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บทคัดย่อ 

โรดอปซิน คือ โปรตีนบนชั้นเภมมเภบรนของเภรตินาท่ีท าหน้าท่ีในการรับแสงส าหรับกระบวนการ
มองเภห็นในสัตวมี์กระดูกสันหลงั โดยมี retinal protonated Schiff base (RPSB) ท่ีมีประจุ +1 เภป็นตวัท าปฏิกิริยา
ต่อแสงโดยตรงผ่านการเภปล่ียนโครงสร้างจาก 11-cis เภป็น all-trans ซ่ึงการเภปล่ียนโครงสร้างของ RPSB                
จะเภหน่ียวน าให้เภกิดการเภปล่ียนแปลงโครงสร้างของโปรตีนไปตามล าดบัจนส้ินสุดการส่งสัญญาณการมองเภห็น 
และหน่ึงในขั้นตอนท่ีส าคญั คือ การถ่ายโอนโปรตอนจาก RPSB ไปให้เภคาน์เภตอร์ไอออนท่ีมีประจุ -1 ซ่ึงยงัไม่
เภป็นท่ีแน่ชดัวา่จะเภป็นกรดกลูตามิกล าดบัท่ี 113 (E113) หรือล าดบัท่ี 181 (E181) ทั้งน้ีจากการศึกษาโดยนกัวจิยั
หลายกลุ่ม พบว่ามีความเภป็นไปไดสู้งท่ีจะมีการสลบัเภคาน์เภตอร์ไอออนจาก E113 ในสถานะพ้ืน ไปเภป็น E181    
ในสถานะ metarhodopsin I ในงานน้ีจึงท าการศึกษาถึงกลไกการสลบัเภคาน์เภตอร์ไอออนดงักล่าวโดยค านวณ
ก าแพงศกัยข์องพลงังานอิสระในการรับโปรตอนของ E113 และการเภสียโปรตอนของ E181 ดว้ยแบบจ าลองท่ี
ใช้การผสมผสานระหว่างกลศาสตร์ควอนตมัและกลศาสตร์ดั้ งเภดิม (QM/MM) จากผลการศึกษาพบว่าใน
กระบวนการสลบัเภคาน์เภตอร์ไอออนนั้น จะมีความเภป็นไปไดม้ากกว่าท่ีจะเภร่ิมจากการรับโปรตอนของ E113 
แทนท่ีจะเภร่ิมด้วยการเภสียโปรตอนของ E181 อนัเภป็นผลมาจากอนัตรกิริยาต่อคู่ตวัให้หรือตวัรับโปรตอนท่ี
ต่างกนัของกรดกลูตามิกทั้งสอง 

ค าส าคญั: โรดอปซิน การถ่ายโอนโปรตอน เภคานเ์ภตอร์ไอออน การจ าลองเภชิงโมเภลกลุ  
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Abstract 

 Rhodopsin, a membrane protein on a retina, is responsible for visual perception in vertebrates. 
Rhodopsin contains retinal protonated Schiff base or RPSB (+1 charged) which undergoes isomerization from 
11-cis to all-trans upon photo-excitation. The isomerization of RPSB induces changes in protein structure to 
complete the visual signaling. One of the important steps is a proton transfer from RPSB to its counterion (-1 
charged). It is still not clear whether the 113th glutamic acid (E113) or E181 is a proton accepter from RPSB. 
However, many various studies have speculated a high possibility of counterion switch process from E113 (on 
a ground state) to E181 (on metarhodopsin I state).  In this work, the detailed study of counterion switch is 
performed.  The quantum mechanics/molecular mechanics (QM/MM) simulations are employed to obtained 
the free energy barriers for protonation of E113 and deprotonation of E181. It was found that protonation of 
E113 is more likely to occur than deprotonation of E181 due to different counterparts of their proton donor or 
acceptor. 

Keywords: rhodopsin, proton transfer, counterion, molecular simulation  

1. บทน า 
โรดอปซิน (Rhodopsin) เภป็นโปรตีนในชั้น  

เภมมเภบรนของเภรตินาท่ีท าหน้าท่ีเภป็นตวัรับแสงใน
กระบวนการมองเภห็นของสัตวมี์กระดูกสันหลงั ซ่ึง
โรดอปซินน้ีจัดอยู่ในประเภภท G protein-coupled 

receptor (GPCR) โดย 11-cis retinal protonated Schiff 
base (RPSB) เภป็นโมเภลกุลในโรดอปซินท่ีท าปฏิกิริยา
โดยตรงกับแสงท่ีมากระตุ ้น โดยท าให้เภกิดการ
เภปล่ียนแปลงโครงสร้างหรือไอโซเภมอไรเภซชัน 
(isomerization) จาก 11-cis ไปเภป็น all-trans 

  

