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ข่าวกิจกรรมศูนย์เครื่องมือวิจัย มข

กิจกรรมอบรมเครื่องมือวิจัยขั้นสูง ครั้งที่ 2 ประจ�ำปี 2558

	 ศูนย์เครื่องมือวิจัย มหาวิทยาลัยขอนแก่น ร่วมกับฝ่ายวิจัยและถ่ายทอดเทคโนโลยี ได้จัดกิจกรรม อบรมเครื่องมือวิจัยขั้นสูง ครั้งที่ 2 ประจ�ำปี 2558 ระหว่าง
วันที่ 5 สิงหาคม ถึง 3 กันยายน 2558 ที่ผ่านมา โดยมีวตัถุประสงค์เพื่อให้ความรู้เรือ่งหลักการท�ำงาน และการประยุกต์ใช้เครื่องมอืขั้นสูง รวมทั้งส่งเสริมการใชง้านเครือ่ง
มือวิทยาศาสตร์ขั้นสูงเพื่อให้เกิดประโยชน์สูงสุดต่องานวิจัย และการเรียนการสอน แก่อาจารย์ นักวิจัย นักศึกษา และผู้ที่สนใจเข้าร่วมการอบรมโดยไม่มีค่าใช้จ่าย โดย
สมัครเข้าร่วมการอบรมได้ที่เว็บไซต์ ric.kku.ac.th ในการอบรมครั้งนี้ได้รับเกียรติจากวิทยากรผู้เชี่ยวชาญด้านเครื่องมือหลายท่าน ทั้งจากหน่วยงานภายในมหาวิทยาลัย 
และภาคเอกชน ทั้งนี้มีผู้ลงทะเบียนเข้าร่วมกิจกรรมทั้งสิ้น 268 คน รายละเอียดการจัดการอบรมเครื่องมือต่างๆ มีดังนี้

วันที่/เวลา เครื่องมือ หัวข้อบรรยาย วิทยากร

5 สิงหาคม Circular Dichroism spec-
troscopy (CD) 

- หลักการทำ�งานของเครื่อง CD
- การเตรียมตัวอย่างการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง CD

คุณสุภลักษณ์ ประสาร RICKKU 

19 สิงหาคม Atomic  
Force Microscope (AFM)

- Introduction to AFM
- Application of AFM in research  (Physical & Biochemical)
- AFM Technology and Innovation
- AFM demonstration and discussion

คุณอาทิตย์ ภูจอม

บริษัทโคแอกซ์ กรุ๊ป คอร์ปอเรชั่น จำ�กัด

20 สิงหาคม NMR (400MHz) - หลักการทำ�งานของเครื่อง NMR 
- ตัวอย่างการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง NMR 
- วิเคราะห์ตัวอย่างด้วยเครื่อง NMR จากซอฟแวร์

ศ.ดร.สมเดช กนกเมธากุล
คณะวิทยาศาสตร์ มข
คุณกิติศักดิ์   ภูผาสิทธิ์ RICKKU

24 สิงหาคม Near Infrared  
Spectroscopy (NIR)

- หลักการพื้นฐานและเครื่องมือของ NIR
- NIR Vision การใช้งานโปรแกรมของเครื่อง NIR

คุณปฤษฎางค์ พชระวรางกูร 
บริษัท เมทโธรห์ม สยาม จำ�กัด 

25 สิงหาคม Scanning electron 
microscope (SEM)

- ทฤษฎีและหลักการเบื้องต้นของเครื่อง SEM 
- เทคนิคการถ่ายภาพ
- เทคนิคและวิธีการเตรียมตัวอย่าง

คุณบุญส่ง ส่งกองสุข RICKKU

IN Cell  
Analyzer/2D-PAGE/Fluo-
rescence  
Gel Scanner

- In Cell Analyzer 2000 Advances and New Approaches in 
Cellular Imaging 

- 2D-DIGE: Advance Proteomics Technologies

คุณสุนิสา พูนพิพัฒนกุล บริษัท จีอี เฮลท์
แคร์

คุณศันสนีย์ อยู่จันทร์ บริษัท แบง เทรด
ดิ้ง 1992 จำ�กัด

Total Organic Carbon 
(TOC)

- หลักการทำ�งานเครื่องTOC และขั้นตอนที่สำ�คัญในการใช้งานเครื่อง
- การประยุกต์ใช้เครื่องมือTOC ที่ห้องปฏิบัติการวิเคราะห์ทางเครื่องมือ

ดร.ธัญลักษณ์ ราษฏร์ภักดี คณะ
วิศวกรรมศาสตร์ มข.

26 สิงหาคม LC-MS/MS - Analysis of post translational modification by LC-MS/MS
- KKU proteomic service & protein identification by LC-MS/MS 

ดร.จรัญ ใจหนักแน่น 
บริษัท Bruker Biospin AG 
คุณต้นกล้า อินสว่าง RICKKU

Real-time PCR - Real-time PCR Principle & Technology
- Real-time PCR Application & Experiment design
- Quantitative Analysis using CFX96 Touch

คุณนฤวรรณ เพ็ญพรหม 
บริษัท ไลฟ์ไซเอนซ์ เอพี จำ�กัด 

27 สิงหาคม Flow Cytometer Introduction of Flow cytometer and Trends in Flow cytometer 
researches in the future
- Advance multicolors in Flow cytometry
- Demo of BD AccuriTM C6 Flow cytometer

ศ.ดร.โกวิท พัฒนาปัญญาสัตย์คณะ
แพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล ม.มหิดล
คุณอัญชนะ วรรณโลบล บริษัท BDB 
Thailand

28 สิงหาคม Gas chromatography 
(GC)

- ทฤษฎี หลักการและการดูแลรักษาเบื้องต้นเครื่อง GC
- การใช้เครื่อง GC (Setting up instrument, Setting data acquisition 
and data analysis, Sequencing analysis and calibration curve)

