
บทคัดย่อ
		  การวิเคราะห์ล�ำดบันวิคลีโอไทด์ของยนีควบคมุการสร้างแอนตไิมโครเบยีลเปปไทด์  (antimicrobial peptide; 
AMP) จากตัวอ่อนด้วงมูลสัตว์ พบว่ายีนที่โคลนได้มีขนาดยาว 382 คู่เบส ประกอบด้วย 1 open reading frame (ORF) 
ผลการวิเคราะห์กรดอะมิโนพบว่าประกอบด้วยกรดอะมิโนทั้งหมด 80 ตัว มีน�้ำหนักโมเลกุลประมาณ 8.55 kDa  การ
เปรียบเทียบ nucleotide identities ของ cDNA ที่ได้กับ AMP ที่พบในแมลงกลุ่มที่ใกล้เคียงกัน มีค่าอยู่ระหว่าง 15 ถึง 
96% โดยมีความคล้ายกับ coprisin ซึ่งเป็น AMP ที่พบใน Copris tripartitus มากที่สุด (96%) นอกจากนี้ยังคล้ายกับ 
AMP ที่พบในด้วงชนิดอื่น ๆ ได้แก่ defensin A ที่พบใน Anomala  cuprea (36%), defensin B ที่พบใน Anomala 
cuprea (30%), rhinoceros defensin ที่พบใน Oryctes rhinoceros (20%), และ defensin-2 ใน Pediculus 
humanus corporis (15%) การทดสอบประสิทธิภาพการฆ่าเชื้อของเปปไทด์สังเคราะห์ของกรดอะมิโนที่แปลงจากล�ำ
ดับนิวคลีโอไทด์ต่อแบคทีเรียพบว่าสามารถยับยั้งเชื้อ Escherichia  coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella 
Typhimurium ที่ความเข้มข้นต�่ำสุดคือ 7.8, 15.6 และ 31.25 μg/ml ตามล�ำดับ ในขณะที่ความเข้มข้นต�่ำสุดที่สามารถ
ยับยั้งเชื้อ Klebsiella  pneumoniae, Staphylococcus aureus มีค่ามากกว่า 500 μg/ml
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Abstract
		  The gene encoding antimicrobial peptide (AMP) was cloned from dung beetle larva. The DNA 
sequence analysis of the gene revealed that the cloned cDNA had 328 bp in length, and comprised 
of one open reading frame (ORF) encode for 80 amino acid residues, which had a predicted molecular 
weight of 8.55 kDa. The nucleotide identity analysis to a related AMP gene demonstrated that the 
identity values ranging between 15 to 96%. The most identity was the coprisin from Copris tripartitus 
(96%) follow by defensin A from Anomala cuprea (36%), defensing B from Anomala cuprea (30%), 
rhinoceros defensin from Oryctes  rhinoceros (20%), and defensin-2 from Pediculus humanus corporis 
(15%). Antimicrobial activity testing of synthetic peptides derived from the deduced amino acid
sequence indicated that it able to inhibit Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, and Salmonella 
Typhimurium at the MIC of 7.8, 15.6 and 31.25 μg/ml respectively, whereas the MIC for Klebsiella  
pneumoniae, and Staphylococcus aureus were more than 500 μg/ml