รูปที ่1 การเภปล่ียนแปลงของโรดอปซินในกระบวนการการมองเภห็น 
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การไอโซเภมอไรเภซชันน้ีจะเภหน่ียวน าให้
เภกิดการเภปล่ียนแปลงโครงสร้างของโปรตีนไป
ตามล าดับ [1, 2] ดังแสดงให้เภห็นในรูปท่ี 1 เภม่ือ       
โรดอปซิน เภปล่ียนไปจนถึงสถานะ metarhodopsin II 
(meta II) มนัจะจบักบัโปรตีน G ช่ือว่า ทรานซดิวซิน 
(transducin) และกระตุน้ให้ทรานซดิวซิน มีสภาพ
พร้อมเภพ่ือกระบวนการมองเภห็นในท่ีสุด ดงันั้นจะเภห็น
ได้ว่าการกระตุ ้น (activation) โปรตีนทรานซดิวซิน 
นับเภป็นขั้นตอนส าคัญของกลไกการท างานของ
โรดอปซิน 

กลไกการท างานของโรดอปซินได้รับ
การศึกษากนัอย่างกวา้งขวาง [1-14] แต่มีประเภด็น
หน่ึงท่ียงัเภป็นท่ีถกเภถียงกนัคือ สภาวะการมีโปรตอน 
(protonation state) ของกรดอะมิโนล าดบัท่ี 181 ของ
โปรตีนโรดอปซินซ่ึงก็คือ กรดกลูตามิก-181 (E181) 

โดยกลุ่มวจิยัหลายกลุ่มเภช่ือวา่ E181 มีบทบาทส าคญั
ต่อปฏิกิริยากบัแสงของโรดอปซิน [1, 2, 6, 11, 15] 
โดยเภฉพาะอย่างยิ่งในขั้นตอนของการเภปล่ียนจาก
สถานะ meta I เภป็น meta II ซ่ึงในขั้นตอนน้ี RPSB 
จะเภสียโปรตอนใหแ้ก่กรดอะมิโนท่ีอยูร่อบ ๆ ท่ีส าคญั
เภป็นล าดบัไป เภช่น เภคาน์เภตอร์ไอออน (counterion) ท่ี
ล าดบั 113 (E113) และ E181 ทั้งน้ีจากการศึกษาดว้ย 
UV-VIS spectroscopy[6] แ ล ะ  resonance Raman 
vibrational spectra [1] พบว่า E181 ในสถานะพ้ืน
ของโรดอปซินจะมีสภาพเภป็นกลาง นัน่คือมีโปรตอน 
(protonated) ท่ีหมู่ฟังก์ชันของกรดกลูตามิก และ
จากการศึกษากระบวนการไอโซเภมอไรเภซชันดว้ย
แบบจ าลองทางไดนามิกส์ พบว่าแบบจ าลองจะ
ใหผ้ลท่ีสอดคลอ้งกบัการทดลองเภม่ือ E181 มีสถานะ
เภป็นกลาง  [16]  นอกจากน้ี  Yan และคณะก็ได้

รูปที่ 2 กลไกการถ่ายโอนโปรตอนในโรดอปซินบนสถานะ lumirhodopsin ซ่ึงเภป็นโครงสร้างจาก X-ray 
crystallography  รหัส PDB: 2HPY โดยลูกศรโคง้แทนทิศทางการถ่ายโอนโปรตอน และเภส้นประสีแดงแทน
พนัธะไฮโดรเภจน ระยะ d1 และ d2 คือความยาวพนัธะไฮโดรเภจนจาก E181 ไปยงั น ้ า WAT1 และ จาก S186 ไป
ยงั E113 ตามล าดบั เภคร่ืองหมาย + และ – แสดงประจุของโมเภลกุลนั้น ๆ ซ่ึงสีเภขียว สีแดง สีน ้ าเภงิน และสีขาว 
หมายถึง คาร์บอน ออกซิเภจน ไนโตรเภจน และ โฮโดรเภจน ตามล าดบั 
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ท าการศึกษาอิทธิพลของสภาวะการมีโปรตอนของ 
E181 ด้วยเภทคนิคทางสเภปกโตรสโคปี และเภสนอ
กลไกการสลับเภคาน์เภตอร์ไอออนจาก E113 ใน
สถานะพ้ืน มาเภป็น E181 ในสถานะ meta I [1] ซ่ึง
ในกระบวนการสลบัเภคาน์เภตอร์ไอออนน้ีจะเภก่ียวขอ้ง
กบัการเภปล่ียนถ่ายโปรตอนจาก E181 สู่ E113 ดงัท่ี
กลุ่มวิจัยเภดียวกันน้ีเภสนอไว ้โดยแสดงในรูปท่ี 2 
ทั้ งน้ี ส่ิงท่ียงัไม่ชัดเภจนคือ การถ่ายโอนโปรตอน
ดงักล่าวเภร่ิมจากการให้โปรตอนจาก E181 ไปยงัน ้ า 
WAT1 (ระยะ d1 ลดลง) หรือ เภร่ิมจากการท่ี E113 ดึง
โปรตอนจาก S186 (ระยะ d2 ลดลง) ซ่ึงจุดประสงค์
หลกัของงานน้ีคือ การหาค าตอบดงักล่าว  

