
 
 

กา

 

 

 
 

รแยกยีนพ

การศึกษ
(Isol

expr

ผลง

พอริน (pori

ษาหนาที่แล
lation of g

ression in E

งานวิจัยเปนค

ราย

in) จากเชือ้

ละโครงสร
ene encod

E. coli for 

ไดรับทุน

มหาวิทยา

ความรับผิดชอ

ยงานการวิ
 

 
 
 

อแบคทีเรีย

รางของพอ ิ
ding an ou

 structura
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

นอุดหนุนการ

าลัยเทคโนโ

อบของหัวหน

ร

 

วิจัย 

ย Burkhold

รินที่แสดง
ter memb

al and func

รวิจัยจาก 

ลยีสุรนารี 

นาโครงการวจิ

รหัสโครงการ

deria pseud

งออกในเชือ้
rane prot

ctional ch

จัยแตเพียงผูเ

ร  SUT1-106-

domallei แ

อ E. coli 
ein, porin

aracteriza

ดยีว 

-46-36-02 

และ

n, and 

ation) 



การแยกยีนพ

การศึกษ
(Isol

expr

ไดรับทุนอุ
ผลง

 

พอริน (pori

ษาหนาที่แล
lation of g

ression in E

ดหนุนการวิจั
งานวิจัยเปนค

  

ราย

in) จากเชือ้

ละโครงสร
ene encod

E. coli for 

หั
 รองศาสต

ส
สํานั

ดร. จ

จัยจากมหาวทิ
ความรับผิดชอ

ก

 

ยงานการวิ
 
 
 
 
 

อแบคทีเรีย

รางของพอ ิ
ding an ou

 structura
 
 
 
 

คณะผูวิจัย

ัวหนาโครงก
ตราจารย ดร. ิ
สาขาวิชาชีวเค
ักวิชาวิทยาศา

 

ผูรวมวิจัย 

ารุวรรณ ศิริเ
 
 

ทยาลัยเทคโน
อบของหัวหน
กรกฎาคม  255

 ร

 

วิจัย 

ย Burkhold

รินที่แสดง
ter memb

al and func

 

การ  

 วิภา สุจินต 
คมี 
าสตร 

ทพทวี 

นโลยีสุรนาร ีป
นาโครงการวจิ
52 

รหัสโครงการ

deria pseud

งออกในเชือ้
rane prot

ctional ch

ปงบประมาณ 
จัยแตเพียงผูเ

ร  SUT1-106-

domallei แ

อ E. coli 
ein, porin

aracteriza

 2546-2548 
ดยีว 

-46-36-02 

และ

n, and 

ation) 



 

 

 

 

 

 

 

 

ก 

 

 

 

 กิตติกรรมประกาศ 
 

ขาพเจาขอขอบคุณมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีที่ใหทุนสนับสนุนงานวิจยัในครั้งนี้ และ
ขอขอบคุณศูนยเครื่องมือ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ที่ใหใชอุปกรณและเครื่องมือในหองปฏิบตัิการ
ชีวเคมีเพื่อการวิจัย ทาํใหงานวิจัยสําเรจ็ลุลวงไปดวยดี  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       รองศาสตราจารย ดร. วภิา สุจินต 
      อาจารยประจําสาขาวิชาชีวเคมี สํานักวิชาวทิยาศาสตร 
       มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 

9 กรกฎาคม พ.ศ. 2552 
 
 

 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

ข 

 

 

 

 
บทคัอยอ 

 
ในการศึกษาครั้งนี้ไดทําการสกัดโปรตีนทีเ่ยื่อเซลลดานนอกของแบคทีเรีย Burkholderia 

pseudomallei และ B. thailandensis พบวาโปรตีนทั้งสองตัวคือ BpsOmp38 และ BthOmp38 มีความสัมพันธ
กันในแงอิมมโูนโลยี มีคุณสมบัติทนตอ SDS ไวตอความรอน มีน้ําหนักโมเลกุลในรูปไตรเมอรเปน 110 
kDa และน้ําหนักโมเลกุลในรูปโมโนเมอรเปน 38 kDa การทํา peptide mass fingerprinting โดยเทคนิค 
MALDI–TOF MS และ ESI/MS พบวาโปรตีน Omp38 มีลําดับของกรดอะมิโนเหมือนกับพอรนิ OpcP1 
ของเชื้อ B. cepacia มากที่สุด ไดนําขอมูลโครงการหาลําดับนิวคลีโอไทดจากจีโนมของ B. pseudomallei มา
ใชในการตรวจหายนีที่ถอดระหัสให BpsOmp38 และ BthOmp38 และทําการเพิ่มจํานวนยนีดวยเทคนิค 
PCR การตรวจหาลําดับนวิคลีโอไทดของยีนทั้งสองพบวามีความเหมอืนกัน 98% และมีลําดับกรดอะมิโน
เหมือนกนั 99.7%  การทํานาย transmembrane domain และโครงสรางสามมิติพบวาโปรตีนประกอบดวย
สายบีตา 16 สาย มาประกอบเปนโครงสราง β-barrel ตอมาทําการโคลนยีน BpsOmp38 และยีน BthOmp38 
เขาไปในพลาสมิด pET23d(+) และทําการผลิตรีคอมบิแนนท Omp38 ในเซลลเจาบาน Escherichia coli สาย
พันธุ Origami (DE3) พบวาโปรตีนที่ผลิตโดย E. coli มีขนาด 38 kDa อยูในรูปทีไ่มละลายน้ําในลักษณะ 
inclusion bodies จึงไดทําบรสุิทธิ์ inclusion bodies แลวนําโปรตีนมาละลายใน 8M urea และทําการทดลอง 
refolding การวิเคราะหดวย SDS-PAGE พบโปรตีนโมโนเมอรขนาด  38 kDa สามารถเกิดการ refold ไดใน
สารละลายบัพเฟอรที่มี 10% (w/v) Zwittergent®3-14 รูปที่ refold มีการเคลื่อนตําแหนงบน DSD-PAGE gel 
ไปอยูที่ 110 kDa การวิเคราะหดวย CD spectroscopy พบวาโปรตีน 110 kDa มีองคประกอบของ β-sheet 
เปนหลักเหมือนกับโปรตีน Omp38 ดั้งเดมิที่สกัดจาก B. pseudomallei และ B. thailandensis การิเคราะห
ทางอิมมูโนโลยีโดยใช anti-BpsOmp38 polyclonal antibodies และการทํา peptide mass analysis ดวย 
MALDI–TOF MS ยืนยันวาโปรตีนที่ถูกผลิตโดย E. coli เปน BpsOmp38 และ BthOmp38 การศึกษาหนาที่
พบวา anti-BpsOmp38 antibodies มีผลตอการยับยั้งอัตราแพรผานของน้ําตาลโมเลกุลเล็กเขาสูชอง Omp38 
ที่ไดทําการ reconstitute เขาไปในลิโปโซม และอัตราการแพรผานของน้ําตาลโมเลกุลเล็กและยาปฏิชีวนะมี
กราฟแปรผันโดยตรงกับน้ําหนักโมเลกุลของสารซึ่งแสดงใหเห็นวาโปรตีน Omp38 มีคุณสมบัติเปนชอง
แพรผานพอรนิ  
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ABSTRACT 
This study describes isolation of the outer membrane protein from Burkholderia pseudomallei 

and B. thailandensis. The isolated proteins, namely BpsOmp38 and BthOmp38, were found to be 
immunologically related, SDS-resistant, heat-sensitive trimers with the molecular weight of approx. 110 
kDa.  The monomeric proteins were found to be 38 kDa. Peptide mass fingerprinting by MALDI–TOF 
MS and ESI/MS showed that both Omp38 proteins had most sequence similarities to the OpcP1 porin 
from B. cepacia. Based on information from the B. pseudomallei genome-sequencing project, the genes 
encoding BpsOmp38 and BthOmp38 were subsequently identified and amplified by PCR technique. The 
nucleotide sequences of both genes were found to be 98% identical with the predicted amino acid 
sequences being 99.7% identical. Transmembrane domains and 3D-structure predictions suggested that 
this newly-isolated porin is a 16-stranded β-barrel. The genes encoded BpsOmp38 and BthOmp38 were 
further cloned into pET23d (+) expression vector, and then expressed in Escherichia coli host strain 
Origami (DE3). The 38 kDa proteins, expressed as insoluble inclusion bodies, were purified, solubilized 
in 8 M urea, and then subjected to refolding experiments. As analysed by SDS/PAGE, the 38 kDa band 
completely migrated to 110 kDa when the purified monomeric proteins were refolded in a buffer system 
containing 10% (w/v) Zwittergent®3-14. CD spectroscopy revealed that the 110 kDa proteins contained a 
predominant β-sheet structure, which corresponded completely to the structure of the native Omp38 
isolated from B. pseudomallei and B. thailandensis. Immunoblot analysis using anti-BpsOmp38 
polyclonal antibodies and peptide mass analysis by MALDI–TOF MS confirmed that the E. coli expressed 
proteins were BpsOmp38 and BthOmp38. Functional studies showed the considerable inhibitory effects of 
the anti-BpsOmp38 antibodies on the permeation of small sugars through the Omp38-reconstituted 
liposomes. A linear relation between relative permeability rates and the molecular weight of small sugars 
and antibiotics suggested strongly that the Omp38 functioned fully as a diffusion porin. 
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บทนํา 

 

1.1. ความสําคัญและที่มาของปญหาการวิจัย 
เชื้อแบคทีเรีย Burkholderia pseudomallei เปนเชื้อแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคติดเชื้อรายแรงคือ Melioidosis 

เชื้อนี้เปนแบคทีเรียแกรมลบ สัณฐานของโคโลนีมีลักษณะหยัก มีสีครีมหรือสีแทน สามารถเคลื่อนไหวโดยใชสวน
ที่เรียกวาแฟลกเจลลา (flagella) และสามารถยอยสลายน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว เชน กลูโคส มอลโตส แลคโตส แมนนิ
ทอล และน้ําตาลโมเลกุลคู เซลโลไบโอส เพื่อนําไปใชเปนสารอาหารภายในเซลลได (Delost, 1997) ไดมีรายงาน
เกี่ยวกับการระบาดของโรคติดเชื้อ Melioidosis ทั้งในคนและสัตวทั่วโลกโดยเฉพาะในภูมิภาคโซนรอนครอบคลุม
ประเทศในแถบอาฟริกา เอเชียตะวันออกเฉียงใตและทางตอนเหนือของประเทศออสเตรเลีย (Woods et al., 1999) 
(รูปที่ 1.1) การศึกษาครั้งแรกพบวาเชื้อนี้ปนเปอนอยูในดินโคลนและแหลงน้ํานิ่ง แตสามารถแพรกระจายอยาง
รวดเร็วไปในอากาศในสภาพรอนชื้นและในชวยหนาฝน 

 

 
รูปที่ 1.1 แสดงพื้นที่บนแผนที่โลกที่มีการระบาดของโรค Melioidosis 
พื้นที่สีเทาแสดงการพบเชื้อปนเปอนอยูตามแหลงดินและน้ํา สวนพื้นที่สีดําแสดงการระบาดรุนแรง (Ellis and 
Titball, 1999) 
 

อาการเจ็บปวยอันเปนสาเหตุมาจากการติดเชื้อ B. pseudomallei สามารถเกิดขึ้นไดในหลายลักษณะทั้งแบบ
เฉียบพลัน กึ่งเฉียบพลัน และแบบเรื้อรัง ลักษณะอาการของโรคแบบเฉียบพลันโดยทั่วไปคือ ปอดบวม เปนไข และ
เกิดสภาวะ leukocytosis ภายใน 2 ถึง 3 วัน หลังจากการติดเชื้อ ในกรณีผูปวยที่มีอาการรุนแรงจะเกิดอาการระบบ
หายใจลมเหลว เกิดฝหนองบริเวณผิวหนังและอวัยวะภายในตาง ๆ เชน สมอง เยื่อหุมหัวใจ ตับ และกระดูก เปนตน 



 

 

 

 

 

 

 

 

 2

สวนผูที่มีการติดเชื้อแบบเรื้อรังอาจมีพัฒนาการไปสูโรควัณโรคหรือโรคมะเร็งปอดได การติดเชื้อเกิดจากการ
หายใจเอาเชื้อที่ปะปนมากับฝุนละอองที่กระจายอยูในอากาศหรือสัมผัสกับสิ่งของที่มีเชื้อโรคปนเปอนอยู แตการ
ติดตอสัมผัสโดยตรงระหวางผูปวยพบวามีโอกาสเกิดขึ้นไดนอย ผูปวยดวยโรคนี้มีอัตราการเสี่ยงตอการเสียชีวิตสูง
ถาไมไดเขารับการรักษาอยางทันทวงที โดยหนึ่งในสามของผูปวยที่ไดรับการรักษาดวยยาปฏิชีวนะมีรายงานวา
เสียชีวิต 

