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Abstract 
Germination is the process by which an organism grows from a seed or similar structure. The process 

changes compositions of proteins and amino acids for synthesis of new cells during germination. The patterns of 
proteins extracted from germinating soybean (Glycine max L.) seeds that are correlated with time during 
germination process have not been clearly studied. The objective of this study was to compare the protein 
patterns which were extracted from dry mature seeds and germinating seeds of the soybean variety, KKU 35. The 
germinating seeds were evaluated at 12, 24 and 48 h after water absorption. Protein extracts of both dry mature 
seeds and germinating seeds were achieved by the consecutive extraction in hexane and water. Protein purity 
and pattern of each extract were determined by FT-IR spectrometry and SDS-PAGE, respectively. Then, protein 
band with higher intensity than that of dry mature seeds was identified by LC-MS/MS. Germinating seeds at four 
evaluation times displayed strong absorption peaks of approximately 1633 cm-1, 1518 cm-1 and 1392 cm-1,  which 
were correlated with the amine I, amine II  and amine III structures of a protein, respectively. The results 
from SDS-PAGE demonstrated that amounts of protein extracted from germinating soybean seeds decreased with 
time. The protein pattern of germinating seeds at 48 h with molecular weight of about 57 kDa showed higher 
intensity than did the protein pattern of dry mature seeds, and this protein was identified as alpha-subunits of 
beta-conglycinin, partial [Glycine max] by comparing the protein sequences with those  in database.  
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บทคัดยอ 

การงอกเปนกระบวนการเจริญเติบโตของพืชจากเมล็ดหรือโครงสรางที่คลายคลึงกัน กระบวนการนี้สงผลตอการ
เปล่ียนแปลงของโปรตีนและกรดอะมิโนที่เปนองคประกอบของเมล็ดเพื่อใชในการสรางเซลลใหมในระหวางที่เมล็ดงอก  โดย
แบบแผนโปรตีนที่สกัดจากเมล็ดถ่ัวเหลือง (Glycine max  L.) ที่ทําการเพาะงอกสัมพันธกับระยะเวลาการงอกยังไมมีการศึกษา
ที่ชัดเจน ดังนั้นจึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาเปรียบเทียบแบบแผนของโปรตีนที่สกัดจากถ่ัวเหลืองพันธุ KKU 35 ที่ไมผานการ
เพาะและท่ีผานการเพาะงอก โดยภายหลังจากที่เมล็ดดูดซับน้ําแลวทําการเพาะเมล็ดที่ระยะเวลา 12  24 และ 48 ชั่วโมง 
จากนั้นสกัดโปรตีนจากถ่ัวเหลืองทั้งที่ไมผานการเพาะและการเพาะงอกดวยเฮกเซนและนํ้า นําไปตรวจสอบความบริสุทธิ์และ
แบบแผนของสารสกัดโปรตีนดวยเทคนิค FT-IR และ SDS-PAGE ตามลําดับ แลวระบุชนิดของโปรตีนจากการเพาะงอกท่ีมี
ความเขมของแถบโปรตีนมากกวาที่ไมผานการเพาะดวยเทคนิค LC-MS/MS ผลการทดลองพบวาโปรตีนที่สกัดไดทั้ง 4 สภาวะ
แสดงเอกลักษณการดูดกลืนแสงมากในชวงเลขคล่ืนประมาณ 1633 cm-1 1518 cm-1 และ 1392  cm-1 ที่บงบอกหมู amine I, 
amine II และ amine III ของโปรตีน  จากผล SDS-PAGE พบวาจํานวนแถบโปรตีนที่สกัดไดจากถ่ัวเหลืองที่เพาะงอกจะ
ลดลงตามระยะเวลา โดยแบบแผนของโปรตีนจากถ่ัวเหลืองที่งอก 48 ชั่วโมง พบแถบโปรตีนขนาดประมาณ 57 kDa  มีความ
เขมของแถบโปรตีนมากกวาถ่ัวเหลืองที่ไมผานการเพาะ และเม่ือบงชี้ชนิดของโปรตีนในฐานขอมูลพบวาเปนโปรตีน alpha 
subunit of beta conglycinin, partial [Glycine max]  
คําสําคัญ:  ถ่ัวเหลือง, การงอก, เบตา คอนไกลซินิน 
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คํานํา 
พืชมีการเก็บสะสมโปรตีน ไตรเอซิลกลีเซอรอล และคารโบไฮเดรตไวในสวนของ เมล็ด  หัว และราก โดยพืชใบเล้ียงคูเก็บ

