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บทคัอยอ 
ชองพอริน VhChiP ท่ีสกัดจากเย่ือเมมเบรนดานนอกของแบคทีเรียในทะเล Vibrio harveyi มีคุณสมบัติเปนชอง

จําเพาะตอน้ําตาลไคโตโอลิโกแซคคารไรด โดยมีความสามารถในการนําน้ําตาลไคโตเฮกซะโอสไดดีที่สุด ในการทดลอง

นี้ผูวิจัยไดใชเทคนคิ BLM และ liposome swelling assay ทําการแสดงผลของการเปลี่ยนกรดอะมิโน Trp136 ท่ี

บริเวณผิวสวนบนของชอง VhChiP มีบทบาทสําคัญตอการควบคุมการนําอิออนและการนําน้ําตาลเขาสูเซลลผานชอง

พอริน การวิเคราะหทางจลนพลศาสตรของการนําน้ําตาลเขาชองพอรินเดี่ยว VhChiPW136A และ VhChiPW136F 

พบวาพอรินกลายพันธุมีความสามารถในการนําอิออนและน้ําตาลไคโตเฮกซะโอสลดลงจากชอง VhChiP ดั้งเดิม และ

พอรินกลายพันธุทั้งสองมคีวามชอบในการจับกับน้ําตาลนอยลงอันเน่ืองมาจากการมีคาคงที่การปลอยของนํ้าตาลที่

เพ่ิมข้ึนมากถึง 20 เทาของคาคงท่ีการปลอยของพอรินดั้งเดิม 
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ABSTRACT 

 

VhChiP is a chitooligosaccharide-specific porin isolated from the outer membrane of the 

marine bacterium Vibrio harveyi. VhChiP is responsible for the uptake of chitin 

oligosaccharides, with particular selectivity for chitohexaose. In this study, we employed BLM 

and liposome swelling assays to demonstrate that Trp136, located at the mouth of the 

VhChiP pore, plays an important role in controlling the ion conductivity, and sugar 

permeability of the VhChiP channel. Kinetic analysis of sugar translocation obtained from 

single channel recordings indicated that the Trp136 mutations W136A, and W136F 

considerably reduced the binding affinity of the protein channel towards its best substrate, 

chitohexaose. Data obtained from liposome swelling assays confirmed that VhChiPW136A 

and VhChiPW136F mutants showed decreased the rate of chitohexaose permeation through 

the VhChiP channel. Notably, both Trp136 mutants showed significant increases in the off-

rate for chitohexaose, of up to 20-fold that of the native channel. 
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บทท่ี 1 

บทนํา 
 

1.1. ความสําคัญและท่ีมาของปญหาการวิจัย 

ไคติน (chitin) เปนชีวโพลีเมอรสายตรงประกอบดวยน้ําตาลหนวยยอย ๆ ของ N-acetylglucosamine มาเรียงตอ

กันดวยพันธะไกลโคลซิดิกแบบ β1→ 4 ดังรูบที่ 1.1 

 

 
 

รูปที่ 1.1 โครงสรางของไคตนิโพลีเมอร (แหลงที่มา: http://www.scottsmithonline.com/interests/ 

medicalschool/biology/110a/Midterm1Materials/Notes/MyTextbookBSCI110aMT1.html) 

 

ไคตินจัดเปนองคประกอบโครงสรางภายนอกที่สําคัญของสิ่งมีชีวิตชั้นต่ําตาง ๆ ไดแก กุง ปู แมลง และ

องคประกอบหลักของเสนใยเชื้อราเกือบทุกชนิด ไคตินเปนชีวโพลีเมอรที่มีปรมิาณมากที่สุดเปนอันดับที่สองรอง

จากเซลลูโลสโดยมีการประมาณปริมาณของไคตินที่มีการผลิตในโลกนี้มากถึง 1010 ถึง 1011 ตันตอป (Zobell CE 

and Rittenberg SC, 1937) ดังนั้นจึงไดมีความสนใจในการศึกษาวิจัยเพ่ือนําไคตินไปใชใหเกิดประโยชนทั้ง

ทางดานการแพทย การเภสัชกรรม การโภชนาการ การเกษตรกรรม การบําบัดน้ําเสีย และอื่น ๆ ในระบบ

นิเวศนวิทยาทางทะเล ไคตินถูกยอยสลายไดตามธรรมชาติโดยแบคทีเรยีในทะเลแฟมิลี Vibrionaceae ทําใหไมมี

การสะสมของไคตินในทองทะเล การนําแบคทีเรยีนี้มาชวยสลายกากไคตินจะชวยลดปริมาณของเสียที่เปนผลิตผล

ขางเคียงจากโรงงานอุตสาหกรรมการผลิตและแปรรูปอาหารอาหารทะเลแชแข็งและอาหารทะเลอัดกระปอง ท่ี

ปลอยกากไคตนิที่ไมยอยสลายใหสรางปญหามลภาวะกับสิ่งแวดลอมตามแนวชายฝงทะเลได ดังนั้นจึงมีงานวิจัยท่ี

เก่ียวของกับการพัฒนาการยอยสลายไคตินเพ่ือนําผลิตผลที่ไดไปใชใหเกิดประโยชนทั้งในแงของการประหยัด

คาใชจาย ปฏิกิรยิาเกิดขึ้นไดรวดเร็วและสมบูรณและไมกอใหเกิดสารพิษตกคางหลังปฏิกิริยาการยอยสลายใน

ธรรมชาติ ไดมีการนําเสนอวาหนวยยอยที่ไดจากการสลายไคตินโดยแบคทีเรีย เชน Vibrio sp. สามารถใชเปนสาร

ตั้งตนเพื่อผลิต pharmaceutically-active compounds เชน สารกลูโคซามีนมฤีทธิ์ชวยลดอาการไขขอและ

อาการขอเสื่อม สารไคโตโอลิโกแซคคารไรดมีฤทธ์ิในการตานการเติบโตของมะเร็ง หรือมีคุณสมบัติชวยสมาน

บาดแผลและการฟนฟูของเนื้อเย่ือที่ถูกทําลาย นอกจากนี bioconversion ของไคตินโดยแบคเทีย Vibrio ยังม ี

potential สูงในการผลิต bioenergy/biodiesel-active compounds ถาปรับสภาวะที่เหมาะสม ขบวนการ 

recycle ของไคตินจะเกิดประโยชนมหาศาลในเรื่องของแหลงพลังงานทดแทนเพราะไคตินมีปริมาณมากไมจํากัดใน

ระบบนิเวศนวิทยาทางทะเล มีผูเสนอความคดิการสราง biodiesel จากไคตินมาแลว  (Science Daily, August 5, 
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2005; Rezaei et al., 2007 และ Eijsink et al., 2008) โมเดลในการใชเทคนิค microbial fuel cells ในการ

กระแสไฟฟาจากการหมักและยอยไคตินแสดงในรปูที่ 1.2 

 

 
 

รูปที่ 1.2 โมเดลการใชแบคทีเรยียอยสลายไคตินเพื่อการผลิต biogas (ดัดแปลงจาก: Kelly and Dworjanyn, 

Scottish Association for Marine Science, 2008 ) 

 

ดังที่ไดกลาวไวแลวแบคทีเรียกลุม Vibrio เปนแบคทีเรยีที่มีความเหมาะสมในการนําใชในกรรมวิธีการสลายไคติน

เนื่องจากเปนแบคทีเรียในทะเลที่ใชไคตินเปนแหลงคารบอนและไนโตรเจนอยูแลว มีงานวิจัยระดับพื้นฐานโดย 

Roseman และคณะ (Bassler BL et al., 1991; Yu et al., 1991; Keyhani and Roseman, 1999 และ Li and 

Roseman, 2004) ไดทําการศึกษาวิถีเมทาบอลิซึมของการสลายไคตินโดยเชื้อ V. furnissei โดยใหแนวคิดวาการ

สลายไคตินโดยแบคทีเรยี Vibrio เก่ียวของกับ signaling cascade ที่ซับซอนและตองการกลุมของเอนไซมหรือ

