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             เอวิดินและสเตรปตราวิดินเป็นไกลโคโปรตีนที่สามารถจับกับโมเลกุลของไบโอตินได้ดี 

เนื่องจากค่าคงที่ในการจับของโปรตีนทั้งสองกับไบโอตินมีค่าสูง จึงได้สังเคราะห์เป็นอนุพันธ์ของ

ไพรีน d-biotinyl-1(1-pyrene)methylamide (Py-biotin) และศึกษาการจับกับโปรตีน avidin และ 

streptavidin โดยใช้เทคนิคสเปกโทรสโกปี  จากการศึกษาพบว่าค่าการดูดกลืนแสงสูงสุด ที่ความ

ยาวคลื่น 342 นาโนเมตร ของ Py-biotin เลื่อนไปในทิศทางที่ความยาวคลื่นเพิ่มขึ้น ประมาณ 3   

นาโนเมตร เม่ือจับกับโปรตีน ค่าการคายแสงจะลดลงเม่ือจับกับโปรตีน  แสดงให้เห็นว่า ส่วนที่เป็น

หมู่ไพรนีในโมเลกุล Py-biotin จะถูกป้องกันโดยโปรตีนเมทริกซ์ ผลการศึกษาการเข้าถึงอนุพันธ์ของ

ไพรีน โดย hexamine cobalt(III) trichloride (CoHA)  ในขณะที่จับอยู่กับโปรตีนพบว่า CoHA 

สามารถเข้าถึง  Py-biotin  ได้ดีกว่าในกรณีที่ Py-biotin จับกับโปรตีน avidin และ streptavidin  

เมื่อท าการฉายแสงที่ความยาวคลื่น 343 nm ให้กับสารละลายผสมของ Py-biotin กับ โปรตีน เม่ือมี 

CoHA อยู่ด้วย พบว่าโปรตีน avidin ถูกตัดได้เพปไทด์ 2 สาย การตัดโปรตีนจะไม่เกิดขึ้นหากขาด

สารตัวใดตัวหนึ่ง หรือแสง เม่ือค านวณหาน้ าหนักโมเลกุลโดยประมาณของเพปไทด์ทั้ง 2 สาย 

พบว่า เพปไทด์สายที่ I  และ II  มีน้ าหนักโมเลกุลโดยประมาณ 9.57  และ 5.75  kDa ตามล าดับ 

จากการหาล าดับกรดอะมิโนท่ีถูกตัดโดย Py-biotin พบว่าเอวิดินถูกตัดที่ต าแหน่งระหว่าง Thr(77) – 

Val(78)  
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         Avidin and streptavidin are glycoproteins which bind very tightly to the small 
molecule, biotin. The binding constant for this interaction is very high and has made the 
strept(avidin)/biotin system the focus of our studies. A new probe, d -biotinyl-1(1-
pyrene)methylamide (Py-biotin) was synthesized by coupling d-biotin to 1(1-
pyrene)methylamine hydrochloride. This study focuses on specific binding of Py -biotin to 
strept(avidin) and photocleavage of strept(avidin). Binding studies of Py -biotin to 
strept(avidin) were investigated using spectroscopic techniques. The absorption spectra 
undergo changes upon binding to avidin with red shifts (3 nm) of the absorption peak 
positions. The fluorescence of Py-biotin is enhanced by the addition of avidin (0-10 µM). 
This observation indicates the protection of pyrene chromophore from aqueous solution 
by the protein matrix. Irradiation of the probe-protein complexes, in the presence of 
hexamine cobalt(III) trichloride (CoHA), resulted in cleavage of the avidin backbone.  At 
least two new fragments were observed with molecular weights of approximately  9.57  
kDa and 5.75 kDa. The five N-terminal sequencing of the 9.57  kDa fragment indicated 
the residues ARKCS, the known N-terminal sequence of avidin. The N-terminus of the 
smaller cleaved fragment (5.75 kDa) had the sequence, ARKCS, and a minor product 
with the sequence, VFTGQ, a sequence internal to avidin. The cleavage thus occurs 
between Thr 77 and Val 78, as inferred from the known sequence of avidin.  
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10 การแยกโปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE ประกอบด้วย stacking gel  และ  12 
   separating gel  

11 โครงสร้างของ SDS (A) การจับของ SDS กับกรดอะมิโนในโปรตีนท าให้โมเลกุล 13 
   เหยียดยาวออก (B) โครงสร้างของ dithiothreitol (C) และ โครงสร้างของ 2-  
   mercaptoethanol  

12 กราฟระหว่าง logarithm ของมวลโมเลกุล (log M)  กับอตัราเร็วในการเคลื่อนท่ี 14 
   บนเจล  

13 ปฎิกิริยาของ Edman degradation 16 
14 การออกแบบโมเลกุลเพื่อใช้ในการตัดโปรตีนที่ต าแหน่งจ าเพาะ 18 
15 โครงสร้างอนุพันธ์ของแอนทราซีน (Anthracyl Derivatives) 18 
16 โครงสร้างอนุพันธ์ของไพรีน (Pyrenyl Derivatives) 19 
17 โครงสร้างของ Py-L-Phe และ Py-D-Phe 20 
18 โครงสร้างของ Py-L-Phe และ PMA-L-Phe 21 
19 โครงสร้างโมเลกุลของ D(+)-biotin   22 
20 ปฎิกิริยาการสังเคราะห์ Py-biotin 25 

     21 การเตรียมอุปกรณ์ส าหรับการย้ายโปรตีน 30 
   



บัญชีภาพประกอบ (ต่อ) 

 
ภาพประกอบ  หน้า 

22 โครงสร้างของ d-biotinyl-1(1-pyrene)methylamide (Py-biotin) 31 
23 สเปกตรัมการดูดกลืนแสงของ Py-biotin 32 
24 กราฟมาตรฐาน Py-biotin 32 
25 สเปกตรัมการคายแสงของ Py-biotin 33 
26 สเปกตรัมการดูดกลืนแสงของ Py-biotin (4.19 M) / avidin (0-1.5 M) 34 
27 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่เปลี่ยนแปลงไป ของ Py-biotin (4.19 M) ที่ความ  34 

   ยาวคลื่น 342.5 nm และ 345.2 nm  เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของ avidin  
28 Binding isotherm ของ Py-biotin ที่ได้จากข้อมูลสเปกตรัมการดูดกลืนแสงใน 35 

   ภาพประกอบ 26 เส้นทึบจะสัมพันธ์กับสมการของ Scatchard  equation        
   [1/Cf = Kb((n/r)-1)]  

29 สเปกตรัมการดูดกลืนแสงของ Py-biotin (4.6 M) / streptavidin (0-1.7M) 35 
30 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่เปลี่ยนแปลงไป ของ Py-biotin (4.6 M) ที่ความยาว   36 

   คลื่น 342.8 nm และ 345.7 nm  เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของ streptavidin  
31 Binding isotherm ของ Py-biotin ที่ได้จากข้อมูลสเปกตรัมการดูดกลืนแสงใน  36 

   ภาพประกอบ 29 เส้นทึบจะสัมพันธ์กับสมการของ Scatchard  equation       
   [1/Cf = Kb((n/r)-1)]  

32 สเปกตรัมการคายแสงของ Py-biotin ในกรณีที่จับอยู่กับโปรตีน avidin 38 
33 แสดง fluorescence intensity ที่เปลี่ยนแปลงไปของ Py-biotin (2 M) เมื่อเพิ่ม   38 

   ความเข้มข้นของ avidin  ที่ความยาวคลื่น 376  และ 396 นาโนเมตร   
34 แสดงสเปกตรัมการคายแสงของ Py-biotin (2 M) ในกรณีที่จับอยู่กับ 39 

   Streptavidin  
35 แสดง fluorescence intensity ที่เปลี่ยนแปลงไปของ Py-biotin  เมื่อเพิ่มความ 39 

   เข้มข้นของ Streptavidin ที่ความยาวคลื่น 376   และ 396 นาโนเมตร   
36 แสดงสเปกตรัมการคายแสงของ Py-biotin (2 M)  ในกรณีที่ไม่ได้จับอยู่กับ 40 

   โปรตีน  (free probe) ความยาวคลื่นท่ีใช้ในการกระตุ้นเท่ากับ 342 nm  
   
  

 

 



 

 

บัญชีภาพประกอบ (ต่อ) 

 

 

ภาพประกอบ  หน้า 

37 แสดงกราฟระหว่าง I0/I ต่อ [CoHA ] โดยท่ี I0 เป็น fluorescence intensity ของ 41 
   Py-biotin  เมื่อไม่มี CoHA และ I เป็น fluorescence intensity ของ Py-biotin    
   เมื่อมี CoHA ความยาวคลื่นท่ีใช้ในการกระตุ้นเท่ากับ 342 nm  

38 แสดงสเปกตรัมการคายแสงของ py-biotin ในกรณีที่จับอยู่กับโปรตีน avidin       41 
   (1.8 M) ความยาวคลื่นท่ีใช้ในการกระตุ้นเท่ากับ 342 nm  

39 แสดงกราฟระหว่าง I0/I ต่อ [CoHA ] โดยท่ี I0 เป็น fluorescence intensity ของ   42 
   Py-biotin/avidin  เมื่อไม่มี CoHA และ I เป็น fluorescence intensity ของ Py-  
   biotin/avidin  เมื่อมี CoHA ความยาวคลื่นที่ใช้ในการกระตุ้นเท่ากับ 342 nm  

40 แสดงสเปกตรัมการคายแสงของ py-biotin (2 M) ในกรณีท่ีจับอยู่กับโปรตีน 42 
   streptavidin ความยาวคลื่นท่ีใช้ในการกระตุ้นเท่ากับ 342 nm  

41 แสดงกราฟระหว่าง I0/I ต่อ [CoHA ] โดยท่ี I0 เป็น fluorescence intensity ของ 43 
   Py-biotin/ streptavidin  เม่ือไม่มี CoHA และ I เป็น fluorescence intensity  
   ของ Py-biotin/ streptavidin  เมื่อมี CoHA ความยาวคลื่นท่ีใช้ในการกระตุ้น  
   เท่ากับ 342 nm    

42 แสดง SDS-PAGE ของการตัดโปรตีน avidin ที่ต าแหน่งจ าเพาะด้วยแสง โดย   45 
   Py-biotin  

43 SDS-PAGE ของการตัดโปรตีน streptavidin ที่ต าแหน่งจ าเพาะด้วยแสง โดย 46 
   Py-biotin  

44 กราฟระหว่าง logarithm ของมวลโมเลกุล (log M) ของของโปรตีนมาตรฐานกับ 47 
   อัตราเร็วในการเคลื่อนท่ีบนเจล  

45 SDS-PAGE แสดงการยั้บยั้งการตัดโปรตีน avidin ที่ต าแหน่งจ าเพาะด้วยแสง      48 
   โดย biotin (15 M)  
 46 PVDF membrane ของ avidin ที่ผ่านการฉายแสง   49 

47 กลไกที่เป็นไปได้ในการตัดโปรตีน avidin 52 
48 ภาพ 3 มิติ ของ avidin-biotin biding site ใน avidin subunit 53 

 

 
 



บทท่ี 1 
บทน ำ 

ภมิูหลงั  

          ในปจัจุบนันี้ สารเคมทีีส่ามารถใชต้ดัโปรตนีทีต่ าแหน่งจ าเพาะและมปีระสทิธภิาพสูงมน้ีอย

มาก เนื่องจากพนัธะเปปไทด์มคีวามเสถียรสูง (half life ~7 ปี ที่ 25 C, pH 7) (Kahne; & Skill. 

1988: 7529-7534) ดงันัน้จงึมผีู้วจิยัหลายท่านพยายามสงัเคราะห์สารเคมชีนิดใหม่ที่มขีนาดเลก็ 

และสามารถท าหน้าที่แทนเอนไซม์ในการตดัโปรตนีที่ต าแหน่งจ าเพาะได้ นอกจากการตดัโปรตนี

หรอืเพปไทด์ขนาดใหญ่ให้เลก็ลงเพื่อเป็นประโยชน์ในการหาล าดบัของกรดอะมโิน (amino acid 

sequencing) แล้ว โมเลกุลเหล่านี้ยงัสามารถท าหน้าที่เป็น probe ในการศกึษาถึงโครงสร้างของ

โปรตนี (protein structural domains) (Rana; & Meares. 1991: 1859-1861); (Ettner; et al. 

1995: 22-31) และความสมัพนัธ์ของ activity กบัโครงสร้างของโปรตนี รวมทัง้การศกึษาถึงอนัตร

กริยิาของโมเลกุลขนาดเลก็กบัโปรตนี (ligand-protein binding interaction) ซึ่งสามารถใช้เป็น

แนวทางในการออกแบบและผลติยาชนิดใหม่ไดใ้นอนาคต (Hegg; et al. 1999 :  2961-2968) 

         การกระตุน้ใหเ้กดิการตดัโปรตนีที่ต าแหน่งจ าเพาะอาจท าได้ 2 ทางคอืการใช้ปฏกิริยิาทาง

ความร้อน (thermal reaction) (Buranaprapuk; et al. 1998: 309-316); (Kumar; et al. 2000: 597-

598) และปฏกิริยิาทางแสง (photoreaction) ในการออกแบบโมเลกุล อาจท าไดโ้ดยการสรา้งโมเลกุล

ทีม่กีารจดจ าเพาะต่อ binding site ของโปรตนี หรอือาจน าโมเลกุลมาเชื่อมต่อกบักรดอะมโินตวัใด

ตวัหนึ่งของโปรตนีเพื่อใหป้ฎกิริยิาเกดิทีต่ าแหน่งจ าเพาะ เช่น การสงัเคราะหส์ารประกอบเชงิซ้อนที่

ม ีtrifluoperazine (TFE) ต่อกบั iron(II) ethylenediamine (Fe(EDTA)) เกิดเป็นสารประกอบ

เชงิซอ้น TFE-Fe(EDTA) เพื่อใชใ้นการจบั calmodulin เนื่องจาก TFE สามารถจบักบั calmodulin 

ได้ที่ต าแหน่งจ าเพาะ  ดงันัน้ TFE จะพาสารประกอบเชงิซ้อนไปที่ binding site ของ TFE ใน 

calmodulin  จากนัน้สารประกอบเชงิซ้อน จะถูกกระตุ้นให้เกิดปฎิกิริยา โดยการเตมิ  reducing 

agent และ H2O2 กลไกปฎิกิรยิาเป็นแบบออกซเิดชนั (oxidative mechanism)  เกิด hydroxyl 

radical (OH) ซึง่เป็นโมเลกุลทีเ่ขา้ท าปฎกิริยิากบัโปรตนีและท าให้เกดิการแตกของพนัธะเพปไทด ์

จากการทดลองพบวา่ calmodulin ถูกตดัได ้6 เพปไทดย์อ่ย แต่วธินีี้ไดผ้ลติผลของเพปไทด์ที่ถูกตดั

ในปรมิาณทีต่ ่า (Schepartz; & Cuenoud. 1990: 3241-3249) 

         ตวัอยา่งการออกแบบโมเลกุลอกีวธิหีนึ่งคอื การน าสารประกอบเชงิซ้อนของ Fe3+ เชื่อมตดิ

กบักรดอะมโิน cystein-34 ของ bovine serum albumin (BSA) พบว่า BSA  ถูกตดัในบรเิวณที่มี
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สารประกอบเชงิซอ้นตดิอยู ่โดยอาศยักลไกปฎิกริยิาเช่นเดยีวกนั  และได้มกีารน าวธิเีดยีวกนันี้มา

ศึกษาถึงโครงสร้างของ Staphylococcal nuclease โดยเชื่อมสารประกอบเชิงซ้อนของ   

(Fe(EDTA-2-aminoetyl)-2-pyridyl disulfide (EPD-Fe) เขา้กบั cysteine สภาวะที่ใช้ในปฎิกริยิา

เป็นตวัส าคญัในการก าหนดบรเิวณทีโ่ปรตนีถูกตดั เช่นการใช ้Sodium dodecyl sulfate (SDS) หรอื 

denaturing reagent  และบฟัเฟอรท์ี ่pH ต่างๆ พบวา่บรเิวณทีโ่ปรตนีถูกตดัจะขึน้กบัโครงสรา้งของ

