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บทคัดย่อ 
วัตถุประสงค์ เพื่อหาสารเคมีที่มีคุณสมบัติในการกระตุ้นและยับยั้งการทำงานของ

เอนไซม์ออโรเทต ฟอสฟอไรโบซิล ทรานเฟอเรสของเชื้อพลาสโมเดียม ฟัลซิพารัม 
วิธีดำเนินการวิจัย ทำการสร้างดีเอ็นเอลูกผสม โดยการตัดต่อยีนของเอนไซม์ออโร

เทต ฟอสฟอไรโบซิล ทรานเฟอเรสจากเชื้อพลาสโมเดียม ฟัลซิพารัม เข้าสู่พลาสมิด และ
เพิ่มจำนวนโดยใช้เซลล์เอสเชอริเชีย โคไลสายพันธุ์เอ็มสิบห้า (Escherichia coli M15; 
E.coli M15) หลังการพิสูจน์ว่าเป็นยีนที่ต้องการ จึงทำการกระตุ้นให้มีการสร้างเอนไซม์ 
และทำการแยกเอนไซม์ นำไปทดสอบประสิทธิภาพในการทำงาน และทดลองโดยโลหะ
ไอออนเพื ่อดูการกระตุ ้นการทำงาน และทดสอบโดย Orotidine 5'-Monophosphate 
(OMP) ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ที่ได้ในปฏิกิริยาเพ่ือศึกษาการยับยั้งการทำงาน 
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ผลการวิจัย การทำงานของเอนไซม์ออโรเทต ฟอสฟอไรโบซิล ทรานเฟอเรส
จำเป็นต้องอาศัยโคแฟคเตอร์ ในการทำงาน ซึ่งโคแฟคเตอร์ที่ทำให้การทำงานของเอนไซม์นี้
มีประสิทธิภาพดี คือ Mg2+ ซึ่งมีค่า Vmax = 64.25  µmol/min และ Km= 58.82 µM และ
ประสิทธิภาพการทำงานของเอนไซม์โดยไม่มีโคแฟคเตอร์จะเท่ากับศูนย ์เมื่อมีการเปลี่ยนโค
แฟคเตอร์เป็น Zn2+ ประสิทธิภาพการทำงานลดลงมาก โดยมีค่า  Vmax = 9.35  µmol/min 
และ Km= 136.24 µM   ส่วนการทดสอบการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์โดยใช้ OMP ผล
ที่ได้คือเป็นการยับยั้งแบบย้อนกลับ  สรุป การทำงานของเอนไซม์มี Mg2+ เป็นโคแฟคเตอร์
ที่ช่วยทำให้มีประสิทธิภาพสูงขึ้น และ ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการทำงานของเอนไซม์เป็นตัว
ยับยั้งการทำงานแบบย้อนกลับ 
 

คำสำคัญ: พลาสโมเดียม ฟัลซิพารัม / ออโรเทต ฟอสโฟไรโบซิล ทรานเฟอเรส / 
ตัวกระตุ้น / ตัวยับยั้ง / ไออนของโลหะ    
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Abstract 
Objective: To find the chemicals which have the stimulating or 

inhibitory properties on orotate phosphoribosyl transferase enzymes (OPRT) 
of Plasmodium falciparum 

Method: construction of PfOPRT gene was ligated in pQE 30Xa plasmid 
and transfer into E. coli M15 and prove the construct recombinant plasmid. 
After it was proved to be the desired gene, the enzyme was expressed and 
purified. The performance was tested and metal ions were tested for 
activation and Orotidine 5 '-Monophosphate (OMP) reaction products for 
inhibition. 
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Result: The effective cofactor of OPRT is Mg2 + with Vmax = 64.25 
µmol/min and Km = 58.82 µM and the enzyme activity without a cofactor is 
equal to zero. The cofactor was converted to Zn2 +, the OPRT activity was 
reduced was show Vmax = 9.35 µmol/min and Km= 136.24 µM. A reverse 
inhibition test was performed using the product obtained from the reaction 
OMP, resulting in a competitive inhibition of OPRT. 