โปรตีนหลายชนิดมาทํางานรวมกันอยางเปนลําดับ โดยข้ันตอนอาจสรุปไดดังนี้คือ (1) การเกาะติดของไคตินบนผิว

ของแบคทีเรีย (2) การสลายไคตินโดยไคติเนส (3) การขนสงไคตินโอลิโกแซคคารไรดเขาสูเซลล และ (4) เมทาบอลิ

ซึมของน้ําตาล GlcNAc เพื่อสรางเปนพลังงานใหแกเซลลในที่สุด (รูปที่ 1.3) 
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รูปที่ 1.3 แสดงวิถีการสลายไคตินโดยแบคทีเรยี Vibrio harveyi (Hjerde et al., BMC Genomics, 2008; 

Suginta et al., PLoS One, 2013) 

 

จากรูปที่ 1.3 ขั้นตอนของการเกาะติดของไคตินเกิดผาน chemotaxis protein บนผิวเซลลดานนอกของแบคทีเรีย 

หลังจากนั้นแบคทีเรียจะหลั่งเอนไซมไคติเนสออกมายอยสลายสายไคตินใหเปนสายสั้น ๆ น้ําตาลหนวยเดี่ยวหรือ

หนวยคูสามารถผานเขาเซลลโดย general diffusion porin สวนน้ําตาลสายยาว เชน GlcNAc3-6 จะผานเขาเซลล

ผานชองไคโตพอรินหรือชองจําเพาะที่เรยีกวา chitooligosaccharide-specific porin หรือ ChiP (Keyhani et 

a., 2000) หลังจากนั้นน้ําตาลสายยาวจะถูกยอยดวยเอนไซม N-acetylglucosaminidases (GlcNAcases) ที่อยูใน 

periplasm ไดน้ําตาลหนวยคูหรือหนวยเดียวซึ่งผาน GlcNAc permease  หรือ GlcNAc2 ABC transporter 

บางสวนของน้ําตาลจะ deacetylate ดวยเอนไซม deacytylase เปน GlcN ที่ถูกสงเขาสูไซโตพลาสซึมโดย GlcN 

transporter ในไซโตพลาสซึมน้ําตาลนี้จะถูก phosphorylate แลวถูกเปลี่ยนเปน fructose-6-phosphate หรือ 

acetate และ NH3 

 

ในการศึกษากอนหนานี้ ผูวิจัยไดทําการศึกษาคณุสมบัติการใชไคตินของเอนไซมไคติเนสและเอ็น-อะซิทิลกลูโคซา

มินิเดส จากเชื้อ V. harveyi สายพันธุ 650 ไวอยางละเอียด (Suginta et al., 2000; 2004; 2005; 2007; 2009; 

2010 และ Songsiriritthigul et al., 2008) ในสวนของไคโตพอรินผูวิจัยไดทําการศกึษาคุณสมบัติการสรางชองพอ

รินและการนําอิออนผานเขาออก นอกจากนี้ยังไดทํางการทดสอบการนําเขาดวยวิธี high-time resolution BLM 

measurements และ liposome swelling assay พบวาไคโตพอรินมีคณุสมบัติเปนชองท่ีจําเพาะตอน้ําตาลไคโต

โอลิโกแซคคารไรดหรือ chitooligosaccharide-specific channel (Suginta et al., PLoS One, 2013) และมี

อัตราการนําเขาของสารสูงกวาชองพอรินอ่ืนในระดับมากถึง 100,000 เทา โดยชองไคโตพอรินที่ศกึษาอยูเปน 
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sugar-specific channel ที่วองไวที่สุดเทาที่มีรายงานมา (Suginta et la., under review by J Biol Chem) 

ขอเสนองานวิจัยนี้เปนการศึกษาตอยอดถึงอิทธิพลของกรดอะมิโนวงแหวนคือ Trp136 รูปที่ 1.4 ที่พบอยูท่ีกลาง

ชองพอรินวานาจะเปนตัวกําหนดการผานของอิออนและไคโตโอลิโกแซคคารไรดผานชองไคโตพอริน  

 

 
 

รูปที่ 1.4 โครงสรางทํานายของชองไคโตพอรินของ V. harveyi ที่มี Trp136 อยูที่บรเิวณผิวดานบนกลางชองพอริน  

 

ดังนั้นองคความรูที่ไดรับจากงานวิจัยนี้จะนําไปสูการเขาใจกลไกการสงผานน้ําตาลไคโตโอลิโกแซคคารไรดที่เซลล 

Vibrio จะนําไปเมทาบอไลทใหไดสารตัวกลางที่สามารถนํามาประยุกตใชทางดานการแพทย เภสัชกรรมและ

เทคโนโลยีชีวภาพตอไป   

 

1.2. วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

1. ทําการผลิตโปรตีนกลายพันธุไคโตพอรินจากแบคทีเรียในทะเล V. harveyi ในระบบ E. coli 

2. ทําการศึกษาผลของกรดอะมิโนกลายพันธุ Trp136 ที่เปลี่ยนไปเปน Ala หรือ Phe ตอการผานของอิ 

    ออนสูชองไคโตพอรินโดยเทคนิค Planar Lipid Reconstitution Technique 

3. ทําการศึกษากลไกและจลนพลศาสตรของการแพรผานของไคโตโอลิโกแซคคารไรดเขาชองไคโตพอริน 

   กลายพันธุเทียบกับไคโตพอรินดั้งเดิม 

 

1.3. ขอบเขตของการวิจัย 

ผูวิจัยไดทําการโคลนยีนไคโตพอรินและทดสอบความสามารถในการแสดงออกในระบบ E. coli และศึกษาหนาที่ใน

การขนสงอิออนและน้ําตาลไคโตโอลิโกแซคคารไรดผานชองพอรินไวอยางละเอียดแลว (Suginta et al, PLoS 

One, 2013 และ Suginta et al, Under review by J Biol Chem) โครงการวิจัยนี้จึงเปนงานวิจัยตอยอดจาก

โครงการวิจัยที่ผานมาโดยมีขอบเขตคือ 1) ทําการสรางยีนกลายพันธุที่มีกรดอะมิโนที่สําคัญในการกําหนด

คุณสมบัติของชองพอริน Trp136 เปลี่ยนไปเปน Ala  (mutant W136A) และ Phe (mutant W136F) โดยวิธี 

site-directed mutagenesis; 2) ทําการผลิตโปรตีนกลายพันธุในระบบ E. coli (DE3) Omp8 Rosetta และการ

ทําบรสิุทธิโ์ปรตีนโดยวิธีทางโครมาโตกราฟฟ; 3) ทําการศึกษาคุณสมบัติการสรางชองเดี่ยวของไคโตพอรินโดย

 

 

 

 

 

 

 

 



 5

เทคนิค Planar Black Lipid Membrane (BLM) Reconstitution Technique เพื่อดูคาการนําอิออนของชองพอ

รินเดี่ยวและศึกษาผลของการเปลี่ยนกรดอะมิโนนี้ตอการเปด-ปดของชองไคโตพอรนิ; 4) ทําการศึกษา

จลนพลศาสตรของการแพรผานของไคโตโอลิโกแซคคารไรดชนิดตาง ๆ เขาชองไคโตพอรินกลายพันธุเทียบกับพอ

รินดั้งเดิม; และ 5)  ทําการรวบรวมขอมูลเพ่ือเขียนรายงานการวิจัยและตีพิมพในวารสารนานาชาติ 

 

1.4. ประโยชนท่ีไดรับจากการวิจัย 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากงานวิจัยนี้ม ี4 ประการหลักคือ 

1. เปนองคความรูในการวิจัยเนื่องจากงานวิจัยนี้เปนงานวิจัยที่ยังไมมีผูใดดําเนินงานมากอนจึงคาดวา 

ผลสัมฤทธ์ิ จากการวิจัยจะสามารถตีพิมพเผยแพรในวารสารนานาชาติที่มี impact factor สูงไดอยาง 

