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การศึกษาชนดิและคุณสมบัติทางชีวเคมีของฮีโมโกลบินกระบือปลักโดยใชเทคนิค 
โครมาโตกราฟฟ  อิเล็กโตรโฟรีซิสและสเปคโทรเมทร ี

 
Studies of Types and Biochemical Properties of Swamp Buffalo Hemoglobin by 

Chromatography Electrophoresis and Spectrometry Techniques 
 

คํานํา 
 

ฮีโมโกลบิน (Hemoglobin, Hb)  1  โมเลกุลประกอบดวยสาย พอลิเปบไทด (Polypeptide 
chain) 4 สาย  แตละสายจับกับฮีม  (Heme) 1 หนวย  ฮีโมโกลบินของสัตว เ ล้ียงลูกดวยนม
ประกอบดวยสายพอลิเปบไทดที่เปนสายอัลฟา (α - chain)  2  สายและไมใชสายอัลฟา (β, δ, γ –
chain) 2 สายรวมเปน 4 สาย   ในเซลลเม็ดเลือดแดงเซลลหนึ่งๆจะมีฮีโมโกลบินอยูประมาณ 400 
ลานโมเลกุล   คิดเปน 95 เปอรเซ็นตของเม็ดเลือดแดงที่เปนน้ําหนักแหง    ฮีโมโกลบิน 1 โมเลกุล
ประกอบดวยฮีม 4 โมเลกุล  แตละโมเลกุลของฮีมจับอยางแนนเปนหมูพรอสเธติก (Prosthetic 
group) กับสายพอลิเปบไทดแตละสาย  ฮีมประกอบดวยเหล็ก (Ferrous, Fe2+) อยูกลางโมเลกุล    
โดยแตละสายของพอลิเปบไทดทั้ง 4 สายจัดเรียงตัวเปนโครงสรางทรงกลม (spherical structure)  
หมูฮีมจับอยูภายในโมเลกุลของสายพอลิเปบไทดบริเวณกรดอะมิโนหนวยที่ไมมีขั้ว (Non-polar 
residues) เหล็กของฮีมเชื่อมกับอะตอมไนโตรเจนของหนวยอิมิดาโซลของกรดอะมิโนฮีสติดีน 
(Histidine imidazole nitrogen atom)  ฮีโมโกลบินของลูกออน (fetal hemoglobin) หรือของสัตวที่
โตเต็มวัย (adult hemoglobin) ประกอบดวยสายพอลิเปบไทดชนิดอัลฟาและเบตาชนิดละ 2 สาย 
(α2β2) ฮีโมโกลบินของตัวออน (embryonic hemoglobin) หรือ Hb E ประกอบดวยสาย                
พอลิเปบไทด  อัลฟาหรือซีตา (ζ-chain) ชนิดละ 2 สาย และชนิดแกมมาหรือเอฟซิลอน (ε – chain) 
ชนิดละ 2 สาย (ζ2ε2, α2ε2, ζ2γ2)   จะเห็นไดวาฮีโมโกลบินของสัตวมีความหลากหลาย ( Jain et 
al., 1986) 

 
ฮีโมโกลบินมีความสําคัญตอการทํางานของสรีรรางกายของสัตว เนื่องจากฮีโมโกลบิน

เปนโปรตีนที่สําคัญที่สุดในเม็ดเลือดแดงทําหนาที่ในการลําเลียงออกซิเจนไปยังเซลลตางๆทั่ว
รางกาย และลําเลียงของเสียจากเนื้อเยื่อเชน คารบอนไดออกไซด กับมายังปอด Guytun and Hall 
(1996) รายงานวาความแตกตางกันของกรดอะมิโนที่อยูบนสายเบตาของฮีโมโกลบิน มีความสําคัญ
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ตอความสามารถของฮีโมโกลบินในการจับกับออกซิเจนเปนอยางมาก   ความสามารถของ
ฮีโมโกลบินที่จับกับออกซิเจนขึ้นอยูกับระดับความเปนกรด – เบส  (pH)    อุณหภูมิและความ
เขมขนของ 2, 3 – บิสฟอสโฟกลีเซอเรต  (2, 3 – bisphosphoglycerate หรือ 2, 3 – BPG)  ทั้งนี้เมื่อ  
พีเอชหรืออุณหภูมิมีการเปลี่ยนแปลง    จะมีผลไปเปลี่ยนแปลงความสามารถของฮีโมโกลบินที่จับ
กับออกซิเจน   เมื่อความเขมขนของ 2, 3 – BPG เพิ่มสูงขึ้นจะทําใหฮีโมโกลบินจับกับออกซิเจนได
ลดลง     

 
 มีรายงานการศึกษาฮีโมโกลบินในโคยุโรป (Bos taurus) โคอินเดีย (Bos indicus) โค

พื้นเมืองอินโดนีเซีย (Bos banteng) (Bachmann  et al., 1978) โคพื้นเมืองไทยและโคพันธุกบินทร
บุรี  (สุวิชและคณะ, 2547) และโคพันธุกําแพงแสน (อรพรรณและคณะ, 2546) รวมทั้งกระบือแมน้ํา 
(Bubalus bubalis, Water buffalo)  (Balani and Barnabas, 1965; Khanna, 1973; Masina et al., 
1977; Bachmann et al. ,1978; Di Luccia A et al., 1989; Di Luccia A et al. ,1991; Ferranti et al. , 
1992 และ Ferranti et al. , 2001)  สวนการศึกษาในฮีโมโกลบินกระบือปลัก (Bubalus bubalis, 
Swamp buffalo) ในประเทศไทยอรพรรณและคณะ (2546) ไดศึกษาเพียง 11 ตัว   ซ่ึงเปนขอมูลที่
นอยเกินไป   และยังพบวากระบือปลักและกระบือแมน้ําจัดอยูใน Family และ Genus เดียวกันคือ 
Bubalus bubalis แตมีความแตกตางกันทางสรีรวิทยา รูปราง และผลผลิตตาง ๆ อยางเห็นไดชัดเจน 
(กองบํารุงพันธุ, 2548 )  อีกทั้งกระบือแมน้ําที่อาศัยอยูในแถบทวีปเอเชียและกระบือแมน้ําทีอ่าศยัอยู
แถบทวีปยุโรปพบวามีความแตกตางทางดานพันธุกรรมและมีการปรับตัวในการดํารงชีวิตที่
แตกตางกันอีกดวย (สุรชัย, 2548) จึงทําการศึกษาชนิดหรือฟโนไทปของฮีโมโกลบินในกระบือ
ปลักโดยเพิ่มจํานวนกระบือปลักใหมากขึ้นเพื่อใหไดขอมูลที่สมบูรณยิ่งขึ้นและศึกษาคุณสมบัติทาง
ชีวเคมีของฮีโมโกลบิน ซ่ึงไดแก   น้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินและน้ําหนักโมเลกุลของหนวย
ยอยหรือสายโซพอลิเปปไทด (สายโกลบิน) ขอมูลพื้นฐานที่ไดจากการศึกษาครั้งนี้ สามารถ
นําไปใชประโยชนสําหรับการศึกษาในระดับโมเลกุลตอไปโดยศึกษาการแยกสาย α และ β ที่พบ
ใน Hb BB และ Hb AB  ศึกษาถึงความแตกตางของลําดับกรดอะมิโนภายในสายโกลบินและศึกษา
น้ําหนักโมเลกุลของสายโกลบินแตละชนิด  
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วัตถุประสงค 
 

1. เพื่อศึกษาชนิดหรือฟโนไทปของฮีโมโกลบินกระบือปลักโดยใชเทคนิค 
อิเล็กโตรโฟรีซีส 
 
2. เพื่อศึกษาคณุสมบัติทางชวีเคมีของฮีโมโกลบินในกระบือปลักโดยใชเทคนิค 
โครมาโตกราฟฟ    อิเล็กโตรโฟรีซิสและสเปคโทรเมทรี  
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การตรวจเอกสาร 
 

กระบือปลัก 
 
 กระบือมีช่ือทางวิทยาศาสตรวา Bubalus bubalis มีการเรียกชื่อของกระบือหลากหลายเชน
ในภาษาไทยเรียก กระบือ ภาษามาเลยเรียก กระบาว (krabau) ชาวสเปนในฟลิปปนสเรียก คาราบาว 
(karabao) ชาวเนเธอรแลนดในอินโดนีเซียเรียก คารบาว (kabauw) ชาวเขมรเรียกกระบือหรือ
กระบาย (จรัญ, 2527)  
 
 กระบือเปนสัตวเล้ียงลูกดวยนมอยูใน Family เดียวกันกับโคแตอยูคนละกลุม โดยโคจัดอยู
ในกลุม Bovina สวนกระบือเอเชียจัดอยูในกลุม Bubalina ในขณะที่กระบือแอฟริกันจัดอยูในกลุม 
Syncerina โดยทั่วไปแลวกระบือเล้ียงแบงได 2 ประเภทคือ กระบือปลัก (swamp type) และกระบือ
แมน้ํา (water type) กระบือปลักสวนใหญพบไดในแถบทางเอเชียตะวันออกเฉียงใต และจะเลีย้งเพือ่
เปนแรงงาน เปนแหลงของเนื้อ และใชมูลเปนปุย ในขณะที่กระบือแมน้ําเลี้ยงไวเพื่อใหนมและเนื้อ 
(สุรชัย, 2548) 
 
ตารางที่ 1 แสดงการแบงประเภทของกระบือตามหลักภูมิศาสตร 
 
              เขตภูมิศาสตร              ประเภทของกระบือ 
 
1. เอเชียตะวันออกเฉียงใต     กระบือปลัก 
(มาเลเซีย  อินโดนีเซีย ไทย ฟลิปปนส) 
2. ศรีลังกา       กระบือปลัก 
3. ชมพูทวีป (อินเดีย ปากีสถาน)     กระบือแมน้ํา 
4. ยุโรป (อียิปต ยุโรปใต)      กระบือแมน้ํา 
 
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Fischer and Scheurmann (1977) 
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 กระบือทั้ง 2 ประเภทนี้มีช่ือวิทยาศาสตรเหมือนกันคือ Bubalus bubalis แตมีความแตกตาง
กันทางจีโนไทปและฟโนไทป ความแตกตางทางจีโนไทปที่ชัดเจน คือ จํานวนโครโมโซมซึ่ง
กระบือปลักมีจํานวน 2n = 48 กระบือแมน้ํามีจํานวน 2n = 50 สวนความแตกตางทางฟโนไทป
ไดแก รูปรางภายนอกซึ่งสามารถแยกไดชัดเจนดังตารางที่ 1 (สุรชัย, 2548) 
 
ตารางที่ 2 แสดงความแตกตางทางฟโนไทปของกระบือปลักและกระบือแมน้ํา 
 
ลักษณะทางฟโนไทป        กระบือปลัก          กระบือแมน้ํา  
 
1. โครงสรางรางกาย         กํายําลํ่าสัน           ใหญแนน 
2. ลักษณะเขา         ใหญ โคงกวาง           ใหญมวนงอ 
3. สีผิว           เทา ดํา            เทา 
4. ลักษณะขนสีขาวรูปตัว V ที่ใตคอ (chevron)                  มี                           ไมมี 
 
ท่ีมา: ดัดแปลงจากสุรชัย (2548) 
 

กระบือเปนสัตวที่มีความสําคัญตอเศรษฐกิจของประเทศเปนอยางมากชนิดหนึ่ง 
เกษตรกรไทยเลี้ยงกระบือคูกับวัฒนธรรมการเกษตรมาแตโบราณ  ถึงแมวาปจจุบันจะมีการนํา
เครื่องจักรมาใชทดแทนกระบือในการเกษตรแลวก็ตาม แตกระบือก็ยังเปนสัตวที่เทคโนโลยีไม
สามารถลบภาพออกไปจากการเกษตร  ซ่ึงมีความสําคัญในการใชแรงงาน ทั้งทางดานการคมนาคม 
และการไถนา ใหเนื้อบริโภคในราคาสูง เปนตน กระบือที่เกษตรกรไทยใชเปนแรงงานใน
การเกษตรนั้น คือ กระบือปลัก (Swamp Buffalo) มีลักษณะสี 2 สี คือ สีเทาเขมเกือบดําและสีเผือก 
ผิวหนังสีชมพู มีความแข็งแรง มีกีบเทาใหญ เคลื่อนไหว และเจริญเติบโตชา กระบือจะโตเต็มวัย
เมื่ออายุระหวาง 5 ป น้ําหนักตัวผูโตเต็มวัยโดยเฉลี่ยประมาณ 500 - 600 กิโลกรัม ตัวเมียเฉลี่ย
โดยประมาณ 400 - 450 กิโลกรัม (กองบํารุงพันธุ, 2548) 
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ภาพที่ 1 แผนที่แสดงความหนาแนนของปริมาณกระบอื ในประเทศไทย ป 2548 
 
ท่ีมา: กรมปศุสัตว (2548) 
 

ปริมาณกระบือในประเทศไทยลดลงอยางรวดเร็วประมาณ 5 - 13 เปอรเซ็นตตอป สาเหตุ
ที่ปริมาณกระบือทั้งประเทศลดลง มีสาเหตุหลายประการ เชน การเปลี่ยนแปลงระบบเศรษฐกิจของ
ประเทศ จากภาคการเกษตรกรรมเขาสูภาคอุตสาหกรรมมากขึ้น มีผลกระทบตอการทําการเกษตร
หลายประการ กลาวคือ เกษตรกรนิยมใชเครื่องจักรกลการเกษตรเพิ่มขึ้น รวมทั้งทําเลในการเลี้ยง
สัตวลดลง นอกจากนี้แรงงานเลี้ยงกระบือบางฤดูจะขาดแคลน  เนื่องจาก การอพยพแรงงานจาก
ชนบทเขาสูเมืองมากขึ้น รวมทั้งปริมาณการฆาเพื่อบริโภคสูงมากตามจํานวนประชากรที่เพิ่มขึ้น 
เนื่องจากประชากรมีความตองการบริโภคอาหารที่มีโปรตีนสูง อีกทั้งการผลิตกระบือของเกษตรกร
ไมทันกับความตองการของตลาดและยังเกิดจากสภาพการเลี้ยงดูกระบือของเกษตรกรยังไมพัฒนา
เทาที่ควร  ยังมีปญหาเกี่ยวกับสถาบันของรัฐที่ไมเห็นความสําคัญของกระบือ ทําใหงบประมาณ     
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ตางๆและ แนวทางการสงเสริมกระบือไมไดรับการสนับสนุนเต็มที่ อีกทั้งเกษตรกรผูเล้ียงกระบือ 
เปนเกษตรกรที่ดอยโอกาสในทุกๆ ดาน  ทั้งการศึกษาที่จะรับความรูใหมๆ เปนไปไดยาก รวมทั้ง   
ดานการบริการตางๆ ของรัฐไมทั่วถึง เชน บริการผสมเทียม เปนตน เกษตรกรผู เล้ียงกระบือจะอยู
ในพื้นที่หางไกลจากจุดบริการผสมเทียม ขาดอํานาจตอรองตางๆ ฉะนั้น การปรับปรุงพันธุในภาค
เกษตรกรจึงไมมีความ กาวหนาเทาที่ควร  
 

โครงสรางของฮีโมโกลบิน 
 

เม็ดเลือดแดงประกอบดวยฮีโมโกลบินซึ่งเปนโปรตีนกลอบูลาร (globular protein) 
(Ritter, 1996) ที่ทําหนาที่ลําเลียงออกซิเจนไปยังเนื้อเยื่อตางๆของรางกาย ในเซลลเม็ดเลือดแดง
เซลลหนึ่งจะมีฮีโมโกลบินอยูประมาณ 400 ลานโมเลกุล (Jain, 1993) คิดเปน 95 เปอรเซ็นตของเม็ด
เลือดแดงที่เปนน้ําหนักแหง   ฮีโมโกลบิน 1 โมเลกุลประกอบดวยฮีม 4 โมเลกุล แตละโมเลกุลของ
ฮีมจับอยางแนนเปนหมูพรอสเธติกกับสายพอลิเปบไทดแตละสาย หมูฮีมประกอบดวยสวนที่เปน
สารอินทรียและอะตอมของ Fe2+ อยูกลางโมเลกุล  สารอินทรียคือ โปรโตพอรไฟริน 
(protophophyrin) ซ่ึงเปนวงแหวนของไพรรอล (pyrrole ring) 4 วง   เชื่อมกันดวยสะพานเมธีน 
(methene bridge) เกิดเปนเททระไพรรอล (tetrapyrrol)   และในโมเลกุลประกอบดวยโซขางเปนหมู
เมธิล (methyl group) 4 หมู  หมูไวนิล (vinyl group) 2 หมูและหมูโปรปโอเนต (propionate group) 
2 หมู (อาภัสสรา, 2547; Hortom et al., 2002) 

 
อะตอมของ Fe2+ ซ่ึงอยูที่ศูนยกลางของวงแหวนโปรโตพอรไฟรินสามารถสรางพันธะ

กับอะตอมอื่นๆได 6 พันธะ   โดย 4 พันธะจะจับกับ N อะตอมของหมูไพรรอลที่อยูในระนาบ
เดียวกับหมูฮีม พันธะที่ 5 หรือตําแหนงโคออรดิชันที่ 5 จะจับกับ N อะตอมของกรดอะมิโนฮิสติดีน 
F8   สวนพันธะที่ 6 หรือตําแหนงโคออรดิชันที่ 6 จะจับกับโมเลกุลของออกซิเจน  นอกจากนี้ยัง
พบวา สารโมเลกุลเล็ก เชน คารบอนมอนออกไซด (CO) ไนโตรเจนออกไซด (NO) และ
ไฮโดรเจนซัลไฟด (H2S) สามารถสรางพันธะที่ 6 ของ Fe2+ ได และมีความชอบ (affinity) สูงกวา
ออกซิเจน (อาภัสสรา, 2547)   

 
Kanko and Autio (1985) กลาววาฮีโมโกลบินเปนฮีโมโปรตีน (hemoprotein) 

ประกอบดวยสายพอลิเปบไทด 4 สาย   เปนสายอัลฟา 2 สายและสายเบตา 2 สาย (α2β2)   จัดตัวอยู
ในโครงสรางทรงกลม (spherical structure) แตละสายของพอลิเปบไทดจับอยูกับหมูฮีม 1 หนวย  



 8

ซ่ึงเกาะอยูภายในของโมเลกุลตรงบริเวณหนวยที่ไมมีขั้ว (non – polar residues) สูง  เหล็กของฮีม
เชื่อมกับอะตอมไนโตรเจนของหนวยอิมิดาโซลของกรดอะมิโนฮีสติดีน (histidine imidazole 
nitrogen atom) ของสายพอลิเปบไทด เมื่อเอาฮีมออกจากฮีโมโกลบินความเสถียรของโมเลกุล
ฮีโมโกลบินจะลดลง   Sripanitan (1983) ไดรายงานเพิ่มเติมวา โปรตีนในฮีโมโกลบิน เรียกวา 
โกลบิน (globin) โกลบินในมนุษยมีความแตกตางกัน 6 ชนิด ไดแก อัลฟา (α) เบตา (β) แกมมา 
(γ) เดลตา (δ) เอฟซิลอน (ε) หรือสายเหมือนเบตา (β-like chain) และซีตา (ζ) หรือสายเหมือน
อัลฟา (α-like chain) ฮีโมโกลบิน 1 โมเลกุลประกอบดวย 2 สายอัลฟาและ 2 สายที่ไมเปน
สายอัลฟา ซ่ึงขึ้นอยูกับระยะการเจริญเติบโต  

