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บทคัดย่อ 
 

     การรักษาโรคที่เกี่ยวข้องกับอาการปวด (neurophatic pain) ถือเป็นเป้าหมายใหม่ที่
ก าลังได้รับความสนใจ โดยการหาตัวยาที่สามารถระงับอาการปวดได้ดีมาแทนการใช้มอร์ฟีน 
(morphine) ซึ่งมีผลข้างเคียงในการรักษาสงู จากการศึกษาพบว่าตัวยาที่เป็นเพปไทด์หรือโปรตีนเป็น
ทางเลือกใหม่ที่น่าสนใจ โดยเฉพาะอย่างยิ่งสารพิษที่ถูกสร้างจากสัตว์ซึ่งจากการศึกษาพบว่าสาร
ดังกล่าวเป็นสารในกลุ่มโปรตีนที่มีความสามารถในการจบัและยับยั้งการท างานของไอออนชันแนล 
อาทิ โซเดียมชันแนล (Na+ channel) และแคลเซียมชันแนล (Ca2+ channel) โดยในงานวิจัยนี้จึงได้
ท าการศึกษาและสังเคราะห์โปรตีนที่มีชื่อว่า Huwentoxin-X (HWTX-X) ที่พบในพิษของแมงมุม 
Chinese bird สายพันธ์ุ Ornithoctonus huwena ซึ่งโครงสร้างจะประกอบด้วยกรดอะมิโนทั้งหมด 
28 ตัว และมีพันธะไดซัลไฟด์ 3 พันธะภายในโครงสร้างซึ่งจัดตัวในลักษณะที่เหมาะสม โดยที่กรดอะมิ
โนซีสเตอีน (cysteine, C) สร้างพันธะไดซัลไฟด์ในรูปแบบ C1-C4, C2-C5 และ C3-C6 ตามล าดับ และ
ยังมีความสามารถในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่นา่สนใจในการยับยั้ง Ca2+ channel โดยการ
สังเคราะห์โปรตีนจะใช้วิธีการสังเคราะห์ทางเคมีที่เรียกว่าการสังเคราะห์สายโซ่เพปไทด์ด้วยวัฏภาค
ของแข็ง (solid phase peptide synthesis) นอกจากนี้ยังได้ท าการสังเคราะห์อนุพันธ์ทั้ง 3 ตัว 
(mutated Huwentoxins) ด้วยวิธีการปรับเปลี่ยนกรดอะมิโน (mutagenesis) โดยท าการแทนที่
กรดอะมิโนไลซีน (lysine, K) เป็นกรดอะมิโนอาร์จีนีน (arginine, R) และท าการสงัเคราะห์โปรตีน 
HWTX-X ให้อยู่ในลักษณะเปน็วง (cyclic Huwentoxin)  ท าให้เพิ่มความเสถียรของโปรตีน โดยความ
บริสุทธิ์ของ native Huwentoxin, mutated Huwentoxin และ cyclic Huwentoxin จะอาศัย 
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เทคนิคการแยกของเหลวด้วยเครื่องแยกสารสมรรถนะสูง (high performance liquid 
chromatograghy) และการยืนยันมวลโมเลกุลโดยใช้เทคนิคแมสสเปกโตรเมตรี (mass 
spectrometry) ทั้ง ESI-MS และ MALDI-TOF  

 

ค าส าคญั: โปรตีน Huwentoxin-X, ไอออนชันแนล, การสังเคราะห์สายโซ่เพปไทด์ด้วยวัฏภาค
ของแข็ง 
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 ABSTRACT 
 

               Neurophatic pain is an important disease causing a health problem. In the 
exploration of new drugs is necessary for substitution of morphine, which caused a 
number of side effects. To date, peptides or proteins are interestingly an alternative 
way, especially the toxins founded from venomous animals. It has been reported that 
the lead compound as proteins effectively binded and blocked ion channel such Na+ 
channel and Ca2+ channel. In this research, we aimed to study and synthesize the 
protein named Huwentoxin-X (HWTX-X), which can be isolated from the venom of 
Chinese bird spider Ornithoctonus huwena. This HWTX-X protein is comprised of 28 
amino acids with three disulfide bridges (C1-C4, C2-C5, and C3-C6). In addition, HWTX-X 
displayed a promising biological activity on blocking Ca2+ channel. The chemical 
synthesis of protein was carried out by using solid phase peptide synthesis strategy. 
We also focused on chemical synthesis of mutated Huwentoxins by mutagenesis, in 
which lysine was replaced by arginine. The synthesis of cyclic HWTX-X was successfully 
synthesized in order to improve the protein stability. The purity of native Huwentoxin, 
mutated Huwentoxin and cyclic Huwentoxin were confirmed by high performance  
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liquid chromatography and molecular weight were characterized by mass 
spectrometry such as ESI-MS and MALDI-TOF spectrometer. 

 

Keywords: Huwentoxin-X, ion channel, solid phase peptide synthesis 
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               งานวิจัยชิ้นน้ีประสบความส าเร็จเรียบร้อยได้ด้วยดี เนื่องจากได้รับความอนุเคราะห์ ความ
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ช่วยเหลือในการแก้ไขปัญหาต่างๆที่เกิดขึ้นจนท าให้งานวิจัยนี้ประสบความส าเร็จไปได้ด้วยดี 
ขอขอบพระคุณคณะกรรมการทุกท่านอันประกอบด้วย รองศาสตราจารย์ ดร. วิภา ตังคนานนท์ 
สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ อาจารย์ ดร. 
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สายหยุด ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยรามค าแหง ที่ได้ให้ความรู้และค าแนะน าที่ดีใน
การท าวิทยานิพนธ์ 
               ขอขอบพระคุณคณาจารย์และเจ้าหน้าที่สาขาวิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี 
มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร ์ ทีไ่ด้ให้ความรู้ ค าแนะน าที่ดี ตลอดจนการให้ความช่วยเหลือและอ านวย
ความสะดวกทางด้านห้องปฏิบัติการวิจัย เครื่องมือต่างๆ รวมทั้งสารเคมีและอุปกรณ์ตา่งๆที่จ าเป็นต่อ
การวิจัย 
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Equipment for Advanced Research, TUCSEAR) มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร ์ ส าหรับความ
ช่วยเหลือด้านเครื่องมือขั้นสูงที่มีประโยชน์ต่องานวิจัย 
               ขอขอบคุณทุนเรียนดีวิทยาศาสตร์แห่งประเทศไทย (Science Achievement 
Scholarship of Thailand, SAST) ที่ช่วยสนับสนุนและพฒันาองค์ความรู้ด้านวิทยาศาสตร์ 
               สุดท้ายนี้ขอขอบพระคุณครอบครัวอันเป็นที่รักยิ่ง ที่เป็นส่วนส าคัญในการให้ก าลังใจ
ส าหรับการศึกษาต่อในระดับน้ี และขอขอบคุณเพื่อนๆ สาขาวิชาเคมีทุกคนส าหรับความช่วยเหลือและ
มิตรภาพที่ดีเสมอมา 
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บทที่ 1 
บทน า 

  
1.1 ที่มาและความส าคัญ 
 

ในปัจจุบันองค์ความรู้ทางด้านวิทยาศาสตร์และการแพทยม์ีความก้าวหน้าและได้รับการ
พัฒนาเป็นอย่างมาก และถือได้ว่ามีบทบาทที่ส าคัญต่อการพัฒนาวิธีการรักษาโรคชนิดต่างๆที่เกิดขึ้น 
ส าหรับการคิดค้นหาตัวยาชนิดใหม่มาใช้ในการรักษาโรคที่เกิดขึ้นนั้นถือได้ว่าเป็นสิ่งที่จ าเป็นอย่างยิ่ง
เพื่อให้การรักษาโรคเกิดประสิทธิภาพสูงสุด ซึ่งพบว่าตัวยาส่วนใหญ่ทีใ่ช้ในการรักษากันอยู่ในปัจจุบัน
นั้นมีองค์ประกอบที่เป็นสารเคมีที่มีขนาดเลก็ (small molecule) ซึ่งหากมีการใช้ตัวยาดังกล่าวเป็น
ระยะเวลานานอาจท าให้เกิดผลเสียบางประการได้ อาทิ การเกิดผลข้างเคียงต่อร่างกาย (side effect) 
และปัญหาของการดื้อยาของโรคนั้นๆได้ โดยจากการศึกษาวิจัยพบว่าสารเพปไทด์ (peptides) หรอื
โปรตีน (proteins) เป็นทางเลือกที่มีความน่าสนใจต่อการพัฒนาไปเป็นยารักษาโรค เนื่องจากมีขอ้ดี
คือ มีความสามารถในการออกฤทธิ์ต่อเซลล์เป้าหมาย (targeting) ได้อย่างมีความจ าเพาะเจาะจง มี
ประสิทธิภาพที่สูงและทีส่ าคญัคือมีผลข้างเคียงต่อร่างกายน้อยมาก1 จึงส่งผลให้การศกึษาวิจัยโปรตีน
เพื่อใช้พัฒนาต่อเป็นยารักษาโรคต่างๆได้รับความสนใจอยา่งสูงในปัจจุบันจากนักวิจัยทางด้าน drug 
discovery และบริษัทยาต่างๆ ในการพัฒนาและใช้โปรตีนเป็นยารักษาโรคชนิดต่างๆ อาทิ โรคมะเร็ง 
(cancer disease) โรคที่เกี่ยวกับอาการปวดเรื้อรงั (chronic pain) เป็นต้น โดยเพปไทด์หรือโปรตีนที่
มีความสามารถในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (bioactive peptides) สามารถพบได้ในธรรมชาติทั้งใน
สัตว์ที่มีพิษและในพืชบางชนิด2-3 อาทิ งู แมงมุม แมงป่อง และเมล็ดของผลฟักข้าว เป็นต้น โดยพิษของ
สัตว์เหล่านี้จะถูกสร้างขึ้นเพื่อใช้ในการล่าเหยื่อและใช้ในป้องกันตนเองจากสัตว์นักล่าต่างๆ4 ซึ่ง
องค์ประกอบส่วนใหญ่ที่พบในสารพิษคือ สารโปรตีนที่เป็น cysteine-rich bioactive protein หรือ
โปรตีนที่มีองค์ประกอบของซัลเฟอร์ (sulfur) อันสืบเน่ืองมาจากมีกรดอะมิโนที่เรียกว่า ซีสเตอีน 
(cysteine) อยู่ภายในโมเลกุล ซึ่งโปรตีนเหล่านี้จะมีความสามารถในการจับกับไอออนชันแนล (ion 
channels) ได้อย่างมีความจ าเพาะเจาะจง (selective) หรือสามารถยับยั้งเอนไซม์ที่เป็นตัวกลาง
ส าคัญในกระบวนการทางชีวเคมี (biochemical process) ได5้-6 นอกจากนี้สารเพปไทด์ (peptide) ที่
พบยังมีขนาดที่พอเหมาะและมีโครงสร้างที่เสถียรแข็งแรง (compact structure) เนื่องจากถูก 
stabilize ด้วยพันธะไดซัลไฟด์ (disulfide-rich scaffolds) ท าใหค้งทนต่อการย่อยสลายของเอนไซม์
ได้ และสิ่งที่มคีวามพิเศษคือ มีโครงสร้างและหน้าที่การท างาน (function) ได้หลากหลาย อาทิ มี
โครงสร้างที่เป็นได้ทั้งเส้นตรง (linear) และที่เป็นวง (cyclic) รวมถึงการมีหมู่ฟังก์ชัน (functional 
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group) ของกรดอะมิโนที่หลากหลาย จึงท าให้เหมาะแก่การน าไปใช้ประโยชน์ในการรักษาโรค 
(therapeutic agents)7 

ไอออนชันแนล (Voltage-gated ion channels หรือ VGICs) คือ transmembrane โปรตีน
ที่มีบทบาทส าคัญในการส่งสญัญาณทางไฟฟ้าของเซลล์ (electrical signal) โดยหลักการท างานคือ 
การเปิดและปิดชันแนล (channels) ให้เกิดการเคลื่อนที่ของชนิดไอออนต่างๆ (electrochemical 
gradient) ผ่านเยื่อหุ้มเซลล ์(cellular membranes) แสดงได้ดังภาพที ่1.1 โดย VGICs สามารถแบง่
ออกได้เป็นชันแนล (channels) ชนิดต่างๆดังนี้ โซเดียม (Na+), โพแทสเซียม (K+), แคลเซียม (Ca2+) 
และคลอไรด์ (Cl-)  โดยโครงสร้างทั่วไปเกิดจากหน่วยย่อย (subunits) หลายหน่วยมาเรียงต่อกันท าให้
เกิดเป็นช่องตรงกลาง (channels) ซึ่งในแต่ละไอออนชันแนลจะมีความจ าเพาะกับไอออนชนิดนั้นๆ8    

 

 

 

ภาพที ่1.1 ภาพแสดงลักษณะโดยทั่วไปของไอออนชันแนลในร่างกาย 

นอกจากนี้ไอออนชันแนล (ion channel) แต่ละชนิดยังสามารถแบ่งแยกย่อย (subtypes) ได้
อีก อาทิ โซเดียมชันแนล (Na+ channel) สามารถแบ่งออกได้เป็น (Nav1.1-Nav1.9), ในส่วนแคลเซยีม
ชันแนล (Ca2+channel) สามารถแบ่งออกได้เป็น T, L, N, P/Q, และ R ซึ่งในแต่ละ subtype จะมี
ความจ าเพาะต่อการรักษาโรคที่มีความแตกต่างกัน9-10 จึงถือว่าเป็นข้อดีในการที่จะหาตัวยาหรือสาร
เพปไทด ์ (peptide drugs) ที่มีความเหมาะสมและมคีวามจ าเพาะเจาะจงต่อ subtype ของไอออน
ชันแนลชนิดนั้นๆ ซึ่งเป็นสิ่งที่จ าเป็นเพื่อให้การรักษาโรคเกิดประสิทธิภาพที่ดีมากยิ่งขึ้น  ด้วยเหตุน้ี
ผู้ท าวิจัยจึงมีความสนใจที่จะศึกษาและท าการสังเคราะห์โปรตีน Huwentoxin ที่สามารถแยกได้จาก
พิษของแมงมุม Chinese bird สายพันธ์ุ Ornithoctonus huwena ซึ่งโปรตีนตัวใหม่ชนิดนี้มีช่ือว่า
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โปรตีน Huwentoxin-X (HWTX-X)11 ซึ่งมีความสามารถในการจับกับ Ca2+channel ได้อย่างจ าเพาะ
เจาะจง โดยโปรตีนชนิดนี้จะจัดอยู่ในกลุ่มของ Huwentoxin (HWTX family) ซึ่งเป็น neurotoxic 
peptides ที่พบในพิษแมงมุม Chinese bird12 โดยโปรตีนชนิดอื่นๆที่จัดอยู่ในกลุ่มนี้จะมี
ความสามารถในการออกฤทธ์ิทางชีวภาพที่ต่างกันออกไปรวมถึงล าดับจ านวนของกรดอะมิโนที่
แตกต่างกันซึ่งแสดงได้ดังภาพที่ 1.2 

 
 

ภาพที่ 1.2 ภาพแสดงล าดับกรดอะมิโนของโปรตีนชนดิต่างๆที่จัดอยู่ในกลุ่มของโปรตีน

Huwentoxin 

 

 

ภาพที ่1.3 ภาพแสดงโครงสร้างสามมิติของโปรตีน Huwentoxin-X (HWTX-X)11 
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นอกจากนีใ้นงานวิจัยนี้จะศึกษาการสังเคราะห์อนุพันธ์ของโปรตีน Huwentoxin-X เพื่อ
เปรียบเทียบความสามารถในการออกฤทธ์ิทางชีวภาพอีกด้วย โดยในงานวิจัยนี้จะท าการสังเคราะห์ 
cyclic HWTX-X เนื่องจากโดยธรรมชาติแล้วโปรตีน Huwentoxin-X ที่พบในธรรมชาตจิะมีลักษณะที่
เป็นเส้นตรง (linear) ประกอบไปด้วยกรดอะมิโนทั้งหมด 28 ตัว และมีพันธะไดซัลไฟด์ (disulfide 

bond) อยู่ 3 พันธะจัดเรียงตัวในลักษณะที่เหมาะสม และมีโครงสร้างภายในเป็นแบบ β-sheet อยู่ 3 
ส่วน  ซึ่งในงานวิจัยนี้ทางผู้วิจัยมีความสนใจที่จะพัฒนาและสังเคราะห์สารให้อยู่ในรูปที่เป็นวง (cyclic) 
เพื่อช่วยเพิ่มความเสถียรของโครงสร้าง (stability) และความสามารถในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
(bioactivity) ของสารเพปไทด์ที่สังเคราะห์ขึ้น โดยตัวอย่างของงานวิจัยที่เห็นได้ชัดเจนคือ ในงานวิจัย
ของ Bogdanowich-Knipp และคณะ13 ที่ได้ท าการศึกษาความเสถียรของเพปไทด์ระหว่าง linear 
และ cyclic RGD peptides ในพีเอช (pH) และบัฟเฟอร์ (buffer) ช่วง 1-12 ที่อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส แสดงได้ดังภาพที่ 1.4 
 

 

ภาพที่ 1.4 ภาพแสดงโครงสร้างของ linear และ cyclic RGD peptides  โดยที่ a) คือ linear 

RGD peptides (Arg-Gly-Asp-Phe-OH)  และ b) คือ cyclic RGD peptides ((cyclo)-1, 6-

acetylated-Cys-Arg-Gly-Asp-Phe-penicillamine-NH2) 
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โดยจากผลการศึกษาพบว่าเพปไทด์ที่เป็นวง (cyclic) จะมีความเสถียรที่มากกว่าเพปไทด์ที่เป็น
เส้นตรง (linear) ถึง 30 เท่า ที่ pH เทา่กับ 7 เป็นผลเนือ่งมาจากโครงสร้างที่เป็นวงมีความเป็น rigid 
ท าให้ยากต่อการเกิด hydrolysis ของเพปไทด์  โดยองค์ความรู้ที่ได้จากการศึกษาวิจัยทางด้านเพป
ไทด์จากงานวิจัยนี้จะสามารถน าไปใช้ประโยชน์ในการพัฒนาการศึกษาต่อเพื่อใช้เป็นยารักษาโรค
ต่อไปในอนาคตได้ 

 

1.2 วัตถุประสงค์การวิจัย 

1. เพื่อศึกษาและพัฒนาวิธีการสังเคราะห์โปรตีน Huwentoxin-X (HWTX-X) ที่พบในพิษ
ของแมงมุม Chinese bird สายพันธ์ุ Ornithoctonus huwena โดยใช้วิธีทางเคมีที่เรียกว่า solid 
phase peptide synthesis 

2. เพื่อศึกษาและท าการสังเคราะห์อนุพันธ์ของโปรตีน Huwentoxin-X (HWTX-X) โดยใช้
วิธี mutagenesis เพื่อพัฒนาความสามารถในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพของโปรตีน 

3. เพื่อท าการสังเคราะห์และปรับเปลี่ยนโครงสร้าง (re-engineering) ของโปรตีน 
Huwentoxin-X เพื่อเพิ่มความเสถียรของโปรตีนและพัฒนาความสามารถในการออกฤทธิ์ต่อไป 

    

 1.3 ขอบเขตการวิจัย 

ในงานวิจัยนี้มุ่งเน้นที่จะท าการศึกษาและสังเคราะห์โปรตีน Huwentoxin-X (HWTX-X) ซึ่งมี
ความสามารถในการออกฤทธ์ิทางชีวภาพที่นา่สนใจในการยบัยั้งแคลเซียมชันแนล (Ca2+channel) 
นอกจากนี้ยังท าการสังเคราะห์อนุพันธ์ (derivative) ของโปรตีน Huwentoxin-X (HWTX-X) ด้วย
วิธีการ mutagenesis เพื่อค้นหาความสามารถในการออกฤทธิ์ชนิดใหม่และท าการ re-engineering 
ปรับเปลี่ยนโครงสร้างของโปรตีน Huwentoxin-X เพื่อน าสารที่สังเคราะห์ได้น้ันไปท าการทดสอบ
ความสามารถในการออกฤทธ์ิทางชีวภาพต่อไป  
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บทที่ 2 
วรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 โปรตีน Huwentoxin (HWTX) 

โปรตีนหรือท็อกซิน (toxin) ในกลุ่มนี้สามารถพบได้ในพิษของแมงมุมทารันทุล่า (tarantula) 
สายพันธ์ุหนึ่งที่มีชื่อเรียกว่า Chinese bird spider จดัอยู่ในกลุ่มชนดิ (species) Ornithoctonus 
huwena โดยในปี ค.ศ. 1993 Liang และคณะ14 ได้ท าการแยกเพปไทด์ชนิดหนึ่งมีชื่อว่า 
Huwentoxin-I จากพิษของแมงมุมชนิดนี้ โดยโปรตีน HWTX-I นี้จะประกอบด้วยกรดอะมิโนทั้งหมด 
33 ตัว โดยมีพันธะไดซัลไฟด์ (disulfide bonds) 3 พันธะจัดเรียงตัวภายในโครงสร้าง จดัเป็นเพปไทด์
ในกลุ่มที่เรียกว่า neurotoxic peptides โดยแสดงความสามารถในการยับยั้ง neuromuscular 
transmission ในเซลล์ประสาทสมองของหนู (13.4 ± 1.3 นาที)  
 

 

 

ภาพที่ 2.1  ภาพแสดงล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน Huwentoxin-I 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.2  ภาพแสดงแมงมุม Chinese bird spider สายพันธ์ุ Ornithoctonus huwena12 
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ถัดมาในปี ค.ศ. 1998 Shu และ Liang15 ได้รายงานการแยกและการพิสูจน์เอกลักษณ ์
(characterization) ของสารเพปไทด์ที่ชื่อว่า Huwentoxin-II โดยเพปไทด์ชนิดนี้มีกรดอะมิโนทั้งหมด 
37 ตัว และมีพันธะไดซัลไฟด์ (disulfide bonds) 3 พันธะภายในโครงสร้าง มีมวลโมเลกลุ 
(molecular weight) เท่ากับ 4285.6 Da และแสดงความสามารถในการออกฤทธ์ิท าให้แมลงสาบ 
(cockroaches) เป็นอัมพาต (paralyze) หลายชั่วโมงและยังสามารถยับยั้ง neuromuscular 
transmission ได้เช่นเดียวกับ Huwentoxin-I   

 

 
 

ภาพที ่2.3  ภาพแสดงล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน Huwentoxin-II 

ในปี ค.ศ. 2001 Peng และคณะ16 ได้รายงานความสามารถในการออกฤทธิ์ของ HWTX-I ใน
การยับยั้งแคลเซียมชันแนล (Ca2+ channel) โดยใช้ patch clamp technique ในการศึกษา 
differentiated NG108-15 cells โดยพบว่า HWTX-I มีความสามารถในการออกฤทธิ์ได้อย่างจ าเพาะ
เจาะจง (selective) ต่อแคลเซียมชันแนล (Ca2+ channel) ชนิดที่เป็น N-type และในปีเดียวกัน Shu 
และคณะ17 ได้ท าการศึกษาโครงสร้างของ HWTX-II โดยใช้ 2D 1H-NMR technique ซึ่งจากการศึกษา
พบว่า HWTX-II มีการจัดเรียงตัวของพันธะไดซัลไฟด์ (disulfide linkage) ที่มีความพิเศษ คือ I-III, II-
V, และ IV-VI ซึ่งมีความแตกต่างกับโมเลกุลแบบ ICK (inhibitor cystine knot motif)   

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.4 ภาพแสดงโครงสร้างเปรียบเทียบกันระหว่าง HWTX-II และ HWTX-I โดยที่ HWTX-II จะ
มีการจัดเรียงตัวของ 3 พันธะไดซัลไฟล์ (disulfide bonds) ในรูปแบบที่เป็น I-III, II-V, และ IV-VI (C4-
C18, C8-C29, และ C23-C34) ซึ่งมีความแตกต่างจาก HWTX-I ซึ่งมีการจัดเรียงตัวของ 3 พันธะไดซัลไฟล์ 
(disulfide bonds) ในรูปแบบ ICK motif คือ I-IV, II-V, และ III-VI (C2-C17, C9-C22, และC16-C29) 
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ถัดมาในปี ค.ศ. 2002 Peng และคณะ18 ได้รายงานการการแยกและการพิสูจน์เอกลักษณ์ 
(characterization) ของสารเพปไทด์ที่พบในพิษแมงมมุ Chinese bird spider ที่ชื่อว่า 
Huwentoxin-IV (HWTX-IV) ซึ่งโครงสร้างประกอบด้วยกรดอะมิโนทั้งหมด 35 ตัว และมีพันธะได
ซัลไฟด์ (disulfide bonds) จ านวน 3 พันธะภายในโครงสร้าง โดยเพปไทด์ชนิดนี้สามารถยับยั้ง 
tetrodotoxin-sensitive (TTX-S) sodium channel ใน dorsal root ganglion (DRG) neurons 
ของหนูโตเต็มวัย (adult rat) ซึ่งมคี่าการยับยั้ง IC50 เท่ากับ 30 nM 

 

 

ภาพที่ 2.5 ภาพแสดงล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน Huwentoxin-IV 

ในปี ค.ศ. 2003 Zhang และคณะ19 ได้รายงานการแยกเพปไทดท์ี่ชื่อว่า Huwentoxin-V ซึ่ง
เป็น insecticidal peptides จากพิษของแมงมุมชนิดนี้ โดยท็อกซิน (toxin) ชนิดนี้จะประกอบด้วย
กรดอะมิโนทั้งหมด 35 ตัว และมีพันธะไดซัลไฟด์ (disulfide bonds) จ านวน 3 พันธะภายใน
โครงสร้าง โดยที่มีมวลโมเลกุล (molecular weight) เท่ากับ 4111.4 Da และแสดงฤทธิ์ในการท าให้
แมลงสาบและตั๊กแตนเป็นอัมพาต (paralyze) หลายชั่วโมง 

 

 

ภาพที ่2.6 ภาพแสดงล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน Huwentoxin-V 
 

ในปี ค.ศ. 2008 Xiao และคณะ20 ได้รายงานการจับของ Huwentoxin-IV (HWTX-IV) ต่อ 
voltage-gated sodium channels (VGSCs) subtypes ซึ่งสามารถยับยั้งการท างานของ neuronal 
Na+ channel ได้ โดยแสดงการเข้าจับที่บริเวณต าแหน่ง 4 (site 4) ของ receptor ที่ domain II ใน 
Na+ channel  
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ภาพที ่2.7 ภาพแสดงให้เห็นถึงการจัดเรียงตัวของล าดับกรดอะมิโนที่ต าแหน่ง receptor site 4 ของ 

Na+ channel โดยรูป A แสดงให้เห็นต าแหน่งที่ส าคญัของกรดอะมิโน (สีเทา) ที่เป็น neurotoxin 

receptor โดยที่ Nav1.1.-1.4 และ Nav1.8 channels มาจากหนู (rat) และ Nav1.5-1.7 channel มา

จากคน (human)  ส่วนในรปู B แสดง α subunit ของ Na+ channel ในภาพรวม 
 

ในปี ค.ศ. 2013 Deng และคณะ21 ได้รายงานการสังเคราะห ์Huwentoxin-IV analogs โดย
ท าการทดสอบความสามารถในการออกฤทธิ์กับ tetrodotoxin-sensitive (TTX-S) sodium 
channels ใน DRG neurons ของหนูโตเต็มวัย ซึ่งพบว่าสารอนุพันธ์ (mutants) ทั้ง 3 ตัว แสดง
ความสามารถในการออกฤทธ์ิทางชีวภาพ (activity) ได้เช่นเดียวกันกับ native HWTX-IV  

 

 

 

 
 

ภาพที่ 2.8 ภาพแสดงล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน Huwentoxin-IV และอนุพันธ์ที่ท าการสังเคราะห์

อีก 3 ตัว โดยการปรับเปลี่ยนโครงสร้าง (mutagenesis) 
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2.2 การพัฒนาเพปไทด์เป็นยา (Peptide to drugs) 

