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2.   วัสดุ อุปกรณ และวิธีการ

วัสดุ

สารเคมี
   สารเคมีที่ใชในการทดลองเปนชนิดคุณภาพวิเคราะห ( analytical grade,
AG หรือ analytical reagent, AR) หรือเทียบเทา แบงเปนประเภทตางๆไดดังนี้

สารที่ใชในการสกัดตัวอยาง :
Calcium chloride (CaCl2) และ 2-Mercaptoethanol  ไดจากบริษัท

Merck
Hexane และ Hydrochloric acid (HCl) ไดจากบริษัท Riedel-de-Haen
Phenylmethylsulfonyl fluoride ( PMSF ) และ Tris( hydroxymethyl )

aminomethane ไดจากบริษัท Sigma
Polyvinyl polypyrrolidone ( PVP ), Potassium chloride (KCl) และ

Sodium chloride NaCl ไดจากบริษัท Carlo Erba
Sodium hydroxide (NaOH), Succinic acid และ Succinic acid

disodium salt hexahydrate ไดจากบริษัท BDH

สารที่ใชในการตรวจกิจกรรมการยับยั้งอะไมเลส :
Alpha amylase และ Starch ไดจากบริษัท Sigma
3,5-Dinitrosalicylic acid (DNS) ไดจากบริษัท Fluka
Disodium hydrogen phosphate dodecahydrate (Na2HPO4.12H2O)

และ Sodium dihydrogen phosphate dihydrate (NaH2PO4.2H2O) ไดจากบริษัท
Merck

D(+)-Glucose anhydrous และ Sodium potassium tartrate
tetrahydrate (NaKC4H4O6.4H2O) ไดจากบริษัท Carlo Erba
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Iodine ไดจากบริษัท J.T. Baker

สารที่ใชในการทํ าบริสุทธิ์ :
Acetic acid ไดจากบริษัท J.T. Baker
Ammonium sulphate ( NH4 )2SO4 ไดจากบริษัท Merck
Aquacide (carboxymethyl cellulose, Na salt ), Carboxymethyl

Cellulose ( CM-cellulose ) และ Hydroxyapatite type I ไดจากบริษัท Sigma
Sephadex G-75 ไดจากบริษัท Pharmacia
Sodium acetate (CH3COONa.3H2O) ไดจากบริษัท Carlo Erba
สารมาตรฐานบอกขนาดโมเลกุลของวิธีเจลฟลเตรชันโครมาโทกราฟ :
Blue dextran ไดจากบริษัท Merck, Bovine serum albumin

( BSA ), Chymotrypsinogen A, Ovalbumin, Potassium dichromate K2Cr2O7  และ
Ribonuclease A ไดจากบริษัท Sigma

สารที่ใชในการทํ าเจลอิเล็กโทรฟอรีซิส :
Acrylamide, Ammonium persulphate ( NH4 )2S2O8, Bromophenol

blue และ Glycine เกรด AG, Ethanol ไดจากบริษัท Merck
Coomassie brilliant blue R 250, Ethylenediaminetetraacetic acid

( EDTA ) และ N,N’-methylene bisacrylamide ไดจากบริษัท Fluka
Fuchsin ( basic ) และ Glycerol ไดจากบริษัท BDH
Methanol และ Trichloroacetic acid ( TCA ) ไดจากบริษัท Carlo Erba
N,N,N’,N’-tetramethylene diamine ( TEMED ) และ Sodium dodecyl

sulphate ( SDS ) ไดจากบริษัท Sigma
สารมาตรฐานบอกขนาดโมเลกุลของวิธีอิเล็กโทรฟอรีซิส :
Low molecular weight marker ไดจากบริษัท Sigma
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อุปกรณ

1.   เครื่องวัดการดูดกลืนแสง ( UV-VIS recording spectrophotometer )
รุน UV160A ของ Shimadzu, Japan

2. เครื่องเซนตริฟวจแบบแรงเหวี่ยงสูงที่ควบคุมอุณหภูมิได
( superspeed refrigerated centrifuge ) รุน JA-21 ของ Beckman,
USA.

3. เครื่องเซนตริฟวจแรงสูง ( ultracentrifuge ) รุน L8-70M ของ
Beckman, USA.

4. เครื่องเซนตริฟวจแบบตั้งโตะ ( refrigerated bench-top centrifuge )
รุน C-1200 ของ National Labnet, NJ.

5.   Micropipette รุน 4M1522 ของ Merck, Germany
6.   ชดุท ําโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ( polyacrylamide gel

electrophoresis unit ) รุน AE-6450 ของ Atto, Japan
7. เครือ่งกํ าเนิดไฟฟาสํ าหรับเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ( Power supply ) รุน

SX250-230V ของ Hoefer, USA.
8. Automatic fraction collector รุน 2110 ของ Biorad, USA.
9. Peristaltic pump รุน MP-3 ของ Eyela, Japan
10. เครื่องวัด pH ของสารละลาย ( pH-meter ) รุน PHM61 ของ

Radiometer, Denmark
11. เครื่องผสมสารละลาย ( Vortex mixer ) รุน G-560E ของ Scientific

Industries, USA.
12. เครื่องกวนสารละลาย ( magnetic stirrer ) รุน HB502 ของ Bibby

Sterilin, UK.
13. เครือ่งชั่งอิเล็กทรอนิกสแบบอานทศนิยมได 2 ตํ าแหนง รุน SE2020

ของ Qhaus, NJ.
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14. เครือ่งชั่งอิเล็กทรอนิกสแบบอานทศนิยมได 4 ตํ าแหนง รุน BP110S
ของ Sartorius AG Gottingen, Germany

15. อางนํ้ าควบคุมอุณหภูมิ ( water-bath ) รุน WB22 ของ Memmert,
Germany
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วิธีการ

2.1   การเตรียมตัวอยาง
ซือ้เนียงนกจากตลาดจํ าหนายเพื่อการบริโภค ตามฤดูกาล 3 ครั้ง ( รุน ) ใหมาก

พอที่จะใช  หลังการทํ าความสะอาดจํ านวน 1,000 กรัม แบงยอยตัวอยาง ( sub-
sample ) ใสถงุพลาสติกถุงละ 50 กรัม ปดผนึกดวยความรอน บรรจุลงถุงดํ ากั้นแสง
เก็บในที่เย็นจัด –20 °ซ
ตารางที่ 2  ขอมูลการซื้อตัวอยางเมล็ดเนียงนก

รุนที่ซื้อ วัน เดือน ป ที่ซื้อ สถานที่ที่ซื้อ
1 28/12/2541 ตลาดสดพลาซา อ.หาดใหญ จ.สงขลา
2      2.1

2.2
2.3

15/3/2543
21/3/2543
26/3/2543

ตลาดสดพลาซา อ.หาดใหญ จ.สงขลา
ตลาดสดหาดใหญใน อ.หาดใหญ จ.สงขลา
ตลาดสดปตตานี อ.เมือง จ.ปตตานี

3 15/1/2544 ตลาดสดพลาซา อ.หาดใหญ จ.สงขลา

2.2   การหาคากิจกรรมการยับยั้งอะไมเลสและรอยละการยับยั้งอะไมเลส
การหาคากิจกรรมการยับยั้งของสารยับยั้งอะไมเลส เปนการศึกษาถึงความ

สามารถในการยับยั้งตออะไมเลสของสารตัวอยางที่อาจเปนสารสกัดพืชตัวอยาง หรือที่
ผานการทํ าบริสุทธิ์ในขั้นตอนตางๆ  โดยนํ าสารตัวอยางมาบมรวมกับเอนไซมอะไมเลส
ที่ทราบคากิจกรรม ในชวงเวลาหนึ่งที่อุณหภูมิ 37 °ซ เพื่อใหสารยับยั้งอะไมเลสในตัว
อยางจบักบัเอนไซมอะไมเลสเกิดเปนสารเชิงซอน ( amylase-inhibitor complex ) แลว
ตรวจวัดกิจกรรมการยอยแปงของเอนไซมอะไมเลสที่ลดลงหรือหมดไป ดวยวิธีที่ดัด
แปลงวิธีของ Bernfeld (1955) ดังตารางที่ 3
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ตารางที่ 3 ขั้นตอนการหากิจกรรมการยับยั้งอะไมเลสของสารตัวอยาง
อะไมเลส สารตัวอยาง

สารที่ใช (ml)/
หลอดที่ 1

E
1’
EC

2
E+B

2’
(E+B)C

3
B

3’
BC

ขั้นตอนที่ 1 : ใหสารยับยั้งจับกับอะไมเลส
-ตัวอยางสารสกัด
-บัฟเฟอร pH 6.8
-อะไมเลสทราบคา
กิจกรรม

-
0.1
0.1

-
0.1
0.1

0.1
-

0.1

0.1
-

0.1

0.1
0.1
-

0.1
0.1
-

รวมปริมาตรหลอดละ 0.2 มล. ใชมือเขยาใหเขากันเบาๆ บมที่อุณหภูมิ 37 °ซ นาน 30
นาที เขยาในเครื่อง 100 rpm

