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3. ผลการทดลองและวิจารณ

3.1 การหาภาวะที่เหมาะสมในการวัดแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase ในซีรัม
3.1.1 การเตรียมกราฟมาตรฐาน p-nitrophenol

ในการใช 0.5 mM p-nitrophenol ปริมาณตาง  ๆ เพื่อเตรียมกราฟมาตร
ฐาน ใน 0.1 M Tris-HCl, pH 6.0 และ 1 M Na2CO3 แลววัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร (A420) พบวาคา A420 แปรผันเปนเสนตรงกับ           
p-nitrophenol ในชวง 0-100 nmole ดังแสดงในรูปที่ 4

                    รูปที่ 4  กราฟมาตรฐาน p-Nitrophenol
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3.1.2 การหาปริมาณเอนไซมที่เหมาะสมในการวัดแอคทิวิที
เมื่อนํ าซีรัมไปเจือจางดวยบฟัเฟอรดวยอัตราสวน 1:10 จากนั้นใชซีรัม

เจือจาง ปริมาตรตั้งแต 0-20 ไมโครลิตร ไปหาแอคทิวิที พบวาคา A420 เพิม่ขึ้นเปน
เสนตรงตามปริมาณซีรัมทีใ่ช จนเพิ่มสูงสุดที่ 1.5 ไมโครลิตร และเริ่มคงที่ (รูปที่ 5)
ดงันั้นในการทดลองตอไปจึงเจือจางซีรัมเปน 1:20 และใชปริมาตร 25 ไมโครลิตร ซึ่ง
เทากับปริมาตรซีรัม 1.25 ไมโครลิตร

รูปที่ 5  ปริมาณเอนไซมที่เหมาะสมในการวัดแอคทิวิที
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3.1.3 การหาเวลาที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา
ในการหาแอคทิวิทีของเอนไซมในซีรัมที่ pH 6.0 ณ อุณหภูมิ 50 °ซ    เปน

เวลาตาง ๆ กันตั้งแต 0-30 นาที พบวาเมื่อใชเวลาในการทํ าปฏิกิริยาเพิ่มขึ้น คา A420
เพิ่มขึ้นดวย แตคา A420 จะเริม่คงที่ที่เวลา 20 นาทีขึ้นไป ดังนั้นในการทดลองตอ ๆ ไป
จงึเลอืกใชเวลาในการเกิดปฏิกิริยาที่ยังเปนเสนตรงคือที่ 15 นาที (รูปที่ 6)

           รูปที่ 6  เวลาที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม
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3.1.4 การหา pH ที่เหมาะสมในการเกิดปฎิกิริยา
จากการใชซีรัม 1:20 ไปหาแอคทิวิที ในชวง pH 3-9 ตามวิธีการขอ 2.4.3 

พบวาแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase มีคาตํ่ าที่ pH 3 (37%) มีคาเพิ่มขึ้นเมื่ออยูใน            
pH ชวง 4-5 และมีแอคทวิิทีสูงที่สุดที่ pH 6 (100%) จากนั้นแอคทิวิทีของเอนไซม 
NAGase ลดลงจนมีแอคทวิิทีนอยที่สุดที่ pH 9 (11%) ดังแสดงผลในรูปที่ 7

       รูปที่ 7  pH ที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม
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3.1.5 การหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา
ในการหาแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase ในซีรัมที่อุณหภูมิตาง ๆ กันตั้ง

แต 0-90°ซ พบวาเอนไซม NAGase มีแอคทิวิทีตํ่ าสุดที่อุณหภูมิ 0°ซ (9%) มีคาเพิ่มขึ้น
ที่อุณหภูมิในชวง 25-50°ซ และสูงสุดที่อุณหภูมิ 55°ซ (100%) จากนั้นแอคทิวิทีของ
เอนไซม NAGase ลดลงตามลํ าดับจนมีคานอยที่สุดที่ 90°ซ (38%)

                      รูปที่ 8 อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม
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จากการทดลองทั้งหมดนี้พบวาภาวะที่เหมาะสมในการวัดแอคทิวิทีของเอนไซม
NAGase คือใชซีรัมในการวิเคราะห 1.25 ไมโครลิตร ทํ าใน 0.1 M Tris-HCl, pH 6.0
บมที่อุณหภูมิ 55°ซ นาน 15 นาทีและใช p-nitrophenol ในชวง 0-100 nmole ในการ
เตรียมกราฟมาตรฐาน แตเนื่องจากการทดลองสวนใหญไดทํ าการวัดแอคทิวิทีที่ 50°ซ
ดงันัน้งานวิทยานิพนธนี้ทั้งหมดจึงทํ าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 50°ซ

3.1.6 การหาแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase ในซีรัม
วัดแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase โดยใช 5 mM pNP-NAG เปน

สบัสเตรทใน 0.1 M Tris-HCl, pH 6.0 บมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 50°ซ นาน 15 นาที หยุด
ปฏิกิริยาดวย 1 M Na2CO3 จากนัน้วัดคาการดูดกลืนแสงของผลผลิต p-nitrophenol ที่
ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร โดยใช p-nitrophenol ที่ความเขมขน 0-100 nmole
เปนสารมาตรฐาน กํ าหนดใหแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase 1 หนวย (unit) เทากับ
ปริมาณ p-nitrophenol ที่เกิดขึ้น 1 nmole ที่อุณหภูมิ  50°ซ นาน 1 นาท ีพบวาเอนไซม
NAGase ในซีรัมมีแอคทิวิทีจํ าเพาะ (specific activity) อยูในชวง 30-50 nmol/min/
mg protein

3.2 การทํ าใหเอนไซม NAGase บริสุทธิ์จากซีรัม
3.2.1 โดยคอลัมน DEAE-Sephacel

เมื่อนํ าซีรัมปริมาตร 4.8 มิลลิลิตร (โปรตีน 676.8 มิลลิกรัม) มีแอคทิวิที
จ ําเพาะของเอนไซม NAGase เทากับ 20.6 nmol/min/mg protein ไปทํ าใหบริสุทธิ์โดย
คอลัมน DEAE-Sephacel จากนั้นชะคอลัมนดวย NaCl ทีเ่พิ่มความเขมขนอยางตอ
เนื่องในชวง 0-0.5 M พบวาไมมีทั้งโปรตีนและแอคทวิิทีของเอนไซมถูกชะออกมาจาก
คอลัมน  เมื่อชะคอลัมนตอดวย 0.5-1.0 M NaCl ที่เตรียมในบฟัเฟอรชนิดเดิม พบวามี
โปรตีนถูกชะออกมาเปนพีค (peak) เดียว และเอนไซมถูกชะออกมาในบัฟเฟอรที่มี 
NaCl ความเขมขน 0.73 M  (รูปที่ 9) เมื่อรวมหลอดที่มีแอคทวิิทีสูงเขาดวยกัน ทํ าให
เขมขนและไดแอไลซ พบวาสารละลายเอนไซมเขมขนมีปริมาณโปรตีน 5.12 มิลลิกรัม 
คิดเปน  0.76%  ของซีรัมโปรตีนเริ่มตน  และมีความบริสุทธิ์ของเอนไซม  NAGase เปน  
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รูปที่ 9  การแยกเอนไซม NAGase จากซีรัมดวยคอลัมน DE
นํ าซีรัม 4.8 มิลลิลิตร (ปริมาณโปรตีน 676.8 มิล

