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บทคัดยอ 

     เปปไทดท่ีมีฤทธิท์างชีวภาพจากแหลงธรรมชาติไดรับความนิยมอยางมากในปจจุบัน เมล็ดผลไมเปน
แหลงสะสมอาหารซึ่งมีความเปนไปสูงในการพบเปปไทดท่ีมีฤทธิท์างชีวภาพ โดยงานวิจัยนีไ้ดคัดเลอืก
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
พบปญหา เชน ไดปริมาณเปปไทดท่ีตองการนอยแตใชตัวอยางจํานวนมาก งานวิจัยนี้จึงเลือกเทคนิค
ดานพันธุศาสตรโมเลกุลมาแกปญหาเหลานี้ โดยออกแบบช้ินสวนดีเอ็นเอใหประกอบดวยออกแบบนิ
วคลีโอไทดที่แปลรหัสแลวไดเปนลําดับกรดอะมิโอของเปปไทด Logan 1 เรียงตอกัน 4 ชุด แตละชุด
คั่นดวยโคดอนกรดอะมิโนแอสพารติก และเปปไทด Logan 2 เรียงตอกัน 10 ชุด แตละชุดคั่นดวยโค
ดอนกรดอะมิโนไลซีน เพ่ือใหช้ินสวนดีเอ็นเอยาวเพียงพอสําหรับการจัดการดวยเทคนิคดานพันธุ
ศาสตรโมเลกุล จากนั้นตัดตอเขาเวคเตอรพาหะ pPICZαA และนําเขาสูโครโมโซมของ P. pasotoris 
GS115 เพ่ือให P. pasotoris ผลิตรีคอมบิแนนทเปปไทดดังกลาว โดยงานวิจัยนี้สามารถสราง P. 
pasotoris สายพันธุ TWLG1PP และ WPLG2 สําหรับผลิตเปปไทด  Longan 1 และ Logan 2 ตามลําดับ 
โดยสายพันธุ TWLG1PP ไดรับการยืนยันความถูกตองของลําดับนิวคลีโอไทดแลว สวน WPLG2 ได
ตรวจสอบความถูกตองเบ้ืองตนและกําลังอยูระหวางยืนยันความถูกตองของลําดับนิวคลีโอไทด 
หลังจากนี้ P.pastoris ท้ังสองสายพันธุจะถกูกระตุนใหมีการแสดงออกของรีคอมบิแนนทเปปไทด และ
จะถูกตัดใหเปนเปปไทดสายสัน้เหมือนท่ีพบในเมล็ดลําไยดวยเอนไซม Endoproteinase AspN สําหรับรี
คอมบิแนนทเปปไทดจากสายพันธุ TWLG1PP และทริปซิน กับ Carboxyldase B สําหรับรีคอมบิแนนท
เปปไทดจากสายพันธุ WGLG2 จากนั้นจะนําไปทดสอบฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระและฤทธิ์ในการ
ตานการแบงตัวของเซลลมะเร็งตอไป 

คําสาํคัญ: เปปไทด, ลาํไย, P. pastoris 
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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 
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บทที ่1 

บทนาํ 

1.1 การทบทวนวรรณกรรม 

      อนุมูลอิสระเปนสาเหตุของโรคหลายชนิด เนื่องจากอนุมูลอิสระประกอบดวยอิเล็คตรอนอิสระอยู
ในวงนอกของอะตอมทําใหมีความไมคงตัวและวองไวในการเกิดปฎิกิริยา อนุมูลอิสระตองการหา
อิเล็คตรอนมาจับคูเพ่ือใหมีความคงตัว จึงสามารถทําปฏิกิริยากับสารชีวโมเลกุลในเซลลและเนื้อเยื่อ 
เชน ไขมัน โปรตีน ดีเอ็นเอ เพ่ือดึงอิเล็คตรอนหรือไฮโดรเจนอะตอม หรือเขาไปจับคูกับอิเล็คตรอนข
องสารชีวโมเลกุลทําใหสมบัติของสารชีวโมเลกุลเปลี่ยนไป ซึ่งความเสียหายท่ีเกิดขึ้นนี้เปนสาเหตุของ
การเกิดโรคมากมาย เชน โรคแกกวาวัย มะเร็ง อัลไซเมอร (Ames et al. 1993a, Ames et al. 1993b, 
Slater 1984) นอกจากนีอ้นมุูลอิสระยังสามารถทําปฏิกิริยากับ LDL (Low- density lipoprotein) เกิดเปน 
oxidized LDL ซึ่งเปนสาเหตุของภาวะหลอดเลือดแดงแข็งตัว ทําใหเกิดโรคหัวใจ (Sinatra and 
DeMarco 1995) 

     อนุมูลอิสระเปนผลพลอยไดที่เกดิจากการเผาผลาญอาหารในรางกาย เนื่องจากอนุมูลอิสระท่ีเกิดขึ้น
ในรางกายมาจากปฏิกิริยาท่ีใชออกซิเจนจึงมีช่ือเรียกวา Reactive Oxygen Species (ROS) เชน ซูเปอร
ออกไซด แอนอิออน (superoxide anion; O2

•-), ไฮโดรเปอรออกซิล แรดิคอล (hydroperoxyl radical; 
HOO•) และไฮดรอกซิล  แรดิคอล (hydroxyl radical; OH•) ซึ่งรางกายเองก็มีกลไกในการกําจัดอนุมูล
อิสระเหลานี้ เชน กระบวนการ oxidative stress ซึ่งกระตุนการทํางานของเอนไซมซูเปอรออกไซดดิส
มิวเทส (superoxide dismutase; SOD) คาตาเลส (catalase; CAT) กลูตาไทโอน- เปอรซิเดส (glutathione 
peroxidase; GPx) (Barber et al. 2006) แตเนื่องจากอนุมูลอิสระเกดิไดอยางรวดเร็วและทําปฎิกิริยาอยาง
วองไว ประกอบกับวิถีการดําเนินชีวิตและธรรมชาติท่ีเปลีย่นไป เชน การรับประทานเนื้อสตัวปงยางท่ีมี
ไขมันสูง มลพิษทางอากาศ รังสียูวี ควันบุหร่ี ดังนั้นการรับสารตานอนุมูลอิสระ(antioxidant) จาก
ภายนอกจึงเปนทางเลือกเพ่ือลดการเกิดอนุมูลอิสระในรางกายหรือลดความเสียหายท่ีเกิดจากอนุมูล
อิสระ  โดยสารตานอนุมูลอิสระคือสารประกอบท่ีสามารถปองกันหรือชะลอกระบวนการเกิดออกซิ
เดช่ัน ซึ่งสามารถพบไดในองคประกอบของอาหาร เชน วิตามินเอ ซีและอี ซิลิเนียม แคโรทีนอยด 
(Diplock 1991) นอกจากนี้ยังมีการคนพบเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ โดยเปปไตดเหลานี้จะมี
กรดอะมิโนวงแหวนอะโรมาติก เชน ฟนิลอะลานิน (Phenylalanine) ไทโรซีน (Thirosine) และทริป
โตเฟน (Tryptophane) ที่สามารถใหโปรตอนแกอนุมูลอิสระได สงผลใหอนุมูลอิสระนั้นถูกทําลายไป 
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(Hattori et al. 1998, Wang, Wenyi and De Mejia 2005, Xie et al. 2008) หมูอิมิดาโซล (imidazole) ในฮิ
สติดีน (Histidine)กับหมูไธออล (thiol) ในซิสเตอีน (Cysteine) ก็สามารถตานอนุมูลอิสระไดเชนกัน 
(Qian et al. 2008) นอกจากองคประกอบของกรดอะมิโนในเปปไทดแลว ตําแหนงของกรดอะมิโนก็
เปนอีกปจจัยท่ีสําคัญตอการตานอนุมูลอิสระ ซึ่งการสลับท่ีหรือเปลี่ยนชนิดของกรดอะมิโนภายใน
โครงสรางเปปไทด จะสงผลตอฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ (Rajapakse et al. 2005) 

