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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

 นันทวัฒน์ โฆษา : การศึกษาฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียของส่วนประกอบเลือดจากตัวเงินตัวทอง 
(Varanus  salvator). ( STUDY OF  ANTIBACTERIAL  ACTIVITY OF THE BLOOD COMPONENTS 
OF MONITOR LIZARD (Varanus salvator)) อ.ท่ีปรึกษาหลัก : ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.เขมาภรณ์ บุญ
บ ารุง 

  
สถานการณ์การดื้อยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียเป็นปัญหาใหญ่ท่ีส่งผลกระทบไปท่ัวโลก จึงจ าเป็นต้องศึกษา

เพื่อพัฒนาสารทดแทนยาปฏิชีวนะ ตัวเงินตัวทอง (Varanus salvator) เป็นสัตว์เลื้อยคลานมีความสามารถในการอยู่รอด
จากสภาวะที่เสี่ยงต่อการติดเชื้อ อาจเนื่องจากสัตว์เหล่าน้ีมีระบบภูมิคุ้มกันโดยก าเนิดซ่ึงมีวิวัฒนาการมาแต่โบราณจึงเป็น
จุดเด่นท่ีน่าศึกษาวิจัย งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียขององค์ประกอบเลือดจากตัวเงินตัวทอง
และโปรตีนหรือเปปไทด์ท่ีมีคุณสมบัติต้านจุลชีพ ซ่ึงข้อมูลของล าดับกรดอะมิโนของตัวเงินตัวทองท่ีได้ในการศึกษาวิจัยครั้ง
น้ีจะเป็นพื้นฐานท่ีส าคัญใน โดยน าพลาสมาและซีรัมจากตัวเงินตัวทองมาทดสอบคุณสมบัติการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียท่ีท าให้
เกิดโรคด้วยเทคนิค agar diffusion พบว่าพลาสมาสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียได้ดีท่ีสุดมีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางของวงใสยับยั้งเชื้อ  (inhibition zone) เท่ากับ 17-20 มิลลิเมตร เมื่อท าการทดสอบหาค่าความเข้มข้นต่ าสุด
ของพลาสมาและซีรัมท่ีสามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย (minimal inhibitory concentration, MIC) ด้วยวิธี  broth 
dilution พบว่าสารสกัดหยาบพลาสมาให้ผลการทดสอบกับเชื้อได้ดีท่ีสุดโดยมีค่าความเข้มข้นต่ าสุดท่ีสามารถยับยั้งเชื้อ
แบคทีเรีย (MIC) เท่ากับ 125 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  จากผลของการแยกบริสุทธิ์บางส่วนของพลาสมาและซีรัมโดย
เทคนิค ion exchange chromatography ด้วย Q - sepharose คอลัมน์ พบว่าท้ังพลาสมาและซีรัมสามารถแยกโปรตีน
แฟรคชันได้  5 แฟรคชันเท่ากัน เมื่อวิเคราะห์ด้วยเทคนิค sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) พบขนาดโมเลกุลอยู่ระหว่าง 16 – 200 กิโลดัลตัน แต่เมื่อทดสอบคุณสมบัติการต้านเชื้อ 
พบบางแฟรกชันจากพลาสมา (P) และซีรั่ม (S) ซ่ึงก าหนดเป็น P1 / P2 / P5 และ S1 / S2 / S4 ตามล าดับ ท่ีแสดงฤทธิ์
ต้านเชื้อแบคทีเรีย เมื่อวิเคราะห์องค์ประกอบของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพด้วยเทคนิค  liquid chromatography mass 
spectrometry (LC-MS) สามารถระบุชนิดโปรตีนได้ท้ังหมด 33  ชนิดและพบโปรตีนท่ีมีศักยภาพเป็นเปปไทด์ต้านจุลชีพ 
15 ชนิด มีเพียง 3 ชนิด จากส่วนของพลาสมา (P1) 2 ชนิด และ (P2) 1 ชนิด ท่ีมีโครงสร้างเป็น α -helical peptide ซ่ึง
เป็นคุณสมบัติของเปปไทด์ต้านจุลชีพ เปปไทด์ท่ีพบในการศึกษาน้ีมีศักยภาพในการพัฒนาเป็นสารต้านการติดเชื้อและมี
คุณค่าต่อการรักษาโรคติดเชื้อ งานวิจัยน้ีเป็นการรายงานครั้งแรกถึงประสิทธิภาพการต้านเชื้อจุลชีพจากเปปไทด์ท่ีแยกได้
จากพลาสมาและซีรัมของตัวเงินตัวทอง ซ่ึงควรมีการศึกษาเพิ่มเติมถึงโครงสร้าง กลไกการออกฤทธิ์ของเปปไทด์เหล่าน้ี
เพื่อพัฒนาเป็นยาต้านจุลชีพชนิดใหม่ 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 
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 Nanthawat Kosa : STUDY OF  ANTIBACTERIAL  ACTIVITY OF THE BLOOD COMPONENTS OF 

MONITOR LIZARD (Varanus salvator). Advisor: Asst. Prof. Dr. KHAEMAPORN BOONBUMRUNG, 
Ph.D. 

  
The water monitor (Varanus salvator) is a large varanid lizard. Water monitor lizard has a 

challenge with an opportunistic bacterial infection but no evidence for adverse effects. These animals 
have an evolutionarily ancient innate immune system which a great part of the research. The 
purposes of this research were to study antibacterial activities of the blood components from the 
water monitor lizard and to identify protein and antimicrobial peptides. This study generated an initial 
database of the related protein involved with the water monitor lizard immune system that could 
lead to developing the newly antimicrobial peptides in the future. Both plasma and serum were 
evaluated their inhibitory effect against pathogenic bacteria by agar well diffusion technique. The 
result showed that crude plasma could inhibit against all tested bacteria strains with the inhibition 
zone of 17-20 mm. The minimal inhibitory concentration (MIC) of plasma and serum were tested by 
broth microdilution technique. The MIC of the plasma is presented by 125 ug/ul. The crude plasma 
serum was purified by anion exchange column chromatography with Q – sepharose. Five peaks of the 
purified plasma and serum were determined to 16 and 200 kDa by Sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel (SDS-PAGE).  The protein fraction from plasma (P) and serum (S), defined as P1/ 
P2/ P5 and S1/S2/S4, showed antibacterial activity against tested bacteria strains. The protein fraction, 
based on the proteomics approach, found 33 proteins with revealed 15 interesting proteins as 
potential antimicrobial peptides. Additionally, the structure of α -helical peptide was found in plasma 
fraction by two peptides (P1) and one peptide (P2) which was shown as a property of the 
antimicrobial peptides. These peptides with the greatest potential for development into a 
therapeutically valuable anti-infective agent. This research is the first report of antimicrobial efficacy 
from peptides which isolated from plasma and serum of the water monitor lizard. This should be 
further studied in the structure and mechanism of these peptides to develop into novel antimicrobial 
agents. 
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บทที่ 1 

บทน ำ 

1.1. ควำมส ำคัญและที่มำของปัญหำกำรวิจัย    
 ปัญหาการดื้อยาปฏิชีวนะของเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคที่แพร่ขยายวงกว้างและเพ่ิมความรุนแรง
มากขึ้นตามล าดับ มีสาเหตุส่วนหนึ่งมาจากพฤติกรรมของมนุษย์ เช่น การเข้าถึงยาปฏิชีวนะได้ง่าย
หรือสามารถหาซื้อรับประทานเองได้เมื่อเกิดอาการเจ็บป่วย  ขาดความรู้ความเข้าใจต่อการใช้ยา
ปฏิชีวนะจนท าให้เกิดผลกระทบที่ตามมาจากพฤติกรรมเหล่านั้น (1) การรับประทานยาไม่ครบตาม
แพทย์สั่ง หยุดยาเองเมื่ออาการบรรเทา ซึ่งเป็นสาเหตุร่วมท าให้เชื้อก่อโรคถูกกระตุ้นและสร้างกลไก
ป้องกันตัวเองต่อยาปฏิชีวนะ ส่งผลให้ประสิทธิภาพในการรักษาหรือยับยั้งเชื้อโรคลดลง จนในที่สุดไม่
สามารถใช้ยาปฏิชีวนะในการรักษา  ปัญหาเชื้อจุลชีพดื้อยา (antimicrobial resistant: AMR)  ได้
กลายเป็นปัญหาทางสาธารณสุขและภัยคุกคามทางสุขภาพที่ส่งผลกระทบต่อประชาชนทั่วโลก  (2) 
หลายทศวรรษที่ผ่านมานักวิจัยได้พยายามค้นคว้าวิจัยสารต่างๆ ที่มาจากธรรมชาติทั้งพืช สัตว์และ
จุลินทรีย์ชนิดต่างๆ ที่มีประสิทธิภาพในการท าลายหรือยับยั้งเชื้อก่อโรคได้เพ่ือน ามาทดแทนยา
ปฏิชีวนะและเพ่ือลดผลกระทบของปัญหาเชื้อจุลชีพดื้อยานอกเหนือจากนั้นยังลดการสูญเสียทาง
เศรษฐกิจ  โดยมุ่งหวังว่าสารทดแทนที่ได้จะมีคุณสมบัติในการท าลายเชื้อจุลชีพและออกฤทธิ์ต้านเชื้อ 
จุลชีพได้หลายชนิด (board spectrum) มีความคงตัวและที่ส าคัญต้องไม่เกิดผลข้างเคียงจากการใช้
สารที่ได้   โปรตีนหรือเปปไทด์ต้านจุลชีพเป็นตัวเลือกที่นักวิจัยให้ความสนใจโดยมีการค้นคว้าอย่าง
ต่อเนื่องเป็นจ านวนมากเปปไทด์ต้านจุลชีพ (antimicrobial peptides) ที่เกิดจากการวิวัฒนาการที่
ซับซ้อนของสิ่ งมีชีวิตหลายชนิด   มีการศึกษาเกี่ยวกับสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพเหล่านี้ ใน
สัตว์เลื้อยคลานถึงระดับโครงสร้างของโมเลกุลรวมถึงกลไกการท าลายหรือยับยั้งเชื้อจุลชีพ  มีรายงาน
การวิจัยของสารสกัดที่ได้จากจระเข้ งู และเต่า พบว่าในสัตว์เลื้อยคลานกลุ่มดังกล่าวมีองค์ประกอบ
ของโปรตีนและเปปไทด์หลายชนิดที่สามารถยั้บยั้งการเจริญหรือฆ่าเชื้อแบคทีเรียก่อโรคได้  เช่น  ไล
โซไซม์  เฮโมโกลบิน  แคธีลิซิดิน และ ดีเฟนซิน รายงานวิจัยเพ่ิมเติมแสดงว่าโปรตีนที่มีคุณสมบัติใน
การต้านจุลชีพในสัตว์เลื้อยคลานนั้นสามารถแบ่งออกได้ 2 ชนิด คือ ไลโซไซม์และเฮโมโกลบิน  โดยไล
โซไซม์เป็นเอนไซม์ที่ท าหน้าที่ย่อยเปปติโดไกลแคนซึ่งเป็นองค์ประกอบหลักของผนังเซลล์ของ
แบคทีเรีย  เอนไซม์นี้สามารถพบได้ในระบบภูมิคุ้มกันของสัตว์เลื้อยคลานและไข่ขาว โดยเฉพาะ
สัตว์ เลื้ อยคลานที่ออกลูกเป็นไข่  เช่น ตะพาบหรือเต่ า จากการศึกษาในตะพาบไต้หวัน 
 (Trionyx sinensis) และตะพาบสวน (Amyda cartilaginea) พบไลโซไซม์สองชนิดคือ SSTL A 
และ SSTL B สามารถท าลายเชื้อจุลชีพได้หลายชนิด (3) ส่วนเฮโมโกลบินเป็นโปรตีนที่ท าหน้าที่ขนส่ง
ออกซิเจน ภายในเซลล์เม็ดเลือดแดง  กลุ่มของสัตว์เลื้อยคลานมีการพัฒนาระบบภูมิคุ้มกันที่มี
ประสิทธิภาพมากที่สุด  โดยมีการท างานร่วมกันของโปรตีนหรือเปปไทด์หลายชนิด  เช่น ไลโซไซม์ 
เฮโมโกลบิน ดีเฟนซิน แคธีลิซิดิน  เฮปซิดิน ลิวคร็อคซิน และ เฮโมซิดิน เป็นต้น  ซึ่งโปรตีนหรือ 
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เปปไทด์เหล่านี้มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่หลากหลาย เช่น ต้านจุลชีพ  ต้านเซลล์มะเร็ง  สมานแผลและต้าน
การอักเสบ เป็นต้น  (4)  ด้วยคุณสมบัติเหล่านี้สามารถน ามาประยุกต์ใช้ในทางการแพทย์เพ่ือพัฒนา
เป็นยารักษาโรคติดเชื้อดื้อยาและลดอัตราการเสียชีวิตจากการติดเชื้อในกระแสเลือด   
 งานวิจัยสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในสัตว์เลื้อยคลานยังมีการศึกษาวิจัยอยู่ในวงจ ากัดหรือเพียง
เฉพาะกลุ่มเท่านั้น  ซึ่งในประเทศไทยมีความหลากหลายของสัตว์เลื้อยคลานมากและบางชนิดยังขาด
ข้อมูลจากงานวิจัยเพ่ือน ามาใช้ประโยชน์ในด้านการแพทย์หรือทางด้านเศรษฐกิจ  ตัวเงินตัวทอง หรือ 
ตัวเหี้ย (water monitor lizard ) จัดเป็นสัตว์เลื้อยคลานในวงศ์ตะกวด (Varanidae) มีชื่อ
วิทยาศาสตร์ว่า Varanus salvator เป็นวงศ์ตะกวดที่พบมากที่สุดของสัตว์เลื้อยคลานในวงศ์นี้ (5) 
โดยสามารถพบได้ในเกือบทุกพ้ืนที่ของทวีปเอเชีย เช่น อินเดีย ศรีลังกา มาเลเซีย อินโดนีเซีย 
ฟิลิปปินส์ รวมถึงในประเทศไทย ลักษณะโดยทั่วไปของสัตว์เลื้อยคลานในกลุ่มนี้มีพฤติกรรมและความ
เป็นอยู่คล้ายคลึงกับจระเข้  ซึ่งพฤติกรรมของตัวเงินตัวทองที่มีการแย่งชิงอาหาร หรือการต่อสู้แย่งชิง
คู่ในฤดูผสมพันธุ์ ส่งผลให้ได้รับบาดเจ็บหรือเกิดบาดแผลจากการต่อสู้กันเอง  แต่เป็นที่น่าสังเกตว่า
บาดแผลที่เกิดขึ้นนี้ไม่ส่งผลหรือก่อให้เกิดอาการของการติดเชื้อแบคทีเรียเลยแม้แต่น้อย  ส าหรับ
ข้อมูลการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของสัตว์เลื้อยคลานกลุ่มนี้ในประเทศไทยและ
ต่างประเทศมีอย่างจ ากัด  โดยมีการศึกษาในสัตว์ เลื้อยคลานในวงศ์เดียวกัน เมื่อปี  1998   
Montgomery และคณะได้ท าการเก็บตัวอย่างน้ าลายและเลือดของมังกรโคโมโด (Varanus 
komodoensis)  ซึ่งเป็นสัตว์เลื้อยคลานในกลุ่ม Varanidae เช่นเดียวกับตัวเงินตัวทอง (6) พบว่าใน
น้ าลายของมังกรโคมาโดมีแบคทีเรียมากถึง 28 ชนิด (7) และมีแบคทีเรียบางชนิดที่พบในน้ าลายที่
สามารถท าให้หนูทดลองตายได้ (6, 8, 9) Ezra และคณะได้ท าการศึกษาวิจัยในมังกรโคมาโด 
(Varanus komodoensis) เพ่ิมเติมพบว่าซีรัมของมังกรโคโมโดสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบได้ (10, 11) ซึ่งปัจจุบันนักวิจัยก าลังสังเคราะห์สารเพ่ือเลียนแบบ
การท างานของเลือดของมังกรโคโมโด เพ่ือน าไปทดสอบว่าสามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียดื้อยาได้หรือไม่
ดังที่กล่าวข้างต้น  ตัวเงินตัวทองซึ่งเป็นสัตว์เลื้อยคลานในวงศ์  Varanidae เช่นเดียวกันกับมังกร
โคโมโดและมีพฤติกรรมต่างๆ  ทีค่ล้ายคลึงกันรวมถึงสภาพเเวดล้อมที่อาศัยอยู่เสี่ยงต่อการติดเชื้อโรค
อยู่ตลอดเวลาเมื่อเกิดบาดแผล ด้วยเหตุนี้ผู้วิจัยจึงมีความสนใจที่น าเอาเลือดจากตัวเงินตัวทองมา
ท าการศึกษาฤทธิ์องค์ประกอบของเลือดจากตัวเงินตัวทองที่อาจพบประสิทธิภาพในการยับยั้งการ
เจริญของเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆ ได้  ซึ่งข้อมูลที่ได้จากงานวิจัยนี้จะน าไปใช้เป็นพ้ืนฐานในการพัฒนา
สารทดแทนยาปฏิชีวนะในเชิงลึก เช่น การดัดแปลงโครงสร้างเพ่ือให้ได้ฤทธิ์หรือคุณสมบัติทางชีวภาพ
ที่ต้องการรวมถึงการศึกษาโครงสร้างของเปปไทด์ในระดับที่สูงขึ้นไป  ซึ่งจะน าไปสู่การพัฒนาใช้
โปรตีนหรือเปปไทด์ที่แยกได้ และน าไปประยุกต์ใช้รักษาโรคที่มีสาเหตุเกิดจากการติดเชื้อแบคทีเรีย
ดื้อยาหรือการรักษาโรคต่างๆ ตลอดจนแนวทางในการน าไปใช้ประโยชน์ต่อไปในอนาคต  
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1.2. ค ำถำมของกำรวิจัย 
 องค์ประกอบของเลือดตัวเงินตัวทอง (Varanus salvator) มีสารส าคัญหรือโปรตีนที่มีฤทธิ์
ทางชีวภาพต่อการเจริญของเชื้อแบคทีเรียได้หรือไม่ 

 

1.3. วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 

 เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดที่แยกได้จาก
องค์ประกอบของเลือดตัวเงินตัวทอง (Varanus salvator) ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย  
 

1.4. สมมุตฐิำน 
 องคป์ระกอบของเลือดจากตัวเงินตัวทอง (Varanus salvator) มีคุณสมบัติในการยับยั้งการ
เจริญของเชื้อแบคทีเรียได้  
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1.5. กรอบแนวควำมคิดในกำรวิจัย  

 

 
 

   
 
 

    
   
 
 
      
  
 

 
  

 
 

   
 

 
 

 
 
 
 

 

ตัวอย่างเลือดจากตัวเงินตัวทอง  

แยกองค์ประกอบของตัวอย่างเลือดจากตัวเงินตัวทอง เช่น  
ซีรัม  พลาสมา  

แยกด้วยการปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง 
centrifuge 

ทดสอบคุณสมบตัิเบื้องต้นของการยับยั้งการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรียของ สารสกัดหยาบพลาสมาและสารสกัดหยาบซีรมั

จากตัวเงินตัวทอง  
agar well diffusion method 

การแยกสารสกดัหยาบจากพลาสมาและซีรัมของ
ตัวเงินตัวทองให้บริสุทธ์ิ 

anion exchange 
chromotography 

การหาน้ าหนักโมเลกุลของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ที่ผ่าน
การแยกประจุแล้วของตัวเงินตัวทอง   

 

sodium dodecyl sulphate  
(SDS-PAGE)  

หาความเข้มข้นต่ าสดุของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก
ตัวเงินตัวทอง ท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียได้ broth dilution method    

วิเคราะหล์ าดับกรดอะมิโนของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีแยก
ได้จากสารสกัดหยาบพลาสมาและสารสกัดหยาบซรีัมจากเลือด

ตัวเงินตัวทอง  
LC MS-MS 

ระบุชนิดโปรตีนและท านายความสามารถในการเป็นเปปไทด์
ต้านจุลชีพท่ีพบในสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีแยกบริสุทธ์ิ

บางส่วนจากสารสกดัหยาบพลาสมาและสารสกัดหยาบซรีัมที่
แยกได้ จากเลือดตัวเงินตัวทอง  

SWISS-PROT / APD3: 
antimicrobial peptide calculator 

and predictor 
 

ศึกษาความเข้มข้นต่ าสดุของสารสกัดหยาบพลาสมาและสาร
สกัดหยาบซีรัมทีส่ามารถยับยั้งการเจรญิของเชื้อแบคทีเรีย broth dilution method  
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1.6. ขอบเขตงำนวิจัย 
 งานวิจัยนี้ได้รับความอนุเคราะห์ตัวอย่างเลือดจากสถานีเพาะเลี้ยงสัตว์ป่าเขาสน จังหวัด 
ราชบุรี โดยเป็นการจับและเจาะเลือดโดยเจ้าหน้าที่ของสถานีเพาะเลี้ยงสัตว์ป่าเขาสน น าตัวอย่ าง
เลือดที่ได้ของตัวเงินตัวทองมาท าการศึกษาวิจัย เนื่องจากมีรายงานการพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่
สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียจากสัตว์เลื้อยคลานในวงศ์นี้มาแล้ว  โดยท าการศึกษาองค์ประกอบต่างๆ 
ในน้ าเลือดของตัวเงินตัวทอง  จากนั้นท าการเลือกองค์ประกอบของเลือดที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่
สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียที่น่าสนใจเพื่อท าการศึกษาต่อไป  ซึ่งในการศึกษาวิจัยในครั้งนี้ผู้วิจัยได้ท า
การเลือกเอาส่วนของซีรัมและพลาสมามาท าการศึกษาต่อ โดยน าซีรัมและพลาสมามาเจือจางด้วย
สารละลายที่เหมาะสมจากนั้นก็น าทั้งสองส่วนไปท าให้แห้งด้วยวิธี lyophilization แล้วละลาย
ตะกอนด้วยตัวท าละลายที่เหมาะสม ท าการตรวจสอบฤทธิ์การต้านแบคทีเรียเบื้องต้นด้วยวิธี  
agar well  diffusion method จากนั้นท าการแยกบริสุทธิ์บางส่วนทั้งซีรัมและพลาสมาที่ผ่านการ
ทดสอบที่มีฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียในเบื้องต้นโดยใช้เทคนิค anion exchange chromatography 
ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีนที่ผ่านการแยกแล้วด้วยวิธี SDS-PAGE จากนั้นน าไปท าการ
วิเคราะห์เพ่ือจ าแนกชนิดของโปรตีนด้วยวิธี  LC-MS –MS ท านายและวิเคราะห์สายเปบไทด์ที่ได้จาก
ฐานข้อมูลของ peptide prediction servers ด้วยโปรแกรม antimicrobial  peptide calculator 
and predictor 
 

1.7. สถำนที่ท ำกำรศึกษำวิจัย 
 อาคารจุฬาพัฒน์ 14 คณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 

1.8. ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 
1. ได้ทราบฤทธิ์ของสารจากองค์ประกอบเลือดของตัวเงินตัวทองที่สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย

ได ้ 
2. ได้ข้อมูลเปปไทด์จากองค์ประกอบเลือดของตัวเงินตัวทอง และสามารถน าไปศึกษาพัฒนา

ต่อยอดเพ่ิมเติม  เช่น กลไกการออกฤทธิ์ของสารองค์ประกอบต่างๆ จากตัวเงินตัวทองต่อเชื้อ
แบคทีเรีย 

3. ผลของการศึกษาจะเป็นประโยชน์กับแพทย์และผู้ป่วยที่ติดเชื้อแบคทีเรียดื้อยาที่รุนแรง โดย
การน าเอาข้อมูลที่ได้จากงานวิจัยนี้ไปพัฒนาต่อยอดเพ่ือหาสารหรือยาชนิดใหม่ไปใช้ในการรักษาได้ใน
อนาคต 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

บทที่ 2 

ทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง 

2.1. กำรติดเชื้อแบคทีเรีย 

2.1.1 ปัญหำทำงด้ำนสำธำรณสุข 

  โรคติดเชื้อเป็นหนึ่งในสาเหตุการเสียชีวิตที่ส าคัญ จากการพัฒนาคุณสมบัติการดื้อ
ต่อยาปฏิชีวนะของเชื้อก่อโรคมีความรุนแรงมากขึ้น ท าให้การรักษาโรคติดเชื้อดื้อยาเหล่านี้ไม่มี
ประสิทธิภาพส่งผลให้สถานการณ์การเจ็บป่วยจากการติดเชื้อดื้อยาในปัจจุบันทวีความรุนแรงมากขึ้น
จากยาปฏิชีวนะท่ีใช้ในการรักษานั้นไม่สามารถใช้รักษาได้อย่างมีประสิทธิภาพอีกต่อไป  กล่าวคือหาก
เกิดการติดเชื้อแม้เพียงเล็กน้อยก็สามารถท าให้เป็นอันตรายถึงแก่ชีวิตได้  ในช่วงหลายปีที่ผ่านมา
ประเทศไทยมีการน าเข้าและใช้ยาปฏิชีวนะเพ่ิมมากขึ้นโดยส่วนหนึ่งมาจากประเทศไทยก าลังก้าวเข้าสู่
สังคมผู้สูงอายุในปี 2568 (12) นอกจากค่าใช้จ่ายที่เพ่ิมขึ้นแล้ว ยังมีปัญหาที่เกิดตามมาคือปัญหาเชื้อ
ดื้อยาปฏิชีวนะซึ่งเชื้อดื้อยาถือเป็นปัญหาและภัยคุกคามทางสุขภาพที่หลายประเทศก าลังประสบอยู่ 
เชื้อดื้อยาสามารถพบได้ทั่วโลกทั้งในกลุ่มประเทศที่พัฒนาแล้วและก าลังพัฒนารวมถึงประเทศไทย    
จากรายงานเกี่ยวกับอุบัติการณ์ความรุนแรงของเชื้อดื้อยา  พบว่าเชื้อแบคทีเรียดื้อยาท าให้คนไทย
เสียชีวิตประมาณ 100 คนต่อวันหรืออาจสูงมากกว่านี้หากขาดการบริหารจัดการที่ดี มีการคาดการณ์
พบว่าภายในปี ค.ศ. 2050 จะมีผู้เสียชีวิตจากเชื้อดื้อยาทั่วโลกปีละมากกว่า 10 ล้านคน (13)  ด้วย
เหตุนี้จึงท าให้นักวิจัยเร่งศึกษาค้นคว้าหาสารชนิดใหมเ่พ่ือน ามาใช้ทดแทนยาปฏิชีวนะในการรักษาโรค
ติดเชื้อ เช่น การทดสอบจุลินทรีย์จากแหล่งต่าง ๆ ทั้งในดิน ในน้ ารวมถึงการสังเคราะห์ยาใหม่ใน
ห้องทดลองหรือแม้แต่การน าเอาผลิตภัณฑ์ที่ ได้จากธรรมชาติมาประยุกต์ ใช้ ในการรักษา                      
เพ่ือทดแทนยาปฏิชีวนะและลดปัญหาการดื้อยาของเชื้อก่อโรคเหล่านี้  เนื่องจากผลิตภัณฑ์ธรรมชาติมี
ความหลากหลายขององค์ประกอบทางเคมีจึงท าให้เชื้อเกิดการต้านน้อยกว่าการใช้ยาปฏิชีวนะที่เป็น
เคมีสังเคราะห์ (14, 15) โรคติดเชื้อที่พบในปัจจุบันมีแนวโน้มเกิดจากเชื้อดื้อต่อยาปฏิชีวนะด้วยกลไก
ที่หลากหลาย ตั้งแต่การปรับเปลี่ยนลักษณะทางพันธุกรรมการแสดงออกของยีน  รวมถึงโมเลกุล
เป้าหมายของยาที่เปลี่ยนไป ท าให้ยาไม่สามารถเข้าจับกับโมเลกุลเป้าหมายได้ หรือไม่สามารถออก
ฤทธิ์ในการยับยั้งหรือท าลายเชื้อโรคได้ (16-18) ผลจากการส ารวจขององค์การอนามัยโลก World 
Health Organization (WHO) เกี่ยวกับปัญหาเชื้อก่อโรคดื้อยา  พบว่าประเทศแถบทวีปยุโรปมี
รายงานอุบัติการณ์การติดเชื้อดื้อยาชนิด methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 
ในโรงพยาบาลเพ่ิมมากขึ้นทุกปี (19) เช่นเดียวกับประเทศไทยที่พบการแพร่ระบาดของเชื้อดื้อยาใน
โรงพยาบาลเพ่ิมสูงขึ้น (20) จากผู้ป่วยที่เข้ามารับการรักษาหรือรับบริการเพ่ิมมากขึ้น  สาเหตุอาจมา
จากการเปลี่ยนแปลงทางโครงสร้างประชากรของประเทศไทยประกอบกับความก้าวหน้าทางด้าน
การแพทย์ที่ท าให้คนไทยมีอายุไขเฉลี่ย  (life expectancy)  ยืนยาวมากขึ้นจึงท าให้จ านวนของผู้เข้า
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รับการรักษาในโรงพยาบาลเพ่ิมมากขึ้นตามล าดับ  นอกจากนี้ยังพบว่ามีแบคทีเรียบางชนิดไม่แสดง
อาการหรือแสดงอาการช้าหลังจากมีการติดเชื้อแบคทีเรียดื้อยา  ซึ่งส่วนใหญ่มักจะเกิดการติดเชื้อ            
หลังจากการผ่าตัดหรือภายหลังจากเข้ารับการรักษาในโรงพยาบาล  ดังนั้นจึงยังมีความจ าเป็นที่ยัง
ต้องพ่ึงพายาปฎิชีวนะเพ่ือใช้ในการป้องกันและรักษาโรคซึ่งส่งผลต่อการดื้อยาของเชื้อก่อโรคตามมา   
การควบคุมเชื้อโรคชนิดต่างๆ รวมถึงเชื้อดื้อยาให้ได้ผลจึงเป็นต้องมีวิธีการหรือกลไกอ่ืนๆ ที่แตกต่าง
จากการใช้ยาปฏิชีวนะเดิมที่เคยใช้รักษาและยังมีความจ าเป็นอย่างเร่งด่วนในการค้นหาวิธีการหรือตัว
ยาที่มีประสิทธิภาพในการรักษาโรคติดเชื้อที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรียดื้อยาที่เหมาะสมเพ่ือท าลายเชื้อ
แบคทีเรียให้ลดลงอย่างรวดเร็ว ท าให้ผู้ป่วยฟืน้ตัวและกลับสู่ภาวะปกติไดเ้ร็วที่สุด 
 

2.1.2 เชื้อแบคทีเรียก่อโรคที่ส ำคัญทำงสำธำรณสุข 

  แบคทีเรียชนิดแกรมบวกและแกรมลบที่มีความส าคัญทางการแพทย์ โดยเฉพาะกลุ่ม
เชื้อฉวยโอกาสที่สามารถก่อโรคในกลุ่มประชากรที่มีร่างกายอ่อนแอ ภูมิต้านทานต่ า ผู้สูงอายุหรือ
ผู้ป่วยมะเร็งที่ได้รับยากดภูมิต้านทาน ท าให้เกิดการติดเชื้อได้หลายระบบ เช่น ระบบทางเดินอาหาร  
กระแสโลหิต และทางเดินหายใจ  เป็นต้น  ปัจจุบันพบว่ามีการติดเชื้อในโรงพยาบาลเพิ่มมากขึ้นโดยมี
สาเหตุมาจากเชื้อก่อโรคกลุ่มดังกล่าว  จากรายงานการส ารวจและเฝ้าระวังเกี่ยวกับเชื้อดื้อยา
ปฏิชีวนะโดยศูนย์เฝ้าระวังเชื้อดื้อยาต้านจุลชีพแห่งชาติ  กระทรวงสาธารณสุขประเทศไทยในช่วง  
ปี ค.ศ. 2000 - 2016  พบว่ามีการแพร่ระบาดของเชื้อแบคทีเรียดื้อยาโดยเฉพาะเชื้อที่ดื้อยาในกลุ่ม
ยา  imipenem  เช่น เชื้อ Acinetobacter spp. และเชื้อ  Pseudomonas aeruginosa ใน
โรงพยาบาลมีจ านวนเพ่ิมมากขึ้น (21-26) (รูปที่ 1) และมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นทุกปี  นอกจากนั้นยังพบว่า
เชื้อแบคทีเรียชนิดอื่นก็มีแนวโน้มการดื้อยาเพ่ิมข้ึนเช่นกัน (รูปที่ 2) ทั้งยังพบการกระจายของกลุ่มเชื้อ
ดื้อยาในสิ่งแวดล้อม และสถานพยาบาล (27) โดยเชื้อที่พบในสถานพยาบาลจะมีปัจจัยความรุนแรง
และความสามารถในการก่อโรคสูงกว่าเชื้อที่พบในสิ่งแวดล้อมทั่วๆ ไป (21) ตัวอย่างเชื้อแบคทีเรียก่อ
โรคที่พบบ่อยและก่อให้เกิดผลเสียต่อสุขภาพ เช่น Acinetobacter baumannii, Pseudomonas 
aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus และ Bacillus cereus เป็นต้น 
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รูปที่ 1 อัตราการดื้อยา (%R) ของยาปฏิชีวนะ imipenem ของเชื้อแบคทีเรีย P. aeruginosa และ
เชื้อกลุ่ม Acinetobacter spp. ตั้งแตป่ี 2000-2016 ในประเทศไทย ศูนย์เฝ้าระวังเชื้อดื้อยาต้าน 

จุลชีพแห่งชาติ  กระทรวงสาธารณสุข จังหวัดนนทบุรี  (28) 
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รูปที่ 2 แนวโน้มการดื้อยาของเชื้อแบคทีเรียดื้อยาปฏิชีวนะของเชื้อแบคทีเรียที่ส าคัญทางการแพทย์ (28) 
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Acinetobacter baumannii  