โดยคอลัมน DEAE-Sephacel (2.6 x 9 เซนติเมตร) ล
TB-PMSF เกบ็สารละลายหลอดละ 3 มิลลิลิตร จนคา 
แลวชะดวย NaCl ที่เพิ่มความเขมขนอยางตอเนื่องในช
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนั้นชะตอดวย 0.5-1.0 M 
200 มิลลิลิตร ในบฟัเฟอรชนิดเดิม ดวยอัตราไหล 20 มิล
เกบ็สารละลายหลอดละ 1.5 มิลลิลิตร
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50 เทาของซีรัมเร่ิมตน (ตารางที่ 1) แตเมื่อทดสอบความบริสุทธิ์โดยการทํ า 
nondenaturing PAGE พบวามีโปรตีนปรากฏอยูประมาณ 6 แถบ แสดงวายังมีโปรตีน
อ่ืนปนเปอนอยู ดังแสดงผลในรูปที่ 10 แถวที่ 3 ซึ่งในงานวิทยานิพนธนี้กํ าหนดแตละ
แถบโปรตีนทั้ง 6 แถบ เปนแถบที่ 1-6

จากผลการทดลองนี้ เอนไซม NAGase จากซีรัมของกุงแชบวยจับกับ
คอลัมน DEAE-Sephacel แนนกวาเอนไซม NAGase จากแหลงอื่น โดยถูกชะออกจาก
คอลัมนโดย NaCl ที่ความเขมขน 0.73 M  เอนไซม NAGase ของกุงมังกรหรือเอนไซม 
บริสุทธิ์จากสมองของวัวถูกชะออกมาจากคอลัมน DEAE-Sepharose ที่ความเขมขน
0.52-0.64 M NaCl หรือ 0.3-0.4 M NaCl ตามลํ าดับ (Lynn, 1990; Overdijk et al., 
1981) ในขณะที่เอนไซม NAGase จากมามของหนูถูกชะออกจากคอลัมน DEAE-
Cellulose ที่ความเขมขน 0.1-0.25 M NaCl (Dennis and Hart, 1994) แมการแยก
เอนไซม NAGase ของกุงดวยคอลัมน DEAE-Sephacel จะยังมีโปรตีนอื่นปนเปอนมา
กบัเอนไซม แตสามารถกํ าจัดโปรตีนออกไปไดถึง 99% มีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 50 เทา
ของซีรัมเอนไซมเร่ิมตน (ตารางที่ 1) ดังนั้นคอลัมน DEAE-Sephacel จงึเหมาะสํ าหรับ
ใชแยกเอนไซม NAGase จากซีรัมของกุงแชบวยในขั้นตอนแรก

3.2.2 โดยคอลัมน Sephadex G-200
เมือ่นํ าสารละลายเอนไซมเขมขนที่ไดจากคอลัมน DEAE-Sephacel ซึ่งมี

โปรตีน 4.86 มิลลิกรัม ไปแยกตอดวยคอลัมน Sephadex G-200 พบวามีโปรตีนถูกชะ
ออกมา 2 พีค แตมีแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase เพียงพีคเดียวในชวงหลอดที่ 70-95 
โดยหลอดที่ 85 เปนหลอดที่มีแอคทิวิทีสูงสุด ดงัแสดงผลในรูปที่ 11 เมื่อทํ าการรวมสาร
ละลายหลอดที่มีแอคทิวิทีสูงเขาดวยกัน พบวาแอคทิวิทีจํ าเพาะมีคาเปน 8,793 
nmol/min/mg protein และมีโปรตีน 0.366 มิลลิกรัม มีความบริสุทธิ์ของเอนไซม 
NAGase คิดเปน 425 เทาของซีรัมเร่ิมตน (ตารางที่ 1) แตเมื่อทดสอบความบริสุทธิ์โดย
nondenaturing PAGE พบวายังมีแถบโปรตีน 4 แถบ คอืแถบที่ 1, 3, 4 และ 5 (รูปที่ 
10 แถวที่ 4) เมื่อเทียบกับแบบแผนโปรตีนของสารละลายเอนไซมกอนแยกดวยคอลัมน
นี้ พบวาคอลัมน Sephadex G-200 สามารถกํ าจัดโปรตีนแถบที่ 2 และ 6 ออกไปได
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ตารางที่ 1   การทํ าใหเอนไซม NAGase บริสุทธิ์จากซีรัม

Purification step Protein Activity Purification
mg % unit % unit/mg fold

Serum 676.8 100 13,989.5 100 20.6 1
DEAE-Sephacel eluate 5.120 0.760 5,237.8 37.44 1,023 50
Sephadex G-200 eluate 0.366 0.054 3,223.2 23.04 8,793 425
NAcGlc-agarose eluate* 0.236 0.035 2,844.5 20.33 12,024 582
Con A-Sepharose eluate* 0.104 0.015 1,685.1 12.05 16,160 782
NAcGal-agarose eluate* 0.092 0.014 2,784.8 19.91 30,375 1,470
Preparative PAGE I* 0.035 0.005 1,166.8 8.34 33,226 1,607
Preparative PAGE II 0.004 0.001 181.2 1.30 40,000 1,935

คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจาก 3-5 การทดลอง
* ทํ าการแยกตอจากคอลัมน Sephadex G-200
unit = nmol/min
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รูปที่ 10  แบบแผนโปรตีนใน Nondenaturing PAGE ของสารละลายเอนไซมที่
ทํ าใหบริสุทธิ์ในขั้นตอนตาง ๆ ที่ยอมดวยสีคูมาซีบลู (A) ยอมแบบ
ซิลเวอร (B) และยอมแอคทิวิที (C)
แถวที่ 1  โปรตีนมาตรฐาน
แถวที่ 2  ซีรัม
แถวที่ 3  สารละลายเอนไซมจากคอลัมน DEAE-Sephacel
แถวที่ 4 สารละลายเอนไซมจากคอลัมน Sephadex G-200
แถวที่ 5 สารละลายเอนไซมจากคอลัมน Con A-Sepharose
แถวที่ 6 สารละลายเอนไซมจากคอลัมน NAcGal-agarose
แถวที่ 7 สารละลายเอนไซมจากการทํ า preparative PAGE ครั้งที่ 1
แถวที่ 8,9 สารละลายเอนไซมจากการทํ า preparative PAGE ครั้งที่ 2
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รูปที่ 11 การแยกสารละลายเอนไซม NAGase ที่ไดจากคอลัมน
DEAE-Sephacel ดวยคอลัมน Sephadex G-200