      เปปไตดที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพและสกดัไดจากธรรมชาติกําลังไดรับความสนใจเพ่ือใชในการผลิตเปน
ยา อาหารเสรมิสุขภาพ และผลิตภัณฑเสริมความงาม เนื่องจากผูบริโภคตระหนักถึงความปลอดภัย จึงมี
งานวิจัยหลากหลายในการหาเปปไทดเหลานีจ้ากธรรมชาติ เชน เปปไทดขนาดนอยกวา 1,000 ดาลตันท่ี
มีฤทธิ์ตานออกซิเดช่ันซึ่งสกัดจากถั่วแอลฟาฟา (Xie et al. 2008) ในพืชตระกูลถั่วอีกชนิดคือถั่วลิสง 
พบเปปไทดขนาด 3,000 ถึง 5,000 ดาลตันที่สามารถยับยั้งปฏิกริิยาออกซเิดชันของไขมันและการเขาจับ
กับโลหะ ในปค.ศ. 2010 มีรายงานการสกดัเปปไทดจากเอนโดสเปรมของขาวซึง่พบวาเปปไทดท่ีมีฤทธิ์
ตานออกซิเดชันดีท่ีสุด มีน้ําหนักโมเลกุล 959.5 ดาลตัน มีลําดับกรดอะมิโนคือ ฟนิลอะลานิน-  อารจิ
นิน-กรดแอสพาติก-กรดกลูตามิก-ฮิสติดีน-ไลซีน-ไลซีน (Phe-Arg-Asp-Glu-His-Lys-Lys)  และเปป
ไทดขนาด 1,002.5 ดาลตัน มีลําดับกรดอะมิโนคือ ไลซีน-ฮิสติดิน-กรดแอสพาติก-อารจินิน-ไกลซีน-
กรดแอสพาติก-กรดกลูตามิค-ฟนิลอะลานิน (Lys-His-Asp-Arg-Gly-Asp-Glu-Phe) (Zhang et al. 2010) 
นอกจากนี้ Cheng และคณะ พบเปปไทดจากการยอยมันฝรั่งดวยเอลเคเลสท่ีมีท่ีมีฤทธิ์ตานออกซิเดชันดี
ท่ีสุดมีลําดับกรดอะมิโน คือ เซอรีน-เซอรีน-กลูตามีน-ฟนิลอะลานิน-ไทโรซีน-ทริปโตเฟน (Ser-Ser-
Glu-Phe-Thr-Tyr) ซึ่งตรงกับลําดับกรดอะมิโนบางสวนของ metallocarboxypeptidase inhibitor และไอ
โซลูซีน-ไทโรซีน-ลิวซีน-ไกลซีน-กรดกลูตามิค (Ile-Tyr-Leu-Gly-Glu) ซึ่งกับลํา ดับกรดอะมิโน
บางสวนของ Lipoxygenase1 (Cheng et al. 2010)  

      สําหรับพืชท่ีพบในประเทศไทยมีการศึกษาในเชน การสกัดโปรตีนจากลูกสมอไทยพบวาโปรตีน
พบวาโปรตีนที่มีฤทธิ์ตานออกซิเดชั่นมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 16 กิโลดาลตัน (Srivastava et al. 
2012) การสกัดโปรตีนในวานชักมดลูกพบโปรตีนที่มีฤทธิ์ตานออกซิเดช่ันขนาดประมาณ 18 กิโลดาล
ตัน หรือในพืชวงศขิง ซึ่งพบเปปไทดท่ีสามารถยับย้ัง angiotensin I-converting enzyme ซึ่งเอนไซมนี้
เกี่ยวของกับโรคความดันโลหิตสูง ท้ังนี้ขอไดเปรียบของประเทศไทยคือความหลากหลายทางชีวภาพ 
คนไทยมีการใชประโยชนจากทรัพยากรเหลานี้มานานดังจะเห็นไดจากตํารับยาสมุนไพร หรืออาหาร
ไทยท่ีอาจเรียกไดวาเปนโภชนาการบําบัด แตท้ังนี้การศึกษาเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพจากพืชใน
ประเทศไทยยังไมเปนท่ีหลากหลายนัก ผลไมไทยก็เปนอีกทางเลือกท่ีนาสนใจในการศึกษา เนื่องจาก
ผลไมไทยมีความหลากหลายและมีเอกลักษณทั้งในเรื่องรูปลักษณและรสชาติ นอกจากนี้ยังสามารถ
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นําไปแปรรูปเปนผลิตภัณฑตางๆเพ่ือเพ่ิมมูลคาโดยมักมีเมล็ดผลไมเหลือท้ิงจํานวนมาก เนื่องจากเมล็ด
ผลไมเปนแหลงสะสมของอาหารเพ่ือใชในการขยายพันธุ ดังนั้นการศึกษาเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ในการตาน
อนุมูลอิสระจึงเปนท่ีนาสนใจอยางยิ่ง นอกจากนี้ไดมีรายงานการวิจัยท่ีเกี่ยวของกับฤทธิ์ในการตาน
อนุมูลอิสระซึ่งพบไดในผลไมหลายชนิด เชน อะโวคาโดว ขนุน ลําไย มะมวง มะขาม (Soong and 
Barlow, 2004) 

      ปญหาท่ีพบจากการสกัดสารจากตัวอยางตามธรรมชาติคือสารท่ีตองการมักมีปริมาณนอย ตองใช
ตัวอยางจํานวนมาก รวมท้ังการเก็บรักษากม็ีความสาํคญั หากตัวอยางมีการเสยีสภาพ สารท่ีตองการ เชน 
โปรตีนก็มีการเสือ่มสภาพเชนกนั ดังนั้นเทคนิคทางดานพันธุศาสตรโมเลกุลจึงถูกนํามาใชเพ่ือการผลิต
เปปไทดท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพจากเมล็ดผลไมใหมีประสิทธิภาพ ซึ่งยีสต P. pastoris เปนสิ่งมีชีวิตท่ีใชกัน
อยางกวางขวางในการผลิต recombinant protein เนื่องจากมีความปลอดภัย ใชอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีไม
ซับซอน เปนสิ่งมีชีวิตประเภทยูคาริโอตเซลลเดียวทําใหมีกระบวนการ post-translational modification 
ซึ่งทําใหโปรตีนที่ผลิตไดใกลเคียงกับโปรตีนตนแบบ และโปรตีนท่ีสนใจนั้นจะถูกแสดงออกภายใต
การควบคุมของ AOX1 promoter ซึ่งกระตุนไดดวยเมทานอลทําใหงายในการควบคุมการแสดงออก (Li 
et al. 2007) เนื่องจากเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพเปนเปปไทดสายสั้น การตรวจสอบและตรวจติดตาม
เม่ือใชเทคนิคดานพันธศุาสตรโมเลกลุเปนเร่ืองท่ียุงยาก การแกปญหาเรื่องนี้สามารถทําไดโดยใหนิวคลี
โอไทดที่ผลิตเปปไทดนี้มีจํานวนหลายชุดเรียงตอกันเพ่ือใหสายดีเอ็นเอท่ียาวขึ้น เม่ือนิวคลีโอไทด
เหลานี้ถูกถอดรหัสเปนโปรตีนจะประกอบดวยเปปไทดสายยาวขึ้นประกอบดวยเปปทท่ีตองการหลาย
สายเรียงตอกัน เมื่อทําการตัดบริเวณท่ีกรดอะมิโนท่ีเช่ือมสายเปปไทดเหลานี้ก็จะไดเปปไทดท่ีตองการ
หลายสายในเวลาเดียวกนั ซึ่งตัวอยางของการใชเทคนิคดังกลาวผลิตเปปไทดที่มีขนาดเลก็ เชน การผลิต
เปปไทดท่ีเปนสารแตงรสเนื้อ (Wang, Yanping et al. 2011, Zheng et al. 2010) เปปไทด Gsp ซึ่งพบใน
รากโสมและใชเปนยารักษาโรคเบาหวาน (Yan et al. 2003) เทคนิคท่ีกลาวมาจะชวยใหการผลิตเปป
ไทดท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานอนุมูลอสิระและ/หรือตานการแบงตัวของเซลลมะเร็งท่ีพบจากเมล็ด
ผลไมไทยมีประสิทธิภาพ โดยเปปไทดเหลานี้สามารถตอยอดไปใชในอุตสาหกรรมดานเภสัชกรรม 
อาหารเสริมสุขภาพ หรือผลิตภัณฑเสริมความงามตอไปได 

1.2 ความสําคัญและท่ีมาของปญหาท่ีทําการวิจัย 

      อนุมูลอิสระ เชน ไฮดรอกซิล  แรดิคอล (hydroxyl radical; OH•) ซูเปอรออกไซด แอนอิออน 
(superoxide anion; O2