Keywords : Gene Cloning, Antimicrobial Peptide, Dung Beetle

บทน�ำ
		  แอนติไมโครเบียลเปปไทด์ (antimicrobial peptide; AMP) เป็นเปปไทด์สายส้ัน ๆ ที่มีฤทธ์ิฆ่าแบคทีเรีย
เชือ้รา ไวรสั และบางชนดิมรีายงานว่าฆ่าเซลล์มะเรง็ได้ [1] ปัจจบุนัมรีายงานการศกึษาพบ AMP ในแมลงหลายชนดิ เช่น 
cecropin เป็น AMP ทีม่คีณุสมบตั ิเป็น amphipathic peptide ขนาดประมาณ 3-4 kDa แยกได้ครัง้แรกจาก hemolymph 
ของหนอนไหม (giant silk moth; Hyalophora  cecropia) [2] การศึกษาในปัจจุบันพบ AMP มากกว่า 800 ชนิด ใน
สิง่มชีีวติทีห่ลากหลายเช่น พชื แมลง สตัว์ไม่มกีระดูกสนัหลงั สตัว์ครึง่บกครึง่น�ำ้ สตัว์มกีระดกูสนัหลงั รวมทัง้ในมนษุย์ด้วย 
[3- 4] ในจ�ำนวนนี้ AMP ที่แยกได้จากแมลงพบได้มากที่สุดประมาณ 200 ชนิด [5] ด้วงมูลสัตว์ (แมลงกุดจี่) จัดเป็นแมลง
ปีกแข็งจ�ำพวกด้วงแรด (scarab) พบแพร่กระจายได้ทั่วโลกมีประมาณกว่า 7,000 ชนิด ด้วงมูลสัตว์เป็นแมลงที่มีวงจร
ชีวิตน่าสนใจ เนื่องจากวงจรชีวิตของตัวด้วงจะสัมผัสกับแบคทีเรีย  เชื้อรา ไวรัส และโพรโทซัว เป็นจ�ำนวนมากในตลอด
ช่วงอายุ โดยที่ไม่เกิดอันตรายจากเชื้อโรคจ�ำนวนมากท่ีปนเปื้อนอยู่ในสภาวะแวดล้อมนั้น ซึ่งสันนิษฐานว่าด้วงมูลสัตว์
อาจจะสร้าง AMP ออกมาป้องกนัตวัเองจากการตดิเชือ้โรคต่าง ๆ  ดงันัน้การศกึษาครัง้นีจ้งึมีวตัถปุระสงค์ส�ำคญัเพือ่ค้นหา 
และโคลนยีนที่เกี่ยวข้องกับการควบคุมการสร้าง AMP ที่สร้างโดยแมลงในกลุ่มของด้วงมูลสัตว์ และเปรียบเทียบล�ำดับ
นิวคลีโอไทด์ของยีนที่ควบคุมการสร้าง AMP ในด้วงมูลสัตว์กับฐานข้อมูลยีนจาก GenBank เพื่อเป็นข้อมูลพื้นฐานที่จะ
น�ำไปสู่การศึกษาในเชิงลึก เช่น การศึกษาการแสดงออก (expression) ของโปรตีน การศึกษาถึงประสิทธิภาพของ AMP 
ต่อแบคทีเรีย เชื้อรา และไวรัส ต่อไป 

วิธีการวิจัย
การกระตุ้นการสร้าง AMP ในด้วงมูลสัตว์และการสังเคราะห์ cDNA โดยวิธี RT-PCR		
 		  เก็บตัวอย่างด้วงมูลสัตว์โดยเลือกเก็บตัวอ่อนของด้วงมูลสัตว์ในเขตบริเวณฟาร์มเลี้ยงโค  มหาวิทยาลัยทักษิณ 
วิทยาเขตพัทลุง น�ำตัวอ่อนของด้วงมูลสัตว์มากระตุ้นให้สร้าง AMP โดยการฉีดด้วย Lipopolysaccharide (LPS) ที่สกัด
จากเช้ือ  E. coli (strain JM109) การสกัด LPS ด�ำเนนิตามขัน้ตอนของชดุสกัด (LPS extraction kit; Inron Biotechenology: 
Korea) ก่อนการฉีด LPS จะท�ำให้ตัวอ่อนสลบด้วยการแช่ในน�้ำแข็ง และใช้เข็มเบอร์ 26 ฉีด LPS ประมาณ 50 μl



136
การโคลนและวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ฯ
มณฑล เลิศวรปรีชา

จากงานประชุมวิชาการระดับชาติ มหาวิทยาลัยทักษิณ ครั้งที่ 24 ประจ�ำปี 2557

วารสารมหาวิทยาลัยทักษิณ
ปีที่ 17 ฉบัับที่ 3 ฉบับพิเศษ

จากนั้นน�ำตัวอ่อนเก็บในรังก้อนมูลเดิม ประมาณ 24 ชั่วโมง จึงน�ำตัวอ่อนมาสกัด RNA  การสกัด RNA ด�ำเนินตาม
ขั้นตอนของชุดสกัด (E.Z.N.A Tissue RNA Kit; OMEGA: USA) การสร้าง cDNA library และตรวจคัดกรองเพื่อหายีน
ที่ควบคุมการสร้าง AMP ในตัวอ่อนด้วงมูลสัตว์ ท�ำโดยเทคนิค rapid amplification of cDNA ends (RACE) โดยภาย
หลังจากที่ฉีด LPS เข้าไปแล้วประมาณ 24 ชั่วโมง จะเก็บเนื้อเยื่อรอบ ๆ บริเวณที่ฉีดน�ำไปสกัด total RNA และ RNA 
ที่สกัดได้จะน�ำมาสร้างเป็น cDNA ด้วย first stand cDNA synthesis kit (Thermo Scientific: USA) โดยการสร้าง 
cDNA ด�ำเนินตามขั้นตอนของชุดส�ำเร็จรูป 

