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การศึกษาชนดิและคุณสมบัติทางชีวเคมีของฮีโมโกลบินกระบือปลักโดยใชเทคนิค 
โครมาโตกราฟฟ  อิเล็กโตรโฟรีซิสและสเปคโทรเมทร ี

 
Studies of Types and Biochemical Properties of Swamp Buffalo Hemoglobin by 

Chromatography Electrophoresis and Spectrometry Techniques 
 

คํานํา 
 

ฮีโมโกลบิน (Hemoglobin, Hb)  1  โมเลกุลประกอบดวยสาย พอลิเปบไทด (Polypeptide 
chain) 4 สาย  แตละสายจับกับฮีม  (Heme) 1 หนวย  ฮีโมโกลบินของสัตว เ ล้ียงลูกดวยนม
ประกอบดวยสายพอลิเปบไทดที่เปนสายอัลฟา (α - chain)  2  สายและไมใชสายอัลฟา (β, δ, γ –
chain) 2 สายรวมเปน 4 สาย   ในเซลลเม็ดเลือดแดงเซลลหนึ่งๆจะมีฮีโมโกลบินอยูประมาณ 400 
ลานโมเลกุล   คิดเปน 95 เปอรเซ็นตของเม็ดเลือดแดงที่เปนน้ําหนักแหง    ฮีโมโกลบิน 1 โมเลกุล
ประกอบดวยฮีม 4 โมเลกุล  แตละโมเลกุลของฮีมจับอยางแนนเปนหมูพรอสเธติก (Prosthetic 
group) กับสายพอลิเปบไทดแตละสาย  ฮีมประกอบดวยเหล็ก (Ferrous, Fe2+) อยูกลางโมเลกุล    
โดยแตละสายของพอลิเปบไทดทั้ง 4 สายจัดเรียงตัวเปนโครงสรางทรงกลม (spherical structure)  
หมูฮีมจับอยูภายในโมเลกุลของสายพอลิเปบไทดบริเวณกรดอะมิโนหนวยที่ไมมีขั้ว (Non-polar 
residues) เหล็กของฮีมเชื่อมกับอะตอมไนโตรเจนของหนวยอิมิดาโซลของกรดอะมิโนฮีสติดีน 
(Histidine imidazole nitrogen atom)  ฮีโมโกลบินของลูกออน (fetal hemoglobin) หรือของสัตวที่
โตเต็มวัย (adult hemoglobin) ประกอบดวยสายพอลิเปบไทดชนิดอัลฟาและเบตาชนิดละ 2 สาย 
(α2β2) ฮีโมโกลบินของตัวออน (embryonic hemoglobin) หรือ Hb E ประกอบดวยสาย                
พอลิเปบไทด  อัลฟาหรือซีตา (ζ-chain) ชนิดละ 2 สาย และชนิดแกมมาหรือเอฟซิลอน (ε – chain) 
ชนิดละ 2 สาย (ζ2ε2, α2ε2, ζ2γ2)   จะเห็นไดวาฮีโมโกลบินของสัตวมีความหลากหลาย ( Jain et 
al., 1986) 

 
ฮีโมโกลบินมีความสําคัญตอการทํางานของสรีรรางกายของสัตว เนื่องจากฮีโมโกลบิน

เปนโปรตีนที่สําคัญที่สุดในเม็ดเลือดแดงทําหนาที่ในการลําเลียงออกซิเจนไปยังเซลลตางๆทั่ว
รางกาย และลําเลียงของเสียจากเนื้อเยื่อเชน คารบอนไดออกไซด กับมายังปอด Guytun and Hall 
(1996) รายงานวาความแตกตางกันของกรดอะมิโนที่อยูบนสายเบตาของฮีโมโกลบิน มีความสําคัญ
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ตอความสามารถของฮีโมโกลบินในการจับกับออกซิเจนเปนอยางมาก   ความสามารถของ
ฮีโมโกลบินที่จับกับออกซิเจนขึ้นอยูกับระดับความเปนกรด – เบส  (pH)    อุณหภูมิและความ
เขมขนของ 2, 3 – บิสฟอสโฟกลีเซอเรต  (2, 3 – bisphosphoglycerate หรือ 2, 3 – BPG)  ทั้งนี้เมื่อ  
พีเอชหรืออุณหภูมิมีการเปลี่ยนแปลง    จะมีผลไปเปลี่ยนแปลงความสามารถของฮีโมโกลบินที่จับ
กับออกซิเจน   เมื่อความเขมขนของ 2, 3 – BPG เพิ่มสูงขึ้นจะทําใหฮีโมโกลบินจับกับออกซิเจนได
ลดลง     

 
 มีรายงานการศึกษาฮีโมโกลบินในโคยุโรป (Bos taurus) โคอินเดีย (Bos indicus) โค

พื้นเมืองอินโดนีเซีย (Bos banteng) (Bachmann  et al., 1978) โคพื้นเมืองไทยและโคพันธุกบินทร
บุรี  (สุวิชและคณะ, 2547) และโคพันธุกําแพงแสน (อรพรรณและคณะ, 2546) รวมทั้งกระบือแมน้ํา 
(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)  สวนการศึกษาในฮีโมโกลบินกระบือปลัก (Bubalus bubalis, 
Swamp buffalo) ในประเทศไทยอรพรรณและคณะ (2546) ไดศึกษาเพียง 11 ตัว   ซ่ึงเปนขอมูลที่
นอยเกินไป   และยังพบวากระบือปลักและกระบือแมน้ําจัดอยูใน Family และ Genus เดียวกันคือ 
Bubalus bubalis แตมีความแตกตางกันทางสรีรวิทยา รูปราง และผลผลิตตาง ๆ อยางเห็นไดชัดเจน 
(กองบํารุงพันธุ, 2548 )  อีกทั้งกระบือแมน้ําที่อาศัยอยูในแถบทวีปเอเชียและกระบือแมน้ําทีอ่าศยัอยู
แถบทวีปยุโรปพบวามีความแตกตางทางดานพันธุกรรมและมีการปรับตัวในการดํารงชีวิตที่
แตกตางกันอีกดวย (สุรชัย, 2548) จึงทําการศึกษาชนิดหรือฟโนไทปของฮีโมโกลบินในกระบือ
ปลักโดยเพิ่มจํานวนกระบือปลักใหมากขึ้นเพื่อใหไดขอมูลที่สมบูรณยิ่งขึ้นและศึกษาคุณสมบัติทาง
ชีวเคมีของฮีโมโกลบิน ซ่ึงไดแก   น้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินและน้ําหนักโมเลกุลของหนวย
ยอยหรือสายโซพอลิเปปไทด (สายโกลบิน) ขอมูลพื้นฐานที่ไดจากการศึกษาครั้งนี้ สามารถ
นําไปใชประโยชนสําหรับการศึกษาในระดับโมเลกุลตอไปโดยศึกษาการแยกสาย α และ β ที่พบ
ใน Hb BB และ Hb AB  ศึกษาถึงความแตกตางของลําดับกรดอะมิโนภายในสายโกลบินและศึกษา
น้ําหนักโมเลกุลของสายโกลบินแตละชนิด  
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วัตถุประสงค 
 

1. เพื่อศึกษาชนิดหรือฟโนไทปของฮีโมโกลบินกระบือปลักโดยใชเทคนิค 
อิเล็กโตรโฟรีซีส 
 
2. เพื่อศึกษาคณุสมบัติทางชวีเคมีของฮีโมโกลบินในกระบือปลักโดยใชเทคนิค 
โครมาโตกราฟฟ    อิเล็กโตรโฟรีซิสและสเปคโทรเมทรี  
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การตรวจเอกสาร 
 

กระบือปลัก 
 
 กระบือมีช่ือทางวิทยาศาสตรวา Bubalus bubalis มีการเรียกชื่อของกระบือหลากหลายเชน
ในภาษาไทยเรียก กระบือ ภาษามาเลยเรียก กระบาว (krabau) ชาวสเปนในฟลิปปนสเรียก คาราบาว 
(karabao) ชาวเนเธอรแลนดในอินโดนีเซียเรียก คารบาว (kabauw) ชาวเขมรเรียกกระบือหรือ
กระบาย (จรัญ, 2527)  
 
 กระบือเปนสัตวเล้ียงลูกดวยนมอยูใน Family เดียวกันกับโคแตอยูคนละกลุม โดยโคจัดอยู
ในกลุม Bovina สวนกระบือเอเชียจัดอยูในกลุม Bubalina ในขณะที่กระบือแอฟริกันจัดอยูในกลุม 
Syncerina โดยทั่วไปแลวกระบือเล้ียงแบงได 2 ประเภทคือ กระบือปลัก (swamp type) และกระบือ
แมน้ํา (water type) กระบือปลักสวนใหญพบไดในแถบทางเอเชียตะวันออกเฉียงใต และจะเลีย้งเพือ่
เปนแรงงาน เปนแหลงของเนื้อ และใชมูลเปนปุย ในขณะที่กระบือแมน้ําเลี้ยงไวเพื่อใหนมและเนื้อ 
(สุรชัย, 2548) 
 
ตารางที่ 1 แสดงการแบงประเภทของกระบือตามหลักภูมิศาสตร 
 
              เขตภูมิศาสตร              ประเภทของกระบือ 
 
1. เอเชียตะวันออกเฉียงใต     กระบือปลัก 
(มาเลเซีย  อินโดนีเซีย ไทย ฟลิปปนส) 
2. ศรีลังกา       กระบือปลัก 
3. ชมพูทวีป (อินเดีย ปากีสถาน)     กระบือแมน้ํา 
4. ยุโรป (อียิปต ยุโรปใต)      กระบือแมน้ํา 
 
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Fischer and Scheurmann (1977) 
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 กระบือทั้ง 2 ประเภทนี้มีช่ือวิทยาศาสตรเหมือนกันคือ Bubalus bubalis แตมีความแตกตาง
กันทางจีโนไทปและฟโนไทป ความแตกตางทางจีโนไทปที่ชัดเจน คือ จํานวนโครโมโซมซึ่ง
กระบือปลักมีจํานวน 2n = 48 กระบือแมน้ํามีจํานวน 2n = 50 สวนความแตกตางทางฟโนไทป
ไดแก รูปรางภายนอกซึ่งสามารถแยกไดชัดเจนดังตารางที่ 1 (สุรชัย, 2548) 
 
ตารางที่ 2 แสดงความแตกตางทางฟโนไทปของกระบือปลักและกระบือแมน้ํา 
 
ลักษณะทางฟโนไทป        กระบือปลัก          กระบือแมน้ํา  
 
1. โครงสรางรางกาย         กํายําลํ่าสัน           ใหญแนน 
2. ลักษณะเขา         ใหญ โคงกวาง           ใหญมวนงอ 
3. สีผิว           เทา ดํา            เทา 
4. ลักษณะขนสีขาวรูปตัว V ที่ใตคอ (chevron)                  มี                           ไมมี 
 
ท่ีมา: ดัดแปลงจากสุรชัย (2548) 
 

กระบือเปนสัตวที่มีความสําคัญตอเศรษฐกิจของประเทศเปนอยางมากชนิดหนึ่ง 
เกษตรกรไทยเลี้ยงกระบือคูกับวัฒนธรรมการเกษตรมาแตโบราณ  ถึงแมวาปจจุบันจะมีการนํา
เครื่องจักรมาใชทดแทนกระบือในการเกษตรแลวก็ตาม แตกระบือก็ยังเปนสัตวที่เทคโนโลยีไม
สามารถลบภาพออกไปจากการเกษตร  ซ่ึงมีความสําคัญในการใชแรงงาน ทั้งทางดานการคมนาคม 
และการไถนา ใหเนื้อบริโภคในราคาสูง เปนตน กระบือที่เกษตรกรไทยใชเปนแรงงานใน
การเกษตรนั้น คือ กระบือปลัก (Swamp Buffalo) มีลักษณะสี 2 สี คือ สีเทาเขมเกือบดําและสีเผือก 
ผิวหนังสีชมพู มีความแข็งแรง มีกีบเทาใหญ เคลื่อนไหว และเจริญเติบโตชา กระบือจะโตเต็มวัย
เมื่ออายุระหวาง 5 ป น้ําหนักตัวผูโตเต็มวัยโดยเฉลี่ยประมาณ 500 - 600 กิโลกรัม ตัวเมียเฉลี่ย
โดยประมาณ 400 - 450 กิโลกรัม (กองบํารุงพันธุ, 2548) 
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ภาพที่ 1 แผนที่แสดงความหนาแนนของปริมาณกระบอื ในประเทศไทย ป 2548 
 
ท่ีมา: กรมปศุสัตว (2548) 
 

ปริมาณกระบือในประเทศไทยลดลงอยางรวดเร็วประมาณ 5 - 13 เปอรเซ็นตตอป สาเหตุ
ที่ปริมาณกระบือทั้งประเทศลดลง มีสาเหตุหลายประการ เชน การเปลี่ยนแปลงระบบเศรษฐกิจของ
ประเทศ จากภาคการเกษตรกรรมเขาสูภาคอุตสาหกรรมมากขึ้น มีผลกระทบตอการทําการเกษตร
หลายประการ กลาวคือ เกษตรกรนิยมใชเครื่องจักรกลการเกษตรเพิ่มขึ้น รวมทั้งทําเลในการเลี้ยง
สัตวลดลง นอกจากนี้แรงงานเลี้ยงกระบือบางฤดูจะขาดแคลน  เนื่องจาก การอพยพแรงงานจาก
ชนบทเขาสูเมืองมากขึ้น รวมทั้งปริมาณการฆาเพื่อบริโภคสูงมากตามจํานวนประชากรที่เพิ่มขึ้น 
เนื่องจากประชากรมีความตองการบริโภคอาหารที่มีโปรตีนสูง อีกทั้งการผลิตกระบือของเกษตรกร
ไมทันกับความตองการของตลาดและยังเกิดจากสภาพการเลี้ยงดูกระบือของเกษตรกรยังไมพัฒนา
เทาที่ควร  ยังมีปญหาเกี่ยวกับสถาบันของรัฐที่ไมเห็นความสําคัญของกระบือ ทําใหงบประมาณ     
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ตางๆและ แนวทางการสงเสริมกระบือไมไดรับการสนับสนุนเต็มที่ อีกทั้งเกษตรกรผูเล้ียงกระบือ 
เปนเกษตรกรที่ดอยโอกาสในทุกๆ ดาน  ทั้งการศึกษาที่จะรับความรูใหมๆ เปนไปไดยาก รวมทั้ง   
ดานการบริการตางๆ ของรัฐไมทั่วถึง เชน บริการผสมเทียม เปนตน เกษตรกรผู เล้ียงกระบือจะอยู
ในพื้นที่หางไกลจากจุดบริการผสมเทียม ขาดอํานาจตอรองตางๆ ฉะนั้น การปรับปรุงพันธุในภาค
เกษตรกรจึงไมมีความ กาวหนาเทาที่ควร  
 

โครงสรางของฮีโมโกลบิน 
 

เม็ดเลือดแดงประกอบดวยฮีโมโกลบินซึ่งเปนโปรตีนกลอบูลาร (globular protein) 
(Ritter, 1996) ที่ทําหนาที่ลําเลียงออกซิเจนไปยังเนื้อเยื่อตางๆของรางกาย ในเซลลเม็ดเลือดแดง
เซลลหนึ่งจะมีฮีโมโกลบินอยูประมาณ 400 ลานโมเลกุล (Jain, 1993) คิดเปน 95 เปอรเซ็นตของเม็ด
เลือดแดงที่เปนน้ําหนักแหง   ฮีโมโกลบิน 1 โมเลกุลประกอบดวยฮีม 4 โมเลกุล แตละโมเลกุลของ
ฮีมจับอยางแนนเปนหมูพรอสเธติกกับสายพอลิเปบไทดแตละสาย หมูฮีมประกอบดวยสวนที่เปน
สารอินทรียและอะตอมของ Fe2+ อยูกลางโมเลกุล  สารอินทรียคือ โปรโตพอรไฟริน 
(protophophyrin) ซ่ึงเปนวงแหวนของไพรรอล (pyrrole ring) 4 วง   เชื่อมกันดวยสะพานเมธีน 
(methene bridge) เกิดเปนเททระไพรรอล (tetrapyrrol)   และในโมเลกุลประกอบดวยโซขางเปนหมู
เมธิล (methyl group) 4 หมู  หมูไวนิล (vinyl group) 2 หมูและหมูโปรปโอเนต (propionate group) 
2 หมู (อาภัสสรา, 2547; Hortom et al., 2002) 

 
อะตอมของ Fe2+ ซ่ึงอยูที่ศูนยกลางของวงแหวนโปรโตพอรไฟรินสามารถสรางพันธะ

กับอะตอมอื่นๆได 6 พันธะ   โดย 4 พันธะจะจับกับ N อะตอมของหมูไพรรอลที่อยูในระนาบ
เดียวกับหมูฮีม พันธะที่ 5 หรือตําแหนงโคออรดิชันที่ 5 จะจับกับ N อะตอมของกรดอะมิโนฮิสติดีน 
F8   สวนพันธะที่ 6 หรือตําแหนงโคออรดิชันที่ 6 จะจับกับโมเลกุลของออกซิเจน  นอกจากนี้ยัง
พบวา สารโมเลกุลเล็ก เชน คารบอนมอนออกไซด (CO) ไนโตรเจนออกไซด (NO) และ
ไฮโดรเจนซัลไฟด (H2S) สามารถสรางพันธะที่ 6 ของ Fe2+ ได และมีความชอบ (affinity) สูงกวา
ออกซิเจน (อาภัสสรา, 2547)   

 
Kanko and Autio (1985) กลาววาฮีโมโกลบินเปนฮีโมโปรตีน (hemoprotein) 