•-) ไฮโดรเปอรออกซิล แรดิคอล (hydroperoxyl radical; HOO•) และแอลคอกซิล 
แรดิคอล (alkoxyl radical; RO•-) เปนผลพลอยไดท่ีเกิดจากกระบวนการใชออกซิเจนเผาผลาญอาหาร
แบบใชออกซิเจน โดยอนุมูลอิสระมีอิเลคตรอนอิสระท่ีอยูในวงนอกของอะตอมหรือโมเลกุลทําใหมี
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ความวองไวในการเกดิปฎิกริิยา รวมท้ังปฏิกิริยากบัสารชีวโมเลกุลสําคัญในรางกาย เชน ไขมัน โปรตีน 
ดีเอ็นเอ โดยความเสียหายท่ีเกิดขึ้นเปนสาเหตุของการเกดิโรคอัลไซเมอร ความดันโลหิตสูง มะเร็ง และ
โรคแกกอนวัย (aging) เปนตน โดยปกติแลวรางกายมีกระบวนการกําจัดอนุมูลอิสระกอนท่ีจะทํา
อันตรายตอสารประกอบและเนื้อเยื่อในเซลล เชน เอนไซม superoxide dismutase (SOD) ท้ังนี้เนื่องจาก
อนุมูลอิสระเกิดขึ้นอยางรวดเร็วประกอบกับพฤติกรรมในการใชชีวิตทําใหรางกายไดรับอนุมูลอิสระ
จากภายนอกในปริมาณมากขึ้น เชน การรับประทานอาหารปงยางท่ีประกอบดวยเนื้อสัตวท่ีมีไขมันสูง 
การรับประทานอาหารประเภททอดท่ีใชความรอนสูง รวมถึงมลพิษและรังสียูวี ทําใหรางกายไดรับ
อนุมูลอิสระมากเกินกวาท่ีรางกายจะกําจัดไดทัน การรับสารตานอนุมูลอิสระจากภายนอก เชนจาก
อาหาร จึงเปนหนทางในการควบคมุและปองกนัความเสียหายท่ีเกดิจากอนุมูลอสิระ  องคประกอบที่พบ
ในอาหาร เชน วิตามินเอ ซี และอี รวมท้ังแคโรทีนอยด สามารถเปนสารตานอนุมูลอิสระซึ่งสามารถ
ชะลอความเสียหายท่ีเกิดจากอนุมูลอิสระได  นอกจากนีเ้ปปไทดท่ีมีฤทธิใ์นการตานอนมูุลอสิระกไ็ดรับ
การศึกษากันอยางกวางขวาง โดยเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระจะมีกรดอะมิโนชนิดวง
แหวนอะโรมาติกท่ีสามารถใหโปรตรอนแกอนุมูลอิสระได โดยชวงหลายปท่ีผานมา เปปไทดท่ีมีฤทธิ์
ตานอนุมูลอสิระนี้ไดพัฒนาเพ่ือการผลิตยา ผลิตภัณฑเสริมอาหารและผลิตภัณฑเสริมความงามจํานวน
มาก นอกจากจะมีประสทิธิภาพสูงในการรักษาแลว ยังพบวามีผลขางเคียงนอย ซึ่งเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ทาง
ชีวภาพนี้สามารถสกัดไดจากพืช เชน ถั่ว ดอกทานตะวัน แปะกวย เปนตน นอกจากนี้พืชสมุนไพรไทย
หลายชนิด เชน ไพลดํา วานชักมดลูก ขมิ้นดํา  ลูกเนียง ไดรับการวิจัยจากหองปฏิบัติการวิจัยดาน
โปรตีนและวิศวกรรมพันธุศาสตร สถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย วาเปนแหลงของโปรตีน โปรตีนไฮโดรไลเสตและเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ทาง
ชีวภาพท่ีหลากหลาย 

      ประเทศไทยอยูในเขตรอนช้ืนซึ่งความหลากหลายทางชีวภาพมาก ท้ังนี้รวมถึงผลไมไทยที่มีความ
หลากหลายและมีช่ือเสียงไปท่ัวโลกถึงรสชาติ และคุณคาทางโภชนาการ ดวยความอุดมสมบูรณของ
ผลไมนานาชนิดท่ีมีใหรับประทานตลอดป การแปรรูปผลไมจึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งเพ่ือเพ่ิมมูลคาของ
ผลิตผลการเกษตรเหลานี้ อุตสาหกรรมการแปรรูปผลไมทําใหเกิดท้ิงเมล็ดผลไมจํานวนมาก ซึ่งเมล็ด
ผลไมเหลานี้มีความเปนไปไดวาจะมีเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีตองการ เนื่องจากเมล็ดเปนแหลง
สะสมอาหารเพ่ือใชในการขยายพันธุ โดยโครงการวิจัยนี้สนใจหาเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพตาน
อนุมูลอิสระและตานการแบงตัวของเซลลจําพวกเซลลมะเร็ง จากเมล็ดผลไมที่ เหลือ ท้ิงจา ก
อุตสาหกรรมการแปรรูปผลไม เชน มะละกอ ลิ้นจ่ี ลําไย  ท้ังนี้ปญหาจากการสกัดสารจากธรรมชาติ
รวมถึงเปปไทดจากเมลด็ผลไมคือ สารท่ีตองการมีปริมาณนอยจึงตองใชปริมาณตัวอยางจํานวนมากใน
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การสกัด นอกจากนี้การเก็บรักษาตัวอยางก็เปนอีกปจจัยท่ีสําคัญ นอกจากตองมีสถานท่ีเก็บตัวอยาง
เหมาะสม การเก็บตัวอยางเปนเวลานานทําใหเกิดการเนาเสียและการเสื่อมสภาพของตัวอยางซึ่งสงผล
ตอการสกัดดวย ดังนั้นเทคนิคทางพันธุศาสตรโมเลกุลจะถูกนํามาใชเพ่ือใชในการผลิตเปปไทดท่ี
ตองการในปริมาณมาก โดยใชยีสต Pichia pastoris เปนเซลลเจาบาน ซึ่ง P. pastoris เปนสิ่งมีชีวิต
ประเภทยูคาริโอตเซลลเดียวท่ีเลี้ยงงาย เจริญเติบโตเร็ว มีความปลอดภัย หรือ GRAS (Generally 
Recognized as Safe) มีโปรโมเตอรท่ีแข็งแรงและสามารถกระตุนไดดวยเมทานอลเพ่ือใหยีนท่ีสนใจ
แสดงออก ท้ังนี้เปปไทดดังกลาวสามารถนําไปประยุกตใชในอุตสาหกรรมยา ผลิตภัณฑเสริมอาหาร 
และผลิตภัณฑเสริมความงามตอไป รวมท้ังกระบวนการผลิตนี้สามารถนําไปประยุกตใชในการผลิต
สารและเปปไทดอื่นๆท่ีตองการไดเชนกัน 

1.3 วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

      1. ศึกษาลักษณะสมบัติและพิสูจนเอกลักษณของเปปไทดท่ีสกัดไดจากเมล็ดผลไมไทย เชน  
มะละกอ ลิ้นจ่ี ลําไย ในการตานอนุมูลอิสระและ/หรือการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็ง 

     2.ใชเทคนิคดานพันธุศาสตรโมเลกุลเพ่ือให P .pastoris ผลิตเปปไทดที่มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระและ/
หรือตานการแบงตัวของเซลลมะเร็ง  

     3.เปรียบเทียบลักษณะสมบัติของเปปไทดที่สกัดไดจากเมล็ดผลไมกับเปปไทดท่ีแสดงออกใน P. 
pastoris 

