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บทคัดยอ 

     เปปไทดท่ีมีฤทธิท์างชีวภาพจากแหลงธรรมชาติไดรับความนิยมอยางมากในปจจุบัน เมล็ดผลไมเปน
แหลงสะสมอาหารซึ่งมีความเปนไปสูงในการพบเปปไทดท่ีมีฤทธิท์างชีวภาพ โดยงานวิจัยนีไ้ดคัดเลอืก
เ ป ป ไ ท ด ท่ี มี ฤ ท ธิ์ ใ น ก า ร ต า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ  2  ส า ย จ า ก เ ม ล็ ด ลํ า ไ ย  ไ ด แ ก  Longan 1 
(ISYVVPVYIAEITPKTFRGGF) และ Longan 2 (TLAMHYF) ท้ังนี้การสกัดจากธรรมชาติโดยตรงยัง
พบปญหา เชน ไดปริมาณเปปไทดท่ีตองการนอยแตใชตัวอยางจํานวนมาก งานวิจัยนี้จึงเลือกเทคนิค
ดานพันธุศาสตรโมเลกุลมาแกปญหาเหลานี้ โดยออกแบบช้ินสวนดีเอ็นเอใหประกอบดวยออกแบบนิ
วคลีโอไทดที่แปลรหัสแลวไดเปนลําดับกรดอะมิโอของเปปไทด Logan 1 เรียงตอกัน 4 ชุด แตละชุด
คั่นดวยโคดอนกรดอะมิโนแอสพารติก และเปปไทด Logan 2 เรียงตอกัน 10 ชุด แตละชุดคั่นดวยโค
ดอนกรดอะมิโนไลซีน เพ่ือใหช้ินสวนดีเอ็นเอยาวเพียงพอสําหรับการจัดการดวยเทคนิคดานพันธุ
ศาสตรโมเลกุล จากนั้นตัดตอเขาเวคเตอรพาหะ pPICZαA และนําเขาสูโครโมโซมของ P. pasotoris 
GS115 เพ่ือให P. pasotoris ผลิตรีคอมบิแนนทเปปไทดดังกลาว โดยงานวิจัยนี้สามารถสราง P. 
pasotoris สายพันธุ TWLG1PP และ WPLG2 สําหรับผลิตเปปไทด  Longan 1 และ Logan 2 ตามลําดับ 
โดยสายพันธุ TWLG1PP ไดรับการยืนยันความถูกตองของลําดับนิวคลีโอไทดแลว สวน WPLG2 ได
ตรวจสอบความถูกตองเบ้ืองตนและกําลังอยูระหวางยืนยันความถูกตองของลําดับนิวคลีโอไทด 
หลังจากนี้ P.pastoris ท้ังสองสายพันธุจะถกูกระตุนใหมีการแสดงออกของรีคอมบิแนนทเปปไทด และ
จะถูกตัดใหเปนเปปไทดสายสัน้เหมือนท่ีพบในเมล็ดลําไยดวยเอนไซม Endoproteinase AspN สําหรับรี
คอมบิแนนทเปปไทดจากสายพันธุ TWLG1PP และทริปซิน กับ Carboxyldase B สําหรับรีคอมบิแนนท
เปปไทดจากสายพันธุ WGLG2 จากนั้นจะนําไปทดสอบฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระและฤทธิ์ในการ
ตานการแบงตัวของเซลลมะเร็งตอไป 

คําสาํคัญ: เปปไทด, ลาํไย, P. pastoris 

 



ค 

 

ABSTRACT 

       Bioactive peptides from natural sources are currently favorable. Fruit seeds are sources of 
accumulated food, so there are potential sources for discovering bioactive peptides. In this research, 
two antioxidative peptides from longan seeds, Longan 1 (ISYVVPVYIAEITPKTFRGGF) and 
Longan 2 (TLAMHYF) were selected. However, direct extraction of the peptides from natural 
sources encounters some problems such as low yield of peptide. To overcome these problems, 
molecular genetic technique is chosen in this research by designing DNA fragment containing 4 
copies of the peptide Longan 1 linked by the codons of Aspartic acid and DNA fragment containing 
10 copies of the peptide Longan 2 linked by the codons of Lysine in oder to obtain adequetly long 
peptides for being manipulated by molecular genetic teqnique. Then, both DNA fragments were 
inserted into the expression vector, pPICZαA and further integrated onto P. pastoris GS115 
chromosome for producing those peptides. For this research, two strains of P. pasotoris, TWLG1PP 
and WPLG2, were constrcted for producing peptide Longan 1 and Longan 2, respectively. For the 
strain TWLG1PP, nucleotide sequence was already verified. However, the strain WPLG2 was 
preliminary verified while nucleotide sequence verification is in progress. Then, both strains will be 
induced to express recombinant peptides. The rerombinant petide from TWLG1PP strain will further 
cut by Endoproteinase AspN while that from WGLG2 will further cut by trypsin Carboxyldase B. 
Next, antioxidative and antiproliferative activities will be tested. 

Keywords: peptides, longan, P. pastoris 



ง 

 

สารบัญ 

 หนา 
กิตติกรรมประกาศ ................................................................................................................................ ก 
บทคัดยอ ............................................................................................................................................... ข 
ABSTRACT ......................................................................................................................................... ค 
สารบัญ ................................................................................................................................................. ง 
สารบัญภาพ .......................................................................................................................................... ช 
คําอธิบายสัญลักษณและคาํยอ .............................................................................................................. ซ 
บทที่ 1 บทนํา ...................................................................................................................................... 1 

1.1 การทบทวนวรรณกรรม .................................................................................................... 1 
1.2 ความสาํคัญและท่ีมาของปญหาท่ีทําการวิจัย .................................................................... 3 
1.3 วัตถุประสงคของโครงการวิจัย ......................................................................................... 5 
1.4 ขอบเขตของโครงการวิจยั ................................................................................................. 5 
1.5 ทฤษฎี และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย .............................................................. 6 
1.6 วิธกีารดําเนนิการวิจัยโดยสรุป .......................................................................................... 7 
1.7 ประโยชนทีค่าดวาจะไดรับ ............................................................................................... 8 

บทที่ 2 อุปกรณ วิธีดําเนินงานวิจัย ...................................................................................................... 9 
2.1 อุปกรณ ............................................................................................................................. 9 
2.2 จุลินทรีย พลาสมิด และไพรเมอร ................................................................................... 11 

2.2.1 พลาสมิด ............................................................................................................... 11 
2.2.2 จุลินทรีย………………………………………………..…………………..........11 
2.2.3 ไพรเมอร .............................................................................................................. 11 

             2.3 การคัดเลือกเปปไทดตานอนุมูลอิสระและ/หรือการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็งจาก  
เมล็ดผลไม…………………………………………………………………………...12 

2.4 การออกแบบนวิคลีโอไทดเพือ่ใชผลิตเปปไทดตานอนมูุลอสิระ/หรือการตานการแบงตัว
ของเซลลมะเร็งเมล็ดผลไม………………………………………………...................12 

              2.5 การสราง P. pastoris สายพนัธุสาํหรับผลิตตานอนุมูลอสิระ/หรือการตานการแบงตัวของ
เซลลมะเร็งเมลด็ผลไม………………………………………………………………...12 

บทที่ 3 ผลการทดลองและวจิารณผลการทดลอง………………………….…………………..…….15 



จ 

 

3.1 การคดัเลอืกเปปไทดตานอนุมูลอิสระและ/หรือการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็งจาก
เมล็ดผลไม……………………………………………………………………………..15 

3.2 การออกแบบนวิคลีโอไทดเพือ่ใชผลิตเปปไทดตานอนมูุลอสิระ/หรือการตานการแบงตัว
ของเซลลมะเร็งเมล็ดผลไม…………………………………………….......................15 

3.3 การสราง P. pastoris สายพันธุสาํหรับผลติตานอนุมูลอสิระ/หรือการตานการแบงตัวของ
เซลลมะเร็งเมลด็ผลไม………………………………………………………………...16 

บทที่ 4 สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ……………………………………………..24 
4.1 สรุปผลการวิจัยและอภิปรายผล ...................................................................................... 24 
4.2 ขอเสนอแนะ ................................................................................................................... 24 

ภาคผนวก ........................................................................................................................................... 26 
บรรณานกุรม……………...………………………………………………………………………….27 
ประวัติผูวิจัย ....................................................................................................................................... 29 

 
  



ฉ 

 

สารบัญภาพ 

 หนา 

รูปท่ี 2.1 ช้ินสวนดีเอ็นเอซึ่งออกแบบสาํหรับการสรางรีคอมบิแนนทเปปไทดท่ีไดจากเมล็ดลาํไยซึ่งมี
ความเปนไปไดในการมีฤทธิ์ทางชีวภาพ…………………………………………………….14 

รูปท่ี 3.1 การตัดช้ินสวนดีเอน็เอสาํหรับผลิตเปปไทด Longan1 และ Longan 2 กอนนาํเขาพลาสมิด 
pPicA…………….......................................................................................................18 

รูปท่ี 3.2 การตรวจสอบการแทรกตวัของช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีตองการบนพลาสมิด pPicA ................ 19 

รูปท่ี 3.3 การตัด pWPLG2 ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ SacI ................................................................ 20 

รูปท่ี 3.4 หลักการนําชิ้นสวนดีเอ็นเอเปาหมายบนพลาสมิด pPicZA ลงบนโครโมโซมของ 
              P. pastoris………………………………………………………………………………….21 
รูปท่ี 3.5 การทํา colony PCR เพ่ือตรวจสอบการแทรกตัวของชิ้นสวนดีเอ็นเอบนโครโมโมโซมของ 
             P. pastoris…………………………………………………………………………………..22 
รูปท่ี 3.6 การตรวจสอบความถูกตองของผลิตภัณฑจากเทคนิค colony PCR เบ้ืองตนดวยการตัด 
             ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BsiWI………………………………………………………………23 
 
 
 
  
 

  
 

 

 



ช 

 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
% เปอรเซน็ต 
oC องศาเซลเซยีส 
µg/mL ไมโครกรัมตอมิลลลิิตร 
µl ไมโครลิตร 
µm ไมโครเมตร 
Amp Amplicilin 
AmpR Amplicilin Resistance 
AOX ยีน Alcohol Oxidase 
g กรัม 
g/L กรัมตอลติร 
L ลิตร 
LB Luria-Bertani 
M โมลารหรอืโมลตอลติร 
mL มิลลลิิตร 
mM มิลลโิมลาร 
PCR Polymerase Chain Reaction 
rpm round per minute (รอบตอนาที) 
v/v volume by volume (ปริมาตรตอปริมาตร) 
w/v weight by volume (น้ําหนกัตอปริมาตร) 
X-gal 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside 
YPD Yeast extract-Peptone-Dextrose 
ZeocinR Zeocin Resistance 



