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4. วิจารณผลการทดลอง

4.1 ผลของเกลือตอการทํ างานของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสจากตนขาว
การศกึษาผลของเกลือตอแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสจากพันธุขาว  3 สายพันธุ  คือ 

พนัธุกูเมืองหลวง ขาวดอกมะลิ 105 และดอกพยอม อายุ 1 เดือน ใหแสงธรรมชาติ และกอนเก็บตัว
อยาง 4 วัน ให 10 mM KNO3 พบวาขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 จะมีแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรต  
รีดักเทสมากที่สุด รองลงมาคือพันธุกูเมืองหลวง และดอกพยอม ตามลํ าดับ แตแอคติวิตีของ
เอนไซมจากตนขาวทั้ง 3 สายพันธุ มีแนวโนมที่ลดลงเมื่อความเขมขนของเกลือสูงขึ้น แสดงวาเกลือ 
NaCl สามารถยับยั้งแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสได ซึง่ใหผลทํ านองเดียวกับการศึกษาของ 
Ghoulam และคณะ (2002) ที่พบวาเกลือจะยับยั้งแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสของ sugar 
beets นอกจากนี้จากการศึกษาผลของเกลือตอแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในตน 
cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp) โดยใหเกลือที่ความเขมขน 50 mM NaCl กอนเปนเวลา 
8 วนั เพือ่เปนการชกันํ าใหเกิดการสะสมเกลือ หลังจากนั้นจะเพิ่มความเขมขนของเกลือเปน 100 
mM เปนเวลา 4 วัน พบวาพืชจะมีการปรับตัวตอบสนองตอเกลือที่ความเขมขนตํ่ า ๆ ไดดี แตเมื่อ
เพิ่มความเขมขนของเกลือ การดูดซึมและการสลายไนเตรตจะลดลงอยางตอเนื่อง ทั้งนี้เนื่องจาก
เกลอืจะไปรบกวนการทํ างานของเนื้อเยื่อราก (root membrane) ท ําใหดูดซึมไนเตรตเขาสูไซเลม
เพือ่ทีจ่ะสงไปยังใบนอยลงทํ าใหแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสนอยลงดวย (Silveira et al., 
2001)

นอกจากความเขมขนของเกลือที่ตางกันจะมีผลตอแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสแลว 
ยงัพบวาระยะเวลาของการไดรับเกลือก็มีผลตอแอคติวิตีของเอนไซมดวยเชนกัน ไดมีการศึกษาการ
ทํ างานของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในขาวไรโดยเขมิกา โขมพัตร (2545) พบวาแอคติวิตีของ
เอนไซมไนเตรตรีดักเทสมีแนวโนมลดลงเมื่อระยะเวลา(วัน) ของการเจริญเติบโตเพิ่มข้ึน โดย              
แอคตวิตีิจะเหลอืนอยมากในชวงเวลา 45-53 วันนับจากวันปลูก ดังนั้นการเก็บตัวอยางตนขาวแลว
น ํามาหาคาแอคติวิตีที่ระยะเวลาตาง ๆ กัน หลังจากเติมเกลือก็ยิ่งทํ าใหแอคติวิตีลดลง
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4.2 ผลของเกลือตอการเจริญเติบโตของตนขาว แอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส 
ปริมาณไนเตรตที่สะสมในใบและปริมาณไนเตรตที่เหลือในสารละลายธาตุอาหาร
ทีใ่ชเลี้ยงตนขาว
4.2.1   ผลของเกลือตอการเจริญเติบโตของตนขาว