การสร้างสาย Second strand 
		  cDNA ที่ได้จากขั้นตอนการท�ำ RT-PCR จะน�ำมาเพิ่มจ�ำนวนสาย complementary strand โดยใช้ primers 
ทีอ่อกแบบจ�ำเพาะส�ำหรบัยนีทีค่วบคมุการสร้าง AMP (ตารางที ่1) โดยการออกแบบ primers อาศยัข้อมลูจากการสร้าง
สาย consensus ของกรดอะมิโนของ AMP ที่พบได้ในแมลงกลุ่มใกล้เคียง น�ำมาแปลงเป็นล�ำดับนิวคลีโอไทด์และน�ำไป
เป็นต้นแบบส�ำหรับการออกแบบ primers การสร้างสาย complementary strand  มีขั้นตอนและองค์ประกอบของ
ปฏิกิริยาส�ำหรับการท�ำ PCR แสดงในตารางที่ 2

การโคลนยีน
		  PCR product ทีไ่ด้จะน�ำมาตรวจสอบโดยวธิ ีgel electrophoresis และน�ำไปท�ำบรสุิทธิด้์วยชดุ PCR purification 
kit (NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up; Macherey Nagel: Germany) ตัวอย่าง DNA ที่ผ่านการท�ำบริสุทธิ์ 
แล้วจะน�ำมาเชือ่มต่อใน plasmid pTZ57R/T (Isn TAclone Kit; Thermo Scientific: USA) และ transform เข้าสูเ่ชือ้ 
E. coli (DH5-α) รายละเอียดดังตารางที่ 3

ตารางที่ 1 primers ที่ออกแบบและเป้าหมายของยีนที่ใช้ในการศึกษา

การคัดเลือกโคลนที่มียีนควบคุมการสร้าง AMP 
		  การตรวจสอบโคลนที่ได้ ท�ำโดยใช้เทคนิค PCR เพิ่มจ�ำนวนโดยตรงจากโคโลนีของแบคทีเรีย โดยคัดเลือกโค
โลนีที่เจริญบนอาหาร TSA ซึ่งผสมยา ampicillin  ท�ำการทดสอบแต่ละโคลน โดยใช้ปลายไม้จิ้มฟันที่ผ่านการฆ่าเชื้อ
แล้วป้ายเชื้อแต่ละโคโลนีมาเล็กน้อยน�ำไปท�ำ PCR ด้วย primers AMP-4 ร่วมกับ primer ต่อบริเวณ linker ที่เชื่อมต่อ
กับสาย olig (dT)
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การทดสอบประสิทธิภาพของเปปไทด์สังเคราะห์ต่อแบคทีเรีย
		  การทดสอบประสิทธิภาพของเปปไทด์สังเคราะห์จากล�ำดับกรดอะมิโน ที่แปลงมาจากล�ำดับนิวคลีโอไทด์ต่อ
การฆ่าแบคทีเรยี ท�ำการทดสอบโดยหาค่าความเข้มข้นต�ำ่สดุทีส่ามารถยบัยัง้แบคทเีรยีได้ (MIC) ตามมาตรฐานของ CLSI 
[6] โดยเจือจางเปปไทด์ส�ำหรับทดสอบแบบ 2 fold dilution ตั้งแต่ความเข้มข้น 500-0.24 μg/ml ท�ำการทดสอบกับ
เชื้อ E. coli (ATCC 25922), S. aureus (ATCC 25923), Ps. aeruginasa (ATCC 27853), K. pneumoniae (ATCC 
700603) และ S. Typhimurium (isolated strain) โดยใช้แบคทีเรียอายุประมาณ 18-20 ชั่วโมง เจือจางแบคทีเรียใน
อาหาร Mueller Hinton Broth (MHB) (Himedia: India) ให้ได้ปริมาณเช้ือสุดท้ายที่ท�ำการทดสอบกับเปปไทด์
คือ 5x104 CFU/well

