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การลดฤทธ์ิของเอนไซม์เซอรีนโปรตีเอสในพษิงูกะปะ (Calloselasma rhodostoma) ด้วย 
ไตรเปปไทด์สังเคราะห์ pERW และ pEKW 

Reduction of Enzyme Activity of Serine Protease of Calloselasma rhodostoma by Synthetic 
Tripeptides, pERW and pEKW 
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บทคดัย่อ 
งูกะปะเป็นงูพิษต่อระบบโลหิตยงัคงเป็นปัญหาทางสาธารณสุขท่ีส าคญัของประเทศไทย พิษงูกะปะมีสดัส่วนของ

เอนไซม์เซอรีนโปรตีเอส ร้อยละ 14.9 (ประมาณ 8.94 มิลลิกรัมต่องูหน่ึงตวั) ของปริมาณน ้ าพิษทั้งหมด ซ่ึงสามารถย่อย
ไฟบริโนเจนในระบบการแขง็ตวัของเลือดมนุษยไ์ด ้ในผูป่้วยท่ีถูกงูกะปะกดัจะมีระดบัไฟบริโนเจนและเกร็ดเลือดต ่าเป็นผล
ให้เลือดแข็งตวัผิดปกติและอาจพบเลือดออกทัว่ร่างกายได ้วตัถุประสงคข์องงานวิจยัน้ีเพ่ือทดสอบไตรเปปไทด์สังเคราะห์ 
pERW และ pEKW ในการยบัย ั้งเซอรีนโปรตีเอสของพิษงูกะปะโดยใชว้ิธี Fibrinogenolytic activity ในหลอดทดลอง โดยน า
สารละลายพิษงูครบส่วน 1 ไมโครกรัมผสมกบัสารละลายไตรเปปไทด์ 0.4 ไมโครกรัม บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที แลว้เติมสารละลายไฟบริโนเจน 100 ไมโครกรัมบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แลว้ท า Reducing SDS-PAGE 
และยอ้มสี Coomassie blue R250 ผลการทดลองเบ้ืองตน้ พบวา่ทั้ง pERW และ pEKW สามารถยบัย ั้งพิษงูกะปะครบส่วนใน
การยอ่ยสาย α และ β ของไฟบริโนเจนของมนุษยไ์ดท่ี้ความเขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ คิดเป็นไตรเปปไทดต์่อพิษงู เท่ากบั 1:2 
โดยน ้ าหนกั บ่งช้ีวา่ เราอาจจะใชไ้ตรเปปไทด์สังเคราะห์น้ีในการยบัย ั้งเอนไซมเ์ซอรีนโปรตีเอสในผูป่้วยท่ีถูกงูพิษระบบ
โลหิตกดัได ้โดยอาจใชร่้วมกนัหรืออาจใชท้ดแทนการรักษาดว้ยเซรุ่มแกพิ้ษงูในปัจจุบนัซ่ึงบางรายอาจแพเ้ซรุ่มได ้

 

ABSTRACT 
Malayan pit viper, hematotoxic snake, bites are still a public health problem in Thailand. This venom contains 

serine protease enzyme 14.9% proportion (about 8.94 mg/snake) of whole venom which can digest human fibrinogen 
protein in blood coagulation system. The bited patients has hypofibrinogenemia and thrombocytopenia cause systemic 
effects such as abnormal clot and bleeding organs. The objective of this research is to test the synthetic tripeptides, 
pERW and pEKW, to inhibit snake venom serine protease using fibrinogenolytic activity in vitro. Mix 1 µg of whole 
snake venom solution with 0.4 µg of tripeptides solution, incubate at 37 c 10 minutes. Then add 100 µg of human 
fibrinogen solution, incubate at 37 c 10 minutes, and then reducing SDS-PAGE and coomassie blue R250 staining are 
performed. We found that, both pERW and pEKW can inhibit Calloselasma rhodostoma whole venom to digest alpha 
and beta-chain of human fibrinogen at 1 mM. The tripeptide per snake venom is 1:2. We may use these synthetic 
tripeptides to be a new therapeutic agent of hematotoxic snake venom with/without current commercial anti-venom 
which serum sickness syndrome is also found. 

  

ค าส าคญั: งูกะปะ ไตรเปปไทด ์เซรีนโปรตีเอส 
Keywords: Malayan pit viper, Tripeptide, Serine protease 
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บทน า 
ในประเทศเทศไทยมีผูป่้วยท่ีถูกงูพิษกดัในปี พ.ศ. 2558 จ านวน 4,618 ราย ผูป่้วยท่ีถูกงูกะปะกดั ร้อยละ 1.21 งู

