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2. วสัดุ อุปกรณและวิธีการ

วัสดุ

กุงตัวอยาง
กุงที่ใชในการศึกษาคือ กุงแชบวยที่มีขนาดลํ าตัวยาว 10-14 เซนติเมตร นํ้ าหนัก

ประมาณ 25 กรัม อายุ 150-180 วัน และไมอยูในระยะลอกคราบ เลี้ยงในบอซีเมนต ที่
สถานปีระมงชายฝงจังหวัดตรัง อํ าเภอสิเกา จังหวัดตรัง

สารเคมี
สารเคมีที่ใชในการทดลองเปนชนิด analytical grade ซือ้จากบริษัทตาง ๆ ดังนี้

สารเคมีที่ใช บริษัทผูผลิต
Acrylamide  Fluka
Ammonium persulphate  Merck
Bisacrylamide (N,N′-methylene diacrylamide)  Fluka
Bovine serum albumin  Sigma Chemical Co.
Bromophenol blue  Merck
Calcium chloride  Ajex Chemicals
Citric acid  Ajex Chemicals
Concanavalin A-Sepharose 4B  Sigma Chemical Co.
Coomassie brilliant blue R-250  Sigma Chemical Co.
DEAE-Sephacel  Sigma Chemical Co.
N, N′-Diacetylchitobiose  Sigma Chemical Co.
Dimethylsulphoxide  Lab scan
Ethanol  BDH AnalaR
Ethylenediaminetetraacetic acid  Fluka
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สารเคมีที่ใช บริษัทผูผลิต
Ethylene glycol monomethyl ether  Sigma Chemical Co.
Fast garnet GBC  Sigma Chemical Co.
Glycerol  Sigma Chemical Co.
Glycine  Fluka
Hydrochloric acid  Merck
Magnesium chloride  Univar
β-Mercaptoethanol  Fluka
Methanol  Merck
Methyl α-D-mannose  Sigma Chemical Co.
4-Methylumbelliferyl N-acetyl -β-D-glucosaminide Sigma Chemical Co.
N-Acetyl-D-galactosamine-agarose Sigma Chemical Co.
N-Acetyl-D-glucosamine-agarose Sigma Chemical Co.
Naphthol As-Bi N-acetyl-β-D-glucosaminide Sigma Chemical Co.
p-Nitrophenol Sigma Chemical Co.
p-Nitrophenyl-N-acetyl-β-D-glucopyranoside Sigma Chemical Co.
p-Nitrophenyl-N-acetyl-β-D-glucosaminide Sigma Chemical Co.
Phenylmethylsulphonyl fluoride Fluka
Sephadex G-200 Pharmacia
Silver stain Kit Bio-Rad
Sodium carbonate Carlo erba
Sodium citrate Carlo erba
Sodium dodecyl sulphate Riedel-de Haen
Tris (hydroxymethyl) aminomethane  Sigma Chemical Co.
Triton X-100  Merck
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อุปกรณ

อุปกรณที่ใช  รุน บริษัทผูผลิต
เครื่องชั่ง 3 ตํ าแหนง GT410 Ohaus
เครื่องชั่ง 4 ตํ าแหนง AB204-5 Mettler
Centrifuge 5415C Eppendorf
Centrifuge 5804R Eppendorf
Fast protein liquid chromatography     - Pharmacia Biotech
Micropipette     - Gilson
Microtube pump MP-3 MP-3N Eyela
Orbital shaker OS 20 Boeco
pH meter Accumet 15 Fisher Scientific
Power supply 1000/500 Bio-Rad
Slab gel electrophoresis apparatus AE-6400 Atto
UV-VIS spectrophotometer 160A Shimadzu
Vortex G-560E Scientific Industries

วิธีการ

2.1 การเตรียมซีรัมจากฮีโมลิมฟของกุงแชบวย
ดู ดฮี โมลิมฟ จากกุ  งแชบ วยทันทีหลังจับขึ้นมาด วยกระบอกฉีดยาขนาด                

1 มิลลิลิตร และเข็มขนาด 24G ความยาว 1 นิ้ว จากบริเวณ pericadium หรือขาเดินคู
ที ่ 3 เก็บฮีโมลิมฟที่อุณหภูมิ 4°ซ นาน 24 ชั่วโมง เพื่อใหฮโีมลิมฟแข็งตัว น ําไปเซนตริ
ฟวจ (centrifuge) ที่ความเร็ว 12,000 x g ที่อุณหภูมิ 4°ซ นาน 10 นาที เก็บสวนใสหรือ
ซีรัม (serum) ไวที่ -20°ซ เพื่อใชศึกษาตอไป
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2.2 การหาปริมาณโปรตีน
หาปริมาณโปรตีนของสารตัวอยางดวยชุดหาโปรตีน (Coomassie plus   protein

assay reagent kit) จากบริษัท Pierce ซึง่ดัดแปลงตามวิธีของ Bradford (1976) ดังนี้ 
ดดูสารตัวอยาง 20 ไมโครลิตร เติมสารละลายชุดหาโปรตีน 1 มิลลิลิตร โดยทํ าควบคูไป
กับ BSA (bovine serum albumin) จากบริษัท Pierce ซึง่ใชเปนโปรตีนมาตรฐาน โดย
เจือจาง BSA ใหมีปริมาณโปรตีน 3-10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นํ าไปวัด
ค าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  595 นาโนเมตร  (A595) ดวยเครื่อง                    
UV-VIS spectrophotometer

2.3 การหาแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase
2.3.1 การเตรียมกราฟมาตรฐาน p-nitrophenol
      เตรียมกราฟมาตรฐาน p-nitrophenol โดยใชสารละลาย 0.5 mM           

p-nitrophenol ใน 0.1 M Tris-HCl, pH 6.0 และทํ าการเจือจางดวยบฟัเฟอรชนิดเดิมให
มีปริมาณตางกัน 5 คา คือ 20, 40, 60, 80 และ100 nmole ใหมีปริมาตรรวม                
200 ไมโครลิตร ตามลํ าดับ จากนั้นนํ าสารละลายที่เตรียมไปเติม 1 M Na2CO3 