นํ าสารละลายเอนไซมเขมขนจากคอลัมน DEAE-Sephacel 
ปริมาณโปรตีน 4.86 มิลลิกรัม ไปแยกตอดวยคอลัมน Sephadex  
G-200 (1.6 x 84 เซนติเมตร) ลางคอลัมนดวย TBS-PMSF ดวย
อัตราไหล 6 มิลลิลิตรตอชั่วโมง เก็บสารละลายหลอดละ 1 มิลลิลิตร 
จนคา A280 เปนศูนย
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เมือ่นํ าสารละลายเอนไซมที่ไดจากคอลัมน Sephadex G-200 ไปหาแถบ
โปรตีนของเอนไซม NAGase ใน nondenaturing PAGE ตามวิธีการขอ 2.5.5 พบวา
เฉพาะโปรตีนแถบที่ 5 เทานั้นที่มีแอคทวิทิีของเอนไซม บงชี้วาโปรตีนแถบที่ 5 เปนแถบ
ของเอนไซม NAGase ซึง่มีนํ้ าหนักโมเลกุลใน nondenaturing PAGE ประมาณ
72,500 ดลัตนั และจากผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาสารละลายเอนไซมที่แยกไดจาก
คอลัมน Sephadex G-200 ยังมีโปรตีนอื่นปนเปอนอยู ซึง่สอดคลองกับผลการทดลอง
ของ Lynn (1990) ที่พบวาการใชคอลัมน Sephadex G-50 ไมสามารถแยกเอนไซม
NAGase จากทางเดินอาหารของกุงมังกรออกจากโปรตีนอื่นไดหมด แตตางจากของ
แอนตารคติคคริลลที่สามารถทํ าใหเอนไซม NAGase บริสุทธิ์จากโปรตีนอื่น ๆ ไดโดย
คอลัมน Sephadex G-200 (Peters et al., 1998) เชนเดียวกับคอลัมน Sephadex   
G-25 ที่สามารถแยกเอนไซม NAGase จากสมองของวัวได (Overdijk et al., 1981)
และสกัดเอนไซม NAGase จากมามของหนูบริสุทธิ์ดวยคอลัมน Superose 12
(Dennis and Hart, 1994) ซึ่งแตกตางจากเอนไซม NAGase จากกุงแชบวยที่พบวาไม
สามารถทํ าใหเอนไซม NAGase บริสุทธิ์ดวยวิธีเจลฟลเทรชนัได ถึงแมวาจะเปลี่ยนเปน
เรซินชนิดอื่น เชน Superdex 200 ดังนั้นการแยกเอนไซม NAGase ตอดวยวิธีนี้ยังไมได
เอนไซม NAGase ทีบ่ริสุทธิ์ แตกท็ํ าใหเอนไซมบริสุทธิ์ขึ้น 425 เทาของซีรัมเอนไซมเร่ิม
ตน (ตารางที่ 1)

3.2.3 โดยคอลัมน N-Acetyl-D-glucosamine-agarose
จากการนํ าสารละลายเขมขนที่ไดจากคอลัมน Sephadex G-200 (โปรตีน 

366 ไมโครกรัม) ไปแยกตอดวยคอลัมน NAcGlc-agarose  โดยบมสารละลายเอนไซม
ในคอลัมนนาน 24 ชั่วโมง กอนลางคอลัมนดวย TBS-PMSF พบวาเอนไซมถูกลางออก
มาในชวงแรกโดยไมจับกับคอลัมน (รูปที่ 12) เมื่อรวมหลอดที่มีแอคทวิิทีสูงเขาดวยกัน 
พบวามีแอคทวิิทีจํ าเพาะเปน 12,024 nmol/min/mg protein และมีปริมาณโปรตีน 236 
ไมโครกรัม มีความบริสุทธิ์ของเอนไซม NAGase เปน 582 เทาของซีรัมเร่ิมตน เพิ่มขึ้น
จากสารละลายเอนไซมกอนบมดวยคอลัมน (ตารางที่ 1)    แสดงใหเห็นวาแมเอนไซม     
จะไมจับกับคอลัมน      แตมีโปรตีนอื่นบางสวนจับกับคอลัมนจึงทํ าใหความบริสุทธิ์ของ
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รูปที่ 12  การแยกสารละลายเอนไซม NAGase ที่ไดจากคอลัมนSephadex G-
200 ดวยคอลัมน N-Acetyl-D-glucosamine-agarose

น ําสารละลายเขมขนจากคอลัมน Sephadex G-200 ปริมาณ
โปรตีน 116 ไมโครกรัม ไปแยกตอดวยคอลัมน NacGlc-agarose (1.4 x 4 
เซนติเมตร) ลางคอลัมนดวย TBS-PMSF ดวยอัตราไหล 6 มิลลิลิตรตอชั่ว
โมง เก็บสารละลายหลอดละ 0.5 มิลลิลิตร

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Fraction number

Ab
so

rba
nc

e
O.D.280
O.D.420



51

เอนไซม NAGase เพิม่ขึ้นจาก 425 เทาเปน 582 เทาของซีรัมเร่ิมตน เมื่อทดสอบความ
บริสุทธิ์โดยการทํ า nondenaturing PAGE พบยังมีโปรตีน 4 แถบ ในทํ านองเดียวกับ
สารละลายเอนไซมกอนแยกดวยคอลัมนนี้ (รูปที่ 10 แถวที่ 4) แสดงใหเห็นวาคอลัมน 
NAcGlc-agarose ไมสามารถแยกเอนไซม NAGase ออกจากโปรตีนอีก 3 แถบได ซึ่ง
ตางจากการทดลองของ Nok และคณะ (2001) พบวาการใชคอลัมน NAcGlc-
agarose สามารถแยกเอนไซม NAGase ออกจากโปรตีนอื่นในพิษของงูอัฟริกันพัฟฟได

3.2.4 โดยคอลัมน Concanavalin A-Sepharose 4B
จากการทดสอบการจับของเอนไซม NAGase กับ Con A-Sepharose 4B

โดยการบมซีรัม 20 ไมโครลิตรกับ Con A-Sepharose 4B 400 ไมโครลิตร นาน 2      
ชัว่โมง แลวลางเรซินดวยบัฟเฟอร TBS-CaMg 800 ไมโครลิตร ตามวิธีการขอ 2.6.5.1
พบวาเอนไซมในซีรัมจะจับกับเรซินได 81% เมือ่ทดสอบการชะเอาเอนไซมออกจาก
เรซินโดยนํ้ าตาล MetMan ความเขมขนตาง ๆ พบวา MetMan ทีค่วามเขมขน 0.4 M,
0.6 M, 0.8 M, 1.0 M และ 1.2 M จะชะเอนไซมออกจากเรซินได 45.0, 69.4, 70.2,
80.4 และ   83.0% ตามลํ าดับ จึงเลือกใช 1.0 M MetMan ในการชะเพราะจะชะไดมาก
ถึง 80.4% และเปนการประหยัดนํ้ าตาลกวาการใช 1.2 M

เมือ่นํ าสารละลายเอนไซมเขมขนที่ผานการแยกดวยคอลัมน Sephadex 
G-200 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (โปรตีน 366 ไมโครกรัม) ไปแยกตอดวยคอลัมน Con A-
Sepharose 4B (ปริมาตรเรซิน 10 มิลลิลิตร) โดยบมสารละลายในคอลัมนนาน           
5  ชัว่โมง จากนั้นลางดวย TBS-CaMg จนคา A280 เขาใกลศูนย พบวามีโปรตีนถูกลาง
ออกมา 1 พีค แตไมมีแอคทิวิทีของเอนไซม จากนั้นบมคอลัมนดวย 1 M MetMan นาน 
24 ชั่วโมง แลวชะตอดวย TBS-CaMg พบวามีโปรตีนถูกชะออกมาเพียงพีคเดียวและมี
แอคทิวิทีของเอนไซม (รูปที่ 13) เมื่อรวมหลอดที่มีแอคทิวิทีสูงเขาดวยกัน ทํ าใหเขมขน
และไดแอไลซ พบวาสารละลายโปรตีนที่แยกไดมีปริมาณโปรตีน 104 ไมโครกรัม คิด
เปน 0.015% ของซีรัมโปรตีนเริ่มตน (ตารางที่ 1) และมีแอคทวิิทีจํ าเพาะของเอนไซม 
NAGase เปน 16,160 nmol/min/mg protein มีความบริสุทธิ์ของเอนไซม เปน 782 
เทาของซีรัมเร่ิมตน แตจากการทํ า nondenaturing PAGE ดงัแสดงผลในรูปที่ 10 แถวที่
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รูปที่ 13  การแยกสารละลายเอนไซม NAGase ที่ไดจากคอลัมน Sephadex 
G-200 ดวยคอลัมน Concanavalin A-Sepharose 4B

