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ไบโอเซนเซอร์  เป ็นอุปกรณ์สำหร ับใช้ในการวิเคราะห์ต ัวอย่างที ่ม ีความไว  (sensitivity) และ

ความจำเพาะ (selectivity) สูง โดยได้มีการนำเอนไซมม์าเป็นสว่นประกอบเป็น เอนไซม์-ไบโอเซนเซอร์ ความเสถียร
ของเอนไซม์ที่ใช้เป็นไบโอเซนเซอร์เป็นปัจจัยสำคัญที่ส่งผลต่อประสิทธิภาพและความแม่นยำของผลลัพธ์ที่ได้ โดยใน
งานวิจัยนี้ได้สนใจเอนไซม์ปาเปน เป็นกลุ่มของโปรทิเอสเอนไซม์ที่พบมากในมะละกอ (Carica papaya L.) และ
สามารถนำมาใช้ประโยชน์ได้ในหลายสาขา มีกลไกท่ีเข้าใจง่ายและคุ้มค่า มาประยุกต์ใช้ในการทำเป็นไบโอเซนเซอร์ 

โดยใช้ซับเสตรตที่ชื่อว่า Nα-benzoyl-L-arginine-p-nitroaniline (BAPNA) ซึ่งเป็นซับสเตรตที่นิยมนำมาใช้ในการ
วิเคราะห์ทางสี (colorimetric analysis) นำมาใช้เป็นตัวติดตาม activity ของปาเปน ซึ ่งงานวิจัยนี ้มุ ่งเน้นใน
การศึกษาผลของอะซิโตไนไตรล์ ใช้เป็น co-organic solvent ในระบบของไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO) และน้ำท่ีมี
ต่อความเสถียรของระบบระหว่างเอนไซม์ปาเปนและ BAPNA โดยใช้การจำลอง Molecular Dynamics (MD) ใน
การศึกษาตลอดระยะเวลา 300 นาโนวินาที โดยใช้ระบบปฏิบัติการ Amber20 จากผลการศึกษาพบว่า ระบบ 
10:90 %v/v และ 50:50 %v/v ของไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO) และน้ำ โมเลกุลของ BAPNA ยังสามารถเข้าจับ
กับบริเวณ active site ของปาเปนได้ตลอด 300 นาโนวินาที และเมื่อทำการเติมอะซิโตไนไตรล์ในระบบเป็น 
10:10:80 %v/v ของอะซิโตไนไตรล์ , ไดเมทิลซ ัลฟอกไซด์ (DMSO) และน้ำ ผลการจำลองจะเห็นว ่ามีการ
เปลี่ยนแปลงลักษณะรูปทรงของ BAPNA ที่ใช้ในการเข้าจับกับ active site ของปาเปน แต่ยังสามารถจับอยู่ใน
บริเวณ active site ได้ตลอดระยะเวลาในการจำลอง นอกจากนั้นยังทำการเพิ่มปริมาณของอะซิโตไนไตรล์เป็น 
50:10:40 %v/v ของอะซิโตไนไตรล์, ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO) และน้ำ ผลการศึกษาพบว่า ลักษณะรูปทรงของ 
BAPNA ค่อยๆเปลี่ยนแปลงตลอดระยะเวลาในการจำลอง และสุดท้าย BAPNA หลุดออกจากบริเวณ active site 
ของปาเปน ซึ่งสามารถบอกได้ว่าเมื่อทำการเพิ่มปริมาณของอะซิโตไนไตรล์เล็กน้อย  ระบบของปาเปน-BAPNA ยัง
สามารถทำงานได้ แต่ถ้ามีปริมาณที่มากเกินไปจะส่งผลต่อการเข้าจับระหว่างปาเปนและ  BAPNA ซึ่งจะส่งผลต่อ
ความแม่นยำในการติดตาม activity ของปาเปน โดยผลการศึกษานี ้สามารถนำไปเป็นแนวทางสำหรับการ
ประยุกต์ใช้อะซิโตไนไตรล์ในไบโอเซนเซอร์เพื ่อเพิ ่มความสามาถในการใช้ในการตรวจสอบยาฆ่าแมลงที่ใช้ใน
การเกษตรที่มีความหลากหลายมากข้ึนในอนาคต 
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PAPAIN STABILITY FOR ENZYME-BASED BIOSENSOR PURPOSE  Thesis advisor : Assistant 
Professor Jitnapa Sirirak, Ph.D. 

Biosensors are devices used for sample analysis with high sensitivity and selectivity. They 
are often combined with enzymes to create enzyme-based biosensors. However, the stability of 
the enzymes used in biosensors plays a vital role in determining the efficiency and accuracy of the 
analysis results. In this work, papain is investigated as an enzyme in biosensors. Papain is a protease 
enzyme found in papaya (Carica papaya L.). It offers various benefits and is applied in multiple 

fields due to its straightforward mechanism and cost-effectiveness. Moreover, Nα-benzoyl-L-
arginine-p-nitroaniline (BAPNA) serves as a popular substrate utilized in colorimetric analysis that 
detected the activity of papain. The goal of this work is to study the effect of acetonitrile as a co-
organic solvent in a mixture of dimethyl sulfoxide and water on the stability of the interaction 
between papain and BAPNA through molecular dynamics (MD) simulations over 300 ns using 
Amber20. The results showed that BAPNA remained bound to the active site of papain throughout 
the simulation in the 10:90 %v/v and 50:50 %v/v dimethyl sulfoxide and water systems. After 
adding acetonitrile, although BAPNA exhibited a conformational change while binding to papain’s 
active site in the 10:10:80 %v/v acetonitrile, dimethyl sulfoxide, and water system, it remained 
bound to the active site for the entire 300 ns. Furthermore, in the 50:10:40 %v/v acetonitrile, 
dimethyl sulfoxide, and water system, the conformation of BAPNA gradually changed over the 
simulation time. Ultimately, BAPNA dissociated from papain’s active site. These results indicate 
that a minimal amount of acetonitrile does not affect the stability of the papain-BAPNA complex. 
In contrast, an excessive amount of acetonitrile disrupts the binding between papain and BAPNA, 
potentially affecting the efficiency and accuracy of papain’s activity detection. Therefore, this study 
provides guidelines for the application of acetonitrile in biosensors to enhance pesticide detection 
in various agricultural industries in the future. 
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บทที่ 1 

บทนำ 

1.1 ที่มาและความสำคัญ 

 ยากำจัดศัตรูพืช เป็นสารเคมีที่ถูกใช้อย่างแพร่หลายในอุตสาหกรรมการเกษตรมาอย่างยาวนานในการ
ควบคุมและกำจัดแมลงซึ่งอาจจะมารบกวนหรือทำลายผลผลิตทางเกษตร โดยปัจจุบันมีการใช้ยากำจัดศัตรูพืชมาก
ขึ้น เนื่องจากเกษตรกรได้ผลผลิตที่สวยงาม และขายได้ในราคาสงู [1] แต่สารเคมีที่เป็นองค์ประกอบนั้นส่งผลกระทบ
ต่อร่างกายมนุษย์และกระจายตกค้างอยู่ในสิ่งแวดล้อมเป็นจำนวนมาก สารเคมีบางชนิดใช้เวลาย่อยสลายยาวนาน 
ตัวอย่างของยากำจัดศัตรูพืชที่นิยมใช้ ได้แก่ คาร์โบฟูราน (Carbofuran) เมโทมิล (Methomyl) ไดโครโตฟอส 
(Dicrotophos) อีพีเอ็น (EPN) [2] ในปัจจุบันมีกฎหมายห้ามใช้ยากำจัดศัตรูพืช 3 ชนิดที่มอีันตรายต่อมนุษย์ ได้แก่ 
พาราควอต (Paraquat) คลอร์ไพริฟอสส (chlorpyrifos) และไกลโฟเซต (Glyphosate) [3] ซึ่งมีโครงสร้างทางเคมี
ดังแสดงในรูปที่ 1 แต่เกษตรกรก็ยังมีความจำเป็นในการใช้ยากำจัดศัตรูพืช ทำให้อาจมียากำจัดศัตรูพืชที่ตกค้างใน
ผลผลิตทางการเกษตรและส่งผลต่อผู้บริโภค ดังนั้นการตรวจวัดหาปริมาณของยากำจัดศัตรูพืชที่ตกค้างในผลผลิต
ทางการเกษตรจึงมีความสำคัญ 

 
รูปที่ 1 กลุ่มโครงสร้างยากำจัดศัตรูพืช ได้แก่ (ก) พาราควอต (Paraquat) (ข) คลอร์ไพริฟอสส (chlorpyrifos) 
และ(ค) ไกลโฟเซต (Glyphosate) 

ไบโอเซนเซอร์ หรือ ตัวตรวจวัดทางชีวภาพ เป็นเครื่องมือที่ใช้ในการตรวจวัดหาปริมาณสารตัวอย่างได้
อย่างเฉพาะเจาะจง วิเคราะห์สารได้หลากหลาย รวดเร็ว และถูกต้อง ทำให้ไบโอเซนเซอร์ถูกนำไปประยุกต์ใช้ในงาน
ด้านต่าง ๆ เช่น การตรวจสอบคุณภาพอาหาร ยา หรือ การตรวจหาเชื้อโรค หรือ สารพิษ ไบโอเซนเซอร์ สามารถ
เตรียมได้จากองค์ประกอบหลัก 3 ส่วน คือ องค์ประกอบทางชีวภาพ (Bioreceptor) เช่น เอนไซม์ แอนติบอดี 
จุลินทรีย์ ทรานดิวเซอร์ (Transducer) เป็นส่วนท่ีใช้ในการแปลงปฏิกิริยาที่เกิดเป็นสัญญาต่าง ๆ เช่น อิเล็กโตรเคมี 
(Electrochemical) ออปติคอล (optical) หรือสี (colorimetric) และระบบการแปลผลสัญญาณ (Signal 
processor) ทำหน้าที่แปลผลสัญญาณที่ได้รับจากทรานสดิวเซอร์ให้อยู่ในรูปแบบที่สามารถนำไปใช้วิเคราะห์และ
แสดงผลได้ โดยปัจจุบันมีการใช้ไบโอเซนเซอร์มากขึ้น เนื่องจากเป็นอุปกรณ์ที่มีขนาดเล็ก พกพาสะดวก มีต้นทุนต่ำ 
และแสดงผลที่มีความแม่นยำ  ในงานวิจัยนี้ได้สนใจการนำปาเปนมาใช้เป็นองค์ประกอบของไบโอเซนเซอร์ [4, 5] 

 ปาเปน (Papain) เป็นเอนไซม์ในกลุ่มโปรติเอส (Protease) ที่พบมากในมะละกอ มีกลไกที่เข้าใจง่าย ไม่
ซับซ้อน ราคาต้นทุนต่ำ อุตสาหกรรมต่าง ๆ เช่น อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมยา โดยโครงสร้างของปาเปน
ประกอบด้วยสองโดเมนที่มีรอยแยกตรงกลางระหว่างสองโดเมนคือ L-domain และ R-domain ซึ่งเป็นบริเวณเร่ง
ปฏิกิริยา (active site) ที่มี catalytic triad อยู่ ประกอบด้วย  Cys25 His159 และ Arg175 และยังประกอบด้วย