คุณไพศรี วรรณแสงทอง RICKKU

Particle Size Analyser - ทฤษฎีเบื้องต้น และหลักการทำ�งานของเครื่อง Particle Size Analyser
- การประยุกต์ใช้เครื่อง Particle Size Analyser กับงานวิจัยในปัจจุบัน

ดร.เอกพล มหาวิหกานนท์
บริษัท DKSH ประเทศไทย

31 สิงหาคม X-ray diffractometer 
(XRD)

- หลักการทำ�งานเครื่อง XRD และขั้นตอนที่สำ�คัญในการใช้งานเครื่อง
- การประยุกต์ใช้เครื่อง XRD

ผศ.ดร.กิติโรจน์ หวันตาหลา 
คณะวิศวกรรมศาสตร์ มข

1 กันยายน Reverse Engineering ทฤษฎี หลักการทำ�งานเครื่อง Reverse engineering รศ.ดร.สุรสิทธิ์ ปิยะศิลป์ 
คณะวิศวกรรมศาสตร์ มข

3 กันยายน Mini Spray Dryer How to correctly operate the Mini Spray Dryer B-290 คุณวรรณวิภา สุธาชีวะ 
บริษัท บูชิ (ไทยแลนด์) จำ�กัด



บทบรรณาธิการ

	 สวัสดีค่ะประชาคมนักวิจัยทุกท่าน จดหมายข่าวศูนย์เคร่ืองมือวิจัยฯ ในฉบับที่ 8 นี้มีเคร่ืองมือวิจัยที่น่าสนใจ 2 รายการคือ 

RT-PCR สถานทีใ่ห้บรกิารทีค่ณะเกษตรศาสตร์ และ High pressure homogenizer สถานทีใ่ห้บรกิารทีค่ณะเภสชัศาสตร์ นกัวทิยาศาสตร์

ประจ�ำเคร่ืองมอืได้รวบรวมหลกัการและวธีิการใช้งานเพือ่ให้ท่านได้เหน็ภาพรวมก่อนตดิต่อใช้งานจริง นอกจากนีช่้วงเปิดภาคการศกึษาใหม่

นีศ้นูย์เครือ่งมอืวจิยัฯได้จดัการอบรมเคร่ืองมอืวจิยัชัน้สงู ซึง่ได้รบัเกยีรตจิากวทิยากรในหน่วยงานสถานศกึษาและหน่วยงานเอกชน ต้อง

ขอขอบพระคุณมา ณ ที่นี้ด้วยค่ะ ปิดท้ายด้วยตัวอย่างบทความวิจัยที่ได้รับการตีพิมพ์ โดยเนื้อหาในงานวิจัยมีการใช้เครื่องมือในการดูแล

ของศูนย์เครื่องมือวิจัย คือเครื่อง TEM AFM CD และเครื่อง LC-MS/MS 

	 อนึ่ง ศูนย์เครื่องมือวิจัย มหาวิทยาลัยขอนแก่น จะมีการปรับโครงสร้างการบริหารเร็วๆนี้ เพื่อให้สอดคล้องกับบริบทของการ

เป็นมหาวิทยาลัยในก�ำกับของรัฐ ขอให้ทุกท่านโปรดติดตาม เพื่อการบริการด้านเครื่องมือวิจัยที่จะก้าวไปสู่สากล

ผศ.ดร.รินา ภัทรมานนท์
กรรมการและเลขานุการ ศูนย์เครื่องมือวิจัย มหาวิทยาลัยขอนแก่น

ภาพกิจกรรม

0 3ric.kku.ac.th : RIC NEWSLETTER
จดหมายข่าวศูนย์เครื่องมือวิจัย มหาวิทยาลัยขอนแก่น



