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การศึกษาคุณลักษณะโปรตีนตานแบคทีเรียจากหอยตะโกรมกรามขาว   

Crassostrea belcheri   
 

Characterization of Antibacterial Proteins from Crassostrea belcheri 
 

คํานํา 
 
 การเพาะเลีย้งสัตวน้ําเปนอาชีพที่สรางรายไดแกเกษตรกรเปนจํานวนมาก อยางไรก็ตาม
ปญหาหนึ่งที่เกษตรกรยังประสบอยูคือ โรคสัตวน้ําที่เกดิจากเชื้อแบคทเีรียและเชื้อไวรัสซึ่ง
กอใหเกิดความสูญเสียอยางมากตอผลผลิต ซ่ึงเกษตรกรสวนใหญแกปญหาโดยใชยาปฏิชีวนะ
และสารเคมีในการรักษาโรคสัตวน้ํา ผลเสียที่ตามมาคือ ทําใหเกิดสายพันธุของแบคทีเรียที่ดื้อยา
และสารตกคางในสัตวน้ํา ปญหาสารตกคางไดถูกนํามาเปนขอกีดกนัทางการคาระหวางประเทศผู
นําเขาและผูสงออกสินคาสัตวน้ํา ทําใหประเทศผูสงออกสินคาสัตวน้าํอยางประเทศไทยตอง
สูญเสียรายไดเปนจํานวนมหาศาล  
 

การใชสารสกัดจากธรรมชาติเพื่อทดแทนการใชยาปฏิชีวนะในสัตวน้าํ เปนแนวทางหนึ่ง
ที่มีการศึกษาและวิจยัอยางกวางขวาง สารตานจุลชีพจากทะเล เปนสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพทีพ่บ
ในปลา และสตัวไมมีกระดกูสันหลังเปนสวนใหญ สารดงักลาวเกดิจากกลไกการปองกันตัวแบบ
ที่มีมาแตกําเนดิ (Innate immunity) เปนองคประกอบหนึง่ที่อยูในน้ําเลือดของสิ่งมีชีวิต ทําใหเกิด
ความเปนพษิตอเซลลของจุลชีพ สามารถยับยั้งการเจรญิของจุลชีพหลายกลุม และไมทําใหเกิด
การดื้อยาของแบคทีเรีย อยางไรก็ตามการใชประโยชนของสารตานจุลชีพจากทะเล ยงัมีนอย
เนื่องจากขาดขอมูลพื้นฐาน เชน เทคนิคที่เหมาะสมและวิธีการในการแยกสกัดสาร คุณสมบัติทาง
เคมี กลไกและประสิทธภิาพในการทํางานของสารตานจุลชีพ  

 
ผูวิจัยไดเลือกศึกษาสารตานจุลชีพในหอยตะโกรมกรามขาว (Crassostrea belcheri ) ซ่ึง

เปนหอยนางรมที่มีการเพาะเลี้ยงอยางกวางขวางในบริเวณชายฝงของประเทศไทย ผลการศึกษา
พบโปรตีนในน้ําเลือดที่มีคุณสมบัติสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียสกุล Vibrio หลาย
ชนิด  นอกจากนั้นลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนตานแบคทีเรียที่ไดจากการทดลอง เปนความรู
เบื้องตนที่จะนาํไปสูการศึกษายีนที่ผลิตโปรตีนชนิดนี้ ซ่ึงเปนขอมูลสําคัญตอการใช
เทคโนโลยีชีวภาพในการผลิตสารตานจุลชีพเชิงพาณิชยเพื่อใชทดแทนยาปฏิชีวนะและสารเคมี 
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ซ่ึงไมทําใหเกดิสารตกคางและไมทําลายระบบนิเวศในแหลงเพาะเลีย้งสัตวน้ํา โดยสรุปสารตาน
จุลชีพจากทะเลมีศักยภาพตอการพัฒนาการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําของประเทศในอนาคตใหมีความ
ยั่งยืนตอไป  

 
วัตถุประสงค 

 
1.  แยกโปรตนีจากน้ําเลือดหอยตะโกรมกรามขาวดวยวิธี Gel Filtration Chromatography  

 
2.  ศึกษาความสามารถของโปรตีนที่แยกไดจากน้าํเลือดหอยตะโกรมกรามขาวในการ

ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียสกุล Vibrio spp. และสภาวะที่เหมาะสมในการยับยัง้เชื้อแบคทีเรีย  
 

3.  หาลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนที่แยกไดจากน้ําเลือดหอยตะโกรมกรามขาวที่
สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย Vibrio spp. 
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การตรวจเอกสาร 
 
ชีวประวัติของหอยตะโกรมกรามขาว 
 
 หอยนางรมที่จดัวามีความสําคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทยมีอยู 2 กลุมคือ หอย
นางรมพันธุเล็กและหอยนางรมพันธุใหญ ในกลุมของหอยนางรมพันธุเล็ก สวนใหญอยูในสกุล 
Saccostrea ไดแก Saccostrea forskalii มีช่ือสามัญภาษาไทยวา หอยนางรมปากจีบ สวนอีกกลุม
หนึ่งคือ หอยนางรมพันธุใหญอยูในสกุล Crassostrea มีช่ือสามัญภาษาไทยวา หอยตะโกรม ซ่ึง
เปนชนิดที่มีขนาดใหญที่สุดในกลุมหอยนางรม ในประเทศไทยพบหอยนางรม 2 ชนิด คือ 
Crassostrea iredalei หรือหอยตะโกรมกรามดําและ C. belcheri หรือหอยตะโกรมกรามขาว 
(ธเนศ, 2540)  
 
 หอยตะโกรมกรามขาว นยิมเล้ียงบริเวณปากแมน้ํา พบมากในจังหวัดสุราษฎรธานีบริเวณ
ปากแมน้ําตาป คลองทาทอง อําเภอพุมเรียง เกาะปราบ อาวบานดอน อําเภอกาญจนดิษฐ 
นอกจากนี้ยังพบที่คลองนาทับ จังหวดัสงขลา สวนฝงทะเลอันดามัน พบไดที่จังหวดัระนอง พังงา 
กระบี่ และจังหวัดตรัง นอกจากนั้นยังพบในแหลงเล้ียงบางแหงในจังหวัดจนัทบุรีดวย 
 
ระบบภูมิคุมกันในหอยสองฝา 
 

หอยสองฝาและสัตวที่ไมมกีระดูกสันหลัง มีระบบภูมิคุมกันที่สามารถจําแนกสิ่งแปลก 
ปลอมและสิ่งที่เปนของตัวเองได ซ่ึงจะมกีารตอบสนองทางภูมิคุมกนัเฉพาะตอส่ิงแปลกปลอม 
เทานั้น แตการตอบสนองจะไมมีความจําหรือการเรียนรู  ไมมีการสราง antibody และไมมีความ
เฉพาะเจาะจง (non-specificity) ภูมิคุมกนัสิ่งแปลกปลอมหรือเชื้อจุลินทรียที่เขามาในรางกายหอย
สองฝา อาจเกิดจากระบบเดยีวหรือหลายระบบรวมกนั (Cooper, 1976; Roch, 1999) ระบบ
ภูมิคุมกันในหอยสองฝา  เปนกลไกที่ไมซับซอนและมีการตอบสนองทางภูมิคุมกันแบงไดเปน 2 
ชนิดคือ ภูมิคุมกันที่เกีย่วกับเซลล (cellular immune response) และภูมคิุมกันในเลือด (humoral 
immune response) การตอบสนองของภูมิคุมกันที่เกีย่วกบัเซลล เกิดจากการกระทําของเซลลใน
ส่ิงมีชีวิต โดยขบวนการ phagocytosis ซ่ึงกําจัดสิ่งแปลกปลอมขนาดเล็กออกจากตัวหอยโดยเซลล
เดี่ยวๆ หรือขบวนการ nodule formation เปนการกําจดัสิ่งแปลกปลอมขนาดเล็กแตมจีํานวนมาก
โดยเซลลหลายๆ เซลล สวน encapsulation เปนขบวนการกําจัดสิ่งแปลกปลอมที่มีขนาดใหญ 
ภูมิคุมกันในเลอืดหอยสองฝาไมมีการสรางแอนติเจนตอแอนติบอดีแตมปีฏิกิริยาอื่นๆ ในการ
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ตอบสนองซึ่งเกิด ขึ้นภายในเลือดของหอยสองฝาเมื่อพบสิ่งแปลกปลอมหรือเชื้อโรคเม็ดเลือด
ของหอยสองฝาสามารถแบงออกได 3 ชนิดคือ 1) hyaline hemocyte ซ่ึงมี vacuole ขนาดใหญ 2) 
semi-granular hemocyte มี granule ขนาดเล็กอยูมากมายกระจายภายในเซลล และ 3) granular 
hemocyte มีgranule ขนาดใหญ ใน semi-granular และ granular hemocyte พบวามีผลทําใหเกดิ
ความเปนพษิในเซลลแบคทีเรีย ซ่ึงสันนิษฐานวามาจาก granule ที่อยูภายในเซลล ในการกําจัดสิ่ง
แปลกปลอมจะเกดิปฏิกิริยาตอไปนี้คือ clotting reaction, pro-phenoloxidase activity, 
cytotoxicity, lysozyme activity, การสราง lectins และ antimicrobial substance หอยสองฝามี
ระบบเลือดแบบเปด เมื่อเกดิบาดแผลหรอืมีส่ิงแปลกปลอมเขามาจะกระตุนกลไกของระบบ
ภูมิคุมกันทั้งสองระบบ มีการตอบสนองอยางรวดเร็วและมีสัญญานสงตอกันไปเพื่อกระตุนการ
ทํางานของปฏิกิริยาอื่นๆ (Cooper, 1976; Lackie, 1986; Sindermann, 1990; Roch, 1999) 
 

ในการศึกษาระบบภูมิคุมกันในตัวออนหอยนางรม (Crassostrea virginica) โดย Elston 
(1980a, 1980b) ไดแบงประเภทของเม็ดเลอืด เปน phagocytic และ non-phagocytic haemocytes   
Dyrynda et al. (1995) พบสารที่เกี่ยวของกบัภูมิคุมกัน เชน phenoloxidase, arylsulphatase, 
reaction oxygen (RO) metabolites และขบวนการ phagocytosis ในตวัเต็มวัยและตวัออนระยะ 
trochophore และ veliger ของหอยแมลงภู สวน Mitta et al. (2000a) พบโปรตีนที่มีฤทธิ์ตานจุล
ชีพ ช่ือ mytilinsในตวัออนระยะ metamorphosis และชวงหลัง metamorphosisใน M. 
galloprovincialis ในหอย Modiolus modiolus  พบวา lectins ที่สกัดจากน้ําเลือด ทําหนาที่ตอตาน
แบคทีเรียและนอกจากนี้ยังเพิ่มการทํางานของ phagocytic cells (Vasta, 1991; Olafsen, 1992; 
Olafsen et al., 1995) และ สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียในสกุล Vibrio spp. ไดเปน
อยางดี (Tunkijjanukij and Olafsen, 1998) 
 
แบคทีเรียสกุลวิบริโอ (Vibrio spp.) ซ่ึงทําความเสียหายแกการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา 
  

วิบริโอเปนแบคทีเรียแกรมลบอยูในวงศ Vibrionaceae และจัดเปน facultative anaerobic 
(Buamann et al., 1984) มีรูปรางเปนแทงตรงหรือโคงงอ มีความกวางของเซลลประมาณ 0.5-0.8 
ไมครอน ยาว 1.4-2.6 ไมครอน บางชนิดอาจมีแฟลกเจลลัมเปนจํานวนมากที่บริเวณดานขางของ
เซลล เจริญไดดีที่ชวงอณุหภมูิ 28 -37 องศาเซลเซียส แตบางชนิดอาจเจริญไดดีที่ 20 องศา
เซลเซียส เมื่อทดสอบ oxidase test ใหผลบวกและมี Selective media เปน Thiosulfate Citrate Bile 
Salt-Sucrose (TCBS) หรือ Bromthymol Blue Salt Teepol (BTBST) เมื่อเจริญบนอาหารดังกลาว
จะใหโคโลนีสีเขียวและสีเหลือง ขนาดปานกลางถึงขนาดใหญทั้งนี้ขึน้อยูกับความสามารถในการ
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ใชงานน้ําตาลซูโครสของแตละสายพันธุ (Cowan, 1975) วิบริโอเปนแบคทีเรียที่พบไดทั่วไปใน
บริเวณชายฝงทะเลและแหลงน้ําจืด เจริญไดในชวงความเค็มคอนขางกวาง  หลายชนดิเปนสาเหตุ
ที่กอใหเกิดโรคในคน สัตวทีม่ีกระดกูสันหลังและไมมีกระดูกสันหลังในทะเล (Buchanan et al., 
1974) ลักษณะการกอใหเกิดโรคเปนแบบ secondary infection คือเมื่อรางกายของสัตวน้ําเกิด
อาการเครียดเนื่องจากสภาพแวดลอมไมเหมาะสมทําใหสัตวน้ําออนแอ เชื้อวิบริโอจงึสามารถเขา
ทําลายได จึงเรียกเชื้อชนดินีว้าเปนเชื้อทีก่อใหเกดิโรคแบบฉวยโอกาส  (Prosser et al., 1997) 
 
 Chen et al. (1992) รายงานวา V. harveyi, V. damsela, V. neseis, V. tubiashii, V. 
anguillarum และ V. parahaemolyticus เปนสาเหตุที่ทําใหกุงกุลาดําตายในประเทศไตหวนัใน
ระหวางป 1998 ถึง1999 ในประเทศไทย V. harveyi เปนสาเหตุการตายของลูกกุงแชบวยในบอ
เล้ียง 70-100% (ดารุณ ีและคณะ, 2530) และ V. harveyi เปนสาเหตุที่ทาํใหลูกกุงกามกรามระยะ
กอนคว่ําตายดวยอาการเรืองแสง ตัวขาวขุน วายน้ําไมสะดวกและตายในที่สุด ระดับความเขมขน
ของเชื้อที่ทําใหลูกกุงแสดงอาการและทําใหเกิดโรคคือ 107 เซลลตอมิลลิลิตร (ดรุณ ีและคณะ, 
2530) จากรายงานของชลอ (2531) พบวา V. vulnificus  เปนสาเหตุของการเกิดโรคเสีย้นดําในกุง 
(black splint หรือโรค melanosis) ขนาดใหญกอนจับขาย ถึงจะไมทําใหเกิดการตายอยางรุนแรง
แตทําใหเกิดผลเสียตอเศรษฐกิจพอสมควร 
 
การตรวจสอบฤทธิ์ของสารตานจุลชีพ 
 
 การตรวจสอบฤทธิ์ของสารตานจุลชีพใชวิธีการเดียวกับการตรวจสอบฤทธิ์ของสาร
ปฏิชีวนะ ตามรายงานของ Kilara (1980)  2 วิธี คือ 1) วิธีทางจุลชีววิทยา อาศัยหลักการยับยั้งการ
เจริญของแบคทีเรียหรือเชื้อตรวจสอบ ซ่ึงเกี่ยวของกับหลักการแพรกระจายของยา ไปในอาหาร
เล้ียงเชื้อที่มีเชือ้ตรวจสอบเจริญอยู  ทําใหเกิดบริเวณใสที่เชื้อไมเจริญ (clear zone) และเกี่ยวของ
กับความขุนจากการเจริญของเชื้อจุลินทรียที่เล้ียงในอาหารเหลว รวมกบัสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
โดยการวดัความขุนใสของอาหารเหลว ถาสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อตรวจสอบได อาหาร
เหลวจะใส ถายับยั้งไมไดอาหารเหลวจะขุน วิธีการทางจลุชีววิทยานี้มคีวามไวในการตรวจสอบ
สารปฏิชีวนะสูง แตไมสามารถแยกชนดิของสารได และ 2) วิธีการทางเคมี ไดแก electrophoresis 
และ chromatography สามารถตรวจสอบสารที่มีปริมาณนอยไดแตตองมีความบริสุทธิ์ จากนั้นนํา
ผลที่ไดเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานที่ทราบชนิดแลวได ทําใหสามารถแยกชนิดของสารไดจึง
เปนที่นิยมใชในการตรวจสอบ 
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โปรตีนตานแบคทีเรีย (Antibacterial proteins) 
 