  2 

กรดอะมิโนที่เป็นไฮโดรโฟบิก (hydrophobic) อยู่ในบริเวณโพรงซึ่งสามารถเกิดแรงอันตรกิริยา (interaction) กับ
อะตอมที่มีความเป็นไฮโดรโฟบิกหรืออะตอมท่ีไม่มีขั้วกับสารที่เราสนใจได้ [6, 7] ปาเปนมีความจำเพาะกับซับสเตรต
ที่มีวงอะโรมาติก จึงมีความเป็นไปได้ที่จะนำไปประยุกต์ใช้กับกลุ่มยากำจัดศัตรูพืชที่มีวงอะโรมาติก ตัวอย่างเช่น 
Dichlorodiphenyltrichloroethane (DDT) Dichlorodiphenyldichloroethane (DDD) หรือ Chlorobenzilate 
ดังแสดงในรูปที่ 2 เพื่อนำมาใช้เป็นตัวรับสารชีวภาพของไบโอเซนเซอร์ 

 
รูปที ่2 โครงสร้างของตัวอย่างยากำจัดศัตรูพืชที่มีวงอะโรมาติก (ก) DDT (ข) DDD และ(ค) Chlorobenzilate 

 ความเสถียรของเอนไซม์เป็นหนึ่งในปัจจัยสำคัญในการทำงานของเอนไซม์ โดยความเสถียรขึ้นอยู่กับ

อุณหภูมิ pH เวลาที่ใช้ในการเก็บรักษา หรือตัวทำละลายอินทรีย์ เนื่องจากในการสกัดยาฆ่าแมลงจะต้องใช้ตัวทำ

ละลายอินทรีย์ในการสกัดออกมา ปริมาณของตัวทำละลายอินทรีย์ที่ใช้จึงส่งผลต่อความสามารถในการทำงานของ

เอนไซม์ ซึ่งส่งผลต่อความถูกต้องของในการตรวจวัดหาปริมาณสารกำจัดศัตรูพืชได้ ดังนั้นการหาปริมาณของตัวทำ

ละลายอินทรีย์ที่เหมาะสมจึงมีความสำคัญ ในงานวิจัยนี้จึงสนใจศึกษาผลของตัวทำละลายอินทรีย์ประเภทต่าง ๆ ที่มี

ต่อการจับกันระหว่างปาเปนกับเบนโซอิลอารจีนิน พาราไนโตรอะนิลีน (BAPNA) [4] ซึ่งทำหน้าท่ีเป็นซับสเตรตที่ใช้

ในการติดตามการเกิดปฏิกิริยาของปาเปน โดยใช้เทคนิค Molecular Dynamics (MD) simulation และโปรแกรม 

AMBER20 [5] และทำการวิเคราะห์ผลการทดลองโดยการหาค่าต่าง ๆ เช่น Root-Mean-Square Deviation 

(RMSD) Root-Mean-Square Fluctuation (RMSF) และ Important Distances Binding Free Energy 

Conformational variation of protein−ligand complexes เพื่อท่ีจะทำให้เข้าใจการดำเนินไปของปฏิกิริยาและ

ผลกระทบในระดับโมเลกุลของการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างเอนไซม์ต่อชนิดของสารละลายอินทรีย์ที่เกิดขึ้นได้ดีมาก

ขึ้น 

1.2 วัตถุประสงค์งานวิจัย 
1) ศึกษาผลของตัวทำละลายอินทรีย์ที่มีผลต่อความเสถียรและโครงสร้างของเอนไซม์โดยอาศัย Molecular 

Dynamics (MD) simulation 
2) ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง activity ของปาเปน BAPNA และการจับกันของโมเลกุลตัวทำละลายใน

บริเวณ active site ของปาเปน เพื่อให้เข้าใจถึงผลกระทบของตัวทำละลายอินทรีย์ต่อการเร่งปฏิกิริยาของ
เอนไซม์ 
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1.3 สมมติฐาน 
1) ความเข้มข้นของตัวทำละลายอินทรีย์ที่เพ่ิมขึ้นจะส่งผลต่อความเสถียรและโครงสร้างของปาเปน 
2) ตัวทำละลายอินทรีย์มีผลต่อการเข้าจับของ BAPNA อาจทำให้เกิดผลที่มีความคลาดเคลื่อนจากผลการ

ทดลองจริง 
1.4 ขอบเขตงานวิจัย 
 ตัวทำละลายอินทรีย์ที่ศึกษา ได้แก่ ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ และอะซิโตไนไตรล ์
1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1) ทำให้ทราบผลของตัวทำละลายอินทรีย์ที่มีผลต่อการทำงานของปาเปน 
2) สามารถนำผลที่ได้มาใช้อธิบายภาพของการทำงานของเอนไซม์ทีจ่ะนำไปประยุกต์ใช้ในไบโอเซนเซอร์ 
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บทที่ 2 

 ทฤษฎี และงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 ปาเปน (Papain)  

 ปาเปนเป็นเอนไซม์ประเภทซิสทิอีนโปรทิเอส (EC 3.4.22.2) ซึ่งแยกได้มาจากยางมะละกอ (Carica 
papaya L.) ซึ่งมีความสามารถเกี่ยวกับ proteolytic activity ที่สามารถย่อยโปรตีนให้มีสายเปปไทด์ท่ีสั้นลง หรือ
บริเวณที่เช่ือมกันระหว่างหมู่เอสเทอร์กับหมู่เอไมด์ โดยจะไปตัดพันธะเปปไทด์ท่ีบริเวณหมู่อะมิโน arginine lysine 
ตามด้วย phenylalanine ปาเปนจะทำงานได้อย่างมีประสิทธิภาพในช่วงค่า pH ตั้งแต่ 4 ถึง 7 และอุณหภูมิที่
เหมาะสมแก่การทำงานอยู่ในช่วงตั้งแต่ 50 ถึง 65 องศาเซลเซียส [6, 7] ปาเปนมี activity ที่หลากหลายทำให้
สามารถนำไปประยุกต์ใช้ได้ในหลาย ๆ ด้าน เช่น อุตสาหกรรมเครื่องหนัง อุตสาหกรรมยา และอุตสาหกรรมอาหาร 
เป็นต้น [8, 9]  

 

รูปที่ 3 โครงสร้างปาเปน (PDB ID:6PAD) ประกอบด้วย L-domain (สีแดง) และ R-domain (สีน้ำเงิน) 

 โครงสร้างของปาเปน (รูปที่ 3) มีลักษณะเป็นสาย polypeptide สายเดี่ยวประกอบด้วยกรดอะมิโน 212 
กรดอะมิโนซึ่งขดพับออกเป็น 2 โดเมนที่ขนาดเท่ากันแต่ conformation ต่างกัน ได้แก่ L-domain (10–111 และ 
208–212) และ R-domain (1–9 and 112–207) [10, 11] ซึ่งตรงกลางของทั้งสองโดเมนจะมีรอยแยกซึ่งเป็น
บริเวณของ active site โดยบริเวณตรงกลางจะมีกลุ่ม sulfhydryl group และมี disulfide bridge อยู่ 3 ตำแหน่ง 
ซึ่งเป็นสิ่งที่สำคัญมากในการทำงานของปาเปนและทำให้เอนไซม์มีความเสถียร กรดอะมิโนที่สำคัญที่อยู่ในบริเวณ 
active site ของปาเปน ได้แก่ Cys25 His159 Asn175 และ Gln19 [12] โดยกรดอะมิโน Cys25 His159 และ 
Asn175 เป็นตำแหน่งของ Catalytic triad [13] ทีม่ีส่วนเกี่ยวข้องกับกลไกในการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม์ในการตัด
พันธะเปปไทด์ Asn175 ซึ่งมีตำแหน่งอยู่ใกล้กับ His159 โดย Asn175 จะช่วยปรับตำแหน่งวงแหวนอิมิดาโซลของ 
His159 ให้เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาและยังช่วยรักษาความเสถียรของเอนไซม์ ส่วน Cys25 และ His159 จะทำ
หน้าท่ีในการเร่งปฏิกิริยาเป็นไปตามรูปที่ 4 โดยมีขั้นตอนดังนี้ [14]  
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(A) หมู่ thiolate ของ Cys25 เกิด nucleophilic addition กับคาร์บอนของหมู่คาร์บอนิลของพันธะเปปไทด์ทำให้
เกิดพันธะเดี่ยวระหว่างคาร์บอนกับออกซิเจนทำให้เกิด Tetrahedral transition state 

(B) หลังจากนั้นเกิด oxyanion เริ่มทำการกำจัดที่ตัดพันธะเปปไทด์ออก โดยทำ deprotonate บริเวณปลาย N ของ
โปรตีนออกจาก His159  

(C) His159 ทำ deprotonate กับโมเลกุลน้ำ โดยเข้าไปชนกับคาร์บอนของหมู่คาร์บอนิลของ Cys25 ที่จับอยู่กับ 
intermediateในการเกิด nucleophilic substitution ทำให้เกิดผลิตภัณฑ์บริเวณปลายคาร์บอนและ Cys25 กลับ
สู่ ground state อีกครั้ง 

(D) Cys25 รับโปรตอนจาก His159 แล้วกลับเข้าสู่ native state ในบริเวณ active site 

(E) รูปผลิตภัณฑ์หลังจากการเกิดปฏิกิริยา 

 

รูปที่ 4 แสดงกลไกการเกดิการเร่งปฏิกิริยาของปาเปน 
(https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/m-csa/entry/174/) 

 2.2 Nα-benzoyl-arginine-p-nitroanilide (BAPNA) 

 Nα-benzoyl-arginine-p-nitroanilide (BAPNA) เป็นสารที่ไม่มีสี ซึ่งเมื่อถูกไฮโดรไลซ์โดยปาเปนจะให้
ผลิตภัณฑ์ คือ p-nitroaniline ที่มสีีเหลือง ทำให้สามารถติดตามการทำงานของปาเปนได้จากการเปลีย่นแปลงของสี
ของสารละลาย [15] 

https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/m-csa/entry/174/
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รูปที่ 5 แสดงกลไกการเกดิปฏิกริยิาของ BAPNA โดยใช้ปาเปนในการเร่งปฏิกริิยา 

2.3 Molecular dynamics (MD) simulations 

 การจำลองพลวัตเชิงโมเลกุล (Molecular dynamics (MD) simulation) เป็นเทคนิคที่ใช้ในการจำลอง
ชนิดหนึ่งที่มีความสำคัญและเป็นที่ยอมรับอย่างกว้างขวางในการใช้ศึกษาเกี่ยวกับสมบัติทางด้านโครงสร้าง ด้าน     
ไดนามิค (Dynamical) และเทอร์โมไดนามิคของโมเลกุลที่เราสนใจ MD simulation มักถูกนำมาใช้ในการศึกษาสาร
ชีวโมเลกุล จำพวก โปรตีน หรือเอนไซม์ เช่น การศึกษาพฤติกรรมแบบไดนามิคของลิแกนด์ที ่จับอยู่กับโปรตีน 
การศึกษาพฤติกรรมของโครงสร้างเอนไซม์ในสภาวะต่าง ๆ เป็นต้น [16]  