ประกอบดวยสายพอลิเปบไทด 4 สาย   เปนสายอัลฟา 2 สายและสายเบตา 2 สาย (α2β2)   จัดตัวอยู
ในโครงสรางทรงกลม (spherical structure) แตละสายของพอลิเปบไทดจับอยูกับหมูฮีม 1 หนวย  
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ซ่ึงเกาะอยูภายในของโมเลกุลตรงบริเวณหนวยที่ไมมีขั้ว (non – polar residues) สูง  เหล็กของฮีม
เชื่อมกับอะตอมไนโตรเจนของหนวยอิมิดาโซลของกรดอะมิโนฮีสติดีน (histidine imidazole 
nitrogen atom) ของสายพอลิเปบไทด เมื่อเอาฮีมออกจากฮีโมโกลบินความเสถียรของโมเลกุล
ฮีโมโกลบินจะลดลง   Sripanitan (1983) ไดรายงานเพิ่มเติมวา โปรตีนในฮีโมโกลบิน เรียกวา 
โกลบิน (globin) โกลบินในมนุษยมีความแตกตางกัน 6 ชนิด ไดแก อัลฟา (α) เบตา (β) แกมมา 
(γ) เดลตา (δ) เอฟซิลอน (ε) หรือสายเหมือนเบตา (β-like chain) และซีตา (ζ) หรือสายเหมือน
อัลฟา (α-like chain) ฮีโมโกลบิน 1 โมเลกุลประกอบดวย 2 สายอัลฟาและ 2 สายที่ไมเปน
สายอัลฟา ซ่ึงขึ้นอยูกับระยะการเจริญเติบโต  

 
Leone (1998) ไดกลาววาฮีโมโกลบินเปนโปรตีน 4 หนวยยอย (tetrameric protein) ที่มี

น้ําหนักโมเลกุลประมาณ 64,000 ดาลตัน เมื่อนําเซลลเม็ดเลือดแดงออกมาอยูในสภาพแวดลอมที่ไม
เหมาะสม มีผลทําใหโมเลกุลฮีโมโกลบินแยกออกจากกันอยางรวดเร็วเปน 2 หนวยยอย (dimers)  

 

 
 
 

ภาพที่ 2 โครงสรางของฮีโมโกลบิน 
 
ท่ีมา : Ritter (1996) 

 
Zinoffsky (1985) ไดทําการวิเคราะหฮีโมโกลบินพบวาประกอบดวยเหล็ก 1 อะตอมและ

คารบอน 600 อะตอม แสดงวาใน 1 โมเลกุลฮีโมโกลบินประกอบดวยคารบอนอะตอมอยางนอย
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ที่สุด 600 คารบอนอะตอมและขนาดที่เล็กที่สุดของโมเลกุลฮีโมโกลบินบรรจุเหล็กเพียง 1 อะตอม
เทานั้น  
 

Sripanitan (1983) กลาววาระยะตัวออน (embryonic state) จะพบฮีโมโกลบิน 3 รูปแบบ
คือ ζ2ε2 (Hb Gower 1) α2ε2 (Hb Gower 2) และ ζ2γ2 (Hb protland) โดยเชื่อวา Hb Gower 1 จะถูก
สังเคราะหขึ้นกอน ตอมามีการสังเคราะหสายอัลฟา ทําใหพบฮีโมโกลบินแบบ Hb Gower 2 และ
เมื่อใกลเขาสูระยะลูกออน (fetal state) จะมีการสังเคราะหสายแกมมา ทําใหพบฮีโมโกลบินแบบ 
Hb protland โดยสามารถตรวจพบฮีโมโกลบินทั้ง 3 รูปแบบในระยะ 3 เดือนแรกของการ
เจริญเติบโต 

 
ในระหวางที่ตัวออนของสัตวอยูในชวงอุมทองจนกระทั่งโตเต็มวัย  การสังเคราะห

ฮีโมโกลบินมีการพัฒนาเปลี่ยนแปลงไป  กลาวคือ ระยะตัวออนสองสายซีตา (ζ – chain) ถูก
สังเคราะหขึ้น ซ่ึงจะไปรวมกับสองสายเอฟซิลอน (ε –chain) ทําใหฮีโมโกลบินอยูในรูป ζ2ε2   
ขณะเดียวกันสองสายเอฟซิลอนที่ ถูกสังเคราะหขึ้นสวนใหญจะไปรวมกับ  2 สายอัลฟา   
ฮีโมโกลบินจึงอยูในรูป α2ε2   จากนั้นเมื่อตัวออนเจริญไปเปนลูกออน  มีการสังเคราะหสองสาย
แกมมา (γ - chain) มาแทนสองสายเอฟซิลอน ซ่ึงจะไปรวมกับสองสายอัลฟาเปนฮีโมโกลบินใน
รูป α2 γ2  ระยะกลางการอุมทองสองสายแกมมาลดการสังเคราะหลง ขณะที่สองสายเบตาถูก
สังเคราะหเพิ่มขึ้นแลวจะไปรวมตัวกับสองสายอัลฟา  เปนฮีโมโกลบินอยูในรูป α2β2 ไปจนกระทั่ง
เมื่อสัตวโตเต็มวัย  Sripanitan (1983) 

 
ระยะโตเต็มวัย (adult state) โดยทั่วไปจะพบฮีโมโกลบิน 3 รูปแบบไดแก Hb A 

ประมาณ 97 เปอรเซ็นต Hb A2 ประมาณ 1.5 – 3 เปอรเซ็นตและ Hb F นอยกวา 1 เปอรเซ็นต   
นอกจากนี้ยังอาจพบฮีโมโกลบินเปนอนุพันธของ Hb A โดยที่สายเบตามีกลูตาไธโอน (glutathione) 
จับอยูเรียกวา Hb A3 ซ่ึงพบในปริมาณนอยมาก (Srichiyanont, 1974) 

 
โกลบินมีจํานวนกรดอะมิโนในสายอัลฟา 141 หนวย   สวนสายเบตา แกมมา และเดลตา 

มี 146 หนวยเทากัน  โครงสรางปฐมภูมิ (primary structure) มีลักษณะเปนพอลิเมอรสายตรง (linear 
polymer) เชื่อมกันดวยพันธะเปบไทด (peptide bond) สายพอลิเมอรนี้สามารถหมุนไดอิสระจึงเกิด
สวนเปนเกลียว (helical segment) และสวนไมเปนเกลียว (non - helical segment) กลายเปน
โครงสรางทุติยภูมิ (secondary structure) ซ่ึงสามารถคงรูปอยูไดดวยพันธะไฮโดรเจน (H – bond) 
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และพบวาสวนเปนเกลียวมี 80 เปอรเซ็นต   สายเบตามี 8 เกลียวไดแก A B C D E F G และ H สวน
สายอัลฟามี 7 เกลียว  ไมมีเกลียว D โดยนับจากปลาย N (N - terminal) ไปยังปลาย C (C – terminal)   
สวนไมเปนเกลียวมี 20 เปอรเซ็นต เชน NA AB และ BC เปนตน (Sripanitan, 1983) 
 

โครงสรางตติยภูมิ (tertiary structure) ของฮีโมโกลบินมีลักษณะการมวนตัวของ
โครงสรางทุติยภูมิโดยหันสวนของโซขางมีขั้ว (polar side chain) สัมผัสกับสิ่งแวดลอมที่เปนน้ํา
บริเวณผิวดานนอก  โดยมีหมูฮีมอยูดานในลักษณะแบบกระเปา (pocket) ซ่ึงเชื่อมกับสายโกลบิน
สวนของโซขางที่ไมชอบน้ํา (hydrophobic side chain)   อะตอมของ Fe2+ ในฮีมมีการสรางพันธะโค
วาเลนต ( covalent bond) กับกรดอะมิโนฮีสติดีน F8 (histidine F8 หรือ proximal histidine) ที่
ตําแหนง 87 ของสายอัลฟาและตําแหนง 92 ของสายเบตาและยังมีตําแหนงลิแกนด (ligand) ที่
สําคัญคือ กรด    อะมิโนฮิสติดีน E7 (histidine E7 หรือ distal histidine E7) ที่ตําแหนง 58 ของ
สายอัลฟาและตําแหนง 63 ของสายเบตาซึ่งเปนตําแหนงที่จับกับออกซิเจนเมื่อ Fe2+ จับกับ
ออกซิเจนแลว (Boonyarat, 1997; Sripanitan, 1983)  

 
โครงสรางจตุรภูมิ (quaternary structure) ของฮีโมโกลบินของคนที่อยูในรูปเททระเมอร

ภายในโมเลกุลมีรูปแบบการเชื่อมกัน 2 ลักษณะ  ลักษณะที่ 1 เปนการเชื่อมระหวางสายที่คลายกัน 
ไดแก α1α2 และ β1β2 ที่มีความสําคัญเกี่ยวกับการเชื่อมกันระหวางหมูฮีม (heme – heme 
interaction) Borh effect และการขนสงคารบอนไดออกไซด (CO2 carriage) (Sripanitan, 1983) และ
ลักษณะที่ 2 เปนการเชื่อมกันระหวางสายตางกัน ไดแก α1β1 หรือ α2β2 ที่มีความสําคัญเกี่ยวของ
กับสวนเกลียว B G H และสวนมุม GH   และ α1β2 หรือ α2β1 ที่มีความสําคัญเกี่ยวของกับสวน
เกลียว  C G และสวนมุม FG (Shikama and Matsuoka, 2003)    พันธะที่พบในโครงสรางนี้ คือ 
พันธะไดซัลไฟด (disulphide bond) ซ่ึงเกิดขึ้นเองจากหมูไธออลของกรดอะมิโนซิสเตอีน (cysteine 
– SH group) ที่พบมากในสายฮีโมโกลบิน (Ritter, 1996)  
 

เมื่ อ ฮีโมโกลบินจับกับออกซิ เจนจะมีการ เปลี่ ยนรูปจากดีออกซี ฮีโมโกลบิน 
(deoxyhemoglobin form) ไปเปนออกซีฮีโมโกลบิน (oxyhemoglobin form) โครงสรางของ
ฮีโมโกลบินจะมีการหมุนไปจากเดิม 15 องศา  เปนผลจากการเชื่อมกันระหวาง α1β2 หรือ α2β1 ที่
เรียกวา sliding contacts และจะเกิดชองวาง (gap) ระหวางสายเบตา  ซ่ึงมีสวนสําคัญตอการจับของ
ฟอสเฟตอินทรีย (organic phosphate) ที่จะลดความชอบตอออกซิเจน (oxygen affinity) เรียก
รูปแบบโครงสรางนี้วา รูปแบบ Relaxed state (R state) และยังมีการเชื่อมกันระหวาง α1β1 หรือ 
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α2β2 ที่เรียกวา packing contacts  ซ่ึงมีการเปล่ียนแปลงโครงสรางเพียงเล็กนอย เชื่อวาการเชื่อม
แบบนี้มีผลตอความคงตัวของ HbO2 tetramer เรียกรูปแบบโครงสรางของฮีโมโกลบินที่ไมมีการจับ
กับออกซิเจนนี้วา รูปแบบ Tense state (T state) (Prisco et al., 2002; Shikawa and Matsuoka, 2003) 
กลาวคือ รูปรางของฮีโมโกลบินที่จับกับออกซิเจนจะแตกตางไปจากฮีโมโกลบินที่ไมมีออกซิเจน
จับอยู ฮีโมโกลบินที่ไมมีออกซิเจนโครงสรางของฮีโมโกลบินจะอยูในรูปแบบ Tense state และมี
ความชอบตอออกซิเจนนอย แตเมื่อฮีโมโกลบินจับกับออกซิเจนแลวโครงสรางของฮีโมโกลบินจะ
อยูในรูปแบบ  Relaxed state  และมีความชอบตอออกซิเจนเพิ่มมากขึ้น 
 

คุณสมบัตขิองฮีโมโกลบิน 
 

ความเขมขนของฮีโมโกลบินที่ละลายอยูในเม็ดเลือดแดงของมนุษยเทากับ 330 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตรและปริมาณของฮีโมโกลบินในเลือดมี 100-200 กรัมตอลิตร โดย 1 กรัมของ
ฮีโมโกลบินสามารถจับออกซิเจนได 1.34 มิลลิลิตรออกซิเจน   อายุของเม็ดเลือดแดงในมนุษย
เทากับ 120 วนัและมีอัตราการสังเคราะหเพื่อทดแทน 6 กรัมตอวัน 

 
ฮีโมโกลบินมีกลไกการจับเปนแบบ  positive   cooperative   คือเมื่อมอโนเมอรใดภายใน

โมเลกุลของฮีโมโกลบินสามารถจับกับออกซิเจนจะทําใหโครงสรางของฮีโมโกลบินทั้งโมเลกุล
หมุนจากแกนเดิมไป 15 องศาและหมูฮีมที่มีออกซิเจนจะมีการสื่อสัญญาณไปยังหมูฮีมของ          
มอโนเมอรอ่ืนๆ (heme – heme interaction) สงผลใหหมูฮีมในมอโนเมอรอ่ืนมีความสามารถจับ
ออกซิเจนไดดีขึ้น   ซ่ึงเปนลักษณะการเพิ่มความชอบตอออกซิเจน (Sripanitan, 1983; Ritter, 1996; 
Horton et al., 2002)  Ritter, 1996; Horton et al., 2002 ไดกลาวเพิ่มเติมวา ความชอบตอออกซิเจน
ของฮีโมโกลบินวัดไดดวยคา  P50  ซ่ึงหมายถึง  ความดันของออกซิเจนที่ทําใหปริมาณของ
ฮีโมโกลบินอิ่มตัวดวยออกซิเจนเปนครึ่งหนึ่งของปริมาณฮีโมโกลบินทั้งหมด  โดยพิจารณาจากการ
สรางกราฟระหวางความดันออกซิเจน (pO2) มีหนวยเปนทอร (torr) (1 มิลลิเมตรปรอท = 760 ทอร 
= 1 บรรยากาศ)  เปนแกน X และคาความอิ่มตัวออกซิเจน (oxygen saturation) ซ่ึงเปนคา
ความสัมพันธระหวางปริมาณออกซีฮีโมโกลบินตอปริมาณฮีโมโกลบินทั้งหมดเปนแกน  Y  เรียก
กราฟนี้วา  oxygen binding curve หรือ oxygen dissociation curve oxygen binding curve ของ
ฮีโมโกลบินเปน sigmoid (S shape) ที่ pH 7.4 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  แตกตางจาก oxygen 
binding curve ของไมโอโกลบิน (myoglobin) ซ่ึงเปนโปรตีนที่ทําหนาที่เชนเดียวกับฮีโมโกลบินแต
อยูในกลามเนื้อและมีโครงสรางคลายกับมอโนเมอรของฮีโมโกลบินดวย ที่มีลักษณะกราฟเปนแบบ 
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hyperbolic (ภาพที่ 3)  ทั้งนี้บงถึงความแตกตางซึ่งเปนแบบเฉพาะ (unique) และรูปรางที่จําเพาะ 
(specifically shape) ของการทํางานของโปรตีนทั้ง 2 ชนิดนี้ (Ritter, 1996)   โดยคา P50 ของ
ฮีโมโกลบินเทากับ 26 ทอร   ขณะที่คา P50 ของไมโอโกลบินเทากับ 2.8 ทอร แสดงวาฮีโมโกลบินมี
ความชอบตอออกซิเจนต่ํากวาไมโอโกลบิน (Horton et al., 2002)  นอกจากนี้กราฟแบบ sigmoid 
ของฮีโมโกลบินยังบงบอกถึงการทํางานแบบ positive cooperative ของเททระเมอรซ่ึงตางจาก     
มอโนเมอรของไมโอโกลบิน (Boonyarat, 1997) 
 

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

Moss (1984) ไดกลาวถึงลักษณะเฉพาะของฮีโมโกลบินไว 3 ประการคือ ประการแรก
ฮีโมโกลบินที่อ่ิมตัว 1 กรัมมีความสามารถที่จะจับกับออกซิเจนได 1.3 ซีซี แตสัตวเล้ียงลูกดวยนม
ปกติจะมีฮีโมโกลบินเฉลี่ย 10-15 กรัมเปอรเซ็นต   ฉะนั้นความจุออกซิเจนจะมีคาประมาณ 13.9 -21 
ซีซี ตอเลือด 100 ซีซี  หรือกลาวอีกนัยหนึ่งวาความจุของออกซิเจนจะมีคาประมาณ 13.9 -  21 
ปริมาตรเปอรเซ็นต ประการที่สองฮีโมโกลบินมีความสามารถที่จะจับกับออกซิเจนไดอยางอิ่มตัว
ในสภาวะที่มีออกซิเจน   และประการที่สามความดันยอยออกซิเจน (oxygen pressure) ประมาณ 40 
ทอร (torr) ในเสนเลือดดํา (venous blood)    ออกซิเจนถูกปลดปลอยจากฮีโมโกลบินที่อยูในเสน
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เลือดดําฝอยผานไปยังเนื้อเยื่อโดยรอบ (peripheral tissue) นอกจากนี้ความชอบออกซิเจนของ
ฮีโมโกลบิน (hemoglobin-oxygen affinity) ยังขึ้นอยูกับความเปนกรดเบสของเลือด  ความดันยอย
ของคารบอนไดออกไซด (CO2) และ 2,3 - บิสฟอสโฟกลีเซอเรต  ปจจัยเหลานี้ทําใหความสามารถ
ในการจับออกซิเจนของฮีโมโกลบินเปลี่ยนแปลง (Brewer,1972)  ซ่ึงเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงพีเอชที่
เกิดจากกรดในเมแทบอลิซึมหรือคารบอนไดออกไซดเปนผลใหฮีโมโกลบินจับออกซิเจนไดลดลง   
ทําใหเสนโคงของการจับออกซิเจนเลื่อนไปทางขวาและทําใหคาความดันยอยที่ฮีโมโกลบินอิ่มตัว
ดวยออกซิเจน 50 เปอรเซ็นต (P50) เพิ่มขึ้นเมื่อความเขมขนของไฮโดรเจนไอออนเพิ่มขึ้น และเมื่อ
ความเขมขนของไฮโดรเจนไอออนลดลงเสนโคงการจับออกซิเจนเลื่อนไปทางซายเปนผลให P50 
ลดลง (Guyton and Hall, 1996) 

