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3. ผลการทดลองและวิจารณ

3.1 การหาภาวะที่เหมาะสมในการวัดแอคทีวิทีของเอนไซมไคติเนส
      3.1.1   ปริมาตรสารละลาย HA และน้ํากลั่นที่เหมาะสมตอการเกิด
               ปฏิกิริยาของ DMAB
                  ในการหาแอคทิวิทีของเอนไซมไคติเนสตามวิธีของ Jeuniaux (1966)  ตอง
ทําในภาวะที่มีความเปนกรดมาก ซึ่งเปนอันตรายตอผูทดลองและบุคคลรอบขาง ในงาน
วิทยานิพนธนี้ จึงทําการหาปริมาตรสารละลาย HA (10 N HCI 2.4 มิลลิลิตร ผสมกับ 
conc acetic acid 97.6 มิลลิลิตร, pH เปน -2.53) และน้ํากลั่นที่เหมาะสมเพื่อลดความเปน
กรดลง โดยทําใหปฏิกิริยาของ DMAB ยังคงเกิดไดดี โดยใชสารละลาย HA ปริมาตรตาง 
ๆ ในชวง 200-900 ไมโครลิตร และปรับดวยน้ํากลั่นใหมีปริมาตรครบ 900 ไมโครลิตร 
แลวทําการวัดปริมาณ NAG ตอตามวิธีการขอ  2.4.2.1 พบวาคา A585 จะเริ่มลดลงมาก
ตามปริมาตรของสารละลาย HA ที่นอยกวา 600 ไมโครลิตร (สารผสมปฏิกิริยามีคา pH
สูงกวา 0.85) ตามลําดับ และมีคา A585 สูงคอนขางใกลเคียงกันเมื่อใชสารละลาย HA
ในชวง 600-900 ไมโครลิตร (รูปที่ 8) ดังนั้นจึงเลือกใชสารละลาย HA ปริมาตร 600 
ไมโครลิตร ซึ่งกอใหเกิดปฏิกิริยาที่ใหคา A585 สูงในเกณฑที่เชื่อถือได และปรับ
ปริมาตรดวยน้ํากลั่น 300 ไมโครลิตร ในการทดลอง ตอ ๆ ไป  จากการวัดคา pH ของ
สารผสมปฏิกิริยาเมื่อใชสารละลาย HA ปริมาตร 600 ไมโครลิตร พบวามีคา pH เปน 
0.62 ซึ่งมีความเปนกรดนอยกวาวิธีของ Jeuniaux (1966)  มาก ๆ
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รูปท่ี 8  ผลของการใชสารละลาย HA ปริมาตรตางๆ ตอปฏิกิริยาของ DMAB
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3.1.2 ความเขมขนของ DMAB ท่ีเหมาะสม
  ในการหาปริมาณของผลผลิต NAG ที่เกิดขึ้นได จากการทําปฏิกิริยา

ระหวาง NAG กับ DMAB เพื่อใหเกิดเปนสารประกอบที่มีสี จากการใช 5% DMAB 
ปริมาตรตาง ๆ พบวาในชวงแรกคา A 585 จะแปรผันโดยตรงกับปริมาณของ DMAB ที่
ใช และคา A585  เพิ่มมากสุด และเริ่มคงที่เมื่อใช 5% DMAB ปริมาตรตั้งแต 100 
ไมโครลิตร เปนตนไป (รูปที่ 9)  ดังนั้นจึงเลือกใช 5% DMAB ปริมาตร 100 ไมโครลิตร
หรือคิดเปนความเขมขนสุดทายเปน 0.71% DMAB ในสารละลาย HA ปริมาตร 700 
ไมโครลิตร  ในการหาแอคทิวิทีของเอนไซมไคติเนสตอ ๆ ไป

             รูปท่ี 9  ความเขมขนของ DMAB ท่ีเหมาะสมตอการหาปริมาณ NAG
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3.1.3 การเตรียมกราฟมาตรฐาน  NAG
    ในการหาแอคทิวิทีของเอนไซมจะตองเตรียมกราฟมาตรฐานเพื่อเปรียบ

เทียบปริมาณ NAG ที่เกิดขึ้นเทียบกับคา A 585 โดยที่ปริมาณ NAG จะตองแปรผันโดย
ตรงกับคา A585 ซึ่งในการใช NAG ปริมาณตาง ๆ เพื่อเตรียมกราฟ      มาตรฐานในสาร
ผสมปฏิกิริยาแลววัดคา A585 พบวาคา A585 แปรผันเปนเสนตรงกับ NAG ในชวง 0-
120 nmole และมีคาคงที่จากการทดลอง 5 ครั้ง จึงใชกราฟมาตรฐานนี้ในการวัดคาแอคทิ
วิทีของเอนไซมไคติเนสตลอดการทดลอง ซึ่งมีความสัมพันธของกราฟมาตรฐานคือ คา 
A585 1 หนวย มีคาเทากับปริมาณ NAG 225 nmole (รูปที่ 10)

             
                    รูปท่ี 10  กราฟมาตรฐานของ N-Acetyl glucosamine
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       3.1.4  ชนิดของสับสเตรทไคตินที่เหมาะสมของเอนไซมไคติเนส
 จากการใชไคตินผง (powder  chitin)  ทั้ง 3 ชนิด อยางละ 5 มิลลิกรัม เปน

สับสเตรท เพื่อทําปฏิกิริยาโดยใชเอนไซมไคติเนสจากสารสกัดตับปริมาณเทากัน พบวา
ไคตินผงที่เตรียมจากแกนปลาหมึกใหคา A585  สูงกวาไคตินผงจากเปลือกกุง และ
กระดองปู ตามลําดับ หรือกลาวไดวาเอนไซมไคติเนสสามารถยอยสลายไคตินผงจาก
แกนปลาหมึก เปลือกกุง และกระดองปู ไดผลผลิตเปน NAG ดวยอัตรา 95.94, 42.63, 
และ 38.56 nmole/h/mg protein ตามลําดับ ดังนั้น เอนไซมไคติเนสจากสารสกัดตับของ
กุงแชบวยสามารถใชไคตินผงที่เตรียมจากแกนปลาหมึกเปนสับสเตรทไดดีกวา    ไคติน
ผงอีก 2 ชนิด เนื่องจากไคตินที่ไดจากแกนปลาหมึกมีการเรียงตัวของสายโพลีเมอรแบบ
เบตา ในลักษณะทิศทางเดียวกันจึงจับกันไดไมแข็งแรง ทําใหเอนไซม         ไคติเนส
สามารถยอยไคตินจากแกนปลาหมึกไดงายกวาเปลือกกุงและกระดองปูที่มีการเรียงตัว
ในสายโพลีเมอรแบบอัลฟา ซึ่งมีลักษณะสวนทางกันทําใหสายโพลีเมอรมีความแข็งแรง
ยากตอการยอยสลาย
      3.1.5 เปรียบเทียบไคตินผงกับ Colloidal chitin ตอการเปนสับสเตรทที่เหมาะ

สมของเอนไซมไคติเนส
        เมื่อทดสอบการทําปฏิกิริยาของเอนไซมไคติเนสจากสารสกัดตับกับไคติน