ปริมาตร 800 ไมโครลิตร นํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร 
(A420)

2.3.2 การหาแอคทิวิที
วัดแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase โดยใช p-nitrophenyl-N-acetyl-β-D-

glucosaminide (pNP-NAG) เปนสบัสเตรท ดังนี้ ใชสารละลายเอนไซม 25 ไมโครลิตร
ผสมกับสารผสมปฏิกิริยาที่ประกอบดวย 5 mM pNP-NAG ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ใน
0.1 M Tris-HCl, pH 6 ปริมาตร 155 ไมโครลิตร บมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 50°ซ นาน 15 
นาที หยุดปฏิกิริยาดวย 1 M Na2CO3 ปริมาตร 800 ไมโครลิตร จากนั้นวัดคา A420 ของ
ผลผลิต คือ p-nitrophenol ที่เกิดขึ้น โดยใช p-nitrophenol ที่ทราบความเขมขนแนนอน
เปนสารมาตรฐาน ซึ่งกํ าหนดใหแอคทวิิทีของเอนไซม NAGase 1 หนวย (unit) เทากับ
ปริมาณ 1 µmole ของ p-nitrophenol ที่เกิดขึ้น ที่อุณหภูมิ 50°ซ ตอเวลา 1 นาที
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2.4 การหาสภาวะที่เหมะสมในการวัดแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase
2.4.1 การหาปริมาณเอนไซมที่เหมาะสมในการวัดแอคทิวิที

นํ าซีรัมของกุงแชบวยไปเจือจาง 1:10 ดวย 0.1 M citric acid-0.2 M  
Na2HPO4, pH 5.5 (CP, pH 5.5) จากนั้นใชซีรัมที่เจือจางปริมาตรตาง ๆ กันในชวง    
5-20 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรแตละหลอดใหเปน 180 ไมโครลิตร ดวย CP, pH 5.5 นํ า
ไปทํ าปฏิกิริยากับ 5 mM pNP-NAG ปริมาตร 20 ไมโครลิตร โดยบมปฏิกิริยาที่ 50°ซ 
นาน 15 นาที หยุดปฏิกิริยาดวย 1 M Na2CO3 ปริมาตร 800 ไมโครลิตร แลววัดคา 
A420

2.4.2 การหาเวลาที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา
ทํ าการเจือจางซีรัมจากขอ 2.4.1 เปน 1:20 จากนั้นใชซีรัมที่เจือจาง

ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ไปผสมกับสารผสมปฏิกิริยา บมที่อุณหภูมิ 50°ซ ที่เวลาตาง ๆ 
กันตั้งแต 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 นาที หยุดปฏิกิริยาดวย 1 M Na2CO3 แลววัดคา 
A420

2.4.3 การศึกษา pH ที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา
นํ าซีรัมที่เจือจางเปน 1:20 ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ไปทํ าปฏิกิริยากับ       

5 mM pNP-NAG ปริมาตร 20 ไมโครลิตรในบัฟเฟอรที่มี pH 3-9 ปริมาตร 155 
ไมโครลิตร โดยชวง pH 3-6 ใช 0.1 M Na acetate และ ชวง pH 6-9 ใช 0.1 M Tris-
HCl หลังจากบมที่อุณหภูมิ 50°ซ นาน 15 นาที หยุดปฏิกิริยา แลววัดคา A420

2.4.4 การหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา
นํ าซีรัมที่เจือจางเปน 1:20 ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ผสมกับสารผสม

ปฏิกิริยา แลวบมที่อุณหภูมิ 0, 25, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 80 และ 90°ซ นาน    
15 นาที หยุดปฏิกิริยาดวย 1 M Na2CO3  แลววัดคา A420

2.5 การทํ าโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิส
(Polyacrylamide gel electrophoresis, PAGE)
โพลีอะคริลาไมดเจลที่ใชในการศึกษาเปนเจลแผน   (slab gel)   ขนาด  10  x  12

เซนติเมตร หนา 1 มิลลิเมตร  ประกอบดวยเจล 2 สวน คือ เจลสวนบน (stacking gel)
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มีความสูงประมาณ 3 เซนติเมตร และเจลสวนลาง (separating gel) มีความสูง
7 เซนติเมตร

2.5.1 โพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ
(Nondenaturing PAGE)
เตรียมโพลีอะคริลาไมดเจล 4-10% หรือ 6% ตามวิธีของ Davis (1964) 

ซึง่มีสวนประกอบของเจลเปนดังนี้

Separating gel                    Composition Stacking gel
3% (5 ml) 4%(3 ml) 6%(3 ml) 10%(3ml)

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

0.5 ml
0.63 ml

-
50 µl
5 µl

3.82 ml

0.40 ml
-

1.50 ml
30 µl
3 µl

1.07 ml

0.60 ml
-

1.50 ml
30 µl
3  µl

0.87  ml

1.00 ml
-

1.50 ml
30 µl
3 µl

0.47 ml

2.5.1.1 การเตรียมสารตัวอยางและโปรตีนมาตรฐาน
เตรียมสารตัวอยางและโปรตีนมาตรฐาน โดยผสมสารตัวอยาง

3 สวน กับบัฟเฟอรตัวอยาง (sample buffer) 1 สวน ซึ่งประกอบดวย 0.2 M Tris-HCl, 
pH 6.8, 8 mM EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), 40% กลีเซอรอล 
(glycerol) และ 0.4% โบรโมฟนอลบลู (bromophenol blue) เตรียมโปรตีนมาตรฐาน
เหมือนกับการเตรียมสารตัวอยาง

