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งานวิจัยนี้ได้ท าการศึกษาการตัดโปรตีน ด้วยสารสังเคราะห์ D-5-glucopyranosyl-4(1-pyrene) 

butyramide (Py-glucose) โดยกระตุ้นปฏิกิริยาด้วยแสง ซึ่งจะเกิดการตัดโปรตีนเม่ือฉายแสงไปยัง
สารละลายผสมของโปรตีน Py-glucose และตัวรับอิเล็กตรอน (Cobalt(III)hexammine trichloride 
(CoHA)) ที่ความยาวคลื่น 352 nm ซึ่งการตัดโปรตีนจะไม่เกิดขึ้นหากขาดสารตัวใดตัวหนึ่ง หรือแสง จาก
การศึกษาพบว่า lysozyme และ avidin ถูกตัดที่ต าแหน่งจ าเพาะ โดย lysozyme ถูกตัด 1 ต าแหน่ง โดย
ปฏิกิริยาสามารถเกิดขึ้นเม่ือใช้เวลาในการฉายแสงเพียง 3 นาที เม่ือค านวณหามวลโมเลกุลโดยประมาณ 
พบว่ามีมวลโมเลกุล 7.57 และ 4.18 kDa ส่วน avidin ถูกตัด 1 ต าแหน่ง เม่ือท าการฉายแสงที่ 352 nm 
ไปยังสารละลายผสมเป็นเวลา 5 นาที เม่ือค านวณหามวลโมเลกุลพบว่ามีมวลโมเลกุลประมาณ 7.01 kDa 
และ 5.01 kDa นอกจากนี้ยังได้ศึกษาการตัดโปรตีน ด้วย molybdenum cluster โดยการกระตุ้นด้วยความ
ร้อน ภายใต้สภาวะที่ไม่รุนแรง ซึ่งเป็นรายงานครั้งแรกที่ใช้ molybdenum cluster ในการตัดโปรตีนเป็น
ผลส าเร็จ โดย molybdenum cluster ที่สนใจคือ ammonium heptamolybdate tetrahydrate 
((NH4)6Mo7O24 . 4H2O) ซึ่งปฏิกิริยาจะเกิดขึ้นเมื่อน าสารละลายผสมของ (NH4)6Mo7O24 . 4H2O 
(0.125 mM) และ pepsin 15 (µM) มาบ่มที่ความร้อน 37๐C เป็นเวลา 2-24 ชั่วโมง พบว่าสามารถตัด 
pepsin ได้ 3 ต าแหน่ง โดยมีมวลโมเลกุลของ fragment ประมาณ 23, 19 และ 16 (kDa) ตามล าดับ โดย
การหาล าดับกรดอะมิโนจากปลายด้าน N-terminal ของ fragment ที่เกิดจากการตัด พบว่าการตัดเกิดขึ้น
ระหว่าง Leu 112-Tyr 113, Leu 166-Leu 167 และ Leu 178-Asn 179 จากการทดลองพบว่าสามารถ
เกิดปฏิกิริยาได้เมื่อท าการบ่มสารละลายผสมเพียง 2 ชั่วโมงเท่านั้น แต่ถ้าใช้เวลานานถึง 72 ชั่วโมงพบว่า
ประสิทธิภาพการตัดโปรตีนจะลดลง อย่างไรก็ตามความเข้มข้นของ molybdenum cluster ใช้น้อยมาก
เพียง 0.125 mM ก็เพียงพอต่อการเกิดปฏิกิริยา และปฏิกิริยาสามารถเกิดได้โดยไม่จ าเป็นต้องเติม 
reducing agents ซึ่งกลไกการเกิดปฏิกิริยาคาดว่าเป็นแบบไฮโดรไลซิส ข้อมูลที่ได้จากงานวิจัยนี้จะเป็น
ประโยชน์ต่อการออกแบบยาต่อไป 
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 In this study, the photocleavage of protein by D-5-glucopyranosyl-4(1-pyrene)butyramide  
(Py-glucose) is examined. The photocleavage of protein was achieved upon irradiation of a 
mixture of protein, Py-glucose and an electron acceptor (Cobalt(III)hexammine trichloride, CoHA) 
at 352 nm. The cleavage of protein was not achieved in the absence of either the probe, an 
electron acceptor or light. From the study, lysozyme and avidin were photocleaved at specific 
sites. The cleavage of lysozyme showed one cleavage site when the reaction mixture was 
irraditaed at 352 nm only for 3 min, resulting to two fragments with molecular weights of 
approximately 7.01 and 4.18 kDa. The avidin cleavage resulted to at least two fragments when 
irradiation of the reaction mixture at 352 nm for 5 min with molecular weigths of approximately 
7.01 and 5.01 (kDa). In addition, we also study the thermalcleavage of protein using a 
molybdenum cluster under mild conditions for the first time. Molybdenum cluster of interest here 
is ammonium heptamolybdate-tetrahydrate ((NH4)6Mo7O24 . 4H2O). When a mixture of 
(NH4)6Mo7O24 .

 4H2O (0.125 mM) and pepsin (15 µM), was incubated at 37๐C for 2-24 hr the 
protein was specifically cleaved into at least three fragments with molecular weights of ~23, ~19 
and ~16 kDa which could be observed on the gel. N-terminal sequencing of the peptide 
fragments indicated three cleavage sites of pepsin between Leu 112-Tyr 113, Leu 166-Leu 167 
and Leu 178-Asn 179. The cleavage reaction occurs after incubation of the mixture of pepsin and 
((NH4)6Mo7O24 .

 4H2O) only for 2 hr. Longer incubation time of the metal cluster protein mixture 
up to 72 hr showed loss of specificity as shown by smeared protein bands on SDS-PAGE. 
However, molybdenum cluster concentration, as low as 0.125 mM., was adequate for the protein 
cleavage reaction. Reducing agents was not needed for the reaction to occur. The mechanism 
for cleavage of pepsin is expected to be hydrolysis. The results from this study could be a benefit 
for medicinal process in the future.  
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บทที่ 1 
บทน า 

 
ภูมิหลัง                                                                                                                         

การตัดโปรตีนหรือเพปไทด์ขนาดใหญ่ให้เล็กลง โดยทั่วไปจะใช้เอนไซม์ ซึ่งเอนไซม์ส่วนใหญ่มี
ราคาแพง จึงได้มีนักวิจัยต่างๆ พยายามที่จะออกแบบและสังเคราะห์โมเลกุลที่สามารถตัดโปรตีนได้ แต่
ในปัจจุบันสารเคมีที่สามารถใช้ตัดโปรตีนที่ต าแหน่งจ าเพาะและมีประสิทธิภาพสูงมีน้อยมาก เนื่องจาก
พันธะเพปไทด์มีความเสถียรสูง กล่าวคือมีครึ่งชีวิต (half life) ประมาณ 7 ปี ที่อุณหภูมิ 25C และ pH 7 
(Kahne; & Skill. 1988: 7529) โมเลกุลเหล่านี้นอกจากจะใช้ตัดโปรตีนหรือเพปไทด์ขนาดใหญ่ให้เล็กลง เพื่อเป็น
ประโยชน์ในการหาล าดับของกรดอะมิโนแล้ว (amino acid sequencing) ยังสามารถท าหน้าที่เป็น probe 
ในการศึกษาถึงโครงสร้างของโปรตีน (protein structural domains) (Rana; & Meares. 1991: 1859); 
(Ettner; et al. 1995: 22) และความสัมพันธ์ของ activity กับโครงสร้างของโปรตีน รวมทั้งการศึกษาถึง
อันตรกิริยาของโมเลกุลขนาดเล็กกับโปรตีน (ligand-protein binding interaction) ซึ่งสามารถใช้เป็น
แนวทางในการออกแบบและผลิตยาชนิดใหม่ได้ในอนาคต (Hegg; et al. 1999: 2961) 

การกระตุ้นปฏิกิริยาเมื่อโมเลกุลเหล่านี้จับกับโปรตีน สามารถท าได้ 2 ทางคือ ปฏิกิริยาทางแสง 
(photo reaction) และปฏิกิริยาทางความร้อน (thermal reaction)  

กรณีปฏิกิริยาที่กระตุ้นด้วยแสง เป็นการตัดโปรตีนโดยใช้โมเลกุลสังเคราะห์เป็นโมเลกุลที่ท า
หน้าที่รับแสง (probe) เช่น การตัดโปรตีน bovine serum albumin (BSA) และ chicken egg-white 
lysozyme โดยใช้อนุพันธ์ไพรีน N-(1-phenylalanine)-4(1-pyrene) butyramide (Py-Phe) (Kumar; et 
al. 1997: 2085); (Kumar; et al. 1998: 10361) และอนุพันธ์ไพรีนในรูป Py-(Gly)n-Phe (n=0, 1, 2) 
(Kumar; et al. 1999: 4202) รวมถึงอนุพันธ์ไพรีนในรูป Py-Gly-X (X = Tyr, Trp, His) (Buranaprapuk; 
et al. 2000: 7019) ซึ่งการตัดโปรตีนจะเกิดขึ้นได้เม่ือฉายแสงที่ความยาวคลื่น 344 nm (max ของ pyrene) 
ไปยังสารละลายผสมของโปรตีน probe และตัวรับอิเล็กตรอน (electron acceptor) โดยกลไกของ
ปฏิกิริยาจะเกิดการรับอิเล็กตรอนของ electron acceptor จาก Py* แล้วเกิดอนุมูลประจุบวกของไพรีน 
(pyrene cation radical; Py+

) เป็น intermediate ซึ่ง Py+
 ที่เกิดขึ้นสามารถดึงอะตอมของไฮโดรเจน 

(hydrogen atom abstraction) บนคาร์บอนต าแหน่งแอลฟาของกรดอะมิโนในโปรตีน ก่อให้เกิดการสลาย
ของพันธะเพปไทด์ได้ 
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กรณีปฏิกิริยาที่กระตุ้นด้วยความร้อน เป็นการน าสารประกอบเชิงซ้อน หรือไอออนของ
โลหะแทรนซิชันมาใช้ในการตัดโปรตีน และดีเอ็นเอ (DNA) (Buranaprapuk; et al. 1998: 309) เช่น โลหะ 
Fe2+ , Co3+ เป็นต้น ยกตัวอย่างการสังเคราะห์สารประกอบเชิงซ้อนที่มี trifluoperazine (TFE) ต่อกับ 
iron(II) ethylenediamine (Fe(EDTA)) เกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อน TFE-Fe(EDTA) เพื่อใช้ในการจับ 
calmodulin (Schepartz; & Cuenoud. 1990: 3247) เนื่องจาก TFE สามารถจับกับ calmodulin ได้ที่
ต าแหน่งจ าเพาะ  ดังนั้น TFE จะพาสารประกอบเชิงซ้อนไปท่ี binding site ของ TFE ใน calmodulin  
จากนั้นสารประกอบเชิงซ้อนจะถูกกระตุ้นให้เกิดปฎิกิริยา โดยการเติม reducing agent และ H2O2 กลไก
การเกิดปฎิกิริยาเป็นแบบออกซิเดชัน (oxidative mechanism)  โดยเกิด hydroxyl radical (OH) ซึ่งเป็น
โมเลกุลที่เข้าท าปฎิกิริยากับโปรตีน และท าให้เกิดการแตกของพันธะเพปไทด์ จากการทดลองพบว่า 
calmodulin ถูกตัดได้ 6 เพปไทด์ย่อย แต่วิธีนี้ได้ผลิตผลของเพปไทด์ที่ถูกตัดในปริมาณที่ต่ า และการ
ดัดแปลงโปรตีนที่กรดอะมิโนจ าเพาะท าได้ยากนอกจากนี้การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันอาจท าลาย
โปรตีนตรงบริเวณที่ถูกตัด ท าให้ใม่สามารถวิเคราะห์หาล าดับกรดอะมิโน (amino acid sequence) 
ของสายเพปไทด์ที่ถูกตัดได้ นอกจากนี ้ การใช้สารประกอบเชิงซ้อนของ Co3+ ได้แก่ 
pentammineaquocobalt(III) chloride และ tetramminediaquocobalt(III) chloride ในการตัด 
lysozyme โดยพบว่า lysozyme ถูกตัดระหว่างกรดอะมิโน Ala (110) และ Trp (111) ปฏิกิริยาจะเกิดขึ้น
เมื่อน าสารละลายผสมระหว่าง lysozyme กับ pentammineaquocobalt(III) chloride หรือ 
tetramminediaquocobalt(III) chloride มาบ่ม (incubate) ที่ 37๐C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ซึ่งก่อให้เกิดการ
สลายของพันธะเพปไทด์ (Kumar; et al. 2000: 597) และคาดว่ากลไกของการตัดโปรตีนที่เกิดขึ้น
เป็นปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (hydrolytic reaction) ของพันธะเอไมด์ (amide bond) โดยโมเลกุลของน้ า
เข้ามาจับกับไอออนของโลหะ อัตราการเกิดปฏิกิริยาจึงขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของ Co(III) complex 
ซึ่งกลไกการตัดโปรตีนแบบไฮโดรไลซิสเป็นเรื่องที่น่าสนใจ เนื่องจากกลไกการตัดโปรตีนแบบไฮโดรไล
ซิสน้ีดีกว่ากลไกการตัดโปรตีนแบบออกซิเดชัน เพราะการเกิดไฮโดรไลซิส ไม่จ าเป็นต้องใช้ reducing 
agent และไม่ท าลายโปรตีนตรงบริเวณที่ถูกตัด ท าให้สามารถวิเคราะห์หาล าดับของกรดอะมิโนได้  

จากที่กล่าวมาข้างต้น การสังเคราะห์โมเลกุลขนาดเล็กที่มีหมู่ที่ท าหน้าที่รับแสง เพื่อ
เกิดปฏิกิริยาเคมีแสง ในการตัดโปรตีน และการพัฒนาสารประกอบเชิงซ้อน หรือไอออนของ
โลหะแทรนซิชันชนิดใหม่ โดยไม่ใส่ reducing agent เพื่อใช้ในการตัดโปรตีนผ่านกลไกแบบ
ไฮโดรไลซิส จึงเป็นสิ่งที่น่าสนใจ และท้าทาย 
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ความมุ่งหมายของการวิจัย 
1. สังเคราะห์โมเลกุลของอนุพันธ์ไพรีนชนิดใหม่ 
2. ศึกษาปฏิกิริยาและกลไกการตัดโปรตีนโดยอนุพันธ์ไพรีน และสารประกอบเชิงซ้อน 

ของโลหะแทรนซิชัน 
3. ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมเพื่อให้เกิดการตัดโปรตีนท่ีต าแหน่งจ าเพาะอย่างมีประสิทธิภาพ 

 
ความส าคัญของงานวิจัย 

1. ท าให้ทราบถึงสภาวะท่ีเหมาะสมที่เกิดการตัดโปรตีนท่ีต าแหน่งจ าเพาะด้วยอนุพันธ์ไพรีน 
และสารประกอบเชิงซ้อนของโลหะแทรนซิชัน 

2. ท าให้ทราบถึงล าดับของกรดอะมิโนท่ีได้จากการตัดโปรตีนท่ีต าแหน่งจ าเพาะด้วยอนุพันธ์ไพรีน  
และสารประกอบเชิงซ้อนของโลหะแทรนซิชัน 

3. เป็นพื้นฐานส าหรับงานวิจัยอื่นๆ ที่เกี่ยวข้อง และเพื่อเป็นการประยุกต์ใช้ และเป็นประโยชน์ใน 
การออกแบบยาที่สามารถจับกับเอนไซม์ และยับยั้งการท างานของเอนไซม์ 
 
ขอบเขตของการวิจัย 

1. สังเคราะห์โมเลกุลของอนุพันธ์ไพรีนชนิดใหม่ 
2. ศึกษาการตัดโปรตีนด้วยอนุพันธ์ไพรีน และสารประกอบเชิงซ้อนของโลหะแทรนซิชันแล้วตรวจสอบ 

ผลการตัดโปรตีนด้วยวิธี sodium dodecylsulfate - polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 
3. หาล าดับกรดอะมิโนของสายพอลิเพปไทด์ที่ได้จากการตัดโปรตีน  

   
ขั้นตอนการด าเนินงานวิจัย 

1. สังเคราะห์ และตรวจสอบโครงสร้างของอนุพันธ์ไพรีนชนิดใหม่ 
2. ศึกษาการตัดโปรตีนด้วยอนุพันธ์ไพรีนชนิดใหม่โดยใช้ปฏิกิริยาเคมีแสง และสารประกอบเชิงซ้อนของ 

โลหะแทรนซิชันโดยใช้ปฏิกิริยาทางความร้อน 
3. หาล าดับกรดอะมิโนของสายพอลิเพปไทด์ที่ได้จากการตัดโปรตีน   

 
 



บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจยัที่เกี่ยวข้อง 

 
ในงานวิจัยครั้งนี้เกี่ยวข้องกับการประยุกต์ใช้อนุพันธ์ขนาดเล็กในการตัดโปรตีน โดยปฏิกิริยา

สามารถถูกกระตุ้นด้วยแสงหรือด้วยความร้อน การตัดโปรตีนโดยการกระตุ้นด้วยแสงนั้นจะใช้อนุพันธ์
ของไพรีนชนิดใหม่ ส่วนการตัดโปรตีนโดยการกระตุ้นด้วยความร้อนจะใช้สารประกอบเชิงซ้อนหรือ
ไอออนของโลหะแทรนซิชัน ผู้วิจัยได้ศึกษาค้นคว้าเอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้องและน าเสนอตามหัวข้อ
ต่างๆ ดังนี ้

1.  กรดอะมิโน 
2.  โปรตีน 
3.  อิเล็กโทรโฟรีซิส 
4.  การหาล าดับกรดอะมิโน 
5.  งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

 
1.  กรดอะมิโน   

กรดอะมิโน (amino acid) เป็นโครงสร้างพื้นฐานของโปรตีน  ซึ่งเป็นส่วนประกอบส าคัญที่มีอยู่
ในสิ่งมีชีวิตทุกชนิด กรดอะมิโนแต่ละชนิดประกอบไปด้วย หมู่ฟังก์ชันอะมิโน (-NH2) และหมู่คาร์บอก
ซิล (-COOH) หมู่ฟังก์ชัน (-R) ซึ่งเป็นแขนด้านข้าง (side chain) ซึ่งมีความเฉพาะส าหรับกรดอะมิโนแต่
ละตัว ต่ออยู่กับคาร์บอนต าแหน่งกลางที่เรียกว่า α-carbon (ภาพประกอบ 1) 
   
 
 
 
 
 

 
 

ภาพประกอบ 1 โครงสร้างพื้นฐานของกรดอะมิโน ในรูป un-ionized form 
ที่มา : Nelson, D.L.; and Cox, M.M. (2000). Lehninger principles of biochemistry.  
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ถ้ากรดอะมิโนอยู่ในสารละลายที่มี pH เป็นกลาง (neutral pH) จะอยู่ในรูป dipolar ions 
(zwitterions) มากกว่าในรูปที่ไม่มีประจุ (un-ionized form) โดยหมู่อะมิโนเกิด -NH3

+ และหมู่คาร์บอก
ซิลิกเกิด -COO- (ภาพประกอบ 2(b))  

ถ้ากรดอะมิโนอยู่ในสารละลายที่มี pH เป็นกรด (acid solution)  (ภาพประกอบ 2(a)) คือ 
หมู่อะมิโนเกิด -NH3

+ ส่วนหมู่คาร์บอกซิลิกอยู่ในรูปท่ีไม่มีประจุ -COOH 
ถ้ากรดอะมิโนอยู่ในสารละลายที่มี pH เป็นเบส (alkaline solution)  (ภาพประกอบที่ 2(c)) คือ 

หมู่อะมิโนอยู่ในรูปท่ีไม่มีประจุ -NH2 ส่วนหมู่คาร์บอกซิลิกเกิด -COO- 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 2 การเกิด ionization ของกรดอะมิโน 
ที่มา : Berg, J.M.; Tymoczko, J.L.; and Stryer, L. (2002). W.H. Biochemistry.  