สําหรับกลไกการเกิดโรคนั้นมีการศึกษาพบวาเชื้อ B. pseudomallei ผลิตทอกซินบางชนิดซึ่งมีผลยับยั้งการ
สังเคราะหดีเอ็นเอและโปรตีนของ macrophage การที่เชื้อแบคทีเรียสามารถเพิ่มจํานวนไดใน macrophage 
เชนเดียวกับ polynuclear phagocyte อาจเกี่ยวของกับการฟกตัวของเชื้อในผูปวยเปนเวลานาน ๆ กอนแสดงอาการ 
ไดมีรายงานวาลักษณะโครงสรางภายในเยื่อหุมเซลลของเชื้อแบคทีเรียมีบทบาทตอการทํางานเบื้องตนของ
แบคทีเรีย (Gotoh et al., 1994) โดยภายในโครงสรางของเยื่อหุมเซลลแบคทีเรียแกรมลบจะมีโปรตีนชนิดหนึ่ง
เรียกวา พอริน (porin) โปรตีนนี้ทําหนาที่นําสารตาง ๆ เขาหรือออกจากเซลลเนื่องจากโปรตีนนี้มีโครงสรางพิเศษ
คือทําหนาที่เปน ชอง (channel) (Nakae, 1976) ดังแสดงในรูปที่ 1.2 
 

 
 
รูปที่ 1.2 โครงสรางของผนังเซลลแบคทีเรียแกรมลบที่มีพอรินเปนองคประกอบ 
 

พอรินจะฝงตัวอยูในสวนของเยื่อหุมเซลลชั้นนอก (outer membrane) และมีคุณสมบัติใหโมเลกุลที่มีขั้วที่มี
ขนาดเล็กกวา 600 ดาลตัน เชน น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว น้ําตาลโมเลกุลคู รวมทั้งยาปฏิชีวนะหลาย ๆ กลุม ผานอาจจะ
โดยขบวนการแพร (non-specific diffusion)  หรือแบบเลือกผาน (selective diffusion) ทั้งนี้ขึ้นกับชนิดของชองพอ
ริน นอกจากนี้สวนของโปรตีนที่อยูในชั้นเพปทิโดไกลแคน ยังมีสวนรวมในการรักษารูปรางของเซลลและทํา
หนาที่เปนตัวรับ (receptor) ที่จําเพาะของ bacteriophage และ bacteriolycin อีกดวย (Albert I’ et al., 1995) 
 

โปรตีนพอรินที่ไดรับการศึกษามากทั้งทางดานโครงสราง หนาที่ และยีนที่แสดงออก มีสามชนิดคือ OmpF 
OmpC และ PhoE ซ่ึงเปนโปรตีนจากเชื้อ E.  coli (Rocque and McGroarty, 1989; Cowan et al., 1992; Cowant et 
al., 1995; Nikaido, 1994) จากการศึกษาโครงสรางสามมิติของโปรตีน OmpF และ PhoE พบวาประกอบดวยหนวย
ยอย ๆ สามหนวยที่เหมือนกัน โดยแตละหนวยจะประกอบดวยสายบีตา จํานวน 16 สายมาจัดเรียงตัวในทิศตรงขาม
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กัน โดยสวนที่เปน loop จะทําหนาที่เชื่อมสายบีตา ทําใหเกิดโครงสราง barrel ที่มีลักษณะเปนชองขึ้น ดังแสดงใน
รูปที่ 1.3 
 

 
 
รูปที่ 1.3 โครงสรางสามมิติทั่วไปของพอรินจาก E. coli 
 

การศึกษาการทํางานของพอริน OmpC และ PhoE โดยเทคนิค site-directed mutagenesis ชวยอธิบายกลไกการ
นําสารผานเขา-ออกของสารของแบคทีเรีย E. coli โดยพบวาสวนของ   restriction loop ที่ยื่นเขาไปในชองของพอ
ริน มีความสําคัญในการกําหนดขนาดของโมเลกุลที่จะผานเขา-ออกจาก pore (Cowan et al., 1992) พอรินอีกชนิด
หนึ่งคือ OmpG จากเชื้อ E. coli เชน สามารถสรางชองจากหนวยยอยเดียว โดยทําหนาที่ในการผานของน้ําตาลโม
โน- ได- และ ไตรแซคคาไรด (Behlau et al., 2001) นอกจากนี้ยังมีรายงานการศึกษาโปรตีนพอรินในแบคทีเรียแก
รมลบอื่น ๆ เชน จากเชื้อ Serratia marcescens, Proteus vulgaris, Burkholderia (formerly Pseudomonas) 
aeruginosa, Aeromonas salmonicida, Chlamydia trachomatis, Rhodopseudomonas capsulate, R. spaeroides, 
Paracoccus dentrificans, Neisseria gonorrhoeae และเชื้อ Brucella หลาย ๆ ชนิด (Hancock et al., 1979; Douglas 
et al., 1981; Darveau et al., 1983; Bavoil et al., 1984; Douglas et al., 1984; Flammann and Weckesser, 1984; and 
Gotoh et al., 1989) จากการศึกษาโครงสรางของพอรินจากแบคทีเรียหลายชนิดพบวาพอรินมีโครงสรางรวมกันคือ
มีสัดสวนของสายบีตาชีท เปนองค ประกอบหลัก (Nikaido and Baara, 1985) 

ผลงานวิจัยหลายชิ้นใหขอสรุปวาพอรินมีบทบาทสําคัญในการกําหนดพยาธิสภาพของเชื้อแบคทีเรียที่กอโรค
หลายชนิด โดยมีสวนเกี่ยวของกับกลไกการดื้อยาปฏิชีวนะของเชื้อแบคทีเรีย ทําใหการรักษาโรคติดเชื้อโดย
แบคทีเรียหลายโรคไมประสบความสําเร็จ ตัวอยางการศึกษาไดแก 

1. พอริน MOMP จากเชื้อ Chlamydia เปนโปรตีนขนาด 40 kDa มีสวนเกี่ยวของกับพยาธิสภาพของผูปวยที่
ติดเชื้อ ไดแก ทําใหเปนหมัน การแทงบุตร ตาบอด โรคปอดบวม หลอดลมอักเสบ โรคภูมิแพ โรคหลอด
เลือดอุดตัน และ Alzheimer’s จากการเปรียบเทียบลําดับของกรดอะมิโนระหวางพอริน MOMP ของ
แบคทีเรียหลายชนิด ประกอบกับการทดลองทํา Epitope Mapping Studies พบวา โปรตีนนี้มี immunogenic 
epitopes ในสวนของ variable segments ที่เหนี่ยวนําการสราง neutralizing antibodies ที่สามารถชวย
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ปองกันการติดเชื้อ Chlamydia ในแกะ ทําใหโมเลกุล MOMP เปนเปาหมายสําคัญในการพัฒนา และวัคซีน
ปองกันโรค (Wyllie et al., 1999) 

2. พอริน OpcPO ที่แยกจากเชื้อ B. cepacia พบวามีบทบาทสําคัญตอการกอโรค cystic fibrosis เนื่องจาก
โปรตีนนี้มี low susceptibility ตอยาปฏิชีวนะในกลุม β-lactam ทําใหเชื้อดื้อตอยาในกลุมนี้ (Tsujimoto et 
al., 1997) 

3. พอริน OMF และ OMP จากการศึกษาในเชื้อแบคทีเรียสามชนิดคือ เชื้อ B. aeruginosa เชื้อ 
Stenotrophomonas maltophilia และเชื้อ B. cepacia โดยวิธี Tripatite Efflux Systems พบวาโปรตีนมีสวน
เกี่ยวของตอการดื้อตอยาปฏิชีวนะหลายกลุมโดยกลไกที่เรียกวา Multi-resistance Mechanism 

4. พอริน OM-1 และ OM-2 จากเชื้อ B. pseudomallei จากการการผานเขาออกของสารผานชองพอรินทั้งสอง
โดยวิธี liposome swelling assay และ antimicrobial agent susceptibility test พบวาโปรตีน OM-1 ทําหนาที่
เปนชองผานของโมเลกุลมีขั้วขนาดเล็ก ๆ เชน น้ําตาลโมโนแซคคาไรด และอาจมีสวนเกี่ยวของกับกลไก
การดื้อยาในกลุม β-lactam aminoglycosides macrolides และ polymyxins ของเชื้อ B. pseudomallei (Gotoh 
et al., 1994) 

เนื่องจากพอรินทําหนาที่เปนโปรตีนหนาดานในการเลือกผานสารอาหาร โปรตีนนี้จึงมีความสําคัญตอการ
ดํารงชีวิตของแบคทีเรีย และความเกี่ยวของกับการดื้อยาปฏิชีวนะของแบคทีเรีย ทําใหการศึกษาโครงสรางและ
หนาที่ของพอรินมีความสําคัญอยางมากตอการเขาใจกลไกการทํางานของโปรตีน ซ่ึงจะมีความสําคัญตอการ
ออกแบบโครงสรางยาปฏิชีวนะที่มีประสิทธิภาพตอไป นอกจากนี้โมเลกุลของพอรินยังมีสวนที่มีความเปน 
immunogenic สูง ดังนั้นจึงมีประโยชนตอการพัฒนาวัคซีนปองกันโรคติดเชื้อหลายชนิด รวมทั้ง melioidosis 
 
1.2. วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

1. ประเมินผลความสามารถของโปรตีนที่สกัดจากเยื่อเซลลดานนอก (outer membrane proteins) ของเชื้อ B. 
pseudomallei ในการสรางชองพอริน 

2. การแยกยีนพอรินจากเชื้อ B. pseudomallei และศึกษาความสามารถในการแสดงออกของโปรตีนพอรินใน
แบคทีเรีย E. coli 

3. ศึกษาหนาที่ในการนําสารตาง ๆ เชน น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว และยาปฏิชีวนะผานชองพอรินที่ผลิตจาก E. coli 
4. การศึกษาโครงสรางของโปรตีนพอรนิเพื่อนําไปสูการอธิบายกลไกการแพรของสารผานชองพอริน 

 
1.3. ขอบเขตของการวิจัย 

งานวิจัยนี้ตองการสกัดโปรตีนที่อยูที่เยื่อเซลลดานนอกของเชื้อ B. pseudomallei แลวนําโปรตีนที่สกัด
ไดมาทดสอบคุณสมบัติการเปนชองพอรินโดยศึกษาอัตราการนําโมเลกุลที่มีขั้วขนาดเล็ก เชน น้ําตาลแซคคาไรด
ขนาดตาง ๆ ผานเขาชองพอริน หลังจากนั้นจะทําการสกัดและโคลนยีนและศึกษาการแสดงออกของยีนพอรินใน E. 
coli แลวจะทําการทดสอบการความสามารถในการสรางชองของรีคอมบิแนนทโปรตีนที่สกัดได โดยใชเทคนคิ 
liposome swelling assay โดยจะทดสอบกับน้ําตาลโมเลกุลตาง ๆ รวมทั้งยาปฏิชีวนะดวย หลังจากนั้นจะ
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ทําการศึกษาเปรียบเทียบโครงสรางของพอรินที่สรางจากเชื้อ E. coli กับพอรินที่สรางจากเชื้อ B. pseudomallei โดย
มีเปาหมายที่จะเขาใจกลไกการตานยาปฏิชีวนะของเชื้อแบคทีเรียนี้ 
 
1.4. ประโยชนท่ีไดรับจากการวิจัย 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากงานวิจัยนี้มี 3 ประการหลักคือ 
1. เปนองคความรูในการวิจัย เนื่องจากงานวิจัยนี้เปนงานวิจัยที่ยังไมมีผูใดดําเนินงานมากอน จึงคาดวา

ผลสัมฤทธิ์จากการวิจัยจะสามารถตีพิมพเผยแพรในวารสารนานาชาติที่มี impact factor มากกวา 1.5 
ไดอยางนอย 2 เร่ือง และการเผยแพรในรูปโปสเตอรหรือการบรรยายอีก 1-2 ในที่ประชุมระดับ
นานาชาติอยางนอย 1 คร้ัง  