Molecular dynamics (MD) เป็นเทคนิคทางเคมีคอมพิวเตอร์ที่เข้าใจง่าย ไม่ซับซ้อน ใช้ความสามารถ
ของคอมพิวเตอร์ในการจำลองการเคลื่อนท่ีของอะตอมทั้งหมดในระบบ โดยจะพิจารณาตำแหน่งเริ่มต้นของอะตอม
ทั้งหมด แล้วคำนวณแรงที่อะตอมแต่ละตัวได้รับจากอะตอมอื่น ๆ และใช้กฎของนิวตันทำนายตำแหน่งของแต่ละ
อะตอมตามฟังก์ชันของเวลา โดยมีพารามิเตอร์ที่ใช้ในการคำนวณ เรียกว่า Force Field ซึ่งพารามิเตอร์นี้จะขึ้นอยู่
กับลักษณะทางเรขาคณิตและกลศาสตร์ของโมเลกุล คำนวณโดยใช้หลักการของ Molecular mechanics ซึ่งจะ
เกี่ยวข้องกับ Boned interaction ที่ประกอบด้วย bond angle dihedral และ Non-boned interaction ที่
ประกอบด้วย van der Waals และ Coulombic force โดยผลรวมของการคำนวณจะได้ออกมาในรูปของพลังงาน
ของโมเลกุลในแต่ละขั้นของเวลา โดยมี software ที่ใช้ในการจำลองหลากหลายประเภท เช่น CHARMM AMBER 
GROMACS และ OPLS โดยแต่ละอันจะมีพารามิเตอร์ที่ให้กับแต่ละประเภทของอะตอมที่ต่างกันตามอัลกอริทึมของ
แต่ละอัน การจำลองด้วย MD ใช้เวลาในการทำงานเป็นหลายล้านหรือพันล้านขั้น โดยแต่ละขั้นจะใช้เวลาเพียง
ไมโครวินาทีเท่านั้น (10-15 ไมโครวินาที) ซึ่งอาจทำให้ต้องใช้เวลานานหลายวันหรือหลายสัปดาห์เพื่อจำลองการ
เปลี่ยนแปลงท่ีเกิดขึ้น แต่การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของโปรตีนในทางชีวเคมีจะเกิดขึ้นในหน่วยของวินาทีหรือนาโน
วินาที ทำให้การจำลอง MD ต้องใช้คอมพิวเตอร์ระดับสูง (Supercomputer) เพื่อให้การศึกษาดำเนินการได้อย่าง
ต่อเนื่อง [17-19] 

2.4 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

 M. M. Fernandez et al., (1990) [20] ได้ศึกษาการทำงานของปาเปนที่ละลายอยู่ใน water-miscible 
organic solvent ในสัดส่วน 7:3 (v/v) ของตัวทำละลายอินทรีย์สองชนิด คือ N,N-dimethylformamide (DMF) 
และ dimethylsulfoxide (DMSO)  โดยติดตาม amidase และ esterase activity ของปาเปนผ่านซับสเตรต 2 
ชนิด คือ Nα-benzoyl-L-arginine-p-nitroanilide (BAPNA) และ Nα-benzoyl-L-arginine ethyl ester (BAEE) 
จากผลการศึกษาพบว่า ในช่วงความเข้มข้นต่ำถึงปานกลาง จะส่งผลให้ค่า kcat (catalytic rate constant) เพิ่มขึ้น 
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แต่เมื่อถึงจุดนึงค่า kcat จะลดลงถึงแม้ว่าจะเพิ่มความเข้มข้น และจากค่า Km ที่เพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็วแสดงให้เห็นว่า
การเพิ่มความเข้มข้นของตัวทำละลายอินทรีย์จะส่งผลให้การเข้าจับระหว่างเอนไซม์กับซับเสตรตลดลง ซึ่งก็แสดงให้
เห็นว่าปริมาณความเข้มข้นของตัวทำละลายอินทรีย์ส่งผลต่อ activity ของเอนไซม์และอาจรบกวนการจับกัน
ระหว่างเอนไซม์กับซับสเตรตทำให้ทำงานได้น้อยลงได้ 

 

รูปที่ 6 Effect of organic solvent on kcat (∎) and Km (●) for the hydrolysis of (A) benzoyl-DL-
arginine-p-nitroanilide (BAPNA) and (B) benzoyl-L-arginine ethyl ester (BAEE) at 30°C and Values of 
kcat are based on the concentration of active sites determined by active site titration. 

 M. Szabelski et al., (2001) [21] ได้ศึกษา papain activity ที่อยู่ใน water-organic solvent 
mixtures โดยใช้ Dabcyl-Lys-Phe-Gly-Gly-Ala-Ala-Edans เป็นซับเสตรต กับตัวทำละลายอินทรีย์ 7 ชนิด ได้แก่ 
methanol (MeOH), ethanol (EtOH), 2-propanol (iPrOH), 2,2,2-trifluoroethanol (TFE), acetonitrile 
(MeCN), 1,2-dimethoxyethane (MeO)2Et และ dimethyformamide (DMF) จากผลการทดลอง พบว่า เมื่อ
เพิ่มความเข้มข้นของตัวทำละลายอินทรีย์ใน solvent mixture จะทำให้ initial rate of papain-catalyzed 
hydrolysis ลดลง ซึ่งตัวทำละลายที่ทำให้ค่า initial rate ลดลงอย่างรวดเร็ว คือ (MeO)2Et และ DMF ในช่วงความ
เข้มข้น 1 – 3 % v/v และสำหรับ MeOH ค่า initial rate ค่อย ๆ ลดลงอย่างช้า ๆ อีกทั้งยังได้มีการศึกษาอิทธิพล
ของความเข้มข้นของตัวทำละลายอินทรีย์ต่อจำนวนของ active site ของปาเปน โดยทดสอบกับสองตัวทำละลาย
คือ DMF กับ MeOH พบว่า เมื่อความเข้มข้นของตัวทำละลายอินทรีย์ทั้งสองชนิดเพิ่มขึ้น จำนวนของ active site 
ลดลง โดย methanol เกิดการเปลี่ยนแปลงเล็กน้อย ซึ่งก็แสดงให้เห็นว่าชนิดและความเข้มข้นของตัวทำละลาย
อินทรีย์มีผลต่อความสามารถในการทำงานของเอนไซม์  

 A. Szabó et al., (2006) [22] ได้ทำการศึกษาความเสถียรของปาเปนใน aqueous organic solvents 
ที ่ความเข้มข้นแตกต่างกัน โดยทดสอบกับตัวทำละลายอินทรีย ์ 4 ชนิด ค ือ ethanol, 1,4-dioxane, 
tetrahydrofuran (THF) และ acetonitrile (ACN) พบว่า ปาเปนมีความเสถียรสูงในตัวทำละลายอินทรีย์ 3 ชนิด 
ได้แก่ ethanol, 1,4-dioxane และ acetonitrile (ACN) แต่เมื่อเพิ่มความเข้มข้นถึง 60% ค่า activity ของเอนไซม์
จะค่อย ๆ ลดลง แต่สำหรับ tetrahydrofuran (THF) ที่ความเข้มข้นต่ำ ๆ (5-10%) ค่า activity ของเอนไซม์ลดลง
อย่างมีนัยสำคัญ นอกจากนี้ จากการศึกษาผลตัวทำละลายอินทรีย์ที่มีต่อการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของเอนไซม์ 
พบว่า tetrahydrofuran (THF) และ 1,4-dioxane ที่ความเข้มข้นสูง ๆ (80-90%) จะเหนี่ยวนำใหเ้อนไซม์เกิดการ
สูญเสียโครงสร้างทุติยภูมิ (tertiary structure) ทำให้ค่า activity ของเอนไซม์ลดลง แต่สำหรับ ethanol และ 

acetonitrile (ACN) จะทำให ้α-helical conformation เพิ่มขึ้น แต่โครงสร้างทุติยภูมิโดยรวมนั้นยังคงเท่าเดิม 



  8 

บทที ่3 

วิธีการดำเนินการวิจัย 

3.1 การเตรียมโปรตีน ลิแกนด์ และ Molecular Dynamics (MD) simulation 

 ในการศึกษาเพื ่อดูความเสถียรของโครงสร้างเอนไซม์และ BAPNA ภายใต้ตัวทำละลายอินทรีย์ที่
หลากหลายด้วยวิธี Molecular dynamics (MD) simulation โดยใช้โปรแกรม AMBER20 และใช้โครงสร้างของ
ปาเปน (PDB ID: 6PAD) ที่ดาวน์โหลดจาก Protein Data bank และโครงสร้างของ BAPNA (CID 13494) ที่ได้จาก
การศึกษา molecular docking ก่อนหน้าน้ีโดยอาศัยโปรแกรม iGemdock2.1 

 ปาเปน (PDB ID: 6PAD) จะถูกนำมาทำการปรับ protonation states ของกรดอะมิโน โดยปรับค่า pH 
เท่ากับ 7 โดยใช้ H++ server ในส่วนของการสร้าง topology files สำหรับระบบ อาศัย antechamber program 
และ frcmod file อาศัย parmchk2 ที่อยู ่ใน AMBER20 software package สำหรับการสร้าง topology 
parameter files และ initial coordinates ของอะตอมของ complex ใช้ Leap module และโปรตีนใช้ ff14SB 
force field ในแต่ละ complex ถูกวางไว้ภายใน periodic boundary box และล้อมรอบด้วยตัวทำละลายความ
หนา 12 Å ได้แก่ น้ำโดยใช้ TIP3P water ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO) และอะซิโตไนไตรล ์(ACN) โดยใช้ packmol 
[26] ในการสร้างโครงสร้าง custom box และสร้าง library file โดยใช้ Leap module แล้วทำการล้อมรอบ 
complex จาก library file ที่สร้างขึ้นโดยใช้วิธีเดียวกันกับการล้อมตัวทำละลายโดย TIP3P water Chloride ions 
(Cl-) ถูกเพิ่มเข้าไปเพื่อทำให้ระบบเป็นกลาง โดยจะทำโครงสร้างของโปรตีนในระบบที่เป็นน้ำก่อนและนำโครงสร้าง
ของโปรตีนที่ทำ simulation ในน้ำแล้วมาเป็นโครงสร้างเริ่มต้นในตัวทำละลายอื่นๆ เพื่อเปรียบเทียบผล 

 ขั้นต่อไปเป็นการเริ่มทำ minimization 5 ขั้น โดยเริ่มต้นจากการทำ steepest descent minimization 
2500 ขั้น ตามด้วย conjugate gradient minimization 2500 ขั้น (MAXCYC - NCYC) ในการทำทั้งหมด 2500 
ขั้นของ conjugate gradient steps แต่ละขั้น อาศัยการทำโดยใช้ sander module โดยในแต่ละขั้นมีวิธีการดังนี้ 

Step 1: Heavy atoms of the protein were restrained with a force constant of 10 kcal/mol·Å2, 

Step 2: Backbone atoms of the protein were restrained with a force constant of 10 kcal/mol·Å2, 

Step 3: Backbone atoms of the protein were restrained with a force constant of 5 kcal/mol·Å2, 

Step 4: Backbone atoms of the protein were restrained with a force constant of 1 kcal/mol·Å2, 

Step 5: No restraint. 