การศกึษาผลของเกลือตอการเจริญเติบโตของตนขาว 3 สายพันธุ คือพันธุกูเมือง
หลวง ขาวดอกมะลิ 105 และดอกพยอม ซึง่ปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตร Hoagland โดยใช
ระบบไฮโดรโพนิค และเตมิเกลือที่ความเขมขนตาง ๆ พบวา ตนขาวที่ไดรับเกลือที่ความเขมขนสูง 
ใบจะเหลอืงและเหี่ยว โดยเฉพาะขาวพันธุดอกพยอมจะพบลกัษณะเชนนี้มากที่สุด ทั้งนี้อาจเนื่อง
มาจากการทนทานตอเกลือของขาวพันธุดอกพยอมนอยกวาขาวพันธุอ่ืน ๆ หรืออาจจะเนื่องมาจาก
ลักษณะประจ ําพันธุ คือ มีตนเล็ก ใบส้ัน ทํ าใหทนตอเกลือที่ระดับสูงไดไมดี ลักษณะใบเหลืองและ
เหี่ยวเกิดจากการลดลงของปริมาณคลอโรฟลลและอัตราการสังเคราะหแสงขาวจะไวตอเกลือมาก
ในชวงที่เปนตนกลา (seedling) และชวงแรกของการพัฒนา (early development stages)
(Grattan et al., 2002) นอกจากนีพ้บวาปจจัยตาง ๆ ที่มีผลตอการทนทานตอเกลือของขาวสาย
พนัธุตางๆ เชน อัตราการคายนํ้ า การเปลี่ยนแปลงของแรงดันออสโมติกภายในเซลล และความ
แตกตางในการดูดซึมอาหาร พันธุตานทานจะมีอัตราสวนของโซเดียม (Na+) ตอโปแตสเซียม (K+)
ต่ํ า (ดูดซึม K ไดสูงกวา) ขาวพันธุตานทานเกลือจะดูดซึม Na+ และ Cl− ไดลดลงเมื่อเทียบกับพันธุ
ที่ตานทานตอเกลือต่ํ า การเจริญทางดานลํ าตนอยางรวดเร็วเปนการเจือจางเกลือภายในเนื้อเยื่อ
ของขาวดวย (Debermann and Fairhurst, 2000) ซึง่จากการทดลองพบวาขาวพันธุกูเมืองหลวงมี
แนวโนมที่จะมีความตานทานตอเกลือไดดีกวาขาวพันธุอ่ืนๆ เนื่องจากลักษณะการเจริญทางดาน
ลํ าตนดทีีสุ่ด ตนแข็งแรงที่สุด อยางไรก็ตาม นอกจากความเขมขนของเกลือแลวยังพบวาระยะเวลา
ของการไดรับเกลือก็มีผลตอการเจริญเติบโตของขาวดวย

4.2.2   ผลของเกลือตอนํ้ าหนักสดของตนและราก
จากการศึกษาผลของเกลือตอนํ้ าหนักสดของตนและรากของขาวทั้ง 3 สายพันธุ 

ซึง่ปลกูในสารละลายธาตุอาหารสูตร Hoagland และเตมิเกลือที่ความเขมขนตางๆ พบวาเกลือมีผล
ตอนํ ้าหนกัสดของตนและราก เนื่องจากเกลือทํ าใหตนกลาขาว ความยาวของใบและรากลดลง จึง
สงผลใหนํ ้าหนักสดของตนและรากลดลงเชนกัน สอดคลองกับผลการทดลองของ Ghoulam และ
คณะ (2002) ที่พบวานํ้ าหนักสดและนํ้ าหนักแหงของใบและราก ของ sugar beet จะลดลงอยาง
มากเมื่อไดรับเกลือ NaCl ทีค่วามเขมขน 200 mM แตไมมผีลตอจํ านวนใบ นอกจากนี้ยังพบวา 
ความเค็มมีผลยับยั้งการเจริญเติบโตของแคลลัสของ sugar beet “Altissima” ทีค่วามเขมขนของ
เกลือมากกวา 30 mM (Hagege et al., 1990) และการศึกษาของ Gouia และคณะ (1994) ในถั่ว 
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(Phaseolus vulgaris) ซึง่มคีวามไวตอความเค็ม ดังนั้นเมื่อใหเกลือ NaCl จะท ําใหการเจริญเติบโต
ลดลง แตไมมีผลตอการเจริญเติบโตในพืชทนเค็มเชนฝาย (Gossypium hirsutum)