Lee และคณะได้ท าการศึกษาจากผู้ป่วยที่เข้ารับการรักษาในโรงพยาบาลพบว่าผู้ป่วยที่
มีสาเหตุจากการติดเชื้อ A. baumannii ที่ดื้อต่อยาหลายชนิด (multidrug-resistant) มีความเสี่ยง
สูงต่อการเสียชีวิตเนื่องจากอาการแทรกซ้อน  เมื่อเปรียบเทียบกับผู้ป่วยที่ไม่ได้ติดเชื้อแบคทีเรียดื้อยา 
(29) ซึ่งผลการศึกษาดังกล่าวยังสอดคล้องกับการศึกษาของ Kuo และ Tseng ที่พบว่าผู้ป่วยมีอัตรา
การตายเฉลี่ยสูงถึงร้อยละ 49 – 60 หลังจากได้รับเชื้อ A. baumannii ชนิดที่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะ 
เชื้อ A. baumannii เป็นเชื้อสาเหตุส าคัญที่ท าให้เกิดการติดเชื้อในโรงพยาบาลที่รุนแรง พบรองมา
จากเชื้อ P. aeruginosa (30) เชื้อ A. baumannii เป็นเชื้อแบคทีเรียแกรมลบมีรูปร่างแบบ 
coccobacilli (รูปที่ 3)  เนื่องจาก  A. baumannii  มีความสามารถในการปรับตัวให้ทนต่อสภาวะ
แวดล้อมต่างๆ ได้ดีและยังเคยมีรายงานการพบเชื้อ A. baumannii จากอ่างล้างมือและเตียงของ
คนไข้ในโรงพยาบาล (31-33) อีกทั้งเชื้อยังสามารถก่อโรคได้ ในหลายระบบของร่างกาย 
 A. baumannii  จึงเป็นเชื้อสาเหตุส าคัญของการติดเชื้อในโรงพยาบาลที่ท าให้ผู้ป่วยติดเชื้อเสี่ยงต่อ
การเสียชีวิตสูง เชื้อ  A. baumannii  มีกลไกหลากหลายรูปแบบที่ใช้ป้องกันตัวเองจากยาปฏิชีวนะ 
โดยกลไกที่ส าคัญและพบบ่อยที่สุดคือการสร้างเอนไซม์เพ่ือท าลายหรือยับยั้งการออกฤทธิ์ของยา
ปฏิชีวนะ เช่น beta-lactamases นอกจากนั้นยังมีกลไกที่ลดการน าเข้าของยาปฏิชีวนะ เช่น ลด
จ านวน porin บริเวณผนังเซลล์หรือใช้กระบวนการ efflux pump เพ่ือขับยาออกจากเซลล์  กรณีที่
เชื้อได้รับยีนดื้อยาและ/หรือปรับตัวโดยมีกลไกที่แตกต่างกันนี้จะท าให้เชื้อสามารถพัฒนากลายเป็น
สายพันธุ์ที่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะหลายขนาน ที่เรียกว่า multidrug-resistant (MDR) ส่งผลให้ตัวเลือก
ของยาปฏิชีวนะในการรักษาโรคติดเชื้อ A .baumannii มีจ านวนน้อยลง (34-38) โดยเฉพาะหากเกิด
การติดเชื้อในผู้ป่วยที่มีภาวะภูมิคุ้มกันบกพร่อง  อาการของโรคจะมีความรุนแรงและยากต่อการรักษา 
ด้วยแนวทางในรักษาเมื่อได้รับเชื้อ A. baumannii เบื้องต้นแพทย์จะให้ยาชนิดที่ครอบคลุมในการ
รักษา (broad spectrum) ซึ่งเป็นยาในกลุ่ม cephalosporins เช่น ceftazidime และ cefipime 
(39-41) แต่การใช้ยาปฏิชีวนะก็ยังให้ผลในการรักษาไม่เป็นที่น่าพอใจเท่าที่ควร  ในอดีตมีการใช้ยา
ปฏิชีวนะในกลุ่ม carbapenems เพียงอย่างเดียวในการรักษาโรคติดเชื้อจาก A. baumannii เช่น 
imipenem แต่ปัจจุบันพบว่าความไวของยาต่อเชื้อกลุ่มนี้ลดลง  ปัจจุบันได้น าเอายาชนิดใหม่หรือยา
เดิมที่มีข้อบ่งชี้ว่าเชื้อ  A. baumannii ไม่มีการดื้อต่อยามาใช้ในการรักษาทดแทน  เช่น colistin  
และ tigecycline  ซึ่งพบว่ากว่าร้อยละ 30.8 ของผู้ป่วยตอบสนองทางคลินิกดีขึ้น (42) แต่หากมีการ
ใช้ยากลุ่มนี้ในปริมาณที่มากเกินไปจะส่งผลอันตรายต่อไตหรือท าลายระบบประสาทได้ ดังนั้นการใช้
ยา colistin จึงต้องอยู่ในการควบคุมดูแลของแพทย์หรือเภสัชกรและด้วยกลไกการดื้อยาของเชื้อมี
หลายชนิดจึงยังไม่สามารถหาข้อสรุปที่ชัดเจนได้ ดังนั้นการเลือกยาปฏิชีวนะในการรักษาการติดเชื้อ   
A. baumannii จึงมีความยุ่งยากและซับซ้อนมากยิ่งขึ้น  
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รูปที่ 3 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ A. baumannii (43) 

 

 

Staphylococcus aureus  

S. aureus เป็นเชื้อที่สามารถก่อโรคได้ทั้งในคนและสัตว์สามารถพบเชื้อนี้ได้ตามอวัยวะ
ต่างๆ  ของร่างกายรวมถึงอุปกรณ์ทางการแพทย์ซึ่งส่วนใหญ่เป็นเชื้อฉวยโอกาสโดยเฉพาะในผู้ป่วยที่
ร่างกายอ่อนแอ  ผู้ป่วยสูงอายุหรือผู้ป่วยที่อยู่ในภาวะพักฟ้ืนโดยเชื้อจะบุกรุกเข้าสู่เนื้อเยื่อชั้นในและ
เข้าสู่กระแสเลือดแล้วจึงแพร่กระจายไปสู่ส่วนต่างๆ ของร่างกาย (44) จากรายงานการวิจัยพบว่าเชื้อ 
 S. aureus มีความสามารถทนต่อยาปฏิชีวนะได้หลายชนิด โดยสามารถแบ่งเชื้อในกลุ่ม 
Staphylococcus ได้ 3 ชนิดคือ methicillin resistant S. aureus (MRSA), vancomycin 
intermediate S. aureus (VISA) และ vancomycin resistant S. aureus (VRSA) ที่เป็นสายพันธุ์
ที่ดื้อต่อยา vancomycin ซึ่งเป็นยาปฏิชีวนะท่ีใช้ในการรักษาการติดเชื้อชนิด MRSA ที่มีความรุนแรง
และยาปฏิชีวนะชนิดอ่ืนใช้รักษาไม่ได้ โดยเชื้อ S. aureus ส่วนใหญ่ที่พบในสถานพยาบาลหลายแห่ง
มีความทนต่อยาปฏิชีวนะชนิด methicillin (45)  เชื้อ S. aureus เป็นแบคทีเรียก่อโรคโดยมีปัจจัย
ความรุนแรงจากสารพิษที่สร้าง คือ เอนเทอโรทอกซิน (enterotoxin) ที่สามารถทนต่อความร้อนได้
สูงถึง 100 องศาเซลเซียส (46, 47) และเชื้อ S. aureus สามารถปรับตัวให้ทนกับสภาพแวดล้อม
ต่างๆ ได้ดี เช่น สามารถเจริญอยู่ในหนองหรือเสมหะแห้งได้นานหลายสัปดาห์ ดังนั้นเชื้อ S. aureus 
จึงเป็นสาเหตุของโรคติดเชื้อท่ีสามารถพบได้ในสถานพยาบาลเกือบทุกแห่งและยังเคยมีรายงานว่าเชื้อ  
S. aureus มีแนวโน้มของการดื้อยาเพ่ิมขึ้นทุกปีโดยเฉพาะกลุ่ม methicillin-resistant S. aureus 
(MRSA) ที่ดื้อต่อยากลุ่ม β-lactams, aminoglycosides และ macrolides ซึ่งเมื่อเกิดการติดเชื้อ
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ดื้อยาเหล่านี้จะแสดงอาการรุนแรงและรักษาให้หายไดย้ากและยังเสี่ยงต่อการเสียชีวิตสูงเนื่องจากการ
รักษาเชื้อดื้อยาต้องใช้ยาที่มีประสิทธิภาพสูงเช่น fosfomycin หรือ vancomycin ซึ่งพบว่ามี
ผลข้างเคียงต่อผู้ป่วยตามมา (44) เชื้อ S. aureus มีลักษณะเด่นคือโคโลนีมีสีเหลืองทองไม่สร้างสปอร์ 
(รูปที่ 4) แต่บางชนิดสามารถสร้างเมือก (slime) ได้ (48) จึงท าให้เชื้อสามารถทนต่อการท าลายของ
ยาปฏิชีวนะหรือป้องกันการเกิดกระบวนการฟาโกไซโตซิสของเม็ดเลือดขาวได้  เชื้อ S. aureus  เป็น
แบคทีเรียรูปร่างกลมย้อมติดสีแกรมบวกและมีความส าคัญทางการแพทย์ เนื่องจาก S. aureus 
สามารถก่อให้เกิดโรคได้หลายระบบ  เช่น การติดเชื้อที่ผิวหนัง ก่อให้เกิดอาหารเป็นพิษ ปอดอักเสบ
รวมถึงเป็นเชื้อสาเหตุที่ก่อให้เกิดการติดเชื้อในกระแสเลือด (septicemia) ซึ่งความรุนแรงของการเกิด
โรคจะแตกต่างกันออกไปแล้วแต่สายพันธุ์ของเชื้อ ซึ่งเชื้อนี้มีปัจจัยที่ก่อให้เกิดความรุนแรงในการเกิด
โรคดังนี้ (virulence factors) (49) ดังนี้ 

1. โปรตีนผนังเซลล์ (cell wall protein) ได้แก่โปรตีนเอ (protein A) ท าหน้าที่
ป้องกันการกลืนกินของเม็ดเลือดขาวและ fibrinogen-binding protein ท าหน้าที่ยึดเกาะกับ 
ไฟโบรเนกตินของเซลล์ 

2. สารพิษที่หลั่งออกมาภายนอกเซลล์หรือเอกโซทอกซิน (exotoxin) แบ่งออกได้
ดังนี้ 

 2.1 สแตพฟิโลค็อกคัล เอนเทอโรทอกซิน (staphylococcus enterotoxin) 
เป็นสารพิษที่หลั่งออกมานอกเซลล์ ซึ่งสารพิษนี้สามารถแบ่งออกได้เป็น 5 ชนิด คือ A B C D และ E 
ซึ่งทั้ง 5 ชนิด นี้เป็นสารพิษที่สามารถทนความร้อนได้หากผู้ป่วยได้รับสารพิษนี้จะมีอาการคลื่นไส้ 
อาเจียน ปวดท้องและอุจจาระร่วงภายหลังได้รับเชื้อเข้าสู่ร่างกายเป็นเวลา 1– 6 ชั่วโมงในโรคอาหาร 
เป็นพิษ 

2.2 ท็อกซิก ช็อก ซินโดรม (toxic shock syndrome toxin (TSST)) สารพิษ 
ชนิดนี้จัดว่าเป็น super antigen มีความสามารถในการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันต่างๆ ของร่างกายท า 
ให้ผู้ป่วยมีอาการไข้สูงมีผื่น เจ็บคอ อจุจาระร่วงเป็นน้ าและมีภาวะขาดน้ า (dehydration) ในบางราย 
มีอาการรุนแรงอาจเกิดอาการช็อก ตับและไตวายเฉียบพลัน 

2.3 เอกโฟลิเอทีฟ ทอกซิน (exfoliatin toxin) เป็นสารพิษที่มีฤทธิ์ในการ 
ท าลายผิวหนังชั้นก าพร้า (epidermal layer) ท าให้ผิวหนังชั้นก าพร้าหลุดลอกออกไป ก่อให้เกิดกลุ่ม 
อาการผิวหนังหลุดลอกท่ีเรียกว่า staphylococcal scalded skin syndrome 

2.4 ไซโทไลอิก ทอกซิน (cytolytic toxin) เป็นกลุ่มสารพิษที่หลั่งออกมานอก 
เซลล์ เพ่ือท าลายเซลล์ของร่างกายได้แก่ ฮีโมไลซิน (hemolysin) ชนิดแอลฟา บีตาและเดลตา 
hemolysin มีฤทธิ์ท าลายเม็ดเลือดแดง และ ลิวโคซิดิน (leucosidin) มีฤทธิ์ในการท าลายเม็ดเลือด 
ขาวและยังช่วยเชื้อสามารถหลบเลี่ยงการกลืนกินของเม็ดเลือดขาว (anti-phagocytosis) 

3. สารพิษประเภทเอนไซม์ ได้แก่ โคแอกูเลส (coagulase) ไฮยาลูโรนิ เดส  
(hyaluronidase) ลิเพส (lipase) ซึ่งเอนไซม์เหล่านี้มีบทบาทท าให้เชื้อ S. aureus สามารถบุกรุก
และท าลายเซลล์โฮสต์ได้ดียิ่งขึ้นซึ่งถือว่าเป็นปัจจัยเหล่านี้มีส่วนส าคัญที่ช่วยให้เชื้อ S. aureus   
ก่อความรุนแรง (48, 50) เชื้อ S. aureus มีลักษณะโครงสร้างผนังเซลล์ของเชื้อ S. aureus เป็น 
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hydrophilic polymer ขนาดใหญ่ที่ประกอบด้วย building blocks 2 ชนิดคือ น้ าตาล (N–Acetyl 
Glucosamine (NAG), N-acetyl muramic acid (NAM )) และ เปปไทด์ (L- alanine, D- alanine, 
glycine, D - glutamic acid และ lysine ) ประกอบกันเป็นโครงสร้างที่เรียกว่า peptidoglycan 
(รูปที่ 5) โดยเชื้อแบคทีเรียจะสร้างโปรตีนที่เรียกว่า PBPs (penicillin  binding proteins) ควบคุม
โดยยีน mec โดย PBPs จะท าหน้าที่ในการเชื่อมโมเลกุลของ D-alanyl-D- alanine กับ N-acetyl 
muramic acid ด้วยพันธะเพปไทด์ซึ่งบริเวณดังกล่าวเป็นบริเวณที่ยาในกลุ่มบีตาแลคแตมจะเข้าจับ
เพ่ือยับยั้งโปรตีน PBPs ท าให้โครงสร้าง peptidoglycan ของเชื้อแบคทีเรียไม่สมบูรณ์ส่งผลให้เชื้อ
แบคทีเรียไม่สามารถอยู่รอดได้แต่เชื้อ S. aureus จะมีกลไกป้องกันการเข้าท าลายของยาปฏิชีวนะ
โดยเชื้อจะสร้างโปรตีน PBP2a ท าให้บริเวณเป้าหมายการเข้าจับของยาเปลี่ยนไปและท าให้ยากลุ่ม
บีตาแลคแตมเข้าจับบริเวณนี้ไม่ได้ส่งผลให้ยาในกลุ่มบีตาแลคแตมไม่มีประสิทธิภาพในการรักษาและ
เกิดการดื้อต่อยาตามมา หลายปีที่ผ่านมาพบว่าเชื้อกลุ่มนี้ดื้อยาเพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็วซึ่งในปัจจุบันยา 
vancomycin เป็นยาในกลุ่ม glycopeptides มีฤทธิ์เป็น bactericidal ใช้รักษาโรคติดเชื้อชนิด
รุนแรงที่เกิดจากเชื้อกลุ่ม staphylococci  รวมทั้ง methicillin – resistant strain staphylococci 
โดยยับยั้งการสร้างผนังเซลล์ของเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกที่  D-alanyl-D-alanine ของ 
peptidoglycan ซึ่ งเป็นโครงสร้างหลักของผนังเซลล์ของเชื้อแบคทีเรีย (51, 52) 
ยา vancomycin แม้จะเป็นยาที่ใช้ในการรักษาโรคติดเชื้อ MRSA แต่พบว่าการแพร่กระจายของยา
นั้นยังมีขีดจ ากัดต่อเนื้อเยื่อบางชนิด เช่น ปอด  กระดูก น้ าเลี้ยงสมองและไขสันหลังซึ่งส่งผลให้การ
รักษาล้มเหลว เพราะระดับยาที่แพร่เข้าสู่เนื้อเยื่อนั้นมีปริมาณความเข้มข้นของยาน้อยเกินไป ไม่
สามารถก าจัดเชื้อได้ ท าให้การรักษาไม่ได้ผล (53-55)  
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รูปที่ 4 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ S. aureus (56) 

 

 

 

 

 

 

 

 

   
รูปที่ 5 รูปแบบแสดง ชั้น peptidoglycan ของผนังเซลลของแบคทีเรีย 

N-acetyl glucosamine (NAG) และ N-acetyl muramic acid (NAM) (57) 
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Escherichia coli  

      จากรายงานของศูนย์เฝ้าระวังเชื้อดื้อยาต้านจุลชีพแห่งชาติ พบว่าเชื้อ E. coli ที่แยกได้
จากปัสสาวะของผู้ป่ วยที่ เข้ ามารับการรักษาในโรงพยาบาลมีแนวโน้มดื้ อต่อยาในกลุ่ ม 
cotrimoxazole เช่น  trimethoprim, sulfamethoxazole และ ampicillin เพ่ิมสูงขึ้นซึ่งเชื้อ  
E. coli  ที่แยกได้จากปัสสาวะผู้ป่วยไม่ตอบสนองต่อยาชนิดเดิมที่ใช้ในการรักษา (58, 59)  ปัจจุบันได้
น าเอายาในกลุ่ม quinolones มาใช้ในการรักษาโรคติดเชื้อ E. coli  แทนยาปฏิชีวนะกลุ่มเดิมที่ไม่
ตอบสนองต่อการรักษา  ต่อมาพบว่าเชื้อ E. coli ตอบสนองต่อยาในกลุ่ม quinolones ลดลงเช่นกัน
ท าให้แนวทางการรักษาโรคติดเชื้อ E. coli มีแนวโน้มเปลี่ยนแปลงโดยใช้ยาในกลุ่มอ่ืนที่มีอัตราการดื้อ
ยาที่น้อยกว่ามาใช้แทนที่ยาในกลุ่ม quinolone เชื้อ E. coli เป็นแบคทีเรียแกรมลบ (60) รูปร่างเป็น
แท่งอยู่ในกลุ่ม Enterobacteriaceae (รูปที่ 6) เป็นเชื้อที่พบได้ทั่วไปในระบบทางเดินอาหารของ
สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมมักก่อโรคแบบฉวยโอกาสท าให้เกิดการติดเชื้อของระบบทางเดินอาหาร เช่น 
enterotoxigenic E.coli (ETEC), enteroinvasive E.coli (EIEC), enterohemorrhagic E.coli 
(EHEC), enterpathogenic E.coli (EPEC) และ enteroaggregative  E.coli (EAEC) (61) การติด
เชื้อ E. coli  เกิดจากแบคทีเรียยึดเกาะที่ผนังเซลล์ของอวัยวะต่างๆ ในร่างกาย เช่น ไต กระเพาะ
ปัสสาวะ  จากนั้นเชื้อจะปล่อยสารที่ช่วยในการยึดเกาะออกมาท าให้เชื้ออาศัยอยู่ในบริเวณนั้นได้นาน
มากขึ้นและเริ่มสร้างสารที่เกี่ยวข้องออกมาท าลายเซลล์หรือเนื้อเยื่อบริเวณรอบเชื้อท าให้เกิดการติด
เชื้อในบริเวณดังกล่าว ปัจจุบันพบว่าเชื้อ E. coli สามารถสร้างเอนไซม์ที่เรียกว่า extended-
spectrum beta–lactamase (ESBL) มีฤทธิ์ท าลายยาปฏิชีวนะหลายชนิดรวมถึงยาในกลุ่มเบต้าเล
คแตม เช่น penicillin และ cephalosporin จึงท าให้เชื้อสามารถทนต่อยาปฏิชีวนะกลุ่มนี้ได้ (62) 
การดื้อยาในกลุ่ม quinolone ซ่ึงมีฤทธิ์ในการยับยั้งการสร้างเอนไซม์ของแบคทีเรีย 2 ชนิด คือ  DNA 
gyrase และ topoisomerase IV ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ใช้ในการสังเคราะห์ DNA โดย DNA gyrase จะมี
ยีน gyrA และ gyrB เป็นตัวควบคุมการสังเคราะห์ ส่วน topoisomerase IV จะถูกควบคุมด้วยยีน 
parC (63) ปัจจุบันรูปแบบการรักษาหรือยาที่ใช้ในการรักษาเมื่อผู้ป่วยมีความเสี่ยงต่อการติดเชื้อ  
E. coli ที่ ดื้ อยานั้นยั ง ไม่แน่นอน มี เ พียงข้อมูลย้อนหลั ง เกี่ ย วกับความไวของยา 
amoxicillin/clavulanic acid และ nitrofurantoin เท่านั้น ที่พบว่ายามีความไวเกินร้อยละ 90 ซึ่ง
อาจเป็นยาทางเลือกที่จะน ามาใช้ในกลุ่มของผู้ป่วยที่มีความเสี่ยงต่อการเกิดการดื้อยาในกลุ่มยา 
quinolones ได้  ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Karlowsky และคณะที่ท าการศึกษาในปี ค.ศ. 
2006  เพ่ือประเมินความไวของยา (in vitro) ซึ่งท าการศึกษาในกลุ่มของผู้ป่วยนอกโดยท าการเพาะ
เชื้อ E. coli และทดสอบการดื้อยาในกลุ่ม quinolones ทั้งหมด ผลการศึกษาพบว่า third 
generation cephalosporins, ertapenem และ nitrofurantoin เป็นยาที่มีความไวเกินร้อยละ 85 
ต่อเชื้อสายพันธุ์ที่เป็น ciprofloxacin resistant  E. coli   โดยเฉพาะยา nitrofurantoin ซึ่งให้ผล
ความไวต่อเชื้อ E. coli  สูงถึงร้อยละ 93.71 ดังนั้นจึงอาจสรุปได้ว่ายา amoxicillin/clavulanic 
acid, third generation cephalosporins และ nitrofurantoin เป็นทางเลือกหนึ่งที่สามารถ
น ามาใช้ในรักษาผู้ป่วยที่เกิดการติดเชื้อดื้อยาได้ (64, 65) 
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รูปที่ 6 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ E. coli (43) 
 

Pseudomonas aeruginosa    

P. aeruginosa จัดเป็นเชื้อก่อโรคฉวยโอกาส  มักก่อโรคในผู้ที่มีภูมิคุ้มกันต่ าหรือผู้ป่วย
ที่ เข้ารับการรักษาและต้องนอนพักในโรงพยาบาลหรือสถานพยาบาลเป็นระยะเวลานาน 
 P. aeruginosa ซ่ึงเป็นสาเหตุหลักของการติดเชื้อในกระแสโลหิต (66) โดยเฉพาะกลุ่มผู้ป่วยที่ต้องใช้
เครื่องช่วยหายใจพบว่าผู้ป่วยจะมีอาการปอดอักเสบที่ เกิดจากการติดเชื้อแบคที เรี ยชนิด  
P. aeruginosa (67) และจากการศึกษายังพบว่าเชื้อ P. aeruginosa มีอัตราการดื้อต่อยา 
ceftriaxone และ imipenem เพ่ิมขึ้น เชื้อ P. aeruginosa  เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างแท่งตรง
ไม่สร้างสปอร์  (รูปที่  7)   เคลื่อนที่ ได้ด้ วยแฟลกเจลล่าที่อยู่ตรงปลายด้านหนึ่ งของเซลล์ 
(monotrichous flagella) (68, 69) มีการสร้างรงควัตถุที่เรียกว่า pyocyanin pigment บางสาย
พันธุ์พบการสร้างกลิ่นคล้ายองุ่น (grape-like odor) สามารถพบเชื้อได้ทั่วไปในสิ่งแวดล้อม  เช่น ตาม
พ้ืนดินหรือแหล่งน้ า เชื้อ P. aeruginosa สามารถสร้างสารพิษและเอนไซม์ (70) เพ่ือท าลายเนื้อเยื่อ
ของผู้ป่วยและการติดเชื้อจะเกิดกับคนทีม่ีร่างกายอ่อนแอหรือผู้ป่วยที่มีภูมิคุ้มกันต่ าโดยเฉพาะผู้ป่วยที่
พักอยู่ในโรงพยาบาลนานๆ ซึ่งเชื้อ P. aeruginosa ที่พบในสถานพยาบาลส่วนใหญ่เป็นชนิดที่ดื้อต่อ
ยาหลายขนาน  (multidrug resistant) โดยเชื้อ P. aeruginosa มีกลไกการดื้อยาต้านจุลชีพที่
หลากหลายทั้งเกิดขึ้นเองตามธรรมชาติหรือได้รับยีนดื้อยา เช่น การผลิตเอนไซม์เพ่ือท าลาย
ประสิทธิภาพของยา (71)  รวมถึงการเปลี่ยนแปลงต าแหน่งการเข้าจับของยาหรือการใช้กลไกที่
เรียกว่า  multidrug efflux systems (MEX)  โดยระบบที่พบว่ามีความส าคัญต่อการดื้อยามากที่สุด
คือ  MexAB-OprM, MexCDOprJ, MexEF-OprN และ MexXY ซ่ึงแต่ละระบบสามารถขับยาออกได้
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มากกว่า 1 ชนิด และยาแต่ละชนิดก็อาจถูกขับออกได้ด้วยหลายระบบเช่นกัน เชื้อ P. aeruginosa 
จะมีความรุนแรงมากขึ้นถ้ามีการแสดงออกของระบบ MEX มากว่า 1 ระบบพร้อมกันหรือร่วมกันกับ
กลไกดื้อยาอ่ืนๆ (72, 73) สาเหตุส าคัญที่ท าให้การแสดงออกของยีนระบบ MEX คือ การใช้ยา
ปฏิชีวนะเกินความจ าเป็น (74) ดังนั้นเมื่อเกิดการติดเชื้อสายพันธุ์ที่ดื้อยาหลายขนานท าให้การรักษา
ด้วยยากลุ่ม  aminoglycosides, cephalosporins, fluoroquinolones และ carbapenems 
จ าเป็นต้องทดสอบความไวรับต่อยา  ก่อนเพื่อแพทย์จะได้เลือกยาปฏิชีวนะท่ีเหมาะสมในการรักษา 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 7 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ P. aeruginosa (75) 
 

2.2   โรคติดเช้ือดื้อยำปฏิชีวนะ  

 องค์การอนามัยโลกมีความวิตกถึงภาวการณ์ขาดแคลนยาปฏิชีวนะ อีกทั้งในช่วงทศวรรษที่
ผ่านมาการพัฒนายาปฏิชีวนะขนานใหม่ที่มีเพียง 51 ชนิด และพบว่ามีเพียง 8 ชนิดเท่านั้นที่เป็นยา
ขนานใหม่อย่างแท้จริง ในขณะที่เชื้อก่อโรคก าลังกลายพันธุ์และดื้อยามากยิ่งขึ้น ท าให้การรักษาโรค
ติดเชื้อท าได้ยากขึ้นจนกลายเป็นวิกฤตเร่งด่วนทางสาธารณสุขทั่วโลก การดื้อยาของเชื้อแบคทีเรียใน
ประเทศไทยพบว่ามีการดื้อยาเพ่ิมข้ึนอยา่งรวดเร็ว  ท าให้การวางแผนการรักษามีความล าบากมากขึ้น
และเป็นที่น่าวิตกเมื่อเชื้อดื้อยาเหล่านี้สามารถแพร่กระจายท าให้เกิดการติดเชื้อดื้อยาและเป็นสาเหตุ
การเสียชีวิตในที่สุด     
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   2.2.1 สภำพปัญหำและผลกระทบจำกกำรดื้อยำปฏิชีวนะ 

    การค้นพบยาปฏิชีวนะ เมื่อ พ.ศ. 2471 ถือเป็นความส าเร็จที่ยิ่งใหญ่ ด้วยยาปฏิชีวนะนี้
สามารถช่วยชีวิตของคนนับล้านที่ป่วยจากการติดเชื้อแบคทีเรียให้หายได้  (76) แต่ในปัจจุบันกลับ
พบว่าความสามารถในการรักษาหรือประสิทธิภาพของยานั้นกลับลดลง เนื่องจากเชื้อแบคทีเรียมีการ
ปรับตัวให้ดื้อต่อยาส่งผลให้ยาปฏิชีวนะที่เคยใช้ในการรักษาไม่สามารถใช้ในการรักษาได้   แนวโน้ม
การดื้อยาของเชื้อแบคทีเรียเพ่ิมสูงขึ้นอย่างต่อเนื่องแต่จ านวนยาปฏิชีวนะชนิดใหม่ที่ พัฒนาและ
น ามาใช้ได้ในช่วงปี พ.ศ. 2511 - 2555 มีเพียง 2 ชนิดเท่านั้น ที่ผลิตออกมาแต่ก็ยังไม่สามารถรักษา
โรคติดเชื้อชนิดดื้อต่อยาหลายขนานได้ ซึ่งเป็นปัญหาที่ทั่วโลกเผชิญในขณะนี้ (77) ผลกระทบจากเชื้อ
ดื้อยานอกจากจะท าให้เสียชีวิตแล้วยังส่งผลกระทบต่อเศรษฐกิจสูงถึง 3.5 พันล้านล้านบาท (78) 
เฉพาะประเทศไทย มีการรายงานจ านวนผู้ป่วยที่มีการติดเชื้อแบคทีเรียดื้อยาประมาณปีละ 88,000 
รายโดยเสียชีวิตประมาณปีละ 38,000 ราย คิดเป็นการสูญเสียทางเศรษฐกิจโดยรวมสูงถึง 4.2 หมื่น
ล้านบาท (27)   

2.2.2 ปัจจัยท่ีส่งผลต่อกำรเกิดและกำรแพร่กระจำยเชื้อดื้อยำ 

 ส านักงานคณะกรรมการอาหารระบุว่าประเทศไทยมีการใช้ยาต้านจุลชีพเพ่ิมมากขึ้นทั้งใน
การแพทย์ สาธารณสุข ปศุสัตว์และการเกษตร โดยในปี พ.ศ. 2552  มีการน าเข้ายาต้านจุลชีพ (ยา
ปฏิชีวนะ) กว่าหมื่นล้านบาทและยังพบว่านอกจากจะมีการน าเข้ายาที่มีปริมาณมากขึ้นแล้วประเทศ
ไทยยังมีการใช้ยาต้านจุลชีพอย่างไม่เหมาะสม  กล่าวคือมีการใช้ยาต้านจุลชีพเกินความจ าเป็น (79) 
ปัญหาการใช้ยาต้านจุลชีพไม่เหมาะสมหรือใช้ยาเกินความจ าเป็นสามารถพบได้ ในสถานพยาบาลทุก
ระดับของประเทศ  เช่น โรงพยาบาลมหาวิทยาลัย  โรงพยาบาลเอกชน  ร้านขายยาหรือแม้แต่ใน
โรงพยาบาลรัฐ (80) จากการส ารวจของส านักงานหลักประกันสุขภาพแห่งชาติ ระบุว่า ในการรักษา
โรคติดเชื้อทางเดินหายใจส่วนบนในโรงพยาบาลมีการใช้ยาปฏิชีวนะสูงกว่าค่ามาตรฐานเกินกว่าร้อย
ละ 40 (81) ปัจจุบันยาปฏิชีวนะหลายขนานถูกน ามาใช้ในการรักษาโรคที่เกิดจากการติดเชื้อ
แบคทีเรีย ซึ่งเป็นการใช้ยาโดยไม่ค านึงถึงผลที่ตามมารวมถึงการยาใช้ไม่ถูกวิธีหรือใช้ยาเกินความ
จ าเป็น เช่น หยุดกินยาเมื่ออาการป่วยดีขึ้นหรือกินยาไม่ครบจ านวนตามที่แพทย์สั่งพฤติกรรมเหล่านี้
ล้วนเป็นเหตุให้เกิดการดื้อยาของแบคทีเรีย  การใช้ยาต้านจุลชีพอย่างไม่ถูกวิธีหรือเหมาะสมนอกจาก
ส่งผล กระทบต่อสิ่งแวดล้อมแล้วยังเป็นปัจจัยกระตุ้นให้แบคทีเรียเกิดการดื้อยาได้ ความสะดวก
รวดเร็วในการเดินทาง  การค้าระหว่างประเทศหรือการพัฒนาประเทศเพ่ือเป็นศูนย์กลางทาง
การแพทยก็์เป็นอีกหนึ่งปัจจัยที่ท าให้เชื้อดื้อยาเกิดการแพร่กระจายอย่างรวดเร็วเช่นกัน เช่น กรณีของ
เชื้อแบคทีเรีย E. coli  ที่มียีนดื้อยา  new delhi metallo-beta-lactamase-1 (NDM-1) ที่มี
รายงานใน พ.ศ. 2553 ในนักท่องเที่ยวชาวยุโรปที่มาท าศัลยกรรมความงามที่ประเทศอินเดียและติด
เชื้อดื้อยานี้กลับไปที่ประเทศของตน ซึ่งบางรายเสียชีวิต ปัจจุบันพบว่าเชื้อแบคทีเรียที่มียีนดื้อยา 
NDM-1 มีการแพร่กระจายไปทั่วโลกรวมทั้งประเทศไทย (17) เมื่อการดื้อยาของเชื้อแบคทีเรียได้
กลายเป็นวิกฤตทางด้านสาธารณสุขของโลก  ประกอบกับปัญหาการผลิตยาที่น้อยลงและ
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ประสิทธิภาพของยาที่ได้ไม่สามารถยับยั้งหรือฆ่าเชื้อแบคทีเรียได้ ดังนั้นการคิดค้นหรือวิจัยสารอ่ืนเพ่ือ
ทดแทนการใช้ยาปฏิชีวนะจึงมีความส าคัญและความจ าเป็นอย่างเร่งด่วน  
 
2.3 แนวทำงกำรใช้สำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพเพ่ือทดแทนกำรใช้ยำปฏิชีวนะ     

   มีความพยายามหาแนวทางในการรักษาและยับยั้งแบคทีเรียที่ก่อโรค โดยการค้นหาสาร
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีความส าคัญในการรักษาโรคติดเชื้อ เช่น สารยับยั้งเชื้อรา แบคทีเรีย และไวรัส 
เพ่ือทดแทนยาปฏิชีวนะ (82) โดยแหล่งที่มาของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพส่วนใหญ่จะได้มาจาก
ธรรมชาติหรือสิ่งมีชีวิตที่อยู่ในธรรมชาติเช่น พืช ผัก สมุนไพร ผลไม้ สัตว์ทะเลบางชนิดและ
เชื้อจุลินทรีย์  โดยสิ่งมีชีวิตเหล่านี้สามารถผลิตสารที่ออกฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ได้หลายชนิด  
ปัจจุบันงานวิจัยเกี่ยวกับสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากสมุนไพรก าลังเป็นที่สนใจโดยเฉพาะการพัฒนา
ให้เป็นสารต้านจุลชีพเพ่ือทดแทนการน าเข้ายาจากต่างประเทศ  สมุนไพรและผักพ้ืนบ้านของไทยที่มี
ฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย (83) เช่น สารสกัดจากบัวบกหรือสารสกัดจากสัตว์ทะเล เพ่ือทดสอบ
ประสิทธิภาพของสารดังกล่าวในการยับยั้งหรือท าลายเชื้อแบคทีเรียดื้อยา จากความรู้พ้ืนบ้านในการ
น าสมุนไพรทีเ่ป็นผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติมาใช้เป็นยารักษาโรคตั้งแต่โบราณประกอบกับเทคโนโลยีที่
ก้าวหน้าในปัจจุบันจึงท าให้การสกัดและผลิตยาจากพืชสมุนไพรเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่จะน ามา
ประยุกต์ใช้ในทางการแพทย ์  เนื่องจากสมุนไพรไทยสามารถหาง่ายราคาถูกและพบผลข้างเคียงน้อย  
(84, 85) ซึ่งแตกต่างจากยาแผนปัจจุบันและที่ส าคัญร่างกายของคนเราสามารถก าจัดออกได้ง่าย  แต่
การใช้สมุนไพรในการรักษาโรคก็ยังมีข้อจ ากัดหลายอย่าง  เช่น ความคงตัวของสารสกัดที่ได้จากพืช
สมุนไพร  ฤดูกาลในการเก็บเกี่ยวหรือแม้แต่พ้ืนที่ในการเพาะปลูกล้วนแล้วแต่ส่งผลต่อประสิทธิภาพ
ของสารสกัดที่ได้จากพืชสมุนไพร  นอกจากการใช้สมุนไพรทดแทนยาปฏิชีวนะแล้วนักวิจัยยังได้
น าเอาองค์ความรู้ทางด้านวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีมาประยุกต์ใช้ทางด้านการแพทย์ เช่น  การใช้
อนุภาคนาโนซึ่งเป็นกระบวนการควบคุมอนุภาคของสารที่เราสนใจให้มีขนาดเล็กในระดับอนุภาคที่
เรียกว่า อนุภาคนาโน ซึ่งอนุภาคนาโนถูกน ามาประยุกต์ใช้ในผลิตภัณฑ์ทางสุขภาพต่างๆ เช่น 
ผลิตภัณฑ์ยาหรือเวชส าอาง  โดยอาศัยเทคโนโลยีชั้นสูงที่ซับซ้อนร่วมกับการเลือกใช้ตัวท าละลายให้มี
ความเหมาะสมกับการคงตัวของสารแต่ละชนิดและยังมีข้อพึงระวัง เช่น ปัญหาในกลุ่มผู้ป่วยที่มีความ
ไวและเสี่ยงต่อการแพ้ต่อตัววัสดุหรือตัวนาโนพาร์ทิเคิล (86)    