ผลการวิจัยและอภิปรายผลการวิจัย
การสร้าง cDNA และการโคลน 	
		  การค้นหาเป้าหมายที่เป็นยีนที่ควบคุมการสร้าง AMP ในตัวอ่อนด้วงมูลสัตว์ (ภาพที่ 1 A) หลังจากฉีดตัวอ่อน
ด้วย LPS เป็นเวลา 24 ชั่วโมงและน�ำมาสกัด RNA สร้างสาย first strand cDNA ด้วย Oligo (dT)18 primer linker 
และใช้เทคนิค RACE โดย primers ที่ออกแบบส�ำหรับยีนในกลุ่ม AMP ที่เคยมีรายงานในด้วงมูลสัตว์ ส�ำหรับสร้างสาย 
second strand DNA ผลการทดสอบพบว่ามี primers จ�ำนวน 1 เส้น คือ AMP-4 สามารถเพิ่มจ�ำนวนยีนในตัวอ่อน
ด้วงมูลสัตว์ที่ได้ immunized ด้วย LPS ของแบคทีเรีย โดยพบระดับการแสดงออกที่เพิ่มมากขึ้นในตัวอย่างที่ได้รับการ

ตารางที่ 2 องค์ประกอบและสภาวะการท�ำ PCR 

ตารางที่ 3 องค์ประกอบและสภาวะส�ำหรับโคลนยีน 

μ

μ

μ

μ

μ

(50 μl)

(30 μl)
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immunized ด้วย LPS ในขณะที่ตัวอย่าง control พบการแสดงออกเพียงเล็กน้อย โดยตัวอย่างของ DNA ที่เพิ่มจ�ำนวน
ได้มีขนาดประมาณ 400 bp  จากนั้นน�ำตัวอย่าง DNA ที่เพิ่มจ�ำนวนได้ไปโคลนเข้าสู่ plasmid และ transform เข้าสู่
เชื้อ E. coli หลังจากนั้นตรวจสอบโคลนที่มี insert ยีนที่ต้องการโดยเทคนิค PCR ด้วย primer AMP-4 และ primer ที่
จ�ำเพาะกับ linker ผลการศึกษาพบว่าจากการสุ่มทดสอบจากจ�ำนวนโคลนทั้งหมด 30 โคลน พบว่ามีทั้งหมด 6 โคลนที่
ให้ผลบวก (ภาพที่ 1 B) โดยให้แถบ DNA ที่มีขนาดประมาณ  400 bp (ภาพที่ 1 C)

ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์เปรียบเทียบความคล้าย (identity) ของล�ำดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนกับ AMP 
ที่พบในด้วงชนิดอื่น  
		  ผลการศกึษาความคล้ายคลึงกนัของล�ำดบันวิคลีโอไทด์ (nucleotide identities) ของ DNA ทีไ่ด้จากทัง้ 6 โคลน 
เปรียบเทียบกับ AMP ที่พบในแมลงกลุ่มด้วงที่ใกล้เคียงกันมีค่าอยู่ระหว่าง 15 ถึง 96% โดยมีความคล้ายกับ coprisin 
ประมาณ 96% ซ่ึง coprisin เป็น AMP ทีม่รีายงานพบใน Copris tripartitus (EF208958) นอกจากนีย้งัพบว่ามีล�ำดับนิว
คลโีอไทด์ทีค่ล้ายคลงึกบั AMP ทีพ่บในด้วงชนดิอืน่ ๆ  ได้แก่ defensin A (36%) ทีพ่บใน Anomala cuprea (AB176885), 
defensin B (30%) ที่พบใน Anomala cuprea (AB176887), rhinoceros defensin (20%) ที่พบใน Oryctes
rhinoceros (AB011245), และ defensin-2 (15%) ใน Pediculus humanus corporis  (XM_002432574) (ภาพที ่2)

ภาพที่ 1 A. ลักษณะของตัวอ่อนด้วงมูลสัตว์จากก้อนมูลโค, B. โคโลนีของ E. coli ที่ได้รับ plasmid ที่เจริญในอาหาร	
ผสมยา ampicillin, C. ผลการสุ่มตรวจสอบโคลนที่มี insert gene จากการสุ่มจ�ำนวน 30 โคโลนี
พบ โคลน ที่ให้ผลบวกด้วย PCR จ�ำนวน 6 โคลน ที่ให้ PCR product ขนาดประมาณ 400 bp.

