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บทคดัย่อ 
เอนไซมไ์ดไฮโดรโฟเลตซนิเทส-โฟลลีโพลกีลตูาเมตซนิเทส (dihydrofolate synthase - folylpolygluta-

mate synthase) เป็นเอนไซมใ์นวถิีโฟเลตซึ่งเป็นวถิีส าคญัในการสงัเคราะห์สารพนัธุกรรมของมาลาเรยี 
Plasmodium falciparum และเป็นเอนไซมส์ าคญัที่จะน ามาใชเ้ป็นเป้าหมายในการพฒันายาต้านมาลาเรยี 
ดงันัน้การแสดงออกและผลติเอนไซมไ์ดไฮโดรโฟเลตซนิเทส-โฟลลีโพลกีลูตาเมตซนิเทสของ P. falciparum 
จงึมคีวามจ าเป็นเพื่อใชใ้นการศกึษาและพฒันายาใหส้ามารถจบักบัเอนไซมไ์ดอ้ย่างจ าเพาะ งานวจิยัทีผ่่านมา
พบว่าสามารถท าใหม้กีารสรา้งเอนไซมไ์ดไฮโดรโฟเลตซนิเทส-โฟลลีโพลกีลูตาเมตซนิเทสของ P. falciparum 
ในแบคทเีรยี Eschelichia coli ได ้แต่พบปญัหาคอืโปรตนีสว่นใหญ่อยู่ในสว่นของโปรตนีทีไ่ม่ละลายน ้า ดงันัน้
ในงานวจิยันี้ ผูว้จิยัใชร้ะบบ pGEXเพื่อท าการแสดงออกเอนไซมไ์ดไฮโดรโฟเลตซนิเทส-โฟลลีโพลกีลูตาเมต 
ซนิเทสของ P. falciparum เชื่อมต่อกบักลูตาไธโอน เอส-ทรานสเฟอเรส (glutathione S-transferase) ใน E. 
coli BL21(DE3) โดยกระตุ้นการแสดงออกของโปรตนีด้วยการใชส้ตูรอาหารกระตุ้นการแสดงออกอตัโนมตัิ 
ZYM-5052 ทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 12 ชัว่โมง และน าไปกระตุ้นต่อทีอุ่ณหภูม ิ18 องศา
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เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ได้โปรตีนไดไฮโดรโฟเลตซินเทส-โฟลีลโพลีกลูตาเมตซินเทสของ P. 
falciparum เชื่อมต่อกบักลูตาไธโอน เอส-ทรานสเฟอเรสทีม่ขีนาดประมาณ 87 กโิลดาลตนั ในส่วนละลายน ้า 
และสามารถท าใหบ้รสิทุธิเ์บือ้งตน้ไดด้ว้ย glutathione sepharose 4 fast flow resin เพื่อน าไปใชใ้นการศกึษา
พฒันายาตา้นมาลาเรยีต่อไปได ้
 

ค าส าคญั :    มาลาเรยี; Plasmodium falciparum; ไดไฮโดรโฟเลตซนิเทส-โฟลลีโพลกีลูตาเมตซนิเทส; การ
แสดงออกของโปรตนี 

 
Abstract 

Dihydrofolate synthase-folylpolyglutamate synthase (DHFS-FPGS) is one of the enzymes in 
folate biosynthesis pathway, which is important for genetic material synthesis in malarial parasite 
Plasmodium falciparum. Due to its important function in the pathway, the enzyme is considered to be 
one of the candidates as new drug targets. Therefore, expression and production of P. falciparum 
DHFS-FPGS enzyme is crucial for use in specific inhibitor-target binding during the process of drug 
discovery and development. Previous studies by other research groups showed that P. falciparum 
DHFS-FPGS could be expressed in Escherichia coli but most of the expressed proteins were in the 
form of insoluble fraction. In this study, we used pGEX expression system to express Glutathione S-
transferase (GST)-fusion DHFS-FPGS protein in E. coli BL21 (DE3). The GST-fusion DHFS-FPGS 
protein, at the size of approximately 87 kilodaltons, could be induced as a soluble form, using 
autoexpression system by culturing the bacteria in ZYM-5052 media at 37 C for 12 hours followed 
by 18 C for another 24 hours. When purified using glutathione Sepharose 4 Fast Flow resin, the 
protein could be further used for antimalarial drug development. 

 

Keywords: Plasmodium falciparum; dihydrofolate synthase-folylpolyglutamate synthase; protein 
expression 

 
1. ค าน า 

โรคมาลาเรียโดยเฉพาะอย่างยิ่งที่เกิดจาก 
Plasmodium falciparum เป็นปญัหาทีร่า้ยแรงต่อ
สขุภาพของมนุษยใ์นประเทศเขตรอ้นชืน้ มผีูป้ว่ยใน
แต่ละปีประมาณ 100-200 ล้านคน และตายปีละ
ประมาณ 655,000 คน (WHO, 2011) นอกจากนี้
เชื้อมาลาเรยีได้มกีารพฒันาจนสามารถดื้อยาที่ใช้
อยู่ในปจัจุบนั ไดแ้ก่ ไพรเิมธามนี (pyrimethamine) 
คลอโรควิน (chloroquine) ซัลฟาดอกซิน 
(sulfadoxine) และล่าสดุมรีายงานการพบการดือ้ยา

