
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยี    

 

 

การประชุมวิชาการระดับชาติ มหาวิทยาลัยกาฬสินธุ คร้ังที่ 1 ประจําป 2562 

“นวัตกรรมดานวิทยาศาสตรและสังคมศาสตร เพื่อความย่ังยืน” 

1323 

 

KSUC-P-011 
 

การวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนและฤทธ์ิตานจุลชีพของคาเธลิซิดินจากกบนา 
 

ชุติมา การมงคล1  ปยะฉัตร วิริยะอําไพวงศ1  ณัฐพงษ ศรีสมุทร1  และ อนุพงษ ทานกระโทก1,*  
1 สาขาวิชาเทคโนโลยีชวีภาพ คณะเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยกาฬสินธุ 
*Corresponding author:  anupong2.ta@ksu.ac.th 

___________________________________________________________________________________________ 
 

บทคัดยอ 
 

คาเธลิซิดินเปนเปปไทดที่ทําหนาที่ระบบภูมิคุมกันของสัตวที่มีกระดูกสันหลัง ซึ่งคาเธลิซิดินถูกพบใน

สัตวหลายสายพันธุ เชน สัตวเล้ียงลูกดวยนม ปลา นก สัตวเล้ือยคลาน และสัตวคร่ึงบกคร่ึงน้ํา และจากการ

ศึกษาวิจัยเกี่ยวกบัคาเธลิซิดินในสัตวสะเทนิบกสะเทนินํ้า พบวามีเพยีง 10 ชนิด และสวนมากยังไมมีการศึกษา

ถึงกลไกการทํางาน ดังนั้นเพ่ือที่จะตรวจสอบความสามารถในการเปนเปปไทดตานจุลชีพของคาเธลิซิดินจาก

กบนา (cathelicidin-RT)  ลาํดับกรดอะมิโนของคาเธลิซดิินจากกบนาจึงถูกนํามาใชในการศึกษาคร้ังนี้ จากผล

การศึกษาพบวา เมื่อวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนของคาเธลซิิดินจากกบนามีความเหมือนกับ cathelicidin-PY1 

precursor (Nanorana yunnanensis) ถึง 62 % จากการจําลองโครงสรางสามมิติของคาเธลิซิดินของกบนา

แสดงลักษณะโครงสรางโดยทั่วไปคลายคลึงกับคาเธลิซิดินอ่ืน ๆ จากการวิเคราะหบริเวณที่สามารถเปน 

antimicrobial peptide ทําใหไดบริเวณของเปปไทดจาก cathelicidin-RT คือ PCR12 และ LT12 มาใชใน

การทดสอบ ซ่ึงพบวาเปปไทด PCR12 และ LT12 มคีวามสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อไดเพียง 10 % 

อยางไรก็ เปปไทดดังกลาวสามารถนําไปใชเพ่ือเปนตนแบบในการออกแบบเปปไทดใหมีฤทธิ์ตานเชื้อจุลชีพท่ีดี

ยิ่งขึ้นตอไปได 
 

คําสําคัญ:  คาเธลิซิดิน  เปปไทดตานจุลชพี  กบนา  

 
Abstract 

Cathelicidin is the peptide that play role in vertebrate immunity, which are found in 

many species such as mammals, fish, birds, reptiles and amphibians.  Nowadays, amphibian 

cathelicidin- like antimicrobial peptides have been identified from only 10 species and some 

of these cathelicidins have not yet been functionally characterized.  To investigate the 

antimicrobial activity of H. rugulosus cathelicidin (cathelicidin-RT). The cathelicidin-RT amino 

acid sequence and was analyzed in this study.  The results found that, the cathelicidin-RT 

amino acid sequence was similar to cathelicidin-PY1 precursor (Nanorana yunnanensis) about 
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62 % .  The molecular modeling presented the common structure as other cathelicidin 

structures.  The antimicrobial sequence scanning system analysis employed 2 stretch from 

cathelicidin- RT ( PCR12 and LT12)  represents a candidate antimicrobial peptide.  PCR12 and 

LT12 peptides showed only 10 %  of bacterial growth inhibition.  However, both peptide can 

be used as the template for designing of the high potential antimicrobial peptide.   
 