2.3.1 สมุนไพร 

 พืชสมุนไพรถือว่าเป็นแหล่งที่มาส าคัญของสารประกอบที่มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียซึ่งอาจน ามา
ประยุกต์ใช้ในด้านวิทยาศาสตร์การแพทย์หรือน ามาพัฒนาต่อยอดประยุกต์ใช้ในการป้องกันและรักษา
โรคที่เกิดจากการติดเชื้อจุลชีพต่างๆได้  โดยเฉพาะในยุคที่เชื้อแบคทีเรียดื้อยามีแนวโน้มเพ่ิ มสูงขึ้น
อย่างเช่นในปัจจุบัน (87-89) พืชสมุนไพรสามารถหาได้ง่ายและมีราคาถูกและที่ส าคัญพบว่าสารสกัดที่
ได้จากสมุนไพรมีผลข้างเคียงในการรักษาน้อยมากเมื่อเทียบกับยาที่สังเคราะห์ขึ้นจากสารเคมี (84) 
นักวิจัยพบว่าสารสกัดหยาบของพืชบางชนิดมีประสิทธิภาพในการยับยั้ง เชื้อแบคทีเรียได้ดีกว่าสาร
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สกัดบริสุทธิ์ที่เป็นองค์ประกอบในตัวยา  ปัจจุบันจึงมีความสนใจในพืชสมุนไพรมากข้ึน เช่น การศึกษา
ประสิทธิภาพของกระชายด าและส้มแขกในการต้านเชื้อแบคทีเรีย พบว่าสารสกัดจากสมุนไพรทั้งสอง
ชนิดมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ S. aureus เช่นเดียวกันกับสารสกัดสมุนไพรจาก
ขมิ้นชัน ขิง กระเทียมและมะกรูดที่สามารถยับยั้งการเจริญของ S. aureus ได้เหมือนกัน (90) การ
เข้าถึงพืชสมุนไพรสามารถเลือกซื้อได้อย่างอิสระหาง่ายและไม่ถูกควบคุมเหมือนยาแผนปัจจุบัน 
ตามที่กล่าวมาข้างต้นพืชสมุนไพรมีทั้งผลิตภัณฑ์ที่เป็นสมุนไพรเดี่ยวและเป็นต ารับบางผลิตภัณฑ์ไม่
สามารถทราบชนิดและปริมาณของสารออกฤทธิ์ที่แน่นอนถึงแม้จะเป็นสมุนไพรชนิดเดียวกันก็ตาม 
เนื่องจากมีปัจจัยบางอย่างที่เข้ามาเกี่ยวข้อง เช่น สถานที่เพาะปลูก ฤดูกาล ส่วนของพืชที่น ามาใช้
วิธีการเก็บเกี่ยวรวมถึงกระบวนการผลิต  นอกจากนี้ผลิตภัณฑ์บางตัวอาจมีการปนเปื้อนโลหะหนัก
หรือแม้แต่เชื้อรา   ปัจจุบันพบว่ายาปฏิชีวนะชนิดใหม่ที่เป็นอนุพันธ์ของสารประกอบจากสมุนไพรนั้น
ยังอยู่ในระหว่างการศึกษาวิจัยในห้องปฏิบัติการเท่านั้น (91)      

2.3.2 อนุภำคนำโน  

 ในปัจจุบันอนุภาคนาโนถูกน าเข้ามาใช้ในกระบวนการผลิตที่เกี่ยวข้องกับชีวิตประจ าวัน เช่น 
การน าไปประยุกต์ใช้ในผลิตภัณฑ์ต่างๆ โดยอนุภาคนาโนจะมีขนาดของโมเลกุลอยู่ในช่วง 1-100  
นาโนเมตร ซึ่งขนาดที่เล็กของอนุภาคนาโนเองเป็นลักษณะเด่นจึงท าให้ให้อนุภาคนาโนมีพ้ืนที่
ผิวสัมผัสที่สูงและยังสามารถเกิดปฏิกิริยาเคมีบริเวณพ้ืนผิวได้ดี (92) อนุภาคนาโนได้รับความสนใจ
เป็นอย่างมากเพราะอนุภาคนาโนมีคุณสมบัติพิเศษ คือ สามารถยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ได้ดีเนื่องจาก
อนุภาคนาโนมีพ้ืนที่ผิวมากท าให้สามารถสัมผัสกับเชื้อจุลินทรีย์ได้ดี  เช่น  การศึกษาเกี่ยวกับ
ความสามารถในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียของอนุภาคเงินนาโนที่สังเคราะห์จากสารสกัดใบแค พบว่า
สารสกัดจากใบแคสามารถต้านเชื้อ Salmonella enterica และ S. aureus ได้ (93) Singh และ
คณะได้ทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา Candida albicans, Aspergillus fumigatus, 
Aspergillus flavus และ Cryptococcus neoformans จากอนุภาคของซิลเวอร์นาโนสังเคราะห์
ของสารสกัดจากใบโกงกาง (94) พบว่าอนุภาคของซิลเวอร์นาโนมีความสามารถในการต้านเชื้อราได้ดี
แต่การสังเคราะห์อนุภาคนาโนในปัจจุบันมีขั้นตอนในการผลิตที่ยุ่งยาก  เช่น การควบคุมขนาดและ
รูปร่างของอนุภาคนาโน เพราะ ขนาดของอนุภาคนาโนถือว่ามีความส าคัญเป็นอย่างมากรวมถึงปัจจัย
อ่ืนๆ  เช่น อุณหภูมิหรือค่าความเป็นกรด – ด่าง ซึ่งปัจจัยดังกล่าวอาจจะส่งผลต่อประสิทธิภาพของ
อนุภาคนาโนในการยับยั้ง เชื้อจุลินทรีย์ได้ (95) อีกท้ังกลไกในการต้านเชื้อจุลินทรีย์ของอนุภาคนาโนก็
ยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัดและการใช้อนุภาคนาโนนั้นยังอยู่ในขั้นตอนของการรวบรวมข้อมูลจากรายงาน
การศึกษาอยู่ 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

21 

2.3.3 เปปไทด์ต้ำนจุลชีพ (antimicrobial peptides) 

 ระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายถือว่าเป็นกระบวนการที่มีความส าคัญในการป้องกันเชื้อโรคตาม
ธรรมชาติแต่เนื่องจากโรคติดเชื้อหลายๆ โรคที่เกิดจากแบคทีเรียแต่ละชนิดนั้นมีความซับซ้อนมากจึง
ได้มีการน าเอายาปฏิชีวนะหรือสารต้านจุลชีพบางอย่างมาใช้ในการป้องกันการติดเชื้อ  เปปไทด์หรือ
โปรตีนต้านจุลชีพก็เป็นอีกหนึ่งทางเลือกที่ถูกน าเอามาประยุกต์ใช้ในการรักษาหรือยับยั้งการเกิดโรคที่
มีสาเหตุจากเชื้อแบคทีเรียดื้อยา   เปปไทด์เป็นสารชีวโมเลกุลขนาดเล็กพบได้ในองค์ประกอบต่างๆ 
ของเซลล์ในสิ่งมีชีวิต  เปปไทด์หรือโปรตีนต้านจุลชีพมีลักษณะเป็นโปรตีนสายสั้นๆ มีองค์ประกอบ
ของกรดอะมิโนหลายชนิดโดยเปปไทด์หรือโปรตีนต้านจุลชีพเหล่านี้จะมีฤทธิ์ทางชีวภาพและมี
คุณสมบัติที่แตกต่างกันตามชนิดของกรดอะมิโนที่ เป็นองค์ประกอบในสายของเปปไทด์ส าหรับ              
เปปไทด์หรือโปรตีนต้านจุลชีพโดยทั่วไปจะประกอบด้วยกรดอะมิโนจ านวนตั้งแต่ 10-100 กรดอะมิโน
ซึ่งเซลล์ของสิ่งมีชีวิตชั้นสูง  พืช หรือสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังสามารถสังเคราะห์สารดังกล่าวได้  เนื่อง
จากเปปไทด์หรือโปรตีนต้านจุลชีพในสัตว์เลื้อยคลานนั้นสามารถออกฤทธิ์ได้กว้างและมีกลไกการ
ท างานคล้ายกับยาปฏิชีวนะและที่ส าคัญเปปไทด์หรือโปรตีนต้านจุลชีพไม่มีสารตกค้างที่จะก่อให้เกิด
หรือกระตุ้นให้เชื้อแบคทีเรียดื้อยา (96) ปัจจุบันมีเปปไทด์บางชนิดถูกน ามาทดลองใช้ในทาง
การแพทย์แล้ว  เช่น ฮีรูดิน (hirudin) ซึ่งเป็นเปปไทด์ที่สามารถต้านการแข็งตัวของเลือดซึ่งได้น ามา
ทดลองใช้ในการรักษาผู้ป่วยที่มีความผิดปกติของกระบวนการเกิดลิ่มเลือดและใช้ในการรักษาอาการ
เส้นเลือดขอด เป็นต้น  และยังมีรายงานผลการศึกษาวิจัยประสิทธิภาพของเปปไทด์ต่อเชื้อดื้อยา             
พบว่าเปปไทด์จะไวต่อแบคทีเรียในกลุ่มแกรมลบมากกว่ากว่าแกรมบวกเพราะผนังเซลล์ด้านนอกของ
เชื้อแบคทีเรียแกรลบนั้นจะเป็น lipopolysaccharide ซึ่งอยู่ร่วมกันกับ magnesium และ calcium 
ion เชื่อมกันกับประจุลบของน้ าตาลเมื่อเติมเปปไทด์ที่เป็นประจุบวกเข้าไปจะท าให้เกิดการแทนที่         
อิออนท าให้เกิดการเคลื่อนที่ของสารจากภายนอกเซลล์เข้าสู่ภายในเซลล์เพราะเซลล์เมมเบรนถูก
ท าลาย (97) โดยสรุปคือเป้าหมายการท าลายของเปปไทด์อยู่ที่เซลล์เมมเบรนของเชื้อแบคทีเรียดังนั้น
หากเซลล์เมมเบรนต้องการปรับตัวให้ทนต่อการท าลายของเปปไทด์ได้ต้องมีการปรับองค์ประกอบ
หรือการจัดเรียงตัวใหม่ของไขมันซึ่งเป็นไปได้ยากและการท าลายสารต้านจุลชีพเปปไทด์ก็ท าได้ยาก
เช่นเดียวกัน เนื่องจากเปปไทด์ประกอบด้วยกรดอะมิโนหลายชนิดที่ออกฤทธิ์ได้ต่างกัน  การออกฤทธิ์
ของเปปไทด์จะมีความจ าเพาะเจาะจงต่อเซลล์เมมเบรนของแบคทีเรียซึ่งจะมีประจุเป็นลบจากกลุ่ม
ฟอสเฟตของไขมันแต่ในเซลล์เมมเบรมของพืชและสัตว์ไม่มีประจุ (98) เปปไทด์ต้านจุลินทรีย์ถือเป็น
เทคโนโลยีใหม่ถึงแม้ว่าจะยังไม่แพร่หลายแต่นักวิจัยก าลังให้ความสนใจเป็นอย่างมากซึ่งเปปไทด์ส่วน
ใหญ่ในธรรมชาติมักพบในปริมาณน้อยท าให้ต้องใช้เทคนิคที่เหมาะสมในการศึกษา 
 เปปไทด์ต้านจุลชีพในสัตว์เลื้อยคลานเป็นอีกหนึ่งทางเลือกใหม่ที่นักวิจัยก าลังศึกษาฤทธิ์และ
กลไกของเปปไทด์แต่ละชนิดที่พบในกลุ่มของสัตว์เลื้อยคลานอย่างละเอียด  เพ่ือน ามาใช้ทดแทนการ
ใช้ยาปฏิชีวนะเพ่ือลดปัญหาการดื้อยาของเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆ  ในอนาคต  สัตว์เลื้อยคลานมี
ความสามารถในการด ารงชีวิตในสภาพแวดล้อมต่างๆ ได้เป็นอย่างดี  ซึ่งแสดงให้เห็นถึงการท างานที่มี
ประสิทธิภาพของระบบภูมิคุ้มกันในร่างกายของสัตว์เลื้อยคลานซึ่งประกอบด้วยระบบภูมิคุ้มกันแบบ
สืบทอดแต่ก าเนิด (innate immune system) และระบบภูมิคุ้มกันแบบที่ต้องมีการกระตุ้น 
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(adaptive immune system) ในระบบภูมิคุ้มกันแบบสืบทอดแต่ก าเนิด  โปรตีนและเปปไทด์ต้านจุล
ชีพถือว่าเป็นองค์ประกอบส าคัญในการรักษาสมดุลของระบบภูมิต้านทานดังกล่าว  จากการศึกษาที่
ผ่านมาของนักวิจัยพบว่าในสัตว์เลื้อยคลานมีทั้งโปรตีนและเปปไทด์เป็นองค์ประกอบหลักที่ท าหน้าที่
ส าคัญในการต้านจุลชีพเข้าสู่ร่างกายของสัตว์เลื้อยคลานและเป็นปัจจัยหนึ่งที่ส าคัญที่ท าให้
สัตว์เลื้อยคลานมีอายุยืน  ซึ่งการแสดงออกของโปรตีนและเปปไทด์ต้านจุลชีพในกลุ่มสัตว์เลื้อยคลาน
แต่ละชนิดนั้นจะมีรูปแบบการแสดงออกที่แตกต่างกันซึ่งในปัจจุบันนักวิจัยได้มีการศึกษาโปรตีนหรือ
เปปไทด์ต้านจุลชีพในกลุ่มสัตว์เลื้อยคลาน  ดังนี้ 
 

2.3.3.1 อันดับ Testudines (เต่า) 
อันดับ Testudines ประกอบด้วยเต่าและตะพาบ (99) ในสัตว์เลื้อยคลานกลุ่มนี้นักวิจัย

ได้ค้นพบยีนที่เกี่ยวข้องกับเปปไทด์ต้านจุลชีพ 2 ชนิด คือ แคธีลิซิดิน (cathelicidin) และดีเฟนซิน 
(defensin) นอกจากนี้ยังพบว่าในไข่ขาวของสัตว์เลื้อยคลานกลุ่มนี้มีโปรตีนไลโซไซม์ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่
มีฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียจากการศึกษาวิจัยของ Prajanban และคณะ ในปี พ.ศ. 2555 (100) พบว่า
รูปแบบการแสดงออกของโปรตีนและเปปไทด์ที่พบในไข่ขาวของเต่ามีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับจระเข้  
ตัวอย่างสัตว์เลื้อยคลานในกลุ่มนี้ เช่น  เต่าตนุ (Chelonia mydas) เต่าแก้มแดง (Trachemys 
scriptaelegans) และรวมถึงตะพาบด้วย เช่น ตะพาบไต้หวัน (Toona sinensis) และตะพาบสวน 
(Amyda cartilaginea)  

2.3.3.2 อันดับ Sphenodontia (ทัวทารา) 
      วงศ์ Sphenodontidae ประกอบด้วยสกุล Sphenodon ซึ่งในปัจจุบันมีเพียงสปีชีส์

เดียว คือ Sphenodon puctatus แม้จะไม่ได้จัดอยู่ในกลุ่มลิซาร์ดแต่ก็เรียกว่าจิ้งจกทัวทารา ทัวทา
รามีถิ่นที่อยู่เฉพาะในหมู่เกาะชายฝั่งของประเทศนิวซีแลนด์ ในปัจจุบันมีความพยายามที่จะศึกษา
จีโนมหรือยีนที่เกี่ยวข้องกับเปปไทด์ต้านจุลชีพของทัวทารา แต่ก็ยังไม่มีรายงานการพบเปปไทด์ต้าน
จุลชีพที่มาจากทัวทารา  

2.3.3.3 อันดับ Squamata (งู และ ลิซาร์ด)  
        อันดับ Squamata ประกอบด้วยสัตว์เลื้อยคลานจ าพวกลิซาร์ดและงู  ซึ่งงูถูกจัดให้เป็น
สัตว์มีกระดูกสันหลังแต่ถูกแยกออกจากสัตว์สี่ขาเนื่องจากไม่มีขาและยังสามารถแบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม
ใหญ่  คือ 1) งูมีพิษ ซึ่งมีลักษณะเด่นคือ จะมีเขี้ยวพิษโดยเขี้ยวพิษจะอยู่ใต้ตาและพับได้  เช่น  งู
จงอาง (Ophiophagus hannah)  ซึ่งเป็นงูพิษท่ีพบได้ทั่วไปในทวีปเอเชียตะวันออกเฉียงใต้และแถบ
ประเทศอินเดียงูพิษกลุ่มนี้จะมีแถบสีชัดเจน 2) งูไม่มีพิษ เช่น งูเหลือม (Python reticulatus) พบได้
ในทวีปแอฟริกา เอเชีย และออสเตรเลีย งูหลามพม่า (Python bivittatus) พบได้ทั่วไปในบริเวณ 
เขตร้อนรวมทั้งทวีปเอเชียตะวันออกเฉียงใต้   ส าหรับเปปไทด์ต้านจุลชีพที่มีการศึกษาอย่างกว้างขวาง
ในง ูคือ แคธีลิซิดินและบีตาดีเฟนซิน (beta-defensin) ที่สามารถท าลายเชื้อแบคทีเรียกลุ่มแกรมลบ
อย่างเชื้อ  E.coli  นอกจากนี้อันดับ Squamata ยังรวมไปถึงสัตว์เลื้อยคลานในกลุ่มลิซาร์ดซึ่งมี
รูปร่างภายนอกไม่เหมือนงู เนื่องจากมี 4 ขา เช่น ตุ๊กแก (gecko) อีกัวนา (iguana) จิ้งเหลน (skink) 
จิ้งจก (house lizard) และเหี้ย (water monitor) ซึ่งบีตาดีเฟนซิน (beta-defensin) จะท าให้เยื่อ
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หุ้มเซลล์ของแบคทีเรียเกิดการสูญเสียสมดุล (membrane permeability) การเข้าออกของสารและ
เกิดการตายในที่สุด 

2.3.3.4 อันดับ Crocodilia (จระเข้)  
       อันดับ Crocodilia (Crocodilians) แบ่งเป็น 3 วงศ์ ได้แก่ 1) วงศ์ Alligatoridae 
ได้แก่ กลุ่มของ Archosauromorpha ประกอบด้วย อัลลิเกเตอร์ และไคแมน 2) วงศ์ 
Crocodylidae ได้แก่ จระเข้ และ 3) วงศ์ Gavialidae ได้แก่ ตะโขง ซึ่งเป็นกลุ่มสัตว์เลื้อยคลานที่
นักวิจัยให้ความสนใจและท าการศึกษาเกี่ยวกับเปปไทด์ต้านจุลชีพมากที่สุดเพราะสภาพแวดล้อมและ
ที่อยู่อาศัยของสัตว์เลื้อยคลานกลุ่มนี้มีความเสี่ยงต่อการติดเชื้อโรคได้ง่าย เช่น บาดแผลที่เกิดจากการ 
ต่อสู้กันเอง สามารถหายไดเ้องโดยไมม่ีการติดเชื้อทั้งที่สภาพแวดล้อมนั้นเต็มไปด้วยเชื้อโรคชนิดต่างๆ  
จากการศึกษาวิจัย  พบการแสดงออกของเปปไทด์ต้านจุลชีพทั้งในระดับยีนและโปรตีน เช่น   
ไลโซ  ไซม์ (lysozyme) เฮโมโกลบิน (hemoglobin) ดีเฟนซิน (defensing) เฮปซิดิน (hepcidin)    
 เฮโมซิดิน (hemocidin) ที่สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียได้ทั้งแกรมบวกและแกรมลบ เช่น S. aureus,    
B. subtilis, E. coli, Aeromonas sobria  (101)  ความสามารถในการด ารงอยู่ของสิ่งมีชีวิตในสาย  
วิวัฒนาการไม่ได้อาศัยเพียงแค่การแสดงออกที่ถูกต้องของยีนหรือโปรตีนเท่านั้นแต่ต้องอาศัย  
ความสามารถในการต่อสู้กับเชื้อก่อโรคต่างๆ อย่างมีประสิทธิภาพนั่นหมายความว่าในการรอดชีวิต 
ของสิ่งมีชีวิตชั้นสูงต้องพ่ึงพาระบบภูมิคุ้มกันที่มีประสิทธิภาพในการท าลายเชื้อก่อโรคและระบบนี้   
สามารถปรับเปลี่ยนได้ตามสภาวะแวดล้อมที่เปลี่ยนแปลงไปในแต่ละช่วงเวลา  จากรายงานการศึกษา 
ของนักวิจัยท าให้ทราบว่าสัตว์เลื้อยคลานเป็นสิ่งมีชีวิตที่มีการสร้างเปปไทด์ต้านจุลชีพที่ส าคัญต่อ   
ระบบภูมิคุ้มกันแบบสืบทอดแต่ก าเนิด (innate immunity) ได้แก่  แคธีลิซิดิน ดีเฟนซิน และไลโซ   
ไซม์ซึ่งการศึกษาถึงโครงสร้างและหน้าที่ของเปปไทด์ต่างๆ ในสัตว์เลื้อยคลานจะท าให้เข้าใจการ  
ตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันในสัตว์เลื้อยคลานมากขึ้นและน าไปสู่การค้นเปปไทด์ต้านจุลชีพที่มี  
ประสิทธิภาพสูงเพื่อการพัฒนาใช้แทนยาปฏิชีวนะได้ในอนาคต    

2.4 สำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพที่พบในสัตว์เลื้อยคลำน     

 จากรายงานการศึกษาเกี่ยวกับสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในสัตว์เลื้อยคลาน พบว่ามีทั้งโปรตีน  
และเปปไทดท์ี่สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียก่อโรคได้  ซึ่งโปรตีนต้านจุลชีพนั้นมีคุณสมบัติใกล้เคียงกัน
กับเปปไทด์มาก  โดยเปปไทด์ต้านจุลชีพ (antimicrobial peptides) มีลักษณะเป็นเปปไทด์สายสั้น 
ประกอบด้วยกรดอะมิโนตั้งแต่ 12-100 ตัว ท าหน้าที่ในการป้องกันการบุกรุกของเชื้อก่อโรคต่างๆ 
ไม่ให้เข้าสู่ร่างกาย (host defense mechanism) ในปัจจุบันมีการค้นพบและมีการศึกษาเปปไทด์
ต้านจุลชีพมากกว่าร้อยชนิดและยังพบว่าเปปไทด์ต้านจุลชีพมีโครงสร้างหลายรูปแบบ ได้แก่            
α-helical, cysteine-rich และ β-sheet ซึ่งส่วนใหญ่จะประกอบด้วยกรดอะมิโนชนิด histidine 
(his), arginine (arg), proline (pro) และ tryptophan (trp) (102) โดยส่วนใหญ่พบว่า โปรตีนหรือ
เปปไทด์ต้านจุลชีพมีประจุเป็นบวก  เพื่อใช้ดึงดูดกันระหว่างขั้วลบที่อยู่บริเวณพ้ืนผิวของเชื้อจุลินทรีย์ 
เช่น แบคทีเรียแกรมบวกจะมีกรดเทโคอิก (techoic acid) และแบคทีเรียแกรมลบมีกลุ่มฟอสเฟต
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ของไลโปโพลีแซคคาไรด์ (lipopolysaccharide)  ในกลุ่มที่เป็นโปรตีน เช่น ไลโซไซม์  (lysozyme) 
เฮโมโกลบิน (hemoglobin) และกลุ่มที่เป็นเปปไทด์ เช่น แคธีลิซิดิน (cathelicidin) ดีเฟนซิน 
(defensin) ลิวคร็อคซิน (leucrocin) เฮปซิดิน (hepcidin) และเฮโมซิดิน (hemocidin) ทั้งโปรตีน
และเปปไทด์ท าหน้าที่ในการป้องกัน  เชื้อโรคต่างๆ เข้าสู่ร่างกาย (3) ซึ่งประสิทธิภาพและการออก
ฤทธิ์ของโปรตีนหรือเปปไทด์แต่ละชนิดนั้นจะมีความแตกต่างกันออกไป  มีหลายรายงานทาง
วิทยาศาสตร์ได้แสดงให้เห็นว่าสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในสัตว์เลื้อยคลาน เช่น ซีรัม พบว่ามีฤทธิ์ใน
การป้องกันเชื้อรารวมถึงไวรัสและแบคทีเรียก่อโรคได้หลายชนิด (96, 103, 104) จากรายงานของ 
Merchant และคณะพบว่าสารสกัดจาก leukocyte ที่ได้จากจระเข้มีฤทธิ์ต้านเชื้อรา C. albicans 
และเชื้อแบคทีเรีย E. coli  ได้ (105)  ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษาวิจัยของ Leelawongtawon 
และคณะที่ท าการศึกษาเกี่ยวกับประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมลบจากซีรัมในจระเข้น้ า
จืดของไทย  โดยพบว่าซีรัมสามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียในกลุ่มแกรมลบได้ (106) นอกจากนี้ยังมี
การศึกษาเพ่ิมเติมใน leukocyte ของจระเข้น้ าจืดไทยเก่ียวกับคุณสมบัติในการต้านเชื้อแบคทีเรียและ
เชื้อราพบว่าขนาดโมเลกุลของโปรตีนหรือเปปไทด์มีผลโดยตรงต่อการออก ฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อ
แบคทีเรียซึ่งขนาดของเปปไทด์จะอยู่ระหว่าง 5-75 กิโลดัลตัน (107-109)  ซึ่งต่อมาได้มีการแยกสาร
ดังกล่าวออกมาและท าให้บริสุทธิ์และเรียกสารนั้นว่า crocosin VI ซึ่ง crocosin VI มีฤทธิ์ยับยั้งการ
เจริญของเชื้อ Salmonella Typhi และ S. aureus (107)  และในต่างประเทศเองได้มีการศึกษาวิจัย
องค์ประกอบของเลือด จากอัลลิเกเตอร์ (American alligator,  Gator) ซึ่งเป็นสัตว์เลื้อยคลาน
เฉพาะถิ่นพบว่าซีรัมของอัลลิเกเตอร์นั้นมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียได้มากถึง 17 ชนิด 
(110) และพบว่า  leukocyte ที่แยกได้จากเลือดของอัลลิเกเตอร์ก็สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียและ
เชื้อราได้หลายชนิดเช่นกัน (105)    

2.4.1 โปรตีนต้ำนจุลชีพในสัตว์เลื้อยคลำน  

 สารออกฤทธิ์ต้านจุลชีพประเภทโปรตีนในสัตว์เลื้อยคลานสามารถแบ่งออกได้ 2 ชนิดหลกัๆ 
คือ   

1. ไลโซไซม์ เป็นเอนไซม์ที่ท าหน้าที่ในการย่อยผนังเซลล์แบคทีเรียเสามารถพบได้ใน
ระบบภูมิคุ้มกันชนิดสืบทอดแต่ก าเนิดและที่ส าคัญเอนไซม์ดังกล่าวถูกสร้างและเก็บไว้ในแกรนูลของ
เซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิล ซึ่งเอนไซม์ดังกล่าวสามารถท าลายเชื้อ แบคทีเรียได้หลายชนิด
โดยเฉพาะแบคทีเรียแกรมลบ เช่น E. coli, Listeria monocytogenes, methicillin-resistant 
S. aureus โดย ไลโซไซม์จะท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาย่อยสลายพันธะบีตา 1,4 ไกลโคซิดิก (β-1,4 
glycosidic linkages) ที่ เชื่อมระหว่างน้ าตาล N-acetylglucosamine (NAG) และ  
N- acetylmuramic acid (NAM)  ซึ่งเป็นองค์ประกอบของผนังเซลล์ในแบคทีเรียแกรมบวกและไล
โซไซม์เป็นเอนไซม์ที่ส าคัญในระบบการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันแบบสืบทอดแต่ก าเนิดของ
สัตว์ เลื้อยคลานซึ่งสามารถพบได้ทั้ งในเซลล์ ไข่และเซลล์ เม็ดเลือดขาวของสัตว์เลื้อยคลาน               
(3, 111) 
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2. เฮโมโกลบิน  เป็นโปรตีนโมเลกุลใหญ่ท าหน้าที่ในการขนส่งออกซิเจนและยัง
สามารถท าหน้าที่ เป็นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่สามารถต้านจุลชีพได้  (112) มีรายงานว่า  
เฮโมโกลบินจากอัลลิเกเตอร์สามารถท าลายเชื้อแบคทีเรียได้ มากถึง 17 ชนิด เช่น Klebsiella 
oxytoca, Providencia stuartii, Proteus mirabilis, Enterobacter aerogenes, Salmonella 
typhimurium, Citrobacter freundii, Shigella sonnei, Shigella dysenterae,Salmonella 
poona, Yersenia enterocolitica, Enterococcus faecalis, S. aureus, Staphylococcus 
epidermitis, Streptococcus pyrogenes, E. coli และ P. aeruginosa (113) ซึ่งสอดคล้องกับ
การศึกษาวิจัยของ Srihongthong และคณะ ที่พบว่าเฮโมโกลบินจากจระเข้ไทย (Crocodylus 
siamensis) มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อแบคทีได้ทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ คือ                  
E. coli, P.aeruginosa, B. subtilis และ S. aureus  (114)  และจากการศึกษาของศูนย์วิจัยโปรตีน
และโปรติโอมิกส์เพ่ือการพาณิชย์และอุตสาหกรรมได้ท าการจ าแนกสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ              
จากอวัยวะต่างๆ ของจระเข้น้ าจืดไทยที่สามารถยับยั้งเชื้อจุลชีพ (รูปที่  8)  เช่น  เฮปซิดิน              
ลิวคร็อคซนิ ไลโซไซม์ เฮโมโกลบินและโอโวทรานส์เฟอริน 

  2.4.2 เปปไทด์ต้ำนจุลชีพในสัตว์เลื้อยคลำน  

 เปปไทด์ต้านจุลชีพในระบบภูมิคุ้มกันของสัตว์เลื้อยคลานนั้นมีอยู่หลายชนิดสามารถแบ่งออก 
ได้ดังนี้ คือ  

1. ดีเฟนซิน เป็นเปปไทด์ที่ส าคัญชนิดหนึ่งในกลุ่มของเปปไทด์ต้านจุลชีพสามารถ 
ท าลายได้ทั้งเชื้อแบคทีเรีย เชื้อรา และเชื้อไวรัส  ดีเฟนซินเป็นเปปไทด์ขนาดเล็กมีน ้าหนักโมเลกุล 
ประมาณ 3 - 4 กิโลดาลตัน  มีประจุเป็นบวกและประกอบด้วยกรดอะมิโนซิสเตอีน (cysteine)  
จ านวน 6 กรดอะมิโนเรียงตัวกันด้วยพันธะไดซัลไฟด์ (disulfide bond) จ านวน 3 พันธะ ซึ่งเป็น 
ลักษณะที่จ าเพาะของเปปไทด์ดีเฟนซิน  เปปไทด์ดีเฟนซินสามารถแบ่งได้เป็น 3 กลุ่มหลัก ได้แก่  
แอลฟาดีเฟนซิน  บีตาดีเฟนซินและซีตาดีเฟนซิน (115) ตัวอย่างเปปไทด์ต้านจุลชีพกลุ่มนี้ คือ  
 HNP- 1 หรือแอลฟาดีเฟนซิน 1 ซึ่งพบในเซลล์เม็ดเลือดขาวมีหน้าที่ในการท าลายเชื้อโรค (115)                 
มีรายงาน การพบบีตาดีเฟนซินในเต่าทะเล (Caretta caretta) และซีตาดีเฟนซินซึ่งเป็นเปปไทด์ที่
พบได้เฉพาะในกลุ่มของไพรเมต (primate) และนอกจากนี้ยังสามารถพบเปปไทด์ได้ในสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ  
เช่น ปลา สัตว์เลื้อยคลาน นก และสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม (116) มีรายงานการพบบีตาดีเฟนซินครั้งแรก
ในสัตว์เลื้อยคลานในกลุ่ม anole lizard หรือจิ้งจกซึ่งบริเวณที่พบคือบริเวณบาดแผล  จึงมีความ
เป็นไปได้ว่าเปบไทด์บีตาดีเฟนซินอาจมีความเกี่ยวข้องกับการรักษาและการฟ้ืนฟูบาดแผลในจิ้งจก  
(117, 118)  เปปไทด์นอกจากจะมีฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียแล้วยังพบว่าเปปไทด์มีความส าคัญในการ
สร้างเปลือกไข่ของสัตว์เลื้อยคลานบางชนิดอีกด้วย (119)     

2. แคธีลิซิดิน  เป็นเปปไทด์ท่ีพบมากที่สุดในสัตว์เลื้อยคลาน  เปปไทด์ชนิดนี้สามารถ
พบได้ในเซลล์เม็ดเลือดขาว  ซึ่งแคธีลิซิดินเปปไทด์จะท างานหรือออกฤทธิ์ได้ต้องได้รับการกระตุ้นจาก
เอนไซม์เพ่ือให้เปปไทด์แคธีลิซิดินท างาน (120, 121)  เปปไทด์แคธีลิซิดินพบมากที่สุดใน
สัตว์เลื้อยคลานประเภท งู ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาวิจัยที่พบว่าเปปไทด์ชนิดนี้มีการแสดงออกมาก
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ที่สุดในกลุ่มของ งู  เช่น งูสามเหลี่ยม (Bungarus fasciatus) งูจงอาง (Ophiophagus hannah) 
และงูเห่าจีน (Naja atra) เป็นต้น (122) และยังพบได้ในสัตว์เลื้อยคลานกลุ่มอ่ืน เช่น  กิ้งก่ากรีน 
อาโนล์ (Anolis  carolinesis) (123)  เต่าและจระเขแ้ต่ไม่มากนักเมื่อเปรียบเทียบกับ งู   

3. เฮปซิดิน เป็นเปปไทด์ท่ีมีฤทธิ์ต้านจุลชีพที่พบในตับ มีฤทธิ์ต้านจุลชีพได้หลายชนิด 
(124, 125)  เช่น  S. aureus, B. subtilis, E. coli และ A. sobria เป็นต้น  (101) เฮปซิดิน  ถูกพบ
ครั้งแรกในจระเข้สายพันธุ์ไทย นอกจากจระเข้แล้วเปปไทด์เฮปซิดินยังพบได้ในสัตว์เลื้อยคลานกลุ่ม
กิ้งก่าแต่ในกลุ่มของสัตว์ปีกยังไม่มีรายงานการพบ (126)  

4. แอลอีเอพี 2 เป็นเปปไทด์ต้านจุลชีพประกอบด้วยกรดอะมิโน  ซีสเตอีน (127) 
เปปไทด์แอลอีเอพี 2 พบได้ตามอวัยวะอ่ืนๆ  แต่พบมากที่สุดในตับ เปปไทด์แอลอีเอ  พี 2 (LEAP-2) 
มีฤทธิ์ยับยั้ ง ได้ทั้ งแบคที เรียและเชื้ อรา (128-130) เปปไทด์แอลอีเอพี 2 สามารถพบได้ ใน
สัตว์เลื้อยคลานหลายชนิด เช่น ตะพาบไต้หวัน (Pelodiscus sinensis) เต่าตะวันตก (Chrysemys 
picta bellii) อัลลิเกเตอร์จีน (Alligator sinensis) และอัลลิเกเตอร์อเมริกา แต่คุณสมบัติหรือ
ประสิทธิภาพทางชีวภาพของเปปไทด์แอลอีเอพี 2 นี้ยังไม่มีรายงานการศึกษา    