2.5.1.2   การทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิส
   นํ าสารละลายตัวอยางและสารละลายโปรตีนมาตรฐานใสในแต
ละชองเจลสวนบน  ท ําอิเล็กโทรฟอรีซสิในบัฟเฟอร 0.025 M Tris-0.192 M glycine,
pH 8.3 เปดกระแสไฟฟาคงที่ ที่ 15 mA  นาน 2  ชัว่โมง จนกระทั่งสีของโบรโมฟนอล
บลเูคลื่อนที่ไปจนสุดขอบลาง ปดกระแสไฟฟา แลวนํ าเจลไปยอมสี
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2.5.2 โพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบมีเอสดีเอส
(SDS-PAGE)
ทํ าโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบมีเอสดีเอส (SDS, sodium 

dodecyl sulphate) ตามวิธีของ Laemmli (1970) เตรียมโพลีอะคริลาไมดเจล (6-18%) 
ซึง่มีสวนประกอบของเจลเปนดังนี้

Separating gelComposition Stacking gel
3% (5 ml) 6% (3ml) 18% (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

0.5 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

1.80 ml
-

0.75 ml
30 µl
30 µl
30 µl
3 µl

0.36 ml

2.5.2.1   การเตรียมสารตัวอยางและโปรตีนมาตรฐาน
     เตรียมสารตัวอยางและโปรตีนมาตรฐาน โดยผสมสารตัวอยาง
3 สวนกับบฟัเฟอร 1 สวน ซึ่งประกอบดวย 0.2 M Tris-HCl, pH 6.8, 8 mM EDTA,
40% กลีเซอรอล, 4% SDS และ 0.4% โบรโมฟนอลบลู ในกรณีที่ทํ า SDS-PAGE
สภาพรีดิวซ (reduce) ทํ าโดยผสมสารตัวอยาง 3 สวน กับบฟัเฟอรตัวอยาง 1 สวน ดัง
ขางตน แตมี 1% เบตา-เมอรแคปโตเอธานอล (β-mercaptoethanol) ดวย จากนั้นตม
ในนํ้ าเดือดนาน 2 นาที

2.5.2.2 การทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิส
นํ าสารละลายตัวอยางและสารละลายโปรตีนมาตรฐานใสในแต

ละชองเจลสวนบน ใช 0.025 M Tris-0.192 M glycine-0.1% SDS, pH 8.3 เปนบัฟ
เฟอรในการทํ าอิเล็กโทรฟอรีซสิ เปดกระแสไฟคงที่ ที่ 15 mA นาน 2 ชั่วโมง    จนกระทั่ง
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สีโบรโมฟนอลบลเูคลื่อนที่ไปจนสุดขอบลางของเจล ปดกระแสไฟ นํ าเจลไปยอมสี
2.5.3 การทํ าโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบเตรียม

(Preparative PAGE)
Preparative PAGE เปน nondenaturing PAGE แตมีการเตรียมเจลใหมี

ขนาด 10 x 12เซนติเมตร หนา 1 มิลลิเมตร มีความเขมขนของอะคริลาไมดในเจลสวน
บน 3% และเจลสวนลาง 4-10% เจลสวนบนเตรียมใหมีชองใสสารตัวอยางเพียงชอง
เดียว ขนาด 0.1 x 9 เซนติเมตร จากนั้นผสมสารละลายเอนไซมกับบัฟเฟอรตัวอยาง นํ า
สารละลายที่ไดเติมลงในชองใสสารตัวอยาง แลวเปดกระแสไฟฟาคงที่ ที่ 15 mA ที่
อุณหภูมิ 4°ซ นาน 2 ชั่วโมง จนกระทั่งสีโบรโมฟนอลบลเูคลื่อนที่ไปจนสุดขอบลางของ
เจล ปดกระแสไฟ จากนั้นตัดเจลตรงกลาง ขอบซาย และขอบขวาเปนแถบกวาง 0.5
เซนติเมตร ยาวตลอดแผนเจล นํ าเจลทัง้ 3 ชิ้นไปยอมดวยชุดยอมสีบลู (gel code blue
stain kit) ของบริษัท Pierce เมือ่ปรากฏแถบโปรตีนนํ าไปเทียบกับเจลซึ่งไมยอมสีแลว
ตดัเจลที่ไมไดยอมตามขวางเฉพาะแถบโปรตีนที่ตองการ แลวทํ าการชะโปรตีนนั้นออก
จากชิ้นเจล โดยนํ าชิ้นเจลที่ตองการใสในถุงไดแอไลซ  แลวนํ าไปวางตามขวางในเครื่อง
อิเล็กโทรฟอรีซิสตามแนวนอน ซึ่งมีบัฟเฟอร 0.025 M Tris-0.192 M glycine,  pH 8.3
ทวมทุกถุงแบบใตนํ้ า (submarine) เปดกระแสไฟฟาคงที่ที่ 15 mA เมื่อครบ 16 ชั่วโมง
น ําสารละลายที่ไดไปไดแอไลซ ทํ าใหเขมขน

2.5.4 การยอมสีโปรตีนแบบซิลเวอร (Silver stain)
หลังการทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิส นํ าเจลไปตรึงโปรตีนดวย 40% เมธานอล 

(methanol)-10% กรดนํ้ าสม (acetic acid) นาน 30 นาที หลังจากนั้นแชเจลในสาร
ละลาย 10% เอธานอล (ethanol) -5% กรดนํ้ าสม นาน 15 นาที 2 ครั้ง จากนั้นใชชุด
ยอมซิลเวอร (silver stain kit) ของบริษัท Bio-Rad โดยเติมสารละลายออกซิไดเซอร 
(oxidizer solution) เขยานาน 5 นาที ลางเจลดวยนํ้ าปลอดไอออน (deionized water) 
ครัง้ละ 5 นาที   จนกระทั่งสีเหลืองในเจลหมดไป จากนั้นแชเจลในนํ้ ายาซิลเวอร (silver 
reagent) นาน 20 นาที ลางดวยนํ้ าปลอดไอออนนาน 1 นาที จากนัน้เติมสารละลายดีวี
โลเปอร (developer) เขยาและเปลี่ยนสารละลายเมื่อสีของสารละลายเปลี่ยนเปนสีเทา
ด ํา และเมื่อปรากฏแถบของโปรตีน หยุดปฏิกิริยาดวย 5% เมธานอล-10% กรดนํ้ าสม
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2.5.5 การหาแถบโปรตีนของเอนไซม NAGase ใน Nondenaturing  PAGE
นํ าสารละลายเอนไซมเขมขนจากคอลัมน Sephadex G-200 (จากขอ 