 
สิ่งมีชีวิตสามารถสังเคราะห์โปรตีนได้จากการใช้กรดอะมิโนเป็นสารตั้งต้น โดยกรดอะมิโน

พื้นฐานมี 20 ชนิด สามารถแบ่งได้ 5 กลุ่มตามความมีขั้วของหมู่ R ที่ pH 6.0-7.0 (ช่วง pH ที่พบภายใน
เซลล์) (ภาพประกอบ 3) 

1.  กลุ่มที่ไม่มีขั้ว (nonpolar) 
2.  กลุ่มที่มีวงแอโรมาติก (aromatic) 
3.  กลุ่มที่มีขั้วแต่ไม่มีประจุ  (uncharged polar) 
4.  กลุ่มที่มีประจุบวก (positively charge) 
5.  กลุ่มที่มีประจุลบ (negatively charge) 
 
 
 

b a c 



 
 

6 

จากกรดอะมิโนพื้นฐานทั้ง 20 ชนิด บางชนิดร่างกายสามารถสังเคราะห์ขึ้นได้เอง บางชนิดไม่
สามารถสังเคราะห์ขึ้นมาได้ ซึ่งกรดอะมิโนท่ีไม่สามารถสังเคราะห์ขึ้นมาได้นั้น เรียกว่า กรดอะมิโนจ าเป็น 
(essential amino acid) โดยกรดอะมิโนที่จ าเป็นต่อมนุษย์ ได้แก่ เมไทโอนีน (methionine), ไลซีน 
(lysine), เวลีน (valine), ลิวซีน (leucine), ไอโซลิวซีน (isoleucine), เฟนิลอะลานีน (phenylalanine) 
และทริปโตเฟน (tryptophan) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพประกอบ 3 กรดอะมิโนพื้นฐาน 20 ชนิด  
ที่มา : Nelson, D.L.; and Cox, M.M. (2008). Principle of biochemistry.  

 
2.  โปรตีน 

โปรตีน เกิดจากหมู่คาร์บอกซิลของกรดอะมิโนตัวหนึ่ง เชื่อมต่อกับหมู่อะมิโนของกรด 
อะมิโนตัวถัดไป เกิดการสูญเสียน้ าไป 1 โมเลกุล พันธะที่เกิดขึ้นเรียกว่า พันธะเพปไทด์ (peptide bond) 
(ภาพประกอบ 4) เม่ือกรดอะมิโนมากกว่า 10 หน่วยขึ้นไป เกิดการเชื่อมต่อกันด้วยพันธะเพปไทด์ไป
เรื่อยๆ จะเกิดเป็นสายพอลิเพปไทด์ขึ้น โดยปลายสายของพอลิเพปไทด์ด้านหนึ่งที่มีหมู่อะมิโนอิสระ 
(ทางด้านซ้ายของสายพอลิเพปไทด์) เรียกว่า amino terminal หรือปลาย N (N-terminal) ส่วน
ปลายสายของพอลิเพปไทด์ ที่มีหมู่คาร์บอกซิลอิสระ (ทางด้านขวาของสายพอลิเพปไทด์) เรียกว่า 
carboxyl terminal หรือปลาย C (C-terminal)  
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N-terminal C-terminal 

 
 

 
 

ภาพประกอบ 4 การเกิดพันธะเพปไทด์ของกรดอะมิโน 
ที่มา : Lodish, H.; Berk, A.; et al. (2000). Molecular cell biology.  

 
โปรตีนประกอบไปด้วยสายพอลิเพปไทด์อย่างน้อย 1 สาย และมีล าดับการเรียงตัวของกรดอะมิ

โนท่ีจ าเพาะ โดยมีระดับโครงสร้างของโปรตีนแบ่งเป็น 4 ระดับดังนี ้
1. โครงสร้างปฐมภูมิ (primary structure) เป็นโครงสร้างพื้นฐาน แสดงถึงชนิดและจ านวน

รวมถึงล าดับของกรดอะมิโนในสายพอลิเพปไทด์หรือโปรตีนที่จ าเพาะ โดยสายพอลิเพปไทด์จะมีความ
ยาวแตกต่างกันไป โดยทั่วไปมีความยาวตั้งแต่ 50 -1000 หน่วย (ภาพประกอบ 5(a)) 

2. โครงสร้างทุติยภูมิ (secondary structure) เป็นโครงสร้างที่มักจะไม่อยู่ในสภาพเส้นตรง 
เนื่องจากกรดอะมิโนที่เป็นองค์ประกอบมีหมู่ –R ที่แตกต่างกัน จึงท าให้โครงสร้างทุติยภูมิจะขึ้นอยู่กับ
ล าดับของกรดอะมิโนในโครงสร้างปฐมภูมิ ที่พบมาก คือ โครงสร้างเกลียวแอลฟา (α-helix) และ
โครงสร้างแบบแผ่นเบต้า (β-sheet) ซึ่งโครงสร้างแบบ α-helix สายเพปไทด์จะม้วนเป็นเกลียวเนื่องจาก
เกิดพันธะไฮโดรเจนระหว่างออกซิเจนในหมู่ –CO ของกรดอะมิโนตัวหนึ่ง กับไฮโดรเจนของหมู่ –NH 
ของกรดอะมิโนท่ีอยู่ถัดไป 4 ต าแหน่ง โดยจะเกิดพันธะเช่นนี้ตลอดสายพอลิเพปไทด์จึงท าให้สายบิดเป็น
เกลียวอย่างเป็นระเบียบ และเป็นการสร้างพันธะไฮโดรเจนภายในสายเดียวกัน (intrachain hydrogen 
bonds) หมู่ –R ของกรดอะมิโนจะย่ืนออกด้านนอกของเกลียว ส่วนโครงสร้างแบบ β-sheet ประกอบด้วย
สายพอลิเพปไทด์หลายสายเรียงขนานกัน และยึดกันด้วยพันธะไฮโดรเจนระหว่างหมู่ –CO ของเพปไทด์
สายหนึ่ง กับหมู่ –NH ของเพปไทด์สายที่เคียงคู่กันเป็นการสร้างพันธะไฮโดรเจนระหว่างสาย 
(interchain hydrogen bonds) ส่วนหมู่ –R ของกรดอะมิโนจะย่ืนออกด้านล่างและด้านบนของสายพอลิ
เพปไทด์ (ภาพประกอบ 5(b))  

3. โครงสร้างตติยภูมิ (tertiary structure) เกิดจากการม้วนพับตัวของเกลียวแอลฟาและแผ่น
เบต้าเป็นโครงสร้าง 3 มิติอย่างไม่มีระเบียบ ในกระบวนการพับตัวนั้น กรดอะมิโนที่มีหมู่ -R ที่ไม่ชอบน้ า
มักจะอยู่ด้านในโมเลกุลของโปรตีน ในขณะที่หมู่ -R ที่ชอบน้ ามักจะอยู่ภายนอก โดยพันธะที่ท าให้เกิด
โครงสร้างตติยภูมิ คือ พันธะไดซัลไฟด์ เป็นแรงดึงดูดระหว่างหมู่ –SH ซึ่งอาจจะสร้างพันธะภายในสาย
เพปไทด์ หรือระหว่างสายเพปไทด์ก็ได้ และเป็นพันธะที่มีความแข็งแรงมากที่สุด พันธะไอออนิก เป็นแรง
ดึงดูดระหว่างไอออนที่มีประจุตรงข้ามกัน พันธะไฮโดรเจน เป็นแรงดึงดูดระหว่างโมเลกุลอย่างอ่อนๆ ที่
ไฮโดรเจนสร้างพันธะโควาเลนต์กับธาตุที่มีค่าอิเล็กโทรเนกาติวิตี้สูง (electronegativity) เช่น ไนโตรเจน 
ออกซิเจน และพันธะไฮโดรโฟบิค (hydrophobic bond) เป็นแรงดึงดูดระหว่างหมู่ –R ที่ไม่ชอบน้ า แม้
พันธะนี้จะไม่ค่อยแข็งแรง แต่ด้วยจ านวนที่มากจึงเป็นแรงที่ส าคัญ (ภาพประกอบ 5(c))  
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4. โครงสร้างจตุรภูมิ (quarternary structure) เป็นโปรตีนที่ประกอบด้วยสายพอลิเพปไทด์
มากกว่า 1 สาย (ภาพประกอบ 5(d)) เช่น ฮีโมโกลบิน (hemoglobin) ประกอบด้วยพอลิเพปไทด์ 4 สาย 
โดยมี -globin 2 สาย และ -globin 2 สาย มีการเรียงตัวของหน่วยย่อย (subunit) เหล่านั้นเป็น
โครงสร้างจตุรภูมิ (quarternary structure) โดยอาศัยแรงดึงดูดระหว่างขั้วและพันธะไฮโดรเจน ท าให้เกิด
ความเสถียรของโครงสร้างนีข้ึ้น 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   

 
 

 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 5 โครงสร้างทั้ง 4 แบบของโปรตีน 
ที่มา: Neil, C. (1999). Structures and properties of biological molecules. 

 
 
 
 

(a) 

(b) 

(c) 

(d) 
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3.  อิเล็กโทรโฟรีซิส (Electrophoresis) 
อิเล็กโทรโฟรีซิส เป็นเทคนิคที่ใช้แยกสารที่มีประจุออกจากกันโดยการใช้กระแสไฟฟ้า เช่น 

กรดอะมิโน โปรตีน เป็นต้น อิเล็กโทรโฟรีซีสเป็นขบวนการใช้สนามไฟฟ้าในการเคลื่อนที่ของโมเลกุลที่มี
ประจุ การเคลื่อนที่ของโมเลกุลต่างชนิดกันจะเคลื่อนที่ด้วยความเร็วต่างกัน ขึ้นอยู่กับคุณสมบัติทาง
กายภาพของโมเลกุล และระบบที่ใช้ในการทดลอง ซึ่งโปรตีนเป็นสารที่มีประจุ เกิดจากการแตกตัวของ
หมู่ –R หมู่อะมิโน และหมู่คาร์บอกซิลที่ปลายสายพอลิเพปไทด์ จากการแตกตัวของหมู่ต่างๆดังกล่าว จะ
ท าให้ประจุรวมของโปรตีนเป็นบวก ลบ หรือเป็นกลาง ขึ้นอยู่กับค่า pH ของสารละลายที่ใช้ เม่ือผ่าน
กระแสไฟฟ้าเข้าไปในสารละลาย โปรตีนที่มีประจุบวกจะเคลื่อนที่ไปยังขั้วลบ ส่วนโปรตีนที่มีประจุลบจะ
เคลื่อนท่ีไปยังข้ัวบวก ซึ่งอัตราเร็วในการเคลื่อนท่ีของโมเลกุล (V) ขึ้นกับประจุสุทธิบนโมเลกุล (Z) ความ
เข้มของสนามไฟฟ้าที่ใช ้(E) และค่าสัมประสิทธิ์ความฝืด (f) ดังสมการ 1 
      V =  E×Z   --------1   
          f 

อัตราเร็วในการเคลื่อนท่ีของโมเลกุลมีหน่วยเป็นเมตรต่อวินาที (ms-1) ประจุสุทธิของโมเลกุลไม่
มีหน่วย แต่สามารถหาได้จากจ านวนของประจุบวกและประจุลบบนโมเลกุลนั้น ความเข้มของสนามไฟฟ้า
มีหน่วยเป็น volt m-1 และค่าสัมประสิทธิ์ความฝืดมีหน่วยเป็น kg s-1 

การเคลื่อนที่ของโมเลกุลที่มีประจุในสนามไฟฟ้า (U) ซึ่งเป็นอัตราส่วนของความเร็วในการ
เคลื่อนท่ีต่อความเข้มของสนามไฟฟ้า ดังสมการ 2 

 
U = V = EZ = Z --------2  

     E   fE  f 
 
ค่าสัมประสิทธิ์ความฝืดจะขึ้นอยู่กับขนาดและรูปร่างของโมเลกุลที่มีรัศมีของโมเลกุลทรงกลม 

(r) ที่เคลื่อนท่ีผ่านตัวกลางที่มีความหนืด (viscosity, ŋ) ดังสมการ 3 
 
      f = 6¶ŋr   --------3 
 

อย่างไรก็ตาม ในการแยกสารชีวโมเลกุลโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสส่วนใหญ่ท าโดยใช้เจลเป็น
ตัวกลาง เจลที่ใช้เป็นสารประกอบพอลิเมอร์ (polymer) ตัวอย่างเช่น อะกาโรส (agrarose) และพอ
ลิอะคริลาไมด์ (polyacylamide) เป็นต้น ซึ่งการแยกโปรตีนโดยใช้กระแสไฟฟ้าหรือที่เรียกว่า อิเล็กโทร
โฟรีซิส นิยมใช้เจลพอลิอะคริลาไมด์ (polyacrylamide gel) โดยเจลพอลิอะคริลาไมด์เตรียมได้จาก
ปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชัน (polymerization) แบบสายตรงของอะคริลาไมด์ (acrylamide) (ภาพประกอบ 
6(a)) และแบบระหว่างสาย (cross-link) โดยใช้เมทิลีนบิสอะคริลาไมด์ (methylenebisacrylamide) 
(ภาพประกอบ 6(b)) ซึ่งเจลที่ได้จากเจลพอลิเมอไรเซชัน จะเป็นแผ่นบาง และมีรูพรุน โดยขนาดของรู

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B8%AD%E0%B8%B0%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B9%82%E0%B8%99
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B9%81%E0%B8%AA%E0%B9%84%E0%B8%9F%E0%B8%9F%E0%B9%89%E0%B8%B2
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acrylamide N,N-methylene-bis-acrylamide  

N,N,N,N-tetramethylethylenediamine 
(TEMED) 

acrylamide N,N-methylene-bis-acrylamide  

พรุนจะขึ้นอยู่กับความเข้มขันของอะคริลาไมด์ และเมทิลีนบิสอะคริลาไมด์ที่ใช้ การเร่งปฎิกิริยาพอลิ
เมอไรเซซันท าได้ โดยการเติมตัวเร่งปฎิกิริยา ซึ่งนิยมใช้ N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine 
(TEMED) (ภาพประกอบ 6(c)) ซึ่งจะท าให้เกิดอนุมูลอิสระ (free radical)  ของซัลเฟต (SO4

-
)  จาก

แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต ((NH4)2S2O8) ที่เติมลงในสารละลายเจล (ภาพประกอบ 7) 
 
 
 

       
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 6 (a) โครงสร้างของอะคริลาไมด์, (b) โครงสร้างของเมทิลีนบิสอะคริลาไมด์ และ (c)  

โครงสร้างของ N,N,N,N tetramethylethylenediamine (TEMED) 
      
 

             + 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 7  ปฎิกิริยาการเกิดพอลิเมอไรเซซันของอะคริลาไมด์ 
ที่มา : Berg, J.M.; Tymoczko, J.L.; and Stryer, L. (2002). W.H. Biochemistry. 

a b 

c 

2SO4
-.

    ← S2O8
2- 
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โดยโปรตีนแต่ละชนิดมีประจุสุทธิต่างกัน และมีโครงสร้างต่างกัน ท าให้การเคลื่อนที่ของโปรตีน
แตกต่างกันด้วยเม่ือมีการต่อเข้ากับขั้วไฟฟ้า ดังนั้น ประจุของโปรตีนจึงมีผลต่อการเคลื่อนที่บนเจล การ
แยกโปรตีนจึงมักท าในสภาพที่โปรตีนถูกท าให้เสียสภาพ (denaturing condition) โดยการเติม sodium 
dodecyl sulfate (SDS) (ภาพประกอบ 8(A))  ลงในบัฟเฟอร์ โดย SDS จะจับกับกรดอะมิโนในโปรตีน 
ในอัตราส่วนของ 1 โมเลกุลของ SDS ต่อกรดอะมิโน 2 ตัวโดยประมาณ  จึงเรียกวิธีวิเคราะห์นี้ว่า SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) ดังนั้นโครงสร้างจตุรภูมิ ตติยภูมิ และทุติยภูมิ ของ
โปรตีนจะถูกท าลาย เกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อน SDS-พอลิเพปไทด์ (SDS-polypeptide complex) ซึ่งมี
รูปร่างเป็นแท่ง (rod shape) เนื่องจากสายโซ่พอลิเพปไทด์ จะคลายการม้วนออกเป็นสายยาว เม่ือถูกจับ
ด้วย SDS และประจุลบบน SDS  จะท าให้ประจุสุทธิบนโปรตีนเป็นลบ (ภาพประกอบ 8(B))  จึงท าให้
โปรตีนเคลื่อนที่ไปในทิศทางเดียวกันคือ เคลื่อนที่เข้าหาขั้วทางขั้วบวก (anode) ดังนั้นการแยกโปรตีน
บนเจลจะขึ้นอยู่กับขนาดของโมเลกุลโปรตีนโดยไม่มีผลของประจุและรูปร่างเข้ามาเกี่ยวข้อง ซึ่งเรา
สามารถน าเทคนิค SDS-PAGE มาใช้ในการหามวลโมเลกุลของโปรตีนและพอลิเพปไทด์โดยประมาณได้ 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 8  (A) โครงสร้างของ SDS (B) การจับของ SDS กับกรดอะมิโนในโปรตีนท าให้  
โมเลกุลเหยียดยาวออก และมีประจุเป็นลบ 

ที่มา : Gallagher, S. R. (2008). (online) 
 
 

B 

sodium dodecyl sulfate 

A 
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การเลือกความเข้มข้นของเจลที่เหมาะสมในการแยกโปรตีนโดยใช้ SDS-PAGE จะขึ้นอยู่กับ
มวลโมเลกุลของโปรตีนที่ต้องการแยก โดยขนาดของรูพรุนของเจลจะขึ้นอยู่กับปริมาณของอะคริลาไมด์ 
(%T) และความเข้มข้นของเมทิลลีนบิสอะคริลาไมด์ (%C) ดังสมการท่ี 4 และสมการที่ 5 ตามล าดับ โดย
แสดงช่วงของมวลโมเลกุลของโปรตีนที่เหมาะสมต่อความเข้มข้นของอะคริลาไมด์ ดังตาราง 1 

 
%T = ( a + b ) × 100   --------4 

           V 
%C =    b     × 100   --------5 

       ( a + b ) 
 
โดยท่ี a = น้ าหนักของอะคริลาไมด์ (มีหน่วยเป็นกรัม) 
  b = น้ าหนักของเมทิลีนบิสอะคริลาไมด์ (มีหน่วยเป็นกรัม) 
  V = ปริมาตรของสารละลายเจล (มีหน่วยเป็นมิลลิลิตร) 
 
ตาราง 1 ช่วงของโปรตีนที่ต้องการแยกโดยใช้พอลิอะคริลาไมด์ที่ความเข้มข้นต่างๆ 
 

ความเข้มข้นของอะคริลาไมด์ (%w/v) ช่วงการแยกโปรตีน ( kDa) 
3.5 - 
5.0 > 1000 
8.0 300 -1000 
12.0 50 - 300 
15.0 10 - 80 
20.0 5 - 30 

 
ที่มา: Sheehan, D. (2000). Physical biochemistry. 