ขั้นตอนที่ 2 : หากิจกรรมอะไมเลสที่เหลือ
-นํ้ าแปง 2% ในบฟั
เฟอร pH 6.8

-บัฟเฟอร pH 6.8

0.2

0.6

-

0.8

0.2

0.6

-

0.8

0.2

0.6

-

0.8
-  บมที่อุณหภูมิ 37 °ซ นาน 3 นาที เขยาในเครื่อง 100 rpm
-  ใสสารละลาย DNS ใสหลอดละ 0.5 มล.
-  ตมในนํ้ าเดือด 100 °ซ นาน 5 นาที เติมนํ้ ากลั่นหลอดละ 2 มล. วัด OD. ที่ 540 นา
โนเมตร
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โดยมีความหมายของแตละหลอดดังนี้
หลอด E เปนหลอดวัดกิจกรรมอะไมเลสเริ่มตน
หลอด EC เปนหลอดควบคุมของหลอด E
หลอด E+B เปนหลอดวัด  (1)  กิจกรรมอะไมเลสที่เหลือหลังการจับกับ

สารยับยั้ง  (2)  กิจกรรมอะไมเลสภายในพืช ( endogenous amylase )  (3)  สารรีดิวซ
อ่ืนๆ ภายในพืช  และ  (4)  สารรบกวนอื่นภายในพืช     สวนหลอดควบคุม (E+B)C เปน
หลอดวัด  (1)  สารรดีวิซอ่ืนๆ ภายในพืช  และ  (2)  สารรบกวนอื่นภายในพืช

หลอด B เปนหลอดวัด  (1)  กิจกรรมอะไมเลสภายในพืช  (2)  สารรีดิวซ
อ่ืนๆ ภายในพืช  และ  (3)  สารรบกวนอื่นๆ ภายในพืช   สวนหลอดควบคุม BC เปน
หลอดวัด  (1)  สารรดีวิซอ่ืนๆ ภายในพืช  และ  (2)  สารรบกวนอื่นๆ ภายในพืช

ทํ ากราฟกลูโคสมาตรฐาน โดยใชกลูโคสความเขมขน 0, 0.05, 0.10, 0.15
และ 0.20 มก./มล. ตามลํ าดับ ผสมกับบัฟเฟอร 0.02 M sodium phosphate, pH 6.8
ที่มี NaCl 0.9 ก./ลติร  จนมีปริมาตรสุทธิ 1 มล. เตมิ 0.5 มล. DNS   ตมในนํ้ าเดือด 5
นาท ี เติมนํ้ ากลั่น 2 มล. จากกราฟมาตรฐานกลูโคสคํ านวณคามิลลิกรัมกลูโคสของแต
ละตัวอยาง เทยีบเปนคากิจกรรมอะไมเลส โดยกํ าหนดใหกิจกรรมอะไมเลส 1 หนวย
หมายถงึ จํ านวนของเอนไซมที่ทํ าใหเกิด 1 มก.ของกลูโคสใน 3 นาทีที่อุณหภูมิ 37°ซ
ก ําหนดใหกิจกรรมการยับยั้งอะไมเลส 1 หนวย เทากับปริมาณกลูโคสที่หายไป 1 มก.
ใน 3 นาทีที่อุณหภูมิ 37 °ซ  หรอืนํ าไปคํ านวณเปนคารอยละของการยับยั้งกิจกรรมอะ
ไมเลสดังนี้
รอยละการยับยั้ง  
=  จ ํานวนของกิจกรรมอะไมเลสตัง้ตน – กิจกรรมอะไมเลสทีเ่หลือหลังจากการยับยั้ง  × 100

จ ํานวนของกิจกรรมอะไมเลสตัง้ตน
=  ( E – EC ) – { [ ( E+B ) – ( E+B )C ] - ( B – BC  ) }   × 100        

  ( E – EC )
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2.3 การหาคามิลลิกรัมตัวอยาง และการหาคาหนวยกิจกรรมการยับยั้ง
อะไมเลส / มิลลิกรัมตัวอยาง ที่คาการยับยั้งอะไมเลสรอยละ 50
นํ าสารสกัดตัวอยางตรวจหาระดับการยับยั้งอะไมเลสในสารสกัดพืชเชนขอ 2.2

นํ าคารอยละของการยับยั้งที่ได   แลวนํ าคากิจกรรมการยับยั้งอะไมเลสและคาเจือจาง
สารตัวอยางแบบ serial dilution เปลีย่นเปน คา log 10 ของคาการเจือจางสารสกัด
ไปหาหนวยกิจกรรมการยับยั้งอะไมเลส/มิลลิกรัมตัวอยาง ที่ทํ าใหกิจกรรมอะไมเลสลด
ลงครึ่งหนึ่งตามขั้นตอนตอไปนี้

1)  เขียนกราฟระหวาง log 10 คาความเขมขนของสารสกัด กับรอยละการยับยั้ง
อะไมเลส (รูปที่ 2)

2)  หาคาความเขมขนตัวอยางที่คาการยับยั้งอะไมเลสรอยละ 50 (ED50) จากรูปที่ 2   
โดยโปรแกรมการหา Regression Line ของโปรแกรม Anova

3)  หาคากิจกรรมการยับยั้งอะไมเลส/มิลลิกรัมตัวอยางโดยสูตรดังนี้

คากิจกรรมการยับยั้งอะไมเลส/มิลลิกรัมตัวอยาง =     50 x คากิจกรรมอะไมเลส
               100 x ED50 x 1000
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Lot1 Extract : %Inhibition vs. log Concentration
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รูปที่ 2  กราฟระหวาง log ความเขมขนสารตัวอยาง กับรอยละการยับยั้งอะไมเลส
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2.4  การหาปริมาณโปรตีน
หาปริมาณโปรตีนของสารตัวอยางตามวิธีของ Lowry et al. (1951) โดยใชสาร

ละลายตัวอยางปริมาตร 100 ไมโครลิตร และสารละลายแอลคาไลนคอปเปอร
(alkaline copper reagent) (2% Na2CO3 ใน 0.1 M NaOH : 2% NaKC4H4O6.H2O:
1% CuSO4 ในอัตราสวนโดยปริมาตร 100:1:1) ปริมาตร 3 มล. ผสมใหเขากันตั้งทิ้งไว
ทีอุ่ณหภูมิหองนาน 10 นาที แลวจึงเติมสารละลายโฟลิน (Folin – Ciocalteau’s
phenol reagent, ใช Folin : นํ ้ากลั่น ในอัตราสวน 1:1) ปริมาตร 0.3 มล. ผสมใหเขากัน
และตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 30 นาที จากนั้นนํ ามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 500 นาโนเมตร คํ านวณหาความเขมขนของโปรตีนในสารตัวอยางโดย
น ําคาที่ไดไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานซึ่งใช โบวีน ซีรัม อัลบูมิน (bovine serum
albumin, BSA) เปนโปรตีนมาตรฐานเปรียบเทียบ
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2.5   เปรียบเทียบประสิทธิภาพวิธีการสกัด 4 วิธี
 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพวิธีการสกัดมีจุดประสงคเพื่อหาวิธีการสกัดที่
สามารถสกัดเมล็ดเนียงนกใหไดปริมาณสารยับยั้งอะไมเลสมากที่สุด ซึ่งตรวจวัดดวย
คาการยับยั้งกิจกรรมอะไมเลส ( inhibitory activity of amylase ) สงูที่สุด และสามารถ
คงคาการยับยั้งกิจกรรมอะไมเลสไวไดในระยะเวลานาน  วิธีสกัด 4 วิธีที่ศึกษาคือ วิธี
ของ  Moreno et. al. (1990), Grant et. al. (1995),  Giri และ Kachole (1996)  และ
Pueyo และ Delgado-Salinas (1997) โดยมีรายละเอียดขั้นตอนการสกัดดังนี้

1)  วิธีของ Moreno et al. (1990)
น ําเมลด็เนียงนกมาปอกเปลือกออก แลวบดละเอียดในไนโตรเจนเหลว ชั่งนํ้ า

หนักใหไดปริมาตรที่ตองการ แลวนํ าไปใสใน 10 mM β-mercaptoethanol (1:3 w/v)
คนใหเขากันประมาณ 5 นาที เซนตริฟวจที่ 12,000 g เปนเวลา 10 นาที แลวนํ าสวนใส
มาบัฟเฟอรดวย 0.2 M succinate, 0.1 M CaCl2 (pH 3.8)(110 µl/ml) หลังจากนั้นนํ า
มาบมดวยความรอน 70 °ซ  เปนเวลา 10 นาที ทํ าใหเย็นลงทันทีดวยนํ้ าแข็ง กํ าจัด
ตะกอนโปรตีนออกโดยการเซนตริฟวสที่ 12,000 g เปนเวลา 10 นาที เก็บสวนใสมา
ปรับ pH เปน 5.6 ดวย NaOH  แบงใสหลอด หลอดละ 1 มล. 20 หลอด และหลอดเซน-
ตริฟวจหลอดละ 10 มล. ตามสวนปริมาตรที่เหลือ เก็บไวที่อุณหภูมิ –20 °ซ เพื่อไว
ทดลองตอไป

