
บทที่  3  

ระเบียบวิธีวจิัยและผลการทดลอง 

3.1 น้ํายาและสารเคมี 

3.1.1 BCA assay kit (Pierce, Rockford, USA) 
3.1.2 IEF pH gradient strip 7.3 cm. pH 3-10 (GE Healthcare, Sweden) 
3.1.3 น้ํายาและสารเคมีอ่ืน ๆ ใชของบริษัทตาง ๆ คือ Sigma (USA), Fluka (USA), GE Healthcare 

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

 น้ํายางจะเก็บจากข้ัวของลูกขนุนท่ีพบไดในเขตอําเภอเมือง จังหวัดนครราชสีมา โดยจะทําการเก็บ
เก็บใสในขวดแกวปากกวางท่ีสะอาด เม่ือเก็บเสร็จแลวจะนําน้ํายางมาเก็บไวท่ี -20 °C จนกวาจะนํามาใช 
 
3.3  การทําโปรตีนใหบริสุทธ์ิ  

   น้ํายางท่ีเก็บไดจากสวนข้ัวของลูกขนุน นํามาปนแยกดวยเคร่ือง high speed centrifuge หลังจากปน
นําสวนน้ําท่ีไดมา dialysis ดวย 25 mM sodium acetate buffer pH 4.5 แลวนําไปปนดวย high speed 
centrifuge จะไดสวนตะกอนแยกออกจากสวนน้ําใส นําสวนใสไปทําใหบริสุทธ์ิ (purify) ดวย cation 
exchange chromatography โดยใช step gradient salt elution ดวย NaCl ความเขมขน 0-0.5 M ใน 25 mM 
Tris-HCl pH 8.8 หลังจากนั้นนําสวนโปรตีนท่ีสกัดในความเขมขน NaCl เทากับ 0 M ไป purify ตอดวย 
anion exchange chromatography (Q sepharose) โดยใช step gradient salt elution ท่ีมีความเขมขนของ NaCl 
ในชวง 0-0.5 M ใน buffer 25 mM Tris-HCl pH 8.8 โปรตีนท่ีไดเม่ือแยกดวย 12.5% gel SDS-PAGE 
electrophoresis (Laemmli, 1970) พบวา fraction ของโปรตีน AMP48 ท่ีไดประกอบดวยแถบโปรตีน 
(protein bands) ท่ีมีน้ําหนักโมเลกุล (MW) 48 kDa  
 
3.2 การหาความเขมขนของโปรตีน  

   วิเคราะหความเขมขนของโปรตีนดวยน้ํายา BCA assay kit ซ่ึงมีวิธีการวิเคราะหดังนี้ นําสารละลาย 
โปรตีน 0.1 ml ผสมกับสารละลาย BCA working reagent 2 ml นําไป incubate ท่ี 37 C นาน 30 นาที หา
ความเขมขนโดยวัดคาดูดกลืนแสง (absorbance) ท่ี 562 nm โดยใช bovine serum albumin (BSA) เปน
โปรตีนมาตรฐาน   
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3.3 การหาลําดบักรดอะมิโนดวยเทคนิค N-terminal sequencing 

 โปรตีน spot ของ AMP48 ท่ีไดจาก 2D gel electrophoresis ท่ีไดรับการ blot ลง PVDF membrane 
แลวยอมดวย Coomassie brilliant blue R-250 นําไปหาลําดับกรดอะมิโนแบบ N-terminal sequencing ดวย 
Edman degradation method ผลการทดลองพบวาโปรตีนดังกลาวมีลําดับกรดอะมิโน 11 ตัวแรกจากปลาย N 
ของ polypeptide chain ดังนี้  

