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บทคดัย่อ 

ฟอรบ์อลเอสเทอรจ์ดัเป็นสารพษิหลกัที่พบ
ไดใ้นสว่นต่างๆ ของสบูด่ า โดยปรมิาณสารพิษฟอร์
บอลเอสเทอร์ที่แยกได้จะแตกต่างกนัไปตามสาย
พนัธุ์ โดยมีปจัจัยเสรมิมาจากสภาวะแวดล้อมและ
ดนิในแต่ละพื้นที่ปลูก เป็นที่ทราบกนัโดยทัว่ไปว่า
สารฟอรบ์อลเอสเทอร์เป็นสารพิษที่ส่งเสรมิการเกดิ
เนื้องอก ซึ่งส่งผลเสียโดยตรงกบัคนและสตัว์ เป็น

เหตุใหส้บูด่ าเป็นพืชที่ไม่สามารถน ามาใชไ้ดใ้นดา้น
อาหารของคนและสตัว์ แต่ด้วยสบู่ด านัน้มปีรมิาณ
น ้ามนัที่สูง จึงมีการน าน ้ ามนัและกากที่เหลือจาก
การสกดัน ้ ามนัได้นัน้มาใช้ประโยชน์ในด้านต่างๆ 
ซึง่ในปจัจุบนักากสบูด่ ายงัมขีอ้จ ากดัในการน ามาใช ้
เนื่องด้วยปญัหาสารพิษที่อยู่ ในสบู่ด า จึงน ามาสู่
การศกึษาการแสดงออกของโปรตนีในผลสบู่ด า เพื่อ
น ามาอธิบายวถิีชวีสงัเคราะห์ของสารสารฟอร์บอล
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เอสเทอร์และวิถีที่เกี่ยวข้อง ด้วยเทคนิคโปรติโอ
มิกส์ซึ่ ง เ ป็น เทคนิคที่ ใช้ในการวิเคราะห์การ
แสดงออกและการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนในเชิง
ปริมาณและคุณภาพที่มีประสิทธิภาพและมีความ
แม่นย าสูง การน าเทคนิคโปรติโอมิกส์มาใช้เพื่อ
ศกึษาการแสดงออกของโปรตนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัวถิีชวี
สงัเคราะห์สารฟอร์บอลเอสเทอร์ในผลสบู่ด า ขอ้มูล
ทีไ่ดน้ี้จะเป็นประโยชน์อย่างมากในการปรบัปรุงสาย
พนัธุ์สบูด่ าใหล้ดสารพษินี้ลงไดใ้นอนาคต 
 
ABSTRACT 
 Phorbol esters (PEs) are main toxins 
found in several parts of Jatropha curcas. The 
amount of PEs in Jatropha curcas differ by 
species depending on the climate and soil in 
each area. PEs are known to promote tumor 
growth and are poisonous to humans and 
animals. Several utilizations of Jatropha oil and 
Jatropha kernel meal obtained after oil 
extraction are therefore restricted. In this work, 
protein expression in Jatropha curcas fruits was 
studied to understand PEs biosynthetic 
pathway and its related pathway. Proteomics is 
a technique used to analyse changes in 
quantity and quality of protein expression with 
high efficiency and accuracy. The use of 
proteomics approach to study changes of PEs 
biosynthetic proteins in fruits would be highly 
beneficial in Jatropha curcas breeding to 
reduce PEs in the future. 
 
ค ำส ำคญั: สบูด่ า; ฟอรบ์อลเอสเทอร;์ โปรตโิอมกิส์ 
Keywords: Jatropha curcas; phorbol esters; 

proteomics 

บทน ำ 
สบู่ด าเป็นพืชที่มนุษย์รู้จกัและคุน้เคยมา

ยาวนาน ปจัจุบนัสบู่ด าก าลังได้รบัความสนใจกนั
อย่างกวา้งขวางในแง่ของพืชที่มศีกัยภาพในการน า
เมลด็มาสกดัน ้ามนัเพื่อน ามาเป็นวตัถุดบิในการผลิต
เชือ้เพลงิชวีภาพทดแทนเชื้อเพลิงที่มาจากฟอสซิล 
(fossil fuel) ท าใหใ้นประเทศอินเดยี จีน อเมรกิาใต ้
และแอฟรกิาจึงมีการปลูกพืชสบู่ด าเพื่อน ามาใชใ้น
การผลิตไบโอดีเซล  (Devappa et al., 2010a) 
นอกจากนี้กากทีเ่หลอืจากการสกดัน ้ามนัยงัพบว่ามี
ปริมาณโปรตีนที่สูงกว่ากากถัว่เหลือง ซึ่งมีความ
เหมาะสมอย่างมากที่จะน ามาใชท้ าเป็นอาหารสตัว ์
(Devappa et al., 2010b; Yunping et al., 2012) 
แต่การน าน ้ามนัและกากสบู่ด าที่เหลือจากการสกดั
น ้ามนัมาใชป้ระโยชน์เพื่อเพิม่มูลค่ายงัมขีอ้จ ากดัอยู่
มาก เนื่องจากสบูด่ ามสีารพษิอยู่หลายชนิด และพบ
กระจายทัว่ไปตามสว่นต่างๆ ของพืช เช่น เคอร์ซิน 
(curcin) ทรปิซินอินฮิบิเตอร์ (trypsin inhibitors) 
และฟอร์บอลเอสเทอร์ (phorbol esters, PEs) 
(Wei, 2011) ซึง่จากสารพิษต่างๆ ที่แยกไดจ้ากสบู่
ด าพบว่าฟอร์บอลเอสเทอร์เป็นสารพิษหลักที่พบ
และพบมากสุดในเมล็ด โดยปริมาณสารฟอร์บอล
เอสเทอรย์งัเป็นดชันีชีว้ดัความเป็นพิษของสบู่ด าแต่
ละสายพนัธุ์ 