 
Leone (1998) ไดกลาววาฮีโมโกลบินเปนโปรตีน 4 หนวยยอย (tetrameric protein) ที่มี

น้ําหนักโมเลกุลประมาณ 64,000 ดาลตัน เมื่อนําเซลลเม็ดเลือดแดงออกมาอยูในสภาพแวดลอมที่ไม
เหมาะสม มีผลทําใหโมเลกุลฮีโมโกลบินแยกออกจากกันอยางรวดเร็วเปน 2 หนวยยอย (dimers)  

 

 
 
 

ภาพที่ 2 โครงสรางของฮีโมโกลบิน 
 
ท่ีมา : Ritter (1996) 

 
Zinoffsky (1985) ไดทําการวิเคราะหฮีโมโกลบินพบวาประกอบดวยเหล็ก 1 อะตอมและ

คารบอน 600 อะตอม แสดงวาใน 1 โมเลกุลฮีโมโกลบินประกอบดวยคารบอนอะตอมอยางนอย
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ที่สุด 600 คารบอนอะตอมและขนาดที่เล็กที่สุดของโมเลกุลฮีโมโกลบินบรรจุเหล็กเพียง 1 อะตอม
เทานั้น  
 

Sripanitan (1983) กลาววาระยะตัวออน (embryonic state) จะพบฮีโมโกลบิน 3 รูปแบบ
คือ ζ2ε2 (Hb Gower 1) α2ε2 (Hb Gower 2) และ ζ2γ2 (Hb protland) โดยเชื่อวา Hb Gower 1 จะถูก
สังเคราะหขึ้นกอน ตอมามีการสังเคราะหสายอัลฟา ทําใหพบฮีโมโกลบินแบบ Hb Gower 2 และ
เมื่อใกลเขาสูระยะลูกออน (fetal state) จะมีการสังเคราะหสายแกมมา ทําใหพบฮีโมโกลบินแบบ 
Hb protland โดยสามารถตรวจพบฮีโมโกลบินทั้ง 3 รูปแบบในระยะ 3 เดือนแรกของการ
เจริญเติบโต 

 
ในระหวางที่ตัวออนของสัตวอยูในชวงอุมทองจนกระทั่งโตเต็มวัย  การสังเคราะห

ฮีโมโกลบินมีการพัฒนาเปลี่ยนแปลงไป  กลาวคือ ระยะตัวออนสองสายซีตา (ζ – chain) ถูก
สังเคราะหขึ้น ซ่ึงจะไปรวมกับสองสายเอฟซิลอน (ε –chain) ทําใหฮีโมโกลบินอยูในรูป ζ2ε2   
ขณะเดียวกันสองสายเอฟซิลอนที่ ถูกสังเคราะหขึ้นสวนใหญจะไปรวมกับ  2 สายอัลฟา   
ฮีโมโกลบินจึงอยูในรูป α2ε2   จากนั้นเมื่อตัวออนเจริญไปเปนลูกออน  มีการสังเคราะหสองสาย
แกมมา (γ - chain) มาแทนสองสายเอฟซิลอน ซ่ึงจะไปรวมกับสองสายอัลฟาเปนฮีโมโกลบินใน
รูป α2 γ2  ระยะกลางการอุมทองสองสายแกมมาลดการสังเคราะหลง ขณะที่สองสายเบตาถูก
สังเคราะหเพิ่มขึ้นแลวจะไปรวมตัวกับสองสายอัลฟา  เปนฮีโมโกลบินอยูในรูป α2β2 ไปจนกระทั่ง
เมื่อสัตวโตเต็มวัย  Sripanitan (1983) 

 
ระยะโตเต็มวัย (adult state) โดยทั่วไปจะพบฮีโมโกลบิน 3 รูปแบบไดแก Hb A 

ประมาณ 97 เปอรเซ็นต Hb A2 ประมาณ 1.5 – 3 เปอรเซ็นตและ Hb F นอยกวา 1 เปอรเซ็นต   
นอกจากนี้ยังอาจพบฮีโมโกลบินเปนอนุพันธของ Hb A โดยที่สายเบตามีกลูตาไธโอน (glutathione) 
จับอยูเรียกวา Hb A3 ซ่ึงพบในปริมาณนอยมาก (Srichiyanont, 1974) 

 
โกลบินมีจํานวนกรดอะมิโนในสายอัลฟา 141 หนวย   สวนสายเบตา แกมมา และเดลตา 

มี 146 หนวยเทากัน  โครงสรางปฐมภูมิ (primary structure) มีลักษณะเปนพอลิเมอรสายตรง (linear 
polymer) เชื่อมกันดวยพันธะเปบไทด (peptide bond) สายพอลิเมอรนี้สามารถหมุนไดอิสระจึงเกิด
สวนเปนเกลียว (helical segment) และสวนไมเปนเกลียว (non - helical segment) กลายเปน
โครงสรางทุติยภูมิ (secondary structure) ซ่ึงสามารถคงรูปอยูไดดวยพันธะไฮโดรเจน (H – bond) 
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และพบวาสวนเปนเกลียวมี 80 เปอรเซ็นต   สายเบตามี 8 เกลียวไดแก A B C D E F G และ H สวน
สายอัลฟามี 7 เกลียว  ไมมีเกลียว D โดยนับจากปลาย N (N - terminal) ไปยังปลาย C (C – terminal)   
สวนไมเปนเกลียวมี 20 เปอรเซ็นต เชน NA AB และ BC เปนตน (Sripanitan, 1983) 
 

โครงสรางตติยภูมิ (tertiary structure) ของฮีโมโกลบินมีลักษณะการมวนตัวของ
โครงสรางทุติยภูมิโดยหันสวนของโซขางมีขั้ว (polar side chain) สัมผัสกับสิ่งแวดลอมที่เปนน้ํา
บริเวณผิวดานนอก  โดยมีหมูฮีมอยูดานในลักษณะแบบกระเปา (pocket) ซ่ึงเชื่อมกับสายโกลบิน
สวนของโซขางที่ไมชอบน้ํา (hydrophobic side chain)   อะตอมของ Fe2+ ในฮีมมีการสรางพันธะโค
วาเลนต ( covalent bond) กับกรดอะมิโนฮีสติดีน F8 (histidine F8 หรือ proximal histidine) ที่
ตําแหนง 87 ของสายอัลฟาและตําแหนง 92 ของสายเบตาและยังมีตําแหนงลิแกนด (ligand) ที่
สําคัญคือ กรด    อะมิโนฮิสติดีน E7 (histidine E7 หรือ distal histidine E7) ที่ตําแหนง 58 ของ
สายอัลฟาและตําแหนง 63 ของสายเบตาซึ่งเปนตําแหนงที่จับกับออกซิเจนเมื่อ Fe2+ จับกับ
ออกซิเจนแลว (Boonyarat, 1997; Sripanitan, 1983)  

 
โครงสรางจตุรภูมิ (quaternary structure) ของฮีโมโกลบินของคนที่อยูในรูปเททระเมอร

ภายในโมเลกุลมีรูปแบบการเชื่อมกัน 2 ลักษณะ  ลักษณะที่ 1 เปนการเชื่อมระหวางสายที่คลายกัน 
ไดแก α1α2 และ β1β2 ที่มีความสําคัญเกี่ยวกับการเชื่อมกันระหวางหมูฮีม (heme – heme 
interaction) Borh effect และการขนสงคารบอนไดออกไซด (CO2 carriage) (Sripanitan, 1983) และ
ลักษณะที่ 2 เปนการเชื่อมกันระหวางสายตางกัน ไดแก α1β1 หรือ α2β2 ที่มีความสําคัญเกี่ยวของ
กับสวนเกลียว B G H และสวนมุม GH   และ α1β2 หรือ α2β1 ที่มีความสําคัญเกี่ยวของกับสวน
เกลียว  C G และสวนมุม FG (Shikama and Matsuoka, 2003)    พันธะที่พบในโครงสรางนี้ คือ 
พันธะไดซัลไฟด (disulphide bond) ซ่ึงเกิดขึ้นเองจากหมูไธออลของกรดอะมิโนซิสเตอีน (cysteine 
– SH group) ที่พบมากในสายฮีโมโกลบิน (Ritter, 1996)  
 

เมื่ อ ฮีโมโกลบินจับกับออกซิ เจนจะมีการ เปลี่ ยนรูปจากดีออกซี ฮีโมโกลบิน 
(deoxyhemoglobin form) ไปเปนออกซีฮีโมโกลบิน (oxyhemoglobin form) โครงสรางของ
ฮีโมโกลบินจะมีการหมุนไปจากเดิม 15 องศา  เปนผลจากการเชื่อมกันระหวาง α1β2 หรือ α2β1 ที่
เรียกวา sliding contacts และจะเกิดชองวาง (gap) ระหวางสายเบตา  ซ่ึงมีสวนสําคัญตอการจับของ
ฟอสเฟตอินทรีย (organic phosphate) ที่จะลดความชอบตอออกซิเจน (oxygen affinity) เรียก
รูปแบบโครงสรางนี้วา รูปแบบ Relaxed state (R state) และยังมีการเชื่อมกันระหวาง α1β1 หรือ 
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α2β2 ที่เรียกวา packing contacts  ซ่ึงมีการเปล่ียนแปลงโครงสรางเพียงเล็กนอย เชื่อวาการเชื่อม
แบบนี้มีผลตอความคงตัวของ HbO2 tetramer เรียกรูปแบบโครงสรางของฮีโมโกลบินที่ไมมีการจับ
กับออกซิเจนนี้วา รูปแบบ Tense state (T state) (Prisco et al., 2002; Shikawa and Matsuoka, 2003) 
กลาวคือ รูปรางของฮีโมโกลบินที่จับกับออกซิเจนจะแตกตางไปจากฮีโมโกลบินที่ไมมีออกซิเจน
จับอยู ฮีโมโกลบินที่ไมมีออกซิเจนโครงสรางของฮีโมโกลบินจะอยูในรูปแบบ Tense state และมี
ความชอบตอออกซิเจนนอย แตเมื่อฮีโมโกลบินจับกับออกซิเจนแลวโครงสรางของฮีโมโกลบินจะ
อยูในรูปแบบ  Relaxed state  และมีความชอบตอออกซิเจนเพิ่มมากขึ้น 
 

คุณสมบัตขิองฮีโมโกลบิน 
 

ความเขมขนของฮีโมโกลบินที่ละลายอยูในเม็ดเลือดแดงของมนุษยเทากับ 330 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตรและปริมาณของฮีโมโกลบินในเลือดมี 100-200 กรัมตอลิตร โดย 1 กรัมของ
ฮีโมโกลบินสามารถจับออกซิเจนได 1.34 มิลลิลิตรออกซิเจน   อายุของเม็ดเลือดแดงในมนุษย
เทากับ 120 วนัและมีอัตราการสังเคราะหเพื่อทดแทน 6 กรัมตอวัน 

 
ฮีโมโกลบินมีกลไกการจับเปนแบบ  positive   cooperative   คือเมื่อมอโนเมอรใดภายใน

โมเลกุลของฮีโมโกลบินสามารถจับกับออกซิเจนจะทําใหโครงสรางของฮีโมโกลบินทั้งโมเลกุล
หมุนจากแกนเดิมไป 15 องศาและหมูฮีมที่มีออกซิเจนจะมีการสื่อสัญญาณไปยังหมูฮีมของ          
มอโนเมอรอ่ืนๆ (heme – heme interaction) สงผลใหหมูฮีมในมอโนเมอรอ่ืนมีความสามารถจับ
ออกซิเจนไดดีขึ้น   ซ่ึงเปนลักษณะการเพิ่มความชอบตอออกซิเจน (Sripanitan, 1983; Ritter, 1996; 
Horton et al., 2002)  Ritter, 1996; Horton et al., 2002 ไดกลาวเพิ่มเติมวา ความชอบตอออกซิเจน
ของฮีโมโกลบินวัดไดดวยคา  P50  ซ่ึงหมายถึง  ความดันของออกซิเจนที่ทําใหปริมาณของ
ฮีโมโกลบินอิ่มตัวดวยออกซิเจนเปนครึ่งหนึ่งของปริมาณฮีโมโกลบินทั้งหมด  โดยพิจารณาจากการ
สรางกราฟระหวางความดันออกซิเจน (pO2) มีหนวยเปนทอร (torr) (1 มิลลิเมตรปรอท = 760 ทอร 
= 1 บรรยากาศ)  เปนแกน X และคาความอิ่มตัวออกซิเจน (oxygen saturation) ซ่ึงเปนคา
ความสัมพันธระหวางปริมาณออกซีฮีโมโกลบินตอปริมาณฮีโมโกลบินทั้งหมดเปนแกน  Y  เรียก
กราฟนี้วา  oxygen binding curve หรือ oxygen dissociation curve oxygen binding curve ของ
ฮีโมโกลบินเปน sigmoid (S shape) ที่ pH 7.4 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  แตกตางจาก oxygen 
binding curve ของไมโอโกลบิน (myoglobin) ซ่ึงเปนโปรตีนที่ทําหนาที่เชนเดียวกับฮีโมโกลบินแต
อยูในกลามเนื้อและมีโครงสรางคลายกับมอโนเมอรของฮีโมโกลบินดวย ที่มีลักษณะกราฟเปนแบบ 
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hyperbolic (ภาพที่ 3)  ทั้งนี้บงถึงความแตกตางซึ่งเปนแบบเฉพาะ (unique) และรูปรางที่จําเพาะ 
(specifically shape) ของการทํางานของโปรตีนทั้ง 2 ชนิดนี้ (Ritter, 1996)   โดยคา P50 ของ
ฮีโมโกลบินเทากับ 26 ทอร   ขณะที่คา P50 ของไมโอโกลบินเทากับ 2.8 ทอร แสดงวาฮีโมโกลบินมี
ความชอบตอออกซิเจนต่ํากวาไมโอโกลบิน (Horton et al., 2002)  นอกจากนี้กราฟแบบ sigmoid 
ของฮีโมโกลบินยังบงบอกถึงการทํางานแบบ positive cooperative ของเททระเมอรซ่ึงตางจาก     
มอโนเมอรของไมโอโกลบิน (Boonyarat, 1997) 
 

 
 
ภาพที่ 3 Oxygen binding curve ของฮีโมโกลบินและไมโอโกลบิน 
 
ท่ีมา: Horton et al. (2002) 
 

Moss (1984) ไดกลาวถึงลักษณะเฉพาะของฮีโมโกลบินไว 3 ประการคือ ประการแรก
ฮีโมโกลบินที่อ่ิมตัว 1 กรัมมีความสามารถที่จะจับกับออกซิเจนได 1.3 ซีซี แตสัตวเล้ียงลูกดวยนม
ปกติจะมีฮีโมโกลบินเฉลี่ย 10-15 กรัมเปอรเซ็นต   ฉะนั้นความจุออกซิเจนจะมีคาประมาณ 13.9 -21 
ซีซี ตอเลือด 100 ซีซี  หรือกลาวอีกนัยหนึ่งวาความจุของออกซิเจนจะมีคาประมาณ 13.9 -  21 
ปริมาตรเปอรเซ็นต ประการที่สองฮีโมโกลบินมีความสามารถที่จะจับกับออกซิเจนไดอยางอิ่มตัว
ในสภาวะที่มีออกซิเจน   และประการที่สามความดันยอยออกซิเจน (oxygen pressure) ประมาณ 40 
ทอร (torr) ในเสนเลือดดํา (venous blood)    ออกซิเจนถูกปลดปลอยจากฮีโมโกลบินที่อยูในเสน
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เลือดดําฝอยผานไปยังเนื้อเยื่อโดยรอบ (peripheral tissue) นอกจากนี้ความชอบออกซิเจนของ
ฮีโมโกลบิน (hemoglobin-oxygen affinity) ยังขึ้นอยูกับความเปนกรดเบสของเลือด  ความดันยอย
ของคารบอนไดออกไซด (CO2) และ 2,3 - บิสฟอสโฟกลีเซอเรต  ปจจัยเหลานี้ทําใหความสามารถ
ในการจับออกซิเจนของฮีโมโกลบินเปลี่ยนแปลง (Brewer,1972)  ซ่ึงเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงพีเอชที่
เกิดจากกรดในเมแทบอลิซึมหรือคารบอนไดออกไซดเปนผลใหฮีโมโกลบินจับออกซิเจนไดลดลง   
ทําใหเสนโคงของการจับออกซิเจนเลื่อนไปทางขวาและทําใหคาความดันยอยที่ฮีโมโกลบินอิ่มตัว
ดวยออกซิเจน 50 เปอรเซ็นต (P50) เพิ่มขึ้นเมื่อความเขมขนของไฮโดรเจนไอออนเพิ่มขึ้น และเมื่อ
ความเขมขนของไฮโดรเจนไอออนลดลงเสนโคงการจับออกซิเจนเลื่อนไปทางซายเปนผลให P50 
ลดลง (Guyton and Hall, 1996) 

 
Sripanitan (1983) กลาววาความชอบตอออกซิเจนของฮีโมโกลบินขึ้นอยูกับอุณหภูมิ pH 

สารอินทรียฟอสเฟต (organic phosphate) และความดันของคารบอนไดออกไซด (pCO2)   โดยถา
เพิ่ม pH ลดคาอุณหภูมิและลดสารฟอสเฟตอินทรีย    จะทําใหคาความชอบตอออกซิเจนสูง   ซ่ึงคา 
P50 จะต่ํา ในทางกลับกันถาลด pH เพิ่มคาอุณหภูมิและเพิ่มสารฟอสเฟตอินทรียจะทําใหไดคา
ความชอบตอออกซิเจนต่ํา   ซ่ึงคา P50 จะสูงขึ้นดังภาพที่ 4 
 

 
ภาพที่ 4   แสดงผลของ pH, CO2, 2, 3 - BPG และอุณหภูมิตอการเปลี่ยนแปลงของเสนโคงของการ

จับออกซิเจนของฮีโมโกลบิน 
 
ท่ีมา: Guyton and Hall (1996) 



 14

Chang (1999) ไดรายงานวาเซลลเม็ดเลือดแดงมี 2, 3 – BPG สามารถจับอยูกับสายเบตา
ทั้งสองของฮีโมโกลบินตรงตําแหนงของหมูอะมิโนที่ปลาย N และหมูอิมิดาโซลของ β - 143        
ฮีสติดีนของโมเลกุลฮีโมโกลบิน 
 