1 

 

บทที ่1 

บทนาํ 

1.1 การทบทวนวรรณกรรม 

      อนุมูลอิสระเปนสาเหตุของโรคหลายชนิด เนื่องจากอนุมูลอิสระประกอบดวยอิเล็คตรอนอิสระอยู
ในวงนอกของอะตอมทําใหมีความไมคงตัวและวองไวในการเกิดปฎิกิริยา อนุมูลอิสระตองการหา
อิเล็คตรอนมาจับคูเพ่ือใหมีความคงตัว จึงสามารถทําปฏิกิริยากับสารชีวโมเลกุลในเซลลและเนื้อเยื่อ 
เชน ไขมัน โปรตีน ดีเอ็นเอ เพ่ือดึงอิเล็คตรอนหรือไฮโดรเจนอะตอม หรือเขาไปจับคูกับอิเล็คตรอนข
องสารชีวโมเลกุลทําใหสมบัติของสารชีวโมเลกุลเปลี่ยนไป ซึ่งความเสียหายท่ีเกิดขึ้นนี้เปนสาเหตุของ
การเกิดโรคมากมาย เชน โรคแกกวาวัย มะเร็ง อัลไซเมอร (Ames et al. 1993a, Ames et al. 1993b, 
Slater 1984) นอกจากนีอ้นมุูลอิสระยังสามารถทําปฏิกิริยากับ LDL (Low- density lipoprotein) เกิดเปน 
oxidized LDL ซึ่งเปนสาเหตุของภาวะหลอดเลือดแดงแข็งตัว ทําใหเกิดโรคหัวใจ (Sinatra and 
DeMarco 1995) 

     อนุมูลอิสระเปนผลพลอยไดที่เกดิจากการเผาผลาญอาหารในรางกาย เนื่องจากอนุมูลอิสระท่ีเกิดขึ้น
ในรางกายมาจากปฏิกิริยาท่ีใชออกซิเจนจึงมีช่ือเรียกวา Reactive Oxygen Species (ROS) เชน ซูเปอร
ออกไซด แอนอิออน (superoxide anion; O2

•-), ไฮโดรเปอรออกซิล แรดิคอล (hydroperoxyl radical; 
HOO•) และไฮดรอกซิล  แรดิคอล (hydroxyl radical; OH•) ซึ่งรางกายเองก็มีกลไกในการกําจัดอนุมูล
อิสระเหลานี้ เชน กระบวนการ oxidative stress ซึ่งกระตุนการทํางานของเอนไซมซูเปอรออกไซดดิส
มิวเทส (superoxide dismutase; SOD) คาตาเลส (catalase; CAT) กลูตาไทโอน- เปอรซิเดส (glutathione 
peroxidase; GPx) (Barber et al. 2006) แตเนื่องจากอนุมูลอิสระเกดิไดอยางรวดเร็วและทําปฎิกิริยาอยาง
วองไว ประกอบกับวิถีการดําเนินชีวิตและธรรมชาติท่ีเปลีย่นไป เชน การรับประทานเนื้อสตัวปงยางท่ีมี
ไขมันสูง มลพิษทางอากาศ รังสียูวี ควันบุหร่ี ดังนั้นการรับสารตานอนุมูลอิสระ(antioxidant) จาก
ภายนอกจึงเปนทางเลือกเพ่ือลดการเกิดอนุมูลอิสระในรางกายหรือลดความเสียหายท่ีเกิดจากอนุมูล
อิสระ  โดยสารตานอนุมูลอิสระคือสารประกอบท่ีสามารถปองกันหรือชะลอกระบวนการเกิดออกซิ
เดช่ัน ซึ่งสามารถพบไดในองคประกอบของอาหาร เชน วิตามินเอ ซีและอี ซิลิเนียม แคโรทีนอยด 
(Diplock 1991) นอกจากนี้ยังมีการคนพบเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ โดยเปปไตดเหลานี้จะมี
กรดอะมิโนวงแหวนอะโรมาติก เชน ฟนิลอะลานิน (Phenylalanine) ไทโรซีน (Thirosine) และทริป
โตเฟน (Tryptophane) ที่สามารถใหโปรตอนแกอนุมูลอิสระได สงผลใหอนุมูลอิสระนั้นถูกทําลายไป 
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(Hattori et al. 1998, Wang, Wenyi and De Mejia 2005, Xie et al. 2008) หมูอิมิดาโซล (imidazole) ในฮิ
สติดีน (Histidine)กับหมูไธออล (thiol) ในซิสเตอีน (Cysteine) ก็สามารถตานอนุมูลอิสระไดเชนกัน 
(Qian et al. 2008) นอกจากองคประกอบของกรดอะมิโนในเปปไทดแลว ตําแหนงของกรดอะมิโนก็
เปนอีกปจจัยท่ีสําคัญตอการตานอนุมูลอิสระ ซึ่งการสลับท่ีหรือเปลี่ยนชนิดของกรดอะมิโนภายใน
โครงสรางเปปไทด จะสงผลตอฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ (Rajapakse et al. 2005) 

      เปปไตดที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพและสกดัไดจากธรรมชาติกําลังไดรับความสนใจเพ่ือใชในการผลิตเปน
ยา อาหารเสรมิสุขภาพ และผลิตภัณฑเสริมความงาม เนื่องจากผูบริโภคตระหนักถึงความปลอดภัย จึงมี
งานวิจัยหลากหลายในการหาเปปไทดเหลานีจ้ากธรรมชาติ เชน เปปไทดขนาดนอยกวา 1,000 ดาลตันท่ี
มีฤทธิ์ตานออกซิเดช่ันซึ่งสกัดจากถั่วแอลฟาฟา (Xie et al. 2008) ในพืชตระกูลถั่วอีกชนิดคือถั่วลิสง 
พบเปปไทดขนาด 3,000 ถึง 5,000 ดาลตันที่สามารถยับยั้งปฏิกริิยาออกซเิดชันของไขมันและการเขาจับ
กับโลหะ ในปค.ศ. 2010 มีรายงานการสกดัเปปไทดจากเอนโดสเปรมของขาวซึง่พบวาเปปไทดท่ีมีฤทธิ์
ตานออกซิเดชันดีท่ีสุด มีน้ําหนักโมเลกุล 959.5 ดาลตัน มีลําดับกรดอะมิโนคือ ฟนิลอะลานิน-  อารจิ
นิน-กรดแอสพาติก-กรดกลูตามิก-ฮิสติดีน-ไลซีน-ไลซีน (Phe-Arg-Asp-Glu-His-Lys-Lys)  และเปป
ไทดขนาด 1,002.5 ดาลตัน มีลําดับกรดอะมิโนคือ ไลซีน-ฮิสติดิน-กรดแอสพาติก-อารจินิน-ไกลซีน-
กรดแอสพาติก-กรดกลูตามิค-ฟนิลอะลานิน (Lys-His-Asp-Arg-Gly-Asp-Glu-Phe) (Zhang et al. 2010) 
นอกจากนี้ Cheng และคณะ พบเปปไทดจากการยอยมันฝรั่งดวยเอลเคเลสท่ีมีท่ีมีฤทธิ์ตานออกซิเดชันดี
ท่ีสุดมีลําดับกรดอะมิโน คือ เซอรีน-เซอรีน-กลูตามีน-ฟนิลอะลานิน-ไทโรซีน-ทริปโตเฟน (Ser-Ser-
Glu-Phe-Thr-Tyr) ซึ่งตรงกับลําดับกรดอะมิโนบางสวนของ metallocarboxypeptidase inhibitor และไอ
โซลูซีน-ไทโรซีน-ลิวซีน-ไกลซีน-กรดกลูตามิค (Ile-Tyr-Leu-Gly-Glu) ซึ่งกับลํา ดับกรดอะมิโน
บางสวนของ Lipoxygenase1 (Cheng et al. 2010)  

      สําหรับพืชท่ีพบในประเทศไทยมีการศึกษาในเชน การสกัดโปรตีนจากลูกสมอไทยพบวาโปรตีน
พบวาโปรตีนที่มีฤทธิ์ตานออกซิเดชั่นมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 16 กิโลดาลตัน (Srivastava et al. 
2012) การสกัดโปรตีนในวานชักมดลูกพบโปรตีนที่มีฤทธิ์ตานออกซิเดช่ันขนาดประมาณ 18 กิโลดาล
ตัน หรือในพืชวงศขิง ซึ่งพบเปปไทดท่ีสามารถยับย้ัง angiotensin I-converting enzyme ซึ่งเอนไซมนี้
เกี่ยวของกับโรคความดันโลหิตสูง ท้ังนี้ขอไดเปรียบของประเทศไทยคือความหลากหลายทางชีวภาพ 
คนไทยมีการใชประโยชนจากทรัพยากรเหลานี้มานานดังจะเห็นไดจากตํารับยาสมุนไพร หรืออาหาร
ไทยท่ีอาจเรียกไดวาเปนโภชนาการบําบัด แตท้ังนี้การศึกษาเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพจากพืชใน
ประเทศไทยยังไมเปนท่ีหลากหลายนัก ผลไมไทยก็เปนอีกทางเลือกท่ีนาสนใจในการศึกษา เนื่องจาก
ผลไมไทยมีความหลากหลายและมีเอกลักษณทั้งในเรื่องรูปลักษณและรสชาติ นอกจากนี้ยังสามารถ
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นําไปแปรรูปเปนผลิตภัณฑตางๆเพ่ือเพ่ิมมูลคาโดยมักมีเมล็ดผลไมเหลือท้ิงจํานวนมาก เนื่องจากเมล็ด
ผลไมเปนแหลงสะสมของอาหารเพ่ือใชในการขยายพันธุ ดังนั้นการศึกษาเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ในการตาน
อนุมูลอิสระจึงเปนท่ีนาสนใจอยางยิ่ง นอกจากนี้ไดมีรายงานการวิจัยท่ีเกี่ยวของกับฤทธิ์ในการตาน
อนุมูลอิสระซึ่งพบไดในผลไมหลายชนิด เชน อะโวคาโดว ขนุน ลําไย มะมวง มะขาม (Soong and 
Barlow, 2004) 

