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การควบคุมลูกน ้ายุงโดยใช้แบคทีเรีย 
Control of Mosquito Larvae by Bacteria 

บุญศรี จงเสรีจิตต์1*  และ  วชิราภรณ์ ถูปาอ่าง1 
 

บทคัดย่อ 
ยุงเป็นสาเหตุก่อโรคหลายชนิดต่อมนุษย์ซึ่งการก าจัดยุงในอดีตมักนิยมใช้สารเคมีที่ออกฤทธิ์ต่อยุงได้

รวดเร็ว เห็นผลชัดเจน แต่พบว่าสารเคมีเหล่านี้กลับก่อให้เกิดผลกระทบต่อมนุษย์และสิ่งแวดล้อม ดังนั้นจึงได้มีการ
พัฒนาวิธีการก าจัดยุงโดยการใช้ชีววิธีซึ่งไม่ส่งผลเสียต่อสิ่งแวดล้อมและมนุษย์ โดยการใช้แบคทีเรียที่มี
ความสามารถในการผลิตผลึกโปรตีนฆ่าลูกน้ ายุงที่ออกฤทธิ์จ าเพาะต่อลูกน้ ายุงและไม่ส่งผลกระทบต่อสิ่งมีชีวิตอื่น 
โดยผลึกโปรตีนเหล่านี้จะละลายในสภาวะที่เป็นด่างในกระเพาะของลูกน้ ายุง และจะถูกกระตุ้นด้วยเอนไซม์  
โปรติเอสภายในกระเพาะลูกน้ ายุงท าให้ได้โปรตีนท่ีสามารถออกฤทธิ์ต่อลูกน้ ายุงได้ และโปรตีนฆ่าลูกน้ ายุงนี้จะไม่มี
ผลกระทบต่อมนุษย์ แต่การใช้แบคทีเรียเหล่านี้พบว่ายังมีข้อจ ากัดคือไม่สามารถทนอยู่ในสิ่งแวดล้อมได้นาน ไม่ทน
ต่อแสงและอุณหภูมิ จึงมีการพัฒนาวิธีการผลิตโปรตีนฆ่าลูกน้ ายุง รวมถึงการศึกษาโครงสร้างของโปรตีนฆ่าลูกน้ า
ยุง ซึ่งจะน าไปสู่การพัฒนาการผลิตโปรตีนฆ่าลูกน้ ายุงให้มีปริมาณเพิ่มขึ้น หรือให้มีประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ต่อ
ลูกน้ ายุงสูงขึ้น 
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ABSTRACT 
Mosquitos cause of the human disease. In the past, to control mosquito often uses 

chemical insecticides that eliminated mosquito rapidly. However, these chemicals have affected 
to human and environment. Therefore, biological insecticides have been developed by using 
bacterium that produced crystal protein toxins specifically to mosquito larvae and have no 
affect to non-target species. The crystal protein toxins will dissolve in the alkaline condition of 
mosquito larvae guts and activated by gut protease. The active toxin will be released to kill 
mosquito larvae and have no affect to human. However, these bacteria still have limitation that 
they persist in the environment in short time and sensitivity to UV light and temperature. 
Development of protein production and protein structure should be considered in order to 
improve production level and toxicity of mosquito-larvicidal proteins. 

 

ค้าส้าคัญ: แบคทีเรียฆ่าลูกน้ ายุง  บาซิสลัส  ผลึกโปรตีนฆ่าลูกน้ ายุง 
Keywords: Bacillus sphaericus, Bacillus thuringiensis, mosquito-larvicidal proteins 
 

บทน้า 
ยุงเป็นแมลงที่พบได้ทั่วโลก มักอาศัยในพื้นที่

เขตร้อนและเขตร้อนช้ืน ยกเว้นในพื้นที่เขตหนาว ใน
สภาพอากาศที่อบอุ่นจะท าให้ยุงสามารถเจริญเป็นตัว
เต็มวัยได้อย่างรวดเร็ว ยุ งแบ่งได้ เป็น 3 กลุ่มคือ 
Toxorhynchitinae, Anophelinae และ Culicinae 
(Clements, 1992) โดยส่วนมากยุงในกลุ่ม 
Anopheliae และ Culicidae จะเป็นพาหะน าโรค เช่น
ยุงก้นปล่อง (Anopheles) ซึ่ งอยู่ ในกลุ่มของ 
Anopheliae เป็นพาหะของโรคมาลาเรีย (malaria) 
และโรคเท้าช้าง (filariasis) (Service, 1986) ส่วนยุงใน
กลุ่มของ Culicidae ที่ส าคัญเช่น Culex, Aedes, 
Mansonia และ Annigeres พบว่า Culex 
quinquefasciatus เป็นพาหะของโรคเท้าช้าง 
(filariasis) และ Culex tritaeniorhynchus เป็น
พาหะน าโรคไข้สมองอักเสบ (Japanese ncephalitis) 
ส่วน Aedes เป็นพาหะน าโรคไข้เหลือง (yellow 
fever) และโรคไข้เลือดออก (dengue viruses) ซึ่งใน

อดีตการควบคุมยุงมักนิยมใช้สารเคมี  (chemical 
pesticides) เช่น dichlorodiphenyltrichloro- 
ethane (DDT), gamma- xane, malathion และ 
chlordane แต่การใช้สารเคมีเหล่านี้จะส่งผลกระทบ
ต่อสิ่งมีชีวิตอื่น ก่อให้เกิดการดื้อยาและเกิดการสะสม
ในห่วงโซ่อาหารและสิ่งแวดล้อม ดังนั้นจึงมีการน า
วิธีการก าจัดยุงแบบชีววิธีมาใช้ในการก าจัดลูกน้ ายุง 
(Moffat, 1991) เป็นการใช้แบคทีเรียท่ีมีความสามารถ
ในการผลิตโปรตีนฆ่าลูกน้ ายุงที่ออกฤทธิ์ก าจัดลูกน้ ายุง
ได้อย่างจ าเพาะมี 2 ชนิดคือ Bacillus thuringiensis 
subsp. israelensis และ Bacillus sphearicus ซึ่งมี
การใช้กันอย่างกว้างขวาง โดยไม่ส่งผลกระทบต่อมนุษย์
และสิ่งแวดล้อม (Schnepf et al., 1998; Charles et 
al., 1996; Crickmore et al., 1998) แต่การใช้
แบคทีเรียทั้งสองชนิดนีม้ีข้อจ ากัดคือ มีความคงทนน้อย 
อยู่บนผิวน้ าได้ในระยะเวลาสั้น (Porter et al., 1993) 
ดังนั้นจึงมีการพัฒนาวิธีการผลิตโปรตีนฆ่าลูกน้ ายุงทั้ง
ในด้านของการพัฒนาอาหารส าหรับเลี้ยงแบคทีเรียหรือ
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การใช้เทคนิคการตัดต่อพันธุกรรมและการศึกษา
โครงสร้างของโปรตีนฆ่าลูกน้ ายุงเพื่อปรับปรุงปริมาณ
การผลิตและประสิทธิภาพในการออกฤทธ์ิต่อลูกน้ ายุง 
แบคทีเรียผลิตโปรตีนฆ่าลูกน ้ายุง 

แบคทีเรียที่สามารถผลิตโปรตีนฆ่าลูกน้ ายุงที่
ส าคัญมี 2 ชนิดคือ Bacillus thuringiensis subsp. 
israelensis และ Bacillus sphearicus มีรายละเอียด
ที่น่าสนใจดังนี้ 

Bacillus thuringiensis subsp. 
israelensis 

B. thuringiensis subsp. israelensis เป็น
แบคทีเรียแกรมบวก ค้นพบในปี ค.ศ. 1976 โดย 
Goldberg and Margalit (1997) ในทะเลทรายเนเกฟ 
(Negev) ประเทศอิสราเอล (Goldberg and Margalit, 
1997) B. thuringiensis subsp. israelensis สามารถ
ผลิตผลึกโปรตีนฆ่าลูกน้ ายุง (crystal protein toxins) 
ที่ เรียกว่า  -endotoxins ได้ ในระยะสร้างสปอร์ 
(sporulation phase) ซึ่ งจ าแนกได้ เป็น 2 กลุ่มคือ 
โปรตีน Cry มีความเป็นพิษต่อสิ่งมีชีวิตเป้าหมาย และ
โปรตีน Cyt มีผลต่อการแตกตัวของเม็ดเลือดแดง 
(hemolytic activity) (Bravo and Soberon, 2007) 
B. thuringiensis subsp. israelensis สามารถผลิต
โป รตี น ฆ่ า ลู กน้ า ยุ ง ไ ด้  4 ชนิ ดหลั กคื อ  Cry4Aa 
(125kDa), Cry4Ba (135kDa), Cry11Aa (68kDa) 
และ Cyt1Aa (28kDa) โปรตีนเหล่านี้จะรวมตัวกันอยู่
ภ าย ในเยื่ อหุ้ ม เ อก โซสปอร์ เ รี ยม  (exosporium 
membrane) (Li et al., 2000) หรืออยู่ด้านนอกเยื่อ
หุ้มเอกโซสปอร์เรียม (Federici et al., 2006) มีความ
เป็นพิษสูงต่อลูกน้ ายุงลาย (Aedes) และลูกน้ ายุง
ร าคาญ (Culex) แต่มี ความ เป็นพิษต่ าต่ อลู กน้ า
ยุงก้นปล่อง (Anopheles) (Li et al., 2000) และยัง
พบว่ามีความจ าเพาะสูงต่อสิ่งมีชีวิตเป้าหมายเท่านั้น ไม่