กลไกการถ่ายโอนโปรตอนนั้น เภกิดข้ึนใน
ระดับอะตอมซ่ึงวิธีการและเภทคนิคการทดลองใน
ปัจจุบันยงัมีข้อจ ากัดในการศึกษาปรากฏการณ์
ไดนามิกส์ในระดับ เภล็กขนาดนาโนเภมตร ถึง
องัสตรอม (10-9 - 10-10 m) ดงันั้นการท าแบบจ าลอง 
(simulation) จึงเภป็นทางเภลือกท่ีดีทางหน่ึง โดยมีขอ้ดี
คือสามารถให้ขอ้มูลว่าแต่ละอะตอมในโมเภลกุลมี
การเภปล่ียนแปลงหรือเภคล่ือนท่ีอยา่งไร และมีอนัตร
กิริยากับ ส่ิงแวดล้อมเภช่นไร ท าให้การอธิบาย
ปรากฏการณ์ท่ีเภราสนใจสามารถท าไดดี้ยิ่งข้ึน โดย
ในการศึกษา น้ีจะใช้ระเภ บียบวิ ธีทาง  QM/MM 
(Quantum Mechanics/Molecular Mechanics) [17] 
มาใช้ในการศึกษากระบวนการถ่ายโอนโปรตอน  
ในโรดอป ซินใน ช่วงการ เภป ล่ี ยนแปลงจ าก 
lumirhodopsin เภป็น meta I 

การถ่ายโอนโปรตอนเภป็นกระบวนการท่ี
เภก่ียวข้องกับการท าลายและสร้างพันธะ ซ่ึงต้อง
อาศัยกลศาสตร์ควอนตมั (QM) เภขา้มาอธิบาย แต่
อย่างไรก็ตามระเภบียบวิธีทางควอนตมัเภป็นระเภบียบ
วธีิท่ีซบัซอ้นและตอ้งใชเ้ภวลาในการค านวณนาน วธีิ
น้ีจึงเภหมาะกบัระบบเภลก็ ๆ ท่ีมีจ านวนอะตอม 10-20 

อะตอมเภท่านั้น ทั้งน้ีอนัตรกิริยากบัส่ิงแวดลอ้มของ
โมเภลกุลท่ีสนใจก็เภป็นส่ิงท่ีละเภลยไม่ได ้จึงตอ้งน ามา
พิจารณาด้วย แต่ ส่ิงแวดล้อมเภหล่าน้ีสามารถใช้
ระเภบียบวิธีท่ีซับซ้อนน้อยกว่า และค านวณได้เภร็ว
กว่า QM ได้ เภช่น Molecular Mechanics (MM) ซ่ึง
อาศยักลศาสตร์ดั้งเภดิม และน่ีคือท่ีมาของระเภบียบวิธี 
QM/MM ท่ีแบ่งระบบท่ีสนใจออกเภป็นสองส่วน คือ
ส่วนของ QM ท่ีเภกิดปรากฏการณ์เภชิงควอนตมั และ
ส่วนของ MM ส าหรับส่ิงแวดล้อมท่ีสามารถใช้
กลศาสตร์ดั้ งเภดิมมาอธิบายได้ ท้ายสุดแล้วการ
จ าลองเภหตุการณ์น้ีจึงถือวา่น าปัจจยัต่างๆ มาค านวณ
ได้อย่างครอบคลุม โดยในการศึกษาน้ีจะมุ่งเภน้น
การศึกษาพลงังานอิสระ (free energy) ของกระบวน 
การถ่ายโอนโปรตอนในโรดอปซิน เภพื่อทดสอบ
กลไกการสลบัเภคาน์เภตอร์ไอออนท่ีไดรั้บการเภสนอ
ข้ึนมาจาก Yan และคณะ [1] และทดสอบขอ้เภสนอแนะ
จากหลายการทดลอง[1, 18] เภ ก่ียวกับการเภป็น
เภคาน์เภตอร์ไอออนหลัก (primary counterion) ของ 
E181 ในช่วง meta I 

2. วธีิด าเนินการวจัิย 
2.1. ระเบียบวิธีที่ใช้การผสมผสานระหว่าง

กลศาสตร์ควอนตัมและกลศาสตร์ดั้ งเดิม  หรือ 
Hybrid quantum mechanics/molecular mechanics 
(QM/MM method)  

