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บทคัดยอ 

 

BinA และ BinB เปน binary toxin ท่ีผลิกจาก Lysinibacillus sphaericus สามารถทํางาน

รวมกันในการฆาลูกนํ้ายุง โดยจับกับ receptor บริเวณเยื่อบุกระเพาะของลูกนํ้ายุงทําใหลูกนํ้ายุงตายได ซ่ึง

การศึกษากอนหนาไดทําการศึกษาโครงสรางของโปรตีน BinB พบวาบริเวณปลาย N-terminal มีโครงสราง

ท่ีสามารถจับกับคารโบไฮเดรต (carbohydrate binding protein) และทางดานปลาย C- terminal พบวา

มีโครงสรางคลาย toxin อีกชนิดหนึ่งซ่ึงมีชื่อวา aerolysin ซ่ึงสามารถทําใหเซลลเกิดเปนรูรั่วได (pore 

forming toxins) จากโครงสรางของ binary toxin ท่ีมีความคลายกับ toxin หลายชนิดท่ีทําใหเซลลของ

เม็ดเลือดแดงเกิดการแตกได คณะผูวิจัยจึงไดทําการทดสอบประสิทธิภาพของ binary toxin ตอเซลลอ่ืนๆ 

โดยทํากับเซลลเม็ดเลือดแดง เซลลของแบคทีเรีย พบวา binary toxin ไมมีผลทําใหเซลลเม็ดเลือดแดงของ

มนุษยแตก และไมสามารถยับยั้งการเจริญของเซลลแบคทีเรียได จากฤทธิ์ในการฆาลูกนํ้ายุงโดยการจับกับ 

receptor บนเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหารของลูกนํ้า และจากการศึกษาโครงสรางของโปรตีน BinB คาดวา

ปลาย N-terminal นาจะเปนโครงสรางสําคัญในการฆาลูกนํ้ายุงโดยการจับกับ receptor บนเซลลเยื่อบุ

กระเพาะอาหารของลูกนํ้า เพราะมีโครงสรางเปน carbohydrate binding protein จึงไดมีการหาตําแหนง

จําเพาะในการออกฤทธิ์ฆาลูกนํ้ายุง โดยการแทนท่ีกรดอะมิโน tyrosine ของโปรตีน BinB ท่ีตําแหนงY53, 

Y72, Y76, Y94 and Y111 ดวย alanine และจากการทดสอบฤทธิ์ ในการฆาลูกนํ้ายุ ง (Larvicidal 

activity) พบวาตําแหนงท่ี Y53, Y72 และ Y111 สามารถฆาลูกนํ้ายุงไดลดลง และเม่ือนํามาทดสอบยืนยัน

ดวยวิธี immunohistochemistry พบวาตําแหนงท่ี Y53, Y72 และ Y111 นาจะมีความสําคัญตอการจับ

กับ receptor บนเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหารของลูกนํ้า  

 

คําสําคัญ โปรตีนฆาลูกน้ํายุงชนิดไบนารี่ทอกซิน, การจับกับตัวตอบรับ, ความเปนพิษ 
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ABSTRACT 

 

Binary toxin produced by Lysinibacillus sphaericus is a larvicidal toxin that consists 

of BinA (42 kDa) and BinB (51 kDa) proteins. BinA and BinB proteins are function together 

which are highly toxic to Culex and Anopheles mosquito larvae. BinA is proposed to 

function as a toxic subunit while BinB is responsible for a receptor binding and translocation 

domain. N-terminal domain is carbohydrate binding protein and C-terminal domain is similar 

to aerolysin which is pore-forming toxin. This study aims to clarify the cytotoxicity of Binary 

toxin on several types of cells such as human red blood cells, bacterial cells. Both BinA 

and BinB showed no hemolytic on human red blood cells and anti-bacterial activity with 

gram positive and negative bacteria. Moreover, this study investigated the role of tyrosine 

and phenylalanine which were replaced with alanine using site-directed mutagenesis. BinB 

mutants Y53A, Y72A และ Y111A showed reduced toxicity when compared with wild type 

protein. Also, the receptor binding assay was performed by immunohistochemistry assay. 

BinB mutants Y53A, Y72A และ Y111A reduced receptor binding signal on microvilli of midgult 

larvae. Thus, this is possible that tyrosine at the position of 53, 72 and 111 are important 

for receptor binding.   

 

Keywords: Lysinibacillus sphaericus; Binary toxin; receptor binding, toxicity 
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บทที่ 1  

บทนํา  

 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

ยุง (Mosquitoes) เปนแมลงขนาดเล็กท่ีจัดอยูสกุล Diptera  ในวงศ Culicidae  ท่ัวโลกมียุงอยู

ประมาณ 3,450 ชนิด สามารถพบไดท่ัวโลกแตจะพบมากในเขตรอนและเขตอบอุน และพบในประเทศไทย

ประมาณ 412 ชนิด ยุงท่ีรูจักและมีความสําคัญทางการแพทยโดยสวนใหญ มี 4 สายพันธุ เนื่องจากยุงสาย

พันธุเหลานี้เปนพาหะนําโรคติดตอมาสูคน ไดแก ยุงกนปลอง (Anopheles spp.) เปนพาหะสําคัญนําโรค

ไขปาหรือโรคไขมาลาเรีย (Malaria) ยุงลาย (Aedes spp.) เปนพาหะนําโรคไขเลือดออก (Dengue 

Haemorrhagic Fever) และชิกุนคุนยา (Chikungunya) ยุงรําคาญ (Culex spp.) เปนพาหะสําคัญนําโรค

ไขสมองอักเสบ (Encephalitis) และยุงลายเสือ (Mansonia) เปนพาหะนําโรคเทาชาง (Filariasis) 

เนื่องจากประเทศไทยมีภูมิอากาศแบบรอนชื้น ซ่ึงเหมาะสมตอการแพรพันธุของยุง ทําใหมีประชากรของยุง

ท่ีชุกชุม และอัตราการแพรกระจายของยุงมีปริมาณมาก ปจจุบันประเทศไทยพบปญหาของการเกิดโรคท่ีมา

จากยุงเปนพาหะ เปนปญหาสําคัญทางดานสาธารณสุขของประเทศ นอกจากนี้ยังเปนปญหาทางดาน

สาธารณสุขของโลกอีกดวย จึงมีการพัฒนาวิธีการตางๆ เพ่ือใชในการควบคุมประชากรยุงและลดการ

แพรกระจายของพาหะนําโรค โดยมักนิยมใชสารเคมี เชน dichlorodiphenyltrichloroethane (DDT), 

gamma-xane, malathion และ chlordane เนื่องจากออกฤทธิ์ไดเร็วและเห็นผลทันทีแตถาใชสารเคมีใน

ระยะยาวจะสงผลเสียใหเกิดการด้ือยาของยุงตอสารเคมี พบวาสารเคมีตกคางสะสมอยูในธรรมชาติซ่ึงเปน

อันตรายตอมนุษยและสิ่งมีชีวิตอ่ืน ๆ ได โดยเกิดการสะสมในหวงโซอาหาร ดังนั้นจึงไดมีการพัฒนาการนํา

สารชีวภาพ (Biological compounds) ท่ีสามารถออกฤทธิ์ฆาลูกน้ํายุงไดมาใชทดแทน ในปจจุบันไดมีการ

พัฒนาการนําโปรตีนของแบคทีเรียท่ีสามารถออกฤทธิ์ฆาลูกน้ํายุงไดอยางจําเพาะ โดยออกฤทธิ์กําจัดตนตอ

ของพาหะก็คือลูกน้ํายุง ท่ีพบไดตามแหลงน้ําขังท่ัวไป ซ่ึงเปนการตัดวงจรชีวิตของยุงต้ังแตเริ่มตน โดยการ

ใชแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการสรางโปรตีนท่ีออกฤทธิ์ฆาลูกน้ํายุงได ไดแก Bacillus thuringiensis 

subsp. israelensis และ  Lysinibacillus sphaericus ซ่ึงมีการใชกันอยางกวางขวางโดยไมสงผลกระทบ

ตอมนุษยและสิ่งแวดลอม งานวิจัยนี้มุงเนนศึกษาโปรตีนสารพิษท่ีผลิตจากแบคทีเรีย Lysinibacillus 

sphaericus ซ่ึงเปนแบคทีเรียแกรมบวกรูปแทง (rod shape) สามารถสรางสปอรได โดยสปอรท่ีสรางข้ึน

จะอยูท่ีปลายสุดของเซลล เรียกวา terminal spore ซ่ึงทนตออุณหภูมิสูง สารเคมีและแสงอัลตราไวโอเลต

และสามารถคงอยูไดเปนเวลานาน ไมสามารถหมักยอยน้ําตาลและดํารงชีวิตไดโดยอาศัยออกซิเจน 

(Aerobic bacteria) ระยะสรางสปอร (sporulation phase) นี้จะมีการสรางผลึกโปรตีน Binary toxin 

(Bin) เพ่ือการพัฒนาประสิทธิภาพการใชสารชีวภาพท่ีไดจากแบคทีเรีย Lysinibacillus sphaericus ใน

การควบคุมประชากรยุงและกําจัดลูกน้ํายุงไดอยางจําเพาะ โดยมีฤทธิ์จําเพาะในการฆาลูกน้ํายุงสายพันธุยุง

รําคาญ (Culex spp.) และยุงกนปลอง (Anopheles spp.) โปรตีนชนิดนี้ประกอบดวยโปรตีน 2 ชนิดท่ี

ทํางานรวมกันคือโปรตีน BinA มีขนาด 42 kDa เปนสวนตอบสนองตอความเปนพิษ (Toxin subunit) และ 

https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%A1%E0%B8%A5%E0%B8%87
https://en.wikipedia.org/wiki/Diptera
http://www.honestdocs.co/dengue-symptoms-and-prevention
https://www.honestdocs.co/what-is-chikungunya
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BinB มีขนาด 51 kDa เปนสวนท่ีตอบสนองตอการจับจําเพาะกับตัวตอบรับของเซลลเปาหมาย (Specific 

receptor) บนผิวเซลลกระเพาะของลูกน้ํายุง  (midgut epithelial membrane) ปจจุบันจึงไดมีการนํา

โปรตีนสารพิษนี้มาพัฒนาประสิทธิภาพในการกําจัดลูกน้ํายุง เพ่ือลดจํานวนประชากรยุง เนื่องจากโปรตีน

สารพิษจากแบคทีเรียนี้ไมสงผลกระทบตอสิ่งแวดลอม แตยังมีขอจํากัดในการใชงานซ่ึงมีความคงทนได

ระยะเวลาสั้น ทําใหออกฤทธิ์ไดในระยะสั้นและเนื่องจากการออกฤทธิ์ตอสายพันธุของยุงอยางจําเพาะทําให

พบการดื้อยาตอการใชโปรตีนฆาลูกน้ํายุงชนิดนี้ได แตอยางไรก็ตามการใชโปรตีนสารพิษยังไมแพรหลาย

มากนักเนื่องจากการใชโปรตีนสารพิษไมเห็นผลรวดเร็วเหมือนสารฉีดพนดวยสารเคมี ดังนั้นเพ่ือใหเกิดการ

พัฒนาประสิทธิภาพและการออกฤทธิ์ของโปรตีนสารพิษใหดียิ่งข้ึน ผูวิจัยจึงสนใจศึกษาถึงการทํางานของ

โปรตีน Binary toxin โดยเฉพาะอยางยิ่งขอมูลทางดานโครงสรางและความปลอดภัยตอเซลลอ่ืนๆ เพ่ือเปน

ขอมูลในการพัฒนาโปรตีนสารพิษ ทําใหสามารถพัฒนาตอยอดเปนชีวภัณฑสําหรับการควบคุมประชากรยุง

ได 

จากการศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาการทํางานของโปรตีนสารพิษชนิดไบนารี่จากขอมูล

เชิงโครงสรางสามมิติของโปรตีน BinA และ BinB ซ่ึงโครงสรางของท้ังสองโปรตีนมีความคลายคลึงกันแต

อยางไรก็การทําหนาท่ีในบริเวณท่ีมีความสําคัญยังไมมีขอมูลมากนัก การศึกษาครั้งนี้เพ่ือใหไดสวนท่ีคาดวา

จะมีความสําคัญตอการออกฤทธิ์ฆาลูกน้ํายุง โดยศึกษาตําแหนงกรดอะมิโนท่ีคาดวาจะมีความสําคัญตอ

ประสิทธิภาพในการฆาลูกน้ํายุง เชน การจับกับ receptor บนผิวเซลลลูกน้ํายุง เพ่ือสามารถนําความรูไปใช

ในการพัฒนาประสิทธิภาพของชีวภัณฑซ่ึงสามารถนําความรูนี้ชวยแกปญหาการดื้อยาท่ีเกิดข้ึนจากการใช

โปรตีนฆาลูกน้ํายุงชนิดนี้เปนเวลานานไดและสามารถใชพัฒนาโปรตีนสารพิษโดยอาจนําไปรวมกับ toxin 