 MD simulations ดำเนินการโดยภายใต้เงื่อนไข periodic boundary อาศัย PMEMD module ของ 
AMBER20 พันธะทั้งหมดที่เชื่อมกันแบบโควาเลนต์กับอะตอมไฮโดรเจนถูกจำกัดไว้โดย the SHAKE algorithm 
(NTC=2, NTF=2) ในแต่ละการจำลอง โดยใช้ time step เท่ากับ 0.002 ps สำหรับการจำลองแบบ nonbonded 
และ long-range electrostatic interactions วิธี particle mesh Ewald ถูกนำมาใช้ในการกำหนดค่า cut-off 
distance มีค่าเท่ากับ 12 Å ในการควบคุมอุณหภูมิในระหว่างการทำการจำลอง ใช้ค่า Berendsen thermostat 
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(NTT=1) และในแต่ละระบบทำการให้ความร้อนตั้งแต่ 0 ถึง 298 เคลวิน (K) เป็นเวลา 100 ps ภายใต้ NVT 
ensemble (NTB=1) ตามด้วยการทำ equilibration ภายใต้ NPT ensemble (NTB=2) ที่อุณหภูมิ 298 เคลวิน 
โดยใช้ isotropic position scaling เพื่อรักษาความดันให้คงที่ (NTP=1) และใช้ relaxation time เท่ากับ 0.5 ps 
(TAUP=0.5) เป็นเวลา 400 ps โดยไม่มีการ restraint และในขั้นตอนสุดท้ายทำการจำลองระบบเป็นเวลา 1000 ns 
ภายใต้ NPT ensemble (NTB=2, barostat=2) ที่ 298 เคลวิน โดยใช้ isotropic position scaling เพื่อรักษา
ความดันให้คงที่ (NTP=1) และใช้ relaxation time of 2.5 ps (TAUP=2.5) 

ระบบของปาเปน-BAPNA ทีน่ำมาทำการจำลอง ม ี4 ได้แก่  
1. 10:90% v/v ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO)–น้ำ 
2. 50:50% v/v ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO)–น้ำ 
3. 10:10:80% v/v ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO)-อะซิโตไนไตรล์ (Acetonitrile)-น้ำ  
4. 10:50:40% v/v ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO)-อะซิโตไนไตรล์ (Acetonitrile)-น้ำ 

ตารางที่ 1 แสดงจำนวนตัวทำละลายในแตล่ะระบบที่ใช้ในการสร้างโมเดลของแต่ละระบบ 

Molecular dynamic box 
details 

10:90% v/v 
DMSO-น้ำ 

50:50% v/v 
DMSO-น้ำ 

10:10:80% v/v 
DMSO-อะซิโตไนไตรล ์

-น้ำ 

10:50:40% v/v 
DMSO-อะซิโตไนไตรล์-

น้ำ 

Mole ratio 1:36 1:4 1:1:32 7:1:15 

จำนวนโมเลกุลของ DMSO 80 600 90 130 
จำนวนโมเลกุลของ 

อะซิโตไนไตรล ์
- - 90 910 

จำนวนโมเลกุลของน้ำ 2920 2400 2820 1960 

 

3.2 การวิเคราะห์ผลโดยใช้ CPPTRAJ module ของ AMBER20  
1) ความเสถียรของระบบ ได้แก่ Root-Mean-Square Deviation (RMSD) Root-Mean-Square 

Fluctuation (RMSF) และ Radius of gyration (Rg) 
2) จำนวนอะตอมของลิแกนด์ที่เกิดพันธะกับกรดอะมิโนท่ีอยู่ภายใน active site ของปาเปน  
3) ระยะห่างของกรดอะมิโนท่ีสำคัญระหว่างปาเปนกับ BAPNA 
4) การเกิดพันธะไฮโดรเจนระหว่างปาเปนกับ BAPNA 

 
3.3 การวิเคราะห์สิ่งแวดล้อมบริเวณ active site และ BAPNA 
 การสังเกตสภาพแวดล้อมที่เปลี่ยนแปลงไปทำโดยการวิเคราะห์ตัวทำละลายที่เกี่ยวข้องได้แก่ น้ำ ไดเมทิล
ซัลฟอกไซด์ และอะซิโตไนไตรล์ ที่เปลี่ยนแปลงไปเมื่อเวลาผ่านไปในบริเวณ active site ของปาเปนและรอบๆ 
BAPNA โดยใช้โปรแกรม Discovery Studio Visualizer และ UCSF chimera software 
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บทที ่4 

ผลการทดลองและอภิปรายผล 

 การจำลองพลวัตเชิงโมเลกุลได้นำมาใช้ในการศึกษาระบบ co-organic solvent ทั้งหมด 4 ระบบ โดยใน
สองระบบแรก: ระบบของไดเมทิลซัลฟอกไซด์และน้ำ ในสัดส่วน 10:90 %v/v ระบบของไดเมทิลซัลฟอกไซด์และนำ้ 
ในสัดส่วน 50:50 %v/v เพื่อศึกษาผลของไดเมทิลซัลฟอกไซด์ที่มีต่อการจับของ BAPNA ในปาเปน และอีกสอง
ระบบที่สัดส่วนของ อะซิโตไนไตรล์, ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ และน้ำ เป็น 10:10:80 %v/v และ 50:10:40 %v/v เพื่อ
ศึกษาผลของอะซิโตไนไตรล์ที่มีผลต่อการจับของ BAPNA ในปาเปน โดยระยะเวลาที่ใช้ในการจำลอง คือ 300 นาโน
วินาที หลังจากนั้นทำการวิเคราะห์ผลโดยใช้ trajectory analysis เพื่อคำนวณหาค่า stability factor ต่าง ๆ ได้แก่ 
Root-Mean-Square Deviation (RMSD) Root-Mean-Square Fluctuation (RMSF) Radius of gyration (Rg) 
และ Distance center of mass นอกจากนี้ยังทำการศึกษาอันตรกิริยาที่เกิดขึ้นระหว่าง BAPNA และกรดอะมิโน
ของปาเปน และการดูเปลี่ยนแปลงของโมเลกุลของสารละลายแต่ละชนิดที่อยู่ล้อมรอบ BAPNA  

4.1 แบบจำลองของปาเปน – BAPNA ในระบบสารละลายต่าง ๆ 

 จากการจำลองระบบของปาเปน-BAPNA ในสารละลายต่าง ๆ โดยทำการคำนวณปริมาณโมเลกุลของ
สารละลายจากอัตราส่วนที่ใช้ในการทดลองจริง พบว่า เมื่อเวลาผ่านไป 300 นาโนวินาที ในระบบที่มีการผสม       
ไดเมทิลซัลฟอกไซด์กับน้ำ ในอัตราส่วน 10:90 %v/v และ 50:50 %v/v ไดเมทิลซัลฟอกไซด์สามารถผสมเข้ากันได้
ดีกับน้ำ ดังแสดงในรูปที่ 7 และ 8 นอกจากนี้ในระบบที่มีการเพิ่มอะซิโตไนไตรล์เป็น co-organic solvent ที่มี
อัตราส่วนของอะซิโตไนไตรล์ ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ และน้ำ เป็น  10:10:80 %v/v และ 50:10:40 %v/v พบว่า 
โมเลกุลของตัวทำละลายทั้งสามชนิดสามารถผสมเข้ากันได้ดีตลอด 300 นาโนวินาที ดังแสดงในรูปที่ 9 และ 10 

 
รูปที่ 7 ระบบ 10:90 %v/v ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO)-น้ำ ที่ ก) 0 นาโนวินาที และ ข) 300 นาโนวินาที โดยสี
แดงแสดงโมเลกุลของน้ำ สีเหลืองแสดงโมเลกุลไดเมทิลซัลฟอกไซด์ สีส้มแสดงโครงสร้างปาเปน และสีชมพูแสดง
โครงสร้าง BAPNA 
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รูปที่ 8 ระบบ 50:50 %v/v ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO)-น้ำ ที่ ก) 0 นาโนวินาที และ ข) 300 นาโนวินาที โดยสี
แดงแสดงโมเลกุลของน้ำ สีเหลืองแสดงโมเลกุลไดเมทิลซัลฟอกไซด์ สีส้มแสดงโครงสร้างปาเปน และสีชมพูแสดง
โครงสร้าง BAPNA 

 

รูปที่ 9 ระบบ 10:10:80 %v/v ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO)-อะซิโตไนไตรล์ (Acetonitrile)-น้ำ ที่ ก) 0 นาโน
วินาที และ ข) 300 นาโนวินาที โดยสีแดงแสดงโมเลกุลของน้ำ สีเหลืองแสดงโมเลกุลไดเมทิลซัลฟอกไซด์ สีน้ำเงิน
แสดงโมเลกุลของอะซิโตไนไตรล์ สีส้มแสดงโครงสร้างปาเปน และสีชมพูแสดงโครงสร้าง BAPNA 
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รูปที่ 10 ระบบ 50:10:40 %v/v อะซิโตไนไตรล์ (Acetonitrile)-ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO)-น้ำ ที่ ก) 0 นาโน
วินาที และ ข) 300 นาโนวินาที โดยสีแดงแสดงโมเลกุลของน้ำ สีเหลืองแสดงโมเลกุลไดเมทิลซัลฟอกไซด์ สีน้ำเงิน
แสดงโมเลกุลของอะซิโตไนไตรล์ สีส้มแสดงโครงสร้างปาเปน และสีชมพูแสดงโครงสร้าง BAPNA 

4.2 การวิเคราะห์ผลปัจจัยความเสถียรของแต่ละระบบโดยใช้ CPPTRAJ module 

 การวิเคราะห์ปัจจยัความเสถียรของระบบท่ีทำการจำลอง จะอาศัยการวัดจากค่าปจัจัยความเสถยีรตา่ง ๆ 

ดังนี้  

 4.2.1 Root-Mean-Square Deviation (RMSD) 

 ค่า Root-Mean-Square Deviation (RMSD) เป็นค่าที ่ใช้ในการวัดระยะเฉลี ่ยระหว่างตำแหน่งของ

อะตอมหรือสารชีวโมเลกุลที่เปลี่ยนแปลงไปเมื่อเทียบกับตำแหน่งอ้างอิง (reference position) ของสารประกอบ

นั้น ค่า RMSD เป็นตัวบ่งชี้ถึงความเสถียรและการเปลี่ยนแปลงเชิงโครงสร้างของโมเลกุล โดยค่า RMSD ที่ต่ำแสดง

ถึงความคล้ายคลึงระหว่างโครงสร้างดั้งเดิมและโครงสร้างที่ได้จากการจำลอง ในขณะที่ค่า RMSD ที่สูงบ่งบอกถึง

ความเบี่ยงเบนหรือการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างที่มากขึ้น [23] จากรูปที่ 11 จะเห็นได้ว่าระบบที่มี 10% ไดเมทิล    

ซัลฟอกไซด์ มีค่า RMSD ที่ค่อนข้างคงที่อยู่ที่ 1.5 Å แต่ระบบที่มีการเพิ่มปริมาณของไดเมทิลซัลฟอกไซด์ เป็น 50% 

จะมีค่า RMSD ที่สูงกว่าและมีความผันผวนค่อนข้างสูงอยู่ที่ประมาณ 2-3 Å ตลอดการระยะเวลาการจำลอง ซึ่ง

