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ผลของรีคอมบิแนนท์ Trypsin-Modulating Oostatic Factor ต่อลูกน ้ำยงุลำย 
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บทคัดย่อ 
  Trypsin Modulating Oostatic Factor (TMOF) เป็นเปปไทด์ฮอร์โมนขนาด 10  กรดอะมิโน                 
ทีส่ามารถพัฒนาเป็นสารก้าจัดลูกน ้ายุงลายได้ แต่ด้วยการผลิตเปปไทด์นี มักใช้วิธีการสังเคราะห์ทางเคมีซึ่งส่งผล
ต่อต้นทุนการผลิตเชิงอุตสาหกรรม งานวิจัยนี จึงศึกษาการผลิตเปปไทด์ TMOF ด้วยวิธีที่ง่ายและประหยัด โดย
การสังเคราะห์โอลิโกนิวคลีโอไทด์ของยีนที่ก้าหนดเปปไทด์ เป้าหมาย แทรกยีนที่สังเคราะห์เข้ากับเวคเตอร์ 
pET11a ถ่ายพลาสมิด pET11a/tmof เข้าสู่แบคทีเรีย Escherichia coli แล้วชักน้าให้เกิดการแสดงออกของยีน 
tmof สกัดบริสุทธ์ิเปปไทด์เป้าหมายดว้ยเทคนิคคอลมัน์โครมาโตกราฟี และทดสอบฤทธิ์ต่อลูกน ้ายุงลาย (Aedes 
aegypti) จากการศึกษา พบว่า ยีนสังเคราะห์ tmof ไม่ก่อพิษต่อโฮสต์เซลล์ อีกทั งยังได้เปปไทด์เป้าหมายใน
ปริมาณมาก ถึงแม้ไม่สามารถสกัดบริสุทธิ์เปปไทด์เป้าหมายได้ส้าเร็จ แต่จากผลทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพโดยใช้
แบคทีเรียโคลน (0.001-100 ppm) เพาะเลี ยงลูกน ้ายุงลายระยะที่ 3-4 พบว่า สามารถยับยั งการเติบโตของ
ลูกน ้ายุงลายที่ทุกความเข้มข้น โดยแบคทีเรียโคลนช่วง 0.1-1 ppm มีผลต่อการเติบโตมากที่สุด สรุปได้ว่า การ
ผลิตเปปไทด์ TMOF ในแบคทีเรียด้วยเทคนิครีคอมบิแนนท์เป็นกระบวนการที่ดี ให้ผลผลิตในปริมาณมากที่ออก
ฤทธิ์ยับยั งการเติบโตของลูกน ้ายุงลาย 
 
ค้ำส้ำคัญ :  Trypsin-Modulating Oostatic Factor  รีคอมบิแนนท ์ ลูกน ้ายุงลาย  Escherichia coli 
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Effect of Recombinant Trypsin-Modulating Oostatic Factor on Aedes aegypti Larvae 
 

Monluedee Opamawutthikul 1*  Jiraphun Jittikoon 2 
 
Abstract 
  Trypsin Modulating Oostatic Factor (TMOF) is a decapeptide hormone possibly 
developed as a new mosquito larvicide. However, the backbone chemical synthesis of TMOF is 
expensive at industrial level. We, here, established the convenient and inexpensive method of 
the peptide production. Oligonucleotides of the gene of interest were synthesised and ligated 
to expression pET11a vectors. The pET11a/tmof plasmids were then transformed into the 
Escherichia coli, TOP10, followed by expression and purification of rTMOF. Biological effect on 
Aedes aegypti larvae was also observed. We found that the synthesised genes were non-toxic 
hence brought out the high expression level. The purified recombinant TMOF remained 
unrecovered. We, then, fed and raised 3rd- 4th instar larvae with the cloned bacteria (0.001-100 
ppm). The larval growth was physically retarded at all bacterial concentrations. The high 
effective concentration range was 0.1-1 ppm. We conclude that production of recombinant 
TMOF in E. coli is a promising process delivering high quantity and high activity for larval growth 
inhibition. 
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บทน้ำ 
ยุงลาย (Aedes aegypti) เป็นพาหะน้าโรคที่ส้าคัญทางด้านสาธารณสุข ถึงแม้หลายหน่วยงานที่

