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ABSTRACT 
 
 

Hemocyanin is a copper binding protein found in two phyla, mollusks 
and arthropods. Being the main protein component in hemolymph, hemocyanin typically 
represents up to 80-95% of the total amount of proteins. Hemocyanin has multifunctions 
such as oxygen carrying, ecdysone transporting and being a precursor of anti-fungal 
peptides. Furthermore, hemocyanin was converted to phenoloxidase like enzyme by 
sodium dodecyl sulphate (SDS) treatment as similar to phenoloxidase isolated from 
hemocytes. A close relationship between phenoloxidase and hemocyanin was deduced 
based on their similar amino acid sequences, physico-chemical properties and 
functions. Physiological role of phenoloxidase is involved in immune response of 
crustaceans. This suggests that hemocyanin may also play an important role in the 
immune response. 
 Hemocyanin was firstly purified from the hemolymph of banana shrimp 
Fenneropenaeus merguiensis by ultracentrifugation and subsequently by preparative 
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE). Purified hemocyanin showed a single band 
with Mr of 230 kDa in non-denaturing PAGE. It is arranged in a doublet of 75 and 79.4 
kDa in SDS-PAGE. By means of gel filtration chromatography, purified hemocyanin was 
estimated to have Mr of 215 kDa. In addition, the hemolymph showed a protein band 
with Mr of 480 kDa containing phenoloxidase activity as determined by non-denaturing 
PAGE whereas that of hemocyanin (230 kDa) did not. This suggested that the 480 kDa 
protein band may be a minor form of hemocyanin assembled in hexamer which is 
present in the hemolymph of F. merguiensis. 
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 Polyclonal antibody against purified hemocyanin was raised in an albino 
rabbit. Anti-hemocyanin antibody showed a high specificity to only hemocyanin without 
cross reaction to other proteins in the hemolymph of banana shrimp. Moreover, enzyme 
linked immunosorbent assay (ELISA) was developed and used to quantify hemocyanin 
in the hemolymph. By ELISA analysis, hemocyanin in the hemolymph of 6 shrimps was 
determined as 111.07 + 3.58 mg/ml hemolymph, which was 85.67% of total protein. 
This finding was in the range of hemocyanin (80-95%) reported in other crustacean 
hemolymph. 
  In this study, cDNA of partial hemocyanin gene (pHC) was cloned from 
the hepatopancreas cDNA library of F. merguiensis based on polymerase chain reaction 
(PCR) method. It comprised 1,496 bp encoding a polypeptide of 498 amino acid 
residues. A sequence comparison showed that the deduced amino acid sequence of 
pHC had closely identity to that of Litopenaeus vannamei (91%), Marsupenaeus 
japonicus (81%, 88%) and Fenneropenaeus chinensis (80%). In addition, the deduced 
amino acid sequence of F. merguiensis pHC gene was rather identical to those of 
prophenoloxidase genes of Penaeus semisulcatus (34%), L. vannamei (33%) and          
M. japonicus (32%), indicating that hemocyanin and prophenoloxidase in the 
hemolymph of penaeid shrimps may be related. 
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A =   absorbance 
1oAb = anti-hemocyanin antibody 
2oAb = anti-rabbit IgG horseradish peroxidase conjugated 
bp = base pair 
BSA =   bovine serum albumin 
CAC  = cacodylate 
cDNA = complementary deoxyribonucleic acid 
CM-cellulose =   carboxymethyl-cellulose                                            
DEAE-Sephacel = diethylaminoethyl-sephacel 
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dNTP = deoxynucleotide triphosphate 
EDTA =   ethylenediaminetetraacetic acid 
ELISA =    enzyme linked immunosorbent assay 
x g = gravitation acceleration 
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HEPES =   N-2-hydroxyethylpiperazine-N|-2-ethanesulfonic acid  
mA =   milliampere 
Kav = distribution coefficient 
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L-DOPA = 3,4-L-dihydroxyphenyl-L-alanine 
M = molar 
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mg =   milligram 
min =   minute 
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Mr = apparent molecular weight 
ng = nanogram 
OPD = o-phenylenediamine dihydrochloride 
PAGE =   polyacrylamide gel electrophoresis 
PCR = polymerase chain reaction 
PMSF = phenylmethylsulphonylfluoride 
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pH =   -log hydrogen ion concentration 
ppt = part per ton 
PVDF = polyvinyl difluoride 
Rf = relative mobility 
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TMB = 3,3´,5,5´-tetramethylbenzidine 
Tris =   tris(hydroxymethyl)aminomethane 
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บทที่ 1 
 
 

บทนํา 
 
 
บทนําตนเร่ือง 
  สัตวในกลุมครัสเตเชียน (crustacean) โดยเฉพาะกุงเปนสัตวที่มีผูนิยมบริโภค
มากทั้งภายในและตางประเทศ จึงเปนสินคาอาหารทะเลที่ตลาดโลกมีความตองการบริโภคสูง
และเพิ่มปริมาณมากขึ้นอยางตอเน่ือง ทําใหอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้าสามารถทํา
รายไดใหแกประเทศไทยมูลคาปละหลายหมื่นลานบาท (สถิติการประมงแหงประเทศไทย, พ.ศ.
2548) เม่ือความตองการการบริโภคมีมากขึ้นทําใหกุงทะเลจากธรรมชาติมีปริมาณลดลง 
ประเทศไทยไดมีการพัฒนาเทคนิคการเพาะเลี้ยงจนสามารถเลี้ยงกุงในระบบหนาแนนได
เน่ืองจากมีปจจัยที่เอ้ืออํานวย เชน สภาพดินฟาอากาศที่เหมาะสม มีพอแมพันธุกุงที่ดี จึงทําให
มีผลผลิตเพ่ิมมากขึ้น ในประเทศไทยนิยมเพาะเลี้ยงกุงกุลาดํา (black tiger shrimp, Penaeus 
monodon) เพราะสามารถเพาะเลี้ยงไดในระบบหนาแนน โตเร็ว และทํารายไดใหแกผูเพาะเลี้ยง
อยางรวดเร็ว แตในปจจุบันการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดําไดประสบปญหาการขยายพื้นที่เลี้ยงได
นอยลงเนื่องจากพื้นที่เลี้ยงเดิมมีสภาพเสื่อมโทรมจากการเกิดโรคระบาดที่ไมสามารถควบคุมได 
ประกอบกับการผลิตกุงกุลาดําตองอาศัยแมพันธุกุงจากธรรมชาติที่แข็งแรงซึ่งในปจจุบันมี
ปริมาณลดลงมากและมีราคาสูงทําใหตนทุนการเลี้ยงกุงกุลาดําสูงขึ้น จึงเปนสาเหตุใหเกษตรกร
หันมาสนใจเพาะเลี้ยงกุงทะเลชนิดอ่ืนแทนกุงกุลาดํา เชนกุงแชบวย เน่ืองจากมีขอไดเปรียบ
เรื่องตนทุนการผลิตลูกกุง เพราะกุงแชบวยสามารถเจริญพันธุไดรวดเร็วและสามารถใชพอแม
พันธุที่เลี้ยงในบอดินในการผลิตลูกกุงได (สุพจน จึงแยมปน และชัยรัตน พุมชวย, 2543) หาก
สามารถเลี้ยงกุงแชบวยใหไดขนาดที่ตองการแลวจะพบวากุงแชบวยมีราคาสูงกวากุงกุลาดําที่มี
ขนาดเทากัน (เมธี วัฒนสิงห, 2543) ในปจจุบันไดมีการเลี้ยงกุงขาว (white shrimp, Penaeus 
vannamei) กันอยางแพรหลายในประเทศแถบเอเชีย กุงขาวมีตนกําเนิดในแถบตะวันตกของ
มหาสมุทรแปซิฟกของทวีปอเมริกาใต ในการเลี้ยงกุงขาวเกษตรกรตองนําเขาพอพันธุแมพันธุ
กุงขาวมาจากประเทศไตหวันและมลรัฐฮาวายทําใหตนทุนสูงและกุงขาวที่นําเขาอาจจะเปน
พาหะนําโรคตาง ๆ เขามา ทําใหเกิดความเสียหายตออุตสาหกรรมการเลี้ยงกุงเชนเดียวกับที่
เคยเกิดขึ้นมาแลวในประเทศแถบลาตินอเมริกา ทําใหเกษตรกรหันมาสนใจเพาะเลี้ยงกุงที่มีใน
ทองถิ่นแทนเพื่อลดปญหาตนทุนและอัตราเสียงตอการติดเชื้อ  (มาลินี  วิชชาวุธ   และ  สมยศ               
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สิทธิโชคพันธ, 2548) 
  กุงแชบวยมีชื่อสามัญวา banana shrimp มีชื่อวิทยาศาสตรวา 
Fenneropenaeus merguiensis และมีชื่อที่ใชเรียกทั่วไปวา กุงขาว กุงแชบวยจึงกลายเปนกุง
เศรษฐกิจที่สําคัญของประเทศไทย เน่ืองจากมีรสชาติดีเปนที่นิยมของผูบริโภคทั้งภายในและ
ตางประเทศ ลูกกุงแชบวยมีความตานทานตอการเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดลอม ดูแลอนุบาล
งายและโตเร็วกวาลูกกุงกุลาดําในชวงตนของการเลี้ยง (ศรีรัตน สอดสุข และพนม กระจางพจน, 
2541) แตลูกกุงแชบวยที่เลี้ยงนานกวา 2 เดือน จะมีอัตราการเจริญชาและมีอัตราการรอดตาย
ต่ํากวากุงกุลาดํา (ธวัช  ศรีวีระชัย และฐานันดร ทัตตานนท, 2538) อยางไรก็ตามการเลี้ยงกุง
แชบวยยังตองการหลักวิชาการที่ตางจากกุงกุลาดําหลายประการ เน่ืองจากกุงแชบวยมี
พฤติกรรมการกินอาหารและนิสัยการวายน้ําตางจากกุงกุลาดํา ปจจุบันนักวิชาการและนักวิจัย
จึงใหความสนใจศึกษาและหาทางที่จะพัฒนาการเพาะฟกและพัฒนาการเลี้ยงกุงแชบวยใหดี
ยิ่งขึ้น แตก็มีปญหาที่หลีกเลี่ยงไดยาก คือการเกิดโรคติดเชื้อในกุงซ่ึงเปนสาเหตุของการเกิดโรค
หลายชนิด เชน เชื้อ Vibrio harveyi  ซ่ึงเปนเชื้อแบคทีเรีย เม่ือกุงไดรับจะเกิดเปนโรคเรืองแสง
ทําใหกุงตาย กอใหเกิดปญหาในการเพาะเลี้ยง ทําใหผูเพาะเลี้ยงขาดทุนและการสงออกกุงทะเล
ลดนอยลง สัตวในกลุมครัสเตเชียนสวนใหญมีการปองกันตัวเองโดยอาศัยระบบภูมิคุมกัน 
สามารถแบงระบบภูมิคุมกันไดเปนสองระบบ คือภูมิคุมกันที่อาศัยเซลล มักจะใชเซลลเม็ด
เลือดฮีโมไซท (hemocyte) ในการกําจัดจุลินทรียบุกรุก โดยอาศัยกระบวนการกลืนกินเซลลโดย
วิธีฟาโกไซโทซิส (phagocytosis) การเกิดโนดูล (nodule formation) และการกักลอมสิ่ง
แปลกปลอม (encapsulation) อีกระบบคือภูมิคุมกันในนํ้าเลือด โดยอาศัยเอนไซมไลโซไซม 
(lysozyme) ทําใหผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมบวก (gram positive bacteria) แตก ระบบ    
โปรฟนอลออกซิเดส (prophenoloxidase system) เปนกลไกการปองกันตนเองที่เกี่ยวของกับ
การสังเคราะหเอนไซมฟนอลออกซิเดส (phenoloxidase) นําไปสูการสังเคราะหเมลานิน 
(melanin) ซ่ึงหนาที่ของเมลานินจะชวยยับยั้งหรือปองกันการเจริญเติบโตของแบคทีเรียบุกรุก
ได (Söderhäll and Cerenius, 1998)  
  ฮีโมลิมฟ (hemolymph) ประกอบไปดวยน้ํา เกลืออนินทรีย และสารอินทรีย 
ตาง ๆ ในฮีโมลิมฟของครัสเตเชียนมีโปรตีนหลายชนิดที่ทําหนาที่เกี่ยวของกับกลไกการปองกัน
ตัวเอง ประมาณ 80-95% ของโปรตีนในฮีโมลิมฟเปนโปรตีนฮีโมไซยานิน (hemocyanin) ซ่ึง
พบไดในสัตวกลุมมอลลัสค (mollusk) และกลุมอารโธรพอด (arthropod) (Adachi  et al., 2005; 
Van Holde and Miller, 1995; Sellos et al., 1997; Markl and Decker, 1992) ฮีโมไซยานินทํา
หนาที่หลากหลาย เชน ขนสงออกซิเจน (Van Holde and Miller, 1995) เปนตัวปรับแรงดัน 
(Paul and Pirow, 1998) ขนสงฮอรโมนลอกคราบ ecdysone (Jaenicke et al., 1999) และสาย
โพลีเปปไทดดานปลาย C ของฮีโมไซยานินมีฤทธิ์ตานเชื้อราได (Lee et al., 2003; 
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Destoumieux-Garzon et al., 2001; Destoumieux et al., 1997)   ฮีโมไซยานินถูกกระตุนใหมี
แอคทิวิที (activity) หรือเปลี่ยนไปเปนเอนไซมฟนอลออกซิเดสในฮีโมลิมฟได (Adachi et al., 
2001; Lee et al., 2004; Hristova et al., 2008)  จากสมบัติของเอนไซมฟนอลออกซิเดสที่มี
บทบาทเกี่ยวของกับกลไกการปองกันตนเองของครัสเตเชียน บงชี้วาฮีโมไซยานินก็นาจะเปน
โปรตีนหนึ่งที่มีบทบาทเกี่ยวของกับกลไกการปองกันตนเองของครัสเตเชียนเชนกัน  
  การศึกษาฮีโมไซยานินในสัตวไมมีกระดูกสันหลังยังมีการศึกษานอยมาก
โดยเฉพาะในครัสเตเชียนเชน กุง และบทบาทที่เกี่ยวของกับการปองกันตนเองยังไมเคยมี
รายงานมากอน ดังน้ันงานวิทยานิพนธน้ีจึงสนใจที่จะศึกษาฮีโมไซยานิน เพ่ือเปนการเตรียม
ความพรอมดานขอมูลและเปนประโยชนตอการพัฒนาการเพาะเลี้ยงกุงทะเลตอไปในอนาคต 
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การตรวจเอกสาร 
1. กุงแชบวย 
  กุงแชบวยมีชื่อวิทยาศาสตรวา Fenneropenaeus merguiensis มีชื่อสามัญวา 
banana shrimp หรือ white prawn (รูปที่ 1) และมีชื่อภาษาไทยคือ กุงขาว กุงหางแดง กุงหาง
ดอก (บุญศรี จารุธรรมโสภณ, 2537) โดยมีลําดับอนุกรมวิธานรายงานไวดังน้ี (Perez-Farfante 
and Kensley, 1997)  
  Phylum Arthropoda  
   Subphylum Crustacea 
     Class Malacostraca 
     Order Decapoda 
      Family Penaeidae  
       Subgenus Fenneropenaeus 
        Species merguiensis 
 
 1.1 ชีววิทยาและลักษณะทั่วไป 
  กุงแชบวยเปนกุงทะเลที่มีลักษณะพิเศษคือ ลําตัวสีครีมหรือชมพู มีจุดสีเขียว
ออนหรือสีนํ้าตาลปนแดงกระจายอยูประปราย เปลือกหุมลําตัวเรียบเปนมัน ลักษณะเปลือกบาง 
เน้ือมาก สวนหัวมีเปลือกหัวหรือกรี ซ่ึงมีลักษณะเปนสามเหลี่ยมมีสีแดงอมนํ้าตาล กรีดานบนมี
ฟนประมาณ 6 - 7 ซ่ี กรีดานลางมีฟนประมาณ 4 - 5 ซ่ี เปลือกคลุมหัวมีรองตามยาวและรอง
ตามขวาง มีแพนหางสีนํ้าตาลแดง ดานขางของหางไมมีหนาม หนวดคูที่หน่ึงมีแถบสีนํ้าตาล 
หนวดคูที่สองสีนํ้าตาลไมมีแถบขวาง ขาเดินและขาวายน้ํามีสีเหลืองบางครั้งมีสีนํ้าตาลหรือ      
สีชมพู (Grey et al., 1983) กุงแชบวยเปนกุงทะเลที่มีขนาดปานกลาง ขนาดตัวที่โตสมบูรณ
เต็มที่มีลําตัวยาว 10 - 15 เซนติเมตร ขนาดใหญสุดอาจยาวถึง 25 เซนติเมตร นํ้าหนักตัว
ประมาณ 50 - 400 กรัม 
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รูปที่ 1  กุงแชบวย (Banana shrimp, Fenneropenaeus merguiensis) 
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 1.2 การแพรกระจายและพฤติกรรมการกินอาหาร 
  กุงแชบวยเปนสายพันธุกุงทะเลที่มีการแพรกระจายอยูในเขตอินโดแปซิฟก   
ฝงตะวันตก (West-Indopacific coast) ตั้งแตอาวเปอรเซีย ชายฝงทะเลปากีสถาน อินเดีย 
มาเลเซีย ไทย ตอนใตของจีน อินโดนีเซีย ปาปวนิวกินี ฟลิปปนส และออสเตรเลีย (วิวัฒนชัย 
พรหมสาขา ณ สกลนคร และสมพร โลสวัสดิ์กุล, 2532) พบกุงแชบวยมากบริเวณน้ําตื้น  
ปากอาวหรือปากแมนํ้าที่นํ้าคอนขางขุน บางครั้งจะพบอยูรวมกันเปนจํานวนมาก พบลูกกุงระยะ 
post larva และ juvenile ไดทั่วไปตามชายฝงทะเลตรงที่มีพ้ืนดินเลนหรือพ้ืนดินโคลนปนทรายที่
เหมาะสมแกการเจริญเติบโตและเปนแหลงอาหารที่อุดมสมบูรณ โดยอาศัยอยูตั้งแตชายฝง
จนถึงทะเลลึก พบทั้งในทะเลและเขตน้ํากรอยที่มีความเค็มระหวาง 10 - 36 ppt สวน pH ที่
เหมาะสมประมาณ 7.8 - 8.5 อุณหภูมิ 25 - 32°ซ ตัวเต็มวัยจะวางไขในทะเลที่มีความลึก
ประมาณ 10 เมตรขึ้นไป สามารถจับไดดวยประมงอวนลากหรือโปะอวน 
  กุงแชบวยมีนิสัยการกินอาหารแบบกัดแทะโดยจับชิ้นอาหารแลววายน้ํากัดกิน
ไปเรื่อย ๆ ซ่ึงเปนพฤติกรรมที่ตางจากกุงกุลาดําที่จับอาหารแลวหยุดกัดกินอาหารนิ่งอยูกับที่ 
กุงแชบวยปราดเปรียวและวายน้ําอยูตลอดเวลาแมแตเวลาที่กินอาหาร อาหารธรรมชาติของกุง
แชบวยไดแก ตัวออนสัตวนํ้า แมลงน้ํา ซากพืช ซากสัตว สาหรายชนิดตาง ๆ หอย ปลา ลูกกุง 
พืชนํ้า (เมธี วัฒนสิงห, 2543) 
 1.3 วงจรชีวิตและการสืบพันธุของกุงแชบวย 
       กุงมีอวัยวะเพศภายนอกมองเห็นไดชัดเจน และสามารถใชลักษณะความ
แตกตางของอวัยวะเพศในการจําแนกชนิดได อวัยวะเพศผูเรียกวา petasma อวัยวะเพศเมีย
เรียกวา ทีไลคัม (thelycum) อวัยวะเพศเมียเปนระบบปด (closed thelycum) จึงตองมีการจับ
คูผสมเพื่อยายถุงนํ้าเชื้อจากตัวผูไปสูตัวเมียและเก็บที่บริเวณหนาอกในสวนของทีไลคัมของตัว
เมีย โดยจะเกิดขึ้นภายหลังจากตัวเมียลอกคราบ เม่ือเพศเมียมีไขแกจะปลอยไขออกมาผสมกับ
นํ้าเชื้อเพศผูและฟกเปนตัว เจริญเติบโตภายนอกตัวกุง (สุพจน จึงแยมปน และชัยรัตน พุมชวย, 
2543) กุงแชบวยสามารถผสมพันธุวางไขไดตลอดทั้งป เดือนที่พบกุงระยะที่มีไขแกตาม
ธรรมชาติมากที่สุดไดแก เดือนมกราคม มิถุนายน กันยายน และธันวาคม (เมธี วัฒนสิงห, 
2543) โดยจะวางไขที่ระดับนํ้าลึกและเวลากลางคืน  
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  การพัฒนาและการเปลี่ยนแปลงของกุงแชบวยตั้งแตแมกุงวางไขจนถึงระยะ 
first postlarva ใชระยะเวลาประมาณ 10 วัน โดยแบงออกเปน 4 ระยะ คือ nauplius, 
protozoea, mysis และ postlarva (รูปที่ 2) เม่ือเขาสูระยะที่ 4 ลูกกุงเคลื่อนยายเขาสูบริเวณ
ชายฝงทะเลที่เปนน้ํากรอย ซ่ึงเปนบริเวณที่มีอาหารธรรมชาติสมบูรณ ลูกกุงจะเลี้ยงตัวเองอยู
บริเวณนี้จนโตใชเวลาประมาณ 1 - 2 เดือน ขึ้นกับสภาพแวดลอมของพ้ืนที่ จนถึงระยะ juvenile 
ซ่ึงมีอายุประมาณ 2 - 3 เดือน จะเคลื่อนยายออกสูบริเวณชายฝงน้ําตื้นจนเจริญเขาสูระยะ 
subadult ซ่ึงมีอายุประมาณ 3 - 4 เดือน จึงเคลื่อนยายออกสูทะเลเปดเจริญเติบโตขาสูระยะ 
adult เพ่ือทําการแพรขยายพันธุตอไป (มัทนา บุญยุบล, 2539) 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 2  วงจรชีวติของกุงในกลุมพีเนียด (Bailey-Brock and Moss, 1992) 
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2. ระบบภูมิคุมกันของสิ่งมีชีวิตกลุมครัสเตเชียน 
  สัตวในกลุมครัสเตเชียนเปนสัตวที่มีเปลือกภายนอกแข็งและไมมีกระดูกสันหลัง 
ดังน้ันพวกครัสเตเชียนจึงตองมีระบบปองกันตัวที่มีประสิทธิภาพ เพ่ือไมใหสิ่งมีชีวิตที่ทําใหเกิด
โรคเขามาบุกรุกทําลายอวัยวะตางๆของรางกายในขณะที่เกิดบาดแผลหรือในชวงที่มีการลอก
คราบ สามารถแบงระบบภูมิคุมกันของสิ่งมีชีวิตกลุมครัสเตเชียนออกไดเปน  2  กลุมคือ ระบบ
ภูมิคุมกันที่อาศัยเซลล (cellular immunity system) และระบบภูมิคุมกันโดยสารน้ํา (humoral 
immunity system)  
 2.1 ระบบภูมิคุมกันที่อาศัยเซลล  

ระบบภูมิคุมกันที่อาศัยเซลล มักจะใชเม็ดเลือดคือ เซลลฮีโมไซท (hemocyte) 
เปนหลักในการตอสูสิ่งแปลกปลอมซึ่งมีหลายวิธีไดแก การกลืนกินแบบฟาโกไซโทซิส การเกิด
โนดูล การกักลอมสิ่งแปลกปลอม ระบบกระตุนโปรฟนอลออกซิเดส (prophenoloxidase 
activating system) และการแข็งตัวของเลือด (จรีพร เรืองศรี, 2546) ถาสิ่งแปลกปลอมมีขนาด
เล็กและจํานวนนอยจะถูกกําจัดโดยการกลืนกินแบบฟาโกไซโทซิสซึ่งเปนดานแรกในการ
ปองกันเม่ือมีพาราไซตหรือสิ่งแปลกปลอมบุกรุกผานชั้นผิวปกคลุมเขามาสูรางกาย วิธีในการ
กลืนกินเซลลสิ่งแปลกปลอมจะมีการยื่นไซโทพลาซึม (cytoplasm) ไปลอมสิ่งแปลกปลอมแลว 
ไลโซโซม (lysosome) จะหลั่งสารชวยยอยซ่ึงมีทั้งสารตอตานแบคทีเรียและเอนไซมยอยสลาย  
(hydrolytic enzyme)  หลังการยอยสลายแลวก็จะปลอยสวนที่ถูกทําลายออกมานอกเซลล 
สําหรับการเกิดโนดูลจะเกิดเม่ือมีสิ่งแปลกปลอมเขามาเปนจํานวนมาก สวนการกักลอมสิ่ง
แปลกปลอมจะเกิดกับสิ่งแปลกปลอมขนาดใหญ (เอ้ือมมนัส อินทรผาด, 2545) 
  การทํางานของเซลลเม็ดเลือดแตละชนิดแตกตางกันจึงสามารถจําแนกไดเปน       
3 ชนิดคือ  

1. อะกรานูโลไซท (agranulocyte) หรือเซลลไฮยาลิน (hyaline cell) เปนกลุม
เซลลเม็ดเลือดที่มีรูปรางแบน กลม ผิวเรียบ มีนิวเคลียสขนาดใหญอยูกลางเซลล มีกรานูลนอย
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มากหรือไมมีกรานูล (granule) ในไซโทพลาซึม และเปนเซลลเม็ดเลือดที่มีขนาดเล็กที่สุด เซลล
ชนิดนี้สามารถกลืนกินทําลายสิ่งแปลกปลอมในรางกายของกุงโดยเกิดการฟาโกไซโทซิส  

2. เซลลฮีโมไซทแบบเซมิกรานูลาร (semigranular hemocyte) เซลลเม็ดเลือด
กลุมน้ีประกอบดวยกรานูลรูปรางหลายแบบคือ รูปรางกลม รูปไข รูปกระสวย เซลลชนิดนี้จะทํา
หนาที่ในการจดจําและตอบสนองตอสิ่งแปลกปลอมที่เขาสูรางกาย โดยการยอยสารที่อยูใน 
กรานูลและจับกับสิ่งแปลกปลอมหรือการเกิดโนดูล (Söderhäll and Cerenius, 1998) โดยการ
เขาทําปฏิกิริยากับสารโพลีแซคคาไรด (polysaccharide) ของเชื้อกอโรค เชน สารลิโพโพลีแซค
คาไรด (lipopolysaccharide) และเบตา-1,3-กลูแคน (β-1-3-glucan) โดยปลอยสารที่อยูใน 
กรานูลและชักนําใหเกิดกระบวนการกักลอม  