ในบทความนี้จะกล่าวถงึ ความเป็นมาของ
สบู่ด า วิถีชีวส ังเคราะห์เทอร์พีนอยด์ (terpenoid 
biosynthesis pathway) เมทาบอไลต์ที่เกี่ยวข้อง 
รวมถงึแนวทางการวเิคราะห์โปรติโอมกิส์และความ
เป็นไปไดใ้นการน าเทคนิคโปรติโอมกิส์มาใชอ้ธิบาย
กลไก หน้าที่และการท านายยีนในวถิีชวีสงัเคราะห์
เทอร์พีนอยด์  เพื่ อน า ไปสู่ คว ามเข้า ใจ ในชีว
สงัเคราะห์สารพิษฟอร์บอลเอสเทอร์ในสบู่ด า ซึ่ง
ข้อมูลต่างๆ เหล่านี้สามารถน ามาใช้เป็นข้อมูล
พื้นฐานและน ามาประยุกต์ในงานดา้นการแพทย์และ
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การเกษตรในอนาคต เช่น การสกดัสารพฤกษเคมี
เพื่อน ามาท าเป็นยารกัษาโรคหรือยาก าจดัศตัรูพืช 
การหาวิธีก าจัดหรือลดปริมาณสารพิษจากน ้ ามนั
และกากที่เหลือจากการสกดัน ้ามนัเพื่อลดขอ้จ ากดั
ในการน ามาใชง้าน รวมถึงการหาวธิีในการควบคุม
การแสดงออกของยีนและปรบัปรุงสายพนัธุ์สบู่ด าที่
ไมม่หีรอืมสีารพษิฟอรบ์อลเอสเทอรน์้อยทีส่ดุ 

 

สบู่ด ำ 
 สบูด่ าเป็นพืชที่อยู่ในวงศ์ Euphorbiaceae 
(วงศ์เดยีวกบัยางพารา) ซึ่งมอียู่ทัง้หมดประมาณ 
175 สกุล (Devappa et al., 2010b) สบู่ด าจดัเป็น
พืชที่มีความหลากหลายทางพันธุกรรมต ่า มีถิ่น
ก าเนิดอยู่ในประเทศเขตร้อนแถบอเมรกิาใต้ มชีื่อ
เรยีกทางวทิยาศาสตร์ว่า Jatropha curcas Linn. 
และมชีื่อเรยีกทัว่ไป ไดแ้ก่ Physic nut, Purging 
nut, Fig nut, Pig nut, Sabudam (Sujatha and 
Mukta, 1996; Siang et al., 2012) ลักษณะ
โดยทัว่ไป สบู่ด าจดัเป็นไมพุ้่มยืนต้นขนาดกลาง มี
อายุยาวนานหลายสบิปี สามารถปรบัตวัให้เขา้กบั
สิ่งแวดล้อมและดินในแต่ละพื้นที่ได้ดี โตเร็ว มี
ปญัหาโรคและแมลงรบกวนน้อย ในประเทศไทยสบู่
ด าสามารถเจรญิไดทุ้กที่และมชีื่อเรยีกเฉพาะถิ่นที่
แตกต่างกนัไป ภาคใตเ้รยีก หงเทศ ภาคกลางเรยีก 
สบูด่ า ภาคเหนือเรยีก มะหุ่งฮัว้ ภาคอีสานเรยีก บกั
เยาหรอืบกัสหีลอด (รกัษ ์พฤกษชาต,ิ 2552)   

สบูด่ าจดัเป็นพชืทีส่ามารถน าทุกส่วนมาใช้
ประโยชน์ไดโ้ดยเฉพาะเมล็ด ภายในเมล็ดมนี ้ามนั
สะสมอยู่ประมาณ 54-58 เปอรเ์ซน็ต์ น ้ามนัที่ไดจ้าก
การสกดัสามารถน ามาใช้เป็นเชื้อเพลิงได้โดยตรง
กบัเครือ่งยนต์ทีม่กี าลงัรอบต ่าหรอืสามารถน ามาใช้
เป็นวตัถุดบิในการผลิตไบโอดเีซล (Wei, 2011; Xu 
et al., 2011) ได ้โดยไมส่ง่ผลกระทบต่อความมัน่คง
ทางด้านอาหาร นอกจากนี้ เมล็ดยังประกอบด้วย
โปรตีนประมาณ 22–28 เปอร์ เซ็นต์  และจาก

ปริมาณโปรตีนที่มีอยู่สูงจึงได้มีความพยายามใน
การหาวิธีก าจัดหรือลดปริมาณสารพิษออกกากที่
เหลือจากการสกดัน ้ ามนัเพื่อน ามาใช้ในการผลิต
อาหารสตัว์ ซึ่งปจัจุบนัพบว่ากากที่เหลือส่วนใหญ่
ยงัถูกทิ้งหรอืน าไปใชใ้นการท าปุ๋ ยอยู่ (Devappa et 
al., 2010b; Wei, 2011) จากรายงานการศกึษาของ 
Wei (2011) กรดไขมนัที่สรา้งและสะสมในเมล็ดสบู่
ด าจะอยู่ในรปูของไตรเอซลิกล-ี 
เ ซ อ ร อ ล  ( triacylglycerol, TAG) ที่ ส า คัญ
องค์ประกอบของกรดไขมันในเมล็ดสบู่ด ายัง
เหมอืนกนักบักรดไขมนัที่เป็นสารอาหารของมนุษย์ 
แต่น ้ ามนัก็ไม่สามารถน ามาใช้เพื่อการบริโภคได้
เนื่องจากมสีารพิษที่เป็นอนัตรายต่อคนและสตัว์อยู่
หลายชนิดโดยเฉพาะฟอร์บอลเอสเทอร์ ซึ่งเป็น
สารพิษหลักที่พบในเมล็ดสบู่ด าและเป็นอุปสรรค
ส าคญัที่ท าให้การน าน ้ ามนัรวมถึงกากที่เหลือจาก
การสกดัน ้ามนัมาใชป้ระโยชน์มขีอ้จ ากดั  

