control 

WBC 

Negative control 
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จากการ screen เชื้อทั้งหมด 16 ชนิดพบวา สารสกัดเม็ดเลือดขาวทาํลายเชื้อราและแบคทีเรียได 
สารสกัดจากเม็ดเลือดขาวจระเขสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย 7 ชนดิ คือ Pseudomonas 
aeruginosa, Pseudomonas aeruginosa ATCC 2785, Staphylococcus epidermidis, Salmonella typhi, 
Salmonella typhi B, Salmonella typhi ATCC 5784 , Vibrio cholerae และเชื้อรา 1 ชนิด คือ Candida 
albican ซ่ึงไดทําซํ้า 6 รอบโดยแทงบารตรงผลการทดลองเปนคาเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง   ซ่ึง
ไดผลดังแสดงในรูปที่ 20 และ21 
 

0

5

10

15

20

25

30

35

C. albican P. aeruginosa P. aeruginosa

ATCC 27853

S. epidermidis

Di
am

et
er

 of
 in

hi
bi

tio
n 

zo
ne

 (m
m)

Crude  WBC

Positive control

 
 

รูปท่ี 20 กราฟแสดงผลการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas aeruginosa, 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 2785, Staphylococcus epidermidis, Candida albicans  
ของสารสกัดเม็ดเลือดขาวของจระเข ( Crude white blood cell extracted) ( Pata et al.,  2007) 
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รูปท่ี 21   กราฟแสดงผลการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย Salmonella typhi, Salmonella   
typhi B,Salmonella typhi ATCC 5784, Vibrio cholerae ของสารสกัดเม็ดเลือดขาวของจระเข  

 (Crude white  blood cell extracted ) ดวยเทคนิค Dise diffusion assay ( Pata et al., 2007) 
 
การศึกษาคุณสมบัติเบื้องตนของสารสกดัเม็ดเลือดขาวที่มีฤทธิ์ทําลายเชื้อแบคทีเรีย 

ทําการศึกษาคุณสมบัติเบื้องตนของสารสกัดเม็ดเลือดขาว ในดานคุณสมบัติการทนความรอน 
คุณสมบัติการทนตอ proteolytic enzyme และผลของ EDTA ตอคุณสมบัติในการทําลายเช้ือ เพื่อเปนการ
ตรวจสอบวาสารที่มีฤทธิ์ทําลายเชื้อแบคทีเรียในสารสกัดเม็ดเลือดขาวเปนสารชนิดใด 
1. คุณสมบัติความทนรอน (Thermal stability) 

ทําการศึกษาผลของอุณหภูมิตอฤทธ์ิการตานเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดเม็ดเลือดขาวของจระเข 
โดยนําสารสกัดเม็ดเลือดขาวที่ไดบมที่อุณหภูมิและเวลาที่แตกตางกันคือ อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เวลา 
30 นาที อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 1 ช่ัวโมง และตมในน้ําเดือด 10 นาที จากนั้นนําสารสกัดเม็ดเลือดขาว
ทั้งหมดที่ผานการบมที่อุณหภูมิตางๆ มาทดสอบความสามารถในการตานเชื้อแบคทีเรียเทียบกับสารสกัด
เม็ดเลือดขาวที่ไมไดผานการ treated ดวยวิธี Disc diffusion  assay ซ่ึงผลพบวา สารสกัดเม็ดเลือดขาวที่ผาน
การใหความรอนที่อุณหภูมิตางๆนั้น ยังมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียได แสดงให
เห็นวาสารที่มีฤทธิ์ทําลายเชื้อแบคทีเรียจากสารสกัดเม็ดเลือดขาวนั้นมีความทนตออุณหภูมิสูง ซ่ึงสามารถ
ทนไดสูงถึง 100 องศาเซลเซียสนาน 10 นาที และสารที่มีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียในสารสกัด
เม็ดเลือดขาวที่ได ไมใชสารที่อยูในระบบคอมพลีเมนต เนื่องจาก สารในระบบคอมพลีเมนตจะถูกทําลายได
ที่อุณหภูมิ56 องศาเซลเซียส เวลา 30 นาที  ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 22  
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รูปท่ี 22   ตัวอยางการเกิด clear zone ในเชื้อ Vibrio cholerae (clinical) ที่ทดสอบกับสารสกัดเม็ดเลือด 
    ขาวที่ผานการใหความรอนที่อุณหภูมิตางๆ เปรียบเทียบกับที่ไมไดผานความรอน 
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รูปท่ี 23  กราฟแสดง Inhibition zone (mm) ของสารสกัดเม็ดเลือดขาวของจระเข (Leukocyte  
          extracts) ที่ผานการใหความรอนที่อุณหภูมิตางๆ เปรียบเทียบกบัที่ไมไดผานความรอน  

 
1. คุณสมบัติการทนตอ proteolytic enzyme 

เมื่อยอยสารสกัดเม็ดเลือดขาวดวยเอนไซมโปรเนสที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง แลวนํามาทดสอบความสามารถในการตานการเจริญของเชื้อเทียบกับสารสกัดเม็ดเลือดขาวที่เติม 
500 mM CaCl2 1 μl ดวยวิธี Disc diffusion  assay พบวา สารสกัดเม็ดเลือดขาวที่ถูกยอยดวยเอนไซมโป
รเนส ไมมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อไดเมื่อเทียบกับสารสกัดเม็ดเลือดขาวที่ไมไดถูกยอย

PP  

None 

56 C,30 min 

70 C,1 h 

ตม 10 min 

0.1% acetic acid 
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ดวยเอนไซม รูปที่25 แสดงวา สารที่มีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของเชื้อในสารสกัดเม็ดเลือดขาวนั้นนาจะเปน
โปรตีนหรือเปปไทด เนื่องจากไมทนตอเอนไซมโปรเนส ซ่ึงเปนเอนไซมที่ยอยโปรตีนใหไดกรดอะมิโน
อิสระ ทําใหสารสกัดเม็ดเลือดขาวไมเหลือฤทธ์ิในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 24  ตัวอยางการเกิด clear zone ในเชื้อ Vibrio cholerae (clinical) 
ที่ทดสอบกับสารสกัดเม็ดเลือดขาวที่ผานการยอยดวยเอนไซม
โปรเนส เปรียบเทียบกับที่ไมไดถูกยอย 

 
2. ผลของ EDTA ตอคุณสมบตัิในการทําลายเชื้อของสารสกัดเม็ดเลือดขาว 

เมื่อบมสารสกัดเม็ดเลือดขาวกับ 0.5 mM EDTA ที่ 25 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที แลวนํามา
ทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียเทียบกับสารสกัดเม็เลือดขาวที่ไมไดบม
รวมกับ 0.5 mM EDTA พบวา สารสกัดเม็ดเลือดขาวที่บมรวมกับ EDTA ยังมีความสามารถในการยับยั้งการ
เจริญของเชื้อเชนเดียวกับที่ไมไดเติม EDTA แสดงวา สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อในสารสกัดเม็ด
เลือดขาวนั้น ไมตองการ valent metal ions ในการทํางาน 

จากนั้นนําสารสกัดที่ไดมาแยกบริสุทธิ์โดย Anion exchange column chromatography โดยใช
เครื่อง FPLC ไดผลการทดลองดังรูปที่ 25 
 
 
 

WBC extracts ที่ -70 C

WBC extracts + CaCl2

WBC extracts + pronase + CaCl2

Pronase + CaCl2

0.01% Acetic acid + CaCl2

WBC extracts + pronase + CaCl2

WBC extracts ที่ -70 C

WBC extracts + CaCl2

WBC extracts + pronase + CaCl2

Pronase + CaCl2

0.01% Acetic acid + CaCl2

WBC extracts + pronase + CaCl2
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รูปท่ี 25  Elution profile ของการแยกบริสุทธิ์โปรตีน จาก สารสกัดเมด็เลือดขาว ดวย Q sepharose  
    fast flow anion exchange column (UNO Q1 column,Bio-rad)  flow rate 60 ml /hr 
 

จากการแยกบริสุทธิ์โปรตีนจาก Crude white blood cell extracted  ดวย Q sepharose fast flow 
anion exchange column  พบวามีการจับของโปรตีนในคอลัมนและเมื่อชะแบบ Linear gradient ดวย 0 – 0.5 
M NaCl ใน 25 mM Tris-HCl pH 8.1  แลวเกิดการแยกออกเปน peak โปรตีนได 4 peak คือ P1, P2, P3, P4 
ทําการ Pooled fraction  จากนั้นนําทุก Fraction ไปทดสอบการตานการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียและ
เชื้อรา โดยใชความเขมขนของโปรตีนของ Pooled fraction ( P1 – P4 ) เทากับ 2.50, 2.42, 2.40 และ 3.40 
μg/μl  ตามลําดับและ Positive control  คือ 10 μg ของ Streptomycin   สวน Negative Control ที่ใชคือหยด
สารละลายน้ํากลั่นปลอดเชื้อแทนสารสกัดเม็ดเลือดขาวที่แยกบริสุทธิ์ได   ซ่ึงไดผลดังแสดงในรูปที่  26-28 
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รูปท่ี 26  กราฟแสดงผลการยับยั้งการเจรญิเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas aeruginosa,  
   Pseudomonas aeruginosa ATCC 2785, Staphylococcus epidermidis  ของ  Pooled  
   fraction ที่แยกบริสุทธิ์ไดโดย  FPLC  จากสารสกัดเม็ดเลือดขาวจระเข ( Pata et al., 2007) 
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รูปท่ี 27  กราฟแสดงผลการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย Salmonella typhi, Salmonella  
 typhi B, Salmonella typhi ATCC 5784  ของ Pooled fraction ที่แยกบริสุทธิ์ไดโดย FPLC  

จากสารสกัดเม็ดเลือดขาวจระเข ( Pata et al., 2007) 
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รูปท่ี 28  กราฟแสดงผลการยับยั้งการเจรญิเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย Vibrio cholerae, Candida albican 
ของ Pooled fraction ที่แยกบริสุทธิ์ไดโดย FPLC จากสารสกัดเม็ดเลือดขาวจระเข  

 
โปรตีนทั้ง 4 peaks คือ P1, P2, P3 และ P4 ถูกนําไปทดสอบความเปนพิษของเปปไทดที่มีฤทธ์ิ

ทําลายเชื้อแบคทีเรีย ตรวจสอบขนาดและความบริสุทธิ์โปรตีนของ  P1, P2, P3, P4  ที่ไดจาก   Q sepharose 
fast flow anion exchange column  โดยเทคนิค tricine SDS – PAGE เมื่อทดสอบการตานการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรียและเชื้อราแลว พบวาสารละลายโปรตีนทั้ง 4 กลุมสามารถตานทานการเจริญของเชื้อได แตพบวา 
P1 มีความสามารถในการตานเชื้อมากที่สุด จึงนําพีค P1 ไปแยกบริสุทธิ์ตอดวยเทคนิค HPLC   สวนความ
บริสุทธิ์และขนาดของโปรตีน ดวย Tricine SDS-PAGE ซ่ึงไดผลการทดลอง ดังรูปที่ 29 
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รูปท่ี 29   ผลการตรวจสอบขนาดและความบริสุทธิ์ของสารละลายโปรตีน P1 (lane2), P2 (lane3), P3 

(lane4), P4 (lane5) และ Crude white blood cell extracted  (lane6) เปรียบเทียบกับ โปรตีน  
                มาตรฐาน (MK :molecular weight marker protein) (lane1) 

 
จากผลการทดลองพบวา ใน Fraction P1 ประกอบดวยโปรตนีที่ชัดเจนที่สุดขนาดโมเลกลุ

ประมาณ 14-15 กิโลดาลตัน ดังนัน้ จงึนํา fraction P1 มาทดสอบ antimicrobial activity บนเจล ดวยวิธี 
zymogram refolding gel ไดผลการทดลองดังรูปที่ 30  
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รูปท่ี 30   (A) zymogram refolding gel (15% SDS PAGE+ 0.01 g Micrococcus lisodiektikus) 
                (B) 15% SDS PAGE ยอมดวย Coomassie brillian Blue ( Pata et al., 2007) 

 
จากผลการทดลอง พบวา ในสารสกัดเม็ดเลือดขาวของจระเข มีโปรตีนที่สามารถทําลายผนังเซลล

ของเชื้อแบคทีเรีย Micrococcus lisodiektikus ได ที่ตําแหนงของโปรตีน ขนาดโมเลกุล ประมาณ 15 กิโลดาล
ตัน และ 23 กิโลดาลตัน ซ่ึงที่ตําแหนง 15 กิโลดาลตัน ถูกพบใน fraction P1 ดวย โดยจะพบ clear zone 
เกิดขึ้นรอบๆตําแหนงโปรตีนดังกลาวหลังจากไดนําแถบโปรตีนทั้ง 3 แถบ (รูปที่ 30B) ไปหาลําดับกรดอะมิ
โนดานปลายอะมิโน (N-terminal sequence) ดวย Edman-degradation technique แลวพบวาแถบโปรตีน 1 

และ 2 เปน hemoglobin α-chain สวน แถบโปรตีน 3 เปนโปรตีนที่ยังไมพบในฐานขอมูล ดังตารางที่ 11  
 
ตารางที่ 11 ลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนจากสารสกัดเม็ดเลือดขาวของจระเข 
 

แถบโปรตนี ลําดับกรดอะมิโนดาน N ชนิดโปรตนีในฐานขอมูลสบืคน 
1 VLSGDDKINV- hemoglobin α-chain 
2 VLSNDDKNNV- hemoglobin α-chain 
3 KLAVEMDPSP- - 
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จากนั้นไดทําการ ตรวจสอบโครงสรางของโปรตีนทั้งสามชนิดอีกครั้ง ดวย  mass spectrometry 
โดยการทํา peptide mass finger print พบวา โปรตีนทั้งสามชนิดไมสามารถ match กับโปรตีนใด แตเมื่อ
เปลี่ยนเทคนิคเปน sequence tag (MS/MS) พบวาสามารถระบุชนิดไดดังตารางที่ 12 และรูปที่ 31 และ 32 

