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บทคัดย่อ  การศึกษาครั้งนี้ได้คัดเลือกเปปไทด์จากฐานข้อมูลเปปไทด์ต้านจุลินทรีย์จ�ำนวน 9 เส้น ที่มีขนาด 6-25 กรดอะมิโน 

มปีระจสุทุธเิป็นบวก และ 40-83% hydrophobicity น�ำเปปไทด์ทัง้หมดไปสงัเคราะห์และทดสอบฤทธิย์บัยัง้การเจรญิของเชือ้ 

Staphylococcus aureus ATCC 25923, methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) DMST 20635, 

MRSA DMST 20637 และ MRSA DMST 20654 พบว่าเปปไทด์ KLKLLLLLKLK สามารถยับยั้งเชื้อ S. aureus 

ทั้งหมด จากนั้นท�ำการดัดแปลงเปปไทด์เส้นนี้ ท�ำให้ได้เปปไทด์จ�ำนวน 12 เส้น ที่มีค่าของ %hydrophobicity และประจุสุทธิ 

แตกต่างจากเดิม ในการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียของเปปไทด์สังเคราะห์ 12 เส้น พบว่าเปปไทด์ KLKLKLKLKLK, 

LLLLLLKLK และ LLLLLLK มีประสิทธิภาพยับยั้งเชื้อ S. aureus ATCC 25923, MRSA DMST 20635 และ MRSA 

DMST 20654 ได้สูงสุด โดยมีค่า IC
50
 27.5-62.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นอกจากนี้ผลการวิเคราะห์ matrix-assisted 

laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) พบว่าทุกสายพันธุ์ของเชื้อ 

S. aureus มี Peptide barcode แตกต่างกัน จากผลการทดลองครั้งนี้แสดงให้เห็นว่า S. aureus ที่ดื้อยาเมทิซิลลินต่างกัน  

มีผลต่อ Peptide barcode ต่างกัน และการตอบสนองต่อเปปไทด์สังเคราะห์ก็แตกต่างกันด้วย อย่างไรก็ตามกลไกการท�ำงาน 

ของเปปไทด์ทั้ง 3 เส้น ที่มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ MRSA ควรจะน�ำไปศึกษาเพื่อพัฒนาเป็นยารักษาโรค

ค�ำส�ำคัญ : Staphylococcus aureus ที่ดื้อยาเมทิซิลลิน, Peptide barcode, เปปไทด์สังเคราะห์
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บทน�ำ

เปปไทด์ต้านจุลินทรีย์ (antimicrobial peptides หรือ AMPs) เป็นสารที่สร้างขึ้นจากเซลล์ของสิ่งมีชีวิต 

และมบีทบาทในการก�ำจดัเชือ้จลุนิทรย์ีในระบบภมูคิุม้กนัแบบไม่จ�ำเพาะ AMPs มฤีทธิต้์านเชือ้แบคทเีรยีทัง้แกรมบวก

และแกรมลบ มัยโคแบคทีเรีย ไวรัส เชื้อรา รวมทั้งเซลล์ที่เกิดการเปล่ียนแปลงไปจากปกติ(1) ตัวอย่างเช่น เปปไทด ์

hepcidin ที่สามารถต้านเชื้อ Candida albicans, Aspergillus fumigatus และ Aspergillus niger(2) เปปไทด์ 

cathelicidin (LL-37) ต้านเชื้อก่อโรคผิวหนัง(3) และเชื้อก่อโรคในท่อกระเพาะปัสสาวะ(4) เป็นต้น ดังนั้น AMPs  

จึงมีบทบาทเป็นเหมือนยาปฏิชีวนะภายใน (endogenous antibiotics) ที่สร้างขึ้นมาเป็นระบบภูมิคุ้มกัน มีหน้าที่

ซ่อมแซมบาดแผล และเป็น mediator ในระบบภูมิคุ้มกันแบบจ�ำเพาะ กระตุ้นให้เซลล์ก�ำจัดส่ิงแปลกปลอม 

โดยหลัง่สารน�ำ้ออกมา เช่น ไซโตไคน์ (cytokine) จากแมคโครฟาจ (macrophage) และนวิโตรฟิล (neutrophil)(5)  

โดยทั่วไป AMPs ประกอบด้วยจ�ำนวนกรดอะมิโน 12-50 ตัว ซึ่งมักมีกรดอะมิโนประจุบวกชนิดอาร์จินีน (arginine) 

ไลซีน (lysine) หรือฮีสติดีน (histidine) และกลุ่มของไฮโดรโฟบิค (hydrophobic) ซ่ึงมีสัดส่วนมากกว่า 50%  

ในโมเลกุล(6) จากความแตกต่างทางลักษณะโครงสร้างทุติยภูมิและประจุสุทธิ ท�ำให้มีการแบ่ง AMPs ออกเป็น 

หลายกลุ่ม(7, 8)

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) เป็นเช้ือก่อโรคที่พบได้ในโรงพยาบาล 

มีคุณสมบัติดื้อยาปฏิชีวนะหลายชนิด(9) สามารถแพร่กระจายได้ง่าย การระบาดของเชื้อกลุ่ม MRSA จะพบในผู้ป่วยที่

รักษาตัวในโรงพยาบาล โดยเฉพาะผู้สูงอายุ หรือผู้ป่วยหนัก หรือได้รับแผลจากการผ่าตัด และมักพบในพื้นที่ชุมชน

แออดั การตดิเชือ้ MRSA นอกโรงพยาบาลจะเป็นการตดิเชือ้ทีผ่วิหนงัและอาจมีอาการรนุแรงได้ จากปัญหาเชือ้ MRSA 

ดื้อยาปฏิชีวนะนี้ ท�ำให้มีการพัฒนายาใหม่ๆ ที่ออกฤทธิ์ฆ่าเชื้อแบคทีเรียดื้อยาได้อย่างมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น แต่ยา 

กลุ่มนี้มีจ�ำนวนน้อยและก่อให้เกิดปัญหาดื้อยาอย่างรวดเร็ว กลไกการด้ือยาของเช้ือเกิดจากการเปล่ียนแปลงของส่วน

ประกอบที่บริเวณผนังเซลล์ เช่น กรดทีโคอิค (teichoic acids)(10) ไลโปโพลีแซคคาไรด์ (lipopolysaccharide)(11) 

หรอืฟอสโฟโคลนี (phosphocholine)(12)  เป็นต้น ในปัจจบุนัมกีารตรวจหาความแตกต่างทางด้านจโีนไทป์ (genotype) 

ของสายพันธุ์เชื้อแบคทีเรีย และสายพันธุ์ดื้อยาของแบคทีเรียในจีนัสและสปีชีส์เดียวกัน โดยการวิเคราะห์หาลายพิมพ์

เปปไทด์ (peptide mass fingerprint) หรือ Peptide barcode ด้วยเครื่อง matrix-assisted laser desorption/

ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) ซึ่งให้ผลการวิเคราะห์การแยกชนิด  

