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2. วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง

วัสดุ

     เมล็ดพันธุขาว
เมลด็พนัธุขาวที่ใชในการศึกษา คือ ขาวพันธุกูเมืองหลวง ขาวดอกมะลิ 105 และ

ดอกพยอม ซึ่งไดรับความอนุเคราะหจากศูนยวิจัยขาวพัทลุง จ.พัทลุง
ถงัพลาสติกขนาด 2.5 ลิตร และขนาด 20 ลิตร
กระถาง

     โฟม
ดินลํ าดวน
เสียม
กระติกไนโตรเจนเหลว
กระตาย

กระตายทีใ่ชสังเคราะหแอนติบอดีเปนกระตายขาว ตาแดง เพศผู (สายพันธุ New 
Zealand) นํ ้าหนกัประมาณ 4 กิโลกรัม อายุ 10 เดือน ซึ่งเลี้ยงไวในหนวยสัตวทดลองคณะวิทยา
ศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร และใหอาหารปกติ
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สารเคมี
สารเคมีชนดิวิเคราะห ทีใ่ชในการทดลองซื้อจากบริษัท ดังนี้

สารเคมีที่ใช                                                                      บริษัทผูผลิต
Acetic acid Lab-scan
Acrylamide Sigma
Ammonium dihydrogen orthophosphate BDH
Ammonium persulphate Merck
Ammonium sulphate Merck
Anti-rabbit IgG (whole molecule) peroxidase conjugate Sigma
Bisacrylamide (N, N′-methylene diacrylamide) Fluka
Boric acid Hopkins & Williams
Bovine serum albumin Sigma
Bromophenol blue Merck
Coomassie brilliant blue R-250 Fluka
Copper sulphate Ajax chemicals
DEAE-Sephacel Sigma
Deoxycholate Sodium salt Fluka
3,3′-Diaminobenzidine Sigma
Dithiothreitol Sigma
Ethylenediaminetetraacetic acid Fluka
Folin-Ciocalteu,s-phenol reagent Merck
Freund,s complete adjuvant Sigma
Freund,s incomplete adjuvant Sigma
Glycerol Sigma
Glycine Fluka
Hydrochroric acid Merck
Iron (II) sulphate Merck
Magnesium sulphate Fluka
β-Mercaptoethanol Merck



26

สารเคมีที่ใช    บริษัทผูผลิต
Methanol Lab-scan
N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride Sigma
Nicotinamide adenine dinucleotide Sigma
Nitrate reductase from corn seedling Sigma
Phenylmethylsulfonylfluoride BDH
Potassium nitrate Carlo Erba
Potassium sodium tartrate Fluka
Salicylic acid BDH
Sephadex G-25 Pharmacia
Sodium chloride Lab-scan
Sodium dodecyl sulphate Riedel-de Haen
Sodium hydroxide BDH
Sodium molybdate Merck
Sulfanilamide Sigma
Sulfuric acid Merck
N,N,N′, N′-Tetramethylethylenediamine Fluka
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethane Sigma
Zinc sulphate Hopkins & Williams
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อุปกรณ

อุปกรณที่ใช รุน บริษัทผูผลิต
เครื่องชั่ง 2 ตํ าแหนง PG5002-S Mettler
เครื่องชั่ง 3 ตํ าแหนง GT410 Ohaus
เครื่องชั่ง 4 ตํ าแหนง AB204-S Mettler
Centrifuge 5804 R Eppendorf
Centrifuge Avanti J-30 I Beckman
Centrifuge J-21 Beckman
Fraction collector 2110 BIO-RAD
Fluorescence light (day light) FL 36W/T8/D Toshiba
Magnetic Stirrer                               MS101 Gem
Peristaltic pump                     MP-3N             Eyela
pH meter  240 Corning
Polytron homogenizer PT 10-35 Kinematica
Power Supply                                  AE-8130          ATTO
Slab gel electrophoresis apparatus AE-6400 ATTO
Timer                              TB179 National
Ultra-Low Freezer (-80๐C) TTU3710 TEFCOLD A/S
UV-visible spectrophotometer 8453 Hewlet Packard
Vortex K-550-GE Scientific Industries
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วิธีการทดลอง

2.1   การเตรยีมเมล็ดพันธุขาวและการปลูก
นํ าเมลด็พันธุขาว ไดแก พันธุกูเมืองหลวง  พนัธุขาวดอกมะลิ 105 และพันธุดอกพยอม ที่

เก็บรักษาเมล็ดพันธุที่อุณหภูมิ 4-10 องศาเซลเซียส มีคาเปอรเซ็นตการงอกไมต่ํ ากวา 90 
เปอรเซ็นตในแตละสายพันธุ มาฟอกฆาเชื้อที่ผิวดวยนํ้ ายาไฮเตอร 20 เปอรเซ็นต นาน 20 นาที ลาง
ดวยนํ้ ากลั่น 2 คร้ัง แลวแชเมล็ดในนํ้ ากลั่น 1 คืน แบงเมล็ดขาวมาเพาะใหงอกบนกระดาษนุมที่ชุม
ดวยนํ ้ากลัน่ ต้ังไวในที่มืด เติมนํ้ ากลั่นใหกระดาษชุมนํ้ าอยูเสมอประมาณ 4 วัน ตนกลาขาวจะงอก
ไดความสูงประมาณ 2-4 เซนติเมตร จึงนํ าไปปลูก