ที่เตรียมจากแกนปลาหมึกในรูปผงและรูป  colloidal  อยางละ 5 มิลลิกรัม พบวา 
colloidal  chitin ใหคา A585  สูงกวาไคตินผง หรือกลาวไดวาเอนไซมไคติเนสสามารถ
ยอยสลายไคตินจากแกนปลาหมึกในรูป colloidal และในรูปผง ไดผลผลิตเปน NAG 
ดวยอัตรา 139.60 และ 95.94 nmole/h/mg protein ตามลําดับ  ทั้งนี้เนื่องจากสาย   ไคติน
ที่อยูในรูป colloidal มีการคลายตัวหลังผานการทําปฏิกิริยาดวยกรด ทําใหมีพ้ืนที่ผิว
สัมผัสมากขึ้น สงผลใหเอนไซมไคติเนสจับกับสายไคตินไดดีกวาไคตินที่อยูในรูปผงที่มี
การขดตัวของสายโพลีเมอรแนน จนไมสามารถละลายน้ําได ทําใหมีพ้ืนที่ผิวสัมผัสนอย
จึงยากตอการยอยสลายหรือเกิดไดชากวา (Malano et al., 1979)  ดังนั้น colloidal chitin 
จากแกนปลาหมึกจึงเหมาะตอการเปนสับสเตรทที่ใชวัดแอคทิวิทีของเอนไซมไคติเนส
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จากสารสกัดตับของกุงแชบวยมากกวาการใชไคตินผง ในงานวิทยานิพนธนี้ จึงเลือกใช 
colloidal chitin ที่เตรียมจากแกนปลาหมึกในการทดลองที่เหลือทั้งหมด
       3.1.6  ปริมาตรของสับสเตรท Colloidal  chitin ท่ีเหมาะสม

    ในการหาแอคทิวิทีของเอนไซมไคติเนสโดยกําหนดใหปริมาณสารสกัด
ตับที่ใชเทากันทั้งหมด พบวาในชวงแรกคา A585 แปรผันเพิ่มขึ้นเปนเสนตรงสัมพันธ
กับปริมาณ 10% colloidal chitin ที่ใชในชวง 50-300 ไมโครลิตร  และคา A585 เริ่มคงที่
เมื่อใช 10% colloidal  chitin  ปริมาตร 400-500 ไมโครลิตร (รูปที่ 11) ในงานนี้จึงเลือก
ใช  10% colloidal  chitin  ปริมาตร  300 ไมโครลิตร ซึ่งใหคา A585  อยูในชวงที่เปน
เสนตรงเพื่อใชวัดแอคทิวิทีของเอนไซมไคติเนส

             

                    รูปท่ี 11  ปริมาณสับสเตรท Colloidol chitin ท่ีเหมาะสม
                ตอการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมไคติเนส
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3.1.7 ปริมาณโปรตีนของสารสกัดตับที่เหมาะสม
                   ในการหาแอคทิวิทีของเอนไซมไคติเนสโดยใชปริมาณของสับสเตรทคงที่ 
ตองใชปริมาณเอนไซมที่เหมาะสมตอปริมาณสับสเตรทที่ใช เมื่อนําสารสกัดตับที่เจือ
จางดวยอัตรา 1:5 โดยบัฟเฟอร ใหมีความเขมขนของโปรตีนพอเหมาะ ปริมาตรตั้งเเต 0-
120 ไมโครลิตร (ปริมาณโปรตีน 0-0.9 มิลลิกรัม) ไปหาแอคทิวิทีของเอนไซมไคติเนส 
พบวาคา A585 แปรผันเพิ่มขึ้นเปนเสนตรงสัมพันธกับปริมาณสารสกัดตับในชวง 0-90 
ไมโครลิตร  และเพิ่มสูงสุดและเริ่มคงที่ที่ปริมาตรมากกวา 90 ไมโครลิตร  ดังแสดงผล
ในรูปที่ 12   ดังนั้นจึงเลือกใชสารสกัดตับ (1:5)  ปริมาตรที่เหมาะสมคือ 50 ไมโครลิตร
หรือมีปริมาณโปรตีน 0.4 มิลลิกรัม ในการวัดแอคทิวิทีของเอนไซมไคติเนสตอ ๆ ไป

              รูปท่ี 12ปริมาณเอนไซมท่ีเหมาะสมในการวัด แอคทิวิทีของเอนไซมไคติ
เนส
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3.1.8 การหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา
     อุณหภูมิเปนปจจัยที่สําคัญที่ชวยใหเอนไซมเรงปฏิกิริยาไดอยางสมบูรณ 

โดยเพิ่มพลังงานจลนชวยทําใหเอนไซมจับกับสับสเตรทไดเร็วข้ึน แตที่อุณหภูมิที่สูง
เกินไปจะทําใหเอนไซมแปลงสภาพ (denature) ได  และทําใหความสามารถในการเรง
ปฏิกิริยาของเอนไซมลดลง ซึ่งจากการหาแอคทิวิทีของเอนไซมไคติเนสในสารสกัดตับ
ที่อุณหภูมิตาง ๆ กันในชวง 25-60°ซ (รูปที่ 13) พบวาเอนไซมไคติเนสมีแอคทิวิที
(A585) เพิ่มขึ้นตามอุณหภูมิ จนมีแอคทิวิทีสูงสุดที่อุณหภูมิ 45°ซ จากนั้นแอคทิวิทีของ
เอนไซมไคติเนสจะลดลงตามลําดับจนมีคานอยที่สุดเมื่อทําปฏิกิริยาที่ 60°ซ บงชี้ใหเห็น
วาการทําปฏิกิริยาที่ 45°ซ เอนไซมไคติเนสจะเรงปฏิกิริยาไดดีที่สุด ซึ่งเหมือนกับ
เอนไซม      ไคติเนสที่พบใน Aeromonas hydrophila sub sp.และ Bacillus 
amyloliguefaciens ซึ่งทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 45°ซ (Yabuki et al., 1986) และมีคาใกล
เคียงกับเอนไซม       ไคติเนสของกุงกุลาดําที่ทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 40°ซ (นิทรา มาศ
วิวัฒน, 2543)   ในงานวิทยานิพนธนี้จึงทําการวัดแอคทิวิทีของเอนไซมไคติเนสที่ 45°ซ

Tempera

ratur(oC)

ture (๐C)



54

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0 1 2 3 4 5 6 7

Reaction time (hour)

A5
85

)

      รูปท่ี 13  อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมไคติเนส
3.1.9 เวลาที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา

     ในการหาแอคทิวิทีของเอนไซมไคติเนส ปริมาณผลผลิต NAG ที่เกิดขึ้น
จากการยอยสลายของไคตินจะแปรผันโดยตรงกับเวลาที่ใชในการเกิดปฏิกิริยาของ
เอนไซม ซึ่งในการหาแอคทิวิทีของเอนไซมไคติเนสในสารสกัดตับที่ pH 6  ณ อุณหภูมิ  
45°ซ   เปนเวลาตาง ๆ กันตั้งแต 0-6 ชั่วโมง พบวาเมื่อใชเวลาในการทําปฏิกิริยาเพิ่มขึ้น
จาก  0-3 ชั่วโมง คา A585 เพิ่มขึ้นดวย แตคา A585 จะเริ่มคงที่ที่เวลาตั้งแต 4 ชั่วโมงขึ้น
ไป  (รูปที่ 14)  ซึ่งสอดคลองกับเวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยาของเอนไซมไคติเนสในกุง
กุลาดํา ซึ่งเวลาที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาอยูในชวง 1-4 ชั่วโมง (นิทรา มาศวิวัฒน, 
2543)  ดังนั้นในการทดลองขอตอ ๆ ไปจึงเลือกใชเวลาในการเกิดปฏิกิริยาที่ยังเปนเสน
ตรงคือที่ 2.5 ชั่วโมง
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            รูปท่ี 14  เวลาที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมไคติเนส

3.1.10 pH ท่ีเหมาะสมในการเกิดปฎิกิริยา
      ความเปนกรด-เบสเปนอีกปจจัยหนึ่งที่สําคัญ ที่มีผลตอโครงสราง

