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The biochemical properties in hemoglobin of Domesticated Asian Elephant were 

studied. The mean values  of  packed cell volume and hemoglobin concentration  were  

30.38±3.17%  and 11.97±3.31 g/dL, respectively. Cellulose acetate electrophoresis  revealed one 

hemoglobin phenotype which was composed of one type of hemoglobin. Native-PAGE of 

purified hemoglobin by sephadex G-100 column also showed the same result. By  SDS-PAGE, 

the denatured hemoglobin migrated as one band  with the molecular weight of 16,595 dalton.  

The accurate molecular weight of  hemoglobin by MALDI-TOF mass spectrometry was  

64,519±699 dalton. The result  of nano-electrospray ionization mass spectrometry revealed  that 

the molecular weights and the amino acid compositions of  β-chain and  α-chain of 

hemoglobin were 16,216 dalton , 146 residues,  15,578 dalton and 141 residues, respectively.  
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ชา้งเป็นสัตวท่ี์อยูคู่่ประวติัศาสตร์ชาติไทยมาอยา่งยาวนาน เป็นสัตวท่ี์มีความเก่ียวขอ้งกบั

สถาบนัหลกัของไทย คือ  ชาติ ศาสนา และพระมหากษตัริย ์ จนชาวตะวนัตกเรียกประเทศไทยวา่

เป็นแผน่ดินแห่งชา้งเผอืก ดา้นพุทธศาสนาชา้งเป็นสัตวท่ี์ประเสริฐ มีศีลธรรม มีความกตญั�ู มี

ความเสียสละ ซ่ือสัตยจ์งรักภกัดี เฉลียวฉลาดและมีพละกาํลงัมาก ในพุทธประวติัก่อนพระนางสิริ

มหามายาทรงพระครรภเ์จา้ชายสิตธตัถะทรงสุบินวา่มีพระเศวตกุญชร ชา้งเผอืกท่ีมีผวิขาวผอ่งมา

กระทาํทกัษิณาวตัร (เวยีนขวา) เป็นการเคารพพระนาง 3 รอบแลว้จึงเขา้สู่พระครรภ ์ชา้งเผอืกนั้น

หมายถึงพระโพธิสัตวล์งมาปฏิสนธิในครรถข์องพระนาง จากสุบินคร้ังนั้นหลงัสมยัพุทธกาลชาว

อินเดียยงัไม่มีรูปแทนองคพ์ระพุทธเจา้ จึงใชรู้ปชา้งและรูปดอกบวัเป็นสัญลกัษณ์เพื่อเคารพกราบ

ไหว ้จึงกล่าวไดว้า่ชา้งมีส่วนเก่ียวขอ้งกบัพุทธศาสนาและพุทธศาสนิกชนตั้งแต่สมยัพุทธกาลจน

ปัจจุบนั ในประวติัศาสตร์ชาติไทยชา้งไดเ้ก่ียวขอ้งกบัทุกช่วงประวติัศาสตร์เพื่อรักษาเอกราชของ

ชาติไทย เช่นในสงครามยทุธหตัถี เม่ือวนัองัคาร แรม 2 คํ่า เดือนยี ่พ.ศ.2131 สมเด็จพระนเรศวร

มหาราชทรงทาํสงครามยทุธหตัถีกบัพระมหาอุปราชาแห่งกรุงหงสาวดีโดยไสชา้งเจา้พระยาไชยา

นุภาพเขา้ทาํยทุธหตัถีจนไดรั้บชยัชนะ (อารีย,์ 2534) วนัท่ี 13 มีนาคม ซ่ึงเป็นวนัท่ีคณะกรรมการ

คดัเลือกสัตวป์ระจาํชาติ มีมติใหช้า้งเผอืกเป็นสัญลกัษณ์ของประเทศไทย  จึงถือวนัท่ี 13 มีนาคม 

ของทุกปีใหเ้ป็นวนัชา้งไทย ประเทศไทยเคยมีชา้งป่าและชา้งเล้ียงจาํนวนนบัแสนตวั แต่ปัจจุบนั

ทั้งชา้งป่าและชา้งเล้ียงไดล้ดลงเป็นจาํนวนมาก  ประมาณวา่ มีชา้งเล้ียงในประเทศไทยประมาณ 

1,575 เชือก (กลุ่มสารสนเทศและขอ้มูลทางสถิติ, 2551) และมีชา้งป่าประมาณ 1,975 ตวั (มทันา, 

2542) ปัจจุบนัชา้งอยูใ่นภาวะเส่ียงต่อการสูญพนัธ์ุโดย The International Union for Conservation 

of Nature (IUCN) จดัสถานภาพความเส่ียงต่อการสูญพนัธ์ุของสัตวป่์าของชา้งเอเชียอยูใ่นระดบั 

Endangered  และอยูใ่น Appendix I ของ Convention on International Trade in Endangered 

Species of Wild Fauna and Flora (CITES)  นกัสัตววทิยาไดจ้ดัชา้งตามหลกัอนุกรมวธิานดงัน้ี 

อนัดบั (Order) :โปรบอสซีเดีย (Proboscidea)  วงศ ์(Family) : อิลิแฟนติดี  (Elephantidae) สกุล 
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(Genus) : แบ่งออกเป็น  2 กลุ่ม ไดแ้ก่ ชา้งแอฟริกา  (Loxodonta africana) และชา้งเอเชีย (Elephas 

maximus) 
 

ชา้งแอฟริกา  (Loxodonta africana) มี 2 ชนิดยอ่ย คือ 1.ชนิดยอ่ยชา้งป่าแอฟริกนั  (Forest 

Elephant, Loxodonta africana cyclotis) 2.ชนิดยอ่ยชา้งทุ่งแอฟริกนั  (Savannah Elephant, 

Loxodonta africana africana) ชา้งเอเชีย (Elephas maximus) มี 3 ชนิดยอ่ย คือ 1.ชนิดยอ่ยชา้งศรี

ลงักา  (Elephas maximus maximus) 2.ชนิดยอ่ยชา้งอินเดีย  (Elephas maximus indicus) 3.ชนิดยอ่ย

ชา้งสุมาตรา  (Elephas maximus sumatranus) สาํหรับชา้งในประเทศไทยเป็นชา้งเอเ ชียชนิดยอ่ย

ชา้งอินเดีย (Elephas maxinus indicus) บางคร้ังจึงเรียก Indian Elephant   

  

ในประเทศไทยมีผูศึ้กษาค่าโลหิตวทิยาของชา้งเล้ียงท่ีอยูใ่นหลายภูมิภาค  เสาวนิตยแ์ละ

คณะ (2533) ศึกษาค่าโลหิตวทิยาของชา้งไทย เพญ็ศรีและคณะ (2545) ศึกษาค่าโลหิตวทิยาของชา้ง

เล้ียงในจงัหวดัลาํปาง Tuntasuvan et al. (2001) ศึกษาเปรียบเทียบค่าโลหิตวทิยาและแร่ธาตุในซีรัม

ระหวา่งชา้งเล้ียงและชา้งเล้ียงแบบปล่อยอิสระ Jareansak et al. (2005) ศึกษาค่าโลหิตวทิยา 

cytochemistry และโครงสร้างของเมด็เลือดในชา้งเอเชีย  สามารถและสาโรช (2551) ศึกษาค่าโลหิต

วทิยาของชา้งเอเชียท่ีเล้ียงในพื้นท่ีจงัหวดักาญจนบุรี  แต่จากการศึกษาวจิยัทั้งหมดยงัไ ม่มีรายงาน

การศึกษาฮีโมโกลบินฟีโนไทป์และคุณสมบติัทางชีวเคมีของฮีโมโกลบินของชา้งไทย   ดงันั้นผูว้จิยั

จึงมีความสนใจท่ีจะทาํการศึกษาฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ และคุณสมบติัทางชีวเคมีของ ฮีโมโกลบิน

ของชา้งไทย   เพื่อเป็นขอ้มูล อา้งอิง สาํหรับ ชา้งไทย ต่อไป การศึกษาฮีโมโกลบินฟีโนไทป์และ

คุณสมบติัทางชีวเคมีของฮีโมโกลบิน ของชา้งเล้ียงเอเชียเป็นการศึกษาคร้ังแรกใน ประเทศไทย เพื่อ

ใช้เป็นขอ้มูลอา้งอิงสาํหรับ ชา้งเล้ียงเอเชีย  รวมทั้งใช้ ในการปรับปรุงและพฒันาสาย พนัธ์ุชา้งเล้ียง

เอเชียต่อไป  



 
 

วตัถุประสงค์ 

 

 1. เพือ่ศึกษาฟีโนไทป์ของฮีโมโกลบินโดยวธีิเซลลูโลสอะซิเตตอิเลก็โตรโฟรีซิส  

(cellulose acetate electrophoresis) ของชา้งเล้ียง 

 

2. เพื่อแยกฮีโมโกลบินใหบ้ริสุทธ์ิ และหานํ้าหนกัโมเลกุลของฮีโมโกลบินท่ีทาํใหบ้ริสุทธ์ิ 

โดยวธีิเจลฟิลเทรชนัคอลมัน์โครมาโตกราฟฟี (gel filtration column chromatography)  

 

3. เพื่อศึกษาฟีโนไทป์ของฮีโมโกลบินท่ีทาํใหบ้ริสุทธ์ิ โดยวธีิเนทีฟพ อลิอะคริลาไมด์

เจลอิเลก็โตรโฟรีซิส (native- polyacrylamide gel electrophoresis, N-PAGE) 

 

4. เพื่อหานํ้าหนกัโมเลกุลของหน่วยยอ่ยของฮีโมโกลบิน โดยวธีิโซเดียมโดดีซิลซลัเฟตพอ 

ลิอะคริลาไมดเ์จลอิเลก็โตรโฟรีซิส (sodiumdodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, 

SDS-PAGE) แบบดิสคอนทินูอสัเจล (discontinuous gel)  

 

5. เพือ่หานํ้าหนกัโมเลกลุของฮีโมโกลบินและหน่วยยอ่ย โดยวธีิแมสสเปกโทรเมทรี  (mass 

spectrometry)  

 

6. เพือ่ศึกษาชนิดของหน่วยยอ่ยของ ฮีโมโกลบิน ท่ีทาํใหบ้ริสุทธ์ิโดยวเิคราะห์หานํ้าหนกั

โมเลกลุของหน่วยยอ่ยของฮีโมโกลบินท่ีแยกได ้โดยวธีิแมสสเปกโทรเมทรี (mass spectrometry)  

 

7. เพื่อศึกษากรดอะมิโนของสายกลอบินของฮีโมโกลบินท่ีทาํใหบ้ริสุทธ์ิจากวธีิโซเดียมโด 

ดีซิลซลัเฟตพอลิอะคริลาไมดเ์จลอิเลก็โตรโฟรีซิส แบบดิสคอนทินูอสัเจล โดยวธีิ นาโนอิเลก็โตรส

เปรย ์ไอออนไนเซชนั แมสสเปกโทรเมทรี (nanoelectrospray ionization mass spectrometry, ESI-

MS/MS)  
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การตรวจเอกสาร 

ลกัษณะช้าง 

  

ชา้งเป็นสตัวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมและเป็นสตัวบ์กท่ีมีขนาดใหญ่ท่ีสุดในโลก ชา้งแอฟริกาเพศผูมี้

ความสูงเฉล่ีย 2.7-3.2 เมตร นํ้าหนกัเฉล่ีย 4,100-5,000 กิโลกรัม เพศเมียมีความสูงเฉล่ีย 2.3-2.7 

เมตร นํ้าหนกัเฉล่ีย 2,300-3,700 กิโลกรัม ชา้งเอเชียเพศผูมี้ความสูงเฉล่ีย 2.4-2.9 เมตร นํ้าหนกัเฉล่ีย 

3,700 -4 ,500 กิโลกรัม ชา้งเอเชียเพศเมียมีความสูงเฉล่ีย 2.1-2.4 เมตร นํ้าหนกัเฉล่ีย 2,300-

3,700 กิโลกรัม ผวิหนงัชา้งมีความหนาลดหลัน่กนัไป ใบหูเป็นบริเวณท่ีหนงัหนานอ้ยท่ีสุด 

หนาไม่ก่ีมิลลิเมตร บริเวณลาํตวัหนาประมาณ 1.9-3.2 เซนติเมตร ผิวหนงับริเวณลาํตวัจะบาง

กวา่ขาหนา้และไหล่ บริเวณขาหลงัและช่วงทา้ยเป็นส่วนท่ีผวิหนงัหนาท่ีสุด สีผวิหนงัปกติ

เป็นเทาดาํ แต่ในชา้งเอเชียอาจมีรอยด่างหรือสีจางลงเน่ืองจากเซลลส์ร้างสีโดยเฉพาะบริเวณ

หวั งวง ใบหู ต่อมเหง่ือพบทัว่ทุกส่วนของผวิหนงั โดยกระจายตวัอยา่งเบาบาง ยกเวน้ท่ีน้ิวเทา้

ท่ีมีมากจนปรากฏเป็นเหง่ือไหลออกมา   เลบ็เทา้ชา้งเอเชียและแอฟริกามีจาํนวนต่างกนัคือ 

ชา้งเอเชียเทา้หนา้มี 5 เลบ็ เทา้หลงัมี 4 เลบ็ ชา้งแอฟริกาเทา้หนา้มี 4 เลบ็ เทา้หลงัมี 3 เลบ็  

ขณะเป็นลกูชา้งจะมีขนจาํนวนมากกวา่ชา้งโตเตม็วยั โดยเฉพาะบริเวณหนา้ผาก ริมฝีปากล่าง 

ริมฝีปากบน รูหู ปลายหาง หลงั ขนชา้งเส้นโต แขง็ ตั้งชนัและยากต่อการถอน 

  

ชา้งเอเชียมีโครงสร้างกระดูกสันหลงัเป็นรูปโคง้คลา้ยโดมไล่จากไหล่ไปจนถึงหาง ต่าง

จากชา้งแอฟริกาท่ีมีการโคง้ข้ึนเล็กนอ้ยหลงักระดูกไหล่ค่อนไปทางทา้ยจนถึงบริเวณสะโพก 

กระโหลกศรีษะมีขนาดใหญ่แต่ภายในเป็นโพรงกระดูกพรุน ทาํใหเ้กิดช่องอากาศ นํ้าหนกัจึงเบาแต่

แขง็แรง โดยมีช่องรองรับส่วนของงาท่ีฝังตวัลึกเขา้มาประมาณ 1 ใน 3 ส่วนของความยาวงาทั้งหมด

กระดูกขาหนา้และขาหลงัของชา้งอยูใ่นแนวตั้งฉากกบัพื้น รองรับนํ้าหนกัดว้ยอุง้เทา้ซ่ึงยดืหยุน่

คลา้ยหมอนรองกระแทกอยา่งดี กลา้มเน้ือของชา้งมีเส้นใยขนาดใหญ่แขง็แรงและจาํนวนมากกวา่

สัตวช์นิดอ่ืน งวงเป็นอวยัวะท่ีมีกลา้มเน้ือมาก เส้นเลือดและเส้นประสาทรับความรู้สึกมาหล่อเล้ียง

อยา่งมาก  ชา้งหายใจผา่นงวงเป็นส่วนใหญ่ และหายใจผา่นทางปากเล็กนอ้ย อากาศ 70 % ถูกหายใจ

ผา่นงวง ปอดของชา้งท่ีโตเตม็วยัจะยดึติดกบัผนงัช่องอกดว้ยเส้นใยเก่ียวพนัทาํใหไ้ม่มีช่องวา่ง

ระหวา่งปอดกบัผนงัช่องอก   
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 ระบบไหลเวยีนโลหิตของชา้ง ชา้งมีแอ่งเลือดขนาดใหญ่เช่ือมต่อระหวา่งเส้นเลือดอยูใ่น

บริเวณสาํคญัของร่างกาย ภายใตก้ารห่อหุม้ของร่างกายเป็นอยา่งดี ไดแ้ก่ บริเวณขมบั หลอดลม 

หนา้อกดา้นหนา้ ดา้นในของกระดูก ขาหลงัท่อนบน ใตรั้กแร้ เน่ืองจากผวิหนงัท่ีหนามากเส้นเลือด

จึงปรากฏท่ีผวิหนงัซ่ึงพบไม่ก่ีแห่ง โดยพบไดท่ี้ใบหูดา้นบนและดา้นล่าง ขาหนา้ดา้นในตอนบน

และขาหลงัตอนล่าง 

  

ระบบยอ่ยอาหาร ชา้งใชง้วงเป็นอวยัวะจบัอาหารเขา้ปาก เพื่อบดเค้ียวดว้ยฟันกรามก่อนท่ี

จะกลืนสู่หลอดอาหาร ผา่นคอหอยท่ีมีลกัษณะเป็นกระพุง้ควบคุมการกลืน ชา้งเป็นสัตวก์ระเพาะ

เด่ียวซ่ึงมีระบบยอ่ยอาหารคลา้ยคลึงกบัมา้ ลาํไส้เล็กยาว 21 เมตร ลาํไส้ใหญ่ยาว 12.8 เมตร ไส้ต่ิง

ยาว 0.6-0.8 เมตร ชา้งไม่มีถุงนํ้าดีแต่มีท่อนํ้าดีขนาดใหญ่และมีรอยคอดเป็นระยะๆ เม่ือออกจากตบั 

ฟันของชา้งเอเชียและชา้งแอฟริกามีสูตรฟันท่ีเหมือนกนัคือ ฟันตดั 1-1/0-0 ฟันเข้ียว 0-0 /0-0 ฟัน

กราม 6-6/6-6  งาชา้งเป็นส่วนของฟันตดัคู่หนา้ ชา้งเอเชียเพศผูมี้งา เพศเมียไม่มีงา แต่มีขอ้ยกเวน้

เพศเมียบางตวัอาจมีงาสั้นๆ เรียกขนาย มีโพรงประสาทบริเวณโคนงาชา้ง ซ่ึงมีความลึก

โดยประมาณเท่ากบัระยะวดัจากตาไปยงัริมฝีปากตรงตาํแหน่งท่ีงาจะงอกออกไป ดงันั้นในลูกชา้ง

โพรงประสาทจะยาวกวา่ชา้งโตเตม็วยั ฟันชา้งมีทั้งหมด 6 ชุด แบ่งเป็นฟันนํ้านม 3 ชุด และฟันแท ้3 

ชุด ฟันนํ้านมชุดแรกมีมาตั้งแต่เกิด (ปานเทพ, 2540) 

  

ระบบปัสสาวะและระบบสืบพนัธ์ุ ชา้งมีไตลกัษณะเป็นพู  (lobe) ประมาณ 5-7 พ ูชา้งเพศ

เมียมีช่องเปิดอวยัวะเพศ และช่องขบัถ่ายปัสสาวะอยูด่า้นล่างทอ้ง รูเปิดปัสสาวะอยูห่ลงัช่องคลอด 

อวยัวะเพศผูช้า้งมีลกัษณะคลา้ยมา้ เปิดออกสู่ดา้นล่างตรงหนา้ทอ้งเช่นกนั อณัฑะชา้งอยูใ่นช่องทอ้ง 

ฉะนั้นการดูเพศชา้งจากภายนอกบางคร้ังทาํไดค่้อนขา้งลาํบาก 

  

ระบบรับความรู้สึก ชา้งมีตาขนาดเล็กอยูด่า้นขา้งหวั จอรับภาพมีสีจาง ชา้งไม่มีต่อมนํ้าตา

แต่มีต่อมฮาร์เดอเรียน (Harderian gland) บนผวิดา้นในของหนงัตาชั้นท่ีสาม ทาํหนา้ท่ีหลัง่สารหล่อ

เล้ียงตาใหชุ่้มช้ืนแทน หูของชา้งมีขนาดใหญ่ดา้นขา้งกระโหลก ชา้งแอฟริกามีใบหูขนาดใหญ่กวา่

ชา้งเอเชีย การไหลเวยีนเลือดบริเวณขอบใบหูไม่ค่อยดี ต่อมนํ้ามนัหรือต่อมท่ีขมบั (Temporal 

gland) เป็นลกัษณะจาํเพาะของชา้ง อยูใ่ตผ้วิหนงัสองขา้งศีรษะตาํแหน่งขมบัระหวา่งหูและตา โดย

มีช่องเปิดเป็นรูเด่ียวเลก็ๆออกดา้นนอก เพือ่ขบัสารคลา้ยนํ้ามนั 

  

การเตน้ของหวัใจชา้งฟังไดย้าก เน่ืองจากความหนาของผวิหนงั แต่สามารถวดัชีพจรไดจ้าก

เส้นเลือดแดงท่ีใบหู มีค่าการเตน้หวัใจปกติ 24-35 คร้ังต่อนาที  ชา้งหายใจ 4-6 คร้ังต่อนาที แต่ถา้อยู่
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ในภาวะต่ืนเตน้จะมากกวา่ 15 คร้ังต่อนาที อุณหภูมิร่างกายชา้งเอเชียปกติ 36-37 องศาเซลเซียส

(97.5-99.0 องศาฟาร์เรนไฮท)์ ชา้งทนต่อสภาพอากาศร้อนจดัไดไ้ม่ดี เพราะมีพื้นผวิร่างกายในการ

กระจายความร้อนค่อนขา้งนอ้ยเม่ือเทียบกบัมวลของร่างกาย ดงันั้นชา้งจึงไม่ชอบยนืกลางแดดน่ิงๆ

นานๆ ชา้งลดความร้อนโดยการคายความร้อนทางใบหูดว้ยวธีิโบกใบหูไปมา ใชง้วงดูดนํ้าและพน่

ใส่ลาํตวัทัว่ร่างกาย ยนืหลบในร่มเงา ผอ่นลมหายใจออกทางงวง และกินพืชท่ีมีนํ้าและอุณหภูมิตํ่า

กวา่บรรยากาศภายนอก  ชา้งเอเชียมีระบบยอ่ยอาหารเพื่อปรับการกินเฉพาะพืช จดัเป็น True 

Herbivorous กระเพาะและลาํไส้จึงไม่ซบัซอ้น ไม่มีกระเพาะหมกั ไส้ต่ิง ( Caecum) มีขนาดใหญ่

และมีรอยหยกั ตบัเป็นพขูนาดใหญ่และมีรอยหยกัไม่มีถุงนํ้าดี หลอดอาหารค่อนขา้งสั้นและแคบมี

รูปร่างต่างไปจากสัตวเ์ค้ียวเอ้ือง จาํนวนต่อมเมือกมีมากในผนงัหลอดอาหาร กระเพาะอาหารของ

ชา้งเป็นแบบกระเพาะเด่ียววางตวัขวางตั้งฉากกบัแกนลาํตวั ขนาดยาว 100 ถึง 140 เซนติเมตร 

เส้นผา่ศูนยก์ลางประมาณ 40 เซนติเมตร ความตอ้งการพลงังานของชา้งต่อวนัคือ 15.79 กิโลแคลอร่ี

ต่อนํ้าหนกัตวัหน่ึงกิโลกรัมต่อ 24 ชัว่โมง อาหารท่ีถูกกินเขา้ไปใชเ้วลายอ่ยและดูดซึมจนถูกขบั

ออกเป็นอุจจาระใชเ้วลาต่อหน่ึงรอบประมาณ 21 ถึง 54.5 ชัว่โมง ชา้งมีระบบยอ่ยอาหารและ

เปล่ียนแปลงสภาพอาหารท่ีมีประสิทธิภาพตํ่า การยอ่ยหญา้ถูกดูดซึมนาํไปใชป้ระโยชน์ไดเ้พียง 44 

เปอร์เซ็นต ์ต่างจากโคท่ีใชไ้ด ้60 เปอร์เซ็นต ์มา้ 53 เปอร์เซ็นตแ์ละแกะ 61 เปอร์เซ็นต ์ชา้งจึงตอ้ง

กินอาหารจาํนวนมาก อาหารส่วนใหญ่เป็นอาหารท่ีมีเส้นใยสูง ทาํใหอุ้จจาระเป็นกอ้นกลมใหญ่ 

บางคร้ังหนกัถึง  2 กิโลกรัม ชา้งท่ีไดรั้บอาหารเป็นหญา้แหง้ทุกวนัจะถ่ายวนัละ 10-12 คร้ัง แต่ละ

คร้ังมีอุจจาระ 4-6 กอ้น Clauss et al. (2007) รายงานวา่ลาํไส้ของชา้งเอเชียยาวกวา่ชา้งแอฟริกา

สอดคลอ้งกบั retention time ของชา้งเอเชียท่ีนานกวา่ชา้งแอฟริกาและมีการยอ่ยอาหารท่ีดีกวา่ ซ่ึง

ความแตกต่างน้ีอาจเน่ืองจากการปรับตวัของชา้งเอเชียในธรรมชาติท่ีอยูใ่นพื้นท่ีอาหารจาํพวกหญา้

ในสัดส่วนท่ีสูงกวา่ท่ีอยูต่ามธรรมชาติของชา้งแอฟริกา ชา้งตอ้งการนํ้าเฉล่ียวนัละ 140 ถึง 200 ลิตร

ต่อวนัโดยใชง้วงดูดข้ึนมาแลว้ป้อนเขา้ปาก อตัราการกินนํ้าของชา้งมากนอ้ยแลว้แต่อุณหภูมิ

บรรยากาศภายนอก ยิง่ร้อนมากจะกินนํ้ามาก กรณีป่วยชา้งจะกินนํ้ามากข้ึน  อาหารของชา้งแบ่ง

ออกเป็น 5 ประเภท คือ 1.อาหารพวกหญา้  (Grasses) ไดแ้ก่หญา้แพรก หญา้ปลอ้ง หญา้ปากหวาย 

หญา้คา หญา้กก ออ้ พงแขม 2.อาหารจาํพวกไผ ่( Bamboos) ไดแ้ก่ ไมไ้ผห่นาม ไผป่่า ไผบ่า้น ไผ่

ขา้วหลาม ไมร้วก ไมซ้าง 3.อาหารจาํพวกเถาวลัยแ์ละไทร (Greepers and Fiews) ไดแ้ก่บอระเพด็ 

ส้มป่อย เครือสะบา้ กระทงลาย ผกัแปบป่า หวาย ไทร เถาวลัยแ์ดง 4.อาหารจาํพวกไมย้นืตน้ (Tree, 

Plams and Shrubs) ไดแ้ก่ กลว้ย ขนุน สัก ง้ิวป่า มะพร้าว มะเด่ือ มะขามป้อม จามจุรี โพธ์ิ มะขาม  

5.อาหารจาํพวกพืชไร่ (Cultivated Crops) ไดแ้ก่ ขา้ว ขา้วโพด ขา้วฟ่าง เดือย สับปะรด ออ้ย ฟัก 

แตง ชา้งกินอาหารคิดเป็นนํ้าหนกัวนัละประมาณ 250-350 กิโลกรัม เน่ืองจากชา้งไม่มีกระเพาะ

สาํรองเหมือนโคและกระบือ จึงกินอาหารตลอดเวลา  
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ในประเทศไทยชา้งตวัผูเ้รียกวา่ “ชา้งพลาย” มีงาหน่ึงคู่ โดยเฉล่ียงายาว 4-5 ฟุต ชา้งพลาย

บางตวัไม่มีงาเรียก “สีดอ”  ส่วนชา้งตวัเมียเรียกวา่ “ชา้งพงั”  ชา้งพงับางตวัมีงาสั้นๆเรียกวา่ “ชา้ง

ขนาย”  ตามปกติแลว้ชา้งพงัมีส่วนสูงและนํ้าหนกันอ้ยกวา่ชา้งพลาย ชา้งมีอายรุะหวา่ง 80-150 ปี 

แต่ถา้ใชง้านหนกัมาก จะมีอายไุดป้ระมาณ 60 ปีเท่านั้น ช่วงท่ีชา้งสามารถทาํงานไดดี้ท่ีสุดคือ ช่วง

อายรุะหวา่ง 30-38 ปี ตามปกติชา้งป่ามีอายยุนืกวา่ชา้งบา้น ชา้งชอบหากินเป็นหมู่ (โขลง) ชา้งหน่ึง

โขลงมีตั้งแต่ 10-20 ชา้ง หรือ 30-50 ชา้ง หวัหนา้โขลงชา้งจะเป็นชา้งพงัใหญ่ เรียกวา่ “แม่หนกั” 

หรือ “แม่แปรก” ทาํหนา้ท่ีนาํโขลงชา้งเท่ียวหากินและคอยหลบหนีภยัอนัตราย สาํหรับชา้งท่ีแยก

ออกไปอยูต่ามลาํพงัเรียกวา่ “ชา้งโทน” มีนิสัยดุร้าย เกเร (อารีย,์ 2534)                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                       

  

การตกมนั (Musth) คือการเปล่ียนแปลงทางกายภาพและสรีรวทิยา ทาํใหพ้ฤติกรรมของ

ชา้งเปล่ียนแปลงในช่วงระยะเวลาหน่ึง สามารถเกิดข้ึนกบัชา้งทั้งเพศผูแ้ละเพศเมีย ในช่วงวยัเจริญ

พนัธ์ุซ่ึงอยูร่ะหวา่ง 1 6 ถึง 60 ปี การตกมนัเกิดข้ึนหลงัจากชา้งไดกิ้นอาหารท่ีอุดมสมบูรณ์และมี

คุณภาพสูง และไดพ้กัผอ่นเตม็ท่ีไม่ตอ้งทาํงานหนกั ร่างกายสมบูรณ์แขง็แรง เกิดการเปล่ียนแปลง

ทางสรีรวทิยา มีผลทาํใหเ้กิดการแสดงออกท่ีผดิปกติของพฤติกรรม เช่น กา้วร้าว กระสับกระส่าย 

ปัสสาวะตลอดเวลา และมีนํ้ามนัไหลจากต่อมขา้งขมบัทั้งสองขา้ง ( Temporal glands) กล่ินเหมน็

รุนแรง สาเหตุการตกมนัยงัไม่เป็นท่ีทราบแน่ชดั  เม่ือตกมนัคร้ังหน่ึงแลว้จะตกมนัทุกปี ชา้งท่ีไม่ตก

มนัในเวลาอนัสมควรคือชา้งอ่อนแอหรือเป็นโรค อาการตกมนัอาจเกิดข้ึนไดทุ้กฤดู ก่อนตกมนัมี

อาการซึม บางคร้ังดุร้าย กา้วร้าว อารมณ์ไม่ดี พยายามดึงโซ่ล่ามใหข้าดและทาํร้ายชา้งอ่ืน จาํใคร

ไม่ไดแ้มก้ระทัง่คนเล้ียง  อาการตกมนัเป็นอยูร่าว 2-3 สัปดาห์ จนถึงหลายเดือนก็จะค่อยๆหายไป 

การตกมนัเกิดไดทุ้กเวลา แต่จะเกิดเพียงระยะหน่ึงเท่านั้น ชา้งพลายท่ีตกมนัมีอาการดุร้ายมากกวา่

ชา้งพงั ผูเ้ล้ียงชา้งตอ้งแยกชา้งท่ีตกมนัออกจากชา้งอ่ืนๆ เปล่ียนโซ่ล่ามใหใ้หญ่ข้ึนนาํไปผกูล่าม

อยา่งแขง็แรงในท่ีร่ม ก่อไฟไวร้อบๆเพื่อดบักล่ินนํ้ามนั มิฉะนั้นชา้งอ่ืนๆท่ีไม่ตกมนัอาจเขา้มาทาํ

ร้าย อาหารท่ีนิยมใหช้า้งตกมนัคือ ฟักเขียว หญา้ และนํ้าพอสมควร งดการใชง้านจนกวา่อาการตก

มนัจะหายไป  ชา้งพงัช่วงตกมนัพฤติกรรมไม่เปล่ียนแปลงไปจากเดิม มีอาการเซ่ืองซึมแต่ไม่ดุร้าย

(สุรเชษฐ,์ 2540) 

  

การตั้งทอ้งและการตกลูก ชา้งพงัท่ีร่างกายสมบูรณ์ดีจะเร่ิมมีลูกตั้งแต่อาย ุ7 ปีข้ึนไปจนถึง 

50 ปี อายขุองชา้งท่ีเหมาะสาํหรับการผสมพนัธ์ุคือระหวา่งอาย ุ30-40 ปี ชา้งตั้งทอ้งนาน 21-22 

เดือน แม่ชา้งจะตกลูกไดเ้พียงคร้ังละ 1 ชา้ง แต่บางคร้ังอาจเกิดลูกแฝดได ้ชา้งพงัเม่ือออกลูกแลว้จะ

ไม่ตั้งทอ้งอีก 3-4 ปี ดงันั้นการตกลูกคร้ังหน่ึงจะใชเ้วลานานถึง 4 ปี แม่ชา้งในช่วงชีวติหน่ึงจึง

ออกลูกไดป้ระมาณ 4 คร้ังเท่านั้น 
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การนอนหลบั โดยปกติชา้งจะนอนหลบัในระยะเวลาสั้นๆ คืนละ 3-4 ชัว่โมง เวลานอนจะ

อยูใ่นช่วงเวลา 23.00-03.00 น. ของวนัรุ่งข้ึน ชา้งเม่ือหลบัสนิทจะนอนตะแคงลาํตวัขา้งใดขา้งหน่ึง

ลงกบัพื้น ชา้งจะไม่นอนหลบัเวลากลางวนั 

 

เซลลเ์มด็เลือด ชนิดต่างๆ สร้างมาจากเซลลต์น้กาํเนิด ในไขกระดูก  (pluripotential 

hematopoietic stem cell) โดยเซลลต์น้กาํเนิดสร้างเมด็เลือดแดงมาจาก colony forming unit-

erythrocytes (CFU-E) ระบบการสร้างเมด็เลือด มี 2 ระบบ คือ 1.การสร้างในไขกระดูก  (medullary 

hematopoiesis) พบในภาวะปกติหลงัเกิด 2.การสร้างนอกไขกระดูก (extramedullary 

hematopoiesis) ไดแ้ก่การสร้างท่ีตบั มา้ม ต่อมนํ้าเหลือง เซลลท่ี์สร้างข้ึนอาจมีทั้งเมด็เลือดแดง เมด็

เลือดขาว และเกร็ดเลือด ถา้มีการสร้างเมด็เลือดท่ีอวยัวะเหล่าน้ีหลงัเกิด มกัเป็นการสร้างชดเชยจาก

ภาวะ หรือโรคบางชนิด เช่น โรคโลหิตจางธาลสัซีเมีย มะเร็งเมด็เลือดขาว  (leukemia) เซลลท่ี์สร้าง

มาจากแหล่งดงักล่าวมกัมีตวัอ่อนออกมาในกระแสเลือด 

  

การสร้างเมด็เลือดของทารกก่อนคลอด (development of hematopoiesis in embryo) การ

สร้างเมด็เลือดของทารกในครรภเ์ร่ิมตั้งแต่เอม็บริโออาย ุ3 สัปดาห์ โดยเร่ิมสร้างใน blood island ซ่ึง

เป็นตน้กาํเนิดของเมด็เลือดและเซลลบุ์ชั้นใน  (endothelium) ของหลอดเลือดในระยะแรกของทารก

ในครรภ ์ต่อมาการสร้างเมด็เลือดเกิดข้ึนในกลุ่มอวยัวะท่ีเรียกวา่ reticuloendothelium system คือ 

ตบั มา้ม ต่อมนํ้าเหลือง และไขกระดูก เม่ือเอมบริโอมีอายมุากข้ึนการสร้างเมด็เลือดจะสร้างท่ีไข

กระดูกมากข้ึนตามลาํดบั โดยจะมีการสร้างเมด็เลือดท่ีไขกระดูกเม่ืออายคุรรภป์ระมาณ 5 เดือน เม่ือ

ทารกครบกาํหนดคลอด (full term) จะมีการสร้างเมด็เลือดท่ีไขกระดูกเท่านั้น ส่วนต่อมนํ้าเหลืองจะ

สร้างเฉพาะ lymphoid cell เท่านั้น การสร้างเมด็เลือดแดงอาศยัขบวนการอิริโธรพอยอิซิส 

(erythropoiesis) ท่ีถูกควบคุมโดยระดบัฮอร์โมนอิริโธรพอยอิติน (erythropoietin, EPO) ซ่ึงสร้างมา

จากไตและตบั มีหนา้ท่ีกระตุน้การสร้างเมด็เลือดแดง  การสร้างเมด็เลือดแดงเร่ิมเกิดข้ึนท่ีโพรอิริโธ

รบลาสต ์ (proerythroblast) มีการแบ่งเซลลห์ลายคร้ังจนไดเ้มด็เลือดแดงโตเตม็ท่ี (mature 

erythrocyte)  โดยเซลลท่ี์มีการแบ่งคร้ังแรกเรียกวา่ เบโซฟิล  อิริโธรบลาสต์  (basophil erythroblast) 

เพราะยอ้มติดสีประเภทด่างได ้ (basic dye) เซลลใ์นระยะน้ีมีการสะสมของฮีโมโกลบินนอ้ยมาก 

และมีการพฒันาต่อไปอยา่งชา้ๆจาก โพลีโครมาโตฟิล อิริโธรบลาสต ์ (polychromatophil 

erythroblast) ออร์โธโครมาติก อิริโธรบลาสต ์ (orthochromatic erythroblast) ระยะน้ีเซลลจ์ะมี

ฮีโมโกลบินประมาณ 34 เปอร์เซ็นต ์ส่วนของนิวเคลียสเขม้ข้ึนและมีขนาดเลก็ลง    จนถึงระยะเรติ

คูโลไซต ์(reticulocyte) จะไม่มีนิวเคลียสและเอนโดพลาสมิก เรติคูลมั (endoplasmic reticulum) แต่

มีส่วนของสารเบโซฟิลเล็กนอ้ยท่ีประกอบดว้ยกอลไจ แอพพาราตสั  (golgi apparatus)      ไมโต
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คอนเดรีย (mitochrondria) และออร์กาเนลลภ์ายในไซโตพลาสซึมเพยีงเลก็นอ้ย เม่ือเรติคูโลไซต์