นอย 1 เรื่อง  

2. การเผยแพรในรูปโปสเตอรหรือการบรรยายในที่ประชุมระดับชาติอยางนอย1 ครั้ง 

3. เปนการสรางนักวิจัยรุนเยาวผานหลักสูตรบัณฑิตศกึษาของสาขาวิชาชีวเคมีและสาขาวิชาเคมี ของ 

 มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีโดยเทคโนโลยีที่จะนํามาใชในงานวิจัยจัดเปนความเชี่ยวชาญเฉพาะทาง  

 ระดับสูงที่มีการถายทอดนอยมากในสถาบันการศึกษาอ่ืนในประเทศไทย 

4. องคความรูที่ไดเปนการคนควาวิจัยเก่ียวกับแนวทางการพัฒนากระบวนการสลายไคตินโดยวิธีทาง 

  ชีวภาพ เชน การผลิตสารกลูโคซามีนและไคโตโอลิโกแซคคารไรดที่มีฤทธิ์ทางยา การทดลองสราง biogas  

  จากการไคตินโดยแบคทีเรยีในกลุม Vibrio ซึ่งเปนการประยุกตในเชิงพลังงานทดแทนพรอมกับการจัดการ 

  สิ่งแวดลอมแบบสะอาดในเวลาเดียวกัน 

หนวยงานที่จะนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน 

1. หนวยงานภาครัฐที่เก่ียวของกับการเกษตรและการพลังงาน เชน หนวยงานในสังกัดของกระทรวง 

   เกษตร และสหกรณ กระทรวงวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีและกระทรวงพลังงาน  

2. หนวยงานของรัฐและเอกชนที่รับผิดชอบเกี่ยวเก่ียวกับการกําจัดมลภาวะที่เกิดขึ้นกับสิ่งแวดลอม เชน  

   หนวยงานในสังกัดของกระทรวงธรรมชาติและสิ่งแวดลอม 

3. หนวยงานในระดับมหาวิทยาลัยตาง ๆ ที่ตองการคนควาเก่ียวกับงานวิจัยที่ผูวิจัยกําลัง 

   ศึกษาอยูมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีเนื่องจากงานวิจัยนี้จะเปนสวนหนึ่งของการสอนการวิจัยและ 

   การผลิตบัณฑิตศกึษาในระดับปริญญาโทและเอกของสาขาชีวเคมี สํานักวิทยาศาสตรของม. เทคโนโลยี 

   สุรนารี 
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บทท่ี 2 

วิธีดําเนินการวิจัย 
2.1. การสรางโปรตีนกลายพันธุ VhChiP 

ทาํการกลายพันธุกรดอะมิโน Trp136 ที่ตําแหนงกลางชอง VhChiP โดยเทคนิค PCR-based site-directed 

mutagesis สวนดีเอ็นเอตนแบบที่ใชคือยีน ChiP ที่โคลนเขาไปใน pET23d(+) vector ไวแลวในการศึกษาอ่ืน 

(Suginta et al., PLoS One, 2013) โดยเรียก construct ที่ไดวา pET23d(+)/VhChiP สวนคูโอลิโกนิวคลีโอ

ไทดไพรเมอรที่ออกแบบการกลายพันธุแสดงในตารางที่ 2.1 

 

ตารางที่ 2.1 แสดงลําดับของโอลิโกนิวคลีโอไทดที่ใชสรางโปรตีน VhChiP กลายพันธุ 

โปรตีนกลายพันธุ ลําดับของโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 

Trp136 (wt) 
(F) 5’-ataccatggcgtcttacctaaagaaaag-3’ (NcoI) 

(R) 5’-aacctcgagttagaagtagtattcaacac-3’ (XhoI) 

Trp136→Ala 
(F) 5’-ggtctaggtgatgtttacgacgcaggtggtgctatcggtggtgc-3’ 

(R) 5’-gcaccaccgatagcaccacctgcgtcgtaaacatcacctagacc-3’ 

Trp136→Phe 
(F) 5’-ggtctaggcgatgtttacgactttggtggtgcgattggtggtgc-3’ 

(R) 5’-gcaccaccaatcgcaccaccaaagtcgtaaacatcgcctagacc-3’ 

   หมายเหตุ นิวคลีโอไทดที่ขีดเสนใตคือสวนที่เปลี่ยนเพ่ือสรางกรดอะมิโนที่กลายพันธุ 

 

เมื่อทําการออกแบบไพรเมอรที่ตองการแลวทําการกลายพันธุยีนดวยเทคนิค PCR-based site-directed 

mutagenesis ตามวิธี QuikChange Site-Directed Mutagenesis protocol ของ Stratagene หลังจากทําการ

ยอยดีเอ็นเอแมดวยเอนไซม DpnI แลวทําการนําพลาสมิดที่มีแตยีนกลายพันธุเขาไปในเชื้อ E. coli XL1-Blue 

หลังจากนั้นทําการสกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากโคโลนีท่ีไดโดยใช QuickClean II Plasmid Miniprep Kits 

(GenScript, Piscataway, NJ, USA) แลวนําพลาสมิดที่มียีนกลายพันธุที่ใหชื่อวาpET23d(+)/VhChiPW136A 

และ pET23d(+)/VhChiPW136F   เขาสู E. coli DH5α เพ่ือเพิ่มจํานวนรีคอมบิแนนทพลาสมิด ทําการสกัด 

พลาสมิดอีกครั้งแลวทําการตรวจสอบความถูกตองของยีนกลายพันธุทั้งสองสายดีเอ็นเอโดยวิธี automated DNA 

sequencing (First BASE Laboratories Sdn Bhn, Selangor Darul Ehsan, Malaysia)  

 

2.2. การศึกษาการแสดงออกและการทําบริสุทธิ์โปรตีน  

นํารีคอมบิแนนทพลาสมิด pET23d(+)/VhChiPW136A และ pET23d(+)/VhChiPW136F เขาสูเซลล E. coli 

BL21 (DE3) Omp8 Rosetta โดยวิธี CaCl2 เซลล E. coli สายพันธุนีไ้ดผานการทํา gene knockout ทําใหยีนพอ

ริน LamB OmpF OmpC และ OmpA ในจีโนมถูกทําลาย (Prilipov et al.,1998) จึงมีความเหมาะสมในการใช

ศึกษาการผลิตชองพอริน VhChiP เพราะเซลลนี้ไมสามารถสรางพอรินอื่น ๆ ได ข้ันตอนในการศึกษาการแสดงออก 

การสกัดและการทําบริสุทธ์ิโปรตีนดั้งเดิมและโปรตีนกลายพันธุมีดังนี้ 
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• การเหนี่ยวนําการแสดงออกของยีน VhChiP  

1. ทําการเลี้ยงเชื้อ E. coli Omp8 (pET23/VhChiP) บนอาหารแข็ง LB agar plate ที่เติม 100 

µg/mL Amp ในตูบมที่ 37º เปนเวลา 16 ชั่วโมง 

2. เขี่ยโคโลโนเดี่ยวลงใน 250 mL ของอาหารเหลว LB/Amp ในเตรียมใน flask ขนาด 1 L ทําการ

เขยาในตูเขยาดวยความเร็วรอบ 250 rpm เปนเวลา 16 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 37° 

3. ถายเชื้อลงในอาหารเหลว LB/Amp ปริมาตร 9x350 mLในเตรียมใน flask ขนาด 1 L แลวปรับคา 

OD600 ใหเทากับ 0.1 ทําการเลี้ยงเชื้อตอที่อุณหภูมิ 37° จนเซลลมีการเจริญเตบิโตถึงชวง mid-log 

phase ทําการตรวจคา OD600 ใหเทากับ 0.5-0.8 

4. เติม IPTG ใหไดความเขมขนสุดทายเปน 0.4 mM เพื่อเหนี่ยวการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนVhChiP 

ทําการเลี้ยงเชื้อตอเปนเวลา 6 ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิ 37° 

