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บทคัดย่อ 

 
เคอร์ซินเป็น Ribosome-inactivating protein ซึ่งเป็นโปรตีนพิษจากพืช พบว่าเกี่ยวข้องกับระบบ

ป้องกันตัวของพืชและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ในการศึกษานี้ได้ท าการสกัดแยก RNA จากใบสบู่ด าสายพันธุ์ 
KUBP 78 และเปลี่ยนให้เป็น cDNA ของยีนเคอร์ซินด้วยวิธี RT-PCR น าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ได้มาตัดด้วย
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI และสอดใส่เข้าในเวกเตอร์ pTZ57R/T โดย cDNA ทีโ่คลนได้มีขนาดประมาณ 
882 bp ซึ่งล าดับกรดอะมิโนมีความเหมือนกับโปรตีนเคอร์ซินอื่นๆ จากสบู่ด าถึง 95.2% โปรตีนเคอร์ซินที่
สังเคราะห์นี้อยู่ในรูป pro-protein มีความยาว 293 กรดอะมิโน โดย 28 กรดอะมิโนแรกเป็น leader signal 
ซึ่งจะถูกตัดออกในกระบวนการน าส่งโมเลกุล และโปรตีนขนาด 265 กรดอะมิโนที่เหลือเป็น mature protein 
ของเคอร์ซิน ยีนเคอร์ซินที่เปน็ส่วนของ mature protein ไดถู้กโคลนเข้าในพลาสมิด pET-17b และเหนี่ยวน า
ให้แสดงออกในแบคทีเรีย Escherichia coli BL21(DE3) ด้วย 1 mM IPTG ที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส 
จากการวิเคราะห์ด้วย MALDI-TOF MS พบว่ารีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ไม่ละลายน้ านี้ มีมวลโมเลกลุประมาณ 
28.98 กิโลดาลตัน เมื่อน าโปรตีนนี้มาตัดย่อยด้วยทริปซินและวิเคราะห์ด้วย LC-MS/MS พบว่ารีคอมบิแนนท์
โปรตีนมีล าดับกรดอะมิโนเหมือนกับโปรตีนเคอร์ซินของพืชอื่น รีคอมบิแนนท์โปรตีนเคอร์ซินที่ได้นี้จะน าไป
ศึกษาคุณสมบัติ และทดสอบฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็งต่อไป 
 
ค าส าคัญ: เคอร์ซิน สบู่ด า รีคอมบิแนนท์โปรตีน 
 
 
 
 

Received: 28 January 2020; Accepted: 17 May 2020 
1 สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยรามค าแหง หัวหมาก บางกะปิ กรุงเทพฯ 10240 
1 Department of Biotechnology, Faculty of Science, Ramkhamhaeng University, Huamark, Bangkapi, Bangkok 10240 
2 กลุ่มวิจัยส่วนผสมฟังก์ชั่นและนวัตกรรมอาหาร ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ ส านกังานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ  
  คลองหลวง ปทุมธานี 12120 
2  Functional Ingredients and Food Innovation Research Group, National Center for Genetic Engineering and Biotechnology, National    

Science and Technology Development Agency (NSTDA), Khlong Luang, Pathumthani 12120 
* Corresponding author: nuanwee@yahoo.com 
  

mailto:nuanwee@yahoo.com


2 
 

วารสารการเกษตรราชภัฏ ปีที่ 19 ฉบับที่ 1 มกราคม-มิถุนายน 2563 

Abstract 
 

Curcin, a ribosome-inactivating protein, is a toxic protein from plants. It was found to 
involve in plant defense system and bioactive compounds. In this study, total RNA was 
isolated from the leaves of Jatropha curcas KUBP 78 and used as template to synthesize 
the cDNA encoding curcin by RT-PCR. The PCR products were digested their termini with 
BamHI restriction enzyme and inserted into a cloning vector, pTZ57R/T. A cDNA of 
approximately 882 base pairs was obtained. The deduced amino acids sequence shared 
homology of 95.2% to those of curcin proteins from Jatropha curcas. The curcin was 
synthesized as a pro-protein consisting of 293 amino acids, the first 28 of which acts as a 
leader was cleaved and yielded the mature protein consists of 265 amino acids. The 
segment encoding the mature protein curcin gene was cloned into pET-17b plasmid and 
overexpressed as insoluble protein in Escherichia coli BL21(DE3) upon induction with 1 mM 
IPTG at 37oC. The insoluble recombinant protein was an apparent relative molecular mass 
approximately 28.98 kDa as determined by MALDI-TOF MS. Expressed protein bands were 
excised, tryptic digested and analyzed by LC-MS/MS. The results showed that the amino acid 
sequence of recombinant protein was similar to amino acid sequence of curcin in other 
green plants. The recombinant protein of curcin is further studied on characterization and 
anticancer activity. 
 
Keywords: Curcin, Jatropha curcas, Recombinant protein 
 

บทน า 
 

สบู่ด า มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Jatropha curcas 
จัดอยู่ในวงศ์ EUPHORBIACEAE เป็นพืชพื้นเมืองที่
สามารถปลูกได้ในทุกสภาพพื้นที่ของประเทศไทย สบู่ด า
ถือว่าเป็นพืชที่มีศักยภาพสูง เป็นพืชน้ ามันที่สามารถ
ทดแทนไบโอดีเซลได้ 100% ส่วนต่างๆ ของต้นสบู่ด ายังมี
สรรพคุณเป็นยารักษาโรคได้หลายชนิด เช่น ใช้รักษาโรค
ปากนกกระจอก ใช้ห้ามเลือด รักษาอาการลิ้นเป็นฝ้าขาว 
หรือปากเปื่อย แก้เหงือกบวมอักเสบ สมานแผล แก้โรค
กระเพาะอาหาร ท้องผูก แก้ปวดฟัน  แผลในปาก แก้
ท้องเสีย ลดไข้ แก้ไอ รักษาแผลเรื้อรัง ฝี ลดการอักเสบ
บวมตามผิวหนัง เนื้องอก เป็นต้น เมล็ดสบู่ด ามีสารพิษ
รุนแรง เรียกว่า เคอร์ซิน (curcin) เป็นอันตรายต่อมนุษย์
และสัตว์ และยังมีสารกลุ่มฟอร์บอลเอสเทอร์ (phorbol 
esters) ที่มีผลต่อระบบทางเดินอาหาร และระบบหายใจ 
(Amaugo and Emosairue, 2003) สารสกัดจากสบู่ด า
ยังมีฤทธิ์ลดอาการอักเสบ (Mujumdar and Misar, 

