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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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บทคัดยอ 

การงอกเปนกระบวนการเจริญเติบโตของพืชจากเมล็ดหรือโครงสรางที่คลายคลึงกัน กระบวนการนี้สงผลตอการ
เปล่ียนแปลงของโปรตีนและกรดอะมิโนที่เปนองคประกอบของเมล็ดเพื่อใชในการสรางเซลลใหมในระหวางที่เมล็ดงอก  โดย
แบบแผนโปรตีนที่สกัดจากเมล็ดถ่ัวเหลือง (Glycine max  L.) ที่ทําการเพาะงอกสัมพันธกับระยะเวลาการงอกยังไมมีการศึกษา
ที่ชัดเจน ดังนั้นจึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาเปรียบเทียบแบบแผนของโปรตีนที่สกัดจากถ่ัวเหลืองพันธุ KKU 35 ที่ไมผานการ
เพาะและท่ีผานการเพาะงอก โดยภายหลังจากที่เมล็ดดูดซับน้ําแลวทําการเพาะเมล็ดที่ระยะเวลา 12  24 และ 48 ชั่วโมง 
จากนั้นสกัดโปรตีนจากถ่ัวเหลืองทั้งที่ไมผานการเพาะและการเพาะงอกดวยเฮกเซนและนํ้า นําไปตรวจสอบความบริสุทธิ์และ
แบบแผนของสารสกัดโปรตีนดวยเทคนิค FT-IR และ SDS-PAGE ตามลําดับ แลวระบุชนิดของโปรตีนจากการเพาะงอกท่ีมี
ความเขมของแถบโปรตีนมากกวาที่ไมผานการเพาะดวยเทคนิค LC-MS/MS ผลการทดลองพบวาโปรตีนที่สกัดไดทั้ง 4 สภาวะ
แสดงเอกลักษณการดูดกลืนแสงมากในชวงเลขคล่ืนประมาณ 1633 cm-1 1518 cm-1 และ 1392  cm-1 ที่บงบอกหมู amine I, 
amine II และ amine III ของโปรตีน  จากผล SDS-PAGE พบวาจํานวนแถบโปรตีนที่สกัดไดจากถ่ัวเหลืองที่เพาะงอกจะ
ลดลงตามระยะเวลา โดยแบบแผนของโปรตีนจากถ่ัวเหลืองที่งอก 48 ชั่วโมง พบแถบโปรตีนขนาดประมาณ 57 kDa  มีความ
เขมของแถบโปรตีนมากกวาถ่ัวเหลืองที่ไมผานการเพาะ และเม่ือบงชี้ชนิดของโปรตีนในฐานขอมูลพบวาเปนโปรตีน alpha 
subunit of beta conglycinin, partial [Glycine max]  
คําสําคัญ:  ถ่ัวเหลือง, การงอก, เบตา คอนไกลซินิน 
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คํานํา 
พืชมีการเก็บสะสมโปรตีน ไตรเอซิลกลีเซอรอล และคารโบไฮเดรตไวในสวนของ เมล็ด  หัว และราก โดยพืชใบเล้ียงคูเก็บ

สะสมโปรตีนปริมาณมากในรูปของเมล็ดเพื่อเปนแหลงของคารบอน ไนโตรเจน และซัลเฟอรที่ใชสําหรับการงอกของเมล็ดและการ
พัฒนาเปนตนออนของพืช (Yamada et al., 2014) โดยถ่ัวเหลืองเปนพืชอาหารสําคัญที่มีโปรตีนสะสมอยูในเมล็ดประมาณ  35-42 
เปอรเซ็น โดยโปรตีนสะสมหลักเปนโกลบูลิน 11S  และ 7S พบประมาณ 40  และ 30 เปอรเซ็นตามลําดับของโปรตีนทั้งหมด โดย
ไกลซินิน (glycinin) เปนโปรตีนในกลุมของ 11S อยูในรูปของเฮกซะเมอร มีน้ําหนักโมเลกุล 360 kDa สวนบีตาคอนไกลซินิน (β-
conglycinin) เปนกลุมของโกลบลิูน 7S  มีน้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 180 kDa อยูในรูปของไตรเมอรที่มีองคประกอบเปนหนวยยอย
แอลฟา (α) แอลฟา' (α') และเบตา (β) มีน้ําหนักโมเลกุล 76  66 และ 47.5  kDa ตามลําดับ (Ma et al., 2016)  โดยเอนไซมกลุม 
endopeptidase มีบทบาทสําคัญในการยอยโปรตีนที่เก็บสะสมในเมล็ดที่เปนโปรตีนในหนวยยอยของเบตาคอนไกลซินินใหมีขนาด
โมเลกุลที่เล็กลงหรือถูกยอยเปนกรดอะมิโนอิสระ โดยใชเปนสารต้ังตนในการสังเคราะหโปรตีนตัวใหมและสารประกอบไนโตรเจน
ตัวอื่นๆ เพือ่ใชในการพัฒนาเปนตนออนในระหวางกระบวนการงอกของเมล็ด (Zakharov et al., 2004) จากขอมูลดังกลาวจึงศึกษา
การเปล่ียนแปลงของโปรตีนที่สัมพันธกับระยะเวลาการงอกของถ่ัวเหลืองพันธุ KKU 35 ที่ไมผานการเพาะและท่ีผานการเพาะงอก 
 

