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บทคัอยอ 
ชองพอริน VhChiP ท่ีสกัดจากเย่ือเมมเบรนดานนอกของแบคทีเรียในทะเล Vibrio harveyi มีคุณสมบัติเปนชอง

จําเพาะตอน้ําตาลไคโตโอลิโกแซคคารไรด โดยมีความสามารถในการนําน้ําตาลไคโตเฮกซะโอสไดดีที่สุด ในการทดลอง

นี้ผูวิจัยไดใชเทคนคิ BLM และ liposome swelling assay ทําการแสดงผลของการเปลี่ยนกรดอะมิโน Trp136 ท่ี

บริเวณผิวสวนบนของชอง VhChiP มีบทบาทสําคัญตอการควบคุมการนําอิออนและการนําน้ําตาลเขาสูเซลลผานชอง

พอริน การวิเคราะหทางจลนพลศาสตรของการนําน้ําตาลเขาชองพอรินเดี่ยว VhChiPW136A และ VhChiPW136F 

พบวาพอรินกลายพันธุมีความสามารถในการนําอิออนและน้ําตาลไคโตเฮกซะโอสลดลงจากชอง VhChiP ดั้งเดิม และ

พอรินกลายพันธุทั้งสองมคีวามชอบในการจับกับน้ําตาลนอยลงอันเน่ืองมาจากการมีคาคงที่การปลอยของนํ้าตาลที่

เพ่ิมข้ึนมากถึง 20 เทาของคาคงท่ีการปลอยของพอรินดั้งเดิม 
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ABSTRACT 

 

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

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

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

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

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

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

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

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

chitohexaose. Data obtained from liposome swelling assays confirmed that VhChiPW136A 

and VhChiPW136F mutants showed decreased the rate of chitohexaose permeation through 

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

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

บทนํา 
 

1.1. ความสําคัญและท่ีมาของปญหาการวิจัย 

ไคติน (chitin) เปนชีวโพลีเมอรสายตรงประกอบดวยน้ําตาลหนวยยอย ๆ ของ N-acetylglucosamine มาเรียงตอ

กันดวยพันธะไกลโคลซิดิกแบบ β1→ 4 ดังรูบที่ 1.1 

 

 
 

รูปที่ 1.1 โครงสรางของไคตนิโพลีเมอร (แหลงที่มา: http://www.scottsmithonline.com/interests/ 

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

 

ไคตินจัดเปนองคประกอบโครงสรางภายนอกที่สําคัญของสิ่งมีชีวิตชั้นต่ําตาง ๆ ไดแก กุง ปู แมลง และ

องคประกอบหลักของเสนใยเชื้อราเกือบทุกชนิด ไคตินเปนชีวโพลีเมอรที่มีปรมิาณมากที่สุดเปนอันดับที่สองรอง

จากเซลลูโลสโดยมีการประมาณปริมาณของไคตินที่มีการผลิตในโลกนี้มากถึง 1010 ถึง 1011 ตันตอป (Zobell CE 

and Rittenberg SC, 1937) ดังนั้นจึงไดมีความสนใจในการศึกษาวิจัยเพ่ือนําไคตินไปใชใหเกิดประโยชนทั้ง

ทางดานการแพทย การเภสัชกรรม การโภชนาการ การเกษตรกรรม การบําบัดน้ําเสีย และอื่น ๆ ในระบบ

นิเวศนวิทยาทางทะเล ไคตินถูกยอยสลายไดตามธรรมชาติโดยแบคทีเรยีในทะเลแฟมิลี Vibrionaceae ทําใหไมมี

การสะสมของไคตินในทองทะเล การนําแบคทีเรยีนี้มาชวยสลายกากไคตินจะชวยลดปริมาณของเสียที่เปนผลิตผล

ขางเคียงจากโรงงานอุตสาหกรรมการผลิตและแปรรูปอาหารอาหารทะเลแชแข็งและอาหารทะเลอัดกระปอง ท่ี

ปลอยกากไคตนิที่ไมยอยสลายใหสรางปญหามลภาวะกับสิ่งแวดลอมตามแนวชายฝงทะเลได ดังนั้นจึงมีงานวิจัยท่ี

เก่ียวของกับการพัฒนาการยอยสลายไคตินเพ่ือนําผลิตผลที่ไดไปใชใหเกิดประโยชนทั้งในแงของการประหยัด

คาใชจาย ปฏิกิรยิาเกิดขึ้นไดรวดเร็วและสมบูรณและไมกอใหเกิดสารพิษตกคางหลังปฏิกิริยาการยอยสลายใน

ธรรมชาติ ไดมีการนําเสนอวาหนวยยอยที่ไดจากการสลายไคตินโดยแบคทีเรีย เชน Vibrio sp. สามารถใชเปนสาร

ตั้งตนเพื่อผลิต pharmaceutically-active compounds เชน สารกลูโคซามีนมฤีทธิ์ชวยลดอาการไขขอและ

อาการขอเสื่อม สารไคโตโอลิโกแซคคารไรดมีฤทธ์ิในการตานการเติบโตของมะเร็ง หรือมีคุณสมบัติชวยสมาน

บาดแผลและการฟนฟูของเนื้อเย่ือที่ถูกทําลาย นอกจากนี bioconversion ของไคตินโดยแบคเทีย Vibrio ยังม ี

potential สูงในการผลิต bioenergy/biodiesel-active compounds ถาปรับสภาวะที่เหมาะสม ขบวนการ 

recycle ของไคตินจะเกิดประโยชนมหาศาลในเรื่องของแหลงพลังงานทดแทนเพราะไคตินมีปริมาณมากไมจํากัดใน

ระบบนิเวศนวิทยาทางทะเล มีผูเสนอความคดิการสราง biodiesel จากไคตินมาแลว  (Science Daily, August 5, 
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2005; Rezaei et al., 2007 และ Eijsink et al., 2008) โมเดลในการใชเทคนิค microbial fuel cells ในการ

กระแสไฟฟาจากการหมักและยอยไคตินแสดงในรปูที่ 1.2 

 

 
 

รูปที่ 1.2 โมเดลการใชแบคทีเรยียอยสลายไคตินเพื่อการผลิต biogas (ดัดแปลงจาก: Kelly and Dworjanyn, 

Scottish Association for Marine Science, 2008 ) 

 

ดังที่ไดกลาวไวแลวแบคทีเรียกลุม Vibrio เปนแบคทีเรยีที่มีความเหมาะสมในการนําใชในกรรมวิธีการสลายไคติน

เนื่องจากเปนแบคทีเรียในทะเลที่ใชไคตินเปนแหลงคารบอนและไนโตรเจนอยูแลว มีงานวิจัยระดับพื้นฐานโดย 

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

Roseman, 2004) ไดทําการศึกษาวิถีเมทาบอลิซึมของการสลายไคตินโดยเชื้อ V. furnissei โดยใหแนวคิดวาการ

สลายไคตินโดยแบคทีเรยี Vibrio เก่ียวของกับ signaling cascade ที่ซับซอนและตองการกลุมของเอนไซมหรือ

โปรตีนหลายชนิดมาทํางานรวมกันอยางเปนลําดับ โดยข้ันตอนอาจสรุปไดดังนี้คือ (1) การเกาะติดของไคตินบนผิว

ของแบคทีเรีย (2) การสลายไคตินโดยไคติเนส (3) การขนสงไคตินโอลิโกแซคคารไรดเขาสูเซลล และ (4) เมทาบอลิ