      ปญหาท่ีพบจากการสกัดสารจากตัวอยางตามธรรมชาติคือสารท่ีตองการมักมีปริมาณนอย ตองใช
ตัวอยางจํานวนมาก รวมท้ังการเก็บรักษากม็ีความสาํคญั หากตัวอยางมีการเสยีสภาพ สารท่ีตองการ เชน 
โปรตีนก็มีการเสือ่มสภาพเชนกนั ดังนั้นเทคนิคทางดานพันธุศาสตรโมเลกุลจึงถูกนํามาใชเพ่ือการผลิต
เปปไทดท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพจากเมล็ดผลไมใหมีประสิทธิภาพ ซึ่งยีสต P. pastoris เปนสิ่งมีชีวิตท่ีใชกัน
อยางกวางขวางในการผลิต recombinant protein เนื่องจากมีความปลอดภัย ใชอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีไม
ซับซอน เปนสิ่งมีชีวิตประเภทยูคาริโอตเซลลเดียวทําใหมีกระบวนการ post-translational modification 
ซึ่งทําใหโปรตีนที่ผลิตไดใกลเคียงกับโปรตีนตนแบบ และโปรตีนท่ีสนใจนั้นจะถูกแสดงออกภายใต
การควบคุมของ AOX1 promoter ซึ่งกระตุนไดดวยเมทานอลทําใหงายในการควบคุมการแสดงออก (Li 
et al. 2007) เนื่องจากเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพเปนเปปไทดสายสั้น การตรวจสอบและตรวจติดตาม
เม่ือใชเทคนิคดานพันธศุาสตรโมเลกลุเปนเร่ืองท่ียุงยาก การแกปญหาเรื่องนี้สามารถทําไดโดยใหนิวคลี
โอไทดที่ผลิตเปปไทดนี้มีจํานวนหลายชุดเรียงตอกันเพ่ือใหสายดีเอ็นเอท่ียาวขึ้น เม่ือนิวคลีโอไทด
เหลานี้ถูกถอดรหัสเปนโปรตีนจะประกอบดวยเปปไทดสายยาวขึ้นประกอบดวยเปปทท่ีตองการหลาย
สายเรียงตอกัน เมื่อทําการตัดบริเวณท่ีกรดอะมิโนท่ีเช่ือมสายเปปไทดเหลานี้ก็จะไดเปปไทดท่ีตองการ
หลายสายในเวลาเดียวกนั ซึ่งตัวอยางของการใชเทคนิคดังกลาวผลิตเปปไทดที่มีขนาดเลก็ เชน การผลิต
เปปไทดท่ีเปนสารแตงรสเนื้อ (Wang, Yanping et al. 2011, Zheng et al. 2010) เปปไทด Gsp ซึ่งพบใน
รากโสมและใชเปนยารักษาโรคเบาหวาน (Yan et al. 2003) เทคนิคท่ีกลาวมาจะชวยใหการผลิตเปป
ไทดท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานอนุมูลอสิระและ/หรือตานการแบงตัวของเซลลมะเร็งท่ีพบจากเมล็ด
ผลไมไทยมีประสิทธิภาพ โดยเปปไทดเหลานี้สามารถตอยอดไปใชในอุตสาหกรรมดานเภสัชกรรม 
อาหารเสริมสุขภาพ หรือผลิตภัณฑเสริมความงามตอไปได 

1.2 ความสําคัญและท่ีมาของปญหาท่ีทําการวิจัย 

      อนุมูลอิสระ เชน ไฮดรอกซิล  แรดิคอล (hydroxyl radical; OH•) ซูเปอรออกไซด แอนอิออน 
(superoxide anion; O2

•-) ไฮโดรเปอรออกซิล แรดิคอล (hydroperoxyl radical; HOO•) และแอลคอกซิล 
แรดิคอล (alkoxyl radical; RO•-) เปนผลพลอยไดท่ีเกิดจากกระบวนการใชออกซิเจนเผาผลาญอาหาร
แบบใชออกซิเจน โดยอนุมูลอิสระมีอิเลคตรอนอิสระท่ีอยูในวงนอกของอะตอมหรือโมเลกุลทําใหมี
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ความวองไวในการเกดิปฎิกริิยา รวมท้ังปฏิกิริยากบัสารชีวโมเลกุลสําคัญในรางกาย เชน ไขมัน โปรตีน 
ดีเอ็นเอ โดยความเสียหายท่ีเกิดขึ้นเปนสาเหตุของการเกดิโรคอัลไซเมอร ความดันโลหิตสูง มะเร็ง และ
โรคแกกอนวัย (aging) เปนตน โดยปกติแลวรางกายมีกระบวนการกําจัดอนุมูลอิสระกอนท่ีจะทํา
อันตรายตอสารประกอบและเนื้อเยื่อในเซลล เชน เอนไซม superoxide dismutase (SOD) ท้ังนี้เนื่องจาก
อนุมูลอิสระเกิดขึ้นอยางรวดเร็วประกอบกับพฤติกรรมในการใชชีวิตทําใหรางกายไดรับอนุมูลอิสระ
จากภายนอกในปริมาณมากขึ้น เชน การรับประทานอาหารปงยางท่ีประกอบดวยเนื้อสัตวท่ีมีไขมันสูง 
การรับประทานอาหารประเภททอดท่ีใชความรอนสูง รวมถึงมลพิษและรังสียูวี ทําใหรางกายไดรับ
อนุมูลอิสระมากเกินกวาท่ีรางกายจะกําจัดไดทัน การรับสารตานอนุมูลอิสระจากภายนอก เชนจาก
อาหาร จึงเปนหนทางในการควบคมุและปองกนัความเสียหายท่ีเกดิจากอนุมูลอสิระ  องคประกอบที่พบ
ในอาหาร เชน วิตามินเอ ซี และอี รวมท้ังแคโรทีนอยด สามารถเปนสารตานอนุมูลอิสระซึ่งสามารถ
ชะลอความเสียหายท่ีเกิดจากอนุมูลอิสระได  นอกจากนีเ้ปปไทดท่ีมีฤทธิใ์นการตานอนมูุลอสิระกไ็ดรับ
การศึกษากันอยางกวางขวาง โดยเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระจะมีกรดอะมิโนชนิดวง
แหวนอะโรมาติกท่ีสามารถใหโปรตรอนแกอนุมูลอิสระได โดยชวงหลายปท่ีผานมา เปปไทดท่ีมีฤทธิ์
ตานอนุมูลอสิระนี้ไดพัฒนาเพ่ือการผลิตยา ผลิตภัณฑเสริมอาหารและผลิตภัณฑเสริมความงามจํานวน
มาก นอกจากจะมีประสทิธิภาพสูงในการรักษาแลว ยังพบวามีผลขางเคียงนอย ซึ่งเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ทาง
ชีวภาพนี้สามารถสกัดไดจากพืช เชน ถั่ว ดอกทานตะวัน แปะกวย เปนตน นอกจากนี้พืชสมุนไพรไทย
หลายชนิด เชน ไพลดํา วานชักมดลูก ขมิ้นดํา  ลูกเนียง ไดรับการวิจัยจากหองปฏิบัติการวิจัยดาน
โปรตีนและวิศวกรรมพันธุศาสตร สถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย วาเปนแหลงของโปรตีน โปรตีนไฮโดรไลเสตและเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ทาง
ชีวภาพท่ีหลากหลาย 

      ประเทศไทยอยูในเขตรอนช้ืนซึ่งความหลากหลายทางชีวภาพมาก ท้ังนี้รวมถึงผลไมไทยที่มีความ
หลากหลายและมีช่ือเสียงไปท่ัวโลกถึงรสชาติ และคุณคาทางโภชนาการ ดวยความอุดมสมบูรณของ
ผลไมนานาชนิดท่ีมีใหรับประทานตลอดป การแปรรูปผลไมจึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งเพ่ือเพ่ิมมูลคาของ
ผลิตผลการเกษตรเหลานี้ อุตสาหกรรมการแปรรูปผลไมทําใหเกิดท้ิงเมล็ดผลไมจํานวนมาก ซึ่งเมล็ด
ผลไมเหลานี้มีความเปนไปไดวาจะมีเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีตองการ เนื่องจากเมล็ดเปนแหลง
สะสมอาหารเพ่ือใชในการขยายพันธุ โดยโครงการวิจัยนี้สนใจหาเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพตาน
อนุมูลอิสระและตานการแบงตัวของเซลลจําพวกเซลลมะเร็ง จากเมล็ดผลไมที่ เหลือ ท้ิงจา ก
อุตสาหกรรมการแปรรูปผลไม เชน มะละกอ ลิ้นจ่ี ลําไย  ท้ังนี้ปญหาจากการสกัดสารจากธรรมชาติ
รวมถึงเปปไทดจากเมลด็ผลไมคือ สารท่ีตองการมีปริมาณนอยจึงตองใชปริมาณตัวอยางจํานวนมากใน
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การสกัด นอกจากนี้การเก็บรักษาตัวอยางก็เปนอีกปจจัยท่ีสําคัญ นอกจากตองมีสถานท่ีเก็บตัวอยาง
เหมาะสม การเก็บตัวอยางเปนเวลานานทําใหเกิดการเนาเสียและการเสื่อมสภาพของตัวอยางซึ่งสงผล
ตอการสกัดดวย ดังนั้นเทคนิคทางพันธุศาสตรโมเลกุลจะถูกนํามาใชเพ่ือใชในการผลิตเปปไทดท่ี
ตองการในปริมาณมาก โดยใชยีสต Pichia pastoris เปนเซลลเจาบาน ซึ่ง P. pastoris เปนสิ่งมีชีวิต
ประเภทยูคาริโอตเซลลเดียวท่ีเลี้ยงงาย เจริญเติบโตเร็ว มีความปลอดภัย หรือ GRAS (Generally 
Recognized as Safe) มีโปรโมเตอรท่ีแข็งแรงและสามารถกระตุนไดดวยเมทานอลเพ่ือใหยีนท่ีสนใจ
แสดงออก ท้ังนี้เปปไทดดังกลาวสามารถนําไปประยุกตใชในอุตสาหกรรมยา ผลิตภัณฑเสริมอาหาร 
และผลิตภัณฑเสริมความงามตอไป รวมท้ังกระบวนการผลิตนี้สามารถนําไปประยุกตใชในการผลิต
สารและเปปไทดอื่นๆท่ีตองการไดเชนกัน 

1.3 วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

      1. ศึกษาลักษณะสมบัติและพิสูจนเอกลักษณของเปปไทดท่ีสกัดไดจากเมล็ดผลไมไทย เชน  
มะละกอ ลิ้นจ่ี ลําไย ในการตานอนุมูลอิสระและ/หรือการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็ง 

     2.ใชเทคนิคดานพันธุศาสตรโมเลกุลเพ่ือให P .pastoris ผลิตเปปไทดที่มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระและ/
หรือตานการแบงตัวของเซลลมะเร็ง  

     3.เปรียบเทียบลักษณะสมบัติของเปปไทดที่สกัดไดจากเมล็ดผลไมกับเปปไทดท่ีแสดงออกใน P. 
pastoris 