สะสมโปรตีนปริมาณมากในรูปของเมล็ดเพื่อเปนแหลงของคารบอน ไนโตรเจน และซัลเฟอรที่ใชสําหรับการงอกของเมล็ดและการ
พัฒนาเปนตนออนของพืช (Yamada et al., 2014) โดยถ่ัวเหลืองเปนพืชอาหารสําคัญที่มีโปรตีนสะสมอยูในเมล็ดประมาณ  35-42 
เปอรเซ็น โดยโปรตีนสะสมหลักเปนโกลบูลิน 11S  และ 7S พบประมาณ 40  และ 30 เปอรเซ็นตามลําดับของโปรตีนทั้งหมด โดย
ไกลซินิน (glycinin) เปนโปรตีนในกลุมของ 11S อยูในรูปของเฮกซะเมอร มีน้ําหนักโมเลกุล 360 kDa สวนบีตาคอนไกลซินิน (β-
conglycinin) เปนกลุมของโกลบลิูน 7S  มีน้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 180 kDa อยูในรูปของไตรเมอรที่มีองคประกอบเปนหนวยยอย
แอลฟา (α) แอลฟา' (α') และเบตา (β) มีน้ําหนักโมเลกุล 76  66 และ 47.5  kDa ตามลําดับ (Ma et al., 2016)  โดยเอนไซมกลุม 
endopeptidase มีบทบาทสําคัญในการยอยโปรตีนที่เก็บสะสมในเมล็ดที่เปนโปรตีนในหนวยยอยของเบตาคอนไกลซินินใหมีขนาด
โมเลกุลที่เล็กลงหรือถูกยอยเปนกรดอะมิโนอิสระ โดยใชเปนสารต้ังตนในการสังเคราะหโปรตีนตัวใหมและสารประกอบไนโตรเจน
ตัวอื่นๆ เพือ่ใชในการพัฒนาเปนตนออนในระหวางกระบวนการงอกของเมล็ด (Zakharov et al., 2004) จากขอมูลดังกลาวจึงศึกษา
การเปล่ียนแปลงของโปรตีนที่สัมพันธกับระยะเวลาการงอกของถ่ัวเหลืองพันธุ KKU 35 ที่ไมผานการเพาะและท่ีผานการเพาะงอก 
 

อุปกรณและวิธีการ 
1. การเตรียมตัวอยางถ่ัวเหลือง 

นําเมล็ดถ่ัวเหลืองพันธุ KKU 35 มาแชน้ําเปนเวลา 8 ชั่วโมง แลวเพาะลงบนกระบะท่ีมีทิชชูชุบน้ําใหชุมในภาชนะปด 
วางไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 12 24  และ 48 ชั่วโมง จากนั้นอบใหแหงแลวนํามาบดใหละเอียด เติมเฮกเซนลงไปในอัตรา 5 
ตอ 1 วางไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 12 ชั่วโมง แลวนําถ่ัวเหลืองที่สกัดไขมันออกวางใหระเหยแหงที่อุณหภมิูหอง   
2. การสกัดโปรตีนจากถ่ัวเหลือง 

การสกัดโปรตีนจากถ่ัวเหลืองโดยการดัดแปลงวิธีการเพียงเล็กนอยของ Solominoarisoa Sefatie et al.,  (2013) โดย
นําตัวอยางแหงเติมน้ําลงไปในอัตราสวน 1 ตอ 10 แชไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 3 ชั่วโมง แลวปรับพีเอชใหเปน 8.0 ดวย
โซเดียมไฮดรอกไซด  นํามาปนเหวี่ยงที่ 6,000  รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แลวนําสวนใสมา
ปรับพีเอชเปน 4.5 ดวยกรดไฮโดรคลอริก เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง แลวนํามาปนเหวี่ยงอีกรอบ 
แลวนําตะกอนที่ไดมาปรับพีเอช 7.0 ดวยโซเดียมไฮดรอกไซด   จากนั้นนําโปรตีนไปทําแหงแบบแชเยือกแข็ง  
3. การวิเคราะหตัวอยางโปรตีนดวยเทคนิค Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) 