ส าหรับการศึกษาน้ี ท าแบบจ าลองเภชิง
โมเภลกุลโดยใช้ระเภบียบวิธี QM/MM ซ่ึงถูกคิดคน้
โดย Warshel และ Levitt [17] โดยมีหลกัการคือจะ
ใช้ QM ค านวณในส่วนท่ีเภกิดปรากฏการณ์เภชิง
ควอนตมัของระบบซ่ึงในท่ีน้ี คือ กระบวนการถ่าย
โอนโปรตอนระหวา่งกลุ่มต่าง ๆ ในโรดอปซิน ซ่ึง
ประกอบด้วย RPSB และหมู่ฟังก์ชัน หรือ side-
chain ของกรดอะมิโนท่ีเภก่ียวขอ้งในกระบวนการ
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ถ่ายโอนโปรตอน ประกอบด้วย E113 E181 และ 
S186 (โดย E แทนกรดกลูตามิก และ S แทนซิรีน) 
รวมทั้งน ้ า 2 โมเภลกลุ ดงัรูปท่ี 2 และส่วนท่ีเภหลือของ
ระบบจะถูกค านวณโดยใช้ MM การจ าลองเภชิง
โมเภลกุลจะเภร่ิมต้นด้วยโครงสร้าง X-ray crystal 
structure ท่ี มี รหัส  Protein Data Bank (PDB) คือ 
2HPY ซ่ึงเภป็นโครงสร้างของโรดอปซินในสถานะ 
lumirhodopsin [19] นั่นคือ RPSB ในสถานะน้ีจะ
ผ่านการไอโซเภมอไรเภซชันจาก 11-cis ไปเภป็น all-
trans เภพื่อจะเภข้าสู่กระบวนการถ่ายโอนโปรตอน
ต่อไป  

 ก ารค านวณใน ส่วนของ  QM จะใช้
ระเภบียบวิธี semiempirical method ท่ีมีการพิจารณา
พฤติกรรมของ อิ เภล็กตรอนในหลาย รูปแบบ 
(multiple configuration)  โดยอาศัยวิธี floating 
occupation molecular orbital configuration 
interaction, FOMO-CI [20] เภพื่อเภป็นการอธิบายให้
ครอบคลุมถึงปรากฏการณ์สร้างและท าลายพนัธะ
ในกระบวนการถ่ายโอนโปรตอน โดยใชร้ะเภบียบวธีิ
ท่ีเภก่ียวขอ้งกบั multiple configuration หรือ การเภพ่ิม
รูปแบบการจัดเภรียงอิเภล็กตรอนในสถานะต่าง ๆ 
เภพ่ือให้ไดค้่าพลงังานท่ีถูกตอ้งมากยิ่งข้ึน โดย wave 
function ท่ี ใช้จะ เภ กิดจากการพิจารณารูปแบบ
ทั้งหมดของการจดัอิเภลก็ตรอน 6 ตวัใน 6 ออร์บิทอล
ในสถานะ singlet ทั้ งน้ี  electron occupation ในแต่
ละออร์บิทอลทั้งหกน้ีจะมีค่าได้ตั้งแต่ 0 ถึง 2 แต่มี 
spin multiplicity รวมเภป็น 1 โดยรูปแบบการจดัเภรียง
อิเภล็กตรอนทั้งหมด คือ 400 แบบ ซ่ึงโปรแกรมท่ีใช้
ในการค านวณ คือ โปรแกรม MOPAC2000 [21] ท่ี
ไดรั้บการปรับเภพ่ิมระเภบียบวธีิ FOMO-CI [20] ลงไป 
และใชพ้ารามิเภตอร์ท่ีไดรั้บการปรับปรุงใหม่เภพ่ือให้
เภหมาะกบัไดนามิกส์ของ RPSB [22] 

การค านวณในส่วนของ MM จะอาศัย
ระเภบียบวิธีท่ีใชก้ลศาสตร์ดั้งเภดิมท่ีพิจารณาใหแ้ต่ละ
อะตอมในโมเภลกุลเภปรียบเภสมือนลูกบอลท่ีมีประจุ 
(ไ ม่จ า เภ ป็นต้องเภ ป็นจ านวนเภต็มเภ ท่าของประจุ
อิเภลก็ตรอนe) และเภช่ือมกนัดว้ยพนัธะท่ีเภปรียบเภสมือน
สปริง ซ่ึงพลังงานท่ีเภกิดข้ึนจะค านวณได้จากเภซต
ของพารามิเภตอร์ท่ีเภก่ียวขอ้งกบัการสัน่ในแบบต่าง ๆ 
ของโมเภลกุล รวมทั้งอนัตรกิริยาทางไฟฟ้า และแรง 
van der Waal ซ่ึงในงานน้ีจะใชเ้ภซตของพารามิเภตอร์ 
AMBER [23] โดยกรดอะมิโนท่ีเภป็นกรดและเภบส 
จะมี protonation state ตามปกติท่ี pH 7 ยกเภวน้ D83 
และ E122 ท่ีจะมีประจุเภป็นกลางตามท่ีปรากฏจาก
การทดลองด้วย  Fourier - transform infrared 
spectroscopy (FTIR) [3] รวมทั้ ง E181 ท่ีมีประจุ
เภป็นกลางเภน่ืองจากการเภติมโปรตอนตามสมมติฐาน
ของ Yan และคณะ [1] 