2004) เป็นสารปฏิชีวนะยับยั้งแบคทีเรีย (Songjang and 
Wimolwattanasarn, 2004) ไวรัส (Dahake et al., 
2013; Chavan et al., 2015) และเชื้อรา (Ingel et al., 
2017; Abdelgader et al., 2019) 

เ ค อ ร์ ซิ น เ ป็ น โ ป ร ตี น ใ น ก ลุ่ ม  Ribosome-
inactivating proteins (RIPs) type I ถือเป็นสารพิษจาก
พืช  มีสมบัติพิเศษคือสามารถยับยั้งการท างานของไรโบ
โซมของเซลล์ชนิดต่างๆ อย่างจ าเพาะ (Endo et al., 
1987)   Felke (1994) เป็นผู้ค้นพบและตั้งชื่อโปรตีนจาก
เมล็ดสบู่ด าว่าเคอร์ซิน เคอร์ซินจะถูกกระตุ้นให้มีการผลิต 
เมื่อต้นสบู่ด าได้รับความเครียดจากการเปลี่ยนแปลงของ
อุณหภูมิ ความเค็ม หรือติดเชื้อไวรัส เชื้อรา หรือได้รับ
กรดจัสโมนิก (jasmonic acid) และกรดแอบซิสซิก 
(abscisic acid) (Logemann et al., 1992; Desvoyes 
et al., 1997; Rippmann et al., 1997; Song et al., 
2000; Qin et al., 2010) จากการศึกษาพบว่านอกจากมี
ฤทธิ์ยับยั้งการแปลรหัสของโปรตีนเหนือกว่าโปรตีนใน
กลุ่ม RIPs อื่นๆ แล้ว (Lin et al., 2003b) เคอร์ซินยังมี
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ความเป็นพิษต่อเซลล์น้อยกว่า ricin (Lord et al., 2003) 
เคอร์ซินสามารถยับยั้ ง เซลล์มะเร็งชนิด SGC-7901, 
Sp2/0 และ human hepatoma แต่ไม่มีผลต่อ
เซลล์มะเร็งชนิด Ehrlich ascites และ Hela (Stirpe et 
al., 1976; Lin et al., 2003b) ซึ่งแสดงว่าเคอร์ซินมีค
วามจ าเพาะต่อชนิดของเซลล์มะเร็ง ดังนั้นเคอร์ซินจึงเป็น
โปรตีนที่ เหมาะสมต่อการเป็นองค์ประกอบหนึ่งของ 
immunotoxin เพื่อรักษาโรคมะเร็ง โรค autoimmune 
หรือโรคที่เกิดจากปรสิตได้อย่างจ าเพาะ (Frankel et al., 
1986) นอกจากนี้มีรายงานการวิจัยพบว่า เคอร์ซิน
สามารถยับยั้งเซลล์มะเร็งชนิด osteosarcoma cell line 
U2OS ได้ดีกว่ายา Paclitaxel ที่เป็นยารักษามะเร็ง 
(Zhang et al., 2017) และมีการน าเคอร์ซินไปเชื่อมต่อ
กับโมโนโคนัลแอนติบอดี (monoclonal antibody) เป็น 
immunotoxin เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการยับยั้ง
เซลล์มะเร็งชนิด breast cancer cell lines SK-BR-3 ที่
มี Her2 receptor (Jaramillo-Quintero et al., 2015) 
รวมทั้งมีการใช้เคอร์ซินเชื่อมกับ biogenic gold 
nanoparticles เพื่อเป็นทางเลือกในการรักษามะเร็ง
สมอง (Mohamed et al., 2014) 

เคอร์ซินส่วนใหญ่พบในเมล็ดมากกว่าในใบ มี
รายงานการศึกษาคุณสมบัติของโปรตีนเคอร์ซินบริสุทธิ์ที่
สกัดจากเมล็ดสบู่ด า (Stripe et al., 1976; Lin et al., 
2002) และมีการโคลนยีนเคอร์ซินจากเมล็ด (Lin et al., 
2003a; Lin et al. 2003b) เนื่องจากการสกัดโปรตีน
เคอร์ซินจากเมล็ดสบู่ด า และการท าให้บริสุทธิ์นั้น มี
ข้ันตอนยุ่งยาก ใช้เวลานาน ต้นทุนสูง และได้โปรตีนที่มี
ความบริสุทธิ์ ไม่ เท่ากันในแต่ละรอบการผลิต ดังนั้น
งานวิจัยนี้จึงท าการโคลนยีนเคอร์ซินจากใบสบู่ด าสายพันธุ์ 
KUBP 78 ซึ่งเป็นสายพันธุ์ของประเทศไทย และให้ผล
ผลิตน้ ามันสบู่ด าในปริมาณมาก แล้วน ามาผลิตโปรตีน
เคอร์ซินในเชื้อแบคทีเรีย Escherichia coli เพื่อให้ได้
โปรตีนเคอร์ซินที่มีล าดับกรดอะมิโนเหมือนเดิมในปริมาณ
มาก ท าบริสุทธิ์ได้ง่าย สามารถน ามาศึกษาคุณสมบัติของ
เคอร์ซิน หรือน าไปประยุกต์ใช้ต่อไปได้อย่างรวดเร็ว 

 
 

วิธีการวิจัย 
 
ตัวอย่างพืช 
 เก็บตัวอย่างใบสดจากต้นสบู่ด าสายพันธุ์ KUBP 
78 ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่ให้ผลผลิตน้ ามันสบู่ด าในปริมาณมาก 
ได้รับมาจากสถานีทดลองวิจัยพืชไร่สุวรรณวาจกกสิกิจ 

สถาบันอินทรีย์จันทรสถิตย์เพื่อการค้นคว้าและพัฒนาพืช
ศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 
 