เมื่อนํ าสารละลายเอนไซมเขมขนที่ไดจากคอลัมน Sephadex  
G-200 ปริมาณโปรตีน 116 ไมโครกรัม ไปบมในคอลัมน Con A-
Sepharose 4B (1.6 x 5 เซนติเมตร) นาน 5 ชั่วโมง ลางคอลัมนดวย 
TBS-1 mM CaCl2 –1 mM MgCl2 ดวยอัตราไหล 6 มิลลิลิตรตอชั่วโมง
เกบ็สารละลายหลอดละ 0.5  มิลลิลิตร จนคา A280 เปนศูนย แลวบม
คอลัมนตอดวย 1 M methyl- α-D-mannose (MetMan) นาน 24     ชั่ว
โมง ทํ าการลางคอลัมนตอดวยบฟัเฟอรชนิดเดิม ดวยอัตราไหลและเก็บ
แตละหลอดปริมาตรเทาเดิม
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5 พบยังมีโปรตีนปรากฏอยู  4 แถบ คือแถบที่ 1, 3, 4 และแถบที่ 5 ซึ่งเปนเอนไซม 
NAGase แสดงวาคอลัมน Con A-Sepharose ยังไมสามารถกํ าจัดโปรตีนแถบที่ 1, 3
และ 4 ออกจากเอนไซมได แมจะมีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้นก็ตาม ซึง่สอดคลองกับผลการ
ทดลองของ Dennis และ Hart (1994) ทีพ่บวาการใชคอลัมนแบบจํ าเพาะชนิดนี้ไม
สามารถแยกเอนไซม NAGase จากมามของหนูออกจากโปรตีนอื่นไดหมด เชนเดียวกับ
ที่ไมสามารถแยกเอนไซม NAGase จากสวนตาง ๆ ของแอนตารคติคคริลล, จากเซลล
ไขของหนูไชนิสแฮมสเตอร, จากสมองของวัวและตับของคนออกจากโปรตีนอื่นไดหมด 
(Perters et al., 1998; Zhao and Neufeld, 2000; Overdijk et al., 1981; Sasaki et 
al., 1991) ดังนั้นการแยกเอนไซม NAGase ออกจากโปรตีนอื่นตอดวยวิธีการนี้จึงยังไม
ไดเอนไซม NAGase ทีบ่ริสุทธิ์

3.2.5 โดยคอลัมน N-Acetyl-α-D-galactosamine-agarose
เมือ่แยกสารละลายเอนไซมเขมขนที่ผานคอลัมน Sephadex G-200 แลว

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (โปรตีน 366 ไมโครกรัม) โดยคอลัมน NAcGal-agarose 
(ปริมาตรเรซิน 6 มิลลิลิตร) จากการลางคอลัมนดวย TB-PMSF พบวามีโปรตีนถูกชะ
ออกมา 2 พคี และเอนไซมถูกลางออกมาในชวงปริมาตร 2 เทาของปริมาตรคอลัมน คือ
ในหลอดที่ 18-24 (รูปที่ 14) โดยมีแอคทิวิทีที่ถูกชะออกมาคิดเปน 86.4% ของเอนไซม
ที่ใสในคอลัมน หรือ 19.91% ของซีรัมเร่ิมตน และมีแอคทวิทิีจํ าเพาะเปน 30,375 
nmol/min/mg protein คดิความบริสุทธิ์เปน 1,470 เทาของซีรัมเร่ิมตน ใชคอลัมนนี้
แยกเอนไซมไดดีเพราะมีความบริสุทธิ์เพิ่มจากคอลัมน Sephadex G-200 ถึง 3.5 เทา
ดังแสดงผลในตารางที่ 1 แตเมื่อทดสอบความบริสุทธิ์โดยการทํ า nondenaturing 
PAGE พบยังมีโปรตีน 3 แถบ คือแถบที่ 3, 4 และ 5 (แถบเอนไซม) บงชี้วายังมีโปรตีน
อ่ืนปนเปอนอยู แตคอลัมนนี้สามารถกํ าจัดโปรตีนแถบที่ 1 ออกไปจากสารละลาย
เอนไซมได
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รูปที่ 14  การแยกสารละลายเอนไซม NAGase ที่ไดจากคอลัมน Sephadex
G-200 ดวยคอลัมน N-Acetyl-α-D-galactosamine-agarose

นํ าสารละลายเอนไซมเขมขนที่ไดจากคอลัมน Sephadex G-200 
ปริมาณโปรตีน  93 ไมโครกรัมไปแยกตอดวยคอลัมน NAcGal-agarose 
(1.4 x 4 เซนติเมตร) ลางคอลัมนดวย TB-PMSF ดวยอัตราไหล  6 มิลลิ 
ลติรตอชั่วโมง เก็บสารละลายหลอดละ 0.5 มิลลิลิตร จนคา A280 เปน
ศูนย
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3.2.6 โดย Preparative PAGE ครั้งที่ 1
จากการนํ าสารละลายเอนไซมเขมขนที่แยกไดจากคอลัมน Sephadex G-

200 ไปแยกตอโดย preparative PAGE โดยตัดเฉพาะแถบโปรตีนของเอนไซม 
NAGase เพยีงแถบเดียว (โปรตีนแถบที่ 5 ในรูปที่ 10 แถวที่ 4) แลวชะโปรตีนออกจาก
เนือ้เจลตามวิธีการขอ 2.6.6 นํ าสารละลายที่ไดไปทํ าใหเขมขน หาปริมาณโปรตีนและ
หาแอคทวิิที พบวาสารละลายที่เตรียมไดมีปริมาณโปรตีน 35 ไมโครกรัม และมีแอค    
ทวิทิีจํ าเพาะเปน 33,226 nmol/min/mg protein คดิความบริสุทธิ์เปน 1,607 เทาของ  
ซีรัมเร่ิมตน เมื่อนํ าสารละลายเอนไซมไปทดสอบความบริสุทธิ์โดย nondenaturing 
PAGE พบโปรตีนแถบที่ 3, 4 และ 5 (เอนไซม) ซึ่งยังมีโปรตีนแถบที่ 3 และ 4 ปนเปอน
อยู แตเห็นแถบของเอนไซม (แถบที่ 5) ชัดขึ้น ดังแสดงผลในรูปที่ 10 แถวที่ 7

3.2.7 โดย Preparative PAGE ครั้งที่ 2
เมือ่นํ าสารละลายเอนไซมเขมขนที่แยกไดจากการทํ า preparative PAGE

