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ในการศึกษาน้ีไดแยกบริสุทธิ์เปปไทด Leucrocins ที่มีฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียจากเม็ดเลือดขาว

จระเขสายพันธุไทย (Crocodylus siamensis) ได 4 ชนิด แตสามารถหาลําดับกรดอะมิโนไดเพียงสอง

เสน คือ Leucrocin I มีโครงสรางปฐมภูมิบางสวน คือ NGVQPKY สวน Leucrocin II มีโครงสรางปฐม

ภูมิ คือ NAGSLLSGWG จากน้ันสังเคราะหเปปไทด Leucrocin I, Leucrocin II และ Leucrocin 

analogues (L-form และ D-form) ที่มีการเปลี่ยนแปลงลําดับกรดอะมิโนบางตําแหนง หรือเพ่ิมกรด         

อะมิโนที่มีประจุบวก และกรดอะมิโนที่มีความเปนไฮโดรโฟบิคสูงเขาไปในโมเลกุลของ Leucrocin เพ่ือ

เพ่ิมประสิทธิภาพการทําลายเชื้อจุลินทรีย และลดความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดแดงของมนุษย ผล

พบวาเปปไทด Leucrocins ตนแบบมีคา MIC ที่สูงกวา Leucrocins analogues และยังพบวา 

Leucrocin I analogues ที่สังเคราะหดวย D-amino acid ทั้งโมเลกุลน้ัน มีความสามารถในการยับยั้งการ

เจริญของแบคทีเรียไดดีกวา Leucrocin I analogue ที่สังเคราะหดวย L-amino acid ทั้งโมเลกุล จากน้ัน

ทําการศึกษาความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดแดงของเปปไทดสังเคราะห Leucrocin I analogues พบวา 

Leucrocin I analogues ไมมีความเปนพิษตอเซลลของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม เม่ือตรวจสอบกลไกการเขา

ทําลายเชื้อแบคทีเรียดวยเทคนิคฟลูออเรสเซนและกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนพบวา Leucrocin I 

analogues มีเปาหมายในการทําลายเซลลที่เซลลเมมเบรน โดยจะทําใหเมมเบรนเกิดความเสียหาย ทํา

ใหเชื้อแบคทีเรียตายในที่สุด ทั้งน้ีไดมีการออกแบบเปปไทดโดยใช Leu I เปนเปปไทดตนแบบเพิ่มเติม 

จํานวนทั้งสิ้น 9 เสนเปปไทด โดยอาศัยความไมมีขั้วและมีขั้วในการเติมกรดอะมิโน ซึ่งการเติมกรดอะมิ

โนใหมีความเปน hydrophobic และ hydrophilic facet สูงขึ้น โดยออกแบบใหเติม tryptophan เพ่ือเพิ่ม

ความเปน hydrophobic facet และเติม arginine หรือ lysine เพ่ือเพ่ิมความเปน hydrophilic facet เพ่ือ

ทดสอบสมมุติฐานที่วา hydrophobic และ hydrophilic facet ที่เหมาะสมมีความสําคัญกับเปปไทดสาย

สั้นๆ ผลการทดลองพบวา เปปไทดสวนใหญมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียไดดี 

และมีคา MIC & MBC ที่ต่ํา อีกทั้งยังไมมีความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดแดงของมนุษยในความเขมขน

ที่ฆาแบคทีเรียได และเม่ือตรวจสอบความสามารถในการทําใหสารโมเลกุลขนาดเล็กร่ัวจากแบบจําลอง

เมมเบรน (ไลโปโซม) พบวาจากเปปไทดที่ทําการสังเคราะหมาทั้ง 9 เสนน้ัน มีเพียง CRT2 และ RW2 

ที่สามารถทําใหไลโปโซมเกิดการรั่วของสารฟลูออเรสเซนทไดโดยมีรอยละการรั่วคือรอยละ 24 และ 16 

ตามลําดับ จากน้ันศึกษาความสามารถในการจับกับ DNA ของเปปไทดที่ออกแบบ พบวาเปปไทด

สังเคราะหที่มีฤทธิ์ฆาเชื้อแบคทีเรียไดดี (KT2 RT2 KT3 และ CRT2) นั้นสามารถจับกับ DNA ไดดีกวา

เปปไทด buforin II และเม่ือทําการศึกษาผลของเปปไทดตอเซลลแบคทีเรียดวยกลองจุลทรรศน         

อิเลคตรอนแบบสองกราด (SEM) นั้น สามารถพบความผิดปกติของเซลลแบคทีเรียไดตั้งแตที่นาทีที่ 1 

ของการบม ซึ่งแสดงใหเห็นถึงความสามารถในการฆาเชื้อแบคทีเรียของเปปไทดวาสามารถทําให

แบคทีเรียเกิดความเสียหายไดโดยทันที ซึ่งพบลักษณะที่ผิดปกติแบบโปงพองเกิดขึ้น 
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Leucrocin I is an antibacterial peptide isolated from crocodile (Crocodylus siamensis) 

white blood cell extracts. Although Leucrocin I exhibits strong antibacterial activity, the 

hemolytic activity, which may compromise its therapeutic effects and the minimal inhibitory 

concentration (MIC) values of synthetic Leucrocin I seem higher than native peptide. To 

improve antibacterial analogues of Leucrocin I that lack hemolytic activity, we designed a 

Leucrocin I analogue molecule based on the Leucrocin I sequence. The peptide made from all 

D-amino acids was more active than the corresponding L-enantiomer. In our detailed study, the 

interaction between peptides and the cell membrane of Vibrio cholerae as part of their killing 

mechanism was studied by fluorescence and electron microscopy. The results show that the 

outer membrane was the target of action of Leucrocin I analogues. Finally, the cytotoxicity 

assays revealed that both L- and D-Leucrocin I analogues are non-toxic to mammalian cells. In 

order to expand the systematic approach to short-antibacterial peptide design, the principle of 

amino acid stretches tagged at the C terminal of Luecrocin I, which is an ultra-short 

antibacterial peptide, by tryptophan, arginine or lysine has been reported. The choice of amino 

acid type at each position of a stretch depends on the hydrophobic and hydrophilic regions 

visualized in the helical wheel pattern of Luecrocin I. The results suggest that this design by 

oligopeptide tagging should also consider the properties such as net charge, hydrophobicity, the 

content of hydrophobic amino acids, polar angle, the properly hydrophilic and hydrophobic 

facets. Amidation at C terminal and arginine substitute for lysine can increase selectivity 

between mammalian cells (hemolytic and MTT assay) and bacterial cells. KT2 and RT2 are 

effective against five bacterial strains tested (S. typhi DMST 22842, S. epidermidis ATCC 

12228, E. coli ATCC 25922 and S. aureus ATCC 25923). They also have selectivity at their 

MICs, which were under approximately 10% hemolytic activity and no toxicity at 19 μM toward 

Vero and RAW 264.7 cells for KT2, whereas RT2 had no toxicity at 38 μM. The SEM images 

imply that the antibacterial mechanism of RT2, KT2, KT3 and CRT2 may depend on 

concentration rather than time. Circular dichroism results indicate that the main antibacterial 

mechanism of them might be DNA binding. Finally, RT2 and KT2 can be new alternative 

antibacterial agents or may be further developed for alternative antibiotics.  
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บทนํา 
 

ในปจจุบันนักวิทยาศาสตรไดมุงศึกษาและพัฒนาสารออกฤทธิ์ตอตานเชื้อจุลินทรียกอโรคที่มีอยู
ในธรรมชาติ เพ่ือนํามาใชทดแทน การรักษาโรคที่เกิดจากการติดเชื้อโดยใชยาปฏิชีวนะ ซึ่งพบวากําลัง
ประสบกับปญหาการด้ือตอยาปฏิชีวนะของเชื้อจุลินทรียกอโรค มีจํานวนที่เพ่ิมสูงขึ้น เน่ืองมาจากมีการนํา
ยาปฏิชีวนะมาใชกันอยางแพรหลาย และมีการใชไมถูกวิธีสงผลทําใหเชื้อจุลินทรียมีการพัฒนาตนเองให
ทนตอยาปฏิชีวนะ สงผลทําใหตองใชยาในปริมาณท่ีเพ่ิมสูงขึ้น หรือยาปฏิชีวนะตัวเดิมใชไมไดผล อีกทั้ง
ในผูปวยบางรายอาจเกิดอาการแพยาปฏิชีวนะได ดวยสาเหตุดังกลาวนี้ จึงทําใหนักวิทยาศาสตรพยายาม
คิดคนตัวยา  หรือสารชีวภาพที่มีคุณสมบัติที่เหมือนหรือใหประสิทธิภาพในการปองกันเชื้อกอโรคเชน
เดียวหรือใกลเคียงกันกับการใชยาปฏิชีวนะ เพ่ือหลีกเลี่ยงหรือลดปญหาการด้ือยาที่จะเกิดตามมา จึง
สงผลใหนักวิทยาศาสตรทําการศึกษาวิจัย antimicrobial substances อยางตอเน่ือง ซึ่ง antimicrobial 
substances ที่ศึกษาพบน้ัน สวนใหญอยูในกลุมโปรตีน และเปปไทด โดยขอดีของสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพเหลาน้ี คือ เปนสารที่พบในสิ่งมีชีวิต ซึ่งสวนมากเปนสารประกอบในระบบภูมิคุมกันที่มีมาแต
กําเนิด (innate immunity) ลักษณะการออกฤทธิ์จะออกฤทธ์ิตอเชื้อแบบไมจําเพาะเจาะจง (broad 
spectrum) คือ มีเปาหมายในการเขาทําลายเชื้ออยางไมจําเพาะ ที่มีโครงสรางและกลไกการเขาทําลาย
เชื้อที่หลากหลาย (Brogden et al., 2005)  

การศึกษา antimicrobial peptide ในอดีตเริ่มมีการศึกษาในสัตวกลุมแมลง และในชวง 10 ป ที่
ผานมามีการศึกษา antimicrobial peptide เพ่ิมมากขึ้นเรื่อยๆ โดยมีการศึกษาในสัตวชั้นสูง เชน ในสุกร 
หรือแมแตในมนุษย ปจจุบันมีการจัดแบง antimicrobial peptide ออกไดเปนประเภทตางๆ เชน 
amphipathic and hydrophobic α-helices, β-Sheet peptides and small proteins, peptides with 
irregular amino acid composition, peptides with thio-ether rings, peptaibols และ microcyclic 
cystine knot pepides ตัวอยางของ antimicrobial peptide บางกลุมที่กลาวมาแสดงในตารางที่ 1 
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ตารางที่ 1 แสดง antimicrobial peptide ในกลุม α-helical และ β-sheet 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
นอกจากนี้มีการแบงกลุมเฉพาะของ antimicrobial peptide ลงไปอีก 2 กลุมคือ  

 
ที่มา: ดัดแปลงจาก Katsumi M, 199 
ที่มา: ดัดแปลงจาก Katsumi M, 1999 
 
นอกจากนี้สามารถจําแนกประเภท antimicrobial peptide ตามลักษณะโครงสรางไดดังนี้   
 
1. Cationic antimicrobial peptide 
ซึ่งกลุม cationic antimicrobial peptide สามารถแบงออกเปนอีก 3 กลุมใหญคือ linear 

peptides forming α-helical structures, cysteine-rich open-ended peptides containing single or 
several disulfide bridges และ molecules rich in specific amino acids such as proline, glycine ซึ่ง
ตัวอยางของ antimicrobial peptides ในกลุมน้ีแสดงในตารางที่ 2 และตัวอยางลักษณะโครงสรางของเปป
ไทดสามารถแสดงดังรูปที่ 1 
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ตารางที่ 2 ตัวอยางของ Cationic antimicrobial peptides 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                           
ที่มา: ดัดแปลงจาก Jacopo V.and Michel S., 2002. 
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รูปที่1 แสดง Molecular models of the different structural classes of antimicrobial 

peptides 
(A) human β-defensin-2, which forms a triple-stranded β-sheet structure (containing a 

small α-helical segment at the N-terminus) stabilized by three cysteine disulphide bridges.  
(B) The amphipathic α-helical structure of magainin 2 
(C) The β-turn loop structure of bovine bactenecin. 
(D) The extended boat-shaped structure of bovine indolicidin. 
      ที่มา: ดัดแปลงจาก Zhao H. 2003 
 
2. Non-cationic antimicrobial peptide 
ซึ่งตัวอยางของ antimicrobial peptides ในกลุมน้ีแสดงในตารางที่ 3 
                ตารางที่ 3 ตัวอยางของ Non-cationic antimicrobial peptides 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Jacopo V. and Michel S,2002. 
 

โดยในปจจุบันพบวามีการศึกษาเพื่อคนหาเปปไทดทําลายเช้ือจุลินทรียมากมายหลายชนิด ท้ังการสกัดจาก
แหลงธรรมชาติ และการสังเคราะห ขอมูลของเปปไทดดงักลาวแสดงดงัตารางท่ี 4 
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ตารางที่ 4 แสดงกลุมของ antimicrobial peptides จากแหลงสิ่งมีชีวิตชนิดตางๆ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                     ที่มา: ดัดแปลงจาก Van't Hof et al. 2001
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อยางไรก็ตามการระบาดของโรคติดเชื้อในมนุษยและสัตวกอใหเกิดปญหาทางเศรษฐกิจ 
สังคมและสาธารณสุขอยางยิ่ง นอกจากนี้โรคติดเชื้อยังเปนปญหาสําคัญทางสาธารณสุขอยางหน่ึงของ
ประเทศไทยและของทั้งโลก การพัฒนาสารยับยั้งเชื้อจุลินทรีย (antimicrobial agent) หรือยาปฏิชีวนะ 
(antibiotic) ไดดําเนินการมาอยางตอเน่ืองนับตั้งแตการคนพบเพนนิซิลิน โดยอาศัยการสังเคราะหหรือ
ดัดแปลงทางเคมี หรือการคนหาจากแหลงใหมในธรรมชาติ ทั้งน้ีก็เนื่องจากการด้ือยาของเชื้อโรค และมี
เชื้อโรคระบาดใหมๆ เกิดขึ้นทั้งในมนุษยและสัตว ซึ่งกอใหเกิดโรคติดเชื้อที่รักษายากเพ่ิมขึ้น ซึ่ง
สันนิษฐานวาสาเหตุสําคัญที่เชื้อกอโรคในมนุษยเกิดการด้ือยามาจากพฤติกรรมของมนุษยกลาวคือ เม่ือ
เกิดอาการปวยมักชื้อยามารับประทานเองโดยไมมีความรูเก่ียวกับเชื้อโรคน้ันอยางแทจริง ซึ่งอาจทําใหใช
ยาไมถูกกับโรค ขนาดไมเหมาะสม ใชยาไมครบ และรับประทานไมตอเน่ือง ทําใหเชื้อกอโรคสามารถสราง
ภูมิคุมกันตอยาชนิดน้ัน สงผลใหประสิทธิภาพของยาในการยับยั้งหรือทําลายเชื้อกอโรคลดลง จนกระทั่ง
ไมสามารถที่จะใชยาตัวเดิมในการรักษาได และนอกจากนี้บางรายก็เกิดอาการแพยาที่ใชในการรักษาดวย 
นอกจากน้ีในดานการแพทยยังมีแบคทีเรียที่มักจะแสดงอาการชาหลังจากมีการติดเชื้อแบคทีเรียพวกนี้ซึ่ง
มักกอใหเกิดการติดเชื้อหลังการผาตัด หรือภายหลังการปลูกถายเน้ือเยื่อ สงผลใหเกิดปญหาอยางมากตอ
การรักษาคนไข และในทางการเกษตรยังมีแบคทีเรียหรือเชื้อราที่กอใหเกิดโรคในพืชเชนกัน ดวยสาเหตุนี้
จึงทําใหนักวิทยาศาสตรพยายามคนหาสารจากธรรมชาติที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อกอ
โรคที่ไมกอใหเกิดการด้ือยาหรือเกิดขึ้นไดชา ไมวาจะเปนการตรวจหาสารสกัดจากพืชสมุนไพรหรือการ
สกัดสารที่ไดจากสัตว หรือสารชีวภาพที่มีคุณสมบัติที่เหมือนหรือใหประสิทธิภาพในการปองกันเชื้อกอโรค
เชนเดียวหรือใกลเคียงกันกับการใชยาปฏิชีวนะเพื่อหลีกเลี่ยงหรือลดปญหาการด้ือยาที่จะเกิดตามมา  