เขียวหางไหม ้ร้อยละ 0.15 งูเห่า ร้อยละ 0.37 งูแมวเซา ร้อยละ 0.02 งูสามเหล่ียม ร้อยละ 0.02 งูทะเล ร้อยละ 0.09 และงู
พิษท่ีไม่ทราบและไม่ระบุชนิด ร้อยละ 98.14 (ส านกัระบาดวิทยา, 2558) เซอรีนโปรตีเอสเป็นเอนไซมข์องโปรตีนใน
พิษงูพบสัดส่วนท่ีมากในพิษงูระบบโลหิตท าหนา้ท่ีกระตุน้ระบบการแขง็ตวัของเลือด เช่น ยอ่ยไฟบริน ยอ่ยไฟบริโน-
เจนและลดประสิทธิภาพการท างานของปัจจยัการแข็งตวัของเลือดอ่ืนๆ ส่งผลให้ผูไ้ดรั้บพิษมีอาการเลือดไหลไม่หยดุ 
(Solange et al., 2013) ในพิษงูกะปะมีสัดส่วนของเอนไซมเ์ซอรีนโปรตีเอส ร้อยละ 14.9 (ประมาณ 8.94 มิลลิกรัมต่องู
หน่ึงตวั) ของปริมาณน ้ าพิษทั้งหมด (Tang et al., 2016) ผูป่้วยท่ีถูกงูกะปะกดัมกัมีอาการรุนแรงทั้งอาการเชิงระบบและ
อาการเฉพาะท่ี อาการเชิงระบบ (เกิดจากเซอรีนโปรตีเอสในพิษงู) สามารถให้เซรุ่มแกพิ้ษเพ่ือรักษาชีวิตไวไ้ด ้เช่น 
ระดบัไฟบริโนเจนและเกร็ดเลือดต ่า แต่การรักษาดว้ยเซรุ่มมีขอ้จ ากดั ผูป่้วยบางรายแพเ้ซรุ่มแกพิ้ษงูจะมีอาการปวด
บริเวณท่ีฉีดเซรุ่ม มีไข ้คล่ืนไส้ อาเจียน หัวใจเตน้ผิดปกติ อาจมีอาการช็อค ซ่ึงมีความเส่ียงสูงอนัตรายถึงชีวิตได้ ส่วน
อาการเฉพาะท่ี (เกิดจากเมทลัโลโปรตีเอสในพิษงู) ไม่สามารถยบัย ั้งไดด้ว้ยเซรุ่มแกพิ้ษงูในปัจจุบนั เช่น เลือดออกใต้
ผิวหนงับริเวณแผลท่ีถูกกดัจนบางรายท่ีรุนแรงจะเกิดอาการ ปวด บวม พองตุ่มน ้ า จ ้าเขียว และหรือเน้ือตายซ่ึงตอ้งรักษา
ดว้ยการกรีดเฉพาะท่ี (Pinyachat et al., 2011, 2016) 

ไตรเปปไทด์เป็นอีกหน่ึงทางเลือกท่ีน่าสนใจในการยบัย ั้งเอนไซม์เซอรีนโปรตีเอสในงูพิษต่อระบบโลหิต 
ไตรเปปไทดส์งัเคราะห์ประกอบดว้ย กรดอะมิโน 3 โมเลกลุรวมกนัดว้ยพนัธะเปปไทด ์ในการศึกษาน้ีไดศึ้กษาไตรเปป
ไทด์  2 ช นิด  ได้แ ก่  pyro-glutamate-arginine-tryptophan (pERW) และ  pyro-glutamate-lysine-tryptophan (pEKW) 
(Huang et al., 2002 ) มีการศึกษาหน่ึงท่ีส าคญัท่ีเป็นแนวทางใหเ้ราไดท้ าวจิยัคร้ังน้ี พบวา่ ไตรเปปไทดส์งัเคราะห์ pERW 
และ pEKW สามารถยบัย ั้งการย่อยสลายไฟบริโนเจนได ้ศึกษาในพิษงู Taiwan habu (Huang et al., 1998) นอกจากน้ี
ศึกษาไตรเปปไทด์ยบัย ั้งเมทลัโลโปรตีเนสของพิษงูแมวเซาพม่าพบว่าไตรเปปไทด์สังเคราะห์ pERW และ pEKW 
สามารถยบัย ั้งการยอ่ยสลายไฟบริโนเจนและเจลาตินในหลอดทดลองได ้(Yee et al., 2016) และในปัจจุบนัมีการศึกษา
ไตรเปปไทด์สังเคราะห์ยบัย ั้งเมทัลโลโปรตีเนสของพิษงูบ้างแลว้ (Ding et al., 2015; Yee et al., 2016) แต่ยงัไม่พบ
งานวิจยัท่ีศึกษาไตรเปปไทด์ในการยบัย ั้งเซอรีนโปรตีเอสของพิษงูกะปะในประเทศไทย ดงันั้นผูว้ิจยัจึงสนใจศึกษา
ไตรเปปไทด์สังเคราะห์ pERW และ pEKW ในการยบัย ั้งเซอรีนโปรตีเอสของพิษงูกะปะ โดยใชว้ิธี Fibrinogenolytic 
activity ในหลอดทดลอง ผลคาดวา่จะไดรั้บ ในอนาคตอาจใชไ้ตรเปบไทด์สังเคราะห์น้ีในการเป็นยาชนิดใหม่ในการ
รักษาอาการเลือดไหลไม่หยดุของผูป่้วยท่ีถูกงูพิษต่อระบบโลหิตกดัและสามารถใช่ร่วมกนัหรือทดแทนการรักษาดว้ย
เซรุ่มแกพิ้ษงูในปัจจุบนัซ่ึงบางรายอาจแพเ้ซรุ่ม 
 
วตัถุประสงค์การวจิยั 

เพื่อทดสอบไตรเปปไทด์สังเคราะห์ pERW และ pEKW ในการยบัย ั้งเซอรีนโปรตีเอสของพิษงูกะปะโดยใช ้
Fibrinogenolytic activity ดว้ยวธีิ reducing SDS-PAGE ในหลอดทดลอง 
 
