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The hemoglobin phenotypes of Thai ridgeback dogs and Thai bangkaew dogs revealed 
one type (one band) by cellulose acetate electrophoresis. Native-PAGE of purified solution by 
sephadex G-100 column showed one two-banded phenotype for each species. By using gel 
filtration column chromatography, the isolated hemoglobins of Thai ridgeback dogs and Thai 
bangkaew dogs were consisted of a single peak. The denatured hemoglobins migrated into two 
distinct bands by SDS-PAGE both in Thai ridgeback dogs and Thai bangkaew dogs. 
Subsequently, the accurate molecular weights of Thai ridgeback dogs and Thai bangkaew dogs 
hemoglobins were composed of five peaks, which were determined by using MALDI-TOF mass 
spectrometry. The retention times from the reversed-phase high performance liquid 
chromatography showed the -globin chain signal and followed by the α-globin chain signal 
both in Thai ridgeback dog and Thai bangkaew dog hemoglobins. The results of nano-
electrospray ionization mass spectrometry revealed that α-chain and -chain of hemoglobin 
molecules were composed of 141 amino acids and 146 amino acids, respectively both in Thai 
ridgeback dogs and Thai bangkaew dogs. The pI values of both Thai ridgeback dogs and Thai 
bangkaew dogs hemoglobins showed the ranges between 7.0-7.9. The mean hematocrit values 
were 39.39±1.23% for Thai ridgeback dog and 36.38±0.77% for Thai bangkaew dogs. The 
mean hemoglobin concentration values were 13.75±0.47 g/dL for Thai ridgeback dogs and 
13.10±0.32 g/dL for Thai bangkaew dogs. Serum protein electrophoresis for Thai ridgeback 
dogs and Thai bangkaew dogs showed six bands by cellulose acetate electrophoresis. These 
serum protein bands were separated on the basis of their electrical charge as follow: albumin, 
α1-globulin, α2-globulin, 1-globulin, 2-globulin and -globulin, respectively. 
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เซชัน ระบุชนิดของโปรตีนด๎วยโปรแกรม MASCOT  128 

11 แสดงชนิดของโปรตีนแถบลํางของน้ าหนักโมเลกุลหนวยยอยของ
ฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน ที่ท าให๎บริสุทธิ์จากเทคนิคโซเดียมโดดี
ซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส โดยวิธีนาโนอิเล็กโตร 
สเปรย์ไอออนไนเซชัน ระบุชนิดของโปรตีนด๎วยโปรแกรม MASCOT 137 



 

(3) 

สารบัญตาราง (ต่อ) 
 

 
 
 

ตารางท่ี  หน้า 

   
12 แสดงชนิดของโปรตีนแถบบนของน้ าหนักโมเลกุลหนวยยอยของฮีโมโกลบิน

สุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว ที่ท าให๎บริสุทธิจ์ากเทคนิคโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอ 
ลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส โดยวิธีนาโนอิเล็กโตรสเปรย์ไอออนไน
เซชัน ระบุชนิดของโปรตีนด๎วยโปรแกรม MASCOT 

 
 
 

141 
13 แสดงชนิดของโปรตีนแถบลํางของน้ าหนักโมเลกุลหนวยยอยของ

ฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว ที่ท าให๎บริสุทธิ์จากเทคนิคโซเดียมโดดีซิล
ซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส โดยวิธีนาโนอิเล็กโตรสเปรย์
ไอออนไนเซชัน ระบุชนิดของโปรตีนด๎วยโปรแกรม MASCOT 

 
 
 

155 
14 ตารางแสดงการเปรียบเทียบชนิดและปริมาณของซีรัมโปรตีนของสุนัข

พันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว 
 

168 
   

         ตารางผนวกท่ี   
   

1 คําการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตรและความเข๎มข๎นของฮีโมโกลบิน
มาตรฐาน 

 
195 

2 คําการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตรและความเข๎มข๎นของโปรตีน
มาตรฐาน (BSA) 

 
196 

3 หลอดที่สารถูกชะออกมามากที่สุด คํา Kd คํา Log M.W. และคําน้ าหนัก
โมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานและของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน
และสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว ที่ผํานเจลฟิลเทรชันคอลัมน์โครมาโทกราฟี
ของเซฟาเดกซ์ G-100 ด๎วยทริสบัฟเฟอร์ความเข๎มข๎น 0.05 โมลาร์ พีเอช 
7.4 ที่มี 0.02 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมเอไซด์ อัตราการไหล 0.4 มิลลิลิตรตํอนาที 

 
 
 
 

197 
4 การเตรียมสารเคมีสาหรับการยํอยเจลด๎วยทริปซิน 198 



 

(4) 

สารบัญภาพ 
 

 
 

ภาพท่ี  หน้า 

   
1 การสร๎างเม็ดเลือดแดง  8 
2 การสร๎างฮีโมโกลบิน  8 
3 โครงสร๎างของฮีโมโกลบิน  11 
4 โครงสร๎างพื้นฐานของโมเลกุลฮีโมโกลบิน  12 
5 โครงสร๎างจตุรภูมิของฮีโมโกลบินประกอบด๎วยสายอัลฟาสองสายและสาย

เบต๎าสองสาย 14 
6 สเปคตรัมของการดูดกลืนแสง (UV-VIS spectra) ของฮีโมโกลบิน และ

สํวนผสมของ Hb/polymer/stabilizer ที่อ่ิมตัวด๎วยอากาศที่มีออกซิเจน
ประมาณ 21 เปอร์เซ็นต์  15 

7 ขั้นตอนการพัฒนาของฮีโมโกลบินจนกระทั่งโตเต็มวัย  16 
8 ฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ในระยะตัวอํอน ระยะลูกอํอน และระยะโตเต็มวัย 17 
9              การเปลี่ยนโครงรูปของ ฮีโมโกลบิน  จากโครง รูป แบบ  T state 

ที่อยูํในรูป ดีออกซี ฮีโมโกลบิน  (deoxyhemoglobin form) ไปเป็น R 
state ที่อยูํในรูปออกซีฮีโมโกลบิน (oxyhemoglobin form)  โดยมีการหมุน
เคลื่อนที่ไปจากเดิมประมาณ 15 องศา  19 

10 การเชื่อมโมเลกุลของฮีโมโกลบินแสดงความแตกตําง 2 ชนิดในการเชื่อม
ของ  20 

11 กราฟของการอ่ิมตัวด๎วยออกซิเจน (oxygen binding curve) ของ
ฮีโมโกลบินและไมโอโกลบิน                                                                                   

 
23 

12 กราฟแสดงการจับกันของออกซิเจนและฮีโมโกลบิน (HbO2 dissociation 
curve) การเปลี่ยนแปลงของกราฟไปทางขวาจากการเพิ่มความเข๎มข๎นของ  
H (การลดลงของพีเอช) การเพิ่มขึ้นของ CO2 การเพิ่มขึ้นของอุณหภูมิ 
และการเพิ่มขึ้นของ 2,3-BPG 25 



 

(5) 

สารบัญภาพ (ต่อ) 

ภาพท่ี  หน้า 
   

13 แสดงฮีโมโกลบินของโคเน้ือพันธุ์ก าแพงแสนโดยเทคนิคเซลลูโลสอะซี
เตต อิเล็กโตรโฟรีซิส ที่พีเอช 8.2-8.6 (350 โวลล์ 25 นาที) Hb AA 
ประกอบด๎วย Hb slow เพียงอยํางเดียว Hb BB ประกอบด๎วย Hb fast เพียง
อยํางเดียว ขณะที่ Hb AB ประกอบด๎วย Hb fast และ Hb slow 34 

14 แสดงฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ของปลานิล โดยเทคนิคเซลลูโลสอะซีเตต 
อิเล็กโตรโฟรีซิส ที่พีเอช 8.2-8.6 (350 โวลล์ 25 นาที) เลนที่ 1 แสดง
สารละลายมาตรฐาน Hemoglobin control (AFSA2) ของคน เลนที่ 2-7 
แสดงฮีโมไลเสตของปลานิล 35 

15 แสดงฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ของปลานิล โดยเทคนิคเนทีฟพอลิอะคริลาไมด์
เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ที่พีเอช 8.3 12% T 4% C (200 โวลท์คงที่ 120 มิลลิ
แอมแปร์ 40 นาที) เลนที่ 1  แสดงสารละลายมาตรฐาน Hemoglobin 
control (AFSA2) ของคน เลนที่ 2-7 แสดงฮีโมไลเสตของปลานิล  36 

16 คํา pI ของฮีโมโกลบินของปลานิล โดยวิธี IEF ด๎วยแผํนเจลส าเร็จรูป ขนาด 
10 หลุม (Bio-Rad Laboratory, U.S.A.) แอมโฟไลท์ พีเอช 3-10 เลนที่ 1 
แสดง Broad Range IEF standard pI 4.45-9.60 (Bio-Rad Laboratory, 
U.S.A.) เลนที่ 2 แสดงฮีโมไลเสตของปลานิล เลนที่ 3 แสดงฮีโมโกลบิน
ของปลานิลที่ผํานคอลัมน์เจลฟิลเทรชันคอลัมน์โครมาโทกรา ฟ ีโดยใช๎
เซฟาเดกซ์ G-100 และเลนที่ 4-5 แสดงฮีโมโกลบินของปลานิลที่ผําน
คอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุลบ โดยใช๎ DEAE-เซลลูโลส 37 

17 แสดงผลน้ าหนักโมเลกุลหนํวยยํอยของฮีโมโกลบินของปลานิล โดย
เทคนิคโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส        
ที่พีเอช 8.3 ด๎วย separating gel 12% T 2.67% C และ stacking gel 4% T 
2.67% C (200โวลต์คงที่ 120 มิลลิแอมแปร์ เวลา 40 นาที) เลนที่ 1 แสดง 
low range M.W. standard (Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) และเลนที่ 2-8 
แสดงฮีโมไลเสตของปลานิล 38 



 

(6) 

สารบัญภาพ (ต่อ) 

 
 
 

ภาพท่ี  หน้า 

   
18 แสดงการเปรียบเทียบฮีโมโกลบินของกระบือปลักและกระบือแมํน้ า โดย

เทคนิคเซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส ที่พีเอช 8.2-8.6 (350 โวลล์ 25 
นาที) Hb BB และ Hb AB ประกอบด๎วย Hb fast และ Hb slow ใน
อัตราสํวน 2 ตํอ 1 และ 5 ตํอ 1 ตามล าดับ เลนที่ 1 และ 2 แสดง Hb AB เลน
ที่ 3, 5, 6, 7 และ 8 แสดง Hb BB และเลนที่ 4 แสดงสารละลายมาตรฐาน 
Hemoglobin control (AFSA2) ของคน (Helena Laboratories, France)  39 

19 แสดงชนิดของฮีโมโกลบินกระบือปลักโดยเทคนิคเนทีฟพอลิอะคริลาไมด์
เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส 12% T 4% C ที่พีเอช 8.3 (200 โวลท์คงที่ 60 มิลลิ
แอมแปร์ตํอเจล 1 แผํน 40 นาที) Hb BB และ Hb AB ประกอบด๎วย Hb fast 
และ Hb slow ในอัตราสํวน 2 ตํอ 1 และ 5 ตํอ 1 ตามล าดบั  39 

20 แสดงการเคลื่อนที่ของฮีโมโกลบินจากสารละลายฮีโมไลเสตของคน (เลน
ที่ 1) ปลาตะเพียน (เลนที่ 2 และ 4) และปลาดุก (เลนที่ 3) ด๎วยเทคนิคอิเล็ก
โตรโฟรีซิสบนแผํนเซลลูโลสอะซีเตต ที่พีเอช 8.2-8.6 (350 โวลต์ 25 นาที) 40 

21 แสดงการเคลื่อนที่ของฮีโมโกลบินที่ท าให๎บริสุทธิ์ด๎วยเจลฟิลเทรชัน
คอลัมน์โครมาโทกราฟีของปลาตะเพียน (เลนที่ 1 และ 3) และ ปลาดุก 
(เลนที่ 2 และ 4) บนเนทีฟพอลิอะคริลาไมด์เจล (12% T 2.67% C ที่พีเอช 
8.3) ด๎วยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิส และย๎อมด๎วยโคแมสซีบลูอาร์-250 41 

22 แสดงผลน้ าหนักโมเลกุลหนํวยยํอยของฮีโมโกลบินของปลาดุก (เลนที่ 2 
และ 4) และปลาตะเพียน (เลนที่ 3 และ 5) และเลนที่ 1 แสดง broad range 
M.W. standard (Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) โดยเทคนิคโซเดียมโดดี
ซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ที่พีเอช 8.3 ด๎วย 
separating gel 18% T 2.67% C และ stacking gel 4% T 2.67% C 
(200โวลต์คงที่ 60 มิลลิแอมแปร์ตํอเจล 1 แผํน เวลา 45 นาที) 42 



 

(7) 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

 

ภาพท่ี  หน้า 

   
23 แสดงน้ าหนักโมเลกุลของหนํวยยํอยฮีโมโกลบินปลาดุก โดยวิธี

แมสสเปกโทรเมทรี ด๎วยเคร่ืองแมสสเปกโทรมิเตอร์ แบบ MALDI-TOF 
(Bruker Reflex IV, U.S.A.) ใช๎กรดไซแนพินิคเป็นเมทริกซ์ และยิงด๎วย
ไนโตรเจนเลเซอร์ 43 

24 แสดงน้ าหนักโมเลกุลของหนํวยยํอยฮีโมโกลบินปลาตะเพียน โดยวิธี
แมสสเปกโทรเมทรี ด๎วยเคร่ืองแมสสเปกโทรมิเตอร์ แบบ MALDI-TOF 
(Bruker Reflex IV, U.S.A.) ใช๎กรดไซแนพินิคเป็นเมทริกซ์ และยิงด๎วย
ไนโตรเจนเลเซอร์ 43 

25 แสดงคํา pI ของฮีโมโกลบินปลาดุกและปลาตะเพียน โดยวิธีไอโซอิเล็ก
ตริกโฟกัสซิง ด๎วยแผํนเจลส าเร็จรูป (Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) แอม
โฟไลท์ พีเอช 3-10 เลนที่ 1 และ 3 แสดงฮีโมไลเสตของปลาตะเพียนและ
ปลาดุก เลนที่ 2 และ 4 แสดงฮีโมโกลบินของปลาตะเพียนและปลาดุกที่ได๎
จากการท าให๎บริสุทธิ์ด๎วยเทคนิคเจลฟิลเทรชันโครมาโทกราฟี และเลนที่ 5 
แสดง broad range standard pI 4.45-9.60 (Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) 44 

26 แสดงการเคลื่อนที่ของฮีโมโกลบินจากสารละลายฮีโมไลเสตของคน (เลน
ที่ 1) และสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน (เลนที่ 2) โดยใช๎เทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิส 
บนแผํนเซลลูโลสอะซีเตต ที่พีเอช 8.2-8.6 (350 โวลต์ 25 นาที)    94 

27 แสดงการเคลื่อนที่ของฮีโมโกลบินจากสารละลายฮีโมไลเสตของคน (เลน
ที่ 1) และสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว (เลนที่ 2) โดยใช๎เทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิส 
บนแผํนเซลลูโลสอะซีเตต ที่พีเอช 8.2-8.6 (350 โวลต์ 25 นาที) 94 

   



 

(8) 

สารบัญภาพ (ต่อ) 

 

ภาพท่ี  หน้า 

   
28 แสดงการเคลื่อนที่ของฮีโมโกลบินที่ท าให๎บริสุทธิ์ด๎วยเจลฟิลเทรชัน

คอลัมน์โครมาโทกราฟีของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน (เลนที่ 1 และ 2) และ 
สุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว (เลนที่ 3 และ 4) บนเนทีฟพอลิอะคริลาไมด์เจล 
(10% T  2.67% C ที่พีเอช 8.3) โดยใช๎เทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิส และย๎อม
ด๎วยโคแมสซีบลูอาร์-250 99 

29 แสดงผลการชะสารชนิดตางๆ ของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและ
โปรตีนมาตรฐาน ที่ผํานเจลฟิลเทรชันคอลัมน์โครมาโทกราฟีของเซฟา
เดกซ์ G-100 ด๎วยทริสบัฟเฟอร์ความเข๎มข๎น 0.05 โมลาร์ พีเอช 7.4 ที่มี 
0.02 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมเอไซด์ อัตราการไหล 0.4 มิลลิลิตรตํอนาที   102 

30 แสดงผลการชะสารชนิดตางๆของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎วและ
โปรตีนมาตรฐาน ที่ผํานเจลฟิลเทรชันคอลัมน์โครมาโทกราฟีของเซฟา
เดกซ์ G-100 ด๎วยทริสบัฟเฟอร์ความเข๎มข๎น 0.05 โมลาร์ พีเอช 7.4 ที่มี 
0.02 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมเอไซด์ อัตราการไหล 0.4 มิลลิลิตรตํอนาที   102 

31 แสดงการหาน้ าหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและ
สุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว จากกราฟมาตรฐานที่เขียนระหวํางคา Kd และ Log 
M.W. ของโปรตีนมาตรฐาน 103 

32 แสดงผลน้ าหนักโมเลกุลหนวยยอยของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน 
(เลนที่ 1) และเลนที ่2 แสดง broad range M.W. standard (Bio-Rad Labo 
ratories, U.S.A.) โดยเทคนิคโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด
เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ที่พีเอช 8.3 ดวย separating gel 15% T 2.67% C และ 
stacking gel 4% T 2.67% C (200 โวลต์คงที ่60 มิลลิแอมแปรตํอเจล 1 แผน)  105 

33 แสดงผลน้ าหนักโมเลกุลหนวยยอยของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว 
(เลนที่ 1) และเลนที ่2 แสดง broad range M.W. standard (Bio-Rad Labo 
ratories, U.S.A.) โดยเทคนิคโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจล 
อิเล็กโตรโฟรีซิส ที่พีเอช 8.3 ดวย separating gel 15% T 2.67% C และ 
stacking gel 4% T 2.67% C (200 โวลต์คงที ่60 มิลลิแอมแปรตํอเจล 1 แผน)  106 
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34 แสดงน้ าหนักโมเลกุลของหนํวยยํอยฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน 

โดยวิธีแมสสเปกโทรเมทรี ดวยเคร่ืองแมสสเปกโทรมิเตอร แบบ MALDI-
TOF (Bruker Reflex IV, U.S.A.) ใชกรดไซแนพินิคเป็นเมทริกซ และยิง   
ดวยไนโตรเจนเลเซอร 110 

35 แสดงน้ าหนักโมเลกุลของหนํวยยํอยฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว โดย
วิธีแมสสเปกโทรเมทรี ดวยเคร่ืองแมสสเปกโทรมิเตอร แบบ MALDI-TOF 
(Bruker Reflex IV, U.S.A.) ใชกรดไซแนพินิคเป็นเมทริกซ และยิงดวย
ไนโตรเจนเลเซอร 110 

36 แสดงคํา pI ของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบาง
แก๎ว โดยวิธีไอโซอิเล็กตริกโฟกัสซิง ด๎วยแผํนเจลส าเร็จรูป (Bio-Rad 
Laboratories, U.S.A.) แอมโฟไลท์ พีเอช 3-10 เลนที่ 1 แสดง broad range 
standard pI 4.45-9.60 (Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) และ เลนที่ 2 และ 3  
แสดงฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน  ที่ได๎จากการท าให๎บริสุทธิ์ด๎วย
เทคนิคเจลฟิ ลเทรชันโครมาโท กราฟี เลนที่ 4 และ 5  แสดงฮีโมโกลบิน 
สุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว ที่ได๎จากการท าให๎บริสุทธิ์ด๎วยเทคนิคเจลฟิ ลเทร
ชันโครมาโท กราฟ ี 114 

37 แสดงโครมาโทแกรมของหนํวยยํอยของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลัง
อาน ที่ท าให๎บริสุทธิ์โดยวิเคราะห์ผํานรีเวอร์ส-เฟส เอชพีแอลซี 117 

38 แสดงโครมาโทแกรมของหนํวยยํอยของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยบาง
แก๎ว ที่ท าให๎บริสุทธิ์โดยวิเคราะห์ผํานรีเวอร์ส-เฟส เอชพีแอลซี 117 

39 แสดงโครมาโทแกรมแถบบนของหนวยยอยของฮีโมโกลบินของสุนัขพันธุ์
ไทยหลังอาน ที่ท าให๎บริสุทธิจ์ากเทคนิคโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลา
ไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส โดยวิธีนาโนอิเล็กโตรสเปรย์ ไอออนไนเซชัน 
แมสสเปกโทรเมทรี 123 
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40 แสดงโครมาโทแกรมแถบลํางของหนวยยอยของฮีโมโกลบินของสุนัขพันธุ์

ไทยหลังอาน ที่ท าให๎บริสุทธิจ์ากเทคนิคโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลา
ไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส โดยวิธีนาโนอิเล็กโตรสเปรย์ ไอออนไนเซชัน 
แมสสเปกโทรเมทรี 124 

41 แสดงโครมาโทแกรมแถบบนของหนวยยอยของฮีโมโกลบินของสุนัขพันธุ์
ไทยบางแก๎ว ที่ท าให๎บริสุทธิจ์ากเทคนิคโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลา
ไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส โดยวิธีนาโนอิเล็กโตรสเปรย์ไอออนไนเซชัน 
แมสสเปกโทรเมทรี 125 

42 แสดงโครมาโทแกรมแถบลํางของหนวยยอยของฮีโมโกลบินของสุนัขพันธุ์
ไทยบางแก๎ว ที่ท าให๎บริสุทธิจ์ากเทคนิคโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลา
ไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส โดยวิธีนาโนอิเล็กโตรสเปรย์ไอออนไนเซชัน 
แมสสเปกโทรเมทรี 125 

43 แสดงไดอะแกรมของแถบลํางของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน โดยโปรแกรม 
MASCOT  126 

44 แสดงไดอะแกรมของแถบลํางของสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว โดยโปรแกรม 
MASCOT  126 

45 แสดงการเปรียบเทียบสายล าดับโปรตีนหลายสายพร๎อมกัน (multiple 
alignment) โดยใช๎ชุดโปรแกรม Clustal W จากล าดับกรดอะมิโนของ
สายอัลฟาเปรียบเทียบระหวํางคน (NP|000549) สุนัข (gi|122508 และ 
p|60529) สุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว 162 

46 แสดงการเปรียบเทียบสายล าดับโปรตีนหลายสายพร๎อมกัน (multiple 
alignment) โดยใช๎ชุดโปรแกรม Clustal W จากล าดับกรดอะมิโนของสาย
เบต๎าเปรียบเทียบระหวํางคน (NP|000509) สุนัข (gi|44887976 และ 
p|60524) สุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว 163 
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47 แสดงการเคลื่อนที่ของซีรัมโปรตีนจากสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน (เลนที่ 1, 3-

8) และ คน (เลนที่ 2) โดยใช๎เทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสบนแผํนเซลลูโลสอะ
ซีเตต (180 โวลต์ 15 นาที)    

 
 
165 

48 แสดงการเคลื่อนที่ของซีรัมโปรตีนจากสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว (เลนที่ 2-8) 
และคน (เลนที่ 1) โดยใช๎เทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสบนแผํนเซลลูโลสอะซี
เตต (180 โวลต์ 15 นาที)    166 

49 แสดงอิเล็กโตรโฟรีโทแกรมของรูปแบบซีรัมโปรตีนสุนัขพันธุ์ไทยหลัง
อาน เมื่อใช๎โปรแกรมวิเคราะห์แผํนเจลควอนติตี้ วัน 167 

50 แสดงอิเล็กโตรโฟรีโทแกรมของรูปแบบซีรัมโปรตีนสุนัขพันธุ์ไทยบาง
แก๎ว เมื่อใช๎โปรแกรมวิเคราะห์แผํนเจลควอนติตี้ วัน 167 

   
ภาพผนวกท่ี   

   
1 กราฟมาตรฐานความเข๎มข๎นของฮีโมโกลบิน 195 
2 กราฟโปรตีนมาตรฐานในการค านวณความเข๎มข๎นของโปรตีนใน

สารละลายฮีโมโกลบินและซีรัม 196 
3 กราฟแสดงคําน้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน ที่ผํานเจลฟิลเทรชัน

คอลัมน์โครมาโทกราฟีของเซฟาเดกซ์ G-100 ด๎วยทริสบัฟเฟอร์ความ
เข๎มข๎น 0.05 โมลาร์ พีเอช 7.4 ที่มี 0.02 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมเอไซด์ อัตรา
การไหล 0.4 มิลลิลิตรตํอนาที 197 

4 รูปลักษณะสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน 199 
5 รูปลักษณะสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว 199 



การศึกษาเปรียบเทียบฟีโนไทป์และคุณสมบัติทางชีวเคมีของฮีโมโกลบินและรูปแบบของ
ซีรัมโปรตีนในสุนัขพันธ์ุไทยหลังอานและสุนัขพันธ์ุไทยบางแก้ว 

 
The Comparison Study of Phenotypes and Biochemical Properties of Hemoglobin 

and Serum Protein Patterns in Thai Ridgeback Dog and Thai Bangkaew Dog 
 

ค าน า  

 
สุนัขพันธุ์ ไทยหลังอานเป็นสุนัขไทยสายพันธุ์เดียวที่ผํานการรับรองขั้นสุ ดท๎ายและจด

ทะเบียนไว๎กับสมาพันธ์สุนัขโลก (Federation Cynologique Internationale, FCI) เป็นล าดับที่ 338 
ตามมาตรฐานฉบับลําสุด เมื่อวันที่ 26 พฤษภาคม 2546 จัดอยูํในกลุํม 5 สปิทซ์ และสุนัขลําสัตว์
พื้นเมือง สํวนที่ 7 ยกเว๎นการทดสอบใช๎งาน  และจดทะเบียนไว๎กับสหพันธ์สุนัขแหํงเอเซีย เป็น
ล าดับที่ 329 เมื่อปี 2530  การเลี้ยงสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานเป็นที่นิยมแพรํหลายมากขึ้ น ต้ังแตํปี พ.ศ. 
2527 เป็นต๎นมา ซึ่งในปัจจุบันสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานได๎รับการยอมรับวําเป็นสุนัขที่ฉลาด ความจ า
ดี มีไหวพริบวํองไว แข็งแรง มีความสามารถในการกระโดด มีความซื่อสัตย์  และจงรักภักดี เหมาะ
ส าหรับเลี้ยงในครอบครัว จึงมีการพัฒนาสายพันธุ์ คัดเลือก และอนุรักษ์พันธุ์ให๎ดียิ่ง ขึ้น การพัฒนา
สายพันธุ์สุนัขพันธุ์ไทยหลังอานให๎มีลักษณะของอาน โครงสร๎างของรํางกายสูงใหญํขึ้น มีขนสั้น
เกรียนคล๎ายก ามะหยี่ สามารถท ารายได๎ให๎กับผู๎เพาะพันธุ์สุนัขพันธุ์ไทยหลังอานเพื่อจ าหนํายได๎เป็น
อยํางดี สํวนสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว ได๎รับการพัฒนาสายพันธุ์อยํางตํอเน่ืองท าให๎มีรูปรํางที่สวยงาม  
โครงสร๎างใหญํ ขนยาวกวําในอดีต จึงเป็นที่นิยมเลี้ยงกันมาก แม๎นิสัยคํอนข๎างดุ แตํมีรูปรํางลักษณะ
และคุณสมบัติดี โดยมีข๎อสันนิษฐานวําสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎วเกิดจากสุนัขสามส ายเลือด คือ สุนัข
จิ้งจอก สุนัขป่า และสุนัขไทยพื้นบ๎าน  เมื่อมีการผสมข๎ามพันธุ์กันตามธรรมชาติ  และคัดเลือกพันธุ์
จนมีลักษณะหลายสีเหมือนสุนัขบ๎าน  มีขนยาวปานกลาง ปากแหลม หางเป็นพวง เหมือนสุนัขป่า  
กะโหลกรูปสามเหลี่ยม ใบหูตั้งปลายแหลมป้องไปข๎างหน๎า  มีขนยาวสองชั้นเหมือนสุนัขป่า นิสัยดุ 
รักถิ่นฐานเหมือนสุนัขบ๎าน และกล๎าหาญเหมือนสุนัขป่า  ด๎วยเหตุนี้เองสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎วจึงได๎
แพรํหลายออกไปทั่วประเทศ 

 
กลุํมของโปรตีนที่จับกับออกซิเจนเป็นสํวนประกอบที่ส าคั ญของสิ่งมีชีวิตชั้นสู ง คือ

ฮีโมโกลบิน  ซึ่งเป็นโปรตีนที่มีอยูํในเม็ดเลือดแดง  มีหน๎าที่ ส าคัญในการน า ออกซิเจน  และสาร  
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อาหารไปหลํอเลี้ยง เซลล์และเน้ือเยื่อตามอวัยวะ ตํางๆทั่วรํางกาย  และน าผลผลิตจากเมแทบอลิซึม
(metabolic end-products) เชํน คาร์บอนไดออกไซด์  และโปรตอน (proton, H+) จากเนื้อเยื่อกลับสูํ
ปอดเพื่อขับออก โดยมีเม็ดเลือดแดงท าหน๎าที่ล าเลียงฮีโมโกลบินซึ่งใช๎ในการรับสํงออกซิเจนและท า
หน๎าที่หลักในการขนสํงออกซิเจนไปให๎เซลล์ของเนื้อเยื่อ  โดยเฉพาะกล๎ามเนื้อที่เป็นแหลํงที่มีการ
ใช๎พลังงานสูง  นอกจากนี้ในกล๎ามเนื้อจะมีไมโอโกลบินท าหน๎าที่เป็นตัวเก็บออกซิเจน  โดยทั้ง
ฮีโมโกลบินและไมโอโกลบินเป็นโปรตีนที่มีความสามารถในการจัดเก็บออกซิเจนโดยอาศัยหมูํฮีม
ที่มีอยูํในโมเลกุลของโปรตีน  หมูํฮีมเป็นสารอินทรีย์ที่อยูํตรงกลางของโมเลกุล  ฮีโมโกลบินจึงมี
ความส าคัญตํอการท างานของสรีรรํางกายของสัตว์ มีกลไกการเปลี่ยนแปลงโครงสร๎างที่
ประกอบด๎วยหนํวยยํอย  (subunit) โดยอาศัยการรํวมมือ (co-operativity) ระหวํางหนํวยยํอยในการ
จับกับออกซิเจนท าให๎สามารถจับกับออกซิเจนได๎สูงสุด (Jain et al., 1986; Guyton and Hall, 2011) 
การท างานของฮีโมโกลบินถูกควบคุมด๎วยไอออน (ionic effectors) หลายชนิด เชํน แอนไอออน 
อนินทรีย์ (inorganic anions) และ H+ นอกจากนี้ มีสารฟอสเฟตอินทรีย์ (organic phosphate) ท า
หน๎าที่ส าคัญในการควบคุมความชอบตํอออกซิเจน (O2 affinity) ในสัตว์เลี้ยงลูกด๎วยนม ได๎แกํ 2,3-บิส
ฟอสโฟกลเีซอเรต (2,3-bisphosphoglycerate, 2,3-BPG) ในนก ได๎แกํ อิโนซิตอล เพนตะฟอสเฟต  
(inositol pentaphosphate) และในสัตว์มีกระดูกสันหลังที่ต่ ากวํา  ได๎แกํ ATP ในปลาบางชนิด
นอกจาก ATP แล๎ว GTP ยังมีผลควบคุมความชอบตํอออกซิเจนด๎วย (Prisco et al., 2000) คุณสมบัติ
ของฮีโมโกลบินด๎านความชอบตํอออกซิเจน พบวําฮีโมโกลบินที่มีความชอบตํอออกซิเจนสูงกวําจะ
ได๎รับออกซิเจนจากสภาพแวดล๎อมได๎งํายกวํา แตํจะปลํอยออกซิเจนให๎กับเซลล์ได๎น๎อยกวํา การที่
ฮีโมโกลบินมี ความชอบตํอออกซิเจนที่สูงนี้ เป็นกลไกที่ปรับตัวให๎เข๎ากับสภาพแวดล๎อมที่มี
ออกซิเจนต่ า (hypoxia)ได๎ (Weber, 1982; Sauer and Harrington, 1988; Stryer, 1988)  

 
นอกจากนี้รูปแบบซีรัมโปรตีนยังถูกใช๎เป็นมาตรฐานอ๎างอิงในทางชีวเคมีคลินิกการแพทย์ 

โดยใช๎เป็นเกณฑ์ในการพิจารณาการเปลี่ยนแปลงรูปแบบซีรัมโปรตีนในโรคตํางๆ  ถึงแม๎วําจะมี
การเปลี่ยนแปลงรูปแบบเพียงเล็กน๎อยในการพิจารณาวินิจฉัยโรคที่จ าเพาะ แตํมีประโยชน์ในการ
พยากรณ์ความผิดปกติของโรค และการวินิจฉัยแยกโรค  ความผิดปกติตํางๆของรําง กายรํวมกับใช๎
การตรวจอาการทางคลินิก และผลจากห๎องปฏิบัติการอ่ืนๆประกอบการวินิจฉัยโรค 
 

การศึกษาเปรียบเทียบฮีโมโกลบินฟีโนไทป์และคุณสมบัติทางชีวเคมีของฮีโมโกลบิน และ
รูปแบบของซีรัมโปรตีนใน สุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน และสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว เป็นการศึกษา คร้ัง
แรกในประเทศไทย เพื่อใช๎เป็นข๎อมูลอ๎างอิงส าหรับสายพันธุ์สุนัขพันธุ์ไทยหลัง อานและสุนัขพันธุ์
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ไทยบางแก๎ว  รวมทั้งใช๎ในการปรับปรุงและพัฒนาสายพันธุ์สุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์
ไทยบางแก๎วตํอไป  



วัตถุประสงค ์
 

1. เพื่อหาคําเม็ดเลือดแดงอัดแนํน  (hematocrit) คําความเข๎มข๎นของฮีโมโกลบินโดยวิธีไซ
ยาโนเมทฮีโมโกลบิน  (cyanomethemoglobin method) เปรียบเทียบระหวํางสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน
กับสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว 
  

2. เพื่อศึกษารูปแบบซีรัมโปรตีน โดยวิธีเซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส  (cellulose 
acetate electrophoresis) เปรียบเทียบระหวํางสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานกับสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว 
 

 3. เพื่อศึกษาฟีโนไทป์ของฮีโมโกลบินโดยวิธีเซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส  
(cellulose acetate electrophoresis) เปรียบเทียบระหวํางสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานกับสุนัขพันธุ์ไทย
บางแก๎ว 

 
4. เพื่อแยกฮีโมโกลบินให๎บริสุทธิ์ และหาน้ าหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินที่ท าให๎บริสุทธิ์ 

โดยวิธีเจลฟิวเทรชันคอลัมน์โครมาโตกราฟฟี  (gel filtration column chromatography) 
เปรียบเทียบระหวํางสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานกับสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว 

 
 5. เพื่อศึกษาฟีโนไทป์ของฮีโมโกลบิ นที่ท าให๎บริสุทธิ์ โดยวิธีเนทีฟ พอลิอะคริลาไมด์
เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (native- polyacrylamide gel electrophoresis, N-PAGE) เปรียบเทียบระหวํางสุนัข
พันธุ์ไทยหลังอานกับสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว 
  

6. เพื่อหาน้ าหนักโมเลกุลของหนํวยยํอยของฮีโมโกลบิน โดยวิธีโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอ 
ลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (sodium-dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, 
SDS-PAGE) แบบดิสคอนทินูอัสเจล (discontinuous gel) เปรียบเทียบระหวํางสุนัขพันธุ์ไทยหลัง
อานกับสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว 
 

7. เพื่อหาน้ าหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินและหนํวยยํอย โดยวิธีแมสสเปกโทรเมทรี  (mass 
spectrometry) เปรียบเทียบระหวํางสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานกับสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว 
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 8. เพื่อหาคําจุดไอโซอิเล็กทริก (isoelectric point) ของฮีโมโกลบิน โดยวิธีไอโซอิเล็กทริก
โฟกัสซิง (isoelectric focusing, IEF) เปรียบเทียบระหวํางสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานกับสุนัขพันธุ์ไทย
บางแก๎ว 
 

9. เพื่อศึกษาชนิดของหนํวยยํอยของฮีโมโกลบินที่ท าให๎บริสุทธิ์โดยวิเคราะห์ผํานรีเวอร์ส -
เฟส เอชพีแอลซี (reversed-phase high performance liquid chromatography, HPLC) และวิเคราะห์
หาน้ าหนักโมเลกุล ของหนํวยยํอยของ ฮีโมโกลบิน ที่แยกได๎ โดยวิธี แมสสเปกโทรเมทรี (mass 
spectrometry) เปรียบเทียบระหวํางสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานกับสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว 
 

10. เพื่อศึกษากรดอะมิโนของสายกลอบินของฮีโมโกลบินที่ท าให๎บริสุทธิ์จากวิธีโซเดียมโด 
ดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส แบบดิสคอนทินูอัสเจล โดยวิธีนาโนอิเล็กโตร 
สเปรย์ไอออนไนเซชัน แมสสเปกโทรเมทรี (nano-electrospray ionization mass spectrometry, ESI-
MS/MS) เปรียบเทียบระหวํางสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานกับสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว 



การตรวจเอกสาร 

ลักษณะสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน 
 
 สุนัขพันธุ์ไทยหลังอานได๎จดทะเบียนไว๎กับสมาพันธ์สุนัขโลกเป็นล าดับที่ 338 เป็นสุนัขที่
ฉลาด ความจ าดี ไหวพริบวํองไว แข็งแรง  เพศผู๎มีความสูงเฉลี่ยประมาณ 24-26 นิ้ว และน้ าหนัก
เฉลี่ยประมาณ 25-28 กิโลกรัม เพศเมียมีความสูงเฉลี่ยประมาณ 22-24 นิ้ว และน้ าหนักเฉลี่ย
ประมาณ 22-25 กิโลกรัม เอกลักษณ์เดํน ตรงที่มีอานบริเวณหลังท าให๎เห็นขนชํวงบนกระดูกสัน
หลังเรียงแผํออกด๎านข๎าง ขนชี้กลับไปทางหัว วนเป็นวงกลม ใหญํ มีเส๎นผําศูนย์กลางตั้งแตํ 2.5 
เซนติเมตร และคํอยๆเรียวเล็กลง อานมีหลายรูปแบบ เชํน อานเข็ม อานธนูหรืออานลูกศร อานเทพ
พนมหรืออานพนม  อานใบโพธิ์ อานพิณ อานไวโอลิน และอานโบว์ลิ่ง  ล าตัวเป็นรูปสามเหลี่ยม  
หัวเป็นรูปสามเหลี่ยมหรือรูปลิ่ม หูอยูํในต าแหนํงริมนอกของกะโหลกประมาณ 1 ใน 3 ตาเป็นรูป
กลมรี จมูกได๎สัดสํวนกับใบหน๎า อก กว๎างและนูน ไหลํสูงกวําเส๎นหลังหรือบั้นท๎ายท าให๎ เวลาเดิน
สงํางาม สันหลังเป็นเส๎นตรง ขาใหญํและแข็งแรง สะโพกมีกล๎ามเนื้อสวยงามและแข็งแรง หางใหญํ
เป็นล าแข็งแรง มีลักษณะเหมือนดาบ ปลายหางเรียว โค๎งงอเล็กน๎อยและยาว สมสํวนพอประมาณ   
สีที่นิยมเลี้ยงกั น คือ สีน้ าตาลแดง  สีสวาดหรือสีเทา สีด า สีกลีบบัว และสีลายเสือ  (วิชิต, 2540ก; 
สันต์, 2545) 
 
ลักษณะสุนัขพันธุ์ไทยบางแก้ว 
  
 สุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎วมีลักษณะเดํนและเป็นเอกลักษณ์เฉพาะตัว มีขนปุยยาว มี ความสงํา
งาม วํองไวและแข็งแรง เพศผู๎มีความสูงเฉลี่ยประมาณ 19-21 นิ้ว และน้ าหนักเฉลี่ยประมาณ 16-18 
กิโลกรัม เพศเมียมีความสูงเฉลี่ยประมาณ 17-19 นิ้ว และน้ าหนักเฉลี่ยประมาณ 14-16 กิโลกรัม 
กะโหลกคํอนข๎างใหญํได๎สัด สํวนกับล าตัว หูและปาก  ปากแหลม หูเป็น รูปสามเหลี่ยม ขนาดเล็ก    
ใบหูตั้งปลายแหลม ป้องไปข๎างหน๎า  โคนหูหํางและปลายหูเบนเล็กน๎อย  ตาเล็กเป็นรูปสามเหลี่ยม  
จมูกสีด าได๎สัดสํวนกับปาก  ขาหน๎าใหญํกวําขาหลัง  หลังขามีขนยาวลักษณะเป็นแข๎งสิงห์  ข๎อเท๎า
และนิ้วเท๎าสั้นท าให๎เท๎าดูกลม ล าตัวหนาขนาดปานกลาง ชํวงหน๎าใหญํ ชํวงท๎ายเล็ก ขนยาวมีสอง
ชั้นหนา ชั้นใน ละเอียดอํอนนุํม ชั้นนอก เส๎นใหญํและยาวปกคลุมบริเวณแผํนหลัง  โคนหางใหญํ  
ขนหางยาวเป็นพวงเหมือนสุนัขจิ้งจอกหรือสุนัขป่า สีที่นิยมเลี้ยงมีหลายสี เชํน สีดํางพื้นขาวสลับด า 
สีดํางพื้นขาวสลับสีน้ าตาล และสีด าล๎วน (วิชิต, 2540ข; บัณฑิตย์, 2545; สันต์, 2545)  
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การสร้างเม็ดเลือดแดง (Genesis of Red Blood Cells) 
 

เซลล์เม็ดเลือดแดงสร๎างมาจาก เซลล์ต๎นก าเนิดเม็ดเลือด ที่มีศักยภาพหลายอยําง ภายในไข
กระดูก (pluripotential hematopoietic stem cell) โดยเซลล์ต๎นก าเนิดที่ใช๎สร๎างเม็ดเลือดแดงมาจาก 
colony forming unit-erythrocytes, (CFU-E) โดยอาศัยขบวนการอิริโทรพอยอิซิส (erythropoiesis) 
ที่ถูกควบคุมโดยระดับฮอร์โมนอิ ริโทรพอยอิติน (erythropoietin, EPO) ในกระแสเลือด  การสร๎าง
เม็ดเลือดแดงเร่ิมเกิดขึ้นที่ โพรอิริโทรบลาสต์ (proerythroblast) มีการแบํงเซลล์หลายคร้ั งจนกระทั่ง
ได๎เม็ดเลือดแดงโตเต็มที่  (mature erythrocyte)  โดยเซลล์ที่มีการแบํงครั้งแรกเรียกวํา เบโซฟิล อิริ
โทรบลาสต์ (basophil erythroblast) ที่เรียกชื่อเชํนนี้เพราะสามารถย๎อมติดสีประเภทดํางได๎ (basic 
dye) เซลล์ในระยะนี้มีการสะสมของฮีโมโกลบินน๎อยมาก และมีการพัฒนาตํอไปอยํางช๎าๆจาก โพลี
โครมาโตฟิล  อิริโทรบลาสต์  (polychromatophil erythroblast) ออร์โทโครมาติก อิริโทรบลาสต์  
(orthochromatic erythroblast) ซึ่งระยะนี้เซลล์จะมีฮีโมโกลบินประมาณ 34 เปอร์เซ็นต์ สํวนของ
นิวเคลียสเข๎มขึ้นและมีขนาดเล็กลง     จนถึงระยะ เรติคูโลไซต์ (reticulocyte) จะไมํมีนิวเคลียสและ
เอนโดพลาสมิก เรติคูลัม (endoplasmic reticulum) แตํมีสํวนของ สาร เบโซฟิ ลเล็กน๎อย                     
ที่ประกอบด๎วย กอลไจ แอพพาราตัส (golgi apparatus) ไมโตคอนเดรีย  (mitochrondria) และออร์
กาเนลล์ภายในไซโตพลาสซึมเพียงเล็กน๎อย  เมื่อเรติคูโลไซต์ เคลื่อนที่ออกจากไขกระดูกเข๎า สูํผนัง
หลอดเลือดฝอย (cappillary) โดยวิธีการลอดผํานชํองวํางของผนังหลอดเลือดฝอย  (diapedesis) โดย
ปกติสํวนของสารเบโซฟิลในระยะเรติคูโลไซต์จะหายไปภายใน 1-2 วัน ท าให๎มีการพัฒนาไปเป็น
เม็ดเลือดแดงโตเต็มที่  ซึ่งระบบไหลเวียนโลหิตจะสร๎าง เม็ดเลือดแดง  (erythrocyte) ที่ใช๎ในการ
ล าเลียง ฮีโมโกลบินเพื่อน าออกซิเจนไปยังเซลล์ตํางๆทั่วรํางกาย ตํอไป (ภาพที่ 1) (Feldman et al., 
2000; Reed, 2009; Guyton and Hall, 2011) 

 
การสร้างฮีโมโกลบิน (Formation of Hemoglobin) 
  

การสร๎าง ฮีโมโกลบิน ประกอบด๎วยขั้นตอนตํางๆทางเคมี ดังนี้  ในชํวงแรกซัคซินิลโคเอ  
(succinyl-CoA) ที่สร๎างขึ้นในวัฏจักรเครบส์ (krebs’ cycle) จับกับไกลซีน (glycine) เป็นโมเลกุลไพร์
รอล (pyrrole) (ภาพที่ 2) ซึ่งวงแหวนของไพร์รอล (pyrrole ring) 4 วง รวมกันเป็นโปรโตพอร์ไฟริน  
IX (protoporphyrin IX) จากนั้นจะเข๎าจับกับ เหล็กหรือเฟอรัสไอออน (ferrous, Fe2+) สร๎างเป็น
โมเลกุลฮีม (heme) ในชํวงท๎ายโมเลกุล ฮีมจับกับสายพอลิเปปไทด์ (polypeptide chain) เรียกวําสาย
กลอบิน (globin) โดยฮีมมีปัจจัยในการควบคุมการสร๎างสายกลอบิน ซึ่งสังเคราะห์จากไรโบโซม 
(ribosome) และสร๎างเป็นหนํวยยํอยของฮีโมโกลบิน เรียกวําสายฮีโมโกลบิน (hemoglobin chain) 
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ภาพท่ี 1  การสร๎างเม็ดเลือดแดง  
 
ท่ีมา: Guyton and Hall (2011)  
 
การสร๎างสายอัลฟาและสายเบต๎ามีความสัมพันธ์กัน ถ๎ามีการสร๎างสายใดสายหนึ่งมากเกินไปจะมี
การยับยั้งการสร๎างสายนั้น ในขณะเดียวกันก็มีการกระตุ๎น การสร๎าง อีกสายหนึ่ง (Feldman et al., 
2000; Guyton and Hall, 2011) 
 

 
 
ภาพท่ี 2  การสร๎างฮีโมโกลบิน  
 
ท่ีมา: Guyton and Hall (2011)  
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การท าลายเม็ดเลือดแดงและฮีโมโกลบิน (Destruction of Red Blood Cells and Hemoglobin) 
 
 เม็ดเลือดแดงปกติในระบบไหลเวียนโลหิตมี อายุ (life span) เฉลี่ยประมาณ 140-145 วันใน
ม๎า 130 วันในวัว 120 วันในคน 100-115 วันในสุนัข 73 วันในแมว และ 43 วันในหนูไมค์ (mice) 
ซึ่งสปีชีส์ที่มีขนาดใหญํจะมีอายุเฉลี่ยของเม็ดเลือดแดงยาวนานกวําสปีชีส์ที่มีขนาดเล็ก เน่ืองจาก  
สปีชีส์ที่มีขนาดเล็กจะมีอัตรา เมแทบอลิซึม (metabolism) และออกซิเดทีฟสเตรส  (oxidative stress) 
ที่เซลล์ถูกท าลายโดยอนุมูลอิสระ สูงกวําสปีชีส์ที่มีขนาดใหญํ มีผลท าให๎ชํวงชีวิตของเม็ดเลือดสั้น
ลงและมีอายุแกํไวขึ้น เม็ดเลือดแดงโตเต็มที่ไมํมีนิวเคลียส เอนโดพลาสมิก เรติคูลัม และไมโตคอน
เดรีย   จึงไมํมีเอนไซม์ใน ไซโตพลาสซึม ที่ใช๎ในเ มแทบอลิซึม ของ กลูโคสและสร๎าง ATP               
ซึ่งเอนไซม์มีบทบาทส าคั ญในการป้องกันการเกิดออกซิเดชันของโปรตีน เก็บเหล็กในรูปเฟอรัส
ไอออน (Fe2+) มากกวําในรูปเฟอริก ไอออน (Fe3+) คงสภาพเยื่อหุ๎มเซลล์ในการขนสํง ไอออน 
นอกจากนี้ผนังเซลล์เม็ดเลือดแดงอาจเสื่อมจากการเสียดสีขณะที่อยูํในระบบหมุนเวียนโลหิต  จาก
เหตุผลดังกลําวท าให๎เม็ดเลือดแดงที่มีอายุมาก จึงแตกได๎งําย  (พิพัฒน์, 2536; Jain, 1993; Feldman et 
al., 2000; Guyton and Hall, 2011) 
 
 การท าลายเม็ดเลือดแดงที่อายุมากสํวนใหญํถูกท าลายที่ม๎ามใน ระบบเรติคูโลเอนโดทีเลียม  

(reticuloendothelial system) การท าลายฮีโมโกลบิน เกิดขึ้นโดย กระบวนการฟาโกไซโทซิส 
(phagocytosis) อาศัย แมโครเฟจ  (macrophages) จากสํวนตํางๆ ของรํางกายโดยเฉพาะ ม๎าม ไข
กระดูก และสํวนของคุปพ์เฟอร์เซลล์ (kupffer cell) ในตับ ซึ่งท าหน๎าที่ในการก าจัด ฮีโมโกลบินใน
รํางกาย  จากนั้น แมโครเฟจ จะมีการปลํอยเหล็กออกจากฮีโมโกลบินกลับไปยังเลือด โดยอาศัย  
ทรานส์เฟอร์ริน (transferrin) และกลับไปยังไขกระดูกเพื่อผลิตเม็ดเลือดแดงใหมํหรือเก็บสะสมใน
ตับและเน้ือเยื่อในรูปของเฟอร์ริทิน (ferritin) สํวนพอร์ไฟริน  (porphyrin) อาศัยแมโครเฟจ ในการ
เปลี่ยนเป็นบิลิเวอดิน (biliverdin) และเป็นบิลิรูบิน (bilirubin) เข๎าสูํตับ จากนั้นออกมากับน้ าดี (bile) 
เข๎าสูํล าไส๎ โดยที่ บางสํวน ถูกดูดซึม กลับ เข๎าสูํกระแสโลหิต และขับออกมากับปัสสาวะ ทางไต  
(พิพัฒน์, 2536; Feldman et al., 2000; Guyton and Hall, 2011) 
 
โครงสร้างของฮีโมโกลบิน (Structure of Hemoglobin) 
 

การศึกษาโครงสร๎างสามมิติ (three-dimension) ของฮีโมโกลบิน เร่ิมขึ้นครั้งแรกเมื่อปี ค .ศ. 
1959 โดยมี Max Perutz นักชีวโมเลกุลชาวออสเตรี ยเป็นผู๎ริเร่ิม ในการศึกษาโครงสร๎างระดับ
อะตอมโดยใช๎เทคนิค การวิเคราะห์ลักษณะของอะตอมและ ประสบความส าเร็จในการศึกษาโครง  

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%81%E0%B8%A1%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%9F%E0%B8%88&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%81%E0%B8%A1%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%9F%E0%B8%88&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%81%E0%B8%A1%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%9F%E0%B8%88&action=edit&redlink=1


 

10 
 

สร๎างปฐมภูมิของฮีโมโกลบินคน ที่มีล าดับกรดอะมิโนในสายอัลฟาและสายเบต๎ามีความเหมือนกัน
ถึง 60.4 เปอร์เซ็นต์  และในปี ค.ศ. 1960 John Kendrew ประสบความส าเร็จในการ ศึกษาโครงสร๎าง
ทุติยภูมิของไมโอโกลบิน  (Perutz et al., 1960; Perutz, 1986) ดังนั้นเพื่อเป็นเกียรติในการศึกษา
โครงสร๎างโปรตีนชนิดกลอบูลาร์ ในครั้งนั้นท าให๎ Max Perutz และ John Kendrew ได๎รับรางวัล
โนเบล (nobel prize) สาขาเคมีในปี ค .ศ. 1962 (Guyton and Hall, 1996) การศึกษาโมเลกุลของ
ฮีโมโกลบินโดยใช๎รังสีเอกซ์  พบวํามีลักษณะเป็นรูปทรงกลมที่มีเส๎นผําศูนย์กลาง 5.5 นาโนเมตร 
โครงสร๎างจตุรภูมิ ของฮีโมโกลบินอาจจะเป็น วิวัฒนาการมาจากไมโอโกลบิน  โดยการรวมกลุํม     
ไมโอโกลบิน 4 กลุํมเข๎าเป็นฮีโมโกลบิน 1 หนํวย (เลียงชัย, 2536; สมปอง, 2550; Guyton and Hall, 
1996) 

 
ฮีโมโกลบินเป็นโปรตีน ที่ส าคัญในเม็ดเลือดแดง ชนิดกลอบูลาร์  (globular protein) ขนาด

ประมาณ 65 x 55 x 50 °A พบวําในเม็ดเลือดแดงแตํละเซลล์จะมี ฮีโมโกลบินประมาณ 400 ล๎าน
โมเลกุลซึ่งคิดเป็นร๎อยละ 95 ของน้ าหนักแห๎งเม็ดเลือดแดง  (Jain et al., 1986; Voet and Voet, 
2004) ฮีโมโกลบินของสัตว์เลี้ยงลูกด๎วยนมประกอบด๎วยสาย พอลิเปปไทด์ 4 สาย ที่มี 4 หนํวยยํอย 
(tetrameric protein) ซึ่งจะมีสายของอัลฟา (-chain) 2 สาย และไมํใชํสายอัลฟา ( ,  และ - 
chain) 2 สาย (ภาพที่  3) แตํละหนํวยยํอยของฮีโมโกลบิน จับกันด๎วยแรงดึงดูดแบบอํอนที่ไมํใชํ
พันธะโควาเลนท์  (covalent bond) ได๎แกํ แรงไฮโดรโฟบิก (hydrophobic force) พันธะไฮโดรเจน 
(hydrogen bond) แรงระหวํางประจุ (electrostatic force) และแรงแวนเดอร์วาล์ว (Van der Waals 
force) ฮีโมโกลบิน 1 โมเลกุลประกอบด๎วยสาย พอลิเปปไทด์ ที่เรียกวําสายกลอบิน ม๎วนตัวหุ๎มสี่
กลุํมของโมเลกุลของ ฮีม ซึ่งมีเหล็ก (ferrous, Fe2+) 1 อะตอมอยูํตรงกลาง มีลักษณะเป็นรูปทรงสี่
หน๎า (tetrahedron) (สมปอง, 2550; ปรียานันท์ และคณะ , 2553; Jain et al., 1986; Ritter, 1996;  
Feldman et al., 2000; Guyton and Hall, 2011)   
 

ฮีโมโกลบิน 1 โมเลกุลประกอบด๎วยฮีม 4 โมเลกุล แตํละโมเลกุลของฮีมจับกันเป็นหมูํ
พรอสเธติก (prosthetic group) กับแตํละสายของสายพอลิเปปไทด์ หมูํพรอสเธติกในฮีโมโกลบิน 
คือ หมูํฮีมที่ประกอบด๎วยสํวนอะตอมขอ งเหล็กในรูปเฟอร์รัสไออ อน (ferrous, Fe2+) อยูํกลาง
อะตอม และสารอินทรีย์โปรโตพอร์ไฟริน  ประกอบด๎วยหมูํ ไพร์รอล 4 หมูํ ที่เชื่อมตํอด๎วยสะพาน
เมธีน (methene bridge) เกิดเป็นเททระไพร์รอล  (tetrapyrrol) ในโมเลกุลประกอบด๎วยโซํข๎างเป็น
หมูํเมธิล (methyl group) 4 หมูํ หมูํไวนิล (vinyl group) 2 หมูํและหมูํโปรปิโอเนต (propionate 
group) 2 หมูํ (ภาพที่ 4) (อาภัสสรา, 2551; Horton et al., 2002)  
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ภาพท่ี 3  โครงสร๎างของฮีโมโกลบิน  
 
ท่ีมา: Schechter (2008) 
 

ไนโตรเจนอะตอมทั้ง 4 ที่บริเวณศูนย์กลางของวงแหวนโปรโตพอร์ไฟรินจับกับอะตอมของ
เหล็ก ในฮีม โดยที่ อะตอมของเหล็กสามารถสร๎างพันธะได๎  6 พันธะ กับอะตอมอ่ืนๆ 4 พันธะกับ
ไนโตรเจนอะตอมที่อยูํในระนาบเดียวกับหมูํฮีม พันธะที่ 5 และ 6 ตั้งฉากกับระนาบของฮีม  ซึ่ง
พันธะที่ 5  หรือต าแหนํงโคออร์ดิเนชัน (coordination position)  ที่ 5 จะจับกับไนโตรเจนอะตอม
ของกรดอะมิโนฮีสทิดีน  (histidine) ของโปรตีนที่เรียกวํา ฮีสทิดีน F8 (His F8) หรือพรอกซิมอล   
ฮีสทิดีน (proximal histidine) สํวนพันธะที่ 6 หรือ ต าแหนํงโคออร์ดิเนชันที่ 6 จับกับโมเลกุลของ
ออกซิเจน นอกจากนี้ยังพบวําสารโมเลกุลเล็ก เชํน คาร์บอนมอนอกไซด์ (CO) ไนโตรเจนออกไซด์ 
(NO) และไฮโดรเจนซัลไฟด์ (H2S) สามารถสร๎างพันธะที่ 6 ของ Fe2+ ได๎ ท าให๎ทั้งฮีโมโกลบินและ
ไมโอโกลบินมีความชอบตํอสารโมเลกุลเล็กๆเหลํานี้สูงกวําออกซิเจน (อาภัสสรา, 2551; Horton et 
al., 2002)  

 
ฮีโมโกลบินเป็นฮีโมโปรตีน (hemoprotein) มี 4 หนํวยยํอย (tetrameric protein) 

ประกอบด๎วยสายพอลิเปปไทด์ 4 สาย โดยฮีโมโกลบินของคน 1 โมเลกุลประกอบด๎วยอัลฟา  2 สาย 
และ สายเบต๎า 2 สาย (22)  มีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 64,000 ดาลตัน มีโครงสร๎าง เป็นรูปทรง
กลม (spherical structure) แตํละสายของพอลิเปปไทด์จับอยูํกับหมูํฮีม 1 หนํวย เกาะภายในโมเลกุล
บริเวณที่ไมํมีขั้ว (non-polar residues) สูง  เหล็กของฮีมเชื่อมที่สองต าแหนํงกับอะตอมไนโตรเจน
ของหนํวยอิมิดาโซลของกรดอะมิโนฮีสทิดีน (histidine imidazole nitrogen atom) ของสายพอลิเปป 



 

12 
 

 
 

ภาพท่ี 4  โครงสร๎างพื้นฐานของโมเลกุลฮีโมโกลบิน  
 
ท่ีมา: Guyton and Hall (2011)  
 
ไทด์ เมื่อเอาฮีมออกจากฮีโมโกลบินความเสถียรของโมเลกุลฮีโมโกลบินจะลดลง  ฮีโมโกลบินเป็น
โปรตีนที่ในสภาพแวดล๎อมที่ไมํเหมาะสมมีผลท าให๎โม เลกุลฮีโมโกลบินแยกออกจากกันอยํา ง
รวดเร็วเป็น 2 หนํวยยํอย (dimers) น้ าหนักโมเลกุลของสาย กลอบินประมาณ 16,000 ดาลตัน โดยที่
สายกลอบินมีจ านวนกรดอะมิโนในสายอัลฟา 141 หนํวย สํวนสายเบต๎า แกมมา และเดลต๎า มี 146 
หนํวย ซึ่งฮีโมโกลบินของสัตว์แตํละชนิดมีความหลากหลายแตกตํางกัน (Sripanitan, 1983; Jain et 
al., 1986; Voet and Voet, 2004; Guyton and Hall, 2011)  
 

โครงสร๎างปฐมภูมิ ของฮีโมโกลบิน มีลักษณะเป็นพอลิเมอร์สายตรง (linear polymer) 
เชื่อมตํอกันด๎วยพันธะเปบไทด์ (peptide bond) สายพอลิเมอร์นี้สามารถหมุนได๎อิสระ จึงเกิดสํวนที่
เป็นเกลียว (helical segment) และสํวนที่ไมํเป็นเกลียว (non-helical segment) กลายเป็นโครงสร๎าง
ทุติยภูมิ (secondary structure) (Sripanitan, 1983; Rodak et al., 2007) 

 
โครงสร๎างทุติยภูมิของฮีโมโกลบินสามารถคงรูปอยูํได๎ด๎วยพันธะไฮโดรเจน (hydrogen 

bond) และพบวํามีสํวนที่เป็นเกลียว เฮลิกซ์  (helix) 80 เปอร์เซ็นต์ โดยสายเบต๎ามี 8 เกลียวเฮลิกซ์
ได๎แกํ A B C D E F G และ H  สํวนสายอัลฟามี  7 เกลียวเฮลิกซ์ ไมํมีเกลียวเฮลิกซ์ D โดยนับจาก
ปลาย N (N-terminus) ไปยังปลาย C (C-terminus) สํวนที่ไมํเป็นเกลียว เฮลิกซ์มี 20 เปอร์เซ็นต์ เชํน 
NA AB และ BC เป็นต๎น (Sripanitan, 1983; Rodak et al., 2007; Schechter, 2008) 



 

13 
 

โครงสร๎างตติยภูมิ ของฮีโมโกลบินมีลักษณะการม๎วนตัวของโครงสร๎างทุติยภูมิ  โดยหัน
สํวนมีขั้ว (polar side chain) สัมผัสกับสิ่งแวดล๎ อมที่เป็นน้ าบริเวณผิวด๎านนอก มีหมูํฮีมอยูํด๎านใน
มีลักษณะแบบกระเป๋า (pocket) ซึ่งเชื่อมกับสายกลอบินสํวนที่ไมํชอบน้ า  (hydrophobic side 
chain) อะตอมของ Fe2+ ในฮีมมีการสร๎างพันธะโควาเลนท์กับกรดอะมิโนฮีสทิดีน F8 (histidine F8) 
หรือกรดอะมิโนฮีสทิดีน ด๎านใกล๎  (proximal histidine) ที่ต าแหนํง His 87 ของสายอัลฟาและ
ต าแหนํง His 92 ของสายเบต๎าและยังมีต าแหนํงลิแกนด์ (ligand) ที่ส าคัญ คือ กรดอะมิโนฮีสทิดีน 
E7 (histidine E7) หรือกรดอะมิโนฮีสทิดีน ด๎านไกล (distal histidine) ที่ต าแหนํง His 58 ของ
สายอัลฟา และต าแหนํง His 63 ของสายเบต๎า ซึ่งเป็นต าแหนํง ของกรดอะมิโนที่ไมํมีการ
เปลี่ยนแปลงซึ่งมีค วามส าคัญตํอการ จับกับออกซิเจน เมื่อเหล็กหรือเฟอร์รัสไอออนในหมูํฮีมแตํละ
หมูํจับกับออกซิเจนแล๎ว  แตํละสาย พอลิเปปไทด์ ของฮีโมโกลบินอยูํในโครงสร๎างตติยภูมิเชํน 
เดียวกับไมโอโกลบิน  (อาภัสสรา , 2551; ปรียานันท์  และคณะ , 2553; Boonyarat, 1977; 
Sripanitan,1983; Rodak et al., 2007)  

  
โครงสร๎างจตุรภูมิของฮีโมโกลบิน ในคนอยูํในรูปเตตระเมอร์ ที่มี 4 หนํวยยํอย ประกอบ 

ด๎วย  4 สายพอลิเปปไทด์  และ 4 หมูํฮีมซึ่งเป็นหมูํพรอสเธติกที่มี เหล็กหรือเฟอร์รัสไอออนเป็น
องค์ประกอบ (ภาพที่ 5) ซึ่งภายในโมเลกุลของฮีโมโกลบินมีการเชื่อมกัน 2 รูปแบบ ซึ่งรูปแบบที่ 1 
เป็นการเชื่อมระหวํางสายที่คล๎ายกัน ได๎แกํ  12 และ 12 ที่มีความส าคัญเกี่ยวกับการเชื่อมกัน
ระหวํางหมูํฮีม (heme-heme interaction) บอร์เอฟเฟค (Bohr effect) และการขนสํงคาร์บอนไดออกไซด์ 
(CO2 carriage) (อาภัสสรา, 2551; Sripanitan, 1983; Voet and Voet, 2004) และรูปแบบที่ 2 เป็นการ
เชื่อมกันระหวํางสายตํางกัน ได๎แกํ 11 หรือ 22 ที่เกี่ยวข๎องกับสํวนเกลียว B G H และสํวนมุม 
GH และ 12 หรือ 21ที่มีความส าคัญเกี่ยวข๎องกับเกลียว หลัก C G และสํวนมุม FG (Shikawa 
and Matsuoka, 2003) พบพันธะไดซัลไฟด์ (disulfide bond) ในโครงสร๎างนี้ ที่ เกิดขึ้นจากหมูํ
ไธออลของกรดอะมิโนซีสเตอีน (cysteine-SH group) ในสายฮีโมโกลบิน  (Ritter, 1996) สายอัลฟา
และสายเบต๎าทั้งสี่สายมาอยูํรวมกันเป็นโครงสร๎างจตุรภูมิ โดยแตํละโซํจับกับหมูํฮีมซึ่งมีระยะหําง
ประมาณ 2.5 นาโนเมตร โมเลกุลออกซิเจนจับกับต าแหนํงโคออร์ดิเนชัน (coordination position)  
ที่ 6 ของอะตอม Fe2+ ในหมูํฮีมแตํละหมูํ (อาภัสสรา, 2551; Voet and Voet, 2004) 

 
การศึกษาการจับของหมูํฮีมมีประโยชน์ตํอการศึกษา คุณสมบัติของหมูํฮีมที่ท าหน๎าที่เป็น

ตัวกระตุ๎นในสายขอ งฮีโมโกลบิน เหล็กที่อยูํในรูป เฟอร์รัสของฮีมในโปรตีนไซโตโครมจะท าให๎
เกิดออกซิ เดชัน (oxidation) ในขณะที่มีออกซิเจน ท าให๎เหล็กที่อยูํในรูปเฟอร์รัส (Fe2+) กลายเป็น
เหล็กในรูปเฟอร์ริก (Fe3+) ในสายโปรตีนของฮีโมโกลบิน ออกซิเจนจะถูกจับกับเหล็กแล๎วท าให๎อยูํ 
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ภาพท่ี 5  โครงสร๎างจตุรภูมิของฮีโมโกลบินประกอบด๎วยสายอัลฟาสองสายและสายเบต๎าสองสาย 
  
ท่ีมา:  Berg et al. (2002) 
 
ในรูปเหล็กเฟอร์รัส (สมปอง, 2550; Whitford, 2005) ฮีโมโกลบินมีสีแดงจากคุณสมบัติของหมูํฮีม
ท าให๎ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 414 นาโนเมตร โดยอิทธิพลของหมูํโปรโตพอร์ไฟรินจับกับเหล็ก 
เหล็กจับกับออกซิเจนแบบหกหน๎า (six coordination) ท าให๎มีการดูดกลืนแสงที่แตกตํางกัน (Piras 
et al., 2008) (ภาพที่ 6) อะตอมของเหล็กในโมเลกุลของฮีมสามารถอยูํใน รูปเฟอร์รัส (Fe2+) หรือรูป
เฟอร์ริก  (Fe3+) ได๎ เมื่ออยูํใน รูปเฟอร์รัส เรียกวํา เฟอร์โรฮีโมโกลบิน (ferrohemoglobin) ถ๎ารูป   
เฟอร์รัส ถูกออกซิไดส์ให๎อยูํใน รูปเฟอร์ริก เรียกวํา เมทฮีโมโกลบิน (methemoglobin) หรือเฟอร์ริ
ฮีโมโกลบิน (ferrihemoglobin) ซึ่งไมํสามารถจับกับออกซิเจนได๎ แตํสามารถจับกับโมเลกุลของน้ า 
โดยปกติทั่วไปมีปริมาณเหล็กในรูปเฟอร์ริกในเลือดไมํมากนัก จึงมีผลลดจ านวนออกซิเจนที่จับกับ
ฮีโมโกลบินเพียงเล็กน๎อย ในเม็ดเลือดแดงมีเอนไซม์เมทฮีโมโกลบินรีดักเทส (methemoglobin 
reductase) ที่สามารถเปลี่ยนเมทฮีโมโกลบินปริมาณน๎อยกลับไปเป็นเฟอร์โรฮีโมโกลบินได๎ แตํถ๎ามี
เมทฮีโมโกลบิน ปริมาณมากในเ ลือดจะท าให๎ผิวหนังมีสีเขียวคล้ า  (cyanosis) (พิพัฒน์ , 2536; 
สมปอง, 2550; อาภัสสรา, 2551; Whitford, 2005; Piras et al., 2008)  
 
ฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ 
 

กลอบินเป็นโปรตีนในฮีโมโกลบิน ในคนพบมีความแตกตํางกัน 2 ชนิด ขึ้นอยูํกับระยะการ 
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ภาพท่ี 6  สเปคตรัมของการดูดกลืนแสง (UV-VIS spectra) ของฮีโมโกลบิน (Hb) และสํวนผสม
ของ Hb/polymer/stabilizer ที่อ่ิมตัวด๎วยอากาศที่มีออกซิเจนประมาณ 21 เปอร์เซ็นต์ 
(เส๎นสีด า; Mix_ox) deoxygenated บางสํวนภายใต๎ไนโตรเจน (เส๎นสีฟ้า; Mix_deox) 
Hboxygenated (เส๎นสีน้ าเงิน; Hb_ox) ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นสูงสุดที่ 414 นาโน
เมตร Hb-deoxygenated (เส๎นสีชมพู; Hb_deox) ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นสูงสุดที่ 430 
นาโนเมตร 