 
Keywords: Plasmodium falciparum / orotate phosphoribosyl transferase / 

activation / inhibition / metal ion  
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บทนำ 
 มาลาเรียเป็นโรคติดต่อที่มีการแพร่ระบาดในประเทศทางแถบเขตร้อนอย่างกว้างขวาง
โดยพบการแพร่ระบาดของเชื่อมากที่สุดในแถบแอฟริกา รองลงมาคือเอเชียตะวันออกเฉียง
ใต ้[1,2] ในแต่ละปีมีผู้ติดเชื้อประมาณ 450 ล้านคน และตายจากการติดเชื้อประมาณ 1.5-
2.7 ล้านคน [3] ถึงแม้องค์การอนามัยโลกพยายามทำการควบคุมการติดเชื้อจนทำให้มี
จำนวนผู้ติดเชื้อลดลง แต่อัตราการตายยังคงเดิม [1]  นอกจากนั้นยังมีการรายงานความเป็น
พิษของยา [4] และการดื้อต่อยาที่ใช้ในการรักษาอยู่ในปัจจุบัน [5] อีกทั้งวัคซีนที่ใช้ในการ
ป้องกันโรคมาลาเรียยังอยู่ในขั้นการทดลองยังไม่สามารถนำมาใช้ได้จริง  [6] จึงมีความ
จำเป็นที่จะต้องมีการพัฒนายารักษามาลาเรียตัวใหม่ขึ้นมา ในการที่จะผลิตยาตัวใดตัวหนึ่ง
นั้นมีความจำเป็นที่จะต้องศึกษาความรู้พื ้นฐานทางด้านชีวเคมีของเชื้อพลาสโมเดียมที่
ก่อให้เกิดโรคมาลาเรีย เพ่ือที่จะได้ยารักษามาลาเรียตัวใหม่ที่มีประสิทธิภาพสามารถนำไปใช้
ในการรักษาได้จริง  
 เชื้อก่อโรคมาลาเรียที่พบในมนุษย์เป็นเชื้อปรสิตในจีนัสพลาสโมเดียม มีทั้งสิ้น 5 
สปีชีส์ ได้แก่ พลาสโมเดียม ฟัลซิพารัม (Plasmodium falciparum), พลาสโมเดียม ไว
แว็ก (Plasmodium vivax), พลาสโมเดียม โอวาเล่ (Plasmodiun ovale), พลาสโมเดียม 
มาลาเร ียอ ี  (Plasmodium malariae) และ พลาสโมเด ียม โนไซน ์ (Plasmodium 
knowlesi) [7] โดยสปีชีส์ที่ก่อให้เกิดโรคมากที่สุด คือ พลาสโมเดียม ฟัลซิพารัม  [8]  มี
ยุงก้นปล่องเป็นพาหนะนำโรค โดยวงจรของเชื้อจะอยู่ในสิ่งมีชีวิต 2 ชนิด ดังนี้ ยุงก้นปล่อง 
และมนุษย์ โดยวงจรชีว ิตของเชื ้อเร ิ ่มจากที ่มนุษย์ได้ร ับเช ื ้อในระยะสปอโรซอยต์ 
(sporozoites) ที่อยู่ในต่อมน้ำลายของยุงก้นปล่องเข้าทางกระแสเลือด แล้วไปฟักตัวอยู่ที่
เซลล์ตับมีการเจริญเติบโตเพิ่มจำนวนโดยที่เชื้อในระยะนี้จะเรียกว่าชิซอนต์ (schizots) จน
มีปริมาณมากพอที่จะทำให้เซลล์ตับแตกออก และเชื้อก็เข้าสู่กระแสเลือดเติบโตเป็น เมโร
ซอยต์ (merozoite) เป็นช่วงที่ทำให้เกิดอาการของโรคมาลาเรีย จากนั้นจะมีเชื้อบางส่วน
เข้าสู่วงจรชีวิตแบบอาศัยเพศซึ่งเป็นระยะที่เรียกว่าแกมีโตไซต์ (gametocyte) ซึ่งมีเพศผู้
และเพศเมีย เพศเมียเรียกว่า แมโครแกมีโตไซต์ (macrogametocyte), เพศผู้เรียกว่าไมโคร
แกมีโตไซต์ (microgametocyte) ถ้ายุงมาดูดเลือดในระยะนี้เข้าไปเชื้อมาลาเรียก็จะเข้าสู่
กระเพาะของยุงเกิดการสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ ได้ตัวอ่อนเป็นไซโกต (zygotes) เจริญเติบโต
เป็นโอโอไคนีต (ookinetes) ไชผนังกระเพาะยุงส ู ่ด ้านนอก กลายเป็น  โอโอซิสต์  
(oocyst) ซึ่งเติบโตจนสุดท้ายสร้างสปอโรซอยต์ เมื่อโอโอซิสต์แตก สปอโรซอยต์เข้าสู่ ต่อม
น้ำลายเจริญเป็นสปอโรซอยต์ระยะติดต่อ [9-11]   
  การทำจีโนมโปรเจคของเชื้อมาลาเรียได้ประสบความสำเร็จในปี ค.ศ. 2002 เป็น
การหาลำดับเบสของเชื้อพลาสโมเดียม ฟัลซิพารัม ทำให้ทราบว่าเชื้อมีโครโมโซม 14 คู่ ซึ่ง