การสกัด mRNA จากใบสบู่ด า  
 ท าการสกัด mRNA จากใบสบู่ด าโดยดัดแปลง
มาจากวิธี Chang และคณะ (1993) เริ่มจากการบดใบสบู่
ด าน้ าหนัก 700-800 มิลลิกรัม ให้ละเอียดโดยใช้ครก
กระเบื้องที่แช่เย็นอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส จากนั้น
เติมสารละลาย CTAB (ประกอบด้วย 2% 
hexadecyltrimethylammonium bromide, 2% 
polyvinylpyrrolidone, 100 mM NaCl, 0.5% SDS, 
10 mM Tris-HCl pH 8.0, 25 mM EDTA และ 2 mM 
NaCl) เขย่าผสมให้เข้ากันเป็นเวลา 15 วินาที ก่อนน าไป
บ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
หลังจากนั้นเติมสารละลาย CHISAM (ประกอบด้วย 
chloroform และ isoamyl alcohol, 24:1) ลงไป
ปริมาตร 1 เท่าของสารละลาย เขย่าผสมให้เข้ากันเป็น
เวลา 15 วินาที แล้วน าไปปั่นที่ 12,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิห้อง ดูดส่วนใส (supernatant) 
และเติมสารละลาย 10 M LiCl ผสมให้เข้ากัน น าไปเก็บ
ไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
น ามาปั่นที่ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดูดส่วนใสทิ้ง ละลายตะกอนที่
ได้ด้วยสารละลาย SSTE (ประกอบด้วย 1 M NaCl, 0.5% 
SDS, 10 mM Tris-HCl และ 1 mM EDTA) น าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที หลังจากนั้น
เติมสารละลาย CHISAM เขย่าผสมให้เข้ากัน เป็นเวลา 15 
นาที น าไปปั่นที่ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที 
ที่อุณหภูมิห้อง ทิ้งตะกอนและน าส่วนใสมาเติมด้วย 
absolute ethanol ที่แช่เย็น ปริมาตร 1 เท่าของส่วนใส 
เขย่าผสมให้เข้ากัน น าไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง น าไปปั่นที่ 12,000 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดูด
ส่วนใสทิ้ง แล้วล้างตะกอนด้วย 70% ethanol และปั่น
ตะกอนที่ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดูดส่วนใสทิ้งไป จากนั้นท า
ตะกอนให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง แล้วละลายตะกอนด้วยน้ าที่
ปราศจาก RNase ก่อนน าไปเก็บที่อุณหภูมิ -80 องศา
เซลเซียส  
 
การเตรียม cDNA ของชิ้นยีน curcin precursor จาก
ใบสบู่ด า โดยวิธี Reverse transcriptase-
polymerase chain reaction (RT-PCR) 



4 
 

วารสารการเกษตรราชภัฏ ปีที่ 19 ฉบับที่ 1 มกราคม-มิถุนายน 2563 

 ท าการสังเคราะห์ cDNA ของชิ้นยีน curcin 
precursor ด้วยชุดน้ ายา RevertAidTM M-MuLV 
Reverse Transcriptase (Fermentas Inc., Canada) 
โดยใช้ mRNA ที่สกัดจากสบู่ด าเป็นแม่แบบ แล้วเพิ่ม
จ านวน cDNA ของยีน curcin precursor ด้วยวิธี PCR 
โดยใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบมาจาก cDNA ของเคอร์ซินใน
ฐานข้อมูล (Accession number AY069946, 
AF469003 and AY435214) forward primer: 5’-
ATGAAAGGTGGCAAGATGAACC-3’ และ reverse 
primer: 5’-T(GC)AGACTTTGTA(AT)TTGACTGCATT 
C-3’ ซึ่งให้ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ (PCR product) ขนาด
ประมาณ 882 base pairs (bp) ในการท าปฏิกิริยา PCR 
ประกอบด้วย cDNA ที่เตรียมได้จากสบู่ด าปริมาณ 0.5 
ไมโครกรัม, 200 M ของแต่ละ dATP, dCTP, dGTP 
และ dTTP, 1 unit Taq DNA polymerase (Promega, 
USA), 20 pmole ของแต่ละ primers, 50 mM KCl, 10 
mM Tris-HCl, pH 9.0, 1.5 mM  MgCl2 และ 0.1% 
Triton x-100 เริ่มท าปฏิกิริยา PCR โดยแยกดีเอ็นเอสาย
คู่ออกจากกัน ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 
นาที แล้วเพิ่มจ านวนชิ้นยีน curcin precursor โดยท า
ปฎิกิริยา PCR จ านวน 30 รอบ ที่อุณหภูมิ 95 องศา
เซลเซียส นาน 30 วินาที, 50 องศาเซลเซียส นาน 30 
วินาที และ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที โดยปฏิกิริยา
รอบสุดท้าย ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที  
 
การโคลนชิ้นยีน curcin precursor จาก cDNA เข้าสู่
แบคทีเรีย E. coli DH5 

ท าการเชื่อมต่อผลิตภัณฑ์ฑีซีอาร์ขนาด 882 bp 
กับพลาสมิดเวกเตอร์ pTZ57R/T โดยใช้เอนไซม์ Ligase 
(InsTAcloneTM PCR Cloning Kit, Fermentas) ได้เป็นรี
คอมบิแนนท์พลาสมิดชื่อ pTZPC แล้วน าเข้าสู่ เซลล์
แบคทีเรีย E. coli DH5ด้วยวิธี heat shock ท าการ
คัดเลือกทรานส์ฟอร์แมนส์ หรือโคลนที่มีรีคอมบิแนนท์พ
ลาสมิด pTZPC บนอาหารชนิดแข็ง Luria-Burtani (LB) 
ที่มียาแอมพิซิลลิน (ampicillin) เข้มข้น 100 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร น าเซลล์ทรานส์ฟอร์แมนส์ที่เจริญบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อมาสกัดพลาสมิด โดยชุดน้ ายา GeneJETTM 
Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, Inc., USA) น า
พลาสมิดที่สกัดได้มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI 
หลังจากนั้นน าไปตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอด้วยเทคนิค 
Agarose gel electrophoresis และส่งรีคอมบิแนนท์พ
ลาสมิดที่มีชิ้นดีเอ็นเอขนาด 882 bp ไปหาล าดับนิวคลิโอ

ไทด์ที่บริษัท First Base Laboratories Sdn Bhd 
ประเทศมาเลเซีย หลังจากนั้นจัดเก็บข้อมูลล าดับนิวคลิโอ
ไทด์ของชิ้นยีน curcin precursor จากใบต้นสบู่ด าสาย
พันธุ์ KUBP 78 ไว้ในฐานข้อมูล GenBank (accession 
number FJ357424) 

 
การโคลนชิ้นยีน mature curcin และสังเคราะห์
โปรตีนเคอร์ซินในเซลล์แบคทีเรีย E. coli BL21(DE3)  

ท าการเพิ่มปริมาณยีนเคอร์ซินจากรีคอมบิแน
นท์พลาสมิด pTZPC ที่มียีน curcin precursor โดย
ออกแบบไพร์เมอร์ forward primer: 5’- 
CGGAATTCTAAGTAGGAGGCATTAATACATATGAGG
GAAATAGTTTGTCCATTC-3’ ให้มีต าแหน่งตัด ด้วย
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ NdeI (ขีดเส้นใต้) ตรงกับ start 
codon                    และ reverse primer: 5’-
TAATTCTAGAAGCTTGAGCTCGGTACCGGATCCTCA
GACTTTGTATTTGACTGGATTC-3’ ให้มีต าแหน่งตัด
ของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ HindIII (ขีดเส้นใต้) ใกล้กับ stop 
codon ซึ่งให้ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ขนาดประมาณ 864 bp 
ในการท าปฏิกิริยา PCR ประกอบด้วย พลาสมิดดีเอ็นเอ 
pTZPC ปริมาณ 0.5 ไมโครกรัม, 200 M ของแต่ละ 
dATP, dCTP, dGTP และ dTTP, 1 unit Taq DNA 
polymerase (Promega, USA), 20 pmole ของแต่ละ 
primers, 50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl, pH 9.0, 1.5 
mM MgCl2 และ 0.1% Triton x-100 หลังจากแยกดีเอ็น
เอสายคู่ออกจากกันที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 5 นาที แล้วเพิ่มจ านวนชิ้นยีน mature curcin โดย
การท าปฎิกิริยา PCR จ านวน 30 รอบ ที่อุณหภูมิ 95 
องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที, 55 องศาเซลเซียส นาน 
30 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที และรอบ
สุดท้ายที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  