อุปกรณและวิธีการ 
1. การเตรียมตัวอยางถ่ัวเหลือง 

นําเมล็ดถ่ัวเหลืองพันธุ KKU 35 มาแชน้ําเปนเวลา 8 ชั่วโมง แลวเพาะลงบนกระบะท่ีมีทิชชูชุบน้ําใหชุมในภาชนะปด 
วางไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 12 24  และ 48 ชั่วโมง จากนั้นอบใหแหงแลวนํามาบดใหละเอียด เติมเฮกเซนลงไปในอัตรา 5 
ตอ 1 วางไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 12 ชั่วโมง แลวนําถ่ัวเหลืองที่สกัดไขมันออกวางใหระเหยแหงที่อุณหภมิูหอง   
2. การสกัดโปรตีนจากถ่ัวเหลือง 

การสกัดโปรตีนจากถ่ัวเหลืองโดยการดัดแปลงวิธีการเพียงเล็กนอยของ Solominoarisoa Sefatie et al.,  (2013) โดย
นําตัวอยางแหงเติมน้ําลงไปในอัตราสวน 1 ตอ 10 แชไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 3 ชั่วโมง แลวปรับพีเอชใหเปน 8.0 ดวย
โซเดียมไฮดรอกไซด  นํามาปนเหวี่ยงที่ 6,000  รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แลวนําสวนใสมา
ปรับพีเอชเปน 4.5 ดวยกรดไฮโดรคลอริก เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง แลวนํามาปนเหวี่ยงอีกรอบ 
แลวนําตะกอนที่ไดมาปรับพีเอช 7.0 ดวยโซเดียมไฮดรอกไซด   จากนั้นนําโปรตีนไปทําแหงแบบแชเยือกแข็ง  
3. การวิเคราะหตัวอยางโปรตีนดวยเทคนิค Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) 

ผงโปรตีนถูกนํามาตรวจวัดหมูฟงกชั่นของสารประกอบดวยเทคนิค FTIR-Spectroscopy ดวยเคร่ือง Bruker tensor 
27 FT-IR spectrometer และใช Platinum Diamond ATR เปนอุปกรณเสริม วัดที่ 64 scans ดวย Spectral resolution 4 cm-1 
ทําการวัดตัวอยาง 5 ซ้ํา บันทึกผลการวัดและวิเคราะหสเปกตรัมดวยโปรแกรม Optical User Software (OPUS) 7.5 (Bruker 
Optics Ltd, Ettlingen, Germany)          
4. การทํา SDS-PAGE  

เตรียมเจล 12 % separating gel และ 4 % stacking polyacrylamide gel จากนั้นผสมตัวอยางโปรตีนปริมาณ 15 
ไมโครกรัม กับ 2x solubilizing แลวนําไปตมประมาณ 2 นาที จากนั้นโหลดตัวอยางโปรตีนลงบนแผนเจล แลวทําการแยก
โปรตีนโดยใช Tris-glycine เปนอิเล็กโทรดบัฟเฟอร จากนั้นยอมสีดวย coomassie brilliant blue R-250 จนเห็นแถบโปรตีน
ชัดเจน จากนั้นนําแชในสารละลาย destain ประมาณ 1 ชั่วโมง หรือใหเจลที่ไมมีแถบโปรตีนใส  
5. LC-MS/MS 