สารยับยั้งจุลินทรียกลุมเปปไทด (antimicrobial peptides; AMPs) มีการคนพบมานานกวา 
20 ปและถูกคนพบครั้งแรกในสัตวไมมีกระดูกสันหลัง (Zhao H, 2003) AMPs ผลิตมาจากเน้ือเยื่อและ
เซลลหลากหลายชนิดในสิ่งมีชีวิตไดแก แบคทีเรีย สัตวไมมีกระดูกสันหลังและสัตวมีกระดูกสันหลัง 
โดยทั่วไปสารยับยั้งจุลินทรียกลุมเปปไทดนั้นประกอบดวยกรดอะมิโนประมาณ 9-100 residues น้ําหนัก
โมเลกุลประมาณ 10 kDa (Won A, and Ianoul A, 2009) สวนใหญจะพบในรูป L-amino acid และมีประจุ
บวกซึ่งสามารถจับกับ lipopolysaccharide (LPS) ที่เปนสวนประกอบของผนังเซลลแบคทีเรียไดดี สงผล
ใหกลไกการเขาทําลายเซลลสวนใหญของสารยับยั้งกลุมเปปไทดจะมีความสามารถในการทําใหเกิดรูที่เมม
เบรน (permeabilize membrane) AMPs จัดอยูในกลุม cytolytic peptides ที่มีคุณสมบัติเปน innate 
immunity และ broad spectrum antimicrobial activity ที่ใชในการปองกันการติดเชื้อแบคทีเรียใน
สิ่งมีชีวิตหลากหลายชนิด มีคุณสมบัติที่ดีตอการรักษาโรคติดเชื้อคือเปน selective antibiotic และไม
กอใหเกิดการด้ือยา ทั้งน้ีเน่ืองมาจากสารยับยั้งจุลินทรียกลุมเปปไทดมีกลไกการเขาทําลายเซลลแบคทีเรีย
ที่แตกตางจากยาปฎิชีวนะ  

นอกจากน้ีมีงานวิจัยมากมายที่มีการศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในกลุมโปรตีนและเปป
ไทดจากส่ิงมีชีวิตตั้งแตพวกโปรคาริโอตจนกระทั่งถึงพวกยูคาริโอต พืช สัตว และมนุษย ในปจจุบันไดมี
การศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพถึงระดับของโครงสราง สวนประกอบของโมเลกุล กลไกการทําลายหรือ
การตานเชื้อ และสารบางกลุมก็ไดมีการนํามาใช ใน clinical trial ถึงเฟส 3 แลวเชน Indolicidin, defensin 
สําหรับความเปนไปไดในดานเชิงพาณิชย ในปจจุบันพบวาในตางประเทศมีการศึกษาหรือนําสารโปรตีน
และเปปไทดตางๆไปทดลองทางคลินิกเรียบรอยแลวดังตารางที่ 5 
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    ตารางที่ 5 โปรตีนและเปปไทดตางๆท่ีทดลองทางคลินิก  
 

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

 
Antimicrobial peptides ที่กลาวถึงทั้งหมดนี้ทําหนาที่ฆาเซลลแบคทีเรียโดยอาจจะใชกลไก

การเขาทําลายเซลลที่และมีการใชเวลาที่แตกตางกัน ซึ่งอาจเปนไปไดวา มีขั้นตอนกลไกดังน้ี  
1. Attraction การเขาจับของ antimicrobial peptide กับเซลลแบคทีเรีย ซึ่งพบวานาจะเกิดจาก

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

2. ขั้น Attachment เปนขั้นตอนที่สําคัญของ antimicrobial peptide ที่จะผานเขาสูเซลลเมม
เบรน ซึ่งจากการศึกษาพบวา นาจะเก่ียวกับการ concentration ของเปปไทด โครงสราง 2 
มิติ ที่จะถูกฝงลงไปใน lipid head group ในสภาพที่ไมทํางานแลวทําใหเมมเบรนยืดออก ซึ่ง
จะทําใหเมมเบรนบางตัว ซึ่งมีความจําเพาะกับเปปไทดและ concentration ของ เปปไทด 
ดวย  

3. ขั้นการสอด  antimicrobial peptide แลวทําใหเกิด membrane permeability จากการทดลอง
จะพบวา ถาความเขมขนของ antimicrobial peptide/lipid นอย  เปปไทดจะจับแบบขนานกับ 



8 
 

lipid bilayer และถามีความเขมขนของเปปไทดสูงขึ้น  เปปไทดจะถูกสอดเขาไปในเมมเบรน 
และเม่ือความเขมขนของเปปไทดสูงขึ้น เปปไทดจะสอดเขาไปในเมมเบรนและสรางเปนรูขึ้น 
ซึ่งจะมีหลายแบบจําลองของการเกิดขึ้น  ดังนี้คือ 
 
แบบจําลอง barrel-stave กลไกการทํางานของแบบจําลองประเภทนี้จะมีลักษณะที่พิเศษ 

โดยการกระตุนของ Alamethicin ซึ่งจากการศึกษาหลายเทคนิคพบวา Alamethicin จะเกิดเปน -helix 
จับกับเมมเบรน และรวมกลุมกันสอดเขาไปใน lipid bilayer โดยสวนที่เปน hydrophobic ของเปปไทดจะ
ทําปฏิกิริยากับ lipid bilayer และสวนที่เปน hydrophilic จะทําปฏิกิริยากันเองทําใหเกิดรูขึ้นมา 
Alamethicin ที่ทําใหเกิด pore ได จะประกอบดวย 3-11 -helix แสดงดังรูปที่ 2   

แบบจําลอง Carpet กลไกการทํางานของแบบจําลองประเภทนี้คือจะมีการสะสมของเปป
ไทดที่ผิวของ lipid bilayer เชน ovispirin ซึ่งจะมีความเขมขนของเปปไทดสูงจะทําใหเกิดการขัดขวางการ
ทํางานของชั้น bilayer ซึ่งมีลักษณะคลายคลึงกับการทํางานของ detergent และในบางจุดจะทําใหเปป
ไทดสรางรูชั่วคราวขึ้นในเมมเบรนทําใหเปปไทดอ่ืนๆเขาสูเมมเบรนไดมากขึ้น จนทําใหเมมเบรนหลุดแยก
จากกันเกิดลักษณะโครงสรางที่เรียกวา micelles ดังรูปที่ 2 
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รูปที่ 2 แสดงลักษณะแบบจําลอง barrel -stave (ซาย) และแบบจําลอง Carpet (ขวา) 
                  ที่มา: ดัดแปลงจาก Zhao H. 2003 
  

แบบจําลอง toroidal pore  ตัวแทนของ antimicrobial peptide  ที่มีกลไกการทํางานในลักษณะ
นี้คือ margainings , protegrins และ melittin ซึ่งเปปไทดที่เปน -helix นี้จะสอดเขาไปในเมมเบรนแลว
กระตุน lipid monolayer ใหโคงงอจนทําใหเกิดรู ซึ่งทําใหเกิดนํ้าที่เปนแกนกลางถูกเปปไทดที่ถูกสอด และ
ที่ lipid head group  โดยสวนที่ชอบนํ้าของเปปไทดจะทําปฏิกิริยากับ polar head group ของ lipid 
อยางไรก็ตามพบวาข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วก็ตาม ดังรูปที่ 3  
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 รูปที่ 3 แสดงลักษณะแบบจําลอง barrel-stave (ซาย) และแบบจําลอง toroidal pore (ขวา) 
       ที่มา:  ดัดแปลงจาก Qian S. et.al., 2008. 
 

หลังจากที่ peptides ไดกอใหเกิดความเสียหายและความผิดปกติตางๆตอเซลล เชน เซลลเสีย 
membrane fluidity เสียสมดุลระหวางไอออนตางๆ สูญเสียสารชีวเคมีตางๆออกสูนอกเซลล เกิดการแตก 
ของเซลลจนทําใหเซลลตาย อยางไรก็ตามกลไกการฆาเชื้อแบคทีเรียอาจจะเก่ียวของสัมพันธกับการสราง 
ion channel การสรางรูที่เมมเบรน หรือการเกิดความเสียหายกับเมมเบรน แตก็ไมไดหมายความวากลไก
ตางๆเหลาน้ีจะเกี่ยวของสัมพันธในทุกเปปไทด  

Selsted et al. (1992) คนพบวา indolicidin ซึ่งแยกได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 ซึ่ง
โดยปกติโปรตีนหรือเปปไทดจะมีปริมาณของกรดอะมิโนชนิดน้ีอยูในสัดสวนที่นอยมาก 

จากการศึกษาโครงสรางระดับทุติยภูมิของ fragment สวนหน่ึงของ histatin-5 จากนํ้าลาย
พบวา histatin ใชโครงสรางที่เปน α-helical เขาจับกับ membrane ของ Candida albicans ดวยแรง
ระหวางประจุและพันธะไฮโดรเจนระหวางสวนที่เปนประจุบวกกับประจุลบของ plasma membraen (Raj 
et al 1994)  

Yan and Adams (1998) แยก lycotoxin I และ lycotoxin II จากพิษของแมงปอง Lycosa 
carolinensis โดยใชเทคนิค reversed-phase HPLC และทดสอบการยับยั้งและตานแบคทีเรียพบวา
สามารถยับยั้งเชื้อ Escherichia coli และ Candida glabrata ได โดยใชในปริมาณเปนไมโครโมลารเทาน้ัน 

Benincasa et al. (2003) ศึกษาฤทธิ์ในการตานเช้ือจุลินทรียของ α-helical cathelicidin 
peptides 2 ชนิด คือ BMAP-27 และ  BMAP -28 พบวา BMAP-27 มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อแบคทีเรียแกรมลบไดดี สวน BMAP-28 นั้นสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก
ไดดีกวาแกรมลบ อีกทั้งยังพบวา BMAP-28 นั้นมีความสามารถในการตานการเจริญของเชื้อไวรัส human 
herpes simplex virus type 1 (HSV-1) ไดในการทดลองแบบ in vitro 

Feng-Sheng Wang (2003) ทําการศึกษาผลของ antimicrobial proteins ที่แยกไดจากเม็ด
เลือดขาวของหมู ตอการยับยั้งการเจริญของเชื้อ Staphylococus aureus และ E.coli ในเน้ือบด พบวา มี
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โปรตีนขนาด 6 และ 7.5 kDa สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียทั้งสองชนิดในเนื้อบดได โดยการ
ทําใหเซลลแบคทีเรียแตกและตายในที่สุด ซึ่งจะเห็นไดจากการวัดคา OD260 nm ที่เพ่ิมมากขึ้นหลังจากบม
เชื้อทดสอบกับ antimicrobial proteins ที่ไดจากเม็ดเลือดขาวของหมู 

Benincasa et al. (2004) ทําการสังเคราะห  Pro-rich peptide Bac7 ซึ่งเปน cathelicidin-
derived peptide ที่แยกไดจาก bovine neutrophils โดยสังเคราะหเปน fragment peptides ที่มีความยาว
ตั้งแต 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านเช้ือแบคทีเรีย แกรมลบไดดี และ
พบวา fragment Bac7(1-35) ยังสามารถตานการเจริญของเชื้อรา Cryptococcus neoformans  ได แตไม
สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Candida albicans 

Carlo P.J.M. Brouwer et al. (2006) ทําการสังเคราะห ubiquicidin ซึ่งเปน antimicrobial 
peptide ที่แยกไดจากคน โดยทําการสังเคราะหในรูปแบบที่เปน full sequence คือ ubiquicidin (UBI 1-
59) และที่เปนเปปไทดสายสั้นๆ ที่ประกอบดวยกรดอะมิโนลําดับที่ 31-38 residues (UBI 31-38) แลว
นําไปทดสอบฤทธิ์ในการตานการเจริญของเชื้อ Staphylococcus aureus ที่เปนชนิด methicillin resistant 
เรียกวา MRSA พบวา เปปไทดที่สังเคราะหขึ้นมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียที่
ใชทดสอบได ซึ่งมีความเปนไปไดที่จะนํา UBI 31-38 ซึ่งเปนเปปไทดสังเคราะหที่มีขนาดสั้นมาใชในการ
รักษาโรคติดเชื้อในมนุษยได 

Liu et al. (2008) ทําการศึกษาผลของ rabbit sacculus rotundus antimicrobial peptides 
(RSRP) ตอระบบการตอบสนองทางภูมิคุมกันในลําไสของไก พบวา ในลําไสไก (duodenum และ 
jejunum) ที่ไดรับ RSRP นั้นมีการเพิ่มขึ้นของ villus และ intraepithelial lymphocytes เม่ือเทียบกับไกที่
ไมไดรับ RSRP และพบวา RSRP ยังกระตุนใหมีการเพ่ิมพ้ืนที่ของ IgA-secreting cells ใน 3 จุด ของ
ลําไสไกอีกดวย 

อยางไรก็ตามแมวาจะมีการศึกษาเกี่ยวกับความสามารถในการทําลายเซลลของ 
antimicrobial peptide มากมายหลายชนิด ซึ่งสวนใหญไมไดศึกษาถึงกลไกการทํางานอยางลึกซ้ึงเทาใด
นัก ทําใหยังมีขอมูลทางดานวิชาการคอนขางนอย ทั้งน้ีก็มีงานวิจัยที่เก่ียวของกับการศึกษาสารออกฤทธิ์
ทางชีวภาพถึงระดับโครงสราง สวนประกอบของโมเลกุล และกลไกการเขาทําลายหรือการตานทานเชื้อ 
เชน  

Chan Bae Park et al. (1998)  ทําการศึกษากลไกการทําลายเชื้อ E.coli ของ Buforin II ซึ่ง
เปน antimicrobial peptide  ที่ไดจากทองคางคกเทียบกับ magainin 2 ซึ่งเปน antimicrobial peptide  ที่
ทราบคุณสมบัติดีแลว โดยใชเทคนิค fluorescine isothiocyanate (FITC)-labeled และเทคนิค gel-
retardation พบวา Buforin II มีกลไกการทําลายเชื้อแบบ non-lytic mechanism โดยจะเขาไปในเซลล 
แลวจับกับ DNA หรือ RNA ยับยั้ง cellular function ของแบคทีเรีย สวน magainin 2 นั้นจะทําลายเชื้อ
โดยใช lytic mechanism  

Genco et al.(2003) ไดทําการศึกษาเปปไทด magainins ที่แยกไดจากผิวกบ (African 
clawed frog) 2 ชนิด คือ MSI-751และ MSI-774 ในการตานการเจริญของเชื้อกอโรคในชองปากและกลไก
การทําลายเซลลแบคทีเรีย พบวาเชื้อกอโรคในชองปาก Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium 
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nucleatum, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Eikenella corrodens , Prevotella loescheii และ 
Prevotella intermedia. P. gingivalis จะมีความไวตอ MSI-751 มากกวา MSI-774 และจากการศึกษา
กลไกการทําลายเซลลแบคทีเรียดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (Electron microscopy) พบวา 
magainins มีเปาหมายในการทําลายเซลลที่เซลลเมมเบรน โดยจะทําใหเมมเบรนเกิดความเสียหาย ทําให
เชื้อแบคทีเรียตายในที่สุด  

Maria Luisa et al. (2004) ทําการศึกษาผลการทําลายเชื้อ E. coli ของ temporin L โดยใช
เทคนิค triple-staining method พบวาความเขมขนที่เพ่ิมขึ้นของ temporin L สงผลตอการเขาทําลายที่ 
inner membrane ไดอยางมีประสิทธิภาพ 

Thennarasu et al.(2005) สังเคราะห Lipopeptide MSI-843 ที่ประกอบดวย nonstandard 
amino acid ornithine (Oct–OOLLOOLOOL–NH2) เปนเปปไทดที่มีขนาดสั้น และมีกรดไขมัน Octanoic 
acid ที่ปลาย N-terminal ซึ่งชวยเพิ่มความเปน hydrophobic ใหกับเปปไทด แลวทดสอบคุณสมบัติการ
ตานเชื้อแบคทีเรียและเชื้อรา พบวา MSI-843 สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อไดทั้งแบคทีเรียและเชื้อราที่
ความเขมขนต่ํา โดยสามารถ permeabilizes ทั้ง outer membrane ของ Gram-negative bacteria และ 
model membrane mimicking bacterial inner membrane และไมทําใหเม็ดเลือดแดงแตกที่ความเขมขน
ของคา MIC ผลของ Circular dichroism (CD) แสดงใหเห็นวา MSI-843 มีโครงสรางเปนเกลียว α-helix 
เม่ือจับกับ lipid membranes และการศึกษาโครงสรางของเปปไทดดวยเทคนิค NMR ใหผลอยางชัดเจน
วา กลไกการทําลายเมมเบรนของแบคทีเรียของ MSI-843 นั้นมีความสอดคลองกับ toroidal-type pore 
mechanism 