แสดงในเห็นว่าปริมาณไดเมทิลซัลฟอกไซด์ส่งผลต่อความเสถียรของระบบปาเปน-BAPNA  

 สำหรับระบบเมื่อมีการเพิ่ม 10% ของอะซิโตไนไตรล์ลงไปเพิ่มเป็น 10:10:80 %v/v ของอะซิโตไนไตรล์, 

ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ และน้ำ จะมีค่า RMSD ค่อนข้างคงที่ตลอดเวลาที่ทำการจำลองอยู่ที่ประมาณ 1.5 Å ซึ่งมีความ

ใกล้เคียงกับค่า RMSD ของระบบที่ไม่มีการเพิ่มอะซิโตไนไตรล์ลงไป (10:90 %v/v ไดเมทิลซัลฟอกไซด์-น้ำ) แสดง

ให้เห็นว่าปริมาณของอะซิโตไนไตรล์ที่เพ่ิมลงไปเล็กน้อยไม่ส่งผลต่อระบบของปาเปน-BAPNA ในทางตรงกันข้ามเมื่อ

เพิ่มปริมาณของอะซิโตไนไตรล์เป็น 50% ค่า RMSD ของระบบใน 200 นาโนวินาทีแรก จะอยู่ที่ประมาณ 1.5 Å แต่
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หลังจากนั้น ค่า RMSD จะเพิ่มขึ้นเป็น 15 Å ที่ 230 ns และลดลงอยู่ที่ประมาณ 10 Å ในช่วง 50 ns สุดท้ายของ

การจำลอง แสดงให้เห็นว่าปริมาณของอะซิโตไนไตรล์ที่มีมากขึ้นส่งผลต่อความเสถียรของระบบปาเปน-BAPNA 

 
รูปที่ 11 ค่า RMSD ของระบบปาเปน-BAPNA ในสารละลายระบบต่าง ๆ โดยระบบ 10:90 %v/v ไดเมทิล         
ซัลฟอกไซด์ (DMSO)–น้ำ เป็นระบบควบคุม (เส้นสีดำ) เปรียบเทียบกับ ก) ระบบ 50:50 %v/v ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ 
(DMSO)–น้ำ (เส้นสีฟ้า), ข) ระบบ 10:10:80 %v/v อะซิโตไนไตรล์ (Acetonitrile)-ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO)-
น้ำ (เส้นสีเขียว) และ ค) ระบบ 50:10:40 %v/v  อะซิโตไนไตรล์ (Acetonitrile)-ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO)-น้ำ 
(เส้นสีเหลือง) 

 4.2.2 Root-Mean-Square Fluctuation (RMSF) 

 ค่า Root-Mean-Square Fluctuation (RMSF) เป็นการวัดการเบี่ยงเบนเฉลี่ยของตำแหน่งอะตอมจาก
ตำแหน่งเฉลี่ยของอะตอมนั้น ๆ ในช่วงเวลาหนึ่งระหว่างการจำลองพลศาสตร์โมเลกุล  (Molecular Dynamics 
(MD) simulation) ค่า RMSF ให้ข้อมูลเกี่ยวกับความยืดหยุ่นและการเคลื่อนไหวของโครงสร้างโปรตีน สามารถใช้ใน
การบ่งบอกถึงความเปลี่ยนแปลงของโครงสร้างโปรตีนว่าบริเวณหรือตำแหน่งของกรดอะมิโนใดมีการเปลี่ยนแปลง 
ซึ่งค่า RMSF ที่ต่ำแสดงว่าตำแหน่งนั้นมีการเปลี่ยนแปลงเมื่อเทียบกับตำแหน่งน้อย แสดงว่าช่วงบริเวณนั้นมีความไม่
ยืดหยุ่น (rigid) ส่วนตำแหน่งที่มีค่า RMSF สูง บ่งบอกถึงการเบี่ยงเบนจากตำแหน่งเฉลี่ยสูง แสดงว่าบริเวณนั้นมีการ
เคลื่อนไหวและผันแปรของโครงสร้างสูง [23] จากรูปที่ 12 จะเห็นได้ว่ามีบริเวณที่มีความผันแปรสูงอยู่ประมาณ 7 
ช่วง คือ ช่วงลำดับอะมิโนที่ 1-8 ซึ่งเป็นบริเวณปลายสายฝั่ง N-terminal ช่วงลำดับอะมิโนที่ 38-40 และ 54-68 

เป็นบริเวณ loop ฝั่ง L-domain ช่วงลำดับอะมิโนที่ 80-113 เป็นบริเวณของ loop และ α-helix ช่วงลำดับอะมิโน

ที่ 130-160 เป็นบริเวณของ β-sheet และ loop ช่วงลำดับอะมิโนที่ 188-199 เป็นบริเวณ loop และช่วงลำดับ 
อะมิโนที่ 208-212 เป็นบริเวณของปลายสายฝั่ง C-terminal โดยจะสังเกตได้ว่าบริเวณที่มีการผันแปรสูงจะเป็น
บริเวณของโครงสร้างที่มีลักษณะเป็น loop หรือ random coil ซึ่งเป็นบริเวณของเอนไซม์มีความยืดหยุ่นทาง
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โครงสร้างสูง แสดงให้เห็นว่าโครงสร้างหลักของปาเปนยังคงสภาพปกติได้ในสภาวะการจำลองของแต่ละระบบ
สารละลายที่แตกต่างกัน 

 

รูปที่ 12 ค่า RMSF ของระบบปาเปน-BAPNA ในสารละลายระบบต่าง ๆ โดยระบบ 10:90 %v/v ไดเมทิล         
ซัลฟอกไซด์ (DMSO)–น้ำ เป็นระบบควบคุม (เส้นสีดำ) เปรียบเทียบกับ ก) ระบบ 50:50 %v/v ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ 
(DMSO)–น้ำ (เส้นสีฟ้า), ข) ระบบ 10:10:80 %v/v อะซิโตไนไตรล์ (Acetonitrile)-ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO)- 
น้ำ (เส้นสีเขียว) และ ค) ระบบ 50:10:40 %v/v อะซิโตไนไตรล์ (Acetonitrile)-ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO)- น้ำ 
(เส้นสีเหลือง) 

 4.2.3 Radius of gyration (Rg) 
 ค่า Radius of gyration (Rg) เป็นค่าที่แสดงถึงค่าเบี่ยงเบนของระยะทางเมื่อเปรียบเทียบกับตำแหน่ง
ศูนย์กลางมวล ใช้บ่งบอกถึงลักษณะรูปร่าง ความหนาแน่น (compactness) และการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของ
ระบบโมเลกุลขนาดใหญ่ ซึ่งสามารถใช้ในการวิเคราะห์การจับกันระหว่างโปรตีน-ลิแกนด์ได้ โดยค่า Rg ต่ำ แสดงถึง
โครงสร้างมีการรวมตัวกันแน่น แต่ถ้า Rg มีค่าสูงแสดงว่าโครงสร้างหรือการเข้าจับมีการขยายตัว บ่งบอกได้ว่าระบบ
มีการสูญเสียการรวมตัวกัน [23] จากรูปที่ 13 จะเห็นได้ว่าระบบที่มี 10% ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ จะมีค่า Rg โดยเฉลี่ย
ที่ประมาณ 16.5 Å และเมื่อเพิ่มไดเมทิลซัลฟอกไซด์ เป็น 50% ค่า Rg ของระบบมีการเปลี่ยนแปลงเล็กน้อยจาก
ประมาณ 16.3 Å ในช่วง 50 นาโนวินาทีแรก และคงที่ท่ีระยะ 16.5 Å แสดงให้เห็นว่าระบบของปาเปน-BAPNA ยัง
มีการรวมตัวกันได้ดี 

 เมื่อทำการเพิ่ม 10% อะซิโตไนไตรล์เข้าไปในระบบเป็น 10:10:80 %v/v ของอะซิโตไนไตรล์ ไดเมทิล   
ซัลฟอกไซด์ และน้ำ ค่า Rg ของระบบมีค่าอยู่ท่ีระยะเฉลี่ยประมาณ 16.5 Å และเมื่อเพิ่มปริมาณอะซิโตไนไตรล์เป็น 
50% จะเห็นได้ว่าในช่วง 200 นาโนวินาทีแรก ค่า Rg ของระบบอยู่ที่ประมาณ 16.5 Å แต่หลังจากนั้นระยะเพิ่มขึ้น
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ไปสูงถึง 22 Å และค่อย ๆ ลดลง อยู่ที่ประมาณ 18 Å จากผลข้างต้นแสดงให้เห็นว่า การเพิ่มอะซิโตไนไตรล์เล็กน้อย
ไม่ส่งผลต่อการเกิด complex ระหว่างปาเปน-BAPNA แต่เมื่อมีปริมาณมากเกินไปก็ทำให้เกิดผลกระทบต่อการเข้า
จับของ BAPNA กับปาเปน 

 

รูปที่ 13 ค่า Rg ของระบบปาเปน-BAPNA ในสารละลายระบบต่าง ๆ โดยระบบ 10:90 %v/v ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ 
(DMSO) – น้ำ เป็นระบบควบคุม (เส้นสีดำ) เปรียบเทียบกับ ก) ระบบ 50:50 %v/v ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO)–
น้ำ (เส้นสีฟ้า), ข) ระบบ 10:10:80 %v/v อะซิโตไนไตรล์ (Acetonitrile)-ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO)- น้ำ (เส้นสี
เขียว) และ ค) ระบบ 50:10:40 %v/v อะซิโตไนไตรล์ (Acetonitrile)-ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO)-น้ำ (เส้นสี
เหลือง) 

4.2.4 Distance of center of mass 

 ค่าระยะห่างของศูนย์กลางมวล เป็นค่าที่วัดระยะห่างของลิแกนด์กับโปรตีนเพื่อดูการเปลีย่นแปลงตำแหนง่
ของการจับของลิแกนด์ จากรูปที่ 14 ค่าระยะห่างของศูนย์กลางมวลของระบบ 10% ของไดเมทิลซัลฟอกไซด์ มีค่า
อยู่ที่ประมาณ 13.5 Å และค่อนข้างคงที่ตลอดเวลาในการทำการจำลอง เช่นเดียวกับระบบที่มีปริมาณของไดเมทิล
ซัลฟอกไซด์เป็น 50% จะเห็นว่ามีค่าระยะห่างเฉลี่ยประมาณ 13.5 Å แต่จะมีความผันผวนมากกว่าระบบของ 10% 
ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ ส่วนระบบที่มีการเพิ่ม 10% อะซิโตไนไตรล์เข้าไปในระบบจะเห็นว่าระยะห่างมีความผันผวนสูง
ในช่วงเริ่มต้น โดยมีค่าระยะห่างเฉลี่ยประมาณ 13.5-16 Å แสดงให้เห็นว่าการเพิ่มอะซิโตไนไตรล์ทำให้ BAPNA มี
การขยับมากขึ้น และระบบที่เพิ่มปริมาณ 50% ของอะซิโตไนไตรล์จะสังเกตเห็นได้ว่าในช่วง 200 นาโนวินาทีแรก 
ระยะห่างมีค่าคงที่ประมาณ 13.5 Å ก่อนที่จะมีค่าสูงขึ้นและผันผวนอยู่ที่ประมาณ 20-40 Å ตลอดระยะเวลาการ
จำลอง ซึ่งแสดงให้เห็นว่า BAPNA ได้หลุดออกจากบริเวณ active site ของปาเปน 
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รูปที่ 14 ค่า distance of center of mass ของระบบปาเปน-BAPNA ในสารละลายระบบต่าง ๆ โดยระบบ 
10:90 %v/v ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO)–น้ำ เป็นระบบควบคุม (เส ้นสีดำ) เปรียบเทียบกับ ก) ระบบ 
50:50 %v/v ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO)–น้ำ (เส้นสีฟ้า), ข) ระบบ 10:10:80 %v/v ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ 
(DMSO)-อะซิโตไนไตรล์ (Acetonitrile)-น้ำ (เส้นสีเขียว) และ ค) ระบบ 10:50:40 %v/v ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ 
(DMSO)-อะซิโตไนไตรล์ (Acetonitrile)-น้ำ (เส้นสีเหลือง) 