ตัวอ่ืนใหมีประสิทธิภาพในการฆาลูกน้ํายุงไดดียิ่งข้ึน นอกจากนี้นําโปรตีนสารพิษนี้ทดสอบทางดานความ

ปลอดภัยหรือความเปนพิษตอเซลลอ่ืนๆ ท่ีไมใชเซลลเปาหมายอีกดวย  

 

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย  

 ศึกษาความสําคัญของกรดอะมิโนชนิดอะโรมาติก tyrosine ของโปรตีนสารพิษ BinB ตอการออกฤทธิ์

ฆาลูกน้ํายุง Culex quinquefasciatus โดยมีวัตถุประสงคดังนี้ 

 1) เพ่ือสรางโปรตีนกลายพันธุททท่ีตําแหนงของกรดอะมิโนชนิดอะโรมาติก 

 2) เพ่ือศึกษาความเปนพิษของโปรตีน binary toxin ตอเซลลตาง ๆ นอกจากเซลลเปาหมาย 

 3) เพ่ือศึกษาความสามารถในการจับกับตัวตอบรับบนผิวเซลลลูกน้ํายุง Culex quinquefasciatus 

 

1.3 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

1. สามารถยืนยันการทําหนาท่ีของโปรตีน BinB ท่ีบริเวณ N-terminal binding domain ได 

2. สามารถพัฒนาประสิทธิภาพของชีวภัณฑโปรตีนสารพิษ เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการทํางานรวมกันของ 

BinA และ BinB และยังชวยปองกันการดื้อยาของลูกน้ํายุงจากการใชโปรตีนสารพิษตอไปได 

3. สามารถยืนยันผลกระทบของโปรตีนตอเซลลอ่ืนๆ ท่ีไมใชเซลลเปาหมายได 
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1.4 ขอบเขตของการวิจัย  

โครงการวิจัยนี้ศึกษาบทบาทของกรดอะมิโนชนิดอะโรมาติกในโครงสรางของโปรตีน BinB โดยการ

สรางโปรตีนกลายพันธุโดยวิธี site-directed mutagenesis เพ่ือเขาใจการทํางานของโปรตีนสารพิษฆา

ลูกน้ํายุง binary toxin ตอการจับจําเพาะบนผิวเซลลกระเพาะลูกน้ํายุงรําคาญ และยังศึกษาดานความเปน

พิษตอเซลลอ่ืนๆ ท่ีไมใชเซลลเปาหมายดวย  

 

1.5 นิยามศัพท 

 Binary toxin โปรตีนฆาลูกน้ํายุงชนิดไบนารี่ทอกซิน 

 Receptor ตัวตอบรับ 

 Toxicity ความเปนพิษ 
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บทที ่2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 

2.1 Lysinibacillus sphaericus  

2.1.1 ความรูท่ัวไปเกี่ยวกับ Lysinibacillus sphaericus  

) Lysinibacillus sphaericus   เปนแบคทีเรียแกรมบวก  รูปทอน (rod shape) สามารถสราง

สปอรได โดยสปอรท่ีสรางข้ึนจะอยูท่ีปลายสุดของเซลล เรียกวา terminal spore  สามารถพบไดท่ัวไปใน

ดิน และตามแหลงนํ้าธรรมชาติ ไมสามารถยอยน้ําตาลไดและดํารงชีวิตโดยอาศัยออกซิเจน (Aerobic 

bacteria) แบคทีเรียชนิดนี้พบไดท่ัวไปในดินและน้ํา เปนแบคทีเรียท่ีมีความสามารถผลิตสารพิษในรูปของ

โปรตีนท่ีมีฤทธิ์ฆาลูกน้ํายุงได 2 กลุม กลุมท่ี 1 คือ Mosquitocidal toxins หรือโปรตีน Mtx อาจแบงได 3 

ชนิดคือ Mtx1, Mtx2 และ Mtx3 (Shi et al., 2003) ผลิตในระยะการเจริญ (vegetative phase) แตจะ

ถูกยอยดวยเอนไซมโปรติเอสเม่ือเขาสูระยะสรางสปอร(sporulation phase) กลุมท่ี 2 คือ Binary toxin 

(Bin) เปนผลึกโปรตีนท่ีผลิตข้ึนในระยะสรางสปอร (sporulation phase) แสดงในภาพท่ี 2.1 (Charles et 

al., 1996) โดยโปรตีนท้ังสองชนิดออกฤทธิ์จําเพาะตอยุงสายพันธุตางชนิดกัน Lysinibacillus sphaericus 

เปนหนึ่งในแบคทีเรียท่ีนํามาใชเปนสารชีวภาพในการกําจัดแมลงท่ีเปนพาหะนําโรคตาง ๆ ในเขตรอนชื้น 

เชน โรคมาลาเรีย โรคเทาชาง โรคไขเลือดออก เพ่ือการพัฒนาประสิทธิภาพการใชสารชีวภาพท่ีไดจาก

แบคทีเรีย Lysinibacillus sphaericus ในการควบคุมประชากรยุงและกําจัดลูกน้ํายงุไดอยางจําเพาะ ในป 

ค.ศ. 2006 ท่ีผานมาองคการอนามัยโลกใหคําแนะนําวา Lysinibacillus sphaericus สามารถนําไปใชใน

การกําจัดลูกนํ้ายุง Culex quinquefasciatus ในแหลงนํ้าขังท่ีเปนนํ้าสกปรกหรือนํ้าเนาเสียไดเปนอยางดี  

การวิจัยนี้มุงเนนศึกษาโปรตีนสารพิษ Binary toxin เนื่องจากเปนผลึกโปรตีนท่ีมีความทนตอ

สภาพแวดลอมไดดีกวา โปรตีน Binary toxin มีฤทธิ์จําเพาะในการฆาลูกน้ํายุงสายพันธุยุงรําคาญ (Culex 

spp.)และยุงกนปลอง (Anopheles spp.) โปรตีนชนิดนี้ประกอบดวยโปรตีน 2 ชนิดท่ีทํางานรวมกันคือ

โปรตีน BinA มีขนาด 42 kDa เปนสวนตอบสนองตอความเปนพิษ (Toxin subunit) และ BinB มีขนาด 

51 kDa เปนสวนท่ีตอบสนองตอการจับจําเพาะกับตัวตอบรับของเซลลเปาหมาย (Specific receptor) บน

ผิวเซลลกระเพาะของลูกน้ํายุง (midgut epithelial membrane) (Porter et al., 1993)  
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ภาพ ท่ี  2.1 ภาพถ ายจากกล องจุ ลทรรศน อิ เล็ กตรอนแบบส องผ าน  (Transmission electron 

microscopy) ของแบคทีเรีย Lysinibacillus sphaericus ท่ีมีการสรางผลึกโปรตีน (crystal) ในระยะท่ีมี

การสรางสปอร ซ่ึงภายในบรรจุดวยโปรตีนท่ีเปนพิษตอลูกน้ํายุง 

 

2.1.2 โปรตีนสารพิษชนิดไบนารี่ Binary toxin  

จากการศึกษาโครงสรางโปรตีน Binary toxin พบวามีความยาวประมาณ 100 Å และมีเสนผาน

ศูนยกลางประมาณ 25-30 Å (Porter et al., 1993) จากการวิเคราะหโครงสรางของโปรตีน binary ดวย

เทคนิคชีวฟสิกส (biophysical techniques) พบวาโปรตีน binary toxin มีลักษณะเปนเฮทเทอโรเตตรา

เมอร (heterotetramer) ประกอบดวย BinA 2 โมเลกุล และ BinB 2 โมเลกุล (Smith et al., 2005) โดย 

BinA ประกอบดวย 2 โดเมนคือ N-terminal domain (NTD) ซ่ึงนาจะเปนสวนท่ีสามารถเขาจับกับ BinB 

และ C-terminal domain (CTD) มีความสําคัญตอการออกฤทธิ์ฆาลูกน้ํายุง (toxic action)  โดย CTD 

แบงเปน 3 สวนยอย คือ β-Sheet, Transmembrane และ β-sandwich ดังแสดงในภาพท่ี 2.2 (Yuan 

et al., 2001) และจากการวิเคราะหโครงสรางของ BinA ดวยเทคนิค X-ray crystallography ในผลึก

รวมกับ BinB พบวาโปรตีน BinA ประกอบดวย β-strand 49.3% และ α-helix 3.1% (Hire et al., 

2009) ใน โป รตี น  BinB ป ระ ก อ บ ด ว ย  37% β-sheet ซ่ึ งม าก ก ว า  α -helix ท่ี มี อ ยู เ พี ย ง  7% 

(Tangsongcharoen et al., 2011) โปรตีน BinB แบงออกเปน 2 domain คือ N-terminal domain 

(NTD) และ C-terminal domain(CTD) โดย NTD เริ่มจากกรดอะมิโน Threonine 19 (Thr19) จนถึง 

Alanine 200 (Ala200) ท่ีประกอบโครงสรางเปนรูปทรงกลม มีลักษณะเปน β-trefoil fold ท่ีประกอบไป

ดวย 3 motif ไดแก Alpha (α) , Beta (β) และ Gamma (γ) ดังแสดงในภาพท่ี 2.2  บริเวณ N-terminal 

domain (NTD) ของ BinB มีความสําคัญในการจับกับตัวตอบรับบนผิวเซลลกระเพาะลูกน้ํายุง สวนบริเวณ

ดานบนของโครงสรางโปรตีน BinB จะประกอบไปดวย พันธะไดซัลไฟด (disulfide- bridge) ท่ีเชื่อม

ระหวางกรดอะมิโน Cysteine 67 และ Cysteine 161 ซ่ึงพันธะไดซัลไฟดนี้มีหนาท่ีในการรักษาโครงสราง

ใหมีความแข็งแรง และยังมีสวนชวยใหโปรตีน BinB ทํางานรวมกับ BinA ในการแสดงความเปนพิษอีกดวย

(ศรีสุจริตพานิช, 2018) โครงสรางสามมิติของโปรตีน BinA และ BinB มีความคลายคลึงกันแตมีหนาท่ี

ตางกัน  โดยโปรตีน BinB จะทําหนาท่ีจับอยางจําเพาะกับตัวตอบรับบนผิวเซลลกระเพาะลูกน้ํายุง 

(Receptor binding subunit) สวน BinA ทําหนาท่ีเก่ียวกับความเปนพิษ (toxic subunit) ดังนั้นเพ่ือการ

ทํางานอยางประสิทธิภาพจะใช BinA และ BinB ทําหนาท่ีรวมกันในสัดสวนท่ีเทากันในการออกฤทธิ์กําจัด

ลูกน้ํายุง (Charles et al., 1996) 
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จาก โค รงส ร า งขอ งโป รตี น  BinB ส วน  N-terminal domain มี ลํ าดั บ ก รดอะ มิ โน กลุ ม 

Aromatic  ซ่ึงมีกรดอะมิโน 3 ชนิด ไดแก Tyrosine, Phenylalanine และ Tryptophan มีอยูเปนจํานวน

มาก ซ่ึงมีความสําคัญในการจับกับกับตัวตอบรับอยางจําเพาะบนผิวเซลลกระเพาะลูกน้ํายุง เนื่องจาก

กรดอะมิ โน ท่ี มี  Aromatic ring จะทํ าการแทงผ าน  lipid membrane ทํ าให เกิด เป นรู รั่ ว  (Pore 

formation) ท่ีเยื่อหุมเซลลกระเพาะลูกน้ํายุง และนําไปสูการตายของของลูกน้ํายุง (Singkhamanan et 

al., 2009)  

N-terminal domain  ปกคลุมไปดวยกรดอะมิโน Threonine 19 (Thr19) – Alanine 200 

(Ala200) ท่ีประกอบโครงสรางเปนรูปทรงกลม โดย N-terminal domain นั้นมีลักษณะเปน β -trefoil 

fold ท่ีประกอบไปดวย 3 motif ไดแก Alpha (α ) , Beta ( β ) และ Gamma (γ ) สวนบริเวณดานบนจะ

ประกอบไปดวย พันธะไดซัลไฟด (disulfide bridge) ท่ีเชื่อมระหวางกรดอะมิโน Cysteine 67 (Cys67) 

และ Cysteine 161 (Cys161) ซ่ึงพันธะไดซัลไฟดนี้ถูกเสนอวามีหนาท่ีในการรักษาโครงสรางใหมีความ

แข็งแรง และยังพบในโครงสรางของโปรตีนสารพิษชนิด Aerolysin ดวย นอกจากนี้ไดมีการศึกษาพบวา

กรดอะมิโน Cysteine มีสวนชวยใหโปรตีน BinB ทํางานในการแสดงความเปนพิษอีกดวย 

 C-terminal domain  มีรูปรางยาวภายในประกอบไปดวยกรดอะมิโน Proline 226 (Pro226) – 

Threonine 407 (Thr407) โดยรวมของโครงสรางประกอบไปดวยสาย β  ประมาณ 39% ซ่ึงหลายสายมี