เคล่ือนท่ีออกจากไขกระดูกเขา้สู่ผนงัหลอดเลือดฝอย (cappillary) โดยวธีิการลอดผา่นช่องวา่งของ

ผนงัหลอดเลือดฝอย (diapedesis) โดยปกติส่วนของสารเบโซฟิลในระยะเรติคูโลไซตจ์ะหายไป

ภายใน 1-2 วนั ทาํใหมี้การพฒันาไปเป็นเมด็เลือดแดงโตเตม็ท่ี จุดประสงคห์ลกัของการสร้างเมด็

เลือดแดงคือ การสังเคราะห์ฮีโมโกลบินเพื่อการขนส่งออกซิเจนไปยงัเซลลต่์างๆ นอกจากนั้น

โครงสร้างของฮีโมโกลบินมีส่วนช่วยคงไวซ่ึ้งโครงสร้างเมด็เลือดแดง  ผวิของเมด็เลือดแดงเป็น 

lipid bilayer ซ่ึงมีโครงสร้างประกอบดว้ย actin และ spectin เป็นเมมเบรนโปรตีน ประกอบดว้ยพอ

ลิเปปไทด ์(polypeptide) ท่ีมวลโมเลกุลสูงเพื่อคงไวซ่ึ้งโครงร่างของเมด็เลือด   (ณฐัประภา, 2547 ; 

พรเทพ, 2541; Feldman et al., 2000; Reed, 2009; Guyton and Hall, 2011) 

 

การสร้างฮีโมโกลบิน (Formation of Hemoglobin) 

  

การสร้าง ฮีโมโกลบิน ประกอบดว้ยขั้นตอนท่ีสาํคญั 3 ขั้นตอน คือ 1.การขนส่งเหล็กมายงั

แหล่งสังเคราะห์ฮีโมโกลบิน 2. การสงัเคราะห์วงแหวนโปรโตพอร์ไพริน ( protoporphyrin ring)  

ซ่ึงเป็นตน้กาํเนิดของฮีม ( heme) 3. การสังเคราะห์กลอบิน เหล็กจะถูกส่งมายงัเซลลท่ี์สังเคราะห์

ฮีโมโกลบินโดยโปรตีน transferin เม่ือเหล็กเขา้สู่เซลลท่ี์สร้างฮีโมโกลบินจะถูกส่งไปยงัไมโตคอน

เดรีย เพือ่สอดใส่เขา้ไปในโมเลกลุ protoporphyrin ring ทาํใหเ้กิดโมเลกุลของฮีม ส่วนเหล็กท่ี

เหลือเกินพอจะรวมกนักบัโปรตีนเกิดเป็น ferritin สองในสามของเหล็กในร่างกายทั้งหมดจะ

รวมกนัอยูใ่นฮีม  การสังเคราะห์โปรโตพอร์ไฟริน   เกิดท่ีไมโตคอนเดรีย โดยการสังเคราะห์สาร

ชนิดหน่ึงคือ delta aminolevulinic acid (δALA) จากไกลซีน (glycine) และซคัซินิลโคเอ (succinyl-

CoA) ขบวนการสังเคราะห์สารดงักล่าวโดยอาศยัเอนไซม ์ δ ALA synthetase นอกจากน้ีแลว้ยงัอยู่

ใตอิ้ทธิพลของฮอร์โมนอิริโธรพอยอิตินและวติามินบี2 ( pyridoxal phosphate) ท่ีไซโตพลาสซึม 

โมเลกุลของ ALA 2 โมเลกลุจะรวมเขา้เป็น pyrrole porphobilinogen (PBG) ดว้ยเอนไซม ์δ ALA 

dehydrase แลว้ prophobilinogen 4 โมเลกลุ มารวมกนัเกิดเป็น uroporphyrinogen (UPG)  ต่อมามี

การสังเคราะห์ corproporphyrinogen (CPG) โดยการดึงเอา carboxyl group ออกไปจาก UPG ซ่ึง

ขั้นตอนต่อไปเป็นการสังเคราะห์ฮีมในไมโตคอนเดรีย คือ  โปรโตพอร์ไฟริน  IX (protoporphyrin 

IX) จากนั้นจะเขา้จบักบัเหลก็หรือเฟอรัสไอออน (ferrous, Fe2+) เป็น ferroprotoporphyrin IX  สร้าง

เป็นโมเลกลุฮีม ในช่วงทา้ยโมเลกุลฮีมจบักบัสายพอลิเปปไทด ์ เรียกวา่สายกลอบิน (globin) โดยฮีม

มีปัจจยัในการควบคุมการสร้างสายกลอบิน ซ่ึงสังเคราะห์จากไรโบโซม ( ribosome) และสร้างเป็น

หน่วยยอ่ยของ ฮีโมโกลบิน เรียกวา่สาย ฮีโมโกลบิน  (hemoglobin chain) การสร้างสายอลัฟาและ

สายเบตา้มีความสัมพนัธ์กนั ถา้มีการสร้างสายใดสายหน่ึงมากเกินไปจะมีการยบัย ั้งการสร้างสายนั้น 
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ในขณะเดียวกนัก็มีการกระตุน้การสร้างอีกสายหน่ึง สายพอลิเปปไทดข์องกลอบินถูกสังเคราะห์ข้ึน

ในไซโตพลาสซึมของเมด็เลือดแดงอ่อน (ภาพท่ี1) ( พรเทพ, 2541; Guyton and Hall, 2011) 

 

 
 

ภาพที ่1  การสร้างฮีโมโกลบิน  

 

ทีม่า: Hoff brand et al. (2006) 

 

การทาํลายเม็ดเลอืดแดงและฮีโมโกลบิน (Destruction of Red Blood Cells and Hemoglobin) 

 

เมด็เลือดแดงท่ีแก่เตม็ท่ีอายปุระมาณ 120 วนั มีการเปล่ียนแปลงท่ีผนงัเซลล ์และเม่ือผา่นเขา้ในหลอด

เลือดฝอยของมา้ม ผนงัเซลล ์จะแตกออก  ร้อยละ 90 ของเมด็เลือดแดงถูกทาํลายในมา้ม และ 

reticuloendothelial system (RES)  ในระบบน้ีเมด็เลือดแดงท่ีอายมุากจะถูกจบัโดย RES แลว้ถูกยอ่ย

ดว้ยขบวนการฟาโกไซโทซิส (phagocytosis) อาศยัแมโครเฟจ ( macrophages) จากส่วนต่างๆของ

ร่างกายโดยเฉพาะมา้ม ไขกระดูก คุปพเ์ฟอร์เซลล ์( kupffer cell) ในตบั  ส่วนฮีมมีการเปล่ียนแปลงใน 

RES โดย microsomal heme oxygenase สลาย pyrrole ring ของฮีมท่ีตาํ แหน่ง α-methane bridge กลาย เป็นบิลิ 
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เวอดิน (biliverdin)  และเป็นบิลิรูบิน (bilirubin) โดยอาศยัแมโครเฟจ  พร้อมปล่อยเหลก็และ 

คาร์บอนมอนอกไซดอ์อกมา แลว้ถูกขบัออกทางปอด  ส่วนเหล็กถูกขนส่งโดย transferrin  เพิ่อใหเ้น้ือเยือ่          

อ่ืนใชห้รือสะสมไวเ้พื่อใชต่้อ บิลิรูบินเขา้สู่ตบัโดยอาศยัแอลบมิูน (albumin) และถูกเปล่ียนเป็น 

bilirubin diglucuronide แลว้ขบัออกทางนํ้าดี (bile) ออกสู่ลาํไส้ขณะทีอ่ยูใ่นลาํไส้บิลิรูบินจะถูก

แบคทีเรียเปล่ียนไปเป็น urobilinogen (stercobilinogen) ถูกขบัออกมาทางอุจจาระ urobilinogen 

ส่วนนอ้ยจะถูกดูดกลบัผา่น enterohepatic circulation ไปออกท่ีไตและขบัออกมากบัปัสสาวะ ส่วน

กลอบินจะถูกแยกสลายเป็นกรดอะมิโนนาํไปเก็บไวใ้นแหล่งสะสมกรดอะมิโน (amino acid pool) 

เพื่อนาํกลบัมาใชใ้หม่  เมด็เลือดแดงปกติในระบบไหลเวยีนโลหิตมีอาย ุ( life span) เฉล่ียประมาณ 

140-145 วนัในมา้ 143 วนัในววั 130 วนัในคน 120 วนัในสุนขั  100 วนัในแมว 72 วนั ในสุกร 67 

วนั ในแกะ 135 วนั ในแพะ 115 วนั ในกระต่าย 57 วนัในหนูแฮมสเตอร์ 50 วนัในหนูตะเภา 80 วนั 

และ 56 วนัในหนูแรท ซ่ึงสปีชีส์ท่ีมีขนาดใหญ่จะมีอายเุฉล่ียของเมด็เลือดแดงยาวนานกวา่สปีชีส์ท่ี

มีขนาดเล็ก เน่ืองจากสปีชีส์ท่ีมีขนาดเล็กจะมีอตัราเมแทบอลิซึม ( metabolism) และออกซิเด

ทีฟสเตรส  (oxidative stress) ท่ีเซลลถู์กทาํลายโดยอนุมูลอิสระ สูงกวา่สปีชีส์ท่ีมีขนาดใหญ่ มีผลทาํ

ใหช่้วงชีวติของเมด็เลือดสั้นลงและมีอายแุก่ไวข้ึน ในสตัวแ์ต่ละตวัเมด็เลือดแดงสามารถมีอายุ

ยาวนานข้ึนโดยลดอตัราเมแทบอลิซึมลง เช่น การจาํศีล (hibernation) เมด็เลือดแดงโตเตม็ท่ีไม่มี

นิวเคลียส เอนโดพลาสมิก เรติคูลมั และไมโตคอนเดรีย  จึงไม่มีเอนไซมใ์นไซโตพลาสซึมท่ีใชใ้น

เมแทบอลิซึมของกลูโคสและสร้าง ATP  ซ่ึงเอนไซมมี์บทบาทสาํคญัในการป้องกนัการเกิด

ออกซิเดชนัของโปรตีน นอกจากน้ีผนงัเซลลเ์มด็เลือดแดงอาจเส่ือมจากการเสียดสีขณะท่ีอยูใ่น

ระบบหมุนเวยีนโลหิต  โดยเมด็เลือดแดงท่ีมีขนาดใหญ่จะเส่ือมเร็วกวา่เมด็เลือดแดงท่ีมีขนาดเลก็  

จากเหตุผลดงักล่าวจึงทาํใหเ้มด็เลือดแดงท่ีมีอายมุากแตกไดง้่าย ส่ิงสาํคญั 3 อยา่งท่ีทาํใหเ้มด็เลือด

แดงคงสภาพอยูไ่ดแ้ละทาํหนา้ท่ีขนส่งออกซิเจนและคาร์บอนไดออกไซด ์คือ 1.ฮีโมโกลบิน 2.ผนงั

เซลลแ์ละโมเลกลุต่างๆในเซลลเ์มด็เลือดแดง ไดแ้ก่เอนไซม ์โคเอนไซม ์3.สารจาํพวกกลูโคส  (ณฐั

ประภา, 2547; พรเทพ, 2541; Kaneko et al, 2008; Guyton and Hall, 2011) 

 

โครงสร้างของฮีโมโกลบนิ (Structure of Hemoglobin) 

  

ฮีโมโกลบินมีโครงสร้างเป็นจตุรภูมิ (tetramer) ประกอบดว้ยสายพอลิเปปไทด ์4 สาย เป็น

สายอลัฟา 2 สายและสายเบตา้ 2 สาย โครงสร้างโดยรวมของฮีโมโกลบินคือ  α2β2 ทั้งสายอลัฟา

และเบตา้ของฮีโมโกลบินมีโครงรูป  (conformation) คลา้ยกบัสายไมโอโกลบินมาก  ฮีโมโกลบิน 1 

โมเลกุลประกอบดว้ยฮีม 4 โมเลกุล แต่ละโมเลกุลของฮีมจบักนัเป็นหมู่พรอสเธติ ก (prosthetic 

group) กบัแต่ละสายของสายพอลิเปปไทด ์หมู่พรอสเธติกในฮีโมโกลบิน คือ หมู่ฮีมท่ีประกอบดว้ย
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ส่วนอะตอมของเหลก็ในรูปเฟอรัสไอออน (ferrous, Fe2+) อยูก่ลางอะตอม และสารอินทรียโ์ปรโต

พอร์ไฟริน  ประกอบดว้ยหมู่ ไพร์รอล 4 หมู่ ท่ีเช่ือมต่อดว้ยสะพานเมธีน  (methene bridge) เกิดเป็น

เททระไพร์รอล (tetrapyrrol) ในโมเลกุลประกอบดว้ยโซ่ขา้งเป็นหมู่เมธิล  (methyl group) 4 หมู่ หมู่

ไวนิล (vinyl group) 2 หมู่และหมู่โปรปิโอเนต  (propionate group) 2 หมู่ (ภาพท่ี 2) (อาภสัสรา , 

2551; Horton et al., 2002) ฮีโมโกลบินมีนํ้าหนกัโมเลกลุ 64,500 ดาลตนั ในสายอลัฟาประกอบดว้ย

กรดอะมิโน 141 กรดอะมิโน และสายเบตา้ประกอบดว้ย 146 กรดอะมิโน เปรียบเทียบกบัสายไมโอ

โกลบินท่ีประกอบดว้ย 153 กรดอะมิโน หน่ึงโมเลกุลของฮีโมโกลบินสามารถจบัไดก้บัส่ีโมเลกุล

ของออกซิเจน ในเลือด 1 ลิตรมีฮีโมโกลบิน 106 กรัมขนส่งออกซิเจนได ้210 มิลลิลิตรแต่ถา้เมด็

เลือดแดงไม่มีฮีโมโกลบินจะขนส่งออกซิเจนไดเ้พยีง 3 มิลลิลิตรเท่านั้น  ฮีโมโกลบินทีอ่ิ่มตวั 1 กรัม

สามารถจบัออกซิเจนได ้ 1.36-1.39 มิลลิลิตร  ดงันั้นในสตัวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมปกติมี ฮีโมโกลบินเฉล่ีย

ประมาณ 10-15 กรัมต่อเดซิลิตร มีความจุออกซิเจน  (oxygen capacity)   ประมาณ 13.6-21 มิลลิลิตรต่อ เ ดซิลิตร 

ความจุออกซิเจนของ เ ลือดคือ ปริมาณออกซิเจนมากท่ีสุดท่ีอยูใ่นเลือด ปริมาณออกซิเจน (oxygen content) 

เป็นปริมาณของออกซิเจนในเลือดท่ีจบักบั ฮีโมโกลบินเกือบทั้งหมด ฮีโมโกลบินมีความสามารถท่ี

จะจบักบัออกซิเจนไดอ้ยา่งอ่ิมตวัในสภาวะท่ีมีออกซิเจน ทาํให้ความจุออกซิเจนและปริมาณออกซิเจน

ในเลือดเท่ากนั เม่ือ ออกซิเจน ไปเล้ียงส่วนของเน้ือเยือ่ ทาํใหป้ริมาณออกซิเจนในเลือดลดลง แต่

ความจุออกซิเจนในเลือดยงัคงเหมือนเดิม (ศกัดา, 2553; Cunningham and Klein, 2007)  

  

ฮีโมโกลบินเป็นโปรตีน ท่ีสาํคญัในเมด็เลือดแดง ชนิดกลอบูลาร์  (globular protein) ขนาด

ประมาณ 65 x 55 x 50 °A พบวา่ในเมด็เลือดแดง แต่ละเซลลจ์ะมี ฮีโมโกลบินประมาณ 400 ลา้น

โมเลกลุซ่ึงคิดเป็นร้อยละ 95 ของนํ้าหนกัแหง้เมด็เลือดแดง  (Jain et al., 1986; Voet and Voet, 

2004) ฮีโมโกลบินของสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมประกอบดว้ยสายพ อลิเปปไทด์ 4 สาย ท่ีมี 4 หน่วยยอ่ย 

(tetrameric protein) ซ่ึงจะมีสายของอลัฟา (α-chain) 2 สาย และไม่ใช่สายอลัฟา (β , δ และ γ- 

chain) 2 สาย แต่ละหน่วยยอ่ยของฮีโมโกลบินจบักนัดว้ยแรงดึงดูดแบบอ่อนท่ีไม่ใช่พนัธะโควา

เลนท ์(covalent bond) ไดแ้ก่ แรงไฮโดรโฟบิก ( hydrophobic force) พนัธะไฮโดรเจน (hydrogen 

bond) แรงระหวา่งประจุ (electrostatic force) และแรงแวนเดอร์วาลว์ (Van der Waals force) 

ฮีโมโกลบิน 1 โมเลกุลประกอบดว้ยสายพ อลิเปปไทด ์ท่ีเรียกวา่สายกลอบิน มว้นตวัหุม้ส่ีกลุ่มของ

โมเลกลุของ ฮีมซ่ึงมีเหลก็  (ferrous, Fe2+) 1 อะตอม อยูต่รงกลาง  มีลกัษณะเป็นรูปทรงส่ีหนา้ 

(tetrahedron) ( ปรียานนัท ์และคณะ , 2553; สมปอง, 2550; Jain et al., 1986; Ritter, 1996;  Feldman 

et al., 2000; Guyton and Hall, 2011)   
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ภาพที ่2  โครงสร้างพื้นฐานของโมเลกุลฮีโมโกลบิน  

 

ทีม่า: ภิญโญ และคณะ (2555)  

 

ไนโตรเจนทั้ง 4 อะตอมท่ีบริเวณศูนยก์ลางของวงแหวนโปรโตพอร์ไฟรินจบักบัอะตอมของ

เหลก็ ในฮีม โดยท่ี อะตอมของเหลก็สามารถสร้างพนัธะได้  6 พนัธะ กบัอะตอมอ่ืนๆ 4 พนัธะกบั

ไนโตรเจน อะตอมท่ีอยูใ่นระนาบเดียวกบัหมู่ฮีม พนัธะท่ี 5 และ 6 ตั้งฉากกบัระนาบของฮีม  ซ่ึง

พนัธะท่ี 5  หรือตาํแหน่งโคออร์ดิเนชนั ( coordination position)  ท่ี 5 จะจบักบัไนโตรเจนอะตอม

ของกรดอะมิโนฮีส ติดีน (histidine) ของโปรตีนท่ีเรียกวา่ ฮีสติดีน F8 (His F8)    หรือพรอกซิมอล   

ฮีสติดีน (proximal histidine) ส่วนพนัธะท่ี 6 หรือ ตาํแหน่งโคออร์ดิเนชนัท่ี 6 จบักบัโมเลกุลของ

ออกซิเจน นอกจากน้ียงัพบวา่สารโมเลกุลเล็ก เช่น คาร์บอนมอนอกไซด ์( CO) ไนโตรเจนออกไซด ์

(NO) และไฮโดรเจนซลัไฟด ์( H2S) สามารถสร้างพนัธะท่ี 6 ของ Fe2+ ได ้ทาํใหท้ั้งฮีโมโกลบินและ

ไมโอโกลบินมีความชอบต่อสารโมเลกุลเล็กๆเหล่าน้ีสูงกวา่ออกซิเจน (อาภสัสรา, 2551; Horton et 

al., 2002) แต่ละสายของพอลิเปปไทดจ์บัอยูก่บัหมู่ฮีม 1 หน่วย เกาะภายในโมเลกลุบริเวณท่ีไม่มีขั้ว 

(non-polar residues) สูง  เหล็กของฮีมเช่ือมท่ีสองตาํแหน่งกบัอะตอมไนโตรเจนของหน่วยอิมิดา

โซลของกรดอะมิโนฮีสติดีน (histidine imidazole nitrogen atom) ของสายพอลิเปปไทด ์

 

 เม่ือเอาฮีมออกจากฮีโมโกลบินความเสถียรของโมเลกุลฮีโมโกลบินจะลดลง  ฮีโมโกลบิน

เป็นโปรตีนท่ีเม่ืออยูใ่นสภาพแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสมจะมีผลทาํใหโ้มเลกุลฮีโมโกลบินแยกออกจาก
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กนัอยา่งรวดเร็วเป็น 2 หน่วยยอ่ย (dimer) นํ้าหนกัโมเลกุลของสายกลอบินประมาณ 16,000 ดาลตนั 

โดยท่ีสายกลอบินมีจาํนวนกรดอะมิโนในสายอลัฟา 141 หน่วย ส่วนสายเบตา้ แกมมา และเดลตา้ มี 

146 หน่วย ซ่ึงฮีโมโกลบินของสัตวแ์ต่ละชนิดมีความหลากหลายแตกต่างกนั (Sripanitan, 1983; 

Jain et al., 1986; Voet and Voet, 2004; Guyton and Hall, 2011)  

  

โครงสร้างปฐมภูมิของฮีโมโกลบิน ( primary structure) มีลกัษณะเป็นพอลิเมอร์สายตรง 

(linear polymer) เช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะเปบไทด ์( peptide bond) สายพอลิเมอร์น้ีสามารถหมุนได้

อิสระ จึงเกิดส่วนท่ีเป็นเกลียว ( helical segment) และส่วน ท่ีไม่เป็นเกลียว ( non-helical segment) 

กลายเป็นโครงสร้างทุติยภูมิ ( secondary structure) ซ่ึงสามารถคงรูปอยูไ่ดด้ว้ยพนัธะไฮโดรเจน 

(hydrogen bond) และพบวา่ส่วนท่ีเป็นเกลียวเฮลิกซ์ (helix) ) มี 80 เปอร์เซ็นต ์สายเบตา้มี 8 เกลียว

ไดแ้ก่ A B C D E F G และ H  ส่วนสายอลัฟามี 7 เกลียวเฮลิกซ์ ไม่มีเกลียวเฮลิกซ์ D โดยนบัจาก

ปลาย N (N  -  terminus) ไปยงัปลาย C (C - terminus) ส่วนไม่เป็นเกลียวเฮลิกซ์มี 20 เปอร์เซ็นต ์

เช่น NA  AB และ BC เป็นตน้ (Sripanitan, 1983; Rodak et al., 2007; Schechter, 2008) 

 

โครงสร้างตติยภูมิ (tertiary structure) ของฮีโมโกลบินมีลกัษณะการมว้นตวัของโครงสร้าง

ทุติยภูมิ โดยหนัส่วนมีขั้ว (polar side chain) สมัผสักบัส่ิงแวดลอ้มท่ีเป็นนํ้าบริเวณผวิดา้นนอก โดย

มีหมู่ฮีมอยูด่า้นในมีลกัษณะแบบกระเป๋า ( pocket) ซ่ึงเช่ือมกบัสายกลอบินส่วนท่ีไม่ชอบนํ้า  

(hydrophobic side chain) อะตอมของ Fe2+ ในฮีมมีการสร้างพนัธะโควาเลนทก์บักรดอะมิโนฮีสติ

ดีน F8 (histidine F8) หรือกรดอะมิโนฮีสติดีนดา้นใกล้ (proximal histidine) ท่ีตาํแหน่ง His 87 ของ

สายอลัฟาและตาํแหน่ง His 92 ของสายเบตา้และยงัมีตาํแหน่งลิแกนด ์(ligand) ท่ีสาํคญั คือ กรดอะ

มิโนฮีสติดีน E7 (histidine E7) หรือกรดฮีสติดีนดา้นไกล (distal histidine) ท่ีตาํแหน่ง 58 ของ

สายอลัฟาและตาํแหน่ง 63 ของสาย เบตา้ ซ่ึงเป็นตาํแหน่งท่ีจบักบัออกซิเจน เม่ือ  Fe2+จบักบั

ออกซิเจนแลว้ แต่ละสายพอลิเปปไทดข์องฮีโมโกลบินอยูใ่นโครงสร้างตติยภูมิเช่นเดียวกบัไมโอ

โกลบิน (อาภสัสรา, 2551; ปรียานนัท ์และคณะ, 2553 ; Boonyarat, 1977; Sripanitan, 1983; Rodak 

et al., 2007)  

 

โครงสร้างจตุรภูมิของฮีโมโกลบิน ในคนอยูใ่นรูปเตตระเมอร์ ท่ีมี 4 หน่วยยอ่ย  (subunit) 

ประกอบ ดว้ย  4 สายพอลิเปปไทด์ และ 4 หมู่ฮีมซ่ึงเป็นหมู่พรอสเธติกทีมี่ เหลก็หรือเฟอรัสไอออน

เป็นองคป์ระกอบ (ภาพท่ี 3) ซ่ึงภายในโมเลกุลของฮีโมโกลบินมีการเช่ือมกนั 2 รูปแบบ ซ่ึงรูปแบบ

ท่ี 1 เป็นการเช่ือมระหวา่งสายท่ีคลา้ยกนั ไดแ้ก่  α1α2 และ β1β2 ท่ีมีความสาํคญัเก่ียวกบัการเช่ือมกนั

ระหวา่งหมู่ฮีม (heme-heme interaction)  และการขนส่งคาร์บอนไดออกไซด ์( CO2 carriage) (อาภสัส
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รา, 2551; Sripanitan, 1983; Voet and Voet, 2004) และรูปแบบท่ี 2 เป็นการเช่ือมกนัระหวา่งสาย

ต่างกนั ไดแ้ก่ α1β1 หรือ α2β2 ท่ีเก่ียวขอ้งกบัส่วนเกลียว B G H และส่วนมุม GH และ α1β2 หรือ 

α2β1ท่ีมีความสาํคญัเก่ียวขอ้งกบัเกลียว หลกั C G และส่วนมุม FG (Shikawa and Matsuoka, 2003) 

พบพนัธะไดซลัไฟด ์( disulfide bond) ในโครงสร้างน้ี ท่ีเกิดข้ึนจากหมู่ ไธออลของกรดอะมิ

โนซีสเตอีน (cysteine-SH group) ในสายฮีโมโกลบิน  (Ritter, 1996) สายอลัฟาและสายเบตา้ทั้งส่ีสาย

มาอยูร่วมกนัเป็นโครงสร้างจตุรภูมิ โดยแต่ละโซ่จบักบัหมู่ฮีมซ่ึงมีระยะห่างประมาณ 2.5 นาโน

เมตร โมเลกลุออกซิเจนจบักบัตาํแหน่งโคออร์ดิเนชนัท่ี 6 ของอะตอม Fe2+ ในหมู่ฮีมแต่ละหมู่ ความ

แตกต่างระหวา่งฮีโมโกลบินและไมโอโกลบินจะพบในโครงสร้างจตุรภูมิ (อาภสัสรา , 2551; Voet 

and Voet, 2004) 

 

 
 

ภาพที ่3  โครงสร้างจตุรภูมิของฮีโมโกลบิน  

 

ทีม่า: Encyclopedia Britannica (2007) 

 

             ฮีโมโกลบินมีสีแดงเน่ืองจากคุณสมบติัของหมู่ฮีมทาํใหดู้ดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 414 

นาโนเมตร โดยอิทธิพลของหมู่ โปรโตพอร์ไฟรินจบักบัเหล็ก เหล็กจบักบัออกซิเจนแบบหกหนา้ 

(six coordination) ทาํใหมี้การดูดกลืนแสงท่ีแตกต่างกนั (Piras et al., 2008)  อะตอมของเหลก็ใน

โมเลกุลของฮีมสามารถอยูใ่น รูปเฟอรัส (Fe2+) หรือรูปเฟอริก  (Fe3+) ได ้เม่ืออยูใ่น รูปเฟอรัสเรียกวา่ 

เฟอโรฮีโมโกลบิน (ferrohemoglobin) ถา้รูปเฟอรัส ถูกออกซิไดส์ใหอ้ยูใ่น รูปเฟอริก เรียกวา่ เมท

ฮีโมโกลบิน (methemoglobin) หรือเฟอริฮีโมโกลบิน (ferrihemoglobin) ซ่ึงไม่สามารถจบักบั

ออกซิเจนได ้แต่สามารถจบักบัโมเลกุลของนํ้า โดยปกติทัว่ไปมีปริมาณ เหลก็ในรูปเฟอริกในเลือด
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ไม่มากนกั จึงมีผลลดจาํนวนออกซิเจนท่ีจบักบัฮีโมโกลบินเพยีงเลก็นอ้ย ในเมด็เลือดแดงมีเอนไซม์

เมทฮีโมโกลบินรีดกัเทส (methemoglobin reductase) ท่ีสามารถเปล่ียนเมทฮีโมโกลบินปริมาณนอ้ย

กลบัไปเป็นเฟอโรฮีโมโกลบินได ้แต่ถา้มี เมทฮีโมโกลบิน ปริมาณมากในเลือดจะทาํใหผ้วิหนงัมีสี

เขียวคลํ้า  (cyanosis) (พพิฒัน์, 2536; สมปอง, 2550; อาภสัสรา, 2551; Whitford, 2005; Piras et al., 

2008)  

 

กลไกการจับออกซิเจน (Mechanism of Oxygen-Binding Cooperativity) 

  

ฮีโมโกลบินทาํหนา้ท่ีขนส่งออกซิเจน จึงตอ้งสามารถจบัอยา่งแน่นกบัออกซิเจน และปล่อย

ออกซิเจนออกไปไดโ้ดยง่ายตามสภาวะแวดลอ้ม ในถุงลมปอด  (alveoli) ความดนัออกซิเจนเท่ากบั 

100 ทอรร์ ท่ีความดนัน้ีฮีโมโกลบินจะอ่ิมตวัออกซิเจนเท่ากบั 100 % ในหลอดเลือดฝอยของ

กลา้มเน้ือท่ีทาํงานจะมีความดนัออกซิเจนเท่ากบั 20 ทอรร์ ซ่ึงฮีโมโกลบินจะอ่ิมตวัออกซิเจนนอ้ย

กวา่ 50% ท่ี 26 ทอรร์ กล่าวอีกนยัหน่ึงคือ เม่ือมีความตอ้งการออกซิเจนอยา่งมากในหลอดเลือดฝอย 

ฮีโมโกลบินจะปล่อยออกซิเจนใหไ้ดโ้ดยง่าย   ออกซิเจนท่ีส่งถ่ายจากฮีโมโกลบินจะถูกจบัไดอ้ยา่ง

รวดเร็วโดยไมโอโกลบินภายในเซลล ์เพราะคุณสมบติัของไมโอโกลบินท่ีจบัไดง้่ายกบัออกซิเจน

ถึงแมจ้ะมีความเขม้ขน้ของออกซิเจนตํ่า ซ่ึงการทาํงานร่วมกนัของโปรตีนทั้งสองชนิดน้ีเป็น

ประโยชน์อยา่งมากสาํหรับการขนส่งออกซิเจนจากปอดไปสู่กลา้มเน้ือหรือจากบริเวณท่ีมีออกซิเจน

สูงไปสู่เน้ือเยือ่ท่ีมีออกซิเจนตํ่ากวา่ ฮีโมโกลบินจะจบักบัออกซิเจนแบบผนักลบัได้  (reversible) 

และจบักบัโมเลกลุออกซิเจนได ้ 4  โมเลกลุ  โมเลกุลของฮีมทั้ง 4 โมเลกุลสามารถจบักบั

ออกซิเจนไดไ้ม่พร้อมกนั เม่ือฮีมโมเลกลุแรกจบักบัออกซิเจน จะทาํใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้าง

ของฮีโมโกลบิน  (conformation change) โดยเป็นผลจากการเช่ือมกนั ดว้ยพนัธะอ่อน (weak bond) 

ระหวา่ง α1β2  หรือ α2β1 เรียกวา่ sliding contacts ทาํหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบัความร่วมมือในการจบั

กบัออกซิเจน โดยทาํให้ ช่องวา่ง (gap) ระหวา่งสาย เบตา้ปรับใหเ้หมาะ ต่อการจบัขอ ง 2,3-บิสฟอส

โฟกลีเซอเรต (2,3-bisphosphoglycerate) มีผลทาํใหฮี้โมโกลบิน ลดความชอบต่อออกซิเจน ลง เรียก

โครงรูปแบบน้ีวา่ รูปแบบ R state (Relaxed state) ซ่ึงส่งผลใหมี้การส่ือสัญญาณไปยงัหมู่ฮีมของม อ

โนเมอร์อ่ืนๆ (heme-heme interaction) ทาํใหฮี้มโมเลกุลอ่ืนๆมีความสามารถในการจบั ออกซิเจนไดดี้

ข้ึน จึงเรียกวา่การจบัแบบทาํงานร่วมกนัเชิงบวก (positive cooperativity) โดยเม่ือโมเลกลุของ

ออกซิเจนตวัแรกเขา้ไปจบั จะทาํใหอ้อกซิเจนโมเลกุลต่อไปเขา้จบัง่ายข้ึน ซ่ึงเป็นคุณสมบติัของ

โปรตีนอลัโลสเตอริกคือการเปล่ียนแปลงโครงสร้างเม่ือโปรตีนจบักบัโมเลกุลเล็กๆ ฮีโมโกลบินมี

โครงสร้างจตุรภูมิท่ีต่างกนั 2 แบบ คือ ออกซีจิเนต (oxygenated) ซ่ึงเป็นรูปท่ีมีออกซิเจน และดีออก

ซีจิเนต (deoxygenated) ซ่ึงเป็นรูปท่ีไม่มีออกซิเจน ในออกซีจิเนตฮีโมโกลบินสายบีตาสองสายจะ
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เขา้มาอยูใ่กลก้นัมากกวา่ดิออกซีฮีโมโกลบิน  การเปล่ียนแปลงน้ีค่อนขา้งมากจนทาํใหท้ั้งสองรูป

ของฮีโมโกลบินมีโครงสร้างผลึกท่ีแตกต่างกนั (ภาพท่ี 4)    (เกียรติทว,ี  2554; Ritter, 1996 ; Horton et al., 

2002; Shikawa and Matsuoka, 2003; Whitford, 2005) นอกจากน้ีการเช่ือมกนั ดว้ยพนัธะคงท่ี (stable 

bond) ระหวา่ง α1β1 หรือ α2β2  ท่ีเรียกวา่ packing contacts ซ่ึงมีการเปล่ียนแปลงโครงสร้างเพียง

เลก็นอ้ย   มีหนา้ท่ีในการควบคุม ความคงตวั ต่อการจบักบัออกซิเจน และยบัย ั้งการเกิดออกซิเดชนั 

โดยเฉพาะกบั สาย เบตา้ทีมี่ค่า พเีอช  (pH) เป็นกรด ทาํใหเ้กิดการเติมออกซิเจนไดย้าก เรียก

โครงรูปแบบน้ีวา่ รูปแบบ T state (Tense state) (Prisco et al., 2000; Berg et al., 2002; Shikawa 

and Matsuoka, 2003) 

 

ฮีโมโกลบินของสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมมีโครงรูป  2 แบบ คือ โครงรูปแบบ R state ไม่มี salt 

bridge อยูใ่นสภาพคลาย เป็นโครงสร้างท่ีจบักบัออกซิเจนหรือออกซีฮีโมโกลบิน ( oxyhemoglobin) 

จึงเป็นกลุ่มท่ีมีความชอบต่อออกซิเจนสูง ( high oxygen affinity) และโครงรูปแบบ  Tense state มี 

salt bridge จาํนวนมากยดึโครงสร้างไวอ้ยูใ่นสภาพเครียดซ่ึงเป็นโครงสร้างท่ีไม่ไดจ้บักั บ

ออกซิเจน  หรือดีออกซีฮีโมโกลบิน (deoxyhemoglobin) เป็นกลุ่มท่ีมีความชอบต่อออกซิเจนตํ่า 

(low oxygen affinity) โดยท่ี CO2, H+ และ Cl-
  มีผลลดความชอบต่อออกซิเจน โดยทาํใหเ้กิด salt 

bridge ท่ีแขง็แรง  T state มีความเสถียรมากกวา่ R state เน่ืองจากมี ionic salt bridge จาํนวนมากท่ี  

α1β2 ในสภาพปกติตามธรรมชาติทั้งสองรูปแบบน้ีจะอยูใ่นภาวะสมดุล (equilibrium) (ภาพท่ี 4)  

(Lehninger et al., 1993; Whitford, 2005)  

 

ความแตกต่างระหวา่ง กลุ่มท่ีมีความชอบต่อออกซิเจนสูง และกลุ่มท่ีมีความชอบต่อออกซิ  

เจนตํ่าอยูท่ี่ปลาย N ของกรดอะมิโน ตาํแหน่งท่ี 2 (NA2β) ในสายเบตา้ ส่วนท่ีไม่ใช่เกลียว เฮลิกซ์  

โดยกลุ่มท่ีมีความชอบต่อออกซิเจนสูงเป็นกรดอะมิโนพวก hydrophilic ไดแ้ก่ กรดอะมิโนฮีสติดีน 

กลูตามีน (glutamine) หรือ แอสพาราจีน  (asparagine) ส่วนกลุ่มท่ีชอบต่อออกซิเจนตํ่าเป็นกรดอะมิ

โนพวก hydrophobic ไดแ้ก่ กรดอะมิโนลิวซีน  (leucine) เมทไธโอนีน (methionine) หรือ เฟนิลอะ

ลานีน (phenylalanine) (Perutz and Imai, 1980; Ritter, 1996; Horton et al., 2002) 
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ภาพที ่4  โครงรูปของดีออกซี ฮีโมโกลบิน  (deoxyhemoglobin form) ทีอ่ยูใ่นรูป T state  ไป

เป็นออกซีฮีโมโกลบิน (oxyhemoglobin form) ท่ีอยูใ่นรูป R state โดยมีการหมุนเคล่ือนท่ี

ไปจากเดิมประมาณ 15 องศา  

 

ทีม่า: Lehninger (1993) 

 

การวดัความชอบต่อออกซิเจนของฮีโมโกลบิน ใชว้ดัค่า P50 ซ่ึงเป็นความดนัของออกซิเจนท่ี