3. เซลลฮีโมไซทแบบกรานูลโลไซท (granulocyte) หรือฮีโมไซทแบบลารจ 
กรานูล (large granular hemocyte) เปนกลุมเซลลเม็ดเลือดที่มีกรานูลขนาดใหญ มีหนาที่หลัก
ในระบบกระตุนโปรฟนอลออกซิเดส (Johansson and Söderhäll, 1989) โดยเปนแหลงเก็บ
เอนไซมโปรฟนอลออกซิเดสที่อยูในไซโทพลาซึม 
  ระบบโปรฟนอลออกซิเดส (prophenoloxidase system, proPO system) เปน
ระบบปองกันตัวที่สําคัญของสัตวกลุมอารโธรพอด ซ่ึงสามารถจดจําสิ่งแปลกปลอมที่เขาสู
รางกายได (Söderhäll and Cerenius, 1998) โดยจดจําสวนประกอบของผนังเซลลของ         
จุลินทรียเชน ลิโพโพลีแซคคาไรด (lipopolysaccharide, LPS) เปปทิโดไกลแคน 
(peptidoglycan, PG)   และ เบตา-1,3-กลูแคน (β-1-3-glucan, BG) โดยอาศัยโมเลกุลจดจําที่
จําเพาะไดแก โปรตีนที่จับจําเพาะกับเบตา-1,3-กลูแคน (BGBP, β-1-3-glucan binding protein) 
และโปรตีนที่จับจําเพาะกับลิโพโพลีแซคคาไรดและเบตา-1,3-กลูแคน (LGBP, LPS- and β-1-
3-glucan binding protein) (Duvic and Söderhäll, 1990; Lee et al., 2000) โมเลกุล BGBP 
ถูกสังเคราะหที่ตับ ในขณะที่โมเลกุล LGBP ถูกสังเคราะหในเซลลฮีโมไซท เม่ือ BGBP จับ
กับเบตา-1,3-กลูแคน โปรตีนนี้จะไปจับตัวรับบนผิวของเซลลฮีโมไซท (Barracco et al., 1991; 
Duvic and Söderhäll, 1990) การที่ BGBP-glucan complex จับกับเซลลฮีโมไซทสามารถ   
ชักนําใหเกิดปฏิกิริยาตางๆ ตามมามากมาย เชน การแผขยายและการสลายกรานูลของเซลล       
ฮีโมไซท (Barracco et al., 1991) สนับสนุนใหเซลลไฮยาลินมีอัตราการกลืนกินเร็วขึ้น 
(Thornqvist et al., 1994) การสลายเซลลฮีโมไซทชนิดกรานูลทําใหเกิดการหลั่งสารที่เปน
องคประกอบของระบบ proPO และสารอื่นๆ ที่สําคัญในการปองกันตัวออกมาจากกรานูล       
ดังแสดงในรูปที่ 3 การกระตุนระบบ proPO ถูกควบคุมดวยเอนไซม serine proteinase 
(Söderhäll, 1982; Söderhäll and Cerenius, 1998) และเรียกเอนไซมน้ีวา ppA 
(prophenolcoxidase activating enzyme) ในกุงนาง (crayfish, Pacifastacus leniusculus)
เอนไซม ppA เปน trypsin-like proteinase ซ่ึงถูกเก็บไวในรูป inactive ภายในกรานูล เอนไซม
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น้ีจะหลั่งออกมาพรอมกับโปรฟนอลออกซิเดส (prophenolcoxidase, proPO) และเปลี่ยนเปนรูป 
active ที่สามารถเปลี่ยนโปรตีนโปรฟนอลออกซิเดสไปเปนเอนไซมฟนอลออกซิเดส 
(prophenolcoxidase, PO) (Aspan and Söderhäll, 1991; Aspan et al., 1995) เอนไซม       
ฟนอลออกซิเดสเปนเอนไซมที่มีความสําคัญในกระบวนการสังเคราะหเมลานิน (melanization) 
(Söderhäll และ Cerenius,1998) โดยเมลานินจะชวยยับยั้งหรือปองกันการเจริญเติบโตของ
พวกเชื้อแบคทีเรียได (Söderhäll และ Cerenius,1998; Knaap, 1993) 
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รูปที่ 3  ระบบโปรฟนอลออกซิเดสในสัตวกลุมครสัเตเชียน 
   (Sritunyalucksana, 2001) 
 
  
 2.2 ระบบภูมิคุมกันโดยสารน้ํา  
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  ระบบภูมิคุมกันโดยสารน้ําประกอบดวยโปรตีนและเอนไซมตางๆ ไดแก เลคติน 
สารประกอบตานจุลินทรีย (antimicrobial compound) และ reactive oxygen intermediates 
(ROIs) 
  เลคติน (lectin) เปนโปรตีนหรือไกลโคโปรตีนที่สามารถจดจําและจับกับ
คารโบไฮเดรตไดอยางจําเพาะ โดยเลคตินมีบทบาทสําคัญในระบบภูมิคุมกันคือการกําจัดเซลล
ที่ไมตองการในระหวางกระบวนการเจริญเติบโต (metamorphosis) และทําหนาที่ปองกันการติด
เชื้อตางๆ (Takahashi et al., 1996) จากคุณสมบัติที่เลคตินสามารถจับจําเพาะกับ
คารโบไฮเดรตและโครงสรางที่มีความซับซอนของผนังเซลลจุลินทรียชนิดตางๆ ได ในสัตว
กลุมครัสเตเชียน เลคตินจึงเปนตัวการสําคัญในระบบการรับรูถึงการบุกรุกของสิ่งแปลกปลอม 
(Ratcliffe et al., 1985) ในสัตวจําพวกกุง เน่ืองจากเลคตินสามารถทําใหเซลลจุลินทรียเกิดการ
เกาะกลุม จึงไมสามารถแพรกระจายไปยังที่ตางๆ นอกจากนี้เลคตินยังจับระหวางจุลินทรียและ
เซลล เ ม็ด เลื อดกอ ให เกิดการกลืนกินแบบฟาโกไซโทซิสของจุ ลินทรียที่ บุ กรุ กได 
(Sritunyalucksana et al., 2001) มีรายงานวาเม่ือเลคตินจับกับเซลลแปลกปลอมกระตุนใหมี
การจับของเซลลฟาโกไซท (phagocyte) ในกระบวนการออปโซไนซ (opsonization) เพ่ือ
ทําลายเซลลแปลกปลอม (รูปที่ 4A) เลคตินที่จําเพาะกับกรดไซอะลิค (sialic acid) จากแมงดา
ทะเล (horseshoe crab, Carcinoscorpius rotunda cauda) (Dorai et al., 1981) และเลคตินที่
จําเพาะกับนํ้าตาลกาแลคโตส (galactose) จากปลิงทะเล (Acropora echinata) สามารถทําลาย
เมมเบรน (membrane) และทําใหเม็ดเลือดแดงของคนและกระตายแตกได โดยเมื่อเลคตินจับ
กับคารโบไฮเดรตบนผิวของเซลลเม็ดเลือดแดงทําใหเมมเบรนเกิดรูพรุน (pore) และทําใหเซลล
แตก (รูปที่ 4B) กลาวไดวาการทําลายเซลลแปลกปลอมจะขึ้นกับชนิดของเซลลแปลกปลอมและ
ปริมาณของเลคตินในฮีโมลิมฟของสัตวเจาบาน ซ่ึงเปนตัวชักนําใหเกิดการกําจัดเซลล
แปลกปลอมไดดีและเร็วขึ้น (Hatakeyama et al., 1995)  

มีรายงานการศึกษาเลคตินที่มีความจําเพาะกับกรดไซอะลิคในฮีโมลิมฟของกุง
แชบวยที่เพ่ิมสูงขึ้นตอบสนองตอการติดเชื้อแบคทีเรียกอโรค V. harveyi (ปนนภา ลิ่มพานิช, 
2550) นอกจากนี้ยังสามารถทําใหแบคทีเรียกอโรคกุงไดแก V. harveyi, Vibrio 
parahemolyticus และ Vibrio vulnificus เกาะกลุม แตไมทําใหแบคทีเรียไมกอโรคกุงคือ Vibrio 
cholera, Escherichia coli และ Samonella typhi เกิดการเกาะกลุม (Utarabhand et al., 2007) 
ขณะนี้ไดมีการศึกษาระดับยีนเลคตินของกุงแชบวยแลว (Rattanaporn, 2008) ซ่ึงจะเปนการ
ยืนยันวาเลคตินเปนโปรตีนที่เกี่ยวของในระบบภูมิคุมกันโดยสารน้ําของกุงแชบวยตอไป  

ในซีรัมของกุงกุลาดํา พบเลคตินที่จําเพาะกับกรดไซอะลิคทําใหเม็ดเลือดแดง
ของคนหมูเลือด O เกาะกลุม และทําใหแบคทีเรีย V.  vulnificus ที่กอโรคในกุงกุลาดําเกาะกลุม
ได (Ratanapo and Chulavatnatol, 1990; 1992) สวน Vazquez และคณะ (1993) พบวา     
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เลคตินของกุงกามกราม (Macrobrachium rosenbergii) สามารถทําใหเกิดการเกาะกลุมของ
แบคทีเรียแกรมลบและแบคทีเรียแกรมบวกได เปนพราะเลคตินสามารถจับจําเพาะตอ          
O-keto และ O-methyl ของน้ําตาลและอนุพันธของน้ําตาลที่มีหมูอะซิติล (acetyl group) จาก 
โพลีแซคคารไรดบนผนังเซลลแบคทีเรียเหลานั้นได สําหรับในสัตวบางชนิดอาศัยความเปนพิษ
ของเลคตินเพ่ือปองกันตัวเชน เลคตินที่เปนพิษในหนามของหอยเมนทะเล (Toxopheustes 
pileolus) (Seike et al., 1992) 
 
 
 
 
 

 
 
 
รูปที่ 4  การจับของเลคตนิกับเซลลแปลกปลอมกระตุนกระบวนการ opsonization  
             และ phagocytosis (A) และ hemolysis (B)  
             (Hatakeyama et al., 1995) 
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  ไลโซไซมเปนเอนไซมในระบบภูมิคุมกันโดยสารน้ําอีกชนิดหนึ่งที่ทําใหผนัง
เซลลของแบคทีเรียแกรมบวกแยกออก เอนไซมน้ีมีฤทธิ์เล็กนอยโดยไมสามารถทําใหผนังเซลล
ของแบคทีเรียแกรมลบเกิดการแยก แตชวยทําใหแบคทีเรียมีความไวตอการกระทําของสาร
ตอตานเชื้อแบคทีเรียตัวอ่ืนมากขึ้น สวน reactive oxygen intermediates (ROIs) ไดแกอนุมูล
ของซุปเปอรออกไซด (O2

-) ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) อนุมูลของไฮดรอกซิล (OH-)      
ซ่ึงเปนสารที่เปนพิษกับเซลลโดยไปยับยั้งการเจริญของเชื้อโรคและทําลายโครงสรางเซลลของ
สิ่งแปลกปลอม จากการทดลองในหอยสองฝา พบวาปริมาณของ ROIs ที่ปลอยจากเม็ดเลือดจะ
สัมพันธกับความเครียด การเกิดบาดแผลและการติดเชื้อซ่ึงเปนกลไกที่ปองกันการฉวยโอกาส
และลดการติดเชื้อโรค (Adema et al., 1991) 
  เอนไซมเบตา-1,3-กลูคาเนส (β-1-3-glucanase) เปนเอนไซมที่จัดอยูในกลุม
ไฮโดรเลส (hydrolase) ทําหนาที่ยอยสลายพันธะไกลโคซิดิกแบบเบตา-1,3 (β-1,3-glycosidic 
bond) ซ่ึงเปนองคประกอบหลักของผนังเซลลของจุลินทรีย (Hrmova and Fincher, 1993) สวน
เอนไซมเอ็น-อะซิติลกลูโคซามินิเดส (N-acetyl glucosaminidase, NAGase) หรือไคโตไบเอส 
(chitobiase) เปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาในขั้นตอนสุดทายของการสลายไคติน (chitin) ซ่ึงเปน
องคประกอบหลักของจุลินทรียเชนกัน มีการศึกษาระดับแอคทิวิทีจําเพาะ (specific activity) 
ของเอนไซมเบตา-1,3-กลูคาเนสในฮีโมลิมฟและสารสกัดตับของกุงแชบวยที่ถูกกระตุนใหมีการ
ติดเชื้อกอโรค V.  harveyi แบบ active โดยการฉีดกุงดวยแบคทีเรีย 5x109 เซลลตอตัวกุง 
พบวามีคาแอคทิวิทีจําเพาะของเอนไซมเบตา-1,3-กลูคาเนสเพิ่มสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญเปน 
2.57 และ 1.97 เทา ตามลําดับ เม่ือเทียบกับระดับของเอนไซมของกุงชุดควบคุมที่ฉีดดวย 
0.85% NaCl ในทํานองเดียวกัน ระดับแอคทิวิทีจําเพาะของเอนไซม NAGase ในฮีโมลิมฟ และ
สารสกัดตับของกุงแชบวยที่ติดเชื้อ V. harveyi มีคาเพิ่มสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญเปน 1.99 และ 
1.5 เทา ตามลําดับ เม่ือเทียบกับของกุงชุดควบคุม ผลการทดลองเหลานี้บงชี้วาระดับแอคทิวิที
จําเพาะของเอนไซมเบตา-1,3-กลูคาเนส และเอนไซม NAGase ที่เพ่ิมสูงขึ้นในในฮีโมลิมฟและ
ในตับนาจะเกี่ยวของกับการปองกันตนเองตอการติดเชื้อกอโรคของกุงแชบวย แตจากการฉีดกุง
ดวยเชื้อ V. harveyi  แบบ inactive หรือฉีดดวยเชื้อไมกอโรคในกุงแชบวย เชน E. coli, V. 
cholerae และไวรัสตัวแดงดวงขาว (white spot syndrome virus, WSSV) พบระดับแอคทิวิที
จําเพาะของทั้งเอนไซมเบตา-1,3-กลูคาเนสและเอนไซม NAGase ในฮีโมลิมฟและสารสกัดตับ
ไมแตกตางจากกุงชุดควบคุม (อรัญญา คงแกว, 2549) 
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3. เอนไซมฟนอลออกซิเดส (Phenoloxidase, PO) 
  เอนไซมฟนอลออกซิเดสเปนเอนไซมที่มีคอปเปอร (copper, Cu) เปนองค 
ประกอบ ตรวจพบไดในฮีโมลิมฟ ใน coelom และในคิวติเคิล (cuticle) ของอารโธรพอด 
(Söderhäll and Cerenius, 1998) ในสิ่งมีชีวิตจําพวกกุงพบแอคทิวีทีของเอนไซมในระบบ    
โปรฟนอลออกซิเดส จะมีมากในเวซิเคิล (vesicle) ซ่ึงอยูในไซโทพลาซึมของเซลลฮีโมไซท เชน
ใน Astacus astacus และในกุงนาง Procambarus clarkia (Lanz et al., 1993; Johansson 
and Söderhäll, 1989; Smith and Söderhäll, 1983b) เอนไซมฟนอลออกซิเดสมีบทบาทสําคัญ
ในขั้นตอนการกําจัดสิ่งแปลกปลอมในรางกายกุง เชน เปนตัวเรงใหเลือดแข็งตัว มีความวองไว
ในการเกาะผิวของสิ่งแปลกปลอมและดึงดูดใหเซลลเม็ดเลือดมาจับกินไดเร็วขึ้น ในขณะที่
การศึกษาของ Sung และคณะ (1996) และ Perazzolo และ Barracco (1997) พบวาเอนไซม
โปรฟนอลออกซิเดสของกุงกุลาดํา กุงกามกราม (M. rosenbergii) และกุงขาว (P. Vanamai)  
สวนใหญจะอยูในไซโทพลาซึมของเซลลฮีโมไซทแบบกรานูลาร (granular hemocyte) ซ่ึง
โดยทั่วไปแลวเอนไซมฟนอลออกซิเดสมีการแพรกระจายอยูในเนื้อเยื่อหลายสวนของตัวกุง 
(Söderhäll et al., 1990; Söderhäll, 1983; Hose et al., 1987)  

เอนไซมฟนอลออกซิเดสเปนเอนไซมที่มาจากระบบโปรฟนอลออกซิเดสมี
ความสําคัญในกระบวนการสังเคราะหเมลานิน (Söderhäll และ Cerenius, 1998) โดยเรง
ปฏิกิริยาการเติมหมูไฮดรอกซิล (O-hydroxylation) ที่ตําแหนงออรโธ (ortho) ของสับสเตรท
แบบฟนอล (phenolic substrate) เชนโมโนฟนอล (monophenol) ใหเปนไดฟนอล (diphenol) 
และออกซิไดซ (oxidize) ฟนอลไปเปนควิโนน (quinone) (รูปที่ 5)  รวมทั้งเอนไซมน้ีสามารถ
เปลี่ยนไทโรซีน (tyrosine) ไปเปน dihydroxyphenylalanine (DOPA)  และเปลี่ยน DOPA ไป
เปน DOPA-quinone (Sugumaran, 1996) โดยปฏิกิริยาเหลานี้เกิดในวิถีการสรางเมลานิน 
เอนไซมทริปซิน (trypsin) และความรอนสามารถกระตุนใหเอนไซมฟนอลออกซิเดสมีแอคทิวิที
เพ่ิมสูงขึ้นได โดยทําหนาที่กระตุนในลักษณะเดียวกับ serine proteinase (Söderhäll, 1981; 
Leonard et al., 1985) ซ่ึงสามารถกระตุนเอนไซมโปรฟนอลออกซิเดสที่ไม active ไปเปน
เอนไซมฟนอลออกซิเดสที่ active ได และทําใหเกิดการสรางเมลานิน โดยเห็นเปนจุดสีดํา
บริเวณคิวติเคิลของอารโทรพอด (Söderhäll and Ajaxon, 1982; Sugumaran and Kanost, 
1993) เมลานินที่ถูกสังเคราะหจะชวยยับยั้งหรือปองกันการเจริญเติบโตของพวกเชื้อแบคทีเรีย 
(Söderhäll และ Cerenius,1998; Knaap, 1993) 
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มีการศึกษาระดับแอคทิวิทีของเอนไซมฟนอลออซิเดสในฮีโมลิมฟของกุง
แชบวยที่กระตุนใหมีการติดเชื้อกอโรค V.  harveyi แบบ active โดยการฉีดกุงดวยแบคทีเรีย 
5x109 เซลลตอตัวกุง พบวาแอคทิวิที (หนวย/มล.ฮีโมลิมฟ) และแอคทิวิทีจําเพาะ (หนวย/มก.
โปรตีน) ของเอนไซมฟนอลออกซิเดสในฮีโมลิมฟมีคาเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญตามเวลาจาก
ชั่วโมงที่ 0 (กอนฉีด) ณ ชั่วโมงที่ 6, 12 และเพิ่มสูงสุด ณ ชั่วโมงที่ 18  ในขณะที่แอคทิวิทีของ
เอนไซมน้ีในฮีโมลิมฟของกุงชุดควบคุมที่ฉีดดวยน้ําเกลือมีระดับไมแตกตางกัน ณ เวลาตางๆ 
บงชี้วาแอคทิวิทีของเอนไซมฟนอลออกซิเดสในฮีโมลิมฟของกุงแชบวยถูกกระตุนใหเพ่ิมขึ้นตาม
เวลาตอบสนองตอการติดเชื้อกอโรค ซ่ึงเปนรายงานที่ชวยยืนยันวาเอนไซมฟนอลออกซิเดส
นาจะเปนเอนไซมหน่ึงในระบบภูมิคุมกันของกุงแชบวย (วิไลพร ธรรมรัตน, 2551) 

 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

   รูปที่ 5  การเกิดปฏิกิริยา Hydroxylation และ Oxidation  
                ของไดฟนอลโดยเอนไซมฟนอลออกซิเดส  
                (Marshall et al., 2000) 
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4. ฮีโมไซยานิน (Hemocyanin, HC) 
  ฮีโมไซยานินพบในฮีโมลิมฟของสัตวกลุมมอลลัสคและกลุมอารโธรพอด 
ประมาณ 90-95% ของโปรตีนในฮีโมลิมฟเปนโปรตีนฮีโมไซยานิน (Adachi et al., 2005; Van 
Holde and Miller, 1995; Sellos et al., 1997; Markl and Decker, 1992) เน่ืองจาก             
ฮีโมไซยานินเปนโปรตีนที่มีคอปเปอร (Cu, copper) เปนองคประกอบ เม่ืออยูในรูปที่ไร
ออกซิเจน (deoxy form) จึงทําใหฮีโมลิมฟของสัตวเหลานี้ไมมีสี แตเม่ืออยูในรูปที่มีออกซิเจน 
(oxy form) ทําใหฮีโมลิมฟของครัสเตเชียนกลายเปนสีนํ้าเงินออน มีรายงานวาฮีโมไซยานินถูก
สังเคราะหจากตับ (hepatopancreas) (Spindler et al., 1992) ซ่ึงสามารถยืนยันไดจากการทํา 
hybridization ในกุงนาง (crayfish, Astacus leptodactylus) (Gellissen et al., 1991)  ในปูสีนํ้า
เงิน (blue crab, Callinectes sapidus) (Rainer and Brouwer, 1993) และในกุง                   
P. semisulcatus (Khayat et al., 1995)  

4.1 แหลงที่พบฮีโมไซยานิน 
  พบฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟของสัตวกลุมมอลลัสค เชน ปลาหมึก Octopus 
vulgaris (Salvato et al., 1998) และ Octopus bimanculatus (Herskovits and Villanueva, 
1986) ในหอยทะเล เชน Cryptochiton stelleri (Herskovits and Hamilton, 1987a), Stenoplax 
conspicua (Herskovits and Hamilton, 1987b) และ Acanthopleura granulate (Herskovits et 
al., 1986) และกลุมอารโธรพอดเชน แมงมุม (tarantula, Eurypelma californicum) (Decker et 
al., 1989) ในแมงดาทะเล เชน Limulus polyphemus (Decker et al., 2001) และ Tachypleus 
tridentatus (Nagai et al., 2001; Kurtz, 1999) ในกุงนาง crayfish เชน A. leptodactylus 
(Schneider et al., 1986) และ P. leniusculus (Dolashka-Angelova et al., 2005; Lee et al., 
2004) ในปู เชน Cancer magister (Terwilliger and Brown, 1993) ในกุง เชน กุงกุลาดํา 
(Stoeva et al., 2001) กุง kuruma (Penaeus japonicus) (Adachi et al., 2001) และกุงขาว 
(Figueroa-Soto et al., 1997)  
 4.2 สมบัติของฮีโมไซยานิน 
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  4.2.1 โครงสรางของฮีโมไซยานิน 
  ฮีโมไซยานินที่พบในสัตวกลุมมอลลัสคและอารโธรพอดมีโครงสรางโมเลกุล
ตางกัน (Van Holde and Miller, 1995; Salvato and Beltramini, 1990) ในอารโธรพอด         
ฮีโมไซยานินเกิดจากการรวมตัวของหนวยยอย (subunit) ซ่ึงมีมวลโมเลกุลของหนวยยอยอยู
ในชวง 72,500-79,500 ดัลตัน (Dalton) ประกอบดวยกรดอะมิโน 600-660 หนวย (Markl, 
1986) จากผลงานวิจัยของ Linzen และคณะ (1985) พบวาโครงสรางสามมิติ (three-
dimensional) ของหนวยยอยของฮีโมไซยานินในกุงมังกร (Panulirus interruptus) มีโครงสราง
แบบตติยภูมิ (tertiary structure) โดยแสดงตัวอยางของฮีโมไซยานินจาก Limulus polyphemus 
(รูปที่ 6A) ที่ประกอบดวย 3 โดเมน (domain) โดยโดเมนที่ 1 เปนดานปลาย N ของสาย       
โพลีเปปไทด (N-terminus of polypeptide) ที่มีโครงสรางเปนเกลียวแอลฟา (α-helix) 7-8 
เกลียว   โดเมนที่ 2 เปนตําแหนงที่มีคอปเปอรสองอะตอม คือ CuA และ CuB แตละอะตอมจับ
กับ 3 ฮีสทิดีน (histidine) ในสายโพลีเปปไทดของฮีโมไซยานิน และเปนตําแหนงที่มีการจับกับ
ออกซิเจน (รูปที่ 7) สวนโดเมนที่ 3 เปนดานปลาย C (C-terminus) ของสายโพลีเปปไทดที่เปน
โครงสรางแบบแผน β (β-barrel) 7 สวน (stranded) 

โครงสรางพื้นฐานของฮีโมไซยานินในอารโธรพอดเปนแบบเฮ็กซะเมอร 
(hexamer) มีมวลโมเลกุลประมาณ 450,000 ดัลตัน (García-Carreño et al., 2008; Adachi et 
al., 2005; Decker and Jaenicke, 2004; Jaenicke and Decker, 2003; Burmester, 1999; 
Terwilliger et al., 1999; Zlateva et al., 1996; Linzen et al., 1985) โดยไดจากการศึกษา
โครงสรางผลึก (crystallography) ใน Panulirus interruptus (Volbeda and Hol, 1989) และใน
แมงดาทะเล Limulus polyphemus (Hazes et  al., 1993) และไดจากการใชกลองจุลทรรศ
อิเล็กตรอน (cryoelectron) ในแมงมุง (E. californicum) (De Haas and Van Bruggen, 1994) 
และในกุงมังกร (Palinurus elephas) (Meissner et al., 2003) ฮีโมไซยานินจะรวมตัวกันเปน
กลุมขนาดใหญซ่ึงประกอบดวย hexamer หลายหนวยอยูรวมกัน (aggregate)  ขึ้นอยูกับกลุม
ของสิ่งมีชีวิต เชนเปน 6-mer (1x6, Mr ~ 450 kDa), 12-mer (2x6, Mr ~ 900 kDa), 24-mer 
(4x6, Mr ~ 1,800 kDa) และ 48-mer (8x6, Mr ~ 3,600 kDa) (Van Holde and Miller, 1995; 
Salvato and Beltramini, 1990) แตละหนวยของ hexamer จะไมจับกันดวยพันธะโควาเลนท 
(covalent bond) แตก็มีรายงานวิจัยของ Markl (1980) เกี่ยวกับพันธะระหวางหนวยของ 
hexamer ของแมงมุม (Cupiennius salei) วา hexamer 2 หนวยอาจจับกันดวยพันธะไดซัลไฟด 
(disulfide bond) รวมกันเปน 12-mer  ในสัตวกลุมมอลลัสคฮีโมไซยานินมีมวลโมเลกุลของ
หนวยยอยประมาณ 50,000 ดัลตัน (Lieb et al., 2001; Miller et al., 1998)  จากผลงานวิจัย
ของ  Cuff และคณะ (1998) ศึกษาโครงสรางของฮีโมไซยานินในปลาหมึก Octopus dofleini 
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ดวยรังสีเอกซ (X-ray) พบวามีโครงสรางแบบตติยภูมิที่ประกอบดวย 2 โดเมน (รูปที่ 6B) ทั้ง
สองโดเมนนี้เหมือนกับโดเมนที่ 2 และ 3 ของฮีโมไซยานินในอารโธรพอด โดยตําแหนงของคอป
เปอรที่จับกับออกซิเจนอยูที่โดเมนที่ 1 ซ่ึงเปนดานปลาย N ของสายโพลีเปปไทด สวนโดเมนที่ 
2 เปนดานปลาย C ของสายโพลีเปปไทดที่เปนแผน β (Van Holde et al., 2001) และมี
โครงสรางพื้นฐานของฮีโมไซยานินเปนแบบ dodecamer (12-mer) (Miller et al., 1998)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
                                รูปที่ 6  โครงสรางแบบตติยภูมขิองฮีโมไซยานิน 
 A  ฮีโมไซยานินของ Limulus polyphemus 
 B  ฮีโมไซยานินของ Octopus dofleini 
 สีสมคือคอปเปอร, สีเขียวคือโดเมน 1 

 สีนํ้าเงินคือโดเมน 2, สีแดงคือโดเมน 3 
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                                        (Decker and Jaenicke, 2004) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 

 
 
 

 
      

                               A                                                                      B 
 
 

รูปที่  7  การเกิดปฏิกิริยา Oxygenation ของฮีโมไซยานิน 
 A  ฮีโมไซยานินที่ไมมีออกซิเจนจับอยู ไมมีสี 
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 B  ฮีโมไซยานินที่จับกับออกซิเจน มีสีนํ้าเงิน 
                                  (Fox et al., 1993) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4.2.2 มวลโมเลกุลของฮีโมไซยานิน 
มวลโมเลกุลของฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ในรูปไมแปลงสภาพ (native form) จาก

สิ่งมีชีวิตหลายๆ แหลง มีมวลโมเลกุลตางๆ กัน เชน กุงขาว (P. vannamei) มีมวลโมเลกุล 400 
kDa (Figueroa-Soto et al., 1997)  กุง P. setiferus (Brouwer et al., 1978) และของกุงกุลาดํา 
(P. monodon) (Ellerton and Anderson, 1981) มีมวลโมเลกุลเทากันคือ 471 kDa สําหรับ     
ฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ของปู Scylla olivacea มีมวลโมเลกุล 400 kDa (Chen et al., 2007)  
  จํานวนและมวลโมเลกุลของหนวยยอยของฮีโมไซยานินที่ทําใหบริสุทธิ์จาก
สิ่งมีชีวิตหลายๆ แหลง มีจํานวนและมวลโมเลกุลของหนวยยอยตางๆ กัน เชน มีหนวยยอย 2 
หนวย อาทิเชน ในกุง kuruma (P. japonicus) มีมวลโมเลกุล 77,000 และ 67,000 ดัลตัน 
(Adachi et al., 2001) กุงขาว (P. vannamei) มีมวลโมเลกุล 82,000 และ 75,000 ดัลตัน 
(Figueroa-Soto et al., 1997) กุง P. setiferus มีมวลโมเลกุล 82,000 และ 77,000 ดัลตัน 
(Brouwer et al., 1978) ในกุงนาง (P. leniusculus) มีมวลโมเลกุล 75,000 และ 66,000 ดัลตัน 
(Lee et al., 2004; Dolashka-Angelova et al., 2005) และใน giant isopod (Bathynomus 
giganteus) มีมวลโมเลกุล 72,000 และ 70,000 ดัลตัน (Pless et al., 2003)  สําหรับฮีโมไซ
ยานินที่รายงานวามีหนวยยอย 3 หนวย เชน ของกุงกุลาดํามีมวลโมเลกุล 85,000, 77,000 และ 
70,000 ดัลตัน (Ellerton and Anderson, 1981) และของปู C. japonica มีมวลโมเลกุล 80,000, 
75,000 และ 70,000 ดัลตัน (Fan et al., 2009) 