มีความเป็นพิษต่อมนุษย์  สัตว์มีกระดูกสันหลัง 
(vertebrate) สัตว์ไม่มีกระดูกสันหลัง (invertebrates) 
และพืช (Bravo and Soberof, 2005) 

Bacillus sphearicus 
B. sphearicus เป็นแบคทีเรียอีกชนิดหนึ่งที่

ใช้ในการควบคุมลูกน้ ายุง แบคทีเรียชนิดนี้พบได้ทั่วไป
ในดินและน้ า เป็นแบคทีเรียแกรมบวกที่มีความสามารถ
ในการผลิตผลึกโปรตีนฆ่าลูกน้ ายุง ที่ออกฤทธิ์จ าเพาะ
ต่ อ ลู ก น้ า ยุ ง ร า ค า ญ แ ล ะ ลู ก น้ า ยุ ง ก้ น ป ล่ อ ง 
(Silapanuntakul et al., 1983) B. sphearicus 
สามารถผลิตโปรตีนฆ่าลูกน้ ายุงได้ 2 กลุ่มคือโปรตีน 
binary (binary toxin) เป็นผลึกโปรตีนที่ผลิตขึ้นใน
ระยะสร้างสปอร์ (Charles et al., 1996) 
ประกอบด้วยโปรตีน 2 ขนาดคือ 42 กิโลดาลตัน 
เรียกว่า BinA และ 51 กิโลดาลตัน เรียกว่า BinB 
(Porter et al., 1993) กลุ่มที่ 2 คือ mosquitocidal 
toxins หรือโปรตีน Mtx อาจแบ่งได้ 3 ชนิดคือ Mtx1, 
Mtx2 และ Mtx3 (Shi et al., 2003) ผลิตในระยะการ
เจริญ (vegetative growth) แต่จะถูกย่อยด้วยเอนไซม์
โปรติเอสเมื่อเข้าสู่ระยะสร้างสปอร์ (Charles et al., 
1996) 
โครงสร้างของโปรตีนฆ่าลูกน ้ายุง 

โครงสร้างของโปรตีนฆ่าลูกน้ ายุงมีบทบาทต่อ
การปรับปรุงการผลิตและการออกฤทธิ์ของโปรตีนฆ่า
ลูกน้ ายุง ซึ่งหากมีการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนในบาง
ต าแหน่งของโปรตีนฆ่าลูกน้ ายุงจะส่งผลต่อการออก
ฤทธิ์ของโปรตีนฆ่าลูกน้ ายุงได้จากการศึกษาโครงสร้าง
ของโปรตีน Cry ที่ผลิตจาก B. thuringiensis subsp. 
israelensis พบว่าประกอบด้วย 3 โดเมน (domains) 
คือ โดเมนท่ี 1 (domain I) ประกอบด้วย 7 α-helices 
เป็ นส่ วนที่ ท า ใ ห้ เ กิ ด ช่ อ ง ใน เ ยื่ อบุ ไ ม โค ร วิ ล ไ ล 
(microvillar membrane) โดเมนที่ 2 (domain II) 



วารสารวิทยาศาสตร์ มข. ปีที่ 41 ฉบับที่ 1 19บทความบทความ วารสารวิทยาศาสตร์ มข. ปีท่ี 41 ฉบับท่ี 1 19 
 

 

ประกอบด้วย 3 β-antiparallelsheets มีลักษณะเป็น
ห่วง (loop) ท าหน้าที่ในการจดจ าและจับอย่างจ าเพาะ
กั บ บ ริ เ ว ณ จั บ ไ ก ล โ ค โ ป ร ตี น  (glycoprotein 
receptors) หรือ บริเวณจับไกลโคลิปิด (glycolipid 
receptors) และโดเมนที่ 3 (domain III) มีลักษณะ
เป็น β-sandwich ช่วยในการรักษาโครงสร้างของ
โปรตีนและยังประกอบด้วยส่วนที่ตอบสนองต่อการจับ
กับบริเวณจับบนกระเพาะ (midgut receptor) 
(Crickmore et al., 1998) นอกจากนี้ยังพบว่าที่
บริเวณ C-terminal ของโปรตีนมีโดเมนที่ตอบสนอง
ต่อการเกิดผลึกของโปรตีนฆ่าลูกน้ ายุง (Aronson, 
1993; Bietlot et al., 1990) ซึ่งหากไม่มีบริเวณ C-
terminal นี้ โปรตีนจะไม่สามารถเกิดผลึกได้ (Park 
and Federici, 2000; Thomas and Ellar, 1983) 
โดยที่บริเวณ C-terminal จะมีกรดอะมิโนซีสเตอีน 
(cysteine) จ า น ว น ม า ก แ ล ะ มี พั น ธ ะ  disulfide 
(disulfide bonds) อยู่ระหว่างกรดอะมิโนซีสเตอีน
เหล่านี้ ช่วยในการเกิดผลึกและช่วยให้ผลึกโปรตีนมี
ความเสถียร และจากการศึกษาตัวอย่างโครงสร้าง 3 
มิติของโปรตีน Cry1Ab17 จะพบส่วนที่มีลักษณะ
เ ห มื อ น กั บ โ ป ร ตี น  Cry1Aa ซึ่ ง เ ป็ น โ ด เ ม น ที่ มี
ความจ าเพาะในการเกิดรูและการจับกับบริเวณจับ แต่
ทั้ งสองโปรตีนนี้ จะมีความยาวของห่วงที่ต่ างกัน 
โครงสร้างของโปรตีน Cry1Ab17 ที่พบจะไม่มีส่วนของ 
α7b, α 10a, α 10b, α 12a, β 19 และ β 20 แต่
พบส่วนของ β 0, β 1b และ β 9b และองค์ประกอบ
อื่นบางส่วนเช่น α 8a, α 8b, α 9a, α 9b และ α 
11a ในต าแหน่งต่าง ๆ ซึ่งการศึกษาโครงสร้าง 3 มิตินี้
จะช่วยในการออกแบบโดเมนเพื่อปรับปรุงโปรตีนฆ่า
ลูกน้ ายุงให้มีประสิทธิภาพมากขึ้น (Kashyap et al., 
2010) 