 4.2.5 การเกิดอันตรกิริยาและการวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงสภาพแวดล้อมของสารละลายต่อปาเปน-

BAPNA complex 

4.2.5.1 ระบบ 10:90 %v/v ของไดเมทิลซัลฟอกไซด์ และน้ำ 

 จากรูปที่ 15 แสดงตำแหน่งการเข้าจับของ BAPNA ในบริเวณ active site ของปาเปน ในระบบของ
สารละลาย 10:90 %v/v ของไดเมทิลซัลฟอกไซด์กับน้ำ จะเห็นได้ว่า BAPNA สามารถจับในตำแหน่งบริเวณ active 
site ได้ตลอดในระยะเวลาการทำการจำลอง โดยลักษณะ conformation ของ BAPNA อยู่ในรูปทรงลักษณะ V-
shaped คล้ายเดิม เมื่อทำการสังเกตสารละลายที่อยู่ในบริเวณ active site จะเห็นว่า บริเวณนี้จะถูกครอบครอง
ด้วยโมเลกุลของน้ำเป็นส่วนใหญ่ โดยมีไดเมทิลซัลฟอกไซด์อยู่เพียงเล็กน้อย สำหรับอันตรกิริยาที่เกิดขึ้นนั้น BAPNA 
เกิดอันตรกิริยาที่สำคัญกับกรดอะมิโนหลักได้แก่ TYR61 GLY65 GLY66 TYR67 และ VAL157 (ตารางที่2)  

จากตารางที่ 3 แสดงจำนวนของโมเลกุลของน้ำ และไดเมทิลซัลฟอกไซด์ ที่เกี่ยวข้องกับการเกิดอันตร
กิริยากับ BAPNA จะเห็นได้ว่าตลอดระยะเวลาการจำลอง BAPNA มีการเกิดพันธะไฮโดรเจนกับน้ำเป็นหลัก และ
เกิดกับไดเมทิลซัลฟอกไซด์ 1 โมเลกุล ที่ 100 นาโนวินาที พันธะไฮโดรเจนกับน้ำลดลง เหลือเพียง 2 โมเลกุล และ
หลังจากนั้นมีจำนวนคงที่ท่ี 4 โมเลกุล ส่วนการเกิดอันตรกิริยากับไดเมทิลซัลฟอกไซด์มีจำนวนลดลงเมื่อเวลาผ่านไป 
ซึ่งสอดคล้องกับรูปที่ 16 แสดงภาพให้เห็นว่าโมเลกุลที่ล้อมรอบ BAPNA ส่วนมากจะเป็นโมเลกุลของน้ำและจำนวน
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ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ลอ้มรอบใน 0 นาโนวินาทีมีเพียงเล็กน้อย ก่อนท่ีจะมีปริมาณเพิ่มขึ้นประมาณ 4-5 โมเลกุลตลอด
การจำลอง  

 

รูปที ่15 แสดง binding position (ก), บริเวณ active site ของปาเปน (ข) และ ลักษณะ binding conformation 
และอันตรกิริยาที่เกิดขึ้นระหว่างปาเปน (สีส้ม) และ BAPNA (สีชมพู) (ค) ที่ได้จากการทำ Molecular Dynamics 
(MD) simulation ของระบบที่มี 10:90 %v/v ของไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (สีเหลือง) และน้ำ (สีแดง) ที่เวลา 0, 100, 
200 และ 300 นาโนวินาที  

ตารางที ่ 2 กรดอะมิโนของปาเปนที ่เกี ่ยวข้องกับการเกิดอันตรกิริยาระหว่าง BAPNA กับปาเปนในระบบ 
10:90 %v/v ของไดเมทิลซัลฟอกไซด์กับน้ำ ที่เวลา 0, 100, 200 และ 300 นาโนวินาที 

ระยะเวลาการจำลอง 
(นาโนวินาที) 

กรดอะมิโนที่เกี่ยวข้องในการเกิดอันตรกิริยา 

Hydrogen bond Hydrophobic interaction 
0 GLY66 TYR67, GLY65 

100 TYR61, GLY66 - 
200 TYR61, GLY66 TYR67 

300 TYR61, GLY66 VAL157 
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ตารางที่ 3 จำนวนโมเลกุลของน้ำ และไดเมทลิซัลฟอกไซด์ (DMSO) ที่เกี่ยวข้องในการเกิดอันตรกริิยากับ BAPNA ที่
เวลา 0, 100, 200 และ 300 นาโนวินาท ี

ระยะเวลาการจำลอง 
(นาโนวินาที) 

จำนวนของตัวทำละลายที่เกี่ยวขอ้งกับการเกิดอันตรกิริยากับ BAPNA 
Hydrogen bond Hydrophobic interaction 

น้ำ DMSO น้ำ DMSO 
0 5 1 0 0 

100 2 1 0  0 
200 4 0 0 1 
300 4 0 0 0 

 

รูปที่ 16 แสดงโมเลกุลของตัวทำละลายที่ล้อมรอบ BAPNA ในระยะภายใน 8 Å ในบริเวณที่ active site ของ 
BAPNA-papain complex (ข) ที่ได้จากการจำลอง Molecular Dynamics (MD) simulationของปาเปน (สีส้ม)-
BAPNA (สีชมพ)ู complex ของระบบท่ีมี 10: 90 %v/v ของน้ำ (สีแดง), ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (สีเหลือง) ที ่0, 100, 
200 และ 300 นาโนวินาที 

4.2.5.2 ระบบ 50:50 %v/v ของไดเมทิลซัลฟอกไซด์ และน้ำ 
 สำหรับระบบ 50:50 %v/v ของไดเมทิลซัลฟอกไซด์และน้ำ จากรูปที่ 17 จะเห็นได้ว่าที่ 100 นาโนวินาที
แรก BAPNA จับกับปาเปนที่บริเวณ active site ในลักษณะ V-shaped ก่อนที่จะเปลี่ยนรูปทรงเป็น T-shaped ที่
เวลา 200 นาโนวินาที และกลับมาในลักษณะทรง V-shaped อีกครั้งที่ 300 นาโนวินาที และบริเวณ active site 
จะเห็นได้ว่าโมเลกุลของไดเมทิลซัลฟอกไซด์ ครอบครองพื้นที่ในบริเวณนี้มากกว่าโมเลกุลน้ำ การเกิดอันตรกิริยา
ระหว่างกรดอะมิโนของปาเปนและ BAPNA จะเห็นว่าที่ 100 นาโนวินาทีแรก มีการเกิดพันธะไฮโดรเจน GLY66 
และ ASP158 และ hydrophobic กับ GLY65 VAL133 VAL157 และที่ 200 นาโนวินาทีที่มีการเปลี่ยนรูปทรงใน
การจับจะเห็นว่ามีการเกิดเพียงพันธะไฮโดรเจนกับ GLY66 และ ASP158 และเมื่อผ่านไป 300 นาโนวินาที จะเห็น
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ว่ามีการเกิดพันธะไฮโดรเจนกับ GLY23 และ TYR61 เพิ่มเติมและมีการเกิด hydrophobic กับ GLY65 GLY66 
TYR67 และ VAL133 

สำหรับจำนวนของตัวทำละลายที่เกี่ยวข้องกับการเกิดอันตรกิริยากับ BAPNA จากตารางที่ 5 จะเห็นวา่มี
การเกิดพันธะไฮโดรเจนกับน้ำเพิ่มขึ้นเมื่อเวลาผ่านไปและมีการเกิดพันธะไฮโดรเจนกับไดเมทิลซัลฟอกไซด์จำนวน 1 
โมเลกุล นอกจากน้ันท่ี 0 นาโนวินาที มีการเกิด hydrophobic กับไดเมทิลซัลฟอกไซด์ 1 โมเลกุล และที่ 200 นาโน
วินาที มีการเกิดกับไดเมทิลซัลฟอกไซด์จำนวน 2 โมเลกุล และรูปที่ 18 ก็แสดงให้เห็นว่าท่ี 0 นาโนวินาทีโมเลกุลของ
ไดเมทิลซัลฟอกไซด์มีการลอ้มรอบใกล้ ๆ กับ BAPNA และเริ่มกระจายตัวออกห่างขึ้นเมื่อเวลาเพิ่มขึ้น ซึ่งตรงกันข้าม
กับโมเลกุลน้ำที่ช่วงแรกมีการกระจายห่างจากโมเลกุลของ BAPNA และเมื่อเวลาเพิ่มขึ้นโมเลกุลของน้ำมีการขยับเขา้
ไปใกล้โมเลกุลของ BAPNA มากขึ้น ซึ่งสอดคล้องกับการเกิดพันธะไฮโดรเจนท่ีมีมากข้ึนเมื่อเวลามากขึ้น 

 

รูปที ่17 แสดง binding position (ก), บริเวณ active site ของปาเปน (ข) และ ลักษณะ binding conformation 
และอันตรกิริยาที่เกิดขึ้นระหว่างปาเปน (สีส้ม) และ BAPNA (สีชมพู) (ค) ที่ได้จากการทำ Molecular Dynamics 
(MD) simulation ของระบบที่มี 50:50 %v/v ของไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (สีเหลือง) และน้ำ (สีแดง) ที่เวลา 0, 100, 
200 และ 300 นาโนวินาที 
 



  20 

ตารางที่ 4 กรดอะมิโนของปาเปนที ่เกี ่ยวข้องกับการเกิดอันตรกิริยาระหว่าง BAPNA กับปาเปนในระบบ 
50:50 %v/v ของไดเมทิลซัลฟอกไซด์กับน้ำ ที่เวลา 0, 100, 200 และ 300 นาโนวินาที 

ระยะเวลาการจำลอง 
(นาโนวินาที) 

กรดอะมิโนที่เกี่ยวข้องในการเกิดอันตรกิริยา 
Hydrogen bond Hydrophobic interaction 

0 GLY66 VAL133 
100 GLY66, ASP158 GLY65, VAL157 

200 GLY66, ASP158 - 
300 GLY23, TYR61, GLY66, ASP158 GLY65, GLY66, TYR67, VAL133 

ตารางที่ 5 จำนวนโมเลกุลของน้ำ และไดเมทลิซัลฟอกไซด์ (DMSO) ที่เกี่ยวข้องในการเกิดอันตรกริิยากับ BAPNA ที่
เวลา 0, 100, 200 และ 300 นาโนวินาท ี

