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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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o6 =   ��x�&6�&6$�� 
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 
DMSO = dimethyl sulfoxide 
dNTP = deoxynucleotide triphosphate 
EDTA =   ethylenediaminetetraacetic acid 
ELISA =    enzyme linked immunosorbent assay 
x g = gravitation acceleration 
HC = hemocyanin 
HEPES =   N-2-hydroxyethylpiperazine-N|-2-ethanesulfonic acid  
mA =   milliampere 
Kav = distribution coefficient 
LB = Luria Bertani 
L-DOPA = 3,4-L-dihydroxyphenyl-L-alanine 
M = molar 
mA = milliampere 
mg =   milligram 
min =   minute 
ml =   milliliter 
mM =   millimolar 
mmole =   millimole 
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Mr = apparent molecular weight 
ng = nanogram 
OPD = o-phenylenediamine dihydrochloride 
PAGE =   polyacrylamide gel electrophoresis 
PCR = polymerase chain reaction 
PMSF = phenylmethylsulphonylfluoride 
PO = phenoloxidase 
pH =   -log hydrogen ion concentration 
ppt = part per ton 
PVDF = polyvinyl difluoride 
Rf = relative mobility 
SDS =   sodium dodecyl sulphate 
TBS =   50 mM Tris-HCl, pH 7.4-0.15 M NaCl  
TEMED =   N, N, N′, N′-tetramethylethylenediamine 
TMB = 3,3´,5,5´-tetramethylbenzidine 
Tris =   tris(hydroxymethyl)aminomethane 
X-Gal  = 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside 
µg = microgram 
µl = microliter 

α = alpha 

β =   beta 
% =   percent 
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บทที่ 1 
 
 

บทนํา 
 
 
บทนําตนเร่ือง 
  สัตวในกลุมครัสเตเชียน (crustacean) โดยเฉพาะกุงเปนสัตวที่มีผูนิยมบริโภค
มากทั้งภายในและตางประเทศ จึงเปนสินคาอาหารทะเลที่ตลาดโลกมีความตองการบริโภคสูง
และเพิ่มปริมาณมากขึ้นอยางตอเน่ือง ทําใหอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้าสามารถทํา
รายไดใหแกประเทศไทยมูลคาปละหลายหมื่นลานบาท (สถิติการประมงแหงประเทศไทย, พ.ศ.
2548) เม่ือความตองการการบริโภคมีมากขึ้นทําใหกุงทะเลจากธรรมชาติมีปริมาณลดลง 
ประเทศไทยไดมีการพัฒนาเทคนิคการเพาะเลี้ยงจนสามารถเลี้ยงกุงในระบบหนาแนนได
เน่ืองจากมีปจจัยที่เอ้ืออํานวย เชน สภาพดินฟาอากาศที่เหมาะสม มีพอแมพันธุกุงที่ดี จึงทําให
มีผลผลิตเพ่ิมมากขึ้น ในประเทศไทยนิยมเพาะเลี้ยงกุงกุลาดํา (black tiger shrimp, Penaeus 
monodon) เพราะสามารถเพาะเลี้ยงไดในระบบหนาแนน โตเร็ว และทํารายไดใหแกผูเพาะเลี้ยง
อยางรวดเร็ว แตในปจจุบันการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดําไดประสบปญหาการขยายพื้นที่เลี้ยงได
นอยลงเนื่องจากพื้นที่เลี้ยงเดิมมีสภาพเสื่อมโทรมจากการเกิดโรคระบาดที่ไมสามารถควบคุมได 
ประกอบกับการผลิตกุงกุลาดําตองอาศัยแมพันธุกุงจากธรรมชาติที่แข็งแรงซึ่งในปจจุบันมี
ปริมาณลดลงมากและมีราคาสูงทําใหตนทุนการเลี้ยงกุงกุลาดําสูงขึ้น จึงเปนสาเหตุใหเกษตรกร
หันมาสนใจเพาะเลี้ยงกุงทะเลชนิดอ่ืนแทนกุงกุลาดํา เชนกุงแชบวย เน่ืองจากมีขอไดเปรียบ
เรื่องตนทุนการผลิตลูกกุง เพราะกุงแชบวยสามารถเจริญพันธุไดรวดเร็วและสามารถใชพอแม
พันธุที่เลี้ยงในบอดินในการผลิตลูกกุงได (สุพจน จึงแยมปน และชัยรัตน พุมชวย, 2543) หาก
สามารถเลี้ยงกุงแชบวยใหไดขนาดที่ตองการแลวจะพบวากุงแชบวยมีราคาสูงกวากุงกุลาดําที่มี
ขนาดเทากัน (เมธี วัฒนสิงห, 2543) ในปจจุบันไดมีการเลี้ยงกุงขาว (white shrimp, Penaeus 
vannamei) กันอยางแพรหลายในประเทศแถบเอเชีย กุงขาวมีตนกําเนิดในแถบตะวันตกของ
มหาสมุทรแปซิฟกของทวีปอเมริกาใต ในการเลี้ยงกุงขาวเกษตรกรตองนําเขาพอพันธุแมพันธุ
กุงขาวมาจากประเทศไตหวันและมลรัฐฮาวายทําใหตนทุนสูงและกุงขาวที่นําเขาอาจจะเปน
พาหะนําโรคตาง ๆ เขามา ทําใหเกิดความเสียหายตออุตสาหกรรมการเลี้ยงกุงเชนเดียวกับที่
เคยเกิดขึ้นมาแลวในประเทศแถบลาตินอเมริกา ทําใหเกษตรกรหันมาสนใจเพาะเลี้ยงกุงที่มีใน
ทองถิ่นแทนเพื่อลดปญหาตนทุนและอัตราเสียงตอการติดเชื้อ  (มาลินี  วิชชาวุธ   และ  สมยศ               



  2 

 

สิทธิโชคพันธ, 2548) 
  กุงแชบวยมีชื่อสามัญวา banana shrimp มีชื่อวิทยาศาสตรวา 
Fenneropenaeus merguiensis และมีชื่อที่ใชเรียกทั่วไปวา กุงขาว กุงแชบวยจึงกลายเปนกุง
เศรษฐกิจที่สําคัญของประเทศไทย เน่ืองจากมีรสชาติดีเปนที่นิยมของผูบริโภคทั้งภายในและ
ตางประเทศ ลูกกุงแชบวยมีความตานทานตอการเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดลอม ดูแลอนุบาล
งายและโตเร็วกวาลูกกุงกุลาดําในชวงตนของการเลี้ยง (ศรีรัตน สอดสุข และพนม กระจางพจน, 
2541) แตลูกกุงแชบวยที่เลี้ยงนานกวา 2 เดือน จะมีอัตราการเจริญชาและมีอัตราการรอดตาย
ต่ํากวากุงกุลาดํา (ธวัช  ศรีวีระชัย และฐานันดร ทัตตานนท, 2538) อยางไรก็ตามการเลี้ยงกุง
แชบวยยังตองการหลักวิชาการที่ตางจากกุงกุลาดําหลายประการ เน่ืองจากกุงแชบวยมี
พฤติกรรมการกินอาหารและนิสัยการวายน้ําตางจากกุงกุลาดํา ปจจุบันนักวิชาการและนักวิจัย
จึงใหความสนใจศึกษาและหาทางที่จะพัฒนาการเพาะฟกและพัฒนาการเลี้ยงกุงแชบวยใหดี
ยิ่งขึ้น แตก็มีปญหาที่หลีกเลี่ยงไดยาก คือการเกิดโรคติดเชื้อในกุงซ่ึงเปนสาเหตุของการเกิดโรค
หลายชนิด เชน เชื้อ Vibrio harveyi  ซ่ึงเปนเชื้อแบคทีเรีย เม่ือกุงไดรับจะเกิดเปนโรคเรืองแสง
ทําใหกุงตาย กอใหเกิดปญหาในการเพาะเลี้ยง ทําใหผูเพาะเลี้ยงขาดทุนและการสงออกกุงทะเล
ลดนอยลง สัตวในกลุมครัสเตเชียนสวนใหญมีการปองกันตัวเองโดยอาศัยระบบภูมิคุมกัน 
สามารถแบงระบบภูมิคุมกันไดเปนสองระบบ คือภูมิคุมกันที่อาศัยเซลล มักจะใชเซลลเม็ด
เลือดฮีโมไซท (hemocyte) ในการกําจัดจุลินทรียบุกรุก โดยอาศัยกระบวนการกลืนกินเซลลโดย
วิธีฟาโกไซโทซิส (phagocytosis) การเกิดโนดูล (nodule formation) และการกักลอมสิ่ง
แปลกปลอม (encapsulation) อีกระบบคือภูมิคุมกันในนํ้าเลือด โดยอาศัยเอนไซมไลโซไซม 
(lysozyme) ทําใหผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมบวก (gram positive bacteria) แตก ระบบ    
โปรฟนอลออกซิเดส (prophenoloxidase system) เปนกลไกการปองกันตนเองที่เกี่ยวของกับ
การสังเคราะหเอนไซมฟนอลออกซิเดส (phenoloxidase) นําไปสูการสังเคราะหเมลานิน 
(melanin) ซ่ึงหนาที่ของเมลานินจะชวยยับยั้งหรือปองกันการเจริญเติบโตของแบคทีเรียบุกรุก
ได (Söderhäll and Cerenius, 1998)  
  ฮีโมลิมฟ (hemolymph) ประกอบไปดวยน้ํา เกลืออนินทรีย และสารอินทรีย 
ตาง ๆ ในฮีโมลิมฟของครัสเตเชียนมีโปรตีนหลายชนิดที่ทําหนาที่เกี่ยวของกับกลไกการปองกัน
ตัวเอง ประมาณ 80-95% ของโปรตีนในฮีโมลิมฟเปนโปรตีนฮีโมไซยานิน (hemocyanin) ซ่ึง
พบไดในสัตวกลุมมอลลัสค (mollusk) และกลุมอารโธรพอด (arthropod) (Adachi  et al., 2005; 
Van Holde and Miller, 1995; Sellos et al., 1997; Markl and Decker, 1992) ฮีโมไซยานินทํา
หนาที่หลากหลาย เชน ขนสงออกซิเจน (Van Holde and Miller, 1995) เปนตัวปรับแรงดัน 
(Paul and Pirow, 1998) ขนสงฮอรโมนลอกคราบ ecdysone (Jaenicke et al., 1999) และสาย
โพลีเปปไทดดานปลาย C ของฮีโมไซยานินมีฤทธิ์ตานเชื้อราได (Lee et al., 2003; 



  3 

 

Destoumieux-Garzon et al., 2001; Destoumieux et al., 1997)   ฮีโมไซยานินถูกกระตุนใหมี
แอคทิวิที (activity) หรือเปลี่ยนไปเปนเอนไซมฟนอลออกซิเดสในฮีโมลิมฟได (Adachi et al., 
2001; Lee et al., 2004; Hristova et al., 2008)  จากสมบัติของเอนไซมฟนอลออกซิเดสที่มี
บทบาทเกี่ยวของกับกลไกการปองกันตนเองของครัสเตเชียน บงชี้วาฮีโมไซยานินก็นาจะเปน
โปรตีนหนึ่งที่มีบทบาทเกี่ยวของกับกลไกการปองกันตนเองของครัสเตเชียนเชนกัน  
  การศึกษาฮีโมไซยานินในสัตวไมมีกระดูกสันหลังยังมีการศึกษานอยมาก
โดยเฉพาะในครัสเตเชียนเชน กุง และบทบาทที่เกี่ยวของกับการปองกันตนเองยังไมเคยมี
รายงานมากอน ดังน้ันงานวิทยานิพนธน้ีจึงสนใจที่จะศึกษาฮีโมไซยานิน เพ่ือเปนการเตรียม
ความพรอมดานขอมูลและเปนประโยชนตอการพัฒนาการเพาะเลี้ยงกุงทะเลตอไปในอนาคต 
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การตรวจเอกสาร 
1. กุงแชบวย 
  กุงแชบวยมีชื่อวิทยาศาสตรวา Fenneropenaeus merguiensis มีชื่อสามัญวา 
banana shrimp หรือ white prawn (รูปที่ 1) และมีชื่อภาษาไทยคือ กุงขาว กุงหางแดง กุงหาง
ดอก (บุญศรี จารุธรรมโสภณ, 2537) โดยมีลําดับอนุกรมวิธานรายงานไวดังน้ี (Perez-Farfante 
and Kensley, 1997)  
  Phylum Arthropoda  
   Subphylum Crustacea 
     Class Malacostraca 
     Order Decapoda 
      Family Penaeidae  
       Subgenus Fenneropenaeus 
        Species merguiensis 
 
 1.1 ชีววิทยาและลักษณะทั่วไป 
  กุงแชบวยเปนกุงทะเลที่มีลักษณะพิเศษคือ ลําตัวสีครีมหรือชมพู มีจุดสีเขียว
ออนหรือสีนํ้าตาลปนแดงกระจายอยูประปราย เปลือกหุมลําตัวเรียบเปนมัน ลักษณะเปลือกบาง 
เน้ือมาก สวนหัวมีเปลือกหัวหรือกรี ซ่ึงมีลักษณะเปนสามเหลี่ยมมีสีแดงอมนํ้าตาล กรีดานบนมี
ฟนประมาณ 6 - 7 ซ่ี กรีดานลางมีฟนประมาณ 4 - 5 ซ่ี เปลือกคลุมหัวมีรองตามยาวและรอง
ตามขวาง มีแพนหางสีนํ้าตาลแดง ดานขางของหางไมมีหนาม หนวดคูที่หน่ึงมีแถบสีนํ้าตาล 
หนวดคูที่สองสีนํ้าตาลไมมีแถบขวาง ขาเดินและขาวายน้ํามีสีเหลืองบางครั้งมีสีนํ้าตาลหรือ      
สีชมพู (Grey et al., 1983) กุงแชบวยเปนกุงทะเลที่มีขนาดปานกลาง ขนาดตัวที่โตสมบูรณ
เต็มที่มีลําตัวยาว 10 - 15 เซนติเมตร ขนาดใหญสุดอาจยาวถึง 25 เซนติเมตร นํ้าหนักตัว
ประมาณ 50 - 400 กรัม 
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รูปที่ 1  กุงแชบวย (Banana shrimp, Fenneropenaeus merguiensis) 
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 1.2 การแพรกระจายและพฤติกรรมการกินอาหาร 
  กุงแชบวยเปนสายพันธุกุงทะเลที่มีการแพรกระจายอยูในเขตอินโดแปซิฟก   
ฝงตะวันตก (West-Indopacific coast) ตั้งแตอาวเปอรเซีย ชายฝงทะเลปากีสถาน อินเดีย 
มาเลเซีย ไทย ตอนใตของจีน อินโดนีเซีย ปาปวนิวกินี ฟลิปปนส และออสเตรเลีย (วิวัฒนชัย 
พรหมสาขา ณ สกลนคร และสมพร โลสวัสดิ์กุล, 2532) พบกุงแชบวยมากบริเวณน้ําตื้น  
ปากอาวหรือปากแมนํ้าที่นํ้าคอนขางขุน บางครั้งจะพบอยูรวมกันเปนจํานวนมาก พบลูกกุงระยะ 
post larva และ juvenile ไดทั่วไปตามชายฝงทะเลตรงที่มีพ้ืนดินเลนหรือพ้ืนดินโคลนปนทรายที่
เหมาะสมแกการเจริญเติบโตและเปนแหลงอาหารที่อุดมสมบูรณ โดยอาศัยอยูตั้งแตชายฝง
จนถึงทะเลลึก พบทั้งในทะเลและเขตน้ํากรอยที่มีความเค็มระหวาง 10 - 36 ppt สวน pH ที่
เหมาะสมประมาณ 7.8 - 8.5 อุณหภูมิ 25 - 32°ซ ตัวเต็มวัยจะวางไขในทะเลที่มีความลึก
ประมาณ 10 เมตรขึ้นไป สามารถจับไดดวยประมงอวนลากหรือโปะอวน 
  กุงแชบวยมีนิสัยการกินอาหารแบบกัดแทะโดยจับชิ้นอาหารแลววายน้ํากัดกิน
ไปเรื่อย ๆ ซ่ึงเปนพฤติกรรมที่ตางจากกุงกุลาดําที่จับอาหารแลวหยุดกัดกินอาหารนิ่งอยูกับที่ 
กุงแชบวยปราดเปรียวและวายน้ําอยูตลอดเวลาแมแตเวลาที่กินอาหาร อาหารธรรมชาติของกุง
แชบวยไดแก ตัวออนสัตวนํ้า แมลงน้ํา ซากพืช ซากสัตว สาหรายชนิดตาง ๆ หอย ปลา ลูกกุง 
พืชนํ้า (เมธี วัฒนสิงห, 2543) 
 1.3 วงจรชีวิตและการสืบพันธุของกุงแชบวย 
       กุงมีอวัยวะเพศภายนอกมองเห็นไดชัดเจน และสามารถใชลักษณะความ
แตกตางของอวัยวะเพศในการจําแนกชนิดได อวัยวะเพศผูเรียกวา petasma อวัยวะเพศเมีย
เรียกวา ทีไลคัม (thelycum) อวัยวะเพศเมียเปนระบบปด (closed thelycum) จึงตองมีการจับ
คูผสมเพื่อยายถุงนํ้าเชื้อจากตัวผูไปสูตัวเมียและเก็บที่บริเวณหนาอกในสวนของทีไลคัมของตัว
เมีย โดยจะเกิดขึ้นภายหลังจากตัวเมียลอกคราบ เม่ือเพศเมียมีไขแกจะปลอยไขออกมาผสมกับ
นํ้าเชื้อเพศผูและฟกเปนตัว เจริญเติบโตภายนอกตัวกุง (สุพจน จึงแยมปน และชัยรัตน พุมชวย, 
2543) กุงแชบวยสามารถผสมพันธุวางไขไดตลอดทั้งป เดือนที่พบกุงระยะที่มีไขแกตาม
ธรรมชาติมากที่สุดไดแก เดือนมกราคม มิถุนายน กันยายน และธันวาคม (เมธี วัฒนสิงห, 
2543) โดยจะวางไขที่ระดับนํ้าลึกและเวลากลางคืน  
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  การพัฒนาและการเปลี่ยนแปลงของกุงแชบวยตั้งแตแมกุงวางไขจนถึงระยะ 
first postlarva ใชระยะเวลาประมาณ 10 วัน โดยแบงออกเปน 4 ระยะ คือ nauplius, 
protozoea, mysis และ postlarva (รูปที่ 2) เม่ือเขาสูระยะที่ 4 ลูกกุงเคลื่อนยายเขาสูบริเวณ
ชายฝงทะเลที่เปนน้ํากรอย ซ่ึงเปนบริเวณที่มีอาหารธรรมชาติสมบูรณ ลูกกุงจะเลี้ยงตัวเองอยู
บริเวณนี้จนโตใชเวลาประมาณ 1 - 2 เดือน ขึ้นกับสภาพแวดลอมของพ้ืนที่ จนถึงระยะ juvenile 
ซ่ึงมีอายุประมาณ 2 - 3 เดือน จะเคลื่อนยายออกสูบริเวณชายฝงน้ําตื้นจนเจริญเขาสูระยะ 
subadult ซ่ึงมีอายุประมาณ 3 - 4 เดือน จึงเคลื่อนยายออกสูทะเลเปดเจริญเติบโตขาสูระยะ 
adult เพ่ือทําการแพรขยายพันธุตอไป (มัทนา บุญยุบล, 2539) 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 2  วงจรชีวติของกุงในกลุมพีเนียด (Bailey-Brock and Moss, 1992) 
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2. ระบบภูมิคุมกันของสิ่งมีชีวิตกลุมครัสเตเชียน 
  สัตวในกลุมครัสเตเชียนเปนสัตวที่มีเปลือกภายนอกแข็งและไมมีกระดูกสันหลัง 
ดังน้ันพวกครัสเตเชียนจึงตองมีระบบปองกันตัวที่มีประสิทธิภาพ เพ่ือไมใหสิ่งมีชีวิตที่ทําใหเกิด
โรคเขามาบุกรุกทําลายอวัยวะตางๆของรางกายในขณะที่เกิดบาดแผลหรือในชวงที่มีการลอก
คราบ สามารถแบงระบบภูมิคุมกันของสิ่งมีชีวิตกลุมครัสเตเชียนออกไดเปน  2  กลุมคือ ระบบ
ภูมิคุมกันที่อาศัยเซลล (cellular immunity system) และระบบภูมิคุมกันโดยสารน้ํา (humoral 
immunity system)  
 2.1 ระบบภูมิคุมกันที่อาศัยเซลล  