หลังจากนั้นน าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์และเวกเตอร์ 
pET-17b ที่ตัดด้วยเอนไซม์ NdeI และ HindIII มา
เ ชื่ อ ม ต่ อ เ ข้ า ด้ ว ย กั น โ ด ย ใ ช้ เ อ น ไ ซ ม์  Ligase 
(InsTAcloneTM PCR Cloning Kit, Fermentas) ได้เป็นรี
คอมบิแนนท์พลาสมิด pETFCM ที่มีชิ้นยีน mature 
curcin แล้วน าเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย E. coli DH5ด้วย
วิธี heat shock ท าการคัดเลือกโคลนที่มีรีคอมบิแนนท์พ
ลาสมิดบนอาหารชนิดแข็ง LB agar ที่มียาแอมพิซิลลิน 
เข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น าเซลล์ทรานส์
ฟอร์แมนส์ที่ได้มาสกัดพลาสมิดโดยชุดน้ ายา GeneJETTM 
Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, Inc., USA) แล้ว
ย่อยพลาสมิดที่สกัดได้ น ามาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
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NdeI และ HindIII หลังจากนั้นน าไปตรวจสอบขนาดดี
เอ็นเอด้วยเทคนิค Agarose gel electrophoresis และ
ส่งรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มีชิ้นดีเอ็นเอนี้ไปหาล าดับ
นิวคลิโอไทด์ที่บริษัท First Base Laboratories Sdn 
Bhd ประเทศมาเลเซีย 

สกัดรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pETFCM จาก
โคลนที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน mature curcin 
ถูกต้อง  แล้วน าเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย E. coli BL21(DE3) 
ด้วยวิธี heat shock หลังจากนั้นคัดเลือกโคลนมา
เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว LB ที่มียาแอมพิซิลลิน เข้มข้น 
100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

จนกระทั่งได้ A600 ที่ 0.6-0.8 แล้วชักน าให้เซลล์แบคทีเรีย
ผลิตโปรตีนด้วย 1 mM IPTG (isopropyl--D-
thiogalactopyranoside) เก็บเซลล์ที่ 1, 2, 3, 4, 6 และ 
18 ชั่วโมง น าตัวอย่างโปรตีนจากเซลล์มาวัดปริมาณ
โปรตีนด้วยวิธี Lowry’s Method (Lowry et al., 1951) 
และหาระดับการแสดงออกของโปรตีนเคอร์ซิน  และ
น้ าหนักโมเลกุลด้วยวิธี SDS-PAGE (Laemmli, 1970) 
ย้อมด้วย Coomassie Brilliant Blue R-250 โดย
เปรียบเทียบขนาดกับโปรตีนมาตรฐาน 

 
การท ารีคอมบิแนนท์โปรตีนเคอร์ซินให้บริสุทธิ์ด้วยเมม
เบรนคัดกรองโมเลกุล (membrane with molecular 
weight cut off) 

น าโคโลนีเดี่ยวของ E. coli BL21(DE3) ที่มีพ
ลาสมิด pETFCM มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว LB 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส  เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง น าเชื้อที่ได้นี้ไปเจือจาง 
1:100 ในอาหารเหลว LB ที่มียาแอมพิซิลลิน เข้มข้น 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร แล้ว
เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนกระทั่งได้ A600 

ที่ 0.6-0.8 แล้วชักน าด้วย 1 mM IPTG น าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ชั่วโมง เก็บเซลล์
ทั้งหมดน าไปปั่นแยกเซลล์ ที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส น าตะกอน
เซลล์ที่ได้มา 3 กรัม แล้วเติม 6 มิลลิลิตร ของ Buffer A 
(20 mM Potassium Phosphate Buffer pH 7.0, 0.1 
mM EDTA, 10 mM DTT, 20% glycerol, 200 mM 
KCl และเอนไซม์ lysozyme 200 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร) น าไปไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
1 ชั่วโมง แล้วน ามาละลายที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ท าซ้ า 3 ครั้ง น าเซลล์ไปปั่นเก็บส่วนใส ที่ความเร็ว 8,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส จากนั้นน าส่วนใสที่ได้ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผ่าน
ลงในเมมเบรนคัดกรองโมเลกุลขนาด 50 กิโลดาลตัน (GE 
Healthcare, Bio-Science, USA) น าไปปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 3 ,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที  ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บส่วนสารละลายที่ผ่านเมม
เบรนคัดกรองมาตรวจวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Lowry’s 
Method และน าไปตรวจสอบหาน้ าหนักโมเลกุลโปรตีน
เคอร์ซินด้วยวิธี SDS-PAGE ย้อมด้วย Coomassie 
Brilliant Blue R-250 โดยเปรียบเทียบขนาดกับโปรตีน
มาตรฐาน 

 
การตรวจสอบมวลโมเลกุลของโปรตีนเคอร์ซินด้วย
เทคนิค  Mass  spectrometry 
 การวิเคราะห์มวลโมเลกุลของโปรตีนด้วยเทคนิด 
Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization Time-
of-Flight (MALDI-TOF mass spectrometry) ท าโดย
การผสมสารละลาย matrix (10 มิลลิกรัม ของ sinapinic 
acid ละลายในสารละลาย 0.1% trifluoroacetic 
acid/50% acetonitrile) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมกับ
ตัวอย่างรีคอมบิแนนท์โปรตีนเคอร์ซินที่ท าให้บริสุทธิ์
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร แล้วหยดลงบน MTP 384 ground 
steel plate (Bruker Daltonik GmbH Bremen, 
Germany) ทิ้งไว้ให้แห้ง หลังจากนั้นท าการวิเคราะห์มวล
ของโปรตีนเคอร์ซินด้วยเครื่อง Ultraflex III TOF/TOF 
(Bruker Daltonik GmbH Bremen, Germany) โดยใช้
เปปไทด์และโปรตีนมาตรฐาน (ProteoMassTM Peptide 
and Protein MALDI-MS Calibration Kit, Sigma, 
USA) 

