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(2) 

สารบัญตาราง 

ตารางที่  หนา 

   
1 การเตรียมสารละลายฮีโมโกลบินปลาดุกและปลาตะเพยีน 32 
2 การเตรียมสารละลายมาตรฐานฮีโมโกลบิน 33 
3 สูตรการเตรียมเจล  38 
4 สูตรการเตรียมเจล  44 
5 คาเม็ดเลือดแดงอัดแนนเฉลี่ยหรือคา %PCV และคาความเขมขนเฉลี่ยของ

ฮีโมโกลบินของปลาดุกและปลาตะเพียน 50 
6 แสดงน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินปลาดุกและปลาตะเพยีนแบงตามวิธี

การศึกษา 66 
   
ตารางผนวกที่   
   

1 คาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตรและความเขมขนของฮีโมโกลบิน
มาตรฐาน 82 

2 หลอดที่สารถูกชะออกมามากที่สุด คา Kd คา Log M.W. และคาน้ําหนัก
โมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานและของฮีโมโกลบินปลาดุกและปลา
ตะเพียน ที่ผานเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโทกราฟของเซฟาเดกซ G-100 
ดวยทริสบัฟเฟอรความเขมขน 0.05 โมลาร pH 7.4 ที่มี 0.02 เปอรเซ็นต
โซเดียมเอไซด อัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตรตอนาที 83 

 
 
 
 



 

 

(3) 

สารบัญภาพ 
 

ภาพที ่  หนา 

   
1 โครงสรางของฮีโมโกลบิน 6 
2 Oxygen binding curve ของฮีโมโกลบินและไมโอโกลบิน 11 
3 แสดงผลของ pH CO2 2,3-BPG และอุณหภูมิตอการเปลีย่นแปลงของ 

กราฟเสนโคงของการจับกันของออกซิเจนและฮีโมโกลบิน 12 
4 แสดงคา pI ของฮีโมไลเสตปลา G.unicolor (เลนที่ 1) ฮีโมโกลบินกลุม

แคโธดิก(เลนที่ 2) ฮีโมโกลบินกลุมแอโนดิก (เลนที่ 3) ดวยเทคนิค 
ไอโซอิเล็กตริกโฟกัสซิง แอมโฟไลท pH  3.5 - 10.0 ฮีโมโกลบินไดจากการ
ทําใหบริสุทธิ์โดยใชเทคนิคโครมาโทกราฟชนิด DEAE – เซลลูโลส 
(DEAE- cellulose) 22 

5 แสดงการเคลือ่นที่ของฮีโมโกลบินจากสารละลายฮีโมไลเสตของคน (เลน
ที่ 1) ปลาตะเพียน (เลนที่ 2  และ 4) และปลาดุก (เลนที ่3) ดวยเทคนิคอิเล็ก
โตรโฟรีซิสบนแผนเซลลูโลสอะซีเตตที่ pH 8.2-8.6 (350 โวลต  25 นาที)    52 

6 แสดงการเคลือ่นที่ของฮีโมโกลบินจากสารละลายฮีโมไลเสตของคน (เลน
ที่ 1) และปลาดุก (เลนที่ 2 และ 3) ดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสบนแผน
เซลลูโลสอะซีเตตที่ pH 8.2-8.6 (350 โวลต  25 นาที)    53 

7 แสดงการเคลือ่นที่ของฮีโมโกลบินจากสารละลายฮีโมไลเสตของคน (เลน
ที่ 1) ปลาตะเพียน (เลนที่ 2  และ 3) ดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสบนแผน
เซลลูโลสอะซีเตตที่ pH 8.2-8.6 (350 โวลต  25 นาที)    53 

8 แสดงการเคลือ่นที่ของฮีโมโกลบินจากสารละลายฮีโมไลเสตของปลาดุก 
(เลนที่ 1 และ 3)   และปลาตะเพยีน (เลนที่ 2 และ 4) บนเนทีฟพอลิอะคริลา
ไมดเจล (12% T  2.67% C ที่ pH 8.3) ดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิส และ
ยอมดวยโคแมสซีบลูอาร - 250 54 

   
  

  



 

 

(4) 
สารบัญภาพ (ตอ) 

 

ภาพที ่  หนา 
   
9 แสดงการเคลือ่นที่ของฮีโมโกลบินที่ทําใหบริสุทธิ์ดวยเจลฟลเทรชัน

คอลัมนโครมาโทกราฟของปลาตะเพียน (เลนที่ 1 และ 3) และปลาดกุ (เลน
ที่ 2 และ 4) บนเนทีฟพอลิอะคริลาไมดเจล (12% T  2.67% C ที่ pH 8.3) 
ดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิส และยอมดวยโคแมสซีบลูอาร - 250 55 

10 แสดงการเคลือ่นที่ของฮีโมโกลบินที่ทําใหบริสุทธิ์ดวยเจลฟลเทรชัน 
คอลัมนโครมาโทกราฟของปลาดุก (เลนที ่1 และ 3) และ ปลาตะเพียน 
 (เลนที่ 2 และ 4) บนเนทฟีพอลิอะคริลาไมดเจล (15% T  2.67% C ที่ pH 
8.3) ดวยเทคนคิอิเล็กโตรโฟรีซิส และยอมดวยซิลเวอร (silver staining)   56 

11 แสดงผลการชะสารชนิดตางๆ ที่ผานเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโทกราฟ
ของเซฟาเดกซ G-100 ดวยทริสบัฟเฟอรความเขมขน 0.05 โมลาร pH 7.4 
ที่มี 0.02 เปอรเซ็นตโซเดียมเอไซด อัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตรตอนาที 58 

12 แสดงการหาน้าํหนักโมเลกุลฮีโมโกลบินของปลาดุกและปลาตะเพียน
จากคา Kd  และ Log M.W.ของโปรตีนมาตรฐาน 59 

13 แสดงผลน้ําหนักโมเลกุลหนวยยอยของฮีโมโกลบินของปลาดุก (เลนที่ 2 และ4) 
และปลาตะเพียน (เลนที่ 3 และ 5)  และเลนที่ 1 คือ broad range M.W.  
standard (Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) โดยเทคนิคโซเดียมโดเดซิล 
ซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ที่ pH 8.3 ดวย separating gel 
 18%T, 2.67%C stacking gel 4%T, 2.67%C (200 โวลตคงที่ 60 มิลลิแอมแปร 
ตอเจล 1 แผน เวลา 45 นาที) 61 

14 แสดงน้ําหนักโมเลกุลของหนวยยอยของฮโีมโกลบินปลาดุกโดยวิธี 
แมสสเปกโทรเมทรี   ดวยเครื่องแมสสเปกโทรมิเตอร แบบMALDI – TOF 
 (Bruker Reflex IV, Bruker, U.S.A.)ใชกรดไซแนพนิิคเปนเมทริกซ 
 และยิงดวยไนโตรเจนเลเซอร 63 

 



 

 

(5) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 
 

ภาพที ่  หนา 
   

15 แสดงน้ําหนักโมเลกุลของหนวยยอยของฮโีมโกลบินปลาตะเพยีนโดยวิธี 
แมสสเปกโทรเมทรี ดวยเครื่องแมสสเปกโทรมิเตอร แบบ MALDI - TOF  
(Bruker Reflex IV, Bruker, U.S.A.) ใชกรดไซแนพนิิคเปนเมทริกซ  
และยิงดวยไนโตรเจนเลเซอร 64 

16 แสดงคา pI ของฮีโมโกลบินปลาดุกและปลาตะเพียน โดยวิธีไอโซ 
อิเล็กตริกโฟกสัซิง ดวยแผนเจลสําเร็จรูป (Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) 
 แอมโฟไลท pH 3-10 เลนที่ 1 และ 3  คือ ฮีโมไลเสตของปลาตะเพียนและ 
ปลาดุก เลนที่ 2 และ 4  คือฮีโมโกลบินของปลาตะเพียนและปลาดุกทีไ่ด 
จากการทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคเจลฟลเทรชันโครมาโทกราฟ และเลนที่ 5  
คือ broad range standard pI 4.45-9.60 (Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) 68 

   
ภาพผนวกที ่   

   
1 กราฟมาตรฐานความเขมขนของฮีโมโกลบิน 82 
2 กราฟแสดงคาน้ําหนกัโมเลกลุของโปรตีนมาตรฐานและของฮีโมโกลบิน 

ปลาดุกและปลาตะเพียน ที่ผานเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโทกราฟของ 
เซฟาเดกซ G-100 ดวยทริสบัฟเฟอรความเขมขน 0.05 โมลาร pH 7.4 ที่มี 
0.02 เปอรเซ็นตโซเดียมเอไซด อัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตรตอนาที 83 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

การศึกษาเปรียบเทียบฟโนไทปและคุณสมบัติทางชีวเคมีของฮีโมโกลบินในปลาดุก 
(Clarias batrachus) และปลาตะเพียน (Puntius gonionotus) 

 

The Comparison Studies of Phenotypes and Biochemical Properties of 
Hemoglobin in Walking Catfish (Clarias batrachus) and Common Silver Barb 

(Puntius gonionotus) 
 

คํานํา  
 
 ปลาเปนแหลงของโปรตีนที่สําคัญแหลงหนึ่งนอกเหนือจากเนื้อสัตวชนิดอื่นๆ เนื้อปลามี
ไขมันต่ําและใหคุณคาทางอาหารสูง ประกอบกับในปจจุบันคานิยมของผูบริโภคในการรับประทาน
อาหารมีความใสใจในสุขภาพกันมากขึ้น จึงทําใหการบริโภคเนื้อปลาแทนเนื้อสัตวเพิ่มมากขึ้น ทั้ง
ปลาน้ําจืดและปลาน้ําเค็ม ปลาน้ําจืดที่เปนปลาเศรษฐกิจที่สําคัญในประเทศไทยมีหลายชนิด เชน 
ปลานิล  ปลาทับทิม  ปลาตะเพียน  และปลาดุก  ฯลฯในการศึกษาความสัมพันธระหวาง
สภาพแวดลอมและการเปลี่ยนแปลงของโมเลกุลสารภายในรางกาย ระบบที่นาสนใจที่สุดระบบ
หนึ่งคือ ระบบการลําเลียงกาซออกซิเจน (O2) ภายในเลือด โดยมีฮีโมโกลบินเปนตัวขนสง O2 ไปยัง
เซลลตางๆทั่วรางกาย  ฮีโมโกลบิน  (hemoglobin;Hb) มีกลไกการเปลี่ยนแปลงโครงสรางที่
ประกอบดวยหนวยยอย (subunit) โดยมีการรวมมือ (co-operativity) ระหวางหนวยยอยในการจับ
กับ  O2 ทําใหสามารถจับกับO2 ไดสูงสุด  ฮีโมโกลบินเปนโปรตีนที่ สําคัญในเม็ดเลือดแดง 
ฮีโมโกลบินของปลาเหมือนสัตวเล้ียงลูกดวยนมคือ 1 โมเลกุล ประกอบดวยสายพอลิเพปไทด 
(polypeptide chain) 4 สาย ที่เรียกวาสายกลอบิน (globin chain) แตละสายจับกับฮีม (heme) 1 หนวย 
ฮีโมโกลบินทําหนาที่ขนสง O2 จากเหงือกหรือปอดไปยังเนื้อเยื่อตางๆ และนําผลผลิตจากเมแทบอลิ
ซึม (metabolic end-products) เชน CO2 และโปรตอน (proton) จากเนื้อเยื่อกลับสูเหงือกหรือปอด 
การทํางานของฮีโมโกลบินถูกควบคุมดวยไอออน (ionic effectors) หลายชนิด เชน โปรตอนหรือ 
H+ และแอนไอออนอนินทรีย (inorganic anions) นอกจากนี้ยังมีสารฟอสเฟตอินทรีย (organic 
phosphate) ซ่ึงทําหนาที่สําคัญในการควบคุมความชอบตอออกซิเจน (O2 affinity) ในสัตวเล้ียงลูก
ดวยนม ไดแก 2,3 - บิสฟอสโฟกลีเซอเรต (2,3-bisphosphoglycerate; BPG) ในนก ไดแก อิโนซิทอล
เพนตาฟอสเฟต (inositol pentaphosphate)  และในสัตวมีกระดูกสันหลังที่ต่ํากวาไดแก อะดีโนซีน
ไตรฟอสเฟต (adenosine triphosphate ; ATP) ในปลาบางชนิดนอกจาก ATP แลวกวาโนซีนไตร
ฟอสเฟต  (guanosine triphosphate ; GTP) ยังมีผลควบคุมความชอบตอ O2 ดวย (Prisco et al., 2000) 
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คุณสมบัติของฮีโมโกลบินในแงความชอบตอ O2 คือ ฮีโมโกลบินที่มีความชอบตอ O2 สูงกวาจะ
ไดรับ O2 จากสภาพแวดลอมไดงายกวา แตจะปลอย O2 ใหกับเซลลไดนอยกวา การที่ฮีโมโกลบินมี
ความชอบตอ O2 ที่สูงนี้ อาจเปนกลไกที่ปรับตัวใหเขากับสภาพแวดลอมที่มี O2 ต่ําได (hypoxia) 
(Weber,1982; Stryer,1988; Sauer and Harrington,1988) 
 
 ฮีโมโกลบินของปลาแตกตางจากฮีโมโกลบินของสัตวเล้ียงลูกดวยนม  คือ ฮีโมโกลบินปลามี
หลายชนิด ปลาที่มีสายพันธุตางกันจะมีฮีโมโกลบินที่ตางกันและมีการทํางานที่ตางกันดวย 
ฮีโมโกลบินของปลาสามารถแบงออกเปน 2 กลุมตามความสามารถในการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟา 
คือ กลุมแอโนดิก (anodic ) พบในปลาทุกสายพันธุและสัตวที่มีกระดูกสันหลัง และกลุมแคโธดิก 
(cathodic ) ซ่ึงพบในปลาบางสายพันธุเทานั้น ฮีโมโกลบินทั้ง 2 กลุมมีความแตกตางทั้งโครงสราง
และการทํางานคือมีลําดับของกรดอะมิโนแตกตางกัน กลุมแคโธดิก มีความชอบตอออกซิเจนสูง
กวากลุมแอโนดิก เพราะฉะนั้น กลุมแคโธดิก จึงทําหนาที่เปนตัวเก็บสํารอง O2 และขนสงO2 
ภายใตสภาวะที่มี O2 ต่ํา (Prisco et al., 2000)  นอกจากนี้การเจริญเติบโตของปลา เชน ปลา turbot  
และปลา cod ที่อุณหภูมิตางๆ ขึ้นกับชนิดของฮีโมโกลบิน (Imsland et al., 1997; Karpov and 
Novikov, 1980 and Mork et al., 1984) จากขอมูลดังกลาวแสดงใหเห็นถึงความหลากหลายของ
ฮีโมโกลบินภายในเซลลของเม็ดเลือดแดงที่มีคุณสมบัติทั้งโครงสรางและหนาที่ที่แตกตางกันโดย
ขึ้นอยูกับสภาวะแวดลอม และมีกลไกในการเปลี่ยนแปลงใหเขากับสภาพแวดลอมที่มีปริมาณของ O2 ที่
ตางกัน เพื่อใหมีประสิทธิภาพในการขนสง O2 ในกระแสเลือด นอกจากนี้ความหลากหลายของ
ฮีโมโกลบินยังไปมีผลตอการเจริญเติบโตของปลาที่สภาพแวดลอมที่ตางกันดวย 
 
 จากการตรวจเอกสารการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับฟโนไทปของฮีโมโกลบิน โครงสราง คุณสมบตัิ
ในแงความชอบตอ O2 การทํางาน ปจจัยที่เกี่ยวของกับการทํางาน รวมถึงความสัมพันธระหวางชนิดของ
ฮีโมโกลบิน ความชอบตอ O2 และการเจริญเติบโตของปลาที่สภาพแวดลอมตางๆ พบวามีการศึกษาวิจัย
ในตางประเทศอยางกวางขวางและดําเนินเรื่อยมาจนถึงปจจุบัน แตในประเทศไทยยังไมมีการศึกษา
ดังกลาวมากนักทั้งในปลาน้ําจืดและปลาน้ําเค็ม ทําใหขาดขอมูลพื้นฐานตางๆ ที่สําคัญของ
ฮีโมโกลบินปลา เชน ฟโนไทปของฮีโมโกลบินของปลาน้ําจืดที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจของ
ประเทศไทย เชนปลาดุกและปลาตะเพียน สภาพแวดลอมในการดํารงชีวิตของปลาน้ําจืดทั้ง 2 ชนิด
ที่ตางกันจะสงผลใหฟโนไทปของฮีโมโกลบินแตกตางกันหรือไม เหตุใดปลาดุกจึงสามารถอาศัยอยูใน
น้ําที่มีปริมาณ O2 ต่ําไดโดยไมสงผลตอการดํารงชีวิต ซ่ึงขอมูลการศึกษาดังกลาวนี้จะเปนองคความรู
พื้นฐานที่สําคัญที่สามารถนําไปใชในการอธิบายกลไกทางชีวเคมีและทางสรีรวิทยาในการทํางาน
ของฮีโมโกลบินรวมทั้งกลไกในการเปลี่ยนแปลงใหเขากับสภาพแวดลอมที่มีปริมาณของO2 ที่
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แตกตางกันได นอกจากนี้ยังสามารถนํามาใชเปนคุณสมบัติหนึ่งในการเลือกสภาพแวดลอมที่
เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของปลา โดยเฉพาะปลาที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจในประเทศ ซ่ึงจะ
สงผลตออุตสาหกรรมเพาะพันธุปลาในอนาคตได 

 
 
 



 

 

วัตถุประสงค 
 

1. เพื่อศึกษาเปรียบเทียบฟโนไทปและชนิดของฮีโมโกลบินของปลาดุก  (Clarias 
batrachus) และปลาตะเพียน (Puntius gonionotus) โดยใชเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบ
เซลลูโลสอะซีเตต (cellulose acetate electrophoresis) แบบเนทีฟพอลิอะคริลาไมดเจล (native 
polyacrylamide gel electrophoresis; N-PAGE) และเทคนิคไอโซอิเล็กตริกโฟกัสซิง (isoelectric 
focusing; IEF)  

 
2.  เพื่อศึกษาจุดไฟฟาเสมอ (isoelectric point; pI) ของฮีโมโกลบินปลาดุกและปลาตะเพียน

โดยใชเทคนิคไอโซอิเล็กตริกโฟกัสซิง  
 
3.  เพื่อศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินปลาดุกและปลาตะเพียนโดยใชเทคนิคเจลฟล

เทรชันคอลัมนโครมาโทกราฟ (gel filtration column chromatography) และเทคนิคแมสสเปกโทร
เมทรี (mass spectrometry ; MS) 

 
4. เพื่อศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของหนวยยอยหรือสายกลอบินของฮีโมโกลบินปลาดุกและ

ปลาตะเพียนโดยใชเทคนิคโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (sodium 
dodecylsulfate polyacrylamide gel elctrophoresis; SDS-PAGE) และเทคนิคแมสสเปกโทรเมทรี  

 



 

 

การตรวจเอกสาร 
 

โครงสรางของฮีโมโกลบิน 
 

ฮีโมโกลบินในเม็ดเลือดแดงเปนโปรตีนชนิดกลอบูลาร (globular protein) (Ritter, 1996) 
ทําหนาที่ในการลําเลียงออกซิเจนจากปอดไปยังเซลลของเนื้อเยื่อตางๆ   ในหนึ่งเซลลของเซลลเม็ด
เลือดแดงจะมีฮีโมโกลบินอยูประมาณ 400 ลานโมเลกุล คิดเปน 95 เปอรเซ็นตของน้ําหนักแหงของ
เม็ดเลือดแดง (Jain, 1986) ฮีโมโกลบิน 1 โมเลกุลประกอบดวยฮีม 4 โมเลกุล  แตละโมเลกุลของฮีม
จะแทรกอยูเปนหมูพรอสเธติก (prosthetic group) กับสายพอลิเปบไทดแตละสาย ซ่ึงฮีมประกอบดวย
เหล็ก (ferrous, Fe2+ ) อยูกลางโมเลกุล (ภาพที่ 1) (Rule,2000)  

