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การศึกษาน้ีรายงานถึงการแยกยีนส์ท่ีสังเคราะห์ไคโตพอรินท่ีมีช่ือว่า VhChiP จากจีโนม
ของแบคทีเรีย Vibrio harveyi โปรตีนไคโตพอรินท่ีมีในระบบของแบคทีเรียอีโคไล พบวา่เม่ือท า
การแสดงออกของโปรตีนดงักล่าวสามารถทนต่อ SDS ว่องไวต่ออุณหภูมิ และมีความจ าเพาะต่อ
แอนติบอดีชนิด anti-ChiP polyclonal antibody จากการตรวจหาคุณสมบติัการสร้างพอริน VhChiP 
ดว้ยเทคนิค Planar Lipid Membrane (BLM) Reconstitution Technique แบบไม่มีตวัท าละลาย 
โปรตีน VhChiP สามารถแทรกตวัเขา้ไปเพื่อฝังตวัอยู่ในผนงัสองชั้นของลิปิดและมีการเปิดแบบ
สามหน่วยท่ีเสถียรดว้ยค่าการน าผา่นของไอออน (Conductance, G (nS)) เท่ากบั 1.9 ± 0.07 ใน
สารละลายบปัเฟอร์ท่ีมี 1 โมลาร์ โพแทสเซียมคลอไรด์ การติดตามผลการวดัค่ากระแสในระดบั 
microsecond ของโปรตีนหน่ึงโมเลกุลท าให้ทราบวา่มีการแพร่ผา่นของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ ดว้ย
ค่าคงท่ีการจบัเท่ากบั 500,000 M-1 ซ่ึงแสดงถึงการจบัท่ีดีท่ีสุดกบัสับสเตรทชนิดไคโตเฮกซะโอส 
โดยท่ีค่า On-rate ข้ึนตรงกบัค่าต่างศกัยไ์ฟฟ้าท่ีให้กบัระบบ ในขณะเดียวกนัก็ยงัข้ึนอยูก่บัดา้นของ
การเติมน ้ าตาล ผลดงักล่าวท าให้ทราบแน่ชดัว่าลกัษณะของช่องท่ีอยู่ภายในโปรตีนมีลกัษณะเป็น
แบบไม่สมมาตร การทดลอง Liposome swelling assays แสดงให้เห็นถึงการแพร่ผา่นของน ้ าตาลไคโต
โอลิโกแซคคาไรด์ และยืนยนัวา่ไคโตพอรินเป็นช่องแพร่ผา่นท่ีจ าเพาะต่อน ้ าตาลไคโตโอลิโกแซค
คาไรดเ์ท่านั้น  

 จากการศึกษาต่อไปยงัแสดงให้เห็นถึงผลท่ีเกิดข้ึนตรงต าแหน่งภายในช่องแคบของไคโต
พอรินท่ีใช้ส าหรับการแพร่ผ่านของไอออนและน ้ าตาลไคโตเฮกซะโอส จากการเปล่ียนต าแหน่ง
ของ Trp136 ซ่ึงเป็นกรดอะมิโนท่ีอยูต่รงกลางของช่องพอรินเป็น Ala หรือ Asp ส่งผลให้เกิดการ
แพร่ผา่นของไอออนผา่นช่องพอรินเพิ่มสูงเล็กนอ้ย จากการวิเคราะห์กระแสของไอออนท่ีถูกปิดกั้น
ดว้ยโมเลกุลของน ้ าตาลไคโตเฮกซะโอส ท าให้ทราบแน่ชดัวา่ช่องพอรินมีลกัษณะไม่สมมาตรต่อ
การแพร่ผา่นของน ้าตาลจากต าแหน่งของการเติมน ้ าตาลและชนิดของความต่างศกัยไ์ฟฟ้าท่ีกระตุน้
เขา้ไปในระบบ เม่ือเติมน ้ าตาลไคโตเฮกซะโอส ท่ีดา้น Cis พบวา่โปรตีนท่ีมีการเปล่ียนแปลงของ

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

II 

 

