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Abstract  

 
 โครงการวจิยัน้ีมวีตัถุประสงคเ์พือ่ศกึษาแปรยีบเทยีบฤทธิต์า้น HIV-1 ของโปรตนี 

พลาสโตไซยานินทีอ่ยู่ในสิง่มชีวีติ 3 ชนิด คอื พชืชัน้สงู:ปวยเลง้ (Spinacia oleracea L.), พชื

ชัน้ตํ่า:เฟริน์ (Dryopteris crassirhizoma) และ ไซยาโนแบคทเีรยีม (Anabaena variabilis) โดย

เลอืกขอ้มลูลําดบั DNA base และ amino acids จาก database เพือ่ทาํการสงัเคราะหย์นีขึน้

มาแลว้  express โปรตนีพลาสโตไซยานินขึน้มาเป็น recombinant protein ใน pET28a(+) 

E.coli.DE3(BL21) แลว้ตรวจสอบ recombinant protein ทีไ่ดด้ว้ย SDS-PAGE, LC/MS-MS 
และ EXPASy tool พบว่าเป็น plastocyanin recombinant protein จากนัน้ทาํการ purify โดย

ใชเ้ทคนิค column affinity chromatography  อาศยัการ binding สว่นของ 6xHis-tagged ที่

ปลายดา้น N-terminal และ C-terminal ของโปรตนีกบั Nickel ion (Ni2+)  จากนัน้ไดท้ดสอบ

ฤทธิ ์Anti-HIV ดว้ย syncytium reduction assay เป็นวธิกีารทีใ่ชต้รวจสอบผลกระทบต่อการ

ตา้นเชือ้เอชไอว ีโดยใชเ้ซลลเ์พาะเลีย้งเป็น Tat/Rev transfected 1A2 cell line กบัไวรสัทีเ่ป็น

ชนิดทีม่ยีนีบกพร่อง (ΔTat/RevMC99 virus) และตรวจสอบการยบัยัง้เอนไซม ์ reverse 

transcriptase HIV1 พบว่าโปรตนีทัง้ 3 ตวัดงักล่าวไม่สามารถหาค่าการทดสอบได ้ ที ่ ความ

เขม้ขน้ 1 mg/ml ซึง่เป็นความเขม้ขน้ทีส่งูสุดเท่าทีเ่ตรยีมได ้ เน่ืองจากระหว่างขบวนการทีท่ํา

ใหโ้ปรตนีเขม้ขน้มปัีญหา soluble protein aggregate 

      ต่อมาทาํการศกึษาโปรตนีพลาสโตไซยานินจากใบพุทธรกัษา (Canna indica L.)โดยได ้

plastocyanin recombinant protein โดยการ clone gene จาก cDNA ทีส่กดัไดจ้ากใบพชื

โดยตรงแลว้นําโปรตนีทีไ่ดม้าทดสอบ syncytium reduction assay แสดงผลการทดสอบของ 

EC50 ในช่วง 38.54 µg/ml IC50 > 250 µg/ml และค่า TI เท่ากบั >6.49 µg/ml และ แสดงฤทธิ ์

การยบัยัง้เอนไซม ์reverse transcriptase HIV1 ที ่IC50 เท่ากบั 6.55 µg/ml 
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The objective of this study is to compare the anti-HIV activities of plastocyanin: 

Pc from three groups of organisms including higher plant: Spinacia oleracea L.(spinach), 

lower plant : Dryopteris crassirihizoma (fern), and cyanobacterium : Anabaena variabilis 

by synthesizing the encoding gene, cloning, and expression of plastocyanin recombinant 

proteins in pET28(+);E.coli.DE3(BL21). Three encoding genes were chosen from the 

published sequences in GENEBANK and PDB databases. Pc:spinach, Pc:fern and 

Pc:cyanobacterium were characterized by SDS-PAGE and LC/MS-MS and further 

purified by 6xHis-tagged fusion at N-terminal and C-terminal binding on column affinity 

chromatography. The Pc recombinant proteins were evaluated for their cytotoxic activity 

and anti-HIV-1 activity using the syncytium reduction assay (a defective ∆Tat/RevMC99 

virus and Tat/Rev transfected 1A2 cell line) and anti-HIV reversetranscriptase assay. 

The results of EC50 and IC50 have not been interpreted because soluble protein 

aggregation occurred during the concentrate processes. 

Plastocyanin protein of Canna indica L. was cloned using the cDNA from plant 

and expressed in pET28(+);E.coli.DE3(BL21), then characterized by SDS-PAGE, DNA 

sequencing, and LC/MS-MS. It exhibited the anti-HIV activity by syncytium reduction 

assay with an EC50 of 38.54 µg/ml, an IC50 of >250 µg/ml and TI of >6.49 µg/ml. It 

also showed the anti-HIV reverse transcriptase inhibitory activity with an IC50 of 6.55 

µg/ml. 
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1. วตัถปุระสงค ์เดิม 

- เพือ่เปรยีบเทยีบฤทธิต์า้น HIV-1 ของโปรตนีพลาสโตไซยานินทีส่กดัจากพชืและไซยาโน

แบคทเีรยีม 

- To compares the anti-HIV activity of purify plastocyanin proteins from plants and 

cyanobacterium  

- เพือ่ศกึษาคุณสมบตัขิองโปรตนีพลาสโตไซยานินทีส่กดัจากพชืและไซยาโนแบคทเีรยีม  

- To characterizes plastocyanin proteins of plants and cyanobacterium 

 แต่หลงัจากเริม่ทําการทดลองพยายามทีจ่ะ purify โปรตนีจากพชืธรรมชาตโิดยตรงไม่

ประสบความสําเรจ็ เพราะ ปรมิาณทีไ่ดน้้อยมาก และไม่สามารถทาํใหบ้รสิุทธิไ์ด ้จงึ เปลีย่นมา

เป็นการผลติโปรตนีโดย recombinant protein จาก E.coli แทน 
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บทท่ี 1 

บทนํา 
โรคเอดสเ์ป็นโรคภูมคิุม้กนับกพร่องชนดิหนึ่ง ทีส่ง่ผลใหผู้ป่้วยมภูีมคิุม้กนัตํ่า

จนไมส่ามารถต่อสูก้บัเชือ้โรคทีเ่ขา้สูร่่างกายได ้ ทาํใหเ้กดิการตดิเชือ้ฉวยโอกาสและ 

อาจก่อใหโ้รคมะเรง็ทีเ่กีย่วขอ้งกบัเอดส ์ (AIDS-related malignancies) ได ้  โดยโรค

เอดสม์สีาเหตุมาจาการตดิเชือ้ไวรสั HIV (Human Immunodeficiency Virus) ซึง่เป็น

ไวรสัในกลุ่มรโีทรไวรสั  (retrovirus) การดแูลรกัษาเอชไอวนีัน้ประกอบไปดว้ย 2 สว่น

ใหญ่ คอื การรกัษาดว้ยยาตา้น เอชไอวแีละการดแูลดา้นอื่นๆ ซึง่ทัง้สองสว่นนี้

จาํเป็นตอ้งทาํควบคู่กนัเพือ่ใหเ้กดิผลดทีีสุ่ดต่อผูต้ดิเชือ้เป้าหมายของการรกัษาดว้ย

ยาตา้นเอชไอว ี คอื เพือ่ลดปรมิาณเชือ้ ไวรสัในกระแสเลอืดใหต้ํ่าทีสุ่ด

(<50copies/mL)และนานทีสุ่ดรวมถงึใหจ้าํนวน CD4 กลบัสูร่ะดบัปกตมิากทีสุ่ด ทาํให้

ผูป่้วยไมเ่สีย่งต่อโรคแทรกซอ้นต่างๆ ทีส่มัพนัธต์่อการ ตดิเชือ้เอชไอว ี(AIDS-related 

illness)และลดโรคแทรกซอ้นทีไ่มส่มัพนัธก์บัต่อการตดิเชือ้เอชไอว ี (Non AIDS-

related illness) การรกัษาผูป่้วยโรคเอดสจ์าํเป็นตอ้งใชง้บประมาณเป็นจาํนวนมาก

จากการทีต่อ้งใชย้าตา้นไวรสัซึง่มรีาคาแพง อกีทัง้ค่ารกัษาในโรงพยาบาลหรอืการ

รกัษาโรคตดิเชือ้ฉวยโอกาสทีค่่อนขา้งสงู   ยาตา้นไวรสั HIV ทีไ่ดผ้ลสว่นใหญ่จดัอยู่

ในคลาสใดคลาสหนึ่งจาก 10 คลาส ของสารยบัยัง้ไวรสั HIV ตามขัน้ตอนทีเ่ขา้

ขดัขวางในการเพิม่จาํนวนของไวรสั ไดแ้ก่ ข ัน้ตอนการเกาะจบักบัเซลลโ์ฮสต ์

(attachment หรอื adsorption) การเขา้สูเ่ซลลโ์ฮสต ์ (fusion) การสลายแคปซดิ 

(uncoating) การสงัเคราะหน์ิวคลโิอไทดแ์ละสว่นประกอบของไวรสั (reverse 

transcription, integration, DNA replication, transcription, translation) ระยะเป็น

ไวรสัโดยสมบรูณ์ (maturation) ไปจนถงึระยะปลดปล่อยออกจากเซลล์ 

(assembly/release)  ในปัจจุบนัยาตา้นไวรสั HIV ทีไ่ดร้บัอนุญาตใหใ้ชน้ัน้ มกีลุ่มใหญ่ 

3 กลุ่ม คอื 1. ยากลุ่ม nucleoside analogs และ 2. non-nucleoside analogs reverse 

transcriptase inhibitors ทีอ่อกฤทธิย์บัยัง้การทาํงานของเอนไซม ์ reverse 

transcriptase และ 3. ยากลุ่ม protease inhibitors ยบัยัง้การทาํงานของเอนไซม ์

protease นอกจากนี้ยงัมกีลุ่ม Integrase inhibitor เป็นยาทางเลอืก แต่อยา่งไรกต็าม 

การใชย้าเหล่านี้ในระยะเวลานานมขีอ้จาํกดัในเรื่องความเป็นพษิ ผลขา้งเคยีงจากการ

ใชย้า และเกดิการดือ้ตอ่ยาของเชือ้ไวรสั ซึ่งเกดิจากอตัราการกลายพนัธุท์ีส่งูของไวรสั 
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HIV สง่ผลใหเ้กดิการพฒันาของการดือ้ต่อยาทีใ่ชอ้ยา่งรวดเรว็ (Tantillo et al.,1994, 

Jakobsen et al., 2010)  

จากจาํนวนผูป่้วยดว้ยโรคเอดสท์ัว่โลก การคน้ควา้หายาใหมท่ีม่คีวามสามารถ

ในการยบัยัง้เชือ้ไวรสั HIV เพือ่รกัษาผูป่้วยโรคเอดส ์ จงึเป็นสิง่จาํเป็นอยา่งเร่งด่วน  

นกัวจิยัจากทัว่โลกไดพ้ยายามศกึษาวจิยัคน้ควา้หายารกัษาผูป่้วยเอดส ์ โดยมุง่ไปที่

การหายาตา้นไวรสั ยบัยัง้การเพิม่จาํนวนของไวรสั HIV จากสารออกฤทธิท์างยา

ต่างๆ ทัง้สารเคมสีงัเคราะห ์รวมทัง้สารสกดัจากธรรมชาต ิซึง่มคีวามหลากหลายทาง

โครงสรา้งและเป็นแหล่งทีน่่าสนใจในการหาสารออกฤทธิท์างชวีภาพชนิดใหม ่ เพือ่

ต่อตา้นไวรสั HIV   มกีารศกึษาพบสารจากธรรมชาตหิลายชนิดทีม่ศีกัยภาพในการ

ยบัยัง้การตดิเชือ้ HIV และมฤีทธิย์บัยัง้ HIV-1 reverse transcriptase เช่น Pokeweed 

antiviral protein (PAP) ทีไ่ดจ้าก Phytolacca Americana L. และ trichosanthin จาก 

Trichosanthes kirilowii Maxim พบว่ายบัยัง้การจาํลองแบบเอชไอวใีนเซลลเ์มด็เลอืด

ขาวทีต่ดิเชือ้อยา่งรุนแรงและเรือ้รงัและขนาดใหญ่ (Ng et al.,1997)    

Woradulayapinij และคณะ (2005) พบว่าโปรตนีบรสิุทธิข์นาด 31 kDa และ 14 kDa 

จากเหงา้ของ Canna indica L. มฤีทธิย์บัยัง้ HIV-1 reverse transcriptase ในหลอด

ทดลอง   Huskens และคณะ (2010) รายงานว่าโปรตนี cyanovirin-N จาก Nostoc 

ellipsosporum  สามารถยบัยัง้การตดิเชือ้โดย HIV-1 ทีถู่กดดัแปลงจาก

หอ้งปฏบิตักิารหลายสายพนัธุ ์

จากวจิยัก่อนหน้านี้ของผูว้จิยัและคณะ (Thepouyporn et al.,2012) พบว่า

โปรตนีบรสิุทธิข์นาด 10 kDa ของพลาสโตไซยานินจากสารสกดัน้ําจากใบพุทธรกัษา 

(Canna indica L.)  มฤีทธิย์บัยัง้เอนไซม ์HIV-1 reverse transcriptase ดว้ยค่า IC50  

เท่ากบั 9.3 ไมโครกรมั/มลิลลิติร ในการทดสอบดว้ยวธิ ี colorimetric method และมี

ประสทิธภิาพสงูในการยบัยัง้การเกดิ syncytium จากการทดสอบ Syncytium 

inhibition assay  โดยใช ้  defective ∆Tat/Rev MC99 virus เพาะเลีย้งใน Tat/Rev 

transfected 1A2 cell line  

นอกจากนี้งานวจิยัดงักล่าวยงัเป็นการพบฟังกช์ัน่ใหมข่อง plastocyanin (Pc) 

จาก C. indica L ซึง่เป็นการคน้พบสารตา้นไวรสั HIV จากธรรมชาตชินิดใหมท่ี่

น่าสนใจในการศกึษาพฒันาต่อยอด โดยเฉพาะอยา่งยิง่อาจเป็นความหวงัใหมใ่นการ

คน้หายาตา้นไวรสั HIV ทีด่ือ้ยาและลดตน้ทุนการผลติยาอกีดว้ย  มขีอ้มลูว่าพลาสโต

ไซยานินจากแหล่งทีม่าต่างกนัจะมคีุณสมบตัโิครงสรา้งทีต่่างกนั (Sato et al.2003, 
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De Rienzo et al., 2004) จงึมคีวามน่าสนใจทีจ่ะทาํการศกึษาเพิม่เตมิโดยการ

เปรยีบเทยีบฤทธิต์า้นไวรสั HIV ของ plastocyanin จาก photosynthesis organisms 

ชนิดอื่นๆ เช่น พชืชัน้สงู พชืชัน้ตํ่า และไซยาโนแบคทเีรยีม    ดงันัน้ ผูว้จิยัจงึไดเ้ลอืก

ทาํการศกึษาในเฟิรน์ขา้หลวง (Asplenium nidus L.)  เป็นตวัแทนพชืขัน้ตํ่า  ปวยเลง้ 

หรอื spinach (Spinacia oleracea L.)  เป็นตวัแทนพชืชัน้สงู และสาหร่ายสไปรลูน่ิา 

(Spilurina platensis) เป็นตวัแทนกลุ่มไซยาโนแบคทเีรยีม  โดยทาํการเตรยีม

โปรตนีพลาสโตไซยานินบรสิุทธิจ์ากทัง้สามแหล่งใหเ้พยีงพอเพือ่นํามาศกึษา

เปรยีบเทยีบคุณสมบตัใินการตา้นไวรสั HIV และศกึษาคุณสมบตัขิองโปรตนีพลาสโต

ไซยานินทีส่กดัจากพชืและไซยาโนแบคทเีรยีม 

 พลาสโตไซยานิน Plastocyanin เป็นโปรตนีขนาดเลก็ประมาณ 11 

kDa, 91-105 amino acids ทีม่ทีองแดงซึง่ทาํหน้าทีเ่ป็น shuttles electrons ถ่ายโอน

อเิลก็ตรอน จาก cytochrome F (Cyt) และ cytochrome b6f complex to P700+ ใน

ขบวนการ photosystem I (PSI) in oxygenic photosynthesis พบไดใ้นพชื

หลากหลายชนิดซึง่มกีารสงัเคราะหแ์สง โปรตนีนี้เป็นตน้แบบของโปรตนีทองแดงสี

ฟ้าซึง่เป็นครอบครวัของ metalloproteins (Ubbink, 2004)  

 

Keywords : Plastocyanin, Anti-HIV, Cyanobacterium 
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บทท่ี 2  

การทดลอง 

1. พชืทีใ่ชใ้นการทดลอง 

-พชืชัน้สงู คอื ปวยเลง้ Spinach (Spinacia oleracea L.) ซือ้จากรา้น

โครงการหลวงดอยคาํ 
-พชืชัน้ตํ่า คอื เฟิรน์ขา้หลวง Fern (Asplenium nidus L.)   
-ไซยาโนแบคทเีรยม คอื สาหร่าย spirulina (Spirulina platensis)  

 ไดร้บัความอนุเคราะหจ์ากโครงการหลวงสวนจติรลดา  

2.สารเคมทีีใ่ชใ้นการทดลอง 
EnzChek® Reverse Transcriptase Assay Kit, (E-22064) USA 

HIV-1 reverstranscriptase     Calbiochem 

Plastocyanin secondary Antibody   Agrisenra AB, Sweden  

Dialysis bag MWCO 6-8000 Da,    Spectrum Medical 
Amicon Centrifugal Filter 3K    Merck, Ireland 

Polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane  Millipore, USA 

Pink Plus Prestained Protein Ladder   GeneDirecX   

SeaKem® GTG® Agarose powder    FMC, USA 

GeneRuler™ 1 kb DNA ladder     Fermentas, USA 

GeneRuler™ 100 bp DNA ladder plus   Fermentas, USA 

BamHI       Invitrogen, USA 

HindIII       Invitrogen, USA 

Column DEAETrapTM      GE Healthcare,USA 

Column HisTrapTMFF5ml     GE Healthcare,USA 

GeneArt Gene Synthesis      Invitrogen, Germany 

Thrombin protease      ChemEX 

3.วธิกีารทดลอง 

โดยเบือ้งตน้ไดท้าํการสกดัโปรตนีพลาสโตไซยานินจาก 3 ตวัอยา่งดงันี้ คอื 

3.1 การสกดัโปรตนีพลาโตไซยานินจากจากปวยเลง้ (Spinacia oleracea L.) 