 
Kanko and Autio (1985) กลาววาฮีโมโกลบินเปนฮีโมโปรตีน (hemoprotien) ประกอบดวย

สายพอลิเปบไทด 4 สาย เปนสายอัลฟา (α) 2 สาย และสายเบตา (β) 2 สาย จัดตัวอยูในโครงสราง
ทรงกลม (spherical structure) แตละสายของพอลิเปบไทดจับอยูกับหมูฮีม 1 หนวย  ซ่ึงเกาะอยู
ภายในของโมเลกุลตรงบริเวณหนวยที่ไมมขีั้ว (non-polar residues) สูง  เหล็กของฮีมจับกับอะตอม
ไนโตรเจนของหนวยอิมิดาโซลของกรดอะมิโนฮีสทิดีน (histidine imidazole nitrogen atom) ของ
สายพอลิเปบไทด เมื่อเอาฮีมออกจากฮีโมโกลบินความเสถียรของโมเลกุลฮีโมโกลบินจะลดลง  

 
หมูพรอสเธติกในฮีโมโกลบิน คือ หมูฮีมที่ประกอบดวยสวนที่เปนสารอินทรียและอะตอม

ของ Fe2+ สารอินทรีย คือ โปรโตพอรไฟริน (protophophyrin) ซ่ึงเปนวงแหวนไพรรอล (pyrrole ring)  
4 วง เชื่อมตอกันดวยสะพานมีธีน (methene bridge) เกดิเปนเตตระไพรรอล (tetrapyrrole) และใน
โมเลกุลประกอบดวยโซขางเปนหมูเมธิล (methyl group) 4 หมู หมูไวนิล (vinyl group) 2 หมู และ
หมูโปรปโอเนต (propionate group) 2 หมู (อาภัสสรา, 2547 และ Horton et. al., 2002) 
 

อะตอมของ Fe2+ ซ่ึงอยูที่ศูนยกลางของวงแหวนโปรโตพอรไฟรินสามารถสรางพันธะกับอะตอม
อ่ืนๆได  6  พันธะ โดย 4 พันธะจะจับกับ N อะตอมของวงแหวนไพรรอลที่อยูในระนาบเดียวกับหมู
ฮีม พันธะที่ 5 หรือตําแหนงโคออรดิเนชัน (coordination position)  ที่ 5 จะจับกับ N อะตอมของ
กรดอะมิโนฮสีทิดีน F8 สวนพนัธะที่ 6 หรือ ตําแหนงโคออรดิเนชันที่ 6 จะจบักับโมเลกุลของ
ออกซิเจน นอกจากนี้ยังพบวา สารโมเลกุลเล็ก เชน คารบอนมอนอกไซด (CO) ไนโตรเจนออกไซด 
(NO) และไฮโดรเจนซัลไฟด (H2S) สามารถสรางพันธะที่ 6  ของ Fe2+ ได และมีความชอบสูงกวา
ออกซิเจน (อาภัสสรา, 2547) 
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Sripanitan (1983) ไดรายงานเพิ่มเติมวา โปรตีนในฮีโมโกลบิน เรียกวา กลอบิน กลอบินใน

มนุษยมีความแตกตางกัน 6 ชนิด ไดแก อัลฟา  เบตา  แกมมา (γ) เดลตา (δ) เอฟซิลอน (ε) หรือสาย
เหมือนเบตา (β - like chain) และซีตา (ζ) หรือสายเหมอืนอัลฟา (α -like chain) โดยฮีโมโกลบิน 1 
โมเลกุล ประกอบดวย 2 สายอัลฟา และ 2 สายที่ไมใชอัลฟา ซ่ึงขึ้นอยูกบัระยะการเจรญิเติบโต 

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

น้ําหนกัโมเลกลุประมาณ 64,000 ดาลตัน เมื่อนําเซลลเม็ดเลือดแดงออกมาอยูในสภาพแวดลอมที่ไม
เหมาะสม มีผลทําใหโมเลกลุฮีโมโกลบินแยกออกจากกนัอยางรวดเร็วเปน 2 หนวยยอย (dimer) 

 

  
 

ภาพที่ 1  โครงสรางของฮีโมโกลบิน  
 

ท่ีมา: Bloodless Medicine Research University of Pisa, 2007 
 
Zinoffsky (1985) ไดทําการวิเคราะหฮีโมโกลบินพบวาประกอบดวยเหล็ก 1 อะตอม และ

คารบอน 600 อะตอม แสดงวาใน 1 โมเลกุลของฮีโมโกลบินประกอบดวยคารบอนอะตอมอยาง
นอยที่สุด 600 คารบอนอะตอมและขนาดที่เล็กที่สุดของโมเลกุลฮีโมโกลบินบรรจุเหล็กเพียง 1 
อะตอมเทานั้น 
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Sripanitan (1983) กลาววาระยะตัวออน (embryonic state) จะพบฮีโมโกลบินเพียง 3 

รูปแบบ คือ ζ2ε2 (Hb Gower 1) α2ε2 (Hb Gower 2) และ ζ2 γ2 (Hb Portland) โดยเชื่อวา Hb Gower 1 
จะถูกสังเคราะหขึ้นกอน ตอมามีการสังเคราะหสายอัลฟา ทําใหพบฮีโมโกลบินแบบ Hb Gower 2 
และเมื่อใกลเขาสูระยะลูกออน (fetal state) จะมีการสังเคราะหสายแกมมา ทําใหพบฮีโมโกลบิน
แบบ Hb Portland โดยสามารถตรวจฮีโมโกลบินทั้ง 3 รูปแบบ ในระยะ 3 เดือนแรกของการ
เจริญเติบโต 

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

การพัฒนาเปลี่ยนแปลงไป กลาวคือ ระยะตัวออน 2 สายซีตา (ζ- chain) ถูกสังเคราะหขึ้น ซ่ึงจะไปรวมกับ 
2 สายเอฟซิลอน (ε - chain) ทําใหฮีโมโกลบินอยูในรูป  ζ2ε2 ขณะเดยีวกัน 2 สายเอฟซิลอนที่ถูก
สังเคราะหขึ้นสวนใหญจะไปรวมกับ 2 สายอัลฟา ฮีโมโกลบินจึงอยูในรูป α2ε2 จากนั้นเมื่อตวัออน
เจริญไปเปนลูกออน มีการสังเคราะห 2 สายแกมมา (γ- chain) มาแทน 2 สายเอฟซิลอน ซ่ึงจะไปรวม
กับ 2 สายอัลฟาเปนฮีโมโกลบินในรูป α2γ2  ระยะกลางของการอุมทองมีการลดการสังเคราะหของ
สายแกมมาลง ขณะที่ 2 สายเบตาถูกสังเคราะหเพิ่มขึน้แลวจะไปรวมตัวกับ 2 สายอัลฟา เปน
ฮีโมโกลบินอยูในรูป α2β2 ไปจนกระทัง่เมือ่สัตวโตเต็มวยั (Sripanitan, 1983) 

 
โดยทั่วไปในระยะโตเต็มวัย (adult state) จะพบฮีโมโกลบิน 3 รูปแบบ ไดแก Hb A 

ประมาณ 97 เปอรเซ็นต Hb A2 ประมาณ 1.5 - 3 เปอรเซ็นต และ Hb F ไมถึง 1 เปอรเซ็นต 
นอกจากนี้ยังพบฮีโมโกลบินซึ่งเปนอนุพันธของ Hb  A โดยที่สายเบตามีกลูตาไธโอน (glutathione) 
จับอยูเรียกวา Hb  A3 ซ่ึงพบอยูในปริมาณนอยมาก (Srichiyanont, 1974) 

 
กลอบินมีจํานวนกรดอะมิโนในสายอัลฟา 141 หนวย สวนสายเบตา แกมมา และเดลตา มี 

146 หนวยเทากัน โครงสรางปฐมภูมิ (primary structure) มีลักษณะเปนพอลิเมอรสายตรง (linear 
polymer) เชื่อมตอกันดวยพันธะเปบไทด (peptide bond) สายพอลิเมอรนี้สามารถหมุนไดอิสระ จึง
เกิดสวนที่เปนเกลียวเฮลิกซ (helical segment) และสวนที่ไมเปนเกลียวเฮลิกซ (non-helical 
segment) กลายเปนโครงสรางทุติยภูมิ (secondary structure) ซ่ึงสามารถคงรูปอยูไดดวยพันธะ
ไฮโดรเจน (hydrogen bond) และพบวาสวนเปนเกลียวมี 80 เปอรเซ็นต สายเบตามี 8 เกลียวไดแก A 
B C D E F G และ H  สวนสายอัลฟามี 7 เกลียว ไมมีเกลียว D โดยนับจากปลาย N (N  -  terminus) 
ไปยังปลาย C (C - terminus) สวนที่ไมเปนเกลียวมี 20 เปอรเซ็นต เชน NA  AB และ BC เปนตน 
(Sripanitan, 1983) 
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โครงสรางตติยภูมิ (tertiary structure) ของฮีโมโกลบินมีลักษณะการมวนตัวของโครงสราง

ทุติยภูมิ โดยหันสวนมีขั้ว (polar side chain) สัมผัสกับสิ่งแวดลอมที่เปนน้ําบริเวณผิวดานนอก โดย
มีหมูฮีมอยูดานในมีลักษณะแบบกระเปา (pocket) ซ่ึงเชื่อมกับสายกลอบินสวนที่ไมชอบน้ํา 
(hydrophobic sidechain) อะตอมของ Fe2+ ในฮีมมีการสรางพันธะโควาเลนต (covalent bond) กับ
กรดอะมิโนฮีสทิดีน F8 (histidine F8 หรือ proximal histidine) ที่ตําแหนง 87 ของสายอัลฟาและ
ตําแหนง 92 ของสายเบตาและยังมีตําแหนงลิแกนด (ligand) ที่สําคัญ คือ กรดอะมิโนฮีสทิดีน E7 
(histidine E7 หรือ distal histidine) ที่ตําแหนง 58 ของสายอัลฟา และตําแหนง 63 ของสายเบตา ซ่ึง
เปนตําแหนงที่จับกับออกซิเจนเมื่อ  Fe2+ จับกับออกซิเจนแลว (Boonyarat, 1977 and Sripanitan, 1983)   

 
โครงสรางจตุรภูมิ (quaternary structure) ของฮีโมโกลบินคนที่อยูในรูปเตตระเมอร ภายใน

โมเลกุลมีรูปแบบการเชื่อมกัน 2 ลักษณะ ลักษณะที่ 1 เปนการเชื่อมระหวางสายที่คลายกัน ไดแก  
α1α2 และ β1β2 ที่มีความสําคัญเกี่ยวกับการเชื่อมกันระหวางหมูฮีม (heme – heme interaction) Bohr 
effect และการขนสงคารบอนไดออกไซด (CO2 carriage) (Sripanitan, 1983) และลักษณะที่ 2 เปน
การเชื่อมกันระหวางสายตางกัน ไดแก α1β1 หรือ α2β2 ที่มีความสําคัญเกี่ยวของกับสวนเกลียว B G 
H และสวนมุม GH และ α1β2 หรือ α2β1 ที่มีความสําคัญเกี่ยวของกับสวนเกลียว CG และสวนมุม 
FG (Shikama and Matsuoka, 2003) พันธะที่พบในโครงสรางนี้ คือ พันธะไดซัลไฟด (disulfide 
bond) ซ่ึงเกิดขึ้นเองจากหมูไธออลของกรดอะมิโนซีสเตอีน (cysteine – SH group) ที่พบมากในสาย
ฮีโมโกลบิน (Ritter, 1996) 

 
เ มื่ อ ฮี โมโกลบินจับกับออกซิ เ จนรูปแบบจะ เปลี่ ยนจากดี ออกซี ฮี โมโกลบิน 

(deoxyhemoglobin form) ไปเปนออกซีฮีโมโกลบิน (oxyhemoglobin form) โครงสรางของ
ฮีโมโกลบินจะมีการหมุนไปจากเดิม 15 องศา เปนผลจากการเชื่อมกันระหวาง α1β2 หรือ α2β1 ที่
เรียกวา sliding contacts และจะเกิดชองวาง (gap) ระหวางสายเบตา ซ่ึงมีสวนสําคัญตอการจับของ
ฟอสเฟตอินทรีย (organic phosphate) ที่จะลดความชอบตอออกซิเจน เรียกรูปแบบโครงสรางนี้วา 
รูปแบบ relaxed state (R state) และยังมีการเชื่อมกันระหวาง α1β1 หรือ α2β2  ที่เรียกวา packing 
contacts ซ่ึงมีการเปลี่ยนแปลงโครงสรางเพียงเล็กนอย เชื่อวาการเชื่อมแบบนี้มีผลตอความคงตัว
ของฮีโมโกลบินกับออกซิเจนคอมเพล็กซที่อยูในรูปแบบเตตระเมอร และยับยั้งการเกิดออกซิเดชัน 
(oxidation) โดยเฉพาะกับสายเบตาที่มีคา pH เปนกรด เรียกรูปแบบโครงสรางนี้วา รูปแบบ 
tense state (T state) (Prisco et al., 2000; Shikawa and Matsuoka, 2003) 
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คุณสมบัตขิองฮีโมโกลบิน 
 

ฮีโมโกลบินของสัตวมีกระดูกสันหลัง (vertebrates) เกือบทุกชนิดมีหนาที่ลําเลียงออกซิเจนจาก
ปอดไปยังเนื้อเยื่อตางๆ ของรางกาย ซ่ึงเกี่ยวของกับการผลิตพลังงานในรางกาย (Ritter, 1996) ใน
สัตว เ ล้ียงลูกดวยนม  (mammals) พบฮีโมโกลบินในเซลล เม็ดเลือดแดง  ความเขมขนของ
ฮีโมโกลบินที่ละลายอยูในเม็ดเลือดแดงของคนมีจํากัดที่ 330 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และปริมาณของ
ฮีโมโกลบินในเลือดมีคา 100 – 220 กรัมตอลิตร โดย 1 กรัมของฮีโมโกลบินสามารถจับออกซิเจน
ได 1.34 มิลลิลิตรออกซิเจน อายุของฮีโมโกลบินในคนเทากับ 120 วัน และมีอัตราการสังเคราะห
เพื่อทดแทน 6 กรัมตอวัน 

 
ฮีโมโกลบินของสัตวเล้ียงลูกดวยนมแบงออกเปน 2 กลุม คือ กลุมที่มีความชอบตอ

ออกซิเจนต่ํา (low oxygen affinity) มีโครงสรางเปนรูปแบบ T state มี salt bridge จํานวนมากยึด
โครงสรางไวอยู ในสภาพเครียดซึ่ ง เปนโครงสรางที่ไมไดจับกับออกซิ เจนหรือดีออก
ซีฮีโมโกลบิน  (deoxyhemoglobin) และกลุมที่มีความชอบตอออกซิเจนสูง (high oxygen affinity) 
มีโครงสรางเปนรูปแบบ  R state โดยไมมี salt bridge อยูในสภาพคลาย ซ่ึงเปนโครงสรางที่จับกับ
ออกซิเจนหรือออกซีฮีโมโกลบิน (oxyhemoglobin) (Bunn, 1971) T state มีความเสถียรมากกวา R 
state เนื่องจากมี ionic salt bridge จํานวนมากที่ α1β2 (Lehninger et al., 1993)  นอกจากนี้ Perutz 
และ Imai (1980) ไดรายงานเพิ่มเติมถึงความแตกตางระหวางฮีโมโกลบิน 2 กลุม ซ่ึงมีความแตกตาง
ที่ปลาย N ของกรดอะมิโนในสายเบตาตําแหนงที่ 2 (NA2β) ตรงบริเวณที่ไมใชเกลียวเฮลิกซ โดย
กลุมที่ชอบตอออกซิเจนต่ําเปนกรดอะมิโนพวก hydrophobic ที่มีกรดอะมิโนลิวซีน (leucine) กับ
เมทไธโอนีน (methionine) หรือ เฟนิลอะลานีน (phenylalanine)  ขณะที่กลุมที่มีความชอบตอ
ออกซิเจนสูงเปนกรดอะมิโนพวก hydrophilic ไดแก พวกกรดอะมิโนฮีสทิดีน กลูตามีน 
(glutamine) หรือ แอสพาราจีน  (asparagine) 

 
ฮีโมโกลบินมีกลไกการจับออกซิเจนเปนแบบ positive cooperativity คือ เมื่อมอโนเมอร 

(monomer) ใดภายในโมเลกุลของฮีโมโกลบินสามารถจับกับออกซิเจน จะทําใหโครงสรางของ
ฮีโมโกลบินทั้งโมเลกุลหมุนจากแกนเดิมไป 15 องศา และหมูฮีมที่มีออกซิเจนจะมีการสื่อสัญญาณ
ไปยังหมูฮีมของมอโนเมอรอ่ืนๆ (heme – heme interaction) สงผลใหหมูฮีมในมอโนเมอรอ่ืนมี
ความสามารถจับออกซิเจนไดดีขึ้น เปนลักษณะการเพิ่มความชอบตอออกซิเจน (Sripanitan, 1983; 
Ritter, 1996 and Horton et al., 2002) 
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ความชอบตอออกซิเจนของฮีโมโกลบินวัดไดดวยคา P50 หมายถึงความดันของออกซิเจนที่ทํา

ใหมีปริมาณของฮีโมโกลบินอิ่มตัวดวยออกซิเจนเปนครึ่งหนึ่งของปริมาณฮีโมโกลบินทั้งหมด โดย
พิจารณาจากการสรางกราฟระหวางความดันออกซิเจน (pO2) มีหนวยเปนทอรร (torr) (1 
มิลลิเมตรปรอท = 760 ทอรร = 1 บรรยากาศ) เปนแกน X และคาความอิ่มตัวของออกซิเจน (oxygen 
saturation) ซ่ึงเปนคาความสัมพันธระหวางปริมาณออกซีฮีโมโกลบินตอปริมาณฮีโมโกลบิน
ทั้งหมด เปนแกน Y เรียกกราฟนี้วา oxygen binding curve หรือ oxygen dissociation curve  ดัง
แสดงในภาพที่ 2 (Ritter, 1996 and Horton et al., 2002) 

 
Horton et al. (2002) กลาววา คา P50 เปนคาที่บงบอกวาโปรตีนมีความชอบตอออกซิเจน

มากนอยเพียงใด ถาโปรตีนชนิดใดมีคา P50 ต่ํา แสดงวามีความชอบตอออกซิเจนสูง กลาวคือ เมื่อ
ความดันของออกซิเจนต่ําโปรตีนสามารถอิ่มตัวดวยออกซิเจนถึงครึ่งหนึ่ง ในทางกลับกนั ถาโปรตีน
ใดมีคา P50 สูง แสดงวามีความชอบตอออกซิเจนต่ํา กลาวคือ ตองมีความดันของออกซิเจนสูงเพื่อให
โปรตีนอิ่มตัวดวยออกซิเจนถึงครึ่งหนึ่ง 

 
Oxygen binding curve ของฮีโมโกลบินมีลักษณะเปนแบบ sigmoid (S shape) ที่ pH 7.4 

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แตกตางจากไมโอโกลบิน (myoglobin) ซ่ึงเปนโปรตีนที่ทําหนาที่
เชนเดยีวกับฮีโมโกลบนิแตอยูในกลามเนือ้ และมีโครงสรางที่คลายกับมอโนเมอรของฮีโมโกลบิน มี
ลักษณะของ oxygen binding curve เปนแบบ hyperbola (ภาพที่ 2) ทั้งนี้บงบอกถึงความแตกตางซึ่ง
เปนเอกภาพ (unique) และรูปรางที่จําเพาะ (specifically shape) ของการทํางานของโปรตีนทั้งสอง
ชนิดนี้ (Ritter, 1996)  P50 ของฮีโมโกลบินเทากับ 26 ทอรร ขณะที่คา P50 ของไมโอโกลบิน เทากับ 
2.8 ทอรร แสดงวาฮีโมโกลบินมีความชอบตอออกซิเจนต่ํากวาไมโอโกลบิน (Horton et al., 2002) 
นอกจากนี้ กราฟแบบ sigmoid ของฮีโมโกลบินยังบงบอกถึงการทํางานแบบ positive cooperativity 
ของเตตระเมอร (tetramer) ซ่ึงแตกตางจากมอโนเมอรของไมโอโกลบิน (Boonyarat, 1997) 
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ภาพที่ 2  Oxygen binding curve ของฮีโมโกลบินและไมโอโกลบิน 
 

ท่ีมา: Horton et al. (2002) 
 