2.1.1  การปลูกขาวในดิน
เตรยีมเมลด็พันธุขาวตามหัวขอ 2.1 หลังจากแชเมล็ดขาวในนํ้ ากลั่น 1 คืน นํ า

เมลด็พนัธุขาวหวานลงในดินซึ่งบรรจุอยูในกระถางโดยใหแสงธรรมชาติและรดนํ้ าทุกวัน และไดรับ
ไนเตรตในรูปของสารละลายเกลือ KNO3 ทีค่วามเขมขน 10 mM (กระถางละ 300 ml) กอนเก็บตัว
อยาง 4 วนั ดังรูปที่ 7

       รูปที่ 7  ตนกลาขาวที่ปลูกในดินที่บรรจุอยูในกระถางและไดรับแสงธรรมชาติ
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2.1.2  การปลกูตนกลาขาวโดยใชระบบไฮโดรโพนิค
นํ าตนกลาขาวทีเ่พาะใหงอกจากขอ 2.1 มาปลูกโดยใชระบบไฮโดรโพนิค (รูปที่ 8) 

ในสารละลายธาตุอาหารสูตร Hoagland (Hoagland and Arnon, 1950) (ดังตารางที่ 2 ในภาค
ผนวก) ความเขมขน 1/2 เทา โดยใสสารละลายลงในถังพลาสติก ถังละ 1 ลิตร แลวใชโฟมที่เจาะ
เปนรูยดึตนกลาขาวตรงรูที่เจาะบนแผนโฟม (ปลูกตนกลาขาวถังละ 20 ตน) วางใหลอยอยูเหนือ
สารละลาย ดังรูป

ใหตนขาวไดรับแสงประมาณ 6,000 ลักซหรือ 270 µmole/m2/s เปนเวลา
อาหารใหมทุกสัปดาห ปรับปริมาตรสารละลายดวยการเติมนํ้ ากลั่น แล
ละลายทุก 1-2 วัน โดยการเติม HCl หรือ NaOH เพือ่รักษาระดับ pH ให
ตนขาวอายุประมาณ 1 เดือน จงึเติมเกลือ NaCl ทีค่วามเขมขน 0 (กลุมค
75 mM และ 100 mM เกบ็ตัวอยางส ําหรับใชในการทดลองสองการทดล
เกบ็ตัวอยางวันที่ 5 และการทดลองที่สองเก็บตัวอยางวันที่ 0, 2, 4 และ 6

แผนโฟมที่เจาะรู ถัง
สารละลาย 1 ลิตร
 
ะ
อ
ว
อ

 ห
แผนโฟม
ตนขาว
12 ชั่วโมงตอวัน เปลี่ยน
ปรับระดับ pH ในสาร
ยูในชวง 6.5 + 0.3 เมื่อ
บคุม), 25 mM, 50 mM,
ง โดยการทดลองที่หนึ่ง
ลังจากเติมเกลือ
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     รปูที่ 8   การปลกูตนกลาขาวโดยใชระบบไฮโดรโพนิค (Hydroponic system)

2.2   การศกึษาผลของเกลือตอแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสจากตนขาว
2.2.1   การเก็บตัวอยาง

เกบ็ตัวอยางตนกลาขาวทีป่ลูกดังขอ 2.1.1 ทีเ่วลา 10.00-12.00 น. โดยจะเก็บวันที่ 
4 หลงัจากให 10 mM KNO3 และเกบ็กระถางละประมาณ 1-2 กรัม จํ านวน 3 ชดุการทดลอง ลาง
ใบและรากดวยนํ้ ากลั่นแลวซับใหแหง บดตนขาวดวยไนโตรเจนเหลวในโกรงบดยา เกบ็ตัวอยางที่
บดแลวไวที่อุณหภูมิ –80 องศาเซลเซียส จนกวาจะเตรียมสารสกัดและวัดแอคติวิตีเอนไซมไน    
เตรตรีดักเทส

2.2.2 การเตรียมสารสกัดและการวัดแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส
(ทกุขั้นตอนทํ าที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส)
น ําตวัอยางตนขาวซึ่งบดดวยไนโตรเจนเหลวแลว มาบดผสมกับบัฟเฟอร 50 mM 