โปรตีนตานแบคทีเรีย พบทัว่ไปในธรรมชาติและเปนสวนหนึ่งในกลไกการปองกันตวั

ของสิ่งมีชีวิต (Lehrer and Ganz, 1999) โปรตีนกลุมนี้พบครั้งแรกในสัตวไมมีกระดูกสันหลัง เมื่อ
เกิดการตดิเชื้อส่ิงมีชีวิตจะผลติโปรตีนนี้ขึ้นมาเปนจํานวนมากเพื่อตานเชื้อจุลชีพ จากรายงานของ 
Handcock and Scott (2000) พบวาโปรตีนตานแบคทีเรียมีประจุรวมสทุธิเปนบวก (cationic 
antibacterial protein) จึงสามารถจับกับผนังเซลลของแบคทีเรียที่เปนประจุลบไดเปนอยางดีและ
ยังพบวาโปรตนีไมไดทําลายเซลลของแบคทีเรียโดยตรง แตมีกลไกการทํางานซึ่งเปนผลจาก
ระบบภูมิคุมกนัที่มีมาแตกําเนิด (innate response) และกลไกการเกดิการอักเสบ (inflammation) 
ลักษณะการทาํงานของโปรตีนจึงเปนกลไกแบบไมเฉพาะเจาะจง ทําใหแบคทีเรียเกดิการดื้อยาได
ยาก สามารถแบงโปรตีนตานแบคทีเรียเปนกลุมตามโครงสรางทุติยภมูิ (secondary structure) และ
ลําดับกรดอะมิโนภายในโปรตีนออกไดเปน 4 กลุมคือ  

 
กลุมที่ 1. โปรตีนมีโครงสรางเปนสายเกลยีว (α-helix structure) เปนโครงสรางที่มี

การศึกษาและพบมากที่สุดโปรตีนในกลุมนี้จะเสยีสภาพเมื่ออยูในของเหลวแตจะฟอรม
โครงสรางเปนสายเกลียวเมือ่อยูในตวัทําละลายที่เปน hydrophobic หรือเขาจับกับพื้นผิวที่เปนลิ
ปด (Zhao et al., 2002) โปรตีนที่พบในกลุมนี้ เชน magainin 2 พบใน Xenopus laevis และ 
cepropin A พบใน Hyalophora cecropia (Boman, 1995; Mangoni et al., 2000)  

 
กลุมที่ 2.โปรตีนมีโครงสรางเปนแผน (β-sheet structure) ที่มีพันธะไดซัลไฟดหลาย

พันธะซึ่งเกดิจากการสายโปรตีนประกอบดวยกรดอะมิโน cysteins จํานวนมาก ทําใหเกิดพันธะ
ไดซัลไฟดไดงาย โครงสรางเกิดขึ้นจึงไดโครงสรางเปนแผนและในสายโปรตีนอาจมีสายโปรตีน
ที่มีโครงสรางเปนเกลียวสายสั้นๆประกอบอยูดวยโปรตีนที่พบในกลุมนี ้เชน tachyplesin 1 พบใน 
Tachypleus gigas (Matsuzaki, 1999) และ polyphemusin 1 พบใน Limulus polyphemus  

 
กลุมที่ 3.โปรตีนมีโครงสรางเปนเสนตรง (linear structure) ไมเกิดพนัธะไดซัลไฟด

ภายในสายโปรตีน แตโครงสรางเกิดจากการที่มีกรดอะมโินชนิดเดยีวกนัอยูในตําแหนงติดกนั 
เชนสารชื่อ indolicidin (Selsted et al., 1992) และสารชื่อ histatin  (Helmerhorst et al., 1999)  

 
กลุมที่ 4 โปรตีนมีโครงสรางเปนรูปบวง (loop structure) ภายในสายโปรตีน

ประกอบดวยลําดับกรดอะมิโนที่มี proline และ arginineเปนจํานวนมาก ไมสามารถฟอรม
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โครงสรางเปน amphipathic ได แตจะฟอรมเปนสาย polyproline helical (Boman et al., 1993; 
Cabiaux et al., 1994) เชน สารชื่อ Lantibiotics ประกอบดวยโครงสรางที่เปนวงแหวนซึ่งเชื่อมกัน
ดวยพันธะ thioether  มีรายงานวานํามาใชในอุตสาหกรรมอาหารสามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรม
บวกได (Breukink and de Krujiff, 1999)  

 
กลไกการทํางานของโปรตนีตานแบคทีเรีย (Mode of action) 
 

โปรตีนตานแบคทีเรียโดยสวนมากจะมีคณุสมบัติเปน amphiphilic ที่มีทั้งประจุรวมเปน
บวกและพื้นผิวที่เปนพวกไมชอบน้ํา (hydrophobic surface) ทําใหงายตอการแทรกสูผนังเซลล มี
ผลทําใหผนังเซลลของสิ่งแปลกปลอมเสียสภาพ นอกจากนั้นยังมีผลตอการเกิดอาการอักเสบและ
การควบคุมการตอบสนองทางภูมิคุมกัน (Hancock and Lehrer, 1998; Hancock and Rozek, 2002; 
Douglas et al., 2003) จากคณุสมบัติที่มีประจุรวมสุทธิเปนบวก จึงอาจเรียกสารตานจุลชีพนี้วา 
cationic antibacterial protein 
 
 Hancock (2001) อธิบายกลไกการทํางานของ โปรตีนตานแบคทีเรียดังนี้ เนื่องจากผนัง
เซลลภายนอกของแบคทีเรียมี glycolipid และ lipopolysaccharide ซ่ึงทําหนาที่เปนสวนที่เรียกวา 
protein receptor ของโปรตีนตานจุลชีพ ทําใหสายโปรตีนเขาไปเกาะและแทรกเขาสูผนังเซลลของ
แบคทีเรียได เมื่อแทรกเขาสูผนังเซลลในปริมาณมากขึ้นทําใหเกิดเสียสภาพการทํางาน จนทําให
ผนังเซลลถูกทําลายในที่สุด หากสายโปรตนีเกาะกับผิวของผนังเซลลในแนวขนานจะทําใหเกิด
ชอง (channel) ขึ้นโดยมีโปรตีนตานแบคทเีรียเปนตวัควบคุมหรืออาจเกาะบนผวิผนงัเซลลเปน
จํานวนมาก ซ่ึงลักษณะแทรกของโปรตีนตานแบคทีเรียมี 2 รูปแบบคือ “Barrel-Stave” และ 
“Carpet model” ทําใหเกิดการฟอรมเปนชองในผนังเซลล ผนังเซลลจึงเสียสภาพการทํางาน 
โปรตีนตานแบคทีเรียที่มีจํานวน cysteins ประกอบอยูในสายโปรตีนเปนจํานวนมาก เปนสารที่จดั
อยูในกลุม defensins พบใน fat body ของแมลงและในน้ําเลือดหอยและในกุง สามารถยับยั้งการ
เจริญของเชื้อรา แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบได (Krause et al., 2000) นอกจากนัน้         
Mitta et al. (2000b) ไดแบงกลุมของ cationic antibacterial protein ในหอยแมลงภูออกเปน 4 กลุม 
ตามโครงสรางปฐมภูมิ (primary structure) และการจัดเรยีงตัวของ cysteins ภายในสายโปรตีนได
ดังนี้  
1) defensins สกัดไดจากน้ําเลือดของ Mytilus edulis และ M. galloprovincialis ประกอบดวย 
consensus cysteins 6 ตัว 2) mytilins สกัดไดจากน้ําเลือดของ M. edulis และ M. galloprovincialis 
ประกอบดวย consensus cysteins 8 ตัว 3) mytilins สกัดไดจากน้ําเลือดของ M. galloprovincialis 
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ประกอบดวย consensus cysteins 8 ตัว เชนกันแตมีตําแหนงที่แตกตางจาก mytilins และ 4) 
mytimycin สกัดไดจากน้ําเลือดของ M. edulis ประกอบ ดวย cysteins 12 ตัว มนี้ําหนักโมเลกุล 6.5 
กิโลดาลตัน มีคุณสมบัติยับยัง้การเจริญของเชื้อรา 
 

Oliver et al. (1999) พบวาโปรตีนที่แยกไดจากหอยนางรม C. virginica มีน้ําหนกั
โมเลกุลเทากับ 35 กิโลดาลตัน มีคุณสมบตัิยับยั้งเชื้อโปรโตซัว Perkinsus marinus ได แตโปรตีน
ที่แยกไดจากน้าํเลือดหอยนางรม C. gigas ซ่ึงมีน้ําหนักโมเลกุลใกลเคียงกันแตไมสามารถยับยั้ง
เชื้อโปรโตซัว P. marinus  
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อุปกรณและวิธีการ 

อุปกรณ 

 
1.  อุปกรณท่ีจําเปนในหองปฏิบัติการแบคทีเรีย 
 

- ตะเกียงแอลกอฮอล 
- หมอนึ่งความดันไอน้ํา (autoclave); Sanyo รุน MLS3780 
- เครื่องเขยา (shaker); Rocker II รุน 260350 
- ตูเขี่ยเชื้อ (laminarflow) 
- ตูบมเชื้อ (incubator); Memmert 
- เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง; Satorius รุน BP221S 
- pH meter; Consort รุน C831 
- Vortex mixer; Vortex genie 2 

   - Syringe filter, 0.2 ไมครอน เสนผาศูนยกลาง 25 มิลลิเมตร; Acrodisc 
 - Stirer; GEM รุน HS-101 
 
2.  อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

- Thiosulfate Citrate Bile Sucrose Agar (TCBS); MERCK 
- Tryptic Soy Agar (TSA); MERCK 
- Tryptic Soy Broth (TSB); MERCK 

  
3.  อุปกรณเตรียมน้ําเลือดหอยตะโกรมกรามขาว 
 

- Syringe ขนาด 10 มิลลิลิตรและ needle 
- เครื่องปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge); Hettich รุน Universal 32R 
- Spectrophotometer; Amersham Bioscience รุน GeneQuant pro RNA/DNA Calculator 
- Freeze dryer; Telstar รุน Lyoalfa-6 
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4.  อุปกรณและสารเคมีสําหรับ Gel Filtration Chromatography 
 

- Sephacryl S-200; Amersham Bioscience 
- คอลัมนขนาด 1.6x70 เซนติเมตร; Amersham Bioscience 
- Gel Filtration LMW Calibration kits; Amersham Bioscience 
- Sodiumhydroxide (NaOH); MERCK 
- Hydrochloric acid (HCl); MERCK 
- Tris-hydrochloric (Tris-HCl); MERCK 
- Calcium Chloride (CaCl2); MERCK 

 - Magnesium Chloride (MgCl2); MERCK 
 - Manganese Chloride (MnCl2); MERCK 
 
5.  สารเคมีท่ีจําเปนในการวิเคราะหปริมาณโปรตนีตามวิธี Bradford (1976) 
 

- Protein Assay Dye Reagent Concentrate; Bio-Rad 
 - Bovine serum albumin (BSA); Sigma  
 
6.  สารเคมีสําหรับ Electrophoresis 
 

- Hoefer miniVE, 8 x 9 cm gels; Amersham Bioscience 
- Power Supply EPS 301; Amersham Bioscience 
- Acrylamide; BDH 
- N’-N’bis methylene-acrylamide; BDH 
- Sodium dodecyl sulfate; BDH 
- NNN’N’-Tetrametyletylenediamine (TEMED); BDH 
- Ammonium persulfate; BDH 
- Coomassie brilliant blue R-250; BDH 
- Glycerol; Amersham Bioscience 
- β-mercaptoethanol; BDH 
- Acetic acid; BDH 
- Glycine; Promega 
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7.  ชุดสารเคมแีละอุปกรณท่ีจําเปนในการทํา Two-dimensional gel electrophoresis  
  
 - Ettan IPGphor; Amersham Bioscience 

- Ettan IPGphor strip Holder, 7 cm; Amersham Bioscience 
- Hoefer miniVE, 8 x 9 cm gels; Amersham Bioscience 
- ImageScanner; Amersham Bioscience 
- ImageMaster 2D Platinum version 5.00; Amersham Bioscience 
- Immobiline Drystrip pH 3-10, 7 cm; Amersham Bioscience 

 - IPG-Buffer, pH 3-10; Amersham Bioscience 
 - Drystrip cover fluid; Amersham Bioscience 
 - 2D Clean-up kit; Amersham Bioscience 
 - 2D-Quant kit; Amersham Bioscience 
 - Dialysis tubing cellulose membrane, 3500 MWCO; Sigma 
 - Urea; Amersham Bioscience 
 - CHAPS; Amersham Bioscience 
 - Dithiothreitol; Amersham Bioscience 
 - Iodoacetamide; Amersham Bioscience 

- Bromophenol blue; BDH 
- Agarose; SeaKem 
 

8.  หอยตะโกรมกรามขาว C. belcheri 
 
9.  แบคทีเรียใชในการทดสอบ 
 
 - V.  alginolyticus 
 - V. harveyi 
 - V. vulificus 
 - V. cholerae 
 - V. parahaemolyticus 
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วิธีการ 
 

1.  เก็บตัวอยางและการเตรียมน้ําเลือดหอยตะโกรมกรามขาว 
 
 เก็บตัวอยางเลอืดหอยตะโกรมกรามขาว ตัวเต็มวัยขนาด 9-13 เซนติเมตร ซ่ึงรวบรวมจาก
จังหวดัสุราษฎรธานี โดยใชเข็มฉีดยาขนาด 10 มิลลิลิตร ดูดเลือดบริเวณกลามเนื้อยึดเปลือก นํา
เลือดปนเหวี่ยงดวยความเรว็รอบ 9,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
แบงสวนใสน้าํเลือดเก็บไวที ่–80 องศาเซลเซียส เพื่อใชในการทดสอบคุณสมบัติและเพื่อวิเคราะห
ปริมาณโปรตีนในน้ําเลือดโดยใชวธีิแบรดฟอรด (Bradford, 1976) วัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาว
คล่ืนแสง 595 นาโนเมตร นําผลที่ไดเทียบผลกับกราฟมาตรฐานและคํานวณหาปริมาณโปรตีน 
(ภาคผนวก ก) 
 
2.  ทดสอบความสามารถการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย ของน้ําเลือดจากหอยตะโกรมกรามขาว 
 

ทดสอบความสามารถการยับยั้งเชื้อแบคทเีรียของน้ําเลือดหอยตะโกรมกรามขาว โดยใช
แบคทีเรียสกุล Vibrio 5 ชนิด ซ่ึงเปนเชื้อ Vibrio ที่ไดผานการแยกเชื้อใหบริสุทธิ์และทดสอบ
คุณสมบัติทางชีวเคมีและคณุลักษณะทั่วไปตาม Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology 
(Buchanan et al., 1974)   

 
2.1  เตรียมเชื้อ Vibrio sp. 