Moss et al. (1984) ไดกลาวถึงลักษณะเฉพาะของฮีโมโกลบินไว 3 ประการ คือ ประการ

แรก ฮีโมโกลบินที่อ่ิมตัว 1 กรัม มีความสามารถที่จะจับออกซิเจนได 1.3 ซีซี สัตวเล้ียงลูกดวยนม
ปกติจะมีฮีโมโกลบินเฉลี่ย 10  –  15 กรัมเปอรเซ็นต ดังนั้นความจุออกซิเจนมีคาประมาณ 13.9  –  21 ซีซีตอเลือด 
100 ซีซี หรืออาจกลาววาความจุของออกซิเจนจะมีคาประมาณ 13.9 – 21 เปอรเซ็นต ประการที่สอง 
ฮีโมโกลบินมีความสามารถที่จะจับกับออกซิเจนไดอยางอิ่มตัวในสภาวะที่มีออกซิเจน และประการ
ที่สามที่ความดันยอยของออกซิเจนประมาณ 40 ทอรร ในเสนเลือดแดง (artery blood) ออกซิเจนจะ
ถูกปลอยจากฮีโมโกลบินที่อยูในเสนเลือดฝอยไปยังเนื้อเยื่อโดยรอบ (peripheral tissue) นอกจากนี้
ความชอบออกซิเจนของฮีโมโกลบินขึ้นอยูกับความเปนกรดเบสของเลือด ความดันยอยของ CO2 
และ 2,3 – บิสฟอสโฟกลีเซอเรต ปจจัยเหลานี้ทําใหความสามารถในการจับกับออกซิเจนของ
ฮีโมโกลบินเปลี่ยนแปลงไป  เมื่อมีการเปลี่ยนแปลง pH ที่เกิดจากกรดในเมแทบอลิซึมหรือ CO2 เปนผล
ทําใหฮีโมโกลบินจับกับออกซิเจนไดนอยลง ทําใหกราฟเสนโคงของการจับออกซิเจนเลื่อนไปทางขวา
และทําใหความดันยอยที่ฮีโมโกลบินอิ่มตัวดวยออกซิเจน 50 เปอรเซ็นต (P50) เพิ่มขึ้นเมื่อความ 
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เขมขนของไฮโดรเจนไอออนเพิ่มขึ้น และเมื่อความเขมขนของไฮโดรเจนไอออนลดลงเสนโคงการ
จับออกซิเจนเลื่อนไปทางซายเปนผลให P50 ลดลง (ภาพที่ 3) (Guyton and Hall, 1996) 

 

 
 

ภาพที่ 3  แสดงผลของ pH CO2 2,3-BPG และอุณหภูมิตอการเปลี่ยนแปลงของกราฟเสนโคงของ
การจับกันของออกซิเจนและฮีโมโกลบิน (SO2 = saturated O2) 

 
ท่ีมา: Guyton and Hall (1996) 
 

Varijavand et al. (2000) ไดกลาววากราฟเสนโคงที่แสดงการจับกันของออกซิเจนและ
ฮีโมโกลบินเปนสิ่งสําคัญที่ทําใหทราบถึงการนําพาและการปลดปลอยออกซิเจน โดยเฉพาะอยางยิ่ง
มีความสําคัญเกี่ยวกับการอิ่มตัวของออกซิเจนและความดันยอยของออกซิเจนในเลือดซึ่งถูกกําหนด
โดยความสามารถของฮีโมโกลบินที่จับกับออกซิเจนและปลดปลอยโมเลกุลออกซิเจนใหกับเนื้อเยื่อที่อยู
รอบๆมัน การที่ฮีโมโกลบินสามารถจับกับออกซิเจนเพิ่มขึ้นเปนลําดับนั้น โมเลกุลจํานวนมากที่เพิ่มขึ้นทํา
ใหความดันยอยของออกซิเจนเพิ่มขึ้นดวย จนกระทั่งถึงปริมาณสูงสุดที่สามารถจะจับกับฮีโมโกลบินได 
เสนโคงของการจับออกซิเจนของฮีโมโกลบินมีลักษณะเปนรูปตัวเอส (sigmoidal) ซ่ึงระยะเจริญวัยของ
คนที่มี Hb A ภายใตสภาพที่ปกติ (pH 7.4 37 องศาเซลเซียส)  ฮีโมโกลบินจับออกซิเจนประมาณรอย
ละ 75 ที่ระดับความดันออกซิเจน 26 ± 1 มิลลิเมตรปรอท เมื่อฮีโมโกลบินจับออกซิเจนเพิ่มขึ้นทําให 
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เสนโคงของการจับออกซิเจนของฮีโมโกลบินเลื่อนไปทางซาย แสดงใหเห็นวา P50 มีคาลดลง แมวามี
ความดันยอยของออกซิเจนเพียงเล็กนอย 

Sripanitan (1983) กลาววา ความชอบตอออกซิเจนของฮีโมโกลบินขึ้นอยูกับอุณหภูมิ pH 
สารอินทรียฟอสเฟต และความดันของ CO2 (pCO2) ถาเพิ่ม pH ลดคาอุณหภูมิและลดสารอินทรีย
ฟอสเฟต จะทําใหคาความชอบตอออกซิเจนสูง คา P50 จะต่ําลง ในทางกลับกันถาลด pH เพิ่มคา
อุณหภูมิและสารอินทรียฟอสเฟตจะทําใหคาความชอบตอออกซิเจนต่ํา คา P50 จะสูงขึ้น 

 
Rapoport and Guest (1984) ไดกลาววา 2,3 - BPG เปนสารอินทรียฟอสเฟตในเซลลเม็ด

เลือดแดงของคนและสัตวเล้ียงลูกดวยนมจํานวนมาก และ Horton  et al. (2002)  พบวา 2,3 – BPG ซ่ึง
ถูกสรางขึ้นในเซลลเม็ดเลือดแดงทําหนาที่เปนตัวควบคุมแบบ allosteric modulator หรือ allosteric 
effector ของฮีโมโกลบิน คือ ทําหนาที่เลือกจับกับดีออกซีฮีโมโกลบินแลวเกิดการเปลี่ยนแปลงทาง
โครงสราง สงผลใหมีคาความชอบตอออกซิเจนลดลง เปนการเพิ่มการปลดปลอยออกซิเจนของออกซี
ฮีโมโกลบินแกเนื้อเยื่อ โดยไมมีการจับออกซิเจนอีก การทํางานในลักษณะนี้เปนการปรับสมดุลทาง
โครงสรางของฮีโมโกลบินระหวางรูปดีออกซีฮีโมโกลบินและออกซีฮีโมโกลบิน (T ↔ R 
equilibium) นอกจากนี้ยังพบวา 2,3 – BPG จะถูกสรางมากขึ้นในภาวะที่มีออกซิเจนต่ํา เชนบริเวณ
ที่สูงกวาระดับน้ําทะเล (altitude) มากๆ 

 
นอกจากนี้ยังมีสารฟอสเฟตอินทรียอ่ืนๆที่มีผลตอการทํางานของฮีโมโกลบินในลักษณะ

เดียวกัน ไดแก อิโนซิทอลเพนตาฟอสเฟต ที่ทําหนาที่ในนก อะดีโนซีนไตรฟอสเฟตที่ทําหนาที่ใน
ปลาและสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก (amphibian) และกวาโนซีนไตรฟอสเฟตที่ทําหนาที่ในปลา
กระดูกแข็ง นอกจากนี้ยังพบวาในเม็ดเลือดแดงของสัตวเล้ียงลูกดวยนมจะมี ATP ประมาณ 2 มิลลิ
โมลาร ทําหนาที่ปองกันไมใหฮีโมโกลบินจับกับ Mg2+ เกิดเปนสารเชิงซอน (อาภัสสรา, 2547) 

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

ภาวะความเปนกรด หรือการลดคา pH ที่ทําใหมีการปลดปลอยออกซิเจนออกจากโมเลกุลของ
ฮีโมโกลบิน หรือลดคาความชอบตอออกซิเจนของฮีโมโกลบิน ซ่ึงปริมาณของโปรตอนสรางมา
จากคารบอนไดออกไซดที่อยูในเลือดและจากสายฮีโมโกลบิน ดังสมการ 
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H2O   +   CO2

                       H2CO3 
           H2CO3      H+   +   HCO3

- (bicarbonate) 
                         หรือ Polypeptide - NH2                       Polypeptide – NHCOOH 

        Polypeptide – NHCOOH                        Polypeptide – NHCOO- (carbamate)   +   H+ 
 
                 บอรเอฟเฟคเปนสิ่งที่สําคัญตอการทํางานของฮีโมโกลบิน กลาวคือ ชวยใหมีการถาย
โอนออกซิเจนจากฮีโมโกลบินในเลือดสูเนื้อเยื่อ และฮีโมโกลบินสามารถกลับมาทําหนาที่ไดอีก
คร้ังจึงเกิดการทํางานอยางตอเนื่อง (Ritter, 1996)  
 
 คารบอนไดออกไซดทําใหความชอบตอออกซิเจนของฮีโมโกลบินลดลง ซ่ึงจากสมการขางตน 
คารบอนไดออกไซดทําใหเกิดโปรตอนที่มีผลตอการเกิดบอรเอฟเฟค โดยสวนใหญคารบอนไดออกไซด
จะถูกขนสงในรูปไบคารบอเนต 78 เปอรเซ็นต ขนสงในรูปคารบาเมต 13 เปอรเซ็นต และในรูป
สารละลายคารบอนไดออกไซดอิสระ 9 เปอรเซ็นต เมื่อฮีโมโกลบินในรูปคารบาเมตมาที่ปอด ซ่ึง
เปนบริเวณที่มีคารบอนไดออกไซดต่ําแตมีออกซิเจนสูง ทําใหฮีโมโกลบินมีการจับกับออกซิเจนและ
ปลดปลอยคารบอนไดออกไซดเขาสูปอดเพื่อขับออกจากรางกาย (Ritter, 1996 and Horton et al., 2002) 
 

ฮีโมโกลบินของปลา 
 

Martin et al. (1979a) กลาววา เลือดปลาทุกชนิดมีฮีโมโกลบินจํานวนหลายชนิดมาก 
(multiplicity) ซ่ึงความหลากหลายนี้อาจเปนประโยชนในการดํารงชีวิต และไดจัดกลุมฮีโมโกลบิน
ของปลาเปน 3 กลุม ไดแก กลุมที่ 1 มีทั้งฮีโมโกลบินแบบเดี่ยว (single) และแบบหลากหลาย 
(multiple) มีความไวตออุณหภูมิและ pH โดยฮีโมโกลบินแบบหลากหลายไมไดถูกจัดจําแนกตาม
ความสัมพันธดานการทําหนาที่ ฮีโมโกลบินกลุมที่ 2 ประกอบดวยฮีโมโกลบินแบบหลากหลายโดย
แตละแถบของฮีโมโกลบินมีความแตกตางอยางชัดเจนทางดานการทําหนาที่ และกลุมนี้ถือวาเปน
กลุมที่พัฒนาแลว (advanced) ตามวิวัฒนาการฮีโมโกลบินของปลา และกลุมที่ 3 เปนฮีโมโกลบินที่
ไวตอ pH  แตไมมีผลจากอุณหภูมิ 

 
Martin et al. (1979b) ไดศึกษาโครงสรางและหนาที่ของฮีโมโกลบินปลา Amazon 

Stringrays สกุล Potamotrygon  พบวา ฮีโมโกลบินมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 54,000 – 58,000 
ดาลตัน มีบอรเอฟเฟค โดยมีคา P50 ของฮีโมไลเสตที่ไมมีฟอสเฟตลดลง 33 เทา ระหวาง pH 5.95 
และ 9.0 ฮีโมโกลบินแสดงพฤติกรรม cooperative โดยพิจารณาคา n ในสมการของฮิลล (Hill  
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equation) ซ่ึงคา n จะลดลงภายในชวง pH 6.0 และ 9.0 เมื่อเพิ่ม pH ระหวาง 6.3 และ 8.8 คา oxygen 
dissociation rate จะลดลง และคา carbonmonoxide combination rate จะเพิ่มขึ้น โดยคาทั้ง 2 จะ
เปลี่ยนแปลง 4 เทา และคา oxygen dissociation rate จะไวตอฟอสเฟตอินทรีย ซ่ึงเมื่อเติม 1 mM ATP 
ที่ pH  6.3  จะมีคา  oxygen dissociation rate จะเพิ่มขึ้นประมาณ 22 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ยังพบวาคา
ความชอบตอออกซิเจนสูงกวาปลาในกลุมเดียวกันดวย P50 = 12 มิลลิเมตรปรอท ที่ 30 องศา
เซลเซียส เมื่อไมมี CO2 

 
Martin et al. (1979a) ไดศึกษาฮีโมโกลบินของปลา Mylossoma sp. ซ่ึงเปนปลากระดูกแข็ง 

พบวา ฮีโมโกลบินมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 57,000 ดาลตัน และมีน้ําหนักโมเลกุลของหนวยยอย
ประมาณ 14,000 ดาลตัน ฮีโมโกลบินของปลาชนิดนี้ประกอบดวยกลุมแอโนดิก 89 เปอรเซ็นตของ
ฮีโมโกลบินทั้งหมด มีรูทเอฟเฟค (root effect) โดยมีคาการอิ่มตัวดวยออกซิเจน 45 เปอรเซ็นต ที่ 
pH 5.9 ความดันบรรยากาศ 1 บรรยากาศ (atm) และที่ 1 mM ATP และยังแสดงบอรเอฟเฟคเมื่อมี 1 
mM ATP  สวนคา cooperativity ที่พิจารณาคา n ในสมการของฮิลล ที่ pH ตางๆ พบวา ที่ pH 6.7 
และ 1 mM ATP จะไดคา n < 1 และคาจะต่ําลงอีกเมื่อ pH เปน 8.2 นอกจากนี้ยังมีฮีโมโกลบินกลุม
แคโธดิกโดยมีคุณสมบัติที่มีรีเวิรสบอรเอฟเฟค  (reverse bohr effect) ซ่ึงคา  ∆log P50 / ∆ pH = 0.14 
ระหวาง pH 7.0 และ 8.0 และจะเปลี่ยนเปนบอรเอฟเฟคปกติ คือ ∆log P50 / ∆ pH = - 0.13 เมื่อเติม 1 
mM ATP และฮีโมโกลบินนี้ยังแสดง cooperativity ในทุกคา pH ที่ศึกษา แตไมมีรูทเอฟเฟค และยัง
พบวาคา carbonmonoxide combination rate และ oxygen dissociation rate ของฮีโมโกลบินทั้ง 2 
ชนิดขึ้นอยูกับ pH 

 
Martin et al. (1979c) ไดศึกษาฮีโมโกลบินของปลา Pseudodoras ซ่ึงเปนปลาดุกของ

อเมริกาใต พบวา ฮีโมโกลบินมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 66,000 ดาลตัน และน้ําหนักโมเลกุลของ
หนวยยอยประมาณ 14,300 ดาลตัน ไมพบรูทเอฟเฟค มีคาบอรเอฟเฟคเพียงเล็กนอย มีคา 
cooperativity จากคา n ในสมการของฮิลลต่ํา ประมาณ 0.8 – 1.7 ระหวาง pH 6.1 และ 8.6 และกรณี
ไมมีฟอสเฟตมีคา P50 ต่ํามากประมาณ 0.5 มิลลิเมตรปรอท ที่ทุกคา pH ระหวาง 6.1 – 9.0 แสดงวามีคา
ความชอบตอออกซิเจนสูง ซ่ึงเปนผลจากคา carbonmonoxide combination rate โดยพบวา ระหวาง 
pH 6.2 และ 8.1 คา carbonmonoxide combination rate จะเพิ่มขึ้นประมาณ 5 เทา ขณะที่ไมมี
ฟอสเฟตและเมื่อเติม 1 mM ATP คา carbonmonoxide combination rate จะลดลงทุกคา pH 
ของการทดลอง สวนคา oxygen dissociation rate จะลดลง 7 เทา ที่ pH 6.0 – 8.2 ขณะที่ไมมีฟอสเฟต 
และเมื่อเติม 1 mM ATP จะทําใหคาลดลงเปน 10 เทา และที่ pH ต่ํากวา 6 จะลดคา oxygen 
dissociation rate ซ่ึงแสดงวาภาวะกรดทําใหเกิดบอรเอฟเฟค นอกจากนี ้Martin และคณะ (1979d)  
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ยังไดศกึษาฮีโมโกลบินของปลา Brachyplatystoma sp. ซ่ึงเปนปลาดุกแถบเขตรอน พบวา 
ฮีโมโกลบินมีน้ําหนกัประมาณ 69,000 ดาลตัน ฮีโมโกลบินแสดงคุณสมบัติมีบอรเอฟเฟค ฟอสเฟต
เอฟเฟค แตไมมีรูทเอฟเฟค โดยคา P50 ของฮีโมโกลบินที่ผานการทําบริสุทธิ์จะเปลี่ยนจาก 0.3 
มิลลิเมตรปรอท ที่ pH 8.4 เปน 4.5 มิลลิเมตรปรอท ที่ pH 5.9 หลังจากเติมคารบอนไดออกไซด 5.6 
เปอรเซ็นต และคา∆log P50 / ∆ pH ขณะที่ไมมีฟอสเฟตเทากับ – 0.23 แตเมื่อเติม 1 mM ATP จะ
เปน – 0.58 ที่ pH ระหวาง 7.0 และ 8.0 และคา n จากสมการของฮิลลของฮีโมโกลบินขณะทีไ่มมี
ฟอสเฟตจะเปลี่ยนจาก 1 ที่ pH 5.9 เปน 1.7 ที่ pH 7.0 และเมื่อเติม 1 mM ATP คาจะเพิ่มเปน 2 ที่ 
pH 7.4 สวนคา oxygen dissociation rate และคา carbonmonoxide combination rate จะขึน้อยูกบั 
pH โดยคา carbonmonoxide combination rate จะเกดิขึ้นเองที่ pH ต่ําๆ ซ่ึงบงถึงการมี positive 
subunit interaction และ oxygen dissociation rate จะเทากันที่ทุกคา pH  

 
Garlick et al. (1979a) ไดศึกษาฮีโมโกลบินของปลา Hoplosternum litorale (Hancock) ซ่ึง

เปนปลา Air Breathing Catfish พบวา ฮีโมโกลบินขณะที่ไมมีฟอสเฟตมีคาความชอบตอออกซิเจน
สูง ซ่ึงการเกิดบอรเอฟเฟคที่ pH เปนดาง (normal alkaline bohr effect) และมีรูทเอฟเฟค โดยคา
บอรเอฟเฟคและรูทเอฟเฟคจะเพิ่มขึน้เมื่อเติม 1 mM ATP และฮีโมโกลบินของปลาชนิดนีแ้บงเปน 
2 ชนิด คือ HbI และ HbII โดย HbI  ขณะที่ไมมีฟอสเฟตมีความชอบตอออกซิเจนสูง มีรีเวิรสบอร
เอฟเฟค ที่ pH 6.0 และ 8.0 (∆log P50 / ∆ pH > 0) แตไมมีรูทเอฟเฟค  เมื่อเติม 1 mM ATP จะทําใหคา
ความชอบตอออกซิเจนลดลง (∆log P50 / ∆ pH < 0) และไมมีรูทเอฟเฟคเชนเดียวกนั  สวน HbII ขณะที่
ไมมีฟอสเฟตมีคาความชอบตอออกซิเจนต่าํกวา HbI ที่ pH ต่ํา  แตมคีาความชอบตอออกซิเจนสูง
กวา HbI ที่ pH สูง  แสดงวามีบอรเอฟเฟคที่ pH เปนดาง และเมื่อเติม1 mM ATP จะเกดิรูทเอฟเฟค
ที่ pH ต่ํา   

 
Garlick et al. (1979b) ไดศึกษาฮีโมโกลบินของปลา Sternopygus macrurus หรือปลา 

Amazon Knife Fish พบวา มีคา p50 เปน 5.2 มิลลิเมตรปรอท ที่ 30 องศาเซลเซียส ขณะที่ไมมี
คารบอนไดออกไซด และเมื่อเติมคารบอนไดออกไซด 5.6 เปอรเซ็นต คา P50 จะเพิ่มขึ้นเปน 3 เทา สวน
คาความชอบตอออกซิเจนขณะที่ไมมี ATP จะเพิ่มเปน 20 เทา ระหวาง pH 5.8 และ 8.6 ที่ 20 องศา
เซลเซียส แตถาเติม1 mM ATP จะเพิ่มเปน 100 เทา นอกจากนี้ฮีโมโกลบินยังแสดงรทูเอฟเฟค คือมี
เพียง 70 เปอรเซ็นต ที่อ่ิมตัวดวยออกซิเจนที่ pH ต่ํากวา 6 เมื่อ equilibrate ดวยอากาศ สวนคา n จาก
สมการของฮิลลในชวง pH 7.0 – 7.5 มีคาเปน 1 ที่ pH สูง และเปน 1.5 ที่ pH ต่ํา ขณะที่ไมมี ATP 
และเมื่อเติม 1 mM ATP จะไดคาประมาณ 1.0 สวนคา oxygen dissociation rate จะเพิ่มขึ้นเมื่อ pH 
ต่ําลง 
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Galdames – Portus et al. (1979) ไดศึกษาฮีโมโกลบินของปลา Osteoglossum bicirrhosum 