ผงโปรตีนถูกนํามาตรวจวัดหมูฟงกชั่นของสารประกอบดวยเทคนิค FTIR-Spectroscopy ดวยเคร่ือง Bruker tensor 
27 FT-IR spectrometer และใช Platinum Diamond ATR เปนอุปกรณเสริม วัดที่ 64 scans ดวย Spectral resolution 4 cm-1 
ทําการวัดตัวอยาง 5 ซ้ํา บันทึกผลการวัดและวิเคราะหสเปกตรัมดวยโปรแกรม Optical User Software (OPUS) 7.5 (Bruker 
Optics Ltd, Ettlingen, Germany)          
4. การทํา SDS-PAGE  

เตรียมเจล 12 % separating gel และ 4 % stacking polyacrylamide gel จากนั้นผสมตัวอยางโปรตีนปริมาณ 15 
ไมโครกรัม กับ 2x solubilizing แลวนําไปตมประมาณ 2 นาที จากนั้นโหลดตัวอยางโปรตีนลงบนแผนเจล แลวทําการแยก
โปรตีนโดยใช Tris-glycine เปนอิเล็กโทรดบัฟเฟอร จากนั้นยอมสีดวย coomassie brilliant blue R-250 จนเห็นแถบโปรตีน
ชัดเจน จากนั้นนําแชในสารละลาย destain ประมาณ 1 ชั่วโมง หรือใหเจลที่ไมมีแถบโปรตีนใส  
5. LC-MS/MS 

ทําการตัดแถบโปรตีนที่มีขนาดนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ  57 kDa จากเมล็ดเพาะงอกท่ีระยะเวลา 48 ชั่วโมง มายอย
ดวยเอนไซมทริปซิน จากน้ันระบุชนิดของโปรตีนดวยเทคนิค LC-ESI MS/MS (Bruker, Bremen, Germany) แลวนําขอมูลที่ได
ไปเทียบกับฐานขอมูลโปรตีนโดยใชโปรแกรม  MASCOT MS/MS Ion Search (www.matrixscience.com) 
 

ผล 
1. การตรวจสอบองคประกอบของสารสกัดโปรตีนถ่ัวเหลืองดวยเทคนิค FT-IR 

การวิเคราะหโปรตีนที่สกัดไดจากถ่ัวเหลืองที่ไมผานการเพาะและถ่ัวเหลืองเพาะงอกที่ระยะเวลาตางๆ ดวยเทคนิค 
FT-IR พบวาทั้ง 4 สภาวะ มีการดูดกลืนแสงมากในชวงเลขคล่ืนประมาณ 1633 cm-1 1518 cm-1  และ 1392 cm-1 โดยการ
ดูดกลืนแสงตํ่าในชวงเลขคล่ืนประมาณ  1064 cm-11160 cm-1 1233 cm-1 1449 cm-1 1745 cm-1 2854 cm-1  และ 2924 cm-1  
แตการเพาะเมล็ดที่ 48 ชั่วโมงที่ไมพบการดูดกลืนแสงในชวงเลขคล่ืนประมาณ 1160 cm-1  และ 1745 cm-1 (Figure1) 
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2. แบบแผนโปรตีนจากสารสกัดเมล็ดถ่ัวเหลืองที่ไมผานการเพาะและการเพาะงอก 
เม่ือเปรียบเทียบแบบแผนของสารสกัดโปรตีนในถ่ัวเหลืองที่ไมผานการเพาะกับถ่ัวเหลืองเพาะงอก พบวาจํานวนแถบ

