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บทคัดย'อ 

 เชื้อบาซิลลัส ซีเรียส เป2นเชื้อแบคทีเรียก8อโรคในระบบทางเดินอาหารท่ีสามารถสรBางสปอรCและสารพิษที่ทน

ต8อความรBอนไดB และมีอัตราการดื้อต8อยาปฏิชีวนะและสารตBานจุลชีพสูงขึ้นในปOจจุบัน เปปไทดCตBานจุลชีพเป2นสารอีก

กลุ8มหนึ่งที่มีศักยภาพในการพัฒนาเป2นสารตBานจุลชีพชนิดใหม8 เนื่องจากมีฤทธิ์ทางชีวภาพที่หลากหลาย สามารถตBาน

เชื้อแบคทีเรียไดBอย8างวงกวBางและก8อใหBเกิดการดื้อยาต่ำ อย8างไรก็ตาม เปปไทดCตBานจุลชีพเหล8าน้ียังมีขBอจำกัดในเรื่อง

ความคงทนต8อเอนไซมC เกลือ ความรBอน รวมถึงความเป2นพิษ หนึ่งในกระบวนการเพิ่มความคงทนและลดขBอจำกัด

เหล8านี้ของเปปไทดCตBานจุลชีพ ไดBแก8 การปรับปรุงโครงสรBางของเปปไทดCตBานจุลชีพดBวยเทคนิค cyclization การวิจัย

ครั้งนี้มีวัตถุประสงคCเพื่อศึกษาฤทธ์ิตBานเชื้อแบคทีเรียและความคงทนของเปปไทดCตBานจุลชีพที่ปรับปรุงดBวยเทคนิค 

cyclization หรือ cyclic PA รวมถึงการศึกษาความเป2นพิษและกลไกการออกฤทธ์ิของเปปไทดC ผลการศึกษาฤทธ์ิตBาน

เชื้อแบคทีเรียดBวยวิธี broth microdilution พบว8า เปปไทดC cyclic PA มีฤทธิ์เทียบเท8ากับเปปไทดCดั้งเดิมหรือเปป

ไทดC PA โดยมีค8า MIC และ MBC ต8อเช้ือบาซิลลัส ซีเรียส สายพันธุC ATCC11778 เท8ากับ 7.81 µg/mL จากการศึกษา

ความคงทนของเปปไทดCในสภาวะต8างๆ พบว8าเปปไทดCท้ังสองชนิดมีความคงทนต8อความรBอนถึง 100 °C อย8างไรก็ตาม 

เปปไทดC cyclic PA มีความคงทนต8อการย8อยดBวยเอนไซมCเปปซินและการแย8งจับของประจุของเกลือมากกว8าเปปไทดC 
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PA นอกจากนี้ เปปไทดC cyclic PA ไม8แสดงความเป2นพิษต8อเซลลCอย8างมีนัยสำคัญทางสถิติในทุกความเขBมขBนท่ี

ทดสอบ ในขณะที่เปปไทดC PA แสดงความเป2นพิษต8อเซลลCอย8างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ความเขBมขBน 31.25 µg/mL 

เป2นตBนไป เมื่อศึกษากลไกการออกฤทธ์ิของเปปไทดCดBวยวิธี flow cytometry พบว8า เปปไทดC PA และ cyclic PA 

สามารถทำลายเชื้อแบคทีเรียไดBโดยทำใหBเกิดการเปลี่ยนแปลงความต8างศักยC (depolarization) และการเสียหายของ

เยื่อหุBมเซลลC (permeabilization) เท8ากับ 97.89 ± 2.73% และ 99.50 ± 0.56% ที่ความเขBมขBน MIC ตามลำดับ 

จากผลการศึกษานี้แสดงใหBเห็นว8า การปรับปรุงเปปไทดCตBานจุลชีพดBวยเทคนิค cyclization สามารถเพิ่มความคงทน

และลดความเป2นพิษของเปปไทดCตBานจุลชีพไดB ซึ่งเปปไทดC cyclic PA ที่ไดBจากงานวิจัยนี้มีฤทธิ์ตBานเชื้อแบคทีเรียที่ดี 

มีความคงทนต8อเอนไซมC เปปซิน เกลือ ความรBอน และมีความเป2นพิษต่ำ แสดงถึงคุณสมบัติที่เหมาะสมในการนำไป

พัฒนาต8อเป2นสารตBานจุลชีพชนิดใหม8ไดBในอนาคต 

คำสำคัญ: เปปไทดCตBานจุลชีพ, cyclization, ความคงทน, ความเป2นพิษต8อเซลลC, กลไกการออกฤทธ์ิ 

 

Abstract 

Bacillus cereus is a food-borne pathogenic bacteria found in various food products that can 

produce heat-resistant endospores and toxins. Nowadays, the emergence of antibiotic resistance 

caused by B. cereus has increased. Because of their bioactive properties, broad-spectrum 

antimicrobial activities against a wide range of pathogenic bacteria and low propensity to induce 

drug-resistant development, antimicrobial peptides (AMPs) are considered a new source of potential 

candidates for the development of novel antimicrobial agents. However, there are some limitations 

for applications, including low stability due to proteolytic degradation, cation of salt impediment, 

and heat denaturation. These limitations can be overcome by peptide modification such as 

cyclization. The aim of this study, therefore, was to determine the antimicrobial activity, stability, 

cytotoxicity, and mechanism of action of peptides improved by cyclization (cyclic PA) compared 

with PA parental peptide. The antimicrobial activity was determined by broth microdilution and the 

results demonstrated that cyclic PA was as active as PA peptide against Bacillus cereus ATCC11778, 

with MIC and MBC values of 7.81 µg/mL. The results from the stability test demonstrated that both 

peptides showed strong heat stability even at 100 °C. However, cyclic PA showed more stability than 

PA against pepsin digestion and hindrance from cation salts. In addition, the cyclic PA exhibited no 

cytotoxicity at all tested concentrations, while the PA peptide showed statistically significant 

cytotoxicity at concentrations of ≥31.25 µg/mL. Flow cytometric analysis results indicated that PA 

and cyclic PA peptides induced high levels of membrane depolarization and permeabilization (97.89 

± 2.73% and 99.50 ± 0.56%, respectively) at their MICs. In conclusion, the modification of peptides 

by cyclization could be used to improve the stability and reduce the toxicity of AMPs. Our study 
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also highlighted the potential of cyclic PA peptide for the development of novel antimicrobial agents 

in the future. 

Keywords: Antimicrobial peptides, Cyclization, Stability, Cytotoxicity, Mechanism of action 

 

บทนำ 

ปOจจุบันการแพร8กระจายของเชื้อแบคทีเรียดื้อยาเป2นปOญหาที่พบไดBทั่วโลกและมีแนวโนBมเพิ่มสูงขึ้น เช้ือ

บาซิลลัส ซีเรียส เป2นเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก รูปร8างเป2นท8อน (rod shape) สามารถสรBางสปอรCและสารพิษที่ทนต8อ

ความรBอนไดB ซึ่งสามารถก8อโรคอาหารเป2นพิษไดBในมนุษยC และพบว8าเชื้อนี้มีการดื้อต8อยาปฏิชีวนะและสารตBานจุลชีพ

เพ่ิมข้ึนอีกดBวย เช้ือบาซิลลัส ซีเรียส พบไดBท่ัวไปในธรรมชาติ ไดBแก8 อากาศ ดิน ฝุ�นละออง ผลิตภัณฑCจากพืช เช8น ขBาว 

ธัญพืช แป�ง ผลิตภัณฑCจากแป�ง เครื่องเทศ ผลิตภัณฑCจากสัตวC และเครื่องปรุงแต8งรสต8างๆ (สถาบันอาหาร กระทรวง

อุตสาหกรรม, 2565) ทำใหBพบว8ามีการปนเป��อนมากในอาหารจำนวนมาก อาจเนื่องจากคุณสมบัติของเชื้อที่สามารถ

สรBางสปอรCซึ่งทนต8อความรBอนไดBสูง ดังนั้นการวิจัยเพื่อหาสารตBานจุลชีพชนิดใหม8ที่มีคุณสมบัติตBานเชื้อแบคทีเรียไดBดี 