 ทาํดงัต่อไปนี้ (Navarro JA, 2011)  
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1 นําตน้ปวยเลง้มาลา้งดว้ยน้ําเยน็ แลว้ตดัเอาเฉพาะใบ 500 กรมั มาปัน่กบั 

buffer A 700 ml (0.4M Sucrose, 15mM NaCL in 20mM Tricine-KOH 

pH8.0)  

2 กรองดว้ยผา้ขาวบาง แลว้นําสว่นของเหลวไป centrifuge 300xg 1 นาท ีทิง้

สว่นทีเ่ป็นตะกอน 

3 นําสว่นของเหลวไป centrifuge 4,000xg 10 นาทเีพือ่ตกเฉพาะ 

chloroplasts 

4 นําสว่นตะกอนทีเ่ป็น chloroplasts suspend ใน Buffer B แลว้นํา

สารละลายไป homogenize 

5 นําสารละลายขา้งตน้ไป stir ต่อ ในทีม่ดื 10 นาท ีแลว้นําไป centrifuge 

30,000xg 20นาท ี

6 นําตะกอนทีไ่ด ้ละลาย distill water 200 ml แลว้นําไป homogenize 

7 ขัน้ตอนการวดั ปรมิาณคลอโรฟิลล ์ทีไ่ดจ้ากขอ้ 6 

 *100 µl สารละลายในขอ้ 6 ละลายใน 20 ml ของ 80% acetone in 

water 

  *vigorous mixing แลว้ centrifuge 13,000xg 5 นาท ีทิง้ตะกอน 

  *เอาสว่น supernatant วดั spectrometer ที ่Abs 652 nm ค่าทีไ่ดห้าร

ดว้ย extinction coefficient of 34.5 mg chlorophyll/ml.cm คณู 1000 

(ODx1000)/34.5= จาํนวน chlorophyll mg 

8 ละลายปรมิาณ chlorophyll ทีว่ดัไดจ้ากขอ้7 อตัราสว่น1.5 mg /ml (10mM 

Tris-HCl pH8) 

9 เตมิ pyridine อตัราสว่น 0.7ml ต่อ 100ml of chlorophyll solution (ขอ้8) 

แลว้นําไป stir 30นาท ี

10 จากนัน้นําไป sonicate (on ice bath) 

11 เตมิ polyethyleneimine (0.1M) 1 ml or Streptomycin sulfate(0.1M) : 

solution จาก ขอ้ 10 5 ml แลว้ stir ต่อ อกี 15 นาท ีพกั 30 นาท ีแลว้เตมิ 

solid MgCl2 ต่อเนื่องจนได ้final conc ที ่5 mM 

12 ตัง้ทิง้ไว ้10 นาท ีแลว้นําไป centrifuge ที ่14,000xg 15 นาท ี

13 ทิง้ตะกอน แลว้นํา สารละลายไป lyophylize  
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14 ละลาย ตวัอยา่ง lyophilize ขอ้ 13 ใน 10 mM Tris-HCl pH8 แลว้ 

dialysis ใน 10 mM Tris-HCl pH8 

15 นํา solution ที ่dialysis แลว้ไป ผา่น DEAE column ต่อไป  

3.2 การสกดัโปรตนีพลาสโตไซยานินจากเฟิรน์ขา้หลวง (Asplenium nidus L.) 

 นําตน้เฟิรน์ขา้หลวงมาลา้งแลว้ตดัเอาเฉพาะใบ 500 กรมั มาปัน่กบั buffer A 

700 ml (0.4M Sucrose, 15mM NaCL in 20mM Tricine-KOH pH8.0)

โดยใชข้ ัน้ตอนเดยีวกบัการสกดั ผกัปวยเลง็ 

3.3 การสกดัโปรตนีพลาสโตไซยานินจาก Spirulina  

ทาํดงัต่อไปนี้ 

1 นํา Spirulina สดทาํ lyophilize ใหแ้หง้ 5 กรมั (น้ําหนกัสด 500g จะได้

น้ําหนกัแหง้ 50g) มาปัน่กบั buffer C 100 ml (1 mM PMSF, 1 mM 

EDTA in 20mM Sodium phosphate pH7.0)  

2 stir ในทีม่ดื 1 ชัว่โมง แลว้นําไป sonicate power 50% เพือ่ให ้cell break 

3 นําไป centrifuge 5,000 rpm 3 นาท ี 

4 นําสว่น solution ไป sonicate power 50% จากนัน้เตมิ NaCl 0.29 g / 100 

ml solution ใหไ้ด ้final conc 50 mM 

5 นําสารละลายขา้งตน้ไป stir ต่อ ในทีม่ดื 10 นาท ีแลว้นําไป centrifuge 

12,000xg 20นาท ีทิง้ตะกอน 

6 นําสว่น solution ทีไ่ด ้เตมิ streptomycin 0.1M (7ml/100 ml) แลว้นํา 

solution ไป stir อยา่งแรง หลงัจากนัน้ ลดความแรงลง stir ต่อไปเบาๆอกี 

1 ชม. แลว้ตัง้ทิง้ไว ้1 ชม. 

7 นําสารละลายขอ้ 6 มา centrifuge 12000 rpm 20 นาท ีทิง้สว่นตะกอน 

8 นําสารละลายจากขอ้ 7 มาตกตะกอนดว้ย 60% ammonium sulfate 

(36.1g/100ml)ปรบั pH 7 ดว้ย 4N NaOH 

9 stir solution 1 ชม. แลว้นําไป centrifuge 12000 rpm 20 นาท ี

10 นําสว่นใสจากขอ้ 9 มา ตกตะกอนต่อที ่98% ammonium sulfate 

(27.5g/100ml) stir solution ต่อจน ammonium sulfate ละลายหมด 

11 นํา solution จากขอ้ 10 centrifuge 12000 rpm 20 นาท ี

12 นํา ตะกอนจากขอ้11 มา ละลายใน 10mM Tris-HCl buffer pH 7 แลว้ 

dialyzed ต่อ อกีใน buffer เดมิ 
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13 นํา solution ที ่dialyzed แลว้ไปทาํใหบ้รสิุทธิโ์ดย ผา่น Hitrap DEAE 

Sepharose ในขัน้ตอนตอ่ไป  

  

3.4 การตกตะกอนโดยใชว้ธิ ีammonium sulfate precipitation ที ่30%, 60%, 

90% (Harris, 1989)  

  นําสว่นของตวัอยา่งทีต่อ้งการสกดัโปรตนีมาทาํใหเ้ซลแตก ถา้เป็นพชื

กนํ็ามาหัน่แลว้ blend กบั distilled water เยน็ ถา้เป็น spirulina กนํ็ามา 

sonicate กบัฟอสเฟตบฟัเฟอร ์จากนัน้เตมิ ammonium sulfate ลงไปละลาย

ตามเปอรเ์ซน็ตท์ีต่อ้งการ แลว้นําไป centrifuge เพือ่เอาตะกอนทีไ่ดจ้าก 

ammonium sulfate precipitation มาละลาย 1mM EDTA phosphate buffer 

แลว้นําไป dialyzed เอา  ammonium sulfate ออก แลว้ aliquot เกบ็ไว ้-20 
OC และบางสว่นนําไป lyophilized เพือ่เตรยีมความเขม้ขน้ แลว้ละลายกบั

เพือ่ใหไ้ดค้วามเขม้ขม้ทีต่อ้งการก่อนนําไปทดสอบ 
  

3.5 การ purify protein ดว้ย Hitrap DEAE Sepharose column  

Protein solution ทีผ่า่นการ dialyzed แลว้ทีอ่ยูใ่น Tris-HCl buffer 

แลว้นํามาผา่น Hitrap DEAE Sepharose column ปรมิาณโปรตนีที ่load 15 

mg total protein monitored at 280 nm, Buffer A: 10mM Tris-HCl buffer, 

pH 7.0. Buffer B: 10mM Tris-HCl buffer buffer, pH 7.0, 1M NaCl. 

Protein elutes with stepwise ionic strength gradients at 25, 50, 75, 

100% of buffer B 

   

3.6 การตรวจวดัปรมิาณโปรตนีดว้ยการวดั Bradford (Bradford, 1976)  

วดัปรมิาณโปรตนีดว้ย Bradford โดยเทยีบกบั standard curve ของ 

BSA ที ่ความเขม้ขน้ต่างๆ 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1 mg/ml 
 

3.7 การตรวจสอบคุณภาพโปรตนีดว้ย  

* SDS-PAGE 

ทาํการตรวจสอบความบรสิุทธิแ์ละหาน้ําหนกัโมเลกุลโดยวธิ ีSodium 

Dodecyl Sulfate Polyacylamide Gel Electrophotoresis (SDS-PAGE) 

coomassie blue R250 ตามวธิขีอง Laemmli (1970) ใช ้Mini Protein II 
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apparatus (Bio-Rad, USA). The slab gel (6 cm x 8 cm x 0.75 mm) 15% 

acrylamide ในสว่นของ separating gel and 5% acrylamide ในสว่นของ 

stacking gel, protein bands ยอ้มสดีว้ย Coomassie brilliant blue (0.1% 

Coomassie brilliant blue R250, 40% methanol and 10% glacial acetic acid), 

แลว้ destained ดว้ย destaining solution (15% methanol and 7% glacial 

acetic acid). 

 

* Western blot and immonodetection 

ทาํการตรวจสอบพลาสโตไซยานินโปรตนีโดยใชว้ธิ ีwestern blot นําโปรตนีที่

ตอ้งการทดสอบ run 15%SDS-PAGE แลว้ transfer blot ลง nitrocellulose 

membrane จากนัน้จงึนํามาทาํขบวนการ immonodetection โดยใช ้anti-

plastocyanin polyclonal antibody ของ Spinacia oleracea ( Agrisera 

AS06141: https://www.agrisera.com) เป็น pobe 

 

* Mass spectropometry 

นําโปรตนีทีต่อ้งการตรวจสอบมา run SDS-PAGE เพือ่แยก ขนาดตาม 

Molecular weight เจลจะถูกยอ้มดว้ย Coomassie Brilliant Blue G-250 จากนัน้ 

band โปรตนีทีส่นใจถูกตดัออกมาแลว้นําไปวเิคราะหด์ว้ยขบวนการของ LC-

MS/MS แลว้นําขอ้มลูทีไ่ดซ้ึง่ประกอบดว้ยมวลต่อประจุของไอออนตัง้ตน้, มวลต่อ

ประจุของไอออนย่อย, ความเขม้ของสญัญานทีต่รวจวดัไดจ้ากไอออนแต่ละตวั 

(signal intensities) และจาํนวนประจุเหล่านี้จะถกูสง่ไปสบืคน้ใน Mascot version 

โดยใชฐ้านขอ้มลู Swiss-Prot database 
  

3.8 การ clone plastocyanin gene 

1 Spinach (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/21266) Spinacia oleracea 

PCSPN 

Gene: PC spinach 

5’BamHI 

GTTGAGGTGTTGCTCGGAGGGGGTGACGGATCATTGGCATTCCTTC

CAGGAGACTTCAGCGTAGCCTCGGGCGAGGAGATCGTATTCAAGAA

CAATGCCGGATTCCCCCACAACGTAGTGTTTGACGAGGACGAGATT

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/21266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/21266
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CCCTCCGGTGTCGACGCCGCGAAGATTTCGATGTCCGAGGAGGATT

TGCTGAATGCACCAGGGGAAACTTACAAAGTTACCCTTACTGAGAAA

GGAACTTACAAGTTCTACTGCTCACCCCACCAGGGTGCTGGTATGGT

GGGAAAAGTAACTGTCAAC HindIII3’  

Frame amino acid : PC spinach 

5’BamHI 

VEVLLGGGDGSLAFLPGDFSVASGEEIVFKNNAGFPHNVVFDEDEIPSG

VDAAKISMSEEDLLNAPGETYKVTLTEKGTYKFYCSPHQGAGMVGKVT

VN HindIII3’ 

 

2 Fern (https://pdbj.org/mine/summary/2bzc) Dryopteris Crassirhizoma  

 5’BamHI 

AKVEVGDEVGNFKFYPDSITVSAGEAVEFTLVGETGHNIVFDIPAGAPGT

VASELKAASMDENDLLSEDEPSFKAKVSTPGTYTFYCTPHKSANMKGT

LTVK HindIII3’102 aa 

 

3 Cyanobacterium (https://pdbj.org/mine/summary/2gim) Anabaena variabilis  

5’BamHI 

METYTVKLGSDKGLLVFEPAKLTIKPGDTVEFLNNKVPPHNVVFDAALNPAKSAD

LAKSLSHKQLLMSPGQSTSTTFPADAPAGEYTFYCEPHRGAGMVGKITVAG 

HindIII3’106 aa 

 

Organism Species MW(Da) Amino acid pI 

Spinach Spinacia oleracea 10470.65 99 4.29 

Fern Dryopteris Crassirhizoma 10776.02 102 4.61 

Cyanobacterium Anabaena variabilis 11234.87 106 6.8 

ตารางท่ี 2.1 แสดงขอ้มลูของยนีทีเ่ลอืกมาเปรยีบเทยีบ MW, จาํนวน amino acid 

และ pI ซึง่ไดจ้าก การคาํนวนของ www.expasy.com 

 

gene spinach นํา sequence DNA มา clone จาก NCBI แต่ gene fern 

กบั cyanobacterium ไม่มี DNA sequence ใน NCBI เลยเอา sequence  amino 

acid จาก PDB มา synthesize DNA gene โดยให้ใช้ codon usage ของ E.coli 

แล้วนํามา clone เขา้ expression vector pET28a(+) ดงัแสดงไว้ในรปูท่ี 2.1 

https://pdbj.org/mine/summary/2bzc
https://pdbj.org/mine/summary/2bzc
https://pdbj.org/mine/summary/2gim
https://pdbj.org/mine/summary/2gim
http://www.expasy.com/
http://www.expasy.com/
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 ยีนของ เฟร์ินข้าหลวง (Asplenium nidus L.) ยงัไม่มี report ใน data จึง

ต้องเปล่ียนมาเป็น (Dryopteris crassirhizoma)  

 ยีนของ Cyanobacterium ซ่ึง spirulina ไม่มีใน database จึงเปล่ียนมา

ใช้  Anabaena variabilis. 

 

 

 
 

รปูท่ี 2.1 แสดง expression vector pET28a(+) ทีใ่ชผ้ลติ recombinant 

plastocyanin protein site ทีใ่ช ้insert gene คอื Hindlll และ BamHl 

 



14 

 

3.9 การศกึษา plastocyanin gene expression  

เลีย้งเชือ้ E.coli BL21(DE3) ทีม่พีลาสมดิ  pET-28a:gene plastocyanin  ใน

อาหารเลีย้งเชือ้ Terrific Broth (100 mL: 1.2 g tryptone, 2.4 g yeast extract, 230 

mg KH2PO4, 125 mg K2HPO4, 0.4 ml glycerol) ทีม่ ี30 µg/ml kanamycin บ่มเชือ้

ทีอุ่ณหภูม ิ37ₒC เขยา่ดว้ยความเรว็รอบ 200 rpm จนเชือ้มคีวามขุน่ที ่OD600 เท่ากบั 

0.4-0.6 จงึทาํการ induce ดว้ย 1 mM IPTG  บม่เชือ้ต่อทีอุ่ณหภูม ิ30 oC เขยา่ดว้ย

ความเรว็รอบ 200 rpm เป็นเวลา 20 ชัว่โมง  จากนัน้เกบ็ cell แลว้นํามา sonicate ใน 

binding buffers (20 mM sodium phosphate, 0.5 M NaCl, 10 mM imidazole, pH 

7.4, 1 mM EDTA, 1.5 mM PMSF)  ปัน่แยกกากเซลล ์ที1่4,000 rpm 20 นาทแีละ

เกบ็สว่นใสกรองผา่น filter membrane 2 µMไวส้าํหรบั purify ต่อไป   

  

3.10 การศกึษาการ plastocyanin protein Purification ดว้ย HistrapTMFF column 5 

ml 

การแยกโปรตนี recombinant (His)6-tagged protein plastocyanin โดยใช้

เทคนิค column affinity chromatography  อาศยัการ binding สว่นของ 6xHis-tagged 

ทีป่ลายดา้น N-terminal และ C-terminal ของโปรตนีกบั Nickel ion (Ni2+) ใน Histrap 

Chelating HP affinity colum ขนาด 5 ml (GE Healthcare) เริม่ดว้ยการ equilibrate 

column ดว้ย binding buffers (20 mM sodium phosphate, 0.5 M NaCl, 10 mM 

imidazole, pH 7.4) (1 ml/min)  ทาํการ load โปรตนี 1 ml  ลา้ง column ดว้ย binding 

buffers ปรมิาณ 10 column volume (CV) จากนัน้ทาํการ elute โปรตนีดว้ยการเพิม่

ความเขม้ขน้ของ imidazole โดยใช ้ 5 CV ของ elution buffers (20 mM sodium 

phosphate, 0.5 M NaCl, 500 mM imidazole, pH 7.4)  เกบ็ fraction โปรตนีทีอ่อกมา 

fraction ละ 3 mL  และนําไปตรวจเชค็โปรตนีดว้ย SDS-PAGE จะไดโ้ปรตนี 

plastocyanin ทีบ่รสิุทธิข์ ึน้ รวม fraction ของโปรตนี plastocyanin นําไป dialyzed 