2. เปนการสรางนักวิจัยรุนเยาวผานหลักสูตรบัณฑิตศึกษาของสาขาวิชาชีวเคมีและสาขาวิชาเคมี ของ
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีโดยเทคโนโลยีที่จะนํามาใชในงานวิจัยจัดเปนความเชี่ยวชาญเฉพาะ
ทางระดับสูงที่มีการถายทอดนอยมากในสถาบันการศึกษาอื่น ๆ ในประเทศไทย 

3. องคความรูที่ไดเปนการคนควาวิจัยเกี่ยวกับแนวทางปองกันโรคติดเชื้อรายแรง melioidosis ซ่ึง
ผลงานวิจัยจะเปนการบริการขอมูลที่สําคัญตอหนวยงานแพทยของรัฐและเอกชน และสถาบันวิจัย
ทางการแพทยระดับนานาชาติที่จะคิดคนควาหาทางปองกันโรคติดเชื้อดังกลาว 

 
หนวยงานที่จะนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน 

1. มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
2. สถาบันวิจัยทางการแพทย เชน คณะแพทยศาสตร คณะเวชศาสตรเขตรอน ของมหาวิทยาลัยทั่ว

ประเทศ  
3. หนวยงานระดับนานาชาติ เชน สถาบนัวิจัยทางการแพทยระดับนานาชาติ และองคการอนามัยโลก  
4. หนวยงาน R & D ของหนวยงานเอกชนที่มีเปาหมายในการผลิตยาปฏิชีวนะหรือผลิตวัคซีนปองกัน

โรค melioidosis 
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บทที่ 2 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 

2.1. การเตรียมโปรตีนจากเยื่อเซลลชั้นนอกของแบคทีเรีย 
ทําการเลี้ยงเชื้อ B. pseudomallei (ATCC 23343) และ B. thailandensis (ATCC 700388) ในอาหารเหลว LB ที่

อุณหภูมิ 37 °C พรอมเขยา ทําการปนเก็บเซลลแบคทีเรียที่เจริญเติบโตที่ระยะดวยความเร็ว 10 000 x g ที่อุณหภูมิ 4 

°C เปนเวลา 20 นาที ตอจากนั้นทําการเตรียมสวนที่เรียกวา ‘crude peptidoglycan’ ตามวิธีของ  Gotoh (Gotoh et 
al.,1994) กลาวคือลางเซลลที่เก็บไดในสวนตะกอนหนึ่งครั้งแลวละลายตะกอนดวย 10 ml ของสารละลายบัพเฟอร 
10 mM Tris-HCl, pH 8.0 + 1 mM PMSF + 2 mg hen egg lysozyme ทําใหเซลลแตกดวยการคลื่นเสียงความถี่สูง
โดยเครื่องมือทีเรียกวา Sonopuls Ultrasonic homogeniser ประกอบดวยหัวส่ัน ขนาด 6 มม เปนเวลา 5 นาที แลวปน
ตกตะกอนซ้ําอีกครั้งหนึ่งที่ความเร็ว 10 000 x g เปนเวลา 30 นาที เพื่อกําจัดเศษเซลลและสวนของเซลลที่ไม
แตกหักออกไป นําสวนใสที่ไดมาปนซ้ําอีกรอบที่ความเร็ว 12 000 x g เปนเวลา 1 ช่ัวโมง สวนของเหลวที่ไดจาก
การปนครั้งที่สองประกอบดวยเยื่อเซลล ซ่ึงนํามาละลายใน 10 mM Tris-HCl, pH 8.0 ที่มี 0.5% SDS ตอจากนั้น

นํามาบมที่อุณหภูมิ 30 °C เปนเวลา 1 ช่ัวโมง หลังจากนั้นปนเก็บตะกอนดวยความเร็ว 12 000 x g เปนเวลา 1 
ชั่วโมง สวนตะกอนที่ไดคือ crude peptidoglycan นํามาละลายใน 4 ml 10 mM Tris-HCl, pH 8.0 ที่ประกอบดวย 

2% (w/v) SDS และ 0.5 M NaCl แลวบมที่ 37 °C เปนเวลา 1 ชั่วโมง ทําการปนแยกอีกครั้งที่ความเร็ว 12 000 x g 
เปนเวลา 1 ชั่วโมง สวนใสที่ไดคือสวนของโปรตีนที่เกาะอยูที่เพปทิโดไกลแคนที่ละลาย (solubilized 
peptidoglycan-associated proteins) ที่จะนํามาศึกษาตอไป 

 
2.2. การศึกษาการอัตราการผานของน้ําตาลเขาชองพอรินโดยเทคนิค Proteoliposome swelling assay 
ทําการเตรียมโปรติโอลิโปโซม ตามวิธีที่ไดรายงานไวสําหรับพอรินอื่น (Gotoh et al.,1994; Yushimura et al., 

1983) โดยทําการผสม 2.4 μmole phosphatidylcholine กับ 0.2 μmole diacetylphosphate ในสารละลาย
คลอโรฟอรม แลวทําใหแหงดวยการปนใน vacuum หลังจากนั้นทําการละลายฟอตโฟลิปดที่มีลักษณะเปน
แผนฟลมบาง ๆ ดวยน้ําปริมาตร 0.2 ml กอนการเติม 50 μg ของโปรตีน Omp38 ที่สกัดจากเชื้อ B. pseudomallei 
และเชื้อ B. thailandensis ตอจากนั้นทําการ sonicate เปนเวลา 7 นาทีในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่ 20 OC แลวทําให
ฟอตโฟลิปดที่มีโปรตีนฝงอยูใหแหงอีกครั้งหนึ่งใน vacuo หลังจากนั้นเติม 10 mM Tris-HCl, pH 8.0 ที่มี 15% 
(w/v) Dextran T-40 ปริมาตร 0.2 ml  สวนที่ไดคือ โปรติโอลิโปโซม ซ่ึงนํามาเจือจากดวยการเติมสารละลายน้ําตาล
ที่มีน้ําหนักโมเลกุล ตาง ๆ ไดแก L-arabinose (150 kDa), D-glucose (180 kDa), D-mannose (180 kDa), D-
galactose (180 kDa), N-acetylglucosamine (GlcNAc) (221 kDa), D-sucrose (342 kDa), D-melezitose (522 kDa) 
and D-stachyose (667 kDa) ปริมาตร 0.6 ml แลวดูการเปลี่ยนแปลงคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 400 nm 
(A400) เปนเวลา 60 วินาที การลดลงของคา A400 ที่สังเกตุไดจะเปนสัดสวนโดยตรงกับอัตราการแพรของน้ําตาลผาน
ชองพอริน   
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2.3. การผลิตแอนติบอดีและการทดสอบทางอิมมูโนวิทยา   
นําโปรตีน BpsOmp38 และ BthOmp38 บริสุทธิ์ปริมาณ 2 μg มาแยกดวยวิธี SDS-PAGE ที่ประกอบดวย 

12% อะคริลาไมดและ 8M urea โดยระบบของ Laemmli (Laemmli, 1970) แลว ยอมโปรตีนดวยสี Coommassie 
blue หลังจาก destain ทําการตัดแถบโปรตีนดวยใบมีดโกนสะอาดออกจากเจลแลวทําการ emulsify โปรตีนดวย 50 
μl Freund’s complete adjuvant (Pierce) แลวนําไปฉีดเขากระตายเพื่อการผลิต polyclonal antiserum [ref] นํา
แอนติบอดีที่ไดมาทดสอบความสามารถในการจับกับโปรตีน Omp38 ปริมาณ 5 μg โดยการทํา  Western blotting 

ทําการตรวจหาการเกิด antigen-antibody complex ดวยวิธี enhanced chemiluminescence (ECL®, Amersham 
Pharmacia Biotech) โดยใชอตราสวนการเจือจางของแอนติบอดี เปน 1:10,000 ในสารละลาย phosphate buffer 
saline, pH 7.4 ที่มี 0.2% Tween 20 และ 5% (w/v) non-fat dried milk 
 

2.4. การตรวจหาชนิดของโปรตีน โดยการวิเคราะหมวลตอประจุและการทํา mass fingerprinting โดย
เคร่ือง MALDI-TOF MS และ ESI/MS 

นําโปรตีน Omp38 ที่สกัดไดในการทดลองที่ 2.1. ไปแยกดวยกระแสไฟฟาดวยวิธี SDS/PAGE แลวยอม
แถบโปรตีนดวย Coomassie blue หลังจากนั้นตัดแถบโปรตีนที่มีขนาด 38 กิโลดาลตัน มายอยดวยเอ็นไซมทริบซิน 
(Bio-Active Co., Ltd, Bangkok, Thailand) เก็บสวนใสที่มีเพปไทดหลุดออกมากอนขั้นตอนการสกัด เรียกวา 
“prepeptides’ ไว ตอจากนั้นทําการสกัดเพปไทดจากเจลตามวิธีของ Shevchenko ( Shvchenko et al., 1996) ที่
อุณหภูมิ 37 OC เปนเวลา 16 ช่ัวโมง ทําแหงสวน prepeptides และสวน peptides ดวยการปนในเครื่อง SpeedVac 
Vacuum Centrifuge นําสวน prepeptides มาทํา ‘peptide mass fingerprint’ ดวยการหามวลของเพปไทดดวยเครื่อง 
MALDI-TOF (Voyager-DE Pro in reflective mode) และใชกรด alpha-cyano-4-hydroxycinnamic acid เปน matrix 
สวนของเพปไทดที่สกัดไดนํามาแยกดวยเครื่อง capillary HPLC โดยทําการชะเพปไทดดวย 0-40% linear gradient 
ของ acetronitrile ที่มี 0.1% acetic acid แลววิเคราะหหามวลดวยเครื่อง ESI/MS/MS (Thermo Finnigan LCQ Deca) 
คา m/z ของเพปไทดที่ไดนําไป submit ใน protein data bank searching โดยใชโปรแกรม “MS-Fit” 
(http://prospector.ucsf.edu/)  
 

2.5. การเตรียม genomic DNA and cDNA การ cloning และการทํา sequencing 
ทําการเตรียม genomic DNA ของเชื้อ B. pseudomallei และ B. thailandensis ตามวิธีของ Ausubel 

(Ausubel et al. 1999) หลังจากนั้นทําการเพิ่มจํานวนยีน BpsOmp และ BthOmp โดยเทคนิค PCR โดยทําการ
ออกแบบคู primer จากสวนเริ่มตนและสวนทายยีน Omp38 ที่ไดขอมูลจาก genome database ของ B. pseudomallei 
ชิ้น PCR ที่ไดนํามาโคลนเขาใน pGEM-T cloning vector และเรียกโคลนที่ไดวา pGEM-T-BpsOmp38 และ 
pGEMT-BthOmp38 ทําการตรวจสอบลําดับของนิวคลีโอไทดของยีนที่สกัดไดดวยการทํา automatic DNA 
sequencing โดยสงตัวอยางดีเอ็นเอไปวิเคราะหกับ BioService Unit (Bangkok) กอนที่จะนําโคลนทั้งสองมาใชเปน 
template ในการทํา PCR อีกครั้งหนึ่งโดยใชคู primer ที่มีลําดับดังนี้  
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Forward primer: 5’-CATGCCATGGCTCAAAGCAGCGTCACGC-3’ 
Reverse primer, 5’-CCGCTCGAGTTAGAAGCGGTGACGCAGACC-3’  

 
สวนที่ขีดเสนใตของ forward primer แสดง NcoI site และของ reverse primer แสดง XhoI site ตามลําดับ 

ชิ้นดีเอ็นเอที่ไดจากการทํา PCR มีขนาด 1.1 kb เปนยีน BpsOmp38 และ BthOmp38 ที่ไมมีสวนของ signal peptide 
อยู ทําการโคลนชิ้นดีเอ็นเอที่ไดเขาไปในพลาสมิด pET-23d(+)  และเรียกรีคอมบิแนนทพลาสมิดนี้วา pET-23d(+)-
BpsOmp38 และ pET-23d(+)-BthOmp38 ทําการตรวจสอบชิ้นดีเอนเอที่ไดดวยการทํา PCR โดยใชคู primer ขางบน
แลวจึงนํารีคอมบิแนนทพลาสมิดทั้งสองเขาสูเซลลเจาบาน E. coli สายพันธุ DH5α และ E. coli BL21 (Origami) 
เพื่อการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนตอไป 

 
2.6. การเตรียม inclusion bodies จากโปรตีน Omp38 ท่ีผลิตจาก E. coli coli BL21 (Origami) 
ทําการเลี้ยงโคโลนีเดี่ยวของ E. coli BL21 (Origami) ใหม ๆ ที่มีรีคอมบิแนนทพลาสมิด pET23d(+)-