ส าหรับโครงสร้างของโปรตีน Cyt เป็นผลึก
โปรตีนที่มีขนาด 25 กิโลดาลตัน ลักษณะเป็น single 
αβ domain มี α-helix ล้อมรอบ β-sheets (Bravo 
and Soberof, 2005) จากการศึกษาโครงสร้างของ
โปรตีน Cyt จะพบส่วนที่เป็น β5, β6 และ β7 
(Promdonkoy and Ellar, 2000) ที่น่าจะเป็นส่วนที่
แทรกเข้าไปในเย่ือบุผิว (membrane) (Li et al., 
2001) และยังพบว่าโปรตีน Cyt จาก B. thuringiensis 
ต่างสายพันธุ์กันจะมีล าดับของกรดอะมิโนที่คล้ายกัน
มาก (Guerchicoff et al., 2001) ตัวอย่างเช่นโปรตีน 
Cyt2Aa2 ที่ประกอบด้วย กรดอะมิโน 259 ชนิด มี
ล าดับกรดอะมิโนที่คล้ายกันกับโปรตีน Cyt2Aa1 (Koni 
and Ellar, 1993; Promdonkoy and Ellar, 2003) 
โปรตีน Cyt2Aa2 เป็นโดเมนเดี่ยว (single domain) ที่
ประกอบด้วย β–sheets ที่ถูกขนาบด้วย α–helices 
4 กลุ่ม โดยโปรตีน Cyt จะท าให้เกิดรู (oligomeric 
pore) บนเยื่อบุผิวแต่จ านวนโมเลกุลที่ใช้ยังไม่ทราบ
ชัดเจน (Chow et al., 1989; Promdonkoy and 
Ellar, 2000) ซึ่งขนาดของรูจะมีเส้นผ่านศูนย์กลาง
ประมาณ 1–2 นาโนเมตร (Drobniewski and Ellar, 
1988) เมื่อเกิดกระบวนการโอลิโกเมอไรเซชัน 
(oligomerization) แล้ว โปรตีนฆ่าลูกน้ ายุงจะแทรก
เข้าไปท าให้เกิดรูขึ้นที่เยื่อบุผิว (Du et al., 1999; 
Promdonkoy et al., 2003) โดยส่วนที่เป็น α–
helices จะเป็นตัวจับเพื่อเปิดเยื่อบุผิวและβ–sheets 
จะเป็นส่วนท่ีแทรกเข้าไปในเยื่อบุผิว จากโครงสร้างของ
โปรตีน Cyt2Ba ที่ถูกกระตุ้นด้วย proteolytic จะ
พบว่าประกอบด้วย 1 domain มีส่วนที่เป็น β-sheet 
(β1−β6) โดย β2–β5 เป็นส่วนที่ยาวที่สุดจะอยู่ตรง
กลางซึ่งเป็นส่วนท่ีสามารถดัดแปลงโครงสร้างได้และถูก
ล้อมรอบด้วย α-helical คือ α1 และ α2 ที่ด้านหนึ่ง
และ α3 และ α5 อีกด้านหนึ่ง (Cohen et al., 2008) 
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เมื่อศึกษาบทบาทของกรดอะมิโนต่างๆในโปรตีนฆ่า
ลูกน้ ายุง พบว่าโปรตีน Cyt2Aa2 ที่ผลิตจาก B. 
thuringiensis subsp. darmstadiensis 
ประกอบด้วย ทริปโตเฟน (tryptophan) 3 โมเลกุล ใน
ต าแหน่ง 132, 154 และ 157 เมื่อทริปโตเฟนเหล่านี้
ถูกแทนที่ด้วยฟีนิลอะลานีน (phenylalanine) และ
กรดอะมิโนตัวอื่นๆ พบว่าการแทนที่ทริปโตเฟน ที่
ต าแหน่ง 157 ด้วยฟีนิลอะลานีนท าให้ความเป็นพิษต่อ
ลูกน้ ายุงลายและลูกน้ ายุงร าคาญเทียบเท่ากับตัวปกติ 
(wild type) แต่เมื่อถูกแทนที่ด้วยวาลีน (valine) 
พบว่าท าให้สูญเสียความเป็นพิษต่อลูกน้ ายุงและการ
แทนที่ทริปโตเฟนที่ต าแหน่ง 132 และ 154 ด้วย 
ฟีนิลอะลานีน และกรดอะมิโนตัวอื่น ๆ ก็พบว่าท าให้
สูญเสียความเป็นพิษต่อลูกน้ ายุงเช่นกัน แสดงให้เห็นว่า
สารประกอบอะโรมาติกมีความจ าเป็นส าหรับต าแหน่ง
ที่ 157 และพบว่าฟีนิลอะลานีนที่ต าแหน่ง 132 และ 
154 มีบทบาทส าคัญต่อโครงสร้างและหน้าที่ของ
โปรตีนซึ่งไม่สามารถแทนที่ด้วยกรดอะมิโนตัวอื่นได้ 
(Promdonkoy et al., 2004)  และจากการศึกษา
บทบาทของต าแหน่ง αA และ αC ในโปรตีน 
Cyt2Aa2 ที่ผลิตจาก B. thuringiensis subsp. 
darmstadiensis ต่อความเป็นพิษกับลูกน้ ายุง โดยการ
แทนที่ด้วยกรดอะมิโนตัวอื่นท าให้ได้สายพันธุ์กลาย 
(mutants) 3 สายพันธุ์คือ สายพันธุ์ซึ่งแทนที่อะลานีน 
(alanine) ต าแหน่ งที่  61 ด้ วยซิสติอีน  (cysteine) 
(A61C), สายพันธุ์ซึ่งแทนที่ซิรีน (serine) ต าแหน่งที่ 
108 ด้วยซิสติอีน (cysteine) (S108C) และสายพันธ์ุซึ่ง
แทนที่วาลีน (valine) ต าแหน่งที่ 109 ด้วยอะลานีน 
(V109A) พบว่าอะลานีนที่ต าแหน่ง 61(A61) มี
ความส าคัญต่อการแตกตัวของเม็ดเลือดแดง แต่ไม่มีผล
ต่อการออกฤทธิ์ของโปรตีน Cyt2Aa2 และวาลีนที่
ต าแหน่ง 109 (V109) มีความส าคัญต่อการออกฤทธิ์

ของโปรตีน Cyt2Aa2 แต่ไม่มีผลต่อการแตกตัวของเม็ด
เลือดแดง ขณะที่ซิรีนที่ต าแหน่ง 108 (S108) มี
ความส าคัญทั้งต่อการออกฤทธ์ิของโปรตีนและการแตก
ตัวของเม็ดเลือดแดง ซึ่งจากผลที่ได้พบว่าต าแหน่ง αA 
และ αC ของโปรตีน Cyt อาจจะเป็นส่วนที่จับกับไกล
โคโปรตีน (glycoproteins) และลิ โพโปรตีน 
(lipoproteins) ที่เยื่อบุผิวของกระเพาะลูกน้ ายุง 
(Promdonkoy et al., 2008) 

นอกจากน้ีเมื่อท าการวิเคราะห์โครงสร้างของ
โปรตีน binary ด้วยเทคนิคชีวฟิสิกส์ (biophysical 
techniques) พบว่าโปรตีน binary มีลักษณะเป็น 
เ ฮ ท เ ท อ โ ร เ ต ต ร า เ ม อ ร์  (heterotetramer) 
ประกอบด้วย BinA 2 โมเลกุล และ BinB 2 โมเลกุล 
(Smith et al., 2005) โดย BinA ประกอบด้วย 2 
โดเมนคือ โดเมน N-terminal ซึ่งน่าจะเป็นส่วนที่เข้า
จับ (interact) กับ BinB และโดเมน C-terminal 
อาจจะเป็นส่วนที่ตอบสนองต่อความเป็นพิษ (toxic 
action) (Yuan et al., 2001) ซึ่งพบว่าต าแหน่งที่ 
BinA จับกับ BinB คือกรดอะมิโนต าแหน่งที่ 93 และ 
104 (Berry et al., 1993; Yuan et al, 2001) แต่
โครงสร้างสามมิติของโปรตีน binary ยังไม่ทราบชัดเจน 
และล าดับกรดอะมิโนมีความสัมพันธ์กับโปรตีนชนิดอื่น
ในฐานข้อมูลน้อย โมเลกุลของ BinA และ BinB มี
กรดอะมิโนที่ตรงกัน 25% และตรงกับโปรตีนตัวอื่นใน
ฐานข้อมูล 40% โดยคาดว่าโครงสร้างสามมิติของ
โปรตีนทั้ง 2 ชนิดจะมีความคล้ายกัน (Promdonkoy 
et al., 2008) จากการวิเคราะห์โครงสร้างของ BinA 
พบว่าประกอบด้วย β-strand 49.3% และ α-helix 
3.1% (Hire et al., 2009) แต่ในโปรตีน BinB 
ประกอบด้วย α-helix เพียง 8% (Tangsongcharoen 
et al., 2011) ซึ่งจากการศึกษาของ 
Tangsongcharoen et al. (2011) พบว่าส่วนของ N-
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terminal และ C-terminal ของโปรตีน BinB ต่างก็
สามารถจับกับเยื่อบุผิวของกระเพาะลูกน้ ายุงและจบักบั
โปรตีน BinA ได้อย่างอิสระ จึงอาจเป็นไปได้ว่ามี
บางส่วนของโครงสร้าง N-terminal และ C-terminal 
ที่คล้ายคลึงกัน แต่อย่างไรก็ตามประสิทธิภาพในการ
ออกฤทธิ์ต่อลูกน้ ายุงยังคงต้องการทั้งส่วนของ N-
terminal และ C-terminal ในการท างานร่วมกัน 
(Tangsongcharoen et al., 2011) นอกจากนี้ยังมี
การศึกษาความส าคัญของกรดอะมิโนในต าแหน่ง 147-
150 ของ BinB โดยการแทนที่ 147FQFY150 ด้วยอะ
ลานีน (alanine) ได้ F147A, Q148A, F149A และ 
Y150A ถึงแม้ว่า BinB สายพันธุ์กลาย (BinB 
mutants) จะสามารถจับกับ BinA ได้ แต่ก็สูญเสีย
ความเป็นพิษต่อลูกน้ ายุงร าคาญ โดยเฉพาะในต าแหน่ง 
F149A และ Y150A พบว่าสูญเสียความสามารถในการ
เกิดพิษทั้งหมด ซึ่งบริเวณอะโรมาติกของ F149 และ 
Y150 น่าจะเป็นส่วนที่มีความส าคัญต่อความสามารถ
ในการเกิดพิษ อาจเป็นไปได้ว่าจะมีผลในการจับกับ
บริเวณจับบนเยื่อบุผิว (Singkhamanan et al., 2010) 
ซึ่งสอดคล้องกับงานของ Romao et al. (2011) ที่
พบว่ากรดอะมิโนในต าแหน่ง 33–158 ของ BinB มี
ความส าคัญต่อการจับกับบริเวณจับโดยเฉพาะใน
ต าแหน่ง 147–149 (Romao et al., 2011) และเมื่อ
ศึกษาบทบาทของซิสเตอีนในโปรตีน BinB ต าแหน่งที ่
67, 161 และ 241 พบว่าเมื่อแทนท่ีด้วยอะลานีนหรือซี
รีน จะไม่มีผลต่อการผลิตโปรตีน BinB และซิสเตอีน
เหล่านี้ไม่อยู่ในส่วนของพันธะ disulfide ในโมเลกุล
ของ Bin B แต่เมื่อทดสอบความเป็นพิษกับลูกน้ ายุง
พบว่าที่ต าแหน่ง C67 และ C161 มีความส าคัญต่อการ
เกิดพิษ ท าให้การจับของ BinB กับ BinA (BinA-BinB 
interaction) ลดลง จึงท าให้สูญเสียความเป็นพิษ 
แสดงให้เห็นว่าที่ต าแหน่ง C67 และ C161 อาจมี

