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บทคดัย่อ 

 โปรตีนท่ีมีคุณสมบติัยบัย ั้งการทาํงานของเอนไซมโ์ปรติเอสขนาด 11,804.931 Da48 สามารถแยก

และทาํให้บริสุทธ์ิจากวุน้ของใบของตน้ Aloe barbadensis Mill (Aloe vera) ดว้ยโครมาโทกราฟีแบบ

แลกเปล่ียนไอออน ดงันั้นจึงเรียกโปรตีนชนิดน้ีว่า AVPI-12 โปรตีนมีค่าของจุดไอโซอิเลกทริกประมาณ 

7.43 และมีลาํดบักรดอะมิโนจาก N-terminal คือ R-D-W-A-E-P-N-D-G-Y ซ่ึงเป็นลาํดบักรดอะมิโนท่ีไม่มี

ความเหมือนกับกรดอะมิโนของโปรตีนท่ีมีคุณสมบติัยบัย ั้งการทาํงานของเอนไซม์โปรติเอสอ่ืน ๆใน 

databases ดงันั้นโปรตีน AVPI-12 จึงเป็นโปรตีนยบัย ั้งชนิดใหม่ โปรตีน AVPI-12 มีความทนทานต่อการ

ยอ่ยดว้ยเอนไซมก์ลุ่มเซอรีนโปรติเอสจากมนุษย ์คือ พลาสมิน และจากววั คือ ทริปซิน AVPI-12 สามารถ

ป้องกนั γ-subunit ของไฟบริโนเจนของมนุษยจ์ากการยอ่ยดว้ยพลาสมินและทริปซิน ซ่ึงคุณสมบติัน้ีมีความ

คลา้ยคลึงกบัการทาํงานของ α2-macroglobulin ซ่ึงเป็นตวัยบัย ั้งโปรติเอสท่ีสามารถพบไดใ้นพลาสม่าของ

มนุษย ์นอกจากน้ี AVPI-12 ยงัสามารถป้องกนั γ-subunit ของไฟบริโนเจนจากการยอ่ยดว้ยเอนไซมก์ลุ่มซิส

เทอีนโปรติเอส คือ ปาเปน ผลการทดลองการศึกษาการยบัย ั้งการยอ่ยไฟบรินของมนุษยด์ว้ยวิธี colorimetric 

และ small-angle X-ray scattering แสดงใหเ้ห็นวา่ AVPI-12 สามารถป้องกนัไม่ให้เกิดการยอ่ยอยา่งสมบูรณ์

ของกอ้นไฟบรินจากพลาสมิน 
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  Abstract 

 A protease inhibitor protein with the molecular mass of 11,804.931 Da was isolated and purified 

from Aloe barbadensis Mill (Aloe vera) leaf gel by ion exchange chromatography. Therefore, this protein 

was designated as AVPI-12. The isoelectric point of the protein was about 7.43. The first ten amino acid 

sequence from the N-terminal was R-D-W-A-E-P-N-D-G-Y, which did not match with other protease 

inhibitors in database searches, indicating AVPI-12 is a novel protease inhibitor. AVPI-12 strongly 

resisted digestion by the serine proteases human plasmin and bovine trypsin. AVPI-12 could protect the γ-

subunit of human fibrinogen from plasmin and trypsin digestion, similar to the human plasma serine 

protease inhibitor α2-macroglobulin. In addition, AVPI-12 could also protect the γ-subunit of fibrinogen 

from the cysteine protease papain digestion. The results of colorimetric method and small-angle X-ray 

scattering showed that AVPI-12 could protect human fibrin clot from complete degradation by plasmin.  

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 



ง 
 

สารบัญ 

 

      หน้า 

กิตติกรรมประกาศ ……………………………………………………………………….        ก 

บทคดัยอ่ภาษาไทย …………………………………………………………….…………        ข 

บทคดัยอ่ภาษาองักฤษ .……………………………………………………….………….        ค 

สารบญั .………………………………………………………………………………….        ง 

สารบญัตาราง …………………………………………………………………………….        จ 

สารบญัภาพ ……………………………………………………………………………...        ฉ 

บทท่ี  1 บทนาํ  

ความสาํคญัและท่ีมาของปัญหาการวจิยั ………..………….……………………                 1 

วตัถุประสงคข์องการวจิยั .………………………..………………………....…..        1 

ขอบเขตของการวจิยั …………………..…………..…………………………….           2 

กรอบแนวคิดของการวิจยั …………………..……………..…………………….        2 

ประโยชน์ท่ีไดรั้บจากการวจิยั ………..………………..……………….……….          3 

บทท่ี  2 เอกสารและผลงานวจิยัท่ีเก่ียวขอ้ง 

ขอ้มูลทัว่ไปของวา่นหางจระเข.้.………………..………………. ……….……        4 

ขอ้มูลทางวทิยาศาสตร์ของวา่นหางจระเข…้……………………………………        5 

บทท่ี  3 ระเบียบวธีิวจิยัและผลการทดลอง ………….……………………………….…..                 6 

บทท่ี  4 วจิารณ์ผลการทดลอง ……………………………………………………………           17 

บทท่ี  5 สรุปและขอ้เสนอแนะ ………………………………...…………………………           20 

บรรณานุกรม  ……………………………………………………………………………..       21 

ภาคผนวก ……………………………………………………………………………..…..           23 

ประวติัผูว้ิจยั ………………………………………………………………………………       37 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



จ 
 

สารบัญตาราง 

 

          หน้า 

ตารางท่ี 1 เปรียบเทียบลาํดบัของกรดอะมิโนจาก N-terminal ของโปรตีน AVPI-12 กบั 

                Proteases inhibitors จากพืชชนิดต่าง ๆ………………………………..…………        19 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ฉ 
 

สารบัญภาพ 

 

      หน้า 

รูปท่ี 1   แสดงลกัษณะใบและดอกของวา่นหางจระเข…้………………………….……..….       4 

รูปท่ี 2   Chromatogram ของการทาํ AVPI-12 ใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย  

             cation exchange column chromatography ชนิด SP sepharose……………………       7 

รูปท่ี 3   SDS-PAGE (12.5%) แสดงความบริสุทธ์ิของโปรตีน AVPI-12………………..…       8 

รูปท่ี 4   Intact mass ของ AVPI-12 วเิคราะห์ดว้ย MALDI-TOR mass spectrometry……...       9 

รูปท่ี 5   ผล 2D electrophoresis ของโปรตีน AVPI-12 ท่ีทาํใหบ้ริสุทธ์ิ…………….……….      10 