แลว้ทาํใหเ้ขม้ขน้ตามทีต่อ้งการ โดยใช ้Amicon Centrifugal Filter 3K และพรอ้มทีจ่ะ

นําไป ทดสอบฤทธิต์า้น HIV ต่อไป 
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3.11 การทดสอบฤทธิ ์anti-HIV-1 

3.11.1 การทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม ์reverse transcriptase โดยใช้ชุด

ทดสอบ EnzChek® Reverse Transcriptase Assay Kit  

 * การเตรยีม reaction mixture 

เตรยีม template-primer  โดยดดูสารละลาย poly(A) ribonucleotide 

template และ oligo d(T)16  primer อยา่งละ 5 ไมโครลติร ผสมลงในหลอด 

microtube จากนัน้ตัง้ทิง้ไวท้ีอุ่ณหภูมหิอ้ง เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

1.เจอืจางสารละลาย template-primer mixture ลง 200 เท่า โดยดดู

สารละลาย template-primer 10 ไมโครลติร  เจอืจางใน polymerization 

buffer ปรมิาณ 2 มลิลลิติร 

2.เตรยีม reaction สาํหรบัทดสอบ โดยดดูแบ่งสารละลาย template-primer 

mixture ทีเ่จอืจางแลว้ 20 ไมโครลติร ลงในหลอด microtube ขนาด 200 

ไมโครลติร  

3.เตรยีมเอนไซม ์Reverse transcriptase โดยการเจอืจางใน enzyme 

dilution buffer 

4.ดดูสารสกดัตวัอยา่งลงในหลอด reaction  2.5 ไมโครลติร 

5.จากนัน้ดดูสารละลายเอนไซม ์2.5 ไมโครลติร ลงในหลอด reaction  ผสม

สารใหเ้ขา้กนัโดยเขยา่เบาๆ แลว้ปัน่spin down ดว้ยเครื่อง microcentrifuge 

ให ้reaction รวมอยูท่ีก่น้หลอด 

    (เตรยีมหลอด control (no enzyme) sample โดยเตมิ enzyme dilution 

buffer 5 ไมโครลติร แทนสารสกดัและสารละลายเอนไซม)์ 

6.นําหลอด reaction samples ทัง้หมดไป incubate ทิอุ่ณหภูม ิ37°C เป็น

เวลา 1 ชัว่โมง 

7.หยุดปฏกิริยิาดว้ยการเตมิ 200 mM EDTA ปรมิาณ 2 ไมโครลติร ลงใน 

reaction tube  และเกบ็ reaction tube ไวท้ี ่4°C จนกว่าจะนําไปอ่านค่า 

 

* การวดัค่าปฏกิริยิาของเอนไซม ์Reverse Transcriptase  

1. เตรยีมสารละลาย  1x TE buffer โดยการเจอืจาง 20 เท่าของ

สารละลาย 20x TE buffer 1 มลิลลิติรดว้ย nuclease free-water 19 

มลิลลิติร 
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2. เตรยีมสารละลาย PicoGreen working solution  โดยการเจอืจาง  

PicoGreen reagent 50 ไมโครลติร ใน 1x TE buffer 17.2 มลิลลิติร (345-

fold dilution)  (เตรยีมสารละลาย PicoGreen working solution ในภาชนะที่

เป็นพลาสตกิและปิดมดิชดิป้องกนัสารละลายจากแสง)  

3. ดดู reaction samples ลงใน 96-well plate  จากนัน้เตมิสารละลาย 

PicoGreen Working Solution 173 ไมโครลติร ลงในแต่ละ well 

4. Incubate ทีอุ่ณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 5 นาท ีโดยระหว่าง incubate ใหใ้ช ้

foil หุม้เพือ่ป้องกนัตวัอยา่งจากแสง 

5. นําไปวดัปรมิาณแสง fluorescence ทีค่วามยาวคลื่น excitation ~480 

nm และ emission ~520 nm 

6. คาํนวณหาค่า % Inhibition ratio ของสารสกดัตวัอยา่งต่อเอนไซม ์reverse 
transcriptaseเปรยีบทยีบกบั 1 mM Doxorubicin และ Efanrenz 100 µM 

 

 
 

 

3.11.2 syncytium reduction assay cell culture  

 

ดว้ย syncytium reduction assay เป็นวธิกีารทีใ่ชต้รวจสอบผลกระทบต่อการ

ตา้นเชือ้เอชไอว ีโดยใชเ้ซลลเ์พาะเลีย้งเป็น ∆Tat/Rev transfected 1A2 cell line กบั

ไวรสัทีเ่ป็นชนิดทีม่ยีนีบกพร่อง (ΔTat/RevMC99 virus) แลว้ดกูารยบัยัง้การเกดิ 

syncytium ของโปรตนีทีเ่ราสนใจ ต่อเซลลท์ีถู่ก infected ดว้ย virus และการจากการ

คาํนวณจะไดค้่าของ EC50 และค่า TI (Therapeutic index) การทดลอง ใช ้1A2 cell 

treat ดว้ย polybrene แลว้ incubate กบั ∆ Tat/RevMC99 virus ใหไ้ดc้ell ทีถู่ก infected 

ที ่titer ประมาณ 100-200 SFU/50 μl of virus หลงัจากนี้การทดลอง ใช ้1A2 cells 

suspended to 5x105 cells/ml แลว้ seed ลง  5x104 cells/100 μl/well into 96-well 

tissue culture plate ผสมกบั 50 μl medium and 50 μl ของ 2-fold dilutions ของ

โปรตนี โดยม ีAzidothymidin เป็น positive control และหลุม control ทีไ่มใ่สต่วัอยา่ง 

และ virus บ่ม 370C, 5% CO2 3 วนั นบั syncytium cell เพือ่ใหไ้ดค้่า 50% of the 
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infected cell control (EC50) ทาํเช่นเดยีวกนัอกี plate โดยใช ้โปรตนี dilution เดยีวกนั 

incubate กบั cell 1A2 batch เดยีวกนั หลงัจาก incubate added 50 μl of XTT (1 

mg/ml) tetrazolium salt (Boehringer Mannheim) and 1% phenazine methosulfate 

(Sigma). บ่ม 3 ชม, cell ทีม่ชีวีติจะผลติ a yellow-brown color of formazan . The 

optical densities (OD) วดัที ่A450 with a reference at A650 Results of the average 

OD from test (T) and control (C) wells จะ recorded as percent cell viability, 

T/C% [(OD test – OD extract control)/(OD cell control – OD medium control)] x 

100, or expressed as the concentration that inhibited metabolic activities of 50% 

of the cells (IC50) โดยลกัษณะการเกดิ syncytium ของ cell แสดงไวใ้นรปูที ่2.2 

 
 

 

   
    ก     ข 

 

รปูที ่2.2  แสดงลกัษณะ  syncytium forming  ของเซลลท์ี ่ infected โดย HIV ไวรสั   

(∆Tat/Rev MC99) (ข)  เปรยีบเทยีบกบัเซลลป์กต ิ(ก) 
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บทท่ี 3 

ผลการทดลองและการวิจารณ์ผล 
 

1. การสกดัโปรตีนพลาสโตไซยานิน 

จากการสกดัโปรตนีพลาสโตไซยานินของแต่ละตวัอยา่งมคีวามแตกต่างกนั

โดยใชข้บวนการของ (Navarro JA, 2011) ก่อนผา่น column DEAE และเทยีบกบั

การสกดัโดยการใช ้ammonium sulfate precipitation จะมคีวามแตกต่างกนัของ 

yield ทีไ่ด ้และ ความบรสิุทธิ ์อยา่งเหน็ไดช้ดั ปรมิาณของ crude protein ทีไ่ดจ้าก

การสกดัของ Navarro จะไดน้้อยกว่ามากและ มสีารตกคา้งจากขบวนการสกดั

มากกว่าซึง่จะเหน็ไดจ้าก SDS-PAGE gel ดงัแสดงใวใ้นรปูที ่3.1 

  

A     B 

 

รปูที ่3.1 แสดง pattern ของ crude protein ที ่run 15%SDS-PAGE  

รปู A extract โดยใช ้protocol ของ Navarro ก่อนลง DEAE column 

รปู B extract โดยใช ้protocol ของ ammonium sulfate precipitation 

 

โปรตนีสกดัจาก รปูที ่3.1 A จะนําไปผา่น column DEAE ต่อไปดงัแสดงไวใ้น

รปู 3.2 ซึง่แสดงตวัอยา่งของ spirulina ที ่load ผา่น DEAE column แลว้นําแต่ละ 

fraction ที ่elute ไดม้า run gel SDS-PAGE และทาํ western blot เพือ่หาตําแหน่ง

ของ plastocyaninว่า อยูต่รง fraction ไหน โดยใช ้anti-plastocyanin polyclonal 

antibody ของ spinach เป็น probe ซึง่ผลของ western blot ค่อนขา้ง nonspecific  

สว่นรปูที ่3.3 เป็นตวัอย่างของ spinach fraction ทีผ่า่นขบวนการเดยีวกบั spirulina   
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C 

 

 
รปูที ่3.2 แสดง fraction ของ spirulina หลงัจาก ผา่น Hitrap DEAE Sepharose 

column Anion exchange chromatography with 15 mg of total protein 

crude extracted was loaded. Buffer A: 20mM Tris-HCl buffer, pH 8.0. 

Buffer B: 20mM Tris-HCl buffer, pH 8.0, 1M NaCl. Protein elutes with 

stepwise ionic strength gradients at 5-50% of buffer B.  

A: fraction แต่ละ step ทีผ่า่น Hitrap DEAE Sepharose column  

B: western blot โดยใช ้anti-plastocyanin polyclonal antibody เป็น probe 

C: fraction กราฟที ่elute โดย monitored at 280 nm. 

Lane1: Protein stepwise ionic strength gradients at 5% of buffer B  

Lane2: Protein stepwise ionic strength gradients at 10% of buffer B 

Lane3: Protein stepwise ionic strength gradients at 10% of buffer B 

Lane4: Protein stepwise ionic strength gradients at 15% of buffer B 

Lane5: Protein stepwise ionic strength gradients at 15% of buffer B 

Lane6: Protein stepwise ionic strength gradients at 20% of buffer B 

Lane7: Protein stepwise ionic strength gradients at 25% of buffer B 

Lane8: Protein stepwise ionic strength gradients at 50% of buffer B 



20 

 

 

 

 
 

 รปูที ่3.3 แสดง fraction ของ spinach หลงัจาก ผา่น Hitrap DEAE Sepharose 

column Anion exchange chromatography purification of Spinach 

plastocyanin  with 15 mg of total protein crude extracted was loaded. 

Monitored at 280 nm. Buffer A: 20mM Tris-HCl buffer, pH 8.0. Buffer 

B: 20mM Tris-HCl buffer, pH 8.0, 1M NaCl. Protein elutes with 

stepwise ionic strength gradients at 5-50% of buffer B.  

Lane1: Protein stepwise ionic strength gradients at 5% of buffer B  

Lane2: Protein stepwise ionic strength gradients at 10% of buffer B 

Lane3: Protein stepwise ionic strength gradients at 15% of buffer B 

Lane4: Protein stepwise ionic strength gradients at 20% of buffer B 

Lane5: Protein stepwise ionic strength gradients at 25% of buffer B 

Lane6: Protein stepwise ionic strength gradients at 50% of buffer B 

 

ตวัอยา่ง crude protein สกดัของ fern ดว้ยขบวนการของ Navarro ได ้ผา่น 

DEAE column yield ตํ่ามาก แต่ใชว้ธิกีารสกดัดว้ย ammonium sulfate 

precipitation แลว้ conc ดว้ย lyophilize จะไดป้รมิาณโปรตนีมากกว่าดงัรปูที ่3.4 

lane 1  
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รปูที ่3.4 แสดง A: SDS-PAGE และ B: western blot blot โดยใช ้anti-plastocyanin 

polyclonal antibody เป็น probe 

1: crude Fern 60-90% ammonium sulfate precipitate 

2: fraction Fern ผา่น DEAE column 

3: fraction Fern ผา่น DEAE column 

4: crude spinach สกดัดว้ย Ammonium sulfate 60-90% precipitate 

5: sample spinach extract 

6: sample spinach  

7: crude spirulina 

8: fraction spirulina 15% elute จาก sample lane 7 
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รปูที ่3.5 แสดง A: 15%SDS-PAGE และ B: western blot blot โดยใช ้polyclonal 

plastocyanin antibody เป็น probe 

1: crude spirulina 

2: fraction spirulina 15% elute 

3: crude Fern ammonium sulfate precipitation 

4: crude spinach1 60-90%ammonium sulfate precipitation 

5: crude spinach1 30-60%ammonium sulfate precipitation 

6: crude spinach2 30-60%ammonium sulfate precipitation 

7: crude spinach2 60-90%ammonium sulfate precipitation 
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รปูที ่3.6 แสดง A: SDS-PAGE และ B: western blot blot โดยใช ้polyclonal 

plastocyanin antibody เป็น probe 

1: crude spilurina 

2: fraction spilurina 15% 

3: crude Fern 

4: crude spinach1 60-90%ammonium sulfate precipitation  

5: crude spinach2 30-60%ammonium sulfate precipitation 
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รปูที ่3.7 แสดง pattern ของ spinach crude protein ที ่run 15%SDS-PAGE  

A: extract โดยใช ้protocol ของ ammonium sulfate precipitation 

B: western blot โดยใช ้polyclonal plastocyanin antibody เป็น probe  

Lane:1 spinach fraction ammonium sulfate 30-60% precipitate 

Lane:2 spinach fraction ammonium sulfate 60-90% precipitate 

 

หลงัจากทีไ่ดท้าํการสกดัหลายรอบกเ็ลยนําตวัอย่างต่างๆมาทาํ western blot 

confirm อกีหลายครัง้เพือ่หาขอ้สรุปวธิกีารสกดัดงัแสดงไวใ้นรปูดา้นบน ซึง่การทาํ 

western blot ในแต่ละครัง้กม็กีารปรบั condition ในการ blot อยู ่เช่น ปรบัปรมิาณ 

antibody ทีเ่หมาะสม, เวลาทีใ่ชใ้นการ prob, ปรมิาณโปรตนีและการสกดัแต่ละ lot ที่

ไดคุ้ณภาพของโปรตนีทีไ่มเ่หมอืนและไมเ่ท่ากนั ซึง่ผลทีไ่ดม้คีวามแปรปรวนอยู่

พอสมควร เช่น 

ตวัอยา่ง spirulina การสกดัได ้yeild ของ crude protein เยอะมากแต่พอไป

ผา่น column DEAE แลว้ไมส่ามารถ แยกโปรตนี plastocyanin ใหบ้รสิุทธิไ์ด ้และ

จากการทาํ western blot กม็ ีnonspecific เกดิขึน้ดงัแสดงในรปูที ่3.2 แต่จากรปูที ่

3.4 และ 3.5 ซึง่เป็นการทาํ blot คนละครัง้กลบัพบว่าม ีband positive ทีต่ดิ blot 

ชดัเจนตรงขนาดประมาณที ่50 kDa ซึง่มนัไมใ่ช่ขนาดของ โปรตนี plastocyanin 

ตวัอยา่ง spinach การใชว้ธิสีกดั crude protein ดว้ย ammonium sulfate 

precipitate จะได ้yeild โปรตนีทีม่ากกว่า การสกดัดว้ยวธิขีอง Navarro และจากการ

ทาํ western blot ผลแสดงในรปูที ่3.5 และ 3.6 lane 4 ซึง่เป็นตวัอยา่งเดยีวกนัไม่

ค่อยมปีรมิาณโปรตนีตรงดา้นล่างที ่10.5 kDa แต่เป็นตําแหน่งทีต่ดิ probe ชดัเจน
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มาก และในรปูที ่3.7 กแ็สดงใหเ้หน็ว่าตดิ probe โปรตนี plastocyanin ที ่บรเิวณ 14 

kDa แต่กย็งัหาวธิ ีpure plastocyanin ออกมาได ้

ตวัอยา่ง fern  การใชว้ธิสีกดั ดว้ย ammonium sulfate precipitate จะได ้

yeild โปรตนีทีม่ากกว่า การสกดัดว้ยวธิขีอง Navarro และจากการทาํ western blot 

ผลแสดงในรปูที ่3.4 lane 1 และรปูที ่3.5 lane 3 และรปูที ่3.6 lane 3 เป็น ตวัอยา่ง

ทีส่กดัดว้ย ammonium sulfate precipitate เหมอืนกนัแต่สกดักนัคนละ lot แต่ได ้

pattern ของcrudeโปรตนีทีใ่กลเ้คยีงกนัมาก แต่ผลการตดิ blot ต่างกนัคอื รปูที ่3.4 

lane 1 ตดิ probe แต่ รปูที ่3.5 และ 3.6 lane 3 กบัไมต่ดิ probe เลย 

 

ลองเลอืกโปรตนี fraction ทีม่ ีโปรตนี plastocyanin อยูแ่ต่ยงัไมส่ามารถทาํให้

บรสิุทธิไ์ด ้ลองนํามาทดสอบ HIV-1-RT inhibit activity ดกูไ็ดผ้ลเทยีบเท่า Efavirenz 

20 µg และทดสอบ syncytium inhibition assay ผลการทดสอบ กม็ ีฤทธิย์ ับ๊ยัง้ 

enzyme HIV-1-RT และ active ในการทดลอง syncytium inhibition assay ดงัแสดง

ไวใ้นตารางที ่3.1 นอกจากนี้  
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Sample  HIV-1-RT inhibitionb Syncytium reduction assay 

Conc 

(µg/ml) 

 %IR IC50 (µg/ml) EC50 

(µg/ml) 

TI ฤทธิ ์

Spirulina 

crude 

100 - >500 a 7.22 a >69.22 a active a 

Spirulina 
fraction 15% 

DEAE 

100 99 >500 a 68.07 a >7.34 a active a 

Fern crude 100 96 16.04 a 1.89 a 8.49 a active a 

Spinach 

crude 

100 98 ND ND ND ND 

Spinach 
fraction 60-90% 

NH4SO2 

100 - 83.67 a 19.69 a 4.25 a active a 

AZT ND ND >10-8µM 5.88x10-9 µM >1.7 active 

Efavirenz 100 µM 95 ND ND ND ND 

 

ตารางท่ี 3.1 แสดงผลการทดสอบฤทธข์อง HIV-1-RT inhibit activity และ การ

ทดสอบฤทธิ ์inhibit syncytium formation ของ sample crude protein extract 

a Range of doses assayed was 0.24-500 µg/ml; results are mean ± 

S.E.M. (n = 3), 

b results are mean ± S.E.M. (n = 2), ND: not done. 