2)  วิธีของ Grant et al. (1995)
น ําเมลด็เนียงนกมาปอกเปลือกออก แลวบดละเอียดในไนโตรเจนเหลว ชั่ง

นํ ้าหนักใหไดปริมาตรที่ตองการ แลวสกัดใน 0.02 M sodium phosphate buffer, pH
6.9, NaCl 9 g/l (1:5 w/v) stirred เปนเวลา 16 ชม. หลังจากนั้นนํ ามาเซนตริฟวจที่
50,000 g เปนเวลา 20 นาที เก็บสวนใสนํ ามาบมที่ความรอน 70 °ซ เปนเวลา 10 นาที
ท ําใหเย็นลงทันทีดวยนํ้ าแข็ง เซนตริฟวจอีกครั้งที่ 50,000 g เปนเวลา 20 นาที นํ าสวน
ใสแบงใสหลอด หลอดละ 1 มล. 20 หลอด และหลอดเซนตริฟวจหลอดละ 10 มล. ตาม
สวนปริมาตรที่เหลือเก็บไวที่อุณหภูมิ –20 °ซ  เพื่อทํ าการทดลองตอไป
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 3)  วิธีของ Giri และ Kachole (1996)
 น ําเมลด็เนียงนกมาปอกเปลือกออก แลวบดละเอียดในไนโตรเจนเหลว แลว

น ํามาละลายใน hexane เพื่อกํ าจัดไขมันออกไป คนประมาณ 5-10 นาที แลวนํ าไปชั่ง
ใหไดนํ้ าหนักหลังจากนั้นนํ ามา stirred ดวย 0.1 M HCl ซึง่ประกอบดวย 0.1 M NaCl
และ 1% PVP (1:6 w/v) เปนเวลา 2-2.5 ชม. [PVP เปนตัวตกตะกอน polyphenols
(Singh, 1984)] น ําสารละลายมาเซนตริฟวสที่ 12,000 g เปนเวลา 20 นาที แลวจึง
ปรับ pH เปน 7.0 ดวย 1 M NaOH น ําสารละลายมาเซนตริฟวจอีกครั้งที่ 12,000 g
เปนเวลา 20 นาที เก็บสวนใสแบงใสหลอด หลอดละ 1 มล. 20 หลอด และหลอดเซนตริ
ฟวจหลอดละ 10 มล. ตามสวนปริมาตรที่เหลือ เก็บไวที่อุณหภูมิ –20 °ซ เพื่อทํ าการ
ทดลองตอไป

4)  วิธีของ Pueyo และ Delgado-Salinas (1997)
น ําเมลด็เนียงนกมาปอกเปลือกออก แลวบดละเอียดในไนโตรเจนเหลว ชั่ง

นํ้ าหนักใหไดปริมาตรที่ตองการ ละลายในบฟัเฟอร 10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 10 mM
β-mercaptoethanol, 0.1 M NaCl, 0.2 mM PMSF ( 1:10 w/v ) น ํามาเซนตริฟวจที่
15,000 g เปนเวลา 10 นาที เก็บสวนใสแบงใสหลอด หลอดละ 1 มล. 20 หลอด และ
หลอดเซนตริฟวจหลอดละ 10 มล. ตามสวนปริมาตรที่เหลือ เก็บไวที่อุณหภูมิ –20 °ซ
เพื่อทํ าการทดลองตอไป

น ําสารสกัดจากทั้ง 4 วิธี ไปหาปริมาณโปรตีนและรอยละการยับยั้งของสาร
ยบัยัง้อะไมเลส เพื่อศึกษาวาสารสกัดจากวิธีใดสามารถยับยั้งเอนไซมอะไมเลสไดสูงสุด

2.6  ศึกษาความคงตัวของสารยับยั้งอะไมเลสในสารสกัดตัวอยางเก็บที่อุณหภูมิ   
      –20 ๐ซ

น ําสารสกัดเนียงนกที่ไดจากวิธีที่ 4 (Pueyo and Delgado-Salinas, 1997) มาทํ า
การทดสอบความสามารถในการยับยั้งเอนไซมอะไมเลส โดยเจือจางในบัฟเฟอร 0.02
M sodium phosphate buffer, pH 6.8, NaCl 0.9 กรัม/ลิตร  แบบ serial dilution ให
ไดความเขมขนตางๆ เชน 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 และ 1:32 ตามลํ าดับ เพื่อหาคากิจ
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กรรมการยับยั้งอะไมเลสที่รอยละ 50 ทํ าการทดสอบเดือนละ 1 ครั้ง เปนระยะเวลา 3
เดอืน เปรียบเทียบคากิจกรรมการยับยั้งอะไมเลสที่รอยละ 50  ในการเก็บไวที่อุณหภูมิ
–20 ๐ซ กับคากิจกรรมการยับยั้งเริ่มตน (เดือน 0)

2.7   การทํ าบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลส
ท ําบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสโดยดัดแปลงวิธีของ Yamagata et al. (1998)
2.7.1  การคัดเลือกรอยละของแอมโมเนียมซัลเฟตที่เหมาะสมในการตก

ตะกอนสารยับยั้งอะไมเลสจากสารสกัดตัวอยาง
เปนการคัดเลือกเพื่อใหไดรอยละของแอมโมเนียมซัลเฟตที่ตกตะกอนสาร

ยับยั้งอะไมเลสแลวไดคากิจกรรมการยับยั้งและคาความวองไวจํ าเพาะของกิจกรรมการ
ยบัยั้งอะไมเลส ( specific inhibitory activity of amylase ) สูงที่สุด

นํ าสารสกัดตัวอยางโดยวิธี Pueyo และ Delgado-Salinas (1997) มาตก
ตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต ที่ความเขมขนรอยละ 20, 40, 60, 80 และ
100 ของความอิ่มตัว คนที่ 4 °ซ เปนเวลา 5 ชม. นํ าสารละลายที่ไดมาเซนตริฟวจดวย
ความเร็ว 10,000 × g ที่ 4 °ซ เปนเวลา 15 นาที แยกสวนใสและตะกอน สวนของ
ตะกอนนํ ามาละลายใน 50 mM sodium acetate buffer, pH 5.0 ใหมีปริมาตรเทาเดิม
กอนการตกตะกอน นํ าไปหากิจกรรมการยับยั้ง และปริมาณโปรตีน เพื่อเปรียบเทียบวา
ที่รอยละของแอมโมเนียมซัลเฟตเทาใดมีคากิจกรรมการยับยั้งและคาความวองไว
จ ําเพาะของกิจกรรมการยับยั้งอะไมเลสสูงสุด     รอยละความเขมขนของแอมโมเนียม
ซลัเฟตที่คัดเลือกได จะนํ าไปใชในการตกตะกอนโปรตีนเพื่อทํ าบริสุทธิ์ตอไป

2.7.2  ศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการทํ าไดอะไลซ
  น ําตะกอนโปรตีนที่ไดจากการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตมา

ละลายในบัฟเฟอร 50 mM sodium acetate buffer, pH 5.0 ดวยปริมาตรนอยที่สุดที่
ละลายไดหมด แลวนํ ามาไดอะไลซโดยใชถุง seamless cellulose  ที่ไมใหสารซึ่งมีนํ้ า
หนกัโมเลกุลเทากับหรือมากกวา1,2000 ดาลตันผานออกจากถุงได    ไดอะไลซในบัฟ-
เฟอรเดียวกันที่อุณหภูมิ 4 ๐C เปนเวลา 16 และ 72 ชั่วโมง เพื่อหาเวลาที่เหมาะสมใน
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การไดอะไลซใหไดคากิจกรรมการยับยั้งอะไมเลส และคาการยับยั้งจํ าเพาะมากที่สุด
ส ําหรับใชในการทํ าบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลส
2.7.3  การทํ าบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต

(ammonium sulphate precipitation)
ผลการทดลองในขอ 2.7.1 และ 2.7.2 พบวา รอยละของเกลือแอมโมเนียมซัล

เฟตที่เหมาะสมในการตกตะกอนโปรตีนคือที่รอยละ 80 ของความอิ่มตัว และเวลาที่
เหมาะสมสํ าหรับการไดอะไลซคือที่เวลา 16 ชม.