ตนขาวทีไ่ดรับเกลือ อาจมีการสะสมของไอออนบางชนิดภายในใบมากกวาในราก 
โดยเฉพาะอยางยิ่ง Na+ และ Cl− โดยการสะสมไอออนดังกลาวมีความสํ าคัญในการเปลี่ยนแปลง
แรงดันออสโมติก (osmotic adjustment) ภายในเซลล และจากผลการทดลองพบวา ความเขมขน
ของเกลือที่ระดับสูงจะทํ าลายเนื้อเยื่อเซลลของขาวจนไมสามารถอยูรอดได เนื่องจากมีการสะสม
ของพวกไอออนภายในเซลล (hyperionic) และมีการผานเขาออกของไอออน (hyperosmotic) 
มากเกินไป (Glenn et al., 1999) เมือ่พจิารณาลกัษณะลํ าตน พบวาพันธุขาวที่มีแนวโนมทนทาน
ตอความเคม็ไดมากที่สุด คือ ขาวพันธุกูเมืองหลวง รองลงมาคือพันธุขาวดอกมะลิ 105 และใน
ปจจบัุนนยิมปลกูกันมากในภาคตะวันออกเฉียงเหนือที่ดินสวนใหญเปนดินเค็ม

4.2.3   ผลของเกลือตอแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในตนและราก
เมือ่แยกสวนตนและรากของขาวทั้ง 3 สายพันธุ ที่เลี้ยงในสารละลายธาตุอาหาร

สูตร Hoagland และเกบ็ตัวอยางวันที่ 5 หลังจากเติมเกลือที่ความเขมขนตางกัน พบวาแอคติวิตีจะ
ลดลงเมือ่ความเขมขนของเกลือเพิ่มข้ึนในขาวทุกสายพันธุ โดยความเขมขนเกลือ 0 และ 25 mM 
ขาวพนัธุขาวดอกมะลิ 105 มีแอคติวิตีสูงสุด ตามดวยพันธุกูเมืองหลวง แตพันธุดอกพยอมแอคติวิตี
ลดลงในทกุความเขมขนเกลือ ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากขาวทั้ง 3 สายพันธุ สามารถทนทานตอเกลือที่
ระดับต่ํ าได แตจะไวตอเกลือที่ระดับสูงตั้งแต 50-100 mM (รูปที่ 13) จากการทดลองของ 
Ghoulam และคณะ (2002) พบวาตน sugar beet เมือ่ไดรับเกลือที่ระดับสูงขึ้นแอคติวิตีในใบจะ
ลดลง อีกทัง้ยังพบวาใบออนจะมีแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสมากกวาใบแก ขณะที่ Gouia 
และคณะ (1994) พบวาแอคติวิตีของเอนไซมในถั่วมีมากกวาฝาย ซึ่งถั่วเปนพืชที่ไวตอเกลือมาก
กวาฝาย เนื่องจากเอนไซมไนเตรตรีดักเทสไมไวตอผลของแรงดันออสโมติก (osmotic effect) ดัง
นัน้การยบัยั้งของเกลืออาจจะเกิดจากการสะสม Na+ และ Cl− หรืออาจจะไปจํ ากัดการใชไนเตรต
ของพชืได เชนเดียวกับการศึกษาในขาวทั้ง 3 สายพันธุขางตน ที่พบวาแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรต 
รีดักเทสลดลงเมื่อความเขมขนของเกลือสูงขึ้น บงชี้ใหเห็นวาแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส
อาจถกูยับยั้งไดหากมีปริมาณไอออนของ NaCl  สูงในไซโทพลาสซมึ เนื่องจากไปขัดขวางการดูด
ซึมไนเตรต

จากผลการศึกษา ขาวพันธุดอกพยอมจะทนทานตอเกลือนอยที่สุด และพบแอค   
ติวตีิต่ํ าสดุท ําใหยากในการติดตามผล ทั้งนี้เนื่องจากเมื่อเพิ่มความเขมขนของเกลือพบวาตนขาวมี
การเจริญเติบโตตํ่ าและตายในที่สุด จึงไดติดตามดูผลของเกลือตอแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดัก
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เทสในขาว 2 สายพันธุ คือ พันธุกูเมืองหลวงและขาวดอกมะลิ 105 โดยเก็บตัวอยางตนขาวในวันที่ 
0, 2, 4 และ 6 หลงัจากเติมเกลือ เพื่อเปนการยืนยันวาความเค็มมีผลตอแอคติวิตีของเอนไซม      
ไนเตรตรีดักเทส โดยพบวาความเขมขนเกลือที่ 0 และ 25 mM มผีลตอแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรต   
รีดักเทสของตนขาวเล็กนอย แตเมื่อเพิ่มความเขมขนของเกลือเปน 50, 75 และ 100 mM ปรากฏวา
แอคตวิตีิของเอนไซมลดลงอยางชัดเจน แตขาวดอกมะลิ 105 มีแนวโนมแอคติวิตีของเอนไซมสูง
กวากูเมอืงหลวงเล็กนอย ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากในขาวพันธุกูเมืองหลวง มีการเจริญเติบโตของลํ าตน
ดีที่สุดแตมีแอคติวิตีของเอนไซมต่ํ ากวาขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 ที่มีการดูดซึมไนเตรตไปใชใน
การสังเคราะหกระอะมโินตางๆ อยางรวดเร็ว ซึ่งกรดอะมิโนดังกลาวอาจมีผลยับยั้งการทํ างานของ
เอนไซมไนเตรตรีดักเทส

สํ าหรับในรากพบวามีแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสนอยมาก (ไมแสดงผล) 
เนือ่งมาจากสวนรากไมไดรับแสงจึงไมมีกิจกรรมการสังคราะหแสงเหมือนกับสวนตน อีกทั้งผลผลิต
ที่ไดจากการสังเคราะหแสงจากสวนตนมีการนํ าไปใชมากกวาการสงมาสะสมในราก ดังนั้นจึงพบ
ระดบัแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสตํ่ ามากในสวนของราก (เขมิกา โขมพัตร, 2545)

4.2.4 ผลของเกลือตอปริมาณไนเตรตทีส่ะสมในใบและปริมาณไนเตรตที่เหลือ
          ในสารละลายธาตุอาหารทีใชเลี้ยงตนขาว

การศึกษาผลของเกลือตอปริมาณไนเตรตทีส่ะสมในใบของขาว 3 สายพันธุ พบวา
มีรูปแบบการตอบสนองตอไนเตรตแตกตางกัน โดยปริมาณไนเตรตจะลดลงเมื่อความเขมขนของ
เกลอืเพิม่ข้ึน (รูปที่ 16 และรูปที่ 18) จากผลการทดลอง ขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 มีปริมาณ     
ไนเตรตสะสมในใบสูงที่สุด รองลงมาคือพันธุกูเมืองหลวง และดอกพยอม ตามลํ าดับ สอดคลองกับ
คาแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสที่ลดลงเมื่อความเขมขนของเกลือเพิ่มข้ึน แสดงใหเห็นวา
เมื่อพืชไดรับเกลือเขาสูเซลลจะมีผลตอการดูดซึมไนเตรต คือเมื่อเพิ่มระดับของเกลือจะทํ าใหการ
ดูดซึมไนเตรตและการนํ าไนเตรตไปใชลดลง รวมถึงทํ าใหแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสลด
ลงดวย (Silveira et al., 2001)

สํ าหรับผลของเกลือตอปริมาณไนเตรตที่เหลือในสารละลายธาตุอาหารหลังจาก
เติมเกลือที่ความเขมขนตางๆ พบวาปริมาณไนเตรตที่เหลือในอาหารมีแนวโนมเพิ่มข้ึนเมื่อเพิ่ม
ความเขมขนของเกลือ โดยในอาหารที่ใชเลี้ยงขาวดอกพยอมมีปริมาณไนเตรตเหลือมากที่สุด ทั้งนี้
เนื่องจากขาวดอกพยอมมีความตานทานตอเกลือไดนอย ทํ าใหไมสามารถดูดซึมไนเตรตไปใชได
หรือมีการดูดซึมเพียงเล็กนอยสงผลใหแอคติวิตีของเอนไซมลดลงดวย สวนขาวพันธุขาวดอกมะลิ 
105 พบวาปริมาณไนเตรตเหลือนอยที่สุด (รูปที่ 17) เนื่องจากสามารถดูดไนเตรตไปใชไดทํ าให   
แอคตวิตีิของเอนไซมสูง ขาวทั้ง 3 สายพันธุสามารถดูดซึมไนเตรตไปใชไดหมด แตมากหรือนอยขึ้น
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อยูกับความสามารถในการตานทานตอเกลือของขาวแตละพันธุ โดยขาวพันธุใดตานทานตอเกลือ
ไดดีก็สามารถดูดไนเตรตไปใชไดมาก เนื่องจากไมมีการสะสมของ Na+ และ Cl− ภายในเซลลเทา
กบัพนัธุออนแอ โดยเฉพาะสวนราก ซึ่งเปนสวนที่ดูดซึมไนเตรตแลวสงไปยังใบ เมื่อพืชดูดเกลือจาก
สารละลายธาตุอาหาร เนื้อเยื่อไซเลมของรากจะถูกทํ าลายสงผลใหการดูดซึมนํ้ าและไนเตรตจาก
รากไปยังใบลดลง (Klobus et al., 1988; Gouia et al., 1994)