 
ส าหรับการแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้าจะกระท าภายใต้ระบบที่ไม่ต่อเนื่อง (discontinuous 

system) เพื่อท าให้มีความคมชัดของแถบโปรตีนดีข้ึน วิธีนี้ประกอบด้วยเจล 2 ช่วง  
Stacking gel หรือ spacer gel เป็นเจลช่วงบน มี pH 6.9 ซึ่งใน stacking gel นี้จะประกอบไป

ด้วย สารละลายบัฟเฟอร์ Tris-HCl (Tris มีค่า pKa เท่ากับ 8.3 ที่ 20 C) และมีความเข้มข้นของ 
polyacrylamide ต่ า (4%), ionic strength ต่ า และมี pH ที่เป็นกลาง จากการที่มีรูพรุนขนาดใหญ่จึงเป็น
เหตุให้โมเลกุลของสารเคลื่อนที่ได้อย่างรวดเร็ว รวมทั้งจะถูกบีบให้ band แคบลง 
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Running gel หรือ separating gel เป็นเจลช่วงล่าง มี pH 8-9 ซึ่ง running gel  จะมีความ
เข้มข้นของ  polyacrylamide สูง (8-20%) มี ionic strength สูง และมี pH ที่เป็นด่าง จึงเป็นเหตุให้
โมเลกุลของสารเคลื่อนท่ีได้ช้าลง เนื่องจากความเป็นรูพรุนเล็กลง และจะท าให้เกิดการแยกกันของโปรตีน
ตัวอย่างเป็นแถบตามขนาดและปริมาณของประจุ (ภาพประกอบ 9)  

องค์ประกอบของ separating gel และ  stacking gel ส าหรับท า SDS-PAGE  1 แผ่น ที่ใช้
ส าหรับการแยกโปรตีนในช่วง 1 ถึง 100 kDa แสดงในตาราง 2 

 
 
 
 
 
 
  

 
 
 
ภาพประกอบ 9 การแยกโปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE ประกอบด้วย stacking gel และ resolving gel 

ที่มา: Alberts, B.; Johnson, A.; Lewis, J.; et al. (2002). Molecular biology of the cell.  
 

ตาราง 2 องค์ประกอบของ separating gel และ stacking gel 
 

ตาราง 2 แสดงองค์ประกอบของ separating gel  
และ stacking gel 

stacking gel 
4% T, 3%C 

separating gel 
10% T, 3%C 

acrylamide/bisacrylamide solution (49.5%T,3%C) 0.125 ml 0.76  ml 
gel buffer  0.39  ml 1.25  ml 
80 % glycerol  - 0.625 ml 
deionized  water 1.05  ml 1.11  ml 
10% ammonium persulphate 13.75  l 18.75   l 
TEMED 1.38  l 1.88   l 

 
ที่มา: Shangger, H.; & Jagow, V. G. (1987). Tricine-sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis for the separation of proteins in the range from 1 to 100 kDa. p. 368. 
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โดยบัฟเฟอร์ที่นิยมใช้ในการแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้าคือ Tris-HCl (Tris hydroxyl 
methyl)aminomethane (C4H11NO3) (ภาพประกอบ 10(a)) ซึ่งมีส่วนผสมของไทรซีน (tricine) 
(ภาพประกอบ 10(b)) หรือไกลซีน  (glycine) อยู่ด้วย (ภาพประกอบ 10(c)) กรณีที่มีส่วนผสมของไทร
ซีนจะเรียกวิธีการแยกโปรตีนแบบนี้ว่า tricine-SDS-PAGE  สามารถใช้ในการแยกโปรตีนหรือพอลิเพป
ไทด์ที่มีขนาดเล็ก (1-100 kDa) ได้ดีกว่าวิธี glycine-SDS-PAGE และใช้เปอร์เซ็นต์ของอะคริลาไมด์ที่ต่ า
กว่าวิธี glycine-SDS-PAGE เนื่องจากค่า pKa ที่แตกต่างของ functional group ของสารทั้งสอง (ค่า pKa 
ของ glycine = 9.69 และ pKa ของ tricine = 8.15 ที่ 20๐C) ซึ่ง tricine จะอยู่ในรูป zwitterionic acid 
ในช่วง pH 7.4-8.8 ท าให้การเคลื่อนที่ของ trailing ion ของ glycine และของ tricine แตกต่างกัน และ
เนื่องจาก tricine มีประจุลบที่ต่ ากว่าและมี ionic strength ที่สูงกว่า glycine จึงสามารถเคลื่อนที่เข้าหา
ขั้วบวกได้เร็วกว่า (ภาพประกอบ 11) 

 
 
 
 

 
  
ภาพประกอบ 10  (a) โครงสร้างโมเลกุลของ Tris-HCl , (b) โครงสร้างโมเลกุลของไทรซีน และ (c)  

โครงสร้างโมเลกุลของไกลซีน 
ที่มา : Good, N.E.; et al. (1966). Hydrogen ion buffers for biological research. 

Biochemistry. p. 467-477. 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพประกอบ 11  การแยกโปรตีนมาตรฐาน โดยวิธี (a) tricine-SDS-PAGE, (b) glycine-SDS-PAGE 
ที่มา: Shangger, H.; & Jagow, V. G. (1987). Tricine-sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis for the separation of proteins in the range from 1 to 100 kDa. p. 368. 

a b c 

Tris-HCl          tricine      glycine 
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ซึ่งการประกอบเจลเข้ากับอุปกรณ์ (ภาพประกอบที่ 12) จะท าโดยการเตรียมสารละลายเจลใน
บัฟเฟอร์ แล้วเทลงระหว่างกระจกสองแผ่นซึ่งมีแผ่นกั้น (spacer) วางระหว่างกระจกทั้งสอง  ความหนา
ของเจลจะขึ้นกับความหนาของแผ่นกั้นที่ใช้ จากนั้นจึงใส่หวี (comb) เพื่อให้เกิดช่องว่างส าหรับใส่สาร
ตัวอย่าง (well) หลังเจลแข็งตัวแล้ว ซึ่งการแข็งตัวของเจลใช้เวลาประมาณ 30-60 นาที แล้วจึงประกอบ
เจลเข้ากับอุปกรณ ์(gel electrophoresis apparatus) ขอบด้านบนของเจลจะจุ่มอยู่ในสารละลายบัฟเฟอร์
ที่เรียกว่า cathode buffer ซึ่งอยู่ในภาชนะ (chamber) ที่ต่อเข้ากับขั้วลบ (cathode) ส่วนขอบด้านล่าง
ของเจลจะจุ่มอยู่ในสารละลายบัฟเฟอร์ที่เรียกว่า anode buffer ซึ่งต่อเข้ากับขั้วบวก (anode) 
(ภาพประกอบที่ 13A) เม่ือประกอบอุปกรณ์ดังรูปแล้วจึงต่อขั้วทั้งสองเข้ากับแหล่งจ่ายกระแสไฟฟ้า การ
เคลื่อนท่ีของโมเลกุลจะมีทิศทางจากบนลงล่าง (ภาพประกอบที ่13B) 

 
 
 
 
 

 
 

 
ภาพประกอบ 12 การประกอบเจลเข้ากับอุปกรณ์ 

ที่มา : Burnette, W.N. (1981). Western blotting: electrophoretic transfer of proteins from 
sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gels to unmodified nitrocellulose and radiographic detection 
with antibody and radioiodinated protein A. Analytical Biochemistry. p. 195–203 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
ภาพประกอบ 13 (A) การเติมบัฟเฟอร์ท่ีขั้วบวก-ขั้วลบ (B) การเคลื่อนท่ีของโมเลกุลโปรตีนผ่าน 

รูพรุนของเจล 
ที่มา : Berg, J.M.; Tymoczko, J.L.; and Stryer, L. (2002). W.H. Biochemistry 
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สารผสมที่ต้องการแยกและหามวลโมเลกุลต้องถูกท าให้เสียสภาพธรรมชาติ  โดยให้ความร้อนที่ 
100 C   อย่างน้อย 3 นาที ใน loading buffer ที่มี SDS ปริมาณมากเกินพอ และมีตัวรีดิวซ์ (reducing 
agent) ซึ่งจะท าให้เกิดการสลายพันธะไดซัลไฟด์ (disulfide bonds)  ในโปรตีนท าให้พันธะไดซัลไฟด์
แยกออกจากกันโดยเปลี่ยนเป็นหมู่ sulfhydryl (SH) พันธะไดซัลไฟด์จะเกิดจากการจับกันของ cysteine 
ในโปรตีน ซึ่ง reducing agent  ที่นิยมใช้ในการสลายพันธะไดซัลไฟด์ คือ 2-mercaptoethanol (หรือ 
-mercaptoethanol) (ภาพประกอบ 14(A)) และ dithiothreitol (DTT) (ภาพประกอบ 14(B))  

 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 14 (A) โครงสร้างของ 2-mercaptoethanol, (B) โครงสร้างของ dithiothreitol  
ทีม่า : Gallagher, S. R. (2008). (online) 

 
หลังจากให้ความร้อนสารตัวอย่างโปรตีนแล้ว ต้องปล่อยให้สารตัวอย่างเย็นที่อุณหภูมิห้อง 

ก่อนที่จะน าไปวิเคราะห์ แต่ถ้ายังไม่ต้องการวิเคราะห์ทันที ให้เก็บสารตัวอย่างไว้ที่อุณหภูมิ –20๐C ซึ่ง
โปรตีน หรือพอลิเพปไทด์ที่มีมวลโมเลกุลขนาดเล็กจะเคลื่อนที่ผ่านรูพรุนของเจลได้ดีกว่าโมเลกุลขนาด
ใหญ่ จึงเคลื่อนท่ีในระยะทางที่มากกว่าโมเลกุลขนาดใหญ่ในเวลาที่เท่ากัน โดยสามารถใช้แยกโปรตีนที่มี
ปริมาณน้อยได้ถึง 0.1 µg (~2 pmol) และแยกโปรตีนที่มีมวลโมเลกุลต่างกันเพียง 2% ได้ 

 
อัตราเร็วในการเคลื่อนที่ (mobility) ของสายพอลิเพปไทด์ ในสภาวะนี้จะมีความสัมพันธ์เป็น

เส้นตรงกับ logarithm ของมวลโมเลกุลของโปรตีน (log M) ดังสมการ 6 
 

Log M  = a – bx   --------6 
 
โดยที่ a และ b เป็นค่าคงที่ซึ่งขึ้นอยู่กับสภาวะของเจลที่ใช้ และ x คืออัตราเร็วในการเคลื่อนที่

ของสายพอลิเพปไทด์  
 
 
 
 
 

dithiothreitol 2-mercaptoethanol 

A B 
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เม่ือเขียนกราฟระหว่าง logarithm ของมวลโมเลกุล (log M) กับการเคลื่อนที่บนเจลจากการใช้
โปรตีนมาตรฐาน ท าให้สามารถสร้างเส้นกราฟมาตรฐาน ซึ่งเป็นกราฟเส้นตรง(ภาพประกอบ 15) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 15  กราฟระหว่าง logarithm ของมวลโมเลกุล (log M) กับการเคลื่อนท่ีของโปรตีน 
มาตรฐานบนเจล 

ที่มา : David, L. N.; et al. (2008). Principle of biochemistry. 
 
เมื่อเคลื่อนที่ถึงต าแหน่งที่ต้องการบนเจลแล้วเป็นการสิ้นสุดการท าอิเล็กโทรโฟรีซีส  (โดย

การปิดเครื่องจ่ายกระแสไฟฟ้า) จากนั้นจึงน าเจลมาท าการย้อมสี เพื่อดูแถบของโปรตีน สีย้อม (dye) ที่
นิยมใช้คือ coomassie blue ซึ่งโปรตีนส่วนใหญ่จะถูกย้อมด้วยสีย้อมชนิดนี้ การย้อมด้วย coomassie 
blue จะต้องใช้ตัวกลางที่เป็นกรดเพื่อให้เกิดแรงทางไฟฟ้า (electrostatic force) ระหว่างโมเลกุลของสี
ย้อมกับหมู่แอมโมเนียมไอออน (-NH3

+) ของโปรตีน 
 
4.  การหาล าดับกรดอะมิโน (Amino acid sequencing) 

โปรตีนที่แยกได้บริสุทธิ์แล้วถ้าเป็นโปรตีนที่มีหน่วยย่อยหรือมีโครงสร้างจตุรภูมิจะต้องท าการ
แยกหน่วยย่อยดังกล่าวออกจากกันเสียก่อน โดยการท าลายแรงยึดระหว่างหน่วยย่อยๆเหล่านั้น ถ้า
ต้องการหาล าดับกรดอะมิโนจะต้องท าลายแรงเหล่านั้นให้เหลือเป็นเส้นพอลิเปปไทด์ที่เป็นโครงสร้างปฐม
ภูมิ วิธีการหาล าดับของกรดอะมิโนในโปรตีนถูกคิดขึ้นโดยแซนเจอร์ (Sanger) ต่อมาได้มีการแก้ไข
วิธีการให้ดีขึ้นเรื่อยๆ ซึ่งวิธีการหาล าดับกรดอะมิโนที่นิยมกันวิธีหนึ่ง คือวิธี  Edman degradation 
เนื่องจากเป็นวิธีที่สะดวกที่สุด โดยท่ีหมู่เอมีนที่ปลาย N (N-terminal) ของโปรตีนหรือพอลิเพปไทด์จะถูก 
label ด้วยโมเลกุลของ phenyl isothiocyanate  (PITC) เกิดเป็นอนุพันธ์ phenylthiocarbamoyl แล้วเกิด
การไฮโดรไลด์พันธะเพปไทด์ ในสภาวะกรดที่เจือจาง จะท าให้กรดอะมิโนเฉพาะที่ปลาย N-terminal 
หลุดออก โดยจะเกิดการหลุดออกทีละตัว ท าให้สามารถหาล าดับของกรดอะมิโนได้ เช่น trifluoroacetic 
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acid (TFA) จะเกิดสารประกอบเป็นวง (cyclic compound) ของ phenylthiohydantoin (PTH)-amino 
acid หลุดออกจากสายเพปไทด์ ท าให้สายเพปไทด์สั้นลง 1 กรดอะมิโน (ภาพประกอบ 16) และท าการ
วิเคราะห์ PTH-amino acid  ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี (HPLC) เทียบกับ PTH-กรดอะมิโนมาตรฐาน 
ส่วนสายเพปไทด์ที่เหลือสามารถน ากลับไปท าปฏิกิริยาใน cycle ต่อไปเพื่อวิเคราะห์กรดอะมิโนตัวต่อๆ 
ไปตามล าดับ ท าให้ทราบล าดับของกรดอะมิโนบนสายเพปไทด์ได้ 

 
 

ภาพประกอบ 16 ปฎิกิริยาของ Edman degradation 
ที่มา : Berg, J.M.; Tymoczko, J.L.; and Stryer, L. (2002). W.H. Biochemistry.  

 
5.  งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

การตัดโปรตีนหรือพันธะเพปไทด์ขนาดใหญ่ให้เล็กลง สามารถถูกกระตุ้นให้เกิดปฏิกิริยาได้ 2 
ทางคือปฏิกิริยาทางแสง (photo reaction) และปฏิกิริยาทางความร้อน (thermal reaction) ซึ่งผู้วิจัย
หลายท่านได้พยายามพัฒนางานวิจัย เพื่อใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานในการออกแบบและผลิตยาชนิดใหม่ได้ใน
อนาคต 

กรณีปฏิกิริยาที่กระตุ้นด้วยแสง เป็นการตัดโปรตีนโดยใช้โมเลกุลสังเคราะห์เป็นโมเลกุลที่ท า
หน้าที่รับแสง (ภาพประกอบ 17) 

 
X   X*   X

+ + Co(II) + 6NH3 
 

โดย X = โมเลกุลสังเคราะห์ที่ท าหน้าที่รับแสง 
 
 

[Co(NH3)6]
+ h 
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โดย X+ ซึ่งเกิดขึ้นหลังจากฉายแสงจะเข้าไปจับกับอะตอมไฮโดรเจนที่ต าแหน่งแอลฟา
คาร์บอน (-carbon) ของกรดอะมิโนตัวใดตัวหนึ่งตรงบริเวณ binding site จากนั้นเติมออกซิเจน (O2) 
ที่ต าแหน่ง carbon-centered radical ได้เป็น hyperoxyl radical (-C-COO) แล้วเกิดการตัดพันธะ
เพปไทด์โดยการสลายด้วยน้ า (hydrolysis) ท าให้โปรตีนถูกตัดที่ต าแหน่งจ าเพาะ โดยสามารถน าไปหา
ล าดับของกรดอะมิโนต่อไปได้ 
 
                              
 
 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 17 กลไกที่เป็นไปได้ในการตัดโปรตีน 
 

โมเลกุลสังเคราะห์ที่ท าหน้าที่รับแสง เช่น อนุพันธ์ของแอนทราซีน (anthracyl derivatiives) 
(ภาพประกอบ 18) อนุพันธ์ของไพรีน (pyrenyl derivatives) (ภาพประกอบ 19) เป็นต้น โดยระยะแรกคู
มาร์ และคนอื่นๆ (Kumar; et al. 1993: 13914-13919) ได้มีการสังเคราะห์อนุพันธ์ของแอนทราซีน เช่น 
9-anthryl-metylamine hydrochloride (AMAC) หรือ 3-(9-anthryl)propylamine hydrochloride (APAC) 
และอนุพันธ์ของไพรีน เช่น 4(1-pyrenyl) butyramine chloride (PBAC) ศึกษาการจับกับดีเอ็นเอ 
(DNA) และโปรตีน เช่น BSA calmodulin และ lactoglobulin พบว่าอนุพันธ์ของแอนทราซีน สามารถจับ
กับดีเอ็นเอได้ดี โดยการแทรกเข้าไประหว่างสายของ DNA (intercalation) ในขณะที่อนุพันธ์ของไพรีน
จับกับโปรตีนได้ดีด้วย binding constant ที่สูง โดยการจับของอนุพันธ์ของไพรีน จะเลือกจับตรงบริเวณที่
ไม่ชอบน้ า (hydrophobic) ที่อยู่ใกล้กันกับหมู่ที่มีประจุ (ionic) ในโปรตีน ซึ่งจะท าให้การเลือกจับมี
ความจ าเพาะกว่าการจับตรงบริเวณหมู่ที่ไม่ชอบน้ าเพียงอย่างเดียว  หรือการจับตรงบริเวณที่มีหมู่ ionic 
เพียงอย่างเดียว (ภาพประกอบ 20) 
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CH2-CH2-CH2-C-NH-CH-C-OH