(typing) ของแบคทีเรียได้จ�ำเพาะและดีกว่าการแยกฟีโนไทป์ (phenotype) ด้วยวิธีการทดสอบทางชีวเคมี  

(biochemical test)(13, 14)  จากการศึกษาวิจัยพบว่าแบคทีเรียที่มีการดื้อยาแตกต่างกัน จะมีลายพิมพ์เปปไทด ์

แตกต่างกนั(14)  ท�ำให้การตอบสนองต่อยากแ็ตกต่างกนัในแต่ละสายพนัธุ ์จากปัญหาการดือ้ยาของแบคทเีรยีท�ำให้มกีาร

ศึกษาและพัฒนา AMPs แทนยาปฏิชีวนะ เพื่อใช้เป็นยาชนิดใหม่ส�ำหรับรักษาโรคติดเชื้อจากแบคทีเรียดื้อยา AMPs 

มฤีทธิฆ่์าเชือ้จลุนิทรย์ีก่อโรคทีค่วามเข้มข้นต�ำ่เมือ่เทยีบกบัยาปฏชิวีนะทัว่ไปและเชือ้ไม่ดือ้ยาง่าย สามารถกระตุน้ระบบ

ภูมิคุ้มกันให้ท�ำงานไปพร้อมกับการท�ำงานของ AMPs ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ดังนั้น AMPs จึงเป็นอีกทางเลือกที่จะ

น�ำไปพัฒนาเป็นยากลุ่มใหม่ที่จะใช้แทนหรือควบคู่ (combination therapy) กับยาอื่น ซึ่งมีรายงานการใช้เปปไทด์ 

LL-13 และ LL-17 (อนุพันธุ์ของเปปไทด์ cathelicidin) ร่วมกับการใช้ยาแวนโคมัยซิน (vancomycin) ในการ

ยับยั้งเชื้อ S. aureus ที่สร้าง biofilm และดื้อยาแวนโคมัยซิน(15) นอกจากนี้ยังพบว่ามี AMPs บางชนิดมีผลท�ำลาย

เซลล์เม็ดเลือดแดงหรือเซลล์เยื่อหุ้มต่างๆ ในสิ่งมีชีวิต(16) จึงเป็นปัญหาในการน�ำไปพัฒนาหรือประยุกต์ใช้ทางคลินิก 

ดังนั้นจึงมีการศึกษาวิจัยดัดแปลงโครงสร้างเปปไทด์เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของเปปไทด์ ซึ่งจะต้องค�ำนึงถึงปัจจัย 

ที่มีผลต่อการท�ำงานของเปปไทด์ เช่น สมบัติการเป็น amphipathicity (เป็นได้ทั้งไฮโดรฟิลิคและไฮโดรโฟบิค)  

สมบัติความเป็นประจุบวก (เป็นไฮโดรฟิลิค) สมบัติความเป็นไฮโดรโฟบิค ล�ำดับกรดอะมิโน (ควรเป็นกรดอะมิโน  

hydrophobic residue มากกว่า 50%) สมบติัการเกิดโครงสร้างเกลยีว α-helix (helicity) สมบตั ิself-association 
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(การม้วนพับโปรตีน) โครงสร้างแบบสายตรง (linear) เป็นวง (cyclic) เป็นต้น(16, 17, 18, 19, 20) การปรับเปลี่ยน 

โครงสร้างของเปปไทด์ เช่น เป็นวงและเชื่อมต่อกับโมเลกุลไขมันท�ำให้มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย MRSA ได้ดีขึ้น(21, 22)  

การศึกษาวิจัยครั้งน้ีได้ออกแบบสายเปปไทด์สายสั้นๆ และดัดแปลงโครงสร้างเพื่อศึกษาฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย 

S. aureus ที่ดื้อยาเมทิซิลลิน เพื่อจะน�ำไปศึกษากลไกการออกฤทธิ์และพัฒนาเป็นยารักษาโรคติดเช้ือจากแบคทีเรีย

ดื้อยาหลายชนิด (multidrug resistances) แทนการใช้ยาปฏิชีวนะที่มีใช้ในปัจจุบัน

วัสดุและวิธีการ

ตัวอย่างเชื้อแบคทีเรีย

เชื้อแบคทีเรียก่อโรคในคน S. aureus ที่ไม่ดื้อยาและด้ือยาเมทิซิลลิน จ�ำนวน 4 สายพันธุ์ ได้แก่  

S. aureus ATCC 25923 (ไม่ด้ือยาเมทิซิลลินและเป็นเชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน; American Type Culture  

Collection) MRSA DMST 20635, MRSA DMST 20637 และ MRSA DMST 20654 จากสาขาวิชาเทคโนโลยี

ชวีภาพ คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยรามค�ำแหง และศนูย์รวบรวมสายพนัธุแ์บคทเีรยีทางการแพทย์ กรมวทิยาศาสตร์

การแพทย์ (DMST Culture Collection) กระทรวงสาธารณสุข

เปปไทด์สังเคราะห์และยาปฏิชีวนะที่ใช้ทดสอบกับเชื้อแบคทีเรีย

เปปไทด์สังเคราะห์ที่ใช้ในการทดสอบกับเชื้อแบคทีเรีย มีจ�ำนวนทั้งหมด 21 เส้น โดย MRSA1-MRSA9 

เป็นเปปไทด์ที่คัดเลือกจากฐานข้อมูลเปปไทด์ต้านจุลินทรีย์ ส่วน MRSA10-MRSA21 เป็นเปปไทด์ที่ออกแบบและ

ดัดแปลงจากเปปไทด์ MRSA1 สังเคราะห์โดยบริษัท China Peptide Co., Ltd., China, ยาปฏิชีวนะที่ใช้ทดสอบ

กับเชื้อแบคทีเรีย ได้แก่ เพนิซิลลิน (penicillin) และออกซาซิลลิน (oxacillin) ของบริษัท Sigma-Aldrich, USA, 

แวนโคมัยซิน ของบริษัท Merck, Germany

การเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย

น�ำเชือ้แบคทเีรยี S. aureus ATCC 25923, MRSA DMST 20635, MRSA DMST 20637 และ MRSA 

DMST 20654 ที่เก็บในตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียส มาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง Tryptic Soy agar 

(Difco, Laboratories Inc., USA) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง หลังจากนั้นเขี่ยเชื้อโคโลนี

เดี่ยวจากอาหารแข็ง มาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว Tryptic Soy broth (Difco, Laboratories Inc., 

USA) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง น�ำเช้ือมาเจือจางปรับความขุ่นด้วย 0.85% NaCl  

ให้เท่ากับ McFarland No. 0.5 โดยใช้เครื่องวัดความขุ่น (suspension turbidity detector; Biosan Ltd.,  

Latvia)

การออกแบบและสังเคราะห์เปปไทด์สายสั้นๆ

ท�ำการคัดเลือกสายเปปไทด์ที่มีรายงานว่าสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ S. aureus ได้ดีจากฐานข้อมูล 