Omp38 ใน 50 ml ของอาหารเลี้ยงเชื้อ LB/amp ที่มี 1% กลูโคส (Pullen et al., 1995) เปนเวลา 8 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 

37 °C แลวถายเชื้อลงใน 500 ml LB/amp ทําการเลี้ยงเชื้อตอ จนคา OD600 ~0.6 แลวเติม isopropyl-β-D-
thiogalactopyranoside (IPTG) ความเขมขน 0.4 mM เพื่อเหนี่ยวนําใหเชื้อสรางรีคอมบิแนนทโปรตีนที่อุณหภูมิ 37 

°C เปนเวลา 90 นาที  หลังจากนั้นทําการปนเก็บเซลลที่ความเร็วในการปน 10,000 x g เปนเวลา 30 นาที แลว
ละลายสวน cell pellet ดวย 50 mM Tris-HCl, pH 8.0 ที่มี 1mM EDTA และ 100 mM NaCl (TEN buffer) ดวย
อัตราสวน 3 ml ของ TEN buffer ตอเซลล 1 กรัม หลังจากนั้นเติม 1 mM PMSF และ lysozyme (2 mg/ml) ลงไป
แลวทําใหเซลลแตกดวยวิธีแรงสั่นสะเทือนแบบใชเสียงดวยเครื่อง Sonopuls Ultrasonic homogeniser ที่มีหัว probe 
ขนาด 6 mm ติดอยู หลังจากนั้นทําการปนแยกเศษเซลลออกจากสวนใสดวยการปนที่ความเร็ว 20 000 x g ที่ 4 oC 
นําสวนตะกอนมาลางดวย 10 ml 2 M urea ที่มี 0.05% (v/v) Tween 20 ในสารละลายบัพเฟอร 10 mM Tris/HCl, pH 
8.0 แลวปนลางอีกครั้งหนึ่งดวยความเร็ว 20 000 x g ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา  30 นาที ตะกอนในขั้นตอนนี้เปน
สวน inclusion bodies ของโปรตีน Bps/Bth Omp38 
  

2.7. การทํา ใหโปรตีนเสียสภาพและการทํา refolding ของ Bps/Bth Omp38 
นําสวนของ inclusion bodies ที่เตรียมไดมาละลายดวย 10 ml ของ denaturing buffer ที่ประกอบดวย 8 M 

urea ใน 25 mM sodium acetate buffer, pH 5.0 กอนทําการปนดวยความเร็ว 20 000 g ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 
ช่ัวโมง  ทําบริสุทธิ์ตอโดยนําสวนใสมา  apply  ลงในคอลัมน prepacked SP Fast Flow HiTrapTM (1.5 cm×3 cm) 
(Amersham Biosciences) ตามดวยคอลัมน prepacked DEAE Fast Flow HiTrapTM  (1.5 cm×3 cm) (Amersham 
Biosciences) ทําการชะคอลัมนทั้งสองคอลัมนดวย 0–0.3 M step gradient ของ NaCl ใน 25 mM sodium acetate 
buffer, pH 5.0 โดยใช flow rate ขนาด 1 ml/min เก็บสวนที่ถูกชะออกมาในหลอดทดลอง ๆ ละ 2 ml นําไปวัดคา 
A280 และวิเคราะหหาความบริสุทธิ์ดวย SDS/PAGE ทําการสวนที่ถูกชะที่มีโปรตีนขนาด 38 kDa เขาดวยกันแลว
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ตกตะกอนโปรตีนขามคืนดวย 50% (v/v) ethanol ที่ -20 oC  แลวปนเก็บตะกอนโปรตีนที่ 20 000 g  20 นาที นํา
ตะกอนมาละลายดวย 2 ml 8 M urea ใน 20 mM Tris/HCl, pH 8.0 วัดหาความเขมขนของโปรตีนดวย BCA kit แลว
ปรับความเขมขนของโปรตีนใหเปน 5 mg/ml ดวย Tris/HCl/urea buffer ตอจากนั้นทําการ refolding โปรตีน 
Bps/Bth Omp38 ดวยการเจือจางโปรตีนดวยอัตราสวน 1:1 ของสารละลาย refolding solution (20 mM Tris/HCl ที่
มี 10% (w/v) Zwittergent® 3-14, 200 mM NaCl, 20 mM CaCl2, 10 mM EDTA และ 0.02% NaN3) หลังจากนั้นทํา
การตมสารละลายโปรตีนที่ 95 oC เปนเวลา 5 นาที แลวทิ้งสารละลายโปรตีนขามคืนไวที่อุณหภูมิหอง หลังจากนั้น
นําสารละลายโปรตีนมาผานคอลัมน Sephacryl S-200® HR column (1.5 cm × 95 cm)  ที่ทําการ equilibrate ไวแลว
ดวย 20 mM Tris/HCl, pH 7.0 ที่มี 0.05% (w/v) Zwittergent® 3-14 สวน flow rate ที่ใชคือ 0.5 ml/min และทําการ
เก็บ fraction ละ 2 ml ทําการวิเคราะหหาโปรตีนขนาด 110 kDa ดวย SDS/PAGE ภายใตสภาวะที่ไมตมหลังจากนั้น
รวมโปรตีนแลวทําใหเขมขนที่ปริมาตร 1 ml ในถุง dialysis ดวย PEG 20000 ในขณะเดียวกันก็ทําการแลกเปลี่ยน
บัพเฟอรดวยวิธี dialysis ใหเปน 20 mM Tris/HCl, pH 7.0 ที่มี 0.05% Zwittergent® 3-14 ที่อุณหภูมิหอง  หลังจาก
นั้นวัดหาความเขมขนของโปรตีนสุดทายดวยวิธี BCA assay แลวเก็บสารละลายโปรตีนบริสุทธิ์ไวที่  -30 oC หรือ
นํามาวิเคราะหตอไป   
  

2.8. การทํานายโครงสรางและการทํา molecular modeling 
นําลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนพอรินจากแบคทีเรียหลาย ๆ ชนิดมาเปรียบเทียบโดยทํา amino acid 

alignment ดวยโปรแกรม ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) แสดงผลการทํา alignment ดวยโปรแกรม 
Genedoc (http://www.psc.edu/biomed/genedoc/) ทําการวิเคราะหหา signal peptide และตําแหนงตัด ดวยโปรแกรม 
Signal P V1.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) ทําการวิเคราะหหา transmembrane domains ดวย
โปรแกรม Protein localisation sites (http://psort.ims.u-tokyo.ac.jp/cgi-bin/okumura.pl) และใชโปรแกรม RPS-
BLAST (http://www.ncbi.nih.gov./BLAST) เพื่อหาโดเมนที่ conserve สวนการทํานายโครงสรางสามมิติ และ
แสดงโครงสรางดวยโปรแกรม Swiss-model และ 3D-PSSM (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~3dssm และ
http://www.expasy.org/swissmod) 

 
2.9.  การหาความเขมขนของสารละลายโปรตีน 
หาความเขมขนของโปรตีนในสารละลายที่เตรียมดวยวิธี BCA assay (Pierce, USA) ดังนี้คือ ผสม

สารละลายโปรตีนปริมารตร 12.5 µl กับ BCA working reagent ปริมาตร 100 µl ในไมโครเพลท แลวบม
สารละลายผสมที่อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 30 นาที แลวนําไปวัดหาคาดูดกลืนแสงที่ 540 nm ดวยเครื่อง microplate 
reader spectrophotometer (Labsystem, Finland) สวนกราฟมาตรฐานของโปรตีนใช bovine serum albumin (BSA) 
ที่ความเขมขนระหวาง 0.025–2.0 mg/ml    
 
 
 2.10. การตรวจสอบโครงสรางทุติยภูมิโดยวิธี Circular Dichroism (CD) 
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ทําการวิเคราะหองคประกอบของโครงสรางทุติยภูมิของโปรตีนในรูป unfold เทียบกับ fold ดวย โดยวิธี 
Circular Dichroism (CD) ดวยเครื่อง Jasco J-715 spectropolarimeter (Japan Spectroscopic Co., Japan) ดังนี้คือ 
เตรียมสารละลายโปรตีนความเขมขน 0.5 mg/ml มาวัดหาคา CD spectral data ในชวง far UV (180-250) และ near 
UV (250-320 nm) ที่อุณหภูมิ 25  oC ที่ scan speed เทากับ  20 nm/min คา bandwidth เทากับ 2 nm และตั้งคา 
sensitivity เปน 100 mdeg มี average response time เทากับ 2 s และ optical path length เปน 0.2 mm ในแตละ
ตัวอยางของคาการวัดเปนผลเฉลี่ยของการ scan อยางนอย 3 คร้ัง  คา baseline ของ  spectra ของโปรตีนดั้งเดิม 
ไดจากสารละลายบัพเฟอรคือ 10 mM Tris-HCl, pH 8.0 สวน baseline ของ spectra ของโปรตีนที่  unfold คือ
สารละลาย 8M urea ใน 20 mM Tris-HCl, pH 7.0 สวน baseline buffer ของโปรตีนที่ทําการ refold คือ 20 mM 
Tris-HCl, pH 7.0 ที่มี 0.05% Zwittergent®3-14  ทําการเปลี่ยนขอมูลที่ไดจากการวัดใหเปน mean residue molar 
ellipticity (MRE) โดยสมการขางลาง 

[ θ] = (73.33 mº) / ([protein]mM.lcm.n) 
 
โดยที่คา [θ] คือคา MRE ในหนวย deg.cm2/dmole คา n เปนจํานวนกรดอะมิโนในสายโพลีเพปไทดและคา mo คือ
คา ellipticity ที่วัดได สวนคา l คือเสนทางเดินแสงในหนวยเซนติเมตร 
 

2.11. การศึกษาผลของ anti-BpsOmp38 polyclonal antibodies ตอการนําเขาน้ําตาลของชองพอริน 
Bps/BthOmp38  

ทําการเจือจาง anti-BpsOmp38 polyclonal antibodies: 1:10, 1:100, 1:1 000, 1:10 000, และ 1:100 000 แลว

ผสมกัrefolded หรือ native Omp38 ปริมาณ 50 µg บมที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 2 ชั่วโมง ทําการ reconstitute 
โปรตีนเขาไปใน proteoliposomes แลวศึกษาอัตราการผานเขาสูชองพอรินโดยวิธี liposome swelling assays ในการ
ทดลองนี้ใช  proteoliposome ที่ผสมอยูกับแอนติบอดีที่เจือจางที่ความเขมขนตาง ๆ ดังที่กลาวแลวกับโปรตีน BSA 
เปน negative     
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บทที่ 3 
ผลการทดลองและขอวิจารณ 

 

3.1. การเตรียม outer membrane proteins จากเชื้อ B. pseudomallei และ B. thailandensis 
ผูวิจัยไดทําการสกัด outer membrane proteins จากสวน crude peptidoglycan ของเชื้อ B. pseudomallei 

และ B. thailandensi ดังวิธีที่ไดอธิบายในสวนของการทดลอง หลังจากการทํา SDS extraction แลวไดทําบริสุทธิ์ตอ
ของโปรตีนที่ไดจากสวน peptidoglycan โดยวิธี size-exclusion chromatography คอลัมนที่ใชคือ Sephacryl S-200® 
HR ขนาด 1.5 cm x 80 cm ที่ได equilibrate ดวยสารละลายบัพเฟอร 10 mM Tris-HCl, pH 8.0 ที่มี 1% SDS และ 
0.5 M NaCl ทําการเก็บ fraction ละ 2 ml  แลวัดหาโปรตีนของแต fraction ดวยคา A280 ดังกราฟในรูปที่ 3.1A พบวา 
peak ของโปรตีนออกมาในชวง fraction ที่ 55-80 โดยมียอด peak อยูที่ fraction ที่ 61 เมื่อหาคาน้ําหนักโมเลกุลของ
โปรตีนที่ยอด peak จากกราฟมาตรฐานพบวามีคาเทากับ 110 kDa     

 

  
 