ซึมของน้ําตาล GlcNAc เพื่อสรางเปนพลังงานใหแกเซลลในที่สุด (รูปที่ 1.3) 
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รูปที่ 1.3 แสดงวิถีการสลายไคตินโดยแบคทีเรยี Vibrio harveyi (Hjerde et al., BMC Genomics, 2008; 

Suginta et al., PLoS One, 2013) 

 

จากรูปที่ 1.3 ขั้นตอนของการเกาะติดของไคตินเกิดผาน chemotaxis protein บนผิวเซลลดานนอกของแบคทีเรีย 

หลังจากนั้นแบคทีเรียจะหลั่งเอนไซมไคติเนสออกมายอยสลายสายไคตินใหเปนสายสั้น ๆ น้ําตาลหนวยเดี่ยวหรือ

หนวยคูสามารถผานเขาเซลลโดย general diffusion porin สวนน้ําตาลสายยาว เชน GlcNAc3-6 จะผานเขาเซลล

ผานชองไคโตพอรินหรือชองจําเพาะที่เรยีกวา chitooligosaccharide-specific porin หรือ ChiP (Keyhani et 

a., 2000) หลังจากนั้นน้ําตาลสายยาวจะถูกยอยดวยเอนไซม N-acetylglucosaminidases (GlcNAcases) ที่อยูใน 

periplasm ไดน้ําตาลหนวยคูหรือหนวยเดียวซึ่งผาน GlcNAc permease  หรือ GlcNAc2 ABC transporter 

บางสวนของน้ําตาลจะ deacetylate ดวยเอนไซม deacytylase เปน GlcN ที่ถูกสงเขาสูไซโตพลาสซึมโดย GlcN 

transporter ในไซโตพลาสซึมน้ําตาลนี้จะถูก phosphorylate แลวถูกเปลี่ยนเปน fructose-6-phosphate หรือ 

acetate และ NH3 

 

ในการศึกษากอนหนานี้ ผูวิจัยไดทําการศึกษาคณุสมบัติการใชไคตินของเอนไซมไคติเนสและเอ็น-อะซิทิลกลูโคซา

มินิเดส จากเชื้อ V. harveyi สายพันธุ 650 ไวอยางละเอียด (Suginta et al., 2000; 2004; 2005; 2007; 2009; 

2010 และ Songsiriritthigul et al., 2008) ในสวนของไคโตพอรินผูวิจัยไดทําการศกึษาคุณสมบัติการสรางชองพอ

รินและการนําอิออนผานเขาออก นอกจากนี้ยังไดทํางการทดสอบการนําเขาดวยวิธี high-time resolution BLM 

measurements และ liposome swelling assay พบวาไคโตพอรินมีคณุสมบัติเปนชองท่ีจําเพาะตอน้ําตาลไคโต

โอลิโกแซคคารไรดหรือ chitooligosaccharide-specific channel (Suginta et al., PLoS One, 2013) และมี

อัตราการนําเขาของสารสูงกวาชองพอรินอ่ืนในระดับมากถึง 100,000 เทา โดยชองไคโตพอรินที่ศกึษาอยูเปน 
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sugar-specific channel ที่วองไวที่สุดเทาที่มีรายงานมา (Suginta et la., under review by J Biol Chem) 

ขอเสนองานวิจัยนี้เปนการศึกษาตอยอดถึงอิทธิพลของกรดอะมิโนวงแหวนคือ Trp136 รูปที่ 1.4 ที่พบอยูท่ีกลาง

ชองพอรินวานาจะเปนตัวกําหนดการผานของอิออนและไคโตโอลิโกแซคคารไรดผานชองไคโตพอริน  

 

 
 

รูปที่ 1.4 โครงสรางทํานายของชองไคโตพอรินของ V. harveyi ที่มี Trp136 อยูที่บรเิวณผิวดานบนกลางชองพอริน  

 

ดังนั้นองคความรูที่ไดรับจากงานวิจัยนี้จะนําไปสูการเขาใจกลไกการสงผานน้ําตาลไคโตโอลิโกแซคคารไรดที่เซลล 

Vibrio จะนําไปเมทาบอไลทใหไดสารตัวกลางที่สามารถนํามาประยุกตใชทางดานการแพทย เภสัชกรรมและ

เทคโนโลยีชีวภาพตอไป   

 

1.2. วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

1. ทําการผลิตโปรตีนกลายพันธุไคโตพอรินจากแบคทีเรียในทะเล V. harveyi ในระบบ E. coli 

2. ทําการศึกษาผลของกรดอะมิโนกลายพันธุ Trp136 ที่เปลี่ยนไปเปน Ala หรือ Phe ตอการผานของอิ 

    ออนสูชองไคโตพอรินโดยเทคนิค Planar Lipid Reconstitution Technique 

3. ทําการศึกษากลไกและจลนพลศาสตรของการแพรผานของไคโตโอลิโกแซคคารไรดเขาชองไคโตพอริน 

   กลายพันธุเทียบกับไคโตพอรินดั้งเดิม 

 

1.3. ขอบเขตของการวิจัย 

ผูวิจัยไดทําการโคลนยีนไคโตพอรินและทดสอบความสามารถในการแสดงออกในระบบ E. coli และศึกษาหนาที่ใน

การขนสงอิออนและน้ําตาลไคโตโอลิโกแซคคารไรดผานชองพอรินไวอยางละเอียดแลว (Suginta et al, PLoS 

One, 2013 และ Suginta et al, Under review by J Biol Chem) โครงการวิจัยนี้จึงเปนงานวิจัยตอยอดจาก

โครงการวิจัยที่ผานมาโดยมีขอบเขตคือ 1) ทําการสรางยีนกลายพันธุที่มีกรดอะมิโนที่สําคัญในการกําหนด

คุณสมบัติของชองพอริน Trp136 เปลี่ยนไปเปน Ala  (mutant W136A) และ Phe (mutant W136F) โดยวิธี 

site-directed mutagenesis; 2) ทําการผลิตโปรตีนกลายพันธุในระบบ E. coli (DE3) Omp8 Rosetta และการ

ทําบรสิุทธิโ์ปรตีนโดยวิธีทางโครมาโตกราฟฟ; 3) ทําการศึกษาคุณสมบัติการสรางชองเดี่ยวของไคโตพอรินโดย
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เทคนิค Planar Black Lipid Membrane (BLM) Reconstitution Technique เพื่อดูคาการนําอิออนของชองพอ

รินเดี่ยวและศึกษาผลของการเปลี่ยนกรดอะมิโนนี้ตอการเปด-ปดของชองไคโตพอรนิ; 4) ทําการศึกษา

จลนพลศาสตรของการแพรผานของไคโตโอลิโกแซคคารไรดชนิดตาง ๆ เขาชองไคโตพอรินกลายพันธุเทียบกับพอ

รินดั้งเดิม; และ 5)  ทําการรวบรวมขอมูลเพ่ือเขียนรายงานการวิจัยและตีพิมพในวารสารนานาชาติ 

 

1.4. ประโยชนท่ีไดรับจากการวิจัย 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากงานวิจัยนี้ม ี4 ประการหลักคือ 

1. เปนองคความรูในการวิจัยเนื่องจากงานวิจัยนี้เปนงานวิจัยที่ยังไมมีผูใดดําเนินงานมากอนจึงคาดวา 

ผลสัมฤทธ์ิ จากการวิจัยจะสามารถตีพิมพเผยแพรในวารสารนานาชาติที่มี impact factor สูงไดอยาง 