เกี่ยวข้อง ทั งจากกระทรวงสาธารณสุข กรมส่งเสริมการปกครองท้องถิ่น และสถานศึกษา ได้ให้ความส้าคัญใน
การรณรงค์ให้ความรู้แก่ประชาชนในการควบคุมและก้าจัดแหล่งเพาะพันธุ์ยุงลาย ซึ่งสามารถท้าได้หลายวิธีทั ง
การควบคุมทางชีวภาพ การควบคุมทางกายภาพ และการควบคุมทางเคมี แต่ในทางปฏิบัติ การควบคุมที่นิยมมัก
เน้นในการใช้สารเคมี สารเคมีที่ใช้เป็นสารก้าจัดยุงนั นมี 2 ประเภท คือ สารเคมีที่ได้สังเคราะห์ และสารเคมีจาก
ธรรมชาติ ส้าหรับงานวิจัยนี ได้ท้าการพัฒนาสารออกฤทธิ์ก้าจัดยุงในระยะลูกน ้า โดยได้ศึกษากระบวนการผลิต
และสกัด เปปไทด์  Trypsin-Modulating Oostatic Factor (TMOF) ที่ มี ฤทธิ์ ในการก้ าจัดลูกน ้ ายุ งลาย 
(Borovsky, 1988) ซึ่งสามารถใช้เป็นทางเลือกใหม่ในการควบคุมการเติบโตของยุงลายได้อย่างมีประสิทธิภาพ
และเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม อันอาจน้าไปสู่การผลิตในเชิงอุตสาหกรรมได้ (Saiful, et. al, 2012) 

TMOF เป็นเปปไทด์ฮอร์โมนขนาด 10 กรดอะมิโน (YDPAPPPPPP) ที่พบในสัตว์หลายจ้าพวก 
รวมถึงแมลงที่กินเลือดเป็นอาหาร จากงานวิจัยที่ผ่านมา พบว่า มีเพียงนักวิจัยจากต่างประเทศเท่านั นที่
ท้าการศึกษาฤทธิ์ในการก้าจัดยุงของเปปไทด์ TMOF ส่วนในประเทศไทยยังไม่พบงานวิจัยเกี่ยวกับเปปไทด์ชนิด
นี เลย TMOFมีฤทธิ์ก้าจัดยุงลายทั งในระยะลูกน ้าและตัวเต็มวัยได้ผลเป็นอย่างดี  ฤทธิ์มีความจ้าเพาะต่อแมลงที่
กินเลือดเป็นอาหาร โดยไม่มีผลต่อสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น (Borovsky, 2003)  ส้าหรับวิธีการผลิตเปปไทด์เป้าหมายนี 
สามารถท้าได้ 3 วิธี คือ  การสกัดเปปไทด์เป้าหมายจากยุง การสังเคราะห์โดยปฏกิิริยาทางเคม ีและการผลติดว้ย
เทคนิคทางอณูชีววิทยาโมเลกุล โดยพบว่าวิธีการผลิตที่นิยม คือ วิธีการสังเคราะห์ทางเคมี แต่การสังเคราะห์สาย
เปปไทด์/โปรตีนด้วยวิธีการทางเคมีนั นมีราคาแพง จึงอาจไม่เหมาะต่อการพัฒนาในเชิงอุตสาหกรรม ในงานวิจัย
นี จงึมุ่งเน้นการผลิตเปปไทด์ที่สนใจด้วยเทคนิคทางรีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอ  

การผลิตด้วยเทคนิคทางอณูชีววิทยาโมเลกุลนั น พบว่า มีรายงานการผลิตด้วยการตัดต่อรหัส
พันธุกรรมของเปปไทด์เป้าหมายไปเช่ือมต่อกับรหัสพันธุกรรมของโฮสต์ในหลาย ๆ ระบบ เช่น พืชแปลงพันธุ์ 
Nicotiana tabacum  (Borovsky, et al., 2006) แบคทีเรีย เชื อรา สาหร่ายสีเขียวเซลล์เดียว (Chlorella sp.) 
ยีสต์ (Saccharomyces. cerevisiae) (Borovsky, 2003) ซึ่งจากรายงานวิจัยที่ผ่านมา พบว่า การผลิตเปปไทด์
เป้าหมายในแบคทีเรียยังมีข้อมูลอยู่น้อย ทั ง ๆ ที่การผลิตรีคอมบิแนนท์เปปไทด์/โปรตีนในแบคทีเรียเป็นวิธีท่ีง่าย 
สะดวก (Demain, 2009) มีความสลับซับซ้อนในการควบคุมระบบน้อยกว่าการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนใน
โฮสต์อื่น ๆ รวมถึงสามารถผลิตโปรตีนที่ต้องในปริมาณมาก ด้วยข้อมูลสนับสนุนว่าการผลิตรีคอมบิแนนท์ เปป
ไทด์ TMOF สามารถท้าได้ในแบคทีเรีย Escherichia coli (Carlson, et al., 1994) ผนวกกับมีรายงานพบว่า
เปปไทด์นี มีคุณสมบัติทนความร้อน (Borovsky & Carlson, 1991)  ผู้วิจัยจึงท้าศึกษาการผลิตเปปไทด์ TMOF 
ด้วยเทคนิครีคอมบิแนนท์ในแบคทีเรีย E. coli ซึ่งเป็นวิธีท่ีง่ายและประหยัด  
 
วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 
  เพื่อศึกษาการฤทธิ์ทางชีวภาพของรีคอมบิแนนท์เปปไทด์ TMOF ซึ่งผลิตด้วยเทคนิครีคอมบิแนนท์    
ดีเอ็นเอในแบคทีเรีย E. coli ที่มีต่อลูกน ้ายุงลาย  
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วิธีด้ำเนินกำรวิจัย 
 ตอนท่ี 1 การผลิตรีคอมบิแนนท์ยีน tmof  
 ออกแบบและสังเคราะห์รีคอมบิแนนท์ยีน tmof  โอลิโกนิวคลีโอไทด์ของยีนเป้าหมายซึ่งใน
ธรรมชาติผลิตจากยุงลาย โดยมีล้าดับกรดอะมิโน คือ YDPAPPPPPP จากนั นเช่ือมต่อกับล้าดับเบสของฮิสติ
ดีนเรสซิดิว (6X His-tagged) ที่ปลายกรดคาร์บอกซี เพื่อให้การสกัดบริสุทธิ์รีคอมบิแนนท์เปปไทด์เป้าหมาย
เป็นไปอย่างสะดวก ล้าดับเบสนี ถูกน้าไปเชื่อมตอ่กับเวคเตอร์ pET11a ที่ต้าแหน่ง NdeI และ Bam HI ตามล้าดบั 
(Novagen, ประเทศสหรัฐอเมริกา) ทั งนี การสังเคราะห์และเช่ือมต่อยีนสังเคราะห์เข้ากับเวคเตอร์นั นได้
ด้าเนินการโดยบริษัท MWG Operon ประเทศเยอรมันนี ตามที่ผู้วิจัยได้ออกแบบ 
 