 
การตรวจสอบและวิเคราะห์โปรตีนเคอร์ซินด้วยเทคนิค 
In gel digestion และ Liquid Chromatography 
Mass Spectrometry (LC-MS) 
 น าแถบโปรตีนเคอร์ซินจาก 12% SDS-PAGE 
มาเติม 100% acetonitrile (ACN) ทิ้งส่วนใส แล้วเติม 
10 mM DTT ใน 10 mM ammonium bicarbonate 
วางไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วเติม 100 
mM iodoacetamide (IAA) ใน 10 mM ammonium 
bicarbonate วางไว้ที่อุณหภูมิห้องในที่มืด เป็นเวลา 1 
ชั่วโมง หลังจากนั้นก าจัด DTT และ IAA ออกจากก้อนเจล
ด้วยการเติม 100% acetonitrile เมื่อดูดสารละลายนอก
ก้อน เจลทิ้ ง  แล้ วย่อยโปรตีนภายในก้อน เจลด้ วย
สารละลายทริปซิน (10 ng/l trypsin ใน 50% 
ACN/10 mM ammonium bicarbonate) ที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง น าเปปไทด์มา
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วิเคราะห์ด้วยเครื่อง LC-MS/MS (HCT Ultra PTM 
Discovery System, Bruker Daltonik, Germany) แล้ว
ระบุชนิดของโปรตีนด้วยโปรแกรม Mascot (Matrix 
Science, London, UK; (http://www.matrixscience. 
com) 
 

ผลการวิจัยและวิจารณ์ 
 

สบู่ด าเป็นพืชที่มีแหล่งแพร่กระจายในแถบเขต
ร้อน หรือในป่าดิบชื้น หรือในพื้นที่แนวศูนย์สูตร อเมริกา
ใต้ อินเดีย และเอเซียตะวันออกเฉียงใต้ รวมทั้งประเทศ
ไทย ปัจจุบันมีการปลูกสบู่ด าในทุกภาคของประเทศไทย 
ต้นสบู่ด าสามารถน ามาใช้ประโยชน์ได้หลายอย่าง พิษของ
สบู่ด าอยู่ในเมล็ดซึ่งพบว่ามีโปรตีนที่เป็นพิษคือ เคอร์ซิน 
(Felke, 1914) จากการศึกษาพบว่า เคอร์ซินเป็นพิษต่อ
สัตว์ และยับยั้งการสังเคราะห์โปรตีนในระบบเซลล์อิสระ 
(cell-free system) แต่มีฤทธิ์น้อยกว่า ricin และ abrin 
ประมาณ 1,000 เท่า (Stirpe et al., 1976) เคอร์ซินจัดอ
ยู่ในกลุ่มของ RIP type I ซึ่งเป็นโพลีเปปไทด์สายเดี่ยว มี
ขนาดมวลโมเลกุลอยู่ในช่วง 28-35 กิโลดาลตัน และมีค่า 
pI อยู่ระหว่าง 8-10 โดยมีคุณสมบัติเป็น rRNA N-
glycosidase ที่สามารถยับยั้งการสังเคราะห์โปรตีน 
(Barbieri el al., 1993) จากฐานข้อมูล GenBank พบว่า
มียีนเคอร์ซินมากกว่า 10 ยีน ที่ได้มาจากส่วนต่างๆ ของ
สบู่ด า และมีล าดับกรดอะมิโนที่อนุมานเป็นโปรตีนเคอร์
ซิน จากข้อมูลนี้สามารถแบ่งกลุ่มเคอร์ซินเป็น 2 ชนิด คือ 
curcin type I มี precursor protein เป็น 293 กรดอะมิ
โน และมี mature protein ขนาดประมาณ 28 กิโลดาล
ตัน แยกได้จากเมล็ดสบู่ด า (He et al., 2011; King et 
al., 2011) ส่วน curcin type II (หรือ curcin L) มี 
precursor protein เป็น 309 กรดอะมิโน และมี 
mature protein ขนาดประมาณ 30 กิโลดาลตัน ซึ่งส่วน
ใหญ่จะพบได้ในใบและมีการกระตุ้นในสภาวะเครียด (Qin 
et al., 2005; Qin et al., 2010) นอกจากนี้มีรายงาน
การศึกษาวิจัยของ Zhang และคณะ (2017) พบ curcin 
C ซึ่งเป็นโปรตีน RIP type I ตัวใหม่ สกัดได้จากใบเลี้ยง
หลังการงอก (post-germinating cotyledon) ของสบู่
ด า มีน้ าหนักโมเลกุล 31.398 กิโลดาลตัน ค่า pI 7.12 
และยังไม่แน่นอนว่า curcin C นี้ จะเหมือนกับเคอร์ซินที่
เป็นโปรตีนตัวอื่นๆ ที่อยู่ในกลุ่ม RIP type I จากเอนโด
สเปิร์ม (endosperm) อาจจะต้องมีการศึกษาวิจัย
คุณสมบัติต่างๆ เพิ่มมากขึ้น 

งานวิจัยนี้ได้ท าการสกัด mRNA จากใบสบู่ด าสาย
พันธุ์ KUBP 78 แล้วน าไปเตรียม cDNA ด้วยวิธี RT-PCR 
หลังจากนั้นท าการโคลนยีน curcin precursor ขนาด 
882 bp (ภาพที่ 1ก) โดยเชื่อมต่อกับเวกเตอร์ 
pTZ57R/T แล้วหาล าดับกรดนิวคลิโอไทด์ของชิ้นยีนนี้ 
พบว่ากรดอะมิโนที่อนุมาน (deduced amino acids) ได้ 
293 กรดอะมิโน ซึ่งมี 28 กรดอะมิโน เป็น leader 
peptide ที่ปลาย N-terminal และ 265 กรดอะมิโน 
เป็นส่วนของ mature protein ของเคอร์ซิน (ภาพที่ 2) 
ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของ curcin precursor นี้ได้ถูก
เก็บไว้ในฐานข้อมูล GenBank (Accession Number 
FJ357424) เมื่อน าล าดับกรดอะมิโนที่ได้ เปรียบเทียบกับ
ล าดับกรดอะมิโนของโปรตีนเคอร์ซินในฐานข้อมูล 
GenBank ของยีนเคอร์ซิน (Accession Number 
AAR08395, ABZ04128, ABW17545, AEA72440 และ 
AJW31110) พบว่ามีล าดับกรดอะมิโนเหมือนกับโปรตีน
เคอร์ซินจากสบู่ด าสายพันธุ์อื่นถึง 95.2% (ภาพที่ 3) ที่น่า
สังเกตคือ โปรตีน curcin precursor จากใบสบู่ด าสาย
พันธุ์ KUBP 78    ไม่มีล าดับกรดอะมิโน 
SMEEIIFNDQKWLPWL ที่ปลาย C-terminal (ภาพที่ 3) 
ท าให้มีขนาดเล็กกว่า โปรตีนเคอร์ซินอื่นประมาณ 
2049.37 ดาลตัน ประจุรวมของโปรตีนเปลี่ยนไป และมี
ผลต่อการขดม้วนตัวของโครงสร้างโปรตีน ซึ่งอาจจะท าให้
มีหรือไม่มีผลกระทบต่อฤทธิ์ทางชีวภาพ ต้องน าโปรตีน
เคอร์ซินที่ได้นี้ไปศึกษาคุณสมบัติต่างๆ ต่อไป 