O O

CH2

 

 

 

ภาพประกอบ 18  โครงสร้างอนุพันธ์ของแอนทราซีน (anthracyl derivatives) 

 

 

 

ภาพประกอบ 19 โครงสร้างอนุพันธ์ของไพรีน (pyrenyl derivatives) 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 20 การออกแบบโมเลกุลเพื่อใช้ในการจับกับโปรตีนท่ีต าแหน่งจ าเพาะ 

 
ต่อมา คูมาร์ และบูรณประพฤกษ์ (Kumar; & Buranaprapuk. 1997: 2085-2087) ได้มีการ

ออกแบบและพัฒนาโมเลกุลของอนุพันธ์ของไพรีน โดยใช้กรดอะมิโน L-phenylalanine เชื่อมต่อเข้ากับ 
4(1-pyrene)butyric acid (PBA) ได้เป็นโมเลกุล N-(1-phenylalanine)-4(1-pyrene) butyramide (py-
phe) (ภาพประกอบ 21) ท าให้โมเลกุลนี้มีปลายด้านหนึ่งมีขั้ว (หมู่คาร์บอกซิลิก (COOH) ของ L-
phenylalanine) และปลายอีกด้านหนึ่งไม่มีขั้ว (หมู่ไพรีน) จากการศึกษาการตัดโปรตีน bovine serum 
albumin และ chicken egg-white lysozyme พบว่าการตัดโปรตีนเกิดขึ้นได้เม่ือฉายแสงที่ความยาวคลื่น 
344 nm (max ของ Py-Phe) ไปยังสารละลายผสมของโปรตีน Py-Phe และ Cobalt(III)hexamine 
trichloride (Co(NH3)6Cl3 หรือ CoHA) ซึ่ง CoHA ท าหน้าที่เป็นตัวรับอิเล็กตรอน (electron acceptor) 
การแยกเพปไทด์ที่ได้จากการตัดโปรตีนด้วยอิเล็กโทรโฟรีซิส (SDS-PAGE) และการหาล าดับกรดอะมิโน 
พบว่า BSA ถูกตัดระหว่าง Leu 348 และ Arg 349 ในขณะที่ lysozyme ถูกตัดระหว่าง Val 108 และ 
Trp 109 

 
 
 
 

ภาพประกอบ 21 โครงสร้างของ Py-Phe 
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หลังจากนั้น คูมาร์ และบูรณประพฤกษ์ (Kumar; & Buranaprapuk. 1999: 4262-4270) ได้
ศึกษาถึงอิทธิพลของความยาวของโมเลกุลต่อการตัดโปรตีน โดยน า glycine มาขั้นระหว่าง 4(1-
pyrene)butyric acid กับ L-phenylalanine เกิดเป็นอนุพันธ์ของไพรีน ในรูปของ Py-(Gly)n-Phe (n=0, 1, 
2) (ภาพประกอบ 22) พบว่าความยาวของโมเลกุลมีผลต่อคุณสมบัติทางสเปกโทรสโกปี และคุณสมบัติ
การตัดโปรตีนด้วยแสง โดยความยาวของโมเลกุลไม่ช่วยให้การตัดโปรตีนดีขึ้น ในทางกลับกันท าให้
ประสิทธิภาพในการตัดโปรตีนลดลงเม่ือโมเลกุลมีความยาวเพิ่มขึ้น  และเกิดการตัด lysozyme โดยใช้
โมเลกุลของ Py-(Gly)n-Phe ขึ้น 2 ต าแหน่งคือ ต าแหน่งแรกเกิดขึ้นระหว่าง Val 108 และ Trp 109 
(major cleavage site) และอีกต าแหน่งหน่ึงคือ ระหว่าง Ala 110 และ Trp 111 (minor cleavage site) 

 
 
 
 
 

 

ภาพประกอบ 22 โครงสร้างของ Py-Gly-Phe 

 
บูรณประพฤกษ์ และคูมาร์ (Buranaprapuk; & Kumar. 2000: 7019-7025) ได้มีการศึกษาการ

ตัดโปรตีน โดยน ากรดอะมิโนชนิดอื่นมาใช้ในการสังเคราะห์อนุพันธ์ของไพรีน ได้แก่             L-
tryptophan, L-tyrosine และ L-histidine แทน L-phenylalanine โดยต่อเข้ากับหมู่คาร์บอกซิลของ 4(1-
pyrene)butyric acid และมีโมเลกุลของ glycine เป็น linker เพื่อเพิ่มความยืดหยุ่น (flexibility) ของ
โมเลกุล เกิดเป็นโมเลกุลในรูปของ Py-Gly-X (X = Trp, Tyr, His) (ภาพประกอบ 23) พบว่าโปรตีนจะไม่
ถูกตัดเม่ือใช้โมเลกุลที่มี Trp และ Tyr เนื่องจากเกิด intramolecular quenching โดยโมเลกุลของ Trp 
และ Tyr ในการยับย้ังการเกิด Py+ จาก Py* 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 23 โครงสร้างของ Py-Gly-X (โดยท่ี X = Trp, Tyr, His) 
 
 
 
 

CH2-CH2-CH2-C-NH-CH2-C-NH-CH-C-OH

OOO

CH2
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คูมาร์ และคนอื่นๆ (Kumar; et al. 2001: 297-298) ได้มีการศึกษาถึงผลของ chiral center ของ 
phenylalanine บน probe ต่อการจับและตัดโปรตีน โดยการสังเคราะห์โมเลกุล Py-L-Phe และ Py-D-
Phe (ภาพประกอบ 24) เม่ือไอโซเมอร์ทั้งสองจับกับ BSA พบว่าค่าคงที่การจับ (binding constant, Kb) 
ของ L-isomer สามารถจับกับ BSA ได้ดีกว่า D-isomer ถึง 100 เท่า โดยค านวนจากสมการ Scatchard 
ดังสมการที่ 7 และการคายแสง fluorescence ของ L-isomer จะลดลง ในขณะที่การคายแสง 
fluorescence ของ D-isomer จะเพิ่มข้ึนเมื่อจับกับ BSA (max = 378 nm) 
 

r/Cf = Kb(n-r)  หรือ     1/Cf  = Kb(n/r-1)  --------7 

 

โดยท่ี Cf = ความเข้มข้นของ probe อิสระ (free probe) 

  Kb = ค่าคงที่ของการจับ (binding constant) 

  n = ขนาดของ binding site 

  r = ความหนาแน่นของการจับ (binding density) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 24 โครงสร้างของ Py-L-Phe และ Py-D-Phe 

 
นอกจากนี้ คูมาร์ และบูรณประพฤกษ์ (Kumar; et al. 2002: 579-592) ได้มีการศึกษาการ

ยับย้ังการคายแสง (fluorescence quenching) ของ Py-L-Phe พบว่าประสิทธิภาพของการยับยั้งการคาย
แสงจะลดลงถึง 90% เม่ือ Py-L-Phe จับกับ BSA และลดลง 30% เม่ือ Py-L-Phe จับกับ lysozyme 
ประสิทธิภาพการคายแสงแสดงได้จากค่า KSV ซึ่งสามารถหาได้จากสมการ Stern-Volmer ดังสมการที่ 8 
และจากการใช้ circular dichroism spectroscopy (CD) เพื่อศึกษาการเลือกจับของ enantiomer กับ

Py-L-Phe 
 
 

Py-D-Phe 
 
 

(CH2)3CONH C CO2H

H

CH2

(CH2)3CONH C CO2H

CH2

H
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โปรตีน (enantiomeric selective binding) ของ Py-L-Phe และ Py-D-Phe พบว่าโมเลกุลของ D-isomer 
และ L-isomer มีการเปลี่ยนแปลงสัญญาณ CD เป็นไปในทิศทางตรงกันข้ามกัน 
 

I0/I = 1 + KSV[Q]   --------8 
 

โดยท่ี I0 = fluorescence intensity ของ probe เมื่อไม่มี quencher 
  I = fluorescence intensity ของ probe เมื่อมี quencher 
  KSV = Stern-Volmer quenching constant 
  [Q] = ความเข้มข้นของ quencher 
 

คูมาร์ และบูรณประพฤกษ์ (Kumar; & Buranaprapuk. 2002 : 5810-5815) ได้ศึกษาถึงกลไก
ของปฏิกิริยาโดยเทคนิคทาง flash photolysis พบว่าเกิดอนุมูลประจุบวกของไพรีน (pyrene cation 
radical; Py+) เป็น intermediate หลังจาก CoHA รับอิเล็กตรอนจาก Py* ซึ่ง Py+ สามารถดึงอะตอม
ของไฮโดรเจน (hydrogen atom abstraction) บนคาร์บอนต าแหน่งแอลฟาของกรดอะมิโนในโปรตีน 
ซึ่งก่อให้เกิดการสลาย (hydrolysis) ของพันธะเพปไทด์ 

บูรณประพฤกษ์  และคนอื่นๆ  (Buranaprapuk; et al. 2008 : 9258-9265) ได้ศึกษาถึ ง
ความส าคัญของขั้วที่ปลายโมเลกุลของอนุพันธ์ไพรีน โดยการสังเคราะห์อนุพันธ์ไพรีนในรูป PMA-
L-Phe และ PMA-D-Phe การกลับขั้วที่ปลายของโมเลกุล phenylalanine จากหมู่คาร์บอกซิลิก (COOH) 
เป็นหมู่เอมีน (NH2) (ภาพประกอบ 25) พบว่าไม่มีผลต่อต าแหน่งในการตัดโปรตีน แต่มีผลท าให้
ประสิทธิภาพในการตัดโปรตีนดีขึ้นอย่างมาก และ yield ที่ได้จัดว่ามีประสิทธิภาพสูงเม่ือเทียบกับการตัด
โปรตีนท่ีเคยมีรายงานมา และจากการศึกษาโดยเทคนิคสเปกโทรสโกปี พบว่าขั้วของปลายอนุพันธ์ไพรีน
มีผลต่อค่าคงที่การจับ (binding constant) ซึ่ง D-isomer สามารถจับกับ BSA ได้ดีกว่า L-isomer 
ประมาณ 10 เท่า และการคายแสง fluorescence ของ D-isomer และ L-isomer จะเพิ่มขึ้นเม่ือจับกับ BSA 

ภาพประกอบ 25 โครงสร้างของ PMA-L-Phe และ PMA-D-Phe 

 

 

PMA-L-Phe PMA-D-Phe 
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มะลัยแก้ว และคนอื่นๆ (Malaikaew; et al. 2011 : 251-255) ได้มีการออกแบบและพัฒนา
โมเลกุล โดยใช้ D-(+)-biotin ซึ่งเป็นสับสเตรทจ าเพาะต่อโปรตีน avidin มาเชื่อมต่อเข้ากับ        
1(1-pyrene)methylamine hydrochloride (PMA) ได้เป็นโมเลกุล d-biotinyl-1(1-pyrene)methylamide (Py-
biotin) (ภาพประกอบ 26) จากการศึกษาการตัดโปรตีน avidin พบว่าการตัดโปรตีนเกิดขึ้นได้เมื่อฉาย
แสงที่ความยาวคลื่น 343 nm ไปยังสารละลายผสมของโปรตีน Py-biotin แล้วท าการแยกเพปไทด์ที่ได้
จากการตัดโปรตีนด้วยอิเล็กโทรโฟรีซิส (SDS-PAGE) และการหาล าดับกรดอะมิโน พบว่า avidin ถูกตัด
ที่ต าแหน่งระหว่าง Thr 77 และ Val 78  เมื่อศึกษาการดูดกลืนแสงของ Py-biotin เม่ือจับกับ avidin 
พบว่าค่าคงที่การจับ (binding constant, Kb) ของ Py-biotin สามารถจับกับ avidin ได้ดี และเกิดการ
เปลี่ยนต าแหน่งของสเปกตรัมไปยังความยาวคลื่นเพิ่มขึ้น (red shift) นอกจากนี้ได้มีการศึกษาการยับยั้ง
การคายแสง (fluorescence quenching) ของ Py-biotin โดยใช้ CoHA พบว่าประสิทธิภาพของการยับยั้ง
การคายแสงจะลดลงเม่ือ Py-biotin จับกับ avidin โดยเปรียบเทียบกับประสิทธิภาพของการยับยั้งการ
คายแสงเม่ือ  Py-biotin อยู่อย่างอิสระในสารละลาย 

 
 

 

 

ภาพประกอบ 26 โครงสร้างของ Py-biotin 

 
จากงานวิจัยข้างต้น ผู้วิจัยเห็นว่า D-(+)-biotin ซึ่งเป็นสับสเตรทของ avidin เม่ือน ามาเชื่อมต่อ

กับอนุพันธ์ไพรีน จะได้เป็นโมเลกุล Py-biotin และพบว่าสามารถใช้ในการตัดโปรตีน avidin ที่ต าแหน่ง
จ าเพาะได้ ผู้วิจัยจึงตั้งสมมติฐานว่าถ้าน าโมเลกุลที่เป็นสับสเตรทจ าเพาะต่อเอนไซม์มาเชื่อมต่อกับ
อนุพันธ์ไพรีน จะได้อนุพันธ์ไพรีนชนิดใหม่ที่มีหมู่จ าเพาะต่อเอนไซม์ชนิดนั้น ซึ่งสามารถใช้เทคนิคสเปก
โทรสโคปีในการศึกษาโครงสร้างบริเวณ  binding site ได้ ดังนั้นในงานวิจัยนี้ผู้วิจัยจึงสนใจที่จะใช้
โมเลกุลของน้ าตาล เช่น D-(+)-glucose (หรืออนุพันธ์ของน้ าตาลชนิดต่างๆ)(ภาพประกอบที่ 27) ซึ่งเป็น
สับสเตรทของ sugar  binding protein หลายชนิด (เช่น lectin และconcanavalin A เป็นต้น) มาเชื่อมต่อ
กับอนุพันธ์ไพรีน เพื่อให้ได้โมเลกุลชนิดใหม่ที่มีความจ าเพาะในการจับกับโปรตีนเหล่านี้ 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 27 โครงสร้างของ D-(+)-glucose 
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การที่เลือกใช้โมเลกุลของน้ าตาล เช่น D-(+)-glucose (หรืออนุพันธ์ของน้ าตาลชนิดต่างๆ)มา
เชื่อมต่อกับอนุพันธ์ไพรีน เนื่องจากว่าก่อนหน้านี้ คัสซูโนบุ และมัสสาชิ (Kazunobu; & Masashi. 
2004 : 28-35) ได้ออกแบบโมเลกุลชนิดใหม่ โดยใช้ 1-OAc sugar (ภาพประกอบ 28(A)) มาเชื่อมต่อกับ
อนุพันธ์ของแอนทราซีน (ภาพประกอบ 28(B)) ได้เป็น 2-anthrylmethyl 3-N,N’-dimethylamino-
2,3,6-trideoxy-α-D-arabino-hexopyranoside (ภาพประกอบ 28(C)) และ 2-anthrylmethyl 3-N,N’-
dimethylamino-2,3,6-trideoxy-β-D-arabino-hexopyranoside (ภาพประกอบ 28(D)) พบว่าสามารถใช้ใน
การตัด DNA ได้แต่ประสิทธิภาพยังไม่ดีนัก 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 28  (A) โครงสร้างของ 1-OAc sugar  (B) โครงสร้างของ anthracene derivative 

(C) โครงสร้างของ 2-anthrylmethyl 3-N,N’-dimethylamino-2,3,6-trideoxy-α-D-arabino-hexopyranoside  
(D) โครงสร้างของ 2-anthrylmethyl 3-N,N’-dimethylamino-2,3,6-trideoxy-β-D-arabino-hexopyranoside 

 
ต่อมามัสสาชิ และอากาเนะ (Masashi; & Akane. 2006 : 169-174) ได้ท าการศึกษาต่อ

โดยการออกแบบโมเลกุลชนิดใหม่ ซึ่งใช้ glycosyl acetate (ภาพประกอบ 29(A)) มาเชื่อมต่อกับ
อนุพันธ์ ของแอนทราซีนตั ว เดิม  ได้ เ ป็น  2-anthrylmethyl 3-amino-2,3,6-trideoxy-α-D-arabino-
hexopyranoside (ภาพประกอบ 29(B)) และ 2-anthrylmethyl 3-amino-2,3,6-trideoxy-β-D-arabino-
hexopyranoside (ภาพประกอบ 29(C)) พบว่าสามารถใช้ในการตัดโปรตีน lysozyme และ BSA แบบสุ่ม 
(random) ได้โดยท่ีไม่เป็นการตัดแบบจ าเพาะ 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 29 (A) โครงสร้างของ glycosyl acetate (B) โครงสร้างของ 2-anthrylmethyl 3- 

amino-2,3,6-trideoxy-α-D-arabino-hexopyranoside (C) โครงสร้างของ 2-anthrylmethyl  
3-amino-2,3,6-trideoxy-β-D-arabino-hexopyranoside 

D 

R = H 

A B 

C 

R = H 

C 

A B 
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จากงานวิจัยท่ีผ่านมาของมัสสาชิ และอากาเนะ จะเห็นได้ว่าสารที่สังเคราะห์มานั้นสามารถเกิด
การตัดโปรตีนได้ โดยเกิดการ smear ของแถบโปรตีนเม่ือแยกโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE ดังนั้นใน
งานวิจัยนี้ผู้วิจัยจึงสนใจที่จะใช้โมเลกุลของน้ าตาล เช่น D-(+)-glucose (หรืออนุพันธ์ของน้ าตาลชนิด
ต่างๆ) ซึ่งเป็นสับสเตรทของ sugar  binding protein หลายชนิด มาเชื่อมต่อกับอนุพันธ์ไพรีน แทนอนุพันธ์
ของแอนทราซีน เพื่อใช้ในการศึกษาการตัดโปรตีนท่ีต าแหน่งจ าเพาะได้ 

 
กรณีปฏิกิริยาที่กระตุ้นด้วยความร้อน เป็นการน าโลหะแทรนซิชันมาใช้ในการตัดโปรตีน และ

