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บทคดัย่อ

งานวจิยัน้ีศึกษาประสิทธิภาพการยดึจบัระหวา่งโปรตีนนิวรามินิเดส (NA) ของเช้ือไวรัสไขห้วดัใหญ่ 2009 

H1N1 สายพนัธ์ุดั้งเดิม (WT) สายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุท่ีต�ำแหน่ง H274Y และ R292K กบัยาโอเซลทาร์มิเวียร์ (OTV) 

สารแอนโดรกราโฟไลดแ์ละอนุพนัธ์ (AGD) ในฟ้าทะลายโจร ดว้ยวิธีโมเลกุลาร์ด็อกก้ิง ผลการค�ำนวณของ 

OTV พบว่าประสิทธิภาพในการยึดจบั OTV-WT ~ OTV-H274Y > OTV-R292K ซ่ึงสอดคลอ้งกบัค่า IC50 

จากการทดลอง ส�ำหรับผลการค�ำนวณของสาร AGD พบวา่สาร AGD 1 และ 5 มีโอกาสพฒันาไปเป็นยารักษา

โรคไขห้วดัใหญ่สายพนัธ์ุ WT และ H274Y ในขณะท่ีสาร AGD 2 มีโอกาสพฒันาไปเป็นยารักษาสายพนัธ์ุ 

R292K ซ่ึงมีอตัราการด้ือยาสูงเม่ือเทียบกบั WT และ H274Y เน่ืองจากถึงแมมี้การกลายพนัธ์ุไปแลว้ก็ยงัยดึจบั

กบั N1 ไดดี้ มีพลงังานยึดจบักบัสายพนัธ์ุ WT, H274Y และ R292K เท่ากบั -7.95 -8.09 และ -7.74 kcal/mol 

ตามล�ำดบั 

ค�ำส�ำคัญ: นิวรามินิเดส สารแอนโดรกราโฟไลดแ์ละอนุพนัธ์ R292K H274Y โมเลกุลาร์ด็อกก้ิง 

Abstract
	 In this study, molecular docking was performed on the 2009 H1N1 complexed with the well-known 

drug, oseltamivir (OTV), andrographolide and derivatives (AGD) from Andrographis paniculata, to investigate 

the binding affinity of the inhibitors toward wide type and mutant types at the position of H274Y and R292K 

of neuraminidase (NA).  The results of OTV revealed that the efficiency of binding is OTV-WT ~ OTV-H274Y 

> OTV-R292K in which agree well with IC50 values from experimental data. The calculation revealed that AGD1 
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and AGD5 are good opportunity for developing as NA inhibitor for WT and H274Y. While AGD2 is a good 

opportunity for developing as NA inhibitor especially for R292K mutant that has more resistant fold when compare 

to wide type and H274Y. This is due to the AGD2 binds to NA active site in which the binding energies were -7.95, 

-8.09 and -7.74 kcal/mol for WT, H274Y and R292K, respectively. 

Keywords: Neuraminidase, Andrographolide and Derivatives, R292K, H274Y, Molecular Docking

บทน�ำ
ไขห้วดัใหญ่ (Influenza) เป็นโรคท่ีเกิดการติดเช้ือไวรัสท่ีระบบทางเดินหายใจในสตัวปี์กและสตัวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม 

และในช่วงแพร่ระบาดตามฤดูกาล โรคไขห้วดัใหญส่ามารถแพร่กระจายไดง่้ายจากมนุษยสู่์มนุษย ์[1] การแพร่ระบาด

ของไขห้วดัใหญ่ในมนุษยพ์บวา่มีการแพร่ระบาดคร้ังแรกในช่วงปี ค.ศ. 1918 – 1919 ท่ีเรียกวา่ ไขห้วดัสเปน 

(Spanish Flu) ซ่ึงเป็นเหตุใหมี้จ�ำนวนผูเ้สียชีวติมากกวา่ 50 ลา้นคนทัว่โลก [2] จดัเป็นปัญหาสุขภาพท่ีสร้างความ

ต่ืนตระหนก และวิตกกงัวลอย่างมาก โรคไขห้วดัใหญ่ท่ีท�ำให้เกิดการก่อโรคแบบรุนแรงเกิดจากเช้ือไวรัส

