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บทคัดยอ

ความรูพื้นฐานจากงานวิจัยขององคประกอบทางเคมีที่มีอยูในเลือดจระเขพันธุไทยยังมี
จํากัด กอนหนานี้ไดมีการศึกษาปริมาณองคประกอบทางเคมีที่สําคัญในกลุมสารอินทรีย และสารอนิ
นทรีย จากสวนเลือดครบ (whole blood) และสวนน้ําเลือด (serum) ชนิดของกรดอะมิโนในเลือด
ครบ และการศึกษาวิเคราะหรูปแบบโปรตีนในเลือดจระเขพันธุไทยเพศผูและเพศเมีย ในการศึกษานี้
ไดทําการศึกษาโปรติโอมิกของซีรัมจระเข อัลบูมิน และ Ig G ถูกกําจัดออกจากซีรัมจระเข และโปรตีน
ที่เหลือถูกแยกดวยกระแสไฟฟาแบบสองมิติ (2-Dimensional electrophoresis, 2DE) ผลจาก
การศึกษาดวย 2DE พบ 90 จุดโปรตีน ในชวง 20 – 200 kDa ที่ pI 3 – 10 (30 จุดโปรตีน อยูในชวง
เปนกรด (acidic) 45 จุดโปรตีน อยูในชวงเปนกลาง (neutral) 15 จุดโปรตีน อยูในชวงเปนเบส 
(basic))  จุดโปรตีนทั้งหมด 16 จุดโปรตีนถูกวิเคราะหหาชนิดของโปรตีน ดวยหลักการ MALDI-
TOF/MS  ผลการศึกษาเหลานี้เปนขอมูลเอกลักษณของเลือดจระเขพันธุไทยในดานโปรติโอมของซีรัม
จระเขพันธุไทย ซึ่งจะมีประโยชนตองานวิจัยตอเนื่อง และการประยุกตใชเลือดจระเขในการพัฒนา
เปนผลิตภัณฑอาหารเพื่อสุขภาพตอไป
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Abstract

Basic research knowledge about chemical compositions in Siamese 
crocodile blood has been limited.  Recently, the main chemical compositions 
including organic and inorganic substances from whole blood and serum, amino acids 
profile of whole blood and male/ female crocodile blood protein pattern were 
analysed.  In this study, proteomic analysis of Siamese crocodile serum was
performed. The albumin and immunoglobulin in serum were depled and the 
remained proteins were separated by 2-Dimensional electrophoresis (2DE). There 
were 90 protein spots resolved by 2DE ranging from 20 – 200 kDa with an isoelectric 
point (pI) of 4 to 10.  On the basis of the pI, 30 protein spots were categorized in 
acidic, fourty protein spots in neutral and 15 protein spots in the basic region of 2DE 
gel image.  Of all these spots, 16 brightly stained protein spots were determined by 
MALDI-TOF/MS analysis.  These findings suggest the data of Siamese crocodile blood 
about the serum proteome.  It will be usefule as database for the continued 
researchs and application of the crocodile blood in functional food development.
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บทนํา

จระเขพันธุไทย (Crocodylus siamensis) เปนสัตวเศรษฐกิจที่สําคัญของประเทศไทย มี
การเพาะเลี้ยงกันมากในประเทศ ในระบบการเพาะเลี้ยงไมมีการใชยาและวัคซีน ไมมีการใชสาร
กระตุนการเจริญเติบโต และยังไมมีรายงานการติดเชื้อโรคที่สําคัญในจระเข เชน โรคปากและเทา
เปอย โรคแอนแทรกซ โรควัวบา โรคไขหวัดนก ฯลฯ  จระเขเปนสัตวเลื้อยคลานดึกดําบรรพที่อยูรอด
มาไดจนถึงปจจุบัน การอยูรอดของเผาพันธุ รวมถึงการปรับตัวของรางกายจระเขที่แข็งแรง และ
พฤติกรรมจระเขในการรักษาบาดแผลที่ดีหลังการกัดกันเองแมอาศัยอยูในแหลงน้ําที่สกปรกมีเชื้อโรค
ตางๆ อยูมากมาย แสดงใหเห็นถึงองคประกอบ คุณสมบัติ และความสามารถที่ดีของเลือดจระเขที่
ไหลเวียนหลอเลี้ยงรางกาย  ประเทศไทยมีการสงออกเลือดจระเขแหงเพื่อใชบริโภคเปนยาสมุนไพร 
และเครื่องยาสัตววัตถุในตํารับยาจีนตางๆ โดยมีตลาดที่สําคัญอยูที่ประเทศจีน เกาหลี ฮองกง และ
ไตหวัน  จากรายงานการศึกษาวิจัยในเลือดจระเขพันธุไทย (วิน และคณะ, 2546 ; Siruntawineti et 
al., 2003, 2004a) จระเขอเมริกัน (อัลลิเกเตอร) และจระเขออสเตรเลีย (Merchant et al., 2003, 
2004)  พบวามีโปรตีนที่มีฤทธิ์ตานจุลชีพอยูเปนจํานวนมาก โดยการทําหนาที่สวนใหญเกิดขึ้นจาก
ภูมิคุมกันของสัตวมีกระดูกสันหลังทั่วไปที่มีมาตั้งแตกําเนิดและชวยปองกันการติดเชื้อแบคทีเรีย ไวรัส
และโปรโตซัวได 

โดยทั่วไปในขั้นตอนการชําแหละของอุตสาหกรรมจระเข มีการปลอยเลือดทิ้งไปโดย
เปลาประโยชน ซึ่งจะเปนมลพิษใหกับแหลงน้ําได ดังนั้นเพื่อใหเกิดการใชประโยชนและเปนการเพิ่ม
มูลคาใหกับเลือดจระเขพันธุไทยที่นาจะมีองคประกอบที่เปนยา  ประกอบกับที่ประเทศจีนนําสัตว
สมุนไพรคือจระเข เขาไปใชเปนอาหารเสริม หรือเครื่องยาสัตววัตถุ เพื่อการรักษาโรคตางๆ มานาน 
(ชยันต และวิเชียร, 2546)  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรโดย วิน และคณะ ไดประดิษฐกรรมวิธีการ
เจาะเก็บเลือดปริมาณมากจากจระเข (คําขอสิทธิบัตรเลขที่ 0601001179, 16 มิถุนายน 2549) ทําให
ไดวัตถุดิบเลือดจระเขที่สะอาด มีการศึกษาวิจัยวิธีการนําเลือดจระเขดังกลาว มาทําใหแหงภายใต
ความเย็นจัด (อนุสิทธิบัตรเลขที่ 5074, 4 กันยายน 2552) และเพื่อพัฒนาใชเลือดจระเขพันธุไทยให
เปนผลิตภัณฑเสริมอาหารสําหรับคน ไดมีการทดสอบทางพิษวิทยาในระดับเฉียบพลัน กึ่งเฉียบพลัน 
และเฉียบพลันของผลิตภัณฑเลือดจระเขแคปซูล พบวาผลิตภัณฑฯ มีความปลอดภัยสูง รวมทั้งยังไม
พบการเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อในรางกายสัตวทดลองที่กินเลือดจระเขดวย (Chaeychomsri et al., 
2004a, 2004b, 2006; Siruntawineti et al., 2004b)  

เ มื่ อ ได เ ป นผลิ ตภัณฑ เลื อดจระ เข แคปซู ล  ซึ่ ง เ ป นผลผลิ ตจากงานวิ จั ย ของ
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร มีการประชาสัมพันธผลิตภัณฑฯ โดยความอนุเคราะหจากฝาย
ประชาสัมพันธของสํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย (สกว.) ไปยังสื่อสิ่งพิมพ สื่อวิทยุ และสื่อ
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โทรทัศน ไดมีผูบริโภคจํานวนมากใหความสนใจแสดงความจํานงเพื่อขอบริโภคผลิตภัณฑดังกลาว 
และจากการสอบถามและเก็บขอมูลกอนและหลังการบริโภคผลิตภัณฑเลือดจระเขแหงจากผูบริโภคที่
มีปญหาสุขภาพกลุมตางๆ พบผลสัมฤทธิ์ที่ดีของเลือดจระเขแหงในกลุมผูบริโภคที่เปนโรคสําคัญหลาย
โรค ทั้งในกลุมโรคไมติดเชื้อ (เชน โรคโลหิตจาง โรคภูมิแพที่มีอาการหอบเหนื่อย โรคมะเร็ง 
โรคเบาหวาน โรคความดันโลหิตสูง/ต่ํา) และกลุมโรคติดเชื้อ (เชน โรคเอดส) ซึ่งการประเมินนี้ได
พิจารณารวมกับผลขอมูลทางการแพทยของผูบริโภคซึ่งเปนผูปวยมีอยูและอนุญาตใหรับทราบ จากผล
การตรวจทางหองปฏิบัติการในโรงพยาบาลเมื่อเปรียบเทียบระหวางกอนและหลังการบริโภค
ผลิตภัณฑเลือดจระเขแคปซูล 

จากผลงานวิจัยตางๆ ในการใชประโยชนจากเลือดจระเขดังกลาว และขอมูลตางๆ ที่ได
จากผูบริโภคผลิตภัณฑเลือดจระเขฯ ทําใหเกิดโจทยการวิจัยเกี่ยวกับการพัฒนาและใชประโยชนเลือด
จระเขเพิ่มมากขึ้น แตการตอบโจทยวิจัยเหลานี้ยังไมชัดเจน เนื่องจากการขาดความรูพื้นฐานจาก
งานวิจัยเกี่ยวกับองคประกอบทางเคมีที่มีอยูในเลือดจระเขพันธุไทย รวมถึงสวนตางๆ ที่แยกจากเลือด
ฯ ซึ่งไมเคยมีการศึกษาอยางจริงจังมากอน อีกทั้งจระเขที่ใชในการศึกษาวิจัยนี้เปนจระเขสายพันธุไทย 
เราจึงเห็นความสําคัญในการศึกษาวิจัยฯ กอนที่นักวิจัยตางชาติจะเขามาศึกษาและใชประโยชน ผล
จากการศึกษาวิจัยนี้สามารถบงบอกเอกลักษณของเลือดจระเขพันธุไทย ในสวนที่เกี่ยวของกับปริมาณ
องคประกอบทางเคมีที่สําคัญ โดยเฉพาะสารอินทรียในกลุมของโปรตีนของเลือดจระเขหรือจากสวน
แยกตางๆ  โครงการวิจัยนี้มีระยะเวลา 3 ป รายงานการวิจัยนี้เปนผลที่ไดตอเนื่องจากการศึกษาวิจัย
ของโครงการวิจัยฯ ในปที่ 1 โดยศึกษาสวนที่เปนโปรตีนและเพปไทดบงชี้ที่สําคัญ ซึ่งเปน
องคประกอบในกลุมสารอินทรียของเลือดจระเขพันธุไทย โดยคาดวาผลจากงานวิจัยนี้จะมีประโยชน
นําไปสูการศึกษาขั้นสูง การประยุกตใชในการพัฒนาเปนผลิตภัณฑอื่นๆ จากเลือดจระเข ตลอดจนใช
เปนขอมูลสนับสนุนเชื่อมโยงกับโครงการวิจัยยอยอื่นๆ ที่เกี่ยวของกับเลือดจระเขของแผนการวิจัยนี้

การทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวของ
เลือดมีหนาที่หลายอยาง ไดแก 1) การนําสงออกซิเจน สารอาหาร และของเสีย 2) การ

ควบคุม pH อุณหภูมิ และออสโมซิส (osmosis) 3) การแข็งตัวของเลือด และ 4) กระบวนการตางๆ 
ของภูมิคุมกันรางกาย โปรตีนจํานวนมากที่พบอยูในเลือดมีบทบาทสําคัญในหนาที่ตางๆ ดังกลาว 
โปรตีนสวนใหญที่พบในเลือดรวมถึง โปรตีนที่มีความจําเพาะกับเนื้อเยื่อ เปนผลมาจากการหลั่งสาร
ออกนอกเซลล หรือการตายของเซลล เลือดประกอบดวยสองสวนที่สําคัญคือ น้ําเลือด (plasma/ 
serum) และเซลลเม็ดเลือดตางๆ (blood cells) ซึ่งทั้งสองแตกตางกันดวยคุณสมบัติทางเทคนิค 
และองคประกอบทางเคมี  การใชประโยชนจากเลือดนั้นพบวา มนุษยใชเลือดสุกรมากที่สุด โดยจาก
รายงานการศึกษาในเลือดสุกรซึ่งใชเปนสวนประกอบในกระบวนการเนื้อตางๆ พบวาในน้ําเลือดมี
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โปรตีนนอยและมีน้ํามากกวาในสวนของเซลล เม็ดเลือด แตโปรตีนที่พบในน้ําเลือดสวนใหญ
ประกอบดวยกรดอะมิโนที่จําเปนตอการเจริญเติบโตของรางกาย (Petczyn’ska and Libelt, 1999) 
ในเลือดครบของลูกวัวมีโปรตีนมากและน้ํานอยกวาในวัวที่โตเต็มที่ ในน้ําเลือดลูกวัวประกอบดวยน้ํา
มากกวาในวัว แตมีปริมาณโปรตีนที่ไมแตกตางกัน ในเม็ดเลือดแดงของลูกวัวมีโปรตีนนอยและน้ํา
มากกวา ถาไมคํานึงถึงอายุในสวนน้ําเลือดวัวมีโปรตีนนอยกวาเปน 4 เทา และมีน้ํามากกวาประมาณ 
1.5 เทา เมื่อเทียบกับสวนของเม็ดเลือดแดง โปรตีนที่พบในน้ําเลือดของทั้งสองประกอบดวยกรดอะมิ
โนที่จําเปนตอการเจริญเติบโตของรางกายสูงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ น้ําเลือดของลูกวัวและวัวจึง
เปนสารเสริมที่ดีของผลิตภัณฑเนื้อ (Betkot, 2001)  ในเลือดครบของไกมีโปรตีนนอยกวาเมื่อเทียบ
กับในสุกร หรือลูกวัว แตไมแตกตางกับในวัว โดยในน้ําเลือดไกมีโปรตีนนอยและมีน้ํามากกวาในสัตว
ดังกลาว ในสวนของเม็ดเลือดแดงของไกและสุกรมีโปรตีนไมแตกตางกัน โดยมีโปรตีนและเถามากกวา 
น้ํานอยกวาในลูกวัวและวัว  ปริมาณกรดอะมิโนที่จําเปนในน้ําเลือดไกใกลเคียงกับในวัว แตต่ํากวาเมื่อ
เทียบกับในสุกร ในเม็ดเลือดแดงของไกมีปริมาณกรดอะมิโนที่จําเปนสูงที่สุด คุณคาทางโภชนาการ
ของน้ําเลือดไกมีคาสูงใกลเคียงกับในวัว และมีคาสูงกวาเมื่อเทียบกับในสุกร (Betkot & Petczynska  
Libelt, 2002)