รกัษาโรคมาลาเรยีทีม่ปีระสทิธภิาพฆ่าเชือ้ดทีีสุ่ดใน
ปจัจุบนั คอื อารเ์ทมซินิิน (artemisinin) (Dondorp 
et al., 2009) ในแถบเอเชยีตะวนัออกเฉียงใต ้ดงันัน้
จงึจ าเป็นอย่างยิง่ทีจ่ะตอ้งพฒันายาใหม่เพื่อต่อสูก้บั
เชือ้ดือ้ยาเหล่าน้ี โดยกระบวนการหนึ่งในการพฒันา
ยาใหม่คือการค้นหาเป้าหมายยาใหม่ที่มีความ
จ าเป็นต่อการอยู่รอดของมาลาเรีย เพื่อใช้ในการ
พฒันายารกัษาโรคมาลาเรยีต่อไป 

ยาต้านโฟเลต (antifolate drugs) เป็นยาที่
ใ ช้ ยับยั ้ง เ อน ไซม์ ใ น เมแทบอลิซึม ของกา ร
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สังเคราะห์โฟเลต และได้น ามาใช้ในการรักษา
มาลาเรีย โดยมียาที่ใช้กนัอยู่คือยาซัลฟาดอกซิน 
ซึง่เป็นยาทีม่เีป้าหมายอยู่ทีเ่อนไซมไ์ดไฮโดรเทอโร 
เอทซนิเทส (dihydropteroate synthase, DHPS) 
(Triglia et al., 1997) และยาไพรเิมธามนีที่มี
เป้าหมายอยู่ที่เอนไซม์ไดไฮโดรโฟเลตรีดักเทส 
(dihydrofolate reductase, DHFR) (Sirawaraporn, 
1998) ซึ่งการยบัยัง้เอนไซม์ในเมแทบอลซิมึของ
การสงัเคราะห์โฟเลตจะมีผลท าให้เชื้อไม่สามารถ
สร้างสารพนัธุกรรมได้และท าให้เชื้อตาย จงึท าให้ 
เมแทบอลซิมึของการสงัเคราะหโฟเลตโดยเฉพาะ
เอนไซม์ไดไฮโดรเทอโรเอทซินเทสและเอนไซม ์  
ไดไฮโดรโฟเลตรดีกัเทสนัน้เป็นเป้าหมายของการ
พฒันายาตัวใหม่ นอกจากนี้ในเมแทบอลิซึมของ
การสังเคราะห์โฟเลตนั ้นยังมีเอนไซม์อื่นที่อยู่
ระหว่างการศกึษาความสามารถการเป็นเป้าหมาย
ยา (Muller et al., 2009; Muller and Hyde, 2013) 

เอนไซม์ไดไฮโดรโฟเลตซินเทส-โฟลลีโพล ี
กลูตาเมตซินเทส (dihydrofolate synthase-
folylpolyglutamate synthase) ของ P. falciparum 
เป็นเอนไซมส์องหน้าที ่(bi-functional enzyme) คอื 
ไดไฮโดรโฟเลตซินเทสและโฟลีลโพลีกลูตาเมต   
ซนิเทส (Salcedo et al., 2001) โดยเอนไซม ์
ไดไฮโดรโฟเลตซินเทสท าหน้าที่ในการเปลี่ยน    
ไดไฮโดรเทอโรเอท (dihydropteroate) ให้ได ้
ไดไฮโดรโฟเลต (dihydrofolate) โดยการเติมกรด 
อะมโินกลูตามกิ (glutamic acid) และอาศยัเอทพี ี
(ATP) เป็นโคแฟกเตอร ์ส าหรบัเอนไซม์โฟลลีโพล ี
กลูตาเมตซินเทส อาศัยโคแฟกเตอร์เหมือนกับ
เอนไซม์ไดไฮโดรโฟเลตซนิเทส คอื เอทพี ีแต่สาร
ตัง้ต้นคือกรดอะมิโนกลูตามิกและเตตราไฮโดร    
โฟเลต (tetrahydrofolate) ไดผ้ลติภณัทอ์อกมาเป็น
เตตราไฮโดรโฟเลตทีต่่อกบัสาย กลูตาเมต การเตมิ
สายกลูตาเมตเข้าในเตตราไฮโดรโฟเลต ใน P. 
falciparum จะเติมกลูตาเมตเขา้ไปทัง้หมด 5 ตัว 