ดังนั้นเพื่อเป็นการผลิตโปรตีนเคอร์ซินให้เพียงพอ
ในปริมาณมาก ส าหรับใช้ศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพ จึง
ออกแบบไพรเมอร์เพื่อก าจัดส่วน leading peptide ที่
ปลาย N-terminal ของโปรตีน curcin precursor และ
เพื่อความสะดวกในการโคลนยีน จึงมีการเพิ่มต าแหน่ง 
ribosome binding site (RBS), NdeI restriction site, 
HindIII restriction site, start codon และ stop 
codon ด้วย หลังจากท าปฏิกิริยา PCR โดยใช้ชิ้นยีน 
curcin precursor ในพลาสมิด pTZPC เป็นสายดีเอ็นเอ
ต้นแบบ (ภาพที่ 4) ได้ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ขนาด 864 bp 
(ภาพที่ 1ข) แล้วน ามาเชื่อมต่อกับพลาสมิด pET-17b ได้
เป็นพลาสมิดลูกผสม pETFCM และน าเข้าสู่เซลล์เพื่อ
สังเคราะห์โปรตีน mature curcin ใน E. coli 
BL21(DE3) พบว่าหลังจากเหนี่ยวน าทีอุ่ณหภูม ิ37 องศา 

 
 

http://www.matrixscience/
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ภาพท่ี 1 (ก) RT-PCR product (882 bp) ของชิ้นยีน curcin precursor จากใบสบู่ด าสายพันธุ์ KUBP 78 (ข) PCR 

product (864 bp) ของชิ้นยีน mature curcin ซึ่งประกอบด้วย Ribosome Binding Site (RBS) และต าแหน่ง
ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ NdeI และ HindIII เพื่อโคลนเข้าสู่เวกเตอร์ท่ีใช้แสดงออก แถว M: 100 bp DNA 
ladder marker 

  

ก ข 
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ภาพท่ี 2 ล าดับนิวคลิโอไทด์ของชิ้นยีน curcin precursor จากใบสบู่ด าสายพันธุ์ KUBP 78 (GenBank no. FJ357424) และ

ล าดับกรดอะมิโนที่อนุมานได้จากล าดับนิวคลิโอไทด์ โดย 28 กรดอะมิโนแรกทีป่ลาย N-terminal (ตัวหนาและขีด
เส้นใต้) เป็น leader peptide และอีก 265 กรดอะมิโนที่เหลือเป็นส่วนของ mature curcin ส าหรับเครื่องหมาย * 
แสดงต าแหน่ง stop codon 
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FJ357424      MKGGKMNLSIMVAAWFCRSCIIFGWASAREIVCPFSSNQNYKAGSTPTLAITYDATTDKK 60 

AAR08395      MKGGKMNLSIMVAAWFCWSSIIFGWASAREIVCPFSSNQNYKAGSTPTLVITYDATTDKK 60 

ABZ04128      MKGGKMNLSIMVAAWFCWSSIIFGWASAREIVCPFSSNQNYKAGSTPTLAITYDATTDKK 60 

ABW17545      MKGGKMNLSIMVAAWFCWSSIIFGWASAREIVCPFSSNQNYKAGSTPTLVITYDATTDKK 60 

AEA72440      MKGGKMNLSIMVAAWFCWSCIIFGWASAREIVCPFSSNQNYKAGSTPTLTITYDATTDKK 60 

AJW31110      MKGGKMNLSIMVAAWFCWSCIIFGWASAREIVCPFSSNQNYKAGSTPTLTITYDAAADKK 60 

              ***************** *.*****************************.*****::*** 

 

FJ357424      NYAQFIEDLREAFDFSYLSHKIPVLRATVAANQKFIVAKVINSGDIEVSVGLNVINAYLV 120 

AAR08395      NYAQFIEDLREAFDFSYLSHKIPVLRATVAANQKFIVAKVINSGDIEVSVGLNVINAYLV 120 

ABZ04128      NYAQFIEDLREAFDFSYLSHKIPVLRATVAANQKFIVAKVINSGDIEVSVGLNVINAYLV 120 

ABW17545      NYAQFIEDLREAFDFSYLSHKIPVLRATVAANQKFIVAKVINSGDIEVSVGLNVINAYLV 120 

AEA72440      NYAQFIKDLREAFGFSYSSHEIPVLRATVAANQKFIVAKVINVANLEVSLGLNVVNAYLV 120 

AJW31110      NYANFIRDLREAFGFSYSSHEIPVLRATVAANQKFIVAKVINVANLEVSLGLNVVNAYLV 120 

              ***:**.******.*** **:********************* .::***:****:***** 

 

FJ357424      AYKVGSNSYFFNDSESLADAKKNLFTDTNQQTLAFTGSYADFESRAKLHREEVDLGVVAL 180 

AAR08395      AYKVGSNSYFFNDSESLADAKKNLFTDTNQQTLAFTGSYADFESRAKLHKEEVDLGVVAL 180 

ABZ04128      AYKVGSNSYFFNDSESLADAKKNLFTDTNQQTLAFTGSYADFESRAKLHREEVDLGVVAL 180 

ABW17545      AYKVGSNSYFFNDSESLADAKKNLFTDTNQQTLAFTGSYADFESRAKLHREEVDLGVVAL 180 

AEA72440      AYKVGGTSYFFNDPESLADAKKYLFTDTKQQTLSFTGSYADFLSRANVHREDVDLGVLAL 180 

AJW31110      AYKAGGTSYFFNDPESLADAKKYLFTDTKQQTLSFTGSYADFLSRANVHREDVDLGVLAL 180 

              ***.*..****** ******** *****:****:******** ***::*:*:*****:** 

 