การศึกษาน้ําเลือด (ซีรัม) ของอัลลิเกเตอร (Alligator mississipiensis) ซึ่งเปนจระเขที่
พบไดในประเทศสหรัฐอเมริกา พบวามีสารที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย 16 ชนิด ไดแก
Klebsiella oxytoca (49131), Providencia stuartii (33672), Escherichia coliform (25922), 
Proteus mirabilis (43607), Enterobacter aerogenes (49469), Salmonella typhimurium 
(14028), Pseudomonas aeruginosa (27853), Citrobacter freundii (C109820), Shigella 
sonnei (25931), Shigella dysenterae (13313), Salmonella poona (4840), Yersenia 
enterocolitica (9610), Staphylococcus pyrogenes (19615), Streptococcus epidermitis 
(19615), Staphylococcus aureus (6538), and Enterococcus faecalis (29212)  แตเมื่อนํา
น้ําเลือดของอัลลิเกเตอรมาบมที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที พบวาน้ําเลือดไมสามารถ
ยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียได และสารโปรตีนบางชนิดที่มีชื่อวา คอมพลีเมนต ซึ่งเปนสวนหนึ่ง
ของระบบภูมิคุมกันที่มีมาตั้งแตเกิด สามารถถูกทําลายที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เมื่อใชเวลานาน
30 นาที และจากผลการทดสอบทางภูมิคุมกันโดยใชแอนติบอดีตอคอมพลีเมนตของคน จึงสรุปผลได
วาคอมพลีเมนตในน้ําเลือดของอัลลิเกเตอรสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียได และพบวาน้ํา
เลือดของอัลลิเกเตอรยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียไดดีกวาน้ําเลือดของมนุษย โดยที่น้ําเลือด
ของอัลลิเกเตอรสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียได 100% ในขณะที่น้ําเลือดของมนุษย
ยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียไดเพียง 35% (Merchant et al., 2003) 
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การออกฤทธิ์ตานจุลชีพที่พบในเลือดจระเขหลายๆ ชนิดพันธุ เชน ในป ค. ศ. 1999 
Shaharbanay และคณะ ไดรายงานผลการศึกษาสารสกัดจากเลือดจระเขแมน้ําไนล (Nile 
crocodile, Crocodylus niloticus) มีฤทธิ์ในการตานแบคทีเรีย ชนิดตางๆ และจากรายงาน
การศึกษาจํานวนมากทางหองปฏิบัติการแสดงใหเห็นวา  ซีรัมของอัลลิ เกเตอร  (Alligator 
mississippiensis) ซึ่งเปนจระเขที่มีถิ่นกําเนิดและพบมากในประเทศอเมริกา แสดงฤทธิ์ตาน
แบคทีเรีย (Merchant et al., 2003, 2005b) ฤทธิ์ตานโพรโทซัว (Merchant et al., 2004) และ
ฤทธิ์ตานไวรัส (Merchant et al., 2005a)  เชนเดียวกับที่มีรายงานฤทธิ์ตานจุลชีพในซีรัมของจระเข
พันธุไทย (C. siamensis) (Siruntawineti et al., 2004) และไคแมน (Caiman latirostris) ซึ่งเปน
จระเขที่มีถิ่นกําเนิดและพบมากในประเทศแถบแอฟริกา (Merchant et al., 2006) นอกจากนี้ยัง
พบวา ในซีรัมของอัลลิเกเตอรมีฤทธิ์ตานแบคทีเรีย Escherichia coli ซึ่งสามารถลดอัตรการรอดชีวิต
ของแบคทีเรียนี้ไดเปน 10 เทา และมีขอบเขตของการออกฤทธิ์ที่มากกวาในแบคทีเรีย เมื่อเทียบกับ
ซีรัมของคน ฤทธิ์เหลานี้จะลดลงเมื่อมีการบมซีรัมดวยเอนไซมโปรติเอส (protease) กอนการทดสอบ
แสดงใหเห็นวาลักษณะการทํางานของสารจําพวกโปรตีน และเมื่อทําการบมซีรัมที่อุณหภูมิ 56 องศา
เซลเซียส นาน 30 นาที ซึ่งเปนสภาวะที่ใชในการทําลายฤทธิ์การทํางานของคอมพลีเมนต ซึ่งเปน
โปรตีนที่สําคัญในระบบภูมิคุมกันที่มีมาแตกําเนิด สามารถทําลายฤทธิ์ตานแบคทีเรียชนิดตางๆ ที่ใชใน
การทดสอบไดเชนกัน  ฤทธิ์ตานแบคทีเรียของซีรัมอัลลิเกเตอรเกิดขึ้นไดรวดเร็วในหลอดทดลอง 
ภายในเวลา 5 นาที และมีฤทธิ์สูงสุดที่เวลา 20 นาที และมีความสัมพันธกับอุณหภูมิ ซึ่งการแสดงฤทธิ์
ตานแบคทีเรียมีนอยลงเมื่ออุณหภูมิต่ํากวา 15 องศาเซลเซียส และแสดงสมมุติฐานถึงคุณสมบัติของ
ซีรัมอัลลิเกเตอรในการออกฤทธิ์ตานแบคทีเรีย นาจะเกิดจากการทํางานของระบบคอมพลีเมนต 
(Merchant et al., 2003) ซึ่งรายงานนี้สอดคลองกับผลการวิจัยในซีรัมของจระเขพันธุไทย (วิน และ
คณะ, 2546 ; Siruntawineti et al., 2003, 2004)  

ในป ค.ศ. 2010 Leelawongtawon et al. ไดศึกษาฤทธิ์การตานเชื้อแบคทีเรียและ
เชื้อราจากเลือดจระเขพันธุไทย ทดสอบความไว และหาคา MIC ของเลือดแหง ซีรัมสด และซีรัมแหง
จากจระเขฯ กับแบคทีเรียและเชื้อราสายพันธุมาตรฐานจํานวน 9 สายพันธุ และ 2 สายพันธุ 
ตามลําดับ รวมทั้งเชื้อราที่แยกไดจากผูปวย 1 สายพันธุ ดวยวิธี broth microdilution และ
resazurin microtiter plate assay พบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมลบ ไดแก E. 
aerogenes ATCC 13048, E. coli ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC 27736, S. 
typhimurium ATCC 13311 และ P. aeruginosa ATCC 27853 ในซีรัมสด 80 mg/ml (Fresh 
serum; FS) คิดเปนรอยละ 23.30, 10.00, 40.00, 70.00 และ  86.67 ตามลําดับ และซีรัมแหง 100 
mg/ml (Freeze dried serum; FDS) คิดเปนรอยละ 30.00, 10.00, 43.33, 76.67 และ 90.00 
ตามลําดับ โดย MIC/ MBC อยูระหวาง 12.50-100.00 mg/ml และ 25.00-100.00 mg/ml 
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ตามลําดับ โดยมี cefazolin หรือ ceftaxidime เปนสารควบคุม ซึ่งใหคา  MIC/MBC ตอแบคท  ีเรีย
ทั้ง  5 สายพันธุระหวาง 0.97-31.25 mg/ml/1.95-62.50 mg/ml และฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อ
รา เชน C. neoformans ATCC 250309 และ A. niger ของ FS คิดเปนรอยละ 90.00 และ 80.00 
ตามลําดับ และ  FDS คิดเปนรอยละ  100.00 และ  83.33 ตามลําด  ับ โดย MIC อยูระหวาง 
25.00-100.00 mg/ml โดยมี amphotericin B เปนสารควบคุมซ  ่ึงให  คา MIC 3.90 -7.81 mg/ml 
แตอยางไรก็ตามไม  พบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียและเชื้อราในเลือดครบแหง 100 
mg/ml (freeze dried whole blood; FDWB ) และ ไมพบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย
แกรมบวกและฤทธิ์ฆาเชื้อราทั้งใน FS และ FDS รายงานนี้แสดงใหเห็นวา FS และ FDS มีศักยภาพใน
การเปนสารยับยั้งเชื้อแบคทีเรียและเชื้อราบางชนิดได (Leelawongtawon et al., 2010) นอกจากนี้
ยังมีรายงานการศึกษาฤทธิ์ตานแบคทีเรียในพลาสมาของจระเขพันธุไทยตอเชื้อกอโรคจํานวน 6 สาย
พันธุของเชื้ออางอิง ซึ่งสามารถยับยั้งการเติบโต 40% ไดแก Staphylococcus aureus, 
Salmonella typhi, Escherichia coli, Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa, and 
Staphylococcus epidermidis, และจาก 4 สายพันธุของเชื้อที่แยกจากตัวอยางทางคลินิก ไดแก
Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, และ Vibrio 
cholera และสามารถยับยั้งการเติบโตมากกวา 80% จากสายพันธุอางอิงคือ Salmonella typhi, 
Vibrio cholerae, และ Staphylococcus epidermidis และจากตัวอยางทางคลินิกคือ
Salmonella typhi และ Vibrio cholerae (Kommanee et al., 2012).

การศึกษาซีรัมจากจระเขหลายสายพันธุพบฤทธิ์ตานจุลชีพหลายชนิด ซึ่งมีการ
สมมุติฐานวาเปนผลมาจากฤทธิ์ของคอมพลีเมนทในซีรัม เนื่องจากคอมพลีเมนทมีหลายบทบาทใน
ระบบภูมิคุมกัน จึงมีความเปนไปไดที่ซีรัมของจระเข จะสามารถกระตุนกระบวนการกลืนกินของมา
โครฟาจ ซึ่งตอมา Aree et al. (2012) ไดแสดงใหเห็นฤทธิ์ของเลือดจระเข ในการเพิ่มประสิทธิภาพ
ของกระบวนการกลืนกิน ซึ่งสามารถนําไปประยุกตใชในการบําบัดโรค ในกรณีที่ตองการเพิ่ม
ประสิทธิภาพการทําหนาที่ของระบบภูมิคุมกัน โดยไดทดสอบฤทธิ์ของซีรัมจากจระเขพันธุไทยในการ
เพิ่มประสิทธิภาพกระบวนการกลืนกินของมาโครฟาจ ตลอดจนศึกษาความเกี่ยวของของคอมพลี
เมนทในกระบวนการนี้ พบวาซีรัมจากจระเข (fresh serum, FS) สามารถทําใหมาโครฟาจเพิ่ม
ประสิทธิภาพ การกลืนกินแบคทีเรียทั้ง Escherichia coli และ Staphylococcus aureus โดย
สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการกลืนกิน E. coli ไดดีกวา S. aureus นอกจากนี้ตัวอยางเลือดจระเข
ประเภทอื่นๆ ไดแก freeze dried serum (DS) และ freeze dried whole blood (DWB) สามารถ
เพิ่มประสิทธิภาพการกลืนกินของมาโครฟาจไดเชนกัน แตฤทธิ์ของ DWB ในการเพิ่มประส  ิทธิภาพ
การกลืนกินของมาโครฟาจนอยกวาฤทธิ์ของ FS และ  DS ผลการศึกษาดังกลาวแสดงใหเห็นวาฤทธิ์
ดังกลาวเปนผลจากสารที่มีอยูในซีรัม โดยเมื่อใหความรอนที่ 56 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที กับ
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ซีรัม พบวาฤทธิ์ในการเพิ่มประสิทธิภาพการกลืนกินลดลงอยางมาก ขอมูลดังกลาวชี้ใหเห็นวาวาคอม
พลีเมนทมีบทบาทในกระบวนการนี้

ฤทธิ์ตานโพรโทซัว Naegleria gruberi ที่ไดจากการเพะเลี้ยง ของ 25% ซีรัมอัลลิเก
เตอร และถาใชซีรัมที่ไมไดเจือจาง โพรโทซัวสามารถรอดชีวิตไดเพียง 16% และพบมีอัตราการรอดที่
สูงหากโพรโทซัวมีความหนาแนนสูง ฤทธิ์ตานโพรโทซัวมีขอบเขตของการออกฤทธิ์ที่กวางโดยสามารถ
ออกฤทธิ์ตอ Naegleria 3 สายพันธุ และ Acanthamoeba 4 สายพันธุ ซึ่งโพรโทซัวเหลานี้มี
รายงานการตานตอฤทธิ์ทําลายเซลลของคอมพลีเมนตของคน ฤทธิ์ตานโพรโทซัวนี้เกิดขึ้นไดดีที่
อุณหภูมิ 15 - 30 องศาเซลเซียส สามารถทําลายการออกฤทธิ์ดวยความรอนและมีคุณสมบัติเปนสาร
โปรตีน ถูกยับยั้งการทํางานดวยกรดอีทีลีนไดเอมีนทีทราอซิติก (ethylenediaminetetraacetic 
acid, EDTA) ซึ่งทําใหเห็นวาการออกฤทธิ์ตองการอิออนโลหะไดวาเลนตในการเกิดปฏิกิริยา และมี
สมมุติฐานวาคุณสมบัติของการออกฤทธิ์ตานโพรโทซัวของซีรัมอัลลิเกเตอรนาจะเกิดจากการทํางาน
ของระบบคอมพลีเมนตเชนกัน (Merchant et al., 2004) 