Tris-HCl, pH 7.5 ซึ่งประกอบดวย 1 mM EDTA, 0.5 mM PMSF และ 1 mM DTT ซึ่งในบัฟเฟอร
จะเตมิเกลือที่ความเขมขนตาง ๆ คือ 0, 25, 50, 75 และ 100 mM NaCl โดยจะบมตัวอยางกับบัฟ
เฟอรไวนาน 30 นาที หลังจากนั้นนํ ามากรองผานผากอซ 6-8 ชั้น นํ านํ้ าสกัดทีไ่ดจากการกรองไป
หมนุเหวีย่งที่ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที นาน 20 นาที เก็บสวนใสนํ ามาผานคอลัมน Sephadex 
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G-25  (ขนาด 0.8 ×10 เซนติเมตร) เกบ็สารละลายที่ออกมาที่ void volume นํ าไปหาแอคติวิตีของ
เอนไซมทันที

2.3    การศกึษาผลของเกลือตอการเจริญเติบโตของตนขาว แอคติวิตีของเอนไซมไนเตรต    
รีดักเทส ปริมาณไนเตรตที่สะสมในใบและปริมาณไนเตรตทีเ่หลือในสารละลายธาตุ 
อาหารที่ใชเลี้ยงตนขาว

          2.3.1   การเก็บตัวอยาง
เกบ็ตัวอยางตนขาวทัง้ 3 สายพันธุที่ปลูกตามขอ 2.1.2 วันที่ 5 (การทดลองแรก)

และวันที่ 0, 2, 4 และ 6 (การทดลองที่สอง) หลงัจากเติมเกลือ โดยเก็บจํ านวน 3 ซํ้ า (1 ซํ้ า = 1 ถัง) 
แยกสวนของตนและรากออกจากกัน ลางดวยนํ้ ากลั่น ซบัใหแหง ชั่งนํ้ าหนัก แบงตนที่แยกออกมา
เปนสองกลุม ไดแก กลุมที่จะนํ าไปหาคาแอคติวิตีของเอนไซม และกลุมที่จะนํ าไปหาปริมาณ       
ไนเตรต จากนัน้บดตวัอยางกลุมที่จะนํ าไปหาคาแอคติวิตีดวยไนโตรเจนเหลวในโกรงบดยา เก็บตัว
อยางที่บดแลวที่อุณหภูมิ –80 องศาเซลเซยีส จนกวาจะเตรียมสารสกัดและวัดแอคติวิตี

2.3.2 การเตรียมสารสกัดและการวัดแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส
          (ทกุขัน้ตอนทํ าที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส)

  นํ าตนขาวทีบ่ดแลวมาใสในโกรงบดยาโดยผสมกับบัฟเฟอร 50 mM Tris-HCl, pH
7.5 ซึ่งประกอบดวย 1 mM EDTA, 0.5 mM PMSF และ 1 mM DTT ในอัตราสวน ใบขาว 1 กรัมตอ
บัฟเฟอร 3 มิลลิลิตร ใชเวลาในการบด 1 นาที แลวกรองผานผากอซ 6-8 ชัน้ น ํานํ ้าที่ไดจากการ
กรองไปหมนุเหวีย่งในเครื่องที่ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที นาน 20 นาที เก็บสวนใสนํ ามาผาน
Sephadex G-25 column (ขนาด 0.8 × 10 เซนติเมตร) เกบ็สารละลายที่ออกมาที่ void volume
น ํามาหาแอคติวิตีของเอนไซมและหาปริมาณโปรตีนทันที

2.4   วธิกีารวัดแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส
นํ าสารสกัดเอนไซมมาหาแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส โดยดัดแปลงตามวิธีของ 

Nakamura และ Ikawa (1993) ใชสารสกัดเอนไซม 200 ไมโครลิตร ผสมกับบัฟเฟอร 50 mM Tris-
HCl ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ 0.1 M KNO3 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร จากนั้นปรับปริมาตร
ดวยนํ้ ากลั่นใหไดปริมาตรเปน 900 ไมโครลิตร เร่ิมปฏิกริิยาโดยการเติม 1 M NADH ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ชัว่โมง หยดุปฏิกิริยาโดยการเติม 1% (w/v) 
sulfanilamide ใน 1.5 N HCl ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร และท ําใหเกิดสีโดยเติม 0.02% (w/v) N-(1-
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naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน ต้ังทิ้งไว 20 
นาท ีน ําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร (A540)

ไนไตรตที่เกิดขึ้นสามารถทํ าใหเกิดเปนสารที่มีสีได โดยอาศัยปฏิกิริยา 2 ข้ันตอน ดังนี้
1)   nitrite + sulfanilamide                                diazonium salt
2)  diazonium salt + N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride
                           coloured complex (สีชมพูอมมวง)