บทบาทในระหว่างการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างหรือการ
จับของโปรตีน binary กับบริเวณจับที่เยื่อบุผิว 
(Boonyos et al., 2009) 

การศึกษาบทบาทของกรดอะมิโนใน BinA ซึ่ง
มีซิสเตอีน 3 ต าแหน่งคือ Cys31, Cys47 และ Cys195 
พบว่าซิสเตอีนเหล่านี้มีความส าคัญต่อการออกฤทธิ์ของ
โปรตีน binary และไม่สามารถแทนที่ด้วยกรด 
อะมิโนอะลานีนหรือซิรีนได้ โดยคาดว่าที่ซิสเตอีนทั้ง 3 
ต าแหน่งนี้อาจจะมีบทบาทต่อกระบวนการโอลิโกเมอ-
ไรเซชันหรือการจับกันของ BinA และ BinB เพื่อที่จะ
ออกฤทธิ์ต่อลูกน้ ายุง (Promdonkoy et al., 2008) 
จากการศึกษาของ Sanitt et al. (2008) โดยการ
แทนที่กรดอะมิโนอาร์จินีน (arginine) ที่ต าแหน่ง 97 
(R97), กลูตาเมต (glutamate) ที่ต าแหน่ง 98 (E98), 
อาร์จินีน (arginine) ที่ต าแหน่ง 101 (R101), และ 
กลูตาเมต (glutamate) ที่ต าแหน่ง 114 (E114) ของ 
BinA ด้วยอะลานีน พบว่าการออกฤทธิ์ต่อลูกน้ ายุง
เหมือนกับตัวปกติ แต่การแทนท่ีในต าแหน่ง R97 จะท า
ให้สูญเสียคุณสมบัติในการออกฤทธิ์ต่อลูกน้ ายุง ขณะที่
การแทนที่ในต าแหน่ง E98, R101 และ E114 ท าให้มี
การออกฤทธ์ิต่อลูกน้ ายุงร าคาญลดลง ซึ่งการแทนที่อะ
ลานีนที่ต าแหน่งต่างๆเหล่านี้ไม่มีผลต่อโครงสร้างของ
โปรตีนฆ่าลูกน้ ายุงและไม่มีผลต่อการจับกันของ BinA-
BinB แต่จะมีผลต่อความเป็นพิษของโปรตีน BinA 
(Sanitt et al., 2008) 

ส าหรับโครงสร้างของโปรตีน Mtx ยังไม่
ทราบชัดเจน แต่พบว่าประกอบด้วย โดเมน N-
terminal ขนาด 27 กิโลดาลตัน ซึ่งมี ADP-
ribosylase activity และโดเมน C-terminal ขนาด 
70 กิโลดาลตัน มีลักษณะคล้ายกับ carbohydrate-
binding protein (Reinert et al., 2006) 
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การออกฤทธิ์ของโปรตีนฆ่าลูกน ้ายุง 
โปรตีนฆ่าลูกน้ ายุงจะอยู่ในรูปของผลึกโปรตีน

ท าให้เกิดความเสถียรของโปรตีน ซึ่งหากอยู่ในรูปของ
สารละลาย โปรตีนจะถูกย่อยได้ง่ายด้วยเอนไซม์โปรติ
เอสภายในเซลล์ในระยะสร้างสปอร์ หรือเมื่อโปรตีนถูก
ขับออกนอกเซลล์หลังจากที่เซลล์แตก โปรตีนก็อาจถูก
ย่อยได้ด้วยเอนไซม์โปรติเอสจากแมลงหรือจุลินทรีย์ใน
สิ่งแวดล้อม ซึ่งความเสถียรของโปรตีนฆ่าลูกน้ ายุงเป็น
คุณสมบัติที่ส าคัญที่มีผลต่อการออกฤทธิ์ของโปรตีนฆ่า
ลูกน้ ายุง โดยกลไกในการออกฤทธิ์ของโปรตีนฆ่าลูกน้ า
ยุงในช่วงต้นจะคล้ายกัน คือ หลังจากลูกน้ ายุงกินผลึก
โปรตีนฆ่าลูกน้ ายุงเข้าไป ผลึกโปรตีนนี้จะละลายใน
สภาวะที่เป็นด่างในกระเพาะของลูกน้ ายุง จากนั้นจะ
ถูกกระตุ้นด้วยเอนไซม์โปรติเอสที่อยู่ภายในเซลล์ ซึ่งจะ
ตัดบริเวณปลายอะมิโนและปลายคาร์บอกซิลของ
โปรตีนฆ่าลูกน้ ายุง ท าให้ได้ โปรตีนฆ่าลูกน้ ายุงที่
สามารถออกฤทธิ์ต่อลูกน้ ายุงได้ (Federici et al., 
2006) ส่วนการออกฤทธิ์ต่อลูกน้ ายุงที่เป็นผลให้ลูกน้ า
ยุงตายนั้นจะมีกลไกท่ีต่างกันตามแต่ชนิดของโปรตีนฆ่า
ลูกน้ ายุงดังนี ้

1) กลไกการออกฤทธิ์ของโปรตีน Cry และ
โปรตีน Cyt ที่ผลิตจาก B. thuringiensis subsp. 
islaelensis โดยกลไกการออกฤทธิ์ของโปรตีน Cry 
พบว่าหลังจากถูกกระตุ้นด้วยเอนไซม์โปรติเอสแล้วจะ
เข้าจับอย่างจ าเพาะกับบริเวณจับเช่น ไกลโคโปรตีน 
หรือ ไกลโคลิปิด จากนั้นโปรตีนจึงแทรกเข้าไปในเยื่อบุ
ไมโครวิลไล (microvillar membrane) ท าให้เกิดการ
สร้างโอลิโกเมอร์ (oligomerization) ในเยื่อบุผิว
กลายเป็น cation-selective channels ส่งผลให้เกิด
การไหลทะลักเข้ามา (influx) ของไอออนบวก (cation) 
เช่น โพแทสเซียม (potassium) ซึ่งจะน าไปสู่การไหล
ทะลักเข้าของน้ าเป็นผลให้เกิดแรงดันออสโมติกและท า

