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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

ชื่อเรื่อง ฤทธิ์ทางชีวภาพของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาว 
ผู้วิจัย ทัตติยา กัณทะษา 
ประธานที่ปรึกษา ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.จงรักษ์ อรรถรัฐ  
ประเภทสารนิพนธ์ วิทยานิพนธ์ วท.ม. ชีวเคมี, มหาวิทยาลัยนเรศวร, 2566 
คำสำคัญ เอนไซม์ไทโรซิเนส เอนไซม์คอลลาจีเนส เห็ดขอนขาว โปรตีนไฮโดรไล

เสท และต้านอนุมูลอิสระ 
  

บทคัดย่อ 
  

ในปัจจุบันภาวะเครียด มลภาวะ รวมทั้งการได้รับรังสีอัลตราไวโอเลตทำให้กระตุ้นการเกิด
อนุมูลอิสระและภาวะการสังเคราะห์เม็ดสีเมลานินมากเกินไป (Hyperpigmentation) เช่นการเกิดฝ้า 
กระ รวมทั้งภาวะ photo aging หรือริ้วรอยก่อนวัย การกระตุ้นให้เกิดกระบวนการสังเคราะห์เม็ดสีเม
ลานิน มีเอนไซม์สำคัญที่ทำหน้าที่เร่งปฏิกิริยา คือ เอนไซม์ไทโรซิเนส (tyrosinase) ผ่านปฏิกิริยา 
monophenolase และ diphenolase นอกจากนี้สารอนุมูลอิสระยังกระตุ้นการทำงานของ เอนไซม์
คอลลาจีเนส หรือ Matrix metalloproteinase-1 (MMP-1) ซึ่งย่อยสลาย คอลลาเจน และ elastic 
fibers ก่อให้เกิดริ้วรอย และการชราของผิว ในทางเวชสำอางนิยมนำ วิตามินซี กรดโคจิกและอาร์บู
ติน ใช้ลดปัญหาภาวะดังกล่าว อย่างไรก็ตามหากมีการใช้ต่อเนื่อง อาจเกิดผลข้างเคียงต่อผิวหนัง 
ปัจจุบันสารสกัดเปปไทด์ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพจากอาหารถูกนำมาใช้ในผลิตภัณฑ์เครื่องสำอาง  ซึ่ง
ปลอดภัยต่อผู้ใช้ ผู้วิจัยจึงสนใจศึกษาการเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอน
ขาวสดต่อฤทธิ์ทางชีวภาพ พบว่าโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวสด สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการ
ทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนสได้สูงกว่าโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้งและกรดโคจิกมีค่า  
IC50 เท่ากับ 2.747 µg/µL และมีฤทธิ์ใกล้เคียงกับเปปไทด์สังเคราะห์  RHAKF ที่มีค่า IC50 เท่ากับ 
3.086 µg/µL เมื่อทดสอบการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนส โปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ด
ขอนขาวสด มีค่า IC50 เท่ากับ 3.205 µg/µL ซึ่งมีฤทธิ์สูงกว่าโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้ง
ที่มีค่า IC50 เท่ากับ 4.166 µg/µL และมีฤทธิ์ใกล้เคียงกับ  1,10-phenanthroline และ เปปไทด์
สังเคราะห์ GFSGLDGAKGD เมื่อทำการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระพบว่าฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระจาก
เห็ดขอนขาวแห้งและสดด้วยวิธี ABTS มีค่า IC50 อยู่ที่ 2.631 และ 2.632 µg/µL ตามลำดับ ในขณะ
ที่ทดสอบด้วยวิธี DPPH จะมีค่า IC50 เท่ากับ 4.17 และ 3.13 µg/µL ตามลำดับ การทดสอบความ
เป็นพิษต่อเซลล์ด้วยวิธี MTT พบว่าโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสดไม่มี
ความเป็นพิษต่อเซลล์ผิวหนัง HaCaT เมื่อทำการวิเคราะห์ลำดับเปปไทด์จากโปรตีนไฮโดรไลเสทจาก
เห็ดขอนขาวที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ ด้วยวิธี LC-MS/MS ได้ทำการคัดเลือกเปปไทด์ที่น่าสนใจ 4 ลำดับ
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จากตัวอย่างสารสกัดเปปไทด์จากเห็ดขอนขาวสดและเห็ดขอนขาวแห้งในการจำลองการจับกับ
เอนไซม์ไทโรซิเนส ได้แก่ลำดับที่ 1 คือ LILGGSSS และ ลำดับที่ 2 LLLKPKVLL มีค่า GOLD fitness 
score ของการจำลองการจับกันกับเอนไซม์ไทโรซิเนส (2Y9X) แบบ 3 มิติกับลำดับเปปไทด์ภายใน
สายคือลำดับ SSS เท่ากับ 72.70 และ LLLK  มีเท่ากับ 76.67 และการจำลองการจับกับเอนไซม์
คอลลาจีเนสในส่วนลำดับที่ 3 RLRTLLLLLFLM และลำดับที่ 4 LIPLLKLLRVV มีค่าพลังงานจากการ
จับกันกับเอนไซม์คอลลาจีเนส (1CGL) แบบ 3 มิติ มีค่า PLP fitness score เท่ากับ 146.10 และ 
134.00 และ อีกสองลำดับเปปไทด์ คือ LILLPLKP และ LLLKPKVL จากการวิเคราะห์จากค่า Free-
radical scavenging (FRS) สูงที่สุดเมื่อเทียบกับลำดับอื่นภายในกลุ่มสายลำดับเปปไทด์ เท่ากับ 0.43 
และ 0.47 ตามลำดับจากการศึกษาสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวสดที่ย่อยด้วย
เอนไซม์เปปซินนี้สามารถให้ฤทธิ์ทางชีวภาพมากกว่าสารสกัดโปรตีนจากเห็ดขอนขาวที่ไม่ได้ผ่านการ
ย่อยสลาย ดังนั้นจึงเป็นแหล่งโปรตีนหรือเปปไทด์ชนิดใหม่เพ่ิมมูลค่าค่าให้แก่วัตถุดิบ  เพ่ือประยุกต์
เป็นผลิตภัณฑ์บำรุงผิวเพ่ือลดการเกิดริ้วรอยแก่ชรา จุดด่างดำ ฝ้า กระ และความหมองคล้ำต่อไป 
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Protein hydrolysate and Antioxidant 
  

ABSTRACT 
  

Currently, stress, pollution and ultraviolet radiation (UVR) affects the 
reactive oxygen species (ROS). The ROS also contributes to the incidences of 
hyperpigmentation and skin aging such as dark spots, blotches or melasma, wrinkles 
and sunburn. Melanin is mainly synthesized by tyrosinase (polyphenol oxidase) 
through the monophenolase and di-phenolase reactions. Overactivity of the 
tyrosinase by ROS leads to hyperpigmentation. The ROS also activates collagenase or 
matrix. metalloproteinase-1 (MMP-1), which effect collagen and elastic fibers 
degradation causing wrinkles and skin aging. Therefore, multiple inhibitors such as 
kojic acid, ascorbic acid, and arbutin are added as ingredients in creams and skin care 
lotions to reduce those skin problems. These chemical products have a strong 
therapeutic effect, however, using them in large amount may affect in skin sensitivity 
(dermatitis) or irritation. Nowadays, bioactive peptides, protein hydrolysates, are 
popularly used cosmetic in products which inhibit tyrosinase activity, antioxidant and 
some peptides decrease the collagen degradation. In this study, biological activities 
of protein hydrolysate from Lentinus squarrosulus Mont. protein hydrolysate were 
reported. In tyrosinase inhibition experiments, the fresh Lentinus squarrosulus 
protein hydrolysate (FPH) (IC50 2.747 µg/µL) was more effectiveness in tyrosinase 
inhibitory than dried Lentinus squarrosulus protein hydrolysate (DPH). The tyrosinase 
inhibitory effect was similar to synthetic peptide (RHAKF) (IC50 3.086 µg/µL). For 
collagenase inhibition assay, the FPH can inhibit collagenase (MMP-1) better than 
DPH. The half maximal inhibitory concentration of FPH and DPH was 3.205 µg/µL and 
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4.166 µg/µL, respectively that was similar to 1,10-phenanthroline and synthetic 
peptide GFSGLDGAKGD.   The antioxidant activitiy of FPH was similar to DPH by ABTS 
at IC50 2.632 and 2.631 µg/µL respectively. The free radical scavenging activity by 
DPPH assay, the FPH showed stronger than DPH by IC50 at 3.13 and 4.17 µg/µL, 
respectively. The cytotoxicity using MTT assay, both FPH and DPH are not toxicity 
using HaCaT cell. The peptides from protein hydrolysates of FPH and DPH were 
identified by LC-MS/MS,  four peptides were selected by tyrosinase and collagenase 
docking. The selected tyrosinase peptides of FPH and DPH are; LILGGSSS and 
LLLKPKVLL, respectively. After chopping and docking the two peptides by GOLD 
fitness score (2Y9X; Tyrosinase), the highest score for 2Y9X were SSS and LLLK at 
72.70 and 76.67 respectively. For collagenase docking using PLP fitness score (1CGL; 
collagenase), RLRTLLLLLFLM and LIPLLKLLRVV were selected with highest score at 
146.10 and 134.00 respectively. Another two peptides, LILLPLKP and LLLKPKVL were 
also selected with highest free-radical scavenging (FRS) score at 0.43 and 0.47 
respectively. In conclusion, the fresh Lentinus squarrosulus protein hydrolyzed with 
pepsin was stronger bioactivities than crude protein and showed non-toxicity. The 
peptides/protein hydrolysate derived from Lentinus squarrosulus could be valuable 
sources to decrease hyperpigmentation and skin aging for skincare or food 
supplement in further studies. 
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ประกาศคุณูปการ 
 

ประกาศคุณูปการ 
  

วิทยานิพนธ์ระดับปริญญาโท ในหัวข้อเรื่อง“ฤทธิ์ทางชีวภาพของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ด
ขอนขาว หรือ Biological activities of protein hydrolysate from Lentinus squarrosulus 
Mont.” สำเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดีโดยมีความช่วยเหลือและสนับสนุนในด้านสารเคมีและครุภัณฑ์ทาง
วิทยาศาสตร์ของห้องปฏิบัติกลาง ชีวเคมี และห้องปฏิบัติการ 345 ชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร์การแพทย์ 
และขอขอบพระคุณ ผศ. ดร.จงรักษ์ อรรถรัฐ ประธานที่ปรึกษางานวิทยานิพนธ์ระดับปริญญาโท คอยให้
คำปรึกษา ความรู้ ตรวจทานและแก้ไขข้อบกพร่องต่างๆ และดูแลตลอดการทำวิจัยวิทยานิพนธ์ครั้งนี้ -
ขอขอบพระคุณดร. สิทธิรักษ์ รอยตระกูล ประธานกรรมการภายนอก และนักวิจัยศูนย์พันธุวิศวกรรม
และเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ (BIOTEC) สำนักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ (สวทช.) 
ได้อนุ เคราะห์ความช่วยเหลือในการการศึกษาการวิ เคราะห์ลำดับ เปปไทด์ด้ วยวิธี  L iqu id 
Chromatography – Mass Spectrometer (LC-MS/MS) ให้ความรู้ และร่วมอภิปรายผลการทดลอง 
ขอขอบพระคุณรศ .ดร.วรศักดิ์ แก้วก่อง อาจารย์ที่เคารพรักในภาควิชาชีวเคมี  คณะวิทยาศาสตร์
การแพทย์ มหาวิทยาลัยนเรศวร กรรมการผู้ทรงคุณวุฒิสอบวิทยานิพนธ์ระดับปริญญาโท และให้ความ
อนุเคราะห์และช่วยเหลือในการทดลองการศึกษาอัตราการรอดชีวิตหรือทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์
ผิวหนัง HaCaT และนายจตุรงค์ อินผัด ผู้ช่วยผู้วิจัย ขอขอบพระคุณ รศ.ดร. เกียรติทวี ชูวงศ์โกมล 
ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ให้ความอนุเคราะห์การศึกษาการจำลอง
การจับกันของเอนไซม์ (Molecular docking) รวมถึงการให้ความรู้และอภิปรายผลการทดลองใน
วิทยานิพนธ์นี้ให้สมบูรณ์มากยิ่งขึ้น ขอขอบพระคุณทุนวิจัยเสริมสร้างศักยภาพและพัฒนานักวิจัยรุ่นใหม่ 
สำนักงานวิจัยแห่งชาติ (วช.) ส่งเสริมด้านการเงินและเพ่ิมแหล่งพัฒนาทักษะของผู้วิจัยตลอดการ
ศึกษาวิจัยวิทยานิพนธ์ระดับปริญญาโทนี้ ขอขอบพระคุณครอบครัวที่คอยดูแลด้านการเงิน สุขภาพ 
ตลอดให้กำลังใจเสมอ ขอขอบคุณ นางสาววรรณภร สากระแสร์ คู่หู และผู้ร่วมช่วย และให้การปรึกษา
ทำปฏิบัติการ และคอยช่วยเหลือกันตลอดเวลาทำงานวิจัยนี้ ขอขอบคุณ นางสาวณัฐภรณ์ เส็งเต๋ และ
นาวสาวณิชกานต์ สายบัวใย น้องสาวที่น่ารัก คอยช่วยเหลือตลอดการทำวิทยานิพนธ์ ให้งานวิจัยใน
รายวิชาวิทยานิพนธ์ระดับปริญญาโทนี้สำเร็จไปด้วยดี ผู้วิจัยจึงขอกล่าวขอบคุณมา ณ ที่นี้ด้วย 

  
  

ทัตติยา  กัณทะษา 
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บทที่ 1 
บทนำ 

1. ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา 
 ปัจจุบันมีการเกิดปัญหาทางผิวหนัง มีปัจจัยต่างๆมากมาย ได้แก่ ฮอร์โมน หรือพันธุกรรม 
และแสงแดด (Megaw L. et al., 2017)  โดยการสังเคราะห์เมลานินจะเกิดกระบวนการสังเคราะห์
เม็ดสีเมลานินที่ชั้นบริเวณผิวหนังกำพร้า (epidermis) โดยมีเอนไซม์ที่ทำหน้าที่ เร่งปฏิกิริยา 
monophenolase คือ เอนไซม์ไทโรซิเนส (tyrosinase) เกิดปฏิกิริยา hydroxylation ของกรดอะมิ
โนไทโรซีน เปลี่ยนไปเป็น L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) จากนั้นเกิดปฏิกิริยา 
diphenolase เปลี่ยน L-DOPA ไปเป็น DOPA-quinone สังเคราะห์เป็นเม็ดสีเมลานิน (Akihito 
Ochiai et al., 2016) โดยเม็ดสีเหล่านี้จะทำให้เกิดสีม่านตา สีผม หรือสีผิวหนัง หากมีการสังเคราะห์
เมลานินที่มากเกินจะส่งผลให้เกิดภาวะ Hyperpigmentation หรือ ฝ้า กระ จุดด่างดำ (Sato K. et 
al., 2009 และ Banna, H et al., 2018)  .  
 การได้รับรังสีอัลตราไวโอเลตยังสามารถทำให้เกิด photo aging หรือริ้วรอยก่อนวัย ซึ่ง 
reactive oxygen species (ROS) มีบทบาทกระตุ้นการถ่ายทอดสัญญาณ Mitogen-activated 
protein kinase (MAPK) และP13/AKT pathway ในวิถี AKT pathway มีผลในการยับยั้งการ
แสดงออกของเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระในเซลล์ และวิถี MAPK จะควบคุมกระตุ้น activator protein-

1 (AP-1) และ NF-ĸB ในนิวเคลียสให้เกิดการแสดงออกกระตุ้น activator protein-1 (AP-1) ให้
สร้าง Matrix metalloproteinase (MMP) เป็นกลุ่มของ extracellular proteinases ซึ่งย่อยสลาย 
เช่น คอลลาเจน และ elastic fibers ก่อให้เกิดริ้วรอย และการชราของผิว (Jesumani V. et 
al.,2019) 
 อุตสาหกรรมเครื่องสำอางและเวชสำอางในรูปแบบยา อาหารเสริม ครีม โลชั่น เซรั่ม และ
โทนเนอร์บำรุงผิว เริ่มมีการนำสารจากธรรมชาติ เช่น กรดโคจิก ไฮโดรควิโนน วิตามินซีและอาร์บูติน 
มาใช้ลดปัญหาดังกล่าว โดยสารเหล่านี้จะเข้าไปทำการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส (Vijayakumar, R et 
al., 2017, Ochiai, A et al., 2016) อีกทั้งวิตามินซีมีคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระสามารถลดการ
ทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนส ซึ่งหากมีการใช้สารเหล่านี้ปริมาณที่มากจะทำให้เกิดผลข้างเคียง เช่น 
ผิวบอบบางไวต่อแสง ระคายเคือง ผิวหนังอักเสบ รวมไปถึงมีฤทธิ์เป็น pro-oxidant (Sato K. et al, 
2009) ทั้งนี้สารประกอบเหล่านี้ยังก่อให้เกิดอาการแพ้ต่อผู้ใช้ ทางอุตสาหกรรมอาหารและยาได้ให้
ความสำคัญในเรื่องของความปลอดภัยต่อผู้บริโภคเป็นหลัก ซึ่งถือว่าเป็นปัจจัยสำคัญในการผลิต
ผลิตภัณฑ์หรือเครื่องสำอาง มีการค้นหาสารที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีความสามารถในการยับยั้งการ
ทำงานของเอนไซม์ ได้แก่ สารประกอบฟีนอลิกในธรรมชาติที่มีฤทธิ์เป็นสารต้านอนุมูลอิสระมีผลดีต่อ
การลดภาวะเครียดออกซิเดทีฟ ที่มีบทบาทสำคัญของการลดการเสื่อมสภาพของผิวหนัง หรือลดการ
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เกิดภาวะเครียดออกซิเดทีฟที่เป็นตัวการทำให้เกิดผลเสียต่อผิว และความสามารถในการยับยั้ง
เอนไซม์ไทโรซิเนส และคอลลาจีเนส ได้แก่ flavonoid, kaempferol, quercetin, gallic acid และ 
kurarinone (Chen, Q. and Kubo I. et al, 1995-2002) และสารในกลุ่มเปปไทด์ที่สามารถออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพ (bioactive peptide) โดยในขณะนี้กำลังได้รับความนิยมอย่างมากในอุตสาหกรรม
เครื่องสำอางและได้มีการศึกษาวิจัยและพัฒนาฤทธิ์ทางชีวภาพต่างๆอย่างกว้างขวาง เปปไทด์ขนาด
เล็กจากการย่อยโปรตีนมีความสามารถซึมเข้าสู่ผิวหนังได้ มีคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ และยัง
มีความเสถียร คงทน (Piyanan C. และ Romanee S. et al., 2014) และยังสามารถกระตุ้นการ
สร้างคอลลาเจน ลดริ้วรอย เพิ่มการเจริญเติบโตของเซลล์ (Kurosawa K. et al, 1991) โดยงานวิจัยนี้ 
ได้สนใจเกี่ยวกับการศึกษา เห็ดขอนขาว ซึ่งเห็ดขอนขาวเป็นเห็ดที่พบอย่างแพร่หลายในประเทศไทย 
โดยเฉพาะภาคตะวันออกเฉียงเหนือ รายงานว่าเห็ดชนิดนี้อุดมไปด้วยสารอาหาร มีปริมาณโปรตีนสูง
กว่าสารโภชนาการอ่ืน ๆ มีไขมันในสัดส่วนน้อย มีฤทธิ์เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ สามารถต้าน
เซลล์มะเร็ง กระตุ้นการทำงานของลำไส้ ระบบเลือด หัวใจ และมีส่วนช่วยลดระดับความดันและ
คอเลสเตอรอลในเลือด (De Leon et al., 2017)                              
 ดังนั้นงานวิจัยนี้ต้องการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการทดลองและเอนไซม์ท่ีเหมาะสมในการ
เตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสทจากสารสกัดเห็ดขอนขาว (Lentinus squarrosulus Mont.) ด้วยเอนไซม์
เปปซิน ที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนสและคอลลาจีเนส ( In 
vitro) และศึกษาลำดับกรดอะมิโนภายในสารสกัดเปปไทด์ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ เพ่ือนำเปปไทด์มา
ประยุกต์ใช้ในเวชสำอาง ยา หรืออาหารในการลดระดับเมลานินต่อไปในเซลล์ผิวหนัง เพื่อเป็นการเพิ่ม
มูลค่าให้แก่เห็ดขอนขาวที่เป็นวัตถุดิบที่มีอยู่ในประเทศ 

2. วัตถุประสงค์ 
2.1. ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างสายพันธุ์ของเห็ดขอนขาวเพ่ือระบุความจำเพาะของสายพันธุ์ที่
นำมาใช้ในการศึกษา                 
2.2. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสทจากสารสกัดเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ด
ขอนขาวสด (Lentinus squarrosulus Mont.) ด้วยเอนไซม์เปปซิน ที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและ
ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนสและคอลลาจีเนส (in vitro)         
2.3. ศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพและรูปแบบของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ด
ขอนขาวสดที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซินต่อฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ การยับยั้งการทำงานของ
เอนไซม์ไทโรซิเนสและคอลลาจีเนส      . 
2.4. ศึกษาผลของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสดต่อความเป็น
พิษต่อเซลล์ผิวหนัง                     
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2.5. วิเคราะห์ลำดับกรดอะมิโนหรือองค์ประกอบภายในสารสกัดเปปไทด์ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพจากสาร
สกัดโปรตีนจากเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสด 

3. ความสำคัญของการวิจัย 
จากการศึกษาก่อนหน้าพบว่าเห็ดขอนขาวมีฤทธิ์เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ สามารถต้าน

เซลล์มะเร็ง และมีส่วนช่วยลดระดับความดันและคอเลสเตอรอลในเลือด อีกทั้งเห็ดขอนขาวยังเป็น
แหล่งโปรตีนสูงอีกหนึ่งแหล่ง ซึ่งหมาะแก่การนำมาศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจาก
เห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสดที่ทำการย่อยด้วยเอนไซม์ในการต้านอนุมูลอิสระ และยับยั้งการ
ทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนสและคอลลาจีเนส ซึ่งผลการศึกษาสามารถใช้บอกเป็นแนวทางในการ
นำไปพัฒนาต่อยอดเป็นผลิตภัณฑ์เวชสำอางได้ต่อไปในอนาคต 

4. ขอบเขตการวิจัย 
 ศึกษาสายพันธุ์ของเห็ดขอนขาวเพ่ือระบุความจำเพาะของสายพันธุ์เห็ดที่ใช้จาก DNA 
barcode โดยเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) และตรวจสอบ
ลำดับดี เอ็น เอเพ่ือดูความสัม พันธ์ระหว่างสายพันธุ์ของเห็ดขอนขาวและเห็ดสปีชีส์ อ่ืนๆ 
(phylogenetic tree) 

เตรียมสกัดโปรตีนจากเห็ดขอนขาวเพ่ือทำการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน (Pepsin) และคัดแยก
ขนาดของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทให้มีขนาดที่เล็กกว่า 3 กิโลดาลตัน ศึกษาระดับการย่อยสลาย
ของโปรตีน (Degree of hydrolysis, DH) ด้วยวิธี TNBS (Trinitrobenzenesulfonic acid) และ
ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนสและ
คอลลาจีเนสเบื้องต้น (in vitro) ศึกษาสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอน
ขาวสดต่อความเป็นพิษในเซลล์ Human Keratinocyte Cell (HaCaT) รวมถึงวิเคราะห์ลำดับ
องค์ประกอบเปปไทด์ภายในสารสกัดเปปไทด์ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ  

5. นิยามศัพท์เฉพาะ  
เอนไซม์ไทโรซิเนส, เอนไซม์คอลลาจีเนส, เห็ดขอนขาว, โปรตีนไฮโดรไลเสท, สารต้านอนุมูลอิสระ 

Tyrosinase, Collagenase, Lentinus squarrosulus Mont, Protein hydrolysate, Antioxidant 

6. สมมุติฐานของการวิจัย  
 สารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซินสามารถมี
ฤทธิ์ทางชีวภาพในการต้านอนุมูลอิสระและยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนสและเอนไซม์
คอลลาจีเนส อีกทั้งไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ผิวหนัง เซลล์ผิวหนัง Human Keratinocyte (HaCaT) 

 

https://www.barascientific.com/article/DNA/dna_4.php
https://www.barascientific.com/article/DNA/dna_4.php
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%94%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B9%87%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%AD
https://www.barascientific.com/article/DNA/dna_4.php
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ภาพที ่1 แสดง Flow chart แผนภาพรวมของงานวิจัย

สกดัโปรตีนจากผงเห็ดขอนขาว 

เตรียมสารสกดัโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาว 
โดยเอนไซมเ์ปปซิน 

ศกึษาความสมัพนัธร์ะหวา่งสายพนัธุข์องเห็ดขอนขาว 

วิเคราะหร์ะดบัการย่อย 

สลายโปรตีน ดว้ยวิธี TNBS 

ทดสอบการยบัยัง้

เอนไซมไ์ทโรซิเนส 
ทดสอบฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระ ทดสอบการยบัยัง้ 

เอนไซมค์อลลาจีเนส 

ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลด์ว้ยวิธี MTT LC-MS/MS 

ทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ ศกึษาโปรไฟลข์องโปรตีน 

ดว้ยวิธี Glycine SDS-PAGE 

ตวัอยา่งเห็ดขอนขาว 
ตวัอยา่งเห็ดขอนขาวสด 

ตวัอยา่งเห็ดขอนขาวแหง้ 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

เมื่อร่างกายผลิตหรือสังเคราะห์เม็ดสีเมลานินที่มีปริมาณที่มากเกินไป ทำให้เกิดภาวะ 
Hyperpigmentation (Zhong S.M. et al, 2015) ปัจจัยที่ทำให้เกิดผิวหมองคล้ำ กระ ฝ้า จุดด่างดำ 
และผิวไหม้เกรียม (ดังภาพที่2) มีหลายปัจจัย ได้แก่แสงแดด, ฮอร์โมน, พันธุกรรม การมีผิวหนัง
อักเสบจากการแพ้สัมผัส หรือการแพ้เครื่องสำอาง ซึ่งปัจจัยที่ส่งผลกระทบและทำให้เกิดปัญหามาก
ที่สุด คือ แสงแดด (Megaw L. et al., 2017) โดยจะพบรังสีอัลตราไวโอเลตซึ่งเป็นปัจจัยที่ส่งผล
กระทบมากที่สุด ซึ่งทำให้เกิดผิวไหม้, เกิดริ้วรอยก่อนวัย, ความเสียหายต่อดวงตา, ระบบภูมิคุ้มกัน
อ่อนแอ, ผื่นแพ้แดด (Photoallergic) และผื่นที่เหมือนกับถูกแดดเผาไหม้ (Phototoxic reactions) 
และแม้แต่โรคมะเร็งผิวหนัง โดยพบว่ากว่า 90% ของมะเร็งผิวหนังเป็นผลมาจากแสงแดด      

การสังเคราะห์เม็ดสีเมลานิน มีการสังเคราะห์มาจากกรดอะมิโนไทโรซีนเร่ งปฎิริยาออกซิ
เดชั่น ด้วยเอนไซม์ไทโรซิเนสให้ได้เป็นเมลานิน ซึ่งเมลานินมี 2 ชนิด ได้แก่    

1. ยูเมลานิน (Eumelanin) เม็ดสีเมลานินจะเป็นเม็ดสีน้ำตาล-ดำ            . 
2. ฟีโอเมลานิน (Pheomelanin) เม็ดสีเมลานินจะเป็นเม็ดสีเหลือง-แดง (จรัสพล, 2548)   

 
ภาพที ่2 แสดงผลกระทบจากรังสี UV ที่อยู่ในแสงแดดทำให้เกิด ผิวไหม้แดด (Sunburn) 

 (ก.),ผิวหมองคล้ำ เกิดฝ้ากระ และจุดด่างดำ (ข.) และ ผิวไหม้เกรียม (ค.) 
ที่มา : https://bit.ly/2T7nV58 

เมลานิน (Melanin)  
เมลานินเป็นเม็ดสีน้ำตาลหรือสีดำที่พบในสิ่งมีชีวิตเกือบทุกชนิดทั้งใน คน สัตว์ เห็ดหรือเชื้อ

รา นอกจากนี้เมลานินมีบทบาทสำคัญในการมีชีวิตรอดของจุลินทรีย์ในสภาพธรรมชาติ มีประโยชน์
ทางชีวภาพมากมาย เช่น ป้องกันความเครียดจากสิ่งแวดล้อม เช่น แสงยูวี ตัวออกซิไดซ์และรังสีก่อ
ประจุ (ionizing radiation) ยังมีส่วนช่วยให้กลุ่มฟังไจอยู่รอดในสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมและ
ก่อให้เกิดโรคเชื้อรา อีกทั้งเป็นโพลีเมอร์เม็ดสีทำให้เกิดการแสดงออกของสีผิว สีตาและสีผมในมนุษย์ 
ซ่ึงเมลานินจะถูกสร้างจากเซลล์ผิวหนังที่เรียกว่าเมลาโนโซต์ (melanocyte) โดยเมลาโนไซต์จะสร้าง
สารเมลานิน บรรจุอยู่ในแคปซูลที่เรียกว่าเมลาโนโซม เมื่อถูกสร้างเสร็จจะส่งไปตามร่างแหเข้าสู่เซลล์

(ก.)  (ข.)  (ค.)  

https://bit.ly/2T7nV58
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ผิวหนัง สีม่านตา และสีผม (ดังภาพที่3) ซึ่งกระบวนการสังเคราะห์ สามารถแบบได้เป็น 2 รูปแบบ 
โดยกระบวนการสังเคราะห์เมลานินในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมหรือมนุษย์จะมีเอนไซม์ที่สำคัญ คือ 
tyrosinase ทำหน้าที่เร่งปฏิกิริยา oxidation ของสารตั้งต้นกรดอะมิโน tyrosine ไปเป็นสารตัวกลาง 
คือ DOPAquinone และการสังเคราะห์เม็ดสีเมลานินสามารถสังเคราะห์ได้ 2 ทาง คือ การสังเคราะห์ 
eumelanin เป็นเม็ดสีเข้ม (น้ำตาล-ดำ) และ pheomelanin เป็นเม็ดสี (เหลือง-แดง) ซึ่งยูเมลานินพ่ี
พบมากในแถบแอฟริกาและเอเชีย ในขณะที่ฟีโอเมลานินจะพบในแถบกลุ่ มประชากร ตะวันตก 
(Pillaiyar, T et al., 2017) 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่3 แสดงเม็ดสีเมลานินจะถูกสร้างจากเซลล์ผิวหนังที่เรียกว่าเมลาโนโซต์ (melanocyte)  
ในชั้นผิวหน้า epidermis  

ที่มา : D’Mello SA et al., 2016 
เอนไซม์ไทโรซิเนส   
 เอนไซม์ไทโรซิเนส (Tyrosinase) (EC 1.14.18.1) เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาเริ่มต้นหลักของการ
สังเคราะห์เม็ดสีเมลานิน ถูกสังเคราะห์ที่ Rough Endoplasmic Reticulum (RER) เป็นเอนไซม์ท่ีเร่ง
ปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชั่น (Hydroxylation) ของกระบวนการ Monophenol และปฏิกิริยาออกซิ
เดชั่น (Oxidation) ของกระบวนการ Diphenol บริเวณ Active site ประกอบไปด้วย Copper A 
binding site และ Copper B binding site ในแต่ละโมเลกุลของ Copper (Cu) (ดังภาพที่ 6) จะ
ประกอบไปด้วย Histidine 3 โมเลกุล ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาในการสังเคราะห์เม็ดสีเมลานิน 
(Melanogenesis) (Li, X., Li, S., Liang, X. et al., 2020)       
 กระบวนการนี้ทำให้ผิวหนังมีสีหมองคล้ำลง โดยจะเร่งปฏิกิริยาในขั้นเริ่มต้นของกระบวนการ
สังเคราะห์เม็ดสีเมลานิน ของ Tyrosine และ 3, 4-Dihydroxy-L-phenylalanine (L-DOPA) ให้เป็น 
DOPAquinone ทำปฏิกิริยาสองทางได้เป็นยูเมลานิน (Eumelanin) เม็ดสีเมลานินจะเป็นเม็ดสี
น้ำตาล-ดำ และฟีโอเมลานิน (Pheomelanin)เม็ดสีเมลานินจะเป็นเม็ดสีเหลือง-แดง โดยยูเมลานิน