ลักษณะยาวและบิดเขาไปขางใน นอกจากนี้ยังประกอบไปดวยกลุมของอะโรมาติกเชื่อมตออยูระหวาง β -

sheet และ Amphipathic loop รวมท้ังพบกรดอะมิโน serine และ threonine อยางเดนชัดบนผิวของ 

domain ซ่ึงลักษณะท่ีพบดังกลาวเปนลักษณะท่ีพบไดในโปรตีนสารพิษ Aerolysin β -PFTs (Pore 

forming toxins) (Srisucharitpanit K., et al., 2014;) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.2 โครงสรางของโปรตีน BinA และ BinB ประกอบไปดวย 2 โดเมน ไดแก N-terminal domain 

(NTD)และ C-terminal domain (CTD)   โดย CTD แบงเปน 3 สวนยอย คือ β-Sheet (สีเขียว) บริเวณ 

Transmembrane (สีเหลือง) และ β-sandwich   (สีแดง) และ NTD โครงสรางเปนรูปทรงกลม มี

ลักษณะเปน β-trefoil fold ท่ีประกอบไปดวย 3 motif ไดแก Alpha (α) , Beta (β) และ Gamma (γ)    
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2.1.3 กลไกการออกฤทธิ์ของ Binary toxin 

โปรตีน BinA และ BinB ท่ีถูกสรางข้ึนใน L. sphaericus อยูในรูปท่ียังไมพรอมทํางานซ่ึงมีขนาด

ประมาณ 42 และ 51 kDa ตามลําดับ จากการทดลองกระตุนใหโปรตีนสารพิษอยูในรูปท่ีทํางานไดในหลอด

ทดลองดวยเอนไซมจากกระเพาะลูกน้ํายุงพบวา BinA และ BinB ในสภาพท่ีพรอมทํางานจะมีขนาด

ประมาณ 39 และ 43 kDa ตามลําดับ (Baumann et al., 1987; Nielsen-Leroux and Charles, 1992) 

หลังจาก BinA และ BinB อยูในสภาพท่ีพรอมจะทํางานแลว BinB จะไปจับกับ receptor แลวจึงเกิดการ 

internalize นํา BinA และ/หรือ BinB เขาสู midgut cells โดย receptor-mediated endocytosis 

(Davidson, 1988) และจากศึกษาทางดาน immunohistochemistry พบวาท้ัง BinA และ BinB สามารถ

เขาสู epithelium gut cells ของ C. quinquefasciatus ได (Silva-Filha and Peixoto, 2003) มี

หลักฐานชี้ชัดวา alpha-glucosidase ในกระเพาะลูกน้ํายุงเปน receptor ของ binary toxin ไดแก Culex 

pipiens (Cpm1), C. quinquefasciatus (Cqm1) และ Anopheles gambiae (Agm3) จากนั้นมี

การศึกษาโดยการโคลน receptor Cpm1 ใน Madin-Darby Canino Kidney (MDCK) และเติม binary 

toxin พบวาสามารถทําใหเซลลเกิดการ permeability ของ plasma membrane และคาดวาเกิดจากการ

สรางรูรั่ว จากนั้นจึงเกิดการเปลี่ยนแปลงข้ึนภายในเซลล (Cokmus et al., 1997; Opota et al., 2011; 

Pauchet et al., 2005) นอกจากนี้ binary toxin ยังสามารถทําใหเกิดรูบน planar lipid bilayer และ 

large unilamellar phospholipid vesicles (LUVs) โดยไมตองอาศัย receptor (Schwartz et al., 

2001) การศึกษาตอมายังพบวา BinB มีความสามารถในการแทรกผาน lipid membrane แลวเกิดการ

เปลี่ยนแปลงรูปรางของโปรตีนท้ัง BinAและ BinB ใน lipid membrane (Boonserm et al., 2006; 

Surya et al., 2016) จากเหตุการณท้ังหมดจึงคาดวา binary toxin นาจะสรางรูรั่วบนผิว membrane ได 

แตไมมีหลักฐานปรากฏชัดวาเกิดรูรั่วทําใหเซลลแตก จึงเชื่อไดวา การเกิดรูรั่วเปนเพ่ือเปนการนํา toxic 

subunit หรือ BinA เขาสูเซลล สอดคลองกับโครงสรางของโปรตีน BinA และ BinB ท่ีคลายโปรตีนสรางรู

รั่วกลุม Aerolysin หลังจากนั้นเซลลจะเกิดการเปลี่ยนแปลงหลายอยาง เชน เกิด vacuoles ใน 

cytoplasm, mitochondria swelling และ เกิดการทําลาย microvilli จนนําไปสูกระบวนการ 

apoptosis (Silva-Filha and Peixoto, 2003) แตยังไมมีขอมูลสนับสนุนวา BinA และ/หรือ BinB เขาไป

ทํารบกวนเปลี่ยนแปลงหรือยับยั้งกระบวนการในระดับเซลลจนนําไปสูการตายของเซลล จากขอมูลท่ีกลาว

มาขางตนจะเห็นวาข้ันตอนการออกฤทธิ์ของ binary toxin เปนกระบวนการท่ีซับซอนและยังไมทราบกลไก

ท่ีแนชัด เนื่องจากโครงสรางท่ีคลายคลึงกันของโปรตีน BinAB กับ aerolysin แสดงใหเห็นวาอาจสรางรูรั่ว

ในกลไกท่ีคลายกัน 
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บทที่ 3  

ระเบียบวิธีวิจัย 

3.1 การสกัด plasmid โดยใชชุด GeneJET Plasmid MiniprepKit 

นํา single colony จาก master plate มาเลี้ยงใน LB Broth ท่ีมี 50 µg  kanamycin ปริมาตร  

4 ml บมเชื้อท่ี incubator shaker 37oC 200 rpm เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง สังเกต LB Broth มีความขุน

แสดงถึงการมีการเจริญ เติบ โตของแบคที เรีย  แบ งเชื้ อแบคที เรียปริมาตรครั้ งละ  1 ml ลงใน 

microcentrifuge tube นําไปปนเหวี่ยงท่ี 6000 rpm นาน  2 นาที ท่ีอุณหภูมิหอง  เก็บ pellet ไว แลว

ท้ิง supernatant จนหมด จากนั้นเติม P1 buffer (Resuspend solution) ท่ีผสม RNase แลว ปริมาตร 

250 µl และนําไป vortex หรือ pipetting เติม P2 buffer (Lysis solution) 250 µl และทําการ mix 

โดย inverting 4-6 ครั้ง เติม N3 buffer (Neutralize solution) 350 µl และทําการ mix โดย inverting 

4-6 ครั้ง (หาม vortex เด็ดขาด) จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงท่ี 12,000 rpm 5 นาที ถายประมาณ 700 µl ของ 

supernatant ลงใน column และปนเหวี่ยงท่ี 12,000 rpm นาน 1 นาที ท้ิงของเหลวท่ีอยูภายใน 

collection tube (หลอดดานลางสุด) เติม Wash Solution 500 µl และปนเหวี่ยงท่ี 12,000 rpm นาน 1 

นาที ท้ิงของเหลวไป เติม Wash solution 500 µl นําไปปนเหวี่ยงท่ี 12,000 rpm นาน 1 นาที และท้ิง

ของเหลวไป (ทํา 2 ครั้ง) ปนเหวี่ยงซํ้าท่ี 12,000 rpm นาน 1 นาที จากนั้นถอด collection tube (หลอด

ดานลางสุด) ท้ิงไป และเปลี่ยนเอา microcentrifuge tube มาใสแทน เติมน้ํากลั่น 50 µl ลงใน column 

ตั้งท้ิงไว 2 นาที จากนั้นนําไปปนเหวี่ยง 12,000 rpm นาน 2 นาที เก็บพลาสมิดท่ีไดท่ีอุณหภูมิ -20°C 

 

3.2 การสราง BinB กลายพันธุดวยเทคนิค Site-directed mutagenesis PCR 

ในข้ันตอนนี้จะตองใชพลาสมิด pET28b-BinB (wild type) เปน DNA template และคู Primers 

ท่ีออกแบบใหมีการเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทดตําแหนงท่ีตองการ โดยในข้ันตอนแรกพลาสมิด DNA 

สายคูท่ีเปน DNA template (pET28b-BinB (wild type)) จะถูกทําใหแยกออกจากกัน ดวยความรอน 

จากนั้น Primer ท่ีมีการเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทดท่ีออกแบบไว จะเขามาจับกับ DNA template ณ 

ตําแหนงท่ีเปนเบสคูสม ซ่ึงตําแหนงเบสท่ีมีเปลี่ยนแปลงจะไมจับกับ DNA template หลังจากนั้นเอนไซม 

High-Fidelity DNA polymerase (Phusion) จะทําการสังเคราะห DNA เสนใหมจนครบท้ังพลาสมิด ซ่ึง

เปลี่ยน wild type plasmid เปน mutant plasmid สวนประกอบท่ีใชในปฏิกิริยามีดังแสดงในตารางท่ี 

3.1 และ 3.2 จากนั้นนําไปทดสอบโดย 1% agarose gel electrophoresis ดวยกระแสไฟฟา 100 โวลต 

เวลา 25 นาที เพ่ือตรวจสอบขนาด PCR product  

หลังจากนั้นจะคัดเลือกเฉพาะ DNA สายท่ีสังเคราะหใหม ท่ีมีการเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทด

ท่ีตองการ โดยใชเอนไซม DpnI จะทําหนาท่ียอยนิวคลีโอไทดท่ีถูก methylation ของ DNA template ซ่ึง 

DNA สายใหมท่ีสังเคราะหข้ึนจะไมมีกระบวนการ methylation จึงทําใหเหลือเพียง DNA สายใหม ท่ีมี

บริเวณ Mutation ท่ีตองการ 
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ตารางท่ี 3.1  แสดงองคประกอบของสารท่ีใชในการสังเคราะห BinB กลายพันธุดวยเทคนิค Site-directed 

mutagenesis PCR 

 

องคประกอบของสาร ปริมาตร (µl) 

DNA template  50-100 ng 

10 mM dNTP mix 1 µl 

DMSO 1.5 µl 

Forward primer 10 pmole 

Reverse primer 10 pmole 

5x Phusion GC buffer 10 µl 

High-Fidelity DNA polymerase (Phusion) 0.5 µl 

Sterile DW up to 50 µl 

 

ตารางท่ี 3.2  PCR profile 

 

Cycle step Temperature Time (minute) Number of cycle 

Initial Denaturation 98๐C   1:00 1 cycle 

Denaturation 

Annealing 

Extension 

98๐C   

40-55๐C   

72๐C   

0:10 

0:30 

3:30 

 

30 cycles 

Extension 72๐C   5:00 1 cycle 

 

 

3.3 การนํา mutant plasmid เขาสู  E. coli สายพันธุ  JM109 (transformation) โดยวิธี heat 

shock 

 นําพลาสมิดท่ีถูกตัดดวย DpnI แลว 5 µl มาผสมกับ 100 µl ของ E. coli JM109 competent 

cell ท่ีอยูใน microcentrifuge tube ผสมใหเขากันเบาๆ นําไปแชในน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที หลังจากนั้น

ทําการ heat shock เปนเวลา 90 วินาที ท่ี water bath 42oC และรีบจุมหลอดในน้ําแข็งเปนเวลา 5 นาที

เติม LB broth ปริมาตร 900 µl และนําไปบมท่ี 37oC 200 rpm เปนเวลา 1 ชั่วโมง นําไปปนเหวี่ยงดวย

ความเร็ว 5,000 rpm นาน 2 นาที ดูดสวนใสท้ิง  900 µl เหลือ 100 µl ผสมใหเขากันกับตะกอนโดยดูด

ข้ึนลงเบาๆ จากนั้นนํามา spread ลงบน LB agar plate ท่ีมี 50 µg kanamycin และบมเชื้อท่ี 37oC เปน

เวลา 16-18 ชั่วโมง 
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3.4 การวัดความเขมขนของ DNA โดยการวัดคาการดูดกลืนแสง UV ท่ี 260 nm โดยใชเครื่อง 

spectrophotometer   

นําสารละลายดีเอ็นเอท่ีสกัดไดมาเจือจางดวยสารละลาย TE buffer (1X) ในอัตราสวน 1:100 

(DNA 5 µl :TAE buffer (1X) 495 µl) และนําไปวัดคา OD ท่ีชวงความยาวคลื่นแสง 260 และ 280 nm 

โดยความเขมขนของสารละลายดีเอ็นเอคํานวณไดจากสูตรดังตอไปนี้ คือ ความเขมขนของดีเอ็นเอคา 

OD260 x 50 µg/ml x dilution factor โดยค า  OD260 คือค า ดูดกลืนแสงท่ี ช วงแสง 260 nm ของ

สารละลายดีเอ็นเอ และ 50 µg/ml คือความเขมขนของสารละลายดีเอ็นเอสายคูท่ี OD260 ซ่ึงมีคาเทากับ 1 

สวน dilution factor คืออัตราสวนท่ีใชในการเจือจางสําหรับการประเมินคุณภาพของสารละลายดีเอ็นเอ 

สามารถคํานวณไดจากอัตราสวนระหวางคา OD260 และ OD280 โดยดีเอ็นเอท่ีมีความบริสุทธิ์จะตองมี