(Krungkrai et al., 1989; Wang et al. 2004) การ
เติมสายกลูตาเมตเข้าสู่เตตราไฮโดรโฟเลตของ
เอนไซม์โฟลีลโพลกีลูตาเมตซินเทสมีความส าคญั 
เพราะกลูตาเมตตัวแรกที่อยู่ในโฟเลตหรือเตตรา
ไฮโดรโฟเลตเป็นตวัส าคญัทีจ่ะท าใหโ้ฟเลตเกดิการ
แลกเปลี่ยนระหว่างออรแ์กเนลล์ หรอืเขา้ออกเซลล ์
ซึ่งอาจท าให้ปริมาณโฟเลตภายในเซลล์ลดลงได ้
ดงันัน้การเตมิสายกลูตาเมตจะช่วยใหโ้ฟเลตไม่ถูก
แลกเปลี่ยนระหว่างออร์แกเนลล์หรอืเขา้ออกเซลล์
ได้โดยง่าย นอกจากนี้การเติมสายกลูตาเมตเข้าสู่ 
เตตราไฮโดรโฟเลตยังช่วยให้เอนไซม์ที่อยู่ ใน     
วฏัจกัรไธมดิเิลต (thymidylate cycle)  สามารถจบั
กบัโฟเลตไดด้ขีึน้ (McGuire, 1984) เอนไซม์ได
ไฮโดรโฟเลตซินเทส-โฟลีลโพลีกลูตาเมตซินเทส
ของ P. falciparum นัน้เมื่อเปรยีบกบัเอนไซมข์อง
มนุษยพ์บว่ามคีวามแตกต่างกนัเพราะในมนุษยจ์ะมี
เพยีงเอนไซมโ์ฟลลีโพลกีลูตาเมตซนิเทส (Salcedo 
et al., 2001) จากงานวจิยัทีผ่่านมาพบว่าเอนไซมน์ี้
มคีวามส าคญัต่อ Escherichia coli (Pyne and 
Bongnar, 1992) นอกจากนี้การน ายนีไดไฮโดร   
โฟเลตซนิเทส-โฟลีลโพลกีลูตาเมตซนิเทสของ P. 
falciparum ถ่ายเขา้สู่แบคทเีรยีและยสีต์สายพนัธุ์ที่
ขาดยีนนี้ สามารถช่วยให้ทัง้แบคทีเรียและยีสต์มี
ชวีติรอดได ้(Salcedo et al., 2001) ดงันัน้เอนไซม์
ไดไฮโดรโฟเลตซนิเทส-โฟลลีโพลกีลูตาเมตซนิเทส
จงึเป็นเอนไซมส์ าคญัที่จะน ามาใช้เป็นเป้าหมายใน
การพฒันายาได ้

เพื่อใชใ้นการศกึษาและพฒันายาใหส้ามารถ
จบักบัเอนไซม์ไดไฮโดรโฟเลตซินเทส-โฟลีลโพล ี
กลูตาเมตซินเทสได้อย่างจ าเพาะและยับยัง้การ
ท างานของเอนไซม์นัน้ จ าเป็นต้องแสดงออกและ
ผลิตเอนไซม์ไดไฮโดรโฟเลตซินเทส-โฟลีลโพล ี
กลูตาเมตซนิเทสของ P. falciparum ใหไ้ด ้ซึง่จาก
งานวจิยัทีผ่่านมาพบว่าสามารถแสดงออกเอนไซม์
ไดไฮโดรโฟเลตซนิเทส-โฟลลีโพลกีลูตาเมตซนิเทส
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ของ P. falciparum ใน E. coli ได ้แต่พบปญัหาคอื
โปรตนีสว่นใหญ่อยู่ในสว่นของโปรตนีทีไ่ม่ละลายน ้า 
(Insoluble protein) (Coetzee, 2003; Human, 
2007) ดงันัน้ในงานวจิยันี้ผูว้จิยัไดท้ าการแสดงออก
เอนไซม์ไดไฮโดรโฟเลตซินเทส-โฟลีลโพลีกลูตา  
เมตซนิเทสของ P. falciparum ใน E. coli โดยให้
เอนไซม์ไดไฮโดรโฟเลตซินเทส-โฟลีลโพลีกลูตา  
เมตซินเทสเชื่อมต่อกับกลูตาไธโอน เอส-ทรานส
เฟอเรส (glutathione S-transferase) ซึง่สามารถ
ช่วยให้เอนไซม์ไดไฮโดรโฟเลตซนิเทส-โฟลลีโพล ี
กลูตาเมตซินเทสที่เชื่อมอยู่นัน้อยู่ในรูปที่สามารถ
ละลายน ้าไดม้ากขึน้ (Smith and Johnson, 1988) 
และท าใหส้ามารถน าไปสกดัใหบ้รสิุทธิเ์พื่อน าไปใช้
ในการศกึษาต่อไปได ้
 
2. อปุกรณ์และวิธีการ 

2.1 สายพนัธุ์แบคทีเรีย พลาสมิดและ
สารเคมีท่ีใช้ 

แบคทเีรยีทีใ่ชใ้นการทดลองนี้คอื E. coli 
สายพนัธุ ์DH5 α ส าหรบัการสรา้งพลาสมดิ และ
สายพนัธุ์ BL21 (DE3) ส าหรบัการแสดงออก
โปรตนีไดไฮโดรโฟเลตซนิเทส-โฟลลีโพลกีลูตาเมต 
ซินเทส พลาสมิดเริ่มต้นที่ ใช้ในงานวิจัยนี้คือ  
pGEX-4T-1 (GE Healthcare Life Sciences) 
เอนไซม์ตดัจ าเพาะ BamHI, XhoI และ Gibson 
Assembly® master mix ใช้จาก New England 
Biolabs  ซดีเีอน็เอ (cDNA) ของ P. falciparum 
สายพันธุ์ 3D7 ได้จากศูนย์พันธุวิศวกรรมและ
เทคโนโลยชีวีภาพแห่งชาต ิ(BIOTEC) 

2.2 การสร้างพลาสมิดเพื่อใช้ในการ
แสดงออกเอนไซม์ไดไฮโดรโฟเลตซินเทส-     
โฟลีลโพลีกลูตาเมตซินเทส 

ยีนไดไฮโดรโฟเลตซินเทส-โฟลีลโพล ี
กลูตาเมตซนิเทสของ P. falciparum ไดจ้ากการ
เพิ่มปริมาณยีนด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