 4.3 การทําบริสุทธ์ิฮีโมไซยานิน 
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  โดยทั่วไปการทําใหฮีโมไซยานินบริสุทธิ์จากฮีโมลิมฟทําไดดวยการทําอัลตรา
เซนตริฟวจ (ultracentrifugation) และโครมาโทกราฟแบบเจลฟลเทรชัน (gel filtration 
chromatography) (Sanders et al., 1992; Markl and Kempter, 1981; Senkbeil and 
Wriston, 1981) เน่ืองจากฮีโมไซยานินเปนโปรตีนที่พบมากในฮีโมลิมฟ ประมาณ 90-95% ของ
โปรตีนทั้งหมดในฮีโมลิมฟ สามารถทําใหฮีโมไซยานินบริสุทธิ์จากฮีโมลิมฟของกุง kuruma    
(P. japonicus) โดยการทําอัลตราเซนตริฟวจ และคอลัมน Sepharose CL-6B และตรวจหา     
ฮีโมไซยานินไดโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 340 นาโนเมตร (Adachi et al., 
2001) ซ่ึงมีขั้นตอนเหมือนกับการทําใหฮีโมไซยานินบริสุทธิ์จากฮีโมลิมฟของกุงขาว           
(P. vannamei) (García-Carreño et al., 2008) สําหรับในกุงนาง (P. leniusculus) ไดมีการ   
ทําใหฮีโมไซยานินบริสุทธิ์โดยการทําอัลตราเซนตริฟวจแลวผานคอลัมน Sephacryl S-200 
(Lee et al., 2004)  
 
 
 
   
5. บทบาททางชีวภาพของฮีโมไซยานิน 

ฮีโมไซยานินเปนโปรตีนที่ทําหนาที่หลากหลาย (multifunctional) โดยทั่วไป
เปนที่ทราบกันวาฮีโมไซยานินทําหนาที่ขนสงออกซิเจนของสัตวในกลุมมอลลัสคและอารโธพอด 
(Van Holde and Miller, 1995) เม่ือคอปเปอรจับกับออกซิเจนทําใหฮีโมลิมฟกลายเปน   สีนํ้า
เงิน ฮีโมไซยานินยังเปนตัวปรับแรงดันในฮีโมลิมฟ (Paul and Pirow, 1998) รวมทั้งสามารถ
ขนสงฮอรโมนลอกคราบ ecdysone จากผลงานวิจัยของ Jaenicke และคณะ (1999) ที่ศึกษา   
ฮีโมไซยานินในแมงมุม (E. californicum) และจากการศึกษาโครงสรางของฮีโมไซยานินดวยรังสี
เอกซ พบวาโดเมนที่ 1 ของหนวยยอยฮีโมไซยานินเปนตําแหนงที่จับกับ ecdysone   มีรายงาน
ในกุงขาว (Litopenaeus vannamei) พบวาในชวงกอนการลอกคราบมีปริมาณฮีโมไซยานิน
เพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญในฮีโมลิมฟ (Rao et al., 2007)  
  จากการที่มีรายงานวิจัยวาสายโพลีเปปไทดดานปลาย N ของฮีโมไซยานินมี
แอคทิวีทีของเอนไซมฟนอลออกซิเดส โดยฮีโมไซยานินถูกกระตุนใหมีแอคทิวิทีหรือเปลี่ยนไป
เปนเอนไซมฟนอลออกซิเดสไดเม่ือถูกกระตุนดวยสารหลายอยาง อาทิเชน โดย SDS (sodium 
dodecyl sulfate) ดังน้ัน SDS ถูกใชเปนตัวกระตุนปฏิกิริยาที่ใชในการหาคาแอคทิวิทีของ
เอนไซมฟนอลออกซิเดส ในพืช เชน เห็ด (Agaricus bisporus) (Espin and Wichers, 1999) 
ในสัตว เชน กุง Penaeus californiensis (Gollas-Galvan et al., 1999) แมงดาทะเล 
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(Tachypleus tridentatus) (Kurtz, 1999) กุงนาง (P.  leniusculus) (Lee et al., 2004) จาก
ผลงานวิจัยของ Adachi และคณะ (2001) พบวาฮีโมไซยานินที่ทําใหบริสุทธิ์จากฮีโมลิมฟของ
กุง kuruma (P. japonicus) ถูกกระตุนดวย SDS ทําใหฮีโมไซยานินบริสุทธิ์มีคาแอคทิวิทีของ
เอนไซมฟนอลออกซิเดสเหมือนกับเอนไซมฟนอลออกซิเดสที่พบในฮีโมไซท  

มีรายงานวาสายโพลีเปปไทดดานปลาย C ของฮีโมไซยานินมีฤทธิ์ตาน
เชื้อจุลินทรียได โดยพบในฮีโมลิมฟของสัตวในกลุมครัสเตเชียน ดังเชน P. vanamei (PvHCt) 
และกุง Penaeus stylirostis (PsHCt1, PsHCt2) ที่มีฤทธิ์ตานเชื้อราได โดยสายเปปไทดของ 
PvHCt (มวลโมเลกุล 2.7 kDa) PsHCt1 (มวลโมเลกุล 7.9 kDa) และ PsHCt2 (มวลโมเลกุล 
8.3 kDa) มีตําแหนงอยูดานปลาย C ของสายโพลีเปปไทดของฮีโมไซยานิน โดยมีความ
เหมือนกัน (identity) อยูในชวง 95-100% เม่ือเทียบกับฮีโมไซยานินของกุงที่มีรายงานใน
ฐานขอมูล (Gen Bank) (Destoumieux-Garzon et al., 2001) 

 
 
 
 
 

6. การศึกษายีนฮีโมไซยานิน 
  จากการศึกษาฮีโมไซยานินของ spiny lobster, Panulirus interruptus  พบวา
เปน hexamer ที่มีหนวยยอย 4 แบบ คือ a, b, b’ และ c และไดมีการโคลนยีนฮีโมไซยานิน
หนวยยอย c ที่มีจํานวนกรดอะมิโน 661 หนวย มีมวลโมเลกุล 80,000 ดัลตัน มีตําแหนงของ
คอปเปอรสองอะตอม และมีตําแหนงที่เติมคารโบไฮเดรต (glycosylation site) ที่ตําแหนงที่ 476 
(Asn476-Asn-Thr) ในโดเมนที่ 3 ของหนวยยอย c ซ่ึงบงบอกวาฮีโมไซยินชนิดนี้เปนไกลโค
โปรตีน เม่ือนําลําดับกรดอะมิโนของยีนหนวยยอย c ไปเปรียบเทียบกับยีนฮีโมไซยานินหนวย
ยอย a ในกุงชนิดเดียวกัน พบวามีคาความเหมือนเปน 59% จากการศึกษาสมบัติของยีนโดย
โปรแกรมพบวามีตําแหนงตัด (cleavage site) ของสายโพลีเปปไทดหนวยยอย c ที่ Pro148-
His149 โดยเอนไซม protease (Neuteboom et al., 1992) 

มีรายงานการศึกษายีนฮีโมไซยานินของปู Cancer magister พบวาฮีโมไซ
ยานินมีการรวมตัวเปนแบบ hexamer ที่มีหนวยยอย 6 หนวย ไดมีการโคลนยีนฮีโมไซยานิน
หนวยยอยที่ 6 (Cmag6) โดยใช cDNA library ที่เตรียมจากตับ (hepatopancreas) เปนดีเอ็นเอ
แมแบบ สามารถโคลนยีน Cmag6 ยาว 1,939 คูเบส แปลเปนสายเปปไทดที่มีกรดอะมิโนยาว 
650 หนวย มีมวลโมเลกุล 74,903 ดัลตัน และมีตําแหนงที่เติมคารโบไฮเดรตที่กรดอะมิโน
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ตําแหนง 600 บงชี้วาฮีโมไซยินชนิดนี้เปนไกลโคโปรตีน (Durstewitz and Terwilliger, 1997) 
ในปเดียวกัน Sellos และคณะ (1997) ไดศึกษายีนฮีโมไซยานินของกุงขาว P.vannamei จาก 
cDNA library ที่เตรียมจากตับ พบวาโคลนไดยีนฮีโมไซยานินยาว 2,095 คูเบส แปลเปนสาย
เปปไทดที่มีกรดอะมิโนยาว 648 หนวย มีมวลโมเลกุล 73,570 ดัลตัน ซ่ึงมีความเหมือนกันมาก
เม่ือเทียบกับของ Panulirus interruptus แตในงานวิจัยน้ีไมพบตําแหนงการเติมคารโบไฮเดรต
ของยีนฮีโมไซยานินของกุงขาว 

Lee และคณะ (2004) ไดศึกษายีนฮีโมไซยานินของกุงนาง P. leniusculus โดย
โคลนยีนฮีโมไซยานิน 2 ที่มีจํานวนกรดอะมิโน 687 หนวย มีมวลโมเลกุล 78,372 ดัลตัน มี 
ความเหมือนเปน 59% เม่ือเทียบกับยีนฮีโมไซยานิน 1  (Gen Bank AF522504) และมีความ
เหมือนเปน 29% เม่ือเทียบกับยีนของเอนไซมโปรฟนอลออกซิเดสของกุงนางชนิดเดียวกัน 
(Gen Bank X83494) รวมทั้งมีความเหมือนสูงถึง 68% เม่ือเทียบกับยีนฮีโมไซยานิน 4 ของกุง
มังกร (lobster) Palinurus elephas (Gen Bank CAD56697) 

ในขณะที่มีรายงานวาฮีโมไซยานินของ amphipod Gammarus roeseli มี
โครงสรางเปน hexamer และโคลนยีนฮีโมไซยานินไดขนาด 2,150 คูเบส แปลเปนสาย        
เปปไทดที่มีกรดอะมิโนยาว 672 หนวย และมีมวลโมเลกุล 76,300 ดัลตัน (Hagner-Holler      
et al., 2005)  สวนการศึกษาในกุง P. japonicus พบวาสามารถโคลนยีนของหนวยยอยของ    
ฮีโมไซยานินได 2 ยีน คือ PjHcL และ PjHcY ซ่ึงมีแปลเปนกรดอะมิโน 678 และ 664 หนวย มี
มวลโมเลกุล 75,000 และ 73,000 ดัลตัน ตามลําดับ (Lei et al., 2007) 
7. การศึกษาความสัมพันธระหวางฮีโมไซยานินกับเอนไซมฟนอลออกซิเดส 
   ฮีโมไซยานินมีความสัมพันธกับเอนไซมฟนอลออกซิเดสในดานความเหมือน
ของลําดับกรดอะมิโน สมบัติทางเคมีกายภาพและมีหนาที่คลายกัน (Lee et al., 2004; Pless et 
al., 2003) ฮีโมไซยานินและเอนไซมฟนอลออกซิเดสเปนโปรตีนที่มีคอปเปอรเปนองคประกอบ 
เชนเดียวกัน พบไดในสัตวกลุมครัสเตเชียน เชนในกุง kuruma (Penaeus japonicus) (Adachi 
et al., 2001) แตเอนไซมฟนอลออกซิเดสยังพบในพืช อาทิเชน ในแครอท (Daucus carota) 
(Carlberg and Söderhäll, 1985) รากและใบของขาวโพด (Zea mays) (Adamia et al., 2006) 
เอนไซมฟนอลออกซิเดสมีบทบาทสําคัญเกี่ยวของกับกลไกการปองกันตนเองของครัสเตเชียน 
โดยเปนเอนไซมที่สังเคราะหเมลานินเพ่ือยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียบุกรุกได 
(Söderhäll and Cerenius, 1998) ในฮีโมลิมฟของสัตวกลุมครัสเตเชียนมีปริมาณฮีโมไซยานิน
มากเปน 80-95% ของโปรตีนในฮีโมลิมฟ ในขณะที่พบปริมาณของเอนไซมฟนอลออก          
ซิเดสนอยมาก (Van Holde and Miller, 1995; Adachi et al., 2001) มีรายงานวิจัยวาสาย     
โพลีเปปไทดดานปลาย N ของฮีโมไซยานินมีแอคทิวีทีของเอนไซมฟนอลออกซิเดส เชน ในแมง
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มุม E. californicum (Decker and Rimke, 1998) แมงดาทะเล (T. tridentatus) (Nagai et al., 
2001) และ deep-sea crustacean Bathynomus giganteus (Pless et al., 2003) ฮีโมไซยานิน
ถูกกระตุนใหมีแอคทิวิทีหรือเปลี่ยนไปเปนเอนไซมเอนไซมฟนอลออกซิเดสไดเม่ือถูกกระตุน
ดวยเอนไซมทริปซิน perchlorate และ SDS และสารภายในสัตวเอง  (endogenous) เชน 
clotting factor และ anti-bacterial peptide ดังแสดงในตารางที่ 1 และมีผลงานวิจัยในป 1995 ที่
ไดจากการศึกษาโครงสรางระดับโมเลกุล (molecular cloning) ของเอนไซมโปรฟนอลออก      
ซิเดสของกุงนาง (P. leniusculus) (Aspan et al., 1995) แมลงหวี่ Drosophila melanogaster 
(Fujimoto et al., 1995) และ Manduca sexta (Hall et al., 1995) พบวามีลําดับกรดอะมิโน
คลายกับลําดับกรดอะมิโนของฮีโมไซยานินมาก และจากผลงานวิจัยของ Lee และคณะ (2004) 
ไดทําการศึกษาลําดับกรดอะมิโนของฮีโมไซยานินของกุงนาง (P. leniusculus)  กับลําดับ
กรดอะมิโนของเอนไซมโปรฟนอลออกซิเดสของกุงนางชนิดเดียวกัน (Gen Bank X83494) 
พบวาของฮีโมไซยานิน 1 (Gen Bank AF522504) มีความเหมือน 31% และ ของฮีโมไซยานิน 
2 มีความเหมือน 29%  
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 1  แอคทิวีทีของเอนไซมฟนอลออกซิเดสของฮีโมไซยานิน 
 

Species Activators References 
Eurypelma californicum 
Eurypelma califonicum 
Limulus polyphemus 
Tachypleus tridentatus 
 
Tachypleus tridentatus 
 
 
Astacus leptodactylus 

trypsin 
sodium dodecyl sulfate 
sodium dodecyl sulfate 

clotting enzyme, factor b, 
sodium dodecyl sulfate 
tachyplesin, tachystatin 
(A,B,C), big defensin, 
sodium dodecyl sulfate 
sodium dodecyl sulfate , 

Decker and Rimke, 1998 
Decker et al., 2001 
Decker et al., 2001 
Nagai and Kawabata, 2000 
 
Nagai et al., 2001 
 
 
Jaenicke and Decker, 2004 
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Bathynomus giganteus 
Calappa granulata 
Cancer magister 
Cancer pagurus 
 
Carcinus maenas 
Carcinus maenas 
 
Homarus americanus 
Homarus americanus 
 
Palinurus elephas 
 
Panulirus interruptus 
 
Penaeus japonicus 

trypsin 
sodium dodecyl sulfate 
sodium dodecyl sulfate 
sodium dodecyl sulfate 
sodium dodecyl sulfate, 

trypsin 
perchlorate 

sodium dodecyl sulfate, 
trypsin 

perchlorate 
sodium dodecyl sulfate, 

trypsin 
sodium dodecyl sulfate, 

trypsin 
sodium dodecyl sulfate, 

trypsin 
sodium dodecyl sulfate 

 
Pless et al., 2003 
Jaenicke and Decker, 2004 
Decker et al., 2001 
Jaenicke and Decker, 2004 
 
Zlateva et al., 1996 
Jaenicke and Decker, 2004 
 
Zlateva et al., 1996 
Jaenicke and Decker, 2004 
 
Jaenicke and Decker, 2004 
 
Jaenicke and Decker, 2004 
 
Adachi et al., 2001 

 
 
 
วัตถุประสงค 
 1.  เพ่ือทําใหฮีโมไซยานินบริสุทธิ์จากฮีโมลิมฟของกุงแชบวย 
 2.  เพ่ือศึกษาสมบัติของฮีโมไซยานินบริสุทธิ ์  
 3.  เพ่ือพัฒนาเทคนิค ELISA เพ่ือใชหาปริมาณฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟ 
 4.  เพ่ือโคลนชิ้นดีเอ็นเอของยีนฮีโมไซยานินของกุงแชบวย 
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����� 2 
 
 

��	
� ���������������� 
 
 
��	
� 
1. ������������ 
 �������	
�	����������� �����
���������������������  30 - 40 ��� �%�&�'��('
	����%����� )��)����*%���+���� �����*%����	�,��-%�./0�1��+ 500 %0/ 3+�	��
����*�4+��� 8 
���3�� ����(��6�0)��.�17�-.�/�6���� ����0���%��.�1%���0��6 
 
2. ������� 
  ��/'�����	
�.��*����6���/0��+�*�8���/'��1�� /��+� *-�9(� ��������
����  2 �0 3 %�� �  � ���  6 * +� ��  * %�� � ���� ��' ��.� /�6 �+%��� ��0�����./6 
����0���%��.�1%���0��6 
 
3. �� ��!��� 
  -  Escherichia coli .��-��<�6 DH 5α  ��%��� � Genotype: F-, Φ80dlacZ 
∆M15, endA1, recA1, hsdR17 (rk

-, mk
+), supE44, thi-1, gyrA96, relA1, ∆(lacZYA-

argF)U169, λ- 
  - Vibrio harveyi    &+����������*����6)���(��6�0)��.�17�-.�/�6����          
����0���%��.�1%���0��6  
 
4. ��#$��%&!���� 
 4.1 
�!�'(!�)�*� (Plasmid vector) 
 pGEM®-T Easy (Promega) 
 4.2 
�!�'(!��&���� (Template DNA) ���?$�?(���@A�B� 
 +�*�4�*���'������	
������	��0����0-�<6������ cDNA library e���*/���)��/��
1�������
����&+�)���������1�� Rattanaporn (2008) 
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	��! &� 
1. 	��! &�!��
��! ���*� (Analytical grade) 
 
	��! &� ���B��F#�F��� 
Acetic acid 
Acrylamide     
Agar 
Agarose 
Amido black B  
Ammonium persulphate           
Ammonium sulphate 
Anti-rabbit IgG horseradish peroxidase conjugated  
Bisacrylamide (N, N´-methylene diacrylamide) 
Blue dextran   
Bovine serum albumin   
Broad range protein molecular weight marker 
Bromophenol blue 
Calcium chloride 
Carboxymethyl-cellulose 
Coomassie brilliant blue G-250 
Coomassie brilliant blue R-250 
Diethylaminoethyl-Sephacel 
3, 4-Dihydroxy-L-phenylalanine 
Disodium hydrogen phosphate  
Ethanol 
Ethylenediaminetetraacetic acid 
Freundrs complete adjuvant 
Freundrs incomplete adjuvant 
Gel filtration high molecular weight calibration kit 
Gel filtration low molecular weight calibration kit 
Glycerol 
Glycine 

Merck  
Fluka Chemika-Biochemika 
BD-Biosciences 
Sigma Chemical Co. 
Sigma Chemical Co. 
Merck 
Univar 
Sigma Chemical Co. 
Fluka Chemika-Biochemika 
Amersham Biosciences 
Sigma Chemical Co. 
Promega Corporation  
Carlo erba 
Unilab 
Sigma Chemical Co. 
Bio-Rad 
Sigma Chemical Co. 
Sigma Chemical Co. 
Sigma Chemical Co.  
Univar 
BDH AnalaR 
Fluka Chemika-Biochemika 
Sigma Chemical Co. 
Sigma Chemical Co. 
Amersham Biosciences 
Amersham Biosciences 
Sigma Chemical Co. 
Fluka Chemika-Biochemika 
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	��! &� ���B��F#�F��� 
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
Hydrochloric acid 
Hydrogen peroxide 
Magnesium chloride 
β-Mercaptoethanol 
Methanol 
N,N,N´,N´-Tetramethylethlenediamine  
o-Phenylenediamine dihydrochloride (tablet) 
Phenylmethanesulfonyl fluoride           
Phosphoric acid             
Ponceau S      
Potassium chloride 
Potassium dichromate   
Potassium dihydrogen phosphate 
Potassium hydrogen phosphate  
Superose 12 HR     
Silver stain kit   
Sodium dihydrogen phosphate 
Sodium carbonate 
Sodium chloride 
Sodium citrate 
Sodium dodecyl sulphate 
Sulfuric acid  
Superdex 200 HR  
3,3´,5,5´-Tetramethylbenzidine substrate kit 
Tris(hydroxymethyl)aminomethane 
Tween 20 

Sigma Chemical Co. 
Merck  
Carlo erba 
Univar 
Fluka Chemika-Biochemika 
Merck 
Fluka Chemika-Biochemika 
Sigma Chemical Co. 
Sigma Chemical Co. 
J.T. Baker 
Sigma Chemical Co. 
Bio-Rad 
Analyticals 
Merck 
Merck 
Carlo Erba 
Pharmacia 
Merck 
Carlo Erba 
Fluka Chemika-Biochemika 
Carlo Erba 
Riedel-de Haen 
Merck  
Pharmacia 
Vector Laboratories 
Sigma Chemical Co. 
Labchem 

 
 
 
 



29 

2. 	��! &�!��
��#$������� (Molecular biology grade) 
 
	��! &� ���B��F#�F��� 
Agarose 
Ampicillin 
100 Base pair DNA ladder 
1000 Base pair DNA ladder 
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside  
Deoxynucleotide triphosphate 
EcoR l  
Ethidium bromide 
Luria Bertani broth 
QIAprep® Spin Miniprep Kit 
QIAquick® Gel Extraction Kit 
Taq DNA polymerase 
T4 DNA ligase 

Invitrogen 
Sigma Chemical Co. 
Biolabs 
Biolabs 
Amresco 
Invitrogen 
Biolabs 
Promega 
USB Corporation 
Qiagen 
Qiagen 
Promega 
Biolabs 
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������ 
 
������ ���( ���B��F#�F��� 
*�����
��� 3 /�����'� 
*�����
��� 4 /�����'� 
Autoclave 
Automated DNA Sequencer 
Automated Protein Sequencer 
Centrifuge 
Centrifuge 
Centrifuge 
ELISA plate reader 
Fast protein liquid chromatography 
Gradient marker 
Heating box 
Hot plate 
Incubator 
Micropipette 
Microtube pump MP-3  
Mighty smallTM Transphor 
Orbital shaker 
pH meter 
Power supply 
PCR 
Shaking Incubator 
Slab gel electrophoresis 
Submarine electrophoresis system 
UV transilluminator 
UV-VIS spectrophotometer 
Vortex 
Water bath 

GT410 
AB204-5 
- 
ABI PRISM 377 
ABI473A 
Avanti J-30I 
5415C 
5804R 
EIx808  
- 
SG 15 
AccuBlock 
- 
1510E 
- 
MP-3N 
TE22 
OS 20  
Accumet 15 
1000/500 
Master Cycler 
SI-23MC 
AE-6400 
Mupid-Ex 
M-20 
160A 

G-560E 

WB-170M 

Ohaus 
Mettler 
Hirayama 
Applied Biosystems 
Applied Biosystems 
Beckman Coulter 
Eppendorf 
Eppendorf 
Bio-Tek Instrument Inc. 
Pharmacia Biotech 
Hoefer 
Labnet 
EGD 
Shel Lab 
Eppendrof 
Eyela 
Pharmacia Biotech 
Boeco 
Fisher Scientific 
Bio-Rad 
Eppendorf 
BIOER 
Atto 
Advance 
UVP 
Shimadzu 
Scientific Industries 
Optima 
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������� 
1. ���!����&)��	&����J���&K��L�%&��&MNO�������$�P�� 
 +(+~�3�%0���)�������
�����%��)��1�����+����������+��1��+ 5 �0%%0%0/ ���
�� 1 �0%%0%0/1��.����*%��+�14�/�� [450 mM NaCl - 10 mM KCl - 10 mM EDTA 
(ethylenediaminetetraacetic acid) - 10 mM PMSF (phenylmethanesulfonyl fluoride) - 10 
mM HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid), pH 7.3] �%�*14�1��+ 
24G ������� 1 �0�� )���0*�  pericardium ���1�*+0��('��� 3 )���������&�*e�/0���)6 
(centrifuge) �������*4� 12,000 ��/'����� ����� �7(�0 4°e ��� 15 ���� ���.'��	.���
-%�.�� (plasma) *�4�&����� -20°e *-���	
�	������~�3�&e���0� 
 .����������0�� ~�3�&e���0�	�~�3�%0��� */���e��� (serum) 3+�+(+    
~�3�%0���)�������
�����%���%'��	���14�/�� 1 ��� )���������&�*e�/0���)6 .'��	.���e���*�4�
&�����0�� ~�3�&e���0�+����0<� ELISA 
 
2. ����Q�%)���� ����R&
�!K���!�'�%��M���J�	 (Polyacrylamide gel electrophoresis,   
    PAGE) 
 3-%�����%�&�+6*)%���	
�	��������*�8�*)%�9'� (slab gel) 1��+ 10 × 12 
*e�/0*�/ ��� 1 �0%%0*�/ �����+���*)%.��.'�� ��� *)%.'���� (stacking gel) ������
.(�����  3 *e�/0*�/ �%�*)%.'��%'�� (separation gel) ������.(�����  7 *e�/0*�/ 
 2.1 %)���� ����R&
�!K���!�'�%��M���J�	���R&����	W�)  
  (Non-denaturing PAGE) 
  */���3-%����0%�&�+6*)% 4-10% /���0<�1�� Davis (1964) e�����.'�� 
�����1��*)%*�8�+����� 
 

Separating gel 
Composition 

Stacking gel 
3% (5 ml) 4% (3 ml) 10% (3 ml) 

30% Acrylamide-0.8% bisacrylamide 
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 
10% Ammonium persulphate 
TEMED 
Distilled water 

0.50 ml 
0.63 ml 
- 

25 µl 
5 µl 
3.84 ml 

0.40 ml 
- 

1.50 ml 
10 µl 
3 µl  
1.09 ml 

1.00 ml 
- 

1.50 ml 
10 µl  
3 µl 
0.49 ml 
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  2.1.1 ���!����&	�������������%���(&���Y�( 
 */���.�/����'���%�3�/����/��� 3+�9.�.�/����'�� 3 .'�� ���
���*��6/����'�� (sample buffer) 1 .'�� e��������+��� 0.2 M Tris-HCl, pH 6.8, 8 mM 
EDTA, 40% �%�*e��% (glycerol) �%� 0.4% 3�3�����%�%( (bromophenol blue) 	��&+�
.�%�%��/����'��������*1��1��3�/��-�*���� �%�*/���3�/����/���	�������
*+������ 
  2.1.2 ����Q���!�'�%��M���J�	 
    ���.�%�%��/����'���%�.�%�%��3�/����/��� 	.'	��/'%�
'��*)%
.'���� ����0*%4�3����e0.	����*��6 0.025 M Tris - 0.192 M glycine, pH 8.3 *��+
���.&��������� ��� 15 mA ��� 2 
���3�� )�.�1��3�3�����%�%(*�%�������&�)�.�+1��%'��
1��*)% ��+���.&���� �%�����*)%&�����.� 
 2.2 %)���� ����R&
�!K���!�'�%��M���J�	���&�!�	
�!�	 (SDS-PAGE) 
  ���3-%����0%�&�+6*)%�0*%4�3����e0.�����*�.+�*�. (SDS, sodium 
dodecyl sulphate) /���0<�1�� Laemmli (1970) */���3-%����0%�&�+6*)% (6-15%) e�����
.'�������1��*)%*�8�+����� 
 

Separating gel 
Composition 

Stacking gel 
3% (5 ml) 6% (3 ml) 15% (3 ml) 

30% Acrylamide-0.8% bisacrylamide 
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 
0.2 M EDTA 
10% SDS 
10% Ammonium persulphate 
TEMED 
Distilled water 