วสัดุ 

พิษงูซ้ือจากสถานเสาวภา สภากาชาดไทย, ไตรเปปไทดส์งัเคราะห์ซ้ือจาก Severn Biotech Limited, ไฟบริโน-
เจน (F4883 SIGMA), Acrylamide/bis-acrylamide และ Coomassie Blue dye ซ้ือจาก BIORAD, Sodium dodecyl sulphate 
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(SDS) ซ้ือจาก Vivantis Technologies Sdn Bhd, Ammonium Persulfate (APS) และ TEMED ซ้ือจาก Calbiochem, Glycine 
ซ้ือจาก Research Organics, Acetic acid และ Methanal ซ้ือจาก VWR Chemicals เป็นตน้ 
 
วธีิการ  

1. การแยกโปรตนีตามขนาดโดยเทคนิค Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) 
1.1 เติมโปรตีนตวัอย่างผสมกับ 1X sample buffer (reducing condition) (100 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl pH 

6.8  4 % SDS โดยมวลต่อปริมาตร, 0.2 % bromophenol blueโดยมวลต่อปริมาตร, 20 % glycerol โดยปริมาตรต่อ
ปริมาตร, 200 มิลลิโมลาร์ β-mercaptoethanol) แลว้บ่มใน 95 °C 10 นาที  

1.2  เตรียม 10% running gel (reducing condition) ปริมาณ 10 มิลลิลิตร (30% acrylamide-bis 3.3 มิลลิลิตร, 
1.5 โมลาร์ Tris pH 8.8 2.5 มิลลิลิตร, น ้ า 4.0 มิลลิลิตร, 10% SDS 100 ไมโครลิตร, 10% ammonium persulfate 100 
ไมโครลิตร, TEMED 6 ไมโครลิตร)  

1.3  เตรียม 5% stacking gel ปริมาณ 5 มิลลิลิตร (reducing condition) (30% acrylamide-bis 0.83 มิลลิลิตร 
0.5 โมลาร์ Tris pH 6.8 0.63 มิลลิลิตร, น ้ า  4.0 มิลลิลิตร, 10% SDS 50 ไมโครลิตร, 10 %ammonium persulfate 50 
ไมโครลิตร, TEMED 3 ไมโครลิตร)   

1.4  ท าการแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้า โดยใช้ 1X running buffer (reducing condition) (0.25 โมลาร์ 
Tris-HCl pH 8.3, 1.92 โมลาร์ glycine, 1% SDS โดยมวลต่อปริมาตร) เป็น tank buffer โดยเติมโปรตีนตวัอย่างท่ีผสม 
sample buffer แลว้ลงแต่ละหลุมในแผน่เจล ตั้งค่าความต่างศกัย ์กระแสและเวลา ท่ี 90 โวลต,์ 200 มิลลิแอมป์, 2 ชัว่โมง 
45 นาที 

2. Fibrinogenolytic activity 
Fibrinogenolytic activity เป็นการทดสอบการยอ่ยไฟบริโนเจนของมนุษยด์ว้ยพิษงูในหลอดทดลอง แลว้

ติดตามผลการยอ่ยโดยวธีิ reduing SDS-PAGE และ ยอ้มสี coomassie blue  
2.1 ละลายผงพิษงู (สถานเสาวภา) ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 1 ไมโครกรัม ในบพัเฟอร์ 10 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl 

pH 7.4 10 มิลลิโมลาร์ NaCl 
2.2  ละลายผงไฟบริโนเจน 5 กรัม ในบพัเฟอร์ 10 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl pH 7.4,10 มิลลิโมลาร์ NaCl 
2.3  ละลายผงไตรเปปไทด ์ในบพัเฟอร์ 10 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl pH 7.4 10 มิลลิโมลาร์ NaCl 
2.4  ดูดสารละลายพิษงู 1 ไมโครกรัมในปริมาณ 10 ไมโครลิตร ใส่หลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 

มิลลิลิตร เติมไตรเปปไทด์ใส่ในสารละลายพิษงูท่ีอยู่ในหลอด microcentrifuge tube โดยใส่ปริมาณท่ีต่างกนัในแต่ละ
หลอด ซ่ึงใชบ้พัเฟอร์บพัเฟอร์ 10 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl pH 7.4 10 มิลลิโมลาร์ NaCl เป็นตวัชดเชยปริมาตรใหเ้ท่ากนั  

2.5  Spin down และ incubate ในwater bath 37 °C เป็นเวลา 10 นาที 
2.6  เติมสารละลายไฟบริโนเจน 5 กรัม ปริมาณ 20 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดทดลองขา้งตน้ ผสมใหเ้ขา้กนั

โดย Spin down และ incubate ในwater bath 37 °C เป็นเวลา 10 นาที 
2.7  หยุดปฏิกิริยาด้วย 1X sample buffer (reducing condition) (100 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl pH 6.8, 4 % 

SDS โดยมวลต่อปริมาตร, 0.2 % bromophenol blueโดยมวลต่อปริมาตร, 20 % glycerol โดยปริมาตรต่อปริมาตร, 200 
มิลลิ-โมลาร์ β-mercaptoethanol) แลว้บ่มใน 95 °C 10 นาที 

2.8  แยกโปรตีนตามขนาดโดยเทคนิค Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) (SDS-PAGE reducing 
condition)  
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2.9  ยอ้มสีโปรตีนในแผน่เจลดว้ย Coomassie brilliant blue R-250  
3. การย้อมสีโปรตนีในแผ่นเจลด้วย Coomassie Brillient Blue R- 250  