 
สำรฟอรบ์อลเอสเทอร ์

ฟอร์บอลเอสเทอร์เป็นสารพิษที่พบไดใ้น
เมล็ดและน ้ายางของพืชวงศ์ Euphorbiaceae และ 
Thymelaeceae (Ahmed and Salimon, 2009) ซึ่ง
ในสบูด่ าจะพบสารฟอร์บอลเอสเทอร์ไดใ้นเมล็ด ใบ 
ล าต้น ราก ดอกและเปลือกล าต้น แต่จะไม่พบสาร
ดงักล่าวในน ้ายาง โดยภายในเมล็ดจะมปีรมิาณสาร
ฟอรบ์อลเอสเทอรอ์ยู่สงูทีส่ดุ  

ฟอร์บอลเอสเทอร์จัดเป็นสารที่อยู่ ใน
กลุ่มทิกเลน (tigliane) หรือ เตตราไซคลิกไดเทอร์
พีนส์ คาร์บอนสเคลเลตนั (tetracyclic diterpene 
carbon skeleton) ซึง่มโีครงสรา้งทางเคมคีล้ายคลึง
กันกับโครงสร้างของสารในกลุ่มทิกเลน  โดย
โค ร ง สร้ า ง พื้ น ฐ าน ข อง ส า ร ใ น กลุ่ มทิ ก เ ล น 
ประกอบดว้ยวงแหวน 4 วง และมแีอลกอฮอล์เป็น
ส่วนหนึ่งภายในโครงสร้าง (Figure 1) ขณะที่
โครงสร้างพื้นฐานของสารฟอร์บอลเอสเทอร์ประ
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กอบด้วยหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) ซึ่งจะเข้าจับกับ
โครงสรา้งดว้ยพนัธะเอสเทอร์ในต าแหน่งๆ ต่างกนั 
สง่ผลใหเ้กดิความหลากหลายของชนิดสารฟอร์บอล
เอสเทอร์ มรีายงานว่าสารฟอร์บอลเอสเทอร์ที่แยก
ไดจ้ากน ้ ามนัสบู่ด ามอียู่ทัง้หมด 6 แบบ (Goel et 
al., 2007; Ahmed and Salimon, 2009) (Figure 2)  

 

 
Figure 1 Chemical structures of tigliane and 
phorbol (source: Goel et al., 2007) 
 

ฟอรบ์อลเอสเทอร์จดัเป็นสารซึ่งเมื่อไดร้บั
พิษจะส่งผลโดยตรงกบัคนและสัตว์ จากรายงาน
การศึกษาสารฟอร์บอลเอสเทอร์สามารถส่งเสริม
การเกิดเนื้องอก (tumor promoting activity) 
โดยสารจะไปกระตุ้นโปรตีน ไคเนส ซี (protein 
kinase C) ส่งผลให้การท างานของเอนไซม์ การ
สัง เคราะห์ โปรตีนรวมถึงดีเอ็น เอผิดปกติไป 
นอกจากนี้ยงัสง่ผลต่อการเพิ่มจ านวนเมด็เลือดขาว
ลมิโฟไซต์ (lymphocyte) และชกัน าให้เกดิลิ่มเลือด 
(Ahmed and Salimon, 2009) ได ้(Figure 3) 
 
วิถีชีวสงัเครำะห์เทอรพี์นอยด์ 

วถิีชวีสงัเคราะห์ในสิง่มชีวีติจ าพวกยูแคริ
โอต  (Eukaryote) ที่มีบทบาทส าคัญในวิถีชีว
ส ัง เคราะห์ เทอร์พีนอยด์ มี 3 วิถี คือ  วิถีชีว
สงัเคราะห์เทอร์พนีอยด์ วถิีชวีสงัเคราะห์ไอโซพรี
นอยด์ (Isoprenoid biosynthesis pathway) และวถิี
ชวีสงัเคราะห์เทอร์พีนส์ (terpenes biosynthesis 
pathway) ซึง่มคีวามเกีย่วขอ้งกบัการชวีสงัเคราะห์

สารเมตาบอไลท์ปฐมภูม ิ(primary metabolite) เช่น 
สเตอรอลด์ (sterols) แคโรทีนอยด์ (carotenoids) 
ฮอรโ์มน (hormones) และสารเมตาบอไลท์ทุติยภูม ิ
(secondary metabolite) 

 
Figure 2 Chemical structures of Jatropha 
factors (C1 to C6) from J. curcas (source: Haas 
et al., 2002) 
 
เช่น มอโนเทอร์พีนส์ (monoterpenes) ไดเทอร์
พี น ส์  (diterpene) ห รื อ ไ ด เ ท อ ร์ พี น อ ย ด ์
(diterpenoid)  แ ล ะ เ ส ส ค วิ เ ท อ ร์ พี น ส ์
(sesquiterpenes) (Kirby et al., 2010) วิถีชีว
สงัเคราะห์เทอร์พนีอยด์ประกอบดว้ย 2 วถิีย่อย 
ไดแ้ก ่2C-methyl-D-erythritol 4-phosphate (MEP) 
pathway ที่เกิดในคลอโรพลาสต์ และ mevalonic 
acid (MVA) pathway ที่เกดิในไซโทซอล (Vickers 
et al., 2009) (Figure 4) 
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Figure 3 Some responses induced by phorbol esters (Goel et al., 2007) 

 
จากรายงานการวจิยัวถิีชวีสงัเคราะห์เทอร์

พนีอยดท์ีพ่บในสตัว์ เชื้อราและแบคทีเรยีเกีย่วขอ้ง
กบัการสงัเคราะห์สเตอรอยด์ ฮอร์โมนและฟีโรโมน 
(Pheromone) (Miziorko et. al., 2011) ซึ่งมขีอ้มูล
สนบัสนุนจากรายงานการวจิยัของ Caballero et al. 