ภาพที่ 2 Phylogenetic tree ของ DNA ที่โคลนได้จากตัวอ่อนด้วงมูลสัตว์ (AMP4-clone 1) แสดงให้เห็นถึง
ความคล้ายกับยีนควบคุมการสร้าง AMP จากด้วงชนิดต่าง ๆ (Neighbor-joining 1,000 bootstrap)
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		  ผลการเปรียบเทียบความคล้ายคลึงของล�ำดับกรดอะมิโน ซึ่งได้จากการแปลรหัสจาก DNA ที่โคลนได้จากตัว
อ่อนด้วงมลูสตัว์กับ AMP ทีส่บืค้นจากฐานข้อมูล พบว่าล�ำดบักรดอะมโินท่ีพบมคีวามคล้ายกบั coprisin มากทีสุ่ด (98%) 
และมีความคล้ายกับกัน defensin A (54%) ที่พบใน Anomala cuprea (AB176885), defensin B (50%) ที่พบใน 
Anomala cuprea  (AB176887),  rhinoceros defensin (44%) ที่พบใน Oryctes rhinoceros (AB011245), และ
มีความคล้ายกับ defensin-2 (29%) ที่พบใน Pediculus humanus corporis (XM_002432574) นอกจากนี้พบว่า 
AMP ทั้งหมดที่น�ำมาเปรียบเทียบมีบริเวณอนุรักษ์ (conserve) ร่วมกันที่ต�ำแหน่งกรดอะมิโนล�ำดับที่ 65-110 ซึ่งคาดว่า
จะเป็นต�ำแหน่งของการออกฤทธิ์ของ AMP (ภาพที่ 3)

การทดสอบประสิทธิภาพต่อเชื้อแบคทีเรีย
		  การวเิคราะห์ล�ำดบักรดอะมโินทัง้สายเพือ่พจิารณาหาบรเิวณของสายเปปไทด์ทีค่าดว่าจะมคุีณสมบตัขิอง AMP 
โดยอาศยัคณุสมบตัขิองกรดอะมโินทีเ่ป็นกลุม่ hydrophobic และเป็น positive charge ด้วยโปรแกรมวเิคราะห์ EMBOSS 
Pepinfo (http://www.ebi.ac.uk/Tools/seqstats/emboss_pepinfo/) ผลการวเิคราะห์กรดอะมโินพบว่าประกอบ
ด้วยกรดอะมิโนทั้งหมด 80 ตัว น�้ำหนักโมเลกุลขนาดประมาณ 10.18 kDa ประกอบด้วยกรดอะมิโนที่มีคุณสมบัติเป็น 
hydrophilic 19%, hydrophobic 47%  มีค่า isoelectric point เท่ากับ 8.6 มีค่าประจุรวมเท่ากับ +5.5 และพบว่า
กรดอะมิโนทีอ่ยูใ่นล�ำดบั 90-100 คอื NH2-L-L-C-I-A-L-R-K-K-CooH (ภาพที ่3) ให้ผลการวเิคราะห์ถงึความเป็นไปได้ที่
จะมคุีณสมบตัขิอง AMP โดยมี molecular weight ประมาณ 1.8 kDA และมกีรดอะมโินทีมี่คณุสมบตัเิป็น hydrophobic 
ทั้งหมด 66 % ซึ่งคาดว่าเปปไทด์นี้จะสามารถแทรกตัวเข้าสู่เซลล์เมมเบรนของแบคทีเรียได้ดี นอกจากน้ีเปปไทด์เป็น 
cationic peptide มปีระจเุป็นบวก (net charge +3) ซึง่ผลการวเิคราะห์แสดงให้เหน็ว่าเปปไทด์อาจจะมคีวามสามารถ
มาจับเมมเบรนของแบคทีเรียท่ีมีประจุเป็นลบได้ ดังน้ันจีงได้คัดเลือกช่วงของกรดอะมิโนดังกล่าวไปสังเคราะห์เป็น
สายเปปไทด์เพื่อน�ำมาทดสอบกับเชื้อแบคทีเรีย โดยศึกษาเปรียบเทียบกับ coprisin (NH2-L-H-C-I-A-L-R-K-K-CooH) 
และ definesin (NH2-A-L-Y-L-A-I-R-K-R-COOH) ซึ่งใช้เป็น control ส�ำหรับการศึกษาครั้งนี้โดยเปปไทด์สังเคราะห์
ทั้งหมด มีความบริสุทธิ์ที่ 95.5% การทดสอบประสิทธิภาพ ท�ำโดยวิธีการหาค่า MIC ซึ่งทดสอบกับแบคทีเรีย 5 ชนิด
ได้แก่ E. coli (ATCC 25922), S. aureus (ATCC 25923), Ps. aeruginasa (ATCC 27853),
K.  pneumoniae (ATCC 700603), และ S. Typhimurium (isolated strain)