Advanced Science Journal, Vol. 24 No. 1, January - June 2024 
 

 
80 วารสารก้าวทันโลกวิทยาศาสตร์ ปีท่ี 24 ฉบับท่ี 1 มกราคม - มิถุนายน 2567 

 

ประกอบด้วย 5,300 ยีน [7] และมีปริมาณของเบส A และ T รวมกันมากกว่าเบส G และ C 
[12] ซึ่งข้อมูลเหล่านี้มีประโยชน์ในการนำไปศึกษาวิจัย เพื่อควบคุมการเจริญเติบโตของ
เชื้อพลาสโมเดียม 
  จากการศึกษาข้อมูลการทำจีโนมโปรเจคของเชื ้อมาลาเรียทำให้พบบริเวณ
เป้าหมายที่เหมาะสมต่อการพัฒนายา ได้แก่ กระบวนการสังเคราะห์เบสไพริมิดีน ของเชื้อพ
ลาสโมเดียม ฟัลซิพารัม เนื่องจากการสังเคราะห์เบสไพริมิดีนของเชื้อพลาสโมเดียม ฟัลซิ
พารัมจะสังเคราะห์ได้เฉพาะกระบวนการสร้างใหม่ (de novo pathway) เท่านั้นเนื่องจาก
ขาดเอนไซม์ที ่ใช้ในกระบวนการรีไซเคิล  (salvage pathway) [13-15,25] ซึ ่งต่างจาก
กระบวนการสังเคราะห์เบสไพริมิดีนในมนุษย์ที่จะสังเคระห์ได้จาก 2 กระบวนการ คือ จาก
การสร้างใหม่ (de novo pathway) และ ใช้วิธีรีไซเคิล (salvage pathway) [16] ดังนั้น
การที่จะเข้าไปยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ตัวใดตัวหนึ่งในกระบวนการสังเคราะห์เบสไพริมิ
ดีนของเชื้อพลาสโมเดียม ก็จะมีผลในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ 
  เอนไซม์ที่น่าสนใจต่อการศึกษาทดลอง คือ  ออโรเทต ฟอสฟอไรโบซิลทรานเฟอ
เรส (orotate phosphoribosyl transferase: OPRT, EC 2.4.2.10) ซึ่งเป็นเอนไซม์ตัวที่ 5 
ในการบวนการสังเคราะห์ไพริมิดีน โครงสร้างของเอนไซม์นี้ถ้านำไปเปรียบเทียบกับเอนไซม์
ชนิดเดียวกันในมนุษย์จะพบว่า เอนไซม์ออโรเทต ฟอสฟอไรโบซิล ทรานเฟอเรส ของเชื้อพ
ลาสโมเดียมจะอยู ่ในโครงสร้างที ่เป็นหนึ ่งโปรตีนหนึ ่งการทำงาน (monofunctional 
enzyme) มีส่วนของยีนที่เพิ่มขึ้นมาปริเวณปลายและด้านในยีน ซึ่งเป็นข้อแตกต่างจาก
เอนไซม์ชนิดเดียวกันที่พบในมนุษย์ และบริเวณนี้เป็นบริเวณที่มีความสำคัญต่อการทำงาน
ของเอนไซม์ในการที่จับกับเอนไซม์ออโรทิดีน 5′-โมโนฟอสเฟต ดีคาร์บอกซิเรส ซึ่งทำให้
เอนไซม์ทั้ง 2 ตัวทำงานได้อย่างมีประสิทธิภาพมากขึ้น [17-23]  
  ออโรเทต ฟอสฟอไรโบซิล ทรานเฟอเรส มีบทบาทในการเปลี ่ยนโอโรเทต 
(orotate: OA) และ 5-ฟอส เฟตไร โบซ ิ ล -1-ไพโ รฟอส เฟต (5-phosphoribosyl-1-