ทาํใหมี้ปริมาณของฮีโมโกลบินอ่ิมตวัดว้ยออกซิเจนคร่ึงหน่ึงของปริมาณฮีโมโกลบินทั้งหมด  ค่า  P50 

จึงเป็นค่าท่ีบ่งช้ี ถึงฮีโมโกลบินวา่มีความชอบต่อออกซิเจนมากนอ้ยเพียงใด ถา้ค่า  P50 ต ํ่า แสดงวา่มี

ความชอบต่อออกซิเจนสูง  เน่ืองจากแมค้วามดนัของออกซิเจนตํ่าแต่ฮีโมโกลบินก็สามารถอ่ิมตวัไป

ดว้ยออกซิเจนถึงคร่ึงหน่ึง แต่ถา้ค่า P50 สูง แสดงวา่มีความชอบต่อออกซิเจนตํ่า เน่ืองจากตอ้งมีความ

ดนัของออกซิเจนสูงเพือ่ใหฮี้โมโกลบินอ่ิมตวัดว้ยออกซิเจนถึงคร่ึงหน่ึง  ฮีมแต่ละโมเลกุลจบักบั

ออกซิเจนได ้1 โมเลกุล ทาํให้ ฮีโมโกลบิน 1 โมเลกลุ สามารถจบักบัออกซิเจนได ้ 4 โมเลกลุ  หรือ

ออกซิเจน 8 อะตอม เม่ือฮีโมโกลบิน 1โมเลกลุจบักบัออกซิเจนท่ีตาํแหน่งจบั (binding site) ครบทั้ง 

4 ตาํแหน่ง เรียกวา่การอ่ิมตวัของฮีโมโกลบิน (saturated hemoglobin) (Ritter, 1996 ; Horton et al., 

2002) ทั้งฮีโมโกลบินและไมโอโกลบินจะจบักบัออกซิเจนแบบผนักลบัไดเ้ม่ือเขียนกราฟระหวา่ง

ระดบัการอ่ิมตวัของไมโอโกลบินดว้ยออกซิเจนกบัความดนัออกซิเจนจะเห็นวา่เปอร์เซ็นตก์าร

อ่ิมตวัมีการเพิ่มข้ึนอยา่งคงท่ีจนกระทัง่ใกลก้ารอ่ิมตวัอยา่งสมบูรณ์ระดบัความชนัจะหยดุลง ดงันั้น

กราฟการจบักบัออกซิเจนของไมโอโกลบินจึงเป็นไฮเพอร์โบลิก  (hyperbolic) ในทางตรงกนัขา้ม 

กราฟการจบักบัออกซิเจนของฮีโมโกลบินนั้นเป็นซิกมอยเดิล (sigmoidal) กราฟรูปร่างน้ีบ่งช้ีวา่การ
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จบัของออกซิเจนโมเลกุลแรกจะช่วยการจบัของออกซิเจนตวัท่ีสองง่ายข้ึน และช่วยใหก้ารจบัตวัท่ี

สาม และต่อไปของตวัท่ีส่ีง่ายข้ึนเร่ือยๆ ซ่ึงปรากฎการณ์น้ีเรียกวา่ การจบัแบบทาํงานร่วมกนั 

(cooperative binding) แต่เป็นท่ีน่าสังเกตวา่ในการจบัแบบทาํงานร่วมกนัของฮีโมโกลบินนั้นการจบั

ของออกซิเจนตวัถดัไปจะเขา้จบัไดง่้ายกวา่ตวัก่อนหนา้ แต่กราฟเส้นโคง้ของการจบัก็ยงัตํ่ากวา่ของ

ไมโอโกลบินท่ีความดนัออกซิเจนเดียวกนั กล่าวอีกนยัหน่ึงคือ ท่ีความดนัออกซิเจนใดๆ ไมโอ

โกลบินจะมีเปอร์เซ็นตก์ารอ่ิมตวัสูงกวา่ฮีโมโกลบิน (ภาพท่ี 5) จากเหตุผลดงักล่าวทาํให้

ฮีโมโกลบินท่ีปอดจะจบักบัออกซิเจนไดอ้ยา่งสมบูรณ์พร้อมขนส่งไปใหเ้ซลลอ่ื์นๆในร่างกาย      

ซ่ึงเมด็เลือดแดงทาํหนา้ท่ีขนส่งออกซิเจนไปยงัเซลลต์่างๆท่ีมีออกซิเจนตํ่า ออกซิเจนท่ีขนส่งผา่น

ฮีโมโกลบินจะถูกจบัอยา่งรวดเร็วโดยไมโอโกลบินภายในเซลล ์เน่ืองจากไมโอโกลบินสามารถจบั

ไดแ้น่นกบัออกซิเจนแมจ้ะมีความเขม้ขน้ของออกซิเจนตํ่า ซ่ึงมีประโยชน์ในการทาํงานร่วมกนัของ

โปรตีนทั้งสองชนิดน้ีในการขนส่งออกซิเจนจากปอดไปสู่กลา้มเน้ือหรือบริเวณท่ีมีออกซิเจนสูง

ไปสู่เน้ือเยือ่ท่ีมีออกซิเจนตํ่า (เกียรติทว,ี 2554 ; Horton et al., 2002; Boron and Boulpaep, 2003; 

Whitford, 2005; Cunningham and Klein, 2007; Nelson and Cox, 2008)  

 

มีปัจจยัหลายประการท่ีมีผลต่อ กราฟของการอ่ิมตวัดว้ยออกซิเจน ของฮีโมโกลบิน  ทาํให้

ความสามารถในการจบักบัออกซิเจนของฮีโมโกล บินเปล่ียนแปลงไป  นอกจากน้ีความชอบ

ออกซิเจนของฮีโมโกลบิน (hemoglobin-oxygen affinity) ข้ึนอยูก่บัพเีอชในเลือด ความดนั ยอ่ยของ

ออกซิเจน  (pO2) ความดนัยอ่ยของคาร์บอนไดออกไซด์   (pCO2) อุณหภูมิ และ 2,3-บิสฟอสโฟกลี

เซอเรต (บวัรอง, 2536; สมปอง, 2550; Murray et al., 1996; Boron and Boulpaep, 2003; Cunningham 

and Klein, 2007; Nelson and Cox, 2008)   

 

เม่ือพเีอชของเลือดลดลงเลือดมีความเป็นกรดมากข้ึน เน่ืองจากความเขม้ขน้ของ โปรตอน (H+) 

เพิ่มข้ึน ฮีโมโกลบินจะจบัออกซิเจนไดน้อ้ยลง กราฟจึงเล่ือนไปทางขวา  หรือ pCO2 เพิ่มข้ึนก็  มีผล

ทาํให้ ฮีโมโกลบินจบักบัออกซิเจนไดน้อ้ยลง ทาํใหค้วามชอบต่อออกซิเจน ลดลง เป็นผลให้   HbO2 

dissociation curve เล่ือนไปทางขวา (ฮีโมโกลบินปล่อยออกซิเจนมากข้ึน) เรียกวา่โบร์เอฟเฟกท ์

“Bohr effect” ตามช่ือของผูค้น้พบ คริสเตียน โบร์ (Christian Bohr) การมี H+ และ CO2 อยูจ่ะไม่

ส่งผลต่อความสามารถในการจบัออกซิเจนของไมโอโกลบิน คือเม่ือมีการ เพิ่มความเขม้ขน้ของ H+ 

หรือการเพิ่มความเป็นกรด หรือการลดค่า พเีอชทาํใหมี้การปลดปล่อยออกซิเจนออกจากโมเลกลุ

ของฮีโมโกลบิน แลว้มีผลลดความชอบต่อออกซิเจนของฮีโมโกลบินลง ดงันั้นในภาวะท่ีตอ้งการใช้

ออกซิเจนมากๆ เช่น ออกกาํลงักายอยา่งหนกัหรือในภาวะท่ีมีระบบการไหลเวยีนลม้เหลว และ
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ไดรั้บออกซิเจนไม่ เพียงพอกบัความตอ้งการจะมีแลคแตตเกิดข้ึนมากซ่ึงเป็นตน้ตอของ H+ ทาํให้

ฮีโมโกลบินจบักบัออกซิเจนไดน้อ้ยลงจึงปล่อยออกซิเจนใหแ้ก่เน้ือเยือ่ท่ีตอ้งการไดอ้ยา่งรวดเร็ว 

 

 
 

ภาพที ่5  กราฟเปรียบเทียบการจบัออกซิเจนของไมโอโกลบินและฮีโมโกลบิน (oxygen binding  

                 curve)  ไมโอโกลบินอ่ิมตวัท่ี50% ท่ีความดนัออกซิเจน 2.8 ทอร์ แต่ฮีโมโกลบินจะอ่ิมตวั 

                ท่ี 50 % เม่ือความดนัออกซิเจน 26 ทอร์ 

 

ทีม่า: Whitford (2005)   

 

อุณหภูมิ มีผลต่อการจบัออกซิเจนของฮีโมโกลบิน ถา้อุณหภูมิสูงข้ึนฮีโมโกลบินจบักบั

ออกซิเจนไดน้อ้ยลง เช่น ระหวา่งออกกาํลงักายอุณหภูมิของเลือดจะเพิ่มข้ึนจากความร้อนท่ีเกิดจาก

การทาํงานของกลา้มเน้ือ ฮีโมโกลบินจะปล่อยออกซิเจนใหแ้ก่กลา้มเน้ือท่ีกาํลงัทาํงาน  การเพิ่ม

อุณหภูมิมีผลใหอ้อกซีฮีโมโกลบินปล่อยออกซิเจนออก ทาํให ้ HbO2 dissociation curve เล่ือนไป

ทางขวา เม่ือเลือดไหลผา่นเน้ือเยือ่ท่ีมีอุณหภูมิตํ่าซ่ึงเป็นเลือดท่ีมีออกซิเจนมาก ทาํใหอ้อกซี

ฮีโมโกลบิน มีการปล่อยออกซิเจนนอ้ยและเซลลมี์อตัราเมแทบอลิซึมลดลงทาํใหมี้ความตอ้งการ

ออกซิเจนนอ้ยลง โดยเฉพาะท่ีปอดความเยน็มีส่วนช่วยในการทาํใหฮี้โมโกลบินจบักบัออกซิเจนได้

ดีข้ึนทาํให ้HbO2 dissociation curve เล่ือนไปทางซา้ย (บวัรอง, 2536; เกียรติทว,ี 2554;  Guyton and 

Hall, 2011) 
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เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของ H+ (โดยการลดลงของค่า pH) จะลดความชอบในการจบักบั

ออกซิเจนของฮีโมโกลบิน การเพิ่ม  H+  ทาํใหเ้กิดโปรโตเนชนั (protonation) ของกรดอะมิโน หรือ

การเติมโปรตอนใหก้บักรดอะมิโนท่ีสาํคญั ไดแ้ก่ ปลายดา้น N ของสายอลัฟา และ His146 ของสาย

เบตา้ ฮีสติดีนท่ีไดรั้บการเติมโปรตอน (protonated histidine) นั้นถูกดึงดูดหรือทาํใหเ้สถียรโดย  salt 

bridge ท่ีเกิดกบั Asp94 ซ่ึงจะทาํใหฮี้โมโกลบินมีโครงสร้างแบบดีออกซีจิเนต    ในเน้ือเยือ่ท่ีกาํลงัมี

เมแทบอลิซึมจะตอ้งการออกซิเจนและมีการปลดปล่อย H+ ออกมา จึงทาํใหเ้กิดสภาวะแวดลอ้มท่ี

เป็นกรด ภายในสภาวะน้ีฮีโมโกลบินจะมีความชอบในการจบัออกซิเจนลดลง และปล่อยออกซิเจน

ออกมาเม่ือมีความตอ้งการ (ภาพท่ี 6) กรดและเบสจะส่งผลกระทบต่อคุณสมบติัของฮีโมโกลบินใน

การจบักบัออกซิเจน ออกซีจิเนตฮีโมโกลบินจะเป็นกรดท่ีแรงกวา่ (มีค่า pKa ตํ่ากวา่) ดีออกซีจิเนต

ฮีโมโกลบิน ดงันั้นการเปล่ียนแปลงโครงสร้างจตุรภูมิของฮีโมโกลบินจะสามารถควบคุมบฟัเฟอร์

ของเลือดผา่นทางโมเลกุลของฮีโมโกลบินนัน่เอง  

 

 
 

 

    ภาพที ่6  กราฟแสดงการจบักนัของออกซิเจนและฮีโมโกลบิน (HbO2 dissociation curve) การ   

                   เปล่ียนแปลงของกราฟไปทางขวาจากการเพิ่มความเขม้ขน้ของ H+ (การลดลงของพีเอช)   

                   การเพิ่มข้ึนของ CO2 การเพิ่มข้ึนของอุณหภูมิ และการเพิ่มข้ึนของ 2,3-BPG 

 

ทีม่า: Guyton and Hall (2011) 
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CO2ปริมาณมากถูกผลิตออกมาระหวา่งกระบวนการเมแทบอลิซึม CO2 จะรวมกบันํ้าใน

เลือดเกิดเป็น H2CO3 ค่า pKa ของ  H2CO3 มีค่าเท่ากบั 6.35 CO2 ท่ีอยูใ่นเลือดและจากสาย

ฮีโมโกลบิน เม่ือ CO2
  ทาํปฏิกิริยากบันํ้าจะไดก้รดคาร์บอนิคซ่ึงจะแตกตวัให ้H+  ดงัสมการ 

 

CO2
    +    H2O                                    H2CO3 

H2CO3                              H+   +   HCO3
- (bicarbonate)   

หรือ      CO2    +    R - NH2                              R - NHCOO- (carbamate)   +   H+   

 

ค่า pH ปกติของเลือดมีค่าเท่ากบั 7.4 ดงันั้นประมาณ 90 % ของCO2 จะละลายในเลือด และ

อยูใ่นรูปของไบคาร์บอเนตไอออน  (bicarbonate, HCO3
- )โดยปลดปล่อย H+  การมี H+ อยูใ่น

ปริมาณมากเป็นผลมาจากการผลิต CO2 น้ีทาํใหโ้ครงสร้างจตุรภูมิของฮีโมโกลบินชอบท่ีจะอยูใ่น

รูปของดีออกซีจิเนตฮีโมโกลบิน ดงันั้นความชอบในการจบักบัออกซิเจนจึงตํ่าลง HCO3
- จะถูก

ขนส่งไปยงัปอดซ่ึงจะไปรวมกบั H+ ท่ีถูกปลดปล่อยออกมาเม่ือฮีโมโกลบินไดรั้บออกซิเจนไดเ้ป็น  

H2CO3 นั้นจะปล่อย CO2ซ่ึงจะออกมากบัลมหายใจออก ฮีโมโกลบินสามารถขนส่ง  CO2 โดยตรงได้

ดว้ยเหมือนกนั เม่ือความเขม้ขน้ของ  CO2 สูงข้ึน  CO2 น้ีจะรวมกบัหมู่อลัฟาอะมิโนอิสระ ไดเ้ป็น

คาร์บาเมต (carbamate) 

 

ปฏิกิริยาน้ีจะเปล่ียนหมู่อลัฟาอะมิโนท่ีอยูด่า้นปลายไปเป็นแอนไอออน  (anion) ซ่ึงจากนั้น

จะเขา้ไปปฏิสัมพนัธ์กบั Arg141 ของสายอลัฟา ทาํใหรู้ปแบบดีออกซีจิเนตฮีโมโกลบินมีความเสถียร  

ฮีโมโกลบินในเลือดนั้นจบัอยูก่บัลิแกนดต์วัอ่ืนดว้ย เช่น บิสฟอสโฟกลีเซอเรต  (2,3-

bisphosphoglycerate, BPG)  ซ่ึงส่งผลอยา่งมากกบัความสามารถในการจบักบัออกซิเจน  2,3-BPG 

เป็นแอนไอออนิก ฟอสเฟตอินทรีย์ จากขบวนการไกลโคไลซีส ( glycolysis) ในเมด็เลือดแดง  

สามารถจบักบัสายเบตา้ทั้งสองของฮีโมโกลบินตรงตาํแหน่งของหมู่อะมิโนท่ีปลาย N และหมู่อิมิดาโซล

ของ  β-143 ฮีสติดีนของฮีโมโกลบิน 2,3-BPG ทาํหนา้ท่ีเป็นตวัควบคุมแบบอลัโลสเตอริก  (allosteric 

effector) ของฮีโมโกลบิน จะจบักบัดีออกซีฮีโมโกลบินทาํให้เกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้าง ของ

ฮีโมโกลบิน ส่งผลให้ความชอบต่อออกซิเจนลดลง ดงันั้นเม่ือมี 2,3-BPG มากข้ึน ออกซีฮีโมโกลบิน จะ

ปล่อยออกซิเจนให้แก่เน้ือเยือ่  ทาํให ้ HbO2 dissociation curve เล่ือนไปทางขวา  การทาํงานใน

ลกัษณะน้ีเป็นการปรับสมดุลทางโครงสร้างของฮีโมโกลบินระหวา่งรูปดีออกซีฮีโมโกลบินและ

ออกซีฮีโมโกลบิน ดงัสมการ 

 

   Hb-BPG + 4 O2     ↔   Hb(O2)4  + BPG 
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ดงันั้นขบวนการไกลโคไลซีสท่ีเกิดมากข้ึนจากการออกกาํลงักาย การข้ึนไปบนท่ีสูงกวา่

ระดบันํ้าทะเล (high altitude) และการขาดออกซิเจนเป็นเวลานาน (chronic hypoxia) มีผลทาํให้

ระดบั 2,3-BPG ในเมด็เลือดแดงเพิ่มข้ึน ทาํใหร่้างกายไดรั้บออกซิเจนมากข้ึน ( บวัรอง, 2536;           

อาภสัสรา,  2551; Horton et al.,  2002 ) 

 

การจบัของ BPG เกิดข้ึนดว้ยแรงอิเลก็โตรสเตติก (electrostatic forces) ซ่ึงเกิดข้ึนระหวา่ง

ประจุลบของ BPG และประจุบวกของโปรตีน เม่ือมี  BPG ความดนัท่ี  50% ของฮีโมโกลบินถูกจบั

โดยออกซิเจน คือ  26 ทอร์ แต่ถา้ไม่มี  BPG ในเลือด ความสามารถของฮีโมโกลบินในการจบักบั

ออกซิเจนจะสูงกวา่น้ีมาก (ความดนัท่ี 50% ของฮีโมโกลบินถูกจบัโดยออกซิเจนคือ 1 ทอร์)

ออกซิเจนเพยีงเลก็นอ้ยก็จะถูกปลดปล่อยออกมาในหลอดเลือดฝอย ฮีโมโกลบินท่ีแยกไดจ้ากเลือด

และแยกเอา BPG ท่ีจบัอยูอ่อกไปแลว้จะแสดงพฤติกรรมน้ี (ภาพท่ี 7) 

 

 
 

ภาพที ่7  แสดงคุณสมบติัการจบัออกซิเจนของฮีโมโกลบินโดยมีและไม่มี BPG 

 

ทีม่า: Whitford (2005)   

 

BPG มีบทบาทการใหอ้อกซิเจนกบัตวัอ่อนท่ีกาํลงัเติบโต ตวัอ่อนในครรภจ์ะไดรั้บ

ออกซิเจนจากเลือดของแม่ทางรก ฮีโมโกลบินของตวัอ่อน  (fetal hemoglobin, Hb F) จะมีความชอบ

ในการจบักบัออกซิเจนสูงกวา่ฮีโมโกลบินของแม่ ทาํใหเ้กิดการขนส่งออกซิเจนจากแม่สู่ลูกอยา่งมี
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ประสิทธิภาพ ซ่ึงกระบวนการน้ีเกิดข้ึนไดเ้น่ืองจาก Hb F มีลกัษณะพิเศษสองประการ ลกัษณะแรก

คือ มีสายพอลิเปปไทดท่ี์ต่างกนัสองสาย โครงสร้างของหน่วยยอ่ยใน Hb F คือα2β2 สายเบตา้ของ

ฮีโมโกลบินผูใ้หญ่ปกติ (Hb A) ถูกแทนท่ีดว้ยสายแกมมา ซ่ึงมีโครงสร้างคลา้ยคลึงกนัแต่ไม่

เหมือนกนัทุกประการ ลกัษณะท่ีสองคือ Hb F จบักบั BPG ไดไ้ม่แน่นเท่ากบั Hb A ในสายเบตา้

ของคนปกติ His143 จะสร้าง salt bridge กบั BPG ใน Hb F นั้นสายแกมมามีการแทนท่ี His143ดว้ย Ser 

การเปล่ียนกรดอะมิโนท่ีมีประจุบวก (His) ไปเป็นกรดอะมิโนท่ีเป็นกลาง  (Ser) น้ีทาํให้

ความสามารถของฮีโมโกลบินในการจบั  BPG ลดลง จึงทาํใหป้รากฏการณ์อลัโลสเตอริกลดลง ซ่ึง

มากพอท่ีจะทาํใหก้ราฟการจบัของ Hb F สูงกวา่ Hb A 

 

ฮีโมโกลบินท่ีไดรั้บการศึกษาอยา่งมากคือ ฮีโมโกลบินของเซลลรู์ปเคียว  (sickle-cell 

hemoglobin, Hb S) ใน Hb S นั้นสายเบตา้จะมีการแทนท่ีของกรดอะมิโนหน่ึงหน่วยจากกรดกลูตา

มิก (glutamic acid) ไปเป็นเวลีน (valine) การแทนท่ีกรดอะมิโนท่ีมีขั้วดว้ยกรดอะมิโนท่ีไม่มีขั้วเป็น

สาเหตุท่ีทาํใหเ้กิดโรค กรดอะมิโนท่ีไม่มีขั้วบนผวิของโปรตีนทาํใหเ้กิดการเกาะกลุ่มกนั 

(aggregation) ของโมเลกุลดว้ยแรงแบบไม่มีขั้ว (nonpolar force) และการเกาะกลุ่มกนัดงักล่าวเป็น

สาเหตุใหเ้มด็เลือดเป็นรูปเคียว (เกียรติทว,ี  2554) 

 

นอกจากน้ียงัมีสารฟอสเฟตอินทรียอ่ื์นๆท่ีมีผลต่อการทาํงานของฮีโมโกลบินในลกัษณะ

เดียวกนั ไดแ้ก่ อิโนซิทอล  เฮกซาฟอสเฟต (inositol hexaphosphate; IHP) ทาํหนา้ท่ี แทน BPG 

ในนก อะดีโนซีน  ไตรฟอสเฟต ( adenosine triphosphate; ATP) ทาํหนา้ท่ีแทน BPG ในปลาและ

สัตวส์ะเทินนํ้าสะเทินบก ( amphibian)  ส่วนใหญ่  และกวาโนซีน  ไตรฟอสเฟต ( guanosine 

triphosphate; GTP) ทาํหนา้ท่ีแทน BPG ในปลากระดูกแขง็ นอกจากน้ียงัพบวา่ในเมด็เลือดแดงของ

สัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมจะมี ATP ประมาณ 2 มิลลิโมลาร์ ทาํหนา้ท่ีป้องกนัไม่ใหฮี้โมโกลบินจบักบั Mg2+ เกิด

เป็นคอมเพลกซ์เชิงซอ้น (อาภสัสรา,  2551) 

 

งานวจัิยทีเ่กีย่วข้องกบัการศึกษาฮีโมโกลบิน 

 

จากการศึกษาฟีโนไทป์ของฮีโมโกลบินโค  โดยใช้เทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบกระดาษ  

(paper electrophoresis) พบฮีโมโกลบิน 2 ฟีโนไทป์ คือ Hb AA และ Hb BB (Bangham and 

Blumberg, 1958) ซ่ึง Bangham and Blumberg (1958) ไดศึ้กษาเพิ่มเติมพบฮีโมโกลบิน 3 ฟีโนไทป์ 

คือ Hb AA, Hb BB และ Hb AB  Bachmann et al. (1978) รายงานพบฮีโมโกลบินชนิด AA, AB 

และ BB ในโคยโุรป ซ่ึงลกัษณะของ Hb มียนีคู่ท่ีมีรูปแบบต่างกนัอยูท่ี่ตาํแหน่งโลกสั (locus) 
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เดียวกนั เรียกวา่อลัลีล (allele) ซ่ึง Hb A ถูกควบคุมโดยอลัลีลหน่ึงขณะท่ี  Hb B ถูกควบคุมโดยอลั

ลีลตรงกนัขา้ม Hb AA และ Hb BB มีคู่ยนีเหมือนกนั (homologus) ส่วน Hb AB มีคู่ยนีต่างกนั 

(heterozygous)  (Bachmann et al., 1978) 

 

               มีรายงานการศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งฟีโนไทป์ของฮีโมโกลบินและความตา้นทานต่อ

โรคท่ีเกิดจากเช้ือโปรโตซวัในเลือดโค โดยโคท่ีมีฮีโมโกลบินชนิด Hb AA แสดงความตา้นทานต่อ

การติดเช้ือทริปพาโนโซม (trypanosome) ไดสู้งกวา่โคท่ีมีฮีโมโกลบินชนิด Hb BB (Bachmann et 

al., 1978) เช่นเดียวกบั Francis and Little (1964) ไดร้ายงานความสัมพนัธ์ระหวา่งชนิดของ

ฮีโมโกลบินในโคและความตา้นทานต่อเห็บ   ลกัษณะของ ฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ ท่ีมีแถบของ

ฮีโมโกลบินปรากฏเพียงแถบเดียวนั้นน่าจะเป็นผลมาจากยนีท่ีควบคุมลกัษณะของฮีโมโกลบินนั้นๆ 

มีลกัษณะเป็นโฮโมไซกสั อลัลีล (homozygous allele)  

 

จากการศึกษาเปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโนในสายเบตา้ของ Hb A และ Hb B  ในโคพนัธ์ุ

เจอร์ซ่ี และโคพนัธ์ุเฮียร์ฟอร์ด พบวา่ลาํดบักรดอะมิโน 145 หน่วย (residues) ในตาํแหน่งท่ี 15  18 

และ 119 มีความแตกต่างกนัโดยสายเบตา้ของ Hb A ตาํแหน่งท่ี 15 เป็นกรดอะมิโนไกลซีน  สาย

เบตา้ของ Hb B เป็นกรดอะมิโนเซอรีน (serine) ตาํแหน่งท่ี 18 สายเบตา้ของ Hb A เป็นกรดอะมิโน  

ไลซีน (lysine) สายเบตา้ของ Hb B เป็นกรดอะมิโนฮีส ทิดีน และตาํแหน่งท่ี 119 สายเบตา้ของ Hb 

A เป็นกรดอะมิโนไลซีน สายเบตา้ของ Hb B เป็นกรดอะมิโนแอสพาราจีน นอกจากน้ีพบวา่ลาํดบั

กรดอะมิโนท่ีปลาย N (N-terminal) ของสายเบตา้มีกรดอะมิโนเป็นเมทไธโอนีน และ ลิวซีน 

(Schroeder et al., 1967) 

 

จากการศึกษาโครงสร้างปฐมภูมิของสายอลัฟากลอบินในฮีโมโกลบินจากกระบือแม่นํ้า

จาํนวน 4 ตวั พบวา่มีความแตกต่างกนัของ ยนี A และ ยนี B ซ่ึงโคดอนท่ี 64 ถูกแทนท่ีดว้ยกรดอะมิ

โนอะลานีน หรือกรดอะมิโนแอสพาราจีน ยนี A ถอดรหสัได ้2 สายอลัฟากลอบิน คือ I alpha 1 

และ II alpha 3 โดยอลัฟาทั้งสองสายมีลาํดบักรดอะมิโนแตกต่างกนัท่ีตาํแหน่ง 129 และ 131 ซ่ึง I 

alpha 1 ตาํแหน่งท่ี 64 129 และ 131 เป็นกรดอะมิโนอะลานีน  (alanine), กรดอะมิโนเฟนิลอะลานีน  

และกรดอะมิโนแอสพาราจีน ตามลาํดบั ขณะท่ี II alpha 3 ตาํแหน่งท่ี 64 , 129 และ 131 เป็นกรดอะ

มิโนอะลานีน  กรดอะมิโนลิวซีน และกรดอะมิโนเซอรีนตามลาํดบั  (Ferranti et al., 2001)   และ

Ferranti et al. (2001) ไดร้ายงานความแตกต่างของสายอลัฟาหน่ึงและสายอลัฟาสามท่ีตาํแหน่ง 129 

และ 131 พบวา่ I alpha 1 และ II alpha 3 คือ สายอลัฟาหน่ึงและสายอลัฟาสามตามลาํดบั  ใน Hb 

AA  ส่วนยนี B ถอดรหสัได ้2 สายอลัฟา คือ I alpha 2 และ II alpha 4 หรือ Hb 2 และ Hb 4 ใน Hb 

BB (Di Luccia et al., 1991) โดยสายอลัฟาหน่ึงและสายอลัฟาสองมีลาํดบักรดอะมิโนแตกต่างกนัท่ี
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ตาํแหน่ง 10  11 และ 64 คือ I alpha 2 ตาํแหน่ง 10  11 และ 64 เป็นกรดอะมิโนไอโซลิวซีน 

(isoleucine) กรดอะมิโนกลูตามีน  และกรดอะมิโนแอสพาราจีนตามลาํดบั ขณะท่ี II alpha 4 

ตาํแหน่ง 10 11 และ 64 เป็นกรดอะมิโนวาลีน (valine) กรดอะมิโนไลซีนและกรดอะมิโนแอสพารา

จีนตามลาํดบั ขณะท่ี II alpha 4 ตาํแหน่ง 10  11 และ 64 เป็นกรดอะมิโนวาลีน  กรดอะมิโนไลซีน 

และกรดอะมิโนแอสพาราจีนตามลาํดบั ซ่ึงในตาํแหน่งท่ี 64 อาจเป็นกรดอะมิโนอะลานีนหรือ

กรดอะมิโนแอสพาราจีนก็ได ้ โดย กรดอะมิโนถูกแทนท่ีในตาํแหน่งโลกสัเดียวกนัและไม่ใช่

ตาํแหน่งโลกสัเดียวกนัในสายอลัฟา  ซ่ึงเป็นผลจากการเกิดการกลายแบบ single point mutation 

(Ferranti et al., 2001) 

 

การศึกษานํ้าหนกัโมเลกุลของฮีโมโกลบินกระบือแม่นํ้าโดยใชเ้ทคนิค  electrospray mass 

spectrometry (ES/MS) พบวา่สายเบตา้ของ  Hb AA มีนํ้าหนกัโมเลกุล  เท่ากบั 15,985.98±1.00 ดาล

ตนั ส่วนสายอลัฟาหน่ึงและอลัฟาสามมีนํ้าหนกัโมเลกุลเท่ากบั  15,058.12±0.43 ดาลตนั  และ 

14,997.18±0.44 ดาลตนั ตามลาํดบั  สายอลัฟาทั้งสองมีนํ้าหนกัโมเลกุลรวมเท่ากบั  30 กิโลดาลตนั  

ซ่ึงมีค่าสูงกวา่โครงสร้างปฐมภูมิพื้นฐานท่ีไดค้าดไว้  นอกจากน้ี  ลาํดบักรดอะมิโนบริเวณปลาย  C 

(C- terminal region) ของสายอลัฟาหน่ึงใน  Hb AA ตาํแหน่งท่ี  129 และ 131 เป็นกรดอะมิโนชนิด

ลิวซีนและเซอรีน  ในขณะท่ีสายอลัฟาสามเป็นกรดอะมิโนชนิดเฟนิลอะลานีนและแอสพาราจีน  

(Ferranti et al., 1993) 

 

การศึกษาฮีโมโกลบินของกลุ่มตระกลูแมวนํ้ามีหู (pinnipeds) จาํนวน 7 สปีชีส์โดยเทคนิคอิ

เลก็โตรโฟรีซิสแบบแป้งเจล  ใชท้ริส EDTA บอเรตบฟัเฟอร์  (borate buffer) พเีอช 8.6 พบแถบ

ฮีโมโกลบินหลกั (major hemoglobin) 2 แถบ ประกอบ ดว้ย Hb fast และ Hb slow โดยพบวา่  

elephant grey ribbon และ harbor seal มีอตัราส่วนระหวา่ง  Hb fast ต่อ Hb slow เท่ากบั 3 ต่อ 1 

ในขณะท่ี fur seal sea lion และ walrus มีอตัราส่วนเท่ากบั 1 ต่อ 1 ตามลาํดบั และมีแถบฮีโมโกลบิน

รอง (minor hemoglobin) 1 แถบ เม่ือศึกษานํ้าหนกัโมเลกุลของ ฮีโมโกลบินของ elephant seal โดย

วธีิเจลฟิลเทรชนัคอลมัน์โครมาโทกราฟีซ่ึง ใชเ้ซฟาเดก ซ์ G-75 และ G-100 มีนํ้าหนกัโมเลกุล

ประมาณ 65,000 ดาลตนั การศึกษาส่วนประกอบของกรดอะมิโนของ elephant seal รูปแบบโครมา

โทแกรมของสายกลอบินจากส่วน Hb slow พบวา่ส่วนของ  Hb slow-1 เทียบเท่ากบัสายอลัฟา  และ

ส่วนของ  Hb slow-2  เทียบเท่ากบัสายเบตา้ ตามลาํดบั   ส่วนรูปแบบโครมาโทแกรมของสาย

กลอบินจากส่วน Hb fast พบวา่ส่วนของ Hb fast-1 เทียบเท่ากบัสายอลัฟา  และส่วนของ  Hb fast-2 

เทียบเท่ากบัสายเบตา้ ตามลาํดบั (Lincoln et al., 1973) 
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การศึกษาฮีโมโกลบินอูฐโหนกเดียว (one-humped camel, Camelus dromedarius) ใน

อิหร่าน จากตวัอยา่งทั้งหมด 53 ตวัอยา่ง เป็นตวัผู ้35 ตวั และตวัเมีย 18 ตวั แบ่งเป็น 2 กลุ่ม กลุ่มท่ี 1 

อายนุอ้ยกวา่ 5 ปี จาํนวน 25 ตวั กลุ่มท่ี 2 อายมุากกวา่ 5 ปี จาํนวน 28 ตวั พบฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ 

2 ชนิด คือ A1 และ A2  ค่าเมด็เลือดแดงอดัแน่น ความเขม้ขน้ฮีโมโกลบิน และ Hb A1 มีความ

แตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติระหวา่งเพศ (p<0.05) แต่อายไุม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั

ทางสถิติ (Mohri, 2000)  

 

การศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ของ มา้ Turkoman ในอิหร่าน และ

ความเขม้ขน้ของ ฮีโมโกลบิน คอปเปอร์ ซีรูโลพลาสมิน และเหล็ก โดยเก็บตวัอยา่งเลือดจากมา้  

จาํนวน 50 ตวั แบ่งตามเพศ และช่วงอายเุป็น 2-3 ปี 3-5 ปี และ มากกวา่ 5 ปี พบฮีโมโกลบินฟีโน

ไทป์ 2 ชนิดคือ  Hb A1 96.02 เปอร์เซ็นต ์และ Hb A2 3.98 เปอร์เซ็นต์  Hb A1 เคล่ือนท่ีใน

สนามไฟฟ้าไดเ้ร็วและพบเป็นแถบหลกั และ Hb A2 เคล่ือนท่ีในสนามไฟฟ้าไดช้า้กวา่ โดยท่ีเพศ

และอายไุม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติระหวา่งฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ ความเขม้ขน้ของ

ฮีโมโกลบิน คอปเปอร์ ซีรูโลพลาสมิน และเหล็ก (Nazifi et al., 2003) 

 

การศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ของมา้ Caspian miniature ในอิหร่าน 

และความเขม้ขน้ของฮีโมโกลบิน คอปเปอร์ ซีรูโลพลาสมิน และเหล็ก โดยเก็บตวัอยา่งเลือดจากมา้  

จาํนวน 50 ตวั ตามช่วงอาย ุ 1.5-3 ปี 3-5 ปี และ มากกวา่ 5 ปี พบฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ 2 ชนิดคือ 

Hb A  66.58 เปอร์เซ็นต ์และ Hb B 33.42 เปอร์เซ็นต ์อตัราส่วนของ  Hb A และ Hb B เท่ากบั 1.99:1  

ซ่ึงตํ่ากวา่อตัราส่วนของมา้พนัธ์ุอ่ืนๆท่ีมีรายงานมาก่อนหนา้น้ีคือมีอตัราส่วนของ  Hb A และ Hb B 

เท่ากบั 2.5:1 โดยท่ีเพศและอายไุม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติระหวา่งฮีโมโกลบิน      

ฟีโนไทป์ ความเขม้ขน้ของ ฮีโมโกลบิน คอปเปอร์ ซีรูโลพลาสมิน และเหล็ก  (Nazifi and Rategh, 

2005) 

 

 การศึกษาความหลากหลายของฮีโมโกลบินของแกะ  2 สายพนัธ์ุ Moghani และ Makouei   

ท่ีสาํคญัในอิหร่าน  โดยใชเ้ทคนิคเซลลูโลสอะซีเตตอิเลก็โตรโฟรีซิส พบฮีโมโกลบินฟีโนไทป์       

2 ชนิดในพนัธ์ุ Moghani คือ Hb AA มี 71.6 เปอร์เซ็นต ์และ Hb AB มี 28.4 เปอร์เซ็นต ์ส่วนใน

พนัธ์ุ Makouei คือ Hb AA มี 69.3 เปอร์เซ็นต ์และ Hb AB มี 30.7 เปอร์เซ็นต์ โดยท่ีฟีโนไทป์ AB มี

ปริมาณฮีโมโกลบิน B มากกวา่ A แต่ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติระหวา่งระดบั

ฮีโมโกลบิน A และ B ของทั้งสองสายพนัธ์ุ นอกจากน้ีปริมาณฮีโมโกลบินรวมในพนัธ์ุ  Makouei มี

