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บทคัดย่อ 
เยื่อหุ้มเซลล์เป็นสว่นที่ขวางกัน้ระหว่างสิ่งแวดล้อมภายในและภายนอกเซลล์ ดงันัน้ โปรตีนบนเยื่อหุ้ม เซลล์จึง            

ท าหน้าที่ส าคัญในการสื่อสาร การจดจ าชนิดของเซลล์ การส่งสญัญาณ และการขนส่งระดับโมเลกุล  ด้วยเหตุนีก้าร
ตรวจวดัการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนจึงอาจน าไปสูก่ารค้นพบตวับง่ชีท้างชีวภาพ และการพฒันาตวัยาใหม ่เพื่อประโยชน์
ในการวินิจฉยัและการรักษาโรค ในปัจจุบนัการพฒันาของเทคโนโลยีทางด้านแมสสเปกโทรเมทรีเปิดโอกาสให้สามารถ
ศึกษาภาพรวมของโปรตีนทัง้หมดในระบบได้ในระยะเวลาอันรวดเร็ว แต่การศึกษาโปรตีโอมของเยื่อหุ้มเซลล์ยงัคงมี
ข้อจ ากดับางอยา่ง ปัญหาหลกัของการวิเคราะห์เกิดจากปริมาณโปรตีนที่มีอยู่น้อย และคณุสมบตัิไฮโดรโฟบิกของโปรตีน
บนเยื่อหุ้ม บทความนีมุ้ง่เน้นไปท่ีการรวบรวมหลกัการและการประยกุต์เทคนิคเพิ่มความเข้มข้นของโปรตีนบนเยื่อหุ้มเซลล์ 
เพ่ิมความบริสทุธ์ิ และลดการปนเปือ้นจากออร์แกเนลล์ชนิดอ่ืน  รวมถึงวิธีการทัว่ไปและเทคนิคขัน้สงูซึง่มีข้อดีและข้อเสยีที่
แตกต่างกนั การพิจารณาเลือกวิธีที่ใช้ในการเตรียมตวัอย่างนัน้มีความส าคญัอยา่งยิ่งต่อการเพิ่มขีดความสามารถในการ
ระบุชนิดของโปรตีน และการวิเคราะห์เชิงปริมาณ เพื่อน าไปสู่การค้นพบหน้าที่ของโปรตีนเหล่านัน้ที่เก่ียวข้องกับการ
ตอบสนองตอ่สภาวะการเกิดโรค 
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Abstract 
 As a barrier between intracellular and extracellular environment, plasma membrane (PM) proteins play 
crucial roles in cell communication, cell recognition, signaling and molecular transport.  Thus, detection of 
changes in PM proteome could lead to identification of novel biomarkers for disease diagnostics and 
development of novel drug targets for therapeutics.   Current development of mass spectrometry technologies 
has made it possible to study a snapshot of all proteins presented in the system; however, there are some 
limitations for the PM proteomic study. Main challenges result from their low abundance and their hydrophobic 
property. This review focuses on principles and applications of commonly used and advanced approaches for 
enrichment of the PM proteins, in order to increase their purity and deplete contaminating proteins from other 
organelles.   Since each method has its own advantages and limitations, careful consideration for sample 
preparation techniques could help enhancing PM proteins identification and quantification to elucidate their 
roles in disease-associated cellular responses. 
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บทน า  
 เยื่อหุ้มเซลล์ (plasma membrane) เป็นบริเวณแบ่งแยกระหว่างองค์ประกอบภายในเซลล์และสิ่งแวดล้อม
ภายนอก จึงมีหน้าที่ส าคญัในกระบวนการทางชีวภาพ เยื่อหุ้มเซลล์ประกอบด้วยฟอสโฟลิพิดที่จดัเรียงตวัเป็นเยื่อหุ้มสอง
ชัน้ (phospholipid bilayer) ซึ่งมีสารชีวโมเลกุล เช่น คาร์โบไฮเดรต คอเลสเทอรอล และโปรตีน จดัเรียงตวัอยู่ภายในชัน้
ของฟอสโฟลิพิด โปรตีนที่เป็นองค์ประกอบของเยื่อหุ้มเซลล์ท าหน้าที่ควบคมุการเคลื่อนที่ของสารผ่านเข้าออกจากเซลล์ 
ช่วยในการสื่อสารระหว่างเซลล์ เร่งปฏิกิริยาบนผิวเซลล์ และท าหน้าที่ส่งสญัญาณชีวภาพ (Josic & Clifton, 2007)              
ในสภาวะที่เซลล์มีการเปลี่ยนแปลงเพื่อตอบสนองต่อพยาธิสภาพ โปรตีนบนเยื่อหุ้ มเซลล์ก็มีการเปลี่ยนแปลงทัง้               
เชิงปริมาณและคณุภาพ ด้วยเหตนุีโ้ปรตีนที่อยู่ในเยื่อหุ้มเซลล์จึงเป็นเป้าหมายของยา (drug target) โดยมีรายงานวิจยั
ระบุว่ามากกว่าร้อยละ 60 ของยาที่อยู่ระหว่างการวิจัยพฒันามีเป้าหมายที่โปรตีนบนเยื่อหุ้มเซลล์  (Overington et al., 
2006) และประมาณร้อยละ 30 ของโปรตีนที่เป็นตวับง่ชีท้างชีวภาพ (biomarker) ของการเกิดโรคมะเร็งนัน้เป็นโปรตีนเยื่อ
หุ้ม (membrane protein) ด้วยเช่นเดียวกนั (Josic et al., 2008) 
 จากความส าคญัของโปรตีนในเยื่อหุ้มเซลล์ที่กลา่วมาข้างต้นท าให้การศึกษาวิจยัเก่ียวกบัการเปลี่ยนแปลงของ
โปรตีโอม (proteome) ในเยื่อหุ้มเซลล์ได้รับความสนใจอย่างกว้างขวาง และเทคโนโลยีที่ได้รับความนิยมในปัจจุบนั              
เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนทัง้หมดในระบบ คือการใช้แมสสเปกโทรเมทรีส าหรับการวิเคราะห์ทางโปรตีโอมิกส์ 
(mass spectrometry-based proteomics) เนื่องจากวิธีนีส้ามารถระบชุนิดของโปรตีน และระบชุนิดของการเปลีย่นแปลง
โปรตีนหลงัการแปลรหสั (post-translational modification) ได้ในระยะเวลาอนัรวดเร็ว รวมทัง้เปรียบเทียบปริมาณการ
แสดงออกของโปรตีนในระบบที่ต่างกันได้ โดยวิธีที่ได้รับความนิยมอย่างแพร่หลายคือการวิเคราะห์แบบ bottom-up               
ซึ่งหมายถึงการระบชุนิดของโปรตีนจากการวิเคราะห์ล าดบักรดอะมิโนของเปปไทด์สายสัน้ๆ ที่ได้จากการยอ่ยโปรตีนด้วย
เอนไซม์ เช่น ทริปซิน (trypsin) ซึง่สามารถตดัพนัธะเปปไทด์ที่บริเวณปลายคาร์บอกซลิ (c-terminus) ของกรดอะมิโนไลซีน
และอาร์จีนีน เป็นต้น จากนัน้ท าการแยกเปปไทด์ด้วย high performance liquid chromatography (HPLC) ซึ่งเช่ือมต่อ