2.5   การหาปริมาณโปรตีน
         ประยุกตวิธีของ Lowry และคณะ (1951) โดยใช bovine serum albumin (BSA) เปนโปรตีน
มาตรฐาน โดยการผสมสารละลายโปรตีน ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรกับ 10% Deoxycholate Sodium
salt ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร, 2% Na2CO3 ใน 0.1 N NaOH ปริมาตร 3 มิลลิลิตร และสารละลาย
คอปเปอรซัลเฟตและโซเดียมโปแตสเซียมทารเตรต (1% CuSO4 + 2% Na/K tartrate ในอัตราสวน
1:1) ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที จากนั้นเติมสารละลาย Folin
Ciocalteu,s phenol reagent ในนํ ้ากลั่น (อัตราสวน 1 : 1) ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ต้ังทิ้งไว 30 นาที
น ําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร

 2.6  การสกดัและการหาปริมาณไนเตรตในใบขาว
น ําใบขาวที่อบแหงเปนเวลา 2 วัน ที ่ 65 องศาเซลเซยีส มาบดโดยผสมกับนํ้ ากลั่นที่กํ าจัด

ไอออนแลวในอัตราสวนนํ้ าหนักใบ 10 มิลลิกรัมตอนํ้ ากลั่น 1 มิลลิลิตร ต้ังทิ้งไวประมาณ 1 ชั่วโมง
จากนัน้น ําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที (2,655 x g) นาน 15 นาที เก็บสารละลาย
สวนใสไวสํ าหรับวัดปริมาณไนเตรตโดยใช salicylic acid method ซึ่งประยุกตวิธีของ Cataldo
และคณะ (1975) โดยนํ าสารตัวอยาง 100 ไมโครลติร มาทํ าปฏิกิริยากับ 5% salicylic acid ใน
H2SO4 เขมขน ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 20 นาที จากนั้นปรับ pH ใหเปน
ดาง (>12) ดวย 4 N NaOH ปริมาตร 5 มลิลิลิตร เขยาใหเขากัน ต้ังทิ้งไวจนกวาสารละลายใน
หลอดจะเย็นลง หากมีไนเตรตสารละลายจะมีสีเหลืองซึ่งสามารถวัดคาการดูดกลืนแสงไดที่ความ
ยาวคลื่น 410 นาโนเมตรและใช KNO3 ในการทํ ากราฟมาตรฐาน
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2.7   การศกึษาความเสถียรของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสารละลายเกลือแอมโมเนียม
       ซัลเฟต

  ตนขาวทีน่ ํามาศกึษาเปนขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 อายุประมาณ 1 เดือน ปลูกตามวิธีขอ 
2.1.1 บดตนขาวทัง้ตนดวยไนโตรเจนเหลว เติมบัฟเฟอรสกัด (50 mM Tris-HCl, pH 7.5-1 mM 
EDTA-0.5 mM PMSF-1 mM DTT) น ําไปโฮโมจีไนซ กรองผานผากอซหนา 6-8 ชั้น และหมุน
เหวี่ยงที่ 14,000 รอบตอนาที (20,817 x g) นาน 30 นาที นํ าสารสกัดมาแบงใสหลอด ปริมาตร
หลอดละ 1 มิลลิลิตร เตมิสารละลายเกลือแอมโมเนียมซลัเฟตใหไดความอิ่มตัวเปน 5, 10, 15, 20, 
30, 40, 50% ตามล ําดับ โดยมีสารสกัดที่ไมใสเกลือแอมโมเนียมซลัเฟตเปนการทดลองชุดควบคุม 
น ําสารสกัดที่เติมเกลือแอมโมเนียมซลัเฟตแลว 2 ชุดการทดลอง (ทํ าซํ้ า 2 ชุด) แยกเก็บที่ 4๐C และ 
-20๐C น ําสารสกัดออกมาหาแอคติวิตีทันที (วันที่ 0), วนัที ่7 และวันที่ 30 ตามลํ าดับ

2.8  การท ําโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิส
  (Polyacrylamide gel electrophoresis, PAGE)
  โพลอีะคริลาไมดเจลที่ใชในการศึกษาเปนเจลแผน (slab gel) ขนาด 10 × 12 เซนติเมตร

หนา 1 มิลลิเมตร ประกอบดวยเจล 2 สวนคือ เจลสวนบน (stacking gel) มีความสูงประมาณ 3
เซนตเิมตร และเจลสวนลาง (separating gel) มีความสูงประมาณ 7 เซนติเมตร

 2.8.1   การทํ าโพลอีะครลิาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ
                  (Non-denaturing PAGE)

 เตรยีมโพลีอะคริลาไมดเจล 4-10% หรือ 6% ตามวิธีของ Davis (1964) ซึ่งมีสวน
ประกอบของเจลดังนี้

Separating gelComposition Stacking gel
3% (5 ml) 4%(3 ml) 6%(3 ml) 10%(3ml)

30% Acrylamide-0.8% bisacrylamide
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 (ml)
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 (ml)
10% Ammonium persulphate (µl)
TEMED (µl)
Distilled water (ml)

0.5
0.63

-
50
5

3.82

0.40
-

1.50
30
3

1.07

0.60
-

1.50
30
3

0.87

1.00
-

1.50
30
3

0.47
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2.8.1.1   การเตรยีมสารตัวอยางและโปรตีนมาตรฐาน
เตรยีมสารตัวอยางและโปรตีนมาตรฐาน 5 ชนิด ไดแก ไธโรโกลบูลิน (Mr