 
        เล้ียงเชื้อแบคทีเรียวิบริโอในอาหาร Tryptic Soy Agar (TSA) ที่ผสม 1.5% NaCl 

เพื่อใหไดโคโลนีเดี่ยว นําไปบมในตูบมเชือ้ที่อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลว
เลือกเขี่ยโคโลนีเดี่ยวที่ได ลงบนอาหาร Tryptic Soy Broth (TSB) ที่ผสม 1.5% NaCl และนําไป
บมที่ 30  องศาเซลเซียส เปนเวลา 16-18 ช่ัวโมง ใหไดเชื้อแบคทีเรียประมาณ 1x106 CFU/ml .นับ
จํานวนโคโลนีแบคทีเรียดวยวิธี Total plate count บนอาหาร Thiosulfate Citrate Bile Salt-
Sucrose Agar (TCBS) เพื่อยนืยันระดับปรมิาณของเชื้อแบคทีเรียและนาํสารละลายเชื้อแบคทีเรียที่
ไดไปใชในการทดลองตอไป 
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 2.2  ทดสอบความสามารถการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียของน้าํเลือดจากหอยตะโกรมกรามขาว
โดยประยุกตจากวิธีของ Tunkijjanukij และ Olafsen (1998) 
 

       กลุมควบคุม นําเชื้อแบคทีเรียจากขอ 2.1 ที่มีปริมาณเชื้อ 1x106 CFU/ ml ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร ผสมกับสารละลาย Sterile normal saline ปริมาตร 80 ไมโครลิตร และบมที่ 30  องศา
เซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง หลังจากครบ 1 ช่ัวโมงใส Sterile normal saline ปริมาตร 900 
ไมโครลิตร จะได dilution 10-1 หลังจากนัน้ทําการเจือจางครั้งละ 10 เทา ดวย Sterile normal saline 
จนได dilution 10-6 ดูดสารที่ dilution 10-4, 10-5และ 10-6 ปริมาณ 100 ไมโครลิตร นํามา Spread 
บนอาหาร TSA ที่มี 1.5% NaCl นําไปบมที่ 30 องศาเซลเซียส นาน 16-18 ช่ัวโมง นับจํานวน
โคโลนีและบันทึกผลการทดลอง 
 
        กลุมทดลอง นําเชื้อแบคทีเรียจากขอ 2.1 ที่มีปริมาณเชื้อ 1x106 CFU/ml ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร ผสมกับน้ําเลือดจากขอ 1 ที่กรองดวย Sterile syringe filter ขนาด 0.2 ไมครอน 
ปริมาตร 80 ไมโครลิตร และบมที่ 30  องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง หลังจากครบ 1 ช่ัวโมงใส 
Sterile normal saline ปริมาตร 900 ไมโครลิตร จะได dilution 10-1 หลังจากนั้นทําการเจือจางครั้ง
ละ 10 เทา ดวย Sterile normal saline จนได dilution 10-6 ดูดสารที่ dilution 10-4, 10-5 และ 10-6 
ปริมาณ 100 ไมโครลิตร นํามา spread บนอาหาร TSA ที่มี 1.5% NaCl นําไปบมที่ 30  องศา
เซลเซียส นาน 16-18 ช่ัวโมง นับจํานวนโคโลนีและบันทกึผลการทดลอง  
  
        เปรียบเทยีบการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียระหวางกลุมทดลองกับกลุมควบคุมโดยนบั
จํานวนโคโลนีและคํานวนหาคาเปอรเซนตการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียของน้ําเลือดหอยตะโกรมกราม
ขาว โดยใชสูตร  

A =  [NC – NT] x 100 
NC 

เมื่อ A     =  เปอรเซ็นตการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย 
   NC  =  จํานวนโคโลนีในกลุมควบคุม 
   NT  =  จํานวนโคโลนีในกลุมทดลอง 
 

วิเคราะห ความแปรปรวนของข อมูลโดยวิธีการวิเคราะห วาเรียนส และเปรียบเทียบคา 
ความแตกต างของค าเฉลี่ยด วยวิธี LSD (Least Significant Different) ที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอร 
เซ็นต 
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3.  แยกโปรตนีในน้ําเลือดตามน้ําหนักโมเลกุลโดยใช เทคนิค Gel Filtration Chromatography  
 
 3.1  การเตรียมคอลัมนและแยกกลุมโปรตีน 
 

      บรรจุ Sephacryl S-200 (Amersham Bioscience) ในคอลัมนขนาด 1.6 x 70 
เซนติเมตร แลวชะลางดวยบฟัเฟอร 0.15 โมลาร NaCl ใน Tris-HCl 50 มิลลิโมลาร, pH 7.1 โดย
ใชอัตราการไหล 30 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง นาน 12 ช่ัวโมงแยกโปรตีนมาตรฐาน LMW-marker 
(Amersham Bioscience) ดวยอัตราไหล 30 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง และเก็บโปรตีนที่ผานคอลัมน
เฟลคชั่น ละ 3 มิลลิลิตร เพื่อทํากราฟมาตรฐาน นําตวัอยางน้ําเลือด 3 มลิลิลิตร ใสในคอลัมนและ
ชะลางดวยบัฟเฟอร 0.15โมลาร NaCl ใน Tris-HCl 50 มิลลิโมลาร, pH 7.1 ใชอัตราการไหล 30 
มิลลิลิตรตอช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส เก็บโปรตีนในน้ําเลือดที่ผานคอลัมนเฟลคชั่นละ 
3 มิลลิลิตร วัดปริมาณโปรตีนในแตละ เฟลคชั่นที่คาการดูดกลืนแสง 280 นาโนเมตร นําคาที่ได
ทํากราฟระหวางคาดูดกลืนแสงที่ปริมาตรตางๆ 

 
3.2  คํานวนน้าํหนักโมเลกุลเทียบกับกราฟของโปรตีนมาตรฐาน 
 
       คํานวนน้าํหนักโมเลกุลเทียบกับกราฟของโปรตีนมาตรฐานและหาความเขมขนของ

โปรตีนในแตละเฟลคชั่นเกบ็โปรตีนสวนที่อยูในพีคเดียวกันรวมกนัเพือ่ทดสอบคุณสมบัติการ
ยับยั้งเชื้อแบคทเีรีย Vibrio ทั้ง 5 ชนิดตอไป 
 
4.  ทดสอบคุณสมบัติการยบัยั้งเชื้อแบคทีเรียของโปรตนีท่ีแยกได 
 

4.1  เตรียมตัวอยางโปรตีนทีแ่ยกได 
 
       ใสโปรตีนในแตละพีคที่ทําแหงแบบเยือกแข็ง (Freeze dry) ลงในถุงไดอะไลซที่มี

น้ําหนกัโมเลกลุคัดเลือกที่ 3,500 ดาลตัน แชใน 0.15 โมลาร NaCl ใน Tris-HCl มิลลิโมลาร, pH 
7.1 วิเคราะหปริมาณโปรตีน และเจือจางโปรตีนทุกพีค ใหมีความเขมขน 80 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร กรองตัวอยางโปรตีนดวย Sterile syringe filter ขนาด 0.2 ไมครอน นําไปทดสอบ
คุณสมบัติการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียของสารละลายโปรตีน 
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4.2 การทดสอบคุณสมบัติการยบัยั้งเชื้อแบคทเีรีย Vibrio sp. 
 
       ใสตัวอยางโปรตีนทุกพคีที่มีความเขมขน 80  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 80 

ไมโครลิตร ในหลอดขนาด 1 มิลลิลิตร จํานวน 5 ชุดสําหรับเชื้อวิบริโอทั้ง 5 ชนิดที่เตรียมไวตาม
ขอ 2.1 โดยเตมิเชื้อ Vibrio ในตัวอยางชนิดละชุด หลอดละ 20 ไมโครลิตร จากนั้นบมเชื้อกับ
ตัวอยางที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เจือจางเชื้อในชุดทดลองดวย Sterile normal saline 
จนได dilution 10-4, 10-5 และ 10-6 นํา dilution ดังกลาวปรมิาตร 100 ไมโครลิตร Spread บน
อาหารแข็ง TSA ที่เติม 1.5% NaCl  แลวบมที่ 30 องศาเซลเซียส นาน 18-20 ช่ัวโมง ตรวจผลเพื่อ
คัดเลือกโปรตีนใน พีคที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียไดดีที่สุด โดยเทยีบจํานวนโคโลนีกบักลุม
ควบคุมที่เตรียมไวตามขอ 2.2 และผสมเชื้อ 20 ไมโครลิตร กับ 0.15 โมลาร NaCl ใน Tris-HCl 10 
มิลลิโมลาร, pH 7.1 ปริมาตร 80 ไมโครลิตร แทน Sterile normal saline 

 
       เปรียบเทยีบการยับยั้งเชื้อ Vibrio ระหวางกลุมทดลองกับกลุมควบคุมโดยนับจํานวน

โคโลนีและคํานวนหาคาเปอรเซนตการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียโดยใชสูตรตามขอ 2.2.2 คาเปอรเซนต

การยับยั้งเชื้อแบคทีเรียวิเคราะหความแปรปรวนของข อมูลโดยวิธีการวิเคราะห วาเรียนสและ
เปรียบเทียบคาความแตกต างของค าเฉลี่ยด วยวิธี LSD (Least Significant Different) ที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95 เปอร เซ็นต แยกโปรตีนและเกบ็เฉพาะพีคทีม่ีคุณสมบัติดทีี่สุดเพื่อทําแหงแบบเยือก
แข็งตอไป 
 
5.  การทดสอบปจจัยท่ีมีผลตอการทํางานของโปรตีนท่ีสามารถยับยัง้การเจริญของแบคทีเรีย 

Vibrio spp.ไดดีท่ีสุด 
 
 5.1  การศึกษาชวงอุณหภูมิทีเ่หมาะสมตอการยับยั้งแบคทเีรียของโปรตีนที่สามารถยับยั้ง
เชื้อแบคทีเรีย 
 

       ใสโปรตีนในพีคที่สามารถยับยั้งเชื้อ Vibrio ทุกชนดิไดดีที่สุด ในถุงไดอะไลซที่มี
น้ําหนกัโมเลกลุคัดเลือกที่ 3,500 ดาลตัน แชในสารละลาย 0.01 โมลาร Tris-HCl ที่มี 0.15 โมลาร 
NaCl, pH 7.1 ปริมาตร 2 ลิตร เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ที่ 4 องศาเซลเซียส ใสในหลอด ไมโครทิวบ
หลอดละ 200 ไมโครลิตร แลวปนเหวี่ยงที ่10,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที เพื่อเอาตะกอนออก 
แลวจึงกรองดวย Syringe filter ขนาด 0.2 ไมครอน นําสวนใสที่ไดไปทดสอบความสามารถใน
การยับยั้งการเจริญของเชื้อ V. parahaemolyticus  ตามวิธีในขอ 2.2 โดยแบงชุดการทดลองเปน 10 
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ชุดเพื่อบมที่อุณหภูมิ 4, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 และ 90 องศาเซลเซียส โดยกลุมควบคุม
ผสมเชื้อกับสารละลาย 0.01 โมลาร Tris-HCl ที่มี 0.15 โมลาร NaCl, pH 7.1 ปริมาตร 80 
ไมโครลิตร แทน Sterile normal saline  
 

       เปรียบเทยีบการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียระหวางกลุมทดลองกับกลุมควบคุมโดยนบั
จํานวนโคโลนีและคํานวนหาคาเปอรเซนตการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียโดยใชสูตรตามขอ 2.2 
เปรียบเทียบกนัระหวางชุดการทดลองที่อุณหภูมิตางๆ เพื่อหาอุณหภมูิที่เหมาะสมในการยับยั้ง 

 
 5.2  การศึกษาชวง pH ตอความคงตัวของโปรตีนที่สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย 

 
       ละลายโปรตีน ในพีคทีส่ามารถยับยั้งเชื้อ Vibrio ทุกชนิดไดดีที่สุด ที่ทําแหงดวย

ความเยน็ละลายดวยน้ํากลั่นปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใสสารละลายโปรตีนในถุงไดอะไลซที่มี
น้ําหนกัโมเลกลุคัดเลือกที่ 3,500 ดาลตัน แตละถุงแชในสารละลาย 0.01 ไมโครลิตร Sodium 
acetate ที่มี 0.15 โมลาร NaCl ที่ pH 3, 4 และ 5 ตามลําดับ และแชในสารละลาย 0.01 โมลาร Tris-
HCl ที่มี 0.15 โมลาร NaCl ที่ pH 6, 7, 8, 9 และ 10 ตามลําดับ ปริมาตร 2 ลิตร ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําตวัอยางไปปนเหวีย่งดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที 
นาน 10 นาที แลวกรองดวย Sterile syringe filter ขนาด 0.2 ไมครอน นําสวนใสที่ไดไปทดสอบ
ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ V. parahaemolyticus  ตามวิธีในขอ 2.2 โดยกลุม
ควบคุมผสมเชื้อกับสารละลายที่แชถุงไดอะไลซ แตละ pH ปริมาตร 80 ไมโครลิตร แทน Sterile 
normal saline  

 
เปรียบเทียบการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียระหวางกลุมทดลองกับกลุมควบคมุโดยนับจํานวน

โคโลนีและคาํนวนหาคาเปอรเซนตการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียโดยใชสูตรตามขอ 2.2 เปรียบเทียบกัน
ระหวางชดุการทดลองที่คา pH ตางๆ  เพื่อหาชวงคา pH ที่เหมาะสมใหเปอรเซ็นตยับยั้งเชื้อสูงสุด 

 
5.3 การศึกษาผลของอุณหภูมิตอความคงตัวของโปรตีนที่สามารถยับยั้งแบคทีเรีย 

 
       ละลายโปรตีนในพีคที่สามารถยับยั้งเชือ้ Vibrio ทุกชนิดไดดีที่สุด ที่ทําแหงแบบเยือก

แข็งไวดวยน้ํากลั่นปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสสารละลายโปรตีนในถุงไดอะไลซที่มีน้ําหนักโมเลกุล
คัดเลือกที่ 3,500 ดาลตัน แชในสารละลาย 0.01 โมลาร Tris-HCl ที่มี 0.15 โมลาร NaCl, pH 7.1 
ปริมาตร 2 ลิตร เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ที่ 4 องศาเซลเซียส ใสในหลอดไมโครทิวบ หลอดละ        



17 

 

200 ไมโครลิตร นําแตละหลอดบมที่อุณหภูมิ 4, 20, 30, 50, 60, 70, 80 และ 90 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 30 นาที แลวแชตวัอยางในน้ําแข็งปนเหวีย่งที่ 9,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที เพื่อเอา
ตะกอนออก นาํสวนใสที่ไดไปทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ V. 
parahaemolyticus  ตามวิธีในขอ 2.2 โดยกลุมควบคุมผสมเชื้อกับสารละลาย 0.01 โมลาร Tris-
HCl ที่มี 0.15 โมลาร NaCl, pH 7.1 ปริมาตร 80 ไมโครลิตร แทน Sterile normal saline  
 
       เปรียบเทยีบการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียระหวางกลุมทดลองกับกลุมควบคุมโดยนบัจํานวนโคโลนี
และคํานวนหาคาเปอรเซนตการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียโดยใชสูตรตามขอ 2.2 เปรียบเทียบกันระหวาง
ชุดการทดลองที่อุณหภูมิตางๆ เพื่อหาอุณหภูมิที่โปรตีนสามารถคงสภาพและทํางานได 
 

5.4  การศึกษาเพื่อหาความสมัพันธของความเขมขนโปรตีนที่ระดับตางๆ กับ
ความสามารถในการยับยั้งเชือ้แบคทีเรีย V. parahaemolyticus 
 

       ใสโปรตีนพีคที่สามารถยับยั้งเชื้อ Vibrio ทุกชนิดไดดีที่สุด ที่ทําแหงแบบเยือกแข็ง
ในถุงไดอะไลซที่มีน้ําหนักโมเลกุลคัดเลือกที่ 3,500 แลวแชในสารละลาย 0.15 โมลาร NaCl ใน 
Tris-HCl 10 มิลลิโมลาร, pH 7.1 และเตรียมใหไดความเขมขน 320, 160, 80, 40 และ 20 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ โดยเจือจางดวยสารละลาย 0.15 โมลาร NaCl ใน Tris–HCl 
0.05 โมลาร, pH 7.1 หลังจากนําสารละลายที่ไดใสในหลอดทดลอง 1 มิลลิลิตร ความเขมขนละ 
80 ไมโครลิตร ครบทุกลําดับความเขมขน ชุดควบคุมใส 0.15 โมลาร NaCl ใน Tris–HCl  0.05 โม
ลาร, pH 7.1 ปริมาณ 80 ไมโครลิตร แทนสารละลายโปรตีน จากนั้นนําสารละลายเชื้อ V. 
parahaemolyticus  มาใสลงในสารละลายโปรตีนแตละความเขมขน ๆ ละ 20 ไมโครลิตร ความ
เขมขนของโปรตีนในแตละหลอดจะเทากบั 320, 160, 80, 40 และ 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
ตามลําดับ จากนั้นนําเขาตูบมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เจือจาง
สารละลายในแตละหลอดครั้งละ 10 เทาดวย Sterile normal saline จนถึง dilution 10-6  นําเชื้อที่
เจือจางใน dilution ที่ 10-4, 10-5 และ 10-6 ปริมาณ 100 ไมโครลิตร Spread เชื้อบนอาหารแข็ง TSA 
ที่เติม 1.5 % NaCl บมเชื้อที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-20 ช่ัวโมง แลวตรวจผลการทดลอง 
 
        นับจํานวนโคโลนีของเชื้อในแตละความเขมขนโปรตีน เทียบกับชุดควบคุมแลว
คํานวณหาเปอรเซ็นตยับยั้งตามสูตรในขอ 2.2 เพื่อหาความสัมพันธของระดับความเขมขนของ
โปรตีนกับเปอรเซ็นตยับยั้ง 
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 5.5  การทดสอบความตองการโลหะไอออนของโปรตีน กลุมที่สามารถยับยั้งเชื้อ Vibrio 
ไดดีที่สุดกับเชื้อ V.parahaemolyticus 
 