1.4 ขอบเขตของโครงการวิจัย 
      ในปงบประมาณ 2557 โครงงานจะครอบคลุมถึงการคัดเลือกเปปไทดตานอนุมูลอิสระและ/หรือ
การตานการแบงตัวของเซลลมะเร็งจากเมล็ดผลไม และการสรางสายพันธุ P. pastoris สําหรับการสราง
เปปไทดดังกลาว โดยการคัดเลือกเปปไทดไดมาจากการนําเมล็ดผลไมไทย เชน มะละกอ ลิ้นจ่ี ลําไย ท่ี
เหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมแปรรูปผลไม ถูกนํามาเตรียมเปนโปรตีนไฮโดรไลเสตโดยการยอยโปรตีน
หยาบดวยเอนไซมเปปซินและแพนเครติน (pancreatin) ซึ่งจําลองมาจากระบบการยอยอาหารในมนุษย 
จากนั้นทําการทดสอบฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระโดยการตานออกซิเดชันดวยสาร DPPH (Sharma 
and Bhat 2009) จากนั้นโปรตีนไฮโดรไลเสตที่มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระจะถูกบริสุทธิ์บางสวนดวย
เทคนิคอัลตราฟลเตรชันและเทคนคิโครมาโตรกราฟ เชน  โครมาโทกราฟแบบเจลฟลเตรชัน และ High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) หลังจากตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีนแลว 
โปรตีนไฮโดรไลเสตนี้ไดถูกนําไปพิสูจนเอกลักษณดวยเทคนิคแมสสเปกโตรเมตรี และคัดเลือกเปป
ไทดท่ีคาดวามีความเปนไปไดในการตานอนุมูลอิระและ/หรือตานการแบงตัวของเซลลมะเร็งซึ่ง
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พิจารณาจากลําดับกรดอะมิโน จากนั้นทําการสราง P. pastoris สําหรับการสรางเปปไทดตานอนุมูล
อิสระ โดยการแปรกลับลําดับกรดอะมิโนของเปปไทดท่ีคาดวามีฤทธิ์ทางชีวภาพเปนลําดับนิวคลีโอ
ไทด เมื่อทําการสังเคราะหนิวคลีโอไทดแลวจะตัดตอนําเขาเวคเตอรพาหะ pPicZαA (Invitrogen Inc., 
USA) เพ่ือนําเขาสูโครโมโซมของ P. pastoris ตอไป ทั้งนี้เนื่องจากเปปไทดท่ีตองการเปนโปรตนีท่ีผาน
การยอยมาแลวบางสวนทําใหเปนเปปไทดสายสั้น การสังเคราะหเปปไทดสายสั้นมักประสบปญหา 
เชน การตรวจสอบและการตรวจติดตาม   การแกปญหาดังกลาวสามารถทําไดโดยทําใหสายเปปไทด
ยาวขึ้น ทั้งนี้นิวคลีโอไทดท่ีแปลรหัสเปนกรดอะมิโนของเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพนี้จะถูกออกแบบ
ใหเรียงตอกัน 4-10 ชุด ซึ่งในแตละชุดจะคั่นดวยรหัสโคดอนของกรดอะมิโนไลซีน (Lysine) เพ่ือให
ตัดเปปไทดสายยาวนี้ไดดวยเอนไซมทริปซินและ Carboxypeptidase B  (Zheng et al. 2010) หรือรหัส
โคดอนของกรดแอสปาติก (Aspartic acid) เพ่ือใหตัดเปปไทดสายยาวนี้ไดดวยเอนไซม Endoproteinase 
AspN 

ดังนั้นใน 1 สายของนิวคลีโอไทดท่ีสังเคราะหขึ้น เม่ือทําการแปลรหัสเปนกรดอะมิโนแลวจะ
ประกอบดวยเปปไทดท่ีตองการ 4-10 สาย นิวคลีโอไทดนี้อยูภายใตการควบคุมของ AOX1 promoter 
ซึ่งกระตุนไดดวยเมทานอล นอกจากนี้เวคเตอรพาหะ pPicZαA ยังประกอบดวย α-factor ของ 
Sacchromyces cerevisiae ซึ่งทําใหเปปไทดที่ตองการหลั่งออกนอกเซลล (Kjeldsen et al. 1999) และ
ประกอบดวย His-Tag ซึ่งทําใหงายตอการทําใหบริสุทธิ์  

      เนื่องจากโครงการวิจัยนี้เปนโครงการตอเนื่อง ในปงบประมาณ 2558 จะศึกษาการผลิตเปปไทดท่ีมี
ฤทธิ์ทางชีวภาพนี้ในระดับ Shake flask หลังจากสกัดและทําใหบริสุทธิ์แลว เปปไทดสายยาวท่ีไดจาก
การผลิตในยีสตจะถูกตัดดวยเอนไซมทริปซินและ Carboxypeptidase B หรือ Endoproteinase AspN 
เพ่ือใหไดเปปไทดสายสั้นดังท่ีพบและสกัดไดจากเมลด็ผลไม จากนั้นนําไปหาคาความเขมขน ทดสอบ
ฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระโดยการตานออกซิเดชันดวยสาร DPPH และทดสอบฤทธิ์ในการตานการ
แบงตัวของเซลลไลนมะเร็งในมนุษย เพ่ือเปรียบเทียบกับฤทธิ์ของเปปไทดท่ีสกัดไดจากเมล็ดผลไม
โดยตรง นอกจากนี้ปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตเปปไทดในยีสต เชน อุณหภูมิ แหลงไนโตรเจน และความ
เขมขนของเมทานอลท่ีใชกระตุนก็จะทําการศึกษาดวย 

1.5 ทฤษฎี และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 

     เนื่องจากเมล็ดพืชเปนแหลงสะสมอาหารเพ่ือใชในการขยายพันธุ ดังนั้นจึงควรพบเปปไทดท่ีมีฤทธิ์
ตานอนุมูลอิสระและ/หรือยับยั้งการแบงตัวของเซลลมะเร็ง  ท้ังนี้เพ่ือแกปญหาท่ีเกิดจากการสกัดสาร
จากธรรมชาติ เชน การเนาเสยีของตัวอยางท่ีเก็บรักษาไมดี การใชตัวอยางในการสกดัจํานวนมาก นิวคลี
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โอไทดที่สรางเปปไทดนี้จะตัดตอดวยเทคนิคดานพันธุศาสตรโมเลกุลใสลงบนโครโมโซมและให
แสดงออกในยีสต P. pastoris โดยเปปไทดท่ีผลิตจากยีสตควรมีฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีใกลคียงกับเปปไทด
ซึ่งสกัดไดจากเมล็ดพืช แตปริมาณท่ีสกัดไดจากยีสตควรมีมากกวาและการสกัดทําไดงายกวาเพราะพ
ลาสมิดพาหะท่ีนํานิวคลีโอไทดแทรกลงบนโครโมโซมของ P. pastoris  มี - factor ทําใหเปปไทดท่ี
ผลิตไดจากยีสตหลั่งออกมานอกเซลลอยูในอาหารเลี้ยงเช้ือ ทําใหไมจําเปนตองทําเซลลใหแตก 

1.6 วิธีการดําเนินการวิจัยโดยสรุป 

       ในปงบประมาณ 2557 โครงงานจะครอบคลุมถึงการคัดเลือกเปปไทดตานอนุมูลอิสระและ/หรือ
การตานการแบงตัวของเซลลมะเร็งจากเมล็ดผลไม และการสรางสายพันธุ P. pastoris สําหรับการสราง
เปปไทดดังกลาว  

1. การคัดเลือกเปปไทดตานอนุมูลอสิระและ/หรือการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็งจากเมล็ดผลไม 
ซึ่งไดรับความอนุเคราะหจาก ผศ.ดร.อภิชาติ กาญจนทัต สถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพและ
วิศวกรรมพันธุศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โดยในขั้นตอนการคัดเลือกประกอบดวย 
- การเตรียมโปรตีนหยาบจากเมล็ดผลไมไทย เชน มะละกอ ลิ้นจ่ี ลําไย โดยนําตัวอยางเมล็ด

ผลไมไทยมาบดในสารละลายบัฟเฟอร นํามากรอง ปนแยกสวนใส ตกตะกอนโปรตีนดวย
เกลือแอมโมเนียมซัลเฟต นํามาไดอะไลซีสเพ่ือใหไดสวนโปรตีนหยาบ 

-  การเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสตโดยการนําโปรตีนหยาบมายอยดวยเอนไซมเปปซินและแพ
นครีเอติน (pancreatin) ซึ่งเปนเอนไซมจากกะเพราะและตับออนท่ีพบในระบบยอยอาหารของ
มนุษย  

- การนําโปรตีนไฮโดรไลเสตไปแยกตามขนาดดวยวิธี ultrafiltration 
- การทดสอบฤทธิ์ของโปรตีนไฮโดรไลเสตในการตานอนุมูลอิสระดวยการทดสอบการยับยั้ง

ออกซิเดชันดวยสาร DPPH, ABTS assay, NO assay และ H2O2 assay 
- การทําโปรตีนไฮโดรไลเสตใหบริสุทธิ์โดยใช เทคนิค High Performanece Liquid 

Chromotography (HPLC) และพิสูจนเอกลักษณโปรตีนไฮโดรไลเสตโดย mass spectrometer 
2. การสรางสายพันธุ P. pastoris สําหรับการสรางเปปไทด ซึ่งมีขั้นตอนดังนี้ 