(2014) ที่ได้น าเอาเทคนิคโปรติโอมิกส์มาใช้ใน
การศึกษาการแสดงออกของ เอนไซม์ ในวิถี 
mevalonate จากต่อมที่ผลิตฟีโรโมนในริ้นฝอย
ทราย (Lutzomyia longipalpis) โดยสามารถระบุ
โปรตนีไดท้ัง้หมด 542 ชนิด และพบมโีปรตีนในวถิ ี

 

            
 
Figure 4 Isoprenoid biosynthesis pathway in plant cell (Vickers et al., 2009) 
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mevalonate อยู่ 12 ชนิด ที่ท าหน้าสมัพนัธ์กบัการ
เปลีย่นแปลงของฟีโรโมนหรอืกลิ่น เช่น glutaminyl-
tRNA synthetase, phosphoglycerate kinase, 
succinylCo-A synthetase alpha subunit, 
transketolase, glutathione S transferases, 
cytochrome family proteins นอกจากนี้ยงัพบว่า
โปรตีนทัง้หมดมีความสัมพันธ์เชื่อมโยงกับ 3 -
hydroxy-3 -methylglutaryl-CoA reductase 
(HMGR) ซึ่ ง เ ป็ น ตั ว เ ร่ ง ปฏิ กิ ริ ย า เ คมี ใ น วิ ถ ี
mevalonate สอดคล้องกับรายงานการวิจัยของ 
Nieto et al. (2009) ในพืช Arabidopsis thaliana ที่
พ บ ว่ า  3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA 
reductase (HMGR, EC 1.1.1.34) เป็นตวัเร่ง
ปฏกิริยิาเคมหีลกัในวถิ ีmevalonate  

ในพืชวิถีชีวส ัง เคราะห์ เทอร์พีนอยด์มี
ความสมัพันธ์กบัการชวีสงัเคราะห์สารพฤกษเคม ี
โดยมีสารตัง้ต้น คือ ไอโซเพนทิลไพโรฟอสเฟต 
(isopentyl pyrophosphate (IPP)) และไดเมทิลอลั
ลิ ล  ไ ด ฟ อ ส เ ฟ ต  (dimethylallyl –diphosphate, 
DMAPP)  

 
 ไดเทอร์พีนส์เป็นสารในกลุ่มเมตาบอไลท์
ทุตยิภมู ิวถิชีวีสงัเคราะห์สารเกดิขึ้นไดโ้ดยมสีารตัง้
ต้ น คื อ  เ จ ร า นิ ล เ จ ร า นิ ล  ไ พ โ ร ฟ อ ส เ ฟ ต 
(geranylgeranyl pyrophosphate (GGPP)) จาก
รายงานการวิจยัของ Devappa et al. (2011) 
สามารถแยกไดเทอร์พีนส์จากสบู่ด าได้มากถึง 68 
ปร ะ เภท  เ ช่น  คาสบีนส์  (casbene) ดาป เนน 
(daphnane) ลาทิเลน (lathyrane) จาโทรเพน 
(jatrophane) โพโดคาร์เพน (podocarpane) แรม
โนโฟเลน (rhamnofolane) (Figure 5) กลุ่มสารได
เทอร์พีนส์ที่แยกไดจ้ากสบู่ด าพบว่าเป็นสารที่มพีิษ 
(Devappa et al., 2011) เชน่ ฟอรบ์อลเอสเทอร ์ 

ปจัจุบนัยงัไม่มรีายงานการวจิยัที่สามารถ
อธบิายถงึวถิชีวีสงัเคราะห์สารฟอรบ์อลเอสเทอร์ ได้

อย่างชดัเจน (Devappa et al., 2011) แต่เป็นที่
ทราบกนัโดยทัว่ไปวา่ฟอรบ์อลเอสเทอร ์เป็นพีนส์ ก็
เป็นอนุพนัธ์ของสารประเภทสารพิษในกลุ่มทิกเลน 
ซึ่ง เ ป็นอนุพันธ์ของสารในกลุ่ มไดเทอร์พีนส ์
(diterpenes) แ ล ะ ไ ด เ ท อ ร์ ห นึ่ ง ที่ อ ยู่ ใ น ก ลุ่ ม 
เทอร์พีนอยด์ (terpenoid) ดงันัน้ความเข้าใจในวิถี
ชีวส ังเคราะห์ เทอร์พีนอยด์ อาจน ามาใช้ในการ
อธิบายและท านายยีนที่น่าจะเกี่ยวข้องกบัวิถีชีว
สงัเคราะห์สารฟอรบ์อลเอสเทอรไ์ด ้

 
 

 
 
Figure 5 Chemical structures of some Jatropha 
diterpenes (Sabandar et al., 2013) 
 

เทคนิคทัว่ไปในกำรวิเครำะห์กำรแสดงออกของ
โปรตีน 
 เนื้อเยื่อของสิง่มชีวีติจะมจี านวนและชนิด
โปรตีนแตกต่างกนั ภายใต้การควบคุมการท างาน
ของยีน  ดังนั ้นการแสดงออกของโปรตีนก็จ ะ
แตกต่างกันไปด้วย ซึ่ งวิธี ในการติดตามการ
แสดงออกของโปรตนีทีส่นใจสามารถท าไดห้ลายวธิ ี
เช่น การวิเคราะห์ด้วย Western blot และการ
วเิคราะห์จากกจิกรรมของเอนไซม ์ 

Western blot หรอื immunoblotting เป็น
วธิีที่ใช้ติดตามการแสดงออกของโปรตีนเฉพาะที่
สนใจในเชิงปรมิาณ โดยมขี ัน้ตอนต่างๆ เช่น การ
ตรวจสอบโปรตนี (protein assay) การแยกโมเลกุล
โปรตีน ด้วย  sodium dodecyl sulfate–
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS–
PAGE) การเปลี่ยนถ่ายโปรตีนจากเจลไปยังเมม
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เบรน (protein transfer) และการตรวจสอบโปรตีน 
(protein detection) (Gürtler et al., 2013) ส่วนการ
วเิคราะห์กจิกรรมของเอนไซม์กม็หีลกัการคล้ายกบั
วธิี Western blot แต่ในข ัน้ตอนการวเิคราะห์และ
ประมวลผลจะแตกต่างกนั เนื่องจากการวเิคราะห์
กจิกรรมของเอนไซม์มคีวามซบัซ้อนน้อยกว่า โดย
ภาพ ร วมทั ้ง  2 วิ ธี นี้  จ ะ มีข้ อ จ า กัด ใน เ รื่ อ ง
ความจ าเพาะของแอนติบอดีหรือสารที่น ามาใช้
ตดิตามการแสดงออกของโปรตนี 