 

แต่ถงึกระนัน้ในการสกดัขัน้ตอนสุดทา้ยของทุกตวัอยา่งยงัม ีyield ทีล่ดลง

แทบจะหายไปเลย จงึเปลีย่นวธิกีารใหมม่าเป็นการ clone gene แลว้ express ใน 

E.coli 
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2. การ synthesize gene plastocyanin 

ทาํการ synthesize gene โดย บรษิทั Invitrogen ใช ้codone usage ของ 

E.coli หลงัจากทีไ่ด ้gene มาจะอยูใ่น vector backbone : pmA-T จากนัน้จงึ 

subclone เขา้ plasmid vector pET28a(+) ดว้ย restriction enzyme BamHI และ 

HindIII แลว้ transform เขา้ E.coli DH5α แลว้ตรวจสอบ transformant clone ทีไ่ด ้

โดย sequence ดว้ย primer T7 เมือ่ได ้clone ทีต่อ้งการแลว้จงึยา้ย host จาก E.coli 

DH5α ไปสู ่expression host คอื E.coli BL21(DE3) เพือ่เขา้สูข่บวนการศกึษา 

expression gene ต่อไป 

เลอืก gene จาก GENEBANK และ PDB ดงันี้ Gene plastocyanin ของ 

Spinacia oleracea จะเป็น base DNA sequence ทีไ่ดจ้าก GENEBANK โดยตรง 

แต่ gene plastocyanin ของ Dryopteris crassirhizoma และ Anabaena variabilis 

จะเป็น amino sequence ทีนํ่ามาจาก PDB แลว้ translate เป็น DNA sequence  
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รปูที ่3.8 แสดง  sequence และ frame ของ plastocyanin gene ของ spinach  ที่

สงัเคราะห ์ 
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รปูที ่3.9 แสดง sequence base และ amino acid  ของ plastocyanin gene ของ 

fern; Dryopteris crassirhizoma ที ่synthesize  

 



30 

 

 
 

รปูที ่3.10 แสดง sequence และ frame ของ plastocyanin gene ของ 

cyanobacterium ; Anabaena variabilis ทีส่งัเคราะห ์
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หลงัจากทีค่ดัเลอืก gene ไดแ้ลว้จงึเปรยีบเทยีบ amino acid ของ gene ทัง้ 3 

โดยใช ้Bioedit ดงัแสดงไวใ้นรปูที ่3.11  

 

 
รปูที ่3.11 แสดง amino acids alignment ของ plastocyanin ทีอ่ยูใ่น frame ของ 

pET28a(+) โดย Bioedit program 
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ทาํการ synthesis gene แล้ว clone เข้า vector pET28a(+) 
หลงัจากขบวนการสงัเคราะหย์นีเสรจ็เรยีบรอ้ยจากบรษิทั ยนีพลาสโตไซ

ยานินจะอยูใ่น vector backbone : pMA-T จากนัน้นํา plasmid vector มา cut ดว้ย 

Hindlll และ BamHl เพือ่แยกสว่นของ plastocyanin gene ออก จะเหน็ fragment 

ของ gene  Pc: spinach lane 2, Pc:fern lane 3, Pc:cyanobacterium lane 4 ซึง่มี

ขนาด ประมาณ 300 bp แต่ละยนีดงัแสดงไวใ้นรปูที ่3.12 

 

 
 
รปูที ่3.12  agarosegel electrophoresis แสดง platocyanin gene ทีต่ดัดว้ย Hindlll 

and BamHl ทาํใหแ้ยก fragment ของ plastocyanin ออกมาจาก vector 

backbone pMA-T 

M : GeneRulerTM 1kb DNA Ladder 

Lane1: vector pET28a(+)/Hindlll, BamHl 

Lane2: pMA-T:PCgene,spinach/Hindlll, BamHl ขนาด 309 bp 

Lane3: pMA-T:Pcgene,fern/Hindlll, BamHl ขนาด 318 bp 

Lane4: pMA-T:Pcgene,cyanobacterium/Hindlll, BamHl ขนาด 330 bp 
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รปูที ่3.13  agarosegel electrophoresis แสดง platocyanin gene ทีต่ดัดว้ย Hindlll 

and BamHl ทาํใหแ้ยก fragment ของ plastocyanin ออกมาจาก vector 

pET28a ซึง่ใชเ้ป็น expression vector  

M : GeneRulerTM 1kb DNA Ladder 

Lane1: pET28(+):Pcgene,spinach/Hindlll, BamHl 

Lane2: pET28(+):Pcgene,fern/Hindlll, BamHl 

Lane3: pET28(+):Pcgene,cyanobacterium/Hindlll, BamHl 

  
หลงัจากที ่subclone plastocyanin gene จาก pMA-T vector มาไวใ้น 

expression vector pET28(+) ไดส้ง่ recheck sequencing โดยใช ้T7 promotor 

ไดผ้ลตรงตามที ่clone ดงันี้  สว่นทีเ่ป็น capital letter ขดีเสน้ใต ้คอื สว่นของ 

plastocyanin สว่นทีไ่มข่ดีเสน้คอืสว่นของ vector pET28(+) 
Spinach (Spinacia oleracea) 

Gene: 

atgggcagcagccatcatcatcatcatcacagcagcggcctggtgccgcgcggcagccatat

ggctagcatgactggtggacagcaaatgggtcgcGGATCCGTTGAAGTTCTGTTAG

GTGGTGGTGATGGTAGCCTGGCATTTCTGCCTGGTGATTTTAGCGTTG

CAAGCGGTGAAGAAATCGTGTTTAAAAACAATGCAGGCTTTCCGCAT

AACGTGGTGTTTGATGAAGATGAAATTCCGAGCGGTGTTGATGCAGC
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AAAAATTAGCATGAGCGAAGAAGATCTGCTGAACGCACCGGGTGAA

ACCTATAAAGTTACCCTGACCGAAAAAGGCACCTACAAATTCTATTGT

AGTCCGCATCAAGGTGCAGGTATGGTTGGTAAAGTGACCGTTAATAA

GCTTgcggccgcactcgagcaccaccaccaccaccactgagatccggctgctaacaaagc

ccgaaaggaagctgag 

Amino: 

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQQMGRGSVEVLLGGGDGSL

AFLPGDFSVASGEEIVFKNNAGFPHNVVFDEDEIPSGVDAAKISMSEEDL

LNAPGETYKVTLTEKGTYKFYCSPHQGAGMVGKVTVNKLAAALEHHHH

HH*DPAANKARKEAE 

 

 Fern (Dryopteris Crassirhizoma)  

Gene: 

atgggcagcagccatcatcatcatcatcacagcagcggcctggtgccgcgcggcagccatat

ggctagcatgactggtggacagcaaatgggtcgcGGATCCGCAAAAGTTGAAGTT

GGTGATGAAGTTGGCAACTTTAAATTCTATCCGGATTCAATTACCGTT

AGTGCCGGTGAAGCAGTTGAATTCACCCTGGTTGGTGAAACCGGTCA

TAATATCGTTTTTGATATTCCGGCAGGCGCACCGGGTACAGTTGCAA

GCGAACTGAAAGCAGCAAGCATGGATGAAAATGATCTGCTGAGCGA

AGATGAACCGAGTTTTAAAGCAAAAGTTAGCACTCCGGGTACGTATA

CCTTTTATTGTACACCGCATAAAAGCGCCAATATGAAAGGCACCCTG

ACCGTTAAAAAGCTTgcggccgcactcgagcaccaccaccaccaccactgagatccg

gctgctaacaaagcccgaaaggaagctgag 

Amino: 

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQQMGRGSAKVEVGDE

VGNFKFYPDSITVSAGEAVEFTLVGETGHNIVFDIPAGAPGTVASE

LKAASMDENDLLSEDEPSFKAKVSTPGTYTFYCTPHKSANMKGT

LTVKKLAAALEHHHHHH*DPAANKARKEAE 
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 Cyanobacterium (Anabaena variabilis) 

Gene: 

ggatccATGGAAACCTATACCGTTAAACTGGGTAGCGATAAAGGTCTG

CTGGTTTTTGAACCGGCAAAACTGACCATTAAACCGGGTGATACCGT

TGAATTTCTGAACAATAAAGTGCCTCCGCATAACGTTGTTTTTGATGC

AGCACTGAATCCTGCAAAAAGCGCAGATCTGGCAAAAAGCCTGAGC

CATAAACAGCTGCTGATGAGTCCGGGTCAGAGCACCAGCACCACCTT

TCCGGCAGATGCACCGGCAGGCGAATATACCTTTTATTGTGAACCGC

ATCGTGGTGCAGGTATGGTTGGTAAAATTACCGTTGCAGGTaagcttggt

acctggagcacaagactggcctcatgggccttccgctcactgc 

Amino: 

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQQMGRGSMETYTVKLGSDK

GLLVFEPAKLTIKPGDTVEFLNNKVPPHNVVFDAALNPAKSADLAKSLSH

KQLLMSPGQSTSTTFPADAPAGEYTFYCEPHRGAGMVGKITVAGKLAA

ALEHHHHHH*DPAANKARKEAE 

 
Sample name Ref.No. Gene length 

base 

MW(Da) pI aa in 

pET28a 

Spinacia oleracea 

(spinach) 

X04693.1 309 15476.20  6.06 146 

Dryopteris 

crassirhizoma 

(fern) 

2BZc 318 15476.20 6.28 149 

Anabaena 

variabilis 

(cyanobacterium) 

2GIMA 330 16298.46 8.75 153 

 

ตารางท่ี 3.2 แสดงขอ้มูลทีม่าของยนีทีเ่ลอืกมาศกึษาและสงัเคราะหแ์ละจาํนวน 

amino acids ทีเ่พิม่ขึน้ใน frame ของ pET28a(+) 
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3. การศกึษา gene expression  

เลีย้งเชือ้ E.coli BL21(DE3) ทีม่พีลาสมดิ  pET-28a(+):gene plastocyanin  

ในอาหารเลีย้งเชือ้ Terrific Broth (100 mL: 1.2 g tryptone, 2.4 g yeast extract, 

230 mg KH2PO4, 125 mg K2HPO4, 0.4 ml glycerol) ทีม่ ี30 µg/ml kanamycin 

บ่มเชือ้ทีอุ่ณหภูม ิ37ₒC เขยา่ดว้ยความเรว็รอบ 200 rpm จนเชือ้มคีวามขุน่ที ่

OD600 เท่ากบั 0.4-0.6 จงึทาํการ induce ดว้ย 0.5-1 mM IPTG  บ่มเชือ้ต่อที่

อุณหภูม ิ20-30 oC เขยา่ดว้ยความเรว็รอบ 150-200 rpm เป็นเวลา 7-20 ชัว่โมง  

จากนัน้เกบ็ cell แลว้นํามา sonicate ใน lysis buffer (50 mM Tris-HCl pH 8.0, 100 

mM Nacl, 1 mM EDTA, 1.5mM PMSF)  ปัน่แยกกากเซลล ์และเกบ็สว่นใสไว้

สาํหรบั purify ต่อไป และแบ่งตวัอยา่งทีไ่ดท้าํการ vary ต่างๆ มา run SDS-PAGE 

โดยแสดงผลไวใ้นรปูดงัต่อไปนี้  

 
 

รปูที ่3.14 SDS-PAGE ของ crude protein ทีล่องปรบั condition ในการ expresss 

 M: Pink Plus Prestianed Protein Ladder 

Lane1: PC Anabaena:pET28:BL21, growth 30OC  

Lane2: PC Spinach:pET28:BL21, 0.25mM IPTG 

Lane3: PC Fern:pET28:BL21, 0.5mM IPTG, growth 30OC 

Lane4: PC Fern:pET28:BL21, 0.5mM IPTG, growth 30OC 

Lane5: PC Anabaena:pET28:BL21, growth 20OC, 0.5mM IPTG  

Lane6: PC Anabaena:pET28:BL21, growth 20OC, 0.5mM IPTG  

Lane7: PC Spinach:pET28:BL21, 0.5mM IPTG 
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รปูที ่3.15 SDS-PAGE ของ crude protein ทีล่อง condition ในการ expresss 

 M: Pink Plus Prestianed Protein Ladder 

Lane1: PC Canna:pET28:BL21, 0.5mM IPTG, growth 30OC, 3hr  

Lane2: PC Canna:pET28:BL21, 5mM IPTG, growth 30OC, 3hr 

Lane3: PC Fern:pET28:BL21, 0.5mM IPTG, growth 30OC, 3hr 

Lane4: PC Fern:pET28:BL21, 5mM IPTG, growth 30OC, 3 hr 

Lane5: PC Anabaena:pET28:BL21, 0.5mM IPTG, growth 30OC, 3hr  

Lane6: PC Anabaena:pET28:BL21, 5mM IPTG,  growth 30OC, 3hr  

Lane7: PC Fern:pET28:BL21, 0.5mM IPTG, growth 30OC, 4hr 

Lane8: PC Anabaena:pET28:BL21, 0.5mM IPTG,  growth 30OC, 4hr  

 

 



38 

 

 
 

รปูที ่3.16 SDS-PAGE ของ crude protein ทีล่อง condition ในการ expresss 

 M: Pink Plus Prestianed Protein Ladder 

Lane1: PC Anabaena:pET28:BL21, 0.1mM IPTG, growth 25OC, 16hr 

Lane2: PC Anabaena:pET28:BL21, 0.1mM IPTG, growth 30OC, 16hr 

Lane3: PC Spinach:pET28:BL21, 0.1mM IPTG, growth 25OC, 16hr 

Lane4: PC Spinach:pET28:BL21, 0.1mM IPTG, growth 30OC, 16hr 
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รปูที ่3.17 SDS-PAGE ของ crude protein ทีล่อง condition ในการ expresss 

 M: Pink Plus Prestianed Protein Ladder 

Lane1: PC Fern:pET28:BL21, 0.5mM IPTG, TB broth 

Lane2: PC Anabaena:pET28:BL21, 0.5mM IPTG, TB broth  

Lane3: PC Fern:pET28:BL21, 0.5mM IPTG, LB broth 

Lane4: PC Anabaena:pET28:BL21, 0.5mM IPTG, LB broth 

Lane5: PC Spinach:pET28:BL21, 0.5mM IPTG, LB broth 
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รปูที ่3.18 15%SDS-PAGE ของ crude protein PC Spinach:pET28:BL21, 0.1mM 

IPTG, LB broth ทีล่อง condition ในการ expresss 

 M: Pink Plus Prestianed Protein Ladder 

Lane1: 0.5% glyceral, 0.1 mM CuSO4,16OC หลงั induce IPTG 

Lane2: 0.5% glyceral, 16OC หลงั induce IPTG 

Lane3: เลีย้ง 16OC หลงั induce IPTG 

Lane4: 0.5% glyceral, 0.1 mM CuSO4,20OC หลงั induce IPTG 

Lane5: 0.5% glyceral, 20OC หลงั induce IPTG 

Lane6: เลีย้ง 20OCหลงั induce IPTG  

Lane7: 0.5% glyceral, 0.1 mM CuSO4,30OC หลงั induce IPTG 

Lane8: 0.5% glyceral, 30OC หลงั induce IPTG 

Lane9: เลีย้ง 30OCหลงั induce IPTG  
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รปูที ่3.19 15%SDS-PAGE ของ crude protein PC Fern:pET28:BL21, 0.1mM 

IPTG, LB broth ทีล่อง condition ในการ expresss 

 M: Pink Plus Prestianed Protein Ladder 

Lane1: 0.5% glyceral, 0.1 mM CuSO4,16OC หลงั induce IPTG 

Lane2: 0.5% glyceral, 16OC หลงั induce IPTG 

Lane3: 0.5% glyceral, 0.1 mM CuSO4,20OC หลงั induce IPTG 

Lane4: 0.5% glyceral, 20OC หลงั induce IPTG 

Lane5: 0.5% glyceral, 0.1 mM CuSO4,30OC หลงั induce IPTG 

Lane6: 0.5% glyceral, 30OC หลงั induce IPTG 

 

0.5 mM CuSO4และ 0.5% glyceral ไมม่ผีลต่อการ express ของ PC 

spinach และ PC Fern ทีอุ่ณหภูม ิ16 OC, 20OC, 30OC  ที ่37 OC 

PC:spinach กไ็ม ่express เลย 

 

สรุปจากรปูที ่3.17 การใช ้IPTG ที ่0.5 mM หรอื 5 mM ให ้yield ของโปรตนี 

plastocyain ไมแ่ตกต่างกนัและไดล้องเพิม่ระยะเวลาการเลีย้งหลงัจากที ่induce 

IPTG จาก 3-4 hr เป็น 20 hr กท็าํใหป้รมิาณcell ไดน้ํ้าหนกัมากขึน้กจ็ะทาํใหไ้ด้

ปรมิาณโปรตนีทีม่ากขึน้ดว้ย จากรปูที ่3.18 จากใช ้0.1 mM IPTG กส็ามารถ 

induceการสรา้งโปรตนีไดด้ ีสว่นการใชอุ้ณหภูมเิลีย้งหลงัการ induce ที ่25 และ 30 
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องศาจะไมแ่ตกต่างกนัใน แต่สาํหรบั PC Anabaena:pET28 การใช ้อุณหภูมทิี ่30 

องศาจะไดป้รมิาณพลาสโตไซยานินทีม่ากกว่า 

4. การแยกโปรตีน recombinant plastocyanin  ให้บริสทุธ์ิ 

การแยกโปรตนี recombinant (His)6-tagged protein plastocyanin โดยใช้

เทคนิค column affinity chromatography  อาศยัการ binding สว่นของ 6xHis-

tagged ทีป่ลายดา้น N-terminal และ C-terminal ของโปรตนีกบั Nickel ion (Ni2+) 

ใน Hitrap Chelating HP affinity colum ขนาด 5 ml (GE Healthcare และนําไป

ตรวจเชค็โปรตนีดว้ย SDS-PAGE ผลแสดงไวใ้นรปูที ่13.22 จะไดโ้ปรตนี 

plastocyanin ทีบ่รสิุทธิข์ ึน้ และพรอ้มทีจ่ะนําไป ทดสอบฤทธิต์า้น HIV ต่อไป 

 

 
 

รปูที ่3.20 แสดง fraction ของ PC:Fern หลงัจาก ผา่น Hitrap His  column Anion. 