669 กิโลดาลตัน), เฟอรริทิน (Mr 440 กโิลดาลตัน), คาทาเลส (Mr 232 กโิลดาลตัน), เเลคเทสดี
ไฮโดรจีเนส (Mr 140 กโิลดาลตัน) และอลับูมิน (Mr 67 กโิลดาลตัน) โดยผสมสารตัวอยาง 3 สวน 
กับบัฟเฟอรตัวอยาง (sample buffer) 1 สวน ซึ่งประกอบดวย 0.2 M Tris-HCl, pH 6.8, 8 mM 
EDTA, 40% กลเีซอรอล (glycerol) และ 0.4% โบรโมฟนอลบลู (bromophenol blue) โดยใหสาร
ละลายตวัอยางมีความเขมขนโปรตีนพอเหมาะ และเตรยีมโปรตีนมาตรฐานในทํ านองเดียวกัน

2.8.1.2   การท ําอิเล็กโทรฟอรีซิส
นํ าสารละลายตัวอยางและสารละลายโปรตีนมาตรฐานใสในแตละชอง

แยกกันในเจลสวนบน ท ําอเิล็กโทรฟอรีซิสใน Tris-glycine buffer, pH 8.3 (0.025 M Tris-HCl-
0.192 M Glycine) เปดกระแสไฟคงที่ที่ 15 mA นาน 2 ชัว่โมง จนกระทั่งสีโบรโมฟนอลบลูเคลื่อนที่
ไปจนสุดขอบลางของแผนเจลปดกระแสไฟ แลวนํ าเจลไปยอมสี

2.8.1.3   การยอมสีโปรตีนดวยสีคูมาซีบลู
     ยอมสีโปรตีนในเจลดวยสีคูมาซีบลู (Coomassie brilliant blue R-250)

โดยแชเจลในสารละลาย 0.08% คูมาซีบลู-50% เมทานอล-7.5% กรดนํ้ าสม (acetic acid) นาน 5
ชัว่โมง แลวน ําเจลไปลางสีที่ไมตองการออกดวยสารละลาย 18% เมทานอล-7.5% กรดนํ้ าสม จน
เหน็แถบโปรตีนสีนํ้ าเงินชัดเจน

2.8.1.4  การยอมแอคติวิตีของเอนไซมเปอรออกซิเดส (peroxidase)
            ยอมแอคติวิตีในแผนเจล โดยแชเจลหลังทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิสในสารละลาย

3,3′-Diaminobenzidine (DAB) 0.05 มลิลิกรัมตอมิลลิลิตร ใน 50 mM Tris-HCl, pH 7.5 ซึ่งมี
0.005% H2O2 เปนการเริ่มตนปฏิกิริยา หยดุปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสดวย 18% เมทา
นอล-7.5% กรดนํ้ าสม

2.8   การเตรยีมแอนติบอดีตอเอนไซมไนเตรตรีดักเทสบริสุทธิ์จากตนกลาขาวโพด
        เพือ่น ํามาใชตรวจวัดปริมาณเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในตนขาวขาวดอกมะลิ 105 เมื่อไดรับ
เกลือที่ความเขมขนตางๆ

2.9.1  การกระตุนการสังเคราะหแอนติบอดีตอเอนไซมไนเตรตรีดักเทส
                บรสิทุธิจ์ากตนกลาขาวโพด (corn seedling) ในกระตาย

 กระตายทีใ่ชสังเคราะหแอนติบอดีเปนกระตายขาว ตาแดง เพศผู หนักประมาณ 4
กโิลกรัม อายุ 10 เดอืน ฉีดเอนไซมไนเตรตรีดักเทสบรสุิทธิจ์ากตนกลาขาวโพดของบริษัท Sigma
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โดยฉดีกระตุนในผิวหนัง 3-4 จุด และใตผิวหนัง 2-3 จุด โดยใชปริมาณเอนไซม ไนเตรตรีดักเทสบริ
สุทธิแ์ละระยะเวลาการกระตุน ดังนี้ สัปดาหที่ 1 และ 2 ฉีดเอนไซมไนเตรตรีดักเทสบริสุทธิ์สัปดาห
ละ 25 ไมโครกรัม ซึ่งผสมกับ Freund,s complete adjuvant ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และอีก 2
สัปดาหตอมาฉีดเอนไซมไนเตรตรีดักเทสบรสุิทธิ์ 25 ไมโครกรัม โดยผสมกับ Freund,s incomplete
adjuvant  ปริมาตร  1 มิลลิลิตร
 เจาะเลือดกระตายจากเสนเลือดบริเวณหูทุกครั้งกอนฉีดเอนไซมไนเตรตรีดักเทส 
บริสุทธิ์แตละครั้ง และหลังจากการฉีดเอนไซมไนเตรตรีดักเทสบรสุิทธิ์คร้ังสุดทาย 2 สัปดาห ต้ัง
เลอืดไวทีอุ่ณหภมู ิ 4 องศาเซลเซียส นาน 18 ชั่วโมงเพื่อใหเลือดแข็งตัว แลวนํ าไปหมุนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 1,250 x g ทีอุ่ณหภมู ิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เก็บซีรัมไวที่ –20 องศาเซลเซียส
เพื่อใชทดสอบแอนติบอดีตอไป