นอกจากนี้ยังพบการออกฤทธิ์ตานไวรัสในซีรัมอัลลิเกเตอร โดยการทดสอบในระดับ
เซลลของไวรัส 3 ชนิดที่มีสวนหอหุม (enveloped virus) ไดแก Human immunodeficiency 
virus type 1 (HIV-I), West Nile virus (WNV) และ Herpes simplex virus type I (HSV-I) โดยมี
คาความเขมขนในการยับยั้งไวรัสได 50% (IC50) ที่ความเขมขนของซีรัมเปน 0.9%, 4.3% และ 
3.4% ตามลําดับ  สวนความเขมขนของซีรัมในการลดการรอดชีวิตลง 50% (TC50) ตอไวรัส HIV-I, 
WNV และ HSV-I เปน 32.8%, 36.3% และ 39.1% ตามลําดับ  การออกฤทธิ์ตานไวรัส HIV-I ไวตอ
การถูกทําลายดวยความรอน ซึ่งอาจเกิดจากการทํางานของคอมพลีเมนต ในขณะที่การออกฤทธิ์ตาน
ไวรัส WNV และ HSV-I ทนตอการถูกทําลายดวยความรอนแสดงใหเห็นถึงกลไกในการออกฤทธิ์ตาน
ไวรัสแบบอื่นๆ ในซีรัมของอัลลิเกเตอร (Merchant et al., 2005a) ผลการวิจัยดังกลาวขางตน แสดง
ใหเห็นวาอัลลิเกเตอร ซึ่งเปนสัตวดึกดําบรรพพวกเดียวกับจระเขมีภูมิคุมกันตามธรรมชาติที่มีมาแต
กําเนิดที่มีศักยภาพสูงในการทําลายไวรัสตางๆ  การออกฤทธิ์ตานแบคทีเรีย ปรสิต รวมถึงไวรัส HIV-I 
ของอัลลิเกเตอรมาจากการทํางานของระบบคอมพลีเมนตในซีรัมที่มีวิวัฒนาการมาอยางยาวนาน

การศึกษาขั้นลึกในสวนที่เกี่ยวของกับคอมพลีเมนตของซีรัมอัลลิเกเตอรพบวาการ
ทํางานหลักนาจะเกิดจาก alternate pathway และเมื่อทดสอบซีรัมอัลลิเกเตอรดวยแอนติบอดีตอ 
C3 ของคนพบการแสดงความเปนแอนติเจนของโปรตีนที่คลายกับ C3 ของคน และเมื่อทดสอบดวย
วิธี SDS-PAGE และWestern blot analysis พบวาซีรัมโปรตีนของอัลลิเกเตอรมีน้ําหนักโมเลกุล
ใกลเคียงกับ C3 ชนิดอัลฟาและบีตาของคน ซึ่งมีฤทธิ์ทําใหเซลลเม็ดเลือดแดงของแกะแตกไดในเวลา
ที่รวดเร็ว และมีเกิดขึ้นไดดีที่อุณหภูมิ 15 - 30 องศาเซลเซียส ผลของการวิจัยนี้สนับสนุนสมมุติฐาน
การออกฤทธิ์ทางชีวภาพของซีรัมอัลลิเกเตอรเกี่ยวของกับการทํางานของการตอบสนองทางภูมคุมกัน
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ที่อาศัยสารน้ํา (humoral immune response) คลายกับที่เกิดขึ้นในระบบภูมิคุมกับของสัตวเลี้ยง
ลูกดวยน้ํานม (Merchant et al., 2005b) ซึ่งตองการอิออนโลหะไดวาเลนตคือ Ca2+ และ/หรือ
Mg2+ ในทําปฏิกริยาใหเกิดการแตกของเซลลเม็ดเลือดแดงแกะ (Merchant et al., 2005c)  จระเข
น้ําจืดออสเตรเลีย (C. johnstoni) และจระเขน้ําเค็ม (C. porosus) มีการทํางานของระบบคอมพลี
เมนตแบบ alternate pathway เชนเดียวกับในอัลลิเกเตอร

เพปไทดตานจุลชีพ (antimicrobial peptides) ถูกสกัดจากเม็ดเลือดขาวของสิ่งมีชีวิต
พวกยูคาริโอตตางๆ (Yeaman and Yount, 2003) โดยทั่วไปธรรมชาติของเพปไทดตานจุลชีพมี
ความเปนประจุบวกเพื่อที่จะสามารถเกิดอันตรกิริยากับฟอสฟอลิปดที่มีประจุลบได เพปไทดนี้อาจมี
ลักษณะเปน amphipathic ทําใหมันสามารถเกิดอันตรกิริยากับสวนใน (interior hydrophobic 
portions) ของเยื่อหุมเซลล กอตัวเปนรูตางๆ ที่เยื่อได  การแสดงออกของเพปไทดเหลานี้เกิดขึ้นใน
เนื้อเยื่อที่มีอันตรกิริยากับสิ่งแวดลอม เชน ปาก เยื่อบุลําไส ทอทางเดินของอวัยวะสืบพันธุ และในเม็ด
เลือดขาว เม็ดเลือดขาวสามารถสรางสารตอตานจุลชีพไดหลายชนิดที่มีขอบเขตศักยภาพในการ
ตอตานที่สูง ไดแก nitrous oxide, hydrogen peroxide และ cationic antimicrobial peptides 
(Ganz and Lehrer, 2001)  คุณสมบัติในการตานจุลชีพของเม็ดเลือดขาวมีบทบาทที่สําคัญสําหรับ
ภูมิคุมกันที่มีมาแตกําเนิดตอการติดเชื้อที่เกิดภายนอกระบบไหลเวียนเลือด  เม็ดเลือดขาวตางๆ จะ
เคลื่อนยายตัวเองไปยังบริเวณที่มีการติดเชื้อ เกิดการแตกของแกรนูลเพื่อปลอยสารตอตานจุลชีพที่ได
กลาวขางตน ไปยังที่ที่มีการรุกรานจากเชื้อโรคในลักษณะแบบไมจําเพาะ  มีรายงานการพบเพปไทดที่
มีศักยภาพในการออกฤทธิ์ตานจุลชีพในผิวหนังกบ (Lorin et al., 2005) เม็ดเลือดขาวของคน 
(Garcia et al., 2001) และ เม็ดเลือดขาวของแพะ/แกะ (Shamova et al., 1999)

ในป ค. ศ. 2006 Merchant et al. ไดรายงานการวิจัยเกี่ยวกับสารสกัดจากเม็ดเลือด
ขาวของอัลลิเกเตอร () มีฤทธิ์ตานแบคทีเรีย เชื้อรา และไวรัส ซึ่งฤทธิ์ตานจุลชีพตางๆ เหลานี้เกิดจาก
เพปไทดตานจุลชีพที่มีความเปนประจุบวก (cationic antimicrobial peptides) การศึกษานี้แยก
เม็ดเลือดขาวออกจากเลือดครบของอัลลิเกเตอรปา สกัดเม็ดเลือดขาวดวยสารที่กรดความเขมขน
ตางๆ ผานขั้นตอนการปนเหวี่ยงและกรองที่มีความละเอียดสูงมาก จนไดสารที่มีขนาดโมเลกุลอยู
ในชวง 1-10 kDa  ฤทธิ์ตานจุลชีพเหลานี้มีคุณสมบัติไวตอโปรติเอส ทนตอความรอน และละลายได
ในสารละลายกรด สาร EDTA ความเขมขนสูงไมมีผลการเกิดปฏิกิริยา การแสดงออกของเพปไทด
ตางๆ ที่ไดจากเม็ดเลือดขาวของอัลลิเกเตอรนี้มีความสําคัญตอการนําไปใชเปนสารตานจุลชีพเพื่อใช
ทางคลินิกตอไป  สําหรับจระเขพันธุไทยไดมีรายงานการศึกษา (สุวิทย และ สมปอง, 2550) ฤทธิ์การ
ตานเชื้อแบคทีเรียและเชื้อราจากสารสกัดเม็ดเลือดขาว โดยสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย 
7 ชนิด และเชื้อรา 1 ชนิด คือ Candida albican เมื่อแยกบริสุทธิ์สารสกัดดวยเทคนิค FPLC โดย 
Anion exchange column chromatography และนําไปแยกบริสุทธิ์ตอดวยเทคนิค High 
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performance liquid chromatography (HPLC) ซึ่งสารสกัดเม็ดเลือดขาวของจระเขพันธุไทยนาจะ
มีโปรตีนหรือเปปไทดที่มีคุณสมบัติในการทําลายหรือยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียและเชื้อรา
ไดอยางจําเพาะ

โปรติโอมิกส (Proteomics) เปนการวิจัยสาขาหนึ่งที่มีขึ้นเพื่ออธิบายปรากฎการณทาง
ชีวภาพในแงของการเปลี่ยนแปลงตางๆ เชิงคุณภาพ และ/หรือเชิงปริมาณ ในเซลลชนิดตางๆ และ
วัสดุทางชีวภาพที่อยูภายนอกเซลล การพัฒนาศาสตรทางดานโปรติโอมิกสมีเพิ่มมากขึ้นจากเทคนิคใน
การขนสงโปรตีนหรือเปปไทดเขาไปในสภาวะของแกส (gas-phase) หรือเขาไปในสิ่งแวดลอมที่
ปราศจากตัวทําละลาย (sovent-free environment) ไมมีการแตกหักของโปรตีน หรือเปปไทด 
ผนวกกับเทคนิคแมสสเปกโตรเมทรี (mass spectrometry, MS) ทําใหเกิดการตรวจวัดที่แมนยําของ
น้ําหนักโปรตีน หรือเปปไทด และคุณสมบัติในการลําดับการเรียงตัวที่เกี่ยวของกับผลิตภัณฑตางๆ 
(MS/MS) การตรวจหาเครื่องหมายทางชีวภาพ (biomarker) ในสารน้ําของรางกายมีประโยชนในการ
บงบอกถึงสถาวะของสิ่งมีชีวิต การเปลี่ยนแปลงภายในรางกายทั้งในสภาวะปกติและสภาวะที่ผิดปกติ
ตางๆ  ซีรัมและน้ําไขสันหลังเปนสารน้ําที่สําคัญในรางกายของสัตวมีกระดูกสันหลัง ประกอบ
ดวยอัลบูมิน (albumin) และแอนติบอดี (antibodies) ประมาณ 90% ของโปรตีนรวมในซีรัม และ
น้ําไขสันหลัง (Dekker, 2007) การเก็บตัวอยางเลือดมีความงายตอการเก็บและทางจิตวิทยาเมื่อ
เทียบกับตัวอยางอื่นๆ เชน อุจจาระ  ตัวอยางจากเลือดมีความเปนเนื้อเดียวกันมากกวา เมื่อเทียบกับ
น้ําลาย หรือน้ําปสสาวะ เลือดจึงเปนแหลงของตัวอยางทางชีวภาพที่นิยมนํามาศึกษาทางดานโปรติ
โอมิกส การศึกษาชนิดของโปรตีนในเลือดเปนสิ่งจําเปนอยางมาก โดยเฉพาะโปรตีน หรือเพปไทดบงชี้ 
ที่เปน Biomarker (Ward and Anderson, 1996) โดยปกติโปรตีนหรือเพปไทดบงชี้ที่สําคัญมักมี
ขนาดนอยกวา 15,000 Da ในการศึกษาดานโปรติโอมิกส (Proteomic analysis) (Tirumalai et 
al., 2003) โปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําเหลานี้จะถูกนํามาทําการศึกษาดวยวิธีการ Two-
dimensional gel electrophoresis ควบคูกันกับการใช MS ในการชวยในการวิเคราะหระบุชนิด
ของโปรตีนโมเลกุลต่ําเหลานั้น (Kantor, 2002)

จากการสืบคนขอมูลสิทธิบัตรพบสิทธิบัตรเรื่องการใชเพปไทดจากสัตวเลื้อยคลานเพื่อ
การรักษาโรคติดเชื้อ (Hoffman and Binah: United States Patent 5380664/ International 
Patent WO9917785, 1999) ซึ่งเปนการใชประโยชนจากสวนของฮีโมโกลบินจากเม็ดเลือดแดงของ
สัตวเลื้อยคลาน โดยเฉพาะในอัลลิเกเตอร  ฮีโมโกลบิน ประกอบดวย 4 สายของพอลิเพปไทด และ 4 
heme prosthetic group ซึ่งมีธาตุเหล็กในสถานะ ferrous เปนองคประกอบอยูภายใน โปรตีน
กลอบิน (globin) 2 สาย ฮีโมโกลบินของสัตวเลื้อยคลานพวกเตา (Chelonia) จระเข (Crocodilia) 
และงู (Squamata) มีโครงสรางที่จําเพาะ  ฮีโมโกลบินของจระเขและอัลลิเกเตอรมีความพิเศษในการ
ไมตอบสนองตอสารอินทรียฟอสเฟต แตมีการควบคุมการทํางานหลักโดยไบคารบอเนตอิออน 
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(bicarbonate ion) ซึ่งสามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการจับกับออกซิเจนลดลง สิทธิบัตรนี้เกี่ยวของกับวิธี
ฆาเชื้อแบคทีเรีย เชื้อราดวยฤทธิ์ตานจุลชีพที่ไดจาก reptilian hemoglobin protein, ชิ้นสวนของ
ฮีโมโกลบินโปรตีนหรือเพปไทด สายของฮีโมโกลบินที่ปราศจากฮีม (heme free hemoglobin 
chains) หรือชิ้นสวนของโปรตีนหรือเพปไทดผสมของสารดังกลาว

