
ภาคผนวก

ภาคผนวก ก
วิธีการวิเคราะห

1. การเตรียมกราฟมาตรฐานสํ าหรับวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอส
(Hagihara et  al., 1958)

1. ช่ังไทโรซีน 100 มิลลิกรัม ปรับปริมาตรดวยนํ้ ากลั่นใหไดปริมาตร 10 มิลลิลิตร       
สารละลายที่ไดคือ สารละลายไทโรซีนความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เก็บไวเปน stock 
solution

2. เจือจางสารละลายไทโรซีน (stock solution) ใหอยูชวง 50-500 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร

3.  นํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 275 นาโนเมตร
4. เขียนกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของไทโรซีนกับคาการ

ดูดกลืนแสงที่ 275 นาโนเมตร (ภาพภาคผนวก ก1)

ภาพภาคผนวก ก1 กราฟมาตรฐานไทโรซีนที่ความยาวคลื่น 275 นาโนเมตร

y = 0.0016x + 0.0247
R2 = 0.994
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2. การวิเคราะหปริมาณโปรตีนที่ละลายได (soluble protein)
    โดยวิธีการของ Lowry และคณะ (1951)
สารเคมีที่ใชในการวิเคราะห

1. สารละลาย A: คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4 • 5H2O) ความเขมขนรอยละ 1 (น้ํ าหนักตอ
ปริมาตร)

2. สารละลาย B: โซเดียมโพแทสเซียมทารเทรต (sodium potassium tartrate • 4H2O)
ความเขมขนรอยละ 1 (น้ํ าหนักตอปริมาตร)

3. สารละลาย C: โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  0.1 
โมลาร ความเขมขนรอยละ 2 (น้ํ าหนักตอปริมาตร)

4. folin-ciocalteu reagent

วิธีการวิเคราะห
1. เตรียมสารละลาย WS1 และ WS2 ใหมทุกครั้งกอนใช โดย
WS1:  สารละลายผสมของสารละลาย A: สารละลาย B: สารละลาย C ในอัตราสวน 1:1:

98  (ปริมาตรตอปริมาตรตอปริมาตร)
WS2: สารละลาย folin-ciocalteu reagent เจือจางกับน้ํ ากลั่นในอัตราสวน 1:1 (ปริมาตร

ตอปริมาตร)
2.เติมสารละลายตัวอยางที่มีความเขมขนในชวงที่เหมาะสม (5-100ไมโครกรัม)  ปริมาตร 

0.2 มลิลิลิตร ลงในหลอดทดลอง
3.เติมสารละลาย WS1 ปริมาตร 2.1 มิลลิลิตร ปนผสมแลวตั้งทิ้งไวเปนเวลา 10 นาที
4.เติมสารละลาย WS2 ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ปนผสมทันทีแลวตั้งทิ้งไวเปนเวลา 30 นาที
5.นํ าสารละลายที่ไดมาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร สวน blank 

วิเคราะหดวยวิธีการเดียวกันแตใชน้ํ ากลั่นแทนสารละลายตัวอยาง แลวทํ าการเปรียบเทียบกับ
กราฟมาตรฐานโปรตีน



การเตรียมกราฟมาตรฐานโปรตีน (BSA)
1. ละลายโบวินซีรัมอัลบูมิน (Bovine serum albumin: BSA) 0.1 กรัม ปรับปริมาตรดวย

น้ํ ากลั่นใหไดปริมาตร 10 มิลลิลิตร จะไดสารละลายที่เปน stock solution มีความเขมขน 1,000 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร

2. เจือจางสารละลายโบวินซีรัมอัลบูมิน (stock solution) ใหไดความเขมขน 0, 50, 100, 
150, 200, 250, 300, 350 และ 400 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยนํ า stock solution  ปริมาตร 0, 
0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5 และ 4.0 มิลลิลิตร ตามลํ าดับ มาปรับปริมาตรของแตละหลอด
ใหได 10 มิลลิลิตร ดวยนํ้ ากลั่น