อินฟลูเอนซาชนิด (Type) เอ ซ่ึงบนผิวของวิริออนมีไกลโคโปรตีนปรากฎอยู่สองชนิด คือ ฮีแมกกลูตินิน 

(Hemagglutinin; HA) มี 18 ชนิด (H1-H18) และนิวรามินิเดส (Neuraminidase; NA) มี 11 ชนิด (N1-N11) [3] 

จึงท�ำใหเ้กิดระบบการเรียกช่ือไวรัสไขห้วดัใหญ่ชนิด เอ สายพนัธ์ต่างๆโดยระบุประเภทของ HA และ NA เช่น 

H1N1 และ H5N1 เป็นตน้ [4]

NA เป็นไกลโคโปรตีนท่ีท�ำหนา้ท่ีสลายพนัธะไกลโคไซดท่ี์เช่ือมระหวา่งกรดไซอะลิกของไซอะโลไกลแคน

และช่วยปล่อยไวรัสออกจากเซลลเ์จา้บา้นท่ีติดเช้ือ โดยการท�ำลายรีเซพเตอร์บนเซลลเ์จา้บา้นและไวรัส ท�ำให้

เช้ือไวรัสหลุดออกนอกเซลลแ์ละช่วยใหไ้วรัสแพร่กระจายไปติดเช้ือเซลลใ์กลเ้คียงต่อไป จากการศึกษาโครงสร้าง

สามมิติของ NA พบวา่ท่ีบริเวณเร่งของ NA สายพนัธ์ุ N1 ประกอบดว้ย Catalytic Residues (R118, D151, D152, 

R224, E276, R292, R371 และ Y406) และ Framework Residues (E119, R156, W178, S179, D198, I222, E227, 

H274, E277, N294 และ E425) [5]

ยาตา้นไขห้วดัใหญ่ท่ีใชอ้ยูใ่นปัจจุบนัคือโอเซลทามิเวียร์ (OTV) เน่ืองจากมีความสะดวกในการใชง้าน 

มีลกัษณะโครงสร้างคลา้ยคลึงกบักรดไซอะลิก ท�ำใหส้ามารถยบัย ัง้การท�ำงานของ NA โดยการเขา้แทนท่ีกรดไซอะลิก 

และส่งผลใหไ้วรัสไม่สามารถเคล่ือนท่ีออกจากเซลลเ์จา้บา้นได ้[6] ปัจจุบนัมีการพฒันาสารยบัย ั้งการท�ำงานของ 

NA ไดแ้ก่ Favipiravir, Laninamivir และ Peramivir [7] อยา่งไรกต็ามพบวา่สมุนไพรฟ้าทะลายโจรซ่ึงเป็นสมุนไพร

ไทยมีฤทธ์ิตา้นไวรัสไขห้วดัใหญ่ได ้[8] ซ่ึงสารส�ำคญัท่ีพบในฟ้าทะลายโจร คือแอนโดรกราโฟไลด ์ซ่ึงเป็นสาร

ในกลุ่ม ไดเทอปีนอยดแ์ลกโตน และยงัพบอนุพนัธ์อ่ืนๆ ของแอนโรกราโฟไลด ์(AGD) เช่น Neoandrographolide 

และ 14 - deoxy andrographolide 

ปัญหาส�ำคญัท่ีพบในการใชย้าโอเซลทามิเวียร์คือการด้ือยาโดยเฉพาะเม่ือเม่ือ N1 เกิดการกลายพนัธ์ท่ี

ต�ำแหน่ง 274 จาก His เป็น Tyr ( H274Y) และ ต�ำแหน่ง 292 จาก Arg เป็น Lys (R292K)  ท�ำใหข้นาดของบริเวณ

เร่งของ NA เปล่ียนไป [9] ส่งผลต่อประสิทธิภาพของยาโอเซลทามิเวยีร์เป็นอยา่งมาก โดยค่า IC50 ของสายพนัธ์ุ

ดั้งเดิม (WT) และสายพนัธ์ุท่ีกลายพนัธ์ุท่ีต�ำแหน่ง H274Y และ ต�ำแหน่ง R292K เท่ากบั 0.4 ± 0.1 nM, 110 ± 12 nM 

และ 3200 ± 220 nM ตามล�ำดบั [10]