การพัฒนาตัวยาชนิดใหม่ๆเพื่อน ามาใช้ประโยชน์ทางด้านการแพทย์เป็นเรื่องที่มีความท้าทาย
เป็นอย่างมากในปัจจุบัน โดยเพปไทด์หรือโปรตีนเป็นตัวเลือกหนึ่งที่ก าลังได้รับความสนใจมากใน
ขณะนี ้  เนื่องจากเพปไทด์มีจุดเด่นทีม่ีความสามารถในการออกฤทธิ์ต่อเซลล์เป้าหมายได้อย่างจ าเพาะ
เจาะจง (selectivity) และจับกับเป้าหมายได้หลากหลาย (broad range of bioactivity) อีกทั้งมี
ขนาดเหมาะสมที่จะน าไปพัฒนาเป็นยารักษาโรคได้ (therapeutic agents) โดยในปัจจุบันตัวยาที่
ผลิตจากอุตสาหกรรมทางยาสามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มด้วยกัน คือ small molecules (<500 Da) 
และ biologics (>5000 Da)  ซึ่งสารพวก biologics มีความสามารถในการออกฤทธิ์ต่อเป้าหมาย 
(target) และมีความจ าเพาะมากกว่าสารพวก small molecules แต่ยังมขี้อเสียในเรื่องของความ
เสถียร (metabolic stability) มีความสามารถในการผ่าน membrane ได้ต่ า (poor membrane 
permeability) และมี bioavailability ต่ า และในส่วนของพวก small molecules มีค่าใช้จ่ายในการ
สังเคราะห์ที่ไม่แพงและมีขั้นตอนที่ไม่สลับซับซ้อน แตม่ีข้อเสียคือมีความจ าเพาะต่อเป้าหมายที่ต่ าซึ่ง
น าไปสู่การเกิดผลข้างเคียง (side effect) ซึ่งพบว่าสารเพปไทด์มีขนาดของมวลโมเลกุลที่อยู่ในช่วง
ระหว่าง 500 Da (small molecule) ถึง 5000 Da (biologics) แสดงได้ดังภาพที่ 2.9 ดังนั้นจึงเป็น
ตัวเลือกที่ดีส าหรับการพัฒนาไปเป็นยา (peptide-based drugs)22  

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.9 ภาพแสดงให้เห็นว่าเพปไทด์สามารถเติมเต็มช่องว่าง (space) ตรงกลางได้ท าให้สามารถมี

ข้อดีของตัวยาทั้ง 2 กลุ่มไดแ้ละมีความเหมาะสมต่อการพัฒนาเป็นยา22 
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การน าเพปไทด์มาใช้ในการรกัษา (peptide-based therapeutics) สามารถใช้ประโยชน์ได้
อย่างหลากหลาย เนื่องจากเพปไทด์สามารถปรับเปลี่ยน (modification) ได้หลายรูปแบบ อาทิ การ

ท าการปิดวง (cyclization) การต่อกับ unnatural amino acid (β-amino acid) การใส่สารที่ท า
หน้าที่เช่ือมต่อ (linker) ชนิดต่างๆ เป็นต้น โดยมีการรายงานการน าเพปไทด์ที่พบได้ในธรรมชาติมาท า
การปรับปรุงโครงสร้างเพื่อเพิ่มขีดความสามารถในการออกฤทธิท์างชีวภาพของสารที่สังเคราะห์ขึ้น 
อาท ิ ในงานวิจัยของ Northfield และคณะ23 ได้ท าการศึกษาสารเพปไทด์ที่เป็น disulfide-rich 
macrocyclic peptides เช่น sunflower trypsin inhibitor-1 (SFTI-1) ซึ่งเป็นสารเพปไทด์ที่มี
ลักษณะเป็นวง (cyclic peptide) ที่ประกอบด้วยกรดอะมิโน 14 ตัว ซึ่งมคีวามสามารถในการออกฤทธิ์
ทางชีวภาพ อาทิ มีฤทธิ์ในการต้านเซลล์มะเร็ง (anti-cancer) และมีฤทธิ์ในการต้านการอักเสบ (anti-
inflammatory properties) เป็นต้น โดยได้ท าการกราฟท์ (grafting) โดยท าการใส่ peptide 

epitopes ลงบนโครงสร้างของ SFTI-1 โดยที่ Angiogenic epitopes ประกอบด้วย laminin α1 
chain (LAM), osteopontin (OPN) และ VEGF peptide mimic (QK) ซึ่งมีประโยชน์ในการรักษา
หลายโรค อาท ิ โรคที่เกี่ยวกับการเต้นของหัวใจ (cardiac ischaemia) โรคข้ออักเสบรูมาตอยด์ 
(rheumatoid arthritis) เปน็ต้น อีกทั้งยังใส่ KLK4 inhibitor epitope ซึ่งใช้ประโยชน์ในการรักษา
มะเร็งต่อมลูกหมาก (prostate cancer)  

 

 

 

 

                   
 

ภาพที่ 2.10 ภาพแสดงโครงสร้างและล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน SFTI-1 และการท า grafting 
 

ในงานวิจัยของ D’Souza และคณะ24 ได้รายงานการใช้ MCoTI-II Cyclotide ในการ
ออกแบบ (design) เพื่อเป็น cyclic peptide antagonist ส าหรับโปรตีนที่ชื่อว่า SET ซึ่งเป็นเป้าหมาย 
(drug target) ในการรักษาโรคมะเร็ง (cancer therapy) เนื่องจากสารเพปไทด์ที่ช่ือว่า COG 
peptides ที่ได้จาก apolipoprotein E (apoE) และเปน็ antagonist ที่ดีในการรักษาแต่มีข้อจ ากัด
ในเรื่องความเสถียร (proteolytic stability) และม ีbioavailability ที่ต่ า ดังนั้นในงานวิจัยน้ีจึงได้ท า
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การกราฟท์ (grafting) COG peptides ลงบน Momordica Cochinchinensis Trypsin Inhibitor-II 
(MCoTI-II) ซึ่งเป็น ultrastable cyclic peptide scaffold โดยจากผลที่ได้พบว่า grafted MCoTI-II 
peptides มีความสามารถในการยับยั้งเซลลม์ะเร็งได้ดี (cytotoxicity) และมีความเสถียรสูงใน 
human serum แสดงได้ดังนี ้

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพที่ 2.11 ภาพแสดงล าดับกรดอะมิโนของ MCoTI-II peptides และการท า grafting 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.12 ภาพแสดงความเสถียรที่เพิ่มขึ้นของ grafted MCoTI-II peptides 

นอกจากนี้เพปไทด์อีกกลุ่มหนึ่งที่มีความน่าสนใจคือ เพปไทด์หรือโปรตีนที่พบได้ในสัตว์ที่มี
พิษ (animal venom) อาทิ แมงมุม แมงป่อง งู และหอยเต้าปูน (cone snail) เป็นต้น โดยในงานวิจัย



Ref. code: 25605709033053VZX

13 
 

ของ Akondi และคณะ25 ไดร้ายงานการศึกษาเพปไทด์ที่ชื่อว่า conotoxins ซึ่งเป็นสารเพปไทด์ที่พบ
ในพิษของหอยเต้าปูน (cone snail) ซึ่งสาร conotoxins มีความสามารถในการจับกับ receptor และ 
ion channel ได้อย่างหลากหลาย (wide range) โดยมีความสามารถในการออกฤทธิท์างชีวภาพที่ดี
และมีความจ าเพาะเจาะจงสูง (high selectivity) จึงมีความเหมาะสมในการน ามาพัฒนาเป็นยา โดย
งานวิจัยน้ีท าศึกษาความสัมพันธ์ของโครงสร้างและความสามารถในการออกฤทธิ์ (Structure-

Activity Relationships) อาทิ ในตัวอย่างของ ω-Conotoxin ซึ่งเป็น antagonist ส าหรับ voltage-
gated calcium channels (VGCCs)26  

 

 

 

  

ภาพที่ 2.13 ภาพแสดงการศึกษา SAR ของโมเลกุล ω-Conotoxin ซึ่งแสดงให้เห็นชนิดของกรดอะ

มิโนที่มีความจ าเพาะต่อการจับกับ Ca2+ channel 

โดยจากการศึกษาพบว่า ω-Conotoxin ทั้งสองชนิดมี backbone conformation ที่
เหมือนกัน โดยส่วนของวงอะโรมาติก (aromatic moiety) และหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) ของ Tyr13 เป็น

ส่วนที่ส าคัญในการจับกับ Cav2.2 ซึ่งความเข้าใจถึงกลไกของการออกฤทธิ์ของ ω-Conotoxin จึง
น าไปสู่การพัฒนาเป็นยาแก้ปวดชนิดใหม่ (analgesic drug) ที่มีชื่อว่า Ziconotide (Prialt)27 ซึ่งได้รับ
การยอมรับ (approved) จาก FDA  โดย Ziconotide จัดเป็น neuroactive peptide ที่ใช้ในการ

รักษาโรคที่เกี่ยวกับอาการปวดเรื้อรัง (severe chronic pain)  ซึ่งสามารถท าการสังเคราะห์ ω-MVIIA 
ได้จากพิษของ marine snail สายพันธ์ุ Conus magus  โดยกลไกของการออกฤทธิ ์(mechanism of 
action) ของ Ziconotide จะเกิดขึ้นโดยการจับ (blockade) อย่างมีความจ าเพาะเจาะจง (selective) 
กับ neuronal N-type ของ voltage-sensitive Ca2+ channels (NVSCCs) ซึ่งจะไปยับย้ังการส่ง
สัญญาณของการปวดได้ (pain-sensing primary nociceptors) 
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ภาพที่ 2.14 ภาพแสดงล าดับกรดอะมิโนของ Ziconotide (ω-conopeptide MVIIA) 
 

และเนื่องจากเพปไทดก์ าลังได้รับความสนใจในการศึกษาและพัฒนาการรักษาโรคที่หลากหลายมาก
ขึ้น จึงท าให้ได้มีการพัฒนาตัวยาเพปไทด์ที่มีลักษณะเป็นวง (peptide macrocycle drugs) มาใช้ใน
การรักษาโรค เนือ่งจากสารเพปไทด์ที่เป็นวง (cyclic) จะมีจุดเด่นคอื มีความสามารถในการจับกับ
โปรตีนเป้าหมายได้สูงและมีความจ าเพาะเจาะจง อีกทั้งยังมีโครงสร้างที่เป็นแบบ rigid จึงท าให้มีการ
จับตัวในทิศทางที่เหมาะสม และยังสามารถปรับเปลี่ยน (modify) โครงสร้างได้ง่าย โดยในงานวิจัย
ของ Zorzi และคณะ28 ได้รายงาน cyclic peptide drug ที่ได้รับการยอมรับจาก FDA อาทิ 
Telavancin, Dalbavancin และ Oritavancin ซึ่งจัดอยู่ในกลุ่มของยาปฏิชีวนะ (antibiotics) โดยมี
ฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย (antibacterial drug) ซึ่งการสังเคราะห์สารเพปไทด์เหล่านี้จะเป็น
แบบ semi-synthesis29 โดยโครงสร้างจะประกอบด้วย heptapeptidic core กับ 5 สายโซ่ที่ยึดติด 
(fixed residues) เพื่อใช้ในการจับกับ main binding site (D-Ala-D-Ala target) โดยที่ตัวยาจะเข้า
ไปจับและยับย้ัง (block) กระบวนการ transpeptidation ของ peptidoglycan precursors ในการ
สร้างผนังเซลล์ของแบคทีเรีย (bacterial cell wall)30 นอกจากนี้ยังมีส่วนของ lipophilic side chain 
ท าให้สามารถยึดเกาะ (anchoring) อยู่ที่ผนังเซลล์ของแบคทีเรียได้ (cell membrane) และท าให้ผนัง
เซลล์อ่อนแอลงได้ (destabilize) โดยโครงสร้างของ peptide drug แสดงไดด้ังนี้ 
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ภาพที่ 2.15 ภาพแสดงโครงสร้างของ peptide macrocycle drugs ทั้ง 3 ชนิด 

 

 

2.3 การสังเคราะหส์ารเพปไทด์ทีเ่ป็นวง (cyclic peptides) 

เพปไทด์ที่ได้พบในธรรมชาติมีความสามารถที่จะน ามาพัฒนาต่อไปเพ่ือใชเ้ป็นยาได้ (drug 
leads) เนื่องจากมีความสามารถในการจับกับเป้าหมาย (targets) ได้หลากหลายและมีประสิทธิภาพ
สูง (high potency) แต่เนื่องจากข้อจ ากัดบางประการ อาทิ มี bioavailability และความเสถยีร 
(stability) ที่ต่ าในสัตว์ทดลอง (in vivo) อีกทั้งยังมีราคาสูงเมื่อเทียบกับตัวยาที่มีขนาดเล็ก (small 
molecule drugs) โดยเพปไทด์ที่มีลักษณะเป็นวง (cyclic peptide) สามารถลดข้อจ ากัดบางประการ
ของ linear peptide ได ้ซึ่งมีความทนทานต่อเอนไซม์สงู (protease resistance) และมีความเสถยีร
มากกว่า (more stable) อีกทั้งสามารถปรบัปรุง biopharmaceutical properties ได้ โดย cyclic 
peptide กลุ่มใหญท่ี่สุดในพชืคือ cyclotides ซึ่งเพปไทด์ชนิดนี้จะมีกรดอะมิโนซีสเตอีน (cysteine) 6 
ตัวเชื่อมกันท าให้เกิดพันธะไดซัลไฟด์ 3 พันธะ (disulfide bonds) ในรูปแบบ cyclic cystine knot31-

32 แสดงได้ดังภาพที่ 2.16 และมีความสามารถในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (activity) ที่น่าสนใจ อาทิ 
มีฤทธิ์ในการยบัยั้งเชื้อแบคทีเรีย (antibacterial) มีความสามารถในการยับย้ังเช้ือ HIV (anti-HIV) 
และการยับยั้งเอนไซม์ทริปซิน (Trypsin inhibition) เป็นต้น33-35  
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ภาพที่ 2.16 ภาพแสดงการลักษณะจัดเรียงตัวของสารเพปไทด์ในรูปแบบ inhibitory cystine knot 

ที่พบในธรรมชาติ32 

จากความรู้ด้านเพปไทด์ที่พบในพืช (plants) น าไปสู่การศึกษาเพปไทด์ในสัตว์มีพิษ (animal venom) 
โดยในปี ค.ศ. 2011 Halai และคณะ36 ได้การศึกษาผลของความเสถียร (stability) และความสามารถ

ในการออกฤทธ์ิ (activity) จากการท า cyclization ของโปรตีน α-Conotoxin RgIA ที่มีต่อนิโคติ
นิกอะซีติวโคลีน (nicotinic acetylcholine receptor) และ GABAB receptor โดยการสังเคราะห์ปิด
วงจะใช้กรดอะมิโนท าหน้าที่เป็น linker อยู่ 3-7 ตัว 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.17 ภาพแสดงล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน RgIA และการปิดวง (cyclization) ด้วย linker 

ที่แตกต่างกัน 

และจากการศกึษายังพบว่า cyclic RgIA (cRgIA-7) แสดงความสามารถในการออกฤทธิ์ (activity) ที่

ดีใกล้เคียงกับ linear RgIA แต่มีความเสถียรที่มากกว่า linear RgIA 
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ภาพที ่2.18 ภาพแสดงผลของการศึกษาความเสถียรใน human serum โดยที่ cyclic RgIA จะมี

ความเสถียรมากกว่า linear RgIA นอกจากนี้ขนาดความยาวของ linker ที่เพิ่มขึ้นจะท าให้มีความ

เสถียรที่มากขึน้ด้วย 

ในปี ค.ศ. 2012 Cemazar และคณะ37 ได้ รายงานการสังเคราะห์ cyclic peptide ของ

โปรตีน conotoxin (α-conotoxin MII) ที่พบในพิษของ marine cone snails เพื่อใช้ในการเป็น 
orally active peptide ในการรักษาโรคที่เกี่ยวกับ neuropathic pain และ chlorotoxin ที่พบใน
พิษของแมงป่องสายพันธ์ุ Leiurus quinquestriatus เพื่อใช้เป็น tumour imaging agent โดยผล
จากการปิดวง (cyclization) ท าให้สารมีความเสถียรมากขึ้น (higher stability) และยังคงมีฤทธิท์าง
ชีวภาพเช่นเดิม (no loss of bioactivity)  

 

 

 

  

 

ภาพที ่2.19 ภาพแสดงการสังเคราะห์ cyclic α-conotoxin MII โดยใช้กรดอะมิโน 7 ตัว ท าหน้าที่

เป็นตัวเช่ือม (linker) 
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ภาพที ่2.20 ภาพแสดงการสังเคราะห์ cyclic chlorotoxin และการตดิ (conjugation) สารเรืองแสง 
Cy5.5 โดยที่ a) คือ ล าดับกรดอะมิโนของ chlorotoxin ทีป่ิดวงโดยใช้กรดอะมิโน 6 ตัว ท าหน้าที่เป็น 
linker และ b) แสดงการ labeled-product โดยพบว่า linear chlorotoxin จะมีผลิตภัณฑ์หลายตัว 
ขณะที่ cyclic chlorotoxin จะได้ผลิตภัณฑ์เป็น mono-labeled เท่านั้น 

 

และในปีเดียวกัน Clark และคณะ38 ได้ท าการศึกษาการ cyclization ของโปรตีน conotoxin เพื่อ

ปรับปรุง biopharmaceutical properties โดยใช้วิธีการสังเคราะห์ α-conotoxin MII ด้วย native 
chemical ligation (NCL) ร่วมกับการใช้ตัวเชื่อม (linker) 
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ภาพที่ 2.21 ภาพแสดง A คือหลักการของการเกิด native chemical ligation ของโปรตีน และ B 

คือ การปิดวง (cyclization) ของโปรตีนโดยอาศัยหลักการ native chemical ligation 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.22 ภาพแสดงล าดับกรดอะมิโนของ linear α-conotoxin และ cyclic α-conotoxin ทีใ่ช้

จ านวนกรดอะมิโนที่แตกต่างกันท าหน้าที่เป็น linker 

 

 

 

 

 

ภาพที ่2.23 ภาพแสดงให้เห็นว่า cyclic α-conotoxin มีความเสถียรต่อเอนไซม์ protease Endo-

GluC มากกว่า linear α-conotoxin 
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2.4 Voltage-gated ion channels (VGICs) 

ไอออนชันแนล (ion channels) ถือว่าเป็นเป้าหมายใหม่ที่น่าสนใจในการพัฒนาตัวยามา
รักษา โดยไอออนชันแนลมีบทบาทหน้าที่ส าคัญ (critical role) ที่เกี่ยวข้องกับระบบประสาทและ
กล้ามเนื้อ (nerve and muscle relaxation) การรับรู้ (cognition) และการส่งสัญญาณทางประสาท
สัมผัส (sensory transduction) เป็นต้น ซึ่งมีความเช่ือมโยงกับการเกิดโรคชนิดต่างๆ อาทิ โรคหัวใจ 
(cardiac disorders) โรคทางระบบประสาท (neurological indications) และโรคที่เกี่ยวข้องกับ
อาการปวด (perception of pain) ดังนั้นการหาตัวยาที่เหมาะสมนั้นจึงเป็นสิ่งที่จ าเป็นอย่างมากใน
การพัฒนาการรักษาโรค39 และเนื่องจากไอออนชันแนล (ion channel) สามารถแบ่งแยกย่อยได้เป็น 
subtypes ต่างๆ ซึ่งแต่ละ subtypes จะมีความจ าเพาะต่อการเกิดโรคนั้นๆ ดังนั้นการหาตัวยาที่มี
ความจ าเพาะต่อ subtype นั้นๆจึงเป็นสิ่งที่จ าเป็นเพื่อให้การรักษาเกิดผลได้ดีที่สุด ซึ่งการรักษาโรคที่
เกี่ยวกับอาการปวด (chronic pain) จะมีความเกี่ยวข้องกับ ion channel ที่ส าคญัอยู่ 2 ชนิดด้วยกัน 

 

                2.4.1 โซเดียมชันแนล (Sodium channels) 

                 Voltage-gated sodium channels (VGSCs) คือ ทรานส์เมมเบรนโปรตีน 
(transmembrane protein) ที่ท าหน้าทีต่อบสนองต่อขั้น initiation และ propagation action 

potentials ใน excitable cells โดยที่ ion channel ชนิดนี้ประกอบด้วยหน่วยแอลฟา (α subunit) 

ที่ท าหน้าที่ในการสร้างช่องว่างกลางไอออนชันแนล กับ 1 หรือ 2 หน่วยเบต้า (β subunits) โดย 
VGSCs สามารถแบ่งแยกย่อยออกได้เป็น 9 subtypes (Nav1.1-Nav1.9) ซึ่งขึ้นอยู่กับความแตกต่าง
ของหน่วยแอลฟา9  โดยที ่ Nav channel subtypes จะแสดงออกอยู่ที่ชนิดของเนื้อเยื่อที่ต าแหน่ง
เฉพาะ กล่าวคือ Nav1.1-1.3 subtypes สามารถพบที่ระบบประสาทส่วนกลาง (central nervous 
system, CNS) ในส่วนของ Nav1.4 subtype จะพบได้ที่กล้ามเนื้อทีม่ีกระดูกหรือกล้ามเนื้อยึดติด 
(skeletal muscles ) ในขณะที่ Nav1.5 subtype พบได้มากที่กล้ามเนื้อหัวใจ (cardiac muscles) 
ส าหรับ Nav1.6 subtype จะพบได้มากทั้งระบบประสาทส่วนกลาง (CNS) และระบบประสาทส่วน
หลัง (peripheral nervous system, PNS) และ Nav1.7-1.9 subtypes จะพบได้มากที่ระบบ
ประสาทส่วนหลังเท่านั้น40  และเมื่อศึกษาโครงสร้างทางด้านโมเลกุล (molecular architecture) จะ
พบว่า Nav channels เกิดจากหน่วยแอลฟาและหน่วยเบต้า (1 หรือ 2 หน่วย) รวมตัวเข้าด้วยกัน โดย
ทั้ง 9 subtypes (Nav1.1-Nav1.9) ของโซเดียมชันแนลจะถูก encode ด้วยยีน (gene) ที่มีชื่อว่า 
SCN1A, SCN2A, SCN3A, SCN4A, SCN5A, SCN8A, SCN9A, SCN10A, และ SCN11A ตามล าดับ 
ซึ่งความต่างของหน่วยแอลฟานี้ชี้ให้เห็นถึงความแตกต่างของ Nav channel subtype ซึ่งเกี่ยวข้องกับ 
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receptor site ในการจับกบัตัวยา (drugs) และท็อกซิน (toxins)41 โดยหน่วยแอลฟาคือสายโซ่พอลิ
เพปไทด์ (polypeptides chain) ซึ่งมีการจัดเรียงตัวเป็น four homologous domains (DI-DIV) 
นอกจากนี้ในแต่ละ domain ยังประกอบด้วย 6 transmembrane segments (S1-S6) และส าหรับ
ในส่วนของหน่วยเบต้า จะมีทั้งหมด 4 ยีน ที่มีชื่อว่า SCN1B ถึง SCN4B ซึ่งท าให้เกิดเป็น 5 หน่วยเบต้า

ดังนี้ β1, β1B, β2, β3, และ β4 subunits8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพที ่2.24  ภาพแสดงโครงสร้างของ Na+channels โดยที่รูป A แสดงหน่วยแอลฟา (α subunit) 

ที่ประกอบด้วย 4 domain ส่วนรูป B และ C แสดงการเคลื่อนที่ของไอออน Na+ ผ่านไอออนชันแนล 

โดยแสดงจากภาพมุมบนและด้านข้างตามล าดับ8 

 

                2.4.2 แคลเซียมชันแนล (Calcium channels) 

                Voltage-gated calcium channels (VGCCs) มีบทบาทที่ส าคญัต่อการปลดปล่อยสาร
สื่อประสาทของร่างกายในการติดตอ่สื่อสารกัน (neurotransmitter release and neuronal 
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communication) โดยแคลเซียมชันแนล (Ca2+channels) สามารถแบง่ออกได้เป็น 2 กลุ่มใหญ่ (two 
families) ด้วยกันโดยขึ้นอยู่กับ voltage entrance ส าหรับการ activation ซึ่งแบง่ออกเป็น high 
voltage-activated (HVA) channels และ low voltage-activated (LVA) channels โดยที่ HVA 
จะประกอบด้วย L-, N-, P/Q-, and R-types ในขณะที่ LVA เป็น T- type Ca2+ channels42 ซึ่ง HVA 

channels คือ heteromeric protein ทีป่ระกอบด้วย Cavα1 subunit ติดกันกับ Cavα2δ และ 

Cavβ subunits แต่ใน LVA จะมีแค่ Cavα1 subunit เทา่นั้น  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.25 ภาพแสดง HVA channels และ LVA channels และแสดงให้เห็นว่า Cavα1 subunit 

ยังประกอบด้วย 4 transmembrane domains (I–IV) ซึ่งในแต่ละ domain ยังแบ่งออกเป็น 6 

membrane segments 

ดังนั้น Cavα1 subunit จึงเป็นตัวส าคัญในการก าหนด Ca2+channels subtypes โดยที่สามารถแบ่ง
ออกเป็น L-types (Cav1.1–Cav1.4 channels) T-types (Cav3.1–Cav3.3 channels) และ P/Q-, N-
, R-types คือ Cav2.1, Cav2.2, และ Cav2.3 channels ตามล าดับ43 ซึ่งในแต่ละ subtype จะมีหน้าที่
และความเกี่ยวข้องแตกต่างกันออกไปดังนี้ โดยพบว่า Cav1 subtype จะเกี่ยวข้องกับการสัมผัส 
(contraction) การหลั่งสาร (secretion) รวมไปถึงการแสดงออกของยีน (gene expression) และ
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การส่งสัญญาณประสาท (synaptic transmission) ไปยังบางเซลล์ (sensory cell) ในส่วนของ Cav2 
subtype จะเกี่ยวข้องกับการตอบสนองของการส่งสัญญาณประสาท (synaptic transmission) ที่
รวดเร็ว และ Cav3 subtype เกี่ยวข้องกับเซลล์ที่มีการท างานเป็นจังหวะซ้ าๆ (rhythmically firing 
cells) ได้แก่ เซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ (cardiac myocytes) และเซลล์ประสาททาลามิค (thalamic 
neurons) โดยในแต่ละ subtypes จะมีความจ าเพาะในการรักษาโรคที่แตกต่างกัน อาท ิ การรักษา
อาการปวด (pain treatment) นั้นจะเก่ียวข้องกับแคลเซียมชันแนลชนิดที่เป็น N-types เป็นต้น44 

 

2.5 การสังเคราะหส์ายโซ่เพปไทด์ด้วยวฏัภาคของแขง็ (solid phase peptide synthesis) 

ในปัจจุบันการศึกษาความรู้ทางด้านโปรตีนหรือเพปไทด์ก าลังได้รับความสนใจจาก
นักวิทยาศาสตร์มากมาย ซึ่งวิธีการสังเคราะห์สารเพปไทด์ (peptide synthesis) ที่ก าลังได้รับความ
นิยมอย่างมากและมีการประยุกต์ใช้อย่างกว้างขวาง คือ การสังเคราะห์สายโซ่เพปไทด์ด้วยวัฏภาค
ของแข็ง (solid phase peptide synthesis) เนื่องจากมีข้อดีคือ เป็นวิธีการที่มีความสะดวกรวดเร็ว มี
ความง่ายในการสังเคราะห์ และสารผลิตภัณฑ์ที่สังเคราะห์ได้นั้นค่อนข้างมีความบริสุทธิ์สูง โดย
ขั้นตอนทั่วไปของการสังเคราะห์แสดงได้ดังนี ้

 

 

 

 

          

 

 

 

ภาพที ่2.26 ภาพแสดงขั้นตอนการสังเคราะห์สายโซ่เพปไทด์ด้วยวัฏภาคของแข็ง (solid phase 

peptide synthesis) โดยที่ AA คือ กรดอะมิโนชนิดต่างๆ (amino acids) และ P คือ หมู่ปกป้อง 