5. ปนเก็บเซลลท่ีความเร็ว 4,500 rpm เปนเวลา 15 นาที ตั้งอุณหภูมิในการปนท่ี 4º 

6. เก็บเซลลที่ในสวนตะกอน ไวที่ -20° 

• การสกัดโปรตีน VhChiP จากผนังเซลลแบคทีเรีย E. coli BL21 (Omp8) Rosetta 

- การสลายเซลล 

1. ทําการละลายเซลลดวยอัตราสวน 1 g ของน้ําหนักเซลลเปยกตอ 10 mL ของ lysis buffer (20 mM 

Tris-Cl pH 8.0, 2.5 mM MgCl2, 0.1 mM CaCl2)  

2. เติม 100 uLของ RNase A (10 mg/mL) และ 10 ไมโครLของ DNase I (10 mg/mL) ตอปริมาตร 

10 mL ของบัพเฟอร 

3. สลายเซลลดวย French Press homogenizer 

4. เติม 20% (w/v) SDS ปริมาตร 1 mL ตอ 10 mLของ cell suspension ที่เตรยีมได บมสารละลาย

เซลลที่ 60° เปนเวลา 1 ชั่วโมง เขยาเบา ๆ 

5. ปนเก็บสวนตะกอนที่ไดจากการปนท่ีความเร็วรอบ 22,000 rpm ที่ 4° เปนเวลา 60 นาที  

- การเตรียมการสกัดดวย SDS 

1. ลางตะกอนดวย 20 mM phosphate buffer, pH 7.4 เพื่อกําจัด SDS ที่หลงเหลืออยู 

2. เติม 0.125% (v/v) octyl-POE เตรียมใน 20 mM phosphate buffer, pH 7.4 สัดสวนที่เตมิคือ 5 

mL ตอ 1 g ของตะกอน 

3. บดตะกอนดวย Potter-Elvehjem homogenizer จนไมเห็นกอนตะกอนหลงเหลืออยู 

4. บมสารละลายตะกอนที่ 37° เปนเวลา 1 ชั่วโมง เขยาเบา ๆ ขณะบม 

5. ปนเก็บตะกอนที่ความเร็วในการปน 40,000 rpm ที่ 4° เปนเวลา 40 นาที 

- การสกัดและการละลาย 

1. เติม 0.125% (v/v) octyl-POE เตรียมใน 20 mM phosphate buffer, pH 7.4 สัดสวนที่เตมิคือ 5 

mL ตอ 1 g ของตะกอน 

2. บดตะกอนดวย Potter-Elvehjem homogenizer ใหละเอียดจนไมเห็นตะกอนหลงเหลืออยู 

3. บมสารละลายตะกอนที่ 37° เปนเวลา 1 ชั่วโมง เขยาเบา ๆ ขณะบม 

4. ปนเก็บตะกอนที่ความเร็วในการปน 40,000 rpm ที่ 20° เปนเวลา 40 นาที 
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5. ละลายตะกอนดวย 3% (v/v) octyl-POE ในสารละลายบัพเฟอร 20 mM phosphate, pH 7.4 

สวนที่ละลายประกอบดวย “VhChiP” 

 

 2.3. การตรวจความถูกตองของการสรางโปรตีน VhChiP ดวยวิธี immunoblotting 

ทําการแยกโปรตีนพอรนิที่ผานการทําบริสุทธ์ิปริมาณ 2 µg ดวยวิธี SDS-PAGE ที่ประกอบดวย 12% อะคริลาไมด

และ 8M urea โดยระบบของ Laemmli (Laemmli, 1970) แลวยอมแถบโปรตีนดวยสี Coommassie blue 

หลังจาก destain ทําการตัดแถบโปรตีนดวยใบมีดโกนสะอาดออกจากเจลแลวทําการ emulsify โปรตีนดวย 50 

uL ของ Freund’s complete adjuvant (Pierce) แลวนําไปฉีดเขากระตายเพื่อการผลิต polyclonal 

antiserum นําแอนติบอดีที่ไดมาทดสอบความสามารถในการจับกับโปรตีน ChiP ปริมาณ 5 µg โดยการทํา  

Immunoblotting ทําการตรวจหาปฏิกิริยาการจับแบบจําเพาะระหวาง แอนติเจนและแอนติบอดีดวยวิธี 

enhanced chemiluminescence (ECL, Amersham Pharmacia Biotech) โดยใชอตราสวนการเจือจาง

ของ anti-VhChiP antibody เปน 1:10,000 ในสารละลาย phosphate buffer saline, pH 7.4 ที่มี 0.2% 

Tween 20 และ 5% (w/v) non-fat dried milk  (Suginta et al., PLoS One, 2013) 

 

2.4. การศึกษาคุณสมบัติการสรางชองของรีคอมบิแนนท VhChiP กลายพันธุโดยเทคนิค Black Lipid 

Membrane (BLM) Reconstitution Technique 

การวัดหา single ion channel conductance โดยวิธี BLM (Nestorovich et al, 2002) อาศัยหลักการ insert 

ของชองพอรินบนฟอตโฟลิปดเมมเบรนดวยการเหนี่ยวนําดวยความตางศักยไฟฟาที่มีคาไมเกิน 200 mV 

องคประกอบของ BLM set-up แสดงใหเห็นในรูปที่ 2.1 จากรูป BLM set-up จะตองอยูภายในกลองฟาราเดยที่

ปองกันการรบกวนจากกระแสไฟฟาหรือคลื่นไฟฟาจากภายนอกระบบ เพื่อสามารถวัดกระแสอิออนในระบบที่มี

ระดับระดับต่ํามาก ๆ โดยกระแสที่เกิดขึ้นเกิดจากการเคลื่อนที่ของอิออน เชน K+ หรือ Cl- ในอิเลคโตรไลท ผาน

ชองพอรินที่ฝงอยูบนเมมเบรนที่คั่นระหวาง chamber ดาน cis และ trans การเคลื่อนที่ของอิออนที่สามารถ

ตรวจวัดดวยอิเลคโทรดที่มีสองขั้ว ดานหนึ่งคอืขั้วลบและอีกดานหนึ่งเปนขั้วบวก ซึ่งจะแปลงรูปเปนกระแสไฟฟา (I) 

ที่ระดับ pA โดยคากระแสที่วัดจะแปรผันโดยตรงกับความปริมาณอิออนที่เคลื่อนที่ผานชองพอริน VhChiP 
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รูปที่ 2.1 องคประกอบของ BLM set-up ที่ใชศึกษาการแพรผานของสารผานชองพอริน 

 

การทดลองนี้ทําการตรวจหาคุณสมบัติของ VhChiP ที่เตรียมไดจากหัวขอ 2.1 โดยวัดหาคา single ion 

conductance โดย Montal-Mueller BLM technique มีขั้นตอนดังนี้  

1. ทาํการประกอบแผนเทฟลอน (Teflon) ที่มีความหนา 15 micron และมีรูขนาด 100-200 micron กับ 

cuvette เขาดวยกัน แผนเทฟลอนจะแยก chamber ออกเปนสองสวนคือ สวน cis และสวน trans โดยเรียก

อิเลคโทรดดาน cis วาเปน working electrode สวนอิเลคโทรดดาน trans เปน reference electrode ดัง

แสดงในรูปที่ 2.2 

 

 
 

รูปที่ 2.2 องคประกอบของ BLM cuvette ท่ีมีแผนเทฟลอนที่เจาะรูตรงกลางขนาด 50-100 micron กั้นระหวาง

ชองใสสารละลายดาน cis และดาน trans   

 

2. หยด 1% (v/v) hexadecane ที่เตรียมใน n-hexane ที่ตรงกลางของแผนเทฟลอนที่มีรูทั้งสองดานโดยใชทิป

ที่เสียบทอพลาสติกยาวประมาณ  2  cm สําหรับไมโครปเปตขนาด 20 uL ทิ้งแผนเทฟลอนไว 5-10 นาที จน