EPIDERMIS 

DERMIS 
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จะมี DOPAchrome tautomerase (TRP2) และ5,6 dihydroxyindole-2-carboxylic acid 
(DHICA) oxidase (TRP1) เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาจนเกิดเป็นเม็ดสีสีน้ำตาลหรือดำ ส่วนฟีโอเมลานิน จะ
เกิดการรวมตัวระหว่าง DOPAquinone และ กรดอะมิโน Cysteine หรือ Glutathione ได้เป็นเม็ดสี
สีเหลืองหรือสีแดง (Ebanks, J. P., Wickett, R. R., & Boissy, R. E. et al., 2009) (ดังภาพที่ 5)  
 โดยมีการศึกษาในปี 2018 ได้ทำการศึกษาความแตกต่างของสารยับยั้งของโมเลกุลเอนไซม์
ไทโรซิเนสระหว่างเอนไซม์ไทโรซิเนสจากเห็ดและมนุษย์ โดยใช้สาร Thiamidol ที่มีองค์ประกอบคือ 
isobutylamido, thiazolyl และ resorcinol เป็นสารยับยั้งในการศึกษาเบื้องต้น ในปัจจุบัน
การศึ กษ าส่ วน ใหญ่ เอน ไซม์ ไท โรซิ เนส  จาก เห็ ดจะแยกจาก เห็ ด  Aga ricus b ispo ru s 
(mTyr;mushroom tyrosinase) ซึ่งเป็นเอนไซม์ไทโรซิเนสชนิดเดียวที่มีจำหน่าย โดยกรดอะมิโนที่
ประกอบภายในเอนไซม์ไทโรซิเนสจากเห็ดหรือmTyr ของไอโซเอนไซม์ PPO3 และ PPO4 ในบริเวณ
เร่งปฏิกิริยาตำแหน่ง Copper B;CuB  จะมีพบกรดอะมิโนภายในโครงสร้างของเอนไซม์ที่เหมือนกัน
กับเอนไซม์ไทโรซิเนสจากมนุษย์ (hTyr;human tyrosinase)ได้แก่ กรดอะมิโน Histidine ที่ตำแหน่ง 
363, 367 และ 390 (ในแถบสีแดง; รูปภาพที่ 4), มีลำดับกรดอะมิโน asparagine ที่ตำแหน่ง 364, 
ลำดับกรดอะมิโน glycine ที่ตำแหน่ง 372, ลำดับกรดอะมิโน methionine ที่ตำแหน่ง 374, กรดอะ
มิโน valine ที่ตำแหน่ง 377, กรดอะมิโน alanine ที่ตำแหน่ง 381, กรดอะมิโน aspartic acid ที่
ตำแหน่ง 383, กรดอะมิโน proline ที่ตำแหน่ง 384, กรดอะมิโน isoleucine ที่ตำแหน่ง 365, 
กรดอะมิโน phenylalanine ที่ตำแหน่ง 366, และกรดอะมิโน histidine ที่ตำแหน่ง 389 (ในแถบสี
เทา; รูปภาพที่ 3) จากการศึกษาโครงสร้างจำลองการจับกันระหว่างสารยับยั้งอละเอนไซม์ไทโรซิเนส 
ดังนั้นแสดงให้เห็นถึงความคล้ายคลึงระหว่างโครงสร้างลำดับกรดอะมิโนของ hTyr และ mTyr และ
ความเหมาะสมในการนำเอนไซม์ไทโรซิเนสจากเห็ดมาศึกษาในหลอดทดลอง  Agaricus bisporus 
(mTyr) 

ภาพที ่4 แสดงลักษณะโครงสร้างของลำดับกรดอะมิโนของเอนไซม์ไทโรซิเนสจากมนุษย์ (hTyr) และ
เห็ด (mTyr) ในบริเวณเร่งปฏิกิริยาตำแหน่ง Copper B  

ที่มา : Tobias Mann et al., 2018 
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ภาพที ่5 กระบวนการสังเคราะห์เมลานินในเซลล์เมลาโนไซต์ 
ที่มา : Ebanks, J. P., Wickett, R. R., & Boissy, R. E. Et al., 2009 

การถูกกระตุ้นจากรังสี UV ในปริมาณที่มากทำให้ เกิดการคล้ำเสียของบริเวณที่ เกิด
กระบวนการสังเคราะห์เม็ดสีเมลานิน ดังนั้นจึงมีการนำสารชนิดต่างๆที่ได้ จากธรรมชาติและสาร
สังเคราะห์ มาใช้ในการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส โดยปัจจุบันทางอุตสาหกรรม
เครื่องสำอางและเวชสำอางได้นำสารเหล่านั้นเข้ามายับยั้งเอนไซม์ไทซิเนส ไม่ว่าจะเป็นกรดโคจิก 
วิตามินซี และอาร์บูติน ซึ่งจะอยู่ในรูปอาหารเสริม ครีม โลชั่น เซรั่ม และโทนเนอร์บำรุงผิว ซึ่งทำให้
เกิดผลข้างเคียง ก่อให้เกิดผิวบอบบาง ระคายเคือง ผิวหนังอักเสบ ไวต่อแสง มีฤทธิ์เป็น Pro-oxidant 
และเป็นอันตรายหากถูกดูดซึมผ่านผิวหนังโดยตรงในปริมาณที่มากและเป็นประจำ (Sato K. et al, 
2009)  



 29 

 

ภาพที ่6 โครงสร้างของเอนไซม์ tyrosinase และ บริเวณ active site ของ Agaricus bisporus 
ที่มา : W. L. DeLano and Palo Alto, et al, 2003 

วิตามินซ ี   
 วิตามินซี ( Ascorbic acid ) เป็นสารจากธรรมชาติ สามารถพบได้ทั่วไปใน ผัก ผลไม้  ซึ่ง

เป็นสารที่จำเป็นต่อร่างกาย ส่วนใหญ่นิยมนำมาเป็นส่วนผสมในผลิตภัณฑ์บำรุงผิว  เนื่องจากมี

คุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระและขัดขวางกระบวนการ oxidation ของ DOPA quinone และ 

5,6-dihydroxyindole-2-carboxylic acid (DHICA) โดยเข้าไปจับกับโมเลกุลของ Cu2+ A และ 

Cu2+ B ซึ่งเป็นบริเวณ active site ของเอนไซม์ไทโรซิเนส จึงทำให้เอนไซม์ไม่สามารถทำงานได้และ

ไม่สามารถสังเคราะห์เมลานินได้  ส่งผลให้ผิวกระจ่างใสขึ้น แต่ผลข้างเคียงของสารต้านอนุมูลอิสระ 

เมื่อได้รับในปริมาณมากมีฤทธิ์ เป็น Pro-oxidant ทำให้เกิดอนุมูลอิสระ ซึ่งจะส่งข้างเคียงให้แก่

ร่างกาย (Putchala, M. et al, 2013) (ดังภาพที่ 7)     . 

กรดโคจิก    
 กรดโคจิก ( Kojic acid ) เป็นสารที่สร้างจากเชื้อรา Aspergillus oryzae ยับยั้งการทำงาน

ของเอนไซม์ไทโรซิเนส โดยการจับตัวกับ Cu2+A และ Cu2+B ซึ่งเป็นบริเวณ active site ของเอนไซม์

ไทโรซิเนส ทำให้เอนไซม์ไม่สามารถทำงานได้และขัดขวางปฏิกิริยา tautomerization การเปลี่ยน 

5,6-Dioxo-2,3,5,6-tetrahydro-1H-indole-2-carboxylic acid ( DOPA chrome ) เป็น DHICA 

ในกระบวนการสังเคราะห์เมลานิน (Ebanks J.P. et al, 2009) ทำให้มีการสังเคราะห์เมลานินน้อยลง

ส่งผลให้ผิวขาว โดยทั่วไปใช้กรดโคจิก ที่ความเข้มข้นร้อยละ 1-4 ในผลิตภัณฑ์เครื่องสำอาง ซึ่งกรดโค
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จิก ข้อจำกัดและผลข้างเคียง เช่น ผิวลอก ผิวมีความไวต่อแสง เกิดผื่นแดงและทำให้เกิดผิวหนัง

อักเสบระคายเคืองจากการแพ้สัมผัส (Saghaie L. et al, 2013) (ดังภาพที่ 8)          

 
ภาพที ่7 ผลข้างเคียงการเกิด Pro-oxidant จากวิตามินซี 

ที่มา : https://bit.ly/2YnnVR0 

ภาพที่ 8 แสดงผลข้างเคียงของการใช้ Kojic acid เกิดการระคายเคือง 
ที่มา : https://bit.ly/2GOSCDN 

สารยับยั้งจากแหล่งธรรมชาติ  

 สารยับยั้งจากแหล่งธรรมชาติ (Natural Sources) ซึ่งมีผลข้างเคียงที่เป็นอันตรายหากได้รับ

ในความเข้มข้นที่สูงและถูกนำมาใช้ต่อเนื่อง (Sung-Yum Seo and, Vinay k. Sharma. Et al, 2003) 

โดยฤทธิ์ของสารประกอบแต่ละชนิดจะมีความแรงของการเป็นพิษแต่ละชนิดและประเภท เช่น 

สารประกอบฟีนอลิก (Phenolic compounds) ได้แก่ Flavanoid (Kubo I and Kinst-Hori. et al, 

https://bit.ly/2YnnVR0
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1999), Kaempferol, Quercetin, Gallic acid และ Kurarinone (Chen, Q. and Kubo I. et al, 

2002) (ดังตารางที่1) ถูกนำมาประยุกต์ใช้สำหรับลดภาวะการเกิด Hyperpigmentation ซึ่งถูกนำมา

เป็นส่วนประกอบในอุตสาหกรรมอาหาร ยา (Espin, J. C. Et al, 2001) และสารเคมี (Chemicals) 

ที่เป็นตัวยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส สามารถทำให้เกิดอาการแพ้ได้ (Andrawis, A. and 

Kahn, V. et al, 1985)     

ผลกระทบของรังสีอัลตราไวโอเลต (UV) 
 นอกจากผลกระทบของรังสีอัลตราไวโอเลต (UV) หรือ UVB ต่อการกระตุ้นให้มีการ

สังเคราะห์เม็ดสีเมลานินแล้ว ยังส่งผลกระทบต่อผิวหนังและทำให้เกิดริ้วรอย รังสีอัลตราไวโอเลตทำ

ให้เกิด reactive oxygen species (ROS) และยังทำลายเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับantioxidant โดย 

ROS เหล่านี้ก่อให้เกิดความผิดปกติของผิวหนัง เช่น ริ้วรอยก่อนวัย ความแห้งกร้าน จุดด่างดำ เป็นต้น  

ตารางที ่1 แสดงสารยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสจากแหล่งธรรมชาติที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพ  
(ท่ีมา : Sung-Yum Seo and, Vinay k. Sharma. et al, 2003) 
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การเสื่อมสภาพของผิวหนังเป็นกระบวนการที่ซับซ้อนที่เกิดขึ้นกับสิ่งมีชีวิตทั้งหมดที่เกิดจาก

สองปัจจัย ได้แก่ ปัจจัยภายใน การเกิดริ้วรอยหรือผิวที่แก่เกิดจากพันธุกรรม และปัจจัยภายนอกเกิด

จากการได้รับรังสีอัลตราไวโอเลต ริ้วรอยประเภทนี้เรียกว่า photo-aging หรือริ้วรอยก่อนวัย มี

บทบาทสำคัญของการเสื่อมสภาพของผิวหนัง ซึ่งเหนี่ยวนำให้เกิด Reactive oxygen species (ROS) 

เป็นตัวทำให้เกิดการออกซิไดซ์ของสารชีวโมเลกุลต่างๆภายในร่างกาย เช่น ไขมัน โปรตีน และกรด

นิวคลิอิก (ดังภาพที่ 9) (Ahsanuddin, S et al., 2016) เกิดเป็นภาวะเครียดออกซิเดทีฟ ผลกระทบที่

เกิดขึ้นต่อผิวหนังคือ เพ่ิมการทำงานของ Matrix metalloproteinase (MMP) (ดังภาพที่ 11) หลาย

กลุ่มในเกิดการทำงานเพ่ิมขึ้น ทำให้คอลลาเจนเกิดการแตกหักและสลาย กระตุ้นการทำงานของ 

CCN1 ที่เกี่ยวข้องกับการสร้างไซโตไคน์ทำให้เกิดการอักเสบ และลดการแสดงออกของวิถี TGF-β ที่

กระตุ้นการสังเคราะห์คอลลาเจน (ดังภาพท่ี 10) (Tu, Y., & Quan, T. et al., 2016)       

 

 
ภาพที่ 9 แสดงผลกระทบจากปัจจัยภายนอกและภายในที่ทำให้เกิด ROS 

และสารต้านอนุมูลอิสระที่สามารถลดการเกิด ROS 
ที่มา : Ahsanuddin, S et al., 2016 
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ภาพที่ 10 แสดงการเกิด ROS ที่ทำให้เกิดการแก่ชราหรือการสลายคอลลาเจน 
ที่มา : Tu, Y., & Quan, T. et al., 2016 

 

ภาพที่ 11 แสดงวิถีของ ROS ต่อการกระตุ้นให้ผิวเกิดการชราก่อนวัย 
ที่มา : Ahsanuddin, S et al., 2016 
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กระบวนการสร้าง Matrix metalloproteinase (MMP) ซึ่งกระตุ้นปัจจัยการเจริญเติบโต

ต่างๆ และตัวรับไซโตไคน์ โดยกระตุ้นการถ่ายทอดสัญญาณ Mitogen-activated protein kinase 

(MAPK) และP13/AKT pathway วิถี AKT pathway จะไปปิดการใช้งานของ Fox ซึ่งยับยั้งการ

แสดงออกของเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระในเซลล์ โดยวิถี MAPK จะควบคุมกระตุ้น activator protein-

1 (AP-1) และ NF-ĸB ในนิวเคลียสให้เกิดการแสดงออก การกระตุ้น activator protein-1 (AP-1) 

ให้สร้าง Matrix metalloproteinase (MMP) เป็นกลุ่มของ extracellular proteinases ซึ่งย่อย

สลาย เช่น คอลลาเจน และ elastic fibers ซึ่งก่อให้เกิดริ้วรอย และการชราของผิว (ดังภาพที่ 12)  

(Jesumani, V., Du, H., Aslam, M., Pei, P., & Huang, N. Et al., 2019). 

 

ภาพที ่12 บทบาทของรังสียูวีบีหรือแสงแดดต่อการกระตุ้นให้เกิดการสลายของคอลลาเจน 
ที่มา : Jesumani, V., Du, H., Aslam, M., Pei, P., & Huang, N. Et al., 2019 
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เอนไซม์คอลลาจีเนส (Collagenase; matrix metalloproteinase-1 (MMP-1)) 
เอนไซม์ matrix metalloproteinases เป็นกลุ่มเอนไซม์แบบสารคัดหลั่งและยึดติดบนผิวเซลล์

อาศัย Zn2+ เป็นตัวร่วมปฏิกิริยาในการทำงาน มีบทบาทควบคุมที่สำคัญในการเคลื่อนย้ายเซลล์ใน

ร่างกายด้วยการออกฤทธิ์ต่อกับเป็นลำดับขั้น (cascade) และกระบวนการจัดการสารต่างๆภายใน

ร่างกาย เช่น โปรตีนเมทริกนอกเซลล์ (extracellular matrix: ECM) (Shalini Iyer et al.,2006), 

cytokines, growth factors และ adhesion molecules โดยเอนไซม์ในกลุ่มเอนไซม์คอลลาจีเนส

จะประกอบไปด้วย MMP-1 (Collagenase -1), MMP-8 (Collagenase -2) และ MMP13 

(Collagenase-3) (Warispreet Singh et al., 2016) 

• MMP-1 (collagenase-1) สร้างจาก basal keratinocytes ซึ่งเป็นตําแหน่งที่ไวต่อการ
สร้าง เซลล์ epithelium จะถูกกระตุ้นให้สร้างเพ่ิมขึ้นโดย growth factor และ cytokines 
ในภาวะปกติ เช่นการพัฒนาของเอ็มบริโอหรือการซ่อมแซมเนื้อเยื่อ หรือมีการสลายของสาร
ตั้งต้น คือ คอลลาเจน 

• MMP-8 (Collagenase-2) สร้างจากเซลล์ polymorphonuclear leukocyte ในไข
กระดูก เซลล์ chondrocyte และเซลล์ fibroblast like cell ใน rheumatoid synovium 
รวมทั้งการติดเชื้อแบคทีเรีย 

• MMP13 (Collagenase-3) ในภาวะปกติสร้าง เฉพาะในช่วงที่มีการเจริญของกระดูกในตัว
อ่อน (fetalbone development) เช่น ฟัน, สามารถกระตุ้น proMMP-9 และ สามารถ
พบได้ใน ภาวะที่มีการอักเสบเรื้อรัง chronic cutaneous ulcer รวมทั้งการติดเชื้อ
แบคทีเรียและมะเร็งหลายชนิด  

โดยเอนไซม์คอลลาจีเนสจะทำหน้าที่ในการย่อยสลายคอลลาเจนเป็นหลัก ซึ่ง MMP-1 จะทำ
หน้าที่ควบคุมการย่อยสลายของคอลลาเจนเพ่ือให้เกิดสมดุลภายในร่างกาย โดยมี Zn2+ และ Ca2+ 

เป็นตัวร่วมทำงานเร่งปฏิกิริยาบริเวณเร่งปฏิกิริยา (Zn2+ และ Ca2+ บริเวณสีน้ำเงินและสีเขียว
ตามลำดับ;บริเวณสีแดงแสดงเป็นบริเวณเร่งปฏิกิริยา (ดังรูปภาพที่ 13 และ 15) (สหพัฒน์ บรัศว์รักษ์ 
et al., 2007)  

โดยเอนไซม์ Matrix metalloproteinase 1 หรือ MMP-1 สร้างจากชั้นผิว keratinocytes 
ซึ่งเป็นตําแหน่งที่ไวต่อการสร้าง เซลล์ epithelium ของเซลล์ผิวหนัง จะถูกกระตุ้นให้สร้างเพ่ิมข้ึนโดย 
growth factor และ cytokines ในภาวะปกติ เช่น การพัฒนาของเอ็มบริโอ การซ่อมแซมเนื้อเยื่อ 
หรือมีการสลายคอลลาเจน โดยจะทำการย่อยสาย Collagen triple (Helena Laronha et al., 
2020) โดย MMP-1 หรือเอนไซม์คอลลาจีเนสนี้ จะทำหน้าที่ย่อยสลายคอลลาเจนให้กลายเป็นเจ

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Iyer%20S%5BAuthor%5D
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ลาติน และจะมีเอนไซม์ gelatinase มาทำการย่อยให้สมบูรณ์ ครบกระบวนการย่อยสลายคอลลาเจน 
(ดังรูปภาพที่ 14) 

การสังเคราะห์และการสลายคอลลาเจน     
 การสังเคราะห์คอลลาเจนสามารถเกิดขึ้นได้ภายในร่างกายโดยการสร้างโปรตีน ซึ่ง mRNA 
จะถูกถอดรหัสด้วยไรโบโซม และได้เป็น procollagen จากนั้นจะเกิดการดัดแปลงโปรตีนโดย
ปฏิกิริยา hydroxylation หมู่ไฮโดรซิล (hydroxyl) จะถูกเติมบริเวณกรดอะมิโนโพรลีน และกรดอะมิ
โนไลซีน บางตำแหน่งได้เป็นกรดอะมิโนไฮดรอกซีโพรลีน และกรดอะมิโนไฮดรอกซีไลซีน โดยเอนไซม์ 
ไฮโดรซีเลส(hydroxylase) จากนั้นสายโพลีเปปไทด์สามสายจะพันเป็นเกลียว triple helix โดยการ
เกิดพันธะไดซัลไฟด์ทั้งภายในสายเดียวกัน และระหว่างสาย ซึ่ง procollagen จะถูกตัดปลาย N-
terminal และ C-terminal โดยเอนไซม์คอลลาเจนเปปติเดสแล้วเกิดการเรียงตัวกันเป็นเส้นใย
คอลลาเจน (Cleutjens, & J. Et al., 1996 and Li & Wu., 2018) โดยคอลลาเจนมีโครงสร้าง
ลักษณะเป็นเส้นใย และมักจะอยู่รวมกับอีลาสติน ซึ่งหากเกิดการเสียหาย หรือการเสื่อมสภาพเกิดขึ้น
จะทำให้มีเอนไซม์เข้ามาจัดการทำลาย โดยเอนไซม์ชนิดนั้นคือ matrix metalloproteinases 
(MMPs) โดย Matrix metalloproteinases (MMPs) เป็นกลุ่มเอนไซม์ที่ทำหน้าที่ในการย่อยคอลลา
เจนและการย่อยสลายโปรตีนอ่ืน ๆ ใน Extracellular matrix (ECM) มี Zn2+ จัดเป็นบริเวณ 
binding site โดย MMPs ประกอบไปด้วย 6 กลุ่มคือ collagenases, gelatinases, stromelysins, 
matrilysins, membrane-type MMPs และกลุ่มที่ไม่จำเพาะเจาะจง (ดังตารางที่2) (Trypuć et al., 
2016) เพ่ือให้เกิดความสมดุลในการสังเคราะห์คอลลาเจนภายในร่างกายจะมีกระบวนการสลาย
คอลลาเจน หรือที่เรียกว่า Collagen degradation โดย Pro-Matrix metalloproteinases (Pro-
MMPs) สามารถเกิดข้ึนได้ภายในร่างกายโดยการสร้างโปรตีน ซึ่ง mRNA จะถูกถอดรหัสด้วยไรโบโซม 
และได้เป็น procollagen ซึ่งจะถูกกระตุ้นให้เกิดการทำงานด้วย urokinase-type plasminogen 
activator (uPA) ให้ได้เป็น MMP-1 หรือ interstitial collagenase และ MMP-8 คือ neutrophil 
collagenase ทำลายให้เส้นใยคอลลาเจนเกิดการแตกหักข้ึน (ดังภาพท่ี16) 
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ตารางที่ 2 แสดงกลุ่มเอนไซม์ Matrix metalloproteinases ที่ทำหน้าที่ในการย่อยคอลลาเจนและ
การย่อยสลายโปรตีนอื่น ๆ ใน Extracellular matrix (ECM)  
ที่มา Cleutjens, & J. Et al., 1996 

 

 
ภาพที่ 13 แสดงโครงสร้าง 3 มิติของเอนไซม์ (Collagenase; matrix metalloproteinase-1 
(MMP-1)) ของมนุษย์ ในรูปแบบ inactive โครงสร้างติดกับ triple-helical peptide (THP)  

โดย Zn2+ และ Ca2+ จะแสดงเป็นบริเวณสีน้ำเงินและสีเขียวตามลำดับ 
ที่มา : Warispreet Singh et al., 2016 

https://sciprofiles.com/profile/207168
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ภาพที่ 14 แสดงโครงสร้างของเอนไซม์ MMP-1 ที่มี Zn2+ เป็นองค์ประกอบบริเวณเร่งปฏิกิริยา 
ประกอบไปด้วย Histidine 3 โมเลกุล 

ที่มา : Helena Laronha et al., 2020 
 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 15 แสดงเอนไซม์ MMP-1 สร้างจากชั้นผิว keratinocytes ของเซลล์ epithelium จากเซลล์
ผิวหนัง จะทำการย่อยสาย Collagen triple helix ซึ่งเป็นโครงสร้างหลักของผิวหนังชั้นหนัง 

ที่มา : Helena Laronha et al., 2020 

การใช้สารต้านอนุมูลอิสระมีผลดีต่อการลดภาวะเครียดออกซิเดทีฟ ที่มีบทบาทสำคัญของ
การลดการเสื่อมสภาพของผิวหนัง หรือลดการเกิดภาวะเครียดออกซิเดทีฟที่เป็นตัวการทำให้เกิดผล
เสียต่อผิวเช่น การแก่ก่อนวัย การกระตุ้นให้เกิดการสลายของคอลลาเจน เป็นต้น เช่น วิตามินซี 
วิตามินอี ฟลาโวนอยด์และโพลีฟีนอล เป็นต้น (Pizzino et al., 2017) และการค้นหาสารสกัดที่
สามารถออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากธรรมชาติที่ไม่ส่งผลเสียต่อร่างกายทั้งภายในและภายนอก นำมา
ทดแทนสารที่ส่งผลข้างเคียงดังข้างต้น เพ่ือลดการสังเคราะห์เมลานินหรือยับยั้งการทำงานของ

Collagen triple helix 
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เอนไซม์ไทโรซิเนสและคอลลาจีเนส ปัจจุบันความสำคัญของความปลอดภัยในอุตสาหกรรมอาหารได้
ชี้นำนักวิจัยในการค้นหาสารยับยั้งที่ดีกว่าจากแหล่งธรรมชาติเพราะไม่มีผลข้างเคียงที่เป็นอันตราย 
(Meisel et al, 2004)  โดยสารที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ได้รับความนิยมและมีรายงานวิจัยอย่าง
แพร่หลาย คือเปปไทด์ที่สามารถออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (Bioactive peptide) เนื่องจากมีรายงานการ
วิจัยว่าเปปไทด์ หรือโปรตีนที่มีขนาดเล็กมาก สามารถซึมซับเข้าสู่ผิวหนังได้ดี มีคุณสมบัติเป็นสารต้าน
อนุมูลอิสระ มีส่วนช่วยในการควบคุมระดับความดันและคอเลสเตอรอลในเลือด และยังมีความเสถียร 
คงทน (Piyanan C. And Romanee S. et al, 2014) มีการกระตุ้นสมานแผล ยับยั้งการหดตัวของ
กล้ามเนื้อ (Mohammad Hassan Baig. et al, 2018) และยังสามารถกระตุ้นการสร้างคอลลาเจน 
ในทางอุตสาหกรรมเครื่องสำอางได้มีการนำเปปไทด์มาใช้บำรุงรักษาในส่วนของการลดริ้วรอย รอย
แผลเป็น ป้องกันการเกิดมะเร็งผิวหนัง กระตุ้นการเจริญเติบโตของเซลล์ ทำให้ผิวกระจ่างใส และมี
ฤทธิ์คงทน (Kurosawa K. et al, 1991) ซึ่งการเตรียมเปปไทด์ที่สามารถออกฤทธิ์ทางชีวภาพสามารถ
เตรียมได้จากการทำโปรตีนไฮโดรไลเสท (Protein hydrolysate) โดยการใช้สารเคมีและเอนไซม์    
โปรติเอสในการเร่งการตัดพันธะเปปไทด์ในสายโปรตีน ทําให้สายพอลิเปปไทด์ ถูกตัดเป็นโอลิโก     
เปปไทด์และกรดอะมิโน ซึ่งจะมีผลให้โปรตีนที่ได้มีสมบัติเปลี่ยนแปลงไป ถือเป็นการดัดแปลงสมบัติ
ของโปรตีนวิธีหนึ่ง การควบคุมระดับการย่อยสลาย ซึ่งจะส่งผลต่อคุณสมบัติของโปรตีนที่ได้ เกิดการ
เปลี่ยนแปลงคุณสมบัติของโปรตีนหลายประการ โดยเปปไทด์ที่ได้จะมีความจำเพาะในการทำงาน
ขึ้นอยู่กับลำดับและองค์ประกอบของกรดอะมิโน เอนไซม์โปรติเอสเร่งการตัดพันธะเพปไทด์ใน โปรตีน
ด้วยกระบวนการไฮโดรไลซิส (hydrolysis) ทําให้สายพอลิเปปไทด์ถูกตัดเป็นเพปไทด์ที่มีขนาดสั้นลง 
และเกิดเป็นกรดอะมิโนอิสระ ผลิตภัณฑ์จากการแยกสลายโปรตีน เรียกว่าโปรตีนไฮโดรไลเสท การ
แยกสลายโปรตีนด้วย ข้อดีคือ เอนไซม์มีความจําเพาะต่อสารตั้งต้นสูง ดังนั้นจึงไม่ต้องใช้เอนไซม์ใน
ปริมาณมาก และมีสภาวะในการย่อยที่ไม่รุนแรง การใช้เอนไซม์ยังมีระดับการย่อยของโปรตีนค่อนข้าง
สูงเมื่อเปรียบเทียบกับการใช้ กรดหรือด่าง รวมถึงช่วยลดข้อจํากัดจากการใช้กรด และด่างในการ
แยกสลายโปรตีน  โดยเอนไซม์ที่ใช้ในการย่อย มีความสำคัญ ในการเข้าตัดพันธะเปปไทด์ในสาย
โปรตีน ซึ่งฤทธิ์ในการทำงาน ของเอนไซม์โปรติเอสที่มีหลายชนิด จะสามารถเร่งการตัดพันธะเพปไทด์
ในสายโปรตีน ทําให้สายพอลิเปปไทด์ถูกตัดเป็นเปปไทด์ที่มีขนาดสั้นลง และมีความหลากหลายของ
สายเปปไทด์มากขึ้น และเกิดเป็นกรดอะมิโนอิสระ ผลิตภัณฑ์จากการย่อยสลายโปรตีน มีคุณสมบัติ 
และออกฤทธิ์ชีวภาพในการทำงานที่หลากหลายมากยิ่งขึ้น  . 
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ภาพที ่16 แสดงกระบวนการสร้างและสลายคอลลาเจน 
ที่มา Cleutjens, & J. Et al., 1996 

จากงานวิจัย ได้มีการศึกษาสารสกัดโอลิโกเปปไทด์  Lumixyl ทดสอบการยับยั้งการ
สังเคราะห์เม็ดสีเมลานินเปียบเทียบกับสารไฮโดรควิโนน (HQ) ผลจากการศึกษาพบว่าสารสกัดเปป
ไทด์ Lumixyl มีฤทธิ์ในการยับยั้งการสังเคราะห์เม็ดสี เมลานินได้ดีกว่าสารไฮโดรควิโนน (Felipe 
Jimenez et al., 2009) (แสดงดังภาพที่ 17) และเมื่อทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ผิวหนัง พบว่า 
สารสกัดโอลิโกเปปไทด์ Lumixyl ที่ความเข้มข้น 1-1,000 µM ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ ในขณะที่
สารไฮโดรควิโนนมีผลเป็นพิษต่อเซลล์ผิวหนัง (แสดงดังภาพที่ 18)    

จากงานการศึกษาเจลาตินเปปไทด์จากโปรตีนไฮโดรไลเสทจากหลังปลาแปซิฟิกพบลำดับเปป
ไทด์  23 ลำดับ (ดังตารางที่3) เมื่อทำการทดสอบการออกฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์คอลลา
จี เนสพบว่าเปปไทด์  2 ลำดับ  ได้แก่  GEIGPSGGRGKPGKDGDAGPK (1935 Da) และ 
GFSGLDGAKGD (1022 Da) มีฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนสสูงที่สุด โดยสามารถ
ยับยั้งการทำงานผ่านส่งสัญญาณของ MAPK signaling pathway (ดังภาพที่ 19 ) 

ในปี 2012 รายงานวิจัยของคุณ Pyun ได้ทำการรายงานว่าลำดับเปปไทด์ LMWCP จาก 
Sutchi catfish (Pangasius hypophthalmus) สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์
คอลลาจีเนสได้ ซึ่งในปี 2013 คุณ Sun  ได้ทำการรายงานว่าลำดับเปปไทด์ LSGYGP สามารถออก
ฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนส ได้เช่นเดียวกัน  
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ภาพที ่17 แสดงร้อยละการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารตั้งต้น (Tyrosine; A และ L-DOPA; B) 

ที่มา : Felipe Jimenez et al., 2009 
เมื่อ สีฟ้า แทนด้วยสารไฮโดรควิโนน (HQ) และ สีน้ำเงิน แทนด้วยสารสกัดโอลิโกเปปไทด์ (Lumixyl) 

 
ภาพที่ 18 แสดงผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ผิวหนังของสารทั้งสองชนิด 

ที่มา : Felipe Jimenez et al., 2009 
เมือ่ สีแดง แทน ด้วยสารไฮโดรควิโนน สีน้ำเงิน แทน ด้วยสารสกัดโอลิโกเปปไทด์ 
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ภาพที ่19 แสดงการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ MMP-1 ของเปปไทด์ที่ผ่านการทำบริสุทธิ์ 
ของเจลาตินเปปไทด์จากโปรตีนไฮโดรไลเสทจากหนังปลาแปซิฟิก 

ที่มา : Lu et el.,2017 
 

ตารางที่ 3 แสดงลำดับเจลาตินเปปไทด์จากโปรตีนไฮโดรไลเสทจากหนังปลาแปซิฟิกต่อการยับยั้งการ
ทำงานของเอนไซม์ MMP-1 
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เห็ดที่ใช้ศึกษาในงานวิจัย 
เห็ดลม 
ชื่อวิทยาศาสตร์ : Lentinus Polychrous 
ชื่อสามัญ : เห็ดลม 
ชื่ออ่ืน : เห็ดกระด้าง หรือเห็ดบด 
ลักษณะทางพฤกษศาตร์ : หมวกเห็ดเป็นรูปกรวยลึกคล้ายพัด สีขาวนวลหรือสีน้ำตาลอ่อนปนเทา 
เส้นผ่าศุนย์กลาง 5-8 ซม. ขอบงอลงเล็กน้อย ผิวมีขนสั้นๆสีน้ำตาลรวมกันคล้ายเกล็ดเล็กๆปลายงอน
ขึ้นเล็กน้อย เกล็ดเรียงกันกระจายอยู่บริเวณขอบหมวก ใต้ดอก มีครีบเป็นร่องลึกสีน้ำตาล ดอกอ่อนมี
ขอบบางและม้วนงอลง เมื่อแห้งเนื้อจะแข็งและเหนียว และเปลี่ยนเป็นสีน้ำตาลแดงหรือสีน้ำตาลเข้ม 
(ดังภาพท่ี 20 และ21) 
สรรพคุณ : Lentinus polychous Lév. เห็ดกินได้ ในวงศ์ Lintinaceae มีคุณค่าทางอาหารและยา 
ประกอบด้วยสารประกอบฟีนอลิก, โพลีแซคคาไรด์ และโปรตีนหลายชนิด มีฤทธิ์ทางชีวภาพ ได้แก่ 
ต่อต้านอนุมูลอิสระ, ต้านการอักเสบ, ต้านมะเร็ง, ต้านฮอร์โมนเอสโตรเจน, ต้านการสร้างเอนไซม์ I-
angiotensin และกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน (Niramai Fangkrathok et al.,2019) 
 