Podda et al. (2006) ทําการศึกษากลไกการเขาทําลายเชื้อ Salmonella enterica และ E. coli 
ของ proline-rich cathelicidin Bac7 ที่ไดจากวัว พบวากลไกเขาทําลายเชื้อขึ้นอยูกับโครงสรางและความ
เขมขนของเปปไทด กลาวคือ ถาความเขมขนใกลคา MIC  (Minimum Inhibitory Concentration) จะ
ทําลายเชื้อแบคทีเรียโดยใชกลไกแบบ non-lytic mechanism โดยจะเขาไปในเซลลแลวจับกับ DNA หรือ 
RNA แตถามีความเขมขนมากกวาคา MIC หลายเทาจะทําลายเชื้อโดยใชกลไกแบบ lytic mechanism 
โดยมุง เปาหมายของการทําลายเชื้ออยูที่เมมเบรน  

Haryadi and Pak-Lam Yu (2007) ไดศึกษากลไกการเขาทําลายเช้ือ E. coli ของ -
defensins ที่ไดจากนกกระจอกเทศ พบวา สามารถยับยั้งการเจริญของ E. coli ไดโดย การเขาไปภายใน
เซลล แลวยับยั้งการสังเคราะห DNA, RNA และโปรตีน รวมไปถึงการยับยั้ง enzymatic activities ของ
เชื้อไดดวย 

Gang Hao et al. (2009) ทําการสังเคราะห Bufurin2-A และ Bufurin2-B ที่เปน 
antimicrobial peptide analogs ของ Bufurin2 ที่แยกจาก stomach tissue เพ่ือศึกษากลไกการทํางานใน
แงการเขาทําลายเซลล E. coli พบวา antimicrobial analogs ทั้งสองมีความประสิทธิภาพการเขาทําลาย
เซลลเพ่ิมขึ้น 

จะเห็นไดวาเปปไทดที่ทําลายเชื้อแบคทีเรียได มีความหลากหลายทั้งในดานโครงสรางและ
การทําหนาที่ในการเขาทําลายเชื้อแบคทีเรีย โดยทั่วไปพบวา กลไกการทําลายหรือยับยั้งการเจริญของ
เชื้อ จะขึ้นอยูกับรูปรางและประจุที่มีอยูในโครงสรางของเปปไทดนั้น มีหลายเทคนิคที่ใชในการศึกษากลไก
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การทํางานของเปปไทด และแตละเทคนิคก็จะทําใหทราบรายละเอียดในแตละจุดซ่ึงตองมีการใชหลาย
เทคนิครวมกันจึงจะทําใหทราบกลไกที่แนชัดได 

นอกจากน้ีในกลุมของสัตวเลื้อยคลาน เชน จระเข มีการศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพนอย
มาก ทั้งที่จระเขเปนสัตวทีมี่ความทนทานอยางมากตอการติดเชื้อโดยจะเห็นไดจากการที่จระเขสามารถอยู
ในสภาวะแวดลอมที่มีเชื้อโรคจํานวนมาก หรือเม่ือจระเขเกิดบาดแผลจากการตอสูกันเอง แผลที่เกิดขึ้นก็
สามารถหายสนิทไดเองโดยไมมีการติดเชื้อ ทําใหไมมีปญหาของการใชยาปฏิชีวนะในการรักษาโรคติด
เชื้อแบคทีเรียหรือติดเชื้อซํ้าเติมเชนเชื้อรา ซึ่งอาจเปนไปไดวาจระเขมีการสรางโปรตีนหรือเปปไทด หรือมี
ระบบภูมิคุมกันตามธรรมชาติชนิดพิเศษท่ีสามารถทําลายแบคทีเรียไดอยางรวดเร็วและมีประสิทธิ์ภาพสูง 
จระเขเปนสัตวเศรษฐกิจที่สําคัญอยางหน่ึงของประเทศไทย ถึงแมวาจะยังไมไดอยูในอันดับตนๆ ของสัตว
เศรษฐกิจสงออกอยางเชน กุงกุลาดําหรือสัตวน้ําอ่ืนๆ แตก็สามารถสรางรายไดใหกับประเทศไทยไดไม
นอย ในปจจุบันประเทศไทยถือวาคอนขางประสบความสําเร็จในการเพาะเลี้ยงจระเขทั้งในเชิงปริมาณและ
คุณภาพ อยางไรก็ตาม ในตลาดอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงจระเขนั้น การสงออกผลิตภัณฑหนังจระเขมี
ตลาดทางยุโรปและอเมริกาเปนหลักแตในปจจุบันก็มีปญหาดานการแขงขันและการกีดกันทางการคา
คอนขางสูง พบวาประเทศจีนเปนตลาดหลักการสงออกผลิตภัณฑหนังและเน้ือจระเข ซึ่งถือไดวาเปนการ
แปรรูปหลักแตสวนอ่ืนที่เกิดขึ้นในอุตสาหกรรมโดยเฉพาะในเลือดหรือสวนประกอบทั้งหมดในนํ้าเลือดของ
จระเข ซึ่งถือวาเปนผลผลิตที่มาจากการแปรรูปอีกอยางหนึ่งที่มีมากเกินพอ และยังมีการศึกษาหรือนํา
ประโยชนไปใชนอยมาก โดยพบวาแพทยแผนโบราณมีการนําซีรั่มโปรตีนจากเลือดจระเขไปใชเปนยา
สมุนไพรในการรักษาโรคตางๆได   

สวนในจระเขของตางประเทศพบวาซีรั่มของจระเขสายพันธุในออสเตรเลียสามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของแบคทีเรียได 17 ชนิด เม่ือเปรียบเทียบกับซีรั่มมนุษยซึ่งยับยั้งไดเพียง 6 ชนิด ลาสุดจาก
การศึกษาของ Merchant et al. (2003) รายงานวา ซีรั่มจระเขสายพันธุอเมริกา (Alligator 
mississippiensis) สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ E .coli ไดดีกวาซีรั่มมนุษยและยืนยันคุณสมบัติ
การทําลายเชื้อแบคทีเรียอาจมาจากการทํางานของระบบ complement นอกจากน้ี Merchant et al. 
(2005b) ยังพบวา ซีรั่มจระเขสายพันธุอเมริกาสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ HIV-1, WNV และ 
HSV-1 และในปจจุบัน Merchant et al. (2005c) ไดแยก leukocyte extract จากเลือดจระเขและพบเปป
ไทดที่สามารถทําลายแบคทีเรียและเชื้อราไดหลายชนิด สวนในประเทศไทย จากการศึกษาประสิทธิภาพ
ของซีรั่มของจระเขน้ําจืดพันธุไทย (Crocodylus siamensis) โดยการนําซีรั่มจระเขความเขมขน 100, 75, 
50, 25% ทดสอบกับ Escerichia coli,  Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus และ 
Bacillus subtilis บมที่ 37 0C และนําแบคทีเรียที่บมในชวงเวลา 0, 1, 3, 6, 9 และ 12 ชั่วโมง มา
เพาะเลี้ยงบนอาหารวุน พบวา Escherichia coli และ Pseudomonas aeruginosa มีปริมาณลดลงตั้งแต
ชั่วโมงที่ 1, 3 และ 6 ของการบม อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) และไมพบเลยตั้งแตชั่วโมงที่ 9 ของ
การบม สวน Bacillus subtilis และ Staphylococcus aureus พบในปริมาณที่ไมแตกตางกันในแตละ
ชั่วโมงของการบมและทุกความเขมขนของซีรั่ม และนอกจากนี้ พบวาในจระเขน้ําจืด complement มี
คุณสมบัติในการทําลายเชื้อแบคทีเรีย (วิน เชยสมศรี และคณะ,ไมปรากฏปพิมพ) ลาสุดผลงานตีพิมพจาก
หองปฏิบัติการของ ร.ศ.ดร. สมปอง ธรรมศิริรักษ คือ Preecharam et al. (2008, 2009) ไดยืนยันวาใน
ซีรั่มและพลาสมาของจระเขสายพันธุไทยมีคุณสมบัติการเปนสารตานจุลชีพ (antibacterial substance) ที่
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สามารถยั้บยั้งเชื้อแบคทีเรียไดหลายชนิด นอกจากน้ี Pata et al. (2011) ก็สามารถแยกบริสุทธ 
antimicrobial peptides: leucrocins ไดจากสารสกัดเม็ดเลือดขาว ซึ่ง leucrocins มีสมบัติเปน broad 
spectrum antimicrobial activity และมีกลไกการเขาทําลายเชื้อแบคทีเรียที่เมมเบรน 

จากรายงานการศึกษามาแลวในพวกสัตวมีกระดูกสันหลัง เชน คน (Zasloff, 2002) หมู (Lee 
et.al.,1989) โค (Michael et.al.,1992) และกบ (Thomas et.al., 2000) พบวาสัตวเหลาน้ีสามารถสราง
โปรตีนหรือเปปไทดที่ทําลายแบคทีเรียและเชื้อราได และสารสกัดจากสัตวเหลาน้ีอยูในระหวางการพัฒนา
มาใชเปนยาในการรักษาโรคติดเชื้อแบคทีเรีย แตอยางไรก็ตาม ยังไมมีรายงานการศึกษาที่แนนอนวามี
โปรตีนหรือเปปไทดประเภทใดหรือสารกลุมใดที่เก่ียวของกับการทําหนาที่ในการปองกันการติดเชื้อ
แบคทีเรียในจระเขสายพันธุที่มีในประเทศไทย ซึ่งถาสามารถทราบถึงโปรตีนหรือสารตางๆ ที่เก่ียวของกับ
การปองกันการติดเชื้อในจระเขจะเปนประโยชนอยางมากตอการนําไปสูการพัฒนา ใชเพ่ือผลิตเปนวัคซีน
หรือการพัฒนายาจากผลิตภัณฑที่มีอยูมากเกินพอจากอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงจระเข อีกทั้งเปนการ
เพ่ิมมูลคาในดานการตลาดของวงการอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงจระเขและเพิ่มรายไดใหแกประเทศไทย
มากยิ่งขึ้น ที่สําคัญปจจุบันนี้ประเทศไทยมีการใชยาปฏิชีวนะมากขึ้นเรื่อยๆ ซึ่งกอใหเกิดแบคทีเรียที่มีการ
ด้ือยามากขึ้น ดังน้ัน การศึกษาหาโปรตีนเปปไทดหรือสารกลุมออกฤทธิ์ที่มีสมบัติตานแบคทีเรียชนิดใหม
ที่มีอยูในธรรมชาตินาจะเปนอีกทางหนึ่งที่มีประโยชนอยางมากตอการตอสูกับโรคติดเชื้อแบคทีเรียและ
โรคเชื้อรา โดยเฉพาะในจระเขซึ่งมีการศึกษาวาเปนสัตวที่มีความทนทานอยางมากตอการติดเชื้อ จาก
การศึกษาพบวา ซีรั่มของจระเขสายพันธุในออสเตรเลียสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียได 17 
ชนิด เม่ือเปรียบเทียบกับซีรั่มมนุษยซึ่งยับยั้งไดเพียง 6 ชนิด ลาสุดจากการศึกษาของ Merchant et al. 
(2003) รายงานวา ซีรั่มจระเข (Alligator mississippiensis) สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ E. coli 
ไดดีกวาซีรั่มมนุษยและยืนยันคุณสมบัติการทําลายเชื้อแบคทีเรียอาจจะมาจากการทํางานของระบบ 
complement (2005a) นอกจากนี้ Merchant et al. (2005b) ยังพบวา ซีรั่มจระเขสายพันธุอเมริกาสามารถ
ยับยั้งการเจริญเติบโตของ HIV-1, WNV และ HSV-1 และในปจจุบัน Merchant และคณะ (2005c) ได
แยก leukocyte extract จากเลือดจระเขและพบเปปไทดที่สามารถทําลายแบคทีเรียและเชื้อราไดหลาย
ชนิด และจากการ ศึกษาของ Preecharam et al. (2008, 2009) ไดยืนยันวาในซีรั่มและพลาสมาของ
จระเขสายพันธุไทยมี antibacterial substance ที่สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียไดหลายชนิด นอกจากนี้ 
Pata et al. (2011) ก็สามารถแยกบริสุทธ antimicrobial peptides: leucrocins ไดจากสารสกัดเม็ดเลือด
ขาว ซึ่ง leucrocins มีสมบัติเปน broad spectrum antimicrobial activity และมีกลไกการเขาทําลายเชื้อ
แบคทีเรียที่เมมเบรน 

สําหรับในประเทศไทยหองปฏิบัติการของ รศ.ดร.สมปอง ธรรมศิริรักษไดดําเนินการทดลอง
ศึกษาและแยกบริสุทธิ์ antimicrobial peptides หรือ antimicrobial proteins จากเลือดจระเขเปนแหงแรก
ตั้งแตป พ.ศ. 2546 จากขอมูลที่ไดจากการศึกษาของ รศ.ดร. สมปอง  ธรรมศิริรักษ (2546) ซึ่งไดรับทุน 
IPUS ป 2546 (FS0045/46) จาก สกว. ไดเร่ิมทําการศึกษาสารออกฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียในซีรั่มจระเข
สายพันธุไทย (Crocodylus siamensis) โดยแยกบริสุทธิ์ antimicrobial peptide ดวยเทคนิค DEAE anion 
exchange  chromatography และพบวาซีรั่มจระเขมีความสามารถทําลายหรือยับยั้งกาเจริญเติบโตของ
เชื้อ Salmonella typhi, Klebsiella pnuemoniae, และ Psudomonas  aeruginosa ไดอยางมีประสิทธิภาพ 
จากน้ันก็ไดทําการศึกษา antimicrobial peptides จากเลือดจระเขอยางตอเน่ือง และจากการที่ไดรับทุน
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เพ่ิมขีดความสามารถดานการวิจัยของอาจารยรุนกลางในสถาบันอุดมศึกษา จากสํานักงานกองทุน
สนับสนุนการวิจัยในป พ.ศ. 2549-2552 ทําใหสามารถทราบขอมูลโครงสรางระดับปฐมภูมิ (primary 
structure) ของ antimicrobial peptides ที่แยกไดจากสารสกัดเม็ดเลือดขาวของจระเข ซึ่งไดตั้งชื่อ 
antimicrobial peptides กลุมนี้วา leucrocins โดยพบวา Leucrocin I มีลําดับกรดอะมิโนเปน NH3

+-
 KLGPQGAQLLGQP-COO- ส ว น Leucrocin II มี ลํ า ดั บ ก ร ด อ ะ มิ โ น เ ป น  NH3

+-
DAKGEGNPDAKDGDASEK-COO-   เ ม่ือศึกษากลไกการเขาทําลายเชื้อแบคทีเรียเบื้องตนโดย 
Scanning Electron Microscopy (SEM) และกลองฟลูออเรสเซนตพบวา Leucrocin I - II ทําใหเซลล S. 
epidermidis  และ S. typhi มีลักษณะของเซลลที่ผิดปกติไปและคาดวานาจะมีกลไกการเขาทําลายเซลล
โดยรบกวนขบวนการ permeabilization  ของเซลลแบคทีเรีย และจากการศึกษาความเปนพิษของเปป
ไทดพบวา Leucrocin II มีความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดแดงสูง 

ดังน้ันการทําโครงการวิจัยคร้ังนี้จึงจะทําการศึกษาตอเน่ืองโดยเนนการศึกษาเกี่ยวกับกลไก
การเขาทําลายเซลลแบคทีเรียของ Leucrocins   รวมทั้งศึกษาโครงสรางระดับทุติยภูมิ (secondary 
structure) และตติยภูมิ (tertiary structure) เพ่ือใหสามารถอธิบายถึงกลไกการเขาทําลายเซลลของ 
Leucrocin I ไดอยางเปนแบบแผนที่แนนอนเพื่อใชเปนตนแบบ “Microbial Killing Mechanisms 
Model” สําหรับการอธิบายกลไกการทํางานของ antimicrobial peptides อ่ืนๆ ที่มีลักษณะคลายคลึงกับ 
Leucrocin I ซึ่งหากเราทราบกลไกการทํางานที่แนนอนแลวก็สามารถนํา Leucrocin I ไปใชประโยชนใน
ดานตางๆไดงายและสะดวกขึ้น นอกจากน้ีอาจจะมีการดัดแปลงโครงสราง Leucrocins ใหสามารถทําลาย
เชื้อไดอยางมีประสิทธิภาพพรอมกับเปนมิตรตอเซลลของสัตวชั้นสูง เพ่ือใหสามารถนํา antimicrobial 
peptide กลุม leucrocins มาใชเปนยารักษาโรคติดเชื้อไดในอนาคต โดยจะทําการสังเคราะหสารตนแบบ
คือ leucrocins ในรูปแบบตางๆคือ  