Rapoport and Guest (1941) ไดกลาววา 2,3 – BPG เปนสารอินทรียฟอสเฟตในเซลลเม็ด
เลือดแดงของคนและสัตวเล้ียงลูกดวยนมจํานวนมาก    Benesch และ Benesch (1967) พบวา 2,3 – 
BPG สามารถควบคุมการปรับตัวตอภาวะปริมาณออกซิเจนในเลือดต่ํา (hypoxia)   ซ่ึงสอดคลองกับ 
Horton et al., 2002 ไดกลาววา   2,3 – BPG ซ่ึงถูกสรางขึ้นในเซลลเม็ดเลือดแดงทําหนาที่เปน 
allosteric modulator หรือ allosteric effector ของฮีโมโกลบิน  คือ ทําหนาที่เลือกจับกับดีออกซี
ฮีโมโกลบินแลวเกิดการเปลี่ยนแปลงทางโครงสรางสงผลใหมีคาความชอบตอออกซิเจนลดลง   
เปนการเพิ่มการปลดปลอยออกซิเจนของออกซีฮีโมโกลบินแกเนื้อเยื่อโดยไมมีการจับออกซิเจนอีก    
การทํางานในลักษณะนี้เปนการปรับสมดุลทางโครงสรางของฮีโมโกลบินระหวางรูปดีออกซี
ฮีโมโกลบินและออกซีฮีโมโกลบิน  (T    R equilibrium)  นอกจากนี้ยังพบวา 2,3 – BPG จะถูก
สรางมากขึ้นในภาวะที่มีออกซิเจนต่ํา    เชนบริเวณที่สูงกวาระดับน้ําทะเล (altitude) มากๆ  

 
บอรเอฟเฟค (Bohr effect) เปนผลจากการเพิ่มความเขมขนของโปรตอน (H+) หรือการ

เพิ่มภาวะความเปนกรดหรือการลดคา pH ที่ทําใหมีการปลอยออกซิเจนออกจากโมเลกุลของ
ฮีโมโกลบินหรือลดคาความชอบตอออกซิเจนของฮีโมโกลบิน ซ่ึงปริมาณของโปรตอนสรางมาจาก
คารบอนไดออกไซดทั้งที่อยูในเลือดและที่สายฮีโมโกลบิน ดังสมการ 

 
   H2O + CO2             H2CO3 
   H2CO3                H+ + HCO3

- (ไบคารบอเนต) 
                  polypeptide – NH2 + CO2                    polypeptide – NHCOOH 
                  polypeptide – NHCOOH            polypeptide – NHCOO- + H+ 
 

บอรเอฟเฟคเปนสิ่งสําคัญตอการทํางานของฮีโมโกลบิน   กลาวคือ ชวยใหมีการถายโอน
ออกซิเจนจากฮีโมโกลบินในเลือดสูเนื้อเยื่อและฮีโมโกลบินสามารถกลับมาทําหนาที่ไดอีกครั้ง  จึง
เกิดการทํางานอยางตอเนื่อง (Ritter, 1996) 
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ฮีโมโกลบินของสัตวเล้ียงลูกดวยนมแบงออกเปน 2 กลุม  คือกลุมที่มีความชอบตอ
ออกซิเจนต่ํา (low oxygen affinity) มีรูปแบบโครงสรางเปน Tense state   กลาวคือ มี salt bridge  
จํานวนมากยึดโครงสรางไวอยูในสภาพเครียด   ซ่ึงเปนโครงสรางที่ไมไดจับกับออกซิเจนหรือ       
ดีออกซีฮีโมโกลบิน  และกลุมที่มีความชอบตอออกซิเจนสูง (high oxygen affinity) มีรูปแบบ
โครงสรางเปน relaxed state ไมมี salt bridge อยูในสภาพคลาย   ซ่ึงเปนโครงสรางที่จับกับ
ออกซิเจนหรือออกซีฮีโมโกลบิน (Bunn, 1971)  T state มีความเสถียรมากกวา R state   เนื่องจากมี 
ionic salt bridge จํานวนมากที่ α1β2 (Lehninger, 2003)  นอกจากนี้ Perutz and Imai (1980) ได
รายงานเพิ่มเติมถึงความแตกตางระหวางฮีโมโกลบิน 2 กลุม   ซ่ึงมีความแตกตางที่ปลาย N ของ      
กรดอะมิโนในสายเบตาตําแหนงที่ 2 (NA2β) ตรงบริเวณที่ไมใชเกลียวฮีลิกซ (non-helical segment)   
โดยกลุมที่มีความชอบตอออกซิเจนต่ําเปนกรดอะมิโนพวก hydrophobic ที่มี   กรดอะมิโน            
ลิวซีนกับกรดอะมิโนเมทไธโอนีนหรือกรดอะมิโนเฟนิลอะลานีน  ขณะที่กลุมที่มีความชอบตอ
ออกซิเจนสูงเปนกรดอะมิโนพวก hydrophilic ที่มีกรดอะมิโนฮีสติดีนกับกรดอะมิโน กลูตามีนหรือ
กรดอะมิโนแอสพาราจีน 

 
Varijavand et al. (2000) ไดกลาววาเสนโคงที่แสดงการจับออกซิเจนของฮีโมโกลบิน

เปนสิ่งที่สําคัญใหทราบถึงการนําพาและการปลดปลอยออกซิเจน   โดยเฉพาะอยางยิ่งมีความสําคัญ
เกี่ยวกับการอิ่มตัวของออกซิเจน (oxygen saturation; SO2) และความดันยอยของออกซิเจนในเลือด 
ซ่ึงถูกกําหนดโดยความสามารถของฮีโมโกลบินที่จับกับออกซิเจนและปลดปลอยโมเลกุลออกซิเจน
ใหกับเนื้อเยื่อที่อยูรอบๆมัน    การที่ฮีโมโกลบินสามารถจับกับออกซิเจนเพิ่มขึ้นเปนลําดับนั้น
โมเลกุลจํานวนมากที่เพิ่มขึ้นทําใหความดันยอยของออกซิเจนเพิ่มขึ้นดวยจนกระทั่งถึงปริมาณ
สูงสุดที่สามารถจะจับกับฮีโมโกลบินได    เสนโคงของการจับออกซิเจนของฮีโมโกลบินมีลักษณะ
เปนรูปตัวเอส (sigmoidal)    ซ่ึงระยะเจริญวัยของคนที่มี  Hb A  ภายใตสภาพที่ปกติ (physiology 
pH 7.4) และที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส    ฮีโมโกลบินจับออกซิเจนประมาณรอยละ 75 ที่ระดับ
ความดันออกซิเจน 26 ± 1 มิลลิเมตรปรอท   เมื่อฮีโมโกลบินจับออกซิเจนเพิ่มขึ้นทําใหเสนโคงของ
การจับออกซิเจนของฮีโมโกลบินเลื่อนไปทางซาย    แสดงใหเห็นวา P50 มีคาลดลง  แมวามีความดนั
ยอยของออกซิเจนเพียงเล็กนอยก็ทําใหมีผลตอจํานวนฮีโมโกลบินที่จับกับออกซิเจนไดมาก 

 
การศึกษาชนิดของฮีโมโกลบินในสัตวเคี้ยวเอ้ืองมีการศึกษามานานแลว มีรายงาน

การศึกษาฮีโมโกลบินของโคยุโรป (Bos taurus) พบวามีชนิด AA, AB และ BB ชนิดของ
ฮีโมโกลบินถูกควบคุมโดยคูยีนที่ตางกันซึ่งอยูที่ตําแหนงโลกัส (locus) เดียวกันที่เรียกวาอัลลีล 
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(allele) Hb A ถูกควบคุมโดยอัลลีลหนึ่ง   ขณะที่ Hb B ถูกควบคุมโดยอัลลีลตรงกันขาม Hb AA 
และ Hb BB มีคูยีนเหมือนกัน (homozygous) สวน Hb AB มีคูยีนตางกัน (heterozygous) Hb B มี
โอกาสพบในโคอินเดียสูงกวาโคยุโรป สวนในโคพื้นเมืองอินโดนีเซียพบวามี Hb B และ Hb C 
เทานั้น เนื่องจากประกอบดวยฮีโมโกลบินชนิด BB, BC และ CC ขณะที่ลูกผสมพันธุบราหมันกับ
โคพื้นเมืองอินโดนีเซียมีฮีโมโกลบินเปนชนิด AB และ AC โดย Hb B จัดเปน Hb fast และ Hb A 
จัดเปน Hb slow เนื่องจาก Hb fast เคลื่อนที่ในสนามไฟฟาจากขั้วลบเขาหาขั้วบวกไดเร็วกวา Hb 
slow  ขณะที่ Hb C เคลื่อนที่ไดชากวา Hb B และเคลื่อนที่ไดเร็วกวา Hb A  (Bachman  et al., 1978) 

 
Adams et al. (1975) ไดศึกษาฮีโมโกลบินของโคปาโดยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบ

แปงเจล (starch gel electrophoresis) เปรียบเทียบระหวางฮีโมโกลบินโคปา  ฮีโมโกลบินโคพันธุ
ตางๆ   ฮีโมโกลบินกระบือและฮีโมโกลบินเอของคน ดังภาพที่ 5 และทําการหาอัตราสวนของ  Hb 
fast ตอ Hb slow โดยเทคนิคเซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส (cellulose acetate electrophoresis) 
พบวาฮีโมโกลบินของโคปามีอัตราสวน Hb slow ตอ Hb fast เปน 38 ตอ 62 จากการทดลองในโค
ลูกผสมอีก 4 ตัว พบวาเปอรเซ็นต Hb slow เร่ิมที่ 37 ± 1.2 (mean ± SD) โดยที่ Hb slow จะลดลงใน
รุน F1 และ F2 ในโคที่เกิดจากการผสมขามระหวางโคปาและโคพันธุเจอรซ่ีซ่ึงไดลูกเปนรุน F1  
และนําลูกรุน F1 มาผสมกับโคปา โคพันธุเจอรซ่ีและโคพันธุซีบูไดเปอรเซ็นต Hb slow ลดลงเปน 
37.8%, 20.0% และ 9.1% ตามลําดับ และจากการวิเคราะห Hb ของโคปาโดยใชเทคนิค อิเล็กโตรโฟ
รีซิสแบบแปงเจลพบ โกลบิน 3 สายโดยอัตราสวนของสายอัลฟาหนึ่งสายอัลฟาสองตอเบตาเทากับ 
1 ตอ 1 และระหวางสายอัลฟาหนึ่งตอสายอัลฟา สองเทากับ 37.5 ตอ 62.5 ดังภาพที่ 6  
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ภาพท่ี 5 แสดงการเปรียบเทียบระหวางฮีโมโกลบินโคปา ฮีโมโกลบินโคพันธุตางๆ ฮีโมโกลบิน 
กระบือและฮีโมโกลบินเอของคน ดังนี้ 

 เลนที่ 1 โคปา 
 เลนที่ 2 การผสมขามระหวางโคปาและโคพันธุเจอรซ่ี 
 เลนที่ 3 การผสมขามระหวางโคปา โคพันธุเจอรซ่ีและโคพันธุซีบู 
 เลนที่ 4 และเลนที่ 7 โคพันธุซีบู 
 เลนที่ 5 โคพันธุเจอรซ่ี 
 เลนที่ 6 การผสมขามระหวางโคพันธุเจอรซ่ีกับโคพันธุซีบู 
 เลนที่ 8 Asiatic Buffalo  
 เลนที่ 9 ฮีโมโกลบินเอของคน  
 
ท่ีมา: Adams et al. (1975) 
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ภาพที่ 6 แสดงสายโกลบินของโคปา ซ่ึงมีอัตราสวนของสายอัลฟาหนึ่ง สายอัลฟาสองตอสายเบตา
เปน 1 ตอ 1 และอัตราสวนของสายอัลฟาหนึ่งตอสายอัลฟาสองเปน 37.5 ตอ 62.5  

  
ท่ีมา: Adams et al.  (1975) 

 
อรพรรณและคณะ (2546)  ไดทําการศึกษาฮีโมโกลบินของโคกําแพงแสน 15 ตัว โดย

เทคนิคเซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส  เมื่อใชความเร็วในการเคลื่อนที่ของแถบฮีโมโกลบินใน
สนามไฟฟาจากขั้วลบไปยังขั้วบวก   พบฮีโมโกลบิน 3  ฟโนไทป คือ Hb AA 8 ตัว และ Hb BB 2 
ตัวและ Hb AB 5 ตัว    โดยที่ Hb AA ประกอบดวย Hb slow เพียงอยางเดียว   Hb BB ประกอบดวย 
Hb fast เพียงอยางเดียว    ขณะที่ Hb AB ประกอบดวย Hb fast และ Hb slow ดังภาพที่ 7  ซ่ึง
สอดคลองกับผลการทดลองของ Bachmann et al. (1978) ที่ไดศึกษาฟโนไทปของฮีโมโกลบินโค
พันธุบรามันห (โคอินเดีย) พบฮีโมโกลบิน 3 ฟโนไทป คือ Hb AA Hb BB และ Hb AB ดวยความถี่
ของ  Hb A และ Hb B ใกลเคียงกัน  โคพันธุชาโรเลห (โคยุโรป) พบฮีโมโกลบิน 2 ฟโนไทป คือ 
Hb AA และ Hb AB โดยมีความถี่ของ Hb A มากกวา Hb B (Bangham and Blumberg, 1958) 
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ภาพที่ 7 แสดงฮีโมโกลบินของโคเนื้อพันธุกําแพงแสนโดยเทคนิคเซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรี

ซิสที่พีเอช 8.2 - 8.6 (350 โวลล, 25 นาที) Hb AA ประกอบดวย Hb slow เพียงอยางเดียว 
Hb BB ประกอบดวย Hb fast เพียงอยางเดียว ขณะที่ Hb AB ประกอบดวย Hb fast และ 
Hb slow 

 
ท่ีมา: อรพรรณและคณะ (2546) 
 

อรพรรณและคณะ (2546) ไดทําการศึกษาฮีโมโกลบินในกระบือปลักจํานวน 12 ตัว โดย
เทคนิคเซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส  เมื่อใชความเร็วในการเคลื่อนที่ของแถบฮีโมโกลบินใน
สนามไฟฟาจากขั้วลบไปยังขั้วบวก พบฮีโมโกลบิน 2  ฟโนไทป คือ Hb BB 11 ตัวและ Hb AB 1 
ตัว   ไมพบ Hb AA  นอกจากนี้ Hb  BB และ Hb AB ประกอบดวย Hb fast และ Hb slow (ดังแสดง
ในภาพที่ 8) ในอัตราสวน 2 ตอ 1 และ 5 ตอ 1 ตามลําดับ      

Hb fast 

Hb slow 

   AA      AA        AB          BB      AB 
 - 

 + 
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1       2      3      4      5+

-  
 

ภาพที่ 8 แสดงการเปรียบเทียบระหวางฮีโมโกลบินโคเนื้อพันธุกําแพงแสนและกระบือปลักโดย
เทคนิคเซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิสที่พีเอช 8.2-8.6 (350 โวลล 25นาที) เลนที่ 1 และ 
5 แสดง Hb AB ของโคเนื้อพันธุกําแพงแสน เลนที่ 2 3 และ4 แสดง Hb BB Hb AB และHb 
AB ของกระบือปลักตามลําดับ Hb fast ของโคเนื้อพันธุกําแพงแสนเคลื่อนที่ใน
สนามไฟฟาเขาหาขั้วบวกไดเร็วกวา Hb fast ของกระบือปลัก ในขณะที่ Hb slow ของโค
เคลื่อนที่ในสนามไฟฟาเขาหาขั้วบวกไดเทากับ Hb slow ของกระบือปลัก 

 
ท่ีมา: อรพรรณและคณะ (2546) 

 
อรพรรณและคณะ (2546) ไดทําการศึกษาเปรียบเทียบฮีโมโกลบินของโคเนื้อพันธุ

กําแพงแสนและฮีโมโกลบินของกระบือปลักโดยเทคนิคเซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส เมื่อใช
ความเร็วในการเคลื่อนที่ของแถบฮีโมโกลบินในสนามไฟฟาจากขั้วลบไปยังขั้วบวก พบวา Hb fast 
ของโคเนื้อพันธุกําแพงแสนเคลื่อนที่ในสนามไฟฟาเขาหาขั้วบวกไดเร็วกวา Hb fast ของกระบือ
ปลัก ในขณะที่ Hb slow ของโคเคลื่อนที่ในสนามไฟฟาเขาหาขั้วบวกไดเทากับ Hb slow ของ
กระบือปลัก ดังแสดงในภาพที่ 8 ตอมาสุวิชและคณะ (2547) ไดศึกษาเพิ่มเติมพบวา Hb C ของโค
เนื้อเคลื่อนที่ในสนามไฟฟาเขาหาขั้วบวกไดเทากับ Hb fast ของกระบือ  

 
Bachmann et al. (1978) ไดศึกษาฮีโมโกลบินของกระบือแมน้ํา (Bubalus bubalis) พบวา

มีฮีโมโกลบิน 2 ชนิด ตามการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟาคือ HbA1 และ HbA2 ในขณะที่ Khanna 
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(1973) ไดรายงานวาโดยเทคนิคเซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซีส HbA1 เคลื่อนที่ไดเร็วกวา HbA2 
ในกระบืออินเดีย (Indian buffaloes) ซ่ึงแถบที่ปรากฏตรงกันกับ Hb C และ Hb A ของโคตามลําดับ     

  
Di Luccia A et al. (1989) ไดศึกษาฟโนไทปของฮีโมโกลบินในกระบือแมน้ําอิตาเลียน 

(Italian water buffalo) โดยเทคนิคเซลลูโลสอะซิเตตแบบแปงเจลที่พีเอช 8.9  พบวากระบือแมน้ํามี
ฮีโมโกลบิน 3 ฟโนไทปคือ Hb AA, Hb BB และ Hb AB ดังแสดงในภาพที่ 9 โดยที่ Hb BB และ 
Hb AB ประกอบดวย Hb fast และ Hb slow ซ่ึง Masina et al. (1977) ไดรายงานไววา Hb BB และ 
Hb AB ประกอบดวย Hb fast และ Hb slow ในอัตราสวน 68 ตอ 32 และ 84 ตอ 16 ตามลําดับ   
ขณะที่ Hb AA ประกอบดวย Hb fast เพียงอยางเดียว เนื่องจาก Hb slow ประกอบดวยกรดอะมิโน
ชนิดอารจินีนหรือไลซีนเปนสวนใหญ  ดังนั้นที่พีเอชเปนดาง (8.9) Hb fast จึงมีประจุสุทธิเปนลบ
มากกวา Hb slow ทําให Hb fast เคลื่อนที่ในสนามไฟฟาไปยังขั้วบวกไดเร็วกวา (Di Luccia A et 
al., 1989)  นอกจากนี้ยังพบวา Hb fast ประกอบดวยสายอัลฟาหนึ่ง (αΙ) ขณะที่ Hb slow 
ประกอบดวยสายอัลฟาสอง (αΙΙ) (Balani and Barnabas, 1965 และ Masina et al., 1997) 
สายอัลฟาสองมีคา pI สูงกวาสายอัลฟาหนึ่ง  ( Di Luccia A et al., 1989 และ Masina et al., 1997) 
และสายอัลฟาทั้งสองมีกรดอะมิโนสามชนิดที่แตกตางกัน คือ    กรดอะมิโนทริปโตเฟน (Balini 
and Barnabas, 1965) กรดอะมิโนซีสเตอีนและกรดอะมิโนไลซีน   (Di Luccia A et al., 1989) ซ่ึง
พบในสายอัลฟาหนึ่งเปนสวนใหญ  นอกจากนี้ Di Luccia A et al. (1989) ไดศึกษาความแตกตาง
ของ Hb fast  และ Hb slow  โดยเทคนิคไอโซอิเล็กทริกโฟกัสซิงพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตร    
โฟรีซิส (isoelectric focusing polyacrylamide gel eletrophoresis, IEF)  ที่ชวงพีเอช   6.5-8.0   พบวา 
Hb slow มีคา pI สูงกวา Hb fast  แสดงดังภาพที่ 10  และเมื่อนําสายโกลบินจาก  Hb AA, Hb BB 
และ Hb AB  มาศึกษาดวยเทคนิคไอโซอิเล็กทริกโฟกัสซิงพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสที่
ชวง พีเอช 6.8-8.5   พบวาสายโกลบินจาก  Hb BB และ Hb AB  ปรากฏบนอิเล็กโตรโฟรีซิสเปน  3  
แถบ  คือ สายอัลฟาหนึ่ง (αΙ – chain) สายอัลฟาสอง (αΙΙ – chain)   และสายเบตา (β – chain)   ที่
พีเอช 7.42, 7.76 และ 6.82 ตามลําดับ   สวนสายโกลบินจาก Hb AA  ปรากฏ 2 แถบคือสายอัลฟา
หนึ่งและสายเบตา  แสดงดังภาพที่ 11 และเมื่อนํามาศึกษาที่พีเอชเปนกรด พบวาใหผล
เชนเดียวกับที่พีเอชเปนดาง คือ Hb BB และ Hb AB ประกอบดวยสายอัลฟาหนึ่ง  สายอัลฟาสอง
และสายเบตา  ขณะที่ Hb AA ประกอบดวยสายอัลฟาหนึ่งและเบตา  เนื่องจากความแตกตางกันของ
ประจุ   โดยที่สายอัลฟาสองใน Hb slow มีประจุสุทธิเปนบวกมากกวาสายอัลฟาหนึ่งใน Hb fast  จึง
ทําใหสายอัลฟาสองมีคา pI สูงกวาสายอัลฟาหนึ่ง  นอกจากนี้ยังพบวาสายอัลฟาหนึ่งและ
สายอัลฟาสองมีความแตกตางกันที่กรดอะมิโนสามชนิดดวยกัน  คือ ทริปโตเฟน (Balani and 
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Barnabas, 1965) ซีสเตอีนและไลซีน   ซ่ึงพบในสายอัลฟาหนึ่งมากกวาสายอัลฟาสอง (Di Luccia A 
et al., 1989)  