(protecting group)45 
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โดยการสังเคราะห์สายโซ่เพปไทด์ (linear peptide chain) จะประกอบไปด้วยขั้นตอนหลักๆ ดังนี ้

1. การต่อกรดอะมิโนตัวแรก (first amino acid) ลงบนเรซิน   

           การต่อกรดอะมิโนตัวแรกเข้ากับเรซินที่เหมาะสม โดยมีการใช้ตัวช่วยท าปฏิกิริยาที่เหมาะสม 
(coupling agent) ในการสรา้งพันธะทางเคมีระหว่างกรดอะมิโนกับเรซิน อาทิ พันธะเอสเทอร์ (ester 
bond) และพันธะเอไมด์ (amide bond) ซึ่งขึ้นอยู่กับชนิดของเรซินที่เลือกใช้ 

2. การต่อกรดอะมิโนตัวถัดไปและการสังเคราะห์สายโซ่เพปไทด์  

           หลังจากที่ท าการโหลดกรดอะมิโนตัวแรกแล้ว จะท าการก าจัดหมู่ปกป้องทางด้าน N (Fmoc 
หรือ Boc) โดยการใช้สภาวะที่เหมาะสม อาทิ การก าจัดหมู่ Fmoc ด้วยสภาวะเบส (piperidine) หรือ
การก าจัดหมู่ Boc ด้วยสภาวะกรด (trifluoroacetic acid, TFA) จากนั้นจะท าการต่อกรดอะมิโนตัว
ถัดไป และใช้ตวัช่วยท าปฏิกิริยาที่เหมาะสม (coupling agent) ซึ่งในการสังเคราะห์สายโซ่เพปไทด์จะ
ท าการต่อกรดอะมิโนชนิดอ่ืนไปเรื่อยๆจนได้ความยาวหรือมีจ านวนกรดอะมิโนที่ต้องการ 

3. การตัดสายโซ่เพปไทด์ออกจากเรซิน  

           หลังจากที่ท าการต่อสายโซ่เพปไทด์ (linear peptide chain) เสร็จเรียบร้อยแล้ว จะท าการ
ตัดสายโซ่เพปไทด์ด้วยการใช้สภาวะที่เหมาะสม (cleavage condition) ซึ่งทั้งนี้ขึ้นอยู่กับชนิดของ
กรดอะมิโนในสายโซ่เพปไทด์ และชนิดของเรซินที่เลือกใช้ ซึ่งจะใช้ระยะเวลาในการตัดสายโซ่เพปไทด์
ออกจากเรซินแตกต่างกันออกไป อาทิ การตัดสายโซ่เพปไทด์ออกจาก wang resin โดยการใช้ 90-
95% กรดไตรฟลูออโรอะซีติก (TFA) เป็นระยะเวลา 2-3 ชั่วโมง ในขณะที่ 2Cl-Trityl chloride resin 
จะใช้ 1% กรดไตรฟลูออโรอะซีติก (TFA) และใช้เวลาเพียง 5 นาทีเท่าน้ัน 
 

นอกจากนี้การสังเคราะห์เพปไทด์ด้วยวิธี solid phase peptide synthesis สามารถแบ่ง
ออกเป็นเป็น 2 กลุ่มใหญ่ด้วยกัน คือ Fmoc และ Boc strategy  โดยวิธีการ Fmoc chemistry จะ
ได้รับความนิยมใช้ในการสังเคราะห์เพปไทด์มากกว่า เนื่องจากมีการใช้สภาวะในการก าจัดหมู่ปกป้อง
ทางด้านหมู่อะมิโน (Fmoc) ที่เป็นแบบ mild condition โดยการใช้เบส ซึ่งเป็นข้อดีเพราะว่าหมู่
ปกป้องสายโซ่ (side chain protecting groups) ของกรดอะมิโนและ linker ของเรซินส่วนใหญ่จะ
ง่ายต่อการตัดด้วยในสภาวะที่เป็นกรด (acidic condition) ในส่วนของการสังเคราะห์ด้วย Boc 
chemistry นั้นจะมีความยุ่งยากกว่า เนื่องจากมีการใช้กรดในการก าจัดหมู่ปกป้องทางด้านหมู่อะมิโน 
(Boc) อีกทั้งในขั้นตอนของการตัดสายโซ่ออกจากเรซินมีการใช้สภาวะที่รุนแรง (strong condition)46 
โดยมีการใช้กรด (hydrofluoric acid, HF) ซึ่งมคีวามอันตรายสูง 
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ภาพที่ 2.27 ภาพแสดงโครงสร้างของหมู่ Fmoc (fluoren-9-ylmethyloxycarbonyl) และหมู่ Boc 

(tert-butoxycarbonyl) ที่ใช้ในการเป็นหมู่ปกป้องของหมู่อะมิโน 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.28 ภาพแสดงกลไกปฏิกิริยาในการการก าจัดหมู่ปกป้อง (Fmoc deprotection)47 

 

                2.5.1 ชนิดของเรซนิที่ใชใ้นการสังเคราะหส์ารเพปไทด ์

                ชนิดของเรซินถือเป็นปัจจัยหนึ่งที่ต้องพิจารณาเนื่องจากถูกใช้ในการเป็น solid support 
ส าหรับการสังเคราะห์สารเพปไทด์และเป็นตัวก าหนดชนิดของผลิตภัณฑ์ที่ได้หลังจากการตัดสายโซ่ 
อาทิ กรณีของสารเพปไทด์ที่มีหมู่คาร์บอกซิล (carboxylic acid) ที่ด้าน C (C-terminal) เหมาะกับเร
ซินที่ใช้คือ wang resin เป็นต้น โดยเรซินชนิดต่างๆที่นิยมใช้ในการสังเคราะห์ด้วยวิธี solid phase 
peptide synthesis มีดังน้ี48-49  
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ตารางที่ 2.1 ตารางแสดงเรซินชนิดต่างๆ ที่ใช้ในการสังเคราะห์เพปไทด์และสภาวะที่ใช้ตัดเรซิน 

(cleavage condition) 

 

ชื่อของเรซิน 
(resin name) 

 
โครงสร้าง (structure) 

สภาวะที่ใช้ในการ
ตัดเรซิน (cleavage 

condition) 
 

Wang resin 
 
 
 

90–95% TFA in 
CH2Cl2 1–2 h 

 
 

Rink acid resin 

 1–5% TFA in 
CH2Cl2 5–15 min 

or 10% AcOH 
in CH2Cl2, 2 h 

 
HMPB resin 

 

 
1% TFA in CH2Cl2 

2–5 min 

 
SASRIN resin 

  
1% TFA in CH2Cl2 

5–10 min 

 
Rink amide resin 

 

 
50% TFA in CH2Cl2 

1 h 
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2-Chlorotrityl 
chloride resin 

  
1–5% TFA in 
CH2Cl2 1 min 

 
PEGA–BAL resin 

 

 
TFA–TFMSA (19 : 1) 

 

 

                2.5.2 ตัวช่วยท าปฏิกิริยา (coupling agents) 

                 ในการสังเคราะห์สายโซ่เพปไทด์ (linear peptide chain) นั้นตัวช่วยในการท าปฏิกิริยา
หรือ coupling agent ถือได้ว่ามีบทบาทที่ส าคัญในการช่วยสร้างพันธะทางเคมี อาทิ พันธะเอสเทอร์ 
(ester bond) และพันธะเอไมด์ (amide bond) ที่เกิดขึ้นระหว่างเรซินกับกรดอะมิโน หรือระหว่าง
กรดอะมิโนด้วยกันเอง ซึ่งตัวช่วยท าปฏิกิริยา (coupling agents) ที่นิยมใช้กันอย่างแพร่หลายมีดังนี5้0-

51 
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ภาพที่ 2.29 ภาพแสดงตัวช่วยท าปฏิกิริยา (coupling agents) ชนิดต่างๆที่ใช้ในการสังเคราะห์เพป

ไทด ์

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพที่ 2.30 ภาพแสดงกลไกปฏิกิริยาเคมีของท า activation ที่หมู่ carboxyl ของกรดอะมิโนด้วย 

HBTU/HOBt  
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                2.5.3 หมู่ปกป้องที่สายโซ่ของกรดอะมิโน (protecting group of amino acid)  

                 การเลือกหมู่ปกป้องที่สายโซ่ (protecting groups) ของกรดอะมิโนนั้นถือได้ว่าเป็นสิ่งที่
จ าเป็นก่อนที่จะมีการเริ่มตน้สังเคราะห์เพปไทด์ อาทิ หมู่ปกป้องที่สายโซ่ (protecting groups) ที่ง่าย
ต่อการเอาออกด้วยกรด (acidic labile) จะถูกใช้ในการสงัเคราะห์เพปไทด์ที่เป็น Fmoc chemistry 
เป็นต้น ซึ่งในกรดอะมิโนแต่ละชนิดจะมีหมู่ปกป้องที่แตกต่างกันและมีการใช้สภาวะที่ใช้ในการตัดออก 
(deprotection condition) ที่ต่างกันออกไป52 โดยกรดอะมิโนชนิดเดียวกันสามารถมีหมู่ปกป้องได้
หลายแบบแสดงได้ดังนี้ 

ตารางที่ 2.2 ตารางแสดงกรดอะมิโนที่มีหมู่ปกป้องสายโซ่ (protecting group) ชนิดต่างๆ 
 

Amino acids Protecting groups 
 

Arg 
 

 
Asn/Gln 

 

 
Ser/Thr 

 

 
Lys 

 

 
Asp/Glu 
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Trp 

 

 
Cys 

 

 
His 

 

 
Tyr 
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บทที่ 3 
วิธีการวิจัย 

 
3.1 วัสดุและอุปกรณ ์

               3.1.1 สารเคม ี

           1. เอ็น-แอลฟา-(9-ฟลูออรีนิลเมทิลออกซีคาร์บอนิล)-แอล-โพรลีน (N-
alpha-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-L-proline, Fmoc-Pro-OH), Aapptec, USA 
                        2. เอ็น-แอลฟา-(9-ฟลูออรีนิลเมทิลออกซีคาร์บอนิล)-แอล-ไกลซีน (N-
alpha-(9-fluorenylmethyloxycarbonyl)-L-glycine, Fmoc-Gly-OH), Aapptec, USA 
                        3. เอ็น-แอลฟา-(9-ฟลูออรีนิลเมทิลออกซีคาร์บอนิล)-โอ-เทิร์ต-บิวทิล-แอล-
ทรีโอนนี (N-alpha-(9-fluorenylmethyloxycarbonyl)-O-tert-L-threonine, Fmoc-Thr(tBu)-
OH), Aapptec, USA     
    4. เอ็น-แอลฟา-(9-ฟลูออรีนิลเมทิลออกซีคาร์บอนิล)-เอ็น-แกรมม่า-
ไทรทิล-แอล-แอสพาราจีน (N-alpha-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-N-gramma-trityl-L-
asparagine, Fmoc-Asn(Trt)-OH), Aapptec, USA                       
                        5. เอ็น-แอลฟา-(9-ฟลูออรีนิลเมทิลออกซีคาร์บอนิล)-เอส-ไทรทิล-แอล-ซิส
เทอีน (N-alpha-(9-fluorenylmethyloxycarbonyl)-S-trityl-L-cysteine, Fmoc-Cys(Trt)-OH), 
Aapptec, USA 
                        6. เอ็น-แอลฟา-(9-ฟลูออรีนิลเมทิลออกซีคาร์บอนิล)-โอ-เทิร์ต-บิวทิล-แอล-
ซีรีน (N-alpha-(9-fluorenylmethyloxycarbonyl)-O-tert-butyl-L-serine, Fmoc-Ser(tBu)-OH), 
Aapptec, USA 
                        7. เอ็น-แอลฟา-(9-ฟลูออรีนิลเมทิลออกซีคาร์บอนิล)-แอล-วาลีน (N-
alpha-(9-fluorenylmethyloxycarbonyl)-L-valine, Fmoc-Val-OH), Aapptec, USA 
                        8. เอ็น-แอลฟา-(9-ฟลูออรีนิลเมทิลออกซีคาร์บอนิล)-เอ็น-เดลต้า-ไทรทิล-
แอล-กลูตามีน (N-alpha-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-N-delta-trityl-L-glutamine, Fmoc-
Gln(Trt)-OH), Aapptec, USA 
                        9. เอ็น-แอลฟา-(9-ฟลูออรีนิลเมทิลออกซีคาร์บอนิล)-แอล-ไอโซลิวซีน (N-
alpha-(9-fluorenylmethyloxycarbonyl)-L-isoleucine, Fmoc-Ile-OH), Aapptec, USA 
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                       10. เอ็น-แอลฟา-(9-ฟลูออรีนิลเมทิลออกซีคาร์บอนิล)-เอ็น-แอพซลิอน-
เทิร์ต-บิวทิลทอกซีคาร์บอนิล-แอล-ไลซีน (N-alpha-(9-fluorenylmethyloxycarbonyl)-N-
epsilon-tert-butyltoxycarbonyl-L-lysine, Fmoc-Lys(Boc)-OH), Aapptec, USA 
                       11. เอ็น-แอลฟา-(9-ฟลูออรีนิลเมทิลออกซีคาร์บอนิล)-เอ็น-ไทรทิล-แอล-ฮี
สติดีน (N-alpha-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-N-trityl-L-histidine, Fmoc-His(Trt)-OH), 
Aapptec, USA 
                       12. เอ็น-แอลฟา-(9-ฟลูออรีนิลเมทิลออกซีคาร์บอนิล)-แอล-ลิวซีน (N-(9-
Fluorenylmethoxycarbonyl)-L-leucine, Fmoc-Leu-OH), Aapptec, USA 
                       13. เอ็น-แอลฟา-(9-ฟลูออรีนิลเมทิลออกซีคาร์บอนิล)-โอ-เทิร์ต-บิวทิล-
แอล-ไทโรซีน (N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-O-tert-butyl-L-tyrosine, Fmoc-Tyr(tBu)-
OH), Aapptec, USA 
                       14. เอ็น-แอลฟา-(9-ฟลูออรีนิลเมทิลออกซีคาร์บอนิล)-แอล-อะลานีน (N-
(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-L-alanine, Fmoc-Ala-OH), Aapptec, USA 
                       15. เอ็น-แอลฟา-(9-ฟลูออรีนิลเมทิลออกซีคาร์บอนิล)-เอ็น-2,2,4,6,7-เพน
ตะเมทิลไดไฮโดรเบนโซฟูแรน-5-ซัลโฟนิล-แอล-อาร์จินีน (N-alpha-(9-
fluorenylmethyloxycarbonyl)-N’-2,2,4,6,7-pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl-
L-arginine, Fmoc-Arg(Pbf)-OH), Aapptec, USA 
                       16. 1-(บิสไดเมทิลอะมิโนเมทิลีน)-1ไฮโดรเจน-1,2,3-ไตรเอโซ(4,5-บี)พิริดิ
เนียม3-ออกไซด์เฮกซะฟลูออโรฟอสเฟต (1-[Bis(dimethylamino)methylene]-1H-1,2,3-
triazolo[4,5-b]pyridinium 3-oxide hexafluorophosphate, HATU), Aapptec, USA 
                       17. 2-(6คลอโร-1-ไฮโดรเจน-เบนโซไตรเอโซล-1-อิว)-1,1,3,3-เตตระเมทิลา
มิเนียม เฮกซะฟลูออโรฟอสเฟต (2-(6-Chloro-1-H-benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethylaminium hexafluorophosphate, HCTU), Aapptec, USA 
                       18. 1-ไฮดรอกซีเบนโซไตรเอโซล (1-Hydroxybenzotriazole, HOBt), 
Aapptec, USA 
                       19. ไดไซโคลเฮกซิลคาร์โบดิอิมไมด ์(Dicyclohexylcarbodiimide, DCC), 
Aapptec, USA 
                       20. 4-ไดเมทิลอะมิโนไพริดีน (4-dimethylaminopyridine, DMAP), 
Aapptec, USA 
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                       21. ไดไอโซโพรพิวเอทิลลามนี (Diisopropylethylamine, DIPEA), 
Merck, Germany 
                       22. พิเพอริดีน (Piperidine), Merck, Germany 
                       23. ไตรฟลูออโรอะซิติกแอซดิ (Trifluoroacetic acid), Fisher 
chemical, UK 
                       24. ไดเมทิลฟอร์มาไมด์ (Dimethylformamide), RCI Labscan, 
Thailand 
                       25. แอล-กลูต้าไธโอน รีดิวซ์และออกซิไดซ์ฟอร์ม (L-glutathione 
reduced and oxidized form), Carbosynth, UK 
                       26. อีเทนไดไทออล (Ethanedithiol, EDT), Sigma-Aldrich, USA 
                       27. ไตรไอโซโพรพิวไซเลน (Triisopropylsilane, TIPS), Sigma-Aldrich, 
USA 
                       28. แวงเรซิน (wang resin), Aapptec, USA 
                       29. 2-คลอโรไทรทิล คลอไรด์เรซิน (2Cl-Trityl chloride resin), 
Aapptec, USA 
                       30. ไดคลอโรมีเทน (Dichloromethane), RCI Labscan, Thailand 
                       31. เอทิลอะซีเตต (Ethyl acetate), RCI Labscan, Thailand 
                       32. เมทานอล (Methanol), RCI Labscan, Thailand 
                       33. อะซีโตรไนไตรล์ (Acetronitrile), RCI Labscan, Thailand 
                       34. เฮกเซน (Hexane), RCI Labscan, Thailand 
                       35. ไดเอทิล อีเทอร์ (Diethyl ether), RCI Labscan, Thailand 
                       36. เทอเชียรีบิวทิล เมทลิ อีเทอร์ (tert-Butyl methyl ether), RCI 
Labscan, Thailand 
                       37. ซิลิกาเจล (Silica gel), RANKEM, India 
                       38. เซฟาเดกซ์ LH-20 (Sephadex LH-20), GE-Healthcare, Swenden 
                       39. 5-ฟลูออเรซีนไอโซไทโอไซยาเนต (5-Fluorescein isothocyanate), 
Carbosynth, UK 
                       40. ทริสเบส (Tris-base), Sigma-Aldrich, USA 
                       41. อะซีโตน (Acetone), RCI Labscan, Thailand 
                       42. กลีเซอรอล (Glycerol), Sigma-Aldrich, USA 
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                       43. เอทานอล (Ethanol), RCI Labscan, Thailand 
                       44. เอทาลีนไดเอมีนเตตระอะซีติกแอซิด (Ethylenediaminetetraacetic 
acid, EDTA), Sigma-Aldrich, USA 
                       45. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide, NaOH), Ajax Finechem 
Pty, Australia 
                       46. น้ ากลั่นปราศจากไอออน (Deionized water), Elga, England 
                       47. กรดฟอร์มิก (Formic acid), Merck, Germany 

  

               3.1.2 เครื่องมือและอุปกรณ ์
 

                               1. เครื่องแยกของเหลวสมรรถนะสูง (High performance liquid 

chromatography, HPLC), Shimadzu, Japan 

                        2. เครื่องยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (UV-Visible 

spectrophotometer), Shimadzu, Japan  

                        3. เครื่องแมสสเปกโตรมิเตอร์ (Mass spectrometer), Thermo Finigan, 

UK 

                        4. เครื่องนิวเคลียร์แมกนีติกเรโซแนนซ์สเปคโตรมิเตอร์ (Nuclear 

magnetic resonance spectrometer), Bruker-ultrashield (400 MHz), USA 

                        5. เครื่องท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (Freeze dryer), FTSR SYSTEM. INC, 

US 

                        6. เครื่องชั่งสาร 4 ต าแหน่ง (Balance 4 digit), Mettler Toledo, 

Switzerland 

                        7. เครื่องระเหยแห้งสุญญากาศ (Rotary evaporator), BUCHI, 

Switzerland 

                        8. เครื่องเขย่าสาร (Orbital shaker), Stuart, UK 

                        9. เครื่องกวนสาร (Hot plate and magnetic stirrer), Clifton Cerastir, 

UK 

                       10. คอลัมน์โครมาโตกราฟี (ชนิดแก้ว) (Glass columns), Thailand 
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                       11. โครมาโตกราฟีแบบผิวบาง (Thin layer chromatography, TLC), 

MAEHEREY-NAGEL, Germany) 

                       12. หลอดส่งตัวอย่างเอ็นเอ็มอาร์ (NMR tubes), SCHOTT DURAN, 

Germany 

                       13. คิวเวต (Cuvette), Starna Sciencetific, UK 

                       14. คอลัมน์ (HPLC column), ACE C18 column (4.6 mm x 250 

mm), (10 mm x 250 mm) 

                       15. ไมโครปิเปต (Micropipette), Thermo scientific, Germany 

                       16. พีเอชมิเตอร์ (pH meter), Metrohm Siam Ltd, Switzerland 

                       17. เครื่องแก้วในห้องปฏิบัติการ (Laboratory glassware) 

 

3.2 วิธีการทดลอง 

                3.2.1 การสังเคราะห์โปรตนี Huwentoxin-X (HWTX-X) 

                มีล าดับกรดอะมิโนดังนี้  

                                        H-KCLPPGKPCYGATQKIPCCGVCSHNKCT-OH                              

                              3.2.1.1 การโหลดกรดอะมิโนตัวแรก 

                                    ท าการแช่ (swell) แวงเรซิน (wang resin) (0.29 มิลลิโมล, 500 
มิลลิกรัม,) ด้วยไดเมทิลฟอร์มาไมด ์ (dimethylformamide, DMF) 4 มิลลิลิตร แล้วท าการเขย่า 
(shake) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นท าการล้างเรซินด้วยไดเมทิลฟอร์มาไมด ์
(dimethylformamide, DMF) จ านวน 3 ครั้ง แล้วเติมกรดอะมิโนตัวแรกคือเอ็น-แอลฟา-(9-ฟลูออรี
นิลเมทิลออกซีคาร์บอนิล)-โอ-เทิร์ต-บิวทิล-แอล-ทรีโอนีน (N-alpha-(9-
fluorenylmethyloxycarbonyl)-O-tert-L-threonine) หรือ Fmoc-Thr(tBu)-OH (0.87 มิลลิโมล, 
345 มิลลิกรัม) ซึ่งละลายในไดเมทิลฟอร์มาไมด์ (dimethylformamide, DMF) 4 มิลลิลิตร แล้วตาม
ด้วยการเติมไดไซโคลเฮกซลิคาร์โบดิอิมไมด์ (dicyclohexylcarbodiimide) หรือ DCC (0.87 มิลลิโมล
, 179 มิลลิกรัม), 4-ไดเมทิลอะมิโนไพริดีน (4-dimethylaminopyridine) หรือ DMAP (0.87 มิลลิโมล
, 106 มิลลิกรัม), และ1-ไฮดรอกซีเบนโซไตรเอโซล (1-Hydroxybenzotriazole) หรือ HOBt (0.87 
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มิลลิโมล, 147 มิลลิกรัม) ซึ่งเป็นตัวช่วยในการท าปฏกิิริยา (coupling agents) จากนั้นท าการเขย่า
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตามด้วยการล้างเรซินด้วยไดเมทิลฟอร์มาไมด ์(dimethylformamide, DMF), ได
คลอโรมีเทน (dichloromethane, DCM) และไดเอทิล อเีทอร์ (diethyl ether) ตามล าดับ แล้วท า
ให้เรซินแห้งในสภาวะสุญญากาศ (vacuum) 

   

 

 

ภาพที่ 3.1 ภาพแสดงปฏิกิริยาเคมรีะหว่าง Fmoc-Thr(tBu)-OH กับ wang resin   

                     

                               3.2.1.2 การหาปริมาณของกรดอะมิโนที่ถูกโหลดบนเรซนิด้วยวิธี Fmoc 

test 

                                    ท าการช่ัง Fmoc-Thr(tBu)-wang resin 2 มิลลิกรัม ใส่ในขวดแก้ว 
(vial) จากนั้นท าการเติมสารละลาย 20% พิเพอริดีน (piperidine) ในไดเมทิลฟอร์มาไมด ์
(dimethylformamide, DMF) ลงในขวดแกว้ 3 มิลลิลิตร แล้วเขย่าเป็นเวลา 30 นาท ี น าสว่น
สารละลายไปท าการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 301 นาโนเมตร จากนั้นน าค่าที่ได้ไป
ค านวณหาค่า % amino acid loading ดังสมการ 
 

𝑎𝑚𝑖𝑛𝑜 𝑎𝑐𝑖𝑑 𝑙𝑜𝑎𝑑𝑖𝑛𝑔(𝑚𝑚𝑜𝑙/𝑔) =
𝐴𝑏𝑠

1.65 𝑥 𝑚𝑔 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒
 

  

%𝑎𝑚𝑖𝑛𝑜 𝑎𝑐𝑖𝑑 𝑙𝑜𝑎𝑑𝑖𝑛𝑔 =
𝑎𝑚𝑖𝑛𝑜 𝑎𝑐𝑖𝑑 𝑙𝑜𝑎𝑑𝑖𝑛𝑔(𝑚𝑚𝑜𝑙/𝑔)

𝑟𝑒𝑠𝑖𝑛(𝑚𝑚𝑜𝑙/𝑔)
𝑥 100 

 

                                       3.2.1.3 การท าปฏิกิริยาป้องกันการเกิดปฏกิิริยาข้างเคียงบนพื้นผิวเรซิน 

(capping step) 

                                     หลังจากที่ท าการโหลดกรดอะมิโนตัวแรกลงบนเรซินเรยีบร้อยแล้วจะ
ท าการ capping resin เพื่อป้องกันการเกิดปฏิกิริยาข้างเคียง (side reaction) โดยการน า Fmoc-
Thr(tBu)-wang resin (0.06 มิลลิโมล, 150 มิลลิกรัม) มาแช่ด้วยไดเมทิลฟอร์มาไมด์ 
(dimethylformamide, DMF) 4 มิลลิลิตร และท าการเขย่าเป็นเวลา 30 นาที แล้วท าการล้างด้วยได
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เมทิลฟอร์มาไมด ์ (dimethylformamide, DMF) จ านวน 3 ครั้ง หลังจากนั้นเติมโพรพาโนอิกแอน
ไฮดรายด์ (propanoic anhydride) (2.8 มิลลิโมล, 3.59 มิลลิลิตร) และไดไอโซโพรพิวเอทิลลามีน 
(diisopropylethylamine) หรือ DIPEA (0.08 มิลลิโมล, 0.143 มิลลิลิตร) แล้วท าการเขย่าต่ออีกเป็น
เวลา 30 นาที แล้วล้างเรซินดว้ยไดเมทิลฟอร์มาไมด ์(dimethylformamide, DMF) จ านวน 3 ครั้ง 
 

                                3.2.1.4 การก าจัดหมู่ปกป้อง (deprotection step) เพื่อเอาหมู่ 

Fmoc ออก 

                                     หลังจากท าการปกป้อง (capping) ของ Fmoc-Thr(tBu)-wang resin 
เรียบร้อยแล้ว จะท าการเอาหมู่ฟลูออรีนิลเมทิลออกซีคาร์บอนิล (fluorenylmethyloxycarbonyl 
group) หรือ Fmoc ออก เพื่อให้พร้อมส าหรับการใส่กรดอะมิโนตัวถัดไป (next amino acid 
coupling step) โดยท าการเติมสารละลาย 20% พิเพอริดีน (piperidine) ในไดเมทิลฟอร์มาไมด ์
(dimethylformamide, DMF) ลงไป และเขย่าเป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั้นล้างเรซินด้วยไดเมทิล
ฟอร์มาไมด ์(dimethylformamide, DMF) จ านวน 3 ครัง้  

 

 

 
 

ภาพที ่3.2 ภาพแสดงสมการของการท า deprotection เพื่อก าจัดหมู่ปกป้อง (Fmoc) 

 