 
Sripanitan (1983) กลาววาความชอบตอออกซิเจนของฮีโมโกลบินขึ้นอยูกับอุณหภูมิ pH 

สารอินทรียฟอสเฟต (organic phosphate) และความดันของคารบอนไดออกไซด (pCO2)   โดยถา
เพิ่ม pH ลดคาอุณหภูมิและลดสารฟอสเฟตอินทรีย    จะทําใหคาความชอบตอออกซิเจนสูง   ซ่ึงคา 
P50 จะต่ํา ในทางกลับกันถาลด pH เพิ่มคาอุณหภูมิและเพิ่มสารฟอสเฟตอินทรียจะทําใหไดคา
ความชอบตอออกซิเจนต่ํา   ซ่ึงคา P50 จะสูงขึ้นดังภาพที่ 4 
 

 
ภาพที่ 4   แสดงผลของ pH, CO2, 2, 3 - BPG และอุณหภูมิตอการเปลี่ยนแปลงของเสนโคงของการ

จับออกซิเจนของฮีโมโกลบิน 
 
ท่ีมา: Guyton and Hall (1996) 
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Chang (1999) ไดรายงานวาเซลลเม็ดเลือดแดงมี 2, 3 – BPG สามารถจับอยูกับสายเบตา
ทั้งสองของฮีโมโกลบินตรงตําแหนงของหมูอะมิโนที่ปลาย N และหมูอิมิดาโซลของ β - 143        
ฮีสติดีนของโมเลกุลฮีโมโกลบิน 
 

Rapoport and Guest (1941) ไดกลาววา 2,3 – BPG เปนสารอินทรียฟอสเฟตในเซลลเม็ด
เลือดแดงของคนและสัตวเล้ียงลูกดวยนมจํานวนมาก    Benesch และ Benesch (1967) พบวา 2,3 – 
BPG สามารถควบคุมการปรับตัวตอภาวะปริมาณออกซิเจนในเลือดต่ํา (hypoxia)   ซ่ึงสอดคลองกับ 
Horton et al., 2002 ไดกลาววา   2,3 – BPG ซ่ึงถูกสรางขึ้นในเซลลเม็ดเลือดแดงทําหนาที่เปน 
allosteric modulator หรือ allosteric effector ของฮีโมโกลบิน  คือ ทําหนาที่เลือกจับกับดีออกซี
ฮีโมโกลบินแลวเกิดการเปลี่ยนแปลงทางโครงสรางสงผลใหมีคาความชอบตอออกซิเจนลดลง   
เปนการเพิ่มการปลดปลอยออกซิเจนของออกซีฮีโมโกลบินแกเนื้อเยื่อโดยไมมีการจับออกซิเจนอีก    
การทํางานในลักษณะนี้เปนการปรับสมดุลทางโครงสรางของฮีโมโกลบินระหวางรูปดีออกซี
ฮีโมโกลบินและออกซีฮีโมโกลบิน  (T    R equilibrium)  นอกจากนี้ยังพบวา 2,3 – BPG จะถูก
สรางมากขึ้นในภาวะที่มีออกซิเจนต่ํา    เชนบริเวณที่สูงกวาระดับน้ําทะเล (altitude) มากๆ  

 
บอรเอฟเฟค (Bohr effect) เปนผลจากการเพิ่มความเขมขนของโปรตอน (H+) หรือการ

เพิ่มภาวะความเปนกรดหรือการลดคา pH ที่ทําใหมีการปลอยออกซิเจนออกจากโมเลกุลของ
ฮีโมโกลบินหรือลดคาความชอบตอออกซิเจนของฮีโมโกลบิน ซ่ึงปริมาณของโปรตอนสรางมาจาก
คารบอนไดออกไซดทั้งที่อยูในเลือดและที่สายฮีโมโกลบิน ดังสมการ 

 
   H2O + CO2             H2CO3 
   H2CO3                H+ + HCO3

- (ไบคารบอเนต) 
                  polypeptide – NH2 + CO2                    polypeptide – NHCOOH 
                  polypeptide – NHCOOH            polypeptide – NHCOO- + H+ 
 

บอรเอฟเฟคเปนสิ่งสําคัญตอการทํางานของฮีโมโกลบิน   กลาวคือ ชวยใหมีการถายโอน
ออกซิเจนจากฮีโมโกลบินในเลือดสูเนื้อเยื่อและฮีโมโกลบินสามารถกลับมาทําหนาที่ไดอีกครั้ง  จึง
เกิดการทํางานอยางตอเนื่อง (Ritter, 1996) 
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ฮีโมโกลบินของสัตวเล้ียงลูกดวยนมแบงออกเปน 2 กลุม  คือกลุมที่มีความชอบตอ
ออกซิเจนต่ํา (low oxygen affinity) มีรูปแบบโครงสรางเปน Tense state   กลาวคือ มี salt bridge  
จํานวนมากยึดโครงสรางไวอยูในสภาพเครียด   ซ่ึงเปนโครงสรางที่ไมไดจับกับออกซิเจนหรือ       
ดีออกซีฮีโมโกลบิน  และกลุมที่มีความชอบตอออกซิเจนสูง (high oxygen affinity) มีรูปแบบ
โครงสรางเปน relaxed state ไมมี salt bridge อยูในสภาพคลาย   ซ่ึงเปนโครงสรางที่จับกับ
ออกซิเจนหรือออกซีฮีโมโกลบิน (Bunn, 1971)  T state มีความเสถียรมากกวา R state   เนื่องจากมี 
ionic salt bridge จํานวนมากที่ α1β2 (Lehninger, 2003)  นอกจากนี้ Perutz and Imai (1980) ได
รายงานเพิ่มเติมถึงความแตกตางระหวางฮีโมโกลบิน 2 กลุม   ซ่ึงมีความแตกตางที่ปลาย N ของ      
กรดอะมิโนในสายเบตาตําแหนงที่ 2 (NA2β) ตรงบริเวณที่ไมใชเกลียวฮีลิกซ (non-helical segment)   
โดยกลุมที่มีความชอบตอออกซิเจนต่ําเปนกรดอะมิโนพวก hydrophobic ที่มี   กรดอะมิโน            
ลิวซีนกับกรดอะมิโนเมทไธโอนีนหรือกรดอะมิโนเฟนิลอะลานีน  ขณะที่กลุมที่มีความชอบตอ
ออกซิเจนสูงเปนกรดอะมิโนพวก hydrophilic ที่มีกรดอะมิโนฮีสติดีนกับกรดอะมิโน กลูตามีนหรือ
กรดอะมิโนแอสพาราจีน 

 
Varijavand et al. (2000) ไดกลาววาเสนโคงที่แสดงการจับออกซิเจนของฮีโมโกลบิน

เปนสิ่งที่สําคัญใหทราบถึงการนําพาและการปลดปลอยออกซิเจน   โดยเฉพาะอยางยิ่งมีความสําคัญ
เกี่ยวกับการอิ่มตัวของออกซิเจน (oxygen saturation; SO2) และความดันยอยของออกซิเจนในเลือด 
ซ่ึงถูกกําหนดโดยความสามารถของฮีโมโกลบินที่จับกับออกซิเจนและปลดปลอยโมเลกุลออกซิเจน
ใหกับเนื้อเยื่อที่อยูรอบๆมัน    การที่ฮีโมโกลบินสามารถจับกับออกซิเจนเพิ่มขึ้นเปนลําดับนั้น
โมเลกุลจํานวนมากที่เพิ่มขึ้นทําใหความดันยอยของออกซิเจนเพิ่มขึ้นดวยจนกระทั่งถึงปริมาณ
สูงสุดที่สามารถจะจับกับฮีโมโกลบินได    เสนโคงของการจับออกซิเจนของฮีโมโกลบินมีลักษณะ
เปนรูปตัวเอส (sigmoidal)    ซ่ึงระยะเจริญวัยของคนที่มี  Hb A  ภายใตสภาพที่ปกติ (physiology 
pH 7.4) และที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส    ฮีโมโกลบินจับออกซิเจนประมาณรอยละ 75 ที่ระดับ
ความดันออกซิเจน 26 ± 1 มิลลิเมตรปรอท   เมื่อฮีโมโกลบินจับออกซิเจนเพิ่มขึ้นทําใหเสนโคงของ
การจับออกซิเจนของฮีโมโกลบินเลื่อนไปทางซาย    แสดงใหเห็นวา P50 มีคาลดลง  แมวามีความดนั
ยอยของออกซิเจนเพียงเล็กนอยก็ทําใหมีผลตอจํานวนฮีโมโกลบินที่จับกับออกซิเจนไดมาก 

 
การศึกษาชนิดของฮีโมโกลบินในสัตวเคี้ยวเอ้ืองมีการศึกษามานานแลว มีรายงาน

การศึกษาฮีโมโกลบินของโคยุโรป (Bos taurus) พบวามีชนิด AA, AB และ BB ชนิดของ
ฮีโมโกลบินถูกควบคุมโดยคูยีนที่ตางกันซึ่งอยูที่ตําแหนงโลกัส (locus) เดียวกันที่เรียกวาอัลลีล 
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(allele) Hb A ถูกควบคุมโดยอัลลีลหนึ่ง   ขณะที่ Hb B ถูกควบคุมโดยอัลลีลตรงกันขาม Hb AA 
และ Hb BB มีคูยีนเหมือนกัน (homozygous) สวน Hb AB มีคูยีนตางกัน (heterozygous) Hb B มี
โอกาสพบในโคอินเดียสูงกวาโคยุโรป สวนในโคพื้นเมืองอินโดนีเซียพบวามี Hb B และ Hb C 
เทานั้น เนื่องจากประกอบดวยฮีโมโกลบินชนิด BB, BC และ CC ขณะที่ลูกผสมพันธุบราหมันกับ
โคพื้นเมืองอินโดนีเซียมีฮีโมโกลบินเปนชนิด AB และ AC โดย Hb B จัดเปน Hb fast และ Hb A 
จัดเปน Hb slow เนื่องจาก Hb fast เคลื่อนที่ในสนามไฟฟาจากขั้วลบเขาหาขั้วบวกไดเร็วกวา Hb 
slow  ขณะที่ Hb C เคลื่อนที่ไดชากวา Hb B และเคลื่อนที่ไดเร็วกวา Hb A  (Bachman  et al., 1978) 

 
Adams et al. (1975) ไดศึกษาฮีโมโกลบินของโคปาโดยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบ

แปงเจล (starch gel electrophoresis) เปรียบเทียบระหวางฮีโมโกลบินโคปา  ฮีโมโกลบินโคพันธุ
ตางๆ   ฮีโมโกลบินกระบือและฮีโมโกลบินเอของคน ดังภาพที่ 5 และทําการหาอัตราสวนของ  Hb 
fast ตอ Hb slow โดยเทคนิคเซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส (cellulose acetate electrophoresis) 
พบวาฮีโมโกลบินของโคปามีอัตราสวน Hb slow ตอ Hb fast เปน 38 ตอ 62 จากการทดลองในโค
ลูกผสมอีก 4 ตัว พบวาเปอรเซ็นต Hb slow เร่ิมที่ 37 ± 1.2 (mean ± SD) โดยที่ Hb slow จะลดลงใน
รุน F1 และ F2 ในโคที่เกิดจากการผสมขามระหวางโคปาและโคพันธุเจอรซ่ีซ่ึงไดลูกเปนรุน F1  
และนําลูกรุน F1 มาผสมกับโคปา โคพันธุเจอรซ่ีและโคพันธุซีบูไดเปอรเซ็นต Hb slow ลดลงเปน 
37.8%, 20.0% และ 9.1% ตามลําดับ และจากการวิเคราะห Hb ของโคปาโดยใชเทคนิค อิเล็กโตรโฟ
รีซิสแบบแปงเจลพบ โกลบิน 3 สายโดยอัตราสวนของสายอัลฟาหนึ่งสายอัลฟาสองตอเบตาเทากับ 
1 ตอ 1 และระหวางสายอัลฟาหนึ่งตอสายอัลฟา สองเทากับ 37.5 ตอ 62.5 ดังภาพที่ 6  

 
 



 17

 
 

ภาพท่ี 5 แสดงการเปรียบเทียบระหวางฮีโมโกลบินโคปา ฮีโมโกลบินโคพันธุตางๆ ฮีโมโกลบิน 
กระบือและฮีโมโกลบินเอของคน ดังนี้ 

 เลนที่ 1 โคปา 
 เลนที่ 2 การผสมขามระหวางโคปาและโคพันธุเจอรซ่ี 
 เลนที่ 3 การผสมขามระหวางโคปา โคพันธุเจอรซ่ีและโคพันธุซีบู 
 เลนที่ 4 และเลนที่ 7 โคพันธุซีบู 
 เลนที่ 5 โคพันธุเจอรซ่ี 
 เลนที่ 6 การผสมขามระหวางโคพันธุเจอรซ่ีกับโคพันธุซีบู 
 เลนที่ 8 Asiatic Buffalo  
 เลนที่ 9 ฮีโมโกลบินเอของคน  
 
ท่ีมา: Adams et al. (1975) 
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ภาพที่ 6 แสดงสายโกลบินของโคปา ซ่ึงมีอัตราสวนของสายอัลฟาหนึ่ง สายอัลฟาสองตอสายเบตา
เปน 1 ตอ 1 และอัตราสวนของสายอัลฟาหนึ่งตอสายอัลฟาสองเปน 37.5 ตอ 62.5  

  
ท่ีมา: Adams et al.  (1975) 

 
อรพรรณและคณะ (2546)  ไดทําการศึกษาฮีโมโกลบินของโคกําแพงแสน 15 ตัว โดย

เทคนิคเซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส  เมื่อใชความเร็วในการเคลื่อนที่ของแถบฮีโมโกลบินใน
สนามไฟฟาจากขั้วลบไปยังขั้วบวก   พบฮีโมโกลบิน 3  ฟโนไทป คือ Hb AA 8 ตัว และ Hb BB 2 
ตัวและ Hb AB 5 ตัว    โดยที่ Hb AA ประกอบดวย Hb slow เพียงอยางเดียว   Hb BB ประกอบดวย 
Hb fast เพียงอยางเดียว    ขณะที่ Hb AB ประกอบดวย Hb fast และ Hb slow ดังภาพที่ 7  ซ่ึง
สอดคลองกับผลการทดลองของ Bachmann et al. (1978) ที่ไดศึกษาฟโนไทปของฮีโมโกลบินโค
พันธุบรามันห (โคอินเดีย) พบฮีโมโกลบิน 3 ฟโนไทป คือ Hb AA Hb BB และ Hb AB ดวยความถี่
ของ  Hb A และ Hb B ใกลเคียงกัน  โคพันธุชาโรเลห (โคยุโรป) พบฮีโมโกลบิน 2 ฟโนไทป คือ 
Hb AA และ Hb AB โดยมีความถี่ของ Hb A มากกวา Hb B (Bangham and Blumberg, 1958) 
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ภาพที่ 7 แสดงฮีโมโกลบินของโคเนื้อพันธุกําแพงแสนโดยเทคนิคเซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรี

ซิสที่พีเอช 8.2 - 8.6 (350 โวลล, 25 นาที) Hb AA ประกอบดวย Hb slow เพียงอยางเดียว 
Hb BB ประกอบดวย Hb fast เพียงอยางเดียว ขณะที่ Hb AB ประกอบดวย Hb fast และ 
Hb slow 

 
ท่ีมา: อรพรรณและคณะ (2546) 
 

อรพรรณและคณะ (2546) ไดทําการศึกษาฮีโมโกลบินในกระบือปลักจํานวน 12 ตัว โดย
เทคนิคเซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส  เมื่อใชความเร็วในการเคลื่อนที่ของแถบฮีโมโกลบินใน
สนามไฟฟาจากขั้วลบไปยังขั้วบวก พบฮีโมโกลบิน 2  ฟโนไทป คือ Hb BB 11 ตัวและ Hb AB 1 
ตัว   ไมพบ Hb AA  นอกจากนี้ Hb  BB และ Hb AB ประกอบดวย Hb fast และ Hb slow (ดังแสดง
ในภาพที่ 8) ในอัตราสวน 2 ตอ 1 และ 5 ตอ 1 ตามลําดับ      

Hb fast 

Hb slow 

   AA      AA        AB          BB      AB 
 - 

 + 
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1       2      3      4      5+

-  
 

ภาพที่ 8 แสดงการเปรียบเทียบระหวางฮีโมโกลบินโคเนื้อพันธุกําแพงแสนและกระบือปลักโดย
เทคนิคเซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิสที่พีเอช 8.2-8.6 (350 โวลล 25นาที) เลนที่ 1 และ 
5 แสดง Hb AB ของโคเนื้อพันธุกําแพงแสน เลนที่ 2 3 และ4 แสดง Hb BB Hb AB และHb 
AB ของกระบือปลักตามลําดับ Hb fast ของโคเนื้อพันธุกําแพงแสนเคลื่อนที่ใน
สนามไฟฟาเขาหาขั้วบวกไดเร็วกวา Hb fast ของกระบือปลัก ในขณะที่ Hb slow ของโค
เคลื่อนที่ในสนามไฟฟาเขาหาขั้วบวกไดเทากับ Hb slow ของกระบือปลัก 

 
ท่ีมา: อรพรรณและคณะ (2546) 