      นําโปรตีนในพีคที่สามารถยับยั้งเชื้อ Vibrio ทุกชนิดไดดีที่สุด ที่ทําแหงแบบเยือกแข็ง 
ละลายดวยน้ํากลั่นปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใสสารละลายโปรตีนในถุงไดอะไลซที่มนี้ําหนกั
โมเลกุลคัดเลือกที่ 3,500 ดาลตัน 5 ชุดการทดลอง  

 
ชุดการทดลองที่ 1 แชในสารละลาย 0.01 โมลาร Tris-HCl ที่มี 0.15 โมลาร NaCl, pH 7.1 

ปริมาตร 2 ลิตร นาน 24 ช่ัวโมง  
 
ชุดการทดลองที่ 2 ถึงการทดลองที่ 5 แชในสารละลาย 0.01 โมลาร Disodium-EDTA ใน

สารละลาย 0.01 โมลาร Tris-HCl ที่มี 0.15 โมลาร NaCl, pH 7.1 ปริมาตร 2 ลิตร นาน12 ช่ัวโมง ที ่
4 องศาเซลเซียส แลวจึงนําสารละลายแตละชุดการทดลองแยกไปแชในสารละลายดังนี้ 

 
ชุดการทดลองที่ 2 แชในสารละลาย 0.01 โมลาร Tris-HCl ที่มี 0.15 โมลาร NaCl, pH 7.1 

ปริมาตร 2 ลิตร นาน 12 ช่ัวโมง  
 
ชุดการทดลองที่ 3 แชในสารละลาย CaCl2 0.01โมลาร ใน 0.01 โมลาร Tris-HCl ที่มี 0.15 

โมลาร NaCl, pH 7.1 ปริมาตร 2 ลิตร นาน 12 ช่ัวโมง  
 
ชุดการทดลองที่ 4 แชในสารละลาย MgCl2 0.01โมลาร ใน 0.01 โมลาร Tris-HCl ที่มี 

0.15 โมลาร NaCl, pH 7.1 ปริมาตร 2 ลิตร นาน 12 ช่ัวโมง  
 
ชุดการทดลองที่ 5 แชในสารละลาย MnCl2 0.01โมลาร ใน 0.01 โมลาร Tris-HCl ที่มี 

0.15 โมลาร NaCl, pH 7.1 ปริมาตร 2 ลิตร นาน 12 ช่ัวโมง  
 
เมื่อแชครบตามเวลานําสารละลายทั้ง 5 ชุดปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที 

นาน 10 นาที นําสวนใสที่ไดกรองดวย Sterile syringe filter ขนาด 0.2 ไมครอน ไปทดสอบความ
ตองการของโลหะไอออนของโปรตีน โดยทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ V. 
parahaemolyticus ตามวิธีในขอ 2.2 โดยกลุมควบคุมผสมเชื้อกับสารละลาย 0.01 โมลาร Tris-HCl 
ที่มี 0.15 โมลาร NaCl, pH 7.1 ปริมาตร 80 ไมโครลิตร แทน Sterile normal saline  
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        เปรียบเทยีบการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียระหวางกลุมทดลองกับกลุมควบคุมโดยนบั
จํานวนโคโลนีและคํานวนหาคาเปอรเซนตการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียโดยใชสูตรตามขอ 2.2 
เปรียบเทียบเปอรเซ็นตยับยั้งระหวางชดุการทดลอง 
 
6.  ศึกษาคุณสมบัติของโปรตีนท่ีแยกไดจาก Gel Filtration Chromatography ท่ีสามารถยับยั้ง
เชื้อแบคทีเรีย 
 
 6.1  แยกโปรตนีในพีคที่สามารถยับยั้งเชื้อ Vibrio ไดดีทีสุ่ดและหาน้ําหนักโมเลกุลของ
โปรตีนโดยไมทําใหโปรตนีเสียสภาพโดยใชเทคนิค Native-PAGE (Laemmli, 1970)   
 

       นําโปรตนีพีคที่ยับยั้งเชือ้แบคทีเรียไดดีที่สุดและโปรตีนพีคอื่นๆ ผสมกับ 2x Sample 
buffer ที่ไมมี β-mercaptoethanol โดยใชอัตราสวน 2x Sample buffer: fraction เทากับ 1:1 โดย
ปริมาตร เตรียม Separating gel (12% acrylamide) และ Stacking gel (4% acrylamide) หยอด
ตัวอยางโปรตนีลงในหลุมของเจลปริมาตร 10 ไมโครลิตรและหยอดโปรตีนมาตรฐาน LMW 
marker ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ใชกระแสไฟฟา 10 มิลลิแอมแปรตอเจลและความตางศักย 120 
โวลต เมื่อแถบสีเคลื่อนลงมาจนเหลือระยะหางจากขอบดานลางประมาณ 1 เซนติเมตร จึงหยดุ
กระแสไฟฟา นําเจลออกจากกระจกตัดสวน Stacking gel ออก ยอมดวยเทคนิค Silver staining 
จนกระทั่งเจลใสและเหน็แถบโปรตีนชัดเจน ลางเจลดวยน้ํากลั่นและตรวจสอบแถบโปรตีน  
 
 6.2  ศึกษาน้ําหนักโมเลกุลขององคประกอบของโปรตีนโดยใชเทคนิค SDS-PAGE 
(Laemmli, 1970)  
 

       นําพีคโปรตีนที่มียับยั้งเชื้อดีที่สุด ผสม Sample buffer ในอัตราสวน Sample buffer: 
fraction เทากับ 1:1 โดยปรมิาตรและเติม 5% β-mercaptoethanol ของปริมาตรทั้งหมดและนําไป
ตมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เพื่อสลายพันธะของโปรตีน เตรียม Separating gel 
(4% acrylamide) หยอดตัวอยางลงในหลุมเจล  10 ไมโครลิตร ใชกระแสไฟฟา 10 มิลลิแอมแปร 
และความตางศักย 120 โวลตใน Stacking gel และใชกระแสไฟฟา 20 มิลลิแอมแปร และความ
ตางศักย 120 โวลต ใน Separating gel เมื่อแถบสีเคลื่อนลงมาจนหลือระยะหางจากขอบดานลาง
ประมาณ 1 เซนติเมตร จึงหยดุ กระแสไฟฟา ตัดสวน Stacking gel ออก ยอมดวย Coomassie 
brilliant blue R-250 เปนเวลา 10 นาที บนเครื่องเขยา หลังจากนั้นลางดวยสารละลาย Destaining 
จนกระทั่งเจลใสและเหน็แถบโปรตีนชัดเจนลางเจลดวยน้ํากลั่นและตรวจสอบแถบโปรตีน 
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6.3 ศึกษาคา Isoelectric point ขององคประกอบของโปรตีนโดยใชเทคนิค Two 
Dimensional Gel Electrophoresis  

 
       เตรียมโปรตีนพีคที่มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อดีทีสุ่ดดวย 2D Clean-up kit และวิเคราะหปริมาณ

โปรตีนโดยวิธีแบรดฟอรด (Bradford, 1976) เพื่อปรับใหปริมาณโปรตีนเทากับ 10-62 ไมโครกรัม
เพื่อใชแยกตามคา pI (isoelectric point) บน Immobiline drystrip ที่ชวง pH 3-10 ใน Rehydration 
bufer ชวง pH 3-10 โดยตั้งคาเครื่อง Ettan IPGPhor ให rehydration นาน 12 ช่ัวโมง ที่ 20 องศา
เซลเซียส ขั้นที่ 1 ความตางศักย 250 โวลตตอช่ัวโมง นาน 30 นาที ขัน้ที่ 2 ความตางศักย 500 
โวลตตอช่ัวโมง นาน 30 นาทีและ ขั้นที่ 3 ความตางศักย 7,500 โวลตตอช่ัวโมง นาน 1 ช่ัวโมง 30 
นาที เมื่อครบขั้นตอน แช Immobiline drystrip ใน Equilibration buffer ที่มี Dithiothreitol นาน 10 
นาที และเปลีย่นมาแชใน equilibration buffer ที่มีIodoacetamide นาน 10 นาที นํา Immobiline 
drystrip ไปแยกโปรตีนตามน้ําหนกัโมเลกลุบน SDS-PAGE (Stacking gel 12% acrylamide) ใช 
LMW marker เปนโปรตีนมาตรฐาน ใชกระแสไฟฟา 10 มลิลิแอมแปรและความตางศกัย 300 
โวลต นาน 15 นาทีและเปลีย่นเปนกระแสไฟฟา 20 มิลลิแอมแปรและความตางศักย 300 โวลต 
นาน 1 ช่ัวโมง 30 นาที นําแผนเจลที่ไดยอมดวย Coomassie brilliant blue R-250 นาน 12 ช่ัวโมง 
แลวลางเจลจนเห็นจุดโปรตีนชัดเจน  

 
7.  วิเคราะหหา Mass spectrum และน้ําหนกัโมเลกุลของโปรตีนโดยเทคนิค MALDI-TOF 
 
  นําจุดโปรตีนที่ถูกคัดเลือกวเิคราะห ดวย MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Billerica, 
USA) ที่หนวยบริการชีวภาพ ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ อุทยาน
วิทยาศาสตรแหงชาติ จังหวดัปทุมธาน ี
 
8.  วิเคราะหหาลําดับกรดอะมิโนโดยเทคนคิ LC-MS/MS และเปรียบเทียบชนดิโปรตีนโดยใช
ฐานขอมูลโปรตีน 
 
        นําแถบโปรตีนจาก Two dimensional gel electrophoresis และ SDS-PAGE 

วิเคราะหดวยเครื่อง LC-MS/MS (Thermo Electron Corporation) ที่หนวยบริการชวีภาพ 
(Bioservice Units) ศูนยพนัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ อุทยานวิทยาศาสตร
แหงชาติ จังหวัดปทุมธานี ขอมูล Mass spectrometry spectrum ของโปรตีนที่ไดนําไปเปรียบเทียบ
กับฐานขอมูลโปรตีน nrFasta ใน NCBI โดยใชโปรแกรม Biowork  
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ผลการทดลอง 
 
1.  น้ําเลือดหอยตะโกรมกรามขาว 
 
 ตัวอยางหอยตะโกรมกรามขาวที่รวบรวมจากแหลงเพาะเลี้ยงในจังหวดัสุราษฎรธานี
ในชวงเดือนตลุาคม 2547 ถึง เดือนสิงหาคม 2548 มีความกวางประมาณ 8.98±0.75 เซนติเมตร 
ความยาว 11.56±1.06 เซนติเมตร และน้ําหนักตัวเฉลี่ย 33.50±4.83 กรัมไดน้ําเลือดที่บริเวณมดั
กลามเนื้อเปดปดฝา เฉลี่ยตัวละ 3.90±1.86 มิลลิลิตร มีปริมาณโปรตีนประมาณ 6.363±0.923 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อเทียบกับกราฟโปรตีนมาตรฐาน (ภาคผนวก ก)  
 
2.  คุณสมบัตกิารยับยั้งเชื้อแบคทีเรียของน้ําเลือดจากหอยตะโกรมกรามขาว  
 
 ในการทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อ Vibrio 5 ชนิด พบวาน้ําเลือดหอยตะโกรม
กรามขาวสามารถยับยั้งเชื้อ Vibrio ได 3 ชนิด คือ V. cholerae , V. harveyi และ V. vulnificus มี
เปอรเซ็นตยับยั้งเทากับ 33.38±1.67, 29.51±1.66 และ22.31±1.68 ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 1 

และเมื่อนําคาเปอรเซ็นตยับยัง้ตอแบคทีเรียแตละชนดิมาวิเคราะห ความแตกต างทางสถิติพบวามี 
ความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (p<0.01) แตพบวาน้ําเลือดหอยตะโกรมกรามขาวไม
สามารถยับยั้งเชื้อ V. alginolyticus และ V. parahaemolyticus โดยผลทีไ่ดเหมือนกันทั้ง 3 ชุดการ
ทดลอง เมื่อควบคุมใหมีความเขมขนโปรตีนเทากับ 6.700 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในชุดการทดลอง
ที่ 1 มีเปอรเซ็นตการยับยั้งเชื้อ V. cholerae, V. harveyi และ V. vulnificus เทากับ 33.33, 30.03 และ 
21.58 ตามลําดับในชุดการทดลองที่ 2 มีเปอรเซ็นตการยบัยั้งเชื้อ V. cholerae, V. harveyi และ V. 
vulnificus เทากับ 33.00, 27.65 และ 21.11 ตามลําดับ และในชดุการทดลองที่ 3 มีเปอรเซ็นตการ
ยับยั้งเชื้อ V. cholerae, V. harveyi และ V. vulnificus เทากับ 33.33, 30.85 และ 24.24 ตามลําดับ  
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ตารางที่ 1  การทดสอบคุณสมบัติการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย Vibrio 5 ชนิด ของน้ําเลือดจากหอย
ตะโกรมกรามขาว ที่มีปริมาณโปรตีนเฉลี่ย 6.700 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

 

เปอรเซ็นตการยับยั้ง 
ชนิดเชื้อแบคทีเรีย 

การทดลองที่ 1 การทดลองที่ 2 การทดลองที่ 3 เฉลี่ย 

V. cholerae 33.33 33.00 33.83 33.38±0.42a 

V. harveyi 30.03 27.65 30.85 29.51±1.66b 

V. vulnificus 21.58 21.11 24.24 22.31±1.68c 

V. alginolyticus N N N N 

V. parahaemolyticus N N N N 

 
หมายเหต ุ N: ไมมีการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียดังกลาว 
  คาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
  คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่กํากับดวยตัวอักษรภาษาอังกฤษตางกนั มีความแตกตาง 
  กันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (p<0.01) 

 
3.  แยกโปรตนีในน้ําเลือดหอยตะโกรมกรามขาวตามน้ําหนักโมเลกุล  
 
 3.1  แยกโปรตนีดวยเทคนิค Gel Filtration Chromatography  

 
       สามารถแยกโปรตีนได 4 กลุมดวยกันคือ P1, P2, P3 และ P4 ปริมาตรที่พบกลุม

โปรตีนคือชวงมิลลิลิตรที่ 45-51, 54-63, 102 และ 108-111 ตามลําดับ รูปแบบของโครมาโตแกรม 
ที่ไดมีความคลายคลึงกัน (ภาพที่ 1) น้ําเลือดหอยตะโกรมกรามขาวที่ทาํใหแหงโดยใชความเยน็ มี
ปริมาณโปรตีนเทากับ 6.700 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

 
 



23 

 

 
 

ภาพที่ 1  กลุมโปรตีนที่คัดแยกโดยวิธี Gel Filtration Chromatography จากน้ําเลือดหอยตะโกรม 
 กรามขาว (Crassostrea belcheri) โดยทําการวัดปริมาณโปรตีนที่ความยาวคลื่น 280  
นาโนเมตร กลุมโปรตีนได 4 กลุม (P1-P4) 

 
3.2  น้ําหนกัโมเลกุลเทียบกบักราฟของโปรตีนมาตรฐาน 
 
       ในการหาปริมาณโปรตีนและมวลโมเลกุลของกลุมโปรตีนในชุดการทดลอง 3 ชุด

โดยเทียบกับกราฟมาตรฐานที่มีน้ําหนกัโมเลกุลในชวง 2,000 ถึง 13.7 กิโลดาลตัน (ภาคผนวก ข) 
พบวา กลุมโปรตีน P1 มีน้ําหนักโมเลกุลเฉล่ียเทากับ 75.4±5.8 กิโลดาลตัน มีปริมาณโปรตีนเฉลี่ย 
4.724±0.079 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร กลุมโปรตีน P2 มีน้าํหนักโมเลกุลเฉลี่ยเทากับ 58.4±6.8 กิโล
ดาลตัน มีปริมาณโปรตีนเฉลี่ย 0.648±0.021มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร กลุมโปรตีน P3 มีน้ําหนกั
โมเลกุลเฉลี่ยเทากับ 18.7±0.0 กิโลดาลตัน มีปริมาณโปรตีนเฉลี่ย 0.079±0.009 มิลลิกรัมตอมิลลิ 
ลิตรและกลุมโปรตีน P4 มีน้าํหนักโมเลกุลเฉลี่ยเทากับ 15.2±0.7 กิโลดาลตัน มีปริมาณโปรตีน
เฉลี่ย 0.064±0.015 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