2.6.2) ไปทํ า nondenaturing  PAGE ใน 4-10% เจล หลังจากนั้นตัดแผนเจลออกเปน 
2 สวน นํ าสวนแรกไปยอมสีโปรตีนแบบซลิเวอรตามวิธีการขอ 2.5.4 วัดระยะทางการ
เคลื่อนที่ของแถบโปรตีนของสารตัวอยางและโปรตีนมาตรฐาน เพื่อคํ านวณหาคาการ
เคลื่อนที่สัมพัทธ (relative mobility, Rf) แผนเจลสวนที่ 2 นํ าไปตัดเปนชิ้นตามขวาง
ขนาด 2 มิลลิเมตร นํ าแตละชิ้นเจลบดใน  0.1 M Tris-HCl, pH 6.0 ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร นํ าไปเซนตริฟวจที่ความเร็ว 12,000 x g ที่ 4°ซ นาน 30 นาที นํ าสารละลาย
สวนใสที่ไดไปหาแอคทิวิทีตามวิธีการขอ 2.3 จากนั้นนํ าแถบเจลที่มีแอคทิวิทีของ
เอนไซมไปคํ านวณคา Rf เทียบกับคา Rf ของเจลสวนแรกที่ยอมดวยซลิเวอร จากผลดัง
กลาวทํ าใหทราบวาโปรตีนแถบใดเปนเอนไซม NAGase

2.5.6 การยอมแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase
2.5.6.1 การยอมแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase ใน

Nondenaturing PAGE
เตรียมสารละลายยอมแอคทิวิที ตามวิธีการของ Peters และ

คณะ (1998) โดยละลาย naphthol-AS-Bi-N-acetyl-β-D-glucosaminide 13 มิลลิกรัม
ใน ethylene glycol monomethyl ether ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และละลาย Fast Garnet
GBC 45 มิลลิกรัมใน 0.1 M Tris-HCl, pH 6.0 จากนั้นนํ าสารละลายทั้ง 2 ชนิดผสมกัน
แลวปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร ดวย 0.1 M Tris-HCl, pH 6.0 นํ าเจลทีไ่ดจากการ
ทํ า nondenaturing PAGE ไปบมในสารละลายที่เตรียมได ที่ 50 °ซ นาน 2 ชั่วโมง จะ
ปรากฏแถบของเอนไซม NAGase สนีํ้ าตาลเขม จากนั้นหยุดปฏิกิริยาดวย 25% เมธา
นอล-10% กรดนํ้ าสม นาน 5 นาที

2.5.6.2  การยอมแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase ใน SDS-PAGE
น ําสารละลายเอนไซมเขมขนจากคอลัมน Sephadex G-200           

(จากขอ 2.6.2) ไปทํ า SDS- PAGE ใน 6-18% เจล แบงเจลออกเปน 2 สวน จากนั้น
ขนถายโปรตีนในแผนเจลทัง้ 2 สวน ลงบนแผนไนโทรเซลลูโลส (nitrocellulose
membrane) ตามวิธีของ Towbin et al. (1979) โดยทํ าในบัฟเฟอร Towbin  (0.025
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mM Tris-0.192 mM glycine-10% เมธานอล, pH 8.3) และใชกระแสไฟที่ 500 mA
นาน 1 ชั่วโมง นํ าแผนไนโทรเซลลูโลสจากเจลสวนแรกไปยอมดวยสี  Amido Black B
(1% Amido Black B-40% ethanol-5% glacial acetic acid) จนกระทั่งเห็นแถบ
โปรตนี จากนัน้ลางสีสวนเกินดวยนํ้ ากลั่นหลาย ๆ ครั้ง  แผนไนโทรเซลลูโลสจากเจล
สวนที่ 2 นํ าไปยอมแอคทิวิทีตามวิธีการขอ 2.5.6.1