 
ภาพที ่20 เห็ดลม (Lentinus Polychrous) 

ที่มา : https://tinyurl.com/4jd4f687 

https://tinyurl.com/4jd4f687
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ภาพที ่21 ตัวอย่างเห็ดลมแห้ง 
ที่มา : https://tinyurl.com/4974ycse 

 

เห็ดขอนขาว  
ชื่อวิทยาศาสตร์ : Lentinus squarrosulas Mont. 
ชื่อสามัญ : เห็ดขอนขาว 
ชื่ออ่ืน : เห็ดมันมะม่วง เห็ดมัน 
ลักษณะทางพฤกษศาตร์ : มีลักษณะดอกคล้ายเห็ดนางฟ้า เนื้อบางและเหนียวเล็กน้อย บน

หมวกเห็ดจะมีลักษณะเป็นหลุมลงไปเล็กน้อย ดอกเห็ดมีสีขาวจะเรียกเห็ดขอนขาว โดยทั่วไปแล้ว
ลักษณะก้านจะชูออกมา ขนาดของหมวกเห็ดจะไม่ใหญ่มาก เป็นเห็ดที่กินได้ และเห็ดสามารถ
เจริญเติบโตได้บนพ้ืนผิวที่หลากหลายและแหล่ง ส่วนมากจะขึ้นบนไม้เนื้อแข็ง (Morais et al. 2000 
and Philippousis et al. 2001) (ดังภาพท่ี 22 และ 23) 
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ภาพที ่22 เห็ดขอนขาว (Lentinus squarrosulus Mont) 

ที่มา : https://bit.ly/2H1vpQO 

 
ภาพที ่23 ตัวอย่างเห็ดขอนขาวแห้ง 

ที่มา : https://tinyurl.com/2p97wf25 
  
สรรพคุณ : มีฤทธิ์เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ สามารถต้านเซลล์มะเร็ง บำรุงน้ำอสุจิ ตับ ไต ปอด 
กระเพาะอาหาร ลดไข้ กระตุ้นการทำงานของลำไส้ ระบบเลือด หัวใจ และสมองขับเสมหะ  (De 
Leon et al. 2017)  รายงานว่าเห็ดชนิดนี้ อุดมไปด้วยสารอาหารมากมายไม่ว่าจะเป็นโปรตีน 

https://bit.ly/2H1vpQO
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(56.7%), ไขมัน(0.4%), วิตามินบี3 (0.2%), โพแทสเซียม (0.4%) และแมกนีเซียม (3.8%) (Royse 
et al. 1990) และการหมักของเห็ดขอนขาวยังเป็นแหล่งของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (MHD Omar 
et Al. 2011)  

ทั้งนี้มีรายงานวิจัย ที่ได้ทำการศึกษาสารประกอบที่อยู่ในเห็ดขอนขาวพบว่ามีปริมาณ 
Phenolic compound อยู่ด้วย ไม่ว่าจะเป็น Flavonoids, Catechin และTannins และมีรายงาน
วิจัยที่สารโภชนาการจากเห็ดขอนขาว พบว่า ปริมาณโปรตีนสูง และมีไขมันน้อย (Mhd Omar et al. 
2011) จากรายงานวิจัยในปี 2015 ได้ทำการศึกษาสารโภชนาการของ L. squarrosulus, 
O.submucida และ T.aurantialba พบว่า L. squarrosulus มีปริมาณของโปรตีนสูงสุดและมี
ปริมาณไขมันที่น้อยเช่นเดียวกัน (ดังตารางที่ 4) และเมื่อวิเคราะห์ปริมาณเละชนิดกรดอะมิโนพบว่า
ประกอบไปด้วยกรดอะมิโน glutamic acid, leucine, lysine และ threonine สูงเมื่อเปรียบเทียบ
กับกรดอะมิโนชนิดอ่ืนๆ (ดังตารางที่ 5) 

การศึกษาในปี 2017 ของ Arisara Prateep ได้ทำการสกัดโปรตีนจากเห็ดขอนขาวทดสอบ
การเหนี่ยวนำให้เกิดการตายแบบ apoptosis ต่อเซลล์มะเร็งปอด H460 ซึ่งจากผลการทดลองพบว่า
สารสกัดโปรตีนจากเห็ดขอนขาวสามารถออกฤทธิ์เพ่ิมการตายของเซลล์มะเร็งปอดได้เมื่ อเพ่ิมความ
เข้มข้นของสารสกัดเปปไทด์จากเห็ดขอนขาว ซึ่งสารสกัดโปรตีนจากเห็ดขอนขาวนี้ยังไม่มีการรายงาน
การวิเคราะห์ลำดับเปปไทด์ (Arisara Prateep et al., 2017) (ดังภาพท่ี 24) 

และจากศึกษาก่อนหน้านี้ยังไม่พบการเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ด เพ่ือยับยั้งการ
ทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนสและคอลลาจีเนส ดังนั้นเห็ดขอนขาวจึงเป็นแหล่งที่น่าสนใจในการนำมา
เตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสทเพื่อทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ 

ตารางที ่4 แสดงสารโภชนาการเปรียบเทียบจากเห็ด 3 ชนิด ได้แก่ L. squarrosulus, 
O.submucida และ T.aurantialba 
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ตารางที ่5 แสดงชนิดและปริมาณกรดอะมิโนของ L. squarrosulus 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่24 แสดงการตายของเซลล์มะเร็งปอด H460 ต่อสารสกัดเปปไทด์จากเห็ดขอนขาว 
ที่เหนี่ยวนำให้เกิดการตายแบบ apoptosis 

ที่มา : Arisara Prateep et al., 2017 
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เอนไซม์ที่ใช้ในการศึกษา : เอนไซม์เปปซิน (Pepsin) (EC 3.4.23.1)  
 เอนไซม์เปปซิน เป็นเอนไซม์ในกลุ่ม Endopeptidase ถูกสร้างจากกระเพาะอาหารและ
เป็นหนึ่งในเอนไซม์ย่อยอาหารหลักในระบบย่อยอาหารของมนุษย์และสัตว์อ่ืนๆ และมีบทบาทสำคัญ
ในการย่อยโปรตีนให้มีขนาดโมเลกุลที่เล็กลงจนเป็นเปปไทด์ เอนไซม์เปปซินมีประสิทธิภาพในการ
แยกระหว่างกรดอะมิโนที่ไม่ชอบน้ำ (Hydrophobic) และกรดอะมิโนที่อยู่ในกลุ่มอะโรมาติก (ดังภาพ
ที่ 25) เช่น กรดอะมิโนฟีนิลอะลานีน (Phenylalanine), กรดอะมิโนทริปโตเฟน (Tryptophan) และ
กรดอะมิโนไทโรซีน (Tyrosine) หรือกรดอะมิโนที่เป็นกรด คือ มีหมู่คาร์บอกซิล (-COOH) 2 หมู่ 
(Dicarboxylic acid) อยู่ในโมเลกุล เช่น กรดอะมิโนกลูตามิก (Glutamic acid) และ กรดอะมิโน
แอสพาร์ทิก  (Aspartic acid) เป็นต้น (Jordan T et al., 1979) 

 

ภาพที ่25 Cleavage site ของเอนไซม์เปปซินที่มา : https://bit.ly/2H2xn3m 
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บทที่ 3 
วิธีการวิจัย  

กลุ่มตัวอย่าง   
พ้ืนที่ทำวิจัย 

ห้องปฏิบัติการ คณะวิทยาศาสตร์การแพทย์ มหาวิทยาลัยนเรศวร  
กลุ่มตัวอย่าง 

เห็ดขอนขาว, เห็ดลม (ผงอบแห้ง) : จากฟาร์ม จังหวัดเชียงใหม่ ประเทศไทย 
เห็ดขอนขาวสด : จากฟาร์ม จังหวัดพิษณุโลก ประเทศไทย 

     

ภาพที ่26 ตัวอย่างเห็ดลมแห้ง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่27 ตัวอย่างเห็ดขอนขาวแห้ง 
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ตัวอย่างเอนไซม์ 
เอนไซม์ไทโรซิเนสจากเห็ดกระดุม (Agaricus bisporus)  
เอนไซม์คอลลาจีเนส  

เครื่องมือ วัสดุ และอุปกรณ์ 
1. 5% CO2 Incubator  
2. 96 well-plates 
3. Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units  
4. Autoclave 
5. Autopipette  
6. Beaker 
7. Centrifuge tube  
8. Duran glass bottles  
9. Dialysis tube 10,000 Da MWCO  
10. Erlenmeyer flask 
11. Forceps 
12. Freeze dryer 
13. Gel electrophoresis  
14. Glass rod  
15. Glove 
16. Graduated Cylinder  
17. Hot air oven 
18. Image J software 
19. Incubate shaker 
20. Liquid Chromatography – Mass Spectrometer (LC-MS/MS)  
21. Magnetic Stir Bar  
22. Micropipette tips  
23. Microplate reader 
24. Molecular image Gel documentation system  
25. Mortar 
26. Overhead stirrer 
27. Parafilm  
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28. PCR Thermal Cycler  
29. pH meter 
30. Rack 
31. Refrigerated centrifuge 
32. Sequencing จาก 3730 XL Sequencer, Applied Biosystems 
33. Spatula chemistry 
34. Spin down 
35. Stirring hotplate  
36. Ultracentrifuge and centrifuge adapter 
37. Volumetric flask  
38. Vortex mixer 
39. Water bath  
40. Weighing papers  

สารเคมี 
1. Acetonitrile 
2. Agarose  
3. Albumin from bovine serum (BSA) 
4. Ammonium sulfate  
5. Boric acid 
6. Copper sulfate 
7. Dimethyl sulfoxide (DMSO) 
8. Ethanol 
9. Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 
10. Fetal bovine serum (FBS) 
11. Folin – Ciocalteu’s phenol reagent (FCR) 
12. Gallic acid 
13. Hydrochloric acid 
14. Kojic acid 
15. OneMarkB (GeneDireX, Inc) 
16. OnePCR Plus (GeneDireX, Inc) 
17. PCR Clean-up and Gel extraction Kit (PureDirecx, Taiwan) 
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18. Phosphate-buffered saline 
19. Plant genomic DNA Kit (Tiangen Biotech Co.) 
20. Potassium persulfate  
21. Potassium phosphate 
22. Dipotassium hydrogenphosphate (K2HPO4) 
23. Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) 
24. Sodium Carbonate 
25. Sodium chloride 
26. Sodium dodecyl sulfate (SDS; NaC12H25SO4) 
27. Sodium Hydroxide 
28. Sodium phosphate 
29. Sodium potassium tartrate 
30. Trifluoroacetic acid 
31. Pepsin 
32. 2,4,6-Trinitrobenzenesulfonic acid solution (TNBS) 
33. Di (phenyl)-(2,4,6-trinitrophenyl) iminoazanium (DPPH) 
34. 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propanediol (Tris-base) 
35. L-DOPA (L-3,4-dihydroxyphenylalanine) 
36. 3-[4, 5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) 
37. 2,2-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) 
38. Tyrosinase (EC 1.14.18.1) ในเห็ด Agaricus bisporus 
39. Trolox 
40. Peptide Synthesis RHAKF (Denga et al., 2020) 
41. GFSGLDGAKGD ลำดับเปปไทด์สังเคราะห์ 

 
3.1.การศึกษาสายพันธุ์และความสัมพันธ์ระหว่างสายพันธุ์ของเห็ดขอนขาว (phylogenetic 
tree)   
 ทำการสกัดดีเอ็นเอจากเห็ดขอนขาวแห้ง ด้วย Plant genomic DNA Kit (Tiangen 
Biotech Co.) วัดความเข้มข้นของ DNA ที่ 260 นาโนเมตร ทำการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นด้วยวิธี PCR 
โดยใช้ไพรเมอร์ ITS5-Forward (5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) และ ITS4- Reverse (5’-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) ซึ่งขั้นตอน Pre-denaturation ที่อุณหภูมิ 94°C เป็นเวลา 5 นาที 
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จำนวน 1 รอบ, ขั้นตอน denaturation ทีอุ่ณหภูมิ 94°C เป็นเวลา 30 วินาที annealing ที่อุณหภูมิ 
50°C เป็นเวลา 1 นาที และ extension ที่อุณหภูมิ  72°C เป็นเวลา 2 นาที จำนวน 30 รอบ และ 
final extension ที่ อุณหภูมิ 72°C เป็นเวลา 5 นาที และทำการตรวจสอบลำดับด้วยวิธีการ 
Sequencing จาก 3730 XL Sequencer, Applied Biosystems และวิเคราะห์ ความสัมพันธ์
ระหว่างสายพันธุ์ของเห็ดขอนขาว หรือ phylogenetic tree ด้วย CondonCode Aligner V.3 นำ
ข้อมูลลำดับเบสมาทำการ Blast กับฐานข้อมูล NCBI            

3.2. การสกัดโปรตีนจากตัวอย่างเห็ดขอนขาว  
3.2.1. การสกัดโปรตีนจากตัวอย่างเห็ดลมและขอนขาวแห้ง (Yejun Deng et al., 2020)      

 นำผงเห็ดลมแห้ง และเห็ดขอนขาวแห้ง 200 มิลลิกรัม ต่อ น้ำกลั่น 2 ลิตร อัตราส่วน 1:10 

(w/v) ปรับ pH ให้เป็น 10 ด้วย 1 M NaOH แล้วนำไปสกัดด้วยเครื่อง overhead stirrer ที่ 1,000 

rpm เป็นเวลา 2 ชั่วโมง นำมาปั่นเหวี่ยง ที่ 10,000xg 20 นาที แล้วเก็บส่วนใสปรับ pH ให้เป็น 4.2 

ด้วย 1 M HCl เพ่ือทำการตกตะกอนโปรตีน จากนั้นนำไปปั่นเหวี่ยงและเก็บส่วนที่เป็นตะกอนทำการ

ล้างตะกอนด้วยน้ำกลั่น 3 ครั้ง โดยการปั่นเหวี่ยงที่ 8,000xg 20 นาที แล้วทำการละลายตะกอนด้วย

น้ำกลั่น ปรับ pH ให้เป็น 7.0 แล้วทำการแช่แข็งและทำให้ตัวอย่างแห้งด้วยเครื่อง Freeze-dry 

3.2.2 การสกัดโปรตีนจากตัวอย่างเห็ดขอนขาวสด 
นำตัวอย่างเห็ดขอนขาวสด ส่วน fruiting body มาทำการสับและปั่น Homogenized ด้วย 

0.15 M NaCl ในอัตราส่วน 1 ต่อ 2 (w/v) นำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 5,000 rpm นาน 20  นาที ที่

อุณหภูมิ 4 °C จากนั้นเก็บส่วนสารละลาย (Supernatant) ทำการตกตะกอนเกลือแอมโมเนียม

ซัลเฟต ที่ 60 % และบ่มไว้เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 30นาที จากนั้นนำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 4,000 rpm 

นาน 20  นาที ที่อุณหภูมิ 4 °C เก็บส่วนตะกอนโปรตีน และละลายกลับด้วยน้ำกลั่น ทำการไดอะไล

ซิสเพ่ือนำ 60% เกลือแอมโมเนียมซัลเฟตแยกออกจากสารละลายโปรตีนในน้ำกลั่น แล้วทำการแช่

แข็งและทำให้ตัวอย่างแห้งด้วยเครื่อง Freeze-dry 

3.3. การเตรียมสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดลม, ขอนขาวแห้ง และเห็ดขอนขาวสด โดย
เอนไซม์เปปซิน 

นำโปรตีนจากการทำ Freeze-dry ที่ทำการสกัดโปรตีนทั้งเห็ดลมแห้ง, เห็ดขอนขาวแห้งและ

เห็ดขอนขาวสด มาชั่งในอัตราส่วน 10 กรัมต่อน้ำกลั่น 1 ลิตร ใช้เอนไซม์เปปซินในอัตราส่วน 5% 

และปรับ pH เป็น 3.7 เขย่าด้วยความเร็ว 200 rpm ด้วยเครื่อง Incubated shaker ที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หยุดปฏิกิริยาการย่อยของเอนไซม์ ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 

แล้วนำตัวอย่างสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาว มาปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยกตะกอนที่ความเร็ว 
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5,000 rpm ที่อุณหภูมิ 6 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 นาที แล้วทำการเก็บส่วนใส โดยนำส่วนใสที่

ได้มาคัดแยกให้ได้โปรตีนไฮโดรไลเสทขนาดเล็กกว่า 10 และ 3 กิโลดาลตัน (kDa) นำส่วนใสที่ทำการ

คัดแยกไปทำการ freeze-Dry ตัวอย่างสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวที่ได้ เพ่ือเพ่ิม

ความเข้มข้นของโปรตีน          

3.4. การวิเคราะห์ระดับการย่อยสลายของโปรตีนด้วยวิธี Trinitrobenzenesulphonic acid 
(TNBS method) 
 เตรียม 10 ไมโครลิตร ตัวอย่างสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท ที่ความเข้มข้นโปรตีน 2 µg หรือ 

Standard solution ใน 0.21 M Sodium phosphate buffer pH 8.2 ปริมาตร 80 ไมโครลิตร 

เติมสารละลาย TNBS ปริมาตร 80 ไมโครลิตร ทำการผสมแล้วนำไป บ่มด้วย Water bath ที่ 50 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ในความมืด หลังจากนั้น หยุดปฏิกิริยา ด้วย 0.1 N HCl 160 

ไมโครลิตร แล้วทำการบ่มที่อุณหภูมิห้องในความมืด เป็นเวลา 30 นาที แล้วนำไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 

340 นาโนเมตร นำมาคำนวณวิเคราะห์หาระดับการย่อยสลายของโปรตีน  

จากสูตร        . 

  Degree of hydrolysis (DH%)  =  100 × (
AN

Npd
) 

เมื่อ AN แทนด้วยความเข้มข้นตัวอย่างที่ย่อยด้วยเอนไซม์ จากสมการมาตรฐาน       . 

 Npd แทนด้วยค่าคงตัวหรือปริมาณไนโตรเจนของพันธะเปปไทด์ในสารตั้งต้นโปรตีน 

3.5. การวิเคราะห์โปรไฟล์ของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวด้วยวิธี SDS-PAGE 
การวิเคราะห์ศึกษาดูรูปแบบการแสดงออกของโปรตีนจากสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท 

โดยนำสารสกัดหยาบโปรตีน, สารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท ที่มีขนาดเล็กกว่า 10 และ 3 กิโลดาลตัน 
ที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน มาวิเคราะห์ศึกษาองค์ประกอบและดูรูปแบบการแสดงออกของ
โปรตีน ด้วยเทคนิค Glycine SDS-PAGE โดย Gel electrophoresis (15% SDS-PAGE) ผ่านความ
ต่างศักย์ 120 โวลต์ 400 mA โดยใช้เวลา 2-3 ชั่วโมง ภายหลังจากการแยกโปรตีน ตำแหน่งของแถบ
โปรตีนที่ถูกแยกออกจากกันจะนำมาย้อมด้วยสี Silver และ Coomassie blue R-250 และวิเคราะห์
การแสดงออกของโปรตีนเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐานด้วยโปรแกรม ImageJ Software  
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3.6 การศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดลมแห้งและขอนขาว 
(Biological activity) 

3.6.1.การศึกษาการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสด้วยสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดลม 
และเห็ดขอนขาว 

การทดสอบการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสจาก commercial tyrosinase จากเห็ดกระดุม 

(Agaricus bisporus) โดยเปรียบเทียบการทำงานระหว่างตัวอย่างสารสกัดหยาบโปรตีน สารสกัด

โปรตีนไฮโดรไลเสทเห็ดลม เห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสดที่ความเข้มข้นโปรตีน 0.1, 0.5, 1.0, 

2.0 และ 5.0 µg/µL ทำการ เติม 5 mM L-DOPA ซึ่งเป็นสารตั้งต้น และ 5 mM Potassium 

phosphate buffer pH 6.8 จากนั้นนำไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 475 นาโนเมตร ที่เวลา 20 นาที ซึ่ง

ค่าที่ได้จะนำมาคำนวณหาร้อยละการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส เทียบกับ positive 

control  0.1 µg/µL Kojic acid และ1.5 µg/µL Peptide synthesis (RHAKF  

ร้อยละการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส (%) = 
𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙−𝐴𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒

𝐴𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒
× 100 

3.6.2. การศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนด้วยวิธี 
ABTS    

 . การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวด้วยวิธี 

ABTS โดยนำตัวอย่างสารสกัดหยาบโปรตีน และสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทเห็ดลมแห้ง , เห็ดขอน

ขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสดที่ความเข้มข้นโปรตีน 0.1, 0.5, 1.0, 2.0 และ 5.0 µg/µL ผสมกับ 2.45 

mM Potassium persulfate และ 7 mM ABTS 100 ไมโครลิตร จากนั้นบ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง ในที่

มืดเป็นเวลา 30 นาที นำไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร ซึ่งค่าที่ได้จะนำมา

คำนวณเทียบจากกราฟมาตรฐาน โดยใช้ 0.1 µg/µL Trolox เป็นสารละลายมาตรฐาน        . 

ABTS radical scavenging activity (%) = 
𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙−𝐴𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒

𝐴𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒
× 100 

3.6.3. การศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวด้วยวิธี DPPH         

. การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวด้วยวิธี  

DPPH โดยนำตัวอย่างสารสกัดหยาบโปรตีน และสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทเห็ดขอนขาวแห้งและ

เห็ดขอนขาวสดที่ความเข้มข้นโปรตีน 0.1, 0.5, 1.0, 2.0 และ 5.0 µg/µL เติม 0.1 mM DPPH 

solution จากนั้นตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง ในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที นำไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาว
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คลื่น 517 นาโนเมตร ซึ่งค่าที่ได้จะนำมาคำนวณเทียบจากกราฟมาตรฐาน โดยใช้ 0.1 µg/µL Trolox 

เป็นสารละลายมาตรฐาน               

DPPH radical scavenging activity (%) = 
𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙−𝐴𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒

𝐴𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒
× 100 

3.6.4. การทดสอบการยับยั้งเอนไซม์คอลลาจีเนสด้วยสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอน
ขาว      

เตรียม Reaction mix โดยทำการเติมสารตั้งต้น FALGPA ปริมาตร 40 ไมโครลิตร กับ 
MMP-1 collagenase (0.35 U/mL) 10 ไมโครลิตร จากนั้นนำตัวอย่างสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท
เห็ดขอนขาว 10 ไมโครลิตร หรือ positive control  คือ 1 M ของ 1,10-Phenanthroline เติมสาร
ตั้งต้น FALGPA ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ทำการบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-15 นาที 
วัดค่าดูดกลืนแสงที่ 345 นาโนเมตร ซึ่งค่าที่ได้จะนำมาคำนวณหาร้อยละการยับยั้งการทำงานของ
เอนไซม์คอลลาจีเนส เทียบกับ positive control คือ 1,10-Phenanthroline และเปปไทด์ 
GFSGLDGAKGD จากเจลาตินของหนังปลา 

3.7.การทดสอบการรอดชีวิตของเซลล์ Human Keratinocyte Cell (HaCaT) และเซลล์มะเร็ง
ผิวหนัง A375  ต่อสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เป
ปซินด้วยเทคนิค MTT       

 3.7.1. ลักษณะของเซลล์  
 - เซลล์ผิวหนัง Human Keratinocyte (HaCaT) มี morphology เป็นเซลล์ Epidermal 

ยึดเกาะอยู่กับพ้ืนผิว (Adherent) ซึ่งพบ Epidermal keratinocytes ได้ที่ผิวหนังชั้นนอกสุด ซึ่งมี

ส่วนของ melanocyte ในบริเวณของเซลล์  

ภาพที ่28 แสดงลักษณะของเซลล์ผิวหนัง Human Keratinocyte (HaCaT) 
ที่มา : https://cutt.ly/nGATUmR 
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 3.7.2. การทดสอบการรอดชีวิตของเซลล์ HaCaT ต่อสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ด
ขอนขาวด้วยวิธี MTT 

 ทำการเลี้ยงเซลล์ HaCaT ทำการเลี้ยงในอาหาร ที่มี Fetal bovine serum (FBS) และยา

ปฏิชีวนะ บ่มในตู้บ่มเซลล์ภายใต้สภาวะ อุณหภูมิคงที่ 37 องศาเซลเซียส และคาร์บอนไดออกไซด์ 5 

เปอร์เซ็นต์ และทำการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์เมื่อเซลล์ที่เพาะเลี้ยงขยายเซลล์เมื่อเซลล์มีความ

หนาแน่นประมาณ 80-90 %     .เพาะเลี้ยงเซลล์ HaCaT ลง 96 well plate จำนวน 2,000 เซลล์

ต่อหลุม เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ให้สารสกัดโปรตีนจากเห็ดขอนขาวที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน ที่

ความเข้มข้น 0.5, 1, 2, 3, 4 และ 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 600 ไมโครลิตร เป็นเวลา 24 ชั่วโมงล้าง

ด้วย PBS แล้ ว เติมสารละลาย 1m g/m l M TT (3 -[4 , 5 -dim ethylth iazol-2 -yl]-2,5 -

diphenyltetrazolium bromide) ทิ้งไว้เป็นเวลา 4 ชั่วโมง ทำการดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง จากนั้น

ละลายผลึกด้วย DMSO 100 ไมโครลิตร วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร 

3.8. การวิเคราะห์ลำดับเปปไทด์จากสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาว           
นำตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพในการต้านอนุมูลอิสระ รวมถึงยับยั้ง

การทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส และคอลลาจีเนส มาแยกโดยวิธี SDS-PAGE ซึ่งจะเลือกเเถบโปรตีน

ที่มีขนาดเล็กกว่า 10 kDa  มาตัดแถบเจลและส่งตรวจเพ่ือแยกวิเคราะห์ลำดับเปปไทด์ด้วยวิธี Liquid 

Chromatography – Mass Spectrometer (LC-MS/MS) 

 นำแถบโปรตีนที่สนใจของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอนขาว
สด ทำบริสุทธิ์เบื้องต้นด้วย Ziptip แล้ววัดความเข้มข้นของเปปไทด์ด้วยเทคนิคของ Lowry โดยใช้
โปรตีน BSA เป็นโปรตีนมาตรฐาน หลังจากนั้นนำเปปไทด์ที่ได้มาวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Liquid 
Chromatography – Mass Spectrometer (LC-MS/MS) แล้วหามวลโมเลกุลและกรดอะมิโน
ภายในสายลำดับเปปไทด์ด้วยโปรแกรม Maxquant version 2.1.3.0 (Tyanova et al., 2015) ใช้
ฐานข้อมูลโปรตีน Uniprot ของสายพันธุ์ Lentinus 

3.9. การศึกษาการจำลองการจับกันของเอนไซม์ไทโรซิเนสและคอลลาจีเนส (Molecular docking) 
การทดสอบการจำลองจับกันของเอนไซม์ไทโรซิเนส (2Y9X) และเอนไซม์คอลลาจีเนส 

(1CGL) กับ Ligand หรือลำดับเปปไทด์ที่คัดเลือก โดยจำลองแบบ 3 มิติ เพ่ือแสดงการจับกันที่

บริเวณเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ โดยเลือกลำดับเปปไทด์จากสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอน

ขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสดและเปปไทด์สังเคราะห์ (RHAKF) นำมาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม GOLD 

V.2022.2.0 และ Discovery Studio 2021 Client software 
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3.10. การวิเคราะห์ข้อมูล   
 การวิเคราะห์สถิติโดยใช้โปรแกรม SPSS Statistics version 26.0 วิเคราะห์ ข้อมูลกลุ่ม
เดียวตามความเข้มข้นของกลุ่มตัวอย่าง แบบ Analysis of Variance (ANOVA) ศึกษาความแตกต่าง
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ * Least significant differences (LSD, P ≤ 0.05), การวิเคราะห์หาค่า 
Free-radical scavenging (FRS) ของวิธี ABTS และ DPPH  โดยฐานข้อมูล ANTIAGE-DB 
software ซึ่งเป็นการคำนวณความน่าจะเป็นในการออกฤทธ์ต้านอนุมูลอิสระหรือลด free radical 
ของลำดับสายเปปไทด์  และวิ เคราะห์คุณสมบัติของกลุ่ม เปปไทด์  Hydrophobicityหรือ
Hydrophilicity ด้วย Peptide 2.0 Inc. software ของลำดับเปปไทด์จากสารสกัดโปรตีนไฮโดรไล
เสทจากเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสด 
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บทที่4 
ผลการวิจัย 

1. การศึกษาสายพันธุ์และความสัมพันธ์ระหว่างสายพันธุ์ของเห็ดขอนขาว (phylogenetic tree) 

 การสกัดดีเอ็นเอจากเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสด ด้วย Plant genomic DNA Kit 
(Tiangen Biotech Co.) (Yan-Yan Su et al., 2016) วัดความเข้มข้นของ DNA ที่ 260 นาโนเมตร 
ทำการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นด้วยวิธี PCR และทำการตรวจสอบลำดับ DNA ด้วยวิธีการ Sequencing 
จาก 3730 XL Sequencer, Applied Biosystems และวิเคราะห์แยกความสัมพันธ์ระหว่างสายพันธุ์
ของเห็ดขอนขาว หรือ phylogenetic tree ด้วย CondonCode Aligner V.3 นำข้อมูลลำดับนิวคลี
โอไทด์มาทำการเปรียบเทียบ (Blast) กับฐานข้อมูล National Center for Biotechnology 
Information (NCBI)  

จากผลการทดลองการสกัดดีเอ็นเอจากเห็ดขอนขาวแห้งและสด มีความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่ 
29.60 และ 7.8 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ตามลำดับ และทำการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้  internal 
transcribed spacer (ITS) region ด้วยไพรเมอร์ ITS5 และ ITS4 ด้วยวิธี PCR ที่ความเข้มข้น 50 
และ 100 ไมโครกรัม เพ่ือดูการแสดงออกของแถบดีเอ็นเอจากตัวอย่างเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอน
ขาวสด ซึ่งพบขนาดแถบดีเอ็นเอประมาณ 500-750 bp (ดังภาพท่ี 29) 

เมื่อนำไปตรวจสอบลำดับของดีเอ็นเอด้วยวิธีการ DNA Sequencing และวิเคราะห์
ความสัมพันธ์ระหว่างสายพันธุ์ของเห็ดขอนขาว หรือ phylogenetic tree นำข้อมูลลำดับเบสมาทำ
การเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล GenBank;NCBI จากผลการวิเคราะห์พบว่าตัวอย่างเห็ดขอนขาวแห้งที่
ใช้ในการสกัดโปรตีนเพ่ือทำโปรตีนไฮโดรไลเสทมีสายพันธุ์ที่คล้ายคลึงกับ KT273380.1 Lentinus 
squarrosulus voucher WARRIPt 18S ribosomal RNA gene; KR155105.1 Lentinus sp BAB-
5060 18S ribosomal RNA gene; KT120037.1 Lentinus squarrosulus clone 1 18S 
ribosomal RNA gene partial sequence และ KT273364.1 Lentinus squarrosulus voucher 
IBD43 18S ribosomal RNA gene ซึ่งมีค่าระดับความคล้ายคลึงของสายพันธุ์ที่ร้อยละ 98 (ดังภาพ 
30 (ก.)) และเห็ดขอนขาวสดที่ใช้ในการสกัดโปรตีนเพ่ือทำโปรตีนไฮโดรไลเสทมีลำดับสายพันธุ์ที่
คล้ายคลึงกับ MN856299.1:45-689 Lentinus squarrosulus strain WZ-159 ซึ่งมีค่าระดับความ
คล้ายคลึงของสายพันธุ์ที่ร้อยละ 60 (ดังภาพ 30 (ข.)) 
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  (ก.)                 (ข.) 

 
ภาพที ่29 แสดงการแสดงออกของแถบดีเอ็นเอของเห็ดขอนขาวแห้ง (ก.) และเห็ดขอนขาวสด (ข.)  