บทความวขิาการ 

วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ปีที่  22  (ฉบบัที่ 3)  กนัยายน – ธันวาคม  พ.ศ. 2560 3 
 

กบับริเวณที่ท าให้เกิดประจุ (ionization chamber) และท าการวดัอตัราสว่นระหวา่งมวลตอ่ประจขุองเปปไทด์ (MS1) และ
ของไอออนที่เกิดจากการสลายพันธะเปปไทด์ (MS2) ด้วยแมสสเปกโทรมิเตอร์  ข้อมูลที่ได้จะถูกรายงานในรูปของ               
แมสสเปกตรัม (mass spectrum)  การแปลผลการทดลองนัน้จ า เ ป็นต้องอาศัยเค ร่ืองมือทางชีวสารสนเทศ 
(bioinformatics) และฐานข้อมลูโปรตีน (protein database) เพื่อระบลุ าดบักรดอะมิโนของเปปไทด์ เพื่อน าไปสูก่ารระบุ
ชนิดของโปรตีนจากเปปไทด์ตอ่ไป (Wu & Yates, 2003) 

อย่างไรก็ตาม การวิเคราะห์โปรตีนเยื่อหุ้มนัน้มีอุปสรรคหลายอย่าง เนื่องจากคณุสมบตัิไฮโดรโฟบิกของส่วนที่
แทรกตวัอยู่ในชัน้ของฟอสโฟลิพิด ท าให้โปรตีนไม่ละลายน า้ และไม่สามารถถกูย่อยด้วยเอนไซม์ได้ เนื่องจากการเข้าถึง
บริเวณตัดจ าเพาะบนสายโปรตีนเป็นไปได้ยาก ทัง้ยังเป็นอุปสรรคต่อการท าให้เกิดประจุเพื่อวิเคราะห์มวลด้วย
แมสสเปกโทรมิเตอร์ และอีกสาเหตหุนึง่ที่เป็นอปุสรรคตอ่การศกึษาโปรตีนเยื่อหุ้ม คือการแสดงออกของโปรตีนบนเยื่อหุ้ม
เซลล์ที่มีปริมาณน้อย หากพิจารณาจากองค์ประกอบของเซลล์จะพบว่าปริมาตรของเยื่อหุ้มเซลล์คิดเป็นอตัราสว่นเฉลี่ย
ร้อยละ 2 ของปริมาตรเซลล์ทัง้หมดเทา่นัน้ (Kearney & Thibault, 2003) ในการวิเคราะห์ด้วยแมสสเปกโทรเมทรี โปรตีนที่
มีปริมาณมากกวา่และมีความสามารถในการเกิดไอออไนเซชนัสงูจะให้สญัญาณที่ดี และสง่ผลให้ไมพ่บไอออนจากโปรตีน
เยื่อหุ้มเซลล์ทีม่ีปริมาณน้อย  
 เพื่อแก้ไขข้อจ ากดัของการวิเคราะห์โปรตีนเยื่อหุ้มด้วยแมสสเปกโทรเมทรี ได้มีนกัวิทยาศาสตร์หลายกลุม่ท าการ
พฒันาวิธีการเพิ่มปริมาณโปรตีนจากเยื่อหุ้มเซลล์ และลดปริมาณโปรตีนจากไซโทพลาสซมึและออร์แกเนลล์อื่นๆ เพื่อลด
ปัญหาการรบกวนสญัญาณของไอออนที่มีปริมาณมาก ( ion suppression) บทความนีไ้ด้รวบรวมเทคนิคที่เป็นที่ยอมรับ
กนัในปัจจบุนั ได้แก่ (1) การป่ันเหวี่ยงผา่นตวักลางที่มีความหนาแนน่ตา่งกนั (density gradient centrifugation) (2) การ
เคลอืบด้านนอกเซลล์ด้วยอนภุาคนาโนแบบประจบุวก (cationic nanoparticle pellicle coating) (3) การติดฉลากโปรตีน
ด้านนอกเซลล์ด้วยไบโอติน (cell surface protein biotinylation) (4) การท าบริสทุธ์ิไกลโคโปรตีนบนผิวเซลล์ (cell surface 
glycoprotein enrichment) และ (5) การตดัเปปไทด์บนผิวเซลล์ด้วยเอนไซม์ (cell surface shaving) โดยเทคนิคเหลา่นี ้
ถกูน ามาใช้เพื่อการเตรียมตวัอยา่งโปรตีนส าหรับการวิเคราะห์โปรตีโอมของเยื่อหุ้มเซลล์ที่เก่ียวข้องกบักระบวนการเกิดโรค
ต่างๆ ซึ่งอาจน าไปสู่การพฒันายารักษาโรคและวิธีการรักษาที่ตรงจุด รวมถึงการค้นหาตวับ่งชีท้างชีวภาพของการเกิด
พยาธิสภาพ เพื่อเป็นประโยชน์ในการวินิจฉยัโรคได้อยา่งรวดเร็ว (Leth-Larsen et al., 2010; Speers & Wu, 2007) 
  
(1) การป่ันเหวี่ยงผ่านตัวกลางที่มีความหนาแน่นต่างกัน (density gradient centrifugation) 
 วิธีการป่ันเหวี่ยง เพื่อแยกส่วนออร์แกเนลล์หลังการท าให้เซลล์แตกได้รับความนิยมมาเป็นเวลานาน โดย                
ออร์แกเนลล์จะถกูแยกตามความหนาแน่นของตวักลางที่ถกูแบ่งเป็นชัน้ เช่น ซูโครส  sorbitol NycodenzTM HistodenzTM 
Ficoll และ Percoll (Gasser et al., 1988; Cao et al., 2008) ซึง่ตวักลางเหลา่นีจ้ะมีความหนาแน่นเพิ่มขึน้เมื่อความเข้มข้น
ของสารละลายเพิ่มขึน้ ออร์แกเนลล์แต่ละชนิดมีขนาด รูปร่าง และความหนาแน่นท่ีแตกต่างกนั (ตารางที่ 1) สง่ผลให้มีการ
กระจายตวัอยู่ในชัน้ที่ต่างกนัของตวักลาง หลงัจากการป่ันเหวี่ยง ชัน้ของเยื่อหุ้มจะถกูแยกออกเพื่อน าไปสกดัโปรตีนเยื่อ
หุ้มในตัวท าละลายหรือดีเทอร์เจนท์ (detergent) ที่เหมาะสม ก่อนที่จะท าการย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์ เพื่อวิเคราะห์                
เปปไทด์และระบชุนิดของโปรตีนด้วย LC-MS/MS (ภาพท่ี 1) 