มีความคงทนต8อสภาวะแวดลBอมและความรBอนสูงจึงเป2นทางเลือกใหม8ท่ีน8าสนใจเป2นอย8างยิ่ง จากการศึกษาคBนพบว8า

เปปไทดCตBานจุลชีพ (antimicrobial peptides) มีความสามารถในการเลือกจับ (selectivity) สามารถทําลายเชื้อจุล

ชีพไดBอย8างกวBางขวาง (broad-spectrum) และสามารถยังยั ้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียดื ้อยาไดBอย8างมี

ประสิทธิภาพ (Aoki & Ueda, 2013)  

เปปไทดCตBานจุลชีพเป2นโปรตีนสายสั้นๆ ประกอบดBวยกรดอะมิโนขนาดตั้งแต8 10-100 กรดอะมิโน เป2นสาร

ในระบบภูมิคุBมกันแบบกําเนิด (innate immunity) ทำหนBาที่เป2นด8านป�องกันทางชีวภาพด8านแรกในการป�องกันเช้ือ

จุลชีพ เปปไทดCตBานจุลชีพสามารถพบไดBตั้งแต8ในเซลลCของสิ่งมีชีวิตขนาดเล็ก เช8น แบคทีเรีย รา พืช สัตวC ทั้งที่มี

กระดูกสันหลังและไม8มีกระดูกสันหลังไปจนถึงสัตวCเลี้ยงลูกดBวยนม (สมปอง คลBายหนองสรวง, 2558; สมศักดิ์ อินทร

สูตร, 2013) โดยท่ัวไปเปปไทดCตBานจุลชีพมีคุณสมบัติความชอบและไม8ชอบน้ําภายในโมเลกุล (amphipathicity) (Xu, 

Zhu, Tan, Li, & Shan, 2014) จากการศึกษาเกี่ยวกับกลไกการทำงานของเปปไทดCตBานจุลชีพ สามารถเกิดไดBตั้งแต8

บริเวณผิวเซลลCแบคทีเรีย เช8น การทำใหBเกิดการสูญเสียความสมดุลหรือการเกิดรูรั่วท่ีเยื่อหุBมเซลลC จนกระทั่งถึง

โมเลกุลต8าง ๆ ที่อยู 8ภายในเซลลCแบคทีเรีย เช8น ดีเอ็นเอ หรือโปรตีนที่เกี ่ยวขBองในกระบวนการรอดชีวิต และ

กระบวนการเจริญของเซลลC เป2นตBน โดยเปปไทดCจะอาศัยคุณสมบัติความชอบและไม8ชอบนํ้าภายในโมเลกุลในการ

ออกฤทธิ์ ส8วนที่ชอบน้ำและมีประจุบวกในโครงสรBางของเปปไทดCจะทำปฏิกิริยา electrostatic interaction กับเย่ือ

หุBมเซลลCหรือผนังเซลลCของแบคทีเรียท่ีประกอบดBวยไขมัน (lipid bilayers) ชนิดท่ีเป2นประจุลบ แบบไม8จำเพาะ ส8งผล

ใหBเกิดการทำลายเยื่อหุBมเซลลCหรือผนังเซลลCของเชื้อแบคทีเรียจนทำใหBเชื้อจุลชีพตายในที่สุด โดยการเกิดรูบนผนัง

เซลลCแบคทีเรียจะมีลักษณะแตกต8างกันไปตามชนิดและโครงสรBางของเปปไทดC ทำใหBเกิดแบบจำลองของการเกิดรู

แบบต8างๆ ไดBแก8 แบบจำลอง barrel-stave, toroidal-pore, carpet และ aggregate channel (สมปอง คลBาย

หนองสรวง, 2558) เนื่องดBวยกลไกการทำงานที่หลากหลายของเปปไทดCตBานจุลชีพเป2นสาเหตุหนึ่งในการกระตุBนใหB

เกิดการด้ือยาต่ำกว8ายาปฏิชีวนะท่ีใชBในปOจจุบัน (Li, Xiang, Zhang, Huang, & Su, 2012) 

แมBว8าเปปไทดCตBานจุลชีพจะมีประสิทธิภาพในการตBานเชื้อแบคทีเรียไดBอย8างวงกวBางและก8อใหBเกิดการดื้อยา

ต่ำ อย8างไรก็ตามเปปไทดCเหล8านี้ยังคงมีขBอจำกัดในการนำมาใชBประโยชนCทั้งทางอุตสาหกรรมและทางคลินิก เนื่องจาก

มีความไวต8อการย8อยของเอนไซมCภายในร8างกาย ไม8ทนต8อเกลือและถูกทำลายดBวยความรBอน รวมทั้งยังมีความเป2นพิษ
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สูง ส8งผลใหBประสิทธิภาพในการตBานเชื้อก8อโรคไม8ดีเท8าที่ควร ดังนั้นจึงมีการพัฒนาและปรับปรุงเปปไทดCตBานจุลชีพใหB

มีประสิทธิภาพและความคงทนที่สูงขึ ้น และทำใหBความเป2นพิษลดลง (Ong, Wiradharma, & Yang, 2014) ใน

ปOจจุบันมีเทคนิคการปรับปรุงเปปไทดCตBานจุลชีพในรูปแบบที่หลากหลาย เช8น terminal modification, truncation, 

substitution และ cyclization เป2นตBน กระบวนการ cyclization เป2นการป¤ดวงของสายเปปไทดCทำใหBมีความเสถียร

มากข้ึน ทำไดBโดยเช่ือมปลายดBาน C ท่ีเป2นหมู8คารCบอกซิลกับปลายดBาน N ท่ีเป2นหมู8อะมิโนของสายเปปไทดCดBวยพันธะ

เอไมดC (amide bond) จากการศึกษางานวิจัยของ Molhoek และคณะ พบว8าการปรับปรุงเปปไทดCดBวยเทคนิค 

cyclization มีผลทําใหBเปปไทดCตBานจุลชีพมีความคงทนต8อเอนไซมCโปรตีเอส และมีความเป2นพิษต่ำลงอย8างมีนัยสำคัญ 

(Molhoek, van Dijk, Veldhuizen, Haagsman, & Bikker, 2011) คณะผูBวิจัยไดBออกแบบเปปไทดC PA ซึ่งเป2นเปป

ไทดCลูกผสมท่ีมีลักษณะเป2นเกลียวอัลฟาสายสั้น ไดBจากการเชื่อมต8อกันของเปปไทดCของ 2 ชนิด (hybridization) 

กล8าวคือ เชื่อมลำดับกรดอะมิโนแบบอนุรักษCตำแหน8งที่ 1 ถึง 12 ของเปปไทดCกลุ8มแคธีลิซิดินกับลำดับกรดอะมิโน

แบบอนุร ักษCตำแหน8งที ่ 1 ถึง 11 ของเปปไทดCกลุ 8มอูเรอิน ที ่ปลายดBาน N (Klubthawee, Adisakwattana, 

Hanpithakpong, Somsri, & Aunpad, 2020) ผลการวิจัยพบว8าเปปไทดC PA มีฤทธิ์ตBานเชื้อแบคทีเรียแบบวงกวBาง 

แต8มีความเป2นพิษสูง และยังไม8ไดBมีการศึกษาความคงทนของเปปไทดCชนิดน้ี ดังน้ันงานวิจัยน้ีจึงเป2นการต8อยอดโดยทำ

การปรับปรุงเปปไทดC PA ดBวยเทคนิค cyclization และศึกษาผลของการปรับปรุงที่มีต8อฤทธิ์ตBานจุลชีพ ความคงทน 

ความเป2นพิษ และกลไกการออกฤทธ์ิต8อเช้ือบาซิลลัส ซีเรียส เพ่ือพัฒนาเป2นสารตBานจุลชีพชนิดใหม8ไดBในอนาคต 

 

วัตถุประสงคDของการวิจัย 

1. เพื่อศึกษาฤทธ์ิตBานเชื้อแบคทีเรียของเปปไทดC PA ที่ปรับปรุงดBวยเทคนิค cyclization หรือ cyclic PA 

ต8อเช้ือบาซิลลัส ซีเรียส สายพันธุC ATCC11778 

2. เพื่อศึกษาความคงทนของเปปไทดC PA ที่ปรับปรุงดBวยเทคนิค cyclization หรือ cyclic PA ต8อการย8อย