ท ําบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสโดยนํ าสารสกัดตัวอยางโดยวิธี Pueyo และ
Delgado-Salinas (1997) มาตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต ที่ความ
เขมขนรอยละ 80 ของความอิ่มตัว คนที่ 4 °ซ เปนเวลา 5 ชม. นํ าสารละลายที่ไดมา
เซนตริฟวจดวยความเร็ว 10,000 × g ที ่4 °ซ เปนเวลา 15 นาที เก็บตะกอนมาละลาย
ใน 50 mM sodium acetate buffer, pH 5.0 ดวยปริมาตรนอยที่สุดที่จะละลายไดหมด
วัดปริมาตรสารละลายที่ได(P80)   นํ าไปไดอะไลสดวย 50 mM sodium acetate buffer,
pH 5.0 ที่ 4 °ซ เปนเวลา 16 ชม. นํ า dialysate เซนตริฟวจที่ 8,000 × g เปนเวลา 10
นาท ีสารละลายสวนใสที่ไดทํ าใหเขมขนดวยแอควาไซด (aquacide) ใหไดความเขมขน
ของโปรตีนเทากับ 4 มก./มล. ตรวจวัดกิจกรรมการยับยั้งอะไมเลสตามวิธีการในขอ 2.2
น ําสารละลายที่ไดอะไลส และทํ าใหเขมขนแลว (P80 dialysate) ไปทํ าบริสุทธิ์ตอดวย
คอลัมนโครมาโทกราฟ CM-cellulose
   2.7.4  การทํ าบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลส P80 dialysate โดยคอลัมน CM-

cellulose
น ําสารละลาย P80 dialysate  มาท ําบริสุทธิ์จากโปรตีนอื่นๆตอ โดยผานลง

บน คอลัมน CM-cellulose ดังนี้
-เตรียม CM-cellulose activate โดยใช CM-cellulose 10 กรัม ทํ าใหอ่ิม

ตวัดวยนํ้ ากลั่น แลวแชใน 0.1 M HCl เปนเวลา 4 ชม.  ลางกรดออกดวยนํ้ ากลั่นจนมี
pH เปน 7 จากนั้นแช CM-cellulose ใน 0.5 M NaOH เปนเวลา 4 ชม. แลวลางดาง
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ออกดวยนํ้ ากลั่นจนมี pH เปน 7 หลังจากนั้นนํ า CM-cellulose มาแชใน 10 mM Tris-
HCl, pH 7.5

-เตรียม CM-cellulose column โดยบรรจุ CM-cellulose ในคอลัมนขนาด
2.5 × 12 ซม. มีปริมาตรเรซิน 60 มล. ปรับใหคอลัมนสมดุล (equilibrate) โดยการชะ
คอลัมนดวย 50 mM sodium acetate buffer, pH 5.0 ปริมาตร 3 เทา ของปริมาตร
เรซินในอัตราการไหลคงที่ ที่อุณหภูมิ 4 °ซ

-ทํ าบริสุทธิ์ P80 dialysate ซึง่มีโปรตีนประมาณ 4 มก./มล. ปริมาตร 10
มล. ผานลงในคอลัมน ทิ้งไวประมาณ 10 นาที  ชะคอลัมนดวย 50 mM sodium
acetate buffer, pH 5.0 ทีอั่ตราการไหล 24 มล./ชม. ที่อุณหภูมิ 4 °ซ  เก็บสารละลาย
ทีถู่กชะออกมาดวย fraction collector หลอดละ 1 มล.

-ติดตามการแยกโปรตีนโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลายที่ถูก
ชะออกมาที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร จนกระทั่งไมมีโปรตีนถูกชะออกมาอีก
สงัเกตไดจากคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร เขาใกลศูนย

-จากนั้นชะคอลัมนดวย gradient 0-0.2 M NaCl ในบัฟเฟอรเดิม ดวย
อัตราการไหลเทาเดิมและเก็บสารที่ถูกชะออกมาในหลอดหลอดละ 1 มล.

-ติดตามการแยกโปรตีนโดยนํ าสารละลายแตละหลอดมาวัดคาการดูด
กลนืแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร จนกระทั่งมีคาเขาใกลศูนย

-น ําผลที่ไดมาเขียนกราฟระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร
และจ ํานวนหลอดทดลอง นํ าสารละลายที่ไดไปหาคากิจกรรมการยับยั้งอะไมเลสทุกๆ 4
หลอด เขียนกราฟระหวางคากิจกรรมการยับยั้ง และจํ านวนหลอดทดลองทุกๆ 4 หลอด
รวมสารละลายหลอดที่มีกิจกรรมการยับยั้งสูงเขาดวยกัน ทํ าใหเขมขนดวยแอควาไซด
จนเหลือปริมาตรที่เหมาะสม นํ า CM fractions ไปหาปริมาณโปรตีนและกิจกรรมการ
ยับยั้งอะไมเลส สวนที่เหลือนํ าไปทํ าใหสารยับยั้งเอนไซมบริสุทธิ์มากขึ้นโดยใชคอลัมน
Sephadex G-75



38

2.7.5   การทํ าบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสโดยคอลัมน Sephadex G-75
       น ําสารละลายสวนที่มีกิจกรรมการยับยั้งอะไมเลสสูงที่รวมไดจากคอลัมน
CM-cellulose (CM fractions)มาทํ าใหบริสุทธิ์มากขึ้น โดยผานลงในคอลัมนที่มี
Sephadex G-75 บรรจุอยูดังนี้

-เตรียม Sephadex G-75 โดยนํ ามา 10 กรัม แชใหพองตัวในนํ้ ากลั่นเปน
เวลา 10 ชม. แลวแชใน 50 mM sodium acetate buffer, pH 5.0 อีก 5 ชม.

-บรรจุลงในคอลัมนขนาด 2.0 × 60 ซม. มีปริมาตรเจล 190 มล. ปรับให
คอลัมนสมดุลโดยการชะดวย 50 mM Sodium acetate buffer, pH 5.0 ปริมาตร 3 เทา
ของปริมาตรเจล แลวนํ า CM fraction มีโปรตีนประมาณ 4 มก./มล. และปริมาตร 10
มล. มาผานลงในคอลัมน Sephadex G-75 ลางคอลัมนดวยบฟัเฟอรชนิดเดียวกันโดย
การชะดวยอัตราการไหล 20 มล./ชม.  เก็บสารละลายในหลอดทดลองหลอดละ 1 มล.

-ติดตามการแยกโปรตีนโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลายที่ถูก
ชะออกมาที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร จนกระทั่งไมมีโปรตีนถูกชะออกมาอีก
สงัเกตไดจากคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร เขาใกลศูนย

-น ําผลที่ไดมาเขียนกราฟระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร
และจํ านวนหลอดทดลอง

-น ําสารละลายที่ไดไปหาคากิจกรรมการยับยั้งอะไมเลสทุกๆ 4 หลอด
เขยีนกราฟระหวางคากิจกรรมการยับยั้ง และจํ านวนหลอดทดลองทุกๆ 4 หลอด รวม
สารละลายหลอดที่มีกิจกรรมการยับยั้งสูงเขาดวยกัน ทํ าใหเขมขนดวยแอควาไซด จน
เหลือปริมาตรที่เหมาะสม นํ า Sephadex fractions ไปหาปริมาณโปรตีนและกิจ
กรรมการยับยั้งอะไมเลส

-สวนที่เหลือนํ าไปทํ าใหสารยับยั้งเอนไซมบริสุทธิ์มากขึ้นโดยใชคอลัมน 
Hydroxyapatite

2.7.6   การทํ าบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสโดยคอลัมน Hydroxyapatite
  น ําสารละลายสวนที่มีกิจกรรมการยับยั้งอะไมเลสสูง ที่รวมไดจากคอลัมน
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Sephadex G-75 (Sephadex fractions) มาทํ าใหบริสุทธิ์มากขึ้นโดยผานลงในคอลัมน
Hydroxyapatite ดังนี้

-เตรียมคอลัมนโดยนํ า Hydroxyapatite ส ําเร็จรูปที่ละลายอยูใน 1 mM
sodium phosphate buffer, pH 6.8 บรรจุลงในคอลัมนขนาด 2.2 × 10 ซม. มีปริมาตร
เจล 40 มล.

-ปรับใหคอลัมนสมดุลโดยการชะดวย 1 mM sodium phosphate buffer,
pH 6.8 ปริมาตร 3 เทาของปริมาตรเจล ในอัตราการไหลคงที่ ที่อุณหภูมิ 4 °ซ

-นํ า Sephadex fractions จากขอ 2.7.5 ซึ่งมีโปรตีนประมาณ 3 มก./มล.
ปริมาตร 5 มล. ผานลงในคอลัมน Hydroxyapatite ลางคอลัมนดวยบฟัเฟอรชนิดเดียว
กนัโดยการชะดวยอัตราการไหล 20 มล./ชม. ที่อุณหภูมิ 4 °ซ  เก็บสารละลายที่ถูกชะ
ออกมาดวย fraction collector หลอดละ 1 มล.

-ติดตามการแยกโปรตีนโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลายที่ถูก
ชะออกมาที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร จนกระทั่งไมมีโปรตีนถูกชะออกมาอีก
สงัเกตไดจากคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร เขาใกลศูนย

-ชะคอลัมนดวย 10, 100 และ 500 mM sodium phosphate buffer, pH
6.8 ดวยอตัราการไหลเทาเดิมและเก็บสารที่ถูกชะออกมาในหลอดหลอดละ 1 มล.