3. วิเคราะหปริมาณโปรตีนของแตละความเขมขนดังวิธีท่ีกลาวมาขางตน
4.นํ าขอมูลท่ีไดเขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750     

นาโนเมตรกับความเขมขนของโบวินซีรัมอัลบูมิน (ภาพภาคผนวก ก2)

ภาพภาคผนวก ก2  กราฟมาตรฐานโปรตีนโบวินซีรัมอัลบูมินที่ความยาวคลื่น 750
                              นาโนเมตร

y = 0.0014x + 0.0307
R2 = 0.9929
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3. การเตรียมกราฟมาตรฐานสํ าหรับวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไคติเนส
1.ช่ัง N-acetylglucosamine (2-Acetamido-2-deoxy-D-glucose: GlcNAc) 1 มิลลิกรัม 

ปรับปริมาตรดวยนํ้ ากลั่นใหได ปริมาตร 10 มิลลิลิตร สารละลายที่ไดคือสารละลาย N-
acetylglucosamine ท่ีมีความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เก็บไวเปน stock solution

2. เจือจางสารละลาย N-acetyl-glucosamine (stock solution) ใหมีความเขมขนอยูใน
ชวง 5-40 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร

3.สารละลายที่ไดในแตละหลอดนํ าไปวิเคราะหปริมาณนํ้ าตาลรีดิวซ (reducing sugar) 
ตามวิธีการของ  Somogyi-Nelson method (วัฒนาลัย ปานบานเกร็ด, 2536)

วิธีการวิเคราะหปริมาณนํ้ าตาลรีดิวซ โดยวิธีการของ Somogyi-Nelson method
        1.เติมสารละลายตัวอยางปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง แลวทํ าการเติมสาร
ละลาย copper reagent (ภาคผนวก ข 8.2) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร นํ าไปตมในนํ้ าเดือดนาน 15 
นาที

2.ทํ าใหเย็นโดยการแชลงในอางนํ้ า เติมสารละลาย Arsenomolybdate reagent (ภาค
ผนวก ข 8.2) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดี ตั้งทิ้งไวประมาณ 2 นาที จะเห็นวาสาร
ละลายกลายเปนสีเขียวหรือน้ํ าเงินเขียว

3.เติมน้ํ ากลั่น ปริมาตร 4 มิลลิลิตร เพื่อใหไดปริมาตรสุดทายเปน 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขา
กันดี แลววัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร สวน blank วิเคราะหดวยวิธี
การเดียวกันแตใชน้ํ ากลั่นแทนสารละลายตัวอยาง แลวทํ าการเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานนํ้ า
ตาล GlcNAc (ภาพภาคผนวก ก3)



ภาพภาคผนวก ก3 กราฟมาตรฐานนํ้ าตาล GlcNAc

4. การเตรียมกราฟมาตรฐานสํ าหรับวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไฮยาลูโรนิเดส
1. ช่ัง N-acetyl-glucosamine (GlcNAc) 1 มิลลิกรัม ปรับปริมาตรดวยนํ้ ากลั่นใหได

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร สารละลายที่ไดคือสารละลาย N-acetyl-glucosamine ท่ีมีความเขมขน 
0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เก็บไวเปน stock solution

2. เจือจางสารละลาย N-acetyl-glucosamine (stock solution) ใหมีความเขมขนอยูใน
ชวง 10-75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร

3. สารละลายที่ไดในแตละหลอดนํ าไปวิเคราะหปริมาณนํ้ าตาล GlcNAc ตามวิธีการของ 
Reissig et al., 1955)

y = 4.2429x + 0.0077
R2 = 0.9915
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วิธีการวิเคราะหปริมาณนํ้ าตาล GlcNAc ตามวิธีการของ Reissig's method
1. นํ าสารละลาย N-acetylglucosamine (stock solution) ท่ีมีความเขมขนตางๆ (10-75 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง
2. เติมสารละลาย 0.8 M potassium tetraborate (B4K2O7 • 4H2O) ปริมาตร 0.1 