นอย 1 เรื่อง  

2. การเผยแพรในรูปโปสเตอรหรือการบรรยายในที่ประชุมระดับชาติอยางนอย1 ครั้ง 

3. เปนการสรางนักวิจัยรุนเยาวผานหลักสูตรบัณฑิตศกึษาของสาขาวิชาชีวเคมีและสาขาวิชาเคมี ของ 

 มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีโดยเทคโนโลยีที่จะนํามาใชในงานวิจัยจัดเปนความเชี่ยวชาญเฉพาะทาง  

 ระดับสูงที่มีการถายทอดนอยมากในสถาบันการศึกษาอ่ืนในประเทศไทย 

4. องคความรูที่ไดเปนการคนควาวิจัยเก่ียวกับแนวทางการพัฒนากระบวนการสลายไคตินโดยวิธีทาง 

  ชีวภาพ เชน การผลิตสารกลูโคซามีนและไคโตโอลิโกแซคคารไรดที่มีฤทธิ์ทางยา การทดลองสราง biogas  

  จากการไคตินโดยแบคทีเรยีในกลุม Vibrio ซึ่งเปนการประยุกตในเชิงพลังงานทดแทนพรอมกับการจัดการ 

  สิ่งแวดลอมแบบสะอาดในเวลาเดียวกัน 

หนวยงานที่จะนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน 

1. หนวยงานภาครัฐที่เก่ียวของกับการเกษตรและการพลังงาน เชน หนวยงานในสังกัดของกระทรวง 

   เกษตร และสหกรณ กระทรวงวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีและกระทรวงพลังงาน  

2. หนวยงานของรัฐและเอกชนที่รับผิดชอบเกี่ยวเก่ียวกับการกําจัดมลภาวะที่เกิดขึ้นกับสิ่งแวดลอม เชน  

   หนวยงานในสังกัดของกระทรวงธรรมชาติและสิ่งแวดลอม 

3. หนวยงานในระดับมหาวิทยาลัยตาง ๆ ที่ตองการคนควาเก่ียวกับงานวิจัยที่ผูวิจัยกําลัง 

   ศึกษาอยูมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีเนื่องจากงานวิจัยนี้จะเปนสวนหนึ่งของการสอนการวิจัยและ 

   การผลิตบัณฑิตศกึษาในระดับปริญญาโทและเอกของสาขาชีวเคมี สํานักวิทยาศาสตรของม. เทคโนโลยี 

   สุรนารี 
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บทท่ี 2 

วิธีดําเนินการวิจัย 
2.1. การสรางโปรตีนกลายพันธุ VhChiP 

ทาํการกลายพันธุกรดอะมิโน Trp136 ที่ตําแหนงกลางชอง VhChiP โดยเทคนิค PCR-based site-directed 

mutagesis สวนดีเอ็นเอตนแบบที่ใชคือยีน ChiP ที่โคลนเขาไปใน pET23d(+) vector ไวแลวในการศึกษาอ่ืน 

(Suginta et al., PLoS One, 2013) โดยเรียก construct ที่ไดวา pET23d(+)/VhChiP สวนคูโอลิโกนิวคลีโอ

ไทดไพรเมอรที่ออกแบบการกลายพันธุแสดงในตารางที่ 2.1 

 

ตารางที่ 2.1 แสดงลําดับของโอลิโกนิวคลีโอไทดที่ใชสรางโปรตีน VhChiP กลายพันธุ 

โปรตีนกลายพันธุ ลําดับของโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 

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

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

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

(R) 5’-gcaccaccgatagcaccacctgcgtcgtaaacatcacctagacc-3’ 

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

(R) 5’-gcaccaccaatcgcaccaccaaagtcgtaaacatcgcctagacc-3’ 

   หมายเหตุ นิวคลีโอไทดที่ขีดเสนใตคือสวนที่เปลี่ยนเพ่ือสรางกรดอะมิโนที่กลายพันธุ 

 

เมื่อทําการออกแบบไพรเมอรที่ตองการแลวทําการกลายพันธุยีนดวยเทคนิค PCR-based site-directed 

mutagenesis ตามวิธี QuikChange Site-Directed Mutagenesis protocol ของ Stratagene หลังจากทําการ

ยอยดีเอ็นเอแมดวยเอนไซม DpnI แลวทําการนําพลาสมิดที่มีแตยีนกลายพันธุเขาไปในเชื้อ E. coli XL1-Blue 

หลังจากนั้นทําการสกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากโคโลนีท่ีไดโดยใช QuickClean II Plasmid Miniprep Kits 

(GenScript, Piscataway, NJ, USA) แลวนําพลาสมิดที่มียีนกลายพันธุที่ใหชื่อวาpET23d(+)/VhChiPW136A 

และ pET23d(+)/VhChiPW136F   เขาสู E. coli DH5α เพ่ือเพิ่มจํานวนรีคอมบิแนนทพลาสมิด ทําการสกัด 

พลาสมิดอีกครั้งแลวทําการตรวจสอบความถูกตองของยีนกลายพันธุทั้งสองสายดีเอ็นเอโดยวิธี automated DNA 

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

 

2.2. การศึกษาการแสดงออกและการทําบริสุทธิ์โปรตีน  

นํารีคอมบิแนนทพลาสมิด pET23d(+)/VhChiPW136A และ pET23d(+)/VhChiPW136F เขาสูเซลล E. coli 

BL21 (DE3) Omp8 Rosetta โดยวิธี CaCl2 เซลล E. coli สายพันธุนีไ้ดผานการทํา gene knockout ทําใหยีนพอ

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

ศึกษาการผลิตชองพอริน VhChiP เพราะเซลลนี้ไมสามารถสรางพอรินอื่น ๆ ได ข้ันตอนในการศึกษาการแสดงออก 

การสกัดและการทําบริสุทธ์ิโปรตีนดั้งเดิมและโปรตีนกลายพันธุมีดังนี้ 
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• การเหนี่ยวนําการแสดงออกของยีน VhChiP  

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

µg/mL Amp ในตูบมที่ 37º เปนเวลา 16 ชั่วโมง 

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

เขยาในตูเขยาดวยความเร็วรอบ 250 rpm เปนเวลา 16 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 37° 

3. ถายเชื้อลงในอาหารเหลว LB/Amp ปริมาตร 9x350 mLในเตรียมใน flask ขนาด 1 L แลวปรับคา 

OD600 ใหเทากับ 0.1 ทําการเลี้ยงเชื้อตอที่อุณหภูมิ 37° จนเซลลมีการเจริญเตบิโตถึงชวง mid-log 

phase ทําการตรวจคา OD600 ใหเทากับ 0.5-0.8 

4. เติม IPTG ใหไดความเขมขนสุดทายเปน 0.4 mM เพื่อเหนี่ยวการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนVhChiP 

ทําการเลี้ยงเชื้อตอเปนเวลา 6 ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิ 37° 

5. ปนเก็บเซลลท่ีความเร็ว 4,500 rpm เปนเวลา 15 นาที ตั้งอุณหภูมิในการปนท่ี 4º 

6. เก็บเซลลที่ในสวนตะกอน ไวที่ -20° 

• การสกัดโปรตีน VhChiP จากผนังเซลลแบคทีเรีย E. coli BL21 (Omp8) Rosetta 

- การสลายเซลล 

1. ทําการละลายเซลลดวยอัตราสวน 1 g ของน้ําหนักเซลลเปยกตอ 10 mL ของ lysis buffer (20 mM 