2.6 การทํ าใหเอนไซม NAGase บริสุทธิ์จากซีรัม
2.6.1 โดยคอลัมน DEAE-Sephacel

เตรียม DEAE-Sephacel ในคอลัมนขนาด 2.6 x 9 เซนติเมตร มีปริมาตร
ของเรซิน (resin) เปน 50 มิลลิลิตร ลางคอลัมน ดวย 0.2 M sodium citrate-0.2%
Triton x-100 (Wallace, 1965) แลวปรับคอลัมนใหสมดุลย (equilibrate) ดวย TB    
(25 mM Tris-HCl, pH 7.5) ปริมาตร 300 มิลลิลิตร จากนั้นเติมซีรัม 4.8 มิลลิลิตร 
(โปรตีน 676 มิลลิกรัม) ที่ผานการไดแอไลซ (dialyse) ดวยบัฟเฟอร TB-PMSF       
(TB-1 mM PMSF, phenylmethylsulphonyl fluoride) แลวลางคอลัมนดวย TB-PMSF
ดวยอัตราไหล 20 มิลลิลิตรตอชั่วโมง เก็บสารละลายที่ถูกลางออกมาจากคอลัมนหลอด
ละ 3 มิลลิลิตร วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร (A280) ลาง
คอลัมนจนคา A280 เขาใกลศูนย จากนั้นชะคอลัมนดวย NaCl ทีเ่พิ่มความเขมขนอยาง
ตอเนื่อง (linear gradient) ในชวง 0-0.5 M ในบัฟเฟอรชนิดเดิม (50 มิลลิลิตร + 50 
มิลลิลิตร) ชะในทํ านองเดิมตอดวย  0.5-1.0 M NaCl (100 มิลลิลิตร + 100 มิลลิลิตร) 
ดวยอตัราการไหลเทาเดิม และเก็บสารละลายหลอดละ 1.5 มิลลิลิตร นํ าสารละลายที่
ไดแตละหลอดไปวัดคา A280 และหาแอคทิวิท ีทํ าการรวมสารละลายหลอดที่มีแอคทิวิ
ทีของเอนไซมของเอนไซมสูงเขาดวยกัน หลังจากนั้นทํ าใหเขมขนในถุงไดแอไลซ
(dialysis bag) ดวย CM-cellulose จนสารละลายในถุงไดแอไลซเหลอืเพียงเล็กนอย 
นํ าไปไดแอไลซดวย TB นาน 18 ชั่วโมง ที่ 4°ซ จากนั้นนํ าไปหาแอคทิวิที หาปริมาณ
โปรตีนและทดสอบความบริสุทธิ์โดยวิธี   nondenaturing   PAGE  และแยกตอดวย
คอลัมน Sephadex G-200
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2.6.2 โดยคอลัมน Sephadex G-200
ลางและปรับคอลัมน  Sephadex G –200  (1.6 x 84  เซนติเมตร)    ซึ่งมี

ปริมาตรเรซิน 170 มิลลิลิตร ใหสมดลุยดวย TBS-PMSF (25 mM Tris-HCl, pH 7.5-
150 mM NaCl-1 mM PMSF) ปริมาตร 500 มิลลิลิตร นํ าสารละลายเอนไซมเขมขน
จากคอลัมน DEAE-sephacel ปริมาตร 3.8 มิลลิลิตร (โปรตีน 4.86 มิลลิกรัม) ที่ผาน
การไดแอไลซดวย TB-PMSF นาน 20 ชั่วโมง ที่ 4°ซ มาแยกตอดวยคอลัมน Sephadex 
G-200 ปรับใหมีอัตราการไหล 6 มิลลิลิตรตอชั่วโมง เก็บสารละลายหลอดละ               
1 มิลลิลิตร นํ าสารละลายแตละหลอดไปวัดคา A280 และหาคาแอคทิวิที ทํ าการรวม
หลอดที่มีแอคทวิทิีสูงเขาดวยกัน ทํ าใหเขมขน แลวไดแอไลซดวย TB นาน 20 ชั่วโมง ที่ 
4°ซ จากนั้นนํ าไปหาแอคทิวิที หาปริมาณโปรตีน และทดสอบความบริสุทธิ์โดยวิธี 
nondenaturing PAGE และนํ าสารละลายที่ไดไปแยกตอดวยคอลัมน N-acetyl-α-D-
galactosamine-agarose หรือคอลัมน N-acetyl-D-glucosamine-agarose หรือ
คอลัมน Concanavalin A-Sepharose 4B และ preparative PAGE

2.6.3 โดยคอลัมน N-Acetyl-α-D-galactosamine-agarose
ลางและปรับคอลัมน N-acetyl-α-D-galactosamine-agarose (NAcGal-

agarose) ขนาด 1.4 x 4 เซนติเมตร ซึ่งมีปริมาตรเรซิน 6 มิลลิลิตร ใหสมดุลยดวย     
TB-PMSF ปริมาตร 30 มิลลิลิตร นํ าสารละลายเอนไซมเขมขนจากคอลัมน Sephadex 
G-200 ปริมาตร 800 ไมโครลิตร (โปรตีน 93 ไมโครกรัม) ไปแยกตอดวยคอลัมน 
NAcGal-agarose ปรับใหมีอัตราไหล 6 มิลลิลิตรตอชั่วโมง เก็บสารละลายหลอดละ 
0.5 มิลลิลิตร นํ าสารละลายแตละหลอดไปวัดคา A280 และหาคาแอคทิวิที ทํ าการรวม
หลอดที่มีแอคทวิทิีสูงเขาดวยกัน ทํ าใหเขมขน จากนั้นนํ าไปหาคาแอคทิวิที หาปริมาณ
โปรตีน และทดสอบความบริสุทธิ์โดยวิธี nondenaturing PAGE

2.6.4 โดยคอลัมน N-Acetyl-D-glucosamine-agarose
ลางและปรับคอลัมน N-Acetyl-D-glucosamine-agarose (NAcGlc-

agarose) ขนาด 1.4 x 4 เซนติเมตร ซึ่งมีปริมาตรเรซิน 6 มิลลิลิตร ใหสมดุลยดวย
Sephadex  G-200  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  (โปรตีน  116  ไมโครกรัม)  ไปแยกตอดวย
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คอลัมน NAcGlc-agarose โดยบมสารละลายเอนไซมในคอลัมน นาน 24 ชั่วโมง ลาง
คอลัมนดวย TBS-PMSF ใหมีอัตราไหล 6 มิลลิลิตรตอชั่วโมง   เกบ็สารละลายหลอดละ
0.5 มิลลิลิตร แลวทํ าตอตามวิธีการ ขอ 2.6.3

2.6.5 โดยคอลัมน Concanavalin A-Sepharose 4B
2.6.5.1 การหาความเขมขนที่เหมาะสมของ Methyl α-D-mannose  