ดงันั้นในงานวจิยัน้ีจึงสนใจศึกษาเปรียบเทียบการยบัย ั้งการท�ำงานของโปรตีนนิวรามินิเดสของไขหวดัใหญ่ 
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2009 H1N1 สายพนัธ์ุ WT และสายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุ H274Y และ R292K กบัยา OTV และสาร AGD ในฟ้าทะลายโจร

ดว้ยเทคนิคโมเลกลุาร์ดอ็กก้ิง (Molecular Docking) เพ่ือใหเ้กิดความรู้ความเขา้ใจในการยบัย ั้งการท�ำงานของโปรตีน

นิวรามินิเดส อนัจะเป็นโอกาสในการคน้พบหรือพฒันายาท่ีสามารถยบัย ั้งการท�ำงานของโปรตีนนิวรามินิเดส 

อยา่งมีประสิทธิภาพแมจ้ะเป็นสายพนัธ์ุท่ีกลายพนัธ์ุ 

วธีิการวจิยั
1.	 เตรียมไฟล์โครงสร้างสามมติขิองโปรตนีนิวรามนิิเดส

โครงสร้างสามมิติของ NA ท่ีเกิดสารประกอบเชิงซอ้นอยูก่บั OTV สามารถดาวน์โหลดไดจ้ากเวบ็ไซต ์

RCSB Protein Data Bank โดยใช ้PDB ID คือ 2HU4 (WT) และโครงสร้างสามมิติของ NA ท่ีมีการกลายพนัธ์ุ

ท�ำการเตรียมโดยเปล่ียนต�ำแหน่งกรดอะมิโนท่ีต�ำแหน่ง H274 เป็น Y274 (H274Y) และต�ำแหน่ง R292 เป็น K292 (R292K) 

2.	 เตรียมไฟล์โครงสร้างสามมติขิองลแิกนด์แอนโดรกราโฟไลด์และอนุพนัธ์ดงัแสดงในภาพที ่12. เตรียมไฟล์โครงสร้างสามมติขิองลแิกนด์แอนโดรกราโฟไลด์และอนุพนัธ์ดงัแสดงในภาพที ่1 
      

Andrographolide (1) 1,4-deoxy Andrographolide_1 (2) 1,4-deoxy Andrographolide_2 (3) 
 
 

     

1,4-deoxy Andrographolide_3 (4) 14-alpha-lipoly andrographolide (5) Neoandrographolide_1 (6) 
        

Neoandrographolide_2 (7) Neoandrographolide_3 (8) Neoandrographolide_4 (9) 
 

ภาพที ่1 แสดงโครงสร้างสองมิติและสามมิติของลิแกนดแ์อนโดรกราโฟไลดแ์ละอนุพนัธ์ (AGD) 
 

3. โมเลควิลาร์ดอ็กกิง้ระหว่างโปรตนีนิวรามนิิเดสกบัสารแอนโดรกราโฟไลด์และอนุพนัธ์ 
 ก าหนดต าแหน่งก่ึงกลางของ binding site ของแกน x, y และ z โดยใช้ต าแหน่งก่ึงกลางของโมเลกุลตวัรับ 
OTV เป็น -0.0030 81.8690 และ 108.9590 ตามล าดบั จากนั้นท าการเติมประจุและ solvation term ให้กบัโปรตีนดว้ย
โปรแกรม AutoDockTool ก าหนดขอบเขตของ Grid box เท่ากับ 50x50x50 เพ่ือก าหนดขอบเขตในการค านวณค่า 
binding energy โดยท่ีสารยบัย ั้งท่ีสนใจจะไม่สามารถเคล่ือนออกนอกกล่องน้ีได้ เม่ือสารยบัย ั้งถูกเคล่ือนไปแต่ละ
ต าแหน่ง ก็จะมีการค านวณค่าพลงังานระหว่างสารยบัย ั้งกบัโปรตีนทุกคร้ัง ท าการค านวณ docking เพ่ือหาต าแหน่งท่ี
เหมาะสมในการจบัตวักนัของโมเลกุลทั้งสองและรูปร่างโมเลกุลท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการจบัตวักนัของโมเลกุลทั้งสอง 
ในการทดลองคร้ังน้ีจะสั่ง ga_run ทั้งหมด 100 รัน โดยโปรแกรม AutoDock และโปรแกรมจะท าการจดัโครงสร้างของ
ลิแกนด ์ท่ีอยูใ่นลกัษณะเดียวกนัใหอ้ยูใ่นกลุ่ม (Cluster) เดียวกนัโดยใชค้่าทางสถิติ (RMSD) เป็นเกณฑใ์นการจดักลุ่ม 