โปรตนีทีส่ภาวะนัน้ ซึ่งสามารถน าหลกัการนี้ไปประยุกต์ใช้ในการศกึษาถึงตวักลางที่เกดิในสมดุล

ของการ folding  (equilibrium folding intermediates) ของโปรตนีได้ แต่การดดัแปลงโปรตนีที่

กรดอะมโินจ าเพาะจะท าไดย้าก (Rana; & Meares.1990: 2457-2458) 

         การใชแ้สงในปฏกิริยิามปีระโยชน์ ดงันี้  1) สะดวกในการใช้ ราคาไม่แพงและอนัตรายน้อย 

2) ปฏกิริยิาสามารถควบคุมไดง้่าย (sharp control) โดยการเปิดและปิดแสง 3) ลดสารตัง้ตน้ตวัหนึ่ง

ในการท าใหบ้รสิุทธิ ์และ 4) การเลอืกความยาวคลื่นทีจ่ าเพาะในการกระตุ้นโมเลกุลให้เกดิปฏกิริยิา

จะช่วยลดการเกดิปฏกิริยิาขา้งเคยีงได้   

  

ควำมมุง่หมำยของกำรวิจยั 

1. สงัเคราะหโ์มเลกุลของอนุพนัธไ์พรนีชนิดใหม่ เช่น Py-biotin 
2. ศกึษาปฏกิริยิาการจบัระหวา่งอนุพนัธไ์พรนีชนิดใหม่กบัโปรตนีเป้าหมาย ไดแ้ก่ เอวดินิ  

(avidin) และสเตรปตาวดินิ (streptavidin) 

3. ศกึษาปฏกิริยิาและกลไกการตดัโปรตนีโดยอนุพนัธไ์พรนี 
4. พฒันาสภาวะทีเ่หมาะสมเพื่อใหเ้กดิการตดัโปรตนีทีต่ าแหน่งจ าเพาะอยา่งมปีระสทิธภิาพ 

 
ควำมส ำคญัของงำนวิจยั 

1.  ท าใหท้ราบถงึสภาวะทีเ่หมาะสมทีเ่กดิการตดัโปรตนีทีต่ าแหน่งจ าเพาะดว้ยอนุพนัธ์ 

ไพรนี Py-biotin 

2. ท าใหท้ราบถงึล าดบัของกรดอะมโินทีไ่ดจ้ากการตดัโปรตนีทีต่ าแหน่งจ าเพาะดว้ย 

อนุพนัธไ์พรนี เช่น Py-biotin  

3. เป็นพืน้ฐานส าหรบังานวจิยัอื่นๆ ทีเ่กีย่วขอ้ง และเพื่อการประยกุตใ์ชใ้นการ 

ออกแบบยาทีส่ามารถจบักบัเอนไซม ์และยบัย ัง้การท างานของเอนไซม ์
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ขอบเขตของกำรวิจยั 

1.  สงัเคราะหโ์มเลกุลของอนุพนัธไ์พรนีชนิดใหม่ เช่น Py-biotin 

       2.  ศกึษาการจบัของโปรตนี avidin และ streptavidin กบัอนุพนัธไ์พรนีชนิดใหม่  โดยเทคนิค 

สเปกโทรสโกปี 
3.  ศกึษาการตดัของโปรตนีและตรวจสอบผลการตดัของโปรตนีดว้ยวธิ ีsodium dodecyl   

sulfate - polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 
4.  หาล าดบัของกรดอะมโินทีไ่ดจ้ากการตดัของโปรตนี 

   
ขัน้ตอนกำรด ำเนินงำน 

1. สงัเคราะห ์และตรวจสอบโครงสรา้งของอนุพนัธไ์พรนีชนิดใหม่  

2. ศกึษาการจบัระหวา่ง avidin และ streptavidin กบัอนุพนัธไ์พรนีชนิดใหม่   

3. ศกึษาการยบัย ัง้การคายแสงของอนุพนัธไ์พรนีชนิดใหม่  เมื่อมตีวัยบัย ัง้การคายแสง 

(quencher) 

4. ศกึษาการตดัโปรตนีโดยการกระตุน้ดว้ยแสง  

5.  หาล าดบักรดอะมโินของสายพอลเิพปไทด์ทีไ่ดจ้ากการตดัโปรตนี   
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บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 

        ในงานวจิยัครัง้นี้เกีย่วขอ้งกบัการตดัโปรตนี avidin และ streptavidin ดว้ยอนุพนัธข์องไพรนี
ชนิดใหม่โดยการกระตุน้ดว้ยแสง ผูว้จิยัไดศ้กึษาคน้ควา้เอกสารและงานวจิยัทีเ่กีย่วขอ้งและน าเสนอ
ตามหวัขอ้ต่างๆ ดงันี้ 

1. หน้าทีแ่ละโครงสรา้งของโปรตนี 
               1.1  กรดอะมโิน   
               1.2  โครงสรา้งของโปรตนี 

2. อเิลก็โทรโฟรซีสิ  
3. การหาล าดบักรดอะมโิน 
4. เอกสารและงานวจิยัทีเ่กีย่วขอ้ง 

 
1. หน้าท่ีและโครงสร้างของโปรตีน  
            1.1  กรดอะมิโน   
          กรดอะมโิน (amino acid) คอื ชวีโมเลกุลทีม่ที ัง้หมู่ฟงัก์ชนัอะมโิน (-NH2) และหมู่คาร์บอก
ซลิ (-COOH) เป็นส่วนประกอบ (ภาพประกอบ 1) กรดอะมโินเป็นโครงสรา้งพืน้ฐานของโปรตนี  ซึง่
เป็นส่วนประกอบส าคญัที่มอียู่ในสิง่มชีวีติทุกชนิด  หมู่ "R" แทน โซ่ขา้ง (side chain) หรอืหมู่
ฟงักช์นั ซึง่มคีวามเฉพาะส าหรบักรดอะมโินแต่ละตวั 
  
 

 
 

ภาพประกอบ 1 โครงสรา้งพืน้ฐานของกรดอะมโิน 
 
        กรดอะมโินทุกชนิดยกเวน้ไกลซนีสามารถเกดิขึน้ได้ 2 รูปแบบคอื รูปแบบ L (Levorotatory)  
และ รปูแบบ D (Dextrorotatory) (ภาพประกอบ 2) โดยทัว่ไปการสงัเคราะห์โปรตนีในธรรมชาตใิช้
กรดอะมโินชนิด L หมู่ R หรอื side chain ของกรดอะมโิน จะมขีนาดรปูร่าง  ประจุและองคป์ระกอบ
ทีแ่ตกต่างกนั ท าใหก้รดอะมโินแต่ละชนิดมคีุณสมบตัแิตกต่างกนั กรดอะมโินที่มโีครงสร้างง่ายและ

อะมโิน  

โซ่ขา้ง (side chain) 

คารบ์อกซลิ 



 
 

 

5 

เลก็ทีสุ่ดคอื ไกลซนี (glycine) โดยมไีฮโดรเจนเป็น side chain กรดอะมโินที่มขีนาดใหญ่ขึน้มาคอื 
อะลานีน (alanine) โดยมหีมู่เมทลิ (CH3) เป็น side chain 
 

 
ภาพประกอบ 2 โครงสรา้งไอโซเมอร ์D- และ L- ของกรดอะมโิน 

  
กรดอะมโินทัง้ 20 ชนิด สามารถแบ่งได ้5 กลุ่มตามความมขี ัว้ของหมู่ R ที่ pH 6.0-7.0 (ช่วง pH ที่
พบภายในเซลล)์ ดงัภาพประกอบ 3 

1. กลุม่ทีไ่ม่มขี ัว้ (nonpolar) 
2. กลุ่มทีม่วีงอะโรมาตกิ (aromatic) 
 3. กลุ่มทีม่ขี ัว้แต่ไม่มปีระจุ  (uncharged polar) 
 4. กลุ่มทีม่ปีระจุบวก (positively charge) 
 5. กลุ่มทีม่ปีระจุลบ (negatively charge) 
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ภาพประกอบ 3  คุณสมบตัขิองกรดอะมโินพืน้ฐาน 20 ชนิดทีเ่ป็นองคป์ระกอบของโปรตนี 
        ทีม่า: Nelson; et al .  (2008).  Principle of Biochemistry. p.75. 
 
ในบรรดากรดอะมโินทัง้ 20 ชนิดนัน้ ไกลซนีมนี ้าหนักโมเลกุลน้อยที่สุด (75 ดาลตนั) เนื่องจากหมู่ 
R มเีพยีงอะตอมของไฮโดรเจน ส่วนกรดอะมโินทรปิโตเฟน (tryptophan) มนี ้าหนักโมเลกุลมาก
ทีสุ่ด (204 ดาลตนั) น ้าหนกัโมเลกุลเฉลีย่ของกรดอะมโินมคี่าอยูร่ะหวา่ง 100 -110 ดาลตนั 
 
        1.2  โครงสร้างของโปรตีน 
         โปรตนีประกอบไปด้วยสายพอลเิพปไทด์อย่างน้อย 1 สาย ที่มลี าดบักรดอะมโินเฉพาะตวั 
หมู่คารบ์อกซลิของกรดอะมโินตวัหนึ่งจะเชื่อมกบัหมู่อะมโินของกรดอะมโินตวัถดัไปด้วยพนัธะเพป
ไทด์ (peptide bond) ดงัภาพประกอบ 4 ปลายสายของพอลเิพปไทด์ที่มีหมู่อะมิโนอิสระ (ทาง
ดา้นซา้ยของสายพอลเิพปไทด)์ เรยีกวา่ amino terminal หรอืปลาย N (N-terminal) ส่วนปลายสาย
ของพอลเิพปไทด ์ทีม่หีมู่คารบ์อกซลิกิอสิระ (ทางดา้นขวาของสายพอลเิพปไทด์) เรยีกว่า carboxyl 
terminal หรอืปลาย C (C-terminal) ล าดบัของกรดอะมโินในสายพอลเิพปไทด์ หรอืโปรตนีเรยีกว่า 
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โครงสร้างปฐมภูม ิ(primary structure) สายพอลเิพปไทด์มคีวามยาวแตกต่างกนัไป โดยทัว่ไปมี
ความยาวตัง้แต่ 50 -1000 หน่วย (ภาพประกอบ 5(a))  

 
 

ภาพประกอบ 4 การเกดิพนัธะเพปไทดข์องกรดอะมโิน 
 
          โดยทัว่ไปสายพอลิเพปไทด์ มกัไม่อยู่ในสภาพที่เป็นเส้นตรง แต่มักอยู่ในรูปแบบ
(conformation) หรือโครงสร้างที่เรียกว่า โครงสร้างทุติยภูมิ (secondary structure)  ได้แก่ 
โครงสรา้งเกลยีวแอลฟา   (-helix) (ภาพประกอบ 5(b)) และแผ่นเบตา้ (-sheet) โปรตนีบางชนิด
เช่น ฮีโมโกลบิน  ไมโอโกลบิน และคอลลาเจน ประกอบด้วยเกลียวแอลฟาเป็นจ านวนมาก 
(ภาพประกอบ 5(c)) ในขณะที ่ทรปิซนิ (trypsin)  และไคโมทรปิซนิ (chymotrypsin)  เกอืบจะไม่มี
โครงสรา้งเกลยีวแอลฟาเลย  ในบางครัง้เกลยีวแอลฟา 2 สาย หรอืมากกวา่ อาจพนัเกลยีวกนัขึน้ไป
เป็น coiled cable   ซึ่งพบในโปรตนีหลายชนิด เช่น     เคอราตนิ (keratin) ในเส้นผม ไมโอซนิ 
(myosin) ในกลา้มเนื้อ อพีเิดอรม์นิ (epidermin) ในผวิหนงั และ ไฟบรนิ (fibrin) ในเลอืดทีแ่ขง็ตวั 
 โครงสร้าง 3 มติขิองโปรตนีที่เรยีกว่า โครงสร้างตตยิภูม ิ(tertiary structure) เกดิจากการ
ม้วนพบัตวัของเกลยีวแอลฟาและแผ่นเบต้าเป็นโครงสร้าง 3 มิต ิ(ภาพประกอบ 5(c)) โดยอาศยั
พนัธะที่ไม่ใช่พนัธะโควาเลนต์ (โดยทัว่ไปมกัเป็นพนัธะไฮโดรเจน) ในกระบวนการพับตวันัน้    
กรดอะมโินทีม่หีมู่ R ทีไ่ม่ชอบน ้ามกัจะอยูด่า้นในโมเลกุลของโปรตนี ในขณะทีห่มู่ R ทีช่อบน ้ามกัจะ
อยู่ภายนอก แรงอีกชนิดหนึ่งที่มีผลต่อโครงสร้าง 3 มติิ คือแรงดงึดูดระหว่างกรดอะมโินในที่มี
ข ัว้บวกและกรดอะมโินทีม่ขี ัว้ลบ เรยีกวา่  salt bridge โดยแรงดงึดดูนี้จะท าใหก้รดอะมโินทัง้ 2 กลุ่ม
มาอยูใ่กลก้นั 
 โปรตีนบางชนิดอาจประกอบด้วยสายพอลิเพปไทด์มากกว่า 1สาย เช่น ฮีโมโกลบิน 
(hemoglobin) ประกอบด้วยพอลเิพปไทด์ 4 สาย โดยม ี-globin 2 สาย และ -globin 2 สาย มี
การเรยีงตวัของหน่วยย่อย (subunit) เหล่านัน้เป็นโครงสร้างจตุรภูม ิ(quarternary structure) โดย
อาศยัแรงดงึดดูระหวา่งข ัว้และพนัธะไฮโดรเจน ท าใหเ้กดิความเสถยีรของโครงสรา้งนี้  
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ภาพประกอบ 5 โครงสรา้งทัง้ 4 แบบของโปรตนี 

        ทีม่า: Protein  structure .  (2010).  (online). 
          
         avidin และ streptavidin เป็นโปรตนีทีม่โีครงสรา้งจตุรภมู ิ(ภาพประกอบ 6) ซึ่ง avidin เป็น
ไกลโคโปรตนี (glycoprotein) ที่มมีวลโมเลกุล ประมาณ 66,000-67,000 ดาลตนั พบได้ในไข่ขาว 
เนื้อเยื่อของนก สตัวเ์ลื้อยคลาน และสตัวค์รึ่งบกครึ่งน ้า avidin ประกอบด้วยสายพอลเิพปไทด์  4 
หน่วยย่อยมารวมตวักนั แต่ละหน่วยย่อยประกอบไปด้วยกรดอะมโิน 128 ชนิดเรียงต่อกนั และ
สามารถจบักบัโมเลกุลของไบโอตนิได้ 1 โมเลกุล avidin มคี่า isoelectric point (pI) ประมาณ 10-
10.5 จงึมคีวามเสถยีรต่อ pH  และอุณหภมูใินช่วงทีก่วา้ง ส่วน streptavidin จะคล้ายกบั avidin แต่
มมีวลโมเลกุล 60,000 ดาลตนั แยกได้จากเชื้อแบคทีเรยี Streptomyces avidinii  แต่ละหน่วยย่อย
ประกอบไปด้วยกรดอะมโิน 159 ชนิด streptavidin มคี่า isoelectric point (pI) เป็นกรดอ่อนๆ 
ประมาณ 5  และเนื่องจากว่า binding constant ของ biotin-avidin และ biotin-streptavidin มคี่าสูง
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ถึง ~1015 M-1 จึงท าให้ปฎิกิริยาระหว่าง biotin-avidin และ biotin-streptavidin มีการน าไป
ประยกุตใ์ชอ้ยา่งแพร่หลาย  

 

 

                      avidin                              streptavidin 
 

ภาพประกอบ  6 โครงสรา้ง 3 มติขิอง avidin และของ streptavidin ทีจ่บักบัโมเลกุลของ biotin  
        ทีม่า: Panhorst, M .  (2005).  (online). 
 