5. เปปไทด์กลุ่มลิวคร็อคซิน  ถูกพบในสารสกัดเม็ดเลือดขาวของจระเข้สายพันธุ์ไทย   
โดย Pata และคณะ (109) ซึ่งเปปไทด์ลิวคร็อคซิน มีคุณสมบัติในการต้านเชื้อแบคทีเรียได้หลายชนิด
จากการศึกษากลไกการท าลายเซลล์แบคทีเรียด้วยกล้องจุลทรรศน์ อิเลคตรอนชนิดส่องกราด  พบว่า  
เปปไทด์กลุ่มลิวคร็อคซินมีผลโดยตรงต่อเซลล์เมมเบรนของแบคทีเรียโดยเปปไทด์จะท าให้เกิดการ
พองที่ผิวเซลล์    
 จากข้อมูลข้างต้นแสดงให้เห็นว่าประสิทธิภาพในการยับยั้งหรือท าลายเชื้อแบคทีเรียของ 
โปรตีนหรือเปปไทด์นั้น คือ กรดอะมิโนชนิดต่างๆ (131) โดยเฉพาะอย่างยิ่งกรดอะมิโนที่มีคุณสมบัติ
เป็นประจุบวกเนื่องจากคุณสมบัตินี้ท าให้เปปไทด์หรือโปรตีนมีความสามารถในการเข้าจับกับเซลล์
ของแบคทีเรียผ่านฟอสโฟไลปิดที่มีคุณสมบัติเป็นประจุลบ  (132-134)  จากการทบทวนวรรณกรรม
แสดงให้เห็นว่าสัตว์เลื้อยคลานนอกจากจะมีระบบภูมิคุ้มกันที่ดีแล้วยังมีโปรตีนหรือเปปไทด์ต้านจุลชีพ
ที่มีประสิทธิภาพสูงซึ่งเราสามารถน าองค์ความรู้นี้ไปพัฒนาต่อยอดเพ่ือน ามาใช้ทดแทนยาปฏิชีวนะ
เพ่ือแก้ปัญหาเชื้อแบคทีเรียดื้อยาได้ในอนาคต  
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รูปที่ 8 โปรตีนและเปปไทด์ที่พบจากอวัยวะหรือองค์ประกอบต่างๆ ของจระเข้สายพันธุ์ไทย (135) 
 

 จากข้อสังเกตพบว่าการศึกษาสารที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพของสัตว์เลื้อยคลานนั้นส่วนใหญ่ยัง
เป็นการศึกษาเฉพาะกลุ่ม เช่น กลุ่มของจระเข้หรือกลุ่มของเต่าเท่านั้นแต่ในกลุ่มของสัตว์เลื้อยคลาน
ประ เภทกิ้ ง ก่ านั้ นยั งมี ข้ อมู ลการศึ กษาวิ จั ย ไม่ มาก เท่ าที่ ค ว ร   โดย เฉพาะในกลุ่ มของ 
ลิซาร์ด เช่น ตัวเงินตัวทอง (water monitor lizard) ซึ่งสัตว์เลื้อยคลานกลุ่มนี้นอกจากจะมีพฤติกรรม
คล้ายคลึงกันกับสัตว์เลื้อยคลานในอันดับ crocodilia (crocodilians) อย่างจระเข้แล้วลักษณะที่อยู่
อาศัยยังเสี่ยงต่อการติดเชื้อโรคได้ง่ายเช่นกัน  จึงเป็นไปได้ว่าในตัวเงินตัวทองอาจจะมีระบบภูมิคุ้มกัน
ที่ดเีหมือนกนักับจระเข้และอาจจะมีโปรตีนหรือเปปไทด์ต้านจุลชีพที่มีประสิทธิภาพสูงที่สามารถน ามา
พัฒนาหรือต่อยอดเป็นผลิตภัณฑ์ต่างๆ เช่น ยาหรือสารทดแทนยาปฏิชีวนะเพ่ือใช้ในรักษาโรคติดเชื้อ
ในอนาคต 
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2.4.3 ลักษณะทั่วไปของตัวเงินตัวทอง  

ตัวเงินตัวทอง หรือ water monitor lizard เป็นสัตว์เลื้อยคลานรูปร่างเหมือนกิ้งก่ามี
ลิ้นแยกเป็นสองแฉกคล้ายงูมีเกล็ดปกคลุมล าตัวไม่มีต่อมเหงื่อ  แต่มีต่อมน้ ามันส าหรับป้องกันการ
สูญเสียน้ า ผิวหนังจะมีสีน้ าตาลเข้มหรือด าและมีลวดลายตามล าตัวเป็นดอกสีเหลืองซึ่งเป็นเอกลักษณ์
เฉพาะตัวของตัวเงินตัวทอง  โดยจุดสีเหลืองเหล่านี้จะจางลงเมื่อตัวเงินตัวทองโตเต็มวัยหรือมีอายุมาก
ขึ้น (136) สัตว์เลื้อยคลานกลุ่มนี้สามารถพบได้ทั่วไปเกือบทุกพ้ืนที่โดยเฉพาะในพ้ืนที่แถบเอเชียใต้
และเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ อย่างเช่น บังกลาเทศ ศรีลังกา อินเดีย อินโดนีเซีย รวมถึงประเทศไทย 
(137) พบได้ทั้งในบริเวณแหล่งน้ าที่เป็นน้ าจืดและน้ าเค็ม เช่น ตามแม่น้ าล าคลองหรือป่าโกงกาง 
(138) หรือแม้แต่ในบริเวณที่เป็นแหล่งชุมชนหรือใจกลางเมืองใหญ่อย่างกรุงเทพมหานคร (139)  
ตัวเงินตัวทอง  มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Varanus salvator  เป็นสัตว์กินซากมีความยาวเฉลี่ย 
ประมาณ 2.5 – 3 เมตร เมื่อวัดจากปลายจมูกถึงปลายหาง  ซึ่งมีขนาดใหญ่รองลงมาจากมังกรโคโม 
โด ในวงศ์ตะกวดด้วยกันที่พบบนเกาะโกโมโดในประเทศอินโดนีเซีย (140) ตัวเงินตัวทองจัดอยู่
ในแฟมมิลี่ของ Varanidae ซึ่งสามารถจ าแนกออกตามลักษณะถิ่นที่อยู่  อาศัยได้อีกสองกลุ่มใหญ่ๆ 
คือ กลุ่มที่อาศัยอยู่บนบกหรืออาศัยอยู่บนต้นไม้และกลุ่มที่อาศัยอยู่ในน้ า (141) กินของเน่าเปื่อยหรือ
ซากสัตว์เป็นอาหารบางครั้งอาจจะกินสัตว์ที่มีชีวิต เป็นอาหาร เช่น ไก่หรือเป็ด เป็นต้น จากการ
ส ารวจของ คมศร (142) ในกลุ่มสัตว์เลื้อยคลานวงศ์ตะกวด หรือ Varanidae  นอกจากตัวเงินตัวทอง
แล้วในประเทศไทยยังพบอีก 3 ชนิด ได้แก่    

 
1. ตะกวด (clouded monitor)   

ตะกวด หรือ แลน (Varanus bengalensisnebulosus)  มีขนาดตัวใหญ  หัวยาว
และแบน  มีหางยาวขนาดใหญ ผิวหนังล าตัวมีเกล็ดปกคลุมและมีลักษณะเปนตุม แลน หรือตะกวด
จะมีสีเรียบออกโทนสีน้ าตาลทั้งตัว (รูปที่ 9) รูปร่างส่วนใหญ่อาจจะดูคล้ายกันกับตัวเงินตัวทองแต่เมื่อ
สังเกตที่รูจมูกของตะกวดจะเห็นว่าอยู่ห่างจากปลายปากมากกว่าตัวเงินตัวทองซึ่งรูจมูกจะอยู่ใกล้
ปลายปาก  
(รูปที่ 10) 

2. เห่าช้าง (roughneck monitor lizard) 
เห่าช้าง (Varanus rudicollis) เป็นสัตว์เลื้อยคลานในวงศ์ตัวเงินตัวทอง 

(Varanidae) และ เป็นสัตว์ป่าคุ้มครองตามพระราชบัญญัติสงวนและคุ้มครองสัตว์ป่า พ.ศ. 2535 เห่า
ช้าง พบได้ทางตอนใต้ ของประเทศไทยเท่านั้น เห่าช้างเป็นสัตว์เลื้อยคลานกลุ่มเดียวกับตะกวดและ
ตัวเงินตัวทอง  มีเกล็ดที่คอดูคล้ายๆ  หนามของทุเรียน ตัวสีด ามัน มีจุดสีเหลืองบ้างประปราย ชื่อเห่า
ช้าง ได้มาจากเสียงที่ใช้ขู่ศัตรู ฟังดูคล้ายเสียงขู่ของงูเห่า (รูปที่ 11)   
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3. ตุ๊ดตู่ (dumeril's monitor)     
ตุ๊ดตู่ (Varanus dumerilii)  เป็นสัตว์เลื้อยคลานชนิดหนึ่งในวงศ์ Varanidae มี

รูปร่างทั่วไปคล้ายตัวเงินตัวทองเป็นชนิดที่เล็กที่สุดในประเทศไทย  เกล็ดที่คอแบนราบมีขนาดใหญ่
เมื่อออกมาจากไข่  1-2  สัปดาห์แรกจะมีสีสันที่หัวเป็นสีส้มสวยงามจากนั้นสีส้มนี้จะค่อยๆ จางหายไป
มีนิสัยรักสงบไม่ดุร้าย (รูปที่ 12 )  
 Joel Montgomery และคณะได้ท าการทดลองโดยการเอาเก็บตัวอย่างของน้ าลายและเลือด
ของสัตว์เลื้อยคลานในวงศ์ Varanidae เช่น มังกรโคโมโด  ซึ่งเป็นสัตว์เลื้อยคลานในกลุ่มเดียวกันกับ
ตัวเงินตัวทอง (6) พบว่าน้ าลายของมังกรโคมาโดมีแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบมากถึง  
28 ชนิด โดยส่วนใหญ่พบว่าเป็นเชื้อแบคทีเรียกลุ่ม Staphylococcus และ Streptococcus เช่น 
Staphylococcus capitis, Streptococcus bovis เป็นต้น (7)  และมีอย่างน้อยหนึ่งชนิดที่ท าให้
สัตว์ทดลองตายได้  (6, 8)  นอกจากนั้นซีรัมของมังกรโคโมโดสามารถยังสามารถยับยั้งการเจริญของ
เชื้อแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบได้ (11) และล่าสุดมีรายงานการศึกษาวิจัยในเลือดของมังกรโค
มาโดเพ่ือประเมินประสิทธิภาพของเปปไทด์  ชื่อ DRGN-1 ซึ่งเป็นเปปไทด์ที่ท าการสังเคราะห์
เลียนแบบการท างานของเลือดของมังกรโคโมโดเพ่ือน าไปทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อ
แบคทีเรียดื้อยา  ผลจากการวิจัยพบว่า DRGN-1 มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อ P. aeruginosa 
และเชื้อ S. aureus ได้  และท าให้บาดแผลที่เกิดจากการติดเชื้อดังกล่าวหายได้เร็วขึ้นในสัตว์ทดลอง
โดย  DRGN-1 จะเข้าไปจับกับเซลล์เมมเบรนของเชื้อแบคทีเรียก่อให้เกิดการสูญเสียความสมบูรณ์
ของเซลล์ เช่น รบกวนการซึมผ่านของเยื่อหุ้มเซลล์ (permanent plasma  membrane 
permeabilization) หรือ การแตกสลายของเซลล์ (cellular fragmentation)  แต่จากการทบทวน
วรรณกรรมพบว่าข้อมูลของการศึกษาวิจัยสารที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากสัตว์เลื้อยคลานในวงศ์ 
Varanidae นั้นยังมีข้อมูลไม่มากเท่าท่ีควร  
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รูปที่ 9 ตัวเต็มวัยของตะกวด clouded monitor (143) 
 

 

 

 

 

 

รูปที่ 10 เปรียบเทียบลักษณะของหัวและต าแหน่งของรูจมูก  
ซ้าย คือ ตัวเงินตัวทอง ขวา คือ ตะกวด (137) 
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รูปที่ 11 เห่าช้าง rough neck monitor (144)  
 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ 12 ตุ๊ดตู่  dumeril's monitor (144) 
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2.5 กลไกกำรป้องกันกำรติดเชื้อโรคของสัตว์เลื้อยคลำน 

2.5.1 เชิงพฤติกรรม 

  สัตว์เลื้อยคลานจัดเป็นสัตว์เลือดเย็นเพราะอุณหภูมิของร่างกายจะเปลี่ยนแปลงไป 
ตามอุณหภูมิของสิ่งแวดล้อมซ่ึงต่างจากสัตวเ์ลีย้งลกูด้วยนมท่ีสามารถรักษาระดับอุณหภูมิของร่างกาย 
ให้คงท่ี ดังนั้น อุณหภูมิจึงมีผลต่อร่างกายของสัตว์เลื้อยคลานโดยสัตว์เลื้อยคลานจะใช้สิ่งแวดล้อมช่วย 
ในการปรับอุณหภูมิของร่างกาย  อย่างเช่น ถ้าอากาศหนาวก็จะใช้แสงแดดในการเพ่ิมอุณหภูมิของ 
รา่งกายโดยขึ้นมานอนอาบแดดบนบกซึ่งช่วยยับยั้งเชื้อโรคและเพ่ิมการท างานของระบบภูมิคุ้มกันท า 
ให้มีโอกาสรอดชีวิตมากขึ้น  แต่ถ้าอากาศร้อนก็จะแช่อยู่ใน้ าหรือนอนหลบใต้เงาไม้เพ่ือลดอุณหภูมิ
ของร่างกายเช่น ในการศึกษาวิจัยของ Farag และคณะ พบว่างู striped sand snake  
(Psammophis sibilans) มีจ านวนของ T-cell  เพ่ิมขึ้นในช่วงฤดูใบไม้ผลิและฤดูใบไม้ร่วง (145)   
และยังมีงานวิจัยของจิตรกมลและคณะได้ศึกษาวิจัยเกี่ยวผลของอุณหภูมิต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวของ
ตัวเงินตัวทองโดยน ามาทดลองเลี้ยงในสภาวะอุณหภูมิที่แตกต่างกันที่ 27 องศาเซลเซียส และ  
37 องศาเซลเซียส  ผลการทดลองพบว่าเซลล์เม็ดเลือดขาวมีจ านวนเซลล์เพ่ิมขึ้นโดยเฉพาะเซลล์ 
เม็ดเลือดขาวที่ทดลองเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มีปริมาณของเซลล์เพ่ิมมากขึ้นจากสองแสน
เซลล์เป็นเจ็ดแสนเซลล์เมื่อน ามาเปรียบเทียบกับการทดลองเลี้ยงที่อุณหภูมิ 27 องศาสเซลเซียส  ซึ่ง
ตรงกับงานวิจัยของ Thopson และคณะที่ท าการศึกษาผลของอุณหภูมิในกิ้งก่าในสกุล Varanus  
รวมถึงผลการศึกษาของ Pitchappan และคณะที่มีการศึกษาเกี่ยวกับระบบภูมิคุ้มกันของกิ้งก่าสวน 
(Calotes  versicolor)  พบว่ามีการสร้าง cytotoxic-like T-cell และ T-helper  cell เมื่ออุณหภูมิ
เพ่ิมข้ึน (146, 147)  ซ่ึงเซลล์เม็ดเลือดขาวถือว่ามีความส าคัญในระบบภูมิคุ้มกันมาก  โดยเฉพาะเซลล์
เม็ดเลือด ขาวกลุ่ม T-cell โดย T-cell จะเปลี่ยนรูปร่างเป็น cytotoxic T-cell (TC) และT-helper 
cell (TH) เมื่อได้รับการกระตุ้นจากแอนติเจนเพ่ือท าลายสิ่งแปลกปลอม (148) นอกจากนั้น
สัตว์เลื้อยคลานยังมีผิวหนังชั้นนอกที่มีเคอราติน (keratin) เป็นองค์ประกอบซึ่งไม่พบในสัตว์มีกระดูก
สันหลังอ่ืนๆ การมีชั้นผิวหนังพิเศษนี้ส่งผลให้สัตว์เลื้อยคลานสามารถป้องกันการถูกบุกรุกจากสิ่ง
แปลกปลอมได้ดีกว่าสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ ซึ่งลักษณะเหล่านี้อาจมีผลกระทบต่อวิถีการด ารงชีวิต 

2.5.2 ระบบภูมิคุ้มกันแบบสืบทอดแต่ก ำเนิด (innate immunity)     

  ระบบภูมิคุ้มกันแบบสืบทอดแต่ก าเนิด  เป็นกลไกที่สิ่งมีชีวิตทุกชนิดใช้ในการป้องกัน
สิ่งแปลกปลอมหรือเชื้อโรคเพราะเป็นภูมิคุ้มกันชนิดไม่จ าเพาะ  จึงสามารถตอบสนองต่อสิ่ง 
แปลกปลอมได้อย่างรวดเร็ว   องค์ประกอบหลักๆ ที่เกี่ยวข้องกับการท างานของระบบภูมิคุ้มกันนี้   
ได้แก่ ระบบคอมพลีเมนต์ (complement) ไลโซไซม์ (lysozyme) ทรานส์เฟอริน (transferrin)  
ออฟโซนิน (opsonin) อินเตอเฟอรอน (interferon) ดีเฟนซิน (defensin) และสารประเภทโปรตีน
ต่างๆ  เช่น  เปปไทด์ (antimicrobial peptide) (149) คอมพลีเมนต์ถือว่าเป็นระบบที่ส าคัญต่อ 
ภูมิคุ้มกันชนิดนี้มากเพราะโปรตีนที่อยู่ในพลาสมาซึ่งเมื่อถูกกระตุ้นจะเกิดปฏิกิริยาต่อเนื่องกันเป็น 
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ลูกโซ่มีผลในการท าลายเซลล์หรือสิ่งแปลกปลอมคอมพลีเมนต์ยังเกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบของ
เนื้อเยื่อด้วย  ซึ่งการกระตุ้นคอมพลีเมนท์เกิดได้ 3 ลักษณะคือ  

1. classical pathway   เป็นกลไกที่เกี่ยวข้องกับการท างานของแอนติบอดีโดยตรง 
ซึ่งระบบนี้มีเพียงมีแอนติบอดีเพียง 2 ชนิดเท่านั้นที่สามารถกระตุ้นด้วย classical pathway ได้คือ 
IgG (IgG1, IgG2, IgG3) และ IgM  

2. alternative pathway เป็นกลไกที่ถูกกระตุ้นด้วยโมเลกุลต่าง ๆ เช่น ไวรัส    
 ไลโปโพลีแซ็กคาไรด์ที่เป็นส่วนประกอบของเซลล์เมมเบรนของแบคทีเรีย  กลไกนี้ไม่เกี่ยวข้องกับการ      
ท างานของแอนติบอดี   

3. lectin pathway เป็นกลไกที่เกี่ยวข้องกับการท างานของโปรตีนเลคตินซึ่งเป็น
โปรตีนที่สามารถจับกับโมเลกุลของคาร์โบไฮเดรตที่มีกลุ่มน ้าตาลแมนโนสเป็นองค์ประกอบบนผิว            
เมมเบรนของแบคทีเรีย  
 มีการศึกษาเก่ียวกับกระบวนการท างานของระบบคอมพลีเมนต์ในอัลลิเกเตอร์ พบว่ามีระบบ
คอมพลีเมนต์มีเพียง 2 ระบบเท่านั้น คือ classical pathway และ alternative pathway ส่วน 
lectin   pathway จะพบได้เฉพาะในกลุ่มของสัตว์น ้า เท่านั้น เช่น ฉลามหรือสัตว์สะเทินน ้าสะเทิน
บก  ซึ่งสัตว์เหล่านี้มีวิวัฒนาการที่ใกล้เคียงกับสัตว์เลื้อยคลานมากจึงมีความเป็นไปได้ว่ากลไกดังกล่าว
อาจเกิดในสัตว์เลื้อยคลานกลุ่มอ่ืนๆ ได้เช่นกัน (150)  มีรายงานการศึกษาเกี่ยวกับระบบคอมพลีเมนต์
ในซีรัมของอัลลิเกเตอร์เปรียบเทียบกับซีรัมของคน  พบว่าซีรัมของอัลลิเกเตอร์มีประสิทธิภาพในการ
ท าลายเชื้อแบคทีเรียได้ดีกว่าซีรัมคน  และนอกจากระบบคอมพลีเมนต์แล้วเซลล์เม็ดเลือดต่างๆ ใน
ระบบเลือดของสัตว์เลื้อยคลานก็มีความส าคัญ เช่น กลุ่มเซลล์เม็ดเลือดขาว (leucocytes)  (โมโนไซต์
, เฮเทอโรฟิล, เบโซฟิลและอิโอซิโนฟิล ) รวมถึงเซลล์เม็ดเลือดแดง (erythrocytes) เซลล์เม็ดเลือด
ของสัตว์เลื้อยคลานนั้นมีรูปร่างหลากหลายแบบ (รูปที่ 13) ซึ่งเซลล์เม็ดเลือดเหล่านี้จะท างานร่วมกัน
กับระบบภูมิคุ้มกันของสัตว์เลื้อยคลานเพ่ือต่อต้านสิ่งแปลกปลอมหรือเชื้อก่อโรคต่างๆที่เข้าสู่ร่างกาย 
(151)  

2.5.3 ระบบภูมิคุ้มกันแบบท่ีต้องมีกำรกระตุ้น (adaptive immunity)   

ภูมิคุ้มกันแบบ acquired  immunity หรือภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะ ในกลุ่มของ
สัตว์เลื้อยคลานจะเหมือนกับสัตว์มีกระดูกสันหลังชนิดอ่ืนทั่วไปกล่าวคือภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะจะมี
ระบบการจดจ าลักษณะของสิ่งแปลกปลอมหรือแอนติเจนที่เข้าสู่ร่างกายและเมื่อร่างกายได้รับสิ่ง 
แปลกปลอมหรือแอนติเจนชนิดนั้นอีกครั้งร่างกายจะตอบสนองต่อสิ่งแปลกปลอมได้อย่างรวดเร็วซึ่ง
เป็นลักษณะเด่นของระบบภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะ มีการท างานต่อเนื่องจากระบบภูมิคุ้มกันแบบสืบ
ทอดแต่ก าเนิด (innate immunity) แบ่งออกเป็น 2 ชนิด คือ 
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2.5.3.1 ระบบภูมิคุ้มกันด้านเซลล์ (cell-mediated immunity)  
     ในสัตว์เลื้อยคลานระบบภูมิคุ้มกันด้านเซลล์มักจะสัมพันธ์กันกับอุณหภูมิและฤดูกาล  

เช่น ในการศึกษาวิจัยของ Farag และคณะ พบว่างู striped sand snake (Psammophis sibilans) 
จะมีจ านวนของ  T-cell  เพ่ิมขึ้นในช่วงฤดูใบไม้ผลิและฤดูใบไม้ร่วง (145)  และยังมีงานวิจัยของจิตร
กมล และคณะที่รายงานถึงผลของอุณหภูมิต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวของตัวเงินตัวทอง  เมื่อน ามา
เปรียบเทียบในอุณหภูมิที่ต่างกันพบว่าที่ 37 องศาเซลเซียส มีจ านวนเซลล์มากกว่า 27 องศาเซลเซียส
คล้ายกับที่พบ ในกิ้งก่าในสกุล Varanus จากการวิจัยของ Thopson และคณะ และผลการศึกษาของ  
Pitchappan และคณะ ที่มีการศึกษาเกี่ยวกับระบบภูมิคุ้มกันของกิ้งก่าสวน (Calotes versicolor)  
พบว่ามีการสร้าง cytotoxic-like T-cell และ T-helper  cell เมื่ออุณหภูมิเพ่ิมขึ้น (146, 147)  ซึ่ง
เซลล์เม็ดเลือดขาวถือว่ามีความส าคัญในระบบภูมิคุ้มกันมากโดยเฉพาะเซลล์เม็ดเลือดขาวกลุ่ม T-cell 
ที่เปลี่ยนรูปร่างเป็น cytotoxic T-cell (TC)  และT-helper cell (TH) เมื่อได้รับการกระตุ้นจาก
แอนติเจนเพ่ือท าลายสิ่งแปลกปลอม (148)    
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 รูปที่ 13 ลักษณะเซลล์เม็ดเลือดของสัตว์เลื้อยคลาน (ก) เซลล์เม็ดเลือดแดงจระเข้ (ข) เซลล์เม็ดเลือด
แดงอีกัวนา (ค) เซลล์เม็ดเลือดแดงเต่า (ง) เซลล์ทรอมโบไซต์ (จ) เฮเทอโรฟิลจระเข้ (ฉ) เฮเทอโรฟิล

เต่า (ช) อิโอซิโนฟิลเต่า (ฌ) แอโซโรฟิล (ญ) โมโนไซต์ (ฎ) ลิมโฟไซต์ (ด) เบโซฟิล 
 (152) 

 
 จากรูปจะเห็นได้ว่าเซลล์เม็ดเลือดแดงของสัตว์เลื้อยคลานส่วนใหญ่จะมีนิวเคลียส (152) ซึ่งมี
ความแตกต่างจากเม็ดเลือดแดงของคนนอกจากนี้หลายงานวิจัยยังบ่งชี้ว่า เซลล์เม็ดเลือดแดงสามารถ
ท าหน้าที่เป็นเปปไทด์ต้านจุลชีพได้ซึ่งเป็นผลมาจากเฮโมโกลบินที่พบได้ในเม็ดเลือดแดง  
 

2.5.3.2 ระบบภูมิคุ้มกันด้านสารน ้า (humoral adaptive immunity)  
   ระบบภูมิคุ้มกันด้านสารน ้าของสัตว์เลื้อยคลานเกี่ยวข้องกับ B-cells ที่มีหน้าที่ในการ

ผลิตแอนติบอดีซึ่งแอนติบอดีของสัตว์เลื้อยคลานประกอบด้วยสาย light chain 2 ชนิด ได้แก่ แลมบ์
ดา (lambda) และแคบป้า (kappa) เหมือนกับแอนติบอดีของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม (153) โดย
แอนติบอดี ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมจะสร้างอิมโมโนโกลบูลิน ทั้งหมด 5 ชนิด ได้แก่ IgM, IgG, IgA, IgD 
และ IgE แต่ในสัตว์เลื้อยคลานจะสร้างเพียง 2 ชนิด คือ IgM และ IgY (154)  ซึ่ง IgY ของ
สัตว์เลื้อยคลานเปรียบเสมือน IgG และ IgE ของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม (155) แต่มีโครงสร้างแตกต่าง
จาก IgG และ IgE ของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม   
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2.6 อวัยวะที่สร้ำงภูมิคุ้มกันในสัตว์เลื้อยคลำน   

 สัตว์เลื้อยคลานที่อาศัยอยู่ตามธรรมชาติมักมีบาดแผลที่เกิดจากการต่อสู้  ซึ่งบาดแผลที่
เกิดขึ้นนั้นจะหายได้เองโดยไม่มีการรักษาและแสดงให้เห็นถึงระบบภูมิคุ้มกันของสัตว์เลื้อยคลานที่มี 
ประสิทธิภาพในการป้องกันหรือรักษาบาดแผลที่เกิดขึ้น (156) โดยแหล่งที่ท าหน้าที่ในการสร้างหรือ 
เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันในสัตว์เลื้อยคลาน มีดังนี ้

2.6.1 ไขกระดูก (bone marrow)   

ไขกระดูกเป็นเนื้อเยื่อยืดหยุ่นอยู่ในส่วนกลางของกระดูกพบได้ในกระดูกชั้นใน  ไขกระดูก            
มีหน้าที่สร้างเม็ดเลือดทุกชนิดรวมทั้งเกล็ดเลือด ซ่ึงสามารถแบ่งไขกระดูกออกได้เป็น 2  ชนิด คือ  

1. ไขกระดูกแดง (red bone marrow) มีหน้าที่ผลิตเม็ดเลือดแดงและสร้างเกล็ดเลือด โม
โนไซด์ แกรนูโลไซด์ บีลิมโฟไซต์ และพลาสมาเซลล์ 

2. ไขกระดูกเหลือง (yellow bone marrow) ไขกระดูกชั้นนี้มีเซลล์ไขมันอยู่เป็นจ านวน
มากท าหน้าที่สร้างไขมันและส ารองเม็ดเลือดในกรณีที่ร่างกายขาดออกซิเจนหรือเสียเลือด ไขกระดูก
เหลืองจะเปลี่ยนแปลงไปเป็นไขกระดูกแดงเพ่ือสร้างเม็ดเลือดแดง 

2.6.2 ต่อมไทมัส (thymus gland)  

เป็นอวัยวะน ้าเหลืองซึ่งพบเมื่อยังมีอายุน้อยแต่พออายุมากขึ้นต่อมนี้จะเล็กและฝ่อไปในที่สุด 
ต่อมไทมัสมีหน้าที่สร้าง ทีลิมโฟไซต์ (T - lymphocyte) โดยเปลี่ยนมาจากเซลล์ต้นก าเนิดเม็ดเลือด 
(stem cell)   

2.6.3 ม้ำม (spleen) 

  เป็นอวัยวะน ้าเหลืองขนาดใหญ่ที่สุดและเป็นอวัยวะน ้าเหลืองเพียงชนิดเดียวที่ไม่มีท่อน ้า
เหลืองมาติดต่อเลย  ภายในม้ามมีเนื้อเยื่อน ้าเหลืองเป็นจ านวนมากท าหน้าที่สร้างเม็ดเลือด ขาวพวก   
ลิมโฟไซต์ (lymphocyte) เช่น บีลิมโฟไซต์ (B- lymphocyte) และทีลิมโฟไซต์ (T- lymphocyte) 
ตลอดจนโมโนไซต์  (monocyte) และยังมีหน้าที่สร้างเม็ดเลือดแดงในกรณีที่ร่างกายขาดเม็ดเลือด
แดงอย่างรุนแรง เช่น  ในกรณีของโรคโลหิตจาง เป็นต้น   

2.6.4 ต่อมน ้ำเหลืองบริเวณทำงเดินอำหำร (payer path)   

 เป็นอวัยวะน ้าเหลืองที่อยู่ตามผนังท่อทางเดินอาหารเช่น ล าไส้ใหญ่ ต่อมบริเวณทางเดิน
อาหารท าหน้าที่สร้างบีลิมโฟไซต์และดักจับเชื้อโรคที่ปนเปื้อนมากับอาหาร  
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 2.7 องค์ประกอบในน้ ำเลือดของสัตว์เลื้อยคลำน  
 เลือดจัดเป็นเนื้อเยื่อเกี่ยวพันมีหน้าที่ในการล าเลียงก๊าซออกซิเจน ของเสีย ฮอร์โมน รวมถึง
ควบคุมความเป็นกรด-ด่างของร่างกาย (157) โดยเลือดสามารถแยกได้เป็น 2 ส่วนคือ  

2.7.1 ส่วนของเซลล์ (corpuscle)  

2.7.1.1 เม็ดเลือดแดง (red blood cells) 
มีหน้าที่ในการล าเลียงสารอาหารและก๊าซออกซิเจนจากปอด  โดยก๊าซออกซิเจนจะ 

เข้าไปจับกับฮีโมโกลบินในเม็ดเลือดแดงรวมถึงท าหน้าที่เป็นบัฟเฟอร์ช่วยในการรักษาสภาวะความ
เป็นกรด - ด่างของร่างกาย  จากการศึกษาระบบเลือดของจระเข้  พบว่าเม็ดเลือดแดงของจระเข้มี
นิวเคลียสเช่นเดียวกับสัตว์มีกระดูกสันหลังทั่วไป  โดยมีลักษณะกลมรีขนาดกว้าง 5.17–11.40  
ไมโครเมตร ยาว 12.35– 20.90 ไมโครเมตร ซึ่งจระเข้น ้าจืดพันธุ์ไทยมีเม็ดเลือดแดง 0.36–2.2 x 106  

เซลล์ต่อลูกบาศก์มิลลิเมตร (158) 
2.7.1.2 เซลล์เม็ดเลือดขาว (white blood cells)  
จระเข้น ้าจืดพันธุ์ไทยมีปริมาณเม็ดเลือดขาว 2.5-32.0 x 103 เซลล์ต่อลูกบาศก์

มิลลิเมตร (158) สร้างมาจากไขกระดูก มีหน้าที่ท าลายสิ่งแปลกปลอม  เม็ดเลือดขาวแบ่งตามการมี 
แกรนูลชนิดจ าเพาะ (specific granule) ได้ 2 แบบ คือ เม็ดเลือดขาวชนิดไม่มีแกรนูลจ าเพาะ  
(agranulocytes) และเม็ดเลือดขาวชนิดมีแกรนูลจ าเพาะ (granulocytes) 

1. เม็ดเลือดขาวชนิดไม่มีแกรนูลจ าเพาะ (agranulocytes)   
1.1 โมโนไซต์ มีรูปร่างกลมมีนิวเคลียสขนาดใหญ่ 1 พู   เป็นรูปเกือกม้าย้อมติดสีม่วง

และไซโทพลาสซึมย้อมติดสีฟ้ามีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 10.45–15.2 ไมโครเมตร                 
ถูกผลิตจากอวัยวะน ้าเหลือง (lymphoid tissue) ท าลายเชื้อโรคโดยกระบวนการฟาโกไซโทซีส 
(phagocytosis) รายงานการศึกษาจากจระเข้น ้าจืดพันธุ์ไทย มีโมโนไซท์ประมาณร้อยละ 0-8   

1.2 ลิมโพไซต์มีนิวเคลียสขนาดใหญ่ 1 พลู รูปร่างกลม ย้อมติดสีน ้าเงิน แกรนูลใน            
ไซโทพลาสซึมย้อมติดสีฟ้าอ่อน ลิมโพไซต์มี   2 ขนาด คือ ลิมโพไซต์ขนาดใหญ่ มีขนาดเซลล์  
11-14.5 ไมโครเมตร และ ลิมโพไซต์ขนาดเล็ก มีขนาดเซลล์ 5.5-10 ไมโครเมตร ซึ่งลิมโพไซต์ทั้ง   
2  ชนิดสามารถท าลายเชื้อโรคโดยกระบวนการฟาโกไซโทซีส (159)   

2. เม็ดเลือดขาวชนิดมีแกรนูลจ าเพาะ (granulocytes) 
2.1 นิวโทรฟิล (neutrophil) มีรูปร่างกลม ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ  

12 ไมโครเมตร นิวเคลียสเป็นพูล 2-6 พู นิวเคลียสย้อมติดสีม่วง  ไซโทพลาสซึมย้อมติดสีชมพู             
ในจระเข้น ้าจืดพันธุ์ไทยมีนิวโทรฟิลประมาณร้อยละ 3-7 มีหน้าที่ท าลายเชื้อโรคโดยกระบวนการฟา
โกไซโทซีส   

2.2 เฮทเทอโรฟิล (heterophil) ลักษณะคล้ายนิวโทรฟิล เฮทเทอโรฟิล มีรูปร่างกลม   
มีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 10.45–15.2 ไมโครเมตร นิวเคลียสไม่เป็นพู ในจระเข้น ้าจืดพันธุ์
ไทยมีเฮทเทอโรฟิลประมาณร้อยละ 50-86  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

38 

2.3 เบโซฟิล (basophil) มีรูปร่างค่อนข้างกลม มีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ  
9.03–12.83 ไมโครเมตร นิวเคลียสกลมไม่เป็นพลู นิวเคลียสย้อมติดสีม่วง แกรนูลในไซโทพลาสซึม
ย้อมติดสีน ้าเงินหรือม่วงเข้มในจระเข้น ้าจืดพันธุ์ไทยมีเบโซฟิลประมาณร้อยละ 0-3 มีหน้าที่ท าลาย
เชื้อโรคโดยกระบวนการฟาโกไซโทซีส  เบโซฟิลมักพบเมื่อร่างกายแพ้สารบางอย่าง 