pyrophosphate: PRPP) ไ ด ้ เ ป ็ น  โ อ โ ร ท ิ ด ี น  5´-โ ม โ น ฟอส เ ฟต  (orotidine 5´-
monophosphate: OMP) และ ไพโรฟอสเฟต (pyrophosphate: PPi) [17-19,24,31] 
โดยในปฏิกิริยาจะมีโลหะไอออนเป็นโคแฟคเตอร์ (cofactor) ได้แก่ แมกนีเซียมไอออน 
(Mg2+) ช่วยในการทำงานของออโรเทต ฟอสฟอไรโบซิล ทรานเฟอเรส โดยจากการศึกษา
ก่อนหน้านี้พบว่า ถ้านำ Mg2+ ออกจากปฏิกิริยาจะทำให้ไม่เกิดการทำงานของออโรเทต 
ฟอสฟอไรโบซิล ทรานเฟอเรส และยังพบอีกว่าการจับกันของออโรเทต ฟอสฟอไรโบซิล  
ทรานเฟอเรสกับ Mg2+เป็นการจับกันด้วยแรงอ่อน ๆ [17-18,25-26] จากการศึกษาเอนไซม์ 
ออโรเทต ฟอสฟอไรโบซิล ทรานเฟอเรส ในยีสต์ (Saccharomyces cerevisiae)  พบว่า 
OA/Mg2+-PRPP จับกันเป็นกลุ่มในรูปของ ternary complex [27,28] ดังนั้นจะสรุปได้ว่า
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การทำงานของออโรเทต ฟอสฟอไรโบซิล ทรานเฟอเรส มีความจำเป็นจะต้องอาศัยโลหะ
ไอออนในปฏิกิริยา 
  จากการศึกษาข้อมูลของเชื้อพลาสโมเดียม ฟัลซิพารัมทำให้เห็นถึงความสำคัญของ
เชื้อนี้ต่อการแพร่ระบาดในหมู่ประชากรของประเทศในแถบเขตร้อน รวมถึงประเทศไทย
ด้วย จึงเล็งเห็นถึงความสำคัญและจำเป็นในการหาวิธียับยั้งการแพร่ระบาด รวมทั้งการ
รักษาโรคมาลาเรีย โดยการคิดพัฒนาตัวยาใหม่เพื่อใช้กับการรักษาเชื้อที่ดื้อต่อยาที่ใช้รักษา
อยู่ในปัจจุบัน   
 
วัสดุและวิธีการ 

การวิจัยครั้งนี้เพื ่อหาสารเคมีที่มีคุณสมบัติในการกระตุ้นและสารที่มีคุณสมบัติ
ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ออโรเทต ฟอสฟอไรโบซิลทรานเฟอเรสของเชื้อพลาสโมเดียม 
ฟัลซิพารัม 

วิธีดำเนินการวิจัย 
การตัดต่อและถ่ายโอนดีเอ็นเอลูกผสมออโรเทต ฟอสฟอไรโบซิลทรานเฟอเรส 

เข้าในเซลล์แบคทีเรีย นำยีน PfOPRT เชื่อมเข้ากับ pQE30Xa plasmid โดยอาศัยเอนไซม์ 
ligase จากนั้นนำพลาสมิดลูกผสม (recombinant plasmid) ถ่ายเข้าไปในเซลล์ E. coli 
M15 นำเลี ้ยงในอาหารเลี ้ยงเชื ้อที ่ม ียาแอมพิซิล ิน (ampicillin) 100 ไมโครกรัม ต่อ 
มิลลิลิตร และ กานามัยซิน (kanamycin) 10 ไมโครกรัม ต่อ มิลลิลิตร เป็นเวลา 18 ชั่วโมง 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

