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2. วัสดุ อุปกรณและวิธีการ

วัสดุ

กุงตัวอยาง
กุงที่ใชในการศึกษาคือ กุงแชบวยที่มีขนาดลําตัวยาว 10-14 เซนติเมตร น้ําหนัก

ประมาณ 40 กรัม  และอยูในระยะคราบแข็ง (ไมอยูในระยะลอกคราบ) จับจากทะเล  
อันดามัน แลวเลี้ยงในบอซีเมนตที่สถานีประมงชายฝงจังหวัดตรัง อําเภอสิเกา จังหวัด
ตรัง

สารเคมี
สารเคมีที่ใชในการทดลองเปนชนิด analytical grade ซื้อจากบริษัทตาง ๆ ดังนี้

สารเคมีที่ใช บริษัทผูผลิต
Acetic acid             Merck
Acrylamide  Fluka
Ammonium persulphate  Merck
Bisacrylamide (N,N′-methylene diacrylamide)                Fluka
Bovine serum albumin  Sigma Chemical Co.
Bromophenol blue  Merck
Calcium chloride  Ajex Chemicals
Citric acid  Ajex Chemicals
Coomassie brilliant blue R-250  Sigma Chemical Co.
Coomassie plus protein assay reagent kit Pierce
Copper sulphate  Merck
DEAE-Sephacel  Sigma Chemical Co.
N-Acetyl-β-D-glucosamine  Sigma Chemical Co.
Dimethylsulphoxide              Lab scan

29
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สารเคมีที่ใช บริษัทผูผลิต
Ethanol  BDH AnalaR
Ethylenediaminetetraacetic acid                                   Fluka
Ethylene glycol monomethyl ether Sigma Chemical Co.
Fast garnet GBC Sigma Chemical Co.
Glycerol Sigma Chemical Co.
Glycine Fluka
Hydrochloric acid Merck
Magnesium chloride Univar
β-Mercaptoethanol Fluka
Methanol Merck
Naphthol As-Bi N-acetyl-β-D-glucosaminide Sigma Chemical Co.
p-Dimethyl-aminobenzaldehyde Sigma Chemical Co.
p-Nitrophenol Sigma Chemical Co.
p-Nitrophenyl-N-acetyl-β-D-glucosaminide Sigma Chemical Co.
Phenylmethylsulphonyl fluoride Fluka
Potassium tetraborate Ajax Chemical
Sephadex G-200 Pharmacia
Silver stain Kit Bio-Rad
Sodium carbonate Carlo erba
Sodium chloride Fluka
Sodium citrate                                                           Carlo erba
Sodium dodecyl sulphate                                          Riedel-de Haen
Sodium hydroxide Fluka
Tris (hydroxymethyl) aminomethane Sigma Chemical Co.
Triton X-100 Merck
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อุปกรณ

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

วิธีการ

2.1    การเตรียมซีรัมจากฮีโมลิมฟของกุงแชบวย
 ดูดฮีโมลิมฟจากกุงแชบวยทันทีหลังจับขึ้นมาดวยกระบอกฉีดยาขนาด1 มิลลิลิตร

และเข็มขนาด 24G ความยาว 1 นิ้ว จากบริเวณ pericadium หรือขาเดินคูที่ 3 เก็บฮีโม
ลิมฟที่อุณหภูมิ 4°ซ นาน 24 ชั่วโมง เพื่อใหฮีโมลิมฟแข็งตัว นําไปเซนตริฟวจ
(centrifuge) ที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4°ซ นาน 10 นาที เก็บสวนใส
หรือซีรัม (serum) ไวที่ -20°ซ เพื่อใชศึกษาตอไป
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2.2    การเตรียมสารสกัดจากเนื้อเยื่อของกุง
   ตัดเนื้อเยื่อจากกุงไปชั่งน้ําหนักแลวนําใสหลอด homogenizer เติม 50 mM Tris-

HCI, pH 7.5 ที่มี 0.9% NaCI และ 1 mM phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF) 
(TBS-PMSF) โดยใชอัตราสวนเนื้อเยื่อ 1 กรัม : TBS 2 มิลลิลิตร    หลังจากนั้นทําการ
โฮโมจีไนซ (homogenize) ใหเซลลแตก ดูดใสหลอด eppendoff ขนาด 2 มิลลิลตร 
และนําไปเซนตริฟวจที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที ที่ 4°ซ เปนเวลา 1 ชั่วโมง แยก
ตะกอนและไขมันทิ้งไป นําสวนใสซึ่งเปนสารสกัดเนื้อเยื่อแบงใสหลอด หลอดละ 200 
ไมโครลิตร เก็บไวที่ -20°ซ

2.3 การหาปริมาณโปรตีน
2.3.1 ตามวิธีของ Bradford (1976)
 หาปริมาณโปรตีนของสารตัวอยางดวยชุดหาโปรตีน (Coomassie plus 

protein assay reagent kit) จากบริษัท Pierce ซึ่งดัดแปลงตามวิธีของ Bradford 
(1976) ดังนี้ ดูดสารตัวอยางในปริมาณที่เหมาะสม ปริมาตร 20 ไมโครลิตร เติมสาร
ละลายชุดหาโปรตีน 1 มิลลิลิตร โดยทําควบคูไปกับ BSA (bovine serum albumin) 
จากบริษัท Pierce ซึ่งใชเปนโปรตีนมาตรฐาน โดยเจือจาง BSA ใหมีปริมาณโปรตีน 3-
10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
595 นาโนเมตร (A595) ดวยเครื่อง UV-VIS spectrophotometer