รูปท่ี 6   ความคงทนต่อการถูกยอ่ยดว้ย proteases ของ AVPI-12 (a) และ 

              α2-macroglobulin…………………………………………………………………      11 

รูปท่ี 7   Human fibrinogenolytic inhibitory patterns ของ AVPI-12 (a) และ 

              α2-macroglobulin…………………………………………………………………      12 

รูปท่ี 8   Fibrinogenolytic inhibitory activity ของ AVPI-12 แบบ dose dependence  

             ต่อ human plasmin…………………………………………………………………      13 

รูปท่ี 9   ผลของ AVPI-12 ต่อ fibrinolytic activity ของ human plasmin……………………      15 

รูปท่ี 10 SAXS spectra แสดง fibrinolytic inhibitory activity ของ AVPI-12       

ต่อ human plasmin…………………………………………………………………      16 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที ่ 1  

บทนํา  

1.1 ความเป็นมาและความสําคัญของปัญหาของการวจัิย 

วา่นหางจระเข ้มีช่ือทางวิทยาศาสตร์วา่ Aloe barbadensis Mill มีช่ือพร้องคือ Aloe vera จดัเป็นพืช

สมุนไพรชนิดหน่ึง ส่วนท่ีนาํมาใชเ้ป็นยาคือวุน้หรือเจลจากใบ มีรายงานขอ้มูลทางวิทยาศาสตร์วา่วุน้ในวา่น

หางจระเขมี้สารเคมีหลายชนิด เช่น aloe-emodin, aloesin และ aloin ยางท่ีอยู่ในใบว่านหางจระเขมี้สาร

จาํพวก antraquinone  ท่ีออกฤทธ์ิช่วยในการขบัถ่าย การทดลองทางคลินิกพบว่านํ้ าจากว่านหางจระเขส้ด 

สามารถรักษาแผลไฟไหมใ้นหนูขาว กระต่าย และคน และเม่ือมีการทดลองฉีดสารสกดัจากใบว่านหาง

จระเขใ้นคน พบวา่สามารถลดการอกัเสบของโรคเหงือกในระยะแรกและระยะท่ีสองได ้นอกจากน้ีวา่นหาง

จระเขย้งัไดพ้ฒันาข้ึนเป็นตาํรับยาท่ีสามารถนาํมาใชท้างคลินิกได ้เช่นรักษาแผลอกัเสบจากรังสีบาํบดั แผล

ไฟไหม ้และ โรคกลากเป็นตน้ จากขอ้มูลเบ้ืองตน้แสดงวา่วุน้จากวา่นหางจระเขส้ามารถพฒันาไดเ้ป็นทั้งยา

ทา ยากินและ ยาฉีดได ้โดยไม่เป็นอนัตรายต่อสัตวท์ดลองและคน  

เน่ืองการศึกษาถึงการทาํงานและประโยชน์ของโปรตีนท่ีเป็นองคป์ระกอบในส่วนวุน้ของวา่นหาง

จระเขย้งัมีผูศึ้กษาอยูน่้อยมาก มีเพียงไม่ก่ีรายงาน เช่น Das และคณะ (2011) พบวา่โปรตีนขนาด 14 kDa 

ของวุน้จากว่านหางจระเข้มคุณสมบติัในการยบัย ั้งเช้ือราและต้านการอกัเสบได้ และโปรตีนดังกล่าวมี

คุณสมบติัเป็น protease inhibitor โดยยบัย ั้งการทาํงานของเอนไซม ์trypsin จากการศึกษาเบ้ืองตน้ของผูว้ิจยั

พบวา่โปรตีนจากวา่นหางจระเขย้งัมีอีกมากซ่ึงหากไดมี้การแยกและทาํให้บริสุทธ์ิ และศึกษาคุณสมบติัทาง

ชีวเคมีและทางเภสัชวิทยาจะสามารถนาํมาเป็นขอ้มูลเพื่อใช้ประโยชน์ทางการแพทย ์อุตสาหกรรม หรือ

งานวจิยัต่อยอดได ้การวจิยัคร้ังน้ีผูว้จิยัไดส้กดัแยกโปรตีนท่ีมีขนาดโมเลกุลประมาณ 12 kDa ซ่ึงมีคุณสมบติั

เป็น protease inhibitor ท่ีสามารถยบัย ั้งการยอ่ย fibrinogen และ กอ้น fibrin (fibrin clot) ของเลือดมนุษยจ์าก

เอนไซม์ต่าง ๆ ได ้ซ่ึงคุณสมบติัในการเป็นตวัยบัย ั้ง fibrinogenolytic และ fibrinolytic  ต่อการย่อยดว้ย

เอนไซมท่ี์พบไดใ้นพลาสมาของมนษย ์เช่น plasmin สามารถนาํมาพฒันาเพื่อใชเ้ป็นยาป้องกนัและรักษา

โรคท่ีมีภาวะเลือดออกง่ายได ้และการนาํวา่นหางจระเขม้าพฒันาใชป้ระโยชน์ในประเทศไทยมีความเป็นไป

ไดอ้ยา่งยิง่เน่ืองจากวา่นหางจระเขส้ามารถปลูกไดใ้นทัว่ทุกภูมิภาคของประเทศไทย  

 

1.2 วตัถุประสงค์ของการวจัิย 

12.1 เพื่อแยกโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบั 1fibrinogen และ fibrin clot ของมนุษยจ์ากโปรตีนส่วนหยาบของวุน้

วา่นหางจระเข ้

12.2 เพื่อศึกษาการออกฤทธ์ิของโปรตีนดงักล่าวในส่วนท่ีเก่ียวขอ้งกบั1 fibrinogen และ fibrin clot ของ 

มนุษย ์คือ fibrinogenolytic inhibitory activity และ fibrinolyitc inhibitory activity 
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12.3 เพื่อศึกษาคุณสมบติัทางชีวเคมีของโปรตีนท่ีออกฤทธ์ิต่อ fibrinogen และ fibrin clot ของมนุษย ์

เช่น protease inhibitor assay, molecular weight และ isoelectric point เป็นตน้ 

 

1.3 ขอบเขตของการวจัิย 

การวิจยัคร้ังน้ีประกอบดว้ยการแยกโปรตีนท่ีมีคุณสมบติัเก่ียวขอ้งกบั fibrinogen และ fibrin clot 

ของมนุษย ์จาก โปรตีนส่วนหยาบของวุน้ว่านหางจระเขด้ว้ยการทาํ purification column chromatography 

และนาํแต่ละส่วนของโปรตีนท่ีแยกไดศึ้กษาการออกฤทธ์ิต่อ fibrinogen และ fibrin clot ของมนุษย ์โดย

การศึกษา human fibrinogenolytic inhibitory activity, fibrinolytic inhibitory activity และนาํส่วนของ

โปรตีนท่ีออกฤทธ์ิดงักล่าวมาศึกษาคุณสมบติัทางชีวเคมี เช่น molecular weight, isoelectric point (PI) และ 

antioxidant เป็นตน้ 

 

1.4 กรอบแนวคิดของการวจัิย  

 