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

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

10 mL ของบัพเฟอร 

3. สลายเซลลดวย French Press homogenizer 

4. เติม 20% (w/v) SDS ปริมาตร 1 mL ตอ 10 mLของ cell suspension ที่เตรยีมได บมสารละลาย

เซลลที่ 60° เปนเวลา 1 ชั่วโมง เขยาเบา ๆ 

5. ปนเก็บสวนตะกอนที่ไดจากการปนท่ีความเร็วรอบ 22,000 rpm ที่ 4° เปนเวลา 60 นาที  

- การเตรียมการสกัดดวย SDS 

1. ลางตะกอนดวย 20 mM phosphate buffer, pH 7.4 เพื่อกําจัด SDS ที่หลงเหลืออยู 

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

mL ตอ 1 g ของตะกอน 

3. บดตะกอนดวย Potter-Elvehjem homogenizer จนไมเห็นกอนตะกอนหลงเหลืออยู 

4. บมสารละลายตะกอนที่ 37° เปนเวลา 1 ชั่วโมง เขยาเบา ๆ ขณะบม 

5. ปนเก็บตะกอนที่ความเร็วในการปน 40,000 rpm ที่ 4° เปนเวลา 40 นาที 

- การสกัดและการละลาย 

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

mL ตอ 1 g ของตะกอน 

2. บดตะกอนดวย Potter-Elvehjem homogenizer ใหละเอียดจนไมเห็นตะกอนหลงเหลืออยู 

3. บมสารละลายตะกอนที่ 37° เปนเวลา 1 ชั่วโมง เขยาเบา ๆ ขณะบม 

4. ปนเก็บตะกอนที่ความเร็วในการปน 40,000 rpm ที่ 20° เปนเวลา 40 นาที 
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5. ละลายตะกอนดวย 3% (v/v) octyl-POE ในสารละลายบัพเฟอร 20 mM phosphate, pH 7.4 

สวนที่ละลายประกอบดวย “VhChiP” 

 

 2.3. การตรวจความถูกตองของการสรางโปรตีน VhChiP ดวยวิธี immunoblotting 

ทําการแยกโปรตีนพอรนิที่ผานการทําบริสุทธ์ิปริมาณ 2 µg ดวยวิธี SDS-PAGE ที่ประกอบดวย 12% อะคริลาไมด

และ 8M urea โดยระบบของ Laemmli (Laemmli, 1970) แลวยอมแถบโปรตีนดวยสี Coommassie blue 

หลังจาก destain ทําการตัดแถบโปรตีนดวยใบมีดโกนสะอาดออกจากเจลแลวทําการ emulsify โปรตีนดวย 50 

uL ของ Freund’s complete adjuvant (Pierce) แลวนําไปฉีดเขากระตายเพื่อการผลิต polyclonal 

antiserum นําแอนติบอดีที่ไดมาทดสอบความสามารถในการจับกับโปรตีน ChiP ปริมาณ 5 µg โดยการทํา  

Immunoblotting ทําการตรวจหาปฏิกิริยาการจับแบบจําเพาะระหวาง แอนติเจนและแอนติบอดีดวยวิธี 

enhanced chemiluminescence (ECL, Amersham Pharmacia Biotech) โดยใชอตราสวนการเจือจาง

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

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

 

2.4. การศึกษาคุณสมบัติการสรางชองของรีคอมบิแนนท VhChiP กลายพันธุโดยเทคนิค Black Lipid 

Membrane (BLM) Reconstitution Technique 

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

ของชองพอรินบนฟอตโฟลิปดเมมเบรนดวยการเหนี่ยวนําดวยความตางศักยไฟฟาที่มีคาไมเกิน 200 mV 

องคประกอบของ BLM set-up แสดงใหเห็นในรูปที่ 2.1 จากรูป BLM set-up จะตองอยูภายในกลองฟาราเดยที่

ปองกันการรบกวนจากกระแสไฟฟาหรือคลื่นไฟฟาจากภายนอกระบบ เพื่อสามารถวัดกระแสอิออนในระบบที่มี

ระดับระดับต่ํามาก ๆ โดยกระแสที่เกิดขึ้นเกิดจากการเคลื่อนที่ของอิออน เชน K+ หรือ Cl- ในอิเลคโตรไลท ผาน

ชองพอรินที่ฝงอยูบนเมมเบรนที่คั่นระหวาง chamber ดาน cis และ trans การเคลื่อนที่ของอิออนที่สามารถ

ตรวจวัดดวยอิเลคโทรดที่มีสองขั้ว ดานหนึ่งคอืขั้วลบและอีกดานหนึ่งเปนขั้วบวก ซึ่งจะแปลงรูปเปนกระแสไฟฟา (I) 

ที่ระดับ pA โดยคากระแสที่วัดจะแปรผันโดยตรงกับความปริมาณอิออนที่เคลื่อนที่ผานชองพอริน VhChiP 
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รูปที่ 2.1 องคประกอบของ BLM set-up ที่ใชศึกษาการแพรผานของสารผานชองพอริน 

 

การทดลองนี้ทําการตรวจหาคุณสมบัติของ VhChiP ที่เตรียมไดจากหัวขอ 2.1 โดยวัดหาคา single ion 

conductance โดย Montal-Mueller BLM technique มีขั้นตอนดังนี้  

1. ทาํการประกอบแผนเทฟลอน (Teflon) ที่มีความหนา 15 micron และมีรูขนาด 100-200 micron กับ 

cuvette เขาดวยกัน แผนเทฟลอนจะแยก chamber ออกเปนสองสวนคือ สวน cis และสวน trans โดยเรียก

อิเลคโทรดดาน cis วาเปน working electrode สวนอิเลคโทรดดาน trans เปน reference electrode ดัง

แสดงในรูปที่ 2.2 

 

 
 

รูปที่ 2.2 องคประกอบของ BLM cuvette ท่ีมีแผนเทฟลอนที่เจาะรูตรงกลางขนาด 50-100 micron กั้นระหวาง

ชองใสสารละลายดาน cis และดาน trans   

 

2. หยด 1% (v/v) hexadecane ที่เตรียมใน n-hexane ที่ตรงกลางของแผนเทฟลอนที่มีรูทั้งสองดานโดยใชทิป

ที่เสียบทอพลาสติกยาวประมาณ  2  cm สําหรับไมโครปเปตขนาด 20 uL ทิ้งแผนเทฟลอนไว 5-10 นาที จน

ตัวทําละลายระเหยหมด  

3. เติมสารละลายบัพเฟอรที่ประกอบดวย 1 M KCl/20 mM HEPES, pH 7.4 ปริมาตร 2.5 mL ลงใน 

chamber ทั้งสองดาน 

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

ความเขมขน 5 mg/mL ที่เตรียมในตัวทําละลาย n-pentane และหยดปริมาตร 2-3 uL ลงในแตละดานของ 

chamber ทิ้งใหไขมันกระจายตัวดีประมาณ 10-15 นาที 

5. ทาํการสราง planar lipid membrane ดวยการไปเปตสารละลายไขมันดาน CIS ขึ้นลงเบา ๆ 

6. ใหความตางศักยไฟฟาที่คาตาง ๆ เชน ±50 ±100 ±150 และ ±200 mV ระบบควบคมุความตางศักยไฟฟา

คือ Axopatch 200B amplifier โดยใช voltage-clamp mode ถาเมมเบรนไมขาด ท้ิงใหเมมเบรนคงที่อีก