2.3.2 ตามวิธีของ Lowry et al. (1951)
          หาปริมาณโปรตีนโดยทําการเจือจาง BSA ที่เปนโปรตีนมาตรฐานใหมี
ปริมาณโปรตีนเปน 20, 40, 80 และ 100 ไมโครกรัม เติมสารละลายแอลคาไลน (2% 
NaCO2 ใน 0.1 N NaOH : 1% potassium sodium tartrate : 0.5% CuSO4 อัตราสวน
100:1:1) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที เติม Folin-Phenol 
(ที่เจือจางดวยน้ํากลั่นดวยอัตราสวน 1:1) ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ
หองนาน 30 นาที แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 650        นาโนเมตร 
(A 650) ดวยเครื่อง UV –Vis spectrophotometer
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2.4   การหาภาวะที่เหมาะสมในการวัดแอคทิวิทีของเอนไซมไคติเนส
          ในการหาภาวะที่เหมาะสมของการวัดแอคทิวิทีของเอนไซมไคติเนส ซึ่งดัดแปลง
จากวิธีของ Jeuniaux (1966)  ไดใช colloidal chitin เปนสับเสตรท ในบัฟเฟอรที่มี pH
ที่เหมาะสม บมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ เวลาที่เกิดปฏิกิริยาและปริมาณเอนไซมที่เหมาะสม
ตอการเกิดปฏิกิริยา จากนั้นทําการเติม K2B4O7 และหยุดปฏิกิริยาดวยการตมนาน 10 
นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง ทําการเซนตริฟวจเพื่อแยกตะกอนออก นําสวนใสไป
เติม p-dimethylaminobenzaldehyde (DMAB ที่เตรียมในสารละลาย HA ซึ่งไดแก 10 
N HCI 2.4 มิลลิลิตร ผสมกับ conc acetic acid 97.6 มิลลิลิตร) และน้ํากลั่นจนครบ 
1.2 มิลลิลิตร หลังจากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 50°ซ เพื่อเปนการเรงปฏิกิริยาใหผลผลิต 
N-acetylglucosamine ที่เกิดขึ้น ทําปฏิกิริยากับ DMAB จากนั้นทําการวัดคาการดูด
กลืนแสงที่ความยาวคลื่น 585 นาโนเมตร (A585) นําคาที่ไดไปหาแอคทิวิทีของเอนไซม  
โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ N-Acetyl-D-glucosamine (NAG)

2.4.1 การเตรียม 10% colloidal chitin
           ละลายไคตินผงที่สกัดมาจากแกนปลาหมึก 0.2 กรัม ใน 50% sulfuric
acid ปริมาตร 6 มิลลิลิตร ตั้งที่อุณหภูมิหองนาน 1.5 ชั่วโมง หลังจากนั้นเติมน้ํากลั่นที่
เย็นจัด 100 มิลลิลิตร และปรับ pH เปน 7.0 ดวย 10 N NaOH จนเกิดตะกอน เก็บสาร
ผสมนี้ไวที่อุณหภูมิ 4°ซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง นําสารผสมไปเซนติฟวจที่ความเร็ว 
10,000 รอบตอนาที ที่ 4°ซ นาน 15 นาที โดยลางตะกอนดวยน้ํากลั่นประมาณ 3 ครั้ง 
และลางตะกอนดวย 0.1 M Tris-HCI, pH 6.0 อีกประมาณ 2 ครั้ง วัดปริมาตรตะกอน 
แลวปรับปริมาตรตะกอนเปน 10%

2.4.2 การหาภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยา NAG
2.4.2.1 การหาปริมาตรสารละลาย HA และน้ํากลั่นที่เหมาะสมตอ

การเกิดปฏิกิริยาของ DMAB
     นําสารละลาย 1 mM NAG ปริมาตร 80 ไมโครลิตร ผสมกับ 0.1 

M Tris-HCI, pH 6.0 ปริมาตร 80 ไมโครลิตร และเติม 0.7 M K2B4O7 ปริมาตร 40 
ไมโครลิตร หลังจากนั้นตมในอางน้ําเดือด 10 นาที ตั้งไวที่อุณหภูมิหอง เติม 5% DMAB
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100 ไมโครลิตร จากนั้นเติมสารละลาย HA ปริมาตร 200, 300, 400, 500, 600, 700, 
800 และ 900 ไมโครลิตร เติมน้ํากลั่นในทุกหลอดใหมีปริมาตรทั้งหมดเปน 1.2 
มิลลิลิตร บมสารผสมที่ 37°ซ นาน 50 นาที แลววัดคา A585
        2.4.2.2  การหาความเขมขนของ DMAB ที่เหมาะสม
                     นําสารละลาย 1 mM NAG ปริมาตร 80 ไมโครลิตร ผสมกับ 
สารผสมปฏิกิริยาตามวิธีการขอ 2.4.2.1 ตมเปนเวลา 10 นาที ตั้งไวที่อุณหภูมิหอง เติม 
5% DMAB ปริมาตร 25, 50, 75, 100, 150 และ 200 ไมโครลิตร แลวเติมสารละลาย
HA ใหมีปริมาตรครบ 0.9 มิลลิลิตร จากนั้นเติมน้ํากลั่นหลอดละ 300 ไมโครลิตร บมที่ 
50°ซ นาน 20 นาที แลววัดคา A585
 2.4.3 การหาภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยาของเอนไซมไคติเนส
       2.4.3.1 การหาชนิดของสับเสตรทไคตินที่เหมาะสม
                    นําไคตินผงที่ไดจากแกนปลาหมึก เปลือกกุง และกระดองปู
อยางละ 5 มิลลิกรัม (ไคตินทั้ง 3 ชนิด ไดรับความอนุเคราะหจาก ดร.อุตสาห จันทร
อําไพ) ผสมกับสารสกัดตับที่เจือจาง 1:5 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และ 0.1 M Tris-HCI,
pH 6.0 ปริมาตร 550 ไมโครลิตร นําไปบมที่ 45°ซ นาน 2.5 ชั่วโมง จากนั้นเติม  0.7 M 
K2B4O7 ปริมาตร 120 ไมโครลิตร หลังการตมในน้ําเดือดนาน 10 นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็น
แลวนําสารผสมนี้ไปเซนตริฟวจที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที ดูดสวนใสจากแตละ
หลอด แบงใสหลอดใหม 2 หลอด หลอดละ 300 ไมโครลิตร แลวนําไปเติม 0.71% 
DMAB ปริมาตร 700 ไมโครลิตร และน้ํากลั่น 200 ไมโครลิตร ใหมีปริมาตรครบ 1.2 
มิลลิลิตร นําไปบมที่ 50°ซ นาน 20 นาที แลววัดคา A585