 
       ชุดการทดลองที่ 1 ในน้ําเลือดหอยตะโกรมกรามขาวที่มีปริมาณโปรตีน 6.714 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรมีน้ําหนักโมเลกุลของกลุมโปรตีน P1, P2, P3 และ P4 เทากับ 81.3, 64.5, 
18.7 และ 16.0 กิโลดาลตัน ตามลําดับ 
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       ชุดการทดลองที่ 2 ในน้ําเลือดหอยตะโกรมกรามขาวที่มีปริมาณโปรตีน 5.316 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรมีน้ําหนักโมเลกุลของกลุมโปรตีนP1, P2, P3 และ P4 เทากับ 75.3, 59.7, 
18.7 และ 14.8 กิโลดาลตัน ตามลําดับ 
 
        ชุดการทดลองที่ 3 ในน้ําเลือดหอยตะโกรมกรามขาวที่มีปริมาณโปรตีน 7.060 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรมีน้ําหนักโมเลกุลของกลุมโปรตีนP1, P2, P3 และ P4 เทากับ 69.6, 51.1, 
18.7 และ 14.8 กิโลดาลตัน ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 2 
 
ตารางที่ 2  น้ําหนักโมเลกุลของกลุมโปรตีนที่แยกไดดวยวิธี Gel Filtration Chromatography และ  

    ความเขมขนของโปรตีนที่คัดแยกไดจากน้ําเลือดหอยตะโกรมกรามขาว 
 

ความเขมขนโปรตีน   
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

น้ําหนกัโมเลกลุ  (กิโลดาลตัน) 
กลุมโปรตีน 

1 2 3 เฉลี่ย 1 2 3 เฉลี่ย 

P1 4.813 4.664 4.694 4.724±0.079 81.30 75.3 69.6 75.4±5.8 

P2 0.658 0.624 0.663 0.648±0.021 64.5 59.7 51.1 58.4±6.8 

P3 0.071 0.090 0.077 0.079±0.009 18.7 18.7 18.7 18.7±0.0 

P4 0.061 0.080 0.051 0.064±0.015 16.0 14.8 14.8 15.2±0.7 

 
หมายเหต ุ คาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน



25 

 

4.  คุณสมบัตกิารยับยั้งเชื้อแบคทีเรียของโปรตีนท่ีแยกไดจากน้ําเลือดหอยตะโกรมกรามขาว 
 
 จากการทดสอบการยับยั้งเชือ้แบคทีเรีย Vibrio 5 ชนิดกบักลุมโปรตีนที่แยกไดทั้ง 4 กลุม 
ใน 3 ชุดการทดลอง ไดผลการทดลองดังนี ้ 
 
 กลุมโปรตีน P1 มีความเขมขนโปรตีนเทากบั 4.724±0.079 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีปริมาณ
โปรตีนที่ใชทดสอบการยับยั้ง 64 ไมโครกรัม มีเปอรเซ็นตการยับยั้งเชื้อ V. parahaemolyticus, V. 
vulnificus, V. alginolyticus และ V. harveyi เทากับ 95.54±0.95, 66.28±2.04, 60.19±1.05 และ 
40.86±3.16 ตามลําดับ แตไมสามารถยับยั้งเชื้อ V. cholerae  
 
 กลุมโปรตีน P2 มีความเขมขนโปรตีนเทากบั 0.648±0.021 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีปริมาณ
โปรตีนที่ใชทดสอบการยับยั้ง 64 ไมโครกรัม มีเปอรเซ็นตการยับยั้งเชื้อ V. parahaemolyticus, V. 
alginolyticus, V. vulnificus, V. harveyi และ V. cholerae เทากับ 93.26±1.18, 71.93±2.24, 
55.37±4.25, 39.30±1.05 และ 16.90±0.94 ตามลําดับ 

 
  กลุมโปรตีน P3 มีความเขมขนโปรตีนเทากบั 0.079±0.010 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีปริมาณ
โปรตีนที่ใชทดสอบการยับยั้ง 64 ไมโครกรัม มีเปอรเซ็นตการยับยั้งเชื้อ V. parahaemolyticus, V. 
vulnificus, V. alginolyticus, V. harveyi และ V. cholerae เทากับ 95.03±0.47, 91.13±0.85, 
86.06±1.13, 62.31±0.46 และ 8.77±3.82 ตามลําดับ 
 
 กลุมโปรตีน P4 มีความเขมขนโปรตีนเทากบั 0.064±0.015 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีปริมาณ
โปรตีนที่ใชทดสอบการยับยั้ง 64 ไมโครกรัม มีเปอรเซ็นตการยับยั้งเชื้อ V. parahaemolyticus และ 
V. harveyi เทากับ 80.05±1.16 และ 25.26±1.25 ตามลําดับ แตไมสามารถยับยั้งเชื้อ V.vulnificus, V. 
cholerae และ V. alginolyticus ดังแสดงในตารางที่ 3 
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ตารางที่ 3  ผลการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus, V. harveyi, V. alginolyticus,  
    V. vulnificus และ V. cholerae ของน้ําเลือดและกลุมโปรตีนที่แยกไดจากน้าํเลือดหอย 
    ตะโกรมกรามขาวทั้ง 4  กลุม เมื่อมีปริมาณโปรตีน 64 ไมโครกรัม 

 
หมายเหต ุ N : ไมมีการยบัยั้งเชื้อแบคทเีรียดังกลาว 
  คาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
  คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่กํากับดวยตัวอักษรภาษาอังกฤษตางกนั มีความแตกตางกันอยาง 
  มีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
            * VP: V. Parahaemolyticus, VH: V. harveyi, VA:  V. alginolyticus,  
  VV: V. vulnificus, VC: V. cholerae 

เปอรเซ็นตการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย 

ตัวอยาง 
VP* VH* VA* VV* VC* 

Crude N 27.59 ±2.59c N 18.98 ±6.94d 33.39 ±0.42b 

P1 94.54 ±0.95ab 40.86 ±3.16b 60.19 ±1.05b 66.28 ±2.04b N 

P2 93.26 ±1.18b 39.30 ±1.05b 71.93 ±2.24c 55.37 ±4.25c 16.90 ±0.94c 

P3 95.03 ±0.47a 62.31 ±0.46a 86.06 ±1.13a 8.77 ±3.82a 91.13 ±0.85a 

P4 80.05 ±1.16c 25.26±1.25c N N N 
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เมื่อเปรียบเทียบการยับยั้งเชือ้ในโปรตีนทัง้ 4 กลุมพบวาโปรตีนกลุม P3 สามารถยับยั้งเชื้อ
Vibrio ไดสูงสุดทุกชนิด (ภาพท่ี 2) จึงแยกโปรตีนกลุม P3 และทําใหแหงโดยใชความเย็นเพื่อ
ทดสอบปจจัยที่มีผลตอการทํางานของโปรตีนจากน้ําเลือดหอยตะโกรมกรามขาว โดยเลือกใชเชื้อ 
V. parahemolyticus เปนเชื้อตัวแทนในการทดสอบ เนื่องจากโปรตีนทีแ่ยกไดทุกกลุมสามารถยับยั้ง
เชื้อ V. parahemolyticus ได 
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ภาพที่ 2  ความสามารถในการยับยั้งเชื้อ VP: V. Parahaemolyticus, VH: V. harveyi,                    

VA:  V. alginolyticus , VV: V. vulnificus , VC: V. cholerae ของกลุมโปรตีนที่แยกได
จากน้ําเลือดหอยตะโกรมกรามขาวทั้ง 4 กลุม  
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5.  การทดสอบปจจัยท่ีมีผลตอการทํางานของโปรตีนจากน้ําเลือดหอยตะโกรมกรามขาวที่สามารถ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียไดดีท่ีสดุ 
 
 5.1  การศึกษาชวงอุณหภูมิทีเ่หมาะสมของโปรตีนกลุม P3 ที่สามารถยับยั้งแบคทีเรีย 
 
        ชวงอุณหภูมิที่เหมาะสมในการยับยั้งเชื้อ V. parahaemolyticus ของโปรตีนกลุม P3 คือ 
10 ถึง 50 องศาเซลเซียส เมื่อ บมที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส พบวายังคงเหลือเปอรเซ็นตยับยั้งมา
กกวา 50 เปอรเซ็นต แตมื่อบมที่อุณหภูมิ 10, 20, 40 และ 50 องศาเซลเซียสเปอรเซ็นตยับยั้งไมถึง 
50 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 3) 
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ภาพที่ 3  ผลของอุณหภูมิตางๆ ที่เหมาะสมตอการยับยั้งเชื้อ V.parahaemolyticus ของโปรตีน 
  กลุม P3  
 
 5.2  การศึกษาชวง pH ตอความคงตัวของโปรตีนกลุม P3 ที่สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย V. 
parahaemolyticus 
 
       โปรตีนกลุม P3 มีความคงตัวที่ชวง pH 6 ถึง 8 แตจะคงตัวไดดีที่สุดที่ 7.1โดยใชคาการ
ยับยั้งเชื้อในการเปรียบเทียบ (ภาพที่ 4) 
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ภาพที่ 4  ผลของ pH ตอความคงตัวของโปรตีนกลุม P3 เมื่อไดอะไลซที่ pH ตางๆ กอนนํามา 

 ทดสอบการยบัยั้งเชื้อ V. parahaemolyticus 
 
 5.3  การศึกษาอุณหภูมิตอความคงตัวของโปรตีนกลุม P3 ที่สามารถยับยั้งแบคทีเรีย V. 
parahaemolyticus 
 
        โปรตีนกลุม P3 มีความคงตัวอยูในชวงอุณหภูมิ 4-50 องศาเซลเซียส เมื่อบมที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส พบวายังคงเหลือเปอรเซ็นตยับยั้งมากกวา 50 เปอรเซ็นตและเปอรเซน็ตยับยั้งเริ่ม
ลดลงเมื่อบมที่อุณหภูมิสูงขึ้นและเสียสภาพสมบูรณที่ 60 องศาเซลเซียส (ภาพที่ 5) 
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ภาพที่ 5  ผลของอุณหภูมิตอความคงตัวของโปรตีนกลุม P3 หลังจากการบมที่อุณหภมูิตางๆ เปน 

    เวลา 1 ช่ัวโมง กอนนํามาทดสอบการยบัยั้งเชื้อ V .parahaemolyticus 
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 5.4  การทดสอบหาความสมัพันธของความเขมขนโปรตีนกับความสามารถในการยับยั้ง
เชื้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus 
 
       พบวาความสามารถในการยับยั้งเชื้อเพิม่ขึ้นตามความเขมขนของโปรตีนโดยสามารถ
ยับยั้งแบคทีเรียได 100 เปอรเซ็นต เมื่อความเขมขนโปรตีนสูงกวา 160 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรขึ้น
ไป และลดลงเหลือ 92.93, 55.74 และ 22.07 เปอรเซ็นต ที่ความเขมขน 80, 40 และ 20 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร ตามลําดับ (ภาพที่ 6) 
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ภาพที่ 6  ผลของความเขมขนโปรตีนกลุม P3 ที่ระดับตางๆ กับความสามารถในการยับยั้งเชื้อ 

   แบคทีเรีย V. parahaemolyticus 
 
 5.5  การศึกษาความตองการไอออนของโลหะของโปรตนีกลุม P3 ที่สามารถยับยั้งเชือ้ V. 
parahaemolyticus 
 
        พบวาโปรตีน P3 ชุดการทดลองที่ไมดึงโลหะไอออนออก สามารถยับยั้งเชื้อ V. 
parahaemolyticus, V.cholerae, V. alginolyticus, V. harveyi และ V. vulnificus ไดดีตามลําดับ มี
เปอรเซ็นตยับยั้งเทากับ 85.30, 80.85, 76.61, 60.13 และ 10.28 ตามลําดับ และโปรตีน P3 ชุดการ
ทดลองที่ดึงโลหะไอออนสามารถยับยั้งเชือ้ V. parahaemolyticus, V.cholerae, V. alginolyticus และ 
V. harveyi ไดดีตามลําดับ มีเปอรเซ็นตยับยัง้เชื้อเทากับ 17.82, 16.67, 15.32 และ 12.56 ตามลําดับ 
แตไมยับยั้งเชือ้ V. vulnificus  (ภาพที่ 7) 
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ภาพที่ 7  ผลของไอออนของโลหะตอโปรตีนกลุม P3 ที่สามารถยับยั้งแบคทีเรีย Vibrio spp.5 ชนิด 

 
 ดึงโลหะไอออนออกจากโปรตีน  P3 และเตมิกลับดวยโลหะไอออนชนดิตางๆ พบวา
เปอรเซ็นตยับยั้งเชื้อแบคทีเรียในชดุการทดลองที่ 3 ซ่ึงไดอะไลซกับสารละลาย CaCl2 ที่ความ
เขมขน 0.01 โมลาร เทากับ 73 เปอรเซ็นต และในชดุการทดลองที่ 2, 3 และ 4 มีเปอรเซ็นตยับยั้ง
เทากับ 17.82, 17.26 และ 19.38 แสดงในตารางที่ 4 
 
ตารางที่ 4  ผลของโลหะไอออนตอความสามารถในการยบัยั้งเชื้อ V. parahaemolyticus 
 

ชนิดสารละลายที่ไดอะไลซตัวอยาง เปอรเซ็นตยับยั้งเชื้อ 
0.01 โมลาร Tris-HCl ใน 0.15 โมลาร NaCl pH 7.1 85.30 
0.01 โมลาร disodium-EDTA  17.82 
0.01 โมลาร CaCl2  73.00 
0.01 โมลาร MgCl2  17.26 
0.01 โมลาร MnCl2  19.38 
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6.  ศึกษาคุณสมบัติของโปรตีนท่ีแยกไดจาก Gel Filtration Chromatography ท่ีสามารถยับยั้งเชื้อ
แบคทีเรีย 
 
 6.1  แยกโปรตนีในพีคทีย่ับยัง้เชื้อไดดีที่สุดและหาน้ําหนกัโมเลกุลของโปรตีนแบบไมเสีย
สภาพโดยใชเทคนิค Native-PAGE (Laemmli, 1970)   
 

       เมื่อแยกโปรตีนกลุม P3 ที่สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียทุกสายพนัธุไดดีที่สุดและ
โปรตีนกลุม P1, P2 และ P4 ดวยเทคนิค Native-PAGE พบวาโปรตีนกลุม P3 ปรากฏแถบโปรตีน 1 
แถบมีน้ําหนกัโมเลกุลอยูในชวง 25.6 กิโลดาลตัน (ภาคผนวก ค.) กลุมโปรตีน P1 ปรากฎแถบ
โปรตีน 4 แถบที่น้ําหนกัโมเลกุล 78.3, 67.2, 57.0 และ 25.3 กิโลดาลตัน ตามลําดับ กลุมโปรตีน P2 
ปรากฎแถบโปรตีน 3 แถบที่น้ําหนกัโมเลกุล 78.3, 57.0 และ 25.3 กโิลดาลตนั ตามลําดับ และกลุม
โปรตัน P4 พบแถบโปรตีน 1 แถบที่น้ําหนักโมเลกุล 23.6 กิโลดาลตัน ตามลําดับ ดังภาพที่ 8 

 
 

ภาพที่ 8  แถบโปรตีน P1, P2, P3 และ P4 ในการหาน้ําหนักโมเลกุลดวยเทคนิค Native- PAGE 
   และโปรตีนมาตรฐานคือ Phosphorylase B (97.0 กิโลดาลตัน), albumin (66.0 กิโลดาลตัน)

, Ovalbumin (45.0 กิโลดาลตัน), Carbonic (30.0 กิโลดาลตัน), Trypsin inhibitor (20.1 
กิโลดาลตัน) และ Lactabumin (14.4 กิโลดาลตัน). 