เครื่อง Real – Time PCR 

รูปที่ 2 แสดงหลักการทำ�งานของ 

Hydrolysis probes หรือ Taqman probe

ผู้เขียนบทความ : นางสาวศุภจิรา ศรีจางวาง
ต�ำแหน่ง: นักวิทยาศาสตร์

Email: suphachira@kku.ac.th

	 ปัจจุบันเทคนิค Real – Time PCR ได้ถูกน�ำ

มาประยุกต์ใช้อย่างกว้างขวางในงานวิจัยและการ

ตรวจวินิจฉัยในห้องปฏิบัติการแทนเทคนิค PCR หรือ 

conventional PCR (PCR แบบดั้งเดิม) ความแตก

ต่างระหว่างเทคนิค conventional PCR กับ Real 

– Time PCR มีอะไรบ้าง แล้วข้อดีของเทคนิค Real 

– Time PCR คืออะไร ท�ำไมจึงเป็นที่นิยมน�ำเทคนิคนี้

มาใช้มากขึ้นในปัจจุบัน 

	 ความแตกต่างระหว่างเทคนคิ Real – Time PCR 

กับ conventional PCR นั้น ใน conventional PCR 

ต้องประมาณการว่าจะปรับเปลีย่นอณุหภมูเิท่าไรหรอื

ท�ำปฏกิิรยิากีร่อบจงึจะได้ product ทีเ่พยีงพอต่อการ

ตรวจวัด และต้องใช้ gel electrophoresis เพื่อตรวจ

สอบดูทั้งปริมาณและขนาดของ products เมือ่สิ้นสดุ

ปฏิกิริยา (end point detection) ในขณะที่ในระบบ 

Real – Time PCR สามารถตดิตามดปูฏิกริยิาได้ทกุระยะ

ระหว่างที่ปฏิกิริยาก�ำลังด�ำเนินอยู่ และสามารถก�ำหนด

จุดที่จะเก็บข้อมูลเพื่อน�ำมาวิเคราะห์ในภายหลังได้ 

	 ส่ิงส�ำคญัทีต้่องค�ำนงึถงึส�ำหรบัการเริม่ต้นงาน 

Real – Time PCR คอื ขัน้ตอนการสกดัสารพนัธกุรรม 

ต้องใช้เทคนคิทีเ่หมาะสมหรือใช้ชดุน�ำ้ยาสกดัส�ำเร็จรูป

ที่มีคุณภาพ การเลือก work flow ในกรณีที่ตัวอย่าง

ตั้งต้นเป็น RNA สามารถเลือกท�ำได้ 2 ระบบ คือ การ

ท�ำ one – step หรือ two – step การท�ำ one – step 

คือ การสังเคราะห์ cDNA และกระบวนการ PCR เกิด

ขึ้นภายในหลอดเดียวกัน ส่วนการท�ำ two – step คือ 

การแยกสังเคราะห์ cDNA ก่อน จากนั้นจึงน�ำ cDNA 

ทีไ่ด้เข้าสูก่ระบวนการ Real – Time PCR อีกคร้ังหน่ึง 

สารเรืองแสงที่ใช้ในงาน Real – Time PCR มี 5 ประเภท คือ

ซึ่งการสังเคราะห์ cDNA ก่อนเข้าสู ่กระบวนการ  

Real – Time PCR เป็นอีกหนึ่งขั้นตอนที่ส�ำคัญหาก

เลือกใช้ระบบน�้ำยาที่ดีและใช้เอนไซม์ reverse tran-

scriptase ทีม่คีณุสมบตั ิRNase H activity กจ็ะท�ำให้

ได้ yield ของ cDNA สูงขึ้น การเลือกใช้ detection 

format ก่อนเร่ิมงานต้องพิจารณาว่าจะเลือกใช้สาร

เรืองแสงรูปแบบใด (เป็น SYBR Green I หรือ Probe) 

เน่ืองจากสารเรืองแสงบางรูปแบบมข้ีอจ�ำกัดในการใช้

งานบาง application ตัวเครื่อง Real – Time PCR 

และน�ำ้ยาทีใ่ช้ ควรเลอืกใช้น�ำ้ยาทีผ่่านการ optimize 

และพัฒนาร่วมกันกับตัวเคร่ือง เน่ืองจากเป็นการ

ท�ำงานทีเ่ป็นระบบเดยีวกนัทัง้หมดและช่วยลดเวลาใน

การ optimize PCR condition ท�ำให้ท�ำงานได้ง่าย

และรวดเร็วขึ้น 

	 1. SYBR Green I Dye: เป็นสารเรืองแสงที่สามารถเข้าจับกับ miner 

groove ของ DNA สายคู่ได้ ในช่วงการ denature ของปฏิกิริยา PCR เพื่อคลาย

สาย DNA จากสายคู่ให้เป็นสายเดี่ยวนั้น SYBR Green I จะยังไม่สามารถเข้าไปจับ

กับ DNA สายเดี่ยวได้ แต่เมื่อเข้าสู่กระบวนการ annealing และ กระบวนการ 

extension SYBR Green I จะแทรกตัวเข้าไปจับกับสายคู่ของ DNA และเปล่งแสง

ในช่วงคลื่นประมาณ 530 นาโนเมตร เมื่อรอบของ PCR กลับมาถึงช่วงการ dena-

ture อีกครั้ง SYBR Green I ก็จะหลุดออกจากสาย DNA ท�ำให้การเรืองแสงลดลง 

ในกรณีที่มี DNA หลายชนิดปนกันอยู่ในตัวอย่าง เราสามารถแยกสัญญาณของสาร

เรอืงแสงได้จากการเปรยีบเทียบค่า Tm เพราะ Tm เป็นคุณสมบัตเิฉพาะของ DNA 

สายคู่แต่ละสายซึ่งแปรผันตรงกับเปอร์เซ็นต์ของเบส G และ C ที่อยู่ในสาย DNA 

(% GC content) ดังรูปที่ 1	

	 2. Hydrolysis probes หรือ Taqman probe: probe ประเภทนี้

เป็น oligonucleotide เส้นเดียว ที่ปลาย 5’ ของ probe ติดฉลาก Reporter dye 

และภายในสาย probe ห่างจาก Reporter dye ไม่เกิน 5 bp จะติดฉลากด้วย 

Quencher dye หลังจากที่ probe ท�ำการ hybridization กับ DNA template 

แล้ว เมื่อ Reporter dye ถูกกระตุ้น (excite) ด้วยแสงจะถ่ายเทพลังงานไปให้ 

Quencher dye ตัว Quencher dye ดูดซับพลังงานนั้นไว้แล้วคายพลังงานออก

มาในรูปของแสงที่มีช่วงความยาวคลื่นเพิ่มขึ้น เมื่อกระบวนการ PCR เข้าสู่ช่วงการ

สร้าง DNA สายใหม่ (elongation) Taq DNA polymerase ซึ่งมีคุณสมบัติของ 

5’ – exonuclease activity จะท�ำการย่อย Taqman probe (hydrolysis) ท�ำให้ 

Reporter dye หลุดเป็นอิสระและห่างจาก Quencher ท�ำให้คายพลังงานในรูป

ของแสงได้ ดังรูปที่ 2 

 รูปที่ 1 แสดงหลักการท�ำงานของ SYBR Green I 
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	 3. Hybridization probes: probe ประเภทนี้เป็น oligonucleotide  
สายส้ัน 2 สาย โดยสายแรกติดฉลากที่ปลาย 3’ ด้วย fluorescein ท�ำหน้าท่ีเป็น 
Quencher หรือที่เรียกว่า donor fluorophore และสายที่สองติดฉลากที่ปลาย 5’ 
ด้วยสาร Red 640 หรือ Red 705 หรือที่เรียกว่า acceptor fluorophore โดยที ่
ปลาย 3’ ของ oligonucleotide probe นี้ถูกปิดด้วย Phosphate group เพื่อไม่ให้
สามารถท�ำหน้าที่เป็น PCR primer ได้ ทั้งนี้ probes ทั้ง 2 เส้นจะมีล�ำดับเบสที่ต่อ
เนื่องกันโดยเว้นช่วงระหว่างปลาย 3’ ของ oligonucleotide probe เส้นแรกกับกับ
ปลาย 5’ ของ probe เส้นท่ีสองประมาณ 1 – 5 bp เมื่อ probe ทั้งสองท�ำการ  
hybridization กับ DNA เป้าหมาย (PCR products) แสงที่เปล่งออกมาของ donor 
fluorophore จะไปกระตุ้น (excite) acceptor fluorophore ท�ำให้เกิดสัญญาณ 
fluorescence ที่เรียกว่า Fluorescent Resonance Energy Transfer (FRET)  
ที่สามารถวัดได้ในช่วง annealing phase และช่วงแรกของ extension phase  
ของ PCR reaction ในแต่ละรอบของ PCR cycle จะมีการ annealing โดย  
hybridization probes เพิ่มมากขึ้นท�ำให้สัญญาณ fluorescence เพิ่มขึ้น ดังรูปที่ 3