ซ่ึงเปนปลาที่หายใจในน้ํา  และปลา Arapima gigas ซ่ึงเปนปลาที่หายใจในอากาศ พบวา
ฮีโมโกลบินของปลาทั้ง 2 ชนิด มีรูทเอฟเฟคและมีความชอบตอออกซิเจนนอยมากซึ่งเปนลักษณะที่
หายไปอยางสมบูรณของการจับกับลิแกนด (ligand) แบบ cooperativity เมื่ออยูในโครงสรางที่มี
ความชอบตอออกซิเจนต่ํา หรือ T state จะมีการจบักันของหนวยยอยแบบหนวยยอยตางกันจับกนั
ไดดี (heterogeneity) ซ่ึงพบไดในฮีโมโกลบินของปลาทั้ง 2 ชนิด ซ่ึงบงชี้จากคาในสมการของฮิลล
ต่ําและมีจลนศาสตรของ carbonmonoxide combination rate เปนแบบ biphasic สวนความแตกตาง
ของฮีโมโกลบินของปลาทั้ง 2 ชนิดนี ้จะพบที่ pH สูงกวา 8 ซ่ึงแสดงคา ligand affinity สูงที่สุด โดย
พบวาปลา Arapima gigas มีคา ligand affinity ต่ําสุด แตมีคา cooperativity สูงที่สุด 

 
Riggs et al. (1979) ไดศกึษาฮีโมโกลบนิของปลา Hoplias malabaricus ซ่ึงเปนปลาที่

สามารถหายใจในอากาศไดเมื่อน้ํามีปริมาณออกซิเจนต่ํา และปลา Hoplerythrinus unitaeniatus 
ปลาทั้ง 2 ชนิดนี้เปนปลาชั้นต่ํา พบวาเมื่อใชเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสศึกษาฮีโมโกลบินของปลา 
Hoplias จะมี 3 แถบ (band) สวนปลา Hoplerythrinus  มี 4 แถบ คาความชอบตอออกซิเจนของ
ฮีโมโกลบินปลา Hoplerythrinus ขณะที่ไมมีฟอสเฟตมีประมาณ 3 เทา ของปลา Hoplias โดยคา P50 
ของฮีโมโกลบินปลา Hoplias มีประมาณ 1.3 มิลลิเมตรปรอท ที่ pH 6.9 และ 20 องศาเซลเซียส เมื่อเติม 1 
mM ATP จะลดคาความชอบตอออกซิเจนของฮีโมโกลบินปลาแตละชนิดลง 2.6 เทา นอกจากนี้
ฮีโมโกลบินปลาทั้ง 2 ยังแสดงรูทเอฟเฟคและบอรเอฟเฟค โดยคา ∆log P50 / ∆ pH = - 0.40 ขณะที่
ไมมีฟอสเฟตที่ pH 7 – 8  สวนคา oxygen dissociation rate ของฮีโมโกลบินปลาแตละชนิดมีความ
คลายคลึงกัน ซ่ึงมีคาทางจลนศาสตรเปนแบบหนวยยอยที่เหมือนกนัจับกันไดด ี (homogeneous) 
ดวยอัตราคงที่จาก 200 – 250 ตอวนิาที ที ่pH 6.2 และเหลือประมาณ 25 -26 ตอวนิาที ที่ pH 7.7 ทั้งที่มีและ
ไมมีฟอสเฟต  

 
Brunori et al. (1979) ไดศกึษาฮีโมโกลบนิของปลา Pterygoplichthys pardaris หรือปลา 

Acaribodo ซ่ึงเปนปลาในกลุม Cypriniformes พบวาเมือ่ใชเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสศึกษาปลาชนิด
นี้จะมีฮีโมโกลบิน 4 แถบ โดย แถบที่ 1 (HbI) มีประมาณ 50 เปอรเซ็นตของฮีโมโกลบินทั้งหมด ซ่ึงมี
คุณสมบัติแตกตางจากแถบที่ 2 3 และ 4 (HbII) แถบที่ 1 แสดงคุณสมบัติมีรีเวิรสบอรเอฟเฟค ขณะไมมีฟอสเฟต 
โดยคาความชอบตอออกซิเจนขึ้นกับ ATP เพียงชวง pH ต่าํ  ๆ   คาทางจลนศาสตรของ ATP ทําใหคา 
carbonmonoxide combination rate ลดลงและเพิ่มคา oxygen dissociation rate สวนฮโีมโกลบนิแถบ
ที่  2 3 และ 4 มคีุณสมบัตคิลายกนั คือ มีคาบอรเอฟเฟคสูงคาความชอบตอออกซิเจนจะลดลงระหวาง  
 



 

 

18
 
pH 6.2–8.5  ซ่ึงเมื่อลด pH จะทําใหคา oxygen dissociation rate เพิ่มขึ้น แต carbonmonoxide 
combination rate มีคาลดลง สวนผลของ ATP มีเพียงเล็กนอยในชวง pH ที่ทดลอง 

 
 คุณสมบัติที่พิเศษของฮีโมโกลบินของปลาบางชนิด คือ การมีรูทเอฟเฟค เมื่อเลือดมีภาวะ
เปนกรดหรือ pH ต่ํา จะทําใหฮีโมโกลบินมีการบรรจุออกซิเจน (oxygen capacity) ลดลง หรือทําให
คุณสมบัติ cooperative ลดลง เปนผลจากการเพิ่มขึ้นของคารบอนไดออกไซด   คารูทเอฟเฟค
สามารถวัดการเปลี่ยนแปลงปริมาณออกซิเจน เมื่อใหความดันคารบอนไดออกไซด (pCO2) ใน
ปริมาณสูง  ขณะที่ความดันออกซิเจน  (pO2) คงที่  แลวพิจารณาปริมาณออกซีฮีโมโกลบิน
เปรียบเทียบกับปริมาณดีออกซีฮีโมโกลบิน ถามีรูทเอฟเฟคจะมีการเพิ่มขึ้นของดีออกซีฮีโมโกลบิน 
การเกิดลักษณะนี้เกี่ยวของกับกรดอะมิโนในสายฮีโมโกลบินของปลาที่แตกตางจากสัตวอ่ืน เมื่อ
สายฮีโมโกลบินจับกับโปรตอนจะทําใหโครงสรางเกิดการล็อค (locking) ใหอยูในรูปดีออกซี
ฮีโมโกลบิน (T state) ทําใหความสามารถในการบรรจุออกซิเจนลดลงและการทํางานแบบ 
cooperative ก็ลดลง และยังพบวารูทเอฟเฟคในปลาเปนแบบ biphasic คือ มี 2 รูปแบบที่เกิดขึ้น
พรอมกัน คือ เกิดขึ้นเร็วเกิดที่สายอัลฟาและเกิดขึ้นชาเกิดที่สายเบตา ทั้งนี้เปนเพราะตําแหนงหมูฮีม
ภายในสายกลอบินทั้ง 2 ที่เอื้อตอการจับโปรตอนแตกตางกัน (Martin et al., 1979d; Farmer et al., 
1979; Perry and Tufts, 1998) 
 
 Southard et al. (1986) ไดศึกษาฮีโมโกลบินจากปลา Saimo ciarki หรือ ปลา Cutthroat 
Trout พบวา มีฮีโมโกลบิน 9 ชนิด และเมื่อผานการทําใหบริสุทธิ์ พบฮีโมโกลบิน 8 ชนิด ซ่ึงเมื่อ
ศึกษาลักษณะของสายกลอบิน พบวา มี 6 ชนิดเปนแบบ α2β2 และอีก 2 ชนิด เปนแบบ αα’β2 และ 
αα’ββ’ ซ่ึงเปนลักษณะ heterotetramers และพบวามีฮีโมโกลบิน 5 ชนิด ที่มี pI ระหวาง 7.1 – 9.1 
และฮีโมโกลบินอีกชนิดหนึ่งซึ่งมีขนาดเล็ก มี pI = 5.9 ซ่ึงฮีโมโกลบินขนาดเล็กนี้ มีความจําเปนตอ
การจับกับออกซิเจนของฮีโมโกลบินทุกแบบดังที่กลาวมาขางตน และฮีโมโกลบินทุกแบบมี
คุณสมบัติเหมือนกันเกี่ยวกับการจับออกซิเจน คือไมขึ้นกับ pH และอุณหภูมิ และไมมีผลจาก
ปริมาณ ATP  นอกจากนี้ยังพบวามีฮีโมโกลบินขนาดเล็กอื่นๆ ที่มี pI < 5.9 ซ่ึงมีคุณสมบัติเกี่ยวกับ
การจับออกซิเจนเหมือนกัน ยกเวนขึ้นอยูกับ pH และฮีโมโกลบินอีก 2 ชนิด ที่มี pI = 6.5 และ 6.4 มี
คุณสมบัติคลายกันเกี่ยวกับการจับออกซิเจนที่ตองขึ้นอยูกับ pH และอุณหภูมิ   ATP และ GTP จะ
ทําใหความชอบตอออกซิเจนลดลงแตไมมีผลตอ cooperativity โดยผลของ GTP จะนอยกวา ATP 
และเซลลเม็ดเลือดแดงของปลานี้มี ATP และ GTP จํานวนมาก ดวยอัตราสวน ATP : GTP = 3:1 
แสดงวาฟอสเฟตอินทรียทั้ง 2 ชนิด เปนตัวควบคุมที่สําคัญ ซ่ึงตางจากปลา S. gairdneri  ซ่ึงมี
ปริมาณ GTP ต่ํากวามาก  
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 Nakamoto and Mochado (1986) ไดศึกษาฮีโมโกลบินและสายกลอบินของฮีโมโกลบินของ
ปลา Synbranchus marrmoratus จากอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบแปงเจล (agar – starch gel 
electrophoresis) บัฟเฟอรสําหรับเจลใช 42 มิลลิโมลาร ทริส 1.7 มิลลิโมลาร EDTA และอิเล็กโทรด
บัฟเฟอรใช 6.1 มิลลิโมลารบอเรตบัฟเฟอร (borate buffer)  pH 8.8 พบวา ฮีโมโกลบินของปลาชนิด
นี้มี 3 แถบ คือ HbI เปนกลุมแคโธดิก  สวนกลุมแอโนดิก คือ HbII และ HbIII และโดยใชเทคนิค
เซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส ซ่ึงใชบัฟเฟอรที่ประกอบดวย 800 มิลลิโมลาร ทริส 2.1 มิลลิโม
ลาร EDTA pH 8.9 ที่มี 6 โมลารยูเรีย (urea) และ  2.25 มิลลิโมลารเบตาเมอรแคบโตเอธานอล (β-
mercaptoethanol) พบวา ฮีโมโกลบินประกอบดวยสายกลอบิน 4 สาย ไดแก สายอัลฟา 1 อัลฟา 2 
เบตา และแกมมา โดยลักษณะการจับกันเปนเตตระเมอรของฮีโมโกลบิน คือ HbI เปนแบบ α(2)2γ2 
HbII เปนแบบ α(1)2γ2 และ HbIII เปนแบบ α(1)2β2  
 

Harrington (1986) ไดศึกษาฮีโมโกลบินจากปลา Oncorhynchus tshawytscha หรือปลา 
King Salmon พบวา ฮีโมโกลบินของปลาชนิดนี้มีหลายชนิด แบงออกเปนกลุมแอโนดิก ซ่ึงจะพบ
ทุกระยะของการเจริญเติบโต และกลุมแคโธดิกที่พบเฉพาะในชวงปลาโตเต็มวัย ฮีโมโกลบินกลุม
แคโธดิกจะแสดงคุณสมบัติการมีคาความชอบตอออกซิเจน (P50 = 10.2 มิลลิเมตรปรอท ที่ 13 
องศาเซลเซียส pH 7.3) มากกวากลุมแอโนดิก (P50 = 21.8 มิลลิเมตรปรอท ที่ 13 องศาเซลเซียส pH 
7.3)  การจับกับออกซิเจนของฮีโมโกลบินกลุมแอโนดิก จะไวตอ pH อุณหภูมิ ซ่ึงมีความตานทาน
ตออุณหภูมิในการเสื่อมสภาพต่ํา (temperatue denaturation) ที่ pH 6.0 – 8.0 และขึ้นกับสาร
ฟอสเฟตอินทรีย (ATP และ GTP)  สวนการจับออกซิเจนของฮีโมโกลบินกลุมแคโธดิก จะไมขึ้นกับ 
pH และสารฟอสเฟตอินทรีย นอกจากนี้พบวามีการเกิดปฏิกิริยาออทอกซิเดชัน (autoxidation) ที่ pH 
7 หรือต่ํากวา และปฏิกิริยาจะเพิ่มมากขึ้นเมื่อความเขมขนของ Cl- มากขึ้น 

 
Fago et al. (1995) กลาววา ฮีโมโกลบินของปลาไหลยุโรป Anguilla anguilla มี 2 กลุมที่

สําคัญตามเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิส คือ ฮีโมโกลบินกลุมแคโธดิก ซ่ึงมีคา pI สูง มีความชอบตอ
ออกซิเจนสูง มีบอรเอฟเฟคเพียงเล็กนอยหรืออาจมีรีเวิรสบอรเอฟเฟคดวย และสารฟอสเฟต
อินทรียชนิด GTP และ ATP มีผลตอการทํางานมากกวาฮีโมโกลบินของอีกกลุม โดยกลาววากลุม 
แคโธดิก ชวยเก็บออกซิเจนเขาเหงือกภายใตสภาวะออกซิเจนต่ําและภาวะเปนกรด และฮีโมโกลบินอีก
กลุมคือ กลุมแอโนดิก ซ่ึงมีคา pI ต่ํา มีความชอบตอออกซิเจนต่ํา และ pH มีผลตอการทํางานมาก  

 
Pellegrini et al. (1995) ไดศึกษาฮีโมโกลบินจากปลา Muraena Helena หรือปลา Moray 

พบวาการศึกษาโดยใชเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิส ฮีโมโกลบินมีฟโนไทปแตกตางกัน 3 แถบ โดย 
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ฮีโมโกลบินกลุมแคโธดิก 1 แถบ และกลุมแอโนดิก 2  แถบ ฮีโมโกลบินกลุมแคโธดิก จะแสดงการมี
ความชอบตอออกซิเจนเปน 4 เทาของชนิดแอโนดิก  ทั้ง 2 แถบ มีบอรเอฟเฟคนอยมาก และเมื่อเติม 
ATP และ GTP จะลดคาความชอบตอออกซิเจนไดอยางมีนัยสําคัญ ประมาณ 3 – 4  เทาขณะที่ไมมี
ฟอสเฟต สวนฮีโมโกลบินกลุมแอโนดิก ไมพบลักษณะที่แตกตางจากนี้ และแสดงการเพิ่มบอรเอฟ
เฟคและรูทเอฟเฟค ภายใตการควบคุมของ ATP และ GTP ที่แตกตางจากชนิดแคโธดิก แตสงผลตอ
ความชอบตอออกซิเจนที่เหมือนกัน  

 
Perry and Tufts (1998) กลาววา การเกิด oxygenation ของฮีโมโกลบินเปนแบบ 

exothermic คือ สามารถทําใหเกิดความรอนขึ้น (enthalpy) โดยปกตคิวามรอนจะแทรกซึมอยูกับ
ออกซิเจนที่ยังไมไดใหกับเนื้อเยื่อ และจะถูกปลดปลอยขณะที่เกิด oxygenation ที่เหงือก 
สัญลักษณแทนคาความรอน คือ ∆Happ ซ่ึงเทากับ 2.303R(∆ logP50 / ∆ (1/T)) โดยคา R เปนคาคงที่
ของแกส (gas constant) และคา T เปน absolute temperature ซ่ึงความรอนจะเกิดจากการแตกตวัเปน
ไอออน และการจับและการปลดปลอยไอออนทั้งโปรตอนและไอออนลบ (anion) ความรอนที่
เพิ่มขึ้นจะทําใหความชอบตอออกซิเจนของฮีโมโกลบินลดลง ทั้งนี้เกี่ยวกับ pH ที่ลดลงตามการ
เพิ่มขึ้นของความรอน (- 0.01 ถึง - 0.02 pH ยูนิตตอองศาเซลเซียส) ซ่ึงมีผลในลักษณะบอรเอฟเฟค 
และอาจเกี่ยวกบัรูปฮีโมโกลบินที่ไมใหออกซิเจนแกเนื้อเยื่อเพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่มความรอน จึงลด
การบรรจุ (loading) ออกซิเจนที่เหงือกทําใหปริมาณออกซิเจนในเลือดลดลง 

 
Perry and Tuffs (1998) กลาววา ปลามีฮีโมโกลบินหลายชนิด เชน ในกลุมปลา 

Elasmobranchs มี 12 – 13 ชนิด เปน ไอโซฮีโมโกลบิน (isohemoglobin; Iso Hbs)  มีโครงสราง
คลายฮีโมโกลบินของสัตวเล้ียงลูกดวยนมและแตกตางกันตามการพัฒนา (development) เชน 
ฮีโมโกลบินกลุมแอโนดิก ของปลา Salmonid ที่มี 95 เปอรเซ็นตขณะที่เปนลูกปลาวัยออน (fly) ใน
น้ําจืด และจะเหลือเพียง 55 เปอรเซ็นตเมื่อเปนปลา Coho salmon ตัวเต็มวัยในทะเล ฮีโมโกลบิน
ของปลาแตละชนิดมีลักษณะโครงสรางแตกตางกัน (Hb polymorphism) เรียกวา allo Hbs โดยความ
แตกตางนี้เปนผลจากความแตกตางกันตั้งแตระดับยีน (gene) เพื่อการดํารงชีวิตในสิ่งแวดลอมที่
แตกตางกัน และมีการจัดกลุมฮีโมโกลบินในปลาได 3 กลุม คือ กลุมที่ 1 ประกอบดวยฮีโมโกลบิน
ชนิดแอโนดิกเปนหลัก ซ่ึงมีคุณสมบัติบอรเอฟเฟค รูทเอฟเฟค ฟอสเฟตเอฟเฟค (phosphate effect) 
และผลจากอุณหภูมิ (temperature effect) ไดแก ปลา Carp กลุมที่ 2 ประกอบดวยฮีโมโกลบินกลุม 
แอโนดิก ซ่ึงมีคุณสมบัติเหมือนกลุมแรก และกลุมแคโธดิก ซ่ึงมีคุณสมบัติมีความชอบตอออกซิเจน
สูง มีบอรเอฟเฟคเพียงเล็กนอยหรือบางครั้งมีรีเวิรสบอรเอฟเฟค และมีอุณหภูมิเอฟเฟคต่ํา เชน ปลา 
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เทราและปลาไหล และกลุมที่ 3 ประกอบดวยฮีโมโกลบินที่แสดงความไวตอ pH แตจะไมมีผลจากอุณหภูมิ 
ไดแก ปลาทูนา 

 
Chong et al. (1999) ไดศึกษาฮีโมโกลบินจากปลา Dasyatis akajei หรือ ปลา Stingray ซ่ึง

เปนปลาในกลุมปลากระดูกออน (cartilaginous fish) พบวา โครงสรางตติยภูมิในรูปดีออกซี
ฮีโมโกลบินและรูป carbonmonoxyhemoglobin  ของปลาชนิดนี้มีความเหมือนกับ HbA ของคน คือ
เปน α2β2  และโครงสรางจตุรภูมิของปลานี้มีการเปลี่ยนแปลงที่สัมพันธกับสัตวมีกระดูกสันหลังที่มี
เขี้ยว (jawed vertebrate) มีความแตกตาง (deviations)  ระหวางฮีโมโกลบินของปลานี้กับ HbA ซ่ึงถูก
พบในหลายๆสวนของโมเลกุล เชน ที่เกลียว E และ F และพบวามีการกลาย (mutation) และ/หรือ
การเปลี่ยนแปลงโครงรูป β2 บริเวณรอบๆฮีมที่บริเวณปลาย C ของหนวยยอยเบตา ที่บริเวณผิวหนา 
(interface) ระหวางสวน α2 กับ β2 และบริเวณที่ใชจับฟอสเฟตอินทรียของ HbA อยางไรก็ตามความ
แตกตางดานโครงสรางความชอบตอออกซิเจน heme – heme interaction บอรเอฟเฟค และผลของ
ฟอสเฟตอินทรียของฮีโมโกลบินของปลาชนิดนี้มีคาลดลงพอประมาณ และเมื่อเปรียบเทียบกับ 
HbA ของคนจะพบวาความแตกตางทุกอยางในอะตอมของสายหลักที่บริเวณเกลียวฮีโมโกลบินของ
ปลาชนิดนี้มีมากกวาในฮีโมโกลบินของปลากระดูกแข็ง (bony fish) 