ทําการตัดแถบโปรตีนที่มีขนาดนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ  57 kDa จากเมล็ดเพาะงอกท่ีระยะเวลา 48 ชั่วโมง มายอย
ดวยเอนไซมทริปซิน จากน้ันระบุชนิดของโปรตีนดวยเทคนิค LC-ESI MS/MS (Bruker, Bremen, Germany) แลวนําขอมูลที่ได
ไปเทียบกับฐานขอมูลโปรตีนโดยใชโปรแกรม  MASCOT MS/MS Ion Search (www.matrixscience.com) 
 

ผล 
1. การตรวจสอบองคประกอบของสารสกัดโปรตีนถ่ัวเหลืองดวยเทคนิค FT-IR 

การวิเคราะหโปรตีนที่สกัดไดจากถ่ัวเหลืองที่ไมผานการเพาะและถ่ัวเหลืองเพาะงอกที่ระยะเวลาตางๆ ดวยเทคนิค 
FT-IR พบวาทั้ง 4 สภาวะ มีการดูดกลืนแสงมากในชวงเลขคล่ืนประมาณ 1633 cm-1 1518 cm-1  และ 1392 cm-1 โดยการ
ดูดกลืนแสงตํ่าในชวงเลขคล่ืนประมาณ  1064 cm-11160 cm-1 1233 cm-1 1449 cm-1 1745 cm-1 2854 cm-1  และ 2924 cm-1  
แตการเพาะเมล็ดที่ 48 ชั่วโมงที่ไมพบการดูดกลืนแสงในชวงเลขคล่ืนประมาณ 1160 cm-1  และ 1745 cm-1 (Figure1) 
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2. แบบแผนโปรตีนจากสารสกัดเมล็ดถ่ัวเหลืองที่ไมผานการเพาะและการเพาะงอก 
เม่ือเปรียบเทียบแบบแผนของสารสกัดโปรตีนในถ่ัวเหลืองที่ไมผานการเพาะกับถ่ัวเหลืองเพาะงอก พบวาจํานวนแถบ

ของโปรตีนแตกตางกัน โดยถ่ัวเหลืองที่ไมผานการเพาะพบแถบโปรตีน 12 แถบ ถ่ัวเหลืองเพาะงอกที่ระยะเวลา 12  24 และ 48 
ชั่วโมง พบแถบโปรตีนจํานวน 10  7  และ  6 แถบตามลําดับ เมล็ดเพาะงอกท่ี 48 ชั่วโมงพบโปรตีนน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 
57  kDa มีความเขมของแถบโปรตีนมากกวาโปรตีนในเมล็ดถ่ัวเหลืองที่ไมผานการเพาะ (Figure 2)  
3. การบงช้ีชนิดของโปรตีนดวยเทคนิค LC-MS/MS 

ผลการวิเคราะหชนิดของโปรตีนที่มีขนาดน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 57 kDa ของถ่ัวเหลืองเพาะงอกที่ระยะเวลา 48 
ชั่วโมงดวย LC-MS/MS และระบุชนิดของโปรตีนในฐานขอมูลพบวาเปนโปรตีน alpha subunit of beta conglycinin, partial 
[Glycine max] (Table 1) 
 

วิจารณผลการทดลอง 
โปรตีนจากเมล็ดถ่ัวเหลืองที่สกัดดวยเฮกเซนและนํ้า พบการดูดกลืนแสงสูงในชวงเลขคล่ืนประมาณ 1633 cm-1   1518  cm-