1. เพ่ิมความสามารถในการเขาทําลายเชื้อแบคทีเรียโดยเพ่ิมประจุบวกใหกับโครงสรางเพ่ือ
ชวยใหเกิดการจับกับแบคทีเรียไดดีขึ้นเชน 

2. เพ่ิมกรดไขมันเชน Octanoic acid ที่ปลาย N-terminal  เพ่ือชวยเพ่ิมความเปน 
hydrophobic (Thennarasu S. et al., 2005) หรือกรดอะมิโนที่มีคุณสมบัติเปนไฮโดรโฟบิกสูง เชน  

3. เพ่ิมกรดอะมิโนที่ทําใหโครงสรางเปน helix มากข้ึนเพ่ือชวยในการเขาทําลายเซลลที่เมม
เบรน ของแบคทีเรีย 

4. สังเคราะหในรูป D-form เพ่ือประโยชนในการทนตอ proteases เพ่ือการนําไปใชในอนาคต 
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วิธีการทดลอง 
 

1. วิธีดําเนินการวิจัย 
1.1  การเก็บตัวอยางเลือดของจระเขสายพันธุไทย 

1.1.1 ใชเข็มฉีดยาดูดเก็บเลือดจระเขจากสวน Supravertebral branch ของ internal jargular 
vein ใสลงใน Sterile test tube ที่มี 0.5 M EDTA  

1.1.2 ผสมใหเขากับ 0.5 M EDTA โดยพลิกคว่ําหลอดไปมาเบาๆ 
1.1.3 เก็บไวในกลองนํ้าแข็งตั้งทิ้งไวใหเกิดการแยกชั้นของพลาสมา เม็ดเลือดขาว และเม็ด

เลือดแดง 
 

1.2  การแยกเก็บเม็ดเลือดขาว และการสกัดเม็ดเลือดขาว 
1.2.1 เม่ือเลือดเกิดการแยกชั้นระหวางของพลาสมา เม็ดเลือดขาว และเม็ดเลือดแดงใช sterile 

pastures pipette ดูดเก็บสวนของเม็ดเลือดขาว ที่อยูในชั้นก่ึงกลางระหวางสวนบนคือพลาสมา กับสวน
เม็ดเลือดแดงสวนลาง 

1.2.2 นํามา Centrifuged ที่ 800 xg (25 °C) เปนเวลา 20 นาที เก็บสวน pellets มาลางซ้ํา
ดวย Normal saline  

1.2.3 เติม 0.83% ammonium chloride เพ่ือทําใหเม็ดเลือดแดงที่ปนมาแตก 
1.2.4 นํามา Centrifuged ที่ 800 xg (25 °C) เปนเวลา 20 นาที แลวนําสวน cell pellet มา

ละลายใน 10% acetic acid (v/v) เก็บไวที่ -70 °C 
1.2.5 ทําใหเม็ดเลือดขาวแตกโดยการ sonicate ที่ 4 °C 15 นาที นํามา Centrifuged ที่ 

12,000 x g (4 °C) เปนเวลา 30 นาที  เก็บเอาเฉพาะสวน supernatant ไปทํา speedVac หรือ 
Lyophylize แลวละลายโปรตีนกลับดวย 0.01 % acetic acid (v/v) เพ่ือใชในขั้นตอนตอไป 

 

1.3 การทดสอบความสามารถในการตานเชื้อแบคทีเรียจากสารสกัดเม็ดเลือดขาวของเลือด
จระเข  โดยวิธี disc diffusion method  

1.3.1 เลี้ยงเชื้อที่ตองการทดสอบในอาหารเหลว NB โดยบมที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา  4-6 
ชั่วโมง ใหไดคา OD600 ประมาณ 0.5 

1.3.2 นํา cotton swab ที่ผานการฆาเชื้อ จุมเชื้อแลวกดสําลีกับขางหลอดบรรจุเชื้อเพ่ือไมให
ชุมเกินไป ปายเชื้อลงบนผิวหนาอาหาร ในแนวระนาบ 3 ระนาบ 

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

1.3.4 ปเปตสารละลายที่ตองการทดสอบลงบน disc ปริมาตร 30 μl 
1.3.5 ทดสอบ positive control คือ streptomycin และ negative control คือ น้ํากลั่นรวมดวย 
1.3.6 บมที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 6-12 ชั่วโมง 
1.3.7 วัดเสนผานศูนยกลางของ inhibition zone  
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1.4 การแยกบริสุทธ์ิ antimicrobial peptides จากสารสกัดเม็ดเลือดขาว ดวยเทคนิค Anion 
exchange chromatography โดยใชเครื่อง Fast protein liquid chromatography (FPLC) 

1.4.1 เตรียมสารละลายบัฟเฟอร A (25 mM Tris-HCl  pH 8.1)และ บัฟเฟอร B (25 mM Tris-
HCl  pH 8.1 + 0.5 M NaCl)                                                                                                               

1.4.2 นําตัวอยางที่ตองการแยกมาเจือจาง 3 เทา ดวย buffer A 
1.4.3 กรองดวย filter membrane ขนาด 0.45 m และเก็บที่อุณหภูมิ 4 oC 
1.4.4 เปดเคร่ืองเขาสูโปรแกรมควบคุม  ติดตั้ง reservior buffer,sample loop ปริมาตร 50 l 

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

1.4.5 load และฉีดสารละลายโปรตีนหรือเปปไทด pooled fraction ที่มี peak โปรตีนหรือเพป
ไทด เพ่ือนําไปตรวจสอบหาความสามารถในการ  ทําลายเชื้อโดยเทคนิค Dise diffusion assay  ทดสอบ
ความบริสุทธิ์และหาน้ําหนักโมเลกุลดวยเทคนิค Tricine SDS-PAGE ในลําดับตอไป 

 

1.5 การแยกบริสุทธ์ิเปปไทด leucrocin I และ leucrocin II ดวยเทคนิค High performance  
liquid chromatography (HPLC) และการสังเคราะหเปปไทด leucrocin I, leucrocin II และ 
leucrocin analogues 

1.5.1 เตรียมสารละลายบัฟเฟอร A (0.1%TFA) และ บัฟเฟอร B (60% acetonitril (ACN)ใน 
0.1%TFA) 

1.5.2 กรองสารละลายเปปไทดดวย filter membrane ขนาด 0.45 m และเก็บที่อุณหภูมิ 4 
°C 

1.5.3 เปดเคร่ืองเขาสูโปรแกรมควบคุม ติดตั้ง Reservior buffer, Sample loop ปริมาตร 50 
l จากน้ัน 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 จนกระท่ัง base line คงที่ 

1.5.4 load และฉีดสารละลายเปปไทด  
1.5.5 เก็บ peak  เปปไทด เพ่ือนําไปตรวจสอบหาความสามารถในการทําลายเชื้อโดยเทคนิค 

Dise diffusion assay และทดสอบความบริสุทธิ์ 
1.5.6 สังเคราะหเปปไทด Leucrocins และเปปไทดเลียนแบบ Leucrocins โดยวิธี F-moc 

synthesis และแยกบริสุทธิ์พรอมกับ confirm น้ําหนักโดย mass spectrometry   
 ทําการสังเคราะหเปปไทด Leucrocin I, II, Leucrocin I analogue (ในรูป L-form D-form) 
และ Leucrocin II analogue ดังแสดงในตารางที่ 6 จากบริษัท GL Biochem (Shanghai) จากน้ันได
ตรวจสอบความบริสุทธิ์และบอกชนิดของเปปไทดโดย HPLC และ Mass spectrometry  
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ตารางที่ 6 ลําดับกรดอะมิโนของ เปปไทด Leucrocin I, II, Leucrocin I analogue และ Leucrocin II 

analogue 

Amino acid sequences Total net charge Total hydrophobic ratio

Leucrocin I: 
NGVQPKY 
(7 residues) 

+1 11 

Leucrocin II: 
NAGSLLSGWG 
(10 residues) 

0 40 

Leucrocin I analogue 
NKKAGLFVVQFPKKY 

(15 residues) 
+ 4 

 
40 % 

Leucrocin II analogue 
NIKKWGKSKISGKWG 

(15 residues) 
+ 5 

 
26 % 

 
1.6 การหาคาความเขมขนต่ําสุดที่เปปไทดสังเคราะห  leucrocin I, leucrocin II และ 

leucrocin analogues สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรียได (minimum inhibitory 
concentration (MIC)) ดวยวิธี Broth microdilution assay 

1.6.1 เลี้ยงเชื้อที่ตองการทดสอบในอาหารเหลว NB โดยบมที่อุณหภูมิ 37 °C  เปนเวลา  4-6 
ชั่วโมง ใหไดคา OD600 ประมาณ 0.5 แลวเจือจางเซลลใหได 104-106 CFU/ml  

1.6.2 เติมสารละลายแบคทีเรีย 104 CFU/ml ปริมาณ 100 μl ลงใน 96-well microtiter cell-
culture plates 

1.6.3 เติมสารละลายเปปไทด  10 μl (เจือจางใหมีความเขมขนตางๆ กัน) ลงใน 96-well 
microtiter cell-culture plates (ชุดควบคุมใช antibiotic แทนสารละลายเปปไทด) 

1.6.4 เลี้ยงเซลลที่ 37 °C  เปนเวลา 18-20 ชั่วโมง  
1.6.5 วัดคา A550  ความเขมขนของเปปไทดที่นอยที่สุดที่สามารถตานการเจริญเติบโตของ

เซลลแบคทีเรียไดเรียกวา Minimal inhibitory concentration (MIC) 
 

1.7 การทดสอบความเปนพิษตอเซลลสัตวเลี้ยงลูกดวยนํ้านมของเปปไทดสังเคราะห  
leucrocin I, leucrocin II และ leucrocin analogues 

1.7.1 Hemolytic activity assay 
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1.7.1.1 เตรียม 2% Human red blood cell (HRBCs) 
1.7.1.2 ลาง HRBCs ดวย phosphate buffer saline (PBS) pH 7.4 แลวนําไปปน

เหวี่ยงเพ่ือเก็บเฉพาะเซลลเม็ดเลือดแดง 
1.7.1.3 ผสม 2% HRBCs ปริมาตร 1 ml กับเปปไทด แลวบมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา  

30 นาที 
1.7.1.4 นําสารผสม (reaction mixture) ไปปนเหวี่ยง แลวเก็บสารละลายสวนใส 

(supernatant) ไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 525 นาโนเมตร 
1.7.1.5 คํานวณเปอรเซ็นต Hemolysis 

1.7.2 Cytotoxicity assay  
1.7.2.1 เตรียมเซลล Vero cell ใน 96-well plates ใหได 1.34x104 cells/well ในอาหาร 

Ham F12 (มี L-glutamine และ 10% foetal calf serum เปน supplemented) ที่มีสาร MTT อยู 
1.7.2.2 บมที่ 37 °C ภายใต ความดันบรรยากาศ 95% และ CO2 5% เปนเวลา 24 

ชั่วโมง 
1.7.2.3 เติมสารละลายเปปไทด (เจือจางใหมีความเขมขนตางๆ กัน) ลงใน 96-well 

plates แลวบมที่ 37 °C ภายใต ความดันบรรยากาศ 95% และ CO2 5% เปนเวลา 24 ชั่วโมง  
1.7.2.4 นําเซลลไปวัดสีที่เกิดขึ้นที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร โดยสาร MTT จะถูก

เปลี่ยนเปนสารประกอบสีมวง formazan โดยเอ็นไซมmitochondrial dehydrogenase ที่ยังสามารถทํางาน
ไดเฉพาะในเซลลที่มีชีวิต 

 

1.8 การวิเคราะหโครงสรางระดับทุติยภูมิของเปปไทดดวยเทคนิค Circular dichroism (CD) 
1.8.1 ละลายเปปไทดใน 20 mM Tris-HCl (pH 7.0) หรือ 50% trifluoroethanol (TFE) หรือ 

30 mM SDS micelles ใหความเขมขนสุดทายเปน 0.1 mg/ml 
1.8.2 วัดคา molar ellipticities ของเปปไทดดวยเครื่อง spectropolarimeter (สแกนที่ความ

ยาวคลื่น 190-260 นาโนเมตร) 
 

1.9 การศึกษากลกลไกการเขาทําลายเชื้อแบคทีเรียของเปปไทด L-,D-peptides 
1.9.1 Outer membrane permeabilization assay 

 ในการทดลองจะใช 1-N-phenylnaphtylamine (NPN) เปนตัวตรวจสอบ ซึ่ง NPN เปนสาร
fluorescent โดยจะเกิดการเรืองแสงไดดีเม่ืออยูในสภาวะแวดลอมที่เปน hydrophobic โดยหากเพปไทด
สามารถทําใหเมมเบรนชั้นนอกเกิด permeabilization สาร NPN จะเขาไปจับกับบริเวณ hydrophobic 
ของ lipid bilayer ซึ่งจะทําใหคาการเรืองแสงของ NPN เพ่ิมขึ้น 
 1.9.1.1 เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลวใหอยูในชวง log phase (OD600 = 0.5-0.6) 
 1.9.1.2 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)  
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 1.9.1.3 ปเปต 500 mM NPN ปริมาตร 60 ไมโครลิตร ใสในเซลลแบคทีเรียที่จะทดสอบ
ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันตั้งทิ้งไว 30 วินาที แลวเติมเปปไทดที่ตองการทดสอบความสามารถใน
การทําลายเซลลเมมเบรนชั้นนอกของแบคทีเรีย 
 1.9.1.4 บมสารละลายผสมนาน 14 นาที แลววัดฟลูออเรสเซนสที่เพ่ิมขึ้นของสาร NPN ดวย
เคร่ืองfluorescence spectrophotometer โดยใช streptomycin sulphate เปน positive control 
 

1.9.2 Inner membrane permeabilization assay 
1.9.2.1 SYTOX® Green influx assay 

1. เลี้ยงเชื้อที่ตองการทดสอบในอาหารเหลว NB โดยบมที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา  
4-6 ชั่วโมง ใหไดคา OD600 ประมาณ 0.5 

2. จากน้ันปนเก็บเซลลที่ 3,000xg นาน 5 นาที แลวลางเซลลดวย 10 mM sodium 
phosphate buffer (PBS) pH 7.4 สองครั้งและละลายเซลลในบับเฟอรเดิมใหได OD600 = 0.1 (1x108 
CFU/mL) 

3. Aliquots สารละลายเซลล 100 ไมโครลิตร ใสใน 96-black well pate จากน้ันเติม
สารละลายเปปไทด 10 ไมโครลิตร ที่มี SYTOX® Green (5 μM) 

4. วัดดวยเครื่อง Fluorescence Microplate reader (EX.504, Em.523) ตั้งแตนาที
ที่ 0-60  

1.9.2.2 β-galactosidase leakage assay 
1. เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียทดสอบในอาหารเหลว NB ที่มี 2% lactose โดยบมที่อุณหภูมิ 

37°C เปนเวลา  4-6 ชั่วโมง ใหไดคา OD600 ประมาณ 0.5 
2. ปนเก็บเซลลแลวละลายเซลลใน 0.5% NaCl ใหไดคา OD420 ประมาณ 1.2 
3. เตรียมสารละลายเซลลแบคทีเรียใน 96-well plates เติมเปปไทด กับ ONPG ลง

ในสารละลายเซลลแบคทีเรีย 
4. ตรวจวัดผลิตภัณฑ (o-nitrophenol) ที่เกิดขึ้นโดยวัดคา OD420 

1.9.3 DNA-binding assay 
1.9.3.1 ผสม DNA กับ 10x binding buffer, น้ํา และ สารสกัดเม็ดเลือดขาว โดยใช

อัตราสวนระหวาง DNA ตอ สารสกัดเม็ดเลือดขาว ดังนี้ 1:0.5, 1:1, 1:2, 1:4 และ 1:8 
1.9.3.2 บมสารละลายที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
1.9.3.3 เม่ือครบ 1 ชั่วโมง ทําการแยกชิ้นสวน DNA ดวย 0.75% agarose/TAE gel, 