Keywords: Cathelicidin, Antimicrobial Peptide and Hoplobatrachus rugulosus 

 

บทนํา   

ในชวงหลายสิบปที่ผานมาในวงการแพทยพบการดื้อยาปฏิชีวนะเพ่ิมมากขึ้นเร่ือย ๆ ดังนั้นจึงจําเปน

อยางยิ่งท่ีจะคนหาสารทดแทนเพ่ือทําหนาที่ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อกอโรคไมวาจะเปนการ

ตรวจหาสารสกัดจากพืชสมุนไพรหรือการสกัดสารที่ไดจากสัตว ทั้งนี้การใชยาปฏิชีวนะที่ไดจากการสังเคราะห

ทางเคมีเพื่อใหโครงสรางใกลเคียงกับยาปฏิชีวนะที่เคยใชอยูเดิมเพื่อฆาเชื้อโรคนั้นกอปญหาการด้ือยาของ

จุลินทรียกอโรคไดเชนกัน (Blair et al., 2015)  ดังนั้นจึงจําเปนที่ตอง มีการคนหาสารใหมที่ไดจากธรรมชาติ

และใหผลการยับย้ังเชื้อไดเชนเดยีวกับยาปฏิชีวนะ แตไมสงผลใหเชื้อเกิดการด้ือยา (Teixeira et al., 2012)        

คาเธลิซิดินเปนกลุมของเปปไทดท่ีมีความหลากหลายทางโครงสรางและสามารถยับยั้งการเจริญของ

เชื้อจุลินทรียได พบในสัตวมีกระดูกสันหลังเกือบทุกชนิด คาเธลิซิดินถูกพบครั้งแรกจาก นิวโทรฟว 

(neutrophil) ของวัว จากนั้นมีการพบคาเธลิซิดินเปนจํานวนมากในกลุมสัตวเล้ียงลูกดวยนม โดยทั่วไปแลว

โครงสรางของคาเธลิซดิินจะประกอบดวยลําดับสัญญาณ (signal sequence) ทางดาน N-terminus ประมาณ 

30 residue ตอดวยบริเวณอนุรักษ (conserve domain) และสวนทายทางดานปลาย C-terminus ทําหนาที่

เปนเปปไทดคาเธลิซิดิน นอกจากความสามารถในการเปนสารยับย้ังการเจริญของเชื้อจลุินทรียแลว คาเธลิซิดิน

สามารถชักนําใหเกิดการสรางหลอดเลือดใหม (angiogenesis) อีกทั้งชวยการเกิดการเคล่ือนที่เขาหาสิ่งกระตุน 

chemotaxis ของ นิวโตรฟวส (neutrophils) โมโนไซต (monocytes) มาสตเซลล (mast cells) และ ทเีซลล 

(T cells) และสามารถยับยั้งการเกิด อะพอพโทซิส (apoptosis) (Bals and Wilson, 2003) 

ปจจุบันพบวา การศึกษาการทํางานของคาเธลิซิดินในกบนั้นมีเพียงไมกี่ชนิด เชน กบบลูฟร็อก (Rana 

catesbeiana)  (Ling et al. , 2014) กบทูด (Limnonectes fragilis)  (Yu et al. , 2013) กบ (Amolops 

loloensis) (Hao et al., 2012) และกบ (Paa yunnanensis) (Wei et al., 2013) จากการศึกษาที่ผานมา

พบวาเปบไทดคาเธลิซิดินจากกบหลายสายพันธุมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรียได อีก

ทั้งเปปไทดคาเธลิซิดินจากกบบางชนิดสามารถมีฤทธ์ิตานการอักเสบ (Anti-inflamatory) (Mu et al., 2017) 

ได ในงานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะศึกษาการวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนของคาเธลิซิดินในกบนาที่พบไดในทองถ่ิน

ของไทย และทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรียของเปปไทดที่ไดมาจากลําดับ

กรดอะมโินของคาเธลิซิดินในกบนา เพื่อใหเกิดประโยชนสูงสุดในการนําไปใชในอนาคต 
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วัตถุประสงคของการวิจัย 

       1. เพ่ือวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนของคาเธลิซิดินจากกบนา 

 2. เพ่ือศึกษาฤทธ์ิในการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรียของเปปไทดจากลําดับกรดอะมิโนของคาเธลิซิ

ดินจากกบนา 

 

วิธีดําเนินการวิจัย  

วิเคราะหผลลําดับลําดับกรดอะมิโนของคาเธลิซิดิน 

ทําการรวบรวมลําดับของกรดอะมิโนของคาเธลิซิดินจากกบท่ีมีรายงานในฐานขอมูล GenBank 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) จากนั้นทําการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของคาเธลิซิดินจากกบนา

กับคาเธลิซิดินอื่นดวยการทํา Amino acid sequence alignment และ Phylogenetic tree ดวยโปรแกรม 

ClustalOmega ทํ า น าย โคร งสร า งต ติ ย ภูมิ ข องคา เ ธ ลิ ซิ ดิ น จากกบนา โดย โป รแก รม  I- TASSER 

server (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) และทํานายบริเวณลําดับของกรดอะมิโนที่