ประมาณ 5-10 นาที 

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

8.0 ลงในดาน CIS ของ chamber ไปเปตข้ึนลงเบา ๆ 
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8. ให applied voltage ที่ ±50 mV รอจนมีกระท่ังมีการแทรก (insert) ของชองพอรินเดี่ยว บันทึกคากระแสท่ี

ไดที่ ±50, ±100, ±150 และ ±200 mV ที่คา output gain (α) = 10 และใช four-pole low-pass Bessel 

filter ที่ 10 mHz 

9. ทาํการวิเคราะหผลการทดลองหาคา single channel conductance ตามกฎของโอหม 

   

2.5. การศึกษาการนําเขาของน้ําตาลไคโตโอลิโกแซคคารไรดผานชอง VhChiP โดยเทคนิค BLM 

ทําการไตเตรทชองพอรินเดี่ยวที่แทรกอยูในลิปดเมมเบรนที่เตรียมไดในหัวขอ 2.4  ดวยการเตมิสารละลาย

น้ําตาลไคโตเฮกซะโอส ความเขมขนตาง ๆ คือ 0.25, 1.25, 2.5, 5, 10 uM ดาน cis หรือดาน trans ของ 

chamber ปเปตเบา ๆ แลววัดคาการไหลของอิออนเปนเวลา 2 นาที ที่คาความตางศักย ±100 mV ถามีการผาน

ของนํ้าตาลเขาไปในชองพอรินจะเห็นการลดลงของกระแสเนื่องจากโมเลกุลของน้ําตาลเขาไปปดก้ันการเคลื่อนที่

ของอิออนเมื่อโมเลกุลของน้ําตาลเขาไปจับกับบริเวณ affinity sites ภายในชองพอรินทําใหคาเกิดการเปลี่ยนแปลง

ของการนําอิออนหรือ ion conductance ลดลง ดังนั้นสามารถคํานวณหาคาคงที่สมดุลของการจับหรือ 

Equilibrium binding constant (K, M-1) ไดตามสมการที่ 1 ดังขางลาง (Danelon et al., J Biol Chem, 2003)   

  

max c max c

max max

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

                       Eq. 1 

 

โดยที่คา Gmax คอืคา average conductance ของชอง VhChiP กอนทําการไตเตรท คา Gc คือคา average 

conductance ที่ความเขมขนของน้ําตาลเทากับ [c] คา Imax คากระแสเร่ิมตนที่เกิดการเปดของชองพอรนิเดี่ยวทั้ง

สามหนวยยอยกอนการไตเตรท คา Ic คือคากระแสท่ีลดลงจากการจับของน้ําตาลในชองพอรินที่ความเขมขน [c] 

คา K คือคาคงที่สมดุลของการจับในหนวย M-1  

สวนคาคงที่การจับหรือ on-rate constant หรือ kon ในหนวย M-1·s-1 คํานวณจากสมการที่ 2 ดังขางลาง 

kon = K·koff        Eq. 2 

และคาคงที่การปลอยหรือ off-rate constant หรือ koff ในหนวย s-1 หาจากสมการที่ 3 ขางลาง (Kullman et 

al., Biophys J, 2002)  

koff = 1/τc            Eq. 3 

 

2.6. การศึกษาอัตราการนําเขาของน้ําตาลไคโตโอลิโกแซคคารผานชอง VhChiP โดยวิธี liposome swelling 

assay 

• การเตรียม  multi-lamellar liposome  

1. ชั่ง 20 mg ของลิปด (soy bean azolectin) นํามาละลายดวย chloroform (Avanti)   ปริมาตร 1 mL 

ในหลอดทดลองขนาดใหญที่สะอาด ความเขมขนของสารละลายลิปดที่ไดเปน 20 mg/mL 

2. ปเปต  0.2 mL ลงในหลอดแกวที่มีฝาเกลียวปดได เอียงหลอดเปนมุม 45º และหมุนหลอดแลวพรอมกับ

เปาของเหลวเบา ๆ จนแหงดวยกาซไนโตรเจน N2(g)  

3. เติม 0.2 mL diethyl ether (analytical grade) เขยาเบา ๆ จนลิปดละลายดี ตั้งทิ้งไวใน fume hood 

ประมาณ 10 นาที 
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4. จุมสวนกนของหลอดลงในน้ําอุณหภูมิ 50° เอียงหลอดเปนมุม 45° และหมุนหลอดไปพรอม ๆ กับเปา

ของเหลวเบา ๆ จนแหงดวยกาซไนโตรเจน N2(g)  

5. ถายังมีกอนลิปดคางอยูใหทําการทดลองในขอ 3 และ 4 ซ้ําอีกครั้งหนึ่ง 

6. วางหลอดแกวที่เปดฝาใน dessicator แลวทําแหงอยางนอย 1 ชั่วโมงหรอืขามคืน 

7.  

• การเตรียม proteoliposome 

1. เติม 200 uLของสารละลายโปรตีนความเขมขน 20 ug/mL ในสารละลายบัพเฟอร 5 mM Tris/HCl, pH 

7.5/0.125% LDAO ทําการผสมลิปดและโปรตีนดวยการ vortex เบา ๆ (ปรับความเร็วในการเขยาไมเกิน 

600 rpm) ตอเนื่องเปนเวลา 30 นาที 

2. ทําการ sonicate หลอดเปนเวลา 30 วินาที  

3. ทําแหง proteoliposome ดวยเคร่ือง evaporator ที่ความดัน 65 mbar ที่อุณหภูมิอางเปน 50° 
4. ทําแหง proteoliposome ใน dessicator เปนเวลาอีก 1 ชั่วโมง  

• การเตรียม dextran-filled proteoliposome 

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

2. เติม 600 uLของสารละลาย dextran ในแตละหลอด แลวถือหลอดของผสมในแนวตั้ง ยืดแขนตรงแลว

เขยาหลอดดวยวิธีการยกแขนขึ้นลงระดับหัวไหล-เอว 3 ครั้ง 

3. บมหลอดสารละลาย proteoliposome/dextran ใน waterbath ที่อุณหภูมิ 30° เปนเวลา 30 นาที 

แลวเก็บหลอดไวในตูเย็น 4° 
• การหาคา isotonic solute concentration 

1. เตรียม 0.1 M stock solution ของสารละลาย raffinose 2 mL ละลายใหดีดวยการเขยาดวย vortex 

กรองสารละลายน้ําตาลดวย filtered disc ขนาด 0.45 micron 

2. เตรียมสารละลายน้ําตาล D-raffinose ปริมาตร 0.2 mL ความเขมขน 40, 50,60, และ 70 mM ใน 5 

mM Tris/HCl, pH 7.5 จาก stock solution ในขอ 1  

3. ปเปต 25 uLproteoliposome solution ลงใน 1-mL glass cuvette 

4. เติม 600 uL40 mM raffinose ลงใน cuvette เขยาทันทีเบา ๆ แลวรบีวัดการเปลี่ยนแปลงของคา 

OD500 ภายในเวลา 60 นาที  

5. ทําการทดลองซ้ํากับสารละลายน้ําตาล D-raffinose ที่ความเขมขน 50, 60, 70, และ 80 mM 

6. คํานวณอัตราการเปลี่ยนแปลงคา OD500 ของสารละลายน้ําตาลแตละความเขมขน ณ ชวงเวลา 60 วินาที 

ความเขมขนของน้ําตาลที่ใหคาการเปลี่ยนแปลง ≤ 0.01 ถือวาเปน isotonic concentration ใหใชความ

เขมขนนั้นเตรียมสารละลายยาปฏิชีวนะ ในการทดลองถัดไป 

• การวัดหาคา swelling rate ของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว 