 
ตารางที่ 12 ผลการตรวจสอบชนิดโปรตีนโดยวิธี sequence tag (MS/MS) 
 

แถบ
โปรตีน 

จํานวนของ TOF signals ที่นําไปทํา
วิเคราะห 

ชนิดโปรตีน 

1 3 Hemoglobin alpha chain  ของ Nile crocodile 
2 3 Hemoglobin alpha chain  ของ Nile crocodile 
3 ไมพบมวลของที่พอจะระบชุนิด

โปรตีนได 
มวลของเปปไทดที่ขนาด 2021 m/z ไดลําดบักรดอะ
มิโนคือ QVEDPTHTSPDK ซ่ึงจากการทํา blast 
พบวามีความคลาย MHC class II 

 

 
 

รูปท่ี 31 Sequence tag (MS/MS) ของแถบโปรตีนหมายเลข 1 
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รูปท่ี 32 Sequence tag (MS/MS) ของแถบโปรตีนหมายเลข 2 
 

จากผลการทดลองนี้เปนรายงานแรกที่พบวาในระบบเลือดของจระเขนาจะมี  innate immunity ที่ 
ประกอบไปดวย โปรตีน เชน ฮีโมโกลบิน เปปไทดสายสั้นๆ ที่ตองมีการตรวจสอบโครงสรางตอไป และ
อาจจะประกอบดวยสารพวก glycoconjugate ที่พบในสวนของพลาสมา และจากรูปที่ 27 พบวาใน P1 
fraction มีโปรตีนขนาดมากกวา 10 kDa จํานวนมากในขณะที่เปปไทดที่แยกบริสุทธิ์ไดมีขนาดต่ํากวา 10 
kDa ดังนั้นเพื่อกําจัดโปรตีนที่มีขนาดใหญออกไปจึงทําการแยกบริสุทธิ์โปรตีนจาก P1 fraction อีกครั้งดวย 
column  superdex 30 prep ซ่ึงจะแยกโปรตีนตามขนาด โดยโปรตีนที่มีขนาดมากกวา 10 kDa จะไมเขาไปใน
รูพรุนของเจลจึงถูกชะออกมากอน สวนโปรตีนขนาดต่ํากวา 10 kDa จะเขาไปในรูพรุนของเจลและถูกชะ
ออกมาตามลําดับ chromatogram แสดงในรูปที่ 33 
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รูปท่ี  33 การแยก P1 โดยใช Superdex 30 prep 
 สารละลายสวน B เปนสวนของเปปไทดทีม่ีขนาดเล็ก จึงไมสามารถตรวจพบใน 

SDS-PAGE (เลน B) 
 

ผลจากการแยกโปรตีนใน fraction A และ B โดย SDS-PAGE พบวา ใน fraction B ไมสามารถ
ตรวจพบ band ของโปรตีนที่มีน้ําหนกัโมเลกุลต่ํากวา 6.5 kDa โดยการยอมดวย Commassie blue  

เมื่อนําสวนของสารละลายสวน B ที่ไดจากการแยกดวย Superdex 30 prep ไปตรวจสอบกิจกรรม
การทําลายเซลลจุลชีพ S. typhi และ C. albicans  โดยวิธี growth inhibition assay พบวา สารละลายสวน B นี้
สามารถทําลายจุลชีพดังกลาวได เนื่องจากไมมีการเจริญของจุลชีพ (รูปที่ 34) 
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รูปท่ี 34 การตรวจสอบกิจกรรมการทาํลายจุลชีพของสารละลายสวน B โดยวิธี growth inhibition assay   
  A. เชื้อ S. typhi 

                  B. เชื้อ C. albicans 
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จากผลการทดลองแสดงใหเห็นอยางชัดเจนวาเปปไทดขนาดเล็กในเม็ดเลือดขาวจระเขมี
ความสามารถในการทําลายเชื้อแบคทีเรียที่แตกตางกันและการเตรียมแยกเปปไทดโดยผาน superdex 30 
prep อาจจะทําใหเปปไทดจํานวนนอยผูวิจัยจึงไดพยายามที่ทําเปปไทดขนาดเล็กใหเขมขนขึ้น จึงไดมีการ
ทดลองแยกเปปไทดที่มีขนาดเล็กกวา 10 กิโลดาลตัน จากสารสกัดเม็ดเลือดขาวโดยใช centricon  YM-10 
ผลการทดลองพบวาวิธีการดังกลาวสามารถที่จะแยกบริสุทธิ์โปรตีนที่มีขนาดใหญกวา 10 กิโลดาลตัน ออก
จากโปรตีนหรือเปปไทดที่มีขนาดเล็กกวา 10 กิโลดาลตันไดแสดงผลดังรูปที่ 35 

 

 
 

รูปท่ี 35  แสดงผลการตรวจสอบขนาดของโปรตีนหรือเปปไทด ของสารสกัดเม็ดเลือดขาวหลังแยกผาน  
 YM-10 ดวยเทคนิค Tris-tricine-SDS-PAGE โดย 
 Lane 1 Rain brow marker 
 Lane 2-3 สารสกัดเม็ดเลือดขาว 
 Lane 4-6 สารสกัดเม็ดเลือดขาวสวนบนหลังผาน YM-10 
 Lane 7-9 สารสกัดเม็ดเลือดขาวสวนลางหลังผาน YM-10 

 
จากนั้นทดสอบฤทธิ์ของสารละลายสวนลางและสวนบนหลังผาน YM-10 ในการตานเชื้อ

แบคทีเรีย จากผลของการทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดเม็ดเลือดขาวของจระเขสาย
พันธุไทย ตอเชื้อทั้งหมด 4 ชนิด แสดงผลดังตารางที่ 3 หลังผานการแยกโดยใช YM-10 พบวาสารละลาย
สวนลางที่ขนาดของโปรตีนหรือเปปไทดที่นอยกวาหรือเทากับ 10 กิโลดาลตัน พบวาโปรตีนหรือเปปไทดที่
แยกไดมีฤทธ์ิในการตอตานเชื้อแบคทีเรียได 2 ชนิด คือ Vibrio cholerae และ Bacillus subtilis ดังรูปที่ 36 
และรูปที่ 37 ตามลําดับ 
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ตารางที่ 13  แสดง Antimicrobial activity ของสารสกัดเม็ดเลือดขาวหลังผาน YM-10 ตอเชื้อแบคทีเรีย   
                 โดยวิธี Disc diffusion assay 
 

ชนิดของเชื้อ Antimicrobial activity 
B. subtilis + 
P. aeruginosa - 
E. coli - 
V. cholerae + 

 

หมายเหตุ  :  +  คือ ยับยั้งการเจริญของเชื้อ 
          -  คือ ไมยบัยั้งการเจริญของเชื้อ  
 

 
 

รูปท่ี 36   แสดงตัวอยาง การทดสอบฤทธิ์ในการตอตานเชื้อ V. cholerae ของสารละลายสวนลาง ที่ได 
    จากการแยกสารสกัดเม็ดเลือดขาวผาน YM-10       
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รูปท่ี 37   แสดงตัวอยาง การทดสอบฤทธิ์ในการตอตานเชื้อ B. subtilis ของสารละลายสวนลาง ที่ไดจาก 
   การแยกสารสกัดเม็ดเลือดขาวผาน YM-10  
 

จากนั้นแยกบริสุทธิ์สารละลายหลังผาน YM-10 สวนลางที่มี activityโดยใช RP-HPLC เมื่อนํา
สารละลายสวนลางหลังผาน YM-10 มาทําการแยกบริสุทธิ์ตอโดยใช Apollo C18 column โดยใช 0.1% 
TFA และ 60% acetonitrile ใน 0.1% TFA เปน mobile phase อัตราเร็ว 60 ml/hr ไดผลดังรูปที่ 38 

 

 
รูปท่ี 38 แสดงโครมาโตแกรมการแยกบริสุทธิ์ สารสกัดเม็ดเลือดขาวสวนลางหลังผาน YM-10 ดวยใช 

เทคนิค RP-HPLC โดยใช Apollo C18 column โดยใช 0.1% TFA และ 60% Acetonitrile ใน 0.1% 
TFA อัตราเร็ว 60 ml/hr 

P 
U 

N 

D 

Down-30 

Up-30 

1 

2 

12 

3 

4 

5 

6,7 

8 

9 

10 
11 



 58

จากผลของการทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดเม็ดเลือดขาวของจระเขสาย
พันธุไทยหลังผานการแยกโดยใช YM-10 พบวาสารละลายสวนลางที่ขนาดของโปรตีนหรือเปปไทดที่นอย
กวาหรือเทากับ 10 กิโลดาลตันมีฤทธ์ิในการตานเชื้อแบคทีเรียได ดังนั้นจึงนําสารละลายดังกลาวไปทําการ
แยกบริสุทธิ์โดยใช RP-HPLC พบวาสารละลายดังกลาวสามารถแยกบริสุทธิ์ออกไดไมนอยกวา 12 พีค 
ดังนั้นจึงไดทําการเก็บแตละพีคตั้งแต 1-12 ไปทดสอบหาฤทธิ์ในการตานเชื้อแบคทีเรียทั้งหมด 4 ชนิดไดผล
การทดลองแสดงดังตารางที่ 14 และไดคา inhibition clear zone  แสดงดังรูปที่ 39 จากผลการทดสอบพบวา
พีคที่ 1 และ 12  มีฤทธ์ิในการตานเชื้อ V. cholerae และพีคที่ 4 มีฤทธ์ิในการตานเชื้อ B. subtilis แสดงผลดัง
รูปที่ 40 และรูปที่ 41 ตามลําดับ 

 
ตารางที่ 14 แสดงผลของการทดสอบ Antimicrobial activity ของสารสกัดเม็ดเลือดขาวหลังแยกบรสุิทธิ์  
                  โดย HPLC ตอเชื้อแบคทีเรีย โดยใชวิธี Disc diffusion assay  
 

ชนิดของเชื้อ Antimicrobial activity 
B. subtilis + 
P. aeruginosa - 
E. coli - 
V. cholerae + 

 

                          หมายเหตุ  :  +  คือ ยับยั้งการเจริญของเชื้อ 
        -  คือ ไมยบัยั้งการเจริญของเชื้อ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปท่ี 39  แสดงคา Inhibition zone ของเปปไทด ที่แยกบรสุิทธิ์ไดจาก HPLC ตอเชื้อ B. subtilis  และ  
 V . cholerae  
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รูปท่ี 40  แสดงฤทธิ์ในการตานเชื้อ V. cholerae ของสารละลายสวนลางที่ถูกแยกบริสุทธิ์ดวย 
เทคนิค RP-HPLC  

 

 
 
รูปท่ี 41  แสดงฤทธิ์ในการตานเชื้อ B. subtilis ของสารละลายสวนลางที่ถูกแยกบริสุทธิ์ดวยเทคนิค 

RP-HPLC  
 

จากนั้นนําสารละลายสวน B ที่ไดจากการแยกดวยเจลฟวเตรชั่น (รูปที่ 38)ไปแยกใหบริสุทธิ์โดย
ใชคอลัมนรีเวอรเฟส ชนิดซี18 (C18 reverse phase HPLC) หลังจากการนําสารละลาย (พีค) ตางๆ ไป
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วิเคราะหหากจิกรรมการทําลายจุลชีพแลว ไดเปปไทด 4 พีคดวยดวยกนั ที่มีฤทธิ์ในการทําลายจุลชีพ (รูปที่ 
42) โดยใหช่ือไวดังนี ้
 

HP1= Leucrocin I 
 HP9= Leucrocin II 
 HP3= Leucrocin III 

HP4= Leucrocin IV 
 

 
รูปท่ี  42 การแยกสารละลายสวน B โดยใชคอลัมนรีเวอรเฟสชนดิซี 18 
 สารละลายเฟสเคลื่อนที่ A: 0.1% Trifluoro acitic acid (0.1% TFA) 
 สารละลายเฟสเคลื่อนที่ B: 60% Acetonitrile ใน 0.1% TFA 

 

 จากนั้นนํา Leucrocin I- Leucrocin IV ไปหาคาความเขมขนต่ําสุด (Minimum inhibition 
concentration; MIC)ในการทําลายจุลชีพ S. epidermidis, S. typhi และ V. cholerae ซ่ึงไดคาดังตารางที่ 15 
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ตารางที่ 15  คาความเขมขนต่ําสุดของ Leucrocins ในการทําลายจุลชีพ 
 

MIC (μg/ml) Peptide samples 

S. epidermidis S. typhi V. cholerae 
Leucrocin I 
Leucrocin II 
Leucrocin III 
Leucrocin IV 

25.00 
0.66 
5.31 
5.31 

25.00 
0.66 
>156 
>43.7 

0.156  
2.88 

16.56 
10.50 

 
 

จากตารางที่ 15 จะเห็นวา Leucrocin I จะมีกิจกรรมการทําลาย V. cholerae ไดดีทีสุ่ด โดยมีคา 
MIC เทากับ 0.156 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร Leucrocin II มีกิจกรรมการทําลายไดดีทัง้ตอ S. epidermidis , S. 
typhi และ V. cholerae โดยมีกิจกรรมการทําลายดีที่สุดตอ S. epidermidis และ S. typhi โดยมีคา MIC เทากับ 
0.65 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร Leucrocin III มีกิจกรรมการทําลาย  S. epidermidis  ดีทีสุ่ด โดยมีคา MIC เทากับ 
5.31 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร Leucrocin IV มีกิกรรมการทําลาย S. epidermidis ดีที่สุดโดยมีคา MIC เทากับ 
5.31 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