คาประมาณ 1.8 

 

3.5 การตรวจสอบโคลนกลายพันธุ (mutant screening) ท่ีอยูใน E. coli สายพันธุ JM109 

นําโคโลนีท่ีข้ึนบน LB agar plate ท่ีมี 50 µg kanamycin (ท่ีไดจากข้ันตอนท่ี 3.3) มาทํา master 

plate จํานวน 5 โคโลนี บมท่ี 37oC เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง เลือกโคโลนีจาก master plate มาเลี้ยงใน 

LB broth 4 ml ท่ีมี 50 µg kanamycin บมเชื้อท่ี shaker incubator 37oC 200 rpm เปนเวลา 16-18 

ชั่วโมง จากนั้นสกัดพลาสมิดดวยชุด GeneJET Plasmid MiniprepKit(ตามข้ันตอนท่ี 3.1) จากนั้น

ตรวจสอบขนาดของพลาสมิดท่ีไดดวย 1% agarose gel electrophoresis (ตามข้ันตอนท่ี 3.2) ดวย

กระแสไฟฟา 100 V เวลา 25 นาที การตรวจหาโคลนกลายพันธุดวยการทํา DNA sequencing โดยบริษัท 

Macrogen Inc. ใช T7 promoter และ T7 terminator primers เปนตัวเริ่มตนการคัดลอกสายดีเอ็นเอ

เม่ือสิ้นสุดปฏิกิริยา DNA sequencing ท่ีไดจะถูกนํามาเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอท่ีเปน wild type 

 

3.6 การศึ กษาการเหนี่ ยวนํ าให เกิ ดการแสดงออกของโปรตีน  BinB กลายพันธุ ใน  E. coli 

BL21(DE3)pLysS ดวยการทํา small scale expression 

   นํา recombination plasmid ท่ี ได transform เขาสู E. coli สายพันธุ BL21(DE3)pLysS มา

คัดเลือกเซลลท่ีไดรับ recombination plasmid ดวยการทํา small scale expression โดยการคัดเลือก

โคลนท่ีมี recombination plasmid นั้นแบคทีเรียจะสามารถเจริญบนอาหารแข็ง LB ท่ีประกอบดวยยา

ปฏิชีวนะ kanamycin ในข้ันตอนแรกทําการเลี้ยงเซลลใน LB broth 4 ml ท่ีประกอบดวยยาปฏิชีวนะ 

kanamycin 4 µl และ chloramphenicol 4 µl โดยทําการบมท่ี 37๐C  ดวยความเร็วรอบ 250 rpm  

เม่ือแบคทีเรียมีการเจริญเขาสูระยะ mid-Log phase นั่นก็คือวัดไดคาดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร 

เทากับ 0.6 จากนั้นจึงไดทําการเติมสาร 1M IPTG ลงไปเพ่ือเหนี่ยวนําใหแบคทีเรียมีการเริ่มตนการ

สังเคราะหโปรตีน BinB กลายพันธุ บมเชื้อท่ี 37๐C  ขามคืน หลังจากนั้นนําเซลลท่ีเลี้ยงวัดคาดูดกลืนแสงท่ี 

600 nm ใหไดคา 0.2-0.7 จากนั้นปนดวยความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที (rpm) เปนเวลา 5 นาที และ
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นํามาผสมกับ 4X sample buffer เตรียมโปรตีนเพ่ือนําไปตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนดวยวิธี 

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

 

3.7 การศึ กษาการเหนี่ ยวนํ าให เกิ ดการแสดงออกของโปรตีน  BinB กลายพันธุ ใน  E. coli 

BL21(DE3)pLysS ดวยการทํา Large scale expression 

                  ภายหลังจากการเตรียมแบคทีเรียตัวเริ่มตน (starter) โดยการเลือก single colony ของ    

E. coli ส าย พั น ธุ  BL21(DE3)pLysS ท่ี มี  recombinant plasmid ท่ี มี ก า ร เจ ริ ญ ใน  LB broth ท่ี

ประกอบดวยยาปฏิชีวนะ kanamycin และ chloramphenicol  โดยคัดเลือกโคลนท่ีพบวาเม่ือเหนี่ยวนํา

ดวย IPTG มีการแสดงออกของโปรตีน BinB กลายพันธุ จากนั้นบมท่ี 37 ๐C  เปนเวลาประมาณ 16-18 

ชั่วโมง ดวยความเร็วรอบ 250 รอบตอนาที (rpm)  หลังจากนั้นนําแบคทีเรียตัวเริ่มตน 1% starter เลี้ยงใน 

LB broth 700 ml  ท่ีประกอบดวยยาปฏิชีวนะ kanamycin 700 µl  และ chloramphenicol 700 µl  

บมท่ี 37๐C  เปนเวลาประมาณ 2 ชั่วโมง 30 นาที   เม่ือแบคทีเรียมีการเจริญเขาสูระยะ mid-log phase 

นั่นก็คือวัดไดคาดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร เทากับ 0.6 จากนั้นจึงไดทําการเติมสาร 0.2 mM IPTG ลง

ไปเพ่ือเหนี่ยวนําใหแบคทีเรียเริ่มตนการสังเคราะหโปรตีน BinB กลายพันธุ บมท่ี 18 ๐C  เปนเวลาประมาณ 

5 ชั่วโมง จากนั้นปนดวยความเร็วรอบ 7,000 รอบตอนาที (rpm) นาน 10 นาที เก็บเซลลสวน pellet ไวท่ี 

-80 °C เพ่ือนําไปใชในการสกัดแยกโปรตีน BinB กลายพันธุบริสุทธิ์ดวยคอลัมน HiTrapTM Ni column 

 

3.8 Protein purification 

 นําสวน pellet ของ E. coli ท่ีเก็บไวท่ี -80 °C มาเติม lysis buffer แลวนําไปทททําใหเซลลแตก

โดยเครื่อง ultrasonicator จากนั้นนําไปปนท่ีความเร็บรอบ 12,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4oC เปนเวลา 60 

นาที เก็บสวน supernatant มาทําใหบริสุทธิ์โดยใชหลักการ histidine affinity chromatography โดยใช 

25 mM-250mM imidazole ท่ีมีความเขมขนนอยไปหาความเขมขนมากตามลําดับ เก็บสวน elution 

fraction ท่ีมีโปรตีน BinB อยู หหหลังจากนั้นตรวจสอบโปรตีนโดย SDS-PAGE และกําจัดเกลือในโปรตีน

ออกโดยการทําใหบริสุทธิ์อีกรอบโดยใช desalting column หลังจากนั้นนําโปรตีนท่ีทําใหบริสุทธิ์มาวัด

ความเขมขนของโปรตีนโดยใช A280 และตรวจสอบความบริสุทธิ์โดย SDS-PAGE อีกครั้ง 

 

3.9 Mosquito-larvicidal activity assay 

Toxicity ของโปรตีนจะถูกทดสอบกับลูกน้ํ ายุ งรําคาญระยะท่ี  2 (second–instar Culex 

quinquefasciatus larvae) โดยโปรตีน BinA และ BinB จะถูกผสมกันในอัตราสวน 1:1 malar ratio 

และทํา 2-fold dilution ดวยน้ํากลั่น ทําใหเปนความเขมขนตางๆ กัน (4 µg/ml – 0.002 µg/ml) จากนั้น

นํา toxin 1 ml แตละความเขมขนใสใน 24-well tissue culture plate ท่ีมีลูกน้ํายุงหลุมละ 10 ตัวอยูใน

น้ํา 1 ml โดย BinB wide-type อยางเดียว ใชเปน negative control จากนั้นนับลูกน้ํายุงตัวตายและ

บันทึกหลังจากให toxin เปนเวลา 48 ชั่วโมง นําผลท่ีไดมาคํานวณคา % mortality  



12 

 

3.10 การทดสอบ Receptor binding assay 

3.10.1 การเตรียมลูกน้ํายุงเพ่ือยอม immunohistochemistry 

เตรียมลูกน้ําเพ่ือนํามาทดสอบ BinB วามีประสิทธิภาพในการจับกับ receptor ในกระเพาะลูกน้ํา

ยุง โดยทําการยอม immunohistochemistry และยืนยันผลเม่ือสองภายใตกลองจุลทรรศน วิธีการทําคือ

นับจํานวนลูกน้ํายุงรําคาญ 10 ตัวในระยะท่ี 3 ในน้ํากลั่น 1 ml ใสลงในหลุมของ 24 well plate จากนั้น 

ทดสอบกับโปรตีน BinB wide type และ BinB mutants ลงใน plate ตามลําดับ ท้ิงไว 2 ชั่วโมง จากนั้น

ยายลูกน้ําท่ีทดสอบกับโปรตีนแลว แยกมาใสใน eppendrop โดยแยกตามชนิดของโปรตีน และ negative 

control คือลูกน้ํายุงท่ีไมไดทดสอบกับโปรตีน (untreated larvae) อีก 10 ตัวตอน้ํากลั่น 1 ml ใสลง 

eppendrop แลวนําไป fix ดวย 4% Paraformaldehyde และแชในน้ําแข็ง เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวลาง

ดวย 1xPBS 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที และสุดทายเก็บใน 1xPBS ท่ีอุณหภูมิ 4oC 

 

3.10.2 กระบวนการ Tissue processing 

เปนข้ันตอนการเตรียมเนื้อเยื่อกระเพาะลูกน้ํายุงท่ีผานการ fixed มาแลวไปผานกระบวนการ 

tissue processing เพ่ือใหชิ้นเนื้อเยื่อนั้นมีความแข็งพอท่ีจะตัดออกเปนชิ้นบางๆ (paraffin section) ได

งายและสะดวกยิ่งข้ึน การทําใหตัวกลางท่ีเปนน้ํายาเคมีตางๆ แทรกซึมเขาไปในสวนประกอบตางๆ ของชิ้น

เนื้อเยื่อ โดยเริ่มจากนําเนื้อเยื่อกระเพาะลูกน้ํายุงมาหอดวยกระดาษบางและใสใน cassette ลงใน jar เพ่ือ

ดึงน้ําออก (dehydration) โดยแชในสารละลาย 70% ethanol, 80% ethanol, 90% ethanol, 95% 

ethanol และ 100% ethanol อยางละ 30 นาที ตามลําดับ หลังจากนั้นแชใน xylene ผสมกับ melted 

paraplast ท่ีอุณหภูมิ 56oC เปนเวลา 1 ชั่วโมง และ melted paraplast ท่ีอุณหภูมิ 56oC อีก 1 ชั่วโมง 

หลังจากนั้นนําเนื้อเยื่อกระเพาะลูกน้ํายุงมา embedding ตอไป 

 

3.10.3 กระบวนการ Embedding และ Sectioning 

         นําชิ้นเนื้อท่ีผานการ Process แลวมาวางเรียงลงใน mold ท่ีมี melted paraplast แลวทําเปน 

block จน paraffin เริ่มแข็งก็นํามาใส melted paraplast จนเต็ม mold แลวนํา ring มาประกบไว

จากนั้นนําไปวางบนแทนเย็นเพ่ือรอให block แข็งจึงถอดออกมาจาก mold ได โดยทํา 1ตัว/1mold (ตอง

labeled ลงบน ring ใหชัดเจน) จากนั้นนําไป section ออกมาเปน ribbon โดยใชเครื่อง microtome 

แลวนําลงไป water bath เพ่ือให ribbon ยืดจนสุด ไมมีรอยยับ จากนั้นนําสไลดท่ี coat ดวย silane มา

ชอนเพ่ือให paraffin section อยูบนสไลด แลววางไวบนแทนอบท่ีอุณหภูมิ 42oC เปนเวลา 12 ชั่วโมง

เพ่ือใหเนื้อเยื่อติดสไลดดีข้ึน 

3.10.4 การยอม immunohistochem 

         เพ่ือศึกษาความสามารถในการจับกันของโปรตีน BinB กับ receptor บนเนื่อเยื่อกระเพาะลูกน้ํายุง 

และสองภายใตกลองจุลทรรศน โดยนําสไลด ท่ีไดไป  rehydrate กอนโดยแชในสารละลาย 100% 

ethanol, 95% ethanol, 90% ethanol, 80% ethanol แ ล ะ  70% ethanol อ ย า ง ล ะ  30 น า ที 
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ตามลําดับ  จากนั้นจึงเขาสูกระบวนการยอมโดยทําการยับยั้ง endogenous peroxidase ดวย 3% H2O2  

หยดลงบนสไลดจนทวมเนื้อเยื่อท้ิงไว 30 นาที แลวลางออกดวย T-PBS 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที จากนั้นทํา

การยับยั้ง non-specific binding ดวย goat serum (1:200) ลงบนสไลดจนทวมเนื้อเยื่อท้ิงไว 45 นาที 

แลวลางออกดวย T-PBS 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที จากนั้นโปรตีน BinB wild-type หรือ BinB mutants 

ตองการทดสอบท่ีความเขมขน LC90 หยดลงบนสไลดจนทวมเนื้อเยื่อท้ิงไว 45 นาที แลวลางออกดวย T-