2. อิเลก็โทรโฟรีซิส (Electrophoresis) 
 

           อเิล็กโทรโฟรีซิส เป็นเทคนิคที่ใช้แยกสาร วเิคราะห์ และเตรียมสารที่มีประจุไฟฟ้าให้
บริสุทธิ ์เช่น กรดอะมิโน โปรตีน และ กรดนิวคลีอิก โดยสารที่มีประจุไฟฟ้าจะเคลื่อนที่ใน
สนามไฟฟ้าไปยงัข ัว้ตรงกนัขา้มด้วยอตัราเรว็ในการเคลื่อนที่ต่างกนั ซึ่งอตัราเรว็ในการเคลื่อนที่
ข ึ้นกับปริมาณประจุสุทธิบนโมเลกุลของสาร รูปร่างและขนาดของโมเลกุลของสารนัน้ และ
กระแสไฟฟ้าทีใ่ช ้ 
 อตัราเรว็ในการเคลื่อนทีข่องสารแสดงดว้ยสมการดงันี้ V = E.q/f   
โดยที ่     V = ความเรว็ในการเคลื่อนทีข่องโมเลกุล  
             E = ความเขม้ของสนามไฟฟ้า 
             q = ประจุสุทธบินโมเลกุล 
       f = frictional coefficient ขึน้อยูก่บัน ้าหนกัและรปูร่างโมเลกุล 

การเคลื่อนที่ของโมเลกุลที่มีประจุในสนามไฟฟ้า แสดงโดยเทอมของการเคลื่อนที่ใน
สนามไฟฟ้า (u) ซึ่งหมายถึงความเร็วต่อหน่วยของความเข้มของสนามไฟฟ้า ซึ่งขึ้นตรงกับ 
อตัราส่วนประจุ/มวล  

 
u = v/E = E.q/F.E  เมื่อ V = E.q/f u = q/f 

   

biotin 
biotin 

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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ในการแยกสารชวีโมเลกุลโดยวธิอีเิลก็โทรโฟรซีสิส่วนใหญ่ท าโดยใช้เจลเป็นตวักลาง เจลที่ใช้เป็น
สารประกอบพอลเิมอร ์ตวัอยา่งเช่น อะกาโรส และพอลอิะครลิาไมด ์เป็นตน้  
  ในการแยกโปรตนีโดยใชก้ระแสไฟฟ้าหรอืทีเ่รยีกวา่ อเิลก็โทรโฟรซีสิ นิยมใชเ้จลพอลอิะคริ
ลาไมด์ (polyacrylamide gel) โดยเจลพอลิอะคริลาไมด์เตรยีมได้จากปฏกิริิยาพอลเิมอไรเซซนั 
(polymerization) แบบสายตรงของอะครลิาไมด์ (acrylamide) และแบบระหว่างสาย (cross-link) 
โดยใชเ้มทลินีบสิอะครลิาไมด ์(methylenebisacrylamide) (ภาพประกอบ 7) ซึง่เจลทีไ่ดจ้ากเจลพอลิ
เมอไรเซชนั จะเป็นแผ่นบางๆ และมรีพูรุน ขนาดของรูพรุนจะขึน้กบัความเขม้ขนัของอะครลิาไมด ์

และเมทลินีบสิอะครลิาไมดท์ีใ่ช ้การเร่งปฎกิริยิาพอลเิมอไรเซซนัท าได้ โดยการเตมิตวัเร่งปฎิกริยิา 
ทีน่ิยมใชค้อื N,N,N,N-tetramethylethylenediamine (TEMED)  ซึง่จะท าให้เกดิอนุมูลอสิระ (free 

radical)  ของซลัเฟต (SO4
-
)  จากแอมโมเนียมเปอร์ซลัเฟต ((NH4)2S2O8) ที่เตมิลงในสารละลาย

เจล ดงัภาพประกอบ 8 

 
 
ภาพประกอบ 7 โครงสรา้งของอะครลิาไมด ์เมทลินีบสิอะครลิาไมด ์และ N,N,N,N tetramethyl-   
       ethylenediamine (TEMED) 
 

acrylamide N,N,N,N-tetramethylethylenediamine (TEMED) 

N,N-methylene-bis-acrylamide  
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ภาพประกอบ 8  ปฎกิริยิาการเกดิพอลเิมอไรเซซนัของอะครลิาไมด ์
 

          การประกอบเจลเขา้กบัอุปกรณ์ จะท าโดยการเตรยีมสารละลายเจลในบฟัเฟอร์ แล้วเทลง
ระหว่างกระจกสองแผ่นซึ่งมแีผ่นกัน้ (spacer) วางระหว่างกระจกทัง้สอง  ความหนาของเจลจะ
ขึน้กบัความหนาของแผ่นกัน้ทีใ่ช ้จากนัน้จงึใส่หว ี(comb) เพื่อใหเ้กดิช่องวา่งส าหรบัใส่สารตวัอย่าง 
(well) หลงัเจลแขง็ตวัแลว้ ซึง่การแขง็ตวัของเจลใช้เวลาประมาณ 30-60 นาท ีแล้วจงึประกอบเจล
เขา้กบัอุปกรณ์  (gel electrophoresis apparatus)  ขอบด้านบนของเจลจะจุ่มอยู่ในสารละลาย
บฟัเฟอรท์ีเ่รยีกวา่ cathode buffer ซึง่อยูใ่นภาชนะ (chamber)  ที่ต่อเขา้กบัข ัว้ลบ (cathode) ส่วน
ขอบด้านล่างของเจลจะจุ่มอยู่ในสารละลายบฟัเฟอร์ที่เรยีกว่า anode buffer ซึ่งต่อเขา้กบัข ัว้บวก 
(anode) เมื่อประกอบอุปกรณ์ดงัรปูแลว้จงึต่อข ัว้ทัง้สองเขา้กบัแหล่งจ่ายกระแสไฟฟ้า การเคลื่อนที่
ของโมเลกุลจะมทีศิทางจากบนลงล่าง   บฟัเฟอร์ที่นิยมใช้ในการแยกโปรตนีด้วยกระแสไฟฟ้าคอื 
Tris-HCl (tris hydroxyl methyl) aminomethane (C4H11NO3) ซึ่งมสี่วนผสมของไทรซนี  (tricine) 
อยูด่ว้ย (ภาพประกอบ 9) เรยีกวธิกีารแยกโปรตนีด้วยวธินีี้ว่า Tricine-SDS-PAGE  โดยวธินีี้จะใช้
ในการแยกโปรตนีหรอืพอลเิพปไทด์ที่มขีนาดเลก็ (1-100 kDa) ได้ดกีว่าวธิ ีGlycine-SDS-PAGE 
และใชเ้ปอรเ์ซน็ตข์องอะครลิาไมดท์ีต่ ่ากวา่วธิ ีGlycine-SDS-PAGE    
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ภาพประกอบ 9 โครงสรา้งของไทรซนี 
  
ส าหรบัการแยกโปรตนีดว้ยกระแสไฟฟ้าจะกระท าภายใตร้ะบบทีไ่ม่ต่อเนื่อง (discontinuous 

system) เพื่อท าใหม้คีวามคมชดัของแถบโปรตนีดขีึน้ วธินีี้ประกอบดว้ยเจล 2 ช่วง เจลช่วงบนเรยีก 
stacking gel (บางครัง้เรยีก spacer gel) ม ีpH 6.9 ซึ่งใน stacking gel จะประกอบไปด้วย 
สารละลายบฟัเฟอร์ Tris-HCl โดยที่ Tris มคี่า pKa เท่ากบั 8.3 ที่  20 C และเจลช่วงล่างเรยีกว่า 
resolving gel หรอื separating gel ม ีpH 8-9 ในช่วงของ stacking gel จะมคีวามเขม้ขน้ของ 
polyacrylamide ต ่า (4%) จะมี ionic strength ต ่า และม ีpH ที่เป็นกลาง ในทางตรงกนัข้าม 
resolving gel  จะมคีวามเขม้ขน้ของ  polyacrylamide สงูกวา่ (8-20%) ม ีionic strength สูง และม ี
pH ทีเ่ป็นด่าง resolving gel  จะท าใหเ้กดิการแยกกนัของโปรตนีตวัอยา่ง  ดงัภาพประกอบ 10 

 

  
 
ภาพประกอบ 10 การแยกโปรตนีโดยวธิ ีSDS-PAGEประกอบดว้ย stacking gel และ resolving gel 
        ทีม่า: Lipoprotein Analysis. (2008).  (online). 
 
   เนื่องจากโปรตนีแต่ละชนิดมปีระจุสุทธต่ิางกนั ดงันัน้ประจุของโปรตนีจงึมผีลต่อการเคลือ่น 
ที่ของโปรตีน การแยกโปรตีนจึงมกัท าในสภาพที่โปรตนีถูกท าให้เสียสภาพ โดยการเติม SDS 
(ภาพประกอบ 11 (A))  ลงในบฟัเฟอร ์โดย SDS จะจบักบักรดอะมโินในโปรตนี ในอตัราส่วนของ 1 
โมเลกุลของ SDS ต่อกรดอะมโิน 2 ตวัโดยประมาณ  จงึเรยีกวธิวีเิคราะหน์ี้วา่ SDS-polyacrylamide 
gel electrophoresis (SDS-PAGE) ดงันัน้โครงสรา้งจตุรภมู ิตตยิภมู ิและทุตยิภมู ิของโปรตนีจะถูก
ท าลาย เกดิเป็นสารประกอบเชงิซอ้น SDS-พอลเิพปไทด ์(SDS-polypeptide complex) ซึ่งมรีูปร่าง
เป็นแท่ง (rod shape) เนื่องจากสายโซ่พอลเิพปไทด์ จะคลายการม้วนออกเป็นสายยาว เมื่อถูกจบั
ดว้ย SDS และประจุลบบน SDS  จะท าใหป้ระจุสุทธบินโปรตนีเป็นลบ (ภาพประกอบ 11 (B))  จงึ
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ท าให้โปรตนีเคลื่อนที่ไปในทศิทางเดยีวกนัคอื เคลื่อนที่เขา้หาขัว้ทางข ัว้บวก (anode) ดงันัน้การ
แยกโปรตีนบนเจลจะขึน้อยู่กบัขนาดของโมเลกุลโปรตนีโดยไม่มผีลของประจุและรูปร่าง เข้ามา
เกี่ยวขอ้ง ซึ่งเราสามารถน าเทคนิค SDS-PAGE มาใช้ในการหามวลโมเลกุลของโปรตนีและพอลิ
เพปไทดโ์ดยประมาณได ้

 

 
 
 

 
 

 
 
ภาพประกอบ 11 โครงสรา้งของ SDS (A) การจบัของ SDS กบักรดอะมโินในโปรตนีท าใหโ้มเลกุล 
      เหยยีดยาวออก (B)โครงสรา้งของdithiothreitol (C)และโครงสรา้งของ 2-mercaptoethanol (D)   
        ทีม่า: Gallagher, S. R. (2008).  (online). 
 

สารผสมทีต่อ้งการแยกและหามวลโมเลกุลต้องถูกท าให้เสยีสภาพธรรมชาต ิ โดยให้ความ
ร้อนที่ 100 C   อย่างน้อย 3 นาท ีในสารละลายบฟัเฟอร์ที่มี SDS ปรมิาณมากเกนิพอ และมตีวั
รดีวิซ ์(reducing agent) ซึ่งจะท าให้เกดิการละลายพนัธะไดซลัไฟด์ (disulfide bonds)  ในโปรตนี
ท าใหพ้นัธะไดซลัไฟดแ์ยกออกจากกนัโดย เปลี่ยนเป็นหมู่  sulfhydyl (SH) พนัธะไดซลัไฟด์จะเกดิ
จากการจบักนัของ cysteine ในโปรตนี ส่วน reducing agent  ที่นิยมใช้ในการสลายพนัธะได
ซลัไฟด์ คือ 2-mercaptoethanol (หรือ -mercaptoethanol) (ภาพประกอบ 11 (D)) และ 
dithiothreitol (DTT) (ภาพประกอบ 11 (C)) นอกจากนี้ยงัมกีารเตมิ bromophenol blue ลงในสาร 
ละลายบฟัเฟอรเ์พื่อเป็น  tracking dye หลงัจากใหค้วามร้อนสารตวัอย่างโปรตนีแล้ว ต้องปล่อยให้

dithiothreitol 2-mercaptoethanol 

Sodium dodecyl sulfate 

C D 

B 

A 
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สารตวัอย่างเยน็ที่อุณหภูมหิ้อง ก่อนที่จะน าไปวเิคราะห์โปรตนีหรอืพอลเิพปไทด์ที่มมีวลโมเลกุล
ขนาดเล็กจะเคลื่อนที่ผ่านรูพรุนของเจลได้ดีกว่าโมเลกุลขนาดใหญ่ จึงเคลื่อนที่ในระยะทางที่
มากกวา่โมเลกุลขนาดใหญ่ในเวลาทีเ่ท่ากนั   

 อตัราเรว็ในการเคลื่อนที่ (mobility) ของสายพอลเิพปไทด์ ในสภาวะนี้จะมคีวามสมัพนัธ์
เป็นเสน้ตรงกบั logarithm ของมวลโมเลกุลของโปรตนี (log M) ดงัสมการ 

 
Log M = a – bx 

 
โดยที ่a และ b เป็นค่าคงทีซ่ึง่ขึน้อยูก่บัสภาวะของเจลที่ใช้ และ x คอือตัราเรว็ในการเคลื่อนที่ของ
สายพอลเิพปไทด ์เมื่อเขยีนกราฟระหว่าง logarithm (log M) ของมวลโมเลกุล กบัอตัราเรว็ในการ
เคลื่อนทีบ่นเจลจากการใช้โปรตนีมาตรฐาน ท าให้สามารถสร้างเส้นกราฟมาตรฐาน ซึ่งเป็นกราฟ
เสน้ตรงดงัภาพประกอบ 12 
 

 
ภาพประกอบ 12  กราฟระหวา่ง logarithm ของมวลโมเลกุล (log M) กบัอตัราเรว็ในการเคลื่อนที ่  
      บนเจล  
        ทีม่า : David; & Cox. (2008). Principle of Biochemistry. p.90. 
 
ความเข้มขน้ของอะครลิาไมด์ที่ใช้ จะขึน้กบัมวลโมเลกุลของโปรตนีที่ต้องการแยก ช่วงของมวล
โมเลกุล ของโปรตนีและความเขม้ขน้ของอะครลิาไมดแ์สดงในตาราง 1 
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ตาราง 1 ช่วงของโปรตนีทีต่อ้งการแยกโดยใชพ้อลอิะครลิาไมดท์ีค่วามเขม้ขน้ต่างๆ 
 

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

        ทีม่า: อภญิญา ชยัวสิุทธางกรู. (2552): เคมเีชงิฟิสกิสแ์ละการประยกุตใ์ชใ้นงานวจิยั.หน้า 96.  
 