โมเลกุลของเอนไซมซึ่งมีผลกระทบตอการทํางานของเอนไซม  จากการวัดแอคทิวิทีของ
เอนไซมไคติเนสในสารสกัดตับ ทําในสารผสมปฏิกิริยา ในชวง pH 3-9 พบวาแอคทิวิที
ของเอนไซมไคติเนส (A585) มีคาต่ําที่สุดที่ pH 3 และมีคาเพิ่มขึ้นเมื่อทําปฏิกิริยาที่ pH 
ในชวง 4-5 โดยมีแอคทิวิทีสูงสุดที่ pH 6 จากนั้นเอนไซมไคติเนสทํางานลดลงตามคา 
pH ที่เพิ่มขึ้นจนมีแอคทิวิทีนอยที่สุดที่ pH 9 แสดงใหเห็นวาเอนไซมไคติเนสในตับกุง
แชบวยจะทํางานไดดีที่สุดที่ pH 6 (รูปที่ 15)  ซึ่งคลายกับเอนไซมไคติเนสจากตับของกุง
ลายเสือที่ทํางานไดดีที่ pH 6.85 (Kono et al., 1990) และใกลเคียงกับของเอนไซมไคติ
เนสจากจุลินทรียบางชนิดที่ทํางานไดดีในชวง pH คอนไปทางกรด เชน Streptomyces 
erythracus ที่ pH 5.0 (Hara et al., 1989) และ Metarhizium anisopliae  ที่ pH 5.3 (St. 
Leger et al., 1991)
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             รูปท่ี 15  pH ท่ีเหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมไคติเนส

3.1.11 แอคทิวิทีของเอนไซมไคติเนสในสารสกัดตับ
             จากผลการทดลองทั้งหมดนี้พบวาภาวะที่เหมาะสมในการวัดแอคทิวิที
ของเอนไซมไคติเนสคือใชสารสกัดตับที่มีปริมาณโปรตีนประมาณ 0.4 มิลลิกรัม ทําการ
วัดแอคทิวิทีใน 0.1 M Tris-HCl, pH 6.0 โดยใช 10% colloidal chitin ปริมาตร 300
ไมโครลิตร เตรียมจากแกนปลาหมึกเปนสับสเตรท บมที่อุณหภูมิ 45°ซ นาน 2.5 ชั่วโมง
วัดปริมาณผลผลิต NAG ที่เกิดขึ้นโดยทําปฏิกิริยากับ 0.71% DMAB โดยใช NAG ที่
ความเขมขน 0-120 nmole เปนสารมาตรฐาน จากการหาแอคทิวิทีของเอนไซมไคติเนส
โดยกําหนดใหแอคทิวิทีของเอนไซม 1 หนวย เทากับปริมาตร NAG ที่เกิดขึ้น 1 nmole ที่
อุณหภูมิ 45°ซ ในเวลา 1 ชั่วโมง พบวาเอนไซมไคติเนสในสารสกัดตับมีแอคทิวิที
จําเพาะ (specific activity) อยูในชวง 170-200 nmol/h/mg protein และเอนไซมนี้ไม
สามารถเรงปฏิกิริยาการใช pNP-NAG (สับสเตรทของ NAGase) เปนสับสเตรท บงชี้วา
เอนไซมไคติเนสในตับของกุงแชบวยเปน endochitinase     เชนเดียวกับเอนไซมไคติ

เนสในตับของกุงลายเสือ (Kono et al., 1990)
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3.2 การทําใหเอนไซม NAGase บริสุทธิ์จากสารสกัดตับ
3.2.1 โดยคอลัมน DEAE-Sephacel

เมื่อนําสารสกัดตับปริมาตร 10.5 มิลลิลิตร (โปรตีน 404.67 มิลลิกรัม) มี
แอคทิวิทีจําเพาะของเอนไซม NAGase เทากับ 0.66 µmol/min/mg protein ไปทําให
บริสุทธิ์โดยคอลัมน DEAE-Sephacel จากนั้นชะคอลัมนดวย TB-PMSF จนคา A280 เขา
ใกล 0 พบวามีโปรตีนหลุดออกจากคอลัมนในชวงหลอดที่ 16-50 หลังจากนั้นเมื่อชะ
คอลัมนดวยบัฟเฟอรที่มี NaCl ที่เพิ่มความเขมขนอยางตอเนื่องในชวง 0-0.5 M พบวา
เริ่มมีโปรตีนแตไมมีแอคทิวิทีของเอนไซมถูกชะออกมาจากคอลัมนในชวงหลอดที่ 100-
140  เมื่อชะคอลัมนตอดวย 0.5-1.0 M NaCl ที่เตรียมในบัฟเฟอรชนิดเดิม พบวามี
โปรตีนถูกชะออกมา 2 พีค (peak) โดยเอนไซม NAGase ถูกชะออกมาในบัฟเฟอรที่มี
NaCl ความเขมขน  0.69 M (รูปที่ 16) เมื่อรวมหลอดที่มีแอคทิวิทีของเอนไซมสูงเขาดวย
กัน ทําใหเขมขนและไดแอไลซ พบวาสารละลายเอนไซมเขมขนมีปริมาณโปรตีน 4.97
มิลลิกรัม คิดเปน  1.23%  ของสารสกัดตับเริ่มตน  และมีความบริสุทธิ์ของเอนไซม
NAGase เปน 45.24 เทาของสารสกัดตับเริ่มตน (ตารางที่ 1)  แตเมื่อทดสอบความ
บริสุทธิ์โดยการทํา nondenaturing PAGE ปรากฏแถบโปรตีนหลายแถบ แสดงวายังมี
โปรตีนอื่นปนเปอนอยู  ดังแสดงผลในรูปที่ 17 แถวที่ 3

จากผลการทดลองนี้ บงชี้วาเอนไซม NAGase จากสารสกัดตับของกุง
แชบวยสามารถจับกับ DEAE-Sephacel ที่มีประจุบวกไดดีที่ pH 7.5 เพราะไมสามารถชะ
ออกไดดวย TB-PMSF ที่มี 0-0.5 M NaCl  เอนไซมนี้ถูกชะออกจากคอลัมนเมื่อเพิ่ม
ความเขมขนของ NaCl ถึง 0.69 M (รูปที่ 16) ที่ความเขมขนดังกลาวจะมีความแรงของ
ประจุมากพอที่จะไปแยงจับกับประจุของ DEAE-Sephacel แทนที่แลวทําใหเอนไซม 
NAGase ถูกชะออกมา เชนเดียวกับเอนไซม NAGase จากซีรัมของกุงแชบวยที่ถูกชะจาก
คอลัมน DEAE-Sephacel ที่ความเขมขนของ NaCI เปน 0.73 M (สุวรรณา ผลใหม, 
2547) นอกจากนี้ยังคลายกับเอนไซม NAGase ของกุงมังกรที่ถูกชะออกจากคอลัมน 
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DEAE-Sepharose ดวย NaCI ที่ความเขมขน 0.52-0.64 M (Lynn, 1990) จากผลการ
ทดลองนี้บงชี้วาเอนไซม NAGase  มีสมบัติเปน acidic protein   ซึ่งมีประจุ
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ที่ยอมแอคทิวิที

เปนลบในภาวะที่มี pH เปน 7.5 เพราะจับกับ DEAE-Sephacel ที่เปนประจุบวกได และ
แสดงใหเห็นวา pH 7.5 มีคาสูงกวา pI (isoelectric pH) ของเอนไซม NAGase ดังนั้น pI 
ของเอนไซม NAGase ควรมีคาต่ํากวา 7.5