ระยะเวลาการจำลอง 
(นาโนวินาที) 

จำนวนของตัวทำละลายที่เกี่ยวขอ้งกับการเกิดอันตรกิริยากับ BAPNA 

Hydrogen bond Hydrophobic interaction 
น้ำ DMSO น้ำ DMSO 

0 3 1 0 1 
100 4 0 0  0 
200 6 1 0 2 
300 4 0 0 0 

 

 
รูปที่ 18 แสดงโมเลกุลของตัวทำละลายที่ล้อมรอบ BAPNA ในระยะภายใน 8 Å ในบริเวณที่ active site ของ 
BAPNA-papain complex (ข) ที่ได้จากการจำลอง Molecular Dynamics (MD) simulation ของปาเปน (สีส้ม)-
BAPNA (สีชมพู) complex ของระบบที่มี 50:50 %v/v ของน้ำ (สีแดง) และไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (สีเหลือง) ที่ 0, 
100, 200 และ 300 นาโนวินาที 
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4.2.5.3 ระบบ 10:10:80 %v/v ของอะซิโตไนไตรล์ ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ และน้ำ 

 สำหรับระบบที่มีการเพิ่มอะซิโตไนไตรล์เป็น co-organic solvent โดยเริ่มจากระบบ 10:10:80 %v/v 
ของอะซิโตไนไตรล์ ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ และน้ำ จากรูปที่ 19 จะเห็นว่า BAPNA สามารถคงอยู่ในบริเวณของ active 
site ของปาเปนได้ตลอดระยะเวลาในการจำลอง ซึ่งจากการสังเกตลักษณะ conformation ของ BAPNA ที่ 0 และ 
100 นาโนวินาที รูปร่างที่ใช้เข้าจับเป็นแบนราบ หลังจากนั้นที่ 200 นาโนวินาที เริ่มมีการเปลี่ยนท่าทางเป็นรูปทรง 
V-shaped และคงรูปทรงนี้จนครบ 300 นาโนวินาที โดยในบริเวณ active site จะเห็นได้ว่าในช่วงเริ่มต้นมีโมเลกุล
ของน้ำ และไดเมทิลซัลฟอกไซด์ที่อยู่ในบริเวณนี้เป็นส่วนใหญ่ มีอะซิโตไนไตรล์เพียงเล็กน้อย และเมื่อเวลาผ่านไป
ปริมาณของโมเลกุลอะซิโตไนไตรล์เพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ สำหรับกรดอะมิโนของปาเปนที่เกี่ยวข้องจากรูปท่ี 19 และตาราง
ที่ 6 จะเห็นว่าที่ 0 นาโนวินาทีมีการเกิดพันธะไฮโดรเจนกับกรดอะมิโน TYR61 และ GLY66 นอกจากนั้นยังมีการ
เกิด hydrophobic กับกรดอะมิโน GLY65 GLY66 VAL133 และ VAL157 ซึ่งเมื่อรูปทรงการจับที่เปลี่ยนแปลงไปก็
ส่งผลให้มีการเกิดพันธะไฮโดรเจนกับกรดอะมิโนอื่น ๆ เช่น GLY23 (100 นาโนวินาที) ASP158 (200 และ 300   
นาโนวินาที) และจำนวนการเกิด hydrophobic ลดลงและเกิดอันตรกิริยากับกรดอะมิโน GLY65 และ TYR67 เป็น
หลัก 

 ในส่วนของจำนวนตัวทำละลายที่เกี่ยวข้องกับการเกิดอันตรกิริยา จากรูปที่ 20 แสดงให้เห็นว่าที่ 0 นาโน
วินาที โมเลกุลของตัวทำละลายที่ล้อมรอบ BAPNA ส่วนมากคือ โมเลกุลของน้ำ และมีโมเลกุลของไดเมทิล          
ซัลฟอกไซด์ล้อมรอบเล็กน้อย แต่แทบจะไม่มีโมเลกุลของอะซิโตไนไตรล์ที่ล้อมรอบโมเลกุล BAPNA เมื่อเวลาเพิ่มขึ้น
จะเห็นได้ว่ามีปริมาณของอะซิโตไนไตรล์ล้อมรอบ BAPNA มากขึ้น แต่โมเลกุลของไดเมทิลซัลฟอกไซด์น้อยลง ส่วน
โมเลกุลน้ำที่ล้อมรอบนั้นยังคงปริมาณลอ้มรอบท่ีมากที่สดุอยู่ ซึ่งสอดคล้องกับการเกิดอันตรกิริยาที่เกิดขึ้นจากตาราง
ที่ 7 จะเห็นได้ว่ามีการเกิดพันธะไฮโดรเจนระหว่างโมเลกุลน้ำกับ BAPNA ในปริมาณใกล้เคียงกันตลอด 300 นาโน
วินาที และมีการเกิด hydrophobic กับอะซิโตไนไตรล์มากขึ้น จาก 1 โมเลกุล ที่ 0 นาโนวินาที เป็นประมาณ 3-4 
โมเลกุลตลอดระยะเวลาในการจำลอง ซึ่งทำให้เห็นว่าโมเลกุลของอะซิโตไนไตรล์ที่มีมากขึ้นน่าจะส่งผลต่อรูปทรง
ของ BAPNA ที่ใช้ในการเข้าจับกับปาเปน 
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รูปที ่19 แสดง binding position (ก), บริเวณ active site ของปาเปน (ข) และลักษณะ binding conformation 
และอันตรกิริยาที่เกิดขึ้นระหว่างปาเปน (สีส้ม) และ BAPNA (สีชมพู) (ค) ที่ได้จากการทำ Molecular Dynamics 
(MD) simulation ของระบบที่มี 10:10:80 %v/v ของ อะซิโตไนไตรล์ (สีน้ำเงิน) ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (สีเหลือง) 
และน้ำ (สีแดง) ที่เวลา 0, 100, 200 และ 300 นาโนวินาที 

ตารางที่ 6 กรดอะมิโนของปาเปนที ่เกี ่ยวข้องกับการเกิดอันตรกิริยาระหว่าง BAPNA กับปาเปนในระบบ 
10:10:80 %v/v ของอะซิโตไนไตรล์ ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ กับน้ำ ที่เวลา 0, 100, 200 และ 300 นาโนวินาที 

ระยะเวลาการจำลอง 
(นาโนวินาที) 

กรดอะมิโนที่เกี่ยวข้องในการเกิดอันตรกิริยา 
Hydrogen bond Hydrophobic interaction 

0 TYR61, GLY66 GLY65, GLY66, VAL133, VAL157 

100 GLY23, GLY66 TYR67, GLY65, GLY66 
200 TRY61, GLY66, ASP158 TYR67, GLY65 
300 GLY66, ASP158 TYR67, GLY65 
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ตารางที่ 7 จำนวนโมเลกุลของน้ำ ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO) และอะซิโตไนไตรล์ ที่เกี่ยวข้องในการเกิดอันตร
กิริยากับ BAPNA ที่เวลา 0, 100, 200 และ 300 นาโนวินาที 

ระยะเวลาการ
จำลอง 

(นาโนวินาที) 

จำนวนของตัวทำละลายที่เกี่ยวขอ้งกับการเกิดอันตรกิริยากับ BAPNA 

Hydrogen bond Hydrophobic interaction 
น้ำ อะซิโตไนไตรล์ DMSO น้ำ อะซิโตไนไตรล์ DMSO 

0 4 0 0 0 1 0 
100 3 0 0  0  3 1 

200 2 0 0 0 4 0 
300 3 0 1 0 3 0 

 

รูปที่ 20 แสดงโมเลกุลของตัวทำละลายที่ล้อมรอบ BAPNA ในระยะภายใน 8 Å ในบริเวณที่ active site ของ 
BAPNA-papain complex (ข) ที่ได้จากการจำลอง Molecular Dynamics (MD) simulation ของปาเปน (สีส้ม) 
และBAPNA (สีชมพู) complex ของระบบท่ีมี 10:10:80 %v/v ของ อะซิโตไนไตรล์ (สีน้ำเงิน) ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ 
(สีเหลือง) และน้ำ (สีแดง)  ที ่0, 100, 200 และ 300 นาโนวินาที 
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4.2.5. ระบบ 50:10:40 %v/v ของอะซิโตไนไตรล์ ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ และน้ำ 

 เพื่อทำการพิสูจน์ว่าอะซิโตไนไตรล์มีผลต่อการเข้าจับของ BAPNA กับปาเปน จึงได้ทำการเพิ่มปริมาณ

ของอะซิโตไนไตรล์เป็นอัตราส่วน 50:10:40 %v/v ของอะซิโตไนไตรล์, ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ และน้ำ จากรูปที่ 21 

จะเห็นได้อย่างชัดเจนว่าลักษณะ conformation ของ BAPNA ที่ใช้ในการเข้าจับกับปาเปนค่อย ๆ เริ่มเปลี่ยนไป 

จากท่ี 0 นาโนวินาทีที่อยู่ในรูปทรงแบนราบ เริ่มเปลี่ยนรูปเป็นทรง V-shaped ที่ 100 นาโนวินาที และ T-shaped 

ที่ 200 นาโนวินาที ก่อนที่สุดท้ายจะหลุดออกจาก active site ของปาเปน และเมื่อสังเกตสภาพแวดล้อมบริเวณ 

active site จะเห็นว่าท่ี 0 นาโนวินาที มีปริมาณของโมเลกุลน้ำ DMSO และอะซิโตไนไตรล์ ใกล้เคียงกัน และที่ 100 

และ 200 นาโนวินาที เริ่มมีปริมาณของอะซิโตไนไตรล์มากขึ้น และปริมาณของน้ำและ DMSO ลดลง ก่อนที่ 300 

นาโนวินาที บริเวณ active site จะมีปริมาณของอะซิโตไนไตรล์อยู่เป็นส่วนมาก ตามด้วยน้ำ และ DMSO ตามลำดบั 

สำหรับอันตรกิริยาที่เกิดขึ้นระหว่างกรดอะมิโนของปาเปนและ BAPNA ในช่วง 100 นาโนวินาทีแรก มีการเกิดพันธะ

ไฮโดรเจนกับ TYR61 และ GLY66 และเกิด hydrophobic กับ GLY65 และ TYR67 หลังจากนั้นเหลือเพียง 1 

พันธะไฮโดรเจนกับกรดอะมิโน GLY66 และ 1 hydrophobic กับกรดอะมิโน TYR67 และสุดท้าย BAPNA ก็หลุด

ออกจากบริเวณ active site 

 สำหรับจำนวนของตัวทำละลายที่เกี่ยวข้องกับการเกิดอันตรกิริยา จากตารางที่ 9 และรูปที่ 22 จะเห็นได้

ว่าที่ 0 นาโนวินาที มีปริมาณของไดเมทิลซัลฟอกไซด์ล้อมมากที่สุด แต่เมื่อเวลาผ่านไปปริมาณไดเมทิลซัลฟอกไซด์

ค่อย ๆ ลดลงไปเรื่อย ๆ และแทบจะไม่มีการเกิดอันตรกิริยาระหว่าง BAPNA กับไดเมทิลซัลฟอกไซด์ตรงกันข้ามกับ