ให้เซลล์แตกในที่สุด ลูกน้ ายุงจะเป็นอัมพาตและเมื่อ
สารละลายด่าง (alkaline midgut juice) ไหลเข้า
ภายในโพรงร่างกายจะท าให้ค่า pH ของเลือดเพิ่มขึ้น
และขัดขวางสารสื่อประสาท (nerve conductance) 
หลั งจากนั้นลูกน้ ายุ งจะตายภายในเวลาไม่กี่ วัน 
(Federici et al., 2006) ดังรูปที่ 1 จากการศึกษา
บริเวณจับของโปรตีน Cry4Ba บนกระเพาะลูกน้ ายุง
โดยการเพิ่มปริมาณ cDNA ที่ถอดรหัส membrane-
bound alkaline phosphatase จากกระเพาะของ
ลูกน้ ายุงลาย (Aa-mALP) ด้วยเทคนิค RT-PCR และให้
มีการแสดงออกในเซลล์แมลง (insect cell) 
Spodoptera frugiperda (Sf9) พบว่าได้โปรตีนขนาด 
58 กิโลดาลตัน ท าการตรวจสอบโปรตีนโดยการย่อย
ด้วย phosphatidylinositol-specific phosphor- 
lipase C และวิเคราะห์ด้วย LC-MS/MS จากการ
วิเคราะห์โปรตีน พบว่าโปรตีน Cry4Ba สามารถจับกับ 
Sf9 ที่ผลิต Aa-mALP (Sf9 cells-expressing Aa-
mALP) ได้ และเซลล์ที่ทดสอบกับโปรตีน Cry4Ba มี
อัตราการตายเพิ่มขึ้น จากผลการทดลอง แสดงให้เห็น
ว่า Aa-mALP สามารถตอบสนองต่อโปรตีน Cry4Ba 
ในการก าจัดเซลล์ Sf9 ได้ แสดงว่า Aa-mALP มี
บทบาทเป็นบริเวณจับของโปรตีน Cry4Ba ในลูกน้ า
ยุงลาย (Dechklar et al., 2011) นอกจากนี้โปรตีน 
Cry4Ba ยังสามารถจับกับ glycosylphosphatidyl 
inositol-linked aminopeptidase N (GPI-APN) บน
เยื่อบุผิวของกระเพาะลูกน้ ายุงลายได้อีกด้วย โดยเมื่อ
เปรียบเทียบ GPI-APN 3 รูปแบบ (isoform) คือ 
APN2778, APN2783 และAPN5808 ที่ถูกท าให้กลาย
พันธุ์พบว่า APN2783 มีความไวต่อโปรตีน Cry4Ba 
น้อยที่สุด แสดงให้เห็นว่า APN2783 มีบทบาทในการ
เป็นบริเวณจับของโปรตีน Cry4Ba บนเยื่อบุผิวของ
กระเพาะลูกน้ ายุงลาย (Saengwiman et al., 2011) 
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แต่ส าหรับโปรตีน Cyt กลไกการออกฤทธิ์จะ
ต่างจากโปรตีน Cry โดยโปรตีน Cyt ไม่ต้องการบริเวณ
จับที่จ าเพาะแต่โปรตีน Cyt จะแทรกเข้าไปในช้ันไขมัน
ในเยื่อบุไมโครวิลไล (microvillar membrane lipids) 
ซึ่งการออกฤทธิ์ของโปรตีน Cyt ต่อลูกน้ ายุงมี 2 
สมมติฐาน คือ 1) ลักษณะการออกฤทธิ์เหมือนกับ
โปรตีน Cry คือมีการสร้างช่องในเยื่อบุไมโครวิลไล (Li 
et al., 1996) หรือ 2) ไม่มีการสร้างช่องในเยื่อบุไมโค
รวิลไล แต่โปรตีน Cyt จะมีคุณสมบัติเป็นสารลดแรงตึง
ผิว (detergent) เป็นสาเหตุให้ไขมันในเยื่อบุไมโครวิล
ไลเสียหาย (Butko, 2003) 

2) กลไกการออกฤทธิ์ของโปรตีน binary ที่
ผลิตได้จาก B. sphaericus พบว่าจะแตกต่างจาก
โปรตีน Cry และโปรตีน Cyt ของ B. thuringiensis 
subsp. islaelensis กล่าวคือโปรตีน binary ต้องการ
โปรตีน 2 ชนิดคือ BinA และ BinB ในการท างาน
ร่วมกันและในสัดส่วนท่ีเท่ากันเพ่ือออกฤทธิ์ต่อลูกน้ ายุง 
(Charles et al., 1996; Baumann et al., 1991) โดย 
BinB จะตอบสนองต่อการจดจ าการจับที่บริเวณจับ
จ าเพาะ (specific receptor) ขณะที่ BinA เป็นส่วนที่
ตอบสนองต่อความเป็นพิษ (Charles and Nielson, 
2000) กลไกการออกฤทธิ์ของโปรตีน binary ต่อลูกน้ า
ยุงนั้นยังไม่ทราบกลไกที่ชัดเจน แต่พบว่าโปรตีน BinB 
เป็นโปรตีนที่จะจับกับบริเวณจับบนเยื่อบุผิวและจับ
โดยตรงกับโปรตีน BinA (Oei et al., 1992) ซึ่งจาก
การทดลองของ Boonserm et al. (2006) แสดงให้
เห็นว่า BinA และ BinB มีการจับกันในสารละลาย 
(solution) ซึ่งท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของ 
BinA และ BinB จากนั้น สารประกอบ BinA และ BinB 
(BinA/BinB complex) จึงเข้าจับบนเยื่อบุผิว และจะมี
เพียงส่วนของ BinB เท่านั้นท่ีจะแทรกเข้าไปในเยื่อบุผิว 
นอกจากนี้ยังพบว่า BinA หรือ BinB หรือสารประกอบ 

BinA และ BinB เมื่อเข้าจับที่เยื่อบุผิวแล้วจะเกิดการ
เปลี่ยนแปลงโครงสร้าง โดยการเปลี่ยนแปลงโครงสร้าง
ของ BinA หรือ BinB จะแตกต่างจากสารประกอบ 
BinA และ BinB ซึ่งการขดพับ (folding) ที่ถูกต้อง
เหมาะสมขึ้นอยู่กับการมีหน่วยคู่สมกันของโปรตีน 
(complementary subunit) (Boonserm et al., 
2006) 

นอกจากนี้การออกฤทธิ์ของโปรตีน binary 
ยังขึ้นอยู่กับความสามารถในการจับกับบริเวณจับบน
เยื่อบุของกระเพาะของลูกน้ ายุง จากการทดสอบ
โปรตีน binary ในการก าจัดลูกน้ ายุงลาย พบว่าลูกน้ า
ยุงลายดื้อต่อโปรตีน binary เพราะโปรตีนไม่สามารถ
จับกับเยื่อบุผิวบนกระเพาะของลูกน้ ายุงลายได้ ขณะที่
เมื่อทดสอบกับลูกน้ ายุงร าคาญ พบว่ามีความไวต่อ
โปรตีน binary สูง โดยบริเวณจับบนเยื่อบุผิวกระเพาะ 
(brush border membranes (BBMF)) ของลูกน้ ายุง
ร าคาญจะจับอย่างจ าเพาะกับโปรตีน BinB ที่บริเวณ 
Cpm1/Cqm1 ดังนั้นจึงท าการจ าแนกยีนที่ถอดรหัส
คล้ายกับ Cpm1/Cqm1 จากกระเพาะของลูกน้ า
ยุงลาย ให้ช่ือว่า Aam1 มีขนาด 73 กิโลดาลตัน ซึ่ง
จดจ าได้ด้วย anti-Cqm1 โดย Aam1 มีลักษณะเป็น 
α-glucosidase อยู่ในเยื่อบุของกระเพาะลูกน้ ายุงลาย
ซึ่งจับอยู่กับ GPI ได้ลักษณะที่มีความคล้ายกันกับ 
Cpm1/Cqm1 แต่จากผลการทดลองไม่พบการจับของ 
Aam1 กับโปรตีน BinB เมื่อทดสอบ Cqm1 และ 
Aam1 ด้วยเอนไซม์ endoglycosidase พบว่า Aam1 
เกิดการเปลี่ยนแปลงน้ าหนักโมเลกุล แต่ไม่พบการ
เปลี่ยนแปลงใน Cqm1 แสดงให้เห็นว่า Aam1 มี
ลักษณะเป็น glycosylate และการที่ไม่มีบริเวณจับที่
จ าเพาะกับโปรตีน binary ท าให้ลูกน้ ายุงลายสามารถ
ต้านทานต่อโปรตีนได้ (Ferreira et al., 2010) 
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รูปที่ 1 แผนภาพจ าลองลักษณะการท างานของโปรตีน Cry 5 ขั้นตอน 1) โปรตีน Cry ละลายในสภาวะที่เป็นด่าง

และถูกกระตุ้นให้สามารถท างานได้ 2) โปรตีนเข้าจับที่บริเวณจับตัวแรก (cadherin-like protein, CADR 
หรือ GCR) ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างและ α-helix1 ถูกตัดออก 3) โปรตีน Cry เปลี่ยนแปลง
เป็นโอลิโกเมอร์ (oligomer formation) 4) โอลิโกเมอร์เข้าจับที่บริ เวณจับตัวที่สอง 
(Glycophosphatidylinositol-Aminopeptidase, GPI-APN หรือ Glycophosphatidylinositol - 
Alkaline phosphatase, GPI-ALP) และเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้าง 5) โอลิโกเมอร์แทรกเข้าไปในเย่ือ
บุผิวและเกิดการสร้างรูบนเยื่อบุผิว (ดัดแปลงจาก Bravo and Soberon, 2007) 

 