2.9.2   การทดสอบแอนติบอดี
การทดสอบแอนติบอดีจากซีรัมกระตายดวยวิธี Ouchterlony double

immunodiffusion ตามวิธีของ Ouchterlony (1956) ดังนี้ เท 0.3% อะกาโรส (agarose) ใน 0.9%
NaCl ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ลงบนแผนสไลด (slide) ทิง้ใหอะกาโรสแขง็ตวัที่อุณหภูมิหองแลวนํ าไป
อบที่ 80 องศาเซลเซียสจนอะกาโรสแหงติดแผนสไลด จากนั้นเท 1.5% อะกาโรสใน 0.9% NaCl
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงบนแผนสไลดเดิม ทิ้งใหเย็นที่อุณหภูมิหอง แลวเจาะอะกาโรสใหเปนหลุม
ทดสอบการมีแอนติบอดี โดยการเติมเอนไซมไนเตรตรีดักเทสบรสุิทธิใ์นหลุมกลาง แลวเติมซีรัมของ
กระตายกอนและหลังฉีดเอนไซม ลงในหลุมขางรอบๆ หลุมกลาง เก็บสไลดไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ
4 องศาเซลเซียส นาน 10 ชั่วโมง ถามีแอนติบอดีในซีรัมกระตายจะเห็นแถบการตกตะกอน
(precipitin band) ของแอนตเิจนและแอนติบอดีระหวางหลุมที่ใสซีรัมกับหลุมที่ใสแอนติเจน เพื่อ
ใหเหน็แถบการตกตะกอนนี้ชัดเจน แชสไลดใน  0.9% NaCl นาน 48 ชั่วโมง จากนั้นลางโปรตีนที่ไม
ตกตะกอนออกโดยการเปลี่ยนนํ้ ากลั่นหลายครั้ง วางสไลดที่ 20 องศาเซลเซียส เพื่อใหอะกาโรส
แหงติดแผนสไลดแลวยอมสไลดดวยสีอะมิโดแบล็คบี (amido black B) (0.02% อะมิโดแบล็คบี-
50% เอธานอล-5% กรดนํ้ าสม) นาน 2 ชัว่โมง ลางสวนเกินออกดวยนํ้ ากลั่น ตามวิธีของ พีรพงษ
พึง่แยม (2545)
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2.10   การทํ า Western blot ของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส
  แยกสารตัวอยางดวย nondenaturing PAGE จากนัน้ถายโปรตีนในแผนเจลลงบนแผน
ไนโทรเซลลูโลส ตามวิธีของ Towbin และคณะ (1979) โดยทํ าในบฟัเฟอร (0.025 mM Tris-0.192
mM glycine-10% methanol, pH 8.3) และใชกระแสไฟที่ 300 mA นาน 2 ชัว่โมง ติดตามการถาย
โปรตีนจากแผนเจลลงบนแผนไนโทรเซลลูโลสโดยยอมดวย 0.5% Ponceau S-1% กรดนํ้ าสม ลาง
สี Ponceau S ออกดวยนํ้ ากลั่น แลวลางตอดวย TBS (25 mM Tris-HCl, pH 7.5-0.5 M NaCl) จน
สีออกหมด นํ าแผนไนโทรเซลลูโลสไปบมดวย 3% BSA ใน TBS (TBS-3% BSA) ที ่ 4 องศา
เซลเซยีส นาน 10 ชั่วโมง ลางแผนไนโทรเซลลูโลสดวย TBS ทีม่ ี 0.05% Tween 20 (TTBS) นาน
10 นาท ี3 คร้ัง จากนั้นบมดวยแอนติบอดีตอเอนไซมไนเตรตรีดักเทสใน TTBS-1% BSA ที่อุณหภูมิ
หอง นาน 2 ชั่วโมง ลางดวย TTBS นาน 10 นาที 3 คร้ัง บมดวยแอนติบอดีตอ IgG ของกระตายซึ่ง
ยึดติดกับเปอรออกซิเดส (anti-rabbit IgG peroxidase conjugate) จากบริษัท Sigma นาน 1
ชัว่โมง ลางดวย TTBS นาน 10 นาที 3 คร้ัง แลวลางตอดวย TBS นาน 10 นาที  2 คร้ัง จากนั้นยอม
ดวยสารละลาย 3,3′-Diaminobenzidine (DAB) 0.05 มลิลิกรัมตอมิลลิลิตร ใน 50 mM Tris-HCl,
pH 7.5 ซึง่มี 0.005% H2O2 เปนการเริ่มตนปฏิกิริยา