องค์ประกอบของ separating gel และ  stacking gel ส าหรบัท า SDS-PAGE  1 แผ่น ที่ใช้ส าหรบั
การแยกโปรตนีในช่วง 1 ถงึ 100 kDa แสดงในตาราง 2 
 
ตาราง 2 องคป์ระกอบของ 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 

        ทีม่า: Shangger; & Jagow. (1987). Tricine-sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel   
          electrophoresis for the separation of proteins in the range from 1 to 100 kDa. p.368-379 
 
เมื่อ stacking dye เคลื่อนทีถ่งึต าแหน่งทีต่อ้งการบนเจลแล้วเป็นการสิ้นสุดการท าอเิลก็โทรโฟรซีสี 
(โดยการปิดเครื่องจ่ายกระแสไฟฟ้า) จากนัน้จงึน าเจลมาท าการยอ้มส ีเพื่อดแูถบของโปรตนี  สยีอ้ม 
(dye) ที่นิยมใช้คอื  Coomassie blue ซึ่งโปรตนีส่วนใหญ่จะถูกยอ้มด้วยสยีอ้มชนิดนี้    การยอ้ม
ดว้ย Coomassie blue จะต้องใช้ตวักลางที่เป็นกรดเพื่อให้เกดิแรงทางไฟฟ้า (electrostatic force) 
ระหวา่งโมเลกุลของสยีอ้มกบัหมู่แอมโมเนียมไอออน (-NH3

+) ของโปรตนี 
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3. การหาล าดบักรดอะมิโน (Amino acid sequencing) 
 

          วธิกีารหาล าดบักรดอะมโินทีน่ิยมกนัวธิหีนึ่ง คอืวธิ ี Edman degradation โดยทีห่มู่เอมนีที่
ปลาย N (N-terminal) ของโปรตีนหรือพอลิเพปไทด์จะถูกตดิฉลาก (label) ด้วยโมเลกุลของ 

phenylisothiocyanate  (PITC) เกดิเป็นอนุพนัธ์ phenylthiocarbamoyl ในสภาวะกรดที่อ่อน เช่น 
trifluoroacetic acid (TFA) จะเกิดสารประกอบเป็นวง (cyclic compound) ของ 
phenylthiohydantoin (PTH)-amino acid หลุดออกจากสายเพปไทด์ ท าให้สายเพปไทด์ส ัน้ลง 1 
กรดอะมโิน (ภาพประกอบ 13) และท าการวเิคราะห์ PTH-amino acid  ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี 
(HPLC) เทียบกบั PTH-กรดอะมโินมาตรฐาน ส่วนสายเพปไทด์ที่เหลือสามารถน ากลบัไปท า
ปฏกิริยิาใน cycle ต่อไปเพื่อวเิคราะหก์รดอะมโินตวัต่อๆ ไปตามล าดบั ท าใหท้ราบล าดบัของกรดอะ
มโินบนสายเพปไทดไ์ด ้

 
ภาพประกอบ 13 ปฎกิริยิาของ Edman degradation 

        ทีม่า : มนตร ีจุฬาวฒันฑล; และคนอื่นๆ. (2542) ชวีเคม.ี หน้า 103. 
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4. งานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 
 

        ได้มีการพฒันาโมเลกุลที่ใช้ตัดโปรตีนโดยการใช้ทัง้ปฎิกิริยาทางความร้อน  (thermal 

reaction) และปฎกิริยิาทางแสง (photoreaction) ตวัอยา่งรายงานที่มกีารใช้ปฎิกริยิาทางความร้อน 

เช่น  
 เซไรเกท และคนอื่นๆ (Sereikaite; et al. 2006: 369-378)  ได้มกีารศกึษาการตดัโปรตนีที่
ต าแหน่งจ าเพาะ โดยการใช้โลหะไอออนในสภาวะที่ม ีascorbic acid (ASC) และ oxidizing agent  
เช่น O2 หรอื H2O2  เป็นตวัเร่งปฏกิริยิาการตดัโปรตนี พบวา่ ในระบบ Fe3+/Fe2+-ASC สามารถตดั
โปรตนีได้ 4 ชนิด คอื bovine serum alblumin (BSA), lysozyme,  Ovalblumin, -casein และ    
-casein ระบบ Cu2+/Cu+-ASC สามารถตดัโปรตนีได้ 12 ชนิด คอื 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 าหรบั Pd2+ 
ion สามารถตดัโปรตนีได้ 2 ชนิด (-casein และ -casein) โปรตนีส่วนใหญ่ถูกตดัเพยีงเลก็น้อย  
ซึ่งมเีหตุผลที่เป็นไปได้ 2 ประการ ที่ท าให้โปรตนียงัคงเสถียร ต้านการถูกตดัโดยออกซิเดชนั 
ประการแรก แมว้า่จะไม่มกีารจบัหรอืเกดิการจบัทีต่ าแหน่งจ าเพาะของโปรตนี ภายใต้สภาวะที่เกดิ
การออกซเิดชนัที่ช้าจะท าให้ไอออนของโลหะถูกปล่อยออกจากต าแหน่งที่จบั และประการที่สอง 
hGH จะถูกตดัที่ต าแหน่งจ าเพาะ 2 ต าแหน่ง โดยระบบ Cu2+/Cu+-ASC  จะมอีย่างน้อยที่สุดหนึ่ง 
amino acid residue ของโปรตนี ถูกดดัแปลง โดยการเกดิ reactive carbonyl  

 ตวัอยา่งรายงานทีม่กีารใชแ้สงในการตดัโปรตนี โดยใช้โมเลกุลสงัเคราะห์เป็นโมเลกุลที่ท า

หน้าที่รบัแสง เช่น มารุตะ และคนอื่นๆ (Maruta; et al. 1998: 557-564) พบว่าการใช้วานาเดต 

(vanadate) ในการหา binding site ส าหรบัฟอสเฟตในโปรตนี โดยที่ vanadate จะมปีระจุเหมอืน

ฟอสเฟต  จงึเกดิการแขง่ขนัทีจ่ะจบักบัโปรตนี หลงัจาก vanadate ได้รบัพลงังานแสง (ที่ 366 nm)  

พนัธะหลงัหมู่ serine ในโปรตนีจะถูกตดั ถงึแมว้า่การตดัจะจ าเพาะที่ serine แต่จะพบว่ามกีารตดัที่

กรดอะมโินตวัอื่นดว้ย  นอกจากนี้  vanadate จะอยู่ในรูปสมดุลของโอลโิกเมอร์ (oligomers) ท าให้

ยากในการศกึษาถึงกลไก และเนื่องจาก vanadate มคี่าสมัประสทิธิก์ารดูดกลนืแสง (absorption 

extinction coefficient) ทีต่ ่าในช่วงความยาวคลื่นมากกวา่ 320 nm จงึตอ้งใช้ความเขม้ขน้สูงในการ

ดดูกลนืแสงใหเ้พยีงพอต่อการเกดิปฎกิริยิาทางเคมแีละการประยกุตใ์ชก้บัโปรตนีชนิดอื่นที่ไม่จบักบั

ฟอสเฟตเป็นไปไดอ้ยา่งจ ากดั ดงันัน้การพฒันาเพื่อหาโมเลกุลใหม่ทีส่ามารถจบักบัโปรตนีได้ด ีและ

สามารถตดัโปรตนีทีต่ าแหน่งจ าเพาะและมปีระสทิธภิาพสงูจงึไดร้บัความสนใจ 
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 ในระยะแรก คมูาร ์และคนอื่นๆ (Kumar; et al. 1993: 13914-13919) ไดม้กีารสงัเคราะห์

อนุพนัธข์องแอนทราซนี (Anthracyl Derivatives) เช่น 9-anthryl-metylamine hydrochloride 

(AMAC) หรอื 3-(9-anthryl)propylamine hydrochloride (APAC) และอนุพนัธข์องไพรนี (Pyrenyl 

Derivatives)เช่น 4(1-pyrenyl) butyramine chloride (PBAC) ศกึษาการจบักบัดเีอน็เอ (DNA) และ

โปรตนี เช่น BSA  calmodulin และ lactoglobulin พบวา่อนุพนัธข์องแอนทราซนี สามารถจบักบัดี

เอน็เอไดด้ ี โดยการแทรกเขา้ไประหวา่งสายของ DNA (intercalation) ในขณะที ่ PBAC จบักบั

โปรตนีดว้ย binding constant ทีส่งู โดยการจบัของ PBAC จะเลอืกจบัตรงบรเิวณทีไ่ม่ชอบน ้า 

(hydrophobic) ทีอ่ยูใ่กลก้นักบัหมู่ทีม่ปีระจุ (ionic) ในโปรตนีซึง่จะท าใหก้ารเลอืกจบัมคีวามจ าเพาะ

กวา่การจบัตรงบรเิวณหมู่ทีไ่ม่ชอบน ้าเพยีงอยา่งเดยีว  หรอืการจบัตรงบรเิวณทีม่หีมู่ ionic เพยีง

อยา่งเดยีว ดงัแสดงในภาพประกอบ14 

 

 
 

ภาพประกอบ 14 การออกแบบโมเลกุลเพื่อใชใ้นการจบักบัโปรตนีทีต่ าแหน่งจ าเพาะ 

 

 
ภาพประกอบ 15  โครงสรา้งอนุพนัธข์องแอนทราซนี (Anthracyl Derivatives) 
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ภาพประกอบ 16 โครงสรา้งอนุพนัธข์องไพรนี (Pyrenyl Derivatives) 

 

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

ออกแบบและพฒันาโมเลกุลซึ่งมีปลายด้านหนึ่งเป็นหมู่ที่ไม่ชอบน ้า (hydrophobic) และปลายอีก

ดา้นหนึ่งเป็นหมู่ทีช่อบน ้า (hydrophilic) เชื่อมต่อกนั โดยใช้กรดอะมโิน L-phenylalanine เชื่อมต่อ

เข้ากับ 4(1-pyrene)butyric acid (PBA)  ได้เ ป็นโมเลกุล N-(1-phenylalanine)-4(1-

pyrene)butyramide (Py-Phe) จากการศกึษาการตดัโปรตนี bovine serum albumin และ chicken 

egg-white lysozyme พบว่าการตดัโปรตนีเกดิขึน้ได้เมื่อฉายแสงที่ความยาวคลื่น 344 nm (max 

ของ Py-Phe) ไปยงัสารละลายผสมของโปรตนี Py-Phe และ Hexamine cobalt(III) trichloride 

(Co(NH3)6Cl3 หรอื CoHA) ซึง่ CoHA ท าหน้าทีเ่ป็นตวัรบัอเิลก็ตรอน (electron acceptor) การแยก

เพปไทดท์ีไ่ดจ้ากการตดัดว้ยวธิอีเิลก็โทรโฟรซีสิ (SDS-PAGE) และการหาล าดบักรดอะมโิน พบว่า 

BSA ถูกตดัระหว่าง Leu 348 และ Arg 349 ในขณะที่ lysozyme ถูกตดัระหว่าง Val 108 และ Trp 

109 

          คูมาร์ และบูรณประพฤกษ์ (Kumar; & Buranaprapuk. 1999: 4262-4270) ได้ศกึษาถึง

อิทธิพลของความยาวของโมเลกุลต่อการตดัโปรตีน โดยน า glycine มาขัน้ระหว่าง 4(1-

pyrene)butyric acid กบั L-phenylalanine เกดิเป็นอนุพนัธ์ของไพรนี ในรูปของ Py-(Gly)n-Phe 

(n=0, 1, 2) พบวา่ความยาวของโมเลกุลมผีลต่อคุณสมบตัทิางสเปกโทรสโกปีและคุณสมบตักิารตดั

โปรตนีดว้ยแสง ความยาวของโมเลกุลไม่ช่วยใหก้ารตดัโปรตนีดขีึน้ ประสทิธภิาพในการตดัโปรตนี

ลดลงเมื่อโมเลกุลมคีวามยาวเพิม่ขึน้  และการตดั lysozyme โดยใช้โมเลกุลของ Py-(Gly)2-Phe 

เกดิขึน้ 2 ต าแหน่งคอื ต าแหน่งแรกเกดิขึน้ระหว่าง Val 108 และ Trp 109 (major cleavage site) 

และอกีต าแหน่งหนึ่งคอื ระหว่าง Ala 110 และ Trp 111 (minor cleavage site) การตดัของโปรตนี

จะไม่เกดิขึน้ถ้าไม่ม ีprobe หรอื แสง หรอื CoHA  

           บรูณประพฤกษ์ และคมูาร ์(Buranaprapuk; & Kumar. 2000: 7019-7025) ได้มกีารศกึษา

การตัดโปรตีน โดยน ากรดอะมิโนชนิดอื่นมาใช้ในการสงัเคราะห์อนุพันธ์ของไพรีน  ได้แก่             
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L-tryptophan, L-tyrosine และ L-histidine โดยการต่อเข้ากบัหมู่คาร์บอกซิลของ 4(1-

pyrene)butyric acid แทน L-phenylalanine และมโีมเลกุลของ glycine เป็น linker เพื่อเพิ่ม 

flexibity ของโมเลกุล เกดิเป็นโมเลกุลในรูปของ Py-(Gly)-X (X = Phe, Trp, Tyr, และ His) พบว่า

โปรตนีจะไม่ถูกตดัเมื่อใช้โมเลกุลที่มี Trp และ Tyr เนื่องจากเกดิ intramolecular quenching โดย

โมเลกุลของ Trp และ Tyr ในการยบัย ัง้การเกดิ Py+ จาก Py* 

          คมูาร ์และคนอื่นๆ (Kumar; et al. 2001: 297-298) ไดม้กีารศกึษาถงึผลของ chiral center 

ของ phenylalanine บน probe ต่อการจบัและตดัโปรตนี โดยการสงัเคราะห์โมเลกุล Py-L-Phe และ 

Py-D-Phe (ภาพประกอบ 17) ในการสงัเคราะห์อนุพนัธ์ไพรนี เมื่อไอโซเมอร์ทัง้สองจบักบั BSA 

การคายแสง fluorescence ของ L-isomer จะลดลง  ในขณะที่การคายแสง fluorescence ของ D-

isomer จะเพิม่ขึน้ และการเปลี่ยนแปลงสญัญาณ CD เป็นไปในทศิทางตรงกนัขา้ม และพบว่า L-

isomer สามารถเลอืกจบักบั BSA ไดด้กีวา่ D-isomer ถงึ 100 เท่า 

  

(CH2)3CONH C CO2H

H

CH2

 

(CH2)3CONH C CO2H

CH2

H

 

ภาพประกอบ 17 โครงสรา้งของ Py-L-Phe และ Py-D-Phe 

  

          จากการศกึษาถึงกลไกของปฏกิริยิาโดยเทคนิคทาง Flash photolysis พบว่าเกดิอนุมูล

ประจุบวกของไพรีน (pyrene cation radical; Py+) เป็น intermediate หลงัจาก CoHA รบั

อเิลก็ตรอนจาก Py* ซึ่ง Py+ สามารถดงึอะตอมของไฮโดรเจน (hydrogen atom abstraction) บน

Py-L-Phe 
 
 

Py-D-Phe 
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คาร์บอนต าแหน่งอลัฟาของกรดอะมโินในโปรตนี ซึ่งก่อให้เกดิการสลาย (hydrolysis) ของพนัธะ

เพปไทด ์(Kumar; & Buranaprapuk. 2002 : 5810-5815)   

        คูมาร์ และโทตา (Kumar; & Thota; et al. 2005: 825-827) ศกึษาการตดัโปรตนีที่ต าแหน่ง

จ าเพาะด้วยแสง โดยศึกษาการตัดโปรตีน  lysozyme ด้วย Co(III) complexes ได้แก่ 

[Co(NH3)5Br]2+  [Co(NH3)4CO3]
+  และ [Co(NH3)6]

3+  พบวา่ เมื่อฉายแสงใหก้บัสารละลายผสมของ 

โปรตนี lysozyme กบั Co(III) complexes  เมื่อแยกเพปไทด์ที่ได้จากการตดั ด้วยวธิอีเิลก็โตรโฟรี

ซสิ (SDS-PAGE) และการหาล าดบักรดอะมโิน พบว่า lysozyme ถูกตดัระหว่าง Val 108 และ    

Trp 109  

  บูรณประพฤกษ์ และคนอื่นๆ (Buranaprapuk; et al. 2008 : 9258-9265) ได้ศกึษาถึง

ความส าคญัของขัว้ทีป่ลายโมเลกุลของอนุพนัธไ์พรนีโดยการสงัเคราะหอ์นุพนัธไ์พรนีในรูป PMA-L-

Phe และ PMA-D-Phe การกลบัข ัว้ที่ปลายของโมเลกุล phenylalanine จากหมู่คาร์บอกซลิิก 

(COOH) เป็นหมู่เอมนี (NH2) ใหป้ลายของอนุพนัธไ์พรนีเป็นหมู่อะมโินของ phenylalanine แทนหมู่

คาร์บอกซิล (ภาพประกอบ 18) พบว่าไม่มีผลต่อต าแหน่งในการตัดโปรตีน แต่มีผลท าให้

ประสทิธภิาพในการตดัโปรตนีดขีึน้อย่างมาก และ yield ที่ได้จดัว่ามปีระสทิธภิาพสูงเมื่อเทยีบกบั

การตดัโปรตนีทีเ่คยมรีายงานมา และจากการศกึษาโดยเทคนิคสเปกโทรสโกปี พบว่าข ัว้ของปลาย