 
Prisco et al. (2000) กลาววา ปลามีฮีโมโกลบินหลายชนิดและมีน้ําหนักโมเลกุลใกลเคียงกัน 

เรียกวา Iso Hbs เชน ปลากลุม Salmonids มีฮีโมโกลบิน 8 – 19 ชนิด ความหลากหลายของฮโีมโกลบนิใน
ปลาพบวามีความแตกตางตั้งแตระดับยีน สงผลใหมีหนาที่แตกตางกัน โดยใชเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิส 
สามารถแบงฮีโมโกลบินของปลาเปน 2 กลุม ไดแก กลุมแอโนดิก มีคา pI นอยกวาหรือเทากับ 8  
และกลุมแคโธดิก มีคา pI มากกวาหรือเทากับ 8 โดยกลุมแอโนดิก สามารถพบไดทั่วไปในสัตวมี
กระดูกสันหลังอื่นๆและในปลา ดังนั้นกลุมแอโนดิกจึงถือวาเปนฮีโมโกลบินหลักในปลา  ที่มี
คุณสมบัติมีความชอบตอออกซิเจนต่ํา มีบอรเอฟเฟคและรูทเอฟเฟค สวนกลุมแคโธดิก จะพบใน
ปลาเทานั้น มีคุณสมบัติที่มีความชอบตอออกซิเจนสูง ไมมีบอรเอฟเฟคหรือบางครั้งอาจมีรีเวิร
สบอรเอฟเฟค เชื่อวาเมื่อกลุมแอโนดิกไดรับผลกระทบจากบอรเอฟเฟคและรูทเอฟเฟค กลุมแคโธ
ดิกจะทําหนาที่เปนตัวเก็บออกซิเจน (oxygen carrier) ในภาวะที่มีออกซิเจนต่ําและภาวะเลือดเปนกรด 
(acidosis)  

 
 Tamburrini et al. (2001) ไดศึกษาฮีโมโกลบินของปลา Gymnothorax unicolor หรือปลา 
Brown Moray พบวา ฮีโมโกลบินของปลาชนิดนี้แบงไดเปน 2 กลุม คือ กลุมแคโธดิกและกลุม  
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แอโนดิกตามความแตกตางของคา pI (ภาพที่ 4) คุณสมบัติการจับกับออกซิเจนของฮีโมโกลบินที่
ผานการทําใหบริสุทธิ์ โดยศึกษาอิทธิพลของ Cl- และ/หรือ GTP หรือ ATP ในชวง pH 6.5 – 8.0 
พบวา ฮีโมโกลบินกลุมแคโธดิกขณะไมมีฟอสเฟตจะแสดงรีเวิรสบอรเอฟเฟคเพียงเล็กนอย มี
ความชอบตอออกซิเจนสูง และมี cooperativity ต่ํา ซ่ึง Cl- มีผลลดคาความชอบตอออกซิเจนเพยีง
เล็กนอย และ GTP หรือ ATP จะทําใหคาความชอบตอออกซิเจนลดลง สวนคา cooperativity จะ
สูงขึ้นและทําใหรีเวิรสบอรเอฟเฟคหายไป สวนฮีโมโกลบินกลุมแอโนดิกขณะที่ไมมีฟอสเฟตจะมี
คาความชอบตอออกซิเจนและคา cooperativity ต่ําเหมือนกัน แตแสดงบอรเอฟเฟคปกติ เมื่อเติม Cl- 
จะทําใหเพิ่มคา cooperativity  ขณะที่ ATP และ GTP จะลดคาความชอบตอออกซิเจนที่ pH เปน
กรด และการเพิ่มบอรเอฟเฟคจะเพิ่มรูทเอฟเฟค  
 

 
 
ภาพที่ 4   แสดงคา pI ของฮีโมไลเสตปลา G.unicolor (เลนที่ 1) ฮีโมโกลบินกลุมแคโธดิก (เลนที่ 2) 

ฮีโมโกลบินกลุมแอโนดิก (เลนที่ 3) ดวยเทคนิคไอโซอิเล็กตริกโฟกัสซิง แอมโฟไลท pH 
3.5 - 10.0 ฮีโมโกลบินไดจากการทําใหบริสุทธิ์โดยใชเทคนิคโครมาโทกราฟชนิด 

  DEAE – เซลลูโลส (DEAE- cellulose) 
 

ท่ีมา: Tamburrini et al. (2001) 
 
 เกรียงไกร (2548) ไดศึกษาฟโนไทปและคุณสมบัติทางชีวเคมีของฮีโมโกลบินในปลานิล 
(Oreochromis niloticus) เมื่อใชเทคนิคเซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส พบวาฮีโมโกลบินของ
ปลานิลมี 9 – 11 ชนิด  โดยเทคนิคเซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิสและเนทีฟพอลิอะคริลาไมด
เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส สามารถแบงฮีโมโกลบินเปน 2 กลุม คือ กลุมแอโนดิก มีประมาณ 45.72 
เปอรเซ็นตของฮีโมโกลบินทั้งหมด และกลุมแคโธดิก ซ่ึงสามารถแบงเปนกลุมยอย คือกลุมแคโธดิก I 
และกลุมแคโธดิก II มีประมาณ 47.62 และ 6.66 เปอรเซ็นตของฮีโมโกลบินทั้งหมด  กลุมแอโนดิก
เคลื่อนที่ในระบบอิเล็กโตรโฟรีซิสจากขั้วลบไปยังขั้วบวกไดเร็วกวากลุมแคโธดิก โดยเทคนิค 

pH 10.0 

pH 3.5 
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ไอโซอิเล็กตริกโฟกัสซิง พบวา ฮีโมโกลบินกลุมแอโนดิก มีคา pI 5 - 9 คา ซ่ึงมีคาอยูในชวง 5.28 – 6.80 
และกลุมแคโธดิก มีคา pI 8 – 10 คา มีคาอยูในชวง 7.27 – 9.71 การศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของ
ฮีโมโกลบินโดยเทคนิคเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโทกราฟ โดยใชเซฟาเดกซ G-100 พบวา
ฮีโมโกลบินของปลานิลมีน้ําหนักโมเลกุล 60,792 ดาลตันและโดยเทคนิคแมสเปกโทรเมทรี พบวา
ฮีโมโกลบินของปลานิลมีน้ําหนักโมเลกุล 62,954 ดาลตัน สวนน้ําหนักโมเลกุลของหนวยยอย
ของฮีโมโกลบิน โดยเทคนิคโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส พบวา
มีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 14,021 - 16,561 ดาลตัน โดยเฉลี่ยประมาณ 15,415 ดาลตัน และโดยเทคนิค
แมสเปกโทรเมทรี พบวา หนวยยอยของฮีโมโกลบินของปลานิล มีน้ําหนักโมเลกุล 15,340  15,621 
และ 16,126 ดาลตัน ซ่ึงเปนสายของกลอบิน 3 ชนิด คือ α1   α2  และ β ตามลําดับและจาก
การศึกษาคุณสมบัติทางโลหิตวิทยา  พบวาคาเม็ดเลือดแดงอัดแนนเฉลี่ยของปลานิลมีคา 
25.80 ± 3.71 เปอรเซ็นต (mean ± S.E. ) โดยมีคาอยูในชวง 21.00 - 34.00  เปอรเซ็นตและคา
ความเขมขนของฮีโมโกลบินของปลานิลมีคาอยูในชวง 5.21 - 9.49  กรัมตอเดซิลิตร  หรือเฉลี่ยที่ 7.05 ± 
1.08 กรัมตอเดซิลิตร  (mean ± S.E. ) 
 
ปลาดุก 

 
ปลาดุกมีถิ่นอาศัยแพรกระจายทั่วไปในแถบเอเชียใต เอเชียตะวันออกเฉียงใต และทวีป

แอฟริกา (Teugels, 1996) ที่พบในประเทศไทยเปนปลาดุกสกุล Clarias ซ่ึงเปนปลาพื้นบานที่มี
ความสําคัญทางเศรษฐกิจอีกชนิดหนึ่ง อาศัยอยูในแหลงน้ําจืดทั่วไป แมแตในหนองน้ําขุนที่มีน้ําอยู
เพียงเล็กนอยปลาชนิดนี้ก็ยังสามารถดํารงชีวิตอยูได ทั้งนี้เนื่องจากปลาดุกเปนปลาที่มีอวัยวะพิเศษที่
ชวยในการหายใจ จึงสามารถดํารงชีวิตอยูในน้ําที่มีปริมาณออกซิเจนต่ําได หรือในน้ําที่คอนขาง
กรอยปลาดุกก็ยังสามารถอาศัยอยูไดเปนอยางดี (กองประมงน้ําจืด, 2538) 

 
ปลาดุกสกุล Clarias 

 
ปลาดุกในสกลุ Clarias จัดเปนปลากลุมใหญที่สุดในปลาวงศ Clariidae ประกอบไปดวย

ปลามากกวา 45 ชนิด ปลาหลายชนดิในสกุลนี้มีความสําคัญในการเพาะเลีย้งสัตวน้ํา (Garcia-
Franco, 1993) ปลาในสกุลนีเ้ปนปลาไมมีเกล็ด มีหนวด 4 คู ครีบหลังไมมีกาน ครีบแข็ง แตมกีาน
ครีบออน 48-78 อัน จํานวนกานครีบกน 41-61 อัน ครีบหางและครบีหลังไมติดกนั ครีบอกมีกาน
ครีบแข็ง (pectoral spine) ขางละ 1 อัน ลักษณะกลมใหญปลายแหลม อาจจะหยกัทั้งสองดานหรือ 
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ดานหนาดานเดียว ลักษณะปลายกระโหลกทายทอย (occipital process) อาจแหลมหรือปาน และ
ความยาวกระดูกทายทอยจะเปนกี่เทาของฐานและจุดเริม่ตนของครีบหลังอาจจะอยูใกลหรือหางจาก
กระดกูทายทอยขึ้นอยูกับชนดิ ปลาดุกสกุล Clarias ที่พบในประเทศไทยโดยการรายงานของโสภา 
(2513) ไดแก 

 
1. ปลาดุกดาน (Clarias batrachus) 

 
ปลาดุกดานมีช่ือทองถ่ินหลายชื่อ เชน ดุกเลา ดุกแดง ดุกเอ็น ดุกเผือก เปนปลาที่มีรูปราง

ยาว ความลึกของลําตัวประมาณ 1 ใน 6.0-7.5 และหัวยาวประมาณ 1 ใน 3.50-3.75 ของความยาว
มาตรฐาน กระดูกทายทอยคอนขางแหลม ความกวางของฐานประมาณ 2 เทาของความยาวกระดูก
frontal frontanelle ลักษณะของกระดูกหัวขรุขระ ตาเล็ก ชองวางระหวางตาใหญกวาชองปาก แต
เล็กกวาหัว 2 เทา หนวดที่ขากรรไกรบนยาวถึงกานครีบหลังอันที่ 7 หรือ 8 หนวดที่คางยาวถึงปลายครีบ
อก ระยะหางระหวางจุดเริ่มตนของครีบหลังกับปลายกระดุกทายทอยประมาณ 4.0 - 5.5  เทาของระยะ
ปลายสุดของจงอยปากถึงปลายสุดของกระดูกทายทอย จํานวนกานครีบหลังอยูระหวาง 65-77 อัน 
กานครีบกน 41-58 อัน ครีบหางกลมไมติดกับครีบหลังและครีบกน ครีบทองกลมมีกานครีบ 6 อัน 
มีความยาวถึงครีบกนและยาวประมาณ 2 ใน 3 ของครีบอก ครีบอกกลม มีกานครีบแข็ง 1 อัน มี
ปลายแหลมหยักทั้งสองดานความยาวเทาๆกับระยะหางจากหลังตาถึงชองเปดเหงือก ลักษณะฟนที่
เพดานปากและที่ขากรรไกรบนเปนฟนซี่เล็กๆ จํานวนกระดูกซี่กรอง (gill raker) 16-19 อัน ลําตัวมีสีเทา
ปนดําหรือสีขาว (ดุกเผือก) และสีคอนขางแดง (ดุกแดงหรือดุกเอ็น) ปลาดุกดานสวนมากจะมีจุดขาว
เล็กๆตามตัว มีรายงานพบทั่วประเทศไทย โดยพบอาศัยอยูในน้ําคอนขางนิ่งและขุน มีพื้นเปนโคลน
ตม เชน หวย หนอง บึง บอ คูน้ํา นาขาว และในแองน้ําขังหลังฤดูน้ําหลาก (โยธิน, 2524) 
 
2. ปลาดัก (Clarias meladerma)  

 
ปลาดักเปนปลาที่มีลําตัวยาว ความสูงของลําตัวประมาณ 1 ใน 5.5-7.0 ของความยาว

มาตรฐาน หัวยาวประมาณ 1 ใน 5.0-5.75 ของความยาวมาตรฐาน จากปลายจงอยปากถึงปลาย
กระดกูทายทอยยาวประมาณ 1 ใน 4.0-4.25 ของความยาวมาตรฐาน สวนหวัยาวเทาๆกับสวนลึก 
ลักษณะหวัแบน ขอบดานหลังเอียงลาด กระโหลกศรีษะดานบนขรุขระ ปลายกระดกูทายทอยมี
ลักษณะปานคลายกับปลาดุกอุย ระยะหางระหวางตาเกือบเทากับความกวางของปาก มีหนวด 4 คู 
หนวดที่จมกูยาวถึงครีบหลัง หนวดที่ขากรรไกรยาวถึงครีบหู แตหนวดที่คางสั้นกวา ครีบหลังมีกาน
ครีบ 52-61 อัน ครีบหูมีกานครีบแข็ง 1 อัน กานครีบแขนง 9 อัน ครีบหลังและครีบกนไมตดิกับ 
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ครีบหาง ครีบทองกลมยาวถึงครีบกนและยาวประมาณ 2 ใน 3 เทาของความยาวของครีบห ู มี
กระดกูซี่กรอง 15 อัน มี 2 อันอยูทางสวนหนา ฟนที่ขากรรไกรบนและลางและที่กระดูกสวนกลาง
ของเพดานปากมีลักษณะเลก็และแหลมคม ปลาชนิดนีม้ีลักษณะเดนที่เห็นไดชัดเจน คือ กานครีบ
แข็ง ดานหนาของครีบอกเปนหยกัหรือเปนหนามแหลมเห็นไดชัด ปลาดักนอกจากจะมกีระโหลก
หัวคลายกับปลาดุกอุยแลวยงัมีสีลําตัวเปนสีเทาดําปนเหลอืงคลายกันดวย แหลงที่สํารวจพบ คอื 
จังหวดัพิจิตร และจังหวดันครสวรรค (Mongkolprasit  et al., 1997) 

 
3. ปลาดุกอุย (Clarias macrocephalus) 

 
ปลาดุกอุยมีลักษณะคลายกับปลาดุกดานมาก แตลักษณะที่แตกตางกัน คือ ปลาย occipital  

process มีลักษณะโคงมน ความกวางของฐานประมาณ 3-5 เทาของความยาวฐานครีบหลัง ครีบหาง
และครีบกนไมติดกัน ระยะจากปลายกระดูกทายทอยถึงจุดเริ่มตนของครีบหลังประมาณ 1 ใน 5-7 
ของความยาวจากปลายสุดของจงอยปากถึงปลายกระดูกทายทอย ครีบหลังมีกานครีบ 68-72 อัน ครีบ
กน 47-52 อัน มีจํานวนกระดูกซี่กรอง (gill raker) ประมาณ 32 ซี่ ลักษณะสีของลําตัวมีสีเทาปน
ดําและสีเหลือง เมื่อดูอยางผิวเผินคลายปลาดักแตตางกันตรงกานครีบแข็งของครีบอก มีรายงาน
พบทั่วประเทศไทย แหลงที่พบคือ  แมน้ํา ลําคลอง หนองบึง (Mongkolprasit  et al., 1997) 

 
4. ปลาดุกลําพัน (Clarias nieuhofii) 

 
ปลาดุกลําพันมีรูปรางลักษณะทั่วไปคลายกับปลาดุกอุยมาก   แตลําตัวจะคอนขางยาว  

เดิมเชื่อกันวาลักษณะเดนของปลาดุกลําพันคือ ครีบหลัง ครีบกนและครีบหางติดกัน แตภายหลัง
พบวา ลักษณะดังกลาวมีความแปรปรวนภายในชนิดสูง นอกจากนี้ลักษณะฟนที่กระดูกสวนกลาง
เพดานปาก (vomerine teeth) มีลักษณะแตกตางไปตามชนิด Smith (1945) รายงานวาปลาดุกสกุล 
Prophagorus (ช่ือสกุลเกาของปลาดุกลําพัน) ที่พบในประเทศไทยมี 2 ชนิด คือ P.nieuhofii และ P. 
cataractus  ลักษณะของปลาดุกลําพันชนิด P.nieuhofii คือ มีลําตัวยาวมาก ความลึกของลําตัว
ประมาณ 1 ใน 8.8-9.0 ของความยาวทั้งหมด  หัวยาวประมาณ 1 ใน 6.2 ของความยาวทั้งหมด 
กระดูกทายทอยปานคลายปลาดุกอุย frontal fontanel อยูหางจากหลังขอบตามาก และมีขนาด
เทาๆกับ occipital fontanel   ตาเล็ก เสนผาศูนยกลางประมาณ 1 ใน 13 ของหัว ระยะหางระหวางตา
ยาวกวาชองเปดของปากซึ่งยาวไมถึงครึ่งหนึ่งของหัว หนวดที่จมูกยาวถึงขอบหลังของ occipital 
fontanel หนวดที่ขากรรไกรบนยาวถึงปลายของครีบอก หนวดที่คางยาวถึงฐานครีบอก ระยะจาก
ปลายกระดูกทายทอยถึงหนาครีบหลังประมาณ 1 ใน 2.6 ของหัว (วัดจากปลายสุดของจงอยปากถึง 



 

 

26
 
ปลายสุดของกระดูกทายทอย) ครีบหางกลม ฐานของครีบหลัง ครีบกนและครีบหางติดกัน แต
แยกกันตรงปลายครีบเล็กนอย ครีบทองคอนขางกลมอยูใกลกับรูทวารมากและตรงสวนปลายทับ
ครีบกนยาวประมาณ 1 ใน 3.5 ของหัว ครีบอกสั้นกลม ยาวไมถึงระดับเดียวกับจุดเริ่มตนของครีบ
หลัง หรือยาวประมาณ 1 ใน 3.1 ของหัว กานครีบเดี่ยวของครีบอกแข็งเรียบ มีจํานวนกานครีบหลัง
และครีบกนอยูระหวาง 87-106 อัน และ 69-95 อัน ตามลําดับ ฟนที่กระดูกสวนกลางของเพดาน
ปาก (vomerine teeth) เปนแถบรูปรางคลายพระจันทรเสี้ยว (crescentric band) และมีปุมยื่นจาก
บริเวณกลางแถบฟนออกไปทางดานหลัง  ซ่ึงปุมที่ยื่นออกไปนี้  ใชแยกความแตกตางจาก 
P.cataractus  ซ่ึงแถบฟนดังกลาวเปนแถบโคงมนเล็กนอย และไมมีปุมลักษณะดังกลาว ปลาดุกลํา
พันมีสีลําตัวคอนขางดํา มีจุดสีขาวตามลําตัว ยกเวนที่ทอง จุดสีขาวทางดานบนของลําตัวเรียงกัน
เปนแถวตามขวางประมาณ 13-20 แถว  ศราวุธ และคณะ(2538) รายงานวา ลักษณะสีของลําตัวปลา
ดุกลําพันจะเปลี่ยนไปตามอายุ ขนาด และสภาพแวดลอม โดยปลาขนาดโตเต็มวัยมีสีน้ําตาลเขม แต
เมื่อนํามาเลี้ยงในบอจะมีสีน้ําตาลเหลือง ปลาดุกลําพันพบแพรกระจายในหมู เกาะอินโด-
ออสเตรเลีย แถบหมูเกาะมะละกาในฟลิปปนส  ในประเทศไทยสํารวจพบในภาคใตฝงตะวันออก 
ในภาคตะวันออกพบที่จังหวัดตราด (โสภา, 2513) ปลาดุกลําพันเปนปลาที่คอนขางทนทานและ
เจริญเติบโตไดดีในสภาพดินหรือน้ําที่เปนกรดและมีปริมาณออกซิเจนละลายน้ําต่ํา จึงทําใหปลา
ชนิดนี้มีการแพรกระจายคอนขางแคบ มีแหลงอาศัยจํากัดเฉพาะในสภาพปาพรุที่รกทึบเทานั้น ไมมี
รายงานวาพบปลาชนิดนี้เลยในแหลงน้ําธรรมชาติทั่วไป ปจจุบันปลาดุกลําพันเปนปลาที่คอนขาง
หายากและเสี่ยงตอการสูญพันธุ (ศราวุธ และคณะ, 2538) 
 