 

ผลการวจัิยและอภิปรายผลการวจัิย 
1. อนัตรกริิกบัสายพนัธ์ุดั้งเดมิ (WT) 

การท าโมเลกุลาร์ด็อกก้ิงเป็นการศึกษาการออกแบบโมเลกุลยาโดยค านึงถึงรูปแบบการยดึจบัระหวา่งโปรตีน
กบัลิแกนด ์โดยพิจราณาจากค่าพลงังานในการยดึจบั (Binding Energy) ถา้พลงังานในการยดึจบัมีค่าเป็นลบแสดงวา่การ
ยดึจบัระหวา่ง 2 โมเลกลุสามารถจบักนัไดดี้ และจะตอ้งพิจารณาควบคู่ไปกบัความแข็งแรงของการเกิดพนัธะไฮโดรเจน 
โดยพิจารณาไดจ้ากความยาวพนัธะและมุมพนัธะระหวา่งตวัให้กบัตวัรับโปรตอน [11] ผลจากการศึกษาโมเลกุลาร์ด็อกก้ิง 
พบวา่พลงังานการยึดจบัระหวา่งยา OTV กบั NA สายพนัธ์ุดั้งเดิมมีค่าเท่ากบั -6.99 kcal/mol (ตารางท่ี 1) โดยเกิดพนัธะ

ภาพที ่1 โครงสร้างสองมิติและสามมิติของลิแกนดแ์อนโดรกราโฟไลดแ์ละอนุพนัธ์ (AGD)

3. โมเลควิลาร์ดอ็กกิง้ระหว่างโปรตนีนิวรามนิิเดสกบัสารแอนโดรกราโฟไลด์และอนุพนัธ์

ก�ำหนดต�ำแหน่งก่ึงกลางของ Binding Site ของแกน x, y และ z โดยใชต้ �ำแหน่งก่ึงกลางของโมเลกลุตวัรับ OTV 

เป็น -0.0030 81.8690 และ 108.9590 ตามล�ำดบั จากนั้นท�ำการเติมประจุและ Solvation Term ใหก้บัโปรตีนดว้ย

โปรแกรม AutoDockTool ก�ำหนดขอบเขตของ Grid box เท่ากบั 50x50x50 เพ่ือก�ำหนดขอบเขตในการค�ำนวณค่า Binding 
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Energy โดยท่ีสารยบัย ั้งท่ีสนใจจะไม่สามารถเคล่ือนออกนอกกลอ่งน้ีได ้เม่ือสารยบัย ั้งถูกเคล่ือนไปแต่ละต�ำแหน่ง 

กจ็ะมีการค�ำนวณค่าพลงังานระหวา่งสารยบัย ั้งกบัโปรตีนทุกคร้ัง ท�ำการค�ำนวณ docking เพ่ือหาต�ำแหน่งท่ีเหมาะ

สมในการจบัตวักนัของโมเลกุลทั้งสองและรูปร่างโมเลกุลท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการจบัตวักนัของโมเลกุลทั้งสอง 

ในการทดลองคร้ังน้ีจะสัง่ ga_run ทั้งหมด 100 รัน โดยโปรแกรม AutoDock และโปรแกรมจะท�ำการจดัโครงสร้าง

ของลิแกนด ์ ท่ีอยูใ่นลกัษณะเดียวกนัใหอ้ยูใ่นกลุ่ม (Cluster) เดียวกนัโดยใชค่้าทางสถิติ (RMSD) เป็นเกณฑใ์น

การจดักลุ่ม

ผลการวจิยัและอภปิรายผลการวจิยั
1. อนัตรกริิยากบัสายพนัธ์ุดั้งเดมิ (WT)

การท�ำโมเลกุลาร์ด็อกก้ิงเป็นการศึกษาการออกแบบโมเลกุลยาโดยค�ำนึงถึงรูปแบบการยึดจบัระหว่าง

โปรตีนกบัลิแกนด ์โดยพิจารณาจากค่าพลงังานในการยดึจบั (Binding Energy) ถา้พลงังานในการยดึจบัมีค่าเป็น