- สั่งสังเคราะหนิวคลีโอไทดท่ีแปรรหัสแลวไดเปนลําดับกรดอะมิโอของเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ทาง
ชีวภาพ (IDT, USA) โดยใหโดยประกอบดวยลําดับนิวคลีโอไทดของเปปไทดนี้เรียงตอกัน 4-
10 ชุด แตละชุดคั่นดวยกรดอะมิโนไลซีน (Lysine) หรือกรดแอสปาติก (Aspartic acid) แลว
ตัดตอเขาเวคเตอรพาหะ pPICZαA (Invitrogen, USA) จากนั้นนําเขาสูโครโมโซมของ P. 
pasotoris GS115 ดวยชุด Pichia EasyCompTM Transformation Kit (Invitrogen, USA)  
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- ตรวจสอบความถูกตองของสายพันธุดวยวิธี colony PCR, การตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ และ 
DNA Sequencing (Macrogen, Korea) 

1.7 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรบั 
       1. ผลงานที่ไดสามารถนาํไปจดสิทธิบัตรและ/หรือเผยแพรในวารสารหรืองานประชุมวิชาการได 

       2. การผลิตจะไดเปปไทดท่ีมีฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระและ/หรือการตานการแบงตัวของ
เซลลมะเร็งในปริมาณมากขึ้น มีกระบวนการผลิตท่ีมีประสิทธิภาพ และมีแนวโนมท่ีจะมีความคุมทุน 
โดยเปปไทดเหลานี้สามารถนําไปตอยอดในอุตสาหกรรมหลายประเภท เชน เภสัชกรรม อาหารเสริม 
เคร่ืองสําอาง และเทคนิคการผลตินี้สามารถนําไปประยุกตใชเพื่อการผลิตโปรตีนเปปไทดและสารอื่นๆ
ดวย 
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บทที ่2 

อุปกรณ วิธีดําเนินงานวิจัย 

2.1 อุปกรณ 

เคร่ือง PCR 

(Polymerase Chain Reaction Thermocycer) 

Applied Biosystems, Singapore 

เคร่ืองเขยาผสมรุน Vortex-Genie2 

(Vortex mixer: model Vortex-Genie2) 

Scientific Industries, USA 

เคร่ืองเขยาเลี้ยงเช้ือควบคุมอุณหภูม ิ

(Refrigerated incubator shaker : model Innova 4330) 

New Brunswick Scientific, USA 

เคร่ืองช่ังแบบละเอยีดรุน FX-180 

(Electronic balance : model FX-180) 

A&D Co., Ltd., Japan 

เคร่ืองช่ังแบบหยาบ รุน FX-3000 

(Electronic balance : model FX-3000) 

A&D Co., Ltd, Japan 

เคร่ืองบันทึกภาพเจลภายใตแสงยูวี 

(Uvitec Platinum Gel Documentation system) 

UVItec, UK 

เคร่ืองปนเหวี่ยงความเร็วสูงชนิดควบคุมอุณหภูมิ 

(Refrigerated high speed centrifuge) 

Kubota cooperating, Japan 

เคร่ืองปนเหวี่ยงหลอด micro-tube ความเร็วสูงรุน MTX-150 

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

Tomy Seiko Co., Ltd., Japan 

เคร่ืองวัดความเปนกรด-ดาง 

(pH meter) 

Mettler Toledo, USA 

เคร่ืองวิ่งเจลอะกาโรส  ADVANCE Co., Ltd., Japan 



10 

 

(Agarose gel electrophoresis equipments) 

เคร่ืองอบฆาเช้ือดวยไอน้าํ 

(Autoclave) 

Taladlab, Thailand 

เคร่ืองอังน้าํ 

(Water bath) 

Yamato, Japan 

ชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากเจล 

(NucleoSpin® Extract II Kits) 

MACHEREY-NAGEL, Germany 

ชุดสกัดพลาสมิด 

(NucleoSpin® plasmid) 

MACHEREY-NAGEL, Germany 

ชุดนาํดีเอ็นเอเขาสูโครโมโซม P. pastoris 

(Pichia EasyCompTM Transformation Kit) 

Invitrogen, USA 

 

ตูแชแข็ง –20oC 

(Freezer –20oC) 

Sanyo, Japan 

 

ตูแชแข็ง –70oC 

(Freezer –70oC) 

Sanyo, Japan 

 

ตูปลอดเช้ือรุน HF safe-12006 

(Laminar flow: model HF safe-12006) 

Heal Force, China 

ตูเพาะเช้ือ อุณหภูมิ 37oC 

(Growth cabinet) 

Sanyo, Japan 

ตูอบแหงรุน UNB-400 

(Oven : model UNB-400) 

Memmert Co.,Ltd., Germany 

ไมโครปเปตรุน 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 

pPicZA Invitrogen, USA 
pLG1A Plasmid pPicZA ท่ีมีชิ้นสวนดีเอ็นเอสาํหรับสรางเปปไทด 

Longan1  
pWPLG2 Plasmid pPicZA ท่ีมีชิ้นสวนดีเอ็นเอสาํหรับสรางเปปไทด 

Longan2 

E. coli competent cells สายพันธุ Super 
109 HIT-DH5a 

RBC Bioscience, Taiwan 

P. pastoris GS115 อ.ดร.ศรนิทิพ สุกใส, สถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพ
และวิศวกรรมพันธุศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  

TWLG1PP P. pastoris ท่ีมีช้ินสวนดีเอ็นเอสาํหรับสรางเปปไทด 
Longan1 

WPLG2 P. pastoris ท่ีมีช้ินสวนดีเอ็นเอสาํหรับสรางเปปไทด 
Longan2 

AOX1 forward    GACTGGTTCCAATTGACAAG 
AOX1 reverse    GCAAATGGCATTCTGACATCC 
L1F    CTCGAGAAAAGAGATATTAG 
L1R    CTCGAGCGTACGGTCGAAACC 
L2F    CTCGAGAAAAGAACCCTCGCG 
L2R       CTCGAGCGTACGCTTGAAGTAG 
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2.3 การคัดเลือกเปปไทดตานอนุมูลอิสระและ/หรือการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็งจากเมล็ดผลไม 
      เมล็ดผลไม ไดแก เมล็ดลําไย (Diomocarpus longan Lour. subsp.) ลิ้นจี่ (Litchi chinensis Sonn.) เงาะ 
(Nephelium lapppaceum L.) และมะละกอ (Carica papaya L.) ทั้งแบบสุกและไมสุก จากโรงงานบริษัท
มาลี สามพรานและบริษัทกลุมกิมจ๊ัว นํามาลางและปนใน phosphate buffer pH 7.2 ในอัตราสวนน้ําหนัก
เมล็ดตอ phosphate buffer 1:5 ดวยเคร่ืองปน จากนั้นนําไปคนท่ี 4OC เปนเวลา12 ชั่วโมง แลวกรองดวยผา
และปนเหวี่ยง จากนั้นนําสวนใสมาตกตะกอนโปรตีนดวย ammonium sulfate และนําเกลือออกดวยวิธี 
dialysis นําโปรตีนในสวนนี้ไปทําใหแหงดวยวิธี freeze drying แลวเก็บไวเปนสวนโปรตีนหยาบ (Crude 
protein) จากนั้นเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสต (protein hydrolysate) โดยนําสวนโปรตีนหยาบไปยอยดวย
เอนไซม Pepsin และ Pancreatin  ซึ่งเปนการจําลองระบบยอยอาหารของมนุษย  แลวนําโปรตีนไฮโดรไล
เสตไปแยกตามขนาดดวยวิธี ultrafiltration ดวยขนาดเมมเบรนนอยวา 5,000 และ 10,000 ดาลตัน จากนั้น
นําโปรตีนไฮโดรไลเสตจากเมล็ดผลไมดังกลาวไปทดสอบกิจกรรมการตานอนุมูลอิสระ (antioxidant 
activity) ไดแก DPPH assay, ABTS assay, NO assay และ H2O2 assay แลวนําโปรตีนสวนท่ีใหผลการ
ตานอนุมูลอิสระดีท่ีสุดในทุกการทดสอบไปแยกดวย HPLC และทําการพิสูจนเอกลักษณดวย mass 
spectrometer  