70 mA เปนเวลา 1.5 ชั่วโมง 
1.9.3.4 ยอมเจลดวย Ethidium bromide แลวถายรูปเจลดวยเครื่อง Gel Document 

(Bio-Rad)   
1.9.4 ตรวจสอบดวยเทคนิคกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (SEM หรือ TEM) 

1.9.4.1 ขั้นตอนการเตรียมตัวอยาง 
(1) เตรียม cell starter ของเชื้อแบคทีเรีย  
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(2) ปเปต cell starter ปริมาตร 1 ml ลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 ml ที่มี
อาหาร NB อยู 100 ml  

(3) ทําการเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 37 °C จนกระท่ังสามารถวัดคา OD600 0.5   
(4) ทําการ centrifuge ที่ 1,500 g เปนเวลาประมาณ 10 นาที ในขั้นตอนนี้

อาจทําการ centrifuge หลายๆรอบ จนกวาจะไดปริมาณเซลลแบคทีเรียตามตองการ 
(5) ทําการลางเซลลดวย 10 mM phosphate buffer saline (PBS)  pH 7.0 

ประมาณ 2 คร้ัง 
(6) จากน้ันทําการละลายเซลลดวย 10 mM PBS ใหไดคา  OD600 ประมาณ 

0.1 
(7) ปเปตสารละลายเซลลแบคทีเรีย 100 μl และสารละลายเปปไทด 100 μl 

(1:1) ลงใน microtube ขนาด 1.5 ml จากน้ันทําการบมที่ 37 °C เปนเวลาประมาณ 2 ชั่วโมง 
(8) ทําการ fix เซลลดวย 2.5% glutaraldehyde (w/v) ประมาณ 1 ชั่วโมง 

วางบน polycarbonate membrane   
(9) ลางดวย 10 mM PBS 

1.9.4.2 ขั้นตอนการสองดวย กลองจุลทรรศนอิเลคตรอน 
(1) นําเซลลบน membrane มาทําการ dehydrate ดวย 30% ethanol, 50% 

ethanol, 70% ethanol และ 90% ethanol อยางละ 1 คร้ัง คร้ังละ 15 นาที ตามลําดับ จากน้ันลางดวย 
100% ethanol 2 คร้ัง คร้ังละ 15 นาทีเชนกัน 

(2) นํา membrane เขาเคร่ือง CPD จากน้ันทําการเคลือบทองลงบนผิวเซลล 
(3) นํามาสองดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน 

 
1.10 การออกแบบเปปไทดเพิ่มเติมโดยใช Lue I เปนแมแบบ และการศึกษาคุณสมบัติการเปน 
antibacterial peptide 

(1) การออกแบบเปปไทดโดยอาศัยความไมมีข้ัวและมีข้ัวในการเติมกรดอะมิโน 
ออกแบบเปปไทดจํานวน 9 เสนเปปไทด เพ่ิมเติม ซึ่งออกแบบโดยใช Lue I เปนแมแบบโดยการมอง

ในรูปแบบ helical wheel และอาศัยความไมมีขั้วและมีขั้วในการเติมกรดอะมิโนใหมีความเปน 
hydrophobic และ hydrophilic facet สูงขึ้น โดยออกแบบใหเติม tryptophan เพ่ือเพ่ิมความเปน
hydrophobic facet และเติม arginine หรือ lysine เพ่ือเพ่ิมความเปน hydrophilic facet เพื่อทดสอบ
สมมุติฐานที่วา hydrophobic และ hydrophilic facet ที่เหมาะสมมีความสําคัญกับเปปไทดสายสั้นๆ ผล
การทดลอง เปปไทดที่ออกแบบแสดงในตารางที่ 7 
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ตารางที่ 7 แสดงเปปไทดที่มีการออกแบบโดยอาศัยความไมมีขั้วและมีขัว้ในการเติมกรดอะมิโนตอจาก
เปปไทด Lue I 

 
 
(2)  การทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย (MIC) และความสามารถในการ

ฆาเชื้อแบคทีเรีย (MBC) 
- MIC เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียจนถึงชวง mid log growth phase และมีคา O.D.600 = 0.001 และ

นํามา 100 microliters ใสใน 96 well plate จากน้ันเติมเปปไทดที่ความเขมขนตางๆซ่ึงตัวแปรควบคุม 
negative control จะเติมเพียงบัฟเฟอร จากน้ันนําไปวัดคา O.D.600 เริ่มตนและนําไปบมที่ 37  ˚C จนถึง
ชวง mid log growth phase และนําไปวัดคา O.D.600 จากน้ันคํานวณหาคา MIC โดย positive control 
คือคา O.D.600 เริ่มตน คา MIC ที่แสดงในตารางคือคาที่สามารถยับยั้งไดมากกวา 90% 

- MBC นําตัวอยางที่วัดแลววาไมมีคาความขุนเพ่ิมขึ้นที่ไดจากการทํา MIC มาเลี้ยงตอใน agar 
plates บมตอที่ 37 ˚C, 48 h  

 
1.11 การทดสอบความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดแดงของมนุษย  
 ทําเชนเดียวกับหัวขอ 1.7 
 
1.12 ศึกษาความสามารถในการทําลาย bacterial membrane โดยใชไลโปโซม 

1.12.1 เตรียม Large unilamellar vesicles (LUVs) โดยละลาย2DOPC: 3DOPG ใน 
chloroform และทําการระเหยตัวทําละลายโดยใช evaporator 12 ชั่วโมง จนได lipid film  

1.12.2 นําสารละลายบัฟเฟอรANTS 12.5 mM DPX 45 mM, NaCl 20 mM, Tris-HCl 10 
mM คา pH7.5 ปริมาณ 0.5 ml มาผสมกันแลวเขยาอยางรุนแรงจนกระทั่งแผนไขมัน (lipid film) หายไป 
แยกไลโปโซมที่หอหุมสาร ANTS/DPX ออกมาจากสารละลายANTS/DPX ที่ไมถูกหอหุม โดย gel 
filtration chromatography 
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1.12.3 รวบรวมสารไลโปโซม (liposome suspension) ทั้งหมด วัดรังสีฟลูออเรสเซนท 
(fluorescent intensity) ของ ANTS ที่รั่วออกมาดวย spectrofluoro photometer โดยตั้งคา excitation ที่
ความยาวคลื่น  386 nm และตั้งคา emission ที่ความยาวคลื่น 512 nm 

1.12.4 คํานวณหารอยละการรั่ว (% leakage) ของ ANTS ในแตละอัตราสวนของความเขมขน
ของไขมันตอเปบไทด จากสมการ %L = 100  (Fs-F0-Fp)/(F100-F0) แลวนํามาสรางกราฟ ซึ่ง Fs คือ คา 
fluorescence intensity ของไลโปโซมในสารละลาย บัฟเฟอรที่บมกับเปปไทด F0 คือคาfluorescence 
intensity ของไลโปโซมในสารละลายบัฟเฟอร Fp คือคา fluorescence intensity ของเปปไทดที่อยูใน
สารละลายบัฟเฟอร F100 คือคา fluorescence intensity ของไลโปโซมในสารละลายบัฟเฟอร ที่บมกับ 
triton x 100 
 
1.13 การศึกษาลักษณะภายนอกของเซลลแบคทีเรียเม่ือสัมผัสกับเปปไทด 
 ศึกษาลักษณะภายนอกของเซลลแบคทีเรียเม่ือบมกับเปปไทดโดยใชกลอง scaning electron 
microscope ทําเชนเดียวกับหัวขอ 1.9.4.1 แตใชความเขมขนของเปปไทดเทากับ 10x MIC และบมที่
เวลา 1 นาทีและ 60 นาที 
 
1.14 ศึกษาความสามารถในการจับกับ DNA ของเปปไทดที่ออกแบบ  
 ทําเชนเดียวกับหัวขอ 1.9.3 
 
1.15 Aggregation assay 

1.15.1 เตรียมไลโปโซม ( LUV suspension) และทําการตรวจวัดความเขมขนโดยวิธีการ 

colorimetric method 

1.15.2 ผสมไลโปโซมกับเปปไทดในหนวยความเขมขน molar ratio ใน 96 well microplate 

โดยมีบัฟเฟอรเปน negative control 
1.15.3 บมเปนเวลา 30 นาที 
1.15.4 ตรวจวัดความสามารถในการทําใหไลโปโซมเกาะกันโดยใช microplate reader ที่ 450 

nm 
 
1.16 LPS binding assay 

1.16.1 นําสารละลาย LPS ผสมกับสาร PMB-BY และบมเปนเวลา 60 นาที 
1.16.2 ผสมเปปไทดในสารละลาย LPS ผสมกับสาร PMB-BY ในความเขมขนอัตราสวนของ 

peptide และ PMB-BY 1:1, 10:1 และ 100:1 สวนปริมาณ LPS มากเกินพอ 
1.16.3 วัดปริมาณ fluorescent ที่ Ex: 504 และ Em: 511 
1.16.4 คํานวณหาปริมาณการแทนที่ PMB-BY ดวยเปปไทด 
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ผลการทดลอง 
 

1.  ความสามารถในการยับยั้งเชื้อจุลินทรียของสารสกัดเม็ดเลือดขาว และแยกบริสุทธิ์ 
Leucrocins ดวย เทคนิคโครมาโตรกราฟฟ 

โดยการทดสอบการออกฤทธิ์ของสารสกัดเม็ดเลือดขาว (leukocyte extracts) ของจระเขตอเชื้อ
แบคทีเรีย 21 ชนิด เปนแบคทีเรียแรมบวก 13 ชนิด และแบคทีเรียแกรมลบ 8 ชนิด ดวยเทคนิค Disc 
diffusion assay โดยใช streptomycin เปน Positive control ปริมาณ 10 ไมโครกรัม สวน Negative 
control คือ สารละลาย 0.01% acetic acid ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4 และตารางที่ 8  

 

 
รูปที่ 4  ตัวอยางการเกิด Clear zone ในเชื้อ Bacillus megaterium ที่ทดสอบกับสารสกัดเม็ดเลือดขาว
ของจระเข 
          จากผลการทดลอง พบวา สารสกัดเม็ดเลือดขาวจระเขสายพันธุไทยสามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรียกอโรค ไดทั้งหมด 9 ชนิด ซึ่งเปนแบคทีเรียแกรมบวก 5 ชนิด ไดแก 
Staphylococcus epidermidis, Bacillus pumilus TISTR 905 , Bacillus subtilis TISTR 008, Bacillus 
subtilis ATCC 6633 และ Bacillus megaterium (clinical isolated) และแบคทีเรียแกรมลบได 4 ชนิด คือ 
Salmonella typhi,  Vibrio cholerae (clinical isolated) , Salmonella typhi ATTC 5784 และ 
Pseudomonas aeruginosa 
 
 
 
 
 

96 g Crude leukocyte  
extracts

10 g streptomycin

0.01% acetic acid 
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ตารางที่ 8 ผลการทดสอบความสามารถในการตานการเจริญของเชื้อแบคทีเรียทั้ง 21 ชนิดของสารสกัด
เม็ดเลือดขาวของจระเข (Leukocyte extracts) ดวยเทคนิค Disc diffusion assay  
 

Pathogen 
Positive Negative Leukocyte 
control control Extracts 

Gram Positive 
Staphylococcus epidermidis  - 

 
 

Staphylococcus aureus  1466  - - 

Staphylococcus aureus ATCC 25923  - - 

Bacillus sphaericus TISTR 678  - - 

Bacillus pumilus TISTR 905  -  

Bacillus licheniformis TISTR 1010  - - 

Bacillus subtilis TISTR 008  -  

Bacillus subtilis ATCC 6633  -  

Bacillus megaterium (clinical isolated)  -  

Bacillus cereus ATTCC 11778  - - 

Bacillus amyloliquefaciens TISTR 1045  - - 

Streptococcus pneumoniae DMS 5851  - - 

Xanthomonas sp.  - - 

Gram Negative 
Salmonella typhi  - 

 
 

Vibrio cholerae (clinical isolated)  -  

Salmonella typhi ATTC 5784  -  

Pseudomonas aeruginosa  -  

E.coli 0157:H7  - - 

Pseudomonas putida 1522  - - 

Klebsiella pneumoniae 17736  - - 

Salmonella paratyphi  B  - - 
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 เม่ือแยกบริสุทธิ์ Leucrocins ดวย เทคนิคโครมาโตรกราฟฟ และทดสอบความสามารถในการ
ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียดวยเทคนิค Disc diffusion assay ไดผลการทดลองดังรูปที่ 5A-C  
 

 
 

รูปที่ 5 (A) การแยกเปปไทด Leucrocins โดยใชคอลัมนรีเวอรเฟสชนิดซี 18 สารละลายเฟสเคลื่อนที่ A: 
0.1% Trifluoro acitic acid (0.1% TFA) สารละลายเฟสเคลื่อนที่ B: 60% Acetonitrile ใน 0.1% TFA; 
HP1=Leucrocin I, HP9= Leucrocin II, HP3= Leucrocin III และ HP4= Leucrocin IV 
 (B) ผลการยับยั้งเชื้อ S. epidermidis ของเปปไทด Leucrocin I และ Leucrocin II 
 (C) ผลการยับยั้งเชื้อ V. cholerae ของเปปไทด Leucrocin I II และ Leucrocin IV 
 
 หลังจากน้ันไดทําการยืนยันลักษณะโครงสรางปฐมภูมิ (primary structure) ของ Leucrocins 
โดย Mass spectrometry จากการวิเคราะห Leucrocin I และ Leucrocin II โดยวิธี mass spectrometry 
พบวา Leucrocin I มี precursor mass ประมาณ 806.99 Da สวน Leucrocin มี precursor mass 
ประมาณ 956.37 Da โดยการวิเคราะหโดยวิธี De novo LC-MS/MS sequencing พบวา Leucrocin I มี
ลําดับกรดอะมิโนบางสวนเปน NGVQPKY และลําดับกรดอะมิโนบางสวนของ Leucrocin II คือ 
NAGSLSGWG (ตารางที่ 9) แตไมสามารถหาลําดับกรดอะมิโนของ Leucrocin I II และ Leucrocin IV  
อาจเนื่องมาจากมีความบริสุทธิ์ไมเพียงพอ 
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ตารางที่ 9 ลําดับกรดอะมิโนของ Leucrocin I and II โดยวิธี De novo sequencing LC MS/MS 
 

Samples 
Precurso

r Mass 
Amino acid 
sequence 

Charge 
Mass 

analysis 
(Da) 

% 
hydrophobicity 

pI 
Secondary 

structure prediction 

Leucrocin I 806.99 NGVQPKY 1 804.9 11 
8.5
9 

28.57% 
Extended strand  

71.43% 
Random coil 

Leucrocin 
II 

956.37 NAGSLLSGWG 0 847.88 40 
5.5
2 

44.44%  
Extended strand 

55.56% 
Random coil 

 

2. สังเคราะหเปปไทด Leucrocins และเปปไทดเลียนแบบ Leucrocins โดยวิธี F-moc 
synthesis  
 ทําการสังเคราะหเปปไทด Leucrocin I, II, Leucrocin I analogue (ในรูป L-form D-form) 
และ Leucrocin II analogue ดังแสดงในตารางที่ 10 จากบริษัท GL Biochem (Shanghai) จากน้ันได
ตรวจสอบความบริสุทธิ์และบอกชนิดของเปปไทดโดย HPLC และ Mass spectrometry  
 

ตารางที่ 10 ลําดับกรดอะมิโนของ เปปไทด Leucrocin I, II, Leucrocin I analogue และ Leucrocin II 

analogue 

Amino acid sequences Total net charge Total hydrophobic ratio 

Leucrocin I: 
NGVQPKY 
(7 residues) 

 
+1 11 

Leucrocin II: 
NAGSLLSGWG 
(10 residues) 

 
0 40 

Leucrocin I analogue 
NKKAGLFVVQFPKKY 

(15 residues) 

 
+ 4 

 
40 % 

Leucrocin II analogue 
NIKKWGKSKISGKWG 

(15 residues) 

 
+ 5 

 
26 % 
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รูปที่ 6 (A) HPLC profile และ (B) Mass Spectrum ของ Leucrocin I 
 

(A) 