A-Q-E-G-G-K-D-D-D-G-G 
 

3.4 การหาขนาดของโปรตีนดวยเทคนิค Mass spectrophotometry 

ขนาดของโปรตีน AMP48 วิเคราะหดวย matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-fight 
(MALDI-TOF) mass spectrometry โดยใช sinapinic acid (SA) เปน MALDI matrix โดยทําการวิเคราะห ณ 
หนวยบริการของภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร ผลการ
ทดลองพบวา intact mass ของ AMP48 มีขนาด 48427.885 Da (รูปท่ี 1) 

 

 
รูปท่ี 1 Intact mass ของ AMP48 วิเคราะหดวย MALDI-TOF mass spectrometry 
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3.5 ศึกษาโครงสรางฑุติยภูมิ (secondary structure) ของโปรตีนออกฤทธ์ิดวยเทคนิค circular dichroism 
spectroscopy (CD spectroscopy) 

โครงสราง secondary structure หรือโปรตีน folding ของโปรตีน AMP48 ศึกษาโดยใชเทคนิค 
circular dichroism spectroscopy ดวยเคร่ือง Jasco J-715 spectropolarimeter (Japan) โดยใชโปรตีนความ
เขมขน 1 mg/ml ใช speed 20 nm/min, 2 nm bandwidth, 100 mdeg sensitivity, average response time of 2 s 
และ optical path length เทากับ 0.2 mm ผล CD spectrum แสดงในรูปท่ี 2 และทําการวิเคราะหขอมูลดวย 
K2D program (Andrade และคณะ, 1993) พบวาโปรตีนนี้ประกอบดวย α-helix ประมาณ 51%, β-sheet 9%  

 

 

 

รูปท่ี 2 CD spectrum ของโปรตีน AMP48 
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3.6 การออกฤทธิ์ตอไฟบริโนเจนของมนษุย (human fibrinogenolytic activity) 

 การออกฤทธ์ิในการยอยไฟบริโนเจนของมนุษย ของ AMP48 ศึกษาโดยการดัดแปลงวิธีการทดลอง
ของ Satake และคณะ (1963) ในปฏิกิริยาการทดลองประกอบดวย human fibrinogen (10 mg/ml) และ 4 μg 
ของโปรตีน AMP48 ต้ังท้ิงไวท่ีอุณหภูมิ 37 C เปนเวลา 2 ช่ัวโมง หลังจากนั้นหยุดปฏิกิริยาดวย 10% TCA 
นําหลอดทดลองไปปนท่ี 10,000 xg เปนเวลา 20 นาที  นําสวน supernatant ไปวัดหาความเขมขนของ 
peptide ท่ีถูกยอยออกมาไดโดยใช BCA assay kit ตัวควบคุมในการทดลองหรือ Blank คือปฏิกิริยาท่ีไมเติม
โปรตีน AMP48  
 1 unit ของ enzyme activity คือความเขมขนของ AMP48 ท่ีทําใหคาการดูดกลืนแสงท่ี A540 เพิ่มข้ึน 
0.01 ท่ี 37 C โดย specific activity มีหนวยเปน units/min/mg 
 
3.7 ผลของตัวยับยั้ง (inhibitors) และอิออนของโลหะ (metal ions) ตอ fibrinogenolytic activity 

ตัวยับยั้งชนิดตาง ๆ ท่ีจําเพาะตอ serine protease: phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF) และ 
soybean trypsin inhibitor (SBTI), cysteine protease: iodoacetic acid (IAA) และ HgCl2 และสําหรับ 
metalloproteases: ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) และ O-phenanthroline และ metal ions: Ca2+, 
Mg2+, Fe3+ และ Zn2+ ใชสําหรับศึกษาเพื่อหาชนิดของโปรติเอสสําหรับโปรตีน AMP48 รวมท้ังศึกษาถึงผล
ของ metal ions ตอ fibrinogenlytic activity ของเอนไซม ตามวิธีการทดลองในขอ 3.6 

