
บทที่  4 

วิจารณผลการทดลอง  

  จากการวิจัยเบ้ืองตนของคณะผูวิจัย พบวาสารสกัดโปรติเอสขนาดโมเลกุล 48 kDa ท่ีแยกให
บริสุทธ์ิไดจากสวน crude ของนํ้ายางของตนขนุนมีฤทธ์ิในการปองกันจุลชีพท้ังแบคทีเรียและเชื้อรา จึงต้ัง
ช่ือโปรตีนชนิดนี้วา antimicrobial protease 48 (AMP48) และในการวิจัยคร้ังนี้ คณะผูวิจัยไดทําการศึกษา
คุณสมบัติเชิงชีวเคมีและเภสัชวิทยาของโปรตีนนี้เพิ่มเติม พบวาโปรตีนชนิดนี้เปนชนิด serine protease เม่ือ
ทําการแยกกลุมของโปรตีนโดยใช inhibitors ท่ีจําเพาะกับโปรติเอสในกลุมตาง โดย AMP48 สามารถยับยั้ง
การทํางานไดดวย PMSF และ SBTI  (Mekkriengkrai และคณะ, 2004; Devaraja และคณะ, 2011) โปรตีนนี้
มีลําดับกรดอะมิโน 11 ตัวแรกจาก N-terminal ของสาย polypeptide คือ A-Q-E-G-G-K-D-D-D-G-G ซ่ึงเปน
ลําดับของกรดอะมิโนท่ีไมซํ้ากับโปรตีนชนิดใด ๆ ใน BLAST databases รวมท้ัง serine proteases จากพืช
ชนิดตาง ๆ (ดังแสดงในตารางท่ี 2) ดังนั้นโปรตีนชนิดนี้จึงจัดวาเปน serine protease ชนิดใหม 
 
ตารางท่ี 2 เปรียบเทียบลําดับของกรดอะมิโนจาก N-terminal ของโปรตีน AMP48 กับ serine proteases จาก
พืชชนิดตาง ๆ  

Serine Protease 
sequence of 10-11  

amino acids at  
N-terminus 

Similarity 
(%) 

Reference 

AMP48 AQEGGKDDDGG   
Lilly LIM9 TTHTPDYLGIQ - Kobayashi et al. (1994) 
Cucumisin melo L TTRSWDFLGFP - Yamagata et al. (1994) 
Tomato P69B TTRSPTFLGLE - Tornero et al. (1997) 
White gourd TTRSWDFLNFP - Uchikoba et al. (1998) 
Arabidopsis TTRTPLFLGL - Yamagata et al. (2000) 
Bamboo protease TTRTPSFLRLS - Arima1 et al. (2000) 
Euphorbia supine protease B TTRTPNFLGL - Arima2 et al. (2000) 
SCSI (soy bean) (D) TTRSWDFLKS - Povovic et al. (2002) 
Port C1 (soy bean) TTRSWDFIGH - Povovic et al. (2002) 
Cucumis trigonus Roxburghi TTRSWDFLSG - Asif-Ullah et al. (2006) 

 
(-) มีความแตกตางอยางๆไมมีนัยสําคัญ 
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จากการศึกษาโครงสรางฑุติยภูมิของโปรตีน AMP48 พบวาประกอบดวย -helix (51%) ซ่ึง
มากกวา -sheet (9%) โครงสรางฑุติยภูมิของ AMP48 ท่ีไดมีความแตกตางจาก serine protease ท่ีไดจากพืช
อ่ืน ๆ ซ่ึงโดยท่ัวไปมักจะประกอบดวย -sheet (34-48%) มากกวา -helix (7-13%) (Rajesh และคณะ, 
2006; Patel และคณะ, 2012) อยางไรก็ตามการศึกษาโครงสรางฑุติยภูมิของโปรตีนจากพืชอ่ืน ๆ ดวย CD 
spectroscopy ก็มีการวัดในชวง pH ของสารละลายตัวอยางในชวง 7-7.4 ซ่ึงแตกตางจากการศึกษาคร้ังนี้ คือท่ี 
pH 8.8 

โปรตีน AMP48 มีชวงการทํางานไดดีท่ี pH 8 และคงทนตอ pH ในชวง 7-10 ท่ีอุณหภูมิ 55-60 C 
และมีประสิทธิภาพการทํางานโดยคงทนตออุณหภูมิถึง 50 C ซ่ึงผลของ pH และอุณหภูมิตอการทํางาน
ของ AMP48  มีความคลายคลึงกับโปรตีนในกลุม serine protease จากพืชชนิดอ่ืน ๆ เชน glycosylated 
protease จาก Euphorbia milii (Yadav และคณะ, 2006) และโปรติเอสท่ีมีความคงทนสูงจากตน Ficus 
benghalensis (Sharma และคณะ, 2009) 

จากการศึกษาคร้ังนี้พบวา AMP48 มีคุณสมบัติทางเภสัชวิทยา คือ มี fibrinogenolytic และ 
fibrinolytic activities โดย AMP48 สามารถยอย  subunit ของ human fibrinogen ไดดี ตามดวยการยอย
แบบ partial hydrolysis ของ  และ  subunits ซ่ึงลักษณะการยอย human fibrinogen แบบนี้มีความ
คลายคลึงกับเอนไซมท่ีมีแนวโนมนํามารักษาโรคได (potential therapeutic enzymes) คือ เอนไซมจากพิษงู
ชนิด Colombian Bothrops atrox (Patiño และคณะ, 2010) fibrinogenase จาก Taiwan habu (Huang และ
คณะ, 1993) และ -mucrofibrase จาก chinese habu (Wei และคณะ, 2002) รวมท้ังมีฤทธ์ิคลายคลึงกับโป
รติเอสที่สกัดไดจากพืชชนิดตาง ๆ เชน serine protease จาก E. hitra (Patel และคณะ, 2012) จากการทดสอบ
คุณสมบัติ fibrinolytic activity ของ AMP48 พบวาโปรตีนนี้สามารถยอย -chain และ -polymer และ 
partial hydrolyze -chain และ -dimer ของ human fibrin clot ได ซ่ึงคุณสมบัติในการเปน fibrinolytic 
activity ของ AMP48 ไดรับการพิสูจนยืนยันเพิ่มเติมจากการเปล่ียนแปลงโครงสรางฑุติยภูมิของ human 
fibrin clot จากปฏิกิริยาเม่ือเติม AMP48 โดยติดตามการเปล่ียนแปลงโครงสรางท้ัง -helix และ -sheet 
ของ human fibrin clot ดวยเทคนิค ATR-FTIR spectroscopy ซ่ึงพบวา AMP48 สามารถทําใหโครงสราง
หลักระดับฑุติยภูมิของ fibrin clot ลดลงไดตามระยะเวลาท่ีทําปฏิกิริยา  

จากผลการทดลอง N-terminal amino acid sequencing, fibrinogenolytic, fibrinolytic activities 
รวมท้ังผล ATR-FTIR spectroscopy และผลการยับยั้งการทํางานของ AMP48 ดวย protease ชนิดตาง ๆ 
พบวาโปรตีนนี้เปน serine protease ชนิดใหม (novel serine protease) มีแนวโนมจะใชเปนยารักษาโรคใน
กลุมอาการจําพวก thromboembolic disorders เชน deep vein thrombosis, strokes  และ heart attacks ได  

 