FJ357424      DNYVYTLEKSSQPADIAKPLVGFIEMVPEAARFKYIEKKISTQISKTFRPRGDIISLENN 240 

AAR08395      DNYVYTLEKSSQPADIAKPLVGFIEMVPEAARFKYIEKKISTQISKTFRPRGDIISLENN 240 

ABZ04128      DNYVYTLEKSSQPADIAKPLVGFIEMVPEAARFKYIEKKISTQISKTFRPRGDIISLENN 240 

ABW17545      DNYVYTLEKSSQPADIAKPLVGFIEMVPEAARFKYIEKKISTQISKTFRPRGDIISLENN 240 

AEA72440      DNYIYTLEKSSQPADIAKPLVGFIEMVPEAARFKYIEKKVLTQISKTFRPRGDIISLENN 240 

AJW31110      DNYIYILHKSSQPADIAKPLVGFIEMVPEAARFKYIEKKVLTQISETFRPRGVIISLENN 240 

              ***:* *.*******************************: ****:****** ******* 

 

FJ357424      WGDLSYQIQKSVDDVFLKPVQLQRENYTNILVSNVTQVKGLTGVLLNPVKYKV------- 293 

AAR08395      WGDLSYQIQKSVDDVFLKPVQLQRENYTNILVNNVTQVKGLMGVLLNAVNYKVSMEEIIF 300 

ABZ04128      WGDLSYQIQKSVDDVFLKPVQLQRENYTNILVNNVTQVKGLMGVLLNAVNYKVSMEEIIF 300 

ABW17545      WGDLSYQIQKSVDDVFLKPVQLQRENYTNILVNNVTQVKGLMGVLLNAVNYKVSMEEIIF 300 

AEA72440      WGDLSYQIQKSVNGVFLKPVQLQRENYTNILVNNVTQVTGLMGVLLNAVNYKVSMEEIIF 300 

AJW31110      WGDLSYQIQKSVNGIFLKPVQLQRENYTNILVNNVTQVTGLMGVLLNAVNYKVSMEEIIF 300 

              ************:.:*****************.*****.** ***** *:***        

 

FJ357424      --------- 293 

AAR08395      NDQKWLPWL 309 

ABZ04128      NDQKWLPWL 309 

ABW17545      NDQKWLPWL 309 

AEA72440      NYQKWLPWL 309 

AJW31110      NYQKWLPWL 309 

 
ภาพที่ 3 การเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน curcin precursor จากใบสบู่ด าสายพันธุ์ KUBP 78 

(FJ357424) กับโปรตีน curcin precursor จากสบู่ด าสายพันธุ์อื่นในฐานข้อมูล  GenBank  ได้แก่ 
AAR08395, ABZ04128, ABW17545, AEA72440 และ AJW31110 (เครื่องหมาย * แสดงกรดอะมิโนที่
มีความเหมือนกัน ส่วนเครื่องหมาย . และ : แสดงกรดอะมิโนที่มีความคล้ายกัน)   
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ภาพท่ี 4 ล าดับนิวคลิโอไทด์ของชิ้นยีน mature curcin จากใบสบู่ด าสายพันธุ์ KUBP 78 ซึ่งประกอบด้วย Ribosome 

Binding Site (RBS) รวมถึงต าแหน่งตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nde I และHind III เพื่อโคลนเข้าสู่เวกเตอร์ท่ีใช้
แสดงออก อีกทั้งยังแสดงล าดับกรดอะมิโนที่อนุมานได้จากล าดับนวิคลิโอไทด์ ส าหรับเครื่องหมาย * แสดงต าแหน่ง 
stop codon 
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เซลเซียส ด้วย 1 mM IPTG ได้โปรตีนเคอร์ซินที่มีน้ าหนัก
โมเลกุลประมาณ 30 กิโลดาลตัน และมีการสร้างโปรตีน
ในระดับปริมาณมากที่เวลา 6 ชั่วโมง หลังจากการชักน า
ด้วย 1 mM ITPG (ภาพที่ 5) ซึ่งโปรตีนส่วนใหญ่เป็น 
inclusion bodies (ภาพที่ 6) 

เนื่องจากการหามวลโมเลกุลของเคอร์ซินด้วยวิธี 
SDS-PAGE เป็นการหา subunit molecular weight 
โดยเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน ค่าที่ ได้มีความ
ถูกต้องและแม่นย าน้อยกว่าการหามวลโมเลกุลของเคอร์
ซินโดยวิธี MALDI-TOF MS ซึ่งเป็นการหามวลโมเลกุลที่
พบจริงในธรรมชาติ (native molecular mass) อีกทั้ง
มวลโมเลกุลที่ค านวณได้จาก SDS-PAGE เป็นการท าให้
โปรตีนเสียสภาพด้วยสาร sodium dodecyl sulfate มี
ผลท าให้โครงสร้างของโปรตีนเปลี่ยนไป และประจุสุทธิ
ของโปรตีนจะเป็นลบเหมือนกันหมด ดังนั้นหลังจากท า
บริสุทธิ์โปรตีนเคอร์ซินด้วยการผ่านเมมเบรนคัดกรอง
โมเลกุล และแยกโปรตีนตามขนาดด้วย 12% SDS-PAGE 
(ภาพที่ 7) แล้ว จึงชะโปรตีนจากแผ่นเจลเพื่อน าไปหามวล
โมเลกุลโดยวิธี MALDI-TOF MS ซึ่งเป็นเทคนิคที่มีความ
แม่นย าสูง (Hillenkamp et al., 1991) พบว่ามี 2 peaks 
โดย peak ที่เป็นโปรตีนเคอร์ซินมีมวลโมเลกุลที่เท่ากับ 
28978.145 ดาลตัน หรือประมาณ 28.98 กิโลดาลตัน 
(ภาพที่ 8) เป็นค่ามวลโมเลกุลใกล้เคียงกับผลที่ได้จาก 
12% SDS-PAGE คือประมาณ 30 กิโลดาลตัน และ
น้ าหนักโมเลกุลที่ค านวณจากล าดับกรดอะมิโนด้วย
โปรแกรม   https://web.expasy.org/cgi-bin/ 
compute_pi/pi_tool ก็มีค่าประมาณ 29.8 กิโลดาลตัน 
เช่นกัน 