รูปที่ 3.1 การทําบริสุทธิ์และการหาน้ําหนักโมเลกุลของ outer membrane protein ที่สกัดจาก crude peptidoglycan 
ของเชื้อ B. pseudomallei และ B. thailandensis (แหลงที่มา: Siritapetawee et al., Biochem J, 2004a) 
(A) การทําบริสุทธิ์และการหาน้ําหนักโมเลกุลดวย gel filtration chromatography โดยใชคอลัมน Sephacryl 
S200®HR และ (B) การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนดวย SDS-PAGE 
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เมื่อนํา fraction ที่มีโปรตีนที่ไดจากการทําบริสุทธิ์ดวยคอลัมน Sephacryl S200®HR ไปวิเคราะหโดย SDS-
PAGE พบวาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนตัวอยางที่ตมที่ 95 oC กอนการวิเคราะหจะอยูที่ 38 kDa สวนน้ําหนัก
โมเลกุลของโปรตีนตัวอยางที่ไมไดตมอยูที่ 110 kDa ดังแสดงในรูปที่ 3.1B ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา outer 
membrane protein ที่เตรียมไดนาจะมีลักษณะเปน trimeric protein ที่ประกอบดวยหนวยยอยที่มีน้ําหนักโมเลกุลที่
เทา ๆ กันคือ 38 kDa ผลการทดลองที่ไดคลายคลึงกับการศึกษาในพอรินชนิดอื่น ๆ เชน E. coli OmpF (Cowan et 
al., 1992) ที่พบวาโปรตีน OmpF จะทนตอการเสียสภาพดวย SDS แตจะไวตอความรอน ในการศึกษาตอไปจะอาง
ถึงโปรตีนที่สกัดไดจาก outer membrane ของ B. pseudomallei และ B. thailandensis วาเปน BpsOmp38 และ 
BthOmp38 ตามลําดับ จากการเลี้ยงเชื้อ 1ลิตร พบวาใหปริมาณโปรตีนบริสุทธิ์ 800 μg และ 600 μg สําหรับ B. 
pseudomallei และ B. thailandensis ตามลําดับ (ตารางที่ 3.1) 
 
ตารางที่ 3.1 ผลการทําบริสุทธิ์ของโปรตีน BpsOmp และ BthOmp38 ที่ขั้นตอนตาง ๆ (แหลงที่มา: Siritapetawee et 
al., Biochem J, 2004a) 
 

 
 
3.2. การวิเคราะหโปรตีนดวยเทคนิค western blot analysis 

ทําการผลิต polyclonal antibodies  ที่จําเพาะตอโปรตีน Bps/Bth Omp38 จากแถบโปรตีนที่ตําแหนง 38 
kDa จาก 12% SDS-PAGE gel ผลการวิเคราะหทาง immunoblotting  พบวา antiserum ที่เตรียมไดสามารถ cross 
react กับโปรตีน Bps/BthOmp38 ทั้งขนาด 110 kDa และ 38 kDa แตไม cross react กับโปรตีนมาตรฐานที่ใชเปน 
MW marker เลย และไมพบวา pre-immune serum ทําปฏิกิริยากับโปรตีน Omp38 ทั้งสองตัว แสดงวา polyclonal 
antibodies ท่ีผลิตขึ้นมีความจําเพาะตอทั้ง trimeric Omp38 และ monomeric Omp38 ดังแสดงในรูปที่ 3.2  
นอกจากนี้ยังพบวา anti Bps/BthOmp38 ที่เตรียมไดสามารถ cross react กับ E. coli OmpF และ B. cepacia Omp ซ่ึง
แสดงใหเห็นวาโปรตีน Omp ที่สกัดจาก outer membrane  ของ B. pseudomallei และ B. thailandensis นาจะมี
โครงสรางและหนาที่สอดคลองกับพอรินจาก E. coli และพอรินจาก B. cepacia 
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รูปที่ 3.2 การวิเคราะหโปรตีน Bps/Bth Omp38 ดวยเทคนิค immunoblotting (แหลงที่มา: Siritapetawee et al., 
Biochem J, 2004a) 

(A) SDS-PAGE แสดงตําแหนงของ trimeric Omp38 ที่ 110 kDa  
(B) Immunoblot ของ trimeric Omp38 
(C) SDS-PAGE แสดงตําแหนงของ monomeric Omp38 ที่ 38 kDa  
(D) Immunoblot ของ monomeric Omp38 

 
3.3. การแยกยีน การโคลนยีนและการหาลําดับนิวคลีโอไทด    

ผูวิจัยไดทําการตรวจหายีน Omp38 โดยการยอยแถบโปรตีน BpsOmp38 บน SDS-PAGE gel แลวสกัดเอา 
tryptic peptides ที่ไดไปวิเคราะหหา mass-to-charge (m/z) ของเพปไทดที่สกัดไดดวย MALDI-TOF MS หรือ 
capillary HPLC MS แลวทํา peptide mass fingerprinting เพื่อตรวจหาโปรตีนที่มี m/z ที่สอดคลองกันใน Swiss-
Prot database พบวามีชิ้นของเพปไทดทั้งหมด 8 เพปไทด คือ TDVYAQAVYQR, GSEDLGGGLK, 
SLWSVGAGVDQSR, LNTNGDVAVNNTVK, AYSAGASYQFQGLK, QAFVGLSSNYGTVTLGR, 
AIFTLESGFNIGNGR, และ NANASIYNGDLSTPFSTSINQTAATVGLR ที่ตรงกับเพปไทดของพอริน OpcP1 
ของเชื้อ B. cepacia จึงใชยีนของ OpcP1 มาทํา blast search พบวาตรงกับ open reading frame หนึ่งใน contig 836  
ในจีโนมของ B. pseudomallei  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/genom_table.cgi) ซ่ึงประกอบดวย 1,112 นิ
วคลีโอไทด จึงทํา PCR amplification ของ ORF ดังกลาวจากจีโนมของ B. pseudomallei โดย sense primer ที่ใชมี
ลําดับของนิวคลีโอไทดเปน 3’- ATGAACAAGACTCTGATTGTTGCA-5’ และ antisense primer มีลําดับของนิ
วคลีโอไทดเปน 3’-GAAGCGGTGACGCAGACCAA-5’ และใชคู primer เดียวกันทํา PCR amplification ของยีน

ในจีโนมของ B. thailandensis แลวโคลนยีนทั้งสองที่ใหช่ือวา BpsOmp38 และ BthOmp38 เขาไปใน  pGEM®-T 
vector แลวสงรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ไดไปตรวจหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนทั้งสองโดยการทํา double 
stranded nucleotide sequencing แลวจึง deposit ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนทั้งสองใน  GenBank database โดยมี 
GenBank accession numbers AY312416 และ AY312417 สําหรับ BpsOmp38 และ BthOmp38 ตามลําดับ การ
เปรียบเทียบลําดับของนิวคลีโอไทดพบวายีน BpsOmp38 มีความเหมือนกับยีน BthOmp38 อยู 98% แตเมื่อ
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เปรียบเทียบลําดับของกรดอะมิโนพบวาโปรตีนทั้งสองมีลําดับของกรดอะมิโนเหมือนกันเกือบ 100% ยกเวน
กรดอะมิโนตัวเดียวที่ตางกันคือ กรดอะมิโน Asparagine ใน BpsOmp38 เปล่ียนเปน Aspartic acid  ใน BthOmp38 
รูปที่ 3.3 แสดงการเปรียบเทียบกรดอะมิโนของ BpsOmp38 และ BthOmp38 กับพอริน B. cepacia OPCP1, C. 
acidovolans Omp32 และ E. coli OmpF 
 

 
 
รูปที่ 3.3 การเปรียบเทียบกรดอะมิโนของ Bps/Bth Omp38 กับพอรินของแบคทีเรียอ่ืน ๆ (แหลงที่มา: Siritapetawee 
et al., Biochem J, 2004a) 
โครงสรางทุติยภูมิแสดงดังนี้  open box แสดง β strand; closed box แสดง loop; hatched box แสดง α helix และ
circle แสดง turn 
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3.4. การศึกษาการแสดงออก และการทําบริสุทธ์ิ การทํา refolding ของรีคอมบิแนนทโปรตีนใน   E. coli   
 เมื่อโคลนยีน Bps/Bth Omp38 เขาไปในพลาสมิด pET23d(+) ทําใหไดรีคอมบิแนนทพลาสมิดคือ
pET23d(+)-BpsOmp38 และ pET23d(+)-BthOmp38 ไดทําการศึกษาการแสดงออกของยีนใน E. coli Origami(DE3) 
หลังจากไดเล้ียงเซลลที่มีพลาสมิดที่มียีน Omp38 อยูจนถึงระยะ log phase (OD600 ~0.6) ทําการเหนี่ยวนําการสราง

โปรตีน Omp38 ดวย 0.4 mM IPTG ที่ 37 °C เปนเวลา 1.5 ช่ัวโมง แลวนําเซลลมาทําใหแตกแลววิเคราะหโดย 
SDS-PAGE พบวาแถบโปรตีนที่มีความเขมขึ้นมากกวาเซลลที่มีรีคอมบิแนนทพลาสมิดแตไมไดถูกเหนี่ยวนําดวย 
IPTG อยูที่ตําแหนงประมาณ 30-45 kDa ดังแสดงในรูปที่ 3.4A ซ่ึงแถบโปรตีนนี้สามารถเกิด cross react กับ anti 
BpsOmp38 polyclonal antibodies ไดแถบสัญญาณเขมเพียงแถบเดียวดังแสดงในรูปที่ 3.4B จึงสรุปวาโปรตีนที่ E. 
coli สรางขึ้นเปนรีคอมบิแนนท Bps/Bth Omp38      
 

 
 
รูปที่ 3.4 การศึกษาการแสดงออกของรีคอมบิแนนท Bps/Bth Omp38 โดย E. coli BL21 (Origami) (แหลงที่มา: 
Siritapetawee et al., Biochem J, 2004b) 
(A) การวิเคราะหดวย SDS-PAGE (B) Western blotting ชองที่ 1 แถบโปรตีนมาตรฐาน; ชองที่ 2, 4 เซลลที่มีรีคอม

บิแนทพลาสมิดของยีน Bps/BthOmp38 แตไมไดเติม IPTG; ชองที่ 3, 5 เซลลที่มีรีคอมบิแนทพลาสมิดของยีน 
Bps/BthOmp38 ที่เติม IPTG; ชองที่ 6, 7 native Bps/BthOmp38 ที่ทําบริสุทธิ์แลว 
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เมื่อทําการผลิตรีคอมบิแนนทในปริมาณมากพบวาเซลลผลิตโปรตีนในรูป inclusion bodies ซ่ึงไมละลาย
น้ํา จึงไดทําบริสุทธิ์ โดยนําสวนของตะกอน inclusion bodies นํามาละลายใน denaturing buffer ที่มี 8M urea ใน 10 
mM Tris-HCl, pH 8.0  หลังจากปนตกตะกอนเอาสวนที่ไมละลายออก แลวผานสวนใสลงในคอลัมนที่มีคุณสมบัติ
เปน strong cation exchanger  (SP Fast Flow HiTrapTm ) ตามดวย weak anion exchanger (DEAE Fast flow HiTrap 
Tm) นําสวนของโปรตีนที่ถูกชะดวยเกลือในชวง 0-0.3 M NaCl มาวัดหาคาโปรตีนที่ A280 แลววิเคราะหความบริสุทธิ์
ตอดวย SDS-PAGE หลังจากนั้นทําการ refold โปรตีนที่ถูกทําใหเสียสภาพดวย 8M urea ดวยการเติมสารละลาย 

refolding solution (20 mM Tris-HCl, pH 7.0 ที่มี 10% (w/v) Zwittergent®3-14, 200 mM NaCl, 20 mM CaCl2, 10 
mM EDTA และ 0.02% NaN3) ในปริมาตร 1:1 แลวตั้งสารละลายโปรตีนใน 10% Zwittergent ทิ้งไวขามคืนที่
อุณหภูมิหองเพื่อใหขบวนการ folding เกิดขึ้นอยางชา ๆ แลวนํามาวิเคราะหการสรางรูปไตรเมอรขนาด 110 kDa  

 
 
รูปที่ 3.5 การทํา refolding ของ Bps/Bth Omp38 (แหลงที่มา: Siritapetawee et al., Biochem J, 2004b) 
(A) SDS-PAGE แสดงรูปไตรเมอรของโปรตีนที่ไดจากการ refold ดวย 10% Zwittergent ชองที่ 1 , 4 โปรตีน 
โมโนเมอร Bps/Bth Omp38 กอนทํา refolding; ชองที่ 2,5 โปรตีนไตรเมอร Bps/Bth Omp38 หลังทํา refolding; 
ชองที่ 3, 6 โปรตีนที่ถูก refold และผานการตมที่ 95 oC นาน 5 นาที (B) การหาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนที่ refold 
ดวยคอลัมน Sephacryl-S200 HR gel filtration  
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รูปที่ 3.5A แสดงผลการวิเคราะหดวย SDS-PAGE การเกิด refolding ของ Omp38 ดวย พบวาโปรตีนสวน
ใหญเกิดการ refold จากรูปโมโนเมอรขนาด 38 kDa ไปเปนรูปไตรเมอรขนาด 110 kDa สวนของแถบโปรตีนขนาด
ประมาณ 76 kDa แสดงถึงตําแหนงของโปรตีนไดเมอรที่เกิดขึ้นในปริมาณเล็กนอย ผลการทดลองที่นาสังเกตุคือถา