                               3.2.1.5 การสังเคราะห์สายโซเ่พปไทด์ (linear peptide chain 
synthesis) โดยอาศัยวธิีการสังเคราะห์เพปไทด์ด้วยวัฏภาคของแข็ง (solid phase peptide 
synthesis, SPPS) 
                                     น า H2N-Thr(tBu)-wang resin (0.06 มิลลิโมล, 150 มิลลิกรัม) มาท า
การต่อกับกรดอะมิโนตัวที่สองคือเอ็น-แอลฟา-(9-ฟลูออรีนิลเมทิลออกซีคาร์บอนิล)-เอส-ไทรทิล-แอล-
ซิสเทอีน (N-alpha-(9-fluorenylmethyloxycarbonyl)-S-trityl-L-cysteine หรือ Fmoc-Cys(Trt)-
OH (0.2 มิลลิโมล, 121 มิลลิกรัม) โดยใช้ไดไซโคลเฮกซิลคาร์โบดิอิมไมด์ 
(dicyclohexylcarbodiimide) หรือ DCC (0.2 มิลลิโมล, 42 มิลลิกรัม), 4-ไดเมทิลอะมิโนไพริดีน (4-
dimethylaminopyridine) หรือ DMAP (0.2 มิลลิโมล, 25 มิลลิกรัม), และ1-ไฮดรอกซีเบนโซไตรเอ
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โซล (1-Hydroxybenzotriazole) หรือ HOBt (0.2 มิลลิโมล, 35 มิลลิกรัม) เป็น coupling agents 
โดยมีปริมาตรของไดเมทิลฟอร์มาไมด ์(dimethylformamide, DMF) รวมทั้งสิ้น 4 มิลลิลิตร  แล้วท า
การเขย่าเป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วล้างเรซินด้วยไดเมทิลฟอร์มาไมด ์ (dimethylformamide, DMF) 
จ านวน 3 ครั้ง หลังจากนั้นท าการก าจัดหมู่ปกป้อง (deprotection step) โดยเติมสารละลาย 20% พิ
เพอริดีน (piperidine) ในไดเมทิลฟอร์มาไมด์ (dimethylformamide, DMF)  แล้วเขย่าเป็นเวลา 30 
นาที แล้วล้างด้วยไดเมทิลฟอร์มาไมด ์(dimethylformamide, DMF) จ านวน 3 ครัง้ หลังจากนั้นท า
การสังเคราะห์สายโซ่เพปไทด์โดยการเติมกรดอะมิโนล าดับอื่นๆต่อไป (coupling step) และท าการ
ก าจัดหมู่ปกป้อง (deprotection step) จนกระทั่งท าการต่อสายโซ่ถึงกรดอะมิโนตัวสุดท้ายคือเอ็น-
แอลฟา-(9-ฟลูออรีนิลเมทิลออกซีคาร์บอนิล)-เอ็น-แอพซิลอน-เทริ์ต-บิวทิลทอกซีคาร์บอนิล-แอล-ไล
ซีน (N-alpha-(9-fluorenylmethyloxycarbonyl)-N-epsilon-tert-butyltoxycarbonyl-L-lysine 
หรือ Fmoc-Lys(Boc)-OH จากนั้นจะท าการก าจัดหมู่ปกป้อง (deprotection) ด้วยสารละลาย 20% 
พิเพอริดีน (piperidine) ในไดเมทิลฟอร์มาไมด์ (dimethylformamide, DMF)  อีกครั้ง แล้วล้างเรซิ
นด้วยไดเมทิลฟอร์มาไมด ์ (dimethylformamide, DMF), ไดคลอโรมีเทน (dichloromethane, 
DCM) และไดเอทิล อีเทอร ์(diethyl ether) ตามล าดับ แล้วน าเรซินไปท าให้แห้งในสภาวะสุญญากาศ 
(vacuum) เป็นเวลาอย่างน้อย 24 ชั่วโมง โดยการสังเคราะหส์ายโซ่เพปไทด ์(linear peptide chain) 
ด้วยวิธี SPPS แสดงได้ดังภาพที่ 3.3 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่3.3 ภาพแสดงภาพรวมของการสังเคราะห์โปรตีน HWTX-X ด้วยวิธี SPPS 
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                               3.2.1.6 การตัดสายโซ่เพปไทด์ออกจากเรซิน (cleavage step)  

                                    หลังจากที่เรซินถูกท าให้แหง้ในสภาวะสุญญากาศ (vacuum) เรียบร้อย
แล้วจะท าการตัดสายโซ่เพปไทด์ด้วยการเติมสารละลายผสม (deprotection cocktail) ระหว่างไตร
ฟลูออโรอะซิติกแอซิด (trifluoroacetic acid, TFA) น้ ากลั่น (distilled water) อีเทนไดไทออล 
(ethanedithiol, EDT) และไตรไอโซโพรพิวไซเลน (triisopropylsilane, TIPS) ในอัตราส่วน 
94:2.5:2.5:1 แล้วท าการเขยา่เป็นเวลา 3 ชั่วโมง หลังจากนั้นท าการกรองเก็บส่วนสารละลายไว้ แล้ว
น าไปท าการระเหยสารละลายออกโดยใช้แก๊สไนโตรเจน (N2) จากนั้นท าการตกตะกอนโปรตีนด้วยเทอ
เชียรีบิวทิล เมทิล อีเทอร ์(tert-butyl methyl ether) เย็น แล้วน าตะกอนไปปั่นเหว่ียง (centrifuge) 
หลังจากนั้นน าตะกอนที่ไดไ้ปท าให้แห้งด้วยเครื่องท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (freeze dryer) จะได้เป็น
ตะกอนสีขาวของโปรตีน 

 

                 3.2.2 การสังเคราะห์อนุพันธ์ของโปรตีน Huwentoxin-X  

                 ในงานวิจัยนี้จะท าการสังเคราะห์อนุพันธ์ (derivatives) ของโปรตีน HWTX-X ทั้งหมด 
3 ตัวด้วยกัน โดยท าการเปลี่ยนกรดอะมิโนไลซีน (Lys, K) เป็นกรดอะมิโนอาร์จีนีน (Arg, R) แสดง
ดังนี้ 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3.4 ภาพแสดงล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน HWTX-X และอนุพันธ์ทั้ง 3 ชนิด 

                 ในการสังเคราะห์อนุพันธ์ (derivatives) จะใช้วิธีการสังเคราะห์เพปไทด์ด้วยวัฏภาค
ของแข็ง (solid phase peptide synthesis, SPPS) เช่นเดียวกันกับการสังเคราะห์โปรตีน 
Huwentoxin-X (native HWTX-X) โดยใช้ wang resin เป็นเรซินในการสังเคราะห์สายโซ่เพปไทด์ 
(linear peptide chain) แตจ่ะท าการเปลี่ยนล าดับของกรดอะมิโนในบางต าแหน่ง (mutagenesis) 
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โดยยังใช้อัตราส่วนของการสังเคราะห์เป็นดังนี ้ Fmoc-Thr(tBu)-wang resin (0.06 มิลลิโมล, 150 
มิลลิกรัม) เชื่อมต่อกับกรดอะมิโนชนิดอื่นๆ (0.2 มิลลโิมล) และใช้ไดไซโคลเฮกซิลคาร์โบดิอิมไมด์ 
(dicyclohexylcarbodiimide) หรือ DCC (0.2 มิลลิโมล, 42 มิลลิกรัม), 4-ไดเมทิลอะมิโนไพริดีน (4-
dimethylaminopyridine) หรือ DMAP (0.2 มิลลิโมล, 25 มิลลิกรัม), และ1-ไฮดรอกซีเบนโซไตรเอ
โซล (1-Hydroxybenzotriazole) หรือ HOBt (0.2 มิลลิโมล, 35 มิลลิกรัม) ท าหน้าที่เป็น coupling 
agents ในส่วนขั้นตอนของการเติมกรดอะมิโน (coupling step) ใช้เวลาเขย่าสารเป็นเวลา 60 นาที 
และในขั้นตอนการก าจัดหมู่ปกป้อง (deprotection step) ด้วยสารละลาย 20% พิเพอริดีน 
(piperidine) ในไดเมทิลฟอร์มาไมด ์ (dimethylformamide, DMF) ใช้เวลา 30 นาที เมื่อท าการ
สังเคราะห์สายโซ่เพปไทด์ (linear peptide chain) จนถึงการเติมกรดอะมิโนตัวสุดท้ายคือเอ็น-
แอลฟา-(9-ฟลูออรีนิลเมทิลออกซีคาร์บอนิล)-เอ็น-แอพซิลอน-เทิร์ต-บิวทิลทอกซีคาร์บอนิล-แอล-ไล
ซีน (N-alpha-(9-fluorenylmethyloxycarbonyl)-N-epsilon-tert-butyltoxycarbonyl-L-lysine 
หรือ Fmoc-Lys(Boc)-OH เสร็จเรียบร้อยแล้ว จะท าการก าจัดหมู่ปกป้อง (deprotection) ด้วย
สารละลาย 20% พิเพอริดีน (piperidine) ในไดเมทิลฟอร์มาไมด ์(dimethylformamide, DMF) อีก
ครั้ง แล้วล้างเรซินด้วยไดเมทิลฟอร์มาไมด ์ (dimethylformamide, DMF), ไดคลอโรมีเทน 
(dichloromethane, DCM) และไดเอทิล อีเทอร์ (diethyl ether) ตามล าดับ  แล้วน าเรซินไปท าให้
แห้งในสภาวะสุญญากาศ (vacuum) 

 

                               Huwentoxin-X[K1,7,15,26R] (อนุพันธ์ตัวที่ 1) 

                                        H-RCLPPGRPCYGATQRIPCCGVCSHNRCT-OH 

                                      โดยการสังเคราะห์จะท าการเปลี่ยนกรดอะมิโนไลซีน (Lys, K) ใน
ต าแหน่งที่ 1, 7, 15, และ 26 ไปเป็นกรดอะมโินอาร์จีนีน (Arg, R) ทั้งหมด  

                               Huwentoxin-X[K7R, K26R] (อนุพันธ์ตัวที่ 2) 

                                        H-KCLPPGRPCYGATQKIPCCGVCSHNRCT-OH 

                                      โดยการสังเคราะห์จะท าการเปลี่ยนกรดอะมิโนไลซีน (Lys, K) ใน
ต าแหน่งที่ 7 และ 26 ไปเป็นกรดอะมิโนอาร์จนีีน (Arg, R) 

 

 



Ref. code: 25605709033053VZX

41 
 

                               Huwentoxin-X[K1R, K15R] (อนุพันธ์ตัวที่ 3) 

                                        H-RCLPPGKPCYGATQRIPCCGVCSHNKCT-OH 

                                       โดยการสังเคราะห์จะท าการเปลี่ยนกรดอะมิโนไลซีน (Lys, K) ใน
ต าแหน่งที่ 1 และ 15 ไปเป็นกรดอะมิโนอาร์จนีีน (Arg, R)  

                 เมื่อท าการสังเคราะห์สายโซ่เพปไทด์ (linear peptide chain) ทั้งหมดเสร็จเรียบร้อย

แล้ว จะน ามาท าการตัดสายโซ่เพปไทด์ออกจากเรซิน (cleavage step) เช่นเดียวกับวิธีการ 3.2.1.6 

แล้วน าสารเพปไทด์ที่ไดไ้ปท าให้แห้งด้วยเครื่องท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (freeze dryer) จะได้เป็น

ตะกอนสีขาวของโปรตีน 

 

                 3.2.3 การสังเคราะห์ cyclic HWTX-X 

                  มีล าดับกรดอะมิโนดังนี้ 

                                       -KCLPPGKPCYGATQKIPCCGVCSHNKCT-                                                                   

                               3.2.3.1 การโหลดกรดอะมิโนตัวแรก 

                                    ท าการช่ัง 2-คลอโรไทรทิล คลอไรด์เรซนิ (2-Chlorotrityl chloride 
resin) (1.6 มิลลิโมล, 2 กรัม) ลงในขวดก้นกลม (round bottom flask) แล้วท าการเติมเอ็น-แอลฟา-
(9-ฟลูออรีนิลเมทิลออกซีคาร์บอนิล)-โอ-เทิรต์-บิวทิล-แอล-ทรีโอนีน (N-alpha-(9-
fluorenylmethyloxycarbonyl)-O-tert-L-threonine) หรือ Fmoc-Thr(tBu)-OH (2.5 มิลลิโมล, 1
กรัม) ซึ่งละลายด้วยไดเมทิลฟอร์มาไมด ์(dimethylformamide, DMF)  5 มิลลิลิตร แล้วเติมไดไอโซ
โพรพิวเอทิลลามีน (diisopropylethylamine) หรือ DIPEA (2.5 มิลลิโมล, 0.43 มิลลิลิตร) ลงไป 
จากนั้นท าการเขย่าเป็นเวลา 24 ชั่วโมง และเมื่อครบเวลาแล้วจะท าการล้างเรซินด้วยไดเมทิลฟอร์มา
ไมด ์ (dimethylformamide, DMF), ไดคลอโรมีเทน (dichloromethane, DCM) และไดเอทิล 
อีเทอร์ (diethyl ether) ตามล าดับ หลังจากนั้นน าเรซินไปท าให้แห้งในสภาวะสุญญากาศ (vacuum) 
จากนั้นจะน าไปท า Fmoc test ต่อไปเพื่อหาปริมาณของกรดอะมิโนที่ถูกโหลดบนเรซินเช่นเดียวกับ
วิธีการ 3.2.1.2 
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ภาพที่ 3.5 ภาพแสดงปฏิกิริยาเคมีระหว่าง Fmoc-Thr(tBu)-OH กับ 2-Chlorotrityl chloride resin 
 

 

                               3.2.3.2 การท าปฏิกิริยาป้องกันการเกิดปฏกิิริยาข้างเคียงบนผิวเรซิน 

(capping step) 

                                    หลังจากที่ท าการโหลดกรดอะมิโนตวัแรกลงบนเรซินเรียบร้อยแล้วจะ
ท าการ capping resin เพื่อป้องกันการเกิดปฏิกิริยาข้างเคียง (side reaction) โดยการน า Fmoc-
Thr(tBu)-trityl resin (0.06 มิลลิโมล, 150 มิลลิกรัม) มาล้างด้วยไดคลอโรมีเทน (dichloromethane, 
DCM) จ านวน 3 ครั้ง แล้วท าการเติมสารละลายผสม (capping solution) ระหว่างเมทานอล 
(methanol, MeOH), ไดคลอโรมีเทน (dichloromethane, DCM) และไดไอโซโพรพิวเอทิลลามนี 
(diisopropylethylamine) หรือ DIPEA ในอัตราส่วนคือ 17:2:1 ลงไปแล้วท าการเขย่าเป็นเวลา 1 
ชั่วโมง หลังจากนั้นท าการล้างเรซินด้วยไดเมทิลฟอร์มาไมด์ (dimethylformamide, DMF) จ านวน 4 
ครั้ง 

                               3.2.3.3 การสังเคราะห์สายโซเ่พปไทด์ (linear peptide chain 

synthesis) โดยอาศัยวธิีการสังเคราะห์เพปไทด์ด้วยวัฏภาคของแข็ง (solid phase peptide 

synthesis, SPPS) 

                                    น า capped Fmoc-Thr(tBu)-trityl resin (0.06 มิลลิโมล, 150 
มิลลิกรัม) มาท าการก าจัดหมู่ปกป้อง (deprotection) โดยการเติมสารละลาย 20% พิเพอริดีน 
(piperidine) ในไดเมทิลฟอร์มาไมด ์(dimethylformamide, DMF) ลงไป และเขย่าเป็นเวลา 30 นาที 
หลังจากนั้นล้างด้วยไดเมทิลฟอร์มาไมด์ (dimethylformamide, DMF) จ านวน 3 ครั้ง แล้วท าการต่อ
กับกรดอะมิโนตัวที่สอง (coupling step) โดยการเติมเอ็น-แอลฟา-(9-ฟลูออรีนิลเมทิลออกซีคาร์บอ
นิล)-เอส-ไทรทิล-แอล-ซิสเทอีน (N-alpha-(9-fluorenylmethyloxycarbonyl)-S-trityl-L-cysteine 
หรือ Fmoc-Cys(Trt)-OH (0.2 มิลลิโมล, 121 มิลลิกรัม), ไดไซโคลเฮกซิลคาร์โบดิอิมไมด์ 
(dicyclohexylcarbodiimide) หรือ DCC (0.2 มิลลิโมล, 42 มิลลิกรัม), 4-ไดเมทิลอะมิโนไพริดีน (4-
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dimethylaminopyridine) หรือ DMAP (0.2 มิลลิโมล, 25 มิลลิกรัม), และ1-ไฮดรอกซีเบนโซไตรเอ
โซล (1-Hydroxybenzotriazole) หรือ HOBt (0.2 มิลลิโมล, 35 มิลลิกรัม) โดยมีปริมาตรรวมของได
เมทิลฟอร์มาไมด ์ (dimethylformamide, DMF) ทั้งสิน้ 4 มิลลิลิตร แล้วท าการเขย่าเป็นเวลา 1 
ชั่วโมง โดยท าการสังเคราะห์ต่อสายโซ่เพปไทด์ด้วยวิธี SPPS เช่นเดียวกันกับวิธีการ 3.2.1.5 ซึ่งเมือ่
ต่อกรดอะมิโนตัวสุดท้ายคือเอ็น-แอลฟา-(9-ฟลูออรีนิลเมทิลออกซีคาร์บอนิล)-เอ็น-แอพซิลอน-เทิร์ต-
บิวทิลทอกซีคาร์บอนิล-แอล-ไลซีน (N-alpha-(9-fluorenylmethyloxycarbonyl)-N-epsilon-tert-
butyltoxycarbonyl-L-lysine หรือ Fmoc-Lys(Boc)-OH แล้วจะท าการก าจัดหมู่ปกป้อง 
(deprotection) ด้วยสารละลาย 20% พิเพอริดีน (piperidine) ในไดเมทิลฟอร์มาไมด ์
(dimethylformamide, DMF) อีกครั้ง แล้วล้างเรซินด้วยไดเมทิลฟอร์มาไมด์ 
(dimethylformamide, DMF), ไดคลอโรมีเทน (dichloromethane, DCM) และไดเอทิล อีเทอร์ 
(diethyl ether) ตามล าดับ แล้วน าเรซินไปท าให้แห้งในสภาวะสุญญากาศ (vacuum)  
 

                               3.2.3.4 การตัดสายโซ่เพปไทด์ออกจากเรซิน (Cleavage step)  

                                    ท าการเติมสารละลาย 1% ไตรฟลูออโรอะซิติกแอซิด (trifluoroacetic 
acid, TFA) ในไดคลอโรมีเทน (dichloromethane, DCM) ลงในเรซินที่แห้งแล้วท าการเขย่าเป็นเวลา 
5 นาที  หลังจากนั้นท าการกรองเก็บส่วนสารละลายไว้แล้วน าไปท าการระเหยสารละลายออกโดยใช้
แก๊สไนโตรเจน (N2) และตกตะกอนโปรตีนด้วยน้ า แล้วน าไปท าให้แห้งด้วยเครื่องท าแห้งแบบแช่เยือก
แข็ง (freeze dryer) จะได้เป็นตะกอนสีขาวของโปรตีน  

 

                               3.2.3.5 การปิดวง (cyclization) ของสายโซ่เพปไทด ์

                                    เมื่อท าการสังเคราะห์สายโซ่เพปไทด์ได้แล้วจะน ามาท าการสังเคราะห์
ให้อยู่ในรูปที่เป็นวง (cyclic peptide) โดยการละลายสายโซเ่พปไทด์ (linear peptide chain) (3.4 
ไมโครโมล, 10 มิลลิกรัม) ด้วยไดเมทิลฟอร์มาไมด ์ (dimethylformamide, DMF) ปริมาตร 19 
มิลลิลิตร ลงในขวดก้นกลมแลว้ท าการเติมไดไอโซโพรพิวเอทิลลามีน (diisopropylethylamine) หรือ 
DIPEA (42 ไมโครโมล, 8 ไมโครลิตร) ลงไป  หลังจากนั้นค่อยๆหยดสารละลาย 1-(บิสไดเมทิลอะมิโน
เมทิลีน)-1ไฮโดรเจน-1,2,3-ไตรเอโซ(4,5-บี)พิริดิเนียม3-ออกไซด์เฮกซะฟลูออโรฟอสเฟต (1-
[bis(dimethylamino)methylene]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridinium 3-oxide 
hexafluorophosphate หรือ HATU (21 ไมโครโมล, 8 มิลลิกรัม) ที่ละลายด้วยไดเมทิลฟอร์มาไมด ์
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(dimethylformamide, DMF) 1 มิลลิลิตร ลงไปในขวดก้นกลมแลว้ท าการกวนสารละลาย (stir) 
ต่อเนื่องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
 

                               3.2.3.6 การแยกและท าให้บรสิุทธิ์ (purification) ด้วย column 

chromatography 

                                    หลังจากทีท่ าการปิดวง (cyclization) ของสายโซ่เพปไทดเ์สร็จสิ้นแล้ว 
จะน าสารที่ได้จากปฏิกิริยามาท าการแยกให้บริสุทธิ์ด้วยคอลัมนโ์ครมาโตรกราฟี (column 
chromatography) โดยใชซ้ิลิกาเจล (silica gel) เป็นเฟสหยุดนิ่ง (stationary phase) และใชเ้มทา
นอล:เอทิลอะซีเตต (MeOH:EtOAc) ในอัตราส่วน 6:4 เปน็เฟสเคลื่อนที ่(mobile phase) หรือตัวชะ 
(eluent) ในการแยกสารใหม้ีความบริสุทธิ ์
 

                               3.2.3.7 การก าจัดหมู่ปกป้องทั้งหมด (global deprotection) ของ 

cyclic peptide 

                                    โดยการน าสาร cyclic peptide ที่ไดจ้ากการท าให้บรสิุทธิ์ด้วยคอลัมน์
โครมาโตรกราฟีแล้ว มาท าการก าจัดหมู่ปกป้องทั้งหมดออก (global deprotection)  โดยเติม
สารละลายผสม (deprotection cocktail) ระหว่างไตรฟลูออโรอะซิติกแอซิด (trifluoroacetic acid, 
TFA) น้ ากลัน่ (distilled water) อีเทนไดไทออล (ethanedithiol, EDT) และไตรไอโซโพรพิวไซเลน 
(triisopropylsilane, TIPS) ในอัตราส่วน 94:2.5:2.5:1 แล้วท าการเขยา่เป็นเวลา 3 ชั่วโมง หลังจาก
นั้นท าการกรองเก็บส่วนสารละลายไว้ แล้วน าไปท าการระเหยสารละลายออกโดยใช้แก๊สไนโตรเจน 
(N2) แล้วตกตะกอนด้วยเทอเชียรีบิวทิล เมทิล อีเทอร ์(tert-butyl methyl ether) เย็น  

                                  

                 3.2.4 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ (purity) ของสารเพปไทด์ทีส่ังเคราะห์และการ

แยกสารเพปไทด์ให้บริสุทธิ ์(purification) และการสรา้งพันธะไดซลัไฟด์ของโปรตนี (protein 

folding) 

                 หลังจากที่ท าการสังเคราะห์สายโซ่เพปไทด์ (linear peptide chain) ทัง้ที่เป็น native 
HWTX-X และอนุพันธ์ (derivatives) ทั้ง 3 ตัวไดแ้ล้ว จะท าตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสารเพปไทด์
ด้วย analytical HPLC (high performance liquid chromatography) โดยใช้ C18 column (4.6 
mm x 250 mm) ที่มีการแยกเป็นแบบ gradient mode โดยใช้สัดสว่นของอะซีโตรไนไตรล ์(ACN) 
คือ 3-100% อะซีโตรไนไตรล์ (ACN) ที่มี 0.1% กรดฟอร์มิก (formic acid) และใช้อัตราการไหล (flow 
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rate) เป็น 1 มิลลิลิตรต่อนาท ีโดยตรวจวัดที่ความยาวคลื่น (wavelength) 215 และ 280 นาโนเมตร 
หลังจากนั้นจะน าสารเพปไทดไ์ปท าการแยกท าให้บริสุทธ์ิด้วยเทคนิค preparative HPLC โดยใช้ C18 
column (10 mm x 250 mm) ที่มีการแยกเป็นแบบ gradient mode โดยใช้สัดส่วนของอะซีโตรไน
ไตรล ์(ACN)  คือ 15-70% อะซีโตรไนไตรล์ (ACN) ที่มี 0.1% กรดฟอร์มิก (formic acid) และใช้อัตรา
การไหล (flow rate) เป็น 3 มิลลิลิตรต่อนาที โดยตรวจวัดที่ความยาวคลื่น (wavelength) 215 และ 
280 นาโนเมตร และท าการเก็บ peptide fraction ที่ต้องการแล้วน าไปท าให้แห้งด้วยเครื่องท าแห้ง
แบบแช่เยือกแขง็ (freeze dryer) เพือ่ให้ได้ตะกอนบริสุทธิข์องเพปไทด์ออกมา หลังจากนั้นท า 
protein folding เพื่อสร้างพันธะไดซัลไฟด ์ (disulfide bond) ต่อไป โดยน าตะกอนของเพปไทด์
บริสุทธิ์ที่ได้มาละลายด้วยสารละลาย 0.1 M Tris-HCl (pH 8.0) ที่มี 5 mM แอล-กลูต้าไธโอน รีดิวซ์
ฟอร์ม (L-glutathione reduced form, GSH) และ 0.5 mM แอล-กลูต้าไธโอน ออกซิไดซ์ฟอร์ม (L-
glutathione oxidized form, GSSG) หลังจากนั้นท าการกวน (stir) สารละลายเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
แล้วตรวจสอบปฏิกิริยา (reaction) โดยท าการหยุดปฏิกิริยา (quenching) ด้วย 0.1% ไตรฟลูออโรอะ
ซิติกแอซิด (trifluoroacetic acid, TFA) จากนั้นน าสารไปตรวจสอบด้วยเทคนิค analytical HPLC 
อีกครั้ง โดยในส่วนของ cyclic peptide เมื่อท าการก าจัดหมู่ปกป้องทั้งหมดออกแล้วจะน ามาท าการ
สร้างพันธะไดซัลไฟด์ (protein folding) โดยใช้สภาวะ (condition) เดียวกันกับสารเพปไทดท์ี่เป็น
เส้นตรง (linear peptide) และหลังจากทีไ่ดท้ าการ folding protein เรียบร้อยแล้วจะน าไปแยกและ
ท าให้บริสุทธิ์ดว้ย preparative HPLC   

                    

                 3.2.5 การปรับหาสภาวะ (condition) ที่เหมาะสมในการท า protein folding 

                 การปรับหา condition ที่เหมาะสมจะท าโดยใช้ native และ cyclic HWTX-X ที่มี
ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมลิลิลิตร มาท าการหาสภาวะที่เหมาะสมในการท า folding ซึ่งแสดงได้ดัง
ตารางนี้ 

ตารางที ่3.1 ตารางแสดงการปรับสภาวะ (condition) ทีม่ีการใช้ additive ที่แตกต่างกันในการท า 
protein folding 

 

 

 



Ref. code: 25605709033053VZX

46 
 

Condition Buffer conditiona Additive Temperature (oC) 
1 0.4 M Tris-HCl (pH 8.0) - 4 
2 0.4 M Tris-HCl (pH 8.0) 1M GdnHCl 4 
3 0.4 M Tris-HCl (pH 8.0) 10% Glycerol 4 
4 0.4 M Tris-HCl (pH 8.0) 20% EtOH 4 
5 0.4 M Tris-HCl (pH 8.0) 10% ACN 4 
6 0.4 M Tris-HCl (pH 8.0) 20% ACN 4 
7 0.4 M Tris-HCl (pH 8.0) 40% ACN 4 

 afolding condition ยังประกอบไปด้วย 1 mM EDTA, 2.5 mM GSH และ 0.25 mM GSSG 

                 เริ่มต้นโดยการน า native และ cyclic HWTX-X หนัก 0.5 มิลลิกรมั มาละลายด้วย 0.4 
M Tris-HCl (pH 8.0) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ให้มีความเข้มข้นเป็น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วท า
การปิเปต (pipette) สารละลายโปรตีนออกมา 20 ไมโครลิตร ลงใน eppendorf tube ที่มีการปรบั
สภาวะ (adjust condition) ตามที่ได้แสดงดังตาราง (80 ไมโครลิตร) แล้วท าการกวน (stir) ให้
สารละลายผสมกัน จากนั้นต้ังปฏิกิริยาไวท้ี่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้น 
ท าการหยุดปฏิกิริยาด้วยไตรฟลูออโรอะซิติกแอซิด (trifluoroacetic acid, TFA) จ านวน 5 ไมโครลิตร 
แล้วน าไปตรวจสอบปฏิกิริยาด้วย analytical HPLC ที่ความยาวคลื่น (wavelength)  215 และ 280 
นาโนเมตร 