 
 
ภาพที่ 9 แสดงฮีโมโกลบินของกระบือแมน้ํา 3 ฟโนไทป คือ Hb AA (1) Hb AB (2) และ Hb BB 

(3) โดยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบแปงเจลที่พีเอช 8.9 
 
ท่ีมา: Di Luccia A et al. (1989) 
 

 
 

ภาพที่ 10 แสดงฮีโมโกลบิน 3 ฟโนไทปของกระบือแมน้ําโดยเทคนิคไอโซอิเล็กทริกโฟกัสซิงแบบ
เกรเดียนตที่พีเอช 6.5-8.0 (1 = AA 2 = AB และ 3 = BB) * แถบที่ไมสามารถวิเคราะหได 

 
ท่ีมา: Di Luccia A et al. (1989) 
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ภาพที่ 11   แสดงการแยกสายพอลิเปปไทดจากฮีโมโกลบิน 3 ฟโนไทป คือ Hb AA Hb BB และ Hb 

AB โดยเทคนิคไอโซอิเล็กทริกโฟกัสซิงพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสในชวง   
พีเอช    6.8 - 8.5 

 
ท่ีมา: Di Luccia A et al. (1989) 
 

Di Luccia A et al. (1991) ไดศึกษาสายโกลบินจาก Hb BB ในกระบือแมน้ําเพิ่มเติม
พบวา Hb BB มี 3 ฟโนไทป คือ Hb BB, Hb BsBs และ Hb BBs โดยใชเทคนิคไอโซอิเล็กทริกโฟกัส
ซิงที่พีเอช 7.1-7.5   ดังแสดงในภาพที่ 12 พบวา Hb BB ประกอบดวย Hb 2 และ Hb 4  Hb 2 
ประกอบดวยสายอัลฟาหนึ่งสอง (Ια 2) และ Hb 4 ประกอบดวยสายอัลฟาสองสี่ (ІІα 4)   Hb BsBs 

ประกอบดวย Hb 2s และ Hb 4s   ขณะที่ Hb BBs ประกอบดวย Hb 2 Hb 4  Hb 2s และ Hb 4s โดย
ฮีโมโกลบินทั้งสี่มีคา pI จากขั้วบวกไปยังขั้วลบเปน 7.160  7.168 7.350 และ 7.358  ตามลําดับ และ
จากการศึกษา Hb BB   Hb BBs และ Hb BsBs ดวยเทคนิคพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสที่  
พีเอชเปนกรด   พบวาฮีโมโกลบินทั้ง 3 ฟโนไทปประกอบดวยสายอัลฟาที่เหมือนกัน คือ สายอัลฟา
หนึ่งสอง (Ια2) และสายอัลฟาสองสี่  (ІІα 4)  ขณะที่พบความแตกตางเกิดขึ้นที่สายเบตา โดยที่ Hb 
BB ประกอบดวยสายเบตา (β-chain)   Hb BsBs ประกอบดวยสายเบตาเอส (βs-chain) และ Hb BBs 
ประกอบดวยสายเบตาและสายเบตาเอส (β+ βs-chain) จากการเคลื่อนที่ที่แตกตางกันในสายเบตา
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ทั้งสองเนื่องจากมีความแตกตางกันตรงสวน hydrophobicity   โดยที่สายเบตาเอสของ Hb BsBs และ 
Hb BBs ประกอบดวยสวนที่เปน hydrophobic มากกวาสายเบตาของ Hb BB 

 

 
 

ภาพที่ 12 แสดงฟโนไทปของ Hb B ในกระบือแมน้ํา โดยเทคนิคไอโซอิเล็กทริกโฟกัสซิงในพีเอช    
เกรเดยีนต 7.1-7.5 ซ่ึงปรากฏ HbBB ประกอบดวย Hb 2 และ Hb 4; Hb BBS 
ประกอบดวย Hb 2,   Hb 2S Hb 4 และ Hb 4S สวน Hb BSBS ประกอบดวย Hb 2 S และ 
Hb 4S 

 
ท่ีมา: Di Luccia A et al. (1991) 

 
Feranti et al. (1993) ไดทําการศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินกระบือแมน้ําโดย

ใชเทคนิค electrospray mass spectrometry (ES/MS) พบวาสายเบตาของ Hb AA มีน้ําหนักโมเลกุล
เทากับ 15,985.98 ± 1.00 ดาลตัน สวนสายอัลฟาหนึ่งและอัลฟาสามมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 
15,058.12 ± 0.43 ดาลตัน และ 14,997.18 ± 0.44 ดาลตัน ตามลําดับ  สายอัลฟาทั้งสองมีน้ําหนัก
โมเลกุลรวมเทากับ 30 กิโลดาลตัน ซ่ึงมีคาสูงกวาโครงสรางปฐมภูมิพื้นฐานที่ไดคาดไว นอกจากนี้
ลําดับกรด อะมิโนบริเวณปลาย C (C- terminal region) ของสายอัลฟาหนึ่งใน Hb AA ตําแหนงที่ 
129 และ 131 เปนกรดอะมิโนชนิดลิวซีนและเซอรีน  ในขณะที่สายอัลฟาสามเปนกรดอะมิโน
ชนิดเฟนิลอะลานีนและแอสพาราจีน  ตามลําดับ  
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อุปกรณและวิธีการ 
 
1. การเก็บตัวอยางเลือด 
 
 อุปกรณ 
 

1. เข็มฉีดยาเบอร 18 ความยาว 1.5 นิ้ว 
2. กระบอกฉีดยาขนาด 10 ซีซี 
3. หลอดเก็บตัวอยาง 

 
 สารเคมี 

 
1. เฮปาริน (Heparin) 
2. เอธิลแอลกอฮอล (Ethyl alcohol) 
 

 สัตวทดลอง 
 

ทําการเก็บตวัอยางเลือดกระบือปลักที่ศูนยวิจัยและบํารุงพันธุสัตวลําพญากลาง          
อําเภอลําสนธิ  จังหวดัลพบุรี โดยแบงกลุมสัตวทดลองดงันี้ 

 
กระบือปลัก (Bubalus bubalis, Swamp buffalo) 

 เพศผู ชวงอายุ  1 ป ถึง 3 ป    จํานวน 31 ตัว 
 เพศเมีย ชวงอายุ  1 ป ถึง 3 ป จํานวน 30 ตัว 
 เพศเมีย  ชวงอายุ    มากกวา 7 ป    จํานวน 10 ตัว 
 
 กระบือแมน้ํา (Bubalus bubalis, River buffalo) ไดรับความอนุเคราะหตัวอยางเลือดกระบือ
แมน้ําจากกรมปศุสัตว 
 
  เพศผู     ชวงอายุ  3 ป 5 เดือน ถึง 8 ป  จํานวน 3 ตัว 
  เพศเมีย ชวงอายุ  2 ป และ 4 ป 4 เดือน  จํานวน 2 ตัว 
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 วิธีการ 
 
 ทําการเก็บตัวอยางเลือดกระบือปลักและกระบือแมน้ําโดยเจาะที่เสนเลือดดําใหญ (Jugular 
vein) บริเวณใตลําคอ นําตัวอยางเลือดที่ไดแบงใสหลอดเก็บตัวอยางเลือดที่บรรจุเฮปาริน ซ่ึงเปน
สารปองกันการแข็งตัวของเลือดเพื่อทําการเก็บ whole blood  
 
2. การเตรียมสารละลายฮีโมโกลบินหรือฮีโมไลเสต  

 
นําตัวอยางเลือด (whole blood) มาปนดวยเครื่อง centrifuge ที่ความเร็ว 3,500 รอบตอนาที 

ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เพื่อแยกพลาสมาออกจากเม็ดเลือดแดง หลังจากนั้น
ลางเม็ดเลือดแดง 3 คร้ังดวย 0.85% โซเดียมคลอไรด (sodium chloride, NaCl) ดวยปริมาตร 1 เทา
ของตัวอยางเลือด แลวนําไปปนที่ความเร็ว 3,500 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ดูดสวนใสทิ้ง 
จากนั้นนําเม็ดเลือดแดงมาเติมสารละลายฮีโมไลเสต (hemolysate reagent) ที่ประกอบดวย 0.005 โม
ลาร EDTA และ 0.01 เปอรเซ็นต โพแตสเซียมไซยาไนด (potassium cyanide) ในอัตราสวน 1:5 
ผสมใหเขากันโดยใช vortex mixer เพื่อใหเม็ดเลือดแดงแตก นําไปปนที่ความเร็ว 11,500 รอบตอ
นาทีเปนเวลา 5 นาทีเพื่อกําจัดเศษเซลล (cell debris) และผนังเซลล (cell membrane) เก็บของเหลว
หรือสารละลายฮีโมโกลบินที่อยูดานบนไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเพื่อทําการวิเคราะหตอไป 
(ดัดแปลงจาก Tamburrini et al., 2001; Fago et al., 1995) 

  
3. การวิเคราะหตัวอยางเลือด 
 

3.1 การศึกษาชนิดหรือฟโนไทปของฮีโมโกลบินกระบือปลักและกระบือแมน้ําโดยเทคนิค
เซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส ตามวิธีของ Helena Laboratories, Sweden (1985) 

 
 อุปกรณ 
 

1. ชุดเครื่องมือเซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส และเครื่องจายกระแสไฟฟา (Helena 
Laboratories, France) 

2. แผนเซลลูโลสอะซิเตต (TITAN III-H) ขนาด 76 x 60 มิลลิเมตร 
 1.  จานแกว 
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 2.  ตูอบ (Memmert, Germany) 
 3. กระดาษกรอง 
 4. แผนสไลด 

5. เครื่องวิเคราะหแผนเจล 
 

 สารเคมี 
 
 1.  สารละลายบัฟเฟอร 
สารละลายบัฟเฟอรทรีส-EDTA-กรดบอริก (Supre-Heme Buffer) พีเอช 8.2-8.6  
 2. สียอมพองโซ เอส (Ponceau S) ประกอบดวย 0.5 % พองโซเอส ในสารละลาย 3.5 % 
กรดซัลโฟซาลิไซลิก (Sulfosalicylic acid) และ 3.5% กรดไตรคลอโรอะซิติก (Trichloroacetic 
acid)  
 3. สารลางสียอม (Destaining reagent) ประกอบดวย 5% กรดอะซิติก 
 4. สารละลาย Clearing ประกอบดวย 

2.2  30 สวน กรดอะซิตกิ 
2.3  70 สวน เมธานอล 
2.4  4 สวน Clear aid (Helena Laboratories, France) 

 5. สารละลายมาตรฐาน Hemoglobin control (AFSA2) (Helena Laboratories, France) 
 6. สารละลายฮีโมโกลบินกระบือปลักและกระบือแมน้ํา 

 
 วิธีการ 
 

1. นําแผนเซลลูโลสอะซิเตตมาแชในสารละลายบัฟเฟอรเปนเวลา 5 นาที 
 2.เทสารละลายบัฟเฟอรประมาณ 100 มิลลิลิตร ลงในอางอิเล็กโทรดทั้ง 2 ขางของเครื่อง 
อิเล็กโตรโฟรีซีส ใชกระดาษกรอง (Wick) ที่ชุมดวยบัฟเฟอรวางพาดลงในอางอิเล็กโทรดทั้ง 2 ขาง
เพื่อเปนสะพานเชื่อมระหวางแผนเซลลูโลสอะซิเตตและสารละลายบัฟเฟอร 
 3. นําสารละลายฮีโมโกลบินกระบือปลัก  กระบือแมน้ําและสารละลายมาตรฐาน 
Hemoglobin control ปริมาตร 8 ไมโครลิตรมาใสลงในชองใสสาร 
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 4. นําแผนเซลลูโลสอะซิเตตที่แชในบัฟเฟอรมาซับดวยกระดาษกรอง แลวนํามาใส
สารละลายฮีโมโกลบินกระบือปลัก กระบือแมน้ําและสารละลายมาตรฐาน Hemoglobin control ที่
เตรียมไว 

5. นําแผนเซลลูโลสอะซิเตตที่ใสสารเรียบรอยแลวมาวางคว่ําหนาบนอางอิเล็กโทรด โดย
หันดานใสตัวอยางมาทางขั้วลบ ใชแผนสไลดวางทับลงบนแผนเซลลูโลสอะซิเตตเพื่อใหผิวหนา
สัมผัสกับกระดาษกรองและปดฝาอางอิเล็กโทรด  

6. เปดเครื่องจายกระแสไฟฟาที่ 350 โวลล เปนเวลา 25 นาที  
7. ยอมสีโดยแชแผนเซลลูโลสอะซิเตตในสารละลายสียอมพองโซ เอส เปนเวลา 8 นาที  
8. ลางสียอมดวย 5 เปอรเซ็นต กรดอะซิติก จนมองเห็นแถบของฮีโมโกลบินชัดเจนหรือจน

พื้นหลังของแผนเจลไมมีสียอม 
9. นําแผนเซลลูโลสอะซิเตตมาแชลงในเมธานอล 4 นาที 
10.  หลังจากนั้นแชลงในสารละลาย Clearing เปนเวลา 9 นาที  
11. นําแผนเซลลูโลสอะซิเตตมาใหความรอนโดยอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเปนเวลา 

10 นาที เพื่อใหแผนเซลลูโลสอะซิเตตเปลี่ยนจากแผนทึบแสงมาเปนแผนโปรงแสงและแหงสนิท
ทั่วทั้งแผน 

12. นํามาวิเคราะหดวยเครื่องวิเคราะหแผนเจล 

3.2 การศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินกระบือปลักโดยเทคนิคเจลฟลเทรชัน
คอลัมนโครมาโตกราฟฟ (Gel filtration column chromatography) (ดัดแปลงจากวิธีของ Verdergon 
and Colacino, 1989) 
 

อุปกรณ 
 

1. ชุดเครื่องมือ Econo system (Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) 
2. ตูเย็น Kelvinator scientific (U.S.A.) ที่ 4 องศาเซลเซียส 
3. UV – visible recording spectrophotometer UV – 160 (Shimadzu, Japan) 
4. เข็มฉีดสารเคมีขนาด 5 ซีซี 
5. คอลัมนขนาดเสนผาศูนยกลาง 1.5 เซนติเมตร ยาว 75 เซนติเมตร 
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สารเคมี  
 

1. เซฟาเดกซ G – 100 (Sephadex G – 100 Grade fine, Pharmacia Laboratories, Sweden) 
2. 0.05 โมลาร ทรีส บัฟเฟอร (Tris buffer) 0.02 เปอรเซ็นตโซเดียมเอไซด ( Sodium axide, 

NaN3) พีเอช 7.4  
3. สารละลายมาตรฐาน (Standard solution) ประกอบดวย 

3.1 บลูเดกซแตรน (Blue Dextran) น้ําหนักโมเลกุล 2,000,000 ดาลตัน 
3.2 ซีรัมอัลบูมินของโค (Bovine Serum Albumin) น้ําหนักโมเลกุล 68,000 ดาลตัน 
3.3 โอวัลบูมินของไก (Chicken Ovalbumin) น้ําหนักโมเลกุล 44,000 ดาลตัน 
3.4 ไคโมทริปซิโนเจน เอ (Chymotrypsinogen A) น้ําหนักโมเลกุล 25,000 ดาลตัน 
3.5 ไรโบนิวคลีเอส เอ (Ribonuclease A) น้ําหนักโมเลกุล 13,000 ดาลตัน 

 
วิธีการ 

 
1. การเตรียมคอลัมน 

1.1 ช่ัง Sephadex G – 100 ในปริมาณที่ตองการคอยๆเติมน้ํากลั่น คนเบาๆนําไปตม
ในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 ช่ัวโมง 

1.2 รินน้ําทิ้งแลวลางเจลดวยน้ํากลั่น 1 คร้ังจากนั้นเติมทริสบัฟเฟอรตั้งทิ้งไวให
อ่ิมตัวที่อุณหภูมิที่ใชในการทดลองเปนเวลา 30 นาที 

1.3 เตรียมคอลัมนไวในตูเย็น ตอคอลัมนดวย reservoir ปดปลายลาง เติมบัฟเฟอรลง
ในคอลัมนสูงประมาณ 1/3 ของคอลัมน รินบัฟเฟอรในเจลทิ้งใหเหลือบัฟเฟอร 
25 เปอรเซ็นตของเจล แลวทําการบรรจุเจลลงในคอลัมน โดยคนและเทเบาๆให
หมดในครั้งเดียว 

1.4 เมื่อเจลเรียงตัวในคอลัมน ใส adapter และ equilibrate ดวยทริส บัฟเฟอรที่อัตรา
ไหล 2 มิลลิลิตรตอนาทีจนปริมาตรของเจลคงที่แลวหาปริมาตรเจลที่แนนอน 
จากนั้น equilibrate ตอไปประมาณ 2 เทาของปริมาตรเจลจะไดคอลัมนเจลที่
พรอมใชงาน 

2. แยกโปรตีนมาตรฐานในสารละลายโปรตีนมาตรฐานที่มีความเขมขนของโปรตีน 10 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และแยกโปรตีนในฮีโมไลเสตของกระบือปลักที่มีความ
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เขมขนของโปรตีน 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยชะดวยทริสบัฟเฟอรที่อัตรา
การไหล 1.8 มิลลิลิตรตอนาที 

3. เก็บสารละลายที่ไหลออกจากคอลัมนหลอดละ 3 มิลลิลิตร นํามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 
280 นาโนเมตรสําหรับโปรตีน และที่ 415 นาโนเมตร สําหรับฮีโมโกลบินของกระบือปลัก 

4. สรางกราฟระหวางคาการดูดกลืนแสงของสารละลายโปรตีนมาตรฐานกับปริมาตร 
(มิลลิลิตร) ของแตละหลอด (fraction) ที่ไดจากกราฟ คํานวณหาคาสัมประสิทธิ์การกระจาย 
(Distribution coefficient, Kd) ดังสูตร 

 
    Kd  =  Ve – Vo 

                Vt – Vo  
 

โดยที่   Vt คือ ปริมาตรทั้งหมดของคอลัมนที่บรรจุเม็ดเจล (total volume) 
 Ve คือ ปริมาตรของตัวทําละลายที่ใชในการชะสารออกมา (elution volume) 
 Vo คือ ปริมาตรของตัวทําละลายที่ลอมรอบเม็ดเจล (void volume) 
 

5. นํามาสรางกราฟมาตรฐานระหวางคาสัมประสิทธิ์การกระจายกับคาลอกาลิทึมน้ําหนัก
โมเลกุล (log molecular weight) เพื่อหาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินของกระบือปลัก 
 

3.3 การศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินกระบือปลัก โดยเทคนิคแมสสเปกโทรเมทรี 
(mass spectrometry)  

 
หลักการ 

 
อาศัยหลักการยิงแสงเลเซอรลงไปบนตัวอยางโปรตีนที่จับกับเมทริกซ ทําใหเกิดการแตก

ตัวของอิออน ( Ion) แลวเคลื่อนที่ไปตามทอสุญญากาศที่มีสนามไฟฟา ภายใตสภาวะดังกลาว สารที่
มวลโมเลกุลนอยจะเคลื่อนที่ไปไดเร็วกวาสารที่มีมวลโมเลกุลมาก และตกกระทบกับตัวตรวจจับ 
(detector) ซ่ึงสงเปนสัญญาณไปยังระบบคอมพิวเตอรเพื่อวิเคราะหผลตอไป 
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อุปกรณ 
 

1. เครื่องแมสสเปกโทรมิเตอร (Mass spectrometer) แบบ MALDI – TOF (Bruker Reflex 
IV, Bruker, U.S.A.) 