	 รูปที่ 3 hybridization probes ในขั้นตอน denaturation จะยังไม่เกิด FRET 
(A และ B) ก่อนที่ probe ทั้งสองจะท�ำการ hybridization กับ amplification products 
หาก oligonucleotide สายที่ 1 ถูกกระตุ้นจะเปล่งแสงสีเขียว (B) เมื่อปฏิกิริยาด�ำเนินถึง
ขั้นตอน annealing และช่วงแรกของขั้นตอน extension จะเกิด FRET ขึ้น โดยพลังงาน
ที่ปล่อยออกมาจาก oligonucleotide สายที่ 1 จะไปกระตุ้น LC Red 640 ที่ติดอยู่ปลาย 
5’ ของ oligonucleotide สายที่ 2 ท�ำให้เกิดการเรืองแสงสีแดงและสามารถตรวจวัด
สัญญาณการเรืองแสงที่เกิดขึ้นได้

	 รูปที่ 5 ก่อนการเกิด hybridization ระหว่าง Molecular Beacons กับ DNA 
เป้าหมาย ปลาย 5’ และ 3’ ของ Molecular Beacons ที่ติดฉลากด้วย Reporter และ 
Quencher dye จะอยูช่ดิกนัจน Quencher dye สามารถดดูพลงังานจาก Reporter dye 
แต่เมื่อเกิดการ hybridization ขึ้น Reporter และ Quencher dye จะอยู่ห่างกัน ท�ำให้ 
Reporter dye สามารถ	 เรืองแสงได้

	 รูปที่ 4 ในขั้นตอนของการ Denaturation นั้น Reporter dye จะยังไม่เปล่งแสง 
(A)  เมื่อเกิดการ hybridization กับ DNA เป้าหมายในขั้นตอนการ annealing (B) Re-
porter dye จะเปล่งแสงที่สามารถตรวจวัดได้         

	 5. Molecular Beacons: probe ประเภทน้ีเป็น oligonucleotide  

ที่มีลักษณะโค้งงอเป็น loop คล้ายกิ๊บติดผม (hair pin loop) ซึ่งติดกันด้วยพันธะ

ไฮโดรเจนประมาณ 5 – 7 นิวคลีโอไทด์ และมีเบส G – C มากท�ำให้ปลาย 5’ และ 

3’ ทีต่ดิฉลากด้วย Reporter และ Quencher dye เข้ามาอยู่ใกล้กนัจน Quencher 

dye สามารถดูดซับพลังงานจาก Reporter dye ได้ ส่วนบริเวณ hair pin จะถูก

สร้างให้มีล�ำดับเบสเป็นคู่สมกับ DNA เป้าหมาย เมื่อ Molecular Beacons  

เข้าจับกับ DNA เป้าหมาย hair pin จะถูกสลายไป ท�ำให้ Reporter dye อยู่ห่าง

จาก Quencher dye เมือ่ถูกกระตุน้ด้วยแสงพลงังานสงู Reporter dye จงึสามารถ

เปล่งแสงออกมาได้ ดังรูปที่ 5 

	 4. Simple probe: อาศัยการท�ำงานของ probe 1 เส้น ที่ถูกติดฉลากไว้ด้วย 
Reporter dye และ Linker ในขณะที่ probe จับกับ DNA เป้าหมาย ในขั้นตอน 
annealing จะมีการเปลี่ยนแปลง conformation ของ Linker และ Reporter 
dye โดยการเปลี่ยนแปลงรูปร่างนี้มีผลท�ำให้ Reporter เปล่งแสงในช่วงคลื่น 530 
นาโนเมตร ดังรูปที่ 4

	

อัตราค่าบริการด้วยเครื่อง Real – Time 

PCR ยี่ห้อ BIORAD รุ่น CFX96 

ลักษณะการใช้งาน Real – Time PCR 

ในด้านต่าง ๆ ดังนี้

	 	 1. งานตรวจสอบพันธุกรรรม (High Resolution Melting)

	 	 2. การตรวจสอบการแสดงออกของยีน (5 Targets – Multiplex QT/RT)

	 	 3. การตรวจสอบการปลอมปนเน้ือสัตว์ในผลิตภัณฑ์ที่มีการดัดแปลง

พันธุกรรม การปนเปื้อนของจุลินทรีย์รวมถึงการจ�ำแนกชนิดและปริมาณของ

จุลินทรีย์ (Multiple data acquisition modes and Gradient)

รายการ

อัตราค่าบริการ (บาท)

บุคลากรภายใน 
มข.

บุคคลภายนอก 
มข.