2.4.3.2 การเปรียบเทียบรูปแบบของไคตินจากแกนปลาหมึกตอ
การเปนสับเสตรทที่เหมาะสม
ในการเปรียบเทียบรูปของไคตินตอการเปนสับเสตรทที่เหมาะ

สม ใช 10% colloidal chitin ปริมาตร 400 ไมโครลิตร (5 มิลลิกรัม) และไคตินผง 5 
มิลลิกรัม นําไคตินแตละรูปแบบผสมกับสารสกัดตับ (1:5) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และ 
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0.1 M Tris-HCI, pH 6.0 ใหมีปริมาตรครบ 600 ไมโครลิตร นําไปบมที่ 45°ซ นาน 2.5 
ชั่วโมง จากนั้นเติม  0.7 M K2B4O7 แลวทําการทดลองตอตามวิธีการขอ 2.4.3.1
        2.4.3.3   การหาปริมาตรของ colloidal chitin ที่เหมาะสม
      นําสับสเตรท 10% colloidal chitin  ปริมาตร 50, 100, 200, 
300, 400และ 500 ไมโครลิตร ผสมกับสารสกัดตับ (1:5) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และ
ปรับปริมาตรทุกหลอดเปน 600 ไมโครลิตร ดวย 0.1 M Tris-HCI, pH 6.0 แลวบมที่ 45°

ซ นาน 2.5 ชั่วโมง จากนั้นเติม  0.7 M K2B4O7 ปริมาตร 120 ไมโครลิตร แลวทําการ
ทดลองตอตามวิธีการขอ 2.4.3.1
        2.4.3.4   การหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา
      หาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมไคติเนส 
โดยใช 10% colloidal chitin ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ผสมกับสารสกัดตับที่เจือจาง 
1:5 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และ 0.1 M Tris-HCI, pH 6.0 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร บม
ที่อุณหภูมิตาง ๆ ในชวง 25-60°ซ นาน 2.5 ชั่วโมง แลวทําการทดลองตอตามวิธีการขอ 
2.4.3.3

2.4.3.5  การหาเวลาที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา
       นําสารสกัดตับ (1:5) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ไปทําปฏิกิริยากับ
สารผสม ตามวิธีการขอ 2.4.3.4 แลวนําไปบมที่ 45°ซ เปนเวลาตาง ๆ กันในชวง 0-6 ชั่ว
โมง แลวทําการทดลองตอตามวิธีการขอ 2.4.3.3

2.4.3.6  การหาคา pH ที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา
       หา pH ที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมไคติเนส โดย
ใช 10% colloidal chitin ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ผสมกับสารสกัดตับที่เจือจาง 1:5 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และบัฟเฟอร pH ตาง ๆโดยที่คา pH 3-6 ใช 0.1M sodium 
acetate buffer สวนที่ pH 6-9 ใช 0.1M Tris-HCl ปริมาตรบัฟเฟอรละ 250 ไมโครลิตร
บมที่อุณหภูมิ 45°ซ นาน 2.5 ชั่วโมง จากนั้นเติม  0.7 M K2B4O7 ปริมาตร 120 
ไมโครลิตร แลวทําการทดลองตอตามวิธีการขอ 2.4.3.3

2.4.3.7   การหาปริมาณสารสกัดตับที่เหมาะสม
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      นํา 10% colloidal chitin  ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ผสมกับสาร
สกัดตับที่เจือจาง 1:5 ปริมาตรตาง ๆ ในชวง 0-100 ไมโครลิตร และปรับปริมาตรทุก
หลอดเปน 600 ไมโครลิตร ดวย 0.1 M Tris-HCI, pH 6.0 แลวบมที่อุณหภูมิ 45°ซ
น า น
2.5 ชั่วโมง แลวทําการทดลองตอตามวิธีการขอ 2.4.3.3

2.6   การหาแอคทิวิทีของเอนไซมไคติเนส
      2.5.1   การทํากราฟมาตรฐาน N-Acetyl glucosamine (NAG) 

นําสารละลาย 2 mM NAG ปริมาตร 0-60 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรทุก
หลอดเปน 80 ไมโครลิตร ดวยน้ํากลั่น จากนั้นเติม 0.1 M Tris-HCI, pH 6.0 ปริมาตร 
80 ไมโครลิตร และ  0.7 M K2B4O7 ปริมาตร 40 ไมโครลิตร หลังการตมในน้ําเดือดนาน 
10 นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็น แลวเติม 0.71% DMAB ปริมาตร 700 ไมโครลิตร และน้ํากลั่น 
300 ไมโครลิตร ใหมีปริมาตรครบ 1.2 มิลลิลิตร นําไปบมที่ 50°ซ นาน 20 นาที แลววัด
คา A585