สิทธิบัตรฤทธิ์ตานเนื้องอกจากซีรัมของสัตวเลื้อยคลาน (Binah et al.: United States 
Patent 20040247589, 2004) เปนการใชประโยชนจากฤทธิ์ตานเนื้องอกในซีรัมของสัตวเลื้อยคลาน
โดยเฉพาะในอัลลิเกเตอรหรือจระเข องคประกอบหลักที่ออกฤทธิ์ในโปรตีนหรือเพปไทดของซีรัมที่
สามารถยับยั้งการเติบโตของเซลลเนื้องอกจากสัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานมที่ไดจากการเพาะเลี้ยง โดยไมมี
ฤทธิ์ยับยั้งเซลลที่ปกติที่ไดจากการเพาะเลี้ยง  สวนแยกที่มีฤทธิ์จากซีรัมไมแสดงความเปนพิษในสัตว
เลี้ยงลูกดวยน้ํานมที่สุขภาพดี สารออกฤทธิ์ตานเนื้องอกนี้ อาจใชในการปองกัน การเฝาสังเกต และ
การบําบัดรักษาเนื้องอกหรือมะเร็ง

ระเบียบวิธีดําเนินการวิจัย

การศึกษาวิจัยนี้ เปนการศึกษาตอเนื่องจากปที่ 1 ที่ไดรับทุนอุดหนุนการวิจัยแผนงาน
สนับสนุนการวิจัยรองรับการเปลี่ยนแปลงและพลวัตโลกเพื่อแกปญหาสําคัญของชาติอยางสมดุลและ
ยั่งยืน ประจําปงบประมาณ พ.ศ. 2551 ซึ่งดําเนินการตอในขอ 3.2 การทดลองที่ 2

1. การกําหนดพื้นที่ ประชากรตัวอยาง การสุมตัวอยาง การเก็บขอมูล
กําหนดพื้นที่แยกตามการเพาะเลี้ยงจากภาคตางๆ ของไทย ไดแก ภาคกลาง ภาค

ตะวันออก และภาคใต โดยใชตัวอยางจระเขพันธุไทย (C. siamensis) อายุ 2-4 ป ที่ไดจากการ
เพาะเลี้ยง ซึ่งจะนํามาชําแหละที่หนวยงานเอกชนที่เพาะเลี้ยงจระเข ณ รุงทวีชัยฟารม 31 หมู 9 ต. 
สามงาม อ. ดอนตูม จ. นครปฐม

เก็บขอมูลจระเขที่สําคัญ ไดแก เพศ อายุ น้ําหนัก ความยาวจากจมูกถึงหาง และขอมูลการ
เลี้ยงจากฟารมเพาะเลี้ยงจระเข

2. ตัวอยางเลือดจระเขที่ใชในการวิจัย
2.1 การเจาะเก็บเลือดจระเข
ทําการเจาะเลือดจระเขที่บริเวณแองเลือดดํา หลังกระโหลกศรีษะ (anterior dorsal sinus) 

โดยใชกระบอกฉีดยาพรอมเข็มขนาด 18G ความยาว 1 ½  นิ้ว ปริมาณการเจาะเก็บเลือดจระเขขึ้นอยู
กับการศึกษาดังกลาวตอไป ดังนี้

2.2 การเตรียมตัวอยาง
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2.2.1 การเตรียมตัวอยางเพื่อการศึกษาองคประกอบทางเคมีของเลือดจระเขและสวน
ตาง ๆ

ไดแก เลือดครบจระเข (Whole blood) สวนซีรัม (น้ําเลือด) จระเข ที่ผานการทํา
Freeze dry จากจระเขที่ไดจากการเพาะเลี้ยงในภาคกลาง ภาคตะวันออก และภาคใต โดยการเจาะ
เลือดจระเขในแตละภาคจํานวน 60 ตัว (เพศผู 30 ตัว เพศเมีย 30 ตัว) ปริมาณ 110 มิลลิลิตร ตอตัว

2.2.1.1 เลือดครบจระเข ทําการรวมเลือดครบจากเลือดจระเข 50 มิลลิลิตร ตอตัว
จระเข ใสลงในขวดเก็บเลือด ผสมเลือดใหเขากันแลวเก็บรักษาสภาพในกลองโฟมที่บรรจุน้ําแข็งอยู

ภายใน นํามาแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -20 C จากนั้นนํามาผานการทําการระเหิดแหงภายใตความเย็น 
(Freeze dry) ดวยเครื่อง Freeze dryer (Lyophilization System, Inc., USA) ณ หางหุนสวน
จํากัด วานิไทย หอง 602 ชั้น 6 อาคารวิจัยและพัฒนา มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร แลวเก็บรักษา

สภาพเลือดครบจระเขแหงที่ได ในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4-5 C เพื่อใชในการทดสอบตอไป
2.2.1.2 ซีรัมจระเข นําตัวอยางเลือดจระเข 54 มิลลิลิตร ตอตัว ใสในหลอดเก็บ

เลือดที่มีตัวเรงการแข็งตัว (Serum clot Activator) (VACUETTE, greiner bio-one, บริษัท 
กรุงเทพอินเตอรโปรดักส จํากัด) หลอดละ 9 มิลลิลิตร จํานวน 6 หลอดตอตัว ผสมเลือดในแตละ
หลอดใหเขากันแลวเก็บรักษาสภาพในกลองโฟมที่บรรจุน้ําแข็งอยูภายใน จากนั้นนําหลอดทดลอง
ดังกลาวมาปนเหวี่ยงเพื่อแยกสวนที่เปนซีรัม และเม็ดเลือดออกจากกัน โดยใชความเร็วของการปน
เหวี่ยงที่ 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ทําการแยกสวนซีรัมดานบนรวมใสในขวดเก็บเลือด 

นํามาแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -20 C จากนั้นนํามาผานการ Freeze dry เชนเดียวกับที่ไดกลาว

ขางตน แลวเก็บรักษาซีรัมแหงที่ได ในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4-5 C เพื่อใชในการทดสอบตอไป
2.2.2 การเตรียมตัวอยางเพื่อการศึกษาและวิเคราะหโปรตีนของเลือดจระเขพันธุไทย

ไดแก เลือดครบจระเข ซีรัมจระเข และสวนเม็ดเลือด (Blood cell fraction) ที่ไม
ผานกระบวนการระเหิดแหงภายใตความเย็นจัด (Freeze dry) และที่ผานการทํา Freeze dry จาก
จระเขที่ไดจากการเพาะเลี้ยงในภาคกลาง ภาคตะวันออก และภาคใต โดยการเจาะเลือดจระเขในแต
ละภาคจํานวน 10 ตัว (เพศผู 5 ตัว เพศเมีย 5 ตัว) ปริมาณ 20 มิลลิลิตร ตอตัว

2.2.2.1 เลือดครบจระเข นําเลือดจระเขปริมาณ 2 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง

ขนาดเล็ก (microtube) หลอดละ 1 มิลลิลิตร โดยเก็บรักษาไวที่ตูแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -20 C 
จากนั้นนํา microtube หนึ่งหลอดมาผานการทําการระเหิดแหงภายใตความเย็น (Freeze dry) ดวย
เครื่อง Freeze dryer (Lyophilization System, Inc., USA) แลวเก็บรักษาสภาพเลือดครบจระเข

แหงที่ได ในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4-5 C เพื่อใชในการทดสอบตอไป
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2.2.1.2 ซีรัมจระเข นําตัวอยางเลือดจระเข ปริมาณ 18 มิลลิลิตร ใสในหลอดเก็บ
เลือดที่มีตัวเรงการแข็งตัว (Serum clot Activator) (VACUETTE, greiner bio-one, บริษัท 
กรุงเทพอินเตอรโปรดักส จํากัด) จํานวน 2 หลอด หลอดละ 9 มิลลิลิตร ผสมเลือดในแตละหลอดให
เขากัน แลวเก็บรักษาสภาพในกลองโฟมที่บรรจุน้ําแข็งอยูภายใน จากนั้นนําหลอดทดลองดังกลาวมา
ปนเหวี่ยงเพื่อแยกสวนที่เปนซีรัม และเม็ดเลือดออกจากกัน โดยใชความเร็วของการปนเหวี่ยงที่ 
5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ทําการแยกสวนซีรัมดานบนใสใน microtube หลอดละ 1 

มิลลิลิตร นํามาแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -20 C จากนั้นนํา microtube จํานวนครึ่งหนึ่ง มาผานการ

Freeze dry เชนเดียวกับที่ไดกลาวขางตน แลวเก็บรักษาซีรัมแหงที่ได ในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4-5 C 
เพื่อใชในการทดสอบตอไป

2.2.1.3 สวนเม็ดเลือด (Blood cell fraction) ลางสวนของเม็ดเลือดที่เหลือจาก
การแยกซีรัมในขอ 2.2.1.2 ออกดวยสารละลาย normal saline (0.75% NaCl) จํานวน 3 ครั้ง 

จากนั้นนําหลอดทดลองที่ผานการลางดังกลาวแลวมาแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -20 C 

3. วิธีการวิเคราะห

3.1 การทดลองที่ 1:  การศึกษาองคประกอบทางเคมีของเลือดจระเขและสวนตาง ๆ
โดยวิธีมาตรฐาน ที่สถาบันคนควาและพัฒนาผลิตภัณฑอาหาร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร และที่
บริษัท หองปฏิบัติการกลาง (ประเทศไทย) จํากัด กรุงเทพฯ (สําหรับการทดสอบหาชนิดของกรดอะมิ
โนในเลือดครบของจระเขฯ)

3.1.1 สารอินทรีย ไดแก คารโบไฮเดรตทั้งหมด น้ําตาล โปรตีน (แฟคเตอร 6.25) ไขมัน
ทั้งหมด ไขมันอิ่มตัว โคเลสเตอรอล (โดยใชวิธีทดสอบตามหลักการของ Thai Compendium of 
methods for food analysis, 1st ed. 2003) (ตารางที่ 1) และการทดสอบหาชนิดของกรดอะมิโน
ในเลือดครบของจระเขฯ โดยใชวิธี Gas Chromatography/ HPLC (In house method based on 
AOAC (2005), 994.12)

3.1.2 สารอนินทรีย ไดแก น้ํา เถา โซเดียม โพแทสเซียม ฟอสฟอรัส คลอไรด แคลเซียม 
แมกนีเซียม วิตามินเอ วิตามินบี1, บี6, บ1ี2 วิตามินซี (โดยใชวิธีทดสอบตามหลักการของ Thai 
Compendium of methods for food analysis, 1st ed. 2003) โลหะหนัก (เหล็ก ตะกั่ว สารหนู) 
และสารตานอนุมูลอิสระ (BHA BHT TBHQ) (โดยใชวิธีทดสอบตามหลักการของ T-CM-037 Based 
on Food Chemistry, 2000)

3.2 การทดลองที่ 2:  การศึกษาและวิเคราะหโปรตีนของเลือดจระเขพันธุไทย  (ปที่ 1 - 3)
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โดยใชการวิเคราะหโปรตีนดวยเทคนิคทางชีวเคมี และวิธีทางโปรติโอมิกสในการระบุ
ชนิดของโปรตีนและเพปไทดบงชี้ที่สําคัญและแสดงออกในเลือดจระเขพันธุไทย โดยเทคนิค 2-
Dimentional electrophoresis และตรวจหาชนิดของโปรตีนในเลือดจระเขดวยเทคนิค MALDI-
TOF MS หรือ LC MS/MS 

การวิจัยในปที่ 1 เปนการศึกษารูปแบบโปรตีนในเลือดจระเขพันธุไทย ซึ่งจะเปนขอมูล
พื้นฐานใหกับการตอยอดในการศึกษาวิจัยปที่ 2-3 เกี่ยวกับโปรตีนและเพปไทดบงชี้ที่สําคัญของเลือด
จระเขพันธุไทย 

การวิจัยในปที่ 2 - 3 เปนการศึกษาโปรตีนและเพปไทดบงชี้ที่สําคัญของเลือดจระเขพันธุ
ไทย (ปที่ 2 ตัวอยางจากสวนของซีรัม และปที่ 3 ตัวอยางจากสวนของเม็ดเลือด)

3.2.1 การเตรียมตัวอยาง
3.2.1.1 เลือดครบจระเข 

-นําตัวอยางเลือดครบจระเข (WB) และเลือดครบจระเขแหง (WB-FD) ที่ได
จากขอ 2.2.1.1 มาตั้งทิ้งไวในกลองน้ําแข็ง 

-ละลายตัวอยาง WB-FD ดวยดวยน้ํากลั่นที่ปลอดเชื้อ (sterile double 
distilled water) หลอดละ 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน

-ทําการสกัดโปรตีนโดยใชสารละลายสกัด (Extraction solution) ที่มี
องคประกอบของ 2% (w/v) SDS, 0.1 M DTT, 60 mM Tris-HCl, pH 7.5