มากกวา่พนัธ์ุ Moghani อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (Esharatkhah et al., 2007) ฮีโมโกลบิน ฟีโนไทป์
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ของแกะประกอบดว้ย Hb A Hb B Hb C Hb E Hb F โดยท่ี Hb E เป็นฮีโมโกลบินใน ระยะตวัอ่อน

คงอยูใ่นมดลูกของแม่ในสภาพท่ีมีออกซิเจน และ Hb A เป็นฮีโมโกลบินในระยะเตม็วยันอกมดลูก 

การเปล่ียนจาก Hb E ไปเป็น Hb A เร่ิมเกิดข้ึนในมดลูกและเกิดข้ึนสมบรูณ์ในระยะ 1 เดือนหลงั

คลอด โดยท่ี  Hb F เป็นฮีโมโกลบินใน ระยะลูกอ่อนจะแทนท่ี Hb E ในมดลูก ต่อจากนั้น Hb F จะ

เปล่ียนเป็น Hb A แต่มีลกัษณะท่ีสาํคญัพิเศษในแพะและแกะท่ีมีฮีโมโกลบินลกัษณะเฉพาะ  คือ Hb 

C ซ่ึงจะแทนท่ี Hb F ในระยะแรกเกิดภายใน 2-3 เดือน ก่อนท่ีจะเปล่ียนไปเป็น Hb A โดยท่ีในแกะ

ท่ีมี Hb A ฟีโนไทป์ A (α2β2 
A) หรือ AB (α2β2 

A,B) จะแสดง Hb C    มีประมาณ 15-30 เปอร์เซ็นต์

ของฮีโมโกลบินทั้งหมด  ในขณะท่ีแกะท่ีมี  Hb B ฟีโนไทป์ B (α2β2 
B) จะไม่แสดงHb C พบวา่

ประมาณ 30 วนัหลงัเกิด Hb C จะเปล่ียนไปเป็น Hb A (Hb A-to-C switching) โดยอาศยัอีริโทร

พอยอิติน (Jain, 1986) หนา้ท่ีของ erythropoietic stimulating factor (ESF) กระตุน้การสร้าง  Hb C 

(α2β2 
c) ในแกะและแพะ  ฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ A พบมากกวา่ AB และ AB พบมากกวา่ B เม่ือ

อาศยัหลกัการเคล่ือนท่ีในสนามไฟฟ้าพบวา่ Hb A เคล่ือนท่ีในสนามไฟฟ้าจากขั้วลบไปหาขั้วบวก

ท่ีพเีอช 8.6 ไดเ้ร็วท่ีสุด ส่วน Hb C เคล่ือนท่ีในสนามไฟฟ้าไดช้า้ท่ีสุด Hb F เคล่ือนท่ีในสนามไฟฟ้า

ไดเ้ร็วกวา่ Hb B และ Hb B เคล่ือนท่ีในสนามไฟฟ้าไดเ้ร็วกวา่ Hb C (Jain, 1986) 

  

การศึกษาความหลากหลายของฮีโมโกลบินของแกะ จาํนวน 36 ตวั โดยใชเ้ทคนิคอิเล็กโตร

โฟรีซิสแบบแป้งเจล พบฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ 2 ชนิด คือ  Hb AA 89.9 เปอร์เซ็นต์ และ Hb AB 

11.1 เปอร์เซ็นต ์ตาม กฎสมดุลของฮาร์ดี-ไวน์เบิร์ก  ความถ่ีของอลัลีล  A และ B เท่ากบั 0.94 และ 

0.06 ตามลาํดบั ค่าเฮเตอโรไซโกซิต้ี ( heterozygosity) เท่ากบั 0.218 ฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ไม่ข้ึนกบั

ลกัษณะทางปริมาณ (quantitative trait) เช่น ความยาวของเขาและขน (Akinyemi and Salako, 2010) 

 

 Cigremis et al. (2008) ศึกษารูปแบบของอะกาโรสเจล อิเลก็โตรโฟรีซิสของ ฮีโมโกลบิน

ของเม่น (Hystrix cristata) เปรียบเทียบกบัคนปกติ พบวา่ฮีโมโกลบินของเม่นมีการเคล่ือนท่ีใน

สนามไฟฟ้าไดไ้กลกวา่ฮีโมโกลบินของคน  ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่ฮีโมโกลบินชนิดต่างๆมีการเคล่ือนท่ีใน

สนามไฟฟ้าแตกต่างกนัเน่ืองจากมีประจุต่างกนั การเปรียบเทียบฮีโมโกลบินในคร้ังน้ีแสดงใหเ้ห็นความ

แตกต่างของฮีโมโกลบินทั้ง 2 สปีชีส์มีประจุต่างกนั แต่ผลท่ีไดมี้ความแตกต่างจากการศึกษาฮีโมโกลบิน

เปรียบเทียบระหวา่งคนและเม่นแคระ (Erinaceus romanicus) โดยใชเ้ทคนิคอิเลก็โตรโฟรีซิสแบบ แป้ง

เจล พบวา่ ฮีโมโกลบินของเม่นแคระมีการเคล่ือนท่ีในสนามไฟฟ้าไดใ้กลก้วา่ฮีโมโกลบินของคนและ     

มีการละลายตํ่ากวา่ของคน (Maisar, 1970) 
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 การศึกษาค่าโลหิตวทิยาและ ฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ของกระรอกเปอร์เซีย  (Sciurus 

anomalus) จาํนวน 30 ตวั พบวา่ ค่าเมด็เลือดแดงอดัแน่นเฉล่ีย มีค่าเท่ากบั 46.0±6 เปอร์เซ็นต ์

และความเขม้ขน้ของฮีโมโกลบินมีค่าเฉล่ียเท่ากบั 15.5±1.5 กรัมต่อเดซิลิตร เม่ือใชเ้ทคนิคเซลลูโลส   

อะซีเตตอิเลก็โตรโฟรีซิส พบฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ 2 ชนิด คือ Hb A มีมากกวา่ 99 เปอร์เซ็นต ์และ 

Hb F มีประมาณ  1 เปอร์เซ็นต ์เม่ือเปรียบเทียบรูปแบบของฮีโมโกลบินของกระรอก คนและ

กระต่าย พบวา่มีการเคล่ือนท่ีในสนามไฟฟ้าใกลเ้คียงกบัคนและมีการเคล่ือนท่ีไปยงัขั้วบวกเร็วกวา่

กระต่าย ฮีโมโกลบินของกระรอกมีประจุลบมากกวา่กระต่าย อาจเน่ืองมาจากการท่ีมีกรดอะมิโน    

ทีมี่ประจุลบในสายฮีโมโกลบิน (Khazraiinia et al., 2008) Duffy et al. (1986) รายงานการศึกษา

ฮีโมโกลบินของกระรอกทัว่ไป (ground squirrel) โดยใชเ้ทคนิคอะกาโรสเจล อิเลก็โตรโฟรีซิส  พบ

ฮีโมโกลบิน ฟีโนไทป์ชนิดเดียวท่ีประกอบดว้ย 1 แถบ ซ่ึงมีการเคล่ือนท่ีในสนามไฟฟ้าจากขั้วลบ

ไปหาขั้วบวก มีการเคล่ือนท่ีในสนามไฟฟ้าไดไ้กลกวา่ฮีโมโกลบินของคนเล็กนอ้ย  

 

อรพรรณ (2546) ศึกษาฟีโนไทป์และคุณสมบติัทางเคมีของฮีโมโกลบินโคเน้ือพนัธ์ุกาํแพง 

แสน (Kamphaengsaen beef cattle) และกระบือปลกั  (Bubalus bubalis) โดยเทคนิคเจลฟิลเทรชนั

คอลมัน์โครมาโตกราฟฟี เทคนิคเซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส และเทคนิคโซเดียมโดดีซิล

ซลัเฟตพอลิอะคริลาไมดเ์จลอิเลก็โตรโฟรีซิส พบวา่ฮีโมโกลบินของโคเน้ือพนัธ์ุกาํแพงแสนและ

กระบือปลกัมีนํ้าหนกัโมเลกุล 64,565 ดาลตนั เม่ือใช้ เทคนิค เจลฟิลเทรชนัคอลมัน์โครมาโทกราฟี 

พบแต่ละหน่วยยอ่ยของโคเน้ือพนัธ์ุกาํแพงแสนและกระบือปลกั มีนํ้าหนกัโมเลกุล  11,150   ดาลตนั 

เม่ือใชเ้ทคนิคเซลลูโลสอะซีเตตอิเลก็โตรโฟรีซิส พบฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ 3 ชนิดในโคเน้ือพนัธ์ุ

กาํแพงแสน คือ Hb AA จาํนวน 8 ตวั, Hb BB จาํนวน 2 ตวั และ Hb AB จาํนวน 5 ตวั ตามความเร็ว

ในการเคล่ือนท่ีของแถบฮีโมโกลบินในสนามไฟฟ้าจากขั้วลบไปยงัขั้วบวก โดยท่ี Hb AA 

ประกอบดว้ย Hb slow เพยีงอยา่งเดียว และ Hb BB ประกอบดว้ย Hb fast เพยีงอยา่งเดียว  ขณะท่ี Hb 

AB ประกอบดว้ย Hb fast และ Hb slow  พบฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ 2 ชนิดในกระบือปลกั เม่ือใช้

เทคนิคเซลลูโลสอะซีเตตอิเลก็โตรโฟรีซิส คือ Hb BB 11 ตวั และ Hb AB 1 ตวั ซ่ึงฮีโมโกลบินทั้ง

สองประกอบดว้ย Hb fast และ Hb slow โดยมีอตัราส่วนเป็น 2 ต่อ 1 และ 5 ต่อ 1 ตามลาํดบั จาก

การศึกษาดว้ยเทคนิคไอโซอิเล็กทริกโฟกสัซิงพอลิอะคริลาไมดเ์จลอิเล็กโตรโฟรีซิส แอมโฟไลท ์พี

เอช 3-10 พบวา่ฮีโมโกลบินของโคเน้ือพนัธ์ุกาํแพงแสนชนิด Hb AA มีค่า pI เท่ากบั 7.27 และ 7.48 

และ Hb BB มีค่า pI เท่ากบั 6.8 และ 6.9 ขณะท่ี Hb AB มีค่า pI เท่ากบั 6.82, 7.05, 7.27 และ 7.48 

ส่วนฮีโมโกลบินของกระบือปลกัชนิด Hb BB และ Hb AB มีค่า pI เท่ากบั 6.82 และ 7.27 

ตามลาํดบั  
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Sittivilai et al. (2004) ศึกษานํ้าหนกัโมเลกุลของฮีโมโกลบินของสัตวปี์กเล้ียง (domestic 

fowl) โดยใชเ้ทคนิคเจลฟิลเทรชนัคอลมัน์โครมาโตกราฟฟี พบมี นํ้าหนกัโมเลกุล 51,784 ดาลตนั เม่ือ

ใชเ้ทคนิคโซเดียมโดดีซิลซลัเฟตพอลิอะคริลาไมดเ์จลอิเล็กโตรโฟรีซิส พบวา่หน่วยยอ่ยของ

ฮีโมโกลบินของสัตวปี์กเล้ียงมีนํ้าหนกัโมเลกุล 12,519 และ 10,984 ดาลตนั ตามลาํดบั 

 

สุวชิ และคณะ (2548) ศึกษาฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ของโคเน้ือ โดยใชเ้ทคนิคเซลลูโลสอะซี

เตตอิเลก็โตรโฟรีซิส พบ Hb C  มีการเคล่ือนท่ีในสนามไฟฟ้าเขา้หาขั้วบวกไดเ้ท่ากบั Hb fast ของ

กระบือปลกั  นอกจากน้ีมีการศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่ง ฮีโมโกลบิน กบัผลผลิตของโคพื้นเมือง

และโคพนัธ์ุผสมซิมเมนทลัผสมบราห์มนั (Simmental×Brahman crossbred) โดยใชเ้ทคนิค

เซลลูโลสอะซีเตตอิเลก็โตรโฟรีซิส พบฮีโมโกลบิน ฟีโนไทป์ 5 ชนิด ในโคพื้นเมืองประกอบดว้ย 

Hb AA 35.59 เปอร์เซ็นต ์Hb AB 28.81 เปอร์เซ็นต์  Hb AC 20.34 เปอร์เซ็นต์  Hb BB 11.6 

เปอร์เซ็นต์ และ Hb BC 3.39 เปอร์เซ็นต์ และพบฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ 3 ชนิด ในโคพนัธ์ุผสมซิม

เมนทลัผสมบราห์มนั ประกอบดว้ย Hb AA 50.98 เปอร์เซ็นต ์Hb AB 45.10 เปอร์เซ็นต์ และ Hb BB 

3.92 เปอร์เซ็นต์ โคพื้นเมืองทีมี่ฮีโมโกลบินชนิด  Hb AB ใหน้ํ้าหนกัแรกเกิดสูงท่ีสุด Hb BB ให้

นํ้าหนกัแรกเกิดตํ่าท่ีสุด และ Hb AC  ใหล้กัษณะการเจริญเติบโตดีท่ีสุด  ส่วนโคพนัธ์ุผสมซิม

เมนทลัผสมบราห์มนัท่ีมีฮีโมโกลบินชนิด Hb AA ใหน้ํ้าหนกัท่ีแรกเกิด 200 วนั 400 วนั และ 600 

วนัมากกวา่โคพนัธ์ุผสมท่ีมีฮีโมโกลบินชนิด Hb AB  (Boonprong et al., 2007) 

 

 เกรียงไกร ( 2548) ศึกษา ค่าโลหิต วทิยาและ คุณสมบติั ทางชีวเคมีของฮีโมโกลบินบาง

ประการ ของปลานิล (Oreochromis niloticus) พบวา่ เมด็เลือดแดงอดัแน่นเฉล่ีย ของปลานิลมีค่า

เท่ากบั 25.80±3.71 เปอร์เซ็นต ์ และความเขม้ขน้ของฮีโมโกลบิน ของปลานิลมีค่าเฉล่ียเท่ากบั 

7.05±1.08 กรัมต่อเดซิลิตร  เม่ือใชเ้ทคนิคเซลลูโลสอะซีเตตอิเลก็โตรโฟรีซิส พบฮีโมโกลบินฟีโน

ไทป์ 9 -11 ชนิดในปลานิล   เม่ือใชเ้ทคนิค เนทีฟพอลิอะคริลาไมดเ์จลอิเลก็โตรโฟรีซิส สามารถแบ่ง

ฮีโมโกลบินเป็น 2 กลุ่ม ตามการเคล่ือนท่ีในระบบอิเล็กโตรโฟรีซิส คือ กลุ่ม แอโนดิก  และกลุ่ม

แคโธดิก มีประมาณ 45.72 และ 54.28 เปอร์เซ็นตข์องฮีโมโกลบินทั้งหมด เม่ือใชเ้ทคนิคเซลลูโลสอะ

ซีเตตอิเลก็โตรโฟรีซิสสามารถแบ่งกลุ่มแคโธดิกเป็นกลุ่มยอ่ย 2 กลุ่ม คือกลุ่มแคโธดิก I และกลุ่มแคโธ

ดิก II มีประมาณ  47.62 และ 6.66 เปอร์เซ็นตข์องฮีโมโกลบินทั้งหมด   กลุ่มแคโธดิก เคล่ือนท่ีใน

ระบบอิเล็กโตรโฟรีซิสจากขั้วลบไปยงัขั้วบวกได้ ชา้ กวา่กลุ่ม แอโนดิก  จากการศึกษาดว้ย

เทคนิคไอโซอิเลก็ตริกโฟกสัซิง  พบวา่ฮีโมโกลบินกลุ่มแอโนดิก มีค่า pI 5-9 ค่า ซ่ึงมีค่าอยูใ่นช่วง 5.28-

6.80 และกลุ่ม แคโธดิก  มีค่า pI 8-10 ค่า มีค่าอยูใ่นช่วง 7.27-9.71   การศึกษานํ้าหนกัโมเลกุลของ

ฮีโมโกลบินโดยเทคนิค เจลฟิลเทรชนัคอลมัน์โครมาโทกราฟี  โดยใช้ เซฟาเดกซ์  G-100 พบวา่

       - 
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ฮีโมโกลบินของปลานิลมีนํ้าหนกัโมเลกุล 60,792 ดาลตนั โดยเทคนิคโซเดียมโดดีซิลซลัเฟตพอลิอะคริ

ลาไมดเ์จลอิเล็กโตรโฟรีซิส พบวา่หน่วยยอ่ยของฮีโมโกลบินของปลานิล มีนํ้าหนกัโมเลกุล เฉล่ีย

ประมาณ 15,415 ดาลตนัและโดยเทคนิคแมสเปกโทรเมทรี พบวา่ฮีโมโกลบินของปลานิลมีนํ้าหนกั

โมเลกุล 62,954 ดาลตนั ส่วนนํ้าหนกัโมเลกุลของหน่วยยอ่ยของฮีโมโกลบิน  พบวา่ มีนํ้าหนกั

โมเลกุล 15,340  15,621 และ 16,126 ดาลตนั ซ่ึงเป็นสายของกลอบิน 3 ชนิด คือ α1   α2  และ β 

ตามลาํดบั   

              

   นนัทวรรณ ( 2549) ศึกษาฟีโนไทป์ของฮีโมโกลบินกระบือปลกั โดยใชเ้ทคนิคเซลลูโลส 

อะซีเตตอิเลก็โตรโฟรีซิส พบฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ของกระบือปลกัมี 2 ชนิด คือ Hb BB และ Hb 

AB ตามความเร็วในการเคล่ือนท่ีในสนามไฟฟ้าจากขั้วลบไปหาขั้วบวก  พบวา่ Hb BB และ Hb AB 

ประกอบดว้ย Hb fast และ Hb slow ในอตัราส่วน 2 ต่อ 1 และ 5 ต่อ 1 ตามลาํดบั ส่วนฮีโมโกลบิน  

ฟีโนไทป์ของกระบือแม่นํ้ามี  2 ชนิด คือ Hb BB และ Hb AB ซ่ึงตามความเร็วในการเคล่ือนท่ีใน

สนามไฟฟ้าจากขั้วลบไปหาขั้วบวก  พบวา่ Hb BB และ Hb AB ประกอบดว้ย  Hb fast และ Hb slow

ในอตัราส่วนเท่ากบั 2 ต่อ 1 และ 5 ต่อ 1 ตามลาํดบัเช่นเดียวกนัเน่ืองจาก  Hb fast     มีประจุสุทธิเป็น

ลบมากกวา่  Hb slow และ Hb slow ประกอบดว้ยกรดอะมิโนส่วนใหญ่เป็นอาร์จินีน  หรือไลซีน 

นอกจากน้ีสายอลัฟาสองท่ีพบใน Hb slow มีค่า pI สูงกวา่สายอลัฟาหน่ึง ท่ีพบใน Hb fast เพราะ

สายอลัฟาหน่ึงมีกรดอะมิโนทริปโตเฟน  ซีสเตอีน และไลซีนท่ีต่างจากสายอลัฟาสอง  Hb fast จึง

เคล่ือนท่ีใน สนามไฟฟ้า ไปยงัขั้วบวกไดเ้ร็วกวา่  Hb slow การศึกษา ฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ ของ

กระบือปลกัและกระบือแม่นํ้า โดย ใช้วธีิเนทีฟพอลิอะคริลาไมดเ์จลอิเลก็โตรโฟรีซิส  พบ

ฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ของกระบือปลกัมี 2 ชนิด คือ Hb BB      จาํนวน 59 ตวั (เพศผู ้27 ตวัและเพศ

เมีย 32 ตวั) และ Hb AB จาํนวน 12 ตวั (เพศผู ้4 ตวัและเพศเมีย  8 ตวั) ตามความเร็วในการเคล่ือนท่ี

ในสนามไฟฟ้าจากขั้วลบไปหาขั้วบวก  พบวา่ Hb BB และ Hb AB ประกอบดว้ย Hb fast และ Hb 

slow ในอตัราส่วน 2 ต่อ 1 และ 5 ต่อ 1 ตามลาํดบั ส่วนฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ของกระบือแม่นํ้ามี  2 

ชนิด คือ Hb BB จาํนวน 3 ตวั (เพศผู ้2 ตวั และเพศเมีย  1 ตวั)  และ Hb AB จาํนวน 2 ตวั (เพศผู ้1 

ตวั และเพศเมีย 1 ตวั) ซ่ึงตามความเร็วในการเคล่ือนท่ีในสนามไฟฟ้าจากขั้วลบไปหาขั้วบวก  พบวา่ 

Hb BB และHb AB ประกอบดว้ย  Hb fast และ Hb slow ในอตัราส่วนเท่ากบั  2 ต่อ 1 และ 5 ต่อ 1 

ตามลาํดบัเช่นเดียวกนั  ซ่ึงไดผ้ลเช่นเดียวกบัผลท่ีไดจ้ากเทคนิคเซลลูโล สอะซีเตตอิเลก็โตรโฟรีซิส  

จากเทคนิคเจลฟิลเทรชนัคอลมัน์โครมาโตกราฟฟี พบวา่ฮีโมโกลบินกระบือปลกั มีนํ้าหนกัโมเลกุล 

46,209 ดาลตนั จากเทคนิคโซเดียมโดดีซิลซลัเฟตพอลิอะคริลาไมดเ์จลอิเล็กโตรโฟรีซิส พบวา่แต่

ละหน่วยยอ่ยของฮีโมโกลบินกระบือปลกัและกระบือแม่นํ้ามีนํ้าหนกัโมเลกุล 13,227 ดาลตนั และ 

13,525 ดาลตนั จากเทคนิคแมสสเปกโทรเมทรี พบวา่ฮีโมโกลบินของกระบือปลกัมีนํ้าหนกั
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โมเลกุลของฮีโมโกลบินแบบ monomer dimer trimer และ tetramer มีค่าเท่ากบั 15,359.67 

30,894.40 45,912.42 และ 60,942.79 ดาลตนั ตามลาํดบั  

 

 คมสัน (2551) ศึกษาเปรียบเทียบฟีโนไทป์และคุณสมบติัทางชีวเคมีของฮีโมโกลบินใน

ปลาดุก (Clarias batrachus) และปลาตะเพียน (Puntius gonionotus) ชนิดละ 30 ตวั โดยใชเ้ทคนิค  

อิเล็กโตรโฟรีซิสแบบเซลลูโลสอะซีเตตพบวา่ฮีโมโกลบินของปลาดุกมีการเคล่ือนท่ีในสนามไฟฟ้า

เขา้หาขั้วบวกไดเ้ร็วกวา่ฮีโมโกลบินของปลาตะเพียน การศึกษา ฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ ของปลาดุก

และปลาตะเพียน โดยใชว้ธีิเนทีฟพอลิอะคริลาไมดเ์จลอิเลก็โตรโฟรีซิส จากสารละลาย ฮีโมโกลบิน

ท่ีทาํใหบ้ริสุทธ์ิโดยผา่นคอลมัน์เซฟาเดกซ์ G-100 พบฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ของทั้งปลาดุกและปลา

ตะเพียน มีเพียงชนิดเดียว ฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ของปลาดุกมี 2 แถบท่ีประกอบดว้ยฮีโมโกลบิน

หลกั 98 เปอร์เซ็นต์ และฮีโมโกลบินรอง 2 เปอร์เซ็นต์  โดยท่ีฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ของปลา

ตะเพียนมี 1 แถบ  เม่ือใชว้ธีิโซเดียมโดดีซิลซลัเฟตพอลิอะคริลาไมดเ์จลอิเลก็โตรโฟรีซิสศึกษา

หน่วยยอ่ยของฮีโมโกลบิน พบวา่หน่วยยอ่ยของฮีโมโกลบินของปลาดุกมีนํ้าหนกัโมเลกุล 15,260 

ดาลตนัและ 14,740 ดาลตนั และหน่วยยอ่ยของฮีโมโกลบินของปลาตะเพียนมีนํ้าหนกัโมเลกุล  

14,630 ดาลตนั วธีิแมสสเปกโทรเมทรีพบวา่ฮีโมโกลบินของปลาดุกมีนํ้าหนกัโมเลกุล 63,460.678 

ดาลตนั  ส่วนของปลาตะเพียนมีนํ้าหนกัโมเลกุล 63,634.812 ดาลตนั วธีิเจลฟิลเทรชนัคอลมัน์โคร

มาโทกราฟี พบวา่ฮีโมโกลบินของปลาดุกและปลาตะเพียนมีนํ้าหนกัโมเลกุล 63,096 ดาลตนั และ 

64,565 ดาลตนั ตามลาํดบั ปลาดุกมีความเขม้ขน้ของฮีโมโกลบินเฉ ล่ียเท่ากบั 8.17±0.01 กรัมต่อ

เดซิลิตร ซ่ึงมีค่าสูงกวา่ปลาตะเพียนท่ีมีค่าเฉล่ียเท่ากบั 7.83±0.01 กรัมต่อเดซิลิตร แต่ค่าเปอร์เซ็นต์

เมด็เลือดแดงอดัแน่นเฉ ล่ียของปลาดุกเท่ากบั 30.17±1.25 เปอร์เซ็นตซ่ึ์งตํ่ากวา่ของปลาตะเพียนท่ีมี

ค่าเฉล่ียเท่ากบั 39.45±1.70 เปอร์เซ็นต ์ 

  

จตุพร (2554) ศึกษาเปรียบเทียบฮีโมโกลบินของสุนขัพนัธ์ุไทยหลงัอานและสุนขัพนัธ์ุไทย

บางแกว้โดยเทคนิคเซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส พบสุนขัทั้งสองสายพนัธ์ุมีฟีโนไทป์เดียวท่ี

เหมือนกนั ประกอบดว้ย 1 แถบ เม่ือนาํ สารละลาย ฮีโมโกลบินของ สุนขัท่ีทาํใหบ้ริสุทธ์ิโดยผา่น

คอลมัน์เซฟาเดกซ์ G-100 มาศึกษาโดยวธีิเนทีฟพอลิอะคริลาไมดเ์จล อิเลก็โตรโฟรีซิส  พบ

ฮีโมโกลบินขอ งสุนขัทั้ง  2 สายพนัธ์ุ มีฟีโนไทป์เดียวและ เคล่ือนท่ีในสนามไฟฟ้าจากขั้วลบไปหา

ขั้วบวกเหมือนกบัวธีิเซลลูโลสอะซีเตต จากการวเิคราะห์ดว้ยโปรแกรมวเิคราะห์แผน่เจลควอนติต้ี

วนั สุนขัพนัธ์ุไทยหลงัอานแสดงฮีโมโกลบิน  1 ฟีโนไทป์ประกอบดว้ยฮีโมโกลบินชนิดหลกั เฉล่ีย

เท่ากบั 84.37±0.28 เปอร์เซ็นต์  และชนิดรอง เฉล่ียเท่ากบั 15.63±0.28 เปอร์เซ็นต์    ส่วนสุนขัพนัธ์ุ

ไทยบางแกว้ แสดงฮีโมโกลบิน  1 ฟีโนไทป์เช่น เดียวกนั ประกอบดว้ยฮีโมโกลบินชนิดหลกั เฉล่ีย 
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เท่ากบั 93.93±0.05 เปอร์เซ็นต์  และชนิดรองเฉล่ียเท่ากบั  6.07±0.05 เปอร์เซ็นต์    วธีิเจลฟิลเทรชนั

คอลมัน์โครมาโทกราฟี พบฮีโมโกลบินของ สุนขัพนัธ์ุไทยหลงัอาน และสุนขัพนัธ์ุไทยบางแกว้ มี

นํ้าหนกัโมเลกุลเท่ากบั  64,000 ดาลตนั และ 65,956 ดาลตนั ตามลาํดบั  ซ่ึงเป็นนํ้าหนกัโมเลกุลของ

ฮีโมโกลบินในสภาพธรรมชาติ ท่ีประกอบดว้ย 4 หน่วยยอ่ย วธีิโซเดียมโดดีซิลซลัเฟตพอลิอะคริลา

ไมดเ์จลอิเลก็โตรโฟรีซิส พบหน่วยยอ่ย  2 แถบ ของฮีโมโกลบิน ของสุนขัพนัธ์ุไทยหลงัอาน และ

สุนขัพนัธ์ุไทยบางแกว้   เม่ือคาํนวณนํ้าหนกัโมเลกุลเฉล่ียของสายกลอบินด้ วยโปรแกรมวเิคราะห์

แผน่เจลควอนติต้ีวนั  พบวา่ฮีโมโกลบินของสุนขัพนัธ์ุไทยหลงัอานมีนํ้าหนกัโม เลกุลเฉล่ียของสาย

กลอบินของแถบล่างและแถบบน เท่ากบั 13,637.5±229.65 และ 15,087.5±52.81 ดาลตนั ตามลาํดบั   

ส่วนฮีโมโกลบินของ สุนขัพนัธ์ุไทยบางแกว้ มีนํ้าหนกัโมเลกุล เฉล่ียของสายกลอบิน ของแถบล่าง

และแถบบนเท่ากบั 13,030±75.93 และ 15,115±314.89 ดาลตนั ตามลาํดบั  วธีิแมสสเปกโทรเมทรี

พบนํ้าหนกัโมเลกุลของฮีโมโกลบิน ของ สุนขัพนัธ์ุไทยหลงัอาน และ สุนขัพนัธ์ุไทยบางแกว้ มี

นํ้าหนกัโมเลกุล ท่ีถูกตอ้งเฉล่ีย เท่ากบั 15,216.84±8.25 15,969.62±8.46 31,785.13±206.44 

47,955.10±240.39 และ 63,486.75±389.42 ดาลตนั  (n=4) ตามลาํดบั  ส่วนฮีโมโกลบินสุนขัพนัธ์ุ

ไทยบางแกว้ ท่ีมีนํ้าหนกัโมเลกุล ทีถู่กตอ้ง เฉล่ีย เท่ากบั  15,230.11±15.96 15,980.23±16.67 

31,752.16±194.91 48,018.41±303.74 และ 63,728.82±488.21 ดาลตนั  (n=4) ตามลาํดบั   วธีิ รี

เวอร์ส-เฟส เอชพแีอลซี แสดงลกัษณะโครมาโทแกรมของ ฮีโมโกลบินของสุนขัพนัธ์ุไทยหลงัอาน

และ สุนขัพนัธ์ุไทยบางแกว้  พบฮีโมโกลบิน ของสุนขัพนัธ์ุไทยหลงัอานมี นํ้าหนกัโมเลกุล ของ

สายอลัฟาเท่ากบั  15,269.63 ดาลตนั และสายเบตา้เท่ากบั  16,018.56 ดาลตนั ส่วนฮีโมโกลบิน ของ

สุนขัพนัธ์ุไทย บางแกว้ มีนํ้าหนกัโมเลกุล ของสายอลัฟาเท่ากบั  15,219.55 ดาลตนั และ สายเบตา้

เท่ากบั 15,978.01 ดาลตนั วธีินาโนอิเลก็โตรสเปรยไ์อออนไนเซชนั แมสสเปกโทรเมทรี  พบลาํดบั

กรดอะมิโนของฮีโมโกลบินของสุนขัพนัธ์ุไทยหลงัอาน และสุนขัพนัธ์ุไทยบางแกว้  ประกอบดว้ย

สายอลัฟา 141 หน่วยและสายเบตา้ 146 หน่วย ค่า pI ของฮีโมโกลบินของ สุนขัพนัธ์ุไทยหลงัอาน

และสุนขัพนัธ์ุไทยบางแกว้ อยูใ่นช่วง 7.0-7.9 ค่าเมด็เลือดแดงอดัแน่นเฉล่ียของสุนขัพนัธ์ุไทยหลงั

อานและสุนขัพนัธ์ุไทยบางแกว้ เท่ากบั 39.39±1.23 และ 36.38±0.77 เปอร์เซ็นต์  ตามลาํดบั ค่าความ

เขม้ขน้ เฉล่ีย ของฮีโมโกลบินของสุนขัพนัธ์ุไทยหลงัอาน และ สุนขัพนัธ์ุไทยบางแกว้  เท่ากบั 

13.75±0.47
 
 และ 13.10±0.32 กรัมต่อเดซิลิตร ตามลาํดบั  
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อปุกรณ์และวธีิการ 

 
การเกบ็ตัวอย่างเลอืดช้างเลีย้ง 

 

1. อุปกรณ์ 

    1.1  เขม็ฉีดยาเบอร์ 18 ความยาว 1.5 น้ิว 

    1.2  กระบอกฉีดยาขนาด 10 ซีซี 

    1.3  หลอดเก็บตวัอยา่งเลือด 

    1.4  เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (centrifuge) 

 

2. สารเคมี 

    2.1 กรดเอธิลีน ไดเอมีน เตตระอะซิตริก (Ethylene Diamine Tetra Acetic acid, EDTA) 

    2.2 เอธิลแอลกอฮอล์ (ethyl alcohol)  

 

   3. สัตว์ทดลอง 

 

   ชา้งเล้ียง ท่ีนาํมาใชใ้นการทดลองในคร้ังน้ีเป็น ชา้งเล้ียงในอุทยานหินลา้นปีและฟาร์ม

จระเขพ้ทัยา อ.บางละมุง จ.ชลบุรี  และชา้งเล้ียงในปางชา้งสยาม อ.บางละมุง จ.ชลบุรี ไม่จาํกดัเพศ 

มีอายุระหวา่ง 3-50 ปี จาํนวนทั้งส้ิน  58 เชือก  โดย ชา้งทุกเชือก มีสุขภาพสมบูรณ์แขง็แรงดี มี

โปรแกรมการฉีดวคัซีนและถ่ายพยาธิตามคาํแนะนาํของสัตวแพทยเ์ป็นประจาํทุกปี ชา้งทุกเชือกไม่

แสดงอาการป่วยทางคลินิกในวนัท่ีทาํการเก็บตวัอยา่ง ทาํการเก็บตวัอยา่งเลือดจาก ชา้งทั้ง 58 เชือก 

โดยเจาะเก็บจากเส้นเลือดดาํขนาดใหญ่ท่ีใบหู (ear vein) ถา้เป็นชา้งสูงตอ้งใหช้า้งหมอบตํ่าลง หรือ

ใหน้อนตะแคง หรือข้ึนไปยนืเทียบโรงเรือน ทาํความสะอาดผวิหนงัดว้ยแอลกอฮอล ์เจาะเลือดดว้ย

กระบอกฉีดยา 10 ซีซี เขม็ฉีดยาขนาดเบอร์1 8 ยาวน้ิวคร่ึง   เชือกละ  5 มิลลิลิตรใส่ในหลอดเก็บ

เลือดท่ีมีสารป้องกนัการแขง็ตวัของเลือด EDTA เคลือบอยูเ่พื่อตรวจค่าทางโลหิตวทิยา   ศึกษา

ฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ และคุณสมบติัทางชีวเคมีของฮีโมโกลบิน  
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การวเิคราะห์ตัวอย่างเลอืด 

 

1.  การเตรียมสารละลายฮีโมโกลบินหรือฮีโมไลเสต (Hemolysate) 

 
        อุปกรณ์ 
 

1.  เคร่ืองป่ันเหวีย่งแบบควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge, Hermle Z     

 233 MK-2) 

2.  เคร่ืองผสมสารละลาย (vortex mixer, Vortex Genie-2 TM) 

3.  ดรอปเปอร์ไปเปต (dropper pipette)  

4.  ตูแ้ช่แขง็อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 

          สารเคมี 
 

1.  สารละลายฮีโมไลเสต (hemolysate reagent) ประกอบดว้ย 0.005 โมลาร์    

 EDTA และ0.07 เปอร์เซ็นต์ โพแตสเซียมไซยาไนด ์(potassium cyanide) 

2.  โซเดียมคลอไรด์ 0.90 เปอร์เซ็นต์ (0.90% sodium chloride, NaCl) 

 
           สารตวัอยา่ง 
 

 เลือดชา้งเล้ียง 

 

วธีิการ 
 

1. นาํตวัอยา่งเลือดมาป่ันเพือ่แยกพลาสมาออกจากเมด็เลือดแดง  ดว้ยเคร่ืองป่ันเหวีย่งแบบควบคุม

อุณหภูมิท่ี 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 3,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที  

 

2. ลา้งเมด็เลือดแดง ดว้ย 0.90 เปอร์เซ็นต์ NaCl  ดว้ยปริมาตร  1 เท่าของตวัอยา่งเลือ ดจาํนวน 3 คร้ัง 

นาํไปป่ันท่ีความเร็ว 3,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสทิ้ง  
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3. จากนั้นนาํเมด็เลือดแดงท่ีไดม้าเติมสารละลายฮีโมไลเสต  ในอตัราส่วน  1:5 ผสมใหเ้ขา้กนัโดยใช้

เคร่ืองผสมสารละลาย  เพือ่ใหเ้มด็เลือดแดงแตก  นาํไปป่ันท่ีความเร็ว  11,500 รอบต่อนาที  ท่ี

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  5 นาที เพือ่กาํจดัเศษเซลล์  (cell debris) และผนงัเซลล์  (cell 

membrane)  

 

4. เก็บสารละลายฮีโมโกลบินหรือฮีโมไลเสตท่ีอยูด่า้นบนไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

เพือ่ทาํการวเิคราะห์ต่อไป  

 

2.  การศึกษาฟีโนไทป์ของฮีโมโกลบิน ช้างเลีย้ง โดยวธีิ เซลลูโลสอะซี เตตอเิลก็โตรโฟรีซิส  และ

วธีิเนทฟีพอลอิะคริลาไมด์เจลอเิลก็โตรโฟรีซิส  

 

2.1  วธีิเซลลูโลสอะซีเตตอิเลก็โตรโฟรีซิส (Helena Laboratories, 2001) 

 

       อุปกรณ์ 

 

       1. ชุดเคร่ืองมือเซลลูโลสอะซีเตตอิเลก็โตรโฟรีซิส  (Helena Laboratories, France) 