 
เทคนิคโปรติโอมิกส์กบักำรท ำนำยยีนท่ีสมัพนัธ์
กบักำรชีวสงัเครำะห์สำรฟอรบ์อลเอสเทอร ์

โปรติ โอมิกส์  คือ เทคนิ คที่ ใช้ ในการ
วิเคราะห์เชิงปริมาณของโปรตีนที่มีการแสดงอยู่
ทัง้หมดในเนื้อเยื่อที่ต้องการศกึษา ถูกน ามาใชค้ร ัง้
แรกในปี ค.ศ. 1990 และเริม่รูจ้กักนัอย่างแพร่หลาย
ในปจัจุบนั (Vanderschuren et al., 2013)  
โปรตโิอมกิสจ์ดัเป็นเทคนิคในการวเิคราะห์โปรตีนที่
มปีระสทิธภิาพและมคีวามแมน่ย ามากเนื่องจากเป็น
ผลการพสิจูน์โมเลกลุของโปรตีนที่พรอ้มท างานจรงิ 
ณ เวลานัน้ๆ (Booranasrisak et al., 2013) ขอ้มูล
ที่ได้สามารถน ามาอธิบายกลไกการท างาน หน้าที ่
ร ว ม ถึ ง ปฏิส ัม พัน ธ์ ร ะห ว่ า ง โ ป รตี น ด้ว ย กั น 
ขณะเดียวกันก็มีข้อจ ากัดในเรื่องของฐานข้อมูล
อ้างอิง กล่าวคือไม่สามารถระบุโปรตีนได้ทัง้หมด 
ข ัน้ตอนพื้นฐานโดยทัว่ไปของการวิเคราะห์ทางโป
รตโิอมกิส ์มดีงันี้ 

1. การแยกโมเลกุลโปรตีน เริม่จากการ
สกดัโปรตนีจากตวัอย่างทีต่อ้งการวเิคราะห์ จากนัน้
จงึแยกโมเลกุลโปรตีนด้วย polyacrylamide gel ซึ่ง
โดยทัว่ไปจะใช้ sodium dodecyl sulphate 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) แ ล ะ  two-dimensional (2-D) 
polyacrylamide gel electrophoresis (2-D PAGE) 
(Thelen, 2013) ในการแยก โดยเจลทัง้ 2 แบบ จะมี

หลักในการแยกโมเลกุลโปรตีนที่ต่างกนั ซึ่งการ
เลือกชนิดเจลที่จะใช้ในการแยกตัวอย่างก็ขึ้นอยู่
วตัถุประสงคข์องงานและการน าไปวเิคราะห์ต่อ เช่น 
SDS-PAGE จะแยกโมเลกุลโปรตีนตามขนาด 
ขณะที่  2 -D gel electrophoresis จะ ใช้วิธ ี
Isoelectric focusing (IEF) แยกประจุสุทธิของ
โปรตีน (ค่า pI) ตามดว้ยการใช ้SDS-PAGE แยก
โมเลกลุโปรตนีตามขนาด 

2. การวิเคราะห์ โม เลกุล เปปไทด ์
(peptide) เริม่จากการตดัแถบโปรตีนที่ปรากฏบนเจ
ลตามช่วงมวลโมเลกุลให้เป็นชิ้นเล็กๆ และท าการ
ย่อยโปรตนีให้เป็นเปปไทด์โดยใชเ้อนไซม์ เช่น ทริ
ปซิน (trypsin) จากนัน้จึงใช้หลักการเปลี่ยนสาร
ตัวอย่างที่ต้องการวิเคราะห์ให้กลายเป็นไอออน 
ด้วยเครื่องมือส าหร ับวิเคราะห์ ยกตัวอย่างเช่น 
Liquid Chromatography Mass Spectrometry/ 
Mass Spectrometry (LC-MS / MS) และ matrix-
assisted laser desorption ionisation (MALDI) - 
time of flight (TOF) mass spectrometry หรอื 
MALDI-TOF (Newton et al., 2004) ซึ่งโดยทัว่ไป
แล้วทัง้ LC-MS / MS และ MALDI-TOF จะมี
หลักการท างานที่คล้ายกัน ดังนั ้นการเลือกใช้
เครือ่งมอืใหเ้หมาะสมส าหรบัการวเิคราะห์จึงขึ้นอยู่
กบัวตัถุประสงคข์องงานทีต่อ้งการศกึษา 

3. การระบุโปรตีน เริ่มจากการน าขอ้มูล 
MS/MS spectra ที่ไดจ้ากการวเิคราะห์ดว้ยเครื่อง 
LC-MS/MS หรือMALDI-TOF มาวิ เคราะห์ด้วย
ซอฟแวร์ต่างๆ (Table 1) รวมถึงน ามาสบืคน้กบั
ฐานข้อมูลจนกระทัง้ได้ออกมาเป็นรายชื่อโปรตีน 
และรูปแบบการแสดงออก ซึ่งข้อมูลเหล่านี้ เรา
สามารถน ามาระบุหน้าที่  โครงสร้าง กลไกการ
ท างาน ปฏิส ัมพันธ์ระหว่างโปรตีนด้วยกันหรือ
โปรตีนกับสารชีวโมเลกุลอื่ นๆ รวมถึงวิถี ชีว
สงัเคราะห์ทีเ่กีย่วขอ้งได ้ 
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Table 1 Internet sites used for proteomic analysis (Newton et al., 2004) 
Internet site Useful utilities Site address 