นอกจากนี้เพื่อเป็นการยืนยันว่าโปรตีนเคอร์ซินที่
ได้จากการเหนี่ยวน า ที่สภาวะอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ด้วย 1 mM IPTG เป็นโปรตีนเคอร์ซิน และอยู่ในรูป 
inclusion bodies จึงได้วิเคราะห์หาล าดับกรดอะมิโน
ของแถบโปรตีนดังกล่าวด้วยเทคนิค LC-MS/MS ซึ่งเป็น
การย่อยแถบของโปรตีนเคอร์ซินที่แยกได้จาก 12% SDS-
PAGE ด้วยเอนไซมท์ริปซิน เพื่อให้ได้เป็นสายเปปไทด์สาย
สั้นๆ หลังจากนั้นจึงน าสายเปปไทด์ไปวิเคราะห์ล าดับ
กรดอะมิโน โดยเทคนิค LC-MS/MS และใช้โปรแกรม 
MASCOT ท าการเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของ
โปรตีนที่ได้กับล าดับกรดอะมิโนในฐานข้อมูลพืช (Green 

plant database) พบว่าล าดับกรดอะมิโนของสายเปป
ไทด์ที่ได้จากการท าให้บริสุทธิ์ของรีคอมบิแนนท์โปรตีน
เคอร์ซิน มีล าดับของกรดอะมิโนที่เหมือนกันกับล าดับ
กรดอะมิโนของเคอร์ซิน (ภาพที่ 9) เคอร์ซินเป็นโปรตีนที่
มีคุณสมบัติ เป็นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในการต้าน
เชื้อจุลินทรีย์ ต้านเซลล์มะเร็ง และรักษาโรคได้หลายชนิด 
การเปลี่ยนแปลงล าดับเบสในยีนเคอร์ซิน ท าให้ได้โปรตีน
เคอร์ซินที่มีความแตกต่างกันที่ล าดับกรดอะมิโน ซึ่งอาจ
ท าให้ได้โปรตีนเคอร์ซินที่มีสมบัติหลากหลายมากขึ้น 
สามารถน าไปประยุกต์ใช้กับงานวิจัยในด้านต่างๆ ดังนั้น
การศึกษาครั้งนี้ได้ท าการโคลนยีน  และผลิตโปรตีนเคอร์ 
ซินจากใบสบู่ด าสายพันธุ์ KUBP 78 ซึ่งเป็นสายพันธุ์ของ
ประเทศไทย และให้ผลผลิตน้ ามันสบู่ด าในปริมาณมาก 
เพื่อที่จะได้น าโปรตีนเคอร์ซินนี้มาศึกษาคุณสมบัติและ
น าไปประยุกต์ใช้ต่อไป 

 
สรุปผลการวิจัย 

 
เคอร์ซินเป็นสารพิษที่พบในสบู่ด า การวิจัยครั้ง

นี้สามารถโคลนยีน mature curcin จากใบสบู่ด าสาย
พันธุ์ KUBP 78 และท าให้มีการแสดงออกในเซลล์
แบคทีเรีย E. coli BL21(DE3) หลังจากชักน าด้วย 1 mM 
IPTG เป็นเวลา 6 ชั่วโมง ได้โปรตีนเคอร์ซินที่
ประกอบด้วย 265 กรดอะมิโน มีน้ าหนักโมเลกุล 28.98 
กิโลดาลตัน โดยวิเคราะห์จาก MALDI-TOF MS โปรตีนที่
แสดงออกมาส่วนใหญ่เป็น inclusion bodies ซึ่งเมื่อ
น าไปวิเคราะห์ด้วย LC-MS/MS พบว่าเป็นโปรตีนเคอร์ซิน
ที่สามารถน าไปศึกษาคุณสมบัติทางชีวภาพต่อไป 

 
กิตติกรรมประกาศ 

 
ขอขอบคุณมหาวิทยาลัยรามค าแหงและ

ส านักงานการวิจัยแห่งชาติ ที่ให้การสนับสนุนงบประมาณ
แผ่นดินในการท าวิจัยครั้งนี้ ขอขอบคุณนางสาวชมพูนุท 
พรเจริญนพ นายพงศ์พัฒน์ บุญสัตชัย นางสาววิลาสินี มูล
โคตร และนางจันทิมา จเรสิทธิกุลชัย ที่ให้ความช่วยเหลือ
ในงานวิจัย ขอขอบคุณนางสุนันทา รัตนาโภ และนางสาว
อมรรัตน์ พรหมบุญ ที่ให้การสนับสนุนและค าแนะน าใน
การวิจัย 

 
 
 
 

https://web.expasy.org/cgi-bin/
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ภาพท่ี 5 12% SDS-PAGE ของโปรตีน mature curcin ที่แสดงออก (pETFCM) ใน E. coli BL21(DE3) เก็บตัวอย่างก่อนชัก

น าด้วย 1 mM ITPG (แถว C: Control) และหลังชักน าที่ 1, 2, 3, 4, 6 และ 18 ชั่วโมง น้ าหนักโมเลกุลมีขนาด
ประมาณ 30 กิโลดาลตัน (kDa) (ลูกศรชี)้ เปรียบเทียบขนาดน้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน (แถว M) 
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ภาพท่ี 6 12% SDS-PAGE ของโปรตีน mature curcin ที่แสดงออกจากโคลน pETFCM แถว M: ขนาดน้ าหนักโมเลกุลของ

โปรตีนมาตรฐาน แถว 1: ตะกอนของเซลล์ E. coli BL21(DE3) ที่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pETFCM (ก่อนชักน า
ด้วย 1 mM IPTG) แถว 2: ตะกอนเซลล์ E. coli BL21(DE3) ที่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pETFCM (หลังชักน าด้วย 
1 mM IPTG) แถว 3: ส่วนใสของเซลล์ E. coli BL21(DE3) ที่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pETFCM (หลังชักน าด้วย 1 
mM IPTG) แถว 4: Inclusion bodies ของเซลล์ E. coli BL21(DE3) ที่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pETFCM (หลัง
ชักน าด้วย 1 mM IPTG) 
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ภาพที่ 7 12% SDS-PAGE ของสารละลายส่วนใสรีคอมบิแนนท์โปรตีนเคอร์ซิน เหนี่ยวน าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดย

การชักน าด้วย 1 mM IPTG น ามาแยกผ่านเมมเบรนคัดกรองโมเลกุลขนาด 50 กิโลดาลตัน และย้อมด้วย 
Coomassie Brilliant Blue แถว 1: ขนาดน้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน แถว 2: สารละลายส่วนใสรีคอม
บิแนนท์โปรตีนเคอร์ซิน แถว 3: รีคอมบิแนนท์โปรตีนเคอร์ซินที่แยกผ่านเมมเบรนคัดกรองโมเลกุล 
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ภาพท่ี 8  แสดงมวลโมเลกุลของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเคอร์ซินที่มีขนาด 28978.145 ดาลตัน โดยวิธี MALDI-TOF MS 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

28978.145 
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ภาพที่ 9 การวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเคอร์ซินจาก inclusion bodies โดยใช้ LC-MS/MS และ

โปรแกรม MASCOT อ่านผลโดยเปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีนอื่นในฐานข้อมูลพืช (Green plant) ใน 
National Center for Biotechnology Information (NCBI)  
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