ข้อดีของวิธีการป่ันเหวี่ยงผา่นตวักลางที่มีความหนาแนน่ตา่งกนั คือสามารถน าออร์แกเนลล์แต่ละชนิดไปท าการ
ทดลองต่อได้ โดยโปรตีนยงัคงสภาพธรรมชาติอยู่ และวิธีนีส้ามารถท าการทดลองได้ง่าย ไม่ซบัซ้อน อย่างไรก็ตาม วิธีนีม้ี
ข้อจ ากดัหลายอยา่งที่ท าให้ไมส่ามารถแยกเยื่อหุ้มเซลล์ท่ีมีความบริสทุธ์ิสงูได้ เน่ืองจากเยื่อหุ้มเซลล์มีโครงสร้างคล้ายกบั
เยื่อหุ้มออร์แกเนลล์อื่น เช่น กอลจิคอมเพลก็ซ์ เอนโดพลาสมิกเรติคลูมั และไลโซโซม จึงท าให้มีความหนาแนน่ใกล้เคยีงกนั 
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ส่งผลให้ไม่สามารถแยกออกจากกันได้อย่างมีประสิทธิภาพ (Tan et al., 2008) นอกจากนี ้เมื่อผ่านกระบวนการท าให้
เซลล์แตกแล้ว เยื่อหุ้ มเซลล์มีแนวโน้มที่จะเกิดโครงสร้างของเวสิเคิล ( vesicle) เนื่องจากคุณสมบัติแอมฟิพาติก 
(amphipathic) ของฟอสโฟลพิิด ซึง่ในระหวา่งการสร้างเวสเิคิลนัน้อาจมีโปรตีนที่ละลายน า้บรรจอุยู่ภายในช่องวา่ง ท าให้
เกิดการปนเปือ้นของโปรตีนจากไซโทพลาสซึมได้ นอกจากนี ้การที่เยื่อหุ้มเซลล์มีรูปร่างและขนาดที่แตกตา่งกนั ทัง้ในรูป
ของไบเลเยอร์ และเวสิเคิลขนาดต่างๆ ส่งผลให้มีการกระจายตวัในชัน้ตวักลางที่มีความหนาแน่นต่างกนั ด้วยข้อจ ากดั
ดงักลา่ว วิธีการป่ันเหวี่ยงจึงมกัถกูใช้ร่วมกบัวิธีการแยกเยื่อหุ้มเซลล์แบบอื่นๆ เพื่อเป็นการเพ่ิมความบริสทุธ์ิของโปรตีน  

มีรายงานวิจยัที่ใช้วิธีการป่ันเหวี่ยงองค์ประกอบของเซลล์ผา่นชัน้ของสารละลายซูโครสที่มีความหนาแนน่ตา่งกนั 
เพื่อการวิเคราะห์โปรตีโอมของเยื่อหุ้มเซลล์ตบัในหนู ร่วมกับการใช้สารละลายเกลือที่มี pH สงู ซึ่งเป็นการก าจดัโปรตีน               
ที่ไม่เก่ียวข้องออกจากเยื่อหุ้มและป้องกนัการเกิดเวสิเคิล โดยร้อยละ 50 ของโปรตีนทัง้หมดจดัเป็นโปรตีนที่แทรกตวัใน        
เยื่อหุ้ม (integral membrane proteins) (Zhang et al., 2005) และจากรายงานวิจยัของ Rahbar and Fenselau (2004) 
ซึ่งใช้วิธีการป่ันเหวี่ยงองค์ประกอบภายในเซลล์ผ่านสารละลาย Nycodenz ที่มีความเข้มข้นร้อยละ 50 และร้อยละ 70 
ร่วมกับการเคลือบผิวเซลล์ด้วยอนุภาคนาโนแบบมีประจุบวก พบว่าประมาณร้อยละ 43-50 ของโปรตีนที่ระบุชนิดได้
จดัเป็นโปรตีนบนเยื่อหุ้มเซลล์ 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 1 วิธีการป่ันเหวี่ยงผา่นตวักลางที่มีความหนาแนน่ตา่งกนั เพื่อแยกเยื่อหุ้มเซลล์ออกจากออร์แกเนลล์อื่นๆ ก่อนที่จะ
สกดัโปรตีนบนเยื่อหุ้มเซลล์เพื่อวิเคราะห์ด้วย LC-MS/MS 

 
ตารางที่ 1 ความหนาแนน่ของออร์แกเนลล์ (Graham and Rickwood, 2001) 
Organelles Nuclei Mitochondria Lysosomes Peroxisomes Golgi membranes Plasma membranes 

Density 
(g/mL) 