       2. เคร่ืองจ่ายกระแสไฟฟ้า (Titan Plus, Helena Laboratories, France) 

       3. แผน่เซลลูโลสอะซีเตต (TITAN III-H) ขนาด 76 x 60 มิลลิเมตร 

       4. จานแกว้ 

       5. ตูอ้บ (Memmert UM 500, Germany) 

       6. กระดาษกรอง เบอร์ 1 

       7. แผน่สไลด ์

       8. กระดาษกรองแผน่ยาว (wick) 

       9. โปรแกรมวเิคราะห์แผน่เจล ควอนติต้ีวนั (Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) 

 

       สารเคมี 

 

                     1.สารละลายบฟัเฟอร์ ใชส้ารละลายบฟัเฟอร์ ทริส-EDTA-กรดบอริก (Supre-Heme  

Buffer) พเีอช 8.2-8.6 

                       2. สียอ้มพองโซเอส (Ponceau S) ประกอบดว้ย 0.5 เปอร์เซ็นต์ พองโซเอส ในสาร

สารละลาย  
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3.5 เปอร์เซ็นต์ กรดซลัโฟซาลิไซลิก (sulfosalicylic acid) และ 3.5 เปอร์เซ็นต ์กรดไตรคลอโรอะซิ

ติก (trichloroacetic acid) 

    3. สารลา้งสียอ้ม (destaining reagent) ประกอบดว้ย 5 เปอร์เซ็นต์ กรดอะซิติก (acetic 

acid) 

   4. สารละลาย clearing ประกอบดว้ย กรดอะซิติก 30 ส่วน เมธานอล (methanol) 70 ส่วน

และ Clear aid 4 ส่วน (Helena Laboratories, France) 

   5. สารละลายฮีโมโกลบินมาตรฐาน [hemoglobin control (AFSA2)] (Helena 

Laboratories,   France) 

 

   สารตวัอยา่ง 

 

   สารละลายฮีโมโกลบินหรือฮีโมไลเสตของชา้งเล้ียง 

 

วธีิการ 

 

1. แช่แผน่เซลลูโลสอะซีเตตในสารละลายบฟัเฟอร์เพื่อใหอ่ิ้มตวัดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ เป็นเวลา 5

นาที 

 

2. เทสารละลายบฟัเฟอร์ประมาณ 100 มิลลิลิตร ลงในอ่างอิเล็กโทรดของชุดเคร่ืองมืออิเล็กโตรโฟรี

ซีส ใ ชก้ระดาษกรองเป็นสะพานเช่ือม  (wick) สนามไฟฟ้าระหวา่งแผน่เซลลูโลส อะซีเตตและ

สารละลายบฟัเฟอร์ โดยแช่ใหชุ่้มดว้ยบฟัเฟอร์และวางพาดลงในอ่างอิเล็กโทรดทั้ง 2 อ่าง  

 

3. บรรจุสารละลายฮีโมโกลบินของชา้งเล้ียงและสารละลายฮีโมโกลบินมาตรฐานปริมาตร 8 

ไมโครลิตรในช่องใส่ตวัอยา่ง ปิดดว้ยแผน่สไลดเ์พือ่ป้องกนัการระเหย 

 

4. นาํแผน่เซลลูโลสอะซีเตตท่ีแช่ในบฟัเฟอร์ครบ 5 นาทีมาซบัดว้ยกระดาษกรองใหห้มาด  

วางแผน่เซลลูโลสอะซีเตตบนเพลทแอพพลิเคเตอร์ ( applicator plate) ท่ีตาํแหน่งขั้วลบ 

(cathode application) แลว้ใชแ้อพพลิเคเตอร์ ( applicator) เคลือบ สารละลายฮีโมโกลบินของ

ชา้งเล้ียง และสารละลายฮีโมโกลบินมาตรฐานท่ี บรรจุ ไวใ้นช่องใส่ตวัอยา่งมา กดลงบนแผน่

เซลลูโลสอะซีเตต 

 



 
38 

 

 

5. นาํแผน่เซลลูโลสอะซีเตตท่ี เคลือบตวัอยา่งแลว้มาวางคว ํ่าหนา้บนอ่างอิเล็กโทรด  โดยหนัดา้นท่ี

ใส่ตวัอยา่งไวท้างขั้วลบ ใชแ้ผน่สไลดว์างทบัลงบนแผน่เซลลูโลสอะซีเตตเพื่อใหผ้วิหนา้สัมผสักบั

กระดาษกรองและปิดฝาอ่างอิเล็กโทรด 

 

6. เปิดเคร่ืองจ่ายกระแสไฟฟ้าท่ี 350 โวลต ์เป็นเวลานาน 25 นาที 

 

7. เม่ือครบกาํหนดเวลานาํแผน่เซลลูโลอะซีเตตมายอ้มสีในสารละลายสียอ้มพองโซเอส  

เป็นเวลา 8 นาที 

 

8. ลา้งสียอ้มดว้ย 5 เปอร์เซ็นต์ กรดอะซิติก จนมองเห็นแถบของฮีโมโกลบินชดัเจนหรือสังเกตจาก

แถบของสารละลายฮีโมโกลบินมาตรฐาน 

 

 9. แช่แผน่เซลลูโลสอะซีเตตในเมธานอล 4 นาที หลงัจากนั้นแช่ในสารละลาย clearing เป็นเวลา 9 

นาที 

 

10. ใหค้วามร้อนแผน่เซลลูโลสอะซีเตตโดยนาํเขา้ตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็น เวลา 10 

นาที เพื่อใหแ้ผน่เซลลูโลสอะซีเตตเปล่ียนจากแผน่ทึบแสงเป็นแผน่โปร่งแสง  

 

 

2.2   วธีิเนทีฟพอลิอะคริลาไมดเ์จลอิเลก็โตรโฟรีซิส (ดดัแปลงจาก Laemmli, 1970) 

 

        อุปกรณ์ 

 

         1. ชุดเคร่ืองมืออิเลก็โตรโฟรีซิส  (Mini Protein III, Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) 

         2. เคร่ืองจ่ายกระแสไฟฟ้า (Power PAC 200, Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) 

         3. ไมโครไซริงค ์(microsyringe, Fortuna®, Transferpette®-digital ) ขนาด 25 

ไมโครลิตร 

         4. เคร่ืองเขยา่อตัโนมติั (shaker, MiniRocker MR-1, BioSan) 

         5. โปรแกรมวเิคราะห์แผน่เจลควอนติต้ีวนั (Bio-Rad  Laboratories, U.S.A.) 
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        สารเคมี 

 

        1.  สารเคมีท่ีใชเ้ตรียมแผน่เจล ประกอบดว้ย 

           1.1 สารละลายอะคริลาไมด์ และบิส มีความเขม้ขน้  30 เปอร์เซ็นต์  จาํนวน 50 

มิลลิลิตร (30% T 2.67% C) (30% acrylamide / N, N/ -methylene-bis-acrylamide stock solution) 

ประกอบดว้ย อะคริลาไมด ์14.6 กรัม และบิส 0.4 กรัม  

          1.2 1.5 โมลาร์ ทริสบฟัเฟอร์ พเีอช 8.8 

          1.3 10 เปอร์เซ็นตแ์อมโมเนียมเปอร์ซลัเฟต (ammonium persulfate) 

           1.4  N, N, N/, N/ เตตราเมธิลลีนไดเอมีน (N, N, N/, N/, - tetramethylenediamine; 

TEMED) 

 

       2.  สารละลายบฟัเฟอร์สาํหรับตวัอยา่ง (sample buffer) ประกอบดว้ย 

        2.1 0.5 โมลาร์ทริสบฟัเฟอร์ พเีอช 6.8  

                      2.2 99.5 เปอร์เซ็นต์ กลีเซอรอล  

        2.3 1 เปอร์เซ็นต ์บรอมฟีนอลบลู (bromphenol blue)  

                     2.4 นํ้ากลัน่  

 

3.  สารละลายบฟัเฟอร์สาํหรับอิเล็กโทรด พเีอช 8.3 (electrode buffer, pH 8.3) 

ประกอบดว้ย 

                    3.1 ทริส 

      3.2 ไกลซีน (glycine)  

     3.3 นํ้ากลัน่ 

 

     4.  สารละลายลา้งสียอ้ม ประกอบดว้ย 

      4.1 กรดอะซิติก 10 ส่วน 

                    4.2 เอธานอล 25 ส่วน 

                    4.3 นํ้ากลัน่ 65 ส่วน 

 

        5.  สียอ้ม ประกอบดว้ยโคแมสซีบลูอาร์-250 (coomassie blue R-250) ในสารละลายลา้งสี    

ยอ้ม 
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       สารตวัอยา่ง 

 

       สารละลายฮีโมโกลบินหรือฮีโมไลเสตของชา้งเล้ียง 

 

วธีิการ 

 

1.  ทาํการเตรียมแผน่เจลดงัน้ี 

1.1 เตรียมสารละลายสาํหรับเจล  (12%T) ยกเวน้ TEMED และ10 เปอร์เซ็นต์ แอมโมเนียม

เปอร์ซลัเฟต ดงัตารางท่ี1 ดูดอากาศออกดว้ยป๊ัมสูญญากาศ 

1.2 ประกอบชุดเตรียมเจล ใส่หว ี(comb) ในช่องวา่งระหวา่งกระจกเอียงทาํมุมประมาณ  10 

องศา 

1.3 เติม TEMED และ10 เปอร์เซ็นต ์แอมโมเนียมเปอร์ซลัเฟต ลงในสารละลายเจลท่ีเตรียม

ไวใ้นขอ้ 1.1 แลว้ปิเปตใส่ช่องวา่งระหวา่งกระจกทนัทีจนถึงขอบกระจก 

1.4 จดัหวีใหอ้ยูใ่นแนวเส้นตรง ระวงัอยา่ใหมี้ฟองอากาศ  ปล่อยใหเ้จลแขง็ตวั        

(polymerization) ประมาณ 30-45 นาที 

 

ตารางที ่1  สูตรการเตรียมเจลวธีิเนทีฟพอลิอะคริลาไมดเ์จลอิเลก็โตรโฟรีซิส 

 

สารในการเตรียมเจล ปริมาตรสารในการเตรียมเจล 

12% T  

นํ้ากลัน่ (มิลลิลิตร)                  3.45  

1.5 โมลาร์ ทริสบฟัเฟอร์ พเีอช 8.8 (มิลลิลิตร)                 2.5  

30 เปอร์เซ็นต ์ สารละลายอะคริลาไมดแ์ละบิส (มิลลิลิตร)                 4  

10 เปอร์เซ็นต ์ แอมโมเนียมเปอร์ซลัเฟต (ไมโครลิตร)                100  

TEMED (ไมโครลิตร)                7  

 

หมายเหตุ  สูตรสาํหรับเจล 2  แผน่ 

 

1.5 ดึงหวอียา่งระมดัระวงัแลว้ลา้งหลุมเจลดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์สาํหรับอิเล็กโทรด  
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พเีอช 8.3 จะไดเ้จลท่ีพร้อมใชง้าน จากนั้นประกอบแผน่เจลเขา้กบัชุดอิเล็กโทรด  เติมสารละลาย

บฟัเฟอร์สาํหรับอิเลก็โทรด พเีอช 8.3 ในอ่างอิเล็กโทรดบนและลา้งใหท้่วมผวิหนา้เจล 

 

2. เตรียมสารละลายตวัอยา่ง  โดยผสมสารละลายฮีโมไลเสตกบัสารละลายบฟัเฟอร์สาํหรั บตวัอยา่ง

เพื่อใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีเหมาะสม ประมาณ 8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  จากนั้นนาํไปบรรจุ

ใส่หลุมเจลดว้ยไมโครไซริงค ์

 

3. ต่อชุดอิเล็กโตรโฟรีซิสท่ีพร้อมทาํงานกบัเคร่ืองจ่ายกระแสไฟ  โดยตั้งค่าความต่างศกัยไ์ฟฟ้าท่ี 

200 โวลตค์งท่ีและค่ากระแสไฟฟ้าท่ี 60 มิลลิแอมแปร์ ต่อเจล 1 แผน่ ใชเ้วลา 45 นาที 

 

4. นาํแผน่เจลออกมายอ้มสี เป็นเวลา 30 นาที โดยเขยา่ดว้ยเคร่ืองเขยา่อตัโนมติัขณะยอ้ม 

 

5. ลา้งสียอ้มดว้ยสารละลายลา้งสียอ้ม  โดยเขยา่ดว้ยเคร่ืองเขยา่อตัโนมติัขณะลา้งสียอ้ม  จนกระทัง่

เห็นแถบชดัเจนและพื้นหลงัเจลใส 

 

6. เก็บแผน่เจลในนํ้ากลัน่ท่ี 4 องศาเซลเซียส  

  

3.  การทาํฮีโมโกลบินให้บริสุทธ์ิและการศึกษานํา้หนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินช้างเลีย้ง โดยวธีิเจล

ฟิลเทรชันคอลมัน์โครมาโทกราฟี (ดัดแปลงจาก Vanderdon and Colacino, 1989) 

 

อุปกรณ์ 

 

1. ชุดเคร่ืองมือ Econo System (Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) 

2. ตูเ้ยน็ Kelvinator Scientific Model ETBB39RGCH-2 (U.S.A.) ท่ี 4 องศาเซลเซียส  

3. เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (UV-visible recording spectrophotometer UV-160,    

Shimadzu, Japan) 

4. ไซริงคข์นาด 3 ซีซี 

5. คอลมัน์ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 3.5 เซนติเมตร ยาว 80 เซนติเมตร  
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สารเคมี 

 

1.  เซฟาเดกซ์ G-100 (Sephadex G-100 Grade fine, Pharmacia Laboratories, Sweden) 

 

2.  0.05 โมลาร์ ทริสบฟัเฟอร์ 0.02 เปอร์เซ็นต ์โซเดียมเอไซด ์(sodium azide; NaN3) พเีอช    

   7.4 

3.  สารละลายมาตรฐาน (standard solution) ประกอบดว้ย 

     3.1 บลูเดกซ์แตรน (blue dextran) นํ้าหนกัโมเลกุล 2,000,000 ดาลตนั 

     3.2 ซีรัมอลับูมินของโค (bovine serum albumin; BSA) นํ้าหนกัโมเลกุล 68,000 ดาลตนั 

     3.3 โอวลับมู ิน (ovalbumin) นํ้าหนกัโมเลกุล 45,000 ดาลตนั 

     3.4 ไซโตโครม ซี (cytochrome C) นํ้าหนกัโมเลกุล 12,384 ดาลตนั 

     3.5 ดีเอน็พี-แอสปาร์เตต (DNP-aspartate) นํ้าหนกัโมเลกุล 299.2 ดาลตนั 

 

       สารตวัอยา่ง 

 

สารละลายฮีโมโกลบินหรือฮีโมไลเสตของชา้งเล้ียง 

 

วธีิการ 

 

1.  การเตรียมคอลมัน์ 

1.1 ชัง่เซฟาเดกซ์ G-100 ในปริมาณท่ีตอ้งการ ( 5 กรัม ไดป้ริมาตรเจล 30 มิลลิลิตร) ทาํให้

พองอ่ิมตวั (swelling) ดว้ย 0.05 โมลาร์ ทริสบฟัเฟอร์ท่ีมี  0.02 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมเอไซด ์ พเีอช 7.4 

ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 24 ชัว่โมงหรือนาํไปตม้ในอ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมิท่ี  95 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 5 ชัว่โมง 

1.2 เตรียมคอลมัน์ไวใ้นตูเ้ยน็ ปิดปลายล่างของคอลมัน์ เติมบฟัเฟอร์ลงในคอลมัน์สูง

ประมาณหน่ึงในสามของคอลมัน์  รินบฟัเฟอร์ในเจลทิ้งใหเ้หลือบฟัเฟอร์ประมาณ  25 เปอร์เซ็นต์

ของเจล แลว้ทาํการบรรจุเจลลงในคอลมัน์ โดยคนและเทเบาๆใหห้มดในคร้ังเดียว 

1.3 เม่ือเจลเรียงตวัในคอลมัน์  ใส่ adapter และ equilibrate ดว้ยทริสบฟัเฟอร์ท่ีอตัราไหล  2 

มิลลิลิตรต่อนาทีจนปริมาตรของเจลคงท่ีแลว้หาปริมาตรเจลท่ีแน่นอนจากนั้น  equilibrate ต่อไป

ประมาณ 1.5 เท่าของปริมาตรเจลจะไดค้อลมัน์เจลท่ีพร้อมใชง้าน 
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2. แยกโปรตีนมาตรฐานในสารละลายมาตรฐานท่ีมีความเขม้ขน้ของโปรตีน  10 มิลลิกรัม  ต่อ

มิลลิลิตร  ปริมาตร  1 มิลลิลิตร  และแยกโปรตีนในฮีโมไลเสตของ ชา้งเล้ียง มีความเขม้ขน้ของ

โปรตีน  50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  ปริมาตร  1มิลลิลิตร  โดยชะดว้ย ทริสบฟัเฟอร์ท่ีอตัราการไหล   

1 มิลลิลิตรต่อนาที 

 

3. เก็บสารละลายท่ีไหลออกจากคอลมัน์หลอดละ  3 มิลลิลิตร นาํมาวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี ความ

ยาวคล่ืน 280 นาโนเมตรสาํหรับโปรตีน และท่ีความยาวคล่ืน 415 นาโนเมตรสาํหรับฮีโมโกลบิน 

 

4. สร้างกราฟระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกบัปริมาตร (มิลลิลิตร) ของแต่ละ

หลอด (fraction) ท่ีได ้จากกราฟ หาปริมาตรท่ีใชใ้นการชะสารแต่ละชนิดหรือ Ve คาํนวณหาค่า Vt 

และ Vo เพือ่นาํมาคาํนวณหาค่าสัมประสิทธ์ิการกระจาย (Distribution coefficient, Kd)  ดงัสมการ 

Kd     =   

                                                                    Vt – Vo 

Ve – Vo 

โดยท่ี  Vt  คือ ปริมาตรทั้งหมดของคอลมัน์ท่ีบรรจุเมด็เจล (total volume) 

Ve คือ ปริมาตรของสารละลายท่ีใช่ในการชะสารออกมา (elution volume) 

Vo คือ ปริมาตรของตวัทาํละลายท่ีลอ้มรอบเมด็เจล (void volume) 

 

5. สร้างกราฟมาตรฐานระหวา่งค่าสัมประสิทธ์ิการกระจายกบัค่าลอกาลิทึมของนํ้าหนกั 

โมเลกลุ  (log molecular weight) ของสารมาตรฐาน เพื่อหานํ้าหนกัโมเลกุลของฮีโมโกลบินของ ชา้ง

เล้ียง 

 

4.  การศึกษานํา้หนักโมเลกุลของหน่วยย่อยหรือสายกลอบินของฮีโมโกลบินช้างเลีย้งโดยวธีิโซเดยีม

โดดีซิลซัลเฟตพอลอิะคริลาไมด์เจลอเิลก็โตรโฟรีซิสแบบดิสคอนทนูิอสัเจล (Laemmli, 1970) 

 

อุปกรณ์ 

 

1. ชุดเคร่ืองมืออิเลก็โตรโฟรีซิส (Mini Protein III, Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) 

2. เคร่ืองจ่ายกระแสไฟฟ้า (Power PAC 200, Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) 

3. ไมโครไซริงคข์นาด 25 ไมโครลิตร 

4. เคร่ืองใหค้วามร้อน (Stuart Scientific รุ่น SHT 1, UK) 

5. เคร่ืองเขยา่อตัโนมติั (shaker, MiniRocker MR-1, BioSan) 
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สารเคมี 

 

1.  สารเคมีท่ีใชเ้ตรียมแผน่เจล ประกอบดว้ย 

     1.1 30 เปอร์เซ็นต์ สารละลายอะคริลาไมด์ และบิส จาํนวน 50 มิลลิลิตร (30% T 2.67% 

C) ประกอบดว้ย อะคริลาไมด ์14.6 กรัม และบิส 0.4 กรัม  

     1.2 1.5 โมลาร์ ทริสบฟัเฟอร์ พเีอช 8.8 

     1.3 0.5 โมลาร์ ทริสบฟัเฟอร์ พเีอช 6.8 

     1.4 10 เปอร์เซ็นตแ์อมโมเนียมเปอร์ซลัเฟต  

     1.5 N, N, N/, N/ เตตราเมธิลลีนไดเอมีน  

     1.6 10 เปอร์เซ็นตโ์ซเดียมโดดีซิลซลัเฟต (10% sodium dodecylsulfate; 10%  SDS) 

 

2.  สารละลายบฟัเฟอร์สาํหรับตวัอยา่ง  

     2.1 0.5 โมลาร์ทริสบฟัเฟอร์ พเีอช 6.8 

     2.2 99.5 เปอร์เซ็นต์ กลีเซอรอล 

     2.3 1 เปอร์เซ็นตบ์รอมฟีนอลบลู  

     2.4  2-เมอร์แคบโตเอธานอล (2-mercaptoethanol) 

     2.5  10 เปอร์เซ็นตโ์ซเดียมโดดีซิลซลัเฟต 

 

3.  สารละลายบฟัเฟอร์สาํหรับอิเล็กโทรด พเีอช 8.3 ปริมาตร 1 ลิตร ประกอบดว้ย 

     3.1 ทริส 

     3.2 ไกลซีน  

     3.3 โซเดียมโดดีซิลซลัเฟต  

     3.4 นํ้ากลัน่ 

 

4.  สารละลายลา้งสียอ้ม ประกอบดว้ย 

     4.1  กรดอะซิติก 10 ส่วน 

     4.2  เอธานอล 25 ส่วน 

     4.3  นํ้ากลัน่ 65 ส่วน 

 

5.  สียอ้ม ประกอบดว้ยโคแมสซีบลูอาร์-250 ในสารละลายลา้งสียอ้ม 
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6. โปรตีนมาตรฐานชนิด  broad range molecular weight (Bio-Rad Laboratories, U.S.A.)

ประกอบดว้ย 

     6.1 ไมโอซิน (myosin) นํ้าหนกัโมเลกุล 200,000 ดาลตนั 

     6.2 เบตา้ กาแลคโตซิเดส (β-galactosidase) นํ้าหนกัโมเลกุล 116,250 ดาลตนั 

     6.3 ฟอสโฟรีเลส บี (phosphorylase b) นํ้าหนกัโมเลกุล 97,400 ดาลตนั 

     6.4 ซีรัมอลับลูมินของโค (bovine serum albumin, BSA) นํ้าหนกัโมเลกุล 66,200 ดาล

ตนั 

     6.5 โอวลับลูมิน (ovalbumin) นํ้าหนกัโมเลกุล 45,000 ดาลตนั 

     6.6 คาร์บอนิกแอนไฮเดรส (carbonic anhydrase) นํ้าหนกัโมเลกุล 31,000 ดาลตนั 

     6.7 ตวัยบัย ั้งทริปซินของถัว่เหลือง  (soy bean trypsin inhibitor) นํ้าหนกัโมเลกุล  21,500 

ดาลตนั 

     6.8 ไลโซไซม ์(lysozyme) นํ้าหนกัโมเลกุล 14,400 ดาลตนั 

     6.9 อะโพรทินิน (aprotinin) นํ้าหนกัโมเลกุล 6,500 ดาลตนั 

 

สารตวัอยา่ง 

 

สารละลายฮีโมโกลบินของ ชา้งเล้ียง ท่ีทาํใหบ้ริสุทธ์ิโดยผา่นเจลฟิลเทรชนัคอลมัน์โคร

มาโทกราฟี 

 

วธีิการ 

 

1.  ทาํการเตรียมแผน่เจลดงัน้ี 

1.1 เตรียมสารละลายสาํหรับ separating gel (15% T 2.67% C) ยกเวน้ TEMED และ 10  

เปอร์เซ็นต ์แอมโมเนียมเปอร์ซลัเฟต ดงัตารางท่ี2 แลว้ดูดอากาศออกดว้ยป๊ัมสุญญากาศ 

1.2 ประกอบชุดเตรียมเจลและทาํเคร่ืองหมายแสดงความสูงของ separating gel บน 

แผน่กระจก 

1.3 เติม TEMED และ10 เปอร์เซ็นต์ แอมโมเนียมเปอร์ซลัเฟต  ลงในสารละลายเจลแลว้  ปิ

เปตใส่ช่องวา่งระหวา่งกระจกทนัทีจนถึงตาํแหน่งท่ีทาํเคร่ืองหมาย ปิดผวิหนา้เจลดว้ยนํ้ากลัน่เบา  ๆ

              1.4 ปล่อยใหเ้จลแขง็ตวัประมาณ 30-45 นาที  

1.5 เตรียม stacking gel (4% T 2.67% C) ซ่ึงขั้นตอนการเตรียมเหมือนกบัการเตรียม 

separating gel ดงัตารางท่ี 2 
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ตารางที ่2  สูตรการเตรียมเจลวธีิโซเดียมโดดีซิลซลัเฟตพอลิอะคริลาไมดเ์จลอิเลก็โตรโฟรีซิส 

  

สารในการเตรียมเจล ปริมาตรสารในการเตรียมเจล 

 15% T  4% T 

นํ้ากลัน่ (มิลลิลิตร) 2.35 3.05 

1.5 โมลาร์ทริสบฟัเฟอร์ พเีอช 8.8 (มิลลิลิตร) 2.5 - 

0.5 โมลาร์ ทริสบฟัเฟอร์ พเีอช 6.8 (มิลลิลิตร) - 1.25 

10 เปอร์เซ็นต ์โซเดียมโดดีซิลซลัเฟต (ไมโครลิตร) 100 50 

30 เปอร์เซ็นตส์ารละลายอะคริลาไมด์และบิส(มิลลิลิตร) 5 0.665 

10 เปอร์เซ็นต ์แอมโมเนียมเปอร์ซลัเฟต (ไมโครลิตร) 100 50 

TEMED (ไมโครลิตร) 14 7 

 

หมายเหตุ  สูตรสาํหรับเจล 2 แผน่ 

 

1.6 เม่ือเจลแขง็ตวัจะเกิดแนวเส้นตรงบริเวณผวิหนา้เจล  ซบันํ้าบนผวิหนา้เจลแลว้ใส่ หวีใน

ช่องวา่งระหวา่งกระจกเอียงทาํมุมประมาณ 10 องศา 

1.7 เติม TEMED และ 10 เปอร์เซ็นตแ์อมโมเนียมเปอร์ซลัเฟต  ลงในสารละลาย  stacking 

gel ปิเปตสารละลายเจลลงในช่องวา่งระหวา่งกระจกทนัทีจนเตม็  แลว้จดัหวีใหอ้ยูใ่นแนวเส้นตรง  

ปล่อยใหเ้จลแขง็ตวัประมาณ 30-45 นาที 

1.8 ดึงหวีอยา่งระมดัระวงัแลว้ลา้งหลุมเจลดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์สาํหรับอิเล็กโทรด  พี

เอช 8.3 จะไดเ้จลพร้อมใชง้าน  จากนั้นประกอบแผน่เจลเขา้กบัชุดอิเล็กโทรด เติมสารละลาย

บฟัเฟอร์สาํหรับอิเลก็โทรด พเีอช 8.3 ในอ่างอิเล็กโทรดบนและล่างใหท้่วมผวิหนา้เจล 

 

2. เตรียมสารละลายฮีโมไลเสตและสารละลายโปรตีนมาตรฐานโดยผสมละลายฮีโมไลเสตและ

สารละลายโปรตีนมาตรฐานกบัสารละลายบฟัเฟอร์สาํหรับตวัอยา่งเพื่อใหไ้ด้ ความเขม้ขน้ของ

โปรตีนท่ีเหมาะสมประมาณ  8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  ใหค้วามร้อนสารละลายฮีโมไลเสตและ

สารละลายโปรตีนมาตรฐานท่ี  95 องศาเซลเซียสเป็นเวลา  10 นาที จากนั้นนาํไปหยอดใส่หลุมเจล   

ดว้ยไมโครไซริงค ์

 

3. ต่อชุดอิเลก็โตรโฟรีซิสกบัเคร่ืองจ่ายกระแสไฟ  โดยตั้งค่าความต่างศกัยไ์ฟฟ้าท่ี  200 โวลตค์งท่ี

และค่ากระแสไฟฟ้าท่ี 60 มิลลิแอมแปร์ ต่อเจล 1 แผน่ ใชเ้วลา 45 นาที 
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4. นาํแผน่เจลออกมายอ้มสีเป็นเวลา 30 นาที เขยา่ดว้ยเคร่ืองเขยา่อตัโนมติัขณะยอ้ม 

 

5. ลา้งสียอ้ม โดยเขยา่ดว้ยเคร่ืองเขยา่อตัโนมติัขณะลา้งสียอ้ม จนกระทัง่เห็นแถบชดัเจนและพื้น

หลงัเจลใส 

 

6. เก็บแผน่เจลในนํ้ากลัน่ท่ี 4 องศาเซลเซียส  

 

5.  การศึกษานํา้หนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินและนํา้หนักโมเลกุลของหน่วยย่อยหรือสายกลอบิน

ของฮีโมโกลบินช้างเลีย้งโดยวธีิแมสสเปกโทรเมทรี  

 

อุปกรณ์ 

 

              1. เคร่ืองแมสสเปกโทรมิเตอร์ (mass spectrometer) แบบ MALDI-TOF (Bruker 
UltraFlexIII, Germany) 
            2. เพลทตวัอยา่ง (target  plate) ท่ีมีโปรตีนฮีโมโกลบินจบัอยูก่บัเมทริกซ์ 

 

สารเคมี 

 

1.  0.01 โมลาร์ กรดไซแนพนิิค (sinapinic acid) เป็นเมทริกซ์ 

2. 100 เปอร์เซ็นต์ อะซิโตไนไตรล์ (acetonitrile, ACN) 

3. 0.1 เปอร์เซ็นต์ กรดไตรฟลูออโรอะซิติก (trifluoroacetic acid, TFA) 

 

สารตวัอยา่ง 

 

          สารละลายฮีโมโกลบินของชา้งเล้ียงท่ีทาํใหบ้ริสุทธ์ิโดยผา่นเจลฟิลเทรชนัคอลมัน์ 

โคมาโทกราฟี 

 

วธีิการ 

 

1. ผสมสารละลายฮีโมโกลบินของชา้งเล้ียงท่ีทาํใหบ้ริสุทธ์ิโดยผา่นเจลฟิลเทรชนัคอลมัน์โครมาโท

กราฟฟีของเซฟาเดกซ์  G-100 ปริมาตร 1 ไมโครลิตร  (10 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ) กบักรด



 
48 

 

 

ไซแนพนิิคปริมาตร 1 ไมโครลิตร ท่ีอ่ิมตวัดว้ย 100 เปอร์เซ็นต์ อะซิโตไนไตรล์และ 0.1 เปอร์เซ็นต์ 

กรดไตรฟลูออโรอะซิติก  ใส่ลงบนเพลทตวัอยา่งโดยใชไ้มโครปิเปตดูดเบาๆ  ปล่อยทิ้งไวใ้หแ้หง้ท่ี

อุณหภูมิหอ้ง 

 

2. นาํไปวเิคราะห์หานํ้าหนกัโมเลกุลดว้ยเคร่ืองแมสสเปกโทรมิเตอร์  โดยใช้ linear positive mode ท่ี 

20 kV เม่ือยงิดว้ยไนโตรเจนเลเซอร์  (nitrogen laser) เคร่ืองจะรายงานผลตามนํ้าหนกัโมเลกุลผา่น

ทางหนา้จอคอมพิวเตอร์ 

 

6.  การศึกษาลาํดับกรดอะมิโน (amino acid sequence) ของสายกลอบินของฮีโมโกลบินของช้างเลีย้ง

โดยวธีินาโนอเิลก็โตรสเปรย์ไอออนไนเซชัน แมสสเปกโทรเมทรี 

 

อุปกรณ์ 

 

1. เคร่ืองแมสสเปกโทรมิเตอร์ต่อเช่ือมกบัเคร่ืองรีเวอสร์-เฟส เอชพแีอลซี (Ultimate 3000  

LC system (Dionex, U.S.A.) coupled to ESI-Ion Trap MS (HCT ultra PTM Discovery System, 

Bruker Daltonik, Germany) with electrospray) 

2.  เคร่ืองเขยา่อตัโนมติั (shaker, MiniRocker MR-1, BioSan) 

3.  ตูบ้่ม (incubator) 

4.  เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (centrifuge) (Centurion Scientific, UK) 

5.  เคร่ือง shaking incubator (VS-84805FN, Korea) 

 

สารเคมี 

 

1. 100 เปอร์เซ็นต์ อะซิโตไนไตรล์ (100% acetonitrile, ACN) 

2. 50 เปอร์เซ็นต์ อะซิโตไนไตรล์ (50% acetonitrile, ACN) 

3. 30 เปอร์เซ็นต์ อะซิโตไนไตรล์ (30% acetonitrile, ACN) 

4. 0.1 เปอร์เซ็นต์ กรดอะซิติก (0.1%  acetic acid) 

5. 10 มิลลิโมลาร์ ไดไธโอไธรตอล (10 mM Dithiothreitol, DTT) 

6. 10 มิลลิโมลาร์ แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต (10 mM ammonium bicarbonate) 

7. 100 มิลลิโมลาร์ ไอโอโดอะเซตาไมด์ (100 mM iodoacetamide) 

8. 10 นาโนกรัม ทริปซิน (10 ng trypsin) 
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9. 0.1 เปอร์เซ็นต์ กรดฟอร์มิก (0.1% formic acid) 

10. โปรตีนมาตรฐานซีรัมอลับลูมินของโค (Bovine Serum Albumin, BSA) 

 

สารตวัอยา่ง 

 

แถบของหน่วยยอ่ยฮีโมโกลบินท่ีไดจ้ากการแยกดว้ยวธีิโซเดียมโดดีซิลซลัเฟตพอลิอะคริ 

ลาไมดเ์จลอิเลก็โตรโฟรีซิส (SDS-PAGE) 

 

วธีิการ 

 

1. ตดัช้ินเจลบริเวณแถบของโปรตีนขนาดประมาณ 1×1×1 มิลลิเมตร ใส่ใน 96-well plate  

 

2. ลา้งสีโคแมสซีบลูอาร์-250 ดว้ย 0.1 เปอร์เซ็นตก์รดอะซิติก จากนั้นนาํมาลา้งดว้ยนํ้ากลัน่ 

 

3. เติม 100 เปอร์เซ็นต์ อะซิโตไนไตรล์ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร  เขยา่ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา  5 

นาที  

 

4. ดูดอะซิโตไนไตรลทิ์้งไป แลว้ปล่อยใหเ้จลแหง้ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 5-10 นาที 

 

5. เติมสารละลาย  10 มิลลิโมลาร์  แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต ท่ีมี 10 มิลลิโมลาร์  ไดไธโอไธรตอล  

ปริมาตร 30 ไมโครลิตรต่อหลุม ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 1 ชัว่โมง  

 

6. ดูดสารละลาย  10 มิลลิโมลาร์  แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต ท่ีมี 10 มิลลิโมลาร์  ไดไธโอ ไธรตอล 

ทิ้งไป  

 

7. เติมสารละลาย 10 มิลลิโมลาร์  แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต ท่ีมี 100 มิลลิโมลาร์  ไอโอโดอะเซตา

ไมด ์ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไวใ้นท่ีมืดท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 1 ชัว่โมง  

 

8. ดูดสารละลาย  10 มิลลิโมลาร์  แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต ท่ีมี 100 มิลลิโมลาร์  ไอโอโดอะเซตา

ไมด ์ทิ้งไป 
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9. เติม 100 เปอร์เซ็นต์ อะซิโตไนไตรล์  ปริมาตร 200 ไมโครลิตร  เขยา่ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา  5 

นาที แลว้ดูดอะซิโตไนไตรลทิ์้งไป  ทาํซํ้ า 3 รอบ  

 

10. เติมสารละลาย  10 นาโนกรัม ทริปซิน ใน 10 มิลลิโมลาร์  แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต ท่ีมี 50 

เปอร์เซ็นต ์อะซิโตไนไตรล ์ปริมาตร 20 ไมโครลิตร เพือ่ยอ่ยโปรตีน บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา  20 

นาที  

 

11. เติม 30 เปอร์เซ็นต์ อะซิโตไนไตรล์  ปริมาตร 20 ไมโครลิตร  บ่มต่อท่ีอุณหภมิูหอ้งเป็นเวลา  3 

ชัว่โมง  

 

12. ดูดของเหลวแต่ละตวัอยา่งใส่ใน 96-well plate อนัใหม่  

 

13. เติมสารละลาย  50 เปอร์เซ็นต์  อะซิโตไนไตรล์  ท่ีมี 0.1 เปอร์เซ็นต์  กรดฟอร์มิกในนํ้ากลัน่

ปริมาตร 30 ไมโครลิตรใน 96-well plate อนัเดิม เขยา่ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา  10 นาที ดูดตวัอยา่ง

แต่ละชนิดใส่ใน 96-well plate อนัใหม่ ทาํซํ้ า 3 รอบ 

 

14. ทาํตวัอยา่งใหแ้หง้ดว้ย ตูบ้่ม ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  3-4 ชัว่โมง หรือ 1 คืน เก็บ

รักษาตวัอยา่งท่ีไดท่ี้ -80 องศาเซลเซียส  รอนาํไปวเิคราะห์ผลดว้ย LC/MS/MS  

 

15. ละลายตวัอยา่งท่ียอ่ยไดด้ว้ย 0.1 เปอร์เซ็นต์ กรดฟอร์มิก  ปริมาตร 6 ไมโครลิตรต่อหลุม นาํไป

ป่ันท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที  

 

16. ดูดของเหลวท่ีไดใ้ส่ insert tube เพือ่วเิคราะห์ผล ดว้ย LC/MS/MS ท่ีอตัราเร็ว 20 ไมโครลิตรต่อ