การใช้งานสำ�หรับตรวจวัดตัวอย่าง 500 
บาท/ชั่วโมง

1,000 
บาท/ชั่วโมง

การใช้งานสำ�หรับวิเคราะห์ผลการ
ตรวจวัดตัวอย่าง

300  
บาท/ตัวอย่าง

400 
บาท/ตัวอย่าง

	 นักวิจัยสามารถติดต่อขอใช้บริการหรือสอบถามข้อมูลเพิ่มเติมได้ที่ คุณฐิติพร 

พิทยาวุธวินิจ โทร. 089-111-1528 Email: thipit@kku.ac.th 	 	  
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ผู้เขียนบทความ : น.ส.สาวิณี นาสมภักดิ์
ต�ำแหน่ง: นักวิทยาศาสตร์

Email: sawinee.nas@gmail.com

	 เครือ่งลดขนาดอนภุาคความดันสงู (High Pressure Homogenizer) เป็นเครือ่งจักร

และอปุกรณ์ส�ำหรบัการเตรยีมตวัอย่างให้เป็นเนือ้เดยีวกัน และให้มขีนาดเลก็ระดับนาโนเมตรถึง

ไมโครเมตร โดยอาศัยปั๊มที่ความดังแรงสูง

High Pressure Homogenizer 

รุ่น M-110P Microfluidizer

	 วัตถุประสงค์การใช้เคร่ือง High 

Pressure Homogenizer ใช้เพ่ือ

เตรียมตัวอย่างสารประเภทต่างๆ เช่น 

	 1. อมิลัชนั (Emulsion) เช่น น�ำ้มนั 

(oil) น�้ำผลไม้ น�้ำนม เป็นต้น 

	 2. ดิสเพอร์ชนั (Dispersion) เช่น 

ยาทางเภสชักรรม Solid lipid nanopar-

ticles (SLN) และ nanostructured 

lipid carriers (NLC) เป็นต้น 

	 3. สารแขวนลอย (Suspension) 

ของแข็งแขวนลอยในน�้ำหรือน�้ำมัน เช่น 

น�้ำผลไม้บางชนิดซึ่งมี กาก (pulp) อยู ่

เป็นต้น

ภาพตัวอย่างระบบการท�ำงานของเครื่อง High Pressure Homogenizer

(ที่มา: http://www.azom.com/article.aspx?ArticleID=5398)
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หลักการท�ำงาน 

	 เครื่อง High Pressure Homogenizer รุ่น M-110P Microfluidizer 

ท�ำงานโดยใช้ป๊ัมความดนัสงู ให้สารตวัอย่างทีอ่ยูใ่นรปุของเหลวผ่าน

ช่องแคบ ที่เรียกว่า วาล์วฮอโมจีไนซ์ (homogenization valve) 

ด้วยความเร็วสูงมาก แรงดันที่ใช้ในการท�ำงานอยู่ที่ 30,000 psi ซึ่ง

พลงังานแรงดนั จะท�ำให้เกดิแรงกระท�ำ 2 แรง คอื แรงเฉอืน (shear) 

และแรงกระแทก (impact) รวมถงึการแตกตวัของฟองอากาศขนาด

เลก็อย่างรนุแรง จงึท�ำให้สามารถบด/ย่อยตัวอย่างภายในระบบได้ มี

ผลให้อนุภาคตัวอย่างมีขนาดเล็กลงและเกิดการกระจายเป็นเนื้อ

เดียวกัน 

ข้อส�ำคญัส�ำหรบัการเตรยีมตัวอย่าง 

	 1. ตัวอย่างที่มีความไวต่อการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิสูง จะต้อง

ท�ำให้ตัวอย่างเย็นลงก่อนและหลัง ผ่านเครื่อง เพื่อรักษาระดับ

อุณหภูมิให้คงที่ การท�ำให้ตัวอย่างเย็นก่อนผ่านเครื่องอาจใช้วิธีการ 

แช่เยน็ให้ตวัอย่างอณุหภมูลิดลงระดบัหนึง่ก่อน และการท�ำให้เยน็ลง

หลังผ่านเครื่องอาจใช้ วิธีการหล่อน�้ำเย็นภาชนะที่รองรับผลิตภัณฑ์ 

	 2. ตัวอย่างที่มีความข้นหนืดสูง เช่นตัวอย่างที่มีส่วนประกอบ

ของ wax หรือไขมัน จะต้องท�ำการ หลอมเหลวหรือลดความหนืด

ของตัวอย่าง โดยการให้ความร้อนแก่ตัวอย่าง (preheat) ก่อน ผ่าน

เครื่อง และควรเปิดเครื่องให้เครื่องท�ำงานโดยการหมุนเวียนน�้ำร้อน

สะอาดในช่วงความดนั ทีต้่องการก่อน เพือ่ท�ำให้โลหะทีจ่ะสมัผสักบั

ตวัอย่างร้อน เป็นการ preheat และป้องกนัการอุด ตนัตามท่อและป๊ัม 

	 3. ตัวอย่างที่มีของแข็งเป็นองค์ประกอบควรท�ำการลดขนาด

อนุภาคของแข็งดังกล่าวลงให้มีขนาด เล็กกว่า 0.5 mm ก่อนเพื่อ

ป้องกันการอุดตันภายในเครื่อง

ภาพ พลังงานแรงดันที่ท�ำให้เกิดแรงกระท�ำ 2 แรง ระหว่างการบด/ย่อยตัวอย่าง
(ที่มา: http://www.sec.gov/Archives/edgar/

data/723889/000110465910002575/a10-2327_1ex99d1.htm)

การน�ำตัวอย่างอนุภาคผ่านเครื่อง High Pressure Homogenizer

การน�ำตัวอย่าง สารอิมัลชัน (น�้ำ-น�้ำมัน) ผ่านเครื่อง High Pressure 

Homogenizer ท�ำให้สารถูกบด/ย่อยให้มีลักษณะเป็นเนื้อเดียวกัน

เอกสารอ้างอิง

	 Training papers “High Pressure Homogenizer; Microfluidics. 