 

                3.2.6 การติดสารเรืองแสง (Fluorescent labeling) กับโปรตีน Huwentoxin-X 

                 ในงานวิจัยนี้ได้ท าการติดสารเรืองแสง (fluorescent labeling) เข้ากับโปรตีน HWTX-
X เพื่อใช้ประโยชน์ในการศึกษาทางด้าน bio-imaging application ต่อไปในอนาคต โดยการเอาสาร 
native HWTX-X ที่มีความเข้มข้นเป็น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มาท าการติดสารเรืองแสง ซึ่งใน
งานวิจัยน้ีได้เลือกใช ้ 5-ฟลูออเรซีนไอโซไทโอไซยาเนต (5-fluorescein isothocyanate) หรือ FITC 
ท าหน้าที่เป็น fluorescent reporter มาท าการติด (labeling) ในอัตราส่วนที่เป็น FITC:HWTX-X 
เท่ากับ 2:1 เริ่มต้นโดยท าการปิเปต (pipette) สารละลายโปรตีน 10 ไมโครลิตร ลงใน eppendorf 
tube ตามด้วยการปิเปตสารละลายโซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต (sodium hydrogencarbonate) 
หรือ NaHCO3 (pH 9) 2 ไมโครลิตร แล้วเติมสารละลายสารเรืองแสง 5-ฟลูออเรซีนไอโซไทโอไซยาเนต 
(5-fluorescein isothocyanate) หรือ FITC (ที่มีความเข้มข้น 2 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร) 2.6 ไมโครลิตร 
และสุดท้ายเตมิน้ า (DI) 5.4 ไมโครลิตร หลังจากนั้นท าการกวนสารละลาย (stir) ใหผ้สมเข้าด้วยกัน
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และตั้งปฏิกิริยาที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาแล้วท าการหยุดปฏิกิริยาด้วยการเติม 
10% ไตรฟลูออโรอะซิติกแอซิด (trifluoroacetic acid, TFA) จ านวน 2 ไมโครลิตร แล้วน าสารละลาย
ไปท าการตรวจสอบ (monitor) ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นด้วย analytical HPLC ที่ความยาวคลื่น 
(wavelength) 215 และ 280 นาโนเมตร  
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บทที่ 4  
ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

 
4.1 การสังเคราะหเ์พปไทดด์้วยวัฏภาคของแข็ง (solid phase peptide synthesis) 

การสังเคราะหโ์ปรตีน (protein synthesis) เพื่อใช้ประโยชน์ในการพัฒนาเป็นยาเป็นสิ่งที่
ก าลังได้รับความสนใจอย่างมาก โดยวิธีการหรือเทคนิคทางเคมีที่เป็นที่นิยมใช้ในการสังเคราะห์โปรตีน
คือ การสังเคราะห์สายโซ่เพปไทด์ด้วยวัฏภาคของแข็ง (solid phase peptide synthesis) เนื่องจาก
เป็นเทคนิคที่มีข้อดีคือ เป็นวิธีการที่สามารถสังเคราะห์เพปไทด์ได้ในปริมาณที่มากและสามารถลด
ขั้นตอนในการแยกสาร (purification) ในแต่ละขั้นตอนลงจึงท าให้สามารถสังเคราะห์ได้อย่างรวดเร็ว
เมื่อเทียบกับการสังเคราะห์แบบธรรมดาหรือที่เรียกว่า solution phase peptide synthesis 
นอกจากนีใ้นงานวิจัยนียั้งเลือกใช้การสังเคราะห์สายโซ่เพปไทด์ด้วยวัฏภาคของแข็งที่เป็นแบบ Fmoc 
strategy หรือการใช้หมู่ปกป้อง (protecting group) เป็นหมู่ Fmoc ท าหน้าที่ในการปกป้องหมู่อะมิ
โน (Fmoc-protected amino acid) เหตุผลที่เลือกใช้วิธีดังกล่าวเนื่องจากมีข้อดีในเรื่องของการใช้
สภาวะในการก าจัดหมู่ปกป้องทางด้านหมู่อะมิโน (Fmoc) ที่มีการใชส้ภาวะที่ไม่รุนแรง (mild 
condition) โดยการใช้พิเพอริดีน (piperidine) ในการท าหน้าที่เป็นเบส ซึ่งถือได้ว่าเป็นข้อดีเพราะว่า
หมู่ปกป้องสายโซ่ (side chain protecting groups) ของกรดอะมิโนต่างๆ และ linker ของเรซินส่วน
ใหญ่จะง่ายต่อการตัดออกในสภาวะที่เป็นกรด (acidic condition) โดยกรดที่ใช้คือไตรฟลูออโรอะ
ซิติกแอซิด (trifluoroacetic acid, TFA) แต่ในขณะที ่ Boc strategy นั้นจะมีความยุ่งยากกว่า
เนื่องจากมีการใช้กรดที่รุนแรง (strong condition) ซึ่งใช้กรดไฮโดรฟลูออริก (hydrofluoric acid, 
HF) ในการตัดเรซิน ท าให้จ าเป็นต้องเปลี่ยนไปใช้วัสดุชนิดอื่นที่ไม่ใช่แก้วในการท าปฏิกิริยา 

ในงานวิจัยนี้ได้เลือกใช้กรดอะมิโนที่ถูกปกป้องหมู่อะมิโน (NH2) ด้วยหมู่ Fmoc โดยที่กรดอะ
มิโนแต่ละชนิดจะมีหมู่ปกป้องสายโซ่ (side chain protecting group) ทีแ่ตกต่างกันดังนี้ กรดะมิ
โนทรีออนีน (Thr, T), กรดอะมิโนซีรีน (Ser, S) และกรดอะมิโนไทโรซีน (Tyr, Y) จะมีหมู่ปกป้องสาย
โซ่ (side chain) คือ หมู่เทริ์ต-บิวทิล (tert-butyl, tBu) ในส่วนของกรดอะมิโนซีสเตอีน (Cys, C), 
กรดอะมิโนแอสพาราจีน (Asn, N), กรดอะมิโนกลูตามีน (Gln, Q) และกรดอะมิโนฮีสติดีน (His, H) จะ
มีหมู่ปกป้องสายโซ่ (side chain) คือ หมู่ไทรทิล (Trityl, Trt) และกรดอะมิโนไลซีน (Lys, K) จะมีหมู่
ปกป้องสายโซ่ (side chain) คือ หมู่เทิร์ต-บิวทิลทอกซีคาร์บอนิล (tert-butyltoxycarbonyl, Boc) 
ดังนั้นหมู่ปกป้องสายโซ่ที่ได้กล่าวมานั้นจะไม่ถูกรบกวนในสภาวะที่เป็นเบส (basic condition) ที่มี
การใช ้ piperidine ในการถอดหมู่ Fmoc ออก แต่จะสามารถถอดออกได้ง่ายในสภาวะที่เป็นกรด 
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(acidic condition) อาทิ การใช้ไตรฟลูออโรอะซิติกแอซิด (trifluoroacetic acid, TFA) ในขั้นตอน
ของการตัดสายโซ่เพปไทด์ออกจากเรซินที่ใช้ในการสังเคราะห์ทั้งแวงเรซิน (wang resin) และ 2-คลอ
โรไทรทิล คลอไรด์เรซิน (2Cl-Trityl chloride resin) 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.1 ภาพแสดงโครงสร้างของหมู่ปกป้องสายโซ่ชนิดต่างๆและโครงสร้างของพิเพอริดีน 
 

โดยวิธีการสังเคราะห์สายโซ่เพปไทด์ (linear peptide chain) ในงานวิจัยนี้จะแบ่งออกเป็น 2 วิธีการ 
(method) ดว้ยกัน ซึ่งมีการใช้เรซินชนิดที่แตกต่างกันคือ แวงเรซิน (wang resin) และ 2-คลอโร
ไทรทิล คลอไรด์เรซิน (2Cl-Trityl chloride resin) เป็นวัฏภาคของแข็งในการสังเคราะห์โปรตีน 
Huwentoxin-X (HWTX-X) และอนุพันธ์ (derivative) ซึ่งมีโครงสร้างเป็นกรดอะมิโน (amino acid) 
เรียงต่อกันเป็นเส้นตรงยาว 28 กรดอะมิโน ซึ่งล าดับของกรดอะมิโนสามารถแสดงได้ดังภาพที่ 4.6 

 

                4.1.1 การสังเคราะห์เพปไทด์โดยใช้ wang resin (วิธีการ A) 

                           4.1.1.1 การโหลดกรดอะมิโนตัวแรก (Fmoc-Thr(tBu)-OH) ลงบน wang 
resin 

                           การสงัเคราะห์โปรตีน Huwentoxin-X ในขั้นเริ่มต้นจะท าการโหลดกรดอะมิโน
ตัวแรกคือเอ็น-แอลฟา-(9-ฟลูออรีนิลเมทิลออกซีคาร์บอนิล)-โอ-เทิร์ต-บิวทิล-แอล-ทรีโอนีน (N-
alpha-(9-fluorenylmethyloxycarbonyl)-O-tert-L-threonine) หรือ Fmoc-Thr(tBu)-OH ลงบน
แวงเรซิน โดยมีการใช้ coupling agents คือ ไดไซโคลเฮกซลิคาร์โบดิอิมไมด์ 
(dicyclohexylcarbodiimide) หรือ DCC, 4-ไดเมทิลอะมิโนไพริดีน (4-dimethylaminopyridine) 
หรือ DMAP และ 1-ไฮดรอกซีเบนโซไตรเอโซล (1-Hydroxybenzotriazole) หรือ HOBt ซึ่งท าหน้าที่
ในการช่วยสร้างพันธะเอสเทอร์ระหว่างเรซินกับกรดอะมิโน ซึ่งการใช้ไดไซโคลเฮกซิลคาร์โบดิอิมไมด์ 
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(DCC) จะให้ผลิตภัณฑ์ข้างเคียง (side product) คือ 1,3-dicyclohexylurea (DHU) ซึ่งมีลักษณะเป็น
ตะกอนสขีาวแต่สามารถถูกก าจัดออกไปได้ในขั้นตอนของการล้างด้วยไดเมทิลฟอร์มาไมด์ (DMF) โดย
การโหลดกรดอะมิโนสามารถแสดงได้ดังนี้  

 

 

 

ภาพที่ 4.2 ภาพแสดงปฏิกิริยาเคมรีะหว่าง Fmoc-Thr(tBu)-OH กับ wang resin 

โดยหลังจากที่ท าการโหลดกรดอะมิโนตัวแรกลงบน wang resin แล้ว โดยในขั้นตอนนี้ทางผู้วิจัยจะท า
การโหลดซ้ าเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการโหลดให้สูงขึ้น กอ่นจะท าการเพ่ิมกรดอะมิโนตัวถัดไปในสาย
โซ่จะต้องการหาปริมาณของกรดอะมิโนตัวแรก (Fmoc-Thr(tBu)-OH) ที่ถูกโหลดลงเรซินด้วยวิธี 
Fmoc test ซึ่งสามารถค านวณออกมาในรูปของ % amino acid loading โดยค่าที่ได้จะถูกน าไปแทน

ในสมการ [amino acid loading (mmol/g) = 
𝐀𝐛𝐬.

1.65×mg
] เพื่อค านวณค่าประสิทธิภาพของการ

โหลด (% amino acid loading) ได้ ซึ่งจากค่าดังกล่าวจะท าให้สามารถทราบถึงปริมาณของกรดอะมิ
โน (Fmoc-Thr(tBu)-OH) ที่ติดอยู่กับเรซิน 

 

                           4.1.1.2 การท าปฏิกิริยาป้องกันการเกิดปฏิกิริยาข้างเคียงบนพื้นผิวเรซิน 

                            หลังจากที่กรดอะมิโนตัวแรกถูกโหลดบนเรซินแล้ว Fmoc-Thr(tBu)-wang 
resin จะน ามาท าปฏิกิริยาป้องกันการเกิดปฏิกิริยาข้างเคียงบนพื้นผิวเรซินกับโพรพาโนอิกแอน
ไฮดรายด์ (propanoic anhydride) โดยที่ไดไอโซโพรพิวเอทิลลามีน (diisopropylethylamine) หรือ 
DIPEA ท าหนา้ที่เป็นเบส  ซึ่งเรียกขั้นตอนนี้ว่า “การท า capping” ซึ่งกระบวนการนี้มีข้อดีคือจะช่วย
ท าให้หมู่ไฮดรอกซิล (-OH) อิสระของเรซินที่ไม่ได้เข้าท าปฏิกิริยากับกรดอะมิโนตวัแรก (Fmoc-
Thr(tBu)-OH) นั้นถูกปกป้องไว้ (protection) ท าให้ไม่เหลือหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) อิสระบนพ้ืนผิว
ของเรซิน ดังนั้นในการท าปฏิกิริยากับอะมิโนตัวถัดไปในการต่อสายโซ่เพปไทด์ (coupling step) จะ
ท าให้สามารถป้องกันการเกิดปฏิกิริยาข้างเคียง (side reaction) ได้ ซึ่งจะท าให้ได้เพปไทด์ผลิตภัณฑ์ที่
ต้องการเท่าน้ัน 
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ภาพที่ 4.3 ภาพแสดงปฏิกิริยาเคมรีะหว่างโพรพาโนอิกแอนไฮดรายด์ (propanoic anhydride) กับ
หมู่ไฮดรอกซิล (-OH) อิสระของ wang resin 

 

                           4.1.1.3 การสังเคราะหเ์พปไทดด์้วยวิธี solid phase peptide synthesis 

                            หลังจากที่กรดอะมิโนตัวแรกได้ท าการโหลดลงบนเรซินและได้ท าการ 
capping resin เรียบร้อยแล้ว จากนั้นท าการก าจัดหมู่ปกป้อง (Fmoc) ด้วยสารละลาย 20% พิเพอริ
ดีน (piperidine) ในไดเมทลิฟอร์มาไมด์ (dimethylformamide, DMF) ในการปลดปล่อยหมู ่–NH2 
เพื่อให้พร้อมในการท าปฏิกิริยาส าหรับการต่อกรดอะมิโนตัวต่อไป จากนั้นเติมกรดอะมิโนตัวที่สองคือ
เอ็น-แอลฟา-(9-ฟลูออรีนิลเมทิลออกซีคาร์บอนิล)-เอส-ไทรทิล-แอล-ซิสเทอีน (N-alpha-(9-
fluorenylmethyloxycarbonyl)-S-trityl-L-cysteine หรือ Fmoc-Cys(Trt)-OH โดยใช้ไดไซโคลเฮ
กซิลคาร์โบดิอิมไมด ์ (dicyclohexylcarbodiimide) หรือ DCC, 4-ไดเมทิลอะมิโนไพริดีน (4-
dimethylaminopyridine) หรือ DMAP, และ 1-ไฮดรอกซีเบนโซไตรเอโซล (1-
Hydroxybenzotriazole) หรือ HOBt เป็น coupling agents  แล้วเติมกรดอะมิโนตัวอื่นๆที่เหลือไป
เรื่อยๆจนถึงกรดอะมิโนตัวสุดท้ายคือเอ็น-แอลฟา-(9-ฟลูออรีนิลเมทิลออกซีคาร์บอนิล)-เอ็น-แอ
พซิลอน-เทิร์ต-บิวทิลทอกซีคาร์บอนิล-แอล-ไลซีน (N-alpha-(9-fluorenylmethyloxycarbonyl)-N-
epsilon-tert-butyltoxycarbonyl-L-lysine หรือ Fmoc-Lys(Boc)-OH หลังจากนั้นท าการก าจดัหมู่
ปกป้อง (deprotection) ด้วยสารละลาย 20% พิเพอริดีน (piperidine) ในไดเมทิลฟอร์มาไมด์ 
(dimethylformamide, DMF) เพื่อเอาหมู่ฟลูออรีนิลเมทิลออกซีคาร์บอนิล 
(fluorenylmethyloxycarbonyl group) หรือ Fmoc ออก เพื่อท าให้ปลายสายโซ่เพปไทดเ์ป็นหมู่อะ
มิโนอิสระ (-NH2) หลังจากนั้นท าเรซินให้แห้งในสภาวะสุญญากาศเพือ่ให้พร้อมส าหรับการน าไปตัด
สายโซ่เพปไทด์ออกจากเรซินต่อไป 
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                           4.1.1.4 การตัดสายโซ่เพปไทด์ออกจากเรซิน 

                            การตัดสายโซ่เพปไทด์ (linear peptide chain) ออกจากเรซินหรือ solid 
support ท าโดยเติมสารละลายผสม (deprotection cocktail) ระหว่างไตรฟลูออโรอะซิติกแอซิด 
(trifluoroacetic acid, TFA) น้ ากลั่น (distilled water) อีเทนไดไทออล (ethanedithiol, EDT) และ
ไตรไอโซโพรพิวไซเลน (triisopropylsilane, TIPS) ในอัตราส่วน 94:2.5:2.5:1 ซึ่งในการท าลายพันธะ
เอสเทอร์ระหว่างสายโซ่เพปไทด์กับเรซินด้วยการใช้สภาวะ (condition) นี้จะท าให้หมูป่กป้องสายโซ่
ทั้งหมด (protecting group) อาทิ หมู่เทิร์ต-บิวทิล (tert-butyl, tBu) หมู่ไทรทิล (Trityl, Trt) และหมู่
เทิร์ต-บิวทิลทอกซีคาร์บอนิล (tert-butyltoxycarbonyl, Boc) หลุดออกจากสายโซ่เพปไทด์ด้วย 
จากนั้นจะท าการตกตะกอนเพปไทด์ด้วยเทอเชียรีบิวทิล เมทิล อีเทอร์ (tert-butyl methyl ether) 
เย็น เพื่อให้ตะกอนของเพปไทด์ที่สังเคราะห์ได้มีความบริสุทธิ์เพิ่มขึน้ โดยที่หมู่ปกป้องสายโซ่ 
(protecting group side chain) ที่หลุดออกและสิ่งเจือปนอื่นๆจะละลายได้ดีในอีเทอร์ซึ่งจะถูกก าจัด
ออกไปบางส่วน ดังนั้นการตกตะกอนโปรตีนในอีเทอร์จึงมีส่วนช่วยท าให้สารมีความบริสุทธิ์ขึ้น และ
หลังจากนั้นน าสารที่ได้ไปท าให้แห้งด้วยเครื่องท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (freeze dryer)  จะได้เป็น
ตะกอนสีขาวของโปรตีนออกมา 

 

               4.1.2 การสังเคราะหเ์พปไทดโ์ดยใช้ 2Cl-Trityl chloride resin (วิธีการ B) 

                           4.1.2.1 การโหลดกรดอะมิโนตัวแรก (Fmoc-Thr(tBu)-OH) ลงบน 2Cl-
Trityl chloride resin 

                             การโหลดกรดอะมิโนตัวแรกคือเอ็น-แอลฟา-(9-ฟลูออรีนิลเมทิลออกซีคาร์บอ
นิล)-โอ-เทริ์ต-บิวทิล-แอล-ทรีโอนีน (N-alpha-(9-fluorenylmethyloxycarbonyl)-O-tert-L-
threonine) หรือ Fmoc-Thr(tBu)-OH ลงบนเรซิน (2Cl-Trityl chloride resin)  โดยการใช้ไดไอโซ
โพรพิวเอทิลลามีน (diisopropylethylamine) หรือ DIPEA เป็นเบส โดยปฏิกิริยาสามารถเกิดขึ้น
โดยง่ายในสภาวะที่เป็นเบสแสดงดังภาพที่ 4.4 ซึ่งข้อควรหลีกเลี่ยงในการท าปฏิกิริยาคือ ความช้ืนใน
อากาศซึ่งอาจท าให้เกิดปฏิกิริยาการแทนที่ (substitution) ด้วยโมเลกุลของน้ าได้ ดังนั้นจึงควรท า
ปฏิกิริยาภายใต้แก๊สไนโตรเจน โดยหลังจากที่ท าการโหลดกรดอะมิโนตัวแรก (Fmoc-Thr(tBu)-OH) 
ลงบนเรซินแลว้ จะท าการหาปริมาณของกรดอะมิโนที่ถูกโหลดด้วยวิธี Fmoc test ซึ่งจะถูกค านวณ
ออกมาในรูปของ % amino acid loading โดยน าค่าที่ได้ไปแทนในสมการ [amino acid loading 
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 (mmol/g) = 
𝐀𝐛𝐬.

1.65×mg
] เช่นเดียวกับวิธีการ 4.1.1.1 ซึ่งสามารถค านวณค่าของการโหลด (% 

amino acid loading) ได้ จะท าให้สามารถทราบถึงปริมาณของกรดอะมิโน (Fmoc-Thr(tBu)-OH) ที่
ติดอยู่กับเรซินได้ 
 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.4 ภาพแสดงปฏิกิริยาเคมรีะหว่าง Fmoc-Thr(tBu)-OH กับ 2Cl-Trityl chloride resin 
 

                           4.1.2.2 การท าปฏิกิริยาป้องกันการเกิดปฏกิิริยาข้างเคียงบนพื้นผิวเรซิน 
ของ 2Cl-Trityl chloride resin 

                            หลังจากที่ท าการโหลดกรดอะมิโนตัวแรกลงบนเรซินเรียบร้อยแล้วจะท าการ 
capping resin เพื่อป้องกันการเกิดปฏิกิริยาข้างเคียง (side reaction) โดยในกรณีนี้น า Fmoc-
Thr(tBu)-trityl resin มาเติมสารละลายผสม (capping solution) ซึ่งเป็นสารผสมระหว่างเมทานอล 
(methanol, MeOH), ไดคลอโรมีเทน (dichloromethane, DCM) และไดไอโซโพรพิวเอทิลลามนี 
(diisopropylethylamine) หรือ DIPEA ในอัตราส่วนคอื 17:2:1 ซึ่งเรซินที่ไม่ได้ท าปฏิกิริยาจากการ
โหลดขั้นตอนแรกจะถูกปกป้อง (protection) โดยการเกิดปฏิกิริยาการแทนที่ด้วยหมู่เมทอกซี 
(methoxy, -OMe) ซึ่งสามารถป้องกันการเกิดปฏิกิริยาข้างเคียงอ่ืนๆ ในขั้นตอนของการ coupling 
ขั้นตอนต่อไปได ้

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.5 ภาพแสดงปฏิกิริยาเคมขีองการท า capping resin ของ 2Cl-Trityl chloride resin 
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                           4.1.2.3 การสังเคราะหเ์พปไทดด์้วยวิธี solid phase peptide synthesis 

                            หลังจากที่ท าการโหลดกรดอะมิโนตัวแรกลงบนเรซินและได้ท าการ capping 
resin เรียบร้อยแล้ว จะท าการสังเคราะห์สายโซ่เพปไทด์ (linear peptide chain) เช่นเดียวกันกับ
วิธีการ 4.1.1.3 กล่าวคือ ในขั้นตอนการเติมกรดอะมิโน (coupling step) ยังคงใชไ้ดไซโคลเฮกซลิคาร์
โบดิอิมไมด์ (dicyclohexylcarbodiimide) หรือ DCC, 4-ไดเมทิลอะมิโนไพริดีน (4-
dimethylaminopyridine) หรือ DMAP, และ 1-ไฮดรอกซีเบนโซไตรเอโซล (1-
Hydroxybenzotriazole) หรือ HOBt ท าหน้าทีเ่ป็น coupling agents  และในขั้นตอนการก าจัดหมู่
ปกป้อง (deprotection step) จะใช้สารละลาย 20% พิเพอริดีน (piperidine) ในไดเมทิลฟอร์มาไมด ์
(dimethylformamide, DMF) เพื่อเอาหมู่ Fmoc ออก และเมื่อท าการสังเคราะห์สายโซ่เพปไทดเ์สร็จ
แล้วท าให้เรซินแห้งในสภาวะสุญญากาศเพื่อเตรียมพร้อมส าหรับการตัดสายโซ่เพปไทด์ต่อไป 

 

                          4.1.2.4 การตัดสายโซ่เพปไทด์ออกจากเรซิน 

                           หลังจากที่สังเคราะห์สายโซ่เพปไทด์ (linear peptide chain) เสร็จแล้วจะท า
การตัดสายโซ่เพปไทด์ออกจากเรซินด้วยสารละลาย 1% ไตรฟลูออโรอะซิติกแอซิด (trifluoroacetic 
acid, TFA) ในไดคลอโรมีเทน (dichloromethane, DCM) ซึ่งการใช้สภาวะ (condition) นี้จะยังคง
ท าให้หมู่ปกปอ้งสายโซ่ชนิดตา่งๆ (side chain protecting group) ของสายโซ่เพปไทด์อยู่ครบ 
เนื่องจากมีการใช้ปริมาณของไตรฟลูออโรอะซิติกแอซิด (trifluoroacetic acid, TFA) ที่ต่ ามากจึงไม่
ส่งผลต่อการหลุดออกของหมู่ปกป้องสายโซ่ จากนั้นท าการตกตะกอนสายโซ่เพปไทด์ด้วยน้ า เนื่องจาก
เพปไทด์ที่สังเคราะหไ์ด้มีความเป็น hydrophobic สูง เพราะมีหมู่ปกป้องสายโซ่ อาทิ หมู่ไทรทิล 
(Trityl, Trt) และหมู่เทิร์ต-บวิทิล (tert-butyl, tBu)  ซึ่งมีความเป็น hydrophobic group หลังจาก
น้ันน าสารไปท าให้แห้งด้วยเครื่องท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (freeze dryer) จะได้เป็นตะกอนสีขาวของ
โปรตีนออกมา 
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4.2 การสังเคราะห์โปรตีน Huwentoxin-X (HWTX-X) และอนุพันธ ์

               4.2.1 การสังเคราะห์โปรตีน Huwentoxin-X (HWTX-X) 

ในงานวิจัยนี้ได้มุ่งเน้นท าการสังเคราะหโ์ปรตีน Huwentoxin-X ซึ่งเป็นโปรตีนที่สามารถพบ
ได้ในพิษของแมงมุม Chinese bird สายพนัธุ์ Ornithoctonus huwena ซึ่งโครงสร้างจะมีลักษณะ
เป็นเส้นตรง (linear) ประกอบด้วยกรดอะมิโนทั้งหมด 28 ตัว และมีพันธะไดซัลไฟด์ 3 พันธะภายใน
โครงสร้างซึ่งจัดตัวในลักษณะที่เหมาะสมโดยที่กรดอะมิโนซีสเตอีน (Cys, C) ตัวที่ 1 สร้างพันธะได
ซัลไฟด์กับกรดอะมิโนซีสเตอีน (Cys, C) ตวัที่ 4 (C1-C4)  กรดอะมิโนซีสเตอีน (Cys, C) ตัวที่ 2 สร้าง
พันธะไดซัลไฟด์กับกรดอะมิโนซีสเตอีน (Cys, C) ตัวที่ 5 (C2-C5) และกรดอะมิโนซีสเตอีน (Cys, C) ตัว
ที่ 3 สร้างพันธะไดซัลไฟด์กับกรดอะมิโนซีสเตอีน (Cys, C) ตัวที่ 6 (C3-C6) ตามล าดับ นอกจากนี้ยังมี
ความสามารถในการออกฤทธ์ิทางชีวภาพที่น่าสนใจในการยบัยั้ง Ca2+ channel11  

 

 
 