Monitored at 280 nm. Buffer A: 20 mM NaPO4 buffer, 0.5M NaCl, 

10mM imidazole pH 7.4 Buffer B: 20 mM NaPO4 buffer, 0.5M NaCl, 

0.5M imidazole pH 7.4 . Protein elutes with stepwise ionic strength 

gradients at 20, 100% of buffer B.  

Lane1: Unbound protein 

Lane2: Unbound protein 

Lane3: Protein stepwise ionic strength gradients at 20% of buffer B 

Lane4: Protein stepwise ionic strength gradients at 20% of buffer B 

Lane5: Protein stepwise ionic strength gradients at 100% of buffer B 

Lane6: Protein stepwise ionic strength gradients at 100% of buffer B 

Lane7: Protein stepwise ionic strength gradients at 100% of buffer B 

Lane8: Protein stepwise ionic strength gradients at 100% of buffer B 
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รปูที ่3.21 แสดง fraction ของ PC:Anabaena หลงัจาก ผา่น Hitrap His  column 

Anion. Monitored at 280 nm. Buffer A: 20 mM NaPO4 buffer, 0.5M 

NaCl, 10mM 43midazole pH 7.4 Buffer B: 20 mM NaPO4 buffer, 0.5M 

NaCl, 0.5M 43midazole pH 7.4 . Protein elutes with stepwise ionic 

strength gradients at 20, 100% of buffer B.  

Lane1: Unbound protein 

Lane2: Unbound protein 

Lane3: Protein stepwise ionic strength gradients at 20% of buffer B 

Lane4: Protein stepwise ionic strength gradients at 25% of buffer B 

Lane5: Protein stepwise ionic strength gradients at 100% of buffer B 

Lane6: Protein stepwise ionic strength gradients at 100% of buffer B 

Lane7: Protein stepwise ionic strength gradients at 100% of buffer B 
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รปูที ่3.22 แสดง fraction ของ PC:Spinach หลงัจาก ผา่น Hitrap His  column 

Anion. Monitored at 280 nm. Buffer A: 20 mM NaPO4 buffer, 0.5M 

NaCl, 10mM 44midazole pH 7.4 Buffer B: 20 mM NaPO4 buffer, 0.5M 

NaCl, 0.5M 44midazole pH 7.4 . Protein elutes with stepwise ionic 

strength gradients at 20, 100% of buffer B.  

Lane1: Unbound protein 

Lane2: Protein stepwise ionic strength gradients at 25% of buffer B 

Lane3: Protein stepwise ionic strength gradients at 100% of buffer B  

Lane4: Protein stepwise ionic strength gradients at 100% of buffer B 

Lane5: Protein stepwise ionic strength gradients at 100% of buffer B 

 

 

 

 

 

 

 



45 

 

 
 

รปูที ่3.23  แสดง fraction ของ PC:Canna indica หลงัจาก ผา่น Hitrap His  

column Anion. Monitored at 280 nm. Buffer A: 20 mM NaPO4 buffer, 

0.5M NaCl, 10mM 45midazole pH 7.4 Buffer B: 20 mM NaPO4 buffer, 

0.5M NaCl, 0.5M 45midazole pH 7.4 . Protein elutes with stepwise 

ionic strength gradients at 20, 100% of buffer B.  

Lane1: Crude recombinant protein 

Lane2: Protein stepwise ionic strength gradients at 15% of buffer B 

Lane3: Protein stepwise ionic strength gradients at 20% of buffer B 

Lane4: Protein stepwise ionic strength gradients at 20% of buffer B 

Lane5: Protein stepwise ionic strength gradients at 20% of buffer B 

Lane6: Protein stepwise ionic strength gradients at 100% of buffer B 

Lane7: Protein stepwise ionic strength gradients at 100% of buffer B 

Lane8: Protein stepwise ionic strength gradients at 100% of buffer B 

 

 

5. การตรวจสอบโปรตนีพลาสโตไซยานินที ่express ไดโ้ดย LC-MS/MS 

นํา fraction ทีม่โีปรตนีเหมอืนกนัมา pool รวมกนั  และทาํการ dialyse 

โปรตนีดว้ยบฟัเฟอร ์(20 mM sodium phosphate) จากนัน้ concentrate โปรตนีดว้ย 

Amicon ultrafiltration จนไดค้วามเขน้ขน้ของโปรตนีทีต่อ้งการ ผลแสดงดงัในรปูที ่

3.24 
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รปูที ่3.24 15%SDS-PAGE ของ plastocyanin recombinant protein ทีผ่า่น Histrap 

affinity chromatography column  

 M: Pink Plus Prestianed Protein Ladder 

Lane1: plastocyanin recombinant protein Canna indica L (PC:Canna) 

Lane2: plastocyanin recombinant protein Spinacia oleracea 

(PC:Spinach) 

Lane3: plastocyanin recombinant protein Dryopteris crassirhizoma 

(PC:Fern)  

Lane4: plastocyanin recombinant protein Anabaena variabilis 

(PC:Cyanobacterium) 

เพือ่ identify ว่า protein ที ่express ไดม้ขีบวนการ translation ของโปรตนี

ยงัคงไดเ้ป็น plastocyanin อยูใ่น reading frame หรอืไม ่จงึตดั band protein ที ่

pure ไดจ้าก FPLC-HistrapTMFF 5ml fraction ที ่pure ไดเ้ฉพาะ band ของ 

plastocyanin มา run SDS-PAGE แลว้ตดั band จาก gel ในรปูที ่3.26 ไปเขา้ 

ขบวนการ trypsinize แลว้ ตรวจดว้ย LC/MS-MS กไ็ดผ้ลว่าทุกband เป็น 

plastocyanin protein ดงัแสดงผลวเิคราะหจ์าก Mascot program ดงัรปูที ่ 3.25 

แสดง plastocyanin ของ Dryopteris crassirhizoma , รปูที ่3.26 แสดง 

plastocyanin ของ Anabaena variabilis ,รปูที ่3.27 แสดง plastocyanin ของ 

Spinacia oleracea , รปูที3่.28 แสดง plastocyanin peptide ของ plastocyanin 

Lactuca sativa ซึง่ตรงกบั plastocyanin peptideสว่นของ Canna indica. 
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รปูที ่3.25 ผล Histogram จาก Mascot search database recaombinant 

plastocyanin protein ของ PC:Fern (Dryopteris crasirhizoma) score hit 

ที ่1490 
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รปูที ่3.26 ผล Histogram จาก Mascot search database recaombinant 

plastocyanin protein ของ PC:cyanobacterium (Anbaena variabilis) 

score hit ที ่455 
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รปูที ่3.27 ผล Histogram จาก Mascot search database recaombinant 

plastocyanin protein ของ PC:spinach (Spinacia oleracea) score hit ที ่

146 
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รปูที ่3.28 ผล Histogram จาก Mascot search database recaombinant 

plastocyanin protein ของ PC:Canna (Canna indica) score hit ที ่165 

 

 

6. การทดสอบฤทธิ ์Anti-HIV-1 reverse transcriptase  

6.1 การทดสอบฤทธิย์บัยัง้เอนไซม ์reverse transcriptase โดยใชชุ้ดทดสอบ 
EnzChek® Reverse Transcriptase Assay Kit   

นําโปรตนีทีไ่ดไ้ปทดสอบฤทธิต์า้น HIV-1 reverse transcriptase โดยใชชุ้ด

ทดสอบสาํเรจ็รปูใชห้ลกัการ ELISA โดยใชห้ลกัการเขา้ inhibited การทาํงานของ 

enzyme reversetranscriptase HIV1 ซึง่จะวดัผลการทดสอบทีป่รมิาณของ non-
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radioactive-labeled nucleotides ทีม่เีหลอือยูใ่น reaction โดยมยีา doxorubicin 

hydrochloride เป็น positive control  และคาํนวณประสทิธภิาพออกมาเป็นผล %IR 

ทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆ ซึง่ไมส่ามารถหาค่าได ้ณ ความเขม้ขน้ที ่100 µg/ml ดงัตารางที ่

3.3 

6.2 การทดสอบฤทธิต์า้นHIV โดยวธิ ีsyncytium reduction assay 

การเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพ recombinant protein ทีค่วามเขม้ขน้ 1 mg/ml ไม่

สามารถหาค่าได ้ตอ้งเตรยีมความเขม้ขน้ใหม้ากกวา่นี้  ดงัแสดงผลในตารางที ่3.3 

 

Protein 

sample 

 HIV-1-RT inhibitionb syncytium reduction assaya 

Conc 

(µg/ml) 

 %IR IC50 

(µg/ml) 

EC50 

(µg/ml) 

TI ฤทธ์ิ 

PC:Spinachb 100 - >250 >250 - inactive 

PC:Fernb 100 - 14.32 66 0.22 inactive 

PC:Cyanobacte

riumb 

80 - >200 >200 - inactive 

AZT ND ND >10-8 µM 4.66x10-9 

µM 

2.15 active 

Efavirenz 20 µM  59 ND ND ND ND 

Doxorubicin 0.5 mM 82 ND ND ND ND 

 

ตารางท่ี 3.3 แสดงผลการทดสอบฤทธข์อง HIV-1-RT inhibit activity และ การทดสอบ

ฤทธิ ์inhibit syncytium formation ของ sample crude protein extract 

a Range of doses assayed was 0.12-250 µg/ml; ผลแสดง mean ± S.E.M. (n = 

3), b results are mean ± S.E.M. (n = 3), ND: not done, - : ผลไมส่ามารถ

ประมวลได ้IC50 was the dose of extract, fraction that inhibited 50% metabolic 

activity of uninfected 1A2 cells.  

EC50 was the dose of extract, fraction that reduced 50% syncytium formation 

by ΔTat/RevMC99 virus in 1A2 cells.  

TI (therapeutic index) = IC50/EC50  
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จากการเตรยีมตวัอยา่งโปรตนีดว้ย recombinant technique พบว่า โปรตนี 

plastocyanin ที ่expressed ไดม้ปัีญหาเรื่อง  soluble protein aggregate or 

precipitate ระหว่างขบวนการ concentration ไมส่ามารถทีจ่ะเตรยีมตวัอยา่งใหม้ี

ความเขม้ขน้ถงึระดบัทีส่ามารถนําไปทดสอบ activity ได ้ซึง่ทางผูท้ดลองไดล้อง

พยายามปรบัเปลีย่น buffer ทีใ่ชใ้นการ suspend ตวัอยา่งโปรตนี เช่น 5-20 mM 

Tris-HCl pH6-8, 5-20 mM Phosphate buffer pH6-8 และลองใชก้าร vary glycerol 

ที ่5-20% ใชผ้สมกบั buffer ซึง่พบว่า ตอ้งใช ้20% glycerol ( Rariy RV, 1997) 

(Boonyuen U, et al  2015) ในการเตยีมตวัอยา่งแต่กท็าํได ้conc ทีส่งูสุดไดแ้ค่ 

ประมาณ 1 mg/ml PC:fern และ PC:spinach แต่กบั PC:cyanobacterium ไดแ้ค่ 

800 µg/ml พอนําไป test activity ความเขน้ดงักล่าวไมพ่อทีจ่ะประมวลผล 

ต่อมาทางผูท้าํวจิยัมผีลการทดลองของ plastocyanin ที ่clone gene ไดจ้าก

ตน้พุทธรกัษา (Canna indica L.) โดยไดร้บัทุนวจิยัจากแหล่งอื่นร่วมดว้ยดงัจะขอ

เพิม่สว่นของการทาํวจิยั ของ PC:Canna เขา้มาในการ report ผลในครัง้นี้ดว้ย 

เพราะเหน็ว่า เป็น โปรตนีชนิดเดยีวกนัและไดใ้ช ้supply ในสว่นของสารเคมใีนหอ้ง

แลปดว้ยกนั 
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รปูที ่3.29 แสดงลาํดบั Nucleotide 514 bases และ open reading frame 101 

amino acids ของ plastocyanin gene ทีไ่ดจ้ากใบตน้พุทธรกัษา สว่นทีข่ดี

เสน้ใต ้แสดง  N-terminal sequence *  แสดง  stop codon ตวัอกัษรที่

วงกลม แสดง  conserve Cu ligand binding ของ plastocyanin protein  

 

การ clone plastocyanin gene  ที ่amplify ดว้ย primers ทีอ่อกแบบไว ้ดว้ย

เทคนิค  PCR  โดยใชส้ภาวะการขยายยนีจาก cDNA  ใช ้ pGEM®-T Easy เป็น 

DNA vector  คดัเลอืก clone ทีม่ขีนาดของยนีทีถู่กตอ้ง   แลว้นําไปหาลาํดบัเบสของ

ยนี  พบว่าได ้514 bp  มลีาํดบัเบสดงัแสดงในรปูที ่3.29 เมือ่ไดย้นีของโปรตนีที่

สมบรูณ์แลว้ ต่อมาจงึ subclone gene โดยการใช ้PCR fragment ที ่added 

restriction enzyme Hindlll และ BamHl เขา้ไปใน primer ทีใ่ช ้amplify หวัทา้ยของ 

gene เขา้ pET28a(+) expression vector แลว้ศกึษาการ express gene ใน E.coli 

BL21(DE3) เหมอืน gene PC ที ่clone ก่อนหน้านี้ขบวนการ purify protein ใช ้

Histrap ดงัแสดง fraction ไวใ้นรปูที ่3.23 และผลการ detection protein ว่า frame ที่

อ่านไดเ้ป็น plastocyanin protein ดว้ย LC/MS-MS ดงัแสดงไวใ้นรปู 3.28  

นํา fraction ทีม่โีปรตนีเหมอืนกนัมา pool รวมกนั  และทาํการ dialyse กบับฟัเฟอร ์

(20 mM sodium phosphate, 1mM EDTA) เพือ่กําจดั NaCl และ imidazole ออกไป  
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จากนัน้ concentrate โปรตนีโดยการทาํ ultrafiltration ดว้ย Amicon® Ultra-15 

centrifugal filter devices (Amicon (Molecular weight cutoff 5,000 kDa) จนได้

ความเขน้ขน้ของโปรตนีประมาณ 1 mg/ml จากนัน้นําโปรตนีทีไ่ดไ้ปทดสอบ activity 

โดยใชชุ้ดทดสอบ Reverse Transcriptase Assay, colorimetric (Roche applied 

science) ทีค่วามเขม้ขน้ 100 – 6.25  µg/ml ไดผ้ลการยบัยัง้การทาํงานของเอน็ไซม ์

HIV-1 reverse transcriptase ดงัตารางที ่3.4  

 

การตดัส่วนของ Fusion protein ด้วย Thrombin protease   

นําโปรตนี recombinant (His)6-tagged protein plastocyanin ทีแ่ยกไดม้าทาํ

การตดัสว่น (His)6-tagged fusion protein ออกดว้ยเอนไซม ์Thrombin protease ใน 

reaction 200 µL ทีป่ระกอบดว้ย 200 ug recombinant (His)6-tagged protein 

plastocyanin, 1x Thrombin cleavage buffer (20 mM Tris-HCl pH 8.4, 150 mM 

NaCl, 2.5 mM CaCl2), 0.2 unit Thrombin ทีอุ่ณหภูม ิ20 oC เป็นเวลา 16 ชัว่โมง  

ตรวจสอบการตดัของโปรตนีดว้ย SDS-PAGE ผลแสดงดงัในรปูที ่3.30 

ทาํการ purify โปรตนี recombinant plastocyanin ทีถู่กตดัดว้ย Thrombin protease 

อกีครัง้เพือ่กําจดัสว่นของ (His)6-tagged fusion protein ทีถู่กตดัออก และ fusion 

protein ทีไ่มถู่กตดั  ดว้ย Hitrap Chelating HP affinity colum, 1 ml  โดยเกบ็ 

fraction ของโปรตนีทีไ่มจ่บักบั Ni2+ ของ column   ตรวจเชค็โปรตนี fraction ดว้ย 

SDS-PAGE  ผลแสดงดงัในรปูที ่3.30 
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รปูที ่3.30 แสดงการ purify โปรตนี recombinant plastocyanin Canna ทีถู่กตดัดว้ย 

thrombin protease  โดยใช ้Hitrap Chelating HP affinity column  

    ลกูศร          แสดงตําแหน่งของ fusion โปรตนี  

    ลกูศร      แสดงตําแหน่งของโปรตนี plastocyanin  

 lane 1 : โปรตนี recombinant plastocyanin ทีผ่า่นการแยกดว้ย Hitrap 

Chelating HP affinity column 

 lane 2 : โปรตนี recombinant plastocyanin ทีถ่กูตดัดว้ย thrombin 

protease หลงัจากนําไป purify อกีครัง้ดว้ย Hitrap Chelating 

HP affinity column 
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นํา fraction ทีม่โีปรตนีเหมอืนกนัมา pool รวมกนั  และทาํการ dialyse 