 
 

 

 

วุ้นว่านหางจระเข้

สกัดแยกส่วนโปรตีน

จากวุ้นว่านหางจระเข้

ด้วย column 

chromatography 

ศึกษาคุณสมบัติของโปรตีนที�ออก

ฤทธิ�เกี�ยวข้องกับ fibrinogen และ 

fibrin clot ของมนุษย์ เช่น human 

fibrinogenolytic inhibitoryactivity 

และ fibrinolytic inhibitoryactivity 

เป�นต้น

ศึกษาคุณสมบัติเบื�องต้นทางชีวเคมี

ของ โปรตีนที�ออกฤทธิ�เกี�ยวข้องกับ

fibrinogen และ fibrin clot ของมนุษย์ 

เช่น molecular weight และ isoelectric 

point (PI) เป�นต้น
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1.5 ประโยชน์ทีไ่ด้รับจากการวจัิย 

1.5.1 เป็นขอ้มูลสําหรับการออกฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาและใช้ในการวิจยัต่อไปในอนาคตได ้เช่น การนาํ

สารสกัดโปรตีนจากว่านหางจระเข้มาใช้ในการรักษาหรือป้องกันโรคท่ีเกิดภาวะท่ีเลือดออกง่ายหรือ

เลือดออกไม่หยดุ หรือใชเ้ป็นตน้แบบในการออกแบบผลิตภณัฑย์ารักษาสาํหรับ antifibrinolytic treatment  

11.2 ผลงานท่ีไดส้ามารถตีพิมพใ์นวารสารระดบันานาชาติ หรือนาํเสนอในงานประชุมวิชาการระดบั 

นานาชาติ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที ่ 2  

เอกสารและผลงานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 

2.1 ข้อมูลทั่วไปของว่านหางจระเข้ (ยาสมุนไพรสาํหรับงานสาธารณสุขมูลฐาน) 

 ช่ือวิทยาศาสตร์: Aloe barbadensis Mill. 

 ช่ือพร้อง: Aloe vera 

  ช่ือสามญั :  Star cactus, Aloe, Aloin, Jafferabad, Barbados 

  วงศ์ :  Asphodelaceae / Liliaceae                                                     

  ช่ืออ่ืน :  หางตะเข ้(ภาคกลาง) ว่านไฟไหม ้(ภาคเหนือ)  

 ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ : ไมล้ม้ลุก ลาํตน้เป็นขอ้ปลอ้งสั้ น ใบ เป็นใบเด่ียว ออกเรียงเวียนรอบ

ตน้ ใบหนาและยาว โคนใบใหญ่ ส่วนปลายใบแหลม ขอบใบเป็นหนามแหลมห่างกนั แผ่นใบ

หนาสีเขียว มีจุดยาวสีเขียวอ่อน อวบนํ้า ขา้งในเป็นวุน้ใสสีเขียวอ่อน ดอก ออกเป็นช่อกระจะท่ี

ปลายยอด กา้นช่อดอกยาว ดอกสีแดงอมเหลือง (ดงัรูปท่ี 1)  

ส่วนท่ีใช้ :  ยางในใบ นํ้าวุน้ เน้ือวุน้ และเหงา้  

 

 
 

 

รูปที่ 1 แสดงลกัษณะใบและดอกของวา่นหางจระเข ้
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(จาก http://gustavothomasflowers.blogspot.com/2009/05/aloe-vera-flower-at-de-young-museum-

san.html) 

 

9.2 ข้อมูลทางวิทยาศาสตร์ของว่านหางจระเข้ 

 นนัทวนั และคณะ (2529) ไดท้ดลองใช้วุน้ว่านหางจระเขใ้นการรักษาแผลไฟไหม ้และแผล

เร้ือรังจาํนวน 16 รายพบว่าไดผ้ลดีทั้งที่ใช้วุน้สดและยาเตรียม (ยาสมุนไพรสําหรับงานสาธารณสุขมูล

ฐาน) 

 โอภา วชัรคุปต์ และคณะ (2529) ไดท้าํการพฒันาตน้ตาํหรับว่านหางจระเข ้และทดลองทาง

คลินิก พบว่า ผลิตภณัฑ์ว่านหางจระเขใ้นรูปเจลครีม และข้ีผึ้งสามารถรักษาโรคผิวหนงัในผูป่้วยที่มี

อาการของ pityriasis, โรคกลาก และแผลอกัเสบจากรังสีบาํบดั (ยาสมุนไพรสําหรับงานสาธารณสุขมูล

ฐาน) 

 มีการทดลองฉีดสารสกดัจากใบว่านหางจระเขใ้นคนไข ้50 คน ซ่ึงเป็นโรคเหงือกอกัเสล

ระยะแรกและระยะที่สอง พบว่า ไดผ้ลลดการอกัเสบ แต่ถา้เป็นระยะที่ 3 จะไม่ไดผ้ล (ยาสมุนไพร

สาํหรับงานสาธารณสุขมูลฐาน) 

 โมเลกุลของนํ้าตาล (polysaccharide) ในวุน้ว่านหางจระเขม้ีคุณสมบติัที่สามารถใช้เป็นยารักษา

ได ้โดยเป็นตวักระตุน้ระบบภูมิคุม้มิกนั (immunostimulation), ออกฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ (anti-

inflammatory effects), การรักษาแผล (wound healing), กระตุน้กระบวนการซ่อมแซมของเซลล์ร่าง

กลายภายหลงัท่ีมีการรักษาโดยการฉายรังสี (promotion of radiation damage repair), ยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย 

(anti-bacterial), ยบัย ั้งเช้ือไวรัส (anti-viral), ยบัย ั้งเช้ือรา (anti-fungal), ยาป้องกนัหรือบรรเทาอาการ

โรคเบาหวาน (anti-diabetic), ยบัย ั้งเซลล์มะเร็ง (anti-neoplastic activities), กระตุน้การสร้างเม็ดเลือด 

(stimulation of hematopoiesis) รวมทั้งมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ (anti-oxidant effects) (Hamman, 2008) 

 นอกจากน้ียงัไดมี้ผูท้าํการศึกษาวิจยัเก่ียวกบัการสกดัโปรตีนจากว่านหางจระเขเ้พื่อหาคุณสมบติั

ทางชีวภาพ ดงัน้ี ในปี 1980 นกัวิทยาศาสตร์ชาวญี่ปุ่นช่ือ Suzuki สามารถสกดั glycoprotein มีช่ือว่า 

aloctin A จากใบของว่านหางจระเข ้และไดจ้ดสิทธิบตัรไวที้่ European Patent Application โดยโปรตีน

ดงักล่าวมีคุณสมบติั mitogenic activity และสามารถกระตุน้ระบบ complement ใน serum ของมนุษย ์