ดBวยเอนไซมCเปปซิน การแย8งจับของประจุของเกลือ และความรBอน 

3. เพื่อศึกษาความเป2นพิษต8อ human keratinocyte cell line ของเปปไทดC PA ที่ปรับปรุงดBวยเทคนิค 

cyclization หรือ cyclic PA 

4. เพื่อศึกษากลไกการทำงานของเปปไทดC PA ที่ปรับปรุงดBวยเทคนิค cyclization หรือ cyclic PA ต8อเช้ือ

บาซิลลัส ซีเรียส ดBวยวิธี flow cytometry 

 

วิธีดำเนินการวิจัย 

1. การเตรียมเปปไทดCตBานจุลชีพ 

การปรับปรุงเปปไทดC PA ดBวยเทคนิค cyclization ทำไดBโดยการเชื่อมต8อปลายสองดBานของเปปไทดC 

PA ดBวยพันธะเอไมดC (head-to-tail cyclization via amide bond) เปปไทดCทั้ง 2 ชนิด ไดBแก8 cyclic PA และ PA 

สังเคราะหCขึ้นมาดBวยวิธีวัฏภาคของแข็ง (solid-phase peptide synthesis) โดยทำการควบรวมกับเอ็น-9-ฟลูออโร

นิลเมทอกซีคารCบอนิล (Fmoc) และกรดอะมิโนท่ีตBองการเขBาดBวยกัน ทำใหBเปปไทดCบริสุทธ์ิดBวยวิธีโครมาโทกราฟเหลว

ความดันสูงแบบผันกลับ (reversed-phase high-performance liquid chromatography) จากนั้นนำไปหาลำดับ

กรดอะมิโนและทำการตรวจสอบน้ำหนักโมเลกุลที่แทBจริงดBวยวิธีอิเล็กโทรสเปรยCไอออไนเซชัน แมสสเปกโทรเมทรี 

(electrospray ionization mass spectrometry) ซึ ่งเป2นการตรวจหาน้ำหนักโมเลกุลต8อประจุของไอออนสาร
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ตัวอย8างในสภาวะไอออไนซC (ionization) จากนั ้นนำเปปไทดCแต8ละชนิดมาละลายดBวยน้ำปราศจากไอออน 

(deionized water) ให Bม ีความเข Bมข Bน 10 mg/mL (stock peptide) แล Bวแช 8แข ็งในอ ุณหภ ู มิ  -20 °C ก 8อน

ทำการศึกษาฤทธ์ิตBานเช้ือแบคทีเรีย 

2. การเพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย 

การเพาะเลี้ยงเชื้อบาซิลลัส ซีเรียส สายพันธุC ATCC11778 ทำไดBโดยนำเชื้อแบคทีเรียเพาะเลี้ยงลงบน

อาหารเล้ียงเช้ือแข็ง Trypticase soy agar (TSA)  บ8มท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป2นเวลา 18-24 ช่ัวโมง จากน้ันนำเช้ือโคโลนี

เดี่ยวจำนวน 1 โคโลนี เลี้ยงลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Trypticase soy broth (TSB) บ8มที่อุณหภูมิ 37 °C และเขย8า

ท่ี 220 รอบต8อนาที เป2นเวลา 16-18 ช่ัวโมง เพ่ือนำไปใชBในการทดลองข้ันตอนต8อไป 

3. การทดสอบฤทธ์ิตBานเช้ือบาซิลลัส ซีเรียส สายพันธุC ATCC11778 ของเปปไทดCตBานจุลชีพ 

 3.1 การทดสอบฤทธ์ิการยับย้ังเช้ือแบคทีเรียดBวยวิธี broth microdilution 

การทดสอบทำไดBโดยนำเชื้อแบคทีเรียที่เลี้ยงใน TSB มาปO«นตกตะกอนดBวยความเร็วรอบ 2,000 g 

เป2นเวลา 5 นาที จากนั้นปรับปริมาณเซลลCแบคทีเรียใหBไดB OD620nm เท8ากับ 0.05 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Mueller 

Hinton Broth (MHB) แลBวทำการผสมเชื้อแบคทีเรียที่ไดBปริมาตร 50 µL กับเปปไทดCตBานจุลชีพที่เจือจางแบบ 2-

fold serial dilution ใหBมีความเขBมขBน 0.98-250 µg/mL ปริมาตร 50 µL ลงในเพลทเลี้ยงเชื้อ 96 หลุม (96-well 

plate) จากน้ันนำไปวางบนตูBบ8มเช้ือแบบเขย8าท่ี 220 รอบต8อนาที อุณหภูมิ 37 °C  เป2นเวลา 24 ช่ัวโมง แปลผลโดยดู

ค8าความเขBมขBนต่ำสุดของเปปไทดCที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียไดBดBวยตาเปล8า (สังเกตจากในหลุมใส) 

เรียกว8า Minimum Inhibitory Concentration หรือ MIC (Steinberg et al., 1997) 

3.2 การทดสอบฤทธ์ิการฆ8าเช้ือแบคทีเรียดBวยวิธีการนับโคโลนี (colony count assay) 

 การทดสอบทำไดBโดยนำตัวอย8างจากการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเชื้อแบคทีเรียของเปปไทดCทุกความ

เขBมขBนที่มีลักษณะใส หรือความเขBมขBนตั้งแต8ค8า MIC เป2นตBนไป ปริมาตร 50 µL มากระจาย (spread) ลงบนอาหาร

เลี้ยงเชื้อ TSA โดยใชBแท8งแกBวรูปสามเหลี่ยม แลBวนำไปบ8มไวBท่ีอุณหภูมิ 37 °C  เป2นเวลา 18-20 ชั่วโมง เพื่อหาความ

เขBมขBนของเปปไทดCต่ำสุดท่ีสามารถฆ8าเช้ือแบคทีเรียไดB เรียกว8า Minimum Bactericidal Concentration หรือ MBC 

แปลผลโดยสังเกตไดBจากไม8มีโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียบนอาหารเลี้ยงเชื้อ แสดงถึงการไม8มีการเจริญเติบโตของเช้ือ

แบคทีเรีย (Andrews, 2001) 

4. การทดสอบความเป2นพิษของเปปไทดCต8อเซลลCเพาะเล้ียงชนิด human keratinocyte cell lines 

 การทดสอบความเป2นพิษของเปปไทดCใชBว ิธ ี 3-(4,5- dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetra-

zolium bromide (MTT) assay โดยทำการเล้ียงเซลลCชนิด human keratinocyte (HaCat) cell lines ในถาดเล้ียง

เซลล Cท ี ่ ม ี อาหารชน ิด DMEM ท ี ่ ม ี ส 8 วนผสมของ 10% (v/v) fetal bovine serum (Gibco, UK), 1% (v/v) 

penicillin/streptomycin (Gibco, UK) และนำไปบ8มท่ีอุณหภูมิ 37 °C ในสภาวะ 5% CO2 จนมีความหนาแน8นของ

เซลลCประมาณ 90% ของถาดเลี้ยงเซลลC จากนั้นนำเซลลCที่ไดBมาเลี้ยงในถาดเลี้ยงเซลลCขนาด 96 หลุม โดยกำหนดใหBมี

จำนวนเซลลC 1.5×104 เซลลCต8อ 1 หลุม ปริมาตร 100 µL บ8มท่ีอุณหภูมิ 37 °C ในสภาวะ 5% CO2 เป2นเวลา 24 

ชั่วโมง เมื่อครบเวลาที่กำหนดดูดอาหารเลี้ยงเชื้อจากทุกหลุมการทดสอบทิ้ง และเติมสารละลายเปปไทดCตBานจุลชีพท่ี

เจือจางแบบ 2-fold serial dilution (0.98-62.5 µg/mL) ในอาหารเลี้ยงเชื้อ ปริมาตร 100 µL เป2นเวลา 24 ชั่วโมง 

จากนั้นเติมสารละลาย MTT ความเขBมขBน 0.4 mg/mL (Invitrogen, USA) ปริมาตร 100 µL ลงในทุกหลุมการ