 ตอนท่ี 2 การผลิตรีคอมบิแนนท์เปปไทด์ TMOF  
 ส่งถ่ายพลาสมิดดีเอ็นเอ pET11a/tmof เข้าสู่คอมพลีเทนท์เซลล์ TOP10  ผสมพลาสมิดดีเอ็นเอ 
pET11a/tmof จ้านวน 2 µl กับคอมพลีเทนท์เซลล์แบคทีเรีย E. coli สายพันธ์ุ TOP10 จ้านวน 50 µl ที่เตรียม
จากการใช้แคลเซียมคลอไรด์ วางสารผสมบนน ้าแข็งนาน 20 นาที แช่ในน ้าร้อนที่มีอุณหภูมิ 42C นาน 90 
วินาที แล้วเติมอาหารเลี ยงเชื อ SOC 500 µl ลงในสารผสม จากนั นเลี ยงคอมพลีเทนท์เซลล์ที่ได้รับการถ่าย 
พลาสมิดดีเอ็นเอในตู้เลี ยงเชื อแบบเขย่าด้วยความเร็ว 220 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37C นาน 1 ช่ัวโมง เมื่อ
ครบระยะเวลาที่ก้าหนดแล้ว น้าเชื อมา 50 100 และ 200 µl กระจายให้ทั่วลงบนอาหาร LB ชนิดแข็งที่มี  
แอมพิซิลิน 100 µg/ml แบบข้ามคืนที่ 37C ในตู้บ่มเชื อ 
 ชักน้าการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์ยีน tmof  เลือกโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรียโคลน น้ามาเลี ยง
ข้ามคืนในอาหาร LB ชนิดเหลวที่มีแอมพิซิลินเข้มข้น 200 µg/L (ความเข้มข้นสุดท้าย) ในตู้บ่มเชื อแบบเขย่า    
ที่อุณหภูมิ 37C จากนั นเจือจางอาหารเลี ยงเชื อท่ีได้ 20 เท่า ในอาหาร LB ชนิดเหลวท่ีมีแอมพิซิลินเข้มข้น 200 
µg/L ปริมาตร 1 L เลี ยงต่อในตู้บ่มเชื อแบบเขย่า ที่อุณหภูมิ 37C  จน O.D.600 เท่ากับ 0.6 เก็บอาหารเลี ยงเชื อ 
1 ml ก่อนการเติม 1mM IPTG (ความเข้มข้นสุดท้าย) ลงในอาหารเลี ยงเชื อ จากนั นเลี ยงเชื อต่อที่สภาวะเดิมจน
ครบ 4 ช่ัวโมง ทั งนี ให้ท้าการเก็บอาหารเลี ยงเชื อ 1 มิลลิลิตร ทุก ๆ ช่ัวโมง เมื่อครบ 4 ช่ัวโมงแล้ว น้าอาหารเลี ยง
เชื อไปปั่นเหวี่ยงแบบหนีแรงศูนย์กลางด้วยความเร็ว 9,000 x g ที่ 4C นาน 10 นาที แยกส่วนของอาหารเหลว
ใสกับเซลล์แบคทีเรียที่ตกตะกอน เพื่อน้าไปตรวจสอบการผลิตรีคอมบิแนนท์เปปไทด์ TMOF ด้วยเทคนิค 
Tricine SDS-PAGE ส่วนเซลล์ตะกอนที่ได้ถูกน้ามาใช้ในการสกัดบริสุทธ์ิเปปไทด์เป้าหมาย 
 สกัดบริสุทธิ์รีคอมบิแนนท์เปปไทด์ TMOF  ละลายเซลล์ตะกอนให้เป็นสารแขวนลอยในไลซิส
บัฟเฟอร์ (20 mM โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 500 mM โซเดียมคลอไรด์ 20 mM อิมิดาโซล pH 7.4) ที่สัดส่วน 
5 ml/g น ้าหนักเปียกของเซลล์ตะกอนที่ผ่านการชักน้าด้วย IPTG  เติมไลโซไซม์ 200 mg/ml และ 1 mM 
PMSF (ความเข้มข้นสุดท้าย) จากนั นวางสารแขวนลอยที่ได้ที่อุณหภูมิ 4C นาน 20 นาที แล้วปั่นเหวี่ยงด้วย
ความเร็วสูงด้วยความเร็ว 13,000 x g ที่อุณหภูมิ 4C นาน 30 นาที  เพื่อแยกเซลล์ตะกอนที่ตายแล้ว (Pellet, 
P) ออกจากสารสกัดหยาบที่เป็นของเหลวใส (Supernate, SN)  เติมสารสกัดหยาบลงในคอลัมน์ HisTrap FF 
crude ขนาด     1 ml (GE Healthcare, ประเทศสวีเดน) ที่ต่อเข้ากับเครื่องสกัดบริสุทธิ์ AKTA FPLC (GE 
Healthcare, ประเทศสวีเดน) ด้วยอัตราเร็ว 0.5 ml/min ล้างโมเลกุลที่ไม่ชอบจับกับเรซินออกด้วยบัฟเฟอร์เอ
ซึ่งเป็นบัฟเฟอร์เดียวกับไลซิสบัฟฟอร์ในปรมิาตร 2 เท่าของขนาดคอลัมน์ด้วยอัตราเรว็ 1 ml/min จากนั นชะเอา
เปปไทด์เป้าหมายออกจากการจับกับเรซินโดยเพิ่มความเข้มข้นของอิมิดาโซด้วยการเติมบัฟเฟอร์บี (บัฟเฟอร์
ส้าหรับชะเปปไทด:์ 20 mM โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 500 mM โซเดียมคลอไรด์ 500 mM อิมิดาโซล pH 7.4) 
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จ้านวน 2 เท่าของขนาดคอลัมน์ด้วยอัตราเร็วเดิม ท้าการเก็บแฟรคช่ันละ 5 ml วิเคราะห์ความบริสุทธิ์ของ   
เปปไทด์เป้าหมายจากแฟรคช่ันท่ีได้จากการสกัดบริสุทธ์ิด้วยเทคนิค Tricine SDS-PAGE 
 Tricine SDS-PAGE  เตรียมเจลที่ใช้ในการแยก (20% Separating gel) และเจลที่ใช้ในการโหลด
สารตัวอย่าง (4% Stacking gel) เมื่อเจลแข็งตัวแล้ว เติมสารตัวอย่างที่ผสมอยู่กับ 1X SDS sample buffer 
(0.5 M Tris-HCl pH 6.8 10% (w/v) SDS 10% (v/v) กลีเซอรอล  0.1% (w/v) บรอมไทมอลบลู) โดยมีโปรตนี
มาตรฐานช่วงน ้าหนักโมเลกุลระหว่าง 1-26.6 kDa จากนั นใช้กระแสไฟฟ้าคงท่ี 125 V นาน 4 ช่ัวโมง ในการแยก 
น้าเจลไปแช่ในสารละลายฟิกซิ่ง (10% กลูตารัลดีไฮด์) เป็นเวลา 20 นาที ล้างด้วยน ้าปราศจากไอออน  5 ครั ง 
นานครั งละ 20 นาที ท้าการย้อมสีเจลในสีย้อมคูแมสซี่บลูและล้างสีย้อมออกด้วย 10% เอทานอล และ 10%             
เมทานอล 
 