ปริมาณของอะซิโตไนไตรล์จะเห็นว่าในช่วงเริ่มต้นมีปริมาณของอะซิโตไนไตรล์เล็กน้อย และเมื่อเวลาเพิ่มขึ้นมี

ปริมาณของอะซิโตไนไตรล์ล้อมรอบ BAPNA มากขึ้น ซึ่งสอดคล้องกับการเกิดอันตรกิริยาที่เกิดขึ้น โดยมีการเกิด

พันธะไฮโดรเจนระหว่าง BAPNA กับอะซิโตไนไตรล์ 1 พันธะ และมีการเกิด hydrophobic 6-7 พันธะ ตั้งแต่ 100 

นาโนวินาทีจนครบระยะเวลาการจำลอง ส่วนของโมเลกุลน้ำ จะเห็นว่าที่ 0 นาโนวินาทีมีน้ำล้อมรอบ BAPNA และ

เกิดพันธะไฮโดรเจน 1 พันธะ และ ที่ 100 นาโนวินาที มีปริมาณน้ำล้อมรอบมากขึ้นและเกิดพันธะไฮโดรเจนถึง 8 

โมเลกุล แต่หลังจาก 200 นาโนวินาที จะเห็นได้ว่าโมเลกุลน้ำเริ่มออกห่างจากโมเลกุล BAPNA มากขึ้น ส่งผลให้มี

พันธะไฮโดรเจนน้อยลง เหลือเพียง 2-3 พันธะ จนครบระยะเวลาในการจำลอง ซึ่งจากผลจะเห็นได้ว่าปริมาณของ 

อะซิโตไนไตรล์ที ่มากขึ ้น ส่งผลให้มีการล้อมรอบโมเลกุลของ BAPNA มากขึ ้น เนื ่องจากลักษณะขั ้วของ                

อะซิโตไนไตรล์กับ BAPNA ที่ใกล้เคียงกัน จึงซึ่งส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงลักษณะของรูปทรงที่ใช้ในการเข้าจับ

ของ BAPNA กับ active site ของปาเปน ทำให้สุดท้าย BAPNA หลุดออกจาก active site ของปาเปน 
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รูปที ่21 แสดง binding position (ก), บริเวณ active site ของปาเปน (ข) และ ลักษณะ binding conformation 
และอันตรกิริยาที่เกิดขึ้นระหว่างปาเปน (สีส้ม) และBAPNA (สีชมพู) (ค) ที่ได้จากการทำ Molecular Dynamics 
(MD) simulation ของระบบที่มี 50:10:40 %v/v ของ อะซิโตไนไตรล์ (สีน้ำเงิน), ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (สีเหลือง) 
และน้ำ (สีแดง) ท่ีเวลา 0, 100, 200 และ 300 นาโนวินาที 

ตารางที่ 8 กรดอะมิโนของปาเปนที ่เกี ่ยวข้องกับการเกิดอันตรกิริยาระหว่าง BAPNA กับปาเปนในระบบ 
50:10:40 %v/v ของอะซิโตไนไตรล์ ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ และน้ำ ที่เวลา 0, 100, 200 และ 300 นาโนวินาที 

ระยะเวลาการจำลอง 
(นาโนวินาที) 

กรดอะมิโนที่เกี่ยวข้องในการเกิดอันตรกิริยา 

Hydrogen bond Hydrophobic interaction 
0 TYR61, GLY66 TYR67, GLY65, GLY66 

100 TYR61, GLY66 TYR67, GLY65, GLY66 
200 GLY66 TYR67 
300 ASN117 - 
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ตารางที่ 9 จำนวนโมเลกุลของน้ำ ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO) และอะซิโตไนไตรล์ ที่เกี่ยวข้องในการเกิดอันตร
กิริยากับ BAPNA ที่เวลา 0, 100, 200 และ 300 นาโนวินาที 

ระยะเวลาการ
จำลอง 

(นาโนวินาที) 

จำนวนของสารละลายท่ีเกี่ยวข้องกับการเกิดอันตรกิริยากับ BAPNA 

Hydrogen bond Hydrophobic interaction 
น้ำ อะซิโตไนไตรล์ DMSO น้ำ อะซิโตไนไตรล์ DMSO 

0 1 0 0 0 1 0 
100 8 1 0  0  7 0 

200 2 1 0 0 6 0 
300 3 1 1 0 7 0 

 

รูปที่ 22 แสดงโมเลกุลของตัวทำละลายที่ล้อมรอบ BAPNA ในระยะภายใน 8 Å ในบริเวณที่ active site ของ 
BAPNA-papain complex (ข) ที่ได้จากการจำลอง Molecular Dynamics (MD) simulation ของปาเปน (สีส้ม)-
BAPNA (สีชมพู) complex ของระบบที่มี 50:10:40 %v/v ของ อะซิโตไนไตรล์ (สีน้ำเงิน), ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (สี
เหลือง) และน้ำ (สีแดง)  ที ่0, 100, 200 และ 300 นาโนวินาที 
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บทที่ 5 

สรุปผลและอภิปรายผลการทดลอง 

 งานวิจัยนี้ได้ทำการศึกษาผลของ co-organic solvent ที่มีต่อความเสถียรของการจับกันระหว่างปาเปนกับ 
BAPNA โดยใช้การจำลอง Molecular dynamics (MD) โดยจะเปรียบเทียบระบบที ่มีต ัวทำละลายเป็นไดเมทิล         
ซัลฟอกไซด์ อะซิโตไนไตรล์ และน้ำที่อัตราส่วนต่างกัน และวิเคราะห์ค่าต่าง ๆ ที่แสดงถึงปัจจัยความเสถียรต่าง ๆ ของ
ระบบ เช ่น Root-Mean-Square Deviation (RMSD) Root-Mean-Square Fluctuation (RMSF) และ Radius of 
gyration (Rg) เป็นต้น จากผลการศึกษาพบว่า เมื่อทำการเปรียบเทียบค่าต่าง ๆ ที่แสดงถึงความเสถียรของระบบที่ทำ
การจำลอง จะเห็นได้ว่าระบบ 10:90 %v/v ของไดเมทิลซัลฟอกไซด์และน้ำ ที่ใช้เป็นระบบควบคุม มีค่า RMSD ที่
ค่อนข้างคงที่ แสดงให้เห็นว่าระบบมีความเสถียร แต่เมื ่อทำการเพิ่ม DMSO เป็น 50% ค่า RMSD มีความผันผวน
เล็กน้อย สำหรับระบบที่มี 10% อะซิโตไนไตรล์ 10% ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ และ 80% น้ำ จะค่อนข้างมีความเสถียรและ
ใกล้เคียงกับระบบควบคุม แต่ในทางกลับกันเมื่อทำการเพิ่มเป็น 50% อะซิโตไนไตรล์ จะส่งผลให้เมื่อเวลาผ่านไประยะ
หนึ่ง BAPNA จะหลุดออกจากตำแหน่ง active site ของปาเปน และเมื่อทำการวิเคราะห์การเกิดอันตรกิริยาและการ
วิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงสภาพแวดล้อมของสารละลายต่อ  ปาเปน-BAPNA complex จะเห็นได้ว่าระบบที่มีเพียง     
ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ทั ้ง 10% และ 50% รูปทรงของ BAPNA ที่ใช้ในการเข้าจับมีการเปลี่ยนแปลงเล็กน้อยตลอด
ระยะเวลาที่ใช้ในการจำลอง โดยคงรูปทรงในลักษณะแบนราบในการจับกับ active site และยังมีการเกิดอันตรกิริยาที่
สำคัญกับกรด อะมิโนของปาเปน ได้แก่ TYR61 GLY65 GLY66 TYR67 VAL157 และ ASP158 ส่วนระบบที่มีการเติม 
10% ของอะซิโตไนไตรล์จะเห็นได้ว่ารูปทรงของ BAPNA มีการเปลี่ยนแปลงจากลักษณะแบนราบเป็นรูป V-shaped 
และมีโมเลกุลของอะซิโตไนไตรล์ล้อมรอบ BAPNA มากขึ้นเมื่อเวลาผ่านไป แต่ BAPNA ยังสามารถเข้าจับกับ active 
site ของปาเปนได้ตลอด 300 นาโนวินาที และมีการเกิดอันตรกิริยาที่สำคัญกับกรดอะมิโนของปาเปน ได้แก่ TYR61 
GLY65 GLY66 TYR67 และ ASP158 เมื ่อเพิ ่มปริมาณอะซิโตไนไตรล์เป็น 50% จะเห็นได้ในช่วงแรก BAPNA ยัง
สามารถจับกับ active site ของปาเปนโดยใช้รูปทรง V-shaped แต่เมื่อเวลา 200 นาโนวินาที รูปทรงของ BAPNA มี
การเปลี่ยนแปลงเป็นทรง T-shaped และหลุดออกจาก active site ของปาเปนไป ซึ่งเมื่อมาสังเกตตัวทำละลายที่
ล้อมรอบ BAPNA จะเห็นว่ามี อะซิโตไนไตรล์มาล้อมรอบ BAPNA มากขึ้นเรื่อย ๆ ซึ่งที่ 300 นาโนวินาทีจะเห็นได้ว่ามี  
อะซิโตไนไตรล์ล้อมรอบ BAPNA เป็นหลัก ซ่ึงจากผลการจำลองน้ีก็แสดงให้เห็นว่าอะซิโตไนไตรล์น่าจะมีขั้วที่ใกล้เคียงกบั 
BAPNA จึงทำให้ชอบอยู่ล้อมรอบ BAPNA ซ่ึงส่งผลต่อลักษณะรูปทรงที่ใช้ในการเข้าจับกับ active site ของปาเปน และ
เมื่อมีปริมาณของอะซิโตไนไตรล์ที่มากเกินไปก็อาจจะส่งผลต่อความเสถียรของระบบปาเปนและ BAPNA นอกจากน้ัน
จากค่า RMSF ที่บอกถึงบริเวณที่มีความยืดหยุ่นของโครงสร้าง จะเห็นได้ว่าในช่วงบริเวณของลำดับกรดอะมิโนที่ 130 -
160 จะมีความเกี่ยวข้องกับบริเวณ active site ซ่ึงน่าจะเป็นบริเวณที่สามารถทำ mutagenesis เพื่อลดความยืดหยุ่นลง 
ทำให้โครงสร้างสามารถคงรูปและคงทนต่อตัวทำละลายอินทรีย์ได้มากขึ้นในอนาคต 

 โดยสรุประบบที ่เหมาะสมที ่จะนำมาใช้ในการประยุกต์อะซิโตไนไตรล์เป็น co-organic solvent คือ 
10:10:80 %v/v ของอะซิโตไนไตรล์ ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ และน้ำ การจำลองนี้แสดงให้เห็นภาพในระดับโมเลกุลซ่ึง
สามารถอธิบายปรากฎการณ์ที่เกิดขึ้นและทำให้เข้าใจมากขึ้น เพื่อนำอะซิโตไนไตรล์ไปประยุกต์ใช้ในระบบไบโอเซนเซอร์
ของปาเปนและ BAPNA เพื่อใช้ในการตรวจจับยากำจัดศัตรูพืชที่มีความเหมาะสมกับระบบปาเปน-BAPNA มากขึ้นใน
อนาคต 
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