ที่ความเข้มข้น 50 และ 100 ไมโครกรัม เมื่อเปรียบเทียบกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน (Marker) ด้วยวิธี 
Agarose gel electrophoresis ที่ 1% TBE agarose gel  

 

 

 

 

 

 

 

bp bp 
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จากผลการตรวจสอบลำดับของดีเอ็นเอหรือนิวคลีโอไทด์ของเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอน
ขาวสดด้วยวิธีการ DNA Sequencing พบว่าลำดับนิวคลีโอไทด์ของเห็ดขอนขาวแห้งจะมีสายยาว 
600 bp และลำดับนิวคลีโอไทด์ของเห็ดขอนขาวสดจะมีสายยาว 609 bp ตามลำดับ  
 1.1 ลำดับนิวคลีโอไทด์ของเห็ดขอนขาวแห้งเมื่อผ่านการวิเคราะห์ด้วยวิธี DNA sequencing  
> Dried mushroom : Lentinus squarrosulus 
TCATTATCGAGTTTTGAAACGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCC
ACTCTACACCTGTGCACTTACTGTGGGTTTCAGGAGCTTCGAAAGCGAGAAAGGGGGCTTTCCG
GGGCTTTTTCTTGCCTAGTTGTTACTGGGCCTACGTTTCACTACAAACACTTATAAAGTATCAGAA
TGTGTATTGCGATGTAACGCATCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGA
TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTT
GAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAAATTCTCAA
CCTAACGGGTTCTTAACGGGACTTGCTTAAGGCTGGAACTGGAAGGTTCTGGCCGGTTGGCTTC
ATGGCCAATCCGGTCCCCCTTAATGGCTTTACTTGGGTTCCGGGGCGAACCGGTCCACGGGGGG
ATAATTGCCAACCCCGCAACCGTTAAACCGTTTTTATGCGCCATTTTCTACTCCTCTTTTTAAGAC
ACTATACTCATCAAT 

 1.2 ลำดับนิวคลีโอไทด์ของเห็ดขอนขาวสดเมื่อผ่านการวิเคราะห์ด้วยวิธี DNA sequencing  
> Fresh mushroom : Lentinus squarrosulus   
GTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCACTTACTGTG
GGTTTCAGGAGCTTCGAAAGCGAGAAAAGGGGCCTTCCCGGGTTTTTTCTTGCCTAGTTGTTAC
TGGGCCTACGTTTCACTACAAACACTTATAAAGTATCAGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTA
TATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATA
AGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTA
TTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAAATTCTCAACCTAACGAGTTCTTAACGGGACTT
GCTTAAGGCTGGAATTGGAAGGTCCTGGCCGGCTGGTTCCATGGCCAGTCCGGTCCCCCTAAAT
GGCTTAACTTGGGTCCCGGGGGGAACCGCTCCAGGGGGGGATAATGGCTACCCCCCCACCGGTG
AAACGTTTTATAGGCGACCTTTTCTTCGCCTCTCTATAAGACAATAATCTCCTAAAACTGACACCT
CATATCGGGTGACTAACACCCTGAA 
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(ก.) ความสัมพันธ์ระหว่างสายพันธุ์ของตัวอย่างเห็ดขอนขาวแห้ง 

ภาพที ่30 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างสายพันธุ์ของตัวอย่างเห็ดขอนขาวแห้ง(ก.) และเห็ดขอนขาวสด
(ข.) โดยแสดงด้วยแผนภาพ phylogenetic tree กับฐานข้อมูล GenBank;NCBI 
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(ข.) แสดงความสัมพันธ์ระหว่างสายพันธุ์ของตัวอย่างเห็ดขอนขาวสด 

ภาพที่ 31 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างสายพันธุ์ของตัวอย่างเห็ดขอนขาวแห้ง(ก.) และเห็ดขอนขาวสด
(ข.) โดยแสดงด้วยแผนภาพ phylogenetic tree กับฐานข้อมูล GenBank;NCBI 
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ภาพที ่32 แสดงการเปรียบเทียบความสัมพันธ์ระหว่างสายพันธุ์ของตัวอย่างเห็ดขอนขาวแห้ง 
และเห็ดขอนขาวสด โดยแสดงด้วยแผนภาพ phylogenetic tree กับฐานข้อมูล GenBank;NCBI 

 

ตัวอย่างเห็ดขอนขาว

ตัวอย่างเห็ดขอนขาวสด 
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2. การเตรียมเปปไทด์จากโปรตีนไฮโดรไลเสทจากตัวอย่างเห็ดขอนขาวแห้งและสด 
2.1. ปริมาณโปรตีนจากการเตรียมสารสกัดหยาบโปรตีนและโปรตีนไฮโดรไลเสท 

 เมื่อทำการสกัดโปรตีนจากตัวอย่างเห็ดขอนขาวแห้งและสด ก่อนนำมาทำการย่อยด้วย
เอนไซม์เปปซินในอัตราส่วน 10 กรัมต่อน้ำกลั่น 1 ลิตร ปรับ pH เป็น 3.7 ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เนื่องจากการศึกษาก่อนหน้าในปี 2562 โดยนางสาวทัตติยา กัณทะษา 
ในหัวข้อเรื่องการย่อยโปรตีนจากเห็ดขอนขาวด้วยโปรตีเอสต่างชนิดกันเพ่ือยับยั้งการทำงานของ
เอนไซม์ไทโรซิเนส โดยทำการศึกษาสภาวะเวลาที่เหมาะสมในการย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์เปปซินและ
มิกส์เอนไซม์ ที่เวลา 6, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง ซึ่งพบว่าการย่อยสลายโปรตีนที่ 24 ชั่วโมง ด้วย
เอนไซม์เปปซินให้ค่าตรวจสอบฤทธิ์การยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนสมีฤทธิ์ดีที่สุด(ใส่ผลใน
ภาคผนวก) ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงเลือกเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสทจากตัวอย่างเห็ดขอนขาวแห้งและ
เห็ดขอนขาวสด (ดังตารางที่ 6) จากนั้นนำมาคัดแยกขนาดโปรตีนให้ได้โปรตีนไฮโดรไลเสทขนาดเล็ก
กว่า 3 กิโลดาลตัน (kDa) แล้วทำการ Freeze-Dry ตัวอย่างสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอน
ขาวแห้งและสดเพื่อใช้ในการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ (ดังตารางที่ 8) 

ตารางที่ 6 สภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสท 
 

ชนิดของดอกเห็ด 
 

วิธีการสกัด
โปรตีน 

 
เอนไซม์ที่ใชย้อ่ย

(Protease) 

สภาวะในการเตรียมโปรตนีไฮโดรไลเสท 

ค่า pH อุณหภูมิ 
(c°) 

Incubate 
shaking (rpm) 

เวลาท่ีใช้ 
(ชั่วโมง) 

เห็ดขอนขาวแห้ง/
เห็ดลมแห้ง 

การสกัดด้วย
กรด-เบส 

 
 

เปปซิน 

 
 

3.7 

 
 

37 

 
 

200 

 
 

24  
เห็ดขอนขาวสด 

การสกัดและ 
ตกกะกอนด้วย
เกลือ(NH4)2SO4 

อิ่มตัวที่ 60% 

 
ตารางที่ 7 แสดงปริมาณโปรตีนจากการเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสทจากตัวอย่างเห็ดขอนขาวแบบแห้ง 
และสด 

ตัวอย่าง ผงเห็ดขอน
ขาว (g) 

ปริมาณโปรตีนที่สกัดได้ 
(g) 

ปริมาณของ 
โปรตีนไฮโดรไลเสท (g) 

%Yield 

ผงเห็ดขอนขาวสด 100 1.14 0.08 0.10±0.09 
ผงเห็ดขอนขาวแห้ง 100 9.81 0.39 1.26±0.21 
ผงเห็ดลมแห้ง 100 7.04 0.23 0.94±0.16 
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ตารางที ่8 ลักษณะของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้งและสดที่เตรียมได้ 
ชนิดของดอกเห็ด วิธีการสกัด ผงโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีเตรียมได้ ลักษณะทางกายภาพ 

เห็ดขอนขาวสด การสกัดและตกกะกอน
โ ป ร ตี น ด้ ว ย เ ก ลื อ
(NH4)2SO4 อิ่มตัวท่ี 60% 
 
 

 - เป็นผงสีขาวเหลืองละเอียด 
- สามารถละลายน้ำได้ดี 
- ไม่มีกลิ่น 
- เมื่ อ โดนความชื้ น ส ามารถ
ละลายได้ 

ผงเห็ดขอนขาวแห้ง  การสกัดด้วยกรด-เบส  - เป็นผงสีน้ำตาลเหลือง 
- น้ำหนักเบาเป็นปุยผง 
- สามารถละลายน้ำได้ 
- มีกลิ่น 
- เมื่อโดนความชื้นจะจับกันเป็น
ผงก้อน 

 
จากผลการทดลองการเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสทจากตัวอย่างเห็ดลมแห้ง , เห็ดขอนขาวแห้ง

และเห็ดขอนขาวสด โดยคำนวณตัวอย่างเห็ดลมและเห็ดขอนขาวในอัตราส่วน 100 g  เมื่อผ่านการ
ย่อยด้วยเอนไซม์เปปซินและการคัดเลือกขนาดน้อยกว่าหรือเท่ากับ 3 kDa จะได้ปริมาณโปรตีนที่สกัด
ได้จริงของตัวอย่างเห็ดลมแห้ง เห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสด 7.04, 9.81 และ 1.14 กรัม 
ตามลำดับ ซึ่งพบว่าปริมาณโปรตีนที่สกัดได้จริงของตัวอย่าง เห็ดขอนขาวแห้งมากกว่าเห็ดขอนขาวสด
และเห็ดลมแห้ง เมื่อทำการวัดปริมาณโปรตีนตัวอย่างเห็ดลมแห้ง, เห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอนขาว
สดด้วยวิธี Lowry ได้ปริมาณโปรตีนสุดท้ายร้อยละ 0.94±0.16, 0.10±0.09 และ 1.26±0.21 
ตามลำดับ (ดังตารางที่ 7) 

3. การวิเคราะห์ระดับการย่อยสลายของโปรตีนด้วยวิธี  Trinitrobenzenesulphonic acid 
(TNBS method)  
 การศึกษาระดับการย่อยสลายของโปรตีนจากตัวอย่างเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสดที่
ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์โปรตีเอส ซึ่งเอนไซม์ที่ใช้คือเอนไซม์เปปซิน เปรียบเทียบกับสารสกัดหยาบ
โปรตีนตัวอย่างเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสดที่ไม่ได้ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์โปรตีเอส โดยจะ
วัดค่าดูดกลืนแสงที่ 340 นาโนเมตรและ นำมาคำนวณวิเคราะห์หาระดับการย่อยสลายของโปรตีน
จากกราฟมาตรฐาน (ดังภาพท่ี 33) 
 จากผลการทดลองพบว่าการวัดระดับการย่อยสลายของโปรตีนจากสารสกัดหยาบโปรตีนและ
สารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากตัวอย่างเห็ดขอนขาวแบบแห้งและเห็ดขอนขาวสดที่ผ่านการย่อยด้วย
เอนไซม์เปปซิน ที่ความเข้มข้นโปรตีน 2 µg จะเห็นได้ว่าเมื่อเกิดการย่อยจะทำให้โปรตีนจะมีขนาด
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เล็กลง และระดับการย่อยสลายของโปรตีนจะมีปริมาณที่สูงขึ้น โดยสารสกัดหยาบโปรตีนจากเห็ด
ขอนขาวแห้ง จะมีระดับการย่อยสลายอยู่ที่ร้อยละ 39 และสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอน
ขาวแห้ง จะมีระดับการย่อยสลายอยู่ที่ร้อยละ 65 และสารสกัดหยาบโปรตีนจากเห็ดขอนขาวสด จะมี
ระดับการย่อยสลายอยู่ที่ร้อยละ 39 และสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวสด จะมีระดับ
การย่อยสลายอยู่ที่ร้อยละ 75 ซึ่งมีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05  
 สารสกัดหยาบโปรตีนจากตัวอย่างเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสดมีระดับการย่อยสลาย
ของโปรตีนไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 (ดังภาพที่ 34) ดังนั้นจึงแสดงให้เห็น
ว่าการย่อยจะทำให้โปรตีนจะมีขนาดเล็กลงกลายเป็นโปรตีนหรือเปปไทด์ที่มีขนาดเล็กลง เมื่อ
เปรียบเทียบกับสารสกัดหยาบโปรตีนที่ไม่ได้ผ่านย่อยด้วยเอนไซม์โปรตีเอส 
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ภาพที ่34 แสดงระดับการย่อยสลายของโปรตีน (Degree of hydrolysate) ของสารสกัดหยาบ
โปรตีนและสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแบบแห้งและเห็ดขอนขาวสดที่ผ่านการย่อย

ด้วยเอนไซม์เปปซิน ที่ความเข้มข้นโปรตีน 2 µg ด้วยวีธี TNBS 
หมายเหตุ : โดยสัญลักษณ์ตัวอักษรภาษาอังกฤษแสดงความแตกต่างของค่าเฉลี่ยอย่างมีนัยสำคัญทาง

สถิติที่ระดับ 0.05 (n=3) 

4. การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ (Biological activity test) 
4.1. การศึกษาฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส (Tyrosinase inhibition) 

การศึกษาฤทธิ์การยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส (commercial tyrosinase ของ

เห็ดกระดุม (Agaricus bisporus)) ซึ่งใช้ L-DOPA ซึ่งเป็นสารตั้งต้นของปฏิกิริยา diphenolase โดย

ตัวอย่างสารสกัดหยาบโปรตีนและโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดลม ขอนขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสดที่

ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซินขนาดน้อยกว่าหรือเท่ากับ 3 kDa ที่ความเข้มข้นโปรตีน 0.1, 0.5, 

1.0, 2.0 และ 5.0 µg ซึ่งค่าท่ีได้จะนำมาคำนวณหาร้อยละการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส 

เทียบกับ 0.1 µg Kojic acid และ 1.5 µg Positive synthetic peptide (RHAKF)  

การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนสจากสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจาก

เห็ดลมแห้ง, เห็ดขอนขาวแห้ง และเห็ดขอนขาวสด พบว่าโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้ง

และเห็ดขอนขาวสดมีฤทธิ์ในการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ดีว่าโปรตีนไฮโดรไลเสท
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จากเห็ดลมแห้ง โดยที่ความเข้มข้นสูงสุดของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดลมแห้ง ที่ 2.0 µg สามารถ

ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ร้อยละ 12 (ดังภาพที่ 35) 

 สารสกัดหยาบโปรตีน และสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอน

ขาวสด ที่ความเข้มข้นโปรตีน 0.1, 0.5, 1.0, 2.0 และ 5.0 µg โดยสารสกัดหยาบโปรตีนจากเห็ดขอน

ขาวแห้ง สามารถยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนสสูงสุดได้เพียงร้อยละ 14 ที่ความเข้มข้น

โปรตีนสูงสุด 5.0 µg และสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแบบแห้ง สามารถยับยั้งการ

ทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนสสูงสุดได้ร้อยละ 41 ที่ความเข้มข้น 5.0 µg โดยมีความแตกต่างกันทาง

สถิติที่ระดับ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ 0.1 µg ของ Kojic acid และ 1.5 µg RHAKF ซึ่งสามารถ

ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนสร้อยละ 67 และ 82 ตามลำดับ ในขณะที่สารสกัดหยาบโปรตีน

จากเห็ดขอนขาวสด สามารถยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนสสูงสุดได้ร้อยละ 28 ที่ความ

เข้มข้น 2.0 µg และสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแบบสด ที่ความเข้มข้นเพียง 0.1-

5.0 µg สามารถยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ร้อยละ 82-91 ซึ่งมีร้อยละการยับยั้งการ

ทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนสสูงกว่า 0.1 µg Kojic acid โดยมีความแตกต่างกันทางสถิติที่ระดับ 0.05 

แต่มีค่าการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนสใกล้เคียงกับ  1.5 µg RHAKF โดยไม่มีความ

แตกต่างกันทางสถิติที่ระดับ 0.05 (ดังภาพท่ี 36) 

ดังนั้นแหล่งของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสด จะให้ฤทธิ์ที่

ดีกว่าโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดลมแห้ง ซึ่งจะเห็นได้ชัดว่า โปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดลม ที่ความ

เข้มข้นโปรตีนสูงสุด สามารถยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนสได้เพียงร้อยละ 12  ในราย

งานวิจัยนี้จึงเลือกศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพจากโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวเพียงชนิดเดียว และ

เมื่อเปรียบเทียบฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส พบว่า การเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสทโดย

ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซินสามารถเพ่ิมฤทธิ์ในการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ดี

กว่า สารสกัดหยาบโปรตีนที่ไม่ได้ผ่านการย่อย โดยเมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการยับยั้งการ

ทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซินจาก

เห็ดขอนขาวสดจะให้ฤทธิ์ที่สูงกว่าสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซินจาก

เห็ดขอนขาวแห้ง และให้ฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนสสูงและใกล้เคียงกับ 0.1 µg Kojic 

acid และ 1.5 µg RHAKF ตามลำดับ 
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ภาพที ่36 แสดงร้อยละฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส ที่เวลา 20 นาที ของตัวอย่างสาร
สกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดลมแห้งท่ีผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน 

หมายเหตุ : โดยสัญลักษณ์ตัวอักษรภาษาอังกฤษแสดงความแตกต่างของค่าเฉลี่ยที่ตัวอย่างที่ความ

เข้มข้นต่างๆอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ีระดับ 0.05 (n=3 ); *, # แสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมี

นัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 เมื่อเทียบกับกรดโคจิก และ RHAKF จากมะตูมจีน ตามลำดับ 

4.2. การศึกษาฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนส (MMP-1 inhibition)  
การศึกษาฤทธิ์การยับยั้งการทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนสหรือ MMP-1 สารตั้งต้นของ

ปฏิกิริยา คือ FALGPA โดยตัวอย่างสารสกัดหยาบโปรตีนและโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาว

แห้งและเห็ดขอนขาวสดที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซินขนาดน้อยกว่าหรือเท่ากับ 3 kDa ที่ความ

เข้มข้นโปรตีน 0.1, 0.5, 1.0, 2.0 และ 5.0 µg และทำการวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 432 นาโนเมตร ซึ่ง

ค่าที่ได้จะนำมาคำนวณหาร้อยละการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนส เทียบกับ 1 mM 

1,10-Phenantroline  และ 1.5 µg synthetic peptide (GFSGLDGAKGD)  

จากผลการศึกษาการวิเคราะห์ฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนส (MMP-1) ด้วย

สารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาว พบว่าสารสกัดหยาบโปรตีนจากเห็ดขอนขาวแห้งที่

ความเข้มข้นโปรตีน 0.1, 0.5, 1.0, 2.0 และ 5.0 µg มีฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเน

สร้อยละ 3, 16, 29, 39 และ 50 โดยสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้งที่ความเข้มข้น

โปรตีน 0.1, 0.5, 1.0, 2.0 และ 5.0 µg มีฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนสร้อยละ 9, 

26, 38, 52 และ 60 ซึ่งสารสกัดหยาบโปรตีนจากเห็ดขอนขาวสดที่ความเข้มข้นโปรตีน 0.1, 0.5, 1.0, 
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และ 2.0 µg มีฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์คอลลา-จีเนสร้อยละ 7, 11, 11 และ 25 ในขณะที่

สารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแบบสดความเข้มข้นโปรตีน 0.1, 0.5, 1.0 และ 2.0 µg 

สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนสร้อยละ 9, 43, 62 และ 78 เมื่อ

เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน1 mM 1,10-Phenantroline และ เปปไทด์ GFSGLDGAKGD (1022 

Da) มีฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนส (MMP-1) ร้อยละ 97 และ 87 ตามลำดับ (ดัง

ภาพที่ 36) 

ซึ่งจากผลการศึกษาจะทราบว่าสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เป

ปซินจากเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสด จะสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์

คอลลาจีเนส (MMP-1) ได้มากกว่าสารสกัดหยาบโปรตีนจากเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสดเมื่อ

เปรียบเทียบที่ความเข้มข้นเดียวกัน  และจะเห็นได้ชัดว่าสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาว

สดที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน จนกลายเป็นเปปไทด์ทำให้เกิดการส่งเสริมการออกฤทธิ์ยับยั้ง

การทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนสให้สูงขึ้นตามความเข้มข้นของโปรตีน เมื่อเปรียบเทียบกับสารสกัด

หยาบโปรตีนจากเห็ดขอนขาวสดที่มีฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนสได้น้อยกว่า 

โดยสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวสดที่ความเข้มข้นโปรตีนสูงสุด 2 µg จะออกฤทธิ์

ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนสได้ดีที่สุดร้อยละ 78 ซึ่งสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งได้มากกว่า

สารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้งที่ความเข้มข้นสูงสุดที่ 5 µg สามารถออกฤทธิ์ยับยั้ง

การทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนสได้ดีที่สุดร้อยละ 50 ในขณะเดียวกันสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท

จากเห็ดขอนขาวสดที่ความเข้มข้นโปรตีนสูงสุด 2 µg สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์

คอลลาจี เนสได้ ใกล้ เคียงกับสารมาตรฐาน  1 mM 1,10 -Phenantroline และ เปปไทด์  

(GFSGLDGAKGD) ที่มีฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนส (MMP-1) ร้อยละ 97 และ 87 

ตามลำดับ อย่างไรก็ตามฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์คอลลาจีเนสของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท มีระดับ

ความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 กับ positive control ที่เป็นสารมาตรฐาน

และเปปไทด์เจลาตินจากหนังปลา (ดังภาพท่ี 37) 
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4.3 การศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant activity) 
4.3.1 การศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระจากสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้ง
และสด ด้วยวิธี ABTS 

 การศึกษาคุณสมบัติการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบโปรตีนและโปรตีน
ไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสดผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซินขนาดน้อยกว่า
หรือเท่ากับ 3 kDa ที่ความเข้มข้นโปรตีน 0.1, 0.5, 1.0, 2.0 และ 5.0 µg ด้วยวิธี ABTS โดยมีค่า
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร ซึ่งค่าที่ได้จะนำมาคำนวณ radical scavenging 
activity เปรียบเทียบกับ Trolox เป็นสารมาตรฐาน (Positive control) 

จากผลการศึกษาสารต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบโปรตีนและโปรตีนไฮโดรไลเสทจาก
เห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสดผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซินขนาดน้อยกว่าหรือเท่ากับ 3 
kDa ที่ความเข้มข้นโปรตีน 0.1, 0.5, 1.0, 2.0 และ 5.0 µg พบว่าสารสกัดหยาบโปรตีนจากเห็ดขอน
ขาวแห้ง มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงร้อยละ 25-94 และสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาว
แห้งมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงร้อยละ 31-95 ในขณะที่โดยสารสกัดหยาบโปรตีนจากเห็ดขอนขาวสด 
มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงร้อยละ 18-41 และสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวสดมีฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระสูงร้อยละ 36-93 เมื่อเปรียบเทียบกับ 0.1 µg Trolox ซึ่งเป็นสารมาตรฐานพบว่า 
ตัวอย่างสารสกัดหยาบโปรตีนและสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้ง และสารสกัด
โปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวสดที่ความเข้มข้นโปรตีน 2.0 และ 5.0 µg มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
สูงใกล้เคียงกับ 0.1 µg Trolox โดยไม่แตกต่างกันทางสถิติที่ระดับ 0.05 (ดังภาพที่ 38) 

ซึ่งจากผลการศึกษาจะพบว่าฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ด
ขอนขาวแห้งใกล้เคียงกับสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวสดที่ความเข้มข้นโปรตีนสูงสุด 
และสารสกัดโปรตีนที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซินมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระมากกว่าสารสกัดหยาบ
โปรตีนที่ไม่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ในเห็ดขอนขาวสด แสดงให้ทราบถึงฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ
เพ่ิมขึ้นเมื่อทำการเตรียมเปปไทด์โดยการทำโปรตีนไฮโดรไลเสท อีกทั้งมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิรสะที่
ใกล้เคียงกับสารมาตรฐาน 0.1 µg Trolox  
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4.3.2 การศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระจากสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้ง
และสด ด้วยวิธี DPPH 
การศึกษาคุณสมบัติการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบโปรตีนและโปรตีนไฮโดรไล

เสทจากเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสดผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซินขนาดน้อยกว่าหรือ
เท่ากับ 3 kDa ที่ความเข้มข้นโปรตีน 0.1, 0.5, 1.0, 2.0 และ 5.0 µg ด้วยวิธี DPPH โดยมีค่าดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ซึ่งค่าที่ได้จะนำมาคำนวณ radical scavenging activity 
เปรียบเทียบกับ Trolox เป็นมาตรฐาน (Standard solution) 

จากผลการศึกษาการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระจากสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ด
ขอนขาว ที่ความเข้มข้นโปรตีน 0.5, 1.0, 2.0 และ 5.0 µg โดยสารสกัดหยาบโปรตีนจากเห็ดขอนขาว
แห้ง มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระร้อยละ 11-50 และสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแบบแห้ง
ที่ความเข้มข้นโปรตีน 0.1, 0.5, 1.0, 2.0 และ 5.0 µg มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงสุดได้ร้อยละ 6-60 
และสารสกัดหยาบโปรตีนจากเห็ดขอนขาวสดที่ความเข้มข้นโปรตีน 0.1, 0.5, 1.0, 2.0 และ 5.0 µg 
มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระร้อยละ 2-50 ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับ สารมาตรฐาน 0.1 µg Trolox มีฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระสูงสุดได้ร้อยละ 86 ซึ่งมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 ในขณะที่
สารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแบบสด ที่ความเข้มข้นโปรตีน 0.1 , 0.5, 1.0, 2.0 และ 
5.0 µg มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงสุดได้ร้อยละ 25-79 ซึ่งที่ความเข้มข้นโปรตีน 5.0 µg มีฤทธิ์ต้านาน
อนุมูลอิสระใกล้เคียงกับ 0.1 µg Trolox มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงสุดได้ร้อยละ 86 โดยไม่มีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 (ดังภาพท่ี 39) 

จากผลการศึกษาจะพบว่าฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจะมีฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระที่สูงกว่าสารสกัดหยาบโปรตีนจากเห็ดขอนขาวแห้งและสดที่ไม่ผ่านการย่อยเอนไซม์เป
ปซิน และสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวสดที่ความเข้มข้นสูงสุดให้ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
ที่ใกล้เคียงกับ Trolox 
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5. การวิเคราะห์โปรไฟล์ของสารสกัดหยาบโปรตีนและโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวด้วย
วิธี SDS-PAGE 

การศึกษาวิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีนจากสารสกัดหยาบและสารสกัดโปรตีนไฮโดรไล

เสทของเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสด ที่โปรตีนความเข้มข้น 150 ไมโครกรัม นํามาย้อมด้วยสี 

Silver และ Coomassie Brilliant Blue R-250 แล้ววิเคราะห์แถบโปรตีนด้วยด้วยโปรแกรม Image 

J software 

 

ภาพที ่40 แสดงโปรไฟล์ของสารสกัดหยาบโปรตีนและสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาว
แบบแห้ง (ก.)และเห็ดขอนขาวสด (ข.) ด้วยวิธี SDS-PAGE ย้อมด้วยสี Silver และ Coomassie 

Brilliant Blue R-250 (ความเข้มข้นโปรตีน 100 µg ) 
เม่ือ แถบ M คือ Protein molecular weight marker 

แถบ C  คือ สารสกัดหยาบโปรตีนเห็ดขอนขาว 

แถบ PHE คือ สารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน 

แถบ PH10 คือสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซินขนาด≤10  kDa 

แถบ PH3 คือ สารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซินขนาด≤3 kDa 

 

 

 

 

 

 

ก.  ข. 
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ภาพที ่41 แสดงการวิเคราะห์แถบโปรตีนด้วยโปรแกรม Image J software ของสารสกัดหยาบ

โปรตีนและสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้ง (ก.) และสด (ข.) เปรียบเทียบกับโปรตีน
มาตรฐาน (M) 

เมื่อ ก. คือ โปรตีนไฮโดรไลเสทจากเหด็ขอนขาวแห้ง 

ข. คือโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวสด ส่วน Fruiting body 

แถบ M คือ Protein molecular weight marker 

แถบ C  คือ สารสกดัหยาบโปรตีนเห็ดขอนขาว 

แถบ PHE คือ สารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเหด็ขอนขาวที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน 

แถบPH10 คือสารสกดัโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเหด็ขอนขาวที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซินขนาด≤ 10 kDa 
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แถบ PH3 คือ สารสกดัโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเหด็ขอนขาวที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซินขนาด ≤ 3 kDa 

จากผลการทดลองพบว่าการแสดงออกของแถบโปรตีนจากสารสกัดหยาบโปรตีนจากเห็ดขอน
ขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสดมีการแสดงออกของแถบโปรตีนในช่วง 6.5-270 และเมื่อเปรียบเทียบสาร
สกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสดที่ไม่ได้ผ่านการคัดเลือกขนาดจะพบ
แถบโปรตีนที่มีขนาดเล็กลงมากข้ึนเมื่อเปรียบเทียบกับแถว C หรือสารสกัดหยาบโปรตีนจากเห็ดขอน
ขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสด  

และเมื่อทำการคัดเลือกขนาดโปรตีนที่น้อยกว่าหรือเท่ากับ 10 kDa จะพบแถบโปรตีนในแถว 
PH10 ขนาดน้อยกว่า 16 kDa และสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวที่ผ่านการย่อยด้วย
เอนไซม์เปปซินขนาด≤ 3 kDa จะพบแถบโปรตีนในแถว PH3 ซึ่งจะมีการแสดงออกของแถบโปรตีน
ขนาดน้อยกว่า 6.5 kDa ทั้งในสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสด 
(ดังภาพที่ 40) และจากการนำไปศึกษาทาง Software โดยนำไปวิเคราะห์แถบโปรตีนด้วยโปรแกรม 
Image J software (ดังภาพที่ 41) พบว่า แถบโปรตีนของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอน
ขาวแบบแห้งและเห็ดขอนขาวสดที่ขนาดคัดเลือกน้อยกว่าหรือเท่ากับ 3 kDa (PH3) พบโปรตีนในช่วง 
น้อยกว่า 6.5 kDa เมื่อเปรียบเทียบกับ Marker (แถบ M) และมีขนาดของ peak โปรตีนเล็กลง เมื่อ
ทำการเปรียบเทียบกับสารสกัดหยาบ ( Crude extract ; แถบ C ) การวิเคราะห์ %yield เมื่อ
เปรียบเทียบโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซินขนาดน้อยกว่า
หรือเท่ากับ 10 และ 3 กิโลดาลตัน กับโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวที่ไม่ผ่านการคัดแยกขนาด
ของโปรตีน พบว่า โปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้ง ขนาดน้อยกว่าหรือเท่ากับ 10 และ 3 
กิโลดาลตัน มี %yield เท่ากับร้อยละ 40 และ 11 และโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวสด ขนาด
น้อยกว่าหรือเท่ากับ 10 และ 3 กิโลดาลตัน มี %yeild เท่ากับร้อยละ 46 และ 23  

6. การศึกษาอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ต่อสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวด้วยวิธี 
MTT 

การศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้งและ
เห็ดขอนขาวสด โดยนำเซลล์ HaCaT (Human epidermal keratinocytes cell) ให้สารสกัดโปรตีน
จากเห็ดขอนขาวแบบแห้งและสดที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน ที่ความเข้มข้นโปรตีน 0.1 , 0.5, 
1.0, 2.0 และ 5.0 µg เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ซึ่งจะวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 570 nm  

จากการทดสอบสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแบบแห้งและสดที่ผ่านการย่อย
ด้วยเอนไซม์เปปซิน โดยผลการทดสอบการรอดชีวิตของเซลล์ HaCaT ต่อสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท
จากเห็ดขอนขาวที่ความเข้มข้น 0.1 , 0.5, 1.0, 2.0 และ 5.0 µg สามารถมองเห็นลักษณะ 
Morphology ชองเซลล์ HaCaT หลังทำการทดสอบ (ดังตารางที่ 10) 
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จากการทดสอบผลความเป็นพิษต่อเซลล์ HaCaT พบว่า สารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจาก
เห็ดขอนขาวแบบแห้ง และสดที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน ที่ความเข้มข้น  0.1, 0.5, 1.0, และ 
2.0 µg/µL สามารถออกฤทธิ์ส่งเสริมการเจริญเติบโตของเซลล์ HaCaT ร้อยละ 96, 105, 106, 127 
และ 96, 105, 107 และ 128 ตามลำดับ ดังนั้น สารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวที่ผ่าน
การย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน ไม่มีผลเป็นพิษต่อเซลล์ผิวหนังชั้นเคอราติโนไซต์ หรือ เซลล์ HaCaT (ดัง
ภาพที่ 42 และ ตารางที่ 11) 
ตารางที่ 10 แสดงลักษณะของเซลล์ HaCaT เมื่อทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ของสารสกัดโปรตีน
ไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาว ที่ความเข้มข้น 0.1, 0.5, 1.0, 2.0 และ 5.0 µg/µL 