2.4 อีโอสิโนฟิล (eosinophil) มีรูปร่างกลม มีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 9.5–
13.5 ไมโครเมตร นิวเคลียสเป็นพลู 2-4 พู นิวเคลียสย้อมติดสีม่วง แกรนูลในไซโทพลาสซึมย้อมติดสี
ชมพู ในจระเข้น ้าจืดพันธุ์ไทยมีอีโอสิโนฟิลประมาณร้อยละ 9-43 อีโอสิโนฟิล ท าลายเชื้อโรคโดย
กระบวนการฟาโกไซโทซีส และปล่อยแกรนูลออกมาท าลายเชื้อโรค  อีโอสิโนฟิลมักพบเมื่อร่างกายติด
พยาธิและแพ้สารบางอย่าง 

3. ทรอมโบไซท์ (thrombocyte)  
ทรอมโบไซท์ ช่วยในการแข็งตัวของเลือด พบในสัตว์มีกระดูกสันหลังที่ไม่ใช่สัตว์เลี้ยงลูก

ด้วยน ้านมและมีนิวเคลียสตลอดชีวิต  แต่ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม ทรอมโบไซท์จะมีนิวเคลียสเฉพาะ
ตอนที่ถูกสร้างขึ้นใหม่เท่านั้น (159) ทรอมโบไซท์ในจระเข้มีขนาดใหญ่ลักษณะกลมรี  มีนิวเคลียส
ขนาดเล็กย้อมติดสีน ้าเงิน  แกรนูลในไซโทพลาสซึมย้อมติดสีฟ้าอ่อนๆ ทรอมโบไซท์ในจระเข้น ้าจืด
พันธุ์ไทยมีจ านวนประมาณ 40 – 73.5 x 103 เซลล์ต่อลูกบาศก์มิลลิเมตร (158)    

2.7.2 ส่วนของน ้ำเลือด         

 จากการศึกษาในจระเข้ พบว่ามีน ้าเลือดเป็นองค์ประกอบของร่างกายประมาณ 60-75  
มิลลิลิตร ต่อน ้าหนักตัว 1 กิโลกรัม (157) โดยทั่วไปน ้าเลือดประกอบด้วย น ้า  แอนติบอดี                
คอมพลิเมนต์  ฮอร์โมน  และสารอาหารเช่น เกลือ โปรตีน กลูโคส กรดไขมัน น ้าเลือดมีหน้าที่ในการ 
ควบคุมอุณหภูมิและรักษาระดับความเป็นกรด-ด่างของร่างกายและเป็นส่วนของภูมิคุ้มกัน  
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2.8 กำรใช้ประโยชน์จำกตัวเงินตัวทอง   

 ปัจจุบันตัวเงินตัวทองถือเป็นสัตว์เศรษฐกิจอย่างหนึ่งที่มีการส่งเสริมให้มีการเพาะเลี้ยงกัน  
เพ่ือน าเนื้อไปใช้ในการบริโภค โดยเฉพาะเนื้อบริเวณส่วนโคนหางที่เรียกว่า บ้องตันและหนังไปท า
เครื่องหนัง  เช่น  กระเป๋า, เข็มขัด เช่นเดียวกับจระเข้  แต่ยังไม่เป็นที่แพร่หลายเท่าไหร่นัก ส่วน
ในทางวิชาการมีการเก็บและตรวจสอบดีเอ็นเอของตัวเงินตัวทอง  โดยภาควิชาพันธุศาสตร์ คณะ
วิทยาศาสตร์  มหาวิทยาลัยมหิดล เพ่ือศึกษาถึงความหลากหลายทางพันธุกรรม  เพ่ือพัฒนาให้เป็น
สัตว์เศรษฐกิจต่อไปในอนาคต  การใช้ประโยชน์จากตัวเงินตัวทองในประเทศไทยยังไม่ค่อยได้รับการ
ส่งเสริมมากเท่าท่ีควร 

 

  
 

 

 

 

  
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

บทที ่3 

วัสดุและวิธีกำรด ำเนินกำรวิจัย 

3.1 อุปกรณ์และเครื่องมือที่ใช้ในกำรวิจัย 

3.1.1 อุปกรณ์และสำรเคมี 

สำรเคมี ยี่ห้อ บริษัท ประเทศผู้ผลิต 
1. ผงวุ้น Merck  Merck เยอรมนี 
2. Beef extract 

Himedia 
Himedia 
Laboratory 

อินเดีย 

3. Peptone 
Himedia 

Himedia 
Laboratory 

อินเดีย 

4. โปรตีนมาตรฐาน (protein 
marker) 

Precision Plus 
Protein 

Bio-Rad สหราช
อาณาจักร 

5. Acrylamide Sigma-Aldrich Merck  เยอรมนี 
6. Ammonium persulfate Sigma-Aldrich Merck  เยอรมนี 
7. Tris base USB GE Healthcare สหรัฐอเมริกา 
8. Hydrochloric acid RCI LABSCAN LABSCAN ไทย 
9. Sodium dodecyl sulfate Vivantis Vivantis มาเลเซีย 
10. TEMED 

(Tetramethylethylenediamine) 
USB 

GE Healthcare สหรัฐอเมริกา 

11. Glycine Calbiochem Merck เยอรมนี 
12. Methylenebisacrylamide Plus one Merck  เยอรมนี 
13. Coomassie Blue R250 Thermo 

Scientific 
FisherSci สหราช

อาณาจักร 
14. เอทิลแอลกอฮอล์ RCI LABSCAN LABSCAN ไทย 
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สำรเคมี ยี่ห้อ บริษัท ประเทศผู้ผลิต 
    
15. Acetic acid RCI LABSCAN LABSCAN ไทย 
16. Glycerol Vetec Merck-Sigma เยอรมนี 
17. Gentamycin 

Gibco ThermoFisher 
สหราช
อาณาจักร 

18. 1, 4-Dithiothreitol (DTT) Vivantis Vivantis มาเลเซีย 
19. Bromophenol Blue USB GE Healthcare สหรัฐอเมริกา 
20. Sodium chloride RCI LABSCAN LABSCAN ไทย 
21. Bovine serum albumin Sigma Merck-Sigma  เยอรมนี 
22. Dry reagent concentrates Bio-rad Bio-rad สหรัฐอเมริกา 
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3.1.2 เครื่องมือที่ใช้ในกำรวิจัย 

เครื่องมือ ยี่ห้อ บริษัท ประเทศผู้ผลิต 

1. เครื่องฟรีซดราย HETOSICC 
Labconco 
Corporation 

สหรัฐอเมริกา 

2. เครื่องนึ่งอบฆ่าเชื้อ  HIRAYAMA  HIRAYAMA ญี่ปุ่น 
3. ตู้เขี่ยเชื้อ Jouan Thermo Fisher 

Scientific 
ฝรั่งเศส 

4. เครื่องชั่ง 2 ต าแหน่ง Precica METTLER 
TOLEDO 

สวิทเซอร์แลนด์ 

5. เครื่องชั่งน้ าหนักดิจิตอล 
ทศนิยม 4 ต่ า 

METTLER 
TOLEDO 

METTLER 

TOLEDO  
สหรัฐอเมริกา 

6. เครื่องปั่นเหวี่ยง Medifug Thermo 
Scientific     

สหรัฐอเมริกา 

7. เครื่องอ่านปฏิกิริยาบนไมโคร
เพลท  

Fluoroskan 
Thermo 
Scientific     

สหรัฐอเมริกา 

8. ชุดอุปกรณ์รันเจล ( Model 
SE250) 

Hoefer Amersham 
Biosciences 

สหรัฐอเมริกา 

9. Fast-Protein Liquid 
Chromatography (FPLC)  

ÄKTA start Cytiva สหรัฐอเมริกา 

10. Power supply Thermo EC Thermo 
Scientific     

สหรัฐอเมริกา 

11. ตู้บ่มเชื้อ/ตู้บ่มเพาะเชื้อ รุ่น 
BM400 

Memmert Memmert เยอรมนี 

12. เครื่องวัดค่า pH  SevenCompact METTLER  สหรัฐอเมริกา 
13. HiTrap Column 

chromatography 1 มิลลิลิตร  
HiTrap GE Healthcare สหรัฐอเมริกา 

14. Spin Desalting Columns  Zeba Spin  
Thermo 
Scientific 

สหรัฐอเมริกา 
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3.2. เช้ือทดสอบที่ใช้ในกำรวิจัย   

3.2.1 เชื้อแบคทีเรียที่ใช้งำนวิจัยและแหล่งท่ีมำของเชื้อ       

1. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853   
2. Bacillus cereus ATCC 11778    
3. Staphylococcus aureus ATCC 25923  
4. Escherichia coli ATCC 25922   

 
 โดยเชื้อแบคทีเรียทั้งหมดเป็นเชื้อแบคทีเรียสายพันธ์มาตรฐานได้รับความอนุเคราะห์จาก 
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข จังหวัดนนทบุรี ซึ่งเชื้อทั้งหมดถูกเก็บรักษาใน  
อาหารชนิด nutrient agar slant  ( NA slant)  ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  

3.2.2 กำรต่อเชื้อ (subculture) และกำรเก็บรักษำเชื้อทดสอบ     

1. การต่อเชื้อแบคทีเรีย (subculture) ก่อนน าเชื้อมาท าการทดสอบ โดยน าเชื้อ   
แบคทีเรียส าหรับทดสอบทั้ง 4 ชนิด ได้แก่ P. aeruginosa ATCC 27853, B. cereus ATCC 11778, 
S. aureus ATCC 25923 และ E. coli ATCC 25922 มาเพาะเลี้ยงลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด 
mueller -hinton agar น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง     

2. การเก็บและรักษาสภาพเชื้อทดสอบ (glyceral stock culture) ท าการ  
เพาะเลี้ยง เชื้อแบคทีเรียส าหรับทดสอบทั้ง 4 ชนิด ได้แก่ P. aeruginosa ATCC 27853, B. cereus    
ATCC 11778, S. aureus ATCC 25923, และ E. coli ATCC 25922 ในอาหาร mueller- hinton 
broth (MHB) บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นใช้ปิเปตดูดเชื้อปริมาตร 
750 ไมโครลิตร ลงในหลอดไมโคร (microtube) ปราศจากเชื้อแล้วเติมสารละลายกลีเซอรอล 60%  
ปริมาตร 250 ไมโครลิตรผสมให้อยู่ในรูปของเซลล์แขวนลอยน าไปจุ่มลงในไนโตรเจนชนิดเหลวแล้ว 
น าไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสเพ่ือท าการเก็บรักษาเชื้อ  

3.2.3 กำรเตรียมกล้ำเชื้อส ำหรับทดสอบ   

 วิธีการเตรียมกล้าเชื้อส าหรับทดสอบ (working culture) เพาะเลี้ยง P. aeruginosa ATCC  
27853, B. cereus  ATCC 11778 , S. aureus ATCC 25923, และ E. coli ATCC 25922 ใน 
อาหารแข็งชนิด mueller -hinton agar  (MHA) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง  
จากนั้นคัดเลือกโคโลนีเดี่ยว ของเชื้อแบคทีเรียมาเจือจางด้วยน้ าเกลือปราศจากเชื้อความเข้มข้น   
 0.85% และปรับความขุ่นให้เท่ากับความขุ่นของสารมาตรฐาน 0.5 McFarland ได้ปริมาณเชื้อ 
เริ่มต้นประมาณ 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร  ดูดเชื้อมาปริมาตร 1 มิลลิลิตรผสมกับอาหาร mueller 
hinton broth ในอัตรา 9 มิลลิลิตร เขย่าด้วย vortex  ให้เข้ากันจะได้ปริมาณเชื้อเริ่มต้นเท่ากับ 107  
เซลล์ต่อมิลลิลิตร 
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ท าการเจือจางอีกครั้งโดยดูดเชื้อมาปริมาตร 1 มิลลิลิตรผสมกับอาหาร mueller -hinton broth ใน 
อัตรา 9 มิลลิลิตรเขย่าด้วย vortex ให้ เข้ากันจะได้ปริมาณเชื้อเริ่มต้น เท่ากับ  
106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ซึ่งเป็นความขุ่นของเชื้อเพ่ือศึกษาวิจัยนี้ (160)  
 

3.3. ตัวอย่ำงที่ใช้ในกำรทดลอง  

ในการศึกษาวิจัยในครั้งนี้ใช้ตัวเงินตัวทอง (Varanus solvator) อายุประมาณ 2.5-3 ปี 
 น ้าหนักประมาณ 25 กิโลกรัม จ านวน 40 ตัว โดยตัวอย่างเลือดจากตัวเงินตัวทอง ได้รับความ
อนุเคราะห์จากสถานีเพาะเลี้ยงสัตว์ป่าเขาสน จังหวัดราชบุรี  ในขั้นตอนการจับและเก็บตัวอย่างเลือด
เจ้าหน้าทีจ่ะท าด้วยความระมัดระวังและรวดเร็ว พร้อมกับท าเครื่องหมายบนล าตัวของตัวเงินตัวทอง
แต่ละตัวหลังจากเก็บตัวอย่างเลือดเสร็จแล้ว เพ่ือป้องกันการเก็บตัวอย่างเลือดซ้ า โดยเป็นการ 
ปฏิบัติงานตามคู่มือการปฏิบัติงาน เรื่อง การเก็บตัวอย่างเลือด ส าหรับเจ้าหน้าที่กรมการปกครอง  
กรมปศุสัตว์ กรมอุทยานแห่งชาติ สัตว์ป่าและพันธุ์พืช ที่ 60/2559 ลงวันที่ 28 กันยายน พุทธศักราช 
2559 ด้วยข้อจ ากัดของปริมาณตัวอย่างเลือดที่เจาะเก็บได้จากตัวเงินตัวทองแต่ละตัวนั้น จึงได้น า
ตัวอย่างเลือดรวมกัน (pool blood sample) เพ่ือน าไปศึกษาวิจัยต่อไป  

3.3.1 กำรเก็บตัวอย่ำงเลือดจำกตัวเงินตัวทอง  

1. การจับตัวเงินตัวทอง   
1.1 ใช้เชือกบ่วงบาศก์ที่ต่อกับปลายไม้ส าหรับใช้ในจับตัวเงินตัวทอง ท าการ 

จับตัวเงินตัวทองโดยเจ้าหน้าที่ของสถานีเพาะเลี้ยงสัตว์ป่าเขาสน จังหวัดราชบุรี 
1.2 มัดปากตัวเงินตัวทองด้วยเทปเหนียวพันแผล จับขาหน้าสองขาไพล่หลัง 

มัดขาหลังสองขาไล่หลังมาทางขาหน้าแล้วมัด ซึ่งการจับแบบนี้จะท าให้ตัวเงินตัวทองไม่สามารถดิ้น  
หรือฟาดหางได ้และเป็นท่าที่เจ้าหน้าที่สามารถปฏิบัติงานได้ง่ายที่สุดและไม่ท าให้ตัวเงินตัวทองได้รับ 
บาดเจ็บ  

2. การเก็บตัวอย่างเลือดตัวเงินตัวทอง  
การเจาะเก็บตัวอย่างเลือดจากตัวเงินตัวทองจะท าการเจาะครั้งเดียวต่อตัวเงินตัวทอง

โดยก าหนดปริมาตร 20 มิลลิลิตร แบ่งใส่ในหลอดเก็บตัวอย่าง clotted blood (จุกฝาสีแดง)  
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เพ่ือแยกซีรัม และ  Ethylene diamine tetra acetic acid (EDTA)  blood 
(จุกฝาสีม่วง) ปริมาตร  10 มิลลิลิตร เพ่ือแยกพลาสมา ตามล าดับ 

ขั้นตอนการเก็บตัวอย่างเลือดตัวเงินตัวทองตามข้อก าหนดการปฏิบัติงานเก็บ
ตัวอย่างเลือด ส าหรับเจ้าหน้าที่กรมการปกครอง  กรมปศุสัตว์ กรมอุทยานแห่งชาติ สัตว์ป่า
และพันธุ์พืช ที่ 60/2559 ลงวันที่ 28 กันยายน พุทธศักราช 2559 

2.1 ใช้ส าลีชุบแอลกอฮอล์เช็ดบริเวณโคนหาง (caudal tail vein)   
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2.2 น าเข็มฉีดยาเจาะบริเวณโคนหาง (caudal vein) ดูดเลือดมา  
20 มิลลิลิตร โดยใช้เข็มฉีดยาขนาด 18 มิลลิเมตร กระบอกฉีดยาขนาด 20 มิลลิลิตร 

2.3 ถอนเข็มออกแล้วใช้ส าลีกดแผลไว้สักครู่ 
2.4 ปล่อยเลือดปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในหลอดเก็บเลือดขนาด  

15 มิลลิลิตร ที่ไม่มี 0.5 โมลาร EDTA ส าหรับเตรียมซีรัม 
2.5 ปล อยเลือดปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในหลอดเก็บเลือดขนาด  

15 มิลลิลิตรที่มี 0.5 โมลาร EDTA ซึ่งเป็นสารป้องกันการแข็งตัวของเลือด ผสมเลือดใหเขากับ
สารละลาย EDTA โดยการคว่ าหลอดไปมาเบาๆ ส าหรับเตรียมพลาสมา  

2.6 น าตัวอย่างเลือดที่ได้เก็บไว้ในน ้าแข็งทันที   

3.3.2 กำรแยกองค์ประกอบน ้ำเลือดของตัวเงินตัวทอง  

1.การเตรียมพลาสมา  
1.1 น าเลือดตัวเงินตัวทองปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่เก็บเอาไว้ในหลอดเก็บ

เลือดขนาด 15 มิลลิลิตร ที่มี 0.5 โมลาร EDTA ซึ่งเป็นสารป้องกันการแข็งตัวของเลือด มาปั่นเหวี่ยง
ที่ความเร็ว 5000 รอบต่อนาที เป็นเวลา10 นาที ภายหลังการปั่นได้เลือดที่แบ่งเป็น 2 ชั้น ชั้นของน ้า
เลือดในชั้นบนและชั้นของเม็ดเลือดในชั้นล่าง 

1.2 ใช้ micropipette ดูดแยกส่วนของน ้าเลือดในชั้นบน ตัวอย่างที่ได้ใน
ขั้นตอนนี้เรียกว่า crude plasma เก็บในหลอดเก็บน ้าเลือด  จากนั้นน าไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส จนกว่าจะใช้ในการทดลองแต่ไม่ควรเก็บนานเกินกว่า 2 อาทิตย์ 

2. การเตรียมซีรัม   
2.1 น าเลือดตัวเงินตัวทองปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่เก็บเอาไว้ในหลอดเก็บ

เลือดขนาด 15 มิลลิลิตรที่ไม่มี 0.5 โมลาร EDTA มาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที  
เป็นเวลานาน 10 นาที ภายหลังการปั่นได้เลือดท่ีแยกเป็น 2 คือ ชั้นของน ้าเลือดในชั้นบน และชั้นของ
เม็ดเลือดในชั้นล่าง 

2.2 เก็บส่วนใสที่อยู่ด้านบนสุดของโดยใช้ micropipette ดูดแยกส่วนของน ้า
เลือดในชั้นบน ตัวอย่างที่ได้ในขั้นตอนนี้เรียกว่า crude serum จากนั้นน าไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส จนกว่าจะใช้ในการทดลองแต่ไม่ควรเก็บนานเกินกว่า 2 อาทิตย์  
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3.4. กำรวัดควำมเข้มข้นของโปรตีน   

 การวัดปริมาณโปรตีนจากพลาสมาและซีรัมที่ได้ โดยประยุกต์วิธีของ Bradford โดยใช้
สารละลายส าเร็จรูปของบริษัท Bio-Rad laboratories มีข้ันตอนการวัดดังนี้ 

1.เตรียม dry reagent โดยท าการเจือจาง dry reagent concentrates ด้วยน้ ากลั่น
ปราศจากเชื้อในอัตราส่วน 1:4  
 2.เตรียม standard stock solution: โดยละลาย bovine serum albumin (BSA) ในน้ า 
กลั่นปราศจากเชื้อให้ได้ความเข้มข้นเท่ากับ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ – 20 องศา
เซลเซียส เตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐาน ให้มีความเข้มข้น 0.5, 0.4, 0.3, 0.2, และ 0.1  
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นล าดับ โดยการน า stock solution (10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) มาท าการ
เจือจางดว้ยน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ  

2.1 ใช้ micropipete ดูด standard protein ที่เตรียมไว้มา 10 ไมโครลิตรเป็น ลงใน   
96 well plates โดยให้แถวแรกของคอลัมน์เป็น standard protein   

2.2 ใช้  micropipete ดูดตัวอย่างของสารสกัดหยาบพลาสมาและซีรัม  
จากตัวเงินตัวทอง ลงใน 96 well plates 

2.3 เติม dry reagent ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงในหลุม standard protein และ 
หลุมของตัวอย่างสารสกัดหยาบพลาสมาและซีรัม ตามล าดับ 

2.4 ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 5 นาท ี
2.5 น าไปตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร ด้วยเครื่องอ่าน

ปฏิกิริยาบนไมโครเพลท  
2.6 น าค่าการดูดกลืนแสงของ standard protein ที่ได้มาสร้างกราฟความสัมพันธ์

ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน (แกน x) และค่าดูดกลืนแสง (แกน y) บันทึกค่า 
slope ของกราฟความสัมพันธ์และค่า R  

2.7 ค านวณหาความเข้มข้นของโปรตีนในตัวอย่างสารสกัดหยาบพลาสมาและซีรัม  
โดยใช้กราฟมาตรฐาน  

2.8 ความเข้มข้นของโปรตีนในสารสกัดหยาบพลาสม่าและสารสกัดหยาบซีรัม ถูกน าไป
ค านวณเพื่อท าการทดสอบความเข้มข้นต่ าสุดที่ยับยั้งเชื้อได้ ในขั้นตอนต่อไป 
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3.5. กำรทดสอบฤทธิก์ำรยับยั้งกำรเจริญของเชื้อแบคทีเรียจำกองค์ประกอบเลือด 

3.5.1 กำรทดสอบฤทธิ์กำรยับยั้งกำรเจริญของเชื้อแบคทีเรียจำกสำรสกัดหยำบพลำสมำ 
และสำรสกัดหยำบซีรัม ที่ได้จำกเลือดตัวเงินตัวทองโดยวิธี agar well diffusion 
method   

1. ท าเครื่องหมายลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ mueller -hinton agar เพ่ือระบุ
ต าแหน่งที่ต้องการเจาะรูทั้งหมด 7 ต าแหน่ง (ตามรูป14)    

2. ท าการเตรียมสารละลายเชื้อแบคทีเรีย  โดยน าโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียที่ต้องการ
ทดสอบมาเจือจางด้วยน้ าเกลือปราศจากเชื้อเข้มข้น 0.85 % 

3. เจือจางเชื้อในน้ าเกลือปราศจากเชื้อให้ได้ความขุ่น 0.5 McFarland ปริมาณเชื้อ
แขวนลอยเริ่มต้น 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ปรับความขุ่นอีกครั้งด้วย mueller hinton broth ในอัตรา 
1: 100 ให้ได้ความขุ่นของเชื้อเท่ากับ 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ซึ่งเป็นความเข้มข้นที่ก าหนดในการ
ทดสอบ ในขั้นตอนต่อป 

4. ใช้ไม้พันส าลีที่ปราศจากเชื้อ (cotton swab) ชุบแบคทีเรียที่ปรับความขุ่นแล้ว
จุ่มลงในเชื้อทดสอบและกดส าลีข้างๆ หลอดเพ่ือไม่ให้ cotton swab ชุ่มจนเกินไปท าการกระจายเชื้อ
ลงบนผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อในแนวระนาบ 3 ระนาบ    

5. ท าการเจาะหลุมวุ้นด้วย cork borer ที่มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 3 มิลลิเมตร  
จุ่มแอลกอฮอล์และเผาไฟเพ่ือฆ่าเชื้อ ทิ้งให้เย็นสักครู่ก่อนน ามาเจาะเพ่ือสร้างหลุมส าหรับทดสอบ   
บนอาหาร mueller -hinton agar โดยท าการเจาะให้ตรงกับต าแหน่งที่ก าหนดไว้ (ตามรูปที่14)  

6. เจือจางพลาสมาและซีรัมด้วยน ้าเกลือปราศจากเชื้อเข้มข้น 0.85% ในสัดส่วน
ต่างๆ ที่ระดับความเข้มข้น 100, 75, 50, 25% และ 10% ตามล าดับ 

7. ท าการดูดพลาสมาและซีรัมที่ เจือจางแล้วลงในหลุมที่ เจาะเอาไว้หลุมละ  
50 ไมโครลิตร โดยมี positive control เป็นยา gentamicin ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัม และ 
negative control เป็นน้ ากลั่น ตามล าดับ   

8. น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง วัดเส้นผ่าศูนย์กลางของ
inhibition zone ทีเ่กิดข้ึนบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อพร้อมบันทึกผล 
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รูปที่ 14 รูปแบบการเจาะรูบนอาหาร mueller -hinton agar เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของการ
ยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดหยาบพลาสมาและสารสกัดหยาบซีรัม 

ทีไ่ด้จากตัวเงินตัวทอง  
 

3.5.2 กำรหำควำมเข้มข้นต่ ำสุดที่สำมำรถยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย (minimal inhibitory 
concentration, MIC) จำกสำรสกัดหยำบพลำสมำและสำรสกัดหยำบซีรัม ที่ได้จำก
เลือดตัวเงินตัวทอง ด้วยวิธี broth microdilution (161)  

1. ท าการเตรียมสารละลายเชื้อแบคทีเรีย  โดยน าโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียที่ต้องการ   
ทดสอบมาเจือจางด้วยน้ าเกลือปราศจากเชื้อเข้มข้น 0.85% 

2. เจือจางเชื้อในน้ าเกลือปราศจากเชื้อให้ได้ความขุ่น 0.5 McFarland ปริมาณเชื้อ
แขวนลอยเริ่มต้น 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ปรับความขุ่นอีกครั้งด้วย mueller hinton broth ในอัตรา 
1: 100 ให้ได้ความขุ่นของเชื้อเท่ากับ 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ซึ่งเป็นความเข้มข้นที่ก าหนดในการ
ทดสอบ ในขั้นตอนต่อไป 

3.  เจื อจางสารสกัดหยาบพลาสมาและสารสกัดหยาบซี รั ม  ความเข้มข้น  
500 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ให้มีความเข้มข้นเจือจางเป็นล าดับ 2 เท่า โดยให้มีความเข้มข้นสุดท้าย
เท่ากับ 0.97 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ด้วยอาหาร mueller -hinton broth (รูปที่15) โดยมี 
positive control เป็นยา gentamicin ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตรและมี negative 
control เป็นน้ ากลั่น ตามล าดับ   

4. เติมเชื้อแบคทีเรีย P. aeruginosa ATCC 27853, B. cereus ATCC 11778, 
 S. aureus ATCC 25923, และ E. coli ATCC 25922 ที่ปรับความขุ่นของเชื้อให้มีปริมาณเชื้อ
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แขวนลอย 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ลงใน 96 well plate ในแต่ละหลุมของแต่ละความเข้มข้นของสาร
สกัดหยาบพลาสมาและสารสกัดหยาบซีรัมปริมาตรรวมทั้งหมด 200 ไมโครลิตร ตามล าดับ 

5. น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาสเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาน ามาวัดค่า
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร ด้วยเครื่องอ่านปฏิกิริยาบนไมโครเพลท  

6. ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบพลาสมาและสารสกัดหยาบซีรัมที่น้อยที่สุดที่
สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียได้เมื่อเทียบกับกลุ่ม control เรียกว่า  minimal 
inhibitory concrntrations (MIC) โดยในขั้นตอนนี้ท าทั้งหมด 3 ซ้ า (162)  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ 15 แสดงขั้นตอนการทดสอบหาค่าความเข้มข้นต่ าสุด (minimum inhibition concentration: 
MIC) ของสารสกัดหยาบพลาสมาและสารสกัดหยาบซีรัมที่ได้จากตัวเงินตัวทอง  

โดย microdilution broth dilution  
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3.6. กำรทดสอบฤทธิ์กำรยับยั้งกำรเจริญของเช้ือแบคทีเรียจำกสำรบริสุทธิ์ที่แยกได้จำก
สำรสกัดหยำบพลำสมำและซีรัมจำกเลือดตัวเงินตวัทอง 

3.6.1 กำรแยกบริสุทธิ์สำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพบำงส่วนจำกสำรสกัดหยำบพลำสมำ     
และสำรสกัดหยำบซีรัมจำกเลือดตัวเงินตัวทอง ด้วยเทคนิค ion exchange 
chromatography   

1. น าสารสกัดหยาบพลาสมาและสารสกัดหยาบซีรัมที่ให้ผลการทดสอบฤทธิ์การ
ยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียเบื้องต้น จากข้ันตอนการทดสอบด้วยวิธี agar well diffusion  และ 
จากการหาความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียได้  มาท าการแยกบริสุทธิ์โดยใช้คอลัมน์ 
 Q -sepharose  fast flow column ซึ่งเป็นคอลัมน์แลกเปลี่ยนประจุชนิดบวก (cation column)  
โดยมีข้ันตอนดังนี้ 

1.1. ก่อนน าสารสกัดหยาบพลาสมาและสารสกัดหยาบซีรัมมาท าการแยกให้น า
สารสกัดหยาบพลาสมาและสารสกัดหยาบซีรัมเจือจางด้วยบัฟเฟอร์ A  (25mM Tris-HCl pH 8.1) 
ในอัตราส่วน 1:3 และกรองด้วย membrane filter ขนาด 0.45 ไมครอน    

1.2. น าไปแยกด้วย HiTrap column chromatography ขนาด 1 มิลลิลิตร  
ร่วมกับคอลัมน์ชนิด  Q- sepharose fast flow column ด้วยเครื่องแยกสารชีวโมเลกุลโปรตีนให้
บริสุทธิ์ (fast  protein liquid chromatography) ที่ปรับความเที่ยงตรงแล้ว (equilibration) ด้วย
บัฟเฟอร์ A (25 mM Tris-HCl pH 8.1)   

1.3. เปิดเครื่องและเข้าสู่โปรแกรมควบคุมท าการติดตั้งระบบ reservoir buffer,  
sample loop จากนั้น purge เพ่ือไล่ฟองอากาศจาก line   

1.4. ต่อคอลัมน์และล้างเรซิ่นด้วยบัฟเฟอร์ B (25mM Tris-HCl pH 8.1+0.5 M  
NaCl) นาน 20 นาที จากนั้นท าการแช่คอลัมน์ (equilibrate column) ด้วยบัฟเฟอร์ A จนกระทั่ง  
base line คงท่ี   

1.5. ท าการฉีดสารตัวอย่างที่ต้องการทดสอบเข้าเครื่องแล้วชะด้วยน้ าเกลือ   
(NaCl) (elution buffer) ซึ่งโปรตีนต่างชนิดกันจะมีสมบัติทางเคมีและ ฟิสิกส์ต่างกัน ดังนั้นเมื่อ  
ชะด้วยตัวท าละลายที่เหมาะสมและด้วยอัตราการไหลที่เหมาะสมโปรตีนต่างชนิดกันจะถูกชะออก 
จากคอลัมน์ใน เวลาที่แตกต่างกัน 

1.6. ท าการเก็บโปรตีนแฟรกชันที่ถูกชะออกมาด้วย elution buffer และน า    
โปรตีนแฟรกชันที่ได้ไปก าจัดเกลือออกโดยใช้ spin desalting columns   

1.7.น าโปรตีนแฟรกชันที่ผ่านการก าจัดเกลือออกแล้วไปท าให้แห้งแบบเยือกแข็ง 
ด้วยวิธีการ lyophilyzation เพ่ือเพ่ิมความเข้มข้นของโปรตีนและละลายกลับด้วยน้ ากลั่นปราศจาก
เชื้อ    

1.8. วิเคราะห์หาน้ าหนักโมเลกุลและดูความบริสุทธิ์ของโปรตีนแฟรกชันที่ได้ด้วย   
sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)     
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1.9.  น าโปรตีนแฟรกชันที่ได้ไปตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร  
เพ่ือหา ความเข้มข้นของโปรตีนแฟรกชันเพ่ือใช้ในการทดลองต่อไป   

1.10. จากนั้นน า  pooled fraction ผ่านการก าจัดเกลือออกและท าให้แห้งด้วย
วิธี lyophilyzation เพ่ือท าให้สารมีความเข้มข้นและสามารถรักษาคุณสมบัติของสารได้นาน จนกว่า
จะน ามาทดสอบคุณสมบัติการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย ด้วยวิธี broth dilution method 
ในขั้นตอนต่อไป     

3.6.2 กำรตรวจสอบควำมบริสุทธิ์ของสำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพบำงส่วนที่แยกได้จำกสำร 
สกัดหยำบพลำสมำและสำรสกัดหยำบซีรัมจำกเลือดตัวเงินตัวทอง ด้วยเทคนิค sodium 
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)   

  ในการแยกโปรตีนโดยใช้กระแสไฟฟ้าหรือที่เรียกว่า  sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)  ใช้เจลพอลิอะคริลาไมด์ (polyacrylamide  
gel) ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีนโดยน าแผ่นเจลมาย้อมด้วย coomassie blue R 250 
staining ซึ่งวิธีนี้ประกอบด้วยเจล 2 ช่วง คือ เจลช่วงบนเรียก stacking gel หรือ spacer gel และ 
เจลช่วงล่างเรียกว่า resolving gel หรือ separating gel gel มีวิธีการเตรียมดังต่อไปนี้ 

1. การเตรียม separating gel   
1.1 น ากระจก (glass plate) ขนาด 8 x 10 เซนติเมตร และ notched 

alumina plates มาเช็ดท าความสะอาดจากนั้นน ากระจกและ notched alumina plates มา
ประกบกันโดยมี spacer คั่นไว้ตรงกลางจากนั้นน ามาประกอบเข้ากับ dual gel caster (รูปที่ 16) 
เรียกว่า gel sandwich 

1.2 ทดสอบการรั่วของกระจกทุกครั้งโดยการเติมน้ าให้เต็มช่องว่างระหว่าง
กระจกกับ notched alumina plate ทิ้งไว้ประมาณ 10 นาที ถ้ามีการรั่วน้ าในกระจกจะลดระดับลง
มา   

1.3 ผสมสารเคมีตามเปอร์เซ็นต์เจลที่ต้องการใช้ (ตารางที่ 1) ซึ่งในการวิจัย
ครั้งนี้จะใช้ separating gel ที่มีความเข้มข้น 16.5% 

1.4 ค่อยๆ เติมสารละลายที่ได้จากข้อ 1.3 ลงใน gel sandwich โดยใช้ 
pipette ค่อยๆ เติม สารละลายลงอย่างช้าๆ เพ่ือลดโอกาสในการเกิดฟองอากาศ เมื่อเติมสารละลาย 
ได้ประมาณ 3/4 ส่วนของกระจก ให้เททับ (overlay) ผิวหน้าเจลด้วยน้ ากลั่น (distilled water) 
จากนั้นรอจนกระทั่งเจลแข็งตัว (polymerization) ประมาณ 30-45 นาที เมื่อเจลแข็งตัวให้เทน้ า
ออกและซับให้แห้ง ซ่ึงการเททับผิวหน้าด้วยน้ าจะท าให้ผิวหน้าเจลเรียบไม่มีฟองอากาศ  