นาที ต่อ µ-precolumn (Acclaim PepMap 100 C 18, 5 µm, 100 A, 300 µm i.d. x 5 mm) ตวัอยา่ง

ถูกแยกดว้ยนาโนคอลมัน์ (Acclaim PepMap 100 C18, 3 µm, 100 A, 75 µm id x 150 mm) ดว้ย

อตัราเร็ว 300 นาโนลิตรต่อนาที โดยใชส้ารละลายเกรเดียน  (solvent gradient) (Solvent A: 0.1% 

formic acid in water; Solvent B: 0.1% formic acid in 80% ACN) เป็นเวลา 20 นาที 

 

17. นาํผล LC/MS/MS มาวเิคราะห์ชนิดของโปรตีนโดยใชฐ้านขอ้มูลจาก  National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) ดว้ยโปรแกรม MASCOT จาก Matrix Science Ltd. (London, 

UK) (Perkin et al., 1999) 
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18. นาํขอ้มูลสเปกตรัมพีคท่ีไดใ้นรูป MASCOT generic-format (mgf) ทาํการระบุชนิดของโปรตีน

โดยใชโ้ปรแกรม MASCOT คน้หาใน MASCOT MS/MS ion search เลือกคน้จากฐานขอ้มูลจาก  

NCBI ในอนุกรมวธิาน  (Taxonomy) ของคลาส (Class) แมมมาเลีย  (Mammalia) ในสตัวเ์ล้ียงลูก

ดว้ยนํ้านม (mammals) โดยเลือกใชเ้อนไซมท์ริปซินในการยอ่ยโปรตีนและใหโ้อกาส  ทริปซินใน

การตดัผดิหลงัหมู่คาร์บอกซิลของไลซีนและอาร์จีนีนเพยีง 1 ตาํแหน่ง เลือกใชว้ธีิคาร์บามิโดเมทธิล

เลชนั  (carbamidomethylation) ท่ีกรดอะมิโนซีสเตอีน เป็นการปรับแต่งแบบคงท่ี (fixed 

modification) เลือกใชก้ารออกซิเดชนัของเมทไธโอนีน เป็นการปรับแต่งแบบตวัแปร (variable 

modification) นอกจากน้ีตั้งค่าพารามิเตอร์ในการหาประจุเปปไทดท่ี์ 1+ 2+ 3+ เลือกเคร่ืองมือท่ีใช้

เป็น ESI-Trap ซ่ึงจากขอ้มูล MASCOT ท่ีได ้มีค่า Ion score เท่ากบั -10*log(P) โดยท่ี P เป็นค่าความ

น่าจะเป็นในเหตุการณ์ทีเ่กิดเป็นอิสระ ถา้ค่า  Ion score แต่ละส่วนมีค่ามากกวา่ 45 แสดงวา่มีความ

เหมือนกนั (identity หรือ extensive homology) (P<0.05) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
52 

 

 

ผลและวจิารณ์ 

 

1.  การวเิคราะห์ตัวอย่างเลอืด 

 

เม่ือหาค่า  PCV (Packed cell volume) ค่า Hb ค่า MCHC (Mean corpuscular hemoglobin 

concentration) ค่า MCH (Mean corpuscular hemoglobin) ค่า MCV (Mean corpuscular volume) ค่า

Plasma protein (PP) ร่วมกบัการพิจารณาค่าดชันีของเมด็เลือดแดง (RBC indices) ของชา้งเล้ียงท่ี

นาํมาศึกษามีค่าอยูใ่นช่วงพิสัยค่าอา้งอิง ( reference range) ดงัแสดงในตารางท่ี3 

 

ตารางที ่3  แสดงค่าโลหิตวทิยาของชา้งเล้ียง 

 

  ค่าโลหิตวทิยา ปางชา้งสยาม 

(n=31) 

อุทยานหินลา้นปี

และฟาร์มจระเข้

พทัยา (n=27) 

ค่าเฉล่ียของ 

ทั้ง2กลุ่ม 

(n=58) 

พิสัยค่าอา้งอิง 

(Mikota, 2006) 

 

PCV (%)   31.26±0.51a 29.29±0.61b 30.38±3.17 30-40 

Hb (g/dL)  11.40±0.19a 12.59±0.25b 11.97±3.31 11-15 

RBC (106/µL)   2.56±0.43a  2.90±0.08b 2.73±0.05 2.5-5.0 

MCHC (%) 36.46±0.08a  43.00±0.10b 39.51±0.44 25-40 

MCH (pg) 44.47±0.39 43.56±0.46 43.99±0.30 35-50 

MCV (fL) 121.87±0.89a      101.35±1.00b 112.15±1.48 80-160 

PP (g/dL)    7.56±0.10a    6.62±0.16b 7.13±0.11 6-12 

 

หมายเหตุ  ค่าเฉล่ีย±ค่าคลาดเคล่ือนมาตรฐานท่ีมีอกัษรตวัยกกาํกบัต่างกนั (a,b) มีความแตกต่างกนั   

                  อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) เม่ือเปรียบเทียบค่าเฉล่ียระหวา่งชา้งเล้ียงทั้ง 2 กลุ่ม  

                  โดยใชโ้ปรแกรมสาํเร็จรูป SPSS (2010) 
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   ตารางที ่4  แสดงค่าโลหิตวทิยาเปรียบเทียบระหวา่งชา้งเพศผูแ้ละเพศเมีย 

____________________________________________________________________________ 

                                     ปางชา้งสยาม                 อุทยานหินลา้นปี                        ค่าเฉล่ีย 

  ค่าโลหิตวทิยา                                               และฟาร์มจระเขพ้ทัยา 

                               เพศผู ้           เพศเมีย          เพศผู ้           เพศเมีย            เพศผู ้         เพศเมีย 

                              (n=4)             (n=27)           (n=4)            (n=23)           (n=8)          (n=50) 

____________________________________________________________________________ 

 PCV (%)          32.37±1.51   31.10±0.55  29.82±0.87   29.19±0.71    31.1±0.94   30.22±0.46           

 Hb (g/dL)         11.75±0.51   11.34±0.20   12.8±0.33    12.55±0.29  12.47±0.34    11.9±0.19 

 RBC (106/µL)    2.68±0.14     2.54±0.45   3.19±0.19     2.85±0.07     2.93±0.14a   2.68±0.04b 

 MCHC (%)      36.37±0.27   36.47±0.08  42.95±0.16   43.07±0.11   39.66±1.25  39.48±0.47 

 MCH (pg)        44.00±1.00   44.54±0.43  40.27±1.54a  44.14±0.37b  42.13±1.10  44.35±0.28 

 MCV (fL)        121.0±1.91   122.0±0.99    94.0±3.50a 102.63±0.77b 107.5±5.42 113.09±1.51 

 PP (g/dL)         7.30±0.23a      8.27±0.10b   7.35±0.28     7.78±0.17     7.32±0.17a   8.04±0.10b 

__________________________________________________________________________ 

 

หมายเหตุ  ค่าเฉล่ีย±ค่าคลาดเคล่ือนมาตรฐานท่ีมีอกัษรตวัยกกาํกบัต่างกนั (a,b) มีความแตกต่างกนั   

                  อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) เม่ือเปรียบเทียบค่าเฉล่ียระหวา่งเพศโดยใชโ้ปรแกรม   

                  สาํเร็จรูป SPSS (2010) 

             

จากตารางท่ี 3 ชา้งเล้ียงจากปางชา้งสยาม มีค่า PCV เท่ากบั 31.26±0.51 เปอร์เซ็นต์ ค่า Hb

เท่ากบั 11.40±0.19 กรัมต่อเดซิลิตร ชา้งเล้ียงจากอุทยานหินลา้นปีและฟาร์มจระเขพ้ทัยามี ค่า PCV 

เท่ากบั 29.29±0.61 เปอร์เซ็นต์ ค่า Hb เท่ากบั 12.59±0.25 กรัมต่อเดซิลิตร ซ่ึงมีความแตกต่างอยา่ง

มีนยัสาํคญัทางสถิติระหวา่งชา้งเล้ียงทั้ง 2 กลุ่ม ค่า PCV ของชา้งเล้ียงจากปางชา้งสยามอยูใ่นพิสัย

ค่าอา้งอิงแต่ค่า PCV ของชา้งเล้ียงจากอุทยานหินลา้นปีและฟาร์มจระเขพ้ทัยาตํ่ากวา่ค่าอา้งอิง  ซ่ึง

เม่ือรวมชา้งเล้ียงทุกเชือกในทั้ง2กลุ่มพบวา่ค่า PCV เฉล่ียอยูใ่นพิสัยค่าอา้งอิง ค่า MCHC ของชา้ง

เล้ียงจากปางชา้งสยามและจากอุทยานหินลา้นปีและฟาร์มจระเขพ้ทัยาเฉล่ียเท่ากบั  36.46±0.08 

และ 43.00 ±0.10 กรัมต่อเดซิลิตร ตามลาํดบั ซ่ึงมีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติระหวา่ง

ชา้งเล้ียงทั้ง 2 กลุ่ม ค่า MCHC ของชา้งเล้ียงจากปางชา้งสยามและอุทยานหินลา้นปีและฟาร์ม

จระเขพ้ทัยา มีค่า อยูใ่นพิสัยค่าอา้งอิง  แต่ชา้งจากอุทยานหินลา้นปีและฟาร์มจระเขพ้ทัยามีค่า 

MCHC สูงกวา่ชา้งเล้ียงจากปางชา้งสยาม  อาจเน่ืองจากค่า   PCV ท่ีศึกษาตํ่ากวา่ เม่ือนาํค่า  PCV 
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ไปหารจึงทาํใหค้่า MCHC เพิ่มข้ึน โดยทัว่ไปในสภาพปกติค่า MCHC ไม่ควรเพิ่มข้ึน เพราะเมด็

เลือดแดงไม่สามารถเพิ่มการสร้างฮีโมโกลบินได ้แต่ค่า MCHC เพิ่มข้ึนไดเ้พียงเล็กนอ้ยจากกรณีท่ี

มีการเพิ่มของเซลลเ์มด็เลือดแดงชนิดสเฟียร์โรไซด ์ (spherocyte) เป็นจาํนวนมาก ซ่ึงมีผลทาํใหค้่า 

PCV ลดลง เม่ือนาํไปหารจึงทาํใหค้่า MCHC เพิ่มข้ึน (เฉลียว, 2548) และอาจเน่ืองจากอายเุฉล่ีย

ชา้งเล้ียงจากอุทยานหินลา้นปีและฟาร์มจระเขพ้ทัยาตํ่ากวา่ชา้งเล้ียงจากปางชา้งสยามมาก โดยอายุ

เฉล่ียของชา้งเล้ียงจากอุทยานหินลา้นปีและฟาร์มจระเขพ้ทัยาเท่ากบั 16.77 ปี ชา้งเล้ียงจากปางชา้ง

สยามมีอายเุฉล่ีย 31.10 ปี ซ่ึงสอดคลอ้งกบัค่า   RBC  ของชา้งเล้ียงจากอุทยานหินลา้นปีท่ีสูงกวา่

และมีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญักบัชา้งเล้ียงจากปางชา้งสยาม โดยสัตวอ์ายนุอ้ยจะมีจาํนวน

เมด็เลือดแดงมากกวา่แต่ขนาดเมด็เลือดแดงจะเล็กกวา่สัตวท่ี์มีอายมุากกวา่ จึงทาํใหค้่า PCV ของ

ชา้งจากปางชา้งสยามสูงกวา่ดว้ย  ค่า MCHC ท่ีต ํ่ากวา่ค่าปกติ อาจเกิดจากเมด็เลือดแดงติดสีของ

ฮีโมโกลบินนอ้ยกวา่ปกติ (hypochromasia) ทาํใหติ้ดสีขาวกลางเซลลก์วา้ง  (central pallor) ทาํให้

ค่า MCHC ตํ่า สามารถพบไดใ้นกรณีการขาดธาตุเหล็ก การขาดโปรตีนรุนแรงทาํใหค้วามเขม้ขน้

ของ Hb ตํ่า ส่งผลใหค้่า MCHC ตํ่าลง จะเห็นไดว้า่ค่า  MCH ข้ึนกบัปัจจยัท่ีมีผลคลา้ยกบัค่า  

MCHC ในทางปฏิบติันิยมใชค้่า MCHC มากกวา่ (เฉลียว, 2548; Tvedten, 1989; Jain, 1993) 

 

ค่า MCV ของชา้งเล้ียงจากปางชา้งสยามและอุทยานหินลา้นปีและฟาร์มจะเขพ้ทัยาเท่ากบั  

121.87±0.89 และ101.35±1.00 เฟมโตลิตร  ตามลาํดบัซ่ึงมีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ

ระหวา่งชา้งเล้ียงทั้ง 2 กลุ่ม ค่า MCV ของชา้งเล้ียงทั้ง 2 กลุ่ม อยูใ่นพิสัยค่าอา้งอิง  เม่ือเปรียบเทียบ

กบัสตัวช์นิดอ่ืนแลว้เมด็เลือดแดงของชา้งมีค่า MCV สูงท่ีสุด แสดงวา่มีเมด็เลือดแดงท่ีมีขนาดใหญ่ 

สอดคลอ้งกบั  Mikota (2006) และ เฉลียว (2548) รายงานวา่เมด็เลือดแดงของชา้งมีขนาดใหญ่ท่ีสุด

ในสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม มีเส้นผา่ศูนยก์ลางมากกวา่  9 ไมครอน แต่ปริมาณเมด็เลือดแดงตํ่ากวา่ใน

สัตวช์นิดอ่ืนเน่ืองจากขนาดเซลลเ์มด็เลือดแดงท่ีใหญ่มากซ่ึงจะไดรั้บการชดเชยโดยมีปริมาณ

ฮีโมโกลบินในเซลลเ์มด็เลือดแดงมากกวา่ และในเลือดชา้งไม่พบเรติคูโลไซต ์ ช่วงชีวติของเมด็

เลือดแดงในชา้งยงัไม่มีรายงาน แต่เม่ือเปรียบเทียบกบัมา้ เมด็เลือดแดงของชา้งอาจมีอายถึุง 160 วนั 

และเมด็เลือดแดงชา้งมีความตา้นทานต่อออสโมติคไลซิสสูง (Osmoticlysis) ซ่ึงอาจสัมพนัธ์กบัการ

ท่ีเมด็เลือดแดงของชา้งมีอตัราส่วนพื้นท่ีผวิต่อขนาดสูง จึงมีส่วนสาํคญัในการป้องกนัไม่ใหเ้มด็

เลือดแดงแตกจากการกินนํ้าปริมาณมากๆหลงัจากการขาดนํ้าอยา่งรุนแรง และในหนา้หนาวชา้ง

เล้ียงเอเชียจะมีปริมาณเมด็เลือดแดงท่ีตํ่ากวา่ปกติและค่าเมด็เลือดแดงอดัแน่นสูงกวา่ปกติ  

นอกจากน้ีในลูกสตัวอ์ายนุอ้ยเมด็เลือดแดงมีขนาดเลก็ (microcytic) มีค่า MCV ตํ่าอาจแปลผลวา่เกิด

ภาวะการขาดธาตุเหล็กได ้ (Jain, 1986; Tvedten, 1989; Jain, 1993) เม่ือเปรียบเทียบค่า โลหิตวทิยา

ของชา้งเล้ียงตามอาย ุโดย แบ่งชา้งเล้ียงออกเป็น  3 กลุ่มตามช่วงอายุ  กลุ่มท่ี 1 อายุตั้งแต่ 1 ถึง 10 ปี 
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โดยมีชา้งเล้ียงจากปางชา้งสยามจาํนวน 1 เชือก จากอุทยานหินลา้นปีและฟาร์มจระเขพ้ทัยา 10 

เชือก พบค่า Hb (ปางชา้งสยาม 9.9 กรัมต่อเดซิลิตร, อุทยานหินลา้นปีและฟาร์มจระเขพ้ทัยา 

12.87±0.39 กรัมต่อเดซิลิตร)   ค่า MCV (ปางชา้งสยาม 115 เฟมโตลิตร, อุทยานหินลา้นปี 100±1.45 

เฟมโตลิตร)  และค่า MCHC (ปางชา้งสยาม 36.4  เปอร์เซ็นต,์ ชา้งอุทยานหินลา้นปีและฟาร์มจระเข้

พทัยา 43.05±0.16 เปอร์เซ็นต)์  มีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติระหวา่งชา้งเล้ียงในกลุ่มท่ี 

1 ส่วนค่า RBC ค่า PCV ค่า MCH และค่า PP ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติระหวา่ง

ชา้งเล้ียงในกลุ่มท่ี1 กลุ่มท่ี 2 อายตุั้งแต่ 11 ถึง 20  ปี โดยมีชา้งจากปางชา้งสยาม 4 เชือก ชา้งจาก

อุทยานหินลา้นปีและฟาร์มจระเขพ้ทัยา 7 เชือก พบค่า MCV (ปางชา้งสยาม 122.25 ±1.75 เฟมโต

ลิตร, ชา้งอุทยานหินลา้นปี 100.48 ±2.83 เฟมโตลิตร)  และ MCHC (ปางชา้งสยาม 36.35 ±0.36 

เปอร์เซ็นต,์ อุทยานหินลา้นปีและฟาร์มจระเขพ้ทัยา 43.21±0.18 เปอร์เซ็นต)์  มีความแตกต่างอยา่งมี

นยัสาํคญัทางสถิติระหวา่งชา้งเล้ียงในกลุ่มท่ี 2 ส่วนค่า RBC ค่า Hb ค่า PCV ค่า MCH และค่า PP 

ไม่แตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติระหวา่งชา้งเล้ียงในกลุ่มท่ี 2 กลุ่มท่ี 3 อายตุั้งแต่ 21-50 ปี มีชา้ง

จากปางชา้งสยาม 26 เชือก จากอุทยานหินลา้นปีและฟาร์มจระเขพ้ทัยา 10 เชือก พบวา่ค่า RBC 

(ปางชา้งสยาม 2.55±0.04  106/ไมโครลิตร, อุทยานหินลา้นปีและฟาร์มจระเขพ้ทัยา 2.81 ±0.10  106/

ไมโครลิตร)  ค่า Hb (ปางชา้งสยาม 11.35 ±0.20 กรัมต่อเดซิลิตร, อุทยานหินลา้นปีและฟาร์มจระเข้

พทัยา 12.46±0.52 กรัมต่อเดซิลิตร) ค่า PCV (ปางชา้งสยาม 31.11±0.54 เปอร์เซ็นต,์ อุทยานหินลา้น

ปีและฟาร์มจระเขพ้ทัยา 29.11±1.24 เปอร์เซ็นต)์ ค่า MCHC (ปางชา้งสยาม 36.47±0.08 เปอร์เซ็นต,์ 

อุทยานหินลา้นปีและฟาร์มจระเขพ้ทัยา 42.82 ±0.16 เปอร์เซ็นต)์  มีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั

ทางสถิติระหวา่งชา้งเล้ียงในกลุ่มท่ี 3 ส่วนค่า MCV ค่า MCH ค่า PP ไม่มีความแตกต่างอยา่งมี

นยัสาํคญัทางสถิติระหวา่งชา้งเล้ียงในกลุ่มท่ี 3   

 

จากตารางท่ี 4 เม่ือเปรียบเทียบค่าโลหิตวทิยาระหวา่งชา้งเพศผูแ้ละเพศเมียพบวา่ ชา้งเล้ียง

จากปางชา้งสยามมีค่า PP แตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติระหวา่งเพศผูแ้ละเพศเมีย  (เพศผู ้ 

7.30±0.23 กรัมต่อเดซิลิตร, เพศเมีย 8.27±0.10 กรัมต่อเดซิลิตร) ชา้งเล้ียงจากอุทยานหินลา้นปีและ

ฟาร์มจระเขพ้ทัยามีค่า MCH (เพศผู ้40.27±1.54 พโิคกรัม, เพศเมีย 44.14±0.37 พโิคกรัม) และค่า 

MCV (เพศผู ้94.00±3.50 เฟมโตลิตร , เพศเมีย 102.63±0.77 เฟมโตลิตร) แตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั

ทางสถิติระหวา่งเพศผูแ้ละเพศเมีย   แต่ค่าโลหิตวทิยาเฉล่ียของชา้งเล้ียงทั้ง2กลุ่มรวมกนัพบวา่ค่า 

RBC (เพศผู ้ 2.93±0.14 106/ไมโครลิตร , เพศเมีย 2.68±0.04 106/ไมโครลิตร) และค่า PP (เพศผู ้

7.32±0.17 กรัมต่อเดซิลิตร , เพศเมีย 8.04±0.10 กรัมต่อเดซิลิตร ) มีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั

ทางสถิติระหวา่งเพศผูแ้ละเพศเมีย อาจเน่ืองจากชา้งเพศผูมี้ขนาดของร่างกายและนํ้าหนกัมากกวา่

ชา้งเพศเมียจึงทาํใหมี้ค่า RBC สูงกวา่ 
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มีรายงานการศึกษาค่าโลหิตวทิยาในชา้งต่างประเทศซ่ึงมีทั้งชา้งเอเชียและชา้งแอฟริกา 

รวมทั้งชา้งท่ีเป็นชา้งเล้ียงและชา้งป่า สรุปดงัแสดงในตารางท่ี 5 

  

ตารางที ่5  ค่าโลหิตวทิยาของชา้งในต่างประเทศ 

 

                                        ค่าโลหิตวทิยา 

     อา้งอิง                     PCV         Hb          RBC        MCHC     MCH       MCV           PP 

                                       (%)        (g/dL)     (106/µL)        (%)         (pg)          (fL)          (g/dL) 

ชา้งเอเชีย (n=42) 

Jainudeen et al.            

 (1971)                         33.70      12.10      3.18          36.10        42.10       117.90            -       

ชา้งแอฟริกา (n=23) 

Debbies and Clausen.     

(1975)                              -            7.08      3.77              -               -              -                   - 

ชา้งแอฟริกา (n=5) 

Woodford (1979)       34.10       11.30      2.85          33.10        39.60       120.00             - 

 ชา้งเอเชีย 

Gromadzka et al.         

(1988)                        39.20       10.01     2.66              -                -                -                6.98   

ชา้งเอเชียและชา้งแอฟริกา 

Schmidt (1986)          34-44       10-13      2-4          30-60            -                -              8.0-9.2   

ชา้งเอเชีย (n=3) 

Yathirij et al.                

(1922)                         33.25      11.65         -                 -               -                -                  -  

ชา้งเอเชีย (n=145) 

Silva and Kuruwita.     

(1993a, 1993b)            25-45    7.4-15.8   1.7-5.4       23-40       24-56         81-160        6-13  

I.S.I.S.(International Species Information System)                 

  ชา้งแอฟริกา(2002a)  39.20       13.90        3.13       34.70       43.60          125.70        7.70                

  ชา้งเอเชีย(2002b)       46.60       16.10        3.84       34.60       41.90          121.30        7.20 
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จากตารางท่ี 5 สรุปรายงานการศึกษาค่าโลหิตวทิยาของชา้งจากต่างประเทศมีค่า  PCV

ระหวา่ง  25-45 เปอร์เซ็นต์ ค่า Hb 7.04-16.10 กรัมต่อเดซิลิตร  ค่า RBC 1.70-5.40 106/ไมโครลิตร  

ค่า MCHC 23-40  เปอร์เซ็นต์ ค่า MCH 24-56 พโิคกรัม ค่า MCV 81-160  เฟมโตลิตร  และค่า PP 

6-13 กรัมต่อเดซิลิตร โดยพบวา่ค่าโลหิตวทิยาของชา้งท่ีศึกษาอา้งอิงมีค่าอยูใ่นช่วงท่ีกวา้งมาก อาจ

เป็นเพราะเป็นค่าท่ีมีการศึกษาทั้งในชา้งเอเชียและชา้งแอฟริกา ความแตกต่างของเทคนิคการศึกษา 

สภาพแวดลอ้มแต่ละภูมิประเทศท่ีแตกต่างกนั ภาวะโภชนาการ โรคพยาธิต่างๆ กิจกรรมการ

ดาํรงชีวติของชา้งรวมทั้งระยะเวลาของรายงานการศึกษาท่ีห่างกนัเป็นอยา่งมาก โดยชา้งเล้ียงจาก

ปางชา้งสยามและชา้งเล้ียงจากอุทยานหินลา้นปีและฟาร์มจระเขพ้ทัยา มีค่าโลหิตวทิยาอยูใ่นช่วง

ของค่าอา้งอิงจากการศึกษาในต่างประเทศ  และมีรายงานการศึกษาค่าโลหิตวทิยาของชา้งเล้ียงใน

หลายภูมิภาคของประเทศไทยดงัแสดงในตารางท่ี 6 

 

ตารางที ่6 ค่าโลหิตวทิยาของชา้งเล้ียงในประเทศไทย 

 

                                                                            ค่าโลหิตวทิยา 

             อา้งอิง               PCV        Hb          RBC       MCHC         MCH       MCV         PP 

                                       (%)       (g/dL)     (106/µL)      (%)              (pg)         (fL)        (g/dL)  

เสาวนิตยแ์ละคณะ       

(2533) (n=52)            29.12     12.78       4.14             -                   -                -                -

Tuntasuvan et al.          

(2001) (n=47)            31.70         -              -                -                   -               -            7.97 

  เพญ็ศรีและคณะ          

  (2545) (n=90)            37.86     13.10       3.09         34.79           42.54         122.55        - 

  Salakij et al.                 

  (2005) (n=14)            32.20      11.50       2.66        35.60           43.40         121.80      8.04 

  สามารถและสาโรช    

  (2551) (n=70)            26.41     10.52       2.18         39.80           48.17         120.84      7.86 

 

   จากตารางท่ี 6 สรุปรายงานการศึกษาค่าโลหิตวทิยาของชา้งเล้ียงในประเทศไทยมีค่า   PCV 

26-32 เปอร์เซ็นต์ ค่า Hb 10-13 กรัมต่อเดซิลิตร  ค่า RBC 2-4 106/ไมโครลิตร ค่า MCHC 35-39 

เปอร์เซ็นต์ ค่า MCH 43-48 พโิคกรัม  ค่า MCV 120-122 เฟมโตลิตร  และค่า PP 7-8 กรัมต่อ

เดซิลิตร  โดยค่าโลหิตวทิยาของชา้งจากปางชา้งสยามและจากอุทยานหินลา้นปีและฟาร์มจระเข้
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พทัยาอยูใ่นพิสัยค่าอา้งอิงน้ี เม่ือพิจารณาค่า PCV พบวา่ค่า  PCV ของชา้งเล้ียงจากปางชา้งสยาม

และอุทยานหินลา้นปีและฟาร์มจระเขพ้ทัยา  (30.38±3.17 เปอร์เซ็นต์) มีค่าสูงกวา่จากการศึกษา

ของสามารถและสาโรช (2551) เสาวนิตยแ์ละคณะ (2533) แต่ตํ่ากวา่รายงานของ  Tuntasuvan et al. 

(2001)  เพญ็ศรีและคณะ (2545) และSalakij et al. (2005)    

     

 ค่า Hb (11.97±3.31 กรัมต่อเดซิลิตร ) และค่า RBC (2.73±0.05 106/ไมโครลิตร)  ของชา้ง

เล้ียงจากปางชา้งสยามและจากอุทยานหินลา้นปีและฟาร์มจระเขพ้ทัยา  มีค่าสูงกวา่จากการศึกษา

ของ  Salakij et al. (2005) และสามารถและสาโรช (2551) แต่มีค่าตํ่ากวา่จากการศึกษาของ  

เสาวนิตยแ์ละคณะ (2533) เพญ็ศรีและคณะ (2545) 

  

ค่า MCHC (39.51±0.44 เปอร์เซ็นต์) ค่า MCH (43.99±0.30 พโิคกรัม) ของชา้งเล้ียงจาก

ปางชา้งสยามและจากอุทยานหินลา้นปีและฟาร์มจระเขพ้ทัยา มีค่าสูงกวา่จากการศึกษาของ เพญ็

ศรีและคณะ (2545) และ Salakij et al. (2005) แต่มีค่าตํ่ากวา่จากการศึกษาของ สามารถและสาโรช 

(2551) 

 

ค่า MCV (112.15±1.48 เฟมโตลิตร) ของชา้งเล้ียงจากปางชา้งสยามและจากอุทยานหิน

ลา้นปีและฟาร์มจระเขพ้ทัยา  มีค่าตํ่ากวา่จากการศึกษาของ เพญ็ศรีและคณะ  (2545) และ Salakij et 

al. (2005) แต่มีค่าสูงกวา่จากการศึกษาของ สามารถและสาโรช (2551) ค่า PP (7.13 กรัมต่อ

เดซิลิตร) ของชา้งเล้ียงจากปางชา้งสยามและจากอุทยานหินลา้นปีและฟาร์มจระเขพ้ทัยา  มีค่าตํ่า

กวา่จากการศึกษา Tuntasuvan et al. (2001)  Salakij et al. (2005) และสามารถและสาโรช (2551) 

 

ค่าโลหิตวทิยามีส่วนสาํคญัในการวนิิจฉยัโรคและประเมินสภาพของ ชา้ง การเปล่ียนแปลง

ค่าโลหิตวทิยาข้ึนอยูก่บั อาย ุเพศ พนัธ์ุ การเล้ียงดูและอาหาร การใชค้่าอา้งอิงมาตรฐานจากชา้ง ซ่ึง

แยกออกเป็นชา้งเอเชียและชา้งแอฟริกา ชา้งแต่ละเชือกอยูใ่นสภาพภูมิอากาศและสภาพภูมิประเทศ

ท่ีแตกต่างกนั ทาํใหค้่าท่ีใชอ้า้งอิงกวา้งและคงเป็นขอ้จาํกดัอยู ่นอกจากน้ีวธีิท่ีใชใ้นการตรวจและ

ความไวในการตรวจมีผลต่อค่าอา้งอิงทั้งส้ิน โดยเฉพาะอาย ุสภาพร่างกายรวมถึงความแขง็แรงของ

ชา้งแต่ละเชือก กิจกรรมของชา้งและสภาวะทางโภชนาการ ลกัษณะการเล้ียงของชา้งเล้ียงทั้งสอง

แหล่งจะแตกต่างกนัโดยชา้งเล้ียงจากปางชา้งสยามเป็นชา้งท่ีใชง้านใหน้กัท่องเท่ียวนัง่บนหลงัชา้ง

แลว้เดินชมธรรมชาติ ซ่ึงทาํงานวนัละหลายชัว่โมงและอาหารไดจ้ากตน้ไมข้า้งทางระหวา่งเดิน 

รวมทั้งกลว้ยนํ้าวา้ แตงกวา ออ้ย จากนกัท่องเท่ียว และหญา้สดท่ีตดัมาใหกิ้น ส่วนชา้งเล้ียงจาก

อุทยานหินลา้นปีและฟาร์มจระเขพ้ทัยาส่วนใหญ่อยูใ่นโรงเรือนและมีพื้นท่ีปล่อยออกไปเดินเล่น 
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อาหารไดม้าจากหญา้ท่ีตดัมาใหกิ้น ตน้สับปะรด มีออ้ยและอาหารเมด็ใหกิ้นเสริมบางช่วง    จาก

การวเิคราะห์ค่า PCV ค่า Hb ร่วมกบัค่า RBC ของชา้งเล้ียงทั้ง2กลุ่ม มีค่าอยูใ่นช่วงพิสัยค่าอา้งอิง 

 

2.  การศึกษาฟีโนไทป์ของฮีโมโกลบนิช้างเลีย้ง 

 

2.1  วธีิเซลลูโลสอะซีเตตอิเลก็โตรโฟรีซิส 

 

 จากการศึกษาฟีโนไทป์ และชนิดขอ งฮีโมโกลบินชา้งเล้ียงโดยใชเ้ทคนิคเซลลูโลสอะซี

เตตอิเลก็โตรโฟรีซีส  ตามวธีิของ  Helena Laboratories (U.S.A.) โดยใชส้ารละลายฮีโมไลเสต  

พบวา่ฮีโมโกลบินขอ งชา้งเล้ียง มีฟีโนไทป์เดียว  ท่ีมีแถบความคมชดั เม่ือเทียบกบั สารละลาย

มาตรฐานฮีโมโกลบินของคน ซ่ึงแยกออกจากกนัชดัเจน (ภาพท่ี8, เลนท่ี 5) ประกอบดว้ย Hb A ท่ี

สามารถเคล่ือนท่ีไดร้ะยะทางไกลท่ีสุด รองลงมาคือ Hb F Hb S Hb A2 และ carbonic anhydrase 

ตามลาํดบั ฮีโมโกลบินชา้งเล้ียง  ประกอบดว้ย 1 แถบ (ภาพท่ี8, เลนท่ี 1,2,3,4,6,7 และ 8) ใหผ้ลการ

เคล่ือนท่ีในสนามไฟฟ้าจากขั้วลบไปหาขั้วบวกเหมือนกนั โดยเคล่ือนท่ีไกลกวา่ Hb A แสดงใหเ้ห็น

วา่ท่ีพเีอช 8.2-8.6 ฮีโมโกลบินของชา้งเล้ียง มีประจุลบ ทาํใหมี้การเคล่ือนท่ีในสนามไฟฟ้าจากขั้วลบ

ไปหาขั้วบวก  สอดคลอ้งกบั  Dhindsa et al. (1972) และ Mikota (2006) รายงานการศึกษา

ฮีโมโกลบินของชา้งเอเชียโดยวธีิ Starch gel electrophoresis พบวา่ฮีโมโกลบินของชา้งเอเชีย

เคล่ือนท่ีชา้กวา่ชา้งแอฟริกา แต่ฮีโมโกลบินของทั้งชา้งเอเชียและชา้งแอฟริกาเคล่ือนท่ีเร็วกวา่ Hb A 

ของคน และ ทั้งชา้งเอเชียและชา้งแอฟริกามีฮีโมโกลบินฟีโนไทป์เดียว 
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                                                    1    2    3   4    5     6     7    8                                                    

 

 ภาพที ่8  แสดงการเคล่ือนท่ีของฮีโมโกลบินจากสารละลายฮีโมไลเสตของคน (เลนท่ี 5) และชา้ง 

  เล้ียง (เลนท่ี1, 2, 3, 4, 6, 7 และ 8) โดยใชเ้ทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสบนแผน่เซลลูโลสอะซิ  

  เตต ท่ีพเีอช 8.2-8.6 (350 โวลต ์25 นาที) 

 

 การศึกษาฟีโนไทป์ของฮีโมโกลบินโดยใชเ้ทคนิค เซลลูโลสอะซีเตตอิเลก็โตรโฟรีซิส  ใช้

หลกัการการเคล่ือนท่ีของสารท่ีมีประจุภายใตส้นามไฟฟ้า ตวักลางคํ้าจุนเป็นแผน่เซลลูโลสอะซีเตต

ท่ีมีหมู่ไฮดรอกซิลส่วนใหญ่ถูกเปล่ียนไปเป็นหมู่อะซีเตต ทาํใหมี้คุณสมบติัไม่ดูดซบัสารผลการ

แยกดีข้ึน สามารถแยกโปรตีนออกเป็นแถบๆท่ีมีความคมชดั รวดเร็ว แมใ้ชค้วามต่างศกัยไ์ฟฟ้าตํ่า 

จากคุณสมบติัของเซลลูโลสอะซีเตตท่ีไม่ดูดซบัสารทาํใหห้ลงัจากการยอ้มสีจะเกิดสีของพื้นหลงั

(background) นอ้ย     สามารถทาํใหเ้ป็นแผน่โปร่งใสจึงเพิ่มความไวในการตรวจวเิคราะห์โดยใช้

วธีิสเปกโทรโฟโตเมทรีได ้และสามารถใชส้ารละลายหลายชนิดในการชะสารท่ีแยกออกจากแผน่

เมมเบรนน้ีได ้ (อาภสัสรา , 2537) ฮีโมโกลบินเป็นโปรตีน ท่ีมีประจุเป็นลบจึงเคล่ือนท่ีจากขั้วลบไป

หาขั้วบวก โดยระยะทางของการเคล่ือนท่ีท่ีแตกต่างกนัน้ีข้ึนอยูก่บั อตัราส่วนของประจุต่อมวล  

(charge per mass ratio) ของฮีโมโกลบินชนิดนั้นๆ และเน่ืองจากฮีโมโกลบินแต่ละชนิดมี มวล 

(mass) ท่ีใกลเ้คียงกนัมาก ดงันั้นปัจจยัหลกัท่ีส่งผลใหฮี้โมโกลบินแต่ละชนิดมีการเคล่ือนท่ีได้

ระยะทางแตกต่างกนัก็คือประจุสุทธิของฮีโมโกลบิน  โดยพบวา่ฮีโมโกลบินท่ีมีประจุสุทธิเป็นลบ

มากกวา่จะเคล่ือนท่ีไดร้ะยะทางไกลกวา่ในเวลาท่ีเท่ากนัและในกรณีท่ีเป็นฟีโนไทป์ท่ีประกอบดว้ย

ฮีโมโกลบินมากกวา่  1 ชนิดนั้นจะมีการเคล่ือนท่ีแยกออกจากกนัของฮีโมโกลบินตามประจุสุทธิท่ี

ต่างกนั    เทคนิคเซลลูโลสอะซีเตตอิเลก็โตรโฟรีซิสนิยมใชแ้ยกฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ไดผ้ลรวดเร็ว 

แต่ประสิทธิภาพในการแยกไม่ดีเท่ากบัวธีิ พอลิอะคริลาไมดเ์จลอิเลก็โตรโฟรีซิส  เน่ืองจากเทคนิค

เซลลูโลสอะซีเตตอิเลก็โตรโฟรีซิส  ยงัไม่สามารถแยกฮีโมโกลบินท่ีเกิดจากการเปล่ียนแปลงทาง