ครั้งที่ 1 ไปแยกตอโดย preparative PAGE ครั้งที่ 2 โดยตัดเฉพาะแถบโปรตีนในชวง
แถบของเอนไซม NAGase เพยีงแถบเดียวอีกครั้ง แลวชะโปรตีนออกจากเนื้อเจลใน
ท ํานองเดียวกัน พบวาสารละลายเอนไซมที่แยกไดมีปริมาณโปรตีน 4 ไมโครกรัม มีแอค
ทวิทิีจํ าเพาะเปน 40,000 nmol/min/mg protein คดิความบริสุทธิ์ของเอนไซม
NAGase เปน 1,935 เทาของซีรัมเริ่มตน และจากการทํ า nondenaturing PAGE  พบ
โปรตีนเพียงแถบเดียว (รูปที่ 10 แถวที่ 8) เมื่อนํ าไปยอมแอคทิวิทีตามขอ 2.5.6.1 พบวา
โปรตีนแถบนี้มีแอคทวิทิขีองเอนไซม (รูปที่ 10 แถวที่ 9) แสดงวาโปรตีนแถบนี้เปน
เอนไซม NAGase และการทํ า preparative PAGE ครั้งที่ 2 สามารถแยกเอนไซมได
บริสุทธิ์
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3.3 การศึกษาสมบัติทางชีวเคมีของเอนไซม NAGase
3.3.1 แบบแผนโปรตีนใน PAGE

จากการทํ า nondenaturing PAGE ของเอนไซม NAGase ที่แยกไดจาก
การทํ า preparative PAGE คร้ังที่ 2 ปรากฏโปรตีนเพียงแถบเดียว (รูปที่ 10 แถวที่ 8) 
เมื่อนํ าไปยอมแอคทิวิทีตามขอ 2.5.6.1  พบวาแถบแอคทวิทิีของเอนไซมเพียงแถบเดียว
เชนกัน (รูปที่ 10 แถวที่ 9) แสดงวาโปรตีนที่แยกไดเปนเอนไซม NAGase ที่บริสุทธิ์

ในทํ านองเดียวกันเมื่อนํ าเอนไซม NAGase ที่แยกไดจากการทํ า 
preparative PAGE ครั้งที่ 2 ไปทํ า SDS-PAGE ปรากฏโปรตีน 3 แถบ (รูปที่ 15A แถว
ที ่2) ซึ่งมีนํ้ าหนักโมเลกุลเปน 97,700, 84,100 และ 70,800 ดัลตัน เมื่อนํ าไปยอมแอค
ทิวิทีตามขอ 2.5.6.2  ปรากฏแถบแอคทวิทิขีองเอนไซมเพียงแถบเดียว ดังแสดงผลใน
รูปที่ 15A แถวที่ 3 ซึ่งมีนํ้ าหนักโมเลกุล 97,700 ดัลตัน (รูปที่ 15B) จากผลการทดลองนี้
บงชี้วาเอนไซม NAGase ทีแ่ยกไดอาจจะยังไมบริสุทธิ์โดยมีโปรตีนอื่นปนเปอนซึ่งตรวจ
หาไมไดจากการทํ า nondenaturing PAGE หรืออาจเกิดจากการที่เอนไซม NAGase
ถกูยอยสลายไปบางสวนทํ าใหมีโปรตีนอื่น 2 แถบ ปรากฏใน SDS-PAGE ซึง่อาจสูญ
เสียแอคทิวิทีไปจึงยอมไมติดสีในรูปที่ 15A แถวที่ 2 เมื่อเปรียบเทียบนํ้ าหนักโมเลกุล
ของเอนไซม NAGase ที่ทํ าใน nondenaturing PAGE (72,500 ดัลตัน) กับใน SDS-
PAGE (97,700 ดลัตนั) พบวามีคาตางกันพอสมควร ทั้งนี้อาจเปนเพราะการเคลื่อนที่
ของเอนไซมใน nondenaturing PAGE ไมไดขึ้นกับขนาดโมเลกุลอยางเดียวเหมือนใน 
SDS-PAGE โดยยังขึ้นกับประจุสุทธิและรูปรางดวย แตถึงแมนํ้ าหนักโมเลกุลของ
เอนไซม NAGase ในการทํ าทั้ง 2 วิธี ตางกัน แตก็ยังพอบงชี้ไดวาเอนไซมนี้ไมมีหนวย
ยอย ซึ่งคลายกับเอนไซม NAGase จากกุงมังกร อิพิเดอรมิสของปูฟดเดลอรและจาก
อินทีกูเมนทของแมลงหวี่ ที่ไมมีหนวยยอยและมีนํ้ าหนักโมเลกุล 116,000 89,000 และ 
100,000 ดัลตัน ตามลํ าดับ (Lynn, 1990; Zou and Fingerman, 1999; Spindler, 
1976) หรือเอนไซมของเชื้อรา P.  blakesteeanus (Cohon, 1986) และจากเซลลไข
ของหนูไชนสิแฮมสเตอร (Zhao and Neufeld, 2000) ทีไ่มมีหนวยยอยและมีนํ้ าหนัก
โมเลกุล 72,000 และ 83,000 ดลัตัน ตามลํ าดับ   แตตางจากการทดลองของ Nok และ
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A

รูปที่ 15   แบบแผนโปรตีนใน SDS-PAGE และ blot ของ เอนไซม 
NAGase ซึ่งไดจากการทํ า  Preparative PAGE ครั้งที่ 2 (A) 
และกราฟมาตรฐานของการหานํ้ าหนักโมเลกุล (B)

            แถวที่ 1  โปรตีนมาตรฐาน
                    แถวที่ 2  สารละลายเอนไซมจากการทํ า preparative PAGE  ครั้ง

ที่ 2  ที่ยอมดวยสี Amido black B
               แถวที่ 3  สารละลายเอนไซมจากการทํ า preparative PAGE  ครั้ง

ที่ 2 ที่ยอมแอคทิวิที
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คณะ (2001) ที่พบวาเอนไซม NAGase จากพิษของงูอัฟริกันพัฟฟประกอบดวย 2 
หนวยยอย แตละหนวยยอยมีขนาด 51,000 ดลัตัน ซึ่งคลายกับเอนไซมจากมามที่
ประกอบดวย 2 หนวยยอย แตละหนวยยอยมีขนาด 54,000 ดัลตัน (Dennis and Hart, 
1994)

3.3.2 นํ้ าหนักโมเลกุล
จากการหานํ้ าหนักโมเลกุลของเอนไซม NAGase ที่แยกไดจากทํ า prepa-

rative PAGE ครั้งที่ 2 ดวยคอลัมน Superdex 200 HR10/30 พบวามีพีคแอคทิวิทีถูก
ชะออกมาเพียงพีคเดียว แตหาพีคโปรตีนไมไดเพราะมีปริมาณตํ่ ามาก ซึ่งเมื่อเปรียบ
เทียบกับคา Kav ของโปรตีนมาตรฐาน พบวาเอนไซม NAGase มีนํ้ าหนักโมเลกุล
107,000 ดลัตนั ดงัแสดงผลในรูปที่ 16 ซึ่งใกลเคียงกับเอนไซมจากกุงมังกรและจากพิษ
ของงูอัฟริกันพัฟฟมีนํ้ าหนักโมเลกุล 116,000 ดลัตัน และ 102,0000 ดัลตัน ตามลํ าดับ
(Lynn, 1990; Nok et al., 2001) เชนเดียวกับการทดลองของ Dennis และ Hart
(1994) พบเอนไซมจากมามของคนมีนํ้ าหนักโมเลกุล 106,000  ดลัตัน ตางจากเอนไซม
NAGase ในเชื้อรา B.  bassiana  และตับของหนู ซึ่งพบมีนํ้ าหนักโมเลกุล 45,000 ดัล
ตนัและ 43,000 ดัลตัน ตามลํ าดับ (Havukkala et al., 1993; Aronson et al., 1989)
สวนการทดลองของ Sasaki และคณะ (1991) ยังพบเอนไซม NAGase ในตับของคนมี
นํ ้าหนักโมเลกุล 300,000 ดัลตัน