2. แผนใสตัวอยาง (sample slide) 
 

สารเคมี 
 

1. 0.01 โมลาร กรดไซแนพินิค (Sinapinic acid)  
 

วิธีการ 
 

1. เตรียมตัวอยางฮีโมโกลบินของกระบือปลักโดยนําฮีโมไลเสตผานเจลฟลเทรชันคอลัมน
โครมาโตกราฟฟ ของ Sephadex G – 100 แลวเก็บหลอดที่เปนสารละลายฮีโมโกลบินของกระบือ
ปลักไวที่ -20 องศาเซลเซียส 

2. ผสมสารละลายฮีโมโกลบินของกระบือปลักขางตนประมาณ 1 ไมโครลิตร (10 
ไมโครกรัมตอไมโครลิตร) กับกรดไซแนพินิค ซ่ึงเปนเมทริกซประมาณ 1 ไมโครลิตร ใสลงบน
แผนใสตัวอยาง ปลอยทิ้งไวใหแหงที่อุณหภูมิหอง 

3. นําไปผานเครื่องแมสสเปกโทรมิเตอร เมื่อยิงดวยไนโตรเจนเลเซอร (Nitrogen laser) 
เครื่องจะรายงานผลตามน้ําหนักโมเลกุลผานทางคอมพิวเตอร 
 

3.4 การศึกษาชนิดของฮีโมโกลบินโดยวิธี เนทีฟพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส 
(Native Polyacrylamide Gel Electrophoresis, N-PAGE) (ดัดแปลงจาก Laemmli, 1970) 
 

อุปกรณ  
 

1. ชุดเครื่องมืออิเล็กโตรโฟรีซิส Mini Protein II (Bio-Rad Laboratory, U.S.A.) 
2. เครื่องจายกระแสไฟฟา (Bio-Rad รุน Power PAC 200, Bio-Rad Laboratory, U.S.A.) 
3. กระบอกฉีด (micro syringe) ขนาด 25 ไมโครลิตร  
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สารเคมี 
 

1. สารเคมีที่ใชเตรียมแผนเจล ประกอบดวย 
1.1 สารละลายอะคริลาไมด/บิส มีความเขมขน 30 เปอรเซ็นต จํานวน 50 มิลลิลิตร 

(30%T, 2.67%C)  (30% Acrylamide / N,N’ - methylene - bis - acrylamide 
stock solution) ประกอบดวย อะคริลาไมด 14.6 กรัม และบิส 0.4 กรัม 

1.2 1.5 โมลารทริส-ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอร พีเอช 8.8 
1.3 0.5 โมลารทริส-ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอร พีเอช 6.8 
1.4 10 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต (ammonium persulfate)  
1.5 N, N, N’, N’ เตตราเมธิลลีนไดเอมีน (N, N, N’,N’, - tetramethylenediamine; 

TEMED) 
2. สารละลายบัฟเฟอรสําหรับตัวอยาง (sample buffer) ประกอบดวย 

1.6 0.5 โมลารทริส-ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอร พีเอช 6.8 0.5 มิลลิลิตร 
1.7 99.99 เปอรเซ็นต กลีเซอรอล 0.4 มิลลิลิตร 
1.8 1 เปอรเซ็นต บรอมฟนอลบลู (bromphenol blue) 0.2 มิลลิลิตร  
1.9 น้ํากลั่น 2.9 มิลลิลิตร 

3. สารละลายบัฟเฟอรสําหรับอิเล็กโทรด พีเอช 8.3 (electrode buffer, pH 8.3) 1 ลิตร 
3.1 ทริส-ไฮโดรคลอไรด     3 กรัม 
3.2 ไกลซีน (glycine)           14.4 กรัม 
3.3 ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น  

4. สารละลายลางสียอม ประกอบดวย 
 4.1 กรดอะซิติก  10 สวน 
 4.2 เอธานอล  25 สวน 
 4.3 น้ํากลั่น  65 สวน 

5. สียอม ประกอบดวย 
 5.1 โคแมสซีบลูอาร-250 (Coomassie blue R-250) ในสารละลายลางสียอม 

6. สารละลายมาตรฐาน Hemoglobin control (AFSA2) (Helena Laboratories, France) 
7. สารละลายฮีโมโกลบินกระบือปลัก 
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วิธีการ 
 

1. ทําการเตรียมแผนเจลดังนี้ 
1.1 เตรียมสารละลายสําหรับ separating gel (12%T, 4%C) ทั้งหมดยกเวน TEMED

และ10 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต ดังตาราง แลวดูดอากาศออกดวยปมสูญญากาศ  
1.2 ประกอบชุดเตรียมเจลและทําเครื่องหมายแสดงความสูงของ separating gel บน

แผนกระจก 
1.3 เติม TEMED และ10 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต ลงในสารละลายเจล

แลวปเปตใสชองวางระหวางกระจกทันทีจนถึงตําแหนงที่ทําเครื่องหมาย ปดผิวหนาเจลดวยน้ํากลั่น
เบาๆ 

1.4 ปลอยใหเจลแข็งตัว (polymerization) ประมาณ 30 - 45 นาที ขณะรอเวลาให
เตรียม stacking gel (4%T, 4%C) ซ่ึงขั้นตอนเหมือนกับการเตรียม separating gel ดังตาราง 

 
 สารในการเตรียมเจล     ปริมาณสารในการเตรียมเจล 
           12%T   4%T 
 
น้ํากลั่น (ml)          6.9   6.2 
1.5 โมลารทริส-ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอร พีเอช 8.8 (ml) 5    - 
0.5 โมลารทริส-ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอร พีเอช 6.8 (ml) -  2.5 
30 % สารละลายอะคริลาไมด/บิส (ml) 8  1.33 
10 % แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต (µl)                                                        200                  100 
TEMED (µl) 10    5  
 
หมายเหตุ : สูตรสําหรับเจล 4 แผน 
 

1.5 เมื่อเจลแข็งตัวจะเกิดแนวเสนตรงบริเวณผิวหนาเจล ซับน้ําบนผิวหนาเจลแลวใส 
comb ในชองวางระหวางกระจกเอียงทํามุมประมาณ 10 องศา 

1.6 เติม TEMED และ 10 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต ลงในสารละลาย 
stacking gel ปเปตสารละลายเจลลงในชองวางระหวางกระจกทันทีจนเต็ม แลวจัด comb ใหอยูใน
แนวเสนตรง ปลอยใหเจลแข็งตัวประมาณ 30 - 45 นาที 
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1.7 ดึง comb อยางระมัดระวังแลวลางหลุมเจลดวยสารละลายบัฟเฟอรสําหรับ
อิเล็กโทรด พีเอช 8.3 จะไดเจลพรอมสําหรับทํา N-PAGE จากนั้นประกอบแผนเจลเขากับชุด
อิเล็กโทรด เติมสารละลายบัฟเฟอรสําหรับอิเล็กโทรด พีเอช 8.3 ในอางอิเล็กโทรดบนและลางและ
ใหทวมผิวหนาเจล  

2. เตรียมสารละลายบัฟเฟอรสําหรับตัวอยาง โดยเตรียมสดใชใน 1 วัน ผสมสารละลาย
ละลายฮีโมไลเสตและฮีโมโกลบินมาตรฐานเขากับสารละลายบัฟเฟอรสําหรับตัวอยางเพื่อใหได
ปริมาณโปรตีนที่เหมาะสม ประมาณ 8 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นนําไปใสหลุมเจลดวยกระบอก
ฉีด    

3. ตอชุดอิเล็กโตรโฟรีซิสที่พรอมทํางานกับเครื่องจายกระแสไฟ ตั้งคาที่ 200 โวลทคงที่
และ 60 มิลลิแอมแปร ตอเจล 1 แผน ใชเวลา 45 นาที 

4. นําแผนเจลออกมายอมสี เปนเวลา 30 นาที (เขยาขณะยอม) 
5. ลางสียอมโดยเปลี่ยนทุกๆ 30 นาที (เขยาขณะยอม) ลางจนกระทั่งเห็นแถบชัดเจนและ

พื้นหลังเจลใสไมมีสียอม  
6. เก็บแผนเจลในน้ํากลั่นที่ 4 องศาเซลเซียส 

 
3.5 การศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของสายโกลบินโดยเทคนิคโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริ

ลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (Sodium Dodecylsulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-
PAGE) (Laemmli, 1970) 

 
อุปกรณ 

 
1.  ชุดเครื่องมืออิเล็กโตรโฟรีซิส Mini Protein (Bio-Rad Laboratory, U.S.A.) 
2. เครื่องจายกระแสไฟฟา (Bio-Rad รุน Power PAC 200, Bio-Rad Laboratory, U.S.A.) 
3. กระบอกฉีด (micro syringe) ขนาด 25 ไมโครลิตร  
4. เครื่องใหความรอน (Stuart Scientific รุน SHT 1, United Kingdom) 
5. โปรแกรมวิเคราะหแผนเจล 

 
สารเคมี 

 
1. สารเคมีที่ใชเตรียมแผนเจล ประกอบดวย 
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1.1 30 เปอรเซ็นต สารละลายอะคริลาไมด/บิส จํานวน 50 มิลลิลิตร (30%T, 
2.67%C) (30% Acrylamide/N, N’-methylene-bis-acrylamide stock solution) 
ประกอบดวย อะคริลาไมด 14.6 กรัม และบิส 0.4 กรัม 
1.2 1.5 โมลารทริส-ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอร พีเอช 8.8 
1.3 0.5 โมลารทริส-ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอร พีเอช 6.8 
1.4 10 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต (ammonium persulfate)   
1.5 N, N, N’, N’ เตตราเมธิลลีนไดเอมีน (N, N, N’, N’, - tetramethylenediamine; 
TEMED) 
1.6 10 เปอรเซ็นต โซเดียมโดดีซิลซัลเฟต (sodium dodecylsulfate; SDS)  

2. สารละลายบัฟเฟอรสําหรับตัวอยาง (sample buffer) 
1.1 0.5 โมลารทริส-ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอร พีเอช 6.8  
1.2 99.9 เปอรเซ็นต กลีเซอรอล  
1.3 1 เปอรเซ็นต บรอมฟนอลบลู (bromphenol blue)  
1.4 2 - เมอรแคบโตเอธานอล (2-mercaptoethanol) 
1.5 10 เปอรเซนตโซเดียมโดดีซิลซัลเฟต  

3. สารละลายบัฟเฟอรสําหรับอิเล็กโทรด พีเอช 8.3 1 ลิตร ประกอบดวย 
3.1 ทริส-ไฮโดรคลอไรด 3 กรัม  
3.2 ไกลซีน 14.4 กรัม 
3.3 โซเดียมโดดซิีลซัลเฟต 1 กรัม 
3.4 ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น 

4.  สารละลายลางสียอม ประกอบดวย 
4.1 กรดอะซิติก 10 สวน 
4.2 เอธานอล 25 สวน 
4.3 น้ํากลั่น 65 สวน 

5. สียอม ประกอบดวย 
5.1 โคแมสซีบลูอาร-250 (Coomassie blue R-250) ในสารละลายลางสียอม 

6.โปรตีนมาตรฐานชนิด Broad range molecular weight (Bio-Rad Laboratory, U.S.A.) 
ประกอบดวย 

6.1ไมโอซิน (myosin) น้ําหนักโมเลกุล 214 กิโลดาลตัน 
6.2 เบตากาแลคโตซิเดส (β-galastosidase) น้ําหนักโมเลกุล 118 กิโลดาลตนั 
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6.3 ซีร่ัมอัลบลูมินของโค น้ําหนักโมเลกุล 92 กิโลดาลตัน 
6.4 โอวาบลูมิน น้ําหนักโมเลกุล 52.2 กิโลดาลตัน 
6.5 คารบอนิกแอนไฮเดรส (carbonic anhydrase) น้ําหนักโมเลกุล 35.7 กิโลดาลตัน 
6.6 ตัวยับยั้งทริปซินของถั่วเหลือง (soy bean trypsin inhibitor) น้ําหนักโมเลกุล 28.9 
กิโลดาลตัน 
6.7 ไลโซไซม (lysozyme) น้ําหนักโมเลกุล 20.8 กิโลดาลตัน 
6.8 อะโปรทินิน (aprotinin) น้ําหนักโมเลกุล 6.8 กิโลดาลตัน 

 
วิธีการ 

 
1.  ทาํการเตรียมแผนเจลดังนี้ 

1.1 เตรียมสารละลายสําหรับ separating gel (12%T, 4%C) ทั้งหมดยกเวน TEMED
และ10 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต ดังตาราง แลวดูดอากาศออกดวยปม
สูญญากาศ  
1.2 ประกอบชุดเตรียมเจลและทําเครื่องหมายแสดงความสูงของ separating gel บน
แผนกระจก 
1.3 เติม TEMEDและ10 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต ลงในสารละลายเจล
แลวปเปตใสชองวางระหวางกระจกทันทีจนถึงตําแหนงที่ทําเครื่องหมาย ปดผิวหนา
เจลดวยน้ํากลั่นเบาๆ 
1.4 ปลอยใหเจลแข็งตัว (polymerization) ประมาณ 30 - 45 นาที ขณะรอเวลาให
เตรียม stacking gel (4%T, 4%C) ซ่ึงขั้นตอนเหมือนกับการเตรียม separating gel ดัง
ตาราง 
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 สารในการเตรียมเจล     ปริมาณสารในการเตรียมเจล 
           12%T  4%T 
 
น้ํากลั่น (ml)          6.7   6.1 
1.5 โมลารทริส-ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอร พีเอช 8.8 (ml) 5  - 
0.5 โมลารทริส-ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอร พีเอช 6.8 (ml) -  2.5 
30 เปอรเซ็นต สารละลายอะคริลาไมด/บิส (ml) 8  1.33 
10 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต (µl) 200  100 
10 เปอรเซ็นต โซเดียมโดดีซิลซัลเฟต 200  100 
TEMED (µl) 10  5  
 
หมายเหตุ : สูตรสําหรับเจล 4 แผน 
 

1.5 เมื่อเจลแข็งตัวจะเกิดแนวเสนตรงบริเวณผิวหนาเจล ซับน้ําบนผิวหนาเจลแลวใส 
comb ในชองวางระหวางกระจกเอียงทํามุมประมาณ 10 องศา 
1.6 เติม TEMED และ10 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต ลงในสารละลาย 
stacking gel   ปเปตสารละลายเจลลงในชองวางระหวางกระจกทันทีจนเต็ม แลวจัด 
comb ใหอยูในแนวเสนตรง ปลอยใหเจลแข็งตัวประมาณ 30 - 45 นาที 
1.7 ดึง comb อยางระมัดระวังแลวลางหลุมเจลดวยสารละลายบัฟเฟอรสําหรับ
อิเล็กโทรด พีเอช 8.3 จะไดเจลพรอมสําหรับทํา N-PAGE จากนั้นประกอบแผนเจล
เขากับชุดอิเล็กโทรด เติมสารละลายบัฟเฟอรสําหรับอิเล็กโทรด พีเอช 8.3 ในอาง
อิเล็กโทรดบนและลางและใหทวมผิวหนาเจล  

2. เตรียมสารละลายบัฟเฟอรสําหรับตัวอยาง โดยเตรียมสดใชใน 1 วัน ผสมสารละลาย
ละลายฮีโมไลเสตและฮีโมโกลบินมาตรฐานเขากับสารละลายบัฟเฟอรสําหรับตัวอยางเพื่อใหได
ปริมาณโปรตีนที่เหมาะสมประมาณ 8 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ใหความรอนสารละลายละลาย           
ฮีโมไลเสตที่ 90 องศาเซลเซียสเปนเวลา 10 นาที สวนสารละลายโปรตีนมาตรฐาน ใหความรอนที่ 
37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําไปใสหลุมเจลดวยกระบอกฉีด    

3. ตอชุดอิเล็กโตรโฟรีซิสที่พรอมทํางานกับเครื่องจายกระแสไฟ ตั้งคาที่ 200 โวลทคงที่
และ 60 มิลลิแอมแปร ตอเจล 1 แผน ใชเวลา 45 นาที 

4. นําแผนเจลออกมายอมสีเปนเวลา30 นาที (เขยาขณะยอม) 
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5. ลางสียอมโดยเปลี่ยนทุกๆ 30 นาที (เขยาขณะยอม) ลางจนกระทั่งเห็นแถบชัดเจนและ
พื้นหลังเจลใสไมมีสียอม  

6. เก็บแผนเจลในน้ํากลั่นที่ 4 องศาเซลเซียส 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 39