25.6 กิโลดาลตัน 
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6.2  ศึกษาน้ําหนักโมเลกุลขององคประกอบของโปรตีนที่แยกไดโดยใชเทคนิค SDS-
PAGE (Laemmli, 1970) 

 
       เมื่อแยกโปรตีนกลุม P3และโปรตีนกลุม P1, P2 และ P4 ดวยเทคนิค SDS-PAGE 

พบวาโปรตีนกลุม P3 ปรากฏแถบโปรตีน 2 แถบ เมื่อคํานวณหาน้ําหนกัโมเลกุลเทียบกับกราฟ
โปรตีนมาตรฐาน LMW-marker พบวามนี้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 30.5 และ 25.0 กิโลดาลตัน 
(ภาคผนวก ค.) กลุมโปรตีน P1 ปรากฎแถบโปรตีน 9 แถบที่น้ําหนักโมเลกุล 67.0, 61.2, 52.8, 34.7, 
23.2, 18.7, 15.0, 13.0 และ 10.0 กิโลดาลตัน ตามลําดับ กลุมโปรตีน P2 ปรากฎแถบโปรตีน 8 แถบ
ที่น้ําหนกัโมเลกุล 67.0, 52.8, 34.7, 23.2, 18.7, 15.0, 13.0 และ 10.0 กโิลดาลตัน ตามลําดับ และ
กลุมโปรตัน P4 พบแถบโปรตีน 1 แถบที่น้าํหนักโมเลกุล 30.5  กิโลดาลตัน ตามลําดับ ดังภาพที่ 10 
 

 
 

ภาพที่ 9  น้ําหนักโมเลกุลของแถบโปรตีน P1, P2, P3 และ P4 โดยเทคนิค SDS-PAGE และโปรตีน
มาตรฐานคือ Phosphorylase B (97.0 กิโลดาลตัน), albumin (66.0 กิโลดาลตัน), 
Ovalbumin (45.0 กิโลดาลตัน), Carbonic (30.0 กิโลดาลตัน), Trypsin inhibitor (20.1 
กิโลดาลตัน) และ Lactabumin (14.4 กิโลดาลตัน). 

 
 

30.5 กิโลดาลตัน 

25.0 กิโลดาลตัน 
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6.3  ศึกษาคา Isoelectric point ขององคประกอบของโปรตีนโดยใชเทคนิค Two 
Dimensional Gel Electrophoresis (2D-PAGE) 

 
       เมื่อแยกโปรตีนกลุม P3 ดวยเทคนิค 2D-PAGE พบจุดโปรตีนที่แยกไดทั้งหมด 5 จุด
ดวยกัน (ภาพที่ 11) ไดแก spot 1 spot 2 spot3 spot 4 และ spot 5 ซ่ึงมีคา pI เทากับ 5.1, 5.3, 3.0, 3.6 
และ 5.2 ตามลําดับ แลวพบวา spot 1 และ spot 2 ปรากฏในตําแหนงใกลเคียงกันที่น้ําหนักโมเลกุล
เทากับ 30.7 กโิลดาลตัน ในสวนของ spot 3, spot 4 และ spot 5 ปรากฏในตําแหนงทีน่้ําหนกั
โมเลกุลเทากับ 25.8 กิโลดาลตัน ทั้ง 3 จุด (ภาคผนวก ค)  
 

 
 

ภาพที่ 10  จดุโปรตีน spot 1, spot 2, spot 3, spot 4 และ spot 5 ซ่ึงมีคา pI เทากับ 5.1, 5.3, 3.0, 3.6 
และ 5.2 ตามลําดับ ที่ไดจากการแยกดวยเทคนิค 2D-PAGE ในชวง pI 3 ถึง 10 และตาม
น้ําหนกัโมเลกลุ  
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7.  วิเคราะหหา mass spectrum และน้ําหนกัโมเลกุลของโปรตีน  P3 โดยเทคนิค MALDI-TOF 
 
 ผลการวิเคราะหพบวาจุดโปรตีน spot 1 spot 2 spot 3 spot 4 และ spot 5 มีน้ําหนกัโมเลกุล
เทากับ 27,258 29,715 25,625 25,451 และ 22,698 ดาลตัน ตามลําดับ สามารถแบงโปรตีนทั้ง 5 จุด
ตามลักษณะของ mass spectrum ที่ปรากฏเปน 2 ชุดไดแก ชุดที่ 1 spot 1 และ spot 2 ปรากฏ mass 
spectrum ที่ตําแหนงเดียวกนัในชวงน้ําหนกัโมเลกุล 1,200 1,800 และ 2,500 ดาลตัน ตามลําดับ ดัง
ภาพที่ 11 และ12 โดยที่จุดโปรตีน spot 2 มี mass spectrum ที่ชัดเจนและมีคา a.i. (Atomics 
Intensity) ที่สูงกวา spot 1  
 
 

 
 

ภาพที่ 11  mass spectrum ของจุดโปรตีน spot 1 ที่ปรากฏบน Two dimensional electrophoresis gel 
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ภาพที่ 12  mass spectrum ของจุดโปรตีน spot 2 ที่ปรากฏบน Two dimensional electrophoresis gel 
 

ชุดที่ 2 spot 3 spot 4 และ spot 5 ปรากฏ mass spectrum ที่ตําแหนงเดยีวกันในชวงน้ําหนัก
โมเลกุล 1,200 และ 1,800 ดาลตัน ดังภาพที ่13 -15 โดยทีจุ่ดโปรตีน spot 3 มี mass spectrum ที่
ชัดเจนและมีคา a.i. ที่สูงกวา spot 4 และ spot 5 จึงนํา spot 2 และ spot 3 ซ่ึงเปนตัวแทนของโปรตีน
ชุดที่ 1 และชดุที่ 2 ไปวิเคราะหดวยเทคนคิ LC-MS/MS ตอไป 
 

 
 

ภาพที่ 13  mass spectrum ของจุดโปรตีน spot 3 ที่ปรากฏบน Two dimensional electrophoresis gel 
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ภาพที่ 14  mass spectrum ของจุดโปรตีน spot 4 ที่ปรากฏบน Two dimensional electrophoresis gel 
 
 

 

 
 

ภาพที่ 15  mass spectrum ของจุดโปรตีน spot 5 ที่ปรากฏบน Two dimensional electrophoresis gel 
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8.  วิเคราะหหาลําดับกรดอะมิโนโดยเทคนคิ LC-MS/MS 
 

8.1 วิเคราะหหาลําดับกรดอะมิโนจาก SDS-PAGE และ 2D-PAGE โดยเทคนิค LC-
MS/MS 

 
 เมื่อสงตัวอยางโปรตีนที่ไดจากการทํา SDS-PAGE ในแถบโปรตีนน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 
30.5 กิโลดาลตัน และ 25.0 กิโลดาลตัน เพื่อวิเคราะหหาลําดับกรดอะมิโนดวยเทคนคิ LC-MS/MS 
ได mass spectrum ของโปรตีนน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 30.5 กิโลดาลตัน ดังภาพที่ 16 ซ่ึงไดเปน
ลําดับกรดอะมิโนดังนี ้VHGSIEMHQR และโปรตีนน้าํหนักโมเลกุลเทากับ 25.0 กิโลดาลตัน ดัง
ภาพที่ 17 เปนลําดับกรดอะมิโนดังนี้ NKFTDLHKLVGDK 

 

 
 
ภาพที่ 16  mass spectrum ของแถบโปรตีนน้ําหนกัโมเลกลุ 30.5 กิโลดาลตัน จาก SDS-PAGE ที่ได

จากการวิเคราะหโดยเทคนิค  LC-MS/MS 
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ภาพที่ 17  mass spectrum ของแถบโปรตีนน้ําหนกัโมเลกลุ 25.0 กิโลดาลตัน จาก SDS-PAGE ที่ได

จากการวิเคราะหโดยเทคนิค  LC-MS/MS  
 

    สงตัวอยางโปรตีนที่ไดจากการทํา 2D-PAGE ในจดุโปรตีน spot 2 เพื่อวิเคราะหหาลําดับ
กรดอะมิโนดวยเทคนิค LC-MS/MS ได mass spectrum ดังภาพที่ 18-33 สามารถคํานวนลําดับ
กรดอะมิโนได 5 สวน ในจดุโปรตีน spot 3 คํานวนลําดบักรดอะมิโนได 11 สวน ดงัตารางที่ 5 
 
ตารางที่ 5  ลําดับกรดอะมิโนของจุดโปรตีน spot 2 และ spot 3 ใน 2D-PAGE ที่ไดจากการวิเคราะห

ดวยเทคนิค LC-MS/MS 
 

จุดโปรตีน สวนที ่ ลําดับกรดอะมิโน 
Mass spectrum 

ในภาพที ่
spot 2 1 D(L/I)DS(L/I)(L/I)AEVK 18 

 2 N(L/I)ATNS 19 
 3 VEA(L/I)PCD(L/I)D 20 
 4 G(L/I)RDS 21 
 5 VHG(L/I)EMoHQR  (Mo= Methionine oxidation) 22 
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ตารางที่ 5  (ตอ) 
 

จุดโปรตีน สวนที1่ ลําดับกรดอะมิโน 
Mass spectrum 

ในภาพที ่

spot 3 1 D(Q/K)E(L/VKE(L/I)SE(L/I)NR 23 
 2 E(L/I)SE(L/I)NRVEA(L/I)NSD(L/I)-R 24 
 3 VEA(L/I)NSD(L/I)-R(L/I)DP(L/I)ESTYR 25 
 4 (L/I)DP(L/I)ESTYRSS(L/I)(Q/K)E(L/I)NND(L/I)ET-K 26 
 5 SS(L/I)(Q/K)E(L/I)NND(L/I)ET-KDT(L/I)YTYYDPR 27 
 6 DT(L/I)YTYYDPRD(Q/K)E(L/I)FNVK 28 
 7 D(Q/K)E(L/I)FNVK(L/I)DVE(L/I)ATYR 29 

 
8 (L/I)DVE(L/I)ATYRAN(L/I)(F/Mo)(Q/K)ENGE(L/I)V-

K (Mo= Methionine oxidation) 
30 

 
9 AN(L/I)(F/Mo)(Q/K)ENGE(L/I)V-K  

(Mo= Methionine oxidation) 
31 

 10 AES(L/I)Y(Q/K)SK(L/I)EWESR 32 
 11 (L/I)EWESR 33 
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ภาพที่ 18  mass spectrum ของโปรตีนสวนที่ 1 จุดโปรตีน spot 2 ที่ไดจากการวิเคราะหโดยเทคนิค  

LC-MS/MS และระบุพีคที่เปน b ไอออน y ไอออนและน้าํหนักโมเลกุลของชิ้นสวนที่
แตกตวัของโปรตีน (ตารางผนวกที่ 5 ) 

 

 
 
ภาพที่ 19  mass spectrum ของโปรตีนสวนที่ 2 จุดโปรตีน spot 2 ที่ไดจากการวิเคราะหโดยเทคนิค  

LC-MS/MS และระบุพีคที่เปน b ไอออน y ไอออนและน้าํหนักโมเลกุลของชิ้นสวนที่
แตกตวัของโปรตีน (ตารางผนวกที่ 6 ) 
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ภาพที่ 20  mass spectrum ของโปรตีนสวนที่ 3 จุดโปรตีน spot 2 ที่ไดจากการวิเคราะหโดยเทคนิค  

LC-MS/MS และระบุพีคที่เปน b ไอออน y ไอออนและน้าํหนักโมเลกุลของชิ้นสวนที่
แตกตวัของโปรตีน (ตารางผนวกที่ 7 ) 

 

 
 
ภาพที่ 21  mass spectrum ของโปรตีนสวนที่ 4 จุดโปรตีน spot 2 ที่ไดจากการวิเคราะหโดยเทคนิค 

LC-MS/MS และระบุพีคที่เปน b ไอออน y ไอออนและน้าํหนักโมเลกุลของชิ้นสวนที่
แตกตวัของโปรตีน (ตารางผนวกที่ 8) 
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ภาพที่ 22  mass spectrum ของโปรตีนสวนที่ 5 จุดโปรตีน spot 2 ที่ไดจากการวิเคราะหโดยเทคนิค 

LC-MS/MS และระบุพีคที่เปน b ไอออน y ไอออนและน้าํหนักโมเลกุลของชิ้นสวนที่
แตกตวัของโปรตีน (ตารางผนวกที่ 9) 

 

 
 
ภาพที่ 23  mass spectrum ของโปรตีนสวนที่ 1 จุดโปรตีน spot 3 ที่ไดจากการวิเคราะหโดย 

   เทคนิค LC-MS/MS และระบุพีคที่เปน b ไอออน y ไอออนและน้ําหนักโมเลกุลของชิ้น 
       สวนที่แตกตวัของโปรตีน (ตารางผนวกที่ 10) 
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ภาพที่ 24  mass spectrum ของโปรตีนสวนที่ 2 จุดโปรตีน spot 3 ที่ไดจากการวิเคราะหโดย 

   เทคนิค LC-MS/MS และระบุพีคที่เปน b ไอออน y ไอออนและน้ําหนักโมเลกุลของชิ้น 
   สวนที่แตกตวัของโปรตีน (ตารางผนวกที่ 11) 
 

 
 
ภาพที่ 25  mass spectrum ของโปรตีนสวนที่ 3 จุดโปรตีน spot 3 ที่ไดจากการวิเคราะหโดยเทคนิค 

LC-MS/MS และระบุพีคที่เปน b ไอออน y ไอออนและน้าํหนักโมเลกุลของชิ้นสวนที่
แตกตวัของโปรตีน (ตารางผนวกที่ 12) 
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ภาพที่ 26  mass spectrum ของโปรตีนสวนที่ 4 จุดโปรตีน spot 3 ที่ไดจากการวิเคราะหโดยเทคนิค 

LC-MS/MS และระบุพีคที่เปน b ไอออน y ไอออนและน้าํหนักโมเลกุลของชิ้นสวนที่
แตกตวัของโปรตีน (ตารางผนวกที่ 13) 

 

 
 
ภาพที่ 27  mass spectrum ของโปรตีนสวนที่ 5 จุดโปรตีน spot 3 ที่ไดจากการวิเคราะหโดย  

   เทคนิค  LC-MS/MS และระบุพีคที่เปน b ไอออน y ไอออนและน้ําหนักโมเลกุลของ 
   ช้ินสวนที่แตกตัวของโปรตีน (ตารางผนวกที่ 14) 
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ภาพที่ 28  mass spectrum ของโปรตีนสวนที่ 6 จุดโปรตีน spot 3 ที่ไดจากการวิเคราะหโดย  

   เทคนิค  LC-MS/MS และระบุพีคที่เปน b ไอออน y ไอออนและน้ําหนักโมเลกุลของ 
   ช้ินสวนที่แตกตัวของโปรตีน (ตารางผนวกที่ 15) 

 

 
 
ภาพที่ 29  mass spectrum ของโปรตีนสวนที่ 7 จุดโปรตีน spot 3 ที่ไดจากการวิเคราะหโดย 

   เทคนิค  LC-MS/MS และระบุพีคที่เปน b ไอออน y ไอออนและน้ําหนักโมเลกุลของ 
    ช้ินสวนที่แตกตัวของโปรตนี (ตารางผนวกที่ 16) 
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ภาพที่ 30  mass spectrum ของโปรตีนสวนที่ 8 จุดโปรตีน spot 3 ที่ไดจากการวิเคราะหโดย 

   เทคนิค  LC-MS/MS และระบุพีคที่เปน b ไอออน y ไอออนและน้ําหนักโมเลกุลของ 
   ช้ินสวนที่แตกตัวของโปรตีน (ตารางผนวกที่ 17) 
 

 
 
ภาพที่ 31  mass spectrum ของโปรตีนสวนที่ 9 จุดโปรตีน spot 3 ที่ไดจากการวิเคราะหโดยเทคนิค 

LC-MS/MS และระบุพีคที่เปน b ไอออน y ไอออนและน้าํหนักโมเลกุลของชิ้นสวนที่
แตกตวัของโปรตีน (ตารางผนวกที่ 18) 

 
 



 48 

 
 
ภาพที่ 32  mass spectrum ของโปรตีนสวนที่ 10 จุดโปรตีน spot 3 ที่ไดจากการวิเคราะหโดยเทคนิค 

LC-MS/MS และระบุพีคที่เปน b ไอออน y ไอออนและน้าํหนักโมเลกุลของชิ้นสวนที่
แตกตวัของโปรตีน (ตารางผนวกที่ 19) 

 

 
 
ภาพที่ 33  mass spectrum ของโปรตีนสวนที่ 11 จุดโปรตีน spot 3 ที่ไดจากการวิเคราะหโดยเทคนิค 