อนุพนัธไ์พรนีมผีลต่อค่าคงทีก่ารจบั (binding constant) 

 

(CH2)3CONH C CO2H

H

CH2

 

CH2NHCO C H

NH2HCl

CH2

 

ภาพประกอบ 18 โครงสรา้งของ Py-L-Phe และ PMA-L-Phe 

  

Py-L-Phe 
 
 

PMA-L-Phe 
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   ดงันัน้ผูว้จิยัจงึตัง้สมมตฐิานวา่ถ้าน าโมเลกุลทีเ่ป็นสบัสเตรทจ าเพาะต่อเอนไซมม์าเชื่อมต่อ
กบัอนุพนัธ์ไพรีน จะได้อนุพนัธ์ไพรนีชนิดใหม่ที่มหีมู่จ าเพาะต่อเอนไซม์ชนิดนัน้ ซึ่งสามารถใช้
เทคนิคสเปกโทรสโคปีในการศกึษาโครงสร้างบรเิวณ  binding site ได้  ในงานวจิยันี้จงึมกีารใช ้   
D(+)-biotin ซึง่เป็นสบัสเตรทของ avidin และ streptavidin มาเชื่อมต่อกบัอนุพนัธไ์พรนี 
   ไบโอตนิ (biotin, vitamin B หรอื vitamin H) เป็นสารประกอบไบไซคลกิ (bicyclic) ที่มี
ก ามะถัน  (S)  อยู่ ใ น โม เลกุ ล  ซึ่ ง เกิด จากการ ร วมตัวกันของ เตตระ ไฮ โดร ไท โอ ฟีน 
(tarahydrotiophene) และ imidazolidone  ring เขา้ด้วยกนั มกีรดวาเลรกิ (valeric) มาจบัเป็นโซ่
ขา้ง (side chain)  biotin มลีกัษณะเป็นผลกึสขีาวแยกได้จากไข่ขาว ชนิดที่พบในธรรมชาต ิคอื 
dextro-rotary form หรอื D(+)-biotin (ภาพประกอบ 19) ซึ่งเป็นชนิดเดียวที่ร่างกายใช้เป็น
ส่วนประกอบของโคเอนไซม ์ ซึง่ binding constant ของ biotin-avidin และ biotin-streptavidin มคี่า
สูงถึง ~1015M-1 นอกจากนี้ปฎิกริยิาระหว่าง biotin-avidin และ biotin-streptavidin มกีารน าไป
ประยกุตใ์ช้ (Diamandis; & Christopoulos. 1991: 625-636) เนื่องจากมขีอ้ดไีด้แก่  1) avidin และ
streptavidin จะจบักบั biotin ที่จ าเพาะเฉพาะกบัต าแหน่งหรือเป้าหมายที่สนใจ   2) biotin มี
ต าแหน่งการจบักบั avidin และ streptavidin จ านวน 4  binding sites ต่อหนึ่งโมเลกุลของ avidin  
และ streptavidin  3) biotin เป็นโมกุลเล็ก ที่เมื่อถูกน าเข้าไปใน   biologically active 
macromolecules จะไม่มผีลต่อ biological activity เช่น  enzymatic catalysis  หรอื antibody 
binding  และ 4) สามารถทีจ่ะมาสงัเคราะหเ์ป็นโมเลกุลอนุพนัธไ์พรนี เช่น Py-biotin ได ้
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ภาพประกอบ 19 โครงสรา้งโมเลกลุของ D(+)-biotin 

 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

บทท่ี 3 
การด าเนินการวิจยั 

        ในงานวจิยัครัง้นี้เกีย่วขอ้งกบัการตดัโปรตนี avidin และ streptavidin ดว้ยอนุพนัธข์องไพรนี
ชนิดใหม่โดยการกระตุน้ดว้ยแสง  
 
1.  อุปกรณ์ เครื่องมอืและสารเคมีท่ีใช้ในการวิจยั 
             1.1  อปุกรณ์ และเครื่องมือท่ีใช้ในการวิจยั  

- ไมโครปิเปตตข์นาด 20  200 และ 1000 ไมโครลติร จากบรษิทั Gilson 
- Blot Filter Paper จากบรษิทั Bio-rad 
- Sequi-Blot TM PVDF membrane (0.2 m) จากบรษิทั Bio-rad 
- แผ่นอะลมูเินียม TLC จากบรษิทั Merck 
- เครื่องชัง่ละเอยีด 4 ต าแหน่ง จากบรษิทั  Mettler toledo รุ่น AB104-S  
- pH meter จากบรษิทั  Mettler toledo 
- ชุดอุปกรณ์ Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell จากบรษิทั Bio-rad 
- ชุดอุปกรณ์ SDS - PAGE apparatus จากบรษิทั Bio-rad 
- เครื่องยวูสีเปกโตโฟโตมเิตอร ์รุ่น UV-2401 PC  จากบรษิทั Shimadzu 
- เครื่องฟลอูอเรสเซนตส์เปกโตโฟโตมเิตอร ์รุ่น FP-6200 (PC) จากบรษิทั Jasco 
- เครื่องสเปกโตไลน์ รุ่น  ENF-240C / FE จากบรษิทั Spectronics Corporation  

 
           1.2  สารเคมีท่ีใช้ในการวิจยั 

- 1-Pyrenemethylamine hydrochloride (PMAC)  จากบรษิทั Acros  
- D(+)-biotin จากบรษิทั Acros  
- Acetonitrile จากบรษิทั Merck 
- Tetrahydrofuran จากบรษิทั Carlo Erbra 
- N,N-dicyclohexylcarbodiimide (DCC) จากบรษิทั Fluka 
- Dichloromethane จากบรษิทั Carlo Erbra 
- Methanol จากบรษิทั MercK 
- Isopropyl alcohol จากบรษิทั Carlo Erbra 
- Acetic acid  จากบรษิทั Carlo Erbra 
- Acrylamide จากบรษิทั Plusone 
- Methylenebisacrylamide  จากบรษิทั Plusone 
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- Glycerol จากบรษิทั Fluka 
- Deionized  water  
- Ammonium persulfate จากบรษิทั Sigma 
- Tetramethylethylenediamine (TMEDA หรอื TEMED) จากบรษิทั Sigma 
- Avidin from egg white (MW= 66,000 Da) จากบรษิทั Sigma 
- Streptavidin from Streptomyces avidinii) (MW= 60,000 Da) จากบรษิทั Sigma 
- Hexamine cobalt(III) trichloride (CoHA) จากบรษิทั Sigma 
- Coomassie blue R-250 จากบรษิทั Sigma 
- Cyclohexylaminopropane sulfonic acid (CAPS) จากบรษิทั Sigma 
- Trizma  base จากบรษิทั SAFC 
- Trizma[hydroxyl]aminomethane hydrochloride (Trizma   hydrochloride) จาก 

                   บรษิทั Sigma 
- Tricine จากบรษิทั Sigma 
- Sodium dodecyl sulfate (SDS) จากบรษิทั Sigma 
- Mark12TM MW Standard จากบรษิทั Invitrogen 
- Bromophenol Blue จากบรษิทั Plusone 
- 2-Mercaptoethanol จากบรษิทั Merck 
- Magnesium sulfate anhydrous จากบรษิทั Fluka 

 
2. การสงัเคราะห์ และตรวจสอบโครงสร้างของ Py-biotin 
 
           วิธีการทดลอง 
         1.  น า 1-Pyrenemethylamine hydrochloride, PMAC (50 มลิลกิรมั) ไปท าปฎิกริยิากบั 
D(+)-biotin (50 มลิลกิรมั)  โดยละลายใน acetronitrile ปรมิาตร 30 มลิลลิติร และ tetrahydrofuran 
ปรมิาตร 10 มลิลลิติร  
         2.  เตมิ dicyclohexyl carbodiimide (DCC) (100 มลิลกิรมั) และ 5% (w/v) sodium 
bicarbonate  (ละลายใน 80% acetonitrile/water) ดงัภาพประกอบ 20 
         3.  คนสารละลายทีไ่ดท้ีอุ่ณหภมูหิอ้ง และท าการตรวจสอบผลติผลทีเ่กดิขึน้โดยใช ้TLC (ใช ้  
10% CH2Cl2/MeOH เป็นระบบพา) ทุกๆ 1 ชัว่โมง เมื่อปรมิาณของผลติผลไม่เกดิเพิม่ขึน้จงึเตมิน ้า  
เพื่อหยดุปฎกิริยิา  
         4. ท าการสกดัผลติผลดว้ย CH2Cl2 จากนัน้น าชัน้ CH2Cl2 ทีไ่ดม้ารวมกนั  แลว้น าไปก าจดัน ้า
โดยใช ้ MgSO4 anhydrous แลว้น าไประเหยแหง้  
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5. น าสารทีไ่ด ้(crude) มาท าใหบ้รสิุทธิโ์ดยใช ้column chromatography  โดยใช ้silica gel 
เป็น stationary phase และใชต้วัท าละลายผสมของ CH2Cl2/MeOH เป็นตวัชะ   

6. ตรวจสอบโครงสรา้งของสารบรสิทุธิ ์โดยใช ้ UV, Fluorescence, IR, NMR และ mass  
spectroscopy  
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ภาพประกอบ 20 ปฏกิริยิาการสงัเคราะห ์Py-biotin 
 

5. การศึกษาทางสเปกโทรสโกปี 
   

             3.1  การศึกษาการจบั (binding) ของ Py-biotin กบั avidin และ streptavidin  โดย
การวดัการดดูกลืนแสง 
              วิธีการทดลอง  

1. เตมิสารละลาย avidin หรอื streptavidin ความเขม้ขน้  0-10 M  ลงในสารละลาย  
Py-biotin (2 M) ใน 50 mM Tris – HCl buffer, pH 7.0  น าไปวดัการดดูกลนืแสง (300-400 nm)    

2. น าค่าการดดูกลนืแสงของ Py-biotin ทีค่วามยาวคลื่น 343 nm ทีแ่ต่ละความเขม้ขน้ 
ของ avidin และ streptavidin มาพลอตกราฟกบัความเขม้ขน้ของ avidin และ streptavidin 

3. ค านวณหาค่าคงทีก่ารจบั (binding constant) จากสมการของ Scatchard equation  
  

DCC / Stir RT 4 hr 

1- pyrenemethylamine  
hydrochloride (PMAC) 

Py-biotin 

D(+)-biotin 

+ 
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1/Cf = Kb((n/r)-1) 

  
 โดยที ่ r = อตัราส่วนความเขม้ขน้ของ bound probe ต่อความเขม้ขน้ของโปรตนี          

         (Cb/ [avidin หรอื streptavidin]) 
         Cf  =  ความเขม้ขน้ของ free  probe 
          n  =  จ านวน binding site   
          Kb =  ค่าคงทีก่ารจบั 

 
           3.2   การศึกษาการยบัยัง้การคายแสง (quenching) ของ Py-biotin ในกรณีท่ีมี avidin 
และ streptavidin เป็นตวัยบัยัง้การคายแสง (quencher)  โดยการวดัการคายแสง  
             วิธีการทดลอง 

1. เตมิสารละลาย avidin หรอื streptavidin ความเขม้ขน้  0-10 M ลงในสารละลาย   
Py-biotin (2 M) ในสารละลาย 50 mM Tris – HCl buffer, pH 7.0  น าไปวดัการคายแสง (350-
500 nm) 

2. น าค่าการคายแสงของ Py-biotin ทีไ่ดจ้ากความยาวคลื่น 377 nm ทีแ่ต่ละความ 
เขม้ขน้ของ avidin และ streptavidin มาเทยีบกบัค่าการคายแสงของ Py-biotin ทีไ่ดจ้ากความยาว
คลื่น 377 nm ทีค่วามเขม้ขน้ 0 M ของ avidin และ streptavidin  จะได ้Io/I    

3. พลอตกราฟระหวา่ง Io/I   กบัความเขม้ขน้ของ avidin และ streptavidin  
4. ค านวณหาค่าคงที ่Ksv จากสมการ Stern-Volmer equation 

  
Io/I   = 1+ Ksv [Q] 

 
โดยที ่  Io และ I คอื ความเขม้ขน้แสง fluorescence ของ probe ก่อนและหลงัเตมิ avidin และ
streptavidin ตามล าดบั 

 Ksv  คอื  Stern-Volmer quenching constant  
 [Q]  คอื  ความเขม้ขน้ของตวัยบัย ัง้การคายแสง (avidin และ streptavidin) 
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1.3 การศึกษาการยบัยัง้การคายแสง (quenching)  ของ Py-biotin ในกรณีจบัอยู่กบั 
avidin และ streptavidin (10 M) โดยใช้ CoHA เป็นตวัยบัยัง้การคายแสง (quencher) โดย
การวดัการคายแสง  
                  วิธีการทดลอง 

1. เตมิสารละลาย quencher (hexamine cobalt(III) trichloride, CoHA) (0-1 mM) ลงใน
สารละลายผสมของ Py-biotin (2 M) กบั avidin และ streptavidin (10 M) แล้วน าไปวดัการคาย
แสง (350-500 nm) 

2. น าค่าการคายแสงของ probe ทีค่วามยาวคลื่น 377 nm ทีแ่ต่ละความเขม้ขน้ของ  
CoHA มาเทยีบกบัค่าการคายแสงของ probe ที่ 377 nm ที่ความเขม้ขน้ 0 M ของ CoHA จะได ้
Io/I    

  3.  พลอตกราฟระหวา่ง Io/I   กบัความเขม้ขน้ของ CoHA  
6. น ามาค านวณหา quenching constant จากสมการของ Stern-Volmer 
                         

Stern-Volmer equation  : Io/I   = 1+ Ksv [Q] 
 

โดยที ่     Io  และ I ความเขม้ขน้แสง fluorescence ของ probe ก่อนและหลงัเตมิ CoHA ตามล าดบั 
    Ksv  =   Stern-Volmer quenching constant  
    [Q]  =   ความเขม้ขน้ของ quencher (CoHA) 
  

4.  การศึกษาการตดัโปรตีน avidin และ streptavidin โดยการกระตุ้นด้วยแสงและ 
ตรวจสอบการตดัโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE 
  

4.1 การตดัโปรตีน avidin และ streptavidin โดยการกระตุ้นด้วยแสง 
      วิธีการทดลอง 

1. เตรยีมสารละลายผสมของ Py-biotin (15 M), avidin หรอื streptavidin (15 M)  
และ CoHA (1 mM) ใน 50 mM Tris – HCl buffer, pH 7.0  และสารละลายผสมที่ไม่ม ีPy-biotin 
(probe) หรอื CoHA ในสภาวะเดยีวกนั  

2. ท าการฉายแสงดว้ย 150W xenon lamp ทีค่วามยาวคลื่น 342 nm ในช่วงทีห่มู่ 
ไพรนีดดูกลนืแสง  

3. เตรยีมสารละลายละลายผสมทีไ่ม่มกีารฉายแสง (dark control) เพื่อเป็นการ 
เปรยีบเทยีบ โดยการทดลองท าในหอ้งมดื 
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4.2 การตรวจสอบการตดัโปรตีนด้วยวิธี sodium dodecyl sulfate polyacrylamide    
gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

 4.2.1   การเตรยีมสารละลายแคโทด  5x (500 มลิลลิติร) 
Trizma  base        6.05 กรมั 
Tricine                        8.96 กรมั 
SDS  0.50 กรมั 

1.  ละลาย Trizma  base, Tricine และ SDS ในน ้า deionize   
2.  ปรบัปรมิาตรใหเ้ป็น 500 มลิลลิติร ดว้ยน ้า deionize  (pH ของสารละลาย 

ประมาณ 8.25) 
   
4.2.2   การเตรยีมสารละลาย แอโนด 5x (500 มลิลลิติร) 

  Trizma  base        12.20  กรมั 
1.  ละลาย Trizma  base  ใน deionized water ปรบั pH ใหเ้ป็น 8.9 ดว้ยกรดไฮโดร

คลอรกิเขม้ขน้ 
2.  ปรบัปรมิาตรใหเ้ป็น 500 มลิลลิติร ดว้ย deionized water 

 
             4.2.3   การเตรยีมสารละลายเจลบฟัเฟอร ์(50 มลิลลิติร) 