 
2. การเตรียม stacking gel    

2.1 ผสมสารส าหรับเตรียมท า stacking gel (ตารางที่ 2) ให้เข้ากันเขย่าเบาๆ 
เพ่ือไม่ให ้เกิดฟองอากาศ ซ่ึง stacking gel ที่ใช้ในการวิจัยมีความเข้มข้น 4% 
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2.2 เทน้ าออกจาก gel sandwich พร้อมซับน้ าให้แห้งจากนั้นน า comb มา
ใส่ระหว่างช่องว่างของกระจกและ notched alumina plate จากนั้นค่อยๆ โหลด stacking gel ที่
ผสมเรียบร้อยแล้วลงไปให้ท่วมกระจกและรอจน stacking gel เซ็ตตัว ประมาณ 20 นาท ี 

2.3 ขณะโหลด stacking gel ควรสังเกตฟองอากาศบริเวณ comb ต้องไล่
ฟองอากาศออกให้หมด เพราะจะท าให้ผิวหน้าเจลไม่เรียบ 

2.4 น า gel sandwich ไปประกอบกับ chamber และหนีบด้วย spring 
clamp (รูปที่16) 

2.5 เมื่อประกบ gel sandwich กับ gasket เรียบร้อยแล้วเท running 
buffer ให้ท่วมเจล และเติมในถาด chamber จากนั้นค่อยๆ ดึง comb ออกจาก stacking gel 

3. การเตรียมตัวอย่างโปรตีนส าหรับทดสอบ  
3.1 การเตรียมตัวอย่างส าหรับท า SDS-PAGE โดยใช้พลาสมาและซีรัมที่ผ่าน

การแยกบริสุทธิ์ด้วยเทคนิค ion exchange chromatography น าทุกแฟรกชันที่แยกได้ (จาก
พลาสมา 28 แฟรกชันและจากซีรัมได้ 25 แฟรกชัน) มาตรวจสอบความบริสุมธิ์เบื้องต้น 

3.2 น าแฟรกชันโปนตีนที่ได้จากการแยกบริสุทธิ์ของพลาสมาและซีรัม มา
ตัวอย่างละ 10 ไมโครลิตรมาผสมกับ sample buffer 10 ไมโครลิตรจากนั้นน าไปต้มเดือดเป็นเวลา 
5 นาทีและท าให้เย็นทันทด้ีวยการแช่ในน้ าแข็งแล้วน าไปโหลดลงเจลที่เตรียมไว้  

3.3 ท าการ run electrophoresis โดยใช้กระแสไฟฟ้าคงที่ 25 mA นาน
ประมาณ 1 ชั่วโมง  

3.4 น าแผ่นเจลที่ได้ใส่ลงในกล่องพลาสติก จากนั้นเทสีย้อม coomassie 
blue R 250 staining ให้ท่วมเจลทิ้งไว้ข้ามคืน 

3.5 เมื่อครบเวลาให้เทสีย้อมออกพร้อมกับล้างน้ าสีส่วนเกินออก จากนั้นเท 
destaining solution ลงไปแช่ให้ท่วมเจลท าซ้ าๆ จนเห็นแบนด์โปรตีนติดสีขึ้นมาและพ้ืนหลัง
พยายามให้ติดสีย้อมน้อยที่สุด  

3.6 ท าการอ่านผลการทดสอบโดยเปรียบเทียบจาก โปรตีนมาตรฐาน 
(protein marker/protein ladder) คือการน าเอาโปรตีนบริสุทธิ์ที่ทราบน้ าหนักโมเลกุลที่แน่นอนมา 
เพ่ือใช้ในการบอกน้ าหนักโมเลกุลและติดตามการเคลื่อนที่ของโปรตีนที่สนใจเบื้องต้นจะท าให้ทราบค่า
น้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนที่เราไดจ้ากการแยกบริสุทธิ์ 
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รูปที่ 16 การแยกโปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE ประกอบด้วย stacking gel และ resolving gel (163) 
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ตารางที่ 1 สารเคมีที่ใช้ในการเตรียม sodium dodecyl sulfate- polyacrylamide gel 
 

สารเคมีที่ใช้ ปริมาตร 
acrylamide stock (30% acrylamide, 0.8% bis-acrylamide) 2.50 มิลลิลิตร 
1.5 M Tris-HCl pH 8.8             1.50 มิลลิลิตร 
10% SDS 60.0 ไมโครลิตร 
distilled water 1.90 มิลลิลิตร 
10% ammonium persulfate       30.0 ไมโครลิตร 
TEMED 2.0 ไมโครลิตร 

  

 

ตารางที่ 2 สารเคมีที่ใช้ในการเตรียม stacking gel 
 

สารเคมีที่ใช้ ปริมาตร 
acrylamide stock (30% acrylamide, 0.8% bis-acrylamide)  335.0 ไมโครลิตร 
 1.5 M Tris-HCl pH 8.8             625.0 ไมโครลิตร 
  10% SDS 25.0 ไมโครลิตร 
  distilled water 1.50 มิลลิลิตร 
 10% ammonium persulfate       12.50 ไมโครลิตร 
 TEMED 1.30 ไมโครลิตร 
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3.6.3 กำรศึกษำควำมเข้มข้นต่ ำสุดของสำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพที่แยกได้จำกสำรสกัด
หยำบพลำสมำและซีรัมจำกเลือดตัวเงินตัวทองที่สำมำรถยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย (minimal  
inhibitory concentrations, MIC)   

   โดยใช้ความเข้มข้นของโปรตีนแฟรกชันในรูปแบบ pooled fraction และ           
มี positive control คือ gentamycin ความเข้มข้น10 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ส่วน 
negative control ที่ใช้ คือน้ ากลั่นปลอดเชื้อ มีข้ันตอนดังนี้  

1. ท าการเตรียมสารละลายเชื้อแบคทีเรียโดยน าโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียที่ต้องการ   
ทดสอบมาเจือจางด้วยน้ าเกลือปราศจากเชื้อเข้มข้น 0.85%  

2. เจือจางเชื้อในน้ าเกลือปราศจากเชื้อให้ได้ความขุ่น 0.5 McFarland ปริมาณเชื้อ  
แขวนลอยเริ่มต้น 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ปรับความขุ่นอีกครั้งด้วย mueller -hinton broth ในอัตรา   
1: 100 ให้ได้ความขุ่นของเชื้อเท่ากับ 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ซึ่งเป็นความเข้มข้นที่เหมาะสมในการ  
ทดสอบ ในขั้นตอนต่อป 

3. ละลายโปรตีนแฟรกชัน (pooled fraction) คือ P1, P2, P3, P4, P5, S1, S2, 
S3, S4,  และ S5 ที่ผ่านการท าให้แห้งด้วยวิธี lyophilyzation ด้วยน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ ท าการ 
เจือจางโปรตีนแฟรกชันให้มีความเข้มข้นเจือจางเป็นล าดับ 2 เท่า โดยให้มีความเข้มข้นตามก าหนด 
P1 (1,372 – 2.67 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร), P2 (2,034-7.94 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร), P3 (990-
3.86 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร), P4 (139-0.54 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร), P5 (62.0-0.24 ไมโครกรัม
ต่อไมโครลิตร),S1 (1,946-7.60 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร), S2 (2,318-9.05 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร), 
S3 (1,072-4.18 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร), S4 (84.00-0.32 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร) และ  
S5 (63.00-0.24 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร) ด้วยอาหาร mueller -hinton broth  (ตารางท่ี 15)  

4. เติมสารละลายแบคทีเรีย 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตรลงใน    
96 well microtiter plates ให้ครบทุกหลุม โดยมี gentamicin เป็น positive control และมีน้ า
กลั่นเป็น negative control ในสองคอลัมน์สุดท้าย ตามล าดับ 

5. น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาสเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และน ามาอ่านค่า 
ด้วยเครื่องอ่านปฏิกิริยาบนไมโครเพลท ที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร   เพ่ือหาความเข้มข้นของ
โปรตีนแฟรกชันที่น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียได้ minimal inhibitory 
concentrations (MIC)  

6. เลือกโปรตีนแฟรกชันที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียไปทดสอบในขั้นต่อไป 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

56 
 

 
 

3.7 กำรวิเครำะห์ล ำดับกรดอะมิโนบำงส่วนของโปรตีนด้วย LC-MS/MS    

 การตรวจวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนบางส่วนของโปรตีน (protein identification) ที่เป็น
องค์ประกอบจากเลือดของตัวเงินตัวทองด้วยเครื่อง LC-MS/MS-QTOF  (Bruker)  ณ หน่วยบริการ 
เครื่องมือกลาง มหาวิทยาลัยมหิดล วิทยาเขตศาลายา หลักการท างานของเครื่องเป็นการแยกโปรตีน
ที่อยู่ในสภาวะของเหลวด้วยวิธี liquid chromatography และท าการวิเคราะห์โปรตีนด้วยเทคนิค 
mass spectrometry ซึ่งเป็นเทคนิคการวิเคราะห์สารชนิดหนึ่งโดยอาศัยหลักเกี่ยวกับการตรวจวัด
เชิงมวลของสารในรูปของไอออน  โดยสารตัวอย่างจะเข้าสู่ส่วนผลิตไอออน ( ion source) ของเครื่อง 
mass spectrometer เมื่อโมเลกุลของสารได้รับพลังงานจะท าให้เกิด ionization กลายเป็นไอออน  
จากนั้นไอออนต่างๆ จะถูกส่งผ่านเข้าสู่ส่วนวิเคราะห์มวล (mass analyzer) ซึ่งท าการแยกไอออน 
ทั้งหมดท่ีได้จากการแตกตัวออกจากกันตามค่ามวลต่อประจุ (mass-to-charge ratio หรือ m/z) ของ
ไอออนแต่ละชนิด จากนั้นไอออนซึ่งผ่านการแยกมวลแล้ว จะถูกส่งผ่านเข้าไปสู่ส่วนตรวจวัด  
(detector) ซึ่งส่วนนี้จะท าหน้าที่ตรวจวัดปริมาณของไอออนแต่ละชนิดที่ผ่านเข้ามาท าการ
ประมวลผลและแสดงข้อมูลออกมาในรูปของ mass spectrum ซึ่งเป็นกราฟที่แสดงปริมาณของ 
ไอออนเหล่านี้ต่อค่ามวลต่อประจุของไอออนแต่ละชนิดนั้นๆ  โดยมีการตั้งค่าการท างานและสภาวะ           
ทีใช้ในการวิเคราะห์โปรตีนแฟรกชันที่ได้จากตัวเงินตัวทองดังนี้ 

3.7.1 กำรย่อยโปรตีนแฟรกชันด้วยเอนไซม์ทริปซิน 

1. เลือกโปรตีนแฟรกชันที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียจากขั้นตอนการทดสอบหาค่า
ความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ ด้วยวิธี broth dilution tech ที่ต้องวิเคราะห์
ด้วยเครื่องแมสสเปคโทมิเตอร์ ชนิด LC-MS/MS 

2. ท าการย่อยโปรตีนสายยาวให้เป็นเพปไทด์สายสั้นลง  โดยใช้เอนไซม์ทริปซิน เอนไซม์
ชนิดนี้จะจดจ าต าแหน่งและท าการตัดกรดอะมิโนหลังต าแหน่ง argenine และ lucien ท าให้ได้เพป
ไทด์ที่มีขนาดประมาณสายละ 10 กรดอะมิโน ซึ่งเหมาะสมต่อการวิเคราะห์ด้วยเครื่องแมสสเปคโท
มิเตอร์ชนิด LC-MS/MS 

3. ย่อยตัวอย่างเปปไทดด์้วย 6 N HCl ที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง 
4.  น า hydrolysate ไปท าให้แห้งแล้วละลายกลับด้วย 0.02 N HCl 100 ไมโครลิตร 
5. วิเคราะห์องคป์ระกอบของกรดอะมิโนโดยใช้ เครื่อง L-8500 amino acid analyzer 

(Hitachi, Japan) 
6.หาล าดับกรดอะมิโนโดยเครื่อง Automated ProciseTM 492 protein sequencer 

(Applied Biosystems, Japan) 
7. มวลโมเลกุลของเปปไทด์ด้วยเครื่อง LC-MS/MS Q-TOF  
8. ส าหรับ de-novo sequencing วิเคราะห์โดย ESI-Q-TOF 
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3.7.2 กำรตรวจวิเครำะห์ล ำดับกรดอะมิโนบำงส่วนของโปรตีน ( protein 
identification) ที่เป็นองค์ประกอบจำกเลือดของตัวเงินตัวทองด้วยเครื่อง LC-MS/MS-
QTOF   

1. เลือกโปรตีนแฟรกชันที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียจากขั้นตอนการทดสอบหาค่า
ความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ ด้วยวิธี broth dilution technique ที่ผ่าน
กระบวนการย่อยด้วยทริปซิน (tryptic peptide) มาฉีดผ่านคอลัมน์ขนาด 75 µm ID x 150 mm 
C18 PepMap column (LC Packings, Amsterdam, The Netherlands) เพ่ือก าจัดเกลือใน
โปรตีนแฟรกชัน  

2. ฉีดตัวอย่างโปรตีนแฟรคชั่นปริมาตร 6 ไมโครลิตร เข้าสู่ LC-MS/MS ซึ่งเครื่อง จะท า
ให้เปปไทด์แตกตัวในลักษณะต่าง ๆ กันและบันทึกผลของเปปไทด์นั้นๆ ซึ่งผลที่ได้แสดงผลออกมาเป็น  
โครมาโทแกรม (chromatogram)  

3.  น าผลโครมาโทแกรม (Chromatogram) ที่ ได้มาเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล 
ชีวสารสนเทศ เช่น GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ก็จะสามารถระบุชนิดของโปรตีน
ได้ โดยจะใช้ใช้ Mascot ของ Matrix Science (http://www.matrixscience.com) เทียบกับ
ฐานข้อมูลโปรตีนของ SWISS-PROT annotated protein sequence database และฐานข้อมูล
จีโนมของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) เพ่ือระบุชนิดของโปรตีน
และน าผลชนิดของโปรตีนที่ได้มาท าการวิเคราะห์หาโปรตีนที่น่าสนใจส าหรับน ามาพัฒนาเป็นสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพหรือเปปไทด์ต้านจุลชีพได้  

3.7.3 กำรระบุชนิดของโปรตีนด้วยโปรแกรม Mascot  

  การระบุชนิดของโปรตีนนั้นท าได้โดยน าเปปไทด์ซึ่งถูกย่อยด้วยเอนไซม์ทริปซินที่  
ได้จากขั้นตอนข้างต้นมาวิเคราะห์ต่อด้วยเทคนิค liquid chromatography-mass spectrometry  
(LC-MS/MS) ที่ประกอบด้วยส่วนของ liquid chromatography และส่วนของ electrospray  
ionization (ESI)/ ion trap mass spectrometer ซึ่งผลที่ได้จะเป็น chromatogram และน าผลที่
ได้นี้ไป วิเคราะห์ต่อเพ่ือระบุชนิดของโปรตีนโดยการสืบค้นในฐานข้อมูลชีวสารสนเทศ ในการศึกษา
วิจัยครั้งนี้เราใช้ Mascot (www. matrixscience.com) โดยตั้งค่าพารามิเตอร์ (parameters) ค่า 
peptide  tolerant คือ ± 1.2 Da ค่า MS/MS tolerant คือ ± 0.6 Da เลือกเทียบกับฐานข้อมูล
โปรตีนของ  SWISSPROT หรือฐานข้อมูลจีโนมของ NCBI ดังแสดงในภาพที่แสดงในรูปที ่ 
17 (164) พร้อมระบุหน้าที่ของโปรตีนที่ระบุชนิดได้โดยโปรตีนแต่ละชนิดถูกน ามาจัดกลุ่มตามหน้าที่  
NCBI  ตามล าดับ   
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 3.7.4 กำรวิเครำะห์ข้อมูลเพื่อหำ potential protein antimicrobial peptide ด้วย    
โปรแกรม antimicrobial peptide calculator and predictor  

  เป็นการน าเอาโปรตีนที่ระบุชนิดได้มาวิเคราะห์หาโปรตีนที่มีแนวโน้มความน่าจะ  
เป็น antimicrobial peptide  โดยน าเอาล าดับกรดอะมิโน (peptide sequence) จากโปรตีนที่ผ่าน
การระบุชนิดแล้วไปจ าลองทางคอมพิวเตอร์เพ่ือการท านายและวิเคราะห์สายเปบไทด์ด้วยการสืบค้น 
จากฐานข้อมูลของ peptide prediction servers ในการศึกษาวิจัยครั้งนี้ได้ใช้โปรแกรม 
antimicrobial  peptide calculator and predictor (APD, http://aps.unmc.edu/AP/main.php) 
เพ่ือศึกษาความเป็นไปได้ของโปรตีนหรือเปปไทด์ในการเป็น antimicrobial peptide ซึ่ง APD 
server เป็นแหล่งรวบรวม ข้อมูลของเปปไทด์ต้านจุลชีพทั้งในส่วนของโครงสร้างและหน้าที่ ที่ได้มีการ
ค้นพบจากสิ่งมีชีวิต ทุกชนิด เช่น แบคทีเรีย พืช สัตว์ และมนุษย์  (165)  และท านายโครงสร้างทุติย
ภูมิของชนิดโปรตีนที่พบด้วยโปรแกรม PEPFOLD server (http://bioserv.rpbs.univ-paris-
diderot.fr/services/ PEP-FOLD/) ส าหรับขั้นตอนการท านายและวิเคราะห์สายเปบไทด์ด้วยการใช้
โปรแกรม Antimicrobial  Peptide Calculator and Predictor (รูปที1่8) มีข้ันตอนดังนี ้  

1. เปิดหน้าโปรแกรม (APD, http://aps.unmc.edu/AP/main.php)   
2. กดเลือกหัวข้อ calculation and prediction    
3. ใส่ล าดับกรดอะมิโน (peptide sequence) ที่ต้องการตรวจวิเคราะห์แล้วกดปุ่ม 

submit    
4. จากนั้นเข้าสู่ ระบบการท านายและวิ เคราะห์สายเปบไทด์ ของโปรแกรม 

antimicrobial peptide calculator and predictor ซึ่งในโปรแกรมจะแสดงรายละเอียด จ านวน
ของกรด อะมิโนที่เป็น hydrophobic และบอกความน่าจะเป็นของ peptide sequence ที่ถูกใส่เข้า
ไป ในระบบว่ามีแนวโน้มความน่าจะเป็น antimicrobial peptide หรือไม ่  

5. กดปุ่ม do alignment ในกรณีที่โปรแกรมท านายว่ามีความน่าจะเป็น 
antimicrobial peptide เพ่ือค้นหาเปปไทด์ที่คล้ายกันมากที่สุดในฐานข้อมูล ซึ่งในโปรแกรมจะให้
เปปไทด์ที่ใกล้เคียงกันมากที่สุดมาให้ 5 อันดับแรกโดยเรียงตามล าดับเปอร์เซ็นต์ที่มีความเหมือนมาก
ที่สุดจากมากไปน้อยซึ่งเราสามารถกดเข้าไปดูรายละเอียดของเปปไทด์แต่ละชนิดได้ (รูปที1่9) 

 
3.7.5 กำรท ำนำยโครงสร้ำงทุติยภูมิของชนิดโปรตีนที่พบด้วยโปรแกรม PEPFOLD 

การท านายโครงสร้างในระดับทุติยภูมิเป็นการท านายลักษณะของโครงสร้างว่า
บริเวณใดที่มีลักษณะโครงสร้างเป็น helix, strand, coil หรือ turn โดยอาศัยการจดจ าการเรียงตัว
ของกรดอะมิโนต่างๆ ใน protein sequence นั้นๆ มีข้ันตอนดังนี้  (รูปที่20)  

1. เข้าเว็บไซต์ PEPFOLD server (http://bioserv.rpbs.univ-paris-
diderot.fr/services/ PEP-FOLD/)  

2. ป้อนข้อมูลลงในช่องค้นหา “peptide sequence” จากนั้นกด run 
3. เลือกโครงสร้างสามมิติ 

http://aps.unmc.edu/AP/main.php
http://aps.unmc.edu/AP/main.php
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4. คลิก download files 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 17 การก าหนดค่า  search parameter 
 ในโปรแกรม Mascot www.matrixscience.com (166) 

 

 

 

 

 

http://www.matrixscience.com/
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รูปที่ 18 หน้าต่างเว็บไซต์ของฐานข้อมูลเปปไทด์ต้านจุลชีพ (167) 
 

 

 

 

กดเลอืก calculation and prediction 

ใส่ล าดับกรดอะมโิน (peptide sequence) 

กดปุ่ม  submit 

จ านวนของกรดอะมิโนทีเ่ป็น hydrophobic 

แสดงความน่าจะเป็น antimicrobia peptide 

กดปุ่ม do alignment 
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รูปที่ 19 ตัวอย่างผลการท านายและรายละเอียดของตัวอย่างเปปไทด์ต้านจุลชีพ (168) 
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รูปที่ 20 ตัวอย่างผลการท านายและรายละเอียดของตัวอย่างเปปไทด์ต้านจุลชีพ (168) 
 

1.ป้อน peptide 
sequence 

2.กด Run 

3.เลือกโครงสร้างสามมิต ิ

4.คลิก Download Files 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

บทที่ 4     

ผลกำรทดลอง    

4.1 ผลกำรทดสอบฤทธิ์กำรยับยั้งกำรเจริญของเชื้อแบคทีเรียของสำรสกัดหยำบ    
พลำสมำและสำรสกัดหยำบซีรัมที่แยกได้จำกเลือด     

4.1.1 กำรทดสอบฤทธิ์กำรยับยั้งกำรเจริญของเชื้อแบคทีเรียของสำรสกัดหยำบพลำสมำ     
และสำรสกัดหยำบซีรัที่ได้จำกเลือดตัวเงินตัวทองโดยวิธี agar well diffusion     
method     

 จากการศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียโดยท าการทดสอบกับเชื้อ     
แบคทีเรีย ทั้ง 4 ชนิด คือ P. aeruginosa ATCC 27853, B. cereus ATCC 11778,  S. aureus    
ATCC 25923, และ E. coli ATCC 25922 ด้วยวิธี agar well diffusion method  ผลจากการ  
ทดลองพบว่า  สารสกัดหยาบพลาสมาและสารสกัดหยาบซีรัม (รูปที่ 21) สารสกัดหยาบพลาสมามี 
ฤทธิ์ในการยับยั้งกว้างกว่าสารสกัดหยาบซีรัมโดยสามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียได้ทั้งในกลุ่มแกรมบวก   
และแกรมลบซึ่งให้ผลการยับยั้งการเจริญของเชื้อ  B. cereus ATCC 11778 และ S. aureus ATCC  
25923  ได้ดีและมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของวงใสยับยั้งเชื้อในแต่ละความเข้มข้น ตามที่แสดงใน
ตารางที่ 3 ส่วนสารสกัดหยาบซีรัมที่ความเข้มข้นต่างๆ สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ  
P. aeruginosa  ATCC 27853 ได้เท่านั้น (รูปที่ 22)  และมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของวงใสยับยั้ง
เชื้อตามที่แสดงในตารางที่ 4  จาการทดสอบพบว่า ที่ความเข้มข้น 100%, 75%, 50%, และ25% 
ของสารสกัดหยาบจากพลาสมาสามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียที่ใช้ทดสอบได้ทั้ง 4 ชนิด ซึ่งสามารถ
ยับยั้งได้ดีในเชื้อ  B. cereus ATCC  11778  และเชื้อ S. aureus ATCC 25923  โดยมีขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลางของวงใสยับยั้งเชื้อ  (inhibition  zone) แสดงผลดังตารางที่ 3 ตามล าดับ ส่วนสาร
สกัดหยาบซีรัมสามารถยับยั้งได้เฉพาะเชื้อ P. aeruginosa ATCC 27853 ได้ที่ความเข้มข้น 100% 
เท่านั้นและมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของวงใสยับยั้งเชื้อตามที่แสดงในตารางที่ 4 พบว่าทั้งพลาสมา
และซีรัมมีผลต่อการเจริญของเชื้อทดสอบโดยมีฤทธิ์ที่แตกต่างกัน ซึ่งผลจากการประเมินเบื้องต้นนี้ท า
ให้มีการทดสอบหาความเข้มข้นต่ าสุดที่ยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียได้ (MIC) เพ่ือทราบถึง
ประสิทธิภาพของซีรัมและพลาสมาต่อการออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย  
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ตารางที่ 3 ผลการทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียด้วยสารสกัดหยาบ 
พลาสมาท่ีได้จากเลือดตัวเงินตัวทอง โดยวิธี agar well diffusion method 

 

   จุลินทรยี์ทดสอบ 

ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของวงใสยับยั้งเชื้อ (mm) 
สารสกัดหยาบพลาสมาความเข้มขน้ 

100 % 75% 50% 25% 10% 5% 
genta
micin 

น้ า
กลั่น 

P. aeruginosa ATCC 27853 10 0.5 nz nz nz nz 15 nz 

B. cereus ATCC 11778  20 18 16 13 10 nz   16 nz 

S. aureus ATCC 25923 17 11 10 nz nz nz 16 nz 

E. coli ATCC 25922 12 0.8 nz nz nz nz 18 nz 

 
nz = ไมพ่บวงใสยับยั้งเชื้อ  
 

ตารางที่ 4 ผลการทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียด้วยสารสกัดหยาบซีรัม  
ที่ได้จากเลือดตัวเงินตัวทองโดยวิธี agar well diffusion method 

 

   จุลินทรยี์ทดสอบ 

ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของวงใสยับยั้งเชื้อ (mm) 
สารสกัดหยาบซีรมัความเขม้ข้น 

100 % 75% 50% 25% 10% 5% 
genta
micin 

น้ า
กลั่น 

P. aeruginosa ATCC 27853 11 0.5 nz nz nz nz   17 nz 

B. cereus ATCC 11778  nz nz nz nz nz nz 16 nz 

S. aureus ATCC 25923 nz nz nz nz nz nz 18 nz 

E. coli ATCC 25922 nz Nz nz nz nz nz 17 nz 

 

nz = ไมพ่บวงใสยับยั้งเชื้อ  
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100% 

75% 

50% 

25% 

10% 

H2O 

Gentamicin 

100% 

75% 

50% 

25% 

10% 

H20 

Gentamicin 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

               S. aureus ATCC 25923                             E. coli ATCC 25922 

 
รูปที่ 21 ตัวอย่างการเกิดวงใสยับยั้งของสารสกัดหยาบพลาสมาที่ความเข้มข้น 100%, 75%, 50%, 

25%, 10% และ 5% (ปริมาตรต่อปริมาตร) ที่ได้จากเลือดตัวเงินตัวทอง แสดงฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ    
S. aureus ATCC 25923 และเชื้อ E. coli ATCC 25922 ด้วยวิธี agar well diffusion  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
               S. aureus ATCC 25923                                      E. coli ATCC 25922 
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รูปที่ 22 ตัวอย่างการเกิดวงใสยับยั้งของสารสกัดหยาบซีรัมทีค่วามเข้มข้น 100%, 75%, 50%, 25%, 

10% และ 5% (ปริมาตรต่อปริมาตร) ที่ได้จากเลือดตัวเงินตัวทอง แสดงฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ    
S. aureus ATCC 25923 และเชื้อ E. coli ATCC 25922 ด้วยวิธี agar well diffusion 

 

4.1.2. ควำมเข้มข้นต่ ำสุดที่สำมำรถยับยั้งกำรเจริญของเชื้อแบคทีเรียจำกสำรสกัดหยำบ
พลำสมำและสำรสกัดหยำบซีรัมทีแ่ยกได้จำกเลือดตัวเงินตัวทอง         

 การทดสอบหาค่าความเข้มข้นต่ า สุดที่สามารถยับยั้ งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย      
(minimum inhibition concentration) โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบเจือ
จาง 2 เท่า (MIC) จากสารสกัดหยาบพลาสมาและสารสกัดหยาบซีรัมที่แยกได้จากตัวเงินตัวทอง ต่อ
เชื้อ  แบคทีเรียทั้ง 4 ชนิด คือ P. aeruginosa ATCC 27853, B. cereus ATCC 11778, S. aureus  
ATCC 25923  และ  E. coli ATCC 25922  โดยใช้ gentamicin เป็นชุดควบคุมเชิงบวก  (positive  
control) และใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมเชิงลบ (negative control) ผลจากการทดสอบ 
พบว่า  สารสกัดหยาบพลาสมาให้ผลการทดสอบกับเชื้อ P. aeruginosa ATCC 27853, B. cereus  
ATCC 11778 และ S. aureus  ATCC 25923 (รูปที่ 23) ได้ดีที่สุดโดยมีค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่ 
สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย (MIC) เท่ากับ 125 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร รองลงมาคือเชื้อ E. coli 
ATCC 25922 มีค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย (MIC) เท่ากับ 250 ไมโครกรัมต่อ 
ไมโครลิตร (ตารางที่ 5) ในขณะที่สารสกัดหยาบจากซีรัมให้ผลการทดสอบกับเชื้อ P.  aeruginosa 
ATCC 27853 และ เชื้อ E. coli ATCC 25922   ได้ดีที่สุด (รูปที่ 24) โดยมีค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่ 
สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย (MIC) เท่ากับ 250 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร รองลงมาคือ 
เชื้อ B. cereus ATCC 11778  และ เชื้อ S. aureus ATCC 25923 มีค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่ 
สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย (MIC) เท่ากับ 500 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ตามล าดับ (ตารางที่ 5)   
ผลจากการทดสอบแสดงให้เห็นว่าสารสกัดหยาบจากพลาสมามีความสามารถในการยับยั้งเชื้อ
แบคทีเรียได้ดีกว่าสารสกัดหยาบจากซีรัมเมื่อเปรียบเทียบจากค่าความเข้มข้นต่ าสุดของสารสกัดหยาบ
ทั้งสอง ทั้งนีไ้ด้ท าการทดสอบต่อโดยการแยกแฟรกชันเพ่ือค้นหาองค์ประกอบย่อยในตัวอย่างพลาสมา
และซีรัมที่แสดงถึงความสามารถในการออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ เนื่องจากผลที่ต่างกันนี้อาจเกิดจากความ
หลากหลายของโปรตีนหรือเปบไทด์ที่เป็นองค์ประกอบ ดังนั้นแฟรกชันที่แยกได้จะน ามาทดสอบ
คุณสมบัติการยับยั้งในแต่ละแฟรกชันเพ่ือค้นหาโปรตีนหรือเปปไทด์ที่มีฤทธ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรียต่อไป 
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ตารางที่ 5 แสดงความเข้มข้นต่ าสุด (MIC) ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียของสารสกัด
หยาบพลาสมาและสารสกัดหยาบซีรัมทีแ่ยกได้จากองค์ประกอบของเลือดจากตัวเงินตัวทอง 
 

 

 
 

 

 

 

หมายเหตุ > หมายถึง ความเข้มข้นของโปรตีน (µg/µl) ซึ่งเป็นความเข้มข้นสุดท้ายของช่วง
ความเข้มข้นที่ทดสอบมีความขุ่นน้อยกว่าชุดควบคุม 

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

จุลินทรีย์ทดสอบ 
MIC (ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร) 
พลาสมา  ซีรัม 

P. aeruginosa ATCC 39327 125 250 
B. cereus ATCC 11778 125 >500 
S. aureus ATCC 25923 125 >500 
E. coli ATCC 25922 250 250 
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S.aureus ATCC 25923 

E. coli ATCC 25922 

 

 

   

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 23 ตัวอย่างผลความเข้มข้นต่ าสุดของสารสกัดหยาบพลาสมาในการยับยั้งการเจริญต่อ 

เชื้อ S. aureus ATCC 25923 และเชื้อ  E. coli ATCC 25922 
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

รูปที่ 24 ตัวอย่างผลความเข้มข้นต่ าสุดของสารสกัดหยาบซีรัมในการยับยั้งการเจริญต่อเชื้อ 
S. aureus ATCC 25923 และเชื้อ  E. coli ATCC 25922 

E. coli ATCC 25922 

S.aureus ATCC 25923 
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4.2 ผลกำรทดสอบฤทธิ์กำรยับยั้งเชื้อแบคทีเรียของสำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพบำงส่วน   
จำกสำรสกัดหยำบพลำสมำและสำรสกัดหยำบซีรัมที่แยกได้จำกเลือดตัวเงินตัวทอง       

4.2.1 กำรแยกบริสุทธิ์สำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพบำงส่วนจำกสำรสกัดหยำบพลำสมำ   
 และสำรสกัดหยำบซีรัมที่แยกได้จำกเลือดตัวเงินตัวทองด้วยเทคนิค ion exchange   
chromatography        

 การแยกบริสุทธิ์ ส ารออกฤทธิ์ ทางชี วภาพบางส่ วนจากสารสกัดหยาบพลาสมา       
และสารสกัดหยาบซีรัมของตัวเงินตัวทองโดยใช้เครื่อง fast protein liquid chromatography 
(FPLC) โดยเทคนิค ion exchange chromatography  พบว่า ทั้งสารสกัดหยาบพลาสมาและสาร
สกัดหยาบซีรัมเกิดการแยกของโปรตีนเป็นได้พีคโปรตีนทั้งหมด 5 พีค เท่ากัน ดังที่แสดงรายละเอียด
ตามรูปที่  (25-26)  ซึ่ง elution profile จะถูกตรวจติดตามแฟรกชันของโปรตีนและวัดความเข้มข้น
ของโปรตีนผ่านเครื่อง AKTA purifier UPC100 ที่ ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร การแยกด้วย
เทคนิค ion exchange  chromatography ใช้ คอลัมน์ Q -sepharose ซ่ึงเป็นคอลัมน์แบบ
แลกเปลี่ยนประจุ ดังนั้นการแยกด้วยวิธีนี้เป็นการ  คัดเลือกเอาเฉพาะโปรตีนที่มีประจุบวก (cationic  
proteins) โดยใช้ Tris - HCl 25 mM เป็น  mobile phase และใช้ความเข้มข้นของ NaCl ที่ pH 
8.1 (0.1, 0.2, 0.3,0.4 และ0.5 M ) เป็น  elution buffer ในการการชะเอาโปรตีนออกมา พบว่า
สามารถท าการเก็บโปรตีนแฟรกชัน ได้ทั้งหมด 28 แฟรกชันจากพีคของโปรตีนทั้ง 5 พีค จากการแยก
สารสกัดหยาบพลาสมา คือ  P1  ประกอบไปด้วยโปรตีนแฟรกชันที่ 1- 7, P2 ประกอบไปด้วย
โปรตีนแฟรกชัน 8-14, P3 ประกอบไป ด้วยโปรตีนแฟรกชัน ที่ 15-21, P4 ประกอบไปด้วย
โปรตีนแฟรกชันที่ 22-25 และ P5 ประกอบไป ด้วยโปรตีนแฟรกชัน ที่ 26-28 ตามล าดับ ซึ่งพบว่า
ความเข้มข้นของโปรตีนสูงสุดอยู่ที่ 48.25 mAU ซึ่งปรากฏใน fraction 4 ดังแสดงในภาพที่ 25  ส่วน
สารสกัดหยาบซีรัมสามารถท าการเก็บ  โปรตีนแฟรกชันได้ทั้งหมด 25  fraction จากพีคของโปรตีน
ทั้งหมด  5 พีค คือ  S1 ประกอบไปด้วย โปรตีนแฟรกชันที่ 1-6, S2 ประกอบไปด้วยโปรตีนแฟรกชัน 
ที ่7-12, S3 ประกอบไปด้วยโปรตีนแฟรกชันที่ 13 – 18, S4 ประกอบไปด้วยโปรตีนแฟรกชันที่ 19 -
22   และ S5 ประกอบไปด้วย โปรตีนแฟรกชันที่ 23-25 ตามล าดับ ซึ่งพบว่าโปรตีนมีความเข้มข้น
สูงสุดอยู่ที่ 48.36 mAU ซึ่งปรากฏใน fraction 4 ดังแสดงในภาพที่ 26 
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4.2.2 กำรตรวจสอบควำมบริสุทธิ์และหำน้ ำหนักโมเลกุลของสำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพ
ด้วยเทคนิค sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
(SDS-PAGE)      