(B) 
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รูปที่ 7 (A) HPLC profile และ (B) Mass Spectrum ของ Leucrocin II 
 

(A) 

(B) 
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รูปที่ 8 (A) HPLC profile และ (B) Mass Spectrum ของ Leucrocin I analogue 

 

(A) 

(B)



31 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 9 (A) HPLC profile และ (B) Mass Spectrum ของ Leucrocin II analogue 
  

(A) 

(B) 
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 3. ความเขมขนต่ําสุดที่เปปไทดสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียได (MIC)  
 ความเขมขนต่ําสุดที่เปปไทดสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียได (MIC) ดวย

เทคนิค Broth microdilution susceptibility test ไดผลดังแสดงในตารางที่ 11 

 

ตารางที่ 11 คาความเขมขนต่ําสุดของเปปไทด Leucrocins และ Leucrocins analogue ในการยับยั้ง
แบคทีเรีย 
 

Peptide 

MCI (μg/ml) 
Gram-Positive bacteria Gram-Negative bacteria 

B. megaterium 
(clinical 
isolate) 

B.sphaericus 
TISTR 678 

V.cholerae 
(clinical 
isolate) 

E. coli 
0157:H7 

S. typhi
(clinical 
isolate) 

S. typhi 
ATCC 
5784 

Leucrocin I >500 >500 >500 >500 >500 >500 

Leucrocin II >500 >500 >500 >500 >500 >500 

Leucrocin I 
analogue (L-form) 

50.00 363.64 90.91 >500 >500 >500 

Leucrocin I 
analogue (D-

form) 
9.09 27.27 27.27 72.73 >100 90.91 

Leucrocin II 
analogue 

72.27 >500 >500 >500 >500 >500 

Magainin2 9.09 45.45 18.19 90.91 27.27 36.36 
 
 จากผลการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเชื้อแบคทีเรียของเปปไทดสังเคราะห พบวาเปปไทด 
Leucrocins ตนแบบมีคา MIC ที่สูงกวา Leucrocin analogues ทั้งน้ีอาจเปนผลมาจากเปปไทดสังเคราะห 
Leucrocins ไมสามารถมวนตัวใหอยูในโครงสรางที่สามารถทํางานไดในสารละลายบัฟเฟอรที่ใชละลาย ซึ่ง
จําเปนตองมีการหาบัฟเฟอรที่เหมาะสมในการละลาย และพบวา Leucrocin analogue ที่สังเคราะหดวย
กรดอะมิโนที่อยูในรูป D-form (D-amino acids) นั้นมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเช้ือ
แบคทีเรียไดดีกวาเปปไทดที่สังเคราะหดวย L-amino acids ซึ่งใหผลสอดคลองกับงานวิจัยของ Vorland 
et al. (1999) ที่ไดทําการสังเคราะหเปปไทด Lactoferricin B (Lf-cin B) ทั้งในรูป L-form และ D-form 
แลวนําไปทดสอบความสามารถในการยับยั่งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย พบวา Lf-cin B ที่สังเคราะหดวย 
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D-amino acids ทั้งหมดนั้น มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อจุลินทรียไดดีกวา Lf-cin B ที่สังเคราะหดวย 
L-amino acids 
 

4. วิเคราะหโครงสรางระดับทุติยภูมิของเปปไทดดวยเทคนิค Circular dichroism (CD) 
             การศึกษานี้เพ่ือตองการทราบวาในสภาวะที่เปน hydrophilic (สารละลายบับเฟอร) และ 
hydrophobic นั้นเปปไทดมีโครงสรางระดับทุติยภูมิเปนแบบใด โดยละลายเปปไทดใน 10 mM sodium 
phosphate buffer (pH 7.4) (สภาวะ hydrophilic) หรือ 50% trifluoroethanol (TFE) (สภาวะ 
hydrophobic) ใหความเขมขนสุดทายเปน 0.1 mg/ml วัดคา molar ellipticities ของเปปไทดดวยเครื่อง 
spectropolarimeter (สแกนที่ความยาวคลื่น 190-260 นาโนเมตร) ผลการทดลองพบวา เปปไทด 
leucrocin I analogue (L-form และ D-form) ที่อยูในสารละลายบับเฟอร มีโครงสรางแบบไรรูปราง 
(random coil) แตในสภาวะ hydrophobic นั้นเปปไทดมีโครงสรางเปลี่ยนเปน helix ดังแสดงในรูปที่ 6 ซึ่ง
เปปไทด L-form และ D-form จะมีโครงสรางเปนกระจกเงาซึ่งกันและกัน 

 
รูปที่ 10 โครงสรางระดับสองของเปปไทดเม่ือวิเคราะหดวยเครื่อง CD  
 
5.  ทดสอบความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดแดงของเปปไทดสงัเคราะห Leucrocin และ 

Leucrocin I analogue  
              นํา Leucrocin I analogue ไปทําการตรวจสอบความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดแดงของมนุษย 
และเซลลแมคโครฟาจ โดยวัดฮีโมโกลบินที่เกิดจากการแตกของเม็ดเลือดแดง และการทํา MTT assay 
พบวาถาใชความเขมขนของเปปไทดที่คา MIC และที่คา 5xMIC ตอเชื้อ V. cholerae นั้น Leucrocin I 
analogue ไมมีความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดแดงของมนุษย และ vero cell ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 
7 และ 8 
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รูปที่ 11 ความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดแดงของเปปไทดสังเคราะห Leucrocins และ Leucrocin I 
analogue; ใช 0.1% Triton X-100 ในการทําใหเม็ดเลือดแดงแตก 100 เปอรเซ็นต, negative control คือ 
0.01% acetic acid 
 
 

 
รูปที่ 12 ความเปนพิษตอเซลล vero cell ของเปปไทดสังเคราะห Leucrocins และ Leucrocin I 
analogue; negative control คือ medium ที่ใชเลีย้งเซลล 
 

6. การศึกษากลไกการเขาทําลายเชื้อแบคทีเรียของเปปไทดสังเคราะห Leucrocin I และ 
Leucrocin I analogue  

(1) Outer membrane permeabilization assay  
ศึกษาการเกิด Permeabilization ที่เมมเบรนชั้นนอกของแบคทีเรียเน่ืองจากแบคทีเรียแกรมลบมี

เยื่อหุมเซลล (cytoplasmic membrane) สองชั้น คือ เมมเบรนช้ันนอก และเมมเบรนชั้นใน โดยใน
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การศึกษานี้เพ่ือตองการระบุวา เปปไทดสังเคราะห Leucrocin I และ Leucrocin I analogue นั้นทําใหเมม
เบรนชั้นนอกของแบคทีเรียเกิด permeabilization ไดหรือไม ซึ่งในกระบวนการทดลองจะใช 1-N-
phenylnaphtylamine (NPN) เปนตัวตรวจสอบ  

NPN เปนสาร fluorescent โดยจะเกิดการเรืองแสงไดดีเม่ืออยูในสภาวะแวดลอมที่เปน 
hydrophobic โดยหากเปปไทดทําใหเมมเบรนชั้นนอกของเมมเบรนเกิด permeabilization สาร NPN จะ
เขาไปจับกับบริเวณ hydrophobic ของ lipid bilayer ซึ่งจะทําใหคาการเรืองแสงของ NPN เพ่ิมขึ้น ซึ่งผล
การการทดลองพบวาเปปไทดสังเคราะห Leucrocin I analogue ทั้งในรูปที่เปน L-form และ D-form 
(ความเขมขนที่ใชเทากับคา MIC ของแตละเปปไทด) สามารถทําใหเมมเบรนชั้นนอกเกิด 
permeabilization ดังแสดงในรูปที่ 9 โดยจะเห็นไดจากเซลลที่ถูก treated ดวยเปปไทดใหคาฟลูออเรส
เซนที่สูงขึ้นภายในเวลาประมาณ 1 นาที เม่ือเทียบกับกลุมควบคุมซ่ึงไมมีการเติมเปปไทด ในการทดลอง
นี้ไดยาปฏิชีวนะ Polymyxin B sulfate (PMB) เปน positive control เน่ืองจากเปนสารที่ออกฤทธิ์ทําลาย
เชื้อแบคทีเรียที่เมมเบรนโดยตรง และพบวา PMB สามารถทําใหเกิด permeabilization ที่เมมเบรน และ
พบคาฟลูออเรสเซนตสูงที่สุด ในสวนของเปปไทด magainin2 (Ion chanel-formation; toroidal (or 
wormhole) model) เม่ือ treated เซลล V. cholerae ดวยคา MIC พบวา สามารถทําใหเมมเบรนชั้นนอก
เกิด permeabilize ไดเชนกัน 

รูปที่ 13 การเกิด permeabilization เมมเบรนชั้นนอกของเชื้อ V. cholera; Leu I 500 μg/ml, Leu 
I analogue (L-form) 90.91 μg/ml, Leu I analogue (D-form) 27.27 μg/ml, Magainin2 18.18 μg/ml 
และ PMB 9.71 μg/ml 

 
(2) Inner membrane permeabilization assay 

- SYTOX® Green influx assay 
 การศึกษาน้ีเพ่ือตองการระบุวาเปปไทดนี้สามารถทําใหเมมเบนชั้นในของแบคทีเรียเกิด 
permeabilization ไดหรือไม โดยสาร SYTOX® Green นี้จะไมสามารถเคลื่อนที่ผานเมมเบรนชั้นในของ
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เชื้อแบคทีเรียได แตหากเปปไทดสามารถทําใหเมมเบรนชั้นในเกิด permeabilize ได สารน้ีจะสามารถ
คลื่นที่เขาในเซลลและไปจับกับ DNA/RNA และทําใหเกิดแสงฟลูออเรสเซนขึ้นได ซึ่งจากผลการทดลอง
พบวา D-form และเปปไทด magainin2 นั้นสามารถทําใหเมมเบรนชั้นในของเชื้อ Vibrio cholerae เกิด 
permeabilize โดยจะเห็นไดจากการที่สามารถตรวจพบแสงฟลูออเรสเซนหลังจากบมกับเปปไทด 
 

 
 
รูปที่ 14 การเกิด permeabilization เมมเบรนชั้นในของเชื้อ V. cholera; Leu I analogue (L-form) 90.91 
μg/ml, Leu I analogue (D-form) 27.27 μg/ml และ Magainin2 18.18 μg/ml 
 

- β-galactosidase leakage assay 
 การศึกษาน้ีเพ่ือตองการระบุวา Leucrocins นั้นทําใหเมมเบรนชั้นในของแบคทีเรียเกิด 
permeabilization แลวทําใหสารท่ีมีโมเลกุลขนาดใหญรั่วออกมาไดหรือไม ซึ่งในกระบวนการทดลองนี้จะ
ศึกษาโดยใชเซลลของเชื้อแบคทีเรีย V. cholerae ที่เลี้ยงในอาหารเหลว NB ที่มี 2% lactose เพ่ือกระตุน
ใหเชื้อมีการสรางเอนไซม -galactosidase มากขึ้น ซึ่งหากเปปไทดสามารถทําใหเมมเบรนชั้นในเกิด 
permeabilization ที่มีรูขนาดใหญ เอนไซม -galactosidase ที่อยูในไซโตพลาสซึมก็จะรั่วออกมาสู
ภายนอกแลวทําปฏิกิริยากับสับสเตรท (O-nitrophenyl -galactopyranoside; ONPG) เกิดการยอยสลาย 
substrate ซึ่งจะไดสารละลายสีเหลืองเขมขึ้นสามารถวัดการดูดกลืนแสงที่ 420 nm จากการทดลองพบวา 
เซลลที่มีการทําใหแตกโดยการ sonicated เพ่ือใหเอนไซม -galactosidase ที่อยูภายในเซลลหลุดออกมา 
แลวนําเฉพาะสวนใสไปตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซม สามารถตรวจพบกิจกรรมของเอนไซม -
galactosidase โดยคิดเปน 100% ของกิจกรรมเอนไซม แตผลพบวาเปปไทดสังเคราะห Leucrocin I 
analogue ทั้งในรูปที่เปน L-form และ D-form ไมสามารถทําใหเอนไซม -galactosidase ที่อยูภายใน
เซลลรั่วออกมาได (รูปที่ 11) ซึ่งเปนไปไดวา รูที่เกิดจากการทํางานของเปปไทดนาจะมีขนาดเล็กไม
สามารถทําใหเอนไซม -galactosidase  ซึ่งโมเลกุลขนาดใหญหลุดออกมาได เชนเดียวกับยาปฏิชีวนะ 
Polymyxin B sulfate ดังน้ัน ในการทดลองตอไปจะทําการศึกษาความสามารถของเปปไทดในการทําให
สารที่โมเลกุลขนาดเล็กร่ัวออกมาไดหรือไม โดยการสรางแบบจําลองเมมเบรน (liposome) 
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รูปที่ 15 ผลของเปปไทดตอการเกิด Permeabilization ที่เมมเบรนชั้นในของแบคทีเรีย V. cholerae โดย
การตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซม -galactosidase 
 

(3) การศึกษาความสารมารถของเปปไทดในการทําใหสารโมเลกุลขนาดเล็กรั่วออกจาก
แบบจําลองเมมเบรน (small molecule leakage assay) 
               การศึกษานี้เพ่ือตองการระบุวา Leucrocins นั้นทําใหเมมเบรนชั้นในของแบคทีเรียเกิด 
permeabilization แลวทําใหสารท่ีมีโมเลกุลขนาดเล็กร่ัวออกมาไดหรือไม ซึ่งในกระบวนการทดลองนี้จะ
ศึกษาโดยใชแบบจําลองเมมเบรน (liposome) ที่บรรจุสาร ANTS/DPX ซึ่งเปนสารฟลูออเรสเซนตไว
ภายในไลโปโซม ซึ่งวิธีการเตรียมไลโปโซม มีดังน้ี ละลาย DOPG และ DOPC ในอัตราสวน 2:3 molar 
ratio ใน chloroform จนไดความเขมขน 10 mg/ml ปริมาตร 1 ml เพ่ือเลียนแบบเยื่อหุมเซลลแบคทีเรีย 
ระเหยคลอโรฟอรมใหแหงโดยใชเคร่ืองระเหยสุญญากาศ (evaporator) จะไดแผนไขมัน (lipid film) 
จากน้ันนําสารละลายบัฟเฟอร ANTS 12.5 mM, DPX 45 mM, NaCl 20 mM, Tris-HCl 10 mM คา 
pH7.5 ปริมาณ 0.5 ml มาผสมแลวเขยาอยางรุนแรงจนกระทั่ง lipid film หายไป แลวแยกไลโปโซมท่ี
หอหุมสาร ANTS/DPX ออกมาจากสารละลาย ANTS/DPX ที่ไมถูกหอหุม โดย gel filtration 
chromatography รวบรวมสารละลายไลโปโซมทั้งหมด แลวคํานวณหาความเขมขนของไลโปโซม จากน้ัน
ทําการบมเปปไทดกับไลโปโซมตามระยะเวลาที่ตองการ แลววัดรังสีฟลูออเรสเซนทของ ANTS ที่รั่ว
ออกมาดวย fluorescent spectrometer โดยตั้งคา excitation ที่ความยาวคลื่น 386 nm และตั้งคา 
emission ที่ความยาวคลื่น 512 nm คํานวณหารอยละการรั่วไหล (% leakage) ของ ANTS ในแตละ
อัตราสวนของความเขมขนของไขมันตอ เปบไทด จากสมการ %L = 100 × (Fs-F0-Fp)/(F100-F0) ซึ่ง Fs 
คือ คา fluorescence intensity ของไลโปโซมในสารละลายบัฟเฟอรที่บมกับเปปไทดสังเคราะห F0 คือคา 
fluorescence intensity ของไลโปโซมในสารละลายบัฟเฟอร Fp คือคา fluorescence intensity ของเปป
ไทดที่อยูในสารละลายบัฟเฟอร F100 คือคา fluorescence intensity ของไลโปโซมในสารละลายบัฟเฟอร 
ที่บมกับ 1% triton x 100  แลวนํามาสรางกราฟ วิเคราะหผลจากกราฟ จะสามารถประมาณไดวาความ
เขมขนของ antimicrobial peptide เทาใดในเวลาเทาไหรที่จะทําใหเร่ิมเกิดการรั่วไหลของสารโมเลกุลเล็ก 
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(permeability) โดยในการทดลองนี้ใชเปปไทด magainin 2 เปน positive control เน่ืองจากเปปไทดตัวน้ีมี
ความสามารถทําใหสารที่มีโมเลกุลขนาดเล็กร่ัวออกมาจากเมมเบรนได และยังใหยาปฏิชีวนะ polymyxin 
B sulfate เปนตัวเปรียบเทียบ ซึ่งใหผลการทดลองดังรูปที่ 12 