ภาพที่ 3 ผลการวิเคราะห์เปรียบเทียบความคล้ายคลึงกันของล�ำดับกรดอะมิโนที่ได้จากการแปลรหัสของ DNA
ที่โคลนได้จากตัวอย่างตัวอ่อนด้วงมูลสัตว์เปรียบเทียบกับกรดอะมิโนที่ได้จาก AMP ชนิดอื่น ๆ

(กรดอะมิโนในกรอบแสดงถึงบริเวณอนุรักษ์ของกรดอะมิโน)
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		  ผลการทดสอบพบว่าค่า MIC ของ AMP4-1 ต่อเชื้อ E. coli, คือ 7.8 μg/ml, ค่า MIC ของ AMP4-1 ต่อเชื้อ 
Ps. aeruginosa  คือ 15.6 μg/ml และค่า MICของ AMP4-1 ต่อเชื้อ S. Typhimurium คือ 31.25 μg/ml ในขณะที่
ค่า MIC ของ AMP4-1 ต่อเชื้อ K. pneumonia และ S. aureus  นั้นมีค่ามากกว่า 500 μg/ml (ตารางที่ 4)

ตารางที่ 4 ผลการทดสอบหาค่าความเข้มข้นต�่ำสุด (µg/ml) ของเปปไทด์สังเคราะห์ต่อเชื้อแบคทีเรีย 5 ชนิด