โครงสร้างของโปรตีนดังกล่าวจะได้รับ
การออปติไมซ์เภซชัน เภพื่อให้ได้โครงสร้างท่ี มี
พลงังานต ่าท่ีสุด อนัจะแสดงถึงความเภสถียร และ
น าไปใช้ส าหรับเภป็นจุดเภร่ิมตน้ของการจ าลองเภชิง
ไดนามิกส์ต่อไป ซ่ึงการค านวณพลงังานจะอาศัย
ระเภบียบวิธี QM/MM ดงัท่ีกล่าวไปแลว้ขา้งตน้ โดย
โปรแกรมคอมพิวเภตอร์จะท าการเภปล่ียนโครงสร้าง
แบบสุ่ม แลว้ค านวณพลงังานไปเภร่ือย ๆ จนกระทั้ง
ถึงจุดท่ีเภกรเภดียนท์ของพลงังานเภขา้ใกลศู้นย ์(ซ่ึงมี
การก าหนด threshold เภป็น 0.2 kcal/mol/Å) 

2.2 Umbrella Sampling 
ความสูงของก าแพงศกัย ์(energy barrier) 

ของค่าพลงังานอิสระ (free energy) จะสามารถบอก
ความเภร็วหรือความยากง่ายในการเภกิดปรากฏการณ์
เภชิงไดนามิกส์ได้ โดยการค านวณค่าพลงังานงาน
อิสระ (free energy) จะตอ้งอาศยัการแจกแจงความ 
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น่าจะเภป็น (probability distribution) หรือ ความถ่ี
ของการปรากฏบน phase space ท่ีได้จากการท า
แบบจ าลองเภชิงไดนามิกส์ของโมเภลกุล (molecular 
dynamics) ซ่ึงในบางกรณีโมเภลกุลจะไม่สามารถ
ปรากฏในทุกบริเภวณท่ีเภราสนใจบน phase space 
โดยเภฉพาะบริเภวณท่ีมีพลังงานศักย์สูง เภน่ืองจาก
ระบบไม่มีพลังงานมากพอ ท าให้ไม่สามารถหา 
probability distribution ในส่วนนั้นได ้จึงตอ้งมีการ
บังคบัให้โมเภลกุลไปปรากฏอยู่ทุกบริเภวณของช่วง 
reaction coordinate ท่ี เภ ร าสนใจด้วยระ เภ บียบวิ ธี  
umbrella sampling [24] ซ่ึงเภป็นการเภพ่ิมประสิทธิภาพ
ในการสุ่มตวัอยา่งใน phase space โดยจะเภพ่ิมพลงังาน 
ศกัยพิ์เภศษท่ีเภรียกวา่ umbrella potential (เภป็นฟังกช์นั
เภดียวกนักบัศกัยข์องฮาร์โมนิกออสซิลเภลเภตอร์) เภขา้
ไปรวมกับพลังงานศักย์อ่ืน ๆ ของระบบ (V0) ดัง
สมการ (1) 

V (R,x
r
) =V

0
+U (x

r
)

=V
0
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r
-x

0
)2
                 (1) 

เภม่ือ U = umbrella potential; V0 = พลงังาน
ศกัย;์ R = nuclear coordinate ของระบบ; r = 
reaction coordinate ซ่ึงในท่ีน่ีคือ d1 และ d2 ดงัแสดง
ในรูปท่ี 2; 0 = reaction coordinate บงัคบั; และ k = 
force constant (ค่าคงท่ีของแรง) 

ในระเภบียบวธีิ umbrella sampling จะมีการ
แบ่งช่วงของ reaction coordinates ท่ีสนใจออกเภป็น
ช่วงย่อย ๆ ซ่ึงในงานน้ีคือ 12 ช่วง ส าหรับทั้ ง d1 
และ d2 ซ่ึงจุดศูนย์กลาง หรือ reaction coordinate 
บงัคบั (d01 และ d02) ของ umbrella potential จะอยูท่ี่ 
0.8, 0.9, ..., 1.9 Å โดยมีค่าคงท่ีของแรง k = 150 
kcal/mol ทั้ งกรณี d1 และ d2 หลงัจากนั้นจะท าการ
จ าลองเภชิงไดนามิกส์ในแต่ละช่วงยอ่ย ดว้ยระเภบียบ
วิธี full multiple spawning (FMS) [25, 26] เภพื่อท า
การจ าลองสถานการณ์การถ่ายโอนโปรตอนของ  

โรดอปซินท่ีอยู่ภายใต้ umbrella potential อันจะ
น าไปสู่การค านวณพลงังานอิสระ และ free energy 
barrier ในท่ีสุด ซ่ึงเภส้นทางของเภปล่ียนแปลงตาม
เภวลาของการจ าลองเภชิงไดนามิกส์จะอยู่ภายใต้
อิทธิพลของพลังงานศักย์ QM/MM ท่ีบรรยาย
ขา้งตน้ รวมกบัอิทธิพลของ umbrella potential  