ผลการทดลองถึงผลของตัวยับยั้ง metal ions ตอ fibrinogenolytic activity ของ AMP48 แสดงใน
ตารางท่ี 1 พบวาเอนไซมสามารถถูกยับยั้งการทํางานไดอยางมากดวยตัวยับยั้งสําหรับเอนไซมในกลุม serine 
protease และ metal ions ของโลหะบางชนิด เชน Fe3+ และ Zn2+ สามารถยับยั้งการทํางานของ AMP48 ได  
 
3.8 ผลของ pH และ อุณหภูมิตอ fibrinogenolytic activity  
 ผลของ pH ตอ fibrinogenolytic activity ของ AMP48 ศึกษาโดยการวัด activity ของเอนไซมใน
ปฏิกิริยาท่ี pH ตาง ๆ คือ ต้ังแต 3 ถึง 12 รวมท้ังศึกษาความทนของเอนไซมตอ pH ตาง ๆ โดยการ incubate 
เอนไซมไวท่ี pH ตาง ๆ เปนเวลา 24 ช่ัวโมง และทําการวัด fibrinogenolytic activity ตามวิธีในขอ 3.6 
 ผลการทดลองพบวา AMP48 มี pH optimum สําหรับ fibrinogenolytic activity ท่ี pH 8 และ
เอนไซมมีความคงทนตอ pH 7-10 โดยยังคงมี activity เหลืออยูมากกวา 80% เม่ือ incubate เอนไซมท่ี pH 
ตาง ๆ เปนเวลา 24 ช่ัวโมง (รูปท่ี 3) 
 ผลของอุณหภูมิตอ fibrinogenolytic activity ของ AMP48 ศึกษาไดโดยการวัด activity ของเอนไซม
ในปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิตาง ๆ คือ ต้ังแต 10 ถึง 95 C และศึกษาความคงทนของเอนไซมตออุณหภูมิตาง ๆ 
โดยการ incubate เอนไซมท่ีอุณหภูมิตาง ๆ เปนเวลา 4 ช่ัวโมงและทําการวิ fibrinogenolytic activity ตามวิธี
ในขอ 3.6 
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 ผลการทดลองพบวา AMP มี temperature optimum สําหรับ fibrinogenolytic activity ท่ีชวง
อุณหภูมิ 55-60 C เอนไซมนี้จะสูญเสีย activity เกือบท้ังหมดเม่ืออุณหภูมิสูงกวา 95 C เอนไซมมีความ
คงทนถึงอุณหภูมิ 50 C (รูปท่ี 4) 
  
ตารางท่ี 1 ผลของ inhibitors และ metal ions ตอ fibrinogenolytic activity ของโปรตีน AMP48 

Type of inhibitor and metal 
ion 

Inhibitor and metal ion 
Concentration 

(mM) 
Relative activity 

(%) 
 
None 

  
 

 
100 

Serine protease PMSF 
SBTI 

10 
1 

1  2 
16  3 

Cysteine protease Iodoacetic acid 
HgCl2 

10 
10 

109  4 
7  3 

Metalloprotease EDTA 
O-phenanthroline 

10 
10 

80  3 
50  2 

Metal ion Ca2+ 
Mg2+ 
Fe3+ 
Zn2+ 

10 
10 
10 
10 

105  2 
80  3 
13  3 
34  4 
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รูปท่ี 3 ผลของ pH (  ) และความคงทนตอ pH () สําหรับ fibringenolytic activity ของ AMP48  
 
 

 
 

รูปท่ี 4 ผลของอุณหภูมิ (  ) และความคงทนตออุณหภูมิ () สําหรับ fibringenolytic activity ของ AMP48  
 
 