PBS 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที จากนั้นทําการลง primary antibody โดยใช anti-BinB (1:10000) บนสไลด

จนทวมเนื้อเยื่อท้ิงไว 45 นาที แลวลางออกดวย T-PBS 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที จากนั้นลง secondary 

antibody โดยใช biotin-goat anti-rabbit IgG (1:200) บนสไลดจนทวมเนื้อเยื่อท้ิงไว 45นาที แลวลาง

ออกดวย T-PBS 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที หลังจากนั้นลง horseradish peroxidase labeled streptavidin 

(1:500) บนสไลดจนทวมเนื้อเยื่อท้ิงไว 45นาที แลวลางออกดวย T-PBS 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที แลวทําการ

หยด DAB (ทําในท่ีมืดเทานั้น) ซ่ึงเปน Chromogen จะปรากฏสีน้ําตาลตรงตําแหนงของเนื้อเยื่อท่ีมีแอนติ

บอด้ีไปจับอยูกับแอนติเจน หยดท้ิงไว 5-7 นาที แลวนําไปลางน้ํากลั่น 3 รอบ รอบละ 5 นาที แลว clear 

ดวย xylene 2 ครั้ง ครั้งละ 3 นาที สุดทายทําการ permount และนําไปสองภายใตกลองจุลทรรศน 
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บทท่ี 4 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

 

4.1 ผลการวิจัย 

4.1.1 เปรียบเทียบโครงสรางเพ่ือคัดเลือกตําแหนงท่ีจะดําเนินงานวิจัยและออกแบบไพรเมอร 

  โครงสรางของโปรตีน BinB ในสวน N-terminal domain ท่ีมีลําดับกรดอะมิโนคลายคลึงกับ

โปรตีนท่ีทําหนาท่ีจับกับโมเลกุลของน้ําตาล (some sugar binding proteins) ซ่ึงเต็มไปดวยกรดอะมิโน

ชนิดอะโรมาติก (aromatic rich domain) จํานวน 22 ตัว โดยผูวิจัยสนใจเลือกศึกษากรดอะมิโนชนิดอะโร

มาติกท่ีหมุนดาน side chain ออกดานนอก ซ่ึงเปรียบเทียบจากโครงสรางสามมิติของโปรตีน BinB และ

ผูวิจัยทําการกลายพันธุกรดอะมิโนฟนิลอะลานีนในโปรตีน BinB ไดแกตําแหนง F147, F149 และ 

F147/149 ของโปรตีนสารพิษ BinB และกรดอะมิโนไทโรซีนในโปรตีน BinB ไดแกตําแหนง Y53, Y72, 

Y76, Y94 และ Y111 โดยเปลี่ยนรหัส codon ของตําแหนงดังกลาวใหเปนรหัส codon ของกรดอะมิโนอะ

ลานีน ผูวิจัยไดทําการออกแบบไพรเมอรดังแสดงในตารางท่ี 4.1  

ตารางท่ี 4.1   Primers ท่ีออกแบบสําหรับ PCR site-directed mutagenesis 

Mutagenic primers Sequences Tm (oC) 

F147A_forward 5’- G GGA GAG CAA TTT GCC CAA TTC TAT ACA -3’ 64 

F147A_reverse 5’- T TCA TCC ACG AAG TAG ACG TTG AAG AGG -3’ 64 

F149A_forward 5’- A GAG CAA TTT  TTT CAA GCG TAT ACA CA  -3’ 61 

F149A_reverse 5’- A AAC ACA TAT GCG AAC TTT TTT AAC GA -3’ 61 

F147/149A_forward 5’- A GAG CAA TTT GCG CAA GCT TAT ACA CAA -3’ 61 

F147/149A_reverse 5’- CAA AAC ACA TAT TCG AAC GCG TTT AAC GA -3’ 61 

Y53A_forward 5’-CACGG AATGGTGCAGGTTTATCAAAAACC-3’ 60 

Y53A_reverse 5’-GGTTTTTGATAAACCTGCACCATTCCGTG-3’ 60 

Y72A_forward 5’-CCCATCTAACGAAGCTTCAATAATGTATGA-3’ 57 

Y72A_reverse 5’-TCATACATTATTGAAGCTTCGTTAGATGGG-3’ 57 

Y76A_forward 5’-CGAATATTCAATAATGGCCGATAATAAAGATC-3’ 57 

Y76A_reverse 5’-GATCTTTATTATCGGCCATTATTGAATATTCG-3’ 57 

Y94A_forward 5’-GATGATGGTAGAGCTATTATTGCAGATAGAG-3’ 59 
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Y94A_reverse 5’-CTCTATCTGCAATAATAGCTCTACCATCATC-3’ 59 

Y111A_forward 5’-GCACCTACTGCATTGGATAATAACAATCACC-3’ 60 

Y111A_reverse 5’-GGTGATTGTTATTATCCAATGCAGTAGGTGC-3’ 60 

หมายเหตุ  ตําแหนงท่ีทําการกลายพันธุระบุเปนตัวอักษรหนา 

 

4.1.2 PCR site-directed mutagenesis 

ในการทํา PCR based site-directed mutagenesis เพ่ือสราง mutant plasmids จะตองใชพ

ลาสมิด pET28b-BinB (wild type) เปน DNA template ดังแสดงในรูปภาพท่ี 4.1 และคูของ 

mutagenic primers ท่ีออกแบบใหมีการเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทดตําแหนงท่ีตองการท่ีออกแบบไว 

(ตารางท่ี 4.1) ในการทํา PCR นี้จะใช Phusion DNA polymerase และองคประกอบของ PCR แสดงใน

ตารางท่ี 3.1 สําหรับ PCR profile แสดงในตารางท่ี 3.2 โดยผลการทดลองพบวามี PCR product เกิดข้ึน

ท่ีขนาดประมาณ 6.6 Kbp ดังแสดงในรูปภาพท่ี 4.2-4.4 จากปริมาณ PCR products ท่ี annealing 

temperature ตางๆ แสดงใหเห็นวา annealing temperature ท่ีเหมาะสมของ pET28b-BinB_F147A, 

pET28b-BinB_F149A และ pET28b-BinB_F147/149A คือ  50oC ,50oC และ 45oC ตามลําดับ สําหรับ 

PCR products ของ pET28b-BinB_Y53A, pET28b-BinB_Y72A, pET28b-BinB_Y76A, pET28b-

BinB_Y94A และ pET28b-BinB_Y111A มี annealing temperature ท่ีเหมาะสมคือ 50oC หลังจาก

เสร็จสิ้นปฏิกิริยา PCR based site-directed mutagenesis แลวตองกําจัด DNA template ดวยเอนไซม 

DpnI  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปภาพท่ี 4.1  รีคอมบิแนนทพลาสมิด pET28b-BinB (wild type) 
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รูปภาพท่ี 4.2  PCR product F147A, F149A จากการทํา site-directed mutagenesis แสดงบน 

1% agarose gel electrophoresis  

Lane 1: Lamda/HindIII DNA marker 

Lane 2: pET28b-BinB_F147A, annealing temperature 40oC  

Lane 3: pET28b-BinB_F147A, annealing temperature 45oC 

Lane 4: pET28b-BinB_F147A, annealing temperature 50oC 

Lane 5: negative control สําหรับ pET28b-BinB_F147A 

Lane 6: pET28b-BinB_F149A, annealing temperature 40oC 

Lane 7: pET28b-BinB_F149A, annealing temperature 45oC 

Lane 8: pET28b-BinB_F149A, annealing temperature 50oC 

Lane 9: negative control สําหรับ pET28b-BinB_F149A 
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รูปภาพท่ี 4.3  PCR product F147/149A จากการทํา site-directed mutagenesis แสดงบน 1% 

agarose gel electrophoresis  

Lane 1: Lamda/HindIII DNA marker 

Lane 2: pET28b-BinB wild-type 

Lane 3: pET28b-BinB_F147/149A, annealing temperature 40oC  

Lane 4: pET28b-BinB_F147/149A, annealing temperature 45oC 

Lane 5: pET28b-BinB_F147/149A, annealing temperature 50oC 

Lane 6: negative control สําหรับ pET28b-BinB_F147/149A 
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รูปภาพท่ี 4.4  PCR product Y53A, Y72A, Y76A, Y94A และ Y111A จากการทํา site-directed 

mutagenesis แสดงบน 1% agarose gel electrophoresis  

A) PCR product ของ Y53A, Y76A, Y94A และ Y111A 

Lane M: Lamda/HindIII DNA marker 

Lane 1: pET28b-BinB Y53A, annealing temperature 55oC 

Lane 2: pET28b-BinB_Y76A, annealing temperature 55oC 

Lane 3: pET28b-BinB_Y94A, annealing temperature 55oC 

Lane 4: pET28b-BinB_Y111A, annealing temperature 55oC 

  B) PCR product ของ Y72A 

Lane M: Lamda/HindIII DNA marker 

Lane 1: pET28b-BinB Y72A, annealing temperature 55oC 

   Lane 2: negative control (without DNA template) 
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4.1.3 การเหนี่ยวนํา mutant plasmids เขาสูเซลลเจาบาน E.coli DH5α competent cells ดวย

วิธี Heat shock method 

หลังจากทําการกําจัด DNA template ดวยเอนไซม DpnI แลวนําปฏิกิริยานั้นไป transform เขาสู 

E. coli DH5α competent cells โดยนําปฏิกิริยาท่ีถูกตัดดวย DpnI แลว 5 µl มาผสมกับ E. coli DH5α 

competent cells ผสมใหเขากันเบาๆ และนําไปแชในน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที ทําการ heat shock ท่ี 

42oC เปนเวลา 90 วินาที จากนั้นรีบแชในน้ําแข็งเปนเวลา 5 นาที หลังจากนั้นเติม LB broth ปริมาตร 

900 µl และนําไปบมท่ี 37oC ใน shaker incubator 250 rpm เปนเวลา 1 ชั่วโมง นําไปปนเหวี่ยงดวย

ความเร็ว 5000 rpm นาน 2 นาที ดูดสวนใสท้ิง 900 µl เหลือ 100 µl ผสมใหเขากัน จากนั้นนํามา 

spread ลงบน LB agar plate ท่ีมี 50 µg/ml kanamycin และบมเชื้อท่ี 37oC เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง 

หลังจากนั้นเลือกโคโลนีท่ีข้ึนบน LB agar plate ท่ีมี 50 µg/ml kanamycin มาทํา master 

plate จํานวน 5 โคโลนี บมท่ี 37oC เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง และโคโลนีจาก master plate มาเลี้ยงใน LB 

broth ท่ีมี 50 µg/ml kanamycin ปริมาตร 5 ml บมเชื้อท่ี 37oC ใน shaker incubator 200 rpm เปน

เวลา 16-18 ชั่วโมง จากนั้นสกัดพลาสมิดดวยชุด GeneJET Plasmid Miniprep Kit เพ่ือนําพลาสมิดจาก

แตละโคลนมาตรวจสอบดวยวิธี DNA sequencing  

 

4.1.4 DNA sequencing ของ pET28b-BinB_ F147A, F149A  

จากผล DNA sequencing ของพลาสมิดจากโคลนพบวาลําดับ DNA sequence ของ mutant 

plasmids ของ pET28b_BinB F147A และ pET28b_BinB F149A ไดถูกตองตามท่ีออกแบบ 

mutagenic primer ไวใหสามารถเปลี่ยนเปน mutant plasmid ได (รูปภาพท่ี 4.5) และลําดับ DNA 

sequence ของ mutant plasmids ของ pET28b_BinB Y53A, pET28b_BinB Y72A, pET28b_BinB 

Y76A, pET28b_BinB Y94A และ pET28b_BinB Y111A พบวาลําดับ DNA ถูกตองตามลําดับ codon 

ของอะลานีน (รูปภาพท่ี 4.6) หลังจากนั้นนํา mutant plasmids ไปผลิตโปรตีนในข้ันตอนตอไป แตลําดับ 

DNA sequence ของ pET28b_BinB F147/149A ยังไมใช mutant plasmid ดังนั้นจึงจําเปนตองทําการ

แกไขตอไป 
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รูปภาพท่ี 4.5  ผล DNA sequencing โดยลําดับ DNA ของกรดอะมิโนตําแหนง F147 และ F149 ระบุ

ดวยการขีดเสนใตสีดํา 

A) DNA sequence ของ pET28b_BinB wild-type    

B) DNA sequence ของ pET28b_BinB F147A 

C) DNA sequence ของ pET28b_BinB F149A    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



21 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปภาพท่ี 4.6  ผล DNA sequencing โดยลําดับ DNA ของกรดอะมิโนตําแหนง Y53A, Y72A, Y76A, 

Y94A และ Y111A ระบุดวยการขีดเสนใตสีดํา 

A) DNA sequence ของ pET28b_BinB Y53A 

B) DNA sequence ของ pET28b_BinB Y72A 

C) DNA sequence ของ pET28b_BinB Y76A    

D) DNA sequence ของ pET28b_BinB Y94A 

E) DNA sequence ของ pET28b_BinB Y111A 

 