 
ภาพที ่42 แสดงผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ HaCaT ของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจาก

เห็ดขอนขาวแบบแห้งและสดที่ความเข้มข้น  0.1, 0.5, 1.0, และ 2.0 µg/µL 
 

 

 

ชนิดของเซลล์ ความเข้มข้นของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท (µg/µL) 
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ตารางที่ 11 แสดงอัตราการรอดชีวิต (%cell viability) ของเซลล์ HaCaT ต่อสารสกัดโปรตีน
ไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสดที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน 

 

7. การวิเคราะห์ลำดับเปปไทด์ด้วยวิธี Liquid Chromatography – Mass Spectrometer 
(LC-MS) 

ผลการวิเคราะห์ลำดับเปปไทด์ด้วยวิธี  LC-MS จะถูกนำมาวิเคราะห์หาค่า Free-radical 
scavenging (FRS) วิธี ABTS และ DPPH  โดยฐานข้อมูล ANTIAGE-DB software ซึ่งเป็นการ
คำนวณความน่าจะเป็นในการออกฤทธ์ต้านอนุมูลอิสระหรือลด free radical ของลำดับสายเปปไทด์ 
โดยนำค่า FRS นี้มาคัดเลือกสายเปปไทด์ที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (ดังตารางที่ 12 และ 13) และ
วิเคราะห์คุณสมบัติการชอบน้ำและไม่ชอบน้ำของกลุ่ม Peptide ด้วย Peptide 2.0 Inc. software 
ของลำดับเปปไทด์จากสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสด  

จากการวิเคราะห์คุณสมบัติของกลุ่มเปปไทด์ พบว่าลำดับเปปไทด์จากเห็ดขอนขาวแห้งส่วน
ใหญ่อยู่ในกลุ่ม hydrophobic amino acid หรือประกอบด้วย hydrophobic residue ได้แก่ 
LKPIVKLLL, AMRLVGP, LSLNPLLEELVIQAKWNYRTNS, KLKPLIIP, LLLKPKVLL, VVILHLLLI, 
LIPLLKLLRVV  และ FKGDGMHP และบางลำดับเปปไทด์มีคุณสมบัติความเป็น acid residue, 
Basic residues และ Neutral residues ได้แก่ DDEGMGDEEDDDDNM, TAPGGGGGG และ 
RRYRREHTA (ดังตารางที่ 14) 

และในกลุ่มลำดับเปปไทด์จากเห็ดขอนขาวสด ส่วนใหญ่จะมีคุณสมบัติ hydrophobic 
residue ส่วนมาก ได้แก่  PQKLILLL, AKTESLLLN, WGKTIEYLEFRDHLDMAS, RAIRYAIL, 
LILLPLKP, KILLPLLQPLL, IKPLIAAV, HPAKVAAY, ARLKAKILPLRL, LCLLLTVLVF  , 
AYLLLSLLRRRK, ARILLLLLLLLL, PTPAILML และRLRTLLLLLFLM มีเพียงลำดับเปปไทด์จาก 
LILGGSSS มีคุณสมบัติ Neutral residues มากกว่า hydrophobic residue (ดังตารางที่ 15) 

ตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเสท ความเข้มข้นของสารสกัด (µg) อัตราการรอดชีวิต (%) 
เห็ดขอนขาวแห้ง 0.1 111±0.54 

0.5 107±0.33 
1.0 108±0.42 
2.0 97±0.28 

เห็ดขอนขาวสด 0.1 96±3.11 
0.5 105±4.70 
1.0 107±3.26 
2.0 128±3.58 
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ตารางที่ 12 แสดงค่า Free-radical scavenging (FRS) ของลำดับเปปไทด์จากสารสกัดโปรตีน
ไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้ง 

ลำดับเปปไทด์ ชื่อโปรตีน Free-radical scavenging 
(FRS) 

1. LKPIVKLLL Multiple ankyrin repeats single 
kh-domain  

0.30 

2. AMRLVGP NAD(P)-binding protein  0.42 

3. DDEGMGDEEDDDDNM WD40 repeat-like protein  0.38 

4. TAPGGGGGG PINc domain-containing 
protein 

0.48 

5. LSLNPLLEELVIQAKWNYRTNS F-box domain-containing 
protein 

0.37 

6. KLKPLIIP Glutathione s-transferase  0.32 
7. LLLKPKVLL Uncharacterized protein 0.38 

8. VVILHLLLI Uncharacterized protein 0.45 

9. RRYRREHTA  Uncharacterized protein 0.41 

10. LIPLLKLLRVV  Uncharacterized protein 0.31 

11. FKGDGMHP Uncharacterized protein 0.47 

ตารางที่ 13 แสดงค่า Free-radical scavenging (FRS) ของลำดับเปปไทด์จากสารสกัดโปรตีน
ไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวสด 

ลำดับเปปไทด์ ชื่อโปรตีน Free-radical scavenging 
(FRS) 

1. LILGGSSS GroES-like protein  0.33 

2. PQKLILLL Origin recognition complex 
subunit 3-like protein  

0.30 

3. AKTESLLLN V-type proton ATPase subunit H  0.30 

4. WGKTIEYLEFRDHLDMAS F-box domain-containing protein  0.40 

5. RAIRYAIL HET-domain-containing protein 0.41 

6. LILLPLKP MFS general substrate 
transporter  

0.43 
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ตารางที่ 14 แสดงการวิเคราะห์คุณสมบัติของกลุ่ม Peptide HydrophobicityหรือHydrophilicity 
ด้วย Peptide 2.0 Inc. software ของลำดับเปปไทด์จากสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอน
ขาวแห้ง 

 
ลำดับเปปไทด์ 

Type peptide residue 

Hydrophobic 
residues 

Acidic 
residues 

Basic 
residues 

Neutral 
residues 

1. LKPIVKLLL 77.78 0.00 22.22 0.00 

2. AMRLVGP 75.00 0.00 12.50 12.50 

3. DDEGMGDEEDDDDNM 13.33 56.67 0.00 20.00 

4. TAPGGGGGG 22.22 0.00 0.00 77.77 

5. LSLNPLLEELVIQAKWNYRTNS 45.45 9.09 9.09 36.36 

6. KLKPLIIP 75.00 0.00 25.00 0.00 

7. LLLKPKVLL 77.78 0 22.22 0 

8. VVILHLLLI 88.89 0 11.11 0 

9. RRYRREHTA  11.11 11.11 55.56 22.22 

10. LIPLLKLLRVV  81.82 0.00 18.18 0.00 

11. FKGDGMHP 37.50 12.50 25.00 25.00 

 
 

 

7. KILLPLLQPLL Amidohydrolase 2  0.39 

8. IKPLIAAV Enoyl-hydratase  0.28 

9. HPAKVAAY (4-O-methyl)-D-glucuronate--
lignin esterase  

0.31 

10. ARLKAKILPLRL Autophagy-related protein-2  0.29 

11. LCLLLTVLVF  SUN domain-containing protein  0.35 

12. AYLLLSLLRRRK Cytochrome p450  0.33 

13. ARILLLLLLLLL Uncharacterized protein 0.36 

14. PTPAILML  Uncharacterized protein 0.36 

15. RLRTLLLLLFLM Uncharacterized protein 0.38 
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ตารางที่ 15 แสดงการวิเคราะห์คุณสมบัติของกลุ่ม Peptide HydrophobicityหรือHydrophilicity 
ด้วยPeptide 2.0 Inc. software ของลำดับเปปไทด์จากสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอน
ขาวสด 

 
ลำดับเปปไทด์ 

Type peptide residue (%) 

Hydrophobic 
residues 

Acidic 
residues 

Basic 
residues 

Neutral 
residues 

1. LILGGSSS 37.50 0.00 0.00 62.50 

2. PQKLILLL 75.00 0.00 12.50 12.50 

3. AKTESLLLN 44.44 11.11 11.11 33.33 

4. WGKTIEYLEFRDHLDMAS 41.18 23.53 17.65 17.65 

5. RAIRYAIL 62.50 0.00 25.00 12.50 

6. LILLPLKP 87.50 0.00 12.50 0.00 

7. KILLPLLQPLL 81.82 0.00 3.09 9.09 

8. IKPLIAAV 87.50 0.00 12.50 0.00 

9. HPAKVAAY 62.50 0.00 25.00 12.50 

10. ARLKAKILPLRL 50.00 0.00 33.33 16.67 

11. LCLLLTVLVF  80.00 0.00 0.00 20.00 

12. AYLLLSLLRRRK 50.00 0.00 33.33 16.67 

13. ARILLLLLLLLL 91.67 0.00 8.33 0.00 

14. PTPAILML  87.50 0.00 0.00 12.50 

15. RLRTLLLLLFLM 75.00 0.00 16.67 8.33 
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(ก.) ลำดับเปปไทด์ของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้ง  

(ข.) ลำดับเปปไทด์ของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวสด 

ภาพที่ 43 แสดงการวิเคราะห์ชนิดการทำงานของลำดับเปปไทด์ของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท 
จากเห็ดขอนขาวแห้ง (ก.) และเห็ดขอนขาวสด (ข.)   

เมื่อทำการวิเคราะห์ชนิดการทำงานของลำดับเปปไทด์ของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ด
ขอนขาวแห้ง พบว่าลำดับเปปไทด์ที่มีการทำงานของการรับและส่งสัญญาณ (Responding to 
stimulation), การเร่งปฏิกิริยาทางเคมี (Catalyzing chemical reactions) และโครงสร้างของ
โปรตีน (Protein structural) ร้อยละ 54, 23 และ 8 ตามลำดับ ในขณะที่ ลำดับเปปไทด์ของสาร
สกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวสด พบลำดับเปปไทด์ที่มีการทำงานของการรับและส่ง
สัญญาณ (Responding to stimulation), การเร่งปฏิกิริยาทางเคมี (Catalyzing chemical 
reactions), การควบคุมการทำงานและเคลื่อนย้ายของเซลล์ (Transporting materials across the 

Receiving and sending chemical signals, 
15%

(Multiple ankyrin repeats single kh-…

Catalyzing chemical reactions, 23%
( NAD(P)-binding protein, PINc domain-containing 

protein และ F-box domain-containing protein)

Protein structural , 8%
(WD40 repeat-like protein)

Uncharacterized protein, 54%

Catalyzing chemical reactions, 27%
(GroES-like protein, F-box domain-containing protein, 
Amidohydrolase 2 Enoyl-hydratase, and Cytochrome …

Synthesizing and repairing DNA, 7%
(Origin recognition complex subunit 3-like 

protein ; DNA replication)

Transporting materials across the cell, 7%
(V-type proton ATPase subunit H, 

and MFS general substrate transporter)

Responding to stimulation, 7%
(4-O-methyl)-D-glucuronate--lignin esterase)

Protein structural , 27%
(Autophagy-related protein-2, HET-domain-containing …

Uncharacterized protein, 27%
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cell), การสร้างและซ่อมแซมดีเอ็นเอ (Synthesizing and repairing DNA) และโครงสร้างของ
โปรตีน (Protein structural) ร้อยละ 27, 27, 7, 7 และ 7 ตามลำดับ ทั้งนี้จากการวิเคราะห์กลุ่มของ
โปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวสดมีความหลากหลายของกลุ่มโปรตีนมากกว่าเห็ดขอนขาวแห้ง 
(ดังภาพที่ 43) 

7.1. ผลการทดลองการวิเคราะห์ลำดับกรดอะมิโนจากโปรตีนไฮโดรไลเสทด้วยเอนไซม์เปปซิน
จากเห็ดขอนขาวแห้ง 

จากผลการวิเคราะห์ลำดับกรดอะมิโนของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้ง  จะได้
ลำดับเปปไทด์ 11 ลำดับ ได้แก่  

ลำดับที่ 1 LKPIVKLLL ขนาด 1,036 Da ถูกระบุเป็นโปรตีน Multiple ankyrin repeats 
single kh-domain ทำหน้าที่จับกับ protein kinase มีส่วนร่วมในกระบวนการ morphogenesis 
ของเซลล์ และควบคุมการทำงานในกระบวนการ RNA polymerase II transcription 

ลำดับที่ 2 AMRLVGPL ขนาด 855 Da ถูกระบุเป็นโปรตีน NAD(P)-binding protein ทำ
หน้าที่จับกับโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการเมแทบอลิซึมภายในเซลล์ 

ลำดับที่ 3 DDEGMGDEEDDDDNM ขนาด 1,700 Da ถูกระบุเป็นโปรตีน WD40 repeat-like 
protein ทำหน้าที่เป็นโครงร่าง protein interaction scaffolds  

ลำดับที่ 4  TAPGGGGGG ขนาด 629 Da ถูกระบุเป็นโปรตีน PINc domain-containing 
protein 

ลำดับที่ 5 LSLNPLLEELVIQAKWNYRTNS ขนาด 2600 Da ถูกระบุเป็นโปรตีน F-box 
domain-containing protein ทำหน้าที่เกี่ยวกับกระบวนการ phosphorylation-mediated 
ubiquitination 

ลำดับที่ 6 KLKPLIIP ขนาด 922 Da ถูกระบุเป็นโปรตีน Glutathione s-transferase ทำ
หน้าที่ ในกระบวนการ detoxification ภายในพืช, เกี่ยวข้องในกระบวนการ secondary 
metabolism  

และโปรตีนที่ยังไม่ถูกวิเคราะห์ (Uncharacterized protein) 5 ลำดับ ได้แก่  
ลำดับที่ 7 LLLKPKVLL ขนาด 1035 Da  
ลำดับที่ 8 VVILHLLLI ขนาด 1,031 Da  
ลำดับที่ 9 RRYRREHTA ขนาด 1,243 Da  
ลำดับที่ 10 LIPLLKLLRVV ขนาด 1,275 Da  
ลำดับที่ 11 FKGDGMHP ขนาด 887 Da (ดังตารางที่ 16) 
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7.2. ผลการทดลองการวิเคราะห์ลำดับกรดอะมิโนจากโปรตีนไฮโดรไลเสทด้วยเอนไซม์เปปซินจากเห็ด
ขอนขาวสด 

จากผลการวิเคราะห์ลำดับกรดอะมิโนของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้งจะได้
ลำดับเปป-ไทด์ 15 ลำดับ ได้แก่  

ลำดับที่ 1 LILGGSSS ขนาด 732 Da ถูกระบุเป็นโปรตีน GroES-like protein เป็นหนึ่งใน
เอนไซม์กลุ่ม oxidoreductase ทำหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการถ่ายโอนอิเล็กตรอน ใน electron 
transport chains 
ลำดับที่ 2 PQKLILLL ขนาด 937 Da ถูกระบุเป็นโปรตีน Origin recognition complex 
subunit 3-like protein ทำหน้าที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ DNA replication ของการ
จดจำกระบวนการจำลองดีเอ็นเอ 
ลำดับที่ 3 AKTESLLLN ขนาด 987 Da ถูกระบุเป็นโปรตีน V-type proton ATPase 
subunit H เกี่ยวข้องกับกระบวนการขนส่งโปรตอน (proton-transporting) ของเอนไซม์ 
ATPase 
ลำดับที่  4 WGKTIEYLEFRDHLDMAS ขนาด 2,210 Da ถูกระบุเป็นโปรตีน F-box 
domain-containing protein ทำหน้าที่ เกี่ยวกับกระบวนการ phosphorylation -
mediated ubiquitination 
ลำดับที่  5 RAIRYAIL ขนาด 974 Da ถูกระบุเป็นโปรตีน HET-domain-containing 
protein 
ลำดับที่  6 LILLPLKP ขนาด 905 Da ถูกระบุเป็นโปรตีน MFS general substrate 
transporter เป็นโปรตีนสำคัญที่พบส่วนเนื้อเยื่อ ทำหน้าที่ เป็น transmembrane 
transporter 
ลำดับที่ 7 KILLPLLQPLL ขนาด 1,259 Da ถูกระบุเป็นโปรตีน Amidohydrolase 2 เป็น
เอนไซม์ท่ีเกี่ยวข้องกับการทำงานของเอนไซม์กลุ่ม hydrolase 
ลำดับที่  8 IKPLIAAV ขนาด 823 Da ถูกระบุเป็นโปรตีน Enoyl-hydratase ในกลุ่ม
กระบวนการเร่งปฏิกิริยา (catalytic activity) ของกระบวนการ Fatty acid metabolism 
ลำดับที่ 9 HPAKVAAY ขนาด 855 Da ถูกระบุเป็นโปรตีน (4-O-methyl)-D-glucuronate--
lignin esterase เป็นโปรตีนสำคัญที่พบส่วนเนื้อเยื่อ เป็น transmembrane transporter 
และเก่ียวข้องกับการทำงานของเอนไซม์กลุ่ม hydrolase 
ลำดับที่ 10 ARLKAKILPLRL ขนาด 1,391 Da ถูกระบุเป็นโปรตีน Autophagy-related 
protein-2 เป็นโปรตีนสำคัญที่พบใน phagophore และ endoplasmic reticulum 
membrane 
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ลำดับที่ 11 LCLLLTVLVF ขนาด 1,132 Da ถูกระบุเป็นโปรตีน SUN domain-containing 
protein ซึ่งถูกพบที่บริเวณ membrane 
ลำดับที่ 12 AYLLLSLLRRRK ขนาด 1,501 Da  ถูกระบุเป็นโปรตีน Cytochrome p450 
เป็นเอนไซม์ในกลุ่ม monooxygenase ทำหน้าที่เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชั่น ในกลไกการทำงาน
ของเอนไซม์ที่ เกี่ยวข้องกับ electron transport chain โดยจะถูกรีดิวซ์ให้จับกับ
คาร์บอนมอนอกไซด์ มีหน้าที่หลัก 2 แบบคือ ทำหน้าที่เป็นเอนไซม์ท่ีเกี่ยวข้องกับระบบกำจัด
สารพิษในสิ่งมีชีวิต และมีส่วนร่วมในกระบวนการเมแทบอลิซึม 
และโปรตีนที่ยังไม่ถูกวิเคราะห์ (Uncharacterized protein) 3 ลำดับ ได้แก่  
ลำดับที่ 13 ARILLLLLLLLL ขนาด 1,376 Da  
ลำดับที่ 14 PTPAILML ขนาด 854 Da   
ลำดับที่ 15 RLRTLLLLLFLM ขนาด 1,501 Da (ดังตารางที่17) 
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ตารางที ่16 แสดงฐานข้อมูลทางโปรตีนของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้ง 

 

Leading 
razor protein 

Protein name Sequence Mass  
(Da) 

Score Organism 

A0A5C2SXE0 
 

Uncharacterized 
protein 

LSSTTFPRH 
 

1044.535 54.549 
 

Lentinus tigrinus 
ALCF2SS1-7 

A0A5C2SQ83 G-protein alpha 
subunit 

KPVKILLL 922.6579 51.456 Lentinus tigrinus 
ALCF2SS1-6 

A0A1Q3EC00 
 

Multiple ankyrin 
repeats single kh 
domain 

LKPIVKLLL 
 

1035.742 
 

50.898 
 

Lentinula 
edodes  

A0A5C2TS63 NAD(P )-b ind in g 
protein 

AMRLVGPL 
 

855.5000 46.37 
 

Lentinus tigrinus 
ALCF2SS1-7 

A0A5C2T6F6 
 

Uncharacterized 
protein 
 

LLLKPKVLL 
 

1035.742 
 

44.692 
 

Lentinus tigrinus 
ALCF2SS1-7 

A0A5C2TAG3 
 

Uncharacterized 
protein 

LIPLLKLLRVV
  

1275.900 
 

18.268 
 

Lentinus tigrinus 
ALCF2SS1-7 

A0A1Q3DX82 G lu tath ione  s -
transferase 

KLKPLIIP 920.6422 9.4706 Lentinula 
edodes  

A0A5C2SV92 
 

Uncharacterized 
protein 

FKGDGMHP 
 

887.3959 9.2405 
 

Lentinus tigrinus 
ALCF2SS1-6  

A0A5C2T7G9 
 

F -box dom ain -
c o n t a i n i n g 
protein 

LSLNPLLEELVI
QAKWNYRTNS 

2600.396 7.4461 
 

Lentinus tigrinus 
ALCF2SS1-7 

A0A5C2TB82 
 

P IN c  d o m a in -
c o n t a i n i n g 
protein 

TAPGGGGGG 
 

629.2769 
 

6.8241 
 

Lentinus tigrinus 
ALCF2SS1-7 

A0A5C2TT52 
 

Uncharacterized 
protein 

RRYRREHTA 
 

1243.664 
 

4.2986 
 

Lentinus tigrinus 
ALCF2SS1-7 

A0A5C2T5D5 
 

Uncharacterized 
protein 

VVILHLLLI 
 

1031.710 
 

3.1401 
 

Lentinus tigrinus 
ALCF2SS1-7 

A0A5C2T6L8 
 

WD40 repeat-like 
protein 

DDEGMGDEED
DDDNM 

1700.493 
 

1.2281 
 

Lentinus tigrinus 
ALCF2SS1-7 
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ตารางที ่17 แสดงฐานข้อมูลโปรตีนของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวสด 
Leading 
razor 

protein 

Protein name Sequence Mass 
(Da) 

Score Organism 

A0A5C2T6P1 
 

GroES-like 
protein 

LILGGSSS 732.4017 44.611 Lentinus tigrinus 
ALCF2SS1-7 

A0A1Q3E4S4 
 

Origin 
recognition 
complex subunit 
3-like 

PQKLILLL  936.6371 29.573  Lentinula edodes 
(Shiitake mushroom)   

A0A1Q3DYL5 
 

V-type proton 
ATPase subunit 
H 

AKTESLLLN  987.5600 22.74  Lentinula edodes 
(Shiitake mushroom)  

A0A5C2TFW
6 
 

F-box domain-
containing 
protein 

WGKTIEYLEFRDH
LDMA  

2210.046 22.435  Lentinus tigrinus 
ALCF2SS1-7 

A0A5C2T1G5 
 

HET-domain-
containing 
protein 

RAIRYAIL 974.6025 15.439 Lentinus tigrinus 
ALCF2SS1-7 

A0A5C2SE75 
 

Uncharacterized 
protein 

ARILLLLLLLLL 1375.989 14.258 Lentinus tigrinus 
ALCF2SS1-6 

A0A1Q3E6U6 
 

MFS general 
substrate 
transporter 

LILLPLKP 905.6313 14.157 Lentinula edodes 
(Shiitake mushroom)  

A0A1Q3E3E5 Amidohydrolase
2 

KILLPLLQPLL 1259.858 11.49 Lentinula edodes  

A0A1Q3ERZ0 Enoyl-hydratase IKPLIAAV 823.5531 10.828 Lentinula edodes  
A0A5C2U0Z5 
 

Uncharacterized 
protein 

PTPAILML 854.4935 9.7496 Lentinus tigrinus 
ALCF2SS1-7 

A0A5C2TQD
1 
 

4-O-methyl)-D-
glucuronate--
lignin esterase, 
EC 3.1.1.117 

HPAKVAAY 855.4602 9.7496 Lentinus tigrinus 
ALCF2SS1-7 
 

A0A1Q3E1U2 Autophagy- ARLKAKILPLRL 1390.95 7.9109 Lentinula edodes 
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 related protein 2  (Shiitake mushroom)  
A0A5C2T5I3 
 

SUN domain-
containing 
protein 

LCLLLTVLVF 1132.693 
 

7.1934 Lentinus tigrinus 
ALCF2SS1-7 

A0A1Q3DW5 Cytochrome 
p450 

AYLLLSLLRRRK 1500.961 6.8532 Lentinula edodes 
(Shiitake mushroom)  

A0A5C2T7Q7 
 

Uncharacterized 
protein 

RLRTLLLLLFLM 1500.957 6.6893 Lentinus tigrinus 
ALCF2SS1-7 

8. ผลการวิเคราะห์ผลการจำลองการจับกันของเอนไซม์ไทโรซิเนสและเอนไซม์คอลลาจีเนส ด้วย
โปรแกรมMolecular docking  

8.1. ผลการวิเคราะห์ผลการจำลองการจับกันของเอนไซม์ไทโรซิเนสและเปปไทด์  
1. เปปไทด์ RHAKF จากมะตูมจีน  

ทำการตัดเปปไทด์ให้สั้น 3-4 กรดอะมิโน : RHAKF, RHA, HAK, AKF, RHAK และ HAKF 

จากผลการจำลองการจับกันของเอนไซม์ไทโรซิเนส (2Y9X) โดยค่า GOLD fitness score และลิ

แกนด์ RHAKF (RHAKF, RHA, HAK, AKF, RHAK และ HAKF) 

แสดงให้เห็นว่า GOLD fitness score ของ RHAKF  มีค่าเท่ากับ 75.24 ซึ่งมีค่าพลังงานจาก

การจับกันของสาร (binding energy) ที่ดีที่สุด โดยถูกคาดการณ์ว่าจะจับกับ active site ของ 

tyrosinase มี interaction 5 ชนิดที่พบจากการจำลอง ได้แก่ Carbon hydrogen bond, Van der 

Waals, Attractive charge, Pi-lone pair และ Pi-Pi stacked จะเห็นว่าพันธะไฮโดรเจนเป็น

ปฏิสัมพันธ์หลัก โดยแสดงให้เห็นว่าลิแกนด์ RHAKF จับกับ GLU322, HIS29, VAL283 และ GLY281 

ด้วยปฏิกิริยาพันธะไฮโดรเจนและจับกับ HIS61 และ HIS263 ด้วย Hydrophobic (Pi-Pi Stacked) 

(ดังภาพที่ 44 และตารางที่ 18) ซึ่งการจับกันด้วยพันธะไฮโดรเจนมีบทบาทสำคัญต่อ binding 

affinity และอาจมีผลต่อการยับยั้งของเอนไซม์ไทโรซิเนส (Biswas et al., 2017) และการจับกันด้วย 

Hydrophobic category ระหว่างกรดอะมิโนอาจส่งผลยับยั้งของเอนไซม์ไทโรซิเนสได้เช่นเดียวกัน 

(Yan-xia Feng et al.,2021)  
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ภาพที ่44 แสดงการศึกษา Protein molecular docking หรือการจำลองการจับกันของเอนไซม์ 
ไทโรซิเนส (2Y9X) ต่อ Ligand interactions ระหว่าง RHAKF แบบจำลองการจับกันแบบสองมิติ 

 

ตารางที ่18 แสดงการ interactions ระหว่างลิแกนด์ RHAKF และเอนไซม์ไทโรซิเนส (2Y9X) 

ชื่อลำดับเปปไทด์ Peptide 
residues 

RHAKF-tyrosinase Interaction type/bond length 

 
 
 
 

RHAKF 

R Arg:N14 - GLU322:OE1 Conventional Hydrogen Bond/5.45 

Arg:H27 - GLU322:OE1 Hydrogen Bond/2.43 
H His2 - HIS61 Hydrophobic (Pi-Pi Stacked)/4.15 

His2 - HIS263 Hydrophobic (Pi-Pi Stacked)/4.96 
His:N40 - HIS296:HE1 Hydrogen Bond/2.26 
His:O34 - VAL283:HA Hydrogen Bond/2.54 

A - - 
K Lys:H67 - GLY281:O Hydrogen Bond/1.94 
F - - 
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2. เปปไทด์ LLLKPVLL จากโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้ง 
ทำการตัดเปปไทด์ให้สั้น 3-4 กรดอะมิโน : LLLK, LLKP, LKPV, KPVL, PVLL, LLL, LLK, LKP, 

KPV, PVL, และ VLL 

จากผลการจำลองการจับกันของเอนไซม์ไทโรซิเนส (2Y9X) โดยค่า GOLD fitness score 

และลิแกนด์ LLLKPVLL (LLLK, LLKP, LKPV, KPVL, PVLL, LLL, LLK, LKP, KPV, PVL และ VLL) 

แสดงให้เห็นว่า GOLD fitness score ของ LLLK  มีเท่ากับ 76.67 ซึ่งมีค่าพลังงานจากการจับกัน 

(binding energy) ที่ดีที่สุดในกลุ่ม โดยถูกคาดการณ์ว่าจะจับกับ active site ของ tyrosinase มี 

interaction 6 ชนิดที่พบจากการจำลอง ได้แก่ van der Waals, conventional hydrogen bond, 

carbon hydrogen bond, Pi-cation, Alkyl, และ Pi-Alkyl  

จากผลจะเห็นว่าพันธะไฮโดรเจนเป็นปฏิสัมพันธ์หลัก โดยแสดงให้เห็นว่าลิแกนด์ LLLK จับ

กับ MET280, VAL283, HIS61, HIS296 และ HIS94 ด้วยปฏิกิริยาพันธะไฮโดรเจน และจับกับ 

HIS224, PRO277, VAL283 ด้วยหมวดหมู่พันธะ Hydrophobic (Alkyl และ Pi-Alkyl) (ดังภาพที่ 

45 และตารางที่ 19และ 20) ซึ่งการจับกันด้วยพันธะไฮโดรเจนมีบทบาทสำคัญต่อ binding affinity 

และอาจมีผลต่อการยับยั้งของเอนไซม์ไทโรซิเนส (Biswas et al., 2017) และการจับกันด้วย 

Hydrophobic category ระหว่างกรดอะมิโนอาจส่งผลยับยั้งของเอนไซม์ไทโรซิเนสได้เช่นเดียวกัน 

(Yan-xia Feng et al.,2021) 

ตารางที่ 19 แสดงการวิเคราะห์ผลการจำลองการจับกันของเอนไซม์ไทโรซิเนสและเปปไทด์ (GOLD 
fitness score) 
 

Ligand name Fitness score 

2Y9X 41.36 

KPK 60.31 

KPKV 48.64 

KVL 52.34 

KVLL 51.11 

LKP 51.29 

LKPK 62.83 

LLK 67.20 
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LLKP 51.63 

LLL 57.59 

LLLK 76.67 

LLLKPKVLL 10.28 

PKV 51.50 

PKVL 59.73 

VLL 55.48 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

ภาพที ่45 แสดงการศึกษา Protein molecular docking หรือการจำลองการจับกันของเอนไซม์ไท
โรซิเนส (2Y9X) ต่อ Ligand interactions ระหว่าง LLLK แบบจำลองการจับกันแบบสองมิติ 

ตารางที่ 20 แสดงการ interactions ระหว่างลิแกนด์ LLLK และเอนไซม์ไทโรซิเนส (2Y9X) 

ชื่อลำดับ 
เปปไทด์ 

Peptide 
residues 

Amino acid interaction Interaction type/bond length 

 
 
 
 

L1 LEU:O10 – VAL283 Conventional Hydrogen Bond /2.511 
LEU:O10 – PRO284 Carbon Hydrogen Bond/2.832 
LEU:C12 – VAL283 Hydrophobic (Alkyl)/4.429 

L2 LEU:H35 – GLY281 Carbon Hydrogen Bond/3.086 
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LLLK LEU:C31 – PRO277 Hydrophobic (Alkyl)/4.697 
L3 LEU:O67 – MET280 Conventional Hydrogen Bond /2.636 

LEU:C50 – HIS224 Hydrophobic (Pi-Alkyl)/4.599 
K LYS:H83 – HIS94 Conventional Hydrogen Bond /2.679 

LYS:H84 – HIS296 Conventional Hydrogen Bond /2.392 
LYS:H85 – HIS61 Conventional Hydrogen Bond /1.731 
LYS:H86 – PHE264 Pi-cation/2.991 

3. เปปไทด์ KLKPLIIP จากโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้ง 
ทำการตัดเปปไทด์ให้สั้น 3-4 กรดอะมิโน : KLKP, LKPL, KPLI, PLII, LIIP, KLK, LKP, KPL, PLI, LII, 

และ IIP 

จากผลการการจำลองการจับกันของเอนไซม์ไทโรซิเนส (2Y9X) โดยค่า GOLD fitness 

score และลิ-แกนด์ KLKPLIIP (KLKP, LKPL, KPLI, PLII, LIIP, KLK, LKP, KPL, PLI, LII, และ IIP) 

แสดงให้เห็นว่า GOLD fitness score ของ KLK มีเท่ากับ 68.25 ซึ่งมีค่าพลังงานจากการจับกัน 

(binding energy) ที่ดีที่สุดในกลุ่ม โดยถูกคาดการณ์ว่าจะจับกับ active site ของ tyrosinase มี 

interaction 7 ชนิดที่พบจากการจำลอง ได้แก่ van der Waals, conventional hydrogen bond, 

carbon hydrogen bond, Pi-cation, Pi-Sigma, Pi-Donor Hydrogen bond และ Pi-Alkyl  

จากผลจะเห็นว่าพันธะไฮโดรเจนเป็นปฏิสัมพันธ์หลัก โดยแสดงให้เห็นว่าลิแกนด์ KLK จับกับ 

SER282, VAL283, HIS61, HIS296, MET280, HIS263 และ HIS94 ด้วยปฏิกิริยาพันธะไฮโดรเจน 