2.5.2 การหาแอคทิวิทีของเอนไซมไคติเนส
          วัดแอคทิวิทีของเอนไซมไคติเนส ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ในสารผสม
ปฏิกิริยาที่ประกอบดวย 10% colloidal chitin  ปริมาตร 300 ไมโครลิตร และ 0.1 M
Tris-HCI, pH 6.0 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร บมที่ 45°ซ นาน 2.5 ชั่วโมง จากนั้นเติม 
0.7 M K2B4O7 ปริมาตร 120 ไมโครลิตร แลวตมในน้ําเดือดนาน 10 นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็น
แลวนําสารผสมนี้ไปเซนตริฟวจที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที ดูดสวนใสจากแตละ
หลอด แบงใสหลอดใหม 2 หลอด หลอดละ 300 ไมโครลิตร แลวนําไปเติม 0.71% 
DMAB ปริมาตร 700 ไมโครลิตร และน้ํากลั่น 200 ไมโครลิตร ใหมีปริมาตรครบ 1.2 
มิลลิลิตร นําไปบมที่ 50°ซ นาน 20 นาที แลววัดคา A585

นําคา A585 ที่ไดไปหาแอคทิวิทีของเอนไซมไคติเนส โดยเปรียบเทียบกับ
กราฟมาตรฐานของ  NAG  กําหนดใหคาแอคทิวิทีของเอนไซม 1 หนวย (unit) เทากับ
จํานวน 1 นาโนโมล (nmole) ของ NAG ที่เอนไซมสามารถยอยสลายไดจากไคตินใน
เวลา 1 ชั่วโมง
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2.6 การหาแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase
วัดแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase โดยใช p-nitrophenyl-N-acetyl-β-D-

glucosaminide (pNP-NAG) เปนสับสเตรท ตามวิธีการที่รายงานโดยสุวรรณา ผลใหม 
(2547) ซึ่งดัดแปลงจากวิธีการของ  Godknecht และ Honegger (1991)  ดังนี้    ใช
สารละลายเอนไซมในปริมาณที่เหมาะสมผสมกับสารผสมปฏิกิริยาที่ประกอบดวย       
5 mM pNP-NAG ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ใน 0.1 M Tris-HCl, pH 6 ปริมาตรรวมเปน 
200 ไมโครลิตร บมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 50°ซ นาน 15 นาที หยุดปฏิกิริยาดวย 1 M 
Na2CO3 ปริมาตร 800 ไมโครลิตร จากนั้นวัดคา A420 ของผลผลิต คือ  p-nitrophenol 
ที่เกิดขึ้น โดยใช p-nitrophenol ที่ทราบความเขมขนแนนอนเปนสารมาตรฐาน   ซึ่ง
กําหนดใหแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase 1 หนวย เทากับปริมาณ   1 ไมโครโมล (µ
mole) ของ p-nitrophenol ที่เกิดขึ้น ที่อุณหภูมิ 50°ซ ตอเวลา 1 นาที

2.7   การทําโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิส
(Polyacrylamide gel electrophoresis, PAGE)
โพลีอะคริลาไมดเจลที่ใชในการศึกษาเปนเจลแผน (slab gel) ขนาด 10x12 เซนติ

เมตร หนา 1 มิลลิเมตร ประกอบดวยเจล 2 สวน คือเจลสวนบน (stacking gel) มีความ
สูงประมาณ 3 เซนติเมตร และเจลสวนลาง (separating gel) มีความสูง 7 เซนติเมตร

2.7.1 โพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ
(Nondenaturing PAGE)
เตรียมโพลีอะคริลาไมดเจล 6-12% ตามวิธีของ Davis (1964) ซึ่งมีสวน

ประกอบของเจลเปนดังนี้

Separating gel                    Composition Stacking gel
3% (5 ml) 6%(3ml) 12%(3ml)

30% Acrylamide-0.8% bisacrylamide
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8

0.5 ml
     0.63 ml

0.60 ml
      -

1.20 ml
       -
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1.5 M Tris-HCl, pH 8.8
10% Ammonium persulphate
TEMED
Distilled water

-
50 µl
5 µl

3.82 ml

1.50 ml
30 µl
3  µl

  0.87 ml

  1.50 ml
30 µl
3 µl

0.27 ml
2.7.1.1 การเตรียมสารตัวอยางและโปรตีนมาตรฐาน

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

2.7.1.2   การทําอิเล็กโทรฟอรีซิส
   นําสารละลายตัวอยางและสารละลายโปรตีนมาตรฐานใสในแต
ละชองเจลสวนบน  ทําอิเล็กโทรฟอรีซิสในบัฟเฟอร 0.025 M Tris-0.192 M glycine,
pH 8.3 เปดกระแสไฟฟาคงที่ ที่ 15 mA นาน 2 ชั่วโมง จนกระทั่งสีของโบรโมฟนอลบลู
เคลื่อนที่ไปจนสุดขอบลาง ปดกระแสไฟฟา แลวนําเจลไปยอมสี

2.7.2 โพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบมีเอสดีเอส
(SDS-PAGE)
ทําโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบมีเอสดีเอส (SDS, sodium 

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

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

30% Acrylamide-0.8%  bisacrylamide
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8
0.2 M EDTA