ระบบภูมิคุมกันที่อาศัยเซลล มักจะใชเม็ดเลือดคือ เซลลฮีโมไซท (hemocyte) 
เปนหลักในการตอสูสิ่งแปลกปลอมซึ่งมีหลายวิธีไดแก การกลืนกินแบบฟาโกไซโทซิส การเกิด
โนดูล การกักลอมสิ่งแปลกปลอม ระบบกระตุนโปรฟนอลออกซิเดส (prophenoloxidase 
activating system) และการแข็งตัวของเลือด (จรีพร เรืองศรี, 2546) ถาสิ่งแปลกปลอมมีขนาด
เล็กและจํานวนนอยจะถูกกําจัดโดยการกลืนกินแบบฟาโกไซโทซิสซึ่งเปนดานแรกในการ
ปองกันเม่ือมีพาราไซตหรือสิ่งแปลกปลอมบุกรุกผานชั้นผิวปกคลุมเขามาสูรางกาย วิธีในการ
กลืนกินเซลลสิ่งแปลกปลอมจะมีการยื่นไซโทพลาซึม (cytoplasm) ไปลอมสิ่งแปลกปลอมแลว 
ไลโซโซม (lysosome) จะหลั่งสารชวยยอยซ่ึงมีทั้งสารตอตานแบคทีเรียและเอนไซมยอยสลาย  
(hydrolytic enzyme)  หลังการยอยสลายแลวก็จะปลอยสวนที่ถูกทําลายออกมานอกเซลล 
สําหรับการเกิดโนดูลจะเกิดเม่ือมีสิ่งแปลกปลอมเขามาเปนจํานวนมาก สวนการกักลอมสิ่ง
แปลกปลอมจะเกิดกับสิ่งแปลกปลอมขนาดใหญ (เอ้ือมมนัส อินทรผาด, 2545) 
  การทํางานของเซลลเม็ดเลือดแตละชนิดแตกตางกันจึงสามารถจําแนกไดเปน       
3 ชนิดคือ  

1. อะกรานูโลไซท (agranulocyte) หรือเซลลไฮยาลิน (hyaline cell) เปนกลุม
เซลลเม็ดเลือดที่มีรูปรางแบน กลม ผิวเรียบ มีนิวเคลียสขนาดใหญอยูกลางเซลล มีกรานูลนอย
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มากหรือไมมีกรานูล (granule) ในไซโทพลาซึม และเปนเซลลเม็ดเลือดที่มีขนาดเล็กที่สุด เซลล
ชนิดนี้สามารถกลืนกินทําลายสิ่งแปลกปลอมในรางกายของกุงโดยเกิดการฟาโกไซโทซิส  

2. เซลลฮีโมไซทแบบเซมิกรานูลาร (semigranular hemocyte) เซลลเม็ดเลือด
กลุมน้ีประกอบดวยกรานูลรูปรางหลายแบบคือ รูปรางกลม รูปไข รูปกระสวย เซลลชนิดนี้จะทํา
หนาที่ในการจดจําและตอบสนองตอสิ่งแปลกปลอมที่เขาสูรางกาย โดยการยอยสารที่อยูใน 
กรานูลและจับกับสิ่งแปลกปลอมหรือการเกิดโนดูล (Söderhäll and Cerenius, 1998) โดยการ
เขาทําปฏิกิริยากับสารโพลีแซคคาไรด (polysaccharide) ของเชื้อกอโรค เชน สารลิโพโพลีแซค
คาไรด (lipopolysaccharide) และเบตา-1,3-กลูแคน (β-1-3-glucan) โดยปลอยสารที่อยูใน 
กรานูลและชักนําใหเกิดกระบวนการกักลอม  

3. เซลลฮีโมไซทแบบกรานูลโลไซท (granulocyte) หรือฮีโมไซทแบบลารจ 
กรานูล (large granular hemocyte) เปนกลุมเซลลเม็ดเลือดที่มีกรานูลขนาดใหญ มีหนาที่หลัก
ในระบบกระตุนโปรฟนอลออกซิเดส (Johansson and Söderhäll, 1989) โดยเปนแหลงเก็บ
เอนไซมโปรฟนอลออกซิเดสที่อยูในไซโทพลาซึม 
  ระบบโปรฟนอลออกซิเดส (prophenoloxidase system, proPO system) เปน
ระบบปองกันตัวที่สําคัญของสัตวกลุมอารโธรพอด ซ่ึงสามารถจดจําสิ่งแปลกปลอมที่เขาสู
รางกายได (Söderhäll and Cerenius, 1998) โดยจดจําสวนประกอบของผนังเซลลของ         
จุลินทรียเชน ลิโพโพลีแซคคาไรด (lipopolysaccharide, LPS) เปปทิโดไกลแคน 
(peptidoglycan, PG)   และ เบตา-1,3-กลูแคน (β-1-3-glucan, BG) โดยอาศัยโมเลกุลจดจําที่
จําเพาะไดแก โปรตีนที่จับจําเพาะกับเบตา-1,3-กลูแคน (BGBP, β-1-3-glucan binding protein) 
และโปรตีนที่จับจําเพาะกับลิโพโพลีแซคคาไรดและเบตา-1,3-กลูแคน (LGBP, LPS- and β-1-
3-glucan binding protein) (Duvic and Söderhäll, 1990; Lee et al., 2000) โมเลกุล BGBP 
ถูกสังเคราะหที่ตับ ในขณะที่โมเลกุล LGBP ถูกสังเคราะหในเซลลฮีโมไซท เม่ือ BGBP จับ
กับเบตา-1,3-กลูแคน โปรตีนนี้จะไปจับตัวรับบนผิวของเซลลฮีโมไซท (Barracco et al., 1991; 
Duvic and Söderhäll, 1990) การที่ BGBP-glucan complex จับกับเซลลฮีโมไซทสามารถ   
ชักนําใหเกิดปฏิกิริยาตางๆ ตามมามากมาย เชน การแผขยายและการสลายกรานูลของเซลล       
ฮีโมไซท (Barracco et al., 1991) สนับสนุนใหเซลลไฮยาลินมีอัตราการกลืนกินเร็วขึ้น 
(Thornqvist et al., 1994) การสลายเซลลฮีโมไซทชนิดกรานูลทําใหเกิดการหลั่งสารที่เปน
องคประกอบของระบบ proPO และสารอื่นๆ ที่สําคัญในการปองกันตัวออกมาจากกรานูล       
ดังแสดงในรูปที่ 3 การกระตุนระบบ proPO ถูกควบคุมดวยเอนไซม serine proteinase 
(Söderhäll, 1982; Söderhäll and Cerenius, 1998) และเรียกเอนไซมน้ีวา ppA 
(prophenolcoxidase activating enzyme) ในกุงนาง (crayfish, Pacifastacus leniusculus)
เอนไซม ppA เปน trypsin-like proteinase ซ่ึงถูกเก็บไวในรูป inactive ภายในกรานูล เอนไซม
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น้ีจะหลั่งออกมาพรอมกับโปรฟนอลออกซิเดส (prophenolcoxidase, proPO) และเปลี่ยนเปนรูป 
active ที่สามารถเปลี่ยนโปรตีนโปรฟนอลออกซิเดสไปเปนเอนไซมฟนอลออกซิเดส 
(prophenolcoxidase, PO) (Aspan and Söderhäll, 1991; Aspan et al., 1995) เอนไซม       
ฟนอลออกซิเดสเปนเอนไซมที่มีความสําคัญในกระบวนการสังเคราะหเมลานิน (melanization) 
(Söderhäll และ Cerenius,1998) โดยเมลานินจะชวยยับยั้งหรือปองกันการเจริญเติบโตของ
พวกเชื้อแบคทีเรียได (Söderhäll และ Cerenius,1998; Knaap, 1993) 
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รูปที่ 3  ระบบโปรฟนอลออกซิเดสในสัตวกลุมครสัเตเชียน 
   (Sritunyalucksana, 2001) 
 
  
 2.2 ระบบภูมิคุมกันโดยสารน้ํา  
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  ระบบภูมิคุมกันโดยสารน้ําประกอบดวยโปรตีนและเอนไซมตางๆ ไดแก เลคติน 
สารประกอบตานจุลินทรีย (antimicrobial compound) และ reactive oxygen intermediates 
(ROIs) 
  เลคติน (lectin) เปนโปรตีนหรือไกลโคโปรตีนที่สามารถจดจําและจับกับ
คารโบไฮเดรตไดอยางจําเพาะ โดยเลคตินมีบทบาทสําคัญในระบบภูมิคุมกันคือการกําจัดเซลล
ที่ไมตองการในระหวางกระบวนการเจริญเติบโต (metamorphosis) และทําหนาที่ปองกันการติด
เชื้อตางๆ (Takahashi et al., 1996) จากคุณสมบัติที่เลคตินสามารถจับจําเพาะกับ
คารโบไฮเดรตและโครงสรางที่มีความซับซอนของผนังเซลลจุลินทรียชนิดตางๆ ได ในสัตว
กลุมครัสเตเชียน เลคตินจึงเปนตัวการสําคัญในระบบการรับรูถึงการบุกรุกของสิ่งแปลกปลอม 
(Ratcliffe et al., 1985) ในสัตวจําพวกกุง เน่ืองจากเลคตินสามารถทําใหเซลลจุลินทรียเกิดการ
เกาะกลุม จึงไมสามารถแพรกระจายไปยังที่ตางๆ นอกจากนี้เลคตินยังจับระหวางจุลินทรียและ
เซลล เ ม็ด เลื อดกอ ให เกิดการกลืนกินแบบฟาโกไซโทซิสของจุ ลินทรียที่ บุ กรุ กได 
(Sritunyalucksana et al., 2001) มีรายงานวาเม่ือเลคตินจับกับเซลลแปลกปลอมกระตุนใหมี
การจับของเซลลฟาโกไซท (phagocyte) ในกระบวนการออปโซไนซ (opsonization) เพ่ือ
ทําลายเซลลแปลกปลอม (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) และทําใหเม็ดเลือดแดงของคนและกระตายแตกได โดยเมื่อเลคตินจับ
กับคารโบไฮเดรตบนผิวของเซลลเม็ดเลือดแดงทําใหเมมเบรนเกิดรูพรุน (pore) และทําใหเซลล
แตก (รูปที่ 4B) กลาวไดวาการทําลายเซลลแปลกปลอมจะขึ้นกับชนิดของเซลลแปลกปลอมและ
ปริมาณของเลคตินในฮีโมลิมฟของสัตวเจาบาน ซ่ึงเปนตัวชักนําใหเกิดการกําจัดเซลล
แปลกปลอมไดดีและเร็วขึ้น (Hatakeyama et al., 1995)  

มีรายงานการศึกษาเลคตินที่มีความจําเพาะกับกรดไซอะลิคในฮีโมลิมฟของกุง
แชบวยที่เพ่ิมสูงขึ้นตอบสนองตอการติดเชื้อแบคทีเรียกอโรค V. harveyi (ปนนภา ลิ่มพานิช, 
2550) นอกจากนี้ยังสามารถทําใหแบคทีเรียกอโรคกุงไดแก V. harveyi, Vibrio 
parahemolyticus และ Vibrio vulnificus เกาะกลุม แตไมทําใหแบคทีเรียไมกอโรคกุงคือ Vibrio 
cholera, Escherichia coli และ Samonella typhi เกิดการเกาะกลุม (Utarabhand et al., 2007) 
ขณะนี้ไดมีการศึกษาระดับยีนเลคตินของกุงแชบวยแลว (Rattanaporn, 2008) ซ่ึงจะเปนการ
ยืนยันวาเลคตินเปนโปรตีนที่เกี่ยวของในระบบภูมิคุมกันโดยสารน้ําของกุงแชบวยตอไป  

ในซีรัมของกุงกุลาดํา พบเลคตินที่จําเพาะกับกรดไซอะลิคทําใหเม็ดเลือดแดง
ของคนหมูเลือด O เกาะกลุม และทําใหแบคทีเรีย V.  vulnificus ที่กอโรคในกุงกุลาดําเกาะกลุม
ได (Ratanapo and Chulavatnatol, 1990; 1992) สวน Vazquez และคณะ (1993) พบวา     
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เลคตินของกุงกามกราม (Macrobrachium rosenbergii) สามารถทําใหเกิดการเกาะกลุมของ
แบคทีเรียแกรมลบและแบคทีเรียแกรมบวกได เปนพราะเลคตินสามารถจับจําเพาะตอ          
O-keto และ O-methyl ของน้ําตาลและอนุพันธของน้ําตาลที่มีหมูอะซิติล (acetyl group) จาก 
โพลีแซคคารไรดบนผนังเซลลแบคทีเรียเหลานั้นได สําหรับในสัตวบางชนิดอาศัยความเปนพิษ
ของเลคตินเพ่ือปองกันตัวเชน เลคตินที่เปนพิษในหนามของหอยเมนทะเล (Toxopheustes 
pileolus) (Seike et al., 1992) 
 
 
 
 
 

 
 
 
รูปที่ 4  การจับของเลคตนิกับเซลลแปลกปลอมกระตุนกระบวนการ opsonization  
             และ phagocytosis (A) และ hemolysis (B)  
             (Hatakeyama et al., 1995) 
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  ไลโซไซมเปนเอนไซมในระบบภูมิคุมกันโดยสารน้ําอีกชนิดหนึ่งที่ทําใหผนัง
เซลลของแบคทีเรียแกรมบวกแยกออก เอนไซมน้ีมีฤทธิ์เล็กนอยโดยไมสามารถทําใหผนังเซลล
ของแบคทีเรียแกรมลบเกิดการแยก แตชวยทําใหแบคทีเรียมีความไวตอการกระทําของสาร
ตอตานเชื้อแบคทีเรียตัวอ่ืนมากขึ้น สวน reactive oxygen intermediates (ROIs) ไดแกอนุมูล
ของซุปเปอรออกไซด (O2

-) ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) อนุมูลของไฮดรอกซิล (OH-)      
ซ่ึงเปนสารที่เปนพิษกับเซลลโดยไปยับยั้งการเจริญของเชื้อโรคและทําลายโครงสรางเซลลของ
สิ่งแปลกปลอม จากการทดลองในหอยสองฝา พบวาปริมาณของ ROIs ที่ปลอยจากเม็ดเลือดจะ
สัมพันธกับความเครียด การเกิดบาดแผลและการติดเชื้อซ่ึงเปนกลไกที่ปองกันการฉวยโอกาส
และลดการติดเชื้อโรค (Adema et al., 1991) 
  เอนไซมเบตา-1,3-กลูคาเนส (β-1-3-glucanase) เปนเอนไซมที่จัดอยูในกลุม
ไฮโดรเลส (hydrolase) ทําหนาที่ยอยสลายพันธะไกลโคซิดิกแบบเบตา-1,3 (β-1,3-glycosidic 
bond) ซ่ึงเปนองคประกอบหลักของผนังเซลลของจุลินทรีย (Hrmova and Fincher, 1993) สวน
เอนไซมเอ็น-อะซิติลกลูโคซามินิเดส (N-acetyl glucosaminidase, NAGase) หรือไคโตไบเอส 
(chitobiase) เปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาในขั้นตอนสุดทายของการสลายไคติน (chitin) ซ่ึงเปน
องคประกอบหลักของจุลินทรียเชนกัน มีการศึกษาระดับแอคทิวิทีจําเพาะ (specific activity) 
ของเอนไซมเบตา-1,3-กลูคาเนสในฮีโมลิมฟและสารสกัดตับของกุงแชบวยที่ถูกกระตุนใหมีการ
ติดเชื้อกอโรค V.  harveyi แบบ active โดยการฉีดกุงดวยแบคทีเรีย 5x109 เซลลตอตัวกุง 
พบวามีคาแอคทิวิทีจําเพาะของเอนไซมเบตา-1,3-กลูคาเนสเพิ่มสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญเปน 
2.57 และ 1.97 เทา ตามลําดับ เม่ือเทียบกับระดับของเอนไซมของกุงชุดควบคุมที่ฉีดดวย 
0.85% NaCl ในทํานองเดียวกัน ระดับแอคทิวิทีจําเพาะของเอนไซม NAGase ในฮีโมลิมฟ และ
สารสกัดตับของกุงแชบวยที่ติดเชื้อ V. harveyi มีคาเพิ่มสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญเปน 1.99 และ 
1.5 เทา ตามลําดับ เม่ือเทียบกับของกุงชุดควบคุม ผลการทดลองเหลานี้บงชี้วาระดับแอคทิวิที
จําเพาะของเอนไซมเบตา-1,3-กลูคาเนส และเอนไซม NAGase ที่เพ่ิมสูงขึ้นในในฮีโมลิมฟและ
ในตับนาจะเกี่ยวของกับการปองกันตนเองตอการติดเชื้อกอโรคของกุงแชบวย แตจากการฉีดกุง
ดวยเชื้อ V. harveyi  แบบ inactive หรือฉีดดวยเชื้อไมกอโรคในกุงแชบวย เชน E. coli, V. 
cholerae และไวรัสตัวแดงดวงขาว (white spot syndrome virus, WSSV) พบระดับแอคทิวิที
จําเพาะของทั้งเอนไซมเบตา-1,3-กลูคาเนสและเอนไซม NAGase ในฮีโมลิมฟและสารสกัดตับ
ไมแตกตางจากกุงชุดควบคุม (อรัญญา คงแกว, 2549) 
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3. เอนไซมฟนอลออกซิเดส (Phenoloxidase, PO) 
  เอนไซมฟนอลออกซิเดสเปนเอนไซมที่มีคอปเปอร (copper, Cu) เปนองค 
ประกอบ ตรวจพบไดในฮีโมลิมฟ ใน coelom และในคิวติเคิล (cuticle) ของอารโธรพอด 
(Söderhäll and Cerenius, 1998) ในสิ่งมีชีวิตจําพวกกุงพบแอคทิวีทีของเอนไซมในระบบ    
โปรฟนอลออกซิเดส จะมีมากในเวซิเคิล (vesicle) ซ่ึงอยูในไซโทพลาซึมของเซลลฮีโมไซท เชน
ใน Astacus astacus และในกุงนาง Procambarus clarkia (Lanz et al., 1993; Johansson 
and Söderhäll, 1989; Smith and Söderhäll, 1983b) เอนไซมฟนอลออกซิเดสมีบทบาทสําคัญ
ในขั้นตอนการกําจัดสิ่งแปลกปลอมในรางกายกุง เชน เปนตัวเรงใหเลือดแข็งตัว มีความวองไว
ในการเกาะผิวของสิ่งแปลกปลอมและดึงดูดใหเซลลเม็ดเลือดมาจับกินไดเร็วขึ้น ในขณะที่
การศึกษาของ Sung และคณะ (1996) และ Perazzolo และ Barracco (1997) พบวาเอนไซม
โปรฟนอลออกซิเดสของกุงกุลาดํา กุงกามกราม (M. rosenbergii) และกุงขาว (P. Vanamai)  
สวนใหญจะอยูในไซโทพลาซึมของเซลลฮีโมไซทแบบกรานูลาร (granular hemocyte) ซ่ึง
โดยทั่วไปแลวเอนไซมฟนอลออกซิเดสมีการแพรกระจายอยูในเนื้อเยื่อหลายสวนของตัวกุง 
(Söderhäll et al., 1990; Söderhäll, 1983; Hose et al., 1987)  

เอนไซมฟนอลออกซิเดสเปนเอนไซมที่มาจากระบบโปรฟนอลออกซิเดสมี
ความสําคัญในกระบวนการสังเคราะหเมลานิน (Söderhäll และ Cerenius, 1998) โดยเรง
ปฏิกิริยาการเติมหมูไฮดรอกซิล (O-hydroxylation) ที่ตําแหนงออรโธ (ortho) ของสับสเตรท
แบบฟนอล (phenolic substrate) เชนโมโนฟนอล (monophenol) ใหเปนไดฟนอล (diphenol) 
และออกซิไดซ (oxidize) ฟนอลไปเปนควิโนน (quinone) (รูปที่ 5)  รวมทั้งเอนไซมน้ีสามารถ
เปลี่ยนไทโรซีน (tyrosine) ไปเปน dihydroxyphenylalanine (DOPA)  และเปลี่ยน DOPA ไป
เปน DOPA-quinone (Sugumaran, 1996) โดยปฏิกิริยาเหลานี้เกิดในวิถีการสรางเมลานิน 
เอนไซมทริปซิน (trypsin) และความรอนสามารถกระตุนใหเอนไซมฟนอลออกซิเดสมีแอคทิวิที
เพ่ิมสูงขึ้นได โดยทําหนาที่กระตุนในลักษณะเดียวกับ serine proteinase (Söderhäll, 1981; 
Leonard et al., 1985) ซ่ึงสามารถกระตุนเอนไซมโปรฟนอลออกซิเดสที่ไม active ไปเปน
เอนไซมฟนอลออกซิเดสที่ active ได และทําใหเกิดการสรางเมลานิน โดยเห็นเปนจุดสีดํา
บริเวณคิวติเคิลของอารโทรพอด (Söderhäll and Ajaxon, 1982; Sugumaran and Kanost, 
1993) เมลานินที่ถูกสังเคราะหจะชวยยับยั้งหรือปองกันการเจริญเติบโตของพวกเชื้อแบคทีเรีย 
(Söderhäll และ Cerenius,1998; Knaap, 1993) 
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มีการศึกษาระดับแอคทิวิทีของเอนไซมฟนอลออซิเดสในฮีโมลิมฟของกุง
แชบวยที่กระตุนใหมีการติดเชื้อกอโรค V.  harveyi แบบ active โดยการฉีดกุงดวยแบคทีเรีย 
5x109 เซลลตอตัวกุง พบวาแอคทิวิที (หนวย/มล.ฮีโมลิมฟ) และแอคทิวิทีจําเพาะ (หนวย/มก.
โปรตีน) ของเอนไซมฟนอลออกซิเดสในฮีโมลิมฟมีคาเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญตามเวลาจาก
ชั่วโมงที่ 0 (กอนฉีด) ณ ชั่วโมงที่ 6, 12 และเพิ่มสูงสุด ณ ชั่วโมงที่ 18  ในขณะที่แอคทิวิทีของ
เอนไซมน้ีในฮีโมลิมฟของกุงชุดควบคุมที่ฉีดดวยน้ําเกลือมีระดับไมแตกตางกัน ณ เวลาตางๆ 
บงชี้วาแอคทิวิทีของเอนไซมฟนอลออกซิเดสในฮีโมลิมฟของกุงแชบวยถูกกระตุนใหเพ่ิมขึ้นตาม
เวลาตอบสนองตอการติดเชื้อกอโรค ซ่ึงเปนรายงานที่ชวยยืนยันวาเอนไซมฟนอลออกซิเดส
นาจะเปนเอนไซมหน่ึงในระบบภูมิคุมกันของกุงแชบวย (วิไลพร ธรรมรัตน, 2551) 

 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

   รูปที่ 5  การเกิดปฏิกิริยา Hydroxylation และ Oxidation  
                ของไดฟนอลโดยเอนไซมฟนอลออกซิเดส  
                (Marshall et al., 2000) 
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4. ฮีโมไซยานิน (Hemocyanin, HC) 
  ฮีโมไซยานินพบในฮีโมลิมฟของสัตวกลุมมอลลัสคและกลุมอารโธรพอด 
ประมาณ 90-95% ของโปรตีนในฮีโมลิมฟเปนโปรตีนฮีโมไซยานิน (Adachi et al., 2005; Van 
Holde and Miller, 1995; Sellos et al., 1997; Markl and Decker, 1992) เน่ืองจาก             
ฮีโมไซยานินเปนโปรตีนที่มีคอปเปอร (Cu, copper) เปนองคประกอบ เม่ืออยูในรูปที่ไร
ออกซิเจน (deoxy form) จึงทําใหฮีโมลิมฟของสัตวเหลานี้ไมมีสี แตเม่ืออยูในรูปที่มีออกซิเจน 
(oxy form) ทําใหฮีโมลิมฟของครัสเตเชียนกลายเปนสีนํ้าเงินออน มีรายงานวาฮีโมไซยานินถูก
สังเคราะหจากตับ (hepatopancreas) (Spindler et al., 1992) ซ่ึงสามารถยืนยันไดจากการทํา 
hybridization ในกุงนาง (crayfish, Astacus leptodactylus) (Gellissen et al., 1991)  ในปูสีนํ้า
เงิน (blue crab, Callinectes sapidus) (Rainer and Brouwer, 1993) และในกุง                   
P. semisulcatus (Khayat et al., 1995)  

4.1 แหลงที่พบฮีโมไซยานิน 
  พบฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟของสัตวกลุมมอลลัสค เชน ปลาหมึก Octopus 
vulgaris (Salvato et al., 1998) และ Octopus bimanculatus (Herskovits and Villanueva, 
1986) ในหอยทะเล เชน Cryptochiton stelleri (Herskovits and Hamilton, 1987a), Stenoplax 
conspicua (Herskovits and Hamilton, 1987b) และ Acanthopleura granulate (Herskovits et 
al., 1986) และกลุมอารโธรพอดเชน แมงมุม (tarantula, Eurypelma californicum) (Decker et 
al., 1989) ในแมงดาทะเล เชน Limulus polyphemus (Decker et al., 2001) และ Tachypleus 
tridentatus (Nagai et al., 2001; Kurtz, 1999) ในกุงนาง crayfish เชน A. leptodactylus 
(Schneider et al., 1986) และ P. leniusculus (Dolashka-Angelova et al., 2005; Lee et al., 
2004) ในปู เชน Cancer magister (Terwilliger and Brown, 1993) ในกุง เชน กุงกุลาดํา 
(Stoeva et al., 2001) กุง kuruma (Penaeus japonicus) (Adachi et al., 2001) และกุงขาว 
(Figueroa-Soto et al., 1997)  
 4.2 สมบัติของฮีโมไซยานิน 
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  4.2.1 โครงสรางของฮีโมไซยานิน 
  ฮีโมไซยานินที่พบในสัตวกลุมมอลลัสคและอารโธรพอดมีโครงสรางโมเลกุล
ตางกัน (Van Holde and Miller, 1995; Salvato and Beltramini, 1990) ในอารโธรพอด         
ฮีโมไซยานินเกิดจากการรวมตัวของหนวยยอย (subunit) ซ่ึงมีมวลโมเลกุลของหนวยยอยอยู
ในชวง 72,500-79,500 ดัลตัน (Dalton) ประกอบดวยกรดอะมิโน 600-660 หนวย (Markl, 
1986) จากผลงานวิจัยของ Linzen และคณะ (1985) พบวาโครงสรางสามมิติ (three-
dimensional) ของหนวยยอยของฮีโมไซยานินในกุงมังกร (Panulirus interruptus) มีโครงสราง
แบบตติยภูมิ (tertiary structure) โดยแสดงตัวอยางของฮีโมไซยานินจาก Limulus polyphemus 
(รูปที่ 6A) ที่ประกอบดวย 3 โดเมน (domain) โดยโดเมนที่ 1 เปนดานปลาย N ของสาย       
โพลีเปปไทด (N-terminus of polypeptide) ที่มีโครงสรางเปนเกลียวแอลฟา (α-helix) 7-8 
เกลียว   โดเมนที่ 2 เปนตําแหนงที่มีคอปเปอรสองอะตอม คือ CuA และ CuB แตละอะตอมจับ
กับ 3 ฮีสทิดีน (histidine) ในสายโพลีเปปไทดของฮีโมไซยานิน และเปนตําแหนงที่มีการจับกับ
ออกซิเจน (รูปที่ 7) สวนโดเมนที่ 3 เปนดานปลาย C (C-terminus) ของสายโพลีเปปไทดที่เปน
โครงสรางแบบแผน β (β-barrel) 7 สวน (stranded) 

โครงสรางพื้นฐานของฮีโมไซยานินในอารโธรพอดเปนแบบเฮ็กซะเมอร 
(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) โดยไดจากการศึกษา
โครงสรางผลึก (crystallography) ใน Panulirus interruptus (Volbeda and Hol, 1989) และใน
แมงดาทะเล Limulus polyphemus (Hazes et  al., 1993) และไดจากการใชกลองจุลทรรศ
อิเล็กตรอน (cryoelectron) ในแมงมุง (E. californicum) (De Haas and Van Bruggen, 1994) 
และในกุงมังกร (Palinurus elephas) (Meissner et al., 2003) ฮีโมไซยานินจะรวมตัวกันเปน
กลุมขนาดใหญซ่ึงประกอบดวย hexamer หลายหนวยอยูรวมกัน (aggregate)  ขึ้นอยูกับกลุม
ของสิ่งมีชีวิต เชนเปน 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) แตละหนวยของ hexamer จะไมจับกันดวยพันธะโควาเลนท 
(covalent bond) แตก็มีรายงานวิจัยของ Markl (1980) เกี่ยวกับพันธะระหวางหนวยของ 
hexamer ของแมงมุม (Cupiennius salei) วา hexamer 2 หนวยอาจจับกันดวยพันธะไดซัลไฟด 
(disulfide bond) รวมกันเปน 12-mer  ในสัตวกลุมมอลลัสคฮีโมไซยานินมีมวลโมเลกุลของ
หนวยยอยประมาณ 50,000 ดัลตัน (Lieb et al., 2001; Miller et al., 1998)  จากผลงานวิจัย
ของ  Cuff และคณะ (1998) ศึกษาโครงสรางของฮีโมไซยานินในปลาหมึก Octopus dofleini 
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ดวยรังสีเอกซ (X-ray) พบวามีโครงสรางแบบตติยภูมิที่ประกอบดวย 2 โดเมน (รูปที่ 6B) ทั้ง
สองโดเมนนี้เหมือนกับโดเมนที่ 2 และ 3 ของฮีโมไซยานินในอารโธรพอด โดยตําแหนงของคอป
เปอรที่จับกับออกซิเจนอยูที่โดเมนที่ 1 ซ่ึงเปนดานปลาย N ของสายโพลีเปปไทด สวนโดเมนที่ 
2 เปนดานปลาย C ของสายโพลีเปปไทดที่เปนแผน β (Van Holde et al., 2001) และมี
โครงสรางพื้นฐานของฮีโมไซยานินเปนแบบ dodecamer (12-mer) (Miller et al., 1998)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
                                รูปที่ 6  โครงสรางแบบตติยภูมขิองฮีโมไซยานิน 
 A  ฮีโมไซยานินของ Limulus polyphemus 
 B  ฮีโมไซยานินของ Octopus dofleini 
 สีสมคือคอปเปอร, สีเขียวคือโดเมน 1 

 สีนํ้าเงินคือโดเมน 2, สีแดงคือโดเมน 3 



  20 

 

                                        (Decker and Jaenicke, 2004) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 

 
 
 

 
      

                               A                                                                      B 
 
 

รูปที่  7  การเกิดปฏิกิริยา Oxygenation ของฮีโมไซยานิน 
 A  ฮีโมไซยานินที่ไมมีออกซิเจนจับอยู ไมมีสี 
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 B  ฮีโมไซยานินที่จับกับออกซิเจน มีสีนํ้าเงิน 
                                  (Fox et al., 1993) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4.2.2 มวลโมเลกุลของฮีโมไซยานิน 
มวลโมเลกุลของฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ในรูปไมแปลงสภาพ (native form) จาก