นอกจากนี้นํ้ าหนักโมเลกุลของเอนไซม NAGase บริสุทธิ์ที่หาโดยคอลัมน
Superdex 200 (107,000 ดัลตัน) ยังมีคาใกลเคียงกับการหาใน SDS-PAGE (97,700
ดลัตัน) ซึ่งชวยยืนยันวาเอนไซมนี้ไมมีหนวยยอย
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รูปที่ 16     การหานํ้ าหนักโมเลกุลของเอนไซม NAGase โดยคอลัมน
Superdex  200 (A) และกราฟมาตรฐาน (B)

                                       T = Thyroglobulin; F = Ferritin; C = Catalase; B = BSA; O = Ovalbumin
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3.3.3 ผลของ pH
เอนไซม NAGase บริสุทธิ์เรงปฏิกิริยาไดแตกตางกันในสารผสมปฏิกิริยา

ที่มี pH แตกตางกันตั้งแต pH 3-9 พบวาเอนไซมบริสุทธิ์มีแอคทิวิทีตํ่ าสุดที่ pH 3.0 
(1%) มีคาแอคทิวิทีเพิ่มขึ้นตามลํ าดับเมื่อทํ าปฏิกิริยาที่ pH ในชวง 4.0-4.5 และสูงที่สุด
ที่ pH 5.0 (100%) จากนั้นแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase ลดลงเมื่อ pH มีคาเพิ่มขึ้น
จนมีแอคทิวิทีนอยสุดที่ pH 9.0 (3%) ดังแสดงผลในรูปที่ 17

              รูปที่ 17  ผลของ pH ตอแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase
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เอนไซม NAGase บริสุทธิ์ทํ างานไดดีที่สุดที่ pH 5.0 ซึง่ตางจากเอนไซมนี้
ในซีรัมที่เรงปฏิกิริยาไดดีที่สุดที่ pH 6.0 (รูปที่ 7)  อาจจะเปนเพราะมีสารบางชนิดใน
ซีรัมที่มีผลทํ าใหเอนไซมทํ างานไดดีที่ pH 6.0 และสารนี้ถูกกํ าจัดไปในขั้นตอนการทํ า
บริสุทธิ์ของเอนไซม

จากผลการทดลอง พบวาเอนไซม NAGase บริสุทธิ์มีแอคทิวิทีสูงสุดที่  
pH 5.0 ใกลเคียงกับเอนไซม NAGase ที่พบจากแหลงตาง ๆ เชน จากเชื้อรา                      
P.  blakesteeanus พบเอนไซมมีแอคทิวิทีสูงสุดที่ pH 5.0 (Cohon, 1986) ซึ่งใกล
เคียงกับเอนไซม NAGase จากอินทีกูเมนทของตั๊กแตน L. migratoria และแมลงหวี่ D.
hydei ที่มีแอคทิวิทีสูงสุดที่ pH 4-5 และ pH 5.5-6.2 ตามลํ าดับ (Zielkowski and 
Spindler, 1978; Spindler, 1976) เอนไซมจากฮีโมลิมฟของ B.  glabrata มีแอคทิวิที
สูงที่ pH 5.5-6.5 (Zelck et al., 1996) จากตับและอิพิเดอรมิสของปูฟดเดลอร พบ
เอนไซมมีแอคทิวิทีสูงที่ pH 5-6 (Zou and Fingerman, 1999) จากการทดลองของ 
Esaiassen และคณะ (1992) และการทดลองของ Overdijk และคณะ (1981) พบ
เอนไซม NAGase จากตับของกุงนอรทเทิรนมีแอคทิวิทีสูงที่ pH 4-6 และจากรกของคน 
พบเอนไซม NAGase มีแอคทิวิทีสูงที่ pH 5-7 ตามลํ าดับ ตางจากการทดลองของ 
Deane และคณะ (1998) พบเอนไซม NAGase จากรา T.  harzianum มีแอคทิวิทีสูง
สุดที่ pH 3.5 และจากการทดลองของ Overdijk และคณะ (1981) พบเอนไซม 
NAGase จากสมองของวัวมีแอคทิวิทีสูงที่ pH 6-7
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3.3.4 ผลของอุณหภูมิ
จากการศึกษาผลของอุณหภูมิตอแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase 

บริสุทธิ์ โดยการทํ าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิตาง ๆ กัน นาน 15 นาที หลังจากหยุดปฏิกิริยา 
และวัดคา A420 พบวาเอนไซม NAGase บริสุทธิ์มีแอคทิวิทีตํ่ าสุดที่อุณหภูมิ 0°ซ (3%) 
มีคาเพิ่มขึ้นตามอุณหภูมิที่เพิ่มขึ้นในชวง 25-50°ซ และสูงสุดที่อุณหภูมิ 55°ซ  (100%) 
จากนั้นแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase ลดลงตามลํ าดับเมื่ออุณหภูมิสูงกวา 55°ซ จนมี
คานอยที่สุดที่อุณหภูมิ 90°ซ (รูปที่ 18)

               รูปที่ 18  ผลของอุณหภูมิตอแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase
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จากผลการทดลองพบวาเอนไซม NAGase บริสุทธิ์และเอนไซมในซีรัม
ของกุงแชบวย (รูปที่ 17 และ 8) เรงปฏิกิริยาไดดีที่สุดที่อุณหภูมิ 55°ซ เชนเดียวกับ
เอนไซม NAGase จากตับและอีพิเดอรมิสของปูฟดเดลอรและจากตับของกุงนอรทเทิรน 
ที่มีแอคทิวิทีสูงที่สุดที่อุณหภูมิ 50-60°ซ  (Zou and Fingerman, 1999) และ 50-55°ซ  
(Esaiassen et al., 1992) ตามลํ าดับ และใกลเคียงกับเอนไซม NAGase จากอินทีกู
เมนทของแมลงหวี่ D. hydei และจากตับของคนที่มีแอคทวิิทีสูงสุดที่อุณหภูมิ 50°ซ  
(Spindler, 1976; Sasaki et al., 1991) แตตางจากเอนไซมจากอินทีกูเมนทของ
ตั๊กแตน L.  migratoria ซึ่งมีแอคทวิิทีสูงสุดที่อุณหภูมิ 70°ซ (Zielkowski and 
Spindler, 1978) หรือที่อุณหภูมิ 40°ซ ของเอนไซม NAGase จากพิษของงูอัฟริกัน
พัฟฟ (Nok et al., 2001)

3.3.5 ความเสถียรตออุณหภูมิ
ทดสอบความเสถียรตออุณหภูมิของเอนไซม NAGase บริสุทธิ์โดยการบม