ลบแสดงวา่การยดึจบัระหวา่ง 2 โมเลกลุสามารถจบักนัไดดี้ และจะตอ้งพิจารณาควบคู่ไปกบัความแขง็แรงของ

การเกิดพนัธะไฮโดรเจน โดยพิจารณาไดจ้ากความยาวพนัธะและมุมพนัธะระหวา่งตวัใหก้บัตวัรับโปรตอน [11] 

ผลจากการศึกษาโมเลกลุาร์ดอ็กก้ิง พบวา่พลงังานการยดึจบัระหวา่งยา OTV กบั NA สายพนัธ์ุดั้งเดิมมีค่าเท่ากบั 

-6.99 kcal/mol (ตารางท่ี 1) โดยเกิดพนัธะไฮโดรเจนกบักรดอะมิโนของ N1 ดงัต่อไปน้ี E119, D151, R292, Y347, 

R371 และ R371 (ตารางท่ี 3) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Wang S-Q et al. [12] ซ่ึงมีพลงังานการยดึจบัระหวา่ง

ยา OTV กบั NA สายพนัธ์ุดั้งเดิมเท่ากบั -6.92 kcal/mol และ Rungrotmongkol T et al. [13] รายงานวา่กรดอะมิโน

ดงักล่าวน้ีเป็น Key Residues ในต�ำแหน่งยดึจบั 

ตารางที ่1 พลงังานในการยดึจบัและ % conformational cluster ของ OTV และ AGD กบั N1 ทั้ง 3 สายพนัธ์ุ

ligand

WT H274Y R292K

Binding Energy 
(kcal/mol)

Num in 
Clus

Binding Energy 
(kcal/mol)

Num in Clus
Binding Energy 

(kcal/mol)
Num in 

Clus

OTV -6.96 100 -6.99 100 -6.57 100
1 -7.38 33 -7.36 32 -8.63 38
2 -7.95 37 -8.09 38 -7.74 40
3 -6.88 28 -7.70 35 -7.63 31
4 -7.14 27 -7.85 24 -7.26 25
5 -8.40 13 -8.37 10 -8.85 12
6 -5.89 45 -7.33 37 -7.11 48
7 -7.57 19 -7.21 29 -7.44 25
8 -7.43 27 -7.29 36 -7.32 35
9 -7.23 15 -8.98 14 -8.68 16
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จากท่ีกล่าวมาแลว้ขา้งตน้ว่าถา้พลงังานในการยึดจบัมีค่าเป็นลบแสดงว่าการยึดจบัระหว่าง 2 โมเลกุล

สามารถจบักนัไดดี้ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบพลงังานยดึจบัระหวา่ง OTV-N1 กบั AGD-N1 พบวา่สาร AGD สารท่ี 1 2 

4 5 7 8 และ 9 มีพลงังานยดึจบัต�่ำกวา่ OTV โดยสารตวัท่ี 5 มีพลงังานในการยดึจบัต�่ำท่ีสุดเท่ากบั -8.40 kcal/mol 

รองลงมาเป็น 2 7 8 1 9 และ 4 มีพลงังานในการยดึจบัเท่ากบั -7.95 -7.57 -7.43-7.38 -7.23 และ -7.14 kcal/mol 

ตามล�ำดบั (ตารางท่ี 1) แสดงวา่สารดงักล่าวยดึจบักบั N1 ไดดี้กวา่ยา OTV อยา่งไรกต็ามในการพิจารณาสารยบัย ั้ง

การท�ำงานของ  NA ไดดี้หรือไม่นั้นจะพิจารณาจากพลงังานเพียงอยา่งเดียวไม่ไดต้อ้งพิจารณาวา่เกิดอนัตรกิริยา

กบักรดอะมิโนท่ีส�ำคญัในต�ำแหน่งยดึจบัดว้ยหรือไม่ (E119 D151 R292 R292 Y347 R371 และ R371) ซ่ึงจาก

ขอ้มูลของการเกิดพนัธะไฮโดรเจนของสายพนัธ์ุดั้งเดิมพบวา่ สาร AGD สารท่ี 1 5 และ 9 เกิดพนัธะไฮโดรเจน