ถึงแมการแยกเอนไซม NAGase จากสารสกัดตับของกุงแชบวยดวย
คอลัมน DEAE-Sephacel จะยังมีโปรตีนอื่นปนเปอนอยู (รูปที่ 17 แถวที่ 3) แตสามารถ
กําจัดโปรตีนอื่นออกไปไดถึง 98.77% มีความบริสุทธิ์ของเอนไซมเพิ่มขึ้น 45.20 เทา
ของสารสกัดตับเริ่มตน (ตารางที่ 1) ดังนั้นคอลัมน DEAE-Sephacel จึงเหมาะสําหรับใช
แยกเอนไซม NAGase จากสารสกัดตับของกุงแชบวยในขั้นตอนแรก

ตารางที่ 1  การทําใหเอนไซม NAGase บริสุทธิ์จากสารสกัดตับ

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

Hepatopancreas extract 404.67 100 269.32 100 0.66 1
DEAE-Sephacel eluate 4.97 1.23 148.5 55.14 29.86 45.20
Sephadex G-200 eluate 0.64 0.16 105.25 39.08 164.45 249.17
Preparative PAGE I 0.04 0.01 12.09 4.49 282.61 428.20
Preparative PAGE II 0.0035 0.001 1.025 0.38 292.86 443.72

คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจาก 3 การทดลอง
unit = µmol/min
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3.2.2 โดยคอลัมน Sephadex G-200
              เมื่อนําสารละลายเอนไซมเขมขนที่ไดจากคอลัมน DEAE-Sephacel ซึ่งมี
โปรตีน 4.97 มิลลิกรัม ไปแยกตอดวยคอลัมน Sephadex G-200 พบวามีโปรตีนถูกชะ
ออกมาเปนพีคใหญและกวาง แตมีแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase เพียงพีคเดียวในชวง
หลอดที่ 45-62 โดยหลอดที่ 52 เปนหลอดที่มีแอคทิวิทีสูงสุด   ดังแสดงผลในรูปที่ 18  
เมื่อทําการรวมสารละลายหลอดที่มีแอคทิวิทีสูงเขาดวยกัน พบวาแอคทิวิทีจําเพาะมีคา
เปน 164.45 µmol/min/mg protein และมีโปรตีน 0.64 มิลลิกรัม มีความบริสุทธิ์ของ
เอนไซม NAGase คิดเปน 249.17 เทาของสารสกัดเริ่มตน (ตารางที่ 1) แตเมื่อทดสอบ
ความบริสุทธิ์โดย nondenaturing PAGE พบวายังมีแถบโปรตีนปรากฏ 6 แถบ แสดงวา
ยังมีโปรตีนอื่นปนเปอนอยู (รูปที่ 17 แถวที่ 4) เมื่อเทียบกับแบบแผนโปรตีนของสาร
ละลายเอนไซมกอนแยกดวยคอลัมนนี้ พบวาคอลัมน Sephadex G-200 สามารถกําจัด
โปรตีนที่มีขนาดเล็กออกไปได

เมื่อนําสารละลายเอนไซมที่ไดจากคอลัมน Sephadex G-200 ไปหาแถบ
โปรตีนของเอนไซม NAGase ใน nondenaturing PAGE ตามวิธีการขอ 2.7.6 พบวา
เฉพาะโปรตีนแถบที่มีลูกศรชี้ในรูปที่ 17 (แถวที่ 4) เทานั้นที่มีแอคทิวิทีของเอนไซม บง
ชี้วาโปรตีนแถบนี้เปนแถบของเอนไซม NAGase ซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุลใน nondenaturing
PAGE ประมาณ  60,900 ดัลตัน และจากผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาสารละลาย
เอนไซมที่แยกไดจากคอลัมน Sephadex G-200 ยังมีโปรตีนอื่นปนเปอนอยู ซึ่งสอด
คลองกับผลการทดลองของ Lynn (1990) ที่พบวาการใชคอลัมน Sephadex G-50 ไม
สามารถแยกเอนไซม NAGase จากทางเดินอาหารของกุงมังกรออกจากโปรตีนอื่นได
หมด แตตางจากสมองวัวที่สามารถแยกเอนไซม NAGase ดวยคอลัมน sephadex G-25
(Overdijk et al., 1981) เชนเดียวกับเอนไซม NAGase ที่ทําใหบริสุทธิ์จากมามของหนูได
ดวยคอลัมน Superose 12 (Dennis and Hart, 1994) ซึ่งตางจากเอนไซม NAGase จากกุง
แชบวยที่แยกจากซีรัม (สุวรรณา ผลใหม, 2547) พบวาไมสามารถ   ทําใหเอนไซมนี้
บริสุทธิ์ดวยคอลัมน Sephadex G-200 ได ดังนั้นการแยกเอนไซม NAGase ตอดวยวิธีนี้



62

0

5

10

15

20

0 20 40 60 80 100 120 140
Fraction number

A2
80

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

NA
Ga

se
 (µ

mo
le/

mi
n/m

l)

Activity 
A280

ยังไมไดเอนไซม NAGase ที่บริสุทธิ์ แตก็ทําใหเอนไซมบริสุทธิ์ข้ึน 249.17 เทาของสาร
สกัดตับเริ่มตน (ตารางที่ 1)

รูปท่ี 18  การแยกสารละลายเอนไซม NAGase ท่ีไดจากคอลัมน
DEAE-Sephacel ดวยคอลัมน Sephadex G-200

นําสารละลายเขมขนจากคอลัมน DEAE-Sephacel ปริมาณ
โปรตีน 4.98 มิลลิกรัม) ไปแยกตอลางคอลัมน Sephadex G-200 (1.6 x 84
เซนติเมตร) ลางคอลัมนดวย TB-PMSF ดวยอัตราไหล 6 มิลลิลิตรตอ ชั่ว
โมง เก็บสารละลายหลอดละ 1 มิลลิลิตร จนคา A280 เปนศูนย
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3.2.3 โดย Preparative PAGE ครั้งที่ 1
จากการนําสารละลายเอนไซมเขมขนที่แยกไดจากคอลัมน Sephadex G-

200 ไปแยกตอโดย preparative PAGE โดยตัดเฉพาะแถบโปรตีนของเอนไซม NAGase 
เพียงแถบเดียว (โปรตีนแถบที่ชี้ดวยลูกศร ในรูปที่ 17 แถวที่ 4) แลวชะโปรตีนออกจาก
เนื้อเจลตามวิธีการขอ 2.7.3 นําสารละลายที่ไดไปทําใหเขมขน หาปริมาณโปรตีนและหา
แอคทิวิที พบวาสารละลายที่เตรียมไดมีปริมาณโปรตีน 40 ไมโครกรัม และมีแอคทิวิที
จําเพาะเปน 282.61 µmol/min/mg protein คิดความบริสุทธิ์เปน 428.20 เทาของสารสกัด
ตับเริ่มตน (ตารางที่ 1)  เมื่อนําสารละลายเอนไซมไปทดสอบความบริสุทธิ์โดย 
nondenaturing PAGE พบโปรตีนแถบของเอนไซม NAGase  และยังมีแถบโปรตีนอื่น
อีก 1 แถบ และเมื่อนําสารละลายเอนไซมนี้ไปทํา SDS-PAGE พบวามีแถบโปรตีนอยู 3 
แถบ (รูปที่ 19 แถวที่ 3) บงชี้วาสารละลายเอนไซมที่เตรียมไดยังไมบริสุทธิ์
      3.2.4 โดย Preparative PAGE ครั้งที่ 2