0.5 ml
    1.25 ml

-
50 µl

0.60 ml
-

0.75 ml
30 µl

1.80 ml
-

  0.75 ml
30 µl
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10% SDS
10% Ammonium persulphate
TEMED
Distilled water

50 µl
50 µl
5 µl

3.10 ml

30 µl
30 µl
3 µl

1.56 ml

30 µl
30 µl
3 µl

0.36 ml
              2.7.2.1  การเตรียมสารตัวอยางและโปรตีนมาตรฐาน
                               เตรียมสารตัวอยางและโปรตีนมาตรฐาน โดยผสมสารตัวอยาง
3 สวนกับบัฟเฟอร 1 สวน ซึ่งประกอบดวย 0.2 M Tris-HCl, pH 6.8, 8 mM EDTA,
40% กลีเซอรอล, 4% SDS และ 0.4% โบรโมฟนอลบลู ในกรณีที่ทํา SDS-PAGE
สภาพรีดิวซ (reduce) ทําโดยผสมสารตัวอยาง 3 สวน กับบัฟเฟอรตัวอยาง 1 สวน ดัง
ขางตน แตมี1% เบตา-เมอรแคปโตเอธานอล (β-mercaptoethanol) ดวย จากนั้นตมใน
น้ําเดือดนาน 2 นาที

2.7.2.2 การทําอิเล็กโทรฟอรีซิส
นําสารละลายตัวอยางและสารละลายโปรตีนมาตรฐานใสในแต

ละชองเจลสวนบน ใช 0.025 M Tris-0.192 M glycine-0.1% SDS, pH 8.3 เปนบัฟ
เฟอรในการทําอิเล็กโทรฟอรีซิส เปดกระแสไฟคงที่ ที่ 15 mA นาน 2 ชั่วโมง    จนกระทั่ง
สีโบรโมฟนอลบลูเคลื่อนที่ไปจนสุดขอบลางของเจล ปดกระแสไฟ นําเจลไปยอมสี

2.7.3 การทําโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบเตรียม
(Preparative PAGE)
preparative PAGE เปน nondenaturing PAGE แตมีการเตรียมเจลใหมี

ขนาด 10 x 12เซนติเมตร หนา 1 มิลลิเมตร มีความเขมขนของอะคริลาไมดในเจลสวน
บน 3% และเจลสวนลาง 6-12% เจลสวนบนเตรียมใหมีชองใสสารตัวอยาง 12 ชอง
จากนั้นผสมสารละลายเอนไซมกับบัฟเฟอรตัวอยาง นําสารละลายที่ไดเติมลงในชองใส
สารตัวอยาง แลวเปดกระแสไฟฟาคงที่ ที่ 15 mA ที่อุณหภูมิ 4°ซ นาน 2 ชั่วโมง จน
กระทั่งสีโบรโมฟนอลบลูเคลื่อนที่ไปจนสุดขอบลางของเจล ปดกระแสไฟ จากนั้นตัดเจล
ตรงกลาง เปนแถบกวาง 0.5 เซนติเมตร ยาวตลอดแผนเจล นําชิ้นเจลไปยอมดวยสาร
ละลาย Bradford (0.01% Coomassie brilliant blue G-250 - 4.7% ethanol - 8.5%
phosphoric acid) นาน 5-10 นาที เมื่อปรากฏแถบโปรตีนนําไปเทียบกับเจลซึ่งไมยอม



40

แลวตัดเจลที่ไมไดยอมตามขวางเฉพาะแถบโปรตีนที่ตองการ แลวชะโปรตีนนั้นออกจาก
ชิ้นเจล โดยนําชิ้นเจลที่ตองการใสในถุงไดแอไลซ (dialysis bag) แลวนําไปวางตาม
ขวางในเครื่องอิเล็กโทรฟอรีซิสตามแนวนอน ซึ่งมีบัฟเฟอร 0.025 M Tris-0.192 M
glycine, pH 8.3 ทวมทุกถุงแบบใตน้ํา (submarine) เปดกระแสไฟฟาคงที่ที่ 15 mA
เมื่อครบ 18 ชั่วโมง นําสารละลายที่ไดไปไดแอไลซ (dialyse) แลวทําใหเขมขน

2.7.4 การยอมสีโปรตีนแบบซิลเวอร (Silver stain)
หลังการทําอิเล็กโทรฟอรีซิส นําเจลไปตรึงโปรตีนดวย 40% เมธานอล

(methanol)-10% กรดน้ําสม(acetic acid) นาน 30 นาที หลังจากนั้นแชเจลในสาร
ละลาย 10% เอธานอล  (ethanol) -5% กรดน้ําสม นาน 15 นาที 2 ครั้ง จากนั้นใชชุด
ยอมซิลเวอร (silver stain kit) ของบริษัท Bio-Rad โดยเติมสารละลายออกซิไดเซอร 
(oxidizer solution) เขยานาน 5 นาที ลางเจลดวยน้ําปลอดไอออน (deionized water) 
ครั้งละ 5 นาที   จนกระทั่งสีเหลืองในเจลหมดไป จากนั้นแชเจลในน้ํายาซิลเวอร (silver 
reagent) นาน 20 นาที ลางดวยน้ําปลอดไอออน นาน 1 นาที จากนั้นเติมสารละลาย  
ดีวีโลเปอร (developer) เขยาและเปลี่ยนสารละลายเมื่อสีของสารละลายเปลี่ยนเปนสี
เทาดํา และเมื่อปรากฏแถบของโปรตีน หยุดปฏิกิริยาดวย 5% กรดน้ําสม