Protein    
prospector 
PROWL 
 
ExPASy 
 
PeptideSearch 
 
Mascot 
 
PepMAPPER 
 
MOWSE 
 
PredictProtein 
server 
BLAST 
 

Search databases with PMF and MS/MS data. 
theoretical data for a known peptide sequence 
Search databases with PMF and MS/MS data. 
Provide theoretical data and useful protocols 
PMF database searches, theoretical tools and 
links to many other sites 
Search PMF data or a sequence tag 
 
Search databases with PMF and MS/MS data 
and sequence tags 
Search databases with PMF data 
 
Search databases with PMF data 
 
Gives theoretical fragments and data on a 
protein amino acid sequence 
Search sequence tags 
 

http://prospector.ucsf.edu 
 
http://prowl.rockefeller.edu/PROW
L/prowl.html 
http://us.expasy.org 
 
http://www.mann.embl-
heidelberg.de/GroupPages 
http://www.matrixscience.com 
 
http://wolf.bms.umist.ac.uk/ 
mapper/ 
http://srs.hgmp.mrc.ac.uk/cgi-
bin/mowse 
http://www.ebi.ac.uk/~rost/predictp
rotein/ 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
BLAST/ 

 
ปจัจุบ ัน เทคนิคโปรติโอมิกส์ถูกน ามาใช้อย่าง
แพร่หลายด้านการเกษตรและการแพทย์ ในด้าน
การเกษตรได้มกีารน าเทคนิคดงักล่าวมาใช้ศกึษา
กบัพชืต่างๆ โดยมวีตัถุประสงค์แตกต่างกนัไป และ
ในสบู่ด าก็มีรายงานการวิจัยของ Yang et al. 
(2009) ซึ่งได้น าการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโปรติโอ
มกิส์มาอธิบายการแสดงออกของโปรตีนที่สมัพนัธ์
กบัการเปลีย่นแปลงของไขมนัตัง้แต่ช่วงที่เมล็ดงอก
และหลังการงอกของเมล็ดสบู่ด า โดยพบว่ามี 50 
โปรตีน ที่สมัพนัธ์กบัวถิีต่างๆ ที่เกีย่วข้องกบัการ
เปลี่ยนแปลงของไขมนั เช่น เบต้าออกซิเดชัน่ (β-
oxidation), วัฏจักรไกลออกซีเลต  (glyoxylate 

cycle), ไกลโคไลซสิ (glycolysis), วฏัจกัรกรดซิตรกิ 
(citric acid cycle), กลู โ คนี โอจินิซิ ส 
( Gluconeogenesis) แ ล ะ เ พ น โ ต ส ฟ อ ส เ ฟ ต 
(pentose phosphate) 
 

นอกจากนี้ เทคนิคโปรติโอมิกส์ยัง ได้
น ามาใช้อธิบายกลไกและหน้าที่รวมถึงแสดงออก
ของโปรตนีทีส่มัพนัธ์กบัการสรา้งและการสะสมกรด
ไขมนัจากตวัอย่างระยะพฒันาการของเมล็ดสบู่ด า 
มผีลการวจิยัที่น าเอาผลการแสดงออกโปรตีนมาใช้
หาความสมัพนัธ์ยีนที่เกี่ยวข้องกบัการสงัเคราะห์
กรดไขมนั ซึ่งพบว่ามโีปรตีน 22 ชนิดที่สมัพนัธ์กบั
การสงัเคราะห์กรดไขมนั (Table 2) และจากการ

http://prospector.ucsf.edu/
http://prowl.rockefeller.edu/PROWL/prowl.html
http://prowl.rockefeller.edu/PROWL/prowl.html
http://us.expasy.org/
http://www.matrixscience.com/
http://wolf.bms.umist.ac.uk/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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เลือกติดตามระดบัการแสดงออกของ 4 ยีน  ไดแ้ก ่
acetyl CoA carboxylase (ACCase), phosphoenol 
pyruvate carboxylase (PEPC), 
mercaptopyruvate sulfertransferase (MST) และ 
4-coumarate : coenzyme A ligase (4CL)) ดว้ย
เทคนิค realtime PCR พบว่าแนวโน้มการ
แสดงออกของทัง้ 4 ยนี ในแต่ละตวัอย่าง สอดคล้อง
กับข้อมูลปริมาณกรดไขมันอิสระที่ได้จากการ
วเิคราะห์ดว้ยเครื่อง GC (Gas Chromatography) 
และมกีารเสนอกลไกการแสดงออกของยนีเหล่านี้ต่อ
ระดบัการผลติน ้ามนัของเมล็ดสบู่ด าระยะต่างๆของ
พฒันาการเมลด็ (Booranasrisak et al., 2013)  

เทคนิคโปรติโอมิกส์สามารถน ามาใช้
วิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีนในเอ็มบริโอ 
(embryo) และเอนโดสเปิร์ม (endosperm) จาก
ตวัอย่างเมลด็สบูด่ าแหง้ พบวา่เนื้อเยื่อทัง้สองชนิดมี
โปรตีนบางส่วนที่แสดงออกแตกต่างกัน และ
สามารถระบุหน้าที่ของโปรตีนได้ 14 ชนิด เช่น 
dihydrolipoamide acetyltransferase, Small Ras-
like GTP-binding protein, Branched-chain amino 
acid transaminase, S-D-lactoylglutathione 
methylglyoxal lyase โดยพบว่าโปรตีนในเอนโด
สเปิรม์จะท าหน้าทีใ่นการสะสมสารอาหารส าหรบัใช้
ในการงอกของเมลด็ ขณะทีโ่ปรตนีทีพ่บในเอม็บรโิอ
จะท าหน้าทีน่ าสารอาหารจากเอนโดสเปิร์มมาใชใ้น
การเจรญิของต้นกล้า (Liu et al., 2009) ต่อมามี
การศกึษาถงึการแสดงออกของโปรตีนจากเอ็มบรโิอ
และเอนโดสเปิร์มเมล็ดสบู่ด าที่แก่เต็มที่และได้ผล
สอดคลอ้งกนัโดยพบว่าเนื้อเยื่อทัง้ 2 ชนิดมโีปรตีน
ที่แสดงออกแตกต่าง 28 ชนิด เช่น Regulator of 
ribonuclease-like protein  3, 14-3-3-like  protein, 
Delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase, 
Tubulin alpha-1 chain เป็นต้น นอกจากนี้จากการ