Antimicrobial Peptide Database (http://aps.unmc.edu/AP/main.php) ได้แก่ เปปไทด์ MRSA1-MRSA9 

หลังจากนั้นท�ำการปรับเปลี่ยนล�ำดับกรดอะมิโนของสายเปปไทด์ โดยออกแบบให้มีสมบัติการเป็น amphipathicity 

สมบัติความเป็นประจุบวก สมบัติความเป็นไฮโดรโฟบิค และสมบัติการเกิดโครงสร้างเกลียว α-helix หลากหลาย  

(http://aps.unmc.edu/AP/main.php และ https://pepcalc.com) ได้เป็นเปปไทด์ MRSA10-MRSA21 

(ตารางที่ 1) น�ำเปปไทด์ทั้งหมดไปสังเคราะห์
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การตรวจหา Peptide barcode ของเชื้อ S. aureus ด้วยเครื่อง MALDI-TOF MS

น�ำเซลล์แบคทีเรียจากอาหารแข็งมาผสมกับน�้ำกลั่นปริมาตร 300 ไมโครลิตร และเอทานอลปริมาตร 

900 ไมโครลิตร หลังจากนั้นน�ำไปปั่นเพื่อให้เซลล์ตกตะกอน น�ำตะกอนเซลล์ผสมกับสารละลาย MALDI matrix  

(10 มิลลิกรัม ของ sinapinic acid ใน 1 มิลลิลิตร ของ 50% acetonitrile ที่ประกอบด้วย 2.5% trifluoroacetic 

acid) น�ำสารละลายสกัดปริมาตร 2 ไมโครลิตร หยดลงบน MALDI target (MTP384 ground steel, Bruker 

Daltonik, GmbH) ตั้งทิ้งไว้ให้แห้งท่ีอุณหภูมิห้อง(14) น�ำมาวิเคราะห์ด้วย Ultraflex III TOF/TOF (Bruker 

Daltonik, GmbH) ใช้ linear positive mode กับ mass range ที่ 2000-20000 Dalton แต่ละตัวอย่างท�ำการ

เก็บข้อมูลจากการยิงด้วยเลเซอร์ 500 shots ที่ 50 Hz โดยแต่ละตัวอย่างวิเคราะห์ 24 ซ�้ำ (n=24) หลังจากเก็บข้อมูล

ลายพิมพ์เปปไทด์ ซึ่งจะเป็น Peptide barcode ของแต่ละตัวอย่าง น�ำข้อมูลมาเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลลายพิมพ ์

เปปไทด์ของเชือ้จลุนิทรย์ีทีม่ใีน MALDI Biotyper 2.0 software package ข้อมลูลายพมิพ์เปปไทด์ทีต่รงกนักบัฐาน

ชื่อเปปไทด์ ล�ำดับกรดอะมิโนบนสายเปปไทด์

MRSA1 KLKLLLLLKLK

MRSA2 CGGGGGAGLPSSLLLLLEKSSKVKF

MRSA3 FFGSVLKLIPKIL

MRSA4 FFSLLPSLIGGLVSAIK

MRSA5 KIAKVALKAL

MRSA6 GFWGKLWEGVKSAI

MRSA7 NMLPKLLHA

MRSA8 LMLLRF

MRSA9 NLLLMLSSK

MRSA10 KLKLLLLLLKLK

MRSA11 KLKLLLLLLLKLK

MRSA12 KLKLLLLLLLLKLK

MRSA13 KLLLLLLLLLK

MRSA14 KLKLLKLLKLK

MRSA15 KLKLLLKLKLK

MRSA16 KLKLKLKLKLK

MRSA17 LKLLLLLLKL

MRSA18 KLLLLLLK

MRSA19 LLLLLLKLK

MRSA20 LLLLLLKL

MRSA21 LLLLLLK

ตารางที่ 1  ล�ำดับกรดอะมิโนของเปปไทด์สังเคราะห์

G = Glycine, A = Alanine, P = Proline, V = Valine, L = Leucine, I = Isoleucine, M = Methionine, S = Serine,  
T = Threonine, C = Cysteine, N = Asparagine,  Q = Glutamine, D = Aspartate, K = Lysine, E = Glutamate,  
H = Histidine,  R = Arginine, F = Phenylalanine, Y = Tyrosine, W = Tryptophan
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ข้อมลูจะค�ำนวณออกมาเป็นคะแนน (score) และวเิคราะห์ Principal Component Analysis (PCA) ของลายพมิพ์

เปปไทด์ ด้วย MALDI Biotype 2.0 software package โดยใช้ลายพิมพ์เปปไทด์ ของ Escherichia coli DH5α 

เป็น positive control และสารละลาย MALDI matrix เป็น blank

การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียโดยวิธี Broth Microdilution

การทดสอบหาฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ S. aureus ที่ไม่ดื้อยาและดื้อยาเมทิซิลลิน โดยหาค่า half-maximal  

inhibitory concentration (IC
50
) ด้วยวิธี microdilution ใน 96-well microtiter plate ที่ดัดแปลงวิธีการเล็ก

น้อย(23) น�ำเปปไทด์สังเคราะห์มาเตรียมเป็น stock solution ที่ความเข้มข้น 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร หลังจาก

นั้นเจือจางเปปไทด์ด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว Tryptic Soy broth น�ำเชื้อแบคทีเรีย (ความขุ่น 105 CFU/ml)  

ใส่ลงใน 96-well microtiter plate ปรมิาตร 80 ไมโครลิตร หลังจากน้ันดดูสารละลายเปปไทด์ปรมิาตร 20 ไมโครลติร 

ที่เจือจางแล้วใส่ลงใน 96-well microtiter plate ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายของเปปไทด์ คือ 100, 75, 50, 40, 30, 

20, 10, 5 และ 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล�ำดับ โดยท�ำ 3 ซ�้ำ (triplicate) จากนั้นน�ำ microtiter plate 

เข้าตู้บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง พร้อมเขย่าที่ความเร็ว 180 รอบต่อนาที ท�ำการวัดการเจริญ

เติบโตของเชื้อแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยวัดความขุ่นของเชื้อด้วยเครื่องวัดการดูดกลืนแสง microtiter plate 

reader (RT-2100C, Rayto) ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ที่เวลา 0, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 

22 และ 24 ชั่วโมง โดยใช้สารละลายเชื้อแบคทีเรียที่ไม่มีเปปไทด์เป็นตัวควบคุม (negative control) และใช้อาหาร

เลี้ยงเชื้อชนิดเหลวเป็น blank น�ำค่าการดูดกลืนแสง หรือ optical density (OD) ของการทดสอบเปปไทด ์

ทั้งหมด ค�ำนวณหาค่า %Growth inhibition ตามสูตรข้างล่าง และค�ำนวณหาค่าความเข้มข้นต�่ำสุด (minimum 

concentration หรือ lowest concentration) ของเปปไทด์ที่ท�ำให้เชื้อแบคทีเรียเจริญได้ 50% เมื่อเทียบกับ control 