ตัวทําละลายระเหยหมด  

3. เติมสารละลายบัพเฟอรที่ประกอบดวย 1 M KCl/20 mM HEPES, pH 7.4 ปริมาตร 2.5 mL ลงใน 

chamber ทั้งสองดาน 

4. ใช Hampton syringe (ขนาด 10 uL) ดูดสารละลายไขมัน diphytanoyl phosphatidylcholine (DPhPC) 

ความเขมขน 5 mg/mL ที่เตรียมในตัวทําละลาย n-pentane และหยดปริมาตร 2-3 uL ลงในแตละดานของ 

chamber ทิ้งใหไขมันกระจายตัวดีประมาณ 10-15 นาที 

5. ทาํการสราง planar lipid membrane ดวยการไปเปตสารละลายไขมันดาน CIS ขึ้นลงเบา ๆ 

6. ใหความตางศักยไฟฟาที่คาตาง ๆ เชน ±50 ±100 ±150 และ ±200 mV ระบบควบคมุความตางศักยไฟฟา

คือ Axopatch 200B amplifier โดยใช voltage-clamp mode ถาเมมเบรนไมขาด ท้ิงใหเมมเบรนคงที่อีก

ประมาณ 5-10 นาที 

7. เติมโปรตีน VhChiP ความเขมขนประมาณ 1-2 ng/mL เตรียมใน 1%(v/v) octyl-POE/20mM HEPES, pH 

8.0 ลงในดาน CIS ของ chamber ไปเปตข้ึนลงเบา ๆ 
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8. ให applied voltage ที่ ±50 mV รอจนมีกระท่ังมีการแทรก (insert) ของชองพอรินเดี่ยว บันทึกคากระแสท่ี

ไดที่ ±50, ±100, ±150 และ ±200 mV ที่คา output gain (α) = 10 และใช four-pole low-pass Bessel 

filter ที่ 10 mHz 

9. ทาํการวิเคราะหผลการทดลองหาคา single channel conductance ตามกฎของโอหม 

   

2.5. การศึกษาการนําเขาของน้ําตาลไคโตโอลิโกแซคคารไรดผานชอง VhChiP โดยเทคนิค BLM 

ทําการไตเตรทชองพอรินเดี่ยวที่แทรกอยูในลิปดเมมเบรนที่เตรียมไดในหัวขอ 2.4  ดวยการเตมิสารละลาย

น้ําตาลไคโตเฮกซะโอส ความเขมขนตาง ๆ คือ 0.25, 1.25, 2.5, 5, 10 uM ดาน cis หรือดาน trans ของ 

chamber ปเปตเบา ๆ แลววัดคาการไหลของอิออนเปนเวลา 2 นาที ที่คาความตางศักย ±100 mV ถามีการผาน

ของนํ้าตาลเขาไปในชองพอรินจะเห็นการลดลงของกระแสเนื่องจากโมเลกุลของน้ําตาลเขาไปปดก้ันการเคลื่อนที่

ของอิออนเมื่อโมเลกุลของน้ําตาลเขาไปจับกับบริเวณ affinity sites ภายในชองพอรินทําใหคาเกิดการเปลี่ยนแปลง

ของการนําอิออนหรือ ion conductance ลดลง ดังนั้นสามารถคํานวณหาคาคงที่สมดุลของการจับหรือ 

Equilibrium binding constant (K, M-1) ไดตามสมการที่ 1 ดังขางลาง (Danelon et al., J Biol Chem, 2003)   

  

max c max c

max max

G -G I -I K.[c]= =
G I K.[c]+1

                       Eq. 1 

 

โดยที่คา Gmax คอืคา average conductance ของชอง VhChiP กอนทําการไตเตรท คา Gc คือคา average 

conductance ที่ความเขมขนของน้ําตาลเทากับ [c] คา Imax คากระแสเร่ิมตนที่เกิดการเปดของชองพอรนิเดี่ยวทั้ง

สามหนวยยอยกอนการไตเตรท คา Ic คือคากระแสท่ีลดลงจากการจับของน้ําตาลในชองพอรินที่ความเขมขน [c] 

คา K คือคาคงที่สมดุลของการจับในหนวย M-1  

สวนคาคงที่การจับหรือ on-rate constant หรือ kon ในหนวย M-1·s-1 คํานวณจากสมการที่ 2 ดังขางลาง 

kon = K·koff        Eq. 2 

และคาคงที่การปลอยหรือ off-rate constant หรือ koff ในหนวย s-1 หาจากสมการที่ 3 ขางลาง (Kullman et 

al., Biophys J, 2002)  

koff = 1/τc            Eq. 3 

 

2.6. การศึกษาอัตราการนําเขาของน้ําตาลไคโตโอลิโกแซคคารผานชอง VhChiP โดยวิธี liposome swelling 

assay 

• การเตรียม  multi-lamellar liposome  

1. ชั่ง 20 mg ของลิปด (soy bean azolectin) นํามาละลายดวย chloroform (Avanti)   ปริมาตร 1 mL 

ในหลอดทดลองขนาดใหญที่สะอาด ความเขมขนของสารละลายลิปดที่ไดเปน 20 mg/mL 

2. ปเปต  0.2 mL ลงในหลอดแกวที่มีฝาเกลียวปดได เอียงหลอดเปนมุม 45º และหมุนหลอดแลวพรอมกับ

เปาของเหลวเบา ๆ จนแหงดวยกาซไนโตรเจน N2(g)  

3. เติม 0.2 mL diethyl ether (analytical grade) เขยาเบา ๆ จนลิปดละลายดี ตั้งทิ้งไวใน fume hood 

ประมาณ 10 นาที 
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4. จุมสวนกนของหลอดลงในน้ําอุณหภูมิ 50° เอียงหลอดเปนมุม 45° และหมุนหลอดไปพรอม ๆ กับเปา

ของเหลวเบา ๆ จนแหงดวยกาซไนโตรเจน N2(g)  

5. ถายังมีกอนลิปดคางอยูใหทําการทดลองในขอ 3 และ 4 ซ้ําอีกครั้งหนึ่ง 

6. วางหลอดแกวที่เปดฝาใน dessicator แลวทําแหงอยางนอย 1 ชั่วโมงหรอืขามคืน 

7.  

• การเตรียม proteoliposome 

1. เติม 200 uLของสารละลายโปรตีนความเขมขน 20 ug/mL ในสารละลายบัพเฟอร 5 mM Tris/HCl, pH 

7.5/0.125% LDAO ทําการผสมลิปดและโปรตีนดวยการ vortex เบา ๆ (ปรับความเร็วในการเขยาไมเกิน 

600 rpm) ตอเนื่องเปนเวลา 30 นาที 

2. ทําการ sonicate หลอดเปนเวลา 30 วินาที  

3. ทําแหง proteoliposome ดวยเคร่ือง evaporator ที่ความดัน 65 mbar ที่อุณหภูมิอางเปน 50° 
4. ทําแหง proteoliposome ใน dessicator เปนเวลาอีก 1 ชั่วโมง  

• การเตรียม dextran-filled proteoliposome 

1. เตรียม 17% (w/v) D(+)-dextran (MW 40,000, fluka) ปริมาตร 2 mL ใน 5 mM Tris/HCl, pH 7.4  

2. เติม 600 uLของสารละลาย dextran ในแตละหลอด แลวถือหลอดของผสมในแนวตั้ง ยืดแขนตรงแลว

เขยาหลอดดวยวิธีการยกแขนขึ้นลงระดับหัวไหล-เอว 3 ครั้ง 

3. บมหลอดสารละลาย proteoliposome/dextran ใน waterbath ที่อุณหภูมิ 30° เปนเวลา 30 นาที 

แลวเก็บหลอดไวในตูเย็น 4° 
• การหาคา isotonic solute concentration 

1. เตรียม 0.1 M stock solution ของสารละลาย raffinose 2 mL ละลายใหดีดวยการเขยาดวย vortex 