 ตอนท่ี 3 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีต่อลูกน ้ายุงลาย  
 เตรียมลูกน ้ายุงลาย  แช่ไข่ยุงลายในน ้าปราศจากสารคลอรีน ประมาณ 2-3 วัน ไข่จะฟักตัวเป็น
ลูกน ้าระยะที่ 1 ในระยะนี ให้ท้าการเลี ยงลูกน ้ายุงลายในสภาวะสว่าง 12 ช่ัวโมงและมืดอีก 12 ช่ัวโมง ด้วยอาหาร
บด โดยให้อาหารวันละ 1 ครั ง ท้าเป็นวงจรเช่นนี  จนลูกน ้าลอกคราบและเตบิโตเป็นลูกน ้าระยะที่ 2 3 และ 4 ซึ่ง
จะใช้เวลาประมาณ 5 วัน น้าลูกน ้ายุงในช่วงปลายระยะที่ 3 และ/หรือช่วงต้นระยะที ่4 ไปใช้ในการทดสอบฤทธิ์
ของรีคอมบิแนนท์เปปไทด์เป้าหมาย  
 เตรียมสารทดสอบฤทธิ์  ช่ังเซลล์ตะกอนที่ผ่านการชักน้าการแสดงออก 200 mg เติมน ้ากลั่น 20 ml 
ผสมให้เข้ากันดี ซึ่งจะได้ความเข้มข้นของสารแขวนลอยที่ 1% หรือมีความหนาแน่นของเซลล์ เท่ากับ 10,000 
ppm เมื่อต้องการทดสอบจึงท้าการเจือจางแบบล้าดับ ทีละ 10 เท่า โดยความเข้มข้นสุดท้ายที่ทดสอบอยู่ใน
ช่วงกว้างระหว่าง 0.001–100 ppm  
 ทดสอบฤทธิ์ที่มีต่อลูกน ้ายุงลาย  ในงานวิจัยนี  ได้ด้าเนินการทดสอบฤทธิ์ของ rTMOF ที่มีต่อลูกน ้า
ยุงลายในระดับห้องปฏิบัติการ ตามขั นตอนขององค์การอนามัยโลก (World Health Organization, 2005) 
คัดเลือกลูกน ้ายุงที่แข็งแรงจ้านวน 25 ตัว ใส่ลงในแก้วพลาสติกใสที่มีน ้าบรรจุ 100 ml ใส่สารทดสอบลงใน
ภาชนะทดสอบ โดยให้สารมีความเข้มข้นสุดท้าย ดังนี  0.001 0.01 0.1 1 10 และ 100 ppm เพื่อหาช่วงความ
เข้มข้นที่เหมาะในการออกฤทธิ์ ทั งนี ให้ท้าการทดสอบที่ความเข้มข้นละ 4 ชุด จากนั นเลี ยงลูกน ้ายุงที่อุณหภูมิ 
25-28C ในสภาวะสว่าง 12 ช่ัวโมงและมืดอีก 12 ช่ัวโมง เป็นเวลา 2 วัน สังเกตการตายหรือการตอบสนองของ
ลูกน ้ายุง 
 