-ทําใหการโฮโมจิไนซ (Homoginization) ตัวอยางทั้งสองแบบ ดวยเครื่อง
Homoginizer (Omni, ) ที่ความเร็วต่ํา  เปนเวลา 30 วินาที

-ภายหลังจากการโฮโมจิไนซ นําตัวอยางงที่ได ไปตมในน้ําเดือด 100 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 2 นาที จากนั้นทําการโฮโมจิไนซครั้งที่สอง ขณะตัวอยางอุน ที่ความเร็วต่ํา เปน
เวลา 15 วินาที

-นําตัวอยาง-WB และ WB-FD มาปนเหวี่ยงดวยเครื่องปนเหวี่ยง 
(MIKRO22, Hettich, Germany) ที่ความเร็ว 20,000 รอบ/นาที นาน 15 นาที จากนั้นดูดของเหลว
สวนบนมาใชในการทดสอบตอไป

3.2.1.2 ซีรัมจระเข  
-นําตัวอยางซีรัมจระเข (S) และซีรัมจระเขแหง (S-FD) ที่ไดจากขอ 2.2.1.2 

มาตั้งทิ้งไวในกลองน้ําแข็ง 
-ละลายตัวอยาง-S-FD ดวยดวยน้ํากลั่นที่ปลอดเชื้อ (sterile double 

distilled water) หลอดละ 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน
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-ผสมตัวอยาง S ใหเขากัน และนําตัวอยาง-S และ S-FD มาปนเหวี่ยงดวย
เครื่องปนเหวี่ยง (MIKRO22, Hettich, Germany) ที่ความเร็ว 5,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที
จากนั้นดูดของเหลวสวนบนมาใชในการทดสอบตอไป

3.2.1.3 สวนเม็ดเลือดจระเข 
-นําตัวอยางสวนเม็ดเลือดจระเข (BC) มา 0.1 กรัม ใสลงในหลอด 

microtube เติมสารละลายสกัด (Extraction solution) เชนเดียวกับขอ 3.2.1.1 หลอดละ 1 
มิลลิลิตร จากนั้น Homoginization 2 ครั้ง ปนเหวี่ยงดวยเครื่องปนเหวี่ยง เชนเดียวกับขอ 3.2.1.1 
ดูดของเหลวสวนบนจากตัวอยางที่ไดหลังการปนเหวี่ยงมาใชในการทดสอบตอไป

3.2.2 การหาคาความเขมขนของโปรตีนในตัวอยางจากขอ 3.2.1
ตามวิธีของ Bradford (1976)  โดยใช Bio-Rad protein assay (Bio-Rad 

Laboratories, USA) เตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐานที่ทราบความเขมขน โดยใช bovine serum 
albumin (BSA) เปนสารละลายโปรตีนมาตรฐาน ที่ความเขมขน 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร นําสารละลายโปรตีนมาตรฐานมาวัดการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร
(Lamda 25 UV/ VIS Spectrometer, Perkin Elmer, USA) ที่ความยาวคลื่นแสง 595 นาโนเมตร
แลวสรางกราฟมาตรฐานเพื่อใชหาความเขมขนของโปรตีนในตัวอยาง 

3.2.3 การเตรียมตัวอยางโปรตีนเพื่อการเคลื่อนสูขั้วไฟฟา
จากขอ 3.2.2 เมื่อทราบคาความเขมขนของโปรตีนที่ตองการศึกษาแลว นําโปรตีน

ตัวอยางของสัตว (ปริมาณของโปรตีน 20 ไมโครกรัม) และโปรตีนมาตรฐานที่ทราบนํ้าหนักโมเลกุล
(SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Broad Range, Bio-Rad Laboratories, USA) มา
เจือจางดวย SDS non-reducing sample buffer หรือ SDS reducing sample buffer  ซึ่งมีเมอร
เคปโทเอทานอล (mercaptoethanol) เปนสารรีดิวซ เพื่อใหโปรตีนอยูในภาวะที่ไมมีสารรีดิวซ และ
ในภาวะที่มีสารรีดิวซตามลําดับ โดยใชปริมาตรเปนครึ่งหนึ่งจากปริมาตรของโปรตีนตัวอยางของสัตว
และโปรตีนมาตรฐาน ผสมใหเขากัน ระวังอยาใหมีฟองอากาศ นําตัวอยางโปรตีนที่มีสวนผสมของ 
SDS reducing sample buffer มาตามในนํ้าเดือดอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที

3.2.4 การเคลื่อนสูขั้วไฟฟาโดยใชเจลเอสดีเอส-โพลิอะคริลาไมด (SDS-PAGE)
โดยใชความเขมขนของเจลสวนแยก (separating gel) ที่ 10% และเจลสวนบน 

(stacking gel) ที่ 4.5% โดยใชชุดแผนแกว และchamber (miniPAGE Chamber AE-6530, 
(ATTO Corporation, Japan)  ทําใหเกิดการเคลื่อนสูขั้วไฟฟา โดยใชเครื่องจายกระแสไฟฟา 
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(electrophoresis power supply: EPS 301, Amersham Bioscience, Sweden) ปรับ
กระแสไฟฟาใหคงที่ที่ 40 มิลลิแอมแปร (ตอสองชุดของชุดแผนแกว) ความตางศักย 250 โวลต

3.2.5 การยอมสีเจลและการตรวจวิเคราะหแถบโปรตีน
ยอมสีเจลที่ผานการแยกดวยกระแสไฟฟาดวยสี Coomassie Brilliant Blue (CBB) 

ประมาณ 30 นาที โดยเขยาเบาๆ ดวยเครื่อง Rotary shaker (3D Rocking Plateform STR9, 
Stuart Scientific Co. Ltd., UK) ลางสียอมออกดวยนํ้ากลั่น 2–3 ครั้ง แลวแชแผนเจลในสารละลาย
ลางสี (destained solution) ลางสารละลายสีออกดวยนํ้ากลั่น 2-3 ครั้ง แลวแชแผนเจลไวในนํ้ากลั่น  
บันทึกผลรูปแบบโปรตีนบนแผนเจล โดยใชเครื่อง gel document system (Gel Doc XR System, 
BioRad., USA) วิเคราะหเปรียบเทียบรูปแบบโปรตีน หาคาของน้ําหนักโมเลกุลของแถบโปรตีน 
บันทึกตําแหนงและคํานวณคานํ้าหนักโมเลกุล โดยเปรียบเทียบการเคลื่อนที่ของโปรตีนนั้นๆ กับ
ระยะทางการเคลื่อนที่ของโปรตีนมาตรฐานที่ทราบนํ้าหนักโมเลกุล โดยใช Quantity One 1-D 
Analysis Software. (BioRad, USA)

3.2.6 การศึกษาโปรตีนและเพปไทดบงชี้ที่สําคัญของซีรัมจระเขพันธุไทย (ปที่ 2)
นําตัวอยางซีรัมจระเข ที่เตรียมตามขอ 3.2.1.2 ไดแก ตัวอยางซีรัมจระเข (S) และ

ซีรัมจระเขแหง (S-FD) ทรีตเมนตละ 3 ซ้ํา ซึ่งไดผสมตัวอยางแตละชนิดใหเขากัน และนําตัวอยาง
ดังกลาวมาปนเหวี่ยงดวยเครื่องปนเหวี่ยง (MIKRO22, Hettich, Germany) ที่ความเร็ว 5,000 รอบ/
นาที นาน 5 นาที จากนั้นดูดของเหลวสวนบนมาใชในการทดสอบตอไป 

3.2.6.1 การคัดแยกสวนโปรตีนหรือเปปไทดบงชี้ในซีรัมจระเขพันธุไทยที่ตองการ
ศึกษา 

โดยใชวิธีการ ProteoPrep® Blue Albumin and IgG Depletion Kit 
(Sigma - Aldrich, USA ) ประกอบดวย spin columns, collection tubes  และสารละลายตางๆ 
ดังนี้

- ProteoPrep® Blue Albumin and IgG Depletion Medium, 10 ml
- ProteoPrep® Blue Equilibration buffer
- Protein Extraction reagent Type 4

ประกอบดวยขั้นตอนที่สําคัญ คือ
- การเตรียมสารละลานดังกลาว กอนดําเนินการสกัดแยกโปรตีนในซีรัม 
- การปรับสภาพคอลัมพ (Column Equilibration) โดยการปรับสภาพของ ProteoPrep®

Blue Albumin and IgG Depletion Medium ลงใน spin column ที่ดานลางมี collection tube
อยู แลวนําไปปนดวยเครื่องปนเหวี่ยง ที่ความเร็ว 10,000 rpm (8,000 X g) เปนเวลา 5 - 10 วินาที 
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แลวดูด ProteoPrep® Blue Equilibration buffer 400 uL ใสลงใน spin column ที่ดานลางมี 
collection tube อยู แลวนําไปปนดวยเครื่องปนเหวี่ยง ที่ความเร็ว 10,000 rpm เปนเวลา 5 - 10 
วินาที จากนั้นนํา buffer ใน collection tube ทิ้งไป แลวนํา spin column ใสลงใน collection 
tube เดิม ในขั้นสุดทายดูด ProteoPrep® Blue Equilibration buffer 400 uL ใสลงใน spin 
column แลวนําไปปนดวยเครื่องปนเหวี่ยง ที่ความเร็ว 10,000 rpm เปนเวลา 20 - 40 วินาที
จากนั้นนํา buffer ใน collection tube ทิ้งไป แลวนํา spin column ใสลงใน collection tube
ใหม

- การกําจัด Albumin และ Ig G ออกจากซีรัม (Serum Depletion of Albumin and Ig G) 
โดยใสซีรัมปริมาตร 25 – 100 uL ใสลงดานบน packed medium bed ของ spin column แลว
บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 - 10 นาที จากนั้นนําไปปนดวยเครื่องปนเหวี่ยง ที่ความเร็ว 10,000 
rpm เปนเวลา 1 นาที  นําสารละลายที่ไดอยูใน collection tube มาใสใน spin column อีกครั้ง 
แลวบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 - 10 นาที จากนั้นนําไปปนดวยเครื่องปนเหวี่ยง ที่ความเร็ว 
10,000 rpm เปนเวลา 1 นาที  สารละลายที่ผานการกรอง (first eluate) อยูใน collection tube 
และเก็บรวมกับ the first wash step ซึ่งไดจากการลางโปรตีน (unbound proteins) ที่ยังคงเหลือ
ใน spin column โดยใส 100 uL ของ Equilibration buffer ลงในดานบน packed medium 
bed ของ spin column ที่ดานลางมี collection tube เดิมอยู แลวนําไปปนดวยเครื่องปนเหวี่ยง ที่
ความเร็ว 10,000 rpm เปนเวลา 1 นาที เก็บสารละลายที่ผานการกรองครั้งที่สอง นี้รวมกับ first 
eluate ทําการลางครั้งที่สอง โดยนํา spin column ใสใน collection tube ที่ใชใน Column 
Equilibration แลวเติม 150 uL ของ Equilibration buffer ลงในดานบน packed medium แลว
นําไปปนดวยเครื่องปนเหวี่ยง ที่ความเร็ว 10,000 rpm เปนเวลา 1 นาที เก็บสวนสารละลายที่ไดนี้ไว 
เพื่อทําการวิเคราะหดวย SDS–PAGE

- การเก็บ the albumin/IgG depleted serum ดังกลาวที่ อุณหภูมิ -20 oC เพื่อใชใน
การศึกษา SDS-PAGE และ two dimensional electrophoresis (2DE) ตอไป

                     3.2.6.2 การแยกโปรตีนหรือเปปไทดบงชี้ที่สําคัญในซีรัมจระเขพันธุไทยดวยวิธี 2DE 
เพื่อศึกษาโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา และพบในปริมาณนอย ซึ่งถือวาเปน

โปรตีนบงชี้ที่สําคัญในดานโปรติโอมิกส (โปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ํากวา 10,000 Da) ที่ไดจากขอ 
3.2.6.1 โดยใชวิธี Two-dimensional (2D-) electrophoresis, 2DE ตามวิธีการของ Simson 
(Simpson, 2003) ทําการตรวจดูรูปแบบและลักษณะจําเพาะของโปรตีนทั้งหมดในเจล 2DE ซึ่งใน
การศึกษานี้ใชหลักการของ Isoelectric focusing (IEF) บน polyacrylamide gel ในระนาบแรก ซึ่ง
อาศัยหลักการ Immobilized pH-gradients (IPG) จาก ZOOM® IPGRunner System 
(Invitrogen life technologies, USA) รวมกับเทคนิค SDS-PAGE ในระนาบที่สอง
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การแยกโปรตีนในระนาบที่ 1
โดยใช IPG gel strip และ Isoelectric focusing (IEF) electrophoresis จาก 

ZOOM® IPGRunner System 
1) การเตรียมตัวอยาง สําหรับ ZOOM® IPG Strip Rehydration

1.1) เตรียมตัวอยาง (albumin/IgG depleted serum) ที่ไดจากขอ 
3.2.6.1 ความเขมขน 50 ug ลงใน sample rehydration buffer ปริมาตร 160 - 200 uL 

1.2) จัดเตรียม ZOOM® IPGRunner cassette โดยใหหลุมที่จะใส
ตัวอยาง (Sample loading wells) อยูดานบน ใสชิ้นอุปกรณสําหรับใสตัวอยาง (sample loading 
devices) บริเวณดานบนและลางของ cassette

   1.3) ใส rehydration buffer ที่มีโปรตีน albumin/IgG depleted 
serum (ขอ 1.1)) ลงไปที่ Sample loading wells ดานขอบมน (cathode end) ของ ZOOM®