 
ท่ีมา: Piras et al. (2008) 
 
เจริญเติบโต ได๎แกํ สายเหมือนอัลฟา  (α-like chain) รูปแบบการแสดงออกของยีน อัลฟากลอบิน 
(-globin) อยูํบนโครโมโซมคูํ 16 เชํน อัลฟา (α) และ ซีต๎า (δ) สายเหมือนเบต๎า (β-like chain) 
รูปแบบการแสดงออกของยีน เบต๎ากลอบิน  (-globin) อยูํบนโครโมโซมคูํ 11 เชํน เบต๎า (β) 
แกมมา (γ) เดลต๎า (δ) และเอฟซิลอน (ε) การสร๎างสาย อัลฟาคงที่ยกเว๎นในระยะแรกของการ
พัฒนาเป็นตัว อํอน สํวนสายที่ ไมํใชํสายอัลฟา มีความแตกตําง กันขึ้นอยูํกับ การสร๎างและจ านวน
ความแตกตํางของชนิดของ ฮีโมโกลบิน ในชํวงการพัฒนาและในชํวงโตเต็มวัย  (Feldman et al., 
2000; Boron and Boulpaep, 2003; Rodak et al., 2007; Schechter, 2008) 
 

ฮีโมโกลบินฟีโนไทป์หลักในเม็ดเลือดแดงในระยะโตเต็มวัยของคนปกติ พบ 3 ชนิด ได๎แกํ 
Hb A (22) ประมาณ 97 เปอร์เซ็นต์ ประกอบด๎วย สายอัลฟา 2 สาย และสายเบต๎า 2 สาย             
มีน้ าหนักโมเลกุล  64,458 ดาลตัน Hb A2 (2δ2) ประมาณ 2 เปอร์เซ็นต์  ประกอบด๎วยสายอัลฟา 2 
สาย และสายเดลต๎า 2 สาย และ Hb F (22) ประมาณ 1 เปอร์เซ็นต์ ประกอบด๎วยสายอัลฟา 2 สาย 
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และสายแกมมา  2 สาย (Bunn, 1993; Jain, 1993, Feldman et al., 2000; Boron and Boulpaep, 2003; 
Rodak et al., 2007)  
 

หลังจากการแยกวิวัฒนาการของ 2 สายกลอบิน มีการเปลี่ยนแปลง ที่ซับซ๎อนขึ้นท าให๎เกิด
ยีนจ านวนมาก  (multiple gene) และยีนที่ไมํแสดงออก (nonexpressed pseudogene) ในจีโนมคน  
ท าให๎รูปแบ บการแสดงออกของยีนเหลํานี้เลื่อนจากต าแหนํง 5/ และ 3/ ในสายดีเอ็นเอในชํวง
ระหวําง ระยะตัวอํอน (embryonic state) และระยะลูกอํอน  (fetal state) โดยมีล าดับ ขั้นตอนการ
พัฒนาจนกระทั่งโตเต็มวัย (adult development stage) (Schechter, 2008) (ภาพที่ 7) 

 

 

 
ภาพท่ี 7  ขั้นตอนการพัฒนาของฮีโมโกลบินจนกระทั่งโตเต็มวัย  
 
ท่ีมา: Schechter (2008) 
 

ฮีโมโกลบิน ในระยะตัวอํอน มียีน ซีต๎าและยีน เอฟซิลอน แสดงออกครั้งแรกในถุงไขํแดง 
(yolk sac) ข๎างหลอดเลือดแดงใหญํ (para-aortic region) และตับ  ท าให๎เกิดโครงสร๎างของ
ฮีโมโกลบิน 3 ชนิด คือ Hb Gower 1 (22) Hb Gower 2 (22) และ Hb portland (2 2) โดยที่ 
Hb Gower 1 สร๎างขึ้นคร้ังแรก ตํอมามีการพัฒนาสร๎าง สายอัลฟา ท าให๎พบฮีโมโกลบิน ชนิด Hb 
Gower 2 และเมื่อใกล๎เข๎าสูํระยะลูกอํอน มีการสร๎างสายแกมมา ท าให๎พบฮีโมโกลบิน ชนิด portland 
ชํวงระยะ 3 เดือนแรกของการเจริญเติบโตสามารถตรวจพบฮีโมโกลบินทั้ง 3 ชนิดน้ีได๎ (Sripanitan, 
1983; Bunn, 1993; Jain, 1993; Rodak et al., 2007; Schechter, 2008) 

 
การสร๎างฮีโมโกลบินในระหวํางที่ตัวอํอนอยูํในชํวงอ๎ุมท๎องจนกระทั่งโตเต็มวัย มีการพัฒนา

เปลี่ยนแปลงในระยะตัวอํอน 2 สายซีต๎า ( chain) ที่สร๎างขึ้นจะไปรวมกับ 2 สายเอฟซิลอน ( chain)   
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ท าให๎ฮีโมโกลบินอยูํในรูป 22 ขณะเดียวกัน 2 สายเอฟซิลอนที่ถูกส ร๎างขึ้นสํวนใหญํจะไปรวม
กับ 2 สายอัลฟา ท าให๎ฮีโมโกลบินอยูํในรูป  22 จากนั้นเมื่อตัวอํอนเจริญไปเป็นลูกอํอน มีการสร๎าง       
2 สายแกมมาแทน 2 สายเอฟซิลอน (G chain และ A chain ) ซึ่ง 2 สายแกมมานี้มีหน๎าที่เหมือนกัน แตํ
ตํางกันที่ต าแนํงที่ 136 เป็นไกลซีน (glycine) และอะลานีน (alanine)  ซึ่งจะไปรวมกับ 2 สายอัลฟา 
ท าให๎ฮีโมโกลบินอยูํในรูป 22 (Hb F) พบมากในชํวงระยะกลางของการตั้งท๎องและมีความชอบ
ตํอออกซิเจนสูง  ขณะเดียวกัน 2 สายเบต๎าจะถูกสร๎างเพิ่มขึ้นและไปรวมกับ 2 สายอัลฟา จึงท าให๎
ฮีโมโกลบิน อยูํในรูป 22 (Hb A)  ไปจนกระทั่งโตเต็มวัย  (ภาพที่ 8) (Boonyarat, 1977; 
Sripanitan, 1983; Bunn, 1993; Rodak et al., 2007; Schechter, 2008) 

 

 

 
ภาพท่ี 8  ฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ในระยะตัวอํอน ระยะลูกอํอน และระยะโตเต็มวัย 
 
ท่ีมา: Schechter (2008) 
 

 ระยะลูกอํอนในสัตว์ที่มี Hb F พบในสัตว์เคี้ยวเอ้ียง จะมีการ ผสมของ Hb F และ adult Hb 
ในระยะแรกเกิด ตํอมา Hb F จะถูกแทนที่ด๎วย Hb A ในชํวงเดือนแรกหลังเกิด  สํวนระยะลูกอํอนใน
สัตว์ที่ไมํมี  Hb F พบในแมว สุนัข ม๎า และหมู พบวํา Hb E ถูกแทนที่ด๎วย Hb A (Feldman et al., 
2000) 

 
ในคนมีรายงานความผิดปกติของฮีโมโกลบิน มากกวํา 150 ชนิด ซึ่งเกิดจากความผิด ปกติ

ในโครงสร๎างของสายกลอบินที่มีการแทนที่ของกรดอะมิโน เชํน Hb S ที่พบในโรคเม็ดเลือดแดง
รูปเคียว (sickle cell anemia) เกิดจากมีการแทนที่  (point mutation) ของกรดอะมิโนกรดกลูตามิก 
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(glutamic acid) ด๎วยกรดอะมิโนวาลีน (valine) ที่ต าแหนํงที่ 6 ของสายเบต๎า นอกจากนี้ พบความ
ผิดปกติในอัตราการสร๎างของสายอัลฟาและสายเบต๎าไมํสมดุลกันที่พบในโรคทาลัสซีเมีย 
(thalassemia) ท าให๎เกิดการสร๎างสายกลอบินทั้งสองสาย มากเกินไปมีผลท าให๎เกิดการตกตะกอน
ของสายกลอบินและมีการท าลายเม็ดเลือดแดงตามมา (Feldman et al., 2000) 

 
ฮีโมโกลบินฟีโนไทป์มี 2 ชนิดหรือมากกวําที่เกิดขึ้นเป็นปกติในสัตว์เลี้ยงหลายชนิด       

ซึ่งการเกิดความหลากหลายของฮีโมโกลบินในสัตว์เป็นผลมาจากพันธุกรรมและ เกี่ยวข๎องกับการ
แทน ที่ของกระอะมิโนในหลายต าแหนํง แตํไมํมีการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมในโครงสร๎างของ
ฮีโมโกลบิน ที่ท าให๎เกิดความหลากหลายของฮีโมโกลบิน โดยเฉพาะอยํางยิ่ง  HbA1c ที่เกิดจาก
ขบวนการ ไกลโคซีเลชันข องฮีโมโกลบิน โครงสร๎างที่แตกตํางของฮีโมโ กลบินในแมวมี
ลักษณะเฉพาะคือมีหมูํ ไธออลที่เกิดปฏิกิริยา (reactive) ประมาณ 8-10 หมูํ  ในขณะที่สัตว์ชนิดอ่ืนๆ
มีหมูํ ไธออลที่เกิดปฏิกิริยาประมาณ 2-4 หมูํ  ในโมเลกุลของฮีโมโกลบิน ซึ่งเป็นกลุํมที่ท าให๎เกิด
ออกซิเดชัน จึงท าให๎แมวมีการเกิด ไฮซ์น บอดี (Heinz body) ได๎งํายกวําสัตว์ชนิดอ่ืนๆ  (Feldman et 
al., 2000) 

 
ในแพะและแกะมีการสร๎าง Hb C เป็นลักษณะเฉพาะที่ตอบสนองตํอภาวะโลหิตจางอยําง

รุนแรง (severe anemia) มีผลท าให๎เกิดภาวะขาดออกซิ เจนในเนื้อเยื่อ  (anoxia) ซึ่งจะมีการเปลี่ยน
ฮีโมโกลบิน (Hb switching) จาก Hb A เป็น Hb C ในแกะ และ Hb A และ Hb B เป็น Hb C ในแพะ 
ที่ควบคุมโดย อิริโทรพอยอิ ติน  นอกจากนี้คาร์บอนไดออกไซด์มีผลท าให๎ ความชอบตํอออกซิเจน
ของ Hb C ลดลงมากกวําใน adult Hb ที่ปกติ (Feldman et al., 2000) 
 
กลไกลการจับออกซิเจน (Mechanism of Oxygen-Binding Cooperativity) 
 

กลไกการจับออกซิเจน เป็นความ รํวมมือ (co-operativity) ระหวํางหนํวยยํอย ของฮีโมโกล  
บินในการจับกับออกซิเจน ตามแบบจ าลองของ  Max P e r u t z  ฮีโมโกลบินจับกับ
โมเลกุลออกซิเจนได๎ 4  โมเลกุล  โมเลกุลของฮีมทั้ง 4 โมเลกุลสามารถจับกับ ออกซิเจนได๎
ไมํพ ร๎อมกัน เมื่อฮีมโมเลกุล แรกจับกับ ออกซิเจน  จะท าให๎ เกิดการเปลี่ยนแปลง โครงสร๎างของ
ฮีโมโกลบิน (conformation change) หมุนจากแกนเดิมไป 15 องศา ซึ่งสํงผลให๎มีการสื่อสัญญาณไป
ยังหมูํฮีมของมอโนเมอร์อ่ืนๆ (heme-heme interaction) ท าให๎ฮีมโมเลกุล อ่ืนๆมีความสามารถในการ
จับออกซิเจน ได๎ดีขึ้น เป็นความ รํวมมือ แบบบวก (positive co-operativity) ซึ่งเป็นลักษณะการเพิ่ม
ความชอบตํอออกซิเจน (Ritter, 1996 ; Horton et al., 2002; Shikawa and Matsuoka, 2003; Whitford, 2005) 
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การเปลี่ยนโครงรูป  ( c o n f o r m a t i o n )  เกิดขึ้น เมื่อฮีโมโกลบินจับกั บออกซิ  
เจน  ท าให๎ รูป ดีออกซี ฮีโมโกลบิน  (deoxyhemoglobin form) เปลี่ย น ไปเป็น รูปออกซี
ฮีโมโกลบิน (oxyhemoglobin form) โครงสร๎างของฮีโมโกลบินจะมีการหมุน เคลื่อนที่ไปจากเดิม 
ประมาณ 15 องศา และแปลเป็นตํางกันประมาณ  0.8 องศา เป็นผลจากการเชื่อมกัน ด๎วยพันธะอํอน 
(weak bond) ระหวําง 12  หรือ 21 เรียกวํา sliding contacts ท าหน๎าที่เกี่ยวข๎องกับความ
รํวมมือในการจับกับ ออกซิเจน โดยท าให๎ชํองวําง (gap) ระหวํางสายเบต๎า ปรับให๎เหมาะตํอการจับ
ของ 2,3-บิสฟอสโฟกลเีซอเรต มีผลท าให๎ฮีโมโกลบิน ลดความชอบตํอออกซิเจน ลง เรียกโครง
รูปแบบนี้วํา รูปแบบ R state (Relaxed state) (ภาพที่ 9) (Prisco et al., 2000; Berg et al., 2002; 
Shikawa and Matsuoka, 2003) 
 

 
 
ภาพท่ี 9  การเปลี่ยนโครงรูปของ ฮีโมโกลบิน  จาก โครง รูป แบบ  T state ที่อยูํในรูป     

ดี ออกซี ฮีโมโกลบิน  (deoxyhemoglobin form) ไปเป็น R state ที่อยูํในรูปออกซี
ฮีโมโกลบิน (oxyhemoglobin form) โดยมีการหมุนเคลื่อนที่ไปจากเดิมประมาณ 15 
องศา  

 
ท่ีมา: Berg et al. (2002) 
 

นอกจากนี้การเชื่อมกันด๎วยพันธะคงที่ (stable bond) ระหวําง 11 หรือ 22  ที่เรียกวํา 
packing contacts ซึ่งมีการเปลี่ยนแปลงโครงสร๎างเพียงเล็กน๎อย  (ภาพที่ 10) มีหน๎าที่ในการควบคุม
ความคงตัว ตํอการจับกับออกซิเจน และยับยั้งการเกิดออกซิเดชัน โดยเฉพาะกับ สายเบต๎าที่มีคํา     
พีเอช เป็นกรด ท าให๎เกิดการเติมออกซิเจนได๎ยาก เรียกโครงรูปแบบนี้วํา รูปแบบ T state 
(Tense state) (Prisco et al., 2000; Berg et al., 2002; Shikawa and Matsuoka, 2003) 
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ภาพท่ี 10  การเชื่อมโมเลกุลของฮีโมโกลบินแสดงความแตกตําง 2 ชนิดในการเชื่อมของ  
 
ท่ีมา: Shikawa and Matsuoka (2003) 
 

ฮีโมโกลบินมีโครงรูป 2 แบบ คือ โครงรูปแบบ R state ไมํมี salt bridge อยูํในสภาพคลาย 
เป็นโครงสร๎างที่จับกับออกซิเจนหรือออกซีฮีโมโกลบิน (oxyhemoglobin) จึงเป็นกลุํมที่มีความ  
ชอบตํอออกซิเจนสูง (high oxygen affinity) และโครงรูปแบบ  Tense state มี salt bridge จ านวน
มากยึดโครงสร๎างไว๎อยูํในสภาพเครียดซึ่งเป็นโครงสร๎างที่ไมํได๎จับกั บออกซิเจน  หรือ
ดีออกซีฮีโมโกลบิน (deoxyhemoglobin) จึงเป็นกลุํมที่มีความชอบตํอออกซิเจนต่ า (low oxygen 
affinity) โดยที่ CO2, H

+ และ Cl-
  มีผลลดความชอบตํอออกซิเจนโดยท าให๎เกิด salt bridge ที่แข็งแรง 

T state มีความเสถียรมากกวํา R state เน่ืองจากมี ionic salt bridge จ านวนมากที่  12 ในสภาพ
ปกติตามธรรมชาติทั้งสองรูปแบบนี้จะอยูํในภาวะสมดุล (equilibrium) (Lehninger et al., 1993; 
Whitford, 2005)  

 
 ความแตกตํางระหวํางกลุํมที่มีความชอบตํอออกซิเจนสูงและกลุํมที่มีความชอบตํอออกซิ  
เจนต่ าอยูํที่ปลาย N ของกรดอะมิโนต าแหนํงที่ 2 (NA2) ในสายเบต๎า  สํวนที่ไมํใชํเกลียว เฮลิกซ์ 
(non-helical segment) โดยกลุํมที่มีความชอบตํอออกซิเจนสูงเป็นกรดอะมิโนพวก hydrophilic 
ได๎แกํ กรดอะมิโนฮีสทิดีน กลูตามีน (glutamine) หรือ แอสพาราจีน  (asparagine) สํวนกลุํมที่ชอบ
ตํอออกซิเจนต่ าเป็นกรดอะมิโนพวก hydrophobic ได๎แกํ กรดอะมิโนลิวซีน  (leucine) เมทไธโอนีน 
(methionine) หรือ เฟนิลอะลานีน (phenylalanine) (Perutz and Imai, 1980; Ritter, 1996; Horton et 
al., 2002) 
 
 



 

21 
 

การวัดความชอบตํอออกซิเจนของฮีโมโกลบินใช๎วัดคํา P50 ซึ่งเป็นความดันของออกซิเจนที่ 
ท าให๎มีปริมาณของฮีโมโกลบินอ่ิมตัวด๎วยออกซิเจนคร่ึงหนึ่งของปริมาณฮีโมโกลบินทั้งหมด  คํา P50 
จึงเป็นคําที่บํงชี้ ฮีโมโกลบินมีความชอบตํอออกซิเจนมากน๎อยเพียงใด ถ๎าคํา  P50 ต่ า แสดงวํามี
ความชอบตํอออกซิเจนสูง  เน่ืองจากแมค๎วามดันของออกซิเจนต่ าแตฮํีโมโกลบินก็สามารถอิ่มตัวไป
ด๎วยออกซิเจนถึงคร่ึงหนึ่ง แตํถ๎าคํา P50 สูง แสดงวํามีความชอบตํอออกซิเจนต่ า เน่ืองจากต๎องมีความ
ดันของออกซิเจนสูงเพื่อให๎ฮีโมโกลบินอ่ิมตัวด๎วยออกซิเจนถึงคร่ึงหนึ่ง  ฮีมแตํละตัวจับกับ
ออกซิเจนได๎ 1 โมเลกุล ท าให๎ ฮีโมโกลบิน 1 โมเลกุลสามารถจับกับออกซิเจนได๎ 4 โมเลกุล หรือ
ออกซิเจน 8 อะตอม เมื่อฮีโมโกลบิน 1โมเลกุล จับกับออกซิเจนที่ต าแหนํงจับ (binding site) ครบ
ทั้ง 4 ต าแหนํง เรียกวําการอ่ิมตัวของฮีโมโกลบิน (saturated hemoglobin) (Ritter, 1996 ; Horton et 
al., 2002) 
 

การสร๎างกราฟ ของการอ่ิมตัวด๎วยออกซิเจน  (oxygen binding curve หรือ oxygen dissociation 
curve) เป็นการแสดงความสัมพันธ์ ระหวํางความดันออกซิเจน  (PO2) มีหนํวยเป็นทอรร์ (torr) 
หรือมิลลิเมตรปรอท  (mm Hg) เป็นแกนตั้ง และคําความอิ่มตัวของออกซิเจน  (oxygen saturation) ซึ่ง
เป็นคําความสัมพันธ์ระหวํางปริมาณออกซีฮีโมโกลบินตํอปริมาณฮีโมโกลบินทั้งหมด เป็นแกนนอน 
(Ritter, 1996 ; Horton et al., 2002) 

 
กราฟของการอ่ิมตัวด๎วยออกซิเจน ของฮีโมโกลบินมี รูปรํางของเส๎นกราฟ เป็นแบบ           

ซิกมอยด์  (sigmoid) ที่พีเอช  7.4 อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส  ซึ่งแตกตํางจากไมโอโกลบิน 
(myoglobin) ซึ่งเป็นโปรตีนที่ท าหน๎าที่เชํนเดียว กับฮีโมโกลบินแตํอยูํในกล๎ามเนื้อ และมีโครงสร๎างที่
คล๎ายกับมอโนเมอร์ของฮีโมโกลบิน มี รูปรํางของเส๎นกราฟ ของการอ่ิมตัวด๎วยออกซิเจน เป็นแบบ
ไฮเพอร์โบลา  (hyperbola) ที่เป็นไปตามสมการของไมคีลิส -เมนเทน (Michaelis-Menten equation) 
ที่มีความสัมพันธ์ระหวํางความเร็วของปฏิกิริยา (V) กับความเข๎มข๎นของสับสตรท (S) (ภาพที่ 11) 
ซึ่งบํงชี้ถึงความแตกตําง ที่เป็นลักษณะเฉพาะ  และรูปรํางที่จ าเพาะ (specifically shape) ของการ
ท างานของโปรตีนทั้งสองชนิดนี้ (Ritter, 1996) จากเส๎นกราฟของ ฮีโมโกลบิน  แสดงให๎เห็นวํา
ออกซิเจนเข๎าจับกับหมูํฮีมที่ 1 จะมีผลท าให๎เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงรูปของหมูํฮีมที่ 1 ไปในทางที่
ท าให๎มีการเปลี่ยนแปลงโครงรูปของหมูํฮีมที่ 2 ซึ่งมีผลท าให๎การจับกับออกซิเจนโมเลกุลที่ 2 ดีขึ้น 
กราฟชํวงนี้จะชันขึ้น แสดงถึงการอ่ิมตัวด๎วยออกซิเจนของฮีโมโกลบินเพิ่มขึ้นอยํางรวดเร็ว จากนั้น
เส๎นกราฟตอนบนจะลาดลงจนขนานกับแกนนอนที่ PO2 มีคําประมาณ 100 ทอรร์หรือ อิ่มตัวด๎วย
ออกซิเจนที่ 100 เปอร์เซ็นต์  เน่ืองจากในชํวงนั้น ฮีโมโกลบินทุกตัวในเลือดจับกับออกซิเจน อยําง
สมบูรณ ์ลักษณะซิกมอยด์ของกราฟการจับระหวํางฮีโมโกลบินกับออกซิเจนเกิดจากการรํวมมือกัน  
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ระหวํางบริเวณจับกับออกซิเจน สํงผลให๎มีการสื่อสัญญาณไปยังหมูํฮีมของ มอโนเมอร์อ่ืนๆ ที่อยูํบน
หนํวยยํอยทั้ง 4 ของฮีโมโกลบิน ซึ่งแตกตํางจากมอโนเมอร์ของไมโอโกลบิน  (อาภัสสรา, 2551; 
Boonyarat, 1997) ที่คํา PO2 มีคําเฉลี่ยประมาณ  40 ทอรร์ ฮีโมโกลบินจับกับออกซิเจนได๎น๎อยกวําที่
ไมโอโกลบินจับกับออกซิเจนได๎อยํางสมบูรณ์ ท าให๎ออกซิเจนถูกปลํอยจากฮีโมโกลบินที่อยูํในเส๎น
เลือดไปยังเน้ือเยื่อโดยรอบ (peripheral tissue) คํา P50 ของฮีโมโกลบินประมาณ 26 ทอรร์ แสดงวํา
ฮีโมโกลบิน จะจับได๎ 50 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่มีออกซิเจนประมาณ 26 ทอรร์ ขณะที่คํา P50 ของ    
ไมโอโกลบิน ประมาณ  2.8 ทอรร์ แสดงวําไม โอโกลบิน จะจับได๎ 50 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่มี
ออกซิเจนประมาณ 2.8 ทอรร์ แสดงวําฮีโมโกลบินมีความชอบตํอออกซิเจนต่ ากวําไมโอโกลบิน  
ไมโอโกลบินจับ กับออกซิเจน ได๎แนํน  จากกราฟ ของการอ่ิมตัวด๎วยออกซิเจน  พบวํา เป็นแบบ
ไฮเพอร์โบลา ซึ่งมีการอ่ิมตัวด๎วยออกซิเจนอยํางรวดเร็ว  (ภาพที่ 11)  จากเหตุผลดังกลําวท าให๎
ฮีโมโกลบินที่ปอด จะจับกับออกซิเจนได๎อยํางสมบูรณ์ พร๎อมขนสํงไปให๎เซลล์อ่ืนๆในรํางกาย       
ซึ่งเม็ดเลือดแดงท าหน๎าที่ขนสํงออกซิเจนไปยังเซลล์ตํางๆที่มีออกซิเจนต่ า ออกซิเจนที่ขนสํงผําน
ฮีโมโกลบินจะถูกจับอยํางรวดเร็วโดยไมโอโกลบินภายในเซลล์ เน่ืองจากไมโอโกลบินสามารถจับ
ได๎แนํนกับออกซิเจนแม๎จะมีความเข๎มข๎นของออกซิเจนต่ า ซึ่งมีประโยชน์ในการท างานรํวมกันของ
โปรตีนทั้งสองชนิดนี้ในการขนสํงออกซิเจนจากปอดไปสูํกล๎ามเนื้อหรือบริเวณที่มีออกซิเจนสูง
ไปสูํเน้ือเยื่อที่มีออกซิเจนต่ า (Horton et al., 2002; Boron and Boulpaep, 2003; Whitford, 2005; 
Cunningham and Klein, 2007; Nelson and Cox, 2008)  

 
ฮีโมโกลบินที่อิ่มตัว 1 กรัม สามารถจับออกซิเจนได๎ 1.36-1.39 มิลลิลิตร ดังนั้นในสัตว์เลี้ยง

ลูกด๎วยนมปกติมี ฮีโมโกลบินเฉลี่ยประมาณ 10-15 กรัมตํอเดซิลิตร มีความจุออกซิเจน  (oxygen capacity)   
ประมาณ 13.6-21 มิลลิลิตรตํอเดซิลิตรหรือปริมาตรเปอร์เซ็นต์  (vol%) ความจุออกซิเจนของเลือดคือปริมาณ
ออกซิเจนมากที่สุดที่อยูํในเลือด ปริมาณออกซิเจน (oxygen content) เป็นปริมาณของออกซิเจนในเลือด
ที่จับกับฮีโมโกลบินเกือบทั้งหมด ฮีโมโกลบินมีความสามารถที่จะจับกับออกซิเจนได๎อยํางอิ่มตัวใน
สภาวะที่มีออกซิเจน  ท าให๎ความจุออกซิเจนและปริมาณออกซิเจนในเลือดเทํากัน เมื่อ ออกซิเจน ไป
เลี้ยงสํวนของเน้ือเยื่อ ท าให๎ปริมาณออกซิเจนในเลือดลดลง แตํ ความจุออกซิเจนในเลือดยังคง
เหมือนเดิม (Cunningham and Klein, 2007)  

 
มีปัจจัยหลายประการที่มีผลตํอ กราฟของการอ่ิมตัวด๎วยออกซิเจน ของฮีโมโกลบิน  ท าให๎

ความสามารถในการจับกับออกซิเจนของฮีโมโกล บินเปลี่ยนแปลงไป  นอกจากนี้ความชอบ
ออกซิเจนของฮีโมโกลบิน (hemoglobin-oxygen affinity) ขึ้นอยูํกับพีเอชในเลือด ความดันยํอยของ 
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CO2 (PCO2) อุณหภูมิ และ 2,3-บิสฟอสโฟกลีเซอเรต (บัวรอง, 2536; สมปอง, 2550; Murray et al., 
1996; Boron and Boulpaep, 2003; Cunningham and Klein, 2007; Nelson and Cox, 2008)   

 

 
 
ภาพท่ี 11  กราฟของการอ่ิมตัวด๎วยออกซิเจน (oxygen binding curve) ของฮีโมโกลบินและไมโอ

โกลบิน 
 
ท่ีมา: Whitford (2005)   

 
การที่พีเอชของเลือดลดลงมีความเป็นกรดมากขึ้นเน่ืองจากความเข๎มข๎น ของโปรตอน (H+) 

เพิ่มขึ้น  หรือ PCO2 เพิ่มขึ้น มีผลท าให๎ ฮีโมโกลบินจับกับออกซิเจนได๎น๎อยลง ท าให๎ความชอบตํอ
ออกซิเจนลดลง ท าให๎ HbO2 dissociation curve เลื่อนไปทางขวา (ภาพที่ 12) จากการเพิ่มความ
เข๎มข๎นของ H+ หรือการเพิ่มความเป็นกรด หรือการลดคําพีเอชท าให๎มีการปลดปลํอยออกซิเจนออก
จากโมเลกุลของฮีโมโก ลบิน แล๎วมีผลลดความชอบตํอออกซิเจนของฮีโมโกลบิน ลง เชํนน้ีเรียกวํา
บอร์เอฟเฟค (Bohr effect)  

 
ปัจจัยที่ควบคุมพีเอช ของเลือดและปริมาณของ H+ มาจาก CO2 ที่อยูํในเลือดและจากสาย

ฮีโมโกลบิน เมื่อ CO2
  ท าปฏิกิริยากับน้ าจะได๎กรดคาร์บอนิคซึ่งจะแตกตัวให๎ H+  ดังสมการ 

 
CO2

    +    H2O                                    H2CO3 
H2CO3                              H+   +   HCO3

- (bicarbonate)   
หรือ      CO2    +    R - NH2                              R - NHCOO- (carbamate)   +   H+   
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             บอร์เอฟเฟคมีความส าคัญตํอการท างานของฮีโมโกลบิน  มีผลท าให๎มีการปลํอยออกซิเจน
จากฮีโมโกลบินในเลือดสูํเน้ือเยื่อที่ก าลังมีความต๎องการใช๎ออกซิเจน  และฮีโมโกลบินสามารถกลับ  
มาท าหน๎าที่ได๎อีกครั้งจึงเกิดการท างานอยํางตํอเน่ืองขึ้น (บัวรอง, 2536; Sripanitan, 1983; Ritter, 
1996; Guyton and Hall, 2011) 
 
  CO2 ที่ปลํอยออกมาจา กเนื้อเยื่อที่ก าลังท างาน มีผลลดพีเอช ของเลือด  ท าให๎ HbO2 

dissociation curve เลื่อนไปทางขวา นอกจากนี้ CO2 ที่เข๎าจับกับโมเลกุลของ ฮีโมโกลบิน เกิดเป็น
สารประกอบคาร์บามิโนฮีโมโกลบิน  (carbamino Hb) ท าให๎ HbO2 dissociation curve เลื่อนไป
ทางขวาด๎วยเชํนกัน (ภาพที่ 12)  ความชอบตํอออกซิเจนของฮีโมโกลบินลดลง เมื่อฮีโมโกลบินในรูป
สารประกอบ  carbamino Hb มาที่ปอด ซึ่งเป็นบริเวณที่มี  CO2 ต่ า แตํมีออกซิเจนสูง มีผลท าให๎
ฮีโมโกลบินจับกับออกซิเจน และ ปลํอย CO2 เข๎าสูํปอดเพื่อขับออกจากรํางกาย (บัวรอง, 2536; Ritter, 
1996 ; Horton et al., 2002) 
 
 การเพิ่มอุณหภูมิมีผลให๎ออกซีฮีโมโกลบินปลํอยออกซิเจนออกท าให๎ HbO2 dissociation curve 
เลื่อนไปทางขวา (ภาพที่ 12) เมื่อเลือดไหลผํานเนื้อเยื่อที่มีอุณหภูมิต่ าซึ่งเป็นเลือดที่มีออกซิเจนมาก 
ท าให๎ออกซีฮีโมโกลบินมีการปลํอยออกซิเจนน๎อยและเซลล์มีอัตราเมแทบอลิซึมลดลงท าให๎มีความ
ต๎องการออกซิเจนน๎อยลง โดยเฉพาะที่ปอดความเย็นมีสํวนชํวยในการท าให๎ฮีโมโกลบินจับกับ
ออกซิเจนได๎ดีขึ้ นท าให๎ HbO2 dissociation curve เลื่อนไปทางซ๎าย (บัวรอง, 2536; Guyton and Hall, 
2011) 
 

ขบวนการไกลโคไลซี ส (glycolysis) ในเม็ดเลือดแดง  ได๎สาร 2,3-BPG เป็นแอนไอออนิก
ฟอสเฟตอินทรีย์ สามารถจับกับสายเบต๎าทั้งสองของฮีโมโกลบินตรงต าแหนํงของหมูํอะมิโนที่ปลาย N 
และหมูํอิมิดาโซลของ  -143 ฮีสทิดีนของฮีโมโกลบิน  2,3-BPG ท าหน๎าที่เป็น ตัวควบคุม
แบบอัลโลสเตอริก  (allosteric effector) ของฮีโมโกลบิน จะจับกับดีออกซีฮีโมโกลบินท าใหเ๎กิดการ
เปลี่ยนแปลงโครงสร๎าง ของฮีโมโกลบิน สํงผลให๎ความชอบตํอออกซิเจนลดลง ดังนั้นเมื่อมี 2,3-BPG 
มากขึ้น ออกซีฮีโมโกลบินจะปลํอยออกซิเจนให๎แกํเนื้อเยื่อ ท าให๎ HbO2 dissociation curve เลื่อนไป
ทางขวา (ภาพที่ 12) การท างานในลักษณะนี้เป็นการปรับสมดุลทางโครงสร๎างของฮีโมโกลบิน
ระหวํางรูปดีออกซีฮีโมโกลบินและออกซีฮีโมโกลบิน ดังสมการ 

 
   Hb-BPG + 4 O2        Hb(O2)4  + BPG 
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ดังนั้นขบวนการไกลโคไลซีส ที่เกิดมากขึ้น จากการออกก าลังกาย การขึ้นไปบนที่สูงกวํา
ระดับน้ าทะเล (high altitude) และการขาดออกซิเจนเป็นเวลานาน (chronic hypoxia) มีผลท าให๎
ระดับ 2,3-BPG ในเม็ดเลือดแดงเพิ่มขึ้น ท าให๎รํางกายได๎รับออกซิเจนมากขึ้น (บัวรอง, 2536;           
อาภัสสรา, 2551; Horton et al., 2002 ) 

 

 
 

ภาพท่ี 12  กราฟแสดงการจับกันของออกซิเจนและฮีโมโกลบิน (HbO2 dissociation curve) การ 
เปลี่ยนแปลงของกราฟไปทางขวาจากการเพิ่มความเข๎มข๎นของ H+ (การลดลงของพีเอช) 
การเพิ่มขึ้นของ CO2 การเพิ่มขึ้นของอุณหภูมิ และการเพิ่มขึ้นของ 2,3-BPG 

 
ท่ีมา: Guyton and Hall (2011) 
 

นอกจากนี้ยังมีสารฟอสเฟตอินทรีย์อื่นๆที่มีผลตํอการท างานของฮีโมโกลบินในลักษณะ
เดียวกัน ได๎แกํ อิโนซิทอล เฮกซาฟอสเฟต (inositol hexaphosphate; IHP) ท าหน๎าที่ แทน BPG 
ในนก อะดีโนซีน ไตรฟอสเฟต (adenosine triphosphate; ATP) ท าหน๎าที่แทน BPG ในปลาและ
สัตว์สะเทินน้ าสะเทินบก (amphibian) สํวนใหญํ  และกวาโนซีน  ไตรฟอสเฟต (guanosine 
triphosphate; GTP) ท าหน๎าที่แทน BPG ในปลากระดูกแข็ง นอกจากนี้ยังพบวําในเม็ดเลือดแดง ของ
สัตว์เลี้ยงลูกด๎วยนมจะมี ATP ประมาณ 2 มิลลิโมลาร์ ท าหน๎าที่ป้องกันไมํให๎ฮีโมโกลบินจับกับ Mg2+ เกิด
เป็นคอมเพลกซ์เชิงซ๎อน (อาภัสสรา,  2551) 
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งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้องกับการศึกษาฮีโมโกลบินในต่างประเทศ 
 

จากการศึกษาฟีโนไทป์ของฮีโมโกลบินโค  โดยใช๎เทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบกระดาษ  
(paper electrophoresis) พบฮีโมโกลบิน มี 2 ฟีโนไทป์ คือ Hb AA และ Hb BB (Bangham and 
Blumberg, 1958) ซึ่ง Bangham and Blumberg (1958) ได๎ศึกษาเพิ่มเติมพบฮีโมโกลบิน มี 3 ฟีโน
ไทป์ คือ Hb AA, Hb BB และ Hb AB ตํอมา Bachmann et al. (1978) รายงานพบฮีโมโกลบินชนิด 
AA, AB และ BB ในโคยุโรป ซึ่งลักษณะของ Hb มียีนคูํที่มีรูปแบบตํางกันอยูํที่ต าแหนํงโลกัส 
(locus) เดียวกัน เรียกวําอัลลีล (allele) ซึ่ง Hb A ถูกควบคุมโดยอัลลีลหนึ่งขณะที่  Hb B ถูกควบคุม
โดยอัลลีลตรงกันข๎าม Hb AA และ Hb BB มีคูํยีนเหมือนกัน (homologus) สํวน Hb AB มีคูํยีน
ตํางกัน (heterozygous)  (Bachmann et al., 1978) 

 
จากการศึกษาเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนในสายเบต๎าของ Hb A และ Hb B  ในโคพันธุ์

เจอร์ซี่ และโคพันธุ์เฮียร์ฟอร์ด พบวําล าดับกรดอะมิโนจาก 145 หนํวย (residues) ในต าแหนํงที่ 15 
18 และ 119 มีความแตกตํางกันโดยสายเบต๎าของ Hb A ต าแหนํงที่ 15 เป็นกรดอะมิโนไกลซีน  สาย
เบต๎าของ Hb B เป็นกรดอะมิโนเซอรีน (serine) ต าแหนํงที่ 18 สายเบต๎าของ Hb A เป็นกรดอะมิโน 
ไลซีน (lysine) สายเบต๎าของ Hb B เป็นกรดอะมิโนฮีสทิดีน และต าแหนํงที่ 119 สายเบต๎าของ Hb 
A เป็นกรดอะมิโนไลซีน สายเบต๎าของ Hb B เป็นกรดอะมิโนแอสพาราจีน นอกจากนี้พบวําล าดับ
กรดอะมิโนที่ปลาย N (N-terminal) ของสายเบต๎ามีกรดอะมิโนเป็นเมทไธโอนีน และ ลิวซีน 
(Schroeder et al., 1967) 

 
จากการศึกษาโครงสร๎างปฐมภูมิ ของสายอัลฟากลอบินในฮีโมโกลบินจากกระบือแ มํน้ า

จ านวน 4 ตัว พบวํามีความแตกตํางกันของ ยีน A และ ยีน B ซึ่งโคดอนที่ 64 ถูกแทนที่ด๎วยกรดอะมิ
โนอะลานีน หรือกรดอะมิโนแอสพาราจีน ยีน A ถอดรหัสได๎ 2 สายอัลฟากลอบิน คือ I alpha 1 
และ II alpha 3 โดยอัลฟาทั้งสองสายมีล าดับกรดอะมิโนแตกตํางกันที่ต าแหนํง 129 และ 131 ซึ่ง I 
alpha 1 ต าแหนํงที่ 64 129 และ 131 เป็นกรดอะมิโนอะลานีน  (alanine), กรดอะมิโนเฟนนิลอะ
ลานีน และกรดอะมิโนแอสพาราจีน ตามล าดับ ขณะที่ II alpha 3 ต าแหนํงที่ 64, 129 และ 131 เป็น
กรดอะมิโนอะลานีน  กรดอะมิโนลิวซีน และกรดอะมิโนเซอรีนตามล าดับ  (Ferranti et al., 2001)   
ตํอมา Ferranti et al. (2001) ได๎รายงานความแตกตํางของสายอัลฟาหนึ่งและสายอั ลฟาสามที่
ต าแหนํง 129 และ 131 พบวํา I alpha 1 และ II alpha 3 คือ สายอัลฟาหนึ่งและสายอัลฟาสาม
ตามล าดับ ใน Hb AA  สํวนยีน B ถอดรหัสได๎ 2 สายอัลฟา คือ I alpha 2 และ II alpha 4 หรือ Hb 2 
และ Hb 4 ใน Hb BB (Di Luccia, 1991) โดยสายอัลฟาหนึ่งและสายอัลฟาสองมีล าดับกรดอะมิโน
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แตกตํางกันที่ต าแหนํง 10 11 และ 64 คือ I alpha 2 ต าแหนํง 10 11 และ 64 เป็นกรดอะมิโนไอโซลิว
ซีน (isoleucine) กรดอะมิโนกลูตามีน  และกรดอะมิโนแอสพาราจีนตามล าดับ ขณะที่ II alpha 4 
ต าแหนํง 10 11 และ 64 เป็นกรดอะมิโนวาลีน (valine) กรดอะมิโนไลซีนและกรดอะมิโนแอสพารา
จีนตามล าดับ ขณะที่ II alpha 4 ต าแหนํง 10 11 และ 64 เป็นกรดอะมิโนวาลีน  กรดอะมิโนไลซีน 
และกรดอะมิโนแอสพาราจีนตามล าดับ ซึ่งในต าแหนํงที่ 64 อาจเป็นกรดอะมิโนอะลานีนหรือ
กรดอะมิโนแอสพาราจีนก็ได๎ โดยกรดอะมิโนถูกแทนที่ในต าแหนํงโลกัสเดียวกันและไมํใชํ
ต าแหนํงโลกัสเดียวกันในสายอัลฟา  ซึ่งเป็นผลจากการเกิดการกลายแบบ single point mutation 
(Ferranti et al., 2001) 

 
การศึกษาน้ าหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินกระบือแมํน้ าโดยใช๎เทคนิค  electrospray mass 

spectrometry (ES/MS) พบวําสายเบต๎าของ  Hb AA มีน้ าหนักโมเลกุล  เทํากับ 15,985.98±1.00 ดาล
ตัน สํวนสายอัลฟาหนึ่งและอัลฟาสามมีน้ าหนักโมเลกุลเทํากับ  15,058.12±0.43 ดาลตัน  และ 
14,997.18±0.44 ดาลตัน ตามล าดับ สายอัลฟาทั้งสองมีน้ าหนักโมเลกุลรวมเทํากับ  30 กิโลดาลตัน 
ซึ่งมีคําสูงกวําโครงสร๎างปฐมภูมิพื้นฐานที่ได๎คาดไว๎  นอกจากนี้  ล าดับกรดอะมิโนบริเวณปลาย  C 
(C- terminal region) ของสายอัลฟาหนึ่งใน  Hb AA ต าแหนํงที่  129 และ 131 เป็นกรดอะมิโนชนิด
ลิวซีนและเซอรีน  ในขณะที่สายอัลฟาสามเป็นกรดอะมิโนชนิดเฟนิลอะลานีนและแอสพาราจีน  
(Feranti et al., 1993) 
 

การศึกษาฮีโมโกลบินของสุนัขในประเทศญี่ปุ่นมีสายพันธุ์สุนัขพื้นเมือง 6 สายพันธุ์ ได๎แกํ 
ฮ็อกไกโด (Hokkaido) อะคิตะ ไค (Kai) ไคชู (Kishu) ชิโกกุ (Shikoku) และ ชิบะ (Shiba) มีการเก็บ
ตัวอยํางเลือด ของสุนัขพันธุ์พื้นเมืองเหลํานี้  เพื่อศึกษาวิวัฒนาการของสายพันธุ์ โดยมีการศึกษา
ความถี่ของยีน พบวําความแตกตํางที่เดํนชัดของความถี่ยีนระหวํางสายพันธุ์และประชากรของสุนัข
สํวนใหญํอยูํที่สํวนของฮีโมโก ลบิน ความแตกตํางนี้เองท าให๎เกิดลักษณะที่ตํางกันของแตํละสาย
พันธุ์ (Tanabe, 1990)  

 
การศึกษาความหลากหลายทางพันธุ กรรมของฮีโมโกลบินของสุนัข โดย เก็บตัวอยํางเม็ด

เลือดแดงของสุ นัขมาท าการศึกษาโดย ใช๎เทคนิค อิเล็กโตรโฟรีซิสแบบแป้งเจล (agar-starch gel 
electrophoresis) พบวําความแตกตํางของ ฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ถูกควบคุมด๎วย คูํอัลลีลของ HbA 
และ HbB (Tanabe et al., 1978) 
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การศึกษาฮีโมโกลบินของสุนัขพบวําในสุนัขมีความหลากหลายของฮีโมโกลบิน จากการ  
ศึกษาฮีโมโกลบินโดยเทคนิคไอโซอิเล็กตริกโฟกัสซิ่งซึ่งใช๎พอลิอะคริลาไมด์เจล พบความแตกตําง
ของคํา pI ของโปรตีนฮีโมโกลบินท าให๎ทราบวําล าดับกรดอะมิโนของสาย อัลฟาและเบต๎าเป็นตัว
บํงชี้ความหลาก หลายของฮีโมโกลบิน  เรียกความหลากหลายนี้วํา “multiplicity polymorphism” 
(Braend, 1988) 
 

การศึกษาฮีโมโกลบินของ กลุํมตระกูลแมวน้ ามีหู  (pinnipeds) จ านวน 7 สปีชีส์ คือ แมวน้ า
ช๎าง (elephant seal; Mirounga augustirostris) แมวน้ าริบบอน (ribbon seal; Histriophoca fasciata) 
แมวน้ าทั่วไปหรือแมวน้ าทําเรือ  (harbor seal; Phoca vitulina) แมวน้ าเฟอร์ (fur seal; Callorhinus 
ursinus) แมวน้ าสีเทา (grey seal; Halichoerus grypus) แมวน้ าที่มีงาใหญํ 1 คูํ (walrus; Odobenus 
rosmarus divergens) และ สิงโตทะเลแคลิฟอร์เนีย  (california sea lion; Zalophus californianus) 
โดยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบแป้งเจล  ใช๎ทริส EDTA บอเรตบัฟเฟอร์  (borate buffer) พีเอช 8.6 
พบแถบฮีโมโกลบินหลัก (major hemoglobin) 2 แถบ ประกอบ ด๎วย Hb fast และ Hb slow โดย
พบวํา elephant grey ribbon และ harbor seal มีอัตราสํวนระหวําง Hb fast ตํอ Hb slow เทํากับ 3 ตํอ 
1 ในขณะที่  fur seal sea lion และ walrus มีอัตราสํวนเทํากับ 1 ตํอ 1 ตามล าดับ และมีแถบ
ฮีโมโกลบินรอง (minor hemoglobin) 1 แถบ เมื่อศึกษาน้ าหนักโมเลกุลของ ฮีโมโกลบิน ของ 
elephant seal โดยวิธี เจลฟิลเทรชันคอลัมน์โครมาโทกราฟี ซึ่งใช๎เซฟาเดก ซ์ G-75 และ G-100 มี
น้ าหนักโมเลกุลประมาณ 65,000 ดาลตัน การศึกษาสํวนประกอบของกรดอะมิโนของ elephant seal 
รูปแบบโครมาโทแกรมของสายกลอบินจากสํวน Hb slow พบวําสํวนของ Hb slow-1 เทียบเทํากับ
สายอัลฟา และสํวนของ Hb slow-2  เทียบเทํากับสายเบต๎า ตามล าดับ  สํวนรูปแบบโครมาโทแกรม
ของสายกลอบินจากสํวน Hb fast พบวําสํวนของ Hb fast-1 เทียบเทํากับสายอัลฟา และสํวนของ Hb 
fast-2 เทียบเทํากับสายเบต๎า ตามล าดับ (Lincoln et al., 1973) 
 

การ ศึกษาฮีโมโกลบิน ของ เลื อด ปลาทุกชนิด พบมี ฮีโมโกลบิน หลาก หลายชนิด  
(multiplicity) ฮีโมโกลบินของปลาสามารถจัดเป็น 3 กลุํม คือ กลุํม 1 ประกอบด๎วยฮีโมโกลบินทั้ง
แบบเดี่ยว (single) และแบบหลากหลาย (multiple) มีความไวตํออุณหภูมิและพีเอช โดยฮีโมโกลบิน
แบบหล ากหลายไมํได๎ ใช๎ในการ จัดจ าแนกตามความสัมพันธ์ด๎านการท าหน๎าที่ กลุํมที่ 2 
ประกอบด๎วยฮีโมโกลบินแบบหลากหลายโดยแตํละแถบ ของฮีโมโกลบินมีความแตกตํางอยําง
ชัดเจนทางด๎านการท าหน๎าที่ และกลุํมนี้ถือวําเป็นกลุํมที่พัฒนาแล๎ว ตามวิวัฒนาการฮีโมโกลบินของ
ปลา และกลุํมที่ 3 เป็นฮีโมโกลบินที่ไวตํอพีเอช  แตํไมํมีผลจากอุณหภูมิ   ซึ่งความหลากหลายนี้อาจ
เป็นประโยชน์ในการด ารงชีวิต (Martin et al., 1979a)  
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 การศึกษาฮีโมโกลบินจากปลา เทราท์  (cutthroat trout, Salmo clarki) พบมีฮีโมโกลบิน       
9 ชนิด และเมื่อแยกฮีโมโกลบินให๎บริสุทธิ์ พบมีฮีโมโกลบิน 8 ชนิด เมื่อศึกษาลักษณะของสาย
กลอบิน พบวํามี 6 ชนิดเป็นแบบ 22 และอีก 2 ชนิด เป็นแบบ /2 และ 

// ซึ่งเป็น
ลักษณะ heterotetramers และพบวํามีฮีโมโกลบิน 5 ชนิด ที่มี pI ระหวําง 7.1-9.1 และฮีโมโกลบิน
อีกชนิดหนึ่ง มีขนาดเล็ก มี pI เทํากับ 5.9 ใช๎จับกับออกซิเจนของฮีโมโกลบินทุกแบบ นอกจากนี้
พบวําฮีโมโกลบินทุกแบบมีคุณสมบัติเกี่ยวกับการจับออกซิเจนเหมือนกันโดยที่ไมํขึ้นกับพีเอช และ
อุณหภูมิ และไมํมีผลจากปริมาณ ATP  นอกจากนี้ยังพบวํามีฮีโมโกลบินขนาดเล็กอื่นๆ ที่มี pI น๎อย
กวํา 5.9 มีคุณสมบัติเกี่ยวกับการจับออกซิ เจนเหมือนกัน ยกเว๎นขึ้นอยูํกับ พีเอช และฮีโมโกลบินอีก 
2 ชนิด ที่มี pI เทํากับ 6.4 และ 6.5 มีคุณสมบัติคล๎ายกันเกี่ยวกับก ารจับออกซิเจนที่ต๎องขึ้นอยูํกับ      
พีเอช และอุณหภูมิ  ATP และ GTP จึงท าให๎ความชอบตํอออกซิเจนลดลงแตํไมํมีผลตํอ ความ
รํวมมือในการจับกับออกซิเจน โดยผลของ GTP จะน๎อยกวํา ATP และเซลล์เม็ดเลือดแดงของปลานี้
มี ATP และ GTP จ านวนมาก ด๎วยอัตราสํวน ATP:GTP เทํากับ 3:1 แสดงวําฟอสเฟตอินทรีย์ทั้ง     
2 ชนิด เป็นตัวควบคุมที่ส าคัญ แตกตํางจากปลา  rainbow trout (Salmo gairdneri) ซึ่งมีปริมาณ GTP 
ต่ ากวํามาก (Southard, 1986) 
 
 การศึกษาฮีโมโกลบินของปลา ไหล (marbled swamp eel, Synbranchus marmoratus) โดย
ใช๎เทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบแป้งเจล มีบัฟเฟอร์ส าหรับเจลเป็น 42 มิลลิโมลาร์  ทริส 1.7 มิลลิโม
ลาร์ EDTA และอิเล็กโทรดบัฟเฟอร์ เป็น 6.1 มิลลิโมลาร์  บอเรตบัฟเฟอร์  (borate buffer)  พีเอช 8.8 
พบฮีโมโกลบิน  3 แถบ คือ Hb I เป็นกลุํมแคโธดิก  (cathodic)  Hb II และ Hb III  เป็นกลุํมแอโนดิก 
(anodic) และเมื่อใช๎เทคนคิเซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส ซึ่งใช๎บัฟเฟอร์ที่ประกอบด๎วย 800 มิลลิ
โมลาร์ ทริส 2.1 มิลลิโมลาร์  EDTA พีเอช 8.9 ที่มี 6 โมลาร์ยูเรีย  (urea) และ 2.25 มิลลิโมลาร์     
เบต๎าเมอร์แคบโตเอธานอล (β-mercaptoethanol) พบวําฮีโมโกลบินประกอบด๎วยสายกลอบิน 4 สาย 
ได๎แกํ สายอัลฟา 1 อัลฟา 2 เบต๎า และแกมมา โดยลักษณะการจับกันเป็นเตตระเมอร์ของ
ฮีโมโกลบิน คือ Hb I เป็นแบบ (2)22 HbII เป็นแบบ (1)22 และ HbIII เป็นแบบ (1)22  

(Nakamoto and Mochado, 1986) 
 

ปลากลุํม Salmonids เชํน ปลาแซลมอนและปลาเทราท์  มีฮีโมโกลบิน หลายชนิดและ มี
น้ าหนักโมเลกุลใกล๎เคียงกัน เรียกวํา Iso Hbs ประกอบด๎วยฮีโมโกลบิน 8 -19 ชนิด จากความแตกตําง
ตั้งแตํระดับยีนท าให๎ฮีโมโกลบินในปลา มีความหลากหลาย และสํงผลให๎มีการท าหน๎าที่แตกตํางกัน 
การศึกษาฮีโมโกลบินของปลาโดยใชเ๎ทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซสิสามารถแบํงเป็น 2 กลุํม คือ กลุํมแอโน
ดิก มีคํา pI น๎อยกวําหรือเทํากับ 8  และกลุํมแคโธดิก มีคํา pI มากกวําหรือเทํากับ 8 โดยกลุํมแอโน
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ดิก  สามารถพบได๎ทั่วไปในสัตว์มีกร ะดูกสันหลังอื่นๆและในปลา กลุํม แอโนดิก ถือวําเป็น
ฮีโมโกลบินหลักในปลา  ที่มีคุณสมบัติมีความชอบตํอออกซิเจนต่ า มีบอร์เอฟเฟคและรูทเอฟเฟค 
สํวนกลุํมแคโธดิก  จะพบในปลาเทํานั้น มีคุณสมบัติ ที่มีความชอบตํอออกซิเจนสูง ไมํมีบอร์เอฟ
เฟคหรือ บางคร้ังอาจมี รีเวิร์สบอร์เอฟเฟค ที่เกิดการลดคํา พีเอช  เชื่อวําเมื่อ กลุํมแอโนดิก ได๎รับ
ผลกระทบจากบอร์เอฟเฟคและ รูทเอฟเฟค  โดยรูทเอฟเฟค มีความไวตํอพีเอช ในฮีโมโกลบินของ
ปลาบางชนิด จากผลของโปรตอนที่เกี่ยวข๎องกับกา รจับออกซิเจน ท าให๎มีหน๎าที่ทางส รีรวิทยาที่
จ าเพาะ  กลุํมแคโธดิกจะท าหน๎าที่ เป็นตัวเก็บออกซิเจน (oxygen carrier) ในภาวะที่มีออกซิเจนต่ าและ
ภาวะเลือดเป็นกรด (acidosis) (Prisco et al., 2000) 

 
การศึกษาความหลากหลายของฮีโมโกลบินอูฐโหนกเดียว (one-humped camel, Camelus 

dromedarius) ในอิหรําน  จากตัวอยํางทั้งหมด 53 ตัวอยําง เป็นตัวผู๎ 35 ตัว และตัวเมีย 18 ตัว 
แบํงเป็น 2 กลุํม กลุํมที่ 1 อายุน๎อยกวํา 5 ปี จ านวน 25 ตัว กลุํมที่ 2 อายุมากกวํา 5 ปี จ านวน 28 ตัว 
พบฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ 2 ชนิด คือ A1 และ A2  คําเม็ดเลือดแดงอัดแนํน ความเข๎มข๎นฮีโมโกลบิน 
และ Hb A1 มีความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติระหวํางเพศ (p<0.05) แตํอายุไมํมีความแตกตําง
อยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (Mohri, 2000) นอกจากนี้ Nazifi et al. (2000) ศึกษาความสัมพันธุ์ระหวําง
ฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ของ อูฐโหนกเดียว  (Camelus dromedarius) ในอิหรําน และความเข๎มข๎นของ
ฮีโมโกลบิน คอปเปอร์ ซีรูโลพลาสมิน และเหล็ก โดยเก็บตัวอยํางจาก อูฐโหนกเดียว จ านวน 100 
ตัว แบํงตามเพศ และชํวงอายุเป็น 1-2 ปี 2-4 ปี 4-6 ปี และ มากกวํา 6 ปี พบฮีโมโกลบินฟีโนไทป์    
2 ชนิด Hb A1 มี 95.2 เปอร์เซ็นต์ และ Hb A2 มี 4.8 เปอร์เซ็นต์  โดยที่เพศและอายุไมํมีความแตกตําง
อยํางมีนัยส าคัญทางสถิติระหวํางฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ ความเข๎มข๎นของฮีโมโกลบิน คอปเปอร์ ซีรู
โลพลาสมิน และเหล็ก 

 
การศึกษาความสัมพันธ์ ระหวํางฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ของ ม๎า Turkoman ในอิหรําน และ

ความเข๎มข๎นของ ฮีโมโกลบิน คอปเปอร์ ซีรูโลพลาสมิน และเหล็ก โดยเก็บตัวอยําง เลือดจากม๎า  
จ านวน 50 ตัว แบํงตามเพศ และชํวงอายุเป็น 2-3 ปี 3-5 ปี และ มากกวํา 5 ปี พบฮีโมโกลบินฟีโน
ไทป์ 2 ชนิด Hb A1 มี 96.02 เปอร์เซ็นต์ และ Hb A2 มี 3.98 เปอร์เซ็นต์  Hb A1 เคลื่อนที่ใน
สนามไฟฟ้าได๎สูงและพบเป็นแถบหลัก และ Hb A2 เคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าได๎ต่ ากวํา โดยที่เพศ
และอายุไมํมีความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติระหวํางฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ ความเข๎มข๎นของ
ฮีโมโกลบิน คอปเปอร์ ซีรูโลพลาสมิน และเหล็ก (Nazifi et al., 2003) 
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การศึกษาความสัมพันธ์ระหวํางฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ของม๎า Caspian miniature ในอิหรําน 
และความเข๎มข๎นของฮีโมโกลบิน คอปเปอร์ ซีรูโลพลาสมิน และเหล็ก โดยเก็บตัวอยําง เลือดจากม๎า 
จ านวน 50 ตัว ตามชํวงอายุ 1.5-3 ปี 3-5 ปี และ มากกวํา 5 ปี พบฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ 2 ชนิด Hb A 
มี 66.58 เปอร์เซ็นต์ และ Hb B มี 33.42 เปอร์เซ็นต์  อัตราสํวนของ Hb A และ Hb B เทํากับ 1.99:1  
ซึ่งต่ ากวําอัตราสํวนของ ม๎าพันธุ์อ่ืนๆที่มีรายงานมากํอนหน๎านี้  มีอัตราสํวนของ  Hb A และ Hb B 
เทํากับ 2.5:1 โดยที่เพศและอายุไมํมีความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติระหวํางฮีโมโกลบิน      
ฟีโนไทป์ ความเข๎มข๎นของฮีโมโกลบิน คอปเปอร์ ซีรูโลพลาสมิน และเหล็ก  (Nazifi and Rategh, 
2005) 
 
 การศึกษาความหลากหลายของฮีโมโกลบิน ของแกะ 2 สายพันธุ์ Moghani และ Makouei   
ที่ส าคัญในอิหรําน  โดยใช๎ เทคนิคเซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส  พบฮีโมโกลบินฟีโนไทป์       
2 ชนิดในพันธุ์ Moghani คือ Hb AA มี 71.6 เปอร์เซ็นต์ และ Hb AB มี 28.4 เปอร์เซ็นต์ สํวนใน
พันธุ์ Makouei คือ Hb AA ม ี69.3 เปอร์เซ็นต์ และ Hb AB มี 30.7 เปอร์เซ็นต์  โดยที่ฟีโนไทป์ AB มี
ปริมาณฮีโมโกลบิน B มากกวํา A แตํไมํมีความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติระหวํางระดับ
ฮีโมโกลบิน  A และ  B ระหวํางทั้งสองสายพันธุ์ นอกจากนี้ปริมาณ ฮีโมโกลบินรวมในพันธุ์  
Makouei มากกวําพันธุ์ Moghani อยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (Esharatkhah et al., 2007) ฮีโมโกลบิน 
ฟีโนไทป์ของแกะประกอบด๎วย Hb A Hb B Hb C Hb E Hb F โดยที่ Hb E เป็นฮีโมโกลบินในระยะ
ตัวอํอนคงอยูํในมดลูกของแมํในสภาพที่มีออกซิเจน และ Hb A เป็นฮีโมโกลบินในระยะเต็มวัย
นอกสภาพมดลูก การเปลี่ยนจาก Hb E ไปเป็น Hb A เร่ิมเกิดขึ้นในมดลูกและเกิดขึ้นสมบูรณ์ใน
ระยะ 1 เดือนหลังคลอด โดยที่ Hb F เป็นฮีโมโกลบินใน ระยะลูกอํอนจะแทนที่  Hb E ในมดลูก 
ตํอจากนั้น Hb F จะเปลี่ยนเป็น  Hb A แตํมีลักษณะที่ส าคัญพิเศษ ในแพะและแกะที่มีฮีโมโกลบิน
ลักษณะเฉพาะ  คือ Hb C ซึ่งจะแทนที่ Hb F ในระยะแรกเกิดภายใน 2-3 เดือน กํอนที่จะเปลี่ยนไป
เป็น Hb A โดยที่ในแกะที่มี  Hb A ฟีโนไทป์ A (22 

A) หรือ AB (22 
A,B) จะแสดง Hb C          

มีประมาณ 15-30 เปอร์เซ็นต์ของฮีโมโกลบินทั้งหมด ในขณะที่แกะที่มี Hb A ฟีโนไทป์ B (22 
B) 

จะไมํแสดง Hb C พบวําประมาณ 30 วันหลังเกิด Hb C จะเปลี่ยนไปเป็น Hb A (Hb A-to-C 
switching) โดยอาศัย อีริโทรพอยอิติน (Jain, 1986) หน๎าที่ของ erythropoietic stimulating factor 
(ESF) กระตุ๎นการสร๎าง  Hb C (22 

c) ในแกะและแพะ  ฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ A พบมากกวํา AB 
และ AB พบมากกวํา B เมื่ออาศัยหลักการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าพบวํา Hb A เคลื่อนที่ใน
สนามไฟฟ้าจากขั้วลบไปหาขั้วบวกที่พีเอช  8.6 ได๎เร็วที่สุด สํวน Hb C เคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าได๎
ช๎าที่สุด Hb F เคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าได๎เร็วกวํา Hb B และ Hb B เคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าได๎เร็วกวํา 
Hb C (Jain, 1986) 
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 การศึกษาความหลากหลายในสัตว์เคี้ยวเ อ้ืองขนาดเล็กพันธุ์พื้นเมืองของไนจีเรีย ใช๎แกะ
พันธุ์ west african dwarf จ านวน 50 ตัว และแพะพันธุ์ red sokoto จ านวน 150 ตัว โดยใช๎เทคนิค 
อิเล็กโตรโฟรีซิสแบบแป้งเจล พบฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ 3 ชนิด คือ Hb AA 40 เปอร์เซ็นต์  Hb AB 
16 เปอร์เซ็นต์และ Hb BB 44 เปอร์เซ็นต์ในแกะ และHb AA 13 เปอร์เซ็นต์  Hb AB 36 เปอร์เซ็นต์ 
Hb BB 50 เปอร์เซ็นต์  และ Hb AC 1 เปอร์เซ็นต์ในแพะ  ความถี่ของอัลลีล A และ B เทํากับ 0.61 
และ 0.40 ตามล าดับในแกะ และ ความถี่ของ อัลลีล A B และ C เทํากับ 0.27 0.72 และ 0.003 
ตามล าดับในแพะ  ตามกฎสมดุลของฮาร์ดี-ไวน์เบิร์ก (Hardy-Weinberg’ s equilibrium) ที่กลําววํา
ความถี่ของยีนในรุํนลูกสามารถ ท าการวัดได๎จากความถี่ในรุํนพํอแมํ  ความถี่ของยีน  และจีโนไทป์  
มีคําคงที่  จากรุํนหนึ่งไปสูํอีกรุํนหนึ่ง เพื่อเข๎า สูํสภาวะสมดุล  โดยที่คําความถี่ของ  homozygote 
เทํากับก าลังสองของความถี่ของยีน พบความถี่จีโนไทป์แกะเพศเมีย (ewe) ของ Hb AA Hb AB และ 
Hb BB เทํากับ 0.4 0.1 และ 0.5 ตามล าดับ ความถี่จีโนไทป์แกะเพศผู๎ (ram) ของ Hb AA Hb AB 
และ Hb BB เทํากับ 0.4 0.25 และ 0.35 ตามล าดับ คําเฮเตอโรไซโกซิตี้ (heterozygosities) ประมาณ 
0.48 และ 0.43 ในแกะและแพะ ตามล าดับ (Salako et al., 2007) 
 

การศึกษาความหลากหลายของฮีโมโกลบินของแกะ จ านวน 36 ตัว โดยใช๎เทคนิคอิเล็กโตร
โฟรีซิสแบบแป้งเจล พบฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ 2 ชนิด คือ Hb AA 89.9 เปอร์เซ็นต์  และ Hb AB 
11.1 เปอร์เซ็นต์  ตามกฎสมดุลของฮาร์ดี-ไวน์เบิร์ก ความถี่ของอัลลีล A และ B เทํากับ 0.94 และ 
0.06 ตามล าดับ  คําเฮเตอโรไซโกซิตี้  เทํากับ 0.218 ฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ไมํขึ้นกับลักษณะทาง
ปริมาณ (quantitative trait) เชํน ความยาวของเขาและขน (Akinyemi and Salako, 2010) 
 
 Cigremis et al. (2008) ศึกษารูปแบบของอะกาโรสเจล อิเล็กโตรโฟรีซิส ของฮีโมโกลบิน
ของเมํน (Hystrix cristata) เปรียบเทียบกับคนปกติ พบวําฮีโมโกลบินของเมํน มีการ เคลื่อนที่ใน
สนามไฟฟ้าได๎ไกลกวําฮีโมโกลบินของคน  ซึ่งแสดงให๎เห็นวําฮีโมโกลบินชนิดตํางๆมีการเคลื่อนที่ใน
สนามไฟฟ้าแตกตํางกันเน่ืองจากมีประจุตํางกัน การเปรียบเทียบฮีโมโกลบินในครั้งน้ีแสดงให๎เห็นความ
แตกตํางของฮีโมโกลบินทั้ง 2 สปีชีสม์ีประจุตํางกัน แตํผลที่ได๎มีความแตกตํางจากการศึกษาฮีโมโกลบิน
เปรียบเทียบระหวํางคนและเมํนแคระ (Erinaceus romanicus) โดยใช๎เทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบแป้ง
เจล พบวําฮีโมโกลบินของเมํนแคระมกีารเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าได๎ใกล๎กวําฮีโมโกลบินของคนและ     
มีการละลายต่ ากวําของคน (Maisar, 1970) 
 
 การศึกษา คําโลหิตวิทยาและ ฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ของกระรอกเปอร์เซีย  (Sciurus 
anomalus) จ านวน 30 ตัว พบวํา คําเม็ดเลือดแดงอัดแนํนเฉลี่ย มีคํา เทํากับ  46.0±6 เปอร์เซ็นต์ 
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และความเข๎มข๎นของฮีโมโกลบินมีคําเฉลี่ยเทํากับ 15.5±1.5 กรัมตํอเดซิลิตร เมื่อใช๎เทคนิคเซลลูโลส   
อะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส พบฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ 2 ชนิด คือ Hb A มากกวํา 99 เปอร์เซ็นต์ และ 
Hb F ประมาณ  1 เปอร์เซ็นต์  เมื่อเปรียบเทียบรูปแบบของฮีโมโกลบินของกระรอกกับคนและ
กระตําย พบวํามีการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าใกล๎เคียงกับคนและมีการเคลื่อนที่ไปยังขั้วบวกเร็วกวํา
กระตําย ฮีโมโกลบินของกระร อกมีประจุลบมากกวํากระตําย อาจเน่ืองมาจากการที่ มีกรดอะมิโน    
ที่มีประจุลบในสาย ฮีโมโกลบิน (Khazraiinia et al., 2008) Duffy et al. (1986) รายงานการศึกษา
ฮีโมโกลบินของกระรอกทั่วไป (ground squirrel) โดยใช๎เทคนิคอะกาโรสเจล อิเล็กโตรโฟรีซิส  พบ
ฮีโมโกลบิน ฟีโนไทป์ชนิดเดียวที่ประกอบด๎วย 1 แถบ ซึ่งมีการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าจากขั้วลบ
ไปหาขั้วบวก มีการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าได๎ไกลกวําฮีโมโกลบินของคนเล็กน๎อย 
 
งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้องกับการศึกษาฮีโมโกลบินของสัตว์ชนิดต่างๆในประเทศไทย 
 
 Sittivilai et al. (2004) ศึกษาน้ าหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบิน ของสัตว์ปีกเลี้ยง (domestic 
fowl) โดยใช๎เทคนิคเจลฟิลเทรชันคอลัมน์โครมาโตกราฟฟี พบ มีน้ าหนักโมเลกุล 51,784 ดาลตัน เมื่อ
ใช๎เทคนิคโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส พบวํา หนํวยยํอยของ
ฮีโมโกลบินของสัตว์ปีกเลี้ยงมีน้ าหนักโมเลกุล 12,519 และ 10,984 ดาลตัน 
 