และจับกับ HIS224, HIS263 ด้วยหมวดหมู่พันธะ Hydrophobic (Pi-Alkyl และ Pi-Sigma) (ดังภาพ

ที่ 46 และตารางที่ 21 และ 22) จากการรายงานพบว่าการจับกันด้วยพันธะไฮโดรเจนมีบทบาทสำคัญ

ต่อ binding affinity และอาจมีผลต่อการยับยั้งของเอนไซม์ไทโรซิเนส (Biswas et al., 2017) และ

การจับกันด้วย Hydrophobic category ระหว่างกรดอะมิโนอาจส่งผลยับยั้งของเอนไซม์ไทโรซิเนส

ได้เช่นเดียวกัน (Yan-xia Feng et al.,2021) 

ตารางที่ 21 แสดงการวิเคราะห์ผลการจำลองการจับกันของเอนไซม์ไทโรซิเนสและเปปไทด์ (GOLD 
fitness score) 

Ligand name GOLD Fitness score 

2Y9X 41.94 

IIP 49.36 

KLK 68.25 
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KLKP 61.73 

KPL 53.49 

KPLI 51.81 

LII 55.34 

LIIP 45.57 

LKP 48.28 

LKPL 51.90 

PLI 50.45 

PLII 58.98 

KLKPLIIP 52.20 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่46 แสดงการศึกษา Protein molecular docking หรือการจำลองการจับกันของเอนไซม์ 
ไทโรซิเนส (2Y9X) ต่อ Ligand interactions ระหว่าง KLK แบบจำลองการจับกันแบบสองมิติ 

 

 

 



 99 

ตารางที ่22 แสดงการ interactions ระหว่างลิแกนด์ KLK และเอนไซม์ไทโรซิเนส (2Y9X)

4. เปปไทด์ LILGGSSS จากโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวสด 
ทำการตัดเปปไทด์ให้สั้น 3-4 กรดอะมิโน : LILG, ILGG, LGGS, GGSS, GSSS, LIL, ILG, LGG, GGS, 
GSS, SSS 

จากผลการการจำลองการจับกันของเอนไซม์ไทโรซิเนส (2Y9X) โดยค่า GOLD fitness 
score และลิ-แกนด์ LILGGSSS (LILG, ILGG, LGGS, GGSS, GSSS, LIL, ILG, LGG, GGS, GSS, 
และ SSS) แสดงให้เห็นว่า GOLD fitness score ของ SSS มีเท่ากับ 72.70 ซึ่งมีค่าพลังงานจากการ
จับกัน (binding energy) ที่ดีที่สุดในกลุ่ม โดยถูกคาดการณ์ว่าจะจับกับ active site ของ 
tyrosinase มี interaction 5 ชนิดที่พบจากการจำลอง ได้แก่ van der Waals, conventional 
hydrogen bond, carbon hydrogen bond, Salt-Bridge และ Metal-Acceptor 

จากผลจะเห็นว่าพันธะไฮโดรเจนเป็นปฏิสัมพันธ์หลัก โดยแสดงให้เห็นว่าลิแกนด์ SSS จับกับ 
ASN260, HIS296, GLU256, VAL283, MET280 และ HIS61 ด้วยปฏิกิริยาพันธะไฮโดรเจน และจับ
กับ Copper 401 จากการ interaction ด้วย Metal acceptor ซึ่งจากการรายงานพบว่าการจับกัน
ด้วยพันธะไฮโดรเจนมีบทบาทสำคัญต่อ binding affinity และอาจมีผลต่อการยับยั้งของเอนไซม์ไทโร
ซิเนส (Biswas et al., 2017) (ดังภาพท่ี 47 และตารางท่ี 23 และ 24) 

ชื่อลำดับ 
เปปไทด์ 

Peptide 
residues 

Amino acid 
interaction 

Interaction type/bond length 

 
 
 
 
 
 

KLK 

K1 LYS:O2 – SER282:HG Conventional Hydrogen Bond /2.431 
LYS:O2 – VAL283:HN Conventional Hydrogen Bond /2.189 
LYS:O2 – PRO284:HD2 Carbon Hydrogen Bond /2.491 

L LEU:H71 – MET280:O Conventional Hydrogen Bond /2.898 
LEU:O32 – ASN260:HA Carbon Hydrogen Bond /3.061 
LEU:C34 – HIS244 Hydrophobic:Pi-Alkyl/4.851 

K2 LYS:O51 – MET280:O Conventional Hydrogen Bond /2.586 
LYS:H67 – HIS296:NE2 Conventional Hydrogen Bond /1.784 
LYS:H68 – HIS61:NE2  Conventional Hydrogen Bond /2.001 
LYS:H69 – HIS94:NE2 Conventional Hydrogen Bond /2.794 
LYS:H65 – HIS263:NE2 Carbon Hydrogen Bond /2.352 
LYS:H66 – HIS263:NE2 Carbon Hydrogen Bond /2.663 
LYS:O51 – HIS263 Carbon Hydrogen Bond /3.977 
LYS:H60 – HIS263 Hydrophobic:Pi-Sigma/2.466 
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ตารางที่ 23 แสดงการวิเคราะห์ผลการจำลองการจับกันของเอนไซม์ไทโรซิเนสและเปปไทด์ (GOLD 
fitness score) 

Ligand name Fitness score 

2Y9X 41.54 

GGS 58.38 

GGSS 71.88 

GSS 68.77 

GSSS 67.07 

ILG 50.21 

ILGG 65.19 

LGG 54.55 

LGGS 65.85 

LIL 55.28 

LILG 61.07 

LILGGSSS 72.35 

SSS 72.70 

 

 

 

  
 

 

 

 

ภาพที ่47 แสดงการศึกษา Protein molecular docking หรือการจำลองการจับกันของเอนไซม์ไท
โรซิเนส (2Y9X) ต่อ Ligand interactions ระหว่าง SSS แบบจำลองการจับกันแบบสองมิติ 
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ตารางที ่24 แสดงการ interactions ระหว่างลิแกนด์ SSS และเอนไซม์ไทโรซิเนส (2Y9X) 

ชื่อลำดับ 
เปปไทด์ 

Peptide 
residues 

Amino acid interaction Interaction type/bond length 

 
 
 
 

SSS 

S1 SER:H11 – GLU256:OE2 Hydrogen Bond:(Salt-bridge)/1.734 
SER:H11 – ASN260:OD1 Conventional Hydrogen Bond/1.834 
SER:H8 – ASN260:OD1 Conventional Hydrogen Bond/2.355 

S2 SER:H24 – HIS61:NE2 Conventional Hydrogen Bond/2.829 
SER:H24 – HIS296:NE2 Conventional Hydrogen Bond/2.598 
SER:O17 – VAL283:HA Conventional Hydrogen Bond/2.149 
SER:O19 – CU401:CU Metal-acceptor/1.972 

S3 SER:H37 – ASN260:O Conventional Hydrogen Bond/2.397 
SER:H32 – MET280:O Conventional Hydrogen Bond/2.693 

 

5. เปปไทด์ ARILLLLLLLLL จากโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวสด 
ทำการตัดเปปไทด์ให้สั้น 3-4 กรดอะมิโน : ARIL, RILL, ILLL, LLLL, ARI, RIL, ILL, LLL 

จากผลการการจำลองการจับกันของเอนไซม์ไทโรซิเนส (2Y9X) โดยค่า GOLD fitness 

score และลิ-แกนด์ ARILLLLLLLLL (ARIL, RILL, ILLL, LLLL, ARI, RIL, ILL, และ LLL) แสดงให้

เห็นว่า GOLD fitness score ของ LLLL มีเท่ากับ 64.47 ซึ่งมีค่าพลังงานจากการจับกัน (binding 

energy) ที่ดีที่สุดในกลุ่ม โดยถูกคาดการณ์ว่าจะจับกับ active site ของ tyrosinase มี interaction 

6 ชนิดที่พบจากการจำลอง ได้แก่ van der Waals, conventional hydrogen bond, carbon 

hydrogen bond, Pi-cation, Pi-Donor Hydrogen bond และ Pi-Alkyl  

จากผลจะเห็นว่าพันธะไฮโดรเจนเป็นปฏิสัมพันธ์หลัก โดยแสดงให้เห็นว่าลิแกนด์ LLLL จับ

กับ SER282, VAL283, PRO284, GLY281, ASN260, MET280, และ HIS263 ด้วยปฏิกิริยาพันธะ

ไฮโดรเจน และจับกับ HIS61, HIS85, HIS259, HIS224, และ HIS263 ด้วยหมวดหมู่พันธะ 

Hydrophobic (Pi-Alkyl) จากการรายงานพบว่าการจับกันด้วยพันธะไฮโดรเจนมีบทบาทสำคัญต่อ 

binding affinity และอาจมีผลต่อการยับยั้งของเอนไซม์ไทโรซิเนส (Biswas et al., 2017) และการ

จับกันด้วย Hydrophobic category ระหว่างกรดอะมิโนอาจส่งผลยับยั้งของเอนไซม์ไทโรซิเนสได้

เช่นเดียวกัน (Yan-xia Feng et al.,2021) (ดังภาพท่ี 48 และตารางท่ี 25 และ 26) 
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ตารางที่ 25 แสดงการวิเคราะห์ผลการจำลองการจับกันของเอนไซม์ไทโรซิเนสและเปปไทด์ (GOLD 
fitness score) 

Ligand name Fitness score 

2Y9X 42.05 

ARI 55.06 

ARIL 54.03 

ARILLLLLLLLL 0.00 

ILL 56.11 

ILLL 54.55 

LLL 57.08 

LLLL 64.47 

RIL 57.08 

RILL 58.36 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่48 แสดงการศึกษา Protein molecular docking หรือการจำลองการจับกันของเอนไซม์ไท
โรซิเนส (2Y9X) ต่อ Ligand interactions ระหว่าง LLLL แบบจำลองการจับกันแบบสองมิติ 
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ตารางที ่26 แสดงการ interactions ระหว่างลิแกนด์ LLLL และเอนไซม์ไทโรซิเนส (2Y9X) 

8.2. ผลการวิเคราะห์ผลการจำลองการจับกันของเอนไซม์คอลลาจีเนสและเปปไทด์ 
1. เปปไทด์ LIPLLKLLRVV จากโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้ง 

ทำการตัดเปปไทด์ให้สั้น 3-4 กรดอะมิโน : LIPL, IPLL, PLLK, LLKL, LKLL, KLLR, LLRV, LRVV, 

LIP, IPL, PLL, LLK, LKL, KLL, LLR, LRV, RVV, LIPLLKLLRVV 

จากผลการการจำลองการจับกันของเอนไซม์คอลลาจีเนส (1CGL) โดยค่า PLP fitness 

score สูงสุดที่ 113.14 (GA:20) และลิแกนด์ LIPLLKLLRVV (LIPL, IPLL, PLLK, LLKL, LKLL, 

KLLR, LLRV, LRVV, LIP, IPL, PLL, LLK, LKL, KLL, LLR, LRV, RVV, และ LIPLLKLLRVV (ไม่ได้

ทำการ Chop)) แสดงให้เห็นว่า PLP fitness score ของ LIPLLKLLRVV (ไม่ได้ทำการ Chop) มี

เท่ากับ 146.10  ซึ่งมีค่าพลังงานจากการจับกัน (binding energy) ที่ดีที่สุดในกลุ่ม โดยถูกคาดการณ์

ว่าจะจับกับ active site ของ Collagenase มี interaction 5 ชนิดที่พบจากการจำลอง ได้แก่ 

conventional hydrogen bond, carbon hydrogen bond, Salt-Bridge, Alkyl และ Pi-Alkyl  

ชื่อลำดับ 
เปปไทด์ 

Peptide 
residues 

Amino acid interaction Interaction type/bond length 

 
 
 
 
 
 
 

LLLL 

L1 - - 
L2 LEU:O10 – SER282:HG Conventional Hydrogen Bond /2.269 

LEU:O10 – VAL283:HN Conventional Hydrogen Bond /2.129 
LEU:O10 – SER282:HA Conventional Hydrogen Bond /3.008 
LEU:O10 – PRO284:HD2 Conventional Hydrogen Bond /2.439 
LEU:H39 – GLY281:O Conventional Hydrogen Bond /3.070 

L3 LEU:O48 – ASN260:HA Conventional Hydrogen Bond /2.398 
LEU:C50 – HIS244 Hydrophobic:Pi-Alkyl/4.636 

L4 LEU:O67 – MET280:O Conventional Hydrogen Bond /2.417 
LEU:H84 – MET280:O Conventional Hydrogen Bond /1.784 
LEU:N83 – PHE264 Pi-cation/4.910 
LEU:O67 – HIS263 Hydrogen Bond:Pi-Donor/3.057 
LEU:C69 – HIS61 Hydrophobic:Pi-Alkyl/5.297 
LEU:C69 – HIS85 Hydrophobic:Pi-Alkyl/4.843 
LEU:C69 – HIS259 Hydrophobic:Pi-Alkyl/4.227 
LEU:C69 – HIS263 Hydrophobic:Pi-Alkyl/3.673 
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จากผลจะเห็นว่าพันธะไฮโดรเจนเป็นปฏิสัมพันธ์หลัก โดยแสดงให้ เห็นว่าลิแกนด์  

LIPLLKLLRVV จับกับ LEU181, GLY178, GLY179, และ TYR210 ด้วยปฏิกิริยาพันธะไฮโดรเจน 

และจับกับ HIS183 และ PRO238 ด้วยหมวดหมู่พันธะ Hydrophobic (Alkyl และ Pi-Alkyl) ซึ่งจาก

การรายงานพบว่าการจับกันของสารที่แข็งแรงส่งผลให้เกิดการสร้าง contact point ที่บริเวณ active 

site อาจมีผลเกิดการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์คอลลา-จีเนส (Hicham M. et al., 2022) (ดังภาพ

ที่ 49 และตารางท่ี 27 และ 28) 

 

 

 

 

 

 
 
 

ภาพที ่49 แสดงการศึกษา Protein molecular docking หรือการจำลองการจับกันของเอนไซม์
คอลลาจีเนส (1CGL) ต่อ Ligand interactions ระหว่าง LIPLLKLLRVV แบบจำลองการจับกันแบบ

สองมิติ 
 

ตารางที่ 27 แสดงการวิเคราะห์ผลการจำลองการจับกันของเอนไซม์คอลลาจีเนสและเปปไทด์ (PLP 
fitness score) 

Ligand name Fitness score 

1CGL 112.74 

IPL 73.88 

IPLL 81.53 

KLL 85.91 
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KLLR 100.65 

LIP 77.56 

LIPL 91.78 

LIPLLKLLRVV 146.10 

LKL 84.55 

LKLL 88.61 

LLK 89.32 

LLKL 85.40 

LLR 89.22 

LLRV 86.29 

LRV 76.84 

LRVV 84.54 

PLL 78.64 

PLLK 95.08 

RVV 78.44 

 
ตารางที่ 28 แสดงการ interactions ระหว่างลิแกนด์ LIPLLKLLRVV และเอนไซม์คอลลาจีเนส 
(1CGL) 

ชื่อลำดับ 
เปปไทด์ 

Peptide 
residues 

Amino acid 
interaction 

Interaction type/bond length 

 
 
 
 
 
 
 

L1 LEU:C63 – HIS222 Hydrophobic:Pi-Alkyl/3.716 

I ILE:C83 – PRO283 Hydrophobic : Alkyl/4.722 
ILE:C83 – HIS183 Hydrophobic:Pi-Alkyl/5.025 

P - - 
L2 - - 
L3 - - 
K LYS:H116 – Hydrogen Bond: (Salt-bridge)/2.102 
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LIPLLKLLRVV 

GLU219:OE2 
L4 LEU:O100 – LEU181:HN Conventional Hydrogen Bond /2.725 

LEU:O128 – GLY179:O Conventional Hydrogen Bond /2.914 
LEU:C124 – PRO238 Hydrophobic : Alkyl/4.404 

L5 LEU:H146 – GLY179:O Conventional Hydrogen Bond /2.706 
LEU:C143 – LEU181 Hydrophobic : Alkyl/4.613 

R ARG:O160 – 
GLY179:HA2 

Conventional Hydrogen Bond /2.531 

V1 VAL:O184 – GLY179:HN Conventional Hydrogen Bond /2.057 
VAL:O184 – 
GLY178:HA2 

Conventional Hydrogen Bond /2.921 

V2 VAL:H205 – TYR210:OH Conventional Hydrogen Bond /2.841 

2. เปปไทด์ RLRTLLLLLFLM จากโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวสด 
ท าการตัดเปปไทด์ให้สั้น 3-4 กรดอะมิโน : RLRT, LRTL, RTLL, TLLL, LLLL, LLLF, LLFL, LFLM, 

RLR, LRT, RTL, TLL, LLL, LLF, LFM, RLRTLLLLLFLM 

จากผลการการจำลองการจับกันของเอนไซม์คอลลาจีเนส (1CGL) โดยค่า PLP fitness 

score สูงสุดที่ 113.14 (GA:20) และลิแกนด์ RLRTLLLLLFLM (RLRT, LRTL, RTLL, TLLL, LLLL, 

LLLF, LLFL, LFLM, RLR, LRT, RTL, TLL, LLL, LLF, LFM, RLRTLLLLLFLM (ไม่ได้ทำการ 

Chop)) แสดงให้เห็นว่า PLP fitness score ของ LIPLLKLLRVV (ไม่ได้ทำการ Chop) มีเท่ากับ 

134.00  ซึ่งมีค่าพลังงานจากการจับกัน (binding energy) ที่ดีที่สุดในกลุ่ม โดยถูกคาดการณ์ว่าจะจับ

กับ active site  ของ Collagenase มี  interaction 5 ชนิดที่พบจากการจำลอง ได้แก่  

conventional hydrogen bond, carbon hydrogen bond, Metal acceptor, Alkyl และ Pi-

Alkyl  

จากผลจะเห็นว่าพันธะไฮโดรเจนเป็นปฏิสัมพันธ์หลัก โดยแสดงให้ เห็นว่าลิแกนด์  

RLRTLLLLLFLM จับกับ LEU181, GLY178, GLY179, และ TYR210 ด้วยปฏิกิริยาพันธะไฮโดรเจน 

และจับกับ HIS183 และ PRO238 ด้วยหมวดหมู่พันธะ Hydrophobic (Alkyl และ Pi-Alkyl) เกิด 

interaction กับ Zn301 ด้วย Metal-acceptor ซึ่งจากการรายงานพบว่าการจับกันของสารที่

แข็งแรงส่งผลให้เกิดการสร้าง contact point ที่บริเวณ active site อาจมีผลเกิดการยับยั้งการ

ทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนส (Hicham M. et al., 2022) (ดังภาพท่ี 50 และตารางท่ี 29 และ 30) 
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ภาพที่ 50 แสดงการศึกษา Protein molecular docking หรือการจำลองการจับกันของเอนไซม์
คอลลาจีเนส (1CGL) ต่อ Ligand interactions ระหว่าง RLRTLLLLLFLM แบบจำลองการจับกัน

แบบสองมิติ 
 
ตารางที่ 29 แสดงการวิเคราะห์ผลการจำลองการจับกันของเอนไซม์คอลลาจีเนสและเปปไทด์ (PLP 
fitness score) 

Ligand name Fitness score 

1CGL 122.65 

           LLFL 86.80 

LLL 84.27 

LLLF 88.37 

LLLL 90.61 

LRT 78.35 
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LRTL 84.06 

RLR 92.97 

RLRT 96.44 

RTL 83.00 

RTLL 98.55 

TLL 83.44 

TLLL 88.44 

FLM 87.26 

LFL 95.46 

LFLM 93.98 

LLF 94.53 

RLRTLLLLLFLM 134.00 

 
ตารางที่ 30 แสดงการ interactions ระหว่างลิแกนด์ RLRTLLLLLFLM และเอนไซม์คอลลาจีเนส 
(1CGL) 

ชื่อลำดับ 
เปปไทด์ 

Peptide 
residues 

Amino acid 
interaction 

Interaction type/bond length 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

RLRTLLLLLFLM 

R1 - - 

L1 - - 
R2 - - 
T - - 
L2 LEU:O129 – HIS228:HE1 Carbon Hydrogen Bond/2.835 

LEU:O148 – ZN:301 Metal-Acceptor/3.125 
LEU:O134 – PRO238:O Conventional Hydrogen Bond 

/2.131 
LEU:C150 – PRO238: Hydrophobic : Alkyl/4.064 

L3 LEU:C131 – PRO238 Hydrophobic : Alkyl/3.741 
LEU:C131 – HIS228 Hydrophobic : Pi-Alkyl/5.322 

L4 - - 
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L5 LEU:H115 – PRO238:O Conventional Hydrogen Bond 
/2.803 

L6 LEU:O53 – GLY178:HA2 Conventional Hydrogen Bond 
/2.932 

F PHE:O79 – TYR210:HH Conventional Hydrogen Bond 
/1.906 

PHE:O77 – TYR240:HD1 Conventional Hydrogen Bond 
/2.275 

PHE:O77 – SER239:HB2 Conventional Hydrogen Bond 
/2.678 

PHE:C80 – TYR210 Hydrophobic : Pi-Alkyl/5.178 
 PHE:C80 – TYR240 Hydrophobic : Pi-Alkyl/4.673 

L7 LEU:O2 – SER239:HB2 Conventional Hydrogen Bond 
/3.037 

LEU:O34 – GLY179:HA2 Conventional Hydrogen Bond 
/2.764 

M MET:H30 – GLY179:O Conventional Hydrogen Bond 
/1.914 

3. เปปไทด์ GFSGLDGAKGD จากโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเปปไทด์สังเคราะห์ (Lu et al ., 2017) 
ทำการตัดเปปไทด์ให้สั้น 3-4 กรดอะมิโน : GFS, FSG, SGL, GLD, LDG, DGA, GAK, AKG, KGD, 

GFSG, FSGL, SGLD, GLDG, LDGA, DGAK, GAKG, AKGD และ GFSGLDGAKGD 

จากผลการการจำลองการจับกันของเอนไซม์คอลลาจีเนส (1CGL) โดยค่า PLP fitness 

score สูงสุดที่ 113.14 (GA:20) และลิแกนด์ GFSGLDGAKGD (GFS, FSG, SGL, GLD, LDG, DGA, 

GAK, AKG , KGD , GFSG , FSGL, SGLD , GLDG , LDGA, DGAK , GAKG , AKGD และ 

GFSGLDGAKGD (ไม่ได้ทำการ Chop)) แสดงให้เห็นว่า PLP fitness score ของ GFSGLDGAKGD 

(ไม่ได้ทำการ Chop) มีเท่ากับ 103.46 ซึ่งมีค่าพลังงานจากการจับกัน (binding energy) ที่ดีที่สุดใน

กลุ่ม โดยถูกคาดการณ์ว่าจะจับกับ active site ของ Collagenase มี interaction 5 ชนิดที่พบจาก

การจำลอง ได้แก่ conventional hydrogen bond, carbon hydrogen bond, Salt-Bridge, Pi-

Donor hydrogen bond และ Pi-Alkyl  

จากผลจะเห็นว่าพันธะไฮโดรเจนเป็นปฏิสัมพันธ์หลัก โดยแสดงให้ เห็นว่าลิแกนด์  

GFSGLDGAKGD จับกับGLU209, TYR210, HIS218, SER239, PRO238, GLY179 และ TYR240 

ด้วยปฏิกิริยาพันธะไฮโดรเจน และจับกับ HIS228 ด้วยหมวดหมู่พันธะ Hydrophobic (Pi-Alkyl) ซึ่ง
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จากการรายงานพบว่าการจับกันของสารที่แข็งแรงส่งผลให้เกิดการสร้าง contact point ที่บริเวณ 

active site อาจมีผลเกิดการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์คอลลา-จีเนส (Hicham M. et al., 2022) 

(ดังภาพท่ี 51 และตารางท่ี 31 และ 32) 

 

ภาพ51 แสดงการศึกษา Protein molecular docking หรือการจำลองการจับกันของเอนไซม์
คอลลาจีเนส (1CGL) ต่อ Ligand interactions ระหว่าง GFSGLDGAKGD แบบจำลองการจับกัน

แบบสองมิติ 
ตารางที่ 31 แสดงการวิเคราะห์ผลการจำลองการจับกันของเอนไซม์คอลลาจีเนสและเปปไทด์ (PLP 
fitness score) 

     Ligand name      Fitness score 

  DGA 78.33 

           DGAK 87.61 

FSG 72.67 

FSGL 82.87 

GAK 84.21 



 111 

GAKG 74.85 

GFS 86.83 

GFSG 73.96 

GFSGLDGAKGD 103.46 

GLD 73.45 

GLDG 74.59 

KGD 82.57 

LDG 81.02 

LDGA 72.57 

SGL 72.03 

SGLD 94.96 

AKG 75.48 

AKGD 81.22 

 
 

 

ตารางที่ 32 แสดงการ interactions ระหว่างลิแกนด์ GFSGLDGAKGD และเอนไซม์คอลลาจีเนส 
(1CGL) 

ชื่อลำดับ 
เปปไทด์ 

Peptide 
residues 

Amino acid interaction Interaction type/bond length 

 
 
 
 
 
 
 

 

G1 GLY:H144 – TYR240:O Conventional Hydrogen Bond/2.0931 

F PHE:H147 – GLU209:OE2 Salt Bridge;Attractive Charge/1.95104 
PHE:N110 – GLU209:OE1 Electrostatic;Attractive Charge/4.69884 
PHE:H128 – GLU209:OE2 Conventional Hydrogen Bond/2.4480 

S SER:H123 – TYR210:OH- Conventional Hydrogen Bond/2.7707 
SER:H112 – GLU209:OE2 Carbon Hydrogen Bond/2.52896  

G2 - - 
L LEU:O2 – HIS218 Pi-Donor Hydrogen Bond/3.51916  
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GFSGLDGAKGD D1 GLU:O10 – SER239:HA Carbon Hydrogen Bond/2.55879  
G3 - - 
A ALA:H49 – PRO238:O Conventional Hydrogen Bond/2.88796 
K LEU:H40 – GLY179:O Conventional Hydrogen Bond/2.71273 
G4 GLY:H25 – GLY179:O Conventional Hydrogen Bond/3.05677 

GLY:O74 – SER239:HA Carbon Hydrogen Bond/2.66471  
GLY:H51 – PRO238:O Carbon Hydrogen Bond/2.60922  

D2 GLU:N7 – GLU219:OE2 Electrostatic;Attractive Charge/3.54222 
GLU:C57 – HIS228 Hydrophobic: Pi-Alkyl/4.34377  

  จากการศึกษาและวิเคราะห์ลำดับกรดอะมิโนจากลำดับเปปไทด์ของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไล
เสทจากเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสด เมื่อเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล ผู้วิจัยทำการคัดเลือก
เปปไทด์ที่มีฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส, ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และฤทธิ์ยับยั้งการ
ทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนส (MMP-1)  

ซึ่งจะได้สายเปปไทด์จากสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวสด 3 ลำดับ ได้แก่ 
ลำดับที่ 1 GroES-like protein มีลำดับกรดอะมิโน คือ LILGGSSS, ลำดับที่ 2 MFS general 
substrate transporter มีลำดับกรดอะมิโน คือ LILLPLKP และลำดับที่ 3 Uncharacterized 
protein มีลำดับกรดอะมิโน คือ RLRTLLLLLFLM และสายเปปไทด์จากสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท
จากเห็ดขอนขาวแห้ง 3 ลำดับ ได้แก่ ลำดับที่ 4 Uncharacterized protein มีลำดับกรดอะมิโน คือ 
LLLKPKVLL, ลำดับที่ 5 PINc domain-containing protein มีลำดับกรดอะมิโน คือ TAPGGGGGG 
และลำดับที่ 6 Uncharacterized protein มีลำดับกรดอะมิโน คือ LIPLLKLLRVV 

จากการคัดเลือกจากการทำการศึกษาโครงสร้างการจำลองการจับกันแบบ 3 มิติระดับ
โมเลกุล (Molecular docking) เพื่อแสดงจับกันที่จับกับบริเวณเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ไทโรซิเนสกับ
สายลำดับเปปไทด์หรือสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสด โดย
พบว่าลำดับคัดเลือกที่ 1 GroES-like protein มีลำดับกรดอะมิโน คือ LILGGSSS มีค่า GOLD 
fitness score ของลำดับเปปไทด์ภายในสายคือลำดับ SSS เท่ากับ 72.70 ซึ่งมีค่าพลังงานจากการจับ
กัน (binding energy) ที่ดีที่สุดในกลุ่มลำดับเปป-ไทด์จากสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอน
ขาวสด และ ลำดับที่ 4 Uncharacterized protein มีลำดับกรดอะมิโน คือ LLLKPKVLL มีค่า 
GOLD fitness score ของของลำดับเปปไทด์ภายในสายคือ LLLK  มีเท่ากับ 76.67 ซึ่งมีค่าพลังงาน
จากการจับกัน (binding energy) ที่ดีที่สุดในกลุ่มลำดับเปปไทด์จากสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจาก
เห็ดขอนขาวแห้ง ซึ่งมีรายงานวิจัยในปี 2007 ได้ทำการศึกษาการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสที่ขึ้นอยู่กับ
การจับกับตำแหน่ง active site ของเอนไซม์ไทโรซิเนส โดย SPOT synthesis เพ่ือตรวจสอบดูเปป
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ไทด์ที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสโดยตรง พบว่า เปปไทด์ที่มีองค์ประกอบของกรดอะมิโนกลุ่มไม่
ชอบน้ำ (Hydrophobic amino acid), กลุ่มมีขั้ว, และไม่มีประจุ ได้แก่ กรดอะมิโนอาร์จินีน 
(Arginine) วาลีน (Valine), และ ลิวซีน (Leucine) เป็นกรดอะมิโนที่มีศักยภาพในการยับยั้งการ
ทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส (Marloes Schurink et al., 2007) และรายงานวิจัยในปี 2020 
ทำการศึกษาการเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเมล็ดมะตูมจีนที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ปาเปน 
กล่าวว่าเปปไทด์ที่มีกรดอะมิโนที่ประกอบด้วยกรดอะมิโนกลุ่มไม่ชอบน้ำ คือ กรดอะมิโนอะลานีน 
(Ala) มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส และกรดอะมิโนอาร์จินีน (Arg) สามารถจับกับคอปเปอร์ที่บริเวณ 
active site ของเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ อาจส่งผลยับยั้งการทำงานเอนไซม์ไทโรซิเนส (Yejun Deng et 
al., 2020) (Maytamart Upata et al., 2022) จากงานวิจัยในปี 2016 ศึกษาโปรตีนไฮโดรไลเสท
จากรำข้าว พบกรดอะมิโน Serine(S) สามารถช่วยส่งเสริมการออกฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์
ไทโรซิเนสได้ (Ochiai, A et., 2016) โดยสอดคล้องกับเปปไทด์ในลำดับที่ 1 และ 4 ซึ่งจากผลการ
ทดลองจะเห็นได้ว่า มีองค์ประกอบของกรดอะมิโนที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสภายในลำดับ
สายเปปไทด์คือ ลิวซีน (L), อะลานีน(A), อาร์จินีน(R), เซอร์รีน (S) และวาลีน (V) 

และจากผลการทดสอบทางชีวภาพของเปปไทด์ที่ได้จากโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาว 
พบว่ามีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ โดยทำการคัดเลือกลำดับที่ 2 MFS general substrate transporter มี
ลำดับกรดอะมิโน คือ LILLPLKP และลำดับที่ 4 Uncharacterized protein มีลำดับกรดอะมิโน คือ 
LLLKPKVLL โดยจากการวิเคราะห์ทราบค่า Free-radical scavenging (FRS) สูงที่สุดเมื่อเทียบกับ
ลำดับอื่นภายในกลุ่มสายลำดับเปปไทด์ เท่ากับ 0.43 และ 0.47 ตามลำดับ  

โดยมีรายงานวิจัยในปี 2012 ศึกษาโปรตีนไฮโดรไลเสทและทำบริสุทธิ์เปปไทด์ที่มีฤทธิ์ทาง
ชีวภาพจากผลไม้ Zizyphus jujuba โดยเอนไซม์ปาเปนและเอนไซม์ทริปซินเพ่ือทดสอบฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระ กล่าวว่าการมีกรดอะมิโนกลุ่มไม่ชอบน้ำภายในลำดับสายเปปไทด์มีบทบาทสำคัญในการ
ส่งผลให้ออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่สูง โดยได้แก่ กรดอะมิโน ไทโรซีน (Tyr;Y), ไลซีน (Lys;K), ฮาร์
จินีน (Arg;R), ไกลซีน (Gly;G), ลิวซีน (Leu;L) และ ฮิสทิดีน (His) ทั้งนี้โดยเฉพาะอย่างยิ่งกรดอะมิโน 
ฮิสติดีน จะมีความสามารถในการกำจัดสารอนุมูลอิสระสูงเนื่องจากมีวงแหวน imidazole (Mina 
Memarpoor-Yazdi et al., 2012 ) ซึ่งรายงานวิจัยในปี 2014 ต่อมาทำการศึกษาเปปไทด์ที่มีฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระจากโปรตีนไฮโดรไลเสทจากหัวปลา bluefin leatherjacket (Navodon 
septentrionalis) กล่าวว่าลำดับเปปไทด์ที่มีขนาดเล็กและมีองค์ประกอบของกรดอะมิโนกลุ่มไม่ชอบ
น้ำได้แก่ ทริปโตแฟน (Trp) และไอโซลิวซีน (Ile), กรดอะมิโนกลุ่ม acidic amino acid ได้แก่ 
Asparagine (Asn) และรวมถึง กรดอะมิโน Tyr, His, Pro, Trp และ Met ที่สูงจะมีความสามารถใน
การต้านอนุมูลอิสระที่สูง  (Mina Memarpoor-Yazdi et al., 2014) และรายงานวิจัยในปี 2021 
ศึกษาเปปไทด์ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพจากเมล็ดส้มที่ผ่านย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน กล่าวว่ากรดอะมิโน 