Tiny Particle, BIG RESULTs”

	 ดัดแปลงจากคู่มือการประกอบเครื่อง และการใช้งาน High 

Pressure Homogenizer รุ่น APV 2000.

	 http://www.azom.com/article.aspx?ArticleID=5398

รายการ
ค่าใช้จ่าย (บาท/ชั่วโมง)

อัตรา 1 อัตรา 2 อัตรา 3

ค่าใช้บริการ 200 400 800

อัตรา 1 ส�ำหรับบุคลากรภายในมหาวิทยาลัยขอนแก่น
อัตรา 2 ส�ำหรับบุคลากรภายนอกมหาวิทยาลัยขอนแก่น
อัตรา 3 ส�ำหรับภาคเอกชน

	 นักวิจัยสามารถติดต่อขอใช้บริการเครื่อง Particle Size 
Analyser หรือสอบถามเกี่ยวกับการเตรียมตัวอย่างได้ที่ คุณสา
วิณี นาสมภักดิ์ คณะเภสัชศาสตร์ 

โทร. 085-3781416,  Email: sawinee.nas@gmail.com

อัตราค่าบริการ
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ผลงานตีพิมพ์ที่เกิดจากการใช้บริการเครื่องมือ 

ศูนย์เครื่องมือวิจัย มหาวิทยาลัยขอนแก่น
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Peptide lipidation has proven to be an inexpensive and effective strategy for designing next-generation peptide-
based drug compounds. In this study, the effect of the acyl chain length of ultrashort LiPs (CX-KYR-NH2; X = 10,
12, 14 and 16) on their bacterial killing and membrane disruption kinetics was investigated. The geometric
mean of the minimum inhibitory concentration (MIC) values for 4 pathogenic bacterial strains was 25 μM, with
a selectivity index of 10.24 for C14-KYR-NH2. LiPs at all concentrations exhibited no cytotoxicity towards human
erythrocytes, but towards Vero cells at 80 μM. All the LiPs adopted secondary structure in a membranemimicking
environment. C14-KYR-NH2 aggregated above 256 μM,while C16-KYR-NH2 did above 80 μM. All LiPs showed outer
membrane permeabilizationwithin 3min after treatment, yet the extent and kinetics of innermembrane penetra-
tion and depolarizationwere dependent on the acyl chain length. Cell death subsequently occurredwithin 10min,
and killing activity appeared to correlate most with depolarization activity but not with outer or inner membrane
permeability. AFM imaging of cells treated with C14-KYR-NH2 revealed rupture of the cell surface and cytosolic
leakage depending on the length of incubation. This study highlights and follows the progression of events that
occur during themembrane disintegration process over time, and determines the optimal amphipathicity of ultra-
short LiPswith 12–14 carbon atoms for thismembrane disrupting activity. The fast acting bactericidal properties of
ultrashort LiPs with optimal chain lengths make them promising candidates for drug lead compounds.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The emergence of resistant microbes to classical antibiotics has
prompted the study and development of alternative agents as a new
generation of antimicrobial compounds. Alternatives to classical antibi-
otics are in need and peptide antibiotics such as antimicrobial peptides
(AMPs) have shown significant promise as potential candidates for fu-
ture therapeutics. The advantages of AMPs over conventional antibiotics
include, but are not limited to, a broader spectrum of activity, non-
receptor mediated modes of action, and minimal induction of drug re-
sistance. AMPs were initially isolated more than two decades ago from
various organisms, including insects, hemolymphs, frogs andmammali-
an neutrophil granules [1–4]. They are essential and evolutionarily con-
served elements of the innate defense system of these organisms. AMPs
generally consist of 12–50 aa that are mixed between hydrophobic and

hydrophilic groups, allowing for solubility in both aqueous and lipid
phases. They have a net positive charge of 2–9 and most of them
adopt amphipathic structures when bound on the membrane. In the
past decade much focus has been centered on modification of AMPs to
improve their antimicrobial activity, increase their in vivo efficacy and
retention, and lower the cost of theirmanufacture [5,6]. Generally,mod-
ifying the peptides by changing the amino acid sequence or by alternat-
ing their order within the sequence has been shown to increase
antimicrobial activity [3,7,8]. However, other peptide modifications
are interesting as well. Linking peptides with other biological macro-
molecules such as sugars or lipids has proven to yield higher antimicro-
bial activity compared to the parent non-linked peptides [8,9].

Natural lipopeptides (LiPs) are produced nonribosomally in bacteria
and fungi during cultivation in various carbon sources. The structure
consists of a hydrophobic lipidmoiety covalently attached to hydrophil-
ic peptides of 6–7 amino acids. Some of them are highly active against
antibiotic-resistant pathogenic bacteria. For instance, polymyxin B,
one of themost studied lipopeptides, has been long used to treat topical
and urinary tract infection [10] and daptomycin has been approved by
the Food and Drug Administration for topical infections [11]. Although
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� Of the 93 Gnathostoma spinigerum
antigenic spots excised, 87 were
identified by LC/MSeMS.

� Twenty seven types of proteins were
identified from the database search.

� The set of identified antigenic mole-
cules shows the diversity of
processes.

� Most protein is protein involving in
metabolic process and energy
generation.
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a b s t r a c t

Gnathostoma spinigerum is the causative agent of human gnathostomiasis. The advanced third stage larva
(AL3) of this nematode can migrate into the subcutaneous tissues, including vital organs, often producing
severe pathological effects. This study performed immuno-proteomic analysis of antigenic spots, derived
from G. spinigerum advanced third stage larva (GSAL3) and recognized by human gnathostomiasis sera,
using two-dimensional (2-DE) gel electrophoresis based-liquid chromatography/tandem mass spec-
trometry (LC/MSeMS), and followed by the aid of a database search. The crude GSAL3 extract was
fractionated using IPG strips (pH 3-11NL) and followed by SDS-PAGE in the second dimension. Each gel
was stained with colloidal Coomassie blue or was electro-transferred onto a nitrocellulose membrane
and probed with gnathostomiasis human sera by immunoblotting. Individual Coomassie-stained protein
spots corresponding to the antigenic spots recognized by immunoblotting were excised and processed
using LC/MSeMS. Of the 93 antigenic spots excised, 87 were identified by LC/MSeMS. Twenty-seven
protein types were found, the most abundant being Ascaris suum37. Six spots showed good quality
spectra, but could not be identified. This appears to be the first attempt to characterize antigenic proteins
from GSAL3 using a proteomic approach. Immuno-proteomics shows promise to assist the search for
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2.5. 2-DE-based-liquid chromatography/tandem mass
spectrometry (LC/MSeMS) and protein identification