 
อรพรรณและคณะ (2546) ไดทําการศึกษาเปรียบเทียบฮีโมโกลบินของโคเนื้อพันธุ

กําแพงแสนและฮีโมโกลบินของกระบือปลักโดยเทคนิคเซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส เมื่อใช
ความเร็วในการเคลื่อนที่ของแถบฮีโมโกลบินในสนามไฟฟาจากขั้วลบไปยังขั้วบวก พบวา Hb fast 
ของโคเนื้อพันธุกําแพงแสนเคลื่อนที่ในสนามไฟฟาเขาหาขั้วบวกไดเร็วกวา Hb fast ของกระบือ
ปลัก ในขณะที่ Hb slow ของโคเคลื่อนที่ในสนามไฟฟาเขาหาขั้วบวกไดเทากับ Hb slow ของ
กระบือปลัก ดังแสดงในภาพที่ 8 ตอมาสุวิชและคณะ (2547) ไดศึกษาเพิ่มเติมพบวา Hb C ของโค
เนื้อเคลื่อนที่ในสนามไฟฟาเขาหาขั้วบวกไดเทากับ Hb fast ของกระบือ  

 
Bachmann et al. (1978) ไดศึกษาฮีโมโกลบินของกระบือแมน้ํา (Bubalus bubalis) พบวา

มีฮีโมโกลบิน 2 ชนิด ตามการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟาคือ HbA1 และ HbA2 ในขณะที่ Khanna 
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(1973) ไดรายงานวาโดยเทคนิคเซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซีส HbA1 เคลื่อนที่ไดเร็วกวา HbA2 
ในกระบืออินเดีย (Indian buffaloes) ซ่ึงแถบที่ปรากฏตรงกันกับ Hb C และ Hb A ของโคตามลําดับ     

  
Di Luccia A et al. (1989) ไดศึกษาฟโนไทปของฮีโมโกลบินในกระบือแมน้ําอิตาเลียน 

(Italian water buffalo) โดยเทคนิคเซลลูโลสอะซิเตตแบบแปงเจลที่พีเอช 8.9  พบวากระบือแมน้ํามี
ฮีโมโกลบิน 3 ฟโนไทปคือ Hb AA, Hb BB และ Hb AB ดังแสดงในภาพที่ 9 โดยที่ Hb BB และ 
Hb AB ประกอบดวย Hb fast และ Hb slow ซ่ึง Masina et al. (1977) ไดรายงานไววา Hb BB และ 
Hb AB ประกอบดวย Hb fast และ Hb slow ในอัตราสวน 68 ตอ 32 และ 84 ตอ 16 ตามลําดับ   
ขณะที่ Hb AA ประกอบดวย Hb fast เพียงอยางเดียว เนื่องจาก Hb slow ประกอบดวยกรดอะมิโน
ชนิดอารจินีนหรือไลซีนเปนสวนใหญ  ดังนั้นที่พีเอชเปนดาง (8.9) Hb fast จึงมีประจุสุทธิเปนลบ
มากกวา Hb slow ทําให Hb fast เคลื่อนที่ในสนามไฟฟาไปยังขั้วบวกไดเร็วกวา (Di Luccia A et 
al., 1989)  นอกจากนี้ยังพบวา Hb fast ประกอบดวยสายอัลฟาหนึ่ง (αΙ) ขณะที่ Hb slow 
ประกอบดวยสายอัลฟาสอง (αΙΙ) (Balani and Barnabas, 1965 และ Masina et al., 1997) 
สายอัลฟาสองมีคา pI สูงกวาสายอัลฟาหนึ่ง  ( Di Luccia A et al., 1989 และ Masina et al., 1997) 
และสายอัลฟาทั้งสองมีกรดอะมิโนสามชนิดที่แตกตางกัน คือ    กรดอะมิโนทริปโตเฟน (Balini 
and Barnabas, 1965) กรดอะมิโนซีสเตอีนและกรดอะมิโนไลซีน   (Di Luccia A et al., 1989) ซ่ึง
พบในสายอัลฟาหนึ่งเปนสวนใหญ  นอกจากนี้ Di Luccia A et al. (1989) ไดศึกษาความแตกตาง
ของ Hb fast  และ Hb slow  โดยเทคนิคไอโซอิเล็กทริกโฟกัสซิงพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตร    
โฟรีซิส (isoelectric focusing polyacrylamide gel eletrophoresis, IEF)  ที่ชวงพีเอช   6.5-8.0   พบวา 
Hb slow มีคา pI สูงกวา Hb fast  แสดงดังภาพที่ 10  และเมื่อนําสายโกลบินจาก  Hb AA, Hb BB 
และ Hb AB  มาศึกษาดวยเทคนิคไอโซอิเล็กทริกโฟกัสซิงพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสที่
ชวง พีเอช 6.8-8.5   พบวาสายโกลบินจาก  Hb BB และ Hb AB  ปรากฏบนอิเล็กโตรโฟรีซิสเปน  3  
แถบ  คือ สายอัลฟาหนึ่ง (αΙ – chain) สายอัลฟาสอง (αΙΙ – chain)   และสายเบตา (β – chain)   ที่
พีเอช 7.42, 7.76 และ 6.82 ตามลําดับ   สวนสายโกลบินจาก Hb AA  ปรากฏ 2 แถบคือสายอัลฟา
หนึ่งและสายเบตา  แสดงดังภาพที่ 11 และเมื่อนํามาศึกษาที่พีเอชเปนกรด พบวาใหผล
เชนเดียวกับที่พีเอชเปนดาง คือ Hb BB และ Hb AB ประกอบดวยสายอัลฟาหนึ่ง  สายอัลฟาสอง
และสายเบตา  ขณะที่ Hb AA ประกอบดวยสายอัลฟาหนึ่งและเบตา  เนื่องจากความแตกตางกันของ
ประจุ   โดยที่สายอัลฟาสองใน Hb slow มีประจุสุทธิเปนบวกมากกวาสายอัลฟาหนึ่งใน Hb fast  จึง
ทําใหสายอัลฟาสองมีคา pI สูงกวาสายอัลฟาหนึ่ง  นอกจากนี้ยังพบวาสายอัลฟาหนึ่งและ
สายอัลฟาสองมีความแตกตางกันที่กรดอะมิโนสามชนิดดวยกัน  คือ ทริปโตเฟน (Balani and 
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Barnabas, 1965) ซีสเตอีนและไลซีน   ซ่ึงพบในสายอัลฟาหนึ่งมากกวาสายอัลฟาสอง (Di Luccia A 
et al., 1989)  

 
 
ภาพที่ 9 แสดงฮีโมโกลบินของกระบือแมน้ํา 3 ฟโนไทป คือ Hb AA (1) Hb AB (2) และ Hb BB 

(3) โดยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบแปงเจลที่พีเอช 8.9 
 
ท่ีมา: Di Luccia A et al. (1989) 
 

 
 

ภาพที่ 10 แสดงฮีโมโกลบิน 3 ฟโนไทปของกระบือแมน้ําโดยเทคนิคไอโซอิเล็กทริกโฟกัสซิงแบบ
เกรเดียนตที่พีเอช 6.5-8.0 (1 = AA 2 = AB และ 3 = BB) * แถบที่ไมสามารถวิเคราะหได 

 
ท่ีมา: Di Luccia A et al. (1989) 
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ภาพที่ 11   แสดงการแยกสายพอลิเปปไทดจากฮีโมโกลบิน 3 ฟโนไทป คือ Hb AA Hb BB และ Hb 

AB โดยเทคนิคไอโซอิเล็กทริกโฟกัสซิงพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสในชวง   
พีเอช    6.8 - 8.5 

 
ท่ีมา: Di Luccia A et al. (1989) 
 

Di Luccia A et al. (1991) ไดศึกษาสายโกลบินจาก Hb BB ในกระบือแมน้ําเพิ่มเติม
พบวา Hb BB มี 3 ฟโนไทป คือ Hb BB, Hb BsBs และ Hb BBs โดยใชเทคนิคไอโซอิเล็กทริกโฟกัส
ซิงที่พีเอช 7.1-7.5   ดังแสดงในภาพที่ 12 พบวา Hb BB ประกอบดวย Hb 2 และ Hb 4  Hb 2 
ประกอบดวยสายอัลฟาหนึ่งสอง (Ια 2) และ Hb 4 ประกอบดวยสายอัลฟาสองสี่ (ІІα 4)   Hb BsBs 

ประกอบดวย Hb 2s และ Hb 4s   ขณะที่ Hb BBs ประกอบดวย Hb 2 Hb 4  Hb 2s และ Hb 4s โดย
ฮีโมโกลบินทั้งสี่มีคา pI จากขั้วบวกไปยังขั้วลบเปน 7.160  7.168 7.350 และ 7.358  ตามลําดับ และ
จากการศึกษา Hb BB   Hb BBs และ Hb BsBs ดวยเทคนิคพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสที่  
พีเอชเปนกรด   พบวาฮีโมโกลบินทั้ง 3 ฟโนไทปประกอบดวยสายอัลฟาที่เหมือนกัน คือ สายอัลฟา
หนึ่งสอง (Ια2) และสายอัลฟาสองสี่  (ІІα 4)  ขณะที่พบความแตกตางเกิดขึ้นที่สายเบตา โดยที่ Hb 
BB ประกอบดวยสายเบตา (β-chain)   Hb BsBs ประกอบดวยสายเบตาเอส (βs-chain) และ Hb BBs 
ประกอบดวยสายเบตาและสายเบตาเอส (β+ βs-chain) จากการเคลื่อนที่ที่แตกตางกันในสายเบตา
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ทั้งสองเนื่องจากมีความแตกตางกันตรงสวน hydrophobicity   โดยที่สายเบตาเอสของ Hb BsBs และ 
Hb BBs ประกอบดวยสวนที่เปน hydrophobic มากกวาสายเบตาของ Hb BB 

 

 
 

ภาพที่ 12 แสดงฟโนไทปของ Hb B ในกระบือแมน้ํา โดยเทคนิคไอโซอิเล็กทริกโฟกัสซิงในพีเอช    
เกรเดยีนต 7.1-7.5 ซ่ึงปรากฏ HbBB ประกอบดวย Hb 2 และ Hb 4; Hb BBS 
ประกอบดวย Hb 2,   Hb 2S Hb 4 และ Hb 4S สวน Hb BSBS ประกอบดวย Hb 2 S และ 
Hb 4S 

 
ท่ีมา: Di Luccia A et al. (1991) 

 
Feranti et al. (1993) ไดทําการศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินกระบือแมน้ําโดย

ใชเทคนิค electrospray mass spectrometry (ES/MS) พบวาสายเบตาของ Hb AA มีน้ําหนักโมเลกุล
เทากับ 15,985.98 ± 1.00 ดาลตัน สวนสายอัลฟาหนึ่งและอัลฟาสามมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 
15,058.12 ± 0.43 ดาลตัน และ 14,997.18 ± 0.44 ดาลตัน ตามลําดับ  สายอัลฟาทั้งสองมีน้ําหนัก
โมเลกุลรวมเทากับ 30 กิโลดาลตัน ซ่ึงมีคาสูงกวาโครงสรางปฐมภูมิพื้นฐานที่ไดคาดไว นอกจากนี้
ลําดับกรด อะมิโนบริเวณปลาย C (C- terminal region) ของสายอัลฟาหนึ่งใน Hb AA ตําแหนงที่ 
129 และ 131 เปนกรดอะมิโนชนิดลิวซีนและเซอรีน  ในขณะที่สายอัลฟาสามเปนกรดอะมิโน
ชนิดเฟนิลอะลานีนและแอสพาราจีน  ตามลําดับ  
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อุปกรณและวิธีการ 
 
1. การเก็บตัวอยางเลือด 
 
 อุปกรณ 
 

1. เข็มฉีดยาเบอร 18 ความยาว 1.5 นิ้ว 
2. กระบอกฉีดยาขนาด 10 ซีซี 
3. หลอดเก็บตัวอยาง 

 
 สารเคมี 

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

 สัตวทดลอง 
 

ทําการเก็บตวัอยางเลือดกระบือปลักที่ศูนยวิจัยและบํารุงพันธุสัตวลําพญากลาง          
อําเภอลําสนธิ  จังหวดัลพบุรี โดยแบงกลุมสัตวทดลองดงันี้ 

 
กระบือปลัก (Bubalus bubalis, Swamp buffalo) 

 เพศผู ชวงอายุ  1 ป ถึง 3 ป    จํานวน 31 ตัว 
 เพศเมีย ชวงอายุ  1 ป ถึง 3 ป จํานวน 30 ตัว 
 เพศเมีย  ชวงอายุ    มากกวา 7 ป    จํานวน 10 ตัว 
 
 กระบือแมน้ํา (Bubalus bubalis, River buffalo) ไดรับความอนุเคราะหตัวอยางเลือดกระบือ
แมน้ําจากกรมปศุสัตว 
 
  เพศผู     ชวงอายุ  3 ป 5 เดือน ถึง 8 ป  จํานวน 3 ตัว 
  เพศเมีย ชวงอายุ  2 ป และ 4 ป 4 เดือน  จํานวน 2 ตัว 
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 วิธีการ 
 
 ทําการเก็บตัวอยางเลือดกระบือปลักและกระบือแมน้ําโดยเจาะที่เสนเลือดดําใหญ (Jugular 
vein) บริเวณใตลําคอ นําตัวอยางเลือดที่ไดแบงใสหลอดเก็บตัวอยางเลือดที่บรรจุเฮปาริน ซ่ึงเปน
สารปองกันการแข็งตัวของเลือดเพื่อทําการเก็บ whole blood  
 
2. การเตรียมสารละลายฮีโมโกลบินหรือฮีโมไลเสต  

 
นําตัวอยางเลือด (whole blood) มาปนดวยเครื่อง centrifuge ที่ความเร็ว 3,500 รอบตอนาที 

ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เพื่อแยกพลาสมาออกจากเม็ดเลือดแดง หลังจากนั้น
ลางเม็ดเลือดแดง 3 คร้ังดวย 0.85% โซเดียมคลอไรด (sodium chloride, NaCl) ดวยปริมาตร 1 เทา
ของตัวอยางเลือด แลวนําไปปนที่ความเร็ว 3,500 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ดูดสวนใสทิ้ง 
จากนั้นนําเม็ดเลือดแดงมาเติมสารละลายฮีโมไลเสต (hemolysate reagent) ที่ประกอบดวย 0.005 โม
ลาร EDTA และ 0.01 เปอรเซ็นต โพแตสเซียมไซยาไนด (potassium cyanide) ในอัตราสวน 1:5 
ผสมใหเขากันโดยใช vortex mixer เพื่อใหเม็ดเลือดแดงแตก นําไปปนที่ความเร็ว 11,500 รอบตอ
นาทีเปนเวลา 5 นาทีเพื่อกําจัดเศษเซลล (cell debris) และผนังเซลล (cell membrane) เก็บของเหลว
หรือสารละลายฮีโมโกลบินที่อยูดานบนไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเพื่อทําการวิเคราะหตอไป 
(ดัดแปลงจาก Tamburrini et al., 2001; Fago et al., 1995) 

  
3. การวิเคราะหตัวอยางเลือด 
 

3.1 การศึกษาชนิดหรือฟโนไทปของฮีโมโกลบินกระบือปลักและกระบือแมน้ําโดยเทคนิค
เซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส ตามวิธีของ Helena Laboratories, Sweden (1985) 

 
 อุปกรณ 
 

1. ชุดเครื่องมือเซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส และเครื่องจายกระแสไฟฟา (Helena 
Laboratories, France) 

2. แผนเซลลูโลสอะซิเตต (TITAN III-H) ขนาด 76 x 60 มิลลิเมตร 
 1.  จานแกว 
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 2.  ตูอบ (Memmert, Germany) 
 3. กระดาษกรอง 
 4. แผนสไลด 

5. เครื่องวิเคราะหแผนเจล 
 

 สารเคมี 
 
 1.  สารละลายบัฟเฟอร 
สารละลายบัฟเฟอรทรีส-EDTA-กรดบอริก (Supre-Heme Buffer) พีเอช 8.2-8.6  
 2. สียอมพองโซ เอส (Ponceau S) ประกอบดวย 0.5 % พองโซเอส ในสารละลาย 3.5 % 
กรดซัลโฟซาลิไซลิก (Sulfosalicylic acid) และ 3.5% กรดไตรคลอโรอะซิติก (Trichloroacetic 
acid)  
 3. สารลางสียอม (Destaining reagent) ประกอบดวย 5% กรดอะซิติก 
 4. สารละลาย Clearing ประกอบดวย 

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

 5. สารละลายมาตรฐาน Hemoglobin control (AFSA2) (Helena Laboratories, France) 
 6. สารละลายฮีโมโกลบินกระบือปลักและกระบือแมน้ํา 

 
 วิธีการ 
 

1. นําแผนเซลลูโลสอะซิเตตมาแชในสารละลายบัฟเฟอรเปนเวลา 5 นาที 
 2.เทสารละลายบัฟเฟอรประมาณ 100 มิลลิลิตร ลงในอางอิเล็กโทรดทั้ง 2 ขางของเครื่อง 
อิเล็กโตรโฟรีซีส ใชกระดาษกรอง (Wick) ที่ชุมดวยบัฟเฟอรวางพาดลงในอางอิเล็กโทรดทั้ง 2 ขาง
เพื่อเปนสะพานเชื่อมระหวางแผนเซลลูโลสอะซิเตตและสารละลายบัฟเฟอร 
 3. นําสารละลายฮีโมโกลบินกระบือปลัก  กระบือแมน้ําและสารละลายมาตรฐาน 
Hemoglobin control ปริมาตร 8 ไมโครลิตรมาใสลงในชองใสสาร 
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 4. นําแผนเซลลูโลสอะซิเตตที่แชในบัฟเฟอรมาซับดวยกระดาษกรอง แลวนํามาใส
สารละลายฮีโมโกลบินกระบือปลัก กระบือแมน้ําและสารละลายมาตรฐาน Hemoglobin control ที่
เตรียมไว 

5. นําแผนเซลลูโลสอะซิเตตที่ใสสารเรียบรอยแลวมาวางคว่ําหนาบนอางอิเล็กโทรด โดย
หันดานใสตัวอยางมาทางขั้วลบ ใชแผนสไลดวางทับลงบนแผนเซลลูโลสอะซิเตตเพื่อใหผิวหนา
สัมผัสกับกระดาษกรองและปดฝาอางอิเล็กโทรด  