 เมื่อน าสารสกัดหยาบพลาสมาและสารสกัดหยาบซีรัมที่ผ่านการแยกบริสุทธิ์บางส่วนโดยใช้
เครื่อง fast protein liquid chromatography (FPLC) ด้วยเทคนิค  ion exchange   
chromatography แล้วน าสารบริสุทธิ์ที่ได้จากการแยกมาตรวจสอบความบริสุทธิ์และขนาดของ
โมเลกุลด้วยเทคนิค sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE)  หลังจากย้อมด้วยสี coomassie brilliant blue R- 250  พบว่าทั้งสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จาก
สารสกัดหยาบพลาสมาและสารสกัดหยาบซีรัมมีแถบสีโปรตีนเกิดขึ้นมองเห็นได้อย่างชัดเจนรวมถึงมี
แถบสีโปรตีนขนาดเล็กอีกหลายแถบ  ซึ่งแถบสีของโปรตีนที่ได้มีขนาดน้ าหนักโมเลกุลอยู่ระหว่าง  
16  ถึง 200  กิโลดัลตัน (ภาพที่ 27-28) 
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รูปที่ 25 Elution profile การแยกบริสุทธิ์ของสารสกัดหยาบซีรัม ด้วยเทคนิค ion exchange 

chromatography (HiTrap Q FF,GE) ด้วยเครื่อง fast protein  liquid chromatography (FPLC) 
โดยตรวจติดตามโปรตีนแฟรกชั่นที่ 280 nm 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

รูปที่ 26 Elution profile การแยกบริสุทธิ์ของสารสกัดหยาบจากพลาสมา ด้วยเทคนิค  
ion exchange chromatography (HiTrap Q FF,GE) ด้วยเครื่อง  fast protein  liquid 

chromatography (FPLC) โดยตรวจติดตามโปรตีนแฟรกชันที่ 280 nm 
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รูปที่ 27 การตรวจสอบความบริสุทธิ์เบื้องต้นโดยวิธี SDS-PAGE ของโปรตีนแฟรกชันที่ได้ 
จากสารสกัดหยาบพลาสมา  
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รูปที่ 28 การตรวจสอบความบริสุทธิ์เบื้องต้น โดยวิธี SDS-PAGE ของโปรตีนแฟรกชันที่ได้ 
จากสารสกัดหยาบซีรัม  
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4.2.3 กำรทดสอบกำรยับยั้งกำรเจริญของเชื้อแบคทีเรียของสำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพที่
แยกได้จำกสำรสกัดหยำบพลำสมำและสำรสกัดหยำบซีรัมจำกเลือดตัวเงินตัวทอง ด้วย
เทคนิค broth dilution method      

 การทดสอบการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่แยกได้จาก
สารสกัดหยาบพลาสมาและสารสกัดหยาบซีรัมโดยได้ท าการศึกษากับเชื้อแบคทีเรีย 4 ชนิด คือ 
P.aeruginosa ATCC39327,  B. cereus ATCC 11778, S. aureus ATCC 25923 และ E. coli     
ATCC 25922  โดยวิธี broth dilution method แบบเจือจาง 2 เท่า (MIC)  ผลจาการหาค่า MIC  
ของสารสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพแยกได้จากสารสกัดหยาบพลาสมาและสารสกัดหยาบซีรัม  พบว่า   
โปรตีนแฟรกชันที่แยกได้จากสารสกัดหยาบพลาสมา ทั้ง 5 แฟรกชัน มีความเข้มข้นของโปรตีนอยู่
ในช่วง  62 – 2,034  ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร โดยพบว่าแต่ละแฟรกชันจะมีค่าความเข้มข้นของ
โปรตีนแตกต่างกัน คือ P1 (1,372 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร), P2 (2,034 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร), 
P3 (990 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร),  P4 (139 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร)  และ P5 (62 ไมโครกรัมต่อ
ไมโครลิตร) ผลการทดสอบพบว่ามีเพียงโปรตีนแฟรกชัน P1 เท่านั้นที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรียได้ทั้ง 4 ชนิด คือ P.aeruginosa ATCC 39327, B. cereus ATCC 11778, S. aureus 
ATCC 25923 และ E. coli  ATCC 25922  ซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ S.aureus ATCC 25923 ได้ดีที่สุด
โดยแสดงค่า MIC  เท่ากับ  10.71 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร และยังพบว่าโปรตีนแฟรกชัน P2 และ 
P5 สามารถยับยั้ง การเจริญของเชื้อ P.aeruginosa ATCC 39327,  B. cereus ATCC 11778 และ
เชื้อ S. aureus ATCC 25923  ได้  โดยแสดงค่า MIC ในตารางที่ 8 ตามล าดับ ส่วนโปรตีนแฟรกชัน
ที่แยกได้จากสารสกัดหยาบซีรัมทั้ง 5 แฟรกชัน มีความเข้มข้นของโปรตีนอยู่ในช่วง  63 – 2,318 
ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร โดยพบว่าแต่ละแฟรกชันจะมีค่าความเข้มข้นของโปรตีนแตกต่างกัน คือ S1 
(1,946 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร), S2 (2,318 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร), S3 (1,072 ไมโครกรัมต่อ
ไมโครลิตร), S4 (84 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร) และ S5 (63 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร) พบว่ามีเพียง
โปรตีนแฟรกชัน S1 เท่านั้นที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียได้ทั้ง 4 ชนิด 
คือ  P.aeruginosa ATCC39327, B.cereus ATCC  11778, S.aureus ATCC 25923, และเชื้อ   
E. coli ATCC 25922 ซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ S.aureus ATCC 25923 ได้ดีที่สุดโดย แสดงค่า MIC 
เท่ากับ 486.50 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ในขณะที่  S2 และ S4 มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อ  
P. aeruginosa ATCC39327 และเชื้อ S. aureus ATCC 25923 ได้ตามล าดับ  โดยแสดงค่า MIC 
ในตารางที ่6  
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ตารางที่ 6 ค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย (MIC) จากพลาสมาและ
ซีรัมตัวเงินตัวทองหลังจากการแยกบริสุทธิ์บางส่วนด้วย Q-sepharose column 

 

separated 
fraction 

minimal inhibitory concentration; MIC (ug/ul) 

 
P. aeruginosa 
ATCC 27853 

B. cereus 
ATCC11778 

S. aureus 
ATCC 25923 

E. coli 
ATCC 25922 

 P1 85.75 42.87 10.71 171.50 

 P2  >2034 254.25 63.56 >2034 

 P3  >990 >990 >990 >990  

 P4  >139 >139 >139 >139  

  P5  >62 31.00 31.00 >62  

 S1 1946.00 973.00 486.50 1946.00  

  S2 1159.00 >2318 >2318 >2318 

 S3 >1072 >1072 >1072 >1072 

S4 >84 >84 84.00 >84 

S5  >63 >63 >63 >63 
 
หมายเหตุ :   P  หมายถึง พลาสมา        S หมายถึง ซีรัม     

 > หมายถึง ความเข้มข้นของโปรตีน (µg/µl) ซึ่งเป็นความเข้มข้นสุดท้ายของช่วง
ความเข้มข้นที่ทดสอบมีความขุ่นน้อยกว่าชุดควบคุม 
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4.2.4 กำรวิเครำะห์ล ำดับกรดอะมิโนบำงส่วนของโปรตีนในสำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพที่
แยกได้จำกสำรสกัดหยำบพลำสมำและสำรสกัดหยำบซีรัมจำกเลือดตัวเงินตัวทอง 
ด้วยเทคนิค LC-MS/MS    

 การวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนบางส่วนของโปรตีนที่พบในสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผ่านการ  
ท าให้บริสุทธิ์บางส่วนด้วยเทคนิค ion exchange chromatography  โดยเลือกโปรตีนแฟรกชัน 
จากพลาสมาและซีรัมที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียที่ผ่านการท าให้บริสุทธิ์
หลังจากถูกตัดและย่อยให้เป็นเพปไทด์สายสั้นๆ  ด้วยเอนไซม์ทริปซิน  ซึ่งเอนไซม์จะตัดตรงต าแหน่ง
กรดอะมิโนที่จ าเพาะต่อเอนไซม์ของโปรตีนแต่ละชนิดจากนั้นน ามาวิเคราะห์ต่อโดย  ใช้เทคนิค 
liquid  chromatography-mass spectrometry (LC-MS/MS) จะได้ข้อมูล MS/MS  ของเปปไทด์
แต่ละชิ้น  และเม่ือน าไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลโปรตีนของ SWISS-PROT และ  ฐานข้อมูลจีโนม
ของ NCBI ท าให้ทราบว่าเปปไทด์นี้เป็นส่วนหนึ่งของโปรตีนชนิดใด  พบว่าโปรตีนแฟรกชัน  P1, P2, 
P5 และโปรตีนแฟรกชัน  S1, S2  และ S4  ที่ได้จากการแยกบริสุทธิ์ของสารสกัดหยาบพลาสมา 
และสารสกัดหยาบซีรัม (รูปที่ 29 - 30) มีล าดับกรดอะมิโน มากถึง  46 ล าดับกรดอะมิโน  โดยพบ
ในโปรตีนแฟรกชัน P1, P2 และ P5  มีล าดับกรดอะมิโน รวมทั้งหมด 31 ล าดับกรดอะมิโน โดยแต่
ละแฟรกชัน มีจ านวนของล าดับกรดอะมิโน คือ P1 มี 10 ล าดับกรดอะมิโน  P2 มี 14 ล าดับ 
กรดอะมิโน และ P5 มี 7 ล าดับกรดอะมิโน และสามารถระบุชนิดของโปรตีนได้ทั้งหมด 20 ชนิด
โปรตีนจากฐานข้อมูลโปรตีน SWISS-PROT ใน ขณะเดียวกันโปรตีน แฟรกชันของ S1, S2 และ S4 
พบว่ามีล าดับกรดอะมิโนทั้งหมด 15 ล าดับกรดอะมิโนโดยแต่ละแฟรกชันมีจ านวนของล าดับกรดอะ
มิโน คือ S1 มี 7 ล าดับกรดอะมิโน  S2 มี  4 ล าดับกรดอะมิโนและ S4 มี  4 ล าดับกรดอะมิโน และ
สามารถระบุชนิดของโปรตีนได้ทั้งหมด 13 ชนิดโปรตีนจากฐานข้อมูลโปรตีน SWISS-PROT  ดัง
รายละเอียดที่ระบุใน ตารางที่ 7 และ 8 ตามล าดับ  ประกอบด้วย ชนิดของโปรตีนที่ระบุชนิดได้ 
(protein hits) โดยเรียงล าดับจาก mascot score สูงที่สุดไว้ด้านบน  (รูปที่ 31)  และตาม
ฐานข้อมูลใน SWISS-PROT จะแสดงผลของ protein view  (รูปที่ 32) รวมถึง protein 
sequence coverage เอาไว้ด้วย   
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รูปที่ 29  mass spectrum ของ (1) โปรตีนแฟรกชัน P1  (2) โปรตีนแฟรกชัน P2 

 (3) โปรตีนแฟรกชัน P5 จากสารสกัดหยาบพลาสมา ตัวเงินตัวทองที่วิเคราะห์ด้วย LC-MS/MS 
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รูปที่ 30 mass spectrum mass spectrum ของ (1) โปรตีนแฟรกชัน S1  (2) โปรตีนแฟรกชัน S2 
 (3) โปรตีนแฟรกชัน S4 จากสารสกัดหยาบซีรัม ตัวเงินตัวทองที่วิเคราะห์ด้วย LC-MS/MS 
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รูปที่ 31 ตัวอย่างการระบุโปรตีนแฟรกชัน P1 จากพลาสมาของตัวเงินตัวทอง (1) mascot search 
result แสดงชนิดของโปรตีนที่ระบุชนิดได้ (protein hits) (2) รายละเอียดของ protein hits แสดง 
mascot score จ านวน peptide matches และ sequence ที่ match กับโปรตีนชนิดดังกล่าว  

ในตัวอย่างนี้จะเห็นว่าโปรตีนที่มีคะแนนสูงสุดคือ Complement C3 
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รูปที่ 32 protein view แสดงรายละเอียดของโปรตีนที่ระบุชนิดได้ ตามฐานข้อมูล SWISS-PROT 
และ protein sequence coverage 
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 ผลจากการระบุชนิดของโปรตีนนอกจากจะท าให้ทราบล าดับกรดอะมิโนหรือเปปไทด์ที่ได้เป็น
ส่วนหนึ่งของโปรตีนชนิดใดแล้วนั้น จากการสังเกตุพบว่ามีล าดับเปปไทด์ของโปรตีนจ านวน  
14 ล าดับเปปไทด์ของโปรตีนที่สามารถพบได้ท้ังในพลาสมาและซีรัม (ตารางที่ 9) ซึ่งกลุ่มโปรตีนที่พบ
นี้อาจเป็นกลุ่มโปรตีนที่ส าคัญตอ่การยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียก็ได้ 
 

ตารางที่ 9 แสดงชนิดโปรตีนที่พบในพลาสมาและซีรัม 
 

protein 
fraction 

swissprot 
accession 

protein name peptide sequence Fuction 

P1 Q01833 Complement C3 NEQVEIR, DFFIDLR, 
NRWEEYNAR, VGLVAVDK 

protective protein 

S1 Q01833 Complement C3 NEQVEIR, VLMAASTGR, 
WEEYNAR 

protective protein 

P1 P10060 Hemoglobin subunit 
beta-1 

LLVVYPWTQR transport protein 

S1 P10060 Hemoglobin subunit 
beta-1 

LLVVYPWTQR transport protein 

P1 A4IHP4 Cullin-3  NMISKLK enzyme 
S1 A4IHP4 Cullin-3  MNISKLK enzyme 
P2 Q640V2 E3 ubiquitin-protein 

ligase  
EPFVELNR enzyme 

S2 Q640V2 E3 ubiquitin-protein 
ligase 

EPFVELNR enzyme 

P5 Q0VA52 Spermatogenesis-
associated protein 5-like 
protein 1 

QSIEWPMK 
special purpose 
protein 

S4 Q0VA52 Spermatogenesis-
associated protein 5-like 
protein 1 

QSIEWPMK special purpose 
protein 
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4.2.5. วิเครำะห์หน้ำที่ของโปรตีนที่พบในสำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพที่แยกบริสุทธิ์บำงส่วน
จำกสำรสกัดหยำบพลำสมำ และสำรสกัดหยำบซีรัม ที่แยกได้จำกเลือดตัวเงินตัวทอง   

 หลังจากการวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนบางส่วนของโปรตีนจากพลาสมาและซีรัมที่ ได้จาก
การวิเคราะห์ด้วยเทคนิค liquid  chromatography- mass spectrometry (LC-MS/MS)   ได้น า 
peptide sequence แต่ละชิ้นมาท าการเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลทั้งนี้ฐานข้อมูลโปรตีนที่ใช้ ในการ
แปรผล ได้แก่ SWISS-PROT และฐานข้อมูลจีโนมของ  NCBI การระบุชนิดของเปปไทด์จะใช้ การ
วิเคราะห์ทางสถิติโดยค่าทางสถิติที่พิจารณา ได้แก่ MASCOT score, เป็นต้น ผลจากสืบค้นใน 
ฐานข้อมูลโปรตีนพบว่า  โปรตีน fraction  P1, P2, P5  และโปรตีน fraction S1, S2 และ S4  ที ่
สามารถระบุชนิดของโปรตีนได้ทั้งหมดนั้นมีจ านวนทั้งสิ้น 33 ชนิด  ซ่ึงโปรตีนแต่ละชนิดถูกน ามาจัด
กลุ่มตามหน้าที่  (NCBI) ออกเป็นกลุ่ม (ตารางที่ 10)   ซึ่งประกอบด้วยโปรตีนที่อยู่ในกลุ่มโปรตีน 
ป้องกัน (protective protein)  4 ชนิด โปรตีนโครงสร้าง  (structure protein) 3 ชนิด กลุ่มโปรตีน
ขนส่ง (transport protein) 5 ชนิด กลุ่มเอนไซม์ (enzyme)  6 ชนิด กลุ่มโปรตีนส่งสัญญาณ 
(signaling protein) 4 ชนิด กลุ่มโปรตีนที่ท าหน้าที่พิเศษ  (special purpose protein) 2 ชนิด และ
โปรตีนที่ควบคุมการแสดงออกของยีน (gene regulatory protein) อีก 3 ชนิด ตามล าดับ เบื้องต้น
โปรตีนเกือบทั้งหมดที่ถูกระบุชนิดมีความใกล้เคียงกับโปรตีนหลายชนิดในกลุ่มของสัตว์เลื้อยคลาน
อย่างเช่น  งู กบ และทัวทาร์ร่า  ถือได้ว่าเป็นกลุ่มของสัตว์เลื้อยคลานที่มีความสัมพันธ์กัน แต่ไม่พบว่า
มีโปรตีนชนิดใดที่ตรงกับโปรตีนของตัวเงินตัวทอง สาเหตุเนื่องมาจากงานวิจัยนี้เป็นการศึกษาวิจัยครั้ง
แรกในตัวเงินตัวทองซึ่งการระบุชนิดของโปรตีนต้องอาศัยฐานข้อมูลของสัตว์กลุ่มนี้  แต่ข้อมูลยังมีไม่
มากจึงท าให้การระบุชนิดโปรตีนพบได้ในสัตว์ที่มีความใกล้เคียงกันเท่านั้น 
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ตารางที่ 10 การจ าแนกกลุ่มโปรตีนตามหน้าที่  (National Center for Biotechnology 
Information, NCBI) 

 

กลุ่มโปรตีน หน้าที่ 

กลุ่มที่ 1 โปรตีนป้องกัน (protective protein) 
Complement C3 (Q01833) 
Ophiophagus venom factor (I2C090) 
Troponin C (P02588) 
Ovocleidin-116 (F1NSM7)   

ท าหน้าที่ป้องกันสิ่งแปลกปลอมจากภายนอก 
เซลล ์

กลุ่มที่ 2 โปรตีนโครงสร้ำง (structure protein) 
Actin, cytoplasmic (Q6NVA9) 
Keratin type 1 (Q5K2P6) 
Keratin, type I (Q5K2P4) 
 

ท าหน้าที่เป็นโครงสร้างให้กับเซลล์และ เนื้อเยื่อ 

กลุ่มที่ 3 โปรตีนขนส่ง (transport protein) 
Hemoglobin subunit beta (P02134)  
Hemoglobin subunit beta (P02125) 
Hemoglobin subunit beta-1 (P10060) 
Hemoglobin beta-1 (P18993) 
Hemoglobin beta-2 (P08423) 
 

ที่ท าหน้าท่ีขนส่งโมเลกุลขนาดเล็ก หรืออิออน 

กลุ่มที่ 4 เอนไซม์ (enzyme) 
Cullin-3 (A4IHP4)  
Serine protease ami (Q6P326) 
Interstitial collagenase (Q11133) 
E3 ubiquitin-protein ligase RMND5A (Q640V2) 
Tyrosine-protein kinase (Q8JH64) 
Serine/threonine-protein kinase 10 (Q0IHQ8) 
 

เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาทีส่ามารถเร่งอตัราการ
เกิดปฏิกริิยา 
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ตารางที่ 10 การจ าแนกกลุ่มโปรตีนตามหน้าที่  (National Center for  Biotechnology 
Information, NCBI) (ต่อ) 

 

กลุ่มโปรตีน หน้าที่ 

กลุ่มที่ 5 โปรตีนส่งสัญญำณ (signaling protein) 
Calmodulin (P62144) 
Tetratricopeptide repeat protein 30A (A4IHR1) 
Coatomer subunit delta (Q5ZL57) 
14-3-3 protein zeta (Q5Z13KC9) 

 
ท าหน้าที่ในการน าสญัญาณจากเซลล์หนึ่งไปยังเซลล์
อีกเซลลห์นึ่ง 

 
กลุ่มที ่6  โปรตีนที่ท ำหน้ำท่ีพิเศษ (special 
purpose protein)   
Fibrinogen beta chain (Q02020) 
Spermatogenesis-associated protein 5-like 
protein 1 (Q0VA52) 

เป็นโปรตีนท าหน้าท่ีหลากหลายแตกต่างกันไป 

 
กลุ่มที่ 7 โปรตีนที่ควบคุมกำรแสดงออกของยีน 
 (gene regulatory protein)  
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 
A (A4II09) 
Tuftelin-interacting protein 11 (Q0IIX9) 
Histone H 3.2 (P84230) 
 

ท าหน้าที่เกี่ยวข้องกับแสดงออกของยีน  
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4.2.6 ผลกำรวิเครำะห์ข้อมูลเพื่อหำ potential protein antimicrobial peptide       

 เนื่องจากในการศึกษาครั้งนี้ทางผู้วิจัยสนใจศึกษากลุ่มโปรตีนที่มีแนวโน้มสามารถน ามาใช้เป็น 
potential antimicrobial peptide  เพ่ือน าไปศึกษาต่อยอดและพัฒนาเป็นสารทดแทนยาปฏิชีวนะ  
โดยน าเอาล าดับกรดอะมิโนที่ได้จากขั้นตอนการระบุชนิด  โปรตีนที่พบทั้งหมด 46 ล าดับกรดอะมิโน 
โ ด ย ไ ด้ ม า จ า ก พ ล า ส ม า ทั้ ง ห ม ด  31 ล า ดั บ ก ร ด อ ะ มิ โ น แ ล ะ จ า ก ซี รั ม ทั้ ง ห ม ด  
15 ล าดับกรดอะมิโนมาจ าลองทางคอมพิวเตอร์เพ่ือท านายและวิเคราะห์หาล าดับกรดอะมิโน  ด้วย
การสืบค้นจากฐานข้อมูล  ซึ่งในการศึกษาวิจัยครั้งนี้ได้ใช้โปรแกรม antimicrobial peptide 
calculator and predictor เพ่ือศึกษาความน่าจะเป็นของโปรตีนหรือเปปไทด์ในการเป็น   
antimicrobial peptide พบว่ามีล าดับกรดอะมิโนที่มีความน่าจะเป็น potential   antimicrobial 
peptide ทั้งหมด  15 ล าดับกรดอะมิโน โดยได้มาจากพลาสมา  13 ล าดับกรดอะมิโน   ในขณะที่ใน
ซีรัมพบเพียง  2  ล าดับกรดอะมิโน รายละเอียดแสดงดังตารางที่ 11  ซึ่งผลจากการจ าลองทาง
คอมพิวเตอร์เพ่ือด้วยโปรแกรม antimicrobial peptide calculator and predictor พบว่าทั้งใน
พลาสมาและซีรัมไม่มีล าดับกรดอะมิโน (peptide sequence) ใดเลยที่เหมือนหรือตรงกัน ซึ่งต่าง
จากการสืบค้นข้อมูลด้วยฐานข้อมูล โปรตีนของ SWISS-PROT รายละเอียดแสดงดังตารางที่  
12 – 13 
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ตารางที่ 11 แสดงคุณสมบัติของล าดับกรดอะมิโนที่ได้จากการจ าลองด้วยโปรแกรม APD3: 
antimicrobial peptide calculator and predictor จากสารสกัดหยาบพลาสมาและ 

สารสกัดหยาบซีรัม 
 

protein 
fraction 

peptide sequence จ ำนวนกรดอะมิโน ประจ ุ ลักษณะโครงสร้ำง 

         

P1 DFFIDLR 7 -1 α-helical peptides 

P1 DFFIDLR 7 -1 α-helical peptides 

P1 NEAVKQIMTGYAQQMVYK 18 + 1 α-helical peptides 

P1 NMISKLK 7 + 2 α-helical peptides 

P1 KPDTLQELWVPLISR 15 0 α-helical peptides 

P2 LCYVALDFEQEMATAASSSSLEK 23 -3 α-helical peptides 

P2 VLTSFGDAIK 10 0 α-helical peptides 

P2 LVRVVAHALAR 11 + 2 α-helical peptides 

P2 HIADIIER 8 0 α-helical peptides 

P5 EAMQNLNDR 9 -1 α-helical peptides 

P5 ELGTVMR 7 0 α-helical peptides 

P5 APGFGGFGSSAVSGGTTAAMITETI
IETEKPK 

32 
-1 

α-helical peptides 

P5 ELGTVMR 7 0 α-helical peptides 

S1 AIVDAAR 7 0 α-helical peptides 

S4 EAMQNLNDR 9 -1 α-helical peptides 
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ตารางที่ 12 ผลการจ าลองด้วยโปรแกรม APD3: antimicrobial peptide calculator and 
predictor ของล าดับกรดอะมิโนจากสารสกัดหยาบพลาสมา  

 

 

 

 

 

protein 
fraction 

protein name peptide sequence หน้ำท่ี 

P1 Complement C3 DFFIDLR protective protein 

P1 Ophiophagus venom 

factor 

DFFIDLR protective protein 

P1 Ophiophagus venom 

factor 

NEAVKQIMTGYAQQMVYK protective protein 

P1 Cullin-3  NMISKLK enzyme 

P1 Serine protease ami KPDTLQELWVPLISR enzyme 

P2 Actin, cytoplasmic LCYVALDFEQEMATAASSSSLEK structure protein 

P2 Hemoglobin beta-1 VLTSFGDAIK transport protein 

P2 Hemoglobin subunit 

beta 

LVRVVAHALAR transport protein 

P2 Tetratricopeptide 

repeat protein 30A 

HIADIIER signaling protein 

P5 Keratin, type 1 EAMQNLNDR structure protein 

P5 Troponin C ELGTVMR protective protein 

P5 Coatomer subunit delta APGFGGFGSSAVSGGTTAAMITETII

ETEKPK 

signaling protein 

P5 Calmodulin ELGTVMR signaling protein 
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ตารางที่ 13 ผลการจ าลองด้วยโปรแกรม APD3: antimicrobial peptide calculator and 
predictor ของล าดับกรดอะมิโนจากสารสกัดหยาบซีรัม  

 

 
เมื่อทราบชนิดของโปรตีนและได้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของโปรตีนที่มีความน่าจะเป็น  

potential  antimicrobial peptide จากการจ าลองทางคอมพิวเตอร์ด้วยโปรแกรม APD3: 
antimicrobial peptide calculator and predictor ของล าดับกรดอะมิโนแล้วจะใช้ล าดับกรดอะมิ
โนดังกล่าวในการท านายโครงสร้างทุติยภูมิของชนิดโปรตีนหรือเปปไทด์ที่พบด้วยโปรแกรม  PEP-
FOLD server (http://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/ PEP-FOLD/) พบว่า
potential  antimicrobial peptide ที่ได้จากการจ าลองทางคอมพิวเตอร์ด้วยโปรแกรม APD3: 
antimicrobial peptide calculator and predictor มีลักษณะโครงสร้างเป็น α-helical 
peptides ซึ่งเป็นโครงสร้างพ้ืนฐานที่จ าเป็นของเปปไทด์ต้านจุลชีพหลายชนิดที่พบในปัจจุบัน  (รูปที่ 
33- 34)  การที่โปรตีนท าหน้าที่ได้หลากหลายนั้น  มาจากความแตกต่างกันของสายเปปไทด์  ที่มี
ความแตกต่างกันทั้งล าดับของกรดอะมิโน  ความยาวของสายเปปไทด์  ซึ่งความแตกต่างนี้เองท าให้
สายเปปไทด์รวมตัวเป็นโครงสร้างระดับทุติยภูมิ (secondary structure) และโครงสร้างทุติยภูมิที่พบ
มี 2 ชนิดคือ เกลียวแอลฟา (α-helical peptides) และแผ่นพลีตบีต้า (β-pleated sheet)   
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

protein 
fraction 

protein name peptide sequence หน้ำท่ี 

S1 Eukaryotic translation 

initiation factor 3 subunit A 

AIVDAAR enzyme 

S4 Keratin, type I EAMQNLNDR structure protein 
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Complement C3 
 

Ophiophagus venom factor 
 

Ophiophagus venom factor 

Cullin-3 
 

Serine protease ami 
 

Actin, cytoplasmic 
 

Hemoglobin beta-1 
 

Hemoglobin subunit beta 
 

Tetratricopeptide repeat protein 30A 
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รูปที่ 33 โครงสร้างทุติยภูมิของ potential  antimicrobial peptide ที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้ซึ่ง
วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม PEP-FOLD 

 

 

 

 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 
 

รูปที่ 34 โครงสร้างทุติยภูมิของ potential  antimicrobial peptide ที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้ซึ่ง
วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม PEP-FOLD 

 

 

Keratin, type 1 
 

Troponin C 
 

Coatomer subunit delta 
 

Calmodulin 
 

Eukaryotic translation initiation 
 factor 3 subunit A 

 

Keratin, 
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บทที่ 5 

สรุปผลกำรวิจัย อภิปรำยและข้อเสนอแนะ 

5.1 อภิปรำยผลกำรทดลอง  
การดื้อยาต่อสารต้านจุลชีพหลายขนานในจุลชีพได้เพ่ิมจ านวนขึ้นอย่างรวดเร็วและเป็นหนึ่ง

ในภัยคุกคามทางด้านสุขภาพที่ส าคัญ  ด้วยเหตุนี้การพัฒนาสารต้านจุลชีพตัวใหม่และพัฒนาแนว
ทางการ รักษาใหม่เพ่ือที่ต่อสู้กับจุลชีพที่ดื้อยาปฏิชีวนะจึงมีความจ าเป็นอย่างมาก (169-171) หนึ่งใน 
แนวทางที่น่าสนใจคือการค้นหาสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียจากธรรมชาติ เช่น พืช  
หรือสัตว์ ซึ่งมีสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพบางชนิดได้รับการพิสูจน์จากการศึกษาวิจัยว่าสามารถยับยั้ง  
เชื้อแบคทีเรียดื้อยาได้ ตัวอย่างเช่น สาร galangin ที่แยกได้จากผิวหนังกบสามารถยับยั้งเชื้อ 
 S. aureus ที่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะกลุ่มบีต้าแลคแทมได้  เป็นต้น (170) ผลการศึกษาความเข้มข้นของ  
พลาสมาสกดัหยาบและซีรัมสกัดหยาบจากตัวเงินตัวทองเพ่ือ  ทดสอบความสามารถในการยับยั้งการ
เจริญของเชื้อแบคทีเรียที่ความเข้มข้นต่างๆ ด้วยวิธี  agar  well  diffusion  แสดงให้เห็นว่าพลาสมา
ที่แยกได้จากเลือดตัวเงินตัวทองสามารถยับยั้งการเจริญของ เชื้อแบคทีเรียได้ทั้งแกรมบวกและแกรม
ลบซึ่งสอดคล้องกับรายงานของพลาสมาจากเลือดจระเข้น้ าจืดไทย (Crocodylus siamensis) ที่พบ
ฤทธิ์ยับยั้งเชื้อได้กว้าง (broad spectrum) โดยยับยั้งได้ทั้งเชื้อในกลุ่มแกรมบวกและแกรมลบ เช่น 
เชื้อ  S.Typhi, K .pneumoniae, P. aeruginosa, S. aureus และเชื้อ V. cholera (107, 172)  
ในขณะที่สารสกัดหยาบซีรัมสามารถยับยั้งได้เฉพาะเชื้อแบคทีเรียแกรมลบเท่านั้นเคยมีรายงาน
การศึกษาซีรัมของอัลลิเกเตอร์อเมริกาหรือจระเข้ ตีนเป็ดอเมริกา (A. misissippiensis) พบว่า
สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียได้ทั้งแกรมลบและแกรมบวกได้มากถึง 17 ชนิดรวมถึงเชื้อไวรัสก่อโรคเริม 
(herpes simplex virus type-1) เชื้อ Human Immunodeficiency Virus (HIV) และเชื้อ west 
nile virus (103, 104)  อย่างไรก็ตามในการศึกษาครั้งนี้  พบว่าซีรัมของตัวเงินตัวทองมีประสิทธิภาพ
ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียน้อยกว่าพลาสมา  มีรายงานการศึกษาในซีรัมของจระเข้พันธุ์อัลลิเกเตอร์
มาทดสอบหาคุณสมบัติในการต้านเชื้อจุลชีพ  พบว่าซีรัมของจระเข้พันธุ์อัลลิเกเตอร์มีคุณสมบัติใน
การต้านเชื้อแบคทีเรียไดท้ั้งชนิดแกรมบวกและแกรมลบด้วยอัตราที่แตกต่างกัน  และเมื่อน าซีรัมมาให้
ความร้อนท่ี 56 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที  พบว่าคุณสมบัติในการต้านเชื้อจุลชีพลดลง ท าให้
คาดว่า  ระบบคอมพลีเม้นท์ในซีรัมมีความเกี่ยวข้องกับประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย รวมทั้ง
เมื่อทดสอบโดยการย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์โปรตีเอส  พบว่าคุณสมบัติการยับยั้งเชื้อลดลง
เช่นเดียวกัน  อาจเป็นไปได้ว่ามีระบบคอมพลีเม้นท์และโปรตีนบางชนิดที่เกี่ยวข้องในการยับยั้งเชื้อ
แบคทีเรียไดใ้นซีรัมของจระเข้พันธุ์อัลลิเกเตอร์โดยไม่เกี่ยวข้องกับเปปไทด์  เนื่องจากเปปไทด์ต้านเชื้อ
จุลชีพนั้นจะมีคุณสมบัติทนความร้อนได้ Zheat stable (173) ในการศึกษาครั้งนี้ พบว่าค่า MIC ของ
สารสกัดหยาบพลาสมาสามารถยับยั้งการเจริญต่อเชื้อ P. aeruginosa ATCC 27853, B. cereus 
ATCC  11778  และเชื้อ S. aureus ATCC 25923 ได้ดีที่สุด  ขณะที่สารสกัดหยาบซีรัมให้ผลการ
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ทดสอบกับ P. aeruginosa  เท่านั้น  มีรายงานว่าพลาสมาจากจระเข้น้ าจืดไทย (C. siamensis) มี
ฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก เช่น S. aureus, S. epidermidis และเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ เช่น 
E. coli, P. aeruginosa, V. cholera และเชื้อ Salmonella Typhi ซึ่งพบว่าความเข้มข้นของ
โปรตีนในพลาสมาท่ี 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อก่อโรคที่ส าคัญในคน
ได้ โดยมีอัตรายับยั้งที่แตกต่างกัน  แต่เชื้อทดสอบทุกชนิดถูกยับยั้งได้มากกว่าร้อยละ 50 (172) และ
เมื่อน ามาศึกษากลไกการยับยั้งภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอน  พบว่าผนังเซลล์และเซลล์เมมเบร
นของเชื้อ S. Typhi เกิดเป็นรูพรุนท าให้สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพสามารถแทรกผ่านผนังเซลล์และเข้า
ไปท าลายเชื้อได้  จากการศึกษาวิจัยในจระเข้ทั้งสองกลุ่มแสดงให้เห็นว่าสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพใน
สัตว์กลุ่มเลื้อยคลานมีความน่าสนใจและอาจจะน ามาพัฒนาเป็นสารต้านเชื้อแบคทีเรียได้  อย่างไรก็
ตามยังไม่มีข้อมูลการศึกษาเกี่ยวกับผลของพลาสมาหรือซีรัมจากตัวเงินตัวทองต่อเชื้อแบคทีเรียก่อโรค  
ดังนั้น การศึกษาวิจัยนี้จึงนับว่าเป็นผลงานวิจัยแรกที่ศึกษาฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียในส่วนประกอบ
เลือดของตัวเงินตัวทอง  โดยท าการศึกษาสารสกัดหยาบพลาสมาและสารสกัดหยาบซีรัมเมื่อน ามา
ทดสอบกับเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์มาตรฐาน  ผลทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย 
ของสารสกัดหยาบพลาสมาและสารสกัดหยาบซีรัมที่ได้จากตัวเงินตัวทองโดยวิธี Agar well 
diffusion  method  และผลทดสอบหาค่า MIC พบว่าสารสกัดหยาบจากพลาสมาสามารถยับยั้ง 
การเจริญของเชื้อแบคทีเรียไดด้ีกว่าสารสกัดหยาบซีรัม  มีขนาดวงใสแสดงการยับยั้งกว้างกว่าสารสกัด
หยาบจากซีรัมและให้ค่า MIC ที่ต่ ากว่าสารสกัดหยาบซีรัม  ในขณะที่สารสกัดหยาบซีรัมสามารถ
ยับยั้งได้เฉพาะเชื้อแบคทีเรียแกรมลบและมีค่า MIC สูงกว่าสารสกัดหยาบพลาสมา อาจเป็นไปได้ว่ามี
โปรตีนบางชนิดที่เกี่ยวข้องในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย  เพราะพลาสมาและซีรัมเป็นส่วนประกอบของ
น้ าเลือดเหมือนกันแต่มีองค์ประกอบของโปรตีนที่ต่างกัน  อีกทั้งในพลาสมามีองค์ประกอบของสารที่
ช่วยในการแข็งตัวของเลือด เช่น ไฟบริโนเจน วิตามินเค แคลเซียม และโพรทอมบิน เป็นต้น แต่ใน
ซีรัมจะไม่พบสารเหล่านี้  มีรายงานการศึกษาวิจัยคุณสมบัติของไฟบริโนเจนที่สามารถยับยั้งเชื้อ S. 
aureus ได้ โดยกลไกเริ่มจากไฟบริโนเจนหรือเมทริกซ์ไฟบรินที่ละลายน้ าได้จะฟอร์มตัวเป็น fibrin 
matrices หรือ matrix protein เพ่ือดักจับแบคทีเรียเอาไว้ภายในเนื้อเยื่อที่ติดเชื้อท าให้จ ากัดการ
เจริญเติบโตและการแพร่กระจายของเชื้อโรคได้จากนั้นไฟบรินกระตุ้นเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด 
macrophage เข้ามายังบริเวณเนื้อเยื่อท่ีติดเชื้อเพ่ือมาช่วยจับกินแบคทีเรียที่ปนเปื้อนและเศษเซลล์ที่
ตายแล้วกระบวนการนี้เรียกว่า fibrinogen-mediated host defense (174) นอกจากนั้นอาจเพราะ
โปรตีนที่มีพบในสารสกัดหยาบพลาสมามีชนิดของโปรตีนมากกว่าสารสกัดหยาบซีรัม เพราะซีรัมมีการ
ตกตะกอนของโปรตีนซึ่งมีผลท าให้โปรตีนบางชนิดที่พบในพลาสมาแต่ไม่พบในซีรัม 