กบักรดอะมิโนท่ีส�ำคญัใกลเ้คียงกบัยา OTV ดงัแสดงในภาพท่ี 2

Andrographolide (1)-WT 1,4-deoxy Andrographolide_4 (5)-WT Neoandrographolide_4 (9)-WT

ภาพที ่2 การเกิดพนัธะไฮโดรเจนระหวา่งสาร AGD สารท่ี 1 5 และ 9 กบั N1 สายพนัธ์ุ WT

ตารางที ่2 การเกิดพนัธะไฮโดรเจนระหวา่งยา OTV กบั N1 ทั้ง 3 สายพนัธ์ุ

พันธะไฮโดรเจน OTV- H274Y พันธะไฮโดรเจน OTV- H274Y พันธะไฮโดรเจน OTV- H274Y

กรด

อะมิโน

ความยาว

พันธะ (Å)

มุมพันธะ 

(องศา)

กรด

อะมิโน

ความยาว

พันธะ (Å)

มุมพันธะ 

(องศา)

กรด

อะมิโน

ความยาว

พันธะ (Å)

มุมพันธะ 

(องศา)

E119

D151

2.80

2.73

101.7

100.9

E119

D151

2.88

2.74

103.7

103.8

E119

D151

2.77

2.63

110.6

111.0

R292 2.95 123.2 R292 2.77 129.8 R152 3.18 167.1

R292 2.64 150.2 Y347 2.87 118.5 K292 2.70 153.8

Y347 3.12 98.7 R371 2.89 101.4 Y347 2.87 100.8

R371 2.98 116.2 R371 2.75 148.6 R371 2.69 100.2

R371 2.76 113.8 R371 2.93 135.6

R371 2.99 90.4



วารสารมหาวทิยาลยัทกัษิณ

ปีท่ี 21 ฉบบัท่ี 1 มกราคม-มิถุนายน 2561

Thaksin.J., Vol.21 (1) January-June 2018

74
การยบัย ั้งการท�ำงานของนิวรามินิเดสของไขห้วดัใหญ่ H1N1 ฯ

พนิตา กง้ซุ่น และคณะ

2. อนัตรกริิยาของสายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุ H274Y และ R292K

มีรายงานวา่ประสิทธิภาพยา OTV ลดลงเม่ือ N1 เกิดการกลายพนัธ์ท่ีต�ำแหน่ง 274 จาก His เป็น Tyr (H274Y) 

และ ต�ำแหน่ง 292 จาก Arg เป็น Lys (R292K) โดยค่า IC50 ของ OTV-WT, OTV-H274Y และ OTV-R292K เท่ากบั 

0.4 ± 0.1 nM, 110 ± 12 nM และ 3200 ± 220 nM ตามลบั [10]  ซ่ึงผลจากการท�ำโมเลกุลาด๊อกก้ิงของ OTV 

สายพนัธ์ุดั้งเดิมและสายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุ พบวา่มีพลงังานในการยดึจบั เท่ากบั -6.96 -6.99 และ -6.57 kcal/mol 

ส�ำหรับระบบ OTV-WT, OTV-H274Y และ OTV-R292K ตามล�ำดบั (ตารางท่ี 1) จะเห็นวา่พลงังานในการยดึจบั

ของระบบ H274Y ไม่ต่างจากระบบ WT มากนกั ในขณะท่ีระบบ R292K มีพลงังานต่างจากระบบ WT ค่อนขา้งมาก 

ซ่ึงพลงังานการยดึจบัของระบบ OTV-R292K ท่ีสูงกวา่อีกสองระบบเน่ืองจากเม่ือกรดอะมิโน Arg ต�ำแหน่ง 292 

กลายพนัธ์ุเป็น Lys ท�ำใหพ้นัธะไฮโดรเจนท่ีเกิดกบั Arg292 จ�ำนวน 2 พนัธะท่ีพบในระบบ OTV-WT และ OTV-H274Y 

หายไป แต่เกิดพนัธะไฮโดรเจนเพียง 1 พนัธะ กบั Lys (ตารางท่ี 2) ท่ีไดก้ลายพนัธ์ุไปถึงแมก้รดอะมิโน Arg กบั 

Lys เป็นกรดอะมิโนท่ีมีประจุบวกเหมือนกนัแต่ Lys มีจ�ำนวนคาร์บอนในหมู่ R นอ้ยกวา่  Arg  ท�ำใหส้ายโซ่สั้นกวา่ 