3.1 แช่เจลในสารละลายสี coomassie blue R250 (coomassie brililiant blue R250 200 มิลลิกรัม, Methanol 
50 มิลลิลิตร, acetic acid 7 มิลลิลิตร, น ้ า 43 มิลลิลิตร) ขา้มคืนท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

3.2  จากนั้นลา้งสีส่วนเกินโดยแช่เจลใน destain I (45 % H2O, 45 % methanol, 10 % acetic acid) เป็นเวลา 
30 นาที พร้อมเขยา่เบาๆ สงัเกตถา้แถบโปรตีนบนเจลยงัไม่ใสใหเ้ปล่ียน destain I ไปเร่ือยๆ ประมาณ 3-4 รอบ จนแถบ
โปรตีนบนเจลใส ชดัเจน 

3.3  แลว้จึงแช่เจลใน destain II (88 % H2O, 5 % methanol, 7 % acetic acid) เป็นเวลา 1 ชัว่โมง หรือนอ้ย
กวา่นั้น เพ่ือใหเ้จลมีสดัส่วนน ้ ามากข้ึนซ่ึงง่ายต่อการเก็บรักษาและเพ่ือไม่ใหเ้จลแหง้เกินไป 
 
ผลการวจิยั 
การหาอตัราส่วนทีเ่หมาะสมระหว่างปริมาณพษิงูกบัไฟบริโนเจน 

ผลการทดสอบหาอตัราส่วนท่ีเหมาะสมระหว่างปริมาณพิษงูกบัไฟบริโนเจนโดย Fibrinogenolytic activity 
ด้วยวิธี Reducing SDS-PAGE และยอ้มสี Coomassie blue stain เม่ือเพ่ิมความเขม้ขน้ของพิษงูเร่ือยๆโดยก าหนดให้
ปริมาณไฟบริโนเจนคงท่ีตั้งแต่หลุมท่ี 1–10 พบวา่ แถบโปรตีนสาย α ของไฟบริโนเจนของมนุษยถู์กยอ่ยไดส้มบูรณ์ใน
หลุมท่ี 3-10 และแถบโปรตีนสาย β ของไฟบริโนเจนของมนุษยถู์กยอ่ยและลดขนาดลงเร่ือยๆ ตามล าดบั สรุปไดว้า่ พิษ
งูกะปะครบส่วนสามารถย่อยสาย α ไฟบริโนเจนของมนุษย์ได้อัตราส่วน 1:100 และสามารถย่อยสาย β ได้ใน
อตัราส่วน 1:50 (ภาพท่ี 1) 
 

 

 
 
 
 

 
 

 
ภาพที ่1 แสดงความสามารถของพิษงูกะปะครบส่วนในการย่อยสาย α และ β ของไฟบริโนเจนของมนุษยด์ว้ย วิธี 

Reducing SDS-PAGE และยอ้มสี Coomassie blue stain หลุมท่ี 1ไฟบริโนเจน 100 ไมโครกรัม หลุมท่ี 2 ไฟบริ
โนเจน 100 ไมโครกรัม:พิษงูเขียวหางไหมท้อ้งเหลือง 2 ไมโครกรัม หลุมท่ี 3 ไฟบริโนเจน 100 ไมโครกรัม:
พิษงูกะปะ 0.5 ไมโครกรัม หลุมท่ี 4 ไฟบริโนเจน 100ไมโครกรัม:พิษงูกะปะ 1 ไมโครกรัม หลุมท่ี 5 ไฟบริโน
เจน 100 ไมโครกรัม:พิษงูกะปะ 1.5 ไมโครกรัม หลุมท่ี 6 ไฟบริโนเจน 100 ไมโครกรัม:พิษงูกะปะ 2 
ไมโครกรัม หลุมท่ี 7 ไฟบริโนเจน 100 ไมโครกรัม:พิษงูกะปะ 2.5 ไมโครกรัม หลุมท่ี 8 ไฟบริโน-เจน 100
ไมโครกรัม:พิษงูกะปะ 3 ไมโครกรัม หลุมท่ี 9 ไฟบริโนเจน 100ไมโครกรัม:พิษงูกะปะ 3.5 ไมโครกรัม หลุม
ท่ี 10 ไฟบริโนเจน 100 ไมโครกรัม:พิษงูกะปะ 4 ไมโครกรัม 

     พิษงูกะปะ (ไมโครกรัม)       0         2        0.5      1     1.5      2      2.5     3        3.5      4      
 

  α 
  β 
  γ 

หลุม          1         2       3        4       5       6       7       8        9       10 

ไฟบริโนเจน(ไมโครกรัม)   100     100     100    100   100   100    100   100    100     100      
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ผลการทดสอบการยบัยั้งพษิงูกะปะในการย่อยไฟบริโนเจนโดยไตรเปปไทด์ 
ผลการทดสอบการยบัย ั้งพิษงูกะปะในการยอ่ยไฟบริโนเจนโดยไตรเปปไทดโ์ดยใช ้Fibrinogenolytic activity 