> 1.30 1.17-1.21 1.19-1.21 1.18-1.23 1.05-1.12 1.14-1.19 
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(2) การเคลือบด้านนอกเซลล์ด้วยอนุภาคนาโนแบบประจุบวก (cationic nanoparticle pellicle coating) 
 เนื่องจากการแยกออร์แกเนลล์ด้วยวิธีการป่ันเหวี่ยงผ่านตวักลางที่มีความหนาแน่นต่างกนัยงัคงมีข้อจ ากดัจาก
ความหนาแน่นที่ใกล้เคียงกนัของออร์แกเนลล์หลายชนิด สง่ผลให้มีโปรตีนอื่นปะปนมากบัโปรตีนเยื่อหุ้ม วิธีการหนึ่งที่จะ
แก้ไขปัญหานีไ้ด้คือการเพิ่มความหนาแน่นให้เยื่อหุ้มเซลล์ด้วยอนุภาคนาโนแบบประจุบวก ซึ่งคิดค้นโดยกลุ่มวิจยัของ 
Jacobson และคณะ(Chaney & Jacobson, 1983; Stolz & Jacobson, 1992) และถูกน ามาประยุกต์ใช้กับวิธีการทาง
โปรตีโอมิกส์เพื่อวิเคราะห์โปรตีโอมของเยื่อหุ้มเซลล์ (Durr et al., 2004; Rahbar & Fenselau, 2004) เนื่องจากบนผิวนอก
ของเยื่อหุ้มเซลล์ยคูาริโอตสว่นใหญ่มีประจรุวมเป็นลบซึง่เป็นผลมาจากฟอสโฟลิพิดและหมูไ่กลแคนบนผิวเซลล์ เมื่อมีการ
เติมอนุภาคที่มีประจุบวกลงไปจะสามารถเคลือบอยู่บนผิวเซลล์ได้ด้วยแรงระหว่างประจุ (electrostatic interaction) 
ส าหรับประจุบวกสว่นเกินบนผิวของอนภุาคจะถกูท าให้เป็นกลางด้วยพอลิอะคริลิก (polyacrylic acid) ซึ่งเป็นพอลิเมอร์           
ที่มีประจุลบ ท าให้เกิดโครงสร้างที่มีความแข็งแรงเพิ่มมากขึน้ จากนัน้เซลล์จะถกูท าให้แตกด้วยการท าให้เกิดโพรงอากาศ
ภายในเซลล์ (nitrogen cavitation) (Simpson, 2010) ซึ่งเป็นวิธีการท าลายเซลล์แบบไม่รุนแรง ไม่ท าให้ออร์แกเนลล์               
ถูกท าลาย และรักษาสภาพธรรรมชาติของโปรตีนในเยื่อหุ้มไว้ได้  เยื่อหุ้มเซลล์จะอยู่ในรูปของแผ่นแบนที่ถกูเคลือบด้วย
อนุภาคนาโน และพอลิอะคริลิกบริเวณผิวนอก เรียกโครงสร้างนีว้่า plasma membrane nanoparticle pellicles ซึ่งมี
ความเสถียรและช่วยป้องกันไม่ให้เกิดโครงสร้างเวสิเคิลขึน้ แผ่น pellicle มีความหนาแน่นที่สูงกว่าเยื่อหุ้มเซลล์ปกติ
เนื่องจากน า้หนักของอนุภาคนาโน ท าให้สามารถท าการป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็วต ่า  เพื่อแยกเยื่อหุ้ มเซลล์ออกจาก             
ออร์แกเนลล์ที่มีความหนาแน่นใกล้เคียงกัน โปรตีนจะถูกสกัดออกจากฟอสโฟลิพิดด้วยสารละลายดีเทอร์เจนท์ 
(detergent) หรือคาโอโทรป (chaotrope) โดยอาจใช้การสกัดโปรตีนด้วยคลื่นไมโครเวฟเข้าร่วมด้วย เพื่อช่วยท าลาย
โครงสร้างของ pellicle (Choksawangkarn et al., 2016) ก่อนที่จะน าไปยอ่ยด้วยเอนไซม์ และวิเคราะห์ล าดบักรดอะมิโน
ของเปปไทด์เพื่อระบชุนิดของโปรตีนด้วยแมสสเปกโทรเมทรีตอ่ไป (ภาพท่ี 2)  
 เทคนิคการแยกเยื่อหุ้ มเซลล์นีส้ามารถประยุกต์ใช้ได้ทัง้เซลล์แบบยึดเกาะ (adherent cell) และเซลล์แบบ
แขวนลอย (suspension cell) รวมถึงเนือ้เยื่อในร่างกาย โดยประสิทธิภาพของเทคนิคที่ใช้มีความแตกต่างกันขึน้อยู่กบั
ชนิดของเซลล์ เซลล์แบบยึดเกาะชนิด MCF-7 ที่ผ่านการแยกด้วยอนภุาคนาโนของซิลิกามีสดัสว่นของโปรตีนบนเยื่อหุ้ม
เซลล์คิดเป็นร้อยละ 50 ของโปรตีนที่ระบุได้ทัง้หมด (Rahbar & Fenselau, 2004) ส าหรับเซลล์แบบแขวนลอย มีความ
แตกตา่งของอตัราสว่นโปรตีนเยื่อหุ้มเซลล์ตอ่โปรตีนทัง้หมดอยูร่ะหวา่งร้อยละ 18-42 (Rahbar & Fenselau, 2004; Li, Jia 
et al., 2009; Li, Jin et al., 2009; Prior et al., 2011; Choksawangkarn et al., 2013) และส าหรับการใช้อนุภาคนาโน
ของซิลกิากบัเนือ้เยื่อในร่างกาย มีรายงานถึงการแยกโปรตีนเยื่อหุ้มจากเนือ้เยื่อหลอดเลอืดฝอย (microvascular) ในปอด
หนทูดลอง พบว่ามีโปรตีนที่เก่ียวข้องกบัเยื่อหุ้มเซลล์อยู่สงูถึงร้อยละ 81 (Durr et al., 2004) นอกจากนี ้Robinson et al. 
(2009) รายงานการใช้อนภุาคนาโนของซิลิกาเพื่อแยกโปรตีนเยื่อหุ้มจากเนือ้เยื่อรกมนษุย์ พบการเพิ่มขึน้ของโปรตีนเยื่อ
หุ้มชนิด placental alkaline phosphatase สงูถึง 200- 400 เท่า เมื่อตรวจสอบด้วยเทคนิค Western blot อย่างไรก็ตาม             
มีรายงานวิจยัที่ระบวุ่าวิธีการใช้อนุภาคนาโนของซิลิกานัน้มีข้อจ ากดัในการแยกโปรตีนจากเนือ้เยื่อที่มีความแข็งแรงสงู              
ซึ่งต้องใช้แรงเฉือน (shear force) เพื่อท าให้เซลล์แตก เช่น เนือ้เยื่อหลอดเลือดหัวใจหนู (mouse heart coronary 
vasculature) สง่ผลให้มีโปรตีนปนเปือ้นจากออร์แกเนลล์อื่น (Arjunan et al., 2009)  
 อนุภาคนาโนที่ใช้สามารถออกแบบได้หลากหลาย โดยส่วนใหญ่ใช้ซิลิกาเป็นองค์ประกอบ และมีขนาดอยู่
ระหว่าง 20-50 นาโนเมตร อย่างไรก็ตาม มีรายงานวิจัยระบุว่าการเพิ่มความหนาแน่นของอนุภาคนาโน ส่งผลให้
ประสทิธิภาพของการแยกโปรตีนเพิ่มมากขึน้ เนื่องจากการเพิ่มความแตกตา่งของความหนาแนน่ออร์แกเนลล์ (ตารางที่ 1) 
กับ plasma membrane nanoparticle pellicle โดยอนุภาค Fe3O4 ที่เคลือบผิวด้วย Al2O3 ส่งผลให้ปริมาณของโปรตีน            
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เยื่อหุ้ม Na+/K+ ATPase เพิ่มสงูกว่าการใช้อนภุาค aluminosilicate และอนภุาค SiO2 ที่เคลือบผิวด้วย Al2O3 ตามล าดบั 
เมื่ อตรวจสอบด้วย  Western blotting และอัตราส่วนของโปรตีน เยื่ อหุ้ มต่อ โปรตีนทั ง้หมดก็ เพิ่มสูงขึ น้ ด้วย 
(Choksawangkarn et al., 2013) นอกจากการแยก pellicle ด้วยวิธีการป่ันเหวี่ยงแล้ว ยังสามารถแยกได้โดยใช้
สนามแม่เหล็กอีกด้วย รายงานวิจยัระบุว่า การใช้อนุภาคนาโนแม่เหล็กที่เคลือบด้วยซิลิกา เพื่อแยกโปรตีนเยื่อหุ้มจาก
เซลล์ชนิด K562 มีประสิทธิภาพในการเพิ่มปริมาณโปรตีน Na+/K+ ATPase และ flotillin และเมื่อพิจารณาจากการ
วิเคราะห์ด้วยแมสสเปกโทรเมทรี พบว่าโปรตีนเยื่อหุ้มคิดเป็นร้อยละ 34 ของโปรตีนที่ระบุได้ทัง้หมด (Li et al., 2009) 
นอกจากนีย้งัมีรายงานการใช้ลวดนาโน (nanowire) ของ SiO2 และ Fe3O4 ที่เคลือบผิวด้วยหมู่ฟังก์ชนัที่มีประจุบวก เพื่อ
เพิ่มความแข็งแรงของแรงระหว่างประจุที่ยึดเหนี่ยวโครงสร้างของ pellicle แต่ประสิทธิภาพของการแยกโปรตีนเยื่อหุ้ม
เซลล์ยงัไมส่งูเทา่การใช้อนภุาคนาโน ซึง่อาจเกิดจาก pellicle มีความแข็งแรงสงู และขดัขวางกระบวนการท าให้เซลล์แตก
ด้วยวิธี nitrogen cavitation ท าให้พบโปรตีนจากออร์แกเนลล์อื่นปนเปื้อนในตัวอย่าง (Kim et al., 2013.; Kim et al., 
2014)  