ดีเอ็นเอ โดยสชีบพาส และคูนอต (Schepartz; & Cuenoud. 1990: 3241-3249) ได้ท าการสังเคราะห์
สารประกอบเชิงซ้อนท่ีมี trifluoperazine (TFE) ต่อกับ iron(II) ethylenediamine (Fe(EDTA)) เกิดเป็น
สารประกอบเชิงซ้อน TFE-Fe(EDTA) เพื่อใช้ในการจับ calmodulin เนื่องจาก TFE สามารถจับกับ 
calmodulin ได้ที่ต าแหน่งจ าเพาะ ดังนั้น TFE จะพาสารประกอบเชิงซ้อนน้ีไปที่ binding site ของ TFE ใน 
calmodulin จากนั้นสารประกอบเชิงซ้อนน้ีจะถูกกระตุ้นให้เกิดปฏิกิริยา โดยการเติม reducing agent ซึ่ง
กลไกของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นนี้เป็นแบบออกซิเดชัน (oxidative mechanism) จะเกิด hydroxyl radicals 
(OH.) เป็นตัวที่เข้าไปท าปฏิกิริยากับโปรตีน และท าให้เกิดการแตกของพันธะเพปไทด์ จากการทดลอง
พบว่า calmodulin ถูกตัดได้ 6 เพปไทด์ย่อย  

นอกจากนี้ รานา และเมียร์ส (Rana; & Meares.1990: 2457-2458) ท าการออกแบบโมเลกุล 
โดยน าสารประกอบเชิงซ้อนของ Fe2+ เชื่อมติดกับกรดอะมิโน cystein-34 ของ BSA แล้วเติม reducing 
agent พบว่า BSA  ถูกตัดในบริเวณที่มีสารประกอบเชิงซ้อนติดอยู่ โดยอาศัยกลไกปฎิกิริยาออกซิเดชัน
เช่นเดียวกัน 

รวมทั้ง เซไรเกท และคนอื่นๆ (Sereikaite; et al. 2006: 369-378)  ได้มีการศึกษาการตัด
โปรตีนที่ต าแหน่งจ าเพาะ โดยการใช้โลหะไอออนในสภาวะที่มี ascorbic acid (ASC) และ oxidizing 
agent  เช่น O2 หรือ H2O2  เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาการตัดโปรตีน พบว่า ในระบบ Fe3+/Fe2+-ASC สามารถ
ตัดโปรตีนได้ 4 ชนิด คือ bovine serum alblumin (BSA), lysozyme,  ovalblumin,       -casein 
และ -casein ระบบ Cu2+/Cu+-ASC สามารถตัดโปรตีนได้ 12 ชนิด คือ BSA, ovalblumin, -casein,  
-casein, myoglobin, human growth hormone (hGH), lysozyme, E. coli -galactosidase, E. coli 
alkaline phosphatase,TNF, E. coli DNA polimerase I และ protein UK-114  ส าหรับ Pd2+ ion 
สามารถตัดโปรตีนได้ 2 ชนิด (-casein และ -casein) โปรตีนส่วนใหญ่ถูกตัดเพียงเล็กน้อย  ซึ่งเหตุผล
ที่ท าให้โปรตีนยังคงเสถียร เม่ือถูกตัดโดยเกิดปฏิกิริยาแบบออกซิเดชันมี 2 ประการคือ ประการแรก 
แม้ว่าจะไม่มีการจับหรือเกิดการจับที่ต าแหน่งจ าเพาะของโปรตีน ภายใต้สภาวะท่ีเกิดการออกซิเดชันที่ช้า
จะท าให้ไอออนของโลหะถูกปล่อยออกจากต าแหน่งที่จับ และประการที่สอง hGH จะถูกตัดที่ต าแหน่ง
จ าเพาะ 2 ต าแหน่ง โดยระบบ Cu2+/Cu+-ASC  จะมีอย่างน้อยที่สุดหนึ่ง amino acid residue ของโปรตีน 
ถูกดัดแปลง โดยการเกิด reactive carbonyl 
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การตัดโปรตีนโดยผ่านกลไกแบบออกซิเดชัน จะเกิดจาก hydroxyl radicals (OH.) ที่เกิดขึ้นเข้า
ท าปฏิกิริยากับโปรตีน และท าให้เกิดการแตกของพันธะเพปไทด์ ซึ่งวิธีนี้มักได้ผลิตผลของเพปไทด์ที่ถูกตัด
ในปริมาณที่ต่ า และการดัดแปลงโปรตีนที่กรดอะมิโนจ าเพาะจะท าได้ยาก นอกจากนี้การเกิดออกซิเดชัน
อาจท าลายโปรตีนตรงบริเวณที่ถูกตัด ท าให้ไม่สามารถวิเคราะห์หา amino acid sequence ได้ 

ต่อมา คูมาร์ และบูรณประพฤกษ์ (Kumar; & Buranaprapuk. 2000: 597-598) ได้มีรายงาน
การใช้สารประกอบเชิงซ้อนของ Co3+ ได้แก่ pentammineaquocobalt(III) และ tetrammine- 
diaquocobalt(III) ions ในการตัดไลโซไซม์ ซึ่งก่อให้เกิดการสลาย (hydrolysis) ของพันธะเพปไทด์ โดยไล
โซไซม์ถูกตัดระหว่าง Ala 110 และ Trp 111 และคาดว่ากลไกของการตัดโปรตีนท่ีเกิดขึ้นเป็นปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซีส (hydrolytic reaction) ของพันธะเอไมด์โดยมีโมเลกุลของน้ าเข้ามาจับกับไอออนของโลหะ 
อัตราการเกิดปฏิกิริยาจะขึ้นกับความเข้มข้นของ Co(III) complex ปฏิกิริยาการตัดโปรตีนโดยใช้ Co3+ ใน
กรณีนี้ไม่จ าเป็นต้องใช้ reducing agent ปฏิกิริยาเกิดขึ้นเมื่อน าสารละลายผสมของไลโซไซม์ และ 
pentammineaquocobalt(III) (หรือ tetramminediaquocobalt(III) ions) มาบ่ม (incubate) ที่ 37๐C เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง และการตัดโปรตีนโดยมีกลไกแบบไฮโดรไลซีสจะดีกว่าแบบออกซิเดชัน เนื่องจากการเกิด
ออกซิเดชันอาจท าลายโปรตีนตรงบริเวณที่ถูกตัดท าให้ไม่สามารถวิเคราะห์หาล าดับกรดอะมิโนได้ ดังนั้น 
การพัฒนาสารประกอบเชิงซ้อนหรือไอออนของโลหะทรานซิชันโดยไม่ใช้ reducing agent จึงเป็นเร่ืองที่ท้า
ทาย และน่าสนใจ 

ซึ่งงานวิจัยน้ีผู้วิจัยสนใจที่จะศึกษา โมลิบดินัม (molybdenum) เนื่องจากโมลิบดินัมเป็นโลหะที่
ส าคัญชนิดหนึ่งของสารประกอบชีวโมเลกุล และเป็นโลหะที่พบใน metalloenzymes ยกตัวอย่างเช่น 
sulfite oxidase, nitrate reductase และ carbonmonoxide oxidoreductase เป็นต้น ซึ่ง metalloenzymes 
เหล่านี้พบในพืช โมลิบดินัมในเอนไซม์ nitrate reductase ท าหน้าที่เป็น essential cofactor และจะท า
หน้าที่ช่วยเพิ่มการตรึงไนโตรเจนในพืชบางชนิด หากขาดพืชจะเจริญเติบโตช้า รวมท้ังโมลิบดินัมสามารถ
เกิดเป็นสารประกอบได้ง่าย และสามารถเกิดสารเชิงซ้อนได้หลายรูปแบบ ดังนั้น โมลิบดินัมจึงเป็นโลหะ
ชนิดหนึ่งที่น่าสนใจ โดยยังไม่มีรายงานการตัดโปรตีนอย่างจ าเพาะและมีประสิทธิภาพโดยใช้โลหะ
ชนิดนี้ งานวิจัยนี้จึงเลือกใช้สารประกอบเชิงซ้อนของโมลิบดินัมในการตัดโปรตีน ด้วยกลไกการตัดโปรตีน
เป็นแบบปฏิกิริยาไฮโดรไลซีส 



   
 

บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
ในงานวิจัยครั้งนี้เกี่ยวข้องกับการตัดโปรตีน ด้วยอนุพันธ์ของไพรีนชนิดใหม่โดยการกระตุ้น

ด้วยแสง และการตัดโปรตีน ด้วยสารประกอบเชิงซ้อนหรือไอออนของโลหะแทรนซิชัน โดยการกระตุ้น
ด้วยความร้อน ซึ่งใช้อุปกรณ์ สารเคมี และวิธีการทดลองดังนี้ 
 
1.  อุปกรณ์ เครื่องมือ และสารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 
             1.1  อุปกรณ์ และเครื่องมือที่ใช้ในงานวิจัย  

- เครื่องชั่งละเอียด 4 ต าแหน่ง จากบริษัท  Mettler toledo รุ่น AB104-S  
- magnetic stirrer จากบริษัท GEM รุ่น MS-115 
- แผ่นอะลูมิเนียม TLC จากบริษัท Merck 
- rotary evaporator จากบริษัท Buchi รุ่น R-210 
- melting point apparatus จากบริษัท Griffin 
- ไมโครปิเปตต์ขนาด 2, 10, 20, 100, 200 และ 1000 ไมโครลิตร จากบริษัท Gilson 
- pH meter จากบริษัท  Mettler Toledo 
- cavitator ultrasonic cleaner จากบริษัท Mettler electronics 
- thermoblock จากบริษัท FALC 
- flexi dry จากบริษัท FTS Systems 
- blot filter paper จากบริษัท BIO-RAD 
- Sequi-Blot TM PVDF membrane (0.2 m) จากบริษัท BIO-RAD 
- ชุดอุปกรณ์ Mini Trans-Blot Electrophoretic transfer cell จากบริษัทBIO-RAD 
- ชุดอุปกรณ์ SDS - PAGE apparatus จากบริษัท BIO-RAD 
- เครื่องยูวีสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ รุ่น UV-2401 PC  จากบริษัท Shimadzu 
- เครื่องฟลูออเรสเซนต์สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ รุ่น FP-6200 (PC) จากบริษัท Jasco 
- เครื่องสเปกโทรไลน์ รุ่น  ENF-240C / FE จากบริษัท Spectronics Corporation  

             1.2  สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 
- 1-pyrenebutyric acid (PBA) จากบริษัท Sigma-Aldrich 
- 1(1-pyrene)methylamine hydrochloride (PMA) จากบริษัท Sigma-Aldrich 
- D-(+)-glucose จากบริษัท Carlo Erba  
- D-(+)-glucosamine hydrochloride จากบริษัท Sigma-Aldrich 
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- D-glucoronic acid จากบริษัท Alibaba.com® 
- pyridine จากบริษัท Carlo Erba 
- ß-D-glucopyranosiduronic acid จากบริษัท Toronto Research Chemicals 

- N,N-dimethylformamide จากบริษัท Carlo Erba 
- N,N’-dicyclohexylcarbodiimide (DCC) จากบริษัท Fluka 
- N,N’-diisopropylcarbodiimide (DIC) จากบริษัท Fluka 
- 4-dimethylaminopyridine (DMAP) จากบริษัท Carlo Erbra 
- dichloromethane จากบริษัท Carlo Erbra 
- methanol จากบริษัท Merck 
- n-hexane จากบริษัท Carlo Erbra 
- dimetilsolfossido PPE-ACS จากบริษัท Carlo Erbra 
- isopropyl alcohol จากบริษัท Carlo Erbra 
- acetic acid  จากบริษัท Carlo Erbra 
- acrylamide จากบริษัท Plusone 
- methylenebisacrylamide  จากบริษัท Plusone 
- glycerol จากบริษัท Fluka 
- deionized  water  
- ammonium persulfate จากบริษัท Sigma-Aldrich 
- tetramethylethylenediamine (TMEDA หรือ TEMED) จากบริษัท Sigma-Aldrich 
- โปรตีนชนิดต่างๆ จากบริษัท Sigma-Aldrich 
- Cobalt(III)hexammine trichloride (CoHA) จากบริษัท Sigma-Aldrich 
- coomassie blue R-250 จากบริษัท Sigma-Aldrich 
- cyclohexylaminopropane sulfonic acid (CAPS) จากบริษัท Sigma-Aldrich 
- trizma  base จากบริษัท SAFC 
- trizma[hydroxyl]aminomethane hydrochloride (Trizma hydrochloride) จากบริษัท Sigma-Aldrich 
- tricine จากบริษัท Sigma-Aldrich 
- sodium dodecyl sulfate (SDS) จากบริษัท Sigma-Aldrich 
- mark12TM MW Standard จากบริษัท Invitrogen 
- bromophenol Blue จากบริษัท Plusone 
- 2-mercaptoethanol จากบริษัท Merck 
- ammoniumheptamolybdate-tetrahydrate จากบริษัท Merck 
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2.  การสังเคราะห์ และตรวจสอบโครงสร้างของผลิตภัณฑ์ 
วิธีการทดลอง 
1. น า 1-pyrenebutyric acid (PBA) (หรือ 1(1-pyrene)methylamine hydrochloride (PMA) 

หรือ 1-hydroxypyrene) ไปท าปฎิกิริยากับโมเลกุลของน้ าตาล เช่น D-(+)-glucose (หรืออนุพันธ์ของ
น้ าตาลชนิดต่างๆ) ลงในตัวท าละลาย แล้วเติม coupling reagent (เช่น dicyclohexyl carbodiimide 
(DCC), N,N’-diisopropylcarbodiimide (DIC) เป็นต้น) (ภาพประกอบ 30) 

2. คนสารละลายที่อุณหภูมิห้อง และท าการตรวจสอบผลิตผลที่เกิดขึ้นโดยใช้ TLC ทุกๆ 1 ชั่วโมง เม่ือ
ปริมาณของผลิตผลไม่เกิดเพิ่มขึ้นจึงเติม deionized water เพื่อหยุดปฏิกิริยา 

3. ท าการสกัดผลิตภัณฑ์ด้วย CH2Cl2 จากนั้นเก็บชั้น CH2Cl2 ที่ได้ไปสกัดล้างด้วยน้ า แล้วใช ้
MgSO4 anhydrous เพื่อดูดความชื้น กรองและน าสารละลายท่ีได้ไประเหยแห้ง 

4. น าสารที่ได้ (crude) มาท าให้บริสุทธิ์โดยใช้ column chromatography  โดยใช้ silica gel 
เป็น stationary phase และใช้ตัวท าละลายผสมของ hexane/CH2Cl2/MeOH เป็นตัวชะ 

5. ตรวจสอบโครงสร้างของสารบริสุทธิ์ โดยใช้  UV, Fluorescence, IR, NMR และ mass  
spectroscopy  
 

             
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 30 ปฏิกิริยาการสังเคราะห์ D-5-glucopyranosyl-4(1-pyrene)butyramide (py-glucose) 
 
 

coupling reagent / Stir RT  
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3.  การศึกษาการตัดโปรตีนโดยการกระตุ้นด้วยแสง  
วิธีการทดลอง 
1.  เตรียมสารละลายผสมปริมาตร 200 µl ของผลิตภัณฑ์ที่สังเคราะห์ได้ (probe)  (15 M) 

โปรตีน (15 M) และ CoHA (1 mM) ใน 50 mM Tris–HCl buffer, pH 7.0 และสารละลายผสมที่ไม่มี 
probe หรือ CoHA ในสภาวะเดียวกันเป็นสารละลายควบคุม (control) 

2.  ท าการฉายแสงไปยังสารละลายผสมข้างต้นที่ความยาวคลื่นสูงสุดของ probe ในระยะเวลา
ต่างๆ เช่น 5, 10, 20 นาที เป็นต้น 

3.  เตรียมสารละลายละลายผสมที่ไม่มีการฉายแสง (dark control) เพื่อเป็นการเปรียบเทียบ  
 

4.  การศึกษาการตัดโปรตีนโดยการกระตุ้นด้วยความร้อน  
วิธีการทดลอง 
1.  เตรียมสารละลายผสมปริมาตร 200 µl ของสารประกอบเชิงซ้อนของโลหะแทรนซิ

ชัน เช่น (NH4)6Mo7O24 .
 4(H2O) (0.125 mM) กับโปรตีน  (15 M) ใน 50 mM Tris–HCl buffer, pH 

7.0  
2.  ท าการให้ความร้อนที่ 37๐C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
3.  เตรียมสารละลายละลายผสมที่ไม่มีการให้ความร้อน (heat control) เพื่อเป็นการ

เปรียบเทียบ  
 
5.  การตรวจสอบการตัดโปรตีนด้วยวิธี sodium dodecyl sulfate polyacrylamide    
gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

1.  การเตรียมสารละลายแคโทด 5x (500 มิลลิลิตร) 
trizma  base        6.05   กรัม 
tricine                        8.96   กรัม 
SDS  0.50 กรัม 

ละลาย trizma  base, tricine และ SDS ใน deionize water ปรับปริมาตรให้เป็น 500 
มิลลิลิตร ด้วยน้ า deionize (pH ของสารละลายประมาณ 8.25) 
 

2.  การเตรียมสารละลาย แอโนด 5x (500 มิลลิลิตร) 
trizma  base        12.20 กรัม 

ละลาย trizma   base ใน deionized water ปรับ pH ให้เป็น 8.9 ด้วยกรดไฮโดรคลอ
ริกเข้มข้น แล้วปรับปริมาตรด้วย deionized water ให้เป็น 500 มิลลิลิตร  
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3.  การเตรียมสารละลายเจลบัฟเฟอร์ (50 มิลลิลิตร) 
          trizma  base        36.32     กรัม 
          SDS  0.30 กรัม 
ละลาย trizma  base และ SDS ด้วยน้ า deionize 40 มิลลิลิตร โดยใช้ความร้อนช่วยในการ

ละลาย ปล่อยให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง แล้วปรับ pH ให้เป็น 8.45 ด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น ปรับ
ปริมาตรให้เป็น 50 มิลลิลิตร ด้วย deionized water  
 

4.  การเตรียมสารละลาย อะคริลาไมด์/บิสอะคริลาไมด์ (50 มิลลิลิตร) 
           acrylamide   23.25    กรัม 
           bisacrylamide  0.05 กรมั 
ละลาย acrylamide และ bisacrylamide ด้วย deionized water 40  มิลลิลิตร  

โดยใช้ความร้อนช่วยในการละลาย หลังจากนั้นปล่อยให้เย็นที่อุณหภูมิห้องแล้วปรับปริมาตรให้เป็น50 
มิลลิลิตร ด้วย deionized water   
                                   

5.  การเตรียม loading buffer (100 มิลลิลิตร) 
          SDS                 7        กรัม  
          glycerol                   4        มิลลิลิตร 
          bromophenol blue R-250   0.01    กรัม 

                     50 mM tris-HCl pH 6.8         96       มิลลิลิตร 
                     mercaptoethanol          2        มิลลิลิตร 

ผสม SDS, glycerol, bromophenol blue R-250 และปรับปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตรด้วย 
50 mM Tris-HCl pH 6.8 แล้วเติม mercaptoethanol ที่หลังเม่ือต้องการใช้ 
 

6.  การเตรียม staining solution (250 มิลลิลิตร) 
          isopropanol                 25        มิลลิลิตร   
          acetic acid                   25        มิลลิลิตร 
          coomassie blue R-250   0.05 กรัม 
ละลาย coomassie blue R-250 ใน deionized water แล้วเติม  isopropanol และ acetic acid 