เมื่อนําสารละลายเอนไซมเขมขนที่แยกไดจากการทํา preparative PAGE
ครั้งที่ 1 ไปแยกตอโดย preparative PAGE ครั้งที่ 2 โดยตัดเฉพาะแถบโปรตีนในชวง
แถบของเอนไซม NAGase เพียงแถบเดียวอีกครั้ง แลวชะโปรตีนออกจากเนื้อเจลใน
ทํานองเดียวกัน พบวาสารละลายเอนไซมที่แยกไดมีปริมาณโปรตีน 3.5 ไมโครกรัม มี
แอคทิวิทีจําเพาะเปน 292.85 µmol/min/mg protein คิดความบริสุทธิ์ของเอนไซม
NAGase เปน 443.72 เทาของสารสกัดตับเริ่มตน (ตารางที่ 1) และจากการทํา
nondenaturing PAGE ปรากฏโปรตีนเพียงแถบเดียวทั้งจากการยอมโปรตีนแบบ      ซิล
เวอร (รูปที่ 17 แถวที่ 6) และการยอมแอคทิวิที (รูปที่ 17 แถวที่ 7)  แสดงวาโปรตีนแถบ
นี้เปนเอนไซม NAGase เมื่อนําไปวิเคราะหโดยการทํา SDS-PAGE ปรากฏโปรตีนเพียง
แถบเดียวเชนกัน (รูปที่ 19 แถวที่ 4) ดังนั้นการทํา preparative PAGE ครั้งที่ 2 สามารถ
แยกเอนไซมไดบริสุทธิ์ เชนเดียวกับการแยกเอนไซมนี้จากซีรัมของกุงแชบวยที่ตอง
อาศัยการทํา preparative PAGE 2 ครั้ง จึงจะไดเอนไซม NAGase ที่บริสุทธิ์ (สุวรรณา
ผลใหม, 2547)
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3.3 การศึกษาสมบัติทางชีวเคมีของเอนไซม NAGase บริสุทธิ์
3.3.1 แบบแผนโปรตีนใน PAGE

จากการทํา nondenaturing PAGE ของเอนไซม NAGase ที่แยกไดจากการ
ทํา preparative PAGE ครั้งที่ 1 ปรากฏโปรตีน 2 แถบ (รูปที่ 17 แถวที่ 5) เมื่อนําไปทํา 
SDS-PAGE จะปรากฏโปรตีน 3 แถบ ซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุลเปน 104,000, 79,000 และ 
60,000 ดัลตัน (รูปที่ 19 แถวที่ 3) และเมื่อตัดแถบโปรตีนแตละแถบเหลานี้ ไปชะ
โปรตีนออก แลวนําไปวัดแอคทิวิที พบแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase  เฉพาะใน
โปรตีนแถบบนสุด (104,000 ดัลตัน)  สวนอีก 2 แถบพบวาไมมีแอคทิวิที บงชี้วาโปรตีน
แถบ 104,000 ดัลตัน ใน SDS-PAGE เปนแถบของเอนไซม NAGase และการแยกโดย 
preparative PAGE ครั้งที่ 1 ยังไมไดเอนไซม NAGase ที่บริสุทธิ์

ในทํานองเดียวกันเมื่อนําเอนไซม NAGase ที่แยกไดจากการทํา
preparative PAGE ครั้งที่ 2 ไปทํา nondenaturing PAGE ปรากฏโปรตีนเพียง 1 แถบ จาก
การยอมโปรตีนแบบซิลเวอร (รูปที่ 17 แถวที่ 6) เมื่อนําไปยอมแอคทิวิทีตามวิธีการขอ
2.7.5 พบแถบแอคทิวิทีของเอนไซมเพียงแถบเดียวเชนกัน  (รูปที่ 17 แถวที่ 7) จากผล
การทดลองนี้บงชี้วาเอนไซม NAGase ที่แยกไดจากการทํา preparative PAGE ครั้งที่ 2
เปนไปเอนไซม NAGase บริสุทธิ์ เมื่อนําเอนไซมบริสุทธิ์ไปทํา SDS-PAGE พบวามี
แถบโปรตีนเพียงแถบเดียวเชนกัน ตรงตําแหนงแถบ 104,000 ดัลตัน (รูปที่ 19 แถวที่ 4)
จากผลการทดลองกลาวไดวาเอนไซม NAGase บริสุทธิ์ไมมีหนวยยอย ซึ่งคลายกับ
เอนไซม NAGase จากกุงมังกร อิพิเดอรมิสของปูฟดเดลอรและจากอินทีกูเมนทของ
แมลงหวี่ ที่ไมมีหนวยยอยและมีน้ําหนักโมเลกุล 116,000, 89,000 และ 100,000      ดัล
ตัน ตามลําดับ (Lynn, 1990; Zou and Fingerman, 1999; Spindler, 1976) หรือเอนไซม
ของเชื้อรา P.  blakeslecanus (Cohon, 1986) และจากเซลลไขของหนู        ไชนิสแฮมส
เตอร (Zhao and Neufeld, 2000) ที่ไมมีหนวยยอยและมีน้ําหนักโมเลกุล 72,000 และ
83,000 ดัลตัน ตามลําดับ

จากคํานวณน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซม NAGase บริสุทธิ์ ใน SDS-PAGE 
ซึ่งไดจากการคํานวณจากกราฟมาตรฐานรูปที่ 20 มีคาเปน 104,000 ดัลตัน ในขณะที่ 
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เอนไซม NAGase บริสุทธิ์เคลื่อนที่ไปไกลกวาแถบของ  BSA ที่มีขนาด 67,000 ดัลตัน 
เล็กนอย ใน nondenaturing PAGE (รูปที่ 17 แถวที่ 6) เมื่อคํานวณน้ําหนักโมเลกุลเทียบ
กับของโปรตีนมาตรฐานอื่น ๆ พบวาน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซม NAGase บริสุทธิ์ใน 
nondenaturing PAGE ประมาณ 60,900 ดัลตัน แตเนื่องจากการเคลื่อนที่ของเอนไซมใน 
nondenaturing PAGE ไมไดข้ึนกับขนาดโมเลกุลอยางเดียวเหมือนใน SDS-PAGE โดย
ยังขึ้นกับประจุสุทธิของโปรตีนดวย ดังนั้น การที่เอนไซม NAGase บริสุทธิ์เคลื่อนที่ไป
ใน nondenaturing PAGE ไปยังขั้วบวกไดไกลเทียบเทากับโปรตีนขนาด 60,900 ดัลตัน 
แสดงใหเห็นวาเอนไซม NAGase มีประจุสิทธิเปนลบมากหรือแสดงสมบัติเปน acidic 
protein ซึ่งสอดคลองกับการที่เอนไซมนี้สามารถจับกับคอลัมน DEAE-Sephacel ที่มี
ประจุบวกในขั้นตอนการแยกตามผลการทดลองขอ 3.2.1 ได

3.3.2 น้ําหนักโมเลกุล
จากการหาน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซม NAGase บริสุทธิ์ที่แยกไดจากการ