โปรตนีดว้ยบฟัเฟอร ์(20 mM sodium phosphate, 1mM EDTA) จากนัน้ 

concentrate โปรตนีดว้ย Amicon ultrafiltration จนไดค้วามเขน้ขน้ของโปรตนี

ประมาณ 1 mg/ml ผลแสดงดงัในรปูที ่3.30 (lane 2) 

นําโปรตนีทีไ่ดไ้ปทดสอบฤทธิต์า้น HIV-1 reverse transcriptase โดยใชชุ้ดทดสอบ 

Reverse Transcriptase Assay, colorimetric (Roche applied science) ทีค่วาม

เขม้ขน้ 100 – 1.5625 µg/ml ไดผ้ลการยบัยัง้การทาํงานของเอน็ไซม ์HIV-1 reverse 

transcriptase ที ่%IR   ระหว่าง 95.94 - 13.70  ดงัตารางที ่3.4 

 

 

sample Concentration(µg/ml) 

 

 

%IR 

recombinant protein 

plastocyanin 

(PC) 

100 95.94 

50 91.97 

25 84.58 

12.5 66.85 

6.25 41.03 

recombinant protein 

plastocyanin cleavaged with 

thrombin protease (PC/T) 

100 98.92 

50 97.09 

25 94.24 

12.5 86.45 

6.25 72.37 

3.125 45.18 

1.5625 13.70 

doxorubicin 1 mM 98.92 

 

ตารางท่ี 3.4 ผลทดสอบฤทธิต์า้น HIV-1 Reverse Transcriptase ของ recombinant 

plastocyanin PC:Canna 

 

ทาํการหาค่า EC50 โดยการ plot กราฟระหว่าง ความเขม้ขน้ของโปรตนีกบัคา่

การยบัยัง้ %IR  ของโปรตนี recombinant plastocyanin fusion protein และ 

recombinant plastocyanin ทีต่ดัดว้ย Thrombin ไดเ้ท่ากบั 6.55 µg/ml และ  
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3.97 µg/ml ตามลาํดบัจากการคาํนวน กราฟทีแ่สดงในรปูที ่3.31 ทัง้นี้ไดท้าํการ

ทดสอบเพือ่พสิจูน์ว่าการออกฤทธิย์บัยัง้การทาํงานของ HIV-1 reverse 

transcriptase เป็นผลมาจากโปรตนี plastocyanin    จงึไดนํ้าโปรตนี plastocyanin 

ไปทาํใหเ้สยีสภาพโดยการตม้ทีอุ่ณหภูม ิ100 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ีและ

นําไปทดสอบฤทธิ ์ พบว่าใหค้่าการยบัยัง้น้อยลงมาก  คอื โปรตนี recombinant 

fusion plastocyanin (PC) inactivated ที ่50 µg/ml ไดเ้สยีคุณสมบตัใินการยบัยัง้ 

HIV-1 reverse transcriptase โดยใหค้่ายบัยัง้เท่ากบั 7.39 %IR  และ recombinant 

plastocyanin ทีต่ดัดว้ย thrombin protease (PC/T) แลว้ inactivated ที ่25 µg/ml  

ใหค้่าการยบัยัง้เท่ากบั 14.79 %IR  ดงันัน้ แสดงว่า โปรตนี plastocyanin สามารถ

ยบัยัง้ HIV-1 reverse transcriptase ไดด้ดีงักล่าวแลว้ 

 

 
 

รปูที ่3.31 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างความเขม้ขน้ของโปรตนีกบัคา่การยบัยัง้

การทาํงานของเอนไซมน์ HIV-RT (%IR) ของ recombinant 

plastocyanin fusion protein และ recombinant plastocyanin ทีต่ดัดว้ย 

Thrombin protease 
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นอกจากนี้ PC:canna และ PC:canna/T recombinant plastocyanin ยงัแสดง

ฤทธิ ์active ดว้ยการทดสอบ syncytium reduction assay ดงัแสดงไวใ้นตารางที ่3.5 

อกีดว้ย 

Protein 

sample 

syncytium reduction assay 

IC50 

(µg/ml) 

EC50 

(µg/ml) 

TI ฤทธ์ิ 

PC:canna >250 38.54 >6.49 active 

PC:canna/T >250 128.84 >1.92 active 

AZT >10-8 µM 4.66x10-9 µM 2.15 active 

 

ตารางท่ี 3.5 แสดงผลการทดสอบฤทธิ ์inhibit syncytium formation ของ PC:canna 

และ PC:canna/T 

 Range of doses assayed was 0.12-250 µg/ml; ผลแสดง mean ± 

S.E.M. (n = 3) 
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บทท่ี 4 

สรปุและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 การ clone gene ของ plastocyanin recombinant protein ของ PC:spinach, 

PC:fern, PC:cyanobacterium จะม ี(His)6-tagged protein ทัง้หวัและทา้ยยนีซึง่ได้

จากการ synthesize เพือ่การศกึษา expression ในขัน้ตอนของการ purify ดว้ย 

Histrap column affinity แต่ในขบวนการทาํใหโ้ปรตนีเขม้ขน้ดว้ยการใช ้

concentrator filter เมือ่โปรตนีเขม้ขน้กจ็ะเกดิการตกตะกอน ถงึแมว้่าจะพยายาม

ปรบั buffer และ condition ต่างๆ เช่น การเตมิ 5-20 %glycerol ลงไปใน solution 

ระหว่างการ concentrate แลว้ แต่ความเขม้ขน้กย็งัไมพ่อทีจ่ะทดสอบ สามารถเตรยีม

ความเขม้ขน้ไดแ้ค่ 1 mg/ml ซึง่เมือ่นําทดสอบฤทธิด์ว้ย cell base assay ของ 

syncytium reduction assay ผลคอื inactive และ เมือ่นําไป ทดสอบ ฤทธิก์ารยบัยัง้

เอนไซน์ reverse transcriptase HIV-1 โดย assay kit กไ็มส่ามารถหาค่าไดด้งัแสดง

ไวใ้นตารางที ่3.3 เมือ่เทยีบกบัยาทีใ่ชเ้ป็น control  

  ต่อมามขีอ้มฃูลการศกึษา plastocyanin ทีป็่น recombinant จาก Canna 

indica  โดย PC:canna ไดจ้ากการ clone gene จาก cDNA ของพชืโดยตรง ใช ้stop 

codon ของตวั gene เองไมไ่ดใ้ช ้stop codon ของ vector pET28a ตวัโปรตนีที ่ได้

จะม ี(His)6-tagged protein เพยีงขา้งเดยีวดงัแสดงไวใ้นรปูที ่3.32 เลยไมแ่น่ใจว่า

การม ีhis6-tagged fusion ทัง้หวัและทา้ยจะมผีลต่อการ aggregation ในขัน้ตอนการ 

concentrate ของโปรตนี PC:spinach PC:fern PC:cyanobacterium หรอืไม ่ทาํให้

ไมส่ามารถเตรยีมโปรตนีไดต้ามความเขม้ขน้ทีต่อ้งการ ซึง่แตกต่างจาก PC:canna ม ี

his6-tagged fusion เพยีงขา้งเดยีว ดงัแสดงผลการ alignment ของ amino acids ใน

รปูที ่3.32 และเมือ่นํา recombinant Pc: Canna และ recombinant Pc: Canna /T 

(โดยการตดัเอา Thrombin peptide ออกแลว้)  มาทดสอบฤทธิด์ว้ย cell base assay 

ของ syncytium reduction assay ผลคอื active ดงัแสดงไวใ้นตารางที ่3.5 และ เมือ่

นําไป ทดสอบ ฤทธิก์ารยบัยัง้เอนไซน์ reverse transcriptase HIV-1 โดย assay kit 

ทีค่วามเขม้ขน้ 100-1.56µg/ml ไดผ้ลการยบัยัง้ที ่%IR ระหว่าง 95.94-13.7 ก็

สามารถหาค่าไดเ้ท่า ดงัแสดงไวใ้นตารางที ่3.4  

 จงึไมส่ามารถทาํการเปรยีบเทยีบฤทธ ์anti-HIV ของ โปรตนีพลาสโตไซยานิน

ระหว่างพชืและไซยาโนแบคทีเ่รยีมได ้ 
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รปูที ่3.32 แสดงการ alignment ของ open reading frame ของ recombinant 

plastocyanin protein  *  แสดง  stop codon  

PCcanna ใช ้stop codon ของ gene , PCspinach PCfern    

PCcyanobacterium ใช ้stop codon ของ vector 
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        เอกสารแนบหมายเลข 3 

Output จากโครงการวิจยัท่ีได้รบัทุนจาก สกว. 

1. ผลงานตพีมิพใ์นวารสารวชิาการนานาชาต ิ(ระบุชื่อผูแ้ต่ง ชื่อเรื่อง ชื่อวารสาร ปี เล่มที ่เลขที ่และ

หน้า) อยู่ระหว่างการรอตพีมิพว์ารสารนานาชาต ิ

2. อื่นๆ (เช่น ผลงานตพีมิพใ์นวารสารวชิาการในประเทศ การเสนอผลงานในทีป่ระชุมวชิาการ หนงัสอื 

การจดสทิธบิตัร) นําเสนอโปสเตอรใ์นงานประชุมวชาการนานาชาต ิThe 11th International 

Symposium of the Protein Society of Thailand 3-5 August 2016 Convention Center, 

Chulabhorn Research Institute Bangkok (PST) 
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ภาคผนวก 
 

 

 
รปูที ่ผ1  ปวยเลง้ Spinach (Spinacia oleracea L.) 

 
 

 

 
 

รปูที ่ผ2  เฟิรน์ขา้หลวง Fern (Asplenium nidus L.) 

 
 

รปูที ่ผ3  ไซยาโนแบคทเีรยีม คอื สาหร่าย spirulina (Spirulina platensis)   



65 

 

 

  
 

รปูที ่ผ4  พุทธรกัษาพนัธุพ์ืน้เมอืง  (Canna indica L.) 
 

 
 

รปูท่ี ผ5  แสดง The copper site in plastocyanin, with the four amino acids that bind 

the metal labeled.  

(http://en.wikipedia.org/wiki/File:Plastocyanin_copper_binding.png) 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/File:Plastocyanin_copper_binding.png
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Plastocyanin_copper_binding.png
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sample 
 
ul/react mea1 mea2 mea3 average  %IR 

PC:cyanobacterium 
8µg/100µlreaction 2.5 2038 2628 2273 2313 -6.4919 -649.19 
PC:Spinach 
10µg/100µlreaction 2.5 1909 1885 1921 1905 -4.2865 -428.65 
PC:Fern  
10µg/100µlreaction 2.5 1881 2060 1892 1944 -4.4991 -449.91 
Doxo  0.5 mM/reaction 2 937 958 985 960 0.82162 82.1622 
Enfa 20 uM/reaction  2.5 1013 1005 988 1002 0.59459 59.4595 
Plus RT  1104 1120 1090 1112   
minus RT  936 918 1017 927   
        
tripicate        
exic 480        
emis 520        

ตารางท่ี ผ1 แสดงผลการคํานวณของ %IR ทีไ่ดจ้ากการทดสอบฤทธิก์ารยบัยัง้เอนไซม ์

reverse transcriptase HIV-1 โดย EnzChek Reverse Transcriptase Assay Kit 

ของ recombinant protein 

 จากผลการทดลองการวดัค่า %IR ของ recombinant protein PC:cyanobacterium 

ไดค้่า –649, PC:spinach ไดค้่า -428 PC:fern ไดค้่า -449 ไม่สามารถหาค่าได ้

ในขณะที ่Doxorubicin hydrochloride 0.5mM ไดค้่า 82%IR และ Efavirenz 20µM 

ไดค้่า 59 %IR 
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 ตารางที ่ผ2 แสดงผลของการทดลองฤทธิ ์syncytium reduction assay ของ crude spirulina 

protien 

IC50 Crude spirulina

dose (ug/ml) x=log(dose) T/C%   controlfa/fu=(D-C)/Cy=log[fa/(1-fa)] (-) Intercept m log Dm IC50SPR 

500 2.69897 90.61 100 0.10357425 -0.984748204 >500

250 2.39794 99.23 100 0.007754035 -2.110472254

125 2.09691 106.77 100 -0.06343221 #NUM!

62.5 1.79588 111.47 100 -0.102897504 #NUM!

31.25 1.49485 111.42 100 -0.102465269 #NUM!

15.6 1.193124598 109.00 100 -0.082574079 #NUM!

7.8 0.892094603 106.91 100 -0.064607917 #NUM!

3.9 0.591064607 112.01 100 -0.10719706 #NUM!

1.95 0.290034611 102.13 100 -0.020849759 #NUM!

0.975 -0.01099538 108.62 100 -0.079400379 #NUM!

0.4975 -0.30320691 93.78 100 0.06630414 -1.178459351

0.24375 -0.61305538 88.20 100 0.133799959 -0.873544018

EC50 Crude spirulina

dose (ug/ml) x=log(dose) % inh   controlfa/fu=(D-C)/Cy=log[fa/(1-fa)] (-) Intercept m log Dm EC50SPR 

500 2.698970004 95.15 100 0.050955414 -1.292809665 -0.5343 -0.622 0.85873 7.223157711

250 2.397940009 89.56 100 0.116605934 -0.933279347

125 2.096910013 84.90 100 0.177924217 -0.749764936 TI => 69.22180298

62.5 1.795880017 78.18 100 0.279069767 -0.55428721 ACTIVE

31.25 1.494850022 69.42 100 0.440564137 -0.355990858

15.6 1.193124598 55.24 100 0.810126582 -0.091447117

7.8 0.892094603 46.01 100 1.17325228 0.069391407

3.9 0.591064607 39.95 100 1.502917153 0.176935041

1.95 0.290034611 32.49 100 2.077474892 0.317535784

0.975 -0.01099538 28.95 100 2.45410628 0.389893367

0.4975 -0.30320691 19.07 100 4.244498778 0.627826413

0.24375 -0.61305538 8.81 100 10.34920635 1.014907046

y = -0.6222x + 0.5343
R² = 0.9823

-1.5

-1

-0.5

0

0.5

1

1.5

-1 0 1 2 3

AT CT 1.86283

Crude spirulina well1 well2 well3 ผลรวม เฉลี่ย ค่า syn ค่า inh Crude spirulina well C well D ผลรวม เฉลี่ย OD drug T-D ค่า viability

500 3 11 12 26 8.67 0.04848 0.95152 500 1.81 1.656 3.466 1.733 0.045 1.688 0.9061

250 19 14 23 56 18.67 0.10443 0.89557 250 1.893 1.908 3.801 1.901 0.052 1.8485 0.9923

125 21 26 34 81 27.00 0.15105 0.84895 125 2.031 2.071 4.102 2.051 0.062 1.989 1.0677

62.5 34 46 37 117 39.00 0.21818 0.78182 62.5 2.107 2.19 4.297 2.149 0.072 2.0765 1.1147

31.25 64 55 45 164 54.67 0.30583 0.69417 31.25 2.416 1.901 4.317 2.159 0.083 2.0755 1.1142

15.6 0 88 72 160 80.00 0.44755 0.55245 15.6 2.159 2.082 4.241 2.121 0.09 2.0305 1.0900

7.8 112 81 0 193 96.50 0.53986 0.46014 7.8 1.963 2.204 4.167 2.084 0.092 1.9915 1.0691

3.9 122 101 99 322 107.33 0.60047 0.39953 3.9 2.223 2.142 4.365 2.183 0.096 2.0865 1.1201

1.95 111 130 121 362 120.67 0.67506 0.32494 1.95 1.959 2.036 3.995 1.998 0.095 1.9025 1.0213

0.975 138 125 118 381 127.00 0.71049 0.28951 0.975 2.019 2.214 4.233 2.117 0.093 2.0235 1.0862

0.4975 144 151 139 434 144.67 0.80932 0.19068 0.4975 1.943 1.745 3.688 1.844 0.097 1.747 0.9378

0.24375 156 176 157 489 163.00 0.91189 0.08811 0.24375 1.799 1.687 3.486 1.743 0.1 1.643 0.8820



68 

 

 

 
ตารางที ่ผ3 แสดงผลของการทดลองฤทธิ ์syncytium reduction assay ของ fraction spirulina 

15% DEAE protien 

 

IC50 fraction spirulina  15% DEAE

dose (ug/ml) x=log(dose) T/C%   controlfa/fu=(D-C)/Cy=log[fa/(1-fa)] (-) Intercept m log Dm IC50SPR 

500 2.69897 87.90 100 0.137608142 -0.861355867 >500

250 2.39794 95.15 100 0.050963799 -1.292738208

125 2.09691 106.88 100 -0.064373012 #NUM!

62.5 1.79588 98.88 100 0.01131017 -1.946530863

31.25 1.49485 99.10 100 0.009118815 -2.040061573

15.6 1.193124598 104.01 100 -0.038537634 #NUM!

7.8 0.892094603 107.69 100 -0.071369226 #NUM!