IPGRunner cassette
   1.4) ดึงแผนใสปด ZOOM strip (pH 3-10 or 4-7; 7 cm) ที่ the 

basic end (-) ออก โดยใชปากคีบดึงแผนปดออก 
   1.5) คอยๆ เลื่อน strip ดานเจลอยูดานบน หรือดาน the acidic end 

(+) ลงไปใน Sample loading well ที่บริเวณดานปลายมน จนสัมผัสปลายสุดของชอง (ระวังอยาให
มีฟองขนาดใหญระหวางดําเนินการ ) 

   1.6) ทําซ้ํา ขอ 1.4) – 1.5) สําหรับหลุมที่มีตัวอยางอยู (ถาหลุมไหนไมได
ใชสามารถวางไวได) 

   1.7) ปด loading wells ทั้งสองดานของ ZOOM® IPGRunner 
cassette ดวยแผนสติกเกอร สีมวง (sealing tape)

   1.8) Rehydrate ZOOM strip (s) นาน 8-16 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง

2) การดําเนินการ Performing Isoelectric Focusing
   2.1) จากขอ 1.8) ใหลอก sealing tape ออก และดึง Sample 

loading device ที่ปลายทั้งสองดานของ cassette ออก
   2.2) ทําเครื่องหมายเปนจุดสังเกต แลววาง Electrode wick ที่ปลายทั้ง

สองดานของ ZOOM® IPGRunner cassette
   2.3) เติม 600 uL ของ diluted Cathode (ดานบน) หรือ Anode 

(ดานลาง) Buffer (1/100 dilution of stock cathode and anode buffer) ที่บริเวณ Electrode 
wick และซับของเหลวสวนเกินออก
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   2.4) เลื่อน cassette ไปยังตําแหนงใน ZOOM® IPGRunner core ทํา
ให Electrode wicks สัมผัสกับ Electrode ของ ZOOM® IPGRunner core

   2.5) ทําซ้ําในขอ 2.4) หากมี ZOOM® IPGRunner cassette อันที่สอง 
หรือใช Buffer dam ลงแทนตําแหนงดังกลาว

   2.6) เคลื่อนยาย ZOOM® IPGRunner core/ ZOOM® IPGRunner 
cassettes หรือ Buffer dam เขาไปใน Mini-cell chamber ของ ZOOM® IPGRunner

   2.7) สอดตัวดันแผนเจล (Gel tension wedge) เขาไปยัง Mini-cell 
หลัง ZOOM® IPGRunner core 

   2.8) ดึงกานของตัวดัน ตรงไปยังดานหนาของ ZOOM® IPGRunner 
Mini-cell จนถึงตําแหนงที่พอดี

   2.9) เติม deionized water ลงใน outer chamber ของ Mini-cell 
(ตรวจสอบอยาใหการรั่วของน้ําไปยังสวน inner ccore)

   2.10) ประกบสวนบนของ ZOOM® IPGRunner core ดวย ZOOM®

IPGRunner Cell Lid
   2.11) ตอสาย electrode ไปยัง power supply ตรวจสอบขั้วให

ถูกตอง ปรับคากระแส และความตานทานไฟฟา เปน 200V 4mA 4W 10 นาที/ 450V 3mA 4W 
10 นาที/ 750V 2mA 4W 10 นาที/1000V 1mA 4W 10 นาที/ 2000V 1mA 4W 2 ชั่วโมง และ
ดําเนินการ Isoelectric Focusing 

   2.12) เมื่อเสร็จสิ้นกระบวนการดังกลาว ใหนํา ทําการ IPG strip 
equilibration ใน Reducing buffer กอนนําไปดําเนินการแยกโปรตีนในระนาบที่ 2 

3) การดําเนินการ ZOOM® IPG Strip Equilibration
   3.1) เมื่อเสร็จสิ้นกระบวนการ IEF แลว ใหเอา Protective plastic

cover ของ ZOOM® IPGRunner cassette ออก แลวใสลงใน ZOOM® equilibration tray แทน
   3.2) บม IPG strip (s) ใน Reducing solution (500 uL Sample 

Reducing Agent (10X) + 4.5 L ของ 4X SDS sample buffer) เปนเวลา 15-30 นาที ที่
อุณหภูมิหอง บนเครื่องเขยา โดยใหเกิดการเขยาแบบเบาๆ 

   3.3) ทิ้งและกําจัด Reducing solution 

การแยกโปรตีนในระนาบที่ 2
โดยใชหลักการของ SDS-PAGE ตามวิธีการขอ 3.2.4 ที่ความเขมขนของเจลสวน

แยก (separating gel) ที่ 10% และเจลสวนบน (stacking gel) ที่ 4.5% โดยใชชุดแผนแกว และ
chamber (miniPAGE Chamber AE-6530, (ATTO Corporation, Japan) ทั้งนี้ใหเคลื่อนยาย 
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Zoom strip ไปยัง stacking gel ที่ผิวของเจลเรียบ ดวยปากคีบ วาง strip ใหแนบกับผิวเจล ระวัง
อยาใหเกิดฟองอากาศ ใส SDS-PAGE Molecular Weight Standards ที่หลุมตัวอยางดานขาง เมื่อ
SDS-PAGE เสร็จแลว ทําการยอมสี ตามขอที่ 3.2.5 

การวิเคราะหเจล (Gel analysis)
บันทึกจุดโปรตีนตางๆ (protein spots) บนแผนเจล โดยใชเครื่อง gel 

document system (Gel Doc XR System, BioRad., USA) วิเคราะหหาคาของน้ําหนักโมเลกุล
ของแถบโปรตีน บันทึกตําแหนงและคํานวณคานํ้าหนักโมเลกุล โดยเปรียบเทียบการเคลื่อนที่ของ
โปรตีนนั้นๆ กับระยะทางการเคลื่อนที่ของโปรตีนมาตรฐานที่ทราบนํ้าหนักโมเลกุล โดยใช 2D gel 
image analysis software (Syngene, USA)

3.2.6.3 การวิเคราะหชนิดของโปรตีน (Protein identification) 
โดยนําน้ําหนักโมเลกุล (molecular weight) ของโปรตีนที่ปรากฏในเจ

ลจาก 2DE ขอ 3.2.6.2 ไปเปรียบเทียบลักษณะรูปแบบของจุดโปรตีนกับฐานขอมูลของโปรตีน
มาตรฐาน ดวยเครื่องมือ Mass spectrometer  ดวยเทคนิค MALDI-TOF MS อยางไรก็ตามโปรตีน
ที่มีนําหนักโมเลกุลนอยบางตัวที่มีปริมาณนอยมากไมสามารถวิเคราะหไดดวย เทคนิค MALDI-TOF 
MS จําเปนตองมีการวิเคราะหดวยเทคนิคที่มีความละเอียดถูกตองแมนยําที่สูงขึ้น ดวยการใช
เครื่องมือ LC-MS MS ตอไป

1) การตัดจุดโปรตีนออกจากเจล (spot cutting) 
จากผลของการวิเคราะหเจล ประเมินจุดโปรตีนที่นาจะเปนโปรตีนหรือ

เปปไทดบงชี้ที่สําคัญในซีรัมจระเขพันธุไทย เพื่อใหวิเคราะหไดถึงชนิดของโปรตีน จึงทําการตัดจุด
โปรตีนที่สนใจออกจากเจล โดยใชปเปตทิป (pipette tip) ขนาด 1000 uL ที่ตัดปลายใหมีรูขนาดเสน
ผานศูนยกลางประมาณ 3-5 มิลลิเมตร แลวใชปลายทิปนี้กดลงไปบนเจลบริเวณจุดโปรตีนที่ตองการ 
ใหเนื้อเจลขาดออกจากกัน แลวดูดเนื้อเจลขึ้นมา นําไปใสในหลอดน้ํากลั่นที่เตรียมไว

2) การยอยโปรตีนในเจล (In gel digestion)
ทําการยอยเนื้อเจลที่มีจุดโปรตีนที่สนใจอยู  ดวยเอนไซมทริปซิน 

(Trypsin) เพื่อทําใหไดชิ้นสวนของสายเปปไทด (peptide fragments) ที่มีจํานวนและขนาดที่ตางกัน
ไป แลวสกัดแยกเปปไทดขนาดตางๆ ออกจากเจล เพื่อวิเคราะหชนิดตอไป

3) การวิเคราะหชนิดของโปรตีนดวยเครื่องแมสสเปกโตรมิเตอร (MS 
analysis)

   เปปไทดที่ถูกสกัดแยกออกมาจากเจลดังกลาวขางตน จะถูกนําเขาสู
เครื่อง Mass spectrometer (MALDI-TOF/TOF; ultrafleXtreme®  (Bruker Daltonic, Vienna, 
Austria) หรือ LC-MS/MS); LTQ Orbitrap Velos (Thermo Fisher Scientific, USA) เพื่อใหเกิด
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การแตกตัวเปนอิออนขนาดตางๆ กัน บันทึกผลของแมสสเปกตรัม (mass spectrum) นําขอมูล 
(Peptide mass fingerprinting) ที่ไดไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูลโปรตีน MASCOT เพื่อหาชนิดของ
โปรตีน 

ผลการวิจัย และอภิปรายวิจารณผล 

การศึกษาวิจัยนี้ เปนการศึกษาตอเนื่องจากปที่ 1 ที่ไดรับทุนอุดหนุนการวิจัยแผนงาน
สนับสนุนการวิจัยรองรับการเปลี่ยนแปลงและพลวัตโลกเพื่อแกปญหาสําคัญของชาติอยางสมดุลและ
ยั่งยืน ประจําปงบประมาณ พ.ศ. 2551 ซึ่งมีผลการวิจัยในปที่ 1 เกี่ยวของกับปริมาณองคประกอบ
ทางเคมีที่สําคัญ โดยเฉพาะสารอินทรียในกลุมของโปรตีนของเลือดจระเขหรือจากสวนแยกตางๆ โดย
เจาะเก็บเลือดจากจระเขพันธุไทย (Crocodylus siamensis) อายุ 2-4 ป ที่ไดจากการเพาะเลี้ยง 
จากภาคกลาง (นครปฐม) ภาคตะวันออก (ฉะเชิงเทรา) และภาคใต (ปตตานี) จํานวนภาคละ 60 ตัว 
(เพศผู 30 ตัว เพศเมีย 30 ตัว) ปริมาณ 110 มิลลิลิตร ตอตัว  เตรียมตัวอยาง (เลือดครบ และสวน
ซีรัม) ที่ผานการทํา Freeze dry ศึกษาองคประกอบทางเคมี ไดแก คารโบไฮเดรตทั้งหมด  น้ําตาล  
โปรตีน (แฟคเตอร 6.25)  ไขมันทั้งหมด  ไขมันอิ่มตัว  โคเลสเตอรอล  (โดยใชวิธีทดสอบตามหลักการ
ของ Thai Compendium of methods for food analysis, 1st ed. 2003) และการทดสอบหา
ชนิดของกรดอะมิโนในเลือดครบของจระเขฯ โดยใชวิธี Gas Chromatography/ HPLC (In house 
method based on AOAC (2005), 994.12) สารอนินทรีย ไดแก น้ํา  เถา  โซเดียม  โพแทสเซียม  
ฟอสฟอรัส  คลอไรด  แคลเซียม  แมกนีเซียม  วิตามินเอ  วิตามินบี1, บี6, บี12  วิตามินซี (โดยใชวิธี
ทดสอบตามหลักการของ Thai Compendium of methods for food analysis, 1st ed. 2003)  
โลหะหนัก (เหล็ก ตะกั่ว  สารหนู)  และสารตานอนุมูลอิสระ (BHA  BHT  TBHQ) (โดยใชวิธีทดสอบ
ตามหลักการของ T-CM-037 Based on Food Chemistry, 2000) จากการศึกษาพบวา ในเลือด
ครบโปรตีนมีปริมาณมากที่สุด (87.4 g/100g) รองลงมาคือ ไขมัน (2.4 g/100g)  และคารโบไฮเดรต 
(0.6 g/100g) สวนในซีรัมพบมีโปรตีน คารโบไฮเดรต และไขมัน ปริมาณ 69.0, 8.2 และ 6.9 g/100g 
ตามลําดับ โดยในเลือดครบมีโปรตีน ฟอสฟอรัส (547.0 mg/100g)  และเหล็ก (132.1 mg/100g)  
มากกวาในซีรัม  ในเลือดจระเข (เลือดครบ, ซีรัม) วิตามินที่พบปริมาณมากที่สุดไดแก วิตามินซี 
(10.88, 8.66 mg/100g)   รองลงมา คือ วิตามินบี2 (0.29, 0.50 mg/100g) , วิตามินบี6 (0.23, 
0.23 mg/100g) วิตามินบี1 (0.11, 0.04 mg/100g) และ วิตามินบี12 (0.10, < 0.10 mg/100g) 
ตามลําดับ วิตามินที่พบปริมาณนอยที่สุดคือ วิตามินเอ (661.15 ug/100g) ซึ่งพบในสวนของซีรัมมี
ปริมาณของวิตามินเอมากวาในเลือดครบเกือบหาเทา  องคประกอบทางเคมีในเลือดจระเขฯ ที่ถูก
เพาะเลี้ยงในภาคตางๆ ไมมีความแตกตางกันเดนชัด  กรดอะมิโนที่พบปริมาณมากที่สุด 5 อันดับแรก 
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ไดแก Glutamic acid (9960.25 mg/100g), Leucine (7761.15 mg/100g), Aspartic acid 
(7538.34 mg/100g), Lysine (7508.79 mg/100g) และ Alanine (5442.63 mg/100g) ตามลําดับ 
กรดอะมิโนที่พบปริมาณนอยที่สุด 3 อันดับสุดทาย ไดแก Tryptophan (1006.58 mg/100g), 
Methionine (1197.69 mg/100g) และ Isoleucine (2054.58 mg/100g) ตามลําดับ  การศึกษา
รูปแบบโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE ในภาวะที่มีเมอรเคปโทเอทานอลเปนสารรีดิวซ ที่ 10% (w/v) 
separating gel ของตัวอยางจากจระเขเพศผู และจระเขเพศเมีย ในสวนเม็ดเลือด เลือดครบ ซีรัม 
และตัวอยางเลือดครบและซีรัมผานกระบวนการทําแหงฟรีซดราย (Freeze dry) พบวารูปแบบ
โปรตีนในเลือดจระเขไมแตกตางกันตามเพศ กระบวนการทําแหง และแหลงเมื่อเปรียบเทียบ
เพาะเลี้ยง พบความแตกตางของรูปแบบโปรตีนในเลือดจระเข จากตัวอยางเลือดจระเขสวนที่แตกตาง
กัน (เลือดครบ ซีรัม และสวนเม็ดเลือด) โดยโปรตีนจากตัวอยางเลือดครบ (WB) พบ 7 แถบ ที่
น้ําหนักโมเลกุล 119, 91, 67, 62, 59, 45 kDและ 25 kDa ตามลําดับ โปรตีนจากซีรัม (S) แยกได
เปน 6 แถบ ที่น้ําหนักโมเลกุล 225, 121, 67, 62, 45 และ 25 kDa ตามลําดับ โปรตีนจากสวนเม็ด
เลือด (BC) แยกไดปน 2 แถบ ที่น้ําหนักโมเลกุล  45 และ 25 kDa แถบโปรตีนที่เขมกวางที่สุดคือ 
แถบโปรตีนแอลบูมิน (albumin) ที่น้ําหนักโมเลกุล 67 kDa