1   และ 1392  cm-1 ที่สอดคลองกับหมู amine I (~1650 cm-1), amine II (~1550 cm-1), amine  III (1400-1200 cm-1)   ที่
เปนโครงสรางองคประกอบของโปรตีน (Barth, 2007)  โดยพบวามีการปะปนของคารโบไฮเดรตและไขมันเพียงเล็กนอยจากการ
ดูดกลืนแสงตํ่าในชวงเลขคล่ืนประมาณ 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)  แตที่ระยะเวลาการเพาะเมล็ดที่ 48 ชั่วโมงพบตําแหนงของการดูดกลืนแสงในชวง
ของไขมันและคารโบไฮเดรตนอยกวาเมล็ดถ่ัวเหลืองที่ไมทําการเพาะ อาจเปนไปไดวามีการใชไขมันและคารโบไฮเดรตที่สะสมอยูใน
ระหวางที่เกิดกระบวนการงอกดวย นอกจากน้ีเมล็ดเพาะงอกท่ี  24 กับ 48 ชั่วโมง ไมพบโปรตีนที่มีขนาดนํ้าหนักโมเลกุลมากกวา 57 
kDa เม่ือเปรียบเทียบกับเมล็ดที่ไมผานการเพาะ อาจเปนไปไดวาเมล็ดแหงมีเอนไซม endopeptidase และ carboxypeptidase ที่ไม
สามารถทํางานไดแตจะทํางานไดเม่ือเมล็ดอยูในระหวางการงอก   โดยการยอยโปรตีนขนาดใหญที่เก็บสะสมไวใหมีขนาดที่เล็กลง 
(Muntz et al., 2001) ซึ่งสอดคลองกับการศึกษากอนหนานี้เก่ียวกับการสกัดโปรตีนจากใบเล้ียงของถ่ัวเหลืองที่เพาะเปนระยะเวลา 12 
วัน พบวาที่ระยะเวลาการเพาะงอกมีผลตอการเปล่ียนแปลงโปรตีนในหนวยยอยของบีตาคอนไกลซินิน โดยปริมาณโปรตีนสองหนวย
ยอยคือ α และ α' ลดลงอยางรวดเร็วโดยไมพบหลังจากการเพาะเมล็ดที่ระยะเวลา 6 วัน  แตอยางไรก็ตามพบวามีหนึ่งหนวยยอยของ
บีตาคอนไกลซินินที่มีน้ําหนักโมเลกุล 51.2 kDa เกิดขึ้นในทุกระยะเวลาของการเพาะจนถึงวันที่ 6 ของการเพาะเมล็ด (Wilson et al., 
1986) โดยมีเอนไซมในกลุมของ Protease C1 ที่ทําหนาที่ในการเร่ิมตนการยอยหนอยยอย α  และ α' ของบีตาคอนไกลซินินที่เก็บ
สะสมในถ่ัวเหลือง (Glycine max L. Merrill)  ทําใหพบโปรตีนตัวกลางที่มีขนาด 70 63 61 58 55 และ 53.5  kDa (Qi et al., 1992)  ซึ่ง
อาจเปนไปไดในกระบวนการงอกของเมล็ดถ่ัวเหลือพันธุ KKU 35 มีการยอยโปรตีนในหนวยยอยของบีตาคอนไกลซินินเปนโปรตีน
ตัวกลางท่ีมีขนาดโมเลกุลเล็กลงและมีปริมาณท่ีเพิ่มขึ้นเม่ือเมล็ดงอกได 48 ชั่วโมงคือโปรตีนหนวยยอยแอลฟาของบีตาคอนไกลซินิน 
อาจเก็บสะสมในใบเล้ียงมากขึ้นเพื่อนําไปใชในการพัฒนาเปนเอ็มบริโอในระหวางการงอกของเมล็ด แตอยางไรก็ตามบีตาคอนไกลซิ
นินในถ่ัวเหลืองผสมอาหารสัตวกอใหเกิดการแพ ทําใหลดการเพิ่มน้ําหนักตัว ประสิทธิภาพการใชอาหารลดลงเพิ่มอาการทองรวงของ
สุกร โดยผลของบีตาคอนไกลซินินตอสัตวลดลงถาใชถ่ัวเหลืองหมักเปนอาหารสัตว (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 

จํานวนแถบโปรตีนที่สกัดไดจากถ่ัวเหลืองที่เพาะงอกจะลดลงตามระยะเวลา โดยถั่วเหลืองที่งอก 48 ชั่วโมง พบแถบ
โปรตีนขนาดประมาณ 57 kDa  มีความเขมของแถบโปรตีนมากกวาถ่ัวเหลืองที่ไมผานการเพาะ และเม่ือบงชี้ชนิดของโปรตีนใน
ฐานขอมูลพบวาเปนโปรตีน alpha subunit of beta conglycinin, partial [Glycine max]  

 
คําขอบคุณ 

ขอขอบคุณงบประมาณสนับสนุนจากทุนอุดหนุนการวิจัยจากเงินรายไดของคณะเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัย
บูรพา วิทยาเขตสระแกว สัญญาเลขท่ี ๐๐๑/๒๕๖๑ และขอขอบคุณศูนยวิจัยปรับปรุงพันธุพืชเพื่อการเกษตรท่ีย่ังยืน คณะ
เกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน ที่อนุเคราะหถ่ัวเหลืองพันธุ KKU 35 และศูนยวิจัยโปรตีนและโปรติโอมิกสเพื่อการพานิชย
และอุตสาหกรรม คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน 
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