(polymerase chain reaction, PCR) โดยใช ้    
ไพรเมอร์ pGEX.PfDHFS forward และ 
pGEX.PfDHFS reverse (ล าดบัเบสดงัที่แสดงใน
ตารางที่ 1) และใช้ซดีเีอน็เอ (cDNA) ของ P. 
falciparum สายพนัธุ์ 3D7 ซึ่งได้จากศูนย์พนัธุ
วิศ วกรรมและ เทคโนโลยีชีวภาพแห่ ง ช าต ิ
(BIOTEC) เป็นสายแม่แบบ โดยมขีัน้ตอนดงันี้ คอื 
(1) initial denaturation ที่ 95 องศาเซลเซยีส 3 
นาท ี(2) denaturation ที ่95 องศาเซลเซยีส 30 
วนิาท ี(3) annealing ที ่55 องศาเซลเซยีส 30 
วนิาท ี(4)  extension ที ่60 องศาเซลเซยีส 2 นาท ี
ท าซ ้าขัน้ที ่2-4 ทัง้หมด 30 รอบและจบดว้ย final 
extension ที ่60 องศาเซลเซยีส 5 นาท ีจากนัน้ท า
ความสะอาดชิน้ผลติภณัฑ ์PCR ของยนี PfDHFS 
ทีไ่ดโ้ดย QIAquick PCR Purification kit (Qiagen) 
และน าชิน้ผลติภณัฑ ์PCR ของยนี PfDHFS เขา้สู ่
พลาสมดิ pGEX-4T-1 ที่ต าแหน่งจุดตดัเอนไซม ์
BamHI และ XhoI โดยใช้เทคนิค Gibson 
assembly (Gibson et al., 2009) ซึง่เป็นการผสม
ชิ้นยีนที่ต้องการกับพลาดมิดที่ถู กตัดแต่งใน
ต าแหน่งที่ต้องการให้ชิ้นยีนเข้ากับสารละลาย 
Gibson assembly master mix ซึง่มเีอนไซม ์T5 
exonuclease (ท าหน้าที่ตัดย่อยด้าน 5 ของ        
ดเีอน็เอ) Phusion DNA polymerase (สรา้งสาย   
ดเีอน็เอ) และ Taq DNA ligase (ต่อสายดเีอน็เอ) 
ผสมอยู่ ท าปฏกิริยิาทีอุ่ณหภูม ิ50 องศาเซลเซยีส
เป็นเวลา 30 นาท ีจากนัน้ถ่ายเขา้สู่ E. coli DH5α 
ดว้ยวธิ ีheat shock และท าการคดัเลอืก E. coli ทีม่ ี
ได้พลาสมดิ pGEX.PfDHFS (รูปที่ 1) บนอาหาร 
Luria Bertani (LB) ที่มีแอมพิซิลลิน (100 
ไมโครกรมั /มลิลลิติร) บ่มค้างคนืที่อุณหภูม ิ37 
องศาเซลเซยีส ล าดบัเบสของยนีไดไฮโดรโฟเลตซนิ
เทส-โฟลลี   โพลกีลตูาเมตซนิเทสและความถูกต้อง
ของการเชื่อมเขา้กบัพลาสมดิ pGEX-4T-1 ได้รบั
การยนืยนัความถูกตอ้งดว้ยการตรวจสอบล าดบัเบส  
(BioDesign Co., Ltd.) 
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ตารางท่ี 1 ไพรเมอรส์ าหรบัใชใ้นการเพิม่ปรมิาณยนีไดไฮโดรโฟเลตซนิเทส-โฟลลีโพลกีลูตาเมตซนิเทสของ 
P. falciparum 

 

ไพรเมอร ์ ล าดบัเบส 
pGEX.PfDHFS forward 5-CCGCGTGGATCCCCGGAATTCATGGAAAAAAATCAAAATGATAAAAGTAAC-3 
pGEX.PfDHFS reverse 5-GTCACGATGCGGCCGCTCGAGTTAAACAAGAGATGGTTCATTC-3 
 

 
 

รปูท่ี 1 การสรา้งพลาสมดิ pGEX.PfDHFS เพื่อใช้
ในการแสดงออกเอนไซม์ไดไฮโดรโฟเลต
ซนิเทส-โฟลลีโพลกีลูตาเมตซนิเทสของ P. 
falciparum ชิ้นผลติภณัฑ์ PCR ของยนี
PfDHFS ถูกน าเขา้สูพ่ลาสมดิ pGEX-4T-1 
ที่ต าแหน่งจุดตัดเอนไซม์ BamHI และ 
XhoI โดยใช้เทคนิค Gibson assembly 
ได้พลาสมิด pGEX.PfDHFS (GST = 
กลตูาไธโอน เอส-ทรานสเฟอเรส) 

 
2.3 การแสดงออกโปรตีนไดไฮโดรโฟเลต

ซินเทส-โฟลีลโพลีกลูตาเมตซินเทสของ P. 
falciparum โดยพลาสมิด pGEX.PfDHFS 

ถ่ายพลาสมดิ pGEX.PfDHFS เขา้สู่ E. 
coli สายพนัธุ ์BL21 (DE3) เพื่อใชใ้นการแสดงออก
โปรตนี โดยสภาวะทีใ่ชใ้นการแสดงออกมดีงันี้  