 

 
 

รูปที่ 16 ผลของเปปไทดตอการเกิด Permeabilization ของแบบจําลองเมมเบรน โดยการตรวจวดั

สารฟลูออเรสเซนตที่รัว่ออกจากไลโปโซม 
 

 โดยผลพบวา leucrocin I analogue ทั้งในรูป L-form และ D-form และ polymyxin B 
sulfate ไมสามารถทําใหสารฟลูออเรสเซนตขนาดเล็กที่บรรจุอยูในไลโปโซมรั่วออกมาได แตในสวนของ 
magainin 2 (positive control) สามารถทําใหสารขนาดเล็กร่ัวออกมาได ซึ่งกลไกการทํางานของ 
magainin 2 นั้นเปนแบบ Ion chanel-formation; toroidal (or wormhole) model โดยมีการทํางานที่       
เมมเบรนของแบคทีเรียทั้งชั้นนอกและชั้นใน โดยการทําใหเกิดชองผานของไอออน จึงทําใหสารโมเลกุล
ขนาดเล็กสามารถร่ัวออกมาได  
 สําหรับ leucrocin I analogue ทั้งในรูป L-form และ D-form พบวาสามารถทําใหเมมเบรน
ชั้นนอกของแบคทีเรียเกิด permeable ได แตไมสามารถทําใหเมมเบรนชั้นใน ทั้งใน intact cell และ
แบบจําลองเมมเบรนรั่วได ซึ่งอาจเปนไปไดวา leucrocin I analogue นั้นอาจมีความสามารถในการแทรก
ตัวผานเมมเบรนชั้นในแลวไปจับกับ DNA หรือ RNA เพ่ือยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียได ดังน้ันใน
การทดลองตอไปจะทําการศึกษาความสามารถในการจับกับ DNA ของ leucrocin I analogue 

 
7. ศึกษาความสามารถในการจับกับ DNA ของเปปไทด  

 เน่ืองจาก antimicrobial peptides สวนใหญนั้นมีประจุบวก ซึ่งทําใหมีความสามารถที่จะจับกับ 
DNA ซึ่งมีประจุลบได ดังน้ัน จึงทําการศึกษาความสามารถในการจับกับ DNA ของสารสกัดเม็ดเลือดขาว 
โดยการทํา DNA gel electrophoresis ซึ่งหากโปรตีนในสารสกัดเม็ดเลือดขาวสามารถจับกับ DNA ได จะ
ทําใหเกิดเปนโมเลกุลที่ใหญขึ้น ซึ่งจะทําใหการเคลื่อนที่ของ DNA บนเจลเปลี่ยนแปลงไป หรือเกิดการ
ยับยั้งการเคลื่อนที่ของ DNA ใน agarose gel ได โดยในการทดลองนี้จะใช DNA/EcoRI (Promega US 
G1721) ขนาด 21.2, 7.4, 5.8, 4.8 และ 3.5 kbp เปนตัวแทนของ DNA ภายในเซลลแบคทีเรีย และใช
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เปปไทด Buforin II เปน positive control จากผลการทดลองพบวา leucrocin I analogues ทั้งในรูป L-
form และ D-form ไมสามารถจับกับ DNA ได ซึ่งจะเห็นไดจาก DNA/EcoRI maker ยังมีการเคลื่อนได
เปนปกติแมวาจะมีการเติมเปปไทดลงไป ผลแสดงดังรูปที่ 13 
 

 
 

 
รูปที่ 17 แสดง Interaction ระหวาง DNA กับเปปไทด  

Lane 1, DNA :protein ratio 1 : 0 
Lane 2, DNA: protein ratio 1 : 0.5 
Lane 3, DNA: protein ratio 1 : 1 
Lane 4, DNA: protein ratio 1 : 2 
Lane 5, DNA: protein ratio 1 : 4 
 

ดังน้ัน ในการทดลองตอไปจึงทําการศึกษากลไกการเขาทําลายเชื้อของ leucrocin I analogues 
โดยการใชกลองจุลทรรศนแบบสองกราด (SEM) เพ่ือสองดูผิวเมมเบรนของเชื้อแบคทีเรียหลังจาก 
treated ดวยเปปไทด 
 

2.3.8 การศึกษาผลของเปปไทดตอเซลลแบคทีเรียโดยวิธีใชกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน 
 (1) Scanning electron microscopy (SEM) 

 เม่ือนําเปปไทดสังเคราะห Leucrocin I analogus (L- and D-form) และเปปไทด 
Magainin2 ไปบมกับเซลลแบคทีเรีย V. cholerae นาน 1 ชั่วโมง โดยใชความเขมขนเทากับคา MIC และ 
5xMIC หลังจากนั้นนําไปวิเคราะหดูลักษณะหรือการเปลี่ยนแปลงของเซลลแบคทีเรียโดยใชกลอง
จุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด (SEM) ซึ่งผลท่ีไดคือ ในสวนของเปปไทด Leu I analogue (L-form 
และ D-form) นั้นเม่ือบมเซลล V. cholerae โดยใชความเขมขนเทากับคา MIC (รูปที่ 14B, 14D) ยังไมพบ
ความแตกตางจากเซลลกลุมควบคุมที่ไมมีการบมกับเปปไทด (negative control) (รูปที่ 14A) แตเม่ือเพ่ิม

L-Leucrocin I analouge D-Leucrocin I analouge Buforin II 
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ความเขมขนของเปปไทดเปน 5 เทาของคา MIC พบวา เปปไทด Leu I analogue (L-form และ D-form) 
ทําใหเซลล V. cholerae มีลักษณะขรุขระ เกิดเปนตุมพองขึ้นดังแสดงในรูปที่ 14C, 14E แตในเปปไทด 
Magainin2 ที่มีกลไกในการทําลายเชื้อแบคทีเรียโดยการสรางชองผานของไออน (toroidal model) ไมได
ทําใหผิวเซลลของเชื้อเกิดตุมพอง แตทําใหเซลลมีลักษณะผิดปกติไปจากกลุมควบคุม ดังแสดงในรูปที่ 
14F-G ซึ่งจากผลการศึกษาการเกิด Permeabilization ที่เมมเบรนชั้นนอกของแบคทีเรียและผล SEM ใน
เบื้องตนน้ีคาดวา Leu I analogues ทั้งในรูป L-form และD-form มีตําแหนงในการเขาทําลายที่บริเวณ      
เมมเบรนของแบคทีเรีย 
 

 
 
รูปที่ 18 ผลของเปปไทดตอเซลลแบคทีเรีย V. cholerae ที่เวลา 1 ชั่วโมง ที่สองดวยกลอง SEM 
 A; เซลล V. cholerae ปกติที่ไมไดบมกับเปปไทด 
 B; เซลล V. cholerae ที่บมรวมกับ Leu I analogue (L-form) (90.91 μg/ml: MIC) 
 C; เซลล V. cholerae ที่บมรวมกับ Leu I analogue (L-form) (454.55 μg/ml: 5xMIC) 
 D; เซลล V. cholerae ที่บมรวมกับ Leu I analogue (D-form) (27.27 μg/ml: MIC) 
 E; เซลล V. cholerae ที่บมรวมกับ Leu I analogue (D-form) (136.35 μg/ml: 5xMIC) 
 F; เซลล V. cholerae ที่บมรวมกับ Magainin-2 (18.19 μg/ml: MIC) 
 G; เซลล V. cholerae ที่บมรวมกับ Magainin-2 (90.95 μg/ml: 5xMIC) 

 



41 
 

(2) Transmission electron microscopy (TEM) 
เน่ืองจากเชื้อแบคทีเรีย V. cholerae เปนแบคทีเรียแกรมลบ ซึ่งมีผนังเซลลที่ซับซอนกวา

แบคทีเรียแกรมบวก และยังมีแคปซูลซึ่งสวนใหญเปนสารประกอบพวกโพลีแซกคาไรด ดังน้ันในการ
ทดลองนี้จะทําการ treated แบคทีเรีย V. cholerae ดวยเปปไทดเชนเดียวกับการทํา SEM แลวนําไปสอง
ดูดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน (TEM) เพ่ือตรวจดูแคปซูลและเมมเบรนของ V. cholera 
วามีการเปลี่ยนแปลงอยางไรหลังจากถูก treated ดวยเปปไทด Leu I analogue (L-form และ D-form) 
โดยผลที่ไดพบวา กลุมควบคุม (negative control) (รูปที่ 15A, 15B) รูปรางและผิวเซลลมีลักษณะเรียบ 
โดยมีแคปซูลลอมรอบเซลล และมองเห็นจุดสีดําขนาดใหญกระจายอยูบนผิวเซลล ซึ่งเปนสวนประกอบที่
อยูภายในแคปซูล (capsular material) แตในสวนของเปปไทด Leu I analogue (L-form และ D-form) 
นั้นเม่ือบมเซลล V. cholerae โดยใชความเขมขนเทากับคา MIC (รูปที่ 15C, 15E) เซลลมีรูปรางที่
เปลี่ยนแปลงไปและเซลลที่ถูก treated ดวย D-form เริ่มพบลักษณะผิวเซลลที่ขรุขระ และพบวา แคปซูลที่
อยูรอบๆ เซลลมีบางสวนที่ถูกทําลายไป และเม่ือเพ่ิมความเขมขนของเปปไทดเปน 5 เทาของคา MIC 
พบวา เปปไทด Leu I analogue (L-form และ D-form) ทําใหเซลล V. cholerae มีลักษณะขรุขระ เกิดเปน
ตุมพองขึ้นดังแสดงในรูปที่ 15D, 15F และพบการแตกรั่วออกมาของ capsular material ทําใหมองไมเห็น
จุดสีดําที่อยูบนผิวเซลลอีก แตจะเห็นเปนลักษณะสารสีดําที่กระจายทั่วผิวเซลล ซึ่งจากผลการศึกษานี้ 
ยืนยันผลไดวา Leu I analogues ทั้งในรูป L-form และD-form มีตําแหนงในการเขาทําลายที่บริเวณ     
เมมเบรนของแบคทีเรีย 
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รูปที่ 19 ผลของเปปไทดตอเซลลแบคทีเรีย V. cholerae ที่เวลา 1 ชั่วโมง ที่สองดวยกลอง TEM 
 A; เซลล V. cholerae ปกติที่ไมไดบมกับเปปไทด 
 B; เซลล V. cholerae ปกติที่ไมไดบมกับเปปไทด 
 C; เซลล V. cholerae ที่บมรวมกับ Leu I analogue (L-form) (90.91 μg/ml: MIC) 
 D; เซลล V. cholerae ที่บมรวมกับ Leu I analogue (L-form) (454.55 μg/ml: 5xMIC) 
 E; เซลล V. cholerae ที่บมรวมกับ Leu I analogue (D-form) (27.27 μg/ml: MIC) 
 F; เซลล V. cholerae ที่บมรวมกับ Leu I analogue (D-form) (136.35 μg/ml: 5xMIC) 
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 โดยจากผลการศึกษากลไกการเขาทําลายเชื้อแบคทีเรียของ Leucrocin I analogus (L- and D-
form) โดยวิธีตางๆ นั้น อาจพอสรุปไดวา Leucrocin I analogus มีเปาหมายการทําลายเชื้อที่เมมเบรน
ชั้นนอกของแบคทีเรียโดยยืนยันจากผลการศึกษาในสวนของ Outer membrane permeabilization assay 
และการสองดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน ซึ่งพบวา เปปไทดนี้สามารถทําใหเมมเบรนชั้นนอกของ
แบคทีเรียเกิดความเสีย โดยพบวาหลังจากสองดวยกลอง SEM และ TEM แลวพบวา เปปไทดทําใหผิว 
เมมเบรนของแบคทีเรียเกิดตุมพองขึ้น และตุมพองนั้นหลุดออกมาเปนกอนกลมเล็กๆ แลวสงผลให
แบคทีเรียตายในที่สุด โดยเปปไทด Leucrocin I analogus  อาจมีกลไกแบบ carpet model ดังแสดงในรูป
ที่ 16 คือ เปปไทดที่ความเขมขนสูงจะทําใหเกิดการรขัดขวางการเรียงตัวของไลปดไบเลเยอรเหมือนกับ
การทํางานของดีเทอเจนท (detergent) ซึ่งจะสงผลทําใหเมมเบรนหลุดออกจากกันเกิดเปน micelles  
 

 
รูปที่ 20 แสดงลักษณะของการเกิดรู (pore) และ micelles ในแบบจําลอง carpet model (Oren et al., 
1999) 

 

ลักษณะของการเกิด micelle 
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2.3.9  การศึกษาคุณสมบัติของเปปไทดที่ออกแบบโดยอาศัยความไมมีข้ัวและมีข้ัวในการเติม
กรดอะมิโน โดยใช Leucrocin I เปนแมแบบ 

         เพ่ือเปนการปรับปรุงคุณสมบัติของ Leucrocin I ใหมีคุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อไดดียิ่งขึ้นจึงได
ทําการออกแบบเปปไทดจํานวน 9 เสน ซึ่งใช Lue I เปนแมแบบ โดยอาศัยความไมมีขั้วและมีขั้วในการ
เติมกรดอะมิโน (ตารางที่ 7) จากน้ันทําการศึกษาคุณสมบัติการเปน antibacterial peptide ตางๆ โดยมี
ผลการทดลองดังแสดงดานลาง 

 
(1) ทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื่อแบคทีเรีย (MIC) และความสามารถในการ

ฆาเชื้อแบคทีเรีย (MBC) 
- MIC เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียจนถึงชวง mid log growth phase และมีคา O.D.600 = 0.001 และ

นํามา 100 microliters ใสใน 96 well plate จากน้ันเติมเปปไทดที่ความเขมขนตางๆซ่ึงตัวแปรควบคุม 
negative control จะเติมเพียงบัฟเฟอร จากน้ันนําไปวัดคา O.D.600 เริ่มตนและนําไปบมที่ 37  ˚C จนถึง
ชวง mid log growth phase และนําไปวัดคา O.D.600 จากน้ันคํานวณหาคา MIC โดย positive control 
คือคา O.D.600 เริ่มตน คา MIC ที่แสดงในตารางคือคาที่สามารถยับยั้งไดมากกวา 90% 

- MBC นําตัวอยางที่วัดแลววาไมมีคาความขุนเพ่ิมขึ้นที่ไดจากการทํา MIC มาเลี้ยงตอใน agar 
plates บมตอที่ 37 ˚C, 48 h คา MBC ที่แสดงในตารางคือคาที่สามารถฆาเชื้อแบคทีเรียได 100% ผลการ
ทดลองดังตารางที่ 12 

 
ตารางที่ 12 แสดงคา MIC และ MBC ของเปปไทดแตละเสน 

 เปนคาที่แสดงถึงความเขมขนของเปปไทดที่สามารถฆาแบคทีเรียได 100% 
 

(2) ทดสอบความเปนพิษตอเซลลยูคาริโอตโดยใช human red blood cells  
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นํา Leucrocin I analogue ไปทําการตรวจสอบความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดแดงของมนุษย 
โดยวัดฮีโมโกลบินที่เกิดจากการแตกของเม็ดเลือดแดง และการทํา MTT assay พบวา เปปไทด KT2, 
RT2, KT3 มีความเปนพิษตอเซลลยูคาริโอตนอย และพบวาที่ความเขมขนที่สามารถฆาเชื้อแบคทีเรียได 
100% ของเปปไทดนั้น พบวาไมพบการแตกของเม็ดเลือดแดงเลย สวนในการเพิ่มความเปน 
hydrophobicity โดยการเติมกรดอะมิโน tryptophan ทําใหเม็ดเลือดแดงแตกมากขึ้น แตการเพ่ิม 
hydrophilicity โดยการเติมกรดอะมิโน arginine และ lysine ทําใหเม็ดเลือดแดงแตกนอยลง ซึ่งพบวา
ความแตกตางในการแทนที่กรดอะมิโนทั้งสองชนิดน้ีไมแตกตางกันมากนัก โดย arginine สงผลใหเม็ด
เลือดแดงแตกนอยกวาเล็กนอย ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 17 
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รูปที่ 21 ความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดแดงของเปปไทดสังเคราะห Leucrocin I analogues 
 