6. เปดเครื่องจายกระแสไฟฟาที่ 350 โวลล เปนเวลา 25 นาที  
7. ยอมสีโดยแชแผนเซลลูโลสอะซิเตตในสารละลายสียอมพองโซ เอส เปนเวลา 8 นาที  
8. ลางสียอมดวย 5 เปอรเซ็นต กรดอะซิติก จนมองเห็นแถบของฮีโมโกลบินชัดเจนหรือจน

พื้นหลังของแผนเจลไมมีสียอม 
9. นําแผนเซลลูโลสอะซิเตตมาแชลงในเมธานอล 4 นาที 
10.  หลังจากนั้นแชลงในสารละลาย Clearing เปนเวลา 9 นาที  
11. นําแผนเซลลูโลสอะซิเตตมาใหความรอนโดยอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเปนเวลา 

10 นาที เพื่อใหแผนเซลลูโลสอะซิเตตเปลี่ยนจากแผนทึบแสงมาเปนแผนโปรงแสงและแหงสนิท
ทั่วทั้งแผน 

12. นํามาวิเคราะหดวยเครื่องวิเคราะหแผนเจล 

3.2 การศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินกระบือปลักโดยเทคนิคเจลฟลเทรชัน
คอลัมนโครมาโตกราฟฟ (Gel filtration column chromatography) (ดัดแปลงจากวิธีของ Verdergon 
and Colacino, 1989) 
 

อุปกรณ 
 

1. ชุดเครื่องมือ Econo system (Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) 
2. ตูเย็น Kelvinator scientific (U.S.A.) ที่ 4 องศาเซลเซียส 
3. UV – visible recording spectrophotometer UV – 160 (Shimadzu, Japan) 
4. เข็มฉีดสารเคมีขนาด 5 ซีซี 
5. คอลัมนขนาดเสนผาศูนยกลาง 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 เปอรเซ็นตโซเดียมเอไซด ( Sodium axide, 

NaN3) พีเอช 7.4  
3. สารละลายมาตรฐาน (Standard solution) ประกอบดวย 

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 ในปริมาณที่ตองการคอยๆเติมน้ํากลั่น คนเบาๆนําไปตม
ในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 ช่ัวโมง 

1.2 รินน้ําทิ้งแลวลางเจลดวยน้ํากลั่น 1 คร้ังจากนั้นเติมทริสบัฟเฟอรตั้งทิ้งไวให
อ่ิมตัวที่อุณหภูมิที่ใชในการทดลองเปนเวลา 30 นาที 

1.3 เตรียมคอลัมนไวในตูเย็น ตอคอลัมนดวย reservoir ปดปลายลาง เติมบัฟเฟอรลง
ในคอลัมนสูงประมาณ 1/3 ของคอลัมน รินบัฟเฟอรในเจลทิ้งใหเหลือบัฟเฟอร 
25 เปอรเซ็นตของเจล แลวทําการบรรจุเจลลงในคอลัมน โดยคนและเทเบาๆให
หมดในครั้งเดียว 

1.4 เมื่อเจลเรียงตัวในคอลัมน ใส adapter และ equilibrate ดวยทริส บัฟเฟอรที่อัตรา
ไหล 2 มิลลิลิตรตอนาทีจนปริมาตรของเจลคงที่แลวหาปริมาตรเจลที่แนนอน 
จากนั้น equilibrate ตอไปประมาณ 2 เทาของปริมาตรเจลจะไดคอลัมนเจลที่
พรอมใชงาน 

2. แยกโปรตีนมาตรฐานในสารละลายโปรตีนมาตรฐานที่มีความเขมขนของโปรตีน 10 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และแยกโปรตีนในฮีโมไลเสตของกระบือปลักที่มีความ
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เขมขนของโปรตีน 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยชะดวยทริสบัฟเฟอรที่อัตรา
การไหล 1.8 มิลลิลิตรตอนาที 

3. เก็บสารละลายที่ไหลออกจากคอลัมนหลอดละ 3 มิลลิลิตร นํามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 
280 นาโนเมตรสําหรับโปรตีน และที่ 415 นาโนเมตร สําหรับฮีโมโกลบินของกระบือปลัก 

4. สรางกราฟระหวางคาการดูดกลืนแสงของสารละลายโปรตีนมาตรฐานกับปริมาตร 
(มิลลิลิตร) ของแตละหลอด (fraction) ที่ไดจากกราฟ คํานวณหาคาสัมประสิทธิ์การกระจาย 
(Distribution coefficient, Kd) ดังสูตร 

 
    Kd  =  Ve – Vo 

                Vt – Vo  
 

โดยที่   Vt คือ ปริมาตรทั้งหมดของคอลัมนที่บรรจุเม็ดเจล (total volume) 
 Ve คือ ปริมาตรของตัวทําละลายที่ใชในการชะสารออกมา (elution volume) 
 Vo คือ ปริมาตรของตัวทําละลายที่ลอมรอบเม็ดเจล (void volume) 
 

5. นํามาสรางกราฟมาตรฐานระหวางคาสัมประสิทธิ์การกระจายกับคาลอกาลิทึมน้ําหนัก
โมเลกุล (log molecular weight) เพื่อหาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินของกระบือปลัก 
 

3.3 การศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินกระบือปลัก โดยเทคนิคแมสสเปกโทรเมทรี 
(mass spectrometry)  

 
หลักการ 

 
อาศัยหลักการยิงแสงเลเซอรลงไปบนตัวอยางโปรตีนที่จับกับเมทริกซ ทําใหเกิดการแตก

ตัวของอิออน ( Ion) แลวเคลื่อนที่ไปตามทอสุญญากาศที่มีสนามไฟฟา ภายใตสภาวะดังกลาว สารที่
มวลโมเลกุลนอยจะเคลื่อนที่ไปไดเร็วกวาสารที่มีมวลโมเลกุลมาก และตกกระทบกับตัวตรวจจับ 
(detector) ซ่ึงสงเปนสัญญาณไปยังระบบคอมพิวเตอรเพื่อวิเคราะหผลตอไป 
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อุปกรณ 
 

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

2. แผนใสตัวอยาง (sample slide) 
 

สารเคมี 
 

1. 0.01 โมลาร กรดไซแนพินิค (Sinapinic acid)  
 

วิธีการ 
 

1. เตรียมตัวอยางฮีโมโกลบินของกระบือปลักโดยนําฮีโมไลเสตผานเจลฟลเทรชันคอลัมน
โครมาโตกราฟฟ ของ Sephadex G – 100 แลวเก็บหลอดที่เปนสารละลายฮีโมโกลบินของกระบือ
ปลักไวที่ -20 องศาเซลเซียส 

2. ผสมสารละลายฮีโมโกลบินของกระบือปลักขางตนประมาณ 1 ไมโครลิตร (10 
ไมโครกรัมตอไมโครลิตร) กับกรดไซแนพินิค ซ่ึงเปนเมทริกซประมาณ 1 ไมโครลิตร ใสลงบน
แผนใสตัวอยาง ปลอยทิ้งไวใหแหงที่อุณหภูมิหอง 

3. นําไปผานเครื่องแมสสเปกโทรมิเตอร เมื่อยิงดวยไนโตรเจนเลเซอร (Nitrogen laser) 
เครื่องจะรายงานผลตามน้ําหนักโมเลกุลผานทางคอมพิวเตอร 
 

3.4 การศึกษาชนิดของฮีโมโกลบินโดยวิธี เนทีฟพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส 
(Native Polyacrylamide Gel Electrophoresis, N-PAGE) (ดัดแปลงจาก Laemmli, 1970) 
 

อุปกรณ  
 

1. ชุดเครื่องมืออิเล็กโตรโฟรีซิส Mini Protein II (Bio-Rad Laboratory, U.S.A.) 
2. เครื่องจายกระแสไฟฟา (Bio-Rad รุน Power PAC 200, Bio-Rad Laboratory, U.S.A.) 
3. กระบอกฉีด (micro syringe) ขนาด 25 ไมโครลิตร  

 



 32

สารเคมี 
 

1. สารเคมีที่ใชเตรียมแผนเจล ประกอบดวย 
1.1 สารละลายอะคริลาไมด/บิส มีความเขมขน 30 เปอรเซ็นต จํานวน 50 มิลลิลิตร 

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

1.2 1.5 โมลารทริส-ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอร พีเอช 8.8 
1.3 0.5 โมลารทริส-ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอร พีเอช 6.8 
1.4 10 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต (ammonium persulfate)  
1.5 N, N, N’, N’ เตตราเมธิลลีนไดเอมีน (N, N, N’,N’, - tetramethylenediamine; 

TEMED) 
2. สารละลายบัฟเฟอรสําหรับตัวอยาง (sample buffer) ประกอบดวย 

1.6 0.5 โมลารทริส-ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอร พีเอช 6.8 0.5 มิลลิลิตร 
1.7 99.99 เปอรเซ็นต กลีเซอรอล 0.4 มิลลิลิตร 
1.8 1 เปอรเซ็นต บรอมฟนอลบลู (bromphenol blue) 0.2 มิลลิลิตร  
1.9 น้ํากลั่น 2.9 มิลลิลิตร 

3. สารละลายบัฟเฟอรสําหรับอิเล็กโทรด 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 ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น  

4. สารละลายลางสียอม ประกอบดวย 
 4.1 กรดอะซิติก  10 สวน 
 4.2 เอธานอล  25 สวน 
 4.3 น้ํากลั่น  65 สวน 

5. สียอม ประกอบดวย 
 5.1 โคแมสซีบลูอาร-250 (Coomassie blue R-250) ในสารละลายลางสียอม 

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

1. ทําการเตรียมแผนเจลดังนี้ 
1.1 เตรียมสารละลายสําหรับ separating gel (12%T, 4%C) ทั้งหมดยกเวน TEMED

และ10 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต ดังตาราง แลวดูดอากาศออกดวยปมสูญญากาศ  
1.2 ประกอบชุดเตรียมเจลและทําเครื่องหมายแสดงความสูงของ separating gel บน

แผนกระจก 
1.3 เติม TEMED และ10 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต ลงในสารละลายเจล

แลวปเปตใสชองวางระหวางกระจกทันทีจนถึงตําแหนงที่ทําเครื่องหมาย ปดผิวหนาเจลดวยน้ํากลั่น
เบาๆ 

1.4 ปลอยใหเจลแข็งตัว (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 โมลารทริส-ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอร พีเอช 8.8 (ml) 5    - 
0.5 โมลารทริส-ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอร พีเอช 6.8 (ml) -  2.5 
30 % สารละลายอะคริลาไมด/บิส (ml) 8  1.33 
10 % แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต (µl)                                                        200                  100 
TEMED (µl) 10    5  
 
หมายเหตุ : สูตรสําหรับเจล 4 แผน 
 

1.5 เมื่อเจลแข็งตัวจะเกิดแนวเสนตรงบริเวณผิวหนาเจล ซับน้ําบนผิวหนาเจลแลวใส 
comb ในชองวางระหวางกระจกเอียงทํามุมประมาณ 10 องศา 

1.6 เติม TEMED และ 10 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต ลงในสารละลาย 
stacking gel ปเปตสารละลายเจลลงในชองวางระหวางกระจกทันทีจนเต็ม แลวจัด comb ใหอยูใน
แนวเสนตรง ปลอยใหเจลแข็งตัวประมาณ 30 - 45 นาที 
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1.7 ดึง comb อยางระมัดระวังแลวลางหลุมเจลดวยสารละลายบัฟเฟอรสําหรับ
อิเล็กโทรด พีเอช 8.3 จะไดเจลพรอมสําหรับทํา N-PAGE จากนั้นประกอบแผนเจลเขากับชุด
อิเล็กโทรด เติมสารละลายบัฟเฟอรสําหรับอิเล็กโทรด พีเอช 8.3 ในอางอิเล็กโทรดบนและลางและ
ใหทวมผิวหนาเจล  

2. เตรียมสารละลายบัฟเฟอรสําหรับตัวอยาง โดยเตรียมสดใชใน 1 วัน ผสมสารละลาย
ละลายฮีโมไลเสตและฮีโมโกลบินมาตรฐานเขากับสารละลายบัฟเฟอรสําหรับตัวอยางเพื่อใหได
ปริมาณโปรตีนที่เหมาะสม ประมาณ 8 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นนําไปใสหลุมเจลดวยกระบอก
ฉีด    

3. ตอชุดอิเล็กโตรโฟรีซิสที่พรอมทํางานกับเครื่องจายกระแสไฟ ตั้งคาที่ 200 โวลทคงที่
และ 60 มิลลิแอมแปร ตอเจล 1 แผน ใชเวลา 45 นาที 

4. นําแผนเจลออกมายอมสี เปนเวลา 30 นาที (เขยาขณะยอม) 
5. ลางสียอมโดยเปลี่ยนทุกๆ 30 นาที (เขยาขณะยอม) ลางจนกระทั่งเห็นแถบชัดเจนและ

พื้นหลังเจลใสไมมีสียอม  
6. เก็บแผนเจลในน้ํากลั่นที่ 4 องศาเซลเซียส 

 
3.5 การศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของสายโกลบินโดยเทคนิคโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริ

ลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (Sodium Dodecylsulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-
PAGE) (Laemmli, 1970) 

 
อุปกรณ 

 
1.  ชุดเครื่องมืออิเล็กโตรโฟรีซิส Mini Protein (Bio-Rad Laboratory, U.S.A.) 
2. เครื่องจายกระแสไฟฟา (Bio-Rad รุน Power PAC 200, Bio-Rad Laboratory, U.S.A.) 
3. กระบอกฉีด (micro syringe) ขนาด 25 ไมโครลิตร  
4. เครื่องใหความรอน (Stuart Scientific รุน SHT 1, United Kingdom) 
5. โปรแกรมวิเคราะหแผนเจล 

 
สารเคมี 

 
1. สารเคมีที่ใชเตรียมแผนเจล ประกอบดวย 
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1.1 30 เปอรเซ็นต สารละลายอะคริลาไมด/บิส จํานวน 50 มิลลิลิตร (30%T, 
2.67%C) (30% Acrylamide/N, N’-methylene-bis-acrylamide stock solution) 
ประกอบดวย อะคริลาไมด 14.6 กรัม และบิส 0.4 กรัม 
1.2 1.5 โมลารทริส-ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอร พีเอช 8.8 
1.3 0.5 โมลารทริส-ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอร พีเอช 6.8 
1.4 10 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต (ammonium persulfate)   
1.5 N, N, N’, N’ เตตราเมธิลลีนไดเอมีน (N, N, N’, N’, - tetramethylenediamine; 
TEMED) 
1.6 10 เปอรเซ็นต โซเดียมโดดีซิลซัลเฟต (sodium dodecylsulfate; SDS)  

2. สารละลายบัฟเฟอรสําหรับตัวอยาง (sample buffer) 
1.1 0.5 โมลารทริส-ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอร พีเอช 6.8  
1.2 99.9 เปอรเซ็นต กลีเซอรอล  
1.3 1 เปอรเซ็นต บรอมฟนอลบลู (bromphenol blue)  
1.4 2 - เมอรแคบโตเอธานอล (2-mercaptoethanol) 
1.5 10 เปอรเซนตโซเดียมโดดีซิลซัลเฟต  

3. สารละลายบัฟเฟอรสําหรับอิเล็กโทรด พีเอช 8.3 1 ลิตร ประกอบดวย 
3.1 ทริส-ไฮโดรคลอไรด 3 กรัม  
3.2 ไกลซีน 14.4 กรัม 
3.3 โซเดียมโดดซิีลซัลเฟต 1 กรัม 
3.4 ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น 

4.  สารละลายลางสียอม ประกอบดวย 
4.1 กรดอะซิติก 10 สวน 
4.2 เอธานอล 25 สวน 
4.3 น้ํากลั่น 65 สวน 

5. สียอม ประกอบดวย 
5.1 โคแมสซีบลูอาร-250 (Coomassie blue R-250) ในสารละลายลางสียอม 

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

6.1ไมโอซิน (myosin) น้ําหนักโมเลกุล 214 กิโลดาลตัน 
6.2 เบตากาแลคโตซิเดส (β-galastosidase) น้ําหนักโมเลกุล 118 กิโลดาลตนั 
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6.3 ซีร่ัมอัลบลูมินของโค น้ําหนักโมเลกุล 92 กิโลดาลตัน 
6.4 โอวาบลูมิน น้ําหนักโมเลกุล 52.2 กิโลดาลตัน 
6.5 คารบอนิกแอนไฮเดรส (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.  ทาํการเตรียมแผนเจลดังนี้ 

1.1 เตรียมสารละลายสําหรับ separating gel (12%T, 4%C) ทั้งหมดยกเวน TEMED
และ10 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต ดังตาราง แลวดูดอากาศออกดวยปม
สูญญากาศ  
1.2 ประกอบชุดเตรียมเจลและทําเครื่องหมายแสดงความสูงของ separating gel บน
แผนกระจก 
1.3 เติม TEMEDและ10 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต ลงในสารละลายเจล
แลวปเปตใสชองวางระหวางกระจกทันทีจนถึงตําแหนงที่ทําเครื่องหมาย ปดผิวหนา
เจลดวยน้ํากลั่นเบาๆ 
1.4 ปลอยใหเจลแข็งตัว (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 โมลารทริส-ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอร พีเอช 8.8 (ml) 5  - 
0.5 โมลารทริส-ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอร พีเอช 6.8 (ml) -  2.5 
30 เปอรเซ็นต สารละลายอะคริลาไมด/บิส (ml) 8  1.33 
10 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต (µl) 200  100 
10 เปอรเซ็นต โซเดียมโดดีซิลซัลเฟต 200  100 
TEMED (µl) 10  5  
 