สิ่งมีชีวิตหลายๆ แหลง มีมวลโมเลกุลตางๆ กัน เชน กุงขาว (P. vannamei) มีมวลโมเลกุล 400 
kDa (Figueroa-Soto et al., 1997)  กุง P. setiferus (Brouwer et al., 1978) และของกุงกุลาดํา 
(P. monodon) (Ellerton and Anderson, 1981) มีมวลโมเลกุลเทากันคือ 471 kDa สําหรับ     
ฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ของปู Scylla olivacea มีมวลโมเลกุล 400 kDa (Chen et al., 2007)  
  จํานวนและมวลโมเลกุลของหนวยยอยของฮีโมไซยานินที่ทําใหบริสุทธิ์จาก
สิ่งมีชีวิตหลายๆ แหลง มีจํานวนและมวลโมเลกุลของหนวยยอยตางๆ กัน เชน มีหนวยยอย 2 
หนวย อาทิเชน ในกุง kuruma (P. japonicus) มีมวลโมเลกุล 77,000 และ 67,000 ดัลตัน 
(Adachi et al., 2001) กุงขาว (P. vannamei) มีมวลโมเลกุล 82,000 และ 75,000 ดัลตัน 
(Figueroa-Soto et al., 1997) กุง P. setiferus มีมวลโมเลกุล 82,000 และ 77,000 ดัลตัน 
(Brouwer et al., 1978) ในกุงนาง (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
ยานินที่รายงานวามีหนวยยอย 3 หนวย เชน ของกุงกุลาดํามีมวลโมเลกุล 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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  โดยทั่วไปการทําใหฮีโมไซยานินบริสุทธิ์จากฮีโมลิมฟทําไดดวยการทําอัลตรา
เซนตริฟวจ (ultracentrifugation) และโครมาโทกราฟแบบเจลฟลเทรชัน (gel filtration 
chromatography) (Sanders et al., 1992; Markl and Kempter, 1981; Senkbeil and 
Wriston, 1981) เน่ืองจากฮีโมไซยานินเปนโปรตีนที่พบมากในฮีโมลิมฟ ประมาณ 90-95% ของ
โปรตีนทั้งหมดในฮีโมลิมฟ สามารถทําใหฮีโมไซยานินบริสุทธิ์จากฮีโมลิมฟของกุง kuruma    
(P. japonicus) โดยการทําอัลตราเซนตริฟวจ และคอลัมน Sepharose CL-6B และตรวจหา     
ฮีโมไซยานินไดโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 340 นาโนเมตร (Adachi et al., 
2001) ซ่ึงมีขั้นตอนเหมือนกับการทําใหฮีโมไซยานินบริสุทธิ์จากฮีโมลิมฟของกุงขาว           
(P. vannamei) (García-Carreño et al., 2008) สําหรับในกุงนาง (P. leniusculus) ไดมีการ   
ทําใหฮีโมไซยานินบริสุทธิ์โดยการทําอัลตราเซนตริฟวจแลวผานคอลัมน Sephacryl S-200 
(Lee et al., 2004)  
 
 
 
   
5. บทบาททางชีวภาพของฮีโมไซยานิน 

ฮีโมไซยานินเปนโปรตีนที่ทําหนาที่หลากหลาย (multifunctional) โดยทั่วไป
เปนที่ทราบกันวาฮีโมไซยานินทําหนาที่ขนสงออกซิเจนของสัตวในกลุมมอลลัสคและอารโธพอด 
(Van Holde and Miller, 1995) เม่ือคอปเปอรจับกับออกซิเจนทําใหฮีโมลิมฟกลายเปน   สีนํ้า
เงิน ฮีโมไซยานินยังเปนตัวปรับแรงดันในฮีโมลิมฟ (Paul and Pirow, 1998) รวมทั้งสามารถ
ขนสงฮอรโมนลอกคราบ ecdysone จากผลงานวิจัยของ Jaenicke และคณะ (1999) ที่ศึกษา   
ฮีโมไซยานินในแมงมุม (E. californicum) และจากการศึกษาโครงสรางของฮีโมไซยานินดวยรังสี
เอกซ พบวาโดเมนที่ 1 ของหนวยยอยฮีโมไซยานินเปนตําแหนงที่จับกับ ecdysone   มีรายงาน
ในกุงขาว (Litopenaeus vannamei) พบวาในชวงกอนการลอกคราบมีปริมาณฮีโมไซยานิน
เพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญในฮีโมลิมฟ (Rao et al., 2007)  
  จากการที่มีรายงานวิจัยวาสายโพลีเปปไทดดานปลาย N ของฮีโมไซยานินมี
แอคทิวีทีของเอนไซมฟนอลออกซิเดส โดยฮีโมไซยานินถูกกระตุนใหมีแอคทิวิทีหรือเปลี่ยนไป
เปนเอนไซมฟนอลออกซิเดสไดเม่ือถูกกระตุนดวยสารหลายอยาง อาทิเชน โดย SDS (sodium 
dodecyl sulfate) ดังน้ัน SDS ถูกใชเปนตัวกระตุนปฏิกิริยาที่ใชในการหาคาแอคทิวิทีของ
เอนไซมฟนอลออกซิเดส ในพืช เชน เห็ด (Agaricus bisporus) (Espin and Wichers, 1999) 
ในสัตว เชน กุง Penaeus californiensis (Gollas-Galvan et al., 1999) แมงดาทะเล 
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(Tachypleus tridentatus) (Kurtz, 1999) กุงนาง (P.  leniusculus) (Lee et al., 2004) จาก
ผลงานวิจัยของ Adachi และคณะ (2001) พบวาฮีโมไซยานินที่ทําใหบริสุทธิ์จากฮีโมลิมฟของ
กุง kuruma (P. japonicus) ถูกกระตุนดวย SDS ทําใหฮีโมไซยานินบริสุทธิ์มีคาแอคทิวิทีของ
เอนไซมฟนอลออกซิเดสเหมือนกับเอนไซมฟนอลออกซิเดสที่พบในฮีโมไซท  

มีรายงานวาสายโพลีเปปไทดดานปลาย C ของฮีโมไซยานินมีฤทธิ์ตาน
เชื้อจุลินทรียได โดยพบในฮีโมลิมฟของสัตวในกลุมครัสเตเชียน ดังเชน P. vanamei (PvHCt) 
และกุง Penaeus stylirostis (PsHCt1, PsHCt2) ที่มีฤทธิ์ตานเชื้อราได โดยสายเปปไทดของ 
PvHCt (มวลโมเลกุล 2.7 kDa) PsHCt1 (มวลโมเลกุล 7.9 kDa) และ PsHCt2 (มวลโมเลกุล 
8.3 kDa) มีตําแหนงอยูดานปลาย C ของสายโพลีเปปไทดของฮีโมไซยานิน โดยมีความ
เหมือนกัน (identity) อยูในชวง 95-100% เม่ือเทียบกับฮีโมไซยานินของกุงที่มีรายงานใน
ฐานขอมูล (Gen Bank) (Destoumieux-Garzon et al., 2001) 

 
 
 
 
 

6. การศึกษายีนฮีโมไซยานิน 
  จากการศึกษาฮีโมไซยานินของ spiny lobster, Panulirus interruptus  พบวา
เปน hexamer ที่มีหนวยยอย 4 แบบ คือ a, b, b’ และ c และไดมีการโคลนยีนฮีโมไซยานิน
หนวยยอย c ที่มีจํานวนกรดอะมิโน 661 หนวย มีมวลโมเลกุล 80,000 ดัลตัน มีตําแหนงของ
คอปเปอรสองอะตอม และมีตําแหนงที่เติมคารโบไฮเดรต (glycosylation site) ที่ตําแหนงที่ 476 
(Asn476-Asn-Thr) ในโดเมนที่ 3 ของหนวยยอย c ซ่ึงบงบอกวาฮีโมไซยินชนิดนี้เปนไกลโค
โปรตีน เม่ือนําลําดับกรดอะมิโนของยีนหนวยยอย c ไปเปรียบเทียบกับยีนฮีโมไซยานินหนวย
ยอย a ในกุงชนิดเดียวกัน พบวามีคาความเหมือนเปน 59% จากการศึกษาสมบัติของยีนโดย
โปรแกรมพบวามีตําแหนงตัด (cleavage site) ของสายโพลีเปปไทดหนวยยอย c ที่ Pro148-
His149 โดยเอนไซม protease (Neuteboom et al., 1992) 

มีรายงานการศึกษายีนฮีโมไซยานินของปู Cancer magister พบวาฮีโมไซ
ยานินมีการรวมตัวเปนแบบ hexamer ที่มีหนวยยอย 6 หนวย ไดมีการโคลนยีนฮีโมไซยานิน
หนวยยอยที่ 6 (Cmag6) โดยใช cDNA library ที่เตรียมจากตับ (hepatopancreas) เปนดีเอ็นเอ
แมแบบ สามารถโคลนยีน Cmag6 ยาว 1,939 คูเบส แปลเปนสายเปปไทดที่มีกรดอะมิโนยาว 
650 หนวย มีมวลโมเลกุล 74,903 ดัลตัน และมีตําแหนงที่เติมคารโบไฮเดรตที่กรดอะมิโน
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ตําแหนง 600 บงชี้วาฮีโมไซยินชนิดนี้เปนไกลโคโปรตีน (Durstewitz and Terwilliger, 1997) 
ในปเดียวกัน Sellos และคณะ (1997) ไดศึกษายีนฮีโมไซยานินของกุงขาว P.vannamei จาก 
cDNA library ที่เตรียมจากตับ พบวาโคลนไดยีนฮีโมไซยานินยาว 2,095 คูเบส แปลเปนสาย
เปปไทดที่มีกรดอะมิโนยาว 648 หนวย มีมวลโมเลกุล 73,570 ดัลตัน ซ่ึงมีความเหมือนกันมาก
เม่ือเทียบกับของ Panulirus interruptus แตในงานวิจัยน้ีไมพบตําแหนงการเติมคารโบไฮเดรต
ของยีนฮีโมไซยานินของกุงขาว 

Lee และคณะ (2004) ไดศึกษายีนฮีโมไซยานินของกุงนาง P. leniusculus โดย
โคลนยีนฮีโมไซยานิน 2 ที่มีจํานวนกรดอะมิโน 687 หนวย มีมวลโมเลกุล 78,372 ดัลตัน มี 
ความเหมือนเปน 59% เม่ือเทียบกับยีนฮีโมไซยานิน 1  (Gen Bank AF522504) และมีความ
เหมือนเปน 29% เม่ือเทียบกับยีนของเอนไซมโปรฟนอลออกซิเดสของกุงนางชนิดเดียวกัน 
(Gen Bank X83494) รวมทั้งมีความเหมือนสูงถึง 68% เม่ือเทียบกับยีนฮีโมไซยานิน 4 ของกุง
มังกร (lobster) Palinurus elephas (Gen Bank CAD56697) 

ในขณะที่มีรายงานวาฮีโมไซยานินของ amphipod Gammarus roeseli มี
โครงสรางเปน hexamer และโคลนยีนฮีโมไซยานินไดขนาด 2,150 คูเบส แปลเปนสาย        
เปปไทดที่มีกรดอะมิโนยาว 672 หนวย และมีมวลโมเลกุล 76,300 ดัลตัน (Hagner-Holler      
et al., 2005)  สวนการศึกษาในกุง P. japonicus พบวาสามารถโคลนยีนของหนวยยอยของ    
ฮีโมไซยานินได 2 ยีน คือ PjHcL และ PjHcY ซ่ึงมีแปลเปนกรดอะมิโน 678 และ 664 หนวย มี
มวลโมเลกุล 75,000 และ 73,000 ดัลตัน ตามลําดับ (Lei et al., 2007) 
7. การศึกษาความสัมพันธระหวางฮีโมไซยานินกับเอนไซมฟนอลออกซิเดส 
   ฮีโมไซยานินมีความสัมพันธกับเอนไซมฟนอลออกซิเดสในดานความเหมือน
ของลําดับกรดอะมิโน สมบัติทางเคมีกายภาพและมีหนาที่คลายกัน (Lee et al., 2004; Pless et 
al., 2003) ฮีโมไซยานินและเอนไซมฟนอลออกซิเดสเปนโปรตีนที่มีคอปเปอรเปนองคประกอบ 
เชนเดียวกัน พบไดในสัตวกลุมครัสเตเชียน เชนในกุง kuruma (Penaeus japonicus) (Adachi 
et al., 2001) แตเอนไซมฟนอลออกซิเดสยังพบในพืช อาทิเชน ในแครอท (Daucus carota) 
(Carlberg and Söderhäll, 1985) รากและใบของขาวโพด (Zea mays) (Adamia et al., 2006) 
เอนไซมฟนอลออกซิเดสมีบทบาทสําคัญเกี่ยวของกับกลไกการปองกันตนเองของครัสเตเชียน 
โดยเปนเอนไซมที่สังเคราะหเมลานินเพ่ือยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียบุกรุกได 
(Söderhäll and Cerenius, 1998) ในฮีโมลิมฟของสัตวกลุมครัสเตเชียนมีปริมาณฮีโมไซยานิน
มากเปน 80-95% ของโปรตีนในฮีโมลิมฟ ในขณะที่พบปริมาณของเอนไซมฟนอลออก          
ซิเดสนอยมาก (Van Holde and Miller, 1995; Adachi et al., 2001) มีรายงานวิจัยวาสาย     
โพลีเปปไทดดานปลาย N ของฮีโมไซยานินมีแอคทิวีทีของเอนไซมฟนอลออกซิเดส เชน 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
ถูกกระตุนใหมีแอคทิวิทีหรือเปลี่ยนไปเปนเอนไซมเอนไซมฟนอลออกซิเดสไดเม่ือถูกกระตุน
ดวยเอนไซมทริปซิน perchlorate และ SDS และสารภายในสัตวเอง  (endogenous) เชน 
clotting factor และ anti-bacterial peptide ดังแสดงในตารางที่ 1 และมีผลงานวิจัยในป 1995 ที่
ไดจากการศึกษาโครงสรางระดับโมเลกุล (molecular cloning) ของเอนไซมโปรฟนอลออก      
ซิเดสของกุงนาง (P. leniusculus) (Aspan et al., 1995) แมลงหวี่ Drosophila melanogaster 
(Fujimoto et al., 1995) และ Manduca sexta (Hall et al., 1995) พบวามีลําดับกรดอะมิโน
คลายกับลําดับกรดอะมิโนของฮีโมไซยานินมาก และจากผลงานวิจัยของ Lee และคณะ (2004) 
ไดทําการศึกษาลําดับกรดอะมิโนของฮีโมไซยานินของกุงนาง (P. leniusculus)  กับลําดับ
กรดอะมิโนของเอนไซมโปรฟนอลออกซิเดสของกุงนางชนิดเดียวกัน (Gen Bank X83494) 
พบวาของฮีโมไซยานิน 1 (Gen Bank AF522504) มีความเหมือน 31% และ ของฮีโมไซยานิน 
2 มีความเหมือน 29%  
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 1  แอคทิวีทีของเอนไซมฟนอลออกซิเดสของฮีโมไซยานิน 
 

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.  เพ่ือทําใหฮีโมไซยานินบริสุทธิ์จากฮีโมลิมฟของกุงแชบวย 
 2.  เพ่ือศึกษาสมบัติของฮีโมไซยานินบริสุทธิ ์  
 3.  เพ่ือพัฒนาเทคนิค ELISA เพ่ือใชหาปริมาณฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟ 
 4.  เพ่ือโคลนชิ้นดีเอ็นเอของยีนฮีโมไซยานินของกุงแชบวย 
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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 
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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�0
0��+��� 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�0
0������� �7(�0���� ��� 30 ���� �%��*/0� 6 mM 3, 4-dihydroxy-L-
phenylalanine (L-DOPA) �'���0�0
0��	������+����� �7(�0���� )��
����,�����0�0��1��
*��&e�6����%���e0*+.*�8�.�*��+�� ���+��0�0
0��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�0
0��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�0
0��+��� 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. การทําใหฮีโมไซยานินบริสุทธ์ิจากพลาสมาของกุงแชบวย 
 1.1 โดยการทําอัลตราเซนตริฟวจ (Ultracentrifugation) 
  เปนที่ยอมรับกันทั่วไปวาฮีโมไซยานินเปนโปรตีนที่จับอยูกับคอปเปอรและมีสี
นํ้าเงินจากการที่คอปเปอรจับกับออกซิเดส (Rainer and Brouwer, 1993)  รวมทั้ง 80-95% 
ของโปรตีนในฮีโมลิมฟของครัสเตเชียนเปนฮีโมไซยานิน อาทิเชน ที่รายงานในกุงขาว             
P. vannamei (Cariolou and Flytzanis, 1993)  กุง P. japonicus (Chen and Cheng, 1993) 
และในกุง Palaemon elegans (Taylor et al., 1985)  นอกจากนี้ฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟของ  
กุงหลายชนิดปรากฎแถบเขมสุดเม่ือแยกโดย non-denaturing PAGE (Brouwer et al., 1978; 
Ellerton and Anderson, 1981; Figueroa-Soto et al., 1997) 