 12

3.9 Subunit specific ตอ fibrinogenolytic activity ของ AMP48 

 ความจําเพาะของ AMP48 ตอการยอย subunit ของ human fibrinogen สามารถทําการศึกษาไดตาม
วิธีของ Rajesh และคณะ (2006) โดยการผสม human fibrinogen กับ AMP48 (ปริมาณ 1-32 μg) และ 
incubate ท่ี 37 C เปนเวลา 2 ช่ัวโมง หลังจากนั้นหยุดปฏิกิริยาดวย denaturing buffer (1M urea, 4% SDS 
และ 4% -mercaptoethanol ศึกษารูปแบบโปรตีนท่ีไดจากการยอย fibrinogen โดยแยกโปรตีนดวย 10% 
SDS-PAGE ยอมแผนเจลดวย Coomassie brilliant blue R 250  
 จากการทดลองพบวา เม่ือผสม human fibrinogen กับ AMP48 ท่ีปริมาณตาง ๆ พบวา AMP48 
สามารถยอย human fibrinogen ใหกลายเปน polypeptide ขนาดตาง ๆ ไดมากข้ึน และปริมาณของ human 
fibrinogenแตละ subunit จะมีขนาดลดลงตามปริมาณของ AMP48 ท่ีมากข้ึน (รูปท่ี 5.1) นอกจากนี้เม่ือศึกษา
ปฏิกิริยาการยอย human fibrinogen ดวย AMP48 ณ ชวงเวลาตาง ๆ (0 ถึง 240 นาที) พบวาเม่ือใชเวลานาน
ข้ึนเอนไซมสามารถยอย human fibrinogen ไดมากข้ึน (รูปท่ี 5.2) เม่ือเปรียบเทียบรูปแบบการยอย human 
fibrinogen ของ AMP48 กับ human plasmin พบวา AMPสามารถยอย  subunit ของ human fibrinogen ได
ดีท่ีสุด ตามดวย partial hydrolyze ตอ  และ  subunits สาย polypeptide ท่ีเปนผลิตภัณฑหลักจากการยอย 
คือ polypeptide ท่ีมีขนาดโมเลกุลประมาณ 33 และ 28 kDa สวน human plasmin สามารถยอยทุก subunit 
ของ human fibrinogen ไดดีและไดผลิตภัณฑหลักเปนสาย polypeptide ท่ีมีขนาดโมเลกุลอยูในชวง 42-45 
kDa และ 22-28 kDa (รูปท่ี 5.3) 
  