หมายเหตุ : สูตรสําหรับเจล 4 แผน 
 

1.5 เมื่อเจลแข็งตัวจะเกิดแนวเสนตรงบริเวณผิวหนาเจล ซับน้ําบนผิวหนาเจลแลวใส 
comb ในชองวางระหวางกระจกเอียงทํามุมประมาณ 10 องศา 
1.6 เติม TEMED และ10 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต ลงในสารละลาย 
stacking gel   ปเปตสารละลายเจลลงในชองวางระหวางกระจกทันทีจนเต็ม แลวจัด 
comb ใหอยูในแนวเสนตรง ปลอยใหเจลแข็งตัวประมาณ 30 - 45 นาที 
1.7 ดึง comb อยางระมัดระวังแลวลางหลุมเจลดวยสารละลายบัฟเฟอรสําหรับ
อิเล็กโทรด พีเอช 8.3 จะไดเจลพรอมสําหรับทํา N-PAGE จากนั้นประกอบแผนเจล
เขากับชุดอิเล็กโทรด เติมสารละลายบัฟเฟอรสําหรับอิเล็กโทรด พีเอช 8.3 ในอาง
อิเล็กโทรดบนและลางและใหทวมผิวหนาเจล  

2. เตรียมสารละลายบัฟเฟอรสําหรับตัวอยาง โดยเตรียมสดใชใน 1 วัน ผสมสารละลาย
ละลายฮีโมไลเสตและฮีโมโกลบินมาตรฐานเขากับสารละลายบัฟเฟอรสําหรับตัวอยางเพื่อใหได
ปริมาณโปรตีนที่เหมาะสมประมาณ 8 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ใหความรอนสารละลายละลาย           
ฮีโมไลเสตที่ 90 องศาเซลเซียสเปนเวลา 10 นาที สวนสารละลายโปรตีนมาตรฐาน ใหความรอนที่ 
37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําไปใสหลุมเจลดวยกระบอกฉีด    

3. ตอชุดอิเล็กโตรโฟรีซิสที่พรอมทํางานกับเครื่องจายกระแสไฟ ตั้งคาที่ 200 โวลทคงที่
และ 60 มิลลิแอมแปร ตอเจล 1 แผน ใชเวลา 45 นาที 

4. นําแผนเจลออกมายอมสีเปนเวลา30 นาที (เขยาขณะยอม) 
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5. ลางสียอมโดยเปลี่ยนทุกๆ 30 นาที (เขยาขณะยอม) ลางจนกระทั่งเห็นแถบชัดเจนและ
พื้นหลังเจลใสไมมีสียอม  

6. เก็บแผนเจลในน้ํากลั่นที่ 4 องศาเซลเซียส 
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 1     2     3    4     5    6    7   8 - 

+ 

Hb fast 
Hb slow 

ผลและวิจารณผลการทดลอง 
 
1. ฟโนไทปของฮีโมโกลบินกระบือปลักและกระบือแมน้ํา 
 

จากการทดลองนําฮีโมไลเสตของกระบือปลักมาทําการศึกษาฟโนไทปของฮีโมโกลบิน
โดยวิธีเซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิสที่ พีเอช 8.2 - 8.6 พบวาฮีโมโกลบินของกระบือปลักมี 2 
ฟโนไทป แสดงดังภาพที่ 13 – 17 คือ ฮีโมโกลบิน BB และฮีโมโกลบิน AB ซ่ึง Hb BB และ Hb AB 
ประกอบดวย Hb fast และ Hb slow ในอัตราสวนเทากับ 2 ตอ 1 และ 5 ตอ 1 ตามลําดับ และเมื่อ
นําฮีโมไลเสตของกระบือแมน้ํามาทําการศึกษาฟโนไทปของฮีโมโกลบินโดยวิธีเชนเดียวกับ
การศึกษาในกระบือปลักพบวาฮีโมโกลบินของกระบือแมน้ํามี 2 ฟโนไทป แสดงดังภาพที่ 18 คือ 
ฮีโมโกลบิน BB และฮีโมโกลบิน AB ซ่ึง Hb BB และ Hb AB ประกอบดวย Hb fast และ Hb slow 
ในอัตราสวนเทากับ 2 ตอ 1 และ 5 ตอ 1 ตามลําดับเชนเดียวกัน และ ภาพที่ 19 แสดงการ
เปรียบเทียบฮีโมโกลบินกระบือปลักและกระบือแมน้ํา  

 
 
ภาพที่ 13 แสดงฮีโมโกลบินของกระบือปลักเพศเมียชวงอายุ 1 ป – 3 ป โดยเทคนิคเซลลูโลส       

อะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิสที่พีเอช 8.2 - 8.6 (350 โวลล, 25 นาที) Hb BB และHb AB 
ประกอบดวย Hb fast และ Hb slow ในอัตราสวน 2 ตอ 1 และ 5 ตอ 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  แสดงฮีโมโกลบินของกระบือปลักเพศเมียชวงอายุมากกวา 7 ป โดยเทคนิคเซลลูโลส   

อะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิสที่พีเอช 8.2 - 8.6 (350 โวลล, 25 นาที) Hb BB และ Hb AB 
ประกอบดวย Hb fast และ Hb slow ในอัตราสวน 2 ตอ 1 และ 5 ตอ 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   แสดงการเปรียบเทียบฮีโมโกลบินของกระบือปลักเพศเมียชวงอายุ 1 ป – 3 ป กับ อายุ

มากกวา 7 ป โดยเทคนิคเซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิสที่พีเอช 8.2 - 8.6 (350 โวลล, 
25 นาที) Hb BB และ Hb AB ประกอบดวย Hb fast และ Hb slow ในอัตราสวน 2 ตอ 1 
และ 5 ตอ 1 ตามลําดับ เลนที่ 1 และ 2 ชวงอายุมากกวา 7 ป แสดง Hb BB และ AB 
ตามลําดับ เลนที่ 3, 4, 5, 6 และ 8 ชวงอายุ 1 ป – 3 ป แสดง Hb BB และเลนที่ 7 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 16 แสดงฮีโมโกลบินของกระบือปลักเพศผูชวงอายุ 1 ป - 3 ป โดยเทคนิคเซลลูโลส            

อะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิสที่พีเอช 8.2 - 8.6 (350 โวลล, 25 นาที) Hb BB และ Hb AB 
ประกอบดวย Hb fast และ Hb slow ในอัตราสวน 2 ตอ 1 และ 5 ตอ 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 แสดงการเปรียบเทียบฮีโมโกลบินของกระบือปลักเพศผูและเพศเมียโดยเทคนิค

เซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิสที่พีเอช 8.2 - 8.6 (350 โวลล, 25 นาที) Hb BB และ 
Hb AB ประกอบดวย Hb fast และ Hb slow ในอัตราสวน 2 ตอ 1 และ 5 ตอ 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)    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Hb fast 

Hb slow 

  1     2    3     4     5      6    7     8 
- 

+ 
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   1     2     3    4      5     6    7     8 

Hb fast 

Hb slow 

- 

+  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 18  แสดงฮีโมโกลบินของกระบือแมน้ําเพศผูและเพศเมียโดยเทคนิคเซลลูโลส                    

อะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิสที่พีเอช 8.2 - 8.6 (350 โวลล, 25 นาที) Hb BB และ Hb AB 
ประกอบดวย Hb fast และ Hb slow ในอัตราสวน 2 ตอ 1 และ 5 ตอ 1 ตามลําดับ 
ฮีโมโกลบินของกระบือแมน้ําเพศผู: เลนที่ 1, 2, 7 และ 8 แสดง Hb BB เลนที่ 6 แสดง 
Hb AB ฮีโมโกลบินของกระบือแมน้ําเพศเมีย: 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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Hb fast 

Hb slow 

  - 

+ 

1      2     3    4      5     6     7    8 

 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 19      แสดงการเปรียบเทียบฮีโมโกลบินของกระบือปลักและกระบือแมน้ํา โดยเทคนิค

เซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิสที่พีเอช 8.2 - 8.6 (350 โวลล, 25 นาที) Hb BB และ 
Hb AB ประกอบดวย Hb fast และ Hb slow ในอัตราสวน 2 ตอ 1 และ 5 ตอ 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 แสดงชนิดของฮีโมโกลบินกระบือปลักโดยเทคนิคเนทีฟโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตร

โฟรีซิส 12%T, 4%C ที่พีเอช 8.3 (200 โวลทคงที่ 60 มิลลิแอมแปร/เจล 1 แผน 40 นาที) 
Hb BB และ Hb AB ประกอบดวย Hb fast และ Hb slow ในอัตราสวน 2 ตอ 1 และ 5 ตอ 
1 ตามลําดับ 

 
 เมื่อนําสารละลายฮีโมโกลบินกระบือปลักมาทําการศึกษาฟโนไทป โดยวิธีเนทีฟพอลิ      
อะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ที่พีเอช 8.3 ดวยเจล 12%T 4%C (200 โวลทคงที่ 60                 
มิลลิแอมแปรสําหรับเจล  1 แผนใชเวลา 40 นาที) ดังแสดงในภาพที่ 20 ไดผลเชนเดียวกับผลที่ได
จากเทคนิคเซลลูโลส  อะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส พีเอช 8.2 - 8.6 ตามวิธีของ Helena Laboratories 
(U.S.A.) โดยพบ ฮีโมโกลบิน 2 ชนิด คือ Hb fast และ Hb slow ตามการเคลื่อนที่ในกระแสไฟฟา
จากขั้วลบไปขั้วบวก 

จากการศึกษาฟโนไทปกระบือปลักเพศผูจํานวน 31 ตวัเพศเมยีจํานวน 40 ตัวและกระบือ
แมน้ําเพศผู 3 ตัว เพศเมยี 2 ตัว โดยเทคนคิเซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิสและพอลิอะคริลาไมด
เจลอิเล็กโตรโฟรีซิสที่พีเอช 8.2 - 8.6 เมื่อใชความเร็วในการเคลื่อนทีข่องแถบฮีโมโกลบินในอิเล็ก
โตรโฟรีซิสจากขั้วลบไปยังขั้วบวก พบวาทั้งสองเทคนิคใหผลเชนเดียวกันคือพบฮีโมโกลบิน 2     
ฟโนไทปในกระบือปลัก คือ Hb BB 59 ตัว (เพศผู 27 ตัวและเพศเมยี 32 ตัว) และ Hb AB 12 ตัว 
(เพศผู 4 ตัวและเพศเมยี 8 ตัว) และพบฮีโมโกลบิน 2 ฟโนไทปในกระบือแมน้ําเชนกนั คือ Hb BB 3 
ตัว (เพศผู 2 ตวัและเพศเมยี 1 ตัว) และ Hb AB 2 ตัว (เพศผู 1 ตวัและเพศเมยี 1 ตัว) ไมพบ Hb AA  
ที่ประกอบดวย Hb fast เพียงอยางเดยีว Hb BB และ Hb AB ประกอบดวย Hb fast และ Hb slow ใน
อัตราสวน 2 ตอ 1 และ 5 ตอ 1  ตามลําดับ  ซ่ึงสอดคลองการรายงานของ Masina et al., (1977)   ได
กลาววาทีพ่ีเอชเปนดางในระบบอิเล็กโตรโฟรีซิส พบฮีโมโกลบิน 3 ฟโนไทปในกระบือแมน้ํา คือ 
Hb AA, Hb BB และ Hb AB โดยที่ Hb AA ประกอบดวย Hb fast เพียงอยางเดยีว (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 
ประกอบดวย Hb fast และ Hb slow ในอตัราสวน 2 ตอ 1 และ 5 ตอ 1 ตามลําดับ (Masina et 
al.,1977)   เนือ่งจาก Hb fast มีประจุสุทธิเปนลบมากกวา Hb slow  และ Hb slow ประกอบดวย
กรดอะมิโนชนิดอารจินีนหรือไลซีนเปนสวนใหญ  Hb fast  จึงเคลื่อนที่ไปยังขัว้บวกไดเร็วกวาใน 
อิเล็กโตรโฟรีซิส (Di Luccia A et al., 1989) นอกจากนี้ยังพบวา Hb fast ประกอบดวยสายอัลฟา
หนึ่ง (Іα) ขณะที ่Hb slow ประกอบดวยสายอัลฟาสอง (ІІα)  (Balani and Barnabas, 1965 และ 
Masina et al., 1977)  ซ่ึงสายอัลฟา สองมีคา pI สูงกวาสายอัลฟาหนึง่  (Di Luccia A et al., 1989 
และ Masina et al., 1977) เนื่องจากสายอัลฟาทั้งสองมีกรดอะมิโนสามตัวที่แตกตางกัน คือ กรด   
อะมิโนทริปโตเฟน (Balani and Barnabas, 1965) กรดอะมิโนซสีเตอีนและกรดอะมิโนไลซนี      
(Di Luccia A et al., 1989)  ซ่ึงพบในสายอัลฟาหนึ่งเปนสวนใหญและจากการศึกษาของ Braend 
and Stormont (1955) ในกระบือพันธุไบซันพบฮีโมโกลบิน 2 ฟโนไทป คือ Hb AA และ Hb BB   
  

การศึกษาเปรียบเทียบฟโนไทประหวางกระบือปลักเพศผูและเพศเมีย ดังแสดงในภาพที่ 17 
เมื่อใชความเร็วในการเคลื่อนที่ของแถบฮีโมโกลบินในอิเล็กโตรโฟรีซิสจากขั้วลบไปยังขั้วบวก
พบวาแถบของฮีโมโกลบินเคลื่อนที่จากขั้วลบไปยังขั้วบวกไดเหมือนกันและเมื่อทําการวิเคราะห
แผนเจลโดยใชเครื่องวิเคราะหพบวาอัตราสวนของ Hb BB และ Hb AB มีอัตราสวน 2 ตอ1 และ 5 
ตอ1 ตามลําดับเชนกัน ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของอรพรรณและคณะ (2546) ที่ไดทําการศึกษาฟ
โนไทปของกระบือปลักจํานวน 12 ตัว โดยเทคนิคเซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิสและ          
พอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสที่พีเอชเปนดาง พบวาทั้งสองเทคนิคใหผลเชนเดียวกัน
กลาวคือพบฮีโมโกลบิน 2 ฟโนไทป คือ Hb BB 11 ตัว (เพศผู 4 ตัวและเพศเมีย 7 ตัว) และ Hb AB 
1 ตัว (เพศเมีย 1 ตัว)  ไมพบ Hb AA นอกจากนี้ Hb BB และ Hb AB ประกอบดวย Hb fast และ Hb 
slow ในอัตราสวน 2 ตอ 1 และ 5 ตอ 1 ตามลําดับ และเมื่อทําการศึกษาเปรียบเทียบฟโนไทป
ระหวางกระบือปลักและกระบือแมน้ํา ดังแสดงในภาพที่ 19 พบวาแถบของฮีโมโกลบินเคลื่อนที่
จากขั้วลบไปยังขั้วบวกไดเหมือนกันหรือคลายคลึงกัน ดังนั้นจึงสามารถยืนยันไดวาชนิดของ
ฮีโมโกลบินกระบือปลักและกระบือแมน้ํามีความเหมือนหรือคลายคลึงกัน การศึกษาฮีโมโกลบิน
ของกระบือปลักและกระบือแมน้ําครั้งนี้ไมพบ Hb AA อาจเนื่องมาจาก ตัวอยางเลือดกระบือแมน้ํา
ที่นํามาทําการศึกษาเปนกระบือแมน้ําที่มาจากประเทศอินเดีย (กระบือแมน้ําแถบทวีปเอเชีย) ซ่ึงมี
ความแตกตางทางดานพันธุกรรมและมีการปรับตัวในการดํารงชีวิตที่แตกตางจากกระบือแมน้ําที่อยู
แถบทวีปยุโรปจึงทําใหไมพบฮีโมโกลบินชนิด Hb AA ที่พบไดในกระบือแมน้ําอิตาเลียน (Italian 
water buffalo) อีกทั้งจํานวนกระบือแมน้ําที่นํามาศึกษามีเพียง 5 ตัวจึงไมพบฮีโมโกลบินชนิด Hb 
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AA และในกระบือปลักที่ไมพบ Hb AA อาจเนื่องมาจากความแตกตางกันทางสรีรวิทยา รูปราง 
ผลผลิตและการปรับตัวในการดํารงชีวิตที่แตกตางจากกระบือแมน้ําและความหลากหลายของแหลง
ที่เก็บตัวอยางเลือดกระบือปลักมาศึกษาไดนํามาจากแหลงเดียวเทานั้น Di Luccia A et al., 1989 
ศึกษาฟโนไทปของฮีโมโกลบินในกระบือแมน้ําอิตาเลียน  พบฮีโมโกลบิน 3 ฟโนไทปคือ Hb AA, 
Hb BB และ Hb AB โดยใชเทคนิคเซลลูโลสอะซิเตตแบบแปงเจลที่พีเอช 8.9  