กรองสารละลายน้ําตาลดวย filtered disc ขนาด 0.45 micron 

2. เตรียมสารละลายน้ําตาล D-raffinose ปริมาตร 0.2 mL ความเขมขน 40, 50,60, และ 70 mM ใน 5 

mM Tris/HCl, pH 7.5 จาก stock solution ในขอ 1  

3. ปเปต 25 uLproteoliposome solution ลงใน 1-mL glass cuvette 

4. เติม 600 uL40 mM raffinose ลงใน cuvette เขยาทันทีเบา ๆ แลวรบีวัดการเปลี่ยนแปลงของคา 

OD500 ภายในเวลา 60 นาที  

5. ทําการทดลองซ้ํากับสารละลายน้ําตาล D-raffinose ที่ความเขมขน 50, 60, 70, และ 80 mM 

6. คํานวณอัตราการเปลี่ยนแปลงคา OD500 ของสารละลายน้ําตาลแตละความเขมขน ณ ชวงเวลา 60 วินาที 

ความเขมขนของน้ําตาลที่ใหคาการเปลี่ยนแปลง ≤ 0.01 ถือวาเปน isotonic concentration ใหใชความ

เขมขนนั้นเตรียมสารละลายยาปฏิชีวนะ ในการทดลองถัดไป 

• การวัดหาคา swelling rate ของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว 

1. เตรียมสารละลายน้ําตาลไคโตเฮกซะโอส ท่ีความเขมขนเทากับ isotonic solute concentration จาก 

0.1 M stock solution  

2. ปเปต 25 uLproteoliposome solution ลงใน 1-mL glass cuvette 

3. เติม 600 uL 40 mM raffinose ลงใน cuvette เขยาทันทีเบาแลวรีบวัดการเปลี่ยนแปลงของคา OD500 

ภายในเวลา 60 นาที       
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4. คํานวณหาคา swelling rate จากคาเฉลี่ย 3 ครั้ง หาคา relative swelling rate โดยใหคา swelling 

rate ของน้ําตาล arabinose มีคาเปน 100% 

5. สรางกราฟระหวางคา relative swelling rate กับน้ําหนักโมเลกุลของน้ําตาล เปรียบเทียบคาที่ไดกับคา

ของน้ําตาล D-arabinose 

 

 

บทท่ี 3 

ผลการทดลองและขอวิจารณ 
 

3.1. การออกแบบการกลายพันธุชองโปรตีน VhChiP 

จากการทํานายโครงสรางสามมิติของพอริน VhChiP พบวาโปรตีนนี้มีโครงสรางเปนชองแบบ β-barrel ท่ี

ประกอบดวยสายบีตา 16 สายมาเรยีงกันแบบ anti-pararell ภายในชองมีสวนของเกลียวอัลฟาสั้น ๆ แทรกอยู

ตามดวยหวง L3 ที่ย่ืนเขาไปตรงกลางชอง และพบแขนงขางของกรดอะมิโน Trp136 ที่บริเวณสวนตนของเกลียว

อัลฟายื่นเขามาบดบังสวนบนของชองพอรินดังแสดงในรูปที่ 3.1.A เมื่อพิจารณาจากตําแหนงที่อยูแลวคาดวา

กรดอะมโินนี้นาจะมีสวนกําหนดการไหลผานของอิออนและน้ําตาลไคโตโอลิโกแซคคารไรด ผูวิจัยจึงไดใชเทคนิค 

site-directed mutagenesis ทําการเปลี่ยนกรดอะมิโนที่ตําแหนง 136 จาก Trp ใหเปน Ala (รูปที่ 3.1B) และ 

Phe (รูปที่ 3.1C)  ผลการทํา site-directed mutagenesis สรางโปรตีนกลายพันธุ 2 ชนิดคือ  VhChiPY136A 

และ VhChiPY136F ที่มีคณุสมบัติของแขนงขางตางกัน โปรตีนที่เปลี่ยน Trp136 เปน Ala มีแขนงขางขนาดเล็กที่

ไมมข้ัีว สวนโปรตีนที่เปลี่ยน Trp136 เปน Phe มีแขนงขางเปนวงแหวนไมมีข้ัว   

 
รูปที่ 3.1 โครงสรางทํานายของชองพอริน VhChiP ที่แสดงตําแหนงของกรดอะมิโน Trp136 ในชองพอริน VhChiP 

ดั้งเดิม (A), VhChiPY136A (B), และ VhChiPY136F (C) 

 

3.2. การผลิต VhChiP จากเชื้อ E. coli (BL21) Omp8 Rosetta และการทําบริสุทธิ์ 

ทําการตรวจสอบความถูกตองของการสรางโปรตีนกลายพันธุ ดวยวิธี automated DNA sequencing โดยหา

ลําดับนิวคลีโอไทดทั้งสองสายดีเอ็นเอ แลวนํารีคอมบิแนนทพลาสมิด pET23d(+)/VhChiP, pET23d(+)/VhChiPA 

และ pET23d(+)/VhChiPF ที่สกัดไดเขาสูเซลลเจาบานคือ E. coli สายพันธุ BL21(DE3) Omp8 โดน E. coli สาย

พันธุนีม้ีการ knockout ยีนพอรินหลายชนิดคือ OmpA OmpC OmpF และ LamB ดังนั้นเซลลนี้จึงเหมาะสําหรับ

ในการนํามาใชเปนเซลลเจาบานในการผลิตรีคอมบิแนนทพอริน VhChiP  
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เนื่องจากในขัน้ตอนการโคลนยีนไดใส signal peptide เขาไปในยีน ดังนั้นโปรตีนที่ E. coli ผลิตไดจะฝงอยูบน

ผนังเซลล  เมื่อทําการสกัดรีคอมบิแนนทโปรตีนออกจากผนังเซลลดวย 2% (w/v) SDS ตามดวย 3% (v/v) octyl-

POE  ในข้ันตอนการสกัดดวยดีเทอรเจนทนีจ้ะไดโปรตีนที่มีความบริสุทธิ์ระดับหนึ่ง หลังจากนั้นทําบริสุทธ์ิ

โปรตีนตอดวยวิธทีางโครมาโตรกราฟฟแบบแลกประจุบวกโดยใชคอลัมน Histrap SP HP (GE Healthcare) ขนาด

ความจุ 5 mL แลวทําการชะคอลัมนดวย 0-100% KCl พบวาโปรตีน VhChiP จับกับคอลัมนสามารถถูกชะออกมา

ที่ความเขมขนของเกลือ KCl ประมาณ 30%  

 
 

รูปที่ 3.2 การวิเคราะหรีคอมบิแนนทโปรตีน VhChiP ที่ผลิตโดย E. coli สายพันธุ BL21(DE3) Omp8  

A) การวิเคราะหดวย SDS-PAGE ที่ยอมแถบโปรตีนดวย Coomassie Blue  

B) การวิเคราะหทาง immunoblot ของตัวอยางในรปู B และตรวจหาการจับกันระหวาง antibody และ 

antigen โดยใช anti-VhChiP antiserum 

C)  การวิเคราะหทาง immunoblot ของตัวอยางในรปู B และตรวจหาการจับกันระหวาง antibody และ 

antigen โดยใช anti-OmpN antiserum 

ชอง: Std, standard proteins; 1, VhChiPWT; 2, VhChiPW136A; 3, VhChiPW136F 

 

เมื่อทําการวิเคราะหหาความบริสุทธ์ิของโปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE พบแถบโปรตีนเพียงแถบเดียว โดยโปรตีนกลาย

พันธุ VhChiPW136A และ VhChiPW136F (รูปที่ 3.2) ที่สกัดไดมนี้ําหนักโมเลกุลของหนวยยอยประมาณ 38 kDa 

ซึ่งตรงกับน้ําหนักโมเลกุลของหนวยยอยของ VhChiP ดั้งเดิม เมื่อทดสอบดวยวิธี immunoblotting พบวาโปรตนี 

VhChiP ทุกชองบนแผนเจลจับกับ anti-VhChiP antibody (รูปที่ 3.2B) นอกจากนี้ยังพบวาโปรตีน VhChiP 