 
การศึกษากิจกรรมการทําลายจุลชีพโดยวิธี Total plate count  

เมื่อนํา Leucrocin I- Leucrocin IV ไปวเิคราะหหากิจกรรมในการทําลายจุลชีพโดยวิธีการนับ
จํานวนโคโลนีโดยวิธี Total plate count ซ่ึงผลที่ไดคือ Leucrocin I- Leucrocin IV สามารถลดจํานวนโคโลนี
ของจุลชีพได ดังแสดงดังรูปที่ 43-45 
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รูปท่ี 43 จํานวนโคโลนีและ % การรอดของ  S. epidermidis เมื่อบมกับ Leucrocin I และ  Leucrocin II 
 S. epidermidis  บมกับ Leucrocin I และ Leucrocin II โดยใชความเขมขนสุดทายเปน 5 

ไมโครกรัม/มิลิลิตร, ตัวควบคุมเชิงบวกใช 70% เอทานอล ตัวควบคุมเชิงลบใช บัพเฟอรฟอสเฟส 
pH 7.4 ท่ีมี 5% กลูโคส  
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รูปท่ี  44  จํานวนโคโลนีและ % การรอดของ  S. typhi เมื่อบมกบั Leucrocin I และ  Leucrocin II ,S. 
typhi  บมกับ Leucrocin I และ Leucrocin II โดยใชความเขมขนสุดทายเปน 5 ไมโครกรัม/มิ
ลิลิตร, ตัวควบคุมเชิงบวกใช 70% เอทานอล ตัวควบคุมเชิงลบใช บัพเฟอรฟอสเฟส pH 7.4 
ที่มี 5% กลูโคส  
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รูปท่ี 45 จํานวนโคโลนีและ % การรอดของ  V. cholerae เมื่อบมกับ Leucrocin III และ  Leucrocin 
IV, V. cholerae บมกับ Leucrocin III และ Leucrocin IV โดยใชความเขมขนสุดทายเปน 
19.7 ไมโครกรัม/มิลิลิตร และ 12.34 ไมโครกรัม/มิลิลิตร ตามลําดับ, ตัวควบคุมเชงิบวกใช 
70% เอทานอล ตัวควบคุมเชิงลบใช บัพเฟอรฟอสเฟส pH 7.4 ที่มี 5% กลูโคส  
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การทดสอบความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดแดงของมนษุย 
ไดนํา Leucrocin I-Leucrocin IV ไปทําการตรวจสอบความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดแดงของมนุษย 

โดยวดัฮีโมโกลบินที่เกิดจากการแตกของเม็ดเลือดแดง พบวาถาใชความเขมขนของเปปไทดที่คา MIC ตอเช้ือ 
S. epidermidis, และ V. cholerae นั้น Leucrocin I-Leucrocin IV ไมมีความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดแดงของ
มนุษย (รูปที่ 46-47) 

 
 

รูปท่ี 46   ความเปนพิษของ Leucrocin I และ  Leucrocin II ตอเซลลเม็ดเลือดแดงของมนุษย 
                ชุดควบคุมเชิงบวก: 1% Triton X-100; ชุดควบคุมเชิงลบ: ฟอสเฟสบัพเฟอร 

 

 
รูปท่ี 47   ความเปนพิษของ Leucrocin III และ  Leucrocin IV ตอเซลลเม็ดเลือดแดงของมนุษย 

                ชุดควบคุมเชิงบวก: 1% Triton X-100; ชุดควบคุมเชิงลบ: บัพเฟอรฟอสเฟส 
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การศึกษาผลของ Leucrocins ตอเซลลแบคทีเรียโดยวิธีใชกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน 
เมื่อนํา Leucrocins ไปบมกับเซลลของแบคทีเรียตามเวลาที่กําหนด หลังจากนั้นนําไปวิเคราะหดู

ลักษณะหรือการเปลี่ยนแปลงของเซลลแบคทีเรียโดยใชกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด(SEM) ซ่ึง
ผลที่ไดคือเซลลของแบคทีเรียมีลักษณะขรุขระ หรือเกิดการแตกเสียหายเมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่ไมมีการบม
กับเปปไทด ซ่ึงจากผลการทดลองในเบื้องตนนี้คาดวา Leucrocins จะมีตําแหนงในการเขาทําลายที่บริเวณเม
มเบรนของแบคทีเรียดังเชนที่เคยมีผูรายงานแลวใน antimicrobial peptide ชนิดอื่นๆ (รูปที่ 48-49) 
 

 
 

รูปท่ี 48   ผลของเซลล S. epidermidis เมื่อบมกับ Leucrocin I และ Leucrocin II  
แบคทีเรียปกตทิี่ไมไดบมกับ Leucrocins ที่เวลา 1 ช่ัวโมง (A); แบคทีเรียปกติที่ไมไดบมกับ 
Leucrocins ที่เวลา 2 ช่ัวโมง (B); แบคทีเรียปกติที่บมกับ Leucrocin I (40 μg/ml) เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
(C); แบคทีเรียปกติที่บมกับ Leucrocin I (40 μg/ml) เปนเวลา 2 ช่ัวโมง (D); แบคทีเรียปกติที่บมกับ 
Leucrocin II (80 μg/ml) เปนเวลา 1 ช่ัวโมง (E); แบคทีเรียปกติที่บมกับ Leucrocin II (80 μg/ml) 
เปนเวลา 2 ช่ัวโมง (F) 
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รูปท่ี 49   ผลของเซลล S. typhi เมื่อบมกับ Leucrocin I และ Leucrocin II 
แบคทีเรียปกตทิี่ไมไดบมกับ Leucrocins ที่เวลา 1 ช่ัวโมง (A); แบคทีเรียปกติที่ไมไดบมกับ 
Leucrocins ที่เวลา 2 ช่ัวโมง (B); แบคทีเรียปกติที่บมกับ Leucrocin I (40 μg/ml) เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
(C); แบคทีเรียปกติที่บมกับ Leucrocin I (40 μg/ml) เปนเวลา 2 ช่ัวโมง (D); แบคทีเรียปกติที่บมกับ 
Leucrocin II (80 μg/ml) เปนเวลา 1 ช่ัวโมง (E); แบคทีเรียปกติที่บมกับ Leucrocin II (80 μg/ml) 
เปนเวลา 2 ช่ัวโมง (F) 
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จากผลการทดลอง จะเห็นไดอยางชัดเจนวาลักษณะของผิวเซลลของ Control ยังเปนปกติ คือเซลล
ไมเกิดการเสียหายแตเมื่อทําการบมเซลลของ Staphylococcus epidermidis กับ Leucrocin I หรือ Leucrocin II  
พบวา ลักษณะของเซลลผิดปกติ และเกิดความเสียหาย คือ ทําใหเซลลแบคทีเรียเสียรูปราง (deformation) ไป
จนถึงทําใหเซลลแตก สวน Salmonella typhi จะเห็นไดชัดเจนวาเกิดปฏิกิริยาที่รุนแรงกวา คือ ลักษณะของ
เซลลจะขาดหรือแหวงไป เมื่อบม ดวย Leucrocin I  และเมื่อ treated ดวย Leucrocin II เซลลของ Salmonella 
typhi แตกสลายเหลือเพียงแคเศษเซลล ซ่ึงอาจเปนไปไดวาความผิดปกติหรือความเสียหายนี้เปนผลมาจากการ
ทํางานของเปปไทด  ผลการทดลองนี้เปนไปในทางเดียวกันกับ antibacterial agent ที่แยกไดจาก พลาสมาและ
ซีรัมดังรูปที่  50-52 
 

 
 

รูปท่ี 50  ผลของ antibacterial agent (Crocosin) จากพลาสมาจระเขตอเซลลแบคทีเรีย S. aureus (a—d) 
และ S. typhi  (e—f); Negative control cell (a, e); ทดสอบกับพลาสมา (b, f); ทดสอบกับสวน 
YM-3 (c, g); ทดสอบกับ crocosin (d, h) ภายในเวลา 120 นาที 
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รูปท่ี 51 ผลของสวน YM-3 ที่แยกไดจากพลาสมาจระเขตอ  S. typhi. ; บมรวมกัน  60 นาที (a); บม 
     รวมกัน 90 นาที (b); (c) บมรวมกัน 120 นาที (c);บมรวมกัน 180 นาที (d) 
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รูปท่ี 52   ผลของ antibacterial agent จากสวนของซีรัมตอ S. aureus (ซาย); S. typhi (ขวา); แบคทีเรีย 

 ทดสอบกับ PBS (a และ b); แบคทีเรียทดสอบกับซีรัม (c และ d); แบคทีเรียทดสอบกับ Hp18     
 (e และ  f); แบคทีเรียทดสอบกับ Hp31 (g และ h) ( Preecharam et al., 2008) 
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การศึกษาการเกิด Permeabilization ท่ีเมมเบรนชั้นนอกของแบคทีเรีย 
การศึกษานี้เพื่อตองการระบุวา Leucrocins นั้นทําใหเมมเบรนชั้นนอกของแบคทีเรียเกิด 

permeabilization ซ่ึงในกระบวนการทดลองจะใช 1-N-phenylnaphtylamine (NPN) เปนตัวตรวจสอบ NPN 
เปนสารfluorescent โดยจะเกิดการเรืองแสงไดดีเมื่ออยูในสภาวะแวดลอมที่เปน hydrophobic โดยหาก 
Leucrocins ทําใหเมมเบรนชั้นนอกของเมมเบรนเกิด permeabilization สาร NPN จะเขาไปจับกับบริเวณ 
hydrophobic ของ lipid bilayer ซ่ึงจะทําใหคาการเรืองแสงของ NPN เพิ่มขึ้น ซ่ึงผลการการทดลองพบวา 
Leucrocins ทําใหเมมเบรนชั้นนอกของเมมเบรนเกิด permeabilization ดังแสดงในรูปที่ 53-54 โดยพบวา 
Leucrocin I-IV จะใชเวลาประมาณ 1-2 นาทีในการเขาสู เมมเบรนชั้นนอกของแบคทีเรีย และเมื่อเวลาผานไป
ประมาณ 12 นาทีจะถึงระยะ steady state  
 

 
 

รูปท่ี 53    การเกิด permeabilization เมมเบรนชั้นนอกของ S. typhi ATCC 5784 
                   Leucrocin I 125 μg/ml, streptomycin 20 μg/ml, Leucrocin II 3.3 μg/ml  
 

 
 รูปท่ี 54       การเกิด permeabilization เมมเบรนชั้นนอกของ V. cholerae 

                  Leucrocin III 82.5 μg/ml, streptomycin 20 μg/ml, Leucrocin IV 105 μg/ml  
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การศึกษาการเกิด Permeabilization ท่ีเมมเบรนชั้นในของแบคทีเรีย 
การศึกษานี้เพื่อตองการระบุวา Leucrocins นั้นทําใหเมมเบรนชั้นในของแบคทีเรียเกิด 

permeabilization ซ่ึงในกระบวนการทดลองนี้จะทําการจําลองเมมเบรนชั้นในของแบคทีเรียโดยการสรางไล
โปโซมที่หุมเอนไซม β-galactosidase ไวภายใน ซ่ึงหาก Leucrocins ทําใหเมมเบรนไลโปโซมรั่วออกมาจะทํา
ให β-galactosidase ออกมาสูภายนอกแลวทําปฏิกิริยากับ สับสเตรท (O-nitrophenyl B-galactopyranoside; 
ONPG) เกิดการยอยสลาย substrate ซ่ึงจะไดสารละลายสีเหลืองเขมขึ้นสามารถวัดการดูดกลืนแสงที่ 415 nm 
ดังแสดงในรูปที่ 55 

 

 
รูปท่ี 55  การเกิด permeabilization แบบจําลองเมมเบรนชั้นในของ V. cholerae 

 
จากรูปจะเห็นไดวา Leucrocin II-IV สามารถทําลายแบบจําลองของเมมเบรนไดโดย Leucrocin IV 

ทําไดดีที่สุด แต ในLeucrocin I ไมสามารถตรวจพบ product ของ β-galactosidase ซ่ึงอาจเปนไปไดวา 
concentration ที่เราใชยังไมเหมาะสมเราจึงไดทําการทดลองเพื่อ ยืนยันอีกครั้งโดยการ ศึกษาการทําลายจุลชีพ
จริงโดยวิธีวัดปริมาณ DNA/RNA  

 
การศึกษาการทําลายจุลชีพโดยวิธีวัดปริมาณ DNA/RNA  

เมื่อนําเซลลแบคทีเรียบมกับเปปไทด Leucrocin I-Leucrocin IV ที่ 37oC เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
หลังจากนั้นตรวจวัด กิจกรรมการทําลายจุลชีพโดยการตรวจวัดระดับ DNA/RNA ที่คาการดูดกลืนแสงที่ 260 
nm ซ่ึงเปนผลจากการที่เซลลของจุลชีพแตกเสียหาย โดนทําลายจากเปปไทด ซ่ึงจากผลการทดลองพบวา 
Leucrocin III ทําใหเซลลแบคทีเรียเสียหายมากที่สุด และ leucrocin I ก็ทําใหเกิดการเสียหายของเซลลจนเกิด
การตรวจวัด DNA/RNAได ดังแสดงในรูปที่ 56 
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รูปท่ี 56  ปริมาณของ DNA/RNA ของ S. epidermidis เมื่อบมกับ Leucrocins 
               ตัวควบคุมเชิงบวก: 70% เอทานอล, ตัวควบคมุเชิงลบ: 10 mM บัพเฟอรฟอสเฟส pH 7.4,    
               Leucrocin I (0.99 μg/ml) Leucrocin II (92.4 μg/ml), Leucrocin III (89.9 μg/ml), Leucrocin  
               IV (87.4 μg/ml) 

 
การวิเคราะหองคประกอบของกรดอะมิโน Leucrocin I และ Leucrocin II 

ทําการศึกษาองคประกอบของกรดอะมิโนของ Leucrocin I-II โดยการศกึษา amino acid 
composition โดยวิธี post column derivatization with ninhydrin ซ่ึงผลการวิเคราะหดังตารางที่ 16 

 
ตารางที่ 16  คา % nmol และปริมาณ residues  ของกรดอะมิโนแตละชนิดที่มีอยูในเสนเปปไทด  
  Leucrocin I และ Leucrocin II 

Leucrocin I Leucrocin II 

Amino acid nmol Residues No. Amino acid nmol Residues No. 