การคัดเลือกและตรวจสอบพลาสมิดหลังจากที่ถ่ายโอนดีเอ็นเอลูกผสมเข้าสู่
เซลล์แบคทีเรียโดยเอนไซม์ตัดจำเพาะ คัดเลือกเซลล์ที่สามารถเจริญเติบโตได้บนอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่มียาปฏิชีวนะ มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลวเป็นเวลา 18 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส แล้วนำมาสกัดพลาสมิดโดยใช้ชุดน้ำยาสำเร็จรูปของ QIAprep Spin 
Miniprep kit (QIAGEN) นำพลาสมิดลูกผสมที่สกัดได้มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ 2 ชนิด 
คือ BamHI และ HindIII เพื่อเป็นการยืนยันเซลล์ว่ามีชิ้นยีนจริง ตรวจสอบโดย agarose 
gel electrophoresis  

การสังเคราะห์โปรตีนลูกผสมและการเตรียมโปรตีนลูกผสมให้บริสุทธิ์ นำเซลล์ที่
มีส่วนของพลาสมิดลูกผสมที่ผ่านการคัดเลือกแล้ว มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB เหลว 
ปริมาตร 1 ลิตร มียาแอมพิซิลิน 100 ไมโครกรัม ต่อ มิลลิลิตร และ กานามัยซิน  10 
ไมโครกรัม ต่อ มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนกระท้ังมีค่าการดูดกลืนแสง (OD) 
ที่ 600 นาโนเมตร ประมาณ 0.4 เหนี่ยวนำให้เกิดการผลิตโปรตีนโดย 1mM Isopropyl-β-
D-thiogalactopyranoside (IPTG) บ่มต่อที ่อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 
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ชั่วโมง เมื่อครบเวลานำไปปั่นที่ความเร็วรอบ 6,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เก็บ
เซลล ์ท ี ่ ได ้  ไปเต ิม lysis buffer (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 300 mM NaCl, 10 mM 
imidazol, 10% glycerol, 1% triton x-100, 0.1%(w/v) lysozyme, 0.1% RNase and 
protease inhibitor cocktail) แตกเซลล์ด้วยเครื่อง sonicator นำไปปั่นแยกเซลล์ออก
เก็บส ่วนใสเข ้าส ู ่การทำให้บร ิส ุทธ ิ ์ โดยผ ่าน 2 กระบวนการ คือ Ni2+-NTA affinity 
chromatography และ Hi-trap Q HP anion-exchange column โดยมีการปรับความ
เข้มข้นของ NaCl ที่ความเข้มข้น 0, 150, 250 และ 500 mM เพื่อชะล้างโปรตีนออกจาก 
column ตรวจสอบโดย SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

การทดสอบจลนศาสตร์ของเอนไซม์ออโรเทต ฟอสฟอไรโบซิลทรานเฟอเรส นำ
เอนไซม์ออไรเทต ฟอสฟอไรโบซิล ทรานเฟอเรส ที่ผ่านกระบวนการเพ่ิมความความบริสุทธิ์
ไปทดสอบค่าจลนศาสตร์ของเอนไซม์ โดยการใช้ OA และ PRPP เป็นสารตั้งต้น วัดการ
ทำงานของเอนไซม์โดยศึกษาการลดลงของ OA ที่ความยาวคลื่น 285 นาโนเมตร โดยเครื่อง 
UV spectrophotometer   

การทดสอบจลนศาสตร์ของเอนไซม์ในสภาวะที่มีตัวกระตุ้น และสภาวะที่มีตัว
ยับยั้ง วัดการทำงานของเอนไซม์โดยการเติมตัวกระตุ้นได้แก่ กลุ่มของโลหะไอออน ได้แก่ 
Mg2+และ  Zn2+ และวัดการทำงานของเอนไซม์โดยการเติม OMP โดยการทดลองจะมีการ
เปลี่ยนหลายความเข้มข้นเพื่อนำมาคำนวนหารูปแบบการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์โดย
สมการ Michaelis-Menten  
 