เอนไซมที่อุณหภูมิ 25-70°ซ นาน 15 นาที แลวทํ าใหเย็นโดยแชบนนํ้ าแข็ง หลังจากนั้น
นํ าไปหาแอคทวิทิีเทียบกับเอนไซมซึ่งเก็บไวที่ 0°ซ นาน 15 นาทีเชนกัน พบวาเอนไซม 
NAGase บริสุทธิ์มีความเสถียรตออุณหภูมิในชวง 25-50°ซ และเริ่มมีแอคทิวิทีลดลง
ตามลํ าดับเมื่อบมที่อุณหภูมิ 55-65°ซ จนเสียแอคทิวิทีอยางสมบูรณที่ 80°ซ  ในทํ านอง
เดียวกันเอนไซมในซีรัมของกุงแชบวยก็ใหผลคลายกัน แตที่อุณหภูมิ 55°ซ  ยังคงเสถียร
มากกวาเอนไซม NAGase บริสุทธิ์ (รูปที่ 19) จะเห็นไดวาเอนไซม NAGase มีโครง
สรางเปนโปรตีนซึ่งถูกแปลงสภาพ (denature) ไดเมื่อบมที่อุณหภูมิสูงทํ าใหสูญเสีย
แอคทิวิที ซึง่ใกลเคียงกับเอนไซม NAGase จากอินทีกูเมนทของแมลงหวี่ D.  hydei  
ตับของกุงนอรทเทิรน และอพิิเดอรมิสของปูฟดเดลอร พบวาเอนไซมมีแอคทิวิทีลดลง
เมื่อบมที่อุณหภูมิ 50-60°ซ (Spindler, 1976; Esaiassen et al., 1992; Zou and 
Fingerman, 1999) ตางจากการทดลองของ Lynn (1990) และของ Cattaneo และ
คณะ (2002) ที่พบเอนไซม NAGase จากทางเดินอาหารของกุงมังกรและเมมเบรนของ
แมลงหวี่    D.  melanogaster มีความเสถียรตออุณหภูมิในชวง 20-30°ซ  เทานั้น
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          รูปที่ 19  ความเสถียรตออุณหภูมิของเอนไซม NAGase
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3.3.6 ความจํ าเพาะตอสับสเตรท
เมื่อทํ าการทดสอบเอนไซม NAGase บริสุทธิ์และเอนไซมในซีรัม โดยใช      

สบัสเตรทตาง ๆ กัน คือ 5 mM 4-methylumbelliferyl N-acetyl-β-D-glucosaminide, 
5 mM p-nitrophenyl-N-acetyl-β-D-glucopyranoside, 5 mM N, N′-diacetyl-
chitobiose และ 5 mM  p-nitrophenyl-N-acetyl-β-D-glucosaminide (pNP-NAG) 
พบวาทั้งเอนไซม NAGase บริสุทธิ์และเอนไซมในซีรัมของกุงแชบวยมีความจํ าเพาะกับ          
5 mM pNP-NAG เพียงชนิดเดียว โดยมีแอคทิวิทีคิดเปน  40,000 nmol/min/mg 
protein ในขณะที่การใชสบัสเตรทชนิดอื่นอีก 3 ชนิด ไมมีคาแอคทวิิทีเกิดขึ้น ซึ่งสอด
คลองกับการทดลองของ Sasaki และคณะ (1991) ที่พบวาเอนไซมจากตับของคนมี
ความจํ าเพาะกับ pNP-NAG เพียงชนิดเดียว ตางจากเอนไซมจากอินทีกูเมนทของ 
ตั๊กแตน L.  migratoria และ แมลงหวี่ D.  hydei  ที่มีความจํ าเพาะกับสบัสเตรท 2 
ชนิด คือ pNP-NAG และ p-nitrophenyl-β-N-acetyl galactosaminide (Zielkowski 
and Spindler, 1978; Spindler, 1976) เชนเดียวกับการทดลองของ Cohon (1986) 
พบเอนไซม NAGase จากเชื้อรา P.  blakesteeanus มีความจํ าเพาะกับ pNP-NAG
และ N, N′-diacetylchitobiose

3.3.7 ผลของ Ca2+, Mg2+ และ EDTA
จากการหาแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase บริสุทธิ์และเอนไซมในซีรัม ใน

สารผสมปฏิกิริยาที่มี CaCl2, MgCl2 หรือ EDTA ความเขมขนระหวาง 10-150 mM พบ
วา Ca2+  มีผลยับยั้งแอคทวิทิีเล็กนอย โดยยับยั้งมากขึ้นตามความเขมขนของ Ca2+  ที่
เพิม่ขึ้น และยับยั้งไดถึง 15.2% ที่ความเขมขน 150 mM ในทํ านองเดียวกับ Mg2+ 

ยับยั้งแอคทิวิทีไดถึง 42.5% ที่ความเขมขน 150 mM ในขณะที่ EDTA เพิ่มแอคทิวิที
ของเอนไซมไดมากขึ้นตามเขมขนเชนกันและเพิ่มถึง 37.9% ที่ความเขมขน 60 mM ดัง
แสดงผลในรูปที่ 20 ซึง่ผลการทดลองของ Dennis และ Hart (1994) พบวา Mg2+, Fe3+

Ca2+, Mn2+ และ  Co2+ ที่ความเขมขน 1 mM ไมมีผลตอคาแอคทิวิทีของเอนไซม 
NAGase จากมามของหนู ตางจากการทดลองของ Overdijk และคณะ (1981) พบวา 
Fe2+  มีผลยับยั้งแอคทวิิทีของเอนไซม  NAGase   จากสมองคนไดสูงสุด รองลงมาเปน
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รูปที่ 20  ผลของ Ca2+, Mg2+ และ EDTA ตอแอคทิวิทีของเอนไซม
NAGase
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Zn2+ และ Cu2+ ตามลํ าดับ สวนผลของ EDTA พบวาตางจากการทดลองของ Lynn 
(1990) เล็กนอยซึ่งพบวา EDTA ไมมีผลตอแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase จากกุง
มังกร

3.3.8 จลนศาสตร
จากการศึกษาผลของสบัสเตรท pNP-NAG ตอแอคทวิิทีของเอนไซม

NAGase บริสุทธิ์โดยทํ าปฏิกิริยากับ pNP-NAG ทีค่วามเขมขนตาง ๆ คือ 0.25, 0.5,
1.0, 2.0, 4.0 และ 8.0 mM พบวาเอนไซม NAGase บริสุทธิ์มีจลนศาสตรแบบ
hyperbola (รูปที่ 21A) และจากการหาคา Km และ Vmax โดยการเขียนกราฟแบบ
Lineweaver-Burk ระหวางคา 1/V และ 1/[S] พบวาเอนไซม NAGase มีคา Km สํ าหรับ
pNP-NAG เทากับ 3.48 mM และ คา Vmax เทากับ 5.58 µmol/min/mg protein