มิลลิลิตร
3. ใหเขากัน นํ าไปตมในนํ้ าเดือด นาน 3 นาที และหลังจากนั้นทํ าใหเย็นในนํ้ าเย็นทันที
4. เติมสารละลาย 10% p-DMAB ในสารละลาย gracial acetic acid ท่ีมี 12.5% HCl 

ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที แลวทํ าให
เย็นทันทีในนํ้ าเย็น

5. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 584 นาโนเมตร สวน blank วิเคราะหดวยวิธี
การเดียวกันแตใชน้ํ ากลั่นแทนสารละลายตัวอยาง แลวทํ าการเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน
น้ํ าตาล GlcNAc (ภาพภาคผนวก ก4)

ภาพภาคผนวก ก4 กราฟมาตรฐานนํ้ าตาล GlcNAc

y = 0.0114x + 0.0203
R2 = 0.9925
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5. การหานํ้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนโดยวิธีการทํ าเจลอิเล็กโทรฟอรีซิส ตามวิธีการของ 
Laemmli (1970)

สารเคมี
1. Acrylamide/bisacrylamide เตรียมโดยละลาย Acrylamide 29.2 กรัม และ 

bisacrylamide 0.8 กรัม ในนํ้ ากลั่นใหไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส ใชไดประมาณ 1 เดือน หลังจากการเตรียม

2. สารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร ความเขมขน 1.5 โมลาร พีเอช 8.8
3. สารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร ความเขมขน 0.5 โมลาร พีเอช 6.8
4. โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS) ความเขมขนรอยละ 10 (เก็บท่ีอุณหภูมิหอง)
5. Stock sample buffer  (SDS-Reducing buffer) ประกอบดวย

น้ํ ากลั่น 3.8 มิลลิลิตร
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 1.0 มิลลิลิตร
กลีเซอรอล 0.8 มิลลิลิตร
10% SDS 1.6 มิลลิลิตร
เบตา-เมอแคปโตเอธานอล 0.4 มิลลิลิตร
1% โบรโมฟนอลบลู 0.4 มิลลิลิตร

6. 5X electrode (running) buffer, pH 8.3
Tris-base 9 กรัม
ไกลซีน 43.2 กรัม
SDS 3 กรัม

ละลายในนํ้ ากลั่นใหไดปริมาตร 500 มิลลิลิตร
7. Catalyst ประกอบดวย

2% (w/v) Ammonium persulfate (APS) (เตรียมกอนที่ใช)
TEMED (N, N, N’, N’- tetramethylenediamine)

8. โปรตีนมาตรฐานที่ทราบนํ้ าหนักโมเลกุล Low molecular weight (Bio-Rad) ประกอบ
ดวย โปรตีน 6 ชนิดคือ phosphorylase b, bovine serum albumin, ovalbumin, 
carbonic anhydrase, soybean trypsin inhibitor และ lysozyme ซ่ึงมีน้ํ าหนักโมเลกุล
เทากับ 97,400, 66,200, 45,000, 31,000, 21,500 และ 14,400 ดาลตัน ตามลํ าดับ



9. สียอมโปรตีน Coomassie Brilliant Blue R-250
10. Staining solution  เตรียมโดย ละลาย Coomassie Brilliant Blue R-250 0.04 กรัม ใน

เมทานอล 100 มิลลิลิตร ทํ าใหละลาย แลวเติม glacial acetic acid 15 มิลลิลิตร และ
น้ํ ากลั่น 85 มิลลิลิตร

11. Destaining solution 1 : ผสมเมทานอล 200 มิลลิลิตร  กรดอะซิติก 30 มิลลิลิตร และ
น้ํ ากลั่น 170 มิลลิลิตร
 Destaining solution 2 : ผสมเมทานอล 50 มิลลิลิตร กรดอะซิติก 75 มิลลิลิตร และ น้ํ า