ภาพที่ 4.6 ภาพแสดงล าดับอะมิโนของโปรตีน Huwentoxin-X (HWTX-X) โดยที่อักษรโรมัน (I-VI) 
แทนการระบุต าแหน่งของกรดกรดอะมิโนซีสเตอีน (Cys, C) ภายในสายโซ่ 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.7 ภาพแสดงการสังเคราะห์โปรตีน HWTX-X ด้วยวิธีการ SPPS 
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การสังเคราะห์โปรตีน Huwentoxin-X (HWTX-X) ในงานวิจัยน้ีไดเ้ลือกใช้แวงเรซิน (wang 
resin) ท าหน้าทีเ่ป็นวัฏภาคของแข็งในการสงัเคราะห์สายโซ่เพปไทด์ (linear HWTX-X)  โดยวิธีการ
สังเคราะห์จะท าตามวิธีการ 4.1.1 (วิธีการ A) โดยแสดงภาพรวมของการสังเคราะห์ดังภาพที่ 4.7 ซึ่ง
หลังจากการโหลดกรดอะมิโนตัวแรกแล้วสามารถค านวณค่าของการโหลด (% amino acid loading) 
ได้มีค่าเท่ากับ 64 เปอร์เซ็นต ์ หรือคิดเป็น 0.37 mmol/g resin กล่าวคือใน wang resin 1 กรัม จะ
มีปริมาณของ Fmoc-Thr(tBu)-OH ที่ถูกโหลดลงบนเรซินเท่ากับ 0.37 มิลลิโมล ซึ่งในขัน้ตอนแรกของ
การโหลดกรดอะมิโนลงบนเรซินถือได้ว่าเป็นขั้นตอนที่ส าคัญมาก เนื่องจากมีความส าคัญต่อการ
สังเคราะห์ผลิตภัณฑ์ที่ได้ โดยหากว่ามีค่าของการโหลดกรดอะมิโน (% amino acid loading) ทีต่่ า
แล้วจะต้องท าการโหลดกรดอะมิโนตัวแรกซ้ าอีกครั้ง (double coupling) เพื่อให้ได้เปอร์เซ็นต์ของ
การโหลดที่สูงขึ้น และเมื่อท าการตัดสายโซ่เพปไทด์ออกจากเรซินหลังจากการสังเคราะห์ด้วยวิธี solid 
phase peptide synthesis (SPPS) เป็นที่เรียบร้อยแล้ว พบว่าจะไดผ้ลิตภัณฑเ์ป็นตะกอนสีขาวหนัก 
136.7 มิลลกิรัม หรือคดิเป็นร้อยละผลิตภัณฑ์เท่ากับ 42 ซึ่งถือได้ว่าการสังเคราะห์โปรตีน 
Huwentoxin-X โดยใช้ wang resin เป็นวัฏภาคของแข็ง และให้ผลร้อยละของผลิตภัณฑ์ที่ได้
ประมาณน้ีถือเป็นที่น่าพอใจ เพราะการสังเคราะห์สายโซ่เพปไทด์ที่มีจ านวนกรดอะมิโนมากหรือมีสาย
ที่ยาว (long peptide chain) จะมีปญัหาของการเกิดการรวมตัวของสายโซ่เพปไทด ์ (peptide 
aggregation) และการเกิดการหลุดหายของกรดอะมิโนภายในสายโซ่เพปไทด์ (deletion product) 
เนื่องจากสายโซ่เพปไทดท์ี่ยาวจะมีความเกะกะที่สูง (steric hindrance) ซึ่งจะส่งผลตอ่ประสิทธิภาพ
ของการเกิดผลิตภัณฑ์ได้  

นอกจากนี้เมื่อท าการพิจารณาโครงสร้างของโปรตีน HWTX-X จะพบว่ามีกรดอะมิโนโพรลีน 
(Pro) ซึ่งจัดเป็น 2o amine ที่มีโครงสร้างเป็นวง ซึ่งในขั้นตอนของการสร้างพันธะเพปไทด์ของกรดอะ
มิโนชนิดนี้ (coupling step) อาจท าให้การต่อกรดอะมิโนชนิดนี้มีความยากขึ้นหรือสามารถ
เกิดปฏิกิริยาได้ไม่ดีเท่าที่ควร เนื่องจากความเกะกะทางโครงสร้างของกรดอะมิโนโพรลีน ซึ่งส่งผลให้ได้
ร้อยละของผลิตภัณฑ์ที่ลดลง โดยทางผู้วิจัยจึงท าการแก้ไขปัญหาที่เกดิขึ้นโดยท าการเติมกรดอะมิโน
โพรลีนซ้ าอีกครั้ง (double coupling) เพือ่ให้มั่นใจว่าการเติมกรดอะมิโนที่ต าแหน่งนี้ของสายโซ่เพป
ไทด์เกิดปฏิกิริยาได้ดีที่สุดแล้วก่อนท าการต่อกรดอะมิโนชนิดอื่นต่อไป  โดยหลังจากที่ได้สายโซ่เพป
ไทด์ (linear peptide chain) แล้วควรเก็บไว้ในภาชนะปิดอย่างดีเพื่อป้องกันการสัมผัสกับอากาศ 
เพราะว่าแก๊สออกซิเจน (O2) ที่อยู่ในอากาศสามารถเกิดปฏิกริิยากับอากาศท าให้หมู่ thiol (-SH) บน
กรดะมิโนซีสเตอีนเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน (oxidation) นอกจากนีแ้ล้วยังสามารถเกิดปฏิกิริยาการ
สร้างพันธะไดซัลไฟด์ (disulfide bond) ได้ ซึ่งอาจท าให้มีการสร้างพันธะที่ผิดรูปแบบได้ (misfolded 
peptide formation) โดยท าการตรวจวัดด้วยเทคนิค analytical HPLC จะท าใหท้ราบได้ว่าเกิด
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ปัญหาดังกล่าวหรือไม่ ซึ่งการแก้ไขปัญหาสามารถใช้ reducing agent อาทิ dithiothreitol (DTT) มา
ท าหน้าที่ในการรดีิวซ์พันธะไดซัลไฟด์ให้สลายออกและกลับกลายเป็นหมู่ thiol (-SH) อิสระดังเดิม ซึ่ง
วิธีการนี้จะช่วยท าให้ได้สายโซ่เพปไทด์ปกติคืนมาในบางส่วนเท่านั้น และอาจท าให้เพปไทด์บางส่วนที่
มีการสร้างพันธะไดซัลไฟด์แล้วและไม่เปลีย่นรูปคืนมาน้ันหายไปได้ ซึ่งเป็นสาเหตุที่ท าให้ผลิตภัณฑ์ที่
ได้รับมีปริมาณน้อยลงซึ่งส่งผลโดยตรงต่อ % yield ที่ได้รับ 

 
 

               4.2.2 การสังเคราะห์อนุพันธ์ของโปรตีน HWTX-X  

                การสังเคราะห์อนุพันธ์ (derivative) ของโปรตีน Huwentoxin-X นั้นถือได้ว่ามี
ความส าคัญอยา่งมากในการปรับเปลี่ยนโครงสร้างเพ่ือเพ่ิมขีดความสามารถในการออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพ (bioactivity) ของโปรตีนดังกล่าวที่ท าการศึกษา โดยเมื่อท าการพิจารณาลักษณะโครงสร้าง
ทางพ้ืนผิว (surface) ของโปรตีน Huwentoxin-X ดังภาพที่ 4.8  

 

 

 

 
 

ภาพที่ 4.8 ภาพแสดงโครงสร้างทางพื้นผิว (surface) ของโปรตีน Huwentoxin-X11 
 

โดยจะพบว่ากรดอะมิโนไลซีน (Lys, K) ซึ่งเป็นกรดอะมิโนชนิดเบส (basic residue) เป็นส่วน

ที่มีความส าคญัในการจับ (binding) กับเป้าหมายได้ดี โดยจะสังเกตเห็นได้ว่ากรดอะมิโนไลซีน (Lys, 

K) มีลักษณะทีย่ื่นออกมาจากพ้ืนผิวโมเลกุลของโปรตีน Huwentoxin-X โดยโมเลกุลของโปรตีนชนิดนี้

ประกอบด้วยกรดอะมิโนไลซีน (Lys, K) ถึง 4 ต าแหน่งด้วยกัน ดังนั้นการสังเคราะห์อนุพันธ์ของโปรตีน 

Huwentoxin-X จะท าการสังเคราะห์โดยการปรับเปลี่ยนชนิดของกรดอะมิโน (mutagenesis) โดยท า

การแทนที่กรดอะมิโนไลซีน (Lys, K) ด้วยกรดอะมิโนอาร์จีนีน (Arg, R) เนื่องจากกรดอะมิโนไลซีน 

(Lys, K) และกรดอะมิโนอาร์จีนีน (Arg, R) ต่างจัดเป็น positively charged amino acid ที่เหมือนกัน

อีกทั้งยังมีโครงสร้างที่คล้ายกนัอีกด้วย ดังนั้นจึงน่าจะเป็นข้อดีในการสงัเคราะห์อนุพันธ์ของ 

Huwentoxin-X เพื่อเพิ่มขีดความสามารถในการออกฤทธิ์ต่อไป  
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ภาพที่ 4.9 ภาพแสดงโครงสร้างของกรดอะมิโนไลซีน (Lys, K) และกรดอะมิโนอาร์จีนีน (Arg, R) 

 

ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงได้ท าการออกแบบและสังเคราะห์อนุพันธข์องโปรตีน HWTX-X ทั้งหมด 
3 ตัว ด้วยกันคือ Huwentoxin-X[K1,7,15,26R] (อนุพันธ์ตัวที่ 1) Huwentoxin-X[K7R, K26R] 
(อนุพันธ์ตัวที่ 2) และ Huwentoxin-X[K1R, K15R] (อนุพันธ์ตัวที่ 3) โดยการปรับเปลี่ยนชนิดของ
กรดอะมิโนในสายโซ่ (mutagenesis) ของโปรตีน HWTX-X จะใชว้ิธีการสังเคราะหใ์นลักษณะเดียวกัน
กับการสังเคราะห์โปรตีน Huwentoxin-X (HWTX-X) คือใชก้ารสังเคราะห์สายโซ่เพปไทด์ด้วยวัฏภาค
ของแข็ง (solid phase peptide synthesis) โดยยังคงใช้เรซินเป็น wang resin ท าหนา้ที่เป็นวัฏภาค
ของแข็งซึ่งวิธีการสังเคราะห์แสดงตามวิธีการ 4.1.1 (วิธีการ A) และแสดงภาพรวมในการสังเคราะห์
ดังภาพที่ 4.11 

 
 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.10 ภาพแสดงล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน Huwentoxin-X (HWTX-X) และอนุพันธ์ทั้ง 3 
ตัว ที่ท าการสังเคราะห ์
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ภาพที่ 4.11 ภาพแสดงการสังเคราะห์อนุพันธ์ด้วยวิธีการ SPPS โดยท าการปรับเปลี่ยนชนิดของ
กรดอะมิโน (mutagenesis) 

 

                   4.2.2.1 Huwentoxin-X[K1,7,15,26R] (อนุพันธ์ตัวที ่1) 

                            การสังเคราะห์ Huwentoxin-X[K1,7,15,26R] นั้นจะท าการสังเคราะห์สายโซ่
เพปไทด์ด้วยวัฏภาคของแข็ง (solid phase peptide synthesis) โดยสิ่งที่แตกต่างคือจะท าการแทนที่
กรดอะมิโนไลซีน (Lys, K) ในทุกต าแหน่งด้วยกรดอะมิโนอาร์จีนีน (Arg, R) ซึ่งเมื่อท าการสังเคราะห์ 
Huwentoxin-X[K1,7,15,26R] เสร็จเรียบร้อยแล้ว จะท าการตัดสายโซ่เพปไทด์ (linear peptide 
chain) ด้วยไตรฟลูออโรอะซิติกแอซิด (trifluoroacetic acid, TFA) ซึ่งจะได้เป็นตะกอนสีขาวหนัก 
130.4 มิลลิกรัม หรือคิดเป็นร้อยละผลิตภัณฑ์เท่ากับ 38  
 

                            4.2.2.2 Huwentoxin-X[K7R, K26R] (อนุพันธ์ตัวที่ 2) 

                             ในการสังเคราะห์ Huwentoxin-X[K7R, K26R] นั้นจะท าการสังเคราะห์สาย

โซ่เพปไทด์ด้วยวัฏภาคของแข็ง (solid phase peptide synthesis) เช่นเดียวกันกับการสังเคราะห ์

Huwentoxin-X[K1,7,15,26R]  แตส่ิ่งทีแ่ตกต่างคือจะท าการแทนที่กรดอะมิโนเพียง 2 ต าแหน่ง

เท่านั้น กล่าวคือจะท าการแทนที่กรดอะมิโนไลซีน (Lys, K) ในต าแหน่งที่ 7 และ 26 ด้วยกรดอะมิโน

อาร์จีนีน (Arg, R) ซึ่งเมื่อท าการสังเคราะห์สายโซ่เพปไทด์ของ Huwentoxin-X[K7R, K26R] เรียบร้อย
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แล้ว จากนั้นจะท าการตัดสายโซ่เพปไทด์ (linear peptide chain) ออกจากเรซินด้วยไตรฟลูออโรอะ

ซิติกแอซิด (trifluoroacetic acid, TFA)  ซึ่งจะได้เป็นตะกอนสีขาวหนัก 122.6 มิลลิกรัม คิดเป็นร้อย

ละผลิตภัณฑ์เท่ากับ 37  

 

                           4.2.2.3 Huwentoxin-X[K1R, K15R] (อนุพันธ์ตัวที่ 3) 

                            การสังเคราะห์ Huwentoxin-X[K1R, K15R] นั้นจะท าการสังเคราะห์สายโซ่
เพปไทด์ด้วยวัฏภาคของแข็ง (solid phase peptide synthesis) เช่นเดียวกันกับการสังเคราะห์ 
Huwentoxin-X[K7R, K26R] โดยมีการแทนที่กรดอะมิโน 2 ต าแหน่งเท่านั้น แต่สิ่งที่แตกต่างคือจะท า
การแทนที่กรดอะมิโนในต าแหน่งที่ต่างกันโดยจะท าการแทนที่กรดอะมิโนไลซีน (Lys, K) ในต าแหน่งที ่
1 และ 15 ด้วยกรดอะมิโนอาร์จีนีน (Arg, R) ซึ่งเมื่อท าการสังเคราะห์สายโซ่เพปไทด์ของ 
Huwentoxin-X[K1R, K15R] เสร็จแล้ว หลังจากนั้นจะท าการตัดสายโซ่เพปไทด์ (linear peptide 
chain) ออกจากเรซินด้วยไตรฟลูออโรอะซิติกแอซิด (trifluoroacetic acid, TFA)  จะได้เป็นตะกอน
สีขาวหนัก 127.2 มิลลิกรัม โดยคิดเป็นร้อยละผลิตภัณฑ์เท่ากับ 38   

โดยการสังเคราะห์อนุพันธ์ทั้ง 3 ตัว นี้จะให้ร้อยละของผลิตภัณฑ์ที่ได้ใกล้เคียงกบัการ
สงัเคราะห์โปรตีน Huwentoxin-X (HWTX-X) เนื่องจากมีการใช้เรซิน (wang resin) ท าหน้าที่เป็นวัฏ
ภาคของแข็งในการสังเคราะห์เพปไทด์ที่เหมือนกัน ซึ่งถอืได้ว่าผลิตภัณฑ์เพปไทด์ที่สังเคราะห์ได้อยู่ใน
เกณฑ์ที่ด ี
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              4.2.3  การตรวจวัดความบรสิุทธิ์ (purity) และการยืนยันมวลโมเลกุลเพปไทด ์         

              หลังจากการสังเคราะห์เสร็จสิ้น การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเพปไทด์ที่สังเคราะห์ได้
เป็นสิ่งส าคัญ โดยเทคนิคที่มีส่วนช่วยอย่างมากคือ high performance liquid chromatography 
(HPLC) ซึ่งเป็นเทคนิคที่ใช้ในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเพปไทดท์ั้งที่เป็น linear HWTX-X และ
อนุพันธ์ทั้ง 3 ตัว มาท าการละลายด้วยเมทานอล (methanol) ซึ่งสายโซ่เพปไทด์ที่สังเคราะห์ได้
สามารถละลายได้ดีในตัวท าละลายดังกล่าว โดยในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเพปไทดท์ี่
สังเคราะห์ไดท้างผู้วิจัยจะท าการใช้ analytical HPLC  โดยใช้ C18 column (4.6 mm x 250 mm) 
ที่มีการแยกเปน็แบบ gradient mode ซึ่งใช้สัดส่วนของอะซีโตรไนไตรล์ (ACN) คือ 3-100% อะซีโตร
ไนไตรล์ (ACN) ที่มี 0.1% กรดฟอร์มิก (formic acid) และใช้อัตราการไหล (flow rate) เป็น 1 
มิลลิลิตรต่อนาที โดยตรวจวัดที่ความยาวคลื่น (wavelength) 215 และ 280 นาโนเมตร ซึ่งการ
ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 215 นาโนเมตร จะใช้ตรวจวัดพันธะเอไมด์ (amide bond) ของเพปไทด์ 
และที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร จะใช้ในการตรวจวัดสารที่มีวงอะโรมาติก (aromatic ring) อยู่
ภายในโครงสร้าง ซึ่งสายโซ่เพปไทด์ที่สังเคราะห์นั้นภายในโมเลกุลประกอบด้วยกรดอะมิโนไทรโรซีน 
(Tyr, Y) ซึ่งจะมีวงอะโรมาติกอยู่ในโครงสร้างจึงสามารถตรวจสอบได้ที่ความยาวคลื่นดังกล่าว 
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ภาพที่ 4.12 ภาพแสดง HPLC chromatogram และ mass spectrum ของโปรตีน Huwentoxin-X 

และอนุพันธ์ทั้ง 3 ตัวที่สังเคราะห์ได ้โดยที่ภาพ A และ B คือ linear HWTX-X ขณะที่ C, D, E คอื 

Huwentoxin-X[K1,7,15,26R], Huwentoxin-X[K7R, K26R] และ Huwentoxin-X[K1R, K15R]

ตามล าดับ 
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จากผลข้างต้นพบว่าพีคของเพปไทด์ (peptide peak) ที่ท าการสังเคราะห์ได้จากการใช้ 
wang resin เป็นวัฏภาคของแข็งทั้งที่เป็นโปรตีน HWTX-X และอนุพันธ์ทั้ง 3 ตัว คือ Huwentoxin-
X[K1,7,15,26R], Huwentoxin-X[K7R, K26R] และ Huwentoxin-X[K1R, K15R]  พบว่าเมื่อ
ตรวจวัดความบริสุทธิ์แล้ว เพปไทด์ดังกล่าวจะใช้ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ออกจากคอลัมน์ที่มีเวลา 
(retention time) ที่เท่ากันคือ 35 นาที แสดงได้ว่าโปรตีน HWTX-X ซึ่งเป็น native protein และ
อนุพันธ์ทั้งหมดที่มีการปรับเปลี่ยนชนิดของกรดอะมิโนในบางต าแหน่งเป็นกรดอาร์จีนีน (Arg, R) มี
สภาพขั้ว (polarity) ที่ใกล้เคียงกัน แสดงดังภาพที่ 4.12 และนอกจากนีจ้าก HPLC chromatogram 
ของเพปไทด์ทั้งหมดที่สังเคราะห์ได้ยังพบอีกว่ามีพีคของสิ่งเจือปนอื่นๆ (impurity peak) เกิดขึ้นอีก
ด้วย เนื่องจากว่าการสังเคราะห์สายโซ่เพปไทด์ที่มีขนาดยาว (long chain) จะท าให้เกิดสารอ่ืนที่ไม่
ต้องการเกิดขึ้นได้ด้วย (by product) อาทิ การเกิดการหลุดหายของกรดอะมิโนภายในสายโซ่เพปไทด์ 
(deletion product) หรือสิ่งเจือปนต่างๆที่เกิดขึ้น ซึ่งสามารถเป็นหมู่ปกป้องสายโซ่ชนิดอื่นๆ 
(protecting group) ทีห่ลุดออกจากหลังจากขั้นตอนของการตัดเรซินก็เป็นไปได้ และเมื่อท าการ
ยืนยันมวลโมเลกุลของโปรตีน HWTX-X ที่สังเคราะห์ไดด้้วยเทคนิคแมสสเปกโตรเมตรี (mass 
spectrometry, MS) ชนิด ESI-MS ซึ่งพบว่ามี molecular mass อยู่ที่ 1469.28 (M+2H)2+ และ 
980.74 (M+3H)3+ ตามล าดับ ซึ่งมีความสอดคล้องกันกับมวลโมเลกุล (molecular weight) ของ
โปรตีน HWTX-X ที่ค านวณไดเ้ท่ากับ 2937 Da โดยแสดงได้ดังภาพที่ 4.12B   

ส าหรับ Huwentoxin-X[K1,7,15,26R] (อนุพันธ์ตัวที่ 1) ที่ท าการแทนที่กรดอะมิโนไลซีน 
(Lys, K) ในทุกต าแหน่งด้วยกรดอะมิโนอาร์จีนีน (Arg, R) พบว่าเมื่อท าการยืนยันมวลโมเลกุล 
(molecular weight) ของสารด้วยเทคนิคแมสสเปกโตรเมตรี (mass spectrometry, MS) ชนิด ESI-
MS ผลที่ไดค้อืปรากฏว่าสารเพปไทด์ไม่สามารถแตกตัว (ionized) ได้ เนื่องจากอาจมีปัญหามาจาก
เกลือ (salt) ที่เกิดขึ้นจากการสังเคราะห์เพปไทด์ท าให้เกดิการบดบังหรือรบกวนการวิเคราะห์ซึ่งส่งผล
ท าให้ได้ผลแมสที่ไม่ชัดเจน จึงได้ท าการแก้ไขปัญหาด้วยการยืนยันผลจาก MALDI-TOF-MS แทนซึ่ง
เป็นเทคนิคที่สามารถท าให้เพปไทด์หรือโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลใหญ่สามารถแตกตัวได้ดีมากขึ้น 
เนื่องจากเป็นเทคนิคที่มีการใช้พลังงาน (energy) ที่สูงในการท าให้เพปไทด์หรือโปรตีนเกิดการแตกตัว 
(ionized)  โดยแสดงผลดังภาพที่ 4.12C ซึ่งจากผลที่ได้พบ molecular mass ของเพปไทด์อยู่ที่ 
3048.1 Da ซึ่งสอดคล้องกับ molecular mass ที่ค านวณไดข้องมวลโมเลกุล Huwentoxin-
X[K1,7,15,26R] คือ 3049.6 Da 

    และเมื่อท าการยืนยันมวลโมเลกุลของ Huwentoxin-X[K7R, K26R] (อนุพันธ์ตัวที่ 2) และ 
Huwentoxin-X[K1R, K15R] (อนุพันธ์ตัวที่ 3) ที่ท าการสงัเคราะห์ได้จากการแทนที่กรดอะมิโนไลซีน 
(Lys, K) เพียง 2 ต าแหน่งด้วยกรดอะมิโนอาร์จีนีน (Arg, R) ด้วยเทคนิคแมสสเปกโตรเมตรี (mass 
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spectrometry) ชนิด ESI-MS ก็ให้ผลเช่นเดียวกันคือ สารเพปไทด์ไม่สามารถแตกตัว (ionized) ได้ 
เนือ่งจากมีปัญหาของการรบกวนจากเกลือ (salt) ดังนั้นจึงท าการยืนยันด้วยเทคนิคแมสสเปกโตรเมตรี 
(mass spectrometry) ชนิด MALDI-TOF-MS ซึ่งพบว่า Huwentoxin-X[K7R, K26R] จะม ี
molecular mass อยู่ที่ 2993.8 Da ซึ่งสอดคล้องกับ molecular mass ที่ค านวณไดข้องมวลโมเลกุล 

Huwentoxin-X[K7R, K26R]  คือ 2993.6 Da แสดงได้ดังภาพที่ 4.12D  และในขณะที ่
Huwentoxin-X[K1R, K15R] ที่สังเคราะห์ไดจ้ะพบว่ามี molecular mass อยู่ที่ 2993.4 Da ซึ่ง
สอดคล้องกับ molecular mass ที่ค านวณได้ของมวลโมเลกุล Huwentoxin-X[K1R, K15R] คือ 
2993.6 Da  ดังภาพที่ 4.12E 

 

 

4.3 การสังเคราะห์ cyclic HWTX-X 

โดยโปรตีน Huwentoxin-X (HWTX-X) ที่พบในพิษของแมงมุม Chinese bird สายพันธุ์ 

Ornithoctonus huwena จะมีโครงสรา้งที่เป็นเส้นตรง (linear peptide) ซึ่งจากการศึกษาจาก

งานวิจัยอ่ืนๆที่เกี่ยวข้อง พบว่าโปรตีนที่มีลักษณะเป็นวง (cyclic peptide) จะมีความเสถียรที่มากกวา่

โปรตีนที่เป็นเส้นตรง (linear peptide) อาทิ ความเสถยีรทางความร้อน (thermal stability) และ

ความเสถียรต่อเอนไซม์ (enzyme resistance) เป็นต้น37-38  ซึ่งจากความรู้ดังกล่าวในงานวิจัยนี้จึงได้

ท าการปรับเปลี่ยนโครงสร้าง (protein re-engineering) ของโปรตีน Huwentoxin-X ที่เดิมมลีักษณะ

เป็นเส้นตรงให้อยู่ในรูปที่เป็นวง (cyclic HWTX-X) เพื่อจุดประสงค์ในการเพ่ิมขีดความสามารถในการ

ออกฤทธ์ิและเพิ่มความเสถียร (stability) ของโปรตีนที่ถูกสังเคราะห์ขึ้น โดยในการสังเคราะห์เพปไทด์

ที่เป็นวง (cyclic HWTX-X) สามารถท าการสังเคราะห์ได ้โดยเริ่มต้นจากการสังเคราะห์สายโซ่เพปไทด์

ที่เป็นเส้นตรง (linear peptide) ขึ้นมาก่อน ซึ่งจะใชว้ิธีการสังเคราะห์เพปไทด์ด้วยวัฏภาคของแข็ง 

(solid phase peptide synthesis, SPPS) เช่นเดียวกับการสังเคราะห์โปรตีน Huwentoxin-X แต่มี

ความแตกต่างกันในเรื่องชนิดของเรซินที่ใช้ในการสังเคราะห์ ซึ่งในงานวิจัยนี้ได้เลือกใช้ 2-คลอโร

ไทรทิล คลอไรด์เรซิน (2Cl-Trityl chloride resin) เป็นเรซินที่ใช้ในการสังเคราะห์สายโซ่เพปไทด์ 

เนื่องจากมีข้อดีคือในขั้นตอนของการตัดสายโซ่เพปไทด์ออกจากเรซิน (cleavage step) สามารถใช้

สภาวะที่ไม่รุนแรงได ้(mild condition) อาทิ 1% ไตรฟลูออโรอะซิติกแอซิด (trifluoroacetic acid, 

TFA) ในไดคลอโรมีเทน (dichloromethane, DCM) ซึ่งจะส่งผลให้หมู่ปกป้องสายโซ่ (protecting 
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groups) ต่างๆยังคงอยู่ครบ ซึ่งจะเป็นประโยชน์ต่อขั้นตอนของการปิดวง (cyclization) ท าให้ได้

ผลิตภัณฑ์ที่ต้องการและไม่เกิดผลิตภัณฑ์อ่ืนๆ (side product)    
 

 

 

ภาพที่ 4.13 ภาพแสดงล าดับกรดอะมิโนของ cyclic HWTX-X 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.14 ภาพแสดงการสังเคราะห์โปรตีน cyclic HWTX-X ด้วยวิธีการ SPPS โดยใช้ 2Cl-Trityl 
chloride resin 

 