ตมโปรตีนที่ 95 °C เปนเวลา 5 นาที จะทําใหโปรตีนเปลี่ยนรูปเปนไตรเมอรอยางสมบูรณ (ชองที่ 3 และ 6)สวนรูป
ที่ 3.5b แสดงการหาน้ําหนักโมเลกุลของ refolded Bps/Bth Omp38 โดยโครมาโตกราฟฟ gel filtration พบวา
โปรตีนสามารถคงรูปไตรเมอรหลังจากผานคอลัมน Sephacryl S-200 HR ที่มีความเขมขนของ Zwittergent ลดลง
จาก 10% เปน 0.05% น้ําหนักโมเลกุลที่ไดจากการหาจากกราฟมาตรฐานคือ ~100 kDa ซ่ึงสอดคลองกับน้ําหนัก
โมเลกุลของ Bps/Bth Omp38 ที่สกัดไดจาก outer membrane ของเชื้อ B. psedomallei และ B. thaiandensis   
  
3.5. การยืนยันการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน Omp38 โดยวิธี MALDI-TOF MS  

ในการตรวจสอบการแสดงออกของรีคอมบิแนนทโปรตีน ผูวิจัยไดตัดแถบโปรตีนขนาด 38 kDa แลวทํา
การยอยในแผน SDS-PAGE gel ดวยเอนไซมทริปซินแลวสกัดเอาเพปไทดออกมาวิเคราะหดวย MALDI-TOF แลว 
submit คา m/z ของเพปไทดที่ไดทั้งหมดใน Swizz-Prot database และ nucleotide database พบวามีเพปไทดทั้งหมด 
7 เพปไทดที่ใหคา monoisotopic mass ตรงกับโปรตีน Omp38 จาก B. pseudomallei และ B. thailandensis ดังแสดง
ในรูปที่ 3.6 ผลการทดลองที่ไดประกอบกับผลของ immunoblotting ทําใหสรุปวารีคอมบิแนนทโปรตีนที่ E. coli 
(Origami) ผลิตขึ้นเปน Bps/Bth Omp38 
 

 
 

รูปที่ 3.6 การตรวจหาโปรตีน Omp38 โดย MALDI-TOF MS (แหลงที่มา: Siritapetawee et al., Biochem J, 2004b) 
เพปไทดที่ขีดเสนใต P1-P7 คือเพปไทดที่ตรงกับโปรตีน Bps/Bth Omp38 จากการทํา peptide mass fingerprinting 
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3.6. การศึกษาการ folding ของโปรตีน Omp38 โดยวิธี Circular Dichroism (CD) spectroscopy 
เพื่อยืนยันวารีคอมบิแนนท Omp38 มีโครงรูปไตรเมอรที่สรางชองพอรินไดหลังจากทํา folding ไดนํา

สารละลายโปรตีน Omp38 มาวิเคราะหดวยเทคนิค CD spectroscopy เทียบกับโปรตีนกอนผานการ folding และ
เทียบกับโปรตีน Omp38 ที่สกัดจากเชื้อ Burkholderia โดยตรง รูปที่ 3.7 แสดง CD spectra ของโปรตีน Omp38 ที่
สภาวะตาง ๆ  จากรูปจะเห็นวา Omp38 ที่ไดจากการ refold ดวย 10% (w/v) Zwittergent มีรูปแบบของ spectrum 
เหมือนกับโปรตีนไตรเมอรดั้งเดิม โดย spectra ของทั้งสองโปรตีนให peak ที่มีคาติดลบใกล 215 nm ซ่ึงแสดง
ตําแหนงของโครงสรางหลักเปนแบบ β-sheet structure สวน spectra ของโปรตีนโมโนเมอรที่ทําใหเสียสภาพดวย 
urea ให peak ที่มีคาติดลบที่ 205 nm ซ่ึงแสดงถึงโครงสรางแบบ random coil โดยรวมลักษณะ peak ของโปรตีน
ไตรเมอรและโมโนเมอรที่ไดมีลักษณะเหมือนกับ CD spectra ของไตรเมอรและโมโนเมอรของพอริน OmpA ของ 
E. coli ของนักวิจัยกลุมอื่นที่ไดรายงานไวกอนหนานี้แลว (Eisele & Rosenbusch, 1990) 
 

 
 
รูปที่ 3.7 CD spectra ของรีคอมบิแนนท Bps/Bth Omp38 (แหลงที่มา: Siritapetawee et al., Biochem J, 2004b) 

สัญญลักษณ − แสดงโปรตีนที่เสียสภาพของ BpsOmp38 --- แสดงโปรตีนที่เสียสภาพของ BthOmp38; ◊ แสดง 

native BpsOmp38; ♦แสดง refolded BpsOmp38; □ แสดง native BthOmp38; ■ แสดง refolded BthOmp38 
 
3.7. การทํานาย transmembrane domains และการทํานายโครงสรางสามมิติ 

งานวิจัยตอมาคือการทํานายโครงสรางของ transmembrane domain ของโปรตีน Bps/Bth Omp38 ตามวิธี

ของ Diederichs (Diederichs et al., 1998) รูปที่ 3.8 เปนกราฟความสัมพันธระหวางคา Z value ของ Cαในชวง 0-1 
กับ residue number ในสายโพลีเพปไทดของโปรตีน Bps/Bth Omp38 คา Z value จะแสดงตําแหนงของกรดอะมิโน
ในเยื่อหุมสองชั้นของ outer membrane ถาคา Z value มีคานอยกวา 0.4 แสดงวากรดอะมิโนอยูในสวนของ 
periplamic turn แตถาคา Z value มีคาอยูในชวง 0.4 - 0.6 แสดงวากรดอะมิโนในตําแหนงนั้นอยูระหวางเยื่อหุมสอง
ช้ันและนาจะเปนสวนของ transmembrane domain ถาคา Z value มีคามากกวา 0.6 แสดงวากรดอะมิโนเปน
องคประกอบของ loop ที่อยูดานนอก outer membrane จากรูปพบวาโปรตีน Omp38 ประกอบดวยสาย β-strand ที่
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เปนสวนของ membrane crossing ทั้งหมด 16 สาย มีสวน loop ทั้งหมด 8 loops (L1-L8) และมี periplasmic turn 
ทั้งหมด 8 เสน มาประกอบกันเปนโครงสราง β-barrel ที่มี transmembrane domain ทั้งหมด 16 โดเมน  
 

 
 
รูปที่ 3.8 กราฟ Diederichs แสดงการทํานาย transmembrane domain ของ Bps/Bth Omp38 (แหลงที่มา: 
Siritapetawee et al., Biochem J, 2004a) 
  

สวนรูปที่ 3.9 แสดงผลการทํานายโครงสรางสามมิติโดยใชโปรแกรม 123D+ และ Swiss-Model พบวา
โปรตีนมีความเหมือนกับพอรินที่เลือกประจุลบ Omp32 (PDB 1e54a) จากเชื้อ Comanmonas acidovolans (Zeth et 
al., 2000) มากที่สุดโดยมีเปอรเซนตความเหมือนในแงของโครงสรางอยู  35.8% โปรตีนมีลักษณะเปน barrel ที่
ประกอบดวยสาย β-strand ทั้งหมด 16 สาย มีสวนของ loop ทั้งหมด 8 เสน ซ่ึงสอดคลองกับผลที่ไดจากการทํานาย 
membrane topology ในรูปที่ 3.8  สวน loop ที่ยาวที่สุดคือ Loop3 (L3) ซ่ึงประกอบดวยกรดอะมิโนทั้งหมด 28 ตัว

คือ Ser127 → Asp154 ภายในของโครงสราง barrel มี β strand สองสายที่วิ่งลักษณะสวนทางกันและที่ปลายของ 

Loop3 ดาน N-terminus มีสาย α helix มีลักษณะเปนเกลียวเวียนขวา ส้ัน ๆ ประกอบดวยกรดอะมิโน Tyr119 → 
Lue126 จากโครงสรางของ  C. acidovolans Omp32 พบวา Loop3 ยื่นเขาไปในบริเวณกลางชองและนาจะทําหนาที่
เปนตัวกําหนดขนาดของสารที่จะผานเขาออกบางครั้งเรียก Loop3 วา ‘the pore-confined loop หรือ eyelet’ (Zeth et 
a., 2000; Breden et al., 2002 ) 
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รูปที่ 3.9 การทํานายโครงสรางสามมิติของ Bps/Bth Omp38 (แหลงที่มา: Siritapetawee et al., Biochem J, 2004a) 
โครงสรางสามมิติทํานายโดยโปรแกรม แสดงโครงสรางสามมิติ 123D+ และ Swiss-Model และแสดงโครงสราง
ดวยโปรแกรม Swiss-pdb Viewer version 3.7b2 โดยใชโครงสรางของ Omp32 จากเชื้อ C. acidovorans เปน
โครงสรางตนแบบ (A) แสดงโครงสราง stereo จากดานบน (B) แสดงโครงสรางจากดานขาง ลูกศรชี้แสดง Loop8 
และ Loop3 ที่เปน loop ยาว โดยที่ Loop3 ทําหนาที่เปนตัวกําหนดขนาดของสารผานชองพอริน Omp38 
 
3.8. การวัดกานําสารผานเขา-ออกผานชองพอริน Omp38 ดวยวิธี liposome swelling assay 

นําโปรตีน BpsOmp38 และ BthOmp38 ที่ทําการ refold ดวย Zwittergent®3-14 มา reconstitute เขาไปใน
โปรติโอลิโปโซม เพื่อศึกษาความสามารถในการสรางชองพอรินของโปรตีนที่เตรียมไดใหม ๆ  หลักการคือถา
โปรตีนสรางชองพอรินจะทําใหเกิดการนําสารผานเขาชองและสงผลใหลิโปโซมแตงขึ้น ซ่ึงสามารถวัดหอัตราการ
เตงไดจากคาการกระจายแสงที่ความยาวคลื่น 400 nm (OD400) ที่ลดลงแปรผันตามอัตราการแพรของสารผานชอง
พอริน การทดลองใชน้ําตาล L-arabinose ที่เปนน้ําตาลขนาดเล็กที่สุดที่ใชในการทดสอบมีน้ําหนักโมเลกุลเปน 150 
kDa พบวาโปรตีนไตรเมอรสามารถสรางชองพอรินไดโดยใหคาอัตราการเตงของลิโปโซมของน้ําตาล L-arabinose 
สูงที่สุดดังแสดงในรูปที่  3.10A สวนอัตราการเตงอันเกิดจากน้ําตาลชนิดอื่น ๆ จะลดลงลงตามน้ําหนักโมเลกุลของ

น้ําตาลจากนอยไปมากดังนี้  D-glucose ≅ D-mannose ≅ D-galactose (180 kDa) > N-acetylglucosamine (221 
kDa) > D-sucrose (342 kDa) >  D-melezitose ( 522 kDa) > stachyose (667 kDa)  จากการทดลองพบวาอัตราการ
เตงของลิโปโซมจะเพิ่มขึ้นแปรผันตามปริมาณของโปรตีนไตรเมอรที่ใช แสดงวาการสรางชองพอรินไมเกิดใน
ลักษณะที่เปน single channel แตอัตราการเตงเปนผลรวมของการแพรผานชองที่มีลักษณะเปน multichannel   
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นอกจากนี้อัตราการเตงอันเกิดจากการแพรของน้ําตาล D-glucose, D-mannose และ D-galactose มีคาเกือบ
เทากันเนื่องจากน้ําหนักโมเลกุลของน้ําตาลทั้งสามเทากัน สวนอัตราการเตงของลิโปโซมเมื่อใชน้ําตาล stachyose 
นอยที่สุดมีคาเกือบเปนศูนยเนื่องจากน้ําตาลนี้มีขนาดใหญที่สุด และอาจปดกั้นชองพอรินเอาไวเกือบทั้งหมด จึง
ทํานายวาชองพอรินาจะเปนชองเลือกผานที่ใหสารที่มีขนาดนอยกวา 650 kDa แพรผานไดเทานั้น กราฟแสดงอัตรา
การแพรและแสดงในรูปที่ 3.10B    
 

 
 