2.4  การออกแบบนิวคลีโอไทดเพ่ือใชผลิตเปปไทดตานอนมูุลอิสระ/หรอืการตานการแบงตัวของ
เซลลมะเร็งเมลด็ผลไม 
       เปปไทดท่ีนาสนใจและคาดวามีฤทธิ์ทางชีวภาพมี 2 ตัวไดแก Longan 1 ซึ่งมีลําดับกรดอะมิโนคือ คือ 
ISYVVPVYIAEITPKTFRGGF และ Longan 2 ซึ่งมีลําดับกรดอะมิโนคือ TLAMHYF เนื่องจากเปปไทด 
Longan 1 และ Longan 2 เปนเปปไทดสายสั้น ทําใหเกิดความยุงยากในการตรวจติดตามเม่ือการใชเทคนิค
ดานพันธุศาสตรโมเลกุล คณะผูวิจัยจึงไดออกแบบใหเปปไทดสายดังกลาวยาวขึ้นโดยการออกแบบ
ช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีแปลรหัสเปนกรดอะมิโนของเปปไทด Longan 1 ใหเรียงตอกัน 4 ชุด ซึ่งในแตละชุดจะ
คั่นดวยรหัสโคดอนของกรดอะมิโนกรดแอสปาติก (Aspartic acid) (รูปท่ี 2 ก) สวนเปปไทด Longan 2 
การออกแบบช้ินสวนดีเอ็นเอที่แปลรหัสเปนกรดอะมิโนของเปปไทดนี้ใหเรียงตอกัน 10 ชุด ซึ่งในแตละ
ชุดจะคั่นดวยรหัสโคดอนของกรดอะมิโนไลซีน (Lysine) (รูปท่ี 2 ข)  

2.5 การสราง P. pastoris สายพันธุสําหรับผลิตตานอนุมูลอิสระ/หรือการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็ง
เมล็ดผลไม 
    ช้ินสวนดีเอ็นเอสําหรับใชผลิตเปปไทด Longan 1 และ Longan 2 ไดสงไปทําการสังสังเคราะหและ
ไดรับมาดดยอยูบนพลาสมิด pIDT-blue (IDT, USA) ตัดช้ินสวนดีเอ็นเอออกจากพลาสมิดดวยเอนไซมตัด
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จําเพาะ XhoI แลวนําไปเช่ือมติดกับพลาสมิด pPicZA ซึ่งถูกตัดดวยเอนไซมเดียวกันดวยเทคนิค DNA 
Ligation ซึ่งใชเอนไซม T4 Ligase นําปฏิกิริยา Ligation เขาสูเซลล E. coli competent cells สายพันธุ Super 
109 HIT-DH5a ดวยเทคนิค Chemical Transformation แลวคัดเลือกโคโลนีซึ่งโตไดในอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง 
Low salt LB ซึ่งมี Zeocin เขมขน 25 µg/ml จากนั้นทําการสกัดลาสมิดและตรวจสอบความถูกตองดวยการ
ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BsiWI และ DNA sequencing (Macrogen, Korea) จากนั้นนําพลาสมิดท่ีถูกตอง
ไปตัดดวยเอนไซม SacI ใหเปนเสนตรง แลวนํา เขา สูโครโมโซมของ P. pastoris ดวยชุด 
Pichia EasyCompTM Transformation Kit (Invitrogen, USA) แลวคัดเลือกโคโลนีซึ่งโตไดในอาหารเลี้ยง
เช้ือแข็ง YPD ซึ่งมี Zeocin เขมขน 100 µg/ml ตรวจสอบความถูกตองดวยเทคนิค colony PCR ซึ่งเปนการ
คัดเลือกโคโลนีมาทําการยอยผนังเซลลของ P. pastoris ดวยเอนไซม Lyticase ท่ี 37OC เปนเวลา 10 นาที 
แลวปนเหว่ียงท่ี 5000 g นําสวนใสซึ่งมีดีเอ็นเอมาเปนตนแบบในการทํา PCR ดวยไพรเมอร AOX1 
forward กับ AOX1 reverse สําหรับ Longan 1 ตรวจสอบเพ่ิมเติมดวยไพรเมอร  L1F กับ L1R และ Longan 
2ใชไพรเมอร  L2F กับ L2R ผลิตภัณฑ PCR ท่ีไดจากไพรเมอร AOX1 forward กับ AOX1 reverse นํามา
สกัดออกจากเจลแลวทําการตรวจสอบความถูกตองดวยการใชเอนไซมตัดจําเพาะ BsiWI และ DNA 
sequencing (Macrogen, Korea) 
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รูปท่ี 2.1 ช้ินสวนดีเอ็นเอซึ่งออกแบบสําหรับการสรางรีคอมบิแนนทเปปไทดท่ีไดจากเมล็ดลําไยซึ่งมีความ
เปนไปไดในการมีฤทธิ์ทางชีวภาพ (ก.) ช้ินสวนดีเอ็นเอที่สังเคราะหเปปไทด Longan 1 สามารถถอดรหัส
ไดเปน ISYVVPVYIAEITPKTFRGGF เรียงตอกัน 4 ชุด แตละชุดคั่นดวยกรดแอสปาติก (Aspartic acid) 
(ข.) ช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีสังเคราะหเปปไทด Longan 2 สามารถถอดรหัสไดเปน TLAMHYF เรียงตอกัน 10 
ชุด แตละชุดคั่นดวยไลซีน (Lysine)  

 
 

 

 

 

ก. 

ข. 
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บทที่ 3 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

3.1  การคัดเลือกเปปไทดตานอนุมูลอิสระและ/หรือการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็งจากเมล็ดผลไม 
        การทดลองในสวนนี้ได รับความอนุ เคราะหจา ก ผศ.ดร.อภิชา ติ กา ญจนทัต สถา บันวิจัย
เทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ซึ่งไดทําการทดลองโดยใชเมล็ด 
ลําไย (Diomocarpus longan Lour. subsp.) ลิ้นจ่ี (Litchi chinensis Sonn.) เงาะ (Nephelium lapppaceum L.) 
และมะละกอ (Carica papaya L.) ท้ังแบบสุกและไมสุก ในการเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสต (protein 
hydrolysate) โดยนําสวนโปรตีนหยาบไปยอยดวยเอนไซม Pepsin และ Pancreatin  ซึ่งเปนการจําลอง
ระบบยอยอาหารของมนุษย  เม่ือแยกโปรตีนไฮโดรไลเสตตามขนาดดวยวิธี ultrafiltration ดวยขนาดเมม
เบรนนอยวา 5,000 และ 10,000 ดาลตัน ซึงไดโปรตีนไฮโดรไลเสตน้ําหนักโมเลกุลนอยกวา 5 กิโลดาลตัน 
ระหวาง 5-10 กิโลดาลตันและมากกวา 10 กิโลดาลตัน และนําไปทดสอบกิจกรรมการตานอนุมูลอิสระ 
(antioxidant activity) ไดแก DPPH assay, ABTS assay, NO assay และ H2O2 assay พบวาโปรตีน
ไฮโดรไลเสตจากเมล็ดลาํไยน้าํหนักโมเลกลุนอยกวา 5 กิโลดาลตันใหผลการตานอนุมูลอิสระดีท่ีสุดในทุก
การทดสอบ  เมื่อนําโปรตีนไฮโดรไลเสตจากเมล็ดลําไยน้ําหนักโมเลกุลนอยกวา 5 กิโลดาลตันนี้ไปแยก
ดวย HPLC และทําการพิสูจนเอกลักษณดวย mass spectrometer พบเปปไทดท่ีนาสนใจ 2 สาย ซึ่งมีลําดับ
กรดอะมิโนคือ ISYVVPVYIAEITPKTFRGGF (ต้ังช่ือวา Longan 1) และ TLAMHYF (ต้ังชื่อวา Longan 
2) 

3.2 การออกแบบนิวคลีโอไทดเพ่ือใชผลิตเปปไทดตานอนุมูลอิสระ /หรือการตานการแบงตัวของ
เซลลมะเร็งเมล็ดผลไม 
      เนื่องจากเปปไทด Longan 1 และ Longan 2 เปนเปปไทดสายสั้น ทําใหเกิดความยุงยากในการตรวจ
ติดตามเมื่อการใชเทคนคิดานพันธุศาสตรโมเลกุลเพ่ือสรางรีคอมบิแนนทเปปไทดดังกลาวจาก P. pastoris 
คณะผูวิจัยจึงไดออกแบบใหเปปไทดสายดังกลาวยาวขึ้นโดยการออกแบบชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีแปลรหัสเปน
กรดอะมิโนของเปปไทด Longan 1 ใหเรียงตอกัน 4 ชุด ซึ่งในแตละชุดจะคั่นดวยรหัสโคดอนของกรดอะมิ
โนกรดแอสปาติก (Aspartic acid) (รูปท่ี 2 ก) ดังนั้นใน 1 สายของชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีสังเคราะหขึ้น เมื่อทํา
การแปลรหัสเปนกรดอะมิโนแลวจะประกอบดวยเปปไทด Longan 1 จํานวน 4 ชุดเรียงตอกันและสามารถ
ตัดไดดวยดวย Endoproteinase AspN เพ่ือใหไดเปปไทดสายสั้นเหมือนดังเปปไทดตนแบบ ดังนั้นใน
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ช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีออกแบบ 1 สายสามารถสรางเปปไทด Longan 1 ได 4 ชุด  สวนเปปไทด Longan 2 การ
ออกแบบช้ินสวนดีเอน็เอท่ีแปลรหัสเปนกรดอะมิโนของเปปไทดนี้ใหเรียงตอกัน 10 ชุด ซึ่งในแตละชุดจะ
คั่นดวยรหัสโคดอนของกรดอะมิโนไลซีน (Lysine) (รูปท่ี 2 ข) ดังนั้นใน 1 สายของช้ินสวนดีเอ็นเอที่
สังเคราะหขึ้น เม่ือทําการแปลรหัสเปนกรดอะมิโนแลวจะประกอบดวยเปปไทด Longan 2 จํานวน 6 ชุด
เรียงตอกันและเม่ือตัดไดดวยดวยเอนไซม Trypsin และ Carboxypeptidase B  เพ่ือใหไดเปปไทดสายสั้น
เหมือนดังเปปไทดตนแบบ ดังนั้นในช้ินสวนดีเอ็นเอที่ออกแบบ 1 สายท่ีออกแบบสามารถสรางเปปไทด 
Longan 2 ได 10 ชุด 