ซึ่งจะเป็นค่า IC
50
  

%Growth inhibition = 1- [(ODpeptide treated-ODblank)/(ODcontrol-ODblank)] x 100

ในการทดสอบน้ีใช้ยาปฏิชีวนะเป็นสารควบคุมในการต้านเช้ือแบคทีเรีย โดยน�ำยาปฏิชีวนะเพนิซิลลิน 

ออกซาซิลลิน และแวนโคมัยซิน เตรียมเป็น stock solution ที่ความเข้มข้น 5,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท�ำการเจือ

จางยาปฏิชีวนะด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อ แล้วน�ำไปทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือตามวิธีการข้างต้น ความเข้ม

ข้นสุดท้ายของยาปฏิชีวนะ คือ 1,000, 800, 600, 400, 200, 150, 100, 50, 25, 10, 5 และ 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ตามล�ำดับ หลังจากนั้นค�ำนวณหาค่า IC
50 

ของการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียตามวิธีที่กล่าวข้างต้น

ผล

การออกแบบและสังเคราะห์เปปไทด์สายสั้นๆ

ล�ำดับกรดอะมิโนของเปปไทด์ได้จากฐานข้อมูลของ Antimicrobial Peptide Database (http://aps.

unmc.edu/AP/main.php) เปปไทด์ที่ออกแบบทั้งหมดน�ำมาค�ำนวณหาค่าคุณสมบัติทางเคมีกายภาพ (physico-

chemical) เช่น น�้ำหนักโมเลกุล (molecular weight) ค่า pI เป็นต้น ด้วยโปรแกรม (http://aps.unmc.edu/

AP/main.php และ https://pepcalc.com) จ�ำนวน 9 เส้น ได้แก่ เปปไทด์ MRSA1-MRSA9 แสดงใน 

ตารางที่ 2 เปปไทด์ทั้งหมดมีความยาวตั้งแต่ 6-25 กรดอะมิโน และมีความเป็น hydrophobicity ตั้งแต่ 40-83% 

และมีประจุสุทธิ (net charge) ต้ังแต่ +1 ถึง +4 ท�ำนายโครงสร้าง 3 มิติ (3-D structure) ด้วยโปรแกรม  

PEP-FOLD 2.0 (http://mobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-bin/portal.py#forms::PEP-FOLD) 

จากโครงสร้าง 3 มิต ิพบว่าเปปไทด์บางเส้นมรีปูร่างเป็นเส้นตรง บางเส้นเปปไทด์มรีปูร่างเป็นเส้นตรงผสมกบั α-helix 

ที่ N-terminal และไม่พบเส้นเปปไทด์ที่มีรูปร่าง β-pleated sheet (ภาพที่ 1)
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	 MRSA1	 MRSA2	 MRSA3	 MRSA4	

	 MRSA5	 MRSA6	 MRSA7	 MRSA8	

Peptides Sequences
No. amino 

acids
MW pI

Total net 
charge

% 
HB

Protein-binding 
potential 

(kcal/mol)

MRSA1 KLKLLLLLKLK 11 1322.82 11.15 +4 63 -1.11

MRSA2 CGGGGGAGLPSSLLLLLEKSSKVKF 25 2418.90 10.09 +2 40 -0.32

MRSA3 FFGSVLKLIPKIL 13 1474.87 10.69 +3 61 -1.61

MRSA4 FFSLLPSLIGGLVSAIK 17 1762.14 9.88 +2 58 -1.61

MRSA5 KIAKVALKAL 10 1054.37 10.98 +4 70 -0.75

MRSA6 GFWGKLWEGVKSAI 14 1577.82 9.93 +2 50 -0.34

MRSA7 NMLPKLLHA 9 1036.31 9.70 +1 55 -0.23

MRSA8 LMLLRF 6 792.06 10.84 +1 83 -0.86

MRSA9 NLLLMLSSK 9 1018.28 9.70 +1 55 -0.33

G = Glycine, A = Alanine, P = Proline, V = Valine, L = Leucine, I = Isoleucine, M = Methionine, S = Serine, 
T = Threonine, C = Cysteine, N = Asparagine, Q = Glutamine, D = Aspartate, K = Lysine, E = Glutamate,  
H = Histidine, R = Arginine, F = Phenylalanine, Y = Tyrosine, W = Tryptophan

	 MRSA9	

ตารางที่ 2  ล�ำดับกรดอะมิโนและสมบัติทางเคมีกายภาพของเปปไทด์สังเคราะห์ที่คัดเลือกจากฐานข้อมูล

ภาพที่ 1	 การท�ำนายโครงสร้าง 3 มิติ ของเปปไทด์สังเคราะห์ที่คัดเลือกจากฐานข้อมูล 

จ�ำนวน 9 เส้น เปปไทด์ MRSA5 มีรูปร่างเป็นเส้นตรง ส่วนเปปไทด์เส้นอื่น

มีรูปร่างเป็นเส้นตรงผสมกับ α-helix ที่ N-terminal
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เมื่อวิเคราะห์รูปร่างของเปปไทด์ทั้ง 9 เส้น แบบ helical wheel ด้วยโปรแกรม heliquest (http:// 

heliquest.ipmc.cnrs.fr/) พบว่ามีลักษณะดังแสดงในภาพที่ 2 เปปไทด์ MRSA1 มีลักษณะของโครงสร้างท่ีเป็น 

ไฮโดรโฟบิค และไม่มีขั้ว (non-polar) เป็นครึ่งหนึ่งสมดุล เมื่อเปรียบเทียบกับเปปไทด์เส้นอื่นๆ  

	 MRSA1	 MRSA2	 MRSA3 

	 MRSA4	 MRSA5	 MRSA6

	 MRSA7	 MRSA8	 MRSA9

ภาพที่ 2	 ลักษณะ helical wheel ของเปปไทด์สังเคราะห์ที่คัดเลือกจากฐานข้อมูล จ�ำนวน 9 เส้น เปปไทด์ MRSA1 

มีลักษณะของโครงสร้างที่เป็นไฮโดรโฟบิค และไม่มีข้ัว เป็นครึ่งหนึ่งสมดุล เมื่อเปรียบเทียบกับเปปไทด ์

เส้นอื่นๆ
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การตรวจหา Peptide barcode ของเชื้อ S. aureus ด้วยเครื่อง MALDI-TOF MS
ในการศึกษาครั้งนี้ ได้ท�ำการตรวจหา Peptide barcode โดยใช้ MALDI-TOF MS มาตรวจวิเคราะห์มวล