ผลกำรวิจัยและอภิปรำยผล 
 ล้าดับโอลิโกนิวคลีโอไทด์ของรีคอมบิแนนท์ยีน tmof  โอลิโกนิวคลีโอไทด์ของยีนที่ต้องการมีล้าดับ
เบส ดังนี  5'- TAT GAT CCG GCG CCT CCG CCG CCA CCG CCC CAT CAC CAC CAC CAT CAT -3' มีความ
ยาว 48 เบส ซึ่งในล้าดับเบสนี เป็นล้าดับของเปปไทด์ 30 mer คือ TAT GAT CCG GCG CCT CCG CCG CCA 
CCG CCC และล้าดับของเบสที่ก้าหนดเป็น His-tagged 6 เรสซิดิวอีก 18 mer คือ CAT CAC CAC CAC CAT 
CAT ซึ่งยีนสังเคราะห์ได้ถูกแทรกเข้าที่ต้าแหน่ง Nde I และ BamH I (ภาพที่ 1ก) ซึ่งยืนยันความถูกต้องของ
ล้าดับโอลิโกนิวคลีโอไทด์ของยีน tmof ที่สังเคราะห์ทั ง 48 เบส โดยล้าดับเบสจากปลาย 5’ ไปปลาย 3’ เป็น
ต้าแหน่งของ Nde I ยีน tmof ยีนที่ก้าหนด His-tagged และ Bam HI ตามล้าดับ ซึ่งอยู่ภายใน Open reading 
frame ที่ถูกต้อง (ภาพที ่1ข) 
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ภำพที่ 1 การผลิตรีคอมบิแนนท์ยนี tmof ก) แผนที่โครงสร้างเวคเตอร์ pET11a แสดงบริเวณที่แทรก 
รีคอม-บิแนนท์ยีน tmof (ยีนที่ขีดเส้นใต้) ข) ผลการตรวจล้าดับโอลโิกนิวคลีโอไทด์ของยีน  
สังเคราะห์ tmof/pET11a 

 
 การแสดงออกของรีคอมบิแนนท์ยีน tmof  จากการวิเคราะห์สารตัวอย่างทั งส่วนเซลล์ตะกอน (P) 
และสารสกัดหยาบที่ของเหลวใส (SN) ซึ่งเก็บทั งก่อนเริ่ม (ช่ัวโมงที่ 0) และหลังการชักน้า (ช่ัวโมงที่ 1-4) ด้วย 
Tricine SDS-PAGE พบว่า รีคอมบิแนนท์ยีน tmof สามารถแสดงออกได้ดีใน E. coli อีกทั งแบคทีเรียยังผลิต   รี
คอมบิแนนท์เปปไทด์ได้ในปริมาณมาก ดังเห็นได้จากแถบต้าแหน่งของ rTMOF ในช่องสารตัวอย่าง P ณ ช่ัวโมง
ต่าง ๆ ที่ขนาด 2 kDa (ภาพที่ 2ก, แถบที่ P1 - P4 ต้าแหน่งลูกศรชี ) ถึงแม้จะพบว่าการแสดงออกของยีน
เป้าหมายเกิดขึ นก่อนการชักน้า (แถบที่ P0) แต่อย่างไรก็ตามมีผลการทดลองที่บ่งชี ถึงความไม่เป็นพิษของยีน
เป้าหมายต่อโฮสต์เซลล์ โดยพบโคโลนีเป็นจ้านวนมากหลังการส่งถ่ายพลาสมิด pET11a/tmof เข้าสู่โฮสต์เซลล์ 
อีกทั งอัตราการเติบโตของโคลนแบคทีเรียยังเป็นปกติเมื่อเทียบกับแบคทีเรียก่อนการส่งถ่ายพลาสมิด และเมื่อ 
ชักน้าการแสดงออกของยีนเป้าหมาย พบปริมาณเปปไทด์มากขึ นตามช่วงเวลาที่เพาะเลี ยง จึงเห็นได้ว่า E. coli 
สามารถเป็นโฮสต์เซลล์ในการผลิตรีคอมบิแนนท์เปปไทด์ TMOF จากยุงลายได้ ทั งนี ที่ผ่านมา มีรายงานการ
ความส้าเร็จในการผลิต TMOF ใน E. coli เช่นกัน (Carlson, et al., 1994) 
 
 
 
 
 
 
 
 

ข) ก) 
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ภำพที่ 2 การผลิตรีคอมบิแนนท์เปปไทด์ TMOF ก) การแสดงออกของยีนสังเคราะห ์tmof ใน E. coli สายพันธ์ุ 
TOP10 โดยอักษรย่อ M SN และ P แสดงถึง โปรตีนมาตรฐาน ของเหลวใส และเซลล์ตะกอนที่ได้จาก
การปั่น-เหวี่ยง ส่วน 0, 1, 2, 3 และ 4 แสดงถึงช่ัวโมงก่อนและหลังการชักน้าด้วยสาร IPTG ลูกศร
ชี ให้เห็นต้าแหน่งของแถบเปปไทดเ์ป้าหมาย (2 kDa) เมื่อเทียบกับตา้แหน่งของโปรตีนมาตรฐาน และ 
ข) การสกัดบรสิุทธ์ิของเปปไทด์ TMOF ด้วยเทคนิคความชอบจ้าเพาะในการจับกับไอออนของนิเกิล 
อักษรย่อ L FT W และ E แสดงถงึ สารสกัดหยาบจากแบคทีเรีย TOP10 ที่ผ่านการชักน้าการ
แสดงออกของยีน pET11a/tmof สารสกดัหยาบท่ีผ่านคอลมัน ์แฟรคชั่นจากการล้างด้วยบัฟเฟอรเ์อ 
และแฟรคชั่นจากการชะด้วยบัฟเฟอร์บี ตามลา้ดับ  