ทดสอบ บ8มท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป2นเวลา 3 ชั่วโมง ซึ่งปฏิกิริยาจากเซลลCเพาะเลี้ยงที่มีชีวิตจะทำใหBเกิดผลึก formazan 
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แลBวเติมสาร DMSO ปริมาตร 100 µL เพื่อละลายผลึก formazan ดังกล8าว จากนั้นวัดการดูดกลืนแสงของสีที่เกิดข้ึน

ท่ีความยาวคล่ืน 570 nm ดBวยเคร่ือง Multiskan SkyHigh microplate reader (Thermo Scientific™, Singapore) 

โดยความเขBมของสีที่เกิดขึ้นจะแปรผันตามปริมาณเซลลCที่มีชีวิตในหลุมทดลอง ผลการทดสอบจะแสดงเป2น relative 

cell viability หรือ % ของเซลลCท่ีมีชีวิตในกลุ8มทดสอบน้ันเปรียบเทียบกับกลุ8มท่ีไม8ไดBทดสอบกับสารใดๆ 

5. การศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของเปปไทดCตBานจุลชีพท่ีผนังเซลลCแบคทีเรีย (Mechanism of action at 

membrane-level) 

 การศึกษากลไกการออกฤทธ์ิของเปปไทดCตBานจุลชีพในการทำลายเชื้อแบคทีเรียท่ีผนังเซลลCดBวยวิธี flow 

cytometry ทำไดBโดยนำเชื้อแบคทีเรียท่ีเลี้ยงใน TSB มาปO«นตกตะกอนดBวยความเร็วรอบ 2,000 g เป2นเวลา 5 นาที 

จากนั้นปรับปริมาณเซลลCแบคทีเรียใหBไดB OD620nm เท8ากับ 0.05 ใน PBS จากนั้นทำการบ8มเซลลCแบคทีเรียร8วมกับเปป

ไทดCตBานจุลชีพที่ความเขBมขBน 1xMIC (7.81 µg/mL) ท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป2นเวลา 30 นาที แลBวทำการปO«นตกเซลลC

แบคทีเรียที่ความเร็วรอบ 10,000 g เป2นเวลา 10 นาที นำส8วน supernatant ที่มีเปปไทดCส8วนเกินทิ้ง จากนั้นนำ

ตะกอนเซลล Cท ี ่ ได B มาย Bอมด B วย สีฟล ูออเรสเซนตC  2 ชน ิด  ได B แก 8  Propidium iodide (PI) และ bis-(1,3-

dibutylbarbituric acid) trimethine oxonol (BOX) ใหBไดBความเขBมขBนสุดทBายของ PI เป2น 40 ng/mL และ BOX 

เป2น 10 nM เป2นเวลา 15 นาที ในที่มืด แลBวทำการวิเคราะหCหรือตรวจหาสัญญาณเรืองแสงดBวยเครื ่อง Flow 

cytometer (CytoFlex, Beckman Coulter) โดยใชB excitation ที่ความยาวคลื่น 488 nm และ emission ที่ความ

ยาวคลื่น 525/40 nm สำหรับสี Box และที่ความยาวคลื่น 620/30 สำหรับสี PI ตามลำดับ ผลการทดสอบจะแสดง

เป 2น relative membrane depolarization and permeabilization หร ือ % ของเซลล Cแบคที เร ีย ท่ีเก ิดการ

เปล่ียนแปลงความต8างศักยCและการเสียหายของเย่ือหุBมเซลลC 

6. การทดสอบความคงทนของเปปไทดCตBานจุลชีพ  

6.1 การทดสอบความคงทนของเปปไทดCตBานจุลชีพต8อการถูกย8อยดBวยเอนไซมCเปปซินและทริปซิน 

 เตรียมสารละลายเปปไทดCตBานจุลชีพที่เจือจางแบบ 2-fold serial dilution ใหBมีความเขBมขBน 

0.98-250 µg/mL ในสารละลายเอนไซมCเปปซินและทริปซินที่มีความเขBมขBนสุดทBาย 1 mg/mL และบ8มไวBท่ีอุณหภูมิ 

37 °C  เป2นเวลา 1 ช่ัวโมง จากน้ันนำเปปไทดCท่ีไดBแต8ละความเขBมขBนปริมาตร 50 µL ผสมกับสารละลายเช้ือแบคทีเรีย

ที่มี OD620nm เท8ากับ 0.05 ปริมาตร 50 µL ลงในเพลทเลี้ยงเชื้อ 96 หลุม จากนั้นนำไปวางบนตูBบ8มเชื้อแบบเขย8าท่ี 

220 รอบต8อนาที อุณหภูมิ 37 °C  เป2นเวลา 24 ชั่วโมง และหาค8า MIC และ MBC ดังที่กล8าวไวBในขBอ 3.1 และ 3.2 

ตามลำดับ 

6.2 การทดสอบความคงทนของเปปไทดCตBานจุลชีพต8อการแย8งจับของประจุของเกลือ 

เตรียมสารละลายเชื้อแบคทีเรียใหBมี OD620nm เท8ากับ 0.05 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MHB ที่มีเกลือ

ในสภาวะจำลองของร8างกายมนุษยC (physiological salts) ไดBแก8 150 mM NaCl, 2.5 µM CaCl2 และ 4 µM FeCl3 

ตามลำดับ จากนั้นนำสารละลายเชื้อแบคทีเรียที่ไดB ปริมาตร 50 µL ผสมกับเปปไทดCตBานจุลชีพที่เจือจางแบบ 2-fold 

serial dilution ใหBมีความเขBมขBน 0.98-250 µg/mL ปริมาตร 50 µL ลงในเพลทเลี้ยงเชื้อ 96 หลุม จากนั้นนำไปวาง

บนตูBบ8มเช้ือแบบเขย8าท่ี 220 รอบต8อนาที อุณหภูมิ 37 °C  เป2นเวลา 24 ช่ัวโมง และหาค8า MIC และ MBC ดังท่ีกล8าว

ไวBในขBอ 3.1 และ 3.2 ตามลำดับ 

6.3 การทดสอบความคงทนของเปปไทดCตBานจุลชีพต8อความรBอน 
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เตรียมสารละลายเปปไทดCตBานจุลชีพใหBมีความเขBมขBน 1xMIC และนำไปบ8มโดยการใหBความรBอน 

(pre-heated) ภายใตBอุณหภูมิต8างๆ ไดBแก8 อุณหภูมิ 70 °C และ 100 °C เป2นเวลา 1 ชั ่วโมง ก8อนบ8มร8วมกับ

สารละลายเชื้อแบคทีเรียที่มี OD620nm เท8ากับ 0.05 ใน PBS เป2นเวลา 30 นาที แลBวทำการปO«นตกเซลลCแบคทีเรียท่ี

ความเร ็ วรอบ 10,000 g เป 2น เวลา 10 นาท ี  จากน ั ้ นย B อมด B วยส ี  Propidium iodide (PI) และ bis-(1,3-

dibutylbarbituric acid) trimethine oxonol (BOX) แลBวทำการวิเคราะหCดBวยเคร่ือง flow cytometer (CytoFlex, 

Beckman Coulter) เช8นเดียวกับการศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของเปปไทดCตBานจุลชีพท่ีผนังเซลลCแบคทีเรีย ในขBอ 5 

เพื่อเปรียบเทียบความสามารถของเปปไทดCก8อนและหลังบ8มดBวยความรBอนที่ทำใหBเกิดการเปลี่ยนแปลงความต8างศักยC

และการเสียหายของเย่ือหุBมเซลลC  

7. การวิเคราะหCทางสถิต 

 ผลการทดสอบจะรายงานเป2นค8าเฉลี่ย ± ค8าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ซึ่งเป2นผลจากการทดลอง 3 ซ้ำ กราฟ

และการวิเคราะหCทางสถิติใชBโปรแกรม GraphPad prism 7.0 ซึ่งเปรียบเทียบหาความแตกต8างระหว8างกลุ8มที่ไดBรับ

สารทดสอบต8างๆกับกลุ8มที่ไม8ไดBทดสอบกับสารใดๆ ดBวย One-way ANOVA และ Tukey’s test โดยกำหนดใหB P-

values < 0.05 จึงจะถือว8ามีความแตกต8างอย8างมีนัยสำคัญทางสถิติ 

 

ผลการวิจัย 

1. ผลการทดสอบฤทธ์ิตBานเช้ือบาซิลลัส ซีเรียส สายพันธุC ATCC11778 ของเปปไทดCตBานจุลชีพ 