 อรพรรณ (2546) ศึกษาฟีโนไทป์และคุณสมบัติทางเคมีของฮีโมโกลบินโคเน้ือพันธุ์ 
ก าแพงแสน (Kamphaengsaen beef cattle) และกระบือปลัก  (Bubalus bubalis) โดยเทคนิคเจลฟิล
เทรชันคอลัมน์โครมาโตกราฟฟี เทคนิคเซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิ ส และเทคนิคโซเดียมโด
ดีซิลซัลเฟต พอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส พบวําฮีโมโกลบินของโคเน้ือพันธุ์ก าแพงแสน
และกระบือปลัก มีน้ าหนักโมเลกุล 64,565 ดาลตัน เมื่อใช๎ เทคนิค เจลฟิลเทรชันคอลัมน์โครมาโท  
กราฟี  พบแตํละหนํวยยํอยของโคเน้ือพันธุ์ก าแพงแสนและกระบือปลัก มีน้ าหนักโมเลกุล  11,150   
ดาลตัน เมื่อใช๎เทคนิคเซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส พบฮีโมโกลบิน ฟีโนไทป์  3 ชนิดในโค
เน้ือพันธุ์ก าแพงแสน คือ Hb AA จ านวน 8 ตัว, Hb BB จ านวน 2 ตัว และ Hb AB จ านวน 5 ตัว ตาม
ความเร็วในการเคลื่อนที่ของแถบฮีโมโกลบินในสนามไฟฟ้าจากขั้วลบไปยังขั้วบวก  โดยที่ Hb AA 
ประกอบด๎วย Hb slow เพียงอยํางเดียว และ Hb BB ประกอบด๎วย Hb fast เพียงอยํางเดียว ขณะที่ Hb 
AB ประกอบด๎วย Hb fast และ Hb slow (ดังภาพที่ 13) พบฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ 2 ชนิดในกระบือ
ปลัก เมื่อใช๎เทคนิคเซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส คือ Hb BB 11 ตัว และ Hb AB 1 ตัว ซึ่ง
ฮีโมโกลบินทั้งสองประกอบด๎วย Hb fast และ Hb slow โดยมีอัตราสํวนเป็น 2 ตํอ 1 และ 5 ตํอ 1 
ตามล าดับ จากการศึกษาด๎วยเทคนิคไอโซอิเล็กทริกโฟกัสซิงพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส 
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แอมโฟไลท์ พีเอช 3-10 พบวําฮีโมโกลบินของโคเน้ือพันธุ์ก าแพงแสน Hb AA มีคํา pI เทํากับ 7.27 
และ 7.48 และ Hb BB มีคํา pI เทํากับ 6.8 และ 6.9 ขณะที่ Hb AB มีคํา pI เทํากับ 6.82, 7.05, 7.27 
และ 7.48 สํวนฮีโมโกลบินของกระบือปลัก Hb BB และ Hb AB มีคํา pI เทํากับ 6.82 และ 7.27 
ตามล าดับ  
 

                                    
   AA AA AB BB AB 
 
ภาพท่ี 13  แสดงฮีโมโกลบินของโคเน้ือพันธุ์ก าแพงแสนโดยเทคนิคเซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟ  

รีซิส ที่พีเอช 8.2-8.6 (350 โวลล ์25 นาที) Hb AA ประกอบด๎วย Hb slow เพียงอยํางเดียว 
Hb BB ประกอบด๎วย Hb fast เพียงอยํางเดียว ขณะที่ Hb AB ประกอบด๎วย Hb fast และ 
Hb slow 

 
ท่ีมา: อรพรรณ (2546) 
 

สุวิช และคณะ (2548) ศึกษาฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ของโคเน้ือ โดยใช๎เทคนิคเซลลูโลสอะซี
เตตอิเล็กโตรโฟรีซิส พบ Hb C เพิ่มเติม มีการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าเข๎าหาขั้วบวกได๎เทํากับ Hb 
fast ของกระบือปลัก นอกจากนี้มีการศึกษาความสัมพันธ์ระหวําง ฮีโมโกลบินกับผลผลิตของโค
พื้นเมืองและโคพันธุ์ผสมซิมเมนทัลผสมบราห์มัน (Simmental×Brahman crossbred) โดยใช๎เทคนิค
เซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส พบฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ 5 ชนิด ในโคพื้นเมืองประกอบด๎วย 
Hb AA 35.59 เปอร์เซ็นต์ Hb AB 28.81 เปอร์เซ็นต์ Hb AC 20.34 เปอร์เซ็นต์ Hb BB 11.6 
เปอร์เซ็นต์ และ Hb BC 3.39 เปอร์เซ็นต์ และพบฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ 3 ชนิด ในโคพันธุ์ผสมซิม

Hb fast 

Hb slow 

        + 
 

       - 
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เมนทลัผสมบราห์มัน ประกอบด๎วย Hb AA 50.98 เปอร์เซ็นต์ Hb AB 45.10 เปอร์เซ็นต์ และ Hb BB 
3.92 เปอร์เซ็นต์ โคพื้นเมือง Hb AB ให๎น้ าหนักแรกเกิดสูงที่สุด  Hb BB ให๎น้ าหนักแรกเกิดต่ าที่สุด 
และ Hb AC  ให๎ลักษณะการเจริญเติบโตดีที่สุด  สํวนโคพันธุ์ผสมซิม เมนทัลผสมบราห์มัน Hb AA 
ให๎น้ าหนักมากกวํา Hb AB ที่แรกเกิด 200 วัน 400 วัน และ 600 วัน (Boonprong et al., 2007) 

 
 เกรียงไกร (2548) ศึกษาคุณสมบัติ ทางชีวเคมีบางประการ ของปลานิล (Oreochromis 
niloticus) พบวํา คําเม็ดเลือดแดงอัดแนํนเฉลี่ย ของปลานิลมีคํา เทํากับ  25.80±3.71 เปอร์เซ็นต์ 
และความเข๎มข๎นของฮีโมโกลบินของปลานิลมีคําเฉลี่ยเทํากับ 7.05±1.08 กรัมตํอเดซิลิตร  เมื่อใช๎เทคนิค
เซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส พบฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ 9 -11 ชนิดในปลานิล (ดังภาพที่ 14) 
 

 
                                                                    1     2      3      4       5           6         7       
 
ภาพท่ี 14  แสดงฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ของปลานิล โดยเทคนิคเซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรี 
                 ซิส ที่พีเอช 8.2-8.6 (350 โวลล์ 25 นาที) เลนที่ 1 แสดงสารละลายมาตรฐาน   

Hemoglobin control (AFSA2) ของคน เลนที่ 2-7 แสดงฮีโมไลเสตของปลานิล 
 
ท่ีมา: เกรียงไกร (2548) 
 

เนทีฟพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส สามารถแบํงฮีโมโกลบินเป็น 2 กลุํม ตามการ
เคลื่อนที่ในระบบอิเล็กโตรโฟรีซิส คือ กลุํมแอโนดิก และกลุํมแคโธดิก มีประมาณ 45.72 และ 54.28 
เปอร์เซ็นต์ ของฮีโม โกลบินทั้งหมด เมื่อใช๎เทคนิคเซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส สามารถ
แบํงกลุํมแคโธดิกเป็นกลุํมยํอย 2 กลุํม คือกลุํมแคโธดิก I และกลุํมแคโธดิก II มีประมาณ 47.62 และ 

A 
F 
S 
A2 

carbonic anhydrate 
application point 

anodic Hb 

cathodic I Hb 

cathodic II Hb 

       - 

        + 
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6.66 เปอร์เซ็นต์ของฮีโมโกลบินทั้งหมด  กลุํมแคโธดิก เคลื่อนที่ในระบบอิเล็กโตรโฟรีซิ สจากขั้ ว
ลบไปยังขั้วบวกได๎ ช๎ากวํากลุํม แอโนดิก (เกรียงไกร, 2548) (ดังภาพที่ 15)  

 
จากการศึกษาด๎วยเทคนิคไอโซอิเล็กตริกโฟกัสซิง  พบวําฮีโมโกลบินกลุํมแอโนดิก มีคํา pI 5-

9 คํา ซึ่งมีคําอยูใํนชํวง 5.28-6.80 และกลุํมแคโธดิก มีคํา pI 8-10 คํา มีคําอยูํในชํวง 7.27-9.71 (เกรียงไกร, 
2548) (ดังภาพที่ 16) 

 

 
                                      1       2       3        4        5        6         7       

 
ภาพท่ี 15  แสดงฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ของปลานิล โดยเทคนิคเนทีฟพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตร 
                 โฟรีซิส ที่พีเอช 8.3 12% T 4% C (200 โวลท์คงที่ 120 มิลลิแอมแปร์ 40 นาที) เลนที่  

แสดงสารละลายมาตรฐาน Hemoglobin control (AFSA2) ของคน เลนที่ 2-7 แสดงฮีโม 
ไลเสตของปลานิล  

 
ท่ีมา: เกรียงไกร (2548) 

 
 การศึกษาน้ าหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินโดยเทคนิค เจลฟิลเทรชันคอลัมน์โครมาโท  
กราฟี  โดยใช๎ เซฟาเดกซ์  G-100 พบวําฮีโมโกลบินของปลานิลมีน้ าหนักโมเลกุล 60,792 ดาลตัน โดย
เทคนิค โซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส พบวํา หนํวยยํอยของ
ฮีโมโกลบินของปลานิล มีน้ าหนักโมเลกุล เฉลี่ยประมาณ 15,415 ดาลตัน (ดังภาพที่ 17) และโดยเทคนิค
แมสเปกโทรเมทรี พบวําฮีโมโกลบินของปลานิลมีน้ าหนักโมเลกุล 62,954 ดาลตัน สํวนน้ าหนัก
โมเลกุลของหนํวยยํอยของฮีโมโกลบิน  พบวํา มีน้ าหนักโมเลกุล 15,340  15,621 และ 16,126 ดาล
ตัน ซึ่งเป็นสายของกลอบิน 3 ชนิด คือ 1   2  และ  ตามล าดับ  (เกรียงไกร, 2548) 

cathodic  Hb 
anodic Hb 

       - 

    + 
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                                                                                            1          2          3            4           5           
   
ภาพท่ี 16  คํา pI ของฮีโมโกลบินของปลานิล  โดยวิธี IEF ด๎วยแผํนเจลส าเร็จรูป ขนาด 10 หลุม 

  (Bio-Rad Laboratory, U.S.A.) แอมโฟไลท์ พีเอช 3-10 เลนที่ 1 แสดง Broad Range 
                 IEF standard pI 4.45-9.60 (Bio-Rad Laboratory, U.S.A.) เลนที่ 2 แสดงฮีโมไลเสต 
                 ของปลานิล เลนที่ 3 แสดงฮีโมโกลบินของปลานิลที่ผํานคอลัมน์เจลฟิลเทรชันคอลัมน์ 

โครมาโทกราฟี โดยใช๎เซฟาเดกซ์ G-100 และเลนที่ 4-5 แสดงฮีโมโกลบินของปลานิลที่
ผํานคอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุลบ โดยใช๎ DEAE-เซลลูโลส 

 
ท่ีมา: เกรียงไกร (2548) 
 

นันทวรรณ (2549) ศึกษาฟีโนไทป์ของฮีโมโกลบินกระบือปลัก โดยใช๎เทคนิคเซลลูโลส 
อะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส พบฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ของกระบือปลักมี 2 ชนิด คือ Hb BB และ Hb 
AB ตามความเร็วในการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าจากขั้วลบไปหาขั้วบวก  พบวํา Hb BB และ Hb AB 
ประกอบด๎วย Hb fast และ Hb slow ในอัตราสํวน 2 ตํอ 1 และ 5 ตํอ 1 ตามล าดับ สํวนฮีโมโกลบิน 
ฟีโนไทป์ของกระบือแมํน้ ามี  2 ชนิด คือ Hb BB และ Hb AB ซึ่งตามความเร็วในการเคลื่อนที่ใน
สนามไฟฟ้าจากขั้วลบไปหาขั้วบวก พบวํา Hb BB และ Hb AB ประกอบด๎วย Hb fast และ Hb slow
ในอัตราสํวนเทํากับ  2 ตํอ 1 และ 5 ตํอ 1 ตามล าดับเชํนเดียวกัน (ดังภาพที่ 18) เน่ืองจาก Hb fast     
มีประจุสุทธิเป็นลบมากกวํา  Hb slow และ Hb slow ประกอบด๎วยกรดอะมิโนสํวนใหญํเป็นอาร์
จินีน หรือไลซีน นอกจากนี้สายอัลฟาสองที่พบใน Hb slow มีคํา pI สูงกวําสายอัลฟาหนึ่ง ที่พบใน 

pH 10 

pH 3 ไฟโคไซยานิน pI 4.75, 4.65, 4.45 
เบต๎าแลคโตโกลบูลินบ ีpI 5.1 

เอนไซม์คาร์บอนิกแอนไฮเดรสของโค  
                                                    pI 6.0 

เอนไซม์คาร์บอนิกแอนไฮเดรสของคน  
                                                   pI 6.5 

ไมโอโกลบินของม๎า  pI 6.8  
ไมโอโกลบินของม๎า pI 7.0 
ฮีโมโกลบินเอของคน pI 7.1 

เลนทิลเล็กติน pI 8.0      
เลนทิลเล็กติน pI 7.8      

เลนทิลเล็กติน pI 8.2      
ไซโตโครม ซี pI 9.6 

cathodic Hb 
7.27-9.71 (8-10) 

anodic Hb 
5.28-6.80 (5-9) 
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Hb fast เพราะสายอัลฟาหนึ่งมีกรดอะมิโนทริปโตเฟน ซีสเตอีน และไลซีนที่ตํางจากสายอัลฟาสอง  
Hb fast จึงเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าไปยังขั้วบวกได๎เร็วกวํา Hb slow 

 

              
                              1        2          3           4          5         6           7          8 
 
ภาพท่ี 17  แสดงผลน้ าหนักโมเลกุลหนํวยยํอยของฮีโมโกลบินของปลานิล โดยเทคนิคโซเดียมโดดี

ซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ที่พีเอช 8.3 ด๎วย separating gel 12% T 
2.67% C และ stacking gel 4% T 2.67% C (200โวลต์คงที่ 120 มิลลิแอมแปร์ เวลา 40
นาที) เลนที่ 1 แสดง low range M.W. standard (Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) และเลน
ที่ 2-8 แสดงฮีโมไลเสตของปลานิล 

 
ท่ีมา: เกรียงไกร (2548) 
 

การศึกษาฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ของกระบือปลักและกระบือแมํน้ า โดยใช๎วิธีเนทีฟพอลิอะ  
คริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส  พบฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ของกระบือปลักมี 2 ชนิด คือ Hb BB      
จ านวน 59 ตัว (เพศผู๎ 27 ตัวและเพศเมีย  32 ตัว) และ Hb AB จ านวน 12 ตัว (เพศผู๎ 4 ตัวและเพศเมีย  
8 ตัว) ตามความเร็วในการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าจากขั้วลบไปหาขั้วบวก  พบวํา Hb BB และ Hb 
AB ประกอบด๎วย Hb fast และ Hb slow ในอัตราสํวน 2 ตํอ 1 และ 5 ตํอ 1 ตามล าดับ (ดังภาพที่ 19) 
สํวนฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ของกระบือแมํน้ ามี 2 ชนิด คือ Hb BB จ านวน 3 ตัว (เพศผู๎ 2 ตัว และเพศ
เมีย 1 ตัว)  และ Hb AB จ านวน 2 ตัว (เพศผู๎ 1 ตัว และเพศเมีย  1 ตัว) ซึ่งตามความเร็วในการ
เคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าจากขั้วลบไปหาขั้วบวก พบวํา Hb BB และHb AB ประกอบด๎วย Hb fast  
และ Hb slow ในอัตราสํวนเทํากับ  2 ตํอ 1 และ 5 ตํอ 1 ตามล าดับเชํนเดียวกัน  ซึ่งได๎ผลเชํนเดียวกับ
ผลที่ได๎จากเทคนิคเซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส (นันทวรรณ, 2549) 

       - 

    + 

  21,500 ดาลตัน 
  14,400 ดาลตัน 

  31,000 ดาลตัน 

  45,000 ดาลตัน 

  66,200 ดาลตัน 
  97,400 ดาลตัน 
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            1   2   3    4    5   6   7   8 
 
ภาพท่ี 18  แสดงการเปรียบเทียบฮีโมโกลบินของกระบือปลักและกระบือแมํน้ า โดยเทคนคิเซลลู    

โลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส ที่พีเอช 8.2-8.6 (350 โวลล์ 25 นาที) Hb BB และ Hb AB 
ประกอบด๎วย Hb fast และ Hb slow ในอัตราสํวน 2 ตํอ 1 และ 5 ตํอ 1 ตามล าดับ เลนที่ 1 
และ 2 แสดง Hb AB เลนที่ 3, 5, 6, 7 และ 8 แสดง Hb BB และเลนที่ 4 แสดงสารละลาย
มาตรฐาน Hemoglobin control (AFSA2) ของคน (Helena Laboratories, France)  

 
ท่ีมา: นันทวรรณ (2549) 
 

                          
                           AB         BB          AB       AB        AB       AB 
 
ภาพท่ี 19  แสดงชนิดของฮีโมโกลบินกระบือปลักโดยเทคนิคเนทีฟพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตร 
                 โฟรีซิส 12% T 4% C ที่พีเอช 8.3 (200 โวลท์คงที่ 60 มิลลิแอมแปร์ตํอเจล 1 แผํน 40

นาที) Hb BB และ Hb AB ประกอบด๎วย Hb fast และ Hb slow ในอัตราสํวน 2 ตํอ 1 และ 
5 ตํอ 1 ตามล าดับ 

 
ท่ีมา: นันทวรรณ (2549) 

Hb fast 

Hb slow 

    + 

       - 

Hb fast 
Hb slow 

    + 

       - 
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 จากเท คนิคเจลฟิลเทรชันคอลัมน์โครมาโตกราฟฟี  พบวําฮีโมโกลบินกระบือปลัก               
มีน้ าหนักโมเลกุล 46,209 ดาลตัน จากเทคนิคโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตร
โฟรีซิส พบวําแตํละหนํวยยํอย ของฮีโมโกลบินกระบือปลักและกระบือแมํน้ า มีน้ าหนักโมเลกุล 
13,227 ดาลตัน และ 13,525 ดาลตัน จากเทคนิคแมสสเปกโทรเมทรี พบวํา ฮีโมโกลบินของกระบือ
ปลักมีน้ าหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินแบบ monomer dimer trimer และtetramer มีคําเทํากับ 
15,359.67 30,894.40 45,912.42 และ 60,942.79 ดาลตัน ตามล าดับ (นันทวรรณ, 2549) 
 
 คมสัน (2551) ศึกษาเปรียบเทียบฟีโนไทป์และคุณสมบัติทางชีวเคมีของฮีโมโกลบินใน
ปลาดุก (Clarias batrachus) และปลาตะเพียน (Puntius gonionotus) ชนิดละ 30 ตัว โดยใช๎เทคนิค  
อิเล็กโตรโฟรีซิสแบบเซลลูโลสอะซีเตต (ดังภาพที่ 20) พบวําฮโีมโกลบินของปลาดุกมีการเคลื่อนที่
ในสนามไฟฟ้าเข๎าหาขั้วบวกได๎เร็วกวําฮีโมโกลบินของปลาตะเพียน  
 
                                                   
                  
 
 
 
 
 
 
 
      1             2            3          4 
 
ภาพท่ี 20  แสดงการเคลื่อนที่ของฮีโมโกลบินจากสารละลายฮีโมไลเสตของคน (เลนที่ 1) ปลา 
                 ตะเพียน (เลนที่ 2 และ 4) และปลาดุก (เลนที่ 3) ด๎วยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสบนแผํน 
                 เซลลูโลสอะซีเตต ที่พีเอช 8.2-8.6 (350 โวลต์ 25 นาที) 
 
ท่ีมา: คมสัน (2551) 
 

การศึกษาฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ของปลาดุกและปลาตะเพียน  โดยใช๎วิธีเนทีฟพอลิอะคริลา
ไมด์เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส จากสารละลายฮีโมโกลบินที่ท าให๎บริสุทธิ์โดยผํานคอลัมน์เซฟาเดกซ์ G-

    + 

       - 

A 
F 
S 

A2 

carbonic anhydrate 

application point 
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100 พบฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ของ ทั้งปลาดุกและปลาตะเพียน  มีเพียงชนิดเดียว ฮีโมโกลบิน ฟีโน
ไทป์ของปลาดุกมี  2 แถบที่ประกอบด๎วยฮีโมโกลบินหลัก 98 เปอร์เซ็นต์ และฮีโมโกลบินรอง         
2 เปอร์เซ็นต์  โดยที่ฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ของปลาตะเพียนมี 1 แถบ (ดังภาพที่ 21) (คมสัน, 2551) 
 

                                                
                1              2              3              4 
            
ภาพท่ี 21  แสดงการเคลื่อนที่ของฮีโมโกลบินที่ท าให๎บริสุทธิ์ด๎วยเจลฟิลเทรชันคอลัมน์โครมาโท 
                 กราฟีของปลาตะเพียน (เลนที่ 1 และ 3) และ ปลาดุก (เลนที่ 2 และ 4) บนเนทีฟพอลิอะ  

คริลาไมด์เจล (12% T 2.67% C ที่พีเอช 8.3) ด๎วยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิส และย๎อมด๎วย
โคแมสซีบลูอาร์-250 

 
ท่ีมา: คมสัน (2551) 
 
 เมื่อใช๎วิธีโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟรีซิสศึกษาหนํวยยํอยของ
ฮีโมโกลบิน  พบวําหนํวยยํอยของฮีโมโกลบินของปลาดุกมีน้ าหนักโมเลกุล 15,260 ดาลตันและ 
14,740 ดาลตัน และหนํวยยํอยของฮีโมโกลบิน ของปลาตะเพียนมีน้ าหนักโมเลกุล  14,630 ดาลตัน 
(ดังภาพที่ 22) (คมสัน, 2551) 
 
 

    + 

       - 

แถบหลัก 

แถบรอง     แถบหลัก 
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           1                  2               3               4               5 
 
ภาพท่ี 22  แสดงผลน้ าหนักโมเลกุลหนํวยยํอยของฮีโมโกลบินของปลาดุก (เลนที่ 2 และ 4) และ

ปลาตะเพียน (เลนที่ 3 และ 5) และเลนที่ 1 แสดง broad range M.W. standard (Bio-Rad 
                 Laboratories, U.S.A.) โดยเทคนิคโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตร   

โฟรีซิส ที่พีเอช 8.3 ด๎วย separating gel 18% T 2.67% C และ stacking gel 4% T 2.67% 
C (200โวลต์คงที่ 60 มิลลิแอมแปร์ตํอเจล 1 แผํน เวลา 45 นาที) 

 
ท่ีมา: คมสัน (2551) 
 
 วิธีแมสสเปกโทรเมทรีพบวําฮีโมโกลบินของปลาดุกมีน้ าหนักโมเลกุล 63,460.678 ดาลตัน 
(ดังภาพที่ 23) สํวนของปลาตะเพียนมีน้ าหนักโมเลกุล 63,634.812 ดาลตัน (ดังภาพที่ 24) วิธีเจลฟิล
เทรชันคอลัมน์โครมาโทกราฟี พบวําฮีโมโกลบินของปลาดุกและปลาตะเพียนมีน้ าหนักโมเลกุล 
63,096 ดาลตัน และ 64,565 ดาลตัน ตามล าดับ ปลาดุกมี ความเข๎มข๎นของฮีโมโกลบิน เฉลี่ยเทํากับ 
8.17±0.01 กรัมตํอเดซิลิตร ซึ่งมีคําสูงกวําปลาตะเพียนที่มีคําเฉลี่ยเทํากับ 7.83±0.01 กรัมตํอเดซิลิตร 
แตํคําเปอร์เซนต์เม็ดเลือดแดงอัดแนํน เฉลี่ยของปลาดุกเทํากับ 30.17±1.25 เปอร์เซ็นต์ซึ่งต่ ากวําของ
ปลาตะเพียนที่มีคําเฉลี่ยเทํากับ 39.45±1.70 เปอร์เซ็นต ์(คมสัน, 2551) 
 

  6,500 ดาลตัน 

14,400 ดาลตัน 

21,500 ดาลตัน 

31,000 ดาลตัน 
45,000 ดาลตัน 

97,400 ดาลตัน 

200,000 ดาลตัน 

66,200 ดาลตัน 

116,250 ดาลตัน 

       - 

    + 
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ภาพท่ี 23  แสดงน้ าหนักโมเลกุลของหนํวยยํอยฮีโมโกลบินปลาดุก โดยวิธีแมสสเปกโทรเมทรี 
                 ด๎วยเคร่ืองแมสสเปกโทรมิเตอร์ แบบ MALDI-TOF (Bruker Reflex IV, U.S.A.) ใช๎กรด

ไซแนพินิคเป็นเมทริกซ์ และยิงด๎วยไนโตรเจนเลเซอร์ 
 
ท่ีมา: คมสัน (2551) 
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ภาพท่ี 24  แสดงน้ าหนักโมเลกุลของหนํวยยํอยฮีโมโกลบินปลาตะเพียน โดยวิธีแมสสเปกโทรเมท

รี ด๎วยเคร่ืองแมสสเปกโทรมิเตอร์ แบบ MALDI-TOF (Bruker Reflex IV, U.S.A.) ใช๎
กรดไซแนพินิคเป็นเมทริกซ์ และยิงด๎วยไนโตรเจนเลเซอร์ 

 
ท่ีมา: คมสัน (2551) 



 

44 
 

 ฮีโมโกลบินของปลาดุกและปลาตะเพียน มีคํา pI อยูํในชํวง 5.5-8.0 และ 5.8-7.0 ตามล าดับ 
(ดังภาพที่ 25) (คมสัน, 2551) 
 
 

             
                  1                     2                   3                4               5 
 
ภาพท่ี 25  แสดงคํา pI ของฮีโมโกลบินปลาดุกและปลาตะเพียน โดยวิธีไอโซอิเล็กตริกโฟกัสซิง 
                 ด๎วยแผํนเจลส าเร็จรูป (Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) แอมโฟไลท์พีเอช 3-10 เลนที่ 1   

และ 3 แสดงฮีโมไลเสตของปลาตะเพียนและปลาดุก เลนที่ 2 และ 4 แสดงฮีโมโกลบิน
ของปลาตะเพียนและปลาดุกที่ได๎จากการท าให๎บริสุทธิ์ด๎วยเทคนิคเจลฟิลเทรชันโคร
มาโทกราฟี และเลนที่ 5 แสดง broad range standard pI 4.45-9.60 (Bio-Rad 
Laboratories,   U.S.A.) 

 
ท่ีมา: คมสัน (2551) 

 
โปรตีน 

 
โปรตีนจ าแนกได๎หลายประเภท เชํน 1. จ าแนกตามโครงสร๎าง 2. จ าแนกตามองค์ประกอบทางเคมี 

3. จ าแนกตามกายภาพ 
 

pH 10 

pH 3 

ไซโตโครม ซี pI 9.6 
เลนทิลเล็กติน pI 7.8, 8.0, 8.2      

ฮีโมโกลบินซีของคน pI 7.5  
ฮีโมโกลบินเอของคน pI 7.1 

ไมโอโกลบินของม๎า  pI 6.8  
ไมโอโกลบินของม๎า pI 7.0 

 เอนไซม์คาร์บอนิกแอนไฮเดรส 
 ของคน pI 6.5 

เอนไซม์คาร์บอนิกแอนไฮเดรส 
ของโค pI 6.0 

 เบต๎าแลคโตโกลบูลินบ ีpI 5.1 

ไฟโคไซยานิน pI 4.75, 4.65, 4.45 
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โครงสร๎างโปรตีนสามารถจ าแนกตามลักษณะและองค์ประกอบได๎ดังนีค้ือ 1. โครงสร๎างปฐมภูมิ
เป็นโครงสร๎างของกรดอะมิโนของสายพอลิเปปไทด์แบบเด่ียว (single polypeptide chain) 2. โครง 
สร๎างทุติยภูมิ เป็นโครงสร๎างของเฮลิกซ์มีลักษณะเป็นเกลียวของสายอัลฟาเฮลิกซ์ (-helix chain) 
3. โครงสร๎าง ตติยภูมิ เป็นโครงสร๎างที่ม๎วนพับกันของ เฮลิกซ์ท าให๎เกิดเป็นรูปแบบที่แตกตํางกัน 
เชํน เป็นก๎อนกลม (globular) ที่พบในเส๎นใยกล๎ามเนื้อ (myoglobin) และ เป็นเส๎นตรง (linear) ที่พบ
ในไฟบริโนเจน (fibrinogen) ซึ่งทั้งหมดนี้เป็นลักษณะของ มอโนเมอร์ 4. โครงสร๎างจตุรภูมิ เป็น
โครงสร๎างที่รวมกันของ มอโนเมอร์ตั้งแตํสองหรือมากกวํา เชํน ไดเมอร์  ที่พบในครีอะติน ไคเนส 
(creatine kinase) และ เตตระเมอร์ ที่พบในฮีโมโกลบิน 
 

โปรตีนจ าแนกตามองค์ประกอบทางเคมไีด๎ดังนีค้ือ 1. โปรตีนเชิงเดียว (simple protein) ประกอบ 
ด๎วยธาตุพื้นฐานของกรดอะมิโน เชํน คาร์บอน ไฮโดรเจน ออกซิเจน ไนโตรเจน และ ซัลเฟอร์ 2. โปรตีน
เชิงผสม (conjugate protein) เป็นการจับกันอยํางแนํนอนของธาตุพื้นฐานเป็นหมูํพรอสเธติค (prosthetic 
group) หรือ สารประกอบอื่นๆ เชํน เมตัลโลโปรตีน (metalloproteins) เชํน เฟอร์ริติน (ferritin) จับกับเหล็ก 
(iron) ฟอสโฟโปรตีน (phosphoprotein) ในเคซีน (casein) ไกลโคโปรตีน (glycoprotein) ในไกลโค
ฮีโมโกลบิน (glycohemoglobin) นิวคลีโอโปรตีน (nucleoprotein) เชํน โปรตีนในไรโบโซม (ribosomal 
protein) และไลโปโปรตีน (lipoprotein) ในสํวนของไลโปโปรตีนที่มีความหนาแนํนสูง (high-density 
lipoprotein) เชํน ไตรกลีเซอไรด์ (triglyceride) โคเลสเตอรอล (cholesterol) และโคเลสเตอรอล แอสเทอร์
(cholesterol ester) 
 

โปรตีนจ าแนกตามกายภาพ เชํน การละลายน้ าและเกลือ (water and salt solubility) ความหนาแนํน 
(density) น้ าหนักโมเลกุล (molecular weight) (Kaneko et al., 1997) 
 
ซีรัมโปรตีน (Serum Protein) 
 

ซีรัมโปรตีน มีองค์ประกอบเหมือนกับพลาสมาโปรตีนเกือบทุกชนิด แตํไมํมีปัจจัยการแข็งตัว
ของเลือดชนิดไฟบริโนเจน (fibrinogen) ปัจจัยที่ 5 และ 8 (factor V และ VIII)  ซึ่งเป็นสํวนที่ไมํใชํเอนไซม์ 
สํวนใหญํใช๎ไปในขบวนการแข็งตัวของเลือด    มีประจุสุทธิเป็นลบ ทีพ่ีเอชเป็นดําง (pH 8.6) จึงมีการ
เคลื่อนทีใ่นสนามไฟฟ้า จากขั้วลบ (cathod) ไปยังขั้วบวก (anode) เพราะวําความหนาแนํนประจุของ
โปรตีนแตํละชนิดมีความแตกตํางกันจึงสามารถแยกออกจากกัน โดยใช๎เทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิ ส  
ทิศ ทางและอัตราการเคลื่อนที่ขึ้นอยูํกับชนิดของประจุบวกหรือลบของโปรตีน  ขนาดของโปรตีน  
ความเข๎ม (intensity) ของสนามไฟฟ้า  และตัวค้ าจุน (support medium) (Kaneko et al., 1997) ซีรัม
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โปรตีนใช๎เป็นมาตรฐานอ๎างอิงในชีวเคมีคลินิก เป็นวิธีที่นิยมใช๎ทางคลินิกการแพทย์ ใช๎เป็นเกณฑ์
ในการพิจารณาการเปลี่ยนแปลงรูปแบบซีรัมโปรตีนในโรคตํางๆ  ถึงแม๎วําจะมีการเปลี่ยนแปลง
รูปแบบเพียงเล็กน๎อยในการพิจารณาวินิจฉัยโรคที่จ าเพาะ  ในบางรายท าให๎ได๎ข๎อมูลที่ส าคัญชํวยท า
ให๎การพิจารณาโรคบางโรคแคบลงซึ่งอาจแสดงลักษณะที่จ าเพาะของโรคได๎ มีประโยชน์ในการ
ชํวยในการวินิจฉัยโรค (Kaneko et al., 1997; Thrall et al., 2004) วิธีการทดสอบซีรัมโปรตีนเทคนิคอิเล็ก
โตรโฟรีซิส มีหลายชนิด ขึ้นกับตัวค้ าจุน เชํน เซลลูโลสอะซี เตต อะกาโรส (agarose) แป้ง (starch 
gel) และพอลิอะคริลาไมด์เจล (Kaneko et al., 1997) 
 
เซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส 

 
เซลลูโลสอะซี เตตอิเล็กโตรโฟรีซิส เป็นวิธีที่นิยมใช๎ทั่วไปและ เที่ยงตรง แตํอะกาโรส  

อิเล็กโตรโฟรีซิส ให๎ผลดีกวํา แตํอยํางไรก็ตามทั้ง เซลลูโลสอะซี เตตอิเล็กโตรโฟรีซิส และอะกา
โรสอิเล็กโตรโฟรีซิสยังคงนิยมใช๎อยํางกว๎างขวางในชีวเคมีคลินิก อนุภาคโปรตีนจะมีการเคลื่อนที่
ในสนามไฟฟ้าไปยังขั้วบวกและขั้วลบ   ขึ้นกับปัจจัยหลายชนิดที่ได๎กลําวมาแล๎ว โดยเฉพาะอยํางยิ่ง
ประจุและตัวค้ าจุน ซีรัมโปรตีนมีประจุเป็นลบ ในบัฟเฟอร์บาร์บิตอล (barbital buffer) ที่พีเอช 8.6 
จึงมีการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้า ไปยังขั้วบวก  โดยอัลบลูมิน เคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้า ได๎ไกลที่สุด
เน่ืองจากมีประ จุเป็นลบมากในสนามไฟฟ้า จึงเคลื่อนที่เข๎าใกล๎ขั้วบวก ในขณะที่ กลอบู ลินมีประจุ
เป็นลบน๎อยจึงเคลื่อนทีใ่นสนามไฟฟ้าได๎ช๎ากวําอัลบูมินและสามารถแยกออกมาเป็น อัลฟา  เบต๎า 
และแกมมา -กลอบูลินตามล าดับ  โดยที่แกมมา-กลอบูลินอาจจะไมํเคลื่อนที่หรือเคลื่อนที่ไป ยังขั้ว
ลบ กลอบูลินสามารถแบํงออกเป็น 3 ชนิดตามการ เคลื่อนทีใ่นสนามไฟฟ้า  คือ อัลฟา  เบต๎า และ
แกมมา-กลอบูลินตามล าดับ ในสัตว์แตํละชนิดมีความแตกตํ างของกลอบูลินขึ้นอยูํกับสปีชีส์ ของ
สัตว์แตํละชนิด เชํน บางชนิดอาจมี 1 หรือ 2 อัลฟา  เบต๎า  หรือ แกมมา-กลอบูลิน  (Kaneko et al., 
1997; Rocco, 2005) 
 

หลังจากแยกด๎วย อิเล็กโตรโฟรีซิส  โปรตีนสามารถย๎อมด๎ วยสีจ าเพาะ เมื่อท าการย๎อม
โปรตีนและท าพื้นหลังให๎ใส หลังจากล๎างสีย๎อมออกจะพบโปรตีนปรากฏเป็นแถบของอัลบูมิน 
และหลายๆแถบของกลอบูลิน จากนั้นท าการวัดโดยใช๎ densitometer แตํละสํวนค านวณออกมา
เป็นเปอร์เซ็นต์ของทั้งหมด และค านวณกลับเป็นปริมาณ หรือความเข๎มข๎น สุทธิ หลังจากท าการ
วัดความเข๎มข๎นของซีรัมโปรตีนทั้งหมด การเคลื่อนที่ของอัลบูมินและกลอบูลินในสัตว์แตํละชนิด
มีความแตกตํางกัน ซึ่งสามารถใช๎สัดสํวนของอัลบูมินตํอกลอบูลิน (Albumin-to-Globulin, A:G 
Ratio) เพื่อพยากรณ์ความผิดปกติของโรคตํางๆได๎ (Kaneko et al., 1997) 
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รูปแบบซีรัมโปรตีน 
 

โปรตีนที่เปลี่ยนแปลงไปสามารถบํงชี้ภาวะโรคตํางๆได๎ โดยที่โปรตีนของสัตว์ชนิดตํางๆ
สังเคราะห์ขึ้นภายใต๎การควบคุมทางพันธุกรรม ซึ่งการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนเกิดขั้นเฉพาะตัวและ      
สปีชีส์  การเปลี่ยนแปลงนี้เป็นผลสะท๎อนที่เกิดขึ้นจากความแตกตํางของสัตว์แตํละสปีชีสถ์ึงแม๎จะเป็น
รูปแบบซีรัมโปรตีนที่ปกตกิ็ตาม รูปแบบซีรัมโปรตีนที่ปกติสามารถแบํงตามลักษณะการแยกได๎โดยวิธี 
อิเล็กโตรโฟรีซิส เป็นพรีอัลบูมิน อัลบูมิน และกลอบูลิน (Jain, 1993, Kaneko et al., 1997) 
 

1. พรีอัลบูมิน (Prealbumin) 
 
พรีอัลบูมิน สังเคราะห์ขึ้นจากตับ มีน้ าหนักโมเลกุล 54,500 ดาลตัน มีการเคลื่อนที่ใน

กระแสไฟฟ้าได๎เร็วที่สุด พบได๎ในคนและสัตว์ปีกบางชนิด แตํไมพํบในสัตว์เลี้ยง พรีอัลบูมินมีหน๎าที่ใน
การจับและขนสํงไธรอกซิน (thyroxine binding prealbumin-TBPA) ดังนั้นจึงมีชื่ออีกชื่อ เรียกวํา ทรานไธรี
ติน (transthyretin) (Kaneko et al., 1997, 2008) อยํางไรก็ตามมีโปรตีนเหมือนพรีอัลบูมิน (prealbumin-like 
protein) ที่เคลื่อนที่ในสํวนอัลฟา 2 ท าหน๎าที่ในการขนสํงไธรอกซินในสุนัข (Jain, 1986) นอกจากนี ้
พรีอัลบูมินมีหน๎าที่ในการจับกับวิตามิน เอ หรือเรตินอล (retinol) และขนสํงวิตามิน เอ จากตับ (Jain, 1986) 
การลดลงของระดับพรีอัลบูมินสามารถเกิดได๎จากประสิทธิภาพหน๎าที่การท างานของตับลดลง (impair liver 
function) และโรคตับ (liver disease) ภาวะพรํองโปรตีน (protein deficiency) (Jain, 1986; Kaneko et al., 2008) 
การเพิ่มขึ้นของระดับพรีอัลบูมิน พบได๎ในกลุํมอาการของโรคไต (nephritic syndrome) ในม๎าที่มีการติดเชื้อ
เฉียบพลัน (acute infection) ไข๎ลงกีบ (laminitis) และ เน้ืองอกชนิดร๎ายแรง (malignant tumor) (Jain, 1986; 
Kaneko et al., 2008) 
 

2. อัลบูมิน (Albumin) 
 
2.1 โครงสร๎างและคุณสมบัติทางชีวเคมี 
 
          อัลบูมินเป็นสํวนที่พบเดํนชัดมากที่สุดของซีรัมโปรตีนเมื่อแยกโดยวิธีอิเล็กโตรโฟรี

ซิส ในสัตว์มีสํวนประกอบประมาณ 35-50 เปอร์เซ็นต์ของซีรัมโปรตีนทั้งหมด แตํในคนและสัตว์เลี้ยงลูก
ด๎วยนมที่ไมํใชํคน (nonhuman primate) มีสํวนประกอบประมาณ 60-67 เปอร์เซ็นต์ของซีรัมโปรตีนทั้งหมด 
โครงสร๎าง เป็นรูปแบบตติยภูมิ ลักษณะเป็นรูปทรงกลม  (globoid) หรือ รูปกลมรี (ellipsoid) 
ซีรัมอัลบูมินในวัว (bovine serum albumin) สังเคราะห์และหลั่งมาจากเซลล์ตับ ประกอบด๎วย
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กรดอะมิโน 585 หนํวย มีน้ าหนักโมเลกุล 66,400 ดาลตัน และมีคํา pI เทํากับ 5.6 (Jain, 1986; Kaneko 
et al., 2008) จากการศึกษาทางด๎านผลึกวิทยา (x-ray crystallography) ของซีรัมอัลบูมินในคน             
พบโครงสร๎างเป็นโปรตีนรูปหัวใจที่มี 3 โดเมน (domain) ที่เหมือนกัน ประกอบด๎วยอัลฟ าเฮลิกซ์ 
(-helix) 67 เปอร์เซ็นต ์ ในขณะที่ไมํมีเบต๎าชีต (-sheet) ลักษณะโครงสร๎างปฐมภูมิของอัลบูมิน 
ประกอบด๎วยหนํวยกรดอะมิโนซิสเตอีน (cysteine) ทั้งหมด 35 หนํวย  มีเป็นจ านวนเลขคี่ ซึ่งหลังจากการ
สร๎างพันธะไดซัลไซดภ์ายในโครงสร๎างระหวํางกรดอะมิโนซิสเตอีนหนํวยที่ 14 กรดอะมิโนซิสเตอีน       
ที่เป็นอิสระอยูใํนสํวนที่ไมํได๎เกิดการสร๎างพันธะไดซัลไซด์ มีบทบาทส าคัญในการเป็นสารต๎านอนุมูล
อิสระ (antioxidant) ดังนั้นอัลบูมินอาจจะเป็นสารต๎านอนุมูลอิสระที่ส าคัญในเลือด (Kaneko et al., 2008)  
 
             อัลบูมินเมื่อแยกด๎วยเซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิสจะเห็นเป็นแถบเดียวกัน แตํถ๎าใช๎วิธี
แป้ง เจลสามารถแ ยกและ พบลักษณะความหลากหลายทางพันธุกรรม (genetic polymorphism) 
ของอัลบูมิน อัลบูมินเห็นเป็นแถบเดํนชัดและเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าเข๎าหาขั้วบวก ซีรัมโปรตีนในเกือบ
ทุกสปีชีส์มีสัดสํวนของกรดอะมิโนทีม่ีความเป็นกรด (acidic) สูงและมีขนาดเล็ก ดังนั้นการผันแปร
ระหวํางสปีชีส์เกี่ยวกับการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าของอัลบูมินบนอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสขึ้นกับ
สัดสํวนของกรดอะมิโนที่มีความเป็นกรดหรือเบส (basic) อัลบูมินในหมูมีกรดอะมิโนที่มีความเป็นกรด 
97 หนํวย และเบส 83 หนํวย ขณะที่อัลบูมินในแมวมีกรดอะมิโนที่มีความเป็นกรด 100 หนํวย และเบส 75 
หนํวย ท าให๎การเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าของอัลบูมินในแมวเคลื่อนที่ได๎ไกลกวําอัลบูมินในหมู (Kaneko et 
al., 1997, 2008) 
 

สิ่งส าคัญที่พบขีดสูงสุดของกราฟของอัลบูมินมีความคมชัดเป็นการบํงบอกถึงคุณภาพของสํวน
เซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส  ความชัน (slope) หรือ ความคมชัดของ ขีดสูงสุดของกราฟ
ของอัลบูมินมีประโยชน์ส าหรับแยกความแตกตํางจากขีดสูงสุดของกราฟของมอโนโคลนอล กลอบูลิน 
(monoclonal globulin) ออกจากขีดสูงสุดของกราฟของพอลิโคลนอล (polyclonal) (Kaneko et al., 
1997) 
 

2.2 หน๎าที่และสรีรวิทยา  
 

                  อัลบูมินท าหน๎าที่ในการควบคุมและรักษาแรงดันออสโมติคของคอลลอยด์  (colloid 
osmotic pressure) ปริมาตรเลือด  (blood volume) และขนสํงกรดไขมันอิสระ (free fatty acid) 
โคเลสเตอรอล กรดน้ าด ี(bile acid) บิลิรูบิน พอร์ไพริน คีโตสเตียรอยด์ (ketosteroid) ยาตํางๆ เชํน ยา
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ปฏิชีวนะ เพนิซิลลิน แอสไพริน และ บาร์บิทูเรต (barbiturate) ฮิสตามิน (histamin) แคตไอออน และ แรํ
ธาตุตํางๆ เชํน แคลเซียม คอปเปอร์ และ ซิงค์ (Jain, 1986; Thrall et al., 2004; Kaneko et al., 2008)  
 

อัลบูมินสังเคราะห์ขึ้นที่ตับ  ปัจจัยที่มีผลตํอการสังเคราะห์อัลบูมินขึ้นกับ  สารอาหาร ความ
สมดุลของฮอร์โมน และสภาพทั่วไปของตับ ตัวอยํางเชํนการสังเคราะห์อัลบูมินลดลงในกรณีที่อดอาหาร 
(fasting) หรือภาวะการขาดแคลนอาหาร (malnutrition) ไฮไปไธรอยดิซึม (hypothyroidism) และโรคตับแข็ง 
(cirrhosis) (Jain, 1986) อัตราการเกิดเมแทบอลิซึมแตกตํางกันระหวํางสปีชีส์ และมคีําครึ่งชีวิต (half life) ใน
สัตว์ชนิดตําง  ๆอยูํระหวําง 1.9-19.40 วัน คําครึ่งชีวิต 1.9 วันในหนูเมาส ์ (mouse) 2.5 วันในหนูแรท (rat)   
2.8 วันในหนูตะเภา 5.7 วันในกระตําย 8.20 วันในสุนัขและหม ู14.28 วันในแกะ 15.0 วันในคน 16.0 วันใน
ลิงทโมน 16.5 วันในวัว และ 19.4 วันในม๎า มีการศึกษาใช๎สารไอโซโทป (radioactive isotope, I131) เป็น
เคร่ืองหมาย (marker) ในการติดตามอัตราการหมุนเวียนของซีรัมโปรตีน ที่มีประโยชน์ในการวินิจฉัยโรค
ในอนาคต ปริมาณอัลบูมินที่สังเคราะห์ขึ้นในแตํละวันในสัตว์ทุกสปีชีส์รวมทั้งคนคํอนข๎างคงที่ประมาณ 
150-200 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมตํอวัน (Jain, 1993, Kaneko et al., 2008)  
 

การหมุนเวียนของอัลบูมิน (albumin turnover) มีความแตกตํางระหวํางสปีชีส์ แตํมีความสัมพันธ์
โดยตรงระหวํางการหมุนเวีนของอัลบูมินกับขนาดรํางกาย (body size) เน่ืองจากมีนัยส าคัญทางคลินิก
เกี่ยวกับการบวมน้ าเนื่องจากมีความเข๎มข๎นของอัลบูมินในกระแสเลือดต่ า (hypoalbuminemic edema)       
ซึ่งเกิดขึ้นเฉพาะในสัตว์ขนาดใหญํ เน่ืองจากมีการแทนที่ของอัลบูมินต่ า ในสัตว์ขนาดเล็กมีการเกิดการ
บวมน้ าเน่ืองจากความเข๎มข๎นของอัลบูมินในกระแสเลือดต่ า โดยเฉพาะในรายที่เกิดความดันโลหิตสูงใน
เส๎นเลือดด าวีนา คาวา (posterior vena caval hypertension) (Kaneko et al., 1997, 2008) 

 
อัลบูมินเป็นสํวนที่ละลายได๎ของพลาสมาโปรตีนทั้งหมด แตํยกเว๎นอิมมูโนกลอบูลิน 

(immunoglobulin) และสลายเมื่อเน้ือเยื่อถูกเมแทบอไลซ ์ (metabolized) (Kaneko et al., 1997) ดังนั้นภาวะ
โรคที่ท าให๎อัลบูมินลดลงอยํางมาก มีผลท าให๎น้ าเคลื่อนที่ออกจากเส๎นเลือด เข๎าสูํชํองวํางระหวํางเนื้อเยื่อ 
(interstitial space) ท าให๎เกิดการบวมน้ า ความดันลดต่ าลง และเกิดการสะสมของของเหลวภายในชํองวําง
ของรํางกาย เชํนน้ าในชํองปอด (pleural effusion) และน้ าในชํองท๎องหรือท๎องมาน (ascites) อัลบูมินเป็น
โปรตีนระยะเฉียบพลัน (negative acute phase protein) และมีความเข๎มข๎นต่ าลงเมื่อมีโรคติดเชื้อ 
(infectious) และอักเสบ (inflammation) เกิดขึ้น (เฉลียว, 2548; Kaneko et al., 2008) 

 
ภาวะอัลบูมินในเลือดต่ า (hypoalbuminemia) เกิดได๎จากหลายสาเหตุ ได๎แกํ 1. การสูญเสีย 

(selective loss) อัลบูมิน  พบในกรณีการสูญเสียโปรตีนจากภาวะโรคไต (protein-losing nephropathy) มีการ
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สูญเสียอัลบูมิน แตํอัตราสํวน A:G ratio ปกติ พบได๎ในกรณีการเสียเลือด (blood loss) ความผิดปกติของ
ของเหลวที่ออกมากับหลอดเลือดฝอย (exudative disorders) เชํน การเกิดแผลไฟไหม๎รุนแรง (severe burn)   
2. การสร๎างอัลบูมินลดลง พบในกรณีโรคตับ (hepatic disease) ภาวะการยํอยและการดูดซึมไมํดี 
(maldigestion/malabsorption) ภาวะการขาดแคลนอาหาร 3. การแยกตัวของอัลบูมิน (sequestration) ออกมา
อยูํในชํองวํางของรํางกาย เชํน ของเหลวที่ออกมาอยูํในชํองวํางของรํางกาย (body cavity effusion) และโรค
ของเส๎นเลือด (vasculopathy) (เฉลียว, 2548; Feldman et al., 2000; Kaneko et al., 2008) 
 

ภาวะอัลบูมินในเลือดสูง (hyperalbuminemia) เกิดได๎จากหลายสาเหตุ ได๎แกํ 1. การสูญเสียน้ าของ
รํางกาย (dehydration) จากการขาดน้ าท าให๎เลือดข๎นขึ้น นอกจากนี้มีผลท าให๎กลอบูลินเพิ่มขึ้นด๎วย          
ควรค านึงถึงภาวะไขมันในเลือดสูง (lipemia) อาจมีผลท าให๎โปรตีนรวมสูงกวําปกติได๎ (เฉลียว, 2548; 
Feldman et al., 2000; Kaneko et al., 2008) 
 

3. กลอบูลนิ (globulin) 
 

3.1  อัลฟา-กลอบูลิน 
 
         อัลฟา-กลอบูลินเคลื่อนที่ในสนาม ไฟฟ้าได๎เร็วที่สุดในสํวนข องกลอบูลิน ทั้งหมด

เกือบจะทุกสปีชีส์  ยกเว๎นในสัตว์เคี้ยวเอ้ือง  พบวํ าสํวนอัลฟา หนึ่ง (1) เคลื่อนที่เร็ว และ  
อัลฟาสอง (2) เคลื่อนที่ได๎ช๎า กลอบู ลินสังเคราะ ห์ขึ้นที่ตับ ยกเว๎นสํวนของอัลฟา หนึ่ง -ฟีโต
โปรตีน (1-fetoprotein) สังเคราะห์ขึ้นจากเซลล์ตับของทารก  มีน้ าหนักโมเลกุล 65,000 ดาล
ตัน ยังไมํทราบหน๎าที่ที่แนํชัด การเพิ่มขึ้นของอัลฟาหนึ่ง -ฟีโตโปรตีน  พบได๎ในกรณีการตั้งท๎อง 
(pregnancy) และการเกิดมะเร็งของเซลล์ตับ (hepatoma) ใช๎เป็นสิ่งแจ๎งเตือนมะเร็งของตับได๎  การลดลง
ของอัลฟาหนึ่ง -ฟีโตโปรตีน พบได๎ในโรคตับ โรคปอดเร้ือรัง (chronic pulmonary disease) โดยทั่วไป
อัลฟาหนึ่ง -กลอบูลินมีขนาดเล็กกวํา อัลฟาสอง สํวนของโปรตีนที่ส าคัญ คือ อัลฟา -ไลโป
โปรตีน (-lipoprotein, HDL) เคลื่อนที่ในสํวนของ อัลฟาหนึ่ง และสํวนของพรี- เบต๎า- ไลโป
โปรตีน (pre--lipoprotein, VLDL) ซึ่งเคลื่อนที่ในสํวนของ อัลฟา สอง  เบต๎า -ไลโปโปรตีน 
(-lipoprotein, LDL) เคลื่อนที่ในสํวนของเบต๎า ()  และจะเคลื่อนที่ในสํวน อัลฟา  สองของ
แผํนเซลลูโลสอะซี เตต ตํอมาไลโปโปรตีนทั้งสองจะรวมตัวกับ อัลฟาสอง -แมคโครกลอบูลิน 
(2-macroglobulin) ท าให๎เพิ่มปริมาณขึ้นในสํวน ของอัลฟา  สอง-กลอบูลิน (2-globulin) 
อัลฟา -ไลโปโปรตีน มีน้ าหนักโมเลกุล 200,000 ดาลตัน  ท าหน๎าที่เกี่ยวกับการขนสํงไขมัน 
(lipid transport) การเพิ่มขึ้นของอัลฟา -ไลโปโปรตีน  พบได๎ จากการตอบสนองระยะเฉียบพลัน 
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(acute phase response) พร-ีเบต๎า-ไลโปโปรตีน  มีน้ าหนักโมเลกุล 1,000,000 ดาลตัน  ท าหน๎าที่
เกี่ยวกับการขนสํงไขมัน  การเพิ่มขึ้นของพร-ีเบต๎า- ไลโปโปรตีน  พบได๎ในกลุํมอาการของโรค
ไต (nephritic syndrome) โรคเบาหวาน (diabetes mellitus) ไฮไปไธรอยดิซึม และการรักษาด๎วย 
สเตียรอยด ์อัลฟาสอง -แมคโครกลอบูลิน มีน้ าหนักโมเลกุล 62,000 ดาลตัน  ท าหน๎าที่เกี่ยวกับ
การจับกับอินซูลิน และขัดขวางการท างานของเอนไซม์โปรตีเอส การเพิ่มขึ้นของอัลฟาสอง -แมค
โครกล อบูลินพบได๎ใน ภาวะโรคตับเร้ือรังระยะสุดท๎าย  (chronic active liver disease) และกลุํม
อาการของโรคไต ในกลุํมอาการของโรคไต (nephritic syndrome) สํวนของ อัลฟาสอง -แมค
โครกลอบูลิน แฮปโตกลอบิน (haptoglobin) ซีรูโลพลาสมิน (ceruloplasmin) และอะไมรอยด์  
เอ (amyloid A) เป็นสํวนส าคัญที่ใช๎ในการวินิ จฉัย โปรตีนระยะเฉียบพลัน (acute phase 
protein) ที่บํงชี้ของโรคที่เกิดการอักเสบเฉียบพลัน (acute inflammatory disease) (Kaneko et al., 
1997, 2008) (ดังตารางที่ 1) 

 
   3.2    เบต๎า-กลอบูลนิ(-globulin)
 
              เบต๎า-กลอบูลนิเคลื่อนที่ออกเป็นเบต๎าหนึ่งและเบต๎าสอง ซึ่งสํวนของเบต๎าหนึ่งเคลื่อนที่

ในสนามไฟฟ้าเร็วกวําเบต๎าสอง พบได๎ในสัตว์เลี้ยงเกือบทั้งหมด ยกเว๎นในสัตว์เคี้ยวเอ้ือง โปรตีนที่ส าคัญ
ในสํวนน้ีคือ คอมพลีเมนต์ (complement, C3, C4) ฮีโมเพคซิน (hemopexin) ทรานส์เฟอร์ริน (transferrin) 
เฟอร์ริติน (ferritin) โปรตีนซี (c-reactive protein, CRP) ไฟบริโนเจนจะเคลื่อนที่อยูํในสํวนของเบต๎าสอง
เล็กน๎อย  และมีหน๎าที่ที่ส าคัญในโปรตีนระยะเฉียบพลัน  อิมมูโนกลอบูลินบางชนิด เชํน IgM และ IgA 
อยูํในสํวนของเบต๎าสองจนถึงสํวนแกมมาหนึ่งและสอง ดังนั้นจึงมีการตอบสนองตํอการกระตุ๎นของ
แอนติเจนจากการติดเชื้อหรือมะเร็งของเซลล์พลาสมา (plasma cell malignancy) ท าให๎พบอิมมูโนกลอบู
ลินเพิ่มขึ้นในสํวนเบต๎าสอง เชํนเดียวกับสํวนของแกมมาหนึ่งและแกมมาสอง (Kaneko et al., 1997)

 
คอมพลีเมนต์สาม (C3) มีน้ าหนักโมเลกุล 75,000 ดาลตัน  ท าหน๎าที่เกี่ยวกับการเป็นปัจจัย

ของ C3 เพื่อไมํให๎เกิดการติดเชื้อแบคทีเรียได๎งําย การเพิ่มขึ้นของ C3 พบได๎ในโรคที่เกิดการอักเสบระยะ
เฉียบพลัน (acute inflammatory disease) โรคผื่นภูมิแพ๎ผิวหนังอักเสบ  (atopic dermatitis) การ
ลดลงของ C3 พบได๎ในโรค การตอบสนองของระบบภูมิคุ๎มกันตํอแอนติเจนของตนเอง  
(autoimmune disease) คอมพลีเมนต์สี่ (C4) ท าหน๎าที่เกี่ยวกับการเป็นปัจจัยของ C4 การเพิ่มขึ้นของ 
C4 พบได๎ในโรคที่เกิดจากการตอบสนองระยะเฉียบพลัน (acute phase response) การลดลงของ C3 
พบได๎ในโรค การตอบสนองของระบบภูมิคุ๎มกันตํอแอนติเจนของตนเอง  ฮีโมเพคซินมีน้ าหนัก
โมเลกุล 80,000 ดาลตัน  ท าหน๎าที่เกี่ยวกับการขนสํงฮีม การเพิ่มขึ้นของฮีโมเพคซิน พบได๎ในโรค
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โลหิตจางจากเม็ดเลือดแดงแตก  (hemolytic anemia) และโรคตับเร้ือรังระยะสุดท๎าย  ทรานส์เฟอร์
ริน มีน้ าหนักโมเลกุล 76,000 ดาลตัน  ท าหน๎าที่เกี่ยวกับการขนสํงเหล็ก การเพิ่มขึ้นของ ทรานส์
เฟอร์ริน พบได๎ใน กรณีขาดเห ล็ก โรคตับระยะเฉียบพลัน (acute phase response) กลุํมอาการของ
โรคไต (Kaneko et al., 1997, 2008) 

 
เฟอร์ริตินประกอบด๎วยสายพอลเิปปไทดท์ี่ต าแหนํงภายในเป็นที่เก็บสะสมเหล็ก สํวนใหญํอยูํใน

ไซโตพลาสซึมของเซลล์ เน่ืองจากสามารถละลายน้ าได๎จึงมีโอกาสร่ัวซึมเข๎าไปในหลอดเลือด  ระดับของ
เฟอร์ริตินในซีรัมสามารถใช๎ในการประมาณการเก็บสะสมเหล็กในรํางกายในสุนัข แมว ม๎า และหมู ระดับ
ของเฟอร์ริตินลดลงในกรณีการขาดธาตุเหล็ก (iron deficiency) หรือการเสียเลือดเร้ือรัง (chronic blood loss)    
ระดับของเฟอร์ริตินเพิ่มขึ้นในกรณีภาวะโลหิตจากการแตกสลายของเม็ดเลือดแดง (hemolytic anemia) หรือ
การได๎รับธาตเุหล็กมากเกินไป (iron overload) เฟอร์ริตินเป็นโปรตีนระยะเฉียบพลัน พบเพิ่มสูงขึ้นใน
ม๎าที่มี ภาวะความผิดปกติจากการอัก เสบที่เกิดขึ้นเอง  (spontaneous inflammatory disorder) 
รวมถึงภาวะปอดบวม (pneumonia) และแผลฉีกขาด (laceration) นอกจากนี้ในคนพบวําระดับของ
เฟอร์ริตินเพิ่มสูงขึ้นในกรณีของมะเร็งหลายชนิด มีรายงานเฟอร์ริตินสูงในเลือดของสุนัขที่เป็นมะเร็ง       
ฮิสติโอไซโตมา (histiocytoma) (Feldman et al., 2000) 

 
โปรตีนซี (C-reaction protein) เป็นโปรตีนระยะเฉียบพลันตัวแรก ที่เรี ยกชื่อเชํนนี้เพราะจับ

กับสํวนของ พอลิเ เซคคาไรด์ซีของแบคทีเรียแกรมบวก  ประกอบด๎วย 5 หนํวยยํอย แตํละหนํวย
ยํอยมีต าแหนํงที่จับกับลิแกนด์ ในคน โปรตีนซีไมํเป็นไกลโคซีเลท (nonglycosylate) แยกหนํวยยํอยได๎ 
1 แถบบน SDS-PAGE แตํในสุนัขโปรตีนซมีีหนํวยยํอย 2 ใน 5 เป็นไกลโคซีเลท แยกหนํวยยํอยได๎ 2 แถบ
บน SDS-PAGE ที่แตกตํางจากคน มีหน๎าที่ในการจับกับเชื้อแบคทีเรีย กระตุ๎นคอมพลีเมนต์โดยตรง 
(classical complement pathway) เพื่อให๎ เกิด  opsonization ซึ่งเป็น กลไกเสริมกระบวนการ 
phagocytosis ที่มีการเคลือบแอนติเจนด๎วยแอนติบอดี (opsonins) เพื่อท าให๎ตัวรับจ าเพาะ (specific 
receptor) บน phagocyte สามารถตรวจพบได๎ (Kaneko et al., 2008) 
 

ไฟบริโนเจนเป็นไกลโคโปรตีน ขนาดใหญํ มีน้ าหนักโมเลกุล 340,000 ดาลตัน  มีประมาณ  
5 เปอร์เซ็นต์ ของพลาสมาโปรตีนทั้งหมดและ เคลื่อนที่อยูํในสํวนของเบต๎าสองเล็กน๎อย โครงสร๎าง
ประกอบด๎วย 3 โดเมนเชื่อมกันโดยสะพานไดซัลไฟด์ (disulfide bridge) และมีคาร์โบไฮเดรต                        
3-5 เปอร์เซ็นต ์สังเคราะห์ขึ้นจากตับ มีสํวนส าคัญในกระบวนการแข็งตัวของเลือด ในซีรัมไมํมีไฟบริโน
เจน เพราะมีการเปลี่ยนไปเป็นไฟบรินที่ท าให๎เกิดการแข็งตัวของเลือด ระดับของพลาสมาไฟบริโนเจน      
ที่ลดต่ าลงสนับสนุนการวินิจฉัยภาวะการจับลิ่มภายในหลอดเลือดที่แพรํกระจายไปทั่ว (disseminated 
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intravascular coagulation) แตํจะไมํสอดคล๎องกับการลดลงของภาวะการจับลิ่มภายในหลอดเลือด                   
ที่แพรํกระจายไปทั่ว ซึ่งการตรวจโดยใช๎ซีรัมโปรตีนอิเล็กโตรโฟรีซีสจะไมํพบความปกตินี้ (Kaneko et al., 
1997; Feldman et al., 2000) 
 

3.3 แกมมา-กลอบูลิน(-globulin)
 
      สํวนของแก มมา-กลอบูลนิของสัตว์เกือบทุกชนิด แบํงออกเป็น 2 สํวน คือ แกมมาหนึ่ง 

เคลื่อนที่ได๎เร็วที่สุด และแกมมาสองเคลื่อนที่ได๎ช๎าที่สุด สํวนของ อิมมูโนกลอบูลินที่พบในสัตว์ชนิด 
IgA IgM และ IgE พบอยูํในสํวนของแกมมาหนึ่งเป็นหลัก สํวน IgG พบอยูํในสํวนของแกมมาสองเป็น
หลัก แกมมา-กลอบูลนิผลิตขึ้นในเน้ือเยื่อน้ าเหลืองในการตอบสนองตํอการกระตุ๎นของแอนติเจน วิธีการ
จ าแนกชนิดและปริมาณของ อิมมูโนกลอบูลินใช๎เทคนิคอิมมูโนเคมิคอลที่จ าเพาะ (immunochemical 
technique) (Kaneko et al., 1997; Thrall et al., 2004)
 
ตารางท่ี  1  โปรตีนระยะเฉียบพลัน (acute phase protein): ตัวบํงชี้ของโรคที่เกิดการอักเสบ  
                  แบบเฉียบพลัน (acute inflammatory disease) 
 

ชนิดโปรตีนระยะเฉียบพลัน  ตัวอยําง  
1.  positive acute phase protein 1-globulins เชํน 1-antitrypsin, 1-acid glycoprotein 

(crosomucoid, seromucoid) 
 2-globulins เชํน 2-macroglobulin, ceruloplasmin, 

serum amyloid A, haptoglobin 
 -globulins เชํน fibrinogen, complement, C3, C4, protein 

C, C-reactive protein, ferritin, amyloid A 
2. negative acute phase protein prealbumin, albumin, transferrin 
 
ท่ีมา: Feldman et al. (2000)  
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การแปลผลซีรัมโปรตีน  
 
 ซีรัมโปรตีนมีสํวนส าคัญในการชํวยวินิจฉัยโรคทางชีวเคมีคลินิก ความผิดปกติของซีรัม
โปรตีนบํงบอกถึงภาวะความผิดปกติของกระบวนการเกิดโรค การเปลี่ยนแปลงของ  A:G ratio 
ใช๎เป็นเคร่ืองแสดงความผิดปกติของโปรตีน (Kaneko et al., 2008) มีสํวนชํวยในการแปลผลคําโปรตีน
รวม โดยที ่A:G ratio ปกติ แสดงวําทั้งอัลบูมินและกลอบูลินมีการเปลี่ยนแปลงทั้งสองคํา  ถ๎า A:G ratio 
ผิดปกติ แสดงวํามีการเปลี่ยนแปลงคําใดคําหนึ่ง (เฉลียว, 2548; Kaneko et al., 2008) ดังตารางที่ 2 
 

มีรายงานความผิดปกติของซีรัมอิเล็กโตรโฟรีซีสใน สุนัขที่ป่วยเป็นโรคติดเชื้อ โปรโตซัว 
ลิชมาเนียซีส  (leishmaniasis) นับเป็นโรคที่มีความส าคัญสามารถติดตํอสูํคนได๎ (zoonosis) ท าให๎
เกิดอัตราการตายสูงและเป็นโรคแบบเร้ือรังในอเมริกา พบวําอัลบูมินมีคําลดลงอยํางมาก สํวน  
เบต๎า- กลอบูลิน และแกมมา- กลอบูลิน มีคําเพิ่มขึ้นอยํางมาก  ซึ่งอาจจะเป็นผลให๎คําโปรตีนใน
เลือดสูง  (hyperproteinemia) จากการผลิตกลอบูลินเพิ่มมากขึ้น (Kiral et al., 2004) นอกจากนี้มี
การศึกษาในแมวที่เป็นโรคติดเชื้อรีโทรไวรัส (retrovirus) พบมีการเพิ่มขึ้นของเบต๎า- กลอบูลิน 
และมีการลดลงของแก มมา-กลอบูลินในแมวที่เป็นโรคลิวคีเมีย (FeLV) และแก มมา-กลอบูลิน  
ลดลงในแมวที่เป็นโรคเอดส์แมว (FIV) ซึ่งสามารถใช๎ซีรัมโปรตีนอิเล็กโตรโฟรีซิสในการแยก
ความแตกตํางระหวํางโรค โรคลิวคีเมียและโรคเอดส์แมว ได๎ (Kaneko et al., 1997) 
 
 ดังนั้นซีรัมโปรตีนประกอบด๎วยหลายสํวน ถ๎าพบความผิดปกติเกิดขึ้นที่สํวนใดสํวน
หนึ่ง ต๎องท าการตรวจเพิ่ม เพื่อวินิจฉัยสาเหตุของโรคตํอไป เน่ืองจากสาเหตุการเกิดมีความ
เกี่ยวข๎องกับอวัยวะ สํวนตํางๆรํวมด๎วย (เฉลียว, 2548; Kaneko et al., 2008) 
 
ตารางท่ี 2  การจ าแนกภาวะความผิดปกติของโปรตีนในกระแสเลือด (dysproteinemia) โดยใช๎  

อัตราสํวนระหวําง A:G (A:G ratio) และรูปแบบซีรัมโปรตีนอิเล็กโตรโฟรีซิส  
 
อัตราสํวนระหวําง A:G (A:G ratio) และ
รูปแบบซีรัมโปรตีนอิเล็กโตรโฟรีซิส  

ตัวอยําง  

1.  normal A:G-normal serum protein  hyperproteinemia เชํน dehydration 

  electrophoresis profile hypoproteinemia เชํน overhydration, acute blood 
loss 
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ตารางท่ี 2  (ตํอ) 
 

 

อัตราสํวนระหวําง A:G (A:G ratio) และ
รูปแบบซีรัมโปรตีนอิเล็กโตรโฟรีซิส  

ตัวอยําง  

 external plasma loss เชํน  extravasation from 
burns, abrasions, exudative lesions, exudative  
dermatopathies, external parasites, gastrointestinal 
disease including parasites 

 internal plasma loss เชํน vasculitis 
2.  decreased A:G-abnormal serum 

protein electrophoresis profile 
decreased albumin 

-selective loss of albumin เชํน  
glomerulonephritis, nephrosis, nephritic syndrome, 
gastrointestinal disease, internal parasites 

-decreased synthesis of albumin เชํน
chronic liver disease, malnutrition, chronic  
inflammatory disease, malnutrition 

  increased globulins 
  -increased 1-globulin  
         - กรณี acute inflammatory disease 

เชํน 1-antitrypsin, 1-acid glycoprotein 
(orosomucoid, seromucoid) 
               -increased 2-globulin 
                       - กรณี acute inflammatory disease 
เชํน 2-macroglobulin, ceruloplasmin, 
haptoglobin 
                       - กรณี severe active hepatitis เชํน
2-macroglobulin 

          - กรณี acute nepritis เชํน 2-
macroglobulin 
                       - กรณี nephrotic syndrome เชํน 2-
macroglobulin, 2-lipoprotein (VLDL)  
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ตารางท่ี 2  (ตํอ)  
  
อัตราสํวนระหวําง A:G (A:G ratio) และ
รูปแบบซีรัมโปรตีนอิเล็กโตรโฟรีซิส  

ตัวอยําง  

              increased -gobulin  
- กรณี acute nepritis เชํน transferrin, 

hemoplexin 
- กรณี nephrotic syndrome เชํน 2-

lipoprotein (LDL), transferrin 
- กรณี suppurative dermatopathies 

เชํน IgM, C3 
              bridging 

-  กรณี chronic active hepatitis เชํน 
IgA, IgM 

               increased -globulin (broad increase)-polyclonal 
gammopathies เชํน IgG, IgM, IgA 

-  กรณ ีchronic inflammatory     
disease, infectious disease, collagen disease 

-  กรณี chronic hepatitis 
-  กรณี hepatic abscess 
- กรณี suppurative disease เชํน 

feline infectious dermatitis, suppurative dermatitis, 
tuberculosis 

- กรณี immune-mediated disease 
เชํน autoimmune hemolytic anemia, autoimmune     
thrombocytopenia, Aleutian disease of mink, 
equine infectious anemia, systemic lupus 
erythematosus, autoimmune polyarthritis, 
autoimmune glomerulonephritis, autoimmune 
dermatitis, allergies 

- กรณี lymphoid tumors 
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ตารางท่ี 2  (ตํอ)  
  
อัตราสํวนระหวําง  A:G (A:G ratio) และ 
รูปแบบซีรัมโปรตีนอิเล็กโตรโฟรี ซิส 

ตัวอยําง  

                increased -globulin (sharp increase)-
monoclonal gammopathies เชํน IgG, IgM, IgA 

- กรณี lymphoid tumors 
- กรณี plasma cell dyscrasias เชํน 

multiple myeloma, aleutian disease of mink 
- กรณี macroglobulinemia 
- กรณี canine ehrlichiosis (usually 

polyclonal) 
- กรณี benign 

3.  increased A:G-abnormal profile                 increased albumin: does not occur except 
in dehydration   

   decreased globulins เชํน fetal serum, 
precolostral neonate, combined immunodeficiency 
of Arabian foals, A gamma globulinemia 

  
ท่ีมา: Kaneko et al. (2008) 
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อุปกรณ์และวิธีการ 

 
การเก็บตัวอย่างเลือดสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก้ว 
 

อุปกรณ 
 
1. เข็มฉีดยาเบอร ความยาว 1.0 นิ้ว 
2. กระบอกฉีดยาขนาด 5 ซีซี 
3. หลอดเก็บตัวอยางเลือด 
4. เคร่ืองปั่นเหว่ียง (centrifuge) 

 
สารเคมี 
 
1. กรดเอธิลีน ไดเอมีน เตตระอะซิตริก (Ethylene Diamine Tetra Acetic acid, EDTA) 
2. เอธิลแอลกอฮอล์ (ethyl alcohol)  

 
   สัตวทดลอง 
 

สุนัขที่น ามาใช๎ในการทดลอง เป็นสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน จากฟาร์มเลี้ยงในเขตจังหวัด
กรุงเทพมหานครและบริเวณ ใกล๎เคียง  และสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว  จากโรงพยาบาลสัตว์ 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ บางเขน ไมํจ ากัดเพศ มีอายุอยูํในชํ วงโตเต็มวัย จ านวนพันธุ์ละ 30 ตัว 
โดยสุนัขทุกตัวมีสุขภาพสมบูรณ์แข็งแรงดี มีโปรแกรมการฉีดวัคซีนและถํายพยาธิตามค าแนะน า
ของสัตวแพทย์เป็นประจ าทุกปี สุนัขทุกตัวไมํแสดงอาการป่วยทางคลินิกในวันที่ท าการเก็บตัวอยําง 
ท าการเก็บตัวอยําง เลือดจากสุนัข  โดยเจาะเก็บจากเส๎นเลือดด า cephalic vein หรือ saphenous vein 
ตัวละ 5 มิลลิลิตร ในหลอดเก็บเลือดที่มีสารป้องกันการแข็งตัวของเลือด EDTA เคลือบอยูํ เพื่อท า
การเก็บเลือด (whole blood)  โดยแบํงเลือดออกเป็น 2 สํวน สํวนแรกใสํเลือดประมาณ 2 มิลลิลิตร 
ในหลอดเก็บเลือดที่มีสารป้องกันการแข็งตัวของเลือด EDTA เคลือบอยูํเพื่อตรวจคําทางโลหิตวิทยา
และเพื่อศึกษาฟีโนไทป์และคุณสมบัติทางชีวเคมีของฮีโมโกลบิน  และสํวนที่ 2 ใสํเลือดประมาณ   
3 มิลลิลิตร  ในหลอดแก๎วที่ไมํมีสารป้องกันการแข็งตัวของเลือดเคลือบอยูํทิ้งไว๎ให๎ เลือดแข็งตัว  
จากนั้นน าไปปั่น ด๎วยเคร่ืองปั่นเหว่ียง ให๎ได๎ซีรัมออกมา  แล๎วน ามาหาคํา ความเข๎มข๎นของ ซีรัม
โปรตีนด๎วยวิธีไบยูเรต โดยเทียบกับสารละลาย โปรตีนมาตรฐาน กํอนจะท าการแยกชนิดของซีรัม
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โปรตีนด๎วยเทคนิคเซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโทรโฟรีซิส รํวม กับการค านวณด๎วยโปรแกรมควอนติตี้
วัน (Bio-Rad Laboratories, U.S.A.)  เพื่อหาความเข๎มข๎นของซีรัมโปรตีนโดยแยกเป็นอัลบูมิน และ
กลอบูลิน  

 
การวิเคราะห์ตัวอย่างเลือด 

 
 น าตัวอยํางเลือด สํวนแรก ของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว มา
ท าการศึกษาดังนี้ 
       สํวนที่ 1 น ามาวิเคราะห์เป็น 3 ขั้นตอน คือ 

 
1.1  การศึกษาค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่น (Hematocrit, Hct หรือ Packed cell volume, PCV) โดยวิธี
ของ Brown (1993) 
 

อุปกรณ์ 
 
1.  หลอดไมโครแคปปิลลารี (micro-capillary tube) 
2.  เคร่ืองปั่นเหว่ียงความเร็วรอบสูง (microhematocrit centrifuge, Biomed Group Co., Ltd. 