            Trizma  base        36.32 กรมั 
            SDS    0.30 กรมั 

1. ละลาย Trizma  base และ SDS ดว้ยน ้า deionize  40  มลิลลิติร โดยใชค้วาม 
รอ้นช่วยในการละลาย 

2. ปล่อยใหเ้ยน็ทีอุ่ณหภมูหิอ้ง แลว้ปรบั pH ใหเ้ป็น 8.45 ดว้ยกรดไฮโดรคลอรกิ 
เขม้ขน้ 

3. ปรบัปรมิาตรใหเ้ป็น 50 มลิลลิติร ดว้ย deionized water  
 
  4.2.4  การเตรยีมสารละลาย อะครลิาไมด/์บสิอะครลิาไมด ์(50 มลิลลิติร) 

  Acrylamide   23.25  กรมั 
  Bisacrylamide    1.50  กรมั 

1.  ละลาย Acrylamide  และ Bisacrylamide ดว้ย deionized water 40  มลิลลิติร  
โดยใชค้วามรอ้นช่วยในการละลาย 

2.  ปล่อยใหเ้ยน็ทีอุ่ณหภมูหิอ้งแลว้ปรบัปรมิาตรใหค้รบ 50 มลิลลิติร ดว้ย deionized  
water   
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           4.2.5  การเตรยีม staining solution (250 มลิลลิติร) 

  isopropanol                 25 มลิลลิติร   
  acetic acid                   25 มลิลลิติร 
  Coomassie blue R-250   0.05 กรมั 

1.  ละลาย Coomassie blue R-250  ใน deionized water 
2.  เตมิ  isopropanol และ acetic acid  ปรมิาตร 25 มลิลลิติร  
3.  ปรบัปรมิาตรเป็น 250 มลิลลิติร                       

 
          วิธีการทดลอง  

1.  น าสารละลายผสมของปฎกิริยิาทัง้หมดทีผ่่านการฉายแสงและสารละลายทีใ่ชใ้น 
การเปรยีบเทยีบมาท าใหแ้หง้ ดว้ยเครื่อง freeze dry  

2.  น าตวัอยา่งทีแ่หง้แลว้ไปละลายใน loading buffer (24 l) จากนัน้น าไปตม้เป็น 
เวลา 3 นาท ีและปล่อยใหเ้ยน็ทีอุ่ณหภมูหิอ้ง 

3.  น ามาแยกดว้ยกระแสไฟฟ้าโดยวธิ ีSDS-PAGE โดยใช ้10% separating  gel ใช ้
กระแสไฟฟ้าที ่60 โวลต ์ส าหรบั stacking gel และ 110 โวลต ์ส าหรบั separating gel  

4.  ภายหลงัการแยก น าโปรตนีไปยอ้ม (stain) ดว้ย staining solution และท าการลา้ง  
(destain) โดยใช ้10% acetic acid 
 
5.  การย้าย โปรตีนโดย Western Blot (protein transfer) 

5.1  การเตรียมสารละลาย CAPS buffer 100mM , pH 10.5  
1. ละลาย CAPS 22.13 กรมั ใน deionized  water   
2. ปรบั pH ใหเ้ป็น 11.0 โดยใช ้2 N NaOH 
3. ปรบัปรมิาตรใหเ้ป็น 1000  มลิลลิติร 

1.1 การเตรียม staining solution ส าหรบัย้อม Polyvinylidene fluoride  
(PVDF) membrane    

1. ละลาย CAPS 22.13 กรมั ใน deionized  water   
2. ปรบั pH ใหเ้ป็น 11.0 โดยใช ้2 N NaOH 
3. ปรบัปรมิาตรใหเ้ป็น 1000  มลิลลิติร 

1.2  วิธีการทดลอง  
1. ตดั PVDF membrane   และ  Blot Filter Paper ใหม้ขีนาดเท่ากบัเจลทีไ่ด ้ 
2. น า PVDF membrane  ไปแช่ใน 100% methanol เป็นเวลา 2-3 วนิาท ี
3. น าเจลทีไ่ดผ้่านกระแสไฟฟ้าเพื่อท าการแยกเปปไทดแ์ลว้ (โดยไม่ตอ้งยอ้มเจล) และ  
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Blot Filter Paper กบั PVDF membrane ที่เตรยีมไว ้มาแช่ใน CAPS buffer,  pH 10.5 เป็นเวลา 
10-15 นาท ี  

4. น าเจล Blot Filter paper และ PVDF membrane  ประกบเขา้ด้วยกนัใน buffer tank 
และต่อเขา้กบัแหล่งจ่ายไฟ (power supply) ดงัภาพประกอบ 21 โดยท าการปรบักระแสไฟฟ้า และ
เวลาทีใ่ชใ้นการ transfer เพื่อใหเ้กดิการ transfer อยา่งมปีระสทิธภิาพสูงสุด ซึ่งการทดลองใช้เวลา
ประมาณ 0.5-1.5 ชัว่โมง  

5. น า PVDF membrane   ทีไ่ดท้ าการ transfer โปรตนีแล้วมายอ้มใน Coomassie blue 
R-250 (0.1%) methanol  (45%) /acetic acid (10%) เป็นเวลาประมาณ 2 นาท ี(หรอืจนมองเหน็ 
band)  แล้วจงึน า PVDF membrane   ไปล้าง (destain)  ด้วย methanol  (50%) / water (50%)  
ประมาณ 5 นาท ีแล้วจงึล้าง PVDF membrane ด้วยน ้ากลัน่  ท าการตดั band ของเพปไทด์ แล้ว
หาล าดบัของกรดอะมโิน 
 

 
ภาพประกอบ 21  การเตรยีมอุปกรณ์ส าหรบัการยา้ยโปรตนี 

         ทีม่า : Bio-Rad Laboratories . (2010). (online).  
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บทท่ี 4 
ผลการทดลอง 

 
           ในงานวจิยัครัง้นี้เกี่ยวขอ้งกบัการตดัโปรตนี avidin และ streptavidin ด้วยอนุพนัธ์ของ
ไพรนีชนิดใหม่โดยการกระตุน้ดว้ยแสง ผูว้จิยัไดแ้สดงผลการทดลองดงันี้  

1. การสงัเคราะห ์และตรวจสอบโครงสรา้งของ Py-biotin 
2. การศกึษาการ binding โดยเทคนิคทางสเปกโทรสโกปี 
3. การศึกษาการตดัโปรตีน avidin และ streptavidin โดยการกระตุ้นด้วยแสงและ

ตรวจสอบการตดัโปรตนีดว้ยวธิ ีSDS-PAGE 
4. การยา้ยโปรตนีโดย Western Blot (protein transfer) เพื่อหาล าดบักรดอะมโิน 

 
 

1. การสงัเคราะห์ และตรวจสอบโครงสร้างของ Py-biotin 
 

NH

HN OH
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ภาพประกอบ 22  โครงสรา้งของ d-biotinyl-1(1-pyrene)methylamide (Py-biotin) 

 
          จากการสงัเคราะหโ์มเลกุลของ d-biotinyl-1(1-pyrene)methylamide (Py-biotin) และท าให้
บรสิุทธิโ์ดยเทคนิคคอลมัน์โครมาโตกราฟี แลว้น าสารทีบ่รสิุทธ ์(ภาพประกอบ 22) ซึง่เป็นของแขง็สี
ขาวอมเหลอืง ไปตรวจสอบโครงสรา้ง ไดผ้ลดงันี้  
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   การตรวจสอบโครงสร้างของ Py-biotin 
 

   1.1  สเปกตรมัการดดูกลนืแสง 
 

 
 

ภาพประกอบ 23  สเปกตรมัการดดูกลนืแสงของ Py-biotin 
 

            จากสเปกตรมัการดดูกลนืแสงของ Py-biotin พบวา่ใหค้่าการดดูกลนืแสงสงูสุดทีค่วามยาว
คลื่นประมาณ 342 nm  และจากการหาค่าสมัประสทิธิก์ารดดูกลนืแสงของ Py-biotin โดยใชก้ราฟ
มาตรฐาน มคี่าเท่ากบั 1.05x104 M-1cm-1 

 

 
ภาพประกอบ 24 กราฟมาตรฐาน Py-biotin  

342 nm 
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1.2  สเปกตรมัการคายแสง 
 

 
 

ภาพประกอบ 25  สเปกตรมัการคายแสงของ Py-biotin 
 

            จากสเปกตรมัการคายแสงของ Py-biotin พบวา่ใหค้่าการคายแสงสงูสุดทีค่วามยาวคลื่น
ประมาณ 376 nm  ความยาวคลื่นทีใ่ชใ้นการกระตุน้เท่ากบั 342 nm 

 
 

1.3  NMR spectrum 
 
               1H NMR (400 MHz, d6-DMSO) : 7.8–8.2 (9H), 7.1 (5H), 5.0 (1H), 4.1  
 
          (1H), 3.8 (1H),3.3 (2H), 2.2 (2H), 1.8–2.1 (6H) 
 

1.4  Mass spectrum 
 
           MS data (FAB): m/z 456.4 (M+) 
  

1.5  จุดหลอมเหลว :  176 -180 องศาเซลเซยีส 
 
 

 
 
 

376 nm 376 nm 
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2. การศึกษาการ binding โดยเทคนิคทางสเปกโทรสโกปีของ Py-biotin  
   

2.1 การศึกษาการจบั (binding) ของ Py-biotin กบั avidin และ streptavidin  โดย
การวดัการดดูกลืนแสง 
   การเตมิสารละลายโปรตนี avidin ลงในสารละลาย Py-biotin (4.19 uM) จะท าให้เกดิการ
เปลีย่นแปลงต าแหน่งของสเปกตรมัไปทีค่วามยาวเพิม่ขึน้ประมาณ 3 นาโนเมตร และมสีเปกตรมัที่
ลดต ่าลง (hypochromism) ในภาพประกอบ 26 

 
ภาพประกอบ 26  สเปกตรมัการดดูกลนืแสงของ Py-biotin (4.19 M) / avidin (0-1.5 M) 

 

 
ภาพประกอบ  27 แสดงค่าการดดูกลนืแสงทีเ่ปลีย่นแปลงไปของ Py-biotin (4.19 M) ทีค่วามยาว  
      คลืน่  342.5 nm และ 345.2 nm เมื่อเพิม่ความเขม้ขน้ของ avidin  

3 nm 
red shift 
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ภาพประกอบ 28  binding isotherm ของ Py-biotin ทีไ่ดจ้ากขอ้มลูสเปกตรมัการดดูกลนืแสงใน   
      ภาพประกอบ 26 เสน้ทบึจะสมัพนัธก์บัสมการของ Scatchard  equation [1/Cf = Kb((n/r)-1)] 
  
     การเตมิสารละลายโปรตนี streptavidin ลงในสารละลาย Py-biotin (4.6 M ) จะท าใหเ้กดิ
การเปลีย่นแปลงต าแหน่งของสเปกตรมัไปทีค่วามยาวเพิม่ขึน้ประมาณ 3 นาโนเมตร และมี
สเปกตรมัทีล่ดต ่าลง (hypochromism) ในภาพประกอบ 29  

 
 

ภาพประกอบ 29  สเปกตรมัการดดูกลนืแสงของ Py-biotin (4.6 M) / streptavidin (0-1.7M) 

red shift 3 nm 
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ภาพประกอบ 30 แสดงค่าการดดูกลนืแสงทีเ่ปลีย่นแปลงไป ของ Py-biotin (4.6 M) ทีค่วามยาว  
      คลืน่ 342.8 nm และ 345.7 nm เมื่อเพิม่ความเขม้ขน้ของ streptavidin  

 

 
 

ภาพประกอบ 31  binding isotherm ของ Py-biotin ทีไ่ดจ้ากขอ้มลูสเปกตรมัการดดูกลนืแสงใน  
      ภาพประกอบ 29 เสน้ทบึจะสมัพนัธก์บัสมการของ Scatchard  equation [1/Cf = Kb((n/r)-1)] 

 
     จากการค านวณโดยใช้ Scatchard equation ได้ค่าคงที่การจบั (binding constant, Kb) 
ส าหรบั Py-biotin/avidin เท่ากบั 1.0x106 M-1  และค่าคงที่การจบั (binding constant, Kb) ส าหรบั 
Py-biotin/streptavidin เท่ากบั 6.79x105 M-1  จากค่าทีไ่ด ้จะพบวา่ Py-biotin สามารถจบักบัโปรตนี 
avidin ไดด้กีวา่ streptavidin ประมาณ 1.5 เท่า ค่าคงทีก่ารจบัทีไ่ดส้รุปในตาราง 3  
 



 
 

37 

ตาราง 3 แสดงค่า binding constant (Kb) ของ Py-biotin เมื่อจบักบั avidin และ streptavidin 
  

Probe / Protein Py-biotin/avidin Py- biotin/streptavidin 

Kb (M
-1) 1.00 x106 6.79x105 

 
2.2 การศึกษาการยบัยัง้การคายแสง (quenching) ของ Py-biotin ในกรณีท่ีมี avidin และ 
streptavidin เป็นตวัยบัยัง้การคายแสง (quencher)  โดยการวดัการคายแสง  

 
พารามเิตอรก์ารตรวจวดั (Parameter measurement) การยบัย ัง้การคายแสง 
 Measurement  mode   :  Emission spectrum 
 Band  width (Ex)        :  5 nm 
 Band  width (Em)       :  5 nm 
 Response                 :  Fast 
 Sensitivity                 :  Low 
 Measurement   range  :  350-550 nm 
 Data  pitch                :  1 nm 
 Excitation  wavelength :  342.0 nm 
 Scanning  speed        : 125 nm/min 

 
        จากการศกึษาถึงผลต่อฟลูออเรสเซนต์ของ Py-biotin (2 M) ขณะจบัอยู่กบัโปรตนี avidin 
และ streptavidin (0-10 M) พบว่า fluorescence intensity ของ  Py-biotin  (ภาพประกอบ 33)  
จะเพิม่ขึน้ในช่วงแรกของการเตมิ avidin (0, 0.005 , 0.01 , 0.015 M)   และลดลงในช่วงความ
เขม้ขน้ของ avidin 0.02 ถึง 0.10 M      หลงัจากนัน้จะค่อยๆ เพิม่ขึน้อกีครัง้ที่ความเขม้ขน้ของ 
avidin 0.2 ถงึ 1.0 M  ทีเ่ป็นเช่นนี้อาจเนื่องมาจากในช่วงแรกของการเตมิ avidin โมเลกุลของ Py-
biotin  ไม่ได้อยู่ในบรเิวณที่เป็น binding site   เมื่อความเขม้ขน้ของ avidin เพิม่ขึน้จะท าให ้
tyrosine หรือ tryptophan ใน avidin ไปบดบงัหรือยบัย ัง้การคายแสงของหมู่ไพรีน จึงท าให ้
fluorescence intensity ลดลง ส าหรบั fluorescence intensity ของ  Py-biotin ในกรณีที่เติม 
streptavidin  ความเขม้ขน้ 0 ถึง 10.0 M    นัน้ จะลดลงเมื่อความเขม้ขน้ของ streptavidin  
เพิม่ขึน้ (ภาพประกอบ 35)  ซึ่งเหตุผลจะคล้ายกบัการลดลงของ fluorescence intensity ในกรณี
ของ Py-biotin จบัอยูก่บั avidin 0.02 ถึง 0.10 M  ผลการศกึษาทางฟลูออเรสเซนต์ในการจบักบั
โปรตนีแสดงในตาราง 4  
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ภาพประกอบ 32  สเปกตรมัการคายแสงของ Py-biotin ในกรณีทีจ่บัอยูก่บัโปรตนี avidin 

 

 
 

ภาพประกอบ 33  แสดง fluorescence intensity ทีเ่ปลีย่นแปลงไปของ Py-biotin (2 M) เมื่อเพิม่  
      ความเขม้ขน้ของ avidin  ทีค่วามยาวคลื่น 376 และ 396 นาโนเมตร  

Py-biotin (2 M) 