2.3.1 แบบใช ้IPTG (isopropyl β-D-1-
thiogalactopyranoside) เป็นตัวกระตุ้นการ

แสดงออก ท าการเพาะเลีย้ง E. coli สายพนัธุ ์BL21 
(DE3) ทีม่พีลาสมดิ pGEX.PfDHFS หรอื พลาสมดิ
ดัง้เดมิ pGEX-4T-1 ในอาหารเลีย้ง LB ที่มแีอมพิ
ซลิลนิ (100 ไมโครกรมั/มลิลลิติร) โดยเขย่า 200 
รอบต่อนาท ีเป็นเวลาขา้มคนืที ่37 องศาเซลเซยีส 
จากนัน้น า E. coli ทีเ่ลีย้งไดม้าเจอืจาง 20 เท่าใน
อาหารเลีย้ง LB ทีม่แีอมพซิลิลนิ (100 ไมโครกรมั/
มลิลลิติร) น าไปเลี้ยงต่อที ่37 องศาเซลเซยีสโดย
เขย่า 200 รอบต่อนาท ีจนกระทัง้ค่าการดูดกลืน
แสงทีค่วามยาวคลื่น 600 นาโนเมตร อยู่ที ่0.8  จงึ
เติม IPTG ความเขม้ขน้สุดท้าย 0.1 มลิลโิมลาร ์
จากนัน้น าไปเลีย้งต่อ  โดยแบ่งการเพาะเลีย้งเป็น 2 
อุณหภูมิคือที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 
ชัว่โมง กับที่ 18 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชัว่โมงและเขย่าทีค่วามเรว็รอบเท่าเดมิ 

2.3.2 แบบชกัน าการแสดงออกอตัโนมตั ิ
(autoinduction) โดยอ้างอิงวิธีการจาก Studier 
(2005)   ท าการเพาะเลีย้ง E. coli สายพนัธุ ์BL21 
(DE3) ทีม่พีลาสมดิ pGEX.PfDHFS ในอาหารเลีย้ง 
LB ทีม่แีอมพซิลิลนิ (100 ไมโครกรมั/มลิลลิติร) โดย
เขย่า 200 รอบต่อนาท ีเป็นเวลาขา้มคนืที ่37 องศา
เซลเซยีส จากนัน้น า E. coli ทีไ่ดม้าเจอืจางใหเ้หลอื 
0.2 เปอร์เซ็นต์ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ ZYM-5052 
(Studier, 2005) เพื่อกระตุ้นการแสดงออกของ
โปรตนี น าไปเพาะเลีย้ง โดยแบ่งการเพาะเลีย้งเป็น 
3 รูปแบบ คอื แบบที ่1 เลีย้งที ่37 องศาเซลเซยีส
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แบบที่ 2 เลี้ยงที ่18 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และแบบที ่3 เลีย้งที ่
37 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 12 ชัว่โมง จากนัน้
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น าไปเลี้ยงต่อที่ 18 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง และเขย่าทีค่วามเรว็รอบเท่าเดมิ 

2.4 การสกดัและท าให้โปรตีนไดไฮโดร 
โฟเลตซินเทส-โฟลีลโพลีกลูตาเมตซินเทสของ 
P. falciparum บริสุทธ์ิเบือ้งต้น 

น าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงและกระตุ้นการ
แสดงออกของโปรตนีแลว้ไปหมุนเหวีย่งทีค่วามเรว็
รอบ 4,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เกบ็ตะกอนเซลล์ที่
ไดม้าละลายดว้ยสารละลายไลซสิ (lysis buffer) (20 
mM potassium phosphate buffer pH 7.0, 0.1 
mM EDTA, 10 mM dithiothreitol, 50 mM KCl, 
20 % glycerol) จากนัน้ท าใหเ้ซลลแ์ตกดว้ยเสยีง
ความถี่สูง (sonication) แบ่งสารละลายเซลล์
บางสว่นเพื่อใชเ้ป็นตวัอย่างของโปรตนีทัง้หมด สว่น
ทีเ่หลอืน าไปหมุนเหวีย่งทีค่วามเรว็ 14,000 รอบต่อ
นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 
นาท ีจากนัน้แยกสว่นใสกบัตะกอนออกจากกนั แบ่ง
ส่วนใสบางส่วนเพื่อใช้เป็นตัวอย่างของโปรตีนใน
ส่วนละลายน ้ า ส่วนที่เหลือน ามาสกัดโปรตีนได
ไฮโดรโฟเลตซินเทส-โฟลีลโพลีกลูตาเมตซินเทส
ดว้ยการเตมิ glutathione sepharose 4 fast flow 
resin ตัง้ทิง้ไว ้30 นาท ีผสมทุก 2-3 นาท ีแลว้ลา้ง
ด้วยสารละลายไลซิส 3 ครัง้ จากนัน้จึงน าไป
ตรวจสอบโปรตนีต่อไป ส่วนของตะกอนทีไ่ด ้น าไป
ลา้งด้วยสารละลายไลซสิอกี 4 ครัง้ และละลายใน
สารละลายไลซสิ จากนัน้วดัความเขม้ขน้โปรตนีทีไ่ด้
ดว้ยวธิ ีBradford (Bradford, 1976) ตวัอย่างทีไ่ด้
ทัง้หมดน ามาตรวจสอบการแสดงออกโปรตีนได
ไฮโดรโฟเลตซินเทส-โฟลีลโพลีกลูตาเมตซินเทส
ดว้ยวธิ ีsodium dodecyl sulfate polyacrylamide 
gel electrophoresis (SDS-PAGE) (Shapiro et al., 
1967) 

3. ผลการวิจยัและวิจารณ์ 
3.1 การแสดงออกโปรตีนไดไฮโดรโฟเลต

ซินเทส-โฟลีลโพลีกลูตาเมตซินเทสของ P. 
falciparum โดยใช้ IPTG เป็นตัวกระตุ้นการ
แสดงออก 