เปปไทดC PA และ cyclic PA มีคุณสมบัติประจุรวมเป2นบวกและมีความไม8ชอบน้ำ 47% (ตารางท่ี 1) มี

ฤทธ์ิตBานเช้ือจุลชีพไดBดีเทียบเท8ากัน โดยท่ีความเขBมขBนเพียง 7.81 µg/mL สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตและฆ8าเช้ือ

บาซิลลัส ซีเรียส สายพันธุC ATCC11778 ไดB (ตารางท่ี 1) 

 

ตารางที ่ 1 คุณสมบัติทางเคมีฟ¤สิกสC ไดBแก8 ลำดับกรดอะมิโน ประจุรวม และคุณลักษณะความไม8ชอบน้ำ 

(hydrophobicity) ของเปปไทดC และค8า MIC และ MBC ในหน8วย µg/mL ของเปปไทดCต8อเชื้อบาซิลลัส ซีเรียส สาย

พันธุC ATCC11778 
 

เปปไทดD ลำดับกรดอะมิโน ประจุรวม ความไม'ชอบน้ำ 

(Hydrophobicity) 

ค'า MIC 

(µg/mL) 

ค'า MBC 

(µg/mL) 

PA KIAKRIWKILRRRLFRRVKKVAG-

NH2 

+11 47% 7.81 7.81 

Cyclic PA -KIAKRIWKILRRRLFRRVKKVAG- +11 47% 7.81 7.81 

2. การทดสอบความเป2นพิษของเปปไทดCต8อเซลลCเพาะเล้ียงชนิด human keratinocyte cell lines 

การทดสอบความเป 2นพิษของเปปไทดC PA และ cyclic PA ต 8อเซลลCเพาะเล ี ้ยงชนิด human 

keratinocyte cell lines ที่ความเขBมขBน 0.98 ถึง 62.5 µg/mL เป2นเวลา 24 ชั่วโมง พบว8าเปปไทดC cyclic PA ไม8

แสดงความเป2นพิษต8อเซลลC (% cell viability เท8ากับ 100) อย8างมีนัยสำคัญทางสถิติในทุกความเขBมขBนที่ทดสอบ 

ในขณะที่เปปไทดC PA แสดงความเป2นพิษต8อเซลลCอย8างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ความเขBมขBน 31.25 µg/mL และ 62.50 

Amide bond 
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µg/mL โดยมี % cell viability เท8ากับ 75.04 ± 3.92 และ 39.16 ± 1.24 ตามลำดับ แสดงดังภาพที่ 1 จะเห็นไดBว8า

เปปไทดC PA ท่ีปรับปรุงดBวยเทคนิค cyclization หรือ cyclic PA มีความเป2นพิษต่ำกว8าเปปไทดCด้ังเดิม  

 

ภาพที่ 1 ความเป2นพิษของเปปไทดC PA และ cyclic PA ต8อเซลลCเพาะเลี้ยงชนิด human keratinocyte cell lines 

โดยทดสอบดBวยวิธี MTT assay; *** แสดงความแตกต8างกันอย8างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05) 

 

3. การศึกษากลไกการออกฤทธ์ิของเปปไทดCตBานจุลชีพท่ีผนังเซลลCแบคทีเรีย 

ผลการศึกษากลไกการออกฤทธิ์ที่ผนังเซลลCแบคทีเรียของเปปไทดC PA และ cyclic PA ดBวยวิธี flow 

cytometry พบว8าเชื้อบาซิลลัส ซีเรียส สายพันธุC ATCC11778 ที่บ8มร8วมกับเปปไทดCทั้งสองชนิด เกิดการ uptake สี

ฟลูออเรสเซนตCทั้งสองชนิดคือ PI และ BOX ซึ่ง PI จะบ8งบอกถึงการเสียหายของเซลลCรวมถึงเยื่อหุBมเซลลCและ/หรือมี

เกิดการแตกของเซลลCร8วมดBวย (membrane permeabilization/disruption)  โดยสี PI จะสามารถเขBาไปจับกับ 

DNA ของแบคทีเรียไดB ในขณะที่สี BOX จะสามารถเขBาไปจับกับ lipid components ของเซลลCที่มีการเปลี่ยนแปลง

ของความต8างศักยCของเยื่อหุBมเซลลC (membrane depolarization) ดังนั้น การติดสีฟลูออเรสเซนตCทั้งสองสีแสดงใหB

เห็นถึงสภาวะของผนังเซลลCแบคทีเรียที่เกิดความเสียหาย จากผลการทดลองในกลุ8มควบคุมที่ไม8ไดBบ8มร8วมกับสารใดๆ 

พบว8ามีจำนวนเซลลCอยู8 12.91 ± 1.24% ที่มีติดสี PI และ BOX (ภาพที่ 2B) แสดงใหBเห็นถึงลักษณะของเซลลCที่ปกติ 

(intact cell membrane) ในขณะที่เชื้อแบคทีเรียที่ถูกบ8มดBวยอุณหภูมิ 70 °C เป2นเวลา 30 นาที (ภาพที่ 2C) พบว8า

มีเซลลCแบคทีเรียที่เกิด membrane depolarization และ permeabilization อยู8 82.33 ± 4.28% แสดงว8าความ

รBอนทำใหBผนังเซลลCแบคทีเรียเกิดความเสียหายไดB นอกจากนี้ เมื่อบ8มเซลลCแบคทีเรียร8วมกับเปปไทดC PA และ cyclic 

PA ที ่ความเข Bมข Bน 1xMIC เป 2นเวลา 30 นาที พบว8าเปปไทดCท ั ้งสองชนิดสามารถทำใหBเก ิด membrane 

depolarization และ permeabilization เท8ากับ 97.89 ± 2.73% และ 99.50 ± 0.56% แสดงดังภาพที่ 2D และ 

2E ตามลำดับ ซึ่งมากกว8าเปปไทดC Melittin (86.34 ± 9.70%) ที่เป2น positive control ของการทดลองนี้ เนื่องจาก

เปปไทดCชนิดนี้มีกลไกการออกฤทธิ์ที่ผนังเซลลCแบคทีเรีย ผลการทดลองดังกล8าวแสดงใหBเห็นว8ากลไกการออกฤทธิ์ของ

เปปไทดC PA และ cyclic PA นั้นเกิดจากการทำใหBความต8างศักยCของเยื่อหุBมเซลลCเกิดการเปลี่ยนแปลงและทำใหBเกิด

การเสียหายของเย่ือหุBมเซลลC  
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ภาพที ่ 2 ผลการวิเคราะหCการเปลี ่ยนแปลงความต8างศักยCและการเสียหายของเยื ่อหุ BมเซลลC (membrane 

depolarization and permeabilization) ของเช ื ้อบาซ ิลล ัส ซ ี เร ียส สายพ ันธ ุ C  ATCC11778 ด Bวยว ิธ ี  flow 

cytometry เมื่อบ8มร8วมกับเปปไทดCตBานจุลชีพ (A) เชื้อแบคทีเรียท่ีไม8ไดBบ8มร8วมกับเปปไทดCและไม8ยBอมสี; (B) เช้ือ

แบคทีเรียท่ีไม8ไดBบ8มร8วมกับเปปไทดCและยBอมสี (negative control); (C) เชื้อแบคทีเรียที่ถูกบ8มดBวยความรBอน 70°C 

เป2นเวลา 30 นาที; เชื้อแบคทีเรียที่บ8มร8วมกับ (D) เปปไทดC PA และ (E) cyclic PA ที่ความเขBมขBน 1xMIC เป2นเวลา 

30 นาที ตามลำดับ และ (F) เชื้อแบคทีเรียที่บ8มร8วมกับเปปไทดC Melittin (positive control) ที่ความเขBมขBน 1xMIC 

(3.91 µg/mL) เป2นเวลา 30 นาที  

 

4. ผลการทดสอบความคงทนของเปปไทดCตBานจุลชีพ 

ผลการทดสอบความคงทนของเปปไทดC PA และ cyclic PA ในสภาวะต8างๆ ไดBแก8 เกลือ เอนไซมC เป

ปซินและ      ทริปซิน และความรBอน พบว8าเปปไทดCที่ปรับปรุงดBวยเทคนิค cyclization หรือ cyclic PA มีความ