ส าหรับกลไกการออกฤทธิ์ของโปรตีน Mtx ที่
ผลิตจาก B. sphaericus ยังไม่ทราบกลไกในการออก
ฤทธิ์ต่อลูกน้ ายุงแต่พบว่าโปรตีน Mtx1 มีความเป็นพิษ
ต่อลูกน้ ายุงสูงสุดในกลุ่มของโปรตีน Mtx และโปรตีน 
Mtx2 และ Mtx3 นั้นมีความเหมือน (homology) กับ
โปรตีนที่มีความสามารถในการสร้างรูเช่น epsilon 
และ aerolysin แสดงให้เห็นว่าโปรตีนฆ่าลูกน้ ายุง
เหล่านี้ออกฤทธิ์ได้โดยการสร้างรูบนเยื่อบุผิว (Liu et 
al., 1996; Thanabalu and Porter, 1995) ซึ่ง
โปรตีน Mtx1 จะออกฤทธิ์ต่อลูกน้ ายุงร าคาญ (C. 
quinquefasciatus) ม า ก ก ว่ า ลู ก น้ า ยุ ง ล า ย  (A. 
aegypti) (Promdonkoy et al., 2004) ขณะที่โปรตีน 
Mtx2 ออกฤทธิ์ต่อลูกน้ ายุ งทั้งสองชนิดได้น้อยกว่า
โปรตีน Mtx1 (Chan et al., 1996) และเมื่อ
เปรียบเทียบโปรตีน Mtx กับโปรตีน binary พบว่า
โปรตีน Mtx1 สามารถแสดงความเป็นพิษต่อลูกน้ ายุง
ได้โดยไม่ต้องอาศัยการท างานของโปรตีนอื่นร่วมด้วย 
(Thanabalu et al., 1993) ในขณะที่โปรตีน binary 

ต้องอาศัยการท างานร่วมกันของโปรตีน 2 ชนิดคือ 
BinA และ BinB (Charles et al., 1996; Baumann 
et al., 1991) แต่เนื่องจากโปรตีน Mtx ผลิตได้ใน
ปริมาณน้อยเมื่ออยู่ในช่วงที่เซลล์แบ่งตัวทวีจ านวน 
(exponential phase) และจะถูกย่อยได้ง่ายเมื่อเซลล์
เข้าสู่ช่วงอัตราการเจริญคงที่ (stationary phase) 
ดังนั้นโปรตีน Mtx จึงมีบทบาทในก าจัดลูกน้ ายุงน้อย
กว่าโปรตีน binary (Shi et al., 2003) 

3.) กลไกการใช้โปรตีนฆ่าลูกน้ ายุงชนิดต่าง ๆ 
ร่วมกันเพื่อเสริมความสามารถในการออกฤทธิ์ต่อลูกน้ า
ยุง จากการทดลองของ Park et al. (2005) พบว่าการ
ใช้โปรตีน Cyt ที่ผลิตได้จาก B. thuringiensis subsp. 
israelensis หรือ B. thuringiensis subsp. 
kyushuensis (Btk) สามารถเสริมการออกฤทธิ์ของ
โปรตีน Cry ได้ (Park et al., 2005) เมื่อโปรตีน Cry 
และ Cyt ละลายในสภาวะที่เป็นด่างในกระเพาะของ
ลูกน้ ายุงและถูกตัดปลายอะมิโนและปลายคาร์บอกซิล
ด้วยเอนไซม์โปรติเอสให้อยู่ในรูปที่สามารถท างานได้ 
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โปรตีน Cyt จะแทรกเข้าไปในเยื่อบุผิว จากนั้นโปรตีน 
Cry จึงเข้าจับที่บริเวณจับ (Alkaline phosphatase, 
ALP หรือโปรตีน Cyt) ซึ่งอยู่บนเยื่อบุผิวของกระเพาะ
ลูกน้ ายุง จากนั้นโปรตีน Cry จะเกิดการเปลี่ยนแปลง
เป็นโอลิโกเมอร์ แทรกเข้าไปในเยื่อบุผิวเป็นผลให้เกิดรู
ในเยื่อบุผิวกระเพาะลูกน้ ายุง (Bravo and Soberon, 
2007) ดังรูปที่ 2 นอกจากนี้ยังมีการศึกษาการใช้
โปรตีน Cyt1Aa ในการเสริมการออกฤทธิ์กับโปรตีน 
Cry11Aa ในการก าจัดลูกน้ ายุงร าคาญ (Chang et al., 
1993; Khasdan et al., 2001) หรือเสริมการออกฤทธิ์
กั บ โ ป รตี น  Cry4Ba ใ นกา รก า จั ด ลู กน้ า ยุ ง ล า ย 
(Crickmore et al., 1995) จากการทดลองของ 
Promdonkoy et al. (2005) พบว่าเมื่อให้มีการ
แสดงออกแยกกันของโปรตีน Cry4Ba ที่ผลิตจาก B. 
thuringiensis subsp. israelensis และโปรตีน 
Cyt2Aa2 ที่ผลิตจาก B. thuringiensis subsp. 
darmstadiensis ใน Escherichia coli พบว่าโปรตีน 
Cry4Ba มีความเป็นพิษต่อลูกน้ ายุงลาย ซึ่งให้ค่า LC50 
เท่ากับ 140 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร แต่ไม่มีความเป็น
พิษต่อลูกน้ ายุงร าคาญ  ในขณะที่โปรตีน Cyt2Aa2 มี
ความเป็นพิษต่อลูกน้ ายุงลายและยุงร าคาญซึ่งให้ค่า 
LC50 เท่ากับ 350 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรและ 250 นา
โนกรัมต่อมิลลิลิตรตามล าดับ  แต่ เมื่ อใ ห้มีการ
แสดงออกร่วมกันของโปรตีน Cry4Ba และโปรตีน 
Cyt2Aa2 ใน E. coli พบว่าสามารถเพิ่มความเป็นพิษ
ต่อลูกน้ ายุงลายและยุงร าคาญได้โดยให้ค่า LC50 
เท่ากับ 7 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และ 20 นาโนกรัมต่อ
มิลลิลิตร ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าโปรตีน Cry4Ba 
และโปรตีน Cyt2Aa2 สามารถท างานร่วมกันในการ
เ ส ริ ม ก า ร อ อ ก ฤ ท ธิ์ ต่ อ ลู ก น้ า ยุ ง ร า ค า ญ ไ ด้ 
(Promdonkoy et al., 2005) และในการทดลองของ 
Tianyong Li et al. (2000) พบว่าเมื่อให้มีการ

แสดงออกของยีน cyt1Aa จาก B. thuringiensis 
subsp. israelensis และยีน binary จาก B. 
sphaericus C3-41 ร่วมกันจะสามารถผลิตโปรตีน 
Cyt1Aa และโปรตีน binary ร่วมกันที่ออกฤทธิ์ต่อ
ลูกน้ ายุงร าคาญมากกว่าการใช้โปรตีน Cyt1Aa หรือ
โปรตีน binary เพียงอย่างเดียว แสดงให้เห็นว่าการใช้
โปรตีน Cyt1Aa และโปรตีน binary ร่วมกันสามารถ
เสริมการออกฤทธิ์ต่อลูกน้ ายุงได้ (Tianyong et al., 
2000) 

จากการศึกษาของ Woo-Park et al. (2011) 
เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของโปรตีน Cry2Aa ที่ผลิตได้
จาก Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki HD1 
ในการออกฤทธ์ิเสริมกับโปรตีนอื่น โดยสร้างพลาสมิดที่
ประกอบด้วย cry2Aa operon และถ่ายโอนเข้าสู่  B. 
thuringiensis subsp. israelensis ที่สามารถผลิต
ผลึกโปรตีน (Cry4Aa, Cry4Ba, Cry11Aa และ 
Cyt1Aa) และไม่ผลิตผลึกโปรตีน จากนั้นจึงทดสอบ
ความเป็นพิษกับลูกน้ ายุงลาย ลูกน้ ายุงร าคาญ และ
ลูกน้ ายุงก้นปล่อง พบว่าโปรตีน Cry2Aa ไม่สามารถ
เสริมการออกฤทธิ์กับโปรตีนฆ่าลูกน้ ายุงใน  B. 
thuringiensis subsp. israelensis ได้ (Woo-Park et 
al., 2011) นอกจากจะมีการใช้โปรตีนฆ่าลูกน้ ายุงต่างๆ
ร่วมกันแล้วยังมีการใช้ตัวเซลล์ของ B. thuringiensis 
และ B. sphaericus ร่วมกันในการออกฤทธิ์ก าจัด
ลูกน้ ายุงในสัดส่วนต่าง ๆ พบว่าเมื่อใช้สัดส่วนของ Bt 
ต่อ Bs เท่ากับ 3:2 และ 1:3 สามารถก าจัดลูกน้ า
ยุงลายและยุงร าคาญได้ ตามล าดับ (Sreshty et al., 
2011) ดังนั้นจะเห็นว่าการออกฤทธิ์ของโปรตีนฆ่า
ลูกน้ ายุงชนิดต่าง ๆ ร่วมกันอาจจะท าให้สามารถเพิ่ม
หรือลดการออกฤทธิ์ต่อลูกน้ ายุงได้ขึ้นอยู่กับชนิดของ
โปรตีนที่ใช้ร่วมกัน แต่กลไกการออกฤทธิ์เสริมกันหรือ
หักล้างกันยังไม่ทราบชัดเจน 
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รูปที่ 2 แผนภาพจ าลองแสดงกลไกการท างานร่วมกันของโปรตีน Cry และโปรตีน Cyt ดังขั้นตอน 1) โปรตีน Cry 