คาดวานาจะมีความสามารถในการเปน antimicrobial peptide ดวยโปรแกรม Antimicrobial Sequence 

Scanning System (http://tcoffee.crg.cat/apps/ampa/do:ampa)   

การตรวจสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของเปปไทดคาเธลิซิดินในการเปน antimicrobial peptide ดวย

วิธี Broth assay 

ทําการเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย 12 สายพันธุ ไดแก  Bacillus megaterium TISTR067, Bacillus subtilis 

TISTR124,  Bacillus cereus TISTR1449, Staphylococcus aureus TISTR746, Enterococcus faecalis 

TISTR927, Pseudomonas aeruginosa TISTR1287 Salmonella thyphimurium TISTR147, Candida 

albicans TISTR5554, Aeromonas hydrophila TISTR1321, Salmonella derby DMST16881 แล ะ 

Edwardsiella tarda DMST38217 ในอาหาร Mueller-hinton broth (MHB) ที่ 37 องศาเซลเซียส ใหอยู

ในชวง mid Log phase แลวทําการเจือจางเชื้อดวย PBS buffer pH 7.2 ใหไดสารละลายแบคทีเรีย 104 

CFU/ml เติมสารละลายแบคทีเรีย 5 ไมโครลิตร ลงใน tube PCR แลวเติมสารละลายเปปไทด จํานวน 5 

ไมโครลิตร ลงใน tube PCR (ชุดควบคุมใชน้ํากล่ันแทนสารละลายเปปไทด) บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

3 ชั่วโมง จากนั้น เติม MHB 90 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 18 ชั่วโมง นําไปวัดคา OD600nm 

คารอยละของการย้ับยั้งการเจริญของจุลินทรียคํานวณไดจากสูตร growth inhibition (%) = [(OD600nm, ชุด

ควบคุม− OD600nm, เปปไทด) / OD600nm, ชดุควบคุม] × 100 
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ผลการวิจัยและอภิปลายผล 

การวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนของคาเธลิซิดินจากกบนา  

จากผลการทํา alignment พบวาคาเธลิซิดินจากกบนา (cathelicidin-RT) มีความเหมือนกับ cathelicidin-

PY1 precursor (Nanorana yunnanensis) 62% มีความเหมือนกับ cathelicidin-RC2 preproprotein ของ      

R.  catesbeiana 54% มี ค ว าม เ หมื อน กับ  cathelicidin-BG (Bufo gargarizans)  และ  cathelicidin- DM 

(Duttaphrynus melanostictus) อยู 41% และ 39% ตามลําดับ (ภาพท่ี 1) จะเห็นไดวาทางดาน N-terminal 

cathelin domain จะมีลักษณะ conserve อยางมาก โดยเฉพาะลําดับกรดอะมิโนท่ีมาจากสปชีสที่ใกลเคียงกัน แต

ดาน C-terminal cathelicidin domain แสดงใหเห็นถึงความผันแปรของลําดับกรดอะมิโน จากผลการเปรียบเทียบ

ความสัมพันธของลําดับกรดอะมิโนของคาเธลิซิดินสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก (ภาพท่ี 2) สามารถแบงออกไดเปน 3 

cluster โดย cluster I ประกอบดวย cathelicidin-RC1 cathelicidin-RC2 จากกบบูลฟร็อก cathelicidin-PY จาก

กบ yunnan spiny cathelicidin-PP จากปาด (Polypedates puerensis)  และ cathelicidin-RT จากกบนา 

cluster II ประกอบดวย cathelicidin-BG จาก Asiatic toad และ cathelicidin-DM จากคางคกบาน และ cluster 

III ซ่ึงเปนคาเธลิซิดินท่ีมีลําดับกรดอะมิโนแตกตางจากคาเธลิซิดินอ่ืน คือ cathelicidin-AL จาก rufous-spotted 

torrent frog (Amolops loloensis) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 1 ผลการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของคาเธลิซิดินจากกบนา (cathelicidin-RT) กับคาเธลิซิดิน

ของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกอื่นๆ cathelicidin-BG จาก Bufo gargarizans,  cathelicidin-DM 

จาก Duttaphrynus melanostictus, cathelicidin-PY1 จาก Nanorana yunnanensis, NP-

CATH1 NP-CATH2 และ NP-CATH3 จาก Nanorana parkeri, cathelicidin-RC1 และ 

cathelicidin-RC2 จาก R. catesbeiana และ cathelicidin-RT จากกบนา  
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ภาพที่ 2 ผลการวิเคราะห phylogenetic tree ลําดับกรดอะมิโนของคาเธลิซิดินจากกบนา (cathelicidin-