วิธีการเคลอืบด้านนอกเซลล์ด้วยอนภุาคนาโนแบบประจบุวกมีข้อดีคือสามารถท าบริสทุธ์ิโปรตีนบนเยื่อหุ้มเซลล์
ในสภาพธรรมชาติได้ เนื่องจากเป็นการแยกเยื่อหุ้มเซลล์ที่ยงัอยูใ่นรูปของฟอสโฟลพิิดไบเลเยอร์ สามารถประยกุต์ใช้ได้กบั
เซลล์ทัง้แบบแขวนลอยและแบบยึดเกาะ รวมถึงเนือ้เยื่อต่างๆ อีกทัง้ยงัสามารถเพิ่มประสิทธิภาพได้โดยการเพิ่มขัน้ตอน
การแยกโปรตีนด้วยเทคนิคอื่นเข้าร่วมด้วย เช่น density gradient centrifugation (Stolz & Jacobson, 1992; Rahbar & 
Fenselau, 2004) หรือการแบง่สว่นเฟส (phase partitioning) ของสารละลาย triton X-114 เพื่อแยกโปรตีนตามคณุสมบตัิ
ไฮโดรโฟบิกหลงัจากผ่านการสกดัออกจาก pellicle (Mathias et al., 2011) อย่างไรก็ตาม ข้อจ ากดัของวิธีการนีค้ือไม่มี
ความจ าเพาะต่อโปรตีนเฉพาะกลุม่ โดยโปรตีนที่ติดกบัเยื่อหุ้มเซลล์ทัง้ด้านนอกและด้านในเซลล์จะถกูแยกจากตวัอย่าง
พร้อมกบัชัน้ของฟอสโฟลพิิด และไมส่ามารถประยกุต์ใช้กบัเนือ้เยื่อที่มีความแข็งแรงสงูได้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2  วิธีการเคลอืบผิวนอกของเซลล์ด้วยอนภุาคนาโนแบบประจบุวก 
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(3) การติดฉลากโปรตีนด้านนอกเซลล์ด้วยไบโอติน (cell surface protein biotinylation) 
 หลกัการของวิธีติดฉลากโปรตีนด้วยไบโอติน คือการท าปฏิกิริยาระหวา่งหมูฟั่งก์ชนัของกรดอะมิโนท่ีอยูด้่านนอก
ผิวเซลล์กบัรีเอเจนท์ (reagent) ที่มีไบโอตินเป็นองค์ประกอบ เพื่อสร้างพนัธะโคเวเลนท์ระหวา่งโปรตีนกบัไบโอติน จากนัน้
เซลล์จะถกูท าให้แตก และโปรตีนถกูสกดัออกจากเยื่อหุ้มด้วยสารละลายดีเทอร์เจนท์ โปรตีนบนผิวเซลล์ที่ติดฉลากด้วย            
ไบโอติน (biotin-tagged) สามารถแยกออกจากโปรตีนอื่นได้โดยการสร้างปฏิสมัพนัธ์กับอนุภาค avidin/ streptavidin           
ที่บรรจุในคอลัมน์ เนื่องจากโมเลกุลของ avidin/streptavidin มีความสามารถในการจับกับไบโอตินได้สูง โดยมีค่า 
dissociation constant (Kd)  ประมาณ 10-15 M (Livnah et al., 1993) ในขณะท่ีโปรตีนที่อยูภ่ายในเซลล์จะถกูชะล้างออก
จากคอลัมน์ด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ หลังจากนัน้ โปรตีนที่ติดฉลากด้วยไบโอตินจะถูกปล่อยออกจากอนุภาค 
avidin/streptavidin ด้วยวิธีการต่างๆ เช่น การตดัพนัธะโคเวเลนท์ที่เช่ือมระหว่างไบโอตินกบัโปรตีน การใช้สารละลายดี
เทอร์เจนท์ และการใช้เอนไซม์ยอ่ยโปรตีนให้เป็นเปปไทด์สายสัน้ภายในคอลมัน์ ส าหรับโปรตีนที่ถกูชะออกจากคอลมัน์จะ
ถกูน าไปยอ่ยด้วยเอนไซม์ก่อนถกูวิเคราะห์ล าดบักรดอะมิโนด้วย LC-MS/MS (ภาพท่ี 3) 
 รีเอเจนท์ที่ใช้ในปฏิกิริยามีการพฒันาอยา่งตอ่เนื่อง โดยโมเลกลุประกอบด้วยสามสว่นหลกัคือ (i) ไบโอติน (ภาพ
ที่ 4 (A)) โครงสร้างของไบโอตินมีหมูฟั่งก์ชนัของกรดวาเลอริก (valeric acid) ซึ่งเป็นสว่นส าคญัที่ท าให้เกิดปฏิสมัพนัธ์กบั 
avidin/streptavidin และหมู่คาร์บอกซิล (carboxyl group) ที่สามารถท าปฏิกิริยากับ spacer และบริเวณที่ท าปฏิกิริยา
กบักรดอะมิโน (ภาพท่ี 4 (B)) (Trotter & Hamilton, 1966) อีกองค์ประกอบหนึง่ของรีเอเจนท์ คือ (ii) spacer สายยาวของ
โมเลกุลที่เช่ือมต่อระหว่างไบโอตินและบริเวณ  amino acid reactive group หน้าที่หลกัของ spacer คือเพิ่มระยะห่าง
ระหว่างโปรตีนและไบโอติน เพื่อลดความเกะกะ (steric hindrance)  ของรีเอเจนท์  ท าให้ไบโอตินยึดติดกับ 
avidin/streptavidin ได้ดี บริเวณ spacer นีถ้กูออกแบบให้เหมาะสมกบัการใช้งาน เช่น Sulfo-NHS-biotin ที่มีความยาว 
13.5 Å Sulfo-NHS-LC-biotin ที่มีความยาว 22.4 Å Sulfo-NHS-LC-LC-biotin ที่มีความยาว 30.5 Å Sulfo-NHS-SS-
biotin ที่สามารถแยกโปรตีนออกจากไบโอตินด้วยตวัรีดิวซ์ และองค์ประกอบของรีเอเจนท์ส่วนถัดมาคือ (iii) ส่วนที่ท า
ปฏิกิริยากับหมู่ฟังก์ชันของกรดอะมิโน เช่น หมู่ NHS และ sulfo-NHS ซึ่งท าปฏิกิริยากับ primary amine ของกรดอะมิ
โนไลซีน หมู ่iodoacetyl ซึง่ท าปฏิกิริยากบัหมู ่sulfhydryl ของกรดอะมิโนซิสเตอีนที่อยูบ่ริเวณด้านนอกของผิวเซลล์ (Elia, 
2008) ในการพิจารณาเลือกชนิดของรีเอเจนท์ควรค านึงความยาวของโมเลกุลเพื่อเปิดโอกาสให้ไบโอตินสามารถสร้าง
ปฏิสมัพนัธ์กบั avidin/streptavidin และละลายได้ดีในบฟัเฟอร์ที่ไม่เป็นอนัตรายต่อเซลล์หรือเนือ้เยื่อแต่ไม่สามารถผ่าน
เข้าเซลล์ได้ (non-permeable) ซึง่จะพบในกลุม่รีเอเจนท์ที่มีประจซุึง่ไมส่ามารถผา่นเข้าชัน้ของฟอสโฟลพิิดได้ เพื่อป้องกนั
การท าปฏิกิริยาระหวา่งโปรตีนภายในเซลล์กบัรีเอเจนท์ของไบโอติน 
 ข้อดีของการแยกโปรตีนบนเยื่อหุ้มเซลล์ด้วยวิธีการติดฉลากนีค้ือมีความจ าเพาะสงูต่อโปรตีนบริเวณผิวนอก
เซลล์ แตม่ีข้อจ ากดัตรงที่มกัพบการปนเปือ้นของโปรตีนบริเวณ extracellular matrix และ cytoskeleton มากบัโปรตีนเยื่อ
หุ้มเซลล์ด้วย สามารถประยกุต์ใช้ได้ทัง้การทดลองกบัเซลล์และเนือ้เยื่อ Zhang et al. (2003) วิเคราะห์โปรตีนจากเยื่อหุ้ม
เซลล์มะเร็งผิวหนงั (A431) โดยใช้ EZ-Link sulfo-NHS-SS-biotin (Pierce, Rockford, IL, USA) พบวา่ปริมาณโปรตีนจาก
เยื่อหุ้มเซลล์สงูกวา่โปรตีนจากเยื่อหุ้ม ER ถึง 400 เท่า แสดงให้เห็นถึงความสามารถในการแยกเยื่อหุ้มเซลล์ออกจากเยื่อ
หุ้มออร์แกเนลล์อื่น ส าหรับการประยกุต์ใช้วิธีการติดฉลากไบโอตินในเนือ้เยื่อเพื่อวิเคราะห์โปรตีโอมของเยื่อหุ้มเซลล์ใน
ร่างกาย มีรายงานการใช้ sulfo-NHS-LC-biotin เพื่อติดฉลากโปรตีนในอวยัวะตา่งๆและในเนือ้งอกของหนทูดลองผา่นทาง
หลอดเลือด ก่อนจะวิเคราะห์ด้วย LC-MS/MS โดยระบุว่า cleavable reagent เช่น sulfo-NHS-SS-biotin อาจไม่เหมาะ
กบัการทดลองแบบ in vivo เนื่องจากข้อจ ากดัเร่ืองความเสถียรของโมเลกลุในสภาวะร่างกาย (Rybak et al., 2005) 
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ภาพที่ 3 วิธีการติดฉลากโปรตีนบนผิวเซลล์ด้วยวิธี biotinylation 
 