ผลการศึกษา 
การคัดเลือกและตรวจสอบพลาสมิดหลังจากที่ถ่ายโอนดีเอ็นเอลูกผสมเข้าสู ่เซลล์
แบคทีเรียโดยเอนไซม์ตัดจำเพาะ  

ตรวจหาดีเอ็นเอลูกผสมจากพลาสมิดโดยการใช้เอนไซม์ตัดจำเพาะ สำหรับ
ตำแหน่ง ด้านหน้าและ ด้านหลัง OPRT โดย BamHI และ HindIII ตามลำดับ จากการตัด
โดยเอนไซม์ตัดจำเพาะพบว่าจะได้เส้นดีเอ็นเอลูกผสม ที่มีขนาด 843 bp ซึ่งเป็นขนาดของ 
OPRT   
การสังเคราะห์โปรตีนลูกผสมและการเตรียมโปรตีนลูกผสมให้บริสุทธิ์  

การสังเคราะห์โปรตีนลูกผสม OPRT โดยการเหนี่ยวนำด้วย IPTG ที่อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส จากนั้นนำมาทำให้บริสุทธิ์ โดยผ่าน Ni-NTA affinity column และจากนั้นนำไป
ทำให ้ม ี ความบร ิส ุทธ ิ ์ มากข ึ ้ น  โดยการนำไปผ ่ าน  Hi-Trap Q anion exchange 
chromatography แล้วนำไปตรวจสอบผ่าน SDS-PAGE electrophoresis จะได้แถบ
โปรตีนที่ขนาด 33 kDa (ภาพท่ี 1)  
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ภาพที่ 1 SDS-PAGE electrophoresis ของเอนไซม ์OPRT ที่ได้จากการสังเคราะห์ขึ้น 
และผ่านการทำให้บริสุทธิ์ด้วย Ni-NTA affinity column และ Hi-Trap Q anion 

exchange chromatography โดย Lane B: Blank, Lane M: Low Range Protein 
Ladder, Lane Ni-pool: การทำให้บริสุทธิ์โดยผ่าน Ni-NTA affinity column, Lane   

Q2-500(1): 500 mM NaCl ครั้งที ่1, Lane Q2-500(2): 500 mM NaCl ครั้งที ่2, Lane 
Q2-250: 250 mM NaCl, Lane Q2-150: 150 mM NaCl, Lane Q2-0: 50mM TrisHCl 

pH 8.0 and Lane FT: flow through 
 
การทดสอบจลนศาสตร์ของเอนไซม์ออโรเทต ฟอสฟอไรโบซิลทรานเฟอเรส  

การทำงานของเอนไซม์ OPRT เมื่อผ่านการทำให้บริสุทธิ์โดยผ่าน Ni-NTA affinity 
column การทำงานของเอนไซม์มีค่า เท่ากับ 379.505 nmol/min และเมื่อนำไปทำให้มี
ความบริสุทธิ์มากขึ้นค่าการทำงานของเอนไซม์ เท่ากับ 328.995 nmol/min เท่ากับค่า 
recovery ร้อยละ 86.69  
การทดสอบจลนศาสตร์ของเอนไซม์ในสภาวะท่ีมีตัวกระตุ้น และสภาวะท่ีมีตัวยับย้ัง  

การทดสอบในภาวะที่มีตัวกระตุ้น โดยการใช้สารที่ทำหน้าที่เป็นโคแฟคเตอร์ของ
เอนไซม์ OPRT โดยใช้ Mg2+ และ Zn2+ จากการทดลองพบว่า Mg2+ ส่งเสริมให้การทำงาน
ของเอนไซม์ OPRT สูงกว่าการใช้ Zn2+ และเอนไซม์จะไม่ทำงานโดยไม่มีโคแฟคเตอร์ 
ประสิทธิภาพการทำงานของเอนไซม์โดยมี Mg2+ มีค่า  Vmax = 64.25  µmol/min และ 
Km= 58.82 µM และ Zn2+ มีค่า  Vmax = 9.35  µmol/min และ Km= 136.24 µM  (ภาพ
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ที่ 2) การทดสอบในภาวะที่มีตัวยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ โดยการใช้ OMP คือ  = 
26.56 + 3.41 nM 
 