การศึกษาวิจัยในครั้งนี้ไดดําเนินการศึกษาตอในสวนขององคประกอบโปรตีน เพื่อใหได
ขอมูลเกี่ยวกับโปรตีนและเพปไทดบงชี้ที่สําคัญของเลือดจระเขพันธุไทย (การศึกษาวิจัยปที่ 2-3) 
วิเคราะหโดยใชหลักการของโปรติโอมิกส (การทดลองที่ 2) ซึ่งแตเดิมในปที่ 2 ไดออกแบบการวิจัย
เพื่อศึกษาโดยใชการวิเคราะหโปรตีนดวยเทคนิคทางชีวเคมี และวิธีทางโปรติโอมิกสในการระบุชนิด
ของโปรตีนและเพปไทดบงชี้ที่สําคัญและแสดงออกในเลือดจระเขพันธุไทย โดยตรวจหาชนิดของ
โปรตีนในเลือดจระเขดวยเทคนิค 2-Dimentional electrophoresis และ MALDI-TOF MS  และใน
ปที่ 3 จะดําเนินการวิเคราะหตรวจสอบโปรตีนและเปปไทดที่ไดจากการทดลองที่ 2 ปที่ 2 โดยใช
เทคโนโลยีสารสนเทศทางชีวภาพ (Bioinformatics) และทํานายคุณสมบัติของโปรตีนและเปปไทด
จากฐานขอมูล ทั้งนี้ไดแยกวิเคราะหตัวอยางเลือดจระเขพันธุไทยเปน 2 สวนคือ ตัวอยางจากน้ําเลือด 
(ซีรัม) จระเข และตัวอยางจากเม็ดเลือด 

เนื่องจากโครงการวิจัยของปที่ 2 นี้ ไดรับการพิจารณารับทุนสนับสนุนการทําวิจัยจาก วช. 
ประจําปงบประมาณ 2554 และไดทําสัญญารับทุนอุดหนุนการวิจัย สัญญาเลขที่ ภค/ 2554-171 
เมื่อวันที่ 26 ตุลาคม 2554 และทาง วช. ไดสงคูฉบับสัญญารับทุนอุดหนุนการวิจัย มาใหทราบตาม
หนังสือที่ วช. 005/12968 ลงวันที่ 7 ธันวาคม 2554 แลวนั้น แตตั้งแตปลายเดือนตุลาคม ถึงเดือน
ธันวาคม 2554 เกิดเหตุการณมหาอุทกภัยที่เกิดขึ้นในภาคกลางของประเทศไทย รวมถึงการเกิดน้ํา
ทวมสูงเต็มพื้นที่ของมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน สงผลกระทบตอการทําการวิจัย
ของโครงการวิจัยฯ ซึ่งตอมา วช. ไดปรับเพิ่มระยะเวลาทําการวิจัยออกไปอีก 3 เดือน และในระหวาง
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ดําเนินการวิจัยคณะผูตรวจสอบทางวิชาการไดใหคําแนะนําที่ดี พรอมใหความเห็นเพิ่มเติม ดังนั้น
เพื่อใหการดําเนินการไดผลการวิจัยที่ดี สอดคลองกับการชดเชยเวลาในการฟนฟูความเสียหายทาง
กายภาพของสถานที่ เครื่องมือ อุปกรณและสารเคมีบางสวน จึงมีการปรับแผนงานวิจัยฯ ของ
การศึกษานี้ โดยการวิจัยในปที่ 2 - 3 ที่ไดวางแผนไวสําหรับการศึกษาโปรตีนและเพปไทดบงชี้ที่
สําคัญของเลือดจระเขพันธุไทยนั้น ในการศึกษาครั้งนี้ (ปที่ 2) ไดทําการศึกษาเฉพาะตัวอยางจากสวน
ของซีรัม โดยใชเทคนิค 2-Dimentional electrophoresis และตรวจหาชนิดของโปรตีนในเลือด
จระเขดวยเทคนิค MALDI-TOF MS หรือ LC MS/MS

จากการดําเนินการในชวงแรก ไดเตรียมตัวอยางจากเลือดจระเขเพื่อการสกัดแยกโปรตีนที่
ใชในการศึกษาและวิเคราะหโปรตีนของเลือดจระเขพันธุไทย 2 แบบ คือ  

1) สวนซีรัมจระเข โดยนําตัวอยางเลือดครบจระเขมาปนเหวี่ยงเพื่อแยกสวนที่เปน

ซีรัม และเม็ดเลือดออกจากกัน นําสวนหนึ่งของซีรัมเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 C (ตัวอยาง “S”) อีกสวน

นํามาผานการทํา Freeze dry แลวเก็บรักษาในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4-5 C (ตัวอยาง “SF”) 
2) สวนเม็ดเลือดจระเข โดยแยกสวนซีรัมออกดังกลาวแลว นําสวนหนึ่งของเม็ด

เลือดเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 C (ตัวอยาง “B”) อีกสวนนํามาผานการทํา Freeze dry แลวเก็บรักษา

ในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4-5 C (ตัวอยาง “BF”) 

ภาพที่ 1 ตัวอยางจากเลือดจระเขพันธุไทย2 แบบ คือ (1) สวนซีรัมจระเข เก็บไวที่

อุณหภูมิ -20 C (S) และผานการทํา Freeze dry (SF) (2) สวนเม็ดเลือดจระเข เก็บไวที่อุณหภูมิ -

20 C (B) ที่นํามาผานการทํา Freeze dry (BF)

เมื่อนําโปรตีนมาละลาย แลวศึกษาดวย One-dimentional electrophoresis (ภาพที่ 1) โดยใชเจล
สวนแยกเปน 10% ในภาวะที่มีสารรีดิวซ (reducing condition) จากภาพ จะเห็นวากระบวนการ

SF      S     BF           B

(1)     (2)
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เก็บรักษาตัวอยางโปรตีน ซึ่งเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 (ภาพที่ 1ก) และที่นํามาผานกระบวนการทําระเหิด
แหง (ภาพที่ 1ข) ไมมีผลตอรูปแบบของโปรตีน  โปรตีนสวนซีรัม (ภาพที่ 1, No. 1,2) แยกไดเปน 6 
แถบ และโปรตีนสวนของเม็ดเลือด (ภาพที่ 1, No. 3) แยกไดปน 2 แถบ ที่น้ําหนักโมเลกุล  45 และ
25 kDa ไมพบโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลขนาดใหญและมีปริมาณมาก เชน อัลบูมิน (ลูกศรชี้)

(ก)                    (ข)
ภาพที่ 2 รูปแบบของโปรตีนจากจระเขพันธุไทย ทีเ่ก็บไวที่อุณหภูมิ -20 (ก) และที่ผาน

กระบวนการทําระเหิดแหง (ข) โดยเปนสวนของซีรัม S, SF (1,2) และสวนของเม็ดเลือด B, BF (3) เมื่อใหเจลสวน
แยกเปน 10% ในภาวะที่มีสารรีดิวซ (reducing condition)  โดยที่ Lane M แสดงโปรตีนมาตรฐานที่ใชเปน
เครื่องหมาย (standard protein marker, Mr) 

1. การคัดแยกสวนโปรตีนหรือเปปไทดบงชี้ในซีรัมจระเขพันธุไทยที่ตองการศึกษา
โปรตีนที่อยูในซีรัมของเลือดจากรายงานการศึกษาที่ผานมาพบวา โปรตีนบงชี้ที่สําคัญใน

ดานโปรติโอมิกสสวนใหญเปนโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําและพบในปริมาณนอย ดังนั้นจึงมีการสกัด
แยกออกจากโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลขนาดใหญและมีปริมาณมาก เชน อัลบูมิน ออกไปกอน ใน
การศึกษาซีรัมของการวิจัยนี้ จึงมีกระบวนการกําจัดอัลบูมินเขามาเกี่ยวของดวย โดยใชวิธีการ
ProteoPrep® Blue Albumin and IgG Depletion Kit (Sigma - Aldrich, USA) แตการศึกษานี้
เปนตัวอยางจากซีรัมจระเขน้ําจืดพันธุไทย ซึ่งมีองคประกอบในน้ําเลือดที่แตกตางไปจากของมนุษย 
ทําใหการการสกัดแยกออกจากโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลขนาดใหญและมีปริมาณมากออกไปไดนอย 
ยังคงเหลือโปรตีนขนาดใหญอยู เมื่อเปรียบเทียบกับตัวอยางกอนการคัดแยกโปรตีน ดังแสดงในภาพที่ 

3 และพบผลที่ไมแตกตางกันของตัวอยางจากสวนซีรัมจระเขที่เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 C (S) และซีรัม
ที่ผานการทํา Freeze dry (SF)

M          1    2     3           1    2    3
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ภาพที่ 3  รูปแบบของโปรตีนจากสวนซีรัมจระเขที่เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 C (S) 
และซีรัมที่ผานการทํา Freeze dry (SF) เมื่อ 1) เปนซีรัมกอนการคัดแยกโปรตีน  2) โปรตีนที่ไดจาก
การกําจัด Albumin และ Ig G ออกจากซีรัม  3) โปรตีนจากการลางโปรตีนที่จับกับคอลัมภ บน 
SDS-PAGE เมื่อใหเจลสวนแยกเปน 10% ในภาวะที่มีสารรีดิวซ (reducing condition) โดย Mr คือ
โปรตีนมาตรฐานที่ใชเปนเครื่องหมาย (standard protein marker) ซึ่งแสดงน้ําหนักโมเลกุลมีหนวย
เปนกิโลดาลตัน (kDa)

2. การแยกโปรตีนหรือเปปไทดบงชี้ที่สําคัญในซีรัมจระเขพันธุไทยดวยวิธี 2DE
เมื่อดําเนินการแยกโปรตีนในซีรัมจระเขพันธุไทยจากตัวอยางที่ไดจากการคัดแยกสวน

โปรตีน ดวย 2DE การกระจายตัวของจุดโปรตีนตางๆ บน 2DE ถูกตรวจสอบดวยโปรแกรมวิเคาระห
ภาพ (image analysis softwere) โดยพบ 90 จุดโปรตีน ในชวง 20 – 200 kDa ที่ pI 3 – 10 (ภาพ
ที่ 4)  รูปแบบทางโปรติโอมิกสของซีรัมจระเขพันธุไทย แสดงดังภาพที่ 4  ซึ่งเมื่อคิดจากคา pI พบ
30 จุดโปรตีน อยูในชวงเปนกรด (acidic) 45 จุดโปรตีน อยูในชวงเปนกลาง (neutral) 15 จุดโปรตีน
อยูในชวงเปนเบส (basic)  จากจุดโปรตีนทั้งหมดนี้ 16 จุดโปรตีนที่ยอมติดสีมาก ถูกนําไปวิเคราะห
หาชนิดของโปรตีน ดวยหลักการ MALDI-TOF/MS  โปรตีนแตละจุดถูกวิเคราะหหามวลโมเลกุล 

(kDa)

210.0

117.1

97.8

55.1

37.5

    S                     SF
1    2    3           1    2    3
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(molecular mass), accession number, pI, sequence coverage, MASCOT score และ 
number of peptide matches รายละเอียดตามตารางที่ 1
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ภาพที่ 4  รูปแบบโปรตีนที่พบจากผล Two dimensional gel electrophoresis ของ
ซีรัมจระเขพันธุไทย โดยใช 400 ug ของซีรัมโปรตีน ดําเนินการแยกโปรตีนในระนาบแรกดวย IEF .
ใช strip ขนาด 7 เซนติเมตร (pH 3 – 10) ตามดวยการแยกโปรตีนในระนาบสองดวย 10% SDS-
PAGE ยอมสีดวย Coomassie Brilliant Blue (CBB) จุดโปรตีนตางๆ จากเจลที่ถูกยอมสีถูกตัด
ออกไป และถูกยอยดวยเอนไซมทริปซิน เพื่อทําการวิเคราหหาชนิดของโปรตีนโดย MALDI-
TOF/MS
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ตารางที่ 1 รายการของโปรตีนที่ถูกวิเคราะหจากซีรัมจระเขพันธุไทย โดยใช 2DE ตามดวย MALDI-
TOF/MS