ความสัมพันธระหวางปริมาณไนเตรตที่สะสมในใบและที่เหลือในสารละลายธาตุ
อาหารสอดคลองกันอยางเห็นไดชัด นั่นคือเมื่อปริมาณไนเตรตที่สะสมในใบมีนอย ปริมาณไนเตรต
ที่เหลือในอาหารก็จะมีมาก สงผลใหแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสแตกตางกันดวย ทั้งนี้
เนื่องจากเอนไซมไนเตรตรีดักเทสเปนเอนไซมที่ตองชักนํ าดวยซับสเตรตคือไนเตรต (substrate-
inducible enzyme)

4.3   ความเสถียรของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสารละลายเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต
การเก็บรักษาเอนไซมไนเตรตรีดักเทสที่สกัดจากตนขาวในเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต พบวา

การเก็บรักษาเอนไซมในเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่อุณหภูมิ -20๐C จะชวยรักษาแอคติวิตีของ
เอนไซมไนเตรตรีดักเทสไดนานกวาการเก็บที่อุณหภูมิ 4๐C แตแอคติวิตีของเอนไซมลดลงเมื่อเก็บ
ไวเปนระยะเวลานาน เชนเดียวกับการทดลองของ Solomonson และคณะ (1975) ที่พบวาเอนไซม
ไนเตรตรีดักเทสบรสุิทธิ์สามารถเก็บในกลีเซอรอล 50 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ -20๐C ไดหลายเดือน 
ดังนั้นในการหาแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสควรจะหาคาแอคติวิตีอยางรวดเร็วหลังการ
สกดั เพือ่ปองกันการสูญเสียแอคติวิตีของเอนไซม ดังนั้นในการทํ าบริสุทธิ์เอนไซมไนเตรตรีดักเทส 
จึงตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความอิ่มตัว 40% เพื่อใหไดแอคติวิตีของ
เอนไซมสูงสุด

4.4   การเตรียมแอนติบอดีตอเอนไซมไนเตรตรีดักเทส
ในการทดลองครั้งนี้ใชเอนไซมไนเตรตรีดักเทสบริสุทธิ์จากขาวโพดฉีดกระตุนกระตายแทน

เอนไซมไนเตรตรีดักเทสของขาว เนื่องจากการเตรียมเอนไซมบริสุทธิ์จากตนขาวทํ าไดยากและตอง
ผานกระบวนการแยกหลายขั้นตอน เชน การเตรียมสารสกัดหยาบ การตกตะกอนเกลือ
แอมโมเนียมซลัเฟต แยกดวยคอลัมน Sephadex G-25 แยกดวยคอลัมน DEAE-Sephacel และ
การทํ าโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบเตรียม จากการทํ าบริสุทธิ์เตรียมเอนไซมไดนอย
มาก แอคตวิตีิลดลงอยางรวดเร็วและมีการปนเปอนของแถบโปรตีนอื่น ที่มีนํ้ าหนักโมเลกุลมากกวา 
660 กโิลดาลตนั ซึ่งไมสามารถระบุไดวาแถบโปรตีนดังกลาวเปนเอนไซมไนเตรตรีดักเทส ถึงแมวา
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แถบโปรตีนดังกลาวเกิดปฏิกิริยากับแอนติบอดีจากการทํ า Western blot ไดก็ตาม แตพบแถบ    
แอคติวิตีของเอนไซมเปอรออกซิเดสหลงัยอมดวยสารละลาย DAB เชนกนั ซึ่งคาดวาแถบโปรตีนดัง
กลาวเปนเอนไซมเปอรออกซิเดส (รูปที ่ 25) จึงไมนํ าเอนไซมดังกลาวมาฉีดกระตุนกระตายเพื่อให
สรางแอนติบอดี แตมีการรายงานของ Campbell (1999) วาเอนไซมไนเตรตรีดักเทสจากขาวโพดมี
ไอโซฟอรม (isoform) เดยีวกันกับขาวคืออยูในรูปของ NADH-NR ซึง่นาจะมีระบบการทํ างานและ
ลํ าดับกรดอะมโินทีค่ลายคลึงกัน ดังนั้นในการทดลองจึงใชเอนไซมไนเตรตรีดักเทสบริสุทธิ์จากขาว
โพดเพื่อกระตุนการสรางแอนติบอดีในกระตาย