1.4 ขอบเขตของโครงการวิจัย 
      ในปงบประมาณ 2557 โครงงานจะครอบคลุมถึงการคัดเลือกเปปไทดตานอนุมูลอิสระและ/หรือ
การตานการแบงตัวของเซลลมะเร็งจากเมล็ดผลไม และการสรางสายพันธุ P. pastoris สําหรับการสราง
เปปไทดดังกลาว โดยการคัดเลือกเปปไทดไดมาจากการนําเมล็ดผลไมไทย เชน มะละกอ ลิ้นจ่ี ลําไย ท่ี
เหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมแปรรูปผลไม ถูกนํามาเตรียมเปนโปรตีนไฮโดรไลเสตโดยการยอยโปรตีน
หยาบดวยเอนไซมเปปซินและแพนเครติน (pancreatin) ซึ่งจําลองมาจากระบบการยอยอาหารในมนุษย 
จากนั้นทําการทดสอบฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระโดยการตานออกซิเดชันดวยสาร DPPH (Sharma 
and Bhat 2009) จากนั้นโปรตีนไฮโดรไลเสตที่มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระจะถูกบริสุทธิ์บางสวนดวย
เทคนิคอัลตราฟลเตรชันและเทคนคิโครมาโตรกราฟ เชน  โครมาโทกราฟแบบเจลฟลเตรชัน และ High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) หลังจากตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีนแลว 
โปรตีนไฮโดรไลเสตนี้ไดถูกนําไปพิสูจนเอกลักษณดวยเทคนิคแมสสเปกโตรเมตรี และคัดเลือกเปป
ไทดท่ีคาดวามีความเปนไปไดในการตานอนุมูลอิระและ/หรือตานการแบงตัวของเซลลมะเร็งซึ่ง
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พิจารณาจากลําดับกรดอะมิโน จากนั้นทําการสราง P. pastoris สําหรับการสรางเปปไทดตานอนุมูล
อิสระ โดยการแปรกลับลําดับกรดอะมิโนของเปปไทดท่ีคาดวามีฤทธิ์ทางชีวภาพเปนลําดับนิวคลีโอ
ไทด เมื่อทําการสังเคราะหนิวคลีโอไทดแลวจะตัดตอนําเขาเวคเตอรพาหะ pPicZαA (Invitrogen Inc., 
USA) เพ่ือนําเขาสูโครโมโซมของ P. pastoris ตอไป ทั้งนี้เนื่องจากเปปไทดท่ีตองการเปนโปรตนีท่ีผาน
การยอยมาแลวบางสวนทําใหเปนเปปไทดสายสั้น การสังเคราะหเปปไทดสายสั้นมักประสบปญหา 
เชน การตรวจสอบและการตรวจติดตาม   การแกปญหาดังกลาวสามารถทําไดโดยทําใหสายเปปไทด
ยาวขึ้น ทั้งนี้นิวคลีโอไทดท่ีแปลรหัสเปนกรดอะมิโนของเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพนี้จะถูกออกแบบ
ใหเรียงตอกัน 4-10 ชุด ซึ่งในแตละชุดจะคั่นดวยรหัสโคดอนของกรดอะมิโนไลซีน (Lysine) เพ่ือให
ตัดเปปไทดสายยาวนี้ไดดวยเอนไซมทริปซินและ Carboxypeptidase B  (Zheng et al. 2010) หรือรหัส
โคดอนของกรดแอสปาติก (Aspartic acid) เพ่ือใหตัดเปปไทดสายยาวนี้ไดดวยเอนไซม Endoproteinase 
AspN 

ดังนั้นใน 1 สายของนิวคลีโอไทดท่ีสังเคราะหขึ้น เม่ือทําการแปลรหัสเปนกรดอะมิโนแลวจะ
ประกอบดวยเปปไทดท่ีตองการ 4-10 สาย นิวคลีโอไทดนี้อยูภายใตการควบคุมของ AOX1 promoter 
ซึ่งกระตุนไดดวยเมทานอล นอกจากนี้เวคเตอรพาหะ pPicZαA ยังประกอบดวย α-factor ของ 
Sacchromyces cerevisiae ซึ่งทําใหเปปไทดที่ตองการหลั่งออกนอกเซลล (Kjeldsen et al. 1999) และ
ประกอบดวย His-Tag ซึ่งทําใหงายตอการทําใหบริสุทธิ์  

      เนื่องจากโครงการวิจัยนี้เปนโครงการตอเนื่อง ในปงบประมาณ 2558 จะศึกษาการผลิตเปปไทดท่ีมี
ฤทธิ์ทางชีวภาพนี้ในระดับ Shake flask หลังจากสกัดและทําใหบริสุทธิ์แลว เปปไทดสายยาวท่ีไดจาก
การผลิตในยีสตจะถูกตัดดวยเอนไซมทริปซินและ Carboxypeptidase B หรือ Endoproteinase AspN 
เพ่ือใหไดเปปไทดสายสั้นดังท่ีพบและสกัดไดจากเมลด็ผลไม จากนั้นนําไปหาคาความเขมขน ทดสอบ
ฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระโดยการตานออกซิเดชันดวยสาร DPPH และทดสอบฤทธิ์ในการตานการ
แบงตัวของเซลลไลนมะเร็งในมนุษย เพ่ือเปรียบเทียบกับฤทธิ์ของเปปไทดท่ีสกัดไดจากเมล็ดผลไม
โดยตรง นอกจากนี้ปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตเปปไทดในยีสต เชน อุณหภูมิ แหลงไนโตรเจน และความ
เขมขนของเมทานอลท่ีใชกระตุนก็จะทําการศึกษาดวย 

1.5 ทฤษฎี และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 

     เนื่องจากเมล็ดพืชเปนแหลงสะสมอาหารเพ่ือใชในการขยายพันธุ ดังนั้นจึงควรพบเปปไทดท่ีมีฤทธิ์
ตานอนุมูลอิสระและ/หรือยับยั้งการแบงตัวของเซลลมะเร็ง  ท้ังนี้เพ่ือแกปญหาท่ีเกิดจากการสกัดสาร
จากธรรมชาติ เชน การเนาเสยีของตัวอยางท่ีเก็บรักษาไมดี การใชตัวอยางในการสกดัจํานวนมาก นิวคลี
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โอไทดที่สรางเปปไทดนี้จะตัดตอดวยเทคนิคดานพันธุศาสตรโมเลกุลใสลงบนโครโมโซมและให
แสดงออกในยีสต P. pastoris โดยเปปไทดท่ีผลิตจากยีสตควรมีฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีใกลคียงกับเปปไทด
ซึ่งสกัดไดจากเมล็ดพืช แตปริมาณท่ีสกัดไดจากยีสตควรมีมากกวาและการสกัดทําไดงายกวาเพราะพ
ลาสมิดพาหะท่ีนํานิวคลีโอไทดแทรกลงบนโครโมโซมของ P. pastoris  มี - factor ทําใหเปปไทดท่ี
ผลิตไดจากยีสตหลั่งออกมานอกเซลลอยูในอาหารเลี้ยงเช้ือ ทําใหไมจําเปนตองทําเซลลใหแตก 

1.6 วิธีการดําเนินการวิจัยโดยสรุป 

       ในปงบประมาณ 2557 โครงงานจะครอบคลุมถึงการคัดเลือกเปปไทดตานอนุมูลอิสระและ/หรือ
การตานการแบงตัวของเซลลมะเร็งจากเมล็ดผลไม และการสรางสายพันธุ P. pastoris สําหรับการสราง
เปปไทดดังกลาว  

1. การคัดเลือกเปปไทดตานอนุมูลอสิระและ/หรือการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็งจากเมล็ดผลไม 
ซึ่งไดรับความอนุเคราะหจาก ผศ.ดร.อภิชาติ กาญจนทัต สถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพและ
วิศวกรรมพันธุศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โดยในขั้นตอนการคัดเลือกประกอบดวย 
- การเตรียมโปรตีนหยาบจากเมล็ดผลไมไทย เชน มะละกอ ลิ้นจ่ี ลําไย โดยนําตัวอยางเมล็ด

ผลไมไทยมาบดในสารละลายบัฟเฟอร นํามากรอง ปนแยกสวนใส ตกตะกอนโปรตีนดวย
เกลือแอมโมเนียมซัลเฟต นํามาไดอะไลซีสเพ่ือใหไดสวนโปรตีนหยาบ 

-  การเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสตโดยการนําโปรตีนหยาบมายอยดวยเอนไซมเปปซินและแพ
นครีเอติน (pancreatin) ซึ่งเปนเอนไซมจากกะเพราะและตับออนท่ีพบในระบบยอยอาหารของ
มนุษย  

- การนําโปรตีนไฮโดรไลเสตไปแยกตามขนาดดวยวิธี ultrafiltration 
- การทดสอบฤทธิ์ของโปรตีนไฮโดรไลเสตในการตานอนุมูลอิสระดวยการทดสอบการยับยั้ง

ออกซิเดชันดวยสาร DPPH, ABTS assay, NO assay และ H2O2 assay 
- การทําโปรตีนไฮโดรไลเสตใหบริสุทธิ์โดยใช เทคนิค High Performanece Liquid 

Chromotography (HPLC) และพิสูจนเอกลักษณโปรตีนไฮโดรไลเสตโดย mass spectrometer 
2. การสรางสายพันธุ P. pastoris สําหรับการสรางเปปไทด ซึ่งมีขั้นตอนดังนี้ 

- สั่งสังเคราะหนิวคลีโอไทดท่ีแปรรหัสแลวไดเปนลําดับกรดอะมิโอของเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ทาง
ชีวภาพ (IDT, USA) โดยใหโดยประกอบดวยลําดับนิวคลีโอไทดของเปปไทดนี้เรียงตอกัน 4-
10 ชุด แตละชุดคั่นดวยกรดอะมิโนไลซีน (Lysine) หรือกรดแอสปาติก (Aspartic acid) แลว
ตัดตอเขาเวคเตอรพาหะ pPICZαA (Invitrogen, USA) จากนั้นนําเขาสูโครโมโซมของ P. 
pasotoris GS115 ดวยชุด Pichia EasyCompTM Transformation Kit (Invitrogen, USA)  
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- ตรวจสอบความถูกตองของสายพันธุดวยวิธี colony PCR, การตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ และ 
DNA Sequencing (Macrogen, Korea) 

1.7 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรบั 
       1. ผลงานที่ไดสามารถนาํไปจดสิทธิบัตรและ/หรือเผยแพรในวารสารหรืองานประชุมวิชาการได 

       2. การผลิตจะไดเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระและ/หรือการตานการแบงตัวของ
เซลลมะเร็งในปริมาณมากขึ้น มีกระบวนการผลิตท่ีมีประสิทธิภาพ และมีแนวโนมท่ีจะมีความคุมทุน 
โดยเปปไทดเหลานี้สามารถนําไปตอยอดในอุตสาหกรรมหลายประเภท เชน เภสัชกรรม อาหารเสริม 
เคร่ืองสําอาง และเทคนิคการผลตินี้สามารถนําไปประยุกตใชเพื่อการผลิตโปรตีนเปปไทดและสารอื่นๆ
ดวย 
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บทที ่2 