(3) ศึกษาความสามารถในการทําลายเมมเบรนของแบคทีเรียโดยใชไลโปโซม 
ผลการทดลองพบวาจากเปปไทดที่สังเคราะหมาทั้งหมดนั้นมีเพียง CRT2 และ RW2 ที่สามารถ

ทําใหไลโปโซมเกิดการรั่วของสารฟลูออเรสเซนทไดโดยมีรอยละการรั่วคือรอยละ 24 และ 16 ตามลําดับ
แสดงวา เปปไทดที่ไมทําใหไลโปโซมรั่วเหลาน้ันอาจจะมีกลไกหลักในการทําลายเชื้อแบคทีเรียที่ไมอาศัย
การทําให bacterial membrane รั่ว ซึ่งจําเปนตองศึกษาเพ่ิมเติมตอไป 
 

(4) ศึกษาความสามารถในการจับกับ DNA ของเปปไทดที่ออกแบบ 
เน่ืองจาก antimicrobial peptides สวนใหญนั้นมีประจุบวกจึงทําใหสามารถจับกับ DNA ซึ่งมี

ประจุลบได ดังนั้นจึงทําการศึกษาความสามารถในการจับกับ DNA ของสารสกัดเม็ดเลือดขาว โดยการทํา 
DNA gel electrophoresis ซึ่งหากโปรตีนในสารสกัดเม็ดเลือดขาวสามารถจับกับ DNA ได จะทําใหเกิด
เปนโมเลกุลที่ใหญขึ้น ซึ่งจะทําใหการเคลื่อนที่ของ DNA บนเจลเปลี่ยนแปลงไป หรือเกิดการยับยั้งการ
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เคลื่อนที่ของ DNA ใน agarose gel ได โดยใช DNA/EcoRI (Promega US G1721) ขนาด 21.2, 7.4, 
5.8, 4.8 และ 3.5 kbp เปนตัวแทนของ DNA ภายในเซลลแบคทีเรีย จากผลการทดลองพบวาเปปไทด
สังเคราะหที่มีฤทธิ์ฆาเชื้อแบคทีเรียไดดี (KT2 RT2 KT3 และ CRT2) นั้นสามารถจับกับ DNA ไดดีกวา
เปปไทด buforin II ที่เคยมีการรายงานไวโดย Su A. Jang และคณะ โดย buforin II จับกับ DNA ไดที่
อัตราสวน 1:10 (DNA: peptide) แตสําหรับ KT2 RT2 KT3 และ CRT2 จับกับ DNA ไดที่อัตราสวน 
1:0.5, 1:1, 1:1, 1:1 (DNA: peptide) ตามลําดับ อยางไรก็ตามกลไกการทําลายชื้อแบคทีเรียที่แนชัดตองมี
การศึกษาตอไป (รูปที่ 18) 

 
รูปที่ 22 แสดงความสามารถในการจับกับ DNA ของเปปไทดที่ถูกออกแบบ (DNA retardation assay) 
โดย lane ที่ 1 (0) คือ negative control, lane ที่ 2 3 4 5 และ 6 คืออัตราสวนระหวาง peptide ตอ DNA 
เปน 1 2 4 และ 8 ตามลําดับ สัญลักษณ A B C D และ E คือการทดลองของเปปไทดสังเคราะห 
magainin (well known peptide) KT2 RWKT2 KT3 และ RT2 ตามลําดับ 

 
(5) ลักษณะภายนอกของเซลลแบคทีเรียเม่ือบมรวมกับเปปไทด 
ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 19  ซึ่งพบความผิดปกติของเซลลแบคทีเรียไดตั้งแต 1 นาที หลังจาก

การบม แสดงใหเห็นถึงความสามารถในการฆาเชื้อแบคทีเรียของเปปไทดวาสามารถทําใหแบคทีเรียเกิด
ความเสียหายไดโดยทันที ซึ่งพบลักษณะที่ผิดปกติแบบโปงพอง  

21.2 

7.4 5.8 4.8 
3.5 

kbp 
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รูปที่ 23 แสดงภาพความเสียหายของแบคทีเรียโดยเปปไทดที่ถูกออกแบบท่ีเวลาบม 1 นาที และ 60 นาที 

(6) Aggregation assay 
ผลการทดลองพบวา RT2 และ KT2 ไมสามารถทําใหไลโปโซมที่มีสวนประกอบของ DOPC และ 

DOPG ในอัตราสวน 3:2 เกิดการเกาะกัน (รูปที่ 20) ซึ่งผลการทดลองสอดคลองกับผลของ buforin II ที่มี
การรายงานถึงกลไกการทําลายเชื้อคือสามารถแทรกตัวผานเซลลแบคทีเรียเขาไปจับกับ DNA ของ
แบคทีเรียได สวน polymyxin ไดมีการรายงานวากลไกการทําลายเชื้อหลักคือ carpet model นั้นพบวา
สามารถทําใหไลโปโซมเกิดการเกาะกันไดอยางชัดเจน แต magainin II นั้นสามารถเหนี่ยวนําใหไลโปโซม
เกิดการเกาะกันไดในระดับหน่ึงแตไมมากเทา polymyxin ซึ่งมีการรายงานกลไกทําลายเชื้อแบคทีเรียหลัก
แบบ toroidal pore ซึ่งสอดคลองกับรายงานกอนหนาน้ีที่วากอนที่จะเกิดรูแบบ transient hole แบบ 
toroidal pore นั้น peptide จะสามารถเรียงตัวแบบขนานกับ lipid bilayer และรบกวนสภาพของ lipid 
bilayer 
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รูปที่ 24 Aggregation assay ของเปปไทด KT2 และ RT2 

 
(7) LPS binding assay 

ผลการทดลองพบวา ที่ความเขมขนของ peptide และ PMB-BY ที่เทากัน คืออัตราสวน 1:1 RT2 
และ KT2 นั้นสามารถแทนที่  PMB-BY เพ่ือจับกับ LPS ไดเพียง 20% แตเม่ือปริมาณอัตราสวนของเปป
ไทดเพ่ิมสูงขึ้น 10 และ 100 เทา จะมีรอยละการแทนที่ประมาณ 90% (รูปที่ 21) แสดงใหเห็นวาการจับกัน
แบบelectrostatic forceของเปปไทดกับ LPS นั้นเปนขั้นตอนหนึ่งที่มีความสําคัญในกลไกการทําลายเชื้อ
แบคทีเรีย แตอยางไรก็ตามกลไกการทําลายเชื้อแบคทีเรียหลักของ RT2 และ KT2 นั้นไมนาจะเปน  
carpet model แบบ LPS binding ซึ่งไดรับการรายงานวาเปนกลไกหลักของ polymyxin b  

 

 
 
รูปที่ 25 LPS binding assay ของเปปไทด KT2 และ RT2 
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สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

จากผลการยืนยันฤทธิ์ในการทําลายเชื้อของสารสกัดเม็ดเลือดขาวจระเขสายพันธุไทยพบวา สาร
สกัดเม็ดเลือดขาวจระเขสายพันธุไทยสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรียกอโรค ไดทั้งหมด 9 
ชนิด ซึ่งเปนแบคทีเรียแกรมบวก 5 ชนิด และแบคทีเรียแกรมลบอีก 4 ชนิด เม่ือทําการแยกบริสุทธิ์เปป
ไทดจากสารสะกัดเม็ดเลือดขาว พบวา Leucrocins มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของแบคที่เรียไดสูง
ที่สุด โดยเปปไทดที่แยกไดมีลําดับกรดอะมิโนหรือโครงสรางปฐมภูมิบางสวน ดังนี้ Leucrocin I มี
โครงสรางปฐมภูมิบางสวน คือ NGVQPKY สวน Leucrocin II มีโครงสรางปฐมภูมิ คือ NAGSLLSGWG 
จากน้ันสังเคราะหเปปไทด Leucrocin I, Leucrocin II และ Leucrocin analogues ทั้งแบบ L-form และ D-
form โดยการออกแบบเปปดนั้นไดอาศัยการเปลี่ยนแปลงลําดับกรดอะมิโนบางตําแหนง หรือเพิ่ม      
กรดอะมิโนที่มีประจุบวกและกรดอะมิโนที่มีความเปนไฮโดรโฟบิคสูงเขาไปในโมเลกุลของ Leucrocin เพ่ือ
เพ่ิมประสิทธิภาพการทําลายเชื้อจุลินทรีย และลดความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดแดงของมนุษย ผลพบวา 
เปปไทด Leucrocins ตนแบบมีคา MIC ที่สูงกวา Leucrocins analogues ทั้งน้ีอาจเปนผลมาจากเปปไทด
สังเคราะห Leucrocins ไมสามารถมวนตัวใหอยูในโครงสรางที่สามารถทํางานไดในสารละลายบัฟเฟอรที่
ใชในการละลาย ซึ่งจําเปนตองมีการหาบัฟเฟอรที่เหมาะสมในการละลาย และยังพบวา Leucrocin I 
analogues ที่สังเคราะหดวย D-amino acid ทั้งโมเลกุลนั้น มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียไดดีกวา Leucrocin I analogue ที่สังเคราะหดวย L-amino acid ทั้งโมเลกุล  

เม่ือทําการศึกษาความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดแดงของเปปไทดสังเคราะห Leucrocin I 
analogues พบวา Leucrocin I analogues ไมมีความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดแดงของมนุษยและเซลล
แมคโครฟาจ เม่ือตรวจสอบกลไกการเขาทําลายเชื้อแบคทีเรียพบวา Leucrocin I analogues มีเปาหมาย
ในการทําลายเซลลที่เซลลเมมเบรน โดยจะทําใหเมมเบรนเกิดความเสียหาย ทําใหเชื้อแบคทีเรียตายใน
ที่สุด ซึ่งไดมีการทดลองยืนยันกลไกการทําลายเชื้อในแบคทีเรียแกรมลบดวยวิธี NPN uptake assay 
การศึกษาน้ีจะทําใหทราบวาเปปไทดนั้นสามารถทําให เมมเบรนชั้นนอกของแบคที เรียเกิด 
permeabilization โดยจะใช 1-N-phenylnaphtylamine (NPN) เปนตัวตรวจสอบ โดย NPN นั้น เปนสาร
fluorescent ซึ่งจะเกิดการเรืองแสงไดดีเมื่ออยูในสภาวะแวดลอมที่เปน  hydrophobic โดยหากเปปไทดทํา
ใหเมมเบรนชั้นนอกเกิด permeabilization สารได NPN จะเขาไปจับกับบริเวณ hydrophobic ของ lipid 
bilayer ซึ่งจะทําใหคาการเรืองแสงของ NPN เพ่ิมขึ้น ผลพบวา Leucrocin I analogues นั้นสามารถทําให
เมมเบรนชั้นนอกของแบคทีเรียเกิด permeabilization ได อีกทั้งเม่ือทําการศึกษาในสวนการเกิด 
Permeabilization ที่เมมเบรนชั้นในของแบคทีเรียโดยการตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซม -galactosidase 
ซึ่งทําการทดลองโดยใชเซลลของเชื้อแบคทีเรีย V. cholerae โดยหากเปปไทดสามารถทําใหเมมเบรน
ชั้นในเกิด permeabilization ที่มีรูขนาดใหญ เอนไซม -galactosidase ที่อยูในไซโตพลาสซึมก็จะร่ัว
ออกมาสูภายนอกแลวทําปฏิกิริยากับสับสเตรท (O-nitrophenyl -galactopyranoside; ONPG) เกิดการ
ยอยสลาย substrate ซึ่งจะไดสารละลายสีเหลืองเขมขึ้น และสามารถวัดการดูดกลืนแสงที่ 415 nmได 
จากการทดลองพบวาเปปไทดสังเคราะห Leucrocin I analogue ทั้งในรูปที่เปน L-form และ D-form ไม
สามารถทําใหเอนไซม -galactosidase ที่อยูภายในเซลลรั่วออกมาได เน่ืองจากไมสามารถตรวจพบ
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กิจกรรมของเอนไซม -galactosidase ซึ่งเปนไปไดวา รูที่เกิดจากการทํางานของเปปไทดนาจะมีขนาด
เล็กกวาขนาดของ -galactosidase จึงไมสามารถทําใหเอนไซม -galactosidase  หลุดออกมาได  

เม่ือทําการศึกษาความสามารถของเปปไทดในการทําใหสารที่มีโมเลกุลขนาดเล็กรั่วออกจาก       
เมเบรนโดยการใชแบบจําลองเมมเบรน (ไลโปโซม) พบวา L-form และ D-form นั้น ไมสามารถทําใหสาร
โมเลกุลขนาดเล็กร่ัวออกจากแบบจําลองเมมเบรนได อีกทั้งยังไมมีความสามารถในการจับกับ DNA ได  

สวนการตรวจสอบผลของเปปไทดตอเซลลแบคทีเรียดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน (SEM และ 
TEM) ในเบื้องตนน้ัน พบวา Leu I analogues ทั้งในรูป L-form และ D-form มีตําแหนงในการเขาทําลาย
ที่บริเวณเมมเบรนของแบคทีเรีย แตมีกลไกที่แตกตางกัน ซึ่งจะทําการยืนยันผลอีกคร้ังดวยการทํา 
Immunolabelling โดยจะใชแอนติบอด้ีเปนตัวติดตามเปปไทดแลวสองดูดวยกลองจุลทรรศน 
Transmission electron microscopy (TEM) ทั้งน้ีไดมีการออกแบบเปปไทดโดยใช Leu I เปนเปปไทด
ตนแบบเพิ่มเติมจํานวนทั้งสิ้น 9 เสน โดยอาศัยความไมมีขั้วและมีขั้วในการเติมกรดอะมิโน ซึ่งการเติม
กรดอะมิโนใหมีความเปน hydrophobic และ hydrophilic facet สูงขึ้น โดยออกแบบใหเติม tryptophan 
เพ่ือเพ่ิมความเปนhydrophobic facet และเติม arginine หรือ lysine เพ่ือเพ่ิมความเปน hydrophilic facet 
เพ่ือทดสอบสมมุติฐานที่วา hydrophobic และ hydrophilic facet ที่เหมาะสมมีความสําคัญกับเปปไทดสาย
สั้นๆ ซึ่งผลการทดลองพบวาเปปไทดสวนใหญมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียไดดี 
และมีคา MIC & MBC ที่ต่ํา อีกทั้งไมมีความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดแดงของมนุษยในความเขมขนที่ฆา
แบคทีเรียได (MIC) และเม่ือตรวจสอบความสามารถในการทําใหสารโมเลกุลขนาดเล็กร่ัวจากแบบจําลอง
เมมเบรน (ไลโปโซม) พบวาเปปไทดที่สั่งสังเคราะหมาทั้ง 9 เสนน้ัน มีเพียง CRT2 และ RW2 ที่สามารถ
ทําใหไลโปโซมเกิดการรั่วของสารฟลูออเรสเซนทไดโดยมีรอยละการรั่วคือรอยละ 24 และ 16 ตามลําดับ 
ซึ่งเม่ือศึกษาความสามารถในการจับกับ DNA ของเปปไทดที่ออกแบบ พบวาเปปไทดสังเคราะหที่มีฤทธิ์
ฆาเชื้อแบคทีเรียไดดี (KT2 RT2 KT3 และ CRT2) นั้นสามารถจับกับ DNA ไดดีกวาเปปไทด buforin II ที่
เคยมีการรายงานไวโดย Su A. Jang และคณะ โดย buforin II จับกับ DNA ไดที่ 1:10 DNA: peptide 
ratio แตสําหรับ KT2 RT2 KT3 และ CRT2 จับกับ DNA ไดที่ 1:0.5, 1:1, 1:1, 1:1 DNA: peptide ratio 
ตามลําดับ นอกจากเม่ือตรวจสอบเมมเบรนของเซลลแบคทีเรียที่บมรวมกับเปปไทดดวยกลองจุลทรรศน
อิเลคตรอนแบบสองกราด (SEM) นั้น สามารถพบความผิดปกติของเซลลแบคทีเรียซ่ึงเกิดจาการทํางาน
ของเปปไทดไดตั้งแตนาทีที่ 1 หลังจากการบม แสดงใหเห็นถึงความสามารถในการฆาเชื้อแบคทีเรียของ
เปปไทดวาสามารถทําใหแบคทีเรียเกิดความเสียหายไดโดยทันที ซึ่งพบลักษณะที่ผิดปกติแบบโปงพอง
เกิดขึ้นที่เซลลของแบคทีเรีย 
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