3.9 0.591064607 83.18 100 0.202215769 -0.694184982

1.95 0.290034611 91.45 100 0.093532922 -1.029035496

0.975 -0.01099538 85.19 100 0.173808024 -0.759930179

0.4975 -0.30320691 84.20 100 0.187652747 -0.726645074

0.24375 -0.61305538 87.61 100 0.141441993 -0.849421631

EC50 fraction spirulina  15% DEAE

dose (ug/ml) x=log(dose) % inh   controlfa/fu=(D-C)/Cy=log[fa/(1-fa)] (-) Intercept m log Dm EC50SPR 

500 2.69897 73.71 100 0.356736243 -0.447652766 -0.8791 -0.48 1.83299 68.07471339

250 2.39794 63.08 100 0.585365854 -0.232572615

125 2.09691 55.24 100 0.810126582 -0.091447117 TI => 7.344871174

62.5 1.79588 50.21 100 0.991643454 -0.003644451 ACTIVE

31.25 1.49485 41.26 100 1.423728814 0.153427274

15.6 1.1931246 34.27 100 1.918367347 0.282931774

7.8 0.8920946 26.99 100 2.704663212 0.432113194

3.9 0.5910646 19.07 100 4.244498778 0.627826413

1.95 0.290034611 18.69 100 4.349127182 0.638402108

0.975 -0.01099538 7.69 100 12 1.079181246

0.4975 -0.30320691 8.81 100 10.34920635 1.014907046

0.24375 -0.61305538 -0.89 100 -113.8947368 #NUM!

y = -0.4796x + 0.8791
R² = 0.9929

-0.6

-0.4

-0.2

0

0.2

0.4

0.6

0.8

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3

AT CT

fraction spirulina well1 well2 well3 ผลรวม เฉลี่ย ค่า syn ค่า inh fraction spirulina well E well F ผลรวม เฉลี่ย OD drug T-D ค่า viability

500 52 43 46 141 47.00 0.26294 0.73706 500 1.587 1.768 3.355 1.678 0.04 1.638 0.87904

250 71 58 69 198 66.00 0.36923 0.63077 250 1.838 1.815 3.653 1.827 0.054 1.773 0.95151

125 79 84 77 240 80.00 0.44755 0.55245 125 1.985 2.129 4.114 2.057 0.066 1.991 1.06880

62.5 98 88 81 267 89.00 0.4979 0.5021 62.5 2.149 1.691 3.84 1.920 0.078 1.842 0.98882

31.25 114 99 102 315 105.00 0.58741 0.41259 31.25 1.957 1.911 3.868 1.934 0.088 1.846 0.99096

15.6 0 122 113 235 117.50 0.65734 0.34266 15.6 2.005 2.054 4.059 2.030 0.092 1.938 1.04008

7.8 0 139 122 261 130.50 0.73007 0.26993 7.8 1.847 2.361 4.208 2.104 0.098 2.006 1.07685

3.9 158 135 141 434 144.67 0.80932 0.19068 3.9 1.575 1.728 3.303 1.652 0.102 1.550 0.83180

1.95 145 151 140 436 145.33 0.81305 0.18695 1.95 1.65 1.965 3.615 1.808 0.104 1.704 0.91447

0.975 168 169 158 495 165.00 0.92308 0.07692 0.975 1.636 1.744 3.38 1.690 0.103 1.587 0.85193

0.4975 160 172 157 489 163.00 0.91189 0.08811 0.4975 1.661 1.672 3.333 1.667 0.098 1.569 0.84200

0.24375 188 163 190 541 180.33 1.00886 -0.0089 0.24375 1.708 1.762 3.47 1.735 0.103 1.632 0.87608
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ตารางที ่ผ4 แสดงผลของการทดลองฤทธิ ์syncytium reduction assay ของ Fern crude 

protien 

 

IC50 Fern Crude

dose (ug/ml) x=log(dose) T/C%   controlfa/fu=(D-C)/Cy=log[fa/(1-fa)] (-) Intercept m log Dm IC50 Fern Crude

500 2.698970004 -0.89 100 -112.8655914 #NUM! 3.4406 2.8547 1.20524 16.04133397

250 2.397940009 -1.18 100 -85.58130081 #NUM!

125 2.096910013 -0.81 100 -124.8511905 #NUM!

62.5 1.79588 0.55 100 181.5175439 2.258918606

31.25 1.49485 23.91 100 3.183152392 0.502857431

15.6 1.1931246 77.11 100 0.296871104 -0.527432072

7.8 0.8920946 89.16 100 0.121550237 -0.915244189

3.9 0.5910646 98.45 100 0.015768405 -1.802212245

1.95 0.2900346 99.50 100 0.005025126 -2.298853076

0.975 -0.01099538 103.21 100 -0.031060818 #NUM!

0.4975 -0.30320691 99.75 100 0.002553725 -2.592825943

0.24375 -0.61305538 100.87 100 -0.008623976 #NUM!

EC50 Fern Crude

dose (ug/ml) x=log(dose) % inh   controlfa/fu=(D-C)/Cy=log[fa/(1-fa)] (-) Intercept m log Dm EC50  Fern Crude

500 2.698970004 100.00 100 0 #NUM! -0.5624 -2.037 0.27612 1.888510496

250 2.397940009 100.00 100 0 #NUM!

125 2.096910013 100.00 100 0 #NUM! TI = 8.494172524

62.5 1.795880017 100.00 100 0 #NUM! ACTIVE

31.25 1.494850022 100.00 100 0 #NUM!

15.6 1.1931246 99.12 100 0.008849558 -2.053078443

7.8 0.8920946 94.15 100 0.062111801 -1.206825876

3.9 0.5910646 71.15 100 0.405479452 -0.392031149

1.95 0.2900346 49.12 100 1.035714286 0.015239967

0.975 -0.010995 24.56 100 3.071428571 0.48734042

0.4975 -0.303207 7.02 100 13.25 1.122215878

0.24375 -0.61305538 -11.11 100 -10 #NUM!

y = 2.8547x - 3.4406
R² = 0.9433

-3

-2

-1

0

1

2

3

0 0.5 1 1.5 2

y = -2.0368x + 0.5624
R² = 0.9829

-2.5

-2

-1.5

-1

-0.5

0

0.5

1

1.5

-0.5 0 0.5 1 1.5

AT CT 1.73392

Fern Crude well1 well2 well3 ผลรวม เฉลี่ย ค่า syn ค่า inh Fern Crude well C well D ผลรวม เฉลี่ย OD drug T-D ค่า viability

500 0 0 0 0 0.0000 0.0000 1.0000 500 0.176 0.171 0.347 0.1735 0.189 -0.0155 -0.00894

250 0 0 0 0 0.0000 0.0000 1.0000 250 0.141 0.138 0.279 0.1395 0.16 -0.0205 -0.01182

125 0 0 0 0 0.0000 0.0000 1.0000 125 0.118 0.124 0.242 0.121 0.135 -0.014 -0.00807

62.5 0 0 0 0 0.0000 0.0000 1.0000 62.5 0.135 0.128 0.263 0.1315 0.122 0.0095 0.00548

31.25 0 0 0 0 0.0000 0.0000 1.0000 31.25 0.41 0.657 1.067 0.5335 0.119 0.4145 0.23905

15.6 0 1 2 3 1.5000 0.0088 0.9912 15.6 1.407 1.487 2.894 1.447 0.11 1.337 0.77109

7.8 7 13 0 20 10.0000 0.0585 0.9415 7.8 1.6 1.69 3.29 1.645 0.099 1.546 0.89162

3.9 42 52 54 148 49.3333 0.2885 0.7115 3.9 1.815 1.781 3.596 1.798 0.091 1.707 0.98448

1.95 85 90 86 261 87.0000 0.5088 0.4912 1.95 1.701 1.708 3.409 1.7045 0.085 1.6195 0.93401

0.975 140 121 126 387 129.0000 0.7544 0.2456 0.975 1.781 1.978 3.759 1.8795 0.09 1.7895 1.03206

0.4975 151 179 147 477 159.0000 0.9298 0.0702 0.4975 1.722 1.921 3.643 1.8215 0.092 1.7295 0.99745

0.24375 209 184 177 570 190.0000 1.1111 -0.1111 0.24375 1.952 1.746 3.698 1.849 0.1 1.749 1.00870
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ตารางที ่ผ5 แสดงผลของการทดลองฤทธิ ์syncytium reduction assay ของ Spinach 60-90% 

ammonium sulfate precipitation protein 

 

 

 

 

IC50 Spinach 60-90% NH4SO2 

dose (ug/ml) x=log(dose) T/C%   controlfa/fu=(D-C)/Cy=log[fa/(1-fa)] (-) Intercept m log Dm IC50SPNA 69

500 2.698970004 -4.76 100 -22.01717172 #NUM! 11.028 5.7361 1.92256 83.66823833

250 2.39794 0.05 100 1999 3.300812794

125 2.09691 33.02 100 2.0286754 0.307212563

62.5 1.79588 88.33 100 0.132168898 -0.878870732

31.25 1.49485 99.57 100 0.004295781 -2.366957822

15.6 1.1931246 99.99 100 0.00010001 -3.999956568

7.8 0.892094603 107.56 100 -0.07028597 #NUM!

3.9 0.591064607 104.94 100 -0.047036732 #NUM!

1.95 0.290034611 94.87 100 0.054052685 -1.267182729

0.975 -0.01099538 92.36 100 0.082682901 -1.082584292

0.4975 -0.30320691 103.44 100 -0.03322182 #NUM!

0.24375 -0.61305538 96.89 100 0.032093254 -1.493586247

EC50 Spinach 60-90% NH4SO2 

dose (ug/ml) x=log(dose) % inh   controlfa/fu=(D-C)/Cy=log[fa/(1-fa)] (-) Intercept m log Dm EC50SPNA 69

500 2.698970004 100.00 100 0 #NUM! -2.3032 -1.78 1.29422 19.68898921

250 2.397940009 100.00 100 0 #NUM!

125 2.09691 97.86 100 0.021912351 -1.659311032 TI = 4.249493838

62.5 1.79588 82.85 100 0.207058824 -0.683906258 ACTIVE

31.25 1.49485 50.68 100 0.973076923 -0.011852827

15.6 1.1931246 38.60 100 1.590909091 0.201645364

7.8 0.8920946 25.44 100 2.931034483 0.467020928

3.9 0.5910646 18.52 100 4.4 0.643452676

1.95 0.2900346 0.50 100 199 2.298853076

0.975 -0.01099538 -3.31 100 -31.17647059 #NUM!

0.4975 -0.30320691 -12.09 100 -9.274193548 #NUM!

0.24375 -0.61305538 -19.30 100 -6.181818182 #NUM!

y = 5.7361x - 11.028
R² = 0.9715
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y = -1.7796x + 2.3032
R² = 0.8984

-2

-1.5

-1

-0.5

0

0.5

1

1.5

2

2.5
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AT CT

Spinach 60-90% NH4SO  well1 well2 well3 ผลรวม เฉลี่ย ค่า syn ค่า inh Spinach 60-90% NH  well E well F ผลรวม เฉลี่ย OD drug T-D ค่า viability

500 0 0 0 0 0.0000 0.0000 1.0000 500 0.095 0.094 0.189 0.0945 0.177 -0.0825 -0.0476

250 0 0 0 0 0.0000 0.0000 1.0000 250 0.076 0.082 0.158 0.079 0.134 -0.0550 -0.0317

125 2 2 7 11 3.6667 0.0214 0.9786 125 0.655 0.724 1.379 0.6895 0.117 0.5725 0.3302

62.5 28 30 30 88 29.3333 0.1715 0.8285 62.5 1.624 1.631 3.255 1.6275 0.096 1.5315 0.8833

31.25 88 86 79 253 84.3333 0.4932 0.5068 31.25 1.841 1.798 3.639 1.8195 0.093 1.7265 0.9957

15.6 0 89 121 210 105.0000 0.6140 0.3860 15.6 1.838 1.864 3.702 1.851 0.09 1.7610 1.0156

7.8 0 117 138 255 127.5000 0.7456 0.2544 7.8 2.085 1.825 3.91 1.955 0.09 1.8650 1.0756

3.9 127 144 147 418 139.3333 0.8148 0.1852 3.9 2.095 1.72 3.815 1.9075 0.088 1.8195 1.0494

1.95 141 156 159 456 152.0000 0.8889 0.1111 1.95 1.744 1.714 3.458 1.729 0.084 1.6450 0.9487

0.975 170 183 177 530 176.6667 1.0331 -0.0331 0.975 1.749 1.638 3.387 1.6935 0.092 1.6015 0.9236

0.4975 188 195 192 575 191.6667 1.1209 -0.1209 0.4975 1.921 1.85 3.771 1.8855 0.092 1.7935 1.0344

0.24375 211 203 198 612 204.0000 1.1930 -0.1930 0.24375 1.771 1.775 3.546 1.773 0.093 1.6800 0.9689
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ตารางที ่ผ6 แสดงผลของการทดลองฤทธิ ์syncytium reduction assay ของ PC:Fern 

recombinant protein 

 

Plate No.1 Inoculum (SFU/50ul) = 212.50

ค่า IC50 PC:Fern

dose (ug/ml) x=log(dose) T/C%   control fa/fu=(D-C)/C y=log[fa/(1-fa)] (-) Intercept m log Dm IC50 

250 2.397940009 -250.27976076 100 -1.399552883 #NUM! 3.4307 2.96816 1.15583392 14.32

125 2.096910013 -166.82744871 100 -1.599421742 #NUM!

62.5 1.795880017 0.50000000 100 199 2.298853076

31.25 1.494850022 22.96825091 100 3.353836102 0.525541835

15.63 1.193820026 58.54610157 100 0.708055657 -0.149932603

7.81 0.89279003 61.79175510 100 0.618338884 -0.208773442

3.91 0.591760035 99.50000000 101 0.015075377 -1.821731822

1.95 0.290730039 126.80772611 102 -0.195632608 #NUM!

0.98 -0.010299957 135.53283169 103 -0.240036538 #NUM!

0.49 -0.311329952 125.51718224 104 -0.171428181 #NUM!

0.24 -0.612359948 99.32900294 105 0.057093063 -1.243416654

0.12 -0.913389944 116.58627564 106 -0.090802074 #NUM!

ค่า EC50 PC:Fern

dose (ug/ml) x=log(dose) % inh   control fa/fu=(D-C)/C y=log[fa/(1-fa)] (-) Intercept m log Dm EC50 

250 2.397940009 99.999 100 1.00001E-05 -4.999995657 15.567 8.5655 1.8174 66

125 2.096910013 99.84313725 100 0.001571092 -2.803798408

62.5 1.795880017 7.607843137 100 12.1443299 1.084373556 TI 0.22

31.25 1.494850022 0.5 100 199 2.298853076 Inactive

15.63 1.193820026 -26.2745098 100 -4.8059701 #NUM!

7.81 0.89279003 -23.29411765 100 -5.2929293 #NUM!

3.91 0.591760035 -9.647058824 101 -11.4695122 #NUM!

1.95 0.290730039 -37.41176471 102 -3.7264151 #NUM!

0.98 -0.010299957 -31.76470588 103 -4.2425926 #NUM!

0.49 -0.311329952 -23.29411765 104 -5.4646465 #NUM!

0.24 -0.612359948 -27.84313725 105 -4.7711268 #NUM!

0.12 -0.913389944 -42.2745098 106 -3.5074212 #NUM!

y = 2.9816x - 3.4307
R² = 0.909
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0
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2

3
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Linear (Series1)

y = -8.5655x + 15.567
R² = 0.9653
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AT plate CT plate

PC:Fern well 1 well 2 well 3 ผลรวม เฉลี่ย ค่า syn ค่า inh PC:Fern well C well D ผลรวม เฉลี่ย OD drug T-D ค่า viability

250 0 0 0 0 0 0 1.0000 250 0.100 0.250 0.350 0.175 3.094 -2.919 -2.503
125 0 1 0 1 0.33333333 0.001568627 0.9984 125.00 0.899 0.750 1.649 0.825 2.770 -1.946 -1.668
62.5 186 188 215 589 196.333333 0.923921569 0.0761 62.50 1.274 1.120 2.394 1.197 2.330 -1.132 -0.971

31.25 222 241 230 693 231 1.087058824 -0.0871 31.25 1.430 3.251 4.680 2.340 2.072 0.268 0.230
15.63 269 281 255 805 268.333333 1.262745098 -0.2627 15.63 2.402 2.188 4.589 2.295 1.612 0.683 0.585
7.81 281 243 524 262 1.232941176 -0.2329 7.81 2.506 2.365 4.871 2.436 1.715 0.721 0.618
3.91 245 221 466 233 1.096470588 -0.0965 3.91 1.608 1.588 3.196 1.598 0.063 1.535 1.316
1.95 292 308 276 876 292 1.374117647 -0.3741 1.95 1.396 1.639 3.035 1.517 0.039 1.479 1.268
0.98 248 333 259 840 280 1.317647059 -0.3176 0.98 1.925 1.355 3.280 1.640 0.059 1.581 1.355
0.49 274 267 245 786 262 1.232941176 -0.2329 0.49 1.669 1.376 3.045 1.522 0.059 1.464 1.255
0.24 266 291 258 815 271.666667 1.278431373 -0.2784 0.24 1.303 1.151 2.453 1.227 0.068 1.158 0.993
0.12 311 294 302 907 302.333333 1.422745098 -0.4227 0.12 1.346 1.487 2.833 1.417 0.057 1.360 1.166
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ตารางที ่ผ7 แสดงผลของการทดลองฤทธิ ์syncytium reduction assay ของ 

PC:cyanobacterium recombinant protein 

ค่า IC50 PC:Cya no b a cte rium

dose (ug/ml) x=log(dose) T/C%   control fa/fu=(D-C)/C y=log[fa/(1-fa)] (-) Intercept m log Dm IC50 

250 2.397940009 108.4271229 100 -0.077721539 #NUM! #DIV/0! #DIV/0!