พนัธะไฮโดรเจนท่ีเกิดจึงไม่แขง็แรงเท่ากบัของ Arg  แสดงใหเ้ห็นวา่การกลายพนัธ์ุท่ีต�ำแหน่ง R292K มีผลต่อการ

ด้ือยา OTV มากกวา่การกลายพนัธ์ุท่ีต�ำแหน่ง H274Y ซ่ึงสอดคลอ้งกบัค่า IC50จากการทดลอง [10]

ส�ำหรับระบบ AGD-H274Y สาร AGD สารท่ี 9 มีพลงังานในการยึดจบัต�่ำท่ีสุดเท่ากบั -8.98 kcal/mol 

รองลงมาเป็น  5 2 4 3 1 6 8 และ 7 มีพลงังานในการยดึจบัเท่ากบั -8.37 -8.09 -7.85 -7.70 -7.36 -7.33 -7.29 และ 

-7.21 kcal/mol ตามล�ำดบั (ตารางท่ี 1) แต่เม่ือพิจารณาจากการเกิดพนัธะไฮโดรเจนพบวา่ สาร AGD สารท่ี 1 และ 5 

เกิดพนัธะไฮโดรเจนกบักรดอะมิโนของ N1 ใกลเ้คียงกบัยา OTV โดยเกิดพนัธะกบัต�ำแหน่ง R292 ซ่ึงเป็นกรดอะมิโน 

ท่ีส�ำคญัท่ีมีผลต่อการด้ือยา OTV และกรดอะมิโนอ่ืนๆ ท่ีส�ำคญั ดงัภาพท่ี 3

Andrographolide (1)-H274Y 1,4 – deoxy Andrographolide_4 (5)-H274Y

ภาพที่ 3 การเกิดพนัธะไฮโดรเจนระหว่างสาร AGD สารท่ี 1 และ 5 กบั N1 สายพนัธ์ุ H274Y

ส�ำหรับระบบ AGD- R292K สาร AGD สารท่ี 5 มีพลงังานในการยดึจบัต�่ำท่ีสุดเท่ากบั -8.85 kcal/mol 

รองลงมาเป็น 9 1 3 2 7 8 4 และ 6 มีพลงังานในการยึดจบัเท่ากบั -8.68 -8.63 -7.63 -7.74 -7.44 -7.32 -7.26 

และ -7.11 kcal/mol ตามล�ำดบั (ตารางท่ี 1) แต่เม่ือพิจารณาจากการเกิดพนัธะไฮโดรเจนพบว่าสาร AGD 

สารท่ี 2 และ 3  มีการเกิดพนัธะไฮโดรเจนกบักรดอะมิโนท่ีส�ำคญัของ N1 หลายพนัธะ และมีพลงังานในการยดึจบั

ค่อนขา้งต�่ำ (ภาพท่ี 4)
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1,4 – deoxy Andrographolide_1 (2)-R292K 1,4 – deoxy Andrographolide_2 (3)-R292K

ภาพที่ 4 การเกิดพนัธะไฮโดรเจนระหว่างสาร AGD สารท่ี 2 และ 3 กบั N1 สายพนัธ์ุ R292K

จากผลการท�ำโมเลกลุาร์ด๊อกก้ิงพบวา่ส�ำหรับระบบดั้งเดิม สาร AGD สารท่ี 1, 5 และ 9 เกิดพนัธะไฮโดรเจน

กบักรดอะมิโนท่ีส�ำคญัใกลเ้คียงกบัยา OTV และระบบ H274Y สาร AGD สารท่ี 1 และ 5 เกิดพนัธะไฮโดรเจน

กบักรดอะมิโนท่ีส�ำคญัใกลเ้คียงกบัยา OTV แสดงวา่สาร AGD 1 และ 5 มีโอกาสพฒันาไปเป็นยารักษาโรคไข้

หวดัใหญ่สายพนัธ์ุดั้งเดิมและสายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุ H274Y ได ้อยา่งไรกต็ามสาร AGD สารท่ี 1 และ 5 ไม่เกิดพนัธะ

ไฮโดรเจนกบักรดอะมิโนท่ีส�ำคญักบัสายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุ R292K ซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุท่ีมีผลต่อการด้ือยาของ OTV 