คงทนในสภาวะต8างๆ มากกว8าเปปไทดCดั้งเดิม ในสภาวะเกลือที่มีประจุบวกของ Na+, Ca2+ และ Fe3+ ทั้งสองเปปไทดC

ยังคงมีฤทธิ์ตBานเชื้อแบคทีเรียไดBดี โดยเปปไทดC cyclic PA มีฤทธิ์มากกว8าเปปไทดC PA โดยเฉพาะในสภาวะที่มีเกลือ 

FeCl3 แสดงดังตารางที่ 2 จากการทดสอบความคงทนของเปปไทดCต8อการถูกย8อยดBวยเอนไซมCเปปซินและทริปซินท่ี

พบไดBในระบบย8อยอาหารของมนุษยC พบว8า ทั้งสองเปปไทดCมีฤทธิ์ตBานเชื้อแบคทีเรียลดลงเนื่องจากถูกย8อยดBวย

เอนไซมCเปปซินและทริปซิน แต8เปปไทดC cyclic PA ยังสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตและฆ8าเชื้อบาซิลลัส ซีเรียส สาย

พันธุC ATCC11778 ไดBท่ีความเขBมขBน 125 µg/mL ในขณะท่ีเปปไทดC PA ไม8สามารถตBานเช้ือแบคทีเรียไดBในสภาวะท่ีมี

เอนไซมCเปปซิน (ตารางที่ 2) แสดงถึงความคงทนต8อการถูกย8อยดBวยเอนไซมCของโครงสรBางเปปไทดCที่ปรับปรุงดBวย

เทคนิค cyclization อย8างไรก็ตาม การถูกย8อยดBวยเอนไซมCข้ึนกับจำนวนและตำแหน8ง potential cleavage site บน

ลำดับกรดอะมิโนและโครงสรBางของเปปไทดCแต8ละชนิด จึงทำใหBเปปไทดCมีความคงทนต8อเอนไซมCท่ีแตกต8างกัน จากผล

การวิเคราะหCดBวยโปรแกรม PeptideCutter แสดงดังตารางที่ 3 จะเห็นไดBว8าเอนไซมCเปปซินมี potential cleavage 
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site เพียงหนึ่งตำแหน8ง ในขณะที่เอนไซมCทริปซินมี potential cleavage site ถึง 10 ตำแหน8ง ต8อลำดับกรดอะมิโน

ของทั้งสองเปปไทดC ส8งผลใหBเปปไทดCทั ้งสองชนิดไม8สามารถตBานเชื้อแบคที่เรียไดBในสภาวะที่มีเอนไซมCทริปซิน 

นอกจากนี้ ผลการทดสอบความคงทนของเปปไทดCต8อความรBอนดBวยวิธี flow cytometry พบว8า ทั้งสองเปปไทดCมี

ความคงทนต8อความรBอนที่อุณหภูมิ 70 °C และ 100 °C เป2นเวลา 1 ชั่วโมง โดยทำใหBเกิดการเปลี่ยนแปลงความต8าง

ศักยCและการเสียหายของเย่ือหุBมเซลลC (membrane depolarization and permeabilization) มากกว8า 95% (ภาพ

ท่ี 3) และพบว8าความสามารถในการทำใหBเกิด membrane depolarization and permeabilization ของเปปไทดC

ท้ังสองชนิด ไม8มีความแตกต8างอย8างมีนัยสำคัญเม่ือเปรียบเทียบกับเปปไทดCท่ีไม8ไดBถูกบ8มดBวยความรBอน (non-heated 

peptide) แสดงดังภาพท่ี 4 แสดงใหBเห็นถึงความคงทนของเปปไทดCต8อการถูกทำลายดBวยความรBอน 

ตารางท่ี 2 ค8า MIC(MBC) ในหน8วย µg/mL ของเปปไทดC cyclic PA เปรียบเทียบกับเปปไทดC PA ในสภาวะเกลือ

และเอนไซมC ต8อเช้ือบาซิลลัส ซีเรียส สายพันธุC ATCC11778 

เปปไทดD ชุดควบคุม 
          เกลือ             เอนไซมD 

NaCl CaCl2 FeCl3 เปปซิน ทริปซิน 

PA 7.81(7.81) 15.63(15.63) 7.81(7.81) 7.81(7.81) >250(>250) >250(>250) 

cyclic PA 7.81(7.81) 15.63(15.63) 7.81(7.81) 3.91(3.91) 125(125) >250(>250) 

 

ตารางที่ 3 ผลการวิเคราะหCจำนวนและตำแหน8ง potential cleavage site ของเปปไทดC เมื่อถูกย8อยดBวยเอนไซมCเป

ปซินและ        ทริปซิน จากโปรแกรม PeptideCutter* 

เอนไซมD 
จำนวนของ potential 

cleavage site 

ตำแหน'งของ potential 

cleavage site 

ลำดับกรดอะมิโนของ 

เปปไทดDท่ีไดrหลังการตัด 

เปปซิน 1 9 

 

KIAKRIWKI และ 

LRRRLFRRVKKVAG 

ทริปซิน 10 1, 4, 5, 8, 11, 13, 16, 17, 19, 

20 

K, IAK, R, IWK, ILR, RR, LFR, R, 

VK, K และ VAG 

*https://web.expasy.org/peptide_cutter/ 
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ภาพที ่ 3 ผลการวิเคราะหCการเปลี ่ยนแปลงความต8างศักยCและการเสียหายของเยื ่อหุ BมเซลลC (membrane 

depolarization and permeabilization) ของเช ื ้อบาซ ิลล ัส ซ ี เร ียส สายพ ันธ ุ C  ATCC11778 ด Bวยว ิธ ี  flow 

cytometry เมื่อบ8มร8วมกับเปปไทดCที่ถูกบ8มดBวยความรBอน (A) เชื้อแบคทีเรียท่ีไม8ไดBบ8มร8วมกับเปปไทดCและไม8ยBอมสี; 

(B) เชื้อแบคทีเรียท่ีไม8ไดBบ8มร8วมกับเปปไทดCและยBอมสี (negative control); เชื้อแบคทีเรียที่บ8มร8วมกับเปปไทดC PA ท่ี

ถูกบ8มดBวยความรBอน (C) 70 °C และ (D) 100 °C เป2นเวลา 1 ชั่วโมง ตามลำดับ; เชื้อแบคทีเรียที่บ8มร8วมกับเปปไทดC 

cyclic PA ท่ีถูกบ8มดBวยความรBอน (E) 70 °C และ (F) 100 °C เป2นเวลา 1 ช่ัวโมง ตามลำดับ 

 

ภาพที่ 4 การเปรียบเทียบการเกิดการเปลี่ยนแปลงความต8างศักยCและการเสียหายของเยื่อหุBมเซลลCของเชื้อบาซิลลัส 

ซีเรียส สายพันธุC ATCC11778 (%BOX and PI positive cells) ที่บ8มร8วมกับเปปไทดC PA และ cyclic PA ที่ถูกบ8ม

ดBวยความรBอน 70 °C และ 100 °C เป2นเวลา 1 ช่ัวโมง และเปปไทดCท่ีไม8ไดBถูกบ8มดBวยความรBอน 
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อภิปรายผลการวิจัย 

ในปOจจุบันเชื้อจุลชีพดื้อยาเป2นปOญหาที่พบไดBทั่วโลกและมีแนวโนBมเพิ่มสูงขึ้น เชื้อบาซิลลัส ซีเรียส เป2นเช้ือ

แบคทีเรียอีกหนึ่งสายพันธุCที่พบว8ามีการดื้อต8อยาปฏิชีวนะและสารตBานจุลชีพ อีกทั้งมักพบการปนเป��อนเชื้อแบคทีเรีย

สายพันธุCนี้ในอาหารเป2นจำนวนมาก ซึ่งสามารถก8อโรคอาหารเป2นพิษที่เกิดจากสปอรCและสารพิษที่ทนต8อความรBอน

ของเชื ้อในมนุษยCไดB นอกจากนี้ยังทำใหBเกิดการติดเชื ้อในตาและกระแสเลือดในผู Bป�วยภูมิคุ Bมกันต่ำไดBอีกดBวย 