125 2.096910013 113.5850108 100 -0.119602144 #NUM! > 250

62.5 1.795880017 150.2390293 100 -0.334393996 #NUM!

31.25 1.494850022 129.5045769 100 -0.227826519 #NUM!

15.63 1.193820026 149.9603404 100 -0.333157022 #NUM!

7.81 0.89279003 146.3716852 100 -0.316807757 #NUM!

3.91 0.591760035 127.3822539 101 -0.207110905 #NUM!

1.95 0.290730039 121.9628272 102 -0.163679603 #NUM!

0.98 -0.010299957 110.8452848 103 -0.070776892 #NUM!

0.49 -0.311329952 129.1444252 104 -0.194700043 #NUM!

0.24 -0.612359948 93.0477844 105 0.128452447 -0.891257619

0.12 -0.913389944 98.0341715 106 0.081255631 -1.090146533

ค่า EC50 C:Cyanobacterium

dose (ug/ml) x=log(dose) % inh   control fa/fu=(D-C)/C y=log[fa/(1-fa)] (-) Intercept m log Dm EC50 

250 2.397940009 30.19607843 100 2.311688312 0.363929277 #DIV/0! >250

125 2.096910013 -6.196078431 100 -17.13924051 #NUM!

62.5 1.795880017 -13.41176471 100 -8.456140351 #NUM! TI -

31.25 1.494850022 -25.33333333 100 -4.947368421 #NUM! Inactive

15.63 1.193820026 -32.23529412 100 -4.102189781 #NUM!

7.81 0.89279003 -40.23529412 100 -3.485380117 #NUM!

3.91 0.591760035 -41.17647059 101 -3.452857143 #NUM!

1.95 0.290730039 -37.88235294 102 -3.692546584 #NUM!

0.98 -0.010299957 -31.1372549 103 -4.307934509 #NUM!

0.49 -0.311329952 -21.7254902 104 -5.787003610 #NUM!

0.24 -0.612359948 -30.98039216 105 -4.389240506 #NUM!

0.12 -0.913389944 -32.23529412 106 -4.288321168 #NUM!
C:Cya no b a cte riu well 1 well 2 well 3 ผลรวม เฉลี่ย ค่า syn ค่า inh PC:Cyanobacter well E well F ผลรวม เฉลี่ย OD drug T-D ค่า viability

250 143 131 171 445 148.333333 0.698039216 0.3020 250 1.143 1.495 2.6381 1.319 0.055 1.264 1.084
125 283 184 210 677 225.666667 1.061960784 -0.0620 125.00 1.334 1.507 2.8408 1.420 0.096 1.325 1.136
62.5 245 250 228 723 241 1.134117647 -0.1341 62.50 1.890 1.738 3.6285 1.814 0.062 1.752 1.502

31.25 288 272 239 799 266.333333 1.253333333 -0.2533 31.25 1.662 1.488 3.1493 1.575 0.064 1.510 1.295
15.63 312 283 248 843 281 1.322352941 -0.3224 15.63 1.605 2.017 3.6216 1.811 0.062 1.749 1.500
7.81 305 291 596 298 1.402352941 -0.4024 7.81 1.439 1.988 3.427 1.713 0.007 1.707 1.464
3.91 294 306 600 300 1.411764706 -0.4118 3.91 1.644 1.715 3.359 1.680 0.194 1.486 1.274
1.95 283 312 284 879 293 1.378823529 -0.3788 1.95 1.469 1.526 2.995 1.497 0.075 1.422 1.220
0.98 271 264 301 836 278.666667 1.311372549 -0.3114 0.98 1.198 1.508 2.706 1.353 0.060 1.293 1.108
0.49 222 251 303 776 258.666667 1.217254902 -0.2173 0.49 1.674 1.457 3.131 1.565 0.059 1.506 1.291
0.24 267 273 295 835 278.333333 1.309803922 -0.3098 0.24 1.152 1.137 2.288 1.144 0.059 1.085 0.930
0.12 291 288 264 843 281 1.322352941 -0.3224 0.12 1.134 1.268 2.403 1.201 0.058 1.143 0.980
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ตารางที ่ผ8 แสดงผลของการทดลองฤทธิ ์syncytium reduction assay ของ PC:Spinach 

recombinant protein 

 

Plate No.2 Inoculum (SFU/50ul) = 230.00

ค่า IC50 PC:Spinach

dose (ug/ml) x=log(dose) T/C%   control fa/fu=(D-C)/C y=log[fa/(1-fa)] (-) Intercept m log Dm IC50 

250 2.397940009 166.08553040 100 -0.397900589 #NUM! #DIV/0! #DIV/0!

125 2.096910013 105.22057911 100 -0.049615571 #NUM! > 250

62.5 1.795880017 112.39405174 100 -0.1102732 #NUM!

31.25 1.494850022 98.89055803 100 0.011218887 -1.950050236

15.63 1.193820026 133.09996003 100 -0.248684973 #NUM!

7.81 0.89279003 112.36097521 100 -0.110011284 #NUM!

3.91 0.591760035 135.09695558 101 -0.252388778 #NUM!

1.95 0.290730039 112.22039995 102 -0.09107435 #NUM!

0.98 -0.010299957 134.67936438 103 -0.235220626 #NUM!

0.49 -0.311329952 126.28206012 104 -0.176446758 #NUM!

0.24 -0.612359948 97.84451274 105 0.073131206 -1.135897262

0.12 -0.913389944 95.62011604 106 0.10855335 -0.964356768

ค่า EC50 PC:Spinach

dose (ug/ml) x=log(dose) % inh   control fa/fu=(D-C)/C y=log[fa/(1-fa)] (-) Intercept m log Dm EC50 

250 2.397940009 36.37681159 100 1.749003984 0.242790799 #DIV/0! >250

125 2.096910013 1.15942029 100 85.25 1.930694388

62.5 1.795880017 1.594202899 100 61.72727273 1.790477089 TI -

31.25 1.494850022 -6.956521739 100 -15.375 #NUM! หาค่าไม่ได้

15.63 1.193820026 -5.507246377 100 -19.1578947 #NUM! Inactive

7.81 0.89279003 -15.86956522 100 -7.3013699 #NUM!

3.91 0.591760035 -28.26086957 101 -4.5738462 #NUM!

1.95 0.290730039 -24.34782609 102 -5.1892857 #NUM!

0.98 -0.010299957 -23.76811594 103 -5.3335366 #NUM!

0.49 -0.311329952 0 104 #DIV/0! #DIV/0!

0.24 -0.612359948 -7.391304348 105 -15.2058824 #NUM!

0.12 -0.913389944 -13.76811594 106 -8.6989474 #NUM!
AT plate CT plate

PC:Spinach well 1 well 2 well 3 ผลรวม เฉลี่ย ค่า syn ค่า inh PC:Spinach well C well D ผลรวม เฉลี่ย OD drug T-D ค่า viability

250 140 148 151 439 146.333333 0.636231884 0.363768116 250 3.274 0.905 4.179 2.090 0.081 2.009 1.661
125 249 226 207 682 227.333333 0.988405797 0.011594203 125 1.203 1.412 2.615 1.307 0.035 1.272 1.052
62.5 169 260 250 679 226.333333 0.984057971 0.0159420 62.5 1.565 1.281 2.845 1.423 0.063 1.359 1.124

31.25 195 277 266 738 246 1.069565217 -0.0695652 31.25 1.415 1.103 2.517 1.259 0.063 1.196 0.989
15.63 193 281 254 728 242.666667 1.055072464 -0.0550725 15.63 1.671 1.666 3.337 1.669 0.059 1.610 1.331
7.81 295 238 533 266.5 1.158695652 -0.1586957 7.81 1.360 1.475 2.835 1.418 0.059 1.359 1.124
3.91 299 291 590 295 1.282608696 -0.2826087 3.91 1.881 1.610 3.491 1.745 0.112 1.634 1.351
1.95 274 301 283 858 286 1.243478261 -0.2434783 1.95 1.701 1.405 3.106 1.553 0.196 1.357 1.122
0.98 295 287 272 854 284.666667 1.237681159 -0.2376812 0.98 1.659 1.918 3.577 1.789 0.160 1.629 1.347
0.49 248 222 220 690 230 1 0.0000000 0.49 1.669 1.756 3.426 1.713 0.186 1.527 1.263
0.24 261 256 224 741 247 1.073913043 -0.0739130 0.24 1.431 1.208 2.639 1.319 0.136 1.183 0.978
0.12 277 258 250 785 261.666667 1.137681159 -0.1376812 0.12 1.265 1.371 2.636 1.318 0.162 1.156 0.956
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ตารางที ่ผ9 แสดงผลของการทดลองฤทธิ ์syncytium reduction assay ของ PC:Canna 

recombinant protein 

IC50 PC:Canna 1 mg/ml

dose (ug/ml) x=log(dose) T/C%   control fa/fu=(D-C)/Cy=log[fa/(1-fa)] (-) Intercept m log Dm IC50PC

250 2.39794 84.70 100 0.180670168 -0.743113553 >250

125 2.09691 103.85 100 -0.037116345 #NUM!

62.5 1.79588 99.99 100 0.00010001 -3.999956568

31.25 1.494850022 119.83 100 -0.165517851 #NUM!

15.6 1.193124598 116.85 100 -0.144190683 #NUM!

7.8 0.892094603 124.63 100 -0.197637862 #NUM!

3.9 0.591064607 116.94 100 -0.144888164 #NUM!

1.95 0.290034611 117.58 100 -0.149509142 #NUM!

0.975 -0.01099538 117.48 100 -0.148819182 #NUM!

0.4975 -0.30320691 111.48 100 -0.102973307 #NUM!

0.24375 -0.61305538 111.54 100 -0.103484287 #NUM!

0.121875 -0.91408537 115.67 100 -0.135493912 #NUM!

EC50 PC:Canna
dose (ug/ml) x=log(dose) % inh   control fa/fu=(D-C)/Cy=log[fa/(1-fa)] (-) Intercept m log Dm EC50PC

250 2.39794 99.25 100 0.00754717 -2.122215878 -3.7675 -2.376 1.58592 38.54

125 2.09691 88.01 100 0.136170213 -0.865917884

62.5 1.79588 60.49 100 0.653250774 -0.184920067 TI => 6.49

31.25 1.49485 36.70 100 1.724489796 0.236660629 ACTIVE

15.6 1.1931246 25.66 100 2.897810219 0.46206994

7.8 0.8920946 16.85 100 4.933333333 0.693140461

3.9 0.5910646 0.05 100 1999 3.300812794

1.95 0.290034611 -28.84 100 -4.467532468 #NUM!

0.975 -0.01099538 -54.49 100 -2.835051546 #NUM!

0.4975 -0.30320691 -68.54 100 -2.459016393 #NUM!

0.24375 -0.61305538 -68.54 100 -2.459016393 #NUM!

0.121875 -0.91408537 -68.54 100 -2.459016393 #NUM!

y = -2.3756x + 3.7675
R² = 0.8633
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AT CT 1.57383

PC:Canna well1 well2 well3 ผลรวม เฉลี่ย ค่า syn ค่า inh PC:Canna well C well D ผลรวม เฉลี่ย OD drug T-D ค่า viability

250 1 2 1 4 1.3333 0.0075 0.9925 250 1.325 1.599 2.924 1.4620 0.1290 1.3330 0.8470

125 17 24 23 64 21.3333 0.1199 0.8801 125 1.649 1.81 3.459 1.7295 0.0950 1.6345 1.0385

62.5 77 55 79 211 70.3333 0.3951 0.6049 62.5 1.845 1.729 3.574 1.7870 0.0940 1.6930 1.0757

31.25 116 118 104 338 112.6667 0.6330 0.3670 31.25 1.94 2.004 3.944 1.9720 0.0860 1.8860 1.1983

15.6 130 140 127 397 132.3333 0.7434 0.2566 15.6 2.029 1.841 3.87 1.9350 0.0960 1.8390 1.1685

7.8 144 152 0 296 148.0000 0.8315 0.1685 7.8 2.289 1.796 4.085 2.0425 0.0810 1.9615 1.2463

3.9 182 208 0 390 195.0000 1.0955 -0.0955 3.9 1.986 1.871 3.857 1.9285 0.0880 1.8405 1.1694

1.95 225 222 241 688 229.3333 1.2884 -0.2884 1.95 1.916 1.975 3.891 1.9455 0.0950 1.8505 1.1758

0.975 281 273 271 825 275.0000 1.5449 -0.5449 0.975 1.894 1.994 3.888 1.9440 0.0950 1.8490 1.1748

0.4975 300 300 300 900 300.0000 1.6854 -0.6854 0.4975 1.827 1.864 3.691 1.8455 0.0910 1.7545 1.1148

0.24375 300 300 300 900 300.0000 1.6854 -0.6854 0.24375 1.802 1.893 3.695 1.8475 0.0920 1.7555 1.1154

0.121875 300 300 300 900 300.0000 1.6854 -0.6854 0.121875 1.887 1.954 3.841 1.9205 0.1000 1.8205 1.1567
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ตารางที ่ผ10 แสดงผลของการทดลองฤทธิ ์syncytium reduction assay ของ PC:Canna/T 

recombinant protein cut Thrombin  

 
 

ค่า IC50 PC:Canna/T

dose (ug/ml) x=log(dose) T/C%   control fa/fu=(D-C)/C y=log[fa/(1-fa)] (-) Intercept m log Dm IC50 

250 2.397940009 78.6782329 100 0.270999568 -0.567031401 >250

125 2.096910013 94.9686997 100 0.052978511 -1.275900252

62.5 1.795880017 90.6599893 100 0.103022412 -0.987068288

31.25 1.494850022 100.2217850 100 -0.002212942 #NUM!

15.625 1.193820026 100.3398319 100 -0.003386809 #NUM!

7.813 0.89279003 94.3784654 100 0.059563742 -1.225018023

3.906 0.591760035 102.8778394 100 -0.027973365 #NUM!

1.953 0.290730039 96.4442855 100 0.036868069 -1.433349612

0.977 -0.010299957 95.9720980 100 0.041969511 -1.377066095

0.488 -0.311329952 93.6406725 100 0.067912023 -1.168053333

0.244 -0.612359948 100.4283670 100 -0.004265399 #NUM!

0.1221 -0.913389944 99.9266679 100 0.00073386 -3.134387041

ค่า EC50 PC:Canna/T

dose (ug/ml) x=log(dose) % inh   control fa/fu=(D-C)/C y=log[fa/(1-fa)] (-) Intercept m log Dm EC50 

250 2.397940009 75.97597598 100 0.316205534 -0.500030534 -2.9011 -1.3749 2.110044367 128.84

125 2.096910013 37.23723724 100 1.685483871 0.226724601 Active

62.5 1.795880017 31.98198198 100 2.126760563 0.327718599 TI >1.94

31.25 1.494850022 30.33033033 100 2.297029703 0.361166611

15.625 1.193820026 28.52852853 100 2.5052632 0.398853352 AZT EC5 0  = 1.27  x 10-9

7.813 0.89279003 21.17117117 100 3.7234043 0.570940191

3.906 0.591760035 20.72072072 100 3.8260870 0.582754836

1.953 0.290730039 23.12312312 100 3.3246753 0.52174924

0.977 -0.010299957 30.33033033 100 2.2970297 0.361166611

0.488 -0.311329952 20.42042042 100 3.8970588 0.590736961

0.244 -0.612359948 46.24624625 100 1.1623377 0.06533231

0.1221 -0.913389944 39.93993994 100 1.5037594 0.177178355

y = -1.3749x + 2.9011
R² = 0.84
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AT plate CT plate

PC:Canna/T well1 well2 well3 ผลรวม เฉลี่ย ค่า syn ค่า inh PC:Canna/T well C well D ผลรวม เฉลี่ย OD drug T-D ค่า viability

250 20 28 32 80 26.66666667 0.24024024 0.75975976 250 1.458 1.424 2.882 1.441 0.108 1.333 0.786782329
125 78 63 68 209 69.66666667 0.627627628 0.372372372 125 1.705 1.737 3.442 1.721 0.112 1.609 0.949686997
62.5 0 81 70 151 75.5 0.68018018 0.31981982 62.5 1.73 1.57 3.3 1.65 0.114 1.536 0.906599893

31.25 77 80 75 232 77.33333333 0.696696697 0.303303303 31.25 1.862 1.804 3.666 1.833 0.135 1.698 1.00221785
15.625 85 77 76 238 79.33333333 0.714714715 0.285285285 15.625 1.794 1.898 3.692 1.846 0.146 1.7 1.003398319
7.813 90 85 175 87.5 0.788288288 0.211711712 7.813 1.755 1.721 3.476 1.738 0.139 1.599 0.943784654
3.906 83 93 176 88 0.792792793 0.207207207 3.906 1.751 2.019 3.77 1.885 0.142 1.743 1.028778394
1.953 91 80 85 256 85.33333333 0.768768769 0.231231231 1.953 1.817 1.735 3.552 1.776 0.142 1.634 0.964442855
0.977 79 68 85 232 77.33333333 0.696696697 0.303303303 0.977 1.786 1.75 3.536 1.768 0.142 1.626 0.95972098
0.488 80 95 90 265 88.33333333 0.795795796 0.204204204 0.488 1.845 1.606 3.451 1.7255 0.139 1.5865 0.936406725
0.244 97 95 82 179 59.66666667 0.537537538 0.462462462 0.244 1.885 1.786 3.671 1.8355 0.134 1.7015 1.00428367

0.1221 99 0 101 200 66.66666667 0.600600601 0.399399399 0.1221 1.853 1.851 3.704 1.852 0.159 1.693 0.999266679