 Asx (N) 0.4528 2 Asx (N) 0.1388 1 

Ser (S) 0.2495 1 Ser (S) 0.1397 1 
Glx (Q, E) 0.3540 2 Glx (Q, E) 0.2457 2 

Gly (G) 0.4461 2 Gly (G) 0.2450 3 
Ala (A) 0.1889 1 Ala (A) 0.1378 2 

Ile (I) 1.7636 4 Lys (K) 0.1089 1 

Leu (L) 0.5695 2    

Arg (R) 0.1074 1    

Total  15 Total  10 
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จากผลการทดลองนี้ทําใหทราบวา Leucrocin I เปนเปปไทดสายสั้นๆที่ประกอบดวย กรดอะมิโน
ประมาณ 15 residues และ Leucrocin II ประกอบดวยกรดอะมิโน 10 residues โดยทั้งสองเปปไทดมี
สวนประกอบของกรดอะมิโนที่มีทั้งประจุ และสวนทีเ่ปน hydrophobic  

 
การวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนบางสวนของ Leucrocin I และ Leucrocin II โดยวิธี de-novo LC-MS-MS 

จากการวิเคราะห Leucrocin I และ Leucrocin II โดยวิธี mass spectrometry พบวา Leucrocin I มี 
precursor mass ประมาณ 806.99 Da (รูปที่ 57 และ 58) สวน Leucrocin มี precursor mass ประมาณ 956.37 
Da (รูปที่ 60 และ 61) โดยการวิเคราะหโดยวิธี De novo LC-MS/MS sequencing พบวา Leucrocin I มีลําดับ
กรดอะมิโนบางสวนเปน NGVQPKY และลําดับกรดอะมิโนบางสวนของ Leucrocin II คือ NAGS_LSGWG 
(ตารางที่ 3). ซ่ึงจากการตรวจสอบกับลําดับกรดอะมิโนของ antimicrobial peptide อ่ืนๆในฐานขอมูล พบวา
ลําดับกรดอะมิโนดังกลาวไมเหมือน antimicrobial peptide ใดๆในฐานขอมูล แสดงวา Leucrocin I และ 
Leucrocin II นาจะเปน antimicrobial peptide ชนิดใหมที่ยังไมมีการรายงานมากอน 
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รูปท่ี 57  LC/MS/MS ของ Leucrocin I 
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รูปท่ี 58 LC/MS/MS ของ precursor mass 806.99 (Leucrocin I) 
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รูปท่ี 59  LC/MS/MS ของ Leucrocin II 
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รูปท่ี  60  LC/MS/MS ของ precursor mass 956.37 (Leucrocin II) 

 
ตารางที่ 17  ลําดับกรดอะมิโนของ Leucrocin I and II โดยวิธี De novo sequencing LC MS/MS 
 

Samples Precursor 
Mass 

Amino acid 
sequence 

Charge Mass 
analysis 

(Da) 

% 
hydrophobic 

Predict of 
secondary 
structure 

Leucrocin I 
 
 

806.99 
 

NGVQPKY 
 

+1 
 

804.90 
 
 

11 28.57% 
Extended strand  

71.43% 
Random coil  

Leucrocin II 
 

956.37 NAGSLLSGWG 0 
 

847.88 
 

40 44.44%  
Extended strand 

55.56% 
Random coil  

 
สําหรับการหาลําดับกรดอะมิโนของ Leucrocin I-Leucrocin IV ทางดานปลายหมูอะมิโนโดย 

automated Edman degradationนั้นไมสามารถตรวจวัดได ซ่ึงเปนไปไดวาอาจจะมีการ blocking หรือเกิดการ
เปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนทางดานปลายหมูอะมิโน 
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สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

ในการศึกษานี้ไดแยกบริสุทธิ์สารที่มีฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียจากเลือดจระเขสายพันธุไทย 
(Crocodylus siamensis) โดยแยกสารจากสวนซีรัมและสารสกัดเม็ดเลือดขาวของจระเขดวยคอลัมน
แลกเปลี่ยนประจุลบ เจลฟวเตรชั่น และ reverse phase -HPLC ในสวนซีรัมแยกสารที่มีฤทธ์ิทําลาย
เชื้อไดจํานวนทั้งสิ้น 6 ชนิด คือ p14.1, p15.9, p17.9, p31.0,  p36.1 และ p51.2  ซ่ึงมีความสามารถ
ทําลายเชื้อแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ  ผลการวิเคราะหดวยวิธี mass spectrometry พบวา 
p14.1, p15.9 และ p51.1 มีขนาดเล็กกวา 1 กิโลดาลตัน  

ทําการแยกบริสุทธิ์สารทําลายเชื้อแบคทีเรีย (Crocosin) จากสวนพลาสมาของเลือดจระเข 
โดยวิธีการแยกดวยเมมเบรนแยกขนาด วิธี reverse phase-HPLC และคอลัมน HypercarbTM พบวา 
Crocosin สามารถทําลายเชื้อแบคทีเรีย Salmonella typhi  และ Staphylococcus aureus  จากการ
วิเคราะหโครงสรางของ Crocosin โดยการหาลําดับกรดอะมิโนทางดานปลายหมูอะมิโน พบวา 
Crocosin มีลําดับกรดอะมิโน 2 ตัวแรกเปน อะลานีน และไกลซีน และจากการวิเคราะหโดยวิธี 
ESI-MS/MS พบลักษณะการซ้ําๆของสเปกตราของมวลขนาด 94 และ 136 ดาลตัล ซ่ึงมวลดังกลาว
ไมสอดคลองกับมวลของกรดอะมิโนตัวใด และ Crocosin สามารถทตอความรอนและทนตอการ
ยอยของเอนไซมโปรเนส  ผลการทดลองดังกลาวชี้ใหเห็นวา Crocosin  อาจไมใชเปปไทด แตอาจ
เปนอนุพันธของเปปไทด  ซ่ึงประกอบดวยกรดอะมิโนรวมอยูกับสารประกอบที่มีมวลโมเลกุล 94 
และ 136 ดาลตัล การศึกษาดวยกลองจุลทรรศนแบบสงกราด พบวา สารทําลายเชื้อแบคทีเรียที่แยก
ไดจากสวนของซีรัมและพลาสมาของจระเข ทําลายเชื้อแบคทีเรียโดยการเขาไปในสวนไซโตพลา
สซึมของแบคทีเรีย แลวทําใหเมมเบรนของแบคทีเรียแตกหรือถูกทําลายในที่สุด  

สําหรับในสารสกัดเม็ดเลือดขาวจระเข จากการแยกบริสุทธิ์เปปไทดดวย HPLC และ 
filter molecular cut off. พบวา มีอยางนอย 5 เปปไทด ที่มีนําหนักโมเลกุลตั้งแต 1 kDa-5 kDa ที่
สามารถทําลายเชื้อแบคทีเรียไดอยางมีประสิทธิภาพ ตั้งชื่อวา เปปไทด leucrocins  พบวา Leucrocin 
I  นาจะมีลําดับกรดอะมิโน NH3

+- KLGPQGAQLLGQP-COO- สวน Leucrocin III นาจะมีลําดับ
กรดอะมิโนเปน NH3

+-DAKGEGNPDAKDGDASEK-COO- มีคา MIC ที่ต่ํา ซ่ึงจากผลการศึกษาผล
ของ Leucrocins ตอเซลลแบคทีเรียโดยกลอง SEM พบวาLeucrocin I และLeucrocin II นั้นมีกลไก
การทําลายเชื้อแบคทีเรียแกรมลบที่คลายคลึงกับ Temporin-L (Mangoni et al, 2004)  และซีรัมกับ
พลาสมาของจระเขสายพันธุไทย (Preecharram et al, 2008) โดยเมื่อบมเซลลแบคทีเรียรวมกับ 
Leucrocins แลวเซลลแบคทีเรียจะเหี่ยว ขาดแหวง และแตกสลายเหลือเพียงเศษเซลลเมื่อบมเปน
เวลานาน ขณะที่กลไกการทําลายเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกของ Leucrocin I และ LeucrocinII นั้นจะ
ทําลายเชื้อโดยการทําใหผิวเซลลแบคทีเรียเกิดการปูด บวม มีลักษณะขรุขระ  และเกิดการแตก
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เสียหายของเซลลแบคทีเรีย ซ่ึงกลไกการทําลายเชื้อเชนนี้จะเหมือนกับ Magainin 2 (Genco et al, 
2003) และ SMAP29 (Anderson et al, 2001) จากผลการทดลองดังกลาวแสดงใหเห็นวา Leucrocins  
มีเปาหมายในการทําลายเซลลแบคทีเรียที่เซลลเมมเบรน โดยจะทําใหเมมเบรนเกิด ความเสียหาย 
ทําใหเชื้อแบคทีเรียตายในที่สุด ซ่ึงไดมีการทดลองยืนยันกลไกการทําลายเชื้อในแบคทีเรียแกรมลบ
ดวยวิธี NPN uptake assay การศึกษานี้จะทําใหทราบวา Leucrocins นั้นสามารถทําใหเมมเบรน
ช้ันนอกของแบคทีเรียเกิด permeabilization โดยจะใช 1-N-phenylnaphtylamine (NPN) เปนตัว
ตรวจสอบ ซ่ึง NPN เปนสารfluorescent ซ่ึงจะเกิดการเรืองแสงไดดีเมื่ออยูในสภาวะแวดลอมที่เปน  
hydrophobic โดยหาก Leucrocins ทําใหเมมเบรนชั้นนอกของเมมเบรนเกิด permeabilization สาร 
NPN จะเขาไปจับกับบริเวณ hydrophobic ของ lipid bilayer ซ่ึงจะทําใหคาการเรืองแสงของ NPN 
เพิ่มขึ้น ผลพบวา Leucrocins นั้นสามารถทําใหเมมเบรนชั้นนอกของเมมเบรนเกิด permeabilization 
ซ่ึงใหผลเชนเดียวกับ cationic antimicrobial peptides ; SMAP29 (Kalfa et al, 2001), Indolicidin 
(Falla et al, 1996) และ Temporin-L (Mangoni et al, 2004) อีกทั้งยังไดทําการศึกษาเพิ่มเติมในสวน
การเกิด Permeabilization ที่เมมเบรนชั้นในของแบคทีเรีย โดยการจําลองเมมเบรนชั้นในของ

แบคทีเรียดวยการสรางไลโปโซมที่หุมเอนไซม β-galactosidase ไวภายใน ซ่ึงหาก Leucrocins ทํา

ใหเมมเบรนไลโปโซมรั่วออกมาจะทําให β-galactosidase ออกมาสูภายนอกแลวทําปฏิกิริยากับ 
สับสเตรท (O-nitrophenyl B-galactopyranoside; ONPG) เกิดการยอยสลาย substrate ซ่ึงจะได
สารละลายสีเหลืองเขมขึ้นสามารถวัดการดูดกลืนแสงที่ 415 nm ซ่ึงผลพบวา Leucrocins  สามารถ
ทําลายแบบจําลองของเมมเบรนได และไดยืนยันผลวา Leucrocins นั้นเขาทําลายเชื้อแบคทีเรียที่เมม
เบรน โดยวิธีการวัดปริมาณ intracellular nucleotides (DNA/RNA) โดยถา Leucrocins  สามารถ
ทําลายเซลลเมมเบรน แลวทําใหเซลลแบคทีเรียแตกสลาย intracellular nucleotides  ก็จะถูก
ปลดปลอยออกมาทําใหสามารถตรวจวัดระดับของ DNA/RNA  ที่คาการดูดกลืนแสงที่ 260 nm 
โดยผลพบวา เมื่อนําเซลลแบคทีเรียบมกับเปปไทด Leucrocins ที่ 37oC เปนเวลา 1 ช่ัวโมง แลว
สามารถตรวจวัดจํานวน DNA/RNA  ที่เพิ่มขึ้นได ซ่ึงไดผลการทดลองเชนเดียวกับการศึกษาใน 
porcine leukocyte ที่ฆาเชื้อ S. aureus และ E. coli โดยการทําใหเซลลแตกและมีการปลดปลอย 
intracellular nucleotides ออกมา (Wang et al, 2003) จากการศึกษากลไกการทําลายเชื้อแบคทีเรีย
ของ Leucrocins  ดวยวิธีการตางๆ อาจทําใหสรุปไดวา  Leucrocins จะมีตําแหนงในการเขาทําลายที่
บริเวณเมมเบรนของแบคทีเรีย โดยเริ่มจากที่เมมเบรนชั้นนอกจนถึงชั้นในของแบคทีเรีย และสงผล
ทําใหรูปรางของเซลลแบคทีเรียมีลักษณะเปลี่ยนแปลงรูปราง โดยมีลักษณะขรุขระ บวม และ
เสียหายขั้นรุนแรงคือ เกิดเซลลแตก จนทําใหแบคทีเรียตายในที่สุด ดังเชนที่เคยมีผูรายงานแลวใน 
antimicrobial peptide ชนิดอื่นๆ   และยังพบวา เปปไทด Leucrocin II มีพิษตอเซลลเม็ดเลือดแดง
ของคน ซ่ึงจะตองมีการปรับปรุงโครงสรางกอนนําไปใช   
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จากการศึกษาทั้งหมดนี้ช้ีใหเห็นวา ในเลือดจระเขสายพันธุไทยนาจะมีระบบทําลายเชื้อ
แบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพ โดยระบบดังกลาวเปนอิสระในการทําลายเช้ือโรค ซ่ึง antimicrobial 
peptides ที่พบในเลือดจระเขนั้นมีคุณสมบัติเปน broad spectrum มีโครงสราง primary structure ที่
ชวยทําใหเกิดการ perturbed permeabilization ของเซลลแบคทีเรีย ซ่ึงผลการศึกษานี้เปนรายงาน
แรกที่พบวาในระบบ innate immunity ของจระเขมีเปปไทด และสารกลุม glycoconjugate ที่อาจจะ
รวมกันทําลายเชื้อหรือส่ิงแปลกปลอมตางๆ ที่เขาสูรางกายจระเข  จากการศึกษานี้ควรจะตองมี
การศึกษาเพิ่มเติมโดยเฉพาะกลไกการทําลายเชื้อแบคทีเรียของ leucrocins ที่แยกไดซ่ึงจะนําไปสู
การพัฒนาใชเปนสารทําลายเชื้อแบคทีเรียในอนาคต นอกจากนี้การคนพบวา hemoglobin  ของ
จระเขสายพันธุไทยก็สามารถทําลายเชื้อแบคทีเรียไดเปนอยางดี นาจะตองมีการศึกษาเพิ่มเติมในแง
โครงสรางและหนาที่เพื่อประโยชนในการนําไปใชในอุตสาหกรรมตางๆในอนาคต 
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ภาคผนวก 
 