 
 
ภาพที่ 2 ก. Lineweaver-Burk plots แสดงจลนศาสตร์ของเอนไซม์ OPRT ในสภาวะที่มี 
Mg2+   

            ข. Lineweaver-Burk plots แสดงจลนศาสตร์ของเอนไซม์ OPRT ในสภาวะที่มี 
Zn2+  
 

วิจารณ์ 
  ในการเลือกใช้วิธีการทำให้โปรตีนบริสุทธิ์โดยการใช้ Ni-NTA affinity column    
จะได ้โปรต ีนท ี ่ต ้องการ เน ื ่องจากที ่บร ิ เวณปลายด ้านหมู ่อะม ิโน ( N-terminus)                    
มี 6xHistidine tag ซึ ่งจ ับกับ Ni-NTA affinity column ได้ด ีกว ่า โปรตีนที ่สร ้างจาก
แบคทีเร ีย E. Coli ที ่ เป ็น host cell และการเล ือกใช ้  Hi trap Q anion exchange 
chromatography ในขั้นตอนต่อมาจะเป็นการแยกโปรตีนที่เราต้องการออกจากโปรตีนโดย
การใช้ประจุที่อยู่บนโครงสร้างของโปรตีนในการแยกสาร โดยอาศัยความเข้มข้นของ NaCl 
ในการชะเอาโปรตีนที่มีประจุบนผิวโปรตีนต่างกันออกมาในแต่ละความเข้มข้นของ NaCl ที่
เปลี่ยนไป ทำให้สามารถแยกโปรตีนที่ต้องการได้ จากรายงานการวิจัยก่อนหน้านี้พบว่าการ
แยกโปรตีนลูกผสม OPRT ด้วยใช้วิธีการ Ni-NTA affinity column และ Hi trap Q anion 
exchange chromatography จะได้โปรตีนที่มีความบริสุทธิ์มากข้ึน และโปรตีนที่ได้ออกมา
สามารถทำงานได้ [17-19] แต่การทำให้บริสุทธิ์จะส่งผลให้ปริมาณโปรตีนลดลง แต่เป็นผลดี
ที่ทำให้ประสิทธิภาพการทำงานของเอนไซม์มีค่ามากข้ึน 
  ในการทำงานของเอนไซม์ออโรเทต ฟอสฟอไรโบซิลทรานเฟอเรส จะมีการใช้ Mg2+ 
เป็นโคแฟคเตอร์ในการทำงานของเอนไซม์ ซึ ่งจากการวัดประสิทธิภาพการทำงานของ
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เอนไซม์ที่สร้างขึ้นโดยจำแนกเป็น 3 กรณี คือ ใช้ Mg2+ เป็นโคแฟคเตอร์, Zn2+ เป็นโคแฟค
เตอร์ และการวัดการทำงานของเอนไซม์โดยที ่ไม่ใส่ โคแฟคเตอร์พบว่าการทำงานของ
เอนไซม์เอนไซม์ออโรเทต ฟอสฟอไรโบซิลทรานเฟอเรสสามารถทำงานได้ดีที่สุดในภาวะที่มี 
Mg2+ เป็นโคแฟคเตอร์ ส่วนการไม่มีโคแฟคเตอร์ จะทำให้เอนไซม์ไม่สามารถทำงานได้ หรือ
ทำงานได้เพียงเล็กน้อย ส่วนการใช้ Zn2+ เป็นโคแฟคเตอร์ ส่งผลให้เอนไซม์ออโรเทต 
ฟอสฟอไรโบซิลทรานเฟอเรส ในระดับต่ำ และไม่คงที่ จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่าค่าการ
ทำงานของเอนไซม์ เมื่อใช้ Zn2+ เป็นโคแฟคเตอร์ ค่าการทำงานของเอนไซม์จะลดลง และ
ลักษณะการทำงานของเอนไซม์ไม่แปลผันไปตามความเข้มข้นของ Zn2+ เมือ่เทียบกับการใช้ 
Mg2+ เป็นโคแฟคเตอร์ ซึ่งต่างจากรายงานการวิจัยของ Bhatin et al., 1993; Victor et 