ด้วยวิธี Reducing SDS-PAGE และยอ้มสี Coomassie blue stain เม่ือเพ่ิมความเข้มข้นของไตรเปปไทด์เ ร่ือยๆ โดย
ก าหนดใหป้ริมาณพิษงูกะปะและปริมาณไฟบริโนเจนของมนุษยค์งท่ีตั้งแต่หลุมท่ี 2–10 พบวา่ แถบโปรตีนสาย α ของ
ไฟบริโนเจนของมนุษยถู์กยบัย ั้งการย่อยและเพ่ิมการยบัย ั้งขนาดข้ึนเร่ือยๆ ตามล าดบัและสามารถยบัย ั้งการย่อยได้
สมบูรณ์ในหลุมท่ี 8-10 สรุปได้ว่า ไตรเปปไทด์ทั้ ง pERW และ pEKW สามารถยบัย ั้งพิษงูกะปะในการย่อยสาย α 
ไฟบริโนเจนของมนุษยไ์ดอ้ตัราส่วน 1:2 (ภาพท่ี 2-3) 

 

 
 
ภาพที ่2 แสดงการยบัย ั้งพิษงูกะปะกบัไฟบริโนเจนของไตรเปปไทด ์pERW ดว้ยวิธี Reducing SDS-PAGE และยอ้มสี 

Coomassie blue stain หลุมท่ี 1ไฟบริโนเจน 100 ไมโครกรัม หลุมท่ี 2 พิษงูกะปะ1 ไมโครกรัม:ไฟบริโนเจน 
100 ไมโครกรัม หลุมท่ี 3 พิษงูกะปะ 1 ไมโครกรัม:pERW 0.05 ไมโครกรัม:ไฟบริโนเจน 100 ไมโครกรัม 
หลุมท่ี 4 พิษงูกะปะ 1ไมโครกรัม:pERW 0.11 ไมโครกรัม:ไฟบริโนเจน 100 ไมโครกรัม หลุมท่ี 5 พิษงูกะปะ 
1 ไมโครกรัม:pERW 0.17 ไมโครกรัม:ไฟบริโนเจน 100 ไมโครกรัม หลุมท่ี 6 พิษงูกะปะ 1 ไมโครกรัม:pERW 
0.23 ไมโครกรัม:ไฟบริโนเจน 100 ไมโครกรัม หลุมท่ี 7 พิษงูกะปะ 1 ไมโครกรัม:pERW 0.29 ไมโครกรัม:
ไฟบริโนเจน 100 ไมโครกรัม หลุมท่ี 8 พิษงูกะปะ 1 ไมโครกรัม:pERW 0.35 ไมโครกรัม:ไฟบริโนเจน 100 
ไมโครกรัม หลุมท่ี 9 พิษงูกะปะ 1 ไมโครกรัม:pERW 0.4 ไมโครกรัม:ไฟบริโนเจน 100 ไมโครกรัม หลุมท่ี 
10 พิษงูกะปะ 1 ไมโครกรัม:pERW 0.47 ไมโครกรัม:ไฟบริโนเจน 100 ไมโครกรัม 

 
 

      pERW (ไมโครกรัม)         0         0        0.05  0.11  0.17   0.23   0.29   0.35    0.4    0.47      

  α 
  β 
  γ 

หลุม          1       2         3       4       5         6        7        8        9      10 

 ไฟบริโนเจน (ไมโครกรัม) 100    100      100   100    100    100    100    100   100     100      
 

  พิษงูกะปะ (ไมโครกรัม)     0        1          1       1       1        1        1        1        1        1      
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ภาพที ่3  แสดงการยบัย ั้งพิษงูกะปะกบัไฟบริโนเจนของไตรเปปไทด ์pEKW ดว้ยวิธี Reducing SDS-PAGE และยอ้มสี 

Coomassie blue stain หลุมท่ี 1ไฟบริโนเจน 100 ไมโครกรัม หลุมท่ี 2 พิษงูกะปะ1 ไมโครกรัม:ไฟบริโนเจน 
100 ไมโครกรัม หลุมท่ี 3 พิษงูกะปะ 1 ไมโครกรัม:pEKW 0.05 ไมโครกรัม:ไฟบริโนเจน 100 ไมโครกรัม 
หลุมท่ี 4 พิษงูกะปะ 1 ไมโครกรัม:pEKW 0.11 ไมโครกรัม:ไฟบริโนเจน 100 ไมโครกรัม หลุมท่ี 5 พิษงูกะปะ 
1 ไมโครกรัม:pEKW 0.17 ไมโครกรัม:ไฟบริโนเจน 100 ไมโครกรัม หลุมท่ี 6 พิษงูกะปะ 1 ไมโครกรัม:pEKW 
0.23 ไมโครกรัม:ไฟบริโนเจน 100 ไมโครกรัม หลุมท่ี 7 พิษงูกะปะ 1 ไมโครกรัม:pEKW 0.29 ไมโครกรัม:
ไฟบริโนเจน 100 ไมโครกรัม หลุมท่ี 8 พิษงูกะปะ 1 ไมโครกรัม:pEKW 0.35 ไมโครกรัม:ไฟบริโนเจน 100 
ไมโครกรัม หลุมท่ี 9 พิษงูกะปะ 1 ไมโครกรัม:pEKW 0.4 ไมโครกรัม:ไฟบริโนเจน 100 ไมโครกรัม หลุมท่ี 
10 พิษงูกะปะ 1 ไมโครกรัม:pEKW 0.47 ไมโครกรัม:ไฟบริโนเจน 100 ไมโครกรัม 