อุปกรณ วิธีดําเนินงานวิจัย 

2.1 อุปกรณ 

เคร่ือง PCR 

(Polymerase Chain Reaction Thermocycer) 

Applied Biosystems, Singapore 

เคร่ืองเขยาผสมรุน Vortex-Genie2 

(Vortex mixer: model Vortex-Genie2) 

Scientific Industries, USA 

เคร่ืองเขยาเลี้ยงเช้ือควบคุมอุณหภูม ิ

(Refrigerated incubator shaker : model Innova 4330) 

New Brunswick Scientific, USA 

เคร่ืองช่ังแบบละเอยีดรุน FX-180 

(Electronic balance : model FX-180) 

A&D Co., Ltd., Japan 

เคร่ืองช่ังแบบหยาบ รุน FX-3000 

(Electronic balance : model FX-3000) 

A&D Co., Ltd, Japan 

เคร่ืองบันทึกภาพเจลภายใตแสงยูวี 

(Uvitec Platinum Gel Documentation system) 

UVItec, UK 

เคร่ืองปนเหวี่ยงความเร็วสูงชนิดควบคุมอุณหภูมิ 

(Refrigerated high speed centrifuge) 

Kubota cooperating, Japan 

เคร่ืองปนเหวี่ยงหลอด micro-tube ความเร็วสูงรุน MTX-150 

(High speed micro refrigerated centrifuge : model MTX-150) 

Tomy Seiko Co., Ltd., Japan 

เคร่ืองวัดความเปนกรด-ดาง 

(pH meter) 

Mettler Toledo, USA 

เคร่ืองวิ่งเจลอะกาโรส  ADVANCE Co., Ltd., Japan 
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(Agarose gel electrophoresis equipments) 

เคร่ืองอบฆาเช้ือดวยไอน้าํ 

(Autoclave) 

Taladlab, Thailand 

เคร่ืองอังน้าํ 

(Water bath) 

Yamato, Japan 

ชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากเจล 

(NucleoSpin® Extract II Kits) 

MACHEREY-NAGEL, Germany 

ชุดสกัดพลาสมิด 

(NucleoSpin® plasmid) 

MACHEREY-NAGEL, Germany 

ชุดนาํดีเอ็นเอเขาสูโครโมโซม P. pastoris 

(Pichia EasyCompTM Transformation Kit) 

Invitrogen, USA 

 

ตูแชแข็ง –20oC 

(Freezer –20oC) 

Sanyo, Japan 

 

ตูแชแข็ง –70oC 

(Freezer –70oC) 

Sanyo, Japan 

 

ตูปลอดเช้ือรุน HF safe-12006 

(Laminar flow: model HF safe-12006) 

Heal Force, China 

ตูเพาะเช้ือ อุณหภูมิ 37oC 

(Growth cabinet) 

Sanyo, Japan 

ตูอบแหงรุน UNB-400 

(Oven : model UNB-400) 

Memmert Co.,Ltd., Germany 

ไมโครปเปตรุน Discovery Comfort 

(Micro auto pipette: model Discovery Comfort) 

Mettler Toledo, USA 
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 2.2 จุลินทรยี พลาสมิด และไพรเมอร 
 2.2.1 พลาสมิด 

 

 

 

 

2.2.2 จุลินทรยี 

2.2.3 ไพรเมอร 

pPicZA Invitrogen, USA 
pLG1A Plasmid pPicZA ท่ีมีชิ้นสวนดีเอ็นเอสาํหรับสรางเปปไทด 

Longan1  
pWPLG2 Plasmid pPicZA ท่ีมีชิ้นสวนดีเอ็นเอสาํหรับสรางเปปไทด 

Longan2 

E. coli competent cells สายพันธุ Super 
109 HIT-DH5a 

RBC Bioscience, Taiwan 

P. pastoris GS115 อ.ดร.ศรนิทิพ สุกใส, สถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพ
และวิศวกรรมพันธุศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  

TWLG1PP P. pastoris ท่ีมีช้ินสวนดีเอ็นเอสาํหรับสรางเปปไทด 
Longan1 

WPLG2 P. pastoris ท่ีมีช้ินสวนดีเอ็นเอสาํหรับสรางเปปไทด 
Longan2 

AOX1 forward    GACTGGTTCCAATTGACAAG 
AOX1 reverse    GCAAATGGCATTCTGACATCC 
L1F    CTCGAGAAAAGAGATATTAG 
L1R    CTCGAGCGTACGGTCGAAACC 
L2F    CTCGAGAAAAGAACCCTCGCG 
L2R       CTCGAGCGTACGCTTGAAGTAG 
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2.3 การคัดเลือกเปปไทดตานอนุมูลอิสระและ/หรือการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็งจากเมล็ดผลไม 
      เมล็ดผลไม ไดแก เมล็ดลําไย (Diomocarpus longan Lour. subsp.) ลิ้นจี่ (Litchi chinensis Sonn.) เงาะ 
(Nephelium lapppaceum L.) และมะละกอ (Carica papaya L.) ทั้งแบบสุกและไมสุก จากโรงงานบริษัท
มาลี สามพรานและบริษัทกลุมกิมจ๊ัว นํามาลางและปนใน phosphate buffer pH 7.2 ในอัตราสวนน้ําหนัก
เมล็ดตอ phosphate buffer 1:5 ดวยเคร่ืองปน จากนั้นนําไปคนท่ี 4OC เปนเวลา12 ชั่วโมง แลวกรองดวยผา
และปนเหวี่ยง จากนั้นนําสวนใสมาตกตะกอนโปรตีนดวย ammonium sulfate และนําเกลือออกดวยวิธี 
dialysis นําโปรตีนในสวนนี้ไปทําใหแหงดวยวิธี freeze drying แลวเก็บไวเปนสวนโปรตีนหยาบ (Crude 
protein) จากนั้นเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสต (protein hydrolysate) โดยนําสวนโปรตีนหยาบไปยอยดวย
เอนไซม Pepsin และ Pancreatin  ซึ่งเปนการจําลองระบบยอยอาหารของมนุษย  แลวนําโปรตีนไฮโดรไล
เสตไปแยกตามขนาดดวยวิธี ultrafiltration ดวยขนาดเมมเบรนนอยวา 5,000 และ 10,000 ดาลตัน จากนั้น
นําโปรตีนไฮโดรไลเสตจากเมล็ดผลไมดังกลาวไปทดสอบกิจกรรมการตานอนุมูลอิสระ (antioxidant 
activity) ไดแก DPPH assay, ABTS assay, NO assay และ H2O2 assay แลวนําโปรตีนสวนท่ีใหผลการ
ตานอนุมูลอิสระดีท่ีสุดในทุกการทดสอบไปแยกดวย HPLC และทําการพิสูจนเอกลักษณดวย mass 
spectrometer  

2.4  การออกแบบนิวคลีโอไทดเพ่ือใชผลิตเปปไทดตานอนมูุลอิสระ/หรอืการตานการแบงตัวของ
เซลลมะเร็งเมลด็ผลไม 
       เปปไทดท่ีนาสนใจและคาดวามีฤทธิ์ทางชีวภาพมี 2 ตัวไดแก Longan 1 ซึ่งมีลําดับกรดอะมิโนคือ คือ 
ISYVVPVYIAEITPKTFRGGF และ Longan 2 ซึ่งมีลําดับกรดอะมิโนคือ TLAMHYF เนื่องจากเปปไทด 
Longan 1 และ Longan 2 เปนเปปไทดสายสั้น ทําใหเกิดความยุงยากในการตรวจติดตามเม่ือการใชเทคนิค
ดานพันธุศาสตรโมเลกุล คณะผูวิจัยจึงไดออกแบบใหเปปไทดสายดังกลาวยาวขึ้นโดยการออกแบบ
ช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีแปลรหัสเปนกรดอะมิโนของเปปไทด Longan 1 ใหเรียงตอกัน 4 ชุด ซึ่งในแตละชุดจะ
คั่นดวยรหัสโคดอนของกรดอะมิโนกรดแอสปาติก (Aspartic acid) (รูปท่ี 2 ก) สวนเปปไทด Longan 2 
การออกแบบช้ินสวนดีเอ็นเอที่แปลรหัสเปนกรดอะมิโนของเปปไทดนี้ใหเรียงตอกัน 10 ชุด ซึ่งในแตละ
ชุดจะคั่นดวยรหัสโคดอนของกรดอะมิโนไลซีน (Lysine) (รูปท่ี 2 ข)  

2.5 การสราง P. pastoris สายพันธุสําหรับผลิตตานอนุมูลอิสระ/หรือการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็ง
เมล็ดผลไม 
    ช้ินสวนดีเอ็นเอสําหรับใชผลิตเปปไทด Longan 1 และ Longan 2 ไดสงไปทําการสังสังเคราะหและ
ไดรับมาดดยอยูบนพลาสมิด pIDT-blue (IDT, USA) ตัดช้ินสวนดีเอ็นเอออกจากพลาสมิดดวยเอนไซมตัด
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จําเพาะ XhoI แลวนําไปเช่ือมติดกับพลาสมิด pPicZA ซึ่งถูกตัดดวยเอนไซมเดียวกันดวยเทคนิค DNA 
Ligation ซึ่งใชเอนไซม T4 Ligase นําปฏิกิริยา Ligation เขาสูเซลล E. coli competent cells สายพันธุ Super 
109 HIT-DH5a ดวยเทคนิค Chemical Transformation แลวคัดเลือกโคโลนีซึ่งโตไดในอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง 
Low salt LB ซึ่งมี Zeocin เขมขน 25 µg/ml จากนั้นทําการสกัดลาสมิดและตรวจสอบความถูกตองดวยการ
ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BsiWI และ DNA sequencing (Macrogen, Korea) จากนั้นนําพลาสมิดท่ีถูกตอง
ไปตัดดวยเอนไซม SacI ใหเปนเสนตรง แลวนํา เขา สูโครโมโซมของ P. pastoris ดวยชุด 
Pichia EasyCompTM Transformation Kit (Invitrogen, USA) แลวคัดเลือกโคโลนีซึ่งโตไดในอาหารเลี้ยง
เช้ือแข็ง YPD ซึ่งมี Zeocin เขมขน 100 µg/ml ตรวจสอบความถูกตองดวยเทคนิค colony PCR ซึ่งเปนการ
คัดเลือกโคโลนีมาทําการยอยผนังเซลลของ P. pastoris ดวยเอนไซม Lyticase ท่ี 37OC เปนเวลา 10 นาที 
แลวปนเหว่ียงท่ี 5000 g นําสวนใสซึ่งมีดีเอ็นเอมาเปนตนแบบในการทํา PCR ดวยไพรเมอร AOX1 
forward กับ AOX1 reverse สําหรับ Longan 1 ตรวจสอบเพ่ิมเติมดวยไพรเมอร  L1F กับ L1R และ Longan 
2ใชไพรเมอร  L2F กับ L2R ผลิตภัณฑ PCR ท่ีไดจากไพรเมอร AOX1 forward กับ AOX1 reverse นํามา
สกัดออกจากเจลแลวทําการตรวจสอบความถูกตองดวยการใชเอนไซมตัดจําเพาะ BsiWI และ DNA 
sequencing (Macrogen, Korea) 
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รูปท่ี 2.1 ช้ินสวนดีเอ็นเอซึ่งออกแบบสําหรับการสรางรีคอมบิแนนทเปปไทดท่ีไดจากเมล็ดลําไยซึ่งมีความ
เปนไปไดในการมีฤทธิ์ทางชีวภาพ (ก.) ช้ินสวนดีเอ็นเอที่สังเคราะหเปปไทด Longan 1 สามารถถอดรหัส
ไดเปน ISYVVPVYIAEITPKTFRGGF เรียงตอกัน 4 ชุด แตละชุดคั่นดวยกรดแอสปาติก (Aspartic acid) 
(ข.) ช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีสังเคราะหเปปไทด Longan 2 สามารถถอดรหัสไดเปน TLAMHYF เรียงตอกัน 10 
ชุด แตละชุดคั่นดวยไลซีน (Lysine)  