(จาก United States Patent) และในปี 2011 Das และคณะสามารถแยกโปรตีนขนาดโมเลกุลประมาณ 14 

kDa จากวุน้ของว่านหางจระเขแ้ละพบว่ามีคุณสมบติัในการยบัย ั้งเช้ือราและมีฤทธ์ิตา้นการอกัเสบไดโ้ดย

ยบัย ั้งเอนไซม์ cyclooxygenase (COX) and lipoxygenase (LOX)  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที ่ 3  

ระเบียบวธีิวจิัยและผลการทดลอง 

3.1 นํา้ยาและสารเคมี 

3.1.1 Bicinochoninic acid (BCA) assay kit (Pierce, Rockford, USA) 

3.1.2 IEF pH gradient strip 7.3 cm. pH 3-10 (GE Healthcare, Sweden) 

3.1.3 นํ้ ายาและสารเคมีอ่ืน ๆ ใชข้องบริษทัต่าง ๆ คือ Sigma (USA), Fluka (USA), GE Healthcare 

(Sweden), Carlo Erba (Italy), Merck (Germany) 

 

3.2 วุ้นว่านหางจระเข้ 

 วุน้วา่นหางจระเขไ้ดจ้ากใบของพืชท่ีปลูกในเขตอาํเภอเมือง จ.นครราชสีมา 

 

3.3  การทาํโปรตีนให้บริสุทธ์ิ  

   นาํวุน้ท่ีไดจ้ากส่วนใบมาคั้นเอานํ้ า และกรองดว้ยผา้ขาว ป่ันดว้ย centrifuge (13,000xg) เป็นเวลา 1 

ชัว่โมง และ นาํส่วนนํ้ าท่ีไดม้า dialysis ดว้ย 25 mM sodium acetate buffer (NaOAc) pH 4.5 แลว้นาํไปป่ัน

ดว้ย high speed centrifuge จะไดส่้วนตะกอนแยกออกจากส่วนนํ้ าใส นาํส่วนใสไปทาํให้บริสุทธ์ิ (purify) 

ดว้ย cation exchange chromatography (SP sepharose)โดยใช ้step gradient salt elution ดว้ย NaCl ความ

เขม้ขน้ 0-0.3 M NaCl ใน 25 mM sodium acetate buffer (NaOAc) pH 4.5 ดว้ย flow rate 1 ml/min เก็บ 

fraction ละ 2 ml ติดตาม peak ของโปรตีนโดยวดัค่า OD ท่ี 280 nm พบว่าโปรตีนท่ีออกฤทธ์ิเป็นทั้ง 

fibrinogenolytic และ fibrinolyitc inhibitory activity (AVPI-12) จะถูกชะออกมาในช่วง 0.1 M NaCl (ดงัรูป

ท่ี 2) โปรตีนดงักล่าวมีขนาดโมเลกุลตํ่ากวา่ 14 kDa เม่ือวิเคราะห์ดว้ย 12.5% SDS-PAGE (รูปท่ี 3) หลงัจาก

นั้น fraction ของโปรตีนท่ีออกฤทธ์ิจะ pool รวมกนั และ dialysis ดว้ย 25 mM Tris-HCl pH 8.0 และ

นาํไปใชใ้นการทดสอบ activity ต่าง ๆ ในขั้นตอนต่อ ๆ ไป นอกจากน้ีพบวา่โปรตีนท่ีออกฤทธ์ิเม่ือวิเคราะห์

ดว้ย 12.5% SDS-PAGE จะเห็นแถบโปรตีน ในสภาวะ reducing ดว้ย 2-mercaptoethanol จะเคล่ือนท่ีบนเจล

ไดช้้ากวา่ในสภาวะท่ีไม่มี 2-mercaptoethanol (non-reducing) ทั้งในสภาวะท่ีมีการตม้และไม่ตม้ตวัอย่างท่ี 

95°C ก่อนท่ีจะแยกดว้ย SDS-PAGE (รูปท่ี 3)  

 

3.2 การหาความเข้มข้นของโปรตีน  

   วเิคราะห์ความเขม้ขน้ของโปรตีนดว้ยนํ้ ายา BCA assay kit ซ่ึงมีวิธีการวิเคราะห์ดงัน้ี นาํสารละลาย 

โปรตีน 0.1 ml ผสมกบัสารละลาย BCA working reagent 2 ml นาํไป incubate ท่ี 37 °C นาน 30 นาที หา

ความเขม้ขน้โดยวดัค่าดูดกลืนแสง (absorbance) ท่ี 562 nm โดยใช ้bovine serum albumin (BSA) เป็น

โปรตีนมาตรฐาน   
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รูปที่ 2 Chromatogram ของการทาํ AVPI-12 ใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย cation exchange column chromatography ชนิด 

SP sepharose  
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รูปที่ 3 SDS-PAGE (12.5%) แสดงความบริสุทธ์ิของโปรตีน AVPI-12 เปรียบเทียบระหวา่งแถบโปรตีนใน

สภาวะท่ีมี 2-mercaptoethanol เป็น reducing agent (lane 2 และ 3) และ สภาวะท่ีไม่มี 2-mercaptoethanol 

หรือ non-reducing condition (lane 4 และ 5) รวมทั้งในสภาวะท่ีมีการไม่ตม้ (lane 2 and 4) และ ตม้ ตวัอยา่ง

(lane 3 และ 5) ท่ีอุณหภูมิ 95°C นาน 5 นาที ก่อนแยกดว้ย SDS-PAGE และ lane 1 คือ standard molecular 

weight protein markers 

 

3.3 การหาลาํดับกรดอะมิโนด้วยเทคนิค N-terminal sequencing 

 โปรตีน spot ของ AVPI-12 ท่ีไดจ้าก 2D gel electrophoresis ท่ีไดรั้บการ blot ลง PVDF membrane 

แลว้ยอ้มดว้ย Coomassie brilliant blue R-250 นาํไปหาลาํดบักรดอะมิโนแบบ N-terminal sequencing ดว้ย 

Edman degradation method ผลการทดลองพบวา่โปรตีนดงักล่าวมีลาํดบักรดอะมิโน 10 ตวัแรกจากปลาย N 

ของ polypeptide chain ดงัน้ี  

R-D-W-A-E-P-N-D-G-Y 
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3.4 การหาขนาดของโปรตีนด้วยเทคนิค Mass spectrophotometry 

ขนาดของโปรตีน AVPI-12 วิเคราะห์ดว้ย matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-fight 

(MALDI-TOF) mass spectrometry โดยใช ้sinapinic acid (SA) เป็น MALDI matrix โดยทาํการวิเคราะห์ ณ 

หน่วยบริการของภาควชิาเทคโนโลยชีีวภาพ คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัมหิดล กรุงเทพมหานคร ผลการ

ทดลองพบวา่ intact mass ของ AVPI-12 มีขนาด 11,804.931 Da (รูปท่ี 4) 