0.50 ml 
1.25 ml 
- 

50 µl 
50 µl 
50 µl 
5 µl 
3.10 ml 

0.60 ml 
- 

0.75 ml 
30 µl         
30 µl 
30 µl 
3 µl 
1.56 ml 

1.50 ml 
- 

0.75 ml 
30 µl         
30 µl 
30 µl 
3 µl 
0.66 ml 

 
  2.2.1 ���!����&	�������������%���(&���Y�( 
  */���.�/����'���%�3�/����/��� 3+�9.�.�/����'�� 3 .'�����
���*��6 1 .'�� e��������+��� 0.2 M Tris-HCl, pH 6.8, 8 mM EDTA, 40% �%�*e��%, 
4% SDS, 0. 4% 3�3�����%�%( �%� 1% *�/�-*��6���3/*�<���% (β-mercaptoethanol)  
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	��&+�.�%�%��/����'��������*1��1��1��3�/��-�*���� )������/��	�����*+��+��� 10 ���� 
�'������0*%4�3����e0. 
 2.2.2 ����Q���!�'�%��M���J�	 
 ���.�%�%��/����'���%�.�%�%��3�/����/���	.'	��/'%�
'��*)%
.'���� 	
� 0.025 M Tris - 0.192 M glycine - 0.1% SDS, pH 8.3 *�8����*��6	������ 
�0*%4�3����e0. *��+���.&������ ��� 15 mA ��� 2 
���3�� )�������.�3�3�����%�%(
*�%�������&�)�.�+1��%'��1��*)% ��+���.&� �%�����*)%&�����.� 
 2.3 ������&	�%���( 
 2.3.1 ���&	� #&�J���# (Coomassie blue) 
 ���*)%���&+�)��������0*%4�3����e0. &��
'	�.�%�%�� 0.02% �(��e��%( 
(Coomassie brilliant blue R-250) - 50% *�<���% (methanol) - 7.5% �+����.�� (acetic 
acid) ��� 12 
���3�� �%�����*)%&�%���.�.'��*�0����+���.�%�%�� 50% *�<���% - 7.5% 
�+����.�� ��� 30 ����  �%��%���/'�+��� 5% *�<���% - 7.5% �+����.�� )�*�4��,�3�/��
.�����*�0�
�+*)� 
 2.3.2 ���&���J��!���� (Silver staining) 
 �%��������0*%4�3����e0. ���*)%&�/��3�/��+��� 40% *�<���% - 10% 
�+����.�� ��� 30 ���� �%��)�������
'*)%	�.�%�%�� 10% *�<���% - 5% �+����.�� ��� 
15 ���� 2 ���� )������	
�
�+����e0%*��6 (silver stain kit) 1���0��� Bio-Rad 3+�*/0�
.�%�%�����e0&+*e�6 (oxidizer solution) *1�'���� 5 ���� %���*)%+��������%�+&���� 
(deionized water) ����%� 5 ���� )�������.�*�%���	�*)%��+&� )�������
'*)%	�.�%�%��
e0%*��6 (silver reagent) ��� 20 ���� %���+��������%�+&���� ��� 1 ���� )������*/0�
.�%�%��+���3%*��6 (developer) *1�'��%�*�%����.�%�%��*����.�1��.�%�%��*�%����*�8�.�
*��+�� �%�*���������,�1��3�/�� ���+��0�00��+��� 5% �+����.�� 
 
3. ���*���&��%���( 
  ���0�� 3�/��1��.�/����'��+���
�+��3�/��/���0<�1�� Bradford 
(1976) +����� +(+.�/����'�� 10 &�3�%0/ 	.'	��%�+�+%�� ����0��/+��������%���)�
�� 50 &�3�%0/ */0�.�%�%�� Bradford (0.01% Coomassie brilliant blue G-250 - 4.7% 
ethanol � 8.5% phosphoric acid) �0��/ 1 �0%%0%0/ *1�'�	��*1����� ���&���+�'���+(+�%��
�.������������%��� 595 ��3�*�/ (A595) +���*����� UV-VIS spectrophotometer 3+����
����('&���� bovine serum albumin (BSA) )���0��� Pierce e���	
�*�8�3�/����/��� 3+�
*)��)�� BSA 	�����0�� 3�/�� 0-10 &�3����/'��0%%0%0/ 
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4. ���*��\�%���(O��!�(RJ&�M](�����J�!
	?( Non-denaturing PAGE ������& 
    �� ������ 
  ���~�3�%0���1�������
����&���� Non-denaturing PAGE /���0<���1�� 2.1 
)������/�+�9'�*)%���*�8� 2 .'�� ���*)%.'����&��
'	� 0.1 M phosphate buffer, pH 6.5 
����� 10% SDS �'���0�00������� �7(�0���� ��� 30 ���� �%��*/0� 6 mM 3, 4-dihydroxy-L-
phenylalanine (L-DOPA) �'���0�00��	������+����� �7(�0���� )������,�����0�0��1��
*��&e�6����%���e0*+.*�8�.�*��+�� ���+��0�00��3+�%���+��������%��� �%�����&�*�������*)%
.'�����.��e�������+���.��(��e��%(  )��9%+���%'�����	�����/�����'�1���,�*��&e�6          
����%���e0*+.	�~�3�%0���1�������
����	� Non-denaturing PAGE 
 
5. ����Q�?*�L�%&RJ��(�(���	����_K��)��	&� 
 5.1 %
�����Q�������!J(���M̀�K� (Ultracentrifugation) 
  ���-%�.�����*/���&+�)��~�3�%0���1�������
���� /���0<���1�� 1 �0��/ 
10 �0%%0%0/ ��'�	.' 2 �%�+ &�*e�/0���)6/���0<�1�� Adachi �%�� � (2001) 3+�	
�3*/�6 
70 Ti 1�� Beckman *e�/0���)6�������*4� 200,000 x g ����� �7(�0 4°e ��� 4 
���3�� 
)������+(+.�%�%��)��.'����*�4�*�8�.'��� (fraction) �%�+%� 800 &�3�%0/ .'��
/����%�%��+������*��6 Tris-MgCa (10 mM Tris-HCl, pH 7.8 - 5 mM MgCl2 - 5 mM 
CaCl2) ���.�%�%���/'%��%�+&���+�'���+(+�%���.������������%��� 340 ��3�*�/ 
(A340) )���������0�� 3�/��/���0<�1�� Bradford (1976)  
 5.2 %
� Preparative PAGE  
  ���.�%�%��3�/���%�+��� 13 )��1�� 5.1 ������&+�)���������%/�*e�/0
���)6 &����/'�3+�3-%����0%�&�+6*)%�0*%4�3����e0.���*/��� (preparative PAGE) e���
*�8� non-denaturing PAGE �/'����*/���*)%	����1��+ 10 x 12 *e�/0*�/ ���            
1 �0%%0*�/ ������*1��1��1�����0%�&�+6	�*)%.'���� 3% �%�*)%.'��%'�� 4-10% *)%
.'����*/���	����
'��	.'.�/����'�� 12 
'�� )������9.�.�%�%��3�/�� 3 .'�� ���
���*��6/����'�� 1 .'�� ���.�9.����&+�*/0�%�	�
'��	.'.�/����'�� �%��*��+���.&��������� 
��� 15 mA ��� 2 
���3�� )�������.�3�3�����%�%(*�%�������&�)�.�+1��%'��1��*)% ��+
���.&� )������/�+*)%/��%�� 1��e��� �%�1��1��*�8��,������ 0.5 *e�/0*�/ ���
/%�+�9'�*)% ���*)%���� 3 
0��&�����+���.�%�%�� Bradford ��� 5-10 ���� *��������
�,�3�/�� ���&�*�������*)%e���&�'&+����� �%��/�+*)%���&�'&+�����/��1���*�-���,�3�/��
���/����� �%�������
�3�/�����)��
0��*)% 3+����
0��*)%���/�+&+�	.'	�,��&+��&%e6 
(dialysis bag) �%�����&����/��1���	�*������0*%4�3����e0./�������� e��������*��6    
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0.025 M Tris-0.192 M glycine, pH 8.3 �'�����,�����	/����� (submarine) *��+���.&����
����� ��� 15 mA �� �7(�0 4 °e ��� 18 
���3�� )���������.�%�%�����&+�&�&+��&%e6 (dialyse) 
/'�	����*��6 50 mM Tris-HCl, pH 7.5 �%�����	��*1��1��+��� carboxymethyl (CM) - 
cellulose ���0�� 3�/��/���0<� Bradford �%��+.�������0.��<0�1��~�3�&e���0�3+��0<� 
Non-denaturing PAGE 
  
6. ���@A�B�	&����O��L�%&RJ��(�(���	����_ 
 6.1 ���*�&��%&!����%
�����!K�M̀�!��$�( (Gel filtration) 
  ����%3�*%��%1��~�3�&e���0��0.��<0� 3+�	
���%���6 Superose 12 HR 
10/30 ���*
����/'����*����� FPLC e��������%���6	��.�+�%�6�'��+��� 50 mM Tris-HCl, pH 7.5 
�%��*/0�~�3�&e���0��0.��<0�*1��1�� 3��/.*e���&+3�*�/ (potassium dichromate, Mr 294) 
�%(*+4�e6�/� (blue dextran, Mr 2,000,000) �%�3�/����/��� &+���' ferritin (Mr 
440,000) catalase (Mr 232,000) aldolase (Mr 158,000) BSA (Mr 67,000) �%� ovalbumin 
(Mr 43,000) %�	���%���6  �%��
�+������*��6
�0+*+0�+�����/�&�% 30 �0%%0%0//'�
���3�� 
*�4�.�%�%���%�+%� 0.8 �0%%0%0/ )���������0��/7�����*�4+*)% (void volume, Vo) 
)���'��0��/
�1���%(*+4�e6�/����&+�)������+�'���+(+�%���.������������%��� 620 ��
3�*�/ �%��0��/������+ (total volume, Vt) 1����%���6)���'��0��/
�1��3��/.*e���
&+3�*�/ ���&+�)������+�'���+(+�%���.������������%��� 480 ��3�*�/ ���.�%�%���/'
%��%�+&���+�'���+(+�%���.������������%��� 280 ��3�*�/ (A280)  ���0��/
�  
(elution volume, Ve) 1���/'%�3�/�� �%������� ���'� distribution coefficient (Kav) 1��
3�/���/'%�
�0+)��.��� 

Kav = (Ve � Vo) / (Vt�Vo) 
 
  ����'����&+�*1����������.��-��<6���'���'� log 1����������3�*%��%����'� 
Kav 1��3�/����/��� �%������ ����%3�*%��%1��~�3�&e���0��0.��<0� 
 6.2 ���*�&��%&!�������KQ�(�(*(������� 
  ����%3�*%��%�%�)�������'���'��1��~�3�&e���0��0.��<0�3+��0<� SDS-
PAGE /���0<���1�� 2.2 3+��������('���3�/����/��� 8 
�0+ &+���' myosin (Mr 
203,646) galactosidase (Mr 116,134) BSA (Mr 92,266) ovalbumin (Mr 50,400) carbonic 
anhydrase (Mr 37,043) soybean trypsin inhibitor (Mr 28,920) lysozyme (Mr 20,081) �%� 
aprotinin (Mr 6,936) �%��������0*%4�3����e0.�%�����.�3�/���%�� ��+�����*�%�������
1���,�3�/��/����'�� 3�/����/��� �%��,�.�3�3�����%�%( �%������� ���'���
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*�%�������.��-��<6 (relative mobility, Rf) 1��3�/����/����%�3�/��/����'��)��
����.��-��<6 +����� 
 

�����*�%�������1��3�/�� 
��*�%�������.��-��<6 = 

�����*�%�������1��3�3�����%�%( 
 
  )������*1��������/������'���'� log 1����������3�*%��%����'� Rf 1��
3�/����/��� ����'� Rf &������ ����%3�*%��%1����'���'��1��~�3�&e���0�&+�  
  
7. ���!����&��(����
����L�%&RJ��(�(���	����_O�������$�P�� 
 7.1 ���������(���	��! ���*���(����
����L�%&RJ��(�(���	����_?(������� 
  �����.��*����6���/0��+�/'�~�3�&e���0��0.��<0�	���/'��1�� /��+� 
������������  2 �03%��� ���� 6 *+��� 3+���+~�3�&e���0��0.��<0���� */���&+�)�� 
preparative PAGE �0*� 90����� 3 - 4 )�+ �%�	/�90����� 2 - 3 )�+ 3+�	
��0�� ~�3�&e��
�0� �%����*�%�����/��� +����� .��+��6��� 1 �%� 2 ��+~�3�&e���0�.��+��6%�               
20 &�3���� e���9.���� Freundrs complete adjuvant 1 �0%%0%0/   �%���� 2 .��+��6/'��� 
��+~�3�&e���0� 20 &�3���� ���9.���� Freundrs incomplete adjuvant 0.8 �0%%0%0/  
  *)��*%��+��/'��)��*.��*%��+�0*� �( 5 �0%%0%0/ ��������'����+~�3�&e
���0��/'%����� �%��%��)������+~�3�&e���0�����.�+���� 2 .��+��6 �%'��	��*%��+�14�/�����
�� �7(�0 4°e ��� 18 
���3�� �%�����&�*e�/0���)6�������*4� 1,250 x g ����� �7(�0 4°e *�8�
*�%� 15 ���� *�4�e���&������� �7(�0 -20°e *-���	
��+.�����/0��+� 
 7.2 ����
	�����&���(����
����L�%&RJ��(�( 
  �+.���������/0��+�/'�~�3�&e���0� +����0<� Ouchterlony double 
immunodiffusion /���0<�1�� Ouchterlony (1956) +����� *� 0.3% ����3. (agarose) 	� 
0.9% NaCl �0��/ 3 �0%%0%0/ %����9'�.&%+6 (slide) �0��	������3.�14�/������� �7(�0���� 
�%�����&�������� �7(�0 80°e )�����3.����/0+�9'�.&%+6 )������*� 1.5% ����3. 	� 
0.9% NaCl �0��/ 5 �0%%0%0/ %����9'�.&%+6*+0� �0��	��*�4������ �7(�0���� �%��*)��      
����3.	��*�8��%�� �+.���������/0��+� 3+���*/0�e���1����/'���'���%��%����+    
~�3�&e���0�	��%��1������%���%�� *�4�.&%+6&��	�/(�*�4������ �7(�0 4°e ��� 6 
���3�� 
)������*/0�~�3�&e���0��0.��<0�	��%���%�� *�4�.&%+6&��	�/(�*�4������ �7(�0 4°e ��� 10 

���3�� ,�������/0��+�	�e�����/'��)�*�4��,���/�/�������'���%��1�����/0��+��%�
���/0*)� *-���	��*�4��,���/�/�������
�+*)� �
'.&%+6	� 0.9% NaCl ��� 48 
���3�� 
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)������%���3�/�����&�'/�/�������3+���*�%���������%����'��� )���������.&%+6���
�� �7(�0����*-���	������3.����/0+�9'�.&%+6 �%������.&%+6+���.����03+��%4��� (amido 
black B) (0.02% ���03+��%4��� - 50% *�<���% - 5% �+����.��) ��� 2 
���3�� )������%���
.�.'��*�0����+��������%��� 
 7.3 ��������(����
� 
  �%��)����+~�3�&e���0�����.�+���� 2 .��+��6 *�4�*%��+��/'�� 30-35 
�0%%0%0/ �%'��	��*%��+�14�/������� �7(�0 4°e ��� 18 
���3�� �%�����&�*e�/0���)6�������*4� 
1,250 x g ����� �7(�0 4°e ��� 15 ���� *�4�e��� �%��������/0��+�)��)��e���/���0<�1�� 
Warden �%� Giese (1984) 3+����e���&�/�/����+������3�*����e�%*�/ (ammonium 
sulphate) ��������0��/�� 50% ����� �7(�0 4°e ��� 10 
���3�� �%�����&�*e�/0���)6�������*4� 
22,000 x g ����� �7(�0 4°e ��� 30 ���� %�%��/����+��� 50 mM Tris-HCl, pH 7.0 �%��
���&�&+��&%e6	����*��6
�0+*+0� ��� 10 
���3�� ���&�*e�/0���)6�������*4� 22,000 x g ���
�� �7(�0 4°e ��� 50 ���� )���������.�%�%�����&+�9'��%���%���6 DEAE-Sephacel (1��+ 
2.6 x 10 *e�/0*�/) ������	��.�+�%�'��+��� 50 mM Tris-HCl, pH 7.5 %�����%���6+���
���*��6
�0+*+������ +�����/�&�% 20 �0%%0%0//'�
���3�� *�4�.�%�%���%�+%� 1 �0%%0%0/ 
���/0��+� (IgG, immunoglobulin G) )��%�+�����	�-���� (Wallace, 1965) ��
.�%�%��1��-����*1��+������ ���	��*1��1��+��� CM-cellulose �%���+.���������/0��+�
3+��0<� Ouchterlony double immunodiffusion  
 
8. ����Q� Western blot 
 ���~�3�%0����%�~�3�&e���0��0.��<0� &����	� 6-15% gel +����0<� SDS-PAGE 
)������1�,'��3�/��	��9'�*)%%����9'�&�3�*e%%(3%. (nitrocellulose membrane) /��
�0<�1�� Towbin �%�� � (1979) 3+����	����*��6 Towbin (0.025 M Tris - 0.192 M 
glycine - 20% methanol, pH 8.3) �%�	
����.&������� 500 mA 250 3�%�6 ��� 2 
���3�� 
/0+/����1�,'��3�/��3+�����+��� 0.5% Ponceau S - 1% �+����.�� %���.� Ponceau S 
���+��������%��� �%��%���/'�+��� TBS (25 mM Tris-HCl, pH 7.5 - 0.5 M NaCl) )�.����
��+ ����9'� &�3�*e%%(3%.&��'�+��� 10% skim milk 	� TBS ����� �7(�0 4°e ���         
12 
���3�� %����9'�&�3�*e%%(3%.+��� TTBS (25 mM Tris-HCl, pH 7.5 - 0.5 M NaCl - 
0.05% Tween 20) ��� 10 ���� 3 ���� )�������'�+������/0��+�/'�~�3�&e���0� (1oAb)     
���*)��)�� 1:1,500 +��� TTBS - 5% skim milk ����� �7(�0���� ��� 1.5 
���3�� %����9'�&�3�
*e%%(3%.+��� TTBS ��� 10 ���� 4 ���� )���������&��'�+������/0��+�/'� IgG 1����/'��
e�����+/0+���*��&e�6*��6���e0*+. (2oAb, anti-rabbit IgG horseradish peroxidase 
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conjugated) ���*)��)�� 1:20,000 +��� TTBS - 5% skim milk ����� �7(�0���� ��� 1 
���3�� 
%����9'�&�3�*e%%(3%.+��� TTBS ��� 10 ���� 3 ���� �%�%���/'�+��� TBS ��� 10 ����  
3 ���� )���������	��*�0+.�+���.�%�%�� TMB (3,3´,5,5´-tetramethyl benzidine) substrate kit 
3+��'������ �7(�0����*�8�*�%� 30 ���� �%����+��0�00��3+�%����9'�&�3�*e%%(3%.+���  
�����%��� 
 
9. ���)�h(����� ELISA !)k��?$���
��&��L�%&RJ��(�(?(L�%&��&MN 
 9.1 ���*�W������!*&��	&?(�����
��&��L�%&RJ��(�( 
  9.1.1 ���!Kk�K����(����
����!*&��	& 

����+�0�� ~�3�&e���0�3+� ELISA ����	
����/0��+� 2 
�0+ ��� 
���/0��+�/'�~�3�&e���0��0.��<0�1�������
���� (1oAb) �%����/0��+�/'� IgG 1����/'��e���
��+/0+���*��&e�6*��6���e0*+. (2oAb) ������+%��3+�+�+��%��0<�1�� Rittidach (2006) 
3+�	
��0�� ~�3�&e���0��0.��<0�*�%���90�*-%����&�3�&/*/�6*-%� (microtiter plate) 
1��+ 96 �%�� (Maxisorp F96, Nunc) +����0�� �������� 800 ��3����/'��%�� �%�*)��)�� 
1oAb +������*��6�0*����6 (assay buffer, 0.1 M potassium phosphate buffer, pH 7.4 - 
0.05% Tween 20) +�����/�.'�� 1:1,000, 1:2,000, 1:2,500, 1:3,000 �%� 1:4,000 .'�� 
2oAb *)��)��+������*��6�0*����6+�����/�.'�� 1:10,000, 1:12,500, 1:25,000, 1:50,000 
�%� 1:75,000 �%�����&����/��1���/��1�� ELISA +����� 
 ������+%���/'%��%�� 3+����~�3�&e���0��0.��<0�*)��)��+������*��6
*�%��� (coating buffer, 50 mM Na2CO3, pH 9.6) */0�%�	�*-%��0��/ 150 &�3�%0/ ���
���'������ �7(�0 4°e ��'������ 12 
���3�� )������%���/'�+������*��6%��� (washing buffer, 
50 mM potassium phosphate buffer, pH 7.4 - 0.05% Tween 20) �0��/ 200 &�3�%0/ 
�����%���e��� 3 ���� )������*/0����*��61�+1��� (blocking buffer, 0.1 M potassium 
phosphate buffer, pH 7.4 - 5% skim milk - 0.05% Tween 20) �0��/ 200 &�3�%0/  
�'������ �7(�0���� *�8�*�%� 2 
���3�� %������+������*��6%����0��/ 200 &�3�%0/ 3 ���� 
�%��*/0� 1oAb ���*)��)��+������*��6�0*����6 �0��/ 150 &�3�%0/ �'������ �7(�0���� 1 

���3�� %������+������*��6%����0��/ 200 &�3�%0/ 3 ���� */0�.�%�%�� 2oAb ���*)��
)��+������*��6�0*����6 �0��/ 150 &�3�%0/ �'������ �7(�0������� 1 
���3�� %���+���
���*��6%� ���0��/ 200 &�3�%0/ 3 ��� �  */0�.�%�%��.��.*/�e�� ���                              
o-phenylenediamine dihydrochloride (OPD) 0.4 mg/ml 	� 50 mM sodium citrate, pH 5.0 
�%� �� 0.01% H2O2 	
��0��/ 150 &�3�%0/  �'������ �7(�0����*�8�*�%� 30 ����  )�����+ 
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��0�00��+��� 2 M H2SO4 �0��/ 50 &�3�%0/ )���������&���+�'���+(+�%���.��������
����%��� 492 ��3�*�/ (A492) +���*����� ELISA Reader 

9.1.2 ���*� pH ���!*&��	&O�����! �k��L�%&RJ��(�(���!)�� 

��������	
�	��������������������	��
����������������� �!�"���������
�
�#$�$��% 50 mM Na2CO3, pH 9.6  ��	���'������(����������	����)�������� ���� ��'��� 
(Rittidach, 2006) #��#��������������!%����+�������,� pH -���#$�$��%�'��������,��.��
����/�
,�������������'��������������	-+�� �/�	��������
����������������� �!�"
)����0 800 ����	�#� ������
��#$�$��% 50 mM Na2CO3, pH ���� 1 
����� 9 - 11.5 2���
�/�	������������-�� 9.1.1 2�.
�� 1oAb 2�. 2oAb ���'����-��-������,��.�� (��	-�� 
9.1.1) 
�	���/� ELISA  

9.1.3 ���!Kk�K��L�%&��&MN���!*&��	& 

*)��)��~�3�%0���+�����/�.'�� 1:100, 1:200, 1:320, 1:1,000 �%� 1:3,200 
+����#$�$��%�'��������� pH ����,��.��'�� 50 mM Na2CO3, pH 10.5 ���&�*�%���90�*-%��/'
%��%�� �%��%� 150 &�3�%0/ )������������+%��/'�/���0<�1�� 9.1.1 3+�	
� 1oAb �%� 
2oAb ���*)��)��*�8�����*1��1�� 1:2,000 �%� 1:25,000 /��%��+�� 	������ ELISA  

9.2 ���!����&���M&���Y�(L�%&RJ��(�( 

 */��������/���~�3�&e���0� 3+�	
�~�3�&e���0��0.��<0�*)��)��	����*��6
*�%�������� pH ���*����.���� 50 mM Na2CO3, pH 10.5 	�����0�� 	� 
'�� 5 � 69 
&�3���� ���&�*�%���90�*-%��/'%��%�� ����0+*�8�����*1��1��	�
'�� 33.33 � 460
&�3����/'��0%%0%0/ �0��/�%��%� 150 &�3�%0/ )������������+%��/'�/���0<�1�� 
9.1.1 3+�	
� 1oAb �%� 2oAb �������*1��1�����*����.� ()��1�� 9.1.1) ��� 1oAb 1:2,000 �%� 
2oAb 1:25,000 )������-%4�/�����/������'���'� A492 �%��0�� ~�3�&e���0� 
�0.��<0����	
� 
 
10. �����
��&��L�%&RJ��(�(?(L�%&��&MNO�������$�P�� 
  �������+�0�� ~�3�&e���0�	�~�3�%0���1�������
����3+��0<� ELISA +�����
*)��)��~�3�%0���+�����/�.'������,��.�� (��	-�� 9.1.3) '�� 1:200 +����#$�$��%�'��������� 
pH ����,��.��'�� 50 mM Na2CO3, pH 10.5 ���&�*�%���90�*-%��/'%��%�� �%��%� 150 
&�3�%0/ )������������+%��/'�/���0<�1�� 9.1.1 3+�	
� 1oAb �%� 2oAb ���*)��)��*�8�
����*1��1�� 1:2,000 �%� 1:25,000 /��%��+�� 	������ ELISA  
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11. ����Q� Agarose gel electrophoresis  
  ��*/��� 1.5% agarose gel ���&+�3+���%�%��9�����3. (agarose) 	�
���*��6  TAE (40 mM Tris-acetate, pH 8 - 1 mM EDTA) /��)�*+��+*-���	������3. 
�%��%�%�� *�����3.*�%�%�	�-0�-6��������*.���*-���	��*)%����14�/����
'��.��������+.� 
3+�*�	��*)%�������������  3-5 �0%%0*�/ *��������3.�14�/��+��%�� +�����*.������
��'�����+���� ���,�+*)%&����	��'�� electrophoresis 	��+��������
'��	.'.���('	�%�1���%� *�
���*��6 TAE %�	��'��)��'��*)% 9.�.�%�%��+�*�4�*� 5 .'����� 6x loading dye 1 .'�� 
(0.03% bromophenol blue - 0.03% xylene cyanol FF - 0.4% orange G - 15% Ficoll 400 - 
10 mM Tris-HCl, pH7.5 - 50 mM EDTA, pH 8) 	
����.&���� 50-100 3�%�6 *����*�4��,�  
.�*�%�������&���('����%��*)% ���+���.&���� �%�����*)%&��
'	�.�%�%�� ethidium bromine 
(1 µg/ml) ��� 15 ���� )������%���*)%+��������%�������  15 ���� �'�����&�.'��+(�,�    
+�*�4�*�+��� ultraviolet (UV) lamp   
 
12. ���% �($�n(
�!�'(!�O����(L�%&RJ��(�( 
 12.1 ���������R)�!&���	Q�*������% �($�n(��(L�%&RJ��(�( 
  ������&-6*��6.�����3�%�
0�����~�3�&e���0� 3+������%��+���0��%�3�
&�+61��~�3�&e���0�)��.�/�6	��%�'���.*/*
������������������%��)��<������� 
(GenBank) 9'�����1���(% NCBI (National Center for Biotechnology Information) 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, .�����*���������� 6 ������ 2551) �%�����1���(%���&+���)�+*���
�%�*����*�������3+�	
�3���� ClustalX �%� GeneDoc *-������0*� ������6 
(conserve region) �%������	
�*�8� forward �%� reverse primer 	���3�%�
0��+�*�4�*�1��
���~�3�&e���0� (/������ 2) 
 
�������� 2  �Q�
��!�	O��R)�!&������?$�?(���% �($�n(
�!�'(!�O����(L�%&RJ��(�( 
 
 


���&-6*��6 %��+��*�. 5r           3r          

H280 F1 

H1180 R1 

CACTGGTTCTC(C/G/T)CT(C/T)TTCAA(C/T)AC 

TCACG(A/G)TGGC(A/G)GTYTCGAAGT 

H660 F2  

H1780 R2  

AC(C/T)TGGCAT(A/T)TGGAATTCCCCTTCT 

TT(A/G)CCCTTGGGGAG(A/G)AGGAA(C/T)C 
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 12.2 ���!)��&��&��$�n(
�!�'(!�O��L�%&RJ��(�( 
  �����*-0���0�� 
0��+�*�4�*�1��~�3�&e���0�+���*���0� polymerase chain 
reaction (PCR) 3+�	
� cDNA library )��/��1�������
�������&+�)���������1�� 
Rattanaporn (2008) *�8�+�*�4�*���'���	���*-0��)����� �%�	
�&-*��61�����~�3�&e��
�0� (/������ 2) 9.����.�%�%�����	
�	������ PCR (/������ 3) 	��*1����� ��� PCR 7��	/�
7���+���.+�	�/������ 4 �%��0*����69%9%0/)������� PCR (PCR product) ���&+�+��� 
1.5% agarose gel electrophoresis 
 
 
�������� 3  	����������?$�?(����Q� PCR 
 

.�*��� �0��/ (&�3�%0/) 