ทํา preparative PAGE ครั้งที่ 2 ดวยการทํา SDS-PAGE แลวคํานวณจากกราฟมาตรฐาน
ในรูปที่ 20 พบวาเอนไซม NAGase บริสุทธิ์มีน้ําหนักโมเลกุล 104,000      ดัลตัน ซึ่งมีคา
ใกลเคียงกับของเอนไซม NAGase ซึ่งทําใหบริสุทธิ์จากซีรัมของกุงแชบวย ที่มีน้ําหนัก
โมเลกุล 107,000 ดัลตัน และหาโดยวิธีเจลฟลเทรชัน (สุวรรณา ผลใหม, 2547) และใกล
เคียงกับของเอนไซมจากกุงมังกรและจากพิษของงูอัฟริกันพัฟฟที่มีน้ําหนักโมเลกุล 
116,000 ดัลตัน และ 102,0000 ดัลตัน ตามลําดับ (Lynn, 1990; Nok et al., 2001) เชน
เดียวกับการทดลองของ Dennis และ Hart (1994) ที่พบเอนไซมจากมามของคนมีน้ํา
หนักโมเลกุล 106,000  ดัลตัน



67

Carbonic anhydrase 

Soybean trypsin 
inhibitor

LysozymeAprotinin

Ovalbumin

B

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

3.6 3.8 4.0 4.2 4.4 4.6 4.8 5.0

log Mw

R f

NAGase

        รูปท่ี 20  กราฟมาตรฐานของการหาน้ําหนักโมเลกุลใน SD
SA
β-galactosidase

Myosin

5.2 5.4 5.6

S-PAGE



68

3.3.3 ผลของ pH
เอนไซม NAGase บริสุทธิ์เรงปฏิกิริยาไดแตกตางกันในสารผสมปฏิกิริยาที่

มี pH แตกตางกันตั้งแต pH 3-9 พบวาเอนไซมบริสุทธิ์มีแอคทิวิทีต่ําสุดที่ pH 3 (24%) มี
คาแอคทิวิทีเพิ่มขึ้นตามลําดับเมื่อทําปฏิกิริยาที่ pH ในชวง 4-5 และสูงที่สุดที่ pH 6 
(100%) จากนั้นแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase ลดลงเมื่อ pH มีคาเพิ่มขึ้นจนมีแอคทิวิที
นอยสุดที่ pH 9 (20%) ดังแสดงผลในรูปที่  21

เอนไซม NAGase บริสุทธิ์ทํางานไดดีที่สุดที่ pH 6 ซึ่งไมเเตกตางจาก
เอนไซมนี้ในสารสกัดตับที่เรงปฏิกิริยาไดดีที่สุดที่ pH 6 เชนกัน  และใกลเคียงกับ
เอนไซม NAGase ที่ทําใหบริสุทธิ์จากซีรัมของกุงแชบวยที่มีแอคทิวิทีสูงสุดที่  pH 5
(สุวรรณา ผลใหม, 2547)  และของเอนไซม NAGase จากอินทีกูเมนทของตั๊กแตน L.
migratoria และแมลงหวี่ D. hydei ที่มีแอคทิวิทีสูงสุดที่ pH 4-5 และ pH 5.5-6.2 ตาม
ลําดับ (Zielkowski and Spindler, 1978; Spindler, 1976) เอนไซมจากฮีโมลิมฟของ
Biomphalaria  glabrata มีแอคทิวิทีสูงที่ pH 5.5-6.5 (Zelck et al., 1996) จากตับและอิพิ
เดอรมิสของปูฟดเดลอร พบเอนไซมมีแอคทิวิทีสูงที่ pH 5-6 (Zou and Fingerman,
1999) จากการทดลองของ Esaiassen และคณะ (1992) และการทดลองของ Overdijk
และคณะ (1981) พบเอนไซม NAGase จากตับของกุงนอรทเทิรนมีแอคทิวิทีสูงที่ pH 4-
6 จึงสรุปไดวาเอนไซม NAGase สามารถทํางานไดดีที่ pH คอนขางเปนกรด
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                 รูปท่ี 21  ผลของ pH ตอแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase บริสุทธิ์
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3.3.4 ผลของอุณหภูมิ
จากการศึกษาผลของอุณหภูมิตอการทํางานของเอนไซม NAGase บริสุทธิ์ 

โดยการทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิตาง ๆ กัน นาน 15 นาที หลังจากหยุดปฏิกิริยา และวัดคา 
A420 พบวาเอนไซม NAGase บริสุทธิ์มีแอคทิวิทีต่ําสุดที่อุณหภูมิ 25°ซ (13%) มีคาเพิ่ม
ข้ึนตามอุณหภูมิที่เพิ่มขึ้นในชวง 40-45°ซ และสูงสุดที่อุณหภูมิ 50°ซ  (100%) จากนั้น
แอคทิวิทีของเอนไซม NAGase ลดลงตามลําดับเมื่ออุณหภูมิสูงกวา 50°ซ จนมีคานอยที่
สุดที่อุณหภูมิ 90°ซ (รูปที่ 22)

จากผลการทดลองพบวาเอนไซม NAGase บริสุทธิ์และเอนไซมนี้ในสาร
สกัดตับของกุงแชบวย (รูปที่ 22 และ 13) เรงปฏิกิริยาไดดีที่สุดที่อุณหภูมิ 50°ซ เทากับ
ของเอนไซม NAGase ที่ทําใหบริสุทธิ์จากซีรัมของกุงแชบวย (สุวรรณา ผลใหม, 2547)  
เชนเดียวกับเอนไซม NAGase จากตับและอิพิเดอรมิสของปูฟดเดลอรและจากตับของกุง
นอรทเทิรนที่มีแอคทิวิทีสูงที่สุดที่อุณหภูมิ 50-60°ซ  (Zou and Fingerman, 1999) และ   
50-55°ซ  (Esaiassen et al., 1992) ตามลําดับ เนื่องจากอุณหภูมิที่เพิ่มขึ้นมีผลตอการเพิ่ม
พลังงานจลนชวยทําใหเอนไซมจับกับสับสเตรทไดเร็วข้ึน เเตเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นจะทําให
แอคทิวิทีของเอนไซมลดลง เพราะอุณหภูมิที่สูงเกินไปมีผลทําใหโครงรูปของเอนไซม
เปลี่ยนเเปลงไป ความสามารถในการเรงปฏิกิริยาจะลดลงจนไมสามารถยอยสับสเตรท
ไดเมื่อเอนไซมเกิดการแปลงสภาพ
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          รูปท่ี 22  ผลของอุณหภูมิตอแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase บริสุทธิ์
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3.3.5 ความเสถียรตออุณหภูมิ
จากการทดสอบความเสถียรตออุณหภูมิของเอนไซม NAGase บริสุทธิ์โดย

การบมเอนไซมที่อุณหภูมิ 25-70°ซ นาน 15 นาที แลวทําใหเย็นโดยแชบนน้ําแข็ง หลัง
จากนั้นนําไปหาแอคทิวิทีที่เหลืออยูเปรียบเทียบกับเอนไซมซึ่งเก็บไวที่ 0°ซ นาน 15 
นาที เชนกัน พบวาเอนไซม NAGase บริสุทธิ์มีความเสถียรตออุณหภูมิในชวง 0-50°ซ 
และเริ่มมีแอคทิวิทีลดลงอยางรวดเร็วเมื่อบมที่อุณหภูมิ 55-65°ซ จนเสียแอคทิวิทีเกือบ
สมบูรณที่ 70°ซ  (รูปที่ 23) ในทํานองเดียวกันเอนไซม NAGase ที่ทําใหบริสุทธิ์จากซีรัม
ของกุงแชบวยก็มีสมบัติเหมือนกัน (สุวรรณา ผลใหม, 2547)  จะเห็นไดวาเอนไซม 
NAGase มีโครงสรางเปนโปรตีนซึ่งถูกทําใหแปลงสภาพได  เมื่อบมที่อุณหภูมิสูงทําให
สูญเสียแอคทิวิที ซึ่งใกลเคียงกับเอนไซม NAGase จากอินทีกูเมนทของแมลงหวี่ D.  
hydei  จากตับของกุงนอรทเทิรนและอิพิเดอรมิสของปูฟดเดลอร ที่พบวาเอนไซม 
NAGase มีแอคทิวิทีลดลงเมื่อบมที่อุณหภูมิ 50-60°ซ (Spindler, 1976; Esaiassen et al., 
1992; Zou and Fingerman, 1999)
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            รูปท่ี 23  ความเสถียรตออุณหภูมิของเอนไซม NAGase บริสุทธิ์
3.3.6 จลนศาสตร