จากงานวิจัยที่ ผ่ านมาของ  พบว่ า
เอนไซม์ไดไฮโดรโฟเลตซินเทส-โฟลีลโพลีกลูตา  
เมตซนิเทสของ P. falciparum สามารถแสดงออก
ไดใ้น E. coli แต่พบปญัหาคอืโปรตนีสว่นใหญ่อยู่ใน
สว่นของโปรตนีทีไ่ม่ละลายน ้า โดยในงานวจิยัทีผ่่าน
มานัน้ใชโ้ปรตนีทีเ่ชื่อมกบัฮสีทดินี 6 ตวั (histidine 
tag) ซึง่อาจมสี่วนท าใหโ้ปรตนีอยู่ในส่วนไม่ละลาย
น ้าได ้(Coetzee, 2003; Human, 2007; Wang et 
al., 2010) ในการศกึษาครัง้นี้ผู้วจิยัจงึได้ทดลอง
แสดงออกโปรตีนไดไฮโดรโฟเลตซินเทส-โฟลีล   
โพลกีลูตาเมตซนิเทสของ P. falciparum โดยใช้
ระบบแสดงออก pGEX ซึ่งโปรตีนไดไฮโดรโฟเลต
ซิน เทส -โฟลีล โพลีกลูตา เมตซิน เทสของ  P. 
falciparum จะเชื่อมต่อกบักลูตาไธโอน เอส-ทรานส
เฟอเรส เพื่อช่วยให้โปรตีนที่สร้างขึ้นมีความ 
สามารถในการละลายเพิ่มขึ้นได้ (Smith and 
Johnson, 1988) โดยกลูตาไธโอน เอส-ทรานสเฟอ
เรสจะเชื่อมอยู่ทางดา้นหมู่อะมโิน (N-terminus) 

ในช่วงแรกได้กระตุ้นการแสดงออกของ
โปรตนีดว้ย IPTG ความเขน้ขน้ 0.1 มลิลโิมลาร ์ที่
สภาวะอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 3 
ชัว่โมง พบว่าได้แถบโปรตีนที่ขนาดประมาณ 87  
กโิลดาลตนั (รูปที ่2) ซึง่เป็นขนาดทีค่าดการณ์ของ
โปรตนีไดไฮโดรโฟเลตซนิเทส-โฟลลีโพลกีลูตาเมต 
ซนิเทสทีเ่ชื่อมกบักลูตาไธโอน เอส-ทรานสเฟอเรส 
จากการค านวณโดยโปรแกรม compute pI/Mw 
(http://web.expasy.org/compute_pi/) ที่ขนาด 
86.73 กโิลดาลตนั ในขณะทีถ่า้ไม่กระตุน้ดว้ย IPTG 
กจ็ะไม่ไดโ้ปรตนีขนาด 87 กโิลดาลตนั นี้ อย่างไรก็

http://web.expasy.org/compute_pi/
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ตามจากรปูที ่2 นัน้ จะพบว่าโปรตนีขนาดประมาณ 
87 กโิลดาลตนั ทีไ่ดเ้กอืบทัง้หมดนัน้แสดงออกอยู่
ในส่วนโปรตีนทั ้งหมดที่ ได้จากเซลล์  (whole 
protein, W) หรอืในส่วนของตะกอนหรอืส่วนทีไ่ม่
ละลายน ้า (F) แต่ไม่พบโปรตีนในส่วนที่ละลายน ้า 
(soluble fraction, S) ซึ่งคล้ายกบังานวจิยัของ 
Coetzee (2003) Human (2007) และ Wang et al. 
(2010) ซึง่ศกึษาในระบบการแสดงออก pET ทีไ่ด้
โปรตนีในสว่นไม่ละลายน ้าเป็นสว่นมาก 
 

 
 

รปูท่ี 2 การแสดงออกของโปรตีนไดไฮโดรโฟเลต
ซนิเทส-โฟลลีโพลกีลูตาเมตซนิเทสของ P. 
falciparum ที่เชื่อมกับกลูตาไธโอน เอส-
ทรานสเฟอเรส โดยการกระตุ้นดว้ย IPTG 
ความเขน้ขน้ 0.1 มลิลโิมลารท์ีอุ่ณหภูม ิ37 
องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 3 ชัว่โมง (M = 
unstained protein molecular weight 
marker, W = โปรตนีทัง้หมด, S = โปรตนี
ในสว่นทีล่ะลายน ้า, F = โปรตนีในสว่นของ
ตะกอนไม่ละลายน ้า, U = ไม่ถูกกระตุ้น
ดว้ย IPTG, I = ถูกกระตุ้นดว้ย IPTG, 
KDa = กโิลดาลตนั) 

 
เพื่อให้ได้โปรตีนในรูปละลายน ้ าได ้

ส าหรบัน าไปสกดับรสิุทธิแ์ละใช้ในการศกึษาต่อไป 
ผู้วิจยัจึงท าการลดอุณหภูมิในระหว่างการกระตุ้น

การแสดงออกดว้ย IPTG ความเขน้ขน้ 0.1 มลิล ิ 
โมลาร ์ทีอุ่ณหภูม ิ18 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง เพื่อให ้E. coli เจรญิเตบิโตและสร้างโปรตนี
ในรปูแบบละลายน ้ามากขึน้ แต่ผลการทดลองพบว่า
การกระตุน้การแสดงออกทีอุ่ณหภูมติ ่าดงักล่าวไม่มี
ผลต่อการแสดงออกของโปรตนีไดไฮโดรโฟเลตซนิ
เทส-โฟลลีโพลกีลูตาเมตซนิเทสทีเ่ชื่อมกบักลูตาไธ
โอน เอส-ทรานสเฟอเรสเลย ทัง้ในส่วนของโปรตีน
ทัง้หมด หรือส่วนละลายน ้า หรือส่วนของตะกอน 
(ไม่แสดงผล) 