Py-biotin (2 M) + avidin (1 M)  
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ภาพประกอบ 34  แสดงสเปกตรมัการคายแสงของ Py-biotin (2 M)  ในกรณทีีจ่บัอยูก่บั  
      Streptavidin 

 

  
 
ภาพประกอบ 35   แสดง fluorescence intensity ทีเ่ปลีย่นแปลงไปของ Py-biotin  เมื่อเพิม่ความ 
      เขม้ขน้ของ Streptavidin ทีค่วามยาวคลื่น 376 และ 396 นาโนเมตร  
 
 
 

Py-biotin (2 M)   

Py-biotin (2 M) + streptavidin 10 (M) 
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ตาราง 4  แสดงการเปลีย่นแปลงของ fluorescence intensity ของ Py-biotin เมื่อจบักบั avidin และ   
      streptavidin 

 
 Py-biotin + avidin Py-biotin + streptavidin 
การยบัย ัง้การคายแสง 

(Quenching ) 
fluorescence intensity เพิม่ขึน้
ในช่วงความเขม้ขน้ 0-0.015 
M แลว้ลดลงในช่วงความ
เขม้ขน้ 0.02 - 0.10 M 

fluorescence intensity  ลดลง 

 
 

  2.3  การศึกษาการยบัยัง้การคายแสง (quenching)  ของ Py-biotin ในกรณีจบัอยู่กบั 
avidin และ streptavidin (10 M) โดยใช้ CoHA เป็นตวัยบัยัง้การคายแสง (quencher) โดย
การวดัการคายแสง 
 

2.3.1 การยบัย ัง้การคายแสง (quenching)  ของ Py-biotin โดย CoHA ในกรณีที่ไม่ได้
จบักบัโปรตนี 

 

 
 
ภาพประกอบ 36  แสดงสเปกตรมัการคายแสงของ Py-biotin (2 M)  ในกรณทีีไ่มไ่ดจ้บัอยูก่บั 
      โปรตนี  (free probe) ความยาวคลื่นทีใ่ชใ้นการกระตุน้เท่ากบั 342 nm 

Py-biotin (2 M)   

Py-biotin (2 M) + CoHA (1 mM)  
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ภาพประกอบ 37  แสดงกราฟระหวา่ง I0/I ต่อ [CoHA ] โดยที ่I0 เป็น fluorescence intensity ของ  
      Py-biotin  เมื่อไม่ม ีCoHA และ I เป็น fluorescence intensity ของ Py-biotin  เมื่อม ีCoHA  
      ความยาวคลื่นทีใ่ชใ้นการกระตุน้เท่ากบั 342 nm 

 
2.3.2  การยบัย ัง้การคายแสง (quenching) ของ Py-biotin โดย CoHA ในกรณีทีจ่บักบั

โปรตนีavidin 

  
ภาพประกอบ 38 แสดงสเปกตรมัการคายแสงของ Py-biotin (1.8 M) ในกรณทีีจ่บัอยูก่บัโปรตนี  
      avidin   ความยาวคลื่นทีใ่ชใ้นการกระตุน้เท่ากบั 342 nm 
 

Py-biotin /avidin + CoHA (1 mM) 

Py-biotin /avidin  
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ภาพประกอบ 39   แสดงกราฟระหวา่ง I0/I ต่อ [CoHA ] โดยที ่I0 เป็น fluorescence intensity ของ  
      Py-biotin/avidin  เมื่อไม่ม ีCoHA  และ I เป็น fluorescence intensity ของ Py-biotin/avidin   
      เมื่อม ีCoHA ความยาวคลื่นทีใ่ชใ้นการกระตุน้เท่ากบั 342 nm 

 

 
 

ภาพประกอบ 40 แสดงสเปกตรมัการคายแสงของ Py-biotin (2 M) ในกรณีทีจ่บัอยูก่บัโปรตนี  
      streptavidin ความยาวคลื่นทีใ่ชใ้นการกระตุน้เท่ากบั 342 nm 
 
 

Py-biotin/streptavidin + CoHA (1mM) 

Py-biotin/streptavidin  
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ภาพประกอบ 41   แสดงกราฟระหวา่ง I0/I ต่อ [CoHA ] โดยที ่I0 เป็น fluorescence intensity ของ  
      Py-biotin/ streptavidin  เมื่อไมม่ ีCoHA และ I เป็น fluorescence intensity ของ Py-biotin/  
      streptavidin  เมื่อม ีCoHA ความยาวคลื่นทีใ่ชใ้นการกระตุน้เท่ากบั 342 nm 
 
            การศึกษาการคายแสงของ Py-biotin โดยใช้ CoHA  เป็นตัวยบัย ัง้การคายแสง 
(quencher) เพื่อดูความสามารถของ CoHA ในการเข้าถึง  Py-biotin ขณะที่จบักบัโปรตนี โดย
เปรยีบเทยีบกบัความสามารถของ CoHA ในการเขา้ถึง  Py-biotin อสิระในบฟัเฟอร์ การที่ Py-
biotin อยูภ่ายในโปรตนีจะถูกป้องกนัไม่ให ้CoHA เขา้ถงึ แต่ถ้า Py-biotin อยูภ่ายนอกหรอืที่พื้นผวิ
โปรตีน จะท าให้ CoHA เข้าถึงได้ และส่งผลให้ fluorescence intensity ของ Py-biotin ลดลง 
ส าหรบั CoHA  ทีเ่ลอืกใชเ้ป็นตวัยบัย ัง้การคายแสง ในงานวจิยัครัง้นี้มขีอ้ด ีคอื สามารถละลายได้ดี
ใน aqueous solution  ไม่ใช่สารที่คายแสงได้ มกีารจบักบัโปรตนีได้เพยีงเลก็น้อย และที่ส าคญั
สามารถเหนี่ยวน าใหเ้กดิการตดัโปรตนี  
           เมื่อท าการฉายแสงให้กบัสารละลายผสมของ Py-biotin กบั avidin  และสารละลายผสม
ของ Py-biotin กบั streptavidin  ทีค่วามยาวคลื่น 342 nm และวดั fluorescence intensity ที่ความ
ยาวคลื่น 376 nm   จากนัน้น าไปค านวณหาค่า quenching constant (Ksv) ตามสมการของ Stern-
Volmer equation (Io/I   = 1+ Ksv [Q]) โดยค่า Ksv ทีค่ านวณไดแ้สดงในตาราง 5 
 
ตาราง 5  แสดงค่า Ksv ของ Py-biotin เมื่อไม่มแีละมกีารจบักบั avidin และ streptavidin 
 

Probe / Protein 
ไม่มกีารจบักบัโปรตนี      
    (free probe)  Py-biotin/avidin  Py-biotin/streptavidin 

Ksv (M
-1) 1.023 x103 2.520 x102 8.078x102 
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จากตาราง 5 แสดงใหเ้หน็วา่ ในกรณีที ่Py-biotin ไม่มกีารจบักบัโปรตนี CoHA สามารถที่จะเขา้ถึง  
Py-biotin  ได้ดกีว่าในกรณีที่ Py-biotin จบักบัโปรตนี avidin และ streptavidin ซึ่งดูได้จากค่า Ksv 
ของ free probe ที่มากกว่า ดงันัน้สามารถกล่าวได้ว่า ในกรณีที่ Py-biotin มกีารจบักบัโปรตนี 
avidin หมู่ไพรนีในโมเลกุลของ Py-biotin ถูกฝงัอยูใ่นโปรตนีในบรเิวณทีไ่ม่ชอบน ้าของโปรตนี ท าให ้
CoHA ไม่สามารถเขา้ถึงหมู่ไพรนีได้ ค่า Ksv จงึน้อย  แต่การจบักบัโปรตนี streptavidin   จะจบัที่
บรเิวณผวิดา้นนอกของโปรตนีจงึท าให ้CoHA สามารถทีจ่ะเขา้ถงึ  Py-biotin ไดม้ากกวา่ ค่า Ksv จงึ
ใกลเ้คยีงกบัค่า Ksv ของ free probe   
 

              3.  การศึกษาการตดัโปรตีน avidin และ streptavidin โดยการกระตุ้นด้วย
แสง และตรวจสอบการตดัโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE 
  
            3.1 การตดัโปรตีน avidin และ streptavidin โดยการกระตุ้นด้วยแสง  
         
            การเตรยีมสารละลายผสมของ Py-biotin (15 M), avidin หรอื streptavidin (15 M) 
และ CoHA (1 mM) ในสารละลาย 50 mM Tris-HCl pH 7.0   เตรยีมดงัในตารางที ่6 
 
ตาราง 6 การเตรยีมปฎกิริยิาสารละลายผสม เพื่อศกึษาการตดัโปรตนี 

 

หลอดที ่ รเีอเจนต ์
เวลาทีใ่ชใ้นการฉายแสงทีค่วาม

ยาวคลื่น 343 nm 
1 - Avidin - - 
2 Py-biotin Avidin CoHA Control 
3 Py-biotin Avidin CoHA 5 นาท ี
4 Py-biotin Avidin CoHA 10 นาท ี
5 Py-biotin Avidin CoHA 15 นาท ี
6 Py-biotin Avidin CoHA 20 นาท ี
7 Py-biotin Avidin CoHA 30 นาท ี
8 Py-biotin Avidin - Control 
9 Py-biotin Avidin - 15 นาท ี

 
 
 

 



 
 

45 

          3.2  การตรวจสอบการตดัโปรตีนด้วยวิธี sodium dodecyl sulfate polyacrylamide  
gel  electrophoresis (SDS-PAGE) 
 
        จากการน าสารละลายผสมที่ผ่านการฉายแสงที่ความยาวคลื่น 343 nm ไประเหยให้แห้ง 
และน ามาตรวจสอบการตดัโปรตนีดว้ยวธิ ีSDS-PAGE แสดงผลในภาพประกอบ 42 และ 43 
 
                                          1     2     3    4    5     6    7     8 

        
 
ภาพประกอบ 42  แสดง SDS-PAGE ของการตดัโปรตนี avidin ทีต่ าแหน่งจ าเพาะดว้ยแสง โดย  
      Py-biotin เมื่อ 
       Lane 1 : M.W. marker 
       Lane 2 : 15 M avidin 
       Lane 3 : 15 M avidin + 15 M Py-biotin , dark control 
       Lane 4 : 15 M avidin + 15 M Py-biotin + 1 mM CoHA, dark control 
       Lane 5 : 15 M avidin + 15 M Py-biotin + 1 mM CoHA, 343 nm, 5 min 
       Lane 6 : 15 M avidin + 15 M Py-biotin + 1 mM CoHA, 343 nm, 15 min 
       Lane 7 : 15 M avidin + 15 M Py-biotin + 1 mM CoHA, 343 nm, 30 min 
       Lane 8 : 15 M avidin + 15 M Py-biotin, 343 nm, 15 min 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

II 
I 

3.5 - 
6.0 - 

14.4- 
- 

  21.5 - 

31.0 - 
- 

kDa 
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                              1     2    3    4     5    6     7    8    9    10 

                 
 

ภาพประกอบ 43  SDS-PAGE ของการตดัโปรตนี streptavidin ทีต่ าแหน่งจ าเพาะดว้ยแสง โดย  
      Py-biotin เมื่อ 
      Lane 1 : M.W. marker 
      Lane 2 : 15 M streptavidin  
      Lane 3 : 15 M streptavidin + 15 M Py-biotin + 1 mM CoHA, dark control  
      Lane 4 : 15 M streptavidin + 15 M Py-biotin + 1 mM CoHA, 343 nm, 5 min 
      Lane 5 : 15 M streptavidin + 15 M Py-biotin + 1 mM CoHA, 343 nm, 10 min 
      Lane 6 : 15 M streptavidin + 15 M Py-biotin + 1 mM CoHA, 343 nm, 15 min 
      Lane 7 : 15 M streptavidin + 15 M Py-biotin + 1 mM CoHA, 343 nm, 20 min 
      Lane 8 : 15 M streptavidin + 15 M Py-biotin + 1 mM CoHA, 343 nm, 30 min 
      Lane 9 : 15 M streptavidin + 15 M Py-biotin, dark control 
      Lane 10 : 15 M streptavidin + 15 M Py-biotin, 343 nm, 15 min 

 
          การตรวจสอบการตดัโปรตนีดว้ยเทคนิคทางอเิลก็โตรโฟเรซสี (SDS-PAGE) พบว่า โปรตนี 
avidin ถูกตดัไดเ้พปไทด ์2 สาย ในขณะที ่streptavidin ไม่เกดิการตดัโปรตนี จากการทดลองจะเหน็
ไดว้า่การตดัโปรตนี เมื่อท าการฉายที ่343 nm จะเริม่เกดิทีเ่วลา 5 นาท ี และการตดัโปรตนี จะขาด
สารตวัใดตวัหนึ่ง หรอืแสงไม่ได ้เมื่อค านวณหาน ้าหนกัโมเลกุลโดยประมาณของเพปไทด์ทัง้ 2 สาย 
พบวา่ เพปไทดส์ายที ่I  และ II  มนี ้าหนกัโมเลกุลโดยประมาณ  9.57  และ 5.75  kDa ตามล าดบั  
  
 
 
 
 
 

3.5 - 
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31.0-  

  kDa 
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การค านวณหามวลโมเลกุลของของเพปไทดท์ีไ่ดจ้ากการตดัโปรตนีเอวดินิทัง้ 2 เพปไทด ์
 

MW  
(โปรตนีมาตรฐาน) 

Rf(MW) 
(โปรตนีมาตรฐาน) 

log MW 
(โปรตนีมาตรฐาน) Rf (fragment) 

MW 
(frangment) 

(kDa) (cm)   (cm) (kDa) 

97.4 0.2 4.99     
66.3 0.5 4.82     

55400 0.8 4.74     

36500 1.7 4.56     

31000 1.9 4.5     

21500 2.6 4.33     
14400 3.1 4.16   

6000 3.9 3.78 3.4 9.57 

3500 4.5 3.54 4.1 5.75 
 

 
 
ภาพประกอบ 44 กราฟระหวา่ง logarithm ของมวลโมเลกุล (log M) ของโปรตนีมาตรฐานกบั 
      อตัราเรว็ในการเคลื่อนทีข่องสายเพปไทดบ์นเจล 
   
        อตัราเร็วในการเคลื่อนที่ (mobility) ของสายเพปไทด์ จะมคีวามสมัพนัธ์เป็นเส้นตรงกบั 
logarithm ของมวลโมเลกุลของโปรตนี (log M) ดงัสมการ 

Log M = a – bx 
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โดยที ่a และ b เป็นค่าคงที ่และ x คอือตัราเรว็ในการเคลื่อนทีข่องสายเพปไทด ์จากการค านวณหา
มวลโมเลกุลของ fragments  ทีร่ะยะทางของเพปไทดเ์ป็น  3.4 และ 4.1 เซนตเิมตร พบวา่มมีวล
โมเลกุลประมาณ  9.57  และ 5.75  kDa 
 

3.3  ศึกษาการยับ้ย ัง้การตดัโปรตีน avidin โดยการใช้ biotin 
 
ผลของ biotin ทีม่ต่ีอการตดัโปรตนี avidin จะท าการศกึษาโดย ผสม avidin (15 M) กบั 

biotin   (15 M) ก่อนเป็นเวลา 15 นาท ีจากนัน้จงึเตมิ CoHA และ Py-biotin และท าการทดลอง
ขัน้ตอนต่อไปเหมอืนการศกึษาการตดัโปรตนี avidin  

 
 

 
 

ภาพประกอบ 45  SDS-PAGE แสดงการยับ้ย ัง้การตดัโปรตนี avidin ทีต่ าแหน่งจ าเพาะดว้ยแสง    
     โดย biotin (15 M)  เมื่อ 
      Lane 1 : M.W. marker 

Lane 2 : 15 M avidin  + 15 M Py-biotin + 1 mM CoHA,  343 nm, 5 min 
Lane 3 : 15 M avidin  + 15 M Py-biotin + 1 mM CoHA,  343 nm, 10 min 
Lane 4 : 15 M (avidin + biotin) + 15 M Py-biotin + 1 mM CoHA, 343 nm, 5 min 
Lane 5 : 15 M (avidin + biotin) + 15 M Py-biotin + 1 mM CoHA, 343 nm, 10 min 