-ติดตามการแยกโปรตีนโดยนํ าสารละลายแตละหลอดมาวัดคาการดูด
กลนืแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร จนกระทั่งมีคาเขาใกลศูนย

-น ําผลที่ไดมาเขียนกราฟระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร
และจ ํานวนหลอดทดลอง นํ าสารละลายที่ไดไปหาคากิจกรรมการยับยั้งอะไมเลสทุกๆ 4
หลอด เขียนกราฟระหวางคากิจกรรมการยับยั้ง และจํ านวนหลอดทดลองทุกๆ 4 หลอด
รวมสารละลายหลอดที่มีกิจกรรมการยับยั้งสูงเขาดวยกัน ทํ าใหเขมขนดวยแอควาไซด
จนเหลือปริมาตรที่เหมาะสม นํ า Hydroxyapatite fractions ไปหาปริมาณโปรตีนและ
กจิกรรมการยับยั้งอะไมเลส สวนที่เหลือนํ าไปตรวจสอบความบริสุทธิ์ตอดวยวิธีอิเล็ก
โทรฟอรีซิส และศกึษาสมบัติของสารยับยั้งอะไมเลสตอไป
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รูปที่ 3  ไดอะแกรมการทํ าบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสในขั้นตอนตางๆ

เมล็ดเนียงนกสด 100 กรัม

สารสกัดหยาบเมล็ดเนียงนก ( crude extract ) 

สารละลายสวนใส วัดปริมาตร กากทิ้งไป

สารละลายสวนใสทิ้งไป ตะกอน

เก็บสารละลายสวนใส วัดปริมาตร ตะกอนทิ้งไป
นํ าไปทํ าใหเขมขนขึ้นดวยแอควาไซด ( P80 dialysate )
แลวนํ ามาทํ าใหบริสุทธิ์ขึ้นดวยคอลัมน
� CM-cellulose
� Sephadex G-75
� Hydroxyapatite

ปนใน extraction buffer ( 10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 10 mM
β-mercaptoethanol, 0.1 M NaCl, 0.2 mM PMSF ) ปริมาตร
1,000 มล. เปนเวลา 10 นาที

เติมแอมโมเนียมซัลเฟต 80% คนใหเขากันเปนเวลา 5 ชม. ที่ 4 °ซ
นํ าไปเซนตริฟวจดวยความเร็ว 10,000 × g เปนเวลา 15 นาที

ละลายใน 50 mM sodium acetate buffer, pH 5.0
ปริมาตรนอยที่สุดที่ละลายไดหมด นํ าไปไดอะไลสดวย
บัฟเฟอรเดิม เปนเวลา 16 ชม. แลวเซนตริฟวจดวย
ความเร็ว 8,000 × g เปนเวลา 10 นาที

เซนตริฟวจ 15,000 × g เปนเวลา 10 นาที
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2.8  การตรวจสอบความบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสในขั้นตอนการทํ าบริสุทธิ์
ตางๆ
       ทํ าการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสารยับยั้งอะไมเลสแตละขั้นตอนการทํ าบริสุทธิ์ 
โดยวิธีเจลอิเล็กโทรฟอรีซิส (gel electrophoresis) แบบแผน (slab gel) ขนาด
10 × 12 ซม. หนา 1 มม. เจลแบงออกเปน 2 สวน  คอื เจลสวนลางที่ทํ าหนาที่แยกสาร
(separating gel) มีความสูง 7 ซม. และเจลสวนบน ทํ าหนาที่รวมสารตัวอยางไมให
กระจาย (stacking gel) มีความสูงประมาณ 3 ซม. ในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ ของ
สารยับยั้งอะไมเลสที่แยกไดในขั้นตอนตางๆ ใชอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ
(Native-PAGE) หรือการทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบแปลงสภาพซึ่งมี SDS อยูดวย (SDS-
PAGE)

2.8.1 การทํ าโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ
(Native polyacrylamide gel electrophoresis, Native-PAGE)
การตรวจสอบความบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสที่แยกโดยวิธี Native-

PAGE ท ําไดโดยนํ าตัวอยางสารยับยั้งอะไมเลสในขั้นตอนตางๆของการสกัดและทํ า
บริสทุธิ ์มาเตรียมเปนสารละลายตัวอยาง โดยผสมสารละลายตัวอยาง 3 สวน กับบัฟ
เฟอรตัวอยาง (sample buffer) สํ าหรับ Native-PAGE 1 สวน ซึ่งประกอบดวย  0.2 M
Tris-HCl, pH 6.8, 8 mM EDTA, 40% กลีเซอรอล (glycerol) และ 0.4% โบรโมฟ-
นอลบลู (bromophenol blue) ทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิสตามวิธีดัดแปลงของ Davis (1964)
ซึ่งใชโพลิอะคริลาไมดเจลความเขมขน 3% ใน 0.063 M Tris-HCl, pH 6.8 เปนเจลชั้น
บน (stacking gel)  โพลิอะคริลาไมดเจลความเขมขน 7% (แบบเจลความเขมขนเดียว)
ใน 0.75 M Tris-HCl, pH 8.8 เปนเจลชั้นลาง (separating gel) ซึ่งมีองคประกอบดัง
ตารางที่ A.1 (ภาคผนวก) น ําสารละลายตัวอยางที่เตรียมไดซึ่งมีความเขมขนของ
โปรตีน 50-80 ไมโครกรัม ใสลงในแตละชองของแผนเจล  ทํ าการแยกโปรตีนในแผนเจล
ดวยบัฟเฟอร 0.025 M Tris-0.192 M glycine, pH 8.3 กระแสไฟฟาที่ใชแยกขนาด 15
mA/เจล 1 แผน นานประมาณ 3 ชม. เมื่อสีโบรโมฟนอลบลเูคลื่อนที่ไปจนสุดขอบลาง
ของแผนเจล ปดกระแสไฟฟานํ าแผนเจลไปยอมสีโปรตีน และไกลโคโปรตีน
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 การยอมสีคูมาซีบลิเลียนบลู อาร 250
ยอมสีโปรตีนในแผนเจลดวยสีคูมาซีบลิเลียนบลู อาร 250 (Coomassie

brilliant blue R-250) ซึ่งมีสวนประกอบคือ 0.02% สีคูมาซีบลู -50% เมทานอล –7.5%
กรดนํ้ าสม (acetic acid) นาน ½ ชม. ลางสีที่ไมตองการออกดวยสารละลายผสมของ
เมทานอล : กรดนํ้ าสม : นํ้ า ในอัตราสวน  5 : 7 : 88 จนเห็นแถบโปรตีนสีนํ้ าเงินชัดเจน

 การยอมไกลโคโปรตีน
ยอมสีไกลโคโปรตีนในแผนเจลหลังจากท ําอิเล็กโทรฟอรีซิสโดยวิธี พีเอเอส ของ

Zacharius et al. (1969)โดยแชเจลในกรดไตรคลอโรอะซิตกิ 12.5% นาน 30 นาที เพื่อ
ตรงึโปรตีนใหอยูกับที่และปองกันการแพรกระจายของโปรตีน แลวลางดวยนํ้ ากลั่น
ประมาณ 15 วินาที   นํ าไปแชในสารละลายกรดเปอรไอโอดิก (Periodic acid) 1% ใน
กรดนํ้ าสม 3% นาน 50 นาที  ลางดวยนํ้ ากลั่นจนไอโอเดต (IO3

- ) ทีม่ากเกินพอหมดไป
ทดสอบไอโอเดตโดยใชสารละลายซลิเวอรไนเตรต (AgNO3) 0.1 M ถามีไอโอเดตเหลือ
อยู จะเกิดตะกอนสีนํ้ าตาลของซลิเวอรไอโอเดต  นํ าเจลไปยอมในสารละลายฟุกซิน-ซัล
ไฟต (Fuchsin-sulfite stain หรือ Schiff’s reagent) ในที่มืดนาน 50 นาที ลางสีที่ไมได
จบักับไกลโคโปรตีนออกดวยสารละลายเมตาไบซัลไฟต (Metabisulfite) 0.5% 3 ครั้งๆ
ละ 10 นาที ลางตอดวยนํ้ ากลั่นจนสีที่ไมใชแถบของไกลโคโปรตีนหมดไป เก็บเจลไวใน
สารละลายกรดนํ้ าสม 7.5%

2.8.2 การทํ าโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบมี SDS แปลง
สภาพ (Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel
electrophoresis, SDS-PAGE)
การศึกษาสารยับยั้งอะไมเลสที่แยกไดในโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็ก

โทรฟอรีซิสแบบมี SDS ทํ าไดโดยนํ าตัวอยางสารยับยั้งอะไมเลสในขั้นตอนตางๆ ของ
การสกัดและทํ าบริสุทธิ์ มาเตรียมเปนสารละลายตัวอยาง ทํ าโพลีอะคริลาไมดเจลแบบ
มี SDS ดัดแปลงตามวิธีของ Laemmli (1970)  โดยเตรียมโพลีอะคริลาไมดเจลความ
เขมขน 3% ใน 0.125 M Tris-HCl, pH 6.8 เปนเจลชั้นบน โพลิอะคริลาไมดเจลความ
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เขมขน 4-10% (แบบเจลความเขมขนตางกัน) ใน 0.375 M Tris-HCl, pH 8.8 เปนเจล
ชัน้ลาง ดังมีรายละเอียดการเตรียมในตารางที่ A.2 (ภาคผนวก)