 
 

 

 

 

ก. 

ข. 
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บทที่ 3 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

3.1  การคัดเลือกเปปไทดตานอนุมูลอิสระและ/หรือการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็งจากเมล็ดผลไม 
        การทดลองในสวนนี้ได รับความอนุ เคราะหจา ก ผศ.ดร.อภิชา ติ กา ญจนทัต สถา บันวิจัย
เทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ซึ่งไดทําการทดลองโดยใชเมล็ด 
ลําไย (Diomocarpus longan Lour. subsp.) ลิ้นจ่ี (Litchi chinensis Sonn.) เงาะ (Nephelium lapppaceum L.) 
และมะละกอ (Carica papaya L.) ท้ังแบบสุกและไมสุก ในการเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสต (protein 
hydrolysate) โดยนําสวนโปรตีนหยาบไปยอยดวยเอนไซม Pepsin และ Pancreatin  ซึ่งเปนการจําลอง
ระบบยอยอาหารของมนุษย  เม่ือแยกโปรตีนไฮโดรไลเสตตามขนาดดวยวิธี ultrafiltration ดวยขนาดเมม
เบรนนอยวา 5,000 และ 10,000 ดาลตัน ซึงไดโปรตีนไฮโดรไลเสตน้ําหนักโมเลกุลนอยกวา 5 กิโลดาลตัน 
ระหวาง 5-10 กิโลดาลตันและมากกวา 10 กิโลดาลตัน และนําไปทดสอบกิจกรรมการตานอนุมูลอิสระ 
(antioxidant activity) ไดแก DPPH assay, ABTS assay, NO assay และ H2O2 assay พบวาโปรตีน
ไฮโดรไลเสตจากเมล็ดลาํไยน้าํหนักโมเลกลุนอยกวา 5 กิโลดาลตันใหผลการตานอนุมูลอิสระดีท่ีสุดในทุก
การทดสอบ  เมื่อนําโปรตีนไฮโดรไลเสตจากเมล็ดลําไยน้ําหนักโมเลกุลนอยกวา 5 กิโลดาลตันนี้ไปแยก
ดวย HPLC และทําการพิสูจนเอกลักษณดวย mass spectrometer พบเปปไทดท่ีนาสนใจ 2 สาย ซึ่งมีลําดับ
กรดอะมิโนคือ ISYVVPVYIAEITPKTFRGGF (ต้ังช่ือวา Longan 1) และ TLAMHYF (ต้ังชื่อวา Longan 
2) 

3.2 การออกแบบนิวคลีโอไทดเพ่ือใชผลิตเปปไทดตานอนุมูลอิสระ /หรือการตานการแบงตัวของ
เซลลมะเร็งเมล็ดผลไม 
      เนื่องจากเปปไทด Longan 1 และ Longan 2 เปนเปปไทดสายสั้น ทําใหเกิดความยุงยากในการตรวจ
ติดตามเมื่อการใชเทคนคิดานพันธุศาสตรโมเลกุลเพ่ือสรางรีคอมบิแนนทเปปไทดดังกลาวจาก P. pastoris 
คณะผูวิจัยจึงไดออกแบบใหเปปไทดสายดังกลาวยาวขึ้นโดยการออกแบบชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีแปลรหัสเปน
กรดอะมิโนของเปปไทด Longan 1 ใหเรียงตอกัน 4 ชุด ซึ่งในแตละชุดจะคั่นดวยรหัสโคดอนของกรดอะมิ
โนกรดแอสปาติก (Aspartic acid) (รูปท่ี 2 ก) ดังนั้นใน 1 สายของชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีสังเคราะหขึ้น เมื่อทํา
การแปลรหัสเปนกรดอะมิโนแลวจะประกอบดวยเปปไทด Longan 1 จํานวน 4 ชุดเรียงตอกันและสามารถ
ตัดไดดวยดวย Endoproteinase AspN เพ่ือใหไดเปปไทดสายสั้นเหมือนดังเปปไทดตนแบบ ดังนั้นใน
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ช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีออกแบบ 1 สายสามารถสรางเปปไทด Longan 1 ได 4 ชุด  สวนเปปไทด Longan 2 การ
ออกแบบช้ินสวนดีเอน็เอท่ีแปลรหัสเปนกรดอะมิโนของเปปไทดนี้ใหเรียงตอกัน 10 ชุด ซึ่งในแตละชุดจะ
คั่นดวยรหัสโคดอนของกรดอะมิโนไลซีน (Lysine) (รูปท่ี 2 ข) ดังนั้นใน 1 สายของช้ินสวนดีเอ็นเอที่
สังเคราะหขึ้น เม่ือทําการแปลรหัสเปนกรดอะมิโนแลวจะประกอบดวยเปปไทด Longan 2 จํานวน 6 ชุด
เรียงตอกันและเม่ือตัดไดดวยดวยเอนไซม Trypsin และ Carboxypeptidase B  เพ่ือใหไดเปปไทดสายสั้น
เหมือนดังเปปไทดตนแบบ ดังนั้นในช้ินสวนดีเอ็นเอที่ออกแบบ 1 สายท่ีออกแบบสามารถสรางเปปไทด 
Longan 2 ได 10 ชุด 

3.3 การสราง P. pastoris สายพันธุสําหรับผลิตตานอนุมูลอิสระ/หรือการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็ง
เมล็ดผลไม 
    ช้ินสวนดีเอ็นเอที่ออกแบบขึ้นนี้สําหรับ Logan 1 และ Longan 2 ไดถูกสั่งสังเคราะหขึ้นและใสอยูในพ
ลาสมิด IDT-Blue (IDT, USA) เม่ือไดรับพลาสมิดมาไดถูกนําเขา Escherichia coli competent HIT-DH5 
(RBC Bioscience, Taiwan) เพ่ือเก็บรักษาและเพ่ิมจํานวน พลาสมิดดังกลาวถูกสกัดและนํามาตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะตัดจําเพาะ XhoI  แลวเช่ือมเขากับพลาสมิด pPICZαA (Invitrogen, USA) ท่ีตัดดวย
เอนไซมเดียวกัน (รูปท่ี 3.1) เม่ือทําการเช่ือมตอกันดวยเอนไซม T4 Ligase แลวนําปฏิกิริยา Ligationใสเขา 
E. coli competent HIT-DH5 คัดเลือกบนอาหารแข็ง LB low salt ท่ีมี Zeocin เขมขน 25 µg/ml จากนั้น
คัดเลือกโคโลนแีลวทําการสกดัพลาสมิดเพ่ือตรวจสอบวามีชิ้นสวนดีเอ็นเอหรือไมและใสในพลาสมิดดวย
ทิศทางท่ีถูกตองหรือไมพลาสมิดท่ีมีช้ินสวนดีเอน็เอสําหรับผลติเปปไทด Longan 1 ในทิศทางที่ถูกตองเม่ือ
ตัดดวยเอนไซม BsiWI ไดชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 280 คูเบส และ 3600 คูเบส(รูปท่ี 3.2 ก)  
สําหรับพลาสมิดมีชิ้นสวนดีเอ็นเอสําหรับผลิตเปปไทด Longan 2 ไดตรวจสอบการแทรกช้ินสวนดีเอเอ็น
เอลงบนพลาสมิดดวยการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ XhoI ซึ่งพลาสมิดท่ีมีชิ้นสวนดีเอ็นเอแทรกอยูจะตัด
ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ XhoI แลวไดช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 260 คูเบส และ 3600 คูเบส(รูปท่ี 3.2 
ข)  พลาสมิดท่ีตัดไดชิ้นสวนท่ีถูกตองไดนําไปตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดดวยเทคนิค DNA sequencing 
(Macrogen, Korea) พลาสมิดที่ถูกตองไดถกูต้ังชื่อวา pLG1A สําหรับ Longan 1 และpWPLG2 สําหรับ 
Longan2 
        พลาสมิด pLG1A และ pWPLG2 ถูกนําไปตัดดวยเอนไซม SacI (รูปท่ี 3.3) เพ่ือนําเขาสู
โครโมโซมของ P. pastoris ดวยชุด Pichia EasyCompTM Transformation Kit (Invitrogen, USA) โดยใช
หลักการนําเขาสูโครโมโซมดวยการเกิด recombination จากลําดับนิวคลีโอไทดท่ีเหมือนกับบริเวณ 5’ 
AOX1 บน pPICZαA กับโครโมโซม (รูปท่ี 3.4) และคัดเลือกบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง YPD ซึ่งมี Zeocin 
เขมขน 100 µg/ml สําหรับ Longan 1 โคโลนีท่ีคัดเลือกมาถูกตรวจสอบความถูกตองดวยเทคนิค colony 
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PCR ดวยไพรเมอร AOX1 forward กับ AOX1 reverse ตรวจสอบเพิ่มเติมดวยไพรเมอร  L1F กับ L1R หาก
มีชิ้นสวนดีเอ็นเอเปาหมายบนโครโมโซมจะไดผลิตภัณฑ PCR ขนาดประมาณ 760 คูเบสจากไพรเมอร 
AOX1 forward กับ AOX1 reverse และ 290 คูเบสจากไพรเมอร L1F กับ L1R (รูปท่ี 3.5 ก) ทําการสกัด
ผลิตภัณฑ PCR ขนาดประมาณ 760 คูเบสจากไพรเมอร AOX1 forward กับ AOX1 reverse แลวทําการ
ตรวจสอบความถูกตองดวยการใชเอนไซมตัดจําเพาะ BsiWI ซึ่งช้ินสวนท่ีถูกตองเมื่อถกูเอนไซมตัดจําเพาะ 