1. เตรียมสารละลายน้ําตาลไคโตเฮกซะโอส ท่ีความเขมขนเทากับ isotonic solute concentration จาก 

0.1 M stock solution  

2. ปเปต 25 uLproteoliposome solution ลงใน 1-mL glass cuvette 

3. เติม 600 uL 40 mM raffinose ลงใน cuvette เขยาทันทีเบาแลวรีบวัดการเปลี่ยนแปลงของคา OD500 

ภายในเวลา 60 นาที       
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4. คํานวณหาคา swelling rate จากคาเฉลี่ย 3 ครั้ง หาคา relative swelling rate โดยใหคา swelling 

rate ของน้ําตาล arabinose มีคาเปน 100% 

5. สรางกราฟระหวางคา relative swelling rate กับน้ําหนักโมเลกุลของน้ําตาล เปรียบเทียบคาที่ไดกับคา

ของน้ําตาล D-arabinose 

 

 

บทท่ี 3 

ผลการทดลองและขอวิจารณ 
 

3.1. การออกแบบการกลายพันธุชองโปรตีน VhChiP 

จากการทํานายโครงสรางสามมิติของพอริน VhChiP พบวาโปรตีนนี้มีโครงสรางเปนชองแบบ β-barrel ท่ี

ประกอบดวยสายบีตา 16 สายมาเรยีงกันแบบ anti-pararell ภายในชองมีสวนของเกลียวอัลฟาสั้น ๆ แทรกอยู

ตามดวยหวง L3 ที่ย่ืนเขาไปตรงกลางชอง และพบแขนงขางของกรดอะมิโน Trp136 ที่บริเวณสวนตนของเกลียว

อัลฟายื่นเขามาบดบังสวนบนของชองพอรินดังแสดงในรูปที่ 3.1.A เมื่อพิจารณาจากตําแหนงที่อยูแลวคาดวา

กรดอะมโินนี้นาจะมีสวนกําหนดการไหลผานของอิออนและน้ําตาลไคโตโอลิโกแซคคารไรด ผูวิจัยจึงไดใชเทคนิค 

site-directed mutagenesis ทําการเปลี่ยนกรดอะมิโนที่ตําแหนง 136 จาก Trp ใหเปน Ala (รูปที่ 3.1B) และ 

Phe (รูปที่ 3.1C)  ผลการทํา site-directed mutagenesis สรางโปรตีนกลายพันธุ 2 ชนิดคือ  VhChiPY136A 

และ VhChiPY136F ที่มีคณุสมบัติของแขนงขางตางกัน โปรตีนที่เปลี่ยน Trp136 เปน Ala มีแขนงขางขนาดเล็กที่

ไมมข้ัีว สวนโปรตีนที่เปลี่ยน Trp136 เปน Phe มีแขนงขางเปนวงแหวนไมมีข้ัว   

 
รูปที่ 3.1 โครงสรางทํานายของชองพอริน VhChiP ที่แสดงตําแหนงของกรดอะมิโน Trp136 ในชองพอริน VhChiP 

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

 

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

ทําการตรวจสอบความถูกตองของการสรางโปรตีนกลายพันธุ ดวยวิธี automated DNA sequencing โดยหา

ลําดับนิวคลีโอไทดทั้งสองสายดีเอ็นเอ แลวนํารีคอมบิแนนทพลาสมิด pET23d(+)/VhChiP, pET23d(+)/VhChiPA 

และ pET23d(+)/VhChiPF ที่สกัดไดเขาสูเซลลเจาบานคือ E. coli สายพันธุ BL21(DE3) Omp8 โดน E. coli สาย

พันธุนีม้ีการ knockout ยีนพอรินหลายชนิดคือ OmpA OmpC OmpF และ LamB ดังนั้นเซลลนี้จึงเหมาะสําหรับ

ในการนํามาใชเปนเซลลเจาบานในการผลิตรีคอมบิแนนทพอริน VhChiP  
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เนื่องจากในขัน้ตอนการโคลนยีนไดใส signal peptide เขาไปในยีน ดังนั้นโปรตีนที่ E. coli ผลิตไดจะฝงอยูบน

ผนังเซลล  เมื่อทําการสกัดรีคอมบิแนนทโปรตีนออกจากผนังเซลลดวย 2% (w/v) SDS ตามดวย 3% (v/v) octyl-

POE  ในข้ันตอนการสกัดดวยดีเทอรเจนทนีจ้ะไดโปรตีนที่มีความบริสุทธิ์ระดับหนึ่ง หลังจากนั้นทําบริสุทธ์ิ

โปรตีนตอดวยวิธทีางโครมาโตรกราฟฟแบบแลกประจุบวกโดยใชคอลัมน Histrap SP HP (GE Healthcare) ขนาด

ความจุ 5 mL แลวทําการชะคอลัมนดวย 0-100% KCl พบวาโปรตีน VhChiP จับกับคอลัมนสามารถถูกชะออกมา

ที่ความเขมขนของเกลือ KCl ประมาณ 30%  

 
 

รูปที่ 3.2 การวิเคราะหรีคอมบิแนนทโปรตีน VhChiP ที่ผลิตโดย E. coli สายพันธุ BL21(DE3) Omp8  

A) การวิเคราะหดวย SDS-PAGE ที่ยอมแถบโปรตีนดวย Coomassie Blue  

B) การวิเคราะหทาง immunoblot ของตัวอยางในรปู B และตรวจหาการจับกันระหวาง antibody และ 

antigen โดยใช anti-VhChiP antiserum 

C)  การวิเคราะหทาง immunoblot ของตัวอยางในรปู B และตรวจหาการจับกันระหวาง antibody และ 

antigen โดยใช anti-OmpN antiserum 

ชอง: Std, standard proteins; 1, VhChiPWT; 2, VhChiPW136A; 3, VhChiPW136F 

 

เมื่อทําการวิเคราะหหาความบริสุทธ์ิของโปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE พบแถบโปรตีนเพียงแถบเดียว โดยโปรตีนกลาย

พันธุ VhChiPW136A และ VhChiPW136F (รูปที่ 3.2) ที่สกัดไดมนี้ําหนักโมเลกุลของหนวยยอยประมาณ 38 kDa 

ซึ่งตรงกับน้ําหนักโมเลกุลของหนวยยอยของ VhChiP ดั้งเดิม เมื่อทดสอบดวยวิธี immunoblotting พบวาโปรตนี 

VhChiP ทุกชองบนแผนเจลจับกับ anti-VhChiP antibody (รูปที่ 3.2B) นอกจากนี้ยังพบวาโปรตีน VhChiP 

ดั้งเดิมและโปรตีนกลายพันธุ ไมมีการ cross-react กับ anti-OmpN antibody (รูปที่ 3.2C) ผลการทดลองนี้

ยืนยันวาโปรตีนบริสุทธิ์ที่เตรียมไดทั้งสามตัวอยางคือชองพอริน VhChiP 

 

3.3. ผลของการกลายพันธุกรดอะมิโน Trp136 ตอคุณสมบัติการสรางชองพอริน  

ผลการทดสอบความสามารถในการสรางชองพอรนิโดยเทคนิค BLM พบวาชองพอรินเดี่ยวของ VhChiPWT  

VhChiPW136A และ VhChiPW136F สามารถแทรกเขาไปในฟอตโฟลิปดเมมเบรนและหนวยยอยท้ังสามเปดออก

ยอมใหกระแสของอิออนไหลผานท่ีคา 190 pA, 210 pA และ 180 pA ที่คาความตางศักย 100 mV ดังแสดงในรูป