 

 

 

รูปที ่4 Intact mass ของ AVPI-12 วเิคราะห์ดว้ย MALDI-TOF mass spectrometry 

 

3.5 Two dimensional SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (2D SDS-PAGE)  

   โปรตีนท่ีทาํให้บริสุทธ์ิความเขม้ขน้ 100 µg นาํมาแยกด้วยกระแสไฟฟ้าตามประจุใน first 

dimension โดยใช ้pH gradient strip pH 3-10 ยาว 7 cm และทาํการแยกโปรตีนตามขนาด melecular weight 

อีกคร้ังใน second dimension ดว้ย 12.5% gel SDS-PAGE แลว้ยอ้มโปรตีนดว้ย colloidal Coomassie 

brilliant blue G-250 วเิคราะห์ขอ้มูลดว้ยโปรแกรม ImageMasterTM 2D Platinum software (GE Healthcare, 
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Uppsala, Sweden) พบวา่โปรตีนท่ีขนาด molecular weight ประมาณ 12 kDa มีเพียงหน่ึง subunit และมีค่า 

isoelectric point (pI) ประมาณ 7.43 (แสดงดงัรูปท่ี 5)  

 

 
 

รูปที ่5 ผล 2D gel electrophoresis ของโปรตีน AVPI-12 ท่ีทาํใหบ้ริสุทธ์ิ มีค่า pI ประมาณ 7.43 (ดงัลูกศรช้ี)  

 

 

3.6 ความต้านทานต่อการถูกย่อยด้วย proteases 

 ความตา้นทานของโปรตีน AVPI-12 ต่อการถูกย่อยดว้ย proteases ต่าง ๆ ทดสอบโดยการผสม

โปรตีน (10 µg) กบั โปรติเอส (2 µg) แต่ละชนิด คือ human plasmin, papain และ bovine trypsin และ 

incubate ท่ี 37 °C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนั้นเติม SDS-PAGE sample buffer ตม้ท่ี 95 °C เป็นเวลา 5 
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นาที แลว้วเิคราะห์ผลดว้ย 12.5% SDS-PAGE ตวัควบคุมของการทดสอบคือ ส่วนผสมท่ีไม่มีเอนไซมแ์ต่ใช ้

25 mM Tris-HCl pH 80 แทน ผลการทดลองทาํเปรียบเทียบกบั human plasma α2-macroglobulin ซ่ึงเป็น 

protease inhibitor ท่ีพบไดใ้นเลือดของมนุษย ์

 ผลการทดลองพบวา่ AVPI-12 สามารถทนต่อการยอ่ยดว้ย human plasmin และ bovine trypsin และ 

ถูกย่อยเกือบหมดด้วยเอนไซม์ papain (รูปท่ี 6a) ซ่ึงต่างจาก α2-macroglobulin โดย α2-macroglobulin 

ทนทานต่อการย่อยดว้ย human plasmin แต่ถูกย่อยเกือบหมดดว้ย bovine trypsin และยอ่ยจนหมดดว้ย 

papain (รูปท่ี 6b) 

 

 
 

รูปที ่6 ความคงทนต่อการถูกยอ่ยดว้ย proteases ของ AVPI-12 (a) และ α2-macroglobulin (b) 

แต่ละ inhibitor จะผสมกบั protease แต่ละชนิดคือ human plasmin (lane 2), papain (lane 3), bovine trypsin 

(lane 4) และ control ท่ีปราศจาก protease (เติม 25 mM Tris-HCl pH 8.0 แทน) (lane 5) และ lane 1 คือ 

standard molecular weight protein markers 

 

3.7 การทดสอบ fibrinogenolytic inhibitory activity 

3.7.1 Fibrinogenolytic inhibitory pattern 

 รูปบบการยบัย ั้งการยอ่ย human fibrinogen ดว้ยเอนไซมต่์าง ๆ คือ human plasmin, papin และ 

bovine trypsin 12 ศึกษาโดยการดดัแปลงจากวิธีของ Rajesh และคณะ (2006) ทาํการทดสอบโดยนาํแต่ละ 

protease (2 µg) ผสมกบั AVPI-12 (10 µg) ใน total volume 20 µl และ incubate ท่ี 37 °C เป็นเวลา 60 

นาที หลงัจากนั้นส่วนผสมระหวา่ง AVPI-12 และเอนไซมแ์ต่ละชนิด จะเติมลงในหลอดทดลองท่ีมี 50 µg 
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ของ human fibrinogen โดยใช ้25 mM Tris-HCl pH 80 เป็นตวัทาํละลาย ให้ได ้total volume 40 µl และ 

incubate ท่ี 37 °C เป็นเวลา 120 นาที หยุดปฏิกิริยาดว้ย denaturing buffer (ประกอบดว้ย 1M urea, 4% SDS 

และ 4% 2-mercaptoethanol) วิเคราะห์ผลดว้ย 10% SDS-PAGE และยอ้มเจลดว้ย Coomassie Brilliant Blue 

R-250 ผลการทดลองท่ีไดจ้ะศึกษาเปรียบเทียบกบัการเป็น fibrinogenolytic inhibitory activity ของ α2-

macroglobulin 

 ผลการทดลองพบวา่ทั้ง AVPI-12 และ α2-macroglobulin สามารถป้องกนั γ-subunit ของ human 

fibrinogen จากการยอ่ยดว้ย human plasmin และ bovine trypsin ไดด้งัแสดงในรูปท่ี 7 นอกจากน้ียงัพบวา่ 

AVPI-12 สามารถยบัย ั้ง γ-subunit ของ human fibrinogen จากการย่อยดว้ย papain (รูปท่ี 7a) แต่ α2-

macroglobulinไม่สามารถยบัย ั้งได ้(รูปท่ี 7b) 

 

 
 

รูปที่ 7 Human fibrinogenolytic inhibitory patterns ของ AVPI-12 (a) และ α2-macroglobulin (b) ต่อ

เอนไซม ์plasmin (lane 4), papain (lane 6) และ trypsin (lane 8) ผลการทดลองเปรียบเทียบกบั human 

fibrinogen (lane 2) และ human fibrinogen ท่ีถูกยอ่ยดว้ย plasmin (lane 3), papain (lane 5) และ trypsin 

(lane 7) lane 1 แสดง standard protein molecular weight markers 

 

3.7.2 Human plasmin fibrinogenolytic inhibitory activity 

 การออกฤทธ์ิยบัย ั้งการยอ่ย human fibrinogen ดว้ย human plasmin ของ AVPI-12 ศึกษาโดยการ

ดดัแปลงจากวิธีของ Satake และคณะ (1963) ทาํการทดสอบโดยการผสม human plasmin (2 µg) กบั 