Thailand) 
3.  ดินน้ ามัน (critoseal) 
4.  แผํนเทียบคําฮีมาโตคริท (hematocrit chart) 
5.  เคร่ืองรีเฟคโตมิเตอร์ (refractometer) 
 
สารตัวอย่าง 
 
เลือดสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว  
 
วิธีการ 
 
1.  เอียงหลอดไมโครแคปปิลลารีและหลอดบรรจุเลือดพร๎อมกัน เลือดจะไหลเข๎าในหลอด

ด๎วยแรง capillary attraction ปลํอยให๎เลือดไหลเข๎าสูํหลอดไมโครแคปปิลลารี จนหํางจากปลายข๎าง
หนึ่งประมาณ 1 เซนติเมตร ใช๎นิ้วอุดปลายหลอดไมโครแคปปิลลารีด๎านบนไว๎ ใช๎กระดาษเช็ดเลือด
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สํวนที่เกินออก อุดปลายหลอดข๎างหนึ่งที่เหลือด๎วยดินน้ ามัน พร๎อมกับปลํอยนิ้วชี้ออกจากปลาย
หลอดออกเพื่อไมํให๎เม็ดเลือดแดงแตกเพราะความดันภายในหลอดเพิ่มขึ้น  

 
2.  น าหลอดไมโครแคปปิลลารีไปปั่นในเคร่ืองปั่นเหว่ียงความเร็วรอบสูงด๎วยความเร็ว 

10,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 5 นาที โดยหันด๎านที่อุดปลายด๎วยดินน้ ามันออกด๎านนอกชิดกับขอบ
จานเคร่ืองปั่นเหว่ียง และวางหลอดไมโครแคปปิลลารีให๎สมดุลกัน 

 

3. อํานคําเม็ดเลือดแดงอัดแนํน โดยใช๎หลอดไมโครแคปปิลลารี ไปอํานเทียบคํากับแผํน
เทียบคําเม็ดเลือดแดงอัดแนํน บันทึกผลเป็นเปอร์เซ็นต์เม็ดเลือดแดงอัดแนํน เลือดแตํละตัวอยํางจะ
ท า 2 คร้ังเพื่อหาคําเฉลี่ย และน าพลาสมาในหลอดไมโครแคปปิลลารีมาอํานคําพลาสมาโปรตีนโดย
ใช๎เคร่ืองรีเฟคโตมิเตอร์ 
 
1.2  การศึกษาความเข้มข้นของฮีโมโกลบินโดยวิธีไซยาโนเมทฮีโมโกลบิน (Cyanomethemoglobin 
method, Bio-Medical Laboratories, Thailand) 

 
อุปกรณ์ 
 
1.  เคร่ืองวัดการดูดกลืนแสง (UV-visible recording spectrophotometer UV-160,  

Shimadzu, Japan) 
 

สารเคมี  
 

1.  น้ ายาฮีโมโกลบิน (hemoglobin reagent; Drabkin’ s solution, Bio-Medical   
Laboratories, U.S.A.) ประกอบด๎วย โซเดียม ไบคาร์บอเนต (sodium bicarbonate) 1 กรัม 
โพแทสเซียม ไซยาไนด์ (potassium cyanide, KCN) 50 มิลลิกรัม โพแทสเซียมเฟอร์ริคไซยาไนด์ 
(potassium ferriccyanide) [K3Fe(CN)6] 200 มิลลิกรัม ละลายในน้ ากลั่นให๎มีปริมาตรเป็น 1,000 
มิลลิลิตร 

2.  สารละลายฮีโมโกลบินมาตรฐาน (hemoglobin standard, Bio-Medical Laboratory,   
Thailand) 
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สารตัวอย่าง 
 
เลือดสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว  

 
วิธีการ 
 
ท าการทดลองดังตารางที่ 3 และตารางที่ 4 โดยท าซ้ า 2 คร้ังเพื่อหาคําเฉลี่ย  ปฏิกิริยาเกิดขึ้น

ดังนี ้
                Ferriccyanide                                    Potassium cyanide 
  Fe2+ -Hb                       Fe3+ -Hb (methemoglobin)                       Cyanmethemoglobin 
                Alkaline solution 
                                                                                                                                                                                                             

ตารางท่ี 3  การเตรียมสารละลายฮีโมโกลบินตัวอยํางa 

 

สารละลาย blank ตัวอยํางเลือด 
น้ ายาฮีโมโกลบิน (มิลลิลิตร) 5.0 5.0 
ตัวอยํางเลือด (มิลลิลิตร) - 0.02 
น้ ากลั่น (มิลลิลิตร) 0.02 - 
 
ผสมให๎เข๎ากันต้ังทิ้งไว๎เป็นเวลา 5 นาที และน ามาวัดคําการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร 
a ที่มา: cyanmethemoglobin, Bio Medical Laboratories, Thailand 
 
ตารางท่ี 4  การเตรียมสารละลายมาตรฐานฮีโมโกลบินb 

 
หลอดที่ blank 1 2 3 4 5 

สารละลาย (กรัมตํอเดซิลิตร) - 4 8 12 16 20 
สารละลายฮีโมโกลบินมาตรฐาน (มิลลิลิตร) - 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 
น้ ายาฮีโมโกลบิน (มิลลิลิตร) 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 - 
 
ผสมให๎เข๎ากันต้ังทิ้งไว๎เป็นเวลา 5 นาที และน ามาวัดคําการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร 
b ที่มา: cyanmethemoglobin, Bio-Medical Laboratories, Thailand 
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1.3  การเตรียมสารละลายฮีโมโกลบินหรือฮีโมไลเสต (Hemolysate) 

 

อุปกรณ์ 

 

1. เคร่ืองปั่นเหวี่ยงแบบควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge, Hermle Z 233 MK-2) 
2. เคร่ืองผสมสารละลาย (vortex mixer, Vortex Genie-2 TM) 
3. ดรอปเปอร์ไปเปต (dropper pipette) 
4. ตู๎แชํแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 
สารเคมี 

 

1. สารละลายฮีโมไลเสต (hemolysate reagent) ประกอบด๎วย 0.005 โมลาร์ EDTA และ 
0.07 เปอร์เซ็นต์ โพแตสเซียมไซยาไนด์ (potassium cyanide) 

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

 

สารตัวอย่าง 
 
เลือดสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว  

 
 วิธีการ 
 

1.  น าตัวอยางเลือดมาปนเพื่อแยกพลาสมาออกจากเม็ดเลือดแดง ดวยเคร่ืองปั่นเหวี่ยง 
แบบควบคุมอุณหภูมิที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 3,500 รอบตํอนาที เปนเวลา 10 นาที  
 

2.  ลางเม็ดเลือดแดง ดวย 0.90 เปอร์เซ็นต์ NaCl  ดวยปริมาตร 1 เทาของตัวอยางเลือด 
จ านวน 3 คร้ัง น าไปปนที่ความเร็ว 3,500 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ดูดสวนใสทิ้ง  
 

3. จากนั้นน าเม็ดเลือดแดงที่ได๎มาเติมสารละลายฮีโมไลเสต ที่ประกอบดวย 0.005 โมลาร
EDTA และ 0.07 เปอรเซ็นต โพแตสเซียมไซยาไนด์ในอัตราสวน 1:5 ผสมใหเขากันโดยใชเคร่ือง
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ผสมสารละลาย เพื่อให เม็ดเลือดแดงแตก  น าไปปั่นที่ความเร็ว 11,500 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที เพื่อก าจัดเศษเซลล และผนังเซลล  

 
4.  เก็บสารละลายฮีโมโกลบินหรือฮีโมไลเสตที่อยูดานบนไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

เพื่อท าการวิเคราะห์ตํอไป (ดัดแปลงจาก Di Luccia et al., 1991; Fago et al., 1995; Tamburrini et 
al., 2001) 

 
1.4  การศึกษาฟีโนไทป์ของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน และสุนัขพันธุ์ไทยบางแก้ว
โดยวิธี เซลลูโลสอะซี เตตอิเล็กโตรโฟรีซิส  และวิธีเนทีฟพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส  
 

1.4.1  วิธีเซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส (Helena Laboratories, 2001) 
 
อุปกรณ 
 
1. ชุดเคร่ืองมือเซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส (Helena Laboratories, France) 
2. เคร่ืองจายกระแสไฟฟา (Titan Plus, Helena Laboratories, France) 
3. แผนเซลลูโลสอะซีเตต (TITAN III-H) ขนาด 76 x 60 มิลลิเมตร 
4. จานแกว 
5. ตูอบ (Memmert UM 500, Germany) 
6. กระดาษกรอง เบอร์ 1 
7. แผนสไลด 
8. กระดาษกรองแผํนยาว (wick) 
9. โปรแกรมวิเคราะหแผนเจล ควอนติตี้วัน (Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) 
 
สารเคมี 
 
1.  สารละลายบัฟเฟอร ใช๎สารละลายบัฟเฟอร ทริส-EDTA-กรดบอริก (Supre-Heme  

Buffer) พีเอช 8.2-8.6 
2. สียอมพองโซเอส (Ponceau S) ประกอบดวย 0.5 เปอร์เซ็นต์ พองโซเอส ในสารละลาย  

3.5 เปอร์เซ็นต์ กรดซัลโฟซาลิไซลิก (sulfosalicylic acid) และ 3.5 เปอร์เซ็นต ์กรดไตรคลอโรอะซิ
ติก (trichloroacetic acid) 
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3. สารลางสียอม (destaining reagent) ประกอบดวย 5 เปอร์เซ็นต์ กรดอะซิติก (acetic acid) 
4. สารละลาย clearing ประกอบดวย กรดอะซิติก 30 สวน เมธานอล (methanol) 70 สวน

และ Clear aid 4 สวน (Helena Laboratories, France) 
5. สารละลายฮีโมโกลบินมาตรฐาน [hemoglobin control (AFSA2)] (Helena Laboratories,   

France) 
 
สารตัวอย่าง 
 
สารละลายฮีโมโกลบินหรือฮีโมไลเสตของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบาง 

แก๎ว 
 
วิธีการ 
 
1. แชแผนเซลลูโลสอะซีเตตในสารละลายบัฟเฟอรเพื่อให๎อิ่มตัวด๎วยสารละลายบัฟเฟอร  

เปนเวลา 5 นาที 
 
2. เทสารละลายบัฟเฟอรประมาณ 100 มิลลิลิตร ลงในอางอิเล็กโทรดของชุดเคร่ืองมืออิเล็ก

โตรโฟรีซีส ใชกระดาษกรองเป็นสะพานเชื่อม (wick) สนามไฟฟ้าระหวางแผนเซลลูโลสอะซีเตต
และสารละลายบัฟเฟอร โดยแชํให๎ชมุดวยบัฟเฟอรและวางพาดลงในอางอิเล็กโทรดทั้ง 2 อําง  

 
3. บรรจุสารละลายฮีโมโกลบินของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎วและ

สารละลายฮีโมโกลบินมาตรฐานปริมาตร 8 ไมโครลิตรในชองใสํตัวอยําง ปิดด๎วยแผํนสไลด์เพื่อ
ป้องกันการระเหย 

 
4. น าแผ นเซลลูโลสอะซีเตตที่แช ในบัฟเฟอร ครบ 5 นาทีมาซับด วยกระดาษกรอง

ให๎หมาด  วางแผํนเซลลูโลสอะซีเตตบนเพลทแอพพลิเคเตอร์ (applicator plate) ที่ต าแหนํงขั้ว
ลบ (cathode application) แลวใช๎แอพพลิเคเตอร์ (applicator) เคลือบสารละลายฮีโมโกลบิน
ของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน สุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎วและสารละลายฮีโมโกลบินมาตรฐานที่บรรจุไว๎
ในชํองใสํตัวอยํางมาลงบนแผํนเซลลูโลสอะซีเตต 

 
5. น าแผนเซลลูโลสอะซีเตตที่ใสตัวอยํางแลวมาวางคว่ าหนาบนอางอิเล็กโทรด โดยหัน 
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ดานที่ใสตัวอยางไว๎ทางขั้วลบ ใชแผนสไลดวางทับลงบนแผนเซลลูโลสอะซีเตตเพื่อใหผิวหน๎า
สัมผัสกับกระดาษกรองและปดฝาอางอิเล็กโทรด 
 

6. เปดเคร่ืองจายกระแสไฟฟาที่ 350 โวลต์ เปนเวลานาน 25 นาที 
 
7. เมื่อครบก าหนดเวลาน าแผํนเซลลูโลอะซีเตตมายอมสีในสารละลายสียอมพองโซเอส  

เปนเวลา 8 นาที 
 

8. ลางสียอมดวย 5 เปอรเซ็นต กรดอะซิติก จนมองเห็นแถบของฮีโมโกลบินชัดเจนหรือ
สังเกตจากแถบของสารละลายฮีโมโกลบินมาตรฐาน 

 
9. แชแผนเซลลูโลสอะซีเตตในเมธานอล 4 นาที หลังจากนั้นแชในสารละลาย clearing    

เปนเวลา 9 นาที 
 
10. ให๎ความร๎อนแผนเซลลูโลสอะซีเตตโดยน าเข๎าต๎ูอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปน 

เวลา 10 นาที เพื่อใหแผนเซลลูโลสอะซีเตตเปลี่ยนจากแผํนทึบแสงเป็นแผํนโปรํงแสง 
 
11. วิเคราะห์แผํนเซลลูโลสอะซีเตตเพื่อศึกษาฟีโนไทป์หรือชนิดของฮีโมโกลบินของสุนัข

พันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว โดยโปรแกรมวิเคราะห์แผํนเจลควอนติตี้วัน  
 

1.4.2   วิธีเนทีฟพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (ดัดแปลงจาก Laemmli, 1970) 
 

อุปกรณ 
 
1. ชุดเคร่ืองมืออิเล็กโตรโฟรีซิส (Mini Protein III, Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) 
2. เคร่ืองจายกระแสไฟฟา (Power PAC 200, Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) 
3. ไมโครไซริงค์ (microsyringe, Fortuna®, Transferpette®-digital ) ขนาด 25 ไมโครลิตร 
4. เคร่ืองเขยําอัตโนมัติ (shaker, MiniRocker MR-1, BioSan) 
5. โปรแกรมวิเคราะห์แผํนเจลควอนติตีวั้น (Bio-Rad  Laboratories, U.S.A.) 
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สารเคมี 
 
1.  สารเคมีที่ใชเตรียมแผนเจล ประกอบดวย 

1.1 สารละลายอะคริลาไมดและบิส มีความเขมขน 30 เปอรเซ็นต จ านวน 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 โมลาร ทริสบัฟเฟอร พีเอช 8.8 
     1.3 10 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต (ammonium persulfate) 
     1.4  N, N, N/, N/ เตตราเมธิลลีนไดเอมีน (N, N, N/, N/, - tetramethylenediamine; 

TEMED) 
 
2.  สารละลายบัฟเฟอรส าหรับตัวอยาง (sample buffer) ประกอบดวย 
     2.1 0.5 โมลารทริสบัฟเฟอร พีเอช 6.8  

                   2.2 99.5 เปอรเซ็นต กลีเซอรอล  
     2.3 1 เปอรเซ็นต บรอมฟีนอลบลู (bromphenol blue)  

                   2.4 น้ ากลั่น  
 

3.  สารละลายบัฟเฟอรส าหรับอิเล็กโทรด พีเอช 8.3 (electrode buffer, pH 8.3) 
ประกอบด๎วย 
                   3.1 ทริส 

     3.2 ไกลซีน (glycine)  
     3.3 น้ ากลั่น 
 
4.  สารละลายลางสียอม ประกอบดวย 
     4.1 กรดอะซิติก 10 สวน 

                   4.2 เอธานอล 25 สวน 
                   4.3 น้ ากลั่น 65 สวน 
 

5.  สียอม ประกอบดวยโคแมสซีบลูอาร-250 (coomassie blue R-250) ในสารละลายล๎างส ี   
ย๎อม 

 



 

67 
 

สารตัวอย่าง 
 

สารละลายฮีโมโกลบินหรือฮีโมไลเสตของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบาง   
แก๎ว 

 
วิธีการ 

 
1.  ท าการเตรียมแผนเจลดังนี้ 
     1.1 เตรียมสารละลายส าหรับ เจล (10% T 2.67% C) ยกเวน TEMED และ10 เปอรเซ็นต 

แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต ดังตารางที่ 5 ดูดอากาศออกดวยปั๊มสูญญากาศ 
     1.2 ประกอบชุดเตรียมเจล ใสํหวี (comb) ในชองวางระหวางกระจกเอียงท ามุมประมาณ  

10 องศา 
      1.3 เติม TEMED และ10 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต ลงในสารละลายเจลที่

เตรียมไว๎ในข๎อ 1.1 แลวปเปตใสชองวางระหวางกระจกทันทีจนถึงขอบกระจก 
      1.4 จัดหวีใหอยูในแนวเส นตรง ระวังอยําให๎มีฟองอากาศ  ปลอยให เจลแข็งตัว        

(polymerization) ประมาณ 30-45 นาที 
 
ตารางท่ี 5  สูตรการเตรียมเจลวิธีเนทีฟพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส 
 
สารในการเตรียมเจล ปริมาตรสารในการเตรียมเจล 

10% T  
น้ ากลั่น (มิลลิลิตร)                  8.12  
1.5 โมลาร ทริสบัฟเฟอร พีเอช 8.8 (มิลลิลิตร)                 5  
30 เปอรเซ็นต  สารละลายอะคริลาไมดตํอบิส (มิลลิลิตร)                 6.67  
10 เปอรเซ็นต  แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต (ไมโครลิตร)                200  
TEMED (ไมโครลิตร)               10  
 
หมายเหตุ  สูตรส าหรับเจล 4 แผน 
 
 
 



 

68 
 

1.5 ดึงหวีอยางระมัดระวังแลวลางหลุมเจลดวยสารละลายบัฟเฟอรส าหรับอิเล็กโทรด 
พีเอช 8.3 จะไดเจลที่พรอมใช๎งาน จากนั้นประกอบแผ นเจลเข๎ากับชุดอิเล็กโทรด  เติมสารละลาย
บัฟเฟอรส าหรับอิเล็กโทรด พีเอช 8.3 ในอางอิเล็กโทรดบนและลางใหทวมผิวหนาเจล 
 

2. เตรียมสารละลายตัวอยาง โดยผสมสารละลายฮีโมไลเสตกับสารละลายบัฟเฟอร ส าหรับ
ตัวอยางเพื่อใหได๎ความเข๎มข๎นของโปรตีนที่เหมาะสม  ประมาณ 8 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้น
น าไปบรรจใุสหลุมเจลดวยไมโครไซริงค์ 

 
3. ตอชุดอิเล็กโตรโฟรีซิสที่พร อมท างานกับเครื่องจ ายกระแสไฟ  โดยตั้งค าความตําง

ศักย์ไฟฟ้าที่ 200 โวลต์คงที่และคํากระแสไฟฟ้าที่ 60 มิลลิแอมแปร ตอเจล 1 แผน ใชเวลา 45 นาที 
 
4. น าแผนเจลออกมายอมสี เปนเวลา 30 นาที โดยเขยาด๎วยเคร่ืองเขยําอัตโนมัติขณะยอม 
 
5. ลางสียอมด๎วยสารละลายล๎างสีย๎อม  โดยเขยาด๎วยเคร่ืองเขยําอัตโนมัติขณะล๎างสีย๎อม  

จนกระทั่งเห็นแถบชัดเจนและพื้นหลังเจลใส 
 
6. เก็บแผนเจลในน้ ากลั่นที่ 4 องศาเซลเซียส  
 
7. วิเคราะห์แผํนเจลเพื่อศึกษาฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ของ สุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัข

พันธุ์ไทยบางแก๎วโดยโปรแกรมวิเคราะห์แผํนเจลควอนติตีว้ัน   
 
1.5  การท าฮีโมโกลบินให้บริสุทธิ์และการศึกษาน้ าหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลัง
อานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก้วโดยวิธีเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโทกราฟี (ดัดแปลงจาก 
Vanderdon and Colacino, 1989) 
 

อุปกรณ 
 
1. ชุดเคร่ืองมือ Econo System (Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) 
2. ตูเย็น Kelvinator Scientific Model ETBB39RGCH-2 (U.S.A.) ที่ 4 องศาเซลเซียส  
3. เคร่ืองวัดคําการดูดกลืนแสง (UV-visible recording spectrophotometer UV-160,    

Shimadzu, Japan) 
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4. ไซริงค์ขนาด 5 ซีซ ี
5. คอลัมนขนาดเสนผาศูนยกลาง 1.5 เซนติเมตร ยาว 75 เซนติเมตร  

 
สารเคมี 

 
1.  เซฟาเดกซ -100 (Sephadex G-100 Grade fine, Pharmacia Laboratories, Sweden) 
2.  0.05 โมลาร ทริสบัฟเฟอร เปอร์เซ็นต ์โซเดียมเอไซด ide; NaN3) พีเอช    

7.4 
3.  สารละลายมาตรฐาน (standard solution) ประกอบดวย 
     3.1 บลูเดกซ์แตรน (blue dextran) น้ าหนักโมเลกุล 2,000,000 ดาลตัน 
     3.2 ซีรัมอัลบูมินของโค (bovine serum albumin; BSA) น้ าหนักโมเลกุล 68,000 ดาลตัน 
     3.3 โอวัลบูมิน (ovalbumin) น้ าหนักโมเลกุล 45,000 ดาลตัน 
     3.4 ไซโตโครม ซี (cytochrome C) น้ าหนักโมเลกุล 12,384 ดาลตัน 
     3.5 ดีเอ็นพี-แอสปาร์เตต (DNP-aspartate) น้ าหนักโมเลกุล 299.2 ดาลตัน 
 
สารตัวอย่าง 
 
สารละลายฮีโมโกลบินหรือฮีโมไลเสตของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบาง 

แก๎ว 
 

วิธีการ 
 
1.  การเตรียมคอลัมน 

                  1.1 ชั่งเซฟาเดกซ์ G-100 ในปริมาณที่ตองการ (5 กรัม ได๎ปริมาตรเจล 30 มิลลิลิตร) ท า
ให๎พองอิ่มตัว (swelling) ด๎วย 0.05 โมลาร ์ทริสบัฟเฟอร์ที่มี 0.02 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมเอไซด์ พีเอช 
7.4 ตั้งทิ้งไว๎ที่อุณหภูมิห๎องเป็นเวลา 24 ชั่วโมงหรือน าไปตมในอางน้ าควบคุมอุณหภูมิที่ 95 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 5 ชั่วโมง 

     1.2 เตรียมคอลัมน์ไว๎ในต๎ูเย็น ปิดปลายลํางของคอลัมน์ เติมบัฟเฟอร์ลงในคอลัมน์สูง
ประมาณหนึ่งในสามของคอลัมน์  รินบัฟเฟอร์ในเจลทิ้งให๎เหลือบัฟเฟอร์ประมาณ  25 เปอร์เซ็นต์
ของเจล แล๎วท าการบรรจุเจลลงในคอลัมน์ โดยคนและเทเบาๆให๎หมดในครั้งเดียว 
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     1.3 เมื่อเจลเรียงตัวในคอลัมน์ ใสํ adapter และ equilibrate ด๎วยทริสบัฟเฟอ ร์ที่อัตราไหล 
2 มิลลิลิตรตํอนาทีจนปริมาตรของเจลคงที่แล๎วหาปริมาตรเจลที่แนํนอนจากนั้น  equilibrate ตํอไป
ประมาณ 1.5 เทําของปริมาตรเจลจะได๎คอลัมน์เจลที่พร๎อมใช๎งาน 

 
2. แยกโปรตีนมาตรฐานในสารละลายมาตรฐานที่มีความเข มขนของโปรตีน  10 มิลลิกรัม  

ตอมิลลิลิตร  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และแยกโปรตีนในฮีโมไลเสตของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและ
สุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว ที่มีความเข มขนของโปรตีน  50 มิลลิกรัมต อมิลลิลิตร  ปริมาตร  1
มิลลิลิตร  โดยชะด๎วย ทริสบัฟเฟอรที่อัตราการไหล 0.4 มิลลิลิตรตอนาที 

 
3. เก็บสารละลายที่ไหลออกจากคอลัมนหลอดละ 1.8 มิลลิลิตร น ามาวัดคาการดูดกลืนแสง

ที่ความยาวคลื่น  280 นาโนเมตรส าหรับโปรตีน  และที่ความยาวคลื่น 415 นาโนเมตรส าหรับ
ฮีโมโกลบิน 

 
4. สรางกราฟระหวางคาการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกับปริมาตร  (มิลลิลิตร) 

ของแตละหลอด  (fraction) ที่ได  จากกราฟ หาปริมาตรที่ใช๎ในการชะสารแตํละชนิดหรือ Ve 
ค านวณหาคํา Vt และ Vo เพื่อน ามาค านวณหาคาสัมประสิทธิ์การกระจาย  (Distribution coefficient, 
Kd)  ดังสมการ 

Kd     =   Ve – Vo 
                                                                     Vt – Vo 

โดยที่  Vt  คือ ปริมาตรทั้งหมดของคอลัมนที่บรรจุเม็ดเจล (total volume) 
Ve คือ ปริมาตรของตัวท าละลายที่ใชในการชะสารออกมา (elution volume) 
Vo คือ ปริมาตรของตัวท าละลายที่ลอมรอบเม็ดเจล (void volume) 
 

5. สรางกราฟมาตรฐานระหวางคาสัมประสิทธิ์การกระจายกับคาลอกาลิทึมของน้ าหนัก 
โมเลกุล (log molecular weight) ของสารมาตรฐานเพื่อหาน้ าหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินของสุนัข
พันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว 
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1.6  ศึกษาน้ าหนักโมเลกุลหน่วยย่อยหรือสายกลอบินของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและ
สุนัขพันธุ์ไทยบางแก้วโดยวิธีโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส
แบบดิสคอนทินูอัสเจล (Laemmli, 1970) 
 

อุปกรณ 
 
1. ชุดเคร่ืองมืออิเล็กโตรโฟรีซิส (Mini Protein III, Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) 
2. เคร่ืองจายกระแสไฟฟา (Power PAC 200, Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) 
3. ไมโครไซริงค์ขนาด 25 ไมโครลิตร 
4. เคร่ืองใหความรอน (Stuart Scientific รุน SHT 1, UK) 
5. เคร่ืองเขยําอัตโนมัติ (shaker, MiniRocker MR-1, BioSan) 
6. โปรแกรมวิเคราะหแผนเจลควอนติตี้วัน (Bio-Rad  Laboratories, U.S.A.) 

 
สารเคมี 
 
1.  สารเคมีที่ใชเตรียมแผนเจล ประกอบดวย 
     1.1 30 เปอรเซ็นต สารละลายอะคริลาไมด และบิส จ านวน 50 มิลลิลิตร (30% T 2.67% 

C) ประกอบดวย อะคริลาไมด 14.6 กรัม และบิส 0.4 กรัม  
     1.2 1.5 โมลาร ทริสบัฟเฟอร พีเอช 8.8 
     1.3 0.5 โมลาร ทริสบัฟเฟอร พีเอช 6.8 
     1.4 10 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต  
     1.5 N, N, N/, N/ เตตราเมธิลลีนไดเอมีน  
     1.6 10 เปอรเซ็นต โซเดียมโดดีซิลซัลเฟต (10% sodium dodecylsulfate; 10%  SDS) 
 
2.  สารละลายบัฟเฟอรส าหรับตัวอยาง  
     2.1 0.5 โมลาร ทริสบัฟเฟอร พีเอช 6.8 
     2.2 99.5 เปอรเซ็นต กลีเซอรอล 
     2.3 1 เปอรเซ็นต บรอมฟนอลบลู  
     2.4  2-เมอรแคบโตเอธานอล (2-mercaptoethanol) 
     2.5  10 เปอรเซนต โซเดียมโดดีซิลซัลเฟต 
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3.  สารละลายบัฟเฟอรส าหรับอิเล็กโทรด พีเอช 8.3 ปริมาตร 1 ลิตร ประกอบดวย 
     3.1 ทริส 
     3.2 ไกลซีน  
     3.3 โซเดียมโดดีซิลซัลเฟต  
     3.4 น้ ากลั่น 
 
4.  สารละลายลางสียอม ประกอบดวย 
     4.1  กรดอะซิติก 10 สวน 
     4.2  เอธานอล 25 สวน 
     4.3  น้ ากลั่น 65 สวน 
 
5.  สียอม ประกอบดวยโคแมสซีบลูอาร-250 ในสารละลายล๎างสีย๎อม 
 
6. โปรตีนมาตรฐานชนิด  broad range molecular weight (Bio-Rad Laboratories, U.S.A.)

ประกอบดวย 
     6.1 ไมโอซิน (myosin) น้ าหนักโมเลกุล 200,000 ดาลตัน 
     6.2 เบตากาแลคโตซิเดส (-galactosidase) น้ าหนักโมเลกุล 116,250 ดาลตัน 
     6.3 ฟอสโฟรีเลส บี (phosphorylase b) น้ าหนักโมเลกุล 97,400 ดาลตัน 
     6.4 ซีรัมอัลบลูมินของโค (bovine serum albumin, BSA) น้ าหนักโมเลกุล 66,200 ดาล

ตัน 
     6.5 โอวัลบลูมิน (ovalbumin) น้ าหนักโมเลกุล 45,000 ดาลตัน 
     6.6 คารบอนิกแอนไฮเดรส (carbonic anhydrase) น้ าหนักโมเลกุล 31,000 ดาลตัน 
     6.7 ตัวยับยั้งทริปซินของถั่วเหลือง  (soy bean trypsin inhibitor) น้ าหนักโมเลกุล  21,500 

ดาลตัน 
     6.8 ไลโซไซม น้ าหนักโมเลกุล 14,400 ดาลตัน 
     6.9 อะโพรทินิน (aprotinin) น้ าหนักโมเลกุล 6,500 ดาลตัน 

 
สารตัวอย่าง 
 
สารละลายฮีโมโกลบินของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎วที่ท าให๎ 

บริสุทธิ์โดยผํานเจลฟิลเทรชันคอลัมน์โครมาโทกราฟี 
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วิธีการ 
 
1.  ท าการเตรียมแผนเจลดังนี้ 
     1.1 เตรียมสารละลายส าหรับ separating gel (15% T 2.67% C) ยกเวน TEMED และ 10  

เปอรเซ็นต แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต ดังตารางที่ 6 แลวดูดอากาศออกดวยปั๊มสูญญากาศ 
                   1.2 ประกอบชุดเตรียมเจลและท าเคร่ืองหมายแสดงความสูงของ separating gel บน 
แผนํกระจก 

     1.3 เติม TEMED และ10 เปอรเซ็นต์ แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต ลงในสารละลายเจลแล ว 
ปเปตใสชองวางระหวางกระจกทันทีจนถึงต าแหนงที่ท าเคร่ืองหมาย ปิดผิวหนาเจลดวยน้ ากลั่นเบา  ๆ

     1.4 ปลอยใหเจลแข็งตัวประมาณ 30-45 นาที  
     1.5 เตรียม stacking gel (4% T 2.67% C) ซึ่งขั้นตอนการเตรียมเหมือนกับการเตรียม  

separating gel ดังตารางที่ 6 
 
ตารางท่ี 6  สูตรการเตรียมเจลวิธีโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส 
  
สารในการเตรียมเจล ปริมาตรสารในการเตรียมเจล 
 15% T  4% T 
น้ ากลั่น (มิลลิลิตร) 4.7 6.1 
1.5 โมลาร ทริสบัฟเฟอร พีเอช 8.8 (มิลลิลิตร) 5 - 
0.5 โมลาร ทริสบัฟเฟอร พีเอช 6.8 (มิลลิลิตร) - 2.5 
10 เปอรเซ็นต ์โซเดียมโดดีซิลซัลเฟต (ไมโครลิตร) 200 100 
30 เปอรเซ็นต ์สารละลายอะคริลาไมดตํอบสิ (มิลลิลิตร) 10 1.3 
10 เปอรเซ็นต ์แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต (ไมโครลิตร) 200 100 
TEMED (ไมโครลิตร) 10 5 
 
หมายเหตุ  สูตรส าหรับเจล 4 แผน 
 

     1.6 เมื่อเจลแข็งตัวจะเกิดแนวเสนตรงบริเวณผิวหนาเจล ซับน้ าบนผิวหนาเจลแล๎วใสหวี
ในชองวางระหวางกระจกเอียงท ามุมประมาณ 10 องศา 
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     1.7 เติม TEMED และ 10 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมเปอร ซัลเฟต ลงในสารละลาย  
stacking gel ปเปตสารละลายเจลลงในช องวางระหวางกระจกทันทีจนเต็ม  แลวจัดหวีใหอยูในแนว
เส๎นตรง ปลอยใหเจลแข็งตัวประมาณ 30-45 นาที 

     1.8 ดึงหวีอยางระมัดระวังแลวลางหลุมเจลดวยสารละลายบัฟเฟอรส าหรับอิเล็กโทรด  พี
เอช 8.3 จะได๎ เจลพรอมใช๎งาน  จากนั้นประกอบแผ นเจลเข ากับชุดอิเล็กโทรด เติมสารละลาย
บัฟเฟอรส าหรับอิเล็กโทรด พีเอช 8.3 ในอางอิเล็กโทรดบนและลางใหทวมผิวหนาเจล 

 
2. เตรียมสารละลายฮีโมไลเสตและสารละลายโปรตีนมาตรฐานโดยผสมละลายฮีโมไลเสต

และสารละลายโปรตีนมาตรฐานกับสารละลายบัฟเฟอร ส าหรับตัวอยางเพื่อใหไดความเข๎มข๎นของ
โปรตีนที่เห มาะสมประมาณ  8 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  ใหความรอนสารละลายฮีโมไลเสตและ
สารละลายโปรตีนมาตรฐานที่  95 องศาเซลเซียสเปนเวลา 10 นาที จากนั้นน าไปหยอดใสหลุมเจล  
ดวยไมโครไซริงค์ 

 
3. ตอชุดอิเล็กโตรโฟรีซิสกับเคร่ืองจ ายกระแสไฟ  โดยตั้งคาความตํางศักย์ไฟฟ้าที่  200 

โวลต์คงที่และคํากระแสไฟฟ้าที่ 60 มิลลิแอมแปร ตอเจล 1 แผน ใชเวลา 45 นาที 
 
4. น าแผนเจลออกมายอมสีเปนเวลา 30 นาที เขยาด๎วยเคร่ืองเขยําอัตโนมัติขณะยอม 
 
5. ลางสียอม โดยเขยาด๎วยเคร่ืองเขยําอัตโนมัติขณะล๎างสียอม จนกระทั่งเห็นแถบชัดเจน

และพื้นหลังเจลใส 
 
6. เก็บแผนเจลในน้ ากลั่นที่ 4 องศาเซลเซียส  
 
7. วิเคราะห์แผํนเจลเพื่อหาน้ าหนักโมเลกุลหนํวยยํอยของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลัง

อานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว โดยโปรแกรมวิเคราะห์แผํนเจลควอนติตี้ วัน 
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1.7  ศึกษาน้ าหนักโมเลกุลและน้ าหนักโมเลกุลหน่วยย่อยหรือสายกลอบินของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์
ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก้วโดยวิธีแมสสเปกโทรเมทรี   
 

อุปกรณ 
 
1.  เคร่ืองแมสสเปกโทรมิเตอร แบบ MALDI-TOF (Bruker Reflex   

IV, U.S.A.) 
2.  เพลทตัวอยําง (sample plate) ที่มีโปรตีนฮีโมโกลบินจับอยูํกับเมทริกซ์ 
 
สารเคมี 
 
1.  0.01 โมลาร์ กรดไซแนพินิค (sinapinic acid) เป็นเมทริกซ์ 
2. 100 เปอร์เซ็นต์ อะซิโตไนไตรล์ (acetonitrile, ACN) 
3. 0.1 เปอร์เซ็นต์ กรดไตรฟลูออโรอะซิติก (trifluoroacetic acid, TFA) 

 
สารตัวอย่าง 
 
สารละลายฮีโมโกลบินของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎วที่ท าให๎ 

บริสุทธิ์โดยผํานเจลฟิลเทรชันคอลัมน์โครมาโทกราฟี 
 
วิธีการ 
 
1. ผสมสารละลายฮีโมโกลบินของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว ที่ท า

ให๎บริสุทธิ์ โดยผานเจลฟ ลเทรชันคอลัมน โครมาโทกราฟ ของเซฟาเดกซ์  G-100 ปริมาตร  1 
ไมโครลิตร (10 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร) กับกรดไซแนพินิคปริมาตร 1 ไมโครลิตร ที่อิ่มตัวด๎วย 
100 เปอร์เซ็นต์ อะซิโตไนไตรล์ และ 0.1 เปอร์เซ็นต์ กรดไตรฟลูออโรอะซิติก  ใสลงบนเพลทตัว  
อยางผสมกันโดยใช๎ไมโครปิเปตดูดเบาๆ ปลอยทิ้งไวใหแหงที่อุณหภูมิหอง 

 
2. น าไปวิเคราะห์หาน้ าหนักโมเลกุลด๎วยเคร่ืองแมสสเปกโทรมิเตอร์  โดยใช๎ linear positive 

mode ที่ 20 kV เมื่อยิงดวยไนโตรเจนเลเซอร เคร่ืองจะรายงานผลตามน้ าหนัก
โมเลกุลผานทางหน๎าจอคอมพิวเตอร 
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1.8  ศึกษาค่า pI  ของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก้ว โดยวิธีไอโซอิเล็ก
ตริกโฟกัสซิง  
 

อุปกรณ์ 
 
1. ชุดเคร่ืองมืออิเล็กโตรโฟรีซิส (Mini Protein III, Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) 
2. เคร่ืองจายกระแสไฟฟา (Power PAC 200, Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) 
3. ไมโครไซริงค์ขนาด 25 ไมโครลิตร 
4. เคร่ืองเขยําอัตโนมัติ (shaker, MiniRocker MR-1, BioSan) 
5. โปรแกรมวิเคราะหแผนเจลควอนติตี้วัน (Bio-Rad  Laboratories, U.S.A.) 
 
สารเคมี 
 
1.  สารละลายโปรตีนมาตรฐานชนิด broad range pI 4.45-9.60 (Bio-Rad Laboratories,   

U.S.A.) ซึ่งประกอบด๎วย 
     1.1 ไฟโคไซยานิน (phycocyanin) pI 4.45, 4.65 และ 4.75 
     1.2 เบต๎าแลคโตกลอบูลินบี (-lactoglobulin B) pI 5.10 
     1.3 เอนไซม์คาร์บอนิกแอนไฮเดรสของโค (bovine carbonic anhydrase) pI 6.00 
     1.4 เอนไซม์คาร์บอนิกแอนไฮเดรสของคน (human carbonic anhydrase) pI 6.50 
     1.5 ไมโอโกลบินของม๎า (equine myoglobin) pI 6.80 และ 7.00 
     1.6 ฮีโมโกลบินเอของคน (human hemoglobin A) pI 7.10 
     1.7 ฮีโมโกลบินซีของคน (human hemoglobin C) pI 7.50 
     1.8 เลนทิลเล็กติน (lentil lectin) pI 7.80, 8.00 และ 8.20 
     1.9 ไซโตโครมซี (cytochrome C) pI 9.60 
2.  แผํนเจล IEF ส าเร็จรูป ชํวงพีเอช 3-10 (Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) 
3.  สารละลายบัฟเฟอร์ส าหรับอิเล็กโทรด ได๎แกํ 
     3.1 สารละลายบัฟเฟอร์ส าหรับขั้วแคโธด (cathode buffer) ประกอบด๎วย 20 มิลลิโม 

ลาร ์ไลซีนและอาร์จินีน (20 mM lysine และ 20mM arginine) 
     3.2 สารละลายบัฟเฟอร์ส าหรับขั้วแอโนด (anode buffer) ประกอบด๎วย 7 เปอร์เซ็นต์  

กรดฟอสฟอริก (7% phosphoric acid)  
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4.  สารละลายบัฟเฟอร์ส าหรับตัวอยําง ประกอบด๎วย 50 เปอร์เซ็นต์ กลีเซอรอล (50%   
glycerol) 

   5.  สารละลายที่ใช๎ในการตรึง (fixing solution) ประกอบด๎วย 10 เปอร์เซ็นต ์กรดไตรคลอ 
โรอะซีติก (10% trichloroacetic acid) 

6.  สารละลายล๎างสีย๎อม ประกอบด๎วย กรดอะซีติก 10 สํวน เอธานอล 25 สํวนและน้ ากลั่น 
65 สํวน 

7.  สีย๎อม ประกอบด๎วย 0.2 เปอร์เซ็นต์ โคแมสซีบลูอาร์-250 ในสารละลายล๎างสีย๎อม 
 
สารตัวอย่าง 
 
สารละลายฮีโมโกลบินของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎วที่ท าให๎ 

บริสุทธิ์โดยผํานเจลฟิลเทรชันคอลัมน์โครมาโทกราฟี 
 

วิธีการ 
 
1.  เตรียมตัวอยําง โดยผสมสารละลายฮีโมโกลบินของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัข 

พันธุ์ไทยบางแก๎วในสารละลายส าหรับตัวอยําง อัตราสํวน 1:5 ผสมให๎เข๎ากัน  
 

2.  น าเจลส าเร็จรูปใสํในชุดเตรียมเจล 
 
3.  เทสารละลายบัฟเฟอร์ส าหรับขั้วแคโธดภายในอํางจนทํวมแผํนเจล และเทสารละลาย

บัฟเฟอร์ส าหรับขั้วแอโนดภายนอกอํางจนทํวมขั้วแอโนด 
 
4.  ท าการตํอชุดอิเล็กโตรโฟรีซีสกับเคร่ืองจํายกระแสไฟฟ้าและ prerun ที่ความตําง

ศักย์ไฟฟ้า 100 โวลต์คงที่ กระแสไฟฟ้าที่ 10 มิลลิแอมแปร์ เป็นเวลา 60 นาที  
 
5.  หยอดสารตัวอยํางและสารละลายโปรตีนมาตรฐานในหลุมเจล อยํางละ 10 ไมโครลิตร

และ 5 ไมโครลิตร ตามล าดับ 
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6.  ปรับคําการท าอิเล็กโตรโฟรีซีส ดังนี้ 
     6.1 คําความตํางศักย์ไฟฟ้า 100 โวลต์คงที่ คํากระแสไฟฟ้า 10 มิลลิแอมแปร์ เวลา 60 

นาที  
     6.2 คําความตํางศักย์ไฟฟ้า 250 โวลต์คงที่ คํากระแสไฟฟ้า 10 มิลลิแอมแปร์ เวลา 60 

นาที  
     6.3 คําความตํางศักย์ไฟฟ้า 300 โวลต์คงที่ คํากระแสไฟฟ้า 10 มิลลิแอมแปร์ เวลา 60  

นาที  
 

7.  เมื่อท าอิเล็กโตรโฟรีซีสครบตามล าดับแล๎ว น าแผํนเจลออกจากแผํนกระจก แล๎วตรึง
โดยแชํแผํนเจลใน 20 เปอร์เซ็นต์ กรดไตรคลอโรอะซีติกเป็นเวลา 30 นาทีพร๎อมกับเขยําเบาๆ ด๎วย
เคร่ืองเขยําอัตโนมัติ 

 
8.  น าแผํนเจลมาล๎างด๎วยสารละลายล๎างสีย๎อมและแชํเป็นเวลา 5 นาที เขยําเบาๆ ด๎วยเคร่ือง

เขยําอัตโนมัติ 
 
9.  ท าการล๎างแผํนเจลด๎วยน้ ากลั่น 3 คร้ัง เขยําเบาๆ ด๎วยเคร่ืองเขยําอัตโนมัติ 
 
10. ย๎อมเจลด๎วยสีย๎อม เป็นเวลา 30 นาที เขยําเบาๆ ด๎วยเคร่ืองเขยําอัตโนมัติขณะย๎อม 
 
11. ล๎างสีย๎อม เขยําเบาๆ ด๎วยเคร่ืองเขยําอัตโนมัติจนเห็นแถบชัดเจนและพื้นหลังเจลใส 

หลังจากนั้นเก็บเจลในน้ ากลั่นที่ 4 องศาเซลเซียส  
 
12. วิเคราะห์แผํนเจลเพื่อหาคํา pI ของฮีโมโกลบินของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัข

พันธุ์ไทยบางแก๎ว โดยโปรแกรมวิเคราะห์แผํนเจลควอนติตี้วัน  
 
1.9  ศึกษาชนิดของหน่วยย่อยของฮีโมโกลบินท่ีท าให้บริสุทธิ์โดยวิเคราะห์ผ่านรีเวอร์ส-เฟส เอชพี
แอลซี  
 

อุปกรณ 
 
1.   เคร่ืองแมสสเปกโทรมิเตอร แบบ Ultraflex III MALDI-TOF MS  
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(Bruker, Germany) 
2.  เพลทตัวอยําง (sample plate) ที่มีโปรตีนฮีโมโกลบินจับอยูํกับเมทริกซ์ 
3.  เคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC Waters 600E System Controller) 
4.  ปั๊มของเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (Waters 600 LCD HPLC Pump) 
5.  เคร่ืองตรวจวัด (detector) ชนิด photodiode array detector (Water 996 PAD detector)  
6.  เคร่ืองฉีดสารอัตโนมัติ (autoinjector) (Waters 717 plus autosampler)  
7.  คอลัมน์ Jupiter C4 (250 x 4.60 mm, 300A; Fortune Scientific) 
8.  การ์ดคอลัมน์ (Phenomenex, SecurityGuardTM, Fusion-RP 4x2.0 mm  HPLC Guard  

Cartridge) 
9.  ฟิลเตอร์กรองสาร (Filtrex/Nylon Syringe Filter, 0.45 ไมโครเมตร) 
 
สารเคมี 
 
1.  กรดไซแนพินิค (sinapinic acid) 0.01 โมลาร์เป็นเมทริกซ์ 
2.  100 เปอร์เซ็นต์ อะซิโตไนไตรล์ (acetonitrile, ACN); Burdick & Jackson Brand High  

Purity Solvent, U.S.A.) 
3.  0.1 เปอร์เซ็นต์ กรดไตรฟลูออโรอะซิติก (trifluoroacetic acid (TFA); Peptide Synthesis  

Grade, UK) 
4.  สารละลายโปรตีนมาตรฐาน (proteoMassTM peptide & protein MALDI-MS Calibration  

Kit (Sigma, U.S.A.)) ซึ่งประกอบด๎วย 
     4.1  สํวนของบราดีไคนิน (bradykinin fragment) น้ าหนักโมเลกุล 757.3997  ดาลตัน 
     4.2  แองจิโอเทนซิน ทู ของคน (human angiotensin II) น้ าหนักโมเลกุล 1,046.5422 

ดาลตัน 
     4.3  เปปไทด์สังเคราะห์ พี 14 อาร ์(P14 R synthetic peptide) น้ าหนักโมเลกุล 

1,533.85822 ดาลตัน 
     4.4  สํวนของ ACTH ของคน (human ACTH fragment) น้ าหนักโมเลกุล 2,465.1989 

ดาลตัน 
     4.5  สายอินซูลินออกซิไดซ์ บี ของโค (bovine insulin oxidized B chain) น้ าหนัก

โมเลกุล 3,494.6513 ดาลตัน 
     4.6  อินซูลินของโค (bovine insulin) น้ าหนักโมเลกุล 5,735 ดาลตัน 
     4.7  ไซโตโครมซี (cytochrome C) น้ าหนักโมเลกุล 12,362 ดาลตัน 
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     4.8  อะโพไมโอโกลบินของม๎า (equine apomyoglobin) น้ าหนักโมเลกุล 16,952 ดาลตัน 
     4.9  อัลโดเลส (aldolase) น้ าหนักโมเลกุล 39,212 ดาลตัน 
     4.10 ซีรัมอัลบลูมินของโค (bovine serum albumin, BSA) น้ าหนักโมเลกุล 66,430 ดาล

ตัน 
 

สารตัวอย่าง 
 
สารละลายฮีโมโกลบินของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎วที่ท าให๎  

บริสุทธิ์โดยผํานเจลฟิลเทรชันคอลัมน์โครมาโทกราฟี 
 
วิธีการ 
 
1. เตรียมตัวอยําง โดยน าสารละลายฮีโมโกลบินที่ท าให๎บริสุทธิ์ โดยวิธีเจลฟิวเทรชัน

คอลัมน์โครมาโตกราฟฟี ของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว  น ามากรองผําน
เมนเบรนขนาด 0.25 ไมโครเมตร  

 
             2. น าสารละลายฮีโมโกลบิน ที่ได๎ไปแยกหนํวยยํอยหรือสายกลอบิน  โดยวิเคราะห์ ผําน    
รีเวอร์ส -เฟส เอชพีแอลซี โดยใช๎คอลัมน์  C4 ซึ่งตํอกับการ์ดคอลัมน์ ใช๎เคร่ืองตรวจวัด ชนิด 
photodiode array detector ตรวจวัดโปรตีนด๎วยการวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  280 นาโน
เมตร ปริมาณสารละลาย ฮีโมโกลบินที่ใช๎ฉีด (injection volumn) เทํากับ 20 ไมโครลิตร ด๎วยเคร่ือง
ฉีดสารอัตโนมัต ิ
 

 3. สภาวะที่เหมาะสมส าหรับการตรวจวัด สารละลายฮีโมโกลบิน สารละลายเอ เป็น
สารละลายผสมของ 70 เปอร์เซ็นต์ อะซีโทไนไตรล์ เกรด HPLC กับ 0.2 เปอร์เซ็นต์ กรดไตรฟลูออ
โรอะซีติก สารละลายบี เป็นสารละลายผสมของ 30 เปอร์เซ็นต์ อะซีโทไนไตรล์ เกรด HPLC กับ 
0.2 เปอร์เซ็นต์ กรดไตรฟลูออโรอะซีติก  ใช๎เฟสเคลื่อนที่ที่มีองค์ประกอบคงที่ตลอดการทดลอง 
(isocratic elution) เป็นสารละลายผสมของ 0.2 เปอร์เซ็นต์ กรดไตรฟลูออโรอะซีติก และอะซีโทไน
ไตรล์ในน้ า (70:30) โดยใช๎อัตราเร็วของเฟสเคลื่อนที่เทํากับ 0.4 มิลลิลิตรตํอนาที เวลา 30 นาที 

 
4. เก็บสารละลายของสายกลอบินของฮีโมโกลบินที่ท าให๎บริสุทธิ์ ซึ่งแยกได๎จากคอลัมน์ 

ของรีเวอร์ส-เฟส เอชพีแอลซี ไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อท าการวิเคราะห์ตํอไป 
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5. น าสารละลายชนิดของหนํวยยํอยของ ฮีโมโกลบินที่แยกได๎ น าไปวิเคราะห์หาน้ าหนัก
โมเลกุล โดยวิธีแมสสเปกโทรเมทรี  

 
6. ดูดสารละลายของสายกลอบินของฮี โมโกลบินที่ท าให๎บริสุทธิ์ ป ริมาตร 1 ไมโครลิตร 

(10 ไมโครกรัมตํอไมโครลิตร ) ผสมกับกรดไซแนพินิค  ปริมาตร  1 ไมโครลิตร ใสํลงบนเพลต
ตัวอยํางผสมให๎เข๎ากันโดยใช๎ไมโครปิเปตดูดเบาๆ ปลํอยทิ้งไว๎ให๎แห๎งที่อุณหภูมิห๎อง 

 
7. น าเข๎าเคร่ืองแมสสเปกโทรมิเตอร์ ยิงด๎วยไนโตรเจ นเลเซอร์ น าผลที่ได๎ไปวิเคราะห์ห า

น้ าหนักโมเลกุลของสายกลอบินของฮีโมโกลบินแตํละชนิดตํอไป 
 
1.10  ศึกษาล าดับกรดอะมิโน (amino acid sequence) ของสายกลอบินของฮีโมโกลบินของสุนัขพันธุ์
ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก้ว โดยวิธีนาโนอิเล็กโตรสเปรย์ไอออนไนเซชัน แมสสเปกโทร
เมทรี 
 

อุปกรณ 
 
1. เคร่ืองแมสสเปกโทรมิเตอร์ตํอเชื่อมกับเคร่ืองรีเวอสร์-เฟส เอชพีแอลซี (Ultimate 3000  

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

2.  เคร่ืองเขยําอัตโนมัติ (shaker, MiniRocker MR-1, BioSan) 
3.  ตู๎บํม (incubator) 
4.  เคร่ืองปั่นเหว่ียง (centrifuge) (Centurion Scientific, UK) 
5.  เคร่ือง shaking incubator (VS-84805FN, Korea) 
 
สารเคมี 
 
1. 100 เปอร์เซ็นต์ อะซิโตไนไตรล์ (100% acetonitrile, ACN) 
2. 50 เปอร์เซ็นต์ อะซิโตไนไตรล์ (50% acetonitrile, ACN) 
3. 30 เปอร์เซ็นต์ อะซิโตไนไตรล์ (30% acetonitrile, ACN) 
4. 0.1 เปอร์เซ็นต์ กรดอะซิติก (0.1%  acetic acid) 
5. 10 มิลลิโมลาร์ ไดไธโอไธรตอล (10 mM Dithiothreitol, DTT) 
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6. 10 มิลลิโมลาร์ แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต (10 mM ammonium bicarbonate) 
7. 100 มิลลิโมลาร์ ไอโอโดอะเซตาไมด์ (100 mM iodoacetamide) 
8. 10 นาโนกรัม ทริปซิน (10 ng trypsin) 
9. 0.1 เปอร์เซ็นต์ กรดฟอร์มิก (0.1% formic acid) 
10. โปรตีนมาตรฐานซีรัมอัลบลูมินของโค (Bovine Serum Albumin, BSA) 

 
สารตัวอย่าง 
 
แถบของหนํวยยํอยฮีโมโกลบินที่ได๎จากการแยกด๎วยวิธีโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริ 

ลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (SDS-PAGE) 
 

 วิธีการ 
 

1. ตัดชิ้นเจลบริเวณแถบของโปรตีนขนาดประมาณ 1×1×1 มิลลิเมตร ใสํใน 96-well plate  
 
2. ล๎างสีโคแมสซีบลูอาร -250 ด๎วย 0.1 เปอร์เซ็นต์ กรดอะซิติก  จากนั้นน ามาล๎างด๎วยน้ า

กลั่น 
 

3. เติม 100 เปอร์เซ็นต์ อะซิโตไนไตรล์  ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เขยําที่อุณหภูมิห๎อง  เป็น
เวลา 5 นาที  

 
4. ดูดอะซิโตไนไตรล์ทิ้งไป แล๎วปลํอยให๎เจลแห๎งที่อุณหภูมิห๎อง เป็นเวลา 5-10 นาที 
 
5. เติมสารละลาย  10 มิลลิโมลาร์  แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต ที่มี 10 มิลลิโมลาร์  ไดไธ

โอไธรตอล ปริมาตร 30 ไมโครลิตรตํอหลุม ตั้งทิ้งไว๎ที่อุณหภูมิห๎อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  
 
6. ดูดสารละลาย 10 มิลลิโมลาร์  แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต ที่มี 10 มิลลิโมลาร์  ไดไธโอ 

ไธรตอล ทิ้งไป  
 
7. เติมสารละลาย  10 มิลลิโมลาร์  แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต ที่มี 100 มิลลิโมลาร์  ไอโอ

โดอะเซตาไมด์ ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว๎ในที่มืดที่อุณหภูมิห๎อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  
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8. ดูดสารละลาย 10 มิลลิโมลาร์  แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต ที่มี 100 มิลลิโมลาร์  ไอโอ
โดอะเซตาไมด์ ทิ้งไป 

 
9. เติม 100 เปอร์เซ็นต์ อะซิโตไนไตรล์  ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เขยําที่อุณหภูมิห๎อง  เป็น

เวลา 5 นาที แล๎วดูดอะซิโตไนไตรล์ทิ้งไป  ท าซ้ า 3 รอบ  
 
10. เติมสารละลาย  10 นาโนกรัม ทริปซิน ใน 10 มิลลิโมลาร์  แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต 

ที่มี 50 เปอร์เซ็นต์ อะซิโตไนไตรล์ ปริมาตร 20 ไมโครลิตร เพื่อยํอยโปรตีน บํมที่อุณหภูมิห๎อง  เป็น
เวลา 20 นาที  

 
11. เติม 30 เปอร์เซ็นต์ อะซิโตไนไตรล์  ปริมาตร 20 ไมโครลิตร บํมตํอที่อุณหภูมิห๎อง  เป็น

เวลา 3 ชั่วโมง  
 
12. ดูดของเหลวแตํละตัวอยํางใสํใน 96-well plate อันใหมํ  
 
13. เติมสารละลาย  50 เปอร์เซ็นต์ อะซิโตไนไตรล์  ที่มี 0.1 เปอร์เซ็นต์ กรดฟอร์มิก ในน้ า

กลั่น ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ใน 96-well plate อันเดิม เขยําที่อุณหภูมิห๎องเป็นเวลา  10 นาที ดูด
ตัวอยํางแตํละชนิดใสํใน 96-well plate อันใหมํ ท าซ้ า 3 รอบ 

 
14. ท าตัวอยํางให๎แห๎งด๎วย ตู๎บํม ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 3-4 ชั่วโมง หรือ 1 

คืน เก็บรักษาตัวอยํางที่ได๎ที่ -80 องศาเซลเซียส  รอน าไปวิเคราะหผ์ลด๎วย LC/MS/MS  
 

 15. ละลายตัวอยํางที่ยํอยได๎ด๎วย 0.1 เปอร์เซ็นต์ กรดฟอร์มิก ปริมาตร 6 ไมโครลิตรตํอหลุม  
น าไปปนที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที  
 

16. ดูดของเหลวที่ได๎ใสํ insert tube เพื่อวิเคราะห์ผล ด๎วย LC/MS/MS ที่อัตราเร็ว 20 
ไมโครลิตรตํอนาที ตํอ µ-precolumn (Acclaim PepMap 100 C 18, 5 µm, 100 A, 300 µm i.d. x 5 
mm) ตัวอยํางถูกแยกด๎วยนาโนคอลัมน์  (Acclaim PepMap 100 C18, 3 µm, 100 A, 75 µm id x 150 
mm) ด๎วยอัตราเร็ว 300 นาโนลิตรตํอนาที โดยใช๎สารละลายเกรเดียน  (solvent gradient) (Solvent A: 
0.1% formic acid in water; Solvent B: 0.1% formic acid in 80% ACN) เป็นเวลา 20 นาที 
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17. น าผล LC/MS/MS มาวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนโดยใช๎ฐานข๎อมูลจาก  National Center 
for Biotechnology Information (NCBI) ด๎วยโปรแกรม MASCOT จาก Matrix Science Ltd. 
(London, UK) (Perkin et al., 1999) 

 
18. น าข๎อมูลสเปกตรัมพีคที่ได๎ในรูป MASCOT generic-format (mgf) ท าการระบุชนิดของ

โปรตีนโดยใช๎โปรแกรม MASCOT ค๎นหาใน MASCOT MS/MS ion search เลือกค๎นจาก
ฐานข๎อมูลจาก NCBI ในอนุกรมวิธาน  (Taxonomy) ของคลาส (Class) แมมมาเลีย  (Mammalia) ใน
สัตว์เลี้ยงลูกด๎วยน้ านม (mammals) โดยเลือกใช๎เอนไซม์ทริปซินในการยํอยโปรตีนและให๎โอกาส  
ทริปซินในการตัดผิดหลังหมูํคาร์บอกซิลของไลซีนและอาร์จีนีนเพียง 1 ต าแหนํง เลือกใช๎วิธีคาร์บา
มิโดเมทธิลเลชัน (carbamidomethylation) ที่กรดอะมิโนซีสเตอีน เป็นการปรับแตํงแบบคงที่  (fixed 
modification) เลือกใช๎การออกซิเดชันของเมทไธโอนีน เป็นการปรับแตํงแบบตัวแปร (variable 
modification) นอกจากนี้ต้ังคําพารามิเตอร์ ในการหาประจุเปปไทด์ที่ 1+ 2+ 3+ เลือกเคร่ืองมือที่ใช๎
เป็น ESI-Trap ซึ่งจากข๎อมูล MASCOT ที่ได๎ มีคํา Ion score เทํากับ -10*log(P) โดยที่ P เป็นคําความ
นําจะเป็นในเหตุการณ์ที่เกิดเป็นอิสระ  ถ๎าคํา Ion score แตํละสํวนมีคํามากกวํา 45 แสดงวํามีความ
เหมือนกัน (identity หรือ extensive homology) (P<0.05) 
 
สํวนที่ 2 น ามาวิเคราะห์เป็น 2 ขั้นตอน คือ 

 
2.1  แยกรูปแบบซีรัมโปรตีนจากตัวอย่างซีรัมของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์

ไทยบางแก้ว โดยใช้เทคนิคเซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส (วิธีของ Helena Laboratories, 
1994) 

 
อุปกรณ์ 

 
1. ชุดเคร่ืองมือเซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิสพร๎อมกับเคร่ืองจํายกระแสไฟฟ้า      

(Helena Laboratories, France) 
2. จานแก๎ว (plate) 
3. ตู๎อบ (Memmert, Germany) 
4. โปรแกรมวิเคราะห์แผํนเจลควอนติตี้วัน (Bio-Rad Laboratories, U.S.A.)   
5. กระดาษกรอง 
6. แผํนสไลด์ 



 

85 
 

สารเคมี 

 

1.  แผํนเซลลูโลสอะซีเตต (Titan® III Cellulose Acetate Plate) ขนาด 94 x 76 มิลลิเมตร 
2.  สารละลายบัฟเฟอร์ ทริส-บาร์บิทอล-โซเดียม บาร์บิทอล (Electra® HR buffer) พีเอช 

8.8 
3.  สีย๎อมพองโซเอส (Ponceau S) ประกอบด๎วย 

                   3.1 0.5 เปอร์เซ็นต ์พองโซเอส ในสารละลาย 3.5 เปอร์เซ็นต์ กรดซัลโฟซาลิไซลิก และ 
3.5 เปอร์เซ็นต์ กรดไตรคลอโรอะซีติก  

4.  สารละลายล๎างสีย๎อม ประกอบด๎วย 
      4.1 5 เปอร์เซ็นต์ กรดอะซีติก  
      4.2 เมธานอล 

5.  สารละลาย clearing ประกอบด๎วย 
      5.1 30 สํวน กรดอะซีติก 
      5.2 70 สํวน เมธานอล 
      5.3 4 สํวน Clear Aid  
 

วิธีการ 
 

1.  น าแผํนเซลลูโลสอะซีเตตมาแชํในสารละลายบัฟเฟอร์เป็นเวลา 5 นาที 
 

2. เทสารละลายบัฟเฟอร์ประมาณ 100 มิลลิลิตร ลงในอํางอิเล็กโทรด ทั้ง 2 อํางใช๎กระ  
ดาษกรองที่ชุํมด๎วยสารละลายบัฟเฟอร์เป็นสะพานเชื่อมระหวํางแผํนเซลลูโลสอะซีเตตและ
สารละลายบัฟเฟอร์ 

 
3.  น าซีรัม จ านวน 8 ไมโครลิตร ใสํลงใน sample plate 

 
4. น าแผํนเซลลูโลสอะซีเตตที่แชํในบัฟเฟอร์มาซับด๎วยกระดาษกรอง  

 
5.  น าแผํนเซลลูโลสอะซีเตตที่ใสํตัวอยํางแล๎วมาวางคว่ าหน๎าบนอํางอิเล็กโทรด  ใช๎แผํน  

สไลด์วางทับบนแผํนเซลลูโลสอะซีเตตเพื่อให๎ผิวหน๎าสัมผัสกับกระดาษกรองและปิดฝาอําง
อิเล็กโทรด 



 

86 
 

6. เปิดเคร่ืองจํายกระแสไฟฟ้าที่ 180 โวลล์ เป็นเวลา 15 นาที 
 
7. ย๎อมสีโปรตีนโดยแชํแผํนเซลลูโลสอะซีเตตในสารละลายสีย๎อมพองโซเอส  เป็นเวลา 5 

นาที 
 
8. ล๎างสีย๎อมในกรดโดยน าแผํนเซลลูโลสอะซีเตตมาแชํลงในกรดอะซีติก 2 คร้ังๆละ 3 

นาที 
 
9. แชํแผํนเซลลูโลสอะซีเตต ในเมธ านอล 2 คร้ังๆละ 3 นาที และ แชํลงในสารละลาย 

clearing เป็นเวลา 9 นาที  
 
10. อบแผํนเซลลูโลสอะซีเตต ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
 
11. น าแผํนเซลลูโลสอะซีเตตมาหารูปแบบของซีรัมโปรตีน (serum protein patterns) โดย

โปรแกรมวิเคราะห์แผํนเจลควอนติตี้วัน (Bio-Rad Laboratories, U.S.A.)   
 