ที่ 3.3 A, B, และ C ตามลําดับ จะเห็นวาคา conductance ของพอรินกลายพันธุ VhChiPW136A มีคาสูงกวาของ

พอรินดั้งเดิมอยางเห็นไดชัด ทั้งนี้เน่ืองจากการเปลี่ยนกรดอะมิโนจาก Trp เปน Ala ทําใหชองพอรินกวางข้ึน

เนื่องจากแขนงขางของ Ala มีขนาดเล็กกวาของ Trp ทําใหปริมาณกระแสอิออนไหลผานไดดีขึ้น สวนคา 

conductance ของพอรินกลายพันธุ VhChiPW136F มีคาต่ํากวาของพอรินดั้งเดิมเพียงเล็กนอย แสดงใหเห็นวา

การเปลี่ยนกรดอะมิโนจาก Trp ไปเปน Phe ที่มีความไมมีข้ัวเหมือน Phe ไมมีผลกระทบรุนแรงตอความสามารถ

ในการนําอิออนของชองพอริน VhChiP 
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รูปที่ 3.3 คุณสมบัติการนําอิออนชองไคโตพอรินที่ไดจากการวัดดวยวิธีเทคนิค BLM 

คากระแสที่ไดจากการวัดที่ความตางศักย 100 mV เปนกระแสที่ผานชองพอรินเดี่ยว A ชองพอริน VhChiPWT; B 

ชองพอรินกลายพันธุ VhChiPW136A; และ C ชองพอรินกลายพันธุ VhChiPW136F 

 

3.4. ผลของการกลายพันธุตอคาจลนพลศาสตรของการจับระหวางน้ําตาลและพอริน 

ในการทดลองตอมา ผูวิจัยไดทําการตรวจหาการเปลี่ยนแปลงของกระแสอิออนที่ไหลผานชองพอรินเดี่ยวขณะที่ถูก

ไตเตรทดวยน้ําตาลที่ความเขมขนตาง ๆ คอื 0.25, 0.5, 1.0 และ 5 uM รูปที่ 3.4 แสดงถึงการเกิด transiet 

blockage ของกระแสที่เวลาตาง ๆ ขณะที่โมเลกุลของน้ําตาลวิ่งผานชองพอริน การลดลงของกระแสเกิดจากการ

จับกันระหวางโมเลกุลของน้ําตาลกับ affinity sites ภายในชอง จากรูปจะเห็นวาน้ําตาลไคโตเฮกซะโอส ที่ความ

เขมขนต่ําที่สุดคือ 0.25 uM จะ block หนวยยอยที่หนึ่งของชองพอรินดั้งเดิมเปนหลัก สวนหนวยยอยที่สองจะถูก 

block เมื่อความเขมขนของน้ําตาลสูงข้ึนเปน 1.25-2.5uM และที่ความเขมขนของน้ําตาลท่ีใชในการไตเตรทเพ่ิม

เปน  5 uM พบวาหนวยยอยทั้งสามของพอรินดั้งเดิมถูก block โดยจํานวนของ blocking event เพ่ิมขึ้นตาม

ความเขมขนของน้ําตาลที่ใช (รูปที่ 3.4A) สวนโปรตีนกลายพันธุ VhChiPW136A มีการเพ่ิมขึ้นจํานวน blocking 

event แตน้ําตาล block เพียงหนวยยอยเดียวแมแตที่ความเขมขนสูงสุดของน้ําตาลที่ใชเปน 5 uM โดยไมพบการ 

block ของน้ําตาลที่หนวยยอยที่สองและหนวยที่สาม (รูปที่ 3.4B) สวพอรินกลายพันธุ VhChiPW136F มีรูปแบบ

การ block โดยน้ําตาลไคโตเฮกซะโอส คลายกับของพอรินดั้งเดิมคือระดับของการ block หนวยยอยเพ่ิมจากหนึ่ง

หนวยเปนสองและสามหนวยเม่ือความเขมขนของน้ําตาลเพ่ิมขึ้น (รูปที่ 3.4C) ผลการทดลองที่นาสนใจคือพบวาพอ

รินกลายพันธุ VhChiPW136A และ VhChiPW136F แสดงคาระยะเวลาที่น้ําตาลหลุดออกจากการจับที่ afiinity 

sites หรือเรียกระยะเวลาดังกลาววาคา residential time หรือ dwell time1 (τo) มีคานอยลงอยางเห็นไดชัด

จากคาฉลี่ยดั้งเดิม 6 ms เปน <1 ms ทําใหคา off-rate constant หรอื koff ของน้ําตาลกลายพันธุเพิ่มข้ึน

เนื่องจากคา off-rate constant แปรผกผันกับคา residential time ตามสมการที่ 3 
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รูปที่ 3.4. ผลของน้ําตาล ไคโตเฮกซะโอส ตอการแพรของอิออนผานชองพอริน  

การลดลงของของกระแส I (pA) แบบ transient เกิดจากการ block ชองพอรินเดี่ยวขณะที่น้ําตาลผานเขาสูชอง 

โดยทําการวัดที่ความตางศกัยไฟฟาเทากับ -100 mV โดยเสนประแสดงระดับของกระแสของหนวยยอยทั้งสาม

หนวย A. ชองพอริน VhChiPWT; B. ชองพอรินกลายพันธุ VhChiPW136A; และ C. ชองพอรินกลายพันธุ 

VhChiPW136F คา residential time หรอื τo แสดงดวยเสนขีดสีแดง  

 

การที่น้ําตาลไคโตเฮกซะโอส อุดชองพอรินเดี่ยวทําใหเกิดการลดลงของกระแสมากขึ้นตามความเขมขนของน้ําตาล

ที่ใชมากข้ึน เมื่อทําวิเคราะหหาคาเฉลี่ยของการนําอิออน และสรางกราฟระหวางคา average conductance ของ 

VhChiPWT กับคาความเขมขนของน้ําตาลมีลักษณะเปนเสนโคง hyperbola rectangular ดังแสดงในรปูที่ 3.5A 

ซึ่งแสดงการจับของน้ําตาลที่บริเวณ affinity sites เพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วในชวงความเขมขนของน้ําตาลนอย ๆ และ

การจับเขาสูจุดอ่ิมตัวที่ความเขมขนของน้ําตาล >2.5 uM การสราง curve fit โดยใชฟงกชัน non-linear ให

คาคงที่สมดุลของการจับ (K) ตามความสัมพันธุในสมการที่ 1 สวนกราฟการจับของน้ําตาลกับพอรินกลายพันธุ 

VhChiPW136A และ VhChiPW136F มีคาลดลงอยางมากและไมแสดงการอ่ิมตัวของการจับ ดังแสดงในรปูที่ 5 

แสดงใหเห็นวาการเปลี่ยนกรดอะมิโน Trp136 ที่ผิวดานบนของชองพอริน VhChiP มีผลกระทบตอคาการจับกับ

น้ําตาลสับสเตรทอยางชัดเจน 
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รูปที่ 3.5 กราฟแสดงการไตเตรทพอริน VhChiP ดวยน้ําตาล ไคโตเฮกซะโอส 

A. กราฟ non-linear และ B. กราฟ linear หรือ double reciprocal plot ของคาตาง ๆ ในรปู A ขอมูล 

BLM จากการวัดที่ความตางศักย -100 mV 

 

เมื่อทําการผันกลับคา average conductance และคาความเขมขนของน้ําตาลจะไดกราฟเสนตรงดังแสดงในรูปที่ 