ในการชะเอนไซม
 ใชซีรัมที่เจือจาง 1: 20 เทา ปริมาตร 400 ไมโครลิตร บมกับ

Concanavalin A-Sepharose 4B (Con A-Sepharose) ปริมาตร 400 ไมโครลิตรในแต
ละหลอดท ําเหมือนกัน 5 หลอด นาน 2 ชั่วโมง จากนั้นลางเรซินดวย TBS-1 mM CaCl2-
1 mM MgCl2 (TBS-CaMg) ครั้งละ 400 ไมโครลิตร ลาง 2 ครั้ง จากนั้นบมแตละหลอด
ดวย methyl α-D-mannose (MetMan) ใหมีความเขมขนตาง ๆ กัน คือ 0.4, 0.6, 0.8, 
1.0 และ 1.2 M  ในบฟัเฟอรชนิดเดิมปริมาตรหลอดละ 500 ไมโครลิตร ที่อุณหภูมิ 4°ซ
เปนเวลานาน  2 ชั่วโมง แลวเซนตริฟวจที่ 6,000 x g นาน 3 นาที จากนั้นนํ าสวนใสที่ได
ไปหาแอคทิวิทีของเอนไซม

2.6.5.2 การแยกเอนไซม NAGase ดวย Concanavalin A-
Sepharose 4B 
ปรับคอลัมน Con A-Sepharose ขนาด 1.6 x 5 เซนติเมตร ที่มี

ปริมาตรเรซิน 10 มิลลิลิตร ดวย TBS ปริมาตร 40 มิลลิลิตร นํ าสารละลายเอนไซมเขม
ขนจากคอลัมน Sephadex G-200 ปริมาตร 600 ไมโครลิตร (โปรตีน 70 ไมโครกรัม) 
บมในคอลัมน นาน 5 ชั่วโมง จากนั้นลางดวย TBS-CaMg  ดวยอัตราไหล 6 มิลลิลิตร
ตอชั่วโมง เก็บสารละลายที่ถูกลางออกมาหลอดละ 1 มิลลิลิตร นํ าไปวัดคา A280 ลาง
คอลัมนจนกระทั่ง A280 เขาใกลศูนย จากนั้นบมคอลัมนตอดวย MetMan ที่ความเขม
ขนเหมาะสมตามวิธีการขอ 2.6.5.1 นาน 24 ชั่วโมง แลวลางคอลัมนดวย TBS-CaMg 
เกบ็สารละลายที่ถูกชะออกมาหลอดละ 0.5 มิลลิลิตร วัด A280 หาแอคทิวิที ทํ าการรวม
หลอดที่มีแอคทิวิทีสูงเขาดวยกัน  ท ําใหเขมขน ไดแลไลซ จากนั้นนํ าไปหาคาแอคทิวิที 
หาปริมาณโปรตีน และทดสอบความบริสุทธิ์โดยวิธี  nondenaturing PAGE
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2.6.6 โดย Preparative PAGE ครั้งที่ 1
นํ าสารละลายเอนไซมเขมขนที่แยกไดจากคอลัมน Sephadex G-200 

ปริมาตร 400 ไมโครลิตร (47 ไมโครกรัม) ไปแยกตอโดย preparative PAGE ตามวิธี
การขอ 2.5.3 โดยตัดเจลทีไ่มไดยอมตามขวางเฉพาะแถบเอนไซม NAGase ซึง่ทราบได
จากการทดลองในวิธีการขอ 2.5.5 จากนั้นทํ าการชะเอนไซม NAGase ออกจากชิ้นเจล 
โดยนํ าชิ้นเจลที่ตองการใสในถุงไดแอไลซ แลวนํ าไปวางตามขวางในเครื่องอิเล็กโทรฟอรี
ซิสตามแนวนอน ซึ่งมบีัฟเฟอร 0.025 M Tris-0.192 M glycine,  pH 8.3 ทวมทุกถุง
แบบใตนํ้ า เปดกระแสไฟฟาคงที่ที่ 15 mA เมือ่ครบ 16 ชั่วโมง นํ าสารละลายที่ไดไป   
ไดแอไลซ ทํ าใหเขมขน หาปริมาณโปรตีน หาแอคทวิทิีและทดสอบความบริสุทธิ์ของ
เอนไซม NAGase โดยวิธี nondenaturing PAGE

2.6.7   โดย Preparative PAGE ครั้งที่ 2
น ําสารละลายเขมขนที่แยกไดจาก preparative PAGE ครั้งที่ 1 ไปแยกตอ

โดย preparative PAGE ครั้งที่ 2 อีกครั้งตามวิธีการขอ 2.6.6 จากนั้นหาปริมาณโปรตีน 
หาแอคทวิทิีและทดสอบความบริสุทธิ์ของเอนไซม NAGase

2.7 การศึกษาสมบัติของเอนไซม NAGase
2.7.1 การหานํ้ าหนักโมเลกุลโดยวิธีเจลฟลเทรชัน

หานํ ้าหนักโมเลกุลของเอนไซม NAGase โดยใชคอลัมน Superdex   200
HR ขนาด 0.5 x 40 เซนติเมตร ปริมาตรเรซิน 24 มิลลิลิตร ที่เชื่อมตอกับเครื่อง FPLC
(fast protein liquid chromatography) ซึ่งปรับคอลัมนใหสมดุลยกอนดวย TB แลว
เตมิสารละลายเอนไซมเขมขนปริมาตร 200 ไมโครลิตร  บลูเด็กซแตรน (blue dextran,
Mr 2,000,000) K2Cr2O7 (Mr 294) และโปรตีนมาตรฐาน ไดแก ไธโรโกลบูลิน
(thyroglobulin, Mr 669,000) เฟอรริติน (ferritin, Mr 440,000) คาทาเลส (catalase,
Mr 232,000) อัลโดเลส (aldolase, Mr 158,000) BSA (Mr 67,000) เปอรออกซิเดส
(peroxidase, Mr 44,000) และโอวัลบูมิน (ovalbumin, Mr 43,000) ลงในคอลัมน แลว
ชะดวยบฟัเฟอรชนิดเดิมดวยอัตราไหล 12 มิลลิลิตรตอชั่วโมง เก็บสารละลายหลอดละ
0.3 มิลลิลิตร จากนั้นหาปริมาตรภายนอกเม็ดเจล (void volume, Vo) จากคาปริมาตร
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ชะของบลูเด็กซแตรนที่ไดจากการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 620 นาโน
เมตร และปริมาตรทั้งหมด (total volume, Vt) ของคอลัมนจากคาปริมาตรชะของ
K2Cr2O7 ทีไ่ดจากการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 480 นาโนเมตร นํ าสาร
ละลายแตละหลอดไปวัดคา A280 หาปริมาตรชะ (elution volume, Ve) ของแตละ
โปรตีน แลวคํ านวณหาคา distribution coefficient (Kav) ของโปรตีนแตละชนิดจาก
สมการ                           Kav = (Ve – Vo) / (Vt – Vo)