4.1.5 การแสดงออกของโปรตีน  binary toxin ตนแบบ  และโปรตี นกลายพั นธุ  ใน  E.coli 

BL21(DE3)pLysS 

 หลังจากการตรวจสอบลําดับ DNA แลว เลือกโคลนท่ีมี recombinant plasmid ท่ีลําดับ 

DNA ถูกตองมา transform เขาสู E. coli สายพันธุ BL21(DE3) เพ่ือใหผลิตโปรตีน (expression protein) 

และคัดเลือกโคลนท่ีไดรับ recombinant plasmid จากความสามารถของแบคทีเรียท่ีเจริญบน LB agar 

plate ท่ีประกอบดวยสารปฏิชีวนะ kanamycin และ chloramphenicol ได นอกจากนี้คัดเลือกโคลนท่ี

สามารถผลิตโปรตีนกลายพันธุได ดวยการทํา small scale expression จากการเหนี่ยวนําใหมีการสราง

โปรตีน หลังจากเลือกโคลนท่ีสามารถผลิตโปรตีนไดแลวนั้น นํามาทํา large scale expression หลังจาก

นั้นนําเซลลท่ีไดไปปนตกเก็บเซลลเพ่ือนําไปตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนอีกครั้งดวยเทคนิค Sodium 

Dodecyl Sulfate- polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) และนําเซลลท่ีปนเก็บไวไปคัด

แยกให ไดแตโปรตีน BinB หรือ BinA ดวยเทคนิค protein purification โดยใชหลักการ histidine 
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affinity chromatography ผลจากการวิเคราะหพบวา E. coli BL21(DE3)pLysS ท่ี มี recombinant 

plasmid ท่ีถูกเหนี่ยวนําดวย IPTG จะมีการแสดงออกของโปรตีน BinB ท้ัง wild-type และ mutant ท่ีมี

ขนาดประมาณ 51 KDa โดยจะพบแถบของโปรตีน BinB กลายพันธุบน SDS-PAGE gel และโปรตีน BinA 

wild-type มีขนาดประมาณ 42 kDa และโปรตีนเหลานี้ท้ังหมดถูกผลิตออกมาในรูปแบบท่ีละลายน้ําได 

(soluble form) (รูปภาพท่ี 4.7-4.9)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปภาพท่ี 4.7 ผลของโปรตีน BinA wild-type, BinB wild-type และ BinB กลายพันธุ Y53A, Y72A, 

Y76A, Y94A และ Y111A 

 Lane M: Marker  

 Lane 1: BinA wild-type (42 kDa) 

 Lane 2: BinB wild-type (51 kDa) 

 Lane 3: BinB Y53A  

 Lane 4: BinB Y72A 

 Lane 5: BinB Y76A 

 Lane 6: BinB Y94A 

 Lane 7: BinB Y111A 
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รูปภาพท่ี 4.8 ผลของการแสดงออกและ protein purification ของโปรตีน BinB กลายพันธุ F147A 

A) Lane M: Marker  

 Lane 1: Non-induction  

 Lane 2: Induction with 0.2mM IPTG 

 Lane 3: Pellet fraction  

 Lane 4: Supernatant fraction 

 Lane 5: Flow through 

 Lane 6: Wash with lysis buffer 

 Lane 7: Wash with 25 mM imidazole 

 Lane 8: Wash with 50 mM imidazole 

 Lane 9: Wash with 100 mM imidazole fraction 1 

 

B)  Lane M: Marker  

 Lane 1: Wash with 100 mM imidazole fraction 2 

 Lane 2: Wash with 100 mM imidazole fraction 3 

 Lane 3: Wash with 100 mM imidazole fraction 4 

 Lane 4: Wash with 100 mM imidazole fraction 5 

 Lane 5: Wash with 250 mM imidazole fraction 1 

 Lane 6: Wash with 250 mM imidazole fraction 2 

 Lane 7: Wash with 250 mM imidazole fraction 3 

 Lane 8: Wash with 250 mM imidazole fraction 4 

 Lane 9: Wash with 250 mM imidazole fraction 5 
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รูปภาพท่ี 4.9 ผลของการแสดงออกและ protein purification ของโปรตีน BinB กลายพันธุ F149A 

A) Lane M: Marker  

 Lane 1: Non-induction  

 Lane 2: Induction with 0.2mM IPTG 

 Lane 3: Pellet fraction  

 Lane 4: Supernatant fraction 

 Lane 5: Flow through 

 Lane 6: Wash with lysis buffer 

 Lane 7: Wash with 25 mM imidazole 

 Lane 8: Wash with 50 mM imidazole 

 Lane 9: Wash with 100 mM imidazole fraction 1 

 

B)  Lane M: Marker  

 Lane 1: Wash with 100 mM imidazole fraction 2 

 Lane 2: Wash with 100 mM imidazole fraction 3 

 Lane 3: Wash with 100 mM imidazole fraction 4 

 Lane 4: Wash with 100 mM imidazole fraction 5 

 Lane 5: Wash with 250 mM imidazole fraction 1 

 Lane 6: Wash with 250 mM imidazole fraction 2 

 Lane 7: Wash with 250 mM imidazole fraction 3 

 Lane 8: Wash with 250 mM imidazole fraction 4 
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4.1.6 การออกฤทธิ์ของโปรตีน binary toxin ตอลูกน้ํายุงรําคาญ Culex quinquefasciatus  

นําโปรตีน BinB กลายพันธุ Y53A, Y72A, Y76A, Y94A และ Y111A แตละชนิดผสมกับ BinA 

wild-type ในอัตราสวน 1:1 ท่ีความเขมขนตั้งแต 4 µg/ml – 0.002 µg/ml ซ่ึงเจือจาง 2 เทา และนํามา

ทดสอบการออกฤทธิ์ตอลูกน้ํายุงรําคาญ Culex quinquefasciatus ระยะท่ี 2 หลังจากนั้นนับลูกน้ําตัวตาย

และคํานวณหาคาความเขมขนท่ีทําใหลูกน้ํายุงตายครึ่งหนึ่ง (LC50) จากผลการทดลองพบวา โปรตีนกลาย

พันธุท่ีตําแหนง Y53A, Y72A และ Y111A มีความสามารถในการฆาลูกน้ํายุงไดลดลง เม่ือเปรียบเทียบกับ

โปรตีนตนแบบ wild-type (ตารางท่ี 4.2) ผูวิจัยจึงคาดวา tyrosine ท่ีตําแหนง Y53A, Y72A และ Y111A 

นาจะเปนสวนท่ีมีความสําคัญตอความเปนพิษของโปรตีน  

 

ตารางท่ี 4.2 แสดงผลการออกฤทธิ์ของโปรตีนกลายพันธุตอการฆาลูกน้ํายุงรําคาญ 

โปรตีน LC50 (ng/ml) 

BinB (negative control) NA 

BinA + BinB wild-type (positive control) 25.12 

BinA + BinB Y53A 26.32 

BinA + BinB Y72A 26.90 

BinA + BinB Y76A 24.83 

BinA + BinB Y94A 15.45 

BinA + BinB Y111A 28.50 
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4.1.7 ทดสอบความสามารถของโปรตีน BinB ในการจับกับเนื่อเย่ือกระเพาะลูกน้ํายุง (Receptor 

binding assay) ดวยเทคนิคการยอม Immunohistochemistry  

 จากผลการทดสอบการออกฤทธิ์ในลูกน้ํายุง ผูวิจัยเลือกโปรตีนกลายพันธุท่ีมีความสําคัญท่ีแสดง

ความเปนพิษลดลงมาศึกษาการจับกันของโปรตีน BinB Y53A, Y72A และ Y111A จับกับ receptor บน 

microvilli ในก ระ เพ าะลู กน้ํ ายุ ง  โด ย ทํ าก าร เต รี ยมลู กน้ํ ายุ งแ ละดู ก ารจั บ กั น ด วย การย อม 

Immunohistochemistry จะพบวา microvilli ในกระเพาะลูกน้ํายุงท่ีทดสอบกับโปรตีน BinB Y53A, 

Y72A และ Y111A จะติดสีน้ําตาลแตสีจางกวา BinB wild-type ในขณะท่ีกระเพาะลูกน้ํายุงท่ีทดสอบกับ 

Tris buffer (negative control) จะไมเกิดสีน้ําตาลท่ี microvilli เปนไปไดวาท่ีตําแหนง Y53A, Y72A และ 

Y111A อาจจะมีบทบาทสําคัญในข้ันตอนการจับกับ receptor บนผิวกระเพาะลูกน้ํายุง จึงทําใหความเปน

พิษลดลง ดังแสดงในรูปภาพท่ี 4.10 

 

รูปภาพท่ี 4.10 ผลการยอม Immunohistochemistry  

 A: โปรตีน BinB Y53A 

 B: โปรตีน BinB Y72A 

              C: โปรตีน BinB Y111A 

 D: Tris buffer (Negative control) 

 E: โปรตีน BinB wild-type (Positive control) 
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4.1.8 ทดสอบความเปนพิษของโปรตีน binary toxin ตอเซลลตางๆ นอกจากเซลลเปาหมาย 

1) ทดสอบฤทธิ์ของโปรตีน binary toxin ตอเซลลแบคทีเรีย  

นําโปรตีน binary toxin ไดแก BinA อยางเดียว, BinB อยางเดียว, BinA ผสมกับ BinB, 

Activated BinB เปนโปรตีนท่ีถูกตัดดวยเอนไซม trypsin เพ่ือจําลองใหเหมือนในกระเพาะอาหารลูกน้ํายุง 

นอกจากนี้ยังใชโปรตีน Vip3Aa ซ่ึงเปนโปรตีนชีวภาพท่ีมีฤทธิ์ฆาหนอนกระทูท่ีเปนศัตรูพืช นํามาทดสอบ 

antibacterial activity เปรียบเทียบดวย โดยเตรียมอาหาร Mueller Hinton agar (MHA) สําหรับ

เพาะเลี้ยงเชื้อ Gram-positive bacteria; Staphylococcus aureus และ Gram-negative bacteria; 

Escherichia coli โดยบมเชื้อดังกลาวท่ีอุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง จากนั้นนําเชื้อมาปรับใหได 

0.5 McFarland และนําเชื้อไป spread บนอาหาร MHA แลวเจาะรูอาหาร MHA 6 รู เพ่ือหยอดโปรตีนท่ี

ความเขมขน 15 mg/ml ไดแก BinA, BinB, BinA+BinB, Act B, Vip3 และ lysis buffer (Negative 

control) 5 µl พรอมท้ังวาง disk ยา tetracycline ตรงกลางเพลท นําเพลทไปบมท่ีอุณหภูมิ 37oC เปน

เวลา 16-18 ชั่วโมง ผลการทดลองพบวาโปรตีน binary toxin และ Vip3Aa ไมทําใหเกิด inhibition 

zone ข้ึนรอบหลุมท่ีหยอดโปรตีน (รูปภาพท่ี 4.11) ซ่ึงเหมือนกับผลของ lysis buffer แสดงวาโปรตีน 

binary toxin ไมมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย Staphylococcus aureus และ 

Escherichia coli ในขณะท่ีผลของยา tetracycline ตอแบคทีเรีย Staphylococcus aureus เกิด 

inhibition zone 26 nm (Susceptible) และตอแบคทีเรีย Escherichia coli เกิด inhibition zone 22 

nm (Susceptible) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปภาพท่ี 4.11 การทดสอบฤทธิ์ของโปรตีน binary toxin ตอเซลลแบคทีเรีย 

  แบคทีเรีย Gram-positive bacteria; Staphylococcus aureus และ Gram-negative 

bacteria; Escherichia coli  
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2) ทดสอบฤทธิ์ของโปรตีน binary toxin ตอเซลลเม็ดเลือดแดง 

นําโปรตีน binary toxin ไดแก BinA อยางเดียว, BinB อยางเดียว, BinA ผสมกับ BinB และ PBS 

buffer (Negative control) มาทดสอบการแตกของเม็ดเลือดแดง โดยใช TBS ในการเจือจางเม็ดเลือดแดง

ในอัตราสวน 1:1 และทําการบมท่ีอุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 30 นาที และวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 540 nm 

เพ่ือประเมินหาการแตกของเม็ดเลือดแดง จากผลการทดลองพบวาการแตกของเม็ดเลือดแดงของโปรตีน 

binary toxin มีคา 1-2 เปอรเซนต ซ่ึงไมสามารถทําใหเม็ดเลือดแดงแตกเม่ือเปรียบเทียบกับ Triton-X 

(Positive control)  (ตารางท่ี 4.3)  

ตารางท่ี 4.3 แสดงเปอรเซนตการแตกของเม็ดเลือดแดง 

Sample % Hemolysis 

BinA only 1% 

BinB only 1% 

BinA + BinB 2% 

10% TritonX 100 100% 

PBS 0% 

 

4.2 อภิปรายผล 

 ในการศึกษาครั้งนี้ไดสังเคราะหโปรตีนกลายพันธุ BinB โดยคัดเลือกตําแหนงกรดอะมิโนชนิดอะโร