จัดกลุ่มตามหน้าที่ช ัดเจนว่าการแสดงออกของ
โปรตนีทีพ่บมคีวามสมัพนัธ์กบัการเปลีย่นแปลงของ
น ้ามนัในเมล็ด การส่งสญัญาณ การถอดรหัสเพื่อ
การสังเคราะห์โปรตีนรวมถึงว ัฏจักรของเซลล์ที่
ส าคญักบัการงอกของเมลด็ (Liu et al., 2011) 

จากรายงานการวจิยัจะเหน็วา่เทคนิคโปรติ
โอมิกส์สามารถที่จะน ามาใช้อธิบายกลไกการ
แสดงออกของโปรตีนได้เป็นอย่างด ีซึ่งข้อมูลการ
แสดงออกของโปรตีนเป็นผลมาจากการท างานของ
ยีน จึงมีความเป็นไปได้ที่จะน าเอารูปแบบการ
แสดงออกของโปรตนีมาใชห้าความสมัพนัธ์กบัยีนที่
คาดว่าน่าจะเกีย่วข้องกบัการชีวสงัเคราะห์สารพิษ
ฟอรบ์อลเอสเทอร์ในสบู่ด าได ้และจากรายงานการ
วิจัยที่ผ่านมาพบมีรายงานยีนที่เกี่ยวกับกับชีว
สงัเคราะห์สารฟอร์บอลเอสเทอร์ เช่น รายงานการ
วจิยัของ Lin et al. (2009) ที่ไดศ้กึษาลกัษณะและ
ห น้ า ที่ ข อ ง ยี น  3 -hydroxy-3 -methylglutaryl 
coenzyme A reductase, Jc-HMGR) โดยยีนจะ
สรา้งเอนไซมท์ีม่ชี ือ่วา่ 3-Hydroxy-3-methylglutaryl 
coenzyme A reductase HMGR (EC: 1.1.1.34)) 
มากระตุ้นอะซิติลโคเอ (acetyl CoA) ในวิถีย่อย 
mevalonic acid (MVA) pathway ให้มกีารสรา้งไอ
โซพนีส ์และจากการโคลนยีนดงักล่าวจากใบสบู่ด า
ดว้ยเทคนิค Rapid Amplification of cDNA Ends 
(RACE) พบว่ายีนมีความยาวของ cDNA ทัง้หมด 
1950 คูเ่บส ประกอบดว้ยบรเิวณที่สามารถอ่านรหสั
ได ้1752 คูเ่บส แปลรหสัออกมาได ้584 กรดอะมโิน 
มมีวลโมเลกุลอยู่ที่ 62.4 kDa และมคี่า pl อยู่ที ่
7.63 จากการตรวจสอบการแสดงออกของยีนใน E. 
coli พบวา่ยนี Jc-HMGR ท าใหม้สีรา้งและสะสมของ
บีตาแคโรทีน (β-carotene) โดยสงัเกตได้จากสี
โคโลนีของแบคทีเรยีที่เปลี่ยนจากสเีหลืองไปเป็นสี
ส้ม-เหลือง ซึ่งทัง้บีตาแคโรทีนและฟอร์บอลเอส
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เทอร์จดัเป็นสารที่อยู่ในกลุ่มไดเทอพีนส์ จึงคาดว่า
ยีน Jc-HMGR จะท าให้มีสร้างและสะสมของสาร
ฟอรบ์อลเอสเทอรด์ว้ยเชน่กนั 

ส าหรบัการศึกษาลักษณะและหน้าที่ของ
ยีน geranylgeranyl diphosphate synthase) โดย
ยีน จ ะสร้า ง เ อนไซม์ที่มีชื่ อว่ า  geranylgeranyl 
diphosphate synthase (GGPPS, EC: 2.5.1.29) 

ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ส าคญัในวิถีชีวสงัเคราะห์เทอร์พี
นอยด์โดยม ีgeranyl diphosphate (GPP) เป็นสาร
ตัง้ตน้ในการสรา้ง GGPP จากการโคลนยีนดงักล่าว
จากเมล็ดสบู่ด าด้วยเทคนิค RACE พบว่ายีนมี
ค ว าม ย า ว ข อ ง  cDNA ทั ้ง ห ม ด  1414 คู่ เ บ ส 
ประกอบดว้ยบรเิวณทีส่ามารถอ่านรหสัได ้1,113 คู ่
 
 

Table 2 Proteins related to fatty acid biosynthesis that are likely to have altered expression profiles 
during J. curcas kernel development (Booranasrisak et al., 2013) 

 
Accession 

number 
Name of identified protein Organism 

 
Peptide sequence 

gi|162949342 
 
gi|11181943 
gi|572606 
gi|11869927 
gi|116060125 
gi|237682390 
gi|108706991 
 
gi|56606540 
gi|15231611 
gi|25992001 
gi|116061081 
gi|224579301 
gi|2145479 
gi|54291440 
gi|116000579 
gi|116055441 
gi|21553535 
gi|38228683 
gi|255080050 
gi|27545461 
gi|255547946 
gi|2586125 

4-Coumarate:coenzyme A ligase 1 
 
Acetyl CoA carboxylase pRS1 
Acetyl-CoA carboxylase 
Acetyl-CoA carboxylase 1 
Animal-type fatty acid synthase 
Branched-chain aminotransferase 4 
Branched-chain-amino-acid 
aminotransferase 5 
Dormancy-associated protein 
Glycosyl hydrolase family 38 protein 
Lecithine cholesterol acyltransferase 
Lipase 
Mercaptopyruvate sulfurtransferase 
Phosphoenolpyruvate carboxylase 
Pr1-like protein 
Mitochondrial carrier protein 
Short chain alcohol dehydrogenase 
Ras-GTPase-activating protein 
Receptor-like protein kinase 
Serine acetyl transferase 
S-related kinase 10.1A 
Steroid dehydrogenase 
β-Keto acyl reductase 