 
จากการศึกษารายงานตาง ๆ ของฮีโมโกลบินโคยุโรป โคอินเดียและกระบือแมน้ํา  พบ

ความแตกตางของกรดอะมิโนในสายอัลฟาของ Hb fast และ Hb slow (Bachmann et al., 1978 ;     
Di Luccia A et al., 1989; Ferranti et al., 2001 )  นอกจากนี้ยังพบความแตกตางของกรดอะมิโนใน
สายเบตา ซ่ึงความแตกตางของกรดอะมิโนที่เกิดขึ้นบนสายเบตามีความสําคัญตอความสามารถของ
ฮีโมโกลบินในการจับกับออกซิเจนเปนอยางมาก เนื่องจากสายเบตาจับกับออกซิเจนที่ตําแหนง
เดียวกันกับ 2,3-BPG (Perutz and Imai, 1980)  Chang (1991) ไดรายงานวาในเซลลเม็ดเลือดแดงมี 
2,3-BPG  ซ่ึง 2,3-BPG สามารถจับอยูกับสายเบตาทั้งสองของฮีโมโกลบินตรงตําแหนงของหมู    
อะมิโนที่ปลาย N (N-terminal amino group)  และหนวยอิมิดาโซลของ β -143   ฮิสติดีนของ
โมเลกุลฮีโมโกลบิน (วิชัย, 2541) จากการรายงานของ Bunn (1971) พบวาฮีโมโกลบินของสัตวเล้ียง
ลูกดวยนมแบงออกเปน 2 กลุมคือกลุมที่มีความชอบตอออกซิเจนต่ําและกลุมที่มีความชอบตอ
ออกซิเจนสูง Perutz and Imai (1980) ไดรายงานเพิ่มเติมถึงความแตกตางระหวางฮีโมโกลบิน 2 
กลุม  ซ่ึงมีความแตกตางที่ปลาย N ของกรดอะมิโนในสายเบตาตําแหนงที่ 2 ตรงบริเวณที่ไมใช
เกลียว  โดยกลุมที่มีความชอบตอออกซิเจนต่ําเปนกรดอะมิโนพวก hydrophobic ไดแก  กรด        
อะมิโนลิวซีน   เมทไธโอนีนหรือฟนิลอะลานีน  และกลุมที่มีความชอบตอออกซิเจนสูงเปนกรด  
อะมิโนพวก hydrophilic  ไดแก กรดอะมิโนฮิสติดีน กูลตามีนหรือแอสพาราจีน  

ดังนั้นการศึกษาในครั้งนี้เปนการศึกษาเพื่อใหไดขอมูลพื้นฐานในการทํางานวิจัยตอไปโดย
ทําการศึกษาแยกสาย α และ β ที่พบใน Hb BB และ Hb AB  ศึกษาถึงความแตกตางของลําดับ
กรดอะมิโนภายในสายโกลบินและศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของสายโกลบินแตละชนิดได  John และ 
Barnabas (1978)  ไดศึกษาความหลากหลายของฮีโมโกลบินในตระกูลของ Bovidae  โดยวิเคราะห
ตัวอยางฮีโมโกลบินใน Nilgai พบวามีสายพอลิเปบไทด 3 ชนิด คือ ชนิดสายเบตาและอีก 2 ชนิด
เปนสายอัลฟาคือชนิดสายอัลฟาหนึ่ง (Іα)  และชนิดสายอัลฟาสอง  (ІІα)    ฮีโมโกลบินใน Nilgai 
สองโมเลกุลประกอบดวยหนึ่งโมเลกุลเปน 2 สายอัลฟาหนึ่ง และ 2 สายเบตา (Іα2β2) สวนอีกหนึ่ง
โมเลกุล เปน 2 สายอัลฟาสอง และ 2 สายเบตา (ІІα2β2) สวนโคมีสายอัลฟาที่มียีน 1 คูที่มีรูปแบบ
ตางกันและที่ตําแหนงโลกัสเดียวกัน  ขณะที่สายเบตามียีนคูที่มีรูปแบบตางกันและที่ตําแหนงโลกัส
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เดียวกันอยูถึง 3 คู และพบในสายเบตาของ Hb A และ Hb B ในโคเทานั้น สายเบตาของ Hb A 
ตําแหนงที่ 15 เปนกรดอะมิโนไกลซีน (glycine)  สายเบตาของ Hb B เปน กรดอะมิโนเซอรีน 
(serine)  ตําแหนงที่ 18 สายเบตาของ Hb A เปนกรดอะมิโนไลซีน (lysine) สายเบตาของ Hb B เปน
กรดอะมิโนฮิสติดีน (histidine)   และตําแหนงที่  119  สายเบตาของ Hb A เปนกรดอะมิโนไลซีน  
และสายเบตาของ Hb B เปนกรดอะมิโนแอสพาราจีน (asparagine) (Schroeder et al.,  1967)  
ฮีโมโกลบินของกระบือแมน้ําที่พบจะเปนสายอัลฟาที่มียีน  2  คูที่มีรูปแบบตางกันและที่ตําแหนง
โลกัสเดียวกัน ขณะที่สายเบตามียีน 1 คูที่มีรูปแบบตางกันและที่ตําแหนงโลกัสเดียวกัน (Ranjekar 
และ Barnabas, 1969)   John  และ  Barnabas  (1978) ไดรายงานวาฮีโมโกลบินของกระบือแมน้ํา  1  
โมเลกุลประกอบดวยสายโกลบิน 4 รูปแบบดวยกัน  คือ  รูปแบบที่หนึ่งมี 2 สายอัลฟาหนึ่งและ 2 
สายเบตาหนึ่ง  (Іα2

Іβ2) รูปแบบที่สองมี 2 สายอัลฟาสองและ 2 สายเบตาหนึ่ง (ІІα2
Іβ2)  รูปแบบที่

สามมี 2 สายอัลฟาสองและ  2  สายเบตา สอง (ІІα2
ІІβ2)  รูปแบบสุดทายมี 2 สายอัลฟาหนึ่งและ 2 

สายเบตาสอง (Іα2
ІІβ2) 

 
Balani and Barnabas (1965) และ Masina et al. (1997)  ไดรายงานวา Hb fast ประกอบดวย

สายอัลฟาหนึ่งขณะที่ Hb slow ประกอบดวยสายอัลฟาสอง  นอกจากนี้ Di Luccia A et al. (1989) 
นําสายโกลบินจาก  Hb AA, Hb BB และ Hb AB  มาศึกษาดวยเทคนิคไอโซอิเล็กทริกโฟกัสซิงพอ
ลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสที่ชวงพีเอช 6.8-8.5   พบวา Hb BB และ Hb AB ประกอบดวย  
สายอัลฟาหนึ่ง สายอัลฟาสองและสายเบตา ขณะที่ Hb AA ประกอบดวยสายอัลฟาหนึ่งและเบตา  
Di Luccia A et al. (1991) ไดศึกษาสายโกลบินจาก Hb BB โดยเทคนิคไอโซ อิเล็กทริกโฟกัสซิงใน
พีเอช เกรเดียนต 7.1 - 7.5 ในกระบือแมน้ําพบวา Hb BB มี 3 ชนิดยอย คือ Hb BB, Hb BsBs และ Hb 
BBs   ดังแสดงในภาพที่ 12 Hb BB ประกอบดวย Hb 2 และ Hb 4  Hb 2 ประกอบดวยสายอัลฟา
หนึ่งสอง (Іα2) และ Hb 4 ประกอบดวยสายอัลฟาสองสี่ (ІІα 4)   Hb BsBs ประกอบดวย Hb 2s และ 
Hb 4s   ขณะที่ Hb BBs ประกอบดวย Hb 2 Hb 4  Hb 2s และ Hb 4s โดยฮีโมโกลบินทั้งสี่ชนิดมีคา pI 
จากขั้วบวกไปยังขั้วลบเปน 7.160  7.168 7.350 และ 7.358  ตามลําดับ และจากการศึกษา Hb BB   
Hb BBs และ Hb BsBs ดวยเทคนิคพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสที่พีเอชเปนกรด   พบวา
ฮีโมโกลบินทั้ง 3 ฟโนไทปยอยประกอบดวยสายอัลฟาที่เหมือนกัน คือ สายอัลฟาหนึ่งสอง (Іα2) 
และสายอัลฟาสองสี่ (ІІα 4) ขณะที่พบความแตกตางเกิดขึ้นที่สายเบตา   โดยที่ Hb BB 
ประกอบดวยสายเบตา (β-chain)   Hb BsBs ประกอบดวยสายเบตาเอส (β s-chain)   และ Hb BBs 
ประกอบดวยสายเบตาและสายเบตาเอส (β + β s-chain) การเคลื่อนที่ที่แตกตางกันในสายเบตาทั้ง
สองเนื่องจากมีความแตกตางกันตรงสวน hydrophobicity   โดยที่สายเบตาเอสของ Hb BsBs และ 
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Hb BBs ประกอบดวยสวนที่เปน hydrophobic มากกวาสายเบตาของ Hb BB ตอมา Ferranti et al.  
(1992)  ไดศึกษาเพิ่มเติมสายโกลบินของ Hb AA ดวยเทคนิคไอโซอิเล็กทริกโฟกัส ซิงพอลิอะคริลา
ไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสที่ พีเอช 7.1-7.5 ใชยูเรียเปนสารทําให Hb AA เสียสภาพธรรมชาติ พบวา
แถบของ Hb fast ถูกแยกออกจากกันเปน 2 แถบ คือ Hb 1 และ Hb 3 โดยที่ Hb 1 และ Hb 3 
ประกอบดวยสายอัลฟาหนึ่งและสายอัลฟาสามตามลําดับ Ferranti et al.  (2001) ไดศึกษาโครงสราง
ปฐมภูมิ (primary structure) ของสายอัลฟาในฮีโมโกลบินกระบือแมน้ําจํานวน 4 ตัว พบวาลําดับ
กรดอะมิโนในสายอัลฟา ประกอบดวยกรด    อะมิโนทั้งหมด 141 หนวยและพบความแตกตางกัน
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
โนแตกตางกันที่ตําแหนง 129 และ 131  สายอัลฟาหนึ่งหนึ่งตําแหนงที่ 64, 129 และ 131 เปน
กรดอะมิโนอะลานีน  ลิวซีนและเซอรีน ตามลําดับ  ขณะที่สายอัลฟาสองสาม ตําแหนง ที่ 64, 129  
และ 131 เปนกรดอะมิโนอะลานีน      ฟนิลอะลานีนและแอสปาราจีนตามลําดับ  สวนยีน B 
ถอดรหัสได 2 สายอัลฟา  คือ  สายอัลฟาหนึ่งสอง (Іα2) และ สายอัลฟาสองสี่ (ІІα 4)  หรือ Hb 2 
และ Hb 4   ใน Hb BB สายอัลฟาทั้งสองสายมีลําดับกรดอะมิโนแตกตางกันที่ตําแหนง 10, 11 และ 
64  สายอัลฟาหนึ่งสองตําแหนงที่ 10, 11 และ 64 เปนกรดอะมิโนไอโซลิวซีน  กลูตามีนและ
แอสพาราจีนตามลําดับ    ขณะที่สายอัลฟาสองสี่ ตําแหนง 10, 11 และ 64  เปนกรดอะมิโนวาลีน  
ไลซีนและแอสพาราจีนตามลําดับ กรดอะมิโนถูกแทนที่ในตําแหนงโลกัสเดียวกันและในตําแหนง
ไมใชโลกัสเดียวกันในสายอัลฟาเปนผลจากการเกิดการกลายแบบ single point mutation แสดงดัง
ภาพที่ 21 และ 22 
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ภาพที่  21 แสดงลําดับของกรดอะมิโนในสายอัลฟาทั้ง 4 สายในฮีโมโกลบินกระบือแมน้ําโดยที่ 

สายอัลฟาหนึ่งหนึ่งและ สายอัลฟาสองสาม ถอดจากรหัสยีน A และสายอัลฟาหนึ่งสอง
และสายอัลฟาสองสี่ ถอดรหัสจากยีน B 

 
ท่ีมา: Feranti et al. (2001) 
 

 
 

ภาพท่ี 22   แสดงความแตกตางของกรดอะมิโนจากยีน A และจากยีน B ในสายอัลฟาของ 
ฮีโมโกลบินกระบือแมน้ํา สายอัลฟาหนึ่งหนึ่งและสายอัลฟาสองสามจากยีน A และ
สายอัลฟาหนึ่งสองและสายอัลฟาสองสี่จากยีน B 

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

การทําเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโตกราฟฟของ Sephadex G-100 Grade fine ซ่ึงมีระดับ
การเชื่อมโยงเปนตาขายรางแหอยูในชวงน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 4,000 - 150,000 ดาลตัน ผลจาก
การชะสารของสารละลายบัฟเฟอร แสดงดังภาพที่ 23 กราฟมาตรฐานที่เขียนระหวางคา Kd ของ
โปรตีนมาตรฐานและคาลอกาลิทึมน้ําหนักโมเลกุล (log M.W.) ของโปรตีนมาตรฐาน จากกราฟ
มาตรฐานสามารถคํานวณหาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินกระบือปลักไดเปน 46,209   ดาลตัน 
แสดงดังภาพที่ 24 
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ภาพที่ 23   แสดงผลการชะสารชนิดตางๆ ที่ผานคอลัมนเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโตกราฟฟของ 

Sephadex G-100 ดวย ทริส – ไฮโดรคลอริก บัฟเฟอรที่มีความเขมขน 0.05 โมลาร พีเอช 
7.4 อัตราการไหล 1.8 มิลลิลิตรตอนาที 
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การหาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินกระบือปลัก โดยการสรางเสนกราฟระหวางคา Kd 
และคา log M.W. 
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ภาพที่ 24   แสดงการหาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินกระบือปลักจากคา Kd และ Log M.W. 
ของโปรตีนตางๆ  

 
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 
 

จากการทําโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ที่พีเอช 8.3 ดวย
เจล 12%T, 4%C เมื่อยอมโปรตีนดวยโคแมสซีบลู อาร - 250 พบแถบฮีโมโกลบินบนแผนเจลจําน
วน 1 แถบ เมื่อวิเคราะหดวยโปรแกรมวิเคราะหแผนเจล พบวาหนวยยอยของฮีโมโกลบินกระบือ
ปลักและกระบือแมน้ํามีน้ําหนักโมเลกุลเฉล่ีย 13,227 ดาลตันและ 13,525 ดาลตัน ตามลําดับ ดัง
แสดงในภาพที่ 25 และ 26 
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ภาพที่ 25   การหาน้ําหนักโมเลกุลหนวยยอยของฮีโมโกลบินกระบือปลัก โดยวิธีโซเดียมโดดีซิล  

ซัล เฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ที่พีเอช 8.3 ดวยเจล 12%T, 4%C (200 
โวลทคงที่ 60 มิลลิแอมแปร/เจล 1 แผน 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  การหาน้ําหนักโมเลกุลหนวยยอยของฮีโมโกลบินแมน้ําโดยวิธีโซเดียมโดดีซิลซัล        

เฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ที่พีเอช 8.3 ดวยเจล 12%T, 4%C (200 โวลท
คงที่ 60 มิลลิแอมแปร/เจล 1 แผน 40 นาที เลนที่ 1 - 4 และ 6 – 7 คือ สารละลาย
ฮีโมโกลบินกระบือแมน้ํา) เลนที่  5 คือ broad range M.W. standard (Bio-Rad 
Laboratory, U.S.A.)  

 
 เมื่อนําสารละลายฮีโมโกลบินกระบือปลักที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ดวยเจลฟลเทรชัน
คอลัมนโครมาโตกราฟฟของ Sephadex G-100 จํานวน 10 ตัวแบงเปน Hb BB 6 ตัวอยางและ HB 
AB 4 ตัวอยาง มาหาคาน้ําหนักโมเลกุล โดยวิธีแมสสเปกโทรเมทรีผานเครื่องแมสสเปกโทรมิเตอร 
แบบ MALDI - TOF ใชกรดไซแนพินิคเปนเมทริกซจับกับฮีโมโกลบินและยิงดวยไนโตรเจน
เลเซอร เมื่อนําคาเฉลี่ยที่ไดจาก peak ทั้ง 3 peak ที่ปรากฏในแตละตัวอยาง จาก Hb BB 6 ตัวอยาง 
มาหาคาน้ําหนักโมเลกุลเฉล่ียของฮีโมโกลบินและคาน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยของฮีโมโกลบินแบบ  
monomer dimer และ trimer พบวามีคา 61,014.19  15368.59  30894.98  และ 45917.92 ดาลตัน 
ตามลําดับ เชนเดียวกันจาก Hb AB 4 ตัวอยาง คาน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยของฮีโมโกลบินและคา

- 

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

แมสสเปกโทรเมทรี ดวยเครื่องแมสสเปกโทรมิเตอร แบบ MALDI - TOF (Bruker 
Reflex IV, Bruker, U.S.A.) ใชกรดไซแนพินิคเปนเมทริกซ และยิงดวยไนโตรเจน
เลเซอร   

 
หมายเหตุ:    คาน้ําหนักโมเลกุลที่ปรากฏของ peak ทั้ง 3 peak นํามาหาคาน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยของ

ฮีโมโกลบิน BB   แบบ monomer  
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ภาพที ่28 น้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบิน BB ในกระบือปลักแบบ dimer โดยวิธีแมสสเปกโทร

เมทรี ดวยเครื่องแมสสเปกโทรมิเตอร แบบ MALDI - TOF (Bruker Reflex IV, Bruker, 
U.S.A.) ใชกรดไซแนพนิิคเปนเมทริกซ และยิงดวยไนโตรเจนเลเซอร   

 
หมายเหตุ:   คาน้ําหนักโมเลกุลที่ปรากฏของ peak ทั้ง 3 peak นํามาหาคาน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยของ 

ฮีโมโกลบิน BB   แบบ dimer 
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ภาพที ่29 น้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบิน BB ในกระบือปลักแบบ trimer โดยวิธีแมสสเปกโทร

เมทรีดวยเครื่องแมสสเปกโทรมิเตอร แบบ MALDI - TOF (Bruker Reflex IV, Bruker, 
U.S.A.) ใชกรดไซแนพนิิคเปนเมทริกซ และยิงดวยไนโตรเจนเลเซอร   

 
หมายเหตุ:   คาน้ําหนักโมเลกุลที่ปรากฏของ peak ทั้ง 3 peak นํามาหาคาน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยของ

ฮีโมโกลบิน BB   แบบ trimer 
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ภาพที ่30 น้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบิน BB ในกระบือปลักแบบ tetramer โดยวธีิแมสสเปกโทร

เมทรี ดวยเคร่ืองแมสสเปกโทรมิเตอร แบบ MALDI - TOF (Bruker Reflex IV, Bruker, 
U.S.A.) ใชกรดไซแนพนิิคเปนเมทริกซ และยิงดวยไนโตรเจนเลเซอร   

 
หมายเหตุ: คาน้ําหนักโมเลกุลท่ีปรากฏของ peak ท้ัง 3 peak นํามาหาคาน้ําหนักโมเลกุลเฉล่ียของ