(A)         (B) 
 
 
 
 
ภาพที่ 4 (A) โครงสร้างของไบโอติน (B) แผนภาพโมเลกลุของ biotinylation reagent ซึง่ประกอบด้วยบริเวณที่ท าปฏิกิริยา
กบัหมูฟั่งก์ชนัของกรดอะมิโน spacer และไบโอติน 

 
(4) การท าบริสุทธ์ิไกลโคโปรตนีบนผิวเซลล์ (cell surface glycoprotein enrichment)   
 ไกลโคโปรตีนพบมากบริเวณด้านนอกของผิวเซลล์ กระบวนการ glycosylation มีสองรูปแบบคือ N-linked 
glycosylation บริเวณหมู่อะมิโนของกรดอะมิโนแอสพาราจีน และ O- linked glycosylation บริเวณหมู่ไฮดรอกซิล                 
ของกรดอะมิโนเซอรีนและทรีโอนีน ไกลโคโปรตีนท าหน้าที่หลกัในการส่งสญัญาณระหว่างเซลล์และท าหน้าที่ก าหนด
เคร่ืองหมายเพื่อการจดจ าของเซลล์ (Ohtsubo & Marth, 2006) วิธีการแยกไกลโคโปรตีนรูปแบบหนึง่ที่นิยมใช้ในปัจจบุนั 
คือการติดฉลากหมูไ่กลแคนด้วยไบโอตินดงัแสดงในภาพท่ี 5 หมูไ่กลแคนบนผิวเซลล์จะถกูออกซิไดซ์เพื่อเปลีย่นหมูฟั่งก์ชนั 
cis-diols ของไกลแคนให้เป็นอลัดีไฮด์ ซึ่งสามารถท าปฏิกิริยากบัรีเอเจนท์ของไบโอตินที่บริเวณ reactive group (ภาพที่ 
4(B)) เพื่อติดฉลากไบโอตินบนไกลโคโปรตีน จากนัน้เซลล์จะถกูท าให้แตกในสารละลายที่มีดีเทอร์เจนท์เพื่อละลายโปรตีน
ที่อยู่ในชัน้ของฟอสโฟลิพิด ไกลโคโปรตีนที่ถกูติดฉลากด้วยไบโอตินจะถกูแยกโดยการใช้โครมาโทกราฟีแบบจ าเพาะโดย
อาศัยปฏิสัมพันธ์ระหว่างไบโอตินและ avidin/streptavidin โปรตีนอาจถูกย่อยให้เป็นเปปไทด์ด้วยเอนไซม์ทริปซิน            
ในขณะที่ติดอยู่กบัคอลมัน์ เพื่อน าเปปไทด์ไปวิเคราะห์ด้วย LC-MS/MS หรืออาจถกูชะออกจากคอลมัน์ในรูปของโปรตีน
ขนาดใหญ่ก่อนที่จะน าไปย่อยต่อก็ได้โดยใช้เอนไซม์  N-Glycosidase F ตัดบริเวณที่มีหมู่ไกลแคน เอนไซม์ชนิดนี  ้               
มีความจ าเพาะต่อไกลแคนแบบ N-linked ที่เป็นองค์ประกอบของล าดับกรดอะมิโนแบบ N-X-S/T  (Eichacker et al., 
2004)  
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โครงสร้างของรีเอเจนท์มีองค์ประกอบเช่นเดียวกบัที่กลา่วถึงก่อนหน้านีใ้นเร่ืองวิธีการติดฉลากโปรตีนด้านนอก
เซลล์ด้วยไบโอติน (ภาพที่ 4(B)) โดยประกอบด้วย (i) หมูไ่บโอติน (ii) spacer และ (iii) หมูฟั่งก์ชนัที่ท าปฏิกิริยากบัอลัดีไฮด์
ของไกลแคนที่ถูกออกซิไดซ์ เช่น hydrazide (Zhang et al., 2003) และ amino-oxy (Zeng et al., 2009) ประสิทธิภาพ
ของการวิเคราะห์ไกลโคโปรตีโอมด้วยการท าปฏิกิริยากบั biocytin hydrazide ถูกรายงานโดย Wollscied et al. (2009) 
โดยพบว่าร้อยละ 95 ของโปรตีนทัง้หมดที่ระบไุด้จดัเป็นไกลโคโปรตีนบนผิวเซลล์ ในจ านวนนีม้ีโปรตีนในกลุม่ cluster of 
differentiation (CD) อยู่ 43 ชนิด ซึ่งจัดเป็นกลุ่มโปรตีนที่มีการแสดงออกน้อยและมีความส าคัญทางภูมิคุ้ มกันวิทยา                
ในปัจจุบันมีการน าเทคนิคการติดฉลากไกลแคนด้วยไบโอตินมาประยุกต์ใช้กับวิธีการทางโปรตีโอมิกส์เพื่อวิเคราะห์              
ไกลโคโปรตีโอมในเซลล์และเนือ้เยื่อหลายชนิด เช่น T-lymphocyte (Wollscheid et al., 2009) mouse myoblast C2C12 
cell (Gundry et al., 2009) human thyroid cancer cell (Arcinas et al., 2009) human pluripotent stem cells (Boheler 
et al., 2014)  Arabidopsis thaliana (Song et al., 2013) และ human liver tissue (Chen et al., 2009) เป็นต้น ส าหรับ
การประยุกต์ใช้ปฏิกิริยาของ amino-oxy-biotin พบในการวิเคราะห์ไกลโคโปรตีโอมของ HIV-infected CEM-T4 T cells 
(Matheson et al. , 2015)  human cytomegalovirus infected primary human fetal foreskin fibroblasts (HFFFs) 
(Weekes et al., 2014) และ BCG-infected THP-1 macrophages (Long et al., 2016) ทัง้นี ้มีการศึกษาเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพของการใช้รีเอเจนท์ทัง้สองชนิด (hydrazide และ amino-oxy) ในเซลล์ THP-1 โดยพบว่าการใช้ biocytin-
hydrazide สง่ผลให้ระบชุนิดของโปรตีนบนเยื่อหุ้มเซลล์ได้ร้อยละ 59-85 ขณะที่การใช้ amino-oxy-biotin จะสง่ผลให้ระบุ
ชนิดของโปรตีนบนเยื่อหุ้มเซลล์ได้ร้อยละ 65-74 ซึง่มากกวา่ biocytin-hydrazide นอกจากนี ้มีผลการศกึษาระบวุา่วิธีการ
ติดฉลากไกลโคโปรตีนด้วยไบโอติน ให้ความบริสทุธ์ิของโปรตีนเยื่อหุ้มเซลล์ท่ีสงูกว่าการติดฉลากหมู่อะมิโนของโปรตีน
ด้วย NHS-SS-biotin และสงูกว่าการเตรียม crude membrane ด้วยวิธีการป่ันเหวี่ยง ตามล าดบั (Weekes et al., 2010) 
ในรายงานวิจัยอีกฉบบัหนึ่งศึกษาเปรียบเทียบวิธีการติดฉลากโปรตีนด้วย  sulfo-NHS-SS-biotin การติดฉลากไกลโค
โปรตีนด้วย amino-oxy-biotin และวิธีการเคลือบด้านนอกเซลล์ด้วยอนภุาคนาโนซิลิกา พบว่า อตัราสว่นของโปรตีนท่ีอยู่
บนเยื่อหุ้มเซลล์ตอ่โปรตีนทัง้หมด คิดเป็นร้อยละ 49 74 และ 55 ตามล าดบั (Hormann et al., 2016) 