LC-MS/MS และระบุพีคที่เปน b ไอออน y ไอออนและน้าํหนักโมเลกุลของชิ้นสวนที่
แตกตวัของโปรตีน (ตารางผนวกที่ 20) 
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8.2  วิเคราะหขอมูลและเปรียบเทียบชนิดโปรตีนโดยใชฐานขอมูลโปรตีน 
 
        เมื่อนําลําดับกรดอะมิโนที่คํานวนไดจาก mass spectrometry spectrum ของ LC-
MS/MS ในสวนแถบโปรตีนจาก SDS-PAGE ใชโปรแกรม Biowork เปรียบเทียบกบัฐานขอมูล
โปรตีน nrFasta  พบวาแถบโปรตีนน้ําหนกัโมเลกุล 30.5 กิโลดาลตันมีความคลายกับโปรตีน 
Hemocyte extracellular superoxide dismutase ซ่ึงมีลําดับกรดอะมิโนดังภาพที่ 34 มคีา E-value 
เทากับ 1.9 และแถบโปรตีนน้ําหนกัโมเลกลุ 25.0 กิโลดาลตันมีความคลายกับโปรตีน Sarcoplasmic 
calcium-binding protein ซ่ึงมีลําดับกรดอะมิโนดังภาพที่ 35 มีคา E-value เทากับ 0.007 และในสวน
ของโปรตีนจาก 2D-PAGE ผลจากการเปรียบเทียบดวยโปรแกรม Biowork จึงนําลําดับกรดอะมิโน
ที่คํานวนไดเปรียบเทียบกับฐานขอมูลโปรตีน nrFasta โดยใชโปรแกรม Search for short, nearly 
exact matches ทางอินเตอรเน็ตในเว็ปไซท www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/newblast.html ทั้ง
โปรตีน spot 2 และ spot 3 ไดผลดังแสดงในภาคผนวก จ พบวาที่จดุโปรตีน spot 2 ขนาด 30.7 กิโล
ดาลตัน สวนที ่5 มีความคลายกับ โปรตีน cavortin มีคา E-value เทากับ 2.7 ซ่ึงเปนสวนที่มีคา       
E-value ต่ําที่สุด 
 

 
 

1     MNALIVLSLA ALAGFVSATA R NEANVNIYL HLSDDEDSNY ENSMHYAQCE  MEPNHFMPGN    

61   LHHRVHGSIE   MHQRGDGPLE  MEFHLTGFNV   SEDFADHNYG LQIHEYGDLE HGCDTIGELY    

121   HNEHAPNHDN PGDLGDLHDD DHGEVNATRT FDWLTIGHTD GILGLSSAIL QGDHTSHTAV    

181   IACCVIGRSH AH 

 
ภาพที่ 34   mass spectrum ของแถบโปรตีนจาก SDS-PAGE ของโปรตีนขนาด 30.5 กิโลดาลตัน 

และลําดับกรดอะมิโน (ตวัหนา) 
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1 TDYLVSKWKI  WYKSLDVNHD GIISIENVEE SRNKFTDLHK LVGDKSTGVK VDMQKWWDTY     

61 IFLTPGAEIS  ETQFVENLGN SFKKDKAFLA TMTACFNMIF DVIDTDKDRS IDLNEFIYAF 

121 AAFGHENESV  VRTAFALLKP DDDNTVPLRT VVDAWISFVT CEDASKTDV IKSAFES 

 
ภาพที่ 35  mass spectrum ของแถบโปรตีนจาก SDS-PAGE ของโปรตีนขนาด 25.0 กิโลดาลตัน 

และลําดับกรดอะมิโน (ตวัหนา) 
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วิจารณผลการทดลอง 
 
1.  การทดสอบคุณสมบัติการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียในน้ําเลือดหอยตะโกรมกรามขาว และการแยก
โปรตีนในน้ําเลือด 

 
จากการทดลองพบวาน้ําเลือดหอยตะโกรมกรามขาว สามารถยับยั้งเชือ้ V. cholerae, V. 

harveyi และ V. vulnificus ไดดี แตไมสามารถยับยั้งเชื้อ V. parahaemolyticus และ V. alginolyticus  
ซ่ึงผลการทดลองสอดคลองกับการศึกษาของ Tunkijjanukij and Olafsen (1998) ที่พบวาน้ําเลือด
ของหอยกะพง Modiolus modiolus สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียในสกลุ Vibrio spp.แตประสิทธิภาพ
ในการยับยั้งเชือ้ของน้ําเลือดหอยกะพงมีความแตกตางกนัในแตละชนดิ เชน สามารถยับยั้งเชื้อ V. 
salmonicida, V. vicosus และ V. wodanis ไดสูง ยับยั้งเชือ้ V. anguillarum และ V. ordalii  ได
เล็กนอย แตไมสามารถยับยั้งเชื้อ Alteromonas sp., Shewanella putrefaciens และ V. anguillarum  
Tamplin and Fisher (1989) พบวา น้ําเลือดหอยนางรม C. virginica สามารถยับยั้งเชือ้แบคทีเรียสกลุ 
Vibro spp. ไดเชนกัน และ Charlet et al. (1996) รายงานวาหอยแมลงภู M. edulis สามารถยับยั้งเชื้อ 
E. coli, Micrococcus luteus และเชื้อรา Neurospora crassa ได 

 
เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยับยั้งเชือ้ของน้ําเลือดและกลุมโปรตีนที่แยกจากน้ําเลือด

พบวากลุมโปรตีนที่แยกจากน้ําเลือดมีประสิทธิภาพการยบัยั้งเชื้อสูงกวาในน้ําเลือดทีไ่มมีการแยก
โปรตีนทั้งนี้เนื่องจากโครงสรางดั้งเดิม  ลักษณะการเกิดการมวนพับของโปรตีนและโปรตีนที่เปน
หนวยยอยนัน้มีผลตอการทํางานของโปรตีน เมื่อปจจยัขางตนมีการเปลีย่นแปลงการทาํงานของ
โปรตีนก็แตกตางออกไป Garrett and Grisham (2002) อธิบายวาในรางกายของสิ่งมีชีวิตมีระบบ
ควบคุมการทํางานของสารตางๆ ในขณะทาํงานรวมกนัอาจมีหนาทีย่บัยั้งและสงเสรมิการทํางานซึ่ง
กันและกัน น้ําเลือดหอยตะโกรมซึ่งประกอบดวยโปรตนีหลายกลุมโปรตีนกลุมหนึง่อาจมีผลไป
ยับยั้งการทํางานของโปรตีนอีกกลุมทําใหยับยั้งเชื้อไดเพยีง 3 ชนิด แตเมื่อแยกโปรตนีใหมีความ
บริสุทธิ์และความเขมขนสูงขึ้น ประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อสูงตามไปดวย จากรายงานของ 
Lucas-Elio et al. (2005) พบวาการแยกโปรตีนยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย marinocine ที่สกัดไดจากเชื้อ 
Marinomonas mediterranea ทําใหคา specific activity ของโปรตีนตอการจับกับยแูคริโอตเซลลมี
คาเพิ่มขึ้น Xue et al. (2004) พบวา โปรตีนไลโซไซมในน้ําเลือดหอยนางรม C. virginica ที่แยกให
บริสุทธิ์มีคา specific activity ตอเชื้อ Micrococcus lysodeikticus เพิ่มขึน้  
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2.  องคประกอบ (subunit) และน้ําหนักโมเลกุลของกลุมโปรตีน P3 ที่มีคุณสมบัติยับยั้งเชื้อ
แบคทีเรีย 
 

     เมื่อแยกโปรตีนดวยคอลัมน Gel Filtration Chromatography ไดโปรตีนกลุม P3 ที่มี
น้ําหนกัโมเลกลุเทากับ 18.7 กิโลดาลตัน ซ่ึงใกลเคียงกับน้ําหนกัโมเลกลุที่ไดจากการแยกดวย 
Native-PAGE ไดแถบโปรตีน 1 แถบ แสดงวาโปรตีนกลุม P3 ที่ผานการแยกดวย Gel Filtration 
Chromatography มีความบริสุทธิ์ และเมื่อนํามาแยกดวย SDS-PAGE ที่ทําใหโปรตีนเสียสภาพ ได
แถบโปรตีน 2 แถบ ที่น้ําหนกัโมเลกุล 30.5 และ 25.0 กิโลดาลตัน ซ่ึงทั้งสองเปน subunit ของ
โปรตีนกลุม P3 ที่ถูกแยกออกเนื่องจาก Sodium dodecylsulfate (SDS) ซ่ึงเปน detergent ที่มีประจุ
เปนลบจะไปเกาะกับโปรตนีแนนมากทําใหโปรตีนทั้งหมดเปนประจุลบ นอกจากนั้น Sodium 
dodecylsulfate ยังทําใหโปรตีนเสียสภาพ โปรตีนที่ประกอบดวยหนวยหลายหนวยเกาะกนัอยู ก็จะ
แยกออกเปนแตละหนวยยอย (Westermeier and Naven, 2002) จากผลการทดลองน้ําหนักโมเลกุลที่
ไดไมสอดคลองกันระหวางการแยกโปรตีนแบบ Native-PAGE และ SDS-PAGE ซ่ึงเมื่อรวม
น้ําหนกัโมเลกลุของทั้ง 2 subunits แลว ควรไดน้ําหนักเทากับโปรตีนทีไ่มเสียสภาพ เกิดจากการที่
โปรตีนเสียสภาพดวยความรอนทําใหโครงสรางเปลี่ยนสภาพจากรูปทรงกลม (Globular) ไปอยูใน
สภาพสายตรง (Linear) (Westermeier and Naven, 2002) โปรตีนทั้ง 2 subunit อาจมีโครงสรางที่
แตกตางกันเมือ่เคลื่อนที่ผานรูพรุนของโครงรางเจลอะคริลาไมดจึงไดแถบโปรตีนที่ตําแหนง
แตกตางกัน จากผลการศึกษาของ Lucas-Elio et al. (2005) ที่ศึกษาสาร marinocine ที่เปนโปรตีน
ยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย พบวาเมือ่แยกโปรตีนแบบไมเสียสภาพไดแถบโปรตีน 1 แถบ ที่น้ําหนกั
โมเลกุล 170 กิโลดาลตัน แตเมื่อแยกดวย SDS-PAGE แยกโปรตีนได 2 แถบ ที่ 185 และ 97 กิโล
ดาลตัน สามารถอธิบายไดวาที่ 185 กิโลดาลตัน เปนองคประกอบที่เปน dimer ของ 97 กิโลดาลตัน  

 
เมื่อแยกโปรตีนดวย 2D-PAGE ไดจดุโปรตีน 5 จุด ที่น้าํหนักโมเลกุล 35.7 กิโลดาลตัน 2 

จุด คือ spot 1 และ spot 2 คา pI (Isoelectric point) 5.1 และ 5.3 ที่น้ําหนักโมเลกุล 25.8 กิโลดาลตัน 
3 จุด คือ spot 3 spot 4 และ spot5 คา pI 3.0 3.6 และ 5.2 ตามลําดับ ซ่ึงใหผลใกลเคียงกับ SDS-
PAGE แมวาแถบโปรตีนที่น้ําหนักโมเลกุล 30.5 กิโลดาลตัน ใน SDS-PAGE และ 35.7 กิโลดาลตัน 
ใน 2D-PAGE ใหผลที่คลาดเคลื่อนกัน แตจากการวิเคราะหหาน้ําหนกัโมเลกุลดวยเทคนิค MALDI-
TOF พบวาที่จดุโปรตีน spot 1และ spot 2 มีน้ําหนกัโมเลกลุ 27.26 และ 29.25 กิโลดาลตัน ซ่ึง
ใกลเคียงกับน้าํหนักโมเลกุลที่ไดจาก SDS-PAGE สาเหตทุี่ทาํใหแถบโปรตีนใน 2D-PAGE มี
น้ําหนกัโมเลกลุมากกวาอาจเกิดจาก แถบโปรตีนมาตรฐานที่น้ําหนักโมเลกุล 30.0 กิโลดาลตัน ไม
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ชัดเจน ทําใหคํานวณน้ําหนกัคลาดเคลื่อนได ในสวนของจุดโปรตีน spot 3 spot 4 และ spot 5 
น้ําหนกัโมเลกลุที่วิเคราะหดวย MALDI-TOF ไดคือ 25,625 25,451 และ 22,693 ดาลตัน ซ่ึง
ใกลเคียงน้าํหนักเลกุลใน SDS-PAGE 2D-PAGE และ MALDI-TOF รูปแบบ mass spectrum ที่ได
จาก MALDI-TOF มี 2 แบบ ไดแก แบบที่ 1 ของโปรตีน spot 1และ spot 2  แบบที่ 2 ของโปรตีน 
spot 3 spot 4 และ spot 5 จากรูปแบบของ mass spectrum ที่เหมือนกนัทําใหซ่ึงอาจสรุปไดวา
โปรตนี spot 1 และ spot 2 เปนโปรตีนชนดิเดียวกนัและจุดโปรตีน spot 3 spot 4 และ spot 5 เปน
โปรตีนชนิดเดยีวกัน เนื่องจาก mass spectrum แตละตําแหนงเปนน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนที่ได
จากการยอยดวยเอนไซมทริปซิน ซ่ึงจะมีตาํแหนงตดัเฉพาะที่ปลาย C-terminal ที่เปนกรดอะมิโน 
Lysine (K-X) และ arginine (R-X) ยกเวนที่เกิดพนัธะกบั proline (K-P หรือ R-P) เมื่อตัดแลวเสน
โปรตีนที่ไดเรียกวา tryptic peptide (Kinter and Sherman, 2000) เมื่อเปนโปรตีนชนิดเดียวกัน มี
ตําแหนงตัดตําแหนงเดียวกนั เสนโปรตีนที่ยอยไดมีขนาดเทากัน จึงไดรูปแบบของ mass spectrum 
ที่เหมือนกนั แตคา pI ที่แยกไดตางกนั อาจเกิดจาก Protein modification โปรตีนสามารถเกิดการ
ดัดแปลงไดทัง้ระหวางกระบวนการภายในเซลล (Cellular process) หรือการเตรียมตวัอยาง และการ
เกิด Post-translational modification (Weastermeier and Naven, 2002) การดัดแปลงทีพ่บไดแก 
Methionine oxidation, Cystein alkylation และPhosphorelation (Kinter and Sherman, 2000) มีผล
ทําใหประจุสุทธิของโปรตีนเกิดการเปลี่ยนแปลง คา pI ที่ไดจึงมีความแตกตางกัน นอกจากนัน้ยังมี
ผลทําใหมวลที่ไดจาก MALDI-TOF เกิดความคลาดเคลื่อนไดโดย Wetermeier and Naven (2002) 
อธิบายวาอนภุาคของ iodoacetamide ทําใหเกิด cystein alkylation ทําใหน้ําหนกัโมเลกลุของ 
cystein เพิ่มขึน้จาก 103 ดาลตันเปน 160 ดาลตัน  

 
คา pI ของโปรตีนที่ไดจาก 2D-PAGE มีความสอดคลองกับการศึกษาโปรตีนเลคตินในน้ํา

เลือดหอยกะพงที่มีคุณสมบัติยับยั้งเชื้อแบคทีเรียของ Tunkijjanukij and Olafsen (1998) โดยทําการ
แยกโปรตีนดวยเทคนิค 2D-PAGE พบจุดโปรตีน 4 จุด ที่น้ําหนกัโมเลกลุ 14 กิโลดาลตัน คา pI 5.1 
และ 5.5 ที่น้ําหนักโมเลกุล 17.5 กิโลดาลตัน คา pI 5.5 และที่น้ําหนักโมเลกุล 20 กิโลดาลตัน คา pI 
4.9 ซ่ึงคา pI ที่ไดมีความใกลเคียงกับคา pI ของโปรตีนน้ําเลือดหอยนางรมในการทดลองนี้ 
 
3.  การวิเคราะหหาลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนและการเทียบฐานขอมลูโปรตีน 
 