และ Cyt ละลายในสภาวะที่เป็นด่างในกระเพาะของลูกน้ ายุงและถูกกระตุ้นด้วยเอนไซม์โปรติเอส 2) 
โปรตีน Cyt แทรกเข้าไปในเยื่อบุผิว จากนั้นโปรตีน Cry จึงเข้าจับที่บริเวณจับซึ่งอยู่บนเยื่อบุผิว (Alkaline 
phosphatase, ALP หรือโปรตีน Cyt) 3) โปรตีน Cry เกิดการเปลี่ยนแปลงเป็นโอลิโกเมอร์ 4) โอลิโกเมอร์
แทรกเข้าไปในเยื่อบุผิวเป็นผลให้เกิดรูในเยื่อบุผิวกระเพาะลูกน้ ายุง (ดัดแปลงจาก Bravo and Soberof, 
2005) 

 

การพัฒนาเทคโนโลยีการผลิตโปรตีนฆ่าลูกน ้ายุงจาก
แบคทีเรีย 

เนื่องจากอาหารเลี้ยงเช้ือแบคทีเรีย B. 
thuringiensis และ B. sphaericus ในระดับ
อุตสาหกรรมมีราคาแพง จึงมีความพยายามที่จะใช้
วัตถุดิบที่มีราคาถูกแต่ให้ปริมาณผลิตภัณฑ์และความ
เป็นพิษสูง จากการศึกษาเพื่อปรับปรุงอาหารเลี้ยงเช้ือ  
B. thuringiensis subsp. israelensis พบว่ามีการใช้
วัตถุดิบต่างๆได้แก่ น้ าข้าวโพด น้ ามะพร้าว ร าข้าวและ
กากน้ าตาล (Kumar et al., 2000; Saalma et al., 
1983; Lee and Seleena, 1991; Desai and 
Shethna, 1991)  ตลอดจนการใช้ hydrolyzed 
liquor (HDL) ซึ่งเป็นผลพลอยได้ (by-product) จาก
การผลิตผงชูรส (monosodium glutamate) พบว่า
อาหาร H4 medium (0.05% K2HPO และ 4% HDL) 
มีความเหมาะสมส าหรับการผลิต B. thuringiensis 
subsp. israelensis ให้ปริมาณเซลล์เท่ากับ 2.5 x 108 

เซลล์ต่อมิลลิลิตร ได้ค่า LC50 เท่ากับ 10-7.2 และใน
อาหาร H7 medium (0.05% K2HP0, and 7% HDL) 
พบว่ามีความเหมาะสมส าหรับการผลิต B. sphaericus 
ให้ปริมาณเซลล์ 1.4 x 109 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และใหค้่า 
LC 50 เท่ากับ 10-7.8 ขณะทีใ่นอาหาร nutrient broth 
ที่มีเกลือและกลูโคส (NBSG medium) ให้ปริมาณ
เซลล์เท่ากับ 1.6 x 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และค่า 
LC50 เท่ากับ 10-6.8  จากผลการทดลองพบว่าการใช้
อาหารที่มี HDL จะได้ปริมาณเซลล์มากกว่าและโปรตีน
ที่ได้มีความเป็นพิษสูงกว่าการใช้อาหาร NBSG 
medium (Saovanee  et al., 1985) นอกจากนี้ยังมี
การใช้มันฝรั่งในการผลิต B. thuringiensis subsp. 
israelensis สามารถผลิตโปรตีนฆ่าลูกน้ ายุงที่ก าจัด
ลูกน้ ายุงร าคาญได้ โดยโปรตีนฆ่าลูกน้ ายุงให้ค่า LC50 
เท่ากับ 0.89 ไมโครกรัมต่อลิตร ที่ 72 ช่ัวโมง 
(Poopathi et al., 2002) หรือการใช้กากของเสียจาก
การบ าบัดน้ าเสีย (sewage sludge) ในการผลิต B. 
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thuringiensis subsp. israelensis ในระดับ
อุตสาหกรรม (Tyagi  et al., 2002) ซึ่งจากการทดลอง
ของ Zhuang et al. (2011) มีการใช้กากของเสียใน
การหมักแบบต่อเนื่อง (sequential fermentation) 
เพื่อผลิต B. thuringiensis subsp. israelensis และ 
B. sphaericus ในถังหมักขนาด 10 ลิตร พบว่าได้
จ านวน 2.1   109 และ 6.8   108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 
ตามล าดับ กากของเสียนี้มีความเหมาะสมที่จะใช้เป็น
สารตั้งต้นในการเจริญ  การสร้างสปอร์ และสังเคราะห์
โปรตีนฆ่าลูกน้ ายุง การหมักแบบต่อเนื่องจะช่วย
ประหยัดสารตั้งต้น และพลังงานได้ครึ่งหนึ่ง เมื่อเทียบ
กับการหมักแบบสายพันธุ์เดียว (single strain) โดย
การหมักแบบต่อเนื่องนี้จะไม่มีผลกระทบต่อการเจริญ 
การสร้างสปอร์ ความสามารถในการก่อพิษ และการ
ต้านทานต่อลูกน้ ายุง การใช้กากของเสียในการผลิต
โปรตีนฆ่าลูกน้ ายุงจะเป็นทางเลือกหนึ่งที่จะน ามาใช้
เพื่อช่วยลดค่าใช้จ่ายในการผลิต (Zhuang et al., 
2011) นอกจากน้ียังมีการใช้ผงถั่วเหลือง แป้งถั่วและร า
ข้าวสาลีในการผลิต B. thuringiensis subsp. 
israelensis ได้อีกด้ วย  จากการศึกษาของ 
Prabakaran and Balaraman (2006) มีการใช้ถั่ว
เหลืองเป็นวัตถุดิบในการผลิต B. thuringiensis 
subsp. israelensis พบว่าให้ความเป็นพิษสูง (LC50 
เท่ากับ 8.89 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร มีความสามารถ
ต่อต้านลูกน้ ายุงร าคาญ) ให้ปริมาณสปอร์เท่ากับ 
0.48×1011 c.f.u.ต่อมิลลิลิตร และปริมาณเซลล์ 
(biomass) เท่ากับ 7.8 กรัมต่อลิตร (Prabakaran และ 
Balaraman, 2006) ในปี 2008 Prabakaran et al. 
(2008) ได้ศึกษาการผลิต B. thuringiensis subsp. 
israelensis โดยใช้อาหารที่มีส่วนประกอบของน้ า
มะพร้าว (coconut broth) ประกอบด้วย 1% ของ 
stock salt solution (stock salt solution: MgCl2 

20.3 g; CaCl2 10.2 g; MnCl2 1.0 g) ในน้ ามะพร้าว 
100 มิลลิลิตร ซึ่งมีความอุดมสมบูรณ์มาก ท าการ
เปรียบเทียบปริมาณของมวลเซลล์ (cell mass) การ
สร้างสปอร์ และความเป็นพิษ (mosquito larvicidal 
activity) ต่อลูกน้ ายุงลายกับอาหาร Nutrient Yeast 
Salt Medium (NYSM medium) พบว่าได้ผล
เทียบเท่ากับ NYSM medium (Prabakaran et al., 
2008) ต่อมา Magda et al. (2008) ได้ศึกษาการใช้
หางนมในการผลิต B. sphaericus 2362 และ B. 
sphaericus 14N1 โดยท าการหมักในอาหารเหลว 
(submerged fermentation) พบว่าแบคทีเรีย
สามารถออกฤทธิ์ต่อลูกน้ ายุงร าคาญได้ และ B. 
sphaericus 2362 สามารถก าจัดลูกน้ ายุงได้ 50–
100% ในขณะที่ B. sphaericus 14N1 ก าจัดลูกน้ ายุง
ได้ 25–70% (Magda et al., 2008) 