             กลั่น 875 มิลลิลิตร

วิธีการ
5.1 การเตรียมตัวอยาง

ทํ าการผสมสารละลายตัวอยางกับ SDS-reducing buffer ในอัตราสวน 1:4 ทํ าการตม
สารละลายที่ไดท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที กอนจะนํ าตัวอยางไปใสในเจล

5.2 การเตรียมองคประกอบของเจลในการทํ าอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบ SDS-PAGE
      (10% separating gel และ 4% stacking gel) แสดงดังตารางภาคผนวก ก1

5.3 วิธีการ run gel electrophoresis (running the gel)
ประกอบชุดเจลอิเล็กโตรฟอรีซิส จากนั้นเติม electrode buffer ใหเต็ม chamber จากนั้น

ทํ าการ load ตัวอยางที่เตรียมได 5-20 ไมโครลิตร ตอชุดอิเล็กโตรฟอรีซิสเขากับหมอแปลงไฟฟา 
(power supply) ท่ีข้ัวแอโนด และแคโทดดวยกระแสไฟฟา 50 โวลต จนสีของโบรโมฟนอลบลู
เคลื่อนที่ถึง running gel (ประมาณ 30 นาที) แลวเปลี่ยนกระแสไฟฟาเปน 150 โวลต  จนสีของ
โบรโมฟนอลบลูเคลื่อนที่จนเกือบสุดปลายกระจก จึงหยุดกระแสไฟฟา



ตารางภาคผนวก ก1  องคประกอบของเจลในการทํ าอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบแปลงสภาพ (SDS-
                                PAGE)

Chemical 10% Separating gel 4% Stacking gel
30% Acrylamide-bis
1.5 M Tris-HCl buffer, pH 8.8
0.5 M Tris-HCl buffer, pH 6.8
1% SDS
Distilled water
0.1 M EDTA
2% Ammonium persulfate
TEMED

1.167 ml
0.875 ml

-
0.35 ml

0.7585 ml
-

0.35 ml
6 µl

0.4 ml
-

1.0 ml
0.3 ml
0.9 ml
0.8 ml
0.4 ml
5  µl

5.4 วิธีการยอมเจล (Staining the gel)
1. วางเจลที่ไดลงในกลองพลาสติกและเติมสารละลายที่ใชในการยอมโปรตีน เรียกวา 

staining solution  ทํ าการเขยาชาๆ เปนเวลา 1 ช่ัวโมง หรือท้ิงไวขามคืน
2. ทํ าการเทสารละลายที่ใชยอมเจลออก แลวเติมสารละลายที่เรียกวา Destaining 

solution 1 ลงไปแทนแลวทํ าการเขยาชาๆ เปนเวลาประมาณ 15 นาที แลวแชใน Destaining 
solution 2



6. การตรวจสอบแบบแผนการยอมแถบโปรตีนโดยอิเล็กโตรฟอรีซิสแบบไมแปลง
สภาพ (Native-PAGE)

       มีองคประกอบของเจลแสดงดังตารางภาคผนวก ก2
ตารางภาคผนวก ก2   องคประกอบของเจลที่ใชในการทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ
                                 (Native-PAGE)

Chemical Stacking gel
4%

Separating gel
10%                12%

30% Acrylamide-bis mixture (ml)
0.5M Tris-HCl, pH 6.8 (ml)
1.5M Tris-HCl , pH 8.8 (ml)
10% Ammonium persulfate (µl)
TEMED (µl)
Distilled water (ml)

0.65
1.25

-
25
5

3.02

2.38                     2.80
-                            -

1.82                     1.82
70                         70
5                           5

2.66                     2.24
Total volume (ml) 5.0 7.0                        7.0

ท่ีมา : Davis (1964)
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