 
ผลการทดสอบการยับยั้งพษิงูกะปะในการย่อยไฟบริโนเจนโดยไตรเปปไทด์และผลการทดสอบพิษงูเขียวหางไหม้ท้อง
เหลืองและพษิงูจงอางในการย่อยไฟบริโนเจน 

ผลการทดสอบการยบัย ั้งพิษงูกะปะในการยอ่ยไฟบริโนเจนโดยไตรเปปไทดแ์ละผลการทดสอบพิษงูเขียวหาง
ไหมท้อ้งเหลืองและพิษงูจงอางในการยอ่ยไฟบริโนเจนโดยใช ้Fibrinogenolytic activity ดว้ยวิธี Reducing SDS-PAGE 
และยอ้มสี Coomassie blue stain เม่ือความเขม้ขน้ของไตรเปปไทด์ 0.47 ไมโครกรัม โดยก าหนดให้ปริมาณพิษงูกะปะ
และปริมาณไฟบริโนเจนของมนุษย์คงท่ี ตั้งแต่หลุมท่ี 3-4 พบว่า แถบโปรตีนสาย α ของไฟบริโนเจนของมนุษยถ์ูก
ยบัย ั้งการย่อยและเพ่ิมข้ึนเร่ือยๆ หลุมท่ี 5 พิษงูเขียวห้างไหมท้อ้งเหลือง 1 ไมโครกรัม และปริมาณไฟบริโนเจน 100 
ไมโครกรัม พบว่า พิษงูเขียวห้างไหมท้อ้งเหลืองสามารถย่อยสาย α ไฟบริโนเจนของมนุษย ์หลุมท่ี 6 พิษงูจงอาง 1 
ไมโครกรัม และปริมาณไฟบริโนเจน 100 ไมโครกรัม พบวา่ พิษงูจงอางสามารถไม่ยอ่ยไฟบริโนเจนของมนุษย ์สรุปได้
วา่ไตรเปปไทดท์ั้ง pERW และ pEKW สามารถยบัย ั้งพิษงูกะปะในการยอ่ยสาย α ของไฟบริโนเจนมนุษยไ์ด ้โดยเทียบ
กบัพิษงูเขียวหา้งไหมท้อ้งเหลืองเป็นกลุ่มควบคุมบวกและพิษงูจงอางเป็นกลุ่มความคุมลบ (ภาพท่ี 4) 
 
 
 
 
 

   pEKW (ไมโครกรัม)           0         0      0.05    0.11  0.17  0.23  0.29  0.35    0.4   0.47      

  α 
  β 
  γ 

Lane     1       2         3       4        5      6        7       8        9      10 

    ไฟบริโนเจน (ไมโครกรัม)   100     100     100    100  100   100   100   100    100     100      
 
 
 
 

  ไฟบริโนเจน(ไมโครกรัม)   100     100    100    100    100    100  100   100    100   100   

 พิษงูกะปะ (ไมโครกรัม)      0         1        1        1        1        1       1        1        1       1      
 

  พิษงูกะปะ (ไมโครกรัม)       0        1          1       1       1        1        1        1        1        1      
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ภาพที ่4 แสดงการยบัย ั้ งพิษงูกะปะกับไฟบริโนเจนของไตรเปปไทด์ด้วยวิธี Reducing SDS-PAGE และยอ้มสี 

Coomassie blue stain หลุมท่ี 1 ไฟบริโนเจน 100 ไมโครกรัม หลุมท่ี 2 พิษงูกะปะ1 ไมโครกรัม:ไฟบริโนเจน 
100 ไมโครกรัม หลุมท่ี 3 พิษงูกะปะ 1 ไมโครกรัม:pERW 0.47 ไมโครกรัม:ไฟบริโนเจน 100 ไมโครกรัม 
หลุมท่ี 4 พิษงูกะปะ 1 ไมโครกรัม:pEKW 0.47 ไมโครกรัม หลุมท่ี 5 พิษงูเขียวห้างไหม้ท้องเหลือง 1 
ไมโครกรัม:ไฟบริโนเจน 100 ไมโครกรัม หลุมท่ี 6 พิษงูจงอาง 1 ไมโครกรัม:ไฟบริโนเจน 100 ไมโครกรัม 