5x PCR buffer 
25 mM MgCl2 
10 mM dNTP 
10 µM Forward primer  
10 µM Reverse primer  
Template DNA (1:500) 
Taq DNA polymerase (5 unit/µl) 
�����%������)��*��&e�6 RNase 

10 
5 
1 
2.5 
2.5 
10 
0.25 
18.75 

�0��/�� 50 
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�������� 4  ���*W#&� !��� ���KQ�(�(������?$�?(����Q� PCR 
 

1���/�� �� �7(�0 (����*e%*e��.) *�%� (����) )������� (��) 

Denaturation 
Denaturation 
Annealing 
Extension 
Denaturation 
Annealing 
Extension 
Final extension 

94 
94 
60 
72 
94 
62 
72 
72 

3 
0.50 
0.50 
1 
0.50 
0.50 
1 
5 

1 
 
10 
 
 
25 
 
1 

  
 
 

12.3 ���	��
$�n(
�!�'(!�O��L�%&RJ��(�(���K��!K�%
�?$� QIAquick Gel   
        Extraction Kit (Qiagen) 

 ���9%9%0/���&+�)������� PCR ������,�+�*�4�*�+��� 1.5% agarose gel 
electrophoresis )������/�+*)%�0*� ���*�8��,�+�*�4�*�1�����~�3�&e���0� ���
0��*)%&�
���
�������� */0����*��6 QG (guanidine thiocyanate, pH ≤ 7.5) �0��/ 3 *�'�1����������
0��
*)% ���&��'������ �7(�0 50°e *�8�*�%� 10 ���� )�
0��*)%%�%�� ���.�%�%��*/0�%�	�
��%���6 QIAquick spin �'�&������� �7(�0����*�8�*�%� 1 ���� ���&�*e�/0���)6�������*4� 
17,900 x g *�8�*�%� 1 ���� *�.�%�%���0�� */0����*��6 QG �0��/ 500 &�3�%0/ *-���
���)�+����3.���*�%��	���%���6 3+��'�&������� �7(�0����*�8�*�%� 1 ���� ���&�*e�/0���)6���
����*4� 17,900 x g *�8�*�%� 1 ���� *�.�%�%���0�� %�����%���6+������*��6 PE �����
*�<���%*�8�.'������� �0��/ 750 &�3�%0/ �'�&������� �7(�0����*�8�*�%� 10 ���� 
���&�*e�/0���)6�������*4� 17,900 x g *�8�*�%� 1 ���� *�.�%�%���0�� ���&�*e�/0���)6e���
��� 1 ���� )������������%���6 QIAquick spin &����	��%�+1��+ 1.5 �0%%0%0/ 
�+�*�4�*�
���)����%���6 3+�*/0����*��6 EB (10 mM Tris-HCl, pH 8.5) �0��/ 30 &�3�%0/ �'�
&������� �7(�0���� *�8�*�%� 20 ���� ���&�*e�/0���)6�������*4� 17,900 x g *�8�*�%� 1 ���� 
*�4�+�*�4�*����.��+������)��*)%&+������ �7(�0 -20°e )���'�)�������+%��/'� 
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 12.4 ���!$k��&$�n(
�!�'(!�O��L�%&RJ��(�(!O�����
�!�'(!�)�*� 
  ���
0��+�*�4�*�1��~�3�&e���0����.��+������)��*)%&�*
�������+�*�4�*�-���
��� pGEM®-T Easy (Promega) +��(���� 8 �����*
����3+����+�*�4�*�1��~�3�&e���0�
�0��/ 3 &�3�%0/, pGEM®-T Easy (50 ng) �0��/ 1 &�3�%0/, 2x Rapid ligation 
buffer �0��/ 5 &�3�%0/ �%�*��&e�6 T4 DNA ligase (3 unit/µl) �0��/ 1 &�3�%0/ 
���&��'������ �7(�0 4°e *�8�*�%� 14 - 16 
���3�� ���+�*�4�*�%(�9.� (recombinant DNA) ���
&+�)����*
����+�*�4�*�1��~�3�&e���0����+�*�4�*�-���*1��.('*e%%6*)������ E. coli *-���*-0��
)�����   
 
 
 

 
 

�#��� 8  �F(������B��
�!�'(!�)�*� pGEM®-T Easy (Promega) 
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 12.5 ���!����&!J���!K�����( (DH 5α) 
  *%����*
��������*�� E. coli .��-��<�6 DH 5α �������14� Luria Bertani (LB 
agar) 3+��'������ �7(�0 37°e *�8�*�%� 16 - 18 
���3�� *-���	��&+�3�3%��*+���� )���������
3�3%��*+�������&+�&�*%����	�����*�%� Luria Bertani (LB broth) �0��/ 5 �0%%0%0/ *-���
*/���*�8����*
��� 3+��'�	�*�����*1�'��������*4� 180 ��/'����� ����� �7(�0 37°e *�8�*�%� 
16 - 18 
���3�� )������*)��)�����*
���*�8� 1:100 	�����*�%� LB �0��/ 25 �0%%0%0/ �'�
	�*�����*1�'������ �7(�0 37°e *�8�*�%� 2 - 3 
���3�� ���������1�'�*������+�'���+(+�%���.�
��� 600 ��3�*�/ ��('	�
'�� 0.5 - 1.0 )������,'��*
���%�	��%�+*e�/0���)6 ���&��
'	�
�����14���� 30 ���� ���&�*e�/0���)6�������*4� 3,000 x g ����� �7(�0 4°e *�8�*�%� 10 ���� 
*�.'��	.�0�� �1��%��/����*e%%6+��� 0.1 M CaCl2 ���*�4�)�+�0��/ 5 �0%%0%0/ �����
�����14� 30 ���� )���������&�*e�/0���)6�������*4� 3,000 x g ����� �7(�0 4°e *�8�*�%� 10 
���� *�.'��	.�0�� �1��%��/����*e%%6+��� 0.1 M CaCl2 - 7% DMSO (dimethyl sulfoxide) 
���*�4�)�+�0��/ 1 �0%%0%0/ ��'�*�4��%�+%� 200 &�3�%0/ *�4�&������� �7(�0 -80°e 
 12.6 ���(Q�
�!�'(!��#�F	&!O��	#�!J���!K�����( (Transformation) 
  ���+�*�4�*�%(�9.�)��1�� 12.4 ���'���� E. coli .��-��<�6 DH 5α ���*/���&+�
)��1�� 12.5 �������14�*�8�*�%� 30 ���� )���������&��'������ �7(�0 42°e *�8�*�%� 90 �0���� 
�%����&���������14�*�8�*�%� 5 ���� */0�����*�%� LB �0��/ 100 &�3�%0/ �%���'�
*%����	�*�����*1�'������ �7(�0 37°e *�8�*�%� 2 
���3�� )���������*
������*%����&+���*�%�����
�����14� LB ����� ampicillin ����*1��1�� 100 µg/ml �%�*�%���90�����+��� 15 &�3�%0/
1�� 40 mg/ml X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) ���&��'���� 37°e *�8�
*�%� 16 - 18 
���3�� )������*%���3�3%��.�1��e�����+�*�4�*�%(�9.������
0��+�*�4�*�1��~�3�&e��
�0���(' ��*%����	�����*�%� LB �0��/ 5 �0%%0%0/ ����� ampicillin ����*1��1�� 100 µg/ml 
�'�*%����	�*�����*1�'������ �7(�0 37°e *�8�*�%� 16 - 18 
���3�� )�����������.��+-%�.�0+
*-���/�)��+�*�4�*�%(�9.� 
 12.7 ���	��
)��	&�
%
�?$� QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN) 
  ���3�3%��.�1�����*%����	�����*�%� LB ����� ampicillin )��1�� 12.6 �����
�����14� *�8�*�%� 30 ���� ���&�*e�/0���)6�������*4� 3,000 x g ����� �7(�0 4°e *�8�*�%� 5 
���� *�.'��	.�0�� %�%��/����*e%%6+��� 250 &�3�%0/ 1�����*��6 P1 ����� RNase A 
*�8�.'������� ���&�*1�'�+��� vortex )������*/0����*��6 P2 �0��/ 250 &�3�%0/ 
9.�3+�*1�'�*��� 3 - 4 ���� �%��*/0����*��6 N3 �0��/ 350 &�3�%0/ 9.�3+�*1�'�
*��� 3 - 4 ���� ���&�*e�/0���)6�������*4� 17,900 x g *�8�*�%� 10 ���� +(+*�-��.'��	.
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	.'��%���6 QIAprep spin �'�&������� �7(�0����*�8�*�%� 2 ���� ���&�*e�/0���)6�������*4� 
17,900 x g *�8�*�%� 1 ���� *�.�%�%���0�� %�����%���6+������*��6 PE �0��/ 750 
&�3�%0/ �'�&������� �7(�0����*�8�*�%� 10 ���� ���&�*e�/0���)6�������*4� 17,900 x g 
*�8�*�%� 1 ���� *�.�%�%���0�� ���&�*e�/0���)6e������ 1 ���� )������������%���6 QIAprep 
spin &����	��%�+1��+ 1.5 �0%%0%0/ 
�-%�.�0+���)����%���6 QIAprep spin 3+�*/0�
���*��6 EB �0��/ 30 &�3�%0/ �'�&������� �7(�0���� *�8�*�%� 20 ���� ���&�*e�/0���)6
�������*4� 17,900 x g *�8�*�%� 1 ���� *�4�-%�.�0+���.��+&+������ �7(�0 -20°e *-���	
��+%��
/'� 
 12.8 ������K	��
�!�'(!��#�F	&%
������

���!�(RJ&���
KQ�!)�� EcoR l 
  ���-%�.�0+���.��+&+���/�++���*��&e�6/�+)��*-�� EcoR l (BioLabs) *-���
/�)��+�*�4�*�%(�9.� 3+����-%�.�0+���.��+&+��0��/ 2 &�3�%0/ *��&e�6/�+)��*-�� 
EcoR l �0��/ 0.5 &�3�%0/ 10x Reaction buffer �0��/ 2 &�3�%0/ �%������%���
���)��*��&e�6 RNase �0��/ 15.5 &�3�%0/ ���&��'������ �7(�0 37°e *�8�*�%� 1.5 

���3�� /�).��9%+��� 1.5% agarose gel electrophoresis 
 12.9 �����! ���*��Q�
��(�� ��%�R�
� (DNA sequencing) 
  ���-%�.�0+%(�9.������
0��+�*�4�*�1��~�3�&e���0�&��0*����6��%��+���0��%�
3�&�+6+���*����� ABI Prism 377 Automated DNA Sequencer (Applied Biosystems) 1��
�(��6*���������0�����./6 ����0���%��.�1%���0��6 3+�	
� SP6 �%� T7 *�8�&-6*��6
1��-%�.�0+ 
 12.10 �����! ���*�O��&#�%
�?$�%����& �&)��!���� 
  ���%��+���0��%�3�&�+61��~�3�&e���0�
0����� 1 �%� 2 ��/'�*1��+������ (over 
lapping) +���3���� CAP 3 (http://pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php, .�����*���������� 12 
-��7��� 2551) �������% (translate) %��+���0��%�3�&�+6&�*�8�%��+���+���03�3+�	
�
3���� Translate (http://br.expasy.org/tools/dna.html, .�����*���������� 12 -��7��� 
2551) �%�*����*����%��+���+���03�������~�3�&e���0�1���%�'���.*/*
�������������	�
<������� (GenBank) 9'�����1���(% NCBI +���3���� BlastP �%� Vector NTI (version 
9.0, Invitrogen) 
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บทที่ 3 
 
 

ผลการทดลองและวิจารณ 
 
 
1. การทําใหฮีโมไซยานินบริสุทธ์ิจากพลาสมาของกุงแชบวย 
 1.1 โดยการทําอัลตราเซนตริฟวจ (Ultracentrifugation) 
  เปนที่ยอมรับกันทั่วไปวาฮีโมไซยานินเปนโปรตีนที่จับอยูกับคอปเปอรและมีสี
นํ้าเงินจากการที่คอปเปอรจับกับออกซิเดส (Rainer and Brouwer, 1993)  รวมทั้ง 80-95% 
ของโปรตีนในฮีโมลิมฟของครัสเตเชียนเปนฮีโมไซยานิน อาทิเชน ที่รายงานในกุงขาว             
P. vannamei (Cariolou and Flytzanis, 1993)  กุง P. japonicus (Chen and Cheng, 1993) 
และในกุง Palaemon elegans (Taylor et al., 1985)  นอกจากนี้ฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟของ  
กุงหลายชนิดปรากฎแถบเขมสุดเม่ือแยกโดย non-denaturing PAGE (Brouwer et al., 1978; 
Ellerton and Anderson, 1981; Figueroa-Soto et al., 1997) 

เม่ือนําพลาสมาที่เตรียมไดจากฮีโมลิมฟของกุงแชบวยปริมาตร 10 มิลลิลิตร มี
ปริมาณโปรตีน 550 มิลลิกรัม ไปแยกดวยการทําอัลตราเซนตริฟวจ เก็บสารละลายเปนสวน ๆ 
ตามลําดับจากบนสุด (หลอดที่ 1) ไปจนถึงตะกอนกนหลอด (หลอดที่ 14) และเม่ือนําสารละลาย
แตละหลอดไปหาปริมาณโปรตีน พบวามีปริมาณโปรตีนมากสุดในหลอดที่ 13 (96 มิลลิกรัม) ดัง
แสดงผลในรูปที่ 9 และมีการคาดูดกลืนแสงของคอปเปอรที่ความยาวคลื่น 340 นาโนเมตร สูง
ตั้งแตหลอดที่ 5-14 (ไมไดแสดงผลไว)  เม่ือนําสารละลายแตละหลอดที่ไดจากการทําอัลตราเซน    
ตริฟวจไปตรวจหาแถบโปรตีนฮีโมไซยานินดวยการทํา non-denaturing PAGE และใชปริมาณ
โปรตีนของสารละลายแตละหลอดเทากัน พบวาสารละลายหลอดที่ 13 ปรากฏแถบโปรตีน       
ฮีโมไซยานินติดสีคูมาซีเขมกวาสารละลายหลอดอื่นๆ (ไมแสดงผล)   บงชี้วาสารละลายหลอด  
ที่ 13 มีปริมาณฮีโมไซยานินมากกวาสารละลายหลอดอื่น ๆ ซ่ึงสอดคลองกับสีของสารละลาย
หลอดที่ 13 ที่มีสีนํ้าเงินเขมของคอปเปอร และคลายกับผลการแยกฮีโมไซยานินจากพลาสมา
ของกุง kuruma ดวยการทําอัลตราเซนตริฟวจ ที่พบฮีโมไซยานินถูกแยกอยูในสารละลายที่อยู
กนหลอดและในสวนของตะกอน (Adachi et al., 2001) 

เม่ือนําพลาสมาของกุงแชบวยและสารละลายหลอดที่ 13 ที่ไดจากการทํา    
อัลตราเซนตริฟวจไปทดสอบความบริสุทธิ์ของฮีโมไซยานินดวยวิธี non-denaturing PAGE 
ปรากฏแบบแผนโปรตีนของสารละลายทั้ง 2 ตัวอยางคลายกัน  แสดงวายังมีโปรตีนอ่ืนปนเปอน 
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อยูในสารละลายหลอดที่ 13  ดังแสดงผลในรูปที่ 10 แถวที่ 2 และ 3 ตามลําดับ ในการศึกษา
ครั้งน้ีไดเลือกใชสารละลายหลอดที่ 13 ที่ไดจากการทําอัลตราเซนตริฟวจไปทํา preparative 
PAGE เพ่ือทําใหฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ตอไป 

 
 
 
 

 
 

 
รูปที่ 9  การแยกฮีโมไซยานินจากพลาสมาโดยการทําอัลตราเซนตริฟวจ 

 แยกพลาสมาของกุงแชบวย (ปริมาณโปรตีน 550 มิลลิกรัม) ดวยการทําอัลตรา
เซนตริฟวจที่ความเร็ว 200,000 x g ที่อุณหภูมิ 4°ซ นาน 4 ชั่วโมง จากนั้นดูด
สารละลายจากสวนบนเก็บเปนสวนๆ หลอดละ 800 ไมโครลิตร สวนตะกอนละลายดวย
บัฟเฟอร Tris-MgCa นําสารละลายแตละหลอดไปหาปริมาณโปรตีนตามวิธีของ 
Bradford 
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 1.2 โดยวิธี Preparative PAGE 
  จากการนําสารละลายหลอดที่ 13 (96 มิลลิกรัม) ที่ไดจากการทําอัลตราเซนตริ
ฟวจ ไปแยกตอโดยวิธี preparative PAGE โดยตัดเฉพาะแถบโปรตีนของฮีโมไซยานินเพียง
แถบเดียว (โปรตีนแถบที่ชี้ดวยลูกศร ในรูปที่ 10) แลวชะโปรตีนออกจากเนื้อเจลดวยเครื่อง    
อิเล็กโทรฟอรีซิสตามแนวนอน นําสารละลายที่ไดไปทําใหเขมขนและไดแอไลซ หาปริมาณ
โปรตีน พบวาสารละลายที่เตรียมไดมีปริมาณโปรตีน 13.9 มิลลิกรัม และคิดเปน 2.5 % ของ
พลาสมาโปรตีนเริ่มตน ดังแสดงผลในตารางที่ 5 เม่ือนําสารละลายโปรตีนไปทดสอบความ
บริสุทธิ์โดยวิธี non-denaturing PAGE ปรากฏโปรตีนเพียงแถบเดียวเม่ือยอมโปรตีนแบบ     
ซิลเวอร ดังแสดงผลในรูปที่ 10 แถวที่ 4 บงชี้วาการทํา preparative PAGE สามารถแยกฮีโมไซ
ยานินไดบริสุทธิ์ 
 
 
 
ตารางที่ 5 การทําใหฮีโมไซยานินบริสุทธ์ิจากพลาสมา 
 

Protein Sample 
mg % 

Plasma 550 100 
Ultracentrifugation (fraction number 13) 96 17.4 
Eluate from preparative PAGE (purified HC) 13.9 2.5 
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รูปที่ 10  แบบแผนโปรตีนใน Non-denaturing PAGE ของฮโีมไซยานิน 
              ที่ทําใหบริสทุธ์ิในข้ันตอนตางๆ และยอมแบบซลิเวอร 

 แถวที่ 1 โปรตีนมาตรฐาน 
 แถวที่ 2 พลาสมาของกุงแชบวย 
 แถวที่ 3 สารละลายหลอดที่ 13 จากการทําอัลตราเซนตริฟวจ 
 แถวที่ 4 สารละลายโปรตีนจากการทํา preparative PAGE  
           (แถบฮีโมไซยานิน = HC) 
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2. การศึกษาสมบัติของฮีโมไซยานินบริสุทธ์ิ  
2.1 แบบแผนโปรตีนของฮีโมไซยานินใน Non-denaturing PAGE  

  ในการศึกษาแบบแผนโปรตีนของฮีโมไซยานินในพลาสมา  โดยการทํา  non-
denaturing PAGE พบวาพลาสมาเริ่มตนที่นํามาศึกษาปรากฏแถบโปรตีนที่ยอมแบบซิลเวอร
เขมติดสีเขมมากเพียง 1 แถบ (รูปที่ 10 แถวที่ 2) ซ่ึงเม่ือเทียบแบบแผนโปรตีนกับของกุงขาว 
P. vannamei (Figueroa-Soto et al., 1997) กุงกุลาดํา (Ellerton and Anderson, 1981)  และ
กุง P. setiferus (Brouwer et al., 1978) บงชี้วาแถบนี้เปนแถบของฮีโมไซยานิน และพลาสมา
ของกุงแชบวยยังปรากฏแถบโปรตีนอ่ืนจาง ๆ อีกจํานวนหนึ่งวิ่งกระจายอยูดานลางของเจล   
(รูปที่ 10 แถวที่ 2) เน่ืองจากฮีโมไซยานินที่มีรายงานในครัสเตเชียนชนิดตาง ๆ พบวามีปริมาณ
มากถึง 80-95% ของโปรตีนในพลาสมา ดังน้ันโปรตีนแถบเขมที่สุดจึงเปนแถบของฮีโมไซยานิน 
ในทํานองเดียวกับที่พบในกุงขาว (P. vannamei) (Figueroa-Soto et al., 1997) และจากปู     
(S. olivacea) (Chen et al., 2007) 

 เม่ือทําใหฮีโมไซยานินบริสทุธิ์จากพลาสมาของกุงแชบวย โดยการทําอัลตรา 
เซนตริฟวจ พบวาสารละลายหลอดที่ 13 มีคาดูดกลืนแสงและมีสนํ้ีาเงินเขมของคอปเปอรมาก 
บงชี้วามีปริมาณฮีโมไซยานินอยูในหลอดนี้มาก (Adachi et al., 2001) เม่ือตรวจสอบความ
บริสุทธิข์องฮีโมไซยานินในสารละลายหลอดที่ 13 ที่เตรียมได ปรากฏแบบแผนโปรตีนคลายกับ
พลาสมาของกุงแชบวย แตความเขมของแถบโปรตีนอ่ืนที่ไมใชแถบโปรตนีฮีโมไซยานินติดสี
ยอมจางลง (รูปที่ 10 แถวที่ 3) แสดงใหเห็นวาการทําอัลตราเซนตริฟวจกําจัดโปรตีนปนเปอน
ออกไดบางสวน เม่ือนําสารละลายหลอดที่ 13 ไปแยกตอโดยวิธี preparative PAGE พบวา
สารละลายที่เตรียมไดปรากฏโปรตีนเพียงแถบเดียวเมื่อยอมโปรตีนแบบซิลเวอร  ณ ตําแหนง
ของฮีโมไซยานิน (รูปที่ 10 แถวที่ 4) บงชี้วาการทํา preparative PAGE สามารถแยกฮีโมไซ
ยานินไดบริสทุธิ์  

 แบบแผนโปรตีนของฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ที่แยกไดจากพลาสมาของกุงแชบวยนี้
คลายกับแบบแผนโปรตีนของฮีโมไซยานินที่แยกไดจากครัสเตเชียนชนิดอ่ืน ซ่ึงปรากฏโปรตนี
เพียงแถบเดียวใน non-denaturing PAGE อาทิเชน ฮีโมไซยานินจากกุงขาว (P. vannamei) 
(Figueroa-Soto et al., 1997) และจากปู (S. olivacea) (Chen et al., 2007)   
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2.2 แบบแผนหนวยยอยโปรตีนของฮโีมไซยานินใน SDS-PAGE  
  จากการนําฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ที่แยกไดโดยวิธี preparative PAGE ไป
วิเคราะหโดยวิธี SDS-PAGE พบวาปรากฏแถบโปรตีน 2 แถบ ที่อยูใกลกันเปนคู (รูปที่ 11 แถว
ที่ 4) ซ่ึงเปนแบบแผนคลายกับหนวยยอยของฮีโมไซยานินของครัสเตเชียนชนิดอ่ืน ๆ ที่พบวา
หนวยยอยของจะถูกแยกใกลกันมากเปน 2 แถบ ใน SDS-PAGE อาทิเชนของ กุง kuruma   
(P. japonicus) (Adachi et al., 2001)  กุงขาว (P. vannamei) (Figueroa-Soto et al., 1997) 
กุง P. setiferus (Brouwer et al., 1978) ของกุงนาง (P. leniusculus) (Lee et al., 2004; 
Dolashka-Angelova et al., 2005) และของ giant isopod (Bathynomus giganteus) (Pless    
et al., 2003) แตฮีโมไซยานินของกุงกุลาดําปรากฏแถบโปรตีน 3 แถบ (Ellerton and 
Anderson, 1981) หรือของปู (Charybdis japonica) ก็ปรากฏแถบโปรตีน 3 แถบ (Fan et al., 
2009) เชนกัน แสดงใหเห็นวาฮีโมไซยานินของครัสเตเชียน เชน กุง หรือปู เปนตน จะมีหนวย
ยอยที่ปรากฏเปนแถบโปรตีน 2-3 แถบ ใน SDS-PAGE คลาย ๆ กัน 
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         รูปที่ 11   แบบแผนโปรตีนใน SDS-PAGE ของฮีโมไซยานินที่ทําใหบริสุทธ์ิ 
                  ในข้ันตอนตางๆ ที่ยอมดวยสีคูมาซีบลู 
 แถวที่ 1 โปรตีนมาตรฐาน 
 แถวที่ 2 พลาสมาของกุงแชบวย 
 แถวที่ 3 สารละลายหลอดที่ 13 จากการทําอัลตราเซนตริฟวจ 
 แถวที่ 4 สารละลายโปรตีนจากการทํา preparative PAGE  
         (ฮีโมไซยานินบริสุทธิ์) 
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 2.3 การหามวลโมเลกุลของฮีโมไซยานินโดยวิธีเจลฟลเทรชัน 
  จากการหามวลโมเลกุลของฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ที่ไดจากการทํา preparative 
PAGE โดยใชคอลัมน Superose 12 HR 10/30 ที่เชื่อมตอกับเครื่อง FPLC เปรียบเทียบกับ
โปรตีนมาตรฐาน 5 ชนิด เม่ือเขียนกราฟมาตรฐานระหวางคา log ของนํ้าหนักโมเลกุลกับคา  
Kav ของโปรตีนมาตรฐาน สามารถคํานวณหามวลโมเลกุลของฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ได 215,000 
ดัลตัน ดังแสดงผลในรูปที่ 12  

มีรายงานเกี่ยวกับมวลโมเลกุลของฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ในรูปไมแปลงสภาพ  
(native form) นอยมาก โดยสวนใหญมักรายงานเปนมวลโมเลกุลของหนวยยอยของฮีโมไซ
ยานินใน SDS-PAGE  ถึงแมการหามวลโมเลกุลของโปรตีนโดยวิธี Non-denaturing PAGE จะ
ไมแมนยําเพราะการวิเคราะหดวยวิธี Non-denaturing PAGE เปนการแยกโปรตีนดวย 3 ปจจัย
ควบคูกันคือประจุสุทธิ ขนาด และรูปรางของโปรตีนนั้น ๆ  แตก็มีรายงานการวิเคราะหดวยวิธี 
Non-denaturing PAGE วาฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ของกุงขาว (P. vannamei) มีมวลโมเลกุล 400 
kDa (Figueroa-Soto et al., 1997)  สวนฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ของกุง P. setiferus (Brouwer   
et al., 1978) และของกุงกุลาดํา (Ellerton and Anderson, 1981) มีมวลโมเลกุลเทากันคือ    
471 kDa สําหรับฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ของปู S. olivacea มีมวลโมเลกุล 400 kDa (Chen et al., 
2007) และมีการวิเคราะหจากรายงานเหลานี้วา native form ของฮีโมไซยานินที่ศึกษาใน Non-
denaturing PAGE มีการจัดตัวแบบ hexamer (1 x 6 หนวย) 

เปนที่นาแปลกใจที่พบวาแถบฮีโมไซยานินทั้งในพลาสมาและฮีโมไซยานิน 
บริสุทธิ์ของกุงแชบวยมีการเคลื่อนที่ใน Non-denaturing PAGE อยูในตําแหนงระหวางโปรตีน
มาตฐาน lactate dehydogenase (Mr 140 kDa) และ catalase (Mr 232 kDa) ซ่ึงเม่ือคํานวณ
เทียบกับโปรตีนมาตรฐาน พบวาฮีโมไซยานินเคลื่อนที่อยู ณ ตําแหนงแถบที่มีมวลโมเลกุล    
230 kDa (รูปที่ 10) โดยแบบแผนการเคลื่อนที่ใน Non-denaturing PAGE ของฮีโมไซยานิน 
ของกุงแชบวยตางจากฮีโมไซยานินที่เปน hexamer ของกุงขาว (P. vannamei) (Figueroa-
Soto et al., 1997) กุง P. setiferus (Brouwer et al., 1978)  กุงกุลาดํา (Ellerton and 
Anderson, 1981)  และของปู S. olivacea (Chen et al., 2007)   ซ่ึงเคลื่อนที่ ณ แถบที่มีมวล
โมเลกุล 400-471 kDa อาจเปนไดที่ฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ของกุงแชบวยมีประจุสิทธิเปนลบ
มากกวาของปูและกุงอ่ืนๆ จึงเคลื่อนที่ใน Non-denaturing PAGE ไปหาขั้วบวกไดมากกวา ซ่ึง
คํานวณมวลโมเลกุลได 230 kDa แทนที่จะเปน hexamer ที่มีมวลโมเลกุลประมาณ 460 kDa 
[ไดจากการคํานวณ  3 x (79.4 + 75 kDa) ซ่ึงหาไดจาก SDS-PAGE จากขอ 2.4]   ดังเชนของ
ปูและกุงอ่ืน ๆ ที่มีมวลโมเลกุลอยูในชวง 400-471 kDa  อยางไรก็ตามเมื่อหามวลโมเลกุลของ  
ฮีโมไซยานินบริสุทธิ์โดยคอลัมน Superose 12 พบวามีคา 215 kDa ซ่ึงใกลเคียงกับที่คํานวณ
ไดจากการวิเคราะหดวย Non-denaturing PAGE  งานวิทยานิพนธน้ียังไมสามารถอธิบายไดวา