กรดอะมิโนตรงต าแหน่งของ Trp136 เป็น Ala และ Arg ค่า On-rate และ Off-rate ท  าให้ทราบว่า
เม่ือเปล่ียนต าแหน่งของ Trp136 มีผลต่อการน าเขา้ของน ้ าตาลและความชอบในการจบัเพิ่มข้ึนอยา่ง
เห็นได้ชัดของช่องพอริน ยิ่งไปกว่านั้ นการศึกษาด้วยการไทเทรตน ้ าตาลและวัดด้วยวิธี 
Fluorescence spectroscopy แสดงให้เห็นวา่การแทนท่ี Trp136 ส่งผลให้มีการลดลงของค่าคงท่ีใน
การจบักบัต่อน ้ าตาล ซ่ึงผลกระทบมากท่ีสุดคือการแทนท่ีดว้ยหมู่ Ala (W136A) เน่ืองจากโปรตีน
ดงักล่าวไม่สามารถจบักบัน ้าตาลชนิดไคโตโอลิโกแซคคาไรด ์สายสั้นๆได ้เช่น GlcNAc3, GlcNAc4 
และ GlcNAc5 ตามล าดบั จากการทดลองดว้ยวิธี Liposome swelling assays แสดงให้เห็นถึงการ
ลดลงของอตัราการแพร่ผ่านของน ้ าตาลไคโตเฮกซะโอส กับชนิดของโปรตีนท่ีมีการเปล่ียน
ต าแหน่งกรดอะมิโนของ W136 ทุกชนิดอีกดว้ย VhChiP ยงัแสดงคุณสมบติัเลือกไอออนชนิดประจุ
บวก (Cation selectivity) ด้วยอตัราส่วนของ PK+/PCl- เท่ากบั 3.2 (-23 mV) ในสารละลาย
โพแทสเซียมคลอไรด์ ในทางตรงกนัขา้ม โปรตีนกลายพนัธ์ุ W136D มีการเปล่ียนแปลงของการ
เลือกต่อไอออนและสามารถจบักบัไอออนชนิดท่ีเป็นบวกเพิ่มมากข้ึนดว้ยอตัราส่วนของ PK+/PCl- 
เท่ากบั 4.2 (-28 mV) ในทางตรงกนัขา้ม โปรตีนกลายพนัธ์ุ W136R มีการลดลงของการเลือกต่อ
ไอออนชนิดท่ีมีประจุเป็นบวกด้วยอตัราของ PK+/PCl เท่ากบั 2.74 (-20 mV) ดงันั้น จากผลการ
ทดลองท าให้ทราบว่า Trp136 มีบทบาทส าคญัต่อการแพร่ผ่านของน ้ าตาลผ่านช่องพอรินชนิด 
VhChiP 
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This study reports isolation of the gene enconding chitoporin, namely VhChiP, 

from the genome of Vibrio harveyi. The E. coli expressed VhChiP was found to be 

SDS-resistant, heat-sensitive, and selectively reacting only with anti-ChiP polyclonal 

antibodies. The pore-forming property of VhChiP was investigated using solvent-free 

planar lipid membrane reconstitution technique. VhChiP inserted into artificial 

membranes and formed a stable trimeric channel with average single conductance of 

1.9 ± 0.07 nS in 1 M KCl. Single channel recordings in the presence of chitosugars 

with different chain lengths resolved translocation of chitooligosaccharides at 

microsecond time resolution. The greatest rate was observed for chitohexaose, with 

the binding constant of K = 500,000 M
-1

. The on-rates of chitosugars depend on 

applied voltages, as well as the side of the sugar addition, clearly indicating the 

inherent asymmetry of the VhChiP lumen. Liposome swelling assays showed only 

permeation of chitooligosaccharides, indicating that VhChiP is a chitooligosaccharide-

specific channel. 

Further studies reported the effect of the constriction zone on ions transport 

and chitohexaose translocation. Mutation of Trp136, the amino acid residue locating 

in the middle of the pore, to Ala or Asp slightly enhanced ion conductivity of the 

VhChiP channel. Noise analysis of the ion current in presence of chitohexaose 
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confirmed that the VhChiP channel asymmetrically responded to side of sugar 

addition, as well as applied electrical field. Addition of chitohexaose on the cis side of 

mutants W136A and W136R resulted in great increases in both on-rate and off-rate, 

suggesting that this mutation of Trp136 particularly interfered sugar accessibility, as 

well as binding affinity of the channel. In addition, titration measurements using 

fluorescence spectroscopy showed that the Trp136 substitution caused decreased in 

the binding constant. The highest effect was observed for the alanine mutant, for 

which the W136A could not bind to short chain chiooligosaccharides, including 

GlcNAc3, GlcNAc4 and GlcNAc5, respectively. Liposome swelling assay also showed 

reduced permeability rate of chitohexaose with all the W136 mutants. VhChiP showed 

selectivity toward cation with the PK+/PCl- ratio of about 3.2 (-23 mV) in a bulk 

solution of KCl. In contrast, with the mutant W136D, the ion selectivity was changed 

and attracted more cation (K
+
) with the PK+/PCl- ratio of about 4.2 (-28 mV). On the 

other hand, the W136R mutant decreased selectivity towards cation with the PK+/PCl- 

ratio of about 2.74 (-20 mV). Such result suggested that Trp136 played an important 

role for sugar translocation through the VhChiP channel. 
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