ฮีโมโกลบิน BB   แบบ tetramer 
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ภาพที่ 31 น้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบิน AB ในกระบือปลักแบบ monomer โดยวิธี

แมสสเปกโทรเมทรี ดวยเคร่ืองแมสสเปกโทรมิเตอร แบบ MALDI - TOF (Bruker 
Reflex IV, Bruker, U.S.A.) ใชกรดไซแนพินิคเปนเมทริกซ และยิงดวยไนโตรเจน
เลเซอร   

 
หมายเหตุ:    คาน้ําหนักโมเลกุลท่ีปรากฏของ peak ท้ัง 3 peak นํามาหาคาน้ําหนักโมเลกุลเฉล่ียของ

ฮีโมโกลบิน AB   แบบ monomer 
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ภาพที่ 32   น้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบิน AB ในกระบือปลักแบบ dimer โดยวิธีแมสสเปกโทร

เมทรี ดวยเคร่ืองแมสสเปกโทรมิเตอร แบบ MALDI - TOF (Bruker Reflex IV, Bruker, 
U.S.A.) ใชกรดไซแนพินิคเปนเมทริกซ และยิงดวยไนโตรเจนเลเซอร   

 
หมายเหตุ: คาน้ําหนักโมเลกุลท่ีปรากฏของ peak ท้ัง 3 peak นํามาหาคาน้ําหนักโมเลกุลเฉล่ียของ  

ฮีโมโกลบิน AB   แบบ dimer 
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ภาพที่ 33  น้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบิน AB ในกระบือปลักแบบ trimer โดยวิธีแมสสเปกโทร
เมทรี ดวยเคร่ืองแมสสเปกโทรมิเตอร แบบ MALDI - TOF (Bruker Reflex IV, Bruker, 
U.S.A.) ใชกรดไซแนพินิคเปนเมทริกซ และยิงดวยไนโตรเจนเลเซอร   

 
หมายเหตุ: คาน้ําหนักโมเลกุลท่ีปรากฏของ peak ท้ัง 3 peak นํามาหาคาน้ําหนักโมเลกุลเฉล่ียของ

ฮีโมโกลบิน AB   แบบ trimer 
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ภาพที่ 34   น้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบิน ABในกระบือปลักแบบ tetramer โดยวิธีแมสสเปกโทร
เมทรี ดวยเคร่ืองแมสสเปกโทรมิเตอร แบบ MALDI - TOF (Bruker Reflex IV, Bruker, 
U.S.A.) ใชกรดไซแนพินิคเปนเมทริกซ และยิงดวยไนโตรเจนเลเซอร   

 
หมายเหตุ: คาน้ําหนักโมเลกุลท่ีปรากฏของ peak ท้ัง 3 peak นํามาหาคาน้ําหนักโมเลกุลเฉล่ียของ

ฮีโมโกลบิน AB   แบบ tetramer  
 

เมื่อพิจารณาวิธีการหาน้ําหนักโมเลกุลท้ัง 3 วิธีขางตน ไดผลดังแสดงในตารางที่ 3 พบวา
น้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินกระบือปลักท้ังในรูปตามธรรมชาติและรูปหนวยยอยมีคาแตกตาง
กัน แตดวย sensitivity และ resolution ของวิธีแมสสเปกโทรเมทรีท่ีสูงกวาวิธีการอ่ืนๆ ดังนั้น
น้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินกระบือปลักจึงใชคาท่ีไดจากวิธีการนี้ เม่ือคํานวณคาน้ําหนัก
โมเลกุลเฉล่ียของ Hb AB และ Hb BB จํานวน 10 ตัว ไดคาน้ําหนักโมเลกุลเฉล่ียของฮีโมโกลบิน
และคาน้ําหนักโมเลกุลเฉล่ียของฮีโมโกลบินแบบ monomer dimer และ trimer เทากับ 60,942.79  
15,359.67  30,894.40 และ 45,912.42  ดาลตันตามลําดับ 
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ตารางที่ 3 น้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินของกระบือปลักแบงตามวิธีการศึกษา 
 
                (หนวย : 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 

 
เมื่อพิจารณาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินท่ีไดจากการทําเจลฟลเทรชันคอลัมน     โคร

มาโตกราฟฟของ Sephadex G-100 Grade fine ไดคาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินกระบือปลัก
เพียง 46,209 ดาลตัน ซ่ึงแตกตางจากอรพรรณและคณะ (2546) ท่ีศึกษาคุณสมบัติทางเคมีของ
ฮีโมโกลบินโคเนื้อพันธุกําแพงแสนและกระบือปลักโดยเทคนิคเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโต
กราฟฟ Sephadex G-100 Grade fine เชนกัน พบวาฮีโมโกลบินโคเนื้อพันธุกําแพงแสนและกระบือ
ปลักมีน้ําหนักโมเลกุล 64,565 ดาลตัน เม่ือเปรียบเทียบลักษณะของกราฟที่ไดจาการชะสารชนิด
ตางๆ ท่ีผานคอลัมนเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโตกราฟฟของ Sephadex G-100 ดวย ทริส – 
ไฮโดรคลอริก บัฟเฟอรท่ีมีความเขมขน 0.05 โมลาร พีเอช 7.4 อัตราการไหล 1.8 มิลลิลิตรตอนาที 
ดังภาพที่ 23 พบวากราฟที่ไดมีลักษณะที่มีไหลของกราฟเกิดข้ึนซ่ึงแตกตางจาก อรพรรณและคณะ 
(2546) ไดกราฟที่มีลักษณะเปนเสนโคงเรียบ  เม่ือคํานวณน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนจากบริเวณ
ไหลกราฟนี้พบวามีน้ําหนักโมเลกุล 62,207 ดาลตันซ่ึงนาจะเปนน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบิน 
(native hemoglobin) ท่ีประกอบดวย 4 หนวยยอย (tetramer) และแตกตางจากอรพรรณและคณะ 
(2546) เพียงเล็กนอย อาจเกิดจากการเลือกใชโปรตีนมาตรฐานมาเปรียบเทียบท่ีแตกตางกัน คา
น้ําหนักโมเลกุลท่ีคํานวณไดจาก peak  สูงสุด มีคาเทากับ 46,209 ดาลตัน เมื่อเปรียบเทียบกับคา
น้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินท่ีไดจากการศึกษาโดยวิธีแมสสเปกโทรเมทรีพบวา มีคาใกลเคียง
กับน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินแบบ trimer เปนไปไดวาโมเลกุลของฮีโมโกลบินมีการ
เปล่ียนแปลงจาก tetramer ไปเปน trimer  Whitaker (1981) ไดรายงานถึงการศึกษาน้ําหนักโมเลกุล
ของโปรตีน โดยใชเทคนิคเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโตกราฟฟ เชน น้ําหนักโมเลกุลของ
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ฮีโมโกลบิน พบวาความเสถียรของโมเลกุลฮีโมโกลบินมีการเปลี่ยนแปลงโดยเกิดการแยกตัวออก
จากกันของหนวยยอยของฮีโมโกลบินหรือเจลมีการดูดซับกับโปรตีนตัวอยางที่ทําการศึกษาจึงทํา
ใหคาน้ําหนักโมเลกุลท่ีไดตํ่ากวาคาท่ีควรจะเปน   

 
จากเทคนิคโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส  เพ่ือหานํ้าหนัก

โมเลกุลในแตละหนวยยอยของฮีโมโกลบินพบวาฮีโมโกลบินกระบือปลักปรากฏ 1 แถบในอิเล็ก
โตรโฟรีซิส โดยปรากฏเปนแถบบนแผนเจลต่ํากวาแถบโปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนักโมเลกุล 
20,800  ดาลตันและสูงกวาแถบโปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนักโมเลกุล 6,800 ดาลตัน เม่ือคํานวณ
น้ําหนักโมเลกุลเฉล่ียของสายโกลบินโดยเครื่องวิเคราะหแผนเจลเฉลี่ยพบวามีคาเทากับ 13,227  
ดาลตัน แสดงวาหนวยยอยท้ังส่ีของฮีโมโกลบินมีน้ําหนักโมเลกุลเทากันหรือใกลเคียงกัน จะเห็นได
วาน้ําหนักโมเลกุลของสายโกลบินท้ัง 4 สายที่ไดเมื่อรวมกันแลวมีคาต่ํากวาน้ําหนักโมเลกุลรวม
ของฮีโมโกลบินท่ีทําการศึกษาโดยใชเทคนิคเจลฟวเทรชันคอลัมนโครมาโตกราฟฟและวิธี
แมสสเปกโทรเมทรี  เปนไปไดท่ีสายโกลบินซ่ึงอยูในรูปโปรตีนกอนกลม (globular chain) ถูกทํา
ใหเสียสภาพธรรมชาติ โดยเบตาเมอรแคปโตเอธานอล นอกจากนี้ โซเดียมโดดีซิลซัลเฟตสามารถ
จับกับสายโกลบินเปนคอมเพล็กซ (SDS - globin complex) ทําใหสายโกลบินนี้มีรูปรางเปนแทง 
(rod shape)  สงผลใหโครงสรางของฮีโมโกลบินเปลี่ยนแปลงไปทําใหน้ําหนักโมเลกุลรวมของสาย
โกลบินท้ัง 4 สายตํ่ากวาน้ําหนักโมเลกุลรวมของฮีโมโกลบิน สอดคลองกับการศึกษาของอรพรรณ
และคณะ (2546) โดยเทคนิคโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส พบวา
ฮีโมโกลบินโคเนื้อพันธุกําแพงแสนและกระบือปลักปรากฏ 1 แถบใน อิเล็กโตรโฟรีซิส โดย
ปรากฏเปนแถบบนแผน เจลต่ํากวาแถบโปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนักโมเลกุล 14,400   ดาลตัน เมื่อ
คํานวณน้ําหนักโมเลกุลเฉล่ียของสายโกลบินโดยเครื่องวิเคราะหแผนเจลมีคาเทากับ 11,150       
ดาลตัน  

 
จากการศึกษาน้ําหนักโมเลกุลดวยวิธีแมสสเปกโทรเมทรีโดยใชสารละลายฮีโมโกลบิน

ชนิด Hb BB และ Hb AB ท่ีผานการทําใหบริสุทธ์ิโดยผานเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโตกราฟฟ
ของ Sephadex G – 100  เมื่อวิเคราะหตัวอยางโดยการเลือกชวงน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบิน
ในชวง 14,000 – 68,000 ดาลตันเพื่อวิเคราะหหาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินแบบ monomer 
dimer trimer และ tetramer และใหอยูภายในกราฟเดียวกัน พบวา peak แสดงคาน้ําหนักโมเลกุล
ของ monomer ได peak สูงท่ีสุดสวนของ dimer trimer และ tetramer  มีระดับความสูงของ peak ท่ี
ตํ่ามาก เปนไปไดวาเกิดจากความไมเสถียรของโมเลกุลฮีโมโกลบินทําใหเปล่ียนไปอยูในรูป 
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monomer เปนสวนใหญ  จึงเลือกชวงน้ําหนักโมเลกุลใหมโดยใหอยูในชวง  10,000 – 21,000   
18,000 – 39,000 36,000 – 52,000  และ 57,000 – 71,000 ดาลตัน เพ่ือแยกวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุล
ของฮีโมโกลบินแบบ monomer dimer trimer และ tetramer ตามลําดับใหมีความชัดเจนมากยิ่งข้ึน  
Feranti et al. (1993) ไดทําการศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินกระบือแมน้ําโดยใชเทคนิค 
อิเล็กโตรสเปรย  แมสสเปกโทรเมทรี (ES/MS) พบวาสายเบตาของ Hb AA มีน้ําหนักโมเลกุล
เทากับ 15,985.98 ± 1.00 ดาลตัน สวนสายอัลฟาหนึ่งและอัลฟาสามมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 
15,058.12 ± 0.43 ดาลตัน และ 14,997.18 ± 0.44 ดาลตัน ตามลําดับ  สายอัลฟาท้ังสองมีน้ําหนัก
โมเลกุลรวมเทากับ 30 กิโลดาลตัน ซ่ึงมีคาสูงกวาโครงสรางปฐมภูมิพ้ืนฐานที่ไดคาดไว นอกจากนี้
ลําดับกรดอะมิโนบริเวณปลาย C (C- terminal region) ของสายอัลฟาหนึ่งใน Hb AA ตําแหนงท่ี 
129 และ 131 เปนกรดอะมิโนชนิดลิวซีนและเซอรีน  ในขณะที่สายอัลฟาสามเปนกรดอะมิโน
ชนิดเฟนิลอะลานีนและแอสพาราจีน  ตามลําดับ  
 

เมื่อพิจารณาวิธีการหาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินโดยวิธีเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมา
โตกราฟฟของ Sephadex G-100 และวิธีแมสสเปกโทรเมทรีไดคาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบิน
ท่ีแตกตางกันมาก แตดวย sensitivity และ resolution ของวิธีแมสสเปกโทรเมทรีท่ีสูงกวาวิธีการ
อ่ืนๆ ดังนั้นจึงใชคาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินกระบือปลักจากวิธีนี้เปนหลัก 
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สรุป 
 

จากการศึกษาชนิดและคุณสมบัติทางชีวเคมีของฮีโมโกลบินกระบือปลัก (Bubalus 
bubalis) โดยใชเทคนิคโครมาโตกราฟฟ อิเล็กโตรโฟรีซิส และและสเปคโทรเมทรี จํานวน 71 ตัว 
เปนกระบือปลักเพศผูอายุ 1 ป - 3 ป จํานวน 31 ตัว กระบือปลักเพศเมียอายุ 1 ป - 3 ป จํานวน 30 ตัว 
และ อายุมากกวา 7 ปจํานวน 10 ตัว พบวา 

 
1.   การศึกษาโดยเทคนิคเซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส พบวาฮีโมโกลบินกระบือ

ปลักมี 2  ฟโนไทป คือ HB BB และ Hb AB ตามการเคลื่อนท่ีในสนามไฟฟาจากขั้วลบไปยงัข้ัวบวก 
Hb BB และ Hb AB ประกอบดวย Hb fast และ Hb slow ในอัตราสวน 2 ตอ 1 และ 5 ตอ 1 
ตามลําดับ 

 
2. จากการศึกษาดวยเทคนิคเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโตกราฟฟพบวาฮีโมโกลบินของ

กระบือปลักมีน้ําหนักโมเลกุลแบบ trimer เทากับ 46,209 ดาลตัน  
 
3. จากการศกึษาดวยเทคนิคโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตร   โฟรีซิส 

ฮีโมโกลบินกระบือปลัก 1 โมเลกุล ประกอบดวย 4 หนวยยอย แตละหนวยยอยมีน้ําหนักโมเลกุล
เทากับ 13,227 ดาลตัน   

 
4. จากการศึกษาดวยเทคนิคแมสสเปกโทรเมทรีพบวาฮีโมโกลบินมีน้ําหนักโมเลกุล 

60,942.79 ดาลตัน แตละหนวยมีน้ําหนักโมเลกุลยอยแบบ monomer dimer และ trimer เทากับ 
15,359.67  30,894.40 และ 45,912.42 ดาลตันตามลําดับ 

 
5. ขอมูลท่ีไดจากการศึกษานี้สามารถนําไปเปนขอมูลพ้ืนฐานสําหรับการศึกษาแยกสาย α 

และ β ท่ีพบใน Hb BB และ Hb AB ศึกษาถึงความแตกตางของลําดับกรดอะมิโนภายในสาย
โกลบินและศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของสายโกลบินแตละชนิด 
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ภาพผนวกที่ 1  แสดงพื้นท่ีใตกราฟ Hb BB ของกระบือปลักแสดงอัตราสวนระหวางHb fast ตอ Hb 

slow เทากับ 2:1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ 2  แสดงพื้นท่ีใตกราฟ Hb AB ของกระบือปลักแสดงอัตราสวนระหวางHb fast ตอ Hb 

slow เทากับ 5:1 
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ตารางผนวกที่ 1  สรุปคาตางๆและคาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานและของฮีโมโกลบิน  
กระบือปลัก ท่ีผานคอลัมน Gel filtration Chromatography ของ Sephadex G-100 
ดวย ทริส – ไฮโดรคลอริก บัฟเฟอรมีความเขมขน 0.05 โมลาร  พีเอช 7.4 อัตรา
การไหล 1.8 มิลลิลิตรตอนาที 

 
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 
 
การหาความเขมขนของโปรตีนในสารละลายฮีโมโกลบินโดยวิธีไบยูเรต (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 และหลอดตัวอยาง 
 

สารละลาย         หลอด Blank               หลอดตัวอยาง 
 
น้ํายา color reagent (ml)   5.0          5.0 
สารละลายฮีโมโกลบินตัวอยาง (ml)   -          0.1 
น้ํากล่ัน (ml)    0.1           - 
 
ผสมใหเขากันและนํามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตร ภายใน 1-2 ช่ัวโมง 
 
ท่ีมา : Biuret method, Bio-Medical Laboratory, Thailand 
 
ตารางผนวกที่ 3 การเตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐาน 
 
 หลอดที่     Blank   1  2 3 
สารละลาย (กรัมเปอรเซ็นต)      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 
 
ผสมใหเขากันและนํามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตร ภายใน 1-2 ช่ัวโมง 
 
ท่ีมา : Biuret method, Bio-Medical Laboratory, Thailand 
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ตารางผนวกที่ 4 แสดงคาการดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตรและความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน 
 

(หนวย : กรัมตอเดซิลิตร) 
คาการดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตร   ความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน 

 
0.000                0.0 
0.337                7.0 
0.603              14.0 
0.956              21.0 
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ความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน (กรัมตอเดซิลิตร)  
 
ภาพผนวกที่ 3   กราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตรและความเขมขนของ

โปรตีนมาตรฐาน 