เพื่อเป็นการยนืยนัว่าผลการทดลองทีไ่ด้
ขา้งต้นไม่ไดเ้ป็นผลมาจากระบบการทดลองที่ไม่ด ี 
ผู้วจิยัจงึได้ทดลองกระตุ้นการแสดงออกของกลูตา
ไธโอน เอส-ทรานสเฟอเรสในพลาสมิดตัง้ต้น 
pGEX-4T-1 โดยใช ้IPTG ความเขน้ขน้ 0.1 มลิล ิ
โมลาร์ ทีอุ่ณหภูม ิ37 องสาเซลเซยีส เป็นเวลา 3 
ชัว่โมง พบว่าสามารถกระตุ้นให้เกดิการแสดงออก
ของกลูต้าไธโอน เอส-ทรานสเฟอเรสได้ ซึง่มขีนาด 
25 กิโลดาลตัน และเมื่อน ามาท าให้บริสุทธิด์้วย 
glutathione sepharose 4 fast flow resin กไ็ด้
โปรตนีทีป่ระมาณ 25 กโิลดาลตนั (ไม่แสดงผล) 

3.2 การแสดงออกโปรตีนไดไฮโดรโฟเลต
ซินเทส-โฟลีลโพลีกลูตาเมตซินเทสของ P. 
falciparum โดยใช้ระบบการแสดงออกอตัโนมติั 
(autoindution) 

จากการศึกษาของ Human (2007) 
พบว่าการกระตุ้นการแสดงออกอตัโนมตัิ สามารถ
ช่วยให้โปรตีนไดไฮโดรโฟเลตซินเทส-โฟลีลโพล ี
กลูตาเมตซนิเทสของ P. falciparum มกีารแสดง 
ออกทีม่ากกว่าการกระตุ้นดว้ย IPTG แต่โปรตนีที่
ไดย้งัคงอยู่ในสว่นทีไ่ม่ละลายน ้า ดงันัน้เพื่อปรบัปรุง
การแสดงออกของโปรตนี ผูว้จิยัไดท้ าการปรบัระบบ
การกระตุน้การแสดงออกโปรตนีจากการเตมิ IPTG 
มาเป็นระบบการแสดงออกอตัโนมตัดิว้ยสตูรอาหาร 
ZYM-5052 (Studier, 2005) ซึง่เมื่อท าการเลีย้ง E. 
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coli ที่ 37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
พบว่าปริมาณโปรตีนไดไฮโดรโฟเลตซินเทส - 
โฟลลีโพลกีลูตาเมตซนิเทสของ P. falciparum ที่
เชื่อมกบักลตูา้ไธโอนเอส-ทรานสเฟอเรสนัน้เพิม่ขึน้ 
(รูปที ่3) แต่โปรตนีขนาดประมาณ 87 กโิลดาลตนั 
ที่ได้เกอืบทัง้หมดยงัอยู่ในส่วนโปรตีนทัง้หมดที่ได้
จากเซลล ์และในส่วนของตะกอนหรอืส่วนโปรตนีที่
ไม่ละลาย ไม่พบการแสดงออกของโปรตีนในส่วน
ละลายน ้า เมื่อท าการเลีย้ง E. coli และกระตุ้นที ่18 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบการแสดง 
ออกของโปรตนีในสว่นละลายน ้าเช่นกนั แต่ปรมิาณ
ที่ได้น้อยกว่าเมื่อเพาะเลี้ยงที่ 37 องศาเซลเซยีส  
(ไม่แสดงผล) 
 

 
 

รปูท่ี 3 การแสดงออกของโปรตีนไดไฮโดรโฟเลต
ซนิเทส-โฟลลีโพลกีลูตาเมตซนิเทสของ P. 
falciparum ที่เชื่อมกับกลูตาไธโอน เอส-
ทรานสเฟอเรสที่อุณหภูม ิ37 องศาเซล 
เซียส โดยระบบกระตุ้นการแสดงออก
อตัโนมตัิ (M = unstained protein 
molecular weight marker, W = โปรตนี
ทัง้หมด, S = โปรตนีในส่วนทีล่ะลายน ้า,  
F = โปรตนีในสว่นของตะกอนไม่ละลายน ้า, 
U = ไม่ถูกกระตุ้น. I = ถูกกระตุ้น, KDa = 
กโิลดาลตนั) 