เม่ือนําพลาสมาที่เตรียมไดจากฮีโมลิมฟของกุงแชบวยปริมาตร 10 มิลลิลิตร มี
ปริมาณโปรตีน 550 มิลลิกรัม ไปแยกดวยการทําอัลตราเซนตริฟวจ เก็บสารละลายเปนสวน ๆ 
ตามลําดับจากบนสุด (หลอดที่ 1) ไปจนถึงตะกอนกนหลอด (หลอดที่ 14) และเม่ือนําสารละลาย
แตละหลอดไปหาปริมาณโปรตีน พบวามีปริมาณโปรตีนมากสุดในหลอดที่ 13 (96 มิลลิกรัม) ดัง
แสดงผลในรูปที่ 9 และมีการคาดูดกลืนแสงของคอปเปอรที่ความยาวคลื่น 340 นาโนเมตร สูง
ตั้งแตหลอดที่ 5-14 (ไมไดแสดงผลไว)  เม่ือนําสารละลายแตละหลอดที่ไดจากการทําอัลตราเซน    
ตริฟวจไปตรวจหาแถบโปรตีนฮีโมไซยานินดวยการทํา non-denaturing PAGE และใชปริมาณ
โปรตีนของสารละลายแตละหลอดเทากัน พบวาสารละลายหลอดที่ 13 ปรากฏแถบโปรตีน       
ฮีโมไซยานินติดสีคูมาซีเขมกวาสารละลายหลอดอื่นๆ (ไมแสดงผล)   บงชี้วาสารละลายหลอด  
ที่ 13 มีปริมาณฮีโมไซยานินมากกวาสารละลายหลอดอื่น ๆ ซ่ึงสอดคลองกับสีของสารละลาย
หลอดที่ 13 ที่มีสีนํ้าเงินเขมของคอปเปอร และคลายกับผลการแยกฮีโมไซยานินจากพลาสมา
ของกุง kuruma ดวยการทําอัลตราเซนตริฟวจ ที่พบฮีโมไซยานินถูกแยกอยูในสารละลายที่อยู
กนหลอดและในสวนของตะกอน (Adachi et al., 2001) 

เม่ือนําพลาสมาของกุงแชบวยและสารละลายหลอดที่ 13 ที่ไดจากการทํา    
อัลตราเซนตริฟวจไปทดสอบความบริสุทธิ์ของฮีโมไซยานินดวยวิธี non-denaturing PAGE 
ปรากฏแบบแผนโปรตีนของสารละลายทั้ง 2 ตัวอยางคลายกัน  แสดงวายังมีโปรตีนอ่ืนปนเปอน 
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อยูในสารละลายหลอดที่ 13  ดังแสดงผลในรูปที่ 10 แถวที่ 2 และ 3 ตามลําดับ ในการศึกษา
ครั้งน้ีไดเลือกใชสารละลายหลอดที่ 13 ที่ไดจากการทําอัลตราเซนตริฟวจไปทํา preparative 
PAGE เพ่ือทําใหฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ตอไป 

 
 
 
 

 
 

 
รูปที่ 9  การแยกฮีโมไซยานินจากพลาสมาโดยการทําอัลตราเซนตริฟวจ 

 แยกพลาสมาของกุงแชบวย (ปริมาณโปรตีน 550 มิลลิกรัม) ดวยการทําอัลตรา
เซนตริฟวจที่ความเร็ว 200,000 x g ที่อุณหภูมิ 4°ซ นาน 4 ชั่วโมง จากนั้นดูด
สารละลายจากสวนบนเก็บเปนสวนๆ หลอดละ 800 ไมโครลิตร สวนตะกอนละลายดวย
บัฟเฟอร Tris-MgCa นําสารละลายแตละหลอดไปหาปริมาณโปรตีนตามวิธีของ 
Bradford 
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 1.2 โดยวิธี Preparative PAGE 
  จากการนําสารละลายหลอดที่ 13 (96 มิลลิกรัม) ที่ไดจากการทําอัลตราเซนตริ
ฟวจ ไปแยกตอโดยวิธี preparative PAGE โดยตัดเฉพาะแถบโปรตีนของฮีโมไซยานินเพียง
แถบเดียว (โปรตีนแถบที่ชี้ดวยลูกศร ในรูปที่ 10) แลวชะโปรตีนออกจากเนื้อเจลดวยเครื่อง    
อิเล็กโทรฟอรีซิสตามแนวนอน นําสารละลายที่ไดไปทําใหเขมขนและไดแอไลซ หาปริมาณ
โปรตีน พบวาสารละลายที่เตรียมไดมีปริมาณโปรตีน 13.9 มิลลิกรัม และคิดเปน 2.5 % ของ
พลาสมาโปรตีนเริ่มตน ดังแสดงผลในตารางที่ 5 เม่ือนําสารละลายโปรตีนไปทดสอบความ
บริสุทธิ์โดยวิธี non-denaturing PAGE ปรากฏโปรตีนเพียงแถบเดียวเม่ือยอมโปรตีนแบบ     
ซิลเวอร ดังแสดงผลในรูปที่ 10 แถวที่ 4 บงชี้วาการทํา preparative PAGE สามารถแยกฮีโมไซ
ยานินไดบริสุทธิ์ 
 
 
 
ตารางที่ 5 การทําใหฮีโมไซยานินบริสุทธ์ิจากพลาสมา 
 

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 
              ที่ทําใหบริสทุธ์ิในข้ันตอนตางๆ และยอมแบบซลิเวอร 

 แถวที่ 1 โปรตีนมาตรฐาน 
 แถวที่ 2 พลาสมาของกุงแชบวย 
 แถวที่ 3 สารละลายหลอดที่ 13 จากการทําอัลตราเซนตริฟวจ 
 แถวที่ 4 สารละลายโปรตีนจากการทํา preparative PAGE  
           (แถบฮีโมไซยานิน = HC) 
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2. การศึกษาสมบัติของฮีโมไซยานินบริสุทธ์ิ  
2.1 แบบแผนโปรตีนของฮีโมไซยานินใน Non-denaturing PAGE  

  ในการศึกษาแบบแผนโปรตีนของฮีโมไซยานินในพลาสมา  โดยการทํา  non-
denaturing PAGE พบวาพลาสมาเริ่มตนที่นํามาศึกษาปรากฏแถบโปรตีนที่ยอมแบบซิลเวอร
เขมติดสีเขมมากเพียง 1 แถบ (รูปที่ 10 แถวที่ 2) ซ่ึงเม่ือเทียบแบบแผนโปรตีนกับของกุงขาว 
P. vannamei (Figueroa-Soto et al., 1997) กุงกุลาดํา (Ellerton and Anderson, 1981)  และ
กุง P. setiferus (Brouwer et al., 1978) บงชี้วาแถบนี้เปนแถบของฮีโมไซยานิน และพลาสมา
ของกุงแชบวยยังปรากฏแถบโปรตีนอ่ืนจาง ๆ อีกจํานวนหนึ่งวิ่งกระจายอยูดานลางของเจล   
(รูปที่ 10 แถวที่ 2) เน่ืองจากฮีโมไซยานินที่มีรายงานในครัสเตเชียนชนิดตาง ๆ พบวามีปริมาณ
มากถึง 80-95% ของโปรตีนในพลาสมา ดังน้ันโปรตีนแถบเขมที่สุดจึงเปนแถบของฮีโมไซยานิน 
ในทํานองเดียวกับที่พบในกุงขาว (P. vannamei) (Figueroa-Soto et al., 1997) และจากปู     
(S. olivacea) (Chen et al., 2007) 

 เม่ือทําใหฮีโมไซยานินบริสทุธิ์จากพลาสมาของกุงแชบวย โดยการทําอัลตรา 
เซนตริฟวจ พบวาสารละลายหลอดที่ 13 มีคาดูดกลืนแสงและมีสนํ้ีาเงินเขมของคอปเปอรมาก 
บงชี้วามีปริมาณฮีโมไซยานินอยูในหลอดนี้มาก (Adachi et al., 2001) เม่ือตรวจสอบความ
บริสุทธิข์องฮีโมไซยานินในสารละลายหลอดที่ 13 ที่เตรียมได ปรากฏแบบแผนโปรตีนคลายกับ
พลาสมาของกุงแชบวย แตความเขมของแถบโปรตีนอ่ืนที่ไมใชแถบโปรตนีฮีโมไซยานินติดสี
ยอมจางลง (รูปที่ 10 แถวที่ 3) แสดงใหเห็นวาการทําอัลตราเซนตริฟวจกําจัดโปรตีนปนเปอน
ออกไดบางสวน เม่ือนําสารละลายหลอดที่ 13 ไปแยกตอโดยวิธี preparative PAGE พบวา
สารละลายที่เตรียมไดปรากฏโปรตีนเพียงแถบเดียวเมื่อยอมโปรตีนแบบซิลเวอร  ณ ตําแหนง
ของฮีโมไซยานิน (รูปที่ 10 แถวที่ 4) บงชี้วาการทํา preparative PAGE สามารถแยกฮีโมไซ
ยานินไดบริสทุธิ์  

 แบบแผนโปรตีนของฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ที่แยกไดจากพลาสมาของกุงแชบวยนี้
คลายกับแบบแผนโปรตีนของฮีโมไซยานินที่แยกไดจากครัสเตเชียนชนิดอ่ืน ซ่ึงปรากฏโปรตนี
เพียงแถบเดียวใน non-denaturing PAGE อาทิเชน ฮีโมไซยานินจากกุงขาว (P. vannamei) 
(Figueroa-Soto et al., 1997) และจากปู (S. olivacea) (Chen et al., 2007)   
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2.2 แบบแผนหนวยยอยโปรตีนของฮโีมไซยานินใน SDS-PAGE  
  จากการนําฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ที่แยกไดโดยวิธี preparative PAGE ไป
วิเคราะหโดยวิธี SDS-PAGE พบวาปรากฏแถบโปรตีน 2 แถบ ที่อยูใกลกันเปนคู (รูปที่ 11 แถว
ที่ 4) ซ่ึงเปนแบบแผนคลายกับหนวยยอยของฮีโมไซยานินของครัสเตเชียนชนิดอ่ืน ๆ ที่พบวา
หนวยยอยของจะถูกแยกใกลกันมากเปน 2 แถบ ใน SDS-PAGE อาทิเชนของ กุง kuruma   
(P. japonicus) (Adachi et al., 2001)  กุงขาว (P. vannamei) (Figueroa-Soto et al., 1997) 
กุง P. setiferus (Brouwer et al., 1978) ของกุงนาง (P. leniusculus) (Lee et al., 2004; 
Dolashka-Angelova et al., 2005) และของ giant isopod (Bathynomus giganteus) (Pless    
et al., 2003) แตฮีโมไซยานินของกุงกุลาดําปรากฏแถบโปรตีน 3 แถบ (Ellerton and 
Anderson, 1981) หรือของปู (Charybdis japonica) ก็ปรากฏแถบโปรตีน 3 แถบ (Fan et al., 
2009) เชนกัน แสดงใหเห็นวาฮีโมไซยานินของครัสเตเชียน เชน กุง หรือปู เปนตน จะมีหนวย
ยอยที่ปรากฏเปนแถบโปรตีน 2-3 แถบ ใน SDS-PAGE คลาย ๆ กัน 
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         รูปที่ 11   แบบแผนโปรตีนใน SDS-PAGE ของฮีโมไซยานินที่ทําใหบริสุทธ์ิ 
                  ในข้ันตอนตางๆ ที่ยอมดวยสีคูมาซีบลู 
 แถวที่ 1 โปรตีนมาตรฐาน 
 แถวที่ 2 พลาสมาของกุงแชบวย 
 แถวที่ 3 สารละลายหลอดที่ 13 จากการทําอัลตราเซนตริฟวจ 
 แถวที่ 4 สารละลายโปรตีนจากการทํา preparative PAGE  
         (ฮีโมไซยานินบริสุทธิ์) 
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 2.3 การหามวลโมเลกุลของฮีโมไซยานินโดยวิธีเจลฟลเทรชัน 
  จากการหามวลโมเลกุลของฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ที่ไดจากการทํา preparative 
PAGE โดยใชคอลัมน Superose 12 HR 10/30 ที่เชื่อมตอกับเครื่อง FPLC เปรียบเทียบกับ
โปรตีนมาตรฐาน 5 ชนิด เม่ือเขียนกราฟมาตรฐานระหวางคา log ของนํ้าหนักโมเลกุลกับคา  
Kav ของโปรตีนมาตรฐาน สามารถคํานวณหามวลโมเลกุลของฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ได 215,000 
ดัลตัน ดังแสดงผลในรูปที่ 12  

มีรายงานเกี่ยวกับมวลโมเลกุลของฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ในรูปไมแปลงสภาพ  
(native form) นอยมาก โดยสวนใหญมักรายงานเปนมวลโมเลกุลของหนวยยอยของฮีโมไซ
ยานินใน SDS-PAGE  ถึงแมการหามวลโมเลกุลของโปรตีนโดยวิธี Non-denaturing PAGE จะ
ไมแมนยําเพราะการวิเคราะหดวยวิธี Non-denaturing PAGE เปนการแยกโปรตีนดวย 3 ปจจัย
ควบคูกันคือประจุสุทธิ ขนาด และรูปรางของโปรตีนนั้น ๆ  แตก็มีรายงานการวิเคราะหดวยวิธี 
Non-denaturing PAGE วาฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ของกุงขาว (P. vannamei) มีมวลโมเลกุล 400 
kDa (Figueroa-Soto et al., 1997)  สวนฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ของกุง P. setiferus (Brouwer   
et al., 1978) และของกุงกุลาดํา (Ellerton and Anderson, 1981) มีมวลโมเลกุลเทากันคือ    
471 kDa สําหรับฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ของปู S. olivacea มีมวลโมเลกุล 400 kDa (Chen et al., 
2007) และมีการวิเคราะหจากรายงานเหลานี้วา native form ของฮีโมไซยานินที่ศึกษาใน Non-
denaturing PAGE มีการจัดตัวแบบ hexamer (1 x 6 หนวย) 

เปนที่นาแปลกใจที่พบวาแถบฮีโมไซยานินทั้งในพลาสมาและฮีโมไซยานิน 
บริสุทธิ์ของกุงแชบวยมีการเคลื่อนที่ใน Non-denaturing PAGE อยูในตําแหนงระหวางโปรตีน
มาตฐาน lactate dehydogenase (Mr 140 kDa) และ catalase (Mr 232 kDa) ซ่ึงเม่ือคํานวณ
เทียบกับโปรตีนมาตรฐาน พบวาฮีโมไซยานินเคลื่อนที่อยู ณ ตําแหนงแถบที่มีมวลโมเลกุล    
230 kDa (รูปที่ 10) โดยแบบแผนการเคลื่อนที่ใน Non-denaturing PAGE ของฮีโมไซยานิน 
ของกุงแชบวยตางจากฮีโมไซยานินที่เปน hexamer ของกุงขาว (P. vannamei) (Figueroa-
Soto et al., 1997) กุง P. setiferus (Brouwer et al., 1978)  กุงกุลาดํา (Ellerton and 
Anderson, 1981)  และของปู S. olivacea (Chen et al., 2007)   ซ่ึงเคลื่อนที่ ณ แถบที่มีมวล
โมเลกุล 400-471 kDa อาจเปนไดที่ฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ของกุงแชบวยมีประจุสิทธิเปนลบ
มากกวาของปูและกุงอ่ืนๆ จึงเคลื่อนที่ใน Non-denaturing PAGE ไปหาขั้วบวกไดมากกวา ซ่ึง
คํานวณมวลโมเลกุลได 230 kDa แทนที่จะเปน hexamer ที่มีมวลโมเลกุลประมาณ 460 kDa 
[ไดจากการคํานวณ  3 x (79.4 + 75 kDa) ซ่ึงหาไดจาก SDS-PAGE จากขอ 2.4]   ดังเชนของ
ปูและกุงอ่ืน ๆ ที่มีมวลโมเลกุลอยูในชวง 400-471 kDa  อยางไรก็ตามเมื่อหามวลโมเลกุลของ  
ฮีโมไซยานินบริสุทธิ์โดยคอลัมน Superose 12 พบวามีคา 215 kDa ซ่ึงใกลเคียงกับที่คํานวณ
ไดจากการวิเคราะหดวย Non-denaturing PAGE  งานวิทยานิพนธน้ียังไมสามารถอธิบายไดวา
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ทําไมฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ของกุงแชบวยจึงมีมวลโมเลกุลนอยกวาของกุงขาว (Figueroa-Soto 
et al., 1997)  กุง P. setiferus (Brouwer et al., 1978) กุงกุลาดํา (Ellerton and Anderson, 
1981) และของปู S. olivacea (Chen et al., 2007) ประมาณ 2 เทา  
 
 
 
 

      
 
 
รูปที่ 12  กราฟมาตรฐานของการหามวลโมเลกุลของฮีโมไซยานินบริสุทธ์ิดวย 
 คอลัมน Superose 12 HR 10/30 

 หามวลโมเลกุลของฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ โดยใชคอลัมน Superose 12 HR 
10/30 ที่เชื่อมตอกับเครื่อง FPLC ซ่ึงปรับคอลัมนใหสมดุลยกอนดวย TB (50 mM 
Tris-HCl, pH 7.5) แลวเติมฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ potassium dichromate (Mr 294), 
blue dextran (Mr 2,000,000) และโปรตีนมาตรฐาน ไดแก ferritin (Mr 440,000) 
catalase (Mr 232,000) aldolase (Mr 158,000) BSA (Mr 67,000) และ Ovalbumin 
(Mr 43,000) ลงในคอลัมน แลวชะดวยบัฟเฟอร TB ดวยอัตราไหล 30 มิลลิลิตรตอ
ชั่วโมง เก็บสารละลายหลอดละ 0.8 มิลลิลิตร นําสารละลายแตละหลอดไปวัดคา
ดูดกลืนแสง 
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  2.4 การหาจํานวนและมวลโมเลกุลของหนวยยอย 
  เม่ือนําฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ของกุงแชบวยไปวิเคราะหดวยการทํา SDS-PAGE 
เพ่ือหามวลโมเลกุลและจํานวนหนวยยอยของฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ ปรากฏแถบโปรตีน 2 แถบ 
บงชี้วาฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ประกอบดวยหนวยยอย 2 ขนาด ดังแสดงผลในรูปที่ 11 แถวที่ 4 
และจากการหามวลโมเลกุลของฮีโมไซยานินบริสุทธิ์โดยเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน 8 
ชนิด พบวาสามารถคํานวณหามวลโมเลกุลของหนวยยอยของฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ได 79,400 
และ 75,000 ดัลตัน จากกราฟมาตรฐานระหวางคา log ของน้ําหนักโมเลกุลกับคาการเคลื่อนที่
สัมพัทธ (Rf) ของโปรตีนมาตรฐาน ดังแสดงผลในรูปที่ 13 ซ่ึงมีคาใกลเคียงกับของหนวยยอย
ของฮีโมไซยานินในกุงชนิดอ่ืนๆ ซ่ึงฮีโมไซยานินประกอบดวยหนวยยอย 2 ขนาด เชนกัน อาทิ
เชน ฮีโมไซยานินของกุง P. japonicus มีมวลโมเลกุล 77,000 และ 67,000 ดัลตัน (Adachi et 
al., 2001) ของกุงขาว P. vannamei มีมวลโมเลกุล 82,000 และ 75,000 ดัลตัน (Figueroa-
Soto et al., 1997)  ของกุง P. setiferus มีมวลโมเลกุล 82,000 และ 77,000   ดัลตัน (Brouwer 
et al., 1978)  ในขณะที่ของกุงนาง (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
ประกอบดวยหนวยยอย 3 ขนาด ก็มีมวลโมเลกุลใกลเคียงกับของกุงแชบวย เชน ฮีโมไซยานิน 
ของกุงกุลาดํามีมวลโมเลกุล 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 ของครัสเตเชียนมีการเกาะกลุม (aggregate) 
ของหนวยยอยเปน 12-mer (2 x 6 หนวย) ถึง 48-mer (8 x 6 หนวย) ทําใหมีมวลโมเลกุลจาก 
450 kDa ถึง 3,900 kDa (Herskovits, 1988) การจัดตัวของฮีโมไซยานินของ decapod ที่พบ
ทั่วไปคือเปน hexamer (1 x 6 หนวย) หรือ dodecamer (2 x 6 หนวย) (Chan and Weeks, 
1992)  มีรายงานวาฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ของกุงขาว P. vannamei มีขนาด 400 kDa (Figueroa-
Soto  et al., 1997)  สวนฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ของกุง P. setiferus (Brouwer   et al., 1978) 
และของกุงกุลาดํา (P. monodon) (Ellerton and Anderson, 1981) มีมวลโมเลกุลเทากันคือ 
471 kDa สําหรับฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ของปู S. olivacea มีมวลโมเลกุล 400 kDa (Chen et al., 
2007) และมีการวิเคราะหจากรายงานเหลานี้วา native form ของฮีโมไซยานินที่ศึกษาใน Non-
denaturing PAGE มีการจัดตัวแบบ hexamer (1 x 6 หนวย) เม่ือเปรียบเทียบมวลโมเลกุล
ของฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ของกุงแชบวยที่หาโดยคอลัมน Superose 12 (215 kDa, รูปที่ 12)  
หรือที่คํานวณจาก Non-denaturing PAGE (230 kDa, รูปที่ 10) กับมวลโมเลกุลของหนวยยอย
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ของฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ ซ่ึงมีคาเปน 79,400 และ 75,000 ดัลตัน (รูปที่ 13) แสดงใหเห็นวา     
ฮีโมไซยานินที่ทําใหบริสุทธิ์จากพลาสมาของกุงแชบวยที่อยูในรูป native form นาจะรวมตัวกัน
ดวยจํานวนหนวยยอยที่นอยกวาของกุงอ่ืน ๆ  ซ่ึงไมเคยมีรายงานเชนนี้สําหรับฮีโมไซยานิน 
ของกุงชนิดอ่ืน ๆ มากอน ทั้งน้ีเพราะฮีโมไซยานินของกุงขาว P. vannamei (Figueroa-Soto et 
al., 1997)  และของกุง P. setiferus (Brouwer et al., 1978) ประกอบดวยหนวยยอย 2 ขนาด 
รวมกันเปน 6 หนวย (hexamer) หรือฮีโมไซยานินของกุงกุลาดําประกอบดวยหนวยยอย 3 
ขนาด รวมกันเปน 6 หนวย (hexamer) (Ellerton and Anderson, 1981)  งานวิทยานิพนธน้ี
พบวาฮีโมไซยานินของกุงแชบวยแตกตางจากฮีโมไซยานินของครัสเตเชียนอ่ืน ๆ ซ่ึงตองมี
การศึกษาโดยละเอียดตอไป  อยางไรก็ตามจะเห็นไดวาของฮีโมไซยานินของกุงพีเนียด
ประกอบดวยหนวยยอยที่มีมวลโมเลกุลใกลเคียงกัน แตมีจํานวนแตกตางกันบาง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  57 

 

 
 
 
 

   
 

 
รูปที่ 13  กราฟมาตรฐานของการหามวลโมเลกุลของฮีโมไซยานินบริสุทธ์ิโดย 
 วิธี SDS-PAGE 

  หามวลโมเลกุลของฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ โดยวิธี SDS-PAGE โดยทําควบคูกับ
โปรตีนมาตรฐาน 8 ชนิด ไดแก 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. การหาแถบโปรตีนของเอนไซมฟนอลออกซิเดสใน Non-denaturing PAGE  
     แบบยอมแอคทิวิที 
  เพ่ือหาตําแหนงแถบโปรตีนของเอนไซมฟนอลออกซิเดส (phenoloxidase,PO) 
ในพลาสมาของกุงแชบวยและทดสอบวาฮีโมไซยานินบริสุทธิ์มีแอคทิวีทีของเอนไซมฟนอลออก     
ซิเดสหรือไม ทําการแยกโปรตีนดวยวิธี non-denaturing PAGE จากนั้นยอมเจลแบบแอคทิวีที
โดยใชสับสเตรท L-DOPA และกระตุนดวย SDS พบวาปรากฏแถบแอคทิวิทีของเอนไซม      
ฟนอลออกซิเดสเพียงแถบเดียวในพลาสมาของกุงแชบวย (แถบ PO) ดังแสดงผลในรูปที่ 14 
แถวที่ 5 แตไมพบแถบแอคทิวิทีของเอนไซมฟนอลออกซิเดสที่ตําแหนงของแถบฮีโมไซยานิน 
(แถบ HC) (รูปที่ 14 แถวที่ 6) เม่ือคํานวณมวลโมเลกุลของแถบแอคทิวิทีของเอนไซม           
ฟนอลออกซิเดส หรือแถบ PO (รูปที่ 14 แถวที่ 2 และ 5) เทียบกับโปรตีนมาตรฐาน พบวาแถบ
โปรตีนที่มีแอคทิวิทีเอนไซมฟนอลออกซิเดสมีมวลโมเลกุลประมาณ 480 kDa อาจเปนไดที่แถบ 
PO อาจเปนฮีโมไซยานินที่รวมตัวกันเปน hexamer และมีแอคทิวิทีของเอนไซมฟนอลออก     
ซิเดสเมื่อถูกกระตุนดวย SDS ดังเชนที่พบทั่วไปในกุงชนิดอ่ืน ตางกันตรงที่ฮีโมไซยานินของ   
กุงชนิดอ่ืนที่พบมากในฮีโมลิมฟเปนแบบ hexamer และมีมวลประมาณ 400 kDa แตฮีโมไซ   
ยานินของกุงแชบวยที่พบมากในฮีโมลิมฟอยูในรูปเล็กกวา hexamer ซ่ึงมีมวลโมเลกุล 215-230 
kDa และไมมีแอคทิวิทีของเอนไซมฟนอลออกซิเดส  สวนรูปแบบ hexamer ที่มีมวลประมาณ 
480 kDa และมีแอคทิวิทีของเอนไซมฟนอลออกซิเดสพบในฮีโมลิมฟของกุงแชบวยในปริมาณที่
นอยกวามาก (รูปที่ 14 แถวที่ 2 และ 5) 

ในทํานองเดียวกัน เม่ือวัดแอคทิวิทีของเอนไซมฟนอลออกซิเดสในฮีโมไซยา   
นินบริสุทธิ์ของกุงแชบวย โดยการกระตุนดวย SDS หรือเอนไซมทริปซิน ไมพบวาฮีโมไซยา   
นินบริสุทธิ์มีแอคทิวิทีของเอนไซมฟนอลออกซิเดส ซ่ึงตางจากงานวิจัยของ Adachi และคณะ 
(2001) ที่สามารถวัดแอคทิวิทีของเอนไซมฟนอลออกซิเดสไดในฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ที่กระตุน
ดวย SDS และใช L-DOPA เปนสับสเตรทในกุง kuruma (P. japonicus) หรือเชนเดียวกับ
งานวิจัยของ Kurtz (1999) ที่ศึกษาในแมงดาทะเล (T. tridentatus)  และผลงานวิจัยของ Lee 
และคณะ (2004) ที่ศึกษาในกุงนาง (P. leniusculus) ที่พบวาฮีโมไซยานินบริสุทธิ์มีแอคทิวิที
ของเอนไซมฟนอลออกซิเดสเมื่อผานการกระตุนในทํานองเดียวกัน สาเหตุที่ไมพบแอคทิวิทีของ
เอนไซมฟนอลออกซิเดสในฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ของกุงแชบวยอาจเปนผลมาจากฮีโมไซยานิน 
ของกุงแชบวยตางจากกุงชนิดอ่ืนเพราะมีการจัดตัวรวมกันเปนรูปแบบที่เล็กกวา hexamer จึง
ไมมีแอคทิวิทีของเอนไซมฟนอลออกซิเดส ในขณะที่ในฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ของครัสเตเชียน
อ่ืนๆ รวมตัวกันเปน hexamer จึงมีแอคทิวิทีของเอนไซมฟนอลออกซิเดส 
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         รูปที่ 14   แถบโปรตีนของเอนไซมฟนอลออกซิเดสใน Non-denaturing PAGE  
   ที่ยอมดวยสีคูมาซีบลู (A) และยอมแบบแอคทวิทีี (B) 
 แถวที่ 1 และ 4  โปรตีนมาตรฐาน 
 แถวที่ 2 และ 5  ซีรัมของกุงแชบวย 
 แถวที่ 3 และ 6  ฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ 
 PO    =  เอนไซมฟนอลออกซิเดส 
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4. แอนติบอดีตอฮีโมไซยานินบริสุทธ์ิของกุงแชบวย 
 4.1 การสังเคราะหแอนติบอดีในกระตาย 
  จากการเตรียมแอนติบอดีตอฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ของกุงแชบวย โดยการฉีด
กระตุนกระตายบริเวณผิวหนังกับใตผิวหนังหลายๆ จุด โดยใชปริมาณฮีโมไซยานินครั้งละ 20 
ไมโครกรัม เม่ือทดสอบการมีแอนติบอดีตอฮีโมไซยานินดวยวิธี Ouchterlony double 
immunodiffusion พบวากระตายสามารถสังเคราะหแอนติบอดีตอฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ได
หลังจากการฉีดสัปดาหที่ 4 (รูปที่ 15 หลุม C) และมีการสังเคราะหเพ่ิมมากขึ้นหลังจากการฉีด
สัปดาหที่ 5 และ 6 ตามลําดับ (รูปที่ 15 หลุม D และ E) ทั้งน้ีไมพบแอนติบอดีตอฮีโมไซยานิน 
บริสุทธิ์ในซีรัมกระตายกอนการฉีดแอนติบอดี ดังแสดงผลรูปที่ 15 หลุม A จะเห็นไดวากระตาย
มีการสังเคราะหแอนติบอดีตอฮีโมไซยานินบริสุทธิ์เพ่ิมขึ้นเม่ือถูกระตุนดวยแอนติเจนและใช
แอนติเจนครั้งละปริมาณไมมาก (ครั้งละ 20 ไมโครกรัม) ในการกระตุน 
 4.2 การแยกแอนติบอดีจากซีรัม 
  เม่ือแยกแอนติบอดีตอฮีโมไซยานินบริสุทธิ์จากซีรัมกระตาย 4.5 มิลลิลิตร โดย
การตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความอิ่มตัว 50% แลวแยกแอนติบอดีตอดวยคอลัมน 
DEAE-Sephacel พบวาแอนติบอดีถูกชะออกมาในพีคแรก (Wallance, 1965) และมีปริมาณ
โปรตีน 9.8 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร แอนติบอดีที่ผานการแยกทั้งสองขั้นตอนนี้เม่ือนํามาทดสอบ
ดวยวิธี Ouchterlony double immunodiffusion พบวาสามารถเกิดปฏิกิริยาการตกตะกอนกับ  
ฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ไดดีเชนเดียวกับซีรัมกระตายกอนผานคอลัมน ดังแสดงผลในรูปที่ 15 
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            รูปที่ 15  การทํา Ouchterlony double immunodiffusion ของแอนติบอดีตอ 
 ฮีโมไซยานินบริสุทธ์ิในซรัีมกระตาย 
 หลุม  A ซีรัมกอนการฉีดแอนติบอดี 
 หลุม B ซีรัมหลังฉีดฮีโมไซยานินบริสุทธิ์สัปดาหที่ 2 
 หลุม C ซีรัมหลังฉีดฮีโมไซยานินบริสุทธิ์สัปดาหที่ 4 
 หลุม D ซีรัมหลังฉีดฮีโมไซยานินบริสุทธิ์สัปดาหที่ 5 
 หลุม E ซีรัมหลังฉีดฮีโมไซยานินบริสุทธิ์สัปดาหที่ 6 
 หลุม F ซีรัมที่ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต 
 หลุม G แอนติบอดีหลังผานคอลัมน DEAE-Sephacel 
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5. การทํา Western blot 
  เพ่ือทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีตอฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ จากการนํา
พลาสมาของกุงแชบวย สารละลายหลอดที่ 13 ที่ไดจากการทําอัลตราเซนตริฟวจ และฮีโมไซยา
นินบริสุทธิ์ไปทํา SDS-PAGE และทดสอบตอดวยการทํา Western blot โดยขนถายโปรตีนใน
แผนเจลลงบนแผนไนโทรเซลลูโลส ยอมสีโปรตีนบนแผนไนโทรเซลลูโลสดวยสี Ponceau S 
ปรากฏแบบแผนโปรตีนบนแผนไนโทรเซลลูโลสคลายกับโปรตีนในแผนเจลที่ยอมดวยสี         
คูมาซีบลู (รูปที่ 16A แถวที่ 2-4) แสดงวาโปรตีนในแผนเจลสวนใหญถูกขนถายลงบนแผน    
ไนโทรเซลลูโลส (ไมไดแสดงผล) เม่ือนําแผนไนโทรเซลลูโลสบมกับแอนติบอดีตอฮีโมไซยานิน 
บริสุทธิ์ ปรากฏเฉพาะแถบโปรตีน 2 แถบ ที่เกิดปฏิกิริยากับแอนติบอดีในทั้ง 3 ตัวอยาง คือ
พลาสมาของกุงแชบวย (รูปที่ 16B แถวที่ 6) สารละลายหลอดที่ 13 (รูปที่ 16B แถวที่ 7) และ  
ฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ (รูปที่ 16B แถวที่ 8) และเม่ือนําแผนไนโทรเซลลูโลสที่บมกับแอนติบอดี
ตอฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ไปเปรียบเทียบกับแผนเจลที่ยอมดวยสีคูมาซีบลู (รูปที่ 16A แถวที่ 2-4) 
พบวาตําแหนงของแถบโปรตีน 2 แถบ ที่เกิดปฏิกิริยากับแอนติบอดีเปนตําแหนงของฮีโมไซ
ยานินซ่ึงมีมวลโมเลกุล 79,400 และ 75,000 ดัลตัน บงชี้วาแอนติบอดีตอฮีโมไซยานินบริสุทธิ์มี
ความจําเพาะสูงเพราะเกิดปฏิกิริยาเฉพาะกับฮีโมไซยานินเทานั้น แตไมเกิดปฏิกิริยากับโปรตีน
อ่ืน ๆ ในพลาสมาหรือในสารละลายหลอดที่ 13 รวมทั้งไมเกิดปฏิกิริยากับโปรตีนมาตรฐาน ดัง
แสดงผลในรูปที่ 16B แถวที่ 5 
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     รูปที่ 16  แบบแผนโปรตีนของฮีโมลิมฟและฮีไซยานินบริสุทธ์ิ ใน SDS-PAGE และ 
 ยอมดวยสีคูมาซีบลู (A) และใน Western blot ซึ่งบมดวยแอนติบอดีตอ 
 ฮีโมไซยานินบริสุทธ์ิ (B) 
 แถวที่ 1 และ 5  โปรตีนมาตรฐาน 
 แถวที่ 2 และ 6  พลาสมาของกุงแชบวย 
 แถวที่ 3 และ 7  สารละลายหลอดที่ 13 จากการทําอัลตราเซนตริฟวจ 
 แถวที่ 4 และ 8  ฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ 
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6. การพัฒนาเทคนิค ELISA เพื่อใชวัดปริมาณฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟ  
6.1 การหาภาวะที่เหมาะสมในการทํา ELISA 