5. ปลาดุกยักษ (Clarias gariepinus)  

 
ปลาดุกยักษ ดกุเทศ หรือดุกรัสเซีย เปนปลาที่มีถ่ินกําเนิดอยูในทวีปอัฟริกา สัณนษิฐานวามี

การนําเขามาในประเทศไทย โดยผานทางสาธารณรัฐประชาธิปไตยประชาชนลาว ในป พ.ศ. 2528 
(มานพ และคณะ, 2533) ปลาดุกยักษมีลักษณะเดน คอื มีหัวใหญและแบน กะโหลกเปนตุมๆไม
เรียบ มีรอยบุมตรงกลางเล็กนอย ใตคางและผนังทองมีสีขาวตลอดจนถึงโคนหาง มีหนวด 4 คู โคน
หนวดใหญ ลักษณะกระโหลกเปนหยักแหลม มี 3 หยกั ปากปานแบนหนา ฟนที่เพดานเรยีงตัวกัน
เปนแผนรูปพระจันทรเสี้ยว ที่ครีบหูมีกานครีบแข็งเปนเงี่ยงใหญแตส้ันนิ่มไมแหลม และมีสวนของ
เนื้อเยื่อหุมถึงปลายครีบแข็ง ปลายครีบหลังมีสีออกแดง ครีบหางกลมใหญ สีเทา ปลายครีบหางมีสี
แดงและมีแถบสีขาวคาดบริเวณคอดหาง สีลําตัวออกสีเทา หรือเทาอมเหลือง ไมมีจุดประตามลําตัว 
เมื่อปลาโตเต็มวัยจะปรากฏลายคลายหินออนอยูทั่วตวั ปลาดุกยักษเปนปลาซึ่งทําใหการเพาะเลี้ยง
ปลาดุกในประเทศไทยเปลี่ยนแปลงไปอยางมาก หลังจากที่กลุมวิจัยการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา สถาบันวิจัย 
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ประมงน้ําจดื กรมประมง ประสบความสําเร็จในการผสมเทียมขามพันธุ ระหวางปลาดกุอยุเพศเมียกับ
ปลาดกุยกัษเพศผู  ไดลูกปลาผสมเรยีกวา “บิ๊กอยุ” หรือ”ดกุอยุเทศ”  ในป พ.ศ. 2531 ปลาดุกลูกผสมที่
ไดมีอัตราการเจริญเติบโตที่รวดเร็วมากและมีความตานทานโรคตางๆไดดีกวาปลาดุกอุย จึงไดสงเสริม
ใหเกษตรกรลองเลี้ยงดู ปรากฏวาไดผลเปนที่นาพอใจ ทําใหปลาดกุอุยเทศเขามาแทนที่ตลาดปลา
ดุกอุยและปลาดุกดานอยางรวดเรว็ สวนการผสมขามพันธุระหวางปลาดุกอุยเพศผูกับปลาดุกเทศ
เพศเมีย พบวาลูกที่ไดไมแข็งแรงและมีอัตรารอดต่ํา สวนการผสมขามพันธุระหวางปลาดุกดานกับ
ปลาดุกยักษยังไมประสบความสําเร็จเทาที่ควร (มานพ และคณะ, 2531) 

 
ปลาตะเพียน 

 
 ปลาตะเพียนขาวจัดอยูในครอบครัว Cyprinidae ซ่ึงเปนครอบครัวของปลาน้ําจืดมีเกล็ดใน
ประเทศไทยทีใ่หญที่สุด แบงเปน 55 สกุลใน 4 ครอบครัวยอย ซ่ึงสวนใหญจะเปนปลาที่มี
ความสําคัญทางดานเศรษฐกจิและการอนุรักษ เชน ปลายี่สกไทย (Probarbus jullieni) ปลา
ตะเพยีนทอง (Puntius altus) ปลากะโห (Catlocarpio siamensis) ปลาตะโกก (Cyclocheilichthys 
enoplos) และปลาหางไหม (Balantiocheilos melanopterus) เปนตน สําหรับสกุลของปลาตะเพียน
ขาว มีผูจําแนกแตกตางออกเปน 2 สกุล คือ สกุล Barbus และสกุล Puntius แตโดยทัว่ไปแลวจะใช
สกุล Puntius ซ่ึงลักษณะที่สําคัญของปลาในสกุลนี้ คือ ลําตัวแบนขางมาก รูปรางคอนขางยาวรี ปาก
ยืดหดเฉียงลง มีหนวด 2-4 คู พบในประเทศไทยจํานวน 32 ชนิด (Smith, 1945) นอกจากนี้ Smith 
ยังพบวาปลาตะเพยีนขาวมใีนแถบประเทศกลุมอินโดจนี เกาะชวา เกาะสุมาตราและประเทศไทย 
สําหรับในประเทศไทยนั้น Suvatti (1950) พบวามีปลาตะเพยีนขาวในแมน้ําตามจังหวัดตางๆของ
ภาคกลางและภาคเหนือ เชน แมน้ําเจาพระยา แมน้ํานครนายก แมน้ําปาสัก แมน้ําปง  สมโภชน และ
คณะ (2519) ไดพบการแพรกระจายของปลาตะเพียนขาวในแมน้ําปงตอนบน แมน้ําเจาพระยา 
แมน้ําโขง แมน้ํามูล กวานพะเยา บึงบอระเพ็ด หนองหาร อางเก็บน้ําเขื่อนภูมิพล อางเก็บน้ําเขื่อน
อุบลรัตน สําหรับในภาคใตไมมีรายงาน 
 
 ปลาตะเพียนขาวเปนปลาน้ําจืดที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจอีกชนิดหนึ่งของไทย เนื้อมี
รสชาดดี นิยมรับประทาน เล้ียงงาย เจริญเติบโตเร็ว เปนปลาเกล็ดใหญ ลําตัวสีเงิน สวนหลังมีสีคลํ้า
เล็กนอย สวนทองมีสีขาวครีม ครีบทองและครีบกนมีสีเหลืองปนสมเล็กนอย ครีบหูมีสีเหลืองออน
จางๆ ครีบหางและครีบหลังมีสีเทาปนเหลือง ครีบหลังมีกานครีบแข็ง 3 กาน และกานครีบออน 8 
กาน กานครีบแข็งอันสุดทายของครีบหลังเปนกระดูกแข็งและหยักทางดานหลัง ครีบกนมีกานครีบ
แข็ง 3 กาน และกานครีบออน 6 กาน เสนขางตัวมี 1 เสน และมีเกล็ดตามเสนขางตัว 26-28 เกล็ด ลําตัว 
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กวางแบนขาง สวนหลังยกสูงขึ้น ความลึกของลําตัวเปน 2.2-2.6 เทาของความยาวมาตรฐาน ความ
ยาวหัวเปน 3.9-4.2 เทาของความยาวมาตรฐาน จงอยปากกลม ปากเล็กอยูปลายสุด มีหนวด 2 คูส้ัน
มาก (พินิจและโยธิน, 2527) ปลาชนิดนี้เปนปลาที่นิยมใชในโครงการปลอยปลาเพื่อเพิ่มผลผลิต
ทางการประมงใหกับแหลงน้ํา นอกจากนี้ยังสามารถนํามาเลี้ยงไดในบอดินที่มีขนาดตั้งแต 200 
ตารางเมตรขึ้นไป มีความลึกเฉลี่ย 1.0 เมตร และยังสามารถเลี้ยงไดในรองสวน นาขาวและกระชัง 
เนื่องจากเปนปลาที่กินอาหารไดหลายชนิด สวนใหญเปนพืชน้ําและพืชบกบางชนิด พืชที่มีขนาด
ใหญปลาจะเลือกกินสวนที่ออน เชนใบและยอด สวนอาหารประเภทสัตวก็พบวากินบางแตนอย
มาก ซ่ึงมักเปนอาหารประเภทตัวออนของแมลง ปลวก ไหม และกุงฝอยขนาดเล็ก ปากปลาชนิดนี้มี
ขนาดกวางพอประมาณ มีฟนบดในลําคอเปนชนิดกัดบด ชวยใหเคี้ยวพืชไดดี ในการเพาะเลีย้งอาจมี
การใหอาหารสมทบ จําพวกแหนเปด ผักบุง เศษผัก หรือใหอาหารผสมประกอบดวย ปลายขาว รํา
ละเอียด ปลาปน กากถ่ัวลิสง ฯลฯ โดยใหวันละ 1 คร้ัง ในอัตรา 3-5 เปอรเซ็นตของน้ําหนักตัว 
ผลผลิตจากการเลี้ยงจะมีความแตกตางกันไปตามรูปแบบของการเลี้ยงและชนิดของอาหารที่ใชใน
การเลี้ยง ผลผลิตที่ไดจากการเลี้ยงในบอดินที่มีการใหอาหารสมทบมีผลผลิตเฉลี่ย 400-600 กิโลกรัม
ตอไร (พินิจและโยธิน, 2527) 
 
 Hora and Pillay (1962) พบวาลูกปลาตะเพียนขาวขนาดเล็กจะกินสาหรายเซลลเดียวแพลง
ตอนและสัตวขนาดเล็ก จงึจดัอยูในจําพวกกินแพลงคตอน (plankton feeder) สํารอง (2512) พบวา 
เมื่อลูกปลาตะเพียนขาวมีความยาวมากกวา 5 นิ้วข้ึนไป จะเริ่มเปลี่ยนนิสัยมากนิอาหารจําพวกพชื
ขนาดใหญ จึงจัดอยูในพวกกินพืชผัก (vegetable feeder) ดวย 
 
 ปลาตะเพียนขาวสามารถแพรขยายพันธุวางไขไดในแมน้ําธรรมชาติ เมื่อมีสภาพแวดลอมที่
เหมาะสมอาจจะผสมพันธุวางไขเองในบอเล้ียงที่เปนบอดิน แตมีอัตราการผสมเปนตัวและอัตราการ
รอดตายของลูกปลาต่ําเมื่อเทียบกับลูกปลาที่ไดจากการแพรขยายพันธุโดยวิธีฮอรโมนผสมเทียม ปลา
ตะเพียนขาวขนาดโตเต็มวัยที่สมควรใชเปนพอแมพันธุ ควรเปนปลาที่มีอายุเกิน 1 ปขึ้นไป แมพันธุ
ปลาที่จะนํามาเพาะพันธุจะตองคัดปลาตัวที่มีทองอูมเปงและนิ่ม บริเวณชองเพศมีสีชมพูและบวม 
ถาใชมือลูบคลําตามลําตัว ครีบหูและกระดูกก็จะรูสึกล่ืน สวนพอพันธุที่เหมาะสมบริเวณดังกลาวจะ
สาก ถาเอามือบีบเบาๆ บริเวณชองเพศของปลาเพศผูจะมีน้ําเชื้อสีขาวคลายน้ํานมไหลออกมา (พินิจ
และโยธิน, 2527) การเพาะพันธุปลาชนิดนี้จะใชวิธีฉีดฮอรโมนผสมเทียมเรงใหแมปลาวางไข โดย
ฉีดฮอรโมนใหกับแมปลาที่มีไขแกในอัตราความเขมขน 1-2 โดส (dose) ปริมาณฮอรโมนที่ฉีดให
แมปลานั้นขึ้นกับฤดูกาลและความสุกแกของไข ถาไขแกมากขึ้นก็ใชฮอรโมนปริมาณลดลง 
ภายหลังการฉีดฮอรโมนเสร็จแลว ประมาณ 6 ช่ัวโมงก็สามารถรีดไขผสมกับน้ําเชื้อไดโดยวิธีแหง 
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แบบดัดแปลง (modified dry method) ถาไมใชวิธีผสมเทียมก็อาจปลอยใหพอแมพันธุผสมกันเองได 
โดยใชตัวเมียตอตัวผู 1:1 ปลอยลงในกระชังเดียวกัน แลวใชน้ําพนลงในกระชังตลอดเวลาเพื่อเปน
การชวยเพิ่มออกซิเจน เพราะปลาที่ฉีดฮอรโมนแลวจะใชออกซิเจนเพิ่มขึ้นประมาณ 50 เปอรเซ็นต และ
การที่ปลาไดรับน้ําใหมจะชวยกระตุนใหแมปลาพรอมที่จะวางไข ภายหลังการฉีดฮอรโมนประมาณ 4-6 
ช่ัวโมง ปลาจะเริ่มผสมพันธุกัน ปลอยทิ้งไว 2 ช่ัวโมงปลาจะไขออกหมด นําไขที่ไดไปฟกในกรวย
ฟกไข หรือกระชังเพาะฟกก็ได ไขที่ไดรับการผสมจะฟกเปนตัวภายในเวลา 8-12 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิ
ของน้ํา 26-31 องศาเซลเซียส (พินิจและโยธิน, 2527) หลังจากไขฟกออกเปนตัวแลว ตองอนุบาลลูก
ปลาขนาดเล็กในกระชังตอไป โดยใหไขแดงตมสุกบดละเอียดเปนอาหารประมาณ 2-3 วัน จึงยาย
ไปอนุบาลตอในบอดินที่เตรียมไวเปนเวลา 2-3 สัปดาห จะไดลูกปลามีความยาวประมาณ 3 
เซนติเมตร 
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อุปกรณและวิธีการ 
 
1.  การเก็บตัวอยางเลือดปลาดุกและปลาตะเพียน 
 

อุปกรณ 
  

1. เข็มฉีดยาเบอร 23 ความยาว 1.0 นิ้ว 
2. กระบอกฉีดยาขนาด 3 ซีซี 
3. หลอดเก็บตวัอยาง 
 
สารเคมี 
 
เฮปาริน (heparin) 
 

สัตวทดลอง 
 
ปลาดุกและปลาตะเพียนที่นํามาใชในการทดลองในครั้งนี้เปนปลาที่ไดมาจากบอเล้ียงปลา

แบบปลอยตามธรรมชาติของคณะประมง มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน โดยปลาที่
นํามาใชในการศึกษาเปนปลาที่มีขนาดโตเต็มวัย ปลาดุกที่โตเต็มวัยมีขนาดความยาวลําตัวมากกวา 
25 เซนติเมตรและมีน้ําหนักตัวมากกวา 150 กรัมขึ้นไป สวนปลาตะเพียนที่โตเต็มวัยมีขนาดความ
ยาวลําตัวมากกวา 20 เซนติเมตรและมีน้ําหนักตัวมากกวา 100 กรัมขึ้นไป  ปลาทั้งสองชนิดคัดมา
แบบคละเพศ จํานวนอยางละ 30 ตัว โดยปลาทุกตัวไมแสดงอาการปวยทางคลีนิกในวันที่ทําการ
เก็บตัวอยาง  

 
วิธีการ 

 
ทําการเก็บตัวอยางเลือดปลาดุกและปลาตะเพียน โดยเจาะเก็บจากเสน caudal vein  ตัวละ

ประมาณ 2 มิลลิลิตร นําตัวอยางเลือดที่ไดแบงใสหลอดเก็บตัวอยางเลือดที่บรรจุสารปองกันการ
แข็งตัวของเลือดเฮปาริน เพื่อทําการเก็บ whole blood  
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2. การศึกษาคาเม็ดเลือดแดงอัดแนน (hematocrit;hct  หรือ packed cell volume; PCV) ตามวิธี
ของ Brown (1993) 

 
อุปกรณ 
 
1. เครื่องเซนตริฟวจ (hematocrit centrifuge, Hettich 2011) 
2. หลอดไมโครแคปปลลารี (micro-capillary tube) 
3. ดินน้ํามัน (plasticine) 
4. แผนเทียบคาฮีมาโตคริท (hematocrit chart) 
 
สารตัวอยาง 
 
เลือดปลาดุกและปลาตะเพยีน (whole blood) 
 
วิธีการ 
 
1. ใชหลอดไมโครแคปปลลารีดูดเลือดปลาดุกและปลาตะเพียนประมาณ 2 ใน 3 ของ

หลอด โดยผสมเลือดกอนการดูด ใชนิ้วช้ีหรือนิ้วกลางอุดปลายหลอดไว 
2. ทําการอุดปลายหลอดไมโครแคปปลลารีดานที่เหลือดวยดินน้ํามัน 
3. นําไปปนดวยเครื่องเซนตริฟวจที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาท ีโดยหนั

ดานที่อุดดนิน้าํมันออกดานนอกชิดกับขอบจานเครื่องปนเหวี่ยง และวางหลอดไมโครแคปปลลารี
ใหสมดุลกัน 

4. เมื่อครบตามเวลาก็นําหลอดไมโครคะปลลารีไปอานเทียบคากับแผนเทียบคาฮีมาโตคริท 
คาที่ไดจะเปนเปอรเซ็นตเม็ดเลือดแดงอัดแนนของปลาดกุและปลาตะเพียน 
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3. การศึกษาความเขมขนของฮโีมโกลบนิโดยวิธี cyanmethemoglobin (Bio Medical Laboratories, 
Thailand) 

 
อุปกรณ 
 
เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (UV – visible recording spectrophotometer UV – 160, 

Shimadzu, Japan) 
 
สารเคมี 
 
1. น้ํายาฮีโมโกลบิน (hemoglobin reagent, Bio-Medical Laboratories, Thailand) 
2. สารละลายฮีโมโกลบินมาตรฐาน (hemoglobin standard, Bio-Medical Laboratories, 

Thailand) 
 
สารตัวอยาง 
 
เลือดปลาดุกและปลาตะเพียน (whole blood) 
 
วิธีการ 
 
ทําการทดลองดังตารางที่ 1 และตารางที่ 2 โดยทําซ้ํา 2 คร้ัง 

 
ตารางที่ 1  การเตรียมสารละลายฮีโมโกลบินปลาดุกและปลาตะเพียน 
 

สารละลาย blank ตัวอยางเลือดปลาดุก/ปลา
ตะเพยีน 

น้ํายาฮีโมโกลบิน(มิลลิลิตร) 5.0 5.0 
ตัวอยางเลือด (มิลลิลิตร) - 0.02 
น้ํากลั่น (มิลลิลิตร) 0.02 - 
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ผสมใหเขากันตั้งทิ้งไวเปนเวลา 5 นาที และนํามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร 
 
ตารางที่ 2  การเตรียมสารละลายมาตรฐานฮีโมโกลบิน 
 

หลอดที่ blank 1 2 3 4 5 
สารละลาย (กรัมตอเดซิลิตร) - 4 8 12 16 20 
สารละลายฮีโมโกลบินมาตรฐาน (มิลลิลิตร) - 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 
น้ํายาฮีโมโกลบิน (มิลลิลิตร) 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 - 
 
ผสมใหเขากันตั้งทิ้งไวเปนเวลา 5 นาที และนํามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร 
 

นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดจากตารางที่ 2 มาสรางกราฟมาตรฐาน เปรียบเทียบคาการ
ดูดกลืนแสงที่ไดจากตารางที่ 1 กับกราฟมาตรฐานเพือ่หาความเขมขนของฮีโมโกลบินของปลาดุก
และปลาตะเพยีน 

 
4. การเตรียมสารละลายฮีโมโกลบินหรือฮีโมไลเสตจากเลือดปลาดุกและปลาตะเพียน 

 
อุปกรณ 
 
1. เครื่องเซนตริฟวจแบบควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge, Hermle Z 233 MK-2) 
2. ดรอปเปอรไปเปต (dropper pipette) 
3. เครื่องวอรเท็กซมิกเซอร (vortex mixer, Vortex Genie – 2 TM) 
4. ตูแชแข็งอณุหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 
สารเคมี 
 
1.โซเดียมคลอไรด 0.9 เปอรเซ็นต (0.90% sodium chloride, NaCl) 
2. สารละลายฮีโมไลเสต (hemolysate reagent) ประกอบดวย 0.005 โมลาร EDTA และ 

0.07เปอรเซ็นตโพแตสเซียมไซยาไนด (potassium cyanide) 
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สารตัวอยาง 
 
เลือดปลาดุกและปลาตะเพยีน (whole blood) 
 
วิธีการ 
 
นําตัวอยางเลือดของปลาดุกและปลาตะเพยีนมาปนดวยเครื่องเซนตริฟวจที่ความเรว็ 3,500 

รอบตอนาที ที่อุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เพื่อแยกพลาสมาออกจากเม็ดเลือดแดง 
หลังจากนัน้ลางเม็ดเลือดแดง 3 คร้ังดวย 0.9 เปอรเซ็นตโซเดียมคลอไรดปริมาตรเทากับตัวอยาง 
เลือด แลวนําไปปนที่ความเร็ว 3,500 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 
หลังจากนัน้ดดูสวนใสทิ้งและนําเม็ดเลือดแดงทีไ่ดมาเติมสารละลายฮีโมไลเสตในอัตราสวน 1 : 6 
ผสมใหเขากันโดยใชเครื่องวอรเท็กซมิกเซอรเพื่อใหเม็ดเลือดแดงแตก นําไปปนที่ความเร็ว 11,500 
รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาทีเพื่อกําจดัเศษเซลล (cell debris) และผนงั
เซลล (cell membrane) เก็บของเหลวหรือสารละลายฮีโมโกลบินหรือฮีโมไลเสตที่อยูดานบนไวที่
อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียสเพื่อทําการวิเคราะหตอไป (ดัดแปลงจาก Tamburrini et al., 2001; Fago et al., 
1995) 

 
5. การศึกษาฟโนไทปและชนิดของฮีโมโกลบินปลาดุกและปลาตะเพียนโดยวิธีเซลลูโลส 
อะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส และวิธีเนทีฟพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส  

 
5.1 วิธีเซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส ( Helena Laboratories, France, 2001) 
 
อุปกรณ 
 
1. ชุดเครื่องมือเซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส (Helena Laboratories, France) 
2. เครื่องจายกระแสไฟฟา (Titan Plus, Helena Laboratories, France) 
3. แผนเซลลูโลสอะซีเตต (TITAN III-H) ขนาด 76 x 60 มิลลิเมตร 
4. จานแกว 

5. ตูอบ (Memmert UM 500, Germany) 
6. กระดาษกรอง เบอร 1 
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7. แผนสไลด 
8. กระดาษกรองแผนยาว (wick) 
9. โปรแกรมวเิคราะหแผนเจล Quantity One (Bio-Rad  Laboratories, U.S.A.) 
 