Out put ที่เกิดจากโครงการ 
โครงการวิจยันี้มีประโยชนอยางมาก ทั้งในเเชิงพาณิชยโดยปจจุบันบริษทั ศรรีาชาโมดา ซึ่ง
เปนบริษทัที่ใหการสนับสนนุตัวอยางเลือดจระเขในการทดลองไดนํา product ไปใช โดย อย. ได
อนุญาติในการนําเลือดจระเขมาใชรับประทานเปนอาหารเสริมและทางบริษัทก็จะมีการพัฒนา
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Antibacterial agents were purified from Siamese crocodile serum by anion exchange, gel filtration and 
reversed phase HPLC. Six antibacterial agents designed as Hp14, Hp15, Hp17, Hp31, Hp36 and Hp51 
were purified and proved to carry activity against Salmonella typhi, Escherichia coli, Staphylococcus 
aureus, Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa and Vibrio 
chorelae. The mass analysis of MALDI-TOF for antibacterial agent of Hp14, Hp15 and Hp51 revealed that 
they are small molecule with a molecular mass less than 1 kDa. The scanning electron microscopy 
demonstrated that these agents targeted the bacterial membrane and they act like as antimicrobial 
peptides. The antibacterial agent in the serum may represent the first line of an immune system in a 
freshwater crocodile. 
 
Key words: Antibacterial agent, crocodile, Crocodylus siamensis, reptile. 

 
 
INTRODUCTION 
 
Bacteria and fungi coexist with other living organisms. 
However, in spite of the fact that such microorganisms 
are always in contact with other organisms, microbial 
invasion into hosts hardly takes place, probably because 
of their unique defense systems. In the insect and animal, 
one such system is non-specific immunity which com-
prises a wide variety of antimicrobial peptides (Steiner et 
al., 1981) and factors (Ourth and Chung, 2004) with 
potent antimicrobial activities. 

Crocodylus siamensis, the Siamese crocodile, is one of  
the critically endangered species of freshwater crocodile,  
which are originally distributed throughout much of South 
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East Asia. Crocodilians are known to live with opportu-
nistic bacterial infection but exhibit no physiological 
effects. While crocodilians have no complete immunity to 
microbial infection, these species do exhibit remarkable 
resistance. This biological activity of crocodilians has not 
been well characterized. However, some reports have 
described the efficacy of alligator’s serum in fighting 
against bacteria (Merchant et al., 2003), viruses 
(Merchant et al., 2005a) and amoeba (Merchant et al., 
2004). Recently, Merchant et al. (2005b) proposed that 
the complement systems of alligator are effective in killing 
bacteria. More recently, leukocyte extract of American 
alligator has shown a broad spectrum of antibiotic effects 
on bacteria, fungi and viruses (Merchant et al., 2005a; 
Merchant et al., 2006a). The studies by Merchant et al. 
(2006b) also confirmed the effects of bacterial lipopoly-
saccharide on peripheral leukocytes in the American 
alligator (Alligator mississippiensis). However, for fresh-
water crocodile, antibacterial activities components have 
not been characterized yet. 

In this study, we purified the antibacterial agents from 
crocodile serum. These antibacterial  agents  have  mole- 
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ABSTRACT 

 

An antibacterial compound from crocodile blood was partially purified and functional 

characterised. The freshwater crocodile (Crocodylus siamensis) plasma with 

antibacterial activity were partially purified by using a centrifugal concentrator and 

reverse phase HPLC, and designated as crocosin. Crocosin exhibits antibacterial activity 

towards Salmonella typhi and Staphylococcus aureus. Crocosin is thermostable and 

resistant to pronase digestion. The structure of crocosin analysed by mass spectrometry 

contains repeating units of 94 and 136 m/z. Scanning electron microscopy indicates that 

crocosin probably penetrates progressively into cytoplasm space, perturbing and 

damaging bacterial membranes. Crocosin may provide an early defence mechanism 

toward bacterial infection in fresh water. 

 

Key words: antibacterial compound, crocodile, Crocodylus siamensis; crocosin, reptile 
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Introduction 

 The rapid emergence of antibiotic-resistant bacterial pathogens is a serious 

problem and extensive efforts have been focused on the development of new classes 

of antimicrobial agents (Neu, 1992). Antimicrobial proteins and peptides are one 

group of antimicrobial agents which are phylogenetically ancient constituents of host 

defense and are expressed by immune and non-immune cells of invertebrates and 

vertebrates (Beck & Habicht, 1996). These antimicrobial agents have been isolated 

from numerous types of organisms, ranging from bacteria to plants and animals 

(Treffers, Chen, Anderson & Yu, 2005). The biological activity of these showed 

against broad spectrum microorganism. Many antimicrobial molecules appear to act 

via specific but not receptor-mediated permeabilization of microbial membranes and 

selected target specificity of killing (Yeaman & Yount, 2003). Nevertheless, they use 

many structures and mechanisms for destroying microorganism (Brogden, 2005). 

These confer considerable potential for their development as novel therapeutic agents 

to overcome the resistance problem (Tossi, Sandri & Giangaspero, 2000).  

      Mammalian leukocytes (neutrophils, macrophages, eosinophils, basophils and 

natural killer cells) are one source of antimicrobial substances (Treffers et al, 2005). 

They express a variety of proteins and peptides as effectors molecules that are able to 

kill or to inactivate microbial pathogens. Mammalian leukocytes contribute many 

different species of antimicrobial substances such as peptidoglycan recognition 

proteins (Tydell, Yuan, Tran & Selsted, 2006), α-defensin (Lehrer, Lichtenstein, & 

Ganz, 1993), β-defensin (Selsted et al, 1993), LL-37 (Gudmundsson & Agerberth, 

1999), lysozyme (Pellegrini, Waiblinger & Fellenberg, 1991), cathelicidins (Zanetti, 

2004), and chemokines (Becerra et al, 2007). Many antimicrobial peptides display 

activity against Gram-positive and Gram-negative bacteria, yeasts and fungi, and even 

certain enveloped viruses and protozoa. Other peptides are more restricted in their 

spectrum of activity; even minor variations in peptide structure can influence activity. 

A systematic understanding of the relationship between peptide structure and activity 

is an important area for future investigation. Accumulating evidence has shown that 

many peptides act synergistically with larger polypeptides whose antimicrobial 

activity is enzymatic (e.g., lysozyme) or is dependent on specific recognition of 



bacterial macromolecules (e.g., the bactericidal permeability-inducing protein, BPI) 

(Levy, Ooi, Weiss, Lehrer & Elsbach, 1994). Synergistic interactions between two 

antimicrobial peptides in the frog skin, magainin 2 and PGLa (antibiotic peptide in 

magainin family), have also been reported (Westerhoff et al, 1995). In addition, to 

their action on microbes, some antimicrobial peptides can function as regulatory 

molecules in the host. For example, in vitro studies suggest that defensins attract 

phagocytes and lymphocytes to sites of infection, inhibit the release of cortisol from 

adrenal cells, induce the proliferation of fibroblasts and modify ionic fluxes in 

epithelial cells (Ganz & Lehrer, 1995). However, most research to date has focused on 

searching for peptides, which possess antimicrobial activity without causing 

resistance in targeted microorganisms. Crocodilians are known to live with 

opportunistic bacteria without overt physiological effects. While crocodilians are not 

completely immune to microbial infection, these species do exhibit remarkable 

resistance. The immune system of crocodilians has not been well characterized, but 

several reports have described the efficacy of alligator serum in fighting bacteria, 

viruses and amoeba (Merchant, Roche, Elsey & Prudhomme, 2003; Merchant, Ptak, 

Nalca, Paulman, Wells & Pallansch, 2005a). Recently, Merchant et al. (2005b) 

proposed that the complement systems of alligator are effective in killing bacteria. In 

addition, leukocyte extract from the American alligator has been shown to have a 

broad spectrum of antibiotic effects on bacteria, fungi and viruses (Merchant et al, 

2006). More recently, Preecharram et al. (2008) have reported that, the antimicrobial 

substances were found in serum of Siamese crocodiles (Crocodylus siamensis). 

However, no research has previously been reported on antimicrobial peptides from 

leukocyte extracts of Crocodylus siamensis. 

 

MATERIALS AND METHODS 
      1.3      Microorganism   Gram Positive Bacteria 

  Aeromonas hydrophilla,Bacillus amyloliquefaciens TISTR 1045, B. cereus 

(Clinical isolated, B. licheniformis TISTR 1010,B. megaterium (Clinical isolated),  

B. pumilus TISTR 90, B. sphaeriens TISTR 678, B. subtilis TISTR 008, B. subtilis 

(Clinical isolated),  Micrococcus luteus (Clinical isolated), Staphylococcus aureus 



ATCC 25923, S. aureus TISTR 5049, S. aureus (Clinical isolated), S. epidermidis 

(Clinical isolated),  Xanthomonas sp. 

  Gram Negative Bacteria Escherichia coli (Clinical isolated), E. coli 

O157:H7,Klebsiella pneumoniae ATCC 27736, Pseudomonas aeruginosa (Clinical 

isolated), Ps. aeruginosa ATCC 27853, Salmonella typhi (Clinical isolated), S. typhi 

ATCC 5784, S. typhi B (Clinical isolated), S. paratyphi B (Clinical isolated), S. 

paratyphi A (Clinical isolated), Streptococcus  pneumoniae DMS 5851, Vibrio 

cholerae (Clinical isolated), Fungal Candida albicans (Clinical isolated), Yeast 

Sacharomyces cerevisiae 5539, S.cerevisiae 5596 

  

2.   Blood Collection  

      Adult crocodiles were cabled snare and unconscious with electric spark. Blood 

samples were drawn from the supravertebral branch of the internal jugular vein 

(Olson, Hessler & Faith, 1977; Zippel, Lillywhite & Mladnich, 2003) using 2.5 cm 18 

hypodermic needle (Nipro, Japan) and 10 ml disposable syringes (Nipro, Japan) and 

transferred immediately to 15 ml sterile centrifuge tubes containing 1 ml of 0.5 M 

EDTA. The tubes were kept in ice box. The volume of blood collected from each 

crocodile depended on the size of the animal. 

 

3.   Isolation of Leukocytes 

      Whole blood was put on ice overnight during which the erythrocytes settles to the 

bottom of tubes, the interphase layer containing the leukocytes was collected and 

centrifugation at 800 x g for 20 min (25 0C). The contaminating red blood cells were 

lysed by addition of 0.83% ammonium chloride solution to the leukocyte suspension 

at a ratio of 3:1(Treffers, Chen, Anderson & Yu, 1996). The white blood cells were 

collected by centrifugation at 800 x g for 20 min (25 0C). The cell pellet was gently        

re-suspended in normal saline (0.89% NaCl) and centrifuged again at 800 x g for 20 

min (25 0C). Pellets of white blood cells were then kept in centrifuge tubes at -70 0C 

prior to use. 

 

4.   Leukocyte Extraction 



      A crude extract from the white blood cells of crocodile was obtained using a 

modified method by Treffer et al. (1996) .White blood cells were frozen at -70 0C 

overnight for breaking cell after that re-suspended in 0.01 M acetic acid and sonicated 

to release the antimicrobial substances. The solution containing the antimicrobial 

substances were collected (12, 000 x g, 20 min, 4 0C). The supernatant was kept and 

centrifuged again at 12, 000 x g for 20 min (4 0C). The crude white blood cell extracts 

were lyophilized, dissolved in 0.01% acetic acid (Treffer et al, 1996) and stored at -70 
0C until used. 

 

5.   Determination of Protein Concentration 

      Protein concentrations were determined by the Bradford method (Bradford, 1976). 

Standard proteins were prepared with concentration of 2, 4, 6, 8 and 10 µg bovine 

serum albumin (BSA) in 1 ml of Bradford dye reagent. Sample (1-2 µl) was added 

into 1 ml of dye reagent. The reaction mixture was mixed gently and incubated for 10 

min at room temperature. The absorbance of standard protein and protein samples 

were measured at 595 nm. The calibration curve was plotted and the protein sample 

concentration was calculated. 