รูป 3.10 แสดงการแพรผานของน้ําตาลผานชองพอรินโดยวิธี liposome swelling assay (แหลงที่มา: Siritapetawee et 
al., Biochem J, 2004a) 
 
3.9. การศึกษาการแพรผานของยาปฏิชีวนะผานชองพอริน Omp38  

เชื้อแบคทีเรีย B. pseudomallei เปนเชื้อกอโรค Melioidosis ที่มีอัตราการดื้อตอยาปฏิชีวนะสูงมาก การ
ทดลองตอมาคือการทดสอบการแพรผานของยาปฏิชีวนะตางๆ ผานชองพอรินโดยวิธี liposome swelling assay โดย
ทําการทดสอบกับยาปฏิชีวนะ 7 ตัวดวยกัน และเทียบอัตราการแพรผานกับน้ําตาล L-arabinose ผลการทดสอบ
แสดงไวในตารางที่ 3.2 โดยรูปแบบของอัตราการแพรจะเปนในลักษณะเดียวกับอัตราการแพรของน้ําตาลกลาวคือ
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อัตราแพรผานจะลดลงตามขนาดของยาปฏิชีวนะที่เพิ่มขึ้นดังนี้meropenem (383 kDa) > ciprofloxacin (421 kDa) >  
clindamycin (505 kDa) > cefepime (572 kDa) > ceftazidime (637 kDa)  สวนอัตราการแพรผานของ gentamicin 
และ amikacin มีคาเทากับศูนยเนื่องสารทั้งสองตัวมีขนาดใหญโดยมีน้ําหนักโมเลกุลเปน 709 kDa และ 782 kDa 
ตามลําดับ ซ่ึงน้ําหนักโมเลกุลนี้มีขนาดใหญกวาขนาดของชองพอรินที่ไดทํานายไวมาก  ซ่ึงผลการทดลองที่ไดรับ
อาจชวยอธิบายความสามารถในการดื้อตอยาปฏิชีวนะอยางนอยหาชนิด คือ ยา clindamycin ยา cefepime 
ceftazidime ยา gentamicin และยา amikacin ของแบคทีเรีย B. psuedomallei เนื่องอัตราการแพรเขาสูซลลแบคทีเรีย
เกิดขึ้นนอยมาก (< 10%) หรือแพรผานไมไดเลย 
 
ตารางที่ 3.2 อัตราการแพรผานสัมพัทธของยาปฏิชีวนะผานชอง Bps/Bth Omp38 (แหลงที่มา: Siritapetawee et al., 
Biochem J, 2004b) กําหนดใหอัตราการแพรของ L-arabinose มีคาเทากับ 100%  
 

 
 
3.10. ผลของ anti-BpsOmp38 antibodies ตอการทํางานของชองพอริน Omp38 

ทดลองสวนสุดทายคือการศึกษาผลของแอนติบอดีตออัตราการแพรผานของสารผานชองพอริน Bps/Bth 
Omp 38 โดยเทคนิค liposome swelling assay หลังจากไดทําการบมโปรตีนไตรเมอรกับ anti-Omp38 polyclonal 

antibodies ที่ความเขมขนตาง ๆ เปนเวลา 2 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 37 °C แลวจึงนําโปรตีนมา reconstitute เขาไปในโป
รติโอลิโปโซมตามวิธีที่ไดอธิบายไวในสวนของการทดลอง และวัดหาอัตราการแพรผานของน้ําตาลชนิดตาง ๆ ดัง
แสดงในรูปที่ 3.11  
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รูปที่ 3.11 ผลของ anti-Omp38 polyconal antibodies ตออัตราการแพรของสารผานชองพอริน Bps/Bth Omp38 
(แหลงที่มา: Siritapetawee et al., Biochem J, 2004b) 

 
ผลการทดลองที่ไดเปนไปตามที่คาดไวคืออัตราการแพรของน้ําตาลที่ใชทดสอบทุกชนิดไดแก L-

arabinose, D-glucose, D-mannose, D-galactose, D-GlcNAc, D-sucrose และ D-melizitose ลดลงแปรผันตามความ
เขมขนของแอนติบอดีที่เพิ่มขึ้น แสดงใหเห็นวาแอนติบอดีทําปฏิกิริยากบชองพอรินสงผลทําใหคุณสมบัติการสราง
ชองพอรินเปลี่ยนไป 
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บทที่ 4 
บทสรุป 

4.1. สรุปผลการทดลอง 
 

ในการศึกษาครั้งนี้ไดทําการสกัดโปรตีนจาก crude peptidoglycan ซ่ึงเปนองคประกอบที่เยื่อเซลลดานนอก
ของแบคทีเรีย Burkholderia pseudomallei และ B. thailandensis เนื่องจากโปรตีนมีขนาด 38 kDa ใน SDS-PAGE 
gel จึงกําหนดชื่อของโปรตีนทั้งสองวา BpsOmp38 และ BthOmp38 ตามลําดับ งานวิจัยตอมาไดทําการผลิต anti- 
Omp38 polyclonal antibodies การทํา immunoblotting พบวาแอนติบอดีสามารถ cross react กับโปรตีน Bps/Bth 
Omp38 ไดดี แตโปรตีนไม cross react กับ preimmune serum แสดงวาแอนติบอดีที่สรางมีความจําเพาะตอโปรตีน
ทั้งสอง การทดสอบทางกายภาพพบวาโปรตีน Omp38 มีคุณสมบัติทนตอ SDS แตไวตอความรอนที่ 95 oC ขึ้นไป  
การหาน้ําหนักโมเลกุลโดยโครมาโตกราฟฟแบบ gel filtration chromatography พบวารูปที่ทํางานของโปรตีนมี
น้ําหนักโมเลกุลเปน 110 kDa ซ่ึงเปนรูปไตรเมอรที่ประกอบดวยสามหนวยยอยของโมโนเมอรขนาด 38 kDa การ
ทํา peptide mass fingerprinting ดยเทคนิค MALDI–TOF MS และ ESI/MS พบวาโปรตีน Omp38 ทั้งสองมีลําดับ
ของกรดอะมิโนเหมือนกับพอริน OpcP1 ของเชื้อ B. cepacia มากที่สุด ไดนําขอมูลที่ไดจากโครงการหาลําดับนิ
วคลีโอไทดของจีโนมของ B. pseudomallei มาทําการตรวจหายีนที่ถอดระหัสให BpsOmp38 และ BthOmp38 และ
ทําการเพิ่มจํานวนของยีนดวยเทคนิค PCR การตรวจหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนทั้งสองพบวามีความเหมือนกัน 
98% และมีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกัน 99.7%  การทํานาย transmembrane domain โดยวิธีของ Didedrichs และ
โครงสรางสามมิติพบวาโปรตีนมีโครงสรางเปนแบบ β-barrel ประกอบดวยสายบีตา 16 สาย มี external loop 
ทั้งหมด 8 เสน และมี perimplasmic turn ทั้งหมด 8 turn สวนของ Loop3 มีความยาวมากที่สุดและตําแหนงของ 
loop นี้ในชองพอรินนาจะทําหนาที่กําหนดขนาดของสารที่ผานเขาชองพอริน งานวิจัยขั้นตอไปคือการโคลนยีน 
BpsOmp38 และยีน BthOmp38 เขาไปในพลาสมิด pGEM-T และทําการ subclone ช้ินของยีนที่ไมมี signal peptide 
เขาสูพลาสมิด pET23d (+) และทําการผลิตรีคอมบิแนนท Omp38 ในเซลลเจาบาน E. coli สายพันธุ Origami (DE3) 
ผลการศึกษาการแสดงออกของยีน Bps/Bth Omp38 พบวา E. coli ผลิตโปรตีนขนาด 38 kDa ในปริมาณมากเมื่อถูก
เหนี่ยวนําดวย 0.4 mM IPTG แตโปรตีนที่ผลิตออกมาอยูในรูปที่ไมละลายน้ํามีลักษณะเปน inclusion bodies จึงได
ทําบริสุทธิ์ inclusion bodies แลวละลายโปรตีนในสารละลายบัพเฟอรที่มี 8M urea พบวาโปรตีนละลายไดสมบูรณ
จึงทําการ refold ดวย detergent ตาง ๆ การวิเคราะหดวย SDS-PAGE ตรวจพบโปรตีนโมโนเมอรขนาด  38 kDa ที่
ถูก refold ในสารละลายบัพเฟอรที่มี 10% (w/v) Zwittergent®3-14 มีการเคลื่อนตําแหนงไปอยูที่ 110 kDa ซ่ึงเปน
ตําแหนงของโปรตีนไตรเมอร และเมื่อตมโปรตีนเปนเวลา 5 นาทีที่ 95 oC พบวาโปรตีนมีการ fold เปนรูปไตรเมอร
อยางสมบูรณ การวิเคราะหดวย CD spectroscopy พบวาโปรตีน ไตรเมอร 110 kDa มีองคประกอบของ β-sheet 
เปนหลักซึ่งเปนโครงสรางที่เหมือนกับโปรตีน Omp38 ที่สกัดจาก B. pseudomallei และ B. thailandensis สวน
โปรตีนโมโนเมอรที่เสียสภาพจะให CD spectrum เปนแบบ random coil การิเคราะหทางอิมมูโนโลยีโดย anti-
BpsOmp38 polyclonal antibodies และการทํา peptide mass analysis ดวย MALDI–TOF MS ยืนยันวาโปรตีนที่ถูก
ผลิตโดย E. coli เปน BpsOmp38 และ BthOmp38 การศึกษาหนาที่ของชองพอรินโดยเทคนิค liposome swelling 



 

 

 

 

 

 

 

 

 25

assay พบวาน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวขนาดเล็กมีอัตราการแพรผานแปรผันโดยตรงกับน้ําหนักโมเลกุลของสาร ดังนี้คือ 

D-glucose ≅ D-mannose ≅ D-galactose (180 kDa) > N-acetylglucosamine (221 kDa) > D-sucrose (342 kDa) >  
D-melezitose ( 522 kDa) > stachyose (667 kDa)  ผลการทดลองเรื่องการแพรผานทําใหทํานายคุณสมบัติของชอง
พอริน Omp38 วาเปนชองเลือกผานที่ยอมใหสารขนาดไมเกิด 650  kDa ผานเขาออกดวยกระบวนการแพร ใน
ทํานองเดียวกันอัตราการแพรผานของยาปฏิชีวนะผานชองพอรินก็แปรผันตามน้ําหนักโมเลกุลของยาปฏิชีวนะนั้น 
โดยอัตราการแพรผานของยาปฏิชีวนะที่นอยกวา 10% คือ ยา clindamycin ยา cefepime ยา ceftazidime ยา 
gentamicin และยา amikacin เนื่องยาทั้งหมดนี้มีขนาดโมเลกุลขนาดใหญเกิน 600 kDa และอาจอธิบายกลไกการดื้อ
ยาของแบคทีเรีย B. pseudomallei ตอยาที่ใชทดสอบดังกลาว การทดลองสุดทายคือการศึกษาผลของแอนติบอดี
พบวา anti-BpsOmp38 antibodies มีผลตอการยับยั้งการผานของน้ําตาลโมเลกุลเล็กทุกชนิดเขาชอง Omp38 ผลการ
ทดลองทั้งหมดใหขอสรุปวาโปรตีน BpsOmp38 และ BthOmp38 มีคุณสมบัติเปนพอรินที่อาจมีสวนกําหนดกลไก
การดื้อยาปฏิชีวนะของแบคทีเรีย B. pseudomallei และ B. thailandensis 
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ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเชื้อและสารละลาย 

 
1.1. LB Medium (Luria-Bacterial Medium) 

Per litre: 
   To 950 ml of deionised H2O add: 
   bacto-tryptone 10 g 
   bacto-yeast extract  5  g  
   NaCl     10 g 

Shake until the solutes have dissolved. Adjust the pH to 7.0 with 5 N NaOH (0.2 ml). Adjust the volume 
of the solution to 1 litre with deionised H2O. Sterilise by autoclaving for 20 min at 15lb/sq. in. on liquid cycle. 
 