 1     2     3    4     5    6    7   8 - 

+ 

Hb fast 
Hb slow 

ผลและวิจารณผลการทดลอง 
 
1. ฟโนไทปของฮีโมโกลบินกระบือปลักและกระบือแมน้ํา 
 

จากการทดลองนําฮีโมไลเสตของกระบือปลักมาทําการศึกษาฟโนไทปของฮีโมโกลบิน
โดยวิธีเซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิสที่ พีเอช 8.2 - 8.6 พบวาฮีโมโกลบินของกระบือปลักมี 2 
ฟโนไทป แสดงดังภาพที่ 13 – 17 คือ ฮีโมโกลบิน BB และฮีโมโกลบิน AB ซ่ึง Hb BB และ Hb AB 
ประกอบดวย Hb fast และ Hb slow ในอัตราสวนเทากับ 2 ตอ 1 และ 5 ตอ 1 ตามลําดับ และเมื่อ
นําฮีโมไลเสตของกระบือแมน้ํามาทําการศึกษาฟโนไทปของฮีโมโกลบินโดยวิธีเชนเดียวกับ
การศึกษาในกระบือปลักพบวาฮีโมโกลบินของกระบือแมน้ํามี 2 ฟโนไทป แสดงดังภาพที่ 18 คือ 
ฮีโมโกลบิน BB และฮีโมโกลบิน AB ซ่ึง Hb BB และ Hb AB ประกอบดวย Hb fast และ Hb slow 
ในอัตราสวนเทากับ 2 ตอ 1 และ 5 ตอ 1 ตามลําดับเชนเดียวกัน และ ภาพที่ 19 แสดงการ
เปรียบเทียบฮีโมโกลบินกระบือปลักและกระบือแมน้ํา  

 
 
ภาพที่ 13 แสดงฮีโมโกลบินของกระบือปลักเพศเมียชวงอายุ 1 ป – 3 ป โดยเทคนิคเซลลูโลส       

อะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิสที่พีเอช 8.2 - 8.6 (350 โวลล, 25 นาที) Hb BB และHb AB 
ประกอบดวย Hb fast และ Hb slow ในอัตราสวน 2 ตอ 1 และ 5 ตอ 1 ตามลําดับ เลนที่ 
1, 3, 4, 5 และ6  แสดง Hb BB เลนท่ี 7 และ 8 แสดง Hb AB และเลนที่ 2 แสดง 
สารละลายมาตรฐาน Hemoglobin control (AFSA2) ของคน (Helena Laboratories, 
France) 
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ภาพที่ 14  แสดงฮีโมโกลบินของกระบือปลักเพศเมียชวงอายุมากกวา 7 ป โดยเทคนิคเซลลูโลส   

อะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิสที่พีเอช 8.2 - 8.6 (350 โวลล, 25 นาที) Hb BB และ Hb AB 
ประกอบดวย Hb fast และ Hb slow ในอัตราสวน 2 ตอ 1 และ 5 ตอ 1 ตามลําดับ เลนที่ 
1, 3, 5, 7 และ 8 แสดง Hb BB เลนที่ 2 และ 4 แสดง Hb AB และเลนที่ 6 แสดง 
สารละลายมาตรฐาน Hemoglobin control (AFSA2) ของคน (Helena Laboratories, 
France) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Hb fast 
 Hb slow 

      1    2   3    4    5    6    7   8 

+ 

- 
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ภาพที่ 15   แสดงการเปรียบเทียบฮีโมโกลบินของกระบือปลักเพศเมียชวงอายุ 1 ป – 3 ป กับ อายุ

มากกวา 7 ป โดยเทคนิคเซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิสที่พีเอช 8.2 - 8.6 (350 โวลล, 
25 นาที) Hb BB และ Hb AB ประกอบดวย Hb fast และ Hb slow ในอัตราสวน 2 ตอ 1 
และ 5 ตอ 1 ตามลําดับ เลนที่ 1 และ 2 ชวงอายุมากกวา 7 ป แสดง Hb BB และ AB 
ตามลําดับ เลนที่ 3, 4, 5, 6 และ 8 ชวงอายุ 1 ป – 3 ป แสดง Hb BB และเลนที่ 7 แสดง 
สารละลายมาตรฐาน Hemoglobin control (AFSA2) ของคน (Helena Laboratories, 
France) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Hb fast 

Hb slow 
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ภาพที่ 16 แสดงฮีโมโกลบินของกระบือปลักเพศผูชวงอายุ 1 ป - 3 ป โดยเทคนิคเซลลูโลส            

อะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิสที่พีเอช 8.2 - 8.6 (350 โวลล, 25 นาที) Hb BB และ Hb AB 
ประกอบดวย Hb fast และ Hb slow ในอัตราสวน 2 ตอ 1 และ 5 ตอ 1 ตามลําดับ เลนที่ 1 
แสดง Hb AB  เลนที่ 3, 4, 5 , 6, 7 และ 8 แสดง Hb BB และเลนที่ 2 แสดง สารละลาย
มาตรฐาน Hemoglobin control (AFSA2) ของคน (Helena Laboratories, France)    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Hb fast 

Hb slow 

   1    2    3    4    5    6   7   8 
- 
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ภาพที่ 17 แสดงการเปรียบเทียบฮีโมโกลบินของกระบือปลักเพศผูและเพศเมียโดยเทคนิค

เซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิสที่พีเอช 8.2 - 8.6 (350 โวลล, 25 นาที) Hb BB และ 
Hb AB ประกอบดวย Hb fast และ Hb slow ในอัตราสวน 2 ตอ 1 และ 5 ตอ 1 ตามลําดับ 
ฮีโมโกลบินของกระบือปลักเพศเมีย: เลนที่ 1, 3 และ 7 แสดง Hb BB เลนที่ 2 แสดง Hb 
AB ฮีโมโกลบินของกระบือปลักเพศผู: เลนที่ 4, 6 และ 8 แสดง Hb BB และเลนที่ 5 
แสดง สารละลายมาตรฐาน Hemoglobin control (AFSA2) ของคน (Helena 
Laboratories, France)    
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Hb slow 

  1     2    3     4     5      6    7     8 
- 

+ 



 44

   1     2     3    4      5     6    7     8 

Hb fast 

Hb slow 

- 

+  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 18  แสดงฮีโมโกลบินของกระบือแมน้ําเพศผูและเพศเมียโดยเทคนิคเซลลูโลส                    

อะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิสที่พีเอช 8.2 - 8.6 (350 โวลล, 25 นาที) Hb BB และ Hb AB 
ประกอบดวย Hb fast และ Hb slow ในอัตราสวน 2 ตอ 1 และ 5 ตอ 1 ตามลําดับ 
ฮีโมโกลบินของกระบือแมน้ําเพศผู: เลนที่ 1, 2, 7 และ 8 แสดง Hb BB เลนที่ 6 แสดง 
Hb AB ฮีโมโกลบินของกระบือแมน้ําเพศเมีย: เลนที่ 3 และ 5 แสดง Hb BB และ Hb 
AB ตามลําดับ และเลนที่ 4 แสดง สารละลายมาตรฐาน Hemoglobin control (AFSA2) 
ของคน (Helena Laboratories, France)    
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ภาพที่ 19      แสดงการเปรียบเทียบฮีโมโกลบินของกระบือปลักและกระบือแมน้ํา โดยเทคนิค

เซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิสที่พีเอช 8.2 - 8.6 (350 โวลล, 25 นาที) Hb BB และ 
Hb AB ประกอบดวย Hb fast และ Hb slow ในอัตราสวน 2 ตอ 1 และ 5 ตอ 1 
ตามลําดับ เลนที่ 1 และ 2 แสดง Hb AB เลนที่ 3, 5, 6, 7 และ 8 แสดง Hb BB และเลน
ที่ 4 แสดง สารละลายมาตรฐาน Hemoglobin control (AFSA2) ของคน (Helena 
Laboratories, France)    
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ภาพที่ 20 แสดงชนิดของฮีโมโกลบินกระบือปลักโดยเทคนิคเนทีฟโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตร

โฟรีซิส 12%T, 4%C ที่พีเอช 8.3 (200 โวลทคงที่ 60 มิลลิแอมแปร/เจล 1 แผน 40 นาที) 
Hb BB และ Hb AB ประกอบดวย Hb fast และ Hb slow ในอัตราสวน 2 ตอ 1 และ 5 ตอ 
1 ตามลําดับ 

 
 เมื่อนําสารละลายฮีโมโกลบินกระบือปลักมาทําการศึกษาฟโนไทป โดยวิธีเนทีฟพอลิ      
อะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ที่พีเอช 8.3 ดวยเจล 12%T 4%C (200 โวลทคงที่ 60                 
มิลลิแอมแปรสําหรับเจล  1 แผนใชเวลา 40 นาที) ดังแสดงในภาพที่ 20 ไดผลเชนเดียวกับผลที่ได
จากเทคนิคเซลลูโลส  อะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส พีเอช 8.2 - 8.6 ตามวิธีของ Helena Laboratories 
(U.S.A.) โดยพบ ฮีโมโกลบิน 2 ชนิด คือ Hb fast และ Hb slow ตามการเคลื่อนที่ในกระแสไฟฟา
จากขั้วลบไปขั้วบวก 

จากการศึกษาฟโนไทปกระบือปลักเพศผูจํานวน 31 ตวัเพศเมยีจํานวน 40 ตัวและกระบือ
แมน้ําเพศผู 3 ตัว เพศเมยี 2 ตัว โดยเทคนคิเซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิสและพอลิอะคริลาไมด
เจลอิเล็กโตรโฟรีซิสที่พีเอช 8.2 - 8.6 เมื่อใชความเร็วในการเคลื่อนทีข่องแถบฮีโมโกลบินในอิเล็ก
โตรโฟรีซิสจากขั้วลบไปยังขั้วบวก พบวาทั้งสองเทคนิคใหผลเชนเดียวกันคือพบฮีโมโกลบิน 2     
ฟโนไทปในกระบือปลัก คือ Hb BB 59 ตัว (เพศผู 27 ตัวและเพศเมยี 32 ตัว) และ Hb AB 12 ตัว 
(เพศผู 4 ตัวและเพศเมยี 8 ตัว) และพบฮีโมโกลบิน 2 ฟโนไทปในกระบือแมน้ําเชนกนั คือ Hb BB 3 
ตัว (เพศผู 2 ตวัและเพศเมยี 1 ตัว) และ Hb AB 2 ตัว (เพศผู 1 ตวัและเพศเมยี 1 ตัว) ไมพบ Hb AA  
ที่ประกอบดวย Hb fast เพียงอยางเดยีว Hb BB และ Hb AB ประกอบดวย Hb fast และ Hb slow ใน
อัตราสวน 2 ตอ 1 และ 5 ตอ 1  ตามลําดับ  ซ่ึงสอดคลองการรายงานของ Masina et al., (1977)   ได
กลาววาทีพ่ีเอชเปนดางในระบบอิเล็กโตรโฟรีซิส พบฮีโมโกลบิน 3 ฟโนไทปในกระบือแมน้ํา คือ 
Hb AA, Hb BB และ Hb AB โดยที่ Hb AA ประกอบดวย Hb fast เพียงอยางเดยีว (Naik and 

+ 

-

Hb fast 
Hb slow 

 AB          BB          AB        AB          AB         AB 
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Suzumaran, 1967., Masina et al., 1977 และ Iorio et al., 1986) ขณะที ่ Hb BB และ Hb AB 
ประกอบดวย Hb fast และ Hb slow ในอตัราสวน 2 ตอ 1 และ 5 ตอ 1 ตามลําดับ (Masina et 
al.,1977)   เนือ่งจาก Hb fast มีประจุสุทธิเปนลบมากกวา Hb slow  และ Hb slow ประกอบดวย
กรดอะมิโนชนิดอารจินีนหรือไลซีนเปนสวนใหญ  Hb fast  จึงเคลื่อนที่ไปยังขัว้บวกไดเร็วกวาใน 
อิเล็กโตรโฟรีซิส (Di Luccia A et al., 1989) นอกจากนี้ยังพบวา Hb fast ประกอบดวยสายอัลฟา
หนึ่ง (Іα) ขณะที ่Hb slow ประกอบดวยสายอัลฟาสอง (ІІα)  (Balani and Barnabas, 1965 และ 
Masina et al., 1977)  ซ่ึงสายอัลฟา สองมีคา pI สูงกวาสายอัลฟาหนึง่  (Di Luccia A et al., 1989 
และ Masina et al., 1977) เนื่องจากสายอัลฟาทั้งสองมีกรดอะมิโนสามตัวที่แตกตางกัน คือ กรด   
อะมิโนทริปโตเฟน (Balani and Barnabas, 1965) กรดอะมิโนซสีเตอีนและกรดอะมิโนไลซนี      
(Di Luccia A et al., 1989)  ซ่ึงพบในสายอัลฟาหนึ่งเปนสวนใหญและจากการศึกษาของ Braend 
and Stormont (1955) ในกระบือพันธุไบซันพบฮีโมโกลบิน 2 ฟโนไทป คือ Hb AA และ Hb BB   
  

การศึกษาเปรียบเทียบฟโนไทประหวางกระบือปลักเพศผูและเพศเมีย ดังแสดงในภาพที่ 17 
เมื่อใชความเร็วในการเคลื่อนที่ของแถบฮีโมโกลบินในอิเล็กโตรโฟรีซิสจากขั้วลบไปยังขั้วบวก
พบวาแถบของฮีโมโกลบินเคลื่อนที่จากขั้วลบไปยังขั้วบวกไดเหมือนกันและเมื่อทําการวิเคราะห
แผนเจลโดยใชเครื่องวิเคราะหพบวาอัตราสวนของ Hb BB และ Hb AB มีอัตราสวน 2 ตอ1 และ 5 
ตอ1 ตามลําดับเชนกัน ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของอรพรรณและคณะ (2546) ที่ไดทําการศึกษาฟ
โนไทปของกระบือปลักจํานวน 12 ตัว โดยเทคนิคเซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิสและ          
พอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสที่พีเอชเปนดาง พบวาทั้งสองเทคนิคใหผลเชนเดียวกัน
กลาวคือพบฮีโมโกลบิน 2 ฟโนไทป คือ Hb BB 11 ตัว (เพศผู 4 ตัวและเพศเมีย 7 ตัว) และ Hb AB 
1 ตัว (เพศเมีย 1 ตัว)  ไมพบ Hb AA นอกจากนี้ Hb BB และ Hb AB ประกอบดวย Hb fast และ Hb 
slow ในอัตราสวน 2 ตอ 1 และ 5 ตอ 1 ตามลําดับ และเมื่อทําการศึกษาเปรียบเทียบฟโนไทป
ระหวางกระบือปลักและกระบือแมน้ํา ดังแสดงในภาพที่ 19 พบวาแถบของฮีโมโกลบินเคลื่อนที่
จากขั้วลบไปยังขั้วบวกไดเหมือนกันหรือคลายคลึงกัน ดังนั้นจึงสามารถยืนยันไดวาชนิดของ
ฮีโมโกลบินกระบือปลักและกระบือแมน้ํามีความเหมือนหรือคลายคลึงกัน การศึกษาฮีโมโกลบิน
ของกระบือปลักและกระบือแมน้ําครั้งนี้ไมพบ Hb AA อาจเนื่องมาจาก ตัวอยางเลือดกระบือแมน้ํา
ที่นํามาทําการศึกษาเปนกระบือแมน้ําที่มาจากประเทศอินเดีย (กระบือแมน้ําแถบทวีปเอเชีย) ซ่ึงมี
ความแตกตางทางดานพันธุกรรมและมีการปรับตัวในการดํารงชีวิตที่แตกตางจากกระบือแมน้ําที่อยู
แถบทวีปยุโรปจึงทําใหไมพบฮีโมโกลบินชนิด Hb AA ที่พบไดในกระบือแมน้ําอิตาเลียน (Italian 
water buffalo) อีกทั้งจํานวนกระบือแมน้ําที่นํามาศึกษามีเพียง 5 ตัวจึงไมพบฮีโมโกลบินชนิด Hb 
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AA และในกระบือปลักที่ไมพบ Hb AA อาจเนื่องมาจากความแตกตางกันทางสรีรวิทยา รูปราง 
ผลผลิตและการปรับตัวในการดํารงชีวิตที่แตกตางจากกระบือแมน้ําและความหลากหลายของแหลง
ที่เก็บตัวอยางเลือดกระบือปลักมาศึกษาไดนํามาจากแหลงเดียวเทานั้น Di Luccia A et al., 1989 
ศึกษาฟโนไทปของฮีโมโกลบินในกระบือแมน้ําอิตาเลียน  พบฮีโมโกลบิน 3 ฟโนไทปคือ Hb AA, 
Hb BB และ Hb AB โดยใชเทคนิคเซลลูโลสอะซิเตตแบบแปงเจลที่พีเอช 8.9  

 
จากการศึกษารายงานตาง ๆ ของฮีโมโกลบินโคยุโรป โคอินเดียและกระบือแมน้ํา  พบ

ความแตกตางของกรดอะมิโนในสายอัลฟาของ Hb fast และ Hb slow (Bachmann et al., 1978 ;     
Di Luccia A et al., 1989; Ferranti et al., 2001 )  นอกจากนี้ยังพบความแตกตางของกรดอะมิโนใน
สายเบตา ซ่ึงความแตกตางของกรดอะมิโนที่เกิดขึ้นบนสายเบตามีความสําคัญตอความสามารถของ
ฮีโมโกลบินในการจับกับออกซิเจนเปนอยางมาก เนื่องจากสายเบตาจับกับออกซิเจนที่ตําแหนง
เดียวกันกับ 2,3-BPG (Perutz and Imai, 1980)  Chang (1991) ไดรายงานวาในเซลลเม็ดเลือดแดงมี 
2,3-BPG  ซ่ึง 2,3-BPG สามารถจับอยูกับสายเบตาทั้งสองของฮีโมโกลบินตรงตําแหนงของหมู    
อะมิโนที่ปลาย N (N-terminal amino group)  และหนวยอิมิดาโซลของ β -143   ฮิสติดีนของ
โมเลกุลฮีโมโกลบิน (วิชัย, 2541) จากการรายงานของ Bunn (1971) พบวาฮีโมโกลบินของสัตวเล้ียง
ลูกดวยนมแบงออกเปน 2 กลุมคือกลุมที่มีความชอบตอออกซิเจนต่ําและกลุมที่มีความชอบตอ
ออกซิเจนสูง Perutz and Imai (1980) ไดรายงานเพิ่มเติมถึงความแตกตางระหวางฮีโมโกลบิน 2 
กลุม  ซ่ึงมีความแตกตางที่ปลาย N ของกรดอะมิโนในสายเบตาตําแหนงที่ 2 ตรงบริเวณที่ไมใช
เกลียว  โดยกลุมที่มีความชอบตอออกซิเจนต่ําเปนกรดอะมิโนพวก hydrophobic ไดแก  กรด        
อะมิโนลิวซีน   เมทไธโอนีนหรือฟนิลอะลานีน  และกลุมที่มีความชอบตอออกซิเจนสูงเปนกรด  
อะมิโนพวก hydrophilic  ไดแก กรดอะมิโนฮิสติดีน กูลตามีนหรือแอสพาราจีน  