Coomassie-stained individual protein spots of interest corre-
sponding to the antigenic spots recognized by pooled human
gnathostomiasis sera by immunoblotting were excised and sent for
analysis to the proteomic service at the Khon Kaen University
Research Instrument Center, Thailand. Coomassie-stained spots
recognized by pooled healthy human sera were excluded. Briefly,
the gel plugs were destained, airdried, and subjected to tryptic
digestion. One ml (10 fmol) of the BSA digest solution was used as a
standard control for the experiment. The tryptic peptides were
acidified and analyzed using a nano-liquid chromatography system
(EASY-nLC II, Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany) coupled to
an ion trap mass spectrometer (Amazon Speed ETD, Bruker Dalto-
nik GmbH) equipped with an ESI nano-sprayer. Sample volumes of
1e2 mL were loaded by the autosampler onto a EASY-Column,
10 cm, ID 75 mm, 3 mm, C18-A2 (Thermo Scientific) using a flow
rate of 300 nL/min and linear gradient from solution A (0.1% formic
acid) to 35% of solution B (0.1% formic acid in acetonitrile) in 35min.
The Bruker Daltonik software package, HyStar v.3.2, was used to
control the ion trap device. LC-MS/MS spectra were analyzed using
Compass Data Analysis v.4.0. Compound lists were exported as
Mascot generic files (mgf) for further searching in MASCOT online
(http://www.matrixscience.com). Protein identification was per-
formed by searching against the protein database from NCBI (all
entries) using MASCOTMS/MS Ion Search with the initial searching
parameters; Enzyme: trypsin, allowed up to one missed cleavage;
carbamidomethylation (C) as a fixed modification, and oxidation
(HW) and oxidation (M) as variable modifications; peptide mass
tolerance of 0.5 Da and fragmentmass tolerance of 0.5 Da; a peptide
charge state of þ1, þ2, þ3; instrument type: ESI-TRAP; and report
top: auto. The molecular functions and biological roles of the
identified proteins were assigned according to the gene ontology
(GO) database (http://www.geneontology.org) and the Swiss-Prot/
UniProt database (http://beta.uniprot.org).

3. Results and discussion

Only 93 antigenic protein spots, which were recognized by
human gnathostomiasis sera but not by healthy human sera, were
considered and further analyzed bymass spectrometry. Most target
proteins were obtained from the acidic region of the IPG strip and
their molecular masses ranged between 20 and 40 kDa (Fig. 1).
Identified target proteins were excised from gels, digested with

trypsin and the resulting peptides analyzed by mass spectrometry
(Table S1-Supplementary material). Twenty-seven types of
different proteins were identified using the Mascot program
(Table 1). Since there was limited information regarding Gnathos-
toma gene sequences, identification was based on matches to ho-
mologous proteins from related nematodes (Table 1), e.g.
Caenorhabditis sp., Ascaris suum, Brugia malayi, Wuchereria ban-
crofti, Onchocerca volvulus, Necator americanus, Haemonchus con-
tortus, Loa loa, Trichinella sp., Anisakis simplex, Strongyloides
stercoralis and Ditylenchus destructor. The most abundant identified
protein was Ascaris suum37 (As37) (17 spots). Although 6 spots
show good quality spectra, they could not be identified (Table 1). In
addition, Table 1 shows the biological processes and molecular
functions for each immunogenic parasite protein where informa-
tion was available from gene ontology (GO) term analysis. Many
proteins had metabolic roles and likely exhibited catalytic activity.
Some proteins had other roles: actin (locomotion), heat shock
proteins & chaperone proteins (response to stimulus), cytoplasmic
intermediate filament protein (binding), peroxiredoxin (antioxi-
dant), galactoside-binding lectin (binding), Third Party Data_
inferential (TPA_inf): eukaryotic translation elongation factor 1
alpha (binding), galectin (binding), and ATPase and cell division
protein 48 and vacuolar protein sorting (Vps4) oligomerisation
domain containing protein (binding).

We performed an immunoproteomic analysis to identify all
immunogenic proteins of G. spinigerum in human gnathostomiasis.
To date, there have been few proteomic studies on Gnathostoma
species and human gnathostomiasis. In our previous study, 2-DE
gel electrophoresis of GSAL3 crude extract, followed by immuno-
blotting using pooled human sera from proven gnathostomiasis
cases, detected a number of prominent antigenic peptides, with at
least 70 such spots having approximate molecular masses ranging
from less than 21.2 to more than 108 kDa with pI between 5 and 10
(Laummaunwai et al., 2008). Peptide sequences of two of these
antigenic spots, which had approximate molecular weights of
23e24 kDa and a pI of 8.1e9.3, matched with portions of cyclo-
philin, hypothetical protein, actin, matrix metalloproteinase
(MMP)-like protein and intermediate filament protein B
(Laummaunwai et al., 2008). Recently, Campista-Le�on et al. (2012)
separated crude somatic antigen of Gnathostoma binucleatum AL3
using 2-DE immunoblot analysis. They found four antigenic spots,
three withmolecular weights of 32 kDa (pI 6.3, 6.5 and 6.9) and one
with a molecular weight of 40 kDa (pI 5.6), with potential as anti-
gens specific for serodiagnosis. Sequence analysis performed on
two of the four proteins showed that they belonged to the galectin

Fig. 1. Representative images of three independent replicates are shown. Crude extract of Gnathostoma spinigerum advanced third stage larvae (GSAL3) was subjected to two-
dimensional gel electrophoresis. The crude GSAL3 extract (200 mg) was fractionated using IPG strip (pH 3-11NL), followed by 12% SDS-PAGE. One gel was stained with colloidal
Coomassie blue (A) and the other one was electro-transferred onto a nitrocellulose membrane and probed with human gnathostomiasis sera by immunoblotting (B). Individual
Coomassie-stained protein spots corresponding to the antigenic spots recognized by immunoblotting were excised and subjected to LC/MSeMS. Numbers at the left of each image
indicate protein molecular weight markers. Numbers and arrows on images refer to the spot identity used in the tables.
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material is the existence of a voltage plateau 
at around 3.45 V (vs Li/Li + ) which results 
from a fi rst-order phase transition occurring 
between LFP and FePO 4  (FP) phases during 
electrochemical cycling. Behavior associated 
with this plateau is far from simple, and 
the fundamentals of reaction mechanisms 
and phase transition pathways during the 
charge–discharge processes have been 
intensively investigated. [ 3–16 ]  Many models 
have been proposed, supported by data from 
different characterization techniques. These 
include the core shell or shrinking core, [ 17 ]  
domino-cascade, [ 18,19 ]  mosaic, [ 20,21 ]  modifi ed 
radial core shell, [ 22,23 ]  and the single-phase 
kinetics models. [ 24 ]  These models are usu-
ally based on the well-established phase dia-
gram of the material which composes of a 
two-phase regime (miscibility gap) bounded 
by very narrow solid-solution end phase 
regimes of Li-rich Li 1−α FePO 4  and Li-poor 