จากการศึกษาผลของสับสเตรท pNP-NAG ตอแอคทิวิทีของเอนไซม
NAGase บริสุทธิ์โดยการทําปฏิกิริยากับ pNP-NAG ที่ความเขมขนตาง ๆ คือ 0.25, 0.5,
1.0, 2.0, 4.0 และ 8.0 mM พบวาเอนไซม NAGase บริสุทธิ์มีจลนศาสตรแบบ hyperbola
(รูปที่ 24A) เชนเดียวกับเอนไซม NAGase ที่ทําใหบริสุทธิ์จากซีรัมของกุงแชบวย
(สุวรรณา ผลใหม, 2547) และจากการหาคา Km และ Vmax โดยการเขียนกราฟแบบ
Lineweaver-Burk ระหวางคา 1/V และ 1/[S] (รูปที่ 24B) พบวาเอนไซม NAGase มีคา
Km สําหรับ pNP-NAG เทากับ 10 mM และ คา Vmax เทากับ 110.86 µmol/min/mg
protein ซึ่งมีคาสูงกวาของเอนไซม NAGase บริสุทธิ์ที่แยกจากซีรัมของกุงแชบวย (Km

3.48 mM, Vmax 5.58 µmol/min/mg protein)  (สุวรรณา ผลใหม, 2547) แตใกลเคียงกับ
ของเอนไซม NAGase จากซีรัมกุงกุลาดําที่มีคา Km ตอ pNP-NAG เทากับ 11 mM (นิทรา
มาศวิวัฒน, 2543) เเตมีคาที่ตางจากเอนไซม NAGase ของเชื้อรา P.  blakeslecanus และ
จากตับคนที่มีคา Km ตอ pNP-NAG เทากับ 0.3 mM และ 0.13-0.2 mM ตามลําดับ
(Cohon, 1986; Sasaki  et al., 1991)
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     รูปท่ี 24  จลนศาสตรของเอนไซม NAGase บริสุทธิ์แบบ Hyperbola (A)             
และแบบ Lineweaver-Burk (B)

จากการศึกษาสมบัติของเอนไซม NAGase บริสุทธิ์ที่แยกจากสารสกัดตับ
ในงานวิทยานิพนธนี้ พบวามีสมบัติที่คลายกับของเอนไซม NAGase บริสุทธิ์ที่แยกจาก
ซีรัมของกุงแชบวย  (สุวรรณา ผลใหม, 2547) มาก  ซึ่งไดสรุปรวมไวในตารางที่ 2 แตไม
สามารถบงบอกไดวาเอนไซม NAGase ที่พบในตับและในฮีโมลิมฟ (ซีรัม) เปนเอนไซม
เดียวกันหรือไม ดังนั้น เอนไซมนี้ที่พบในฮีโมลิมฟอาจจะสรางมาจากตับหรือจากสวน
อ่ืนของกุงแชบวยก็เปนได

ตารางที่ 2  สมบัติของเอนไซม NAGase บริสุทธิ์ท่ีแยกมาจากตับและจากซีรัม

Properties NAGase purified from
Hepatopancreas Hemolymph*

Molecular weight 104,000 Dalton 107,000 Dalton
Number of subunit 1 1
Optimal pH 6.0 5.0
Optimal temperature 50°C 55°C
Temperature stability 0-50°C 0-50°C
Kinetic Hyperbola Hyperbola
Km 10 mM 3.48 mM
Vmax 110.86 µmol/min/mg

protein
5.58 µmol/min/mg protein
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3.4 การศึกษาบทบาทเบื้องตนทางชีวภาพของเอนไซม NAGase และไคติเนส
       3.4.1 บทบาทของเอนไซม NAGase และเอนไซมไคติเนสในกุงแชบวย

จากการหาแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase ในฮีโมลิมฟและในสารสกัด
จากตับ กระเพาะและกลามเนื้อของกุงแชบวย ดังแสดงผลในตารางที่ 3 พบแอคทิวิที
จําเพาะของเอนไซม NAGase ในตัวอยางทั้ง 4 ชนิด โดยพบในกระเพาะสูงที่สุด รองลง
มาไดแกตับ ฮีโมลิมฟและกลามเนื้อ ตามลําดับ  การที่พบแอคทิวิทีจําเพาะของเอนไซม
ในกระเพาะสูงที่สุด รองลงมาคือตับ แสดงถึงบทบาทของเอนไซมนี้ที่เกี่ยวของกับการ
ยอยสลายสารอาหารเพื่อการเจริญเติบโตของกุงเชนเดียวกับของสัตวทะเลอื่น ๆ อาทิเชน
เอนไซม NAGase ที่พบในตับของกุงขาวและกุงลายเสือ (Le Chevalier and Van
Wormhoudt, 1998; Koga et al., 1996) หรือในทางเดินอาหารของกุงนอรทเทิรน
(Esaiassen et al., 1992) กุง Penaeus indicus (Omondi and Stark, 1995) หรือของ
แมงกะพรุน (Nagai et al., 1997)

การพบแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase ในกลามเนื้อยังไมสามารถคาดเดา
บทบาทของเอนไซมไดแนชัด อาจเปนระดับแอคทิวิทีพ้ืนฐานของเอนไซมที่มีทั่วไปเพื่อ
เมแทบอลิซึม (metabolism) ของเซลล ในทํานองเดียวกับการพบเอนไซมนี้ในซีรัมหรือ
ในฮีโมลิมฟของกุงซึ่งไมไดอยูในระยะการลอกคราบ (ระยะคราบแข็ง) จึงไมเกี่ยวของ
กับการลอกคราบ แตยังไมสามารถบอกบทบาทของเอนไซม NAGase ในซีรัมของกุงใน
ภาวะปกติทั้งที่ไมมีการลอกคราบและไมไดติดเชื้อกอโรคได

 ในการหาแอคทิวิทีของเอนไซมไคติเนสในตัวอยางทั้ง 4 ชนิด (ตารางที่ 3)
พบแอคทิวิทีของเอนไซมไคติเนสมากในตับและในกระเพาะ พบเล็กนอยในฮีโมลิมฟ
โดยไมพบเเอคทิวิทีในกลามเนื้อ ดังนั้นเอนไซมไคติเนสที่พบในตับและกระเพาะนาจะมี
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บทบาทเกี่ยวของกับการยอยอาหารไคตินเชนเดียวกับเอนไซมไคติเนสที่พบในตับและ
mid gut ของกุง Palaemon serratus (Spindler-Barth et al., 1990)

ตารางที่ 3  แอคทิวิทีจําเพาะของเอนไซมไคติเนสและเอนไซม NAGase
ในกุงแชบวย

Sample Chitinase NAGase
(nmol/h/mg protein) (nmol/min/mg protein)

Hepatopancreas 194.5 + 6.1 835.5 + 5.0
Gut 202.7 + 9.7 952.0 + 8.0
Muscle 0 12.1 + 0.4
Hemolymph 1.4 + 0.1 24.9 + 0.1

คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ย + คาผิดพลาดมาตรฐาน ท่ีไดจากกุงตัวอยาง การทดลองละ 3-5 ตัว

