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บทคัดยอ 

   จากงานวิจยัท่ีผานมาเสนอวา domain III ของโปรตีนสารพิษจากแบคทีเรีย Bacillus 
thuringiensis สามารถทําหนาท่ีในการรักษาเสถียรภาพของโครงสรางโปรตีน การจับกับโปรตีน
ตัวรับจําเพาะหรือการควบคุมการไหลผานของอิออน ในการศึกษานี้โปรตีนกลายพันธุ (Y537A, 
Y543A, Y543R, Y543E, Y543Q, Y543I, R540A, R542A, R542K, R542E และ R542Q)
ไดถูกสรางข้ึนจากการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนซ่ึงมีความอนุรักษสูงท่ีอยูบน β17  ใน domain III
ของโปรตีนฆาลูกน้ํายุงชนดิ Cry4Ba  และพบวาตําแหนงเหลานี้มีความสําคัญตอเสถียรภาพของ
โครงสรางโปรตีน เม่ือทดสอบความเปนพิษตอลูกน้ํายงุลาย (Stegomyia aegypti) พบวา positive 
charge ของ Arg542 และความเปนไฮโดรโฟบิคของ Tyr543 มีความสําคัญตอการออกฤทธ์ิฆาลูกน้ํา
ยุง เม่ือศึกษาบทบาทการทํางานโดยใชเทคนิค surface plasmon resonance พบวาช้ินสวน 
domain III ท่ีแยกบริสุทธ์ิไดซ่ึงมีขนาด 21 กิโลดาลตัน สามารถจับกับเยื่อหุมเซลลจําลองโดยผาน
สองข้ันตอนและมีคาคงท่ีของสมดุลของการแยก (dissociation rate constant) คลายกับของ
โปรตีนเต็มขนาด 65 กิโลดาลตันและพบวาเม่ือโปรตีนท้ังสองชนิดท่ีจับกับเยื่อหุมเซลลแลวจะถูก
ยอยโดย proteinase K ไดเพียงบางสวนแสดงวาช้ินสวน domain III สามารถจับกับเยื่อหุมเซลล
ดังกลาวโดยอาจจะฝงตัวอยูภายใน นอกจากนี้เม่ือศึกษาโดยใชวิธี immunohistochemistry พบวา
ช้ินสวน domain III สามารถจับกับสวนบนสุดของเซลลบุผิวของกระเพาะลูกน้าํยุงลายไดแมใน
ปริมาณท่ีนอยกวาโปรตีนเต็มขนาดแสดงวา domain III นาจะเกี่ยวของกับการจับกับตัวรับจําเพาะ 
เม่ือศึกษาเพิ่มเติมพบวาช้ินสวน domain III ไมสามารถทําใหเกิดการแตกของ liposome หรือการ
เกิดรูอิออนไดและเม่ือทดสอบความเปนพษิพบวาช้ินสวน domain III ไมสามารถฆาลูกน้ํายุงลาย
และเซลลยุงลาย (S. albopictus C6/36 cells) จากการศึกษานี้สามารถเสนอไดวาช้ินสวน domain 
III ของโปรตีนชนิด Cry4Ba นาจะมีบทบาทในการรักษาเสถียรภาพของโครงสรางโปรตีน การจับ
กับเยื่อหุมเซลลจําลองและโปรตีนตัวรับจาํเพาะ 
110 หนา 
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ABSTRACT 
 It has been suggested that the C-terminal domain III of Bacillus thuringiensis 
Cry δ-endotoxins is involved in various functions including structural integrity, 
receptor binding and ion-channel regulation. In this study, eleven mutants (Y537A, 
Y543A, Y543R, Y543E, Y543Q, Y543I, R540A, R542A, R542K, R542E, and 
R542Q) of conserved residues located in β17 within domain III of the Cry4Ba 
mosquito-larvicidal toxin were constructed and shown to be critical for structural 
integrity. Toxicity assays against Stegomyia aegypti mosquito larvae suggested that 
positive charge at Arg542 and hydrophobicity at Tyr543 are pivotal for Cry4Ba toxicity. 
Furthermore, the cloned Cry4Ba-domain III fragment was functionally characterised 
via surface plasmon resonance spectroscopy, demonstrating that the 21-kDa domain 
III protein tightly binds to the immobilised artificial phospholipid membrane via two-
step manner with a similar rate of dissociation to that of the full-length Cry4Ba toxin. 
In the proteinase K protection assays, the membrane-bound form of both proteins was 
partially resistant to proteinase K digestion. This revealed that the domain III fragment 
alone was able to associate with and possibly embed itself within the lipid membrane. 
In vitro binding analysis via immuno-histochemical assay revealed that the Cry4Ba-
domain III protein was able to bind to the apical microvilli of the susceptible S. 
aegypti larval midguts, albeit at lower-binding activity when compared with the 65-
kDa full-length active toxin. This demonstrated that the Cry4Ba-domain III protein 
conceivably participates in toxin-receptor recognition. Unlike the full-length toxin, the 
Cry4Ba-domain III fragment could not induce leakage of calcein-entrapped liposome 
or display any ion channel activity on receptor-free phospholipid bilayers, indicating 
no membrane-destabilising activity. For toxicity assays, the cloned Cry4Ba-domain III 
protein did not display toxicity against either S. aegypti larvae or S. albopictus C6/36 
cell lines. Altogether, these studies suggest that the cloned Cry4Ba-domain III protein 
plays a role in maintaining structural integrity, membrane binding, and receptor 
recognition. 
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