จากผลการทดลองทีแ่สดงในรูปที่ 3 ซึ่ง
แสดงปรมิาณโปรตนีทีเ่พิม่ขึน้เมื่อเลี้ยง E. coli ที่
อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส ในอาหารกระตุ้นการ
แสดงออกอตัโนมตั ิผูว้จิยัจงึไดท้ าการเลีย้ง E. coli 
ที่ 37 องศาเซลเซียส ในสูตรอาหารกระตุ้นการ
แสดงออกอตัโนมตัิเป็นเวลา 12 ชัว่โมง เพื่อให้
โปรตีนแสดงออกในเบื้องต้น จากนัน้น ามาเพาะ 
เลีย้งต่อทีอุ่ณหภูม ิ18 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 24 
ชัว่โมง เพื่อให้ได้โปรตีนในส่วนละลายน ้ามากขึ้น 
ซึง่จากผลการทดลองที่แสดงในรูปที ่4 พบโปรตีน 
ไดไฮโดรโฟเลตซนิเทส-โฟลลีโพลกีลูตาเมตซนิเทส
ของ P. falciparum ที่เชื่อมกบักลูตาไธโอน เอส-
ทรานสเฟอเรสขนาด 87 กโิลดาลตนั ในส่วนโปรตนี
ทัง้หมดที่ได้จากเซลล์ ในส่วนของตะกอนหรอืส่วน
โปรตีนที่ไม่ละลาย และพบบางส่วนในส่วนละลาย
น ้ า และเมื่อน ามาท าให้บริสุทธิด์้วย glutathione 
sepharose 4 fast flow rasin (รูปที ่4 แถว pur) 
พบขนาดโปรตนีที่ประมาณ 87 กโิลดาลตนั อย่าง
ชดัเจน แสดงให้เหน็ว่าระบบการแสดงออก pGEX 
ร่วมกับการกระตุ้นการแสดงออกแบบอัตโนมัติ
สามารถทีจ่ะผลติโปรตนีไดไฮโดรโฟเลตซนิเทส-โฟ
ลลีโพลกีลตูาเมตซนิเทสของ P. falciparum ทีเ่ชื่อม
กบักลูตาไธโอน เอส-ทรานสเฟอเรสให้อยู่ในส่วน
ละลายน ้าได ้อย่างไรกต็าม ผลการทดลองแสดงให้
เหน็แถบโปรตีนขนาดระหว่าง 25-35 กโิลดาลตนั 
แสดงขึ้นม าหลัง จ ากการท า ให้บริสุท ธิ ด์้ ว ย 
glutathione sepharose 4 fast flow rasin โปรตนี
เหล่านัน้น่าจะเป็นโปรตนีจาก E. coli ทีถู่กกระตุ้น
และอาจสามารถจบักบั glutathione sepharose 4 
fast flow rasin หรอือาจเป็นโปรตนีกลูตาไธโอน 
เอส-ทรานสเฟอเรสเองที่ถูกตัดออกมา ซึ่งอาจจะ
เป็นผลมาจากการเลีย้ง E. coli ทีอุ่ณหภูม ิ37 องศา
เซลเซยีส ก่อนมาเลีย้งต่อที่ 18 องศาเซลเซยีส จงึ
ท าให้โปรตีนที่ไม่เสถียรถูกตดัและได้โปรตีนขนาด
เหล่านี้มา อย่างไรกต็าม การทดลองครัง้นี้เป็นการ
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ท าโปรตีนให้บรสิุทธิใ์นเบื้องต้น ซึ่งผลการทดลอง
แสดงให้เหน็ว่าจ าเป็นต้องมขี ัน้ตอนการท าโปรตีน
ให้บรสิุทธิม์ากขึน้เพื่อใหไ้ดโ้ปรตีนไดไฮโดรโฟเลต
ซินเทส-โฟลีลโพลีกลูตาเมตซินเทสของ P. 
falciparum ส าหรบัการน าไปใชใ้นการศกึษาต่อไป 
 

 
 

รปูท่ี 4 การแสดงออกของโปรตีนไดไฮโดรโฟเลต
ซินเทส-โฟลีลโพลีกลูตาเมตซินเทสของ   
P. falciparum ทีเ่ชื่อมกบักลตูาไธโอน เอส-
ทรานสเฟอเรส โดยระบบกระตุ้นการ
แสดงออกอัตโนมัติที่สภาวะ 37 องศา
เซลเซยีส 12 ชัว่โมงต่อด้วยที ่18 องศา
เซลเซยีส 24 ชัว่โมง (M = unstained 
protein molecular weight marker, W = 
โปรตีนทัง้หมด, S = โปรตีนในส่วนที่
ละลายน ้า, F = โปรตนีในส่วนของตะกอน
ไม่ละลายน ้า, U = ไม่ถูกกระตุ้น, I = ถูก
กระตุ้น, Pur = โปรตนีทีไ่ดจ้ากการท าให้
บรสิุทธิด์้วย glutathione sepharose 4 
fast flow resin, KDa = กโิลดาลตนั) 

 
4. สรปุ 

พลาสมดิ pGEX.PfDHFS ที่มยีนีไดไฮโดร 
โฟเลตซินเทส-โฟลีลโพลีกลูตาเมตซินเทสของ  
P. falciparum เชื่อมต่อกบักลูต้าไธโอนเอส-ทรานส
เฟอเรสถูกสร้างขึน้และน าไปแสดงออกใน E. coli 
สายพนัธุ ์BL21 (DE3) ไดโ้ปรตนีขนาดประมาณ 87 

กโิลดาลตัน เมื่อกระตุ้นการแสดงออกของโปรตีน
โดยใช้สูตรอาหารกระตุ้นการแสดงออกอัตโนมัต ิ
ZYM-5052 ทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 
12 ชัว่โมง และน าไปกระตุ้นต่อทีอุ่ณหภูม ิ18 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ไดโ้ปรตนีไดไฮโดร 
โฟเลตซทิเทส-โฟลลีโพลกีลูตาเมตซนิเทสของ P. 
falciparum เชื่อมต่อกับกลูต้าไธโอนเอส-ทรานส
เฟอเรสในส่วนละลายน ้าและสามารถท าให้บรสิุทธิ ์
เบื้องต้นไดด้้วย glutathione sepharose 4 fast 
flow resin 
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