2.2  การหาความเข้มข้นของโปรตีนโดยวิธีไบยูเรต (Biuret Method) ดัดแปลงจากวิธีของ 

Gornall et al. (1949) 
 
อุปกรณ์ 

 
1.  เคร่ืองวัดการดูดกลืนแสง (UV-visible recording spectrophotometer UV-160,   

Shimadzu, Japan) 
2. อํางน้ าอุํนที่ 37 องศาเซลเซียส 

 
สารเคมี  

 
1. สารละลายโปรตีนมาตรฐานของซีรัมอัลบลูมินของโค 10 มิลลิกรัมตํอมิลลิลิตร 

              2. สารละลายฮีโมโกลบินของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว 
3. สารละลายไบยูเรต (biuret reagent) เตรียมโดยละลาย 1.5 กรัม ของคอปเปอร์ซัลเฟต  
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(copper sulfate) 6 กรัม ของโซเดียมโพแทสเซียมทาร์เทรต (sodium-potassium tartrate) ในน้ ากลั่น 
500 มิลลิลิตร คํอยๆเติม 300 มิลลิลิตร ของ 10 เปอร์เซ็นต์ (w/v) โซเดียมโฮดรอกไซด์ (sodium 
hydroxide) กวนสารละลายผสมให๎เข๎ากัน ปรับปริมาตรโดยเติมน้ ากลั่นจนมีปริมาตร 1 ลิตร เขยํา
สารละลายให๎ผสมเข๎ากันดี 
 
  วิธีการ 
 

1.  บรรจุสารละลายโปรตีนมาตรฐานลงในหลอดทดลองปริมาตร (ท าซ้ า 2 ชุดที่
เหมือนกัน) ดังตารางที่ 7 

 
ตารางท่ี 7  การเตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐาน 
 

หลอดที่ blank 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
ปริมาตรโปรตีน 
(มิลลิลิตร) 

- 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.8 1.0 

ปริมาตรน้ ากลั่น 
(มิลลิลิตร) 

- 1.0 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.2 0 

 
2.  เตรียมสารละลายฮีโมโกลบินและซีรัม จากนั้นน าสารละลาย ที่ได๎บรรจุหลอดทดลอง 2 

หลอด ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  
 
3.  เติมสารละลายไบยูเรต 4 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองทุกหลอด ผสมให๎เข๎ากัน ตั้งทิ้งไว๎ 

20 นาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส น าไปวัดคําการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตรทันที 
 
4.  สร๎างกราฟมาตรฐานระหวํางคําการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร และความเข๎มข๎นของ

โปรตีนมาตรฐาน จากกราฟหาความเข๎มข๎นของโปรตีนในสารละลายฮีโมโกลบินและซีรัม 
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ผลและวิจารณ์ 

 

1.  การวิเคราะห์ตัวอย่างเลือด 

 
คําเม็ดเลือดแดงอัดแนํนเฉลี่ย  (PCV) และคําความเข๎มข๎นของ ฮีโมโกลบิน เฉลี่ย  (Hb) 

รํวมกับการพิจารณาคําดัชนีของเม็ดเลือดแดง (RBC indices) ของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัข
พันธุ์ไทยบางแก๎วที่น ามาศึกษามีคําอยูํในชํวงพิสัยคําอ๎างอิงปกติ (normal reference range) ดังแสดง
ในตารางที่ 8 จึงสามารถน าตัวอยํางเลือดไปศึกษาในขั้นตํอไปได๎  
 
ตารางท่ี 8  ตารางแสดงคําโลหิตวิทยาของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว  
 

      คําโลหิตวิทยา สุนัขพันธุ์ไทย 
หลังอาน 

สุนัขพันธุ์ไทย 
บางแก๎ว 

พิสัยคําอ๎างอิงปกติ 
(คําเฉลี่ย) 

(Tvedten, 1989) 
PCV (%) 39.39±1.23a 36.38±0.77b 36.8-54.4 (45.34) 
Hb (g/dl) 13.75±0.47 13.10±0.32 13.3-19.2 (16.44) 

Red blood cell (106/µl) 6.57±0.20a 6.06±0.13b  5.57-7.98 (6.69) 
MCHC (%) 34.79±0.34 36.09±0.65 33.6-38.3 (36.07) 
MCH (pg) 20.87±0.20 21.66±0.38 21.5-27.2 (24.45) 
MCV (fl) 59.95±1.87 60.03±1.27 59.0-75.2 (67.7) 

Plasma protein (g/dl) 7.04±0.03 7.06±0.03 6.0-7.8 
 
หมายเหตุ คําเฉลี่ย±คําคลาดเคลื่อนมาตรฐานที่มีอักษรตัวยกก ากับตํางกัน (a,b) มีความแตกตํางกัน

อยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบคําเฉลี่ยระหวํางพันธุ์สุนัขทั้ง 2 กลุํม
โดยใช๎โปรแกรมส าเร็จรูป SAS (1998) 

 
โดยทั่วไปพบวําคํา PCV ความเข๎มข๎นของ  Hb และคําจ านวนเม็ดเลือดแดง  (Red blood cell 

number หรือ Erythrocyte number) มีความสัมพันธ์กัน ในสุนัขปกติที่ เม็ดเลือดแดงมีขนาดปกติจะมี
คําความเข๎มข๎นของ  Hb ประมาณ 1 ใน 3 ของคํา PCV หรือคํา PCV เทํากับ 3 เทําของคําความ
เข๎มข๎นของ Hb พบวําสอดคล๎องกับ  PCV และคําความเข๎มข๎นของ  Hb ที่เป็นคําเฉลี่ยของสุนัขพันธุ์



 

89 
 

ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว สายพันธุ์ละ 30 ตัว  สุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน มีคํา PCV 
(39.39±1.23 เปอร์เซ็นต์) สูงกวําคํา PCV (36.38±0.77 เปอร์เซ็นต์) สุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว เล็กน๎อย 
ซึ่งมีความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบระหวํางกลุํมสุนัขทั้ง 2 กลุํม  และคํา
ความเข๎มข๎นของ  Hb (13.75±0.47 กรัมตํอเดซิลิตร ) ในสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน สูงกวําคําความ
เข๎มข๎นของ Hb (13.10±0.32 กรัมตํอเดซิลิตร) ในสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว  แตํไมํมีความแตกตํางอยําง
มีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบระหวํางกลุํมสุนัขทั้ง 2 กลุํม  จากการศึกษาคําปกติทางโลหิต
วิทยาและเคมีคลินิกในสุนัขโตเต็มวัยขนาดเล็ก กลาง และใหญํ พบวําคํา PCV เฉลี่ยของสุนัขขนาด
เล็ก กลาง และใหญํ เทํากับ 42.82 39.49 และ 41.84 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ  และคําความเข๎มข๎นของ  
Hb เฉลี่ยของสุนัขขนาด เล็ก กลาง และใหญํ เทํากับ 15.13 13.89 และ 14.54 กรัมตํอเดซิลิตร 
ตามล าดับ (ทัตตวรรณ และคณะ , 2546) นอกจากนี้จากการศึกษา คําโลหิตวิทยาและซีรัมโปรตีนใน
สุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน  โดยแบํงสุนัขออกเป็น  2 กลุํมตามชํวงอายุ  กลุํมที่ 1 อายุไมํเกิน 1 ปี มีอายุ
เฉลี่ย 4 เดือน (ชํวงระหวําง 2-7 เดือน) จ านวน 6 ตัวและกลุํมที่ 2 อายุตั้งแตํ 1 ปีขึ้นไปแตํไมํเกิน 6 ปี 
มีอายุเฉลี่ย 2 ปี 9 เดือน (ชํวงระหวําง 1-6 ปี) จ านวน 43 ตัว พบวําสุนัขในกลุํมอายุไมํเกิน 1 ปี มีคํา 
PCV (30.23±2.14 เปอร์เซ็นต์ ) คําความเข๎มข๎นของ  Hb (9.83±0.99 กรัมตํอเดซิลิตร ) คํา RBC 
(4.65±0.35 ล๎านเซลล์ตํอไมโครลิตร) ต่ ากวําสุนัขในกลุํมอายุตั้งแตํ 1 ปีขึ้นไปแตํไมํเกิน 6 ปี อยํางมี
นัยส าคัญทางสถิติ  ที่มีคํา PCV (38.56±1.18 เปอร์เซ็นต์) คําความเข๎มข๎นของ  Hb (13.93±0.34 กรัม
ตํอเดซิลิตร ) และคํา RBC (6.35±0.13 ล๎านเซลล์ตํอไมโครลิตร ) (จตุพร  และคณะ, 2550)             
จากการศึกษาคําโลหิตวิทยาในลูกสุนัข โดยแบํงลูกสุนัขออกเป็น  2 กลุํมตามชํวงอายุ  กลุํมที่ 1 อายุ
ระหวําง 0-6 สัปดาห์ มีอายุเฉลี่ย 32 วัน จ านวน 22 ตัว และกลุํมที่ 2 อายุระหวําง 6-12 สัปดาห์ มีอายุ
เฉลี่ย 61 วัน จ านวน 25 ตัว พบวําลูกสุนัขอายุระหวําง 0-6 สัปดาห์  มีคํา  PCV (26.7±2.99 
เปอร์เซ็นต)์ คําความเข๎มข๎นของ  Hb (9.24±0.99 กรัมตํอเดซิลิตร) คํา RBC (3.68±0.49 ล๎านเซลล์ตํอ
ไมโครลิตร) ต่ ากวําคํา PCV (30.11±4.91 เปอร์เซ็นต์) คําความเข๎มข๎นของ  Hb (10.39±1.53 กรัมตํอ
เดซิลิตร) และคํา RBC (4.39±0.65 ล๎านเซลล์ตํอไมโครลิตร ) ของลูกสุนัขอายุระหวําง 6-12 สัปดาห์ 
อยํางมีนัยส าคัญทางสถิติและมีแนวโน๎มต่ ากวําในสุนัขโตเต็มวัย (จันทร์จิรา และคณะ, 2544) 

 
คํา PCV จากการปั่นด๎วยเคร่ืองปั่นเหว่ียงมีความแมํนย าสูง มีโอกาสเกิดความผิดพลาดเพียง  

±1 เปอร์เซ็นต์  ในขณะที่ คําความเข๎มข๎นของ  Hb ที่วัดด๎วยวิธี ไซยาโนเมทฮีโมโกลบิน  มีความ
แมํนย าสูง มีโอกาสเกิดความผิดพลาดเพียง  ±5 เปอร์เซ็นต์  คําที่ได๎อาจมีคําสูงกวําความเป็นจริงได๎
ในกรณีที่มีไขมันในเลือด (lipemia) และพบ Heinz body ที่อาจเกิดจากความไมํเสถียรภาพของ
ฮีโมโกลบิน (unstable Hb) ที่ไมํมีโอกาสเกิดได๎ในสุนัขที่สุขภาพดี (Brunk, 1969) นอกจากนี้เทคนิค
การเก็บตัวอยํางเลือดเมื่อใช๎ EDTA เป็นสารป้องกันการแข็งตัวของเลือด ควรระวังการมี EDTA     
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ที่มากเกินไป ดังนั้นถ๎าเก็บตัวอยํางเลือดน๎อยกวํา 0.25 มิลลิลิตรในหลอดเก็บเลือด 3 มิลลิลิตร      
อาจท าให๎เกิดการหดตัวของเม็ดเลือดแดง มีผลท าให๎คํา PCV น๎อยกวําปกติได๎ (เฉลียว, 2548; Jain, 
1993) คํา RBC มีประมาณ 1 ใน 6 ของ PCV คํา RBC ของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุ นัขพันธุ์
ไทยบางแก๎วเทํากับ  6.57±0.20 และ 6.06±0.13  ล๎านเซลล์ตํอไมโครลิตร ตามล าดับ มีคํา อยูํในพิสัย
คําอ๎างอิงปกติ 5.57-7.98 ล๎านเซลล์ตํอไมโครลิตร  เมื่อมีภาวะโรคหรือมีความผิดปกติของเม็ด เลือด
แดงเกิดขึ้นจะท าให๎ไมํเป็นไปตามความสัมพันธ์นี้ เชํนในกรณีสุนัข พันธุ์ อลาสกัน มาลา มิวท์ 
(Alaskan malamute) ที่เกิดภาวะเต้ียแคระ  (dwarfism) ที่เกิดจากกระบวนการผลิต โกรทฮอร์โมน  
(growth hormone) ผิดปกติ มีสัดสํวนของคํา PCV ตํอความเข๎มข๎นของ  Hb เทํากับ 4:1 หรือ 5:1 
แทนที่จะเป็น 3:1 เหมือนสุนัขปกติทั่วไป คําพลาสมาโปรตีนของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอ านและสุนัข
พันธุ์ไทยบางแก๎วเทํากับ  7.04±0.03 และ 7.06±0.03 กรัมตํอเดซิลิตร ตามล าดับ มีคํา อยูํในพิสัยคํา
อ๎างอิงปกติ 6.0-8.0 กรัมตํอเดซิลิตร เมื่อเกิดภาวะรํางกายขาดน้ า (dehydrate) จะมีผลท าให๎คํา PCV 
Hb และ RBC สูงขึ้น  นอกจากนี้ภาวะรํางกายมีน้ าเกิน (overhydration) จากการให๎สารน้ ามีผลท าให๎
คํา PCV Hb และ RBC ต่ าลง  (Jain, 1986, 1993)  

 
ดัชนีของเม็ดเลือดแดงสามารถน ามาใช๎ประโยชน์ในการดูความผิดปกติของเ ม็ดเลือดหรือ

ภาวะโลหิตจางได๎ ซึ่งประกอบด๎วย  1. ความเข๎มข๎น เฉลี่ยของฮีโมโกลบินในเม็ดเลือดแดง (Mean 
corpuscular hemoglobin concentration, MCHC) สามารถค านวณหาคํา  MCHC จากคําฮีโมโกลบิน
และ PCV ตามสูตร คือ MCHC (g/dl)   =     Hb (g/dl) x 100            

                                                           PCV (%) 
2. ความเข๎มข๎น เฉลี่ยของฮีโมโกลบินในเม็ดเลือดแดงหนึ่งเม็ด (Mean corpuscular hemoglobin, 
MCH) สามารถค านวณหาคํา MCH ตามสูตร คือ MCH (pg)   =     Hb (g/dl) x 10            

                                                                                        RBC count (106/µl) 
3. คําปริมาตรของเม็ดเลือดแดงเฉลี่ย (Mean corpuscular volume, MCV)   
สามารถค านวณหาคํา MCV ตามสูตร คือ MCV (fl)    =     PCV (%) x 10            

                                                                          RBC count (106/µl) 
 
 คํา MCHC ของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎วเฉลี่ย เทํากับ  34.79±0.34 
และ 36.09±0.65 กรัมตํอเดซิลิตร ตามล าดับ ซึ่งคํา MCHC มีคําอยูํในพิสัยคําอ๎างอิงปกติ (33.6-38.3 
เปอร์เซ็นต์ ) แตํถ๎าคํา MCHC ที่เพิ่มขึ้นมากกวํา 36 กรัมตํอเดซิลิตร อาจเกิดจากการแตกของเม็ด
เลือดแดงที่เกิดขึ้นภายในรํางกาย (in vivo) หรือภายนอกรํางกาย (in vitro) ท าให๎คํา PCV ที่ปั่นได๎ต่ า
กวําความเป็นจริง เป็นผลให๎เมื่อน าคํา  PCV ไปหารจึงท าให๎คํา MCHC เพิ่มขึ้นแบบลวง โดยทั่วไป
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ในสภาพปกติคํา MCHC ไมํควรเพิ่มขึ้น เพราะเม็ดเลือดแดงไมํสามารถเพิ่มการสร๎างฮีโมโกลบินได๎ 
แตํคํา MCHC เพิ่มขึ้นได๎เพียงเล็กน๎อยจากกรณีที่มีการเพิ่มของเซลล์เม็ดเลือดแดงชนิดสเฟียร์โรไซด์ 
(spherocyte) เป็นจ านวนมาก ซึ่งมีผลท าให๎คํา PCV ลดลง เมื่อน าไปหารจึงท าให๎คํา MCHC เพิ่มขึ้น 
นอกจากนี้คํา MCHC ที่ลดลง น๎อยกวํา 32 กรัมตํอเดซิลิตร อาจเกิดจากเม็ดเลือดแดงติดสีของ
ฮีโมโกลบินน๎อยกวําปกติ (hypochromasia) ท าให๎ติดสีขาวกลางเซลล์กว๎าง  (central pallor) ท าให๎คํา 
MCHC ต่ า สามารถพบได๎ในกรณีการขาดธาตุเหล็ก การขาดโปรตีนรุนแรง และการมีเรติคูโลไซต์
จ านวนมากท าให๎ความเข๎มข๎นของ  Hb ต่ า สํงผลให๎คํา MCHC ต่ าลง จะเห็นได๎วําคํา  MCH ขึ้นกับ
ปัจจัยที่มีผลคล๎ายกับ MCHC ในทางปฏิบัตินิยมใช๎คํา MCHC มากกวํา (เฉลียว, 2548; Tvedten, 
1989; Jain, 1993) 
 

คํา MCV ของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎วเทํากับ  59.95±1.87 และ
60.03±1.27  เฟมโตลิตร ตามล าดับ ซึ่งคํา MCV มีคําอยูํในพิสัยคําอ๎างอิงปกติ (59.0-75.2 เฟมโต
ลิตร) แตํถ๎าคํา MCV ที่เพิ่มขึ้น เกิดจากการมีเรติคูโลไซต์มากกวําปกติ ในสุนัขพันธุ์ พุดเด้ิล (poodle) 
โดยปกติจะมีคํา MCV มากกวํา 80 แสดงวํามีเม็ดเลือดแดงที่มีขนาดใหญํผิดปกติ  (macrocytic) แตํมี
การติดสีของเม็ดเลือดแดงปกติ (normochromic) และมีรูปรํางของเม็ดเลือดแดงผิดปกติ เชํนมี
ชิ้นสํวนของนิวเคลียสในเม็ดเลือดแดงที่มี นิวเคลียส (nucleated erythrocyte) และมีสํวนของโฮเวล
จอลลีบอดี (Howell-Jolly body) ในเม็ดเลือดแดงที่โตเต็มวัย  สํวนพันธุ์ เจแปนนิส อะคิตะ (Japanese 
akita) โดยทั่วไปมีคํา MCV เทํากับ 55-65 เฟมโตลิตร แสดงให๎เห็นวําเม็ดเลือดแดงมีขนาดเล็กกวํา
สายพันธุ์อ่ืนๆ  เป็นลักษณะประจ าพันธุ์ ของพันธุ์นี้  นอกจากนี้ในลูกสุนัข อายุน๎อยเม็ดเลือดแดงมี
ขนาดเล็ก  (microcytic) มีคํา MCV ต่ าอาจแปลผลวําเกิดภาวะการ ขาดธาตุเหล็ก ได๎ (Jain, 1986; 
Tvedten, 1989; Jain, 1993)  
 

คําโลหิตวิทยา มีสํวนส าคัญ ในการวินิจฉัยโรคและประเมินสภาพของสุนัข  การ
เปลี่ยนแปลงคํา โลหิตวิทยาขึ้นอยูํกับ  อายุ เพศ พันธุ์ การเลี้ยงดูและอาหาร  แตํการใช๎คําอ๎างอิง
มาตรฐานจากสุนัขที่มีสุขภาพแข็งแรงเป็นปกติของสายพันธุ์ใดสายพันธุ์หนึ่งยังคงมีข๎อจ ากัดอยูํบ๎าง
ตรงที่คําที่ใช๎อ๎างอิงอาจมีผลจากความแตกตํางจาก สภาพการเลี้ยงดู อาหาร และปัจจัยจากสภาวะ
แวดล๎อมของตัวสัตว์ เชํน อายุ เพศ และพันธุ์  นอกจากนี้วิธีที่ ใช๎ในตรวจและความไวในการตรวจ มี
ผลตํอคําอ๎างอิงทั้งสิ้น โดยเฉพาะสภาพรํางกายรวมถึงความแข็งแรงของสุนัขแตํละตัว กิจกรรม ของ
สัตว์ ลักษณะทางสรีรวิทยาที่เปลี่ยนแปลงของสุนัขที่เห็นจากภายนอกวําปกตินั้นจริงๆแล๎วอาจจะมี
ความผิดปกติบางประการเกิดขึ้นกับสุนัข ดังนั้นเพื่อจ ากัดความค ลาดเคลื่อนจากตัวสุ นัขที่ใช๎เป็น   
คําอ๎างอิงในต าราโลหิตวิทยาทางสัตวแพทย์และเพื่อลดปัญหาจากตัวสัตว์มักนิยมใ ช๎สุนัขพันธุ์บีเกิ้ล
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สายพันธุ์อเมริกัน อังกฤษ หรือฝร่ังเศส  น ามาใช๎เป็นคําอ๎างอิงมาตรฐาน  (Brunk, 1969; Jain, 1986, 
1993) 
 

คําพารามิเตอร์ของเม็ดเลือดแดง (red cell parameter) เชํน คํา PCV ความเข๎มข๎นของ Hb 
และ คํา RBC มีความสัมพันธ์กับอายุ พบวําในชํวงแรกเกิดมีคําสูงตํอมาจะคํอยๆลดลงอยํางตํอเน่ือง
จนกระทั่งลูกสุนัขอายุ 1 เดือน การเปลี่ยนแปลง นี้เกิดจากการเพิ่มการท าลายเม็ดเลือดแดงในชํวง
ทารก  จากนั้นเมื่ออายุ 2 เดือน คํา  PCV ความเข๎มข๎นของ Hb และคํา RBC จะคํอยๆเพิ่มขึ้น
จนกระทั่งระดับเทํากับในชํวงโตเต็มวัยเมื่ออายุประมาณ 1 ปี ในสุนัขพันธุ์บีเกิ้ลคํา PCV จะเพิ่มขึ้น 
43 เปอร์เซ็นต์ เมื่ออายุ 2-8 เดือน โดยมีรูปแบบที่เพิ่มขึ้นเหมือนกับความเข๎มข๎นของ Hb และ คํา 
RBC ที่คํอยๆเพิ่มขึ้นเชํนกัน จากการศึกษาคําโลหิตวิ ทยาในสุนัข พันธุ์ เยอรมันเชฟเฟิ ร์ด (German 
shepherd) 73 ตัว อายุระหวําง 6 เดือน และ 7 ปี พบวําอายุไมํมีผลตํอความแตกตํางของคํา RBC และ
เม็ดเลือดขาว แตํพบความแตกตํางของความเข๎มข๎นของ Hb, MCV, MCH และ MCHC  (Jain, 1986, 
1993)  
 

ความแตกตํางของพันธุ์สุนัข บางสายพันธุ์  มีผลตํอคํา PCV ความเข๎มข๎นของ  Hb และ คํา 
RBC พบวํา สุนัขพันธุ์ พุดเด้ิล เยอรมันเชฟเฟิ ร์ด บ็อกเซอร์  (boxer) บีเกิ้ล  (beagle)  ดัชชุน  
(dachshund) และชิวาวา (chihuahua) มีคํา PCV ความเข๎มข๎นของ Hb และ คํา RBC สูงกวําคําอ๎างอิง
ปกติในสุนัข สํวนสุนัขพันธุ์ เกรย์ฮาวด์  (Greyhound) มีคํา PCV และความเข๎มข๎นของ  Hb สูงกวํา
สุนัขสายพันธุ์อื่นในชํวงวัยเดียวกัน คําโลหิตวิทยาและคําชีวเคมีในพันธุ์ดัลเมเชียน (dalmatian) มีคํา
ใกล๎เคียงกับพันธุ์ บีเกิ้ล มีคํา PCV อยูํระหวําง 50-55 เปอร์เซ็นต์  ซึ่งคํอนข๎างสูงเมื่อ เปรียบเทียบกับ
สายพันธุ์อ่ืน ที่เป็นเชํนนี้อาจจะเกิดจากความกลัวจากการตรวจและบังคับสัตว์เพื่อเจาะเลือด ท าให๎
ม๎ามมีการหดตัวบีบเม็ดเลือดแดงเข๎าสูํระบบไหลเวียนโลหิตมากขึ้น ซึ่งกรณีนี้จะไมํพบในสัตว์ที่ตัด
ม๎าม นอกจากนี้พบได๎ในสภาวะที่มีความเข๎มข๎นของเม็ดเลือดแดงสูง (hemoconcentration) จากกรณี
ที่รํางกายขาดน้ า ท าให๎มีปริมาตรของพลาสมาลดต่ ากวําปกติ มีผลท าให๎คํา  PCV ความเข๎มข๎นของ  
Hb และคํา RBC สูงขึ้น  (Jain, 1986, 1993) 
 

ความแตกตํางของเพศ ในระบบหมุนเวียนของเม็ดเลือดแดง มีความเห็นไมํตรงกันเกี่ยวกับ
การที่เพศมีผลตํอคํา PCV ความเข๎มข๎นของ Hb และคํา RBC จากการศึกษาในสุนัขพันธุ์ บีเกิ้ล เพศผู๎ 
46 ตัว และเพศเมีย 68 ตัว พบวําในเพศผู๎มีความเข๎มข๎นของ  Hb (16 กรัมตํอเดซิลิตร ) สูงกวําเพศเมีย 
(15.6 กรัมตํอเดซิลิตร ) เล็กน๎อย นอกจากนี้ในสุนัขพันธุ์ บีเกิ้ลเพศผ๎ูมีคํา PCV ความเข๎มข๎นของ  Hb 
และคํา RBC สูงกวําเพศเมีย  จากการติดตามคํา  PCV ในชํวงตั้งท๎องพบวําจะลดลงจากคําเฉลี่ย
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ประมาณ 53 เปอร์เซ็นตล์งไปถึง 32 เปอร์เซ็นต ์  และเพิ่มขึ้น 42 เปอร์เซ็นต์  ในชํวง 6 สัปดาห์ตํอมา 
จนกระทั่งกลับมาปกติใน 9 สัปดาห์ จากการศึกษาเพิ่มเติมในสุนัขพันธุ์บีเกิ้ล เพศผู๎ 101 ตัว และเพศ
เมีย 101 ตัว พบวํามีคํา  PCV เฉลี่ย 42.5 เปอร์เซ็นต์ ในเพศผู๎ และ 44.6 เปอร์เซ็นต์ ในเพศเมีย
ตามล าดับ สํวนความเข๎มข๎นของ  Hb และ คํา RBC ก็ให๎รูปแบบเหมือนกันกับคํา PCV นอกจากนี้มี
การศึกษาเพิ่มเติมในสุนัขพันธุ์ บีเกิ้ล เพศผู๎ 382 ตัว และเพศเมีย 382 ตัว อายุระหวําง 8 ถึง 16 เดือน 
พบวําอายุมีผลท าให๎เกิดการเปลี่ยนแปลงของคํา  PCV ความเข๎มข๎นของ  Hb และคํา RBC แตํเพศไมํ
มีผลตํอการเปลี่ยนแปลงของคําดังกลําว ดังนั้นสามารถสรุปได๎วําความแตกตํางระหวํางเพศ เป็นคําที่
ท าให๎คํา  PCV ความเข๎มข๎นของ Hb และ คํา RBC มีความแตกตํางในทางปฏิบัติน๎อยมาก  (Jain, 
1986, 1993) 

 
จากการวิเคราะห์ คํา PCV Hb รํวมกับคําดัชนีของเม็ดเลือดแดง ของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน

และสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว  มีคําอยูํในชํวงพิสัยคําอ๎างอิง ปกติ จึงน าตัวอยํางเลือดไปศึกษาในขั้น
ตํอไปได๎  
 
2.  การศึกษาฟีโนไทป์ของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก้ว 
 

2.1  วิธีเซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส 
 
       จากการศึกษาฟ โนไทป และชนิดของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน และสุนัข

พันธุ์ไทยบางแก๎วโตเต็มวัย โดยใช๎เทคนิคเซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซีส  ตามวิธีของ Helena 
Laboratories (U.S.A.) โดยใช๎สารละลายฮีโม ไลเสต  พบวําฮีโมโกลบินขอ งสุนัขทั้ง  2 สายพันธุ์   
มีฟีโนไทป์ เดียว ที่มีแถบความคมชัด เมื่อเทียบกับสารละลายมาตรฐานฮีโมโกลบินของคน ซึ่งแยก
ออกจาก กันชัดเจน  (เลนที่  1) ประกอบด๎วย Hb A ที่สามารถเคลื่อนที่ได๎ระยะทางไกลที่สุด 
รองลงมาคือ Hb F Hb S Hb A2 และ carbonic anhydrase ตามล าดับ ฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลัง
อาน ประกอบด๎วย 1 แถบ (เลนที่  2) (ดังภาพที่ 26) และฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทย บางแก๎ว 
ประกอบด๎วย 1 แถบ (เลนที่ 2)  (ดังภาพที่ 27) ให๎ผลการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้า จากขั้วลบไปหา
ขั้วบวก เหมือนกัน โดย เคลื่อนที่อยูํระหวําง Hb F และ Hb S แสดงให๎เห็นวําที่พีเอช  8.2-8.6 
ฮีโมโกลบินของสุนัขทั้ง 2 สายพันธุ์มีประจุลบเหมือนกัน ท าให๎มีการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าจากขั้วลบ
ไปหาขั้วบวก เหมือนกัน  สอดคล๎องกับอมรรัตน์และคณะ (2548) ที่ท าการศึกษาฟีโนไทป์ของ
ฮีโมโกลบินระหวํางสุนัขที่มีสุขภาพสมบูรณ์และสุนัขที่ป่วยเป็นโรคบาบีเซีย (babesia) โดยไมํระบุ
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สายพันธุ์ เพศ และอา ยุ โดยใช๎เทคนิคเซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซีส พบวําสุนัขทั้งสองกลุํมมี
ฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ 1 แบบที่ประกอบด๎วย 1 แถบเหมือนกัน 

 

 
                                                                  1                     2                                     
 
ภาพท่ี 26  แสดงการเคลื่อนที่ของฮีโมโกลบินจากสารละลายฮีโมไลเสตของคน (เลนที่ 1) และสุนัข

พันธุ์ไทยหลังอาน (เลนที่ 2) โดยใช๎เทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสบนแผํนเซลลูโลสอะซีเตต ที่
พีเอช 8.2-8.6 (350 โวลต์ 25 นาที)    

 

 
                                                                  1                       2                                
 
ภาพท่ี 27  แสดงการเคลื่อนที่ของฮีโมโกลบินจากสารละลายฮีโมไลเสตของคน (เลนที่ 1) และสุนัข

พันธุ์ไทยบางแก๎ว (เลนที่ 2) โดยใช๎เทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสบนแผํนเซลลูโลสอะซีเตต  ที่
พีเอช 8.2-8.6 (350 โวลต์ 25 นาที)  

 

- 

A 
F 
S 

A2 

carbonic anhydrase 

- 

A 
F 
S 

A2 

carbonic anhydrase 

+ 

+ 



 

95 
 

ให๎ผลการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าจากขั้วลบไปหาขั้วบวก เหมือนกัน โดย เคลื่อนที่อยูํระหวําง Hb F 
และ Hb S เหมือนกัน ที่เป็นเชํนนี้เนื่องจากไมํมีการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนในสายกลอบิน ท าให๎
ไมํพบความสัมพั นธ์ระหวํางฮีโมโกลบินฟีโนไทป์กับ ภาวะการณ์เกิดโรคบาบีเซีย  แตํมีรายงาน
การศึกษาความสัมพันธ์ระหวํางฟีโนไทป์ของฮีโมโกลบินและความต๎านทานตํอโรคที่เกิด จากเชื้อ
โปรโตซัวในเลือดโค โดยโคที่มีฮีโมโกลบินชนิด Hb AA แสดงความต๎านทานตํอการติดเชื้ อทริป
พาโนโซม (trypanosome)ได๎สูงกวําโคที่มี ฮีโมโกลบินชนิด Hb BB (Bachmann et al., 1978) 
เชํนเดียวกับ Francis and Little (1964) ได๎รายงานความสัมพันธ์ระหวํางชนิดของฮีโมโกลบินในโค
และความต๎านทานตํอเห็บ ความแตกตํางของฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ในสุนัขถูกควบคุมโดย ต าแหนํง
ของยีนบนโครโมโซมรํางกาย  (autosomal locus) 1 ต าแหนํง ที่มี 2 อัลลีล ประกอบด๎วย Hb A และ 
Hb B จากผลการศึกษาฟีโนไทป์ของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว 
พบมีเพียงฟีโนไทป์เดียว   ที่เหมือนกัน ประกอบด๎วย 1 แถบ เมื่อน าข๎อมูลที่ได๎จากการศึกษาคร้ังนี้
เปรียบเทียบกับผลการศึกษา ฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ ในสุนัขที่มีกํอนหน๎า นี้ พบวํามีความสอดคล๎อง
กับการศึกษาฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ในสุนัข ประกอบด๎วย 1 แถบ (Naik et al., 1971; Simonsen, 
1976) และยังสอดคล๎องกับการศึกษาของอมรรัตน์และคณะ (2548) ที่ท าการศึกษาในสุนัขเลี้ยงใน
ไทย และพบวําปรากฏเพียง แถบเดียวเชํนเดียวกัน ซึ่งการพบลักษณะของ ฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ ที่มี
แถบของ ฮีโมโกลบิน ปรากฏเพียง แถบ เดียวนั้นนําจะเป็นผลมาจาก ยีนที่ควบคุมลักษณะของ
ฮีโมโกลบินนั้นๆ มีลักษณะเป็น โฮโมไซกัส อัลลีล (homozygous allele) ในขณะที่แตกตํางจากผล
การศึกษาของ Tanabe et al. (1978) ที่ศึกษาความหลากหลายของฮีโมโกลบินใน สุนัขพันธุ์พื้นเมือง
ของญ่ีปุ่น 7 สายพันธุ์ โดยใช๎อิเล็กโตรโฟริซีสแบบแป้งเจล พบ 2 ชนิดของฮีโมโกลบินคือ A และ B 
และมีฮีโมโกลบินฟีโนไทป์  3 ชนิด คือ Hb AA Hb AB และ Hb BB นอกจากนี้ในสุนัขสายพันธุ์
ยุโรป 25 สายพันธุ์และสุนัขพันธุ์พื้นเมืองจากประเทศทางตะวันออกอีก 5 สายพันธุ์ ยกเว๎นสายพันธุ์
พื้นเมืองของญ่ีปุ่น พบฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ เพียงชนิดเดียว คือ Hb BB ซึ่งเป็นแบบที่มี  2 แถบ  
ในขณะที่ Hb AA พบในสุนัขพันธุ์พื้นเมืองของญ่ีปุ่น  เกาหลี และเอสกิโม  (Tanabe et al. 1978; 
Erdogan and Ozbeyaz, 2004; Dimitrijevic et al., 2005, 2007)                
           

การศึกษาฟีโนไทป์ของฮีโมโกลบิน  โดยการใช๎เทคนิค เซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส  
ใช๎หลักการการเคลื่อนที่ของสารที่มีประจุภายใต๎สนามไฟฟ้า ซึ่งตัวกลางค้ าจุนเป็นแผํนเซลลูโลสอะ
ซีเตตที่มีหมูํไฮดรอกซิลสํวนใหญํถูกเปลี่ยนไปเป็นหมูํอะซีเตต ท าให๎มีคุณสมบัติไมํดูดซับสาร ท า
ให๎ผลการแยกดีขึ้น สามารถแยกออกเป็นแถบๆที่มีความคมชัด รวดเร็ว แม๎ใช๎ความตํางศักย์ไฟฟ้าต่ า 
จากคุณสมบัติของเซลลูโลสอะซีเตตที่ไมํดูดซับ สารท าให๎หลังจากการย๎อมสีจะเกิดพื้นหลังน๎อย     
มีผลท าให๎แผํนใสจึงเพิ่มความไวในการตรวจวัด  สามารถตรวจวิเคราะห์โดยใช๎วิธีสเปกโทรโฟโต
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เมทรี ได๎  และสามารถใช๎ สารละลายหลายชนิดในการชะสารที่แยกออกจากแผํนเมมเบรนนี้ได๎          
(อาภัสสรา, 2537) ฮีโมโกลบินเป็นโปรตีนที่มีประจุเป็นลบจึงเคลื่อนที่จากขั้วลบไปหาขั้วบวก โดย
ระยะทางของการเคลื่อนที่ที่แตกตําง กันนี้ขึ้นอยูํกับอัตราสํวนของประจุตํอมวล  (charge per mass 
ratio) ของฮีโมโกลบินชนิดน้ันๆ แ ละเนื่องจากฮีโมโกลบินแตํละชนิด มีมวล (mass) ที่ใกล๎เคียงกัน
มาก ดังนั้นปัจจัยหลักที่สํ งผลให๎ฮีโมโกลบินแตํละชนิดมีการเคลื่อนที่ได๎ระยะทางแตกตํางกันก็คือ
ประจุสุทธิของฮีโมโกลบิน โดยพบวําฮีโมโกลบินที่มีประจุสุทธิเป็นลบมากกวําจะเคลื่อนที่ได๎ ระยะ
ทางไกลกวําในเวลาที่เทํากันและในกรณีที่เป็นฟีโนไทป์ที่ประกอบด๎วยฮีโมโกลบินมากกวํา  1 ชนิด
นั้นจะมีการเคลื่อนที่แยกออกจากกันของฮีโมโกลบินตามประจุสุทธิที่ตํางกัน  พบวําฮีโมโกลบินใน
ระยะตัวอํอน ลูกอํอน และโตเต็มวัยมีความหลากหลายในสัตว์แตํละสปีชีส์เชํนเดียวกับที่พบในคน
แตํมีจ านวนฟีโนไทป์ที่แตกตํางกัน โดยฮีโมโกลบินในระยะ ตัวอํอน (Hb E) ในแพะและกระตําย มี 
1 ชนิด ในแกะและคนมี 2 ชนิด ในวัวมี 2-3 ชนิด ในแมวและหนู เมาส์มี 3 ชนิด ในหมูมี 2-4 ชนิด 
และในสุนัข ม๎า หนูแกสบี้ (guinea pig)  หนูแรท และกวาง (white-tailed deer)ไมํพบ Hb E สํวน
ฮีโมโกลบินในระยะ ลูกอํอน (Hb F) ในวัว แพะ แกะ กระตําย หมู หนู แรท คน และ subhuman 
primate มี 1 ชนิด ใน white-tailed deer มี 1-2 ชนิด แตํ Hb E หรือ Hb F ในสุนัขและม๎าไมํสามารถ
แยกในสนามไฟฟ้า ออกจากฮีโมโก ลบินในระยะโตเต็มวัย ได๎ ซึ่ง Lecrone (1970) รายงาน วํา
ฮีโมโกลบินในระยะ โตเต็มวัย ในหมูมี 1 ชนิด ในสุนัข แมว ม๎า และหนู แกสบี้มี 1-2 ชนิด ในแกะ
และกระตํายมี 1-4 ชนิด ในวัวมี 1-5 ชนิด ในแพะมี 1-6 ชนิด ใน white-tailed deer มี 1-8 ชนิด ใน
หนูเมาส์มี 2-6 ชนิด (Jain, 1993) 

 
มีรายงานการศึกษา ความหลากหลายของฮีโมโกลบิน ฟโนไทป์ ขอ งสัตว์สปีชีส์ตํางๆ

จ านวนมาก  โดยใช๎ เทคนิคเซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส อรพรรณ (2546) รายงานพบ
ฮีโมโกลบินฟโนไทป์ ของโคเน้ือพันธุ์ก าแพงแสนมี 3 ชนิด คือ Hb AA Hb BB และ Hb AB ซึ่ง 
Hb AA ประกอบด๎วย Hb slow ในขณะที่ Hb BB ประกอบด๎วย Hb fast และ Hb AB ประกอบด๎วย 
Hb fast และ Hb slow สํวนฮีโมโกลบินฟโนไทป์ ของกระบือปลักมี 2 ชนิด  คือ  Hb BB และ 
Hb AB โดยที่แตํละ ฟโนไทป์ มีอัตราสํวนของ Hb fast และ Hb slow ไมํเทํากัน ซึ่ง Hb BB 
มีอัตราสํวนของ Hb fast และ Hb slow เทํากับ 2:1 ในขณะที่ Hb AB มีอัตราสํวนเทํากับ 
5:1 นอกจากนี้พบความแตกตํางในการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าของ Hb fast ของโคเน้ือ
พันธุ์ก าแพงแสนเคลื่อนที่ ในสนามไฟฟ้าจากขั้วลบไปหาขั้วบวก เร็วกวํา Hb fast ของกระบือปลัก  
สอดคล๎องกับที่นันทวรรณ (2549) รายงานพบฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ของกระบือปลักมี 2 ชนิด  คือ
Hb BB และ Hb AB สามารถแยก ตามความเร็วในการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าจาก ขั้วลบไป
หาขั้วบวกพบวํา Hb BB และ Hb AB ประกอบด๎วย Hb fast และ Hb slow ในอั ตราสํวน  2:1 
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และ 5:1 ตามล าดับ  สุวิชและคณะ (2548) รายงานพบฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ของโคเน้ือ ชนิด Hb C 
เพิ่มเติม มีการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าเข๎าหาขั้วบวกได๎เทํากับ Hb fast ของกระบือปลัก  นอกจากนี้
พบฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ 5 ชนิด ในโคพื้นเมืองประกอบด๎วย Hb AA Hb AB Hb AC Hb BB และ 
Hb BC และ พบ ฮีโมโกลบิน ฟีโนไทป์ 3 ชนิด ใน โคพันธุ์ผสม ซิม เมนทั ลผสมบราห์มัน  
ประกอบด๎วย Hb AA Hb AB และ Hb BB (Boonprong et al., 2007) มีรายงานความหลากหลายของ
ฮีโมโกลบินของแกะ 2 สายพันธุ์ Moghani และ Makouei ในอิหรําน  พบฮีโมโกลบินฟีโนไทป์        
2 ชนิดในพันธุ์ Moghani ประกอบด๎วย Hb AA และ Hb AB สํวนในพันธุ์ Makouei ประกอบด๎วย 
Hb AA และ Hb AB (Esharatkhah et al., 2007) จากรายงานการศึกษาฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ของ
กระรอกเปอร์เซียมี 2 ชนิด ประกอบด๎วย Hb A และ Hb F เมื่อเปรียบเทียบรูปแบบของฮีโมโกลบิน
ของกระรอกกับคนและกระตําย พบวํ ามีการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าใกล๎ เคียงกับคนและมีการ
เคลื่อนที่ไปยังขั้วบวกเร็วกวํากระตําย แสดงวําฮีโมโกลบินของกระรอกมีประจุลบมากกวํากระตําย 
อาจเนื่องมาจากการที่มีกรดอะมิโนที่มีประจุลบในสาย ของฮีโมโกลบิน (Khazraiinia et al., 2008) 
เกรียงไกร (2548) รายงาน ลักษณะฟีโนไทป์ของฮีโมโกลบินของปลานิล  พบวําฮีโมโกลบินของ
ปลานิลมีฟีโนไทป์เหมือนกันและ มีฮีโมโกลบินจ านวนมาก  ฮีโมโกลบินของปลานิล  พบมี 9-11 
ชนิด คมสัน (2551) รายงานความแตกตํางของฮีโมโกลบินของปลาน้ าจืด 2 ชนิดของไทย คือ ปลา
ดุกและปลาตะเพียนที่มีความแตกตํางทั้งสายพันธุ์  พันธุกรรม รูปรํางลักษณะ  และพฤติกรรมการ
ด ารงชีวิต    เมื่อศึกษาฟีโนไทป์ของฮีโมโกลบินในสารละลายฮีโมไลเสตโดยใช๎เทคนิคอิเล็กโ ตรโฟ
รีซิสแบบเซลลูโลสอะซีเตต   ฟีโนไทป์และชนิดของฮีโมโกลบินของปลาดุกและปลาตะเพียนแสดง
การเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าจากขั้วลบไปหาขั้วบวกที่ตํางกัน   พบวําฮีโมโกลบินปลาดุกมีฟีโนไทป์ 
1 ชนิด ประกอบด๎วย 7 แถบ สํวนฮีโมโกลบินปลาตะเพียน มีฟีโนไทป์ 1 ชนิด ประกอบด๎วย 5 แถบ 
ซึ่งฮีโมโกลบินของปลาดุกมีการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าเข๎าหาขั้วบวกได๎เร็วกวํ าฮีโมโกลบิ นของ
ปลาตะเพียน พบจ านวนแถบของโปรตีนจ านวนมากแตํมีแบบที่เหมือนกันในทุกตัวอยํางปลา  ซึ่ง
จากรายงานการศึกษาพบวํา ปลา มีฮีโมโ กลบิน จ านวนมาก หลายชนิด  ที่มีความส าคัญ ในการ
ด ารงชีวิต อยูํในสภาวะ แวดล๎อมที่เปลี่ยนแปลง ได๎ดีซึ่งไมํเหมือนกับ สัตว์บก โดยที่ ในพวกปลา
กระดูกอํอน (Elasmobranchs) พบมีฮีโมโกลบิน 12-13 ชนิด ที่เรียกวํา Iso Hbs ที่มีน้ าหนักโมเลกุล
ใกล๎เคียงกัน และมีโครงสร๎างคล๎ายกับสัตว์เลี้ยงลูกด๎วยนม ในพวกปลาแซลมอนและปลาเทราท์  
(Salmonids) ฮีโมโกลบินมี 8-19 ชนิด มีฟีโนไทป์ที่มีลักษณะเฉพาะที่แตกตํางกัน ในปลาแตํละชนิด 
ท าให๎มีความแตกตํางใน ความหลา กหลายของฮีโมโกลบิน ปลาตั้งแตํระดับยีน และการท าหน๎าที่
(Martin et al., 1979a; Perry and Tufts, 1998; Prisco et al., 2000; Weber, 2000a, 2000b) 
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เทคนิคเซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส นิยมใช๎แยกฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ ได๎ผลรวดเร็ว 
แตํประสิทธิภาพในการแยก ไมํดีเทํากับวิธีพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส  เน่ืองจากเทคนิค
เซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส  ยังไมํสามารถแยกฮีโมโกลบินที่เกิดจากการเปลี่ยนแปลงทาง
พันธุกรรม จึงจ าเป็นต๎องใช๎พอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ไอโซอิเล็กตริกโฟกัสซิง   โครมา
โตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง หรือ แมสสเปกโตรเมทรี  (สุกัญญา, 2549)  ชวดี และคณะ (2551) 
กลําววําการแยกฮีโมโกลบินด๎วยกระแสไฟฟ้าบนแผํนเซลลูโลสอะซี เตตเพื่อทดสอบแยกชนิดและ
วัดปริมาณฮีโมโกลบินแตํละชนิด ในคนยังคงได๎รับการแนะน าให๎ใช๎เป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจ
ยืนยัน จากข๎อมูลการใช๎งานของหนํวยโลหิตวิทยา ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์  ตั้งแตํ พ .ศ. 2543-2549 หลังจากน าเคร่ืองอัตโนมัติที่ใช๎หลักการ    
โครมาโตกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสูง รุํน VARIANT II (Biorad, U.S.A.) มาใช๎งาน พบวํามี
ข๎อจ ากัดในการใช๎เคร่ืองนี้ ที่ไมํสามารถรายงานผล ฮีโมโกลบิน เอช หรือฮีโมโกลบินบาร์ทได๎  ต๎อง
ท าการทดสอบซ้ าด๎วย ชุดคอลัมน์ -thal short ท าให๎เพิ่มต๎นทุนและเวลาในการทดสอบมากขึ้น 
ห๎องปฏิบัติการสํวนใหญํจึงยังคงใช๎วิธีแยกฮีโมโกลบินด๎วยกระแสไฟฟ้าบนแผํนเซลลูโลสอะซีเตต  
เพื่อตรวจวัดปริมาณฮีโมโกลบินเอช หรือฮีโมโกลบินบาร์ทเฉลี่ย 9.15 เปอร์เซ็นต์ของปริมาณงาน
ทั้งหมด (ชวดี และคณะ, 2551) 
 

2.2  วิธีเนทีฟพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส 
 
      จากการศึกษาฟ โนไทป ของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน และสุนัขพันธุ์ไทย

บางแก๎วโตเต็มวัย โดยวิธีเนทีฟพอลิอะคริลาไมด์เจ ลอิเล็กโตรโฟรีซีส  (10% T  2.67% C ที่พีเอช 
8.3)  เมื่อน าสารละลายฮีโมไลเสต ไปแยกฮีโมโกลบินให๎บริสุทธิ์โดยใช๎เทคนิคเจลฟิลเทรชันโคร
มาโทกรา ฟี    สารละลายฮีโมโกลบินบริสุทธิ์ที่แยกได๎น ามาศึกษาฟีโนไทป์ และชนิดของ
ฮีโมโกลบินโดยใช๎เทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบเนทีฟพอลิอะคริลาไมด์เจล พบวําฮีโมโกลบินขอ ง
สุนัขทั้ง 2 สายพันธุ์ มีฟีโนไทป์เดียวและเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าจากขั้วลบไปหาขั้วบวก เหมือนกับ
วิธีเซลลูโลสอะซีเตต จากการวิเคราะห์ด๎วยโปรแกรมวิเคราะห์แผํนเจลควอนติตี้วัน สุนัขพันธุ์ไทย
หลังอาน แสดงฮีโมโกลบิน ฟีโนไทป์  1 ชนิด ประกอบด๎วยฮีโมโกลบินชนิดหลัก เฉลี่ยเทํากับ
84.37±0.28 เปอร์เซ็นต์  และชนิดรองเฉลี่ยเทํากับ 15.63±0.28 เปอร์เซ็นต์    สํวนสุนัขพันธุ์ไทยบาง
แก๎วแสดงฮีโมโกลบิน ฟีโนไทป์  1 ชนิด เชํน เดียว กัน ประกอบด๎วยฮีโมโกลบินชนิดหลัก เฉลี่ย 
เทํากับ 93.93±0.05 เปอร์เซ็นต ์และชนิดรองเฉลี่ยเทํากับ  6.07±0.05 เปอร์เซ็นต์    (ดังภาพที่ 28)   ซึ่ง
เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิคเซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิสพบวํา วิธี เนทีฟพอลิอะคริลาไมด์
เจลอิเล็กโตรโฟรีซีส  มีตัวกลางค้ าจุนเป็น พอลิอะคริลาไมด์เจ ล ซึ่งเฉื่อยตํอสารเคมี จึงทนตํอสภาพ
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ความเป็นกรด -ดําง ทนตํออุณหภูมิและความแรงไอออน (ionic strength) อัตราการเคลื่อนที่ ใน
สนามไฟฟ้าของสารที่มีประจุ ขึ้นอยูํกับความหนาแนํนของประจุ ซึ่งเป็นอัตราสํวนของประจุตํอ
มวล ถ๎าอัตราสํวนน้ีสูงโมเลกุลจะเคลื่อนที่ได๎รวดเร็ว เมื่อให๎สนามไฟฟ้ากับสารละลาย ฮีโมไลเสต 
ฮีโมโกลบินแตํละชนิดจะเคลื่อนที่ด๎วยอัตราเร็วที่ตํางกันท าให๎แยกออกจากกันได๎  

 

                                  
                                                      1             2               3              4    

 
ภาพท่ี 28  แสดงการเคลื่อนที่ของฮีโมโกลบินที่ท าให๎บริสุทธิ์ด๎วยเจลฟิลเทรชันคอลัมน์โครมาโท 
 กราฟีของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน (เลนที่ 1 และ 2) และ สุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว (เลนที่ 3  

และ 4) บนเนทีฟพอลิอะคริลาไมด์เจล (10% T 2.67% C ที่พีเอช 8.3) โดยใช๎เทคนิคอิเล็ก
โตรโฟรีซิส และย๎อมด๎วยโคแมสซีบลูอาร-์250 

 
การแยกโปรตีนจะขึ้นอยูํกับความหนาแนํน ของประจุของโปรตีนที่คําพีเอช หนึ่งๆที่เลือก 

สํวนตัวกลางค้ าจุนเป็นพอลิอะคริลาไมด์เจ ลสามารถลดการแพรํและป้องกันการเกิดการพาได๎ดีท า
ให๎การแยกได๎แถบที่คมชัด นอกจากนี้ยังเป็นตัวกลางที่มีรูพรุนท าหน๎าที่เป็นตะแกรงรํอนโมเลกุลได๎
เมื่อปรับขนาดของรูพรุนให๎เหมาะสม  ดังนั้นการแยกฮีโมโกลบินโดยใช๎ตัวกลางค้ าจุนเป็น            
พอลิอะคริลาไมด์เจ ลจึงขึ้นกับความหนาแนํนของประจุและขนาดของสารที่ต๎องการแยก             
จากเหตุผลนี้ท า ให๎โปรตีนผสมที่มีขนาดแตกตํางกัน แตํมีความหนาแนํนของประจุเทํากันจึงไมํถูก
แยกออกจากกันเมื่อใช๎เทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบกระดาษ แตํถ๎าใช๎ วิธีเนทีฟพอลิอะคริลาไมด์
เจลอิเล็กโตรโฟรีซีส  ขนาดของรูพรุนของเจลที่เหมาะสมจะมีผลท าให๎อัตราการเคลื่อนที่ของ
โปรตีนขนาดใหญํช๎าล งกวําการเคลื่อนที่ของโปรตีนขนาดเล็กกวํา ท าให๎โปรตีน 2 ชนิดแยกออก
จากกันได๎ (อาภัสสรา, 2537; สุกัญญา, 2549) 

 

   + 

- 

แถบรอง 

แถบหลัก 
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จากการศึกษา ฮีโมโกลบิน ฟโนไทป สุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน และสุนัขพันธุ์ไทย บางแก๎ว
พบวํามีฟีโนไทป์ 1 ชนิด ประกอบด๎วย 2 แถบ ซึ่งสอดคล๎องกับที่ Jain (1993) กลําววําฮีโมโกลบิน
สุนัขในระยะโตเต็มวัย มี 1-2 ชนิด นอกจากนี้ มีการศึกษาความหลาก หลายทางพันธุกรรมของ
ฮีโมโกลบิน สุนัข โดยการใช๎ เทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิส แบบแป้งเจล พบความแตกตํางของ
ฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ ที่ถูกควบคุมด๎วย คูํอัลลีลของ Hb A และ Hb B (Tanabe et al., 1978) จาก
การศึกษาความหลากหลายของฮีโมโกลบินสุนัข จ านวน 114 ตัว โดยเทคนิคพอลีอะคริลาไมด์เจล  
แบบไอโซอิเล็กตริกโฟกัสซิ่ง  พบฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ 3 ชนิดในชํวงพีเอช  ระหวําง 7.0-7.6 มี
ความหลากหลายของฮีโมโกลบินที่ ถูกควบคุมโดยยีน Ht83 และ Ht85 ความแตกตํางของคํา pI ของ
ฮีโมโกลบินท าให๎ทราบ ล าดับกรดอะมิโนของสายอัลฟาและเบต๎า  ซึ่งเป็นตัวบํงชี้ความหลากหลาย
ของฮีโมโกลบิน ที่เรียกวํา “multiplicity polymorphism” (Braend, 1988) จากการศึกษาวิวัฒนาการ
ของสายพันธุ์สุนัข ในประเทศญี่ปุ่น โดยการใช๎ฮีโมโกลบินของสุนัขพื้นเมือง 6 สายพันธุ์ ได๎แกํ       
ฮ็อกไกโด อะคิตะ ไค  ไคชู ชิโกกุ และ ชิบะ พบความถี่ของยีนมีความแตกตํางที่เดํนชัดระหวํางสาย
พันธุ์และประชากรของสุนัขสํวนใหญํอยูํที่สํวนของฮีโมโกลบิน ความแตกตํางนี้เองท าให๎เกิด
ลักษณะที่ตํางกันของวิวัฒนาการแตํละสายพันธุ์ (Tanabe, 1990) 
 

มีรายงานการศึกษาความหลากหลายของฮีโมโกลบิน ฟโนไทป์ ขอ งสัตว์สปีชีส์ตํางๆ
จ านวนมาก เมื่อ ใช๎ เทคนิคอิเล็กโ ตรโฟรีซิสแบบเนทีฟพอลิอะคริลาไมด์เจล  อรพรรณ (2546) 
รายงานพบฮีโมโกลบิน ฟโนไทป์ ของโคเน้ือพันธุ์ก าแพงแสนมี 3 ชนิด คือ Hb AA Hb BB และ 
Hb AB ซึ่งสอดคล๎องกับเมื่อใช๎เทคนิคเซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิสที่พบฮีโมโก ลบินฟโน
ไทป์ ของโคเน้ือพันธุ์ก าแพงแสน 3 ชนิดเหมือนกัน และมีการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าจากขั้วลบไป
ขั้วบวก สํวนฮีโมโกลบินฟโนไทป์ ของกระบือปลักมี 2 ชนิด  คือ  Hb BB และ Hb AB ซึ่ง
สอดคล๎องกับเมื่อใช๎เทคนิคเซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิสที่พบฮีโมโกลบินฟโนไทป์ ของ 
กระบือปลัก 2 ชนิดเหมือนกันและมีการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าจากขั้วลบไปขั้วบวก  นันทวรรณ 
(2549) รายงานพบฮีโมโกลบิน ฟโนไทป์ ขอ งกระบือปลัก และกระบือแมํน้ า  โดยเทคนิค
เซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิสและพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส  เมื่อใช๎ความเร็วใน
การเคลื่อนที่ของแถบฮีโมโกลบินในอิเล็กโตรโฟรีซิสจากขั้วลบไปยังขั้วบวก  พบวําทั้งสองเทคนิค
ให๎ผลเชํนเดียวกันพบฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ ของกระบือปลักมี 2 ชนิด คือ Hb BB และ Hb AB และ
พบฮีโมโกลบินฟีโนไทป์ของกระบือแมํน้ ามี 2 ชนิด คือ Hb BB และ Hb AB ไมํพบ Hb AA           
ที่ประกอบด๎วย  Hb fast เพียงอยํางเดียว  Hb BB และ Hb AB ประกอบด๎วย Hb fast และ Hb slow    
ในอัตราสํวน 2:1 และ 5:1 ตามล าดับ   นอกจากนี้ เกรียงไกร (2548) ศึกษาฟีโนไทป์ของฮีโมโกลบิ น
ของปลานิล โดยใช๎เทคนิคอิเล็กโ ตรโฟรีซิสแบบเนทีฟพอลิอะคริลาไมด์เจล   ฮีโมโกลบินของปลา
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นิลในสารละลายฮีโมไลเสตแสดงฟีโนไทป์เดียวเชํนกัน   ประกอบด๎วยฮีโมโกลบิน 2 กลุํม คือ กลุํม
แอโนดิกและกลุํมแคโธดิก  พบวํากลุํมแอโนดิกเป็น กลุํมฮีโมโกลบินหลัก ที่พบในคนและสัตว์บก   
มีการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าจากขั้วลบไป หาขั้วบวกได๎เร็วกวํากลุํม แคโธดิกที่พบเฉพาะในปลา 
(เกรียงไกร , 2548; Weber, 2000a) จากผลการศึกษา ของคมสัน (2551) เมื่อศึกษาฟีโนไทป์ของ
ฮีโมโกลบินในสารละลายฮีโมไลเสตโดย ใช๎เทคนิคอิเล็กโ ตรโฟรีซิสแบบเนทีฟพอลิอะคริลาไมด์
เจล ศึกษาฟีโนไทป์ของฮีโมโกลบินในสารละลายฮีโมไลเสต    พบจ านวนแถบของโปรตีนลดลง
แตํยังคงมีแบบที่ เหมือนกันในทุกตัวอยํางปลา  เมื่อท าให๎ฮีโมโกลบินในสารละลายฮีโมไล
เสต  บริสุทธิ์ด๎วยเทคนิคเจลฟิ ลเทรชัน โครมาโทกราฟี พบฮีโมโกลบินของปลาตะเพียนมี 1 ฟีโน
ไทป์ที่มีฮีโมโกลบิน 1 ชนิด  ในขณะที่ปลาดุกมีฮีโมโกลบิน 1 ฟีโนไทป์เชํนกันแตํมีฮีโมโกลบิน 2 
ชนิด ประกอบด๎วยชนิดหลักและชนิดรอง   เมื่อศึกษาผลการทดลองทั้งหมดมีความเป็นไปได๎วําทั้ง
ปลาดุกและปลาตะเพียนนําจะมีฮีโมโกลบินกลุํมแอโนดิกไมํมีฮีโมโกลบินกลุํมแคโธดิก ซึ่งตํางจาก
ปลานิลที่มีทั้ง 2 กลุํม     
 
3.  การศึกษาน้ าหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินและน้ าหนักโมเลกุลของหน่วยย่อยของฮีโมโกลบิน
สุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก้ว 
 

3.1  วิธีเจลฟิลเทรชันคอลัมน์โครมาโทกราฟี 
 
        การท าเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโทกราฟของเซฟาเดกซ์  G-100 เกรดละเอียด ซึ่งมี

ระดับการเชื่อมโยงเป นตาขายรางแหอยูํ ในชวงน้ าหนักโมเลกุลประมาณ  4,000-150,000 ดาลตัน   
ผลการชะสารของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและโปรตีนมาตรฐาน ดังภาพที่ 29  และสุนัข
พันธุ์ไทยบางแก๎วและโปรตีนมาตรฐาน ดังภาพที่ 30 ที่ผํานเจลฟิลเทรชันคอลัมน์โครมาโทกราฟี
ของเซฟาเดกซ์  G-100 ด๎วยทริสบัฟเฟอร์ความเข๎มข๎น  0.05 โมลาร์ พีเอช 7.4 ที่มี 0.02 เปอร์เซ็นต์ 
โซเดียมเอไซด์ อัตราการไหล 0.4 มิลลิลิตรตํอนาที 

 
กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว างคา Kd ของสารและ โปรตีนมาตรฐานและ

คําลอกาลิทึมน้ าหนักโมเลกุล  (Log M.W.) ของฮีโมโกลบิน และโปรตีนมาตรฐาน  ดังภาพที่ 31    
การหาน้ าหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน และสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว  โดยการ    
สรางกราฟระหวางคา Kd และคา Log M.W. จากกราฟมาตรฐานสามารถค านวณหาน้ าหนักโมเลกุล
ของฮีโมโกลบิน สุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน และสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว ได๎น้ าหนักโมเลกุลเทํากับ  
64,000 ดาลตัน และ 65,956 ดาลตัน ตามล าดับ ซึ่งเป็นน้ าหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบิน ในสภาพ
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ธรรมชาติ ที่ประกอบด๎วย 4 หนํวยยํอย โดยน้ าหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินในสภาพธรรมชาติ ที่ได๎
น๎อยกวําที่ Whitaker (1963) รายงานการศึกษาน้ าหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินโดยใช๎เทคนิคเจลฟิล
เทรชันคอลัมน์โครมาโทกราฟี พบมีน้ าหนักโมเลกุลเทํากับ 68,000 ดาลตัน 

 

 

 
ภาพท่ี 29  แสดงผลการชะสารชนิดต างๆ  ของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและโปรตีน

มาตรฐาน ที่ผํานเจลฟิลเทรชันคอลัมน์โครมาโทกราฟี ของเซฟาเดกซ์  G-100 ด๎วยทริส
บัฟเฟอร์ความเข๎มข๎น  0.05 โมลาร์ พีเอช 7.4 ที่มี 0.02 เปอร์เซ็นต์  โซเดียมเอไซด์ อัตรา
การไหล 0.4 มิลลิลิตรตํอนาที   

 

 

 
ภาพ ท่ี 30  แสดงผลการชะสารชนิดต างๆของฮีโม โกลบินสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว และโปรตีน    

มาตรฐาน ที่ผํานเจลฟิลเทรชันคอลัมน์โครมาโทกราฟี ของเซฟาเดกซ์  G-100 ด๎วยทริส
บัฟเฟอร์ความเข๎มข๎น  0.05 โมลาร์ พีเอช 7.4 ที่มี 0.02 เปอร์เซ็นต์  โซเดียมเอไซด์ อัตรา
การไหล 0.4 มิลลิลิตรตํอนาที   

 

Hb 



 

103 
 

น้ าหนักโมเลกุลที่ได๎ต่ ากวําจากที่เคยมีการศึกษาซึ่งอาจเกิดจากความเสถียรของโมเลกุลฮีโมโกลบิน
มีการเปลี่ยนแปลงโดยเกิดการแยกตัวออกจากกันของหนํวยยํอยขอ งฮีโมโกลบินหรือ เกิดจาก          
เจลมีการดูดซับกับโปรตีนตัวอยํางที่ท าการศึกษา นอกจากนี้ยังขึ้นอยูํกับสารละลายบัฟเฟอร์ที่ใช๎ที่มี
ความแรงไอออน (ionic strength) และพีเอชที่มีผลตํอน้ าหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบิน (Whitaker, 
1963; Voet and Voet, 2004) 
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ภาพท่ี 31  แสดงการหาน้ าหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทย

บางแก๎ว จากกราฟมาตรฐานที่เขียนระหวํางคา Kd และ Log M.W. ของโปรตีนมาตรฐาน 
 
หมายเหตุ   น้ าหนักโมเลกุลของสารและโปรตีนมาตรฐาน 

 บลูเดกซ์แตรน             2,000,000     ดาลตัน 
 ซีรัมอัลบูมินของโค          68,000      ดาลตัน 
 โอวัลบูมิน                    45,000      ดาลตัน 

  ไซโตโครม ซี                  12,384      ดาลตัน 
 ดีเอ็นพี-แอสปาร์เตต                                   299.2    ดาลตัน 
 

จากรายงานการศึกษาน้ าหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบิน โดยใช๎เทคนิคเจลฟิลเทรชันคอลัมน์
โครมาโทกราฟีของสัตว์ชนิดตํางๆที่มีน้ าหนักโมเลกุลแตกตํางกัน Lincoln et al. (1973) รายงาน
น้ าหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบิน elephant seal โดยเทคนิคเจลฟิลเทรชันคอลัมน์โครมาโทกราฟี ใช๎

ไซโตโครม ซี 

โอวัลบูมิน 

ดีเอ็นพ ี- แอสปาร์เตต 

ฮีโมโกลบิน 

สุนัขพันธ์ุไทยหลังอาน  

ซีรัมอัลบูมินของโค ฮีโมโกลบิน 

สุนัขพันธ์ุไทยบางแก๎ว  
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เซฟาเดกซ์ G-75 และ G-100 มีน้ าหนักโมเลกุลเทํากับ 65,000 ดาลตัน Martin et al. (1979b) รายงาน
น้ าหนักโมเลกุลของ ฮีโมโกลบินของปลาดุกอเมริกาใต๎  (Pseudodoras) และปลาดุกแถบเขตร๎อน  
(Brachyplatystoma spp.)  พบมีน้ าหนักโมเลกุล เทํากับ  66,000 และ 69,000 ดาลตัน  ตามล าดับ                 
Falk et al. (1998) รายงานน้ าหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินของปลานิล 2 สกุล (สกุล Oreochromis 
และสกุล  Sarotherodon) พบมีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ  65,000-70,000 ดาลตัน Sittivilai et al. 
(2004) รายงานน้ าหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินของสัตว์ปีกเลี้ยง โดยใช๎เทคนิคเจลฟิลเทรชัน
คอลัมน์โครมาโตกราฟฟีของเซฟาเดกซ์ G-100 พบมีน้ าหนักโมเลกุลเทํากับ 51,784 ดาลตัน อรพรรณ 
(2546) รายงาน น้ าหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบิน ของโคเน้ือก าแพงแสนและกระบือปลัก  โดยใช๎
เทคนิคเจลฟิลเทรชันคอลัมน์โครมาโตกราฟฟี ของเซฟาเดกซ์  G-100 พบวํามีน้ าหนักโมเลกุลเทํากับ 
64,565 ดาลตัน นันทวรรณ (2549) รายงานน้ าหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินของกระบือปลัก โดยใช๎
เทคนิคเจลฟิลเทรชันคอลัมน์โครมาโตกราฟฟี ของเซฟาเดกซ์  G-100 พบมีน้ าหนักโมเลกุลเทํากับ 
46,209 ดาลตัน เกรียงไกร (2548) รายงานน้ าหนักโมเลกุลของ ฮีโมโกลบินของปลานิล โดยเทคนิค
เจลฟิลเทรชันคอลัมน์โครมาโ ทกราฟีของ เซฟาเดกซ์  G-100 พบมีน้ าหนักโมเลกุล เทํากับ 60,792 
ดาลตัน  คมสัน (2551) รายงานน้ าหนักโมเลกุลของ ฮีโมโกลบิน ของปลาดุกและปลาตะเพียนโดย
เทคนิคเจลฟิลเทรชันคอลัมน์โครมาโ ทกราฟีของ เซฟาเดกซ์  G-100 พบมีน้ าหนักโมเลกุล เทํากับ  
63,096 และ 64,565 ดาลตัน ตามล าดับ   