+ 
   

 - 

A 
F 
S 

Carbonic anhydrase  

  Application point 
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พนัธุกรรม จึงจาํเป็นตอ้งใชพ้อลิอะคริลาไมดเ์จลอิเลก็โตรโฟรีซิส ไอโซอิเลก็ตริกโฟกสัซิง  โครมา

โตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง หรือแมสสเปกโตรเมทรี  (สุกญัญา, 2549)   การแยกฮีโมโกลบิน

ดว้ยกระแสไฟฟ้าบนแผน่เซลลูโลสอะซีเตตเพือ่ทดสอบแยกชนิดและวดัปริมาณฮีโมโกลบินแต่ละ

ชนิดในคนยงัคงไดรั้บการแนะนาํใหใ้ชเ้ป็นวธีิมาตรฐานในการตรวจยนืยนั จากขอ้มูลการใชง้าน

ของหน่วยโลหิตวทิยา ภาควชิาพยาธิวทิยา คณะแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์  ตั้งแต่ 

พ.ศ. 2543-2549 หลงัจากนาํเคร่ืองอตัโนมติัท่ีใชห้ลกัการ   โครมาโตกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะ

สูง รุ่น VARIANT II (Biorad, U.S.A.) มาใชง้าน พบวา่มีขอ้จาํกดัในการใชเ้คร่ืองน้ีท่ีไม่สามารถ

รายงานผลฮีโมโกลบินเอช หรือฮีโมโกลบินบาร์ทได ้ ตอ้งทาํการทดสอบซํ้ าดว้ยชุดคอลมัน์ α-thal 

short ทาํใหเ้พิ่มตน้ทุนและเวลาในการทดสอบมากข้ึน หอ้งปฏิบติัการส่วนใหญ่จึงยงัคงใชว้ธีิแยก

ฮีโมโกลบินดว้ยกระแสไฟฟ้าบนแผน่เซลลูโลสอะซีเตต เพือ่ตรวจวดัปริมาณฮีโมโกลบินเอชหรือ

ฮีโมโกลบินบาร์ทเฉล่ีย 9.15 เปอร์เซ็นตข์องปริมาณงานทั้งหมด (ชวดี และคณะ, 2551)  

 

2.2  วธีิเนทีฟพอลิอะคริลาไมดเ์จลอิเลก็โตรโฟรีซิส 

 

      การศึกษาฟีโนไทป์ขอ ง ฮีโมโกลบิน ชา้งเล้ียง โดยวธีิ เนทีฟพอลิอะคริลาไมด์

เจลอิเลก็โตรโฟรีซีส (12% T  2.67% C ท่ีพเีอช 8.3)  เม่ือนาํสารละลายฮีโมไลเสตมาศึกษาฟีโนไทป์

และชนิดของฮีโมโกลบิน โดยใชเ้ทคนิคอิเล็กโ ตรโฟรีซิสแบบเนทีฟพอลิอะคริลาไมดเ์จล พบวา่

ฮีโมโกลบินขอ งชา้งเล้ียง มีฟีโนไทป์เดียว ท่ีประกอบดว้ยฮีโมโกลบิน 1 ชนิด และ เคล่ือนท่ีใน

สนามไฟฟ้าจากขั้วลบไปหาขั้วบวก เหมือนกบัวธีิเซลลูโลสอะซีเตต ( ดงัภาพท่ี 9) วธีิเนทีฟพอ

ลิอะคริลาไมดเ์จ ลอิเลก็โตรโฟรีซีส  มีตวักลางคํ้าจุนเป็น พอลิอะคริลาไมดเ์จ ล ซ่ึงเฉ่ือยต่อสารเคมี 

ทนต่อสภาพความเป็นกรด-ด่าง และทนต่ออุณหภูมิและความแรงไอออน (ionic strength) อตัราการ

เคล่ือนท่ีในสนามไฟฟ้าของสารท่ีมีประจุข้ึนอยูก่บัความหนาแน่นของประจุ ซ่ึงเป็นอตัราส่วนของ

ประจุต่อมวล  ถา้อตัราส่วนน้ีสูงโมเลกุลจะเคล่ือนท่ีไดร้วดเร็ว เม่ือใหส้นามไฟฟ้ากบัสารละลาย ฮี

โมไลเสต ฮีโมโกลบินแต่ละชนิดจะเคล่ือนท่ีดว้ยอตัราเร็วท่ีต่างกนัทาํใหแ้ยกออกจากกนัได ้ 

 

การแยกโปรตีนจะข้ึนอยูก่บัความหนาแน่นของประจุของโปรตีนท่ีค่าพีเอชหน่ึงๆ ท่ีเลือก 

ส่วนตวักลางคํ้าจุนเป็น พอลิอะคริลาไมดเ์จ ลสามารถลดการแพร่และป้องกนัการเกิดการพาไดดี้ทาํ

ใหก้ารแยกไดแ้ถบท่ีคมชดั นอกจากน้ียงัเป็นตวักลางท่ีมีรูพรุนทาํหนา้ท่ีเป็นตะแกรงร่อนโมเลกลุได้

เม่ือปรับขนาดของรูพรุนใหเ้หมาะสม  ดงันั้นการแยกฮีโมโกลบินโดยใชต้วักลางคํ้าจุนเป็น           

พอลิอะคริลาไมดเ์จ ลจึงข้ึนกบัความหนาแน่นของประจุและขนาดของสารท่ีตอ้งการแยก             

จากเหตุผลน้ีทาํใหโ้ปรตีนผสมท่ีมีขนาดแตกต่างกนั แต่มีความหนาแน่นของประจุเท่ากนัจึงไม่ถูก

แยกออกจากกนัเม่ือใชเ้ทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบกระดาษ แต่ถา้ใช้ วธีิเนทีฟพอลิอะคริลาไมด์
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เจลอิเลก็โตรโฟรีซีส  ขนาดของรูพรุนของเจลท่ีเหมาะสมจะมีผลทาํใหอ้ตัราการเคล่ือนท่ีของ

โปรตีนขนาดใหญ่ชา้ลงกวา่การเคล่ือนท่ีของโปรตีนขนาดเล็กกวา่ ทาํใหโ้ปรตีน 2 ชนิดแยกออก

จากกนัได ้(อาภสัสรา, 2537; สุกญัญา, 2549) 

 

 

 
                  1         2         3         4        5         6           7         8           9           10     

 

ภาพที ่9  แสดงการเคล่ือนท่ีของฮีโมโกลบินจากสารละลายฮีโมไลเสตของคน (เลนท่ี 6) และชา้ง  

               เล้ียง (เลนท่ี 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8, 9, 10)  บนเนทีฟพอลิอะคริลาไมดเ์จล (12% T 2.67% C ท่ีพี  

               เอช 8.3) โดยใชเ้ทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิส และยอ้มดว้ยโคแมสซีบลูอาร์-250 

 

ฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ขอ งสัตวส์ปีชีส์ต่างๆ เม่ือ ใชเ้ทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบเนทีฟพอ

ลิอะคริลาไมดเ์จล  รายงานพบฮีโมโกลบิน ฟีโนไทป์ขอ งโคเน้ือพนัธ์ุกาํแพงแสนมี 3 ชนิด คือ Hb 

AA Hb BB และ Hb AB ซ่ึงสอดคลอ้งกบัเม่ือใชเ้ทคนิคเซลลูโลสอะซีเตตอิเลก็โตรโฟรีซิสท่ีพบ

ฮีโมโกลบิน ฟีโนไทป์ขอ งโคเน้ือพนัธ์ุกาํแพงแสน 3 ชนิดเหมือนกนั และมีการเคล่ือนท่ีใน

สนามไฟฟ้าจากขั้วลบไปขั้วบวก ส่วนฮีโมโกลบิน ฟีโนไทป์ขอ งกระบือปลกัมี 2 ชนิด คือ Hb 

BB และ Hb AB ซ่ึงสอดคลอ้งกบัเม่ือใชเ้ทคนิคเซลลูโลสอะซีเตตอิเลก็โตรโฟรีซิสท่ีพบ

ฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ขอ งกระบือปลกั 2 ชนิดเหมือนกนัและมีการเคล่ือนท่ีในสนามไฟฟ้าจากขั้ว

ลบไปขั้วบวก (อรพรรณ, 2546)  การศึกษาฮีโมโกลบิน ฟีโนไทป์ขอ งกระบือปลกัและกระบือ

แม่นํ้า โดยเทคนิคเซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิสและพอลิอะคริลาไมดเ์จลอิเล็กโตรโฟรีซิส   

พบวา่ทั้งสองเทคนิคใหผ้ลเช่นเดียวกนั คือฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ ของกระบือปลกัมี 2 ชนิด คือ Hb 

BB และ Hb AB และพบฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ ของกระบือแม่นํ้า มี 2 ชนิด คือ Hb BB และ Hb AB 

ไม่พบ Hb AAท่ีประกอบดว้ย  Hb fast เพยีงอยา่งเดียว  Hb BB และ Hb AB ประกอบดว้ย  Hb fast 

และ Hb slow    ในอตัราส่วน 2:1 และ 5:1 ตามลาํดบั (นนัทวรรณ, 2549)   

   + 

- 

แถบฮีโมโกลบิน 
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3.  การศึกษาการแยกฮีโมโกลบินให้บริสุทธ์ิและการศึกษานํา้หนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินช้างเลีย้ง

และของหน่วยย่อยฮีโมโกลบินช้างเลีย้ง 

 

3.1  วธีิเจลฟิลเทรชนัคอลมัน์โครมาโทกราฟี 

 

       การทาํเจลฟิลเทรชนัคอลมัน์โครมาโ ทกราฟฟีของเซฟาเดกซ์  G-100 เกรดละเอียด 

(fine) ซ่ึงมีระดบัการเช่ือมโยงเป็นตาข่ายร่างแห เหมาะสาํหรับการแยกโปรตีน อยูใ่นช่วงนํ้าหนกั

โมเลกุลประมาณ  4,000-150,000 ดาลตนั   ผลของการชะฮีโมโกลบินชา้งเล้ียง บลูเดกซ์แตรนและ 

โปรตีนมาตรฐาน ดว้ยทริสบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้  0.05 โมลาร์  พเีอช 7.4 ท่ีมี 0.02 เปอร์เซ็นต ์

โซเดียมเอไซด ์อตัราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาทีดงัแสดงในภาพผนวก ข1    ผลทีไ่ดคื้อฮีโมโกลบิน

ท่ีบริสุทธ์ิบางส่วน ( partial purify) เพือ่นาํไปศึกษานํ้าหนกัโมเลกลุหน่วยยอ่ยท่ีถูกตอ้งแน่นอนโดย

วธีิแมสสเปกโทรเมทรีต่อไป 

 

3.2  วธีิโซเดียมโดดีซิลซลัเฟตพอลิอะคริลาไมดเ์จลอิเลก็โตรโฟรีซิสแบบดิสคอนทินูอสั                  

เจล 

        

        จากการทาํเทคนิคโซเดียมโด ดีซิลซลัเฟตพ อลิอะคริลาไมดเ์จลอิเลก็โตรโฟรีซิส

แบบดิสคอนทินูอสัเจลของสารละลายฮีโมโกลบินของชา้งเล้ียงท่ีไดจ้ากการทาํใหบ้ริสุทธ์ิโดยผา่น

เจลฟิลเทรชนัคอลมัน์โครมาโทกราฟี พบวา่ หน่วยยอ่ยของฮีโมโกลบิน แสดงจาํนวน 1 แถบ (ดงั

ภาพท่ี 10 )   แสดงวา่  หน่วยยอ่ยหรือสายกลอบินทั้งส่ีของฮีโมโกลบินของ ชา้งเล้ียง มีนํ้าหนกั

โมเลกลุเท่ากนัหรือใกลเ้คียงกนั  ในคนพบวา่ ฮีโมโกลบินประกอบดว้ยหน่วยยอ่ยของสายอลัฟา 2 

สาย ท่ีมีนํ้าหนกัโมเลกุล 15,126 ดาลตนั          มีกรดอะมิโน 141 หน่วยและสายเบตา้ 2 สาย ท่ีมี

นํ้าหนกัโมเลกุล 15,867 ดาลตนั มีกรดอะมิโน 146 หน่วย  เม่ือคาํนวณนํ้าหนกัโมเลกุลเฉล่ียของ

หน่วยยอ่ยหรือสายกลอบินดว้ยโปรแกรมวเิคราะห์แผน่เจล ควอนติต้ีวนั   พบวา่ฮีโมโกลบินของ ชา้ง

เล้ียงมีนํ้าหนกัโมกุลของสายกลอบินเฉล่ียเท่ากบั 16,595  ดาลตนั  
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             1                   2             3                 4                    

 

ภาพที่ 10   แสดงผลการเคล่ือนท่ีของหน่วยยอ่ยของฮีโมโกลบินชา้งเล้ียง (เลนท่ี 1, 2 และ 3) เลนท่ี 4 

แสดง broad range M.W. standard (Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) โดยเทคนิคโซเดียมโด

ดีซิลซลัเฟตพอลิอะคริลาไมดเ์จลอิเลก็โตรโฟรีซิส ท่ีพเีอช 8.3 ดว้ย separating gel 15% T 

2.67% C และ stacking gel 4% T 2.67% C (200 โวลตค์งท่ี 60 มิลลิแอมแปร์ต่อเจล 1 แผน่ 

เวลา 45 นาที) 

 

หมายเหตุ   broad range M.W. standard (Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) 

 ไมโอซิน    200,000  ดาลตนั 

เบตา้-กาแลคโตซิเดส    116,250  ดาลตนั 

ฟอสโฟรีเลส บี       97,400  ดาลตนั 

ซีรัมอลับูมินของโค       66,200  ดาลตนั 

โอวลับมู ิน      45,000  ดาลตนั 

คาร์บอนิกแอนไฮเดรส     31,000  ดาลตนั 

ตวัยบัย ั้งทริปซินของถัว่เหลือง     21,500  ดาลตนั 

ไลโซไซม ์      14,400  ดาลตนั 

อะโพรทินิน                     6,500  ดาลตนั 

 

 200,000  ดาลตนั 
  116,250  ดาลตนั 

97,400  ดาลตนั 
66,200  ดาลตนั 

45,000  ดาลตนั 

31,000  ดาลตนั 

21,500  ดาลตนั 

14,400  ดาลตนั 

  6,500  ดาลตนั 

- 

   + 

หน่วยยอ่ยของ

ฮีโมโกลบิน 
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รายงานการศึกษานํ้าหนกัโมเลกุลของหน่วยยอ่ยของฮีโมโกลบิน โดยใช้เทคนิคโซเดียมโด

ดีซิลซลัเฟตพอลิอะคริลาไมดเ์จลอิเล็กโตรโฟรีซิส ของสัตวช์นิดต่างๆในประเทศไทยท่ีมีนํ้าหนกั

โมเลกุลแตกต่างกนั รายงานดงัตารางท่ี 7 

 

ตารางที ่7  แสดงนํ้าหนกัโมเลกุลของหน่วยยอ่ยของฮีโมโกลบิน โดยใชเ้ทคนิคโซเดียมโดดี  

                 ซิลซลัเฟตพอลิอะคริลาไมดเ์จลอิเล็กโตรโฟรีซิส ของสัตวช์นิดต่างๆในประเทศไทย 

 

ชนิดสตัว ์ นํ้าหนกัโมเลกลุหน่วยยอ่ย

ของฮีโมโกลบิน(ดาลตนั) 

เอกสารอา้งอิง 

โคเน้ือพนัธ์ุกาํแพงแสนและ

กระบือปลกั 

 

11,150 

 

อรพรรณ (2546) 

สตั วปี์ก(ไก่) 12,519 และ 10,984 Sittivilai et al.(2004) 

โคเน้ือพนัธ์ุกาํแพงแสน 13,227 นนัทวรรณ (2549) 

ปลานิล 15,415 เกรียงไกร (2548) 

ปลาดุก 15,260 และ 14,750 คมสัน (2551) 

ปลาตะเพียน 14,630 คมสัน (2551) 

สุนขัพนัธ์ุไทยหลงัอาน 13,637±229.65 จตุพร (2554) 

 15,087±52.81 ” 

สุนขัพนัธ์ุไทยบางแกว้ 13,030±75.93 จตุพร (2554) 

 15,115±314.89 ” 

 

3.3  วธีิแมสสเปกโทรเมทรี 

 

        การศึกษาในคร้ังน้ีจะใช้ เทคนิค โซเดียมโดดีซิลซลัเฟตอิเล็กโตรโฟรีซิสและวธีิ

แมสสเปกโทรเมทรี วดัขนาดโมเลกุลของ ฮีโมโกลบินของชา้งเล้ียง ท่ีทาํใหบ้ริสุทธ์ิ   โมเลกุลของ

ฮีโมโกลบิน จะถูกทาํให้ เกิดเป็นอิออนดว้ยเทคนิค Matrix assisted Laser Desorption Ionization 

(Maldi)โดยการใหแ้สงเลเซอร์ท่ีความยาวคล่ืน ประมาณ  337 นาโนเมตร ผา่นไปท่ี สารละลาย

ฮีโมโกลบินท่ีผสมอยูก่บักรดไซแนพนิิค ซ่ึงใชเ้ป็นแมทริกซ์ท่ีมีสมบติัในการดูดกลืนแสงเลเซอร์ได้

ดี สารแมทริกซ์ส่งผา่นพลงังานของแสงเลเซอร์ท่ีดูดกลืนไวไ้ปให้ สารละลายฮีโมโกลบินเพื่อ ทาํให้

เกิดพลงังานกระตุน้ ( excitation energy) ทาํให้สารละลายฮีโมโกลบิน เกิดเป็นกลุ่มของไอออนของ

สารตวัอยา่งและของสารแมทริกซ์  หลงัจากนั้นไอออนจะ เคล่ือนท่ีไปตามท่อสูญญากาศท่ีมี
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สนามไฟฟ้าเคร่ืองตรวจวดัมวล ชนิด Time of Flight (TOF) จะวดัมวลของไอออนโดยวดัเวลาของ

แต่ละไอออนท่ีวิง่ผา่นสนามไฟฟ้า เม่ือความเร่งคงท่ี ไปตกกระทบกบั เคร่ืองตรวจจบั (detector) ได้

เป็นสญัญาณ สเปกตรัมตามขนาดมวลต่อประจุของไอออน  (m/z) แลว้ ส่งสญัญาณต่อไปยงั

โปรแกรมคอมพวิเตอร์เพือ่วเิคราะห์ผลต่อไปไอออนท่ีมีนํ้าหนกัมากจะวิง่ชา้กวา่ไอออนท่ีมีนํ้าหนกั

นอ้ยขอ้ดีของการวเิคราะห์มวลดว้ย  TOF คือวเิคราะห์ค่ามวลของไอออนไดร้วดเร็ว และ บนัทึกค่า

มวลของไอออนไดท้ั้งหมด  ทาํใหล้ดเวลาในการวเิคราะห์และ ผลการวเิคราะห์เช่ือถือได้  (ชุติมา , 

2548; สมปอง, 2550; Veenstra, 2006; Kraj and Macht, 2008) จากผลการศึกษาพบวา่ฮีโมโกลบิน

ของชา้งเล้ียง (ภาพท่ี 11) มี นํ้าหนกัโมเลกุล เฉล่ียของมอโนเมอร์ เท่ากบั 15,663.18±274และ

16,173.55±9.99  ส่วนไดเมอร์ มีขนาดโมเลกุลประมาณ 31,551.00±538 สาํหรับไตรเมอร์และเต

ตระเมอร์มีนํ้าหนกัโมเลกุลเท่ากบั 47,942.62±411 และ 64,519.73±699 (n=5) ตามลาํดบั 

 

จากตารางท่ี  8   แสดงนํ้าหนกัโมเลกุล ของฮีโมโกลบินชา้งเล้ียงเม่ือพิจารณาการศึกษาดว้ย

วธีิโซเดียมโดดีซิลซลัเฟตอิเล็กโตรโฟรีซิสและวธีิแมสสเปกโทรเมทรีพบวา่การศึกษาดว้ยวธีิ

โซเดียมโดดีซิลซลัเฟตอิเลก็โตรโฟรีซิสไดน้ํ้าหนกัโมเลกลุ หน่วยยอ่ย หรือสายกลอบินของ

ฮีโมโกลบินของชา้งเล้ียงแสดงเท่ากบั 16,595 ดาลตนั แต่วธีิแมสสเปกโทรเมทรีใหผ้ลนํ้าหนกั

โมเลกลุหน่วยยอ่ยเท่ากบั 15,663.18±274 และ 16,173.55±9.99 ดาลตนัเน่ืองจาก วิธีแมสสเปกโทร

เมทรีมีความไวและแม่นยาํมากกวา่วธีิโซเดียมโดดีซิลซลัเฟตอิเลก็โตรโฟรีซิส 
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ภาพที ่11  แสดงนํ้าหนกัโมเลกุลของหน่วยยอ่ยฮีโมโกลบินชา้งเล้ียงดว้ยเคร่ืองแมสสเปกโทร    

                 มิเตอร์ แบบ MALDI-TOF (Bruker UltraflexIII, Germany) ใชก้รดไซแนพนิิคเป็นเมท  

                 ริกซ์ และยงิดว้ยไนโตรเจนเลเซอร์ 
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ตารางที ่ 8  แสดงนํ้าหนกัโมเลกุลของฮีโมโกลบินชา้งเล้ียงแบ่งตามวธีิการศึกษา (หน่วย : ดาลตนั) 

 

                                       วธีิการศึกษานํ้าหนกัโมเลกุลของฮีโมโกลบินชา้งเล้ียง 

 

โมเลกลุของ                          โซเดียมโดดีซิลซลัเฟต                       แมสสเปกโทรเมทรี 

ฮีโมโกลบิน                          พอลิอะคริลาไมดเ์จล 

  (ดาลตนั)                                อิเลก็โตรโฟรีซิส 

 

 

 เตตระเมอร์                                           -                                               64,519.73±699 

  

ไตรเมอร์                                                -                                               47,942.62±411 

 

 ไดเมอร์                                                 -                                               31,551.00±538 

 

 มอโนเมอร์                                       16,595                                          15,663.18±274 และ 

                                                                                                              16,173.51±9.99 

                                                      

4.  ลาํดบักรดอะมิโนของสายกลอบินของฮีโมโกลบินทีท่าํให้บริสุทธ์ิจากวธีิโซเดียมโดดีซิลซัล 

เฟตพอลอิะคริลาไมด์เจลอเิลก็โตรโฟรีซิส แบบดิสคอนทนูิอสัเจล โดยวธีินาโนอเิลก็โตรสเปรย์ไอออน

ไนเซชัน แมสสเปกโทรเมทรี (Nano-electrospray Ionization Mass Spectrometry,  ESI-MS/MS)  

 

 นาโนอิเลก็โตรสเปรยไ์อออนไนเซชนั แมสสเปกโทรเมทรี เป็นเทคนิคท่ีสามารถวเิคราะห์

ผลไดร้วดเร็ว มีความไวในการวเิคราะห์สูง และใชป้ริมาณสารตวัอยา่งนอ้ยลง เม่ือเปรียบเทียบกบั 

อิเล็กโตรสเปรยแ์บบธรรมดา  อตัราเร็วของการไหลลดลงจาก 1,000 นาโนลิตรต่อนาที เหลือเพยีง 

10-100 นาโนลิตรต่อนาทีหยดของสารละลายมีขนาดเล็กมากกวา่ 1,000,000 เท่า  ใชป้ลายเขม็ขนาด

เล็กและอยูใ่กลก้บัโคนสารตวัอยา่งจึงส่งผา่นไอออนไดดี้กวา่และมีประสิทธิภาพในการวเิคราะห์ได้

หลายรูปแบบ (ชุติมา,2548;แมน้และคณะ,2553; Vekey et al., 2008) 
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การศึกษาคร้ังน้ีใชท้ริปซินเป็น เอนไซมท่ี์ใช้ ยอ่ย ฮีโมโกลบิน ท่ีตอ้งการวเิคราะห์ลาํดบั

กรดอะมิโนใหมี้ขนาดเลก็ลงโดยทริปซินจะตดัโปรตีนใหเ้ป็นเปปไทดส์ายสั้น ตรงตาํแหน่งหลงัหมู่

คาร์บอกซิลของไลซีนและอาร์จีนีน เน่ืองจากเป็นเอนไซมท่ี์จาํเพาะ ใชง่้าย สามารถทาํซํ้ าไดผ้ล

ดงัเดิมและประสบผลสาํเร็จในการยอ่ยโปรตีนในขั้นตอนก่อนการใชท้ริปซินยอ่ยโปรตีนฮีโมโกลบิน

นั้นจะตอ้งมีการรีดิวซ์โปรตีนและแยกโปรตีนออกเป็นชนิดเด่ียวก่อน จากการศึกษาคร้ังน้ีใช้ วธีิคาร์

บอกซีเมทธิลเลชนั (carboxymethylation) ซ่ึงวธีิน้ีโปรตีนฮีโมโกลบินจะถูกรีดิวซ์ดว้ยสารรีดิวซิงก์

คือไดไธโอไธรตอล เพื่อตดัพนัธะไดซลัไฟดท่ี์เป็น พนัธะโควาเลนทท่ี์แขง็แรงระหวา่งกรดอะมิโน

ซิสเทอีนท่ีอยูใ่นโครงสร้างทาํใหโ้ปรตีนไม่กลบัมามว้นพบัอีกและทาํให้หมู่ขา้งของกรดอะมิโนซีส

เทอีนมีหมู่ซลัไฮดริลอิสระท่ีสามารถทาํปฏิกิริยากบัไอโอโดอะเซตาไมดเ์กิดปฏิกิริยาการแทนท่ีของ

ไฮโดรเจนอะตอมของหมู่ฟังกช์นัซลัไฮดริลดว้ยหมู่คาร์บอกซีเมท ธิลได ้ ซ่ึงการ ใชท้ริปซิน มี

ประโยชน์ในการวเิคราะห์โดย ใช้หลกัการตรวจหาประจุบวก ของ สารละลายจากการยอ่ย ดว้ย       

ทริปซินท่ี จะ นาํมา วเิคราะห์หามวลของแต่ละเปปไทดท่ี์ตดัไดแ้ละไดแ้ผนท่ีของเปปไทด์       

(peptide map) ท่ีเป็นสเปคตรัมของมวลโดยการยอ่ยดว้ยทริปซินนั้นนิยมใชใ้นงานทางโปรติโอมิกส์ 

เพื่อระบุชนิดของโปรตีน วเิคราะห์หาลาํดบักรดอะมิโน และศึกษาโครงสร้างเม่ือเกิดการปรับแต่ง

หลงัจากการแปลรหสัเป็นกรดอะมิโน (สมปอง, 2550; ศุภศร และณรงค์ , 2553; Wilkins et al., 2007; 

Vekey et al., 2008; Henning et al., 2010)โดยมีผูศึ้กษาดว้ยเทคนิคเดียวกนัในการศึกษาหาลาํดบั 

กรดอะมิโนในสายอลัฟาและสายเบตา้ของชา้งเอเชียและชา้งแอฟริกาดว้ยวธีิ  capillary proteolytic 

digestion  nanoESI-MS  พบความแตกต่างในสายอลัฟาท่ีตาํแหน่ง  α49S ในชา้งเอเชียและตาํแหน่ง 

α49G ในชา้งแอฟริกา และความแตกต่างในสายเบตา้ท่ีตาํแหน่ง β52D ในชา้งเอเชีย และตาํแหน่งท่ี

β52E ในชา้งแอฟริกา (Henning et al., 2010)  

 

จากการ ศึกษา ลาํดบั กรดอะมิโนของสายกลอบินของฮีโมโกลบินท่ีทาํใหบ้ริสุทธ์ิ จากวธีิ

โซเดียมโดดีซิลซลัเฟตพอลิอะคริลาไมดเ์จลอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบดิสคอนทินูอสัเจล ตดัแถบโปรตีน   

ท่ีคาดวา่เป็นฮีโมโกลบินของชา้งมายอ่ยดว้ยเอนไซมท์ริปซิน แลว้วเิคราะห์เปปไทด์ ดว้ยวธีินาโน 

อิเลก็โตรสเปรยไ์อออนไนเซชนั แมสสเปกโทรเมทรีสารละลายเปปไทดข์องฮีโมโกลบินจะถูกแยก

ดว้ยนาโนคอลมัน์ (Acclaim PepMap 100 C 18, 3 µm, 100 A, 75 µm i.d.x 150 mm) ท่ีอตัราเร็ว 

300 นาโนลิตรต่อนาที และชะเปปไทดอ์อกจากคอลมัน์ดว้ยสารละลายเกรเดียน  (solvent gradient) 

0-80% ACNใน0.1% formic acidเป็นเวลา 20 นาทีขอ้มูลแมสสเปกตรัมท่ีไดจ้าก วธีินาโนอิเลก็โตร 

สเปรยไ์อออนไนเซชนั แมสสเปกโทรเมทรี นาํมา ระบุชนิดของโปรตีน ท่ีมีในฐานขอ้มูลคอม

GenBankโดยโปรแกรม  MASCOT ซ่ึงแสดงค่า ProteinScore ของแถบฮีโมโกลบินของชา้งเล้ียง 

(ภาพท่ี12) 
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ภาพที ่12  แสดงผลวเิคราะห์ความเหมือนของ MS/MSของหน่วยยอ่ยของฮีโมโกลบินชา้งเล้ียงกบั  
                 ฐานขอ้มูล GenBankโดยโปรแกรมMASCOT 
 

ผลการวเิคราะห์แสดงวา่ MS/MS ของหน่วยยอ่ยของฮีโมโกลบิน ชา้งเล้ียงมีความ

เหมือนกบั Hemoglobin subunit beta จาก Elephas maximus และ Hemoglobin subunit alpha      

จากจาก Elephas maximus ดว้ยคะแนน  Protein score เท่ากบั 408 และ 247 ตามลาํดบั (ตารางท่ี 9)  

ซ่ึงผลคะแนน Protein score ท่ีไดจ้ากการคาํนวณดว้ยโปรแกรม  Mascot มีค่าสูงเพียงพอท่ีจะกล่าว

ไดว้า่ผลลพัธ์มีความถูกตอ้งท่ีระดบัความเช่ือมัน่ p<0.05  ซ่ึงเม่ือแสดงเป็นกราฟแท่ง จะเห็นวา่ 

Protein score ผลลพัธ์ท่ี 408 และ 247 (red bar) อยูน่อกกรอบสีเขียว บริเวณส่วนท่ีแรเงาเส้นสีเขียว 

(green shaded area) เป็นบริเวณท่ีแสดงวา่ส่วนน้ีมีระดบัความเช่ือมัน่นอ้ยกวา่ 95 เปอร์เซ็นต ์     

(ภาพท่ี 12) 

 



 
 

 
ตารางที ่9  แสดงชนิดโปรตีนของแถบของหน่วยยอ่ยของฮีโมโกลบินชา้งเล้ียง ท่ีทาํใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยเทคนิคโซเดียมโดดีซิลซลัเฟตพอลิอะคริลาไมดเ์จลอิเลก็โตร 

                  โฟรีซิส โดยวธีินาโนอิเลก็โตรสเปรยไ์อออนไนเซชนัและระบุชนิดของโปรตีนดว้ยโปรแกรม MASCOT  

 

ลาํดบัโปรตนี 

(Acession no.) 

ช่ือโปรตนี 

(Protein Name) 

นํา้หนัก 

โมเลกลุ 

 (ดาลตนั) 

  Protein    

    Score 

No. of Match 

Peptide 

ลาํดบักรดอะมโิน 

 

gi|122604 

 

 

 
 
 
 

 
  

gi|122398 

 

 

            

RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 

Full=Beta-globin; AltName: Full=Hemoglobin beta 

chain 

 

 

 

RecName: Full=Hemoglobin subunit alpha; AltName: 

Full=Alpha-globin; AltName: Full=Hemoglobin alpha 

chain 
 

 

16216 

 

 

 

 

 

   15578 

 

 

 

 

408 

 

 

 

 

 

   247 

 

 

 

 

6 

 

 

 

 

 

           6 

 

 

 

 

 

R.LLVVYPWTR.R 

K.VVAGVANALAHK.Y 

R.LLGNVLVIVLAR.H 

R.HFGKEFTPDVQAAYEK.V 

R.FFEHFGDLSTADAVLHNAK.V 

R.RFFEHFGDLSTADAVLHNAK.

V 

 

R.MFFSFPTTK.T + Oxidation (M) 

K.FLSNVSTVLTSK.Y 

K.VGDHASDYVAEALER.M 

K.TYFPHFDLSHGSGQVK.G 

K.TYFPHFDLSHGSGQVK.G 

K.VGEALTQAVGHLDDLPSALS 

ALSDLHAHK.L 
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จากตาราง แสดงชนิด โปรตีนของแถบหน่วยยอ่ยฮีโมโกลบินชา้งเล้ียงและลาํดบักรดอะมิโน

ของหน่วยยอ่ยแสดงในตารางท่ี 9 จากการศึกษานํ้าหนกัโมเลกุลของฮีโมโกลบิน ชา้งเล้ียงโดยใช้

เทคนิค nanoESI-MS พบวา่สายเบตา้หน่ึงสายมีนํ้าหนกัโมเลกุลเท่ากบั 16,216 ดาลตนั และมีลาํดบั

กรดอะมิโน 146 หน่วยและสายอลัฟามีนํ้าหนกัโมเลกุลเท่ากบั 15,578 ดาลตนัและมีลาํดบักรดอะมิโน 

141 หน่วยและพบวา่เปปไทดจ์ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมท์ริปซิน มีลาํดบักรดอะมิโนคลา้ยกบัหน่วยยอ่ย

ฮีโมโกลบินสายเดลตา้ของชา้งเอเชีย (Elephas maximus)  สายเบตา้และเดลตา้ในชา้งแอฟริกา (Loxodonta 

africana) สายเบตา้และเดลตา้ในชา้งแมมมอธ (Mammuthus primigenius) สายเบตา้ในกระต่ายภูเขา 

(Abyssinian hyrax) สายเบตา้ในวาฬ  (sperm whale, mink whale) สายเบตา้ในปลาโลมา ( Delphinus 

delphis) สายเบตา้ในแรคคูน (Procyon lotor) 

 

จากการศึกษาโดยนาํ ฮีโมโกลบินท่ีทาํใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยเจลฟิ ลเทรชนัคอลมัน์โครมาโทก

ราฟีมาวเิคราะห์โดยวธีิ  MALDI-TOF สามารถหาค่านํ้าหนกัโมเลกุลของฮีโมโกลบินของชา้งเล้ียง

ไดท้ั้ง มอโนเมอร์ ไดเมอร์ ไตรเมอร์และเตตระเมอร์ แต่เม่ือศึกษาดว้ยวธีิโซเดียมโดดีซิลซลั เฟตพอ

ลิอะคริลาไมดเ์จลอิเลก็โตรโฟรีซิส ไดผ้ลเป็นแถบหน่วยยอ่ยฮีโมโกลบินแถบเดียว แสดงวา่ในแถบ

หน่วยยอ่ยน้ีน่าจะมีหน่วยยอ่ยของทั้ง  Hemoglobin subunit beta และ Hemoglobin subunit alpha แต่

ไม่สามารถแยกหน่วยยอ่ยดงักล่าวออกจากกนัไดด้ว้ย วธีิโซเดียมโดดีซิลซลั เฟตพอลิอะคริลาไมด์

เจลอิเลก็โตรโฟรีซิส เน่ืองจากทั้ง 2 หน่วยยอ่ยมีขนาดโมเลกลุใกลเ้คียงกนั เม่ือนาํแถบหน่วยยอ่ยไป

ศึกษาโดยเทคนิคนาโนอิเลก็โตรสเปรยไ์อออนไนเซชนั แมสสเปกโทรเมทรี ไดผ้ลตรงกบั  

Hemoglobin subunit beta และ Hemoglobin subunit alpha 
 

โดยสรุป เม่ือเปรียบเทียบกบัผลการวเิคราะห์ฮีโมโกลบินของชา้งเล้ียงดว้ยเทคนิค Maldi-

TOF และnano-ESI MS/MS พบวา่ สายอลัฟาของฮีโมโกลบินมีขนาด 15,663.18 ดาลตนั ส่วนสาย

เบตา้มีนํ้าหนกัโมเลกุล 16,201.305 ดาลตนั ส่วนนํ้าหนกัโมเลกุลของสายอลัฟา 2 สายรวมกนั  (α2) 

เท่ากบั 31,551 ดาลตนั แสดงวา่ พนัธะระหวา่ง สายอลัฟามีความแขง็แรงมากกวา่ ระหวา่งสายอลัฟา

และสายเบตา้  และนํ้าหนกัโมเลกุลในรูปเตตระเมอร์ใกลเ้คียงกบันํ้าหนกัโมเลกุลของสายอลัฟา 2 

สาย สายเบตา้ 2 สาย(α2β2) แสดงวา่โมเลกุลของฮีโมโกลบินของชา้งเล้ียง ประกอบดว้ยการจบักนั

ของสายอลัฟา 2 สายและสายเบตา้ 2 สาย   
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สรุปและข้อเสนอแนะ 

 

สรุป 
 

1. ชา้งเล้ียงจากปางชา้งสยาม มีค่าเมด็เลือดแดงอดัแน่นเฉล่ีย 31.26±0.51  เปอร์เซ็นต ์  และชา้งเล้ียง

จากอุทยานหินลา้นปีและฟาร์มจระเขพ้ทัยามีค่าเมด็เลือดแดงอดัแน่นเฉล่ีย 29.29±0.61 

เปอร์เซ็นตซ่ึ์งแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ ( p<0.05) 

 

2. ชา้งเล้ียงจากปางชา้งสยาม มีค่าความเขม้ขน้ของฮีโมโกลบินเฉล่ีย 11.40±0.19  กรัมต่อ

เดซิลิตร และ ชา้งเล้ียงจากอุทยานหินลา้นปีและฟาร์มจระเขพ้ทัยา มีค่าความเขม้ขน้ของ

ฮีโมโกลบินเฉล่ีย  12.59±0.25 กรัมต่อเดซิลิตร ซ่ึงแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั ทางสถิติ (p<0.05)  

 

3. การศึกษาดว้ยเทคนิคเซลลูโลสอะซีเตตอิเลก็โตรโฟรีซิส พบวา่ฮีโมโกลบินชา้งเล้ียงแสดง 1 ฟีโน

ไทป์ ประกอบดว้ยฮีโมโกลบิน 1 ชนิด ใหผ้ล การเคล่ือนท่ีในสนามไฟฟ้าจากขั้วลบไปหาขั้วบวก  

โดยเคล่ือนท่ีเร็วกวา่ Hb A ของคน  

 

4. การศึกษาดว้ยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบเนทีฟพอลิอะคริลาไมดเ์จล พบวา่  ฮีโมโกลบิน ของ

ชา้งเล้ียงแสดง 1 ฟีโนไทป์และประกอบดว้ยฮีโมโกลบิน 1 ชนิดเช่นกนั   

  

5.การศึกษาดว้ยเทคนิคโซเดียมโดดีซิลซลัเฟตพอลิอะคริลาไมดเ์จลอิเล็กโตรโฟรีซิส  พบ 

หน่วยยอ่ยของฮีโมโกลบินของชา้งเล้ียงแสดง 1 แถบ มีนํ้าหนกัโมเลกุลเฉล่ียเท่ากบั 16,595 ดาลตนั  

 

6. การศึกษาดว้ยเทคนิคแมสสเปกโทรเมทรี พบวา่ฮีโมโกลบินของชา้งเล้ียงประกอบดว้ย มอโน

เมอร์มีนํ้าหนกัโมเลกุลเฉล่ียของสายอลัฟาเท่ากบั  15,663.18±274 และ 16,173.55±9.99  ดาลตนั  ได

เมอร์ไตรเมอร์ และเตตระเมอร์ มี นํ้าหนกัโมเลกุล เฉล่ียเท่ากบั31,551.00±538  47,942.62±411 และ

64,519.73±699 ดาลตนั ตามลาํดบั 

 

7. การศึกษาลาํดบั กรดอะมิโนของสายกลอบินของฮีโมโกลบินท่ีทาํใหบ้ริสุทธ์ิ จากวธีิโซเดียมโดดี

ซิลซลัเฟตพอลิอะคริลาไมดเ์จลอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบดิสคอนทินูอสัเจล   โดยเทคนิคนาโนอิเล็กโตรส

เปรยไ์อออนไนเซชนั แมสสเปกโทรเมทรี  พบนํ้าหนกัโมเลกุลของสายเบตา้เท่ากบั 16,216 ดาลตนั
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และมีลาํดบักรดอะมิโน 146 หน่วย นํ้าหนกัโมเ ลกุลของสายอลัฟาเท่ากบั 15,578 ดาลตนั     และมี

ลาํดบักรดอะมิโน 141 หน่วย 

  

ข้อเสนอแนะ 

 

 ขอ้มูลท่ีไดจ้ากการศึกษา คร้ังน้ีสามารถนาํไปเป็นขอ้มูล อา้งอิงค่าโลหิตวทิยาในชา้งเล้ียง

เอเชียและ เพื่อเป็นขอ้มูลสาํหรับการอนุรักษพ์นัธุกรรมของชา้งไทย 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
75 

 

 

เอกสารและส่ิงอ้างองิ 
 

กลุ่มสารสนเทศและขอ้มูลสถิติ. 2551. สถติจํิานวนปศุสัตว์ในประเทศไทย รายเขตปศุสัตว์.   