3.3 การสราง P. pastoris สายพันธุสําหรับผลิตตานอนุมูลอิสระ/หรือการตานการแบงตัวของเซลลมะเร็ง
เมล็ดผลไม 
    ช้ินสวนดีเอ็นเอที่ออกแบบขึ้นนี้สําหรับ Logan 1 และ Longan 2 ไดถูกสั่งสังเคราะหขึ้นและใสอยูในพ
ลาสมิด IDT-Blue (IDT, USA) เม่ือไดรับพลาสมิดมาไดถูกนําเขา Escherichia coli competent HIT-DH5 
(RBC Bioscience, Taiwan) เพ่ือเก็บรักษาและเพ่ิมจํานวน พลาสมิดดังกลาวถูกสกัดและนํามาตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะตัดจําเพาะ XhoI  แลวเช่ือมเขากับพลาสมิด pPICZαA (Invitrogen, USA) ท่ีตัดดวย
เอนไซมเดียวกัน (รูปท่ี 3.1) เม่ือทําการเช่ือมตอกันดวยเอนไซม T4 Ligase แลวนําปฏิกิริยา Ligationใสเขา 
E. coli competent HIT-DH5 คัดเลือกบนอาหารแข็ง LB low salt ท่ีมี Zeocin เขมขน 25 µg/ml จากนั้น
คัดเลือกโคโลนแีลวทําการสกดัพลาสมิดเพ่ือตรวจสอบวามีชิ้นสวนดีเอ็นเอหรือไมและใสในพลาสมิดดวย
ทิศทางท่ีถูกตองหรือไมพลาสมิดท่ีมีช้ินสวนดีเอน็เอสําหรับผลติเปปไทด Longan 1 ในทิศทางที่ถูกตองเม่ือ
ตัดดวยเอนไซม BsiWI ไดชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 280 คูเบส และ 3600 คูเบส(รูปท่ี 3.2 ก)  
สําหรับพลาสมิดมีชิ้นสวนดีเอ็นเอสําหรับผลิตเปปไทด Longan 2 ไดตรวจสอบการแทรกช้ินสวนดีเอเอ็น
เอลงบนพลาสมิดดวยการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ XhoI ซึ่งพลาสมิดท่ีมีชิ้นสวนดีเอ็นเอแทรกอยูจะตัด
ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ XhoI แลวไดช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 260 คูเบส และ 3600 คูเบส(รูปท่ี 3.2 
ข)  พลาสมิดท่ีตัดไดชิ้นสวนท่ีถูกตองไดนําไปตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดดวยเทคนิค DNA sequencing 
(Macrogen, Korea) พลาสมิดที่ถูกตองไดถกูต้ังชื่อวา pLG1A สําหรับ Longan 1 และpWPLG2 สําหรับ 
Longan2 
        พลาสมิด pLG1A และ pWPLG2 ถูกนําไปตัดดวยเอนไซม SacI (รูปท่ี 3.3) เพ่ือนําเขาสู
โครโมโซมของ P. pastoris ดวยชุด Pichia EasyCompTM Transformation Kit (Invitrogen, USA) โดยใช
หลักการนําเขาสูโครโมโซมดวยการเกิด recombination จากลําดับนิวคลีโอไทดท่ีเหมือนกับบริเวณ 5’ 
AOX1 บน pPICZαA กับโครโมโซม (รูปท่ี 3.4) และคัดเลือกบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง YPD ซึ่งมี Zeocin 
เขมขน 100 µg/ml สําหรับ Longan 1 โคโลนีท่ีคัดเลือกมาถูกตรวจสอบความถูกตองดวยเทคนิค colony 
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PCR ดวยไพรเมอร AOX1 forward กับ AOX1 reverse ตรวจสอบเพิ่มเติมดวยไพรเมอร  L1F กับ L1R หาก
มีชิ้นสวนดีเอ็นเอเปาหมายบนโครโมโซมจะไดผลิตภัณฑ PCR ขนาดประมาณ 760 คูเบสจากไพรเมอร 
AOX1 forward กับ AOX1 reverse และ 290 คูเบสจากไพรเมอร L1F กับ L1R (รูปท่ี 3.5 ก) ทําการสกัด
ผลิตภัณฑ PCR ขนาดประมาณ 760 คูเบสจากไพรเมอร AOX1 forward กับ AOX1 reverse แลวทําการ
ตรวจสอบความถูกตองดวยการใชเอนไซมตัดจําเพาะ BsiWI ซึ่งช้ินสวนท่ีถูกตองเมื่อถกูเอนไซมตัดจําเพาะ 

BsiWI ไดขนาดประมาณ 520 และ 240 คูเบส (รูปท่ี 3.6) จากนั้นจึงนาํช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 760 คู
เบสจากไพรเมอร AOX1 forward กับ AOX1 reverse สงตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดดวย DNA 
sequencing (Macrogen, Korea) โดยใชไพรเมอร AOX1 forward, AOX1 reverse, L1F และ L1R แต
เนื่องจากการอานผล DNA sequencing ไมสามารถอานไดหลายคร้ังซึง่อาจเกิดจากการปนเปอนในตัวอยาง 
ทําใหคณะผูวิจัยตองทํา Re-PCR โดยนําช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 760 คูเบสจากไพรเมอร AOX1 
forward กับ AOX1 reverse มาทํา PCR ใหมอีกครั้งดวยไพรเมอร AOX1 forward กับ AOX1 reverse แลว
จึงสกัดผลิตภัณฑ PCR นี้ไปทํา DNA sequencing ซึ่งในท่ีสุดก็ได P. pastoris สายพันธุท่ีมีช้ินสวนดีเอ็นเอ
สําหรับผลิตเปปไทด Longan 1 โดยตั้งช่ือวา TWLG1PP สําหรับ Longan 2 เม่ือตรวจสอบดวยวิธี colony 
PCR ดวยไพรเมอร AOX1 forward กับ AOX1 reverse ไดผลิตภัณฑขนาดประมาณ 760 คูเบส (รูปท่ี 3.5 
ข) ไดตั้งช่ือสายพันธุนี้วา WPLG2 และไดนําสงช้ินสวนดีเอ็นเอเพ่ือทํา DNA sequencing โดยใชไพรเมอร 
AOX1 forward, AOX1 reverse, L2F และ L2R พบวาไมสามารถอานผล DNA sequencing ท้ังท่ีเม่ือ
ตรวจสอบเพ่ิมเติมดวยการใชเอนไซมตัดจําเพาะ BsiWI กับการทํา colony PCR ดวย L2F และ L2R ได
ขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีถูกตอง ซึ่งทําใหยังไมสามารถนําสายพันธุ WPLG2 มาใชงานได ซึ่งคณะผูวิจัยได
กําลังดําเนินการ Re-PCR ดังท่ีทํากับสายพันธุ TWLG1PP กอนท่ีจะตรวจสอบดวย DNA sequencing อีก
ครั้งเพ่ือใหม่ันใจวาสายพันธุดังกลาวมีความถูกตอง    
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รูปที่ 3.1 การตัดช้ินสวนดีเอ็นเอสําหรับผลิตเปปไทด Longan1 และ Longan 2 กอนนําเขาพลาสมิด 
pPicA 