น ําคาที่ไดเขียนกราฟความสัมพันธระหวางคา log ของนํ้ าหนักโมเลกุลกับ
คา Kav ของโปรตีนมาตรฐาน และคํ านวณหานํ้ าหนักโมเลกุลของเอนไซม NAGase

2.7.2 การศึกษาจลนศาสตร
ศึกษาจลนศาสตรของเอนไซม NAGase ตอสับสเตรท โดยใชเอนไซม

NAGase ไปทํ าปฏิกิริยากับ pNP-NAG ทีค่วามเขมขนตาง ๆ กัน คือ 0.25, 0.5, 1.0, 
2.0, 4.0 และ 8.0 mM จากนั้นนํ าไปหาแอคทิวิทีตามวิธีการขอ 2.3 แลวหาคา Km  และ 
Vmax จากการเขียนกราฟแบบ Lineweaver-Burk ระหวางคา 1/V และ1/[S]

2.7.3 การหาความจํ าเพาะตอสับสเตรท
นํ าเอนไซม NAGase บริสุทธิ์ ไปทํ าปฏิกิริยากับสบัสเตรทชนิดตาง ๆ คือ 

5 mM 4-methylumbelliferyl N-acetyl-β-D-glucosaminide, 5 mM p-nitrophenyl-N-
acetyl-β-D-glucopyranoside, 5 mM N, N′-diacetylchitobiose และ 5 mM  p-
nitrophenyl- N-acetyl-β-D-glucosaminide ที่เตรียมใน 0.1 M Tris-HCl, pH 6.0 โดย
หาแอคทิวิทีตามวิธีการขอ 2.3

2.7.4 การหาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเกิดปฏิกิริยา
วัดแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase บริสุทธิ์ ในสารผสมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ

0,25, 40, 45, 50, 55, 60, 70, 80 และ 90°ซ นาน 15 นาที แลวทํ าตอตามวิธีการขอ
2.3

2.7.5 การหา pH ที่เหมาะสมตอการเกิดปฏิกิริยา
ทํ าการวัดแอคทิวิทีของเอนไซมในสารผสมปฏิกิริยาที่มีบัฟเฟอร pH แตก

ตางกันในชวง pH 3-9 โดยใช 0.1 M Na acetate ในชวง pH 3-5 และ 0.1 M Tris-HCl
ในชวง pH 6-9  แลวทํ าในตอตามวิธีการขอ 2.3
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2.7.6 การศึกษาความเสถียรตออุณหภูมิ
นํ าเอนไซม NAGase บริสุทธิ์ ไปบมที่อุณหภูมิ 25, 40, 45, 50, 55, 60 

และ 70°ซ นาน 15 นาที แลวทํ าใหเย็นโดยแชบนนํ้ าแข็ง จากนั้นนํ าไปหาแอคทิวิทีตาม
วธิกีารขอ 2.3 เปรียบเทียบกับเอนไซมซึ่งเก็บไวที่ 0°ซ      

2.7.7 การศึกษาผลของแคทไอออนและ EDTA ตอแอคทิวิที
เพื่อศึกษาความตองการไดวาเลนทแคทไอออน (divalent cation) หรือ 

EDTA ตอการทํ างานของเอนไซม NAGase นํ าเอนไซม NAGase บริสุทธิ์และซีรัมของ
กุงแชบวยไปหาแอคทิวิทีในสารผสมปฏิกิริยาตามวิธีการขอ 2.3 เมื่อมี CaCl2 และ
MgCl2 หรือ EDTA ความเขมขนตาง ๆ กัน

2.8 การศึกษาบทบาททางชีวภาพเบื้องตนของเอนไซม NAGase
2.8.1 การศึกษาการกระจายตัวของเอนไซม NAGase ในกุงที่มีพัฒนาการ

เจริญพันธุของรังไขระยะตาง ๆ
นํ า รังไข , ตบัออน หรือ กลามเนื้อของกุงที่มีพัฒนาการเจริญพันธุของรังไข

ระยะตาง ๆ อยางละประมาณ 1 กรัม ไปโฮโมจีไนซ (homogenize) ใน 0.25 M Tris-
HCl, pH 6.0 จากนั้นนํ าไปเซนตริฟวจที่ความเร็ว 6,000 x g นาน 30 นาที ที่ 4°ซ เก็บ
สารสกัดเนื้อเยื่อสวนใสไปหาปริมาณโปรตีนและหาแอคทิวิทีของเอนไซมตามวิธีการขอ 
2.3 เปรียบเทียบกับในฮโีมลิมฟของกุงตัวเดียวกัน

จํ าแนกระยะพัฒนาการเจริญพันธุของรังไขของแมกุงแชบวยตามวิธีของ 
Quinitio และคณะ (1989), Tuma (1967) และของ Primavera (1988) โดยดูลักษณะ
ขนาดและสีของรังไข โดยแบงออกเปน 4 ระยะ คือ

- ระยะที่ 1 รังไขออนเปนรังไขทีบ่าง ใส มองผานเปลือกแข็งทางดานหลัง
ไมเห็น ลักษณะเหมือนกับรังไขระยะหลังการวางไข