จากผลการทดลอง พบวากระตายสังเคราะหแอนติบอดีตอเอนไซมไนเตรตรีดักเทสไดหลัง
จากการฉดีเอนไซมคร้ังที่ 2 แสดงวาการฉีดเอนไซมไนเตรตรีดักเทสเขาใตผิวหนังรวมกับการฉีดใน
ผิวหนงัใชปริมาณแอนติเจนไมมากก็สามารถกระตุนใหกระตายสังเคราะหแอนติบอดีตอได ซึ่งไมมี
รายงานการฉีดกระตายดวยเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในปริมาณตํ่ าเชนนี้มากอน

4.5   การศึกษา Western blot ของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส
จากการทํ า Western blot โดยใชสารสกัดจากขาวโพดและขาว พบแถบของเอนไซมไนเตรตรี

ดักเทส ขนาดโมเลกุลประมาณ 480 กิโลดาลตัน ซึ่งใกลเคียงกันทั้งในขาวและขาวโพดแตกตางจาก
การทํ า Ouchterlony double immunodiffusion ทีไ่มพบแถบการตกตะกอนระหวางแอนติบอดีกับ
เอนไซมไนเตรตรีดักเทสของขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 แสดงดังรูปที่ 26 และ 27 จากผลการ
ทดลองแสดงวาแอนติบอดีตอเอนไซมไนเตรตรีดักเทสบริสุทธิ์ของขาวโพด สามารถเกิดปฏิกิริยากับ
เอนไซมไนเตรตรีดักเทสของขาวซึ่งเปนพืชที่ตางสกุลกัน แตแอนติบอดีตอเอนไซมไนเตรตรีดักเทส 
บริสุทธิจ์ากขาวโพดมีความจํ าเพาะกับเอนไซมไนเตรตรีดักเทสของตนขาวขาวดอกมะลิ 105 นอย
จงึไมสามารถเห็นแถบการตกตะกอนในการทํ า Ouchterlony double immunodiffusion แตกตาง
จากการทํ า Western blot ซึง่เปนวธิทีีม่คีวามไวในการตรวจจับสูงกวาจึงสามารถตรวจพบได

จากผลการทดลองแสดงวาเอนไซมไนเตรตรีดักเทสทั้งในขาวและขาวโพดอาจจะมีลักษณะ
และลํ าดับของกรดอะมิโนคลายคลึงกันทํ าใหแอนตอบอดีตอไนเตรตรีดักเทสของขาวโพดสามารถ
จดจ ําลักษณะโมเลกุลของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสของขาวได เชนเดียวกับ Campbell (1999) ที่พบ
วาเอนไซมไนเตรตรีดักเทสจากขาวโพดมีไอโซฟอรม (isoform) เดียวกันกับขาวที่อยูในรูปของ 
NADH-NR ซึง่นาจะมีระบบการทํ างานที่คลายคลึงกัน



77

4.6  การศกึษาปริมาณของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสโดยวิธี Dot blot
 เมือ่น ําสารสกดัตนกลาขาวขาวดอกมะลิ 105 ที่เพาะเลี้ยงในสารละลายเกลือที่มีความเขมขน