BsiWI ไดขนาดประมาณ 520 และ 240 คูเบส (รูปท่ี 3.6) จากนั้นจึงนาํช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 760 คู
เบสจากไพรเมอร AOX1 forward กับ AOX1 reverse สงตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดดวย DNA 
sequencing (Macrogen, Korea) โดยใชไพรเมอร AOX1 forward, AOX1 reverse, L1F และ L1R แต
เนื่องจากการอานผล DNA sequencing ไมสามารถอานไดหลายคร้ังซึง่อาจเกิดจากการปนเปอนในตัวอยาง 
ทําใหคณะผูวิจัยตองทํา Re-PCR โดยนําช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 760 คูเบสจากไพรเมอร AOX1 
forward กับ AOX1 reverse มาทํา PCR ใหมอีกครั้งดวยไพรเมอร AOX1 forward กับ AOX1 reverse แลว
จึงสกัดผลิตภัณฑ PCR นี้ไปทํา DNA sequencing ซึ่งในท่ีสุดก็ได P. pastoris สายพันธุท่ีมีช้ินสวนดีเอ็นเอ
สําหรับผลิตเปปไทด Longan 1 โดยตั้งช่ือวา TWLG1PP สําหรับ Longan 2 เม่ือตรวจสอบดวยวิธี colony 
PCR ดวยไพรเมอร AOX1 forward กับ AOX1 reverse ไดผลิตภัณฑขนาดประมาณ 760 คูเบส (รูปท่ี 3.5 
ข) ไดตั้งช่ือสายพันธุนี้วา WPLG2 และไดนําสงช้ินสวนดีเอ็นเอเพ่ือทํา DNA sequencing โดยใชไพรเมอร 
AOX1 forward, AOX1 reverse, L2F และ L2R พบวาไมสามารถอานผล DNA sequencing ท้ังท่ีเม่ือ
ตรวจสอบเพ่ิมเติมดวยการใชเอนไซมตัดจําเพาะ BsiWI กับการทํา colony PCR ดวย L2F และ L2R ได
ขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีถูกตอง ซึ่งทําใหยังไมสามารถนําสายพันธุ WPLG2 มาใชงานได ซึ่งคณะผูวิจัยได
กําลังดําเนินการ Re-PCR ดังท่ีทํากับสายพันธุ TWLG1PP กอนท่ีจะตรวจสอบดวย DNA sequencing อีก
ครั้งเพ่ือใหม่ันใจวาสายพันธุดังกลาวมีความถูกตอง    
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รูปที่ 3.1 การตัดช้ินสวนดีเอ็นเอสําหรับผลิตเปปไทด Longan1 และ Longan 2 กอนนําเขาพลาสมิด 
pPicA 

ช้ินสวนดีเอ็นเอสาํหรับผลิตเปปไทด Longan1 และ Longan 2 ท่ีสั่งสังเคราะหขึน้อยูในพลาสมิด IDT-Blue 
(IDT, USA) ซึ่งเมือ่ตัดออกจากพลาสมิดดวยเอนไซม XhoI ไดชิ้นสวนดีเอน็เอท่ีตองการขนาดประมาณ 
290 คูเบสสาํหรับ Longan1 (Lane 1) และ 260 คูเบสสาํหรับ Longan 2 (Lane 2) โดยใช Agarose 
Electrophoresis ในการแยกขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอ ท่ี Agarose มีความเขมขน 1.2%  w/v 
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รูปท่ี 3.2 การตรวจสอบการแทรกตัวของช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีตองการบนพลาสมิด pPicA 
(ก.) พลาสมิด pPicA ท่ีมีชิ้นสวนดีเอ็นเอสําหรับสรางเปปไทด Logan 1 ในทิศทางท่ีถูกตอง เม่ือตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ BsiWI ไดช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 280 และ 3600 คูเบส (Lane 2 และ 5) (ข.) 
พลาสมิด pPicA ท่ีมีชิ้นสวนดีเอ็นเอสําหรับสรางเปปไทด Logan 2 เม่ือตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ XhoI 
ไดช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 260 และ 3600 คูเบส พลาสมิดเหลานี้ไดนําไปสงตรวจลําดับนิวคลีโอ
ไทดดวยวิธี DNA Sequencing ตอไป โดยรูปเจลที่แสดงในรูปเปน1% w/v Agarose Electrophoresis  

  

ก. 

ข. 
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รูปท่ี 3.3 การตัด pWPLG2 ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ SacI  
ช้ินสวนดีเอ็นเอมีขนาดประมาณ 3800 คูเบส ไดถูกสกดัเพ่ือนาํเขาโครโมโซมของ P. pastoris ในลาํดับ
ตอไป โดยรูปเจลท่ีแสดงในรูปเปน1% w/v Agarose Electrophoresis  
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รูปท่ี 3.4 หลักการนําชิ้นสวนดีเอ็นเอเปาหมายบนพลาสมิด pPicZA ลงบนโครโมโซมของ P. pastoris  
อาศัยหลักการเกิด recombination จากความเหมือนกันของลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 5’AOX1 บนพ
ลาสมิด pPicZA และบนโครโมโซมของ P. pastoris 
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รูปที่ 3.5 การทํา colony PCR เพ่ือตรวจสอบการแทรกตัวของช้ินสวนดีเอ็นเอบนโครโมโมโซมของ P. 
pastoris 
(ก.) ตรวจสอบการแทรกตัวของชิ้นสวนดีเอ็นเอสําหรับผลิตเปปไทด Longan 1 ดวยไพรเมอร AOX1 
forward กับ AOX1 reverse ไดผลิตภัณฑ PCR ขนาดประมาณ 760 คูเบส (Lane1-3) และไพรเมอร L1F กับ 
L1R ไดผลิตภัณฑ PCR ขนาดประมาณ 290 คูเบส (Lane 4-6) (ข.) ตรวจสอบการแทรกตัวของชิ้นสวนดี
เอ็นเอสําหรับผลิตเปปไทด Longan 2 ดวยไพรเมอร AOX1 forward กับ AOX1 reverse ไดผลิตภัณฑ PCR 
ขนาดประมาณ 760 คูเบส (Lane WGLG2) 
  

ก. 

ข. 
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รูปที่ 3.6 การตรวจสอบความถูกตองของผลิตภัณฑจากเทคนิค colony PCR เบื้องตนดวยการตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ BsiWI 
ผลิตภัณฑ PCR ขนาดประมาณ 760 คูเบส จากการตรวจสอบการแทรกตัวของช้ินสวนดีเอ็นเอสําหรับผลิต
เปปไทด Longan 1 ดวยไพรเมอร AOX1 forward กับ AOX1 reverse เมื่อถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
BsiWI ไดชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณประมาณ 520 และ 240 คูเบส (Lane 2) 
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บทที่ 4 

สรุปผลการวจิัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

4.1 สรุปผลการวิจัยและอภปิรายผล 

      โครงการวิจัยนี้ไดพบปปไทดท่ีคาดวามีฤทธิ์ทางชีวภาพจากเมล็ดลําไย ไดแก เปปไทด Longan 1 
(ISYVVPVYIAEITPKTFRGGF) และ Longan 2 (TLAMHYF) ซึ่งคณะผูวิจัยไดออกแบบช้ินสวนดี
เอ็นเอสําหรับผลิตเปปไทด Longan 1 ใหเรียงตอกัน 4 ชุด ซึ่งในแตละชุดจะคั่นดวยรหัสโคดอนของ
กรดอะมิโนกรดแอสปาติก (Aspartic acid) สวนเปปไทด Longan 2 การออกแบบชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ี
แปลรหัสเปนกรดอะมิโนของเปปไทดนี้ใหเรียงตอกัน 10 ชุด ซึ่งในแตละชุดจะคั่นดวยรหัสโคดอน
ของกรดอะมิโนไลซีน (Lysine) เพ่ือใหช้ินสวนดีเอ็นเอมีความยาวมากพอในการตรวจติดตามเม่ือใช
เทคนิคทางพันธุศาสตรโมเลกุล ช้ินสวนดีเอ็นเอไดถูกสังเคราะหขึ้นและไดตัดตอเขาสูพลาสมิด 
pPicZA ไดปนพลาสมิดชื่อ pTWLG1 และpWPLG สําหรับ Longan 1 และ Longan 2 ตามลําดับ 
จากนั้นไดทําการนําช้ินสวนดีเอ็นเอเปาหมายเขาสูโครโมโซมของ P. pastoris ซึ่งไดสายพันธุ 
TWLG1PP สําหรับผลิตเปปไทด Longan 1 และ WGLG2 สําหรับผลิตเปปไทด Longan 2 ในสวน
ของสายพันธุ TWLG1PP ไดตรวจสอบวามีความถูกตองโดยลงลึกถึงลําดับนิวคลีโอไทดแลวแต
สําหรับสายพันธุ WGLG2 แมวาการตรวจสอบเบ้ืองตนจะใหผลท่ีถูกตองแตยังไมสามารถอานผล 
DNA sequencing ได ซึ่งตองทําการทดลองเพ่ิมเติมใหไดผลลําดับนิวคลีโอไทดเพ่ือยืนยันความ
ถูกตองกอนนํามาใชในการทดลองตอไป 

2. ขอเสนอแนะ  

   ในการไดผลลําดับนิวคลีโอไทดของสายพันธุ WGLG2 คณะผูวิจัยไดทํา Re-PCR หรือการทํา PCR 
จากผลิตภัณฑ  colony PCR อีกคร้ัง เพ่ือใหไดชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีมีความบริสุทธิ์มาขึ้น ท้ังนี้การท่ีไม
สามารถอานผลผลลาํดับนิวคลีโอไทดดวยเทคนิค DNA sequencing ได อาจเพราะมีการปนเปอนของ
ผลิตภัณฑ PCR ที่ไมจําเพาะในตัวอยาง 

    ในการทดลองถัดไป คณะผูวิจัยจะทําการทดสอบการแสดงออกของเปปไทดที่ตองการดวยการเลี้ยง
เช้ือและเหนี่ยวนําดวยเมทานอล จากนั้นจะทําการตัดเปปไทดใหเปนเปปไทดสายสั้นเหมือนท่ีพบใน
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เมล็ดลําไยดวยเอนไซม Endoproteinase AspN สําหรับ Longan 1 และ ทริปซินกับ Carboxylase B 
สําหรับ Longan 2 และทําการทดสอบการตานออกซเิดช่ันและการยับย้ังการแบงตัวของเซลลมะเร็งใน
หองปฏิบัติการตอไป  
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ภาคผนวก 