1.2. SDS-PAGE 

- Solutions for preparing 12% resolving SDS-polyacrylamide gel 

Solution component 
Component volume (ml) 

5 ml 10 ml 20 ml 
H2O 1.6 3.3 6.6 

30% (w/v) acrylamide mix 2.0 4.0 8.0 
1.5 M Tris (pH 8.8) 1.25 2.5 5.0 

10% SDS 0.05 0.1 0.2 
10% ammonium persulfate 

(freshly prepared) 
0.05 0.1 0.2 

TEMED 2 μl 4 μl 6 μl 

 
- Solutions for preparing 5% stacking SDS-polyacrylamide gel 

Solution component 
Component volume 

(ml) 

2 ml 5 ml 
H2O 1.4 3.4 

30% (w/v) acrylamide mix 0.33 0.83 
1.0 M Tris (pH 6.8) 0.25 0.63 



 

 

 

 

 

 

 

 

 30

10% SDS 0.02 0.05 
10% ammonium persulfate 

(freshly prepared) 
0.02 0.05 

TEMED 2 μl 5 μl 
 

- Buffers for SDS-PAGE 
SDS-gel loading buffer (3 x stock) 

  150 mM Tris.Cl (pH6.8) 
  300 mM dithiothreitol 
  6% SDS (electrophoresis grade) 
  0.3 % bromophenol blue 
  30% glycerol 

- Tris-Glycine electrophoresis buffer (5 x stock) 
  250 mM Tris.Cl (pH 8.3) 
  1.25 M glycine (electrophoresis grade) (pH 8.3) 
  0.5 % SDS 

- Staining solution with Coomassie Brilliant Blue for Protein 
Dissolve 0.25 g of Coomassie Brilliant Blue R250 in 90 ml of methnol:H2O (1:1v/v) and 10 ml 

of glacial acetic acid. Filter the solution through a Whatman No. 1 filter to remove any particulate matter.   
- Destaining Solution for Coommassie Stain 

  30% methanol 
  10% acetic acid 

dH2O is added to bring volume to 100 ml.  
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1.3. Preparation of competent cells 
1. Streak E. coli host cells on an LB plate+100 μg/ml Amp) 
2. Allow cells to grow at 37oC overnight 
3. Place one colony in 10 mL LB media (+antibiotic selection if necessary), grow overnight at 37oC 
4. Transfer 5 mL overnight DH5a culture into 500 mL LB media in 2-L flask 
5. Allow cell to grow at 37oC (250 rpm), until OD600= 0.6 (~2-3 hours) 
6. Transfer cells to 2 centrifuge bottles (250 mL), and place cells on ice for 20 mins 
7. Centrifuge cells in Sorval GSA rotor at 4oC for 10 mins at 3,000 g (2500 rpm). Cells must remain cold for 

the rest of the procedure 
8. Pour off media and resuspend cells in 30 mL of cold 0.1 M CaCl2. Transfer the suspended cells into 50 mL 

polypropylene falcon tubes, and incubate on ice for 30 mins 
9. Centrifuge cells using rotor at 4 oC for 10 mins at 3,000 g  
10. Pour supernatant and re-suspend cells (by pipetting) in 8 mL cold 0.1M CaCl2 containing 15% glycerol. 

Transfer 100 μL into (1.5 mL) Eppendorff tubes placed on ice. Freeze the cells in liquid nitrogen. Cells 
stored at -80oC can be used for transformation for up to ~6 months. 

 
1.4. Buffers for Western blot analysis 
Phosphate-buffered saline plus Tween 20 (PBS-T) 

Dissolve 8 g of NaCl, 0.2 g of KCl, 1.44 g of Na2HPO4, and 0.2 g of KH2PO4 in 800 ml of distilled H2O. 
Adjust the pH to 7.4 with HCl. Add H2O to 1 litre. 1% (v/v) of Tween 20 is added and stirred to prior to use. 
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ภาคผนวก ข 
- แผนที่พลาสมิด pGEM®-T cloning vector 
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- แผนที่พลาสมิด pET23a-d(+) expression vector 
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609–617. (JIF2008 = 4.317) 

- Siritapetawee J, Prinz H, Samosornsuk W, Ashley RH & Suginta W (2004) Functional reconstitution, 
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Presentations at Scientific Meetings (2000-present) 
1. Sritho N & Suginta W. Mutational analysis of the active-site residues Aspartate313 and Tyr435 of Chitinase 

A from a marine bacterium Vibrio harveyi.  2nd SUT Graduate Conference 2009, Suranaree University of 
Technology, Nakhon Ratchasima, January 21st-22nd, 2009. AG-P-13, Poster presentation. 

2. Ruamchan S, Schulte A & Suginta W. Ion channel activity of Burkholderia pseudomallei and thailandensis 
porins in black lipid membranes. 3rd Annual Symposium of the Protein Society of Thailand “Frontiers in 
Protein Research”, Chulabhorn Research Institute Conference Center, Bangkok, August 28th-29th, 2008. P53, 
Poster presentation. 

3. Chuenark D, Prinz & Suginta W. Cloning, expression, and characterization of two zincin-like fold 
containing chitobiases from Vibrio harveyi. 3rd Annual Symposium of the Protein Society of Thailand 
“Frontiers in Protein Research”, Chulabhorn Research Institute Conference Center, Bangkok, August 28th-
29th, 2008. P73, Poster presentation. 

4. Sritho N, Songsiriritthigul C & Suginta W. Mutational analysis of the reducing-end binding residues of 
chitinase A from Vibrio harveyi.  3rd Annual Symposium of the Protein Society of Thailand “Frontiers in 
Protein Research”, Chulabhorn Research Institute Conference Center, Bangkok, August 28th-29th, 2008. P50, 
Poster presentation. 

5. Pantoom S, Prinz H & Suginta W. Identification of novel inhibitors of chitinase A from Vibrio harveyi using 
a hig-throughput screening approach. 3rd Annual Symposium of the Protein Society of Thailand “Frontiers in 
Protein Research”, Chulabhorn Research Institute Conference Center, Bangkok, August 28th-29th, 2008. P48, 
Poster presentation. 

6. Pantoom S, Songsiriritthigul C & Suginta W. Crystallization of wild-type chitnase A and mutants (W275G 
and W397F) from Vibrio harveyi in complex with potential inhibitors. 3rd Annual Symposium of the Protein 
Society of Thailand “Frontiers in Protein Research”, Chulabhorn Research Institute Conference Center, 
Bangkok, August 28th-29th, 2008. P46, Poster presentation. 

7. Suginta W & Prinz H. Substrate binding preference and anomer selectivity of Vibrio carchariae chitinase A 
as revealed by HPLC-MS. 2nd Annual Symposium of the Protein Society of Thailand “Odysseys in Protein 
Research”, Chulabhorn Reserch Institute Conference Center, Bangkok, September 20th-21st, 2007. P14, 
Invited oral presentation. 

8. Suginta W. Identification of chitin binding proteins and characterization of two chitinase isoforms from 
Vibrio alginolyticus 283. 2nd Annual Symposium of the Protein Society of Thailand “Odysseys in Protein 
Research”, Chulabhorn Reserch Institute Conference Center, Bangkok, September 20th-21st, 2007. P47. 
Poster presentation.  
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9. Songsiriritthigul C, Kobdaj A & Suginta W. The active site residues Trp275 and Trp397 are important for 
the binding selectivity of chitinase A to soluble substrates. 2nd Annual Symposium of the Protein Society of 
Thailand “Odysseys in Protein Research”, Chulabhorn Reserch Institute Conference Center, Bangkok, 
September 20th-21st, 2007. P53. Poster presentation.  

10. Pantoom S, Songsiriritthigul C & Suginta W. The influence of the surface-exposed residues on the binding 
and hydrolytic activities of Vibrio carchariae chitinase A.  2nd Annual Symposium of the Protein Society of 
Thailand “Odysseys in Protein Research”, Chulabhorn Reserch Institute Conference Center, Bangkok, 
September 20th-21st, 2007. P27. Poster presentation.  

11. Pantoom S, Songsiriritthigul C & Suginta W. The effect of the N-terminal residues on the enzymatic 
properties of Vibrio carchariae chitinase A. 1st Annual Symposium of the Protein Society of Thailand 
“Challenges in Protein Research in Thailand”, Chulabhorn Reserch Institute Conference Center, Bangkok, 
October 24-25th, 2006. P61. Poster presentation.  

12. Songsiriritthigul C, Aguda A, Robinson RC & Suginta W. Structural analysis of Vibrio carchariae chitinase 
A reveals conformational changes during substrate hydrolysis. 1st Annual Symposium of the Protein Society 
of Thailand “Challenges in Protein Research in Thailand”, Chulabhorn Reserch Institute Conference Center, 
Bangkok, October 24-25th, 2006. P19. Oral presentation. 

13. Songsiriritthigul C, Aguda A, Robinson RC & Suginta W. Structure of chitinase A from Vibrio carchariae. 
2nd Protein Crystallization Workshop. Synchrotron Research Center, Nakhon Ratchasima, 20 – 23 July 2006. 
Invited oral presentation by SC. 

14. Suginta W. On the structure and function of bacterial porins and chitinases. A Departmental Special 
Seminar, Department of Life Sciences, Faculty of Sciences and Agriculture, The University of the West 
Indies, Trinidad and Tobago, May 15th, 2006. Invited oral presentation. 

15. Songsiriritthigul C, Vongsuwan A, Krittanai C & Suginta W A study of substrate specificity of chitinases A 
from Vibrio carchariae. 31st Congress on Science and Technology of Thailand at Suranaree University of 
Technology, Nakhon Ratchasima, 18 – 20 October 2005. P327. Oral presentation. 

16. Songsiriritthigul C, Yuvaniyama J, Robinson RC, Vongsuwan A & Suginta W Expression, purification, 
crystallization, and preliminary crystallographic analysis of chitinases A from Vibrio carchariae. 31st 
Congress on Science and Technology of Thailand at Suranaree University of Technology, Nakhon 
Ratchasima, 18 – 20 October 2005. P335. Poster presentation. 

17. Songsiriritthigul C, Vongsuwan A, Krittanai C & Suginta W Active-site mutation alters substrate specificity 
of chitinase A from Vibrio carchariae. 2nd  Protein Symposium Network, Chulabhorn Research Institute, 
Bangkok, Thailand, September 23th-24th, 2005. Invited oral presentation. 
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18. Siritapetawee J, Prinz H, Krittanai C, Ashley RH & Suginta W Porin from Burkholderia pseudomallei and 
B. thailandensis. In 30th FEBS Congress & 9th IUBMB Meeting, Budapest, Hungary, July2nd-7th, 2005. FEBS 
J. Vol. 272, Supp. 1, P389. Poster presentation.  

19. Songsiriritthigul C, Robinson RC, Yuvaniyama J & Suginta W Expression, purification, and preliminarily 
structural analysis of chitinase A from Vibrio carchariae. The 15th Annual Meeting of the Thai Society for 
Biotechnology. February, 3rd-6th, 2004. P164. Poster presentation. 

20. Siritapetawee J & Suginta W Expression and refolding of Omp38 from Burkholderia pseudomallei and 
Burkholderia thailandensis, and their function as a non-specific channel. The 15th Annual Meeting of the 
Thai Society for Biotechnology. February, 3rd-6th, 2004. P5. Poster presentation. 

21. Suginta W, Svasti J &  Prinzs H Enzymatic properties of a family 18 chitinase a from Vibrio carchariae, as 
revealed by HPLC/ESI mass spectrometry, Joint Senior Research Scholar Meeting: Protein Structure and 
Thalassemia Research Fund, Royal River Hotel, Bangkok, August 22th-23th, 2003, Invited oral presentation.  

22. Siritapetawee J, Ashley RH, Prinz H, Samosornsuk W & Suginta W Identification of Burkholderia porins 
using MALDI-TOF and nanoelctrospray MS. 1st Protein Symposium Network, Mahidol, Thailand, August 
29th-30th, 2002. Invited oral Presentation. 

23. Suginta W C-terminal protein processing study of Vibrio carchariae chitinase, using MALDI-TOF and 
nanoelectrospray MS, 1st Protein Symposium Network, Mahidol, Thailand, August 29th-30th, 2002. Oral 
presentation. 

24. Sun Q, McDonald A, Suginta W & Ashley RH (2001) Localisation of a CLIC (Chloride Intracellular 
Channel) protein fused to green fluorescent protein. Biochem. Soc. Trans. A112. Poster Presentation. 

25. Suginta W & Ashley RH (2000) The chloride intracellular channel protein p64H1 (CLIC4) associates in 
vitro with brain dynamin, actin and 14-3-3 proteins. Molecular Biophysics of Cell Membranes (FASEB 
conference), P57. Poster presentation. 

26. Suginta W, Estibeiro P, Rigden DJ & Fothergill-Gilmore LA (2000) Chitinase A from a marine bacterium, 
Vibrio carchariae, Gene isolation, Nucleotide sequence, and homology modelling of 3D-structure. Biophy. J. 
P417A. Poster presentation.  