 
อภิปรายและสรุปผลการวจิยั 

นักวิจยัทัว่โลกตอ้งการหาตวัยบัย ั้งเอนไซม์เซอรีนโปรตีเอสท่ีพบในงูพิษระบบโลหิตก็ดีและท่ีพบในระบบ
การแข็งตวัของเลือดของมนุษยก็์ดีซ่ึงในปัจจุบนัมีตวัยาตา้นการแข็งตวัของเลือดชนิดใหม่ออกมาให้ใชแ้ลว้ (Liang et 
al., 2016) ยาเคมีพฒันาส าเร็จท่ีสามารถป้องการแข็งตวัของเลือด เช่น ยากลุ่ม NOACs (Non-vitamin K antagonist oral 
anticoagulants) ประกอบด้วย Dabigatran, Rivaroxaban, Apixaban และ Edoxaban ซ่ึงยา Dabigatran สามารถยบัย ั้ง 
thrombin ได้แบบ competitive inhibitor ส่วนยา Rivaroxaban, Apixaban และ Edoxaban สามารถยบัย ั้ง factor Xa ได้
แบบ competitive inhibitor แต่ยากลุ่มน้ีมีขอ้จ ากดัคือ ราคาสูง มีผลขา้งเคียง ไม่สามารถใชใ้นผูป่้วยไตท างานบกพร่อง
รุนแรงหรือผูป่้วยท่ีตอ้งฟอกไตได ้(Mekaj et al., 2015) เน่ืองจากยากลุ่ม NOACs สามารถยบัย ั้งการแข็งตวัของเลือดได ้
ส่วนพิษงูระบบโลหิตสามารถกระตุน้ระบบการแข็งตวัของเลือดได้ ดังนั้น จึงมีการศึกษาถึงผลของการใช้ยากลุ่ม 
NOACs ในผูป่้วยท่ีถูกงูพิษระบบโลหิตกดั พบวา่ ยา Rivaroxaban มีความไวต่อการยบัย ั้ง factor X แต่ทั้งน้ีจ าเป็นตอ้งมี
การทดลองทางคลินิกเน่ืองจากจะตอ้งปรับการลดขนาดให้ยา Rivaroxaban ในผูป่้วยไตท างานบกพร่อง (Altman et al., 
2014) มีการศึกษากลไกการท าใหเ้กิดเลือดแขง็ตวัแบบผิดปกติจากฤทธ์ิของพิษงูระบบโลหิต พบวา่ เซอรีนโปรตีเอสใน
พิษงูสามารถตดัสายไฟบริโนเจนได ้ซ่ึงตดัเฉพาะสาย Fibrinopeptide A โดยไม่ตดัสาย Fibrinopeptide B ท าให้เกิดการ
แข็งตวัของเลือดทัว่ร่างกายแบบผิดปกติ เพราะโดยปกติแลว้ thrombin จะตดัทั้งสองสายเพ่ือสร้างเป็นกอ้นเลือดแขง็ตวั
ท่ีสมบูรณ์ เป็นผลใหผู้ป่้วยท่ีถูกงูพิษระบบโลหิตกดัมีระดบัไฟบริโนเจนและเกลด็เลือดต ่า (Ullah et al., 2018)  
 กลุ่มวิจัยเราได้ทดสอบความแรงของพิษงูหลายๆชนิดในประเทศไทยต่อการย่อยไฟบริโนเจนโดยวิธี 
fibrinogenolytic activity ผลเบ้ืองตน้ พบว่า พิษงูกะปะมีความแรงมากท่ีสุดในการย่อยไฟบริโนเจนในเวลาการบ่ม
ปฏิกิริยาเท่ากนัเม่ือเทียบกบังูเขียวหางไหมท้อ้งเหลือง งูจงอาง งูแมวเซา งูสามเหล่ียมและงูเห่า ซ่ึงสัมพนัธ์กบัผลการ
ทดลองขา้งตน้พบวา่พิษงูกะปะสามารถยอ่ยไฟบริโนเจนไดดี้ตั้งแต่อตัราส่วนพิษงูต่อไฟบริโนเจน 1:100 ลงมา ดงันั้น 
เราจึงเลือกพิษงูกะปะในการวจิยัคร้ังน้ี ผลการทดลองท่ีไดอ้าจสอดคลอ้งกบัการศึกษาการประเมินความรุนแรงของพิษงู

        pERW(ไมโครกรัม)                       0              0          0.47      0          0                0 

  α 
  β 
  γ 

Lane         1          2           3           4        5              6        

     ไฟบริโนเจน(ไมโครกรัม)           100         100       100       100       100            100    
       พิษงู (ไมโครกรัม)                      0             1            1          1            1                1 
 
 
 

         pEKW(ไมโครกรัม)                       0              0           0         0.47       0                0 
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กะปะในไทย บ่งช้ีวา่ ผูป่้วยถูกงูกะปะกดัทั้งหมด 145 ราย พบความผิดปกติต่อระบบการแขง็ตวัของเลือดร้อยละ 52.48 
และเสียชีวติจากสาเหตุดงักล่าว 2 ราย (Wongtongkam et al., 2005) 

การทดสอบ pERW และ pEKW ต่อการยบัย ั้งเซอรีนโปรตีเอสของพิษงูกะปะในการยอ่ยไฟบริโนเจน พบวา่
ทั้ง pERW และ pEKW สามารถยบัย ั้งพิษงูกะปะในการยอ่ยสาย α ของไฟบริโนเจนท่ีอตัราส่วนไตรเปปไทด์ต่อพิษงู 
1:2 โดยน ้ าหนกั บ่งช้ีวา่ ไตรเปปไทด์ทั้งสองชนิดสามารถยบัย ั้งการยอ่ยไฟบริโนเจนโดยเอนไซมเ์ซอรีนโปรตีเอสใน
พิษงูกะปะได ้โดยปกติงูกะปะจะปล่อยน ้ าพิษเฉล่ีย 60 มิลลิกรัม ต่อการกดัหน่ึงคร้ัง คิดเป็นเอนไซมเ์ซอรีนโปรตีเอสซ่ึง
มีอยู ่ร้อยละประมาณ 14.9 คิดเป็น 8.94 มิลลิกรัม ของปริมาณน ้ าพิษทั้งหมด ดงันั้น ถา้ตอ้งการยบัย ั้งเซอรีนโปรตีเอส 
ของพิษงูกะปะจะตอ้งใชไ้ตรเปปไทดถึ์ง 8.94 มิลลิกรัม คิดเป็นเงิน 9,500 บาท จึงจะสามารถยบัย ั้งเซอรีนโปรตีเอสของ
พิษงูกะปะต่อการกดัหน่ึงคร้ังไดส้มบูรณ์ ทั้งน้ี ขอ้มูลดงักล่าวเป็นเพียงผลการทดลองเบ้ืองตน้และการคาดการณ์เท่านั้น 
หากในความเป็นจริงเราสามารถใชไ้ตรเปปไทด์ร่วมกบัเซรุ่มแกพิ้ษซ่ึงมีแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อเซอรีนโปรตีเอสอยู่ 
(Ledsgaard et al., 2018) น่าจะช่วยลดค่าใชจ่้ายลงได ้อีกทั้ง ไตรเปปไทด์ทั้ ง pERW และ pEKW ยงัคงตอ้งสั่งซ้ือจาก
ต่างประเทศค่าใชจ่้ายจึงค่อนขา้งสูง 