ปริมาตรอย่างละ 25 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเป็น 250 มิลลิลิตร 
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วิธีการทดลอง  
1.  น าสารละลายผสมของปฎิกิริยาทั้งหมดที่ผ่านการฉายแสงหรือผ่านการให้ความร้อน รวมทั้ง

สารละลายควบคุมที่ใช้ในการเปรียบเทียบมาท าให้แห้งด้วยเครื่อง freeze dry  
2.  น าตัวอย่างที่แห้งแล้วไปละลายใน loading buffer (24 l) จากนั้นน าไปต้มเป็นเวลา 3 นาที 

และปล่อยให้เย็นท่ีอุณหภูมิห้อง 
3.  น ามาแยกด้วยกระแสไฟฟ้าโดยวิธี SDS-PAGE โดยใชเ้ปอร์เซนต์เจลที่เหมาะสมต่อโปรตีน 

เลือกกระแสไฟฟ้าที่ 60 โวลต์ ส าหรับ stacking gel และ 110 โวลต์ ส าหรับ separating gel  
4.  ภายหลังการแยก น าโปรตีนไปย้อม (stain) ด้วย staining solution และท าการล้าง  

(destain) โดยใช้ 10% acetic acid 
 
6.  การย้าย โปรตีนโดย Western blot (protein transfer) 
 

1.  การเตรียมสารละลาย CAPS buffer 100 mM , pH 10.5  

 ละลาย CAPS 22.13 กรัม ใน deionized  water   
 ปรับ pH ให้เป็น 11.0 โดยใช้ 2 N NaOH 
 ปรับปริมาตรให้เป็น 1000  มิลลิลิตร 

 
2.  การเตรียม staining solution ส าหรับย้อม polyvinylidene fluoride (PVDF) 

membrane (200 มิลลิลิตร)    

 ชั่ง coomassie blue 200 มิลลิกรัม ละลายใน MeOH 90 มิลลิลิตร น าสารละลายที่ได้
ไปเขย่าเป็นเวลา 30 นาท ี

 เติม deionized  water 90 มิลลิลิตร และ acetic acid 20 มิลลิลิตร แล้วน าไปเขย่าอีก
ครั้ง หลังจากนั้นน าสารละลายท่ีได้มากรอง 

 
3.  การเตรียม destaining solution ส าหรับล้าง polyvinylidene fluoride (PVDF) 

membrane (100 มิลลิลิตร)    

 ผสม MeOH ปริมาตร 45 มิลลิลิตร กับ deionized  water 45 มิลลิลิตร 
 แล้วเติม acetic acid 10 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน 
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วิธีการทดลอง  
1.  ตัด PVDF membrane 1 แผ่น และ blot filter paper 2 แผ่น ให้มีขนาดเท่ากับเจลที่ได้  
2.  น า PVDF membrane ไปแช่ใน 100% methanol เป็นเวลา 2-3 วินาที 
3.  เม่ือน าเจลที่ได้ผ่านกระแสไฟฟ้า เพื่อท าการแยกเพปไทด์เรียบร้อยแล้ว (ไม่ต้องย้อมเจล) 

ต่อจากนั้นให้น า blot filter paper, PVDF membrane, fiber pad และเจลที่เตรียมไว้ มาแช่ใน CAPS 
buffer,  pH 10.5 เป็นเวลา 10-15 นาที   

4.  น าเจล blot filter paper, PVDF membrane, fiber pad และเจลประกบเข้าด้วยกันใน 
buffer tank และต่อเข้ากับแหล่งจ่ายไฟ (power supply) (ภาพประกอบ 31) โดยท าการปรับกระแสไฟฟ้า 
และเวลาที่ใช้ในการ transfer เพื่อให้เกิดการ transfer อย่างมีประสิทธิภาพสูงสุด ซึ่งการทดลองใช้เวลา
ประมาณ 0.5-1.5 ชั่วโมง  

5.  เม่ือครบก าหนดเวลาให้น า PVDF membrane ที่ได้ท าการ transfer โปรตีนมาย้อมใน 
staining solution เป็นเวลาประมาณ 2 นาที (หรือจนมองเห็น band)  แล้วจึงน า PVDF membrane   ไป
ล้าง ด้วย destaining solution ประมาณ 5 นาที แล้วจึงล้าง PVDF membrane ด้วยน้ ากลั่น ทิ้งไว้ให้แห้ง
แล้วท าการตัด band ของเพปไทด์เพื่อน าไปหาล าดับของกรดอะมิโนต่อไป 
 

 

ภาพประกอบ 31  การเตรียมอุปกรณ์ส าหรับการย้ายโปรตีน 
ที่มา : Bio-Rad Laboratories. (2010). (online) 



บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
ในงานวิจัยนีผู้้วิจัยได้ศึกษาการตัดโปรตีน ด้วยอนุพันธ์ของไพรีนชนิดใหม่ โดยการกระตุ้นด้วย

แสง และการตัดโปรตีน ด้วยสารประกอบเชิงซ้อนของโลหะแทรนซิชัน โดยการกระตุ้นด้วยความร้อน 
โดยมีผลการทดลองดังนี้ 

1.  การตัดโปรตีน ด้วยอนุพันธ์ของไพรีนชนิดใหม ่โดยการกระตุ้นด้วยแสง 
1.1   การสังเคราะห์ และตรวจสอบโครงสร้างของอนุพันธ์ของไพรีนชนิดใหม่ 
1.2   การศึกษาการตัดโปรตีน โดยการกระตุ้นด้วยแสง 
1.3   การตรวจสอบการตัดโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE 

2.  การตัดโปรตีน ด้วยสารประกอบเชิงซ้อนของโลหะแทรนซิชัน โดยการกระตุ้นด้วยความร้อน 
2.1   การศึกษาการตัดโปรตีน โดยการกระตุ้นด้วยความร้อน  
2.2   การตรวจสอบการตัดโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE 
2.3   การย้ายโปรตีนโดย Western Blot (protein transfer) เพื่อหาล าดับกรดอะมิโน 

 
1.  การตัดโปรตีน ด้วยอนุพันธ์ของไพรีนชนิดใหม่ โดยการกระตุ้นด้วยแสง 

1.1  การสังเคราะห์ และตรวจสอบโครงสร้างของอนุพันธ์ของไพรีนชนิดใหม ่
จากการสังเคราะห์โมเลกุลของ D-5-glucopyranosyl-4(1-pyrene)butyramide (Py-glucose) ที่

ได้มาท าให้บริสุทธิ์โดย column chromatography ซึ่งผลิตภัณฑ์ถูกชะออกมาที่ 5% CH3OH/CH2Cl2  เป็น
ของแข็งสีขาวอมเหลือง มีร้อยละของผลิตภัณฑ์เท่ากับ 45.77% แล้วน าผลิตภัณฑ์ที่ได้ไปตรวจสอบ
โครงสร้างดังนี ้

1.1.1 การดูดกลืนแสง 
1.1.2 การคายแสง 
1.1.3 Infrared spectroscopy (IR) 
1.1.4 Nuclear Magnetic Resonance (NMR) 
1.1.5 Mass spectroscopy 
1.1.6 จุดหลอมเหลว 
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 1.1.1  การดูดกลืนแสง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 32  สเปกตรัมการดูดกลืนแสงของ Py-glucose 
 

จากสเปกตรัมการดูดกลืนแสงของ Py-glucose พบว่าให้ค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาว
คลื่นประมาณ 352 nm (ภาพประกอบ 32) และจากการหาค่าสัมประสิทธิ์การดูดกลืนแสงของ Py-
glucose โดยกราฟมาตรฐาน มีค่าเท่ากับ 5.4 × 103 M-1cm-1 (ภาพประกอบ 33) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 33 กราฟมาตรฐาน Py-glucose 
 

 
  

352 nm 
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 1.1.2  การคายแสง 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 34  สเปกตรัมการคายแสงของ Py-glucose 
 

จากสเปกตรัมการคายแสงของ Py-glucose พบว่าให้ค่าการคายแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น
ประมาณ 377 nm ความยาวคลื่นท่ีใช้ในการกระตุ้นเท่ากับ 352 nm (ภาพประกอบ 34) 

 
1.1.3  Infrared spectroscopy  

O-H stretch 3328.71 cm-1, C-H aliphatic stretch 2929.39-2852.03 cm-1, C=O 
(ester) 1702.11 cm-1, C=C (alkene) 1627.19 cm-1, C-H bending 1449.73 cm-1, C-O stretch 
1311.58-1087.62 cm-1 
 

1.1.4  Nuclear Magnetic Resonance (NMR)  
1H NMR (400 MHz, d6-DMSO): 7.8–8.3 (9H), 5.5 (1H), 3.9 (1H), 3.3 (5H), 2.3  

(2H), 2.0 (2H), 1.4–1.7 (2H) 
 

1.1.5  Mass spectroscopy  
MS data (FAB): m/z 450.1 (M+) 

 
1.1.6  จุดหลอมเหลว   

170 -175 องศาเซลเซียส 

377 nm 



 
 

38 

1.2 การศึกษาการตัดโปรตีน โดยการกระตุ้นด้วยแสง          
การศึกษาการตัดโปรตีน โดยการฉายแสงไปยังสารละลายผสมเป็นวิธีการการกระตุ้นให้

เกิดปฏิกิริยาได้ทางหนึ่ง เสมือนแสงเป็นสารเคมีตัวหนึ่งในปฏิกิริยาซึ่งมีประโยชน์ดังนี้ 
 สะดวกในการใช้และราคาไม่แพง 
 สามารถควบคุมปฏิกิริยาได้ง่าย (sharp control) โดยการเปิดและปิดแสง 
 การเลือกความยาวคลื่นท่ีจ าเพาะในการกระตุ้นโมเลกุลให้เกิดปฏิกิริยาจะช่วยลดการ 

เกิดปฏิกิริยาข้างเคียงได้ 
การเตรียมสารละลายผสมปริมาตร 200 µL ประกอบด้วย Py-glucose (15 M) โปรตีน (15 M) และ 

CoHA (1 mM) ในสารละลาย 50 mM Tris-HCl pH 7.0 เตรียมดังตาราง 3 
 
ตาราง 3 การเตรียมสารละลายผสม เพื่อศึกษาการตัดโปรตีนด้วยแสง 

 

หลอดที่ รีเอเจนต์ 
เวลาที่ใช้ในการฉายแสง (นาท)ี 

ที่ความยาวคลื่น 352 nm 
1 Py-glucose โปรตีน CoHA Control 
2 Py-glucose โปรตีน CoHA 5  
3 Py-glucose โปรตีน CoHA 10  
4 Py-glucose โปรตีน CoHA 20  
5 Py-glucose โปรตีน - Control 
6 Py-glucose โปรตีน - 20  
7 - โปรตีน CoHA Control 
8 - โปรตีน CoHA 20  

  
ซึ่งโปรตีนชนิดต่างๆที่ได้น ามาทดสอบคือ 1) lysozyme 2) avidin 3) β-glucosidase 4) 

bovine serum albumin (BSA) 5) lectin 6) L-amino acid 7) myoglobin 8) α-casein 9) α-
chymotrypsin 10) pepsin 11) β-lactoglobulin B 12) concanacalin A 
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1.3  การตรวจสอบการตัดโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE 
จากนั้นน าสารละลายผสมที่ผ่านการฉายแสงที่ความยาวคลื่น 352 nm ไประเหยให้แห้ง

ด้วยเครื่อง Flexi Dry จากบริษัท FTS Systems แล้วน ามาตรวจสอบการตัดโปรตีนด้วยเทคนิคทางอิ
เล็กโตรโฟเรซีส (SDS-PAGE) พบว่าสามารถตัด lysozyme (ภาพประกอบ 35-36) และ avidin 
(ภาพประกอบ 38) ได้ และพบว่าการที่ปฏิกิริยาการตัดโปรตีนจะเกิดขึ้นได้นั้น ต้องมีตัวรับอิเล็กตรอน 
(electron acceptor) อยู่ด้วย ซึ่งตัวรับอิเล็กตรอนที่ใช้คือ Cobalt(III)hexammine trichloride 
(Co(NH3)6Cl3 หรือ CoHA) โดย CoHA ดูดกลืนแสงได้น้อยมากในช่วงความยาวคลื่นน้ี 
 
                                          1    2    3    4    5    6    7    8    9 

        
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 35 แสดง SDS-PAGE ของการตัด lysozyme ที่ต าแหน่งจ าเพาะด้วยแสง 
Lane 1 : Marker 
Lane 2 : 15 µM Py-glucose + 15 µM lysozyme + 1 mM CoHA, dark control 
Lane 3 : 15 µM Py-glucose + 15 µM lysozyme + 1 mM CoHA, 352 nm, 5 min 
Lane 4 : 15 µM Py-glucose + 15 µM lysozyme + 1 mM CoHA, 352 nm, 10 min 
Lane 5 : 15 µM Py-glucose + 15 µM lysozyme + 1 mM CoHA, 352 nm, 20 min 
Lane 6 : 15 µM Py-glucose + 15 µM lysozyme, dark control 
Lane 7 : 15 µM Py-glucose + 15 µM lysozyme, 352 nm, 20 min 
Lane 8 : 15 µM lysozyme + 1 mM CoHA, dark control 
Lane 9 : 15 µM lysozyme + 1 mM CoHA, 352 nm, 20 min 
 

จากการตรวจสอบการตัดโปรตีนด้วย SDS-PAGE พบว่า lysozyme ถูกตัดที่ต าแหน่งจ าเพาะ 
1 ต าแหน่ง โดยเกิด fragment อย่างน้อย 2 fragment แต่ที่พบเพียง 1 band บนเจลอาจเป็นเพราะว่า
เพปไทด์อีกสายมี molecular weight น้อย ท าให้ staining solution ย้อมสีได้ไม่ชัดเจน นอกจากนี้ยัง
แสดงให้เห็นถึงความจ าเพาะ (specificity) ของ probe ในการตัดโปรตีน โดยการตัดโปรตีนจะเกิดขึ้นได้
ต้องมี probe ตัวรับอิเล็กตรอน และแสง (ภาพประกอบ 35 ; Lane 3-5) หากขาดตัวใดตัวหนึ่งจะไม่สามารถ
เกิดการตัดโปรตีนได้  
 

31.0 - 
21.5 - 
14.4 - 
6.0 - 
3.5 - 

kDa 
Ι 
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นอกจากนี้ผู้วิจัยได้ท าการศึกษาต่อถึงเวลาที่น้อยที่สุดในการเกิดปฏิกิริยาการตัดโปรตีน 
(lysozyme) เมื่อท าการฉายท่ี 352 nm 
 
                                           1     2    3     4     5     6     7     

                 
 
 
 
 

 
 

ภาพประกอบ 36 แสดง SDS-PAGE ของการตัด lysozyme ที่ต าแหน่งจ าเพาะด้วยแสง 
Lane 1 : Marker 
Lane 2 : 15 µM Py-glucose + 15 µM lysozyme + 1 mM CoHA, dark control  
Lane 3 : 15 µM Py-glucose + 15 µM lysozyme + 1 mM CoHA, 352 nm, 1 min 
Lane 4 : 15 µM Py-glucose + 15 µM lysozyme + 1 mM CoHA, 352 nm, 2 min 
Lane 5 : 15 µM Py-glucose + 15 µM lysozyme + 1 mM CoHA, 352 nm, 3 min 
Lane 6 : 15 µM Py-glucose + 15 µM lysozyme + 1 mM CoHA, 352 nm, 4 min 
Lane 7 : 15 µM Py-glucose + 15 µM lysozyme + 1 mM CoHA, 352 nm, 5 min 
 

จากผลการทดลองพบว่าการฉายแสงเพียง 3 นาที ก็สามารถท าให้เกิดปฏิกิริยาการตัดโปรตีน
ได้อย่างมีประสิทธิภาพ (ภาพประกอบ 36 ; Lane 5) 
 

การค านวณหามวลโมเลกุลโดยประมาณของเพปไทด์ที่ได้จากการตัดโปรตีน (lysozyme) ท า
โดยการวัดระยะทางของโปรตีนมาตรฐาน (Rf ของ marker) และ fragment ที่ได้จากการตัดโปรตีน มี
หน่วยเป็นเซนติเมตร (cm) ได้ผลดังแสดงในตาราง 4 
 
 
 
 
 
 
 
 

31.0 - 
21.5 - 
14.4 - 
6.0 - 
3.5 - 

  kDa 
Ι 

 
ΙΙ 
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ตาราง 4 การค านวณหามวลโมเลกุลของเพปไทด์ท่ีได้จากการตัด lysozyme 
 

MW 
(marker) (kDa) 

Rf 
(marker) (cm) 

log MW 
(marker) 

66300 0.3 4.82 

55400 0.4 4.74 
36500 0.9 4.56 

31000 1.1 4.5 
21500 1.5 4.33 

14400 2 4.16 
6000 2.7 3.78 

3500 3.2 3.54 
 

จากนั้นพลอตกราฟระหว่าง logarithm ของมวลโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน (log MW 
marker) กับอัตราเร็วในการเคลื่อนท่ีของสายเพปไทด์บนเจล (ภาพประกอบ 37) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 37 กราฟระหว่าง logarithm ของมวลโมเลกุล (log MW) ของโปรตีนมาตรฐานกับ 

อัตราเร็วในการเคลื่อนท่ีของสายเพปไทด์บนเจล 
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อัตราเร็วในการเคลื่อนที่ (mobility) ของสายเพปไทด์ จะมีความสัมพันธ์เป็นเส้นตรงกับ 
logarithm ของมวลโมเลกุลของโปรตีน (log MW) ดังสมการ 

 
Log MW = a – bx 

 
โดยที่ a และ b เป็นค่าคงที่ และ x คืออัตราเร็วในการเคลื่อนที่ของสายเพปไทด์ จากการ

ค านวณหามวลโมเลกุลของ fragments ที่ระยะทางของเพปไทด์ที่วัดได้เป็น 2.5 และ 3.1 (cm) พบว่ามี
มวลโมเลกุลประมาณ 7.57 และ 4.18 (kDa)  
 

นอกจากนี้ ผู้วิจัยได้ศึกษาการตัด avidin พบว่านอกจาก probe จะสามารถตัด lysozyme ได้
แล้ว probe ยังสามารถตัด avidin ที่ต าแหน่งจ าเพาะได้อีกด้วย (ภาพประกอบ 38) 

 
                                          1    2    3    4    5    6    7    8    9 

 
 
 
 
 

 
 
 