  
 การสกัดบริสุทธ์ิเปปไทด์เป้าหมายนั นยังไม่ประสบความส้าเร็จ ดังเห็นจากการพบเปปไทด์เป้าหมาย
ในแฟรคช่ัน E ในปริมาณที่ค่อนข้างน้อย (ภาพที่ 2ข) และเมื่อวิเคราะห์ปริมาณเปปไทด์ด้วยวิธี Lowry-Folin 
แล้ว ไม่สามารถตรวจหาความเข้มข้นของเปปไทด์ได้ จึงท้าการปรับค่าความเป็นกรด-เบสของบัฟเฟอร์ที่ใช้ในการ
สกัด ชนิดของสารเคมีที่ใช้ในการเตรียมบัฟเฟอร์  การเพิ่มเวลาในการสัมผัสระหว่างสารสกัดหยาบและเรซนิ เพื่อ
หาสภาวะที่เหมาะต่อการสกัดบริสุทธิ์ แต่ผลที่ได้ยังคงเป็นไปในทางเดียวกัน ที่เป็นเช่นนั นเนื่องด้วยเมื่อเปปไทด์
ถูกผลิตเป็นจ้านวนมาก ท้าให้สภาวะสมดุลในการละลายตัวของเปปไทด์เสียไป (Rosano & Ceccarelli, 2014) 
จึงเกิดการรวมตัวกันของ rTMOF (Inclusion bodies) จนท้าให้ฮิสติดีนเรสซิดิวไม่สามารถจับกับเรซิน จึงพบ 
rTMOF ถูกล้างออกจากเรซินแทนที่จะพบหลังการชะด้วยบัฟเฟอร์บี (ภาพที่ 2ข, แถบที่ W ต้าแหน่งลูกศรชี ) 
ดังนั นผู้วิจัยจึงน้าโคลนเซลล์ในการทดสอบฤทธิท์างชีวภาพที่มีต่อลูกน ้ายุงลาย ด้วยมีการศึกษาบ่งชี ว่า แบคทีเรีย
สามารถเป็นอาหารส้าหรับลูกน ้ายุงได้ (เลาจนา เชาวนาดิสัย, 2544) โดยก่อนหน้านี มีรายงานการใช้รีคอม
บิแนนท์ยีสต์ (S. cerevisiae) ที่มีการเช่ือมต่อยีน tmof จากยุงลาย แล้วน้าโคลนเซลล์นั นมาใช้เป็นผสมเป็น
อาหารในการเพาะเลี ยงยุง (Borovsky, 2003, Borovsky, et al., 2006) 
 ฤทธิย์ับยั งการเติบโตของลูกน ้ายุงลาย  หลังการใส่แบคทีเรียโคลนท่ีมีเปปไทด์เป้าหมาย (ชุดทดลอง) 
ลงในภาชนะทดสอบ นาน 2 วัน ไม่พบการตายของลูกน ้ายุง แต่สิ่งที่ปรากฎ คือ ที่ทุกความเข้มข้น (0.001-100 
ppm แบคทีเรียโคลน) ลูกน ้ายุง (n = 25) มีขนาดตัวเล็กกว่าชุดควบคุมอย่างมีนัยส้าคัญ (P < 0.05) (ภาพที่ 3) 
โดยมีขนาดตัวยาว 4.05 3.83 3.59 3.57 3.92 และ 3.38 มม. และมีขนาดหัว 0.58 0.48 0.22 0.20 0.45 และ 
0.34 มม. ตามล้าดับ ทั งนี ความเข้มข้น 0.1 และ 1 ppm มีผลต่อการเติบโตมากท่ีสุด โดยลูกน ้ายุงมีขนาดตัวสั น
กว่าชุดควบคุม 1.43 เท่า และหัวเล็กกว่าชุดควบคุม 4 เท่า อีกทั งยังเคลื่อนที่ช้ากว่าปกติโดยไม่สามารถด้าน ้าหนี
เมื่อถูกรบกวน ลักษณะปรากฎนี เป็นลักษณะของลูกน ้ายุงที่ใกล้ตาย (World Health Organization, 2005) 
 