ช้ินสวนดีเอ็นเอสาํหรับผลิตเปปไทด Longan1 และ Longan 2 ท่ีสั่งสังเคราะหขึน้อยูในพลาสมิด IDT-Blue 
(IDT, USA) ซึ่งเมือ่ตัดออกจากพลาสมิดดวยเอนไซม XhoI ไดชิ้นสวนดีเอน็เอท่ีตองการขนาดประมาณ 
290 คูเบสสาํหรับ Longan1 (Lane 1) และ 260 คูเบสสาํหรับ Longan 2 (Lane 2) โดยใช Agarose 
Electrophoresis ในการแยกขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอ ท่ี Agarose มีความเขมขน 1.2%  w/v 
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รูปท่ี 3.2 การตรวจสอบการแทรกตัวของช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีตองการบนพลาสมิด pPicA 
(ก.) พลาสมิด pPicA ท่ีมีชิ้นสวนดีเอ็นเอสําหรับสรางเปปไทด Logan 1 ในทิศทางท่ีถูกตอง เม่ือตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ BsiWI ไดช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 280 และ 3600 คูเบส (Lane 2 และ 5) (ข.) 
พลาสมิด pPicA ท่ีมีชิ้นสวนดีเอ็นเอสําหรับสรางเปปไทด Logan 2 เม่ือตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ XhoI 
ไดช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 260 และ 3600 คูเบส พลาสมิดเหลานี้ไดนําไปสงตรวจลําดับนิวคลีโอ
ไทดดวยวิธี DNA Sequencing ตอไป โดยรูปเจลที่แสดงในรูปเปน1% w/v Agarose Electrophoresis  

  

ก. 

ข. 
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รูปท่ี 3.3 การตัด pWPLG2 ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ SacI  
ช้ินสวนดีเอ็นเอมีขนาดประมาณ 3800 คูเบส ไดถูกสกดัเพ่ือนาํเขาโครโมโซมของ P. pastoris ในลาํดับ
ตอไป โดยรูปเจลท่ีแสดงในรูปเปน1% w/v Agarose Electrophoresis  
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รูปท่ี 3.4 หลักการนําชิ้นสวนดีเอ็นเอเปาหมายบนพลาสมิด pPicZA ลงบนโครโมโซมของ P. pastoris  
อาศัยหลักการเกิด recombination จากความเหมือนกันของลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 5’AOX1 บนพ
ลาสมิด pPicZA และบนโครโมโซมของ P. pastoris 
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รูปที่ 3.5 การทํา colony PCR เพ่ือตรวจสอบการแทรกตัวของช้ินสวนดีเอ็นเอบนโครโมโมโซมของ P. 
pastoris 
(ก.) ตรวจสอบการแทรกตัวของชิ้นสวนดีเอ็นเอสําหรับผลิตเปปไทด Longan 1 ดวยไพรเมอร AOX1 
forward กับ AOX1 reverse ไดผลิตภัณฑ PCR ขนาดประมาณ 760 คูเบส (Lane1-3) และไพรเมอร L1F กับ 
L1R ไดผลิตภัณฑ PCR ขนาดประมาณ 290 คูเบส (Lane 4-6) (ข.) ตรวจสอบการแทรกตัวของชิ้นสวนดี
เอ็นเอสําหรับผลิตเปปไทด Longan 2 ดวยไพรเมอร AOX1 forward กับ AOX1 reverse ไดผลิตภัณฑ PCR 
ขนาดประมาณ 760 คูเบส (Lane WGLG2) 
  

ก. 

ข. 
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รูปที่ 3.6 การตรวจสอบความถูกตองของผลิตภัณฑจากเทคนิค colony PCR เบื้องตนดวยการตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ BsiWI 
ผลิตภัณฑ PCR ขนาดประมาณ 760 คูเบส จากการตรวจสอบการแทรกตัวของช้ินสวนดีเอ็นเอสําหรับผลิต
เปปไทด Longan 1 ดวยไพรเมอร AOX1 forward กับ AOX1 reverse เมื่อถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
BsiWI ไดชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณประมาณ 520 และ 240 คูเบส (Lane 2) 
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บทที่ 4 

สรุปผลการวจิัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

4.1 สรุปผลการวิจัยและอภปิรายผล 

      โครงการวิจัยนี้ไดพบปปไทดท่ีคาดวามีฤทธิ์ทางชีวภาพจากเมล็ดลําไย ไดแก เปปไทด Longan 1 
(ISYVVPVYIAEITPKTFRGGF) และ Longan 2 (TLAMHYF) ซึ่งคณะผูวิจัยไดออกแบบช้ินสวนดี
เอ็นเอสําหรับผลิตเปปไทด Longan 1 ใหเรียงตอกัน 4 ชุด ซึ่งในแตละชุดจะคั่นดวยรหัสโคดอนของ
กรดอะมิโนกรดแอสปาติก (Aspartic acid) สวนเปปไทด Longan 2 การออกแบบชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ี
แปลรหัสเปนกรดอะมิโนของเปปไทดนี้ใหเรียงตอกัน 10 ชุด ซึ่งในแตละชุดจะคั่นดวยรหัสโคดอน
ของกรดอะมิโนไลซีน (Lysine) เพ่ือใหช้ินสวนดีเอ็นเอมีความยาวมากพอในการตรวจติดตามเม่ือใช
เทคนิคทางพันธุศาสตรโมเลกุล ช้ินสวนดีเอ็นเอไดถูกสังเคราะหขึ้นและไดตัดตอเขาสูพลาสมิด 
pPicZA ไดปนพลาสมิดชื่อ pTWLG1 และpWPLG สําหรับ Longan 1 และ Longan 2 ตามลําดับ 
จากนั้นไดทําการนําช้ินสวนดีเอ็นเอเปาหมายเขาสูโครโมโซมของ P. pastoris ซึ่งไดสายพันธุ 
TWLG1PP สําหรับผลิตเปปไทด Longan 1 และ WGLG2 สําหรับผลิตเปปไทด Longan 2 ในสวน
ของสายพันธุ TWLG1PP ไดตรวจสอบวามีความถูกตองโดยลงลึกถึงลําดับนิวคลีโอไทดแลวแต
สําหรับสายพันธุ WGLG2 แมวาการตรวจสอบเบ้ืองตนจะใหผลท่ีถูกตองแตยังไมสามารถอานผล 
DNA sequencing ได ซึ่งตองทําการทดลองเพ่ิมเติมใหไดผลลําดับนิวคลีโอไทดเพ่ือยืนยันความ
ถูกตองกอนนํามาใชในการทดลองตอไป 

2. ขอเสนอแนะ  

   ในการไดผลลําดับนิวคลีโอไทดของสายพันธุ WGLG2 คณะผูวิจัยไดทํา Re-PCR หรือการทํา PCR 
จากผลิตภัณฑ  colony PCR อีกคร้ัง เพ่ือใหไดชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีมีความบริสุทธิ์มาขึ้น ท้ังนี้การท่ีไม
สามารถอานผลผลลาํดับนิวคลีโอไทดดวยเทคนิค DNA sequencing ได อาจเพราะมีการปนเปอนของ
ผลิตภัณฑ PCR ที่ไมจําเพาะในตัวอยาง 

    ในการทดลองถัดไป คณะผูวิจัยจะทําการทดสอบการแสดงออกของเปปไทดที่ตองการดวยการเลี้ยง
เช้ือและเหนี่ยวนําดวยเมทานอล จากนั้นจะทําการตัดเปปไทดใหเปนเปปไทดสายสั้นเหมือนท่ีพบใน
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เมล็ดลําไยดวยเอนไซม Endoproteinase AspN สําหรับ Longan 1 และ ทริปซินกับ Carboxylase B 
สําหรับ Longan 2 และทําการทดสอบการตานออกซเิดช่ันและการยับย้ังการแบงตัวของเซลลมะเร็งใน
หองปฏิบัติการตอไป  
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ภาคผนวก 

อาหารเลี้ยงเช้ือ 

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

ละลายในน้าํปรับปริมาตรเปน 1 L แลวนาํไปอบฆาเช้ือดวยไอน้ํา 
2 อาหารแข็ง LB 
อาหารเหลว LB เติม 2% Bacto-agarแลวนาํไปอบฆาเชื้อดวยไอน้าํ 
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-agarแลวนาํไปอบฆาเชื้อดวยไอน้าํ 
5. อาหารเหลว YPD  (1 L) 

10 g    Yeast Extract  
20 g    Peptone   
20 g      Dextrose 

ละลายในน้าํปรับปริมาตรเปน 1 L แลวนาํไปอบฆาเช้ือดวยไอน้ํา 
6. อาหารแข็ง YPD  
อาหารเหลว LB เติม 1.5% Bacto-agarแลวนาํไปอบฆาเช้ือดวยไอน้าํ 
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