โมเลกุลของเปปไทด์ในตัวอย่างของเชื้อแบคทีเรีย ผลวิเคราะห์ที่ได้จะเป็นลายพิมพ์เปปไทด์ซึ่งเป็นเอกลักษณ์ 
เฉพาะของแต่ละชนิด และแต่ละสายพันธุ์ของเชื้อแบคทีเรีย ลายพิมพ์เปปไทด์ที่ได้จะเป็นการตรวจพิสูจน์ยืนยันชนิด
ของเชื้อแบคทีเรียและความแตกต่างทางจีโนไทป์ของสายพันธุ์แบคทีเรียในจีนัสและสปีชีส์เดียวกัน จากการน�ำเซลล์
แบคทีเรีย S. aureus ท่ีไม่ดื้อยาและดื้อยาเมทิซิลลิน จ�ำนวน 4 สายพันธุ์ มาท�ำการสกัดเปปไทด์แล้ววิเคราะห ์
ลายพิมพ์เปปไทด์ด้วยเครื่อง MALDI-TOF MS แล้วเปรียบเทียบลายพิมพ์เปปไทด์ที่ได้กับฐานข้อมูลลายพิมพ ์
เปปไทด์ของเชื้อจุลินทรีย์ทั้งหมดใน MALDI Biotyper 2.0 software package พบว่า S. aureus ที่ไม่ดื้อยาและ
ดื้อยาเมทิซิลลินทั้ง 4 สายพันธุ์ มีค่า score มากกว่า 2.3 ตรงกับ S. aureus ในฐานข้อมูล แต่ทั้ง 4 สายพันธุ์ มีลาย
พิมพ์เปปไทด์ หรือ Peptide barcode แตกต่างกัน ซึ่งสามารถเห็นได้จากผลภาพ PCA และ MALDI-TOF MS  
Spectrum (ภาพที่ 3 และ 4) แสดงให้เห็นว่า S. aureus ที่น�ำมาใช้ทดสอบมีสายพันธุ์แตกต่างกันทั้ง 4 สายพันธุ์

ภาพที่ 4  ลายพิมพ์เปปไทด์ของ S. aureus ที่ไม่ดื้อยาและดื้อยาเมทิซิลลิน จ�ำนวน 4 สายพันธุ์ คือ (A) S. aureus 
ATCC 25923, (B) MRSA DMST 20635, (C) MRSA DMST 20637 และ (D) MRSA DMST 
20654 ตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่อง MALDI-TOF MS

(A)

(B)

(C)

(D)

ln
te
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y 
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U
)

Mass/charge ratio

ภาพที่ 3	 3D PCA Scatter plot ของ S. aureus ที่ไม่ดื้อยาและดื้อยาเมทิซิลลิน จ�ำนวน 4 สายพันธุ์ คือ  

S. aureus ATCC 25923, MRSA DMST 20635, MRSA DMST 20637 และ MRSA DMST 20654 

โดยใช้โปรแกรม ClinPro Tools 2.2 software (Bruker Daltonik, GmbH, Bremen, Germany)
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ตารางที่ 3  ผลยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. aureus ที่ไม่ดื้อยาและดื้อยาเมทิซิลลินกับเปปไทด์สังเคราะห์ 

ที่คัดเลือกจากฐานข้อมูลจ�ำนวน 9 เส้น โดยใช้เปปไทด์ที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่เวลา 16 ชั่วโมง

Peptides

%Growth Inhibition 
S. aureus MRSA MRSA MRSA

ATCC 25923 DMST 20635 DMST 20637 DMST 20654

MRSA1 52.39 35.95 32.78 14.21
MRSA2 12.77 29.09 23.54 1.62
MRSA3 9.5 33.57 25.04 0
MRSA4 13.24 31.54 26.03 0
MRSA5 11.2 34.91 23.04 0.61
MRSA6 17.07 39.05 32.40 0
MRSA7 15.30 35.59 24.41 0
MRSA8 14.23 34.67 23.16 11.77
MRSA9 5.47 39.05 26.03 7.61

การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียโดยวิธี Broth Microdilution
การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ S. aureus ที่ไม่ดื้อยาและดื้อยาเมทิซิลลินกับเปปไทด์

สังเคราะห์
น�ำเปปไทด์สังเคราะห์ที่คัดเลือกจากฐานข้อมูลเปปไทด์ต้านจุลินทรีย์ จ�ำนวน 9 เส้น มาทดสอบกับเช้ือ 

S. aureus ทั้ง 4 สายพันธุ์ ใน 96-well microtiter plate และท�ำการวัดการเจริญเติบโตที่ 0, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 
12, 14, 16, 18, 20, 22 และ 24 ช่ัวโมง พบว่าเปปไทด์ MRSA1 (KLKLLLLLKLK) ซึง่มี จ�ำนวน 11 กรดอะมโิน 
ค่าประจุสุทธิเท่ากับ +4 และ %hydrophobicity เท่ากับ 63% มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อ (%Growth  
inhibition) ได้ดีที่สุด โดยยับยั้ง S. aureus ATCC 25923 มากกว่า 50% ยับยั้ง S. aureus (MRSA) DMST 
20635 และ DMST 20637 มากกว่า 30% และยับยั้ง S. aureus (MRSA) DMST 20654 มากกว่า 14% ที่ความ
เข้มข้นของเปปไทด์ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนเปปไทด์เส้นอื่นๆ มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อได้น้อย โดยมีค่า %Growth 

inhibition ที่เวลา 16 ชั่วโมง (ตารางที่ 3)

ตารางที่ 4  การทดสอบฤทธิ์ของยาปฏิชีวนะที่มีต่อเชื้อแบคทีเรีย S. aureus ที่ไม่ดื้อยาและดื้อยาเมทิซิลลิน โดยวิธี 

Broth Microdilution ที่เวลา 4 ชั่วโมง

S. aureus
   IC

50
 (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)

เพนิซิลลิน ออกซาซิลลิน แวนโคมัยซิน

   ATCC 25923 0.68 270 3.9

MRSA DMST 20635 500 >1000 3.9

MRSA DMST 20637 500 750 3.9

MRSA DMST 20654 500 >1000 3.9

จากการทดสอบเชื้อ S. aureus ทั้ง 4 สายพันธุ์ ด้วยยาปฏิชีวนะเพนิซิลลิน ออกซาซิลลิน และแวนโคมัยซิน 

ที่ใช้เป็นสารควบคุมในการต้านเชื้อแบคทีเรียโดยวิธีการทดลองเช่นเดียวกับเปปไทด์สังเคราะห์ พบว่ายาทั้ง 3 ชนิด  

มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ S. aureus ทุกสายพันธุ์ โดยยาแวนโคมัยซินมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียได้ดีที่สุด มีค่า 

IC
50 

3.9 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีเวลา 4 ช่ัวโมง ซึ่งเป็นระยะเพิ่มจ�ำนวน (exponential phase) ของเชื้อ  

(ตารางที่ 4)
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ตารางที่ 5  ล�ำดับกรดอะมิโนและสมบัติทางเคมีกายภาพของเปปไทด์สังเคราะห์ที่ดัดแปลงจาก MRSA1

Peptides Sequences
No. amino 

acids
MW pI

Total net 
charge

%HB
Protein-bind-
ing potential 
(kcal/mol)