ของโปรตีนแตกตางกัน โดยถ่ัวเหลืองที่ไมผานการเพาะพบแถบโปรตีน 12 แถบ ถ่ัวเหลืองเพาะงอกที่ระยะเวลา 12  24 และ 48 
ชั่วโมง พบแถบโปรตีนจํานวน 10  7  และ  6 แถบตามลําดับ เมล็ดเพาะงอกท่ี 48 ชั่วโมงพบโปรตีนน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 
57  kDa มีความเขมของแถบโปรตีนมากกวาโปรตีนในเมล็ดถ่ัวเหลืองที่ไมผานการเพาะ (Figure 2)  
3. การบงช้ีชนิดของโปรตีนดวยเทคนิค LC-MS/MS 

ผลการวิเคราะหชนิดของโปรตีนที่มีขนาดน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 57 kDa ของถ่ัวเหลืองเพาะงอกที่ระยะเวลา 48 
ชั่วโมงดวย LC-MS/MS และระบุชนิดของโปรตีนในฐานขอมูลพบวาเปนโปรตีน alpha subunit of beta conglycinin, partial 
[Glycine max] (Table 1) 
 

วิจารณผลการทดลอง 
โปรตีนจากเมล็ดถ่ัวเหลืองที่สกัดดวยเฮกเซนและนํ้า พบการดูดกลืนแสงสูงในชวงเลขคล่ืนประมาณ 1633 cm-1   1518  cm-

1   และ 1392  cm-1 ที่สอดคลองกับหมู amine I (~1650 cm-1), amine II (~1550 cm-1), amine  III (1400-1200 cm-1)   ที่
เปนโครงสรางองคประกอบของโปรตีน (Barth, 2007)  โดยพบวามีการปะปนของคารโบไฮเดรตและไขมันเพียงเล็กนอยจากการ
ดูดกลืนแสงตํ่าในชวงเลขคล่ืนประมาณ 1064 cm-1 1160 cm-1  1233 cm-1 1449 cm-1 1745 cm-1 2854 cm-1  และ 2924 cm-1  
(Wiercigroch et al., 2017;  Forfang et al., 2017)  แตที่ระยะเวลาการเพาะเมล็ดที่ 48 ชั่วโมงพบตําแหนงของการดูดกลืนแสงในชวง
ของไขมันและคารโบไฮเดรตนอยกวาเมล็ดถ่ัวเหลืองที่ไมทําการเพาะ อาจเปนไปไดวามีการใชไขมันและคารโบไฮเดรตที่สะสมอยูใน
ระหวางที่เกิดกระบวนการงอกดวย นอกจากน้ีเมล็ดเพาะงอกท่ี  24 กับ 48 ชั่วโมง ไมพบโปรตีนที่มีขนาดนํ้าหนักโมเลกุลมากกวา 57 
kDa เม่ือเปรียบเทียบกับเมล็ดที่ไมผานการเพาะ อาจเปนไปไดวาเมล็ดแหงมีเอนไซม endopeptidase และ carboxypeptidase ที่ไม
สามารถทํางานไดแตจะทํางานไดเม่ือเมล็ดอยูในระหวางการงอก   โดยการยอยโปรตีนขนาดใหญที่เก็บสะสมไวใหมีขนาดที่เล็กลง 
(Muntz et al., 2001) ซึ่งสอดคลองกับการศึกษากอนหนานี้เก่ียวกับการสกัดโปรตีนจากใบเล้ียงของถ่ัวเหลืองที่เพาะเปนระยะเวลา 12 
วัน พบวาที่ระยะเวลาการเพาะงอกมีผลตอการเปล่ียนแปลงโปรตีนในหนวยยอยของบีตาคอนไกลซินิน โดยปริมาณโปรตีนสองหนวย
ยอยคือ α และ α' ลดลงอยางรวดเร็วโดยไมพบหลังจากการเพาะเมล็ดที่ระยะเวลา 6 วัน  แตอยางไรก็ตามพบวามีหนึ่งหนวยยอยของ
บีตาคอนไกลซินินที่มีน้ําหนักโมเลกุล 51.2 kDa เกิดขึ้นในทุกระยะเวลาของการเพาะจนถึงวันที่ 6 ของการเพาะเมล็ด (Wilson et al., 
1986) โดยมีเอนไซมในกลุมของ Protease C1 ที่ทําหนาที่ในการเร่ิมตนการยอยหนอยยอย α  และ α' ของบีตาคอนไกลซินินที่เก็บ
สะสมในถ่ัวเหลือง (Glycine max L. Merrill)  ทําใหพบโปรตีนตัวกลางที่มีขนาด 70 63 61 58 55 และ 53.5  kDa (Qi et al., 1992)  ซึ่ง
อาจเปนไปไดในกระบวนการงอกของเมล็ดถ่ัวเหลือพันธุ KKU 35 มีการยอยโปรตีนในหนวยยอยของบีตาคอนไกลซินินเปนโปรตีน
ตัวกลางท่ีมีขนาดโมเลกุลเล็กลงและมีปริมาณท่ีเพิ่มขึ้นเม่ือเมล็ดงอกได 48 ชั่วโมงคือโปรตีนหนวยยอยแอลฟาของบีตาคอนไกลซินิน 
อาจเก็บสะสมในใบเล้ียงมากขึ้นเพื่อนําไปใชในการพัฒนาเปนเอ็มบริโอในระหวางการงอกของเมล็ด แตอยางไรก็ตามบีตาคอนไกลซิ
นินในถ่ัวเหลืองผสมอาหารสัตวกอใหเกิดการแพ ทําใหลดการเพิ่มน้ําหนักตัว ประสิทธิภาพการใชอาหารลดลงเพิ่มอาการทองรวงของ
สุกร โดยผลของบีตาคอนไกลซินินตอสัตวลดลงถาใชถ่ัวเหลืองหมักเปนอาหารสัตว (Song et al., 2010)  
 