ภาพประกอบ 38 แสดง SDS-PAGE ของการตัด avidin ที่ต าแหน่งจ าเพาะด้วยแสง 
 

Lane 1 : Marker 
Lane 2 : 15 µM Py-glucose + 15 µM avidin + 1 mM CoHA, dark control  
Lane 3 : 15 µM Py-glucose + 15 µM avidin + 1 mM CoHA, 352 nm, 5 min 
Lane 4 : 15 µM Py-glucose + 15 µM avidin + 1 mM CoHA, 352 nm, 10 min 
Lane 5 : 15 µM Py-glucose + 15 µM avidin + 1 mM CoHA, 352 nm, 20 min 
Lane 6 : 15 µM Py-glucose + 15 µM avidin, dark control  
Lane 7 : 15 µM Py-glucose + 15 µM avidin, 352 nm, 20 min 
Lane 8 : 15 µM avidin + 1 mM CoHA, dark control 
Lane 9 : 15 µM avidin + 1 mM CoHA, 352 nm, 20 min 
 

kDa 

31.0 - 
21.5 - 
14.4 - 
6.0 - 
3.5 - 

Ι 

 
ΙΙ 
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จากการตรวจสอบการตัดโปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE พบว่า avidin ถูกตัดที่ต าแหน่ง
จ าเพาะ 1 ต าแหน่ง โดยเกิด fragment ที่สามารถเห็นได้บนเจลอย่างน้อย 2 band (ภาพประกอบ 38 ; 
Lane 3-5) 

การค านวณหามวลโมเลกุลโดยประมาณของเพปไทด์ที่ได้จากการตัดโปรตีน (avidin) ท าได้
โดยวัดระยะทางของโปรตีนมาตรฐาน (Rf ของ marker) และ fragment ที่ได้จากการตัดโปรตีน (avidin) 
มีหน่วยเป็นเซนติเมตร (cm) ดังตาราง 5 
 
ตาราง 5 การค านวณหามวลโมเลกุลของเพปไทด์ที่ได้จากการตัด avidin 
 

MW  
(marker) (kDa) 

Rf 
(marker) (cm) 

log MW 
(marker) 

97400 0.6 4.99 
66300 1 4.82 
55400 1.3 4.74 
36500 1.9 4.56 
31000 2.1 4.5 
21500 2.6 4.33 
14400 3.1 4.16 
6000 3.9 3.78 
3500 4.5 3.54 

 
แล้วพลอตกราฟระหว่าง logarithm ของมวลโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน (log MW marker) กับ

อัตราเร็วในการเคลื่อนที่ของสายเพปไทด์บนเจล (ภาพประกอบ 39) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 39 กราฟระหว่าง logarithm ของมวลโมเลกุล (log MW) ของโปรตีนมาตรฐานกับ 

อัตราเร็วในการเคลื่อนท่ีของสายเพปไทด์บนเจล 
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จากการค านวณหามวลโมเลกุลของ fragments ในต าแหน่งที่ 1 ระยะทางของเพปไทด์ที่วัดได้
เป็น 3.8 cm พบว่ามีมวลโมเลกุลประมาณ 7.01 kDa และมวลโมเลกุลของ fragments ในต าแหน่งที่ 2 
ระยะทางของเพปไทด์ที่วัดได้เป็น 4.2 cm พบว่ามีมวลโมเลกุลประมาณ 5.01 kDa 
 

ส่วนโปรตีนอื่นๆ  ได้แก่ bovine serum albumin (BSA) , lectin, L-amino acid, 
myoglobin, β-glucosidase, α-casein, α-chymotrypsin และ pepsin ที่ได้น ามาทดสอบพบว่าไม่เกิด
การตัด โปรตีน  (ภาพประกอบ 40 -47 )  และมี โปรตีนบางชนิด เกิ ด เป็น  d imer  ขึ้ น  เ ช่น   
β-lactoglobulin B และ concanacalin A (ภาพประกอบ 48-49) 
 

                1    2    3    4    5    6    7    8    9 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 40 แสดง SDS-PAGE ของ BSA 
Lane 1 : Marker 
Lane 2 : 15 µM Py-glucose + 15 µM BSA + 1 mM CoHA, dark control  
Lane 3 : 15 µM Py-glucose + 15 µM BSA + 1 mM CoHA, 352 nm, 5 min 
Lane 4 : 15 µM Py-glucose + 15 µM BSA + 1 mM CoHA, 352 nm, 10 min 
Lane 5 : 15 µM Py-glucose + 15 µM BSA + 1 mM CoHA, 352 nm, 20 min 
Lane 6 : 15 µM Py-glucose + 15 µM BSA, dark control  
Lane 7 : 15 µM Py-glucose + 15 µM BSA, 352 nm, 20 min 
Lane 8 : 15 µM BSA + 1 mM CoHA, dark control 
Lane 9 : 15 µM BSA + 1 mM CoHA, 352 nm, 20 min 
 
 
 
 
 
 

 

kDa 
31.0 - 
21.5 - 
14.4 - 
6.0 - 
3.5 - 
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                1    2    3    4    5    6    7    8   
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 41 แสดง SDS-PAGE ของ lectin 
Lane 1 : Marker 
Lane 2 : 15 µM Py-glucose + 15 µM lectin + 1 mM CoHA, dark control  
Lane 3 : 15 µM Py-glucose + 15 µM lectin + 1 mM CoHA, 352 nm, 5 min 
Lane 4 : 15 µM Py-glucose + 15 µM lectin + 1 mM CoHA, 352 nm, 20 min 
Lane 5 : 15 µM Py-glucose + 15 µM lectin, dark control  
Lane 6 : 15 µM Py-glucose + 15 µM lectin, 352 nm, 20 min 
Lane 7 : 15 µM lectin + 1 mM CoHA, dark control 
Lane 8 : 15 µM lectin + 1 mM CoHA, 352 nm, 20 min 
 

        1   2    3    4   5    6   7   8    9 
 
 
 
 

 
 

ภาพประกอบ 42 แสดง SDS-PAGE ของ L-amino acid 
Lane 1 : Marker 
Lane 2 : 15 µM Py-glucose + 15 µM L-amino acid + 1 mM CoHA, dark control  
Lane 3 : 15 µM Py-glucose + 15 µM L-amino acid + 1 mM CoHA, 352 nm, 5 min 
Lane 4 : 15 µM Py-glucose + 15 µM L-amino acid + 1 mM CoHA, 352 nm, 10 min 
Lane 5 : 15 µM Py-glucose + 15 µM L-amino acid + 1 mM CoHA, 352 nm, 20 min 
Lane 6 : 15 µM Py-glucose + 15 µM L-amino acid, dark control  
Lane 7 : 15 µM Py-glucose + 15 µM L-amino acid, 352 nm, 20 min 
Lane 8 : 15 µM L-amino acid + 1 mM CoHA, dark control 
Lane 9 : 15 µM L-amino acid + 1 mM CoHA, 352 nm, 20 min 

kDa 31.0 - 
21.5 - 
14.4 - 
6.0 - 
3.5 - 

kDa 31.0 - 
21.5 - 
14.4 - 
6.0 - 
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         1    2    3    4    5    6    7    8    9 
 
 
 
 

 
ภาพประกอบ 43 แสดง SDS-PAGE ของ myoglobin 

Lane 1 : Marker 
Lane 2 : 15 µM Py-glucose + 15 µM myoglobin + 1 mM CoHA, dark control  
Lane 3 : 15 µM Py-glucose + 15 µM myoglobin + 1 mM CoHA, 352 nm, 5 min 
Lane 4 : 15 µM Py-glucose + 15 µM myoglobin + 1 mM CoHA, 352 nm, 10 min 
Lane 5 : 15 µM Py-glucose + 15 µM myoglobin + 1 mM CoHA, 352 nm, 20 min 
Lane 6 : 15 µM Py-glucose + 15 µM myoglobin, dark control  
Lane 7 : 15 µM Py-glucose + 15 µM myoglobin, 352 nm, 20 min 
Lane 8 : 15 µM myoglobin + 1 mM CoHA, dark control 
Lane 9 : 15 µM myoglobin + 1 mM CoHA, 352 nm, 20 min 
 

         1    2    3    4    5    6    7    8    9 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 44 แสดง SDS-PAGE ของ β-glucosidase 
Lane 1 : Marker 
Lane 2 : 15 µM Py-glucose + 15 µM β-glucosidase + 1 mM CoHA, dark control  
Lane 3 : 15 µM Py-glucose + 15 µM β-glucosidase + 1 mM CoHA, 352 nm, 5 min 
Lane 4 : 15 µM Py-glucose + 15 µM β-glucosidase + 1 mM CoHA, 352 nm, 10 min 
Lane 5 : 15 µM Py-glucose + 15 µM β-glucosidase + 1 mM CoHA, 352 nm, 20 min 
Lane 6 : 15 µM Py-glucose + 15 µM β-glucosidase, dark control  
Lane 7 : 15 µM Py-glucose + 15 µM β-glucosidase, 352 nm, 20 min 
Lane 8 : 15 µM β-glucosidase + 1 mM CoHA, dark control 
Lane 9 : 15 µM β-glucosidase + 1 mM CoHA, 352 nm, 20 min 
 

kDa 31.0 - 
21.5 - 
14.4 - 
6.0 –  
3.5 – 

 

kDa 31.0 - 
21.5 - 
14.4 - 
6.0 - 
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        1    2    3    4    5    6    7    8    9 
 

 
 
 

 
ภาพประกอบ 45 แสดง SDS-PAGE ของ α-casein 

Lane 1 : Marker 
Lane 2 : 15 µM Py-glucose + 15 µM α-casein + 1 mM CoHA, dark control  
Lane 3 : 15 µM Py-glucose + 15 µM α-casein + 1 mM CoHA, 352 nm, 5 min 
Lane 4 : 15 µM Py-glucose + 15 µM α-casein + 1 mM CoHA, 352 nm, 10 min 
Lane 5 : 15 µM Py-glucose + 15 µM α-casein + 1 mM CoHA, 352 nm, 20 min 
Lane 6 : 15 µM Py-glucose + 15 µM α-casein, dark control  
Lane 7 : 15 µM Py-glucose + 15 µM α-casein, 352 nm, 20 min 
Lane 8 : 15 µM α-casein + 1 mM CoHA, dark control 
Lane 9 : 15 µM α-casein + 1 mM CoHA, 352 nm, 20 min 
 

        1    2    3    4    5    6    7    8    9 
 
 
 
 

 
 

ภาพประกอบ 46 แสดง SDS-PAGE ของ α-chymotrypsin 
Lane 1 : Marker 
Lane 2 : 15 µM Py-glucose + 15 µM α-chymotrypsin + 1 mM CoHA, dark control  
Lane 3 : 15 µM Py-glucose + 15 µM α-chymotrypsin + 1 mM CoHA, 352 nm, 5 min 
Lane 4 : 15 µM Py-glucose + 15 µM α-chymotrypsin + 1 mM CoHA, 352 nm, 10 min 
Lane 5 : 15 µM Py-glucose + 15 µM α-chymotrypsin + 1 mM CoHA, 352 nm, 20 min 
Lane 6 : 15 µM Py-glucose + 15 µM α-chymotrypsin, dark control  
Lane 7 : 15 µM Py-glucose + 15 µM α-chymotrypsin, 352 nm, 20 min 
Lane 8 : 15 µM α-chymotrypsin + 1 mM CoHA, dark control 
Lane 9 : 15 µM α-chymotrypsin + 1 mM CoHA, 352 nm, 20 min 

kDa 31.0 - 
21.5 - 
14.4 - 
6.0 -  

 

kDa 31.0 - 
21.5 - 
14.4 - 
6.0 -  
3.5 - 
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        1    2    3    4    5    6    7    8    9 

 
 
 
 

 
ภาพประกอบ 47 แสดง SDS-PAGE ของ pepsin 

Lane 1 : Marker 
Lane 2 : 15 µM Py-glucose + 15 µM pepsin + 1 mM CoHA, dark control  
Lane 3 : 15 µM Py-glucose + 15 µM pepsin + 1 mM CoHA, 352 nm, 5 min 
Lane 4 : 15 µM Py-glucose + 15 µM pepsin + 1 mM CoHA, 352 nm, 10 min 
Lane 5 : 15 µM Py-glucose + 15 µM pepsin + 1 mM CoHA, 352 nm, 20 min 
Lane 6 : 15 µM Py-glucose + 15 µM pepsin, dark control  
Lane 7 : 15 µM Py-glucose + 15 µM pepsin, 352 nm, 20 min 
Lane 8 : 15 µM pepsin + 1 mM CoHA, dark control 
Lane 9 : 15 µM pepsin + 1 mM CoHA, 352 nm, 20 min 
 

        1    2    3    4    5    6    7    8    9 
 
 
 
 

 
ภาพประกอบ 48 แสดง SDS-PAGE ของ β-lactoglobulin B 

Lane 1 : Marker 
Lane 2 : 15 µM Py-glucose + 15 µM β-lactoglobulin B + 1 mM CoHA, dark control  
Lane 3 : 15 µM Py-glucose + 15 µM β-lactoglobulin B + 1 mM CoHA, 352 nm, 5 min 
Lane 4 : 15 µM Py-glucose + 15 µM β-lactoglobulin B + 1 mM CoHA, 352 nm, 10 min 
Lane 5 : 15 µM Py-glucose + 15 µM β-lactoglobulin B + 1 mM CoHA, 352 nm, 20 min 
Lane 6 : 15 µM Py-glucose + 15 µM β-lactoglobulin B, dark control  
Lane 7 : 15 µM Py-glucose + 15 µM β-lactoglobulin B, 352 nm, 20 min 
Lane 8 : 15 µM β-lactoglobulin B + 1 mM CoHA, dark control 
Lane 9 : 15 µM β-lactoglobulin B + 1 mM CoHA, 352 nm, 20 min 

kDa 31.0 - 
21.5 - 
14.4 - 
6.0 -  

 

kDa 31.0 - 
21.5 - 
14.4 - 
6.0 -  
3.5 - 

เกิด dimer 
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        1    2    3    4    5    6    7    8    9 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพประกอบ 49 แสดง SDS-PAGE ของ concanavalin A 

Lane 1 : Marker 
Lane 2 : 15 µM Py-glucose + 15 µM concanavalin A + 1 mM CoHA, dark control  
Lane 3 : 15 µM Py-glucose + 15 µM concanavalin A + 1 mM CoHA, 352 nm, 5 min 
Lane 4 : 15 µM Py-glucose + 15 µM concanavalin A + 1 mM CoHA, 352 nm, 10 min 
Lane 5 : 15 µM Py-glucose + 15 µM concanavalin A + 1 mM CoHA, 352 nm, 20 min 
Lane 6 : 15 µM Py-glucose + 15 µM concanavalin A, dark control  
Lane 7 : 15 µM Py-glucose + 15 µM concanavalin A, 352 nm, 20 min 
Lane 8 : 15 µM concanavalin A + 1 mM CoHA, dark control 
Lane 9 : 15 µM concanavalin A + 1 mM CoHA, 352 nm, 20 min 
 

เนื่องจาก Py-glucose ที่สังเคราะห์ได้ไม่มีความเสถียรเท่าที่ควร ค่าการดูดกลืนแสงของ
สารละลาย Py-glucose ในสารละลายบัฟเฟอร์ 50 mM Tris-Cl, pH 7.0 จะลดลงเรื่อยๆ เม่ือท าการวัด
การดูดกลืนแสงซ้ าที่ความยาวคลื่นเดิม ผู้วิจัยจึงไม่ได้ท าการศึกษาการ binding ระหว่าง 
Py-glucose และโปรตีน และไม่ได้ท าการย้ายโปรตีนที่ไดจ้ากการตัด เพื่อหาล าดับของกรดอะมิโน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

kDa 31.0 - 
21.5 - 
14.4 - 
6.0 -  
3.5 - 

เกิด dimer 



 
 

50 

2.  การตัดโปรตีน ด้วยสารประกอบเชิงซ้อนของโลหะแทรนซิชัน โดยการกระตุ้นด้วย
ความร้อน 

2.1  การศึกษาการตัดโปรตีน โดยการกระตุ้นด้วยความร้อน  
จากการทดลองก่อนหน้านี้ ผู้วิจัยพบว่าการใช้ Mo7O24

6- ความเข้มข้นเพียง 0.125 mM 
สามารถใช้ตัดโปรตีนได้ ดังนั้นในงานวิจัยครั้งนี้จึงท าการเตรียมสารละลายผสมปริมาตร 200 µL ของ 
Mo7O24

6- (0.125 mM) และ pepsin (15 M) ใน 50 mM Tris–HCl buffer, pH 7.0 แล้วให้ความ
ร้อนที่ 37๐C เป็นเวลา 1-24 ชั่วโมง และเตรียมสารละลายผสมที่ไม่มีการให้ความร้อน (heat control) 
โดยน าไปแช่แข็งที่ –20๐C ทันทีหลังผสมสารละลายเสร็จ เพื่อใช้เป็นสารเปรียบเทียบ เตรียมดังตาราง 6 
 
ตาราง 6 การเตรียมสารละลายผสม เพื่อศึกษาการตัดโปรตีนด้วยความร้อน 
 

หลอดที่ รีเอเจนต์ 
เวลาที่ใช้ในการให้ความร้อน (ชั่วโมง)     

 ที่อุณหภูมิ 37๐C 

1 - pepsin Control 
2 Mo7O24

6-  pepsin Control 
3 Mo7O24

6-  pepsin 2 
4 Mo7O24

6-  pepsin 4 
5 Mo7O24

6-  pepsin 6 
6 Mo7O24

6-  pepsin 18 
7 Mo7O24

6-  pepsin 24 
8 Mo7O24

6-  pepsin 48 
9 Mo7O24

6-  pepsin 72 
 

2.2  การตรวจสอบการตัดโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE 
จากนั้นน าสารละลายผสมที่ผ่านการให้ความร้อนที่ 37๐C ไประเหยให้แห้งด้วยเครื่อง Flexi 

Dry จากบริษัท FTS Systems แล้วน ามาตรวจสอบการตัดโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE พบว่า 
pepsin ถูกตัดโดยใช้ความเข้มข้นของ Mo7O24

6- เพียง 0.125 mM เท่านั้น และปฏิกิริยาสามารถเกิด
ภายใต้สภาวะที่ไม่รุนแรง (pH 7.0 และอุณหภูมิ 37 ๐C) (ภาพประกอบ 50)    
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ภาพประกอบ 50 แสดง SDS-PAGE ของการตัด pepsin ที่ต าแหน่งจ าเพาะด้วยความร้อน 
Lane 1 : Marker 
Lane 2 : 15 µM pepsin  
Lane 3 : 0.125 mM Mo7O24

6- + 15 µM pepsin, heat control  
Lane 4 : 0.125 mM Mo7O24

6- + 15 µM pepsin, 37๐C, 2 hr.  
Lane 5 : 0.125 mM Mo7O24

6- + 15 µM pepsin, 37๐C, 4 hr.  
Lane 6 : 0.125 mM Mo7O24

6- + 15 µM pepsin, 37๐C, 6 hr.  
Lane 7 : 0.125 mM Mo7O24

6- + 15 µM pepsin, 37๐C, 18 hr. 
Lane 8 : 0.125 mM Mo7O24

6- + 15 µM pepsin, 37๐C, 24 hr. 
Lane 9 : 0.125 mM Mo7O24

6- + 15 µM pepsin, 37๐C, 48 hr. 
Lane 10 : 0.125 mM Mo7O24

6- + 15 µM pepsin, 37๐C, 72 hr. 
 

จากการตรวจสอบการตัดโปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE จะเห็นได้ว่าปฏิกิริยาสามารถเกิดขึ้น
ในระยะเวลาเพียง 2 ชั่วโมง (ภาพประกอบ 50 ; Lane 4) โดยพบ band ของ fragment ที่ได้จากการตัด
โปรตีนอย่างน้อย 3 band แต่ที่เห็นสีย้อมบนเจลไม่ชัดเจนอาจเป็นเพราะสายเพปไทด์ที่ตัดได้มีปริมาณ
น้อย และเม่ือเพิ่มเวลาในการให้ความร้อน (2-18 hr) ปฏิกิริยาจะเกิดได้มากขึ้น (ภาพประกอบ 50 ; Lane 
4-6) แต่หลังจากให้ความร้อนเกิน 18 ชั่วโมง การเกิดปฏิกิริยาจะคงที่ (ภาพประกอบ 50 ; Lane 7-8) 
นอกจากนี้ยังพบว่าความจ าเพาะในการตัดโปรตีนจะลดลง หากเพิ่มระยะเวลาในการให้ความร้อนนาน
กว่า 48 ชั่วโมง โดยเกิดการ smear บนเจล (ภาพประกอบ 50 ; Lane 9-10)  

ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกใช้อุณหภูมิ 37๐C ที่ระยะเวลา 24 ชั่วโมง มาทดสอบอีกครั้งเพื่อยืนยันผล 
(ภาพประกอบ 51) จะเห็นได้ว่าเกิดการตัดโปรตีนที่ต าแหน่งจ าเพาะถึง 3 ต าแหน่ง จากนั้นจึงน าเจลมาท า
การย้ายโปรตีนโดย Western Blot (protein transfer) เพื่อหาล าดับกรดอะมิโนต่อไป  
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ภาพประกอบ 51 แสดง SDS-PAGE ของการตัดโปรตีน pepsin ที่ต าแหน่งจ าเพาะด้วยความร้อน 
Lane 1 : Marker 
Lane 2 : 0.125 mM Mo7O24

6- + 15 µM pepsin, heat control  
Lane 3 : 0.125 mM Mo7O24

6- + 15 µM pepsin, 37๐C, 24 hr.  
 

2.3  การย้ายโปรตีนโดย Western Blot (protein transfer) เพื่อหาล าดับกรดอะมิโน 
เม่ือตรวจสอบการตัดโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE แล้ว จึงท าการย้ายโปรตีนที่ได้จากการตัด 

เพื่อหาล าดับของกรดอะมิโน การทดลองในขั้นตอนนี้ จะใช้สภาวะในการ transfer ดังนี้ คือ กระแสไฟฟ้า 
140 มิลลิแอมแปร์ ความต่างศักย์ 50 โวลต์ เวลา 60 นาที และ CAPs buffer, pH 10.95 เป็นอิเล็กโทร
ไลต์ จากการหาล าดับกรดอะมิโนที่ถูกตัดจะท าโดยส่งไปวิเคราะห์ที่ Midwest Analytical, Inc., USA. 
พบว่าทั้ง 3 ต าแหน่ง (Ι, ΙΙ และ ΙΙΙ) ที่ได้จากการตัดโปรตีน (pepsin) มีมวลโมเลกุลประมาณ 23, 19 และ 
16 kDa ตามล าดับ โดยหาล าดับของกรดอะมิโน 5 ล าดับจากปลายด้าน NH2 (N-terminal) พบว่าใน
ต าแหน่ง Ι มีล าดับของกรดอะมิโนเป็น YYAPF (Tyr-Tyr-Ala-Pro-Phe) ส่วนต าแหน่ง ΙΙ พบ
ล าดับของกรดอะมิโน 2 สาย คือ LGGID (Leu-Gly-Gly-Ile-Asp) และ IGDEP (Ile-Gly-Asp-Glu-Pro) ซึ่ง
เป็น N-terminal ของ pepsin และ ต าแหน่ง ΙΙΙ มีล าดับของกรดอะมิโนเป็น NWVPV (Asn-Trp-Val-Pro-Val) 
เม่ือเปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนของ pepsin จะพบว่าการตัดโปรตีนเกิดขึ้นที่ 3 ต าแหน่ง 
คือ ระหว่าง Leu 112-Tyr 113, Leu 166-Leu 167 และ Leu 178-Asn 179 
 

H2N-Ile-Gly-Asp-Glu-Pro….….Ser-Phe - Leu (112) – Tyr(113)-Tyr-Ala-Pro-Phe….....-COOH 
 

H2N-Ile-Gly-Asp-Glu-Pro….….Val-Val-Leu (166) – Leu(167)-Gly-Gly-Ile-Asp….....-COOH 
 

H2N-Ile-Gly-Asp-Glu-Pro….….Gly-Ser-Leu (178) – Asn(179)-Trp-Val-Pro-Val….....-COOH 
 



บทที่ 5 
การสรปุผล อภิปรายผลการวิจยั และข้อเสนอแนะ 

 
งานวิจัยได้ศึกษาการตัดโปรตีนด้วยอนุพันธ์ของไพรีนชนิดใหม่ โดยการกระตุ้นด้วยแสง และ

การตัดโปรตีน ด้วยสารประกอบเชิงซ้อนของโมลิบดินัม โดยการกระตุ้นด้วยความร้อน ซึ่งการสรุปผล 
อภิปรายผลการวิจัย และให้ข้อเสนอแนะดังนี ้
 

1.  การตัดโปรตีนด้วยอนุพันธ์ของไพรีนชนิดใหม่ โดยการกระตุ้นด้วยแสง 
จากการศึกษาการตัดโปรตีนโดยใช้ Py-glucose เป็น probe ซึ่งโมเลกุลของ Py-glucose จะ

ประกอบไปด้วยส่วนที่ไมมี่ขั้ว (วงไพรีน) ส่วนท่ีมีขั้ว (OH) และ linker สายสั้นๆ  จากองค์ประกอบนี้จะท า
ให้ probe จับกับโปรตีนได้จ าเพาะมากขึ้น เนื่องจากโปรตีนมีส่วนที่ไม่มีขั้ว และส่วนที่มีขั้วเช่นกัน โดย
ส่วนท่ีไม่ชอบน้ าของ probe คือหมู่ไพรีนจะท าหน้าที่รับแสง ซึ่งการตัดโปรตีนจะเกิดขึ้นได้เม่ือท าการฉาย
แสงไปยังสารละลายผสมของโปรตีนและ probe โดยมี Cobalt(III)hexammine trichloride (CoHA) เป็น
ตัวรับอิเล็กตรอน จากการทดลองพบว่าสามารถตัดโปรตีน lysozyme ได้ 2 fragment ซึ่งมีมวล
โมเลกุลประมาณ 7.57 และ 4.18 kDa และตัดโปรตีน avidin ได้ 2 fragment โดยมีมวลโมเลกุล
ประมาณ 7.01 และ 5.01 kDa ซึ่งการเกิดปฏิกิริยาท าโดยการฉายแสงที่ความยาวคลื่น 352 nm 
(max ของ Py-glucose) ไปยังสารละลายผสมของ Py-glucose (15 µM) + lysozyme (หรือ avidin) (15 
µM) + CoHA (1 mM) และการตัดโปรตีนนั้นจะไม่สามารถเกิดขึ้นได้ถ้าไม่มี Py-glucose หรือ CoHA 
หรือ แสง อย่างใดอย่างหนึ่งในปฏิกิริยา โดยงานวิจัยนี้ได้ทดลองใช้โปรตีนหลายชนิดมาทดสอบการ
เกิดปฏิกิริยาการตัดโปรตีน พบว่าโปรตีนบางส่วนเกิดการตัด และ ไม่เกิดการตัด โดยสรุปการตัดโปรตีน
ได้ดังตาราง 7   

เนื่องจากไพรีนเป็นโมเลกุลที่สามารถดูดกลืนแสงได้ดีในช่วงความยาวคลื่น 300-400 nm จาก
การหาค่าสัมประสิทธิ์การดูดกลืนแสง (absorption extinction coefficient, ) ของ Py-glucose โดยดูจาก
กราฟมาตรฐาน พบว่ามีค่าสัมประสิทธ์การดูดกลืนแสงที่สูงประมาณ 5.4 × 103 M-1cm-1 ที่ ความยาว
คลื่น 352 nm โดยโปรตีนจะไม่เกิดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นนี้ ดังนั้น จึงสามารถใช้เทคนิคสเปก
โตรสโกปีในการศึกษาการจับของ probe กับโปรตีนได้ แต่เม่ือท าการศึกษาพบว่าค่าการดูดกลืนแสงของ 
Py-glucose ลดลงอย่างรวดเร็วในระยะเวลาอันสั้น อาจเนื่องมาจากความไม่เสถียรของสาร งานวิจัยนี้จึง
ไม่ได้ท าการศึกษาเกี่ยวกับการจับระหว่าง probe กับโปรตีน  
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ตาราง 7      ผลการทดสอบการตัดโปรตีนด้วยแสง 
 

โปรตีน การตัดโปรตีนด้วยแสง 
LYSOZYME √ 
AVIDIN √ 
BSA × 
LECTIN × 
L-AMINO ACID × 
MYOGLOBIN × 
β-GLUCOSIDASE × 
α-CASEIN × 
α-CHYMOTRYPSIN × 
PEPSIN × 
β-LACTOGLOBULIN B × 
CONCANAVALIN A × 

 
จากการศึกษาการตัดโปรตีนที่ผ่านมาโดยใช้โมเลกุลที่เป็นอนุพันธ์ของไพรีน (Py-Phe) 

คูมาร์ และคนอื่นๆ (Kumar; et al. 1998: 10361-10366) สามารถอธิบายการตัดโปรตีนได้จาก
ความสามารถของ CoHA ที่ไปยับยั้ง (quench) การคายแสงของหมู่ไพรีนในสภาวะกระตุ้น (excited 
state pyrene, Py*) จึงท าให้เกิดอนุมูลประจุบวกของไพรีน (pyrene cation radical; Py+) เป็น 
intermediate หลังจาก CoHA รับอิเล็กตรอนจาก Py* ซึ่ง Py+ เป็นตัวกลางส าคัญในปฏิกิริยาการตัด
โปรตีน เนื่องจาก Py+ สามารถดึงอะตอมของไฮโดรเจน (hydrogen atom abstraction) ออกจาก

แอลฟาคาร์บอน (-carbon) ของกรดอะมิโนตัวหนึ่งในโปรตีน ตรงต าแหน่งที่ probe จับ เกิดเป็น
อนุมูลอิสระของแอลฟาคาร์บอน ซึ่งก่อให้เกิดการสลายด้วยน้ า (hydrolysis) ของพันธะเพปไทด์ โดย
ปฎิกิริยาที่ท าให้เกิดการตัดโปรตีนเป็นดังต่อไปนี ้
 

Py  +   h                           Py* (Singlet excited state pyrene) 
 

Py* + Co(III)                         Py+   +   Co(II) 
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ดังนั้นกลไกที่เป็นไปได้ในการตัดโปรตีนด้วยแสงด้วย Py-glucose จึงคาดว่าเหมือนกับกลไก
การตัดโปรตีนในกรณีของ Py-Phe 
 

Py-glucose +       h  Py- glucose* 
 

Py-glucose* +       Co(III)  Py-glucose + + Co(II) 
 

โดยจะเริ่มจาก Py-glucose+ ซึ่งเกิดขึ้นหลังจากฉายแสง เข้าไปจับกับอะตอมไฮโดรเจนที่
ต าแหน่งแอลฟาคาร์บอน (-carbon) ของกรดอะมิโนตัวใดตัวหนึ่งตรงบริเวณ binding site จากนั้นเกิด
การเติมออกซิเจน (O2) ที่ต าแหน่ง  carbon-centered radical ได้เป็น hyperoxyl radical  
(-C-COO) แล้วเกิดการตัดพันธะเพปไทด์โดยการสลายด้วยน้ า (hydrolysis) ท าให้โปรตีนถูกตัดที่
ต าแหน่งจ าเพาะ โดยสามารถน าไปหาล าดับของกรดอะมิโนต่อไปได้ (ภาพประกอบ 52) 
                                                     
 
                              
 
 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 52 กลไกที่เป็นไปได้ในการตัดโปรตีน 
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2.  การตัดโปรตีน ด้วยสารประกอบเชิงซ้อนของโลหะแทรนซิชัน โดยการกระตุ้นด้วย
ความร้อน 

ในการทดลองนี้ได้น าสารประกอบเชิงซ้อนของโลหะแทรนซิชัน คือ โมลิบดินัม (Mo) ซึ่งเป็น
โลหะที่ส าคัญชนิดหนึ่ง ที่พบใน metalloenzymes ยกตัวอย่างเช่น nitrae reductase ซึ่งยังไม่เคยมี
รายงานการตัดโปรตีนที่ต าแหน่งจ าเพาะด้วยโมลิบดินัมมาก่อน ดังนั้นในงานวิจัยน้ีจึงเป็นงานวิจัยแรกที่
ใช้ molybdenum cluster ในการศึกษาการตัดโปรตีน โดยใช้ Ammoniumheptamolybdate-Tetrahydrate 
[(NH4)6Mo7O24] (ภาพประกอบ 53) ซึ่งปฏิกิริยาสามารถเกิดได้ในสภาวะที่ไม่รุนแรงคือ ที่อุณหภูมิ 37 ๐

C และ pH 7.0 โดยไม่จ าเป็นต้องใช้ reducing agent  
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 53 โครงสร้างของ Ammoniumheptamolybdate-Tetrahydrate [(NH4)6Mo7O24] 
 
จากการทดลองถึงแม้ว่ากลไกการเกิดปฏิกิริยาจะไม่ชัดเจน แต่คาดว่ามีกลไกการเกิดปฏิกิริยา

แบบไฮโดรไลซิสเช่นเดียวกับการทดลองของ คูมาร์ และคนอื่นๆ (Kumar; et al.  2000: 597-598) ซึ่ง
การตัดโปรตีนโดยผ่านกลไกการเกิดปฏิกิริยาแบบไฮโดรไลซิส ดีกว่าการตัดโปรตีนโดยผ่านกลไกแบบ
ออกซิเดชัน นอกจากนี้การเกิดออกซิเดชันอาจท าลายโปรตีนตรงบริเวณที่ถูกตัดโดย hydroxyl radicals 
(OH) ทีเ่กิดขึ้นจะเข้าท าปฏิกิริยากับโปรตีนท าให้เกิดการแตกของพันธะเพปไทด์และอาจเกิดการท าลาย
กรดอะมิโนตรงต าแหน่งที่ถูกตัด ท าให้ไม่สามารถวิเคราะห์หาล าดับกรดอะมิโนได้ ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเป็น
การพัฒนาสารประกอบเชิงซ้อนหรือไอออนของโลหะแทรนซิชันเพื่อตัดโปรตีนโดยไม่ใช้ reducing agent 
และสามารถน าโมเลกุลของสารประกอบเชิงซ้อนของโลหะแทรนซิชันเหล่านี้ มาท าหน้าที่แทนเอนไซม์ใน
การตัดโปรตีนท่ีต าแหน่งจ าเพาะได้  

จากผลการทดลองสารละลายผสมปริมาตร 200 µl ของ Mo7O24
6- (0.125 mM) และ pepsin (15 

M) ใน 50 mM Tris–HCl buffer, pH 7.0 มาให้ความร้อนท่ี 37๐C เป็นเวลา 1-24 ชั่วโมง พบว่าสามารถ
ตัดโปรตีน pepsin อย่างจ าเพาะได้ 3 ต าแหน่ง โดยไม่จ าเป็นต้องเติม reducing agent และมีมวลโมเลกุล
ของ fragment ที่ได้จากการตัด pepsin ประมาณ 23, 19 และ 16 kDa การหาล าดับของกรดอะมิโน 5 
ล าดับจากปลายด้าน NH2 (N-terminal) พบว่าการตัดโปรตีนเกิดขึ้นที่ 3 ต าแหน่ง คือ ระหว่าง 
Leu 112-Tyr 113, Leu 166-Leu 167 และ Leu 178-Asn 179 และเม่ือรวมมวลโมเลกุลของแต่ละ 
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fragment ที่เกิดจากตัด pepsin ที่แต่ละต าแหน่งพบว่ามีมวลโมเลกุลประมาณ 34.6 kDa ซึ่งตรงกับมวล
โมเลกุลของ pepsin (ภาพประกอบ 54) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 54 มวลโมเลกุลของ pepsin และมวลโมเลกุลของทั้ง 6 fragment 
 

ข้อดีจากการศึกษาการตัด pepsin โดย molybdenum cluster นี้คือสามารถท าได้ภายใต้
สภาวะที่ไม่รุนแรง (37๐C, pH 7.0) และใช้ความเข้มข้น molybdenum cluster น้อยมาก เพียง 
0.125 mM ก็สามารถท าให้เกิดปฏิกิริยาได้แล้ว นอกจากนี้ยังเกิดปฏิกิริยาได้ในระยะเวลาที่รวดเร็ว ซึ่ง
การทดลองนี้ใช้เวลา 2 ชั่วโมงก็เพียงพอต่อการเกิดปฏิกิริยา  จากการที่ใช้ความเข้มข้นน้อยและสามารถ
เกิดปฏิกิริยาในระยะอันสั้นภายใต้สภาวะที่ไม่รุนแรง จึงท าให้งานวิจัยนี้เป็นประโยชน์ต่อกระบวนการ
ออกแบบยาที่จะสามารถน าไปประยุกต์ใช้กับผู้ป่วยต่อไปได้ 
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อภิธานศัพท ์
 

 = alpha 

Ala = alanine 

AMAC       = 9-anthryl-metylamine hydrochloride 

APAC       = 3-(9-anthryl)propylamine hydrochloride  

Arg         = arginine 

ASC        = ascorbic acid 

Asp = asparagine 

             = beta 

BSA           =   bovine serum albumin 

CAPS        = cyclohexylaminopropane sulfonic acid  

CoHA       = cobalt(III)hexammine trichloride 

DCC         = N,N-dicyclohexylcarbodiimide  

DIC = N,N-diisopropylcarbodiimide 

DMAP = 4-dimethylaminopyridine 

DTT = dithiothreitol  

Fe(EDTA)  = iron(II)ethylenediamine  

Glu = glutamine 

Gly = glycine 

hGH  = human growth hormone 

His = histidine 

HCl = hydrochloric acid 
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IIe = isoleucine 

Leu = leucine 

OH          = hydroxyl radical  

PBAC  = 4(1-pyrenyl)butyramine chloride 

Phe = phenylalanine 

PTH = phenylthiohydantoin 

pI  =   isoelectric point  

PITC  = phenylisothiocyanate  

Pro = proline  

PVDF    = polyvinylidene fluoride  

Py+   = pyrene cation radical  

SDS  = sodium dodecyl sulfate 

SDS-PAGE  = sodium dodecyl  sulfate - polyacrylamide gel electrophoresis  

TFE = trifluoperazine 

TEMED  = N,N,N,N-tetramethylethylenediamine  

TFA  = trifluoroacetic acid  

Trp = tryptophan 

Tyr = tyrosine 

Val = valine 
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