		  การศกึษาลกัษณะของยนีทีค่วบคมุการสร้าง AMP จากตวัอ่อนด้วงมลูสตัว์ในครัง้นีพ้บยนีทีค่าดว่าจะเกีย่วข้อง
กับการสร้าง AMP หนึ่งยีน ซึ่งเมื่อศึกษาเปรียบเทียบล�ำดับนิวคลีโอไทด์กับยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้าง AMP จากแมลง
ในกลุม่ทีใ่กล้เคยีงกนัพบว่า ยนีทีโ่คลนได้มคีวามคล้ายกบั coprisin ซึง่เป็น AMP ทีพ่บในด้วงมลูสตัว์ (Copris tripartitus) 
[7] ในการศึกษานี้มีข้อจ�ำกัดบางประการคือการจ�ำแนก species ของตัวอ่อนด้วงมูลสัตว์นั้นกระท�ำได้ยากจ�ำเป็นต้อง
อาศัยผู้เชี่ยวชาญเฉพาะ แต่จากการตรวจดูจากลักษณะของตัวเต็มวัยจากการฟักออกจากก้อนมูลพบว่า ด้วงมูลสัตว์ที่
พบอาจจะเป็นด้วงในกลุม่ Copris spp. ซึง่สอดคล้องกับผลการวเิคราะห์ล�ำดบัของยนี AMP ทีโ่คลนได้ทีม่คีวามคล้ายคลงึ
กับ coprisin มากที่สุด
		  การวิจัยนี้ไม่ได้เริ่มต้นจากการศึกษาโดยการสกัดสารออกฤทธิ์ที่เป็น AMP จากตัวอ่อนด้วงมูลสัตว์โดยตรง ดัง
เช่นในการศึกษาในสัตว์ชนิดอื่น ๆ  [8-10] แต่ใช้แนวทาง genetic deduction โดยการแปลรหัสจาก DNA ที่โคลนได้ ซึ่ง
แนวทางนี้ท�ำได้ง่ายในกรณีท่ีมีข้อจ�ำกัดส�ำหรับการสกัดและแยกโปรตีนให้บริสุทธิ์ แต่ก็อาจจะมีข้อเสียเนื่องจากยีนที่
โคลนได้อาจจะไม่ได้แสดงถึงความสมัพนัธ์กบัการแสดงออกของโปรตนี ดงันัน้การกระตุน้ตวัอย่างโดยแบคทเีรยีหรอืองค์
ประกอบของแบคทเีรียจะเป็นวิธกีารส�ำคญัทีจ่ะช่วยลดโอกาสผดิพลาดดงักล่าวลงไปได้  ซึง่การศกึษาในหลาย ๆ  รายงาน
ก็มีการใช้แบคทีเรียโดยเฉพาะแบคทีเรียแกรมลบ กระตุ้นให้ตัวอ่อนของด้วงหรือหนอนผีเส้ือสร้าง AMP ออกมา และ
เปรียบเทียบลักษณะการแสดงออกของยีนที่เกิดขึ้นว่ามีความแตกต่างกันอย่างไร [1, 9] ส�ำหรับการศึกษานี้เลือกใช้ LPS 
ที่สกัดจากเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ ซ่ึงพบว่าสามารถกระตุ้นให้ตัวอ่อนสร้าง AMP ออกมาได้เช่นกัน โดยมีรายงานก่อน
หน้านี้แสดงให้เห็นว่า LPS สามารถกระตุ้นให้เซลล์เม็ดเลือดขาวในแมลงหวี่ (Drosophila) สร้าง AMP ออกมาป้องกัน
ตนเองได้ [11] การศึกษาล�ำดับกรดอะมิโนเพื่อสังเคราะห์เป็นเปปไทด์และน�ำไปทดสอบความสามารถยับย้ังการเจริญ
ของแบคทเีรยี จ�ำเป็นต้องพจิารณาถงึขนาดของ AMP นัน้ด้วย เนือ่งจากเปปไทด์ทีม่ขีนาดยาวอาจจะมคีวามเป็นแอนตเิจน
และกระตุ้นให้ร่างกายตอบสนองทางภมูคิุม้กันได้ดกีว่าเปปไทด์สายสัน้ หรอือาจกระตุน้ให้เกดิภาวะของภมิูแพ้ได้ [12-14] 
ในการศึกษานี้จึงวิเคราะห์เพื่อเลือกเอาช่วงของเปปไทด์ท่ีมีขนาดส้ันที่สุด ที่คาดว่ามีคุณสมบัติยับยั้งเช้ือ ซึ่งพบว่าเปป
ไทด์ทีเ่ลอืกมามคีวามสามารถในการยบัยัง้แบคทเีรยีได้บางชนดิ (ตารางที ่4) จากการศกึษาเปปไทด์ทีไ่ด้ มคีวามแตกต่าง
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จาก coprisin ในล�ำดับของกรดอะมิโนเพียงตัวเดียวในต�ำแหน่งที่ 2 จากปลาย NH2 คือ L-H จากผลการทดสอบพบว่า
การเปลี่ยแปลงของล�ำดับกรดอะมิโนเพียง 1 ต�ำแหน่งก็ส่งผลถึงประสิทธิภาพต่อการยับยั้งเชื้อได้ ซึ่งคาดว่าเกิดจากการ
ที่กรดอะมิโน lysine น้ันมีส่วน side chain ท่ีมีความเป็น hydrophobic ที่มากกว่า อาจเป็นไปได้ที่ท�ำให้ ส่วน
hydrophobic side chain ของเปปไทด์นั้นสามารถแทรกตัวเข้าไปใน hydrophobic core ของ outer membrane 
ของแบคทีเรียได้ดีกว่า coprisin ที่ประกอบด้วย histidine

สรุปผลการวิจัย
		  ผลการศึกษาในครั้งน้ีสามารถโคลนยีนท่ีเก่ียวข้องกับการสร้าง AMP ซึ่งเมื่อวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์แล้ว
พบว่า ยีนที่ได้มีความคล้ายคลึงกับ coprisin ที่พบในด้วง Copris tripartitus มากที่สุด การทดสอบประสิทธิภาพในการ
ยบัยัง้เชือ้แบคทเีรียแกรมลบได้ด ีโดยพบว่าเปปไทด์ทีไ่ด้สามารถยบัยัง้เชือ้ E. coli, Ps. aeruginosa และ S. Typhimurium ได้ 

ค�ำขอบคุณ
		  งานวิจัยนี้รับทุนอุดหนุนการวิจัยจากงบประมาณแผ่นดิน ประจ�ำปีงบประมาณ พ.ศ. 2555 และขอขอบคุณ
หน่วยวิจัยการจัดการทรัพยากรจุลินทรีย์ และสาขาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยทักษิณ วิทยาเขตพัทลุง ซึ่ง
ได้เอื้อเฟื้อสถานที่และเครื่องมือส�ำหรับการวิจัยในครั้งนี้
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