al., 1979 ทำการศึกษาปฏิกิริยาของ ไฮโปแซนทีน-กัวนีน ฟอสฟอไรโบซิลทรานเฟอเรส 
(hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase: HGPRT) พบโคแฟคเตอร ์ ที่
สามารถทำงานร่วมในปฏิกิริยาได้ คือ Mg2+, Mn2+, Co2+และ Zn2+  ที่ Zn2+ สามารถนำมา
แทน Mg2+ เอนไซม์ก็ยังคงทำงานได้ แต่จากการทดลองที่ทางกลุ่มผู้วิจัยได้ลงมือปฏิบัติกลับ
พบว่า Zn2+ ไม่สามารถทำให้การทำงานของเอนไซม์ออโรเทต ฟอสฟอไรโบซิลทรานเฟอเรส 
มีประสิทธิภาพสูงเท่าเทียมกับการใช้ Mg2+ เป็นโคแฟคเตอร์ [25-26] และจากการทดลอง
ของ Bhatin et al., 1993 , Stefano Donini et al., 2017 ที ่ได ้ศ ึกษาการทำงานของ
เ อ น ไ ซ ม ์  OPRT ใ น  yeast OPRT แ ล ะ  Mycobacterium tuberculosis OPRT 
นอกเหนือจาก Mg2+ ที่มีผลต่อการทำงานของเอนไซม์ OPRT แล้ว ยังมี Mn2+ และ Fe3+ ที่
ส่งให้ให้เอนไซม์ทำงานได้ ซึ่งการทดลองโดยการเปลี่ยนโคแฟคเตอร์จะไปมีผลต่อการจับกัน
ของสารตั้งต้นและเอนไซม์ที ่บริเวณเร่ง ทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงในการเกิดปฏิกริยา 
[25,28] 
  ในส่วนของการศึกษาการยับยั ้งการทำงานของเอนไซม์ออโรเทต ฟอสฟอไรโบ
ซิลทรานเฟอเรส แบ่งเป็นการยับยั้งการทำงานโดยผลิตภัณฑ์ที่เกิดจากปฏิกิริยา โดยใน
ปฏิกิริยาการทำงานของออโรเทต ฟอสฟอไรโบซิลทรานเฟอเรสจะได้ผลิตภัณฑ์ออกมาเป็น 
OMP และ PPi ในการศึกษาการยับยั้งโดยการใช้ OMP ซึ่งเป็นสารผลิตภัณฑ์จากการทำงาน
ของเอนไซม์ในปริมาณสูง จะมีผลไปยับยั้งการทำงานของเอนไซม์แบบย้อนกลับ (feedback 
inhibition) ชนิดแข่งขัน (competitive inhibitor) โดยการเปลี่ยนความเข้มข้นของสารตั้ง
ต้นไปหลายๆค่า จากรายงานการวิจัยก่อนหน้านี้พบว่า การทำงานของเอนไซม์ออโรเทต 
ฟอสฟอไรโบซิลทรานเฟอเรส ใช้สารตั้งต้น (substrate) ในปฏิกิริยา 2 ตัว คือ PRPP และ 
OA ถ้ามีกำหนดความเข้มข้นของ PRPP ให้คงที่ และเปลี่ยนความเข้มข้นของ OA ไปหลาย
ค่า จะพบว่า PPi เป็นตัวยับยั ้งแบบไม่แข่งขัน (non-competitive inhibitor) OMP มี
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คุณสมบัติเป็นตัวยับยั้งแบบแข่งขัน (competitive inhibitor) [17-18]  โดยงานวิจัยนี้เป็น
แนวทางพ้ืนฐานเพื่อนำไปต่อยอดในงานวิจัยในด้านการผลิตยาต้านมาเลเรีย 

การทำงานของเอนไซม์มี Mg2+ เป็นโคแฟคเตอร์ ที่ช่วยในการทำให้มีประสิทธิภาพ
สูงขึ้น และ ผลิตภัณฑ์ OMP ที่ได้จากการทำงานของเอนไซม์เป็นตัวยับยั้งการทำงานแบบ
ย้อนกลับ 
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