 
3.2  วิธีโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบดิสคอนทินูอัส

เจล 
 
        จากการท า เทคนิคโซเดียมโด ดีซิลซัลเฟต พอลิอะคริลาไมด เจลอิเล็กโตรโฟรีซิ ส

แบบดิสคอนทินูอัสเจลของสารละลายฮีโมโกลบินที่ได๎จากการท าให๎บริสุทธิ์โดยผํานเจลฟิลเทรชัน
คอลัมน์โครมาโทกราฟี พบหนวยยอยของฮีโมโกลบินจ านวน  2 แถบ ในสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน
และสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว จากการวิเคราะหดวยโปรแกรมวิเคราะห แผนเจลควอนติตี้ วัน  พบ
หนํวยยอยของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน มีน้ าหนักโมเลกุลเฉลี่ย เทํากับ 13,637.5±229.65 
และ 15,087.5±52.81 ดาลตัน (n=4)  ตามล าดับ (ดังภาพที่ 32) และหนวยยอยของฮีโมโกลบินสุนัข
พันธุ์ไทยบางแก๎ว มีน้ าหนักโมเลกุลเฉลี่ย เทํากับ 13,030±75.93 และ 15,115±314.89 ดาลตัน (n=4)  
ตามล าดับ (ดังภาพที่ 33)  

 
         จากเทคนิคโซเดียมโดดี ซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส

แบบดิสคอนทินูอัสเจล เพื่อหาน้ าหนักโมเลกุล ของ แตํละหนํวยยํอยของฮีโมโกลบิน  พบวํา
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ฮีโมโกลบินของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว  ประกอบด๎วย  2 แถบ             
เมื่อค านวณน้ าหนักโมเลกุลเฉลี่ยของสายกลอบินด๎ วยโปรแกรม วิเคราะห์แผํน เจลควอนติตี้ วัน  
พบวําฮีโมโกลบินของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานมีน้ าหนักโมกุลของสายกลอบินเฉลี่ย ของแถบลําง
และแถบบนเทํากับ 13,637.5±229.65 และ 15,087.5±52.81 ดาลตัน ตามล าดับ 
                                                                                                   

                  
             1                                  2                    
 

ภาพท่ี 32  แสดงผลน้ าหนักโมเลกุลหนวยยอยของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน (เลนที่ 1) และเลน
ที่ 2 แสดง broad range M.W. standard (Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) โดยเทคนิค
โซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซสิ ที่พีเอช 8.3 ดวย separating gel 
15% T 2.67% C และ stacking gel 4% T 2.67% C (200 โวลต์คงที ่60 มิลลิแอมแปรตํอเจล 1 
แผน เวลา 45 นาท)ี  

 
สํวนฮีโมโกลบินของ สุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว มีน้ าหนักโมเลกุลของสายกลอบินเฉลี่ย ของ

แถบลํางและแถบบน เทํากับ 13,030±75.93 และ 15,115±314.89 ดาลตัน ตามล าดับ แสดงวําหนํวย
ยํอยหรือสายกลอบินทั้งสี่ของฮีโมโกลบินของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว  
ประกอบด๎วยหนํวยยํอยหรือสายกลอบิน 2 ชนิดที่มีน้ าหนักโมเลกุลตํางกัน ในคนพบวําฮีโมโกลบิน

  200,000  ดาลตัน 
  116,250  ดาลตัน 
97,400  ดาลตัน 
66,200  ดาลตัน 

45,000  ดาลตัน 

31,000  ดาลตัน 

21,500  ดาลตัน 

14,400  ดาลตัน 

  6,500  ดาลตัน 

- 

   + 

   แถบลําง 
แถบบน 
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เตตระเมอร์ประกอบด๎วยหนํวยยํอยของสายอัลฟา 2 สาย ที่มีน้ าหนักโมเลกุล 15,126 ดาลตัน          
มีกรดอะมิโน 141 หนํวย สายเบต๎า 2 สาย ที่มีน้ าหนักโมเลกุล 15,867 ดาลตัน มีกรดอะมิโน 146 
หนํวย  

 

                                               

                  1        2 
 
ภาพท่ี 33  แสดงผลน้ าหนักโมเลกุลหนวยยอยของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว (เลนที่ 1) และเลน

ที่ 2 แสดง broad range M.W. standard (Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) โดยเทคนิค
โซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ที่พีเอช 8.3 ดวย separating gel 
15% T 2.67% C และ stacking gel 4% T 2.67% C (200 โวลต์คงที ่60 มิลลิแอมแปรตํอเจล 1 
แผน เวลา 45 นาท)ี  

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

 ไมโอซิน    200,000  ดาลตัน 
เบต๎ากาแลคโตซิเดส    116,250  ดาลตัน 
ฟอสโฟรีเลส บี       97,400  ดาลตัน 
ซีรัมอัลบูมินของโค       66,200  ดาลตัน 

   + 

   แถบลําง 

- 

   แถบบน 

 6,500  ดาลตัน 

14,400  ดาลตัน 

21,500  ดาลตัน 

31,000  ดาลตัน 

45,000  ดาลตัน 

66,200  ดาลตัน 
97,400  ดาลตัน 

  116,250  ดาลตัน 
  200,000  ดาลตัน 



 

107 
 

โอวัลบูมิน      45,000  ดาลตัน 
คาร์บอนิกแอนไฮเดรส     31,000  ดาลตัน 
ตัวยับยั้งทริปซินของถั่วเหลือง     21,500  ดาลตัน 
ไลโซไซม ์      14,400  ดาลตัน 
อะโพรทินิน                     6,500  ดาลตัน 

 
จากการวิเคราะห์น้ าหนักโมเลกุลของหนํวยยํอยของฮีโมโกลบินในคน  โดยใช๎วิธีอิเล็กโตร 

สเปรย์ไอออนไนเซชัน แมสสเปกโทรเมทรี  (electrospray ionization mass spectrometry, ESI-
MS/MS) พบวําสายอัลฟามีน้ าหนักโมเลกุลเทํากับ 15,216 ดาลตัน สายเบต๎า มีน้ าหนักโมเลกุลเทํากับ 
15,867 ดาลตัน (Troxler et al., 2002) และสอดคล๎องกับรายงานของ Adamczyk and Gebler (1997) 
ที่ได๎ศึกษาน้ าหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินสุนัข โดยใช๎เทคนิค ESI-MS  พบวําสายอัลฟาหนึ่ง
และอัลฟาสองมีน้ าหนักโมเลกุลเทํากับ 15,217.3 และ 15,247.3 ดาลตัน ตามล าดับ สายเบต๎า มีน้ าหนัก
โมเลกุลเทํากับ 15,996.3 ดาลตัน  จากเหตุผลดังกลําว สามารถกลําว ได๎วําแถบที่ มีน้ าหนักโมเลกุล
มากกวําเป็นแถบสายเบต๎า สํวนแถบ ที่น้ าหนักโมเลกุลน๎อยกวําและมีการ เคลื่อนที่ในกระแสไฟฟ้า
จากขั้วลบไปขั้วบวกได๎ไกลที่สุดเป็นแถบสายอัลฟา ซึ่งสามารถยืนยันน้ าหนักโมเลกุลที่ถูกต้องของ
ฮีโมโกลบินโดยวิธีแมสสเปกโทรเมทรี ตํอไป  

 
นอกจากนี้มีรายงานการศึกษาน้ าหนักโมเลกุลของหนํวยยํอยของฮีโมโกลบิน โดยใช๎

เทคนิค โซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ของสัตว์ชนิดตํางๆที่มี
น้ าหนักโมเลกุลแตกตํางกัน  Martin et al. (1979b) รายงานน้ าหนักโมเลกุลของ แตํละหนํวยยํอยของ
ฮีโมโกลบินของปลาดุกอเมริกาใต๎  (Pseudodoras) เทํากับ 14,300 ดาลตัน Sittivilai et al. (2004) 
รายงานน้ าหนักโมเลกุลของ แตํละหนํวยยํอยของฮีโมโกลบินของสัตว์ปีกเลี้ยง เทํากับ  12,519 และ 
10,984 ดาลตัน อรพรรณ (2546) รายงานน้ าหนักโมเลกุลของ แตํละหนํวยยํอยของฮีโมโกลบินของโค
เน้ือพันธุ์ก าแพงแสนและกระบือปลัก เทํากับ  11,150 ดาลตัน เทํากัน นันทวรรณ (2549) รายงาน
น้ าหนักโมเลกุลของ แตํละหนํวยยํอยของฮีโมโกลบินของโคเน้ือพันธุ์ก าแพงแสน เทํากับ  13,227 ดาล
ตัน เกรียงไกร (2548) รายงานน้ าหนักโมเลกุล เฉลี่ยของแตํละหนํวยยํอยของฮีโมโกลบินของปลานิล
เทํากับ 15,415 ดาลตัน โดยมีคําในชํวง  14,021-16,561 ดาลตัน คมสัน (2551) รายงานน้ าหนัก
โมเลกุลเฉลี่ยของแตํละหนํวยยํอยของฮีโมโกลบินของปลาดุกเทํากับ  15,260 และ 14,750 ดาลตัน 
ตามล าดับ สํวนฮีโมโกลบินของปลาตะเพียนมีน้ าหนักโมเลกุลของสายกลอบินเฉลี่ยเทํากับ  14,630 
ดาลตัน 
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                    3.3  วิธีแมสสเปกโทรเมทรี 
 

        สารละลายฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว ที่ผํานเจล
ฟิลเทรชันคอลัมน์โครมาโ ทกราฟีของ เซฟาเดกซ์  G-100 น ามาหาน้ าหนักโมเลกุล โดยผําน
เคร่ือง  MALDI-TOF แมสสเปกโทรมิเตอร์  (Bruker Reflex IV, U.S.A.) ใชกรดไซแนพินิคเป็น
เมทริกซ ซึ่งเป็นการตรึงโปรตีนหรือเปปไทด์กับผลึกของเมทริกซ์ (crystalline matrix) และยิงดวยแสง
เลเซอร์ โดยอาศัยหลักการยิงแสงเลเซอรลงไปบนเพลทที่มีตัวอยางโปรตีนจับอยูํกับเมทริกซซึ่ง   
เมทริกซจ์ะดูดพลังงานจากแสงเลเซอร์และถํายเทพลังงานให๎กับตัวอยําง ท าใหเกิดการแตกตัวเป็นไอออน 
แล๎วเคลื่อนที่ไปตามทอสูญญากาศที่มีสนามไฟฟา  ภายใตสภาวะดังกลาวสารที่มีมวลโมเลกุลนอย
จะเคลื่อนที่ไปไดเร็วกวาสารที่มีมวลโมเลกุลมากและตกกระทบกับสํวนของดีเทกเตอร์ (detector) 
ระยะเวลาที่ไอออนเคลื่อนที่ไปตกกระทบกับดีเทกเตอร์ เรียกกวํา time-of-flight (TOF) ได๎เป็น       
พีคบนสเปกตรัมตามขนาดมวลตํอประจุของไอออน (m/z peak) ซึ่งจะสงสัญญาณตํอไปยัง
ซอฟต์แวร์คอมพิวเตอรเพื่อวิเคราะหผลตอไป โดยสามารถน ามาวิเคราะห์หาน้ าหนักโมเลกุลของ 
แตํละเปปไทด์ที่อยูํในแตํละโปรตีนตัวอยํางได๎ น าไปสูํการค๎นหาโดยเทียบกับสายเปปไทด์ในฐาน
ข๎อ มูลคอมพิวเตอร์เพื่อระบุชนิดของโปรตีน ซึ่งวิธีการนี้ได๎ ถูกพัฒนาในการวิเคราะห์ตัวอยํางให๎
งํายและมีความรวดเร็ว พบวําฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานประกอบด๎วย 5 พีค ที่มี น้ าหนัก
โมเลกุลที่ถูกต้องเฉลี่ยเทํากับ 15,216.84±8.25 15,969.62±8.46 31,785.13±206.44 
47,955.10±240.39 และ 63,486.75±389.42 ดาลตัน (n=4) ตามล าดับ ซึ่ง Adamczyk and Gebler 
(1997) ได๎ท าการศึกษาน้ าหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินของสุนัขโดยใช๎เทคนิค ESI-MS  พบวํา
สายอัลฟาหนึ่งและอัลฟาสองมีน้ าหนักโมเลกุลเทํากับ 15,217.3 และ 15,247.3 ดาลตัน ตามล าดับ     
สายเบต๎า มีน้ าหนักโมเลกุลเทํากับ 15,996.3 ดาลตัน จากเหตุผลดังกลําวท าให๎รูปแบบมอโนเมอร์ของ
สุนัขพันธุ์ไทยหลังอานมีน้ าหนักโมเลกุลเฉลี่ยของสายอัลฟาเทํากับ 15,216.84±8.25 ดาลตัน และ
สายเบต๎าเทํากับ 15,969.62±8.46 ดาลตัน สํวนรูปไดเมอร์ ไตรเมอร์ และเตตระเมอร์ มี น้ าหนัก
โมเลกุลเฉลี่ยเทํากับ 31,785.13±206.44 47,955.10±240.39  และ 63,486.75±389.42 ดาลตัน 
ตามล าดับ (ดังภาพที่ 34) สํวนฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎วประกอบด๎วย 5 พีค ที่มีน้ าหนัก
โมเลกุลที่ถูกต๎องเฉลี่ยเทํากับ 15,230.11±15.96 15,980.23±16.67 31,752.16±194.91 
48,018.41±303.74 และ 63,728.82±488.21 ดาลตัน  (n=4) ตามล าดับ ซึ่งสอดคล๎องกับการศึกษา
ของ Adamczyk and Gebler (1997) ท าให๎กลําวได๎วํารูปแบบมอโนเมอร์ของสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว
มีน้ าหนักโมเลกุลเฉลี่ยของสายอัลฟาเทํากับ 15,230.11±15.96 ดาลตัน  และสายเบต๎าเทํากับ 
15,980.23±16.67 ดาลตัน  สํวนรูปแบบไดเมอร์ ไตรเมอร์  และเตตระเมอร์  มีน้ าหนักโมเลกุล
เฉลี่ยเทากับ  31,752.16±194.91 48,018.41±303.74 และ 63,728.82±488.21 ดาลตัน  ตามล าดับ (ดัง
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ภาพที่ 35) แสดงวําโมเลกุลของฮีโมโกลบินของทั้งสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบาง
แก๎ว ประกอบด๎วยสายกลอบิน 2 ชนิดที่มีน้ าหนักโมเลกุลตํางกัน  ซึ่งสอดคล๎องกับงานวิจัยอื่นๆ     
ที่ศึกษาคําน้ าหนักโมเลกุลของสายกลอบินในคน มีน้ าหนักโมเลกุลของสายอัลฟาเทํากับ 15,126 
ดาลตัน และน้ าหนักโมเลกุลของสายเบต๎าเทํากับ 15,867 ดาลตัน (Troxler et al.,2002)  

 
น้ าหนักโมเลกุลในรูปแบบไดเมอร์ของฮีโมโกลบิน สุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน ที่มีน้ าหนัก

โมเลกุลเฉลี่ย 31,785.13±206.44 ดาลตัน  เกิดจากการจับกันของสายกลอบินที่มีน้ าหนักโมเลกุล
เฉลี่ย 15,216.84±8.25  และ  15,969.62±8.46 ดาลตัน เมื่อรูปแบบที่เป็น ไดเมอร์จับกับสายกลอบิน
อีกสายหนึ่งที่มีน้ าหนักโมเลกุล เฉลี่ย 15,216.84±8.25 ดาลตัน และ/หรือ 15,969.62±8.46 ดาลตัน 
ได๎เป็นรูปแบบไตรเมอร์ที่มีน้ าหนักโมเลกุล เฉลี่ย  47,955.10±240.39 ดาลตัน และรูปแบบเตตระ
เมอร์ที่มีน้ าหนักโมเลกุล เฉลี่ย 63,486.75±389.42 ดาลตัน เกิดจากการจับกันของสายกลอบินที่มี
น้ าหนักโมเลกุลเฉลี่ย 15,216.84±8.25 ดาลตัน และ 15,969.62±8.46 ดาลตัน อยํางละ 2 สาย 
 

สํวนฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว พบวํารูปแบบไดเมอร์ที่มีน้ าหนักโมเลกุล เฉลี่ย  
31,752.16±194.91 ดาลตัน  เกิดจากการจับกันของสายกลอบินที่มีน้ าหนักโมเลกุล เฉลี่ย  
15,230.11±15.96  และ 15,980.23±16.67 ดาลตัน เมื่อรูปแบบที่เป็น ไดเมอร์จับกับสายกลอบินอีก
สายหนึ่งที่มีน้ าหนักโมเลกุล เฉลี่ย 15,230.11±15.96 ดาลตัน และ /หรือ 15,980.23±16.67 ดาลตัน 
ได๎เป็นรูปแบบไตรเมอร์ที่มีน้ าหนักโมเลกุล เฉลี่ย  48,018.41±303.74 ดาลตัน และรูปแบบเตตระ
เมอร์ที่มีน้ าหนักโมเลกุล เฉลี่ย 63,728.82±488.21 ดาลตัน เกิดจากการจับกันของสายกลอบินที่มี
น้ าหนักโมเลกุลเฉลี่ย 15,230.11±15.96 ดาลตัน และ 15,980.23±16.67 ดาลตัน อยํางละ 2 สาย  
 

 เมทริกซ์ที่เลือกใช๎ในการวิเคราะห์ด๎วย เคร่ืองแมสสเปกโทรมิเตอร แบบ MALDI-TOF   
ในครั้งนี้ คือ กรดไซแนพินิค เป็นเมทริกซ์ที่เหมาะสมในการศึกษาน้ าหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบิน  
ซึ่งการวิเคราะห์ด๎วย MALDI-TOF ท าให๎สารละลายฮีโมโกลบินไมํถูกดูดกลืนพลังงานจากแสง
เลเซอร์ที่ ความยาวคลื่นในชํวง 103-104 ลิตรตํอโมลเซนติเมตร (L/mol.cm) แตํเมทริกซ์จะดูดกลืน
พลังงานจากแสงเลเซอร์ท าให๎มีการถํายเทพลังงานไปให๎กับสารละลายฮีโมโกลบิน  ซึ่งเป็นการใช๎
แสงเลเซอร์ในการดีซอร์บโมเลกุลหรือไอออนที่ไมํดูดกลืนพลังงานจากแสงเลเซอร์ออกจาก       
เมทริกซ์ที่ดูดกลืนพลังงานจากแสงเลเซอร์ได๎ดี รวมทั้งอัตราสํวนในการผสมเมทริกซ์กับสารละลาย
ฮีโมโกลบินในครั้งน้ีมีความเหมาะสมท าให๎ได๎แมสสเปกตรัมที่คมชัด  (แม๎น และคณะ, 2553; ศุภศร 
และ ณรงค์, 2553) 
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ภาพท่ี 34  แสดงน้ าหนักโมเลกุลของหนํวยยํอยฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน โดยวิธี

แมสสเปกโทรเมทรี ดวยเคร่ืองแมสสเปกโทรมิเตอร แบบ MALDI-TOF (Bruker Reflex 
IV, U.S.A.) ใชกรดไซแนพินิคเป็นเมทริกซ และยิงดวยไนโตรเจนเลเซอร 
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ภาพท่ี 35  แสดงน้ าหนักโมเลกุลของหนํวยยํอยฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว โดยวิธี

แมสสเปกโทรเมทรี ดวยเคร่ืองแมสสเปกโทรมิเตอร แบบ MALDI-TOF (Bruker Reflex 
IV, U.S.A.) ใชกรดไซแนพินิคเป็นเมทริกซ และยิงดวยไนโตรเจนเลเซอร 
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โดยทั่วไปแมสสเปกตรัมเป็นกราฟที่มีแกนเอ็กซ์ แทนคํา m/z และแกนวาย แทนคําปริมาณ
ของไอออน สํวนของดีเทกเตอร์จะสํง สัญญาณ อนาล็อก (analogue) จาก ไอออนที่แตกตัว และ
เปลี่ยนเป็นสัญญาณดิจิทัล (digital) เพื่อสํงไปค านวณด๎วย เคร่ืองคอมพิวเตอร์ ตํอไป ซึ่งข๎อมูลถูก
ปรับแตํงให๎เหมาะสมโดยการท าให๎พีคเรียบขึ้น (smoothing) การแยก พื้นหลัง แบกกราวด์  
(background subtracting) การค านวณต าแหนํง (m/z) ของพีค คําความเข๎มข๎นของแตํละพีค และการ
ปรับคํา m/z เทียบกับมาตรฐาน (calibration) (แม๎น และคณะ, 2553; ศุภศร และ ณรงค์, 2553) 

 
 แนะน าการใช๎ ZipTip® sampling เมื่อสารละลายตัวอยํางมีการปนเปื้อนจากเกลือบัฟเฟอร์
หรือสารซักฟอก (detergent) จ าพวก SDS เน่ืองจากสิ่งที่ปนเปื้อนในตัวอยํางโปรตีนที่ต๎องการ
วิเคราะห์จะมีผลตํอการวิเคราะห์โดยการใช๎เทคนิค MALDI ดังนั้นในขั้นตอนการเตรียมตัวอยําง
อาจพิจารณาใช๎ ZipTip® sampling เพื่อก าจัดเกลือและ SDS ออกจากตัวอยําง  ซึ่ง ZipTip® sampling 
จะมีลักษณะเป็นปิเปตทิปบรรจุด๎วยตัวค้ าจุน พวก C18 หรือ C4 การใช๎ ZipTip® sampling ในการ
เตรียมตัวอยํางเป็นวิธีที่สะดวก รวดเร็ว และลดปัญหาการเกิดแมสสเปกตรัมของสารปนเปื้อนอ่ืน ที่
อาจปนมาได๎ (Vekey et al.,2008) 
 

จากวิธีโซเดียมโด ดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส เมื่อพิจารณา น้ าหนัก
โมเลกุลของสายกล อบินทั้ง  4 สายที่ได๎  พบวําสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน มีน้ าหนักโมเลกุลของ
ฮีโมโกลบินเฉลี่ยเทํากับ 57,450 ดาลตัน สํวนสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎วมีคําเฉลี่ยเทํากับ 56,290 ดาลตัน 
ซึ่งมีคําต่ ากวําน้ าหนักโมเลกุลรวมของฮีโมโกลบินที่ท าการศึกษาโดยใช๎เทคนิ คเจลฟิ ลเทรชัน
คอลัมน์โครมาโ ทกราฟีที่มีน้ าหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบิน สุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน และสุนัขพันธุ์
ไทยบางแก๎วเทํากับ 64,000  และ 65,956 ดาลตัน ตามล าดับ  และวิธีแมสสเปกโทรเมทรี ที่มีน้ าหนัก
โมเลกุลของฮีโมโกลบิน สุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎วเทํากับ  
63,486.75±389.42  และ 63,728.82±488.21 ดาลตัน ตามล าดับ    จากผลดังกลําวแสดงวําน้ าหนัก
โมเลกุลรวมของสายกลอบินทั้ง 4 สายที่ได๎ต่ ากวําน้ าหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบิน ที่เป็นเชํนนี้
เน่ืองจากการใช๎ โซเดียมโดดีซิลซัลเฟต เป็นสารซักฟอกแอนไอออนิกที่มีประจุลบ สามารถจับกับ
สายกลอบินเป็นคอมเพลกซ์  ท าให๎สายกลอบินมีรูปรํางเป็นแทํง  (rod shape) การที่สายกลอบินถูก
จับด๎วยโซเดียมโดดีซิลซัลเฟต   ท าให๎คลายการ ขดม๎วนออกเป็นสายยาว คอมเพลกซ์นี้มีประจุเป็น
ลบ มีอัตราสํวนของประจุตํอมวลหรือมีความหนาแนํนของประจุคงที่เทํากัน และมีรูปรําง
เหมือนกัน จึงท าให๎การเคลื่อนที่ของ สายกลอบินขึ้นกับมวลโมเลกุลของสายกลอบินและ              
ทุกคอมเพลกซ์จะเคลื่อนที่ไปในทิศทางเดียวกันโดยเคลื่อนที่เข๎าหาขั้วบวก  นอกจากนี้สายกลอบิน
ซึ่งอยูํในรูปโปรตีนก๎อนกลมที่มีพันธะไดซัลไฟด์ (disulfide bond) อยูํภายในโมเลกุล สามารถถูกท า
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ให๎เสียสภาพธรรมชาติ โดยการให๎ความร๎อนแกํสายกลอบินในขณะที่ละลายอยูํในสารละลาย
โซเดียมโดดีซิลซัลเฟตและเบต๎าเมอร์แคบโตเอธานอลท าหน๎าที่รีดิวซ์พันธะ ไดซัลไฟด์ให๎เป็นหมูํ
ซัลฟ์ไฮดริว (sulfhydryl group) ท าให๎เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร๎างของฮีโมโกลบินไปมีผลท าให๎
น้ าหนักโมเลกุลรวมของสายกลอบินทั้ง 4 สายต่ ากวําน้ าหนักโมเลกุลรวมของฮีโมโกลบิน 

 
ตารางท่ี 9  แสดงน้ าหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบาง   

แก๎ว แบํงตามวิธีการศึกษา 
 

 วิธีการศึกษาน้ าหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินสุนัข 

โมเลกุล
ของ

ฮีโมโกลบิน 
(ดาลตัน) 

Gel filtration SDS-PAGE Mass spectrometry 
ไทยหลัง  
อาน 

ไทยบาง
แก๎ว 

ไทยหลังอาน ไทยบางแก๎ว  ไทยหลัง
อาน 

 ไทยบาง
แก๎ว 

เตตระเมอร์ 64,000 65,956 - - 63,486.75
±389.42 

63,728.82
±488.21 

ไตรเมอร์ - - - - 47,955.10
±240.39 

48,018.41
±303.74 

ไดเมอร์ - - - - 31,785.13
±206.44 

31,752.16
±194.91 

โมโนเมอร์ - - 13,637.5±229.65 
และ  

15,087.5±52.81 

13,030±75.93 
และ  

15,115±314.89 

15,216.84
±8.25  
และ 

15,969.62
±8.46 

15,230.11
±15.96
และ 

15,980.23
±16.67 

 
น้ าหนักโมเลกุล ของฮีโมโกลบิน สุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว จาก

ตารางที่ 9 เมื่อพิจารณาการศึกษาด๎วยวิธีเจลฟิลเทรชันคอ ลัมน์โครมาโทกราฟี วิธีโซเดียมโด ดีซิล
ซัลเฟตและวิธีแมสสเปกโทรเมทรี  พบวาโดยวิธีเจลฟิลเทรชันคอลัมน์โครมาโทกราฟี ฮีโมโกลบิน
สุนัขพันธุ์ไทยหลังอา นมีน้ าหนักโมเลกุล น๎อยกวํา ฮีโมโกลบิน สุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว  ดังนั้นเมื่อ
พิจารณาผลที่ได๎จากวิธีแมสสเปกโทรเมทรี และน้ าหนักโมเลกุล หนวยยอยหรือสายกลอบิน ของ
ฮีโมโกลบิน สุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว ด๎วยวิธีโซเดียมโด ดีซิลซัลเฟต        
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ซึ่งแสดง 2 คํา สอดคล๎องกับวิธีแมสสเปกโทรเมทรี  ดังนั้นน้ าหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบิน ของ
สุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน และสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว จึงใชคาที่ไดจากวิธีแมสสเปกโทรเมทรีเพื่อให๎
คําที่ได๎มีความแมํนย ามากที่สุด เน่ืองจากวิธีแมสสเปกโทรเมทรีมีความไวและแมํนย ามากกวาวิธีการ
อ่ืนๆ ความถูกต๎องประมาณ 99.99 เปอร์เซ็นต์  ของสารตัวอยํางที่มีน้ าหนักตั้งแตํ  40,000 ดาลตัน    
จึงเหมาะส าหรับการวิเคราะห์สารที่มี น้ าหนักโมเลกุลใหญํและระเหยได๎ยาก  แมสสเปกโทรมิเตอร์
เป็นเคร่ืองมือที่ใช๎ในการวัดน้ าหนักโมเลกุลตํอประจุของไอออนหรือของสารตัวอยํางในสภาวะที่
เป็นไอออนไนซ์  ซึ่งวิธี MALDI ที่ใช๎ในการศึกษาในครั้งนี้เป็น วิธีการที่ท าให๎ สารตัวอยํางเกิด
ไอออนไนเซชัน จากการศึกษาในครั้งนี้ท าให๎สารละลายฮีโมโกลบินที่ท าให๎บริสุทธิ์โดยผํานเจลฟิล
เทรชันคอลัมน์โค รมาโ ทกราฟีของ เซฟาเดกซ์  G-100 เกิดไอออนไนเซชัน  โดยการให๎แสง
เลเซอร์        ที่ความยาวคลื่นประมาณ 337 นาโนเมตรผํานไปที่สารละลายฮีโมโกลบิน ที่ผสมอยูํกับ
กรดไซแนพินิค  ซึ่งใช๎เป็นแมทริกซ์ที่มีสมบัติในการดูดกลืนแสงเลเซอร์ได๎ดี  โดยผสมสารละลาย
ฮีโมโกลบินตํอกรดไซแนพินิคในความเข๎มข๎นที่ต่ า  เพื่อให๎สารแมทริกซ์ สํงผํานพลังงานของแสง
เลเซอร์ที่ดูดกลืนไว๎ไปให๎ สารละลายฮีโมโกลบิน เพื่อท าให๎เกิดพลังงานกระตุ๎น (excitation energy) 
ท าให๎สารละลายฮีโมโกลบินเกิดเป็นกลุํมของไอออนของสารตัวอยํางและของสารแมทริกซ์  การใสํ
กรดไตรฟลูออโรอะซิติกลงไปเล็กน๎อย เพื่อให๎สารละลายฮีโมโกลบิน ละลายในสารละลายที่ระเหย
ได๎งําย  การตรวจวัดประจุบวก ที่ผสมอยูํกับสารแมทริกซ์  ส าหรับการ วิเคราะห์โปรตีน ใช๎กรด
ไซแนพินิค เป็นแมทริกซ์  สารละลายฮีโมโกลบิน และแมทริกซ์จะถูกท าให๎แห๎งกํอนที่จะใสํเข๎า
เคร่ืองเพื่อท าให๎เกิด ไอออนไนเซชัน ของสารละลายฮีโมโกลบิน ได๎ดีขึ้น โดยเทคนิคนี้ สามารถท า
การวิเคราะห์ได๎ดีในกลุํมของสารชีวโมเลกุล เชํนโปรตีน เปปไทด์ ไกลโคโปรตีน  โอลิโกนิวคลีโอ
ไทด์ และโอลิโกแซคคาไรด์  แมสสเปกโทรเมท รีสามารถวิเคราะห์มวลของไอออนที่เกิดขึ้น        
จากการศึกษาในครั้งนี้ วิเคราะห์มวลด๎วย วิธี TOF โดยท าให๎เกิดสเปกตรัมของไอออนได๎อยําง
สมบูรณ ์โดยเคร่ืองตรวจวัดมวลเป็น TOF จะแยกไอออนโดย ใช๎อัตราสํวนของมวลตํอประจุ  เคร่ือง
แมสสเปกโทรมิเตอร์จะ วัดเวลาของแตํละไอออนที่วิ่งผํานสนามไฟฟ้า เมื่อความเรํงคงที่  ท าการ
ตรวจวัดไอออนที่เกิดขึ้นและปรากฏเป็นพีคบนสเปกตรัมตามขนาดมวลตํอประจุของไอออน  ท าให๎
ไอออนที่มีน้ าหนักมากจะวิ่งช๎ากวําไอออนที่มีน้ าหนักน๎อย  ดังนั้นจึงใช๎ แมสสเปกโทรเมท รีศึกษา
น้ าหนักโมเลกุลและอธิบายโครงสร๎างทางเคมี  (structure elucidation) ของสารได๎  ข๎อดีของการ
วิเคราะห์มวลด๎วย วิธี TOF คือ การวิเคราะห์คํามวลของไอ ออนได๎รวดเร็ว  และบันทึกคํามวลของ
ไอออนได๎ทั้งหมด  ท าให๎ลดเวลาในการวิเคราะห์และ ผลการวิเคราะห์เชื่อถือได๎  (ชุติมา , 2548; 
สมปอง, 2550; Veenstra, 2006; Kraj and Macht, 2008)  
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4.  ค่า pI ของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก้ว 
 
 สารละลายฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว ที่ผํานเจลฟิลเทร 
ชันคอลัมน์โครมาโทกราฟี โดยใช๎เซฟาเดกซ์ G-100 น ามาหาคํา pI ของฮีโมโกลบินสุนัขทั้งสอง
สายพันธุ์ โดยวิธีไอโซอิเล็กตริกโฟกัสซิงด๎วยเจลส าเร็จรูป (Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) แอม
โฟไลท์ พีเอช 3-10 เมื่อวิเคราะห์ด๎วยโปรแกรม วิเคราะห์แผํนเจลควอนติตี้วัน  พบวําฮีโมโกลบิน
สุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว มีคํา pI ที่ใกล๎เคียงกัน มีคํา pI อยูํระหวําง 7.0-7.9 
(ดังภาพที่ 36)  
 

                                                            
                                                                              1              2             3              4              5 
 
ภาพท่ี 36  แสดงคํา pI ของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว โดยวิธี

ไอโซอิเล็กตริกโฟกัสซิง ด๎วยแผํนเจลส าเร็จรูป (Bio-Rad Laboratories, U.S.A.)      
แอมโฟไลท์ พีเอช 3-10 เลนที่ 1 แสดง broad range standard pI 4.45-9.60 (Bio-Rad    
Laboratories, U.S.A.) และ เลนที่ 2 และ 3  แสดงฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน ที่ 
ได๎จากการท าให๎บริสุทธิ์ด๎วยเทคนิคเจลฟิ ลเทรชันโครมาโท กราฟี เลนที่ 4 และ 5    
แสดงฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว ที่ได๎จากการท าให๎บริสุทธิ์ด๎วยเทคนิคเจลฟิ ล
เทรชันโครมาโท กราฟี  

 

pH 10 

pH 3 

ไซโตโครม ซี pI 9.60 

เลนทิลเล็กติน pI 7.8, 8.0, 8.20      

ฮีโมโกลบินซีของคน pI 7.5  

ไมโอโกลบินของม๎า  pI 6.8  
ไมโอโกลบินของม๎า pI 7.0 

เอนไซม์คาร์บอนิกแอนไฮเดรสของคน pI 6.5 

เอนไซม์คาร์บอนิกแอนไฮเดรสของโค pI 6.0 
เบต๎าแลคโตโกลบูลินบ ีpI 5.1 

ไฟโคไซยานิน pI 4.75, 4.65, 4.45 

ฮีโมโกลบินเอของคน pI 7.1 
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คํา pI ของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว  มีคําใกล๎เคียงจาก
ฐานข๎อมูลคอมพิวเตอร์ของ NCBI โดยล าดับโปรตีนฮีโมโกลบินในฐานข๎อมูลบนคอมพิวเตอร์ ของ
สุนัข (accession number) ที่ gi|57113367 beta globin [Canis familiaris] gi|116666787 Chain B, 
Hemoglobin From Cerdocyon Thous, A Canidae From Brazil และ gi|44887976 Hemoglobin 
subunit beta แสดงคํา pI ที่ค านวณได๎  (calculated pI value) เทํากับ  7.96 สํวน gi|122508 
Hemoglobin subunit alpha (Hemoglobin alpha chain) [Vulpes vulpes] แสดงคํา pI ที่ค านวณได๎
เทํากับ 7.98 

 
เกรียงไกร (2548) รายงานคํา pI ของฮีโมโกลบิน ปลานิลโดยใช๎เทคนิ คไอโซอิเล็กตริก

โฟกัสซิง ในชํวงพีเอช 3-10 พบวําฮีโมโกลบินของปลานิลสามารถแบํงออกได๎เป็น 2 กลุํม คือ กลุํม
แอโนดิก มีคํา pI อยูํระหวําง 5.28-6.80 และกลุํมแคโธดิก  มีคํา pI อยูํระหวําง 7.27-9.71  จากการ
เปรียบเทียบผลการศึกษาของคมสัน (2551) ฮีโมโกลบินของปลาดุกและปลาตะเพียนมีคํา  pI หลาย
คํา ปลาตะเพียนมีคํา  pI อยูํระหวําง 5.8-7.0 สํวนปลาดุกมีคํา  pI อยูํระหวําง 5.5-8.0 ผลการศึกษาใน
คร้ังนี้ไมํพบฮีโมโกลบินของปลาดุกในกลุํมแคโธดิกพบเฉพาะกลุํมแอโนดิกเทํานั้น ทั้งนี้ ปลาดุก
และปลาตะเพียนที่น ามาศึกษาในครั้งนี้ น ามาจาก ปลาที่อา ศัยอยูํในบํอ น้ าตามธรรมชาติที่มีน้ าใส    
ท าให๎มีปริมาณออกซิเจนละลาย ในน้ าสูง  สามารถ แบํง ฮีโมโกลบินปลา ออก เป็น 2 กลุํมตาม
โครงสร๎างและหน๎าที่ตํางกัน  ประกอบด๎วย  กลุํมแอโนดิกเป็นฮีโมโกลบินหลัก มีคํา pI ต่ า คําน๎อย
กวําหรือเทํากับ 8 พบในปลาหลายชนิด  เป็นกลุํมที่แสดงความสามารถในการจับกั บออกซิเจนและ
ฮีโมโกลบินต่ า  มีคุณสมบัติ ความชอบตํอออกซิเจนต่ า และ พีเอช มีผลตํอการเปลี่ยนแปลง
ความสามารถในการจับกั บออกซิเจนมาก  และกลุํมแคโธดิกเป็นฮีโมโกลบินรอง  มีคํา pI สูง          
คํามากกวําหรือเทํากับ 8 พบในปลาบางชนิดที่อยูํในน้ าลึก น้ าขุํน ในบริเวณที่มีออกซิเจนต่ า         
ท าหน๎าที่ส าคัญในการเก็บส ารองและขนสํงออกซิเจนในสภาวะที่มีออกซิเจนต่ าและสภาวะเป็นกรด 
ท าให๎มีความสามารถในการจับกั บออกซิเจนสูง  มีคุณสมบัติความชอบ ตํอออกซิเจนสูง  และพีเอช   
มีผลตํอการเปลี่ยนแปลงความสามารถในการจับ กับออกซิเจนน๎อย (Prisco et al., 2000; Weber, 
2000a, 2000b) 

 
จากรายงานการศึกษาคํา pI ของฮีโมโกลบินของปลาหลายชนิดในตํางประเทศ เชํน ปลานิล 

5 สปีชีส์ ในจีนัส (Oreochromis และ Serotherodon) ฮีโมโกลบินมีคํา pI อยูํระหวําง 5.94-8.06 คําที่
ได๎ตํางกันเน่ืองจากมีสายกลอบินที่ไมํเหมือนกัน  (Falk et al.; 1998) ปลา cutthroat trout (Salmo 
clarki) ฮีโมโกลบินมีคํา pI หลายชนิด โดยที่ฮีโมโกลบิน 5 ชนิด มีคํา pI อยูํระหวําง 9.10-7.10 และ
มีฮีโมโกลบินขนาดเล็ก มีคํา pI 5.90 ท าหน๎าที่ส าคัญในการจับกับออกซิเจน (Southard et al.; 1986) 

http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat&hit=gi%7c57113367&px=1&ave_thresh=46&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat&hit=gi%7c116666787&px=1&ave_thresh=46&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=9627#_blank
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นอกจากนี้ปลาไหลยุโรป (Anguilla anguilla) ฮีโมโกลบินในกลุํมแอโนดิก  มีคํา pI ต่ า แตํกลุํม
แคโธดิกมีคํา pI สูง (Fago et al.; 1995) ปลาไหลมอร์เรย์ (moray eel) (Muraena helena) 
ฮีโมโกลบินมีคํา pI 3 ชนิด ฮีโมโกลบินในกลุํมแคโธดิก ซึ่งเป็นฮีโมโกลบินหลัก (Hb I) มีคํา pI 8.2 
และฮีโมโกลบินในกลุํมแอโนดิก (Hb II และ Hb III) มีคํา pI 5.92 และ 6.34 ตามล าดับ ปลามอร์เรย์
สีน้ าตาล (brown moray) (Gymnothorax unicolor) ฮีโมโกลบินมีคํา pI 2 ชนิด ประกอบด๎วย 
ฮีโมโกลบินในกลุํมแคโธดิกและแอโนดิก  โดยที่ฮีโมโกลบินในกลุํมแคโธดิกของปลามอร์เรย์         
สีน้ าตาล มีคํา  pI ต่ ากวําของปลาไหลมอร์เรย์ สํวนฮีโมโกลบินในกลุํมแอโนดิก ของปลามอร์เรย์      
สีน้ าตาลมีคํา  pI ใกล๎เคียงกับ ของปลาไหลมอร์เรย์  ฮีโมโกลบินในกลุํม แอโนดิก ที่มีคํา pI ต่ า              
มีความสัมพันธ์ กับความชอบ ตํอออกซิเจนต่ าและมีความไวตํอคําพีเอช สูง แตํฮีโมโกลบินในกลุํม
แคโธดิก เมื่อพีเอช ต่ าจะมีความชอบตํอออกซิเจนสูง (Weber, 2000a) ปลา ไหลแท๎ ที่พบใน
มหาสมุทรลึกแถบแอตแลนติกและแปซิฟิก  (pugnose eel หรือ slime eel) (Symenchelis parasitica) 
และปลาไหล ที่มีริมฝีปากยื่นพบใต๎มหาสมุทรลึก บริเวณรอยแยกของเปลือกโลก ที่มีหินละลาย 
(magma) จากใต๎พื้นโลก ท าให๎น้ าทะเล มีอุณหภูมิสูง  ปลาไหลพวกนี้จึงมีรูระบายความร๎อน 
(hydrothermal vent eelpout หรือ vent-endemic eelpout) (Thermarces cerberus) พบวําฮีโมโกลบิน
ของปลาไหล (S. parasitica) มีคํา pI ประมาณ 8.0 และ 9.0 ในกลุํมแคโธดิกซึ่งเป็นฮีโมโกลบินหลัก 
(Hb II) และรอง  (Hb I) ตามล าดับ แตํกลุํมแอโนดิก มีคํา pI ประมาณ 6.5 (Hb III) และ 5.2 (Hb IV) 
ที่มีปริมาณเล็กน๎อย สัดสํวนของ Hb I ตํอ Hb II ตํอ Hb III เทํากับ 13:82:5 ตามล าดับ ความแตกตําง
ระหวําง ฮีโมโกลบิน ในกลุํมแอโนดิก  (pI น๎อยกวํา 8.6) และ ฮีโมโกลบิน ในกลุํม แคโธดิก              
(pI มากกวํา 8.6) ท าหน๎าที่ส าคัญในการจับกับออกซิเจน โดยเฉพาะใน Hb I และ Hb II ในปลาไหล     
(T. cerberus) ฮีโมโกลบินหลักอยูํในกลุํมแอโนดิก  3 ชนิด มีคํา pI ประมาณ 7.0 (Hb I) 6.8 (Hb II) 
และ 6.5 (Hb III) ตามล าดับ และฮีโมโกลบินรองอยูํในกลุํมแอโนดิก 5 ชนิด มีคํา pI น๎อยกวํา 6.5 
และมากกวํา 7.0 ซึ่งมี Hb I Hb II และ Hb III ท าหน๎าที่ส าคัญในการจับกับออกซิเจน  โดยที่อุณหภูมิ
ไมํมีผลตํอคุณสมบัติความชอบตํอออกซิเจนของฮีโมโกลบินของปลาไหลทั้งสองสายพันธุ์  (Weber 
et al., 2003) 
 
5.  ชนิดของหน่วยย่อยของฮีโมโกลบินท่ีท าให้บริสุทธิ์โดยวิเคราะห์ผ่านรีเวอร์ส-เฟส เอชพีแอลซี 
(reversed-phase high performance liquid chromatography, HPLC)  
 

น าสารละลายฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว  ที่ผํานเจลฟิล
เทรชันคอลัมน์โครมาโท กราฟี โดยใช๎เซฟาเดกซ์ G-100 มาแยกหาชนิดของ หนํวยยํอยของ
ฮีโมโกลบินที่ท าให๎บริสุทธิ์โดย วิเคราะห์ผํานรีเวอร์ส -เฟส เอชพีแอลซี วัดความยาวคลื่นที่ 280 นา
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โนเมตร พบสารละลายฮีโมโกลบิน สุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน และสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว มีลักษณะ  
โครมาโทแกรม  ประกอบด๎วยสองพีคที่ มีรีเทนชันไทม์เทํากับ 6.23 และ 9.72 นาที ตามล าดับ (ดัง
ภาพที่ 37 และ 38)  

 

 

 
ภาพท่ี 37  แสดงโครมาโทแกรมของหนํวยยํอยของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานที่ท าให๎

บริสุทธิ์โดยวิเคราะห์ผํานรีเวอร์ส-เฟส เอชพีแอลซี 
 

      

 
ภาพท่ี 38  แสดงโครมาโทแกรมของหนํวยยํอยของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎วที่ท าให๎

บริสุทธิ์โดยวิเคราะห์ผํานรีเวอร์ส-เฟส เอชพีแอลซี 
 

สารละลายหนํวยยํอยของ ฮีโมโกลบิน ที่แยกได๎ น าไปวิเคราะห์หาน้ าหนักโมเลกุล โดย     
วิธีแมสสเปกโทรเมทรี เพื่อแยกชนิดของหนํวยยํอยของฮีโมโกลบินที่ได๎ระหวํางสุนัขพันธุ์ไทยหลัง
อานกับสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว  พบวําพีคแรกและพีคที่สองของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน มีน้ าหนัก











 

118 
 

โมเลกุลเทํากับ 16,018.56 และ 15,269.63 ดาลตัน ตามล าดับ สํวนพีคแรกและพีคที่สองของสุนัข
พันธุ์ไทยบางแก๎วมีน้ าหนักโมเลกุลเทํากับ 15,978.01 และ 15,219.55 ดาลตัน ตามล าดับ 

 
ฮีโมโกลบิน ประกอบด๎วยหนํวยยํอย 2 ชนิด คือ สายอัลฟา และสายเบต๎า  แตํละโมเลกุล    

ของฮีมจับกันเป็นหมูํพรอสเธติกกับแตํละสายพอลิเปปไทด์ โดยสายอัลฟาและสายเบต๎าจับกันด๎วย
แรงหลัก คือ แรงไฮโดรโฟบิก พันธะไฮโดรเจน แรง ระหวํางประจุ และแรงแวนเดอร์วาล์ว (ปรียา
นันท์ และคณะ , 2553) การวิเคราะห์ โครมาโทแกรมของ ฮีโมโกลบินในสัตว์โดย เอชพีแอลซีสํวน
ใหญํประกอบด๎วย 2 พีค หรือมากกวํา สํวนของพีค ประกอบด๎วย สายอัลฟา และสายเบต๎า หรืออาจ 
มีสํวนของฮีมรํวมด๎วย ซึ่งสอดคล๎องกับรายงานการศึกษา ฮีโมโกลบินของคนและในสัตว์อีกหลาย
ชนิด (Espinoza et al., 1996, Wajcman and Riou, 2009)  
 

Espinoza et al. (1996) รายงานการแยกฮีโมโกลบินจากตัวอยํางเลือดโดยวิธี รีเวอร์ส-เฟส 
เอชพีแอลซี  ใช๎คอลัมน์ C4 ในการแยก ใช๎สารละลาย เอ ประกอบด๎วยน้ าเกรด HPLC ที่มี 0.1 
เปอร์เซ็นต์ กรดไตรฟลูออโรอะซีติก  และ 0.1 เปอร์เซ็นต์ ไตรเอทธิลเอมีน (triethylamine) และ
สารละลาย บี ประกอบด๎วย อะซีโทไนไตรล์ ที่มี 0.1 เปอร์เซ็นต์ กรดไตรฟลูออโรอะซีติก  และ 0.1 
เปอร์เซ็นต์ ไตรเอทธิลเอมีน อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตํอนาที ที่ 36 องศาเซลเซียส  จากตัวอยําง
สัตว์ทั้งหมด 275 ตัวอยําง พบฮีโมโกลบินของสุนัข  (Canis familiaris)  สายอัลฟาและสายเบต๎าม ี   
รีเทนชันไทม์เทํากับ 10.3 และ 9.8 นาที ตามล าดับ ฮีโมโกลบินของสุนัขป่าสีเทา (gray wolf) (Canis 
lupus) สายอัลฟาและสายเบต๎า มีรีเทนชันไทม์เทํากับ 10.5 และ 10.0 นาที ตามล าดับ ฮีโมโกลบิน
ของสุนัขป่าอเมริกันสีเทา (American gray wolf) (Canis occidentalis) สายอัลฟาและสายเบต๎า มี      
รีเทนชันไทม์เทํากับ 10.3 และ 9.9 นาที ตามล าดับ ฮีโมโกลบินของสุนัขจิ้งจอก (bat eared fox) 
(Otocyon megalotis) สายอัลฟาและสายเบต๎า มีรีเทนชันไทม์เทํากับ 11.1 และ 10.3 นาที ตามล าดับ 
ฮีโมโกลบินของสุนัขจิ้งจอกสีแดง (red fox) (Vulpes vulpes) สายอัลฟาและสายเบต๎ามีรีเทนชันไทม์
เทํากับ 10.8 และ 10.1 นาที ตามล าดับ  ฮีโมโกลบิน ของแมวบ๎าน (domestic cat) (Felis catus) 
สายอัลฟาและสายเบต๎า มีรีเทนชันไทม์เทํากับ 12.8 และ 9.4 นาที ตามล าดับ ฮีโมโกลบินของเสือ
ชีต๎าห์ (Acinonyx jubatus) สายอัลฟาและสายเบต๎า มีรีเทนชันไทม์เทํากับ 13.3 และ 10.3 นาที 
ตามล าดับ  ฮีโมโกลบิน ของเสือโครํง (Panthera tigris) สายอัลฟาและสายเบต๎า มีรีเทนชันไทม์
เทํากับ 13.5 และ 8.6 นาที ตามล าดับ ฮีโมโกลบินของวัว (Bos taurus) สายอัลฟาและสายเบต๎า มี     
รีเทนชันไทม์เทํากับ 17.1 และ 12.1 นาที ตามล าดับ และฮีโมโกลบินของคน สายอัลฟาและสาย
เบต๎ามีรีเทนชันไทม์เทํากับ 13.4 และ 11.1 นาที ตามล าดับ 
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 Petruzzelli et al. (1996) รายงานการ ศึกษาหน๎าที่ของฮีโมโกลบินของเตําหัวค๎อน  
(loggerhead sea turtle) (Caretta caretta) สายอัลฟาและสายเบต๎าแยกให๎บริสุทธิ์โดย วิเคราะห์ผําน   
รีเวอร์ส-เฟส เอชพีแอลซี  โดยใช๎คอลัมน์ C8 (Applied Biosystems) ใช๎สารละลายเกรเดียน 40-70 
เปอร์เซ็ นต์ อะซีโทไนไตร ล์ ใน 0.2 เปอร์เซ็ นต์ กรดไตรฟลูออโรอะซีติก  อัตราการไหล 2.8 
มิลลิลิตรตํอนาที นาน 42 นาที วัดความยาวคลื่น ที่ 220 นาโนเมตร  พบสารละลายฮีโมโกลบิน         
มีลักษณะโครมาโทแกรม ประกอบด๎วยสองพีคของสายอัลฟาและสายเบต๎ามีรีเทนชันไทม์ประมาณ 
25 และ 27 นาที ตามล าดับ  และศึกษาล าดับกรดอะมิโนโดย วิธี Edman degradation (N-terminal 
sequencing) พบวําสายอัลฟาและสายเบต๎ามีกรดอะมิโน 141 และ 146 หนํวย ตามล าดับ 
 

Scaloni et al. (1998) รายงานพบโพลิมอฟิซึมของฮีโมโกลบินในวัวโปโดเลียน (podolian) 
โดยวิเคราะห์ผํานรีเวอร์ส-เฟส เอชพีแอลซี ใช๎คอลัมน์ C4  แยกสายกลอบินด๎วยสารละลายเกรเดียน 
48-67 เปอร์เซ็นต์ ของสารละลาย บี (60 เปอร์เซ็นต์ อะซีโทไนไตรล์ ใน 0.1 เปอร์เซ็นต์ กรดไตร
ฟลูออโรอะซีติก ) ในสารละลาย เอ (20 เปอร์เซ็นต์ อะซีโทไนไตรล์ ใน 0.1 เปอร์เซ็นต์ กรดไตร
ฟลูออโรอะซีติก ) อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตํอนาที นาน 95 นาที วัดความยาวคลื่นที่ 280 นาโน
เมตร พบสารละลายฮีโมโกลบิน มีลักษณะโครมาโทแกรม  ประกอบด๎วยสามพีค  เมื่อวิเคราะห์หา
น้ าหนักโมเลกุลโดยวิธีแมสสเปกโทรเมทรี ซึ่งในพีคที่ 1 และ 2 เป็นสายอัลฟาที่มีล าดับกรดอะมิโน
เปลี่ยนแปลงไป 2 ต าแหนํง ที่ต าแหนํง 131 เกิดจากการแทนที่กรดอะมิโน แอสพาราจีนด๎วยเซอรีน 
มีน้ าหนักโมเลกุลของสาย อัลฟา  (Ser) เทํากับ 15,026.47±0.44 ดาลตัน และ ที่ต าแหนํง  89       
เกิดจากการแทนที่กรดอะมิโน ฮีสทิดีนด๎วยไทโรซีน (tyrosine) มีน้ าหนักโมเลกุลของสาย อัลฟา 
(Tyr) เทํากับ 15,079.86±0.66 ดาลตัน ตามล าดับ  และในพีคที่ 3 เป็นสายเบต๎าที่ปกติมีล าดับ
กรดอะมิโนเหมือนกับสายเบต๎าของวัวโปโดเลียน มีน้ าหนักโมเลกุลเทํากับ 15,953.83±0.89 ดาลตัน 
  
 Weber (2000a) แยกสายกลอบินของฮีโมโกลบินของปลาไหลมอร์เรย์และปลามอร์เรย์สีน้ า  
ตาล โดยน าสารละลายฮีโมโกลบินที่ผํานเจลฟิลเทรชันคอลัมน์โครมาโทกราฟี โดยใช๎เซฟาเดกซ์ G-
25 น าสารละลายฮีโมโกลบินที่ ได๎มาบํมด๎วยสารละลายผสม ของ 0.1 เปอร์เซ็นต์ กรดไตรฟลูออ
โรอะซีติก และ 50 เปอร์เซ็นต์ 2-เมอรแคบโตเอธานอล  เป็นเวลา 10 นาทีที่อุณหภูมิห๎อง  จากนั้น
แยกหาชนิดของหนํวยยํอยของฮีโมโกลบินที่ท าให๎บริสุทธิ์โดยวิเคราะห์ผํานรีเวอร์ส-เฟส เอชพีแอล
ซี โดยใช๎คอลัมน์ C18 (Sigma-Aldrich, U.S.A.) ขนาด 0.46-25 เซนติเมตร และ ใช๎เฟสเคลื่อนที่ที่
ประกอบด๎วย สารละลาย เอ (45 เปอร์เซ็นต์ อะซีโทไนไตรล์ และ 0.3 เปอร์เซ็นต์ กรดไตรฟลูออ
โรอะซีติก) และ 0-100 เปอร์เซ็นต์ เกรเดียนของสารละลาย บี (60 เปอร์เซ็นต์ อะซีโทไนไตรล์) นาน 
45 นาที วัดความยาวคลื่นที่  280 นาโนเมตร พบวําสายอัลฟาและเบต๎าของ ปลาไหลมอร์เรย์ มีรีเทน
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ชันไทม์ประมาณ 25 และ 33 นาที ตามล าดับ สามารถแยกได๎ไวกวําสายอัลฟาและเบต๎าของปลามอร์
เรย์สีน้ าตาลที่มีรีเทนชันไทม์ประมาณ 27 และ 36 นาที ตามล าดับ  
 

Wajcman and Riou (2009) กลําววําการศึกษาฟีโนไทป์ของฮีโมโกลบินมีสํวนในการ
วินิจฉัยความผิดปกติของฮีโมโกลบินซึ่งสํวนใหญํจะมีความแตกตํางของประจุท าให๎สามารถศึกษา
คุณสมบัติของสายกลอบินได๎ วิธีรีเวอร์ส -เฟส เอชพีแอลซี เป็นวิธีการแยกสายพอลิเปปไทด์โดย
อาศัยคุณสมบัติไฮโดรโฟบิกของสายกลอบิน มีการศึกษาการแยกสายกลอบินในคนโดยวิธี รีเวอร์ส-
เฟส เอชพีแอลซีซึ่งใช๎คอลัมน์และระบบการชะสารหลายชนิด จากการพัฒนาการศึกษาวิธีนี้โดยใช๎
คอลัมน์ที่บรรจุด๎วย Lichrospher 100 RB8 phase (Merck, Germany) ขนาด 20x0.46 เซนติเมตร    
ใช๎สารละลายเกรเดียนของสารละลาย เอ ประกอบด๎ว ย อะซีโทไนไตรล์ เมทานอล และ 0.143 โม
ลาร์ โซเดียมคลอไรด์ ที่พีเอช  2.7 ในสัดสํวนสารปริมาตร 24 สํวน ตํอ 38 สํวน ตํอ 36 สํวน 
ตามล าดับ สารละลาย บี ประกอบด๎วยสารชนิดเดียวกัน ในสัดสํวนสารปริมาตร 55 สํวน ตํอ 6 สํวน 
ตํอ 39 สํวน ตามล าดับ ใช๎ 10 เปอร์เซ็นต์ ของสารละลาย บี เร่ิมต๎นเกรเดียน และสิ้นสุดเกรเดียนด๎วย 
70 เปอร์เซ็นต์ ของสารละลาย บี  และเพิ่มเป็น 100 เปอร์เซ็นต์ ของสารละลาย บี  ในกรณีสาย
กลอบินมีคุณสมบัติไฮโดรโฟบิกสูง อัตราการไหล 0.7 มิลลิลิตรตํอนาที นาน 90 นาที วัดความยาว
คลื่นที่ 280 นาโนเมตร พบฮีโมโกลบินของคนสายอัลฟาและสายเบต๎ามีรีเทนชันไทม์ประมาณ 25 
และ 27 นาที ตามล าดับ 
 

ฮีโมโกลบินของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานมี น้ าหนักโมเลกุลของสายอัลฟาเทํากับ  15,269.63 
ดาลตัน ซึ่งตรงกับพีค ที่สอง  และสายเบต๎าเทํากับ  16,018.56 ดาลตัน ซึ่งตรงกับพีค แรก  และ
ฮีโมโกลบินของสุนัขพันธุ์ไทย บางแก๎วมีน้ าหนักโมเลกุล ของสายอัลฟาเทํากับ  15,219.55 ดาลตัน 
ซึ่งตรงกับพีค ที่สอง  และสายเบต๎าเทํากับ  15,978.01 ดาลตันซึ่งตรงกับพีค แรก  สอดคล๎องกับ
การศึกษาของ Espinoza et al., 1996 และ Wajcman and Riou, 2009 จากผลดังกลําวแสดงให๎เห็นวํา
สายอัลฟาของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน และสุนัขพันธุ์ไทย บางแก๎ว เป็นสายที่มีคุณสมบัติไฮโดรโฟ    
บิกมากกวํา สายเบต๎า  ซึ่งสอดคล๎องกับการศึกษาใน คนที่มีการพัฒนาวิธี รีเวอร์ส-เฟส เอชพีแอลซี   
ให๎มีการวิเคราะห์ผลได๎ละเอียด แมํนย า และรวดเร็วขึ้น พบวําสาย อัลฟา ของคนมีคุณสมบัติ
ไฮโดรโฟบิกสูง เชํน สาย อัลฟาของ Hb Groene Hart และสายชํวงตัวอํอน (embryonic chain) ใช๎
คอลัม C4 ขนาด 4.6x250 มิลลิเมตร  (Zanella-Cleon et al., 2008) สายกลอบินแยกด๎วยสารละลาย
เกรเดียน  50 ตํอ 50 ของสารละลาย เอ ประกอบด๎วย 10 เปอร์เซ็นต์ อะซีโทไนไตร ล์ ใน 0.2 
เปอร์เซ็นต์ กรดไตรฟลูออโรอะซีติก  และสารละลาย บี ประกอบด๎วย 70 เปอร์เซ็นต์ อะซีโทไน
ไตรล์ ใน 0.2 เปอร์เซ็นต์ กรดไตรฟลูออโรอะซีติก  อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตํอนาที นาน 80 นาที 
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วัดความยาวคลื่นที่ 220 นาโนเมตร และสัตว์ชนิดตํางๆ เมื่อใช๎คอลัมน์ C4 ในการแยก ใช๎สารละลาย 
เอ ประกอบด๎วย น้ าเกรด HPLC ที่มี 0.1 เปอร์เซ็นต์ กรดไตรฟลูออโรอะซีติก  และ 0.1 เปอร์เซ็นต์ 
ไตร เอทิลลามีน (triethylamine) และสารละลาย บี ประกอบด๎วย อะซีโทไนไตร ล์ ที่มี 0.1 
เปอร์เซ็นต์ กรดไตรฟลูออโรอะซีติก และ 0.1 เปอร์เซ็นต์ ไตรเอทิลลามีน อัตราการไหล 1 มิลลิลิตร
ตํอนาที ที่ 36 องศาเซลเซียส พบฮีโมโกลบินของสุนัข สายอัลฟาและสายเบต๎ามีรีเทนชันไทม์เทํากับ 
10.3 นาที และ 9.8 นาที ตามล าดับ แสดงวําสายอัลฟาของสุนัขมีคุณสมบัติไฮโดรโฟบิกสูง กวําสาย
เบต๎าจึงถูกชะออกมาจากคอลัมน์ช๎ากวํา  อยํางไรก็ตามมี รายงานพบพีคเล็กๆบ๎างเล็กน๎อยอาจ
เกี่ยวข๎องกับ สารประกอบเชิงซ๎อนของกลอบิน -กลูตาไธโอน (globin-glutathione complex) การ
ท าลายสภาพธรรมชาติของสายกลอบิน และ สายกลอบินตํางชนิดกัน  (heterogenous globin) ที่พบ
ได๎ในความเข๎มข๎นต่ าๆ  (Espinoza et al., 1996; Wajcman and Riou, 2009) 
 

จากการพัฒนาเทคนิค รีเวอร์ส-เฟส เอชพีแอลซี ในการศึกษาครั้งน้ี ใช๎คอลัมน์ C4  เป็นเฟส
คงที่ (stationary phase) และใช๎เฟสเคลื่อนที่ที่มีองค์ประกอบคงที่ตลอดการทดลอง (isocratic 
elution) เป็นสารละลายผสมของ  0.2 เปอร์เซ็นต์ กรดไตรฟลูออโรอะซีติก และอะซีโทไนไตรล์ใน
น้ า (70:30) โดยใช๎ อัตราเร็วของเฟสเคลื่อนที่เทํากับ  0.4 มิลลิลิตรตํอนาที ปริมาตรสารละลาย
ฮีโมโกลบินที่ใช๎เพียง 20 ไมโครลิตรเทํานั้น ประสบความส าเร็จในการแยกสาย อัลฟาและสายเบต๎า
ออกจากกันโดยสมบูรณ์ใช๎เวลาในการแยกน๎อยกวํา 10 นาที นับเป็นเทคนิคการแยกหนํวยยํอยของ
ฮีโมโกลบิน ที่ดีและใช๎กันมาก เทคนิคหนึ่งในการแยกฮีโมโกลบิน ที่มีความเร็ว  (rapid) ความไว 
(sensitive) และสามารถท าซ้ าให๎เหมือนเดิมได๎ (reproducible) แตํอยํางไรก็ตามมีรายงานการเคลื่อน 
(shift) ของรีเทนชันไทม์เกิดขึ้นได๎จากการ เจือจางตัวอยํางมากเกินไป มีผลท าให๎ความเข๎มข๎นของ
โปรตีนน๎อยลง จึงเกิดการเคลื่อนของรีเทนชันไทม์ขึ้น  ดังนั้นจึงควรระมัดระวังในการเ จือจาง
ตัวอยํางไมํให๎มากเกินไป  (Espinoza et al., 1996) วิธีที่พัฒนาขึ้นมานี้สะดวกในการเตรียม สารที่ใช๎
เป็นเฟสเคลื่อนทีเ่น่ืองจากมีองค์ประกอบคงที่ตลอดการทดลอง ที่ยังไมํพบการศึกษาฮีโมโกลบินใน
สุนัขมากํอน ที่กํอนหน๎านี้ได๎มีการศึกษาโดยใช๎เฟสเคลื่อนที่ที่เป็นแบบเกรเดียนและมีอัตราสํวน
ของสารแตกตํางกัน แตํอยํางไรก็ตามก ารใช๎เฟสเคลื่อนที่ที่มีองค์ประกอบคงที่ตลอดการทดลอง ใน
คร้ังนีส้ามารถแยกหนํวยยํอยของฮีโมโกลบินได๎เร็วกวําที่มีการศึกษากํอนหน๎านี้โดยใช๎เฟสเคลื่อนที่
ที่เป็นแบบเกรเดียน (Espinoza et al., 1996; Zanella-Cleon et al., 2008; Wajcman and Riou, 2009) 
 
 วิธีรีเวอร์ส-เฟส เอชพีแอลซี สามารถแยกสารได๎อยํางรวดเร็วและมีประสิทธิภาพ ใช๎เฟสอยูํ
กับที่ไมํมีขั้ว  การศึกษาในครั้งนี้ใช๎ C4 (butyl) เป็นหมูํฟังก์ชันนัล  (-Si-O-Si-CH2CH2CH2CH3) ที่
เกาะกับอนุภาคค้ าจุนใน รีเวอร์ส -เฟส ในทางปฏิบัติแม๎จะใช๎ C4 ที่เหมือนกัน แตํถ๎า ได๎มาจาก
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บริษัทผู๎ผลิตที่ตํางกัน จะมีผลตํอคุณสมบัติการเลือกเฉพาะที่ตํางกัน  เชํน  ความตํางกันของ
โครงสร๎างอนุภาคค้ าจุน พื้นผิวที่เกิดพันธะ และปริมาณของหมูํฟังก์ชันนัล มีผลตํอการแยกสาร 
ดังนั้นมี ปัจจัยหลาย ชนิดในการแยกหนํวยยํอยของ ฮีโมโกลบิน ให๎มีประสิทธิภาพ เร่ิมตั้งแตํการ
เตรียมและเก็บรักษาตัวอยํางให๎เหมาะสม ประสิทธิภาพของคอลัมน์ที่ดีควรมี จ านวนและความสูง
ของเพลทเหมาะสมเพื่อที่จะแยก ได๎แถบโครมาโทแกรมที่มีสมดุลในอัตราสํวนความกว๎างของฐาน
พีค ไมํควรเกิดแฟกเตอร์ของหางพีค การเลือกเฉพาะ ที่ใช๎ในการแยกมีความส าคัญมาก ขึ้นกับการ
เลือกชนิดของเฟสอยูํกับที่ และองค์ประกอบของเฟสเคลื่อนที่  ในการศึกษาค ร้ังนี้ใช๎ตัวชะแบบสอง
ตัวผสมกัน คือ อะซีโทไนไตรล์และน้ า ซึ่งมีความแรงของตัวชะ (eluent strength) ที่สามารถแยก
หนํวยยํอยของ ฮีโมโกลบินออกจากกันได๎ดี มีการ เติมสารปรับสภาพตัวชะ (eluent modifier) คือ 
กรดไตรฟลูออโรอะซีติก  ใช๎เติมลงไปในตัวชะ 0.2 เปอร์เซ็นต์ เพื่อ ท าให๎การแยกหนํวยยํอยของ
ฮีโมโกลบินมีรูปรํางของพีคดีขึ้นและลดการเกิดหางพีค (ธวัชชัย, 2551; สุนันท์, 2541) 
 

นิติวิทยาศาสตร์ทางสัตวแพทย์ มีการ ใช๎ตัวอยํางจากเลือดเป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอและ
โปรตีน (DNA and protein marker) เพื่อจ าแนกวงศ์ (family) จีนัส (genus) และสปีชีส์ของสัตว์ 
ความแตกตํางจากการใช๎เลือดคนและสัตว์ตรงที่เลือดคนที่ได๎มาจากสปีชีส์เดียวกัน แตํเลือดของ
สัตว์มาจากหลายสปีชีส์  ดังนั้นฮีโมโกล บินในเม็ดเลือดแดงซึ่งเป็นสํวนประกอบหลักในเลือด  
สามารถใช๎เป็นเคร่ืองหมายเฉพาะตํอสปีชีส์ของสัตว์ชนิดนั้นๆ ซึ่งเทคนิค เอชพีแอลซี น ามาใช๎
ประโยชน์ในการจ าแนกของกลางที่ได๎จากการจับกุมสัตว์ชนิดตํางๆ โดยเทียบกับ รีเทนชันไทม์ของ
ฮีโมโกลบินสัตว์อ๎างอิงที่สงสัย ซึ่งมีการใช๎ในห๎องปฏิบัติการ นิติวิทยาศาสตร์ ของปลาและสัตว์ป่า
แหํงชาติ (National Fish and Wildlife Forensic Laboratory) เมืองแอชแลนด์ (Ashland) ประเทศ
สหรัฐอเมริกา นอกจากนี้ผู๎ประกอบการทางด๎านวิทยาศาตร์การอาหารมีการประยุกต์ใช๎เทคนิค เอชพี
แอลซีในการแยกฮีโมโกลบิน ไมโอโกลบิน และสํวนที่มีสี (pigment) ออกจากเน้ือเยื่อ (Espinoza et 
al., 1996) 