RT) กับคาเธลิซดิินของสตัวสะเทินน้ําสะเทินบกอ่ืน ๆ 
 

 เม่ือนําลําดับกรดอะมิโนของ cathelicidin-RT คาเธลิซิดินมาทํานายโครงสรางตติยภูมิดวยโปรแกรม I-

TASSER server โครงสรางสามมิติโดยทั่วไปมีลักษณะเหมือนกันคาเธลิซิดินอ่ืนๆ ที่มีการศึกษาโครงสรางสาม

มิ ติมาแลว โดยเฉพาะ   สวน N-terminal cathelin domain ที่มี ลักษณะ conserve แตเนื่องจาก C-

terminal cathelicidin domain ของแตละ  สปชีสนั้นมีความแตกตางกัน ทําใหโครงสรางของ cathelicidin-

RT ประกอบ α-helix 1 สาย และ -strand 4 สาย อีกท้ังพันธะไดซัลไฟด 2 พนัธะ (ภาพที่ 3) 

 

 
ภาพที่ 3 ผลการทํานายโครงสรางสามมิตคิาเธลิซิดินจากกบนา (cathelicidin-RT) ดวย I-TASSER program 

signal peptide (สีดํา) cathelin domain (สีเทา) cathelicidin (หมูแขนงขางสีดํา) 
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 ผลจากการนําลําดับกรดอะมิโนของ cathelicidin-RT วิเคราะหบริเวณที่สามารถเปน antimicrobial 

peptide ด ว ย  Antimicrobial Sequence Scanning System พบว าลํ า ดับกรดอะ มิ โนบ ริ เ วณ NH2-

PCRGIFCRTGSR-COOH (PCR12) และ NH2-LTKTSRVKRSNR-COOH (LT12) มีลักษณะของ bactericidal 

stretches ดวย 13% และ 3% probability ตามลําดับ (ภาพที่ 4) ดังนั้นจึงไดทําการสั่งสังเคราะหเปปไทดทั้ง

สองเพื่อนํามาทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งการเจริญของจุลิยทรียตอไป 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4 ผลการวิเคราะหบริเวณของลําดับกรดอะมิโนของคาเธลิซดิินจากกบนา (cathelicidin-RT) ที่คาดวา

จะเปน Antimicrobial peptide 

 
ภาพที่ 5 ผลการยับย้ังการเจริญของเชื้อจลุินทรียของเปปไทดคาเธลิซิดินจากกบนา (PCR12 peptide และ 

LT12 peptide) 

ศึกษาคุณสมบัติในการยับย้ังการเจริญของเช้ือจุลินทรียของเปปไทดคาเธลิซิดินจากกบนา 
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เปปไทด LT12 และ PCR12 ที่ไดจากการสังเคราะห ถูกนํามาทดสอบความสามารถในการยับยั้งการ

เจริญของจุลินทรียเบื้องตน โดยวิธี broth assay ผลการทดสอบการยับย้ังการเจริญของเชื้อจุลินทรียพบวามี

เพียงเปปไทด PCR12 สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ S. aureus TISTR746 และ E. faecalis TISTR927 ได

เพียง 10 % อีกทั้ง เปปไทด LT12 มีความสามารถในการยบัยั้งการเจริญของเชื้อ C. albicans TISTR5554 

ไดเพียง 10% เชนเดียวกัน (ภาพที่ 5)  

 

สรุปผลการวจิัย  

งานวิจัยนี้ไดทําการวิเคราะหหาลําดับกรดอะมิโนของคาเธลิซิดินจากกบนา (cathelicidin-RT) เพื่อ

คนหาลําดับกรดอะมิโนของ cathelicidin-RT ที่คาดวานาจะมีฤทธในการตานเชื้อจุลชีพ จากการวิเคราะห

ลําดับกรดอะมิโนของ cathelicidin-RT พบวาเปปไทด PCR12 และ LT12 มีความเปนไปไดท่ีจะเปนเปปไทด

ที่มีฤทธ์ิดังกลาว แตเมื่อทําการทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทียของเปปไทด

ดังกลาว พบวาสามารถยั้บยั้งเชื้อจุลินทียไดเพียงเล็กนอย อยางไรก็ตามเปปไทดท้ังสองูปแบบนั้น สามารถใช

เปนเสนแมแบบในการออกแบบเปปไทดใหมีฤทธ์ิที่ดียิ่งขึ้นตอไปได เพ่ือการนําไปใชประโยชนในการสรางเปป

ไทดตานจุลชพีตัวใหมตอไปในอนาคต 
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