เตรียมสารละลายตัวอยางเพื่อท ําอิเล็กโทรฟอรีซสิ โดยผสมสารละลาย
ตัวอยาง 3 สวน กับบฟัเฟอรตัวอยางสํ าหรับ SDS-PAGE 1 สวน บฟัเฟอรนี้ประกอบ
ดวย 0.2 M Tris-HCl, pH 6.8, 8 mM EDTA, 40% กลีเซอรอล, 4% SDS, 4% β-
mercaptoethanol และ 0.4% สีโบรโมฟนอลบล ูหลังจากนั้นใสสารละลายตัวอยางให
มีความเขมขนของโปรตีน 50-80 ไมโครกรัม ลงในแตละชองของแผนเจล

ท ําการแยกโปรตีนในแผนเจลดวยบัฟเฟอร 0.025 M Tris-0.2 M
glycine-1% SDS,pH 8.3 ใชกระแสไฟฟา 15 mA/เจล 1 แผน เปนเวลาประมาณ 3 ชม.
รอจนสโีบรโมฟนอลบลูเคลื่อนที่ไปจนสุดขอบลางของแผนเจล ปดกระแสไฟฟา และนํ า
เจลไปยอมโปรตีน และไกลโคโปรตีนดวยวิธีการเชนเดียวกับขอ 2.8.1

2.8.3 การตรวจกิจกรรมสารยับยั้งอะไมเลสในแผนเจลภายหลังการแยก
โปรตีนโดยอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบ Starch-PAGE
การตรวจกิจกรรมสารยับยั้งอะไมเลสโดยอิเล็กโทรฟอรีซิสนี้ดัดแปลง

จากวิธีของGiri และ Kachole(1996) หลักการของวิธีคือการแยกโปรตีนสภาพธรรมชาติ
ในแผนโพลีอะคริลาไมดเจล 10% ที่มีนํ้ าแปง สบัสเตรทของเอนไซมอะไมเลสผสมอยู
ภายหลังการท ําอิเล็กโทรฟอรีซิส น ําแผนเจลแชในเอนไซมอะไมเลสที่อุณหภูมิ 37 °ซ
ชวงเวลาหนึ่ง เพื่อใหเอนไซมยอยแปงในเนื้อเจล บริเวณเนือ้เจลที่มีสารยับยั้งอะไมเลส
อยูจะจับกันกับอะไมเลส สงผลใหอะไมเลสยอยแปงในบริเวณนั้นไมได เมื่อยอมดวย
สารละลายไอโอดีนจึงปรากฏแถบสีนํ้ าเงินตรงแถบของสารยับยั้งอะไมเลส

วิธีการทดลองคือ เตรียมแผนเจล 2 แผน โดยที่เจลชัน้ลาง มีแปงผสมอยู
คดิเปน 0.02% ตอแผนเจล สวนผสมดังตารางที่ A.3 (ภาคผนวก) ทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิส
แบบ Native-PAGE ตามวิธีการในขอ 2.8.1    หลงัจากนั้นนํ าแผนเจลแผนที่ 1 ยอมสี
คูมาซีบลิเลียนบลูตามวธิกีารเหมือนที่กลาวมาแลว สวนแผนที่ 2 นํ ามาแชในบัฟเฟอร
0.02 M sodium phosphate, pH 6.8 ที่มี 0.01 M NaCl เปนเวลา 5-10 นาที เพื่อให
เกดิการสมดุล แลวนํ าแผนเจลแชในสารละลายที่มีกิจกรรมอะไมเลสความเขมขน 2.5



44

ไมโครกรัมโปรตีน/มล. (หรือเทากับ 0.6 หนวยกิจกรรม) บมที่อุณหภูมิ 37 °ซ เปนเวลา
30 นาท ี หลังจากนั้นนํ าแผนเจลขึน้มาลางเร็วๆดวยนํ้ ากลั่นเพื่อเอาอะไมเลสออก แช
แผนเจลในสารละลาย 0.3% ไอโอดีนที่เตรียมใหมๆ เปนเวลา 4-5 นาที แลวลางสาร
ละลายไอโอดีนสวนเกินออกดวยนํ้ ากลั่นหลายๆครั้ง เปรียบเทียบแถบกิจกรรมการ
ยับยั้งอะไมเลส (แถบสีนํ้ าเงิน) บนแผนเจลกบัแถบโปรตีนของสารตัวอยางที่ยอมดวยสี
คูมาซีบลิเลียนบล ูเพื่อดูวาแถบโปรตีนใดเปนแถบของสารยับยั้งอะไมเลส

2.9   การหานํ้ าหนักโมเลกุลของสารยับยั้งอะไมเลส
2.9.1  การหานํ้ าหนักโมเลกุลรวมของสารยับยั้งอะไมเลสโดยวิธีเจลฟลเตร

ชันโครมาโทกราฟ
การทดลองหานํ้ าหนักโมเลกุลรวมของสารยับยั้งอะไมเลสโดยเจลฟลเตร-

ชันคอลัมนบรรจุ Sephadex G-75 ขนาด 2.0 × 60 ซม. ซึ่งใชในการแยกสารตัวอยางที่
ผานคอลัมนCM-celluloseแลววัดปริมาตรชะหรือปริมาตรบัฟเฟอรที่ชะโปรตีนตัวนี้ออก
มา (elution volume, Ve) เปรียบเทียบกับปริมาตรชะที่ใชในการชะโปรตีนมาตรฐานที่
ทราบนํ้ าหนักโมเลกุลที่มีขนาดตางๆกัน 4 ตัว คือ โบวีน ซีรัม อัลบูมิน (BSA, Mr 67,000
ดาลตัน),โอวัลบูมิน (ovalbumin, Mr 43,000 ดาลตัน), ไคโมทริพซิโนเจน เอ
(chymotrypsinogen A, Mr 25,000 ดาลตัน) และไรโบนิวคลีเอส เอ (ribonuclease A,
Mr 13,700 ดาลตัน) บรรจุลงในคอลัมนอันเดียวกันทีละตัวโดยโปรตีนมาตรฐานแตละ
ตวัมคีวามเขมขน 5 มก./มล. แลวชะดวย 50 mM sodium acetate buffer, pH 5.0
ดวยอัตราการชะ 20 มล./ชม. เชนเดียวกับการชะสารยับยั้งอะไมเลสออกจากคอลัมน
Sephadex G-75     เกบ็สารละลายที่ชะออกมาเปนสวนๆ ในหลอดทดลองหลอดละ
1 มล. โดยอาศัยเครื่องเก็บสารแยกสวนอัตโนมัติ วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น
280 นาโนเมตร พรอมทั้งหาแอคทิวิตีของสารยับยั้งอะไมเลสในหลอดที่มีโปรตีน โดยวิธี
ในขอ 2.2    สวนกรณีของ บลเูด็กซแตรน (blue dextran, Mr 2,000,000 ดาลตัน) ที่ใช
ในการหาปริมาตรภายนอกเม็ดเจลหรือปริมาตรวอยด (void volume, Vo) ของคอลัมน
และ K2Cr2O7  ที่ใชในการหาปริมาตร (total volume, Vt) ของคอลัมน  ทํ าโดยการนํ าบลู
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เดก็ซแตรน และ K2Cr2O7  ผานคอลัมนพรอมกัน และชะคอลัมนดวย 50 mM sodium
acetate buffer, pH 5.0 ดวยอัตราเร็วเดิม   วัดคาการดูดกลืนแสงของบลูเด็กซแตรนที่
ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร และ K2Cr2O7  ทีค่วามยาวคลื่น 480 นาโนเมตร นํ าคาที่
ไดทั้งหมดคํ านวณหาคาสัมประสิทธิ์การกระจาย (distribution coefficient, Kav) ของ
โปรตีนแตละชนิดไดจากสมการ

Kav   =  ( Ve - Vo )
         ( Vt – Vo )

เขยีนกราฟมาตรฐานระหวางคา log นํ้ าหนักโมเลกุลกับคา Kav ของโปรตีนมาตรฐาน
ค ํานวณหานํ้ าหนักโมเลกุลของสารยับยั้งอะไมเลสที่ทํ าใหบริสุทธิ์โดย Sephadex G-75
ในการทดลองนี้ใชคอลัมนเดียวกันตลอด แตนํ าสารผานคอลัมนทีละชนิดและปรับอัตรา
การไหลใหคงที่เพื่อไมใหมีการเปลี่ยนแปลงความหนาแนนของ Sephadex ในคอลัมน

2.9.2 การหานํ้ าหนักโมเลกุลรวมของสารยับยั้งอะไมเลสโดยวิธีอิเล็ก
โทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ
การหานํ้ าหนักโมเลกุลรวมของสารยับยั้งอะไมเลส โดยการทํ า Native-