Spot Protein 
identified

Accession 
No.

kDa/pI Theortical/ 
Experimental

Score Peptides 
matched

Sequence 
coverage

1 Ceruloplasmin EMP38009 110/4.80 75/9.1 155 6 7
2 Transferrin ADZ05535 95/7.70 68/10.3 140 8 7
3 Albumin EMP30485 70/6.46 68/5.0 220 3 9
4 Serpin B10 EMP36652 68/3.90 59/4.5 120 2 4
5 Anti-thrombin AAL60466 56/5.45 58/7.0 57 1 1
6 Alpha-1-

antiproteinase
EMP32400 58/4.20 59/9.9 34 2 2

7 Albumin AAA63473 54/6.39 46/5.5 27 2 0
8 Albumin CAA55333 52/5.88 22/7.1 34 2 0
9 Complement AFN54473 48/4.66 25/4.2 178 2 5
10 Haptoglobin AAA37778 45/5.15 22/10.00 99 2 2
11 Haptoglobin AAA37779 43/5.27 46/6.1 76 1 1
12 Haptoglobin AAB65440 42/5.33 43/8.5 38 1 4
13 Complement EMP37270 40/5.11 18/4.50 78 2 3
14 Transthyretin NP001081348 38/4.98 14/5.2 120 3 4
15 Complement 

component 3 
precursor

4557385 28/6.22 12/4.3 130 4 4

16 Ig L-chains B46518 27/5.46 16/6.4 66 1 6

การศึกษาทางโปรติโอมิกสในสารน้ําที่ไดจากสัตว มีการศึกษามากในมนุษย เชน เลือด ซีรัม 
พลาสมา เม็ดเลือดแดง น้ําไขสันหลัง น้ํานม น้ําเชื้อ ฯลฯ เพื่อประโยชนทางดานวิทยาศาสตร
การแพทยเปนหลัก สําหรับการศึกษาฯ ในสัตวนั้น นิยมศึกษาในสัตวที่เกี่ยวของกับปศุสัตวที่สําคัญ 
เชน ไก เปด หมู วัว ปลา กุง ฯลฯ สวนการศึกษาโปรตีนและเปปไทดในจระเขยังมีนอยมาก โดยในป 
ค.ศ. 2010 Darville และคณะ ไดวิเคราะหทางโปรติโอมิกสในเม็ดเลือดขาวของจระเขอเมริกา
หรืออัลลิเกเตอร (Alligator mississippiensis) โดยใชเทคนิค MS รวมกับ gel electrophoresis 
และ liquid chromatography เพื่อตรวจหาลําดับของเปปไทดจากเม็ดเลือดขาวของอัลลิเกเตอร ซึ่ง
เปนขอมูลพื้นฐานเริ่มตนของโปรตีนที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันของอัลลิเกเตอร โปรตีนที่ไดจาก
สารสกัดเม็ดเลือดขาวถูกแยกโดยใช 2DE และตัดแถบยอยและวิเคราะหดวย online nano-LC 
MS/MS เพื่อสรางลําดับของเปปไทด ใชในการตรวจหาโปรตีนและคุณสมบัติการทําหนาที่ของโปรตีน
จากการจับคูของสองเปปไทดหรือมากกวา จากโปรตีนเดียวกัน ดวยการคนหาจากฐานขอมูล NCBI 
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โดยใช MASCOT และ BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) มีการตรวจ 43 โปรตีน ซึ่ง
มีการแสดงลําดับโปรตีนคลายกับโปรตีนที่พบในสัตวมีกระดูกสันหลังอื่นๆ ซึ่งเปนโปรตีนที่เกี่ยวของ
กับระบบโครงราง (cytoskeleton system) มากที่สุด โปรตีนเหลานี้ใชในการควบคุมการเคลื่อนที่
ของเซลล (cell mobility) และกระบวนการฟาโกไซโทซิส (phagocytosis) เปปไทดอื่นๆ อีกหลาย
ตัวเกี่ยวของกับโปรตีนที่มีบทบาทสําคัญในหนาที่ภูมิคุมกัน  ตอมาในป ค.ศ. 2012 ไดใช MS รวมกับ 
de novo sequencing ในการตรวจหาลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนแลคติน (Lectin) ที่มีน้ําหนัก
โมเลกุล 35 kDa แยกไดจากซีรัมของอัลลิเกเตอร ซึ่งเปนองคประกอบในการทํางานของระบบ
ภูมิคุมกัน สามารถจับกับน้ําตาลแมนโนส (Mannose) ใชการตรวจหา Protein N-terminal 
sequence ดวย Edman degradation และยอยใหไดชิ้นสวนเปปไทดดวยเอนไซม protease เพื่อ
นํามาวิเคราะหดวย Liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC MS/MS) มีการ
สราง De novo sequencing ดวย โปรแกรม MASCOT Distiller และ PEAKS ทําการตรวจหา 
homologous peptides จากฐานขอมูล NCBI ดวย MASCOT และ BLAST การวิเคราะหโปรตีน
ดวย MS ชี้ใหเห็นการจับกันแบบ monomer และ dimmer ในสภาวะ in vitro  โปรตีน 35 kDa ที่
แยกไดหาลําดับกรดอะมิโนได 98% และพบมี 31 กรดอะมิโน และ 9 หนวยของ cysteine และถูก
วิเคราะหเปน Lecitin ที่พบในอัลลิเกเตอร ซึ่งเมื่อวิเคราะหโดยใชโปรแกรม DIALIGN และ Clustal 
W พบมีความคลายกัน 58% และ 59% กับ Intelectin-1 ของคนและหนูเมาส นอกจากนี้พบวา 
Lectin ของอัลลิเกเตอร มีการจับกันกับ mannan และ mannose ไดอยางแข็งแรง (Darville et 
al., 2012)

ในจระเขพันธุไทย (Siamese Crocodile, Crocodylus siamensis) พบมีการศึกษาทางโป
รติโอมิกสในสารสกัดจากเม็ดเลือดขาวจระเขฯ ซึ่งใหความสนใจในสารตานจุลชีพที่ผลิตมาจากเม็ด
เลือดขาว เชนเดียวกับที่พบในการศึกษาวิจัยในเม็ดเลือดขาวของอัลลิเกเตอร (Merchant et al, 
2006) สารตานจุลชีพ (antimicrobial substances) พบไดในซีรัม และพลาสมาของจระเขพันธุไทย 
ซึ่งคลายกับในอัลลิเกเตอรที่สารสกัดจากเม็ดเลือดขาวสามารถทําลายเชื้อจุลชีพที่สําคัญได (Pata et 
al. 2011)  นอกจากนี้ยังพบมีการศึกษาทางโปรติโอมิกสในตัวอยางไขขาวจระเข เปรียบเทียบกับไข
ขาวของสัตวอื่นๆ อีก 4 ชนิด โดยใชเทคนิค MALDI-TOF mass spectrometry และ LC/MS-MS 
analysis ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบลําดับเปปไทดจากฐานขอมูลพบวาไขของสัตวเลื้อยคลาน ประกอบดวย
โปรตีน 7 กลุม เชน serpine, trans-ferrin precursor/iron binding protein, lysozyme C, 
teneurin-2 (fragment), interferon-induced GTP-binding protein Mx, succinate 
dehydrogenase iron-sulfur subunit และ olfactory receptor 46 (Prajanban et al., 2012)  

สารน้ําในรางกาย เชน ซีรัม พลาสมา และน้ําปสสาวะ เปนตัวอยางทางชีวภาพที่เก็บได
สะดวก สามารถเก็บไดเปนลําดับ มีวัตถุประสงคในการวินิจฉัย และติดตามการดําเนินไปของโรค     
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การเปลี่ยนแปลงของรูปแบบโปรตีน เชนเดียวกับขอมูลการเปลี่ยนแปลงระดับของสารน้ํามี
ความสําคัญตอการวินิจฉัย การทํานาย และการรักษาโรค  โปรตีนในซีรัมและพลาสมาของมนุษยถูก
เชื่อมโยงกับการประยุกตใชทางการแพทย (Lista et al., 2013) สําหรับในสัตวนั้นการวิเคราะหและ
คุณลักษณะของซีรัมโปรติโอมยังคงไมชัดเจน ทั้งนี้เนื่องจากขอมูลทางจีโนมยังไมสมบูรณ มีรายงาน
การศึกษาจํานวนหนึ่งที่ใหคุณลักษณะของซีรัมโปรติโอมของมา (Miller et al., 2004) และไก 
(Huang et al., 2006) แกะ (Chiaradia et al., 2012) หนูแรท (Yamada et al., 2013) อยางไรก็
ตามกอนหนานี้การศึกษาที่เกี่ยวกับซีรัมโปรติโอมของจระเขพันธุไทยยังไมมีรายงานมากอน 

จากผลการศึกษาแสดงมากกวา 20 โปรตีน มีการแสดงออกเปนจุดโปรตีนหลายๆ จุด
ในผล 2DE ของซีรัมจระเขพันธุไทย แสดงใหเห็นถึงไอโซฟอรม (isoforms) ชิ้นสวนของโปรตีน
เดียวกัน (เชน Albumin, Haptoglobin) โปรตีนหลักเหลานี้ เชน Albumin, Transferrin, Serpin 
B10 และ Alpha-1-antiproteinase โปรตีนที่รองลงมา ไดแก Complement, Haptoglobins, 
Transthyretin และ Ig light (L) chains (ภาพที่ 4 และตารางที่ 1)  อยางไรก็ตามจําเปนตองมีการ
วิเคราะหตรวจสอบโปรตีนและเปปไทดที่ไดจากการศึกษานี้ เพื่อทํานายคุณสมบัติของจากฐานขอมูล 
โดยใชเทคโนโลยีสารสนเทศทางชีวภาพ (Bioinformatics) ตอไป

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

สรุปผลการวิจัย
การศึกษาโปรติโอมิกของซีรัมจระเขพันธุไทย การแยกอัลบูมิน และ Ig G ออกจากซีรัม

จระเขทําไดไมหมด ซึ่งโปรตีนที่เหลือถูกแยกดวยกระแสไฟฟาแบบสองมิติ (2DE) พบ 90 จุดโปรตีน 
ในชวง 20 – 200 kDa ที่ pI 3 – 10 (30 จุดโปรตีน อยูในชวงเปนกรด (acidic) 45 จุดโปรตีน อยู
ในชวงเปนกลาง (neutral) 15 จุดโปรตีน อยูในชวงเปนเบส (basic))  จุดโปรตีนทั้งหมด 16 จุด
โปรตีนถูกวิเคราะหหาชนิดของโปรตีน ดวยหลักการ MALDI-TOF/MS  ผลการศึกษาเหลานี้เปน
ขอมูลเอกลักษณของเลือดจระเขพันธุไทยในดานโปรติโอมของซีรัมจระเขพันธุไทย

ขอเสนอแนะ
1.  ในการศึกษานี้ไดปรับการดําเนินการทดลองใหสอดคลองกับสถานการณอุทกภัยที่

เขามาในพื้นที่ทําวิจัย ทําใหไดขอมูลพื้นฐานของซีรัมโปรติโอมเทานั้น และควรมีการศึกษาในสวนของ
เม็ดเลือดตอไป เพื่อใหไดขอมูลครบองคประกอบของเลือดจระเข  

2.  สําหรับในการศึกษานี้ใชการคัดแยกสวนโปรตีนหรือเปปไทดบงชี้ในซีรัมจระเขพันธุ
ไทยที่ตองการศึกษา โดยการกําจัด albumin และ immunoglobulin ซึ่งอาศัยชุดการทดสอบที่ใช
กับซีรัมของมนุษย ซึ่งเปนสัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานม ไมมีความจําเพาะในการจับกับโปรตีนโมเลกุลใหญ



45

ของซีรัมจระเขซึ่งเปนสัตวเลื้อยคลาน ดังนั้นจึงควรเพิ่มศักยภาพการกําจัดซีรัมโปรตีนโมเลกุลใหญ
อื่นๆ โดยใชวิธีการทางชีวเคมีอื่นเพิ่มเติม เชน free-flow electrophoresis, Liquid 
chromatography ฯลฯ

3.  ในการแยกโปรตีนหรือเปปไทดบงชี้ในซีรัมจระเขพันธุไทย ดวย 2DE ควรมีการใช 
IPG gel strip ที่มีชวง pH gradient ที่แคบลง เชน pH 4 – 7 เพิ่มเติม เพื่อใหไดจุดโปรตีนที่ชัดเจน
มากยิ่งขึ้น

4.  ควรมีการศึกษาเพื่อระบุชนิดที่ชัดเจนของโปรตีนหรือเปปไทดที่สําคัญ หรือนาสนใจ 
โดยอาศัยหลักการของ Immunoblotting 

5. สงเสริม หรือเพิ่มการศึกษาทางดานจีโนมของจระเขพันธุไทยใหมากขึ้น เพื่อใหได
ฐานขอมูลการวิเคราะหขอมูลชีวสารสนเทศ ( ฺBioinformatic) ของโปรตีนในเลือดจระเขที่ชัดเจนมาก
ขึ้น

6. ควรมีการวิเคราะหตรวจสอบโปรตีนและเปปไทดที่ไดจากการศึกษานี้ เพื่อทํานาย
คุณสมบัติของจากฐานขอมูล โดยใชเทคโนโลยีสารสนเทศทางชีวภาพ (Bioinformatics) ตอไป
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