อาหารเลี้ยงเช้ือ 

1. อาหารเหลว LB (1 L) 
10 g Bacto-peptone 
5 g   Yeast extract 
10 g NaCl  

ละลายในน้าํปรับปริมาตรเปน 1 L แลวนาํไปอบฆาเช้ือดวยไอน้ํา 
2 อาหารแข็ง LB 
อาหารเหลว LB เติม 2% Bacto-agarแลวนาํไปอบฆาเชื้อดวยไอน้าํ 
3.อาหารเหลว low salt LB (1 L) 

10 g Bacto-peptone 
5 g   Yeast extract 
5 g NaCl  

4. อาหารแข็ง low salt LB  
อาหารเหลว LB เติม 2% Bacto-agarแลวนาํไปอบฆาเชื้อดวยไอน้าํ 
5. อาหารเหลว YPD  (1 L) 

10 g    Yeast Extract  
20 g    Peptone   
20 g      Dextrose 

ละลายในน้าํปรับปริมาตรเปน 1 L แลวนาํไปอบฆาเช้ือดวยไอน้ํา 
6. อาหารแข็ง YPD  
อาหารเหลว LB เติม 1.5% Bacto-agarแลวนาํไปอบฆาเช้ือดวยไอน้าํ 



27 

 

บรรณนุกรม 
Ames, B.N., Shigenaga, M.K., Gold, L.S., 1993a. DNA lesions, inducible DNA repair, and cell 

division: Three key factors in mutagenesis and carcinogenesis. Environ Health Perspect, 
101 Suppl 5: 35-44. 

Ames, B.N., Shigenaga, M.K., Hagen, T.M., 1993b. Oxidants, antioxidants, and the degenerative 
diseases of aging. Proc Natl Acad Sci U S A, 90(17): 7915-7922. 

Barber, S.C., Mead, R.J., Shaw, P.J., 2006. Oxidative stress in als: A mechanism of 
neurodegeneration and a therapeutic target. Biochim Biophys Acta, 1762(11-12): 1051-
1067. 

Cheng, Y., Xiong, Y.L., Chen, J., 2010. Fractionation, separation, and identification of antioxidative 
peptides in potato protein hydrolysate that enhance oxidative stability of soybean oil 
emulsions. J Food Sci, 75(9): C760-765. 

Diplock, A.T., 1991. Antioxidant nutrients and disease prevention: An overview. Am J Clin Nutr, 
53(1 Suppl): 189S-193S. 

Hattori, M., Yamaji-Tsukamoto, K., Kumagai, H., Feng, Y., Takahashi, K., 1998. Antioxidative 
activity of soluble elastin peptides. J. Agric. Food Chem., 46(6): 2167-2170. 

Kjeldsen, T., Pettersson, A.F., Hach, M., 1999. Secretory expression and characterization of insulin 
in pichia pastoris. Biotechnol Appl Biochem, 29 ( Pt 1): 79-86. 

Li, P., Anumanthan, A., Gao, X.G., Ilangovan, K., Suzara, V.V., Duzgunes, N., 
Renugopalakrishnan, V., 2007. Expression of recombinant proteins in pichia pastoris. Appl 
Biochem Biotechnol, 142(2): 105-124. 

Qian, Z.J., Jung, W.K., Kim, S.K., 2008. Free radical scavenging activity of a novel antioxidative 
peptide purified from hydrolysate of bullfrog skin, rana catesbeiana shaw. Bioresour 
Technol, 99(6): 1690-1698. 

Rajapakse, N., Mendis, E., Byun, H.G., Kim, S.K., 2005. Purification and in vitro antioxidative 
effects of giant squid muscle peptides on free radical-mediated oxidative systems. J Nutr 
Biochem, 16(9): 562-569. 

Sharma, O.P., Bhat, T.K., 2009. Dpph antioxidant assay revisited. Food Chemistry, 113(4): 1202-
1205. 



28 

 

Sinatra, S.T., DeMarco, J., 1995. Free radicals, oxidative stress, oxidized low density lipoprotein 
(ldl), and the heart: Antioxidants and other strategies to limit cardiovascular damage. Conn 
Med, 59(10): 579-588. 

Slater, T.F., 1984. Free-radical mechanisms in tissue injury. Biochem J, 222(1): 1-15. 
Srivastava, P., Raut, H.N., Wagh, R.S., Puntambekar, H.M., Kulkarn, M.J., 2012. Purification and 

characterization of an antioxidant protein (∼16 kda) from terminalia chebula fruit original. 
Food Chemistry, 131(1): 141-148. 

Wang, W., De Mejia, E.G., 2005. A new frontier in soy bioactive peptides that may prevent age-
related chronic diseases. Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety, 4(4): 
63-78. 

Wang, Y., Meng, Q., Gao, W., Hou, J., Ahmed, Z., 2011. Expression and purification of beefy 
meaty peptide in pichia pastoris. Korean Journal of Chemical Engineering, 28(3): 848-852. 

Xie, Z., Huang, J., Xu, X., Jin, Z., 2008. Antioxidant activity of peptides isolated from alfalfa leaf 
protein hydrolysate. Food Chemistry, 11(2). 

Yan, Y., Chen, J., Li, J., 2003. Overexpression of a small medicinal peptide from ginseng in the 
yeast pichia pastoris. Protein Expr Purif, 29(2): 161-166. 

Zhang, J., Zhang, H., Wang, L., Guo, X., Wang, X., Yao, H., 2010. Isolation and identification of 
antioxidative peptides from rice endosperm protein enzymatic hydrolysate by consecutive 
chromatography and maldi-tof/tof ms/ms. Food Chemistry, 119(1): 226-234. 

Zheng, S.-R., Wang, Y.-P., Yang, Y.-Q., Zhang, J., 2010. Expression and identification of a small 
recombinant beefy meaty peptide secreted by the methylotrophic yeast pichia pastoris. 
African Journal of Microbiology Research, 4(24): 2754-2762. 

  



29 

 

ประวัติผูวิจยั 
หัวหนาโครงการ 
(ภาษาไทย)     อาจารย ดร. ฤทัยรัตน บุญสมบัติ  

)ภาษาอังกฤษ(  Dr. RUETHAIRAT BOONSOMBAT 
ตําแหนงปจจุบันอาจารย A-5 
ท่ีทํางาน สถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธศุาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
อาคารสถาบัน3 ถ.พญาไท แขวงวังใหม เขตปทุมวัน กรุงเทพฯ 10330 
โทรศัพท02-2188078 โทรสาร 02-2533543 E-mail address : Ruethairat.B@Chula.ac.th 
ท่ีอยูปจจุบัน 1550/3 ถ.ประชาราษฎร 1 แขวงบางซือ่ เขตบางซื่อ กรุงเทพฯ 10800 
โทรศัพท (080) 9991465 
 
ประวัติการศึกษา 

มหาวิทยาลัย ปริญญา สาขาวิชา ปท่ีจบการศึกษา 

มหาวิทยาลัยมหิดล ปริญญาตรี วทบ. (ชีววิทยา) 2544 
University of 

Massachusetts, Amherst ปริญญาโท  -เอก  Ph.D. (Microbiology) 2551 

สาขาวิชาการท่ีมีความชํานาญพิเศษ พันธุศาสตรโมเลกลุ 
ผลงานทางวิชาการ 
Niyomploy, P., Boonsombat, R., Karnchanatat, A., and Sangvanich, P. (2014) A superoxide 

dismutase purified from the roots from Stemona tuberosa. Prep Biochem Biotechnol 44: 663-
379 

Boonsombat, R. (2013) Production of L-lactic Acid from Escherichia coli harboring recombinant 
plasmid with Rhizopus oryzae ldhA gene. Life Science Journal 10: 2217-2221. 

Prasirtsak, B., Tanasupawatb, S., Boonsombat, R., Kodama, K. and Thongchul, N. (2013) 
Characterization of lactic acid producing bacteria from Thai sources. Journal of Applied 
Pharmaceutical Science 3: 33-38. 

Moon-ai, W., Niyomploy, P.,  Boonsombat, R., Sangvanich, P. and  Karnchanatat, A. (2012) A 
superoxide dismutase purified from the rhizome of Curcuma aeruginosa Roxb. as inhibitor of 



30 

 

nitric oxide production in the macrophage-like RAW 264.7 cell line. Appl Biochem 
Biotechnol 166: 2138-2155 

Lopper, M., Boonsombat, R., Sandler, S. J. and Keck, J. L. (2007) A hand-off mechanism for 
primosome   assembly in replication restart.  Molecular Cell 26: 781-793. 

Boonsombat, R., Yeh, S.P., Milne, A., and Sandler, S.J. (2006) A novel dnaC mutation that 
suppresses priB rep mutant phenotypes in Escherichia coli K-12.Mol Micro 60: 973-983. 

 Renzette, N., Gumlaw, N., Nordman, J.T., Krieger, M., Yeh S.P., Long, E., Centore, R., 
Boonsombat, R. and Sandler,   S.J. (2005)  Localization of RecA in Escherichia coli K-12 
using RecA-GFP. Mol Micro57:1074-85. 

ผูรวมวิจัย 
(ภาษาไทย)      ผศ. ดร. อภิชาติ กาญจนทัต 
(ภาษาอังกฤษ) Asst. Prof. Dr. APHICHART KARNCHANATAT 
ตําแหนงปจจุบัน อาจารย A-4 
ตําแหนงบริหาร รองผูอํานวยการสถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
ท่ีทํางาน สถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธศุาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
อาคารสถาบัน3 ถ.พญาไท แขวงวังใหม เขตปทุมวัน กรุงเทพฯ 10330 
โทรศัพท 0-2218-8078 โทรสาร 0-2253-3543  Email: i_am_top@hotmail.com 
 
 ประวัติการศึกษา 

        
  สาขาวิชาการท่ีมคีวามชํานาญพิเศษ (แตกตางจากวุฒกิารศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 
 1. พันธุศาสตรโมเลกุล เทคโนโลยีชีวภาพของเอนไซม (enzyme biotechnology) 

 
ปริญญา 

 

 
ปท่ีจบการศึกษา 

 
มหาวิทยาลัย 

 
สาขาวิชา 

ปริญญาตร ี 2541 มหาวิทยาลัยรามคาํแหง วท.บ.(เคมี) 
ปริญญาโท 2544 จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย วท.ม.(ชีวเคมี) 
ปริญญาโท-เอก 2549 จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย วท.ด. (เทคโนโลยีชีวภาพ) 



31 
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