โดยสรุป ข้อดีของวิธีการท าบริสทุธ์ิไกลโคโปรตีนบนผิวเซลล์ คือสามารถแยกโปรตีนเฉพาะกลุม่ที่อยู่ด้านนอกผิว
เซลล์และถูกดดัแปลงหลงัการแปลรหสัด้วยหมู่คาร์โบไฮเดรตได้ดี มีประสิทธิภาพของการท าบริสทุธ์ิสงู แต่มีข้อจ ากัด                 
คือไม่สามารถวิเคราะห์โปรตีโอมทัง้หมดของเยื่อหุ้มเซลล์ในกลุม่ที่ไม่มีการดดัแปลงด้วยหมู่ไกลแคนได้ ท าให้ระบจุ านวน
ชนิดของโปรตีนและเปปไทด์ได้น้อย นอกจากนีย้งัพบการปนเปือ้นของเปปไทด์จาก avidin/streptavidin เมื่อท าการย่อย
โปรตีนในคอลมัน์อีกด้วย 
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ภาพที่ 5  วิธีการติดฉลากไกลโคโปรตีนบนผิวเซลล์ด้วยไบโอติน 
 
(5) การตัดเปปไทด์บนผิวเซลล์ด้วยเอนไซม์ (cell surface shaving) 