  54 

 

ทําไมฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ของกุงแชบวยจึงมีมวลโมเลกุลนอยกวาของกุงขาว (Figueroa-Soto 
et al., 1997)  กุง P. setiferus (Brouwer et al., 1978) กุงกุลาดํา (Ellerton and Anderson, 
1981) และของปู S. olivacea (Chen et al., 2007) ประมาณ 2 เทา  
 
 
 
 

      
 
 
รูปที่ 12  กราฟมาตรฐานของการหามวลโมเลกุลของฮีโมไซยานินบริสุทธ์ิดวย 
 คอลัมน Superose 12 HR 10/30 

 หามวลโมเลกุลของฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ โดยใชคอลัมน Superose 12 HR 
10/30 ที่เชื่อมตอกับเครื่อง FPLC ซ่ึงปรับคอลัมนใหสมดุลยกอนดวย TB (50 mM 
Tris-HCl, pH 7.5) แลวเติมฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ potassium dichromate (Mr 294), 
blue dextran (Mr 2,000,000) และโปรตีนมาตรฐาน ไดแก ferritin (Mr 440,000) 
catalase (Mr 232,000) aldolase (Mr 158,000) BSA (Mr 67,000) และ Ovalbumin 
(Mr 43,000) ลงในคอลัมน แลวชะดวยบัฟเฟอร TB ดวยอัตราไหล 30 มิลลิลิตรตอ
ชั่วโมง เก็บสารละลายหลอดละ 0.8 มิลลิลิตร นําสารละลายแตละหลอดไปวัดคา
ดูดกลืนแสง 
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  2.4 การหาจํานวนและมวลโมเลกุลของหนวยยอย 
  เม่ือนําฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ของกุงแชบวยไปวิเคราะหดวยการทํา SDS-PAGE 
เพ่ือหามวลโมเลกุลและจํานวนหนวยยอยของฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ ปรากฏแถบโปรตีน 2 แถบ 
บงชี้วาฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ประกอบดวยหนวยยอย 2 ขนาด ดังแสดงผลในรูปที่ 11 แถวที่ 4 
และจากการหามวลโมเลกุลของฮีโมไซยานินบริสุทธิ์โดยเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน 8 
ชนิด พบวาสามารถคํานวณหามวลโมเลกุลของหนวยยอยของฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ได 79,400 
และ 75,000 ดัลตัน จากกราฟมาตรฐานระหวางคา log ของน้ําหนักโมเลกุลกับคาการเคลื่อนที่
สัมพัทธ (Rf) ของโปรตีนมาตรฐาน ดังแสดงผลในรูปที่ 13 ซ่ึงมีคาใกลเคียงกับของหนวยยอย
ของฮีโมไซยานินในกุงชนิดอ่ืนๆ ซ่ึงฮีโมไซยานินประกอบดวยหนวยยอย 2 ขนาด เชนกัน อาทิ
เชน ฮีโมไซยานินของกุง P. japonicus มีมวลโมเลกุล 77,000 และ 67,000 ดัลตัน (Adachi et 
al., 2001) ของกุงขาว P. vannamei มีมวลโมเลกุล 82,000 และ 75,000 ดัลตัน (Figueroa-
Soto et al., 1997)  ของกุง P. setiferus มีมวลโมเลกุล 82,000 และ 77,000   ดัลตัน (Brouwer 
et al., 1978)  ในขณะที่ของกุงนาง (P. leniusculus) มีมวลโมเลกุล 75,000 และ 66,000  ดัลตัน 
(Lee et al., 2004; Dolashka-Angelova et al., 2005) หรือของ giant isopod (Bathynomus 
giganteus) มีมวลโมเลกุล 72,000 และ 70,000 ดัลตัน (Pless et al., 2003)  

สําหรับฮีโมไซยานินที่ปรากฏแถบโปรตีน 3 แถบ ใน SDS-PAGE หรือ
ประกอบดวยหนวยยอย 3 ขนาด ก็มีมวลโมเลกุลใกลเคียงกับของกุงแชบวย เชน ฮีโมไซยานิน 
ของกุงกุลาดํามีมวลโมเลกุล 85,000, 77,000 และ 70,000 ดัลตัน (Ellerton and Anderson, 
1981) และของปู C. japonica มีมวลโมเลกุล 80,000, 75,000 และ 70,000 ดัลตัน (Fan et al., 
2009) 

ฮีโมไซยานินในรูป native form ของครัสเตเชียนมีการเกาะกลุม (aggregate) 
ของหนวยยอยเปน 12-mer (2 x 6 หนวย) ถึง 48-mer (8 x 6 หนวย) ทําใหมีมวลโมเลกุลจาก 
450 kDa ถึง 3,900 kDa (Herskovits, 1988) การจัดตัวของฮีโมไซยานินของ decapod ที่พบ
ทั่วไปคือเปน hexamer (1 x 6 หนวย) หรือ dodecamer (2 x 6 หนวย) (Chan and Weeks, 
1992)  มีรายงานวาฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ของกุงขาว P. vannamei มีขนาด 400 kDa (Figueroa-
Soto  et al., 1997)  สวนฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ของกุง P. setiferus (Brouwer   et al., 1978) 
และของกุงกุลาดํา (P. monodon) (Ellerton and Anderson, 1981) มีมวลโมเลกุลเทากันคือ 
471 kDa สําหรับฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ของปู S. olivacea มีมวลโมเลกุล 400 kDa (Chen et al., 
2007) และมีการวิเคราะหจากรายงานเหลานี้วา native form ของฮีโมไซยานินที่ศึกษาใน Non-
denaturing PAGE มีการจัดตัวแบบ hexamer (1 x 6 หนวย) เม่ือเปรียบเทียบมวลโมเลกุล
ของฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ของกุงแชบวยที่หาโดยคอลัมน Superose 12 (215 kDa, รูปที่ 12)  
หรือที่คํานวณจาก Non-denaturing PAGE (230 kDa, รูปที่ 10) กับมวลโมเลกุลของหนวยยอย
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ของฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ ซ่ึงมีคาเปน 79,400 และ 75,000 ดัลตัน (รูปที่ 13) แสดงใหเห็นวา     
ฮีโมไซยานินที่ทําใหบริสุทธิ์จากพลาสมาของกุงแชบวยที่อยูในรูป native form นาจะรวมตัวกัน
ดวยจํานวนหนวยยอยที่นอยกวาของกุงอ่ืน ๆ  ซ่ึงไมเคยมีรายงานเชนนี้สําหรับฮีโมไซยานิน 
ของกุงชนิดอ่ืน ๆ มากอน ทั้งน้ีเพราะฮีโมไซยานินของกุงขาว P. vannamei (Figueroa-Soto et 
al., 1997)  และของกุง P. setiferus (Brouwer et al., 1978) ประกอบดวยหนวยยอย 2 ขนาด 
รวมกันเปน 6 หนวย (hexamer) หรือฮีโมไซยานินของกุงกุลาดําประกอบดวยหนวยยอย 3 
ขนาด รวมกันเปน 6 หนวย (hexamer) (Ellerton and Anderson, 1981)  งานวิทยานิพนธน้ี
พบวาฮีโมไซยานินของกุงแชบวยแตกตางจากฮีโมไซยานินของครัสเตเชียนอ่ืน ๆ ซ่ึงตองมี
การศึกษาโดยละเอียดตอไป  อยางไรก็ตามจะเห็นไดวาของฮีโมไซยานินของกุงพีเนียด
ประกอบดวยหนวยยอยที่มีมวลโมเลกุลใกลเคียงกัน แตมีจํานวนแตกตางกันบาง 
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รูปที่ 13  กราฟมาตรฐานของการหามวลโมเลกุลของฮีโมไซยานินบริสุทธ์ิโดย 
 วิธี SDS-PAGE 

  หามวลโมเลกุลของฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ โดยวิธี SDS-PAGE โดยทําควบคูกับ
โปรตีนมาตรฐาน 8 ชนิด ไดแก myosin (Mr 203,646), β-galactosidase            
(Mr 116,134), BSA (Mr 92,266), ovalbumin (Mr 50,400), carbonic anhydrase   
(Mr 37,043), soybean trypsin inhibitor (Mr 28,920), lysozyme (Mr 20,081) และ 
aprotinin (Mr 6,936) 
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3. การหาแถบโปรตีนของเอนไซมฟนอลออกซิเดสใน Non-denaturing PAGE  
     แบบยอมแอคทิวิที 
  เพ่ือหาตําแหนงแถบโปรตีนของเอนไซมฟนอลออกซิเดส (phenoloxidase,PO) 
ในพลาสมาของกุงแชบวยและทดสอบวาฮีโมไซยานินบริสุทธิ์มีแอคทิวีทีของเอนไซมฟนอลออก     
ซิเดสหรือไม ทําการแยกโปรตีนดวยวิธี non-denaturing PAGE จากนั้นยอมเจลแบบแอคทิวีที
โดยใชสับสเตรท L-DOPA และกระตุนดวย SDS พบวาปรากฏแถบแอคทิวิทีของเอนไซม      
ฟนอลออกซิเดสเพียงแถบเดียวในพลาสมาของกุงแชบวย (แถบ PO) ดังแสดงผลในรูปที่ 14 
แถวที่ 5 แตไมพบแถบแอคทิวิทีของเอนไซมฟนอลออกซิเดสที่ตําแหนงของแถบฮีโมไซยานิน 
(แถบ HC) (รูปที่ 14 แถวที่ 6) เม่ือคํานวณมวลโมเลกุลของแถบแอคทิวิทีของเอนไซม           
ฟนอลออกซิเดส หรือแถบ PO (รูปที่ 14 แถวที่ 2 และ 5) เทียบกับโปรตีนมาตรฐาน พบวาแถบ
โปรตีนที่มีแอคทิวิทีเอนไซมฟนอลออกซิเดสมีมวลโมเลกุลประมาณ 480 kDa อาจเปนไดที่แถบ 
PO อาจเปนฮีโมไซยานินที่รวมตัวกันเปน hexamer และมีแอคทิวิทีของเอนไซมฟนอลออก     
ซิเดสเมื่อถูกกระตุนดวย SDS ดังเชนที่พบทั่วไปในกุงชนิดอ่ืน ตางกันตรงที่ฮีโมไซยานินของ   
กุงชนิดอ่ืนที่พบมากในฮีโมลิมฟเปนแบบ hexamer และมีมวลประมาณ 400 kDa แตฮีโมไซ   
ยานินของกุงแชบวยที่พบมากในฮีโมลิมฟอยูในรูปเล็กกวา hexamer ซ่ึงมีมวลโมเลกุล 215-230 
kDa และไมมีแอคทิวิทีของเอนไซมฟนอลออกซิเดส  สวนรูปแบบ hexamer ที่มีมวลประมาณ 
480 kDa และมีแอคทิวิทีของเอนไซมฟนอลออกซิเดสพบในฮีโมลิมฟของกุงแชบวยในปริมาณที่
นอยกวามาก (รูปที่ 14 แถวที่ 2 และ 5) 

ในทํานองเดียวกัน เม่ือวัดแอคทิวิทีของเอนไซมฟนอลออกซิเดสในฮีโมไซยา   
นินบริสุทธิ์ของกุงแชบวย โดยการกระตุนดวย SDS หรือเอนไซมทริปซิน ไมพบวาฮีโมไซยา   
นินบริสุทธิ์มีแอคทิวิทีของเอนไซมฟนอลออกซิเดส ซ่ึงตางจากงานวิจัยของ Adachi และคณะ 
(2001) ที่สามารถวัดแอคทิวิทีของเอนไซมฟนอลออกซิเดสไดในฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ที่กระตุน
ดวย SDS และใช L-DOPA เปนสับสเตรทในกุง kuruma (P. japonicus) หรือเชนเดียวกับ
งานวิจัยของ Kurtz (1999) ที่ศึกษาในแมงดาทะเล (T. tridentatus)  และผลงานวิจัยของ Lee 
และคณะ (2004) ที่ศึกษาในกุงนาง (P. leniusculus) ที่พบวาฮีโมไซยานินบริสุทธิ์มีแอคทิวิที
ของเอนไซมฟนอลออกซิเดสเมื่อผานการกระตุนในทํานองเดียวกัน สาเหตุที่ไมพบแอคทิวิทีของ
เอนไซมฟนอลออกซิเดสในฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ของกุงแชบวยอาจเปนผลมาจากฮีโมไซยานิน 
ของกุงแชบวยตางจากกุงชนิดอ่ืนเพราะมีการจัดตัวรวมกันเปนรูปแบบที่เล็กกวา hexamer จึง
ไมมีแอคทิวิทีของเอนไซมฟนอลออกซิเดส ในขณะที่ในฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ของครัสเตเชียน
อ่ืนๆ รวมตัวกันเปน hexamer จึงมีแอคทิวิทีของเอนไซมฟนอลออกซิเดส 
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         รูปที่ 14   แถบโปรตีนของเอนไซมฟนอลออกซิเดสใน Non-denaturing PAGE  
   ที่ยอมดวยสีคูมาซีบลู (A) และยอมแบบแอคทวิทีี (B) 
 แถวที่ 1 และ 4  โปรตีนมาตรฐาน 
 แถวที่ 2 และ 5  ซีรัมของกุงแชบวย 
 แถวที่ 3 และ 6  ฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ 
 PO    =  เอนไซมฟนอลออกซิเดส 
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4. แอนติบอดีตอฮีโมไซยานินบริสุทธ์ิของกุงแชบวย 
 4.1 การสังเคราะหแอนติบอดีในกระตาย 
  จากการเตรียมแอนติบอดีตอฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ของกุงแชบวย โดยการฉีด
กระตุนกระตายบริเวณผิวหนังกับใตผิวหนังหลายๆ จุด โดยใชปริมาณฮีโมไซยานินครั้งละ 20 
ไมโครกรัม เม่ือทดสอบการมีแอนติบอดีตอฮีโมไซยานินดวยวิธี Ouchterlony double 
immunodiffusion พบวากระตายสามารถสังเคราะหแอนติบอดีตอฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ได
หลังจากการฉีดสัปดาหที่ 4 (รูปที่ 15 หลุม C) และมีการสังเคราะหเพ่ิมมากขึ้นหลังจากการฉีด
สัปดาหที่ 5 และ 6 ตามลําดับ (รูปที่ 15 หลุม D และ E) ทั้งน้ีไมพบแอนติบอดีตอฮีโมไซยานิน 
บริสุทธิ์ในซีรัมกระตายกอนการฉีดแอนติบอดี ดังแสดงผลรูปที่ 15 หลุม A จะเห็นไดวากระตาย
มีการสังเคราะหแอนติบอดีตอฮีโมไซยานินบริสุทธิ์เพ่ิมขึ้นเม่ือถูกระตุนดวยแอนติเจนและใช
แอนติเจนครั้งละปริมาณไมมาก (ครั้งละ 20 ไมโครกรัม) ในการกระตุน 
 4.2 การแยกแอนติบอดีจากซีรัม 
  เม่ือแยกแอนติบอดีตอฮีโมไซยานินบริสุทธิ์จากซีรัมกระตาย 4.5 มิลลิลิตร โดย
การตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความอิ่มตัว 50% แลวแยกแอนติบอดีตอดวยคอลัมน 
DEAE-Sephacel พบวาแอนติบอดีถูกชะออกมาในพีคแรก (Wallance, 1965) และมีปริมาณ
โปรตีน 9.8 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร แอนติบอดีที่ผานการแยกทั้งสองขั้นตอนนี้เม่ือนํามาทดสอบ
ดวยวิธี Ouchterlony double immunodiffusion พบวาสามารถเกิดปฏิกิริยาการตกตะกอนกับ  
ฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ไดดีเชนเดียวกับซีรัมกระตายกอนผานคอลัมน ดังแสดงผลในรูปที่ 15 
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            รูปที่ 15  การทํา Ouchterlony double immunodiffusion ของแอนติบอดีตอ 
 ฮีโมไซยานินบริสุทธ์ิในซรัีมกระตาย 
 หลุม  A ซีรัมกอนการฉีดแอนติบอดี 
 หลุม B ซีรัมหลังฉีดฮีโมไซยานินบริสุทธิ์สัปดาหที่ 2 
 หลุม C ซีรัมหลังฉีดฮีโมไซยานินบริสุทธิ์สัปดาหที่ 4 
 หลุม D ซีรัมหลังฉีดฮีโมไซยานินบริสุทธิ์สัปดาหที่ 5 
 หลุม E ซีรัมหลังฉีดฮีโมไซยานินบริสุทธิ์สัปดาหที่ 6 
 หลุม F ซีรัมที่ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต 
 หลุม G แอนติบอดีหลังผานคอลัมน DEAE-Sephacel 
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5. การทํา Western blot 
  เพ่ือทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีตอฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ จากการนํา
พลาสมาของกุงแชบวย สารละลายหลอดที่ 13 ที่ไดจากการทําอัลตราเซนตริฟวจ และฮีโมไซยา
นินบริสุทธิ์ไปทํา SDS-PAGE และทดสอบตอดวยการทํา Western blot โดยขนถายโปรตีนใน
แผนเจลลงบนแผนไนโทรเซลลูโลส ยอมสีโปรตีนบนแผนไนโทรเซลลูโลสดวยสี Ponceau S 
ปรากฏแบบแผนโปรตีนบนแผนไนโทรเซลลูโลสคลายกับโปรตีนในแผนเจลที่ยอมดวยสี         
คูมาซีบลู (รูปที่ 16A แถวที่ 2-4) แสดงวาโปรตีนในแผนเจลสวนใหญถูกขนถายลงบนแผน    
ไนโทรเซลลูโลส (ไมไดแสดงผล) เม่ือนําแผนไนโทรเซลลูโลสบมกับแอนติบอดีตอฮีโมไซยานิน 
บริสุทธิ์ ปรากฏเฉพาะแถบโปรตีน 2 แถบ ที่เกิดปฏิกิริยากับแอนติบอดีในทั้ง 3 ตัวอยาง คือ
พลาสมาของกุงแชบวย (รูปที่ 16B แถวที่ 6) สารละลายหลอดที่ 13 (รูปที่ 16B แถวที่ 7) และ  
ฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ (รูปที่ 16B แถวที่ 8) และเม่ือนําแผนไนโทรเซลลูโลสที่บมกับแอนติบอดี
ตอฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ไปเปรียบเทียบกับแผนเจลที่ยอมดวยสีคูมาซีบลู (รูปที่ 16A แถวที่ 2-4) 
พบวาตําแหนงของแถบโปรตีน 2 แถบ ที่เกิดปฏิกิริยากับแอนติบอดีเปนตําแหนงของฮีโมไซ
ยานินซ่ึงมีมวลโมเลกุล 79,400 และ 75,000 ดัลตัน บงชี้วาแอนติบอดีตอฮีโมไซยานินบริสุทธิ์มี
ความจําเพาะสูงเพราะเกิดปฏิกิริยาเฉพาะกับฮีโมไซยานินเทานั้น แตไมเกิดปฏิกิริยากับโปรตีน
อ่ืน ๆ ในพลาสมาหรือในสารละลายหลอดที่ 13 รวมทั้งไมเกิดปฏิกิริยากับโปรตีนมาตรฐาน ดัง
แสดงผลในรูปที่ 16B แถวที่ 5 
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     รูปที่ 16  แบบแผนโปรตีนของฮีโมลิมฟและฮีไซยานินบริสุทธ์ิ ใน SDS-PAGE และ 
 ยอมดวยสีคูมาซีบลู (A) และใน Western blot ซึ่งบมดวยแอนติบอดีตอ 
 ฮีโมไซยานินบริสุทธ์ิ (B) 
 แถวที่ 1 และ 5  โปรตีนมาตรฐาน 
 แถวที่ 2 และ 6  พลาสมาของกุงแชบวย 
 แถวที่ 3 และ 7  สารละลายหลอดที่ 13 จากการทําอัลตราเซนตริฟวจ 
 แถวที่ 4 และ 8  ฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ 
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6. การพัฒนาเทคนิค ELISA เพื่อใชวัดปริมาณฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟ  
6.1 การหาภาวะที่เหมาะสมในการทํา ELISA 

 การวิเคราะหปริมาณฮีโมไซยานินดวยวิธี ELISA ตองอาศัยหลายปจจัยในการ
ทํา ไดแกการใชปริมาณฮีโมไซยานิน  ปริมาณแอนติบอดีตอฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ (1๐Ab) และ
ปริมาณแอนติบอดีตอ IgG ของกระตายซึ่งยึดติดกับเอนไซมเปอรออกซิเดส (2oAb) ที่เหมาะสม 
นอกจากนี้ในการติดตามปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสที่เกิด ก็ตองใชความเขมขนของ
สับสเตรท OPD และ H2O2 รวมทั้งระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสที่
เหมาะสม ซ่ึงในงานวิทยานิพนธน้ีไดพัฒนาเทคนิค ELISA เพ่ือใชวัดปริมาณฮีโมไซยานินใน   
ฮีโมลิมฟ จึงไดหาภาวะที่เหมาะสมของปจจัยตาง ๆ เหลานี้  ยกเวนความเขมขนของ OPD ซ่ึง
เลือกใชที่ 0.4 mg/ml ความเขมขนของ H2O2 เลือกใชที่ 0.01% และระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยา
ของเอนไซมเปอรออกซิเดสนาน 30 นาที ในการทํา ELISA โดยไดจากผลงานวิทยานิพนธของ 
Rittidach (2006) ที่เคยศึกษาวาเปนความเขมขนของสับสเตรท OPD และ H2O2 รวมทั้ง
ระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสที่เหมาะสม 

6.1.1 การหาปริมาณแอนติบอดีตอฮีโมไซยานินบริสุทธ์ิ (1๐Ab) ที่ 
         เหมาะสมในการทํา ELISA       
ในการหาปริมาณแอนติบอดีตอฮีโมไซยานินบริสุทธิข์องกุงแชบวย (1๐Ab) ที่

เหมาะสมของการวิเคราะหดวยวธิี ELISA ทําโดยการใชฮีโมไซยานินบริสุทธิเ์คลือบผวิเพลท
ดวยปริมาณคงที่ 800 นาโนกรัมตอหลุม บมกับ 1๐Ab ที่เจือจางดวยบัฟเฟอรวิเคราะหดวย
อัตราสวน 1:1,000, 1:2,000, 1:2,500, 1:3,000 และ 1:4,000 และใช 2๐Ab ที่ความเขมขนคงที่
ที่ 1:25,000 แลววัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 492 นาโนเมตร (A492) ดังแสดงผลใน
รูปที่ 17 พบวาคา A492 เพ่ิมขึ้นตามความเขมขนของ 1๐Ab ซ่ึงคาการเจือจาง 1๐Ab ที่เหมาะ 
สมคือ 1:2,000 เน่ืองจากใหคา A492 ไมสูงหรือต่ําเกินไป ดังแสดงผลในรูปที่ 17 ดังน้ันในงาน
วิทยานิพนธน้ีจึงใช 1๐Ab ที่เจือจาง 1:2,000 เทา ในการศึกษาขอตอๆไป 
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รูปที่ 17  การเจือจางที่เหมาะสมของ 1๐Ab ในการทํา ELISA 
  ในการหาคาการเจือจางของแอนติบอดีตอฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ (1๐Ab) ที่

เหมาะสม โดยการเจือจางดวยบัฟเฟอรวิเคราะหที่ 1:1,000, 1:2,000, 1:2,500, 
1:3,000 และ 1:4,000 และใชฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ 800 นาโนกรัมตอหลุม, 2๐Ab เจือ
จางที่ 1:25,000, ความเขมขนของ OPD ที่ 0.4 mg/ml, ความเขมขนของ H2O2 เปน 
0.01% และระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสนาน 30 นาที ใน
การทํา ELISA 
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6.1.12  การหาปริมาณแอนติบอดีตอ IgG ของกระตายซึง่ยึดติดกับ 
            เอนไซมเปอรออกซิเดส (2oAb) ที่เหมาะสมในการทํา ELISA 
ในทํานองเดียวกัน เพ่ือหาปริมาณแอนติบอดีตอ IgG ของกระตายซึง่ยึดติดกับ

เอนไซมเปอรออกซิเดส (2oAb) ที่เหมาะสมในการทํา ELISA  ทําโดยเคลือบผิวเพลทดวยฮีโม
ไซยานินบริสทุธิ์ปริมาณคงที่ 800 นาโนกรัมตอหลุม และบมกับ 1๐Ab ที่เจือจาง 1:2,000 เทา 
แลวหาคาการเจือจางที่เหมาะสมของ 2oAb โดยเจือจาง 2๐Ab ดวยบัฟเฟอรวิเคราะหที่ 
1:10,000, 1:12,500, 1:25,000, 1:50,000 และ 1:75,000 พบวาไดผลในทํานองเดียวกันกับ     
1๐Ab โดยพบวาคา A492 เพ่ิมขึ้นตามความเขมขนของ 2๐Ab ที่ใช และแปรผันเปนเสนตรงกับ
คาการเจือจาง 2๐Ab ระหวาง 1:12,500 ถึง 1:50,000 เทา โดยมีคาการเจือจาง 2๐Ab ที่
เหมาะสมคือ 1:25,000 เทา ดังแสดงผลในรูปที่ 18  ดังน้ันในงานวิทยานิพนธน้ีจึงใช 2๐Ab ที่
เจือจาง 1:25,000 เทา ในการศึกษาครั้งตอๆไป 
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รูปที่ 18  การเจือจางที่เหมาะสมของ 2๐Ab ในการทํา ELISA 
  ในการหาคาการเจือจางที่เหมาะสมของ 2๐Ab ที่เจือจางดวยบัฟเฟอรวิเคราะห

ที่ 1:10,000, 1:12,500, 1:25,000, 1:50,000 และ 1:75,000 โดยใชฮีโมไซยานิน   
บริสุทธิ์ 800 นาโนกรัมตอหลุม, 1๐Ab เจือจางที่ 1:2,000, ความเขมขนของ OPD ที่ 
0.4 mg/ml, ความเขมขนของ H2O2 เปน 0.01% และระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยาของ
เอนไซมเปอรออกซิเดสนาน 30 นาที ในการทํา ELISA 
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6.1.3 การหา pH ที่เหมาะสมของการเคลือบฮีโมไซยานินกับเพลทในการ  
         ทํา ELISA 
นอกเหนือจากการใชแอนติบอดีที่เหมาะสมแลว ไดทําการหา pH ของบัฟเฟอร

เคลือบที่เหมาะสมที่ทําใหฮีโมไซยานินเคลือบติดเพลทไดมากขึ้น เน่ืองจากผลการทดลอง
เบื้องตนพบวาเม่ือเตรียมฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ในบัฟเฟอรเคลือบที่ใชกันทั่วไปคือ 50 mM 
Na2CO3, pH 9.6 พบวามีฮีโมไซยานินบริสุทธิ์เคลือบติดที่ผิวเพลทนอย คา A492 จึงมีคาต่ํา
มาก ดังนั้นงานวิทยานิพนธน้ีจึงไดเตรียมฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ปริมาณคงที่ 800 นาโนกรัมตอ
หลุม ในบัฟเฟอรเคลือบ 50 mM Na2CO3 ที่ pH ตาง ๆ ในชวง 9-11.5 เคลือบผิวเพลท จาก
การทดลองพบวาคา A492 เพ่ิมขึ้นตามคา pH ของบัฟเฟอรเคลือบ และเพิ่มมากสุดที่ pH 11.5 
ดังแสดงผลในรูปที่ 19 แตเน่ืองจากไมตองการวิเคราะหโปรตีนในภาวะที่เปนเบสมากเกินไป จึง
ไดเลือกใช pH ของบัฟเฟอรเคลือบที่เหมาะสมคือ 10.5  
  ดังน้ันในการหาปริมาณฮีโมไซยานินโดยวิธี ELISA จึงเลือกใชภาวะที่เหมาะสม
ดังน้ีคือ เตรียมตัวอยางในบัฟเฟอรเคลือบที่ pH 10.5  ใช 1๐Ab และ  2๐Ab ที่เจือจาง 1:2,000 
และ 1:25,000 เทา ตามลําดับ ใชความเขมขนของ OPD ที่ 0.4 mg/ml ความเขมขนของ H2O2 
ที่ 0.01% และระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสเปน 30 นาที  
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รูปที่ 19  การหา pH ที่เหมาะสมของการเคลือบฮีโมไซยานินกับเพลทในการทํา ELISA 
  ในการหา pH ของบัฟเฟอรเคลือบที่เหมาะสมที่ทําใหฮีโมไซยานินเคลือบติด