 
การเปลี่ยนแปลงของฮีโมโกลบิน (Hb variant) ที่ผิดปกติสามารถแยกออกจากฮีโมโกลบิน

ปกติโดย ใช๎เทคนิค อิเล็กโตรโฟรีซิส และโครมาโทกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ แตํประสิทธิภาพ
ขึ้นอยูํกับการมีประจุที่แตกตํางกันจากการเกิดมิวเทชัน ดังนั้นถ๎าเกิดมิวเทชันที่ไมํมีการเปลี่ยนแปลง
ประจุจะท าให๎แยกออกจากฮีโมโกลบินปกติได๎ยาก ด๎วยเทคนิคดังกลําว ดังนั้นการพัฒนาเทคนิค       
รีเวอร์ส-เฟส เอชพีแอลซี  มีประโยชน์ในการชํวยแยกฮีโมโกลบินปกติออกจากฮีโมโกลบินที่เกิด  
มิวเทชันโดยไมํมีการเปลี่ยนแปลงประจุได๎ดีขึ้น  แตํการแยกอาศัยความแตกตํางของคุณสมบัติ
ไฮโดรโฟบิก การแยกโดยอิเล็กโตรโฟรีซิสและ โครมาโทกราฟีไมํสามารถแยกฮีโมโกลบินที่มีการ
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เปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนเพียงต าแหนํงเดียวได๎ แม๎แตํการเปลี่ยนแปลงล าดับนิว คลีโอไทด์ของดีเอ็น
เอไมํได๎ให๎ข๎อมูลที่ระดับโปรตีนโดยเฉพาะอยําง ยิ่งในชํวงการปรับแตํงหลังจากการแปล รหัสเป็น
กรดอะมิโน (posttranslational modification) แตํอยํางไรก็ตามในบางกรณีการใช๎วิธี รีเวอร์ส-เฟส 
เอชพีแอลซีไมํสามารถแยกฮีโมโกลบินที่เกิดมิวเทชันได๎ ถ๎าเกิดการแทนที่แล๎วมีประจุรวมเทํากันซึ่ง
การแยกนั้นขึ้นอยูํกับความแตกตํางของประจุ จึง จ าเป็นต๎อง วิเคราะห์เพิ่มเติมโดย ใช๎เทคนิค
แมสสเปกโทรเมทรี (Zanella-Cleon et al., 2008, 2009) 
 
6.  ล าดับกรดอะมิโนของสายกลอบินของฮีโมโกลบินที่ท าให้บริสุทธิ์จากวิธีโซเดียมโดดีซิลซัล 
เฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส แบบดิสคอนทินูอัสเจล โดยวิธีนาโนอิเล็กโตรสเปรย์ไอออน
ไนเซชัน แมสสเปกโทรเมทรี (nano-electrospray ionization mass spectrometry, ESI-MS/MS)  
 

จากการ ศึกษา ล าดับ กรดอะมิโนของสายกลอบินของฮีโมโกลบินที่ท าให๎บริสุทธิ์ จาก         
วิธีโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส แบบดิสคอนทินูอัสเจล แสดงโครมา
โทแกรมแถบบน (ดังภาพที่ 39) และแถบลําง (ดังภาพที่ 40) ของหนวยยอยของฮีโมโกลบินของสุนัข
พันธุ์ไทยหลังอาน   
 

 
 
ภาพท่ี 39  แสดงโครมาโทแกรมแถบบนของหนวยยอยของฮีโมโกลบินของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน ที่

ท าให๎บริสุทธิ์จากเทคนิคโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส โดย
วิธีนาโนอิเล็กโตรสเปรย์ไอออนไนเซชัน แมสสเปกโทรเมทรี  
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ภาพท่ี 40  แสดงโครมาโทแกรมแถบลํางของหนวยยอยของฮีโมโกลบินของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน ที่

ท าให๎บริสุทธิ์จากเทคนิคโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส โดย
วิธีนาโนอิเล็กโตรสเปรย์ไอออนไนเซชัน แมสสเปกโทรเมทรี  

 
แสดงโครมาโทแกรมแถบบน (ดังภาพที่ 41) และแถบลําง (ดังภาพที่ 42) ของหนวยยอยของ

ฮีโมโกลบินของสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว  จากภาพโครมาโทแกรม ของฮีโมโกลบินของสุนัขพันธุ์ไทย
หลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว  ซึ่งวิเคราะห์ผล ด๎วยวิธีนาโนอิเล็กโตรสเปรย์ไอออนไนเซชัน  
แมสสเปกโทรเมทรี ที่อัตราเร็ว 20 ไมโครลิตรตํอนาที โดยสารละลายฮีโมโกลบินถูกแยกด๎วยนาโน
คอลัมน์ (Acclaim PepMap 100 C 18, 3 µm, 100 A, 75 µm i.d. x 150 mm) ด๎วยอัตราเร็ว 300 นาโน
ลิตรตํอนาที โดยใช๎สารละลายเกรเดียน  (solvent gradient) (Solvent A: 0.1% formic acid in water; 
Solvent B: 0.1% formic acid in 80% ACN) เป็นเวลา 20 นาที 

 
จากการศึกษาในครั้งนี้ประสบความส าเร็จในการแยกฮีโมโกลบินโดยวิธีนาโนอิเล็กโตร 

สเปรย์ไอออนไนเซชัน แมสสเปกโทรเมทรี  ซึ่งมีการใช๎เทคนิคโครมาโทกราฟีควบคูํกับ แมสสเปก 
โทรเมทรี  ใช๎เวลาในการแยกเพียง 20 นาทีและสภาวะที่ใช๎ในการวิเคราะห์เหมาะสมส าหรับ
ฮีโมโกลบินของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว  
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ภาพท่ี 41  แสดงโครมาโทแกรมแถบบนของหนวยยอยของฮีโมโกลบินของสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว ที่

ท าให๎บริสุทธิ์จากเทคนิคโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส โดย
วิธีนาโนอิเล็กโตรสเปรย์ไอออนไนเซชัน แมสสเปกโทรเมทรี  

 

 
 
ภาพท่ี 42  แสดงโครมาโทแกรมแถบลํางของหนวยยอยของฮีโมโกลบินของสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว ที่

ท าให๎บริสุทธิ์จากเทคนิคโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส โดย
วิธีนาโนอิเล็กโตรสเปรย์ไอออนไนเซชัน แมสสเปกโทรเมทรี  

 



 

126 
 

ข๎อมูลแมสสเปกตรัมที่ได๎จากวิธีนาโนอิเล็กโตรสเปรย์ไอออนไนเซชัน  แมสสเปกโทรเมท
รี น ามาระบุชนิดของโปรตีน ที่มีในฐานข๎อมูล คอมพิวเตอร์  โดยโปรแกรม  MASCOT ซึ่งแสดงคํา  
Probability Based Mowse Score ของแถบลํางของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน  (ดังภาพที่  43) และแสดง
คํา Probability Based Mowse Score ของแถบลํางของสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว  (Perkins et al., 1999) 
(ดังภาพที่ 44) 
 

 

 

ภาพท่ี 43  แสดงไดอะแกรมของแถบลํางของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน โดยโปรแกรม MASCOT 

 

 

ภาพท่ี 44  แสดงไดอะแกรมของแถบลํางของสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว  โดยโปรแกรม MASCOT 
 

จากไดอะแกรมของแถบลํางของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน และสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว   โดย
โปรแกรม MASCOT บริเวณสํวนที่แรเงาเส๎นสีเขียว (green shaded area) เป็นบริเวณที่แสดงวําสํวน
นี้มีระดับความเชื่อมั่นน๎อยกวํา 95 เปอร์เซ็นต์ สํวนแทํงบาร์สีแดง (red bar) แสดงจ านวนของฮิต 
(ความสูงของแทํงบาร์ ) ในฐานะที่เป็นสํวนของ คํา Mowse Score ซึ่งคํา Probability Based Mowse 
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Score ของแถบบนของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน และสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว สูงสุดเทํากับ 596 และ  
637 ตามล าดับ และคํา Probability Based Mowse Score ของแถบลํางของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน
และสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎วสูงสุดเทํากับ 360 และ 453 ตามล าดับ (Perkins et al., 1999) 

 

การระบุชนิดโปรตีนที่มีในฐานข๎อมูล คอมพิวเตอร์ โดยการใช๎ข๎อมูลแมสสเปกตรัม เพื่อใช๎
ในการวิเคราะห์ทางสถิติ มีหลายวิธีเชํน คํา Probability Based Mowse Score โดยโปรแกรม  
MASCOT คํา Bayesian Probability โดยโปรแกรม  ProFound Sonar และ คํา Cross-correlation 
(MS-Fit Sequest) ซึ่งแตํละวิธีให๎รายละเอียดเกี่ยวกับชื่อโปรตีน (protein name) และล าดับเบสดีเ อ็น
เอหรือโปรตีนในฐานข๎อมูลคอมพิวเตอร์ (accession number) เหมือนกัน ซึ่งคํา Mowse Score ที่อยูํ
ต่ ากวําระดับความเชื่อมั่นมีโอกาสเกิดฮิตบวกลวง (false-positive hit) ประมาณ 5 เปอร์เซ็นต์         
คําคะแนนสมบูรณ์ (absolute score value) ขั้นอยูํกับหลายปัจจัย  เชํน ขนาดของ ฐาน
ข๎อมูลคอมพิวเตอร์ และจ านวนของพีคที่ใช๎ป้อนข๎อมูล แตํอยํางไรก็ตามถ๎าคํา Mowse Score อยูํ
ในชํวงระหวําง 50 ถึง 100 ควรจะท าการทดลองซ้ าใหมํโดยการเพิ่มปริมาณตัวอยํางให๎ มากขึ้นหรือ
ใช๎ตัวอยํางใหมํแทน ถ๎าคํา Mowse Score มากกวํา 100 เป็นคําที่ยอมรับได๎ โดยที่คํา Mowse Score  
ที่เพิ่มขึ้น 10 ยูนิต บํงชี้ถึงการเพิ่มระดับความเชื่อมั่นโดยอนุมานประมาณ 10 เทํา  เชํน ถ๎าที่ฮิตมีคํา 
Mowse Score 120 แสดงวํามีความเชื่อถือ 1,000 เทํา มากกวําที่คํา  Mowse Score 90 (Drabik et al., 
2008) 

 

จากการวิเคราะห์แมสสเปกตรัมที่ได๎จากแถบบนและแถบลํางของน้ าหนักโมเลกุลหนวยยอย
ของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว ที่ท าให๎บริสุทธิ์ จากเทคนิคโซเดียม
โดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส โดยวิธีนาโนอิเล็กโตรสเปรย์ ไอออนไนเซชัน 
และระบุชนิดของโปรตีน จากน้ าหนักโมเลกุลและรูปแบบการแตกตัว (fragmentation pattern)        
ที่เป็นลักษณะเฉพาะของฮีโมโกลบินประกอบด๎วยปริมาณของไอออน ชนิดตํางๆที่เกิดจากการแตก
ตัว  ด๎วยโปรแกรม  MASCOT เพื่อใช๎ ในการ เปรียบเทียบกับแมสสเปกตรัมในฐาน
ข๎อมูล คอมพิวเตอร์ สามารถ แสดงชนิด ของโปรตีน แถบบนของน้ าหนักโมเลกุลหน วยยอยของ
ฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน  (ดังตารางที ่10) และของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว (ดัง
ตารางที่ 11) นอกจากนี้สามารถ แสดงชนิด ของโปรตีน แถบลํางของน้ าหนักโมเลกุลหนวยยอยของ
ฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน (ดังตารางที่ 12) และของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว (ดัง
ตารางที่ 13) 



ตารางท่ี 10  แสดงชนิดของโปรตีนแถบบนของน้ าหนักโมเลกุลหนวยยอยของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน ที่ท าให๎บริสุทธิจ์ากเทคนิคโซเดียมโดดีซิลซัล    
              เฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส โดยวิธีนาโนอิเล็กโตรสเปรย์ไอออนไนเซชัน ระบุชนิดของโปรตีนด๎วยโปรแกรม MASCOT  
 
ล าดับโปรตีน 
(Acession no.) 

ชื่อโปรตีน 
(Protein name) 

น้ าหนัก 
โมเลกุล 

 (ดาลตัน) 

Mouse 
Score 

No. of match 
peptide 

ล าดับกรดอะมิโน 
 

gi|44887976 
 
 
gi|57113367  
 
gi|73988174     

RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 
 
PREDICTED: similar to beta globin [Canis familiaris] 
 
PREDICTED: similar to beta globin isoform 2 [Canis familiaris] 

16100 
 
 

16231 
 

17835 

596 
 
 

596 
 

596 

12 
 
 

12 
 

12 
 

K.SLVSGLWGK.V 
K.VLNSFSDGLK.N 
K.LHVDPENFK.L 
K.LHVDPENFK.L 
R.LLIVYPWTQR.F 
K.VNVDEVGGEALGR.L 
K.EFTPQVQAAYQK.V 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
K.LLGNVLVCVLAHHFGK.E 
R.FFDSFGDLSTPDAVMSNAK.V 
R.FFDSFGDLSTPDAVMSNAK.V 
K.LSELHCDKLHVDPENFK.L 
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http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat#Hit1#Hit1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat&hit=gi%7c57113367&px=1&ave_thresh=46&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat&hit=gi%7c73988174&px=1&ave_thresh=46&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001
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ตารางท่ี 10  (ตํอ)   
 
ล าดับโปรตีน 
(Acession no.) 

ชื่อโปรตีน 
(Protein name) 

น้ าหนัก 
โมเลกุล 

  (ดาลตัน) 

Mouse 
Score 

No. of 
match 
peptide 

ล าดับกรดอะมิโน 
 

gi|116666787 Chain B, Hemoglobin From Cerdocyon Thous, A Canidae From 
Brazil, At 2.2 Angstroms Resolution 

16130 480 10  K.VLNSFSDGLK.N  
K.LHVDPENFK.L  
K.LHVDPENFK.L  
R.LLIVYPWTQR.F K. 
VNVDEVGGEALGR.L 
K.EFTPQVQAAYQK.V 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
K.LLGNVLVCVLAHHFGK.E 
R.FFDSFGDLSTPDSVMSNAK.V 
K.LSELHCDKLHVDPENFK.L 

gi|73988388 PREDICTED: similar to beta globin [Canis familiaris] 16297 428 10 K.VLNSFSDGLK.N  
K.LHVDPENFK.L  
K.LHVDPENFK.L  
R.LLIVYPWTQR.F   
K.VNVDEVGGEALGR.L 
R.EFTPLAQAAYQK.V 
K.VVAGVANALAHKYH.-  129 

 

http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat#Hit2#Hit2
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat#Hit3#Hit3
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ตารางท่ี 10  (ตํอ)   
 
ล าดับโปรตีน 
(Acession no.) 

ชื่อโปรตีน 
(Protein name) 

น้ าหนัก 
โมเลกุล 

 (ดาลตัน) 

Mouse 
Score 

No. of 
match 
peptide 

ล าดับกรดอะมิโน 
 

     R.FFDSFGDLSTPDAVMSNAK.V 
R.FFDSFGDLSTPDAVMSNAK.V + 
Oxidation (M) 
K.LSELHCDKLHVDPENFK.L 

gi|54037254 RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 

16113 379 10 K.VLNSFSDGLK.N 
K.LHVDPENFK.L 
K.LHVDPENFK.L  
K.VNVDEVGGEALGR.L 
K.EFTPQVQAAYQK.V 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
K.LLGNVLVCVLAHHFGK.E   
K.LSELHCDKLHVDPENFK.L 
R.FFDSFGDLSSADAIMNNPK.V + 
Oxidation (M) 
R.FFDSFGDLSSADAIMNNPK.V + 
Oxidation (M) 
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http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat#Hit4#Hit4
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ตารางท่ี 10  (ตํอ) 
 
ล าดับโปรตีน 
(Acession no.) 

ชื่อโปรตีน 
(Protein name) 

น้ าหนัก 
โมเลกุล 

 (ดาลตัน) 

Mouse 
Score 

No. of match 
peptide 

ล าดับกรดอะมิโน 
 

gi|122634 RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 

16101 331 7 K.LHVDPENFK.L  
K.LHVDPENFK.L 
R.LLLVYPWTQR.F 
K.VNVDEVGGEALGR.L 
K.EFTPQVQAAYQK.V 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
K.LLGNVLVCVLAHHFGK.E 

gi|122634 RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 

16101 331 7 K.LHVDPENFK.L  
K.LHVDPENFK.L 
R.LLLVYPWTQR.F 
K.VNVDEVGGEALGR.L 
K.EFTPQVQAAYQK.V 
K.VVAGVANALAHKYH.-  
K.LLGNVLVCVLAHHFGK.E 
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http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat#Hit5#Hit5
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat#Hit5#Hit5
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ตารางท่ี 10  (ตํอ) 
 
ล าดับโปรตีน 
(Acession no.) 

ชื่อโปรตีน 
(Protein name) 

น้ าหนัก 
โมเลกุล 

 (ดาลตัน) 

Mouse 
Score 

No. of match 
peptide 

ล าดับกรดอะมิโน 
 

gi|122625 RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 

16097 314 6 K.VLNSFSDGLK.N 
K.VNVDEVGGEALGR.L 
K.EFTPQVQAAYQK.V 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
K.LLGNVLVCVLAHHFGK.E 
K.LSELHCDQLHVDPENFK.L 

gi|62901562 RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 

16120 240 5 K.VNVDEVGGEALGR.L 
K.EFTPQVQAAYQK.V 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
R.LLGNVLVCVLAHHFGK.E 
R.FFDSFGDLSTPDAVMSNPK.V + 
Oxidation (M) 

gi|62901559 RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 

16160 236 6  K.VNVDEVGGEALGR.L 
K.EFTPQVQAAYQK.V 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
R.LLGNVLVCVLAHHFGK.E 
R.FFESFGDLSSPDAVMSNAK.V  
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http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat#Hit6#Hit6
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat#Hit7#Hit7
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat#Hit8#Hit8
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ตารางท่ี 10  (ตํอ)   
 
ล าดับโปรตีน 
(Acession no.) 

ชื่อโปรตีน 
(Protein name) 

น้ าหนัก 
โมเลกุล 

 (ดาลตัน) 

Mouse 
Score 

No. of match 
peptide 

ล าดับกรดอะมิโน 
 

  
 

    R.FFESFGDLSSPDAVMSNAK.V + 
Oxidation (M) 

gi|62901575 RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin  

16147 198   4 K.VNVEDVGGEALGR.L 
K.EFTPQVQAAYQK.V 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
R.LLGNVLVCVLAHHFGK.E 

gi|13549112 beta globin chain variant [Homo sapiens] 16117 170 3  K.VNVDEVGGEALGR.L 
K.EFTQPVQAAYQK.V 
K.VVAGVANALAHKYH.- 

gi|4038415 beta globin [Homo sapiens] 6262 151 2  R.LLVIYPWTQR.F 
K.VNVDEVGGEALGR.L 

gi|46014946 Chain B, Crystal Structure Of Human Hemoglobin E At 1.73 A 
Resolution 

15970  138 3  K.VNVDEVGGKALGR.L 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
R.LLGNVLVCVLAHHFGK.E 

gi|136429 RecName: Full=Trypsin; Flags: Precursor 25078 129 4 R.LGEHNIDVLEGNEQFINAAK.I 
K.IITHPNFNGNTLDNDIMLIK.L 
K.IITHPNFNGNTLDNDIMLIK.L  
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http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat#Hit9#Hit9
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat#Hit10#Hit10
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat#Hit11#Hit11
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat#Hit12#Hit12
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat#Hit13#Hit13
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ตารางท่ี 10  (ตํอ)   
 
ล าดับโปรตีน 
(Acession no.) 

ชื่อโปรตีน 
(Protein name) 

น้ าหนัก 
โมเลกุล 

  (ดาลตัน) 

Mouse 
Score 

No. of match 
peptide 

ล าดับกรดอะมิโน 
 

     K.IITHPNFNGNTLDNDIMLIK.L  
+ Oxidation (M) 

gi|122725 
 
 
gi|195977060 

RecName: Full=Hemoglobin subunit epsilon; AltName: 
Full=Hemoglobin epsilon chain; AltName: Full=Epsilon-globin 

 
A-gamma globin (predicted) [Otolemur garnettii] 

16227 
 
 

16213 

121 
 
 

121 

4 
 
 
4 

K.LHVDPENFK.L  
K.LHVDPENFK.L 
K.VNIEEAGGEALGR.L 
K.LSELHCDKLHVDPENFK.L 

gi|1419181 beta-globin chain [Rattus norvegicus] 15304 86 3  K.LHVDPQNFK.L  
K.LHVDPQNFK.L  
R.LLIVYPWTQR.F 

gi|202476 beta-1-globin 8147 75 2  -.LLIVYPWTQR.F 
R.FFDSFGDLSSASAVMSNAK.V 
+ Oxidation (M) 

gi|179409 beta-globin 15984 72 3 K.EFTPPVWAAYQK.V   
K.VVAGVANALAHKYH.- 
R.LLGNVIVCVLAHHFGK.E 

gi|260076159 omega globin [Dactylopsila trivirgata] - 71   3 K.LHVDPQNFE.-  
K.LHVDPQNFK.-   

 

134 

http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat#Hit14#Hit14
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat&hit=gi%7c195977060&px=1&ave_thresh=46&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat#Hit15#Hit15
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat#Hit16#Hit16
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat#Hit17#Hit17
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat#Hit18#Hit18
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ตารางท่ี 10  (ตํอ) 
 
ล าดับโปรตีน 
(Acession no.) 

ชื่อโปรตีน 
(Protein name) 

น้ าหนัก 
โมเลกุล 

(ดาลตัน) 

Mouse 
Score 

No. of match 
peptide 

ล าดับกรดอะมิโน 
 

     K.LHVDPQNFW.- 
gi|122549 RecName: Full=Hemoglobin subunit beta-C(NA); AltName: 

Full=Hemoglobin beta C(NA) globin chain 
-      63 2 K.VLNSFSDGLK.H 

K.KVLNSFSNGLK.H 
gi|122687 RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 

Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 
15831 61 3 K.LHVDPENFK.L  

K.LHVDPENFK.L 
R.FFDSFGDLSSPSAVMSNPK.V + 
Oxidation (M) 

gi|73762521 delta-globin Troodos variant [Homo sapiens] 16163 57 2 K.VVAGVANALAHKYH.- 
R.LLGNVLVCVLACNFGK.E 

gi|221381007 beta-globin [Orycteropus afer] 15521  50  1 K.VLNSFSDGIK.H 
gi|6981420 protease, serine, 2 precursor [Rattus norvegicus] - 48   1 R.LGEHNINVLEGDEQFINAAK.I 
gi|91206847 RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 

Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 
-      45 1 K.VNVDDVGAEALGR.L 

 
gi|91206847 RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 

Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 
-      45 1 K.VNVDDVGAEALGR.L 

 
gi|122704 RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 

Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 
15959      42 2 K.VVAGVANALAHKYH.- 

R.FFDSFGDLSSPSAVMSNPK.V +  
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http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat#Hit19#Hit19
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat#Hit20#Hit20
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat#Hit21#Hit21
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat#Hit22#Hit22
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat#Hit23#Hit23
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat#Hit24#Hit24
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat#Hit24#Hit24
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat#Hit25#Hit25
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ตารางท่ี 10  (ตํอ)   
 
ล าดับโปรตีน 
(Acession no.) 

ชื่อโปรตีน 
(Protein name) 

น้ าหนัก 
โมเลกุล 

 (ดาลตัน) 

Mouse 
Score 

No. of 
match 
peptide 

ล าดับกรดอะมิโน 
 

     Oxidation (M) 
gi|122614 
gi|255683515  

RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 
hemoglobin, beta [Equus caballus] 

16055 
16186 

36 
36 

2 
2 

K.VVAGVANALAHKYH.- 
R.FFDSFGDLSNPGAVMGNPK.V 
 

gi|16716569 protease, serine, 1 [Mus musculus] - 32 1 R.LGEHNINVLEGNEQFIDAAK.I 
gi|91206846 RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 

Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 
16298 31 1 R.FFDSFGDLSSPAAIMGNPK.V 
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http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat#Hit27#Hit27
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat&hit=gi%7c255683515&px=1&ave_thresh=46&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat#Hit30#Hit30
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACacnh.dat#Hit31#Hit31
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ตารางท่ี 11  แสดงชนิดของโปรตีนแถบลํางของน้ าหนักโมเลกุลหนวยยอยของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน ที่ท าให๎บริสุทธิจ์ากเทคนิคโซเดียมโดดีซิล 
ซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส โดยวิธีนาโนอิเล็กโตรสเปรย์ไอออนไนเซชัน ระบุชนิดของโปรตีนด๎วยโปรแกรม MASCOT 

 
ล าดับโปรตีน 
(Acession no.) 

ชื่อโปรตีน 
(Protein name) 

น้ าหนัก 
โมเลกุล 

  (ดาลตัน)   

Mouse 
Score 

No. of match 
peptide 

ล าดับกรดอะมิโน 
 

gi|44887976     
 
gi|57113367 
gi|73988174 

RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 
PREDICTED: similar to beta globin [Canis familiaris] 
PREDICTED: similar to beta globin isoform 2 [Canis familiaris] 

16100  
 

16231 
  17835   

360 
 

360 
360 

6 
 

6 
6 

K.VLNSFSDGLK.N 
R.LLIVYPWTQR.F 
K.VNVDEVGGEALGR.L 
K.EFTPQVQAAYQK.V 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
R.FFDSFGDLSTPDAVMSNAK.V 
+ Oxidation (M) 

gi|116666787  Chain B, Hemoglobin From Cerdocyon Thous, A Canidae From 
Brazil, At 2.2 Angstroms Resolution 

16130 336          6 K.VLNSFSDGLK.N 
R.LLIVYPWTQR.F 
K.VNVDEVGGEALGR.L 
K.EFTPQVQAAYQK.V 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
R.FFDSFGDLSTPDSVMSNAK.V 
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http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACaewS.dat&hit=gi%7c44887976&px=1&ave_thresh=48&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACaewS.dat&hit=gi%7c57113367&px=1&ave_thresh=48&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACaewS.dat&hit=gi%7c73988174&px=1&ave_thresh=48&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACaewS.dat&hit=gi%7c116666787&px=1&ave_thresh=48&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001
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ตารางท่ี  11  (ตํอ) 
 
ล าดับโปรตีน 
(Acession no.) 

ชื่อโปรตีน 
(Protein name) 

น้ าหนัก 
โมเลกุล 

  (ดาลตัน) 

Mouse 
Score 

No. of match 
peptide 

ล าดับกรดอะมิโน 
 

gi|122508 
gi|44887975 
 
 
gi|115502084 

RecName: Full=Hemoglobin subunit alpha; AltName: 
Full=Hemoglobin alpha chain; AltName: Full=Alpha-globin 
 
RecName: Full=Hemoglobin subunit alpha; AltName: 
Full=Hemoglobin alpha chain; AltName: Full=Alpha-globin 

15365 
15352 

 
 

15483 

216 
216 

 
 

216 

4 
4 

 
 

4 

R.TFQSFPTTK.T 
K.FFTAVSTVLTSK.Y  
K.TYFPHFDLSPGSAQVK.A 
R.TFQSFPTTKTYFPHFDLSPGSA
QVK.A 

gi|62901559 
 
 
 
 

RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 
 
 
 

16160 179 4 K.VNVDEVGGEALGR.L  
K.EFTPQVQAAYQK.V  
K.VVAGVANALAHKYH.- 
R.FFESFGDLSSPDAVMSNAK.V 
+ Oxidation (M) 

gi|62901575   
 
 

RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 
 
 

16147 159 3 K.VNVEDVGGEALGR.L 
K.EFTPQVQAAYQK.V 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
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http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaewS.dat#Hit4#Hit4
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACaewS.dat&hit=gi%7c44887975&px=1&ave_thresh=48&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACaewS.dat&hit=gi%7c115502084&px=1&ave_thresh=48&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACaewS.dat&hit=gi%7c62901575&px=1&ave_thresh=48&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001


 

139 
 

ตารางท่ี 11  (ตํอ) 
 
ล าดับโปรตีน 
(Acession no.) 

ชื่อโปรตีน 
(Protein name) 

น้ าหนัก 
โมเลกุล 

  (ดาลตัน) 

Mouse 
Score 

No. of match 
peptide 

ล าดับกรดอะมิโน 
 

gi|136429 
 
 
 
 
 
 
 

RecName: Full=Trypsin; Flags: Precursor 
 
 
 
 
 
 
 

25078 136 6 R.LGEHNIDVLEGNEQFINAAK.I 
R.LGEHNIDVLEGNEQFINAAK.I 
K.IITHPNFNGNTLDNDIMLIK.L 
K.IITHPNFNGNTLDNDIMLIK.L 
K.IITHPNFNGNTLDNDIMLIK.L+ 
Oxidation (M) 
K.IITHPNFNGNTLDNDIMLIK.L + 
Oxidation (M) 

gi|46014946 
 

Chain B, Crystal Structure Of Human Hemoglobin E At 1.73 A 
Resolution 

15970 104 2 K.VNVDEVGGKALGR.L 
K.VVAGVANALAHKYH.- 

gi|229149  hemoglobin beta - 72 1 K.VDVDEVGGEALGR.L 
gi|4159806 
 

 type II keratin subunit protein [Mus musculus] 
 

65696 
 

65 2 R.TNAENEFVTIKK.D  
R.FLEQQNKVLQTK.W 

gi|12859782 
 

 unnamed protein product [Mus musculus] 
 

- 65 2 R.TNAENEFVTIKK.D  
R.FLEQQNQVLQTK.W 

gi|148747492  keratin 2 [Sus scrofa] - 50 1 R.FLEQQNQVLKTK.W 
gi|91206847  RecName: Full=Hemoglobin subunit beta - 49 1 K.VNVDDVGAEALGR.L 
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http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaewS.dat#Hit8#Hit8
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaewS.dat#Hit11#Hit11
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaewS.dat#Hit12#Hit12
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaewS.dat#Hit13#Hit13
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaewS.dat#Hit14#Hit14
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaewS.dat#Hit19#Hit19
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaewS.dat#Hit20#Hit20
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ตารางท่ี 11  (ตํอ) 
 
ล าดับโปรตีน 
(Acession no.) 

ชื่อโปรตีน 
(Protein name) 

น้ าหนัก 
โมเลกุล 

  (ดาลตัน) 

Mouse 
Score 

No. of match 
peptide 

ล าดับกรดอะมิโน 
 

gi|122402 
 
 

RecName: Full=Hemoglobin subunit alpha; AltName: 
Full=Hemoglobin alpha chain; AltName: Full=Alpha-globin 
 

15170 26 1 K.TYFPHFDLNPGSAQVK.G 
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http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaewS.dat#Hit28#Hit28
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   ตารางท่ี 12  แสดงชนิดของโปรตีนแถบบนของน้ าหนักโมเลกุลหนวยยอยของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว ที่ท าให๎บริสุทธิจ์ากเทคนิคโซเดียมโดดีซิล
ซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส โดยวิธีนาโนอิเล็กโตรสเปรย์ไอออนไนเซชัน ระบุชนิดของโปรตีนด๎วยโปรแกรม MASCOT  

 
ล าดับโปรตีน 
(Acession no.) 

ชื่อโปรตีน 
(Protein name) 

น้ าหนัก 
โมเลกุล 

   (ดาลตัน) 

Mouse 
Score 

No. of 
match 
peptide 

ล าดับกรดอะมิโน 

gi|44887976 
 
 
 
 
 
gi|57113367  
 
 
 
gi|73988174 
 
  
 
 

RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 
 
 
 
 
 
PREDICTED: similar to beta globin [Canis familiaris] 
 
 
 
PREDICTED: similar to beta globin isoform 2 [Canis familiaris] 
 
 
 
 

16100 
 
 

 
 

 
 

16231 
 
 
 

17835 

637  17 K.SLVSGLWGK.V  
K.SLVSGLWGK.V   
K.LHVDPENFK.L   
K.KVLNSFSDGLK.N  
R.LLIVYPWTQR.F  
R.LLIVYPWTQR.F  
K.VNVDEVGGEALGR.L 
K.VNVDEVGGEALGR.L  
K.EFTPQVQAAYQK.V  
K.EFTPQVQAAYQK.V 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
K.LLGNVLVCVLAHHFGK.E  
R.FFDSFGDLSTPDAVMSNAK.V 
+Oxidation (M) 
R.FFDSFGDLSTPDAVMSNAK.V +  
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http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit1#Hit1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat&hit=gi%7c57113367&px=1&ave_thresh=48&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat&hit=gi%7c73988174&px=1&ave_thresh=48&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001
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ตารางท่ี 12  (ตํอ) 
 
ล าดับโปรตีน 
(Acession no.) 

ชื่อโปรตีน 
(Protein name) 

น้ าหนัก 
โมเลกุล 

   (ดาลตัน) 

Mouse 
Score 

No. of 
match 
peptide 

ล าดับกรดอะมิโน 

     Oxidation (M)  
K.LSELHCDKLHVDPENFK.L 
K.LSELHCDKLHVDPENFK.L 

gi|116666787 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Chain B, Hemoglobin From Cerdocyon Thous, A Canidae From 
Brazil, At 2.2 Angstroms Resolution 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

16130 530  15  K.LHVDPENFK.L   
K.KVLNSFSDGLK.N 
R.LLIVYPWTQR.F   
R.LLIVYPWTQR.F  
K.VNVDEVGGEALGR.L  
K.VNVDEVGGEALGR.L  
K.EFTPQVQAAYQK.V  
K.EFTPQVQAAYQK.V 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
K.LLGNVLVCVLAHHFGK.E 
R.FFDSFGDLSTPDSVMSNAK.V 
R.FFDSFGDLSTPDSVMSNAK.V 
K.LSELHCDKLHVDPENFK.L  
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http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit2#Hit2
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ตารางท่ี 12  (ตํอ) 
 
ล าดับโปรตีน 
(Acession no.) 

ชื่อโปรตีน 
(Protein name) 

น้ าหนัก 
โมเลกุล 

  (ดาลตัน) 

Mouse 
Score 

No. of 
match 
peptide 

ล าดับกรดอะมิโน 

     K.LSELHCDKLHVDPENFK.L 
gi|54037254 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

16113 416 12 K.LHVDPENFK.L  
K.KVLNSFSDGLK.N  
K.VNVDEVGGEALGR.L 
K.VNVDEVGGEALGR.L  
K.EFTPQVQAAYQK.V 
K.EFTPQVQAAYQK.V 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
K.LLGNVLVCVLAHHFGK.E 
K.LSELHCDKLHVDPENFK.L 
K.LSELHCDKLHVDPENFK.L 
R.FFDSFGDLSSADAIMNNPK.V + 
Oxidation (M) 
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http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit3#Hit3


 

144 
 

ตารางท่ี 12  (ตํอ) 
 
ล าดับโปรตีน 
(Acession no.) 

ชื่อโปรตีน 
(Protein name) 

น้ าหนัก 
โมเลกุล 

  (ดาลตัน) 

Mouse 
Score 

No. of 
match 
peptide 

ล าดับกรดอะมิโน 

gi|62901532 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

16024 400  12  K.LHVDPENFK.L  
K.KVLNSFSDGLK.N  
K.VNVDEVGGEALGR.L 
K.VNVDEVGGEALGR.L   
K.EFTPQVQAAYQK.V  
K.EFTPQVQAAYQK.V 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
K.LLGNVLVCVLAHHFGK.E 
R.FFDSFGDLSSPDAVMGNPK.V + 
Oxidation (M) 
K.LSELHCDKLHVDPENFK.L   
K.LSELHCDKLHVDPENFK.L 
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http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit4#Hit4
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ตารางท่ี 12  (ตํอ) 
 
ล าดับโปรตีน 
(Acession no.) 

ชื่อโปรตีน 
(Protein name) 

น้ าหนัก 
โมเลกุล 

  (ดาลตัน) 

Mouse 
Score 

No. of 
match 
peptide 

ล าดับกรดอะมิโน 

gi|122625 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

16097 378 10 K.KVLNSFSDGLK.N   
K.VNVDEVGGEALGR.L 
K.VNVDEVGGEALGR.L  
K.EFTPQVQAAYQK.V  
K.EFTPQVQAAYQK.V 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
K.LLGNVLVCVLAHHFGK.E 
K.LSELHCDQLHVDPENFK.L 
K.LSELHCDQLHVDPENFK.L 
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http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit5#Hit5
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ตารางท่ี 12  (ตํอ) 
 
ล าดับโปรตีน 
(Acession no.) 

ชื่อโปรตีน 
(Protein name) 

น้ าหนัก 
โมเลกุล 

  (ดาลตัน) 

Mouse 
Score 

No. of 
match 
peptide 

ล าดับกรดอะมิโน 

gi|62286657 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

RecName: Full=Hemoglobin subunit delta; AltName: 
Full=Hemoglobin delta chain; AltName: Full=Delta-globin 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

16284   342 11 K.LHVDPENFK.L  
K.NLDNLKGTFVK.L  
K.VNVDEVGGEALGR.L 
K.VNVDEVGGEALGR.L  
K.EFTPQVQAAYQK.V 
K.EFTPQVQAAYQK.V 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
K.LLGNVLVCVLAHHFGK.E 
K.LSELHCDKLHVDPENFK.L   
K.LSELHCDKLHVDPENFK.L 

gi|122634 
 
 
 
 
 

RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 
 
 
 
 

16101 332  10  K.LHVDPENFK.L   
R.LLLVYPWTQR.F  
R.LLLVYPWTQR.F  
K.VNVDEVGGEALGR.L 
K.VNVDEVGGEALGR.L 
K.EFTPQVQAAYQK.V 

146 
 

http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit6#Hit6
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit7#Hit7
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ตารางท่ี 12  (ตํอ) 
 
ล าดับโปรตีน 
(Acession no.) 

ชื่อโปรตีน 
(Protein name) 

น้ าหนัก 
โมเลกุล 

   (ดาลตัน) 

Mouse 
Score 

No. of 
match 
peptide 

ล าดับกรดอะมิโน 

     K.EFTPQVQAAYQ 
K.V K.VVAGVANALAHKYH.- 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
K.LLGNVLVCVLAHHFGK.E 

gi|62901559 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

16160   322     10  K.VNVPEVGGEALGR.L 
K.VNVDEVGGEALGR.L   
K.VNVDEVGGEALGR.L  
K.EFTPQVQAAYQK.V  
K.EFTPQVQAAYQK.V 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
R.LLGNVLVCVLAHHFGK.E 
R.FFESFGDLSSPDAVMSNAK.V + 
Oxidation (M) 
R.FFESFGDLSSPDAVMSNAK.V + 
Oxidation (M) 
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http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit8#Hit8
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ตารางท่ี 12  (ตํอ) 
 
ล าดับโปรตีน 
(Acession no.) 

ชื่อโปรตีน 
(Protein name) 

น้ าหนัก 
โมเลกุล 

  (ดาลตัน) 

Mouse 
Score 

No. of 
match 
peptide 

ล าดับกรดอะมิโน 

gi|62901562 
 
 
 
 
 
 
 
 

RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 
 
 
 
 
 
 
 
 

16120 291  8  K.VNVDEVGGEALGR.L 
K.VNVDEVGGEALGR.L   
K.EFTPQVQAAYQK.V 
K.EFTPQVQAAYQK.V 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
R.LLGNVLVCVLAHHFGK.E 
R.FFDSFGDLSTPDAVMSNPK.V + 
Oxidation (M) 
 

gi|62901575 
 
 
 
 
 
 

RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 
 
 
 
 
 

16147 229  7    K.VNVEDVGGEALGR.L 
K.VNVEDVGGEALGR.L  
K.EFTPQVQAAYQK.V  
K.EFTPQVQAAYQK.V 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
R.LLGNVLVCVLAHHFGK.E 148 

 

http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit9#Hit9
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit10#Hit10
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ตารางท่ี 12  (ตํอ) 
 

 

ล าดับโปรตีน 
(Acession no.) 

ชื่อโปรตีน 
(Protein name) 

น้ าหนัก 
โมเลกุล 

  (ดาลตัน) 

Mouse 
Score 

No. of 
match 
peptide 

ล าดับกรดอะมิโน 

gi|13549112 
 

beta globin chain variant [Homo sapiens] 
 

 

16117   203    6 K.VNVDEVGGEALGR.L   
K.VNVDEVGGEALGR.L  
K.EFTQPVQAAYQK.V  
K.EFTQPVQAAYQK.V   
K.VVAGVANALAHKYH.- 
K.VVAGVANALAHKYH.- 

gi|46014946 
 

Chain B, Crystal Structure Of Human Hemoglobin E At 1.73 A 
Resolution 

 

15970  175 5 K.VNVDEVGGKALGR.L 
K.VNVDEVGGKALGR.L 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
R.LLGNVLVCVLAHHFGK.E 

gi|4038415 
 
 
 

 beta globin [Homo sapiens] 
 
 
 

6262  155    4   R.LLVIYPWTQR.F  
R.LLVIYPWTQR.F  
K.VNVDEVGGEALGR.L 
K.VNVDEVGGEALGR.L 

gi|122699 
 

 RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 

16127 
 

152 
 

5  
 

K.VDVEDVGGEALGR.L 
K.VDVEDVGGEALGR.L 149 

 

http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit11#Hit11
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit12#Hit12
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit13#Hit13
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ตารางท่ี 12  (ตํอ) 
 
ล าดับโปรตีน 
(Acession no.) 

ชื่อโปรตีน 
(Protein name) 

น้ าหนัก 
โมเลกุล 
   (ดาล
ตัน) 

Mouse 
Score 

No. of 
match 
peptide 

ล าดับกรดอะมิโน 

gi|122698 
 

RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 

15966 152  5 K.EFTPQVQAAYQK.V 
K.EFTPQVQAAYQK.V 
R.LLGNVLVCVLAHHFGK.E 

gi|136429 
 
 
 
 

RecName: Full=Trypsin; Flags: Precursor 
 
 
 
 

25078 144  4  R.LGEHNIDVLEGNEQFINAAK.I 
K.IITHPNFNGNTLDNDIMLIK.L 
K.IITHPNFNGNTLDNDIMLIK.L 
K.IITHPNFNGNTLDNDIMLIK.L + 
Oxidation (M) 

gi|122681 
 
 
 

RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 
 
 

16059 140        3 K.VKVEEVGGEALGR.L   
K.EFTPQVQAAYQK.V  
K.EFTPQVQAAYQK.V 
 

gi|122712 
 
 
 

RecName: Full=Hemoglobin subunit delta; AltName: 
Full=Hemoglobin delta chain; AltName: Full=Delta-globin 
 
 

16038  125  5  K.EFTPQVQAAYQK.V   
K.EFTPQVQAAYQK.V 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
K.VVAGVANALAHKYH.-  
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http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat&hit=gi%7c122698&px=1&ave_thresh=48&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit15#Hit15
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit16#Hit16
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit17#Hit17
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ตารางท่ี 12  (ตํอ) 
 
ล าดับโปรตีน 
(Acession no.) 

ชื่อโปรตีน 
(Protein name) 

น้ าหนัก 
โมเลกุล 

  (ดาลตัน) 

Mouse 
Score 

No. of 
match 
peptide 

ล าดับกรดอะมิโน 

     R.FFESFGDLSSPAAVMGNPK.V 
gi|122630 
 

RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 

16053 119          3 K.VNVEEIGGEALGR.L  
K.EFTPQVQAAYQK.V  
K.EFTPQVQAAYQK.V 

gi|122725 RecName: Full=Hemoglobin subunit epsilon; AltName: 
Full=Hemoglobin epsilon chain; AltName: Full=Epsilon-globin 

16227 118  5 K.LHVDPENFK.L  
K.VNIEEAGGEALGR.L  
K.VNIEEAGGEALGR.L 
K.LSELHCDKLHVDPENFK.L 
K.LSELHCDKLHVDPENFK.L 

gi|122665 
 
 
 

 RecName: Full=Hemoglobin subunit beta-1/2; AltName: 
Full=Hemoglobin beta-1/2 chain; AltName: Full=Beta-1/2-globin; 
AltName: Full=Hemoglobin beta-I/II chain 
 

16231 105 3 K.VNVEEIGGEALGR.L 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
 

gi|169402678 
 
 

 hemoglobin subunit delta (predicted) [Callicebus moloch] 
 
 

16055 103         3 K.VNVDEVGGEALGR.L 
K.VNVDEVGGEALGR.L   
R.FFESFGDLSSPAAVMGNPK.V 

      151 
 

http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit18#Hit18
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit19#Hit19
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit20#Hit20
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit21#Hit21
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ตารางท่ี 12  (ตํอ) 
 
ล าดับโปรตีน 
(Acession no.) 

ชื่อโปรตีน 
(Protein name) 

น้ าหนัก 
โมเลกุล 

  (ดาลตัน) 

Mouse 
Score 

No. of 
match 
peptide 

ล าดับกรดอะมิโน 

gi|122731 
 

RecName: Full=Hemoglobin subunit epsilon; AltName: 
Full=Hemoglobin epsilon chain; AltName: Full=Epsilon-globin; 
AltName: Full=Beta-4 globin 

16394 93 4 K.LHVDPENFK.L  
K.LVSGVAIALAHK.Y 
K.LSELHCDKLHVDPENFK.L 
K.LSELHCDKLHVDPENFK.L 

gi|122637 
 
 
gi|122688 
 

RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin  
RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 

15783 
 
 

15806 

92 4 K.LHVDPENFK.L   
K.KVIDSFSNGLK.H  
K.VVAGVANALAHKYH.- 
K.VVAGVANALAHKYH.- 

gi|149719363 
 
 

 PREDICTED: similar to Hemoglobin subunit beta (Hemoglobin 
beta chain) (Beta-globin) [Equus caballus] 
 

16760 91 3 R.LLIVYPWTQR.F  
R.LLIVYPWTQR.F  
K.VNEEEIGGEALGR.V 

gi|73762521 
 
 

 delta-globin Troodos variant [Homo sapiens] 
 
 

16163 85 3 K.VVAGVANALAHKYH.- 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
R.LLGNVLVCVLACNFGK.E 

gi|179409 
 

beta-globin 
 

15984 83 3 K.VVAGVANALAHKYH.- 
K.VVAGVANALAHKYH.-  
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http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit22#Hit22
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit23#Hit23
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat&hit=gi%7c122688&px=1&ave_thresh=48&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit24#Hit24
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit25#Hit25
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit27#Hit27
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ตารางท่ี 12  (ตํอ) 
 
ล าดับโปรตีน 
(Acession no.) 

ชื่อโปรตีน 
(Protein name) 

น้ าหนัก 
โมเลกุล 

  (ดาลตัน) 

Mouse 
Score 

No. of 
match 
peptide 

ล าดับกรดอะมิโน 

     R.LLGNVIVCVLAHHFGK.E 
gi|122686 
 
 

RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 

16120 79 3 K.VKVDEVGAEALGR.L 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
K.VVAGVANALAHKYH.- 

gi|229149 
 
 

hemoglobin beta 
 
 

- 68 2 K.VDVDEVGGEALGR.L 
K.VDVDEVGGEALGR.L 
 

gi|229229 
 
 

hemoglobin beta 
 
 

16050 68 3 K.EFTPQVEAAYQK.V 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
K.VVAGVANALAHKYH.- 

gi|109287733 
gi|187369324  
 

hemoglobin beta 1 [Mus caroli] 
hemoglobin beta 2 [Mus caroli] 
 

16104 
15980 

66 2 K.LHVDPENFK.L 
K.VNPDEVGGEALGR.L 
 

gi|221381007 beta-globin [Orycteropus afer] 15521 64 1 K.KVLNSFSDGIK.H 
gi|122614 
 
 

RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 
 

16055 60 3 K.VVAGVANALAHKYH.- 
K.VVAGVANALAHKYH.- 
R.FFDSFGDLSNPGAVMGNPK.V 
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http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit28#Hit28
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit29#Hit29
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit30#Hit30
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit31#Hit31
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat&hit=gi%7c187369324&px=1&ave_thresh=48&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit32#Hit32
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit34#Hit34
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ตารางท่ี 12  (ตํอ) 
 
ล าดับโปรตีน 
(Acession no.) 

ชื่อโปรตีน 
(Protein name) 

น้ าหนัก 
โมเลกุล 
    (ดาล
ตัน) 

Mouse 
Score 

No. of 
match 
peptide 

ล าดับกรดอะมิโน 

gi|91206847 
 

RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 

- 57 2 K.VNVDDVGAEALGR.L 
K.VNVDDVGAEALGR.L 

gi|6981420 protease, serine, 2 precursor [Rattus norvegicus] - 45 1 R.LGEHNINVLEGDEQFINAAK.I 

gi|78099200 
RecName: Full=Hemoglobin subunit epsilon; AltName: 
Full=Hemoglobin epsilon chain; AltName: Full=Epsilon-globin 

- 44 2 K.LVGGVANALAHKYH.- 
K.LVGGVANALAHKYH.- 

gi|122540 
 
 

RecName: Full=Hemoglobin subunit beta-A; AltName: 
Full=Hemoglobin beta-A chain; AltName: Full=Beta-A-globin; 
AltName: Full=Alanine beta-globin 

16068  38 2 K.LHVDPENFK.L  
K.VKVDEVGAEALGR.L 
 

gi|122653 
RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 

- 31 1 K.VNINELGGEALGR.L 
 

gi|91206846 
 

RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 

16298  24  1 R.FFDSFGDLSSPAAIMGNPK.V 
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http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit35#Hit35
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit36#Hit36
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit37#Hit37
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit38#Hit38
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit42#Hit42
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACaHOe.dat#Hit49#Hit49
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ตารางท่ี 13  แสดงชนิดของโปรตีนแถบลํางของน้ าหนักโมเลกุลหนวยยอยของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว ที่ท าให๎บริสุทธิจ์ากเทคนิคโซเดียมโดดีซิล
ซัลเฟตพอ ลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส โดยวิธีนาโนอิเล็กโตรสเปรย์ไอออนไนเซชัน ระบุชนิดของโปรตีนด๎วยโปรแกรม MASCOT  

 
ล าดับโปรตีน 
(Acession no.) 

ชื่อโปรตีน 
(Protein name) 

น้ าหนัก 
โมเลกุล 

   (ดาลตัน) 

Mouse 
Score 

No. of 
match 
peptide 

ล าดับกรดอะมิโน 

gi|44887976 
 
gi|57113367 
 
gi|73988174 

RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 
PREDICTED: similar to beta globin [Canis  
familiaris] 
PREDICTED: similar to beta globin isoform 2 [Canis familiaris] 

16100 
 

16231 
 

17835 

453 8 K.SLVSGLWGK.V 
K.VLNSFSDGL 
K.N K.KVLNSFSDGL 
K.N R.LLIVYPWTQR.F 
K.VNVDEVGGEALGR.L  
K.EFTPQVQAAYQK.V  
K.EFTPQVQAAYQK.V 
R.FFDSFGDLSTPDAVMSNAK.V + 
Oxidation (M) 

gi|116666787 
 

Chain B, Hemoglobin From Cerdocyon Thous, A Canidae From 
Brazil, At 2.2 Angstroms Resolution 
 

16130 373 7 K.VLNSFSDGLK.N  
K.KVLNSFSDGLK.N  
R.LLIVYPWTQR.F 
K.VNVDEVGGEALGR.L 
K.EFTPQVQAAYQK.V  
K.EFTPQVQAAYQK.V   
R.FFDSFGDLSTPDSVMSNAK.V 
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http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACfsSO.dat&hit=gi%7c44887976&px=1&ave_thresh=49&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACfsSO.dat&hit=gi%7c57113367&px=1&ave_thresh=49&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACfsSO.dat&hit=gi%7c73988174&px=1&ave_thresh=49&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACfsSO.dat&hit=gi%7c116666787&px=1&ave_thresh=49&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001
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ตารางท่ี 13  (ตํอ) 
 
ล าดับโปรตีน 
(Acession no.) 

ชื่อโปรตีน 
(Protein name) 

น้ าหนัก 
โมเลกุล 

  (ดาลตัน) 

Mouse 
Score 

No. of 
match 
peptide 

ล าดับกรดอะมิโน 

gi|122634     
 
 
 
 

RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain;  
AltName: Full=Beta-globin 
 
 

16101 197 4 R.LLLVYPWTQR.F 
K.VNVDEVGGEALGR.L  
K.EFTPQVQAAYQK.V  
K.EFTPQVQAAYQK.V 
 

gi|122508 
 
 
 
gi|44887975 
 
 
gi|44888810 
 
 
gi|115502084  

RecName: Full=Hemoglobin subunit alpha; AltName: 
Full=Hemoglobin alpha chain; AltName: Full=Alpha-globin 
 
RecName: Full=Hemoglobin subunit alpha; AltName: 
Full=Hemoglobin alpha chain; AltName: Full=Alpha-globin 
 
RecName: Full=Hemoglobin subunit alpha; AltName: 
Full=Hemoglobin alpha chain;  
AltName: Full=Alpha-globin 
 
RecName: Full=Hemoglobin subunit alpha; AltName: 
Full=Hemoglobin alpha chain; AltName: Full=Alpha-globin 

15365 
 
 
 

15352  
 
 
 

15322  
 

239 4 R.TFQSFPTTK.T 
-.VLSPADKTNIK.S  
K.TYFPHFDLSPGSAQVK.A 
K.STWDKIGGHAGDYGGEALDR.T 
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http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACfsSO.dat&hit=gi%7c122634&px=1&ave_thresh=49&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACfTwO.dat#Hit3#Hit3
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACfsSO.dat&hit=gi%7c44887975&px=1&ave_thresh=49&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACfsSO.dat&hit=gi%7c44888810&px=1&ave_thresh=49&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACfsSO.dat&hit=gi%7c115502084&px=1&ave_thresh=49&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001
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ตารางท่ี 13  (ตํอ) 
 
ล าดับโปรตีน 
(Acession no.) 

ชื่อโปรตีน 
(Protein name) 

น้ าหนัก 
โมเลกุล 

  (ดาลตัน) 

Mouse 
Score 

No. of 
match 
peptide 

ล าดับกรดอะมิโน 

gi|122634     
 
 
 

RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain;  
AltName: Full=Beta-globin 
 

16101 197 4 R.LLLVYPWTQR.F  
K.VNVDEVGGEALGR.L  
K.EFTPQVQAAYQK.V  
K.EFTPQVQAAYQK. 

gi|62901559 
 
 
 
 

RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin  
 
 
 

16160 180 4 K.VNVDEVGGEALGR.L 
K.EFTPQVQAAYQK.V 
K.EFTPQVQAAYQK.V 
R.FFESFGDLSSPDAVMSNAK.V + 
Oxidation (M) 

gi|13549112  
 
 

beta globin chain variant [Homo sapiens] 
 
 

16117 151 3 K.VNVDEVGGEALGR.L  
K.EFTQPVQAAYQK.V   
K.EFTQPVQAAYQK.V 

gi|62901575    
 
 
gi|4038415 
 

RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 
 
beta globin [Homo sapiens] 
 

16147 
 

 
6262 

143 
 

 
125 

3 
 

 
2 

K.VNVEDVGGEALGR.L  
K.EFTPQVQAAYQK.V  
K.EFTPQVQAAYQK.V 
R.LLVIYPWTQR.F   
K.VNVDEVGGEALGR.L 
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http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACfsSO.dat&hit=gi%7c122634&px=1&ave_thresh=49&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACfsSO.dat&hit=gi%7c62901559&px=1&ave_thresh=49&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACfsSO.dat&hit=gi%7c13549112&px=1&ave_thresh=49&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACfsSO.dat&hit=gi%7c62901575&px=1&ave_thresh=49&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACfsSO.dat&hit=gi%7c4038415&px=1&ave_thresh=49&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001
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ตารางท่ี 13  (ตํอ) 
 
ล าดับโปรตีน 
(Acession no.) 

ชื่อโปรตีน 
(Protein name) 

น้ าหนัก 
โมเลกุล 

  (ดาลตัน) 

Mouse 
Score 

No. of 
match 
peptide 

ล าดับกรดอะมิโน 

gi|122698 
 
 
gi|122699 

RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain;  
AltName: Full=Beta-globin 
RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain;  
AltName: Full=Beta-globin 

15966 
 
 

   16127 

119 3 K.VDVEDVGGEALGR.L  
K.EFTPQVQAAYQK.V 
K.EFTPQVQAAYQK.V 

 

gi|11066958  mutant beta-globin [Homo sapiens] - 91 1 K.VNVDEVGGKALGR.- 

gi|221381007   beta-globin [Orycteropus afer] 
15521 89 2 K.VLNSFSDGIK.H  

K.KVLNSFSDGIK.H 
gi|229149  hemoglobin beta - 68 1 K.VDVDEVGGEALGR.L 

gi|91206847 
RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: 
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-globin 

16760 59 2 
 

R.LLIVYPWTQR.F  
K.VNEEEIGGEALGR.V 

gi|126022906  hemoglobin alpha subunit 1 [Peromyscus maniculatus] 15172 27 1 K.TYFPHFDVSHSSAQVK.T 
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http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACfsSO.dat&hit=gi%7c122698&px=1&ave_thresh=49&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACfsSO.dat&hit=gi%7c122699&px=1&ave_thresh=49&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACfsSO.dat&hit=gi%7c11066958&px=1&ave_thresh=49&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACfsSO.dat&hit=gi%7c221381007&px=1&ave_thresh=49&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20091106/FtmACfsSO.dat&hit=gi%7c229149&px=1&ave_thresh=49&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=0.001
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACfTwO.dat#Hit15#Hit15
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20091106/FtmACfTwO.dat#Hit27#Hit27


จากตารางแสดงชนิดของโปรตีนแถบบนของหนวยยอยของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลัง
อาน (ตารางที่ 10) แสดงหนํวยยํอยของแถบบนเป็นสายเบต๎าที่มีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 16,000 ดาลตัน 
มีคํา Mowse Score สูงสุดและต่ าสุดเทํากับ 596 และ 31 ตามล าดับ สายเบต๎ามีล าดับกรดอะมิโนครอบคลุม 
(sequence coverages) 82 เปอร์เซ็นตใ์นสุนัข และสามารถพบแมสสเปกตรัมมีความเหมือนกับล าดับ
กรดอะมิโนบางชํวงกับสายเบต๎า เดลต๎า และเอฟซิลอนในคน สายเบต๎า ในหนูนอร์เวย ์(Norway) (Rattus 
norvegicus) และในตัวอาร์ดวาร์ค (Aardvark) (Orycteropus afer) สายโอเมก๎า ในตัวพอสซัม (Dactylopsila 
trivirgata) และโปรตีเอส ในหนูนอร์เวย์และหนูบ๎าน (Mus musculus) นอกจากนี้พบมีสํวนของ          
ทริปซินที่เหลือจากการยํอยโปรตีนปนอยูํด๎วย  
 

จากตารางแสดงชนิดของโปรตีนแถบลํางของหนวยยอยของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลัง
อาน (ตารางที่ 11) แสดงหนํวยยํอยของแถบลํางเป็นสายอัลฟาที่มีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 15,000 ดาลตัน 
มีคํา Mowse Score สูงสุดและต่ าสุดเทํากับ 360 และ 26 สายอัลฟามีล าดับกรดอะมิโนครอบคลุม 26 
เปอร์เซ็นตใ์นสุนัข และสามารถพบแมสสเปกตรัมมีความเหมือนล าดับกรดอะมิโนบางชํวงของสายเบต๎า
ในสุนัข ซึ่งอาจเกิดจากการแพรํ (diffuse) ของสายเบต๎าขณะเคลื่อนที่ในกระแสไฟฟ้าโดยวิธีโซเดียมโดดี
ซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส จากแถบบนลงสูํแถบลํางท าให๎เกิดการปนเปื้อนใน
แถบลํางดังกลําว นอกจากนี้พบมีสํวนโปรตีเอส ในหนูนอร์เวย์ เคราตินในหนูบ๎าน และ มีสํวนของ     
ทริปซินที่เหลือจากการยํอยโปรตีนปนอยูํด๎วย  
 

จากตาราง แสดงชนิดของโปรตีน แถบบนของหนวยยอยของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยบาง
แก๎ว (ตารางที่ 12) แสดงหนํวยยํอยของแถบบนเป็นสายเบต๎าที่มีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 16,000 ดาลตัน 
มีคํา Mowse Score สูงสุดและต่ าสุดเทํากับ 637 และ 24 สายเบต๎ามีล าดับกรดอะมิโนครอบคลุม 82 
เปอร์เซ็นตใ์นสุนัข และสามารถพบแมสสเปกตรัมมีความเหมือนกับล าดับกรดอะมิโนบางชํวงกับสาย
เบต๎า เดลต๎า และเอฟซิลอนในคน สายเบต๎าในหนหูร่ิงนาหางยาว  (Ryukyu mouse) (Mus caroli) สาย
เบต๎าในม๎า (Equus caballus) และในตัวอาร์ดวาร์ค (Aardvark) (Orycteropus afer) และสายเดลต๎าในลิง 
(Dusky titi Monkey) (Callicebus moloch) นอกจากนี้พบมีสํวนของทริปซินที่เหลือจากการยํอยโปรตีน
ปนอยูํด๎วย 
 

จากตาราง แสดงชนิดของโปรตีนแถบลํางของหนวยยอยของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยบาง
แก๎ว  (ตารางที่ 13) แสดงหนํวยยํอยของแถบลํางเป็นสายอัลฟาที่มีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 15,000 ดาล
ตัน มีคํา Mowse Score สูงสุดและต่ าสุดเทํากับ 453 และ 27 สายอัลฟามีล าดับกรดอะมิโนครอบคลุม 26 
เปอร์เซ็นตใ์นสุนัข นอกจากนี้พบสายอัลฟาในหนูสีขนกวาง (Deer Mouse) (Peromyscus maniculatus) 
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และสามารถพบแมสสเปกตรัมมีความเหมือนล าดับกรดอะมิโนบางชํวงกับสายเบต๎าในสุนัข ซึ่งอาจเกิด
จากการแพรขํองสายเบต๎าขณะมีการเคลื่อนที่ในกระแสไฟฟ้าโดยวิธีโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริ
ลาไมด เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส จากแถบบนลงสูํแถบลํางท าให๎เกิดการปนเปื้อนในแถบลํางดังกลําว  
นอกจากนี้พบมีสํวนของทริปซินที่เหลือจากการยํอยโปรตีนปนอยูํด๎วย  
 

จากการศึกษาน้ าหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินสุนัขโดยใช๎เทคนิค ESI-MS พบวําสายอัลฟา
หนึ่งและอัลฟาสองมีน้ าหนักโมเลกุลเทํากับ 15,217.3 และ 15,247.3 ดาลตัน และสายเบต๎ามีน้ าหนัก
โมเลกุลเทํากับ 15,996.3 ดาลตัน ตามล าดับ (Adamczyk and Gebler, 1997) นอกจากนี้พบวําสอดคล๎อง
กับงานวิจัยอื่นๆ ที่ศึกษาคําน้ าหนักโมเลกุลของสายกลอบินในคน มี น้ าหนักโมเลกุลของสายอัลฟา
เทํากับ 15,126 ดาลตัน และน้ าหนักโมเลกุลของสายเบต๎าเทํากับ 15,867 ดาลตัน (Troxler et al., 
2002)  
 

จากการศึกษาครั้งน้ีใช๎ทริปซิน ซึ่งเป็น เอนไซม์ที่ใช๎ ในการยํอยโปรตีนและ ตัดโปรตีน
ฮีโมโกลบิน ที่ต๎องการวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโน ให๎มีขนาดเล็กลง ในสภาวะเดียวกันกับโปรตีน
มาตรฐานของซีรัมอัลบูมินของโค ที่ใช๎เปรียบเทียบ  โดยทริปซินจะตัด โปรตีนให๎เป็นเปปไทด์สาย
สั้นตรงต าแหนํงหลังหมูํคาร์บอกซิลของไลซีนและอาร์จีนีน  เน่ืองจากเป็นเอนไซม์ที่จ าเพาะ ใช๎งําย 
สามารถท าซ้ าได๎ผลดังเดิม และประสบผลส าเร็จในการยํอยฮีโมโกลบิน ในขั้นตอนกํอนการใช๎ทริปซิน
ยํอยโปรตีนฮีโมโกลบินนั้นจะต๎องมีการรีดิวซ์โปรตีนและแยกโปรตีนออกเป็นชนิดเดี่ยวๆกํอน  จาก
การศึกษาคร้ังนี้ใช๎ วิธีคาร์บอกซีเมททิลเลชัน  (carboxymethylation) ซึ่งวิธีนี้โปรตีนฮีโมโกลบินจะ
ถูกรีดิวซ์ด๎วยสารรีดิวซิงก์  คือ ไดไธโอไธรตอล เพื่อตัดพันธะไดซัลไฟด์ที่เป็น พันธะโควาเลนท์ที่
แข็งแรงระหวํางกรดอะมิโนซิสเทอีนที่อยูํในโครงสร๎าง ท าให๎โปรตีนไมํกลับมาม๎วนพับอีกและ ท า
ให๎หมูํข๎างของกรดอะมิโนซีสเทอีน มีหมูํซัลไฮดริลอิสระ ที่สามารถท าปฏิกิริยากับ ไอโอโดอะเซตา
ไมด์ เกิดปฏิกิริยาการแทนที่ของไฮโดรเจนอะตอมของหมูํฟังก์ชันซัลไฮดริลด๎วยหมูํคาร์บอกซี
เมททิลได๎ ซึ่งการใช๎ทริปซิน มีประโยชน์ในการวิเคราะห์  โดยใช๎หลักการตรวจหาประจุบวก ของ
สารละลายจากการยํอย ด๎วยทริปซินที่ จะน ามาวิเคราะห์หามวลของแตํละเปปไทด์ที่ตัดได๎และได๎
แผนที่ของเปปไทด์ (peptide map) ที่เป็นสเปคตรัมของมวล  โดยการยํอยด๎วยทริปซินนั้นนิยมใช๎ใน
งานทางโปรติโอมิกส์ เพื่อระบุชนิดของโปรตีน วิเคราะห์หาล าดับกรดอะมิโน และศึกษาโครงสร๎าง
เมื่อเกิดการปรับแตํ งหลังจากการแปลรหัส เป็นกรดอะมิโน  (สมปอง, 2550; ศุภศร และ  ณรงค์ , 
2553; Wilkins et al., 2007; Vekey et al., 2008; Henning et al., 2010) 
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เทคนิคการตํออนุกรมของสํวนวิเคราะห์มวล (Tandem mass spectrometry, MS-MS) เป็น
เคร่ืองมือที่ใช๎ศึกษาโครงสร๎างของโปรตีน และสารที่มีขนาดโมเลกุลใหญํ มีการน าสํวนวิเคราะห์
มวลโมเลกุล  (mass analyzer) มากกวํา 1 เคร่ือง ท าให๎ได๎ข๎อมูลที่ชัดเจนและ มีลักษณะที่จ าเพาะ
เจาะจงของการแตกหัก (fragmentation)  โดยอาศัยการท าให๎มีขนาดของโปรตีนเล็กลง  แล๎วท าการ
คัดเลือกและเหนี่ย วน าให๎ ไอออนยํอยแตํละสํวนเกิดการแตกตัวตํอไป และ คัดเลือกไอออนลูก ที่
จ าเพาะของโปรตีนมาวิเคราะห์แมสสเปกตรัมท าให๎ได๎ข๎อมูลโครงสร๎างแตํละสํวนของไอออนยํอย
ครบถ๎วน ท าการวิเคราะห์มวลสํวนโปรตีนเล็กๆหรือเปปไทด์สั้น  ๆ หรือกรดอะมิโนแตํละตัวที่เกิด
จากการแตกหักนั้น  โดยการน ากรดอะมิโนแตํละตัวที่แตกหักมาวางเรียงตํอกัน ท าให๎ได๎โครงสร๎าง
ระดับปฐมภูมิหรือล าดับกรดอะมิโน  (สมปอง, 2550; ศุภศร และณรงค์ , 2553; Wilkins et al., 2007; 
Vekey et al., 2008) 

 
การหาล าดับกรดอะมิโน เพื่อระบุชนิดโปรตีน ในปัจจุบันมีเทคนิคแมสสเป กโตร เมทรี    

โดยอาศัยการวัดน้ าหนักโมเลกุลของสารแล๎วน าแมสสเปกตรัมที่ได๎ไปเปรียบเทียบกับข๎อมูลในฐาน
ข๎อมูลคอมพิวเตอร์ จะท าให๎สามารถทราบล าดับกรดอะมิโน  de novo sequencing ได๎ ซึ่งในการหา
ล าดับกรดอะมิโนโดยเทคนิค MS-MS พบวําในโครงสร๎างหลักของพันธะเปปไทด์มีพันธะสามชนิด
ที่เกิดการแตกหัก คือ NH-CH CH-CO และ CO-NH ท าให๎ได๎ไอออนสองชนิดเกิดขึ้นจากการ
แตกหักเป็นไอออนที่ไมํมีประจุ  (neutral) และไอออนที่มีประจุ  (charge) โดยจะมีเฉพาะไอออน
บวกเทํานั้นที่ถูกตรวจวัดด๎วยเคร่ืองแมสสเปกโตรเมทรี เมื่อมีการตัดเปปไทด์จะท าให๎มีประจุเกิดขึ้น
ที่สองข๎างของเส๎นเปปไทด์ ดังน้ันจะมี ไอออนของกรดอะมิโนที่เป็นไปได๎  6 ชนิด ซึ่งไอออนที่อยูํ
ทางฝั่งปลายอะมิโนของเปปไทด์  ใช๎สัญลักษณ์  a b และ c ไอออน และไอออนที่อยูํทางฝั่ง ปลาย  
คาร์บอกซี ใช๎สัญลักษณ์  x y และ z ไอออน มีต าแหนํงที่เกิดการแตกหักได๎ดีที่  CO-NH3 ซึ่งจะให๎ b 
หรือ y ไอออน มวลของกรดอะมิโน เกิดจากมวลที่แตกตําง กันระหวําง  b ไอออนที่อยูํ ใกล๎กัน 
เทคนิค MS-MS สามารถใช๎ในการเพิ่มคุณภาพและความไวในการวิเคราะห์ผล นับเป็นวิธีที่มีความ
ไวในการเลือกใช๎หาล าดับ กรดอะมิโน (สมปอง, 2550; Kamp et al., 2000; Wilkins et al., 2007; Kraj 
and Macht, 2008; Vekey et al., 2008) 
 