 การวิเคราะหปริมาณฮีโมไซยานินดวยวิธี ELISA ตองอาศัยหลายปจจัยในการ
ทํา ไดแกการใชปริมาณฮีโมไซยานิน  ปริมาณแอนติบอดีตอฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ (1๐Ab) และ
ปริมาณแอนติบอดีตอ IgG ของกระตายซึ่งยึดติดกับเอนไซมเปอรออกซิเดส (2oAb) ที่เหมาะสม 
นอกจากนี้ในการติดตามปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสที่เกิด ก็ตองใชความเขมขนของ
สับสเตรท OPD และ H2O2 รวมทั้งระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสที่
เหมาะสม ซ่ึงในงานวิทยานิพนธน้ีไดพัฒนาเทคนิค ELISA เพ่ือใชวัดปริมาณฮีโมไซยานินใน   
ฮีโมลิมฟ จึงไดหาภาวะที่เหมาะสมของปจจัยตาง ๆ เหลานี้  ยกเวนความเขมขนของ OPD ซ่ึง
เลือกใชที่ 0.4 mg/ml ความเขมขนของ H2O2 เลือกใชที่ 0.01% และระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยา
ของเอนไซมเปอรออกซิเดสนาน 30 นาที ในการทํา ELISA โดยไดจากผลงานวิทยานิพนธของ 
Rittidach (2006) ที่เคยศึกษาวาเปนความเขมขนของสับสเตรท OPD และ H2O2 รวมทั้ง
ระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสที่เหมาะสม 

6.1.1 การหาปริมาณแอนติบอดีตอฮีโมไซยานินบริสุทธ์ิ (1๐Ab) ที่ 
         เหมาะสมในการทํา ELISA       
ในการหาปริมาณแอนติบอดีตอฮีโมไซยานินบริสุทธิข์องกุงแชบวย (1๐Ab) ที่

เหมาะสมของการวิเคราะหดวยวธิี ELISA ทําโดยการใชฮีโมไซยานินบริสุทธิเ์คลือบผวิเพลท
ดวยปริมาณคงที่ 800 นาโนกรัมตอหลุม บมกับ 1๐Ab ที่เจือจางดวยบัฟเฟอรวิเคราะหดวย
อัตราสวน 1:1,000, 1:2,000, 1:2,500, 1:3,000 และ 1:4,000 และใช 2๐Ab ที่ความเขมขนคงที่
ที่ 1:25,000 แลววัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 492 นาโนเมตร (A492) ดังแสดงผลใน
รูปที่ 17 พบวาคา A492 เพ่ิมขึ้นตามความเขมขนของ 1๐Ab ซ่ึงคาการเจือจาง 1๐Ab ที่เหมาะ 
สมคือ 1:2,000 เน่ืองจากใหคา A492 ไมสูงหรือต่ําเกินไป ดังแสดงผลในรูปที่ 17 ดังน้ันในงาน
วิทยานิพนธน้ีจึงใช 1๐Ab ที่เจือจาง 1:2,000 เทา ในการศึกษาขอตอๆไป 
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รูปที่ 17  การเจือจางที่เหมาะสมของ 1๐Ab ในการทํา ELISA 
  ในการหาคาการเจือจางของแอนติบอดีตอฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ (1๐Ab) ที่

เหมาะสม โดยการเจือจางดวยบัฟเฟอรวิเคราะหที่ 1:1,000, 1:2,000, 1:2,500, 
1:3,000 และ 1:4,000 และใชฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ 800 นาโนกรัมตอหลุม, 2๐Ab เจือ
จางที่ 1:25,000, ความเขมขนของ OPD ที่ 0.4 mg/ml, ความเขมขนของ H2O2 เปน 
0.01% และระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสนาน 30 นาที ใน
การทํา ELISA 

   
 
 
 
 



  66 

 

6.1.12  การหาปริมาณแอนติบอดีตอ IgG ของกระตายซึง่ยึดติดกับ 
            เอนไซมเปอรออกซิเดส (2oAb) ที่เหมาะสมในการทํา ELISA 
ในทํานองเดียวกัน เพ่ือหาปริมาณแอนติบอดีตอ IgG ของกระตายซึง่ยึดติดกับ

เอนไซมเปอรออกซิเดส (2oAb) ที่เหมาะสมในการทํา ELISA  ทําโดยเคลือบผิวเพลทดวยฮีโม
ไซยานินบริสทุธิ์ปริมาณคงที่ 800 นาโนกรัมตอหลุม และบมกับ 1๐Ab ที่เจือจาง 1:2,000 เทา 
แลวหาคาการเจือจางที่เหมาะสมของ 2oAb โดยเจือจาง 2๐Ab ดวยบัฟเฟอรวิเคราะหที่ 
1:10,000, 1:12,500, 1:25,000, 1:50,000 และ 1:75,000 พบวาไดผลในทํานองเดียวกันกับ     
1๐Ab โดยพบวาคา A492 เพ่ิมขึ้นตามความเขมขนของ 2๐Ab ที่ใช และแปรผันเปนเสนตรงกับ
คาการเจือจาง 2๐Ab ระหวาง 1:12,500 ถึง 1:50,000 เทา โดยมีคาการเจือจาง 2๐Ab ที่
เหมาะสมคือ 1:25,000 เทา ดังแสดงผลในรูปที่ 18  ดังน้ันในงานวิทยานิพนธน้ีจึงใช 2๐Ab ที่
เจือจาง 1:25,000 เทา ในการศึกษาครั้งตอๆไป 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  67 

 

 
 
 
 
 

      
 

 
รูปที่ 18  การเจือจางที่เหมาะสมของ 2๐Ab ในการทํา ELISA 
  ในการหาคาการเจือจางที่เหมาะสมของ 2๐Ab ที่เจือจางดวยบัฟเฟอรวิเคราะห

ที่ 1:10,000, 1:12,500, 1:25,000, 1:50,000 และ 1:75,000 โดยใชฮีโมไซยานิน   
บริสุทธิ์ 800 นาโนกรัมตอหลุม, 1๐Ab เจือจางที่ 1:2,000, ความเขมขนของ OPD ที่ 
0.4 mg/ml, ความเขมขนของ H2O2 เปน 0.01% และระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยาของ
เอนไซมเปอรออกซิเดสนาน 30 นาที ในการทํา ELISA 
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6.1.3 การหา pH ที่เหมาะสมของการเคลือบฮีโมไซยานินกับเพลทในการ  
         ทํา ELISA 
นอกเหนือจากการใชแอนติบอดีที่เหมาะสมแลว ไดทําการหา pH ของบัฟเฟอร

เคลือบที่เหมาะสมที่ทําใหฮีโมไซยานินเคลือบติดเพลทไดมากขึ้น เน่ืองจากผลการทดลอง
เบื้องตนพบวาเม่ือเตรียมฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ในบัฟเฟอรเคลือบที่ใชกันทั่วไปคือ 50 mM 
Na2CO3, pH 9.6 พบวามีฮีโมไซยานินบริสุทธิ์เคลือบติดที่ผิวเพลทนอย คา A492 จึงมีคาต่ํา
มาก ดังนั้นงานวิทยานิพนธน้ีจึงไดเตรียมฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ปริมาณคงที่ 800 นาโนกรัมตอ
หลุม ในบัฟเฟอรเคลือบ 50 mM Na2CO3 ที่ pH ตาง ๆ ในชวง 9-11.5 เคลือบผิวเพลท จาก
การทดลองพบวาคา A492 เพ่ิมขึ้นตามคา pH ของบัฟเฟอรเคลือบ และเพิ่มมากสุดที่ pH 11.5 
ดังแสดงผลในรูปที่ 19 แตเน่ืองจากไมตองการวิเคราะหโปรตีนในภาวะที่เปนเบสมากเกินไป จึง
ไดเลือกใช pH ของบัฟเฟอรเคลือบที่เหมาะสมคือ 10.5  
  ดังน้ันในการหาปริมาณฮีโมไซยานินโดยวิธี ELISA จึงเลือกใชภาวะที่เหมาะสม
ดังน้ีคือ เตรียมตัวอยางในบัฟเฟอรเคลือบที่ pH 10.5  ใช 1๐Ab และ  2๐Ab ที่เจือจาง 1:2,000 
และ 1:25,000 เทา ตามลําดับ ใชความเขมขนของ OPD ที่ 0.4 mg/ml ความเขมขนของ H2O2 
ที่ 0.01% และระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสเปน 30 นาที  
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รูปที่ 19  การหา pH ที่เหมาะสมของการเคลือบฮีโมไซยานินกับเพลทในการทํา ELISA 
  ในการหา pH ของบัฟเฟอรเคลือบที่เหมาะสมที่ทําใหฮีโมไซยานินเคลือบติด

เพลทไดดี  ใชฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ 800 นาโนกรัมตอหลุม เตรียมในบัฟเฟอรเคลือบที่ 
pH ตาง ๆ ในชวง 9-11.5, 1๐Ab เจือจางที่ 1:2,000,  2๐Ab เจือจางที่ 1:25,000, 
ความเขมขนของ OPD ที่ 0.4 mg/ml, ความเขมขนของ H2O2 เปน 0.01% และ
ระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสนาน 30 นาที ในการทํา 
ELISA 
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 6.2 การเจือจางฮีโมลิมฟที่เหมาะสมในการทํา ELISA 
เพ่ือหาปริมาณฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟที่เหมาะสมในการทํา ELISA ไดทําการ 

เจือจางฮีโมลิมฟดวยอัตราสวน 1:100, 1:200, 1:320, 1:1,000 และ 1:3,200 ดวยบัฟเฟอร
เคลือบที่มี pH ที่เหมาะสมคือ 50 mM Na2CO3, pH 10.5 นําไปเคลือบผิวเพลทแตละหลุม 
จากนั้นทําการทดลองตอตามวิธีการขอ 9.1.1 โดยใช 1oAb และ 2oAb ที่เจือจางเปนความ
เขมขน 1:2,000 และ 1:25,000 ตามลําดับ ในการทํา ELISA ผลพบวาฮีโมลิมฟที่เจือจางในชวง
ดังกลาวมีความสัมพันธเปนเสนตรงเม่ือพล็อตกราฟระหวางคา A492 และ log อัตราสวนการ
เจือจาง ดังแสดงผลในรูปที่ 20 แตการเจือจางดวยอัตราสวนมากกวา 1:1,000 เทา ใหผลที่เริ่ม
เบี่ยงเบนออกจากเสนตรง ดังน้ันจึงเลือกเจือจางฮีโมลิมฟดวยอัตราสวน 1:200 ซ่ึงเปนชวง  
กลาง ๆ ในการหาปริมาณฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟดวยการทํา ELISA ตอไป 
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รูปที่ 20  การเจือจางฮีโมลิมฟที่เหมาะสมในการทํา ELISA 
  ในการหาคาการเจือจางที่เหมาะสมของฮีโมลิมฟ ที่เจือจางดวยบัฟเฟอร

วิเคราะหที่ 1:100, 1:200, 1:320, 1:1,000 และ 1:3,200, ใช 1๐Ab เจือจางที่ 1:2,000, 
2๐Ab เจือจางที่ 1:2,000, ความเขมขนของ OPD ที่ 0.4 mg/ml, ความเขมขนของ 
H2O2 เปน 0.01% และระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสนาน 30 
นาที ในการทํา ELISA 
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 6.3 การทํากราฟมาตรฐานของฮีโมไซยานินบริสุทธ์ิ 
  เน่ืองจากฮีโมไซยานินมีปริมาณมากในฮีโมลิมฟดังที่เคยมีรายงานกันมากอน 
ดังน้ันการทํากราฟมาตรฐานจึงไดเลือกทําในชวงที่มีคา A492 ครอบคลุมการวัดหาปริมาณฮีโม
ไซยานินในฮีโมลิมฟ ซ่ึงในการทํากราฟมาตรฐานของฮีโมไซยานินเพ่ือใชในการวัดปริมาณ
ของฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟของกุงแชบวย ไดจากการนําฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ปริมาณตาง ๆ 
ในชวง 5-69 ไมโครกรัมตอหลุม เคลือบเพลท จากนั้นทํา ELISA ตอตามภาวะที่เหมาะสมในขอ 
6.1 แลวพล็อตกราฟระหวางคา A492 กับ log ของปริมาณฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ที่ใช ผลการ
ทดลองแสดงคา A492 เพ่ิมขึ้นเปนเสนตรงตามปริมาณของฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ที่เพ่ิมขึ้นในชวง 
10-69 ไมโครกรัม การใชฮีโมไซยานินปริมาณ 5 ไมโครกรัม จะใหคา A492 ที่เบี่ยงเบนออกจาก
เสนตรง (รูปที่ 21) ดังน้ันจึงใชปริมาณฮีโมไซยานินในชวง 10-69 ไมโครกรัม ตอหลุม หรือ
ความเขมขนในชวง 66.67 – 460 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนกราฟมาตรฐานในการคํานวณหา
ปริมาณฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟของกุงแชบวยโดยวิธี ELISA ตอไป 
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รูปที่ 21  กราฟมาตรฐานของฮีโมไซยานินบริสุทธ์ิในการวัดปริมาณฮีโมไซยานินใน 
              ฮีโมลิมฟของกุงแชบวยโดยวิธี ELISA 

 ในการทดสอบใชฮีโมไซยานินบริสุทธิ์เคลือบเพลทในชวง 5-69 ไมโครกรัมตอ
หลุม, ใช 1๐Ab เจือจางที่ 1:2,000, 2๐Ab เจือจางที่ 1:25,000, ความเขมขนของ OPD 
ที่ 0.4 mg/ml, ความเขมขนของ H2O2 เปน 0.01% และระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยา
ของเอนไซมเปอรออกซิเดสเปน 30 นาที 
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6.4  การหาปริมาณฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟของกุงแชบวยโดยวิธี ELISA 
  เม่ือทําการวัดปริมาณฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟของกุงแชบวย 6 ตัวอยาง โดย
เจือจางฮีโมลิมฟดวยอัตราสวนที่เหมาะสม คือ 1:200 จากนั้นนําไปวิเคราะหตอดวยวิธี ELISA 
ตามวิธีการขอ 9.1.1 โดยทําการวิเคราะหตัวอยางละ 2 ซํ้า พบวามีปริมาณฮีโมไซยานินในฮีโม
ลิมฟเฉลี่ยจาก 6 ตัวอยาง มีคาเฉลี่ย + คาผิดพลาดมาตรฐาน เปน 111.07 + 3.58 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตรของฮีโมลิมฟ ขณะที่โปรตีนทั้งหมดในฮีโมลิมฟมีคาเฉลี่ย + คาผิดพลาดมาตรฐาน เปน 
129.65 + 4.63 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของฮีโมลิมฟ ดังนั้นปริมาณฮีโมไซยานินที่หาดวยวิธี 
ELISA ของกุงแชบวยจึงคิดเปน  85.67% ของโปรตีนในฮีโมลิมฟ  ซ่ึงสอดคลองกับรายงานที่
พบวา 80-95% ของโปรตีนในฮีโมลิมฟของครัสเตเชียนเปนฮีโมไซยานิน อาทิเชน ในกุงขาว    
P. vannamei (Cariolou and Flytzanis, 1993)  กุง P. japonicus (Chen and Cheng, 1993) 
และในกุง P. elegans (Taylor et al., 1985) 
 
7. การโคลนชิ้นดีเอ็นเอของยีนฮีโมไซยานิน 
 7.1 การออกแบบไพรเมอรสําหรับโคลนชิ้นดีเอ็นเอของยีนฮีโมไซยานิน 
  ไดออกแบบไพรเมอรสําหรับโคลนสวนของยีนฮีโมไซยานิน โดยศึกษาลําดับ   
นิวคลีโอไทดของฮีโมไซยานินจากสัตวในกลุมครัสเตเชียนที่มีการศึกษามาแลวจากธนาคารยีน 
โดยผานฐานขอมูล NCBI ในงานวิทยานิพนธน้ี เลือกลําดับนิวคลีโอไทดของ M. japonicus Y 
(EF375712), M. japonicas L (EF375711), P. vannamei (X82502), C. magister  5 
(AY861680.1) และ C. sapidus (AF249297) ใชในการออกแบบไพรเมอรสําหรับโคลนชิ้น      
ดีเอ็นเอของยีนฮีโมไซยานิน โดยนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาจัดเรียงและเปรียบเทียบกันโดย
ใชโปรแกรม ClustalX และ GeneDoc พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของฮีโมไซยานินมีบริเวณ
อนุรักษ (conserve region) หลายตําแหนง เลือกลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณอนุรักษนํามาใชเปน 
forward และ reverse primer ดังแสดงในตารางที่ 2 โดยใช H280 F1 และ H1180 R1 สําหรับ
เปน forward และ reverse primer ในการโคลนชิ้นดีเอ็นเอของยีนฮีโมไซยานินชิ้นยีนที่ 1 
(HC1) และใช H660 F2 และ H1780 R2 เปน forward และ reverse primer ในการโคลนชิ้น   
ดีเอ็นเอของยีนฮีโมไซยานินชิ้นยีนที่ 2 (HC2) 
 7.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีนฮีโมไซยานิน 
  ในการโคลนชิ้นดีเอ็นเอของยีนฮีโมไซยานิน HC1 และ HC2 โดยใชไพรเมอร
ตามขอ 7.1 จากนั้นเพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอของยีนฮีโมไซยานินดวยเทคนิค PCR โดยใช cDNA 
library จากตับของกุงแชบวยที่ไดมาจากงานวิทยานิพนธของ Rattanaporn (2008) เปนดีเอ็นเอ
แมแบบในการเพิ่มจํานวน และใชไพรเมอรจากตารางที่ 2 ในการโคลนชิ้นดีเอ็นเอของยีนฮีโมไซ
ยานิน HC1 และ HC2 เม่ือนํา PCR product ของ HC1 และ HC2  ที่ไดมาตรวจสอบผลดวย
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การทําอิเล็กโทรฟอรีซิสใน 1.5% agarose gel พบแถบ PCR product เพียงแถบเดียวขนาด
ประมาณ 923 คูเบส (base pair, bp) ของ HC1 และ 1,118 คูเบส ของ HC2 ดังแสดงผลในรูปที่ 
22 แถวที่ 2 และ 3  
 