PAGE  โดยการเตรียมโพลิอะคริลาไมดเจลทีมี่ความเขมขน 3% เปนเจลชั้นบนและ 7%
เปนเจลชั้นลางเชนเดียวกับขอ 2.8.1 ตดิตามการเคลื่อนที่ของโปรตีนที่แยกได และ
โปรตีนมาตรฐานในแผนเจลจากการยอมดวยสีคูมาซีบิลเลียนบลู วดัระยะทางการ
เคลื่อนที่ของแถบโปรตีนในสารตัวอยาง แถบโปรตีนมาตรฐาน และแถบสีโบรโมฟนอล-
บล ูแลวคํ านวณหาการเคลื่อนที่สัมพัทธของโปรตีนมาตรฐาน และโปรตีนในสารละลาย
ตัวอยาง จากความสัมพันธดังนี้

การเคลื่อนที่สัมพัทธ  =    ระยะทางการเคลื่อนที่ของโปรตีน
   ระยะทางการเคลื่อนที่ของโบรโมฟนอลบลู

เขยีนกราฟมาตรฐานระหวาง log นํ้ าหนักโมเลกุลกับคาการเคลื่อนที่
สมัพทัธของโปรตีนมาตรฐาน 5 ชนิด  ที่ใชไดแก  ไธโรโกลบูลิน (thyroglobulin, Mr

669,000 ดาลตัน), เฟอรริติน (ferritin, Mr 440,000 ดาลตัน), แคตาเลส (catalase, Mr
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232,000 ดาลตัน), แลคเตดดีไฮโดรจิเนส (lactate dehydrogenase, Mr 140,000 ดาล
ตนั)  และอลับูมิน (albumin, Mr 67,000 ดาลตัน) นํ าคาการเคลื่อนที่สัมพัทธของ
โปรตนีแตละแถบเทียบกับกราฟมาตรฐาน ก็สามารถคํ านวณหานํ้ าหนักโมเลกุลรวม
ของสารยับยั้งอะไมเลสได

2.9.3  การหานํ้ าหนักโมเลกุลยอยของสารยับยั้งอะไมเลสโดยวิธีอิเล็ก
โทรฟอรีซิสแบบมี SDS แปลงสภาพ
นํ ้าหนักโมเลกุลยอยของสารยับยั้งอะไมเลสหาไดจากการทํ า SDS-

PAGE  แบบ slab gel  โดยการเตรียมโพลีอะคริลาไมดเจลที่มีความเขมขน 3% เปน
เจลชั้นบนและ 4-10% เปนเจลชั้นลางเชนเดียวกับขอ 2.8.2 ติดตามการเคลื่อนที่ของ
โปรตีนตัวอยางที่แยกไดและโปรตีนมาตรฐานในแผนเจลจากการยอมโปรตีนดวยสีคูมา
ซีบลิเลียนบลู วดัระยะทางการเคลื่อนที่ของแถบโปรตีนของสารตัวอยาง, แถบโปรตีน
มาตรฐาน และแถบสีโบรโมฟนอลบล ู แลวคํ านวณหาการเคลื่อนที่สัมพัทธ (relative
mobility, Rf) ของโปรตีนมาตรฐานและโปรตีนในสารละลายตัวอยาง จากความสัมพันธ
ดังนี้

การเคลื่อนที่สัมพัทธ  =   ระยะทางการเคลื่อนที่ของโปรตีน
                  ระยะทางการเคลื่อนที่ของโบรโมฟนอลบลู

จากนั้นเขียนกราฟมาตรฐานระหวาง log นํ้ าหนักโมเลกุลกับคาการ
เคลือ่นที่สัมพัทธของโปรตีนมาตรฐาน 6 ชนิดที่ใชไดแก ฟอสโฟรีเลสบี
(phosphorylase b, Mr 94,000 ดาลตัน), โบวีน ซีรัม อัลบูมิน (BSA, Mr 67,000 ดาล
ตัน), โอวัลบูมิน (ovalbumin, Mr 43,000 ดาลตัน), คารโบนิคแอนไฮเดรส (carbonic
anhydrase, Mr 30,000 ดาลตัน), ซอยบีนทรปิซินอินฮิบิเตอร (soybean trypsin
inhibitor, Mr 20,000 ดาลตัน) และแอลฟาแลคตัลบูมิน (α-lactalbumin, Mr 14,000
ดาลตนั) นํ าคาการเคลื่อนที่สัมพัทธของโปรตีนแตละแถบเทียบกับกราฟมาตรฐานเพื่อ
ค ํานวณหานํ้ าหนักโมเลกุลยอยและรวมของสารยับยั้งอะไมเลส
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2.10  การศึกษาคุณสมบัติของสารยับยั้งอะไมเลสที่ทํ าบริสุทธิ์แลว
2.10.1  การศึกษาผลของอุณหภูมิตอการเก็บสารยับยั้งอะไมเลสในรูป

ของสารละลายไวที่อุณหภูมิ 37, 4 และ –20 °ซ
นํ าสารยับยั้งอะไมเลสที่ผานการทํ าบริสุทธิ์แลว ซึ่งมีปริมาณโปรตีน 5.2

มก./มล. มาศึกษาผลของอุณหภูมิตอการเก็บสารยับยั้งอะไมเลส ที่อุณหภูมิ 37, 4 และ
–20 °ซ เปนเวลา 1 สัปดาห  เพื่อเปรียบเทียบหาอุณหภูมิเหมาะสมที่สุดในการเก็บสาร
ยบัยัง้อะไมเลสไวระหวางการทดลอง ซึ่งไมทํ าใหคากิจกรรมการยับยั้งลดลงมากนัก
โดยในแตละวันนํ าสารยับยั้งอะไมเลสที่เก็บในอุณหภูมิตางๆมาหาคากิจกรรมการยับยั้ง
ดวยวิธีการเดิมที่ไดกลาวมาแลวในขอ 2.2  เจือจางในสารละลายบัฟเฟอร 0.02 M
sodium phosphate buffer, pH 6.8 ที่มี NaCl 0.9 กรัม/ลิตร แบบ serial dilution ที่
ความเขมขน 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 และ 1:32  แลวหาคาการยับยั้งที่รอยละ 50
เปรียบเทียบผลที่ไดกับคากิจกรรมการยับยั้งเริ่มตน

2.10.2  การศึกษาผลของอุณหภูมิตอกิจกรรมการยับยั้งของสารยับยั้ง
อะไมเลส
นํ าสารยับยั้งอะไมเลสที่ผานการทํ าบริสุทธิ์แลว ที่มีความเขมขนของ

โปรตีน 5.2 มก./มล. มาเจือจางใหมีคากิจกรรมการยับยั้งที่รอยละ 50  ทดสอบความ
สามารถในการยับยั้งอะไมเลสที่อุณหภูมิตางๆ โดยใชวิธีเชนเดียวกับขอ 2.2 แตเปลี่ยน
อุณหภูมิการบม 37 °ซ  30 นาทีเปน 4, 25, 37, 40, 60 และ 80 °ซ  30 นาที

2.10.3  การศึกษาคา pH ที่เหมาะสมตอการทํ างานของสารยับยั้งอะไมเลส
ที่อุณหภูมิ 37 °ซ
นํ าสารยับยั้งอะไมเลสที่ผานการทํ าบริสุทธิ์แลว ที่มีความเขมขนของ

โปรตีน 5.2 มก./มล. มาเจือจางใหมีคากิจกรรมการยับยั้งที่รอยละ 50  ทดสอบความ
สามารถในการยับยั้งอะไมเลสในสารละลายบฟัเฟอร 0.02 M sodium phosphate,
NaCl 0.9 กรัม/ลติรที่ pH ตางๆ โดยใชวิธีเชนเดียวกับขอ 2.2  แตเปลี่ยน pH ของบัฟ
เฟอรชวงการบม 37 °ซ  30 นาที เปน pH 5, 6, 6.8, 7, 8 และ 9
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2.10.4  การศึกษาจลนศาสตรของสารยับยั้งอะไมเลส
 เปลี่ยนปริมาณสบัสเตรท (นํ้ าแปง) ที่ความเขมขนของแปงในบฟัเฟอร

0.02 M sodium phosphate, pH 6.8 ที่มี NaCl 0.9 กรัม/ลิตร เปนรอยละ 0, 1, 2, 4
และ 6 ตามลํ าดับ โดยใชปริมาณสารยับยั้งอะไมเลสคงที่ที่ ไมมีคาการยับยั้ง, มีคาการ
ยบัยัง้ที่รอยละ 25 และมีคาการยับยั้งที่รอยละ 50 ซึ่งเตรียมโดยการเจือจางสารยับยั้ง
อะไมเลสบริสุทธิ์ซึ่งมีความเขมขนของโปรตีน 5.2 มก./มล.ทํ าการหาคากิจกรรมการ
ยบัยัง้ดวยวิธีเดียวกันกับขอ 2.2    นํ าคาที่ไดมาเขียนกราฟระหวาง 1/ความเขมขนของ
สบัสเตรท (1/S) และ 1/ความเร็วในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมอะไมเลส (1/V) หาคา
Km และ Vmax จากกราฟ