 
           ผลการศกึษาการยบัย ัง้การตดัโปรตนี avidin ดว้ย biotin โดยใชอ้ตัราส่วนความเขม้ขน้ของ
สารทัง้สองชนิดเป็น 1:1 พบว่า biotin จะมอีทิธิพลต่อการตดัโปรตนีของ Py-biotin ดงัแสดงใน
ภาพประกอบ 45  จากรปูแบบการตดัโปรตนีทีไ่ด ้ พบว่า biotin จะยบัย ัง้การตดัโปรตนี avidin  ซึ่ง
จะเหน็ได้จาก เพปไทด์สายที่ I  และ II  ใน Lane 4 และ Lane 5 จะหายไปเมื่อเทยีบกบั Lane 2
และ Lane 3 ซึง่ไม่มกีารเตมิ biotin และท าการทดลองทีส่ภาวะเดยีวกนั 
 

I 
II 

1      2      3     4     5    
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4. การย้ายโปรตีน (protein transfer) โดย Western Blot เพื่อหาล าดบั
กรดอะมิโน 

 
            เมื่อตรวจสอบการตดัโปรตนีด้วยวธิ ีSDS-PAGE แล้ว จะท าการยา้ยโปรตนีที่ได้ เพื่อหา
ล าดับของกรดอะมิโนต่อไป การทดลองในขัน้ตอนนี้  จะใช้สภาวะในการ transfer  ดงันี้คือ 
กระแสไฟฟ้า 140 มลิลแิอมแปร์ ความต่างศกัย ์ 50 โวลต์ เวลา 60 นาท ีและ CAPs buffer, pH 
10.95 เป็นอเิลก็โทรไลต ์ผลการ transfer ทีไ่ดแ้สดงในภาพประกอบ 46 
 

 
 

 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 46  PVDF membrane ของ avidin ทีผ่่านการฉายแสง เมื่อ 
                    Lane 1 : 15 M avidin + 15 M Py-biotin + 1 mM CoHA, 343 nm, 30 min 
                    Lane 2 : 15 M avidin + 15 M Py-biotin + 1 mM CoHA, 343 nm, 30 min 
                    Lane 3:  15 M avidin + 15 M Py-biotin + 1 mM CoHA, 343 nm, 15 min 
                    Lane 4 : 15 M avidin + 15 M Py-biotin + 1 mM CoHA, 343 nm, 15 min 
                    Lane 5 : 15 M avidin + 15 M Py-biotin + 1 mM CoHA, control 
                    Lane 6 : 15 M avidin  
                    Lane 7 :  M.W. marker 
 
          การหาล าดบักรดอะมโินทีถู่กตดัจะท าโดยส่งไปวเิคราะหท์ี ่Midwest analytical, Inc.  พบวา่ 
5 ล าดบัของกรดอะมโิน ที่ได้จาก  fragment ที่มมีวลโมเลกุล   9.57 kDa  มลี าดบัของกรดอะมโิน 
เป็น ARKCS (Ala-Arg-Lys-Cys-Ser ) และ 5 ล าดบัของกรดอะมโินที่ได้จาก  fragment ที่มมีวล
โมเลกุล น้อยที่สุด (5.75 kDa) และเป็น minor product   มลี าดบัของกรดอะมโิน เป็น VFTGQ 
(Val-Phe-Thr-Gly-Glu)  ซึง่เมื่อเปรยีบเทยีบกบัล าดบักรดอะมโินของ avidin พบว่าการตดัเกดิขึน้ที่
ต าแหน่งระหวา่ง Thr(77) – Val(78) 
 
H2N-AlaArgLysCysSer….….GluSerThrThr(77) – Val(78)PheThrGlyGlu…...…COOH 
 
                   N-terminal fragment                      C-terminal fragment (5.75 kDa) 

 1      2     3      4    5           6    7  
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บทท่ี 5 
สรปุผล อภิปรายผลการวิจยั และข้อเสนอแนะ 

 
           งานวจิยัไดศ้กึษาการตดัโปรตนี avidin และ streptavidin ดว้ยอนุพนัธข์องไพรนีชนิดใหม่
โดยการกระตุน้ดว้ยแสง ซึง่จะสรุปผล อภปิรายผลการวจิยั และใหข้อ้เสนอแนะดงันี้ 
 

     จากการศกึษาการตดัโปรตนีโดยใช ้Py-biotin เป็น  probe  โดยโมเลกุลนี้ประกอบดว้ยส่วน
ทีไ่ม่ชอบน ้า (hydrophobic) ส่วนที่มขี ัว้ (polar)  และ linker สายสัน้ๆ  ส่วนที่ไม่ชอบน ้าซึ่งเป็นหมู่
ไพรนีจะท าหน้าทีร่บัแสง ความยาวคลื่นสูงสุด เท่ากบั 342 nm ในช่วงความยาวคลื่น 300-400 nm  
พบว่า avidin ถูกตดั เมื่อท าการฉายแสงที่ 343 nm สารละลายผสมของ Py-biotin (15 M) + 
avidin (15 M) + CoHA (1 mM) โดยการตดัโปรตนีนัน้ ไม่สามารถเกดิขึน้ได้ถ้าไม่ม ีPy-biotin 
หรอื CoHA หรอื แสง อยา่งใดอยา่งหนึ่ง 

     เนื่องจากไพรนีเป็นโมเลกุลที่สามารถดูดกลนืแสงได้ดใีนช่วงความยาวคลื่น 300-400 nm  
ซึง่เป็น ช่วงความยาวคลื่นทีโ่ปรตนีไม่มกีารดดูกลนืแสง ดงันัน้จงึสามารถใช้เทคนิคทางสเปกโตรส
โกปีในการศกึษาการจบักบัโปรตนี และไพรนีมสีมัประสทิธ์การดูดกลนืแสง (absorption extinction 
coefficient ) ทีส่งู ประมาณ 1.05 x104 M-1s-1 ที ่342 nm  จงึสามารถใชค้วามเขม้ขน้น้อย (M ) ใน
การรบัแสงเพื่อใหเ้กดิปฎกิริยิา 

    การเปลี่ยนต าแหน่งของสเปกตรมัการดูดกลนืแสงของ Py-biotin เมื่อจบักบั avidin และ
streptavidin แสดงถงึการเปลีย่นแปลงสภาวะแวดล้อม (microenvironment) ของหมู่ไพรนีขณะจบั
กบัโปรตนี ซึ่งเกดิการเปลี่ยนต าแหน่งสเปกตรมัไปที่ความยาวคลื่นเพิม่ขึน้ (red shift) ทัง้ใน Py-
biotin/avidin และ Py-biotin/streptavidin   การลดลงของการคายแสงของ Py-biotin/avidin และ 
Py-biotin/streptavidin  เนื่องมาจากการที่หมู่ไพรนีเกดิปฎิกริยิากบักรดอะมโินที่อยู่ภายในโปรตนี  
เช่น tryptophan  หรอื tyrosine จงึท าให ้fluorescence intensity ลดลง   
         จากการศึกษาการตดัโปรตีนที่ผ่านมาโดยใช้โมเลกุลที่เป็นอนุพนัธ์ของไพรีน (Py-Phe) 
(Kumar; et al. 1998: 10361-10366) พบว่าความสามารถในการตดัโปรตีนอธิบายได้จาก
ความสามารถของ CoHA ทีไ่ปยบัย ัง้ (quench) การคายแสงของหมู่ไพรนีในสภาวะกระตุน้ (excited 
state pyrene, Py*)  ซึง่ปฎกิริยิาทีท่ าใหเ้กดิการตดัโปรตนีเป็นดงันี้ 

 
Py  +   h                           Py* (Singlet excited state pyrene) 
Py* + Co(III)                         Py+   +   Co(II) 

         
           Py+   คอื  pyrene cation radical  ซึง่ Py+   เป็นสารตวักลาง (intermediate)  ทีส่ าคญัใน
การตดัโปรตนี การตดัของพนัธะเพปไทด์ในโปรตนีอาจเกดิจากการดงึอะตอมของไฮโดรเจนออก
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จากแอลฟาคารบ์อนของกรดอะมโินตวัหนึ่งในโปรตนี ตรงต าแหน่งที่ probe จบั เกดิเป็นอนุมูลอสิระ
ของแอลฟาคารบ์อน ซึง่จะเกดิการสลายดว้ยน ้าของพนัธะเพปไทดข์ึน้ และท าใหโ้ปรตนีถูกตดั 
         ดงันัน้กลไกที่เป็นไปได้ในการตดัโปรตนี avidin ด้วยแสงจงึคาดว่าเหมอืนกบักลไกการตดั
โปรตนีในกรณีของ Py-Phe  ซึง่บรูณประพฤกษ์ และคนอื่นๆ (Buranaprapuk; et al. 2008 : 9258-
9265) ได้น าเสนอไวจ้ะม ี2 กลไก (ภาพประกอบ 47)  ได้แก่ การหลุดของอะตอมไฮโดรเจนที่
ต าแหน่งแอลฟา (-hydrogen abstraction) และ การหลุดของอะตอมไฮโดรเจนที่ต าแหน่งบตี้า (-
Hydrogen abstraction)  การหลุดของของอะตอมไฮโดรเจนที่ต าแหน่งแอลฟ่า จะเริม่จาก Py-
biotin+  ซึง่เกดิขึน้หลงัจากฉายแสง เขา้ไปจบักบัอะตอมไฮโดรเจนที่ต าแหน่งแอลฟาคาร์บอน (-
carbon) ของ selected amino acid residues จากนัน้เกดิการเตมิออกซเิจน (O2) ที่ต าแหน่ง  
carbon-centered radical ไดเ้ป็น hyperoxyl radical (-C-COO) แลว้เกดิการตดัพนัธะเพปไทด์โดย
การสลายด้วยน ้า (hydrolysis) การหลุดของอะตอมไฮโดรเจนที่ต าแหน่งแอลฟ่า ท าให้เกดิการตดั
ทางดา้นปลาย C (C-terminal) ของ amino acid residue  ส าหรบัการหลุดของอะตอมไฮโดรเจนที่
ต าแหน่งบตีา้จะท าให้เกดิการตดัทางด้านปลาย N (N-terminal) ของ amino acid residue  ซึ่งการ
หลุดของอะตอมไฮโดรเจนทัง้สองแบบสามารถน าไปหาล าดบัหรอืชนิดของกรดอะมโินทางปลายอะ-
มโิน (N-terminus) ได ้ 
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Py-biotin               [Py-biotin]*                    Py-biotin+  + Co(II) + 6NH3 
 

 
การหลุดของอะตอมไฮโดรเจนทีต่ าแหน่งแอลฟา่ (-Hydrogen abstraction) 
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การหลุดของอะตอมไฮโดรเจนทีต่ าแหน่งบตีา้ (-Hydrogen abstraction) 
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ภาพประกอบ 47  กลไกทีเ่ป็นไปไดใ้นการตดัโปรตนี avidin 
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            จากการวจิยันี้จะพบว่าโปรตนี avidin จะถูกตดั ในขณะที่โปรตนี streptavidin ไม่ถูกตดั 
ถ้าพจิารณาที่ค่า Ksv  จะเหน็ได้ว่า ในกรณีที่ Py-biotin จบัอยู่กบั avidin  (Ksv = 2.520 x102  M-1) 
จะน้อยกว่า ในกรณีที่ Py-biotin จบัอยู่กบั streptavidin (Ksv =  8.078x102 M-1) ซึ่งแสดงให้เหน็ว่า 
CoHA ทีไ่ปยบัย ัง้ (quench) การคายแสงของหมู่ไพรนีในสภาวะกระตุ้น (excited pyrene, Py*) ใน
กรณีที ่Py-biotin จบัอยูก่บั streptavidin ไดม้ากกว่า ซึ่งน่าจะท าให้เกดิการตดัโปรตนี streptavidin 
แต่ไม่เกดิ ซึง่อาจเนื่องมาจากโครงสร้างของ streptavidin เอง ดงันัน้ค่า Ksv  จงึไม่สามารถบอกได้
วา่เกดิการตดัโปรตนีหรอืไม่  
          เมื่อเทยีบต าแหน่งที่ถูกตดัของโปรตนี avidin กบัภาพ 3 มติ ิของ avidin-biotin biding 
site จะพบวา่ ใกลเ้คยีงกบัที ่โรซาโน และคนอื่นๆ (Rosano; et al. 1999 : 5-12) ได้น าเสนอไว ้ซึ่ง 
Thr(77) จะเกดิ binding กบัอะตอมซลัเฟอร ์(S) ของโมเลกุล biotin   ดงันัน้ threonine  amino acid 
อาจเกดิพนัธะไฮโดรเจน (H-bond) กบัอะตอมซลัเฟอร ์จงึท าใหเ้กดิการตดัโปรตนี avidin ทีต่ าแหน่ง
ใกลเ้คยีงกบั biotin binding site 
                    

 
 

ภาพประกอบ 48  ภาพ 3 มติ ิของ avidin-biotin biding site ใน avidin subunit 
      ทีม่า: Rosano; et al. (1999): The X-ray three-dimensional structure of avidin.p.9. 
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อภิธานศพัท์ 
 

             =  alpha 

AMAC       =  9-anthryl-metylamine hydrochloride 

APAC       =  3-(9-anthryl)propylamine hydrochloride  

Arg         =  arginine 

ASC        =  ascorbic acid 

             =  beta 

BSA           =  bovine serum albumin 

CAPS        =  Cyclohexylaminopropane sulfonic acid  

CoHA       =  hexamine cobalt(III) trichloride 

DCC         =  N,N-dicyclohexylcarbodiimide  

DTT =  dithiothreitol  

Fe(EDTA)  =  iron(II) ethylenediamine  

hGH  =  Human growth hormone 

His  =  histidine 

Leu =  leucine 

OH          =  hydroxyl radical  

PBAC  =  4(1-pyrenyl)butyramine chloride 

Phe              =  phenylalanine 

pI  =  isoelectric point  

PITC  =  phenylisothiocyanate   
PVDF   =  polyvinylidene fluoride  
Py+      =  pyrene cation radical  

SDS  =  sodium dodecyl sulfate 
SDS-PAGE  =  sodium dodecyl  sulfate - polyacrylamide gel   
                                                electrophoresis  

TFE =  trifluoperazine 
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TEMED  =  N,N,N,N-tetramethylethylenediamine  

TFA  =  trifluoroacetic acid  

Trp =  tryptophan 

Tyr =  tyrosine 

Val =  valine 

 
 

 

 

 

 

 

 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ประวติัย่อผู้วิจยั 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

61 

 

    ประวติัย่อของผู้วิจยั 

ชื่อสกุล นางสาวป่ินปินัทธ์ มะลยัแก้ว 

วนัเดอืนปีเกดิ    5 ตุลาคม พ.ศ. 2520 

สถานที่เกดิ   จงัหวดัชยัภูม ิ

สถานที่อยู่ปจัจุบนั    บ้านเลขที ่220 หมู่ 10 ต าบลนาหนองทุ่ม อ าเภอแก้งคร้อ 

 จงัหวดัชยัภูม ิ 35150 

ต าแหน่งหน้าที่การงานในปจัจุบนั - 

ประวตักิารศกึษา  

        พ.ศ. 2538    มธัยมศกึษาตอนปลายจากโรงเรยีนแก้งคร้อ  

อ าเภอแก้งคร้อ จงัหวดัชยัภูม ิ

        พ.ศ. 2543   วทิยาศสาตรบณัฑติ   สาขาเทคโนโลยชีวีภาพ 

 จากมหาวทิยาลยัมหาสารคาม จงัหวดัมหาสารคาม 

        พ.ศ. 2553   วทิยาศาสตรมหาบณัฑติ   สาขาเคม ี

 จากมหาวทิยาลยัศรนีครนิวโิรฒ จงัหวดักรุงเทพมหานคร 

 


	Cover
	Abstract
	Chapter 1
	Chapter 2
	Chapter 3
	Chapter 4
	Chapter 5
	Bibliography
	Appendix
	Vitae