แตกตางกันมาทํ า Dot blot กับแอนติบอดีตอเอนไซมไนเตรตรีดักเทสบรสุิทธิ์ของขาวโพด เพื่อ
ศึกษาปริมาณของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสารสกัดตนขาว โดยบมเปรียบเทียบระหวางมีและไม
มแีอนตบิอดีตอเอนไซมไนเตรตรีดักเทสบริสุทธิ์ของขาวโพด หลังจากบมแผนไนโทรเซลลูโลสทั้ง 2 
ชุด ดวยแอนติบอดีตอ IgG ของกระตายซึ่งยึดติดกับเปอรออกซิเดส แลวยอมดวยสารละลาย DAB 
จากผลการทดลอง พบวาชุดการทดลองที่บมดวยแอนติบอดีตอเอนไซมไนเตรตรีดักเทสบริสุทธิ์มี
ความเขมของสีจุดมากกวาชุดการทดลองที่ไมบมดวยแอนติบอดีทั้งที่มีปริมาณโปรตีนเทากัน ซึ่ง
สังเกตไดชัดเจนเมื่อปริมาณโปรตีนของสารสกัดเปน 1 และ 2 ไมโครกรัมตอจุด (รูปที่ 28) แตจาก
ผลการทดลองไมสามารถสรุปไดวาความเขมขนของเกลือที่ความเขมขนใดสงผลยับยั้งหรือกระตุน
การสังเคราะหเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในตนขาว เนื่องจากในสารสกัดหยาบมีการปนเปอนของ
เอนไซมเปอรออกซิเดสในปริมาณสูง โดยพบแถบแอคติวิตีของเอนไซมเปอรออกซิเดสในแผนเจล
หลงัยอมดวยสารละลาย DAB มากกวา 4 แถบ แสดงดังรูปที่ 25 ดังนั้นในการทดลองจึงควรใช
เอนไซมชนิดอื่นที่ยึดติดกับแอนติบอดีตอ IgG ของกระตายแทนเอนไซมเปอรออกซิเดส เชน 
เอนไซมอัลคาไลฟอสฟาเทส (alkaline phosphatase) เพือ่หลีกเลี่ยงผลของเอนไซมเปอรออกซิเดส
ทีป่นเปอนในสารสกัด

4.7   การสกดัและทํ าบริสุทธิ์เอนไซมไนเตรตรีดักเทสในตนขาว
หลังจากสกัดเอนไซมไนเตรตรีดักเทสของตนขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 พบวาการตก

ตะกอนสารสกัดหยาบดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตความอิ่มตัว 40% จากนั้นนํ าสวนตะกอน
โปรตีนที่ละลายกลับดวยบฟัเฟอรสกัดผานคอลัมน Sephadex G-25 เพือ่แยกเกลือแอมโมเนียม 
ซลัเฟตและสีของคลอโรฟลล ทํ าใหแอคติวิตีรวมของเอนไซมลดลงจากเดิม เนื่องจากชวงที่สารสกัด
ผานคอลัมน Sephadex G-25 อาจมี Mg2+ ซึ่งเปนไอออนที่ยับยั้งเอนไซมตกคางภายในคอลัมน 
โดยจะสงผลตอการวัดแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส แตคาแอคติวิตีจํ าเพาะของเอนไซม   
ไนเตรตรีดักเทสใกลเคียงกับสารสกัดที่ไมผานการตกตะกอน

เมื่อนํ าสารละลายเอนไซมที่ผานคอลัมน Sephadex G-25 มาผานคอลัมน DEAE-
Sephacel พบโปรตีน 1 พคี ถกูลางออกมาจากคอลัมนกอนการชะดวยสารละลายเกลือ ซึ่งเปน
โปรตีนที่ไมจับกับเรซินและไมพบแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส เมื่อชะคอลัมนดวยสาร
ละลายเกลือแบบตอเนื่อง 0-0.6 M NaCl พบโปรตีนถูกชะออกมาเพียงพีคเดียวซึ่งตรวจพบแอคติ  
วตีิของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส โดยเอนไซมไนเตรตรดัีกเทสมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 5.18 เทาเมื่อ
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เปรียบเทยีบกับสารสกัดหยาบ แสดงวาการแยกเอนไซมดวยคอลัมน DEAE-Sephacel สามารถ
แยกโปรตนีทีป่นเปอนได ทํ าใหเอนไซมมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน เมื่อเก็บสารละลายหลอดที่มีแอคติ   
วตีิหลังจากผานคอลัมน DEAE-Sephacel ใน 30% กลเีซอรอล ทีอุ่ณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส พบ
วาสามารถรักษาแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสไดนานกวา 3 เดือน แตแอคติวิตีจะลดลง
อยางตอเนื่อง แสดงใหเห็นวากลีเซอรอลสามารถรักษาแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสได

4.8 การทํ าโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบเตรียม
หลังการทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบเตรียมแลวยอมโปรตีนเปรียบเทียบดวยสีคูมาซีบลู เมื่อตัด

แยกแถบโปรตีนในเจลนํ าไปบดแลวหาแอคติวิตีและทํ า nondenaturing PAGE พบแถบโปรตีน
แถบที่ 8 ซึง่มนีํ ้าหนกัโมเลกุลประมาณ 480 กิโลดาลตัน ซึ่งเปนแถบโปรตีนหลักและสามารถตรวจ
พบแอคตวิิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในแถบเจลดังกลาว (รูปที่ 24 แถวที่ 10) ซึ่งสอดคลองกับ
การตรวจพบปฏิกิริยาของแอนติบอดีตอเอนไซมไนเตรตรีดักเทสบริสุทธิ์ในซีรัมกระตายกับแถบ
โปรตนีทีม่นีํ้ าหนักโมเลกุล 480 กิโลดาลตัน จากการทํ า Western blot แสดงดังรูปที่ 26 แตจากการ
ทดลองพบแถบโปรตีนจาง ๆ ที่มีนํ้ าหนักโมเลกุลมากกวา 660 กิโลดาลตัน ยอมติดสีคูมาซีบลู ซึ่ง
ตรงกับตํ าแหนงของเอนไซมเปอรออกซิเดสแถบ P2 (รูปที่ 24 แถวที่ 10 และรูปที่ 25)

จากผลการทดลองแสดงวาเอนไซมไนเตรตรีดักเทสบริสุทธิ์ของตนขาวพันธุขาวดอกมะลิ 
105 มนีํ ้าหนกัโมเลกุลประมาณ 480 กิโลดาลตัน ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาเอนไซมไนเตรตรีดัก
เทสในพชืชัน้สงูที่พบวามีขนาดโมเลกุลของหนวยยอยประมาณ 110-115 กิโลดาลตัน (Campbell, 
1999) แสดงวาเอนไซมไนเตรตรีดักเทสจากขาวขาวดอกมะลิ 105 อาจประกอบดวยหนวยยอย 4 
หนวยยอย เชนเดียวกับการทดลองของ Lopes และคณะ (2002) พบวาเอนไซมไนเตรตรีดักเทสใน
สาหรายผมนาง (Gracilaria tenuistipitata) มขีนาดโมเลกุล 440 กิโลดาลตัน ประกอบดวยหนวย
ยอยขนาด 110 กิโลดาลตัน

สํ าหรบัแถบโปรตีนที่มีนํ้ าหนักโมเลกุลมากกวา 660 กิโลดาลตัน สามารถตรวจพบปฏิกิริยา
ของแอนติบอดีตอเอนไซมไนเตรตรีดักเทสบริสุทธิ์กับแถบโปรตีนดังกลาว จากการทํ า Western blot 
แตไมสามารถสรุปไดวาเปนเอนไซมไนเตรตรีดักเทส เนื่องจากตรวจพบแอคติวิตีของเอนไซมเปอร
ออกซิเดสแถบ P2 หลงัการยอมแอคติวิตีในแผนโพลีอะคริลาไมดเจลดวยสารละลาย DAB (รูปที่ 
25) ขณะทีแ่ถบโปรตีนขนาด 480 กิโลดาลตัน ไมสามารถตรวจพบแอคติวิตีของเอนไซมเปอรออกซิ
เดสจากการยอมแผนเจล จากผลการทํ า Western blot คาดวาแถบโปรตีนที่มีนํ้ าหนักโมเลกุลมาก
กวา 660 กิโลดาลตัน เปนแถบโปรตีนที่เปนเอนไซมเปอรออกซิเดสที่ถูกขนถายลงแผนไนโทร
เซลลูโลสกอนการบมดวยแอนติบอดีและแอนติบอดีตอ IgG ของกระตายที่ยึดติดกับเอนไซมเปอร
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ออกซิเดส  ดังนัน้เมื่อยอมดวยสารละลาย DAB แถบโปรตีนขนาดมากกวา 660 กิโลดาลตัน   จึง
ปรากฏแถบปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสได (รูปที่ 25 และรูปที่ 26)                                      