 นาโนอิเล็กโตรสเปรย์ไอออนไนเซชัน แมสสเปกโทรเมทรี เป็นเทคนิคที่สามารถวิเคราะห์
ผลได๎รวดเร็ว มีความไวในการวิเคราะห์สูง และใช๎ปริมาณสารตัวอยํางน๎อยลง เมื่อเปรียบเทียบกับ  
อิเล็กโตรสเปรย์แบบธรรมดา ท าให๎อัตราเร็วของการไหลลดลงจาก 1,000 นาโนลิตรตํอนาที เหลือ
เพียง 10-100 นาโนลิตรตํอนาที  และหยดของสารละลายมีขนาดเล็กมากกวํา 1,000,000 เทํา         
เมื่อเทียบกับ อิเล็กโตรสเปรย์ แบบธรรมดา ใช๎ปลายเข็มขนาดเล็กและอยูํใกล๎กับโคนสารตัวอยําง    
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จึงสํงผํานไอออนได๎ดีกวํา ให๎ความเข๎มของกระแสสูง และมีประสิทธิภาพในการวิเคราะห์ได๎หลาย
รูปแบบ (ชุติมา, 2548; แม๎น และคณะ, 2553; Vekey et al., 2008) 
 

จากการเปรียบเทียบสายล าดับโปรตีนหลายสายพร๎อมกัน (multiple alignment) โดยใช๎โปร 
แกรม Clustal W จากล าดับกรดอะมิโนของสายอัลฟาเปรียบเทียบระหวํางคน (NP|000549) สุนัข 
(gi|122508 และ p|60529) สุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว (ดังภาพที่ 45) และจาก 
ล าดับกรดอะมิโนของสายเบต๎าเปรียบเทียบระหวํางคน (NP|000509) สุนัข (gi|44887976 และ 
p|60524)   สุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว (ดังภาพที่ 46)  
 
NP|000549        VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALE RMFLSFPTTKTYFPHFDLSHGSAQVKGHGK 
gi|122508      VLSPADKTNI  KSTWDK IGG HAGDYGGEALDRTFQSFPTTKTYFPHFDLSPGSAQVKAHGK  
p|60529          VLSPADKTNI  KSTWDK IGG HAGDYGGEALDRTFQSFPTTKTYFPHFDLSPGSAQVKAHGK  
Thai ridgeback   VLSPADKTNI KSTWDK IGG HAGDYGGEALDRTFQSFPTTKTYFPHFDLSPGSAQVKAHGK 
Thai bangkaew  VLSPADKTNI KSTWDK IGG HAGDYGGEALDRTFQSFPTTKTYFPHFDLSPGSAQVKAHGK                     

********* : *: : *  : * :* :  ***  : ** : *** : * :*:  *************** :*******: *** 

                                 
NP|000549        KVADALTNAVAHVDDMPNALSALSDLHA HKLRVDPVNFKLLSHCLLVTLA AHLPAEFTPA 
gi|122508     KVADALTT AVAH LDD L PGALSALSDLHA YKLRVDPVNFKLLSHCLLVTLACHHPNEFTPA 
p|60529         KVADALTT AVAH LDD L PGALSALSDLHA YKLRVDPVNFKLLSHCLLVTLACHHPNEFTPA  
Thai ridgeback  KVADALTT AVAH LDD L PGALSALSDLHA YKLRVDPVNFKLLSHCLLVTLACHHPNEFTPA 
Thai bangkaew KVADALTT AVAH LDD L PGALSALSDLHA YKLRVDPVNFKLLSHCLLVTLACHHPNEFTPA                 

********: ****  :  **  : * :  **********  : ********************* : * : * : ***** 

 
NP|000549        VHASLDKFLASVSTVLTSKYR  (83% homology) 
gi|122508     VHASLDKFFTAVSTVLTSKYR  
p|60529          VHASLDKFFAAVSTVLTSKYR     (99% homology) 
Thai ridgeback   VHASLDKFFTAVSTVLTSKYR    (100% homology) 
Thai bangkaew  VHASLDKFFTAVSTVLTSKYR     (100% homology) 
                              ******** : : : * *********  

 
ภาพท่ี 45   แสดงการเปรียบเทียบสายล าดับโปรตีนหลายสายพร๎อมกัน (multiple alignment) โดยใช๎  

ชุดโปรแกรม Clustal W จากล าดับกรดอะมิโนของสายอัลฟาเปรียบเทียบระหวํางคน 
(NP|000549) สุนัข (gi|122508 และ p|60529) สุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทย
บางแก๎ว 

 
จากการเปรียบเทียบสายล าดับโปรตีนหลายสายพร๎อมกัน โดยใช๎โปรแกรม Clustal W 

พบวําล าดับกรดอะมิโนของสายอัลฟาของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว มี
ความเหมือนกัน (homology) เทํากับ 100 เปอร์เซ็นต์ มีจ านวนกรดอะมิโนเทํากับ 141 หนํวย มีความ 
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เหมือนกับล าดับกรดอะมิโนของสายอัลฟาของสุนัข  (gi|122508) เทํากับ 100 เปอร์เซ็นต์   มีความ
เหมือนกับล าดับกรดอะมิโนของสายอัลฟาของสุนัข (p|60529) เทํากับ 99 เปอร์เซ็นต์  เน่ืองจากมี  
ล าดับกรดอะมิโนในต าแหนํงที่ 130 ของสายอัลฟาเป็นอะลานีน แตํล าดับกรดอะมิโนในต าแหนํงที่ 
130 ของสายอัลฟาของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎วเป็นธรีโอนีน (threonine)  
แตํมีความเหมือนกับล าดับกรดอะมิโนของสายอัลฟาของคน (NP|000549) เทํากับ 83 เปอร์เซ็นต์  
 
NP|000509              VHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRLLVVYPWTQRFFESFGDLSTPDAVMGNPKV 
gi|44887976                VHLTAEEKSLVSGLWGKVNVDEVGGEA LGRLL LVYPWTQRFFDSFGDLSTPDAVM SNAKV  
p|60524                VHLTAEEKSLVSGLWGKVNVDEVGGEALGR LL LVYPWTQRFFDSFGDLSTPDAVMSNAKV    
Thai ridgeback        VHLTAEEKSLVSGLWGKVNVDEVGGEALGR LL LVYPWTQRFFDSFGDLSTPDAVMSNAKV    
Thai bangkaew        VHLTAEEKSLVSGLWGKVNVDEVGGEALGRLL LVYPWTQRFFDSFGDLSTPDAVMSNAKV                

****:****:*: :  ******************** :  ********* : ************  : * : **  

 
NP|000509          KAHGKKVLGAFSDGLAHLDNLKGTFATLSELHCDKLHVDPENFRLLGNVLVCVLAHHFGK 
gi|44887976                 KAHGKKVLNSFSDGLKNLDNLKGTFAKLSELHCDKLHVDPENFKLLGNVLVCVLAHHFGK  
p|60524                 KAHGKKVLNSFSDGLKNLDNLKGTFAKLSELHCDKLHVDPENFKLLGNVLVCVLAHHFGK  
Thai ridgeback         KAHGKKVLNSFSDGLKNLDNLKGTFAKLSELHCDKLHVDPENFKLLGNVLVCVLAHHFGK  
Thai bangkaew          KAHGKKVLNSFSDGLKNLDNLKGTFAKLSELHCDKLHVDPENFKLLGNVLVCVLAHHFGK  

        ********: : *****: :  *********: **************** : ****************  

 
NP|000509          EFTPPVQAAYQKVVAGVANALAHKYH        (90% homology)  
gi|44887976                  EFTPQVQAAYQKVVAGVANALAHKYH  
p|60524                  EFTPQVQAAYQKVVAGVANALAHKYH        
Thai ridgeback          EFTPQVQAAYQKVVAGVANALAHKYH       (100% homology) 
Thai bangkaew          EFTPQVQAAYQKVVAGVANALAHKYH       (100% homology) 

   ****: **********************  

 
ภาพท่ี 46   แสดงการเปรียบเทียบสายล าดับโปรตีนหลายสายพร๎อมกัน (multiple alignment) โดยใช๎

ชุดโปรแกรม Clustal W จากล าดับกรดอะมิโนของสายเบต๎าเปรียบเทียบระหวํางคน 
(NP|000509) สุนัข (gi|44887976 และ p|60524)   สุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์
ไทยบางแก๎ว 

 
จากการเปรียบเทียบสายล าดับโปรตีน หลายสายพร๎อมกัน  โดยใช๎โปรแกรม Clustal W

พบวําล าดับกรดอะมิโนของสายเบต๎าของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว มีความ
เหมือนกันเทํากับ 100 เปอร์เซ็นต์ มีจ านวนกรดอะมิโนเทํากับ 146 หนํวย มีความเหมือนกับล าดับ
กรดอะมิโนของสายเบต๎า ของสุนัข (gi|44887976) เทํากับ 100 เปอร์เซ็นต์ มีความเ หมือนกับล าดับ
กรดอะมิโนของสายเบต๎ าของสุนัข (p|60524) เทํากับ 100 เปอร์เซ็นต์  แตํมีความเหมือนกับล าดับ
กรดอะมิโนของสายเบต๎าของคน (NP|000509) เทํากับ 90 เปอร์เซ็นต์  
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จากการศึกษาของสายอัลฟาของฮีโมโกลบินในสุนัข (Canis familiaris) มีความแตกตํางกัน
ที่ล าดับกรดอะมิโนในต าแหนํงที่ 130 จากกรดอะมิโนทั้งหมด 141 หนํวย น้ าหนักโมเลกุล 15,217 
ดาลตัน พบวํามี 2 รูปแบบ คือ รูปแบบของธ รีโอนีน และอะลานีน จากการศึกษาในสุนัขพันธุ์     
ลาบราดอร์ (Labrador) 2 ครอบครัว พบวํามียีนโครงสร๎างของสายอัลฟา ที่ซับซ๎อน (multiple alpha-
chain structural genes) ซึ่งท าให๎เกิดความแตกตําง ไมํเหมือนกัน  (heterogeneity) ของสายอัลฟา 
ประกอบด๎วยอยํางน๎อยที่สุดเป็นยีนต าแหนํงของธ รีโอนีนและอะลานีน สํวนในสุนัขพันธุ์ บาเซ็นจิ 
(Basenji) และพันธุ์บีเกิ้ล มียีนต าแหนํงของธรีโอนีนและอะลานีนทั้งคูํ (Dresler et al., 1976a, 1976b) 
 
 จากการศึกษาล าดับกรดอะมิโนของฮีโมโกลบินในสุนัข (Canis familiaris) โดยหาล าดับ
กรดอะมิโน ซึ่งยํอยเปปไทด์ด๎วยทริปซิน  พบวําสายอัลฟามีกรดอะมิโน จ านวน  141 หนํวย  และ   
สายเบต๎ามีกรดอะมิโน จ านวน 146 หนํวย โดยสายอัลฟาที่ล าดับกรดอะมิโนในต าแหนํงที่ 130 มี 2 
ชนิด สายหนึ่งประกอบด๎วยธรีโอนีนและอีกสายประกอบด๎วยอะลานีน (Brimhall et al., 1997) 
 
 จากการศึกษาล าดับกรดอะมิโนของฮีโมโกลบินในสุนัขป่าโคโยตี (coyote) (Canis Iatrans) 
และสุนัขป่าสีเทา (wolf) (Canis lupus) ซึ่งยํอยเปปไทด์ด๎วยทริปซินจากสายอัลฟาและสายเบต๎า 
พบวําสายอัลฟามีกรดอะมิโนจ านวน 141 หนํวย และสายเบต๎ามีกรดอะมิโนจ านวน 146 หนํวย โดย
สายอัลฟาที่ล าดับกรดอะมิโนในต าแหนํงที่ 130 เป็นธรีโอนีนเพียงชนิดเดียว  ซึ่งแตกตํางจากใน
สุนัข (Canis familiaris) โดยสายอัลฟาที่ล าดับกรดอะมิโนในต าแหนํงที่ 130 มี 2 ชนิด สายหนึ่ง
ประกอบด๎วยธรีโอนีนและอีกสายประกอบด๎วยอะลานีน (Runkel et al., 1974) 
  
7.  รูปแบบซีรัมโปรตีนโดยวิธีเซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส จากตัวอย่างซีรัมของสุนัขพันธุ์
ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก้ว 
 

จากการศึกษา รูปแบบซีรัมโปรตีนของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว 
โตเต็มวัย โดยใช๎เทคนิค เซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซีส  ตามวิธีของ  Helena Laboratories 
(U.S.A.) ซึ่งใช๎บัฟเฟอร์ทริส-บาร์บิทอล-โซเดียม บาร์บิทอล พีเอช 8.8 โดยใช๎ซีรัมของสุนัขทั้งสอง
สายพันธุ์   พบการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้า ของซีรัมโปรตีน ของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน และสุนัข
พันธุ์ไทยบางแก๎วบนแผํนเซลลูโลสอะซีเตต  ประกอบด๎วย 6 แถบ โดยที่อัลบูมินสามารถเคลื่อนที่
ในสนามไฟฟ้าจากขั้วลบไปหาขั้วบวก ได๎ระยะทางไกลที่สุด จนเกือบสุดแผํน เซลลูโลสอะซีเตต  
และเห็นเป็นแถบเดํนชัด รองลงมาคือ อัลฟา 1-กลอบูลิน อัลฟา 2-กลอบูลิน เบต๎า 1-กลอบูลิน เบต๎า 
2-กลอบูลิน และแกมมา-กลอบูลิน ตามล าดับ (ดังภาพที่ 47 และภาพที่ 48) ซึ่งรูปแบบซีรัมโปรตีน
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ของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎วมีการ เคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้า ได๎รูปแบบ
เหมือนกัน 
 

              
                     1       2          3          4           5          6           7          8  
 
ภาพท่ี  47   แสดงการเคลื่อนที่ของซีรัมโปรตีนจากสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน (เลนที่ 1, 3-8) และ คน 

(เลนที่ 2) โดยใช๎เทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสบนแผํนเซลลูโลสอะซีเตต (180 โวลต์ 15 
นาที)    

 
จากซีรัมโปรตีนมาตรฐานของคนเมื่อเปรียบเทียบกับสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์

ไทยบางแก๎ว  พบวําให๎ผล การเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าจากขั้วลบไปหาขั้วบวก เหมือนกันและแยก
ออกจากกันชัดเจน แตํซีรัมโปรตีน มาตรฐานของคนประกอบด๎วย  5 แถบ โดยที่อัลบูมิน สามารถ
เคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าจากขั้วลบไปหาขั้วบวก ได๎ระยะทางไกลที่สุด รองลงมาคือ อัลฟา 1-กลอบู
ลิน อัลฟา 2-กลอบูลิน เบต๎า-กลอบูลิน และแกมมา-กลอบูลิน ตามล าดับ อัลบูมินของสุนัขพันธุ์ไทย 
หลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎วเคลื่อนที่ ในสนามไฟฟ้า ได๎ไกลกวํา อัลบูมินของคนเล็กน๎อย 
ซึ่งอัลบูมิน ในเกือบทุกสปีชีส์มีสัดสํวนของกรดอะมิโนที่มีความเป็นกรดสูงและมีขนาดเล็กน้ าหนัก
โมเลกุลเทํากับ 66,400 ดาลตัน ดังนั้นการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าของอัลบูมินขึ้นกับสัดสํวนของกรดอะมิ
โนที่มีความเป็นกรดหรือเบส เชํน อัลบูมินในหมูมีกรดอะมิโนที่มีความเป็นกรด 97 หนํวย และเบส 83 
หนํวย ขณะที่อัลบูมินในแมวมีกรดอะมิโนที่มีความเป็นกรด 100 หนํวย และเบส 75 หนํวย ท าให๎การ
เคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าของอัลบูมินในแมวเคลื่อนที่ได๎ไกลกวําอัลบูมินในหมู (Kaneko et al., 1997, 2008) 

- 

   + 

อัลบูมิน 

อัลฟา 1-กลอบูลิน 
อัลฟา 2-กลอบูลิน 
เบต๎า 1-กลอบูลิน 
เบต๎า 2-กลอบูลิน 
แกมมา-กลอบูลิน 
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             1        2        3        4        5        6         7       8  

 
ภาพท่ี  48  แสดงการเคลื่อนที่ของซีรัมโปรตีนจากสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว (เลนที่ 2-8) และคน (เลน 

ที่ 1) โดยใช๎เทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสบนแผํนเซลลูโลสอะซีเตต (180 โวลต์ 15 นาที)    
 

รูปแบบซีรัมโปรตีน ของสุนัขพันธุ์ไทย หลังอาน และสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว  เมื่อใช๎
โปรแกรมวิเคราะห์แผํนเจลควอนติตี้ วัน อิเล็กโตรโฟรีโทแกรม ของรูปแบบซีรัมโปรตีนสุนัขพันธุ์
ไทยหลังอาน ประกอบด๎วย 6 พีค ของอัลบูมิน อัลฟา 1-กลอบูลิน อัลฟา 2-กลอบูลิน เบต๎า 1-กลอบู
ลิน เบต๎า 2-กลอบูลิน และแกมมา-กลอบูลิน ตามล าดับ (ดังภาพที่ 49) 

 
 อิเล็กโตรโฟรีโทแกรมของรูปแบบซีรัมโปรตีนสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว ประกอบด๎วย 6 พีค 

ของอัลบูมิน อัลฟา 1-กลอบูลิน อัลฟา 2-กลอบูลิน เบต๎า 1-กลอบูลิน เบต๎า 2-กลอบูลิน และแกมมา-
กลอบูลิน  ตามล าดับ  (ดังภาพที่ 50) ซึ่งรูปแบบซีรัมโปรตีน ของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัข
พันธุ์ไทยบางแก๎วเหมือนกัน 

 
การแยกซีรัมโปรตีนด๎วยอิเล็กโตรโฟรีซิสขึ้นอยูํกับการเคลื่อนที่ของประจุในสํวนของ

โปรตีนในกระแสไฟฟ้า โดยทิศทางและอัตราเร็วในการเคลื่อนที่ขึ้นกับประจุ ขนาด และชนิดของ
ตัวค้ าจุน ซึ่งวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิสบนแผํนเซลลูโลสอะซีเตต  พบวําซีรัมโปรตีนสํวนใหญํมีประจุเป็น
ลบสามารถเคลื่อนที่ในกระแสไฟฟ้าจากขั้วลบไปหาบวก เมื่อใช๎บาร์บิทอลบัฟเฟอร์ พีเอช  8.8 โดย
ที่อัลบูมินมีความเป็นประจุลบมากที่สุดจึงเคลื่อนที่ในกระแสไฟฟ้าจากขั้วลบไปหาบวกได๎ไกล
ที่สุด สํวนกลอบูลินมีความเป็นประจุลบน๎อยที่สุดจึงเคลื่อนที่ในกระแสไฟฟ้าอยํางช๎าๆจากขั้วลบ
ไปหาบวก ซีรัมโปรตีนสํวนกลอบูลินสามารถเคลื่อนที่ในกระแสไฟฟ้าแยกออกเป็น อัลฟา เบต๎า 
และแกมมา-กลอบูลิน ตามล าดับ ส าหรับในสุนัขและแมว อัลฟาและเบต๎าสามารถแบํงยํอยออกเป็น

- 

   + 

อัลบูมิน 

อัลฟา 2-กลอบูลิน 
อัลฟา 1-กลอบูลิน 

เบต๎า 1-กลอบูลิน 
เบต๎า 2-กลอบูลิน 
แกมมา-กลอบูลิน 
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อัลฟา 1-กลอบูลิน อัลฟา 2-กลอบูลิน เบต๎า 1-กลอบูลิน และเบต๎า 2-กลอบูลิน ตามล าดับ (Kaneko 
et al., 1997, 2008) 

 

 
 

ภาพท่ี 49    แสดงอิเล็กโตรโฟรีโทแกรมของรูปแบบซีรัมโปรตีนสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน เมื่อใช๎
โปรแกรมวิเคราะห์แผํนเจลควอนติตี้ วัน  

 

 

 
ภาพท่ี  50   แสดงอิเล็กโตรโฟรีโทแกรมของรูปแบบซีรัมโปรตีนสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว เมื่อใช๎

โปรแกรมวิเคราะห์แผํนเจลควอนติตี้ วัน  
 

การค านวณปริมาณโปรตีนแตํละแถบเมื่อใช๎โปรแกรมวิเคราะห์แผํนเจลควอนติตี้วัน  จะให๎
ข๎อมูลเกี่ยวกับเปอร์เซ็นต์การเทียบเคียงของแตํละแถบ  (relative percent of  the band) เมื่อน าไปคูณ
กับซีรัมโปรตีนทั้งหมดจะได๎ผลลัพท์เป็นคําโปรตีนสัมบูรณ์ของแตํละแถบ (absolute value of 
protein per band) ถ๎าใช๎ซีรัมโปรตีนของคนปกติเป็นมาตรฐานอ๎างอิงซึ่งจะมีคําเปอร์เซ็นต์การ
เทียบเคียงเฉลี่ยของแตํละแถบดังนี้ อัลบูมิน 55.7 เปอร์เซ็นต์  อัลฟา 1-กลอบูลิน 3.1 เปอร์เซ็นต์  
อัลฟา 2-กลอบูลิน 11.3 เปอร์เซ็นต์  เบต๎า-กลอบูลิน 11.8 เปอร์เซ็นต์ และแกมมา -กลอบูลิน 18.1 

Albumin 

 -Globulin 

-Globulin 

-Globulin 

Albumin 

 -Globulin -Globulin 
-Globulin 
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เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ  (Kaneko et al., 1997, Helena Laboratories, 1994) คําโปรตีนสัมบูรณ์ เฉลี่ย
ของแตํละแถบของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว ดังแสดงในตารางที่ 14 
 
ตารางท่ี 14  ตารางแสดงการเปรียบเทียบชนิดและปริมาณของซีรัมโปรตีนของสุนัขพันธุ์ไทยหลัง 

อานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว 
 

ซีรัมโปรตีน สุนัขพันธุ์ไทย 
หลังอาน 

สุนัขพันธุ์ไทย 
บางแก๎ว 

พิสัยคําอ๎างอิงปกติ 
 (Warner et al., 1994) 

โปรตีนทั้งหมด (g/dl) 
อัลบูมิน (g/dl) 
อัลฟา 1-กลอบูลิน (g/dl) 
อัลฟา 2-กลอบูลิน (g/dl)  
เบต๎า 1-กลอบูลิน (g/dl) 
เบต๎า 2-กลอบูลิน (g/dl) 
แกมมา-กลอบูลิน (g/dl)  
อัตราสํวนระหวําง A:G  

6.51±0.05 

2.87±0.03 

0.28±0.01 

0.91±0.01 

0.98±0.01a 

0.84±0.01b 

0.61±0.01b 

0.79±0.01 

6.56±0.05 

2.92±0.05 

0.29±0.03 

0.91±0.01 

0.84±0.01b 

0.91±0.01a 

0.68±0.01a 

0.81±0.02 

6.0-7.6  
2.72-3.67  
0.25-0.60  
0.72-1.40  
0.63-0.89  
0.59-0.96  
0.49-0.83  
0.79-1.02  

 
หมายเหตุ  คําเฉลี่ย±คําคลาดเคลื่อนมาตรฐานที่มีอักษรตัวยกก ากับตํางกัน (a,b) มีความแตกตํางกัน

อยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบคําเฉลี่ยระหวํางพันธุ์ สุนัขทั้ง 2 กลุํม
โดยใช๎โปรแกรมส าเร็จรูป SAS (1998) 

 
  คําซีรัมโปรตีนรวม เฉลี่ยของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน  (6.51±0.05) และของสุนัขพันธุ์ไทย

บางแก๎ว  (6.56±0.05 กรัมตํอเดซิลิตร ) โตเต็มวัย  อยูํในชํวงพิสัยคําอ๎างอิงปกติ  (6.0-7.6 กรัมตํอ
เดซิลิตร) คําซีรัมโปรตีนรวมเฉลี่ยทั้ง 2 กลุํมไมํมีความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ  จตุพร และ
คณะ (2550) รายงานการศึกษาคําซีรัมโปรตีนของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน พบวําสุนัขในกลุํมอายุไมํ
เกิน 1 ปี จ านวน 6 ตัว มีคําซีรัมโปรตีน รวมต่ ากวําสุนัขในกลุํมอายุตั้งแตํ 1 ปีขึ้นไปแตํไมํเกิน 6 ปี 
จ านวน 43 ตัว  คําซีรัมโปรตีนรวมเฉลี่ย ทั้ง 2 กลุํม มีความ แตกตําง อยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ  
เน่ืองมาจากในสัตว์แรกเกิด ความเข๎มข๎นของพลาสมาโปรตีนและซีรัมโปรตีนจะต่ า เมื่อลูกสัตว์ได๎
กินนมน้ าเหลืองจึง มีคําเพิ่มขึ้น และลดลงอีกครั้งเมื่ออายุ 1-5 สัปดาห์ หลังจากนั้นจะเพิ่มขึ้นเร่ือยๆ 
จนถึงระดับปกติเมื่อสัตว์โตเต็มวัยอายุ 6-12 เดือน (เฉลียว, 2548; จตุพร และคณะ , 2550; Duncan, 
1994) แตํจากการศึกษาคําซีรัมโปรตีน ของสุนัขพันธุ์ เกรย์ฮาว ด์ที่ไมํได๎ใช๎ ในการแขํงขัน (retired 
racing) จ านวน 28 ตัว อายุ 2-9 ป ีพบวําคําซีรัมโปรตีนรวม (5.56±0.39 กรัมตํอเดซิลิตร ) คําอัลฟา 1-
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กลอบูลิน (0.33±0.05 กรัมตํอเดซิลิตร) คําอัลฟา 2-กลอบูลิน (0.27±0.10 กรัมตํอเดซิลิตร ) คําเบต๎า 
1-กลอบูลิน (0.20±0.06 กรัมตํอเดซิลิตร) คําเบต๎า 2-กลอบูลิน (0.21±0.07 กรัมตํอเดซิลิตร ) ต่ ากวํา
คําซีรัมโปรตีนรวม  (6.07±0.45 กรัมตํอเดซิลิตร) คําอัลฟา 1-กลอบูลิน (0.46±0.14 กรัมตํอเดซิลิตร) 
คําอัลฟา 2-กลอบูลิน (0.47±0.14 กรัมตํอเดซิลิตร) คําเบต๎า 1-กลอบูลิน (0.32±0.12 กรัมตํอเดซิลิตร) 
คําเบต๎า 2-กลอบูลิน (0.34±0.09 กรัมตํอเดซิลิตร) ของสุนัขพันธุ์ผสม จ านวน 28 ตัว อายุ 1-9 ปี สํวน
คําอัลบูมิน (3.34±0.25 กรัมตํอเดซิลิตร ) และแกมมา-กลอบูลิน (1.23±0.25 กรัมตํอเดซิลิตร ) ของ
สุนัขพันธุ์ เกรย์ฮาวด์  ไมํมีความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญ ทางสถิติกับคําอัลบูมิน (3.23±0.33 กรัมตํอ
เดซิลิตร) และแกมมา -กลอบูลิน (1.23±0.23 กรัมตํอเดซิลิตร ) ของสุนัขพันธุ์ ผสม (Fayos et al., 
2005) นอกจากนี้มีการศึกษาคําซีรัมโปรตีนของสุนัขปกติไมํจ ากัดอายุ เพศ และพันธุ์ จ านวน 26 ตัว 
โดยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส  ประกอบด๎วย 6 แถบของ อัลบูมิน อัลฟา 1-กลอบูลิน อัลฟา 
2-กลอบูลิน เบต๎า 1-กลอบูลิน เบต๎า 2-กลอบูลิน แกมมา-กลอบูลิน มีคําซีรัมโปรตีนรวม (6.86±0.55 
กรัมตํอเดซิลิตร ) คําอัลบูมิน (3.23±0.29 กรัมตํอเดซิลิตร )  อัลฟา 1-กลอบูลิน (0.77±0.15 กรัมตํอ
เดซิลิตร) อัลฟา 2-กลอบูลิน (0.55±0.17 กรัมตํอเดซิลิตร ) เบต๎า 1-กลอบูลิน (0.88±0.29 กรัมตํอ
เดซิลิตร) เบต๎า 2-กลอบูลิน (0.76±0.21 กรัมตํอเดซิลิตร ) และแกมมา-กลอบูลิน (0.62±0.19 กรัมตํอ
เดซิลิตร) ตามล าดับ  (Abate et al., 2000) 

 
คําอัลบูมินเฉลี่ยของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน  (2.87±0.03 กรัมตํอเดซิลิตร ) และของสุนัข

พันธุ์ไทยบางแก๎ว  (2.92±0.05 กรัมตํอเดซิลิตร) โตเต็มวัย อยูํในชํวงพิสัยคําอ๎างอิงปกติ  (2.72-3.67 
กรัมตํอเดซิลิตร) ซึ่งสอดคล๎องจากภาพที่ 49 และ 50 ที่แสดงอิเล็กโตรโฟรีโทแกรมของอัลบูมินของ
สุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน และสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว  เมื่อใช๎โปรแกรมวิเคราะห์แผํนเจลควอนติตี้ วัน 
ได๎พีคสูงสุด และคําอัลบูมินเฉลี่ยทั้ง 2 กลุํมไมํมีความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ  ซึ่งคําอัลบู
มินที่ลดลงอาจเกิดจากสาเหตุหลายประการ เชํน ภาวะตับแข็ง (cirrhosis) การสูญเสียโปรตีนจาก
โรคของล าไส๎ (protein-losing enteropathy) สภาวะทุพโภชนา จากการขาดอาหาร อยํางรุนแรง 
(severe starvation) เน้ืองอก (neoplasia) และการสูญเสียไปทางไต (renal loss) (Warner et al., 1994; 
Kaneko et al., 1997, 2008) 

 
คําอัลฟา 1-กลอบูลินของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน  (0.28±0.01 กรัมตํอเดซิลิตร ) และของ

สุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว  (0.29±0.03 กรัมตํอเดซิลิตร ) โตเต็มวัย อยูํในชํวงพิสัยคําอ๎างอิงปกติ  (0.25-
0.60 กรัมตํอเดซิลิตร )  คําอัลฟา 1-กลอบูลินเฉลี่ยทั้ง 2 กลุํมไมํมีความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทาง
สถิติ ซึ่งคําอัลฟา 1-กลอบูลินที่เพิ่มขึ้นอาจเกิดจากสาเหตุหลายประการ เชํน การเกิดการอักเสบ 
(inflammation) ท าให๎สํวนของ แอนต้ีทริปซิน  (antitrypsin) สูงขึ้น การเกิดการอักเสบเร้ือรัง 
(chronic inflammation) มะเร็ง (malignant) และโรคข๎ออักเสบซึ่งมีการกรํอนของเอ็นข๎อตํอและ
กระดูกข๎างเคียง (rheumatoid arthritis) ท าให๎สํวนของ ไกลโคโปรตีน  (glycoprotein) สูงขึ้น  
มะเร็ง เซลล์ ตับ (hepatoma) และพบได๎ปกติในลูกสัตว์ แรกเกิด (newborns) ท าให๎สํวนของฟีโต



 

170 
 

โปรตีน (fetoprotein) สูงขึ้น คําอัลฟา 1-กลอบูลินที่ลดลงอาจเกิดจากสาเหตุหลายประการ เชํน กลุํม
อาการของโรคตับ (hepatic syndrome) ท าให๎สํวนของไลโปโปรตีน เอ  (lipoprotein A) และกลอบู
ลินลดลง (Warner et al., 1994; Kaneko et al., 1997, 2008) 

 
คําอัลฟา 2-กลอบูลินของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน  (0.91±0.01 กรัมตํอเดซิลิตร ) และของ

สุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว  (0.91±0.01 กรัมตํอเดซิลิตร ) โตเต็มวัย อยูํในชํวงพิสัยคําอ๎างอิงปกติ  (0.72-
1.40 กรัมตํอเดซิลิตร ) คําอัลฟา 2-กลอบูลินเฉลี่ยทั้ง 2 กลุํมไมํมีความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทาง
สถิติ ซึ่งคําอัลฟา 2-กลอบูลินที่เพิ่มขึ้นอาจเกิดจากสาเหตุหลายประการ เชํน  การเกิดการอักเสบท า
ให๎สํวนของไกลโคโปรตีนสูงขึ้น  การเกิดการอักเสบและการอักเสบเร้ือรัง ท าให๎สํวนของแฮพโท
กลอบิน (haptoglobin) สูงขึ้น มะเร็งท าให๎สํวนของเซอรูโลพลาสมิน (ceruloplasmin) สูงขึ้น กลุํม
อาการของโรคตับและโรคไต  ท าให๎สํวนของแมกโครกลอบิน  (macroglobin) สูงขึ้น  โรคติดเชื้อ
ราทางระบบ (systemic mycotic diseases) ท าให๎สํวนของโปรตีนไมํจ าเพาะ (unspecified protein) 
สูงขึ้น คําอัลฟา 2-กลอบูลินที่ลดลงอาจเกิดจากสาเหตุหลายประการ เชํน  การเกิดการอักเสบ  มะเร็ง  
และกลุํมอาการของโรคไต ท าให๎สํวนของทรานส์เฟอร์ริน  (transferrin) ลดลง  มะเร็ง คาร์ซิโนมา 
(carcinoma) ท าให๎สํวนของไกลโคโปรตีนลดลง กลุํมอาการของโรคตับ ท าให๎สํวนของ  Gc กลอบู
ลินลดลง กลุํมอาการของโรค ตับที่เป็นมาแตํก าเนิด  โลหิตจางจากเม็ดเลือดแดงแตก (hemolytic 
anemia) และ hypohaptoglobulinemia ท าให๎สํวนของแฮพโทกลอบินลดลง  (Warner et al., 1994; 
Kaneko et al., 1997, 2008) 

 
คําเบต๎า 1-กลอบูลินของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน (0.98±0.01 กรัมตํอเดซิลิตร ) และของสุนัข

พันธุ์ไทยบางแก๎ว (0.84±0.01 กรัมตํอเดซิลิตร ) โตเต็มวัย อยูํในชํวงพิสัยคําอ๎างอิงปกติ  (0.63-0.89 
กรัมตํอเดซิลิตร ) คําเบต๎า 1-กลอบูลิน เฉลี่ยทั้ง 2 กลุํมมีความแตกตําง อยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ        
คําเบต๎า 1-กลอบูลินที่เพิ่มขึ้นอาจเกิดจากสาเหตุของ กลุํมอาการของโรคไต  ท าให๎สํวนของ ไลโป
โปรตีน  บี (lipoprotein B) สูงขึ้น คําเบต๎า 1-กลอบูลินที่ลดลงอาจเกิดจากสาเหตุหลายประการ เชํน  
โรคแพ๎ภูมิตัวเอง  (autoimmune disease) และลูปัส อีริทีมาโตซัส ทั่วรําง  (systemic lupus 
erythematosus) ท าให๎สํวนของ C1 C3 และ C4 ลดลง  โลหิตจางจากเม็ดเลือดแดงแตก ท าให๎สํวน
ของฮีโมเพกซิน (hemopexin) ลดลง  โรคเลือดไร๎บีต๎ าลิโพโปรตีน (abetalipoproteinemia) ที่เป็น
แตํก าเนิดท าให๎สํวนของไลโปโปรตีน  บี ลดลง (Warner et al., 1994; Kaneko et al., 1997, 2008) 
 

คําเบต๎า 2-กลอบูลินของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน (0.84±0.01 กรัมตํอเดซิลิตร ) และของสุนัข
พันธุ์ไทยบางแก๎ว  (0.91±0.01 กรัมตํอเดซิลิตร) โตเต็มวัย อยูํในชํวงพิสัยคําอ๎างอิงปกติ  คําเบต๎า 2-
กลอบูลินเฉลี่ยทั้ง 2 กลุํมมีความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ  คําเบต๎า 2-กลอบูลินที่เพิ่มขึ้นอาจ
เกิดจากสาเหตุหลายประการ เชํน  การเกิดการอักเสบแบบ เฉียบพลัน  ท าให๎สํวนของ ซี-รีแอคทีฟ
โปรตีน  (C-reactive protein) สูงขึ้น กลุํมอาการของโรคตับ และ มะเร็งเม็ดเลือดขาวมัยอิโลมา  
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(myeloma) ท าให๎สํวนของ IgM IgA สูงขึ้น โรคติดเชื้อราทางระบบ  และการสูญเสียโปรตีนจาก
โรคของล าไส๎  ท าให๎สํวนของโปรตีนไมํจ าเพาะ สูงขึ้น  (Warner et al., 1994; Kaneko et al., 1997, 
2008) 

 
คําแกมมา-กลอบูลินของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน (0.61±0.01 กรัมตํอเดซิลิตร) และของสุนัข

พันธุ์ไทยบางแก๎ว  (0.68±0.01 กรัมตํอเดซิลิตร) โตเต็มวัย อยูํในชํวงพิสัยคําอ๎างอิงปกติ (0.49-0.83 
กรัมตํอเดซิลิตร ) คําแกมมา -กลอบูลินเฉลี่ย ทั้ง 2 กลุํมมีความแตกตําง อยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ        
คําแกมมา -กลอบูลินที่เพิ่มขึ้นอาจเกิดจากสาเหตุหลายประการ เชํน การเกิดการอักเสบแบบ
เฉียบพลัน ท าให๎สํวนของซี-รีแอคทีฟโปรตีนสูงขึ้น กลุํมอาการของโรคตับ การติดเชื้อเร้ือรังหรือ
รุนแรง และ มะเร็งเม็ดเลือดขาวมัยอิโลมา  ท าให๎สํวนของอิมมูโนกลอบูลินสูงขึ้น  คําแกมมา-กลอบู
ลินที่ลดลงอาจเกิดจากสาเหตุหลายประการ เชํน  ภูมิคุ๎มกันบกพรํอง  (immunodificiency) การกด
ระบบภูมิคุ๎มกัน  (immunosuppression) แกมมา -กลอบูลิน ในกระแสเลือดต่ า (hypogamma 
globulinemia) และลูกสัตว์แรกคลอดที่ยังไมํได๎รับนมน้ าเหลือง ท าให๎สํวนของอิมมูโนกลอบูลิน  
ลดลง (Warner et al., 1994; Kaneko et al., 1997, 2008) 

 
อัตราสํวนระหวํางอัลบูมินและกลอบู ลิน (A:G ratio) ในซีรัมของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน  

(0.79±0.01) และของสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว  (0.81±0.02) โตเต็มวัย อยูํในชํวงพิสัยคําอ๎างอิงปกติ  
(0.79-1.02)  อัตราสํวนระหวํางอัลบูมินและกลอบูลิน เฉลี่ยทั้ง 2 กลุํมไมํมีมีความแตกตําง อยําง         
มีนัยส าคัญทางสถิติ  รูปแบบอัตราสํวนระหวํางอัลบูมินและกลอบูลิน ปกติ (normal A:G) สามารถ
พบได๎ 2 กรณี คือ 1. คําโปรตีนในเลือดสูง  (hyperproteinemia) พบได๎ในกรณี การสูญเสียน้ าของ
รํางกายที่ไมํท าให๎อัตราสํวนระหวํางอัลบูมินและกลอบูลิน เปลี่ยนแปลง จากกรณีนี้ท าให๎สํวนของ
โปรตีนทั้งหมดรวมทั้งอัลบูมินเพิ่มขึ้น  เนื่องจากมีเฉพาะน้ าเทํานั้นที่ออกจากรํางกาย  2. คําโปรตีน
ในเลือดต่ า  (hypoproteinemia) พบได๎ในกรณีภาวะรํางกายมีน้ าเกินจากการได๎รับสารน้ าหรือการดื่ม
น้ ามากเกินไปท าให๎เจือจางลง  นอกจากนี้การเสียเลือดเฉียบพลัน  (acute blood loss) ท าให๎เกิดการ
สูญเสียของเหลวภายในเซลล์อยํางรวดเร็วเข๎าไปในพลาสมาหรือมีการกระหายน้ าท าให๎ดื่มน้ ามาก
ขึ้นท าให๎เจือจางลง ในท านองเดียวกันการเสียพลาสมาเฉียบพลัน (acute plasma loss) ทั้งภายในและ
ภายนอกท าให๎เกิดมีของเหลว (exudate) หรือ การไหลออกสูํเน้ือเยื่อโดยรอบ (extravasation) ท าใหค๎ํา
โปรตีนในเลือดต่ า  เน่ืองจากมีการเคลื่อนที่ของน้ าภายใน เข๎าสูํพลาสมาอยํางรวดเร็วเพื่อแทนที่น้ า
ที่สูญเสียไป  (Kaneko et al., 1997, 2008)  
 

รูปแบบซีรัมโปรตีนใช๎เป็นมา ตรฐานอ๎างอิงในชีวเคมีคลินิก เป็นวิธีที่นิยมใช๎ ในทางคลินิก
การแพทย์ ซึ่งใช๎เป็นเกณฑ์ในการพิจารณาการเปลี่ยนแปลงรูปแบบซีรัมโปรตีนที่บํงชี้ความสัมพันธ์
กับโรคตํางๆได๎  ถึงแม๎วําจะมีการเปลี่ยนแปลงรูปแบบเพียงเล็กน๎อยในการพิจารณาวินิจฉัยโรค        
ที่จ าเพาะ แตํมีประโยชน์ใน การเฝ้าระวังและ พยากรณ์ความผิดปกติของโรค  การวินิจฉัยแยกโรค
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ความผิดปกติตํางๆของรําง กายรํวมกับ การตรวจอาการทางคลินิก และผลจากห๎องปฏิบัติการอ่ืนๆ
เพื่อประกอบการวินิจฉัยโรค (Warner et al., 1994; Kaneko et al., 1997, 2008) 
 

การวิเคราะห์ ความผิดปกติของ ซีรัม อิเล็กโตรโฟรีซิส ควรพิจารณา ด๎วยความรอบคอบ 
เน่ืองจากมีอิทธิพล ที่ไมํเกี่ยวกับโรคเข๎ามาเกี่ยวข๎อง ดังนั้น ควรค านึงถึง การเปลี่ยนแปลงทาง
สรีรวิทยาที่ปกติของแตํละตัวมาพิจารณารํวมด๎วย เพราะอาจท าให๎เกิดการเปลี่ยนแปลงของ
ซีรัมอิเล็กโตรโฟรีซิส ได๎ เชํน  1. อิทธิพลของอายุ (age) ชํวงการพัฒนา (developmental stage) และ
พันธุ์ (breed) พบวําในระยะตัวอํอนความเข๎มข๎นของซีรัมโปรตีนรวม และอัลบูมิน เพิ่มสูงขึ้น แตํมี
การเปลี่ยนแปลงของกลอบูลินเล็กน๎อยและอาจไมํพบแกมมา -กลอบูลิน แตํ ในลูกวัว สามารถพบ
แกมมา-กลอบูลินประมาณ 25 เปอร์เซ็นต์ในซีรัมที่ผํานมาทางรกได๎ โดยในชํวงแรกที่ลูกวัวยังไมํได๎
รับนมน้ าเหลืองจะยังไมํมีแกมมา-กลอบูลิน แตํหลังจากลูกวัวได๎รับนมน้ าเหลืองภายในไมํกี่ชั่วโมง
สามารถพบแกมมา-กลอบูลินในซีรัมได๎และการดูดซึมนมน้ าเหลืองจะตํอเน่ืองจนกระทั่ง 48 ชั่วโมง
หลังคลอดลูกวัวจะมีระดับอิมมูโนกลอบูลินสูงขึ้น สํวนในลูกหมูหลังจากคลอดจนกระทั่งในชํวง 
24 ชั่วโมง สามารถพบแกมมา -กลอบูลินจ านวนมากและจะลดลง 5 เปอร์เซ็นต์ในชํวง 4 สัปดาห์  
ในลูกม๎าตั้งแตํเกิดจนกระทั่งอายุ 12 เดือน พบมีการเพิ่มขึ้นอยํางรวดเร็วของอัลบูมิน กลอบูลินและ
ซีรัมโปรตีน รวม ในสัตว์ทุกชนิด เมื่ออายุมากขึ้น จะมีการเพิ่มขึ้นของ ซีรัมโปรตีน รวม การลดลง
ของอัลบูมิน และเพิ่มขึ้นของกลอบูลิน จากนั้นเมื่ออายุมากขึ้น ซีรัมโปรตีนรวมจะลดลง ดังนั้นอายุ  
มีความส าคัญในการแปลผลของซีรัมอิเล็กโตรโฟรีซิส ในสุนัขพันธุ์ เกรย์ฮาวด์พบวํามีคําการอ๎างอิง
ส าหรับพันธุ์นี้โดยเฉพาะ เน่ืองจากสุนัขพันธุ์ เกรย์ฮาว ด์ที่รํางกายปกติจะมี คําโปรตีนในเลือดต่ า  
เพราะมีคํา PCV และความหนืดของเลือด (blood viscosity) สูงกวําสุนัขพันธุ์อ่ืน การที่คําโปรตีนใน
เลือดต่ าเป็นกลไกลการปรับตัวในการลด ความหนืดของซีรัมลงซึ่ง เป็นลักษณะ เฉพาะของสุนัข
พันธุ์นี้ (Fayos et al., 2005) จากการศึกษาโลหิตวิทยา คําชีวเคมี คลินิก และคําซีรัมโปรตีนในสุนัข
เยอรมันเชฟเฟร์ิด จ านวน 10 ตัว เปรียบเทียบกับสุนัขในท๎องถิ่น จ านวน 10 ตัว อายุระหวําง 2½-4 ปี 
พบวําพันธุ์ของสุนัขไมํมีผลตํอคําโลหิตวิทยา คําชีวเคมีคลินิก และคําซีรัมโปรตีนในสุนัขปกติ  
(Ariyibi et al., 2002) 2. อิทธิพลของฮอร์โมน  (hormone) และเพศ (sex) พบวําเทสโตสเตอโรน 
(testosterone) และเอสโตรเจน (estrogen) เป็นอนาบอลิก (anabolic) ฮอร์โมนที่พบได๎ในทุกสปีชีส์  
การให๎ไดเอทิลสติลเบสโทรล (diethylstilbestrol) เป็นสารเอสโตรเจนสังเคราะห์ ในวัวตัวผู๎และไกํ  
มีผลในการเพิ่มขึ้นของซีรัมโปรตีนรวม การลดลงของอัลบูมิน และเพิ่มขึ้นของกลอบูลิน นอกจากนี้
โกรทฮอร์โมน (growth hormone) เป็นอนาบอลิกฮอร์โมนอีกชนิดหนึ่งที่ให๎ผลในการเพิ่มขึ้นของ
ซีรัมโปรตีนรวม การลดลงของอัลบูมิน และเพิ่มขึ้นของกลอบูลิน แตํถ๎าให๎ไทร็อกซิน (thyroxine) 
ซึ่งเป็นแคตาบอลิก (catabolic) ฮอร์โมน มีผลในการลดลงของซีรัมโปรตีนรวม การให๎กลูโคคอร์ติ
คอยด์  (glucocorticoid) มีผลตํอซีรัมโปรตีน ไมํเดํนชัด เพียงแตํพบการลดลงเล็กน๎อยในสํวนของ
แกมมา-กลอบูลิน ดังน้ันอิทธิพลของ ฮอร์โมนมีผลตํอซีรัมโปรตีนเล็กน๎อย แตํมีอิทธิพลตํอการเพิ่ม
น้ าหนักตัวหรือองค์ประกอบของรํางกายเดํนชัดมากกวํา 3. อิทธิพลของชํวงการต้ังท๎อง  (pregnancy) 
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และการให๎น้ านม  (lactation) พบวําในชํวงตั้งท๎องอัลบูมินจะลดลงและกลอบูลินจะเพิ่มขึ้น           
ในแกะอัลบูมินจะลดลงถึงระดับต่ าสุดในชํวงกลางของการต้ังท๎องและจะกลับมาใกล๎ระดับปกติ
ในชํวงใกล๎ครบเวลาการต้ังท๎อง สํวนกลอบูลินและซีรัมโปรตีนรวมจะลดลงอยํางรวดเร็วในชํวงการ
ตั้งท๎อง ในวัวซีรัมโปรตีนรวม แกมมา 1-กลอบูลิน เบต๎า 1-กลอบูลินจะเร่ิมเพิ่มขึ้นในชํวง 2 เดือน
กํอนครบเวลาการต้ังท๎อง จนถึงระดับสูงสุดในชํวง 1 เดือนกํอนครบเวลาการต้ังท๎อง  และคํอยๆ
ลดลงอยํางรวดเร็วเมื่อครบเวลาการต้ังท๎อง ซึ่งอิมมูโนกลอบูลินจะออกจากพลาสมาในชํวงเดือนสุดท๎าย
ของการต้ังท๎อง เน่ืองจากมีการผลิตนมน้ าเหลืองในตํอมสร๎างน้ านมแล๎ว ในชํวง การให๎น้ านมและการ
สร๎างไขํสัตว์อาจได๎รับความเครียดจึงมีผลตํอการเก็บส ารองโปรตีน ท าให๎เกิด เมแทบอลิซึมและการ
เปลี่ยนแปลงของโปรตีนคล๎ายกับชํวงการต้ังท๎อง 4. อิทธิพลของอาหาร (nutrition) มีผลตํอพลาสมา
โปรตีนแตํการเปลี่ยนแปลงยากที่จะตรวจสอบแ ละแปลผล จากการศึกษาความสัมพันธ์ ทางตรง
ระหวํางวิตามิน เอ  และระดับอัลบูมินที่ต่ า ในวัว พบวํามีความเกี่ยวข๎องกับการให๎ แคโรทีน  
(carotene) การขาดโปรตีนรุนแรงในอาหารเหนี่ยวน าให๎ คําโปรตีนในเลือดต่ า  และอัลบูมินต่ าใน
กระแสเลือด (hypoalbuminemia) พบในหนูแรท ไกํ และสุนัข ซึ่ง ในคน โรค  ควาชิออร์
กอร์   (kwashiorkor) และ มาราสมัส  (marasmus) เป็นโรคเกี่ยวกับการขาดโปรตีนและ แคลอร่ี  

(calorie) ในอาหารรุนแรง ท าให๎พบลักษณะของโปรตีนต่ าในกระแสเลือด  และอัลบูมินต่ าใน
กระแสเลือด  การขาดโปรตีนในอาหารท าให๎ลด การหมุนเวียนของอัลบูมินในหนู สํวนอิมมูโนกลอบู
ลินมีผลเฉพาะในกรณีที่มีการจ ากัดโปรตีนอยํางรุนแรงเทํานั้น และสามารถกลับมาเป็นปกติเมื่อมีการเสริม
โปรตีนทดแทน 5. ความเครียดและการสูญเสียของเหลวในรํางกาย  ความเครียดจากอุณหภูมิทั้งอุณหภูมิสูง
จากการมีไข๎ (febrile) และอุณหภูมิต่ า (hypothermia) เกี่ยวข๎องกับการสูญเสียไนโตรเจนท าให๎มีการเพิ่มขึ้น
ของการท างานของตํอมหมวกไต (adrenal activity) และเพิ่มการหมุนเวียนของโปรตีน ดังน้ันความเครียด
เป็นสาเหตุให๎เกิดการลดลงของซีรัมโปรตีนรวม การลดลงของอัลบูมิน และการเพิ่มขึ้นของอัลฟา 2-
กลอบูลิน  ซึ่งสอดคล๎องกับการเกิดบาดแผล กระดูกหัก และการผําตัด ท าให๎เนื้อเยื่อเรํงซํอมแซม     
มีการน าโปรตีนที่เก็บสะสมไว๎มาใช๎และเพิ่ม การหมุนเวียนของโปรตีนท าให๎อัลบูมินลดลงและอัลฟา 
2-กลอบูลินเพิ่มขึ้น เมื่อเกิดขบวนการอักเสบขึ้นจะมีของเหลวและโปรตีนเคลื่อนที่เข๎าในเนื้อเยื่อท า
ให๎เกิดการบวมน้ า (edema) และเกิดการลด ลงของอัลบูมิน เมื่อเกิดเลือดออก (hemorrhage) และมี
ของเหลวมากรํวมกับการสูญเสียพลาสมาจ านวนมากท าให๎เกิดการเคลื่อนที่อยํางรวดเร็วของของเหลว
ภายในเข๎าสูํสํวนของพลาสมาจึงท าใหค๎ําโปรตีนในเลือด ต่ าอยํางเฉียบพลัน แตํถ๎าเกิดภาวะเลือดข๎น
จากภาวะรํางกายขาดน้ ามีผลท าให๎คําโปรตีนในเลือดสูง  (Kaneko et al., 1997, 2008)  
 

จากการศึกษารูปแบบ ซีรัมโปรตีนในคร้ังนี้จะเป็นประโยชน์ ในชีวเคมีคลินิกการแพทย์      
มีสํวนส าคัญในการวินิจฉัยโรคและ พยากรณ์ความผิดปกติของโรค  เมื่อเกิดความผิดปกติของซีรัม
โปรตีนจะบํงชี้ถึงการ เกิดภาวะผิดปกติขึ้น ท าให๎ เกิดการเปลี่ยนแปลงรูปแบบของซีรัมโปรตีนใน
สํวนตํางๆที่มีความสัมพันธ์กับโรคตํางๆ รวมถึงการพัฒนาเทคนิคทางชีวเคมีเพื่อใช๎เป็นเคร่ืองหมาย
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โปรตีนในการจ าแนกชนิดและปริมาณโปรตีนที่มีผลตํอโรคตําง ๆ เพื่อเฝ้าระวังและท านายการเกิด
โรคในอนาคตตํอไป 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 

 
สรุป 

 
การศึกษาเปรียบเทียบฟีโนไทป์และคุณสมบัติทางชีวเคมีของฮีโมโกลบินและรูปแบบ ของ

ซีรัมโปรตีนในสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว  จ านวนพันธุ์ละ 30 ตัว สามารถ
สรุปผลการศึกษาได๎ดังนี้ 

 
1. สุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน มีคําเม็ดเลือดแดงอัดแนํนเฉลี่ย 39.39±1.23 เปอร์เซ็นต์ และสุนัข

พันธุ์ไทยบางแก๎วมีคําเม็ดเลือดแดงอัดแนํนเฉลี่ย 36.38±0.77 เปอร์เซ็นต์  
 
2. สุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน มีคําความเข๎มข๎นของฮีโมโกลบินเฉลี่ย 13.75±0.47 

กรัมตํอเดซิลิตร  และ สุนัข พันธุ์ไทยบาง แก๎ว มีคําความเข๎มข๎นของฮีโมโกลบินเฉลี่ย  
13.10±0.32 กรัมตํอเดซิลิตร  
 

3. การศึกษา ด๎วยเทคนิคเซลลูโลสอะซี เตตอิเล็กโตรโฟรีซิส  พบวํา ฟีโนไทป์ของ
ฮีโมโกลบิน สุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน และสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว แสดงฮีโมโกลบิน  1 ฟีโนไทป์  
ประกอบด๎วยโปรตีน 1 แถบเชํนเดียวกัน ให๎ผลการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าจากขั้วลบไปหาขั้วบวก
เหมือนกัน โดยเคลื่อนที่อยูํระหวําง Hb F และ Hb S ของคน แสดงให๎เห็นวําฮีโมโกลบินของสุนัขทั้ง 
2 สายพันธุ์มีประจุลบเหมือนกัน ท าให๎มีการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าจากขั้วลบไปหาขั้วบวกเหมือนกัน  

 
4. การศึกษาด๎วยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบเนทีฟพอลิอะคริลาไมด์ เจล  พบวํา  

ฮีโมโกลบิน ของ สุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน แสดง ฮีโมโกลบิน ฟีโนไทป์  1 ชนิด ประกอบด๎วย
ฮีโมโกลบินชนิดหลัก  (84.37±0.28 เปอร์เซ็นต์) และชนิดรอง (15.63±0.28  เปอร์เซ็นต์) และ
ฮีโมโกลบิน ของ สุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว  แสดงฮีโมโกลบินฟีโนไทป์  1 ชนิด เชํน เดียว กัน 
ประกอบด๎วยฮีโมโกลบินชนิดหลัก  (93.93±0.05 เปอร์เซ็นต)์ และชนิดรอง (6.07±0.05 เปอร์เซ็นต)์   
ฮีโมโกลบินขอ งสุนัขทั้ง  2 สายพันธุ์ มีลักษณะฟีโนไทป์แบบเดียวและอยูํใกล๎กับขั้วลบมากกวํา
ขั้วบวกโดยเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าจากขั้วลบไปหาขั้วบวกเหมือนกับวิธีเซลลูโลสอะซีเตต 
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5. การศึกษาด๎วย เทคนิคเจลฟิลเทรชันคอลัมน์โครมาโ ทกราฟีของเซฟาเดกซ์  G-100 เกรด
ละเอียด พบวําน้ าหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบิน สุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน และสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว
เทํากับ 64,000 ดาลตัน และ 65,956 ดาลตัน ตามล าดับ 
  

6. การศึกษาด๎วยเทคนิคโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส พบ 
วาหนวยยอยของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานมีจ านวน 2 แถบ มีน้ าหนักโมเลกุลเฉลี่ย เทํากับ 
13,637.5±229.65 และ 15,087.5±52.81 ดาลตัน ตามล าดับ และหนวยยอยของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์
ไทยบางแก๎วมีจ านวน 2 แถบ มีน้ าหนักโมเลกุลเฉลี่ยเทํากับ 13,030±75.93 และ 15,115±314.89 ดาล
ตัน ตามล าดับ 

 
7. การศึกษาด๎วยเทคนิคแมสสเปกโทรเมทรี  พบวําฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน

ประกอบ ด๎วย 5 พีค ที่มี น้ าหนักโมเลกุล ที่ถูกต้อง เทํากับ  15,216.84±8.25 15,969.62±8.46 
31,785.13±206.44 47,955.10±240.39 และ 63,486.75±389.42 ดาลตัน ตามล าดับ ซึ่งรูปแบบมอโน
เมอร์ของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานมี น้ าหนักโมเลกุล ของสายอัลฟาเทํากับ  15,216.84±8.25 ดาลตัน 
และ สายเบต๎าเทํากับ  15,969.62±8.46 ดาลตัน สํวนรูปไดเมอร์ ไตรเมอร์ และเตตระเมอร์ มี น้ าหนัก
โมเลกุล เทํากับ  31,785.13±206.44 47,955.10±240.39 และ 63,486.75±389.42 ดาลตัน ตามล าดับ  
สํวนฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎วประกอบด๎วย 5 พีค ที่มีน้ าหนักโมเลกุล ที่ถูกต้อง เทํากับ  
15,230.11±15.96 15,980.23±16.67 31,752.16±194.91 48,018.41±303.74 และ 63,728.82±488.21 

ดาลตัน ตามล าดับ  ซึ่ง รูปแบบ มอโนเมอร์ของสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎วมี น้ าหนักโมเลกุล ของ
สายอัลฟาเทํากับ 15,230.11±15.96 ดาลตัน   และสายเบต๎าเทํากับ  15,980.23±16.67 ดาลตัน   สํวน
รูปแบบไดเมอร์ ไตรเมอร์ และเต ตระเมอร์  มีน้ าหนักโมเลกุล เท ากับ  31,752.16±194.91 
48,018.41±303.74 และ 63,728.82±488.21 ดาลตัน  ตามล าดับ 

 
8. การศึกษาด๎วยเทคนิคไอโซอิเล็กตริกโฟกัสซิง พบวํา ฮีโมโกลบินของสุนัขพันธุ์ไทยหลัง

อานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว  มีคํา pI ใกล๎เคียงกัน โดยสุนัขทั้งสองสายพันธุ์มีคํา pI อยูํระหวําง 
7.0-7.9  
 

9. ชนิดของหนํวยยํอยของฮีโมโกลบินที่ท าให๎บริสุทธิ์ด๎วยเทคนิครีเวอร์ส-เฟส เอชพีแอลซี 
และหาน้ าหนักโมเลกุล โดยวิธี แมสสเปกโทรเมทรี พบฮีโมโกลบิน ของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอาน มี
ลักษณะโครมาโทแกรมสองพีค ประกอบด๎วยสายเบต๎าและสายอัลฟา มีรีเทนชันไทม์เทํากับ 6.23 
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และ 9.72 นาที ตามล าดับ และฮีโมโกลบินของสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎วมีลักษณะโครมาโทแกรมสอง
พีคประกอบด๎วยสายเบต๎าและสายอัลฟามีรีเทนชันไทม์เทํากับ 6.23 และ 9.72 นาที ตามล าดับ  

 
10. การศึกษา ล าดับ กรดอะมิโนของสายกลอบินของฮีโมโกลบินที่ท าให๎บริสุทธิ์ จาก         

วิธีโซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส แบบดิสคอนทินูอัสเจล โดยเทคนิค  
นาโนอิเล็กโตรสเปรย์ ไอออนไนเซชัน แมสสเปกโทรเมทรี  พบล าดับกรดอะมิโนของฮีโมโกลบิน
ของสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว ประกอบด๎วยสายอัลฟา  141 หนํวย และสาย
เบต๎า 146 หนํวย 

 
11. การศึกษารูปแบบซีรัมโปรตีน ด๎วยเทคนิคเซลลูโลสอะซิเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส ของสุนัข

พันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว ประกอบด๎วย 6 แถบของ อัลบูมิน อัลฟา 1-กลอบูลิน 
อัลฟา 2-กลอบูลิน เบต๎า 1-กลอบูลิน เบต๎า 2-กลอบูลิน และแกมมา-กลอบูลิน  
 

ข้อเสนอแนะ 

 
1. ข๎อมูลที่ได๎จากการศึกษา คร้ังนี้สามารถน าไปเป็นข๎อมูลพื้นฐานส าหรับการศึกษา

คุณสมบัติความชอบตํอออกซิเจนของฮีโมโกลบินตํอไป 
 
2. ความรู๎ที่ได๎ไปเป็นข๎อมูลพื้นฐานในการพัฒนาใช๎ฮีโมโกลบินเป็นสารทดแทนเลือด  

(blood substitute) เพื่อใช๎ในทางสัตวแพทย์ 
 

3.  ความรู๎ที่ได๎เป็นข๎อมูลพื้นฐานเพื่อศึกษาเพิ่มเติมในการพัฒนาใช๎ฮีโมโกลบินเป็นสาร 
ต๎านจุลินทรีย์ (antimicrobial peptide) ในการออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์กํอโรค เน่ืองจาก
ฮีโมโกลบินมีคุณสมบัติในการเป็นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (endogenous bioactive peptides) อีก
ด๎วย 
  

4. สามารถน าความร๎ูที่ได๎จากการศึกษาซีรัมโปรตีนเป็นข๎อมูลพื้นฐานเพื่อศึกษาเพิ่มเติมใน
การวินิจฉัยโรคตํางๆรํวมกับศึกษารายละเอียดชนิดและปริมาณของโปรตีนในแตํละสํวนที่มีผลตํอ
โรคนั้นตํอไป 
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               x  คือ  คําความเข๎มข๎นของสารละลายฮีโมโกลบิน 
               b  คือ  คําคงที่ 
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ตารางผนวกท่ี 2  คําการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตรและความเข๎มข๎นของโปรตีนมาตรฐาน 
(BSA) 

 
        (หนํวย: กรัมตํอมิลลิลิตร) 

คําการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร ความเข๎มข๎นของโปรตีนมาตรฐาน 
0.000 0.00 
0.054 1.00 
0.112 2.00 
0.166 3.00 
0.222 4.00 
0.274 
0.330 
0.431 
0.523 

5.00 
6.00 
8.00 

10.00 
 

 
 
ภาพผนวกท่ี 2  กราฟโปรตีนมาตรฐานในการค านวณความเข๎มข๎นของโปรตีนในสารละลาย    
                         ฮีโมโกลบินและซีรัม 
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ตารางผนวกท่ี 3  หลอดที่สารถูกชะออกมามากที่สุด คํา Kd คํา Log M.W. และคําน้ าหนักโมเลกุล
ของโปรตีนมาตรฐานและของฮีโมโกลบินสุนัขพันธุ์ไทยหลังอานและสุนัขพันธุ์
ไทยบางแก๎ว ที่ผํานเจลฟิลเทรชันคอลัมน์โครมาโทกราฟีของเซฟาเดกซ์ G-100 
ด๎วยทริสบัฟเฟอร์ความเข๎มข๎น 0.05 โมลาร์ พีเอช 7.4 ที่มี 0.02 เปอร์เซ็นต์ 
โซเดียมเอไซด์ อัตราการไหล 0.4 มิลลิลิตรตํอนาที  

 
สารละลาย หลอดที่สารถูกชะ

ออกมามากที่สุด 
Kd Log M.W. M.W.  

(ดาลตัน) 
บลูเดกซ์แตรน  22 0.00 6.30 2,000,000 

ซีรัมอัลบูมินของโค 39 0.30 4.83 68,000 
โอวัลบูมิน 46 0.42 4.65 45,000 

ไซโตโครม ซี  62 0.71 4.09 12,384 
ดีเอ็นพ-ีแอสปาร์เตต 84 1.00 2.48 299.20 
ฮีโมโกลบินสุนัขพันธ์ุ 

ไทยหลังอาน 
43 0.37 4.80 64,000 

ฮีโมโกลบินสุนัขพันธ์ุ 
ไทยบางแก๎ว 

42 0.35 4.81 64,565 

     

 
 
ภาพผนวกท่ี 3  กราฟแสดงคําน้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน ที่ผํานเจลฟิลเทรชันคอลัมน์

โครมาโทกราฟขีองเซฟาเดกซ์ G-100 ด๎วยทริสบัฟเฟอร์ความเข๎มข๎น 0.05 โมลาร์      
พีเอช 7.4 ที่มี 0.02 เปอร์เซ็นต์โซเดียมเอไซด์ อัตราการไหล 0.4 มิลลิลิตรตํอนาที  
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ภาคผนวกท่ี 4  การเตรียมสารเคมีสาหรับการยํอยเจลด๎วยทริปซิน  
 

4.1 20 มิลลิโมลาร์  แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต  (FW 79.06) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ชั่งสาร 
แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต 79.6 มิลลิกรัม ละลายในน้ ากลั่นปลอดเชื้อ  (sterile milli Q water) ปรับ
ปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร 

 
4.2 10 มิลลิโมลาร์  แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เติม 20 มิลลิโมลาร์   

แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต  ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ในน้ ากลั่นปลอดเชื้อ  ปรับปริมาตรเป็น 25 
มิลลิลิตร 

 
4.3 10 มิลลิโมลาร์  ไดไธโอไธรตอล  ใน 10 มิลลิโมลาร์  แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต  

ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ชั่งสารไดไธโอไธรตอล  (FW 154.25) 3.085 มิลลิกรัม ละลายใน 10 มิลลิโม
ลาร ์แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต ปรับปริมาตรเป็น 2 มิลลิลิตร  

 
4.4 100 มิลลิโมลาร์  ไอโอโดอะเซตาไมด์  ใน 10 มิลลิโมลาร์  แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต  

ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ชั่งสารไอโอโดอะเซตาไมด์ (FW 184) 36.8 มิลลิกรัม ละลายใน 10 มิลลิโมลาร์  
แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต ปรับปริมาตรเป็น 2 มิลลิลิตร  

 
4.5 50 เปอร์เซ็นต์ (v/v) อะซิโตไนไตรล์  ใน 10 มิลลิโมลาร์  แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต  

เติม 100 เปอร์เซ็นต์  (v/v) อะซิโตไนไตรล์  ลงใน 20 มิลลิโมลาร์  แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต  
อัตราสํวน 1:1  

 
4.6 20 นาโนกรัม ทริปซิน  ใน 50 เปอร์เซ็นต์ (v/v) อะซิโตไนไตรล์  ใน 10 มิลลิโมลาร์  

แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต  เติม 50 เปอร์เซ็นต์  (v/v) อะซิโตไนไตรล์  ใน 10 มิลลิโมลาร์  
แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงใน 20 นาโนกรัม ทริปซิน จะได๎ 20 นาโนกรัม 
ทริปซิน ใน 50 เปอร์เซ็นต ์(v/v) อะซิโตไนไตรล์ ใน 10 มิลลิโมลาร์ แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต 

 
4.7  30 เปอร์เซ็นต์  (v/v) อะซิโตไนไตรล์  ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เติม 100 เปอร์เซ็นต์  อะซิโต

ไนไตรล์ ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ในน้ ากลั่นปลอดเชื้อ ปริมาตร 3.5 มิลลิลิตร 
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 4.8 0.1 เปอร์เซ็นต์  (v/v) กรดไตรฟลูออโรอะซิติก ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เติม กรดไตร
ฟลูออโรอะซิติกเข๎มข๎น ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ในน้ ากลั่นปลอดเชื้อ ปริมาตร 49.95 มิลลิลิตร 

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

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

 
 

ภาพผนวกท่ี 4  รูปลักษณะสนุัขพันธุ์ไทยหลังอาน 
 

 
 
ภาพผนวกท่ี 5  รูปลักษณะสนุัขพันธุ์ไทยบางแก๎ว 
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