นอกจากการศึกษาและปรับปรุงสูตรอาหารที่
ใช้ในการผลิตโปรตีนฆ่าลูกน้ ายุงแล้ว ได้มีการศึกษาเพื่อ
พัฒนาผลผลิตและประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ของ
โปรตีนฆ่าลูกน้ ายุง โดยการใช้เทคนิคทางพันธุวิศวกรรม 
ด้วยการสร้างดีเอ็นเอลูกผสมของ cry4A, cry4B และ 
cry11A จาก B. thuringiensis subsp. israelensis 
และยีน binary จาก B. sphaericus โดยยีน cry อยู่
ภายใต้การควบคุมของโปรโมเตอร์ cry4B และโปรตีน 
binary อยู่ภายใต้การควบคุมของโปรโมเตอร์ binary 
พบว่าดีเอ็นเอลูกผสมนี้สามารถก าจัดลูกน้ ายุงลาย ยุง
ร าคาญ และยุงก้นปล่องได้  (Tanapongpipat et al., 
2003) และการสร้างลูกผสมของยีน cry11Aa และ 
p20 จาก B. thuringiensis subsp. israelensis ใน
แบคทีเรียแกรมลบ Asticcacaulis excentricus 
พบว่ายีน cry11Aa สามารถออกฤทธิ์ต่อลูกน้ ายุงลาย
ได้โดยให้ค่า LC50 เท่ากับ 6.83 × 105 เซลล์ต่อ
มิลลิลิตร (Armengol  et al., 2005) ส าหรับการ
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ปรับปรุงการผลิตโปรตีน binary พบว่า Luxananil et 
al. (2003) ได้น ายีน binary จาก B. sphaericus 
2297 ถ่ายโอนเข้าสู่ B. cereus สายพันธุ์ Ae10 และ 
Cx5 ทีแ่ยกได้จากกระเพาะของลูกน้ ายุง พบว่าสามารถ
ผลิตโปรตีน Bin B ขนาด 51 กิโลดาลตันได้ทั้งใน B. 
cereus สายพันธุ์ Ae10 และ Cx5 ซึ่งออกฤทธิ์ต่อ
ลูกน้ ายุงร าคาญสูง จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า 
B. cereus สายพันธุ์ Ae10 มีความเป็นพิษต่อลูกน้ ายุง
สูงกว่า B. sphaericus 2297 ที่เป็นแบคทีเรียผลิต
โปรตีน binary ตามธรรมชาติถึง 4 เท่าและ B. cereus 
สายพันธุ์ Cx5 มีความเป็นพิษต่อลูกน้ ายุงสูงกว่า B. 
sphaericus 2297 ถึง 28 เท่า ระดับความเป็นพิษต่อ
ลูกน้ ายุงที่ต่างกันนี้เนื่องมาจากระดับการผลิตโปรตีน 
binary ที่ต่างกัน (Luxananil et al., 2003) และจาก
ความสามารถในการละลายของโปรตีนฆ่าลูกน้ ายุงที่
แตกต่างกัน (Promdonkoy and Ellar, 2003) เพื่อ
แก้ปัญหาดังกล่าวจึงมีการปรับปรุงการละลายของ
โปรตีนฆ่าลูกน้ ายุงโดยการเ ช่ือมต่อกับโปรตีนที่มี
ความสามารถในการละลายสูง เช่น glutathione S-
transferase (GST) (Huang  and Chen, 2005) และ 
T7 tag (Heo  et al., 2006) โดย Promdonkoy et 
al. (2003) ได้ศึกษาการน า BinA (42 กิโลดาลตัน) 
และ BinB (51 กิโลดาลตัน) จาก B. sphaericus 
strain 2297 ท าการโคลนและให้มีการแสดงออกใน E. 
coli โดยเช่ือมต่อกับ T7 tag (fusion) เปรียบเทียบกับ
การไม่เช่ือมต่อด้วย T7 tag (non-fusion) พบว่าระดับ
การแสดงออกของ T7-BinB และ non-fusion BinB 
ไม่แตกต่างกัน ในขณะที่ non-fusion BinA มีความ
เสถียรน้อยกว่า T7-BinA และการผลิตโปรตีนฆ่าลูกน้ า
ยุงจาก BinA และ BinB ที่มีการแสดงออกแยกกันจะให้
ปริมาณโปรตีนฆ่าลูกน้ ายุงที่สูงกว่าการแสดงออกของ 
BinA และ BinB ร่วมกัน และเมื่อทดสอบการออกฤทธิ์

ต่อลูกน้ ายุงร าคาญ พบว่าการใช้ BinA หรือ BinB เพียง
อย่างเดียวไม่มีผลต่อลูกน้ ายุง แต่การใช้ BinA และ 
BinB ร่วมกันจะท าให้ความเป็นพิษต่อลูกน้ ายุงสูงขึ้น 
โดย T7 tag จะเช่ือมต่อทาง N-terminus ของทั้ง 
BinA และ BinB และจะไม่ส่งผลต่อการออกฤทธิ์ของ
โปรตีน แต่จะช่วยให้ Bin A มีความเสถียรขึ้น 
(Promdonkoy  et al., 2003) การใช้ BinA และ BinB 
ในปริมาณที่เท่ากันจะให้ความเป็นพิษสูงและเมื่อท าการ
เช่ือมต่อ BinA และ BinB กับ glutathione S-
transferase (GST) โดยมีการแสดงออกเป็น GST-
fusion protein (GST-BinA และ GST-BinB) พบว่า
สามารถเพิ่มระดับการแสดงออกของโปรตีนฆ่าลูกน้ ายุง
ให้สูงขึ้นและสามารถออกฤทธิ์ต่อลูกน้ ายุงร าคาญได้ 
โดยคาดว่า GST จะช่วยเพิ่มการผลิตโปรตีนฆ่าลูกน้ ายุง
และช่วยในการละลายของโปรตีนในกระเพาะของลูกน้ า
ยุงได้ดีขึ้น ท าให้ fusion protein มีความเป็นพิษต่อ
ลูกน้ ายุงสูงกว่า non-fusion protein (Promdonkoy 
et al., 2008) อย่างไรก็ตามการใช้ B. thuringiensis 
subsp. israelensis และ B. sphaericus ยังคงมี
ข้อจ ากัดคือ ไวต่อแสงแดดและอุณหภูมิ ตกตะกอนจาก
ผิวน้ าได้อย่างรวดเร็ว จึงมีการศึกษาเพ่ือแก้ปัญหานีโ้ดย
การน าแบคทีเรียที่สามารถลอยตัวบนผิวน้ าได้นานกว่า
มาใช้เป็นเซลล์เจ้าบ้านในการผลิตโปรตีนฆ่าลูกน้ ายุง 
ตัวอย่างเช่น Enterobacter amnigenus An 11 ซึ่ง
แ ย ก ไ ด้ จ า ก ก ร ะ เ พ า ะ ข อ ง ลู ก น้ า ยุ ง ก้ น ป ล่ อ ง 
(Khampang et al.,1999) พบว่า E. amnigenus An 
11 สามารถผลิตโปรตีนฆ่าลูกน้ ายุงได้แต่มีปริมาณน้อย  
ทั้งนี้อาจเนื่องจากการใช้โปรโมเตอร์ที่ไม่เหมาะสม 
เพราะเป็นการใช้โปรโมเตอร์ของ B. thuringiensis 
subsp. israelensis, B. sphaericus และ E. coli ใน
การผลิตของโปรตีนฆ่าลูกน้ ายุงใน E. amnigenus An 
11 (Khampang et al., 1999; Khampang et al., 
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2001; Promdonkoy et al., 2004) ดังนั้นในงานวิจัย
ของ Toopaang et al. (2011) จึงได้ศึกษาหาโปรโม
เตอร์ท่ีเหมาะสมจาก E. amnigenus An11 ซึ่งพบว่า
โปรโมเตอร์ที่ได้คล้ายกับโปรโมเตอร์ของโปรคาริโอต 
และเมื่อให้มีการแสดงออกของโปรตีนฆ่าลูกน้ ายุง
ภายใต้โปรโมเตอร์นี้ใน E. amnigenus An11 พบว่า
สามารถผลิตโปรตีนฆ่าลูกน้ ายุงได้โดยไม่มีการใช้
ตัวกระตุ้น (inducer) และมีความเป็นพิษต่อลูกน้ า
ยุงลายสูงกว่า E. coli ที่มีพลาสมิดชนิดเดียวกัน 
(Toopaang et al., 2011) 

 

สรุป 
ยุงเป็นพาหะน าโรคหลายชนิดที่เป็นอันตราย

ต่อมนุษย์และเป็นปัญหาทางสาธารณสุขที่ส าคัญ ซึ่ง
การใช้โปรตีนก าจัดลูกน้ ายุง เป็นวิธีที่ปลอดภัยต่อ
มนุษย์และสิ่งแวดล้อม การศึกษาโครงสร้าง บทบาท
ของกรดอะมิโนในโปรตีนฆ่าลูกน้ ายุง มีส่วนส าคัญใน
การท าความเข้าใจความส าคัญของโครงสร้างที่มีผลต่อ
การออกฤทธิ์ของโปรตีนฆ่าลูกน้ ายุง การศึกษาการใช้
โปรตีนฆ่าลูกน้ ายุงต่าง ๆ ร่วมกันเพื่อช่วยเสริมการออก
ฤทธิ์ การใช้เทคนิคทางพันธุวิศวกรรม หรือการปรับปรุง
เทคโนโลยีการผลิตโปรตีนฆ่าลูกน้ ายุง สิ่งต่าง ๆ เหล่านี้
ล้วนมีบทบาทส าคัญในการปรับปรุงประสิทธิภาพ และ
ปริมาณการผลิตโปรตีนฆ่าลูกน้ ายุง ซึ่งจะส่งผลให้การ
ใช้โปรตีนในการก าจัดลูกน้ ายุงมีประสิทธิภาพมากขึ้น
ตามไปด้วย 
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