เพลทไดดี  ใชฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ 800 นาโนกรัมตอหลุม เตรียมในบัฟเฟอรเคลือบที่ 
pH ตาง ๆ ในชวง 9-11.5, 1๐Ab เจือจางที่ 1:2,000,  2๐Ab เจือจางที่ 1:25,000, 
ความเขมขนของ OPD ที่ 0.4 mg/ml, ความเขมขนของ H2O2 เปน 0.01% และ
ระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสนาน 30 นาที ในการทํา 
ELISA 
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 6.2 การเจือจางฮีโมลิมฟที่เหมาะสมในการทํา ELISA 
เพ่ือหาปริมาณฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟที่เหมาะสมในการทํา ELISA ไดทําการ 

เจือจางฮีโมลิมฟดวยอัตราสวน 1:100, 1:200, 1:320, 1:1,000 และ 1:3,200 ดวยบัฟเฟอร
เคลือบที่มี pH ที่เหมาะสมคือ 50 mM Na2CO3, pH 10.5 นําไปเคลือบผิวเพลทแตละหลุม 
จากนั้นทําการทดลองตอตามวิธีการขอ 9.1.1 โดยใช 1oAb และ 2oAb ที่เจือจางเปนความ
เขมขน 1:2,000 และ 1:25,000 ตามลําดับ ในการทํา ELISA ผลพบวาฮีโมลิมฟที่เจือจางในชวง
ดังกลาวมีความสัมพันธเปนเสนตรงเม่ือพล็อตกราฟระหวางคา A492 และ log อัตราสวนการ
เจือจาง ดังแสดงผลในรูปที่ 20 แตการเจือจางดวยอัตราสวนมากกวา 1:1,000 เทา ใหผลที่เริ่ม
เบี่ยงเบนออกจากเสนตรง ดังน้ันจึงเลือกเจือจางฮีโมลิมฟดวยอัตราสวน 1:200 ซ่ึงเปนชวง  
กลาง ๆ ในการหาปริมาณฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟดวยการทํา ELISA ตอไป 
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รูปที่ 20  การเจือจางฮีโมลิมฟที่เหมาะสมในการทํา ELISA 
  ในการหาคาการเจือจางที่เหมาะสมของฮีโมลิมฟ ที่เจือจางดวยบัฟเฟอร

วิเคราะหที่ 1:100, 1:200, 1:320, 1:1,000 และ 1:3,200, ใช 1๐Ab เจือจางที่ 1:2,000, 
2๐Ab เจือจางที่ 1:2,000, ความเขมขนของ OPD ที่ 0.4 mg/ml, ความเขมขนของ 
H2O2 เปน 0.01% และระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสนาน 30 
นาที ในการทํา ELISA 
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 6.3 การทํากราฟมาตรฐานของฮีโมไซยานินบริสุทธ์ิ 
  เน่ืองจากฮีโมไซยานินมีปริมาณมากในฮีโมลิมฟดังที่เคยมีรายงานกันมากอน 
ดังน้ันการทํากราฟมาตรฐานจึงไดเลือกทําในชวงที่มีคา A492 ครอบคลุมการวัดหาปริมาณฮีโม
ไซยานินในฮีโมลิมฟ ซ่ึงในการทํากราฟมาตรฐานของฮีโมไซยานินเพ่ือใชในการวัดปริมาณ
ของฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟของกุงแชบวย ไดจากการนําฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ปริมาณตาง ๆ 
ในชวง 5-69 ไมโครกรัมตอหลุม เคลือบเพลท จากนั้นทํา ELISA ตอตามภาวะที่เหมาะสมในขอ 
6.1 แลวพล็อตกราฟระหวางคา A492 กับ log ของปริมาณฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ที่ใช ผลการ
ทดลองแสดงคา A492 เพ่ิมขึ้นเปนเสนตรงตามปริมาณของฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ที่เพ่ิมขึ้นในชวง 
10-69 ไมโครกรัม การใชฮีโมไซยานินปริมาณ 5 ไมโครกรัม จะใหคา A492 ที่เบี่ยงเบนออกจาก
เสนตรง (รูปที่ 21) ดังน้ันจึงใชปริมาณฮีโมไซยานินในชวง 10-69 ไมโครกรัม ตอหลุม หรือ
ความเขมขนในชวง 66.67 – 460 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนกราฟมาตรฐานในการคํานวณหา
ปริมาณฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟของกุงแชบวยโดยวิธี ELISA ตอไป 
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รูปที่ 21  กราฟมาตรฐานของฮีโมไซยานินบริสุทธ์ิในการวัดปริมาณฮีโมไซยานินใน 
              ฮีโมลิมฟของกุงแชบวยโดยวิธี ELISA 

 ในการทดสอบใชฮีโมไซยานินบริสุทธิ์เคลือบเพลทในชวง 5-69 ไมโครกรัมตอ
หลุม, ใช 1๐Ab เจือจางที่ 1:2,000, 2๐Ab เจือจางที่ 1:25,000, ความเขมขนของ OPD 
ที่ 0.4 mg/ml, ความเขมขนของ H2O2 เปน 0.01% และระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยา
ของเอนไซมเปอรออกซิเดสเปน 30 นาที 
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6.4  การหาปริมาณฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟของกุงแชบวยโดยวิธี ELISA 
  เม่ือทําการวัดปริมาณฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟของกุงแชบวย 6 ตัวอยาง โดย
เจือจางฮีโมลิมฟดวยอัตราสวนที่เหมาะสม คือ 1:200 จากนั้นนําไปวิเคราะหตอดวยวิธี ELISA 
ตามวิธีการขอ 9.1.1 โดยทําการวิเคราะหตัวอยางละ 2 ซํ้า พบวามีปริมาณฮีโมไซยานินในฮีโม
ลิมฟเฉลี่ยจาก 6 ตัวอยาง มีคาเฉลี่ย + คาผิดพลาดมาตรฐาน เปน 111.07 + 3.58 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตรของฮีโมลิมฟ ขณะที่โปรตีนทั้งหมดในฮีโมลิมฟมีคาเฉลี่ย + คาผิดพลาดมาตรฐาน เปน 
129.65 + 4.63 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของฮีโมลิมฟ ดังนั้นปริมาณฮีโมไซยานินที่หาดวยวิธี 
ELISA ของกุงแชบวยจึงคิดเปน  85.67% ของโปรตีนในฮีโมลิมฟ  ซ่ึงสอดคลองกับรายงานที่
พบวา 80-95% ของโปรตีนในฮีโมลิมฟของครัสเตเชียนเปนฮีโมไซยานิน อาทิเชน ในกุงขาว    
P. vannamei (Cariolou and Flytzanis, 1993)  กุง P. japonicus (Chen and Cheng, 1993) 
และในกุง P. elegans (Taylor et al., 1985) 
 
7. การโคลนชิ้นดีเอ็นเอของยีนฮีโมไซยานิน 
 7.1 การออกแบบไพรเมอรสําหรับโคลนชิ้นดีเอ็นเอของยีนฮีโมไซยานิน 
  ไดออกแบบไพรเมอรสําหรับโคลนสวนของยีนฮีโมไซยานิน โดยศึกษาลําดับ   
นิวคลีโอไทดของฮีโมไซยานินจากสัตวในกลุมครัสเตเชียนที่มีการศึกษามาแลวจากธนาคารยีน 
โดยผานฐานขอมูล NCBI ในงานวิทยานิพนธน้ี เลือกลําดับนิวคลีโอไทดของ M. japonicus Y 
(EF375712), M. japonicas L (EF375711), P. vannamei (X82502), C. magister  5 
(AY861680.1) และ C. sapidus (AF249297) ใชในการออกแบบไพรเมอรสําหรับโคลนชิ้น      
ดีเอ็นเอของยีนฮีโมไซยานิน โดยนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาจัดเรียงและเปรียบเทียบกันโดย
ใชโปรแกรม ClustalX และ GeneDoc พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของฮีโมไซยานินมีบริเวณ
อนุรักษ (conserve region) หลายตําแหนง เลือกลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณอนุรักษนํามาใชเปน 
forward และ reverse primer ดังแสดงในตารางที่ 2 โดยใช H280 F1 และ H1180 R1 สําหรับ
เปน forward และ reverse primer ในการโคลนชิ้นดีเอ็นเอของยีนฮีโมไซยานินชิ้นยีนที่ 1 
(HC1) และใช H660 F2 และ H1780 R2 เปน forward และ reverse primer ในการโคลนชิ้น   
ดีเอ็นเอของยีนฮีโมไซยานินชิ้นยีนที่ 2 (HC2) 
 7.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีนฮีโมไซยานิน 
  ในการโคลนชิ้นดีเอ็นเอของยีนฮีโมไซยานิน HC1 และ HC2 โดยใชไพรเมอร
ตามขอ 7.1 จากนั้นเพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอของยีนฮีโมไซยานินดวยเทคนิค PCR โดยใช cDNA 
library จากตับของกุงแชบวยที่ไดมาจากงานวิทยานิพนธของ Rattanaporn (2008) เปนดีเอ็นเอ
แมแบบในการเพิ่มจํานวน และใชไพรเมอรจากตารางที่ 2 ในการโคลนชิ้นดีเอ็นเอของยีนฮีโมไซ
ยานิน HC1 และ HC2 เม่ือนํา PCR product ของ HC1 และ HC2  ที่ไดมาตรวจสอบผลดวย
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การทําอิเล็กโทรฟอรีซิสใน 1.5% agarose gel พบแถบ PCR product เพียงแถบเดียวขนาด
ประมาณ 923 คูเบส (base pair, bp) ของ HC1 และ 1,118 คูเบส ของ HC2 ดังแสดงผลในรูปที่ 
22 แถวที่ 2 และ 3  
 
 
 
 

 
 
 
           รูปที่ 22  แบบแผนดีเอ็นเอใน 1.5% Agarose gel electrophoresis ของ 
                         ยีนฮีโมไซยานินที่ไดจากการทํา PCR  

แถวที่ 1  1,000 Base pair DNA ladder  
แถวที่ 2  PCR product ของยีนฮีโมไซยานินชิ้นที่ 1 (HC1) 
แถวที่ 3  PCR product ของยีนฮีโมไซยานินชิ้นที่ 2 (HC2) 
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 7.3 การหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนฮีโมไซยานิน 
  เพ่ือการหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนฮีโมไซยานินทั้ง 2 ชิ้น ไดสกัดชิ้นดีเอ็นเอ
ของฮีโมไซยานินออกจากเจลโดยใช QIAquick Gel Extraction Kit  นําชิ้นดีเอ็นเอของฮีโมไซ
ยานินที่สกัดแยกออกจากเจลไปเชื่อมกับดีเอ็นเอพาหะ pGEM®-T Easy (Promega) และเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอลูกผสมในเซลลเจาบาน E. coli สายพันธุ DH 5α จากนั้นเลือกโคโลนีสีขาวมา
สกัดพลาสมิดโดยใช QIAprep Spin Miniprep Kit  นําพลาสมิดลูกผสมที่มีชิ้นดีเอ็นเอของฮีโม
ไซยานินไปวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดดวยเครื่อง ABI Prism 377 Automated DNA 
Sequencer (Applied Biosystems) พบวา HC1 มีความยาว 923 คูเบส และ HC2 มีความยาว 
1,118 คูเบส และมีลําดับนิวคลีโอไทด ดังแสดงผลในรูปที่ 23 และ 24 ตามลําดับ  
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รูปที่ 23  ลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอของยีนฮีโมไซยานิน ชิ้นที่ 1 (HC1) 

 ใช H280 F1 และ H1180 R1 สําหรับเปน forward และ reverse primer ใน
การโคลนสวนของยีนฮีโมไซยานินชิ้นที่ 1 (HC1) และหาลําดับนิวคลีโอไทด โดย 
HC1 มีความยาว 923 คูเบส 
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รูปที่ 24   ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนฮีโมไซยานินชิ้นยีนที่ 2 (HC2) 

 ใช H660 F2 และ H1780 R2 สําหรับเปน forward และ reverse primer ใน
การโคลนสวนของยีนฮีโมไซยานินชิ้นที่ 2 (HC2) และหาลําดับนิวคลีโอไทด โดย 
HC2 มีความยาว 1,118 คูเบส  
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 7.4 การสรางยีนฮีโมไซยานินชิ้นรวม (pHC) 
  เพ่ือใหไดลําดับนิวคลีโอไทดของยีนฮีโมไซยานินเปนชิ้นที่ยาวขึ้น ไดนําลําดับ 
นิวคลีโอไทดของยีนฮีโมไซยานินทั้ง 2  ชิ้น  (HC1 และ HC2)    มาเชื่อมตอเขาดวยกัน 
(overlapping) ดวยโปรแกรม CAP 3 ทําใหไดชิ้นยีนฮีโมไซยานินที่มีความยาว 1,496 คูเบส 
จากโปรแกรมแสดงใหเห็นวาลําดับนิวคลีโอไทดของ HC1 และ HC2 มีสวนที่คาบเกี่ยว 
(overlap) กัน จากนั้นทําการแปล (translate) ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนฮีโมไซยานินที่ศึกษา 
(pHC) ไดเปนลําดับกรดอะมิโนโดยใชโปรแกรม Translate พบวามีกรดอะมิโน 498 หนวย ดัง
แสดงผลในรูปที่ 25 เน่ืองจากขอมูลยีนฮีโมไซยานินที่ไดศึกษาในวิทยานิพนธน้ียังไมสมบูรณ
เต็มสาย (full-length) จึงขอเรียกเปน partial hemocyanin gene หรือ pHC  
  มีรายงานเกี่ยวกับยีนฮีโมไซยานินเต็มสาย (full-length) ของกุง P. vannamei 
โดยใช cDNA library ที่เตรียมจากตับเปนดีเอ็นเอแมแบบ พบวาไดยีนฮีโมไซยานินยาว 2,095 
คูเบส ซ่ึงมีความเหมือน (% identity) สูงเม่ือเทียบกับของ P.  interruptus (Sellos et al., 1997) 
และผลงานวิจัยของ Lei และคณะ (2007) ทําการศึกษายีนฮีโมไซยานินจากกุง P. japonicus 
พบวาสามารถโคลนหนวยยอยของยีนฮีโมไซยานินได 2 ยีน คือ PjHcL และ PjHcY ซ่ึงมีจํานวน
กรดอะมิโน 678 และ 664 หนวย มีมวลโมเลกุล 75,000 และ 73,000 ดัลตัน ตามลําดับ มี
การศึกษายีนฮีโมไซยานินของปู Cancer magister โดยสามารถโคลนยีนฮีโมไซยานินหนวย
ยอย 6 (Cmag6) ยาว 1,939 คูเบส แปลเปนสายโพลีเปปไทดที่มีกรดอะมิโนยาว 650 หนวย 
และมีมวลโมเลกุล 74,903 ดัลตัน โดยใช cDNA library ที่เตรียมจากตับเปนดีเอ็นเอแมแบบ 
(Durstewitz and Terwilliger, 1997) 
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รูปที่ 25   ลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนของยีนฮีโมไซยานิน pHC 

 นําลําดับนิวคลีโอไทดของยีนฮีโมไซยานินชิ้นที่ 1 (HC1) และชิ้นที่ 2 (HC2)   
มาตอกันดวยโปรแกรม CAP 3 ไดยีนฮีโมไซยานิน pHC ที่มีความยาว 1,496 คูเบส 
และมีกรดอะมิโน 498 หนวย  
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 7.5  การเปรียบเทียบยีนฮีโมไซยานิน pHC ของกุงแชบวยกับยีนฮีโมไซยานินของ  
                   กุงชนิดอ่ืน 
  ไดทําการเปรียบเทียบยีนฮีโมไซยานิน pHC ของกุงแชบวยกับยีนฮีโมไซยานิน 
ของกุงชนิดอ่ืนที่มีรายงานในธนาคารยีน ผานฐานขอมูล NCBI โดยใชโปรแกรม BlastP พบวา
ยีนฮีโมไซยานิน pHC ของกุงแชบวยมีความเหมือนใกลเคียงกับยีนฮีโมไซยานินของกุงขาว     
L.  vanamai (CAA 57880.1) มากที่สุด โดยมีคาความเหมือน (identity) 91% รองลงมาเปนยีน
ของกุง Marsupenaeus japonicus (88%, 81%) และกุง Fenneropenaeus chinensis (80%) 
ดังแสดงผลในตารางที่ 6  

เม่ือนําลําดับกรดอะมิโนที่ไดจากการทํา BlastP โดยเลือกยีนฮีโมไซยานินของ
กุงที่มีคาความเหมือนไมต่ํากวา 80% รวม 4 ชนิด มาจัดเรียงและเปรียบเทียบกัน (alignment) 
โดยใชโปรแกรม Vector NTI (version 9.0, Invitrogen) พบวาปรากฏบริเวณอนุรักษ (แถบสี
เหลือง) หลายบริเวณ ดังแสดงผลรูปที่ 26 ยีนฮีโมไซยานิน pHC ของกุงแชบวยมีบริเวณ
อนุรักษที่มีความเหมือนเชนเดียวกับบริเวณอนุรักษของยีนฮีโมไซยานินของกุง M. japonicus 
กุงขาว L. vannamei และกุง F. chinensis (รูปที่ 26)  
 

 
ตารางที่ 6  คาความเหมือน (% identity) ของลําดับกรดอะมิโนของยีนฮีโมไซยานิน  
   pHC ของกุงแชบวยกบัของกุงพีเนียดชนิดอ่ืน 

               
 F.M. HC L.V. HC F.C. HC M.J. HC L M.J. HC Y 
F.M. HC 100 91 80 81 88 
L.V. HC  100 78 80 86 
F.C. HC   100 85 78 
M.J. HC L    100 79 
M.J. HC Y     100 
 
เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของยีนฮีโมไซยานิน pHC ของกุงแชบวยกับยีนฮีโมไซยานินของ
กุงอีก 4 ชนิด โดยใชโปรแกรม BlastP  
HC = Hemocyanin; F.M. = Fenneropenaeus merguiensis; L.V. = Litopenaeus vannamei 
(CAA 57880.1); M.J. = Marsupenaeus japonicus (ABR14693.1; ABR14694.1); F.C. = 
Fenneropenaeus chinensis (ACM61982.1). 
 
 



  83 

 

                          1                                                         60 
    F.M.hemocyanin    (1) ------------------------------------------------------------ 
    L.V.hemocyanin    (1) MRVLVVLGLVAAAAFQ--------VASADVQQ-QKDVLYLLNKIYGDIQDGDLLATANSF 
  M.J.hemocyanin L    (1) MKVLVLFALVAAAAAWPSFGFQSDAGGVSDAQKQHDINFLLHKIYGDIRDDALKAKADSF 
  M.J.hemocyanin Y    (1) MKVLVVLGLVAAAAFQ--------VVGADDVQKQKDILYLVHKIYGDIQDADLKATANSF 
    F.C.hemocyanin    (1) MKVLVVLAFVATAAARPNLGFQADAADVSDAQKQHDINFLLHKIYGEIRDPNLKGKADSF 
         Consensus    (1) MKVLVVLALVAAAA             A   D QKQ DI FLLHKIYGDI D  LKA A SF 
 
                          61                                                       120 
    F.M.hemocyanin    (1) --------------------------------HWFSLFNTRHRNEALLLFDVLIHSSDWA 
    L.V.hemocyanin   (52) DPVGNLGSYSDGGAAVQKLVQDLNDGKLLEQKHWFSLFNTRHRNEALMLFDVLIHCKDWA 
 M.J.hemocyanin  L   (61) DPEADLSHYSDDGEAVHTLIRDLKDDRLLQQKHWFSLFNSRQRHEALMLFDVLIHCKDWD 
  M.J.hemocyanin Y   (53) DPVADLGIYSDGGAAAQRLVKDLNDGKLLQQKHWFSLFNTRHRHEALLLFDVLIHCNDWA 
    F.C.hemocyanin   (61) DPEADLSHYSDSGEAVHKLIRDLKDHRLLEQNHWFSLLSPRQRHEALMLFDVLIRCKDWD 
         Consensus   (61) DP ADL  YSD G AV KLIRDL D KLL QKHWFSLFNTRHRHEALMLFDVLIHCKDWA 
 
                          121                                                      180 
    F.M.hemocyanin   (29) TFVGNAAFFRQKINEGEFVYALYVAVIHSPLTEDVVLPPLYEITPHLFTNSEVIEAAYRA 
    L.V.hemocyanin  (112) SFVGNAAYFRQKMNEGEFVYALYVAVIHSSLAEQVVLPPLYEVTPHLFTNSEVIEEAYRA 
  M.J.hemocyanin L  (121) TFVSNAAYFRQRMNEGEFVNALYVAVIHSSLAEYVVLPPLYEVTPHLFTNSEVIEAAYRA 
  M.J.hemocyanin Y  (113) GFVGNAAYFRQKMNEGEFVYAVYVAVIHSPLAEHVVLPPLYEITPHPFTNSEVIEEAYRA 
    F.C.hemocyanin  (121) TFVSNAAYFRQRMNEGEFVYALYVAVIHSPLAEHVVLPPLYEVAPHLFTNSEDIEAAYRA 
         Consensus  (121) TFVGNAAYFRQKMNEGEFVYALYVAVIHSPLAEHVVLPPLYEVTPHLFTNSEVIEAAYRA 
 
                          181                                                      240 
    F.M.hemocyanin   (89) KQKQTPGKFESTFTGTKKNPEQRVAYFGEDIGLNTHHVTWHMEFPFWWDDEYGHHLDRKG 
    L.V.hemocyanin  (172) KQKQTPGKFKSSFTGTKKNPEQRVAYFGEDIGLNTHHVTWHMEFPFWWNDAYGHHLDRKG 
  M.J.hemocyanin L  (181) KQTQKPGKFKSSFTGTKKNPEQRVAYFGEDIGMNTHHVTWHMEFPFWWQDKYSHHLDRKG 
  M.J.hemocyanin Y  (173) KQTQTPGKFKSTFTGTKKNPEQRVAYFGEDIGLNTHHVTWHMEFPFWWDDKYGHHLDRKG 
    F.C.hemocyanin  (181) KQTQTPGKFQSSFTGTKKNPEQRVAYFGEDIGMNTHHVTWHMEFPFWWQDEYSHHLDRKG 
         Consensus  (181) KQTQTPGKFKSSFTGTKKNPEQRVAYFGEDIGLNTHHVTWHMEFPFWWQD YGHHLDRKG 
 
                          241                                                      300 
    F.M.hemocyanin  (149) ENFFWVHHQLTVRFDAERLSNYLDPVGELHWYKPIVDGFAPHTTYKYGGQFPARPDNVKF 
    L.V.hemocyanin  (232) ENFFWIHHQLTVRFDAERLSNYLDPVGELQWNKPIVDGFAPHTTYKYGGQFPARPDNVKF 
  M.J.hemocyanin L  (241) ENFFWVHHQLTVRFDAERLSNYLDPVDELHWEKPIVQGFAPHTTYKYGGQFPSRPDNARF 
  M.J.hemocyanin Y  (233) ENFFWVHHQLTVRFDAERLSNYLDPVGELQWHKEIVEGFAPHTTYKYGGQFPTRPDNVNF 
    F.C.hemocyanin  (241) ESFFWVHHHLAVRFDAERLSNYLDPVDELHWEKPIVQGFAPHTTYKYGGQFPSRPDNVNF 
         Consensus  (241) ENFFWVHHQLTVRFDAERLSNYLDPVGELHW KPIVDGFAPHTTYKYGGQFPARPDNVKF 
 
                          301                                                      360 
    F.M.hemocyanin  (209) EDVDDVARIRDMVIVESRIRDAIAHGYIIDSHGKQIDISNEKGIDILGDVIESSLYSPNV 
    L.V.hemocyanin  (292) EDVDDVARIRDMVIVESRIRDAIAHGYIVDSEGKHIDISNEKGIDILGDIIESSLYSPNV 
  M.J.hemocyanin L  (301) EDVDGVARIRDLLIVESRIRDAIAHGYIVDREGKHIDIMNERGIDVLGDIIESSLYSPNV 
  M.J.hemocyanin Y  (293) EDVDGVARIRDMTIIESRIRDAIAHGYIVDSHGKHIDINNERGIDILGDIIESSLYSPNV 
    F.C.hemocyanin  (301) EDVDGVARIRDLLIVESRIRDAIAHGYIIDKQGNRIDIMNERGIDILGDIIESSMYSPNV 
         Consensus  (301) EDVDGVARIRDMLIVESRIRDAIAHGYIVDS GKHIDI NERGIDILGDIIESSLYSPNV 
 
                          361                                                      420 
    F.M.hemocyanin  (269) QYYGALHNTAHIVLGRQGDPHGKFDLPPGVLEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFKEHKDS 
    L.V.hemocyanin  (352) QYYGALHNTAHIVLGRQGDPHGKFDLPPGVLEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFKEHKDN 
  M.J.hemocyanin L  (361) QYYGALHNTAHIVLGRQSDPHGKYDLPPGVLEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFKEHKDT 
  M.J.hemocyanin Y  (353) QYYGALHNTAHIVLGRQADPHGKYDLPPGVLEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFKEHKDT 
    F.C.hemocyanin  (361) QYYGALHNTAHIVLGRQADPHGKYALPPGVLEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFKEHKDS 
         Consensus  (361) QYYGALHNTAHIVLGRQADPHGKYDLPPGVLEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFKEHKDS 
 
                          421                                                      480 
    F.M.hemocyanin  (329) LPPYTKADLEFSGVSISEVNVVGELETYFEDFEYNLINAVDDAEGIPDVDISTYVPRLNH 
    L.V.hemocyanin  (412) LPPYTKADLEFSGVSVTELAVVGELETYFEDFEYSLINAVDDAEGIPDVEISTYVPRLNH 
  M.J.hemocyanin L  (421) LPPYTAEELTFAGVSVDSIAIEGALETYFEDFEYNLINAVDDTEQIPDVEISTYVPRLNH 
  M.J.hemocyanin Y  (413) LTPYTKADLEFAGVSIDNVAVEGELETYFEDFEYSLINAVDDAEGIQDVAISTYVPRLNH 
    F.C.hemocyanin  (421) LPPYSKEELTFTGVNVENLSVDGELETFFEDYEYSLINAVDDTEEIADVEISTYVPRLNH 
         Consensus  (421) LPPYTKADLEFAGVSVD LAVEGELETYFEDFEYSLINAVDDAEGIPDVEISTYVPRLNH 
 
                          481                                                      540 
    F.M.hemocyanin  (389) KEFTFKIDIENG-GSPRLATVRIFAWPHKDNNGIEFTFDEGRWNAIELDKFWVSLAGGKN 
    L.V.hemocyanin  (472) KEFTFRIDVENG-GAERLATVRIFAWPHKDNNGIEYTFDEGRWNAIELDKFWVSLKGGKT 
  M.J.hemocyanin L  (481) KDFAFKIGVSNNKGEETLATVRIFAWPHLDNNGIEFSFDEGRWHAIELDKFWVKLGTGVT 
  M.J.hemocyanin Y  (473) KEFTIKLDVKS--DAARLATVRIFAWPHKDNNGIEYTFDEGRWNAIELDKFWVSLSSGSN 
    F.C.hemocyanin  (481) KDFAYNIEVTNNNGKEVLTTVRIFAWPHRDNNGIEYTFDEGRWNAIELDKFWVKLSPGSN 
         Consensus  (481) KEFTFKIDV    N  GAERLATVRIFAWPHKDNNGIEYTFDEGRWNAIELDKFWVSLS G N  



  84 

 

                          541                                                      600 
    F.M.hemocyanin  (448) SIERKSTESSVTVPDVPSIDTLFAKTAAGG----DGLSEFASATGLPNRFLLPKG----- 
    L.V.hemocyanin  (531) SIERKSTESSVTVPDVPSIHDLFAEAEAGG----AGLAKFESATGLPNRFLLPKGNDRGL 
  M.J.hemocyanin L  (541) EITRKCSESAVTVPDVPSFATLFEKTKAALGGADSGLTDFESATGIPNRFLLPKGNEKGL 
  M.J.hemocyanin Y  (531) AIERKSTESGVTVPDVPSIQTLFDKAAAGG----AGLTEYESATGLPNRFLLPKGNEQGL 
    F.C.hemocyanin  (541) HIVRKSSESAVTVPDVPSFDTLFKKAEAALGGGDAGLTEFESATGIPNRFLLPKGNEQGL 
         Consensus  (541) SIERKSTESAVTVPDVPSI  TLF KA AGG    AGLTEFESATGLPNRFLLPKGNE GL 
 