AVPI-12 ปริมาณต่าง ๆ (0-10 µg) ใน total volume 40 µl และ incubate ท่ี 37 °C เป็นเวลา 60 นาที  

หลงัจากนั้นนาํส่วนผสมระหว่างเอนไซม์และตวัยบัย ั้งเติมลงในหลอดทดลองท่ีมี 10 mg/ml human 

fibrinogen ท่ีมี 25 mM Tris-HCl pH 8.0 เป็นตวัทาํละลาย (40 µl)  และ incubate ท่ี 37 °C เป็นเวลา 120 

นาที  หลงัจากนั้นหยุดปฏิกิริยาดว้ย 10% (w/v) trichloroacetic acid (TCA) ปริมาตร 40 µl  และป่ันท่ี 

10,000xg นาน 20 นาที นาํส่วนใสท่ีมี digested peptide ปริมาณ 25 µl มาวดัความเขม้ขน้ดว้ย BCA assay 
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kit (ดงัแสดงในขอ้ 3.2) ปฏิกิริยาการยบัย ั้งศึกษาจากค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540 nm ท่ีลดลง Blank ของการ

ทดลองคือหลอดท่ีไม่มีส่วนผสมของเอนไซมแ์ละ human fibrinogen แต่ละการทาํลองทาํการทดลองซํ้ า 3 

คร้ัง และ positive control คือ ปฏิกิริยาท่ีมี α2-macroglobulin 

 ผลการทดลองพบวา่เม่ือปริมาณของ AVPI-12 หรือตวัยบัย ั้งเพิ่มข้ึนสามารถยบัย ั้งการทาํงานของ 

human plasmin ไดม้ากข้ึนโดยทาํให้ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540 nm ลดลงมากข้ึน (รูปท่ี 8) หรือแสดงถึงวา่

เอนไซม ์plasmin สามารถยอ่ย human fibrinogen ไดน้อ้ยลงทาํให้ได ้digested peptide products ลดลง ผล

การทดลองสอดคลอ้งกบั positive control คือ α2-macroglobulin (รูปท่ี 8) 

 

 
 

รูปที่ 8 Fibrinogenolytic inhibitory activity ของ AVPI-12 แบบ dose dependence ต่อ human plasmin โดย

ใช ้α2-macroglobulin เป็น positive control 
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3.8 การทดสอบ fibrinolytic inhibitory activity 

3.8.1 ศึกษา fibrinolytic inhibitory activity ด้วย colorimetric detection 

 เตรียม fibrin clot โดยการดดัแปลงวิธีของ Rajesh และคณะ (2006) ทาํไดโ้ดยผสม 31 µl ของ 

human fibrinogen ท่ีมีความเขม้ขน้ 20 mg/ml ดว้ย 3 µl ของ 0.5 M CaCl2 และ 6 µl ของ 0.25 NIH units 

human thrombin และตั้งทิ้งไวใ้ห้แข็งท่ีอุณหภูมิห้อง 30 นาที หลงัจากนั้น fibrin clot จะนาํไปใส่ในหลอด

ทดลองท่ีมี plasmin 4 µg และ AVPI-12 12 µg ปริมาตรทั้งหมด 40 µl ท่ีผา่นการทาํปฏิกิริยาท่ี 37 °C เป็น

เวลา 60 นาที หลงัจากนั้นให้ส่วนผสมทั้งหมดทาํปฏิกิริยากนัท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 150 นาที จึงหยุด

ปฏิกิริยาดว้ย  10% TCA ปริมาตร 40 µl และนาํไปป่ันท่ี 10,000xg นาน 20 นาที วดัความเขม้ขน้ของ 

digested peptides ดว้ย BCA assay kit (ดงัแสดงในขอ้ 3.2) ปฏิกิริยาการยบัย ั้งศึกษาจากค่าการดูดกลืนแสงท่ี 

540 nm ท่ีลดลง Blank ของการทดลองคือหลอดท่ีไม่มีส่วนผสมของเอนไซมแ์ละ human fibrinogen แต่ละ

การทาํลองทาํการทดลองซํ้ า 3 คร้ัง และ positive control คือ ปฏิกิริยาท่ีมี α2-macroglobulin  สามารถ

คาํนวณเปอร์เซ็นต ์fibrinolytic inhibition ไดด้งัสมการขา้งล่าง  

 

Fibrinolytic inhibition (%) =
(E− I)

E  x 100 

 

โดย E คือ activity ของ plasmin ในสภาวะท่ีไม่มี inhibitor 

 I คือ activity ของ plasmin ในสภาวะท่ีมี inhibitor 

 

 ผลการทดลองพบวา่ fibrinolytic inhibitory activity ของ AVPI-12 และ α2-macroglobulin ต่อการ

ทาํงานของ plasmin มีค่าเท่ากบั 37.4 ± 1.0% และ 41.1 ± 2.1% ตามลาํดบั (แสดงในรูปท่ี 9)   
 

3.8.2 ศึกษา fibrinolytic inhibitory activity ด้วย small –angle X-ray scattering (SAXS) 

 Small-angle X-ray scattering (SAXS) ใชใ้นการทดสอบการเป็น fibrinolytic inhibitory activity 

โดยทาํการทดลอง ณ ระบบลาํเลียงแสงท่ี BL-2.2 ของสถาบนัวิจยัแสงซินโครตรอน (องคก์ารมหาชน) จ.

นครราชสีมา fibrin clot เตรียมโดยการผสม 77 µl ของ human fibrinogen (20 mg/ml) ดว้ย 8 µl ของ 0.5 M 

CaCl2 และ 15 µl ของ 0.25 NIH units thrombin ลงใน sample holder ท่ีทั้งสองขา้งปิดดว้ย kapton tapes ทิ้ง

ไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 30 นาที หลงัจากนั้นเติม 80 µl ของสารผสมระหวา่ง plasmin 8 µg และ AVPI-12 24 µg 

ท่ีไดท้าํปฏิกิริยากนัแลว้ท่ีอุณหภูมิ 37 °C 60 min ตั้งส่วนผสมทั้งหมดท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 150 นาที แลว้

นาํไปศึกษาการเปล่ียนแปลงของ fibrin clot ดว้ย SAXS วิเคราะห์ผลขอ้มูลดว้ยโปรแกรม SAXSIT version 

3.61 α2-macroglobulin ใชเ้ป็น positive control ของการทดลอง 

 ผลการทดลองแสดงในรูปท่ี 10 พบวา่ peak position ของ fibrin clot ไม่วา่ในสภาวะท่ีมี inhibitors 

ทั้ง AVPI-12 และ α2-macroglobulin หรือในภาวะท่ีมีแต่ plasmin และ fibrin clot เปล่า ๆ พบวา่ตาํแหน่ง
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ของ peak หรือ ค่า q และ fibrin periodicity มีการเปล่ียนแปลงนอ้ยมาก แต่ความสูงของ peak ซ่ึงแสดงถึง