3.10 การออกฤทธ์ิตอกอนไฟบรินของมนุษย (fibrinolytic activity) 
3.10.1 ศึกษา fibrinolytic activity ของ AMP48 ดวยเทคนิค SDS-PAGE  
 กอนไฟบริน (fibrin clot) สามารถเตรียมไดโดยผสม human fibrinogen กับ CaCl2 และThrombin 
(0.25 NIH Units) ต้ังท้ิงไวใหแข็งท่ี 37 C เปนเวลา 20 นาที นํา fibrin clot ท่ีไดไปยอยดวย AMP48 ท่ี
ปริมาณต้ังแต 0 ถึง 32 g เปนเวลา 2 ช่ัวโมงท่ี 37 C หยุดปฏิกิริยาดวย denaturation buffer (1 M urea, 4% 
SDS และ 4% -mercaptoethanol) ศึกษาผลิตภัณฑท่ีไดจากการยอยโดยใช 7.5% SDS-PAGE ยอมแถบ
โปรตีนดวย Coomassie brilliant blue R 250 รูปแบบการยอย fibrin clot ของ AMP48 (4 g) จะเปรียบเทียบ
กับการยอยดวย human plasmin (2g)  
 ผลการศึกษาพบวา AMP48 สามารถยอย -chain และ -polymer (M.W. > 400 kDa)   ของ fibrin 
clot ไดอยางสมบูรณ (รูปท่ี 6) และยอย -chain และ -dimer ไดบาง ซ่ึงรูปแบบผลิตภัณฑท่ีไดจากการยอย 
fibrin clot ของ AMP48 มีความแตกตางกับ human plasmin (รูปท่ี 6) โดย human plasmin สามารถยอย 
fibrin clot ใหผลิตภัณฑหลักเปน polypeptide มีขนาดเล็กกวา 45 kDa สวน AMP48 ใหผลิตภัณฑหลักเปน 
polypeptide ขนาดเล็กกวา 40 kDa (รูปท่ี 6) 
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3.10.2 ศึกษา fibrinolytic activity ของ AMP48 ดวยเทคนิค  Fourier transform infrared (FT-IR) 
spectroscopy 
 Fibrinolytic activity ของ AMP48 ศึกษาไดดวยเทคนิค FTIR แบบ attenuated total reflectant 
(ATR-FTIR) spectroscopy โดยการนํา human fibrin clot ทําปฏิกิริยาการยอยดวย AMP48 (20g) ท่ี 
อุณหภูมิหอง ทําการวัดการเปล่ียนแปลงโครงสรางฑุติยภูมิของ fibrin clot ในชวง wavenumber 4000 ถึง 
600 cm-1 ใช resolution 4 cm-1 และ 64 scans ตอการวัด 1 คร้ัง ติดตามปฏิกิริยาการยอยตอเนื่องเปนเวลา 2 
ช่ัวโมง ผลการทดลองท่ีไดวิเคราะหดวยโปรแกรม OPUS 6.5 (Bruker, Germany) การทดลองใช human 
plasmin เปน positive control 
 ผลการทดลองของการศึกษา fibrinolytic activity ของ AMP48 แสดงในรูปท่ี 7 พบวาโครงสราง
ของฑุติยภูมิของ fibrin clot มีการเปล่ียนแปลงเม่ืองถูกยอยดวย AMP48 และ plasmin โดย ท้ัง -helix 
(1660 cm-1) และ-sheet (1638 cm-1) มีสัญญาณ IR ลดลงเม่ือเวลาท่ีใชในการยอยเพิ่มข้ึน 
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รูปท่ี 5 Fibrinogenolytic activity ของ AMP48 เม่ือใชเอนไซมท่ีความเขมขนตาง ๆ (5.1) เม่ือยอยท่ีเวลา        
ตาง ๆ (5.2) และเปรียบเทียบรูปแบบการยอยของ AMP48 กับ human plasmin (5.3)  
5.1: Human fibrinogen ถูกยอยดวย AMP48 ท่ีปริมาณตาง ๆ คือ 0 g (lane 2), 1 g (lane 3), 2 g (lane 
4), 4 g (lane 5), 8 g (lane 6), 16 g (lane 7) and 32 g (lane 8) 
5.2: Human fibrinogen ถูกยอยดวย AMP48 ท่ีเวลาตาง ๆ คือ 0 min (lane 2), 5 min (lane 3), 15 min (lane 
4), 30 min (lane 5), 60min (lane 6), 120 min (lane 7) and 240 min (lane 8) 
5.3: Human fibrinogen ถูกยอยดวย AMP48 ท่ีปริมาณเอนไซม 2 and 4 g (lanes 3 and 4 ตามลําดับ) 
เปรียบเทียบกับถูกยอยดวย human plasmin ท่ีปริมาณ 1 and 2 g (lanes 5 and 6ตามลําดับ) โดย lane 2 คือ
ปฏิกิริยาท่ีไมมีเอนไซม 
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รูปท่ี 6 Fibrinolytic activity ของ AMP48 ศึกษาโดยการนํา human fibrin clot ทําการยอยดวย AMP48 ท่ี
ปริมาณตาง คือ 0 g (lane 1), 1g (lane 2), 2 g (lane 3), 4 g (lane 4), 8 g (lane 5), 16 g (lane 6), 
32 g (lane 7) และเปรียบเทียบรูปแบบการยอยดวย human plasmin ปริมาณ 2 g (lane 8) ท่ีอุณหภูมิ 37 
C เปนเวลา 2 ช่ัวโมง 
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รูปท่ี 7 แสดงการเปล่ียนแปลงโครงสรางฑุติยภูมิของ fibrin clot เม่ือยอยดวย AMP78 และ human plasmin 