โดยการสังเคราะห์สายโซ่เพปไทด์จะตามวิธีการ 4.1.2 (วิธีการ B) ซึ่งแสดงภาพรวมของการ
สังเคราะห์ไดดั้งภาพที่ 4.14 หลังจากท าการโหลดกรดอะมิโนตัวแรกแล้วสามารถค านวณค่าของการ
โหลด (% amino acid loading) ได้มีค่าเท่ากับ 55 เปอร์เซ็นต์  หรือคิดเป็น 0.46 mmol/g resin 
กล่าวคือใน 2Cl-Trityl chloride resin 1 กรัม จะมีปริมาณของ Fmoc-Thr(tBu)-OH ที่ถูกโหลดลง
บนเรซินเท่ากบั 0.46 มิลลิโมล โดยหลังจากการสังเคราะห์สายโซ่เพปไทด์เสร็จสิ้น สายโซ่เพปไทด์จะ
ถูกท าการตัดออกจากเรซินโดยใช้ 1% ไตรฟลูออโรอะซิติกแอซิด (trifluoroacetic acid, TFA) ในได
คลอโรมีเทน (dichloromethane, DCM) แล้วท าการตกตะกอนด้วยน้ า โดยผลิตภัณฑ์ที่ได้จะมี
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ลักษณะเป็นตะกอนสีขาวหนัก 149.5 มิลลิกรัม หรือคิดเป็นร้อยละผลิตภัณฑ์เท่ากับ 64 ซึ่งแสดงให้
เห็นได้ว่าการสังเคราะห์สายโซ่เพปไทด์โดยการใช้ 2Cl-Trityl chloride resin เป็นวัฏภาคของแข็งจะ
ให้ร้อยละของผลิตภัณฑ์ที่ไดสู้งกว่าเมื่อเทียบกับการใช้ wang resin แสดงได้ว่าเรซินชนิดนี้มี
ประสิทธิภาพของในการท าปฏิกิริยาหรือมีความสามารถในการต่อกรดอะมิโน (amino acid 
assembly) ได้ดีกว่า 
 

                4.3.1 การตรวจวัดความบริสุทธิ์และการยืนยันมวลโมเลกุลเพปไทด ์

                 หลังจากที่ท าการสังเคราะห์สายโซ่เพปไทด์เสร็จแล้ว จะท าการตรวจวัดความบริสุทธิ์
ของโปรตีนที่สังเคราะห์ได้ด้วยวิธี analytical HPLC โดยน าตะกอนเพปไทด์มาละลายด้วยเมทานอล 
(methanol) แล้วน าไปเช็คความบริสุทธิ์ ซึ่งแสดงได้ดังภาพที่ 4.15 โดยจาก HPLC chromatogram 
ที่ได้พบว่ามีพีคของสารหลายพีคด้วยกัน เนื่องมาจากสายโซ่เพปไทด์ที่สังเคราะห์ได้นั้นยังมีหมู่ปกป้อง
สายโซ่ (protecting group) ชนิดต่างๆอยู่บางส่วน จึงสามารถปรากฏเห็นได้เป็นหลายพีคดังกล่าว   
 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่ 4.15 ภาพแสดง HPLC chromatogram และ mass spectrum ของ linear HWTX-X ที่

สังเคราะห์ได้จาก 2Cl-Trityl chloride resin โดยที่มี molecular mass หลังจากที่ได้ท าการก าจัดหมู่

ปกป้องทั้งหมดออกแล้วเท่ากับ 2937 Da 
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นอกจากนี้เมื่อท าการยืนยันมวลโมเลกุลของเพปไทดด์้วยเทคนิคแมสสเปกโตรเมตรี (mass 
spectrometry, MS) ชนิด ESI-MS จะพบว่าสารเพปไทด์ไม่สามารถแตกตัวได ้ (ionized) เนื่องจาก
สารเพปไทดม์ีมวลโมเลกุลทีสู่งมากและยังมีหมู่ปกป้องสายโซ ่ (fully protecting group) อีกด้วย 
ดังนั้นจึงแก้ปัญหาด้วยการลองแบ่งสารมาท าการเอาหมู่ปกป้องทั้งหมดออก (deprotection) ด้วยการ
เติมสารละลายผสม (deprotection cocktail) ระหว่างไตรฟลูออโรอะซิติกแอซิด (trifluoroacetic 
acid, TFA) น้ ากลั่น (distilled water) อีเทนไดไทออล (ethanedithiol, EDT) และไตรไอโซโพรพิวไซ
เลน (triisopropylsilane, TIPS) ในอัตราส่วน 94:2.5:2.5:1 ซึ่งการใช้สภาวะดังกล่าวนี้จะสามารถท า
ให้หมู่ปกป้องทั้งหมดหลุดออกได้เนื่องจากมีการใช้ไตรฟลูออโรอะซิติกแอซิด (trifluoroacetic acid, 
TFA) ในปริมาณที่มาก จากนั้นน าตะกอนสีขาวของเพปไทด์ที่ได้น าไปเช็คแมสสเปกโตรเมตรี (mass 
spectrometry) ชนิด ESI-MS อีกครั้ง โดยเปรียบเทียบผลที่ไดก้ับ linear HWTX-X ที่ท าการ
สังเคราะห์ในหัวข้อ 4.2 ซึ่งจากผลที่ได้พบว่ามี molecular mass อยู่ที่ 1470.11 (M+2H)2+ และ 
980.49 (M+3H)3+ตามล าดับ (ภาพที่ 4.15B) ซึ่งพบว่ามีความสอดคล้องกับมวลโมเลกุล (molecular 
weight) ของโปรตีน HWTX-X ที่ค านวณไดเ้ท่ากับ 2937 Da แสดงได้ว่าสายโซ่เพปไทด์ที่ท าการ
สังเคราะห์นั้นมีจ านวนของกรดอะมิโนภายในสายโซ่ครบตามที่ได้สังเคราะห์ 

 

                4.3.2 การปิดวง (cyclization) และการแยกให้บริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์โครมาโตรกราฟ ี

                 น าสายโซ่เพปไทด์ (linear peptide) ที่สังเคราะห์ได้ 10 มิลลิกรัม มาท าการปิดวง 
(cyclization) โดยที่สายโซ่เพปไทด์สามารถท าการปิดวงได้เลย กล่าวคือ ปลายสายโซ่ด้าน C เป็นหมู่
คาร์บอกซิล (carboxyl, -COOH) ซึ่งเป็นของกรดอะมิโนทรีออนีน (Thr, T) และอีกปลายสายโซ่ด้าน 
N เป็นหมู่อะมิโน (amino, -NH2) ซึ่งเปน็ของกรดอะมิโนไลซีน (Lys, K) โดยสภาวะที่ใช้ในการท า
ปฏิกิริยาทางผู้วิจัยจะใช้สภาวะที่เป็น high dilution กล่าวคือ จะค่อยๆหยดสารละลาย HATU ครั้งละ 
2 หยดในทุกๆเวลา 30 นาที ลงในปฏิกิริยา เพื่อป้องกันการเกิด intermolecular cyclization ของ
เพปไทด์ โดยเริ่มต้นด้วยการละลายเพปไทด์ด้วยไดเมทิลฟอร์มาไมด ์ (dimethylformamide, DMF) 
แล้วเติมไดไอโซโพรพิวเอทิลลามีน (diisopropylethylamine) หรือ DIPEA ลงไปแล้วท าการกวน 
(stir) สารละลาย ตามด้วยการค่อยๆหยดสารละลาย 1-(บิสไดเมทิลอะมิโนเมทิลีน)-1ไฮโดรเจน-1,2,3-
ไตรเอโซ(4,5-บี)พิริดิเนียม3-ออกไซด์เฮกซะฟลูออโรฟอสเฟต (1-
[bis(dimethylamino)methylene]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridinium 3-oxide 
hexafluorophosphate หรอื HATU จนหมด ซึ่งเป็นการท าการกระตุ้น (activation) ที่หมู่คาร์บอก
ซิล (carboxyl, -COOH) จากนั้นจะเกิด intramolecular cyclization ท าให้ไดเ้ป็น cyclic peptide 
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โดยท าการกวนปฏิกิริยาต่อเนื่องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน าสารมาท าแยกให้บรสิุทธ์ิด้วยคอลัมน์
โครมาโตรกราฟ ี (column chromatography) โดยใช้ซิลิกาเจล (silica gel) เป็นเฟสหยุดนิ่ง 
(stationary phase) และใชเ้มทานอล:เอทิลอะซีเตต (MeOH:EtOAc) ในอัตราส่วน 6:4  เป็นเฟส
เคลื่อนที่ (mobile phase) ซึ่งหลังจากท าให้บริสุทธิแ์ล้วได้สารผลิตภัณฑ์ (cyclic peptide) เท่ากับ 7 
มิลลิกรัม คิดเป็นร้อยละผลิตภัณฑ์เท่ากับ 70  
 

                4.3.3 การเอาหมู่ปกป้องทั้งหมดออก (global deprotection) 

                 น าเพปไทด์ที่ผ่านการปิดวง (cyclic peptide) แล้วไปท าการเอาหมู่ปกป้องทั้งหมดออก 
(global deprotection) โดยเติมสารละลายผสม (deprotection cocktail) ระหว่างไตรฟลูออโรอะ
ซิติกแอซิด (trifluoroacetic acid, TFA) น้ ากลั่น (distilled water) อีเทนไดไทออล (ethanedithiol, 
EDT) และไตรไอโซโพรพิวไซเลน (triisopropylsilane, TIPS) ในอัตราส่วน 94:2.5:2.5:1 ซึ่งการใช้
สภาวะที่เป็นกรด (acidic condition) นี้จะท าให้หมู่ปกปอ้งสายโซ่ อาทิ หมู่เทิร์ต-บิวทิล (tert-butyl, 
tBu) หมู่ไทรทิล (Trityl, Trt) และหมู่เทิร์ต-บิวทิลทอกซีคาร์บอนิล (tert-butyltoxycarbonyl, Boc) 
หลุดออกได้ง่าย หลังจากนั้นท าการตกตะกอนด้วยเทอเชียรีบิวทิล เมทลิ อีเทอร์ (tert-butyl methyl 
ether) เย็นเพ่ือก าจัดสิ่งเจือปน (impurity) ต่างๆออกท าให้เพปไทด์มีความบริสุทธิม์ากขึ้น ซึ่งในขั้น
ต่อไปจะน า cyclic HWTX-X ที่ท าการเอาหมู่ปกป้องออกแล้วท า protein folding ต่อไป  

 

 

4.4 การแยกให้บริสทุธิ์และการสร้างพันธะไดซัลไฟด์ของโปรตีน  

โดยหลังจากทีไ่ด้ท าการเช็คความบริสุทธิ์ของเพปไทด์ที่สังเคราะห์ได้ทั้งหมดแล้ว ในขั้นต่อไป
คือการแยกเพปไทด์ให้มีความบริสุทธิ์มากขึน้ (purification) ซึ่งเป็นขั้นตอนที่ถือได้ว่ามีความส าคัญ
มากเพราะว่าในขั้นตอนของการตัดสายโซ่เพปไทด์นั้นจะมีหมู่ป้องสายโซ่ชนิดต่างๆ (protecting 
group) หลุดออกมาด้วย รวมทั้งสารบางตัวที่ใช้ในการตัดสายโซ่เพปไทด์ อาทิ อเีทนไดไทออล 
(ethanedithiol, EDT) ซึ่งสารชนิดนี้จะมีหมู่ไทออล (thiol, -SH) ซึ่งสามารถเกิดพันธะไดซัลไฟด์ 
(disulfide bond) ได้ โดยสิ่งเจือปนต่างๆเหล่านี้อาจส่งผลต่อการสร้างพันธะไดซัลไฟด์ของโปรตีนได้
ดังนั้นสารเพปไทด์ที่สังเคราะห์ได้จะต้องท าให้มีความบริสุทธ์ิสูงก่อนการน าไปท า protein folding  
เพื่อป้องกันการรบกวนจากสิ่งเจือปนอื่นๆ (impurity)  ซึ่งในการแยกเพปไทด์ที่สังเคราะห์ได้ให้มีความ
บริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์โครมาโตรกราฟี (column chromatography) ไม่สามารถท าได้เนื่องจากสายโซ่
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เพปไทด์ที่เป็น linear HWTX-X และอนุพนัธ์ทั้ง 3 ตัว จะมี polarity ที่สูงมากเนื่องจากมีหมู่ฟังก์ชัน
อิสระบนสายโซ่ (functional group) ของกรดอะมิโน อาทิ หมู่ไฮดรอกซิล (hydroxyl, -OH) หมู่อะมิ
โน (-NH2) รวมทั้งหมู่คาร์บอกซิล (carboxyl, -COOH) เป็นต้น ซึ่งสามารถเกิดการสร้างพันธะกับหมู่ 
silynol, (-OH) บนซิลิกาเจล (silica gel ) ได้ท าให้เกิดปัญหาของการติดเจลเกิดขึ้น อาจส่งผลให้เกิด
การสูญหาย (loss) ของสารเพปไทด์ในระหว่างการแยกได้  

ดังนั้นจึงได้เลือกใช้วิธีการแยกสารด้วยเทคนิค HPLC โดยน าเพปไทด์ทั้งที่เป็น linear HWTX-
X และอนุพันธ์ทั้ง 3 ตัว คือ Huwentoxin-X[K1,7,15,26R], Huwentoxin-X[K7R, K26R] และ 
Huwentoxin-X[K1R, K15R] มาละลายด้วย 20% MeOH/H2O แล้วน าไปแยกท าให้บริสุทธิ์ด้วย
เครื่อง preparative HPLC ซึ่งใช้หลักการของการแยกสารที่เหมือนกนักับ analytical HPLC แต่มี
ความแตกต่างในเรื่องของประสิทธิภาพที่สูงกว่า อาทิ สามารถแยกสารได้ในปรมิาณที่มากกว่า 
เนื่องจากสามารถใช้คอลัมน์ทีม่ีขนาดที่ใหญ่ขึ้น (semi or preparative column) อีกทั้งยังมีอัตราการ
ไหล (flow rate) ทีส่ามารถปรับได้สูงขึ้น ซึ่งจะช่วยให้การแยกสารมีประสิทธิภาพที่ดีขึ้น โดยการแยก
จะใช ้C18 column (10 mm x 250 mm) ที่มีการแยกเป็นแบบ gradient mode โดยใช้สัดส่วน
ของอะซีโตรไนไตรล ์(ACN) คือ 15-70% อะซีโตรไนไตรล์ (ACN) ที่มี 0.1% กรดฟอร์มิก และใช้อัตรา
การไหล (flow rate) เป็น 3 มิลลิลิตรต่อนาที โดยตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 215 และ 280 นาโนเมตร 
ซึ่งการเติม 0.1% กรดฟอร์มิก (formic acid) ลงในสารละลาย mobile phase (ACN and H2O ) จะ
มีข้อดีคือจะช่วยในการไปให้โปรตอน (protonate) แก่หมู่ฟังก์ชันต่างๆบนสายโซ่เพปไทด์ ซึ่งบางหมู่
ฟังก์ชันภายในสายโซ่อาจอยู่ในลักษณะที่เปน็ประจุลบได้ อาทิ หมู่คาร์บอกซิล (carboxyl, -COOH) 
ซึ่งการ protonate จะช่วยให้เกิดการแยกของเพปไทด์ได้ดีขึ้น เมื่อท าการแยกแล้วจะเก็บ peptide 
fraction ที่ไดไ้ปท าให้แห้งด้วยเครื่องท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (freeze dryer)  จากนั้นเช็คความ
บริสุทธิ ์(purity) ของสารเพปไทด์ที่บริสุทธิแ์ล้วด้วย analytical HPLC แสดงได้ดังภาพที่ 4.16 (ภาพ
บนขวา) 
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ภาพที่ 4.16 ภาพแสดง HPLC chromatogram ของโปรตีนที่ท าการ fold แล้ว โดยที่ภาพบนขวา
แสดงโปรตีนที่บริสุทธิ์แล้ว และภาพบนซ้ายแสดง MALDI-TOF spectrum ของโปรตีนที่ท าการ fold 
แล้ว ซึ่งภาพ A คือ linear HWTX-X ภาพ B, C, D คือ Huwentoxin-X[K1,7,15,26R], Huwentoxin-
X[K7R, K26R] และ Huwentoxin-X[K1R, K15R] ตามล าดับ ในขณะที่ภาพ E คือ cyclic HWTX-X  
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จากผลที่ได้จะพบว่าเมื่อท าการแยกเพปไทด์ที่สังเคราะห์ด้วย preparative HPLC แล้วจะท า
ให้สารเพปไทด์ที่ได้มีความบริสุทธิ์มากขึ้น (ภาพบนขวา) โดยแสดงผลที่ได้เป็นพีคเดียว (single peak) 
ซึ่งในขั้นตอนต่อไปคือการน าเพปไทด์บริสุทธิ์ทั้งที่เป็นโปรตีน Huwentoxin-X และอนุพันธ์ทั้ง 3 ตัว 
รวมถึง cyclic HWTX-X ที่ได้หลังจากการเอาหมู่ปกป้องทั้งหมดออก (global deprotection) ใน
ขั้นตอน 4.3.3 แล้ว ไปท าการสร้างพันธะไดซัลไฟด์ (disulfide bridge) หรือท า protein folding โดย
ใช้ความเข้มขน้ของโปรตีน 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ละลายในสารละลาย 0.1 M Tris-HCl pH 8.0 ที่มี 
5 mM แอล-กลูต้าไธโอน รีดิวซ์ฟอร์ม (L-glutathione reduced form, GSH) และ 0.5 mM แอล-
กลูต้าไธโอน ออกซิไดซ์ฟอร์ม (L-glutathione oxidized form, GSSG) ซึ่งการท าปฏิกิริยาในสภาวะ
ที่เป็นเบสจะท าให้หมู่ thiol (-SH) บนกรดอะมิโนซีสเตอีน (Cys, C) ทัง้ 6 ตัวภายในโมเลกุลโปรตีน 
เกิดการแลกเปลี่ยนโปรตอน (H+) โดยผ่านตัวกลางคือ แอล-กลูต้าไธโอน (L-glutathione) ทั้งสอง
ฟอร์ม (reduced form (GSH) และ oxidized form (GSSG)) ท าให้เกิดการสร้างพันธะไดซัลไฟด์ 
(disulfide bond) ภายในโมเลกุลโปรตีนในรูปแบบ C1-C4, C2-C5 และ C3-C6 ตามล าดับ ซึ่งหากมีการ
สร้างพันธะพันธะไดซัลไฟดท์ี่ผิดรูปแบบ (misfolding)  จะสามารถสังเกตเห็นได้จากริ้วของตะกอน
โปรตีนที่เกิดขึ้น โดยการต้ังปฏิกิริยาจะด าเนินเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้จะท าการหยุดปฏิกิริยา 
(quenching) ด้วย 0.1% ไตรฟลูออโรอะซิติกแอซิด (trifluoroacetic acid, TFA) ซึ่งจะท าให้ค่า pH 
ของสารละลายเปลี่ยนท าให้หยุดการสร้างพันธะไดซัลไฟดข์องโปรตีนได้ จากนั้นจะท าการตรวจวัด
ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นด้วย analytical HPLC เพื่อสังเกตความเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นดังภาพที่ 4.16 

จากผลของการท า protein folding พบว่าเพปไทด์ที่สร้างพันธะไดซัลไฟด์แล้ว (folded 
peptide) จะใชเ้วลาในการเคลื่อนที่ออกจากคอลัมน์ (retention time) ที่เร็วขึ้น (32 นาที) โดยเมือ่
เปรียบเทียบกับสายโซ่เพปไทด์ (linear peptide) ที่ยังไม่ได้ท าการ fold ซึ่งจะมีค่า retention time 
เท่ากับ 35 นาท ีเนื่องจาก folded protein จะมีความมขีั้ว (polarity) ที่เพิ่มขึ้นเล็กน้อยจึงเคลื่อนที่
ออกมาได้เร็วขึ้น ซึ่งจากรูปแบบพีคของการ fold พบว่าโปรตีน HWTX-X และอนุพันธ์ทั้ง 3 ตัว จะมี
รูปแบบของพีคที่มีการเคลื่อนที่ (shift) มาทางด้านหน้าที่เหมือนกัน และยังพบว่ามีสารตั้งต้นเพปไทด์
ที่ยังไม่ได้ fold เหลืออยู่ด้วย ซึ่งอาจจะต้องเพิ่มระยะเวลาของการท าปฏิกิริยาที่มากขึ้น อาทิ ใช้
ระยะเวลานานขึ้นเป็น 48 ชั่วโมง เพื่อให้ปฏิกิริยาเกิดได้สมบูรณ์มากขึ้น นอกจากนี้ยังพบอีกว่าในกรณี
ของเพปไทด์ที่เป็นวง (cyclic HWTX-X) จะมีรูปแบบของการ fold ที่เหมือนกันกับโปรตีน HWTX-X 
ที่เป็นเส้นตรง (linear) อีกด้วย แสดงได้ดังภาพที่ 4.16E 

และเมื่อท าการตรวจวัดการเกิดปฏิกิริยาแล้ว ในขั้นตอนต่อไปจะท าการแยกเพื่อให้ได้โปรตีน
ที่มีการสร้างพันธะไดซัลไฟด์แล้ว (folded protein) ส าหรับน าไปใช้ในการทดสอบความสามารถใน
การออกฤทธิ์ทางชีวภาพต่อไป โดยการแยกนั้นจะใช้ preparative HPLC ที่มีการใช้สภาวะ 
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(condition) เดียวกันกับการแยกเพื่อท าให้เพปไทด์มีความบริสุทธิ์มากขึ้น แล้วท าการรวบเพปไทด์ที่
แยกไดแ้ละน าไปท าให้แห้งด้วยเครื่องท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (freeze dryer) หลังจากนั้นท าการ
ยืนยันมวลโมเลกุล (molecular weight) ของโปรตีนที่ fold แล้ว ด้วยเทคนิคแมสสเปกโตรเมตรี 
(mass spectrometry, MS) ชนิด ESI-MS แต่ผลปรากฏว่าเพปไทด์ไม่สามารถแตกตัว (ionized) ได้
จึงท าให้เห็นผลไม่ชัดเจน ดังนั้นจึงไดท้ าการยืนยันมวลโมเลกุลด้วยเทคนิค MALDI-TOF-MS แทนโดย
ใช้ sinapic acid เป็น matrix 

โดยจากการยืนยันมวลโมเลกุลของโปรตีน HWTX-X ที่ท าการ fold แล้วด้วยเทคนิค MALDI-
TOF-MS จะพบว่ามี molecular mass ของ folded HWTX-X อยู่ที่ 3444.9 Da แสดงได้ดังภาพที ่
4.16A ซึ่งให้ผลทีส่อดคล้องกับการค านวณโดยที่มวลโมเลกุลของโปรตีน HWTX-X จะอยู่ในรูปของ 
adduct คือ 3445 Da (M+GSH+H+sinapic acid-H2O) กล่าวคือ เมื่อโปรตีน HWTX-X ซึ่งมีมวล
โมเลกุลเท่ากับ 2937 Da เกิดการสร้างพันธะไดซัลไฟด์ (disulfide bond) จะท าให้มวลโมเลกุลของ
โปรตีนลดลงไป 6 (จ านวนของโปรตอนที่หายไป 6 ตัว) ซึ่งเท่ากับ 2931 Da ซึ่งโปรตีนจะฟอร์มตัวอยู่
ในรูปของ adduct กับกลูต้าไธโอน รีดิวซ์ฟอร์ม ซึ่งมาจากการท า protein folding และฟอร์มตัวกับ
โปรตอนและกรดซินนาปิก (sinapic acid) ที่มาจากสาร matrix ที่ใช้ในการวิเคราะห์ผลด้วย MALDI-
TOF-MS โดยพบว่าภายหลังจากการเกิด folding ได้ร้อยละของผลิตภัณฑ์เท่ากับ 7   และในส่วนการ
ยืนยันมวลโมกลุของ Huwentoxin-X[K1,7,15,26R] (อนุพันธ์ตัวที่ 1) ที่ท าการ fold แล้วจะท าการ
ยืนยันด้วยเทคนิค MALDI-TOF-MS ต่อไป  

นอกจากนี้ในส่วนของการยืนยันมวลโมเลกลุของ Huwentoxin-X[K7R, K26R] (อนุพันธ์ตัวที่ 
2) ที่ท าการ fold แล้ว จากผลที่ได้พบว่ามี molecular mass อยู่ที่ 3477.3 Da แสดงได้ดังภาพที ่
4.16C ซึ่งให้ผลสอดคล้องกับการค านวณโดยที่มวลโมเลกลุของสาร Huwentoxin-X[K7R, K26R] จะ
อยู่ในรูปของ adduct คือ 3478 Da (M+GSH+TFA+MeOH+K) กล่าวคือ เมื่อโปรตีน Huwentoxin-
X[K7R, K26R] ซึ่งมีมวลโมเลกุลเท่ากับ 2993 Da เกิดการสร้างพันธะไดซัลไฟด์ (disulfide bond) จะ
ท าให้มวลโมเลกุลของโปรตีนลดลงไป 6 (จ านวนของโปรตอนที่หายไป 6 ตัว) ซึ่งเท่ากับ 2987 Da โดย
โปรตีนจะฟอร์มตัวอยู่ในรูปของ adduct กับกลูต้าไธโอน รีดิวซ์ฟอร์ม ซึ่งมาจากขั้นตอนการท า 
protein folding และฟอร์มตัวกับไตรฟลูออโรอะซิติกแอซิด (trifluoroacetic acid, TFA) ซึ่งใช้ใน
การหยุดปฏิกิริยา (quenching) และเมทานอลซึ่งใช้เป็นตัวท าละลายโปรตีน อีกทั้งยังมีโพแทสเซียม 
(K) ที่มาจากการวิเคราะหด์้วย MALDI-TOF-MS โดยได้ร้อยละของผลิตภัณฑ์เท่ากับ 5  และในส่วน
ของการยืนยันมวลโมเลกุลของ Huwentoxin-X[K1R, K15R] (อนุพันธ์ตัวที่ 3) ที่ fold แล้ว จะพบว่า
มี molecular mass อยู่ที่ 3476.9 Da แสดงได้ดังภาพที่ 4.16D โดยที่สาร Huwentoxin-X[K1R, 
K15R] จะมีการฟอรม์ตัวอยู่ในรูปของ adduct คือ 3478 Da (M+GSH+TFA+MeOH+K) ที่มีลักษณะ
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เดียวกันกับที่พบใน Huwentoxin-X[K7R, K26R] ซึ่งมีความเป็นไปได้สูงเพราะว่าสาร Huwentoxin-
X[K1R, K15R] และ Huwentoxin-X[K7R, K26R] มีจ านวนและชนิดของกรดอะมิโนที่เหมือนกัน
ภายในโมเลกุลเพียงแต่มีความแตกต่างของต าแหน่งกรดอะมิโนอาร์จีนีน (arginine, R) เท่านั้น  โดยได้
ร้อยละของผลิตภัณฑ์เท่ากับ 7    

นอกจากนี้การยืนยันมวลโมเลกุลของ cyclic HWTX-X ที่ fold แล้ว ด้วยเทคนิค MALDI-
TOF-MS จะพบว่ามี molecular mass อยู่ที่ 3473.8 Da แสดงได้ดังภาพที่ 4.16E ซึ่งให้ผลที่
สอดคล้องกับการค านวณโดยที่มวลโมเลกลุโปรตีนจะอยู่ในรูปของ adduct คือ 3476 Da 
(M+GSH+sinapic acid+MeOH+H) กล่าวคือ เมื่อโปรตีน cyclic HWTX-X ซึ่งมีมวลโมเลกุลเท่ากับ 
2919 Da เกิดการสร้างพันธะไดซัลไฟด์ (disulfide bond) จะท าให้มวลโมเลกุลของโปรตีนลดลงไป 6 
(จ านวนของโปรตอนที่หายไป 6 ตัว) ซึ่งเท่ากับ 2913 Da โดยโปรตีนจะสามารถฟอร์มตัวอยู่ในรูปของ 
adduct กับกลูต้าไธโอน รีดิวซ์ฟอร์ม ซึ่งมาจากการท า protein folding และฟอร์มตวักรดซินนาปิก 
(sinapic acid) ทีม่าจากสาร matrix ที่ใช้ในการวิเคราะห์ผลด้วย MALDI-TOF-MS และยังฟอร์มตัว
กับเมทานอลซึ่งใช้เป็นตัวท าละลายโปรตีนและโปรตอนอีกด้วย โดยได้ร้อยละของผลิตภัณฑ์เท่ากับ 9     

 

                                       