                          601                                                      660 
    F.M.hemocyanin  (499) ------------------------------------------------------------ 
    L.V.hemocyanin  (587) EFDLVVAVTDGDADSAVPNLHENTEYNHYGSHGVYPDKRPHGYPLDRKVPDERVFEDLPN 
  M.J.hemocyanin L  (601) EFDLVVAVTDGAADAAVDGLHENTEFNHYGAYGKYPDNRPHGYPLDRSVPDERVFEDLPN 
  M.J.hemocyanin Y  (587) EFDLVVAVTDGDADAAVADLHQNTDYNHYGAHGVYPDKKPHGYPLDRKVPDERVFEELSN 
    F.C.hemocyanin  (601) EFDLVVAVTDGEADAAVEGLHDNTDFIHYGSHGKYPDNRPHGYPLDRKVPDDRVFEVLPN 
         Consensus  (601) EFDLVVAVTDGDADAAV  LHENTDFNHYGAHG YPD RPHGYPLDRKVPDERVFEDLPN 
 
                          661            678 
    F.M.hemocyanin  (499) ------------------ 
    L.V.hemocyanin  (647) FKHIQVKVFNHGEHIH-- 
  M.J.hemocyanin L  (661) FGHIQVKVFNHGEHIHHD 
  M.J.hemocyanin Y  (647) FKRIQVKVFNHGVHIEHS 
    F.C.hemocyanin  (661) FKHIQVKVFNHGEHIHHH 
         Consensus  (661) FKHIQVKVFNHGEHIHH  

 
 
รูปที่ 26  เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของยีนฮีโมไซยานิน pHC ของกุงแชบวยกับ  
              ยีนฮีโมไซยานินของกุงพีเนียดชนิดอ่ืน 

เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของยีนฮีโมไซยานิน pHC ของกุงแชบวยกับ 
ยีนฮีโมไซยานินของกุงอีก 4 ชนิด โดยใชโปรแกรม Vector NTI (version 9.0,  
Invitrogen). F.M. = Fenneropenaeus merguiensis; L.V. = Litopenaeus 
vannamei (CAA 57880.1); M.J. = Marsupenaeus japonicus (ABR14693.1; 
ABR14694.1); F.C. = Fenneropenaeus chinensis (ACM61982.1). 
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 7.6 เปรียบเทียบยีนฮีโมไซยานิน pHC ของกุงแชบวยกับยีนโปรฟนอลออกซิเดส   
                  ของกุงชนิดอ่ืน    
  ในงานวิทยานิพนธครั้งน้ีจึงนําลําดับนิวคลีโอไทดของยีนฮีโมไซยานิน pHC มา
เปรียบเทียบกับยีนโปรฟนอลออกซิเดสของกุงชนิดอ่ืนที่มีรายงานในธนาคารยีน พบวามีความ
เหมือนอยูในชวง 32-35% โดยมีคาความเหมือนมากที่สุดเม่ือเปรียบเทียบกับยีนของกุงนาง            
P. leniusculus (35%) รองลงมาเปนยีนของกุงกุลาดําและกุง P. semisulcatus (34%) กุงขาว   
L. vannamei (33%) กุง M. japonicus และ Homarus gammarus (32%) ดังแสดงผลในตาราง
ที่ 7  

เม่ือนําลําดับกรดอะมิโนที่ไดจากการทํา BlastP โดยเลือกของเอนไซม         
โปรฟนอลออกซิเดสของกุงชนิดอ่ืนที่มีคาความเหมือนอยูในชวง 32-35% รวม 6 ชนิด มา
จัดเรียงและเปรียบเทียบกัน (alignment) โดยใชโปรแกรม Vector NTI (version 9.0, 
Invitrogen) พบวาปรากฏบริเวณอนุรักษ (แถบสีเหลือง) หลายบริเวณ ดังแสดงผลรูปที่ 27 ยีน 
ฮีโมไซยานิน pHC ของกุงแชบวยมีบริเวณอนุรักษที่มีความเหมือนเชนเดียวกับบริเวณอนุรักษ
ของยีนโปรฟนอลออกซิเดสของ L. vannamei, P. monodon, P. semisulcatus, M. japonicus    
P. leniusculus และ H. gammarus (รูปที่ 27) แสดงใหเห็นวายีนฮีโมไซยานินมีความสัมพันธกบั
ยีนโปรฟนอลออกซิเดสในดานความเหมือนของลําดับกรดอะมิโน เชนเดียวกับยีนฮีโมไซยานิน 
และยีนโปรฟนอลออกซิเดส (Gen Bank X83494) ของกุงนาง (P. leniusculus) มีความ
เหมือนกัน 29% มีผลงานวิจัยในป 1995 ที่ไดจากการศึกษาโครงสรางระดับโมเลกุล (molecular 
cloning) ของเอนไซมโปรฟนอลออกซิเดสของกุงนาง (P. leniusculus) (Aspan et al., 1995) 
แมลงหวี่ Drosophila melanogaster (Fujimoto et al., 1995) และ Manduca sexta (Hall et al., 
1995) พบวามีลําดับกรดอะมิโนคลายกับลําดับกรดอะมิโนของฮีโมไซยานินมาก และมีรายงาน
ในกุงขาว (L. vannamei) พบวาลําดับกรดอะมิโนของยีนเอนไซมโปรฟนอลออกซิเดสใน         
ฮีโมไซทมีความเหมือนกับของยีนฮีโมไซยานิน 28% (Lai et al., 2005) ในทํานองเดียวกันยีน
เอนไซมโปรฟนอลออกซิเดสมีความเหมือนกับของยีนฮีโมไซยานิน 59% ในแมงปอง 
(Androctonus australis) (Buzy et al., 1995) และจากรูปที่ 26 และ 27 แสดงใหเห็นวายีน
เอนไซมโปรฟนอลออกซิเดสมีขนาดยาวกวายีนฮีโมไซยานิน  
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ตารางที่ 7  คาความเหมือน (% identity) ของลําดับกรดอะมิโนของยีนฮีโมไซยานิน pHC ของกุงแชบวยกับยีนโปรฟนอลออกซิเดส 
      ของครัสเตเชียนชนิดอื่น 

 
 F.M. HC L.V. proPO P.M. proPO P.S. proPO M.J. proPO P.L. proPO H.G. proPO 

F.M. HC 100 33 34 34 32 35 32 

L.V. proPO  100 88 88 80 60 63 

P.M. proPO   100 100 80 60 62 

P.S. proPO    100 80 61 62 

M.J. proPO     100 58 61 

P.L. proPO      100 64 
H.G. proPO       100 

 
เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของยีนฮีโมไซยานิน pHC ของกุงแชบวยกับยีนโปรฟนอลออกซิเดสของครัสเตเชียนชนิดอื่น โดยใชโปรแกรม BlastP  
HC = Hemocyanin; proPO = Prophenoloxidase; F.M. = Fenneropenaeus merguiensis; L.V. = Litopenaeus vannamei (AAW51360.1);  
P.M. = Penaeus monodon  (AF099741_1); P.S. = Penaeus semisulcatus (AF521949_1); M.J. = Marsupenaeus japonicus (BAB83773.1); 
P.L. = Pacifastacus leniusculus (CAA58471.1); H.G. = Homarus gammarus (CAE46724.1) 
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                        1                                                         60 
       F.M.hemocyanin     (1) ------------------------------------------------------------ 
H.G. prophenoloxidase     (1) --------------MSEAQSLLSLFEKPYSDVTTPRANESMAFELE---ERPVVVPRVGA 
P.L. prophenoloxidase     (1) MQVTQKLLRRDTEMADAQKQLLYLFERPYDPINAPRADGSFLYAVAGAX---TVATRFGV 
M.J. prophenoloxidase     (1) -------------MNIEQQQLLYLFELPQEPLNRPRGKGSVLFVLENDDTPPLVTTRIAG 
L.V. prophenoloxidase     (1) -------------MANDQQRLLYLFELPQEPIQTPRGGGSVQFKLENDDTPPSVATRVGL 
P.M. prophenoloxidase     (1) -------------MANDQQRLLYLFELPQEDIQAPRGGGSVLFKLESDEAPPSVATRVGV 
P.S. prophenoloxidase     (1) -------------MANDQQRLLYLFELPQEDIQVPRAGGSVQFKFD--ETPPSVATRVGI 
             Consensus    (1)              MA DQQ LLYLFELPQE IQ PRA GSV F LE  D PPSVATRVGV 
 
                              61                                                       120 
       F.M.hemocyanin     (1) ----------------------------HWFSLFNTRHRNEALLLFDVLIHSSDWATFVG 
H.G. prophenoloxidase    (44) GPTITLPR--RPDADPSKLGTATVVPRGSAFSFFVSTHRRAAKDLCDAFMKTTGVQDLVQ 
P.L. prophenoloxidase    (58) APTSTVTVPARPDADRRLLGRAPSVPRGAVFSFFIRSHREAARDLCDVLMKTQNSTDLMQ 
M.J. prophenoloxidase    (48) SPSIKLQVPERNDVALQDLGTATSIPIGSAFSFFLASHRRAAKDLCDVFMKTSGAKDLME 
L.V. prophenoloxidase    (48) SPSVSVPVPERKDVALQDLGTATSIPMGSAFSFFLASHRRAAKDLCNVFMKTNGAEDLMQ 
P.M. prophenoloxidase    (48) SPSVNLPVPERKDVTLQDLGTATSVPKGSAFSFFIASHRKAARDLCDFFMKTSGAEDLMQ 
P.S. prophenoloxidase    (46) SPSVNLLIPERKDVALQDLGTATSVPKGSAFSFFIASHRKAARDLCDFFMKTSGAEDLMQ 
            Consensus    (61) SPSV L VPER DV LQDLGTATSVPKGSAFSFFIASHRRAAKDLCDVFMKTSGA DLMQ 
 
                              121                                                      180 
       F.M.hemocyanin    (33) NAAFFRQKINEGEFVYALYVAVIHSPLTEDVVLPPLYEITPHLFTNSEVIEAAYRAKQKQ 
H.G. prophenoloxidase   (102) FAARVKDVVNESLFIYSLSFVILHKKELRNFRLPSLVEVFPQKFVPVEHLIKSQQEAVRR 
P.L. prophenoloxidase   (118) LAASVRRHVNENLFIYALSFTILRKQELRGVRLPPILEVFPHKFIPMEDLTSMQVEVNRT 
M.J. prophenoloxidase   (108) VAARVHGRVNESLFIYAISFVILRKKELQSVRLPSFVEVFPSRFVPQETLAKAQIRINRM 
L.V. prophenoloxidase   (108) VAARVHGKVNETLFIYAISFVILRKKELHSVRLPTMVEVFPSRFVPQEALSRAQLQVNRM 
P.M. prophenoloxidase   (108) VAARVHGKVNETLFVYAISFVILRKKELRSVRLPTMVEVFPSRFVPQEALSKAQLQINRM 
P.S. prophenoloxidase   (106) VAARVHGKVDETLFVYALSFVILRKKELRSVRLPTMVEVFPSRFVPQEALSKAQLQINRM 
            Consensus   (121) VAARVHGKVNETLFIYALSFVILRKKELRSVRLPTMVEVFPSRFVPQE LSKAQL INRM 
 
                              181                                                      240 
       F.M.hemocyanin    (93) TPG-------KFESTFTGTKKNPEQRVAYFGEDIGLNTHHVTWHMEFPFWWDDEYGHHLD 
H.G. prophenoloxidase   (162) DENEETPIVIEHGPDFSSNTIKPEHRVAYWREDYGMNVHHWHWHLVYPIEMNLNR----D 
P.L. prophenoloxidase   (178) PPTATTPLVIEYGPEFANTNQKAEHRVSYWREDFGINSHHWHWHLVYPIEMNVNR----D 
M.J. prophenoloxidase   (168) DPNQREPVIVEHGLEFSGTHLKPEHRLSYWREDYGLSVHHWHWHLIYPVGMGVDR----D 
L.V. prophenoloxidase   (168) DPNQSEAVIIEHGPEFSGSPVKPEHRVSYWREDYGINVHHWHWHLIYPPGMGVDR----D 
P.M. prophenoloxidase   (168) DPNQTEPVIIEHGPEFSGTHLKPEHRISYWREDYGINVHHWHWHLIYPPAMGFDR----D 
P.S. prophenoloxidase   (166) DPNQTEPVIIEHGPDFSGTHLKPEHRLSYWREDYGINVHHWHWHLIYPPAMGIDR----D 
            Consensus   (181) DPNQTEPVIIEHGPEFSGT LKPEHRVSYWREDYGINVHHWHWHLIYP AMGVDR    D 
 
                              241                                                      300 
       F.M.hemocyanin   (146) RKGENFFWVHHQLTVRFDAERLSNYLDPVGELH-WYKPIVDGFAPHTTYKYGG-QFPARP 
H.G. prophenoloxidase   (218) RKGEIFFYMHQQMIARYDMERLSVGLRRVEKLENWRIPVPDGYFSKLTVNNSGRAWGTRQ 
P.L. prophenoloxidase   (234) RKGELFYYMHQQMVARYDWERLSVNLNRVEKLENWRVPIPDGYFSKLTANNSGRPWGTRQ 
M.J. prophenoloxidase   (224) RKGELFYYMHQQLIARYDLERLSLGLPRVEKLDNWRVPIEDGYFPKLTISNTGRAWGTRQ 
L.V. prophenoloxidase   (224) RKGELFYYMHQQIIARYDIERLSLGLPRVQKLDNWRVPIEDGYFPKLTVNNSGRAWGSRQ 
P.M. prophenoloxidase   (224) RKGELFYYMHQQVIARYDIERLCLGLPKVEKLDNWRIPIEDGYFPKMTVSISGRNWGSRQ 
P.S. prophenoloxidase   (222) RKGELFFYMHQQVIARYDIERLCLGLPRVEKLDNWRVPIKDGYFPKLTVNNSGRQWGSRQ 
            Consensus   (241) RKGELFYYMHQQLIARYDIERLSLGLPRVEKLDNWRVPI DGYFPKLTVNNSGR WGSRQ 
 
                              301                                                      360 
       F.M.hemocyanin   (204) DNVKFEDVD------DVARIRDMVIVESRIRDAIAHGYIIDSHGKQIDISN-----EKGI 
H.G. prophenoloxidase   (278) DNTFLKDFRRNDFGLQPLDITELEVWRSRLLDAIHQGYMKNPNGDTIPLSDDVTSGKRGI 
P.L. prophenoloxidase   (294) DNTFIKDFRRNDAGLDFIDISDMEIWRSRLMDAIHQGYMLNRNGERVPLSDNVTTGKRGI 
M.J. prophenoloxidase   (284) DNTLPKDFRRREIG-EFVDITDLEIWRSRLLDAIHQGFMVDRKGNKVPIRDDVTSGQRGI 
L.V. prophenoloxidase   (284) DNTLPKDFRRTEIG-DPVDITDLEIWRARLLGAIHQGYMVDRNGDKVPLRDDVTSGKRGI 
P.M. prophenoloxidase   (284) DNTLPKDLRRRELG-EFVDITDMEIWRSRLLDAIHQGFMIDRNGDKVPLRDDVTSGKRGI 
P.S. prophenoloxidase   (282) DNTLPKDLRRRELG-EFVDITDLEIWRSRLLDAIHQGFMIDRNGDKVPLRDDVTSGKRGI 
            Consensus   (301) DNTLPKDFRR EIG DFVDITDLEIWRSRLLDAIHQGYMIDRNGDKVPLRDDVTSGKRGI 
 
                             361                                                      420 
       F.M.hemocyanin   (253) DILGDVIES-SLYSPNVQYYGALHNTAHIVLGRQGDPHGKFDLPPGVLEHFETATRDPSF 
H.G. prophenoloxidase   (338) DILGDTLEADADLSPHYQFYGDLHNMSHVLISFSHDNDNAHKEELGVMGDPATSMRDPVF 
P.L. prophenoloxidase   (354) DILGDAFEADAQLSPNYLFYGDLHNTGHVLLAFCHDNDNSHREEIGVMGDSATALRDPVF 
M.J. prophenoloxidase   (343) DILAEALEADEDLSINYPFYGSLHNFGHDILAFSHDPDNAHKEEMGVIGDVGISVKDPAF 
L.V. prophenoloxidase   (343) DILADALEADADHSVNFPYYGDLHNIGHDILAFSHDPDNAHKEEMGVVGDLGTSLRDPVF 
P.M. prophenoloxidase   (343) DILSEALEADAELSVNFPYYGDLHNRGHDILAFSHDPDNAHKEEMGVVGDLGTSLRDPVF 
P.S. prophenoloxidase   (341) EILSEALEADAGLSVNFPYYGDLHNRGHDILAFSHDPDNAHKEEMGVVGDLGTSLRDPVF 
            Consensus   (361) DILGDALEADADLSVNFPYYGDLHN GHDILAFSHDPDNAHKEEMGVVGDLGTSLRDPVF 
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                              421                                                      480 
       F.M.hemocyanin   (312) FRLHKYMDNIFKEHKDSLPPYTKADLEFSGVSISEVNVVG—ELETYFEDFEYNLINAVD 
H.G. prophenoloxidase   (398) YRLHKFVDDVFQAYKLTQRPYTMEDLSMPGVVVNQVSVTSKREINKLTTGWSTREFEASR 
P.L. prophenoloxidase   (414) YRWHKFVDDIFQEYKLTQPPYTMEDLSLPGVVLDKVGVVRNDQLNTLTTGWSVREFEASR 
M.J. prophenoloxidase   (403) YRLHKLVDDLFQEYNVTQPPYSEEELSLPGITIEKAGVVRDNEADVLHTGWRKREFEASR 
L.V. prophenoloxidase   (403) FRLHKLVDDLFQEYKLTQPPYKEEELFFPGVRIGRAGVVRDDEADVLLTGWNTREFEASR 
P.M. prophenoloxidase   (403) FRLHKLVDDLFQEYKVTQPPYTEEELFLPGVRIERAGVVRGNEADVLLTGWNTREFEASR 
P.S. prophenoloxidase   (401) FLLHKLVDDLFQEYKVTQRPYTEAELFLPGVKIERAGVVRGNEADVLLTGWNTREFEASR 
            Consensus   (421) FRLHKLVDDLFQEYKLTQPPYTEEEL LPGV IERAGVVR  EADVL TGW TREFEASR 
 
                              481                                                      540 
       F.M.hemocyanin   (370) DAEGIPDVDISTYVPRLNHKEFTFKIDIENGGSP---RLATVRIFAWPHKDNNGIEFTFD 
H.G. prophenoloxidase   (458) GIDFNSPNPVILRLTHLDSVPFNYHIEVTNTEPK--PKVVTVRIFLAPKHNGSGAEMPFM 
P.L. prophenoloxidase   (474) GLDFNS---PNPVTAHYPSRPCTLHLPSPDNKQHRKPKSVTVRIYMAPKHNERGLEMGFM 
M.J. prophenoloxidase   (463) GIEFSG-MPVILRLTHIDHKPFDYRLQVNNNHRG--TKVVTVRIFLAPKFNGQEQEMDFM 
L.V. prophenoloxidase   (463) GIDFNG-RPVILRLTHLDHKPFDYHIQINNDLRE--PKEVTVRIYLAPKFNGREQEMNFM 
P.M. prophenoloxidase   (463) GLDFSG-KPVILRLTHLDNKPFDYHIQINNDLRE--PKEVTVRIYLAPKFGDREKEMDFM 
P.S. prophenoloxidase   (461) GLDFLG-KPVILRLTHIDHKPFEYHIQINNDLRE--PKEVTVRIFLAPKFNGQGDVMNFM 
            Consensus   (481) GIDF G  PVILRLTHLDHKPFDYHIQINN  R   PK VTVRIFLAPKFNG G EM FM 
 
                              541                                                      600 
       F.M.hemocyanin   (427) EGRWNAIELDKFWVSLAGGKN--SIERKSTESSVTVPDVPSIDTLFAKTAAGGDG---LS 
H.G. prophenoloxidase   (516) EQRILWTEMDKFNHTLNPGKN--QIVRSSKDSSITNPTDITFRDLD-SKPMTSET-EATE 
P.L. prophenoloxidase   (531) EQRLLWAEMDKFTQDLKPGQN--QIVRASNLSSITNPSGYTFRSLEAVNPANPGPPANAE 
M.J. prophenoloxidase   (520) EQRILWCEMDKFTYDLKPGKN--HIVRSSKESSITNLEELTFGDIEGSGPGNSS--EQLA 
L.V. prophenoloxidase   (520) EQRILWCELYRFTVHLKPGKN--HVVRSSKESSITNLEELTFKDLENSGPGNSS--EQSA 
P.M. prophenoloxidase   (520) EQRILWAEMDKFTVLLKPGKNQEHVTRSSKESSITNLEELTFKDLENSGPGNTS--EQDA 
P.S. prophenoloxidase   (518) EQRILWSEMDKFTVHLKPGKN--HVVRSSKESSITNLEELTFKDLENSGPGNSD--EQVA 
            Consensus   (541) EQRILW EMDKFTV LKPGKN  HIVRSSKESSITNLEELTFKDLE SGPGNS   EQ A 
 
                              601                                                      660 
       F.M.hemocyanin   (482) EFASATGLPNRFLLPKG------------------------------------------- 
H.G. prophenoloxidase   (572) FDFCGCGWPQHLLLPRGKPEGMAFQLFYMITDFEKDKVEQAQGARSCANAVSFCGVLDAK 
P.L. prophenoloxidase   (589) TNFCGCGWPEHLLLPRGKPEGMTYQLFFMLTDLEKDQVDQPAGPRRCANAVSFCGILDSK 
M.J. prophenoloxidase   (576) INFCGCGWPQHMLLPRGRPEGMVFQLFFMLTDYDQDKVLNSGQTRRCANGVSFCGIQDAK 
L.V. prophenoloxidase   (576) FNFCGCGWPQHMLLPRGRPEGMAFQLFFMLTDYAKDKVSNPGGVRRCANGVSFCGMQDAK 
P.M. prophenoloxidase   (578) FNFCGCGWPQHMLLPRGRPEGMVFQLFFMLTDYAQDKVSNPGGVRRCANGVSFCGMQDAK 
P.S. prophenoloxidase   (574) FNFCGCGWPQHMLLPRGRPEGMAFQLFFMLTDYAKDKVSNPGGVRRCANGVSFCGMQDAK 
            Consensus   (601) FNFCGCGWPQHMLLPRGRPEGM FQLFFMLTDY KDKV NPGG RRCANGVSFCGMQDAK 
 
                              661                                                    718 
       F.M.hemocyanin   (499) ---------------------------------------------------------- 
H.G. prophenoloxidase   (632) FPDSRPMGFPFDRRPPPVLLDAGVLTTADYARLDNIMMQDVTITFLADKLVK------ 
P.L. prophenoloxidase   (649) FPDKRPMGFPFDRRPPPRLQDAEVTSVADYARLSNMTVQDITITFLTTASRSRHDGPI 
M.J. prophenoloxidase   (636) YPDARPMGFPFDRRPAPVLS-----EMSDYARLGNTYLHDVTIKFLGEKLN------- 
L.V. prophenoloxidase   (636) YPDARPMGFPFDRRPAPTLQGLPVNTTADYARLGNAFMHDVTIKFLGEKLN------- 
P.M. prophenoloxidase   (638) YPDARPMGFPFDRRPAPLLQGLPVNTTADYARLGNAFMHDITIKFLGEKLN------- 
P.S. prophenoloxidase   (634) YPDARPMGFPFDRVPAPLLQGLPVNMTADYARLGNAFMHDITIKFLGEKLN------- 
            Consensus   (661) YPDARPMGFPFDRRPAPLLQ    V TTADYARLGN FMHDITIKFLGEKLN        

 
รูปที่ 27  เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของยีนฮีโมไซยานิน pHC ของกุงแชบวยกับ 
              ยีนโปรฟนอลออกซิเดสของครัสเตเชียนบางชนิด 
  เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของยีนฮีโมไซยานิน pHC ของกุงแชบวยกับ 

ยีนฮีโมไซยานินของกุงอีก 4 ชนิด โดยใชโปรแกรม Vector NTI (version 9.0,  
Invitrogen). F.M. = Fenneropenaeus merguiensis; L.V. = Litopenaeus 
vannamei (AAW51360.1); P.M. = Penaeus monodon (AF099741_1); P.S. = 
Penaeus semisulcatus (AF521949_1); M.J. = Marsupenaeus japonicus 
(BAB83773.1); P.L. = Pacifastacus leniusculus (CAA58471.1); H.G. = Homarus 
gammarus (CAE46724.1) 
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������������������������������������� !�"#�  �%
��������&'������������������������&(�)����*��������+�'�� �%�%)&���� 
����#���������,��(
�����-���+.��)�)&���( 
 1.  �����-�	�
�������������������������������)��)�����	��&�'��1��'��
23#�, �%�����%*������),1����1�4����2������ ��1'���� (preparative PAGE)  ��������� 
�������������)��)���+����B�+�'�� 13.9 �������&� *�)1+E� 2.5% ����+�'��
�������1��I�'��   
 2.  �������������������+���J�+�'��1���� -�1)��# (230 kDa) 
� non-
denaturing PAGE  �%+���J�+�'�� 2  -� 
� SDS-PAGE �U�!�(#U��������������������
+�%���)�#���U#��U�� 2 ���) ��I���#���1���� 75  �% 79.4 kDA 
 3.  ����������������������#���1����  215 kDa    1�XI���)�#��*��������2Y 
 ��1��23�1��!&�)�#�*��&��, Superose 12 HR 
 4.   -�����������
������� �% -����������������������U�� �*��#���
���1�����,2Y��������1)�  'U -��+�'�����) 480 kDa +���^ �*��#������1�����,     
2Y��������1)�
� non-denaturing PAGE ��I� -��+�'�����) 480 kDa ��(���1+E������
�������I1+E� �� hexamer ��I���
������� �%��+����B��������#U��������������) 
230 kDa ��I��+����B���
�������2b 
 5.  �����-��%'���
����%'U������� ��'���)�'U���������������������)�)�#�
���c�)��%'U��)�#����������� 3 *�&(� *�&(��% 20 ���*���&�   ��'���)���*#���	�1��%'U�  
������������������� �%����������
�������2b  'U��U1��)+J��������&��+�'���XI� d 
����
���2b �#��&(���U1��)+J��������&��+�'����'�e�� 1�XI��)����)�����	� Western blot 
 6.  j�#%��I1���%��������#&)+����B����������
�������2b������� !�"#�
)�#�#��� ELISA *X� 1'����������2b��I1�X���� 1:200 1�U� 
��&212��,1*�X����I pH 10.5  
!�      
1nAb  �%  2nAb ��I1�X���� 1:2,000  �% 1:25,000 1�U� '���	�)&� 
!�*#��1��������� OPD ��I 
0.4 mg/ml *#��1��������� H2O2 ��I 0.01%  �%�%�%1#�����1��)+J����������1�����,1+��,
�����1)���� 30 ����  



90 

 

 7.   ���2��'�e������������
�����	� ELISA �)�������
!�+����B���
�������
�!U#� 10-69 ���*���&�'U����� ��X�*#��1������
�!U#� 66.67 r 460 ���*���&�'U�
�������'� 
 8.   +����B����������
�������2b������� !�"#� 6 '&#��U�� ��I��)�#�#��� 
ELISA ��#U���+����B*�)1+E� 85.67% ����+�'���&(���)
�������2b ��������	
���������
��������� 80-95% ����+�'��
�������2b���*�&�1'1!���1+E����������� 
 9.   �����-�*��!�(�)�1�4�1���������������������U#� (pHC) �������
 !�"#��)�
!����1���,��I��� ������U#�����&��,������������������������XI� d ��I��
�
���*����� ��I��*���)������I�������#*������),��# 1,496 *tU1��  +�1+E��	�)&���)�%�����)� 
498 ��U#�  �%��*#��1��X�� (identity) ����&�����������������������# L. vanamai 91%, 
������� M. japonicus (88%, 81%)  �%������� F. chinensis (80%) 
 10.  ������������� pHC ������� !�"#���*U�*#��1��X���&�����+�2Y���
�����1)����������� P. leniusculus 35%, �������1+E���������������)	� �%����                
P. semisulcatus  34%, ���������# L. vannamei 33%  �%������� M. japonicus 1�U��&���� 
Homarus gammarus *X� 32% �U�!�(#U����������� �%1�����,�+�2Y��������1)��������   
��1���)��*#��1��I�#�����&�
��%)&����I� 
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