หลงัจากการจ าลองเภชิงไดนามิกส์ จะท า
การก าจดัผลของ umbrella potential เภพื่อใหไ้ดม้าซ่ึง
พลงังานอิสระท่ีแทจ้ริง หรือเภรียกว่า unbiased free 
energy โดยใช้วิ ธี  Weighted Histogram Analysis 
Method หรือ WHAM [27] จากโปรแกรมซ่ึงพฒันา
โดย Grossfield, A. ซ่ึงตั้ งอยู่บนหลักการท่ีว่า ค่า
พลงังานอิสระท่ีแท้จริง, )( rF  น้ี จะค านวณได้
จากค่าลบของลอการิทึมธรรมชาติ (natural logarithm) 
ของ unbiased probability distribution หรือ )( rP   
ดงัสมการ (2) 
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เภม่ือ kineticE = พลงังานจลน์เภฉล่ีย; N = 
จ านวนอะตอมในระบบ; kB = Boltzmann constant; 
และ T คืออุณหภูมิของระบบ ซ่ึงในงานน้ี คือ 298 K 

3. ผลการวจัิยและวจิารณ์ผลการวจัิย 
จากการจ าลองเภชิงไดนามิกส์ดว้ย umbrella 

sampling ส าหรับความยาวพนัธะไฮโดรเภจน OH
H ซ่ึงคือ ระยะ d1 (วดัจาก E181 ไปยงัน ้ า WAT1)
และระยะ d2 (วดัจาก S186 ไปยงั E113) จะน าไปสู่
การค านวณค่าพลงังานอิสระ ไดผ้ลดงัรูปท่ี 3 ซ่ึงจะ
เภห็นไดว้่าทั้งระยะ d1 และ d2 มี จุดต ่าสุดท่ีต าแหน่ง
ใกลเ้ภคียงกนั คือ ประมาณ 1.65-1.70 Å ซ่ึงเภล่ือนจาก
ผลการออปติไมซ์เภซชัน (1.75 Å) เภพียงเภล็กน้อย 
ดงันั้นเภราจึงสามารถประมาณไดว้่าจุดต ่าสุดของค่า
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พลงังานอิสระส าหรับทั้งสองเภส้นทางการถ่ายโอน
โปรตอนมีพลงังานเภท่ากนั ท าให้การเภปรียบเภทียบค่า
พลงังานอิสระระหว่างสองเภส้นทางในจุดอ่ืน ๆ จึง
ถือวา่มีจุดอา้งอิงเภดียวกนัดว้ย 

ระยะ d1 และ d2 ท่ีจุดต ่าสุด ถือวา่อยูใ่นช่วง
ของการเภป็นพนัธะไฮโดรเภจน (OH H ) ในขณะท่ี
ความยาวของพนัธะโคเภวเภลนต ์O-H จะมีค่าประมาณ 
0.96 Å  ซ่ึ ง เภ ป็นต าแหน่ง เภ ดียวกันกับ จุดต ่ า สุด
รองลงมาของระยะ d2 นัน่เภอง โดยระยะทางน้ีแสดง
ถึงการเภกิดการรับโปรตอน หรือ protonation ของ 
E113 แต่ส าหรับระยะ d1 จะไม่ปรากฏจุดต ่าสุดท่ี
สองอยา่งชดัเภจน เภน่ืองจากพลงังานอิสระมีค่าเภพ่ิมข้ึน
เภร่ือย ๆ เภม่ือ ระยะ d1 สั้นลง โดยสาเภหตุของการไม่
พบจุดต ่าสุดท่ีระยะทางน้อยกว่า 1 Å น่าจะมาจาก
การท่ีในกรณีน้ีเภก่ียวขอ้งกบัโมเภลกลุน ้ า โดยโมเภลกลุ
น ้ ามีอิสระในการเภคล่ือนท่ีมากกว่ากรดอะมิโน 
โมเภลกุลน ้ าจึงสามารถเภปล่ียนการจัดเภรียงตัว (ซ่ึง

อาจจะเภป็นการหมุน) โดยไม่จ าเภป็นตอ้งรับหรือเภสีย
โปรตอน  

ทั้งน้ีจากกราฟพลงังานอิสระ จะสามารถ
พิจารณาความสูงของก าแพงพลังงานอิสระ (free 
energy barrier) ได้จ าก  จุดต ่ า สุด จุดแรกไปยัง
จุดสูงสุดดงัแสดงในรูปท่ี 3 ซ่ึงจะไดค้่า free energy 
barrier ส าหรับ d1 ประมาณ 25 kcal/mol และส าหรับ 
d2 มีแน้วโน้มว่าจะมีค่ามากกว่า 40 kcal/mol ดงันั้น
จะเภห็นว่าการรับโปรตอนของ E113 จะเภกิดข้ึนได้
ง่ายกว่าการเภสียโปรตอน หรือ deprotonation ของ 
E181 ท าใหท้ านายไดว้า่กระบวนการสลบัเภคาน์เภตอร์
ไอออน จะเภร่ิมท่ีการเภกิด protonation ของ E113 (ท่ี
ตอนแรกมีประจุ -1) ก่อน โดยรับโปรตอนมาจาก 
S186 และ ถ่ายโอนโปรตอนกนัไปตามล าดบั จนท า
ให้ E181 เภสียโปรตอนและกลายเภป็นมีประจุเภป็นลบ
ในท่ีสุด โดยสาเภหตุท่ีการ protonation ของ E113 นั้น
เภกิดข้ึนได้ง่ายกว่า deprotonation ของ E181 น่าจะ