 
 
 

 
 
 
           รูปที่ 22  แบบแผนดีเอ็นเอใน 1.5% Agarose gel electrophoresis ของ 
                         ยีนฮีโมไซยานินที่ไดจากการทํา 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 การหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนฮีโมไซยานิน 
  เพ่ือการหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนฮีโมไซยานินทั้ง 2 ชิ้น ไดสกัดชิ้นดีเอ็นเอ
ของฮีโมไซยานินออกจากเจลโดยใช QIAquick Gel Extraction Kit  นําชิ้นดีเอ็นเอของฮีโมไซ
ยานินที่สกัดแยกออกจากเจลไปเชื่อมกับดีเอ็นเอพาหะ pGEM®-T Easy (Promega) และเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอลูกผสมในเซลลเจาบาน E. coli สายพันธุ DH 5α จากนั้นเลือกโคโลนีสีขาวมา
สกัดพลาสมิดโดยใช QIAprep Spin Miniprep Kit  นําพลาสมิดลูกผสมที่มีชิ้นดีเอ็นเอของฮีโม
ไซยานินไปวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดดวยเครื่อง ABI Prism 377 Automated DNA 
Sequencer (Applied Biosystems) พบวา HC1 มีความยาว 923 คูเบส และ HC2 มีความยาว 
1,118 คูเบส และมีลําดับนิวคลีโอไทด ดังแสดงผลในรูปที่ 23 และ 24 ตามลําดับ  
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รูปที่ 23  ลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอของยีนฮีโมไซยานิน ชิ้นที่ 1 (HC1) 

 ใช H280 F1 และ H1180 R1 สําหรับเปน forward และ reverse primer ใน
การโคลนสวนของยีนฮีโมไซยานินชิ้นที่ 1 (HC1) และหาลําดับนิวคลีโอไทด โดย 
HC1 มีความยาว 923 คูเบส 
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รูปที่ 24   ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนฮีโมไซยานินชิ้นยีนที่ 2 (HC2) 

 ใช H660 F2 และ H1780 R2 สําหรับเปน forward และ reverse primer ใน
การโคลนสวนของยีนฮีโมไซยานินชิ้นที่ 2 (HC2) และหาลําดับนิวคลีโอไทด โดย 
HC2 มีความยาว 1,118 คูเบส  
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 7.4 การสรางยีนฮีโมไซยานินชิ้นรวม (pHC) 
  เพ่ือใหไดลําดับนิวคลีโอไทดของยีนฮีโมไซยานินเปนชิ้นที่ยาวขึ้น ไดนําลําดับ 
นิวคลีโอไทดของยีนฮีโมไซยานินทั้ง 2  ชิ้น  (HC1 และ HC2)    มาเชื่อมตอเขาดวยกัน 
(overlapping) ดวยโปรแกรม CAP 3 ทําใหไดชิ้นยีนฮีโมไซยานินที่มีความยาว 1,496 คูเบส 
จากโปรแกรมแสดงใหเห็นวาลําดับนิวคลีโอไทดของ HC1 และ HC2 มีสวนที่คาบเกี่ยว 
(overlap) กัน จากนั้นทําการแปล (translate) ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนฮีโมไซยานินที่ศึกษา 
(pHC) ไดเปนลําดับกรดอะมิโนโดยใชโปรแกรม Translate พบวามีกรดอะมิโน 498 หนวย ดัง
แสดงผลในรูปที่ 25 เน่ืองจากขอมูลยีนฮีโมไซยานินที่ไดศึกษาในวิทยานิพนธน้ียังไมสมบูรณ
เต็มสาย (full-length) จึงขอเรียกเปน partial hemocyanin gene หรือ pHC  
  มีรายงานเกี่ยวกับยีนฮีโมไซยานินเต็มสาย (full-length) ของกุง P. vannamei 
โดยใช cDNA library ที่เตรียมจากตับเปนดีเอ็นเอแมแบบ พบวาไดยีนฮีโมไซยานินยาว 2,095 
คูเบส ซ่ึงมีความเหมือน (% identity) สูงเม่ือเทียบกับของ P.  interruptus (Sellos et al., 1997) 
และผลงานวิจัยของ Lei และคณะ (2007) ทําการศึกษายีนฮีโมไซยานินจากกุง P. japonicus 
พบวาสามารถโคลนหนวยยอยของยีนฮีโมไซยานินได 2 ยีน คือ PjHcL และ PjHcY ซ่ึงมีจํานวน
กรดอะมิโน 678 และ 664 หนวย มีมวลโมเลกุล 75,000 และ 73,000 ดัลตัน ตามลําดับ มี
การศึกษายีนฮีโมไซยานินของปู Cancer magister โดยสามารถโคลนยีนฮีโมไซยานินหนวย
ยอย 6 (Cmag6) ยาว 1,939 คูเบส แปลเปนสายโพลีเปปไทดที่มีกรดอะมิโนยาว 650 หนวย 
และมีมวลโมเลกุล 74,903 ดัลตัน โดยใช cDNA library ที่เตรียมจากตับเปนดีเอ็นเอแมแบบ 
(Durstewitz and Terwilliger, 1997) 
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รูปที่ 25   ลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนของยีนฮีโมไซยานิน pHC 

 นําลําดับนิวคลีโอไทดของยีนฮีโมไซยานินชิ้นที่ 1 (HC1) และชิ้นที่ 2 (HC2)   
มาตอกันดวยโปรแกรม CAP 3 ไดยีนฮีโมไซยานิน pHC ที่มีความยาว 1,496 คูเบส 
และมีกรดอะมิโน 498 หนวย  
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 7.5  การเปรียบเทียบยีนฮีโมไซยานิน pHC ของกุงแชบวยกับยีนฮีโมไซยานินของ  
                   กุงชนิดอ่ืน 
  ไดทําการเปรียบเทียบยีนฮีโมไซยานิน pHC ของกุงแชบวยกับยีนฮีโมไซยานิน 
ของกุงชนิดอ่ืนที่มีรายงานในธนาคารยีน ผานฐานขอมูล NCBI โดยใชโปรแกรม BlastP พบวา
ยีนฮีโมไซยานิน pHC ของกุงแชบวยมีความเหมือนใกลเคียงกับยีนฮีโมไซยานินของกุงขาว     
L.  vanamai (CAA 57880.1) มากที่สุด โดยมีคาความเหมือน (identity) 91% รองลงมาเปนยีน
ของกุง Marsupenaeus japonicus (88%, 81%) และกุง Fenneropenaeus chinensis (80%) 
ดังแสดงผลในตารางที่ 6  

เม่ือนําลําดับกรดอะมิโนที่ไดจากการทํา BlastP โดยเลือกยีนฮีโมไซยานินของ
กุงที่มีคาความเหมือนไมต่ํากวา 80% รวม 4 ชนิด มาจัดเรียงและเปรียบเทียบกัน (alignment) 
โดยใชโปรแกรม Vector NTI (version 9.0, Invitrogen) พบวาปรากฏบริเวณอนุรักษ (แถบสี
เหลือง) หลายบริเวณ ดังแสดงผลรูปที่ 26 ยีนฮีโมไซยานิน pHC ของกุงแชบวยมีบริเวณ
อนุรักษที่มีความเหมือนเชนเดียวกับบริเวณอนุรักษของยีนฮีโมไซยานินของกุง M. japonicus 
กุงขาว L. vannamei และกุง F. chinensis (รูปที่ 26)  
 

 
ตารางที่ 6  คาความเหมือน (% identity) ของลําดับกรดอะมิโนของยีนฮีโมไซยานิน  
   pHC ของกุงแชบวยกบัของกุงพีเนียดชนิดอ่ืน 

               
 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 ของกุงแชบวยกับยีนฮีโมไซยานินของ
กุงอีก 4 ชนิด โดยใชโปรแกรม 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). 
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                          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  
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                          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 ของกุงแชบวยกับ  
              ยีนฮีโมไซยานินของกุงพีเนียดชนิดอ่ืน 

เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของยีนฮีโมไซยานิน pHC ของกุงแชบวยกับ 
ยีนฮีโมไซยานินของกุงอีก 4 ชนิด โดยใชโปรแกรม 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 ของกุงแชบวยกับยีนโปรฟนอลออกซิเดส   
                  ของกุงชนิดอ่ืน    
  ในงานวิทยานิพนธครั้งน้ีจึงนําลําดับนิวคลีโอไทดของยีนฮีโมไซยานิน pHC มา
เปรียบเทียบกับยีนโปรฟนอลออกซิเดสของกุงชนิดอ่ืนที่มีรายงานในธนาคารยีน พบวามีความ
เหมือนอยูในชวง 32-35% โดยมีคาความเหมือนมากที่สุดเม่ือเปรียบเทียบกับยีนของกุงนาง            
P. leniusculus (35%) รองลงมาเปนยีนของกุงกุลาดําและกุง P. semisulcatus (34%) กุงขาว   
L. vannamei (33%) กุง M. japonicus และ Homarus gammarus (32%) ดังแสดงผลในตาราง
ที่ 7  

เม่ือนําลําดับกรดอะมิโนที่ไดจากการทํา BlastP โดยเลือกของเอนไซม         
โปรฟนอลออกซิเดสของกุงชนิดอ่ืนที่มีคาความเหมือนอยูในชวง 32-35% รวม 6 ชนิด มา
จัดเรียงและเปรียบเทียบกัน (alignment) โดยใชโปรแกรม Vector NTI (version 9.0, 
Invitrogen) พบวาปรากฏบริเวณอนุรักษ (แถบสีเหลือง) หลายบริเวณ ดังแสดงผลรูปที่ 27 ยีน 
ฮีโมไซยานิน pHC ของกุงแชบวยมีบริเวณอนุรักษที่มีความเหมือนเชนเดียวกับบริเวณอนุรักษ
ของยีนโปรฟนอลออกซิเดสของ L. vannamei, P. monodon, P. semisulcatus, M. japonicus    
P. leniusculus และ H. gammarus (รูปที่ 27) แสดงใหเห็นวายีนฮีโมไซยานินมีความสัมพันธกบั
ยีนโปรฟนอลออกซิเดสในดานความเหมือนของลําดับกรดอะมิโน เชนเดียวกับยีนฮีโมไซยานิน 
และยีนโปรฟนอลออกซิเดส (Gen Bank X83494) ของกุงนาง (P. leniusculus) มีความ
เหมือนกัน 29% มีผลงานวิจัยในป 1995 ที่ไดจากการศึกษาโครงสรางระดับโมเลกุล (molecular 
cloning) ของเอนไซมโปรฟนอลออกซิเดสของกุงนาง (P. leniusculus) (Aspan et al., 1995) 
แมลงหวี่ Drosophila melanogaster (Fujimoto et al., 1995) และ Manduca sexta (Hall et al., 
1995) พบวามีลําดับกรดอะมิโนคลายกับลําดับกรดอะมิโนของฮีโมไซยานินมาก และมีรายงาน
ในกุงขาว (L. vannamei) พบวาลําดับกรดอะมิโนของยีนเอนไซมโปรฟนอลออกซิเดสใน         
ฮีโมไซทมีความเหมือนกับของยีนฮีโมไซยานิน 28% (Lai et al., 2005) ในทํานองเดียวกันยีน
เอนไซมโปรฟนอลออกซิเดสมีความเหมือนกับของยีนฮีโมไซยานิน 59% ในแมงปอง 
(Androctonus australis) (Buzy et al., 1995) และจากรูปที่ 26 และ 27 แสดงใหเห็นวายีน
เอนไซมโปรฟนอลออกซิเดสมีขนาดยาวกวายีนฮีโมไซยานิน  
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ตารางที่ 7  คาความเหมือน (% identity) ของลําดับกรดอะมิโนของยีนฮีโมไซยานิน pHC ของกุงแชบวยกับยีนโปรฟนอลออกซิเดส 
      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 ของกุงแชบวยกับยีนโปรฟนอลออกซิเดสของครัสเตเชียนชนิดอื่น โดยใชโปรแกรม 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 ของกุงแชบวยกับ 
              ยีนโปรฟนอลออกซิเดสของครัสเตเชียนบางชนิด 
  เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของยีนฮีโมไซยานิน pHC ของกุงแชบวยกับ 

ยีนฮีโมไซยานินของกุงอีก 4 ชนิด โดยใชโปรแกรม 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 ����  
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 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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เอกสารอางอิง 
 
 
กิจการ  ศุภมาตย และคณะ. 2542. เทคนิคการตรวจวินิจฉัยโรคติดเชื้อแบคทีเรียและไวรัสใน  

กุงกุลาดํา. เอกสารประกอบการฝกอบรมเชิงปฏิบัติการ. ศูนยวิจัยสุขภาพสัตวนํ้า 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร, 24-25 เมษายน 2542. 

จรีพร  เรืองศรี. 2546. การตอบสนองแบบกึ่งจําเพาะของภูมิคุมกันกุงกุลาดํา (Penaeus 
monodon Fabricius) ตอเชื้อไวรัสหัวเหลืองและเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว. วิทยานิพนธ
วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร สงขลา. 

ธวัช  ศรีวีระชัย และฐานนันดร  ทัตตานนท. 2538. การเลี้ยงกุงแชบวยแบบพัฒนาในบอดิน.
เอกสารวิชาการ ฉบับที่ 44/2538 สถานีเพาะเลี้ยงสัตวนํ้าชายฝงจังหวัดนราธิวาสกอง
เพาะเลี้ยงสัตวนํ้าชายฝง กรมประมง กระทรวงเกษตรและสหกรณ. 

บุญศรี  จารุธรรมโสภณ. 2537. ชีววิทยากุงแชบวย (Penaeus merguiensis) ในบริเวณอาว
พังงา. รายงานสัมนาวิชาการประจําป 2537 กรมประมง กระทรวงเกษตรและสหกรณ. 

ปนนภา  ลิ่มพานิช. 2551. การตอบสนองของเลคตินในกุงแชบวยตอเชื้อกอโรคและไมกอโรค. 
วิทยานิพนธวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร สงขลา. 

มัทนา  บุญยุบล. 2539. ชีววิทยาและวงจรชีวิตของกุงแชบวยในอาวบานดอน จังหวัดสุราษฎร
ธานี. เอกสารวิชาการฉบับที่ 28/2539, กลุมชีวประวัติสัตวทะเล. ศูนยพัฒนาประมง
ทะเลอาวไทยตอนบน, กรุงเทพฯ. 61 น. 

มาลินี  วิชชาวุธ และสมยศ  สิทธิโชคพันธ. 2548. การนําเขาพอแมพันธุกุงขาวตามระเบียบกรม
ประมง. วารสารการประมง 58, 2 (มีนาคม-เมษายน), 170. 

เมธี  วัฒนสิงห. 2543. การเลี้ยงกุงแชบวยแบบพัฒนา ภูมิปญญาคนไทย ตลาดในและนอกยัง
เปดกวาง. วารสารสัตวนํ้า 11(131), 5-16.  

วิไลพร ธรรมรัตน. 2551. การศึกษาเอนไซมฟนอลออกซิเดสในกุงแชบวย.วิทยานิพนธวิทยา
ศาสตรมหาบัณฑิต มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร สงขลา. 
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วิวัฒนชัย  พรหมสาขา ณ สกลนคร และสมพร โลสวัสดิ์กุล. 2532. การแพรกระจายและความ
ชุกชุมของทรัพยากรกุงทะเลในอาวไทย. รายงานการสัมมนาวิชาการประจําป 2532 
กรมประมง กระทรวงเกษตรและสหกรณ. 

ศรีรัตน  สอดสุข  และพนม  กระจางพจน. 2541. ความหลากหลายทางพันธุกรรมของกุง
แชบวยจาก 3 แหลงในประเทศไทย. เอกสารวิชาการ ฉบับที่ 19/2541 สถาบันวิจัยและ
พัฒนาพันธุกรรมสัตวนํ้า กรมประมง กระทรวงเกษตรและสหกรณ. 

สถิติการประมงแหงประเทศไทย พ.ศ.2548. กรมประมง กระทรวงเกษตรและสหกรณ.   
กรุงเทพฯ: กรมประมง. 

สุพจน  จึงแยมปน และชัยรัตน  พุมชวย. 2543. ผลงานชิ้นโบแดงสถานีเพาะเลี้ยงสัตวนํ้า
ชายฝงจังหวัดตรังเลี้ยงพอแมแชบวยในบอดินสําเร็จ.  วารสารสัตวนํ้า 11(132), 37-44. 

อรัญญา  คงแกว. 2549. การศึกษาสมบัติของเอนไซมเบตา-1,3-กลูคาเนสและเอนไซมเอ็น-   
อะซิติลกลูโคซามินิเดสในการตอบสนองตอเชื้อกอโรค Vibrio harveyi ของกุงแชบวย. 
วิทยานิพนธวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร สงขลา. 

เอ้ือมมนัส  อินทรผาด. 2545. การคนหายีนที่มีปฏิกิริยากับไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดํา.  
วิทยานิพนธวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร สงขลา. 
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