ในขณะท่ีสาร AGD สารท่ี 2 ซ่ึงคือสาร 1, 4 – deoxy Andrographolide_1 เป็นสารท่ีมีโอกาสพฒันาไปเป็นยารักษา

โรคไขห้วดัใหญ่สายพนัธ์ุดั้งเดิมและสายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุ H274Y และ R292K เน่ืองจากถึงแมมี้การกลายพนัธ์ุ

ไปแลว้ก็ยงัยดึจบั กบั N1 ไดดี้อยูคื่อ มีพลงังานยดึจบักบัสายพนัธ์ุดั้งเดิมและสายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุ H274Y และ 

R292K เท่ากบั -7.95 -8.09 และ -7.74 kcal/mol ตามล�ำดบั และเกิดพนัธะไฮโดรเจนกบักรดอะมิโนท่ีส�ำคญัของ 

N1 อีก 2 สายพนัธ์ุไดด้งัแสดงในภาพท่ี 5

1,4 – deoxy Andrographolide_1 (2)-WT 1,4 – deoxy Andrographolide_2 (3)-H273Y

ภาพที่ 5 การเกิดพนัธะไฮโดรเจนระหว่างสาร AGD สารท่ี 2 กบั N1 สายพนัธ์ุ WT และ R292K
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    สรุปผลการวิจัย
จากการศึกษาโมเลกลุาร์ดอ็กก้ิงระหวา่งโปรตีนนิวรามินิเดส (NA) ของเช้ือไวรัสไขห้วดัใหญ่ 2009 H1N1 

สายพนัธ์ุ WT และสายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุท่ีมีการกลายพนัธ์ุท่ีต�ำแหน่ง H274Y และต�ำแหน่ง R292K กบัยา OTV 

และสาร AGD ในฟ้าทะลายโจรจ�ำนวน 9 โครงรูป ผลการค�ำนวณของ OTV พบวา่พลงังานในการยดึจบัของระบบ 

H274Y ไม่ต่างจากระบบ WT มากนกั ในขณะท่ีระบบ R292K มีพลงังานต่างจากระบบ WT ค่อนขา้งมาก เน่ืองจาก

พนัธะไฮโดรเจนท่ีเกิดกบั Arg292 จ�ำนวน 2 พนัธะท่ีพบในระบบ OTV-WT และ OTV-H274Y หายไป แต่เกิด

พนัธะไฮโดรเจนเพียง 1 กบั Lys ท่ีไดก้ลายพนัธ์ุไปโดยมีพลงังานในการยดึจบั เท่ากบั -6.96 -6.99 และ -6.57 kcal/mol 

ส�ำหรับระบบ OTV-WT, OTV-H274Y และ OTV-R292K ตามล�ำดบั แสดงว่าความสามารถในการยึดจบั 

OTV-WT ~ OTV-H274Y > OTV-R292K ซ่ึงสอดคลอ้งกบัค่า IC50จากการทดลอง ส�ำหรับผลการค�ำนวณของ

สาร AGD พบวา่ สาร AGD 1 และ 5 มีโอกาสพฒันาไปเป็นยารักษาโรคไขห้วดัใหญ่สายพนัธ์ุดั้งเดิมและสายพนัธ์ุ

กลายพนัธ์ุ H274Y ในขณะท่ีสาร AGD สารท่ี 2 ซ่ึงคือสาร 1,4 – deoxy Andrographolide_1 เป็นสารท่ีมีโอกาส

พฒันาไปเป็นยารักษาโรคไขห้วดัใหญ่สายพนัธ์ุดั้งเดิมและสายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุ H274Y และ R292K เน่ืองจาก

ถึงแมมี้การกลายพนัธ์ุไปแลว้ก็ยงัยึดจบักบั N1 ไดดี้อยู่คือ มีพลงังานยึดจบักบัสายพนัธ์ุดั้งเดิมและสายพนัธ์ุ

กลายพนัธ์ุ H274Y และ R292K เท่ากบั -7.95 -8.09 และ -7.74 kcal/mol ตามล�ำดบั และสามารถเกิดพนัธะไฮโดรเจน

กบักรดอะมิโนท่ีส�ำคญัของ N1 อีก 2 สายพนัธ์ุได้
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