มาติกมาทําการทดสอบประสิทธิภาพการฆาลูกน้ํายุงรําคาญ ซ่ึงเปลี่ยนกรดอะมิโนไทโรซีน (Tyrosine) มา

เปนอะลานีน (Alanine) นอกจากนี้ยังสังเคราะหโปรตีนกลายพันธุ BinB โดยเปลี่ยนกรดอะมิโนฟนิลอะ

ลานีน (Phenylalanine) มาเปนอะลานีน (Alanine) อีกดวย เพ่ือใชทําการทดสอบหนาท่ีของโปรตีนกลาย

พันธุนี้ในงานวิจัยอ่ืนตอไป นําโปรตีนกลายพันธุ BinB Y53A, Y72A, Y76A, Y94A และ Y111A ท่ีไดนํามา

ประเมินประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ฆาลูกน้ํายุงรําคาญ (Culex quinquefasciatus larvae) เพ่ือใหเขาใจ

กลไกท่ีสําคัญในการออกฤทธิ์ตอไป ผลการทดลองพบวาโปรตีนกลายพันธุ Y53A, Y72A และ Y111A ออก

ฤทธิ์ตอลูกน้ํายุงลดลงเม่ือเทียบกับโปรตีน wild-type แสดงวาในตําแหนงกรดอะมิโนนี้นาจะมีความสําคัญ

ตอความสามารถในการเกิดออกฤทธิ์ตอการตายของลูกน้ํายุงรําคาญ ในทํานองเดียวกันผลการทดสอบ

ความสามารถในการจับกันของโปรตีนกลายพันธุดังกลาวตอ receptor บนผิวกระเพาะลูกน้ํายุง พบวาท่ี

ตําแหนง Y53A, Y72A และ Y111A แสดงผลการจับกันของโปรตีนกับผิวกระเพาะลูกน้ํายุงลดลงเม่ือเทียบ

กับโปรตีน wild-type แสดงวาบทบาทสําคัญท่ีทําใหโปรตีนกลายพันธุ Y53A, Y72A และ Y111A มีความ

เปนพิษตอลูกน้ํายุงลดลง อาจเกิดจากข้ันตอนของการจับกับ receptor บนผิวกระเพาะลูกน้ํายุง ดังนั้น
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เปนไปไดวากรดอะมิโนไทโรซีนท่ีตําแหนง Y53, Y72 และ Y111 นาจะมีความสําคัญตอการจับกับ 

receptor บนผิวกระเพาะลูกน้ํายุง 

 นอกจากนี้งานวิจัยนี้ยังศึกษาความเปนพิษของโปรตีน binary toxin ตอเซลลอ่ืนๆ ไดแก เซลลเม็ด

เลือดแดง เซลลแบคทีเรีย ท่ีไมใชเซลลเปาหมายอีกดวย ผลการทดลองพบวาโปรตีน BinA, BinB และ 

Binary toxin ไมไดมีผลทําใหเม็ดเลือดแดงแตก และไมมีฤทธิ์ในการตานแบคทีเรียแกรมบวก (S. aureus) 

และแบคทีเรียแกรมลบ (E. coli) ดังนั้นโปรตีนสารพิษฆาลูกน้ํายุง binary toxin (wild-type) มีความ

ปลอดภัยไมเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดมนุษย และแบคทีเรีย S. aureus และ E. coli ซ่ึงแบคทีเรียสองชนิดนี้

พบไดเปนเชื้อประจําถ่ินของรางกายมนุษย 
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บทท่ี 5 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

 

 

5.1 สรุปผลการวิจัย 

1. โปรตีนกลายพันธุ BinB ท่ีตําแหนงของกรดอะมิโนไทโรซีน Y53A, Y72A, Y76A, Y94A และ 

Y111A และกรดอะมิโนฟนิลอะลานีน F147A, F149A สามารถสังเคราะหโปรตีนท้ังหมดไดออกมาในรูปท่ี

ละลายน้ําได soluble form ซ่ึงเหมาะสมท่ีจะนําไปใชทดสอบเพ่ือศึกษาหนาท่ีท่ีสําคัญของตําแหนงกรดอะ

มิโนนั้นๆตอไปได 

2. โปรตีน BinB ท่ีตําแหนงของกรดอะมิโนไทโรซีน Y53, Y72 และ Y111 นาจะมีความสําคัญตอ

การออกฤทธิ์ฆาลูกน้ํายุง โดยอาจเกิดจากข้ันตอนของการจบักับ receptor บนผิวกระเพาะลูกน้ํายุงรําคาญ 

3. โปรตีนสารพิษ BinA, BinB และ Binary toxin (wild-type) มีความปลอดภัยไมทําใหเซลลเม็ด

เลือดแดงมนุษยแตก และไมมีฤทธิ์ในการตานแบคทีเรียแกรมบวก S. aureus และแบคทีเรียแกรมลบ E. 

coli ท่ีสามารถพบไดเปนเชื้อประจําถ่ินของรางกายมนุษย 

 

5.2 ขอเสนอแนะ 

 1. ในการศึกษาโปรตีนสารพิษตอการออกฤทธิ์ฆาลูกน้ํายุง ตองมีการเลี้ยงยุง แตเนื่องจากคณะสห

เวชศาสตร ม.บูรพา ไมสามารถดําเนินการได ดังนั้นผูวิจัยจึงตองนําตัวอยางลูกน้ํายุงมาจากท่ีอ่ืนและอาจรอ

นาน จึงทําใหงานวิจัยลาชา 

 2. โปรตีน BinB ท่ีตําแหนงกรดอะมิโนไทโรซีนท่ีพบวามีความสําคัญตอการออกฤทธิ์ฆาลูกน้ํายุง

รําคาญนั้น ควรมีการศึกษาโครงสรางของโปรตีนกลายพันธุเหลานั้นดวย เพ่ือยืนยันวาไมไดเปนจากการ 

เปลี่ยนแปลงโครงสรางของโปรตีน 
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Abstract 

Binary toxin produced by Lysinibacillus sphaericus (Ls) is highly active against 

mosquito larvae of important insect vector. The binary toxin shows a homology structure to 

pore forming-aerolysin family, a toxicity of which has been discovered against several cancer 

cell lines. To date, a cytotoxic data of Bin toxin is unavailable for mammalian cells including 

cancer cells. Herein, the binary toxin was tested for its biological activity on several cell types. 

Two components of the binary toxin, BinA and BinB were produced separately in Escherichia 

coli host cell. The biological tests of BinA and BinB mixture revealed high toxicity to Culex 

quinquefasciatus larvae, while no activity was detected for a human-hemolysis. Interestingly, 

the binary toxin showed cytotoxicity towards cancer cells, melanoma SK-MEL-28 cell (ATCC 

HTB-72) and papilloma carcinoma KB cell (ATCC CCL-17), but it was inactive against the 

normal human cell, fibroblast Hs68 cell. These findings promise a possibility of bacterial toxin 

being a candidate for anti-cancer substance. In the future, the anticancer activity of the binary 

toxin will be investigated in several other cancer cells. 
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                                                         บทคัดย่อ 

 

โปรตีนสารพิษไบนารีท่ีผลิตโดยแบคทีเรีย Lysinibacillus sphaericus (Ls) มีฤทธ์ิฆ่าลกูนํา้ยุงท่ี

เป็นแมลงพาหะท่ีสําคญั โครงสร้างของโปรตีนชนิดนีมี้ลกัษณะคล้ายกบัโปรตีนสร้างรูร่ัวในกลุ่มแอโรไลซิน 

ซึ่งมีการค้นพบว่าโปรตีนในกลุ่มนีแ้สดงความเป็นพิษตอ่เซลล์มะเร็งหลายชนิด แตจ่นถึงปัจจบุนัแทบจะไม่

มีข้อมูลใดเลยเก่ียวกับความเป็นพิษของโปรตีนสารพิษไบนารีต่อเซลล์ชนิดอ่ืน ๆ นอกจากลูกนํา้ยุง 

การศึกษาครัง้นีไ้ด้ทดสอบผลของโปรตีนสารพิษไบนารีท่ีมีต่อเซลล์ชนิดต่าง ๆ โดยเร่ิมจากการผลิตเป็นรี

คอมบิแนนท์โปรตีนชนิด BinA และ BinB ในแบคทีเรีย Escherichia coli ส่วนผสมของ BinA และ BinB มี

ความเป็นพิษสงูตอ่ลกูนํา้ยงุรําคาญชนิด Culex quinquefasciatus แตท่ัง้ BinA และ BinB ไมเ่หน่ียวนําให้

เกิดการแตกของเซลล์เม็ดเลือดแดงมนุษย์ นอกจากนัน้ยังพบว่าสารพิษไบนารีแสดงความเป็นพิษต่อ

เซลล์มะเร็งชนิด melanoma SK-MEL-28 (ATCC HTB-72) และ papilloma carcinoma KB (ATCC CCL-

17) แต่ไม่มีผลต่อเซลล์มนุษย์ปกติชนิดไฟโบรบลาสต์ (Hs68 cell) ผลการทดลองนีบ้่งชีว้่าสารพิษจาก

แบคทีเรียอาจเป็นตวัเลือกหนึ่งท่ีมีศกัยภาพสําหรับการพฒันาเป็นสารตอ่ต้านเซลล์มะเร็ง ซึ่งในอนาคตจะ

ทดสอบความเป็นพิษของสารพิษไบนารีกบัเซลล์มะเร็งชนิดอ่ืน ๆตอ่ไป  
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Introduction 

Presently, it is possible to say that more people around the world would have died from 

infectious diseases transmitted by mosquitoes such as malaria, dengue hemorrhagic fever, 

Japanese encephalitis and lymphatic filariasis. Mosquitoes of genus Anopheles, Aedes and 

Culex serve as primary vectors for transmission of these diseases. Among the three mosquitoes 

genera, Culex is the most genetically various due to its expanded geographical distribution (1). 

Lysinibacillus sphaericus (Ls) is a Gram-positive spore-forming bacterium which can produce 

larvicidal crystal proteins. A binary toxin or Bin toxin is one of the active proteins among those 

toxins. According to its name, two homologous proteins designated as BinA and BinB are 

required together to exert a larvicidal activity. Bin toxin is highly pathogenic to Culex and 

Anopheles mosquito larvae, important primary vectors for disease transmissions. Biological 

insecticides,  including the binary toxin  have been chosen to control these mosquito 

populations and disease transmission because of their high specificity, environmental safe and 

no adverse effects on human (2).  

Previous studies demonstrated that BinB showed specific binding to glycoprotein 

receptors, a glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchored α-glucosidase on larval epithelial 

cells (3, 4). Upon the receptor binding of BinB, the complex of binary toxin is internalized into 

the target cells, eventually causing larval death. In turn, BinA has been proposed to be a toxic 

component. The cytopathological changes of Bin-treated Culex larvae were observed in the 

cytoplasmic organelles, disruption of nucleus, mitochondrial swelling and endoplasmic 

reticulum breakdown. Bin toxin was shown to induce mitochondria-mediated apoptosis in 

Culex larvae, leading to  larval death (5). Likewise, a similar mechanism was previously 

reported for the intoxication process of Bacillus thuringiensis (Bt) δ-endotoxin in Culex pipiens 

larval cells (6).  

The molecules of the binary toxin reveal their high homology structure. Moreover, the 

conformational structure of the binary toxin belongs to aerolysin β-type pore forming toxins 

(PFTs) (7, 8). PFTs mediate actions through cell surface receptors leading to cell death. Recent 

studies provided the evidences that Bt-PFT parasporin could induce cytotoxicity and apoptosis 

in human cancer cells (9, 10). Consequently, the binary toxin has been proposed to share the 

action with this protein family. Currently, no data has been available for the cytotoxicity of 

binary toxin on a variety of cells. Therefore, information about its cytotoxicity on other target 

cells (such as human cancer cells and bacterial cells) will be useful for medical applications.  



The present study revealed that binary toxin can kill human cancer cells; melanoma 

SK-MEL-28 and papilloma carcinoma KB. On the contrary, the absence of cytotoxicity against 

normal human fibroblast Hs68 and non-hemolytic activity of the binary toxin would be 

essential for the development of a potential candidate for cancer therapy in the future.  

 

Materials and methods 

Binary toxin expression and purification 

The binary toxin was expressed as recombinant BinA and BinB proteins separately. E. 

coli BL21(DE3) pLysS cells harboring pRSETC-BinA or pET28b-BinB were grown in Luria–

Bertani (LB) medium containing 100 µg/mL ampicillin and 34 µg/mL chloramphenicol for 

BinA and 50 µg/mL kanamycin and 34 µg/mL chloramphenicol for BinB. The culture cells 

were induced with 0.2 mM isopropyl β-D thiogalactopyranoside (IPTG) and continued 

growing at 18°C for 5 hrs. Both proteins were purified using histidine affinity chromatography. 

The supernatant fraction was loaded into a HiTrap™ Chelating HP 5-mL  column 

prepacked with a precharged Ni2+ (GE Healthcare Life Sciences).  The bound (His)6-tagged 

BinA and BinB were eluted with wash buffer containing 100-250 mM imidazole. Then, 

imidazole was removed by desalting column (GE Healthcare Life Sciences). The proteins were 

analyzed by 12% sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide (SDS) gel. The concentration of 

protein was determined by spectrophotometry at 280 nm absorbance.  