2.11   การทํ า Dot blot ของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส
  น ําสารสกัดตัวอยางมาทดสอบดวยวิธี Dot blot ดังนี ้ น ําแผนไนโทรเซลลูโลสมาลางดวย
TBS ทิง้ใหแหงทีอุ่ณหภูมิหอง นํ าสารสกัดจากขาวโพดและขาวขาวดอกมะลิ 105 ที่ปลูกโดยไดรับ
เกลอืทีค่วามเขมขนตางๆ เจือจางดวย 50 mM Tris-HCl, pH 7.5 ใหไดความเขมขนของโปรตีนดังนี้
คือ 2.0, 1.6, 1.2, 0.8, 0.4 และ 0.2 mg/ml ตามล ําดบั หลังจากนั้นนํ าสารสกัดที่เจือจางแลว
ปริมาตร 5 ไมโครลิตร หยดลงบนแผนไนโทรเซลลูโลสที่เตรียมไว ทิ้งใหแหงที่อุณหภูมิหอง ลางแผน
ไนโทรเซลลูโลสดวย TBS (25 mM Tris-HCl, pH 7.5-0.5 M NaCl) นาน 10 นาที 2 คร้ัง นํ าแผนไน
โทรเซลลูโลสไปบมดวย TBS-3% BSA ที ่37 องศาเซลเซียส นาน 4 ชั่วโมง ลางดวย TBS จากนั้น
ตัดแผนไนโทรเซลลูโลสเปน 2 ชุด นํ าไปบมใน TTBS-1% BSA ทีม่ีและไมมีแอนติบอดีตอเอนไซม
ไนเตรตรดัีกเทสบริสุทธของขาวโพดแยกกัน นาน 2 ชั่วโมง ลางดวย TBS ทีม่ ี 0.05% Tween 20
(TTBS) นาน 10 นาท ี3 คร้ัง หลังจากนั้นบมแผนไนโทรเซลลูโลสทั้ง 2 ชุด ดวยแอนติบอดีตอ IgG
ของกระตายซึ่งยึดติดกับเปอรออกซิเดส  นาน 1 ชัว่โมง ลางดวย TTBS นาน 10 นาที 3 คร้ัง แลว
ลางตอดวย TBS นาน 10 นาที 2 คร้ัง  จากนั้นยอมดวยสารละลาย DAB ตามวิธีขอ 2.10
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2.12    การสกดัและทํ าเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในตนขาวขาวดอกมะลิ 105 ใหบริสุทธิ์
2.12.1   การเตรียมสารสกัดหยาบ (crude extract)

 น ําตัวอยางตนขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 ทีป่ลูกในดิน อายุประมาณ 1 เดือน ซึ่ง
เตมิไนเตรตลวงหนา 4 วนั (จากขอ 2.1.1) น ําใบมาลางดวยนํ้ ากลั่น ชั่งนํ ้าหนกัตนขาวที่ซับแหงแลว
มา 100 กรัม ตัดเปนชิ้นเล็กๆ เตมิไนโตรเจนเหลวแลวบดดวยโกรงบดยาใหละเอียด ตักใสบีกเกอร
เติมบัฟเฟอรสกัด (50 mM Tris-HCl, pH 7.5-1 mM EDTA-0.5 mM PMSF-1 mM DTT) 300
มิลลิลิตร จากนั้นน ําไปโฮโมจีไนซดวยเครื่อง Polytron homogenizer นาน 5 นาท ีแลวกรองดวยผา
กอซหนา 6-8 ชั้น น ํานํ ้าทีก่รองไดไปหมุนเหวี่ยงที่ 14,000 รอบตอนาที นาน 50 นาที เก็บสาร
ละลายสวนใสมาวัดปริมาตร หาปริมาณโปรตีนและความวองไวจํ าเพาะของเอนไซม

2.12.2   การตกตะกอนโปรตีนโดยใชเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต
 น ําสารละลายสวนใสที่ไดจากขอ 2.12.1 มาตกตะกอนดวยเกลอืแอมโมเนียมซัล

เฟตที่ความอิ่มตัว 40 เปอรเซ็นต หมนุเหวีย่งที ่ 14,000 รอบตอนาที (20,817 x g) นาน 50 นาที 
เกบ็ตะกอนไปละลายดวยบฟัเฟอรสกัด จากนัน้หมนุเหวี่ยงที่ 14,000 รอบตอนาที นาน 30 นาที 
เก็บสารละลายสวนใส (S1) เพื่อหาแอคติวิตีและใชในการทํ าเอนไซมใหบริสุทธิ์ตอไป

2.12.3   การแยกเอนไซมโดยคอลัมน Sephadex G-25
เตรียม Sephadex G-25 ในคอลัมนขนาด 2.3 × 15 เซนติเมตร (ปริมาตรเรซิน