2.7.5 การยอมแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase ใน Nondenaturing PAGE
เตรียมสารละลายยอมแอคทิวิที ตามวิธีการของ Peters และคณะ (1998)

โดยละลาย naphthol-AS-Bi-N-acetyl-β-D-glucosaminide 6.5 มิลลิกรัม ใน
ethylene glycol monomethyl ether ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และละลาย Fast Garnet
GBC 22.5 มิลลิกรัมใน 0.1 M Tris-HCl, pH 6.0 จากนั้นนําสารละลายทั้ง 2 ชนิดผสม
กัน แลวปรับปริมาตรเปน 25 มิลลิลิตร ดวย 0.1 M Tris-HCl, pH 6.0 นําเจลที่ไดจาก
การทํา nondenaturing PAGE ไปบมในสารละลายที่เตรียมได ที่ 50 °ซ นาน 2 ชั่วโมง
จะปรากฏแถบของเอนไซม NAGase สีน้ําตาลเขม จากนั้นหยุดปฏิกิริยาดวย 25%
เมธานอล-10% กรดน้ําสม นาน 5 นาที

2.7.6 การหาแถบโปรตีนของเอนไซม NAGase ใน Nondenaturing PAGE
นําสารละลายเอนไซม NAGase เขมขนไปทํา nondenaturing  PAGE

หลังจากนั้นตัดแผนเจลออกเปน 2 สวน นําสวนแรกไปยอมสีโปรตีนดวยสารละลาย 
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Bradford นาน 5-10 นาที เมื่อปรากฏแถบโปรตีนนําไปเทียบกับเจลซึ่งไมยอมแลวตัด
เจลที่ไมไดยอมตามขวางเฉพาะแถบโปรตีนที่ตองการ ตามวิธีการขอ 2.7.3 นําเจลแตละ
ชิ้นบดใน  0.1 M Tris-HCl, pH 6.0 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร นําไปเซนตริฟวจที่
ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่ 4°ซ นาน 30 นาที นําสารละลายสวนใสที่ไดไปหาแอค
ทิวิทีตามวิธีการขอ 2.6 จากผลดังกลาวทําใหทราบวาโปรตีนแถบใดเปนเอนไซม 
NAGase

2.8  การทําใหเอนไซม NAGase บริสุทธิ์จากตับ
2.8.1 โดยคอลัมน DEAE-Sephacel

เตรียม DEAE-Sephacel ในคอลัมนขนาด 2.6 x 9 เซนติเมตร มีปริมาตร
ของเรซิน (resin) เปน 50 มิลลิลิตร ลางคอลัมน ดวย 0.2 M sodium citrate-0.2%
Triton X-100 (Wallace, 1965) แลวปรับคอลัมนใหสมดุลย (equilibrate) ดวย TB    
(50 mM Tris-HCl, pH 7.5) ปริมาตร 300 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารสกัดตับที่มีปริมาณ
โปรตีน 404.67 มิลลิกรัม  ที่ผานการไดแอไลซดวยบัฟเฟอร TB-PMSF (TB-1 mM 
PMSF) แลวลางคอลัมนดวย TB-PMSF ดวยอัตราไหล 20 มิลลิลิตรตอชั่วโมง เก็บสาร
ละลายที่ถูกลางออกมาจากคอลัมนหลอดละ 3 มิลลิลิตร วัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร (A280) ลางคอลัมนจนคา A280 เขาใกลศูนย จากนั้น
ชะคอลัมนดวย NaCl ที่เพิ่มความเขมขนอยางตอเนื่อง (linear gradient) ในชวง 0-0.5 
M ในบัฟเฟอรชนิดเดิม (75 มิลลิลิตร + 75 มิลลิลิตร) ชะในทํานองเดิมตอดวย  0.5-1.0 
M NaCl (75 มิลลิลิตร + 75 มิลลิลิตร) ดวยอัตราการไหลเทาเดิม และเก็บสารละลาย
หลอดละ 1.5 มิลลิลิตร นําสารละลายที่ไดแตละหลอดไปวัดคา A280 และหาแอคทิวิที 
ทําการรวมสารละลายหลอดที่มีแอคทิวิทีของเอนไซมสูงเขาดวยกัน หลังจากนั้นทําให
เขมขนในถุงไดแอไลซดวย CM-cellulose  จนสารละลายในถุงไดแอไลซเหลือเพียงเล็ก
นอย นําไปไดแอไลซดวย TB-PMSF นาน 18 ชั่วโมง ที่ 4°ซ จากนั้นนําไปหาแอคทิวิที 
หาปริมาณโปรตีนและทดสอบความบริสุทธิ์โดยวิธี nondenaturing PAGE และแยกตอ
ดวยคอลัมน Sephadex G-200

2.8.2 โดยคอลัมน Sephadex G-200
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ลางและปรับคอลัมน  Sephadex  G-200  (1.6 x 84  เซนติเมตร)    ซึ่งมี
ปริมาตรเรซิน 170 มิลลิลิตร ใหสมดุลยดวย TB ปริมาตร 500 มิลลิลิตร นําสารละลาย
เอนไซมเขมขนจากคอลัมน DEAE-sephacel ที่มีปริมาณโปรตีน 4.98 มิลลิกรัม ซึ่งผาน
การไดแอไลซดวย TB-PMSF นาน 18 ชั่วโมง ที่ 4°ซ มาแยกตอดวยคอลัมน Sephadex 
G-200 ปรับใหมีอัตราการไหล 6 มิลลิลิตรตอชั่วโมง เก็บสารละลายหลอดละ 1 มิลลิ
ลิตร นําสารละลายแตละหลอดไปวัดคา A280 และหาคาแอคทิวิที ทําการรวมหลอดที่มี
แอคทิวิทีสูงเขาดวยกัน ทําใหเขมขน แลวไดแอไลซดวย TB-PMSF นาน 18 ชั่วโมง ที่ 4°