Li β FePO 4  closing to stoichiometric end members of lithiated oli-
vine LFP (triphylite) and delithiated olivine FP (heterosite) phases 
at room temperature, and a solid solution over the entire com-
position range above 520 K. [ 25,26 ]  The miscibility gap is found to 
be particle size, particle geometry, temperature, and compositions 
(or defect) dependent, and may completely disappear at room 
temperature forming a complete solid solution. [ 4–6,27–29 ]  

 Dynamic phase transformation in olivine LiFePO 4  involving formation of one or 
more intermediate or metastable phases is revealed by an in situ time-resolved 
X-ray absorption near edge structure (XANES) technique. The XANES spectra 
measured during relaxation immediately after the application of relatively high 
overpotentials, where metastable phases are expected, show a continuous shift 
of the Fe  K- edge toward higher energy. Surprisingly, the Fe  K -edge relaxes to 
higher energies after current interrupt regardless of whether the cell is being 
charged or discharged. This relaxation phenomenon is superimposed upon 
larger shifts in  K- edge due to changes in Fe 2+/ Fe 3+  ratio due to charging and 
discharging, and implies an intermediate phase of larger Fe O bond length 
than any of the known crystalline phases. No intermediate crystalline phases 
are observed by X-ray diffraction (XRD). A metastable amorphous phase formed 
during dynamic cycling and which structurally relaxes to the equilibrium crys-
talline phases over a time scale of about 10 min after cessation of charging/
discharging current is consistent with the experimental observations. 

  1.     Introduction 

 Olivine LiFePO 4  (LFP) is a commercially useful cathode material 
for Li-ion batteries with good properties such as low toxicity, low 
cost due to the high natural abundance of iron, as well as high 
thermal stability and safety due to an affi nity for oxygen through a 
strong P–O covalent bond. [ 1,2 ]  An important characteristic of this 

  S. Pongha, B. Seekoaon, Prof. S. Srilomsak, Prof. N. Meethong 
 Department of Physics 
 Faculty of Science 
 Khon Kaen University 
  Khon Kaen    40002  ,   Thailand   
E-mail:  sriloms@hotmail.com;     nonmee@kku.ac.th    
 Dr. W. Limphirat, Dr. P. Kidkhunthod 
 Synchrotron Light Research Institute 
  Nakhon Ratchasima    30000  ,   Thailand    
 Prof. S. Srilomsak 
 Nanotec-SUT Center of Excellence on Advanced Functional 
Nanomaterials 
 Suranaree University of Technology 
  Nakhon Ratchasima    30000  ,   Thailand    
 Prof. S. Srilomsak 
 School of Ceramic Engineering 
 Suranaree University of Technology 
  Nakhon Ratchasima    30000  ,   Thailand    

 Prof. Y.-M. Chiang 
 Department of Materials Science and Engineering 
 Massachusetts Institute of Technology 
  77 Massachusetts Ave  ,   Cambridge  ,   MA    02139  ,   USA   
E-mail:  ychiang@mit.edu    
 Prof. N. Meethong 
 Integrated Nanotechnology Research Center 
 Khon Kaen University 
  Khon Kaen    40002  ,   Thailand    
 Prof. N. Meethong 
 Nanotec-KKU Center of Excellence on Advanced Nanomaterials 
for Energy Production and Storage 
 Khon Kaen University 
  Khon Kaen    40002  ,   Thailand   

Adv. Energy Mater. 2015, 1500663

www.MaterialsViews.com
www.advenergymat.de

FU
LL

 P
A
P
ER

© 2015 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim1500663 (4 of 8) wileyonlinelibrary.com

The spectral shift to higher energy during relaxation after both 
charging and discharging suggests the same phase is involved. 

 To summarize the key experimental observations to this 
point, we fi nd that during charge or discharge, the overall 
Fe 2+ /Fe 3+  ratio changes with the SOC/SOD as expected for 
the change in average Fe valence of the compound. However, 
during relaxation, the Fe  K -edge shows a shift to higher energy 
in all cases. In the remainder of this paper, we consider the pos-
sible origins of this transient behavior.  

  4.     Origins of the Dynamic Phase Transition 
Behavior 

 Figure  1 d,e and  Figure     3  a–f are the Δ µ  XANES data plotted 
in two different ways. In Figure  1 d,e, we plot the Δ µ  XANES 
during charge–discharge normalized to the reference spec-
trum of the fully charged state at 4.50 V. During the charge 
process, it is clear that the magnitude of the Δ µ  difference 
decreases upon charging. This is indicative of a decrease in the 
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 Figure 2.     Normalized and calibrated Fe  K- edge XANES spectra obtained during relaxation. Ranges 1R to 3R (left panel) represent the XANES spectra 
measured during 30 min relaxation during charging at about 30% SOC, 60% SOC, and 90% SOC, respectively. Ranges 5R–7R (right panel) represent 
the XANES spectra measured during 30 min relaxation during discharging at about 30% SOD, 60% SOD, and 90% SOD, respectively. The dashed lines 
in each range R represent XANES spectra of LFP (at 0% SOC) and FP (at 100% SOC). Notice that during relaxation the spectra shift from low to high 
energy regardless of whether the cell charging or discharging prior to the current interrupt.