สารเคมี 
 
1. สารละลายบัฟเฟอร ใชสารละลายบัฟเฟอรทริส-EDTA-กรดบอริก (Supre-Heme 

Buffer) pH 8.2-8.6 
2. สียอมพองโซเอส (Ponceau S) ประกอบดวย 0.5 เปอรเซ็นตพองโซเอส ในสารละลาย 

3.5 เปอรเซ็นตกรดซัลโฟซาลิไซลิก (sulfosalicylic acid) และ 3.5 เปอรเซ็นตกรดไตรคลอโรอะซิติก 
(trichloroacetic acid) 

3. สารลางสียอม (destaining reagent) ประกอบดวย 5 เปอรเซ็นตกรดอะซิติก 
4. สารละลาย clearing ประกอบดวย 

- กรดอะซิติก (acetic acid) 30 สวน 
- เมธานอล (methanol) 70 สวน 
- Clear aid 4 สวน (Helena Laboratories, France) 

5. สารละลายฮีโมโกลบินมาตรฐาน [hemoglobin control (AFSA2)] (Helena Laboratories, 
France) 

 
สารตัวอยาง 
 
สารละลายฮีโมโกลบินหรือฮีโมไลเสตของปลาดุกและปลาตะเพียน 
 
วิธีการ 
 
1. นําแผนเซลลูโลสอะซีเตตมาแชในสารละลายบัฟเฟอรและเริ่มจับเวลาเมื่อบัฟเฟอรทวม

แผนเปนเวลา 5 นาที 
2. เทสารละลายบัฟเฟอรประมาณ 100 มิลลิลิตร ลงในอางอิเล็กโทรดทั้ง 2 ขางของชุด

เครื่องมืออิเล็กโตรโฟรีซีส ใชกระดาษกรองเปนสะพานเชื่อมกระแสไฟฟาระหวางแผนเซลลูโลส 
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อะซีเตตและสารละลายบัฟเฟอร โดยแชใหชุมดวยบัฟเฟอรและวางพาดลงในอางอิเล็กโทรดทัง้ 2 ขาง  

3. หยอดสารละลายฮีโมโกลบินของปลาดุก ปลาตะเพยีนและสารละลายฮีโมโกลบิน
มาตรฐานปริมาตร 8 ไมโครลิตรในชองใสตัวอยาง ปดดวยแผนสไลดเพื่อปองกันการระเหย 

4. นําแผนเซลลูโลสอะซีเตตที่แชในบัฟเฟอรครบ 5 นาทีมาซับดวยกระดาษกรอง
ใหหมาด วางแผนเซลลูโลสอะซีเตตบนเพลทแอพพลิเคเตอร (applicator plate) ที่ตําแหนงขั้ว
ลบ (cathode application) แลวใชแอพพลิเคเตอร (applicator) เคลือบสารละลายฮีโมโกลบิน
ของปลาดุก ปลาตะเพียนและสารละลายฮโีมโกลบินมาตรฐานที่หยอดไวในชองใสตัวอยางมาลง
บนแผนเซลลูโลสอะซีเตต 

5. นําแผนเซลลูโลสอะซีเตตที่ใสตัวอยางแลวมาวางคว่ําหนาบนอางอิเล็กโทรด โดยหัน 
ดานที่ใสตัวอยางไวทางขั้วลบ ใชแผนสไลดวางทับลงบนแผนเซลลูโลสอะซีเตตเพื่อใหผิวหนา 
สัมผัสกับกระดาษกรองและปดฝาอางอิเล็กโทรด 

6. เปดเครื่องจายกระแสไฟฟาที่ 350 โวลต เปนเวลานาน 25 นาที 
7. เมื่อครบกําหนดเวลานําแผนเซลลูโลอะซีเตตมายอมสีในสารละลายสียอมพองโซเอส  

เปนเวลา 8 นาที 
8. ลางสียอมดวย 5 เปอรเซ็นตกรดอะซิติก จนมองเหน็แถบของฮีโมโกลบินชัดเจนหรอื

สังเกตจากแถบของสารละลายฮีโมโกลบินมาตรฐาน 
9. นําแผนเซลลูโลสอะซีเตตมาแชลงในเมธานอล 4 นาที หลังจากนัน้แชลงในสารละลาย 

clearing เปนเวลา 9 นาท ี
10. นําแผนเซลลูโลสอะซีเตตเขาตูอบที่อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซียสเปนเวลา 10 นาที เพื่อให

แผนเซลลูโลสอะซีเตตเปลี่ยนจากแผนทึบแสงเปนแผนโปรงแสง 
11. ทําการสแกนแผนเซลลูโลสอะซีเตตและวิเคราะหเพื่อศึกษาฟโนไทปหรือชนิดของ

ฮีโมโกลบินของปลาดุกและปลาตะเพียนโดยโปรแกรมวเิคราะห Quantity One 
 
5.2 วิธีเนทีฟพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (ดัดแปลงจาก Laemmli, 1970) 

 
อุปกรณ 
 
1. ชุดเครื่องมืออิเล็กโตรโฟรีซิส (Mini Protein II, Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) 
2. เครื่องจายกระแสไฟฟา (Power PAC 200, Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) 
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3. ไมโครไซริงค (micro syringe, Fortuna ®, Transferpette®-digital ) ขนาด 25 ไมโครลิตร 

4. เครื่องเขยาอัตโนมัติ (shaker, MiniRocker MR-1, BioSan) 
5. โปรแกรมวเิคราะหแผนเจล Quantity One (Bio-Rad  Laboratories, U.S.A.) 
 
สารเคมี 
 
1. สารเคมีที่ใชเตรียมแผนเจล ประกอบดวย 

1.1) สารละลายอะคริลาไมด/บิส มีความเขมขน 30 เปอรเซ็นต จํานวน 50 
มิลลิลิตร (30%T, 2.67%C) (30% acrylamide / N,N’ - methylene - bis – acrylamide 
stock solution) ประกอบดวย อะคริลาไมด 14.6 กรัม และบิส 0.4 กรัม 
1.2) 1.5 โมลารทริสบัฟเฟอร pH 8.8 
1.3) 10 เปอรเซ็นตแอมโมเนียมเปอรซัลเฟต (ammonium persulfate) 
1.4) N, N, N’, N’ เตตราเมธิลลีนไดเอมีน (N, N, N’,N’,- tetramethylenediamine; 
TEMED) 

2. สารละลายบัฟเฟอรสําหรับตัวอยาง (sample buffer) ประกอบดวย 
2.1) 0.5 โมลารทริสบัฟเฟอร pH 6.8  
2.2) 99.99 เปอรเซ็นตกลีเซอรอล  
2.3) 1 เปอรเซ็นตบรอมฟนอลบลู (bromphenol blue)  
2.4) น้ํากลั่น  

3. สารละลายบัฟเฟอรสําหรับอิเล็กโทรด pH 8.3 (electrode buffer, pH 8.3) ประกอบดวย 
3.1) ทริส 
3.2) ไกลซีน (glycine)  
3.3) น้ํากลั่น 

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

5. สียอม ประกอบดวย 
โคแมสซีบลูอาร-250 (coomassie blue R-250) ในสารละลายลางสียอม 
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สารตัวอยาง 
 
สารละลายฮีโมโกลบินหรือฮีโมไลเสตของปลาดุกและปลาตะเพียน 
 
วิธีการ 
 
1. ทําการเตรียมแผนเจลดังนี ้

1.1) เตรียมสารละลายสําหรับ continuous gel (12%T, 2.67%C และ 15%T, 
2.67%C) ทั้งหมดยกเวน TEMED และ10 เปอรเซ็นตแอมโมเนียมเปอรซัลเฟตดัง
ตาราง แลวดูดอากาศออกดวยปมสูญญากาศ 
1.2) ประกอบชุดเตรียมเจล ใส comb ในชองวางระหวางกระจกเอียงทํามุม
ประมาณ 10 องศา 
1.3) เติม TEMED และ10 เปอรเซ็นตแอมโมเนียมเปอรซัลเฟต ลงในสารละลาย
เจลที่เตรียมไวในขอ 1.1 แลวปเปตใสชองวางระหวางกระจกทนัทีจนถงึขอบ
กระจก 
1.4) จัด comb ใหอยูในแนวเสนตรง ระวังอยาใหมฟีองอากาศ ปลอยใหเจลแข็งตวั 
(polymerization) ประมาณ 30 - 45 นาท ี

 
ตารางที่ 3  สูตรการเตรียมเจล 
 

ปริมาตรสารในการเตรียมเจล สารในการเตรยีมเจล 
12%T 15%T 

น้ํากลั่น ( มิลลิลิตร ) 6.9 4.9 
1.5 โมลารทริสบัฟเฟอร pH 8.8 ( มิลลิลิตร ) 5 5 
30 % สารละลายอะคริลาไมด/บิส ( มิลลิลิตร ) 8 10 
10 % แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต (ไมโครลิตร ) 200 200 
TEMED ( ไมโครลิตร ) 10 10 
 
หมายเหตุ: สูตรสําหรับเจล 4 แผน 
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1.5) ทําการดึง comb อยางระมัดระวังแลวลางหลุมเจลดวยสารละลายบฟัเฟอร
สําหรับอิเล็กโทรด pH 8.3 จะไดเจลที่พรอมใชงาน จากนั้นประกอบแผนเจลเขา
กับชุดอิเล็กโทรด เติมสารละลายบัฟเฟอรสําหรับอิเล็กโทรด pH 8.3 ในอาง
อิเล็กโทรดบนและลางและใหทวมผิวหนาเจล 

2. เตรียมสารละลายตัวอยาง โดยผสมสารละลายฮีโมไลเสตกับสารละลายบัฟเฟอรสําหรับ
ตัวอยางเพื่อใหไดปริมาณโปรตีนที่เหมาะสม ประมาณ 8 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นนําไปหยอด
ใสหลุมเจลดวยไมโครไซริงค 

3. ตอชุดอิเล็กโตรโฟรีซิสที่พรอมทํางานกบัเครื่องจายกระแสไฟ โดยตัง้คาความตาง
ศักยไฟฟาที่ 200 โวลตคงที่และคากระแสไฟฟาที ่60 มิลลิแอมแปร ตอเจล 1 แผน ใชเวลา 45 นาท ี

4. นําแผนเจลออกมายอมสี เปนเวลา 30 นาที (เขยาดวยเครื่องเขยาอัตโนมัติขณะยอม) 
5. ลางสียอมโดยเปลี่ยนสารละลายลางสียอม (เขยาดวยเครื่องเขยาอัตโนมัติขณะลางสียอม) 

จนกระทั่งเหน็แถบชัดเจนและพื้นหลังเจลใส 
6. เก็บแผนเจลในน้ํากลั่นที ่4 องศาเซลเซียส 

7. ทําการสแกนแผนเจลและนําภาพทีไ่ดมาทําการวิเคราะหเพื่อศึกษาฮีโมโกลบินฟโนไทป
ของปลาดุกและปลาตะเพยีนโดยโปรแกรมวิเคราะห Quantity One  

 
6. การทําฮีโมโกลบินใหบริสุทธ์ิและการศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินปลาดุกและปลา
ตะเพียนโดยวิธีเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโทกราฟ (ดัดแปลงจาก Vanderdon and Colacino, 
1989) 

 
อุปกรณ 
 
1. ชุดเครื่องมือ Econo System (Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) 
2. ตูเย็น Kelvinator Scientific Model ETBB39RGCH-2 (U.S.A.) ที่ 4 องศาเซลเซียส 
3. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (UV – visible recording spectrophotometer UV – 160, 

Shimadzu, Japan) 
4. ไซริงคขนาด 5 ซีซี 
5. คอลัมนขนาดเสนผาศูนยกลาง 1.5 เซนติเมตร ยาว 75 เซนติเมตร 
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สารเคมี 
 
1. เซฟาเดกซ G – 100 (Sephadex G – 100 Grade fine, Pharmacia Laboratories, Sweden) 
2. 0.05 โมลาร ทริสบัฟเฟอร 0.02 เปอรเซ็นตโซเดียมเอไซด (sodium axide; NaN3) pH 7.4 
3. สารละลายมาตรฐาน (standard solution) ประกอบดวย 

3.1) บลูเดกซแตรน (blue dextran) น้ําหนักโมเลกุล 2,000,000 ดาลตัน 
3.2) ซีรัมอัลบูมินของโค (bovine serum albumin; BSA) น้ําหนักโมเลกุล 68,000 
ดาลตัน 
3.3) โอวัลบูมิน ( ovalbumin) น้ําหนักโมเลกุล 45,000 ดาลตัน 
3.4) ไซโตโครม ซี (cytochrome C) น้ําหนักโมเลกุล 12,384 ดาลตัน 
3.5)  ดีเอ็นพี - แอสปารเตต (DNP-aspartate) น้ําหนักโมเลกุล 299.2 ดาลตัน 

 
สารตัวอยาง 
 
สารละลายฮีโมโกลบินหรือฮีโมไลเสตของปลาดุกและปลาตะเพียน 
 
วิธีการ 
 
1. การเตรียมคอลัมน 

1.1) ช่ังเซฟาเดกซ G – 100 ในปริมาณที่ตองการ (5 กรัม ไดปริมาตรเจล 30 
มิลลิลิตร) ทําใหพองอิ่มตัว (swelling) ดวย 0.05 โมลารทริสบัฟเฟอรที่มี 0.02 
เปอรเซ็นตโซเดียมเอไซด pH 7.4 ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ช่ัวโมงหรือ
นําไปตมในอางน้ําควบคุมอณุหภูมิที ่95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 ช่ัวโมง 
1.2) เตรียมคอลัมนไวในตูเยน็ ปดปลายลางของคอลัมน เติมบัฟเฟอรลงในคอลัมน
สูงประมาณ 1/3 ของคอลัมน รินบัฟเฟอรในเจลทิ้งใหเหลือบัฟเฟอรประมาณ 25 
เปอรเซ็นตของเจล แลวทําการบรรจุเจลลงในคอลัมน โดยคนและเทเบาๆใหหมด
ในครั้งเดยีว 
1.3) เมื่อเจลเรยีงตัวในคอลัมน ใส adapter และ equilibrate ดวยทริสบัฟเฟอรที่
อัตราไหล 2 มิลลิลิตรตอนาทีจนปริมาตรของเจลคงที่แลวหาปริมาตรเจลที่ 
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แนนอนจากนัน้ equilibrate ตอไปประมาณ 1.5 เทาของปริมาตรเจลจะไดคอลัมน
เจลที่พรอมใชงาน 

 2. แยกโปรตีนมาตรฐานในสารละลายมาตรฐานที่มีความเขมขนของโปรตีน 10 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และแยกโปรตีนในฮีโมไลเสตของปลาดุกและปลา
ตะเพียนที่มีความเขมขนของโปรตีน 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยชะ
ดวยทริสบัฟเฟอรที่อัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตรตอนาท ี

3. เก็บสารละลายที่ไหลออกจากคอลัมนหลอดละ 1.8 มิลลิลิตร นํามาวัดคาการดูดกลืนแสง
ที่ 280 นาโนเมตรสําหรับโปรตีน  

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

Kd    =  Ve – Vo 
                                                                   Vt – Vo 
 

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

5. นํามาสรางกราฟมาตรฐานระหวางคาสัมประสิทธิ์การกระจายกับคาลอกาลิทึมของ
น้ําหนกัโมเลกลุ (log molecular weight) เพื่อหาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินของปลาดุกและ
ปลาตะเพียน 

 
7. การศึกษาน้ําหนักโมเลกุลหนวยยอยหรอืสายกลอบินของฮีโมโกลบนิปลาดุกและปลาตะเพียนโดย
วิธีโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบดสิคอนทินูอัสเจล 
(discontinuous gel) (Laemmli, 1970) 
 

อุปกรณ 
 
1. ชุดเครื่องมืออิเล็กโตรโฟรีซิส (Mini Protein II, Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) 
2. เครื่องจายกระแสไฟฟา (Power PAC 200, Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) 
3. ไมโครไซริงคขนาด 25 ไมโครลิตร 
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4. เครื่องใหความรอน (Stuart Scientific รุน SHT 1, United Kingdom) 
5. เครื่องเขยาอัตโนมัติ (shaker, MiniRocker MR-1, BioSan) 
6. โปรแกรมวเิคราะหแผนเจล Quantity One (Bio-Rad  Laboratories, U.S.A.) 
 