MRSA10 KLKLLLLLLKLK 12 1435.98 11.15 +4 66 -1.43

MRSA11 KLKLLLLLLLKLK 13 1549.14 11.15 +4 69 -1.69

MRSA12 KLKLLLLLLLLKLK 14 1662.30 11.15 +4 71 -1.92

MRSA13 KLLLLLLLLLK 11 1292.80 10.69 +2 81 -3.01

MRSA14 KLKLLKLLKLK 11 1337.83 11.28 +5 54 -0.16

MRSA15 KLKLLLKLKLK 11 1337.83 11.28 +5 54 -0.16

MRSA16 KLKLKLKLKLK 11 1352.84 11.37 +6 45 0.79

MRSA17 LKLLLLLLKL 10 1179.64 10.73 +2 80 -2.82

MRSA18 KLLLLLLK 8 953.32 10.69 +2 75 -2.3

MRSA19 LLLLLLKLK 9 1066.48 10.73 +2 77 -2.59

MRSA20 LLLLLLKL 8 938.31 10.12 +1 87 -3.61

MRSA21 LLLLLLK 7 825.15 10.12 +1 85 -3.42

การทดสอบฤทธิ์ยับย้ังการเจริญเติบโตของเช้ือ S. aureus ที่ไม่ดื้อยาและด้ือยาเมทิซิลลินกับเปปไทด์

สังเคราะห์ดัดแปลง

จากผลการทดสอบเปปไทด์คัดเลือกจากฐานข้อมูลจ�ำนวน 9 เส้น (MRSA1-MRSA9) พบว่าเปปไทด์ 

MRSA1 มีฤทธิ์ต้านเชื้อ S. aureus ทั้ง 4 สายพันธุ์ ได้ดีที่สุด จึงท�ำการดัดแปลงเปปไทด์เส้นนี้ให้มีรูปร่าง ประจุสุทธิ 

และ hydrophobicity เปลี่ยนไป คุณสมบัติต่างๆ ของเปปไทด์ดัดแปลงจ�ำนวน 12 เส้น (MRSA10-MRSA21) 

แสดงในตารางที่ 5 ความยาวของเปปไทด์มีขนาดตั้งแต่ 7-14 กรดอะมิโน มีความเป็น hydrophobicity ต้ังแต่  

45-87% และมีประจุสุทธิตั้งแต่ +1 ถึง +6 จากการท�ำนายโครงสร้าง 3 มิติ ของเปปไทด์ พบว่า MRSA13, 20  

และ 21  มีรูปร่างเป็นเส้นตรง ส่วนเส้นอื่นมีรูปร่างเป็นเส้นตรงผสมกับ α-helix ที่ N-terminal และไม่พบเส้น 

เปปไทด์ที่มีรูปร่าง β-pleated sheet (ภาพที่ 5) และการท�ำนายโครงสร้างในการเกาะจับของเปปไทด์กับเมมเบรน 

(membrane) โดยใช้โปรแกรม PPM 2.0 (https://opm.phar.umich.edu/ppm_server) พบว่าเปปไทด์ 

MRSA13, MRSA18, MRSA19, MRSA20 และ MRSA21 ไม่สามารถจับกับเมมเบรนได้ แต่เปปไทด์ MRSA1, 

MRSA10, MRSA11, MRSA12, MRSA14, MRSA15, MRSA16 และ MRSA17 ที่มีโครงสร้างเป็นเส้นตรงและ

มี α-helix ตรงปลาย N-terminal สามารถจับกับเมมเบรนได้ (ภาพที่ 6)

หลังจากน�ำเปปไทด์สังเคราะห์ที่ดัดแปลงโครงสร้าง จ�ำนวน 12 เส้น มาทดสอบกับเช้ือ S. aureus ทั้ง 

4 สายพันธุ์ ใน 96-well microtiter plate และท�ำการวัดการเจริญเติบโตที่เวลาต่างๆ พบว่าเปปไทด์ MRSA16 

(KLKLKLKLKLK) ประกอบด้วย 11 กรดอะมิโน ประจุสุทธิ +6 และ 45% hydrophobicity เปปไทด์ MRSA19 

(LLLLLLKLK) ม ี9 กรดอะมโิน ประจสุทุธ ิ+2 และ 77% hydrophobicity และเปปไทด์ MRSA21 (LLLLLLK) 

มี 7 กรดอะมิโน ประจุสุทธิ +1 และ 85% hydrophobicity มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ S. aureus ATCC 25923, MRSA 

DMST 20635 และ MRSA DMST 20654 ได้ดี เมื่อเปรียบเทียบกับเปปไทด์ MRSA1 โดยมีค่า IC
50
 27.5-62.5 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่เวลา 6-8 ชั่วโมง ซึ่งเป็นระยะเพิ่มจ�ำนวนของเชื้อ (ตารางที่ 6)
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	 MRSA1

	 MRSA11

	 MRSA10
	 MRSA14

	 MRSA16

	 MRSA12 	 MRSA15

	 MRSA17

ภาพที่ 6  	ไดอะแกรมโครงสร้าง 3 มิติ ของเปปไทด์สังเคราะห์ที่คัดเลือกจากฐานข้อมูล (MRSA1) และเปปไทด์

สังเคราะห์ท่ีดัดแปลงจาก MRSA1 (MRSA10, 11, 12, 14, 15, 16 และ 17) สามารถเกาะกับ 

เมมเบรนได้

	 MRSA10	 MRSA11	 MRSA12	 MRSA13

	 MRSA14	 MRSA15	 MRSA16	 MRSA17

	 MRSA18	 MRSA19	 MRSA20	 MRSA21

ภาพที่ 5	แสดงการท�ำนายโครงสร้าง 3 มิติ ของเปปไทด์สังเคราะห์ที่ดัดแปลงจาก MRSA1 จ�ำนวน 12 เส้น เปปไทด์ 
	 MRSA13, 20 และ 21 มีรูปร่างเป็นเส้นตรง ส่วนเปปไทด์เส้นอื่นมีรูปร่างเป็นเส้นตรงผสมกับ α-helix 
	 ที่ N-terminal
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ตารางที่ 6   ผลการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. aureus ที่ไม่ดื้อยาและดื้อยาเมทิซิลลินกับเปปไทด์ MRSA1 

และเปปไทด์สังเคราะห์ที่ดัดแปลงจาก MRSA1 ที่เวลา 6-8 ชั่วโมง

Peptides
IC

50
 (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)

S. aureus MRSA MRSA MRSA

ATCC 25923 DMST 20635 DMST 20637 DMST 20654

MRSA1 29.5 75 >100 >100

MRSA10 27.3 >100 >100 >100

MRSA11 27.3 >100 >100 75.5

MRSA12 >100 >100 >100 >100

MRSA13 >100 >100 >100 64.5

MRSA14 >100 >100 >100 >100

MRSA15 68.2 30.0 >100 >100

MRSA16 34.5 27.5 >100 >100

MRSA17 >100 >100 70.0 69.5

MRSA18 >100 >100 >100 >100

MRSA19 37.5 37.0 >100 49.5

MRSA20 27.0 39.5 >100 >100

MRSA21 30.0 62.5 >100 36.5

วิจารณ์

Staphylococcus aureus เป็นเชื้อแบคทีเรียก่อโรคท่ีส�ำคัญในมนุษย์ โดยเฉพาะ S. aureus ที่ดื้อยา 