             ศูนยส์ารสนเทศ. กรมปศุสัตว.์ กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, กรุงเทพฯ. 

 

เกรียงไกร ทองสาร.  2548.  คุณสมบัติทางชีวเคมีของฮีโมโกลบินของปลานิล (Oreochromis  

niloticus) ทีเ่กีย่วข้องกบัความสดของปลา. วทิยานิพนธ์ปริญญาโท, มหาวทิยาลยั 

เกษตรศาสตร์.  

 

เกียรติทว ีชูวงศโ์กมล. 2554. โครงสร้างสามมิติของโปรตีน, น. 77-112. ใน สุนนัทา รัตนาโภ,   

            บรรณาธิการ.ชีวเคม.ี คณาจารยภ์าควชิาชีวเคมี คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์  

            , กรุงเทพฯ. แปลจาก   Campbell M.K. and S.O. Farrell. Biochemistry. สาํนกัพิมพ ์เชนเกจ   

            เลินน่ิง(ประเทศไทย) จาํกดั, กรุงเทพฯ. 

 

คมสัน นามตะคุ.  2551.  การศึกษาเปรียบเทยีบฟีโนไทป์และคุณสมบัติทางชีวเคมีของฮีโมโกลบิน  

ในปลาดุก (Clarias batrachus) และปลาตะเพยีน (Puntius gonionotus). วทิยานิพนธ์

ปริญญาโท, มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์.  

 

จตุพร หนูสุด. 2554. การศึกษาเปรียบเทยีบฟีโนไทป์และคุณสมบัติทางชีวเคมีของฮีโมโกลบินและ   

             รูปแบบของซีรัมโปรตนีในสุนัขพนัธ์ุไทยหลงัอานและสุนัขพนัธ์ุไทยบางแก้ว.    

             วทิยานิพนธ์ปริญญาเอก, มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์. 

 

เฉลียว ศาลากิจ.  2548.  โลหิตวทิยาทางสัตวแพทย์.  โรงพิมพศ์ูนยส่์งเสริมและฝึกอบรมการเกษตร   

             แห่งชาติ, มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์, นครปฐม. 

 

ชวดี นพรัตน์, ละออง ทองคง, พเยาว ์อินทนาคม และนวลตา นคัราบณัฑิตย .์  2551.  การเตรียมนํ้า

เลือดอยา่งง่ายเพื่อใชท้ดสอบหาชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินดว้ยกระแสไฟฟ้า.  สงขลา

นครินทร์เวชสาร 26 (3): 275-282. 

 

ชุติมา ล้ิมมทัวาภิรัต์ิ.  2548.  การประยกุตใ์ชลิ้ควดิโครมาโทกราฟี-แมสส์สเปกโทรเมตรี.  ไทย

ไภษัชยนิพนธ์ 2 (8): 1-14. 

75 



 
76 

 

 

ณฐัประภา สุริยมณฑล. 2547. โปรตีนของเลือด, น. 1-34. ใน โลหิตวทิยาเบือ้งต้น วชิยั ประยรู

ววิฒัน์ และ ออ้ยทิพย ์ณ ถลาง, บรรณาธิการ. โครงการตาํราวทิยาลยัแพทยศาสตร์พระ

มงกุฎเกลา้. กรุงเทพฯ. 

 

นนัทวรรณ เนาวโรจน์.  2549.  การศึกษาชนิดและคุณสมบัติทางชีวเคมีของฮีโมโกลบินกระบือปลกั 

โดยใช้เทคนิคโครมาโตกราฟฟี อเิลก็โตรโฟรีซิสและสเปคโทรเมทรี.  วทิยานิพนธ์ปริญญา

โท, มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์.  

 

บวัรอง ล่ิวเฉลิมวงศ์. 2536. ระบบหายใจ, น. 197-201. ใน เลียงชยั ล้ิมลอ้มวงศ,์ บรรณาธิการ.  

             สรีรวทิยา. บริษทั เทก็ซ์ แอนด ์เจอร์นลั พบัลิเคชัน่ จาํกดั, กรุงเทพฯ. 

 

ปรียานนัท ์อนัวเิศษ, จินดา จนัดาเรือง, ทยั กาบบวั และสมปอง ธรรมศิริรักษ.์  2553.  ฮีโมโกลบิน

จระเข:้ การนาํไปใชป้ระโยชน์. ว. วทิย. มข. 38 (3): 303-312. 

 

ปานเทพ รัตนากร. 2540. ชีววทิยาเบ้ืองตน้ของชา้ง. น. 13-18. ใน การสัมมนา เร่ือง ทศิทางของรัฐ

และเอกชนเพือ่การอนุรักษ์ช้าง. คณะอนุกรรมการประสานงานอนุรักษช์า้งไทยใน

คณะกรรมการเอกลกัษณ์แห่งชาติ สาํนกังานเลขานายกรัฐมนตรี. บริษทั การบินไทย จาํกดั

(มหาชน). กรุงเทพฯ. 

 

พรเทพ เทียนสิวากลุ. 2541. โลหิตวทิยาคลนิิก. พิมพค์ร้ังท่ี1. สาํนกัพิมพแ์ห่งจุฬาลงกรณ์

มหาวทิยาลยั. กรุงเทพฯ.  

 

พพิฒัน์ เจิดรังษี.  2536.  ระบบไหลเวยีนเลือด, น. 118-122. ใน เลียงชยั ล้ิมลอ้มวงศ,์ บรรณาธิการ. 

สรีรวทิยา. บริษทั เทก็ซ์ แอนด ์เจอร์นลั พบัลิเคชัน่ จาํกดั, กรุงเทพฯ. 

 

เพญ็ศรี ธีระวตัน์,ไกรแกว้ คาํดี, สิทธิเดช มหาสาวงักุล, ทวโีภค องัควานิช และพิพฒันฉตัร ดิศกุล.   

              2545. ค่าโลหิตวทิยาของชา้งเอเชียท่ีเล้ียงในจงัหวดัลาํปาง.วารสารสัตวแพทย์       

              มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์. 12(2): 22-3 

 

 

 



 
77 

 

 

ภิญโญ พานิชพนัธ์, พิณทิพ ร่ืนวงษา, กานตย์พุา จิตติวฒันา และปิยะฉตัร จิตตธ์รรม. 2555. โปรตนี. 

 ชีวโมเลกุล.สถาบนันวตักรรมและพฒันากระบวนการเรียนรู้. มหาวทิยาลยัมหิดล.  

              แหล่งท่ีมา: http://www.il.mahidol.ac.th/e-media/biomolecule/chapter4_1.html, 

 11 กรกฎาคม 2555.                             

 

มทันา ศรีกระจ่าง. 2542. ช้างป่าเอเชียในประเทศไทยและแนวทางการอนุรักษ์.  สาํนกัอนุรักษส์ัตว ์ 

             ป่า. กรมป่าไม.้ กระทรวงเกษตรและสหกรณ์,กรุงเทพฯ.   

 

แมน้ อมรสิทธ์ิ, อมร เพชรสม, พลกฤษณ์ แสงวณิช, ภควดี สุทธ์ิไวยกิจ, มาณพ สิทธิเดช, สายสุนีย ์ 

เหล่ียวเรืองรัตน์, อุมาพร สุขม่วง และวนัเพญ็ ชอ้นแกว้.  2553.  หลกัการและเทคนิคการ

วเิคราะห์เชิงเคร่ืองมอื. บริษทั ชวนพิมพ ์50 จาํกดั, กรุงเทพฯ. 

 

ศกัดา ดาดวง. 2553. รู้จักและเข้าใจ เลอืด ส่ิงมหัศจรรย์ในร่างกายเรา . สาํนกัพมิพ ์ส.ส.ท. แปลจาก   

              Hiroshi Mohri. Tokon Yasashi Ketsuei no Hon. กรุงเทพฯ. 

 

ศุภศร วนิชเวชารุ่งเรือง และณรงค ์ประไพรักษสิ์ทธ์ิ.  2553.  แมสสเปกโทรเมตรี. สาํนกัพมิพแ์ห่ง

จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั, กรุงเทพฯ. 

 

สมปอง ธรรมศิริรักษ.์  2550.  โครงสร้างและหน้าทีข่องโปรตนี.  ภาควชิาชีวเคมี คณะวทิยาศาสตร์ 

มหาวทิยาลยัขอนแก่น, ขอนแก่น.  

 

สามารถ ประสิทธ์ิผล และสาโรช จนัทร์ลาด. 2551. การศึกษาค่าทางโลหิตวทิยาของช้างเอเชียที ่ 

              เลีย้งในพืน้ทีจั่งหวดักาญจนบุรี. สาํนกังานปศุสัตวจ์งัหวดักาญจนบุรี. กรมปศุสัตว.์ 

 

สุกญัญา สุนทรส.  2549.  อเิลก็โทรโฟรีซิส. สาํนกัพิมพแ์ห่งจุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั,  กรุงเทพฯ. 

 

สุวชิ บุญโปร่ง, อาภสัสรา ชูเทศะ, ชูศรี ศรีเพญ็ และชาญวทิย ์วชัรพุกก.์  2548.  ความสัมพนัธ์ 

              ระหวา่งฮีโมโกลบินฟีโนไทป์และซีร่ัมโปรตีนกบัการใหผ้ลผลิตของโคเน้ือในประเทศ    

             ไทย , น. 279-287. ใน รายงานการประชุมทางวชิาการของมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ คร้ัง  

              ที ่43  (สาขาสัตว์). มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์, กรุงเทพฯ. 

 



 
78 

 

 

สุรเชษฐ ์อุษณกรกุล. 2540. การตกมนัของชา้ง.น. 46-54. ใน การสัมมนา เร่ือง ทศิทางของรัฐและ

เอกชนเพือ่การอนุรักษ์ช้าง. คณะอนุกรรมการประสานงานอนุรักษช์า้งไทยใน

คณะกรรมการเอกลกัษณ์แห่งชาติ สาํนกังานเลขานายกรัฐมนตรี. บริษทั การบินไทย จาํกดั

(มหาชน). กรุงเทพฯ. 

 

เสาวนิตย ์ทิพยเ์สวก, นิสิต ม่วงศรี, ภิรมย ์ศรีวรนาถ, รุ่งเจริญ กาญจโนมยั, นงนุช จนัทราช และ  

             มาลินี   ลิ้มโภคา. 2533. การศึกษาเก่ียวกบัชา้งเมืองไทย. 1. ค่าโลหิตวทิยา, น. 433-439   

            ใน รายงานการประชุมทางวชิาการของมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ คร้ังที ่28 (สาขาสัตว   

             แพทย์และประมง) มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์, กรุงเทพฯ. 

 

อรพรรณ สังขส์ัมฤทธ์ิ.  2546.  การศึกษาฟีโนไทป์และคุณสมบัติทางเคมีของฮีโมโกลบินโคเนือ้

พนัธ์ุกาํแพงแสนและกระบือปลกั.  วทิยานิพนธ์ปริญญาโท, มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์.  

 

อารีย ์ทองแกว้. 2534. การศึกษาเกีย่วกบัช้างในประวตัิศาสตร์ไทย. ภาควชิาประวติัศาสตร์. วทิยาลยั

ครูสุรินทร์.  

 

อาภสัสรา ชูเทศะ.  2551.  ชีวเคมี. ภาควชิาสรีรวทิยา คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัเกษตร 

ศาสตร์, กรุงเทพฯ.  

 

อาภสัสรา ชูเทศะ.  2537.  เทคนิคอเิลก็โทรโฟรีซิส. สาํนกัพิมพร้ั์วเขียว, กรุงเทพฯ. 

 

Akinyemi, M.O. and A.E. Salako.  2010.  Hemoglobin polymorphism and morphometrical 

correlates in the west African dwarf sheep of nigeria. Int. J. Morphol. 28 (1): 205-208. 

 

Bachmann, A.W., R.S.F. Campbell and D. Yellowlees.  1978.  Haemoglobins in cattle and 

buffalo: haemoglobin types of Bos taurus, Bos indicus, Bos bangteng and Bubalus 

bubalis in Northern Australia. Aust. J. Exp. Biol. Med. Sci. 56 (5): 623-629 

 

Bangham, A.D. and B.S. Blumberg.  1958.  Distribution of electrophoretically different 

hemoglobins among some cattle breeds of Europe and Africa. Nature 181: 1551-1552. 

 



 
79 

 

 

Berg, J.M., J.L. Tymoczko and L. Stryer.  2002.  Biochemistry. 5th ed. W.H. Freeman and  

Company, New York, U.S.A.. 

 

Boonprong, S., A. Choothesa, C. Sribhen, N. Parvizi and C. Vajrabukka.  2007.  Relationship 

between haemoglobin types and productivity of Thai indigenous and Simmental × 

Brahman crossbred cattle. Livest. Sci. 111: 213-217. 

 

Boonyarat, D.  1977.  Hemoglobin Thailand: Structure Characterization and 

Oxyhemoglobin Dissociation Studies. M.Sc. Thesis, Mahidol University. 

 

Boron, W.F. and E.L. Boulpaep.  2003.  Medical Physiology: A Cellular and Molecular 

Approach. Philadelphia, Pennsylvania. 

 

Clauss, M., H. Steinmetz., U. Eulenberger., P. Ossent., R. Zingg., J. Hummel and J.M. Hatt. 2007. 

Observations on the length of the intestinal tract of African elephants Loxodota Africana 

(Blumenbach 1797) and Asian elephants Elephas maximus (Linne 1735). European 

Journal of Wildlife Research. 53: 68-72. 

 

Cigremis, Y., A. Omer, E. Kenan, M. Gaffaroglu, Y. Turkoz and S. Yilmaz.  2008.  Comparative 

analysis of human and porcupine (Hystrix cristata L., 1758) haemoglobins. G.U. J. Sci. 

21 (4): 113-115. 

 

Cunningham, J.G. and B.G. Klein.  2007.  Textbook of Veterinary Physiology. 4th ed. Saunders, 

Elsevier, China. 

 

Debbies, J.G. and B. Clausen. 1975. Some Hematology Values of Free-Ranging African 

Elephants. Journal of Wildlife Diseases. 11:79-82. 

 

Di Luccia, A., L. lannibelli, E. Addato, B. Masala, L. Manca and L. Ferara.  1991.  Evidence for 

presence of two difference beta-globin chain in the hemoglobin of the river buffalo 

(Bubalus bubalis L.). Comp. Biochem. Physiol. 99 (4): 887-892. 



 
80 

 

 

Dhindsa, D.S., C.J. Sedgwick and J. Metcalfe. 1972. Comparative studies of the respiratory 

functions of mammalian blood. VIII. Asian elephant (Elephas maximus) and African 

elephant (Loxodonta Africana Africana). Respiration Physiology. 14 (3): 332-342. 

 

Duffy, L.K., C.T. Genaux and G.L. Florant.  1986.  A reinvestigation of haemoglobin alterations 

in ground squirrels while in various hibernation activity states. Comp. Biochem. 

Physiol. 83: 797-800. 

 

Esharatkhah, B., S. Safi, Z. Khaki, P.K. Nia and M. Sadaghian.  2007.  Study on haemoglobin 

polymorphism in two breeds of Iranian sheep. J. Anim. Vet. 6: 1426-1428. 

 

Encyclopedia Britannica. 2007. Blood: hemoglobin tetramer. Available Source: 

http://www.britannica.com/EBchecked/topic/260923/hemoglobin, July 11, 2012 

 

Feldman, B.F., J.G. Zinkl and N.C. Jain.  2000.  Schalm’s Veterinary Hematology. 5thed.  

                 Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia, Canada.  

 

Ferranti, P., A. Di Luccia, A. Malorni, L. Ferrara, G. Marino and P. Pucci.  1993.  Electrospray 

mass spectrometric analysis of river buffalo (Bubalus bubalis L.) hemoglobins 

reexamination of α1 and α3 globin chain sequences. Comp. Biochem. Physiol. 105: 

573-578 

 

Ferranti, P., A. Facchiano, F. Zappacosta, D. Vincenti, R. Rullo, B. Masala and A. Di Luccia.   

2001.  Primary structure of alpha-globin chains from river buffalo (Bubalus bubalis L.) 

hemoglobins.  J. Protein Chem. 20: 171-179. 

 

Francis, J. and D.A. Little. 1964.  Resistance of droughtmaster cattle to tick infestation and 

babesiosis. Aust. Vet. J. 40: 247. 

 



 
81 

 

 

Gromadzka. O.J., Jakubow. K., Zalewska B. and Z. Krzywicki. 1988. Haematological and blood 

biochemical studies in female domesticated Indian elephants (Elaphas maximus).Comp 

Biochem Physio A Comp Physiol. 89: 313-315. 

 

Guyton, A.C. and J.E. Hall. 2011.  Textbook of Medical Physiology.  12th ed. W.B. Saunders, 

Philadelphia, U.S.A.. 

 

Helena Laboratories. 2001.  Hemoglobin Electrophoresis Procedure.  Instruction manual. 

 

Henning, S., M. Mormann, J. Peter-Katalinic and G. Pohlentz.  2010.  Direct analysis of α- and 

β-chains of hemoglobins from mammalian blood samples by nanoESI mass spectrometry 

during in-capillary proteolytic digestion.  Amino Acids. 10: 671-677. 

 

Horton, H.R., L.A. Moran, R.S. Ochs, J.D. Rawn and K.G. Scrimgeour.  2002.  Textbook of 

Principle of Biochemistry.  3rd ed. Prentice-Hall, Inc. Upper Saddle River, U.S.A.. 

 

I.S.I.S. 2002a. Reference Range for Physiological Data value. Loxodonta Africana (African    

            elephant). International Species Information System. 12101 Johnny Cake Ridge Road.     

            Apple Valley, MN 55124. USA.  

 

I.S.I.S. 2002b. Reference Range for Physiological Data value. Elephas maximus(Asian    

            elephant). International Species Information System. 12101 Johnny Cake Ridge Road.     

            Apple Valley, MN 55124. USA.  

 

Jain, N.C. 1986.  Schalm’s Veterinary Hematology.  4th ed. Lea & Febiger, Philadelphia, 

U.S.A.. 

 

Jain, N.C. 1993.  Essentials of Veterinary Hematology.  Lea & Febiger, Philadelphia, U.S.A..  

 

Jainudeen, M. R., Eisenberg, J. F. and J. B. Jayasingle. 1971. Hemogram of the domesticated 

Asiatic elephant (Elephas maximus). Journal of Zoo and Wildlife Medicine. 2: 5-11. 



 
82 

 

 

Kaneko, J.J., J.W. Harvey and M.L. Bruss.  2008.  Clinical Biochemistry of Domestic Animals. 

6th ed. Elsevier. Academic Press.  

 

Khazraiinia, P., A. Rostami, H.R. Haddadzadeh and S.M. Nassiri.  2008.  Hematological characteristics 

and hemoglobin typing of the Persian squirrel (Sciurus anomalus).  J. Exot. Pet Med. 17 (1): 

44-48.  

 

Kraj, A. and M. Macht.  2008.  Introduction to protein and peptide mass spectrometry: matrix-

assisted laser desorption/ionization, pp. 89-99. In A. Kraj and J. Silberring, eds. 

Proteomics: Introduction to Methods and Applications. John Wiley & Sons, Inc. New 

Jersey.  

 

Laemmli, U.K.  1970.  Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of  

bacteriophage T4. Nature 227: 680-685. 

 

Lehninger, A.L., D.L. Nelson and M.M. Cox.  1993.  Principles of Biochemistry.  Worth Pub, 

New York, U.S.A..  

 

Lincoln, D.R., D.T. Edmunds, T.J. Gribble and H.C. Schwartz.  1973.  Studies on the 

hemoglobins of pinnipeds.  Blood 41 (1): 163-170. 

  

Maisar, P.  1970.  On hemoglobin-XXVI. Hemoglobin of hedgehog (Erinaceus romanicus), I.  

              Comp. Biochem. Physiol. 33: 697-703. 

 

Mikota, S.K. 2006. Hemolymphatic System,  pp. 325-345. In Fowler M.E. and Mikota, S.K., eds. 

Biology, medicine, and surgery of elephants. Blackwell Publishing, Oxford  

 

Mohri, M.  2000.  Electrophoretic study of haemoglobin polymorphism in one-humped camel 

(Camelus dromedarius). Comp. Haematol. Int. 10: 187-189. 

 



 
83 

 

 

Murray, R.K., D.K. Granner, P.A. Mayes and V.W. Rodwell.  1996.  Harper’s Biochemistry. 

24th ed. Simon & Schuster, U.S.A.. 

 

Nazifi, S. and A. Rategh.  2005.  Haemoglobin types and blood concentrations of haemoglobin, 

copper, ceruloplasmin and iron in adult Caspian miniature horses Revue.  Med. Vet. 1: 

50-52. 

 

Nazifi, S., M. Saeb and A. Khoshvaghti.  2003.  Studies on the relationship between haemoglobin 

types of adult Turkoman horses and the concentrations of haemoglobin, copper, 

ceruloplasmin and iron.  Comp. Clin. Path. 12: 53-56. 

 

Nelson, D.L. and M.M. Cox.  2008.  Principle of Biochemistry. 5rd ed. W.H. Freeman, New 

York. 

 

Perkins, D.N., D.J.C. Pappin, D.M. Creasy and J.S. Cottrell.  1999.  Probability-based protein 

identification by searching sequence database using mass spectrometry data. 

Electrophoresis. 20: 3551-3567. 

 

Perutz, M.F. and K. Imai.  1980.  Regulation of oxygen affinity of mammalian haemoglobins.   

              J. Mol. Biol. 136: 183-191. 

 

Piras, A.M., A. Dessy, F. Chiellini, E. Chiellini, C. Farina, M. Ramelli and E.D. Valle.  2008.  

Polymeric nanoparticles for hemoglobin-based oxygen carriers. Biochimica. et. 

Biophysica. Acta. 1784: 1454-1461. 

 

Prisco, G.D., B. Giardina and R.E. Weber.  2000.  Hemoglobin Function in Vertebrates: 

Molecular Adaptation in Extreme and Temperate Environments.  Springer, Verlag 

Italia, Milano. 

 

Reed, S.  2009.  Essential Physiological Biochemistry: An Organ-Based Approach.  John 

Wiley & Sons, UK.  



 
84 

 

 

Ritter, P.  1996.  Biochemistry: A Foundation.  Brooks/COLE Publishing Company, Pacific 

Grove, U.S.A.. 

 

Rodak, B.F., G.A. Fritsma and K. Doig.  2007.  Hematology: Clinical Principles and 

Applications.  3rd ed. Saunders, Elsevier. 

 

Salakij, J., C. Salakij, N. Narkkong, S. Apibal, P. Suthunmapinuntra, J. Rattanakukuprakarn, G. 

Nunklang and M. Yindee. 2005. Hematology, Cytochemistry and Ultrastructure of Blood 

Cells from Asian Elephant (Elephas maximus). Kasetsart J. (Nat. Sci.) 39 : 482 – 493.  
 
 

Schechter, A.N.  2008.  Hemoglobin research and the origins of molecular medicine.  Blood 112 

(10): 3927-3938. 

 

Schmidt, M. 1986. Probocidea (Elephant). pp. 883-923.  In Fowler M.E, ed. Zoo and wild                                                                                                                                                                                                                 

              animal medicine .2nd ed. Philadelphia: W.B. Saunders Company.  

 

Schroeder, W.A., J.R. Shelton, J.B. Shelton, B. Robberson and D.R. Babin.  1967.  A comparison 

of amino acid sequences in the β-chain of adult bovine hemoglobins A and B. Arch. 

Biochem. Biophys. 120: 124-135. 

 

Shikawa, K. and A. Matsuoka.  2003.  Human haemoglobin: A new paradigm for oxygen binding 

involving two types of α β contacts. Eur. J. Biochem. 270: 4041-4051. 

 

Silva, I. D. and V. Y. Kuruwita. 1993a. Hematology, plasma, and serum biochemistry values in   

             free- ranging elephants in Sri Lanka. J. Zoo. Wildl. Med. 24(4):  434-439. 

 

Silva, I. D. and V. Y. Kuruwita 1993b.   Hematology, plasma, and serum biochemistry values in    

              domesticated elephants(Elephas Maximus Ceylonicus) in Sri Lanka. J. Zoo. Wildl. Med.    

              24(4):  440- 444. 

 



 
85 

 

 

Sittivilai, R., C. Sribhen, S. Isariyodom, T. Songserm and A. Choothesa. 2004. A 

chromatographic and electrophoretic study of hemoglobin of domestic fowl. Kasetsart 

Journal (Natural Science) 38: 132-136. 

 

Sripanitan, R.  1983.  Structure Characterization of the Fourth Component of Hemoglobin 

Constant Spring.  M.Sc. Thesis, Mahidol University. 

 

Tuntasuvan. D., Theeraphan. A., Phoengpong. N., Jitnupong. W. and G. Lungka. 2001. 

Comparison of serum chemistry Values and serum mineral values between captive and 

free-ranging elephants in Thailand. FAO. 

 

Tvedten, H.  1989.  The complete blood count and bone marrow examination: general comments 

and selected techniques, pp. 14-31. In M.D. Willard, H. Tvedten and G.H. Turnwald, eds. 

Small Animal Clinical Diagnosis by Laboratory Methods. W.B. Saunders, 

Philadelphia, U.S.A.. 

 

Vanderdon, T.L. and J.M. Colacino.  1989.  Characterization of hemoglobin from Phoronis 

architecta (Phoronida).  Comp. Biochem. Physiol. 94 (1): 31-39. 

 

Veenstra, T.D.  2006.  Mass spectrometry, pp. 3-17. In T.D. Veenstra and J.R.Yates III, eds. 

Proteomics for Biological Discovery. John Wiley & Sons, Inc. New Jersey.  

 

Vekey, K., A. Telekes and A. Vertes.  2008.  Medical Applications of Mass Spectrometry. 

Elsevier. Amsterdam.  

 

Voet, D. and J.G. Voet.  2004.  Biochemistry. 3rd ed. John Wiley & Sons, Inc., New Jersey. 

 

Wilkins, M.R., R.D. Appel, K.L. Williams and D.F. Hochstrasser.  2007.  Proteome Research 

Concepts, Technology and Application. 3rd ed. Springer, Verlag Berlin, Heidelberg.  

 



 
86 

 

 

Whitford, D.  2005.  Proteins: Structure and Function. Chichester, West Sussex: J. Wiley & 

Sons.  

 

Woodford, M. H. 1979. Blood Characteristics of the African Elephant (Loxodonta africana 

cylotis). Journal of Wildlife Diseases. 15: 112-113. 

 

Yathirij, S., P.C. Choudhuri., D.S.T. Rao and P.K. Reddy. 1992. Clinicohaematological 

observation on Indian elephant (Elephas maximus indicus). Indian Veterinary Journal. 

69: 995-997. 



 
87 

 

 

ภาคผนวก 

 
 

 



 
88 

 

 

ภาคผนวก ก  

การศึกษาค่าโลหิตวทิยา 

 

 ค่าดชันีของเมด็เลือดแดงท่ีนาํมาใชป้ระโยชน์ในการศึกษาความผดิปกติของเมด็เลือดหรือ

ภาวะโลหิตจาง ประกอบดว้ย  

1. ความเขม้ขน้เฉล่ียของฮีโมโกลบินในเมด็เลือดแดง (MCHC) สามารถคาํนวณหาค่า  

MCHC จากค่าฮีโมโกลบิน(Hb) และค่าเมด็เลือดแดงอดัแน่นเฉล่ีย (PCV) จากสูตร      

                      MCHC (g/dL)   =     Hb (g/dL) x 100

                                                           PCV (%) 

            

2. ความเขม้ขน้เฉล่ียของฮีโมโกลบินในเมด็เลือดแดงหน่ึงเมด็ (MCH) สามารถคาํนวณหา

ค่า MCH จากสูตร MCH (pg)   =     Hb (g/dL) x 10

                                       RBC count (106/µL) 

            

3. ค่าปริมาตรของเมด็เลือดแดงเฉล่ีย (MCV)   

สามารถคาํนวณหาค่า MCV ตามสูตร คือ MCV (fL)    =     PCV (%) x 10

                                                                                        RBC count (106/µL) 
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ภาคผนวก ข  

การแยกโปรตีนโดยวธีิเจลฟิลเทรชนัคอลมัน์โครมาโทกราฟี 

 

 

 
 

ภาพผนวก ข1 แสดงผลการชะสารชนิดต่างๆของฮีโมโกลบินชา้งเล้ียงและโปรตีนมาตรฐาน ท่ีผา่น             

                      เจลฟิลเทรชนัคอลมัน์โครมาโทกราฟีของเซฟาเดกซ์ G-100 ดว้ยทริสบฟัเฟอร์ความ                        

                  เขม้ขน้ 0.05 โมลาร์ พเีอช 7.4 ท่ีมี 0.02 เปอร์เซ็นต ์โซเดียมเอไซด ์อตัราการไหล  

                         1   มิลลิลิตรต่อนาที 
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ภาคผนวก ค   

การเตรียมสารเคมีสาํหรับการยอ่ยเจลดว้ยทริปซิน 

 

1.  20 มิลลิโมลาร์  แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต  (FW 79.06) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ชัง่สาร 

แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต  79.6 มิลลิกรัม ละลายในนํ้ากลัน่ปลอดเช้ือ  (sterile milli Q water) ปรับ

ปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร 

 

2.  10 มิลลิโมลาร์  แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เติม 20 มิลลิโมลาร์   

แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต  ปริมาตร  25 มิลลิลิตร  ในนํ้ากลัน่ปลอดเช้ือ  ปรับปริมาตรเป็น  25 

มิลลิลิตร 

 

3.  10 มิลลิโมลาร์  ไดไธโอไธรตอล  ใน 10 มิลลิโมลาร์  แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต  

ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ชัง่สารไดไธโอไธรตอล  (FW 154.25) 3.085 มิลลิกรัม ละลายใน  10 มิลลิโม

ลาร์ แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต ปรับปริมาตรเป็น 2 มิลลิลิตร  

 

4.  100 มิลลิโมลาร์  ไอโอโดอะเซตาไมด์  ใน 10 มิลลิโมลาร์  แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต  

ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ชัง่สารไอโอโดอะเซตาไมด ์(FW 184) 36.8 มิลลิกรัม ละลายใน 10 มิลลิโมลาร์  

แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต ปรับปริมาตรเป็น 2 มิลลิลิตร  

 

5.  50 เปอร์เซ็นต ์ (v/v) อะซิโตไนไตรล์  ใน 10 มิลลิโมลาร์  แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต  

เติม 100 เปอร์เซ็นต์  (v/v) อะซิโตไนไตรล์  ลงใน 20 มิลลิโมลาร์  แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต  

อตัราส่วน 1:1  

 

6.  20 นาโนกรัม ทริปซิน  ใน 50 เปอร์เซ็นต ์ (v/v) อะซิโตไนไตรล์  ใน 10 มิลลิโมลาร์  

แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต  เติม 50 เปอร์เซ็นต์  (v/v) อะซิโตไนไตรล์  ใน 10 มิลลิโมลาร์  

แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงใน 20 นาโนกรัม  ทริปซิน จะได้ 20 นาโนกรัม 

ทริปซิน ใน 50 เปอร์เซ็นต ์(v/v) อะซิโตไนไตรล ์ใน 10 มิลลิโมลาร์ แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต 

 

7.  30 เปอร์เซ็นต์  (v/v) อะซิโตไนไตรล์  ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เติม 100 เปอร์เซ็นต์ อะซิโต

ไนไตรล ์ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ในนํ้ากลัน่ปลอดเช้ือ ปริมาตร 3.5 มิลลิลิตร 
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 4.8 0.1 เปอร์เซ็นต์ (v/v) กรดไตรฟลูออโรอะซิติก ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เติม กรดไตร

ฟลูออโรอะซิติกเขม้ขน้ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ในนํ้ากลัน่ปลอดเช้ือ ปริมาตร 49.95 มิลลิลิตร 

 

 4.9 50 เปอร์เซ็นต ์ (v/v) อะซิโตไนไตรล์  ใน 0.1 เปอร์เซ็นต์  กรดฟอร์มิก  ปริมาตร 10 

มิลลิลิตร เติม 100 เปอร์เซ็นต์  อะซิโตไนไตรล์  ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใน 0.1 เปอร์เซ็นต์ (v/v) กรด

ฟอร์มิก ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
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ประวตัิการศึกษา และการทาํงาน 
 

ช่ือ-นามสกุล นายราชนัย ์อพัภยัชา 

วนั เดือน ปี ท่ีเกิด เกิดวนัท่ี 9 กุมภาพนัธ์ พ.ศ. 2515  

ประวติัการศึกษา สัตวแพทยศาสตรบณัฑิต  คณะสัตวแพทยศาสตร์ 

มหาวทิยาลยัขอนแก่น  

ตาํแหน่งหนา้ท่ีการงานปัจจุบนั อาจารย ์

สถานท่ีทาํงานปัจจุบนั คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัเทคโนโลยรีาชมงคล

ตะวนัออก 

ทุนการศึกษาทีไ่ดรั้บ ทุนโครงการพฒันาอาจารย ์ประจาํปี 2552 

ทุนวจิยัระดบับณัฑิตศึกษา เพื่อการตีพิมพผ์ลงานใน

วารสารวชิาการระดบัชาติหรือนานาชาติ 

 

 

 


	สารบัญ
	สารบัญตาราง
	8                 แสดงแสดงน้ำหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินช้างเลี้ยงแบ่งตามวิธีการศึกษา
	สารบัญภาพ
	คำนำ
	วัตถุประสงค์
	การตรวจเอกสาร
	ผลและวิจารณ์
	1.  การวิเคราะห์ตัวอย่างเลือด
	ผลการวิเคราะห์แสดงว่า MS/MS ของหน่วยย่อยของฮีโมโกลบินช้างเลี้ยงมีความเหมือนกับ Hemoglobin subunit beta จาก Elephas maximus และ Hemoglobin subunit alpha      จากจาก Elephas maximus ด้วยคะแนน Protein score เท่ากับ 408 และ 247 ตามลำดับ (ตารางที่ 9)  ซึ่ง...

	ข้อเสนอแนะ