เอนไซม NAGase จากอินทีกูเมนทของตั๊กแตน L.  migratoria มีคา Km ตอ pNP-
NAG เทากับ 5 mM (Zielkowski and Spindler, 1978) และจากการทดลองของ 
Spindler (1976) พบเอนไซมจากอินทกิเูมนทของแมลงหวี่  D.  hydei มีคา Km ตอ 
pNP-NAG เทากับ 5.7 mM ซึง่ใกลเคียงกับการทดลองในครั้งนี้ที่มีคา Km ตอ pNP-
NAG เทากับ 3.48 mM และมีคาที่แตกตางจากเอนไซม NAGase จากเชื้อรา              
P.  blakesteeanus และจากตับคนที่มีคา Km ตอ pNP-NAG เทากับ 0.3 mM และ 
0.13-0.2 mM ตามลํ าดับ (Cohon, 1986; Sasaki  et al., 1991)
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รูปที่ 21 จลนศาสตรของเอนไซม NAGase แบบ Hyperbola (A) และ
แบบ Lineweaver-Burk (B)
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3.4 การศึกษาบทบาทเบื้องตนทางชีวภาพของเอนไซม NAGase
3.4.1 บทบาทที่เกี่ยวของกับพัฒนาการเจริญพันธุของรังไข

จากการหาแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase ในซีรัมและในสารสกัดจากตับ
รังไขและกลามเนื้อของกุงเพศเมียที่มีพัฒนาการเจริญพันธุของรังไขระยะที่ 1-4 ดัง
แสดงผลในตารางที่ 2 พบแอคทวิทิีจํ าเพาะของเอนไซม NAGase ในตัวอยางทั้ง 4 ชนิด
โดยพบในตับสูงที่สุด รองลงมาไดแกรังไข สํ าหรับในกลามเนื้อและซีรัมมีคาใกลเคียงกัน
นอกจากนี้ระดับแอคทวิทิจี ําเพาะของเอนไซมในตัวอยางทั้ง 4 ชนิด ไมไดแปรเปลี่ยน
ตามพฒันาการเจริญพันธุของรังไขระยะตาง ๆ ดังนั้นการที่พบแอคทิวิทีจํ าเพาะของ
เอนไซมในตับสูงที่สุดแสดงถึงบทบาทของเอนไซมนี้ที่นาจะเกี่ยวของกับการยอยสลาย
สารอาหารเพื่อการเจริญเติบโตของกุงเชนเดียวกับของสัตวทะเลอื่น ๆ อาทิเชนเอนไซม
NAGase ทีพ่บในตับของกุงขาวและกุงลายเสือ (Le Chevalier and Van Wormhoudt,
1998; Koga et al., 1996) หรือในทางเดินอาหารของกุงนอรทเทิรน (Esaiassen et al.,
1992), P. indicus (Omondi and Stark, 1995) หรือของแมงกะพรุน (Nagai et al.,
1997)

สํ าหรับเอนไซม NAGase ของกุงแชบวยที่ศึกษาไมนาจะมีบทบาทเกี่ยว
ของกับการเจริญพันธุของรังไข เพราะปริมาณของเอนไซมที่แสดงแอคทิวิทีในรังไขระยะ
ตาง ๆ มีคาใกลเคียงกัน ซึ่งอาจจะมีไวเพื่อใชในการปองกันไข เชนเดียวกับเอนไซม
NAGase ทีพ่บในคอรทิคอลกรานูลของไขหอยเมนซึ่งเมื่อเกิดการผสมพันธุจะถูกหลั่ง
ออกมาจากกรานูลเพื่อไปจับกับ hyaline layer ของไขและทํ าหนาที่ปองกันไข (Wessel
et al., 1987)

สํ าหรับการพบแอคทิวิทีของเอนไซมในกลามเนื้อยังไมสามารถคาดเดา 
บทบาทไดแนชัด ในทํ านองเดียวกับการพบเอนไซมนี้ในซีรัมหรือฮีโมลิมฟของกุงซึ่งไมได
อยูในระยะการลอกคราบ จึงไมเกี่ยวของกับการลอกคราบ แตยังไมสามารถบอก
บทบาทของเอนไซม NAGase ในฮโีมลิมฟของกุงในภาวะปกติทั้งที่ไมมีการลอกคราบ
และไมไดติดเชื้อกอโรคได
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3.4.2 บทบาทที่เกี่ยวของกับการติดเช้ือกอโรคกุง
จากการวัดระดับเอนไซม NAGase ในซีรัมหรือฮีโมลมิฟของกุงที่กระตุนให

มีการติดเชื้อ V. harveyi เทยีบกับกุงที่ไมติดโรค เพื่อศึกษาบทบาทที่เกี่ยวของกับการ
ปองกันตนเองของกุง พบแอคทวิิทีจํ าเพาะของเอนไซม NAGase ในซีรัมของกุงที่
กระตุนใหมีการติดเชื้อ V. harveyi สูงกวากุงที่ไมติดเชื้อกอโรค 1.55 เทา อยางมีนัย
สํ าคัญที่ระดับความเชื่อม่ัน 99% (p=0.001) ดังแสดงผลในตารางที่ 3 ในขณะที่แอค
ทิวิทีจํ าเพาะของเอนไซมในซีรัมของกุงชุดควบคุมที่ไมมีการติดเชื้อหลังการทดลองและ
กอนการทดลองมีคาใกลเคียงกัน (1.05 เทา) ผลการทดลองนี้แสดงถึงบทบาทที่เกี่ยว
ของกับการตอบสนองตอการติดเชื้อกอโรคของกุงแชบวย ในทํ านองเดียวกับการที่
เอนไซม NAGase มีแอคทิวิทีสูงในฮโีมลิมฟของหอยทากนํ้ าจืด ปลาเรนโบวเทราท และ
ปลาเทอรบอท ที่มีการติดเชื้อแบคทีเรียและเชื้อราที่กอโรค โดยเอนไซมยอยสลายผนัง
เซลลของแบคทีเรียและเชื้อราที่กอโรคทํ าใหแบคทีเรียและเชื้อราไมสามารถทํ างานได 
(Zelck et al., 1996; Lindsay, 1986; Manson et al., 1992) และสอดคลองกับการ
ทดลองของ Moroni และ Cuccuru (2001) ที่พบวาในนํ้ านมของแกะปกติมีระดับของ
เอนไซม NAGase ปริมาณตํ่ าแตเมื่อมีการติดเชื้อที่ตอมนํ้ านมระดับของเอนไซมมี
ปริมาณสูงขึ้นอยางมีนัยสํ าคัญหรือการที่พบเอนไซม NAGase มีแอคทวิิทีสูงในผูปวยที่
ไตถูกทํ าลายมากและมีการติดเชื้อ (Kang et al., 2001)
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ตารางที่ 3   แอคทิวิทีจํ าเพาะของเอนไซม NAGase ในซีรัมของกุงที่ฉีดเชื้อ
Vibrio harveyi

Before injection After injection
Injection Activity

(nmol/min/
mg protein)

Infection Activity
(nmol/min/
mg protein)

Infection Fold

Control  (0.9% NaCl) 17.26+0.70 - *18.12+0.62 - 1.05
Vibrio harveyi (8.8 x 104 ) 15.20+0.23 - *23.56+0.30 + 1.55

คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ย + คาผิดพลาดมาตรฐานที่ไดจากกุงตัวอยาง  การทดลองละ 2-4 ตัว
* เปนคาที่มีความแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 99% (p=0.001)
Infection = แสดงผลการติดเชื้อ V. harveyi  ในตับ  เมื่อ + = ติดเชื้อ;  - = ไมติดเชื้อ
                   โดยฉีดกุงดวยเชื้อ V. harveyi  ตัวละ 8.8 x 104 เซลล
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