Physcomitrella patens subsp. 
californica 
Brassica napus 
Brassica napus 
Arabidopsis thaliana 
Ostreococcus tauri 
Brassica rapa 
Oryza sativa 
 
Codonopsis lanceolata 
Arabidopsis thaliana 
Medicago truncatula 
Ostreococcus tauri 
Solanum lycopersicum 
Vanilla aphylla 
Oryza sativa 
Ostreococcus tauri 
Ostreococcus tauri 
Arabidopsis thaliana 
Fagus sylvatica 
Micromonas sp. RCC29 
Arabidopsis lyrata 
Ricinus communis 
Arabidopsis thaliana 

KKSLQSEVRG 
 
RKLLIVANDVTFKA 
RKIIIVANDVTFKA 
RKLLVIANDVTFKA 
RTSGCEKG 
KKWIPPPGRG 
KAQMDAKSRG 
 
KVVTGEGSGGKF 
KRGEAVDAEKL 
KLTFETAFKL 
RVDAVTFGQPRV 
KLVASVTCRM 
RKSAAELVKL 
RSGAVDGVGGNTAKR 
KEAGVDLKSCRR 
RAVVDRT 
RGGGSS 
KGLNAKI 
RDHSLVKK 
KQLWYTPKD 
KKSQLQASQG 
KDVSDSIRS 
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เบส และสามารถแปลรหสัออกมาได ้370 กรดอะมิ
โน และจากการศกึษาการแสดงออกของยีนใน E. 
coli พบว่ายีน Jc-GGPPS จะท าให้มกีารสะสมของ
บีตาแคโรทีน โดยสัง เกตได้จ ากสีโคโลนีของ
แบคทเีรยีที่เปลี่ยนจากสขีาวไปเป็นสเีหลือง ดงันัน้
จึงคาดว่า GGPPS จะเป็นเอนไซม์ที่มคีวามส าคญั
ในการชวีสงัเคราะห์สารฟอร์บอลเอสเทอร์ (Lin et 
al., 2010) 

สุดท้ายการศกึษาลักษณะและหน้าที่ของ
ยีน casbene synthase (cs) ที่แยกไดจ้ากใบสบู่ด า 
พบวา่สมัพนัธ์กบัวถิชีวีสงัเคราะห์สารในกลุ่มไดเทอ
พนีสร์วมถงึการชวีสงัเคราะห์สารฟอร์บอลเอสเทอร ์
โดยยีนสร้างเอนไซม์ที่มีชื่อว่า Jatropha curcas 
casbene synthase homolog (JcCSH)) จากการ
โคลนยีนดว้ยเทคนิค RACE พบว่ามคีวามยาวของ 
cDNA ทัง้หมด 2016 คู่เบส ผลการวิเคราะห์ด้วย
เทคนิค quantitative RT-PCR พบการแสดงออก
ของยีน ในตัวอย่ างต้นกล้า  ใบแก่  แล ะระย ะ
พัฒนาการของผลสดทัง้ 4 ระยะ แต่ไม่พบการ
แสดงออกของยีนจากระยะพัฒนาการของเมล็ดที่
น ามาใชศ้กึษา (Nakano et al., 2012) 
 
สรปุ 

พบวา่วถิีชวีสงัเคราะห์เทอร์พนีอยด์ในสบู่
ด ามคีวามส าคญัในการสรา้งสารในกลุ่มไดเทอพีนส ์
และฟอร์บอลเอสเทอร์ ซึ่งเป็นอนุพันธ์ของสารใน
กลุ่มไดเทอพนีส ์สารเหล่านี้นบัเป็นพิษเกดิอนัตราย
กบัมนุษย์และสตัว์โดยตรง ซึ่งความรูค้วามเข้าใจ
เกีย่วกบัวถิชีวีสงัเคราะห์สารฟอร์บอลเอสเทอร์มอียู่
น้อยมาก การศึกษาวิจัยในระดบัโมเลกุลของสาร
ฟอร์บอลเอสเทอร์ และการน าเทคนิคโปรติโอมกิส์
มาใชใ้นการวจิยั จึงนับเป็นประโยชน์อย่างยิ่ง  ใน
การท าให้เกิดความเข้าใจในวิถีชีวสงัเคราะห์สาร
ฟอร์บอลเอสเทอร์ซึ่งส ัมพันธ์ถึงโปรตีนและยีนที่

แสดงออก จากข้อมูลโปรติโอมกิส์ที่มกีารศกึษาใน
ขณะนี้ท าให้ทราบแนวโน้มการแสดงออกของ
โปรตนี จนสามารถระบุหน้าที่และอธิบายกลไกการ
ท างานระหว่างโปรตีนภายในวถิีชวีสงัเคราะห์เทอร์
พนีอยดไ์ด ้และน าไปสูก่ารท านายยีนรวมถึงระบุยีน
ทีเ่กีย่วขอ้งกบัการชวีสงัเคราะห์สารพษิฟอร์บอลเอส
เทอร์ได้มากยิ่งขึ้น ดงันัน้การศกึษาขอ้มูลโปรติโอ
มกิส์ที่เกีย่วขอ้งกบัการสงัเคราะห์สารพิษในสบู่ด า 
จึงเป็นเรื่องที่ส าคญัในการเพิ่มประสิทธิภาพของ
น ้ าม ันและกากสบู่ด าเพื่อการน ามาใช้ประโยช น์
ต่อไปไดก้ว้างขวางยิ่งขึ้นนอกเหนือจากประโยชน์
ดา้นพลงังานทดแทนเท่านัน้ 
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