 4.5 การปรับสภาวะ (condition) ของการท า protein folding 

ในงานวิจัยนี้ได้ยังท าการศึกษาหาสภาวะ (condition) ที่เหมาะสมในการท า protein 
folding เพื่อใช้ในการพัฒนาการสังเคราะห์โปรตีนต่อไป เนื่องจาก condition เดิมที่ใช้นั้นพบว่า เมื่อ
ท าการแยกสารเพปไทดด์้วย preparative HPLC แล้ว ผลที่ได้คอืจะได้สารผลติภัณฑ์ที่ต้องการ 
(folded peptide) ในปรมิาณที่น้อยมาก ซึ่งอาจเป็นผลเนื่องมาจากการสร้างพันธะไดซัลไฟด์ที่ผิด
แบบ (misfolded peptide) ของโปรตีน ดังนั้นการปรับสภาวะ (adjust condition) จึงเป็นสิ่งที่ส าคัญ
ที่ต้องศึกษาเพ่ิมเติม โดยในงานวิจัยนี้ได้ท าการปรับ condition เป็นดังนี้  
 

ตารางที ่4.1 ตารางแสดงการปรับสภาวะ (condition) ทีม่ีการใช้ additive ที่แตกต่างกันในการท า 
protein folding 
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afolding condition ยังประกอบไปด้วย 1 mM EDTA, 2.5 mM GSH และ 0.25 mM GSSG 

 

ซึ่งการศึกษาการปรับสภาวะนั้นได้ศึกษาโปรตีนทั้งที่เป็น linear HWTX-X และ cyclic HWTX-X โดย
ท าการละลายโปรตีน HWTX-X ในสภาวะ (condition) ต่างๆดังกล่าวที่มีการเติมสารเติมแตง่ 
(additive) ที่แตกต่างกัน แล้วปล่อยให้ปฏิกิริยาด าเนินเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 
แล้วท าการหยดุปฏิกิริยาด้วยไตรฟลูออโรอะซิติกแอซิด (trifluoroacetic acid, TFA) แล้วน าไป
ตรวจวัดปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นด้วย analytical HPLC ซึ่งแสดงผลได้ดังนี้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.17 ภาพแสดง HPLC chromatogram ของ linear HWTX-X ที่ท าการปรับสภาวะต่างๆ

โดยที่เส้นสีด าคือ สภาวะที่ไม่ใช้สารเติมแตง่ (no additive)  
 

Condition Buffer conditiona Additive Temperature (oC) 
1 0.4 M Tris-HCl (pH 8.0) - 4 
2 0.4 M Tris-HCl (pH 8.0) 1M GdnHCl 4 
3 0.4 M Tris-HCl (pH 8.0) 10% Glycerol 4 
4 0.4 M Tris-HCl (pH 8.0) 20% EtOH 4 
5 0.4 M Tris-HCl (pH 8.0) 10% ACN 4 
6 0.4 M Tris-HCl (pH 8.0) 20% ACN 4 
7 0.4 M Tris-HCl (pH 8.0) 40% ACN 4 
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จากผลที่ได้พบว่าการปรับสภาวะ (condition) ของการท า protein folding ใน linear 
HWTX-X จะได้สภาวะที่ดีและเหมาะสมที่สุดคือ 0.4 M Tris-HCl (pH 8.0) ที่มี 1 mM เอทาลีนไดเอ
มีนเตตระอะซีติกแอซิด (ethylenediaminetetraacetic acid) หรือ EDTA, 2.5 mM แอล-กลูต้าไธ
โอน รีดิวซ์ฟอร์ม (L-glutathione reduced form, GSH), 0.25 mM แอล-กลูต้าไธโอน ออกซิไดซ์
ฟอร์ม (L-glutathione oxidized form, GSSG) และใช้สารเติมแต่ง (additive) คือ 20% เอทานอล 
(EtOH) โดยจะเห็นได้จากความสูงของพีคของ folded peptide ในนาทีที่ 32 ที่สูงที่สุดซึ่งแสดงได้ว่า
เพปไทด์มีการสรา้งพันธะไดซัลไฟด์ได้ดีในสภาวะนี้ และสภาวะที่ดรีองลงมาคือการใช้อะซีโตรไนไตรล์ 
(ACN) เป็น additive  ในขณะที่การไม่ใชส้ารเติมแต่ง (no additive) เลย (เส้นสีด า) จะมีความสูงของ
พีคของการ folding ที่ต่ ามาก และในกรณขีองการปรับสภาวะ (condition) ของสารเพปไทด์ที่เป็นวง 
(cyclic HWTX-X) พบว่าจะให้ผลของการท า protein folding ที่คล้ายกันกับสารเพปไทด์ที่เป็น
เส้นตรง (linear HWTX-X) กล่าวคือสภาวะที่ดีและเหมาะสมมากที่สุดในการท า protein folding คือ
การใชส้ารเติมแต่ง (additive) เป็น 20% เอทานอล (EtOH) แสดงได้ดังภาพที่ 4.18 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่4.18 ภาพแสดง HPLC chromatogram ของ cyclic HWTX-X ที่ท าการปรับสภาวะต่างๆ 

โดยที่เส้นสีด าคือ สภาวะที่ไม่ใช้สารเติมแตง่ (no additive) 
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4.6 การติดสารเรืองแสง (Fluorescent labeling) กับโปรตีน Huwentoxin-X 

ในปัจจุบันนี้สารเรืองแสง (fluorescence) ถูกน ามาใช้ประโยชน์ได้อย่างหลากหลายด้วยกัน 

อาทิ การใช้ในการเป็นตัวตรวจจับ (sensor) ไอออนของโลหะหนัก และการใช้ในการติดตามความ

เปลี่ยนแปลงต่างๆที่เกิดขึ้นภายในเซลล์รวมถึงการใช้ประโยชน์ทางด้านการถ่ายภาพเชิงชีวภาพ (bio-

imaging application) ด้วยข้อดีดังกล่าวในงานวิจัยนี้จึงได้ท าการติดสารเรืองแสง (fluorescent 

labeling) เข้ากับโปรตีน HWTX-X เพื่อใช้ประโยชน์ในการศึกษากลไกการจับตัว (mechanism of 

action) ระหวา่งโปรตีน HWTX-X กับไอออนชันแนล (ion channel) ในอนาคต โดยจากโครงสร้าง

ของโปรตีน HWTX-X พบว่าจะมีกรดอะมิโนที่มีช่ือว่า กรดอะมิโนไลซีน (Lysine, K) ที่มีสายโซ่ (side 

chain) เป็นหมู่อะมิโน (-NH2) ซึ่งสามารถเกิดปฏิกิริยาในการติด (labeling) กับสารเรืองแสงได้ โดยใน

งานวิจัยน้ีได้เลือกใช้ 5-ฟลูออเรซีนไอโซไทโอไซยาเนต (5-fluorescein isothocyanate) หรือ FITC 

มาท าการติดกับเพปไทด์ (labeling) เนื่องจากสารเรืองแสงชนิดนีม้ีความสามารถในการเรืองแสงที่ดี 

(highly fluorescence intensity) และมีคา่ quantum yield ที่สูง   

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.19 ภาพแสดงสมการของการติดสารเรืองแสง (FITC) เข้ากับโปรตีน HWTX-X 
 

โดยขั้นตอนในการติดสารเรืองแสงจะเริ่มต้นด้วยการปิเปต (pipette) สารละลายโปรตีน 

HWTX-X ลงใน eppendorf tube ตามด้วยการเติมสารละลายโซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต 

(sodium hydrogencarbonate) หรือ NaHCO3 (pH 9) แล้วใส่สารละลาย 5-ฟลูออเรซีนไอโซไทโอ

ไซยาเนต (5-fluorescein isothocyanate) หรือ FITC และน้ า (DI) ตามล าดับ หลังจากนั้นต้ังปฏิกิริยา

ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชั่วโมง แสดงดังภาพที่ 4.19 โดยในสภาวะที่เป็นเบสนั้นสายโซ่ (side chain) 

ที่เป็นหมู่อะมิโน (-NH2) ของกรดอะมิโนไลซีนจะเข้าท าปฏิกิริยากับหมู่ไทโอไซยาเนต (-N=C=S) ของ



Ref. code: 25605709033053VZX

77 
 

-100000

400000

900000

1400000

1900000

2400000

2900000

3400000

0 10 20 30 40 50 60

A
b

so
rb

an
ce

 (
2

8
0

n
m

)

Time (min)

FITC-Labeled HWTX-X 
Folded HWTX-X 

FITC 

สารเรืองแสง FITC ท าให้เกิดการติดสารเรืองแสง (labeling) ลงบนโมเลกุลของโปรตีน HWTX-X ได้ 

และเมื่อครบเวลาแล้วจะท าการหยุดปฏิกิริยาด้วยการเติม 10% ไตรฟลูออโรอะซิติกแอซิด 

(trifluoroacetic acid, TFA) ลงไปเพื่อปรับสภาวะให้เป็นกลาง แล้วท าการตรวจสอบปฏิกิริยาที่

เกิดขึ้นด้วย  analytical HPLC ที่ความยาวคลื่น 215 และ 280 นาโนเมตร เพื่อสังเกตความ

เปลี่ยนแปลงของปฏิกิริยาที่เกิดขึน้ โดยท าการเปรียบเทียบพีคของโปรตีน HWTX-X ทั้งก่อนและหลัง

ท าการติดสารเรืองแสง FITC โดยแสดงได้ดังภาพที่ 4.20 

 

 

 

  

  

 

 

 

ภาพที่ 4.20 ภาพแสดง HPLC chromatogram ของ native HWTX-X ที่ได้ท าการติดด้วยสารเรือง

แสง (FITC) 

โดยจากผลพบว่าโปรตีน HWTX-X ที่ติดกับสารเรืองแสง (FITC) แล้วจะใช้เวลาในการเคลื่อนที่ 

(retention time) ออกจากคอลัมน์ได้เร็วขึ้นที่เวลา 38 นาท ีเมื่อเทียบกับโปรตีน HWTX-X ที่ยังไม่ได้

ติดสารเรืองแสง (42 นาท)ี ดังภาพที่ 4.20 ภาพบนขวา แสดงได้ว่าเมื่อโปรตีน HWTX-X ติดกับสาร

เรืองแสง FITC แล้วจะมี polarity ที่เพิ่มขึ้นท าให้สามารถเคลื่อนที่ออกมาได้เร็วขึ้น ซึ่งในการติดสาร

เรืองแสง (FITC) กับโปรตีน HWTX-X นี้จะพบว่าสามารถเกิดการติด (labeling) ได้มากกว่า 1 

ต าแหน่ง เนื่องจากโมเลกุลของโปรตีน HWTX-X จะประกอบด้วยกรดอะมิโนไลซีน (Lysine, K) ถึง 4 

ตัว ดังนั้นจึงท าการเก็บพีคของเพปไทด์ที่ได้จากการแยกด้วย analytical HPLC ไปท าการยืนยันมวล

โมเลกุล (molecular weight) ของโปรตีนที่ท าการติดสารเรืองแสงแล้ว (FITC-labeled HWTX-X) 

ด้วยเทคนิคแมสสเปกโตรเมตรี (mass spectrometry) ชนดิ MALDI-TOF-MS เพื่อหาจ านวนของสาร

เรืองแสง (FITC) ที่ติดกับโปรตีน HWTX-X ต่อไป  
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 
5.1 การสังเคราะห์โปรตีน Huwentoxin-X และอนุพันธ ์

ในงานวิจัยนี้ได้ท าการสังเคราะห์โปรตีนที่มีช่ือว่า Huwentoxin-X (HWTX-X) ซึ่งเป็นโปรตีน
ที่พบไดใ้นพิษของแมงมุม Chinese bird สายพันธ์ุ Ornithoctonus huwena โดยโครงสร้างของ
โปรตีนจะประกอบด้วยกรดอะมิโนทั้งหมด 28 ตัว และมีพันธะไดซัลไฟด์ (disulfide bond) 3 พันธะ
โดยจัดเรียงตัวในรูปแบบ C1-C4, C2-C5 และ C3-C6 ตามล าดับ และแสดงค่ามวลโมเลกุลเท่ากับ 2937 
Da ในงานวิจัยชิ้นน้ีท าการสังเคราะห์โปรตีน Huwentoxin-X (HWTX-X) โดยใชว้ิธีการสังเคราะห์สาย
โซ่เพปไทด์บนวัฏภาคของแข็ง (solid phase peptide synthesis, SPPS) ซึ่งใช้ wang resin ท าหน้าที่
เป็นวัฏภาคของแข็ง และใช้วิธีการสังเคราะห์แบบ Fmoc strategy จากการสังเคราะห์ได้ร้อยละของ
ผลิตภัณฑ์ที่ประมาณ 42  

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 5.1 ภาพแสดงการสังเคราะห์โปรตีน Huwentoxin-X (HWTX-X) 

นอกจากนี้ในงานวิจัยน้ียังได้ให้ความสนใจในการสังเคราะห์อนุพันธ์ (derivative) ของโปรตีน 
HWTX-X อีก 3 ตัว เพื่อพัฒนาและเปรียบเทียบความสามารถในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพของโปรตีน
ต่อไป โดยในขั้นตอนของการออกแบบการสังเคราะห์จะท าการเปลี่ยนกรดอะมิโนที่ต าแหน่งต่างๆ 
อาทิ การเปลี่ยนกรดอะมิโนในต าแหน่งที่ 28, 29 และ 34 ในโมเลกุลของโปรตีน Huwentoxin-IV ซึ่ง
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มีการรายงานว่าการเปลี่ยนต าแหน่งดังกล่าวจะสามารถเพ่ิมขีดความสามารถในการออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพในการยับยั้ง sodium channel ของหนูโตเต็มวัยได2้1 

ในขั้นตอนของการสังเคราะห์อนุพันธ์ของ HWTX-X จะใช้วิธีการสังเคราะห์เช่นเดียวกันกับ
การสังเคราะห์โปรตีน HWTX-X โดยใช้ wang resin ท าหน้าที่เป็นวัฏภาคของแข็ง แตส่ิ่งที่แตกต่างคือ
จะท าการปรบัเปลี่ยนล าดับของกรดอะมิโนภายในโมเลกุล HWTX-X ด้วยวิธีการ mutagenesis โดย
การแทนที่กรดอะมิโนไลซีน (Lys) ด้วยกรดอะมิโนอาร์จีนีน (Arg) ในสายโซ่เพปไทด์ โดยที่อนุพันธ์ทั้ง 
3 ตัว ที่ท าการสังเคราะห์จะมีการแทนที่กรดอะมิโนในต าแหน่งที่แตกต่างกันออกไปดังนี้ 
Huwentoxin-X[K1,7,15,26R] (อนุพันธ์ตัวที่ 1) จะถูกแทนที่ด้วยกรดอะมิโนอาร์จีนีน (Arg) ทั้งหมด 
4 ต าแหน่ง ซึ่งแสดงค่ามวลโมเลกุลเท่ากับ 3049 Da ในขณะที่ Huwentoxin-X[K7R, K26R] (อนุพันธ์
ตัวที่ 2) และ Huwentoxin-X[K1R, K15R] (อนุพันธ์ตัวที่ 3) จะมีการแทนที่ด้วยกรดอะมิโนอาร์จีนีน 
(Arg) เพียง 2 ต าแหน่งเท่านั้นซึ่งมีมวลโมเลกุลที่เท่ากันคือ 2993 Da โดยพบว่าการสังเคราะห์อนุพันธ์
ทั้ง 3 ตัว มีร้อยละของผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการสังเคราะห์อยู่ในเกณฑ์ดีโดยแสดงค่าเท่ากับ 38, 37 และ 
38 ตามล าดับ   

โดยจากการยืนยันความบริสุทธิ์ของโปรตีน Huwentoxin-X และอนุพันธ์ทั้ง 3 ตัวที่ได้จาก
การสังเคราะห์โดยใช้ analytical HPLC พบว่าโปรตีน Huwentoxin-X และอนุพันธ์ทั้ง 3 ตัว จะใช้
เวลาในการเคลื่อนที่ออกจากคอลัมน์ (retention time) ที่เท่ากันคือ 35 นาที ซึ่งแสดงว่าโปรตีน 
Huwentoxin-X และอนุพันธ์ทั้ง 3 ตัว ที่สังเคราะห์นั้นมีความมีขั้ว (polarity) ที่เท่ากนั นอกจากนี้ยงั
พบอีกว่าหลังจากการท า protein folding พบว่าเกิดการเปลี่ยนแปลงของค่า retention time เกิดขึ้น
โดยพบว่า folded Huwentoxin-X และอนุพันธ์แสดงค่า retention time ที่ 32 นาที นอกจากนีม้วล
โมเลกุล (molecular weight) ของ Huwentoxin-X และอนุพันธ์ทั้ง 3 ตัวถูกยืนยันโดยใช้เทคนิคทาง 
mass spectrometry ทั้ง MALDI-MS และ ESI-MS โดย Huwentoxin-X และอนุพันธ์ทั้ง 3 ตัวแสดง
ค่ามวลโมเลกุลที่สอดคล้อง 

 

5.2 การสังเคราะห์ cyclic HWTX-X 

นอกจากนีใ้นงานวิจัยนี้ยังสนใจในการศึกษาทางด้าน protein-engineering โดยท าการ
สังเคราะห์โปรตีน Huwentoxin-X ให้อยูใ่นลักษณะที่เป็นวง (cyclic HWTX-X) เนื่องจากสารที่เป็น 
cyclic จะมีข้อดีที่สามารถช่วยเพิ่มความเสถียรของเพปไทด์ได้ อาทิ การทนต่อความร้อน (thermal 
stability) และการทนต่อเอนไซม์ชนิดต่างๆ (enzyme resistance) ดังที่ได้มีการรายงานมาก่อนหน้า
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น้ี โดยในการสงัเคราะห์สายโซ่เพปไทด์ของ cyclic Huwentoxin ยังคงใช้วิธีการ Fmoc solid phase 
peptide synthesis เช่นเดียวกับวิธีแรกแต่สิ่งที่แตกต่างคือ มีการปรับเปลี่ยนการใช้ solid support 
จาก wang resin มาเป็น 2Cl-Trityl chloride resin เป็น solid support โดยพบว่าหลังจากการ
สังเคราะห์ได้ร้อยละของผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการสังเคราะห์เท่ากับ 64 ซึ่งมีประสิทธิภาพในการ
สังเคราะห์ที่สูงกว่า โดยเมื่อท าการสังเคราะห์สารเพปไทด์ที่เป็นวงแล้ว (cyclic HWTX-X) จะผา่น
กระบวนการ protein folding ซึ่ง cyclic Huwentoxin ที่ได้จะมีจ านวนพันธะไดซัลไฟด์ (disulfide 
bond) ที่เท่ากนักับ native Huwentoxin X นอกจากนี้ยังพบว่าเมื่อเกิดการสร้างพันธะไดซัลไฟด์แลว้ 
retention time ของ cyclic Huwentoxin X จะมีการเคลื่อนที่ (shift) ที่เร็วขึ้นที่เวลา 32 นาที ซึง่
เป็นแนวทางเดียวกันกับ native Huwentoxin โดยในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ native 
Huwentoxin และ cyclic Huwentoxin จะใช้เทคนิค high performance liquid 
chromatography และการยืนยันมวลโมเลกุล (molecular weight) โดยใช้เทคนคิทาง mass 
spectrometry อาทิ ESI-MS และ MALDI-TOF spectrometer 

 

5.3 การปรับหาสภาวะที่เหมาะสมในการท า protein folding และการติดสารเรืองแสง 

นอกจากนี้ในงานวิจัยยังได้มีการศึกษาการปรับเปลี่ยนสภาวะ (condition) ของการท า 
protein folding หรือการสร้างพันธะไดซัลไฟด์ (disulfide bond) ภายในโมเลกุลของทั้ง cyclic 
Huwentoxin และ native Huwentoxin ที่สังเคราะหข์ึ้น เพื่อหาสภาวะที่ดีและเหมาะสม เพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการเกิดผลิตภัณฑ์ทั้ง cyclic Huwentoxin และ native Huwentoxin ทีสู่งขึ้น โดย
จากการศึกษาโปรตีน Huwentoxin-X ทั้งที่เป็นเส้นตรง (linear) และที่เป็นวง (cyclic) พบว่าสภาวะ
ที่มีการเติมสารเติมแต่ง (additive) มีความส าคัญในการสร้างพันธะไดซัลไฟด์ (disulfide bond) โดย
พบว่าสารเติมแต่งที่ท าให้เพปไทด์เกิดการสร้างพันธะไดซัลไฟด์ได้ดีสุดคือ 20% เอทานอล ใน 0.4 M 
Tris-HCl (pH 8.0) ที่มี 1 mM เอทาลีนไดเอมีนเตตระอะซีติกแอซิด (ethylenediaminetetraacetic 
acid) หรือ EDTA, 2.5 mM แอล-กลูต้าไธโอน รีดิวซ์ฟอร์ม (L-glutathione reduced form, GSH), 
0.25 mM แอล-กลูต้าไธโอน ออกซิไดซฟ์อร์ม (L-glutathione oxidized form, GSSG) และ
นอกจากนี้การติดสารเรืองแสง (fluorescently label) เข้ากับโปรตีน HWTX-X สามารถท าได้อย่าง
ประสบความส าเร็จเพ่ือใช้ประโยชน์ในการศึกษาทางด้าน bio-imaging application ต่อไป   
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5.4 ข้อเสนอแนะต่างๆ ที่เกีย่วข้องกับงานวิจัย 

ในงานวิจัยนี้ได้ประสบผลส าเร็จในการพัฒนาวิธีการสังเคราะห์โปรตีน Huwentoxin-X และ
อนุพันธ์ (derivatives) รวมทั้งการปรับเปลี่ยนโครงสร้างของโปรตีน (re-engineering HWTX-X) อาทิ 
การสังเคราะห์ cyclic Huwentoxin และการท า mutagenesis เพื่อใช้ในการศึกษาและพัฒนา
ความสามารถในการออกฤทธ์ิทางชีวภาพที่น่าสนใจ อาท ิ การออกฤทธ์ิยับยั้ง receptor ของ 
protease หรอื ion channel ชนิดต่างๆ เพื่อพัฒนาองค์ความรู้ในการใช้ประโยชน์ทางด้านการพัฒนา
ยาที่เป็นโปรตีน (peptide-based drugs) อาทิ การรักษาโรคที่เกี่ยวข้องกับอาการปวด 
(neurophatic pain) เป็นต้น โดยผลิตภัณฑไ์ด้ทั้ง native Huwentoxin และ cyclic Huwentoxin 
รวมทั้ง mutated Huwentoxin จะถูกน าไปทดสอบความสามารถในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
(bioactivity) ต่อไปในอนาคต 
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ภาคผนวก ก 
การเรียกชื่อกรดอะมิโนและการเตรียมสาร 

 
1.การเรียกชื่อของกรดอะมิโน (Nomencaltures) 
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2. การเตรียมสารเคม ี

                 2.1 การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร์ (buffer) 0.1 M Tris-HCl pH 8.0 ปริมาตร 

250 มิลลิลิตร 

                  ท าการช่ัง Tris-base 3.03 กรัม ใส่ในบีกเกอร์ (beaker) แล้วละลายสารด้วยน้ า DI แล้ว

ท าการปรับปริมาตรด้วยน้ า DI จนมีปริมาตรครบ 250 มิลลิลิตร หลังจากนั้นน าไปปรับ pH ให้เป็น 8.0 

ด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น (conc. HCl) 

                 2.2 การเตรียมสารละลายบฟัเฟอร์ (buffer) 0.4 M Tris-HCl pH 8.0 ปริมาตร 

100 มิลลิลิตร 

                  ท าการช่ัง Tris-base 4.85 กรัม ใส่ในบีกเกอร์ (beaker) แล้วละลายสารด้วยน้ า DI แล้ว

ท าการปรับปริมาตรด้วยน้ า DI จนมีปริมาตรครบ 100 มิลลิลิตร หลังจากนั้นน าไปปรับ pH ให้เป็น 8.0 

ด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น (conc. HCl) 

                2.3 การเตรียมสารละลายบฟัเฟอร์ (buffer) 1 M NaHCO3 pH 9.0 ปริมาตร 20 

มิลลิลิตร 

                 ท าการช่ังโซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต (NaHCO3) 1.58 กรัม ใส่ในบีกเกอร์ (beaker) 

แล้วละลายสารด้วยน้ า DI แล้วท าการปรับปริมาตรด้วยน้ า DI จนมีปริมาตรครบ 20 มิลลิลิตร หลังจาก

นั้นน าไปปรับ pH ให้เป็น 9.0 ด้วยสารละลายโชเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 

                  2.4 การเตรียมสารละลายผสมของ TFA/EDT/H2O/TIPS ในอัตราสว่น 

94:2.5:2.5:1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร (deprotection cocktail)  

                  ท าการปิเปต (pipette) ไตรฟลูออโรอะซิติกแอซิด (trifluoroacetic acid, TFA) 

ปริมาตร 9.4 มิลลิลิตร ลงในหลอดพลาสติก (centrifuge tube) ตามด้วยการเติมอีเทนไดไทออล 

(ethanedithiol, EDT) ปริมาตร 250 ไมโครลิตร จากนั้นเติมน้ ากลั่น (distilled water) ปริมาตร 250 

ไมโครลิตร และสุดท้ายเติมไตรไอโซโพรพิวไซเลน (triisopropylsilane, TIPS) ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร แล้วท าการเขย่าให้สารละลายผสมกันเพื่อใช้ส าหรับขั้นตอนของการตัดสายโซ่เพปไทด ์
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ภาคผนวก ข 
ผลสเปกตรัมของสาร 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพที่ ข1 ภาพแสดง HPLC chromatogram ของ linear Huwentoxin-X ที่สังเคราะห์ได้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ ข2 ภาพแสดง ESI mass spectrum ของ linear Huwentoxin-X ที่สังเคราะห์ได ้
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ภาพที่ ข3 ภาพแสดง HPLC chromatogram และ MALDI-TOF mass spectrum ของ 

Huwentoxin-X[K1,7,15,26R] (อนุพันธ์ตัวที่ 1) ที่สังเคราะห์ได ้

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ ข4 ภาพแสดง HPLC chromatogram และ MALDI-TOF mass spectrum ของ 

Huwentoxin-X[K7R, K26R] (อนุพันธ์ตัวที่ 2) ที่สังเคราะห์ได ้
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ภาพที่ ข5 ภาพแสดง HPLC chromatogram และ MALDI-TOF mass spectrum ของ 

Huwentoxin-X[K1R, K15R] (อนุพันธ์ตัวที่ 3) ที่สังเคราะห์ได ้

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ ข6 ภาพแสดง HPLC chromatogram ของ linear Huwentoxin-X ที่สังเคราะห์ได้จาก 

2Cl-Trityl chloride resin 
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ภาพที่ ข7 ภาพแสดง ESI mass spectrum ของ linear Huwentoxin-X ที่สังเคราะห์ไดจ้าก 2Cl-

Trityl chloride resin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ ข8 ภาพแสดง MALDI-TOF mass spectrum ของโปรตีน Huwentoxin-X ที่ fold แล้ว 

MALDI-TOF-MS: Found 3444.9 ; Calculated 3445 for [M+GSH+H+sinapic acid-H2O] 
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ภาพที่ ข9 ภาพแสดง MALDI-TOF mass spectrum ของ Huwentoxin-X[K7R, K26R] (อนุพันธ์
ตัวที่ 2)  ที่ fold แล้ว MALDI-TOF-MS: Found 3477.3 ; Calculated 3478 for 

[M+GSH+TFA+MeOH+K] 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ ข10 ภาพแสดง MALDI-TOF mass spectrum ของ Huwentoxin-X[K1R, K15R] (อนุพันธ์
ตัวที่ 3)  ที่ fold แล้ว MALDI-TOF-MS: Found 3476.9 ; Calculated 3478 for 

[M+GSH+TFA+MeOH+K] 
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ภาพที่ ข11 ภาพแสดง MALDI-TOF mass spectrum ของโปรตีน cyclic HWTX-X ที่ fold แล้ว 

MALDI-TOF-MS: Found 3473.8 ; Calculated 3476 for [M+GSH+sinapic acid+MeOH+H] 
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