- ระยะที่ 2 รังไขระยะเจริญพันธุมีสีขาวจนถึงสีเขียวมะกอก มองเห็นเปน
แถบเสนตรง ในไขมีโยลคกรานูล (yolk granule) ไขมีขนาดประมาณ 177 ไมครอน
(micron)
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- ระยะที่ 3 รังไขระยะเจรญิพันธุขั้นปลายมีสีเขียวเขมขึ้น มีขนาดหนา
และกวางขึ้น ไขมีขนาดประมาณ 215 ไมครอน

- ระยะที่ 4 รังไขระยะเจริญพันธุสมบูรณมีสีเขียวเขมมากและมีขนาด
ใหญขึ้นจนเต็มเปลือกแข็งดานบน ไขมีขนาดประมาณ 215 ไมครอน เปนไขสุกที่มีโยลค
สะสมอยูมาก

2.8.2 การศึกษาระดับแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase ตอการติดเช้ือของ
แบคทีเรียที่กอโรคกุง
2.8.2.1   การเตรียมแบคทีเรียที่กอโรคในกุง

แบคทีเรียที่ใชในการทดลองไดแก Vibrio harveyi ซึ่งไดรับ
ความอนุเคราะหจากสถาบันวิจัยสุขภาพสัตวนํ้ า กรมประมง โดยเลี้ยงแบคทีเรียบน
อาหาร tryptic soy agar ที่มี 1.5 % NaCl ที่อุณหภูมิ 37°ซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง เพิ่ม
ปริมาณเชื้อโดยเลี้ยงในอาหารเหลว (tryptic soy broth) เปนเวลา 24 ชัว่โมง ที่
อุณหภูมิ 37°ซ นํ าเชื้อไปปนแยกที่ความเร็ว 3000 รอบตอนาทีนาน 30 นาที ที่อุณหภูมิ
4°ซ  จากนัน้ลางเซลลแบคทีเรียใน 0.85% NaCl น ําไปเซนตริฟวจ ลางตะกอนและ
เตรียมแบคทีเรียในบัฟเฟอรดังกลาวใหมีคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 640 นาโน
เมตร อยูในชวง 0.5-0.9 หนวย แลวเก็บที่อุณหภูมิ 4°ซ เพื่อใชตอไป

2.8.2.2 การวัดระดับของเอนไซม NAGase ในซีรัมของกุงที่ฉีดดวย
เช้ือ V. harveyi
เลี้ยงกุงเพศผูในถังพลาสติคกลมความจุ 25 แกลลอน (gallon)

โดยเตรียมถังกอนเลี้ยงกุงดังนี้  ลางถัง ฆาเชื้อดวยคลอรีนและทิ้งใหแหงอยางนอย 2 วัน
จากนั้นใสนํ้ าทะเลที่มีคลอรีนฆาเชื้อปริมาตรประมาณครึ่งถัง ลงในถัง  ใหอากาศตลอด
เวลา ทิ้งไวประมาณ 1-2 อาทิตย แลวนํ ากุงเพศผูที่คัดขนาดใกลเคียงกัน ซึ่งมีนํ้ าหนัก
ประมาณตัวละ 25 กรัม ลงเลี้ยงถังละ 4-5 ตัว โดยใหอาหารเม็ดสํ าเร็จรูปทุก 8 ชั่วโมง
ปลอยใหกุงปรับตัวเขากับสภาพแวดลอมในถัง นาน 1 อาทิตย โดยสังเกตพบวากุงแข็ง
แรงไมมีอาการออนเพลีย วายนํ้ าและกินอาหารเปนปกติ จากนั้นนํ าเชื้อ V. harveyi ที่
เลี้ยงไวใน tryptric soy broth (จากขอ 2.8.2.1) ไปเซนตริฟวจ ลางตกตะกอนดวยนํ้ า
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เกลือ (0.85% NaCl) และเจือจางใหมีความเขมขนเปน 8.8x105 เซลล/มิลลิลิตร ดวยนํ้ า
เกลอืที่ผานการฆาเชื้อ แลวนํ าเชื้อปริมาตร 100 ไมโครลิตร ฉีดกุงที่บริเวณกลามเนื้อ
โคนหาง สํ าหรับกุงที่เปนชุดควบคุมฉีดดวยนํ้ าเกลือปริมาตรเทากัน จากนั้นนํ ากุงไป
เลีย้งตอตามปกติ หลังการฉีดสังเกตอาการกุงเปนระยะ ๆ นาน 20 วัน แลวเจาะฮีโม
ลมิฟของกุงที่ถูกฉีดดวยเชื้อหรือกลุมควบคุม ปลอยใหฮโีมลิมฟแข็งตัว (ตามวิธีขอ 2.1)
จากนั้นทํ าการวัดแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase ตามวิธีการในขอ 2.3   เปรียบเทียบ
ระดับแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase ในซีรัมของกุงทั้ง 2 กลุม  สํ าหรับตัวกุงทั้ง 2 กลุม
นํ าไปทดสอบการติดเชื้อดวยวิธีตรวจสอบการเรืองแสงของเชื้อในที่มืดโดยดัดแปลงวิธี
ของ Jiravanichpaisal และคณะ (1994) ซึง่ทํ าโดยชั่งนํ้ าหนักตับ 0.1 กรัม นํ าไปบด
และเจือจางในสารละลาย 1.5% NaCl ใหไดปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้นนํ าสารละลาย
0.1 มิลลิลิตร ไปเกลี่ยใหทั่วผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง TCBS (thiosulphate
citrate bile salt) ที่มี 1.5% NaCl แลวบมเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 35°ซ นาน 18 ชั่วโมง จาก
นัน้ดูการเรืองแสงสีเขียวของเชื้อในที่มืด

วเิคราะหความแตกตางของขอมูลในขอ 2.8.1 และ 2.8.2 โดยวิธีวิเคราะห
ความแปรปรวนแบบปจจัยเดียว (one way analysis of variance, ANOVA) ที่ระดับ
ความเชื่อม่ัน 99% โดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอรวิเคราะหความสัมพันธ SPSS
(statistical package for the social science)
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