ประมาณของ fibrin clot clot ลดลง หรือมีการเปล่ียนจากภาวะ solid state ไปเป็น liquid state พบวา่ในภาวะ

ท่ีมี fibrin clot และ plasmin ความสูงของ peak จะตํ่าสุด และเม่ือมีตวัยบัย ั้งหรือ inhibitor ทั้ง AVPI-12 และ 

α2-macroglobulin ความสูงของ peak จะตํ่ากว่า peak ของ fibrin clot ในสภาวะท่ีไม่มีทั้งเอนไซมแ์ละ 

inhibitor เล็กนอ้ย 

 

 

 
 

รูปที่ 9 ผลของ AVPI-12 ต่อ fibrinolytic activity ของ human plasmin การทดลองใช ้α2-macroglobulin 

เป็น positive control 
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รูปที่ 10 SAXS spectra แสดง fibrinolytic inhibitory activity ของ AVPI-12 ต่อ human plasmin โดยใช ้α2-

macroglobulin เป็น positive control 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที ่ 4 

วจิารณ์ผลการทดลอง  

 งานวิจยัคร้ังน้ี คณะผูว้ิจยัสามารถสกดัโปรตีนและทาํให้บริสุทธ์ิจากวุน้ของว่านหางจระเข ้ได ้

โปรตีนดงักล่าวมีขนาดโมเลกุลประมาณ 12 kDa และตั้งช่ือวา่ AVPI-12 ซ่ึงโปรตีนดงักล่าวสามารถยบัย ั้ง

การทาํงานของเอนไซมใ์นกลุ่ม proteases ได ้หรือแสดงฤทธ์ิเป็น protease inhibitor โดยสามารถยบัย ั้งการ

ทาํงานของเอนไซมใ์นการยอ่ย γ subunit ของ human fibrinogen ดว้ยเอนไซม ์serine proteases ชนิด human 

plasmin และ bovine trypsin และ เอนไซมใ์นกลุ่ม cysteine proteases เช่น papain เป็นตน้ นอกจากน้ี AVPI-

12 ยงัมีความตา้นทานต่อการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์plasmin และ trypsin ไดดี้กวา่ papain นอกจากน้ี AVPI-12 ยงั

ทนต่อการยอ่ยดว้ย trypsin ดีกวา่โปรตีนท่ีเป็น serine protease inhibitor ท่ีพบไดใ้นเลือดของมนุษยท่ี์ออก

ฤทธ์ิต่อระบบการแข็งตวัของเลือด คือ α2-macroglobulin ผลการทดลองน้ีแสดงวา่ AVPI-12 มีแนวโนม้ท่ี

จะทนทานเม่ืออยู่ในสภาวะท่ีมี proteases ได้ดีกว่า α2-macroglobulin เม่ือพิจารณาคุณสมบติัทั้งการเป็น 

protease inhibitor และ ขนาดโมเลกุลของ AVPI-12 พบวา่มีความใกลเ้คียงกบัโปรตีนท่ีพบไดจ้ากพืชท่ีมี

คุณสมบติัเป็น proteases inhibitor เช่น cystatin family 1 ท่ีมีขนาดประมาณ 11 kDa (Ryan และคณะ, 1998), 

protease inhibitor ในกลุ่ม Kunitz และ Bowman-Brik ซ่ึงโดยทัว่ไปพบวา่มีขนาดประมาณ 18-24 และ 8-10 

kDa (de Oliveira และคณะ, 2012) เม่ือพิจารณาจากลาํดบัของกรดอะมิโน 10 ตวัแรกจากปลาย N-terminal 

ของโปรตีน AVPI-12 คือ R-D-W-A-E-P-N-D-G-Y ซ่ึงเป็นลาํดบัของกรดอะมิโนท่ีไม่ซํ้ ากบัโปรตีนชนิดใด 

ๆ ใน databases รวมทั้ง protease inhibitor จากพืชชนิดต่าง ๆ (ดงัแสดงในตารางท่ี 1) ดงันั้นโปรตีนชนิดน้ีจึง

จดัวา่เป็น protease ชนิดใหม่ และจากความสามารถทนทานต่อการยอ่ย และการยบัย ั้งเอนไซม ์protease ใน

กลุ่ม serine protease ไดดี้ของ AVPI-12 แสดงใหเ้ห็นวา่ AVPI-12 มีแนวโนม้เป็น serine protease inhibitor 

 จากการทดลองการเป็น fibrinogenolytic inhibitor ของ AVPI-12 ต่อ human plasmin พบวา่ AVPI-

12 มีฤทธ์ิยบัย ั้งการยอ่ย γ subunit ของ human fibrinogen ไดดี้เหมือนกบั α2-macroglobulin ซ่ึงเป็นตวั

ยบัย ั้งของ human plasmin ในกระแสเลือด และยงัยบัย ั้ง human plasmin ไดแ้บบ dose dependent ซ่ึงการออก

ฤทธ์ิยบัย ั้งการย่อย γ subunit ของ human fibrinogen ได ้ถือวา่มีความสําคญั เน่ืองจากในธรรมชาติของ

กระบวนการแข็งตวัของเลือดท่ีจะตอ้งมีการสร้าง fibrin clot เพื่อให้เลือดหยุดไหลนั้น ตอ้งอาศยั γ-subunit 

ของ fibrinogen ในการท่ีจะช่วยรักษาหรือคงสภาพของ fibrin polymer ให้เหนียวแน่นไม่ให้ถูกยอ่ยสลายได้

ง่าย ๆ ดว้ยกระบวนการ fibrinolysis (Mosesson และคณะ, 2001) 

 นอกจากน้ียงัพบวา่ AVPI-12 สามารถยบัย ั้งไม่ให้มีการยอ่ย fibrin clot ไดอ้ยา่งสมบูรณ์จากการทาํ

สอบดว้ย colorimetric method และ SAXS ซ่ึงผลการทดลองจาก SAXS จะเห็นไดอ้ยา่งชดัเจนวา่ AVPI-12 

สามารถป้องกนัการถูกยอ่ยไดอ้ยา่งสมบูรณ์ดว้ย plasmin ได ้โดยดูจากความสูงของ peak ท่ียงัคงสูงอยูเ่ม่ือ

เทียบกบั peak ของ fibrin clot ท่ีถูกยอ่ยดว้ย plasmin ในสภาวะท่ีไม่มี inhibitor และ peak ของ fibrin clot ท่ี

ไม่มีทั้ง inhibitor และ plasmin ซ่ึงผลการทดลองสอดคลอ้งกบัผลท่ีไดจ้ากการใช ้ α2-macroglobulin เป็น 
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inhibitor ซ่ึงผลการทดลองท่ีไดค้ร้ังน้ีจาก SAXS มีความเช่ือถือได ้โดยพบวา่ SAXS spectrum ของ fibrin 

clot มีค่า q และ ลกัษณะของ peak ใกลเ้คียงกบัท่ีเคยมีการรายงานโดย  Brown และคณะ (2009) โดยค่า q 