รูปที ่3 ค่าพลงังานอิสระท่ีระยะทางต่าง ๆ ระหวา่งโปรตอนและออกซิเภจน d1 (เภสน้ทึบสีแดง) และ d2 (เภสน้ประสี
ด า) ลูกศรในแนวตั้งแสดงต าแหน่งและความสูงของก าแพงพลงังานอิสระ (free energy barrier) ส าหรับการถ่าย
โอนโปรตอนในแต่ละเภสน้ทาง  
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เภป็นผลมาจากคู่ตัวให้-ตัวรับโปรตอน (proton 
donor-accepter) คู่น้ีเภป็นกรดอะมิโนทั้งสองตวั นัน่
คือ S186-E113 ท าให้ต าแหน่งของทั้งคู่จะถูกจ ากดั
ด้วยพันธะเภปปไทด์ ท่ีคงอยู่ตลอดแกนของสาย
โปรตีน ในขณะท่ีคู่ตัวให้-ตัวรับโปรตอนในอีก
เภส้นทางหน่ึงคือ E181-WAT1 จะมีความอิสระใน
การเภปล่ียนต าแหน่งสัมพทัธ์ระหว่างกันมากกว่า
กรณีแรก เภพราะโมเภลกุลน ้ าจะมีอันตรกิริยากับ
โมเภลกุลรอบขา้งแบบ non-covalent ซ่ึงไม่แข็งแรง
เภท่าพนัธะเภปปไทด์ การบงัคบัให้โมเภลกุลน ้ ามีระยะ
เภขา้ใกล ้E181 มากพอท่ีจะดึงโปรตอนออกมานั้น จึง
ท าไดย้ากมากข้ึน  

 จากการออปติไมซ์ เภซชันโครงสร้าง
โปรตีนก่อนและหลงัการถ่ายโอนโปรตอน พบว่า 
side-chain ของกรดอะมิโน รวมทั้ งโมเภลกุลน ้ าท่ี
เภก่ียวขอ้งกบัเภส้นทางการถ่ายโอนอิเภล็กตรอนมีการ
เภ ล่ือนต าแหน่งไป เภล็กน้อยหลังการ ถ่ ายโอน
อิเภล็กตรอน ดังแสดงในรูปท่ี 4 โดยระยะทางท่ีวดั
จาก Schiff base ของ RPSB ถึง primary counterion 
(E113) และ secondary counterion (E181) ก่อนและ
หลงัการถ่ายโอนโปรตอน ไดแ้สดงในตารางท่ี 1 ซ่ึง
จะเภห็นไดว้่า หลงัการถ่ายโอนโปรตอน ระยะทาง
จาก Schiff base ถึง E113 จะเภพ่ิมข้ึนประมาณ 1 Å 
ในขณะท่ีระยะทางถึง E181 ลดลงประมาณ 1 Å 
เภช่นเภดียวกนั แสดงให้เภห็นถึงแนวโน้มในการสลบั

รูปที ่4 โครงสร้างส่วนท่ีเภป็น QM ท่ีไดจ้ากการออปติไมซ์เภซชนัทั้งโปรตีนดว้ยระเภบียบวิธี QM/MM โดย
โครงสร้างก่อนการถ่ายโอนอิเภล็กตรอนจะแสดงดว้ยแท่งแบบทึบ ในขณะท่ีโครงสร้างหลงัการถ่ายโอน
โปรตอนจะแสดงดว้ยแท่งแบบโปร่ง ซ่ึงสีเภขียว สีแดง สีน ้ าเภงิน และสีขาว หมายถึง คาร์บอน ออกซิเภจน 
ไนโตรเภจน และ โฮโดรเภจน ตามล าดบั 



Sci. & Tech. RMUTT J. Vol.7 No.2 (2017) 141  

 

เภคาน์เภตอร์ไอออนของ RPSB จาก E113 ไปเภป็น 
E181 ดงัท่ี Yan และ คณะเภสนอไว[้1] 

รูปท่ี 5 แสดงโครงสร้างเภดียวกบัรูปท่ี 4 แต่
แสดงผลแบบไม่ซ้อนทบักัน เภพ่ือให้เภห็นเภครือข่าย
พนัธะไฮโดรเภจนในแต่ละกรณี (ก่อน และ หลงัการ