เมทิซิลลิน เป็นสาเหตุของการเกิดโรครุนแรงและเป็นปัญหาทางด้านสาธารณสุข ดังนั้นเปปไทด์ต้านเช้ือจุลินทรีย์หรือ 

AMPs จึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่น�ำมาใช้ในการรักษาโรคติดเช้ือที่มีการดื้อยา ในปัจจุบันได้มีการดัดแปลง เปลี่ยน

โครงสร้าง และรูปร่างโมเลกุลของ AMPs เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการต้านจุลินทรีย์ให้มากขึ้น เช่น การเพิ่มประจุบวก

ด้วยกรดอะมิโนไลซีน(24, 25) การเปลี่ยนเป็นไฮโดรโฟบิคด้วยกรดอะมิโนลิวซีน(26) การเปลี่ยนเป็นไฮโดรโฟบิคและ 

ไฮโดรฟิลคิในโมเลกลุเดียวกนั(27) การเปล่ียนรปูร่างเป็น α-helix และมปีระจบุวกท่ีปลายซ ี(C-terminal domain)(28) 

การเปลี่ยนรูปร่างเป็น α-helix และมีกรดอะมิโนไลซีนและลิวซีนที่ปลายเอ็น (N-terminal domain)(21) และ 

การมกีรดอะมโินจ�ำพวกอาร์จนินี (arginine)(29) และโพรลนี (proline)(30) เป็นองค์ประกอบหลกั เป็นต้น จากรายงาน

การวิจัยพบว่าเปปไทด์ที่มีโครงสร้างเป็น  α-helix และมีประจุสุทธิเป็นบวกสามารถที่จะจับกับเมมเบรนที่ยื่นออกมา

ของแบคทีเรียท้ังชนิดแกรมบวกและแกรมลบ(31, 32) ในการวิจัยคร้ังนี้ได้ดัดแปลงเปปไทด์ให้มีขนาด ประจุสุทธ ิ 

ความเป็นไฮโดรโฟบิค รูปร่าง และล�ำดับของกรดอะมิโนไลซีนและลิวซีน ที่มีความแตกต่างกัน พบว่าประสิทธิภาพ 

ในการยบัยัง้การเจรญิของเชือ้ MRSA แต่ละสายพนัธุเ์ปลีย่นแปลงไปซึง่สอดคล้องกบังานวจิยัทีไ่ด้มกีารศกึษาไว้แล้ว(21) 

จากการท�ำนายโครงสร้าง 3 มิติของเปปไทด์ MRSA1, MRSA16 และ MRSA19 พบว่ามีโครงสร้างเป็น α-helix  

และ MRSA21 มีโครงสร้างเป็นเส้นตรง เปปไทด์ทั้งหมดนี้มีขนาดเล็ก ความเป็นไฮโดรโฟบิคสูง และประจุสุทธิเป็น

บวก ดังนั้นการต้านเชื้อของเปปไทด์อาจเกิดจากโครงสร้าง  α-helix เข้าจับกับเมมเบรนซึ่งมีประจุสุทธิเป็นลบ จากนั้น

ส่วนที่ไม่ชอบน�้ำของเปปไทด์จะเคลื่อนตัวเข้าไปในชั้นฟอสโฟลิปิดของเมมเบรน และรบกวนการจัดเรียงตัวของกรดไข
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มันที่เป็นองค์ประกอบของเมมเบรน ท�ำให้เซลล์แตกสารสามารถผ่านเข้าออกเมมเบรนได้(7, 33) หรืออาจเกิดจากเปป

ไทด์ทีเ่ป็นประจบุวกจบักบัเมมเบรนทีเ่ป็นประจลุบของไลโปโพลแีซคคาไรด์ โดยส่วนทีไ่ม่ชอบน�ำ้ของเปปไทด์แทรกตัว

เข้าไปในชั้นฟอสโฟลิปิดของเมมเบรน ท�ำให้เกิดรูบนเมมเบรนแล้วท�ำให้เซลล์แตก(7, 34) มีรายงานการวิจัยพบว่า 

เปปไทด์สังเคราะห์ WR12 (ประกอบด้วย 12 กรดอะมิโน ที่มีกรดอะมิโนทริปโตเฟน (tryptophan) และอาร์จินีน 

เป็นองค์ประกอบ) และ D-IK8 (ประกอบด้วย 8 กรดอะมิโน โครงสร้าง β-pleated sheet) มีขนาดเล็ก 

สามารถแทรกตัวเข้าไปในเมมเบรนได้ดีกว่าเปปไทด์ที่มีขนาดใหญ่ และสามารถยับยั้งเช้ือ MRSA ได้ดีกว่าเปปไทด์ 

cathelicidin ท่ีประกอบด้วย 37 กรดอะมิโน(35) นอกจากนียั้งมีการวจิยัพบว่าการสงัเคราะห์เปปไทด์ดดัแปลงทีป่ระกอบ

ด้วยกรดอะมโินไลซนีเพือ่ให้โครงสร้างเป็นประจบุวกของเปปไทด์ AamAP1-Lysine มปีระสทิธภิาพในการยบัยัง้เชือ้

แบคทเีรียแกรมบวกและแกรมลบได้ถงึ 10 เท่า เมือ่เปรยีบเทยีบกบัเปปไทด์ AamAP1 จากพษิแมงป่อง(24) การเปลีย่น

ล�ำดับกรดอะมิโนลิวซีนในเปปไทด์ melittin ให้เป็น melittin diastereomer ที่มี D-amino acid ใน leucine 

zipper sequence ยังให้ผลในการเพิ่มประสิทธิภาพของการยับยั้งเชื้อแกรมบวกและแกรมลบได้มากขึ้น(36) การยับยั้ง

การเจริญของเชื้อนั้นขึ้นอยู่กับระยะเวลาการออกฤทธิ์ของเปปไทด์ การออกฤทธิ์ได้เร็วและมีประสิทธิภาพจะเป็นช่วง

ระยะเพ่ิมจ�ำนวนของเช้ือท่ีเวลา 4-6 ชั่วโมง ซึ่งเป็นช่วงเวลาการออกฤทธิ์ของยาตามหลักทางเภสัชจลนศาสตร์ 

(pharmacokinetic) และเภสัชพลศาสตร์ (pharmacodynamic) ในการศึกษาครั้งนี้พบว่า การยับยั้งการเจริญของ

เชื้อ MRSA ของเปปไทด์ MRSA1, MRSA16, MRSA19, MRSA21 และยาปฏิชีวนะ ได้ค่าการยับยั้งเชื้อแตกต่าง

กัน ในช่วงระยะเวลาการเพิ่มจ�ำนวนของเชื้อที่เวลา 4-8 ชั่วโมง

จากผลการตรวจหา Peptide barcode ด้วย MALDI-TOF MS ของเชื้อ S. aureus ที่ไม่ดื้อยาและดื้อยา