6.   Antimicrobial Activity Assays 

      Antibacterial activity was assayed using the disc diffusion technique. The disc 

diffusion assay was performed using nutrient agar, as described previously by 

Anderson & Yu (2003).  Antibacterial activity was tested with both gram-negative 

and gram-positive bacteria and yeast, including C. albicans. Bacteria (OD600 0.5-0.6) 

was diluted by nutrient broth (C. albicans used YM medium) to final optical density 

(OD 600) around 0.1. After that 200 µl of diluted bacteria was pipetted and swabbed to 

20 ml nutrient agar plate. Sterile paper discs (6 mm) were placed on the nutrient agar 

plate and test sample such as white blood cell extract (28-60 µg/30 µl) was added 

diffusion into each paper disc. Plates were incubated for 12 h at 37 0C. Antimicrobial 

activity was assessed by the clearing zone around the paper disc. The broad-spectrum 

antibiotic streptomycin disc (10µg/disc) and 0.01% sterile acetic acid were used as 

positive and negative control, respectively.  

 

7.   Purification of Antimicrobial Substances from Crocodile Leukocyte Extracts 



The crude white blood cell extracts was filtrated using 0.45 μm citrate filter 

membrane. Then filtrated sulotion (concentration of total protein is 46.25 μg) was 

subjected into column UNO Q1 (Bio-Rad, U.S.A.) with contained Q sepharose fast 

flow resin and run by biologic duo flow program (Bio-Rad, U.S.A.) of fast 

performance liquid chromatography (FPLC). The column was washed by the gradient 

solution of 25 mM Tris–HCl pH 8.1 and 0.5 M NaCl in solvent A (solvent B). The 

solutions were pumped through the column at a rate of 60 ml/h and the absorbance at 

a wavelength of 280 nm was monitored using UV detector. The fractions  (3 

ml/fraction) corresponding to the peaks were collected, concentrated by freeze dry, 

dissolved in 0.01% sterile acetic acid and assayed for antimicrobial activity following 

disc diffusion method. Antimicrobial substances from P1 fraction were further 

purified by gel filtration using Superdex-30 prep, using 0.5 x 25 cm column. The 

column was eluted by 0.1% trifluoroacetic acid (TFA) with flow rate of 1.0 ml/min. 

The samples of P1 fraction was concentrated by lyophilize after that dissolved by 

0.1% TFA and filtrated by 0.45 μm citrate filter membrane. Each proteins and 

peptides fraction were kept and lyophilized. Both of them were dissolved by 0.01% 

sterile acetic acid and assayed antimicrobial activity against S. epidermidis and V. 

cholerae using disc diffusion assay method. Peptides (MW < 10 kDa) from gel 

filtration were filtrated by 0.45 μm citrate filter membrane. Samples were loaded onto 

a 250 x 4.6 mm Apollo C18 5U column RP-HPLC equilibrated with 0.1% 

trifluoroacetic acid (0.1%TFA, solvent A) at a flow rate of 1 ml/min. A linear gradient 

of 60% acetonitrile containing 0.1% trifluoroacetic acid (solvent B) was applied at 

1%min-1 from 0 to 20%, 1.7% min-1 from 20% to 50% and 10% min-1 from 50% to 

100%. Fractions of purified peptides were collected, lyophilized and re-suspended in 

0.01% sterile acetic acid. The purified peptides were assayed antimicrobial activity 

using disc diffusion technique.  

 

8.   Zymogram Refolding Gel 

      Micrococcus luteus (SIGMA, USA) whole cells were labeled with the vinyl-

sulfone reactive dye, Remazol Brilliant Blue (RBB) as for the synthesis of RBB-

labeled starch and the refolding gel was performed according to the procedure of 

Hardt et al. (2003). Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) was performed using 



a 4% (w/v) stacking gel and a 15.0% (w/v) resolving gel containing 0.1% (w/v) blue 

M. lysodeikticus cells. Polyacrylamide gels and buffers contained 0.1% (w/v) SDS. 

Samples 10 μl (9.25μg) were mixed in 2x sample buffer without reducing agent (62.5 

mM Tris-HCl buffer, pH 6.8, 0.006% (w/v) bromophenol blue as tracking dye, 20% 

(v/v) glycerol, 2% (w/v) SDS). Electrophoresis was performed using Atto 

electrophoresis cell (Atto, Japan) at a constant 120 V for 1.4 h. The gel was washed 

twice with 1 % Triton X-100 in 50 mM Phosphate buffer pH 7.0 for 3-5 hours to 

remove SDS and gently shaken at 37 0C. After SDS was washed out, proteins refolded 

and re-function of antimicrobial activity. The activities of antimicrobial proteins were 

shown as the clear zone in an otherwise opaque bluish gel. 

 

10.   Tris- Tricine SDS-PAGE  

        Leukocyte extracts and protein fractions P1 from Anion-exchange column 

chromatography were separated by Tris-tricine SDS-PAGE as described by Schagger 

& Von (1987) using 16.5% separating gel, 10% spacer gel and 4% stacking gel in an 

AE-6440 gel electrophoresis instrument (Atto, Japan). Rain bow marker (which 

contained; Insulin (α,β) chain MW 2.5 and 3.5 kDa, respectively; Aprotinin MW 6.5 

kDa; Lysozyme 14.0 kDa; Trypsin inhibitor MW 20.1 kDa; Carbonic anhydrase MW 

30.0 kDa; Ovalbumin MW 45 kDa) was used. The concentration of leukocyte extracts 

and P1 fraction was 1 μg/ µl (20 µl) and 0.1633 μg/ µl (20 µl), respectively. The gel 

was stained with Coomasie Brilliant blue R-250 for 1 h. Then de-stain was done and 

band of peptides were detected. 

 

13.   Minimal Inhibitory Concentration (MIC) of Antimicrobial Peptides 

        The minimal inhibitory concentrations (MICs) of peptide Leucrocin I, II, III and 

IV was determined by a microdilution susceptibility test in 96-well micro titer plates, 

according to a modified version of Hancock’s “Modified MIC method for cationic 

antimicrobial peptides”. (Hancock, 1996) The antibacterial was tested on the 

reference strains S. epidermidis (Leucrocin I and II), V. cholerae (Leucrocin III and 

IV). The antimicrobial assayed was conducted with different concentrations of these 

peptides to compare their effects on the bacterial growth. Antibacterial activity was 

examined using log phase culture bacteria in nutrient broth at 37 0C. The cultures 



were diluted with 10 mM PB buffer pH 7.4 to give approximately 106 CFU/ml. One 

hundred micro liters of diluted test strain was transferred to a 96 well plate and 100 µl 

of the different peptide concentrations diluted in 10 mM PB buffer pH 7.4 was added 

to each well. The plates were incubated at 37 0C for 16 h.  After incubation for 16 h, 

the optical density at 550 nm (OD550) of each well was determined using Benmark 

microliter plate reader (Bio-Rad, U.S.A.). Sterile water and streptomycin (0.4 mg/ml) 

were used as negative and positive control, respectively. Antimicrobial activity is 

expressed as no growth observed when test with above experiment (Nakamura et al., 

1988; Casteels, Ampe, Jacobs, Vaeck & Tempst, 1989; Charles & Phillippe, 1997). 

The minimal inhibitory concentration (MIC) is defined as the minimal agent 

concentration that inhibits bacteria growth (Zhu et al., 2007).  

14.   Microbicidal Activity Assay of Antimicrobial Agents 

        S. epidermidis, S. typhi and V. cholerae were used as target organisms in 

microbicidal assay as previously described by Selsted et al. (1984 & 1993). Bacteria 

(OD600 0.5-0.6) was centrifuged at 800 x g for 5 min, then washed by 5 mM glucose 

in 0.1 M PB buffer pH 7.4 for 3 times. Bacterial cells were suspended in the same 

buffer. The suspended bacterial cells OD600 around 0.5 were mixed with 100 μl of 

antimicrobial peptides; S. epidermidis and S. typhi were mixed with Leucrocin I and 

Leucrocin II; V. cholerae was mixed with Leucrocin III and Leucrocin IV, 70% 

ethanol and buffer were used as positive and negative control, respectively. The 

mixture solution of each test was incubated at 37 0C for 2 h. Then, all of the reactions 

were diluted by ten fold dilution. Next, the plates were spread with the solution. 

Colonies of bacteria from each reaction were counted and expressed as CFU/ml. 

 

15.   Determination Toxicity of Antimicrobial Agents by Hemolytic Assay 

        Human red blood cells (2% w/v) were centrifuged and washed by phosphate 

buffer saline (PBS buffer) pH 7.4. Then human red blood cells was suspended by the 

same buffer. One milliliter of 2 % HRBCs was mixed with peptides and incubated at 

room temperature for 30 min. The reactions were centrifuged and then the supernatant 

was measured absorbance at 525 nm which PBS buffer and 1% Triton X-100 was 

used as negative control and positive control, respectively. The percentage of 

hemolytic was calculated and compared. 



 

16.   Outer Membrane Permeabilization Assay 

        1-N-phenylnapthylamine (NPN) is a hydrophobic fluorescence probe (Loh, 

Grant & Hancock, 1984; Falla, Karunaratne & Hancock, 1996) which is used to study 

mode of action of the antimicrobial peptides. Gram negative bacteria have two 

envelope membranes. This experiment used a modify method of Loh et al., (1984); an 

overnight culture of S. typhi and V. cholerae was transferred to fresh nutrient broth 

medium and grown to OD600 of 0.5-0.6. Cells were harvested, washed by HEPES 

buffer pH 7.24 and  re-suspended in 5mM KCN in HEPES buffer pH 7.24 (OD600 ~ 

0.5). To 3 ml cells, 60 µl of 500 µM NPN was mixed and peptide samples were added 

after 30 second. If peptides can bind and permeabilize of the outer membrane, NPN 

was uptake into interior which showed hydrophobic environment. The increase in 

fluorescence as a result of partitioning of NPN into the interior outer membrane; was 

measured 14 min after the addition of peptides using a fluorescence 

spectrophotometer. Streptomycin sulphate (100 µg) was used as a positive control. 

 

17.   Synthetic Membrane Permeabilization Assay 

 

        17.1      Preparation Liposome Encapsulated Enzyme β-Galactosidase 

                     Lecithin from soy bean (1.2 g) was dissolved in 50 ml PBS buffer pH 

7.4. A solution of lecithin was placed in a 50 ml beaker. Then the lecithin solution 

was dispersed in β-galactosidase enzyme (0.001g) in 50 ml phosphate buffer saline 

(PBS, pH 7.4) and was sonicated for 10 min using an ultrasonic to obtain vesicles. 

After that, the reaction was incubated at 4 0C overnight. Liposome was transfer into 

new tube. Then, liposome was suspended in the same buffer and stored at room 

temperature prior to use. 

 

        17.2      Inner Membrane Permeabilization Assay    

                     The extent of cytoplasmic membrane permeabilization was determined 

by measurement of β-galactosidase activity in liposome using o-nitrophenyl-β-D-

galactopyranoside (ONPG), a non-membrane-permeative chromogenic substrate. 

Liposome encapsulated β-galactosidase (50 µl) was added in 96 well plate and then 



1.5 mM ONPG (100 µl) was added. Peptides were mixed at the concentration of 

Leucrocin I (0.015µg/50 µl); Leucrocin II (0.25µg/50 µl), Leucrocin III (0.8 µg/50 

µl); Leucrocin IV (0.6 µg/50 µl). The hydrolysis of ONPG to o-nitrophenol over time 

was monitored spectrophotometrically at 415 nm following the addition of peptide 

samples at five fold of MIC. 

18.   Bacterialytic Assay 

        S. epidermidis was growth in 50 ml of nutrient broth at 37 0C. The mid 

logarlisthm phase cultures were centrifuged at 3000 rpm for 5 min and harvested by 

10 mM PB buffer pH 7.4 for two times. Cell pellets were re-suspended in same buffer 

(OD 600 ~ 0.5). To 3 ml of suspended cells were mixed with peptides at 37 0C for 1 h. 

Culture suspensions were centrifuged at 10,000 rpm. The absorbances of supernatants 

were measured by spectrophotometer at OD 260 nm (Wang, 2003). 

 

19.   Peptide Mass Analysis by LC-MS-MS Mass Spectrophotometer 

        Purified peptides Leucrocin I and II were frozen dry. Each fragment was 

digested with trypsin and the tryptic peptides were resolved by reverse phase HPLC. 

After that, peptide fragment were analyzed by mass spectrometry. 

 

20.   Analysis Mechanism of Action of Antimicrobial Substances by Scanning  

        Electron Microscopy 

        Scanning electron microscopy (SEM) was performed according to Lau et al. 

(2004) with slight modifications. S. epidermidis, S. typhi and V. cholerae were grown 

in nutrient broth and harvested at the logarithmic phase of growth by centrifugation at 

3,000 x g for 5 min. The bacterial cells were then washed twice with PBS (pH 7.0) 

and resuspended to final concentration of 106 CFU/ml. Aliquots of suspension of  

S. epidermidis (100 μl) and S. typhi were individually incubated with Leucrocin I (10 

μg/50 μl), Leucrocin II (10 μg/50 μl) and V. cholerae was individually incubated with 

Leucrocin III (10 μg/50 μl) and Leucrocin IV (10 μg/50 μl) at 37 0C for 2 h, 

respectively. The 150 μl of incubated bacteria were fixed with equal volumes of 5% 

w/v of glutaraldehyde (Sigma, USA) for 1 h. The fixed cells were carefully pipette 

and settled onto a 0.2 μm cellulose acetate membrane filter (Sartorius AG, Germany) 



for 5 min and then washed twice with PBS buffer. The fixed material was dehydrated 

by rinsing (for 15 min) repeatedly with ethanol solutions, of which the concentrations 

are elevated stepwise from 30%, 50%, 70%, 90%, and finally 100% ethanol. The 

dehydrated materials in the absolute ethanol were dried in a critical point drier 

(CPD7510; Thermo VG Scientific, England) with carbon dioxide as the drying agent. 

Dry materials were coated by sputter Coater (SC7620, Polaron, England) with gold 

palladium and examined by SEM (LEO1450VP, LEO Electron Microscopy Ltd, 

England) operating at 12-20 kV. The negative control was performed in a similar 

manner except that the bacterial cells were incubated with PBS buffer (pH 7.0) 

instead of the antibacterial compound.  