ถ่ายโอนโปรตอน) จะเภห็นได้ว่าจ านวนพันธะ
ไฮโดรเภจนยงัคงเภดิม แต่ทิศทางของตวัใหแ้ละตวัรับ
พนัธะไฮโดรเภจนเภปล่ียนเภป็นตรงกันขา้มภายหลงั
การถ่ายโอนโปรตอนท่ีท าให้เภกิด protonation ของ 
E113 และ deprotonation ของ E181

ตารางที ่1 แสดงระยะทางจาก Schiff base (Nitrogen atom ของ RPSB) ไปยงั primary counterion (Oxygen atom 
ท่ีใกลท่ี้สุดของ E113) และ secondary counterion (Oxygen atom ท่ีใกลท่ี้สุดของ E181) ก่อนและหลงัการถ่าย
โอนโปรตอน 

ระยะทาง ก่อนถ่ายโอนโปรตอน 

2.179 Å 
6.718 Å 

หลงัถ่ายโอนโปรตอน 

3.266 Å 
5.793 Å 

N(RPSB)-O(E113) 
N(RPSB)-O(E181) 

 

 

รูปที ่5 โครงสร้างส่วนท่ีเภป็น QM ท่ีไดจ้ากการออปติไมซ์เภซชนัทั้งโปรตีนดว้ยระเภบียบวธีิ QM/MM ในกรณีก่อน 
(ซา้ย) และหลงั (ขวา) การถ่ายโอนอิเภลก็ตรอน เภคร่ืองหมาย + และ - แสดงประจุของโมเภลกลุนั้นๆ โดยสีของวงรี
ลอ้มรอบกรดกลูตามิก (E113 และ E181) แสดงสภาพการมีประจุลบ (สีแดง- deprotonated) หรือเภป็นกลาง (สี
ฟ้า-protonated) ในแต่ละกรณี ซ่ึงสีเภขียว สีแดง สีน ้ าเภงิน และสีขาว หมายถึง คาร์บอน ออกซิเภจน ไนโตรเภจน และ 
โฮโดรเภจน ตามล าดบั
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4. สรุปผลการวจัิย 
จากการศึกษากระบวนการสลบัเภคาน์เภตอร์

ไอออนของ RPSB ในโรดอปซินโดยใชก้ารจ าลอง
เภชิงโมเภลกลุพบวา่ กระบวนการดงักล่าวมีแนว้โนม้ท่ี
จะเภกิดจากการท่ี primary counterion หรือ E113 รับ
โปรตอนจาก S186 และถ่ายโอนโปรตอนไปเภร่ือย ๆ 
จน E181 เภสียโปรตอนจนมีประจุลบ และ ท าหนา้ท่ี
เภป็น เภคาน์เภตอร์ไอออนแทน E113 โดยกระบวนการ
ดังกล่าว จะมีผลให้ระยะทางระหว่าง Schiff base 
และ E181 ลดลงดว้ย ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการท าหนา้ท่ี
เภป็นเภคาน์เภตอร์ไอออนต่อไป ทั้งน้ีความยากง่ายของ
การถ่ายโอนโปรตอนน่าจะมีสาเภหตุหลักมาจาก
ความต่างของคู่ตัวให้-ตัวรับโปรตอน ในแต่ละ
เภส้นทาง ซ่ึงหากเภป็นกรดอะมิโนทั้งคู่ จะมีขอ้จ ากดั
ในการเภคล่ือนท่ีมากกว่า จึงมีโอกาสท่ีจะมาอยู่ใกล้
กนัและถ่ายโอนโปรตอนใหแ้ก่กนัไดง่้ายกวา่กรณีท่ี
มีโมเภลกลุน ้ าเภป็นตวัใหห้รือตวัรับโปรตอน 

อย่างไรก็ตามจะเภห็นว่าในกระบวนการ
ถ่ายโอนโปรตอนน้ีข้ึนกบัตวัแปรส าคญัสองตวั คือ 
ระยะ d1 และ d2 ซ่ึงการเภปล่ียนแปลงของทั้ งคู่จะมี
ความสัมพันธ์ซ่ึงกันและกัน (correlation) ดังนั้ น 
การท า umbrella sampling แบบ 2 มิติ คือ พิจารณา 
ทั้งสองตวัแปรไปพร้อม ๆ กนั จะท าให้การอธิบาย
กระบวนการถ่ายโอนโปรตอนน้ีมีความสมบูรณ์
มากยิ่ง ข้ึน โดยผู ้วิจัยอยู่ในระหว่างการท าแบบ 
จ าลองดังกล่าว แต่ยงัไม่เภสร็จสมบูรณ์ เภน่ืองจาก
จะตอ้งใชเ้ภวลาเภพ่ิมมากข้ึนเภป็น n2 แทนท่ีจะเภป็น 2n 
ในกรณี 1 มิติ แต่ 2 ตวัแปร (เภม่ือ n คือ จ านวนช่วงท่ี
แบ่งในการท า umbrella sampling) 
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