 114 

histidine, proline, serine, aspartic acid, และ glutamic acid นี้ เป็นกรดอะมิโนสำคัญในการ
ออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (Seyadeh Narges Mazloomi et al., 2021) 

จากลำดับเปปไทด์จากโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวสด มีองค์ประกอบของกรดอะมิ
โน Leucine, Proline, Methionine, Tyrosine, Isoleucine และ Glycine ซึ่งมีผลในการออกฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระ และจากการคัดเลือกจากการทำการศึกษาโครงสร้างการจำลองการจับกันแบบ 3 มิติ
ระดับโมเลกุล (Molecular docking) เพ่ือแสดงจับกันที่จับกับบริเวณเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์คอลลา
จีเนสกับสายลำดับเปปไทด์หรือสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสด 
ได้ลำดับที่ 3 Uncharacterized protein มีลำดับกรดอะมิโน คือ RLRTLLLLLFLM แสดงให้เห็นค่า 
PLP fitness score ของ LIPLLKLLRVV มีเท่ากับ 146.10 ซึ่งมีค่าพลังงานจากการจับกัน (binding 
energy) ที่ดีที่สุดในกลุ่มลำดับเปปไทด์จากสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวสด โดยถูก
คาดการณ์ว่าจะจับกับ active site ของ Collagenase และลำดับที่ 6 Uncharacterized protein มี
ลำดับกรดอะมิโน คือ LIPLLKLLRVV แสดงให้เห็นค่า PLP fitness score ของ LIPLLKLLRVV มี
เท่ากับ 134.00  ซึ่งมีค่าพลังงานจากการจับกัน (binding energy) ที่ดีที่สุดในกลุ่มลำดับเปปไทด์จาก
สารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้ง 

โดยมีงานวิจัยในปี 2016 ศึกษาเจลาตินเปปไทด์จากหนังปลาจากแปซิฟิก เพ่ือยับยั้งการ
ทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนส (MMP-1) กล่าวว่ากรดอะมิโนที่ประกอบด้วย Glycine-Proline หรือ 
Glycine-Leucine จากลำดับของเปปไทด์สามารถออกฤทธิ์กำจัดอนุมูลอิสระและส่งผลยับยั้งการ
ทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนส (Tiejun Chen และ Hu Hou et al., 2016) และงานวิจัยถัดมาในปี 
2017 พบว่า ผลการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนสหรือ MMP-1 จะส่งผลดีหากกรดอะมิ
โนภายในสายเปปไทด์ประกอบด้วยกรดอะมิโนกลุ่ม positive charge และhydrophobicity 
(Jiaohan Lu, Hu Hou et al., 2017) และรายงานวิจัยในปี 2020 ทำการศึกษาโปรตีนไฮโดรไลเสท
จากผลวอลนัท (walnut protein hydrolysates ; WPH) กล่าวว่า ภายในลำดับสายเปปไทด์หากมี
ปลาย C-terminal คือ Arginine (R) อาจส่งผลให้มีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ MMP-1 ซึ่งจากผลการ
ทดลองของการวิเคราะห์ลำดับกรดอะมิโนจากโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวสด พบว่าถึง
ภายในลำดับเปปไทด์ RLRTLLLLLFLM ที่มีองค์ประกอบของกรดอะมิโน Leucine และ Arginine 
ข้างต้น และลำดับ LIPLLKLLRVV, ถึงแม้กรดอะมิโนจะไม่ได้อยู่ในตำแหน่งเดียวกันกับรายงานข้างต้น 
แต่ยังพบกรด อะมิโนดังกล่าวภายในลำดับสายเปปไทด์ ได้แก่ Leucine, Proline และ Arginine เป็น
ต้น ที่อาจจะสามารถช่วยออกฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนส (MMP-1) (ดังตารางที่ 
33) 
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ตารางที่ 33 แสดงลำดับเปปไทด์ที่เลือกทำการศึกษา 
 

ตัวอย่าง หมายเลข Leading razor ชื่อโปรตีน ลำดับ 
กรดอะมิโน 

ขนาด 
(Da) 

 
เห็ดขอนขาว
สด 

1 A0A5C2T6P1 GroES-like protein LILGGSSS 732 

2 A0A1Q3E6U6 MFS general substrate transporter LILLPLKP 906 
3 A0A5C2T7Q7 Uncharacterized protein RLRTLLLLLFLM 1501 

 
เห็ดขอนขาว
แห้ง 

4 A0A5C2T6F6 Uncharacterized protein LLLKPKVLL 1036 

5 A0A5C2TB82 PINc domain-containing protein TAPGGGGGG 629 
6 A0A5C2TAG3 Uncharacterized protein LIPLLKLLRVV 1276 

 

ทั้งนี้ผู้วิจัยได้ทำการคัดเลือกเปปไทด์ที่คาดว่าสามารถออกฤทธิ์ในการยับยั้งการทำงานของ
เอนไซม์ไทโรซิเนสและเอนไซม์คอลลาจีเนส (MMP-1) ได้ดีที่สุด 2 ลำดับ ได้แก่ ลำดับ Leu-Ile-Leu-
Gly-Gly-Ser-Ser-Ser (LILGGSSS) และลำดับ Leu-Ile-Pro-Leu-Leu-Lys-Leu-Leu-Arg-Val-Val 
(LIPLLKLLRVV) มาทำการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ ได้แก่ ฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส
, ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนส และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS และ DPPH จาก
ผลการศึกษาพบว่า เปปไทด์สังเคราะห์ลำดับ LILGGSSS ที่ความเข้มข้น 2 µg สามารถยับยั้งการ
ทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนสได้สูงกว่าเปปไทด์สังเคราะห์ลำดับ LIPLLKLLRVV ร้อยละ 75 และ 42 
ตามลำดับ และ เปปไทด์สังเคราะห์ลำดับ LILGGSSS ที่ความเข้มข้น 2 µg มีฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของ
เอนไซม์ไทโรซิเนสได้ใกล้เคียงกับ 0.1 µg กรดโคจิก แต่มีค่าการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเน
สน้อยกว่า 2 µg Peptide synthesis (RHAKF) (ดังภาพ 52 (ข.)) และเปปไทด์สังเคราะห์ลำดับ 
LIPLLKLLRVV ที่ความเข้มข้น 2 µg  สามารถยับยั้งการทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนส (MMP-1) ได้
สูงกว่าลำดับ LILGGSSS เท่ากับ 46 และ 24 ตามลำดับ (ดังภาพ 52 (ก.)) และ จากการศึกษาฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS จะมีค่าฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่สูงกว่าวิธี DPPH ซึ่งลำดับเปปไทด์
สังเคราะห์ LILGGSSS และ LIPLLKLLRVV ที่ความเข้มข้น 2 µg สามารถต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี 
ABTS ร้อยละ 20 และ 13 ตามลำดับ โดยเปรียบเทียบกับ 0.1 µg Trolox สามารถออกฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS ร้อยละ 83 ในขณะที่ลำดับเปปไทด์สังเคราะห์ LILGGSSS ไม่มีฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH และลำดับเปปไทด์สังเคราะห์ LIPLLKLLRVV สามารถออกฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระด้วยวิธี DPPH ร้อยละ 9 เมื่อเปรียบเทียบกับ 0.1 µg Trolox สามารถออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
ด้วยวิธี DPPH ร้อยละ 83   
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ก. การทดสอบการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนส (MMP-1) 

เมื่อ  แทน A คือ 1 mM 1,10-Phenantroline  

และ แทน B คือ 1.5 µg เปปไทด์สังเคราะห์ (GFSGLDGAKGD)  

ข. การทดสอบการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส 

ภาพที่ 52 แสดงร้อยละฤทธิ์ยับยั้งการทำงานเอนไซม์คอลลาจีเนส (MMP-1) (ก.), 
เอนไซม์ไทโรซิเนส (ข.) และ ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS และ DPPH (ค) 

ของลำดับเปปไทด์ LILGGSSS และ LIPLLKLLRVV 
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ค. การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS และDPPH 

ภาพที ่52 แสดงร้อยละฤทธิ์ยับยั้งการทำงานเอนไซม์คอลลาจีเนส (MMP-1) (ก.),  
เอนไซม์ไทโรซิเนส (ข.) และ ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS และ DPPH (ค)  

ของลำดับเปปไทด์ LILGGSSS และ LIPLLKLLRVV 
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บทที่ 5 
สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

อภิปรายผลการทดลอง 
การวิเคราะห์ลำดับกรดอะมิโนภายในสายเปปไทด์จากโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาว

แห้งและเห็ดขอนขาวสด ต่อฤทธิ์ในการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส พบว่าสารในกลุ่มเปป
ไทด์จากแหล่งธรรมชาติเป็นโปรตีนขนาดเล็กสามารถออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (bioactive peptide) เช่น 
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระหรือยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส  (Piyanan C. and Romanee S. 
et al, 2014) และเอนไซม์คอลลาจีเนส และสามารถพัฒนาไปเป็นผลิตภัณฑ์เครื่องสำอางและอาหาร
เสริม เพ่ือลดปัญหาการสังเคราะห์เม็ดสีเมลานินที่มากเกินไป หรือภาวะแก่ชราที่ส่งผลเสียต่อผิวหนัง 
เนื่องจากปลอดภัยต่อเซลล์และอาจมีผลข้างเคียงน้อย (Ochiai, et al., 2016) โดยการเตรียมโปรตีน
ไฮโดรไลเสทเป็นการทำให้เกิดเปปไทด์สายสั้นๆ โดยใช้กรด-เบสแก่ หรือการใช้เอนไซม์โปรตีเอส ใน
การย่อยโมเลกุลของโปรตีนให้ได้เป็นเปปไทด์ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ ซึ่งการย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์เป็น
วิธีที่นิยมในปัจจุบัน เนื่องจากปลอดภัย ให้เปปไทด์ที่มีโมเลกุลต่ำ (Juanjuan Zhou et al.,2020) 
และสามารถควบคุมระดับการย่อยสลายของโปรตีนได้ (Zarei, M. และ Ebrahimpour,  A. Et al., 
2014)  โดยการศึกษาก่อนหน้าผู้วิจัยได้ทำการเปรียบเทียบเอนไซม์โปรตีเอสที่ใช้ในการเตรียมโปรตีน
ไฮโดรไลเสท จากเห็ดขอนขาวแห้ง พบว่าโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้งที่ย่อยด้วยเอนไซม์
เปปซินสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอน ไซม์ไทโรซิเนสได้ดีกว่าโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ถูก
เตรียมด้วยมิกส์เอนไซม์ อีกทั้งเอนไซม์เปป ซินเป็นเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับระบบทางเดินอาหาร เปป
ไทด์ที่ได้จะมีความเสถียร และสามารถดูดซึมได้ดีเมื่อนำไปประยุกต์ใช้ในทางอาหารเสริม ( Juanjuan 
Zhou et al.,2020)  ดังนั้นในงานวิจัยนี้ผู้วิจัยจึงเลือกใช้เอนไซม์เปปซินเป็นโปรตีเอสในการเตรียม
โปรตีนไฮโดรไลเสท ซึ่งการศึกษานี้ได้นำเอนไซม์เปปซินมาทำการย่อยโปรตีนจากเห็ดขอนขาวแห้ง
เปรียบเทียบกับเห็ดลมแห้ง พบว่าแหล่งโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้งให้สารสกัดเปปไทด์
หรือโปรตีนไฮโดรไลเสทที่มีฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ดีกว่าโปรตีนไฮโดรไลเสท
จากเห็ดลมแห้ง ดังนั้นจึงเลือกแหล่งโปรตีนจากเห็ดขอนขาวแห้งมาทำการเปรียบเทียบกับเห็ดขอน
ขาวสด ศึกษาประสิทธิภาพฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท ได้แก่ ฤทธิ์ยับยั้งการ
ทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส และเอนไซม์คอลลาจีเนส รวมถึงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS 
และ DPPH  

ซึ่งผลจากการศึกษาฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส สารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท
จากเห็ดขอนขาวสดมีฤทธิ์ในการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ดีกว่าสารสกัดโปรตีน
ไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้งและกรดโคจิก ในขณะเดียวกันให้ฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์
ไทโรซิเนสใกล้เคียงกับเปปไทด์จากมะตูมจีน RHAKF มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 
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ซึ่งไม่มีความแตกต่างของค่าเฉลี่ยของตัวอย่างที่ความเข้มข้นต่างๆอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ 
0.05 โดยผลการวิเคราะห์ลำดับกรดอะมิโนภายในสายเปปไทด์จากโปรตีนไฮโดรไลเสท พบลำดับเปป
ไทด์จากโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวสด 15 ลำดับ ในขณะที่ลำดับเปปไทด์จากโปรตีน
ไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้ง 11 ลำดับ ทั้งนี้การออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ยับยั้งการทำงานของ
เอนไซม์ไทโรซิเนส และเอนไซม์คอลลาจีเนส ขึ้นอยู่กับองค์ประกอบและการจัดเรียงลำดับกรดอะมิโน 
และโครงสร้างของเปปไทด์ภายในลำดับสาย โดยมีรายงานวิจัยในปี 2007 ได้ทำการศึกษาการยับยั้ง
เอนไซม์ไทโรซิเนสที่ขึ้นอยู่กับการจับกับตำแหน่ง active site ของเอนไซม์ไทโรซิเนส โดย SPOT 
synthesis เพ่ือตรวจสอบดูเปปไทด์ที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสโดยตรง พบว่า เปปไทด์ที่มี
องค์ประกอบของกรดอะมิโนกลุ่มไม่ชอบน้ำ, กลุ่มมีขั้ว, และไม่มีประจุ ได้แก่ กรดอะมิโนอาร์จินีน 
(Arginine, R) หรือฟีนิลอะลานีน (Phenylalanine, F) ร่วมกับกรดอะมิโนอะลานีน (Alanine, A), วา
ลีน (Valine, V), และ ลิวซีน (Leucine, L) เป็นกรดอะมิโนที่มีศักยภาพในการยับยั้งการทำงานของ
เอนไซม์ไทโรซิเนส (Marloes Schurink et al., 2007) โดยงานวิจัยในปี 2016 ศึกษาโปรตีนไฮโดรไล
เสทจากรำข้าว พบกรดอะมิโน Serine (S) เป็นกรดอะมิโนในกลุ่มมีขั้วหรือชอบน้ำ สามารถช่วย
ส่งเสริมการออกฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ (Ochiai, A et., 2016) ทั้งนี้รายงาน
วิจัยในปี 2020 ทำการศึกษาการเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเมล็ดมะตูมจีนที่ผ่านการย่อยด้วย
เอนไซม์ปาเปน กล่าวว่าเปปไทด์ที่มีกรดอะมิโนที่ประกอบด้วยกรดอะมิโนกลุ่มไม่ชอบน้ำ คือ กรดอะมิ
โนอะลานีน (Ala) มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส และกรดอะมิโนอาร์จินีน (Arg) สามารถจับกับคอป
เปอร์ที่บริเวณ active site ของเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ อาจส่งผลยับยั้งการทำงานเอนไซม์ไทโรซิเนส 
(Yejun Deng et al., 2020) (Maytamart Upata et al., 2022) และรายงานวิจัยในปี 2021 ที่ได้
ทำการศึกษาโปรตีนไฮโดรไลเสทจาก walnut (Juglans regia L.) ได้โอลิโกเปปไทด์ คือ FPY 
(Phenylalanine-Proline-Tyrosine) ดังนั้นการมีองค์ประกอบของกรดอะมิโนกลุ่มอะโรมาติกที่
ปลายสายของเปปไทด์มีผลในการออกฤทธิ์ยั้บยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส โดยตำแหน่งปลาย 
C-terminal คือ ฟี-นิลอะลานีน (F) และตำแหน่ง N-terminal คือ ไทโรซีน (Y) ซึ่งจากผลการทดลอง 
จะเห็นได้ว่าโปรตีนไฮโดร-เสทจากเห็ดขอนขาวสดที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ เปปซิน ได้แก่ ลำดับ 
LILGGSSS, PQKLILLL, AKTESLLLN, WGKTIEYLEFRDHLDMAS, RAIRYAIL, LILLPLKP, 
KILLPLLQPLL, IKPLIAAV, ARLKAKILPLRL, LCLLLTVLVF, AYLLLSLLRRRK, ARILLLLLLLLL, 
PTPAILML, และ RLRTLLLLLFLM มีองค์ประกอบของกรดอะมิโน ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ไทโร
ซิเนสภายในลำดับสายเปปไทด์คือ ลิวซีน (L), อะลานีน (A), อาร์จินีน (R), และวาลีน (V) อีกทั้งลำดับ 
HPAKVAAY มีกรดอะมิโนกลุ่มอะโรมาติกที่ปลายสายของเปปไทด์มีผลในการออกฤทธิ์ยั้บยั้งการ
ทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส โดยปลาย C-terminal คือ ไทโรซีน (Y) ในขณะเดียวกันแม้ลำดับเปป
ไทด์จากโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้งจะมีองค์ประกอบของกรดอะมิโนข้างต้นภายในสาย
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เปปไทด์น้อยกว่าโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวสด แต่พบว่า ลำดับเปป -ไทด์ แต่ละสาย
ประกอบไปด้วยกรดอะมิโนที่มีฤทธิ์ในการยั้บยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส ได้แก่ ลำดับ LKPIVKLLL, 
AMRLVGPL, TAPGGGGGG, LSLNPLLEELVIQAKWNYRTNS, KLKPLIIP, LLLKPKVLL, VVILHLLLI, 
RRYRREHTA และ LIPLLKLLRVV ประกอบด้วยกรดอะมิโนที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการทำงานของ
เอนไซม์ไทโรซิเนส ภายในลำดับสายเปปไทด์คือ เซอร์รีน (S), ลิวซีน (L), อะลานีน (A), อาร์จินีน (R), 
และวาลีน (V) อีกทั้ง ลำดับ FKGDGMHP มีองค์ประกอบของกรดอะมิโนกลุ่มอะโรมาติกที่ตำแหน่ง
ปลายสาย N-terminal คือ ฟีนิลอะลานีน (F) ซึ่งอาจจะมีผลช่วยในการออกฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของ
เอนไซม์ไทโรซิเนส  

ทั้งนี้จากผลการวิเคราะห์ลำดับเปปไทด์ของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ด
ขอนขาวสด ผู้วิจัยได้ทำการคัดเลือกสายเปปไทด์จากโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้ง 2 สาย 
ได้แก่ LLLKPVLL และ KLKPLIIP ซึ่งเปปไทด์ทั้งสองสายนี้ ประกอบไปด้วยกรดอะมิโนที่มีรายงาน 
กล่าวว่ากรดอะมิโนลิวซีน, ไลซีน และวาลีน นี้ มีคุณสมบัติยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเน
สเมื่ออยู่ภายในสายเปปไทด์จำนวนหลายตำแหน่ง และเมื่อนำไปวิเคราะห์การจำลองการจับกันของ
เอนไซม์ไทโรซิเนส (2Y9X) กับสายเปปไทด์ที่คัดเลือก ซึ่งจากการทดลองทำการตัดสายเปปไทด์ให้มี
ขนาดเล็กลง 3-4 ลำดับกรดอะมิโน เพ่ือให้เกิดการเข้าจับที่จำเพาะได้หลากหลายตำแหน่งมากขึ้น 
พบว่าลำดับ LLLKPVLL ค่า binding energy ของสายยาวเท่าไร 1035 ซึ่งถูกตัดให้เหลือกรดอะมิโน 
คือ Leucine-Leucine-Leucine-Lysine (LLLK) มีค่าพลังงานการจับกัน (binding energy) สูงที่สุด
เท่ากับ 76.67 ในทางเดียวกันคัดเลือกสายเปปไทด์จากโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวสด 2 
สาย ได้แก่ LILGGSSS และ ARILLLLLLLLL โดยเปปไทด์ทั้งสองสายนี้ประกอบไปด้วยกรดอะมิโนที่มี
รายงานวิจัยข้างต้น กล่าวว่า เซอร์รีน (S), ลิวซีน (L), อะลานีน (A) และอาร์จินีน (R) เมื่อนำไป
วิเคราะห์การจำลองการจับกันของเอนไซม์ไทโรซิเนสกับสายเปปไทด์ที่คัดเลือก ผลการทดลองทำการ
ตัดสายเปปไทด์ให้มีขนาดเล็กลง 3-4 ลำดับกรดอะมิโน พบว่า ลำดับ LILGGSSS มีค่าพลังงานการจับ
กัน (binding energy) เท่ากับ 72.35 ซึ่งถูกตัดให้เหลือกรดอะมิโน คือ Serine-Serine-Serine (SSS) 
มีค่าพลังงานการจับกัน (binding energy) สูงที่สุดเท่ากับ 72.70 ในรายงานวิจัยในปี 2020 คุณ 
Anupong Joompang ได้ทำการศึกษาการดัดแปลงหรือการเปลี่ยนตำแหน่งของกรดอะมิโนภายใน
สายเปปไทด์ เพ่ือเพ่ิมศักยภาพฤทธิ์ในการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิ เนส พบว่าดัดแปลง
กรดอะมิโนภายในสายเปปไทด์สามารถเพ่ิมฤทธิ์ในการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส และมี
ผลการศึกษาการจำลองการจับกันระหว่างเอนไซม์และเปปไทด์พบว่าให้ค่าพลังงานการจับกันที่สูงขึ้น 
อีกท้ังการดัดแปลงสายเปปไทด์ เมื่อทำการศึกษาการจำลองการจับกันจะทำให้ทราบบริเวณในการเข้า
จับหรือมี interaction กับโครงสร้างของเอนไซม์กับสายเปปไทด์ได้ดี (Anupong Joompang et al., 
2020)  
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และจากผลการทดสอบทางชีวภาพของเปปไทด์ที่ได้จากโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาว
แห้งและเห็ดขอนขาวสด พบว่ามีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ซึ่งจากการทดลองด้วยวิธี ABTS จะแสดงให้
ทราบว่าโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้งจะให้ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระที่สูงกว่าโปรตีน
ไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวสด และเมื่อเปรียบเทียบกับสารสกัดหยาบโปรตีนจากเห็ดขอนขาวแห้ง
จะพบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ โดยที่ความเข้มข้น 5 µg/µL ของสารสกัดหยาบโปรตีนและโปรตีน
ไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้งมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระซึ่งไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ 
0.05 แสดงให้ทราบถึงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่พบได้ในสารสกัดหยาบโปรตีนจากเห็ดขอนขาวแห้งที่
ไม่ได้ผ่านการทำให้บริสุทธิ์ดังนั้นฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระนี้  อาจเกิดจากสารประกอบอ่ืนๆ เช่น
สารประกอบฟีนอลิก ซึ่งรายงานวิจัยในปี 2014 ได้ทำการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดเห็ด
ขอนขาว ซึ่งจากผลการทดลองพบว่าเห็ดขอนขาวมีปริมาณของสารประกอบฟีนอกลิก ได้แก่ gallic 
acid, tannic acid, catechin, quercetin และ isoquercetin เป็นต้น (Jongrak A. และ 
Tatsanee P. et al., 2014) และงานวิจัยในปี 2017 ได้ 

จากการศึกษาสารประกอบทางโภชนาการทางอาหารจากเห็ดขอนขาว พบว่าเห็ดขอนขาวมี
สารประกอบฟีนอลิกหลากหลายชนิดเช่นเดียวกัน ได้แก่ Gallic acid, catechin และ kaempferol 
เป็นต้น ซึ่งเป็นสารประกอบฟีนอลิก กลุ่มที่สามารถละลายน้ำได้ ดังนั้นการเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสท
จากเห็ดขอนขาวโดยวิธีทำการสกัดโปรตีน สามารถพบสารประกอบฟีนอลิกในกลุ่มที่ละลายน้ำได้ดี 
(Beng Fye Lau et al., 2017) โดยสารประกอบฟีนอกลิกเหล่านี้สามารถออกฤทธ์ต้านอนุมูลอิสระได้
เช่นเดียวกัน ในขณะเดียวกันสารสกัดหยาบโปรตีนจากเห็ดขอนขาวสด จะมีวิธีการสกัดโปรตีนและ
ตกตะกอนโปรตีน รวมถึงการนำเกลือออกจากโปรตีนด้วยการทำdialysis ก่อนนำมาเตรียมโปรตีน
ไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวสดด้วยเอนไซม์เปปซิน ดังนั้นสารประกอบฟีนอกลิกอาจเกิดการกำจัด
ออกไป ทำให้ผลการต้านอนุมูลอิสระจากสารสกัดหยาบโปรตีนจากเห็ดขอนขาวสดให้ฤทธิ์น้อยกว่า
สารสกัดหยาบโปรตีนจากเห็ดขอนขาวแห้ง ทั้งนี้สารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้ง
และเห็ดขอนขาวสด ที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน ที่ความเข้มข้น 2 และ 5 µg/µL สามารถออก
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้สูง ซึ่งไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ 0.05  

ทั้งนี้มีรายงานวิจัยในปี 2012 ศึกษาโปรตีนไฮโดรไลเสทและทำบริสุทธิ์เปปไทด์ที่มีฤทธิ์ทาง
ชีวภาพจากผลไม้ Zizyphus jujuba โดยเอนไซม์ปาเปนและเอนไซม์ทริปซินเพ่ือทดสอบฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระ กล่าวว่าการมีกรดอะมิโนกลุ่มไม่ชอบน้ำภายในลำดับสายเปปไทด์มีบทบาทสำคัญในการ
ส่งผลให้ออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่สูง โดยได้แก่ กรดอะมิโน ไทโรซีน (Y), ไลซีน (K), อาร์จินีน (R), 
ไกลซีน (G), ลิวซีน (L) และ ฮิสทิดีน (H) และโดยเฉพาะอย่างยิ่งกรดอะมิโน leucine ที่มี
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระได้สูง (Mina Memarpoor-Yazdi et al., 2012 ) และรายงาน
วิจัยในปี 2014 ต่อมาทำการศึกษาเปปไทด์ที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระจากโปรตีนไฮโดรไลเสทจากหัว
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ปลา bluefin leatherjacket (Navodon septentrionalis) กล่าวว่าลำดับเปปไทด์ที่มีขนาดเล็กและ
มีองค์ประกอบของกรดอะมิโนกลุ่มไม่ชอบน้ำได้แก่ ทริปโตแฟน (W) และไอโซลิวซีน (I), กรดอะมิโน
กลุ่ม acidic amino acid ได้แก่ Asparagine (N) และรวมถึง กรดอะมิโน Tyrosine, Histidine, 
Proline, Valine, Alanine, Tryptophan และ Methionine ที่สูงจะมีความสามารถในการต้าน
อนุมูลอิสระที่สูง (Mina Memarpoor-Yazdi et al., 2014) ซึ่งการศึกษาวิจัยในปี 2021 ทำ
การศึกษาเปปไทด์ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพจากเมล็ดส้มที่ผ่านย่อยด้วยเอนไซม์ เปปซิน กล่าวว่ากรดอะมิโน 
Histidine, Proline, Serine, Aspartic acid, และ Glutamic acid นี้ เป็นกรดอะมิโนสำคัญในการ
ออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (Seyadeh Narges Mazloomi et al., 2021) ซึ่งจากการวิเคราะห์ลำดับ
กรดอะมิโนจากสายเปปไทด์ของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวสด พบว่าลำดับ LILGGSSS, 
PQKLILLL, AKTESLLLN, RAIRYAIL, LILLPLKP, KILLPLLQPLL, IKPLIAAV, ARLKAKILPLRL, 
LCLLLTVLVF, AYLLLSLLRRRK, ARILLLLLLLLL, PTPAILML, และ RLRTLLLLLFLM จากโปรตีน
ไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวสด มีองค์ประกอบของกรดอะมิโน Leucine, Proline, Methionine, 
Tyrosine, Isoleucine และ Glycine ซึ่งมีผลในการออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ อีกทั้ งลำดับ 
HPAKVAAY และ WGKTIEYLEFRDHLDMAS มีองค์ประกอบของกรดอะมิโน Histidine และ 
Asparagine ที่มีฤทธิ์แข็งแรงต้านอนุมูลอิสระ ขณะเดียวกันลำดับเปปไทด์จากโปรตีนไฮโดรไลเสทจาก
เห็ ดขอนขาวแห้ ง มีลำดับ เปปไทด์  ได้ แก่  LKP IVKLLL,  AM RLVGPL, TAPGGGGGG , 
LSLNPLLEELVIQAKWNYRTNS, KLKPLIIP, LLLKPKVLL, และ LIPLLKLLRVV ที่มีองค์ประกอบของ
กรด   อะมิโนที่ฤทธิ์ดังกล่าว อีกทั้งพบลำดับ RRYRREHTA และ VVILHLLLI ประกอบด้วยกรดอะมิโน 
Histidine ที่มีฤทธิ์แข็งแรงในการต้านอนุมูลอิสระ โดยจากผลการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระจาก
โปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสดด้วยวิธี ABTS จะให้ร้อยละการต้าน
อนุมูลอิสระที่สูงกว่า วิธี DPPH เนื่องจากวิธี ABTS สามารถทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในตัวทำ
ละลายที่เป็นสารมีขั้วหรือกลุ่มชอบน้ำได้ดีกว่า วิธี DPPH ที่สามารถทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในตัว
ทำละลายเมทานอลซึ่งเป็นสารไม่มีขั้วหรือกลุ่มไม่ชอบน้ำ ซึ่งสอดคล้องกับผลการวิเคราะห์กลุ่มของ
ลำดับเปปไทด์ที่มีคุณสมบัติ hydrophobicity ของลำดับกรดอะมิโนภายในสายเปปไทด์ที่ประกอบไป
ด้วยกรดอะมิโนที่เป็นกลุ่มไม่ชอบน้ำเป็นส่วนใหญ่ ทั้งนี้จากการทดลองทั้งสองวิธีสามารถบ่งบอกฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระของกรดอะมิโนแต่ละกลุ่มที่อยู่ภายในสายเปปไทด์ ดังนั้นฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี 
ABTS สูงกว่า DPPH อาจเกิดจากกรดอะมิโนภายในสายเปปไทด์ของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอน
ขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสด ประกอบไปด้วยกรดอะมิโนในกลุ่มมีขั้วหรือชอบน้ำ เป็นต้น (Mina 
Memarpoor-Yazdi et al., 2014)  