เมทิซิลลินทั้ง 4 สายพันธุ์ พบว่ามีลายพิมพ์เปปไทด์ที่แตกต่างกันซึ่งเกิดจากจีโนไทป์ของแบคทีเรียที่มีการแสดงออก

หรือไม่แสดงออกของยีนในจีนัสและสปีชีส์เดียวกัน ท�ำให้สายพันธุ์ของ S. aureus ที่ใช้ทดสอบมีชนิดและปริมาณของ

เปปไทด์แตกต่างกัน ซึ่งลายพิมพ์เปปไทด์ หรือ Peptide barcode ที่แตกต่างกันของเชื้อจะเป็นเอกลักษณ์เฉพาะของ

เชื้อในแต่ละสายพันธุ์ ในการศึกษาครั้งนี้พบว่า เปปไทด์ MRSA1, MRSA16, MRSA19 และ MRSA21 มีผลการ

ยับยั้งการเจริญของ S. aureus ทั้ง 4 สายพันธุ์ แตกต่างกัน แสดงว่าการเปลี่ยนแปลงล�ำดับของกรดอะมิโน ประจุ  

ความเป็นไฮโดรโฟบิค และความยาวของเส้นเปปไทด์ มีความจ�ำเพาะต่อสายพันธุ์ของเชื้อแบคทีเรีย ดังนั้น S. aureus 

ที่มีการดื้อยาเมทิซิลลินแตกต่างกันก็จะมีผลท�ำให้ Peptide barcode ของเชื้อแบคทีเรียเกิดความแตกต่างกัน และการ

ตอบสนองต่อเปปไทด์กจ็ะต่างกนัด้วย ซึง่สอดคล้องกบังานวจิยัทีม่กีารศกึษาเปปไทด์สงัเคราะห์ BAMP-28 ทีส่ามารถ

ยับยั้งกลุ่มเชื้อ Enterobacteriaceae ท่ีดื้อยา carbapenam ได้ดีที่สุด และมีความเป็นพิษต่อเซลล์น้อย เมื่อ 

เปรียบเทียบกับเปปไทด์สังเคราะห์เส้นอื่นที่มีขนาด ล�ำดับกรดอะมิโน ประจุสุทธิ และความเป็นไฮโดรโฟบิค 

แตกต่างกัน โดยเชื้อดื้อยาที่ใช้ทดสอบทั้งหมด 72 สายพันธุ์ มีลายพิมพ์เปปไทด์แตกต่างกัน(14) 

MRSA เป็นเชื้อแบคทีเรียก่อโรคในคนและมีการดื้อยาปฏิชีวนะหลายชนิด นอกจากนี้ยังพบว่ามีการดื้อต่อ

เปปไทด์ cathelicidin(37) การใช้ AMPs มาแทนยาปฏชีิวนะน้ันต้องมกีารศกึษาวจิยัหา AMPs ตัวใหม่ๆ หรอืสงัเคราะห์

ดัดแปลงโครงสร้างของเปปไปด์ เช่น การสังเคราะห์เปปไทด์สายสั้นๆ ให้มีความเป็นไฮโดรโฟบิคและมีประจุสุทธ ิ

เป็นบวก(21) เปลี่ยนโครงสร้างเป็น amphiphatic helix และ β-pleated sheet(35) ดัดแปลงโครงสร้างแบบวง 

โดยเชื่อมต่อกับไขมัน(20) เป็นต้น การดัดแปลงโครงสร้างของเปปไทด์ทั้งหลายนี้ เพื่อให้ AMPs มีฤทธิ์ในการต้านเชื้อ 

MRSA ให้มีประสิทธิภาพได้มากขึ้น อย่างไรก็ตามการศึกษาวิจัย AMPs ที่มีฤทธิ์ต้านเชื้อ MRSA จะเป็นประโยชน์ต่อ

การน�ำ AMPs มาใช้ในการรกัษาโรค ซึง่เป็นประโยชน์อย่างมากโดยเฉพาะทางการแพทย์ ดงันัน้การดดัแปลงโครงสร้าง

ของเปปไทด์จึงมีความส�ำคัญที่ท�ำให้เปปไทด์มีการออกฤทธิ์ได้ดีมากขึ้น และมีความจ�ำเพาะต่อเช้ือแบคทีเรียดื้อยา 

จากการศึกษาวิจัยในครั้งน้ี จะเป็นแนวทางในการน�ำไปสู่การพัฒนาประยุกต์ใช้เปปไทด์เพื่อประโยชน์ทางการแพทย์ 

ในการรักษาผู้ป่วยในโรคติดเชื้อจุลินทรีย์ดื้อยา
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สรุป

เปปไทด์สงัเคราะห์ KLKLLLLLKLK สามารถยับยัง้การเจริญของเช้ือ S. aureus ATCC 25923, MRSA 

DMST 20635, MRSA DMST 20637 และ MRSA DMST 20654 เมื่อดัดแปลงเปปไทด์เส้นนี้ให้มีขนาด 

ประจุสุทธิ ความเป็นไฮโดรโฟบิค และรูปร่าง แตกต่างจากเดิม พบว่าเปปไทด์ KLKLKLKLKLK, LLLLLLKLK 

และ LLLLLLK มีฤทธิย์บัยัง้การเจรญิของแบคทีเรีย S. aureus ATCC 25923, MRSA DMST 20635 และ MRSA 

DMST 20654 ได้ดีที่สุด จากการวิเคราะห์ Peptide barcode ด้วยเครื่อง MALDI-TOF MS พบว่าลายพิมพ ์

เปปไทด์ของแบคทีเรียทั้ง 4 สายพันธุ์ แตกต่างกัน จึงตอบสนองต่อเปปไทด์สังเคราะห์ต่างกัน 
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Abstract  In this study, nine peptides containing 6-25 amino acids residues with positive charge and 

40-83% hydrophobicity were selected from an antimicrobial peptide database. All of them were  

chemically synthesized and evaluated for their antibacterial activity against Staphylococcus aureus ATCC 

25923, methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) DMST 20635, MRSA DMST 20637 and MRSA 

DMST 20654. It was found that KLKLLLLLKLK had effective antibacterial activity against all S. aureus. 

This peptide was then modified and yielded twelve peptides with different hydrophobicity and charges. In 

the antibacterial assay with these twelve synthetic peptides, KLKLKLKLKLK, LLLLLLKLK and LLLLLLK 

were found to have potent antibacterial activity against S. aureus ATCC 25923, MRSA DMST 20635 and 

MRSA DMST 20654 with IC
50 

values of 27.5-62.5 µg/ml. Furthermore, matrix-assisted laser desorption/

ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) analysis results showed that peptide 

barcodes of all S. aureus strains were significant different. The results from this study indicated that  

the different degree of methicillin-resistant S. aureus has an effect on difference in peptide barcode and 

difference in response to synthetic peptides. However, the antibiotic mechanism of these three modified 

peptides against MRSA should be further studied for development as therapeutic agents.

Keywords: Methicillin-resistant Stahylococcus aureus (MRSA), Peptide barcode, Synthetic peptides
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