(Kotiranta, Lounatmaa, & Haapasalo, 2000) จากการศึกษาของ Sornchuer และคณะ พบการปนเป��อนเช้ือ

บาซิลลัส ซีเรียส ในอาหารจำพวกสลัด เนื้อสัตวC และอื่นๆ ในจังหวัดปทุมธานี ประเทศไทย ประมาณ 21% โดยตรวจ

พบเชื้อใน 31 ตัวอย8างจากทั้งหมด 150 ตัวอย8าง อีกทั้งยังพบว8าเชื้อที่ปนเป��อนดังกล8าวมีอัตราการดื้อต8อยาปฏิชีวนะ 

ไดBแก8 ampicillin, amoxicillin-clavulanic acid และ penicillin มากกว8า 95% (Sornchuer & Tiengtip, 2021) 

นอกจากนี้ การศึกษาของสิริยากรและคณะ พบการปนเป� �อนเชื ้อสายพันธุ Cนี ้ในน้ำพริกพรBอมบริโภคในจังหวัด

นครราชสีมา คิดเป2น 80% โดยตรวจพบเชื้อใน 24 ตัวอย8างจากทั้งหมด 30 ตัวอย8าง (สิริยากร แสนแกBว และคณะ, 

2564) ดังนั้นการวิจัยเพื่อหาสารตBานจุลชีพชนิดใหม8ที่มีคุณสมบัติตBานเชื้อแบคทีเรียไดBดีโดยเฉพาะต8อเชื้อบาซิลลัส 

ซีเรียส จึงมีความจำเป2นและน8าสนใจเป2นอย8างย่ิง ในวงการวิจัยเป2นท่ีทราบกันดีว8าเปปไทดCตBานจุลชีพ (antimicrobial 

peptides) สามารถทําลายเชื้อจุลชีพไดBอย8างกวBางขวาง (broad-spectrum) และสามารถยังยั้งการเจริญเติบโตของ

แบคทีเรียดื้อยาไดBอย8างมีประสิทธิภาพ (Aoki & Ueda, 2013) ดังนั้นเปปไทดCตBานจุลชีพจึงเป2นอีกทางเลือกหนึ่งท่ี

กำลังไดBรับความสนใจสำหรับนำมาใชBในการตBานเชื ้อแบคทีเรียก8อโรค สามารถลดโอกาสในการกระตุBนใหBเช้ือ

แบคทีเรียเกิดการดื้อต8อยาปฏิชีวนะซึ่งเป2นปOญหาที่กำลังเผชิญในปOจจุบัน แมBว8า   เปปไทดCตBานจุลชีพจะมีคุณสมบัติท่ี

เป2นประโยชนCมากมาย แต8ยังคงมีขBอจำกัดในการนำมาใชBประโยชนCทั้งทางอุตสาหกรรมและทางคลินิก เนื่องจากมี

ความไวต8อการย8อยของเอนไซมCภายในร8างกาย ไม8ทนต8อเกลือและถูกทำลายดBวยความรBอน รวมทั้งยังมีความเป2นพิษ

สูง ดังน้ันการพัฒนาและปรับปรุงเปปไทดCตBานจุลชีพใหBมีประสิทธิภาพและความคงทนท่ีสูงข้ึน และทำใหBความเป2นพิษ

ลดลงจึงมีความสำคัญอย8างย่ิง 

 การปรับปรุงเปปไทดCตBานจุลชีพทำไดBดBวยเทคนิคที่หลากหลาย (Ong et al., 2014) งานวิจัยนี้ไดBทำการ

ปรับปรุงเปปไทดCตBานจุลชีพดBวยเทคนิค cyclization เพ่ือเพ่ิมความคงทนและลดความเป2นพิษของเปปไทดC โดยทำการ

ปรับปรุงเปปไทดC PA ที่มีฤทธิ์ตBานเชื้อแบคทีเรียแบบวงกวBาง แต8มีความเป2นพิษสูง (Klubthawee et al., 2020) ดBวย

การเชื ่อมต8อปลายสองดBานดBวยพันธะเอไมดC (head-to-tail cyclization via amide bond) ไดBเปปไทดCอนุพันธC 

เรียกว8า เปปไทดC cyclic PA การทดสอบฤทธิ ์ตBานเชื ้อบาซิลลัส ซีเรียส สายพันธุ C ATCC11778 ใชBวิธ ี broth 

microdilution โดยเตรียมปริมาณเชื้อแบคทีเรียที่ OD620nm เท8ากับ 0.05 เนื่องจากหลังผสมกับสารละลายเปปไทดC

แลBวจะไดBปริมาณเชื ้อแบคทีเรียสุดทBาย (final concentration) ประมาณ 2-8 x 105 CFU/mL ตามมาตรฐาน 

National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) เพ ื ่ อ ใ หB เ ป 2 นมาตรฐ านและสามา รถ

เปรียบเทียบฤทธิ์ตBานจุลชีพกับงานวิจัยอื่นไดB ผลการทดสอบพบว8าเปปไทดC cyclic PA มีฤทธิ์ตBานเชื้อจุลชีพไดBดี

เทียบเท8ากับเปปไทดC PA แสดงใหBเห็นว8าการปรับปรุงโครงสรBางของเปปไทดCใหBเป2นแบบวงไม8ส8งผลต8อฤทธิ์ตBานเชื้อจุล

ชีพ อย8างไรก็ตาม หากเพิ่มหรือลดปริมาณเชื้อตั้งตBนอาจส8งผลใหBฤทธิ์ตBานเชื้อจุลชีพลดลงหรือเพิ่มขึ้น ตามลำดับ การ

ทดสอบความเป2นพิษต8อเซลลCเพาะเลี้ยงชนิด human keratinocyte cell lines พบว8าเปปไทดC cyclic PA ไม8แสดง

ความเป2นพิษต8อเซลลC ในขณะที่เปปไทดC PA แสดงความเป2นพิษต8อเซลลCอย8างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ความเขBมขBน 

31.25 µg/mL และ 62.50 µg/mL ตามลำดับ ดังนั้นการปรับปรุงเปปไทดCตBานจุลชีพดBวยเทคนิค cyclization ช8วย
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ลดความเป2นพิษของเปปไทดCต8อเซลลCเพาะเลี้ยงไดB ซึ่งมีความสอดคลBองกับงานวิจัยที่เคยมีการศึกษามาก8อนหนBาน้ี 

งานวิจัยของ Molhoek และคณะ พบว8าเปปไทดC F(2,5,12)W ท่ีถูกปรับปรุงดBวยเทคนิค cyclization แบบ head-to-

tail มีความเป2นพิษต8อ peripheral blood mononuclear cells ลดลงถึง 3.5 เท8า (Molhoek et al., 2011) กลไก

การทำงานของเปปไทดCตBานจุลชีพ สามารถเกิดไดBตั้งแต8บริเวณผิวเซลลCแบคทีเรียจนกระทั่งถึงโมเลกุลต8าง ๆ ที่อยู8

ภายในเซลลCแบคทีเรีย ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงทำการศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของเปปไทดC PA และ cyclic PA ที่ผนัง

เซลลCของเชื้อบาซิลลัส ซีเรียส สายพันธุC ATCC11778 ดBวยวิธี flow cytometry ผลการศึกษาพบว8าเปปไทดCทั้งสอง

ชนิดสามารถทำใหBความต8างศักยCของเยื่อหุBมเซลลCเกิดการเปลี่ยนแปลงและทำใหBเกิดการเสียหายของเยื่อหุBมเซลลC 

(membrane depolarization and permeabilization) เท8ากับ 97.89 ± 2.73% และ 99.50 ± 0.56% ตามลำดับ 

ภายใน 30 นาที ซึ่งสอดคลBองกับงานวิจัยก8อนหนBานี้ที่มีรายงานว8ากลไกการทำงานของเปปไทดCตBานจุลชีพหลายชนิด

จะทำลายเย่ือหุBมเซลลCของแบคทีเรียซ่ึงเป2นเป�าหมายหลักโดยทำใหBเกิดช8องรู/ไอออน (pore/ion channels) จนทำใหB

เช้ือแบคทีเรียตายในท่ีสุด (Chou et al., 2019) 

