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บทคัดยอ 

 การศึกษากอนหนานี้พบวากรดอะมิโนในสวนเช่ือมตอระหวาง β8-β9 (S410และ E417) และ 
β10-β11(Y455 และ N456) ซ่ึงอยูในสวนท่ี 2 ของโปรตีนฆาลูกน้ํายุงชนิด Cry4Ba มีความสําคัญกับ
การออกฤทธ์ิฆาลูกน้ํายุง ในการศึกษาคร้ังนี้เปนการศึกษาดวยการแทนท่ีทีละ 2 ตําแหนง โดยอาศัย
การเปล่ียนแปลงยีนดวยเทคนิค PCR ซ่ึงพบวาโปรตีนกลายพันธุท้ังหมดซ่ึงมีขนาด 130 kDa ได
ถูกสรางในแบคทีเรีย Escherichia coli ท่ีระดับปริมาณใกลเคียงกับ wild type และเม่ือทดสอบ
ความเปนพิษตอลูกน้ํายุงลาย(Stegomyia aegypti)พบวาเฉพาะS410A/E417Dและ
Y455F/N456A เทานั้นท่ีออกฤทธ์ิฆาลูกน้ํายุงลดลงในระดับปริมาณเดียวกันกับโปรตีนกลายพันธุ
ตนแบบ (S410A และ N456A) ในสวนของ N456 ของกรดอะมิโน Y455A/N456A ถูกแทนท่ี
ดวย glutamine arginine aspartic acid และ tyrosine พบวาโปรตีนกลายพันธุเหลานี้แสดงความ
เปนพิษลดลงอยางชัดเจนเม่ือเปรียบเทียบกับ ตนแบบ Y455A จากการวิเคราะหผลการทดลองใน
คร้ังนี้จึงไดเสนอวา โครงสรางของ negatively charged และ aromatic ในสวน side chain ของ 
E417 และ Y455 รวมท้ังโครงสรางของกรดอะมิโน asparagine ท่ีตําแหนง N456 มีความสําคัญกับ
การออกฤทธ์ิฆาลูกน้ํา นอกจากนี้เม่ือใชวิธี immunohistochemistry โดยอาศัย monoclonal 

antibody ท่ีจําเพาะพบวาโปรตีนกลายพันธุชนิด S410A/E417DและY455F/N456A สามารถจับ
กับสวนบนสุดของเซลลบุผิวของกระเพาะลูกน้ํายุงลายไดในปริมาณท่ีใกลเคียงกันกับตนแบบ 
(S410AและN456A) สวน Y455A/N456Q จะไดปริมาณท่ีลดลงเม่ือเทียบกับตนแบบ (Y455A) 

โดยสรุปของการศึกษาน้ีพบวาโครงสราง negatively charged ท่ีตําแหนง 417 และ aromatic ท่ี
ตําแหนง 455 รวมท้ังโครงสรางท่ีจําเพาะเจาะจงของ asparagine ท่ีตําแหนง 456 นั้นมีความสําคัญ
เกี่ยวของกับความเปนพิษของโปรตีน Cry4Ba 
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ABSTRACT 

Previously, it has been demonstrated that S410 and E417 in the β8-β9 loop, and Y455 

and N456 in the β10-β11 loop within domain II are essential in toxicity of the Bacillus 

thuringiensis Cry4Ba mosquito-larvicidal protein. In this study, double mutations of E417 in the 

β8-β9 loop (S410A/E417D, S410A/E417Q, S410A/E417R and S410A/E417Y), Y455 in the β10-

β11 loop (Y455E/N456A, Y455R/N456A, Y455F/N456A and Y455T/N456A) and N456 in the 

β10-β11 loop (Y455A/N456D, Y455A/N456Q, Y455A/N456R and Y455A/N456Y) were 

constructed via PCR-based mutagenesis. All double mutant toxins were overexpressed in 

Escherichia coli as a 130-kDa protoxin at levels comparable to the wild-type toxin. Bioassays 

against Stegomyia aegypti mosquito larvae revealed that E. coli cells that only express 

S410A/E417D or Y455F/N456A mutant toxins could retain toxicity of 65% similar to the 

single mutants (S410A and N456A). When Asn456 of the Y455A/N456A mutant was replaced 

with Gln, Arg, Asp or Tyr, all the mutant toxins exhibited ca. 20% toxicity. 

Immunohistochemical assays revealed that the S410A/E417D and Y455F/N456A toxins could 

bind to S. aegypti larval midgut section at the apical microvilli of epithelial cells with a signal 

similar to S410A and N456A template but lower than the wild-type Cry4Ba toxin. However, 

the Y455A/N456Q toxin showed lower signal compared with the Y455A template and the 

wild-type toxin. Altogether, the data suggested that a negatively charged residue at position 

417, an aromatic residue at position 455 and a specific structure of asparagine at position 456 

are essential in larvicidal activity of the Cry4Ba toxin. 
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