ซ จากนั้นนําไปหาแอคทิวิที หาปริมาณโปรตีน และทดสอบความบริสุทธิ์โดยวิธี 
nondenaturing PAGE และนําสารละลายที่ไดไปแยกตอดวยการทํา preparative 
PAGE

2.8.3 โดย Preparative PAGE ครั้งที่ 1 และครั้งที่ 2
นําสารละลายเอนไซมเขมขนที่แยกไดจากคอลัมน Sephadex G-200

ปริมาตร 1,300 ไมโครลิตร (640 ไมโครกรัม) ไปแยกตอโดย preparative PAGE ตาม
วิธีการขอ 2.7.3 โดยตัดเจลที่ไมไดยอมตามขวางเฉพาะแถบเอนไซม NAGase ซึ่งทราบ
ไดจากการทดลองในวิธีการขอ 2.7.5. หรือ 2.7.6 จากนั้นทําการชะเอนไซม NAGase 
ออกจากชิ้นเจล โดยนําชิ้นเจลที่ตองการใสในถุงไดแอไลซ แลวนําไปวางตามขวางใน
เครื่องอิเล็กโทรฟอรีซิสตามแนวนอน ซึ่งมีบัฟเฟอร 0.025 M Tris-0.192 M glycine,  
pH 8.3 ทวมทุกถุงแบบใตน้ํา เปดกระแสไฟฟาคงที่ที่ 15 mA เมื่อครบ 18 ชั่วโมง นําสาร
ละลายที่ไดไปไดแอไลซ ทําใหเขมขน หาปริมาณโปรตีน หาแอคทิวิทีและทดสอบความ
บริสุทธิ์ของเอนไซม NAGase โดยวิธี nondenaturing PAGE

นําสารละลายเขมขนที่แยกไดจาก ครั้งที่ 1 ปริมาตร 400 ไมโครลิตร (40 
ไมโครกรัม) ไปแยกตอโดย preparative PAGE ครั้งที่ 2 อีกครั้ง จากนั้นหาปริมาณ
โปรตีน หาแอคทิวิทีและทดสอบความบริสุทธิ์ของเอนไซม NAGase

2.9 การศึกษาสมบัติของเอนไซม NAGase บริสุทธิ์
2.9.1 การหาน้ําหนักโมเลกุลโดยวิธี  SDS-PAGE
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หาน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซม NAGase  ใน SDS-PAGE ตามวิธีการขอ 
2.7.2 โดยการทําควบคูกับโปรตีนมาตรฐาน 8 ชนิด ไดแก myosin (Mr 205,000) β-
galactosidase (Mr 119,000) BSA (Mr 98,000) ovalbumin (Mr 57,300) carbonic 
anhydrase (Mr 36,800) soybean trypsin inhibitor (Mr 30,100) lysozyme (Mr

22,000) และ aprotinin (Mr 7,600) หลังการทําอิเล็กโทรฟอรีซิสและยอมโปรตีนแลว 
วัดระยะการเคลื่อนที่ของแถบโปรตีนตัวอยาง โปรตีนมาตรฐาน และแถบสีโบรโมฟ
นอลบลู แลวคํานวณหาคาการเคลื่อนที่สัมพัทธ (relative mobility, Rf) ของโปรตีนมาตร
ฐานและโปรตีนตัวอยาง จากความสัมพันธดังนี้

การเคลื่อนที่สัมพัทธ = ระยะการเคลื่อนที่ของโปรตีน
ระยะการเคลื่อนที่ของโบรโมฟนอลบ
ลู

จากนั้นเขียนกราฟมาตรฐานระหวางคา log ของน้ําหนักโมเลกุลกับคา Rf

ของโปรตีนมาตรฐาน นําคา Rf ไปคํานวณหาน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซม NAGase
ไ ด

2.9.2 การหาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเกิดปฏิกิริยา
วัดแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase บริสุทธิ์ ในสารผสมปฏิกิริยาตามวิธีการ

ขอ 2.6 ที่อุณหภูมิ 25, 40, 45, 50, 55, 60, 70, 80 และ 90°ซ นาน 15 นาที แลวทําการ
ทดลองตอตามวิธีการขอ 2.6

2.9.3 การหา pH ที่เหมาะสมตอการเกิดปฏิกิริยา
ทําการวัดแอคทิวิทีของเอนไซมในสารผสมปฏิกิริยาในบัฟเฟอรที่มีคา pH 

แตกตางกันในชวง 3-9 โดยใช 0.1 M sodium acetate ในชวง pH 3-6 และ 0.1 M Tris-
HCl ในชวง pH 6-9  แลวทําในตอตามวิธีการขอ 2.6

2.9.4 การศึกษาความเสถียรตออุณหภูมิ
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นําเอนไซม NAGase บริสุทธิ์ ไปบมที่อุณหภูมิ 25, 40, 45, 50, 55, 60 
และ 70°ซ นาน 15 นาที แลวทําใหเย็นโดยแชบนน้ําแข็ง จากนั้นนําไปหาแอคทิวิทีตาม
วิธีการขอ 2.6 เปรียบเทียบกับเอนไซมซึ่งเก็บไวที่ 0°ซ      