2.10.4 การทดสอบคุณสมบัติเลคตินของสารสกัดเนียงนก และสารยับยั้ง
อะไมเลสที่ทํ าบริสุทธิ์แลว
2.10.5.1  การเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงคน, กระตาย และหนู
วัสดุอุปกรณ
เลือดคนปกติ
เลอืดทั้งหมดที่ใชในการศึกษาไดรับความอนุเคราะหจากผูบริจาคโลหิต

(ชายอายุ 20-40 ป จํ านวน 4 คน หมูเลือดแตกตางกัน 4 หมู และหญิงอายุ 20-40 ป
จ ํานวน 4 คน หมูเลือดแตกตางกัน 4 หมู) ที่หนวยคลังเลือด โรงพยาบาลสงขลา
นครินทร อ.หาดใหญ จ.สงขลา

เลือดหนู และอสุจิหนู
เลอืดหนูเพศเมีย 2 ตัว และอสุจิหนู 1 ตัว  สายพันธุ Wistar ขนาดนํ้ าหนัก

ประมาณ 700-800 กรัม
เลือดกระตาย
เลอืดกระตายเพศเมีย 2 ตัว ขนาดนํ้ าหนักประมาณ 3 กก.
การทดลอง
(1)  การเตรียมตัวอยางเลือด
ดดูเลอืดจากคน, กระตาย และหนู ใสในภาชนะเคลือบเฮพาริน (heparin)

เพือ่กันเลือดแข็งตัว เซนตริฟวจที่ความเร็ว 700 × g ที่ 4 °ซ นาน 5 นาที  เก็บเม็ดเลือด
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แดงและลางดวย TBS (50 mM Tris-HCl buffer, pH 7.5 ซึ่งมี 0.95% NaCl)น ําไปเซน-
ตริฟวจที่ความเร็วเดิม ลางซํ้ า 2 ครั้ง

(2)  การทดสอบการเกาะกลุม
แขวนลอยเม็ดเลือดแดงใน TBS ใหไดความเขมขน 2.5% นํ าไปทดสอบ

การเกาะกลุมเซลลตามวิธีของ Kilpartrick และ Yeoman (1978) โดย
-เจือจางสารสกัดเนียงนกหรือสารละลายของสารยับยั้งอะไมเลสที่ผาน

การทํ าบริสุทธิ์แลว แบบ serial dilution อัตราสวน 1:2
-ผสมสารตัวอยางแตละความเขมขนปริมาตร 50 ไมโครลิตรกับ 2.5% สาร

แขวนลอยเม็ดเลือดแดง 50 ไมโครลิตร ในไมโครไตเตอรเพลทที่อุณหภูมิหองนาน
ประมาณ 1 ชม.

-เปรียบเทียบผลกับชุดควบคุมที่ใช TBS แทนสารสกัดเนียงนกหรือสาร
ละลายของสารยับยั้งอะไมเลส

กํ าหนดให:ไตเตอร (titer) ของการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงคน, กระตาย
และหนมีูคาเปนคาการเจือจางสูงสุดของสารสกัดเนียงนก หรือสารละลายของสาร
ยับยั้งอะไมเลส ซึ่งยังทํ าใหเม็ดเลือดแดงเกาะกลุมไดอยางสมบูรณ กิจกรรมของการ
เกาะกลุมเม็ดเลือดแดง (hemagglutinating activity, HA)    มีคาเปนสวนกลับของ
ไตเตอรตอปริมาตรสารละลายที่ใช 50ไมโครลิตร กิจกรรมที่จํ าเพาะของการเกาะกลุม
เม็ดเลือดแดง (specific hemagglutinating activity) มีคาเปนกิจกรรมของการเกาะ
กลุมเม็ดเลือดแดงตอมิลลิกรัมของโปรตีน

2.10.5.2  การเกาะกลุมตัวอสุจิหนู
( 1 )   การเตรียมตัวอสุจิหนู

ตัวอสุจิหนูที่ใชในการศึกษาคือตัวอสุจิที่ยังไมเจริญพันธุซึ่งได
จากอพิิดิไดมิสสวนตน และตัวอสุจิที่เจริญพันธุที่ไดจากอิพิดิไดมิสสวนปลาย  ตัดอิพิดิ
ไดมิสจากตัวหนูเลาะไขมันออกใหหมด ลางอิพิดิไดมิสใหสะอาดจากเลือดดวย TBS
ตัดอิพิดิไดมิสสวนตนและสวนปลายแยกออกจากกัน  เจาะตัวอสุจิออกจากอิพิดิไดมิส
แตละสวนโดยแทงดวยเข็มขนาดเล็กใน TBS จํ านวนนอยๆ ลางอสุจิดวย TBS 3 ครั้ง
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โดยการเซนตริฟวจที่ความเร็ว 2,000 × g ที ่4 °ซ นานครั้งละ 2 นาที จากนั้นแขวนลอย
ตวัอสจุิใน TBS นับจํ านวนตัวอสุจิและทํ าใหเจือจางจนได 40 × 106  เซลล/มิลลิลิตร
(กนกนาถ ชูปญญา, 2520) แลวนํ าตัวอสุจิไปทดสอบการเกาะกลุมเซลลดวยสารสกัด
เนยีงนกและสารละลายของสารยับยั้งอะไมเลสตอไป

( 2 )   การทดสอบการเกาะกลุมตัวอสุจิ
ผสมสารสกัดเนียงนกหรือสารละลาย AI ที่เจือจางแบบ 1:2

ตามลํ าดับ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร กับเซลลตัวอสุจิจากขอ(1) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร
ทีอุ่ณหภูมิหองนาน 1-3 นาที หยดสารผสมลงบนแผนสไลด (slide) สังเกตการเกาะ
กลุมของเซลลตัวอสุจิภายใตกลองจุลทรรศน เปรียบเทียบกับชุดควบคุมซึ่งใช TBS แทน
สารสกดัเนียงนกหรือสารละลาย AI โดยกํ าหนดการใหคะแนนการเกาะกลุมเซลลตั้งแต
0-4 ดังนี้

คะแนน 0 คือ ไมมีการเกาะกลุมของเซลลหรือมีนอยกวา  5 เซลลตอกลุม
คะแนน 1 คือ กลุมขนาดเล็กมีการเกาะกลุม    5-10   เซลลตอกลุม
คะแนน 2 คือ กลุมขนาดกลางมีการเกาะกลุม  11-25 เซลลตอกลุม
คะแนน 3 คือ กลุมขนาดใหญมีการเกาะกลุม  26-35 เซลลตอกลุม
คะแนน 4 คือ กลุมขนาดใหญมีการเกาะกลุมมากกวา   36 เซลลตอกลุม

หาคาไตเตอรหรือคาการเจือจางสารสกัดเนียงนกหรือสารละลายสาร
ยบัยัง้อะไมเลสมากที่สุดที่ยังใหผลการเกาะกลุมเซลลดวยคะแนน 1    กิจกรรมของการ
เกาะกลุมตัวอสุจิมีคาเปนสวนกลับของไตเตอรและกิจกรรมจํ าเพาะของการเกาะกลุม
ตวัอสุจิเปนกิจกรรมของการเกาะกลุมเซลลตอมิลลิกรัมของโปรตีน

2.10.6  การทดสอบความสามารถในการยับยั้งอะไมเลสจากมอดแปง
สาลี และดวงถั่วเขียว
วัสดุอุปกรณ
มอดแปงสาลี (Tribolium castaneum) และดวงถั่วเขียว

(Callosobruchus maculatus)  ตัวเต็มวัยชนิดละ 20 ตัว จากภาควิชา ชีววิทยา
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การทดลองนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาวา สารยับยั้งอะไมเลสที่ไดจาก
เมลด็เนียงนกสามารถยับยั้งอะไมเลสจากมอดแปงและดวงถั่วเขียวไดหรือไม เพื่อ
ประโยชนตอการพัฒนาวิธีตานทานตอแมลงศัตรูพืชในทางการเกษตรตอไป

ทดสอบความสามารถในการยับยั้งอะไมเลสของสารยับยั้งที่ผานการทํ า
บริสุทธิ์แลว กับอะไมเลสจากมอดแปงสาลี และดวงถั่วเขียว โดยทํ าการบดแมลงทั้ง
2 ชนดิ ชนิดละ 20 ตัว  ในสารละลายบฟัเฟอร 0.02 M sodium phosphate, pH 6.8 ที่
มี NaCl 0.9 กรัม/ลิตร  สารละลายที่ไดมาเซนตริฟวจที่ความเร็ว 10,000 g เปนเวลา 15
นาที เก็บสวนใสที่ไดซึ่งมีเอนไซมอะไมเลสจากแมลงทั้ง 2 ชนิดมาทํ าการทดสอบหาคา
กจิกรรมการยับยั้งอะไมเลสดวยวิธีการเดียวกับขอ 2.2 และหาโปรตีนเชนขอ 2.4