นอกจากนี้การเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสดที่ผ่านการ
ด้วยด้วยเอนไซม์เปปซิน สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนส (MMP-1) 
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เนื่องจากการได้รับรังสีอัลตราไวโอเลตยังสามารถทำให้เกิด photo aging หรือริ้วรอยก่อนวัย ซึ่ง 
reactive oxygen species (ROS) มีบทบาทกระตุ้นการถ่ายทอดสัญญาณ Mitogen-activated 
protein kinase (MAPK) และ P13/AKT pathway ในวิถี AKT pathway จะไปปิดการใช้งานการ
ยับยั้งการแสดงออกของเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระในเซลล์ และวิถี MAPK จะควบคุมกระตุ้น activator 

protein-1 (AP-1) และ NF-ĸB ในนิวเคลียสให้เกิดการแสดงออกกระตุ้น activator protein-1 (AP-
1) ให้สร้าง Matrix metalloproteinase (MMP) เป็นกลุ่มของ extracellular proteinases ซึ่งย่อย
สลาย เช่น คอลลาเจน และ elastic fibers ก่อให้เกิดริ้วรอย และการชราของผิว (Jesumani, V., 
Du, H., Aslam, M., Pei, P., & Huang, N. et al.,2019) โดยจากผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการ
ทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนส (MMP-1) พบว่าสารสกัดหยาบและโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอน
ขาวแห้งมีฤทธิ์ในการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนส ซึ่งมีรายงานวิจัยในปี 2016 ที่
ทำการศึกษาฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนส (MMP-1) จากสารสกัด Phyllanthus 
emblica, Manilkara zapota และ silymarin ผ่านการสกัดด้วยเอทานอล พบว่าสารประกอบฟีนอ
ลิก catechin และในกลุ่ม flavonoid สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์คอลลจีเนส หรือ 
matrix metalloproteinases type 1 (MMP-1) ได้ ดังนั้นสารสกัดหยาบจากเห็ดขอนขาวแห้งและ
เห็ดขอนขาวสดอาจจะมีสารประกอบฟีนิกลิกข้างต้น จึงสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของ
เอนไซม์คอลลาจีเนสได้เช่นเดียวกัน การศึกษาในปี 2015 ได้ศึกษาการยับยั้งเอนไซม์คอลลาจีเนสจาก 
Mycosporine-like Amino Acids (MMAs) ซึ่งเป็นสารทุติยภูมิจากแหล่งสาหร่ายทะเลสกัดด้วยเม
ทานอลและทำบริสุทธิ์ ได้แก่ Shinorine, Porphyra และ Palythine พบว่ามีความเข้มข้นที่สามารถ
ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนสได้ร้อยละ 50 เท่ากับ 104.0, 105.9 และ 158.9 ตามลำดับ 
กล่าวว่าสารประกอบซึ่งได้แก่ flavonoids, catechines, และ polyphenols (เช่น resveratrol) 
สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์คอลลาจีไนสได้ โดยสารเหล่านี้จะมีคุณสมบัติในการ
ต้านอนุมูลอิสระที่สูง ซึ่งคุณสมบัติของสารต้านอนุมูอิสระจะมีบทบาทในกระบวนการชะลอหรือลด
กระบวนการสลายคอลลาเจน (Anja Hartmann et al.,2015) ในขณะเดียวกันสารสกัดโปรตีน
ไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวที่ผ่านการเตรียมด้วยเอนไซม์เปปซินจะให้ฤทธิ์ในการยับยั้งการทำงาน
ของเอนไซม์คอลลาจีเนสได้ดีกว่าสารสกัดหยาบโปรตีนจากเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสด โดย
มีงานวิจัยในปี 2016 ศึกษาเจลาตินเปปไทด์จากหนังปลาจากแปซิฟิก เพ่ือยับยั้งการทำงานของ
เอนไซม์คอลลาจีเนส (MMP-1) กล่าวว่ากรดอะมิโนที่ประกอบด้วย Glycine-Proline หรือ Glycine-
Leucine จากลำดับของเปปไทด์สามารถออกฤทธิ์กำจัดอนุมูลอิสระและส่งผลยับยั้งการทำงานของ
เอนไซม์คอลลาจีเนส (Tiejun Chen และ Hu Hou et al., 2016) และงานวิจัยถัดมาในปี 2017 
พบว่าผลการยับยั้ง การทำงานของ เอนไซม์คอลลาจีเนสหรือ MMP-1 จะส่งผลดีหากกรดอะมิโน
ภายในสายเปปไทด์ประกอบด้วยกรดอะมิโนกลุ่ม positive charge และhydrophobicity (Jiaohan 
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Lu, Hu Hou et al., 2017) และรายงานวิจัยในปี 2020 ทำการศึกษาโปรตีนไฮโดรไลเสทจากผล
วอลนัท (walnut protein hydrolysates ; WPH) กล่าวว่า ภายในลำดับสายเปปไทด์หากมีปลาย C-
terminal คือ Arginine (R) อาจส่งผลให้มีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ MMP-1 ซึ่งจากผลการทดลอง
ของการวิเคราะห์ลำดับกรดอะมิโนจากโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวสด พบว่าถึงภายใน
ลำดับเปปไทด์ มีลำดับLILGGSSS, WGKTIEYLEFRDHLDMAS, RAIRYAIL, ARLKAKILPLRL, 
AYLLLSLLRRRK, ARILLLLLLLLL และRLRTLLLLLFLM ที่มีองค์ประกอบของกรดอะมิโน Glycine 
หรือ Arginine ข้างต้น และลำดับ PQKLILLL, LILLPLKP, KILLPLLQPLL, IKPLIAAV, PTPAILML, 
และ HPAKVAAY ที่องค์ประกอบของกรดอะมิโน Proline ในลำดับเปปไทด์ เช่นเดียวกับลำดับเปป
ไทด์จากโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้ง พบลำดับกรดอะมิโน LKPIVKLLL, AMRLVGPL, 
TAPGGGGGG, LSLNPLLEELVIQAKWNYRTNS, KLKPLIIP, LLLKPKVLL, LIPLLKLLRVV, และ 
RRYRREHTA ถึงแม้กรดอะมิโนจะไม่ได้อยู่ในตำแหน่งเดียวกันกับรายงานข้างต้น แต่ยังพบกรดอะมิโน
ดังกล่าวภายในลำดับสายเปปไทด์ ได้แก่ Glycine, Proline และ Arginine เป็นต้น ที่อาจจะสามารถ
ช่วยออกฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนส (MMP-1) โดยโปรตีนไอโดรไลเสทจากเห็ด
ขอนขาวสดและแห้ง ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซินที่ความเข้มข้น 5.0 ไมโครกรัมต่อไมโครลิ ตร 
สามารถยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ MMP-1 ร้อยละ 90 และ 85 เมื่อนำไปวิเคราะห์การจำลองการ
จับกันของเอนไซม์คอลลาจีเนสกับสายเปปไทด์ที่คัดเลือกได้แก่ ลำดับ LIPLLKLLRVV จากโปรตีน
ไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้ง และลำดับ RLRTLLLLLFLM จากโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอน
ขาวสด ผลการทดลอง พบว่า ลำดับ LIPLLKLLRVV จากโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้ง มี
ค่าพลังงานการจับกัน (binding energy) สูงที่สุดเท่ากับ 146.10 ซึ่งมีค่าการจับกันที่สูงกว่าลำดับ 
RLRTLLLLLFLM จากโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวสด ที่มีค่าพลังงานการจับกัน (binding 
energy) เท่ากับ 134.00 ในขณะเดียวกันเปปไทด์มาตรฐานคือลำดับ GFSGLDGAKGD ที่มีค่า
พลังงานการจับกัน (binding energy) เท่ากับ 103.46 ซึ่งผลจากการทดลองการจับกันของโครงสร้าง 
3 มิตินี้ อาจบ่งบอกถึงลักษณะการเข้าจับกันของเอนไซม์และโครงสร้างของสายเปปไทด์แบบจำเพาะ
เจาะจง ในขณะเดียวกันการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนสจากสารสกัดโปรตีนไฮโดรไล
เสทอาจมีรูปแบบการยับยั้งหลายชนิด ดังนั้นทำให้ผลการทดลองใน In vitro ไม่ได้สอดคล้องกับผล
การวิเคราะห์ทาง software ที่เป็นการจำลองการจับกันแบบ 3 มิติ เป็นต้น 

จากการศึกษาก่อนหน้าในปี 2019 ของนางสาวทัตติยา กัณทะษา ได้ทำการวัดระดับการย่อย
สลายของโปรตีนจากตัวอย่างสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากตัวอย่างเห็ดขอนขาวแห้งผ่านการย่อย
ด้วยมิกส์เอนไซม์ และเอนไซม์เปปซิน ที่ช่วงเวลา 6, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง ผลการทดลองแสดงให้
เห็นว่าโปรตีนจากเห็ดขอนขาวที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ทั้งสองชนิด โปรตีนจะมีขนาดเล็กลงและ
ระดับการย่อยสลายที่สูงขึ้นตามระยะเวลาที่เพ่ิมขึ้น โดยที่เวลา 24 ชั่วโมงจะมีระดับการย่อยสลายสูง



 8 

ที่สุด ดังนั้นในการศึกษานี้จึงเลือกเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวด้วยเอนไซม์เปปซินที่
เวลา 24 ชั่วโมง โดยเปรียบเทียบระหว่างสารสกัดหยาบโปรตีนและโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอน
ขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสดจะพบว่า เมื่อทำย่อยโปรตีนให้มีขนาดเล็กลงกลายเป็นเปปไทด์ จะส่งผล
ให้มีฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส, คอลลาจีเนส และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ มากกว่า
โปรตีนที่ไม่ได้ผ่านการย่อย โดยโปรตีนที่ได้เมื่อถูกย่อยสลายด้วยเอนไซม์จะมีขนาดเล็กลงกว่าปกติเป็น
โปรตีนไฮโดรไลเสทหรือเปปไทด์ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้าที่ได้ทำการศึกษา การผลิตเปปไทด์
ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่ได้จากการย่อยแมงกะพรุน โดยใช้เอนไซม์โบรมิเลน ซึ่งพบว่าโปรตีนไฮโดรไลเสท 
มีระดับการย่อยสลายของโปรตีนมากท่ีสุดเมื่อระยะเวลาในการย่อยมากที่สุด ซึ่งได้กล่าวว่าระยะเวลา
ในการย่อยที่เพ่ิมขึ้นทําให้การย่อยสลายของโปรตีนให้กลายเป็นสายเปปไทด์ขนาดสั้นลง โดยจากผล
การทดลองโปรตีนไฮโดรไลเสทจากแมงกระพรุนจะมีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระที่สูงขึ้นตามระดับการ
ย่อยสลาย อันเนื่องมาจากสายเปปไทด์ถูกตัดเพ่ิมข้ึนและมีจํานวนสายเปปไทด์ขนาดสั้นมากข้ึน ทำให้
ได้เปปไทด์ที่ประกอบไปด้วยกรดอะมิโนที่อยู่ที่ปลายสายเปปไทด์ ที่มีความสามารถให้อิเล็กตรอนกับ
อนุมูลอิสระเพ่ิมขึ้น ส่งผลให้มีประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระ (Nalinanon et al., 2011) ซึ่ง
การยับยั้งอนุมูลอิสระจะขึ้นอยู่กับหลายปัจจัย เช่น โครงสร้างและลำดับกรดอะมิโนอิสระที่อยู่ภายใน
ลำดับสายเปปไทด์ เป็นต้น (Wu et al., 2003; Jun et al., 2004; Batista et al., 2010) และจาก
การศึกษาขนาดของเปปไทด์ที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพโดยการคัดเลือกขนาดน้อยกว่าหรือเท่ากับ 3 kDa 
ของโปรตีนไฮโดรไลเสทซึ่งแสดงโปรไฟล์ของโปรตีนไฮโดรไลเสทมีการแสดงออกในช่วงน้อยกว่า 6.5 
kDa เมื่อเปรียบเทียบกับสารสกัดโปรตีนหยาบที่มีการแสดงออกหลากหลายแถบโปรตีนที่มีขนาดใหญ่ 
ซึ่งแสดงให้เห็นศักยภาพในการย่อยสลายของเอนไซม์เปปซิน โดยโมเลกุลของเปปไทด์ที่ต่ำอาจเป็นผล
เนื่องมาจากการเพ่ิมข้ึนของระดับการย่อยสลาย โปรตีนไฮโดรไลเสทที่ได้ อุดมไปด้วยเปปไทด์น้ำหนัก
โมเลกุลต่ำ ส่งผลให้ฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสและคอลลาจีเนสที่สูง และมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
ที่ดี (Norman A. et al,2018) และในงานวิจัยปี 2020 จากการศึกษาโปรตีนไฮโดรไลเสทจากมะตูม
จีน กล่าวว่าโปรตีนไฮโดรไลเสทจากมะตูมจีนที่มีเปปไทด์ ขนาดมากกว่า 3, 1-3 และน้อยกว่า 1 kDa  
พบว่าเปปไทด์ที่มีขนาดเล็กกว่า 3 kDa จะให้ฤทธิ์ในการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ดี
ที่สุด (Yejun Deng et al., 2020) จากการศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ผิวหนังพบว่าสารสกัดโปรตีน
ไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสดพบว่าไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ผิวหนัง ซึ่ง
สอดคล้องกับการศึกษาสารสกัดโอลิโกเปปไทด์ ในการยับยั้งการสังเคราะห์เม็ดสีเทียบกับสารไฮโดรควิ
โนน (HQ) ผลการศึกษาพบว่าสารสกัดเปปไทด์มีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ อีกท้ังยังแสดง
ให้เห็นว่าที่เท่ากัน สารสกัดเปปไทด์มีความสามารถในการลดระดับเมลานินภายในเซลล์เมลาโนไซต์
ของมนุษย์ได้ (Felipe Jimenez et al., 2009) และเมื่อนำไปทดสอบหาความเป็นพิษต่อเซลล์พบว่า 
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ณ ความเข้มข้นที่เพ่ิมขึ้น สารไฮโดรควิโนนมีผลเป็นพิษต่อเซลล์เพ่ิมขึ้นเช่นกันเมื่อเทียบกับสารสาร
สกัดเปปไทด์โอลิโกเปปไทด์ที่ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ 

จากผลการทดลองการสกัดดีเอ็นเอจากเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสด โดยทำการเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นและตรวจสอบ พบว่าดีเอ็นเอมีขนาดแถบดีเอ็นเอประมาณ 500-750 bp ซึ่งสอดคล้อง
กับงานวิจัยของ Toshinungla Ao ในปี 2020 ที่ทำการศึกษาขนาดดีเอ็นเอของเห็ดขอนขาวด้วย ITS 
region ซึ่งพบว่ามีขนาดแถบดีเอ็นเอระหว่าง 500-800 bp ใกล้เคียงกับแถบดีเอ็นเอจากเห็ดขอนขาว
ที่ทำการสกัดดีเอ็นเอ (Toshinungla Ao et al., 2020) เมื่อนำไปตรวจสอบลำดับของดีเอ็นเอเพ่ือ
วิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างสายพันธุ์ของเห็ดขอนขาว หรือ เรียกว่า phylogenetic tree นำขอ้มูล
ลำดับเบสมาทำการเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล NCBI database ในรูปแบบแผนผังต้นไม้ พบว่า 
ตัวอย่างเห็ดขอนขาวแห้งที่ใช้ในการสกัดโปรตีนเพ่ือทำโปรตีนไฮโดรไลเสทมีสายพันธุ์ที่คล้ายคลึงกับ 
KT273380.1 Lentinus squarrosulus voucher WARRIPt 18S ribosomal RNA gene; 
KR155105.1 Lentinus sp BAB-5060 18S ribosomal RNA gene; KT120037.1 Lentinus 
squarrosulus clone 1 18S ribosomal RNA gene partial sequence และ KT273364.1 
Lentinus squarrosulus voucher IBD43 18S ribosomal RNA gene ซึ่งมีค่าระดับความ
คล้ายคลึงของสายพันธุ์ที่ร้อยละ 98 และเห็ดขอนขาวสดที่ใช้ในการสกัดโปรตีนเพ่ือทำโปรตีนไฮโดร
ไล-เสทมีลำดับสายพันธุ์ที่คล้ายคลึงกับ MN856299.1:45-689 Lentinus squarrosulus strain 
WZ-159 ซึ่งมีค่าระดับความคล้ายคลึงของสายพันธุ์ที่ร้อยละ 60 ปัจจุบันยังไม่พบการรายงานเกี่ยวกับ
สายพันธุ์ของเห็ดขอนขาวที่สามารถออกฤทธิ์ทางชีวภาพของเปปไทด์ที่พบเป็ นสายพันธุ์ประเทศไทย 

 

สรุปผลการทดลอง 
 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมเปปไทด์หรือโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาว
แห้งและเห็ดขอนขาวสด (Lentinus squarrosulus Mont.) ด้วยเอนไซม์เปปซิน โดยเปปไทด์หรือ
โปรตีนไฮโดรไลเสทที่ได้สามารถออกฤทธิ์ในการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ ซึ่งการเตรียมโปรตีน
ไฮโดรไลเสทโดยผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซินสามารถเพ่ิมฤทธิ์ในการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์
ไทโรซิเนสได้ดีกว่าสารสกัดหยาบโปรตีนที่ไม่ได้ผ่านการย่อย และสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ด
ขอนขาวสดจะให้ฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนสที่สูงกว่าสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทที่
ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์  เปปซินจากเห็ดขอนขาวแห้ง และให้ฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโร
ซิเนสสูงและใกล้เคียงกับ0.1 µg Kojic acid และ 1.5 µg Peptide synthesis (RHAKF) ตามลำดับ  

เมื่อทำการศึกษาสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซินจากเห็ดขอน
ขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสด จะสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนส (MMP-1) 
ได้มากกว่าสารสกัดหยาบโปรตีนจากเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสดเมื่อเปรียบเทียบที่ความ
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เข้มข้นเดียวกัน จะเห็นได้ชัดว่าสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวสดที่ผ่านการย่อยด้วย
เอนไซม์เปปซิน จนกลายเป็นเปปไทด์สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนสได้ 
เมื่อเปรียบเทียบกับสารสกัดหยาบโปรตีนจากเห็ดขอนขาวสดที่ไม่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการทำงานของ
เอนไซม์คอลลาจีเนส โดยสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวสด จะออกฤทธิ์ยับยั้งการ
ทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนสได้มากกว่าสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้ง และมี
ศักยภาพออกฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์คอลลาจีเนสได้ใกล้เคียงกับสารมาตรฐาน 1  mM 
1,10-Phenantroline และ เปปไทด์เจลาตินจากหนังปลา (GFSGLDGAKGD) 

การศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้งจะมี
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระใกล้เคียงกับสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวสดที่ความเข้มข้น
โปรตีนสูงสุด และสารสกัดโปรตีนที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซินมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระมากกว่า
สารสกัดหยาบโปรตีนที่ไม่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ในเห็ดขอนขาวสด แสดงให้ เห็นถึงฤทธิ์การต้าน
อนุมูลอิสระเพ่ิมขึ้นเมื่อทำการเตรียม เปปไทด์โดยการทำโปรตีนไฮโดรไลเสท อีกทั้งมีฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระที่ใกล้เคียงกับสารมาตรฐาน 0.1 µg Trolox นอกจากนี้สารสกัดหยาบโปรตีนจากเห็ดขอนขาวที่
สามารถออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระอาจเกิดจากสารประกอบฟีนอลิกที่สามารถเสริมฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระได้เช่นเดียวกัน แต่อย่างไรก็ตามการเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสทด้วยเอนไซม์เปปซินจนกลายเป็น
สารสกัดเปปไทด์จะให้ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่สูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบสารสกัดหยาบโปรตีนจากเห็ดขอน
ขาวที่ไม่ได้ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ ทั้งนี้ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS จะสูงกว่าวิธี DPPH 
เนื่องจากผู้วิจัยคาดว่าฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของกรดอะมิโนแต่ละกลุ่มที่อยู่ภายในสายเปปไทด์ อาจเกิด
จากกรดอะมิโนภายในสายเปปไทด์ของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้งและเห็ดขอนขาวสด 
ประกอบไปด้วยกรดอะมิโนในกลุ่มมีขั้วหรือชอบน้ำจึงส่งผลให้ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS สูง
กว่าวิธี DPPH  

เมื่อศึกษาลำดับกรดอะมิโนภายในสารสกัดเปปไทด์ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ จากผลการทดสอบ
ฤทธิ์ทางชีวภาพในด้านการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส เอนไซม์คอลลาจีเนสและฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระ จะได้ลำดับเปปไทด์ที่น่าสนใจ ซึ่งคัดเลือกจากลำดับกรดอะมิโนที่สำคัญ และการจำลอง
การจับกันแบบ 3 มิติ โดยสายเปปไทด์จากสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวสด 3 ลำดับ 
ได้แก่ ลำดับที่ 1 GroES-like protein มีลำดับกรดอะมิโน คือ LILGGSSS, ลำดับที่ 2 MFS general 
substrate transporter มีลำดับกรดอะมิโน คือ LILLPLKP และลำดับที่ 3 Uncharacterized 
protein มีลำดับกรดอะมิโน คือ RLRTLLLLLFLM และสายเปปไทด์จากสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท
จากเห็ดขอนขาวแห้ง 3 ลำดับ ได้แก่ ลำดับที่ 4 Uncharacterized protein มีลำดับกรดอะมิโน คือ 
LLLKPKVLL, ลำดับที่ 5 PINc domain-containing protein มีลำดับกรดอะมิโน คือ TAPGGGGGG 
และลำดับที่ 6 Uncharacterized protein มีลำดับกรดอะมิโน คือ LIPLLKLLRVV  
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อย่างไรก็ตามสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากดอกเห็ดขอนขาวสดที่ย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน 
ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่สามารถย่อยโปรตีนในกระเพาะอาหารของมนุษย์ เพ่ือใช้ในการผลิตโปรตีนไฮโดรไล
เสทและได้เปปไทด์ขนาดเล็กที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ อีกทั้งยังไม่พบการรายงานข้อมูล เกี่ยวกับโปรตีน
ไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวที่สามารถให้ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส และฤทธิ์ทางชีวภาพที่
หลากหลาย ทั้งนี้การศึกษาในอนาคตอาจจะมีการศึกษาทดสอบความเป็นพิษต่อในทาง in vivo ต่อ
ผิวหนังมนุษย์ เพ่ือเกิดประโยชน์ต่อการนำไปประยุกต์ใช้ได้จริง ซึ่งเห็ดขอนขาวสดนี้ จึงเป็นแหล่งของ
โปรตีนที่สำคัญและน่าสนใจในการนำมาพัฒนา เพื่อเป็นเปปไทด์โดยวิธีการเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสท 
เพ่ือเพ่ิมมูลค่าให้แก่เห็ดขอนขาวที่เป็นวัตถุดิบที่มีอยู่ในประเทศไทย และสามารถประยุกต์เป็น
ผลิตภัณฑ์บำรุงผิวเพ่ือลดการสังเคราะห์เมลานิน และชะลอความแก่ชรา ซึ่งเป็นสาเหตุของการเกิดริ้ว
รอยแก่ชรา จุดด่างดำ ฝ้า กระ และความหมองคล้ำ รวมถึงเป็นอาหารเสริมหรืออาหารทางเลือกให้แก่
ผู้บริโภคมังสวิรัติ เป็นต้น 

 

ภาพที ่53 แสดงแผนภาพรวมการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดขอนขาวแห้ง
และเห็ดขอนขาวสด 
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ภาคผนวก 
การเตรียมสาร 

1. การวัดปริมาณโปรตีน โดยวิธี Lowry Assay 

- สารละลาย Lowry (A) 500 mL (ชั่ง 10.6 g Sodium carbonate (2% w/v), 2 g 

Sodium hydroxide ปรับปริมาตรเป็น 500 mL) 

- สารละลาย Lowry (B) 50 mL (ชั่ง 0.5 g Sodium potassium tartrate ละลายในน้ำ

กลั่น 10 mL เติม 5 mL 5% Copper Sulfate Pentahydrate; CuSO45H2O โดย 2.5 g 

CuSO45H2O ในน้ำกลั่น 50 mL) 

- สารละลาย Lowry (A+B) 50 mL (สารละลาย A 10 mL ผสมกับสารละลาย B 5 mL 

ปรับปริมาตรเป็น 50 mL) 

- สารละลาย Folin-ciocalteu (1:1) 20 mL (สารละลาย Folin-ciocalteu 10 mL เตมิน้ำ

กลั่น 10 mL) 

2. Degree of protein hydrolysate: TNBS reagent 

 - 0.1% (w/w) TNBS reagent 10 mL จาก 1% TNBS  

  (เตรียม 1% TNBS 100 µL เติมน้ำกลั่น 9,900 µL) 

 - 0.2125 Sodium phosphate buffer pH 8.2  

  (ชั่ง NaH2PO4 138 g/mol และชั่ง Na2HPO4 142 g/mol) 

 - 0.1 N Hydrochloric acid; HCL 10 mL จาก 1 N HCL  

  (เตรียม 1 N HCL 1 mL และเติมน้ำกลั่น 9 mL) 

 - 1% SDS 10 mL เตรียมจาก Stock 10% SDS  

   (ชั่ง SDS 0.05 g ใน 50 mL) 

3. DPPH Assay 

 - สารละลาย 0.1 mM DPPH 10 mL เตรียมจาก Stock 0.5 mM DPPH  

(ชั่ง 4 mg DPPH ละลายใน Methanol 20 mL) 

 - 0.5 µg/µL Trolox เตรียมจาก Stock 1 mg/mL  

(ชั่ง Trolox 1 mg ละลายในน้ำกลั่น 1 mL) 

4. ABTS Assay 



 14 

-  2.45 mM ABTS: ชั่ง ABTS 0.0384 g ละลายใน 10 mM Potassium persulfate buffer 10 

mL 

-  10 mM Potassium persulfate buffer 

 

5. PCR 

- master mix : Tag DNA polymerase, PCR reactions buffer, dNTPs, Gel loading 

dyes และ Fluorescence dye 

 1) Component   volume (µL)  Final conc. 

 OnePCRTM Plus           25        1x 

 Forward primers (10 µM)        1 

 Reverse primers (10 µM)        1 

 DNA template          -      

 double-distilled water (ddH2O)       - 

 2) Process   Temperature (°C) Time (min) Cycle 

 Initial Denaturation          94       5     1 

 Denaturation           94  0.2 – 0.4 

 Annealing           50       1    30 

 Extension           72       2 

 Final Extension          72       5 

6. SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) 

 - 20% SDS 50 mL 

 - 1 M Tris-HCL (pH 6.8) 100 mL 

 - 5X Loding dye 15 mL 

 - Coomasie Blue R-250 

 - -mercapto 

 - Glycerol 

7. Electrophoresis & Zymogram 

 - 30% Acrylamide/bis 

 - 0.5 M Tris-HCl (pH 6.8) 
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 - 1.5 M Tris-HCl (pH 8.8) 

 - 10% SDS 

 - TEMED 

 - 10% Ammonium persulphate solution; APS 

 - 1X Native buffer 

 - 0.05 M Sodium acetic acid buffer (pH 3.7) 

8. Gel Digestion  

8.1 Digest Gel 

 - 50% Methanol; MtOH 

 - 5% Acetic acid 

 - 5% Hydrogen peroxide; H2O2 

 - 50 mM Amonium bicarbonate 

8.2 Dehydration 

 - 100% Acetonitrite; ACN 30 µL 

 - 10 mM Dithiothreitol; DTT 30 µL 

 - 10 mM Ambric  

 - 100 mM Iodoautamide; IAA 30 µL 

 - 10 ng/ µL Trypsin 20 µL 

8.3 Extract gel 

 - 50% Acetonitrite; ACN 60 µL 

 - 0.1% Formic acid 

 

 

 

 

 

 

 



โดยงานวิจัยนี้ทำการทดลองสภาวะการเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสทที่เวลาในการย่อยด้วย

เอนไซม์ และชนิดของเอนไซม์ในการย่อยโปรตีนจากเห็ดขอนขาว ของนางสาวทัตติยา กัณทะษา ในปี 

2561 

9.1 ผลการวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนทั้งหมดจากตัวอย่างสารสกัดโปรตีนจากเห็ดขอน

ขาวที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน และมิกส์ เอนไซม์ 

ผลการหาปริมาณโปรตีนทั้งหมดของตัวอย่างสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเซทจากเห็ดขอนขาวที่

ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน และมิกส์ เอนไซม์ และตัวอย่างสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเซทจากเห็ด

ขอนขาวที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน และมิกส์ เอนไซม์ (ที่ผ่านขั้นตอนการทำ Freeze-Dry 

และไม่ผ่านขั้นตอนการทำ Freeze-Dry) ด้วยวิธี Bradford (Bradford M. et al.1976 ) โดยใช้

สารละลาย BSA เป็นโปรตีนมาตรฐาน จากผลการทดลอง พบว่าปริมาณโปรตีนทั้งหมดจากตัวอย่าง

สารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเซทจากเห็ดขอนขาวที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน และมิกส์ เอนไซม์ ณ 

เวลา 6, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง  

ตารางแสดงผลปริมาณโปรตีนทั้งหมด  

 
(หมายเหตุ ปริมาณโปรตีนทั้งหมดยังไม่ผ่านขั้นตอนในการทำ Freeze-Dry) 

9.2 ผลการทดสอบการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส 

เมื่อนำตัวอย่างสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเซทจากตัวอย่างเห็ดขอนขาวผ่านการย่อยด้วยมิกส์ 

เอนไซม์ และเอนไซม์เปปซิน ณ ช่วงเวลา 6, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง เมื่อเปรียบเทียบจากตัวควบคุม 

ตัวอย่างสารสกัด ความเข้มข้นของโปรตีน 
(มคก./มคล.) 

ปริมาณโปรตีนทั้งหมด 
(มก.) 

สารสกัดโปรตีนเห็ดขอนขาว 5.292 3175.10 
สารสกัดโปรตีนไฮโดรไล
เซท ย่อยด้วยมิกส์ เอนไซม์ 

6 ชั่วโมง 3.441 688.20 
12 ชั่วโมง 3.558 711.543 
18 ชั่วโมง 3.519 703.76 
24 ชั่วโมง 3.429 685.86 

สารสกัดโปรตีนไฮโดรไล
เซท ย่อยด้วยเอนไซม์เป
ปซิน 

6 ชั่วโมง 4.196 839.17 
12 ชั่วโมง 3.820 763.94 
18 ชั่วโมง 3.482 696.50 
24 ชั่วโมง 3.506 701.17 
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(Control) จากนั้นนำค่าดูดกลืนแสง ที่เวลา 20 นาที ซึ่งเป็นช่วงเวลาที่มีการทำงานของเอนไซม์ไทโร

ซิเนสได้ดีที่สุด มาคำนวณหาร้อยละฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส 

 

รูปภาพ แสดงร้อยละฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส ที่เวลา 20 นาที ของตัวอย่างสาร

สกัดโปรตีนไฮโดรไลเสตจากเห็ดขอนขาวผ่านการย่อยด้วยมิกส์ เอนไซม์ และเอนไซม์เปปซิน  

(หมายเหต ุA หมายถึง ปริมาณโปรตีนทั้งหมดยังไม่ผ่านขั้นตอนในการทำ Freeze-Dry (เบื้องต้น) 
6, 12, 18 และ24 hr หมายถึง ระยะเวลาที่ทำการไฮโดรไลสิส) 

 

 

 

 

 

 

0.00
10.00
20.00
30.00
40.00
50.00
60.00
70.00
80.00

6 hr 12hr 18hr 24hr 6hr 12hr 18hr 24hr 550uM
Kojic
aicd

0.125M
Ascorbic

acid

Mix enzyme Pepsin

%
Ty

ro
sin

as
e 

In
hi

bi
tio

n

Sample

Tyrosinase Inhibition (A)



 3 

9.3 การวิเคราะห์ระดับการย่อยสลายของโปรตีนด้วยวิธี Trinitrobenzenesulphonic acid 
(TNBS method) (Adler-Nissen, et al. 1979): 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปภาพแสดงระดับการย่อยสลายของโปรตีนไฮโดรไลเซท ด้วยวีธี TNBS 
(หมายเหตุ ปริมาณโปรตีนทั้งหมดยังไม่ผ่านขั้นตอนในการทำ Freeze-Dry  

6, 12, 18 และ24 hr หมายถึง ระยะเวลาที่ทำการไฮโดรไลสิส) 
 

9.3 ผลการศึกษาการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสด้วยสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเซทบริสุทธิ์
บางส่วน  
  การศึกษาการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสด้วยสารสกัดเปปไทด์บริสุทธิ์บางส่วน 

จากทดสอบการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส พบว่า สารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเซท
จากตัวอย่างเห็ดขอนขาวผ่านการย่อยด้วยมิกส์ เอนไซม์ ณ ช่วงเวลาที่ 18 ชั่วโมง และสารสกัดโปรตีน
ไฮโดรไลเซทจากตัวอย่างเห็ดขอนขาวผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน ณ ช่วงเวลาที่ 24 ชั่วโมง 
สามารถยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้สูงที่สุด จึงนำสารสกัดมาทำให้บริสุทธิ์บางส่วน โดยโครมาโตกราฟี
แบบแลกเปลี่ยนประจุ (DEAE-sephorose chromatography) และนำมาวิเคราะห์ผลโดยแสดงด้วย
กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนสและค่าดูดกลืน
แสงที่ 750 นาโนเมตร 
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รูปภาพแสดงความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนสและค่า

ดูดกลืนแสงที่ 750 นาโนเมตร ของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเซทจากตัวอย่างเห็ดขอนขาวผ่านการย่อย
ด้วยมิกส์ เอนไซม ์ณ ช่วงเวลาที่ 18 ชั่วโมง 

 

รูปภาพ แสดงความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส 
และค่าดูดกลืนแสงที่ 750 นาโนเมตรของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเซทจากตัวอย่างเห็ดขอนขาว

ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน ณ ช่วงเวลาที่ 24 ชั่วโมง 
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 จากผลการทดลอง พบว่าสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเซทจากตัวอย่างเห็ดขอนขาวผ่านการย่อยด้วย
มิกส์ เอนไซม์ ณ ช่วงเวลาที่ 18 ชั่วโมง Fraction ที่ 54 มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้สูงที่สุดถึง
ร้อยละ 61ในขณะที่สารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเซทจากตัวอย่างเห็ดขอนขาวผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เป
ปซิน ณ ช่วงเวลาที่ 24 ชั่วโมง มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้สูงถึงร้อยละ 55 
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