ดังนั้นการศึกษาในครั้งนี้เปนการศึกษาเพื่อใหไดขอมูลพื้นฐานในการทํางานวิจัยตอไปโดย
ทําการศึกษาแยกสาย α และ β ที่พบใน Hb BB และ Hb AB  ศึกษาถึงความแตกตางของลําดับ
กรดอะมิโนภายในสายโกลบินและศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของสายโกลบินแตละชนิดได  John และ 
Barnabas (1978)  ไดศึกษาความหลากหลายของฮีโมโกลบินในตระกูลของ Bovidae  โดยวิเคราะห
ตัวอยางฮีโมโกลบินใน Nilgai พบวามีสายพอลิเปบไทด 3 ชนิด คือ ชนิดสายเบตาและอีก 2 ชนิด
เปนสายอัลฟาคือชนิดสายอัลฟาหนึ่ง (Іα)  และชนิดสายอัลฟาสอง  (ІІα)    ฮีโมโกลบินใน Nilgai 
สองโมเลกุลประกอบดวยหนึ่งโมเลกุลเปน 2 สายอัลฟาหนึ่ง และ 2 สายเบตา (Іα2β2) สวนอีกหนึ่ง
โมเลกุล เปน 2 สายอัลฟาสอง และ 2 สายเบตา (ІІα2β2) สวนโคมีสายอัลฟาที่มียีน 1 คูที่มีรูปแบบ
ตางกันและที่ตําแหนงโลกัสเดียวกัน  ขณะที่สายเบตามียีนคูที่มีรูปแบบตางกันและที่ตําแหนงโลกัส
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เดียวกันอยูถึง 3 คู และพบในสายเบตาของ Hb A และ Hb B ในโคเทานั้น สายเบตาของ Hb A 
ตําแหนงที่ 15 เปนกรดอะมิโนไกลซีน (glycine)  สายเบตาของ Hb B เปน กรดอะมิโนเซอรีน 
(serine)  ตําแหนงที่ 18 สายเบตาของ Hb A เปนกรดอะมิโนไลซีน (lysine) สายเบตาของ Hb B เปน
กรดอะมิโนฮิสติดีน (histidine)   และตําแหนงที่  119  สายเบตาของ Hb A เปนกรดอะมิโนไลซีน  
และสายเบตาของ Hb B เปนกรดอะมิโนแอสพาราจีน (asparagine) (Schroeder et al.,  1967)  
ฮีโมโกลบินของกระบือแมน้ําที่พบจะเปนสายอัลฟาที่มียีน  2  คูที่มีรูปแบบตางกันและที่ตําแหนง
โลกัสเดียวกัน ขณะที่สายเบตามียีน 1 คูที่มีรูปแบบตางกันและที่ตําแหนงโลกัสเดียวกัน (Ranjekar 
และ Barnabas, 1969)   John  และ  Barnabas  (1978) ไดรายงานวาฮีโมโกลบินของกระบือแมน้ํา  1  
โมเลกุลประกอบดวยสายโกลบิน 4 รูปแบบดวยกัน  คือ  รูปแบบที่หนึ่งมี 2 สายอัลฟาหนึ่งและ 2 
สายเบตาหนึ่ง  (Іα2

Іβ2) รูปแบบที่สองมี 2 สายอัลฟาสองและ 2 สายเบตาหนึ่ง (ІІα2
Іβ2)  รูปแบบที่

สามมี 2 สายอัลฟาสองและ  2  สายเบตา สอง (ІІα2
ІІβ2)  รูปแบบสุดทายมี 2 สายอัลฟาหนึ่งและ 2 

สายเบตาสอง (Іα2
ІІβ2) 

 
Balani and Barnabas (1965) และ Masina et al. (1997)  ไดรายงานวา Hb fast ประกอบดวย

สายอัลฟาหนึ่งขณะที่ Hb slow ประกอบดวยสายอัลฟาสอง  นอกจากนี้ Di Luccia A et al. (1989) 
นําสายโกลบินจาก  Hb AA, Hb BB และ Hb AB  มาศึกษาดวยเทคนิคไอโซอิเล็กทริกโฟกัสซิงพอ
ลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสที่ชวงพีเอช 6.8-8.5   พบวา Hb BB และ Hb AB ประกอบดวย  
สายอัลฟาหนึ่ง สายอัลฟาสองและสายเบตา ขณะที่ Hb AA ประกอบดวยสายอัลฟาหนึ่งและเบตา  
Di Luccia A et al. (1991) ไดศึกษาสายโกลบินจาก Hb BB โดยเทคนิคไอโซ อิเล็กทริกโฟกัสซิงใน
พีเอช เกรเดียนต 7.1 - 7.5 ในกระบือแมน้ําพบวา Hb BB มี 3 ชนิดยอย คือ Hb BB, Hb BsBs และ Hb 
BBs   ดังแสดงในภาพที่ 12 Hb BB ประกอบดวย Hb 2 และ Hb 4  Hb 2 ประกอบดวยสายอัลฟา
หนึ่งสอง (Іα2) และ Hb 4 ประกอบดวยสายอัลฟาสองสี่ (ІІα 4)   Hb BsBs ประกอบดวย Hb 2s และ 
Hb 4s   ขณะที่ Hb BBs ประกอบดวย Hb 2 Hb 4  Hb 2s และ Hb 4s โดยฮีโมโกลบินทั้งสี่ชนิดมีคา pI 
จากขั้วบวกไปยังขั้วลบเปน 7.160  7.168 7.350 และ 7.358  ตามลําดับ และจากการศึกษา Hb BB   
Hb BBs และ Hb BsBs ดวยเทคนิคพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสที่พีเอชเปนกรด   พบวา
ฮีโมโกลบินทั้ง 3 ฟโนไทปยอยประกอบดวยสายอัลฟาที่เหมือนกัน คือ สายอัลฟาหนึ่งสอง (Іα2) 
และสายอัลฟาสองสี่ (ІІα 4) ขณะที่พบความแตกตางเกิดขึ้นที่สายเบตา   โดยที่ Hb BB 
ประกอบดวยสายเบตา (β-chain)   Hb BsBs ประกอบดวยสายเบตาเอส (β s-chain)   และ Hb BBs 
ประกอบดวยสายเบตาและสายเบตาเอส (β + β s-chain) การเคลื่อนที่ที่แตกตางกันในสายเบตาทั้ง
สองเนื่องจากมีความแตกตางกันตรงสวน hydrophobicity   โดยที่สายเบตาเอสของ Hb BsBs และ 
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Hb BBs ประกอบดวยสวนที่เปน hydrophobic มากกวาสายเบตาของ Hb BB ตอมา Ferranti et al.  
(1992)  ไดศึกษาเพิ่มเติมสายโกลบินของ Hb AA ดวยเทคนิคไอโซอิเล็กทริกโฟกัส ซิงพอลิอะคริลา
ไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสที่ พีเอช 7.1-7.5 ใชยูเรียเปนสารทําให Hb AA เสียสภาพธรรมชาติ พบวา
แถบของ Hb fast ถูกแยกออกจากกันเปน 2 แถบ คือ Hb 1 และ Hb 3 โดยที่ Hb 1 และ Hb 3 
ประกอบดวยสายอัลฟาหนึ่งและสายอัลฟาสามตามลําดับ Ferranti et al.  (2001) ไดศึกษาโครงสราง
ปฐมภูมิ (primary structure) ของสายอัลฟาในฮีโมโกลบินกระบือแมน้ําจํานวน 4 ตัว พบวาลําดับ
กรดอะมิโนในสายอัลฟา ประกอบดวยกรด    อะมิโนทั้งหมด 141 หนวยและพบความแตกตางกัน
ของ ยีน A และยีน B   ยีน A ถอดรหัสได 2 สายอัลฟา คือ สายอัลฟาหนึ่งหนึ่ง (Іα1) และ 
สายอัลฟาสองสาม (ІІα3) หรือ Hb 1 และ Hb 3   ใน Hb AA สายอัลฟาทั้งสองสายมีลําดับกรดอะมิ
โนแตกตางกันที่ตําแหนง 129 และ 131  สายอัลฟาหนึ่งหนึ่งตําแหนงที่ 64, 129 และ 131 เปน
กรดอะมิโนอะลานีน  ลิวซีนและเซอรีน ตามลําดับ  ขณะที่สายอัลฟาสองสาม ตําแหนง ที่ 64, 129  
และ 131 เปนกรดอะมิโนอะลานีน      ฟนิลอะลานีนและแอสปาราจีนตามลําดับ  สวนยีน B 
ถอดรหัสได 2 สายอัลฟา  คือ  สายอัลฟาหนึ่งสอง (Іα2) และ สายอัลฟาสองสี่ (ІІα 4)  หรือ Hb 2 
และ Hb 4   ใน Hb BB สายอัลฟาทั้งสองสายมีลําดับกรดอะมิโนแตกตางกันที่ตําแหนง 10, 11 และ 
64  สายอัลฟาหนึ่งสองตําแหนงที่ 10, 11 และ 64 เปนกรดอะมิโนไอโซลิวซีน  กลูตามีนและ
แอสพาราจีนตามลําดับ    ขณะที่สายอัลฟาสองสี่ ตําแหนง 10, 11 และ 64  เปนกรดอะมิโนวาลีน  
ไลซีนและแอสพาราจีนตามลําดับ กรดอะมิโนถูกแทนที่ในตําแหนงโลกัสเดียวกันและในตําแหนง
ไมใชโลกัสเดียวกันในสายอัลฟาเปนผลจากการเกิดการกลายแบบ single point mutation แสดงดัง
ภาพที่ 21 และ 22 
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ภาพที่  21 แสดงลําดับของกรดอะมิโนในสายอัลฟาทั้ง 4 สายในฮีโมโกลบินกระบือแมน้ําโดยที่ 

สายอัลฟาหนึ่งหนึ่งและ สายอัลฟาสองสาม ถอดจากรหัสยีน A และสายอัลฟาหนึ่งสอง
และสายอัลฟาสองสี่ ถอดรหัสจากยีน B 

 
ท่ีมา: Feranti et al. (2001) 
 

 
 

ภาพท่ี 22   แสดงความแตกตางของกรดอะมิโนจากยีน A และจากยีน B ในสายอัลฟาของ 
ฮีโมโกลบินกระบือแมน้ํา สายอัลฟาหนึ่งหนึ่งและสายอัลฟาสองสามจากยีน A และ
สายอัลฟาหนึ่งสองและสายอัลฟาสองสี่จากยีน B 

 
ท่ีมา:  Feranti et al. (2001) 
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2. น้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินกระบือปลัก 
 

การทําเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโตกราฟฟของ Sephadex G-100 Grade fine ซ่ึงมีระดับ
การเชื่อมโยงเปนตาขายรางแหอยูในชวงน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 4,000 - 150,000 ดาลตัน ผลจาก
การชะสารของสารละลายบัฟเฟอร แสดงดังภาพที่ 23 กราฟมาตรฐานที่เขียนระหวางคา Kd ของ
โปรตีนมาตรฐานและคาลอกาลิทึมน้ําหนักโมเลกุล (log M.W.) ของโปรตีนมาตรฐาน จากกราฟ
มาตรฐานสามารถคํานวณหาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินกระบือปลักไดเปน 46,209   ดาลตัน 
แสดงดังภาพที่ 24 
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ภาพที่ 23   แสดงผลการชะสารชนิดตางๆ ที่ผานคอลัมนเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโตกราฟฟของ 

Sephadex G-100 ดวย ทริส – ไฮโดรคลอริก บัฟเฟอรที่มีความเขมขน 0.05 โมลาร พีเอช 
7.4 อัตราการไหล 1.8 มิลลิลิตรตอนาที 
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การหาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินกระบือปลัก โดยการสรางเสนกราฟระหวางคา Kd 
และคา log M.W. 
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ภาพที่ 24   แสดงการหาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินกระบือปลักจากคา Kd และ Log M.W. 
ของโปรตีนตางๆ  

 
หมายเหตุ:    น้ําหนักโมเลกุลของสารและโปรตีนมาตรฐาน 
 Blue dextran     2,000,000  ดาลตัน 
 Bovine serum albumin (BSA)        68,000  ดาลตัน 
 Chicken ovalbumin                   44,000  ดาลตัน 
 Chymotrypsinogen A              25,000  ดาลตัน 
            Ribonuclease A                          13,700  ดาลตัน 
 น้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบิน (trimer) กระบือปลัก คือ      46,209 ดาลตัน 
 

จากการทําโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ที่พีเอช 8.3 ดวย
เจล 12%T, 4%C เมื่อยอมโปรตีนดวยโคแมสซีบลู อาร - 250 พบแถบฮีโมโกลบินบนแผนเจลจําน
วน 1 แถบ เมื่อวิเคราะหดวยโปรแกรมวิเคราะหแผนเจล พบวาหนวยยอยของฮีโมโกลบินกระบือ
ปลักและกระบือแมน้ํามีน้ําหนักโมเลกุลเฉล่ีย 13,227 ดาลตันและ 13,525 ดาลตัน ตามลําดับ ดัง
แสดงในภาพที่ 25 และ 26 
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ภาพที่ 25   การหาน้ําหนักโมเลกุลหนวยยอยของฮีโมโกลบินกระบือปลัก โดยวิธีโซเดียมโดดีซิล  

ซัล เฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ที่พีเอช 8.3 ดวยเจล 12%T, 4%C (200 
โวลทคงที่ 60 มิลลิแอมแปร/เจล 1 แผน 40 นาที) เลนที่ 1 - 4 และ 6 – 8 คือ สารละลาย
ฮีโมโกลบินกระบือปลักเลนที่ 5 คือ broad range M.W. standard (Bio-Rad Laboratory, 
U.S.A.)  

 
หมายเหตุ:  broad range M.W. standard (Bio-Rad Laboratory, U.S.A.) 
 
 Myosin     214,000 ดาลตัน 
 β – galactosidase    118,000 ดาลตัน 
 Bovine serum albumin (BSA)    92,000 ดาลตัน 
 Ovalbumin       52,200 ดาลตัน 
 Carbonic anhydrase                     35,700 ดาลตัน 
 Soybean trypsin inhibitor     28,900 ดาลตัน 

 Lysozyme       20,800 ดาลตัน 
 Aprotinin         6,800 ดาลตัน 

 
 
 

- 

+ 
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ภาพที่ 26  การหาน้ําหนักโมเลกุลหนวยยอยของฮีโมโกลบินแมน้ําโดยวิธีโซเดียมโดดีซิลซัล        

เฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ที่พีเอช 8.3 ดวยเจล 12%T, 4%C (200 โวลท
คงที่ 60 มิลลิแอมแปร/เจล 1 แผน 40 นาที เลนที่ 1 - 4 และ 6 – 7 คือ สารละลาย
ฮีโมโกลบินกระบือแมน้ํา) เลนที่  5 คือ broad range M.W. standard (Bio-Rad 
Laboratory, U.S.A.)  

 
 เมื่อนําสารละลายฮีโมโกลบินกระบือปลักที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ดวยเจลฟลเทรชัน
คอลัมนโครมาโตกราฟฟของ Sephadex G-100 จํานวน 10 ตัวแบงเปน Hb BB 6 ตัวอยางและ HB 
AB 4 ตัวอยาง มาหาคาน้ําหนักโมเลกุล โดยวิธีแมสสเปกโทรเมทรีผานเครื่องแมสสเปกโทรมิเตอร 
แบบ MALDI - TOF ใชกรดไซแนพินิคเปนเมทริกซจับกับฮีโมโกลบินและยิงดวยไนโตรเจน
เลเซอร เมื่อนําคาเฉลี่ยที่ไดจาก peak ทั้ง 3 peak ที่ปรากฏในแตละตัวอยาง จาก Hb BB 6 ตัวอยาง 
มาหาคาน้ําหนักโมเลกุลเฉล่ียของฮีโมโกลบินและคาน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยของฮีโมโกลบินแบบ  
monomer dimer และ trimer พบวามีคา 61,014.19  15368.59  30894.98  และ 45917.92 ดาลตัน 
ตามลําดับ เชนเดียวกันจาก Hb AB 4 ตัวอยาง คาน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยของฮีโมโกลบินและคา

- 

+ 
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น้ําหนักโมเลกุลเฉล่ียของฮีโมโกลบินแบบ  monomer  dimer และ trimer เทากับ 60,788.17 
15371.06  30904.09  และ 45903.35 ดาลตัน ตามลําดับ น้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินกระบือ
ปลักและน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินแบบ  monomer  dimer และ trimer ชนิด Hb BB และชนิด 
Hb AB ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (P<0.05) ดังแสดงในภาพที่ 27 – 34 
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ภาพท่ี 27 น้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบิน BB ในกระบือปลักแบบ monomer โดยวิธี

แมสสเปกโทรเมทรี ดวยเครื่องแมสสเปกโทรมิเตอร แบบ MALDI - TOF (Bruker 
Reflex IV, Bruker, U.S.A.) ใชกรดไซแนพินิคเปนเมทริกซ และยิงดวยไนโตรเจน
เลเซอร   

 
หมายเหตุ:    คาน้ําหนักโมเลกุลที่ปรากฏของ peak ทั้ง 3 peak นํามาหาคาน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยของ

ฮีโมโกลบิน BB   แบบ monomer  
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ภาพที ่28 น้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบิน BB ในกระบือปลักแบบ dimer โดยวิธีแมสสเปกโทร

เมทรี ดวยเครื่องแมสสเปกโทรมิเตอร แบบ MALDI - TOF (Bruker Reflex IV, Bruker, 
U.S.A.) ใชกรดไซแนพนิิคเปนเมทริกซ และยิงดวยไนโตรเจนเลเซอร   

 
หมายเหตุ:   คาน้ําหนักโมเลกุลที่ปรากฏของ peak ทั้ง 3 peak นํามาหาคาน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยของ 

ฮีโมโกลบิน BB   แบบ dimer 
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ภาพที ่29 น้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบิน BB ในกระบือปลักแบบ trimer โดยวิธีแมสสเปกโทร

เมทรีดวยเครื่องแมสสเปกโทรมิเตอร แบบ MALDI - TOF (Bruker Reflex IV, Bruker, 
U.S.A.) ใชกรดไซแนพนิิคเปนเมทริกซ และยิงดวยไนโตรเจนเลเซอร   

 
หมายเหตุ:   คาน้ําหนักโมเลกุลที่ปรากฏของ peak ทั้ง 3 peak นํามาหาคาน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยของ

ฮีโมโกลบิน BB   แบบ trimer 
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ภาพที ่30 น้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบิน BB ในกระบือปลักแบบ tetramer โดยวธีิแมสสเปกโทร

เมทรี ดวยเคร่ืองแมสสเปกโทรมิเตอร แบบ MALDI - TOF (Bruker Reflex IV, Bruker, 
U.S.A.) ใชกรดไซแนพนิิคเปนเมทริกซ และยิงดวยไนโตรเจนเลเซอร   

 
หมายเหตุ: คาน้ําหนักโมเลกุลท่ีปรากฏของ peak ท้ัง 3 peak นํามาหาคาน้ําหนักโมเลกุลเฉล่ียของ

ฮีโมโกลบิน BB   แบบ tetramer 
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ภาพที่ 31 น้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบิน AB ในกระบือปลักแบบ monomer โดยวิธี

แมสสเปกโทรเมทรี ดวยเคร่ืองแมสสเปกโทรมิเตอร แบบ MALDI - TOF (Bruker 
Reflex IV, Bruker, U.S.A.) ใชกรดไซแนพินิคเปนเมทริกซ และยิงดวยไนโตรเจน
เลเซอร   