วิธีการนีอ้าศยัการตดัโปรตีนที่อยู่บนผิวด้านนอกเซลล์ด้วยเอนไซม์โปรตีเอสในขณะที่เซลล์ยงัอยู่ในสภาพปกติ 
โดยเปปไทด์ที่ได้จากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสจะถกูวิเคราะห์ล าดบักรดอะมิโนด้วย LC-MS/MS เพื่อระบชุนิดของโปรตีน (ภาพ
ที่ 6) เซลล์ที่เหมาะสมกบัวิธีการนีค้ือเซลล์โปรแคริโอต (prokaryotic cell) เนื่องจากมีผนงัเซลล์ที่มีความแข็งแรง รายงาน
วิจยัจาก Rodriguez-Ortega et al. ใช้เอนไซม์ทริปซิน (trypsin) ร่วมกบั ProteinaseK ในการวิเคราะห์โปรตีนเยื่อหุ้มจาก 
Streptococcus ซึง่สามารถระบโุปรตีนได้ 72 ชนิด โดยในจ านวนนีม้ีโปรตีนจากไซโทพลาสซมึเพียงร้อยละ 6 เทา่นัน้ แสดง
ให้เห็นถึงประสิทธิภาพของวิธีการแยกโปรตีนบนเยื่อหุ้มเซลล์ (Rodriguez-Ortega et al., 2006) และวิธีการย่อยโปรตีน
แบบเดียวกนันีไ้ด้รับการพฒันาโดยใช้ตวัอย่างเซลล์ที่ไม่ผ่านการย่อยเป็นตวัควบคุม โดย Solis et al. (2010) วิเคราะห์
โปรตีนเยื่อหุ้มเซลล์ของ Staphylococcus aureus พบวา่ร้อยละ 80 ของเปปไทด์ที่ระบลุ าดบักรดอะมิโนได้จดัเป็นเปปไทด์
จากผิวเซลล์ มีรายงานวิจยัเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเอนไซม์ตา่งชนิดที่ใช้ในการตดัเปปไทด์บนผิวเซลล์ E.coli พบวา่ 
เอนไซม์ thermolysin มีประสิทธิภาพในการย่อยโปรตีนได้เทียบเท่ากบัเอนไซม์ทริปซินหากพิจารณาจากจ านวนเปปไทด์
บนผิวเซลล์ที่ระบชุนิดได้ด้วย LC-MS/MS และมีประสิทธิภาพสงูกว่าการใช้เอนไซม์ Proteinase K และ pepsin (Bendz 
et al., 2013)  นอกจากนีย้ังมีการประยุกต์ใช้ในเซลล์โปรแคริโอตอีกหลายชนิด เช่น Enterococcus faecalis (Cathro               
et al., 2016) Staphylococcus epidermidis และ Mycobacterium smegmatis (Solis et al., 2016) เป็นต้น 
 ส าหรับการวิเคราะห์โปรตีนเยื่อหุ้ มจากเซลล์ยูแคริโอต มีรายงานการประยุกต์ใช้วิธีตัดเปปไทด์บนเยื่อหุ้ม                
โดยท าการแยกเยื่อหุ้มเซลล์จากเนือ้เยื่อ mouse hippocampal ด้วยวิธีการป่ันเหวี่ยงผ่านตัวกลางที่มีความหนาแน่น
ตา่งกนั  ก่อนการยอ่ยโปรตีนโดยใช้เอนไซม์ Lys-C ก่อนที่จะยอ่ยเปปไทด์อีกครัง้ด้วยเอนไซม์ทริปซิน การทดลองนีส้ามารถ
ระบชุนิดโปรตีนได้ถึง 1600 ชนิด ซึง่ประมาณร้อยละ 60 ของโปรตีนจ านวนนีจ้ดัเป็นโปรตีนที่เก่ียวข้องกบัเยื่อหุ้ม (Nielsen 
et al., 2005) และมีรายงานเก่ียวกบัวิธีแยกโปรตีนจากเนือ้เยื่อสมองของหนทูดลอง (mouse brain homogenate) โดยใช้
บัฟเฟอร์ที่มี pH สูงเพื่อท าลายโครงสร้างเวสิเคิลของเยื่อหุ้ มให้เปิดเป็นแผ่นฟอสโฟลิพิด และท าหน้าที่ชะโปรตีน                            
ที่ไม่เก่ียวข้องออกจากเยื่อหุ้ม จากนัน้ท าการย่อยโปรตีนบนฟอสโฟลิพิดแบบไม่จ าเพาะต่อชนิดของกรดอะมิโนด้วย
เอนไซม์ proteinaseK เพื่อเพิ่ม sequence coverage ของเปปไทด์ พบว่าร้อยละ 28 ของโปรตีน 1600 ชนิด ท่ีระบไุด้จาก
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เนือ้เยื่อ มี transmembrane domain อยู่ในโมเลกุล (Wu et al., 2003) และจากกลุม่วิจยัเดียวกนันี ้มีการพฒันาเทคนิค
การย่อยโปรตีนเพิ่มขึน้ โดยอาศัยการละลายฟอสโฟลิพิดด้วย 90% formic acid แล้วย่อยด้วยเอนไซม์ proteinaseK               
ตามด้วยไซยาโนเจนโบรไมด์ (CNBr) โดย CNBr มีความจ าเพาะต่อการตดัพนัธะเปปไทด์บริเวณกรดอะมิโนเมไธโอนีน 
(methionine) ซึ่งเป็นกรดอะมิโนที่พบมากใน transmembrane domain ของเซลล์ยแูคริโอต ซึ่ง CNBr เป็นโมเลกุลขนาด
เล็ก สามารถเข้าถึงบริเวณไฮโดรโฟบิกของโปรตีนบริเวณ transmembrane ได้ดี จึงท าให้ได้เปปไทด์ที่มีขนาดเล็กและ
เหมาะกบัการวิเคราะห์ด้วยวิธี bottom-up proteomics (Eichacker et al., 2004) นอกจากนี ้Speers et al. (2007) ได้ท า
การวิเคราะห์โปรตีนเยื่อหุ้มจากเซลล์ HeLa โดยใช้วิธีการดงักลา่วร่วมกบัการวิเคราะห์เปปไทด์ไฮโดรโฟบิกที่อณุหภมูิสงู 
พบวา่ร้อยละ 98 ของโปรตีนที่ระบชุนิดได้ มี transmembrane domain อยูใ่นโมเลกลุ 

ข้อดีของวิธีการตดัเปปไทด์บนผิวเซลล์ด้วยเอนไซม์ คือช่วยลดปัญหาการตกตะกอนของโปรตีนเยื่อหุ้ม เนื่องจาก
เป็นการวิเคราะห์เปปไทด์โดยไม่มีการสกดัโปรตีนออกจากฟอสโฟลิพิด และยงัท าให้ทราบถึง โครงสร้าง (topology) ของ
โปรตีนเยื่อหุ้มด้วยวา่บริเวณใดของโปรตีนอยูด้่านนอกของผิวเซลล์ อยา่งไรก็ตาม วิธีการนีย้งัไมเ่ป็นท่ีนิยมในการวิเคราะห์
เซลล์ยูแคริโอต (eukaryotic cell) (Cordwell & Thingholm, 2010) เนื่องจากในขัน้ตอนการย่อยด้วยเอนไซม์โปรตีเอส 
โปรตีนในเยื่อหุ้มเซลล์ถูกเปลี่ยนสภาพ ท าให้การควบคุมการผ่านเข้า-ออกของสารผิดปกติ และน าไปสู่การร่ัวไหลของ
โปรตีนจากออร์แกเนลล์อื่นในเซลล์ออกสูน่อกเซลล์ และปนเปือ้นในสารละลายของโปรตีนจากเยื่อหุ้มเซลล์ได้ 

 
    

 
 
 
 
 

ภาพที่ 6 วิธีการยอ่ยโปรตีนบนผิวเซลล์ด้วยเอนไซม์ 
 

บทสรุป 
 การศึกษาโปรตีโอมของเยื่อหุ้มเซลล์จดัเป็นพืน้ฐานส าคญัของการพฒันาวิธีวินิจฉยัโรคและการคิดค้นยารักษา
โรค แต่เนื่องด้วยโปรตีนในกลุม่นีม้ีปริมาณน้อยและมีความเป็นไฮโดรโฟบิกสงู จึงเป็นอปุสรรคตอ่การศกึษาวิเคราะห์ด้วย
แมสสเปกโทรเมทรี ทัง้ในแง่ของการถกูรบกวนสญัญาณจากโปรตีนกลุม่ที่ละลายน า้ได้ดี และการสญูเสียโปรตีนจากการ
ตกตะกอนในระหว่างการเตรียมตวัอย่างและระหว่างการแยกเปปไทด์ด้วยโครมาโทกราฟีแบบของเหลว เนื่องมาจาก
คุณสมบตัิไฮโดรโฟบิกของโปรตีนส่วนที่อยู่ในชัน้ของฟอสโฟลิพิด ด้วยเหตุนี ้จึงมีการพฒันาเทคนิคใหม่อย่างต่อเนื่อง
เพื่อที่จะท าบริสทุธ์ิโปรตีนบนเยื่อหุ้มเซลล์ให้สามารถระบชุนิดและวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงเชิงปริมาณของโปรตีนกลุม่ที่
มีการตอบสนองต่อพยาธิสภาพได้อย่างมีประสิทธิผล บทความวิชาการฉบบันีร้วบรวมหลกัการเบือ้งต้นของเทคนิคการ
เตรียมตวัอย่างโปรตีนจากเยื่อหุ้มเซลล์ที่นิยมใช้ในปัจจุบนั พร้อมทัง้วิเคราะห์ข้อดีและข้อจ ากดัของแตล่ะวิธีการดงักลา่ว 
เพื่อประโยชน์ในการออกแบบการทดลองให้เหมาะสมกบัชนิดของตวัอย่างท่ีต้องการศึกษา การพฒันาวิธีการท าบริสทุธ์ิ
โปรตีนในเยื่อหุ้มเซลล์อยา่งต่อเนื่องนีอ้าจน าไปสูก่ารค้นพบโปรตีนที่สามารถใช้เป็นตวับง่ชีท้างชีวภาพ และเป็นเป้าหมาย
ของยารักษาโรคที่มีประสทิธิภาพสงูได้ในอนาคต 
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