ของ fibrin clot จะมีค่าประมาณ 0.285 nm-1 หรือ เท่ากบั d = 22 nm โดยความสัมพนัธ์ของ q และ d หาได้

จาก wave vector ซ่ึงมีสมการดงัน้ี q =  2π/d ซ่ึง d  คือ fibrin periodicity มีหน่วยเป็น nanometer  (Brown 

และคณะ, 2009) และพบว่าค่า q ของ fibrin clot เปล่ียนแปลงเพียงเล็กน้อยทั้งในสภาวะท่ีมีและไม่มี 

เอนไซม ์หรือ inhibitor เช่นในสภาวะท่ี fibrin clot ถูกยอ่ยดว้ย plasmin ค่า q มีค่าประมาณ 0.288 nm-1 หรือ 

d ประมาณ 21.8 nm แต่ค่าความสูงของ peak ท่ีตํ่าลงเม่ือมี plasmin แสดงถึงวา่มีการลดลงของ fibrin clot 

จากภาวะท่ีเป็นของแข็ง (solid state) กลายเป็นของเหลว (liquid state) และเม่ือมีตวัยบัย ั้ง หรือ inhibitor ทาํ

ใหก้ารถูกยอ่ยชา้ลงหรือเกิดไดไ้ม่สมบูรณ์ความสูงของ peak จึงยงัคงสูงอยูห่รือลดลงเล็กนอ้ยดงัแสดงในผล

การทดลองรูปท่ี 10 

จากผลการทดลอง N-terminal amino acid sequencing, fibrinogenolytic inhibitory activity, 

fibrinolytic inhibitory activity ผลการทดสอบทางชีวเคมี รวมทั้งผล SAXS พบว่า AVPI-12 เป็น serine 

protease inhibitor ชนิดใหม่ท่ีสามารถยบัย ั้งการทาํงานของ plasmin ไดค้ลา้ยคลึงกบั plasma serine protease 

inhibitor คือ  α2-macroglobulin แต่มีความตา้นทานต่อการถูกยอ่ยดว้ย proteases มากกวา่ แสดงวา่ AVPI-

12 มีแนวโนม้จะพฒันาใชเ้ป็นยากลุ่ม antifibrinolytic treatment ได ้ 
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ตารางที ่1 เปรียบเทียบลาํดบัของกรดอะมิโนจาก N-terminal ของโปรตีน AVPI-12 กบั proteases inhibitors 

จากพืชชนิดต่าง ๆ  

Protease Inhibitor 
The first 10-11 amino acids  

at N-terminus 

Similarity 

(%) 

References 

AVPI-12 RDWAEPNDGY   

Cysteine protease Inhibitor 

(CPI) 

   

HCB-SunI  PYGGGGTESG  - Zhang et al. (2006) 

Oryzacystatin I  MSSDGGPVLG  - Ryan et al. (1998) 

CPI from apple fruit  DNQGSANSVE  - Ryan et al. (1998) 

CPI from soybean  AALEKVQELG  - Ryan et al. (1998) 

Heat-stable serine protease    

Potide-G QICTMCCAGRK  - Kim et al. (2006) 

Kunitz trypsin inhibitor    

SSTI  KTQVLDANGNI  - Macedo et al. (2011) 

ERYLA  

PROJU  

ACACO  

EATI  

VLLDGNGEVVQ  

QELLDVDGEIL  

KELLDADGDIL  

NELKDMEGDIL  

- 

- 

- 

- 

Ramos et al. (2009) 

Oliva et al. (2010)1 

Oliva et al. (2000)2 

de Oliveira et al. (2012) 

 

(-) มีความแตกต่างอยา่งๆไม่มีนยัสาํคญั 

HCB-SunI (Helianthus annuus, sunflower seeds cathepsin B inhibitor); Potide-G (potato tubers, Solanum 

tuberosum L. cv. Golden Valley serine protease inhibitor); SSTI (Sapindus saponaria L. seeds trypsin 

inhibitor); ERYLA (Erythrina latissima trypsin inhibitor); PROJU (Prosopis juliflora trypsin inhibitor); 

ACACO (Acacia confusa trypsin inhibitor); EATI (Entazada acaciifolia (Benth.) seeds trypsin inhibitor) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที ่ 5 

สรุปและข้อเสนอแนะ 

 

งานวิจยัคร้ังน้ีไดโ้ปรตีน AVPI-12 ซ่ึงมีคุณสมบติัในการเป็น serine protease inhibitor ท่ีมีขนาด

ประมาณ 12 kDa ซ่ึงใกลเ้คียงกบัโปรตีนท่ีเป็น protease inhibitor ท่ีไดจ้ากพืชชนิดอ่ืน ๆ AVPI-12 สามารถ

ป้องกัน γ-subunit ของ human fibrinogen จากการย่อยด้วย proteases ชนิดต่าง ๆ หรือมีฤทธ์ิ 

fibrinogenolytic inhibitory activity นอกจากน้ีพบวา่มีคุณสมบติั fibrinolytic activity จากการทดลองดว้ย 

colorimetric method และ SAXS โดยคุณสมบติัในการเป็น fibrinogenolytic inhibitory activity และ 

fibrinolytic inhibitory activity ของ AVPI-12 คลา้ยคลึงกบั protease inhibitor ท่ีออกฤทธ์ิยบัย ั้งการทาํงาน

ของ plasmin ในเลือดของมนุษย ์คือ α2-macroglobulin แต่มีขอ้ดีกวา่คือ AVPI-12 มีความตา้นทานต่อการ

ถูกยอ่ยดว้ยเอนไซมใ์นกลุ่ม serine และ cysteine protease ไดดี้กวา่ α2-macroglobulin ดงันั้น AVPI-12 มี

ความทนทานมากกว่า α2-macroglobulin ซ่ึงเหมาะท่ีจะพฒันานําไปใช้เป็นยาในกลุ่ม antifibrinolytic 

agents  

ซ่ึงในการวิจยัคร้ังต่อไปคณะผูว้ิจยัจะทาํการศึกษาถึงการออกฤทธ์ิของโปรตีนน้ีต่อกระบวนการ

และปัจจยัการแข็งตวัของเลือดมนุษยอ่ื์น ๆ ต่อไป รวมทั้งศึกษาการจบักนั (binding) ของ AVPI-12 กบั

เอนไซม์ต่าง ๆ และทดลองใช้ในสัตวท์ดลองเพื่อท่ีจะเป็นขอ้มูลในการพฒันานาํ AVPI-12 ไปใช้ในการ

รักษาหรือป้องกนัโรคไดจ้ริง  
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