 
หมายเหตุ:    คาน้ําหนักโมเลกุลท่ีปรากฏของ peak ท้ัง 3 peak นํามาหาคาน้ําหนักโมเลกุลเฉล่ียของ

ฮีโมโกลบิน AB   แบบ monomer 
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ภาพที่ 32   น้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบิน AB ในกระบือปลักแบบ dimer โดยวิธีแมสสเปกโทร

เมทรี ดวยเคร่ืองแมสสเปกโทรมิเตอร แบบ MALDI - TOF (Bruker Reflex IV, Bruker, 
U.S.A.) ใชกรดไซแนพินิคเปนเมทริกซ และยิงดวยไนโตรเจนเลเซอร   

 
หมายเหตุ: คาน้ําหนักโมเลกุลท่ีปรากฏของ peak ท้ัง 3 peak นํามาหาคาน้ําหนักโมเลกุลเฉล่ียของ  

ฮีโมโกลบิน AB   แบบ dimer 
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ภาพที่ 33  น้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบิน AB ในกระบือปลักแบบ trimer โดยวิธีแมสสเปกโทร
เมทรี ดวยเคร่ืองแมสสเปกโทรมิเตอร แบบ MALDI - TOF (Bruker Reflex IV, Bruker, 
U.S.A.) ใชกรดไซแนพินิคเปนเมทริกซ และยิงดวยไนโตรเจนเลเซอร   

 
หมายเหตุ: คาน้ําหนักโมเลกุลท่ีปรากฏของ peak ท้ัง 3 peak นํามาหาคาน้ําหนักโมเลกุลเฉล่ียของ

ฮีโมโกลบิน AB   แบบ trimer 
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ภาพที่ 34   น้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบิน ABในกระบือปลักแบบ tetramer โดยวิธีแมสสเปกโทร
เมทรี ดวยเคร่ืองแมสสเปกโทรมิเตอร แบบ MALDI - TOF (Bruker Reflex IV, Bruker, 
U.S.A.) ใชกรดไซแนพินิคเปนเมทริกซ และยิงดวยไนโตรเจนเลเซอร   

 
หมายเหตุ: คาน้ําหนักโมเลกุลท่ีปรากฏของ peak ท้ัง 3 peak นํามาหาคาน้ําหนักโมเลกุลเฉล่ียของ

ฮีโมโกลบิน AB   แบบ tetramer  
 

เมื่อพิจารณาวิธีการหาน้ําหนักโมเลกุลท้ัง 3 วิธีขางตน ไดผลดังแสดงในตารางที่ 3 พบวา
น้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินกระบือปลักท้ังในรูปตามธรรมชาติและรูปหนวยยอยมีคาแตกตาง
กัน แตดวย sensitivity และ resolution ของวิธีแมสสเปกโทรเมทรีท่ีสูงกวาวิธีการอ่ืนๆ ดังนั้น
น้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินกระบือปลักจึงใชคาท่ีไดจากวิธีการนี้ เม่ือคํานวณคาน้ําหนัก
โมเลกุลเฉล่ียของ Hb AB และ Hb BB จํานวน 10 ตัว ไดคาน้ําหนักโมเลกุลเฉล่ียของฮีโมโกลบิน
และคาน้ําหนักโมเลกุลเฉล่ียของฮีโมโกลบินแบบ monomer dimer และ trimer เทากับ 60,942.79  
15,359.67  30,894.40 และ 45,912.42  ดาลตันตามลําดับ 
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ตารางที่ 3 น้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินของกระบือปลักแบงตามวิธีการศึกษา 
 
                (หนวย : ดาลตัน) 
      โมเลกุล    วิธีการศึกษาน้าํหนักโมเลกุล                                       
ของฮีโมโกลบิน      Gel filtration                        Mass spectrometry                             SDS-PAGE 
                                                         Hb BB         Hb AB         น้ําหนกัโมเลกุลเฉล่ีย                                       
 
Tetramer - 61,014.19        60,788.17 60,942.79  - 
Trimer 46,209   45,917.92        45,903.35 45,912.42 -  
Dimer -          30,894.98    30,904.09 30,894.40 - 
Monomer - 15,368.59     15,317.06 15,359.67 13,227 

 
เมื่อพิจารณาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินท่ีไดจากการทําเจลฟลเทรชันคอลัมน     โคร

มาโตกราฟฟของ Sephadex G-100 Grade fine ไดคาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินกระบือปลัก
เพียง 46,209 ดาลตัน ซ่ึงแตกตางจากอรพรรณและคณะ (2546) ท่ีศึกษาคุณสมบัติทางเคมีของ
ฮีโมโกลบินโคเนื้อพันธุกําแพงแสนและกระบือปลักโดยเทคนิคเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโต
กราฟฟ Sephadex G-100 Grade fine เชนกัน พบวาฮีโมโกลบินโคเนื้อพันธุกําแพงแสนและกระบือ
ปลักมีน้ําหนักโมเลกุล 64,565 ดาลตัน เม่ือเปรียบเทียบลักษณะของกราฟที่ไดจาการชะสารชนิด
ตางๆ ท่ีผานคอลัมนเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโตกราฟฟของ Sephadex G-100 ดวย ทริส – 
ไฮโดรคลอริก บัฟเฟอรท่ีมีความเขมขน 0.05 โมลาร พีเอช 7.4 อัตราการไหล 1.8 มิลลิลิตรตอนาที 
ดังภาพที่ 23 พบวากราฟที่ไดมีลักษณะที่มีไหลของกราฟเกิดข้ึนซ่ึงแตกตางจาก อรพรรณและคณะ 
(2546) ไดกราฟที่มีลักษณะเปนเสนโคงเรียบ  เม่ือคํานวณน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนจากบริเวณ
ไหลกราฟนี้พบวามีน้ําหนักโมเลกุล 62,207 ดาลตันซ่ึงนาจะเปนน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบิน 
(native hemoglobin) ท่ีประกอบดวย 4 หนวยยอย (tetramer) และแตกตางจากอรพรรณและคณะ 
(2546) เพียงเล็กนอย อาจเกิดจากการเลือกใชโปรตีนมาตรฐานมาเปรียบเทียบท่ีแตกตางกัน คา
น้ําหนักโมเลกุลท่ีคํานวณไดจาก peak  สูงสุด มีคาเทากับ 46,209 ดาลตัน เมื่อเปรียบเทียบกับคา
น้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินท่ีไดจากการศึกษาโดยวิธีแมสสเปกโทรเมทรีพบวา มีคาใกลเคียง
กับน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินแบบ trimer เปนไปไดวาโมเลกุลของฮีโมโกลบินมีการ
เปล่ียนแปลงจาก tetramer ไปเปน trimer  Whitaker (1981) ไดรายงานถึงการศึกษาน้ําหนักโมเลกุล
ของโปรตีน โดยใชเทคนิคเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโตกราฟฟ เชน น้ําหนักโมเลกุลของ
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ฮีโมโกลบิน พบวาความเสถียรของโมเลกุลฮีโมโกลบินมีการเปลี่ยนแปลงโดยเกิดการแยกตัวออก
จากกันของหนวยยอยของฮีโมโกลบินหรือเจลมีการดูดซับกับโปรตีนตัวอยางที่ทําการศึกษาจึงทํา
ใหคาน้ําหนักโมเลกุลท่ีไดตํ่ากวาคาท่ีควรจะเปน   

 
จากเทคนิคโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส  เพ่ือหานํ้าหนัก

โมเลกุลในแตละหนวยยอยของฮีโมโกลบินพบวาฮีโมโกลบินกระบือปลักปรากฏ 1 แถบในอิเล็ก
โตรโฟรีซิส โดยปรากฏเปนแถบบนแผนเจลต่ํากวาแถบโปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนักโมเลกุล 
20,800  ดาลตันและสูงกวาแถบโปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนักโมเลกุล 6,800 ดาลตัน เม่ือคํานวณ
น้ําหนักโมเลกุลเฉล่ียของสายโกลบินโดยเครื่องวิเคราะหแผนเจลเฉลี่ยพบวามีคาเทากับ 13,227  
ดาลตัน แสดงวาหนวยยอยท้ังส่ีของฮีโมโกลบินมีน้ําหนักโมเลกุลเทากันหรือใกลเคียงกัน จะเห็นได
วาน้ําหนักโมเลกุลของสายโกลบินท้ัง 4 สายที่ไดเมื่อรวมกันแลวมีคาต่ํากวาน้ําหนักโมเลกุลรวม
ของฮีโมโกลบินท่ีทําการศึกษาโดยใชเทคนิคเจลฟวเทรชันคอลัมนโครมาโตกราฟฟและวิธี
แมสสเปกโทรเมทรี  เปนไปไดท่ีสายโกลบินซ่ึงอยูในรูปโปรตีนกอนกลม (globular chain) ถูกทํา
ใหเสียสภาพธรรมชาติ โดยเบตาเมอรแคปโตเอธานอล นอกจากนี้ โซเดียมโดดีซิลซัลเฟตสามารถ
จับกับสายโกลบินเปนคอมเพล็กซ (SDS - globin complex) ทําใหสายโกลบินนี้มีรูปรางเปนแทง 
(rod shape)  สงผลใหโครงสรางของฮีโมโกลบินเปลี่ยนแปลงไปทําใหน้ําหนักโมเลกุลรวมของสาย
โกลบินท้ัง 4 สายตํ่ากวาน้ําหนักโมเลกุลรวมของฮีโมโกลบิน สอดคลองกับการศึกษาของอรพรรณ
และคณะ (2546) โดยเทคนิคโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส พบวา
ฮีโมโกลบินโคเนื้อพันธุกําแพงแสนและกระบือปลักปรากฏ 1 แถบใน อิเล็กโตรโฟรีซิส โดย
ปรากฏเปนแถบบนแผน เจลต่ํากวาแถบโปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนักโมเลกุล 14,400   ดาลตัน เมื่อ
คํานวณน้ําหนักโมเลกุลเฉล่ียของสายโกลบินโดยเครื่องวิเคราะหแผนเจลมีคาเทากับ 11,150       
ดาลตัน  

 
จากการศึกษาน้ําหนักโมเลกุลดวยวิธีแมสสเปกโทรเมทรีโดยใชสารละลายฮีโมโกลบิน

ชนิด Hb BB และ Hb AB ท่ีผานการทําใหบริสุทธ์ิโดยผานเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโตกราฟฟ
ของ Sephadex G – 100  เมื่อวิเคราะหตัวอยางโดยการเลือกชวงน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบิน
ในชวง 14,000 – 68,000 ดาลตันเพื่อวิเคราะหหาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินแบบ monomer 
dimer trimer และ tetramer และใหอยูภายในกราฟเดียวกัน พบวา peak แสดงคาน้ําหนักโมเลกุล
ของ monomer ได peak สูงท่ีสุดสวนของ dimer trimer และ tetramer  มีระดับความสูงของ peak ท่ี
ตํ่ามาก เปนไปไดวาเกิดจากความไมเสถียรของโมเลกุลฮีโมโกลบินทําใหเปล่ียนไปอยูในรูป 
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monomer เปนสวนใหญ  จึงเลือกชวงน้ําหนักโมเลกุลใหมโดยใหอยูในชวง  10,000 – 21,000   
18,000 – 39,000 36,000 – 52,000  และ 57,000 – 71,000 ดาลตัน เพ่ือแยกวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุล
ของฮีโมโกลบินแบบ monomer dimer trimer และ tetramer ตามลําดับใหมีความชัดเจนมากยิ่งข้ึน  
Feranti et al. (1993) ไดทําการศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินกระบือแมน้ําโดยใชเทคนิค 
อิเล็กโตรสเปรย  แมสสเปกโทรเมทรี (ES/MS) พบวาสายเบตาของ Hb AA มีน้ําหนักโมเลกุล
เทากับ 15,985.98 ± 1.00 ดาลตัน สวนสายอัลฟาหนึ่งและอัลฟาสามมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 
15,058.12 ± 0.43 ดาลตัน และ 14,997.18 ± 0.44 ดาลตัน ตามลําดับ  สายอัลฟาท้ังสองมีน้ําหนัก
โมเลกุลรวมเทากับ 30 กิโลดาลตัน ซ่ึงมีคาสูงกวาโครงสรางปฐมภูมิพ้ืนฐานที่ไดคาดไว นอกจากนี้
ลําดับกรดอะมิโนบริเวณปลาย C (C- terminal region) ของสายอัลฟาหนึ่งใน Hb AA ตําแหนงท่ี 
129 และ 131 เปนกรดอะมิโนชนิดลิวซีนและเซอรีน  ในขณะที่สายอัลฟาสามเปนกรดอะมิโน
ชนิดเฟนิลอะลานีนและแอสพาราจีน  ตามลําดับ  
 

เมื่อพิจารณาวิธีการหาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินโดยวิธีเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมา
โตกราฟฟของ Sephadex G-100 และวิธีแมสสเปกโทรเมทรีไดคาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบิน
ท่ีแตกตางกันมาก แตดวย sensitivity และ resolution ของวิธีแมสสเปกโทรเมทรีท่ีสูงกวาวิธีการ
อ่ืนๆ ดังนั้นจึงใชคาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินกระบือปลักจากวิธีนี้เปนหลัก 
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สรุป 
 

จากการศึกษาชนิดและคุณสมบัติทางชีวเคมีของฮีโมโกลบินกระบือปลัก (Bubalus 
bubalis) โดยใชเทคนิคโครมาโตกราฟฟ อิเล็กโตรโฟรีซิส และและสเปคโทรเมทรี จํานวน 71 ตัว 
เปนกระบือปลักเพศผูอายุ 1 ป - 3 ป จํานวน 31 ตัว กระบือปลักเพศเมียอายุ 1 ป - 3 ป จํานวน 30 ตัว 
และ อายุมากกวา 7 ปจํานวน 10 ตัว พบวา 

 
1.   การศึกษาโดยเทคนิคเซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส พบวาฮีโมโกลบินกระบือ

ปลักมี 2  ฟโนไทป คือ HB BB และ Hb AB ตามการเคลื่อนท่ีในสนามไฟฟาจากขั้วลบไปยงัข้ัวบวก 
Hb BB และ Hb AB ประกอบดวย Hb fast และ Hb slow ในอัตราสวน 2 ตอ 1 และ 5 ตอ 1 
ตามลําดับ 

 
2. จากการศึกษาดวยเทคนิคเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโตกราฟฟพบวาฮีโมโกลบินของ

กระบือปลักมีน้ําหนักโมเลกุลแบบ trimer เทากับ 46,209 ดาลตัน  
 
3. จากการศกึษาดวยเทคนิคโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตร   โฟรีซิส 

ฮีโมโกลบินกระบือปลัก 1 โมเลกุล ประกอบดวย 4 หนวยยอย แตละหนวยยอยมีน้ําหนักโมเลกุล
เทากับ 13,227 ดาลตัน   

 
4. จากการศึกษาดวยเทคนิคแมสสเปกโทรเมทรีพบวาฮีโมโกลบินมีน้ําหนักโมเลกุล 

60,942.79 ดาลตัน แตละหนวยมีน้ําหนักโมเลกุลยอยแบบ monomer dimer และ trimer เทากับ 
15,359.67  30,894.40 และ 45,912.42 ดาลตันตามลําดับ 

 
5. ขอมูลท่ีไดจากการศึกษานี้สามารถนําไปเปนขอมูลพ้ืนฐานสําหรับการศึกษาแยกสาย α 

และ β ท่ีพบใน Hb BB และ Hb AB ศึกษาถึงความแตกตางของลําดับกรดอะมิโนภายในสาย
โกลบินและศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของสายโกลบินแตละชนิด 
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ภาพผนวกที่ 1  แสดงพื้นท่ีใตกราฟ Hb BB ของกระบือปลักแสดงอัตราสวนระหวางHb fast ตอ Hb 

slow เทากับ 2:1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ 2  แสดงพื้นท่ีใตกราฟ Hb AB ของกระบือปลักแสดงอัตราสวนระหวางHb fast ตอ Hb 

slow เทากับ 5:1 
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ตารางผนวกที่ 1  สรุปคาตางๆและคาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานและของฮีโมโกลบิน  
กระบือปลัก ท่ีผานคอลัมน Gel filtration Chromatography ของ Sephadex G-100 
ดวย ทริส – ไฮโดรคลอริก บัฟเฟอรมีความเขมขน 0.05 โมลาร  พีเอช 7.4 อัตรา
การไหล 1.8 มิลลิลิตรตอนาที 

 
สารละลาย                  หลอดที่สาร   Kd           Log M.W.          M.W. (ดาลตัน) 
                                           ถูกชะออกมา   
                                             มากที่สุด  
Blue dextran          11   0.000  6.30  2,000,000 
BSA           16   0.174  4.83       68,000 
Ovalbumin          20   0.319  4.64             44,000  
Chymotrypsinogen A         24   0.468  4.39  25,000 
Ribonuclease A          29   0.633  4.11  13,000 
ฮีโมโกลบินกระบือปลัก         19   0.293  4.664  46,131 
 
การหาความเขมขนของโปรตีนในสารละลายฮีโมโกลบินโดยวิธีไบยูเรต (Biuret method, Bio-
Medical Laboratory, Thailand) 
 

อุปกรณ 
 

1. เคร่ืองวัดการดูดกลืนแสง (UV – visible recording spectrophotometer UV – 160 
Shimadzu, Japan) 

 
สารเคมี 

 
 1. น้ํายา color reagent (color reagent, Bio-Medical Laboratory, Thailand) 

2. สารละลายโปรตีนมาตรฐาน (Protein standard, Bio-Medical Laboratory, Thailand) 
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วิธีทํา 
 

ทําการทดลองดังตารางที่ 5 และตารางที่ 6 โดยทําซํ้า 2 คร้ัง 
 
ตารางผนวกที่ 2 การเตรียมสารละลายในหลอด blank และหลอดตัวอยาง 
 

สารละลาย         หลอด Blank               หลอดตัวอยาง 
 
น้ํายา color reagent (ml)   5.0          5.0 
สารละลายฮีโมโกลบินตัวอยาง (ml)   -          0.1 
น้ํากล่ัน (ml)    0.1           - 
 
ผสมใหเขากันและนํามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตร ภายใน 1-2 ช่ัวโมง 
 
ท่ีมา : Biuret method, Bio-Medical Laboratory, Thailand 
 
ตารางผนวกที่ 3 การเตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐาน 
 
 หลอดที่     Blank   1  2 3 
สารละลาย (กรัมเปอรเซ็นต)      2.0 4.0 6.0 
 
น้ํายา color reagent (ml)    5.0   5.0 5.0         5.0 
สารละลายโปรตีนมาตรฐาน (ml)     -   0.1 0.1         0.1 
 
ผสมใหเขากันและนํามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตร ภายใน 1-2 ช่ัวโมง 
 
ท่ีมา : Biuret method, Bio-Medical Laboratory, Thailand 
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ตารางผนวกที่ 4 แสดงคาการดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตรและความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน 
 

(หนวย : กรัมตอเดซิลิตร) 
คาการดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตร   ความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน 
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ความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน (กรัมตอเดซิลิตร)  
 
ภาพผนวกที่ 3   กราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตรและความเขมขนของ

โปรตีนมาตรฐาน 