62 มลิลิลิตร) ปรับคอลัมนใหสมดุลดวยบฟัเฟอรสกัด จากนัน้เตมิสารละลายเอนไซมที่ไดจากการ
ตกตะกอนเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต (S1) ลงในคอลัมน แลวชะคอลัมนดวยบฟัเฟอรชนิดเดิม ดวย
อัตราไหล 20 มิลลิลิตรตอชั่วโมง เกบ็สารละลายที่ถูกชะออกมาจากคอลัมนหลอดละ 1 มิลลิลิตร
วดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร (A280) ตรวจหาแอคติวิตีของเอนไซม รวม
สารละลายในหลอดที่มีแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสไวดวยกันเพื่อนํ าไปผานคอลัมน 
DEAE-Sephacel ตอไป

  2.12.4   การแยกเอนไซมโดยคอลัมน DEAE-Sephacel
เตรียม DEAE-Sephacel ในคอลัมนขนาด 2.2 × 9 เซนติเมตร (ปริมาตรเรซิน

35 มิลลิลิตร) ปรับคอลัมนใหสมดุลดวยบัฟเฟอรสกัด จากนั้นเติมสารละลายรวมจากคอลัมน 
Sephadex G-25 ลงในคอลัมน DEAE-Sephacel แลวลางคอลัมนดวยบัฟเฟอรชนิดเดิม ดวย
อัตราไหล 20 มลิลิลิตรตอชั่วโมง เกบ็สารละลายที่ถูกชะออกมาจากคอลัมนหลอดละ 5 มลิลิลิตร 
วัดคา A280 ลางคอลัมนจนคา A280  เขาใกลศูนย จากนั้นชะคอลัมนดวย NaCl ทีเ่พิม่ความเขม
ขนแบบตอเนื่องจาก 0-0.6 M (50 มิลลิลิตร  + 50 มิลลิลิตร) ในบฟัเฟอรชนิดเดิม ดวยอัตราไหล
เทาเดิมและเก็บสารละลายหลอดละ 2 มลิลิลิตร นํ าสารละลายแตละหลอดไปวัดคา A280 และ
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ตรวจหา  แอคติวิตีของเอนไซมตามวธิขีอ 2.4 นํ าหลอดที่มีแอคติวิตีมาทดสอบความบริสุทธิ์โดยวิธี 
nondenaturing PAGE

2.12.5  การท ําโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบเตรียม
(Preparative PAGE)
Preparative PAGE เปน nondenaturing PAGE แตมีการเตรียมเจลใหมีขนาด

10 x 12 เซนติเมตร หนา 1 มลิลิเมตร มีความเขมขนของอะคริลาไมดในเจลสวนบน 3% และเจล
สวนลาง 4-10% เจลสวนบนเตรียมใหมีชองใสสารตัวอยางเพียงชองเดียว ขนาด 2 x 9 เซนติเมตร
จากนัน้ผสมสารละลายเอนไซม 300 ไมโครลิตร กับบัฟเฟอรตัวอยาง 100 ไมโครลิตร ปริมาตรรวม
400 ไมโครลิตร น ําสารละลายที่ไดเติมลงในชองใสสารตัวอยาง แลวเปดกระแสไฟฟาคงที่ 15 mA
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 2 ชัว่โมง จนกระทั่งสีโบรโมฟนอลบลูเคลื่อนที่ไปจนสุดขอบลาง
ของเจล ปดกระแสไฟ จากนั้นตัดเจลตรงกลางเปนแถบกวาง 0.5 เซนติเมตร ยาวตลอดแผน
เจล แลวนํ าเจลตรงกลางไปยอมสีเจลดวยสคูีมาซีบลู เมื่อปรากฏแถบโปรตีนใหน ําไปเทียบกับเจลที่
ไมยอมสี หลงัจากนั้นตัดเจลทีเ่หลือซึ่งไมไดยอมตามขวาง กวางแถบละ 0.3 เซนติเมตร รวม 18
แถบ นํ าเจลแตละแถบมาบด (homogenate) ใน Eppendorf ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหเปน
7.5 โดยการเติม 0.5 M Na-acetate, pH 4.0 ปริมาตร 80  ไมโครลิตร นํ้ ากลั่นปริมาตร 200-300
ไมโครลิตร และใชกระดาษลิตมัสเพื่อตรวจวัดคา pH หลงัจากนั้นบดเจลจนละเอียด นํ าไปหมุน
เหวี่ยงที่ 14,000 รอบตอนาที นาน 40 นาที ดูดสวนใสไวเพื่อทดสอบความบริสุทธิ์โดยวิธี non
denaturing PAGE สวนตะกอนที่เหลือทั้ง 18 หลอด น ํามาเติมสารสํ าหรับวิเคราะหหาแอคติวิตี
ของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสตามวิธีขอ 2.4 สังเกตสีที่เกิดขึ้น แลวนํ าไปเทียบกับเจลสวนที่ยอมสีคู
มาซีบลู
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