14.2 
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ข) ก) 

http://www.nstda.or.th/thairesearch/index.php?q=repositories/author/10351&sort=keyword&order=asc
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ภำพที่ 3 ลักษณะของลูกน ้ายุงลายที่เติบโตหลังการเลี ยง 2 วัน เมื่อได้รับแบคทีเรียโคลนสายพันธุ์ TOP10              

ซึ่งมีโคลนยีน tmof เป็นอาหารทีเ่ข้มข้นตั งแต่ 0.001-100 ppm โดยทีอ่ักษรย่อ CNT                          
แสดงถึงลูกน ้ายุงลาย ชุดควบคุมที่ได้รับแบคทีเรียทีไ่ม่มโีคลนยีนเป็นอาหาร  

 
  การชะลอการเติบโตของลูกน ้ายุงชุดทดลองเกิดจากการออกฤทธิ์ rTMOF ซึ่งยับยั งการสังเคราะห์
เอนไซม์ทริปซินในกระเพาะอาหาร ส่งผลให้ลูกน ้ายุงไม่สามารถย่อยอาหารที่กินเข้าไปได้ (Borovsky, et al., 
2006) จึงขาดสารอาหารจนมีลักษณะปรากฎดังที่แสดง (ภาพที่ 3) เมื่อท้าการสังเกตต่อเนื่องอีก 4 วัน พบว่า 
ลูกน ้ายุงชุดทดลองที่ทุกความเข้มข้น (ร้อยละ 80 84 92 92  88 และ 96 ตามล้าดับ) ยังคงอยู่ในระยะลูกน ้า    
ที่เหลือเปลี่ยนระยะเข้าสู่ตัวโม่ง ในขณะที่ลูกน ้ายุงชุดควบคุมทุกตัวเปลี่ยนระยะเป็นตัวเต็มวัยตามระยะเวลาปกติ
ของวงจรชีวิต (8-10 วัน จากไข่ถึงตัวเต็มวัย) ทั งนี ที่ผ่านมามีรายงานผลการเพาะเลี ยงลกูน ้ายุงลายระยะที่ 1 ด้วย
อาหารเลี ยงยีสต์ที่มีอนุภาคของ CP-TMOF virion เป็นเวลา 6 วัน ผลปรากฎพบการเติบโตที่ช้ากว่าปกติ โดยมี
ขนาดตัวสั นกวา่ลูกน ้ายุงลายที่ไดร้ับอาหารปกติ 2.38 เท่า (Borovsky, et al., 2006) จึงยืนยันได้ว่า TMOF เป็น
สารทางเลือกที่สามารถน้าไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ควบคุมลูกน ้ายุงลายในเชิงอุตสาหกรรมได้  
 
สรุป 
  การผลิต TMOF ด้วยเทคนิครีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอในแบคทีเรีย E. coli เป็นกระบวนการทางเลือก    
ที่น่าสนใจ ถึงแม้การสกัดบริสุทธ์ิรีคอมบิแนนท์เป้าหมายยังเป็นข้อจ้ากัดในการศึกษานี  แต่รีคอมบิแนนท์เปปไทด์
ที่ได้ไม่เป็นพิษต่อโฮสต์เซลล์ อีกทั งยังสามารถออกฤทธ์ิทางชีวภาพในการยับยั งการเติบโตของลูกน ้ายุงลายได้ 
 
ข้อเสนอแนะ 
  การผลิตเปปไทด์เป้าหมายโดยน้าไปต่อเข้ากับฟิวชันโปรตีนชนิดอื่นอาจลดการเกิดการรวมตัวของ      
รีคอมบิแนนท์เปปไทด์ได้ แต่อย่างไรก็ตามควรศึกษาว่าฟิวชันโปรตีนนั นส่งผลรบกวนการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
ของเปปไทด์เป้าหมายหรือไม่ การผลิตรีคอมบิแนนท์เปปไทด์ในแบคทีเรียประจ้าถิ่นแหล่งเพาะพันธุ์ยุงอาจเพิ่ม
โอกาสความเป็นไปได้ในการควบคุมการเพาะพันธุ์ยุงตามธรรมชาติ นอกจากนี การผลิตรีคอมบิแนนท์ TMOF ให้
ออกฤทธิ์ร่วมกับสารพิษจากแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis subsp. israelensis (Bti) ด้วยเทคนิครีคอม-
บิแนนท์ดีเอ็นเอ อาจเป็นแนวทางหนึ่งในการเพิ่มประสิทธิภาพในการก้าจัดลูกน ้ายุงได้ 
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