สารเคมี 
 
1. สารเคมีที่ใชเตรียมแผนเจล ประกอบดวย 

1.1) 30 เปอรเซ็นตสารละลายอะคริลาไมด / บิส จํานวน 50 มิลลิลิตร (30% T, 
2.67% C) ประกอบดวย อะคริลาไมด 14.6 กรัม และบิส 0.4 กรัม 
1.2) 1.5 โมลารทริสบัฟเฟอร pH 8.8 
1.3) 0.5 โมลารทริสบัฟเฟอร pH 6.8 
1.4) 10 เปอรเซ็นตแอมโมเนียมเปอรซัลเฟต  
1.5) N, N, N’, N’ เตตราเมธิลลีนไดเอมีน  
1.6) 10 เปอรเซ็นตโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (10% sodium dodecylsulfate; 10% 
SDS) 

2. สารละลายบัฟเฟอรสําหรับตัวอยาง  
2.1) 0.5 โมลารทริสบัฟเฟอร pH 6.8 
2.2) 99.9 เปอรเซ็นตกลีเซอรอล 
2.3) 1 เปอรเซ็นตบรอมฟนอลบลู  
2.4) 2 - เมอรแคบโตเอธานอล (2-mercaptoethanol) 
2.5) 10 เปอรเซนตโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต 

3. สารละลายบัฟเฟอรสําหรับอิเล็กโทรด pH 8.3 ปริมาตร 1 ลิตร ประกอบดวย 
3.1) ทริส 
3.2) ไกลซีน  
3.3) โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต  
3.4) น้ํากลั่น 

4. สารละลายลางสียอม ประกอบดวย 
4.1) กรดอะซติิก 10 สวน 
4.2) เอธานอล 25 สวน 
4.3) น้ํากลั่น 65 สวน 
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5. สียอม ประกอบดวย 

โคแมสซีบลูอาร-250 ในสารละลายลางสียอม 
6.โปรตีนมาตรฐานชนิด broad range molecular weight (Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) 

ประกอบดวย 
6.1) ไมโอซิน (myosin) น้ําหนักโมเลกุล 200 กิโลดาลตัน 
6.2) เบตากาแลคโตซิเดส (β-galastosidase) น้ําหนักโมเลกุล 116.25 กิโลดาลตัน 

6.3) ฟอสโฟรีเลส บี น้ําหนักโมเลกุล 97.4 กิโลดาลตัน 
6.4) ซีรัมอัลบลูมินของโค น้ําหนักโมเลกุล 66.2 กิโลดาลตัน 
6.5) โอวัลบลูมิน น้ําหนักโมเลกุล 45 กิโลดาลตัน 
6.6) คารบอนิกแอนไฮเดรส (carbonic anhydrase) น้ําหนกัโมเลกุล 31 กิโลดาลตัน 
6.7) ตัวยับยั้งทริปซินของถั่วเหลือง (soy bean trypsin inhibitor) น้ําหนักโมเลกุล 
21.5 กิโลดาลตัน 
6.8) ไลโซไซม (lysozyme) น้ําหนกัโมเลกลุ 14.4 กิโลดาลตัน 
6.9) อะโพรทนิิน (aprotinin) น้ําหนักโมเลกุล 6.5 กิโลดาลตัน 

 
สารตัวอยาง 
 
สารละลายฮีโมโกลบินของปลาดุกและปลาตะเพียนที่ทาํใหบริสุทธิ์โดยผาน 

เจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโทกราฟ 
 

วิธีการ 
 
1. ทําการเตรียมแผนเจลดังนี ้

1.1) เตรียมสารละลายสําหรับ separating gel (18%T, 2.67%C) ทั้งหมดยกเวน 
TEMED และ10 เปอรเซ็นตแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟตดังตาราง แลวดูดอากาศออก 
ดวยปมสูญญากาศ 
1.2) ประกอบชุดเตรียมเจลและทําเครื่องหมายแสดงความสูงของ separating gel 
บนแผนกระจก 
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1.3) เติม TEMED และ10 เปอรเซ็นตแอมโมเนียมเปอรซัลเฟต ลงในสารละลาย
เจลแลวปเปตใสชองวางระหวางกระจกทันทจีนถึงตําแหนงที่ทําเครื่องหมาย ปดผิว
หนาเจลดวยน้ํากลั่นเบาๆ 
1.4) ปลอยใหเจลแข็งตัวประมาณ 30 - 45 นาที  
1.5) เตรียม stacking gel (4%T, 2.67%C) ซ่ึงขั้นตอนการเตรียมเหมือนกบัการ
เตรียม separating gel ดังตาราง 
 

ตารางที่ 4  สูตรการเตรียมเจล 
 
สารในการเตรยีมเจล ปริมาตรสารในการเตรียมเจล 
 18%T 4%T 
น้ํากลั่น (มิลลิลิตร) 2.7 6.1 
1.5 โมลารทริสบัฟเฟอร pH 8.8 (มิลลิลิตร) 5 - 
0.5 โมลารทริสบัฟเฟอร pH 6.8 (มิลลิลิตร) - 2.5 
10% โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (ไมโครลิตร) 200 100 
30 % สารละลายอะคริลาไมด/บิส (มิลลิลิตร) 12 1.3 
10 % แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต (ไมโครลิตร) 200 100 
TEMED (ไมโครลิตร) 10 5 
 
หมายเหตุ: สูตรสําหรับเจล 4 แผน 
 

1.6) เมื่อเจลแข็งตัวจะเกิดแนวเสนตรงบริเวณผวิหนาเจล ซับน้ําบนผิวหนาเจลแลว
ใส comb ในชองวางระหวางกระจกเอียงทํามุมประมาณ 10 องศา 
1.7) เติม TEMED และ10 เปอรเซ็นตแอมโมเนียมเปอรซัลเฟต ลงในสารละลาย 
stacking gel ปเปตสารละลายเจลลงในชองวางระหวางกระจกทันทจีนเต็ม แลวจดั 
comb ใหอยูในแนวเสนตรง ปลอยใหเจลแข็งตัวประมาณ 30 - 45 นาที 
1.8) ทําการดึง comb อยางระมัดระวังแลวลางหลุมเจลดวยสารละลายบฟัเฟอร
สําหรับอิเล็กโทรด pH 8.3 จะไดเจลพรอมใชงาน จากนัน้ประกอบแผนเจลเขากับ
ชุดอิเล็กโทรด เติมสารละลายบัฟเฟอรสําหรับอิเล็กโทรด pH 8.3 ในอาง
อิเล็กโทรดบนและลางและใหทวมผิวหนาเจล 
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2. เตรียมสารละลายฮีโมไลเสตและสารละลายโปรตีนมาตรฐานโดยผสมละลายฮีโมไลเสต

และสารละลายโปรตีนมาตรฐานกับสารละลายบัฟเฟอรสําหรับตัวอยางเพื่อใหไดปริมาณโปรตีนที่
เหมาะสมประมาณ 8 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ใหความรอนสารละลายฮีโมไลเสตและสารละลาย
โปรตีนมาตรฐานที่ 95 องศาเซลเซียสเปนเวลา 15 นาที จากนั้นนําไปหยอดใสหลุมเจลดวยไมโคร
ไซริงค 

3. ตอชุดอิเล็กโตรโฟรีซิสกับเครื่องจายกระแสไฟ โดยตัง้คาความตางศักยไฟฟาที ่200 
โวลตคงที่และคากระแสไฟฟาที่ 60 มิลลิแอมแปร ตอเจล 1 แผน ใชเวลา 45 นาที 

4. นําแผนเจลออกมายอมสีเปนเวลา 30 นาที (เขยาดวยเครื่องเขยาอัตโนมัติขณะยอม) 
5. ลางสียอม (เขยาดวยเครื่องเขยาอัตโนมัตขิณะยอม) จนกระทั่งเหน็แถบชัดเจนและพืน้

หลังเจลใส 
6. เก็บแผนเจลในน้ํากลั่นที ่4 องศาเซลเซียส 
7. ทําการสแกนแผนเจลและนําภาพทีไ่ดมาทําการวิเคราะหหาคาน้ําหนกัโมเลกุลหนวยยอย

ของฮีโมโกลบินปลาดุกและปลาตะเพียนโดยโปรแกรมวเิคราะห Quantity One  
 
8. การศึกษาน้ําหนักโมเลกุลและน้ําหนักโมเลกุลหนวยยอยหรือสายกลอบินของฮีโมโกลบินปลาดุก
และปลาตะเพียนโดยวิธีแมสสเปกโทรเมทรี  

 
หลักการ 
 
อาศัยหลักการยิงแสงเลเซอรลงไปบนเพลท (plate) ที่มีตวัอยางโปรตีนจับอยูกับเมทรกิซ 

ทําใหเกิดการแตกตวัของไอออน (ion) แลวเคลื่อนที่ไปตามทอสูญญากาศที่มีสนามไฟฟา ภายใต
สภาวะดังกลาว สารที่มีมวลโมเลกุลนอยจะเคลื่อนที่ไปไดเร็วกวาสารที่มีมวลโมเลกุลมาก และตก
กระทบกับตวัตรวจจับ (detector) ซ่ึงจะสงสัญญาณตอไปยังซอฟตแวรคอมพิวเตอรเพื่อวิเคราะห
ผลตอไป 

 
อุปกรณ 
 
1. เครื่องแมสสเปกโทรมิเตอร (mass spectrometer) แบบ MALDI – TOF (BRUKER 

DALTONICS Reflex IV, U.S.A.) 
2. เพลทตัวอยาง (sample plate) ที่มีโปรตีนฮีโมโกลบินจับอยูกับเมทริกซ 
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สารเคมี 
 
กรดไซแนพินคิ (sinapinic acid) 0.01 โมลารเปนเมทริกซ 
 
สารตัวอยาง 
 
สารละลายฮีโมโกลบินของปลาดุกและปลาตะเพียนที่ทําใหบริสุทธิ์โดยผานเจลฟลเทรชัน

คอลัมนโครมาโทกราฟ 
 

วิธีการ 
 
1. เตรียมตัวอยางฮีโมโกลบินของปลาดุกและปลาตะเพยีนโดยนําฮีโมไลเสตผานเจล 

ฟลเทรชันคอลัมนโครมาโทกราฟของเซฟาเดกซ G – 100 แลวเก็บหลอดที่เปนสารละลาย
ฮีโมโกลบินของปลาดุกและปลาตะเพียนไวที่ -20 องศาเซลเซียส 

2. ผสมสารละลายฮีโมโกลบินของปลาดุกและปลาตะเพยีนประมาณ 1 ไมโครลิตร (10 
ไมโครกรัมตอไมโครลิตร) กับกรดไซแนพนิิคประมาณ 1 ไมโครลิตร ใสลงบนเพลทตัวอยาง ผสม
กันโดยใชไมโครปเปตดูดเบาๆ ปลอยทิ้งไวใหแหงที่อุณหภูมหิอง 

3. นําไปเขาเครื่องแมสสเปกโทรมิเตอร เมื่อยิงดวยไนโตรเจนเลเซอร (nitrogen laser) 
เครื่องจะรายงานผลตามน้ําหนักโมเลกุลผานทางหนาจอคอมพิวเตอร 
 
9. การศึกษาคา pI  ของฮโีมโกลบินปลาดุกและปลาตะเพียน โดยวิธีไอโซอิเล็กตริกโฟกัสซิง  

 
อุปกรณ 
 
1. ชุดเครื่องมืออิเล็กโตรโฟรีซิส (Mini Protein II, Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) 
2. เครื่องจายกระแสไฟฟา (Power PAC 200, Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) 
3. ไมโครไซริงคขนาด 25 ไมโครลิตร 
4. เครื่องเขยาอัตโนมัติ (shaker, MiniRocker MR-1, BioSan) 
5. โปรแกรมวเิคราะหแผนเจล Quantity One (Bio-Rad  Laboratories, U.S.A.) 
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สารเคมี 
 
1. สารละลายโปรตีนมาตรฐานชนิด broad range pI 4.45-9.60 (Bio-Rad Laboratories, 

U.S.A.) ซ่ึงประกอบดวย 
1.1) ไฟโคไซยานิน (phycocyanin) pI 4.45, 4.65 และ 4.75 
1.2) เบตาแลคโตกลอบูลินบี (β-lactoglobulin B) pI 5.10 
1.3) เอนไซมคารบอนิกแอนไฮเดรสของโค (bovine carbonic anhydrase) pI 6.00 
1.4) เอนไซมคารบอนิกแอนไฮเดรสของคน (human carbonic anhydrase) pI 6.50 
1.5) ไมโอโกลบินของมา (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. แผนเจล IEF สําเร็จรูป ชวง pH 3-10 (Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) 
3. สารละลายบัฟเฟอรสําหรับอิเล็กโทรด ไดแก 

3.1 สารละลายบัฟเฟอรสําหรับขั้วแคโธด (cathode buffer) ประกอบดวย 20 มิลลิ
โมลารไลซีนและอารจินีน (20 mM lysine และ 20mM arginine) 
3.2 สารละลายบัฟเฟอรสําหรับขั้วแอโนด (anode buffer) ประกอบดวย 7 
เปอรเซ็นตกรดฟอสฟอริก (7% phosphoric acid)  

4. สารละลายบัฟเฟอรสําหรับตัวอยาง ประกอบดวย 50 เปอรเซ็นตกลีเซอรอล (50% 
glycerol) 

5. สารละลายที่ใชในการตรึง (fixing solution) ประกอบดวย 10 เปอรเซ็นตกรดไตรคลอ
โรอะซีติก (10% trichloroacetic acid)  

6. สารละลายลางสียอม ประกอบดวย กรดอะซีติก 10 สวน เอธานอล 25 สวนและน้าํกลั่น 
65 สวน 

7. สียอม ประกอบดวย 0.2 เปอรเซ็นตโคแมสซีบลูอาร 250 ในสารละลายลางสียอม 
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สารตัวอยาง 
 
สารละลายฮีโมโกลบินของปลาดุกและปลาตะเพียนที่ทาํใหบริสุทธิ์โดยผาน 

เจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโทกราฟ 
 

วิธีการ 
 
1. เตรียมตัวอยาง โดยผสมสารละลายฮีโมโกลบินของปลาดุกและปลาตะเพยีนในสาร 

ละลายสําหรับตัวอยาง อัตราสวน 1 : 5 ผสมใหเขากนั  
 2. นําเจลสําเร็จรูปใสในชุดเตรียมเจล 
 3. เทสารละลายบัฟเฟอรสําหรับขั้วแคโธดภายใน chamber จนทวมแผนเจล และเท
สารละลายบัฟเฟอรสําหรับขั้วแอโนดภายนอก chamber จนทวมขั้วแอโนด 
 4. ทําการตอชุดอิเล็กโตรโฟรีซีสกับเครื่องจายกระแสไฟฟาและ prerun ที่ความตาง
ศักยไฟฟา 100 โวลตคงที่ กระแสไฟฟาที่ 10 มิลลิแอมแปร เปนเวลา 60 นาที  
 5. หยอดสารตวัอยางและสารละลายโปรตีนมาตรฐานในหลุมเจล อยางละ 10 ไมโครลิตร
และ 5 ไมโครลิตร ตามลําดับ 
 6. ปรับคาการทําอิเล็กโตรโฟรีซีส ดังนี้ 

6.1) คาความตางศักยไฟฟา 100 โวลตคงที่ คากระแสไฟฟา 10 มิลลิแอมแปร เวลา 
60 นาที  
6.2) คาความตางศักยไฟฟา 250 โวลตคงที่ คากระแสไฟฟา 10 มิลลิแอมแปร เวลา 
60 นาที  
6.3) คาความตางศักยไฟฟา 300 โวลตคงที่ คากระแสไฟฟา 10 มิลลิแอมแปร เวลา 
60 นาที  

 7. เมื่อทําอิเล็กโตรโฟรีซีสครบตามลําดับแลว นําแผนเจลออกจากกระจก แลวตรึงโดยแช
แผนเจลใน 20 เปอรเซ็นตกรดไตรคลอโรอะซีติกเปนเวลา 30 นาทีพรอมกับเขยาเบาๆ ดวยเครื่อง
เขยาอัตโนมัต ิ
 8. นําแผนเจลมาลางดวยสารละลายลางสียอมและแชเปนเวลา 5 นาที เขยาเบาๆ ดวยเครื่อง
เขยาอัตโนมัต ิ
 9. ทําการลางแผนเจลดวยน้ํากลั่น 3 คร้ัง เขยาเบาๆ ดวยเครื่องเขยาอัตโนมัติ 
 10. ยอมเจลดวยสียอม เปนเวลา 30 นาที เขยาเบาๆ ดวยเครื่องเขยาอัตโนมัติขณะยอม 
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11. ลางสียอม เขยาเบาๆ ดวยเครื่องเขยาอัตโนมัติจนเห็นแถบชัดเจนและพื้นหลังเจลใส 
หลังจากนัน้เกบ็เจลในน้ํากลั่นที่ 4 องศาเซลเซียส  
 12. ทําการสแกนเจลและนําภาพที่ไดมาทําการวิเคราะหหาคา pI ของฮีโมโกลบินปลาดุก
และปลาตะเพยีนโดยโปรแกรมวิเคราะห Quantity One  

 
สถานที่ทําการวิจัย 

 
1. ศึกษาฟโนไทป ฮีโมโกลบินของปลาดุกและปลาตะเพียนและคุณสมบัติทาง

ชีวเคมีของฮีโมโกลบิน ที่หองปฏิบัติการชีวเคมี ภาควิชาสรีรวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน 

 
2. ศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินและของหนวยยอยฮีโมโกลบินของปลาดุกและ

ปลาตะเพียน โดยใชเครื่องวิเคราะหมวลสารแมสสเปกโทรมิเตอร ที่ศูนยพันธุวิศวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาต ิ

 
ระยะเวลา 
 

เร่ิมการทําวิจัยตั้งแตเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2549 และสิ้นสุดการวิจัยในเดือนมกราคม พ.ศ. 2551 
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ผลและวิจารณ 

1. การวิเคราะหตัวอยางเลือด 
 

เมื่อนําปลาดุกและปลาตะเพียนที่มีขนาดโตเต็มวัย คละเพศ ชนิดละ 30 ตัว ที่ไดมาจากบอ
เล้ียงปลาแบบปลอยตามธรรมชาติของคณะประมง มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน 
โดยปลาดุกมีขนาดความยาวลําตัวมากกวา 25 เซนติเมตรและมีน้ําหนักตัวมากกวา 150 กรัมขึ้นไป 
สวนปลาตะเพียนมีขนาดความยาวลําตัวมากกวา 20 เซนติเมตรและมีน้ําหนักตัวมากกวา 100 กรัม
ขึ้นไป  โดยปลาทุกตัวไมแสดงอาการปวยทางคลีนิกในวันที่ทําการเก็บตัวอยาง ทําการเก็บตัวอยาง 
โดยการเจาะเลือดจาก caudal vein  ตัวละประมาณ 2 มิลลิลิตร โดยใชเฮปารินเปนสารปองกันการ
แข็งตัวของเลือด มาวิเคราะหคาเม็ดเลือดแดงอัดแนนเฉลี่ยหรือคา % PCV และคาความเขมขนของ
ฮีโมโกลบิน พบวาคาเม็ดเลือดแดงอัดแนนเฉลี่ยหรือคา %PCV เฉลี่ยและคาความเขมขนของ
ฮีโมโกลบินเฉลี่ยของปลาดุกและปลาตะเพียนแสดงในตารางที่ 5  

 
ตารางที่ 5  คาเม็ดเลือดแดงอดัแนนเฉลี่ยหรือคา %PCV และคาความเขมขนเฉลี่ยของฮีโมโกลบิน

(Hb) ของปลาดุกและปลาตะเพียน 
 
ชนิดของปลา จํานวน  

(ตัว) 
mean Hb + SEM 

(g/dl) 
mean %PCV + SEM 

ปลาดุก 30 8.17 + 0.01a 30.17 + 1.25a 

ปลาตะเพียน 30 7.83 + 0.01a 39.45 + 1.70b 

 
หมายเหตุ:  SEM = standard error of  the mean 
 

ab หมายถึงคาเฉลี่ยในคอลัมนเดียวกันที่มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ(p < 0.001) 
 
จากตารางพบวาปลาดุกมีคาความเขมขนของฮีโมโกลบินสูงกวาปลาตะเพียนแตมีคา 

%PCV ต่ํากวา    โดยคาความเขมขนของฮีโมโกลบินของปลาดุกและปลาตะเพียนมีคา
เทากับ 8.17 + 0.01 กรัมตอเดซิลิตร และ 7.83 + 0.01 กรัมตอเดซิลิตรตามลําดับ สวนคาเม็ดเลือด
แดงอัดแนนเฉลี่ยของปลาดุกและปลาตะเพียนมีคา 30.17 + 1.25 เปอรเซ็นตและ 39.45 + 1.70 

เปอรเซ็นต ตามลําดับ คาความเขมขนของฮีโมโกลบินของปลาดุกและปลาตะเพียนมีคาต่ํากวาคา 
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ความเขมขนของฮีโมโกลบินของปลาดุกแอฟริกา (Clarias gariepinus) และปลานิล (Oreochromis 
niloticus) ที่มีการศึกษาในประเทศ Tanzania (Mlay et al., 2007)   นอกจากนี้คาความเขมขนของ
ฮีโมโกลบินของปลาดุกและปลาตะเพียนและคา %PCV มีคาต่ํากวาคาความเขมขนของฮีโมโกลบิน
ของปลาดุกตามที่ Bittencourt et al. (2003) ไดรายงานไว    ปจจัยสําคัญที่ทําใหคาเหลานี้ตางกัน
ไดแก  ภูมิประเทศที่มีความแตกตางของอุณหภูมิ ชนิดของอาหาร พฤติกรรมของปลา  ปริมาณของ
กาซออกซิเจนรวมทั้งสารพิษในแหลงน้ําที่ปลาอาศัยอยู  การเปลี่ยนแปลงสภาพแวดลอม  
ความเครียด  สายพันธุ สรีระและพันธุกรรมของปลา รวมทั้งเพศและสุขภาพของปลา