3.5B ซึ่งกราฟนี้เปน linear transformation ของกราฟรูปที่ 3.5A เราสามารถหาคาคงท่ีสมดุลของการจับ (K) กัน

ระหวางน้ําตาลและชองพอรินไดโดยตรงจากจุดตัดบนแกน x โดยคา K ของโปรตีนกลายพันธุและโปรตีนดั้งเดิม

แสดงไวในตารางท่ี 3.1 

 

ตารางที่ 3.1.เปรียบเทียบคาจลนพลศาสตรการแพรของน้ําตาล ไคโตเฮกซะโอส ผานชองพอรินกลายพันธุกับคา

ของพอรินดั้งเดิม 

VhChiP 

variant 

คาทางจลนพลศาสตรของการจับ 

+100 mV -100 mV 

kon .106 

(M-1. s-1) 

koff .103 

(s-1) 

K 

(M-1) 

kon .106 

(M-1. s-1) 

koff .103 

(s-1) 

K 

(M-1) 

wt 55 0.25 220,000 105 0.15 700,000 

W136A 500 5 100,000 500 3.12 160,000 

W136F 544 1.7 320,000 142 0.43 330,000 

 

จากตารางที่ 3.1 พบวาคาคงที่สมดุลของการจับ (K) พบวามีคาลดลงทั้งขอมูลที่ไดจากการวัดที่ความตางศักย 

+100 mV และ -100 mV เมื่อพิจารณาที่คาความตางศักย -100 mV โดยคาคงท่ีการจับของพอรินกลายพันธุ 

VhChiPW136A และ VhChiPW136F ลดลงจากเดิมคือ 700,000 M-1 เปน 160,000 M-1 และ 330,000 M-1 

ตามลําดับ ผลการทดลองที่ไดรับจากการวัดที่ความตางศักย +100 mV ก็คลายคลึงกันแตผลกระทบของการกลาย

พันธุแตไมชัดเจนเทากับการวัดที่ -100 mV เมื่อพิจารณาคา on-rate constant (kon) พบวาคาของ 

VhChiPW136A เพ่ิมขึ้นประมาณ 5 เทาสวนของ VhChiPW136F เพิ่มเพียง 1.4 เทา สวนคา off-rate constant 

(koff) ของ VhChiPW136A เพ่ิมข้ึน 21 เทา และของ VhChiPW136F เพิ่มข้ึน 2.9 เทา การที่คา kon และ koff 

เพิ่มขึ้นหมายถึงจํานวนโมเลกุลของน้ําตาลเขาสูชองเพิ่มข้ึน (kon เพิ่ม) แตจับกับ affinity sites ภายในชองไดไมดีจึง

 

 

 

 

 

 

 

 



 17

หลุดออกจากชองไดงายขึ้น (koff เพิ่ม) เนื่องจากคา K = kon/koff ผลของการเปลี่ยนแปลงคา K ในเชงิลบจึงเกิดจาก

ปจจัยหลักคือการเปลี่ยนคา off-rate constant ผลการวิเคราะหคาทางจลนพลศาสตรบงบอกถึงความชอบในการ

จับลดลงนั่นเอง โดยการเปลี่ยนกรดอะมิโน Trp136 เปน Ala มีผลกระทบตอความชอบในการจับมากกวาการ

เปลี่ยนกรดอะมิโน Trp136 เปน Phe 

 

3.5. อัตราการแพรผานของน้ําตาลโมโนแซคคารไรดและโอลิโกแซคคารไรด 

การทดลองตอมาคือการตรวจหาอัตราการแพรผานหรอื permeation rate ของน้ําตาล ไคโตเฮกซะโอส ผานชอง

พอรินกลายพันธุโดยเทคนิค liposome swelling assay เทียบกับพอรินดั้งเดิม กราฟที่แสดงในรูปที่ 3.6 เปน

อัตราการแพรผานชองพอรินในลักษณะ bulk permeation โดยเกิดการแทรกตัวของพอรินในเยื่อเมมเบรนหลาย

ชั้นหรือ multilamella liposome เรียกไลโปโซมที่มีพอรินแทรกอยูวา proteoliposome ในการทดลองนี้หาคา

อัตราการแพรผานของน้ําตาลชนิดตางๆ เทียบกับอัตราการแพรผานของ D-arabinose ที่ใหคาเปน 100% 

เนื่องจากน้ําตาลนี้มีขนาดโมเลกุลเดี่ยวมีขนาดเล็กที่สุดจึงมีอัตราการแพรผานสูงสุดเสมอ  สวนอัตราการแพรของ

น้ําตาล D-raffinose (MW 504 ดาลตัน) มคีาเปนศูนยแสดงถึงน้ําตาลชนิดนี้ไมใชสับสเตรทของชองพอรินจําเพาะ

นี ้
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รูปที่ 3.6 แสดงอัตราการแพรของนํ้าตาล ไคโตเฮกซะโอส ผาน proteo-liposome ของพอริน VhChiP  

เปรียบเทียบอัตราการแพรผาน proteoliposome ที่เตรยีมจากพอรินกลายพันธุเทียบกับพอรินดั้งเดิม โดยใหอัตรา

การแพรของ arabinose ซึ่งเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวขนาดเล็กมากเปน 100% 

 

จากรูปที่ 3.6 จะเห็นวาคาอัตราการแพรของน้ําตาล ไคโตเฮกซะโอส ผานชองพอริน VhChiPW136A และ 

VhChiPW136F มีคาลดลงจากอัตราการแพรผานชองพอริน VhChiPWT โดยสังเกตุคาที่ลดลงในพอริน 

VhChiPW136A มากกวาพอริน VhChiPW136F  ผลการทดลองสอดคลองกับผลการวิเคราะหคาจลนพลศาสตรที่

แสดงในตารางที่ 3.1. ผลการทดลองที่ไดรับจากการทดลองนี้ยืนยันวาการเปลี่ยนกรดอะมิโน Trp136 ไปลดคา

อัตราการแพรของน้ําตาลไคโตเฮกซะโอส ผานชองพอริน VhChiP 
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บทท่ี 4 

บทสรุป 
4.1.สรุปผลการทดลอง 

ชองพอริน VhChiP ที่สกัดจากเย่ือเมมเบรนดานนอกของแบคทีเรียในทะเล Vibrio harveyi มีคุณสมบัติเปนชอง

จําเพาะตอน้ําตาลไคโตโอลิโกแซคคารไรด โดยมีความสามารถในการนําน้ําตาลไคโตเฮกซะโอสไดดีที่สุด ในการ

ทดลองน้ีผูวิจัยไดทําการศึกษาผลของการเปลี่ยนกรดอะมิโน Trp136 ที่บริเวณผิวสวนบนของชอง VhChiP การ

วิเคราะหดวยเทคนิค BLM และ liposome swelling assay พบวาการเปลี่ยนกรดอะมิโน Trp136 เปน Ala  (ชอง

พอรินกลายพันธุ VhChiPW136A) และ Phe (ของพอรินกลายพันธุ VhChiPW136F) ไปลดความสามารถในการ

นําอิออนและการจับของน้ําตาลไคโตเฮกซะโอสของชอง VhChiP pore ผลการทดลองที่ไดรับจากงานวิจัยใหขอมูล

วากรดอะมิโน Trp136 มีบทบาทสําคัญตอการควบคุมการนําอิออนและการนําน้ําตาลเขาสูเซลลผานชองพอริน 

 

4.2.ขอเสนอแนะ 

ไมม ี
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