 

21.   Amino Acid Analysis and Sequence Analysis 

        Peptides were hydrolyzed in evacuated sealed tubes with constant boiling HCl 

containing 0.05% β-mercabtoethanol at 110 0C, for 20 h. Then the hydrolysates were 

analyzed with amino acid analyzer (Model L-8500A, Hithachi Co., Japan). 

Tryptophan residues in peptides were calculated as previously reported by Prager et 

al. (1972). Peptide sequencing was done by a DABITC/PITC double coupling manual 

micro sequencing method or a protein sequencer (abi Model 477A, Applied 

Biosystem Co., Japan and PSQ-1, Shimadzu Co., Japan). 

 

22.   Determination of N-Terminal Amino Acid Sequence 

        The N-terminal amino acid sequence of peptides was analyzed with tryptic 

peptide performed on an Applied Biosystem/MDS Sciex API QSTAR Pulsar Hybrid 

LC/MS/MS System equipped with o-MALDI ionization source (MDS Sciex, API-

QSTAR, Applied Biosystems, Toronto). The digested solution was purified by RP-

HPLC column using Jasco 800 series HPLC (Japan Spectroscopic Co., Japan). 

Automated Edman peptides sequencing was carried out on a glass fibre disk using a 

Procise 492 Protein Sequencer (Applied Biosystem), with pulsed liquid TFA delivery. 

 

 

 

 



Result and Discussion 
 

1.   Antimicrobial Activity of Crocodile Leukocyte Extracts Using Disc  

      Diffusion Method. 

      Antimicrobial activity of Siamese crocodiles leukocyte extracts was screened 

using the 15 species of gram positive bacteria, 12 species of gram negative bacteria, 1 

specie of fungi, and 2 species of yeast. Leukocyte extracts were tested against 

organisms with concentrations ranging from 30 to 60 µg/disc revealed the dose-

dependent activity of leukocyte extracts as measured by the size of the clear zone 

surrounding the sample disc (Pata et al., 2007). All 9 species organisms; 

Staphylococcus epidermidis, Bacillus megaterium, B. licheniformis TISTR 1010, 

Pseudomonas aeruginosa, Ps. aeruginosa ATCC 27853, Salmonella typhi, S. typhi 

ATCC 5784, Vibrio cholerae, and Candida albicans were sensitive with crocodiles 

leukocyte  extracts. In this case, the zone of clearing was greater against V. cholerae 

than other species (Figure 15). The test conducted with 10 µg streptomycin disc as 

positive control, whereas the test performed with 0.01% sterile acetic acid as negative 

control, resulted in no such clear zone. 

 

2.   Purification of Antimicrobial Agents in Crocodiles Leukocyte Extracts by   

      Anion Exchange Column Chromatography  

      The leukocyte extract was first separated through an anion-exchange column 

chromatography which used UNO Q1 (Bio-Rad) containing Q Sepharose fast flow 

resin. Four protein fractions were obtained namely as P1, P2, P3, and P4 (Figure 16). 

All four proteins fractions were tested, for antimicrobial activity by disc diffusion 

assay. The disc diffusion plate assay showed that all of the fractions displayed broad 

spectrum antimicrobial activity against the test organisms (Figure 17, 18, and 19).  

      However, to confirm the antimicrobial activity of fraction P2, P3 and P4 which 

might be contained some salt from the used buffer, pooled fraction P2, P3 and P4 

were dialyzed against double distilled water, lyophilized, and dissolved in 0.01% 

sterile acetic acid, and then assayed antimicrobial activity by disc diffusion method. 



The results showed that P1 and P3 fractions still showed antimicrobial activity against 

Staphylococcus epidermidis, Salmonella typhi and Candida albicans (Figure 20). 

4.   Purification of P1 Fraction by Gel Filtration Using Superdex -30 Prep 

Column 

      To purify the antibacterial peptides containing sample which displayed 

antibacterial activity were subjected to gel filtration chromatography on a Superdex-

30 prep column. The buffer was 0.1% trifluoroacetic acid and 1.0 ml/min of flow rate 

which used in this purification. Two major protein peaks (designed as A and B) were 

obtained. (Peak A contained protein molecular weight more than 10 kDa and protein 

molecular weight less than 10 kDa were estimated in peak B (Figure 24). The 

collected peak A and B were freeze-dried and stored at -70 0C until needed. Peak A 

and B were assayed for antimicrobial activity against S. epidermidis, S. typhi,  

V. cholerae and C. albicans which was used as test organism. Both of peaks A and B 

could inhibit S. epidermidis (Figure 25A) and V. cholerae. (Figure 25B). Further, 

peak B fraction showed antimicrobial activity against S. typhi (Figure 26A) and C. 

albicans (Figure 26B) when assayed by liquid growth inhibition. Further, peak B 

(MW < 10 kDa) were purified by C18 RP-HPLC. 

.   Purification of Antimicrobial Peptide by C18 Reverse Phase HPLC 

      Peak B from gel filtration (MW < 10 kDa) was purified by C18 reverse phase 

HPLC. The chromatogram of purification was presented in Figure 27. Ten peptide 

peaks were obtained, namely as HP1 (6.29 min), HP2 (8.37 min), HP3 (9.41 min), 

HP4 (11.02), HP5 (11.59 min), HP6 (14.32min), HP7 (18.39 min), HP8 (19.55 min), 

HP9 (21.41 min), and HP10 (20.31 min). All of the peptides were determined for 

antibacterial activity against S. epidermidis and V. cholerae. HP1 and HP9 showed 

antibacterial activity against S. epidermidis (Figure 28), HP3 and HP4 inhibit growth 

of V. cholerae (Figure 29). Peptides HP1, HP9, HP3, and HP4 were named Leucrocin  

I, Leucrocin II, Leucrocin III, and Leucrocin IV, respectively. In addition, Leucrocin 

I-IV was tested for antimicrobial activity to more species, S. typhi and C. albicans. 

The result showed that, S. typhi was weakly inhibited by Leucrocin I and II (Figure 

30A); C. albicans was inhibited by peptide Leucrocin III (Figure 30B). 

 

 



A further P1 fraction was chosen for assay antimicrobial activity because this fraction 

might be contained cationic antimicrobial molecules which are reported in animal 

leukocyte (Zasloff, 2002). In this study, P1 fraction was determined for antibacterial 

activity from proteins or peptides using zymogram refolding gel method. The proteins 

band MW around 14 kDa in P1 fraction exhibited antibacterial activity to M. luteus 

(Figure 21). To identify the protein band MW 14 kDa, the Western immunoblotting 

using anti hen egg white lysozyme antisera was done. The result showed that this 

protein band showed weak interaction with anti hen egg white lysozyme antibody 

(Figure 22).  

3.   Separation of the Components in P1 Fractions by 16.5% Tricine SDS-PAGE 

      To characterize the peptides in P1 fraction, the tricine SDS-PAGE was performed. 

The result showed that P1 fraction contained protein molecular weight ranging from 

6.5 kDa to more than 45 kDa (Figure 23). However, the peptides or proteins band 

with molecular weight less than 6.5 kDa were not detected by this method. Further, to 

identify the antimicrobial peptide containing sample, P1 was purified by Superdex-30 

prep gel filtration, which this gel filtration separated peptides according their size 

ranging from 1 to 10 kDa. 

 

6.   Minimal Inhibitory Concentration 

      The minimal inhibitory concentration of Leucrocin I, Leucrocin II, Leucrocin III 

and Leucrocin IV was shown in Table 11. Leucrocin II had the most potent activity 

against Staphylococcus epidermidis (0.66µg/ml), Salmonella typhi (0.66µg/ml), and 

Vibrio cholerae (2.88µg/ml). Leucrocin III (16.56µg/ml) had good activity against V. 

cholerae Leucrocin IV showed strong antimicrobial activity against S. epidermidis 

(5.31µg/ml) more than other species test. However, Leucrocin III was less active 

against S. epidermidis and S. typhi (>156 µg/ml). Therefore, these MICs were chosen 

for further characterization antimicrobial properties. 

7.1      The Killing Property (Microbicidal Activity) of Leucrocin I, II, III and  

                 IV 

                 Killing property of the Leucrocin I-IV was determined by total plate count 

method. Leucrocin I and Leucrocin II were mixed with 1 ml of suspended of used 

bacterial cell. Then the reaction mixture was incubated for 2 h at 37 oC. After that, 



each reaction was diluted by ten fold dilution. Bacterial cells 100 µl were pipetted 

onto nutrient agar plate and spread. Plates were incubated at 37 oC for 16-18 h. 

Colony was counted in each reaction. In negative control; PB buffer pH 7.4 

supplement by 5 mM glucose was added instead of peptides. For Leucrocin III and 

IV, they were mixed with V. cholerae under the same conditions. Leucrocin I and II 

showed strong killing mechanism of bacteria S. epidermidis (Figure 31A) and weak 

killing mechanism with bacteria S. typhi (Figure 32A) by decreasing the colony of 

these bacteria. Leucrocin II decreased cells bacteria amount 10 fold when compared 

with negative control. Leucrocin III and IV mediated cells killing of V. cholerae 

(Figure 33A). The decreasing colonies of V. cholerae have 5 (Leucrocin III) and 6 

fold (Leucrocin IV) when compared with negative control. Percentage survival of 

bacterial cells was decreased when treated by peptides (Figure 31B, 32B, 33B). 

 

Toxicity with Human Red Blood Cells 

                 Hemolytic assays have been used to assess the toxicity of peptides toward 

human red blood cell (HRBC) in vitro. The ability of Leucrocin I and II to disrupt 

HRBCs by incubation of 2% HRBCs (w/v) with these peptides for 30 min at room 

temperature resulted in increasing of optical density at 525 nm. The percentages of 

hemolytic human red blood cells are calculated from the optical density at 525 nm. 

Triton X-100 was used as positive control, calculated to be 100 % of hemolytic. The 

results showed that peptide Leucrocin I has percentage of hemolytic around 12.97, 

10.74 and 15.88 at the concentration 12, 24 and 48 µg/ml, respectively; Leucrocin II 

showed percentage of hemolytic around 8.28, 11.63 and 91.73, at the concentration 3, 

6 and 10 µg/ml, respectively (Figure 34). When the toxicity from Leucrocin I and II 

was compared, the results showed that Leucrocin II has higher toxicity with HRBCs, 

more than that of Leucrocin I (Figure 34). In addition, Leucrocin III and IV were 

assayed for the toxicity with HRBCs. The result indicated that peptide Leucrocin III 

and IV displayed none toxicity with HRBCs at the test concentration (Leucrocin III: 

4, 8, 16 µg/ml; Leucrocin IV: 87, 175 µg/ml). However, the concentration of 

Leucrocin IV at amount of 346 µg/ml has been reported toxicity with HRBCs  

(Figure 35). 

 



Scanning Electron Microscopy 

      The effects of Leucrocin I and II on the cell membranes of S. epidermidis and S. 

typhi were examined by scanning electron microscopy (SEM), to gain insight into the 

direct effects of Leucrocin I and II on the morphology of S. epidermidis and S. typhi,. 

The result showed that, untreated bacteria for 1 and 2 h displayed a smooth bright 

surface with no apparent cellular debris (Figure 36A, 36B, 37A and 37B). In contrast, 

peptide-exposed cells exhibited a wide range of significant abnormalities. The cell 

surface of S. epidermidis was blebs formation by Leucrocin I and II (Figure 36C and 

36E) and the collapsed of the cell structure (Figure 36D and 36E). In contrast, 

Leucrocin I and II included deep roughening of the S. typhi cell surface (Figure 37C 

and 37E) and collapsed of the cell structure (Figure 37D and 37F) 

 

9.   Membrane Permeabilization Assay 

 

      9. 1      Outer Membrane Permeabilization Assay  

                   In the present study, the ability to permeabilize the outer membrane of S. 

typhi and V. cholerae was determined by using NPN. NPN is a hydrophobic 

fluorescent probe that fluoresces weakly in aqueous environment and strongly when it 

enters a hydrophobic environment such as the interior of a membrane. Normally, NPN 

is excluded from gram-negative bacterial cells. At this stage, the maximum excitation 

wavelength is 315 nm, and the maximum emission wavelength is 400 nm, similar to 

the maxima observed with NPN added to aqueous solution (Figure 38). From three 

repeats experiment, the result demonstrated that, the polycationic antibiotic 

(streptomycin 20 µg/ml), Leucrocin I, II, III, and IV showed a rapid increase in 

fluorescence intensity, reaching a stable plateau after 7 min when compared with cell 

in buffer only and cell added NPN only. The increasing intensity of fluorescence is 

presented in S. typhi cell which treated by Leucrocin I and Leucrocin II (Figure 39). 

In addition, the increasing intensity of fluorescence is presented in intact V. cholerae 

cell. Leucrocin IV was able to disrupt the bacterial outer membrane better than the 

Leucrocin III and able to permeabilize the outer membrane, albeit at a higher rate than 

Leucrocin III, as indicated by the slower increase of fluorescence intensity (Figure 

40).  



9.2      Inner Membrane Permeabilization    

                 Liposome encapsulated enzyme β-galactosidase was used to target of inner 

membrane. The result showed that Leucrocin I, II, III and IV showed ability to lyse 

the liposome lysis (Figure 41). After incubation for 10 min, the reaction was 

determined for activity of the inner β-galactosidase which will be leakage to the 

solution. Leucrocin II, III and IV showed the increasing of OD 415 nm, while for 

Leucrocin I the β-galactosidase could not be detected in conditions used.  

Triton X-100 is used as positive control. The reaction of Triton X-100 showed more 

inner β-galactosidase activity than the reaction treated by peptides. 