2.9.5 การศึกษาจลนศาสตร
ศึกษาจลนศาสตรของเอนไซม NAGase ตอสับสเตรท โดยใชเอนไซม

NAGase ทําปฏิกิริยากับ pNP-NAG ที่ความเขมขนตาง ๆ กัน คือ 0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 
4.0 และ 8.0 mM จากนั้นนําไปทดลองตอตามวิธีการขอ 2.6 แลวคํานวณหาคา Km 
และ Vmax จากการเขียนกราฟแบบ Lineweaver-Burk ระหวางคา 1/V และ1/[S]
2.10  การศึกษาระดับแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase เเละไคติเนสตอการติด

เช้ือของแบคทีเรียที่กอโรคกุง
 2.10.1 การเตรียมแบคทีเรียที่กอโรคในกุง
                  แบคทีเรียที่ใชในการทดลองคือ Vibrio harveyi ซึ่งไดรับความ
อนุเคราะห จากสถาบันวิจัยสุขภาพสัตวน้ํา กรมประมง โดยเลี้ยงแบคทีเรียบนอาหาร
tryptic soy agar ที่มี 1.5 % NaCl ที่อุณหภูมิ 37°ซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง เพิ่มปริมาณ
เชื้อโดยเลี้ยงในอาหารเหลว (tryptic soy broth) เปนเวลา 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37°ซ
นําเชื้อไปปนแยกที่ความเร็ว 3000 รอบตอนาที นาน 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4°ซ  จากนั้น
ลางเซลลแบคทีเรียใน 0.85% NaCl นําไปเซนตริฟวจ ลางตะกอนและเตรียมแบคทีเรีย
ในบัฟเฟอรดังกลาวใหมีคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 640 นาโนเมตร อยูในชวง
0.5-0.9 หนวย แลวเก็บที่อุณหภูมิ 4°ซ เพื่อใชตอไป

 2.10.2   การวัดระดับของเอนไซม NAGase เเละไคติเนสในกุงที่ฉีดดวย
   เช้ือ V. harveyi

                    เลี้ยงกุงแชบวยในถังพลาสติคกลมความจุ 25 แกลลอน (gallon) โดย
เตรียมถังกอนเลี้ยงกุงดังนี้  ลางถัง ฆาเชื้อดวยคลอรีนและทิ้งใหแหงอยางนอย 2 วัน  
จากนั้นใสน้ําทะเลที่มีคลอรีนฆาเชื้อปริมาตรประมาณครึ่งถัง ลงในถัง ใหอากาศตลอด
เวลา ทิ้งไวประมาณ 1 อาทิตย แลวนํากุงที่คัดขนาดใกลเคียงกัน ซึ่งมีน้ําหนักประมาณ
ตัวละ 25 กรัม ลงเลี้ยงถังละ 4 ตัว โดยใหอาหารเม็ดสําเร็จรูปทุก 8 ชั่วโมง ปลอยใหกุง
ปรับตัวเขากับสภาพแวดลอมในถัง นาน 1 อาทิตย โดยสังเกตพบวากุงแข็งแรงไมมี
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อาการออนเพลีย วายน้ําและกินอาหารเปนปกติ จากนั้นนําเชื้อ V. harveyi ที่เลี้ยงไวใน 
tryptric soy broth (จากขอ 2.10.1) ไปเซนตริฟวจ ลางตกตะกอนดวยน้ําเกลือ (0.85% 
NaCl) และเจือจางใหมีความเขมขนเปน 2.5x108 เซลล/มิลลิลิตร ดวยน้ําเกลือที่ผาน
การฆาเชื้อแลว นําเชื้อปริมาตร 100 ไมโครลิตร ฉีดกุงที่บริเวณกลามเนื้อโคนหาง 
สําหรับกุงที่เปนชุดควบคุมฉีดดวยน้ําเกลือปริมาตรเทากัน จากนั้นนํากุงไปเลี้ยงตอตาม
ปกติ  เก็บฮีโมลิมฟและตับของกุงกอนการฉีด (เวลา 0 ชั่วโมง) และของกุงหลังการฉีดที่
เวลา 6 และ 12 ชั่วโมง แลววัดแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase เเละไคติเนสในฮีโมลิมฟ
และตับ โดยทําการสกัดตับตามวิธีขอ 2.2 เก็บสารสกัดตับสวนใสไปหาปริมาณโปรตีน 
เปรียบเทียบระดับแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase และเอนไซมไคติเนสของกุงที่ถูกฉีด
ดวยเชื้อหรือชุดควบคุม รวมทั้งนําตับของกุงทั้ง 2 กลุม  ไปทดสอบการติดเชื้อดวยวิธี
ตรวจสอบการเรืองแสงของเชื้อในที่มืดโดยดัดแปลงวิธีของ Jiravanichpaisal และ 
Miyazaki (1994) ซึ่งทําโดยชั่งน้ําหนักตับ 0.1 กรัม นําไปบดและเจือจางในสารละลาย 
1.5% NaCl ใหไดปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้นนําสารละลาย 0.1 มิลลิลิตร ไปเกลี่ยให
ทั่วผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง TCBS (thiosulphate citrate bile salt) ที่มี 1.5% 
NaCl แลวบมเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 35°ซ นาน 18 ชั่วโมง จากนั้นดูการเรืองแสงสีเขียว
ของเชื้อในที่มืด

วิเคราะหความแตกตางของขอมูลในขอ 2.10.2 โดยวิธีวิเคราะหความ
แปรปรวนแบบปจจัยเดียว (one way analysis of variance, ANOVA) ที่ระดับความ
เชื่อม่ัน 99% โดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอรวิเคราะหความสัมพันธ SPSS (statistical 
package for the social science)
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