 
  
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
Figure 2  SDS-PAGE of of protein extracted from dry 

mature germinating seeds of soybean at 
12, 24 and 48 h                                                

Figure 1  FT-IR spectra of protein extracted from dry mature   
seeds and germinating seeds of soybeans at 12, 
24 and 48 h.  
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Table 1   Protein identification by LC-MS/MS after SDS-PAGE.  
Protein band Match to Protein name Mass 

Theory (Da) 
Score Sequence 

coverage (%) 
Peptide  sequences 

Mw ~57 kDa 
germination 
at 48 h 

BAA23360.2 alpha subunit 
of beta 
conglycinin, 
partial 
[Glycine 
max] 

63184 978 33 RSPQLQNLRD, RSPQLQNLRD 
KFFEITPEKN, RNILEASYDTKF 
RESYFVDAQPKK,RLQESVIVEISKE 
RLITLAIPVNKPGRF,KTISSEDKPFNLRS 
KEQQQEQQQEEQPLEVRK 
KAIVILVINEGDANIELVGLKE 
RVPSGTTYYVVNPDNNENLRL 
RFESFFLSSTEAQQSYLQGFSRN 
RDLDIFLSIVDMNEGALLLPHFNSK 

 
สรุปผลการทดลอง 

จํานวนแถบโปรตีนที่สกัดไดจากถ่ัวเหลืองที่เพาะงอกจะลดลงตามระยะเวลา โดยถั่วเหลืองที่งอก 48 ชั่วโมง พบแถบ
โปรตีนขนาดประมาณ 57 kDa  มีความเขมของแถบโปรตีนมากกวาถ่ัวเหลืองที่ไมผานการเพาะ และเม่ือบงชี้ชนิดของโปรตีนใน
ฐานขอมูลพบวาเปนโปรตีน alpha subunit of beta conglycinin, partial [Glycine max]  

 
คําขอบคุณ 

ขอขอบคุณงบประมาณสนับสนุนจากทุนอุดหนุนการวิจัยจากเงินรายไดของคณะเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัย
บูรพา วิทยาเขตสระแกว สัญญาเลขท่ี ๐๐๑/๒๕๖๑ และขอขอบคุณศูนยวิจัยปรับปรุงพันธุพืชเพื่อการเกษตรท่ีย่ังยืน คณะ
เกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน ที่อนุเคราะหถ่ัวเหลืองพันธุ KKU 35 และศูนยวิจัยโปรตีนและโปรติโอมิกสเพื่อการพานิชย
และอุตสาหกรรม คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน 
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