ดั้งเดิมและโปรตีนกลายพันธุ ไมมีการ cross-react กับ anti-OmpN antibody (รูปที่ 3.2C) ผลการทดลองนี้

ยืนยันวาโปรตีนบริสุทธิ์ที่เตรียมไดทั้งสามตัวอยางคือชองพอริน VhChiP 

 

3.3. ผลของการกลายพันธุกรดอะมิโน Trp136 ตอคุณสมบัติการสรางชองพอริน  

ผลการทดสอบความสามารถในการสรางชองพอรนิโดยเทคนิค BLM พบวาชองพอรินเดี่ยวของ VhChiPWT  

VhChiPW136A และ VhChiPW136F สามารถแทรกเขาไปในฟอตโฟลิปดเมมเบรนและหนวยยอยท้ังสามเปดออก

ยอมใหกระแสของอิออนไหลผานท่ีคา 190 pA, 210 pA และ 180 pA ที่คาความตางศักย 100 mV ดังแสดงในรูป

ที่ 3.3 A, B, และ C ตามลําดับ จะเห็นวาคา conductance ของพอรินกลายพันธุ VhChiPW136A มีคาสูงกวาของ

พอรินดั้งเดิมอยางเห็นไดชัด ทั้งนี้เน่ืองจากการเปลี่ยนกรดอะมิโนจาก Trp เปน Ala ทําใหชองพอรินกวางข้ึน

เนื่องจากแขนงขางของ Ala มีขนาดเล็กกวาของ Trp ทําใหปริมาณกระแสอิออนไหลผานไดดีขึ้น สวนคา 

conductance ของพอรินกลายพันธุ VhChiPW136F มีคาต่ํากวาของพอรินดั้งเดิมเพียงเล็กนอย แสดงใหเห็นวา

การเปลี่ยนกรดอะมิโนจาก Trp ไปเปน Phe ที่มีความไมมีข้ัวเหมือน Phe ไมมีผลกระทบรุนแรงตอความสามารถ

ในการนําอิออนของชองพอริน VhChiP 
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รูปที่ 3.3 คุณสมบัติการนําอิออนชองไคโตพอรินที่ไดจากการวัดดวยวิธีเทคนิค BLM 

คากระแสที่ไดจากการวัดที่ความตางศักย 100 mV เปนกระแสที่ผานชองพอรินเดี่ยว A ชองพอริน VhChiPWT; B 

ชองพอรินกลายพันธุ VhChiPW136A; และ C ชองพอรินกลายพันธุ VhChiPW136F 

 

3.4. ผลของการกลายพันธุตอคาจลนพลศาสตรของการจับระหวางน้ําตาลและพอริน 

ในการทดลองตอมา ผูวิจัยไดทําการตรวจหาการเปลี่ยนแปลงของกระแสอิออนที่ไหลผานชองพอรินเดี่ยวขณะที่ถูก

ไตเตรทดวยน้ําตาลที่ความเขมขนตาง ๆ คอื 0.25, 0.5, 1.0 และ 5 uM รูปที่ 3.4 แสดงถึงการเกิด transiet 

blockage ของกระแสที่เวลาตาง ๆ ขณะที่โมเลกุลของน้ําตาลวิ่งผานชองพอริน การลดลงของกระแสเกิดจากการ

จับกันระหวางโมเลกุลของน้ําตาลกับ affinity sites ภายในชอง จากรูปจะเห็นวาน้ําตาลไคโตเฮกซะโอส ที่ความ

เขมขนต่ําที่สุดคือ 0.25 uM จะ block หนวยยอยที่หนึ่งของชองพอรินดั้งเดิมเปนหลัก สวนหนวยยอยที่สองจะถูก 

block เมื่อความเขมขนของน้ําตาลสูงข้ึนเปน 1.25-2.5uM และที่ความเขมขนของน้ําตาลท่ีใชในการไตเตรทเพ่ิม

เปน  5 uM พบวาหนวยยอยทั้งสามของพอรินดั้งเดิมถูก block โดยจํานวนของ blocking event เพ่ิมขึ้นตาม

ความเขมขนของน้ําตาลที่ใช (รูปที่ 3.4A) สวนโปรตีนกลายพันธุ VhChiPW136A มีการเพ่ิมขึ้นจํานวน blocking 

event แตน้ําตาล block เพียงหนวยยอยเดียวแมแตที่ความเขมขนสูงสุดของน้ําตาลที่ใชเปน 5 uM โดยไมพบการ 

block ของน้ําตาลที่หนวยยอยที่สองและหนวยที่สาม (รูปที่ 3.4B) สวพอรินกลายพันธุ VhChiPW136F มีรูปแบบ

การ block โดยน้ําตาลไคโตเฮกซะโอส คลายกับของพอรินดั้งเดิมคือระดับของการ block หนวยยอยเพ่ิมจากหนึ่ง

หนวยเปนสองและสามหนวยเม่ือความเขมขนของน้ําตาลเพ่ิมขึ้น (รูปที่ 3.4C) ผลการทดลองที่นาสนใจคือพบวาพอ

รินกลายพันธุ VhChiPW136A และ VhChiPW136F แสดงคาระยะเวลาที่น้ําตาลหลุดออกจากการจับที่ afiinity 

sites หรือเรียกระยะเวลาดังกลาววาคา residential time หรือ dwell time1 (τo) มีคานอยลงอยางเห็นไดชัด

จากคาฉลี่ยดั้งเดิม 6 ms เปน <1 ms ทําใหคา off-rate constant หรอื koff ของน้ําตาลกลายพันธุเพิ่มข้ึน

เนื่องจากคา off-rate constant แปรผกผันกับคา residential time ตามสมการที่ 3 
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รูปที่ 3.4. ผลของน้ําตาล ไคโตเฮกซะโอส ตอการแพรของอิออนผานชองพอริน  

การลดลงของของกระแส I (pA) แบบ transient เกิดจากการ block ชองพอรินเดี่ยวขณะที่น้ําตาลผานเขาสูชอง 

โดยทําการวัดที่ความตางศกัยไฟฟาเทากับ -100 mV โดยเสนประแสดงระดับของกระแสของหนวยยอยทั้งสาม

หนวย A. ชองพอริน VhChiPWT; B. ชองพอรินกลายพันธุ VhChiPW136A; และ C. ชองพอรินกลายพันธุ 

VhChiPW136F คา residential time หรอื τo แสดงดวยเสนขีดสีแดง  

 

การที่น้ําตาลไคโตเฮกซะโอส อุดชองพอรินเดี่ยวทําใหเกิดการลดลงของกระแสมากขึ้นตามความเขมขนของน้ําตาล

ที่ใชมากข้ึน เมื่อทําวิเคราะหหาคาเฉลี่ยของการนําอิออน และสรางกราฟระหวางคา average conductance ของ 

VhChiPWT กับคาความเขมขนของน้ําตาลมีลักษณะเปนเสนโคง hyperbola rectangular ดังแสดงในรปูที่ 3.5A 

ซึ่งแสดงการจับของน้ําตาลที่บริเวณ affinity sites เพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วในชวงความเขมขนของน้ําตาลนอย ๆ และ

การจับเขาสูจุดอ่ิมตัวที่ความเขมขนของน้ําตาล >2.5 uM การสราง curve fit โดยใชฟงกชัน non-linear ให

คาคงที่สมดุลของการจับ (K) ตามความสัมพันธุในสมการที่ 1 สวนกราฟการจับของน้ําตาลกับพอรินกลายพันธุ 

VhChiPW136A และ VhChiPW136F มีคาลดลงอยางมากและไมแสดงการอ่ิมตัวของการจับ ดังแสดงในรปูที่ 5 

แสดงใหเห็นวาการเปลี่ยนกรดอะมิโน Trp136 ที่ผิวดานบนของชองพอริน VhChiP มีผลกระทบตอคาการจับกับ