 

   10  Amino acid composition 

     The amino acid compositions of Leucrocin I and II were shown in Table 12. Result 

indicated that the amino acid compositions were very different. Peptide Leucrocin I 

was particularly rich in isoleucine residues. The high nanomol of Gly (0.2450) and 

Glx (0.2457) presented in peptide Leucrocin II. Both of peptides contained both 

hydrophobic and cationic amino acid. However, amino acid compositions of 

Leucrocin III and IV could not be analyzed. 

 

12.   LC/MS/MS Analysis 

        Peptides Leucrocin I and II were analyzed for amino acid sequence by 

LC/MS/MS. The profile showed that peptide Leucrocin I contained precursor mass 

around 806.99 Da.(Figure 46 and 47). Leucrocin II had the precursor mass at 956.37 

Da.(Figure 48 and 49). The amino acid sequence of these peptides was showed in 

Table 13. Amino acid sequence of Leucrocin I was NGVQPKY with the 

approximately mass of around 804.90 Da, pI 8.59. Amino acid sequence of Leucrocin 

II was presented as NAGS_LSGWG with the approximately mass of around 847.88 

Da, pI 5.52. These amino acid sequences were not homolog with any antimicrobial 

peptide in database. 

CONCLUSION AND DISCUSSION 
 

 



      Antimicrobial peptides have been isolated from a broad variety of 

phylogenetically diverse organisms (Ganz & Lehrer, 2001). These peptides can be 

segregated into a variety of classes based on their structures (Boman, 1995). These 

classes exhibited different mechanisms of antimicrobial action  

(Yeaman & Yount, 2003). However, all antimicrobial peptides have several factors in 

common. They all tend to be cationic in nature so that they are able to interact with 

the negatively charged phospholipids in the membranes of microbes. Leukocytes are 

one source of antimicrobial agents. They produce a variety of antimicrobial 

compounds. The spectrum of antimicrobial agents produced by leukocytes includes, 

but is not limited to, nitrous oxide, hydrogen peroxide, and antimicrobial cationic 

peptides (Ganz & Lehrer, 1999). These antimicrobial properties of leukocytes are 

important for innate immunity against infections that occur outside of the circulation. 

Broad-spectrum antimicrobial activities have been reported for peptides isolated from 

amphibian skin (Lorin et al., 2005), human leukocytes (Garcia et al., 2001), sheep and 

goat leukocytes (Shamova et al., 1999), rat leukocyte (Eisenhaver et al., 1989), rabbit 

leukocyte (Lehrer et al., 1975), guinea pig (Selsted & Harwig, 1987), bovine  

(Tydell et al., 2006), alligator leukocytes (Merchant et al., 2006) and etc.  

      The same as our result, Siamese leukocyte extracts exhibited antimicrobial 

activities against a wide variety of microbial species such as, S. typhi, S. typhi ATCC 

5784, Ps. aeruginosa, Ps. aeruginosa ATCC 27853, V. cholerae, S. epidermidis and 

C. albicans. These results coincided with the reported of Merchant et al. (2006), that 

alligator leukocyte extracts shown for antibacterial, antifungal, antiameba and 

antiviral activity. Mostly found antimicrobial peptides from vertebrate leukocyte 

contained basic amino acids in there structure. They showed net positive charge in 

these molecules. These antimicrobial peptides are classified into cationic 

antimicrobial agents (Yeaman &Yount, 2003), for example, defensin family, 

Indolicidin, Bac 5 (Zasloff, 2002). So, we hypothesized that the innate immunity 

system of reptile contained cationic antimicrobial agents. The antimicrobial agents in 

alligator are reported to cationic molecules (Merchant et al., 2006). Thus, we used 

anion exchange column chromatography to purify antimicrobial substance in the 

Siamese leukocyte. Four proteins fractions are separated according to their anion 

charge. We predicted that cationic proteins or peptides are contained in P1 fraction. 



These results agree with the result of antimicrobial activity which showed strong and 

board spectrum for P1.  

      To identify that, P1 containing antimicrobial proteins or peptides, Zymogram 

refolding gel method was performed. The antimicrobial activity was detected on gel 

by the clearing zone around the protein bands. The P1 showed clearing zone presented 

proteins at MW around 23 and 14 kDa. These clearing zones also found in leukocyte 

extracts. From our knowledge, proteins at MW around 23 kDa which showed 

antimicrobial peptides never reported before. However protein MW 14 kDa a several 

reported has been reported (Blake et al., 1965) that it displayed antibacterial activity, 

such lysozyme. Western immuno blotting was used to determine lysozyme proteins 

from leukocyte extracts and P1 fraction. The result showed that protein MW 14 kDa 

showed weak interaction with anti hen egg white lysozyme. This protein is called 

lysozyme like activity (Pata et al., 2007). The result indicated that one of 

antimicrobial activity in crude leukocyte extracts from proteins MW 23 and 14 kDa. 

P1 fraction showed antimicrobial activity of protein MW 14 kDa. To identify the 

peptides in P1 fraction, the tricine SDS-PAGE was performed. The result showed 

that, P1 fraction contained protein molecular weight ranging from 6.5 kDa to more 

than 45 kDa but the peptides or proteins band with molecular weight less than 6.5 kDa 

were not detected by this method. Further, to identify the antimicrobial peptide 

containing sample, P1 was purified by Superdex-30 prep gel filtration. The cationic 

proteins and peptides fraction showed broad spectrum antibacterial activity against S. 

epidermidis, V. cholerae, 

 S. typhi and C. albican that leukocyte of crocodile containing both of antimicrobial 

protein and peptides. This result the same as antimicrobial activity of mammalian 

leukocyte, for example, bovine leukocyte which found antimicrobial proteins such as 

PGRPs (Tydell et al., 2006) and defensin peptide (Selsted et al., 1993). Next, cationic 

peptides were purified by C18 reverse phase HPLC. Peptides were separated by 

hydrophobic properties. HP1, HP3, HP4 and HP9 showed antibacterial activity 

against S. epidermidis while V. cholerae. These active peptides HP1, HP9, HP3 and 

HP4 were named Leucrocin I, II, III and IV, respectively. The Leucrocin I and 

Leucrocin II had the most potent activity against S. epidermidis (25 µg/ml, 0.66µg/ml, 

respectively), S.typhi (25 µg/ml, 0.66µg/ml, respectively), and V. cholerae  



(0.156, 2.88µg/ml, respectively). Leucrocin III and IV have strong effects to  

S. epidermidis at the MIC around 5.31µg/ml and V. cholerae 16.56 and 10.50 µg/ml, 

respectively. The killing properties of these peptides are measured by total plate count 

method. The number of CFU was decreased by these peptides which revealed the 

presence of dead cells under these conditions. Leucrocin II showed the killing 

property than Leucrocin I, Leucrocin IV showed higher killing property with V. 

cholerae than Leucrocin III. This property is similar to cationic antimicrobial peptides 

in mammalian leukocyte, for example, tempolin L (Mangoni et al., 2004), Indolicidin 

(Falla et al., 1996), rat defensin (Yenugu et al., 2006). Leucrocins were assayed 

toxicity with human red blood cell. The result showed that Leucrocins were friendly 

to HRBCs in the concentration equally to MIC. However, Leucrocin II and IV 

showed toxicity to HRBCs when the concentration of peptide is increased. 

      Next, mode of action antimicrobial peptides was studied by scanning electron 

microscopy. The direct effect of Leucrocin I, II, III and IV on the morphology of 

S.epidermidis and S. typhi (Leucrocin I and II) and V. cholerae (Leucrocin III and IV) 

was examined. In this study, the concentrations of Leucrocin I-IV were used at sub 

lethal and killing for different stain. The leucrocins causes a remarkable modification 

of their cell shape, as shown by SEM. Untreated bacteria displayed a rough bright 

surface, typical of their strains, with no apparent cellular debris In contrast, peptide-

exposed cells exhibited a wide range of significant abnormalities. The cell surface of 

S. epidermidis was blebs formations after mixed with peptide Leucrocin I and II for 1 

h. Although occurring rarely, lyses bacteria were also observed after mixed with 

peptide Leucrocin I and II for 2 h. In addition, S. typhi cell surface was abnormally 

from control when mixed with peptide Leucrocin I and II, the cell was shriveled and 

then collapsed. The activity of Leucrocin I and II on Gram negative bacteria is 

similarity with antimicrobial activity of Temporin-L on E. coli cells (Mangoni et al., 

2004) and serum of Siamese crocodile on S. typhi cells (Preecharam et al., 2008). Cell 

shape of these bacteria is shriveled and then collapsed when the time enhances went. 

While Gram positive bacteria was made the blebs formations on cell surface and then 

collapsed when the time enhances tall went, this action is similarity with Magainin 2, 

(Park et al., 2000), SMAP29 and CAP18 (Kalfa et al., 2001). These results indicated 



that Leucrocins had the active target sites at the cell surface, this activity also showed 

time dependent for binding, disruption and killing microorganism.  

      The next experiment, we also examined the effect of Leucrocin I, II, III and IV on 

the integrity of the outer membrane’s Gram negative bacteria by monitoring the 

increasing of the NPN fluorescence probe. S.typhi was used for the experiment of 

Leucrocin I and II; V. cholerae is used for Leucrocin III and IV. NPN is a 

hydrophobic fluorescence probe which shows weak fluorescence in hydrophilic 

environment, but expresses the strong fluorescence in hydrophobic environment such 

as interior outer membrane. The increase of NPN fluorescence probe indicated that 

Leucrocin I, II, III and IV had permeability of outer membrane of the intact of the 

cells test. This result is similarity with cationic antimicrobial peptides; SMAP-29 

(Kalfa et al., 2001), Indolicidin (Falla et al., 1996), Temporin-L  

(Mangoni et al., 2004).  

      Further, the mimic cytoplasmic membrane, encapsulated β-galactosidase enzyme 

in liposome was used to determine the leakage of inner membrane by these peptides. 

The activity of enzyme β-galactosidase was measured by the absorbance of  

o-nitrophenol at 415 nm. The loss of liposome membrane integrity has been followed 

by the increase of o-nitrophenol. The result indicated that Leucrocin II, III and IV 

could disrupt liposome membrane. However for Leucrocin I, the activity of β-

galactosidase could not detected by this condition. This result may be due to low 

concentration of Leucrocin I. We confirmed the evidence of the effectors Leucrocin 

on inner membrane by bacteriocidal effects. Peptide can damage bacterial cell via 

membrane target site, which intracellular nucleotides are found in reactions. The 

reaction was monitored by detection absorbance at 260 nm. The intracellular 

nucleotides were found in all reaction which incubated with Leucrocins for 1 h. These 

results indicated that Leucrocin I, II, III and IV could damage bacterial cell (S. 

epidermidis) via membrane target site. This result is similarity with the study of Wang 

(2003), the antimicrobial protein in porcine leukocyte can kill S. aureus and E. coli 

cells which increasing activity is time dependent. Talking all data into account, we 

believed that Leucrocin kill bacteria all by perturb the permeabilization membrane of 

cell bacteria.  



      To obtain the structural information of Leucrocin I and II, the amino acid 

compositions and sequence were analyzed. From the result, the amino acid 

composition profile of Leucrocin I and II revealed high amount of free amino acid. 

Leucrocin I and II showed different amino acid components. Leucrocin I was 

particularly rich in isoleucine residues. For Leucrocin II high nanomol of Gly 

(0.2450) and Glx (0.2457) were obtained. Both of peptides contain both hydrophobic 

and cationic amino acids. Amino acid sequence of Leucrocin I and II were analyzed 

by LC/MS/MS. Amino acid sequence of Leucrocin I is NGVQPKY, with the 

approximate mass of around 804.90 Da, pI 8.59. The secondary structure of Leucrocin 

I was predicted by Gor IV Secondary Structure Prediction Method. The results 

showed that secondary structure of Leucrocin I (Figure 49).is extended strand 

(28.57%), random coil (71.43%)  Amino acid sequence of Leucrocin II (Figure 50) 

was presented NAGS_LSGWG (Mass 847.88, pI 5.52). The secondary structure 

showed extended strand (44.44%), random coil (55.56%). From this result, both of 

peptides can adopt the helix structure. This structure is important for the binding with 

cell surface of bacteria. From reported of Brogden (2005), first cationic antimicrobial 

peptides bind with LPS or LTA on bacterial cells by using the ionic interaction (ion 

binding), after that they formed their structure to disrupt and permeabilizations 

membrane of cell bacteria. However, Leucrocins were analyzed the N-terminal 

sequence by Automate Edman degradation, unfortunately no signal was detected by 

this method. This result may be the low concentration of these peptides or N-terminal 

of these peptides is blocking or modification. 

      For the conclusion, Siamese crocodile leukocyte containing antimicrobial proteins 

and peptides shows broad spectrum antibacterial activity. These peptides are cationic 

antimicrobial peptides which action on the membrane target site of microorganism 

cells. They have the killing property and friendly with HRBCs. In their structures 

(Leucrocin I and II) showed both of the sequence to have the positively charge on 

their structure, and are not homolog with any antimicrobial peptides in data base 

searching. These results indicate that Leucrocin I and II are novel antimicrobial 

peptides. This study is the first report of antimicrobial peptides in leukocyte of 

Siamese crocodile.  
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Figure 15  Antimicrobial activities of crocodile leukocyte extract. Crocodile leukocyte 

extract were tested for antimicrobial activities as described in Method 6 and 

the zones of inhibition for each bacterial species were plotted.  

1 = Staphylococcus epidermidis,  

2 = Bacillus megaterium,  

3 = B. licheniformis,  

4 = Pseudomonas. aeruginosa,  

5 = Ps. aeruginosa ATCC 27853, 

6 = Salmonella typhi,  

7 = Vibrio  cholerae, 

 8 = S. typhi ATCC 5784 and  

9 = Candida albicans  

The solvent control (0.01% AcOH) did not exhibit antibacterial activity 

against any of the species tested. Not detected. The results were expressed as 

the means ± S.D. for three determinations. 
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