       3.4.2 บทบาทของเอนไซม NAGase และเอนไซมไคติเนสที่เกี่ยวของกับการติด
เชื้อกอโรคกุง

   จากการกระตุนกุงแชบวยใหติดเชื้อ โดยการฉีดเชื้อ V. harveyi  ตัวละ 2.5 x 
107 เซลล  ซึ่งเปนปริมาณที่สุวรรณา ผลใหม (2547) พบวาเปนปริมาณที่เหมาะสมที่ทํา
ใหกุงติดเชื้อไดดีแตไมตายภายใน 18 ชั่วโมง เมื่อวัดระดับเอนไซม NAGase ในซีรัมและ
ตับของกุงแชบวยที่ฉีดเชื้อเทียบกับกุงชุดควบคุมที่ฉีดดวยน้ําเกลือและไมมีอาการติดเชื้อ 
ทําที่เวลา 0, 6, 12 และ 18 ชั่วโมง หลังการฉีด พบวาแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase ใน
ซีรัมของกุงชุดควบคุมมีระดับไมแตกตางกัน ณ เวลาตาง ๆ ดังแสดงในตารางที่ 4 ใน
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ขณะที่ แอคทิวิทีจําเพาะของเอนไซม NAGase ในซีรัมของกุงที่กระตุนใหมีการติดเชื้อ
V. harveyi  เพิ่มสูงขึ้นจากระดับกอนฉีด (0 ชั่วโมง) อยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 
99% (p= 0.01) เปน 1.92, 2.00 และ 2.13 เทา ที่เวลา 6, 12 และ 18 ชั่วโมง หลังการฉีด 
ตามลําดับ ผลการทดลองนี้แสดงถึงบทบาทของเอนไซม NAGase ในฮีโมลิมฟที่เกี่ยว
ของกับการตอบสนองตอการติดเชื้อกอโรคของกุงแชบวย ซึ่งสอดคลองกับการกระตุน
ใหทากน้ําจืด (freshwater snail, Biomphalaria glabrata)ติดเชื้อ schistosome parasite ที่
พบวามีแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase และเอนไซมN-acetyl-β-D-galactosaminidase 
(ซึ่งยอยสลายได N-acetyl galactosamine, NAcGal) เพิ่มสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญใน
พลาสมา (plasma) หลังการติดเชื้อ 2 วัน บงชี้วาน้ําตาล NAG และ NAcGal เกี่ยวของกับ
กลไกการจดจําและปองกันตนเอง และยังพบวาหลังการติดเชื้อ 4  วัน แอคทิวิทีของ
เอนไซมทั้ง 2 ชนิด ลดลงเทากับระดับภาวะกอนติดเชื้อ ซึ่งเปนเวลาเดียวกับที่ 
schistosome parasite ถูกทําลายโดยฮีโมไซท (hemocyte) ของทากน้ําจืด (Zelck , 1999) 
ในทํานองเดียวกัน แอคทิวิทีจําเพาะของเอนไซม NAGase ในตับของกุงที่ฉีดเชื้อ V. 
harveyi มีระดับสูงกวาของกุงชุดควบคุม วัดที่เวลา 18 ชั่วโมง หลังการฉีด คิดเปน 1.50 
เทา (อยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 99%, p= 0.01) (ตารางที่ 4) ดังนั้น เอนไซม
NAGase ที่เพิ่มขึ้นในฮีโมลิมฟจากผลของการติดเชื้อสวนหนึ่งอาจมาจากตับของกุง
แชบวย เพราะจากการศึกษาสมบัติของเอนไซม NAGase บริสุทธิ์ในผลการทดลองขอ 
3.3 พบวาเอนไซม NAGase ในตับและในฮีโมลิมฟของกุงแชบวยมีสมบัติตาง ๆ คลาย
กันมาก แตกลไกของเอนไซม NAGase ในฮีโมลิมฟในการปองกันตนเองของกุงแชบวย
ตอเชื้อกอโรคเปนเชนไร ยังไมสามารถสรุปได ณ ที่นี้

เนื่องจากเอนไซมไคติเนสและเอนไซม NAGase ทํางานรวมกันอยูใน
ระบบไคติโนไลติกของกุง และจากการพบวาระดับของเอนไซม NAGase เพิ่มขึ้นตอบ
สนองตอการติดเชื้อกอโรค V. harveyi   ดังนั้น ในงานวิทยานิพนธนี้จึงไดทําการศึกษา
เอนไซมไคติเนสวาจะเกี่ยวของกับการติดเชื้อของกุงดวยหรือไม จึงไดวัดระดับแอคทิวิที
ของเอนไซมไคติเนสในซีรัมและตับของกุงแชบวยที่ถูกกระตุนใหมีการติดเชื้อ V. 
harveyi เทียบกับกุงชุดควบคุม พบวา แอคทิวิทีของเอนไซมไคติเนสทั้งในซีรัมและใน
ตับของกุงทั้ง 2 ชุด มีระดับต่ํามากเมื่อเทียบกับของเอนไซม NAGase โดยพบแอคทิวิที
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ของเอนไซมไคติเนสทั้งในซีรัมและในตับของกุงที่ฉีดเชื้อและของกุงชุดควบคุม มีคาไม
แตกตางกันหลังการฉีด 18 ชั่วโมง  (ตารางที่ 4) และเนื่องจากกุงที่ใชตลอดชวงของการ
ทดลองไมไดอยูในระยะลอกคราบ ดังนั้น จากผลการทดลองนี้เปนไปไดที่เอนไซมไคติ
เนสไมมีบทบาทเกี่ยวของหรือตอบสนองตอการติดโรคกุง ดังเชนเอนไซม NAGase แต
การมีแอคทิวิทีของเอนไซมเปนระดับพื้นฐานปกติทั่วไป เปนเพราะเอนไซมไคติเนสที่
พบในฮีโมลิมฟอาจทําหนาที่เกี่ยวของกับการลอกคราบ และที่พบในตับเกี่ยวกับการยอย
อาหารที่เปนไคติน

ตารางที่ 4   แอคทิวิทีของเอนไซมไคติเนสและเอนไซม NAGase ของกุงที่ฉีด
เชื้อ Vibrio harveyi

Enzymes
Time after
injection

Control  (0.9% NaCl) Vibrio harveyi
(2.5 x 107)

(hour) Activity Fold Activity Fold
NAGase in hemolymph
(nmol/min/ mg protein)

0
6
12
18

24.79 + 1.10
25.24 + 0.88
24.35 + 1.07
24.49 + 1.01

1
1.01
0.98
0.99

25.71 + 0.48
*49.25 + 1.86
*51.41 + 1.60
*54.80 + 1.50

1
*1.92
*2.00
*2.13

NAGase in hepatopancreas
(nmol/min/mg protein)

18 791.46+28.12 1 *1183.81
+ 95.71

*1.50

Chitinase in hemolymph
(nmol/h/ mg protein)

18 1.44 + 0.12 1 1.50 + 0.07 1.04

Chitinase in hepatopancreas
(nmol/h/mg protein)

18 193.15 +8.77 1 206.75 +13.04 1.07

คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ย + คาผิดพลาดมาตรฐานที่ไดจากกุงตัวอยาง  การทดลองละ 4-8 ตัว
* เปนคาที่มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 99% (p=0.01)
กุงที่ฉีดเชื้อ V. harveyi  (ตัวละ 2.5 x 107) แสดงผลการติดเชื้อในตับ
กุงที่ฉีดดวยน้ําเกลือไมแสดงผลการติดเชื้อในตับ
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