ผลการทดสอบของสารสกัดหยาบพลาสมาที่ให้ผลแตกต่างจากซีรัม อาจเนื่องจากในขั้นตอน
การเก็บตัวอย่างเลือดของตัวเงินตัวทองมีการใช้สารป้องกันการแข็งตัวของเลือด คือ 0.5 โมลาร  
EDTA อีกทั้งการศึกษาวิจัยนี้ไม่ได้ท าการทดสอบผลของ EDTA ต่อการเจริญของแบคทีเรียควบคู่ไป
ด้วย ท าให้ผลของการทดสอบเบื้องต้นจาก agar well plate และ broth microdilution ที่แตกต่าง
นี้อาจเกิดจากการท าหน้าที่เป็น chelating agent ของ EDTA ส่งผลต่อการเจริญของเชื้อทดสอบได้ 
ดังนั้นหากต้องการทดลองในครั้งต่อไปควรเลือกสารป้องกันการแข็งตัวที่เหมาะสม 
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 เมื่อน าพลาสมาและซีรัมของตัวเงินตัวทองมาสกัดแยกด้วยวิธี  ion exchange 
chromatography โดยใช้คอลัมน์ Q-Sepharose ท าให้ได้โปรตีนแฟรกชันทั้งหมด 5 พีค เท่ากันทั้ง
ในพลาสมาและซีรัม (P1-P5) และ (S1-S5) แต่ละส่วนได้ถูกน าไปทดสอบยืนยันน้ าหนักโมเลกุล 
(molecular weight; MW) โดยใช้เทคนิค SDS-PAGE และน าไปทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย พบว่า
แถบโปรตีนของโปรตีนแฟรกชันที่ได้จากพลาสมา (P1-P5) และซีรัม (S1-S5) มีรูปแบบโปรตีนไม่ 
แตกต่างกันโดยมีขนาดโมเลกุลอยู่ระหว่าง 16-200 กิโลดัลตัน  โดยพบแถบโปรตีนที่เข้มและกว้าง 
ที่สุดที่น้ าหนักโมเลกุล 67 กิโลดัลตันและสามารถระบุได้ว่าเป็นแถบโปรตีนแอลบูมินซึ่งสอดคล้องกับ 
การศึกษาของ  Threenet และคณะที่พบว่าโปรตีนจากซีรัมของจระเข้น้ าจืดสายพันธุ์ไทย มีขนาด
โปรตีนอยู่ในช่วงน้ าหนักโมเลกุลระหว่าง 21 – 250 กิโลดัลตัน (175) ซึ่งมีขนาดใหญ่กว่าที่พบใน  
โปรตีนของตัวเงินตัวทองเล็กน้อย มีงานวิจัยรายงานถึงโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลเล็กแต่มีคุณสมบัติทาง
ชีวภาพที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียได้ เช่น ฮีโมซิดิน (hemocidins) ที่ถูกค้นพบใน 
กลุ่มสัตว์เลื้อยคลาน เช่น จระเข้ ซึ่งเป็น  เปปไทด์ที่ได้จากการย่อยโมเลกุลของฮีโมลโกลบิน 
(hemoglobin) หรือไมโอโกลบิน (myoglobin) ทั้งยังได้พิสูจน์แล้วว่าสามารถต้านเชื้อ E. coli ได้  
(176)  จากรายงานของ Pata และคณะ ที่ท าการศึกษาฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของโปรตีนต้านจุลชีพ
พบว่าโปรตีนที่มีขนาดน้ าหนักโมเลกุลอยู่ระหว่าง 14-15 กิโลดัลตัน สามารถท าลายเชื้อจุลชีพได้ทั้ง 
แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบอย่างเช่น S. epidermidis, S. Typhi และ V. cholerae โดยออก
ฤทธิ์ที่บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ของเชื้อส่งผลให้การซึมผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นในเพ่ิมขึ้นและเมื่อตรวจสอบ 
พบว่าเป็นไลโซไซม์ (lysozyme) ซึ่งเป็นเอนไซม์ชนิดหนึ่งที่พบในไข่ของสัตว์เลื้อยคลานหลายชนิด   
และคาดว่าโปรตีนดังกล่าวท าหน้าที่ปกป้องไข่จากเชื้อก่อโรคในสิ่งแวดล้อม  นอกจากนี้การสกัด 
โปรตีนจากพลาสมาของจระเข้น้ าจืดไทยที่มีน้ าหนักโมเลกุลระหว่าง 525 – 796 กิโลดัลตัน แสดงผล 
ยับยั้ง S. Typhi และ S. aureus พบว่าเป็นคลอโคซิน (crocosin) (177) ยังมีรายงานเพ่ิมเติมถึง
โปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลเล็กเพียง 1 กิโลดัลตันที่แยกได้จากพลาสมาของจระเข้น้ าจืดไทยและมีฤทธิ์ 
ยับยั้ง S. aureus และ S. Typhi  ได้ (107)  และเมื่อน าแต่ละส่วนของโปรตีนแฟรกชันที่ได้จากสาร 
สกัดหยาบพลาสมาและสารสกัดหยาบซีรัมไปทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย  พบว่าเฉพาะโปรตีน  
แฟรกชันชัน  P1, P2, P5 และโปรตีนแฟรกชัน  S1, S2  และ S4 สามารถยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียได้  จากการทดลองพบว่าปริมาณของโปรตีนแฟรกชันที่ใช้ในการทดสอบนั้นมีความเข้มข้น
ของโปรตีนไม่เท่ากัน เนื่องจากเมื่อน าโปรตีนแฟรกชันที่ได้จากการท าให้แห้งแบบ lyophilization  
แล้วละลายกลับด้วยน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ พบว่าโปรตีนแฟรกชันแต่ละส่วนมีความสามารถในการ
ละลายแตกต่างกัน ท าให้มีเฉพาะโปรตีนส่วนที่ละลายน้ าได้ถูกทดสอบคุณสมบัติการยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อ รวมทั้งมาวิเคราะห์หาเปปไทด์ต่อไปด้วย ซึ่งข้อจ ากัดนี้ควรมีการปรับปรุงในการศึกษา
เพ่ิมเติมนั้นควรเลือกสารละลายที่เหมาะสมมาใช้ในการละลายโปรตีนแฟรกชัน และไม่มีผลกระทบต่อ
การเจริญของเชื้อทดสอบ  
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ด้วยข้อมูลที่จ ากัดเกี่ยวกับน้ าหนักโมเลกุลของพลาสมาหรือโปรตีนแฟรกชั่นจากพลาสมาใน
กลุ่มของสัตว์เลื้อยคลาน  ที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียท าให้การศึกษาครั้งนี้เป็นหลักฐาน
ส าคัญที่ชี้ให้เห็นว่าขนาดน้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนมีส่วนส าคัญในการยับยั้งเชื้อจุลชีพ จากการศึกษา
นี้จึงสนใจศึกษากลุ่มโปรตีนที่พบในองค์ประกอบของเลือดจากตัวเงินตัวทองเมื่อท าการแยกบริสุทธิ์
บางส่วนจากสารสกัดหยาบพลาสมาและซีรัมเพ่ือน ามาประยุกต์ใช้เป็นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพหรือ
เปปไทด์ต้านจุลชีพ ซึ่งจ าเป็นต้องอาศัยเทคนิคการวิเคราะห์ที่มีศักยภาพ ความไว (sensitivity) และ
ความจ าเพาะ (specificity) ทีสู่งร่วมกับเทคนิคการวิเคราะห์ทางโปรตีโอมิกส์จึงได้ทดสอบด้วยเทคนิค 
liquid chromatography mass spectrometry  ซ่ึงเป็นเทคนิคที่ใช้วิเคราะห์ด้านโปรตีโอมิกส์  โดย
ท าการแยกโปรตีนที่อยู่ในสภาวะของเหลวด้วยวิธี liquid chromatography  LC- MS ควบคู่กับการ
ใช้เทคโนโลยีในรูปแบบที่เรียกว่า high throughput technology ในการวิเคราะห์หาล าดับเปปไทด์ 
(178, 179) โดยใช้หลักการของ matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight 
mass spectrometry (MALDI-TOF MS) ท าให้สารแตกตัวแบบพลังงานต่ าและท าให้เกิดไอออนได้
โดยสารไม่สลายตัว น ามาตรวจวิเคราะห์จ าแนกโปรตีนที่ประกอบด้วยสายเปปไทด์ที่มีกรดอะมิโนเรียง
ตัวกัน เมื่อล าดับกรดอะมิโนต่างกันก็จะมีน ้าหนักของสายเปปไทด์ (peptide masses) ที่ต่างกัน ผลที่
วัดได้จะแสดงออกมาในรูปแมสสเปกตรัม (mass spectrum) ท าให้จ าแนกน ้าหนักของโปรตีน 
(MS/MS) ถูกเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลโปรตีนของ SWISS-PROT และฐานข้อมูลจีโนมของ NCBI 
ด้วยหลักการนี้ท าให้สามารถระบุชนิดโปรตีนได้ถูกต้องแม่นย าสูง (accuracy) และรวดเร็วและ
สามารถตรวจวิเคราะห์ได้ในกรณีที่มีปริมาณโปรตีนในตัวอย่างน้อยมาก (180) และยังสามารถใช้
วิเคราะห์โปรตีนได้หลายชนิด  ผลจากการท านายโครงสร้างพ้ืนฐานและคุณสมบัติของโปรตีนโดยวิธี 
liquid chromatography mass spectrometry    สามารถจ าแนกเปปไทด์ได้ทั้งหมด  46  ชนิด 
ทั้งจากพลาสมาและซีรัมและสามารถระบุชนิดโปรตีนได้ 33 ชนิด  จ าแนกเปปไทด์ออกเป็นกลุ่มได้
ดังนี้  กลุ่มโปรตีนป้องกัน (protective protein)  4 ชนิด กลุ่มโปรตีนโครงสร้าง  (structure 
protein) 3 ชนิด กลุ่มโปรตีนขนส่ง (transport protein) 2  ชนิด กลุ่มเอนไซม์ (enzyme)  3  ชนิด  
กลุ่มโปรตีนส่งสัญญาณ (signaling protein) 3 ชนิด โดยเปปไทด์ที่ได้จากการศึกษาวิจัยในครั้งนี้ทั้ง
ในพลาสมาและซีรัมส่วนใหญ่พบว่าเหมือนเปปไทด์ที่พบในกลุ่มของสัตว์เลื้อยคลาน สัตว์ครึ่งบกครึ่ง
น้ า  และมีเปปไทด์บางชนิดที่พบในสัตว์ปีก เช่น ไก่ (Gallus gallus) แต่ก็จัดได้ว่าเป็นสัตว์ในสาย
วิวัฒนาการเดียวกัน   ซึ่งเปปไทด์ที่ได้นี้ทั้งในพลาสมาและซีรัมมีขนาดของน้ าหนักโมเลกุลและค่า 
isoelectric point ใกล้เคียงกัน  ผลที่ได้สอดคล้องกับการท า SDS- PAGE ที่พบว่าทั้งพลาสมาและ
ซีรัมแสดงแถบสีโปรตีนมีรูปแบบคล้ายกัน (รูปที่ 27-28)  โปรตีนนอกจากจะเป็นองค์ประกอบของ
โครงสร้างของเซลล์ในสิ่งมีชีวิตแล้วยังท าหน้าที่เป็นตัวรับสัญญาณ  ขนส่งสาร ภูมิคุ้มกันรวมถึงเป็น
เอนไซม์ ในการศึกษาโปรตีนถึงระดับกรดอะมิโนหรือเปปไทด์ (peptide) ท าให้ทราบถึงคุณสมบัติ
และการท าหน้าที่แตกต่างกันซึ่งมาจากความแตกต่างของสายเปปไทด์  เช่น ล าดับของกรดอะมิโน
และความยาวของสายเปปไทด์ (181)  ดังนั้นความหลากหลายของโครงสร้างและล าดับกรดอะมิโน
ของเปปไทด์ในสัตว์เลื้อยคลานจึงเป็นสิ่งที่น่าสนใจที่สามารถบ่งชี้คุณสมบัติที่ส าคัญของเปปไทด์ต้าน
จุลชีพ ซึ่งเป็นสารกลุ่มโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลเล็ก (<10 กิโลดัลตัน) สามารถยับยั้งหรือฆ่าเชื้อ
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แบคทีเรียได้และมีความส าคัญต่อระบบภูมิคุ้มกันของสิ่งมีชีวิตมีขนาดความยาวของกรดอะมิโนตั้งแต่ 
12 - 100  ตัว ประกอบด้วยหมู่กรดอะมิโนที่มีประจุบวก มีคุณสมบัติเป็น amphipatic และมีความ
ยาวรวมทั้งโครงสร้างทุติยภูมิที่หลากหลายสามารถท าลายเชื้อก่อโรคได้อย่างรวดเร็ว และไม่มี
ผลข้างเคียง  (182)  ในการวิเคราะห์ผ่านโปรแกรม antimicrobial peptide calculator and 
prediction พบเปปไทด์ที่มีคุณสมบัติในการเป็น antimicrobial peptide ได้ เช่น  Complement 
C3, Hemoglobin beta-1 และ Hemoglobin subunit beta เป็นต้น มีรายงานการวิจัยของ 
Srihongthong และคณะเกี่ยวกับเฮโมโกลบินในจระเข้สายพันธุ์ไทยพบว่าเฮโมโกลบินเมื่อถูกย่อยเป็น
ชิ้นส่วนขนาดเล็กสามารถแสดงคุณสมบัติเป็นเปปไทด์ต้านจุลชีพ ออกฤทธิ์ท าลายเชื้อ B. subtilis ได้ 
(114)  นอกจากนี้ยังพบว่าโมเลกุลของเฮโมโกลบินในสัตว์เลื้อยคลานยังท าหน้าที่เป็นด่านแรกในการ
ท าลายเชื้อแบคทีเรีย ทั้งนี้ได้มีการทดสอบยืนยันในสัตว์ทดลองแล้วว่าเฮโมโกลบินเป็นหนึ่งในโปรตีน
ส าคัญของระบบภูมิคุ้มกันของสัตว์เลื้อยคลาน (183)   
 ผลจากการวิเคราะห์และสืบค้นล าดับกรดอะมิโน (peptide sequence) ของเปปไทด์ทั้ง   
46 เปปไทด์ ที่พบจากการท านายโครงสร้างพ้ืนฐานและคุณสมบัติของโปรตีนโดยวิธี  liquid 
chromatography mass spectrometry    จากฐานข้อมูล  antimicrobial peptide calculator 
and  predictor เพ่ือค้นหาเปปไทด์ต้านจุลชีพ  (potential antimicrobial peptide) พบว่ามีเปป
ไทด์ที่น่าสนใจและมีแนวโน้มที่สามารถน ามา ประยุกต์ใช้เป็นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทั้งหมด  
15  เปปไทด์ โดยได้มาจากพลาสมา 13 เปปไทด์  และในซีรัมพบ 2  เปปไทด์  ขนาดของเปปไทด์
ส่วนใหญ่ที่ได้จากพลาสมานั้นมีความยาวของกรดอะมิ โนตั้งแต่ 8 - 32 ตัว และมีค่าประจุสุทธิเท่ากับ  
-1, -3, 0, +1 และ+2 ตามล าดับ  ส่วนเปปไทด์ที่ได้จาก ซีรัมมีขนาดความยาวของกรดอะมิโนตั้งแต่  
7 – 9 ตัว มีค่าประจุสุทธิเท่ากับ –1 และ 0 ทั้งนี้พบว่า เปปไทด์ที่ได้จากพลาสมาและซีรัมมีลักษณะ
โครงสร้าง เป็นชนิด α-helical peptides เหมือนกัน  (รูปที่ 33- 34) จากคุณสมบัติเบื้องต้นของเปป
ไทด์ทีม่ีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อจุลชีพมีคุณสมบัติเป็นโมเลกุลไม่มีขั้ว (hydrophobicity) มีประจุเป็นบวก 
(cationicity) และสามารถเกิดโครงสร้างระดับทุติยภูมิแบบ α-helical ซึ่งมีคุณสมบัติเป็น 
amphipatic ได้   จากการศึกษาพบว่าเปปไทด์ที่ ได้จากทั้ งพลาสมาแ ละซีรัมที่แยกได้จาก
ตัวเงินตัวทองและมีโครงสร้างระดับทุติยภูมิแบบ α-helical  ทั้งหมด 15 ชนิด แต่มีเพียง  3  ชนิด  
ที่มีประจุเป็นบวก  เนื่องจากกลไกการท างานของเปปไทด์ต้านจุลินทรีย์เริ่มจากการดึงดูดกันระหว่าง
ขั้วบวกของเปปไทด์กับขั้วลบที่อยู่บริเวณพ้ืนผิวของเชื้อจุลินทรีย์ เช่น แบคทีเรียแกรมบวกจะมีกรดเท
โคอิก (techoic acid) และแบคทีเรียแกรมลบมีกลุ่มฟอสเฟตของไลโปโพลีแซคคาไรด์ 
(lipopolysaccharide) เมื่อเปปไทด์ถูกดูดเข้ามาใกล้กับเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียเปปไทด์จะท า
ปฏิกิริยากับเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียท าให้เปปไทด์สามารถยึดติดกับเยื่อหุ้มเซลล์ของจุลินทรีย์ได้ 
(184)  พบว่าจากสารสกัดหยาบพลาสมา  P1 จ านวน 2 ล าดับกรดอะมิโนและจาก P2 จ านวน  
1 ล าดับกรดอะมิโน คือ NEAVKQIMTGYAQQMVYK, NMISKLK และจาก P2 ที่มีล าดับกรดอะมิโน
เป็น LVRVVAHALAR    ซึ่งเปปไทด์ทั้ง  3 ชนิดนี้มีความเป็นไปได้ที่จะเป็นเปปไทด์ต้านจุลชีพ  จาก
การวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม APD3 พบว่าเปปไทด์ที่ได้จาก P1 (NEAVKQIMTGYAQQMVYK) มีความ
คล้ายในระดับ 31.81%  กับ Phylloseptin-3.3  ที่ได้พบในกบ (Phyllomedusa trinitatis) ที่แสดง
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ฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา (185) ส่วนเปปไทด์ P1 (NMISKLK)  มีความคล้ายในระดับ 36.36% กับ PGLa-H 
ของกบ แอฟริกัน (Xenopus laevis) สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียได้ทั้งแกรมบวกและแกรมลบ 
(186) และเปปไทด์ P2 (LVRVVAHALAR) มีความคล้ายในระดับ 40% กับ Mastoparan-VT7 ของ
ตัวต่อ (Vespa tropica) สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียได้ทั้งแกรมบวกและแกรมลบ และเชื้อราบาง
ชนิด (187)  ในขณะที่เปปไทด์ในกลุ่มที่เป็นลบอาจจะเป็นกลุ่มเปปไทด์ที่มีสมบัติเป็นประจุลบ 
(anionic peptides) ที่พบไดจ้ากสัตว์ครึ่งบกครึ่งน้ า (181) จากผลการศึกษาเปปไทด์ที่ได้มีบางส่วนที่
มีความเหมือนกับเปปไทด์ที่พบในสัตว์ครึ่งบกครึ่งน้ า โดยในการทดลองนี้พบเปปไทด์ที่มีประจุลบ  
6 ชนิด ซึ่งมีจ านวนเท่ากับเปปไทด์ที่มปีระจุเป็นศูนย์  
 นอกจากโปรตีนที่สามารถระบุชนิดและคุณสมบัติได้ดังกล่าวแล้ว ยังมีโปรตีนหลายชนิดที่ไม่
สามารถวิเคราะห์ได้ในการศึกษาครั้งนี้ ซึ่งอาจเกิดสาเหตุจากหลายประการ เช่น ความบริสุทธิ์ของ 
แฟรกชันโปรตีน ประเด็นส าคัญอีกประการหนึ่งคือปัญหาในการวิเคราะห์ เนื่องจากข้อจ ากัดด้าน
ฐานข้อมูล จึงประสบปัญหาในการระบุชนิดของโปรตีน ทั้งนี้ในกลุ่มของสัตว์เลื้อยคลานโดยเฉพาะใน
กลุ่มที่ออกลูกเป็นไข่ที่มีระบบภูมิคุ้มกันแบบสืบทอดแต่ก าเนิด  ถือว่าเป็นสิ่งส าคัญในการปกป้องตัว
อ่อนจากการติดเชื้อ  โดยองค์ประกอบหลักของไข่ประกอบด้วยโปรตีนและเปปไทด์ต้านจุลชีพหลาย
ชนิด จากรายงานการศึกษาพบว่าเปปไทด์พีโลวาเทอรินบีตาดีเฟนซินไลค์ (beta-defensin-like 
peptide pelovaterin)  ที่แสดงออกในเปลือกไข่ของตะพาบไต้หวัน (chinese soft-shelled 
turtle) นอกจากจะมีส่วนส าคัญในการสร้างของเปลือกไข่ด้วยแล้วยังมีฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียได้อีก
ด้วย  (188) และในการศึกษาวิจัยนี้พบว่าในส่วนสกัดจากพลาสมา (P2) มีโปรตีน Ovocleidin-116  
ท าหน้าที่เป็นโครงสร้างให้กับเซลล์และเนื้อเยื่อ ซึ่งอยู่ในกลุ่มที่เกี่ยวข้องกับการสร้างเปลือกไข่
เหมือนกันกับเปปไทด์เกลลิน (gallin) ที่พบในไข่ของสัตว์ปีก (189-193)  โปรตีนชนิดนี้จึงเป็นโปรตีน
ที่น่าสนใจส าหรับพัฒนาเป็นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพหรือเปปไทด์ต้านจุลชีพ ยังมีการวิจัยเกี่ยวกับ
สารต่อต้านเชื้อจุลชีพจากเลือดมังกรโคโมโด โดยนักวิจัยจาก George Mason University ได้ค้นพบ
สารประกอบตัวใหม่ ชื่อว่า DRGN-1 ซึ่งเป็นชิ้นส่วนของโปรตีนฮิสโตน (H1หรือ H2B) สามารถต่อต้าน
เชื้อแบคทีเรียที่อยู่ในเลือดของมังกรโคโมโดซึ่งเป็นสัตว์เลื้อยคลานที่ใกล้เคียงกับจระเข้มาก พบว่า
สามารถกระตุ้นให้เซลล์ร่างกายของสัตว์ทดลองให้แผลหายได้เร็วขึ้น โปรตีนฮีสโตนนั้นสามารถพบได้
ในสิ่งมีชีวิตทั่วไป  จากการศึกษาพบว่าโปรตีนฮีสโตนมีโครงสร้างทางด้านปลาย  N-terminal เป็น
กรดอะมิโนชนิดซีลีนและโปรลีน (serine – proline)  SPKKTKPVKPKKVA  โปรตีนจะไม่แสดง
คุณสมบัติในการฆ่าเชื้อจุลชีพได้ แต่ถ้าน ามาท าการสังเคราะห์ใหม่โดยปรับเปลี่ยนกรดอะมิโนบางตัวที่
ปลาย N-terminal  ให้เป็นโปรลีนและซีลีน (proline -serine) PSKKTKPVKPKKVA พบว่าโปรตีน
ฮีสโตนจะแสดงคุณสมบัติท าลายเชื้อจุลชีพได้อย่างมีประสิทธิภาพ ซึ่งสอดคล้องกับรายงานการวิจัยที่
บ่งชี้ว่าล าดับของกรดอะมิโนไม่ใช่ปัจจัยส าคัญเพียงอย่างเดียวที่ใช้บ่งบอกฤทธิ์ทางชีวภาพ ในหลาย
กรณีที่กรดอะมิโนในธรรมชาติถูกแทนที่แล้วสามารถเพ่ิมฤทธิ์ในการต้านจุลชีพได้  (194) ปัจจุบันการ
ประยุกต์ใช้เปปไทด์ต้านจุลชีพมาใช้ในการรักษาโรคนั้นส่วนใหญ่เป็นเปปไทด์ที่ได้จากการสังเคราะห์
และปรับปรุงคุณสมบัติบางประการ ซึ่งเป็นข้อจ ากัดที่มีในเปปไทด์ตามธรรมชาติ  เช่น การ
เปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนของสายเปปไทด์จากรูป  L (L-form) เป็นรูป D (D-form) เนื่องจากกรดอะมิ
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โนในรูป L-form จะไม่เสถียร ท าให้ถูกย่อยได้โดยเอนไซม์ชนิดต่างๆ เป็นต้น ดังนั้นจึงมีการพัฒนา
ปรับปรุงหรือเปลี่ยนแปลงภายในโมเลกุลของเปปไทด์เพ่ือเพ่ิมความเสถียรให้กับโมเลกุลของเปปไทด์ 
ได้แก่ การเติมกรดอะมิโนที่ไม่มีในธรรมชาติ (introducing non-natural amino acids) การป้องกัน
ปลายสายเปปไทด์ (terminal protection) การท าให้เกิดโครงสร้างแบบไซคลิก (cyclization) และ
การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างแกนกลาง (backbone modification) (195) ซึ่งวิธีการปรับปรุง
คุณสมบัติทางเคมีนี้จะเพ่ิมคุณสมบัติทางยาของเปปไทด์ให้ดีขึ้น ด้วยผลการศึกษาวิจัยนี้ที่พบ 
Histone H 3.2  ทีน่่าสนใจน ามาพัฒนาให้เป็นเปปไทด์ต้านจุลชีพได้ (10) อีกทั้งโปรตีนทั้ง 3 ชนิดที่มี
การรายงานถึงประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียในสัตว์เลื้อยคลานชนิดอ่ืนมาแล้ว แต่ยังไม่มี
การศึกษาในตัวเงินตัวทอง จากรายงานล่าสุดที่ค้นพบเปปไทด์ต้านจุลชีพชนิดใหม่จากมังกรโคมาโด 
 ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ (196) โดยนักวิจัยได้ท าการ
สังเคราะห์เปปไทด์ชนิดใหม่ข้ึนมาโดยใช้โปรตีน  Histone เป็นต้นแบบในการสังเคราะห์ ท าให้ผลการ
วิเคราะห์ เปปไทด์ที่มีคุณสมบัติต้านจุลชีพจากองค์ประกอบของเลือดตัวเงินตัวทอง ซึ่งเป็น
สัตว์เลื้อยคลานอยู่ในวงศ์ Varanidae เดียวกับมังกรโคมาโดนั้นเป็นที่น่าสนใจ  เปปไทด์ที่ได้จากการ
ศึกษาวิจัยในครั้งนี้อาจจะสามารถน ามาพัฒนาหรือท าการศึกษาเชิงลึกต่อไปได้ในอนาคต   
 

5.2 สรุปผลกำรทดลอง  

 งานวิจัยนี้จัดท าขึ้นเพ่ือศึกษาค้นคว้าสารต้านจุลชีพทางเลือกชนิดใหม่เพ่ือช่วยแก้ปัญหา 
โรคติดเชื้อและดื้อต่อยาของเชื้อแบคทีเรียก่อโรค จึงได้ท าการค้นหารสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ โดย
มุ่งเน้นการค้นคว้าไปที่กลุ่มของสัตว์เลื้อยคลาน  โดยตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาวิจัยครั้ งนี้คือ  
องค์ประกอบของเลือดจากตัวเงินตัวทอง ที่ได้รับความอนุเคราะห์มาจากสถานีเพาะเลี้ยงสัตว์ป่าเขา
สน จังหวัดราชบุรี โดยพบว่าเบื้องต้นทั้งสารสกัดหยาบพลาสมาและสารสกัดหยาบซีรัมสามารถยับยั้ง 
เชื้อทดสอบทั้ง 4 สายพันธุ์ ได้และเมื่อน าพลาสมาและซีรัมของตัวเงินตัวทองมาสกัดแยกด้วยวิธี ion  
exchange chromatography โดยใช้คอลัมน์ Q-sepharose ท าให้ได้โปรตีนแฟรกชันทั้งหมด 5 พีค  
เท่ากันทั้งในพลาสมาและซีรัม (P1-P5) และ (S1-S5) โดยมีขนาดโมเลกุลอยู่ระหว่าง 15-116 กิโลดัล 
ตัน โดยพบแถบโปรตีนที่เข้มและกว้างที่สุดที่น้ าหนักโมเลกุล  67 กิโลดัลตันและผลจากการท านาย 
โครงสร้างพ้ืนฐานและคุณสมบัติของโปรตีนโดยวิธี liquid chromatography mass spectrometry     
สามารถจ าแนกเปปไทด์ได้ทั้งหมด  46  ชนิด  ทั้งจากพลาสมาและซีรัมและสามารถระบุชนิดโปรตีน 
ได้ 33 ชนิด โดยเปปไทด์ท่ีได้จากการศึกษาวิจัย ในครั้งนี้ทั้งในพลาสมาและซีรัมส่วนใหญ่พบว่าเหมือน 
เปปไทด์ที่พบในกลุ่มของสัตว์เลื้อยคลาน สัตว์ครึ่งบกครึ่งน้ าและมีเปปไทด์บางชนิดที่พบในสัตว์ปีก 
เช่น ไก่  เปปไทด์ที่ได้จากทั้งซีรัมและพลาสมามีขนาดของน้ าหนักโมเลกุลและค่า isoelectric point 
ใกล้เคียงกนั 
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 ผลจากการวิเคราะห์และสืบค้นล าดับกรดอะมิโน (peptide sequence) ของเปปไทด์ทั้ง 
46 เปปไทด์  พบว่ามีเปปไทด์ที่น่าสนใจและมีแนวโน้มที่สามารถน ามาประยุกต์ใช้เป็นสารออกฤทธิ์
ทางชีวภาพทั้งหมด 15  เปปไทด์ โดยได้มาจากพลาสมา 13 เปปไทด์ และในซีรัมพบ 2  เปปไทด์  
ทั้งนี้พบว่าเปปไทด์ที่ได้จากพลาสมาและซีรัมมีลักษณะโครงสร้าง เป็นชนิด α-helical peptides              
มีเพียง 3  ชนิดจากทั้งหมด 15 ชนิด โดยพบจากส่วนที่สกัดจากพลาสมา 1 (P1) มีล าดับกรดอะมิโน
เป็น NEAVKQIMTGYAQQMVYK และ NMISKLK และ P2 ที่มีล าดับกรดอะมิโนเป็น 
LVRVVAHALAR  ตามล าดับ ซึ่งเปปไทด์ทั้ง  3 ชนิดนี้มีความเป็นไปได้ที่จะเป็นเปปไทด์ต้านจุลชีพได ้
 

5.3 ข้อเสนอแนะ 

 จากการศึกษาพบว่าปัจจัยที่มีผลในการแสดงความสามารถของเปปไทด์นั้นมีหลายประการ
เช่น ล าดับของกรดอะมิโน ประจุ ทั้งชนิด hydrophilic และ hydrophobic ของเปปไทด์ และ
รูปแบบการจัดเรียงตัวของกรดอะมิโนในสายเปปไทด์ นอกจากลักษณะทางโครงสร้างแล้วยังต้องมี
คุณสมบัติอื่นๆ เช่น โมเลกุลขนาดเล็กประกอบด้วยกรดอะมิโนตั้งแต่ 10 – 100 กรดอะมิโน โดยกลไก
การท างานของเปปไทด์ต้านจุลินทรีย์เริ่มจากการดึงดูดกันระหว่าง ขั้วบวกของเปปไทด์กับขั้วลบที่อยู่
บริเวณพ้ืนผิวของเชื้อจุลินทรีย์  เช่น แบคทีเรียแกรมบวกจะมีกรดเทโคอิกและแบคทีเรียแกรมลบมี
กลุ่มฟอสเฟตของไลโปโพลีแซคคาไรด์ จากข้อมูลของล าดับกรดอะมิโนของตัวเงินตัวทองที่ได้ในการ
ศึกษาวิจัยครั้งนี้จะเป็นพ้ืนฐานที่ส าคัญในการศึกษาหรือพัฒนาต่อยอดให้เป็นสารทดแทนยาปฏิชีวนะ
ซึ่งข้อมูลดังกล่าวมีประโยชน์อย่างยิ่งในการปรับปรุงโครงสร้างของเปปไทด์ที่สนใจโดยมุ่งเน้นที่
คุณสมบัติต้านจุลชีพ สามารถแทรกผ่านเซลล์ โดยพัฒนาเป็นระบบน าส่งยาอีกรูปแบบหนึ่งได้ทั้งนี้ใน
การแยกเปปไทด์ให้มีความบริสุทธิ์นั้นต้องผ่านกระบวนการหลายขั้นตอน อีกทั้งปริมาณที่แยกได้มี
เพียงเล็กน้อย ดังนั้นการสังเคราะห์สายเปปไทด์โดยวิธีทางเคมีเพ่ือน ามาพัฒนาเป็นสารต้านจุลชีพโดย
อาศัยข้อมูลของล าดับกรดอะมิโนที่ค้นพบในครั้งนี้เป็นแนวทาง  
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