น้ําตาลสับสเตรทอยางชัดเจน 
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รูปที่ 3.5 กราฟแสดงการไตเตรทพอริน VhChiP ดวยน้ําตาล ไคโตเฮกซะโอส 

A. กราฟ non-linear และ B. กราฟ linear หรือ double reciprocal plot ของคาตาง ๆ ในรปู A ขอมูล 

BLM จากการวัดที่ความตางศักย -100 mV 

 

เมื่อทําการผันกลับคา average conductance และคาความเขมขนของน้ําตาลจะไดกราฟเสนตรงดังแสดงในรูปที่ 

3.5B ซึ่งกราฟนี้เปน linear transformation ของกราฟรูปที่ 3.5A เราสามารถหาคาคงท่ีสมดุลของการจับ (K) กัน

ระหวางน้ําตาลและชองพอรินไดโดยตรงจากจุดตัดบนแกน x โดยคา K ของโปรตีนกลายพันธุและโปรตีนดั้งเดิม

แสดงไวในตารางท่ี 3.1 

 

ตารางที่ 3.1.เปรียบเทียบคาจลนพลศาสตรการแพรของน้ําตาล ไคโตเฮกซะโอส ผานชองพอรินกลายพันธุกับคา

ของพอรินดั้งเดิม 

VhChiP 

variant 

คาทางจลนพลศาสตรของการจับ 

+100 mV -100 mV 

kon .106 

(M-1. s-1) 

koff .103 

(s-1) 

K 

(M-1) 

kon .106 

(M-1. s-1) 

koff .103 

(s-1) 

K 

(M-1) 

wt 55 0.25 220,000 105 0.15 700,000 

W136A 500 5 100,000 500 3.12 160,000 

W136F 544 1.7 320,000 142 0.43 330,000 

 

จากตารางที่ 3.1 พบวาคาคงที่สมดุลของการจับ (K) พบวามีคาลดลงทั้งขอมูลที่ไดจากการวัดที่ความตางศักย 

+100 mV และ -100 mV เมื่อพิจารณาที่คาความตางศักย -100 mV โดยคาคงท่ีการจับของพอรินกลายพันธุ 

VhChiPW136A และ VhChiPW136F ลดลงจากเดิมคือ 700,000 M-1 เปน 160,000 M-1 และ 330,000 M-1 

ตามลําดับ ผลการทดลองที่ไดรับจากการวัดที่ความตางศักย +100 mV ก็คลายคลึงกันแตผลกระทบของการกลาย

พันธุแตไมชัดเจนเทากับการวัดที่ -100 mV เมื่อพิจารณาคา on-rate constant (kon) พบวาคาของ 

VhChiPW136A เพ่ิมขึ้นประมาณ 5 เทาสวนของ VhChiPW136F เพิ่มเพียง 1.4 เทา สวนคา off-rate constant 

(koff) ของ VhChiPW136A เพ่ิมข้ึน 21 เทา และของ VhChiPW136F เพิ่มข้ึน 2.9 เทา การที่คา kon และ koff 

เพิ่มขึ้นหมายถึงจํานวนโมเลกุลของน้ําตาลเขาสูชองเพิ่มข้ึน (kon เพิ่ม) แตจับกับ affinity sites ภายในชองไดไมดีจึง
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หลุดออกจากชองไดงายขึ้น (koff เพิ่ม) เนื่องจากคา K = kon/koff ผลของการเปลี่ยนแปลงคา K ในเชงิลบจึงเกิดจาก

ปจจัยหลักคือการเปลี่ยนคา off-rate constant ผลการวิเคราะหคาทางจลนพลศาสตรบงบอกถึงความชอบในการ

จับลดลงนั่นเอง โดยการเปลี่ยนกรดอะมิโน Trp136 เปน Ala มีผลกระทบตอความชอบในการจับมากกวาการ

เปลี่ยนกรดอะมิโน Trp136 เปน Phe 

 

3.5. อัตราการแพรผานของน้ําตาลโมโนแซคคารไรดและโอลิโกแซคคารไรด 

การทดลองตอมาคือการตรวจหาอัตราการแพรผานหรอื permeation rate ของน้ําตาล ไคโตเฮกซะโอส ผานชอง

พอรินกลายพันธุโดยเทคนิค liposome swelling assay เทียบกับพอรินดั้งเดิม กราฟที่แสดงในรูปที่ 3.6 เปน

อัตราการแพรผานชองพอรินในลักษณะ bulk permeation โดยเกิดการแทรกตัวของพอรินในเยื่อเมมเบรนหลาย

ชั้นหรือ multilamella liposome เรียกไลโปโซมที่มีพอรินแทรกอยูวา proteoliposome ในการทดลองนี้หาคา

อัตราการแพรผานของน้ําตาลชนิดตางๆ เทียบกับอัตราการแพรผานของ D-arabinose ที่ใหคาเปน 100% 

เนื่องจากน้ําตาลนี้มีขนาดโมเลกุลเดี่ยวมีขนาดเล็กที่สุดจึงมีอัตราการแพรผานสูงสุดเสมอ  สวนอัตราการแพรของ

น้ําตาล D-raffinose (MW 504 ดาลตัน) มคีาเปนศูนยแสดงถึงน้ําตาลชนิดนี้ไมใชสับสเตรทของชองพอรินจําเพาะ

นี ้
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รูปที่ 3.6 แสดงอัตราการแพรของนํ้าตาล ไคโตเฮกซะโอส ผาน proteo-liposome ของพอริน VhChiP  

เปรียบเทียบอัตราการแพรผาน proteoliposome ที่เตรยีมจากพอรินกลายพันธุเทียบกับพอรินดั้งเดิม โดยใหอัตรา

การแพรของ arabinose ซึ่งเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวขนาดเล็กมากเปน 100% 

 

จากรูปที่ 3.6 จะเห็นวาคาอัตราการแพรของน้ําตาล ไคโตเฮกซะโอส ผานชองพอริน VhChiPW136A และ 

VhChiPW136F มีคาลดลงจากอัตราการแพรผานชองพอริน VhChiPWT โดยสังเกตุคาที่ลดลงในพอริน 

VhChiPW136A มากกวาพอริน VhChiPW136F  ผลการทดลองสอดคลองกับผลการวิเคราะหคาจลนพลศาสตรที่

แสดงในตารางที่ 3.1. ผลการทดลองที่ไดรับจากการทดลองนี้ยืนยันวาการเปลี่ยนกรดอะมิโน Trp136 ไปลดคา

อัตราการแพรของน้ําตาลไคโตเฮกซะโอส ผานชองพอริน VhChiP 
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บทท่ี 4 

บทสรุป 
4.1.สรุปผลการทดลอง 

ชองพอริน VhChiP ที่สกัดจากเย่ือเมมเบรนดานนอกของแบคทีเรียในทะเล Vibrio harveyi มีคุณสมบัติเปนชอง

จําเพาะตอน้ําตาลไคโตโอลิโกแซคคารไรด โดยมีความสามารถในการนําน้ําตาลไคโตเฮกซะโอสไดดีที่สุด ในการ

ทดลองน้ีผูวิจัยไดทําการศึกษาผลของการเปลี่ยนกรดอะมิโน Trp136 ที่บริเวณผิวสวนบนของชอง VhChiP การ

วิเคราะหดวยเทคนิค BLM และ liposome swelling assay พบวาการเปลี่ยนกรดอะมิโน Trp136 เปน Ala  (ชอง

พอรินกลายพันธุ VhChiPW136A) และ Phe (ของพอรินกลายพันธุ VhChiPW136F) ไปลดความสามารถในการ

นําอิออนและการจับของน้ําตาลไคโตเฮกซะโอสของชอง VhChiP pore ผลการทดลองที่ไดรับจากงานวิจัยใหขอมูล

วากรดอะมิโน Trp136 มีบทบาทสําคัญตอการควบคุมการนําอิออนและการนําน้ําตาลเขาสูเซลลผานชองพอริน 

 

4.2.ขอเสนอแนะ 

ไมม ี
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