 เนื่องจากกลไกการทำลายเชื้อของเปปไทดCตBานจุลชีพขึ้นอยู8กับแรงดึงดูดระหว8างประจุ (electrostatic 

force) หรือการจับกันระหว8างเปปไทดCและผิวเซลลCของเช้ือจุลชีพ โดยดBานประจุบวกของเปปไทดCตBานจุลชีพเขBาจับกับ

ประจุลบของไลโปโพลีแซคคาไรดCบนผิวเซลลCแบคทีเรียแกรมลบ หรือเขBาจับกับประจุของกรดไทโคอิคบนผิวเซลลC

แบคทีเรียแกรมบวก ซึ่งแรงดึงดูดระหว8างประจุนี้อาจถูกรบกวนดBวยประจุอื่น เช8น ประจุบวกของเกลือ (Friedrich, 

Scott, Karunaratne, Yan, & Hancock, 1999) งานวิจัยนี้ไดBทำการทดสอบความคงทนของเปปไทดCในสภาวะเกลือ

ที่มีประจุบวกของ Na+, Ca2+ และ Fe3+ ซึ่งพบไดBในร8างกายมนุษยCและสิ่งแวดลBอม ผลการวิจัยพบว8าเปปไทดCทั้งสอง

ชนิดยังคงมีฤทธิ์ตBานเชื้อแบคทีเรียไดBดี แสดงถึงความคงทนต8อการแย8งจับของประจุเกลือ นอกจากนี้ เปปไทดCท่ี

ปรับปรุงดBวยเทคนิค cyclization หรือ cyclic PA มีฤทธิ์ตBานเชื้อแบคทีเรียมากขึ้นในสภาวะที่มีเกลือ FeCl3 อาจมี

สาเหตุจากเชื้อแบคทีเรียสามารถดูดซึม (adsorb) ประจุ Fe3+ และเปลี่ยนเป2น Fe2+ ซึ่งมีคุณสมบัติในการฆ8าเช้ือ

แบคทีเรียไดB (Sun, Lu, & Gao, 2011) จึงเป2นการเพ่ิมฤทธ์ิตBานเช้ือแบคทีเรียไดBอีกดBวย  

 การนำเปปไทดCตBานจุลชีพไปใชBทางคลินิกหรืออุตสาหกรรมอาหารอาจตBองผ8านกระบวนการต8างๆที่ใชBความ

รBอน เช8น การนำไปพัฒนาเป2นสารกันเสียที่ผสมในอาหาร (food preservative) หรือสารตBานจุลชีพชนิดใหม8 ดังน้ัน 

ความคงทนต8อการถูกทำลายดBวยความรBอนจึงเป2นอีกหนึ่งคุณสมบัติที่มีความสำคัญต8อการนำเปปไทดCตBานจุลชีพไปใชB

ประโยชนC งานวิจัยน้ีจึงทำการบ8มเปปไทดC PA และ cyclic PA ดBวยความรBอนท่ีอุณหภูมิ 70 °C และ 100 °C เป2นเวลา 

1 ชั่วโมง ก8อนทำการทดสอบกลไกการออกฤทธิ์เปรียบเทียบกับเปปไทดCที่ไม8ไดBถูกบ8มดBวยความรBอน ผลการศึกษาดBวย

วิธี flow cytometry พบว8า ทั้งสองเปปไทดCมีความคงทนต8อการถูกทำลายดBวยความรBอนถึง 100 °C โดยยังคงทำใหB

เก ิดการเปลี ่ยนแปลงความต8างศักย Cและการเส ียหายของเย ื ่อหุ BมเซลลC (membrane depolarization and 

permeabilization) ของเช้ือแบคทีเรียมากกว8า 95%  

นอกจากนี้ เปปไทดCตBานจุลชีพยังคงมีขBอจำกัดในการถูกย8อยดBวยเอนไซมCโปรตีเอสในระบบย8อยอาหารหรือ

กระแสเลือด เช8น เปปซิน และทริปซิน เป2นตBน ผลการศึกษาความคงทนต8อเอนไซมCในงานวิจัยน้ี พบว8าท้ังสองเปปไทดC

มีฤทธิ์ตBานเชื้อแบคทีเรียลดลงเนื่องจากถูกย8อยดBวยเอนไซมCเปปซินและทริปซิน แต8เปปไทดC cyclic PA ยังสามารถ

ยับยั้งการเจริญเติบโตและฆ8าเชื้อบาซิลลัส ซีเรียส สายพันธุC ATCC11778 ไดBที่ความเขBมขBน 125 µg/mL ในขณะท่ี

เปปไทดC PA ไม8สามารถตBานเช้ือแบคทีเรียไดBในสภาวะที่มีเอนไซมCเปปซิน แสดงถึงความคงทนต8อการถูกย8อยดBวย

เอนไซมCเปปซินของโครงสรBางเปปไทดCที่ปรับปรุงดBวยเทคนิค cyclization อย8างไรก็ตาม เปปไทดC cyclic PA ยังคงไม8
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สามารถตBานเชื้อแบคที่เรียไดBในสภาวะที่มีเอนไซมCทริปซิน เนื่องจากลำดับกรดอะมิโนของเปปไทดCมีความจำเพาะกับ 

cleavage site ของเอนไซมCทริปซินหลายตำแหน8ง ทำใหBมีโอกาสถูกย8อยดBวยเอนไซมCทริปซินมากว8าเปปซินที่มี

ตำแหน8ง cleavage site เพียงหนึ่งตำแหน8ง แมBว8าการปรับปรุงเปปไทดCตBานจุลชีพดBวยเทคนิค cyclization สามารถ

เพิ่มความคงทนต8อการถูกย8อยดBวยเอนไซมCเปปซิน การแย8งจับของประจุของเกลือ และความรBอน รวมถึงลดความเป2น

พิษของเปปไทดCตBานจุลชีพไดB แต8การปรับปรุงเปปไทดCร8วมกับเทคนิคอื่นเพิ่มเติม เช8น D-amino acid substitution 

หรือการแทนท่ีกรดอะมิโนชนิดแอล (L-enantiomers) ดBวยกรดอะมิโนชนิดดี (D-enantiomers) ซ่ึงเป2นกรดอะมิโนท่ี

ไม8ถูกย8อยสลายดBวยเอนไซมCโปรตีเอส (Jia et al., 2017) อาจเป2นอีกหน่ึงวิธีในการปรับปรุงความไวต8อการถูกย8อยดBวย

เอนไซมCของเปปไทดCตBานจุลชีพใหBดียิ่งขึ้นและเหมาะสมในการนำไปพัฒนาต8อเป2นสารตBานจุลชีพชนิดใหม8เพื่อเป2นประ

โยชนCในการนำไปใชBในทางคลินิกหรืออุตสาหกรรมต8อไปในอนาคต 

 

บทสรุป 

การปรับปรุงเปปไทดCตBานจุลชีพดBวยเทคนิค cyclization สามารถเพิ่มความคงทน ไดBแก8 การถูกย8อยดBวย

เอนไซมCเปปซิน การแย8งจับของประจุของเกลือ และความรBอน รวมถึงลดความเป2นพิษของเปปไทดCตBานจุลชีพไดB แมBว8า

เปปไทดC cyclic PA ท่ีไดBจากงานวิจัยน้ีมีฤทธ์ิตBานเช้ือแบคทีเรียท่ีดี มีความคงทนสูง และมีความเป2นพิษต่ำ แต8ยังคงถูก

ย8อยดBวยเอนไซมCทริปซินที่มีตำแหน8งของ potential cleavage site ต8อเปปไทดCชนิดนี้มาก ดังนั้นการปรับปรุงเปป

ไทดCชนิดน้ีร8วมกับเทคนิคอ่ืน เช8น D-amino acid substitution หรือการแทนท่ีดBวยกรดอะมิโนชนิด D-enantiomers 

ซึ่งจะไม8ถูกย8อยดBวยเอนไซมCโปรตีเอส อาจเป2นการปรับปรุงความไวต8อการถูกย8อยดBวยเอนไซมCของเปปไทดCตBานจุลชีพ

ไดBดียิ่งขึ้นและเหมาะสมในการนำไปพัฒนาต8อเป2นสารตBานจุลชีพชนิดใหม8เพื่อเป2นประโยชนCในการนำไปใชBในทาง

คลินิกหรืออุตสาหกรรมต8อไปในอนาคต 
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