     เมื่อนําลําดบักรดอะมิโนที่ไดจาก 2D-PAGE เทียบกับฐานขอมูลโปรตีน nrFasta พบ
โปรตีนที่มีความคลายกัน แต E value มีคาสูง ซ่ึงทั้งนี้อาจเกิดจากลําดบักรดอะมิโนที่ไดส้ันและ
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ฐานขอมูลของสัตวไมมีกระดูกสันหลังมีนอยเมื่อเทียบกบัสิ่งมีชีวิตอื่นๆ แตอยางไรกต็ามลําดับ
กรดอะมิโนสวนที่ 5 จากจุดโปรตีน spot 2 ที่น้ําหนกัโมเลกุล 30.5 กิโลดาลตัน มีลําดบักรดอะมิโน 
VHGSIEMoH QR มีความคลายคลึงกับโปรตีนที่ช่ือวา cavortin เมื่อเทยีบกับฐานขอมูล nrFasta ซ่ึง
เปนโปรตีนทีพ่บในน้ําเลือดของหอยนางรม C. gigas  (ภาคผนวก จ.) จากการศึกษาของ Scotti et 
al. (2001) พบวา cavortin ในน้ําเลือดหอยนางรม มีลําดับกรดอะมิโนที่ N-terminal ประกอบดวย
กรดอะมิโน histidine ปริมาณ 13.7% และกรดอะมิโน aspartic ปริมาณ 12.3 เปอรเซ็นต  เปนสวน
โปรตีน SODs (Superoxide dismutase) ที่ทําหนาที่จับโลหะเปนโปรตนีที่ชวยในการสงถาย
ออกซิเจน (Oxygen transport protein) และมีสวนของ histidine rich glycoprotein ที่ชวยในการ 
aggregation ของเม็ดเลือดและแบคทีเรียโดยใชพนัธะโควาเลนท ซ่ึงใหผลเหมือนกับลําดับกรดอะมิ
โนจาก SDS-PAGE เมื่อเทียบกับฐานขอมลูโปรตีน nrFasta พบวาทีแ่ถบโปรตีนน้ําหนักโมเลกุล 
30.5 กิโลดาลตัน มีความคลายกับโปรตีน Hemocyte extracellular superoxide dismutase ที่พบใน
หอยนางรม C. gigas เชนกัน  Michael (2006) ไดอธิบายวา Hemocyte extracellular superoxide 
dismutase เปนเอนไซมที่พบวาในสัตวไมมีกระดกูสันหลัง ถูกผลิตขึ้นเมื่อสัตวเหลานั้น เกดิจาก
ความเครยีดและจะผลิตสารในกลุม reactive oxygen species (ROS) ซ่ึง superoxide dismutase 
เปนสารที่จะยบัยั้งการทํางานของ ROS ได ซ่ึงผลิตขึ้นเมื่อมีการติดเชือ้จากจุลชีพทีก่อใหเกิดโรค 
และจาก SDS-PAGE เมื่อเทียบกับฐานขอมลูโปรตีน nrFasta พบวาทีแ่ถบโปรตีนน้ําหนักโมเลกุล 
25.0 กิโลดาลตัน มีความคลายกับโปรตีน Sarcoplasmic calcium-binding protein (SCP) จากรายงาน
ของ Leonard et al. (1997) อธิบายวา Sarcoplasmic calcium-binding protein (SCP) เปนโปรตีนที่มี
หมู R ของกรดอะมิโนเปนกรด ซ่ึงมีคา pI คอนขางต่ํา ละลายน้ําได พบในเสนประสาทและ
กลามเนื้อของสัตวไมมีกระดูกสันหลัง SCP ทําหนาที่จบักับแคลเซี่ยมไอออน ซ่ึงเปนไอออนสําคัญ
ที่ชวยในการสงสัญญาณของระบบประสาท 

 
ลําดับกรดอะมิโนจาก 2D-PAGE จุดโปรตนี spot 2 สวนที่ 3  ประกอบดวยกรดอะมิโน 

cystein ซ่ึงสามารถเกิดพันธะไดซัลไฟดระหวางกันและฟอรมโครงสรางเปนรูปบวง โครงสรางนี้
ประกอบ ดวยพันธะไดซัลไฟด 1 พันธะภายในโมเลกุล (Hancock, 2001) นอกจากนัน้ลําดับกรดอะ
มิโนทุกสวนทีไ่ดจากจุดโปรตีน spot 3 มีกรดอะมิโน arginine และ lysine อยูคอนขางสูง ซ่ึง
คลายคลึงกับโปรตีนชื่อวา polyphemusin-1 ที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียได ซ่ึงพบในแมงดาทะเล มี
ลําดับกรดอะมิโนดังนี้ RRWCFRVC2VRGFC2YRKCR-NH2 ประกอบไปดวย arginine หลายตัว
และมีโครงสรางเบตาชีท สามารถยับยั้งเชือ้ E. coli, Staphylococcus aureus และเชื้อยสีต Candida 
albican ได ซ่ึงประกอบดวยกรดอะมิโน arginine และ lysine หลายตวั นอกจากนั้นในหนอนไหม
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พบโปรตีน cepropin B ที่มีลําดับกรดอะมิโน KWKVFKKIEMGRNIRNGIVKAGPAIAVLGEAK 
AL -NH2 ที่สามารถยับยั้งเชือ้ E. coli และ S. aureus ไดและมีกรดอะมิโน lysine อยูเปนจํานวนมาก 
(Hancock, 2001) จากลําดับกรดอะมิโนทีไ่ดสามารถใชเปนขอมูลในการออกแบบไพรเมอร 
(degenerate primer) และนําไปสูการคนหายีนที่สรางโปรตีน จากการทดลองของ Tomana et al. 
(1999) ที่ศึกษาในปลาคารพ Cyprinus carpio โดยออกแบบไพรเมอรจากลําดับกรดอะมิโนอนุรักษ 
ในสวนปลาย N-terminal ของ immuno-globulin light chain variable region (VL) และ constant 
region (CL) ซ่ึงทั้ง 2 สวน ประกอบดวยกรดอะมิโน cysteins เรียงตอกนัแบบอนุรักษ  และการ
ทดลองของ Luo et al. (2005) หาลําดับนวิคลีโอไทดของ PmLec cDNA ของ P. monodon  โดยใช
ไพรเมอรที่ออกแบบจากสวนปลาย N-terminal ของลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน PmLec 
 
4. การทดสอบปจจัยที่มีผลตอการทํางานของโปรตีนที่ยบัยั้งเชื้อแบคทเีรีย 

 
เมื่อพิจารณาเปอรเซ็นตการยับยั้งเชื้อ Vibrio spp. พบวากลุมโปรตีน P2 และ P3 เปนกลุม

โปรตีนที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อ Vibrio spp. ไดทุกตัวและเมือ่เปรียบเทียบเปอรเซ็นตการ
ยับยั้งของเชื้อแตละตวัแลวพบวากลุมโปรตีน P3 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อ Vibrio spp. ไดดี
ที่สุด ซ่ึงเชื้อ V. parahaemolyticus เปนเชื้อที่กลุมโปรตีน P3 สามารถยับยั้งไดสูงสุด จึงเลือกเชื้อ V. 
parahaemolyticus เปนเชื้อตวัแทนในการทดสอบปจจัยที่มีผลตอการยับยั้งเชื้อแบคทเีรียของกลุม
โปรตีน P3 เชื้อ V. parahaemolyticus เปนเชื้อที่เจริญไดดีในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีโซเดียมคลอไรด 
อุณหภูมิที่เจรญิไดดีอยูในชวง 5-45 องศาเซลเซียส อุณหภูมิที่เหมาะสมคือ 37.5 องศาเซลเซียส ชวง
ความเปนกรดดางที่เหมาะสมคือ 7.5-8.5 ความเขมขนของเกลือที่เชื้อสามารถเจริญไดคือ 0.5-10 
เปอรเซ็นต นอกจากจะทําใหเกิดโรคในสัตวน้ําแลว ยังเปนสาเหตุที่ทาํใหเกิดโรคทองรวงและ
อาหารเปนพิษในคนและสัตวเล้ียงลูกดวยนม เชื้อนี้ยังสามารถสราง emzyme hemolysin ทําใหเกิด 
hemolysis ในเม็ดเลือดแดงในคน (Miyamoto et al., 1969) จากการทดสอบปจจัยที่มผีลตอการยับยัง้
เชื้อ V. parahaemolyticus ของกลุมโปรตีน P3 พบวายับยัง้ไดสูงสุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
จากนั้นเริ่มลดลงที่ 40 องศาเซลเซียสและเสียสภาพที่ 60 องศาเซลเซียส เนื่องจากหอยตะโกรมที่
เพาะเลี้ยงจะอยูในน้ําทะเลทีม่ีอุณหภูม ิ27-30 องศาเซลเซียส ที่ความลึก 0.5-1.5 เมตร (จินตนา และ
คณะ, 2530) ซ่ึงเปนอุณหภูมปิกติที่หอยตะโกรมดํารงชีวติและที่ 30 องศาเซลเซียส ยังเปนอุณหภูมิ
ที่เชื้อ Vibrio spp. เจริญไดดทีี่สุด (Buchanan et al., 1974) ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ 
Bulgakov et al. (2004) ศึกษาโปรตีนเลค-ตินในน้ําเลือดของ manila clam (Ruditapes 
philippinarum) พบวาอณุหภมูิที่เหมาะสมคอืที่ 10-20 องศาเซลเซียส ซ่ึงเปนอุณหภูมิปกติของน้ํา
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ทะเลที่หอยชนิดนี้อาศยัอยู การทํางานของโปรตีนจะเริม่ลดลงที่ 30 องศาเซลเซียสและเสียสภาพที ่
90 องศาเซลเซียส 
 

เมื่อนําโปรตีน P3 บมที่อุณหภูมิตางๆ พบวาโปรตีนมีความคงตัวที่ 4 ºC ในการศึกษา
โปรตีนและเอนไซมทั่วไปการเก็บโปรตีนควรอยูที่อุณหภูมิต่ํา เชน ในตูเย็นหรือในน้าํแข็งและที่ 0 
ถึง -20 องศาเซลเซียส จะชวยคงสภาพโปรตีนไดดีมาก หากตองการเก็บรักษาเปนเวลานานควรเก็บ
ที่ -70 องศาเซลเซียสหรือต่ํากวา (Linn, 1990) จากการทดสอบชวง pH ที่กลุมโปรตีน P3 มีความคง
ตัวและทํางานไดดีคือ pH 6 ถึง 8 แตดีที่สุดที่ pH 7.1 เนื่องจาก pH 7.1 เปนคา pH ของน้ําเลือดหอย
ตะโกรมที่วดัได สอดคลองกับการศึกษา pH ที่เหมาะสมในการทํางานของโปรตีนเลคตินกับการ
เกิด agglutination กับเม็ดเลือดกรุปโอพบวา pH ที่เหมาะสมคือ 6 ถึง 9 (Bulgakov et al., 2004) และ
จากการทดสอบพบวาความเขมขนโปรตีนมีความสัมพันธกับความสามารถในการยับยั้งเชื้อ
แบคทีเรีย ที่ความเขมขนโปรตีน 80 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียได
มากกวา 80 เปอรเซ็นตและยบัยั้งได 100 เปอรเซ็นตที่ 160 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร จากการ
ทดลองความตองการโลหะไอออนในการทํางาน พบวากลุมโปรตีน P3 มีความตองการแคลเซี่ยม
ไอออนในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อ V. parahaemolyticus เพิ่มขึ้น 
จาก 17.82 เปอรเซ็นต เปน 73.00 เปอรเซ็นต ที่ความเขมขนแคลเซี่ยมไอออน 10 มิลลิโมลาร 
เนื่องจากในน้าํทะเลมีโลหะไอออนที่สําคัญไดแก โซเดยีมไอออน, แคลเซี่ยมไอออน, แมกนีเซียม
ไอออน, แมงกานีสไอออน และอ่ืนๆ (Xiao et al., 2002) และมีรายงานวาในน้ําเลือดของหอย
นางรมมีโลหะไอออนที่สําคัญคือ โซเดียมไอออน, แคลเซี่ยมไอออน, แมกนีเซยีมไอออนเปน
องคประกอบ จากผลการทดลองสอดคลองกับการศึกษาโปรตีนเลคตินใน manila clam ตองการ
แคลเซียมไอออนในการทํางานและทํางานไดดีที่ความเขมขนแคลเซียมไอออน 20 มิลลิโมลาร  
(Bulgakov et al., 2004; Xue et al., 2004)   
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สรุป 
 

1.  น้ําเลือดของหอยตะโกรมกรามขาว (C. belcheri) มีปริมาณโปรตีน 6.363±0.923 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สามารถยับยั้งเชื้อ V. cholerae, V. harveyi และ V. vulnificus ได เปน
เปอรเซ็นตยับยั้ง 33.38±1.67, 29.51±1.66 และ22.31±1.68 เปอรเซ็นตตามลําดับ ซ่ึงมีความแตกตา
งกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (p<0.01) 

 
2.  สามารถแยกโปรตีนจากน้ําเลือด C. belcheri โดยเทคนิค Gel Filtration 

Chromatography ดวย Sephacryl S-200 ไดโปรตีน 4 ชนิด คือ P1, P2, P3 และ P4 มีน้ําหนกัโมเลกลุ 
75.4, 58.4, 18.7 และ 15.2 กิโลดาลตัน ตามลําดับ 
 

3.  เมื่อทดสอบความสามารถการยับยั้งเชื้อ Vibrio spp. พบวาโปรตีน P3 สามารถยับยั้งเชื้อ 
Vibrio spp ไดดีที่สุด เมื่อเปรยีบเทียบกับ P1, P2 และ P4 โดยสามารถยับยั้งเชื้อ V. 
parahaemolyticus, V. cholerae, V. alginolyticus, V. harveyi และ V. vulnificus โดยคิดเปน
เปอรเซ็นต 95.03±0.47, 91.13±0.85, 86.06±1.13, 62.31±0.46 และ 8.77±3.82 เปอรเซ็นตตามลําดับ 
มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

 
4.  เมื่อศึกษาคณุลักษณะของโปรตีน P3 พบวาประกอบดวย 2 subunits ที่มีน้ําหนักโมเลกุล

ประมาณ 30.5 และ 25.0 กิโลดาลตัน มีคา pI เทากับ 5 และ 3 ตามลําดับ 
 

5.  การวิเคราะหหาลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน P3 พบวา subunit ที่ 1 (30.5 กิโลดาลตัน) 
ไดลําดับกรดอะมิโน NKFTDLHKLVGDK ซ่ึงคลายกับโปรตีน Hemocyte extracellular superoxide 
dismutase และ subunit ที่ 2 (25.0 กิโลดาลตัน) ไดลําดับกรดอะมิโน VHGSIEMHQR ซ่ึงคลายกับ
โปรตีน Sarcoplasmic calcium-binding protein  
 

6.  ปจจัยที่มีผลตอการยับยั้งแบคทีเรียของโปรตีน P3 ที่แยกไดจากน้ําเลือด C. belcheri 
พบวาโปรตีน P3 สามารถทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 4-30 องศาเซลเซียส และเสียสภาพที ่60 องศา
เซลเซียส ชวง pH ที่โปรตีนมีความคงตัวและทํางานไดดีคอืชวง pH 6 ถึง 8 และดีที่สุดที่ pH 7.1 
นอกจากนั้นโปรตีน P3 มีความตองการแคลเซี่ยมไอออนเพื่อชวยในการยับยั้งแบคทเีรียไดดีขึ้นที่
ความเขมขนแคลเซี่ยมไอออน 0.01 โมลาร และความสามารถในการยบัยั้งมีความสมัพันธกับความ
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เขมขนของปริมาณโปรตีน โดยสามารถยับยั้งแบคทีเรียไดมากกวา 80 เปอรเซ็นตที่ความเขมขน 80 
ไมโครกรัมตอไมโครลิตร 

 

ขอเสนอแนะ 
 

1.  ในการศึกษาครั้งตอไปควรมีการเพิ่มเทคนิคในขั้นตอนแยกโปรตีนจะทําใหโปรตนีที่
แยกไดบริสุทธิ์และมีความเขมขนมากขึ้น นอกจากนั้นอาจพบกลุมโปรตีนที่มีคุณสมบัติแตกตาง
จากการศึกษาครั้งนี้   
 

2.  หากตองการทราบความสามารถในการตานเชื้อจุลชีพในวงกวาง (Broad spectrum 
microbial) ควรเพิ่มเชื้อที่ใชในการทดลองใหมีทั้งแกรมบวก แกรมลบ เชื้อรา ยีสตและโปรโตซัว  
 

3.  ในอนาคตหากตองการทีจ่ะศึกษาถึงยีนที่ผลิตโปรตีนนี้เราสามารถสราง degenerate 
primer ขึ้นมา โดยใชลําดับกรดอะมิโนจากผลการทดลองเปนแมแบบในการออกแบบ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 