มีการศึกษาถึงกลไกการยบัย ั้งของ pERW และ pEKW ในพิษงู Taiwan habu พบว่า ไตรเปปไทด์ pERW มี
กลไก แบบ non-competitive inhibition สามารถเกาะเอนไซมเ์มทลัโลโปรตีเนสบริเวณอ่ืนท่ีไม่ใช่บริเวณ active site มี
ผลท าใหโ้ครงสร้างของเอนไซมเ์ปล่ียนไป ส่วนไตรเปปไทด ์pEKW มีกลไกลแบบ competitive inhibition สามารถเกาะ
บริเวณ active site ของเอนไซม์เมทลัโลโปรตีเนสเพ่ือแย่งจบักบัซับเสตรท พบว่า pEKW ท าให้การเกิด Cocrystallize 
ระหว่างเมทลัโลโปรตีเนสของพิษงู Taiwan habu กบั Cd2+ จากนั้น Zn2+ไดเ้ขา้ไปจบัแทนท่ี Cd2+ ในระหว่างการเกิด 
Cocrystallized โดยคาดวา่ tryptophan จบับริเวณ S3 pocket และ pyro-glutamate จบับริเวณ S1 pocket ส่วน กรดอะมิโน
ตรงกลางจบับริเวณ S2 pocket ของเมทลัโลโปรตีเนส (Huang  et al., 2002) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการทดลองท่ีเก่ียวขอ้ง
กบัเมทลัโลโปรตีเนสของพิษงูระบบโลหิตอ่ืนๆ (Ding et al., 2015; Huang et al., 2002) ผลการทดลองคร้ังน้ียงับ่งช้ีอีก
วา่ pERW เหมาะสมท่ีจะศึกษาต่อและน าไปประยกุตใ์ชใ้นมนุษย ์

อาจกล่าวไดว้า่ ไตรเปปไทด์สังเคราะห์มีความปลอดภยัต่อมนุษยก็์เป็นไปได ้เน่ืองจากมีโครงสร้างเป็นกรด 
อะมิโน 3 ตวัเรียงกนั กรดอะมิโนทั้งสามตวัละลายในน ้ าเลือดได ้โดยกรดอะมิโน glutamate จดัอยูใ่นหมู่ R ท่ีมีประจุลบ 
กรดอะมิโน tryptophan จดัอยูใ่นหมู่ท่ีไม่ชอบน ้ า ส่วนกรดอะมิโน arginine และ lysine จดัอยูใ่นหมู่ R ท่ีมีประจุบวก ซ่ึง
กรดะมิโนท่ีมีประจุทั้งหมดน้ีมีสมบติัท่ีละลายน ้ าไดดี้ (Lodish et al., 2016) ซ่ึงบ่งช้ีว่า ไตรเปปไทด์ทั้ ง pERW และ 
pEKW สามารถขบัออกทางปัสสาวะไดเ้ช่นกนั (Blom et al., 2016) มีการศึกษาถึงค่าคร่ึงชีวิตในกระแสเลือดของไตร
เปปไทดส์งัเคราะห์ พบวา่ เม่ือฉีดไตรเปปไทดส์งัเคราะห์เขา้ไปท่ีเสน้เลือดด าของหนูทดลองไตรเปปไทดส์งัเคราะห์จะถกู
ขบัทางปัสสาวะ โดยคร่ึงชีวิตของไตรเปปไทด์สังเคราะห์นอ้ยกวา่ 30 นาที (Green et al., 1992)นอกจากน้ี ยงัมีรายงาน
ความส าเร็จของการใชไ้ตรเปปไทดส์ังเคราะห์ mifamurtide ในการยบัย ั้งมะเร็งกระดูก (Osteosacroma) ระยะลุกลามซ่ึง
เป็นผลมาจากเอนไซมก์ลุ่มเมทลัโลโปรตีเนสในมนุษยท่ี์เรียกวา่ ADAMs (Disintegrin And Metalloproteinases) โดยใช้
ร่วมกบัยาเคมีบ าบดัในการรักษาผูป่้วยมะเร็งกระดูกทั้งหมด 1,000 คน พบวา่ผูป่้วยมีอาการดีข้ึนส่งผลใหล้ดความเส่ียง
ต่อการเสียชีวิตจากโรคมะเร็งกระดูกได ้ซ่ึงในยโุรปไตรเปปไทด์ mifamurtide ไดรั้บการอนุมติัให้ใชส้ าหรับการรักษา
โรคมะเร็งกระดูกร่วมกบัเคมีบ าบดัได ้(Meyers et al., 2009) 
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