 

Mosquito-larvicidal activity assay 

Larvicidal activity assay of the binary toxin was performed against the second-instar C. 

quinquefasciatus larvae obtained from Department of Medical Sciences, Ministry of Public 

Health. Purified BinA and BinB were mixed at 1:1 M ratio, followed by two-fold serially 

diluted with distilled water in different concentrations. Then, 1 mL of each protein dilution was 

added to each well of a 24-well tissue culture plate containing 10 larvae/well in 1 mL water. 

The BinB protein was used as a negative control. Mortality was recorded after incubation at 

room temperature for 48 hrs. Median lethal concentration (LC50) was calculated from three 

independent experiments using Probit analysis (11). 

 

Cell Lines and culture conditions 



Human cancer cells, melanoma SK-MEL-28 (ATCC HTB-72) and papilloma 

carcinoma KB (ATCC CCL-17) as well as normal human fibroblast Hs68 (ATCC CRL-1635) 

were purchased from American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA). All 

cell types were grown in an incubator at 37ºC with 5% CO2 in Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium with a high glucose concentration (DMEM–HG; Gibco, Grand Island, NY, United 

States) containing 100 µg/mL penicillin, 100 µg/mL streptomycin (Gibco) and 10% fetal 

bovine serum (HyClone, Cramlington, UK). Medium was changed every 3 days, when they 

reached 80% confluence. 

 

Cell viability assay 

Viable cell was assessed using MTT (3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5 diphenyl 

tetrazolium bromide) assay (Sigma). In brief, cells were washed 3 times with PBS and detached 

with 0.25% trypsin-EDTA. Viable cell density was counted by tryphan blue exclusion and 

diluted with DMEM–HG to make concentration of 5x104 cells/mL. The cells were plated 24 

hrs prior to testing in 96-well plates at a density of 5,000 cells/well in 100 µL of the medium. 

Each protein toxin was dissolved in medium to produce 8 concentrations of 1000, 500, 250, 

125, 62.5, 31, 15 and 7 µg/mL, respectively. After 24 hrs the cells were treated with the 

bacterial toxin by adding 100 μL/well of each concentration in 3 replicates, then cells were 

further incubated for 24 hrs before determining the cell viability by MTT assay. Human 

fibroblast, KB and melanoma cell lines were washed three times in PBS and then incubated 

with 50 μL of MTT solution (5 mg/mL MTT in PBS). After 45 min, the unreacted solution was 

aspirated, and the insoluble intracellular formazan product was solubilized and released from 

cells by adding 100 µL of iso-propanol and incubated for 10 min. The absorbance at 570 nm 

was then measured using a plate reader spectrophotometer (VersaMax). Blank growth medium 

and protein buffer were used as negative controls.  

 

 

Hemolytic activity assay 

 Hemolytic activity assay was performed using human red blood cells (RBCs). RBCs 

were washed several times in PBS by centrifugation for 3 min at 3,000 g until the supernatant 

was clear.  Then, RBC were diluted to 3-5% cells and mixed with purified BinA and BinB 

protein at the concentration of 1 mg/mL. The reactions were incubated at 37°C for 30 min.  The 



reaction was stopped by centrifugation and the supernatant was removed. Hemoglobin were 

measured using spectrophotometry at 541 nm. The 10% Triton X-100 was used as a positive 

control and PBS was used as a negative control (blank). The relative absorbance compared to 

that of the suspension treated with 10% Triton X-100 was calculated as the percentage of 

hemolysis. 

 

 

Results  

Binary toxin expression and purification 

The recombinant BinA and BinB proteins (pRSET C-BinA and pET28b-BinB, 

respectively) were expressed in E. coli BL21 (DE3) pLysS. Both histidine tagged BinA and 

BinB proteins were produced as soluble proteins under IPTG (0.2 mM) induction after 

incubation at 18oC for 5 hrs.  The proteins were purified by histidine affinity chromatography. 

Non-specifically bound proteins were washed twice with wash buffer containing 25 mM 

imidazole and 50 mM imidazole, respectively. The bound (His)6-tagged BinA and BinB were 

eluted with elution buffer containing 100 mM and 250 mM imidazole, respectively. The 

imidazole was removed by desalting column. The (His)6-tagged BinA and (His)6-tagged BinB 

proteins appeared as major bands of 42 and 51 kDa, respectively. The purified proteins are  

shown in Fig 1. The high purity of the binary toxin was achieved with an approximate 95% 

purity indicating the efficient protein purification. 
 

 

Mosquito larvicidal activity of binary toxin 

The mosquito larvicidal activity of the binary toxin was tested against the 2nd-instar 

Culex quinquefasciatus larvae. The mortality was recorded after feeding toxins for 48 hrs. The 

median lethal concentration or LC50 was calculated by using the probit analysis. The BinB 

protein  was used as a negative control. High toxicity was achieved when BinA and BinB were 

combined at 1:1 molar ratio (Table 1). Neither BinA nor BinB alone was significantly toxic to 

mosquito larvae although high protein concentration up to 1 mg/mL was applied.  

 

 Anti-cancer activity of binary toxin 



The cytotoxicity of the binary toxin was also tested on other target cells including 

human cancer cells and normal human cells. Upon binary toxin treatment, BinA and BinB 

proteins were evaluated for anti-cancer activity. The effects of binary toxin on several types of 

cancer cells including human papilloma KB cells and melanoma SK-MEL-28 cells showed the 

apparent induction of cell swelling and bursting of target cells (Fig. 2A). Whereas normal 

human fibroblast cells treated with the binary toxin showed intact cells as spindle-shaped. The 

killing efficacy of Bin toxin against these human cancer cells and normal human fibroblast 

cells was also studied using MTT assay. The binary toxin was found to have consistent 

cytotoxic activity against both human cancer cells at a dose of 1 mg/mL (Fig. 2B). There were 

the dramatically significant decreases in cell viability compared to untreated cells. Binary toxin 

(BinA+BinB) exhibited higher cytotoxicity to human melanoma than to human papilloma 

cancer cells whereas BinB protein exhibited higher cytotoxicity towards human papilloma than 

to human melanoma while BinA protein showed comparable toxicity towards both human 

papilloma and melanoma cancer cells (Fig. 2B). However the binary toxin, BinA alone and 

BinB alone showed no cytotoxic activity towards normal human fibroblast cells that remain 

similar to untreated cells.  

 

Hemolytic activity of binary toxin 

Hemolytic activity assay was performed by using human red blood cells (RBCs). The 

three samples of binary toxin, BinA, BinB and BinA+BinB mixture were incubated with RBCs 

at 37°C for 30 minutes. The hemolytic activity was assessed by measuring hemoglobin released 

in the supernatant. In comparison, BinA and BinB alone did not show the hemolytic activity 

when compared to TritonX-100. The increasing of hemolysis was observed for the mixture of 

BinA+BinB toxin, but it is insignificant comparing to TritonX-100 (Table 2). The result 

suggested that Bin toxin did not have the ability to lyse human red blood cells. 

 

Discussion and Conclusion 

Despite mosquito larvicidal actions of L. sphaericus binary toxin inside the Culex 

midgut cells as the primary target have been widely reported, there are no evidences of the 

effects of binary toxin on other non-target cells including cancer cells and red blood cells. In 

this study, the biological activity, cytotoxicity on cancer cells and hemolytic capacity of binary 

toxin have been determined . Naturally, binary toxin is produced as a crystal toxin inside L. 

sphaericus during sporulation phase. Here, binary toxin was produced as soluble recombinant 



proteins by E. coli BL21(DE3)pLysS. The larvicidal activity on target cells of these soluble 

recombinant binary toxin is shown by high toxicity to C. quinquefasciatus larvae with LC50 

about 17 ng/mL that is in the range of a previous report (12). Thus, the binary toxin have been 

used as one of the biological insecticides. The reason for using biological insecticides instead 

of chemical insecticides is not only to avoid the negative effects of chemical insecticides but 

also that biological insecticides have no adverse effects on human (2). In addition to the toxicity 

to target insects, the cytotoxic action of binary toxin on cancer cells and hemolytic activity on 

red blood cells were simultaneously investigated. Interestingly, upon binary toxin treatment in 

human papilloma and melanoma cancer cells, both binary toxin subunits, BinA alone and BinB 

alone induced alterations in cell morphology, with either cell swelling or bursting, and 

subsequent cell lysis. Moreover, the binary toxin can kill human cancer cells; melanoma SK-

MEL-28 and papilloma carcinoma KB as a result of the marked reduction of cell viability via 

the measurement of MTT assay. An advantage of the binary toxin is that no cytotoxic effects 

appeared on the normal human cells. Previous study has provided evidence that the binary toxin 

causes the decrease in mitochondrial energy production and metabolism as shown by down-

regulated NADH dehydrogenases and protein transporters (13). The binary toxin also induces 

apoptosis through intrinsic pathway in Culex larval cells, leading to larval death (5). Notably, 

the cytotoxic effects of Aeromonas hydrophila aerolysin type β-pore forming toxins which is 

similar to BinB structure can induce apoptosis by perturbing host membrane permeability and 

allowing the leakage of cellular components via pore formation (7, 14, 15). In addition, the 

concentration of binary toxin (1 mg/mL) for anti-cancer activity is higher than that of larvicidal 

activity (LC50 = 17 ng/mL). Thus, it is likely that binary toxin could exert its activity via pore 

forming action on cancer cells, probably causing the disruption of membrane integrity and 

increasing permeability. Together with the role of apoptosis in the inhibitory effects in cancer 

cells, it is possible that the pore forming action of binary toxin could kill human papilloma and 

melanoma cancer cells through the pathway of apoptosis. In addition, the hemolytic activity 

test was carried out concerning its cytotoxicity. The result revealed that binary toxin could not 

lyse the human red blood cell. This would promise the safety of binary toxin as a cancer-

treatment drug. It has been reported that bacterial toxin can selectively recognize lipid on 

susceptible cell membrane (16). The direct interaction with membrane lipids is also possible to 

take place for binary toxin (17). Accordingly, the susceptibility of cancer cells might be 

supported by different composition of membrane lipids on the cell surface. Transmembrane of 

cancer cells facilitate the lipid membrane flipping from inside to outside. However, the specific 



protein receptor of cancer cells cannot be excluded from the activity of binary toxin. The 

findings promise a possibility of bacterial toxin as a candidate for anti-cancer substance that 

focuses on damaging cancer cell membranes instead of binding to specific receptor. 

Alternatively, the proposed pore forming action of binary toxin could facilitate the entry of 

other chemotherapeutic drugs into cancer cells. 

In summary, this report is the first to identify a binary toxin from L. sphaericus 

exhibiting cytotoxic activities against human cancer cells. However, the anticancer activity and 

specificity of the binary toxin still necessitates further investigation for more cancer cells. For 

the future work, lipid membrane interaction of binary toxin will be performed for model lipid 

bilayer specific to cancer cells and normal cells. In addition, the mechanism of action also 

needs to be clarified.  
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Figure legends 
 

 
 

Fig. 1 12% SDS PAGE analysis of purified binary toxin proteins 

Lane 1  Purified BinA protein (42 kDa) 

Lane 2  Purified BinB protein (51 kDa) 
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Fig. 2 Cytocidal activity of binary toxin on human papilloma KB cells, melanoma SK-MEL-

28 cancer cells and normal human fibroblast Hs96. Untreated cells were used as negative 

control. A total of 5x104 cells/mL was pre-incubated at 37 °C for 24 h and then treated with 

BinA+BinB, BinA or BinB (final concentration, 1 mg/mL) for 24 h at 37 °C. (A) 

Morphological alterations of cells induced by binary toxin (BinA+BinB), BinA or BinB. (B) 

% Cell viability of Bin against cultured cancer cell lines and normal cells was determined using 

the MTT assay. Means ± SEM are shown. Each error bar represents the standard error of the 

mean (SEM) from triplicate experiments by One-Way ANOVA. Statistically significant 

differences between untreated control and toxin treatment group are indicated by asterisks (* p 

value < .05 and ** p value < .001).   

 
 

 

 

 

 

 

 



Table 1 Mosquito-larvicidal activity of the purified BinA and BinB against Culex 

quinquefasciatus larvae.  The mortality was recorded after feeding the toxin for 48 hours.  

 

Sample LC50* 

BinA  >1000 ng/mL 

BinB  >1000 ng/mL 

BinA + BinB 17 ng/mL 

 

* The LC50 (median lethal concentration) was calculated from three independent experiments 

by using Probit analysis at 95% confidence.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Table 2 Hemolytic activity of 1 mg/mL Bin toxin. Human red blood cells (RBCs) were 

incubated at 37°C for 30 minutes. Values are mean±SEM of three independent experiments. 

Sample % Hemolysis 

BinA  1 ± 0.64 

BinB  1 ± 0.30 

BinA + BinB 2 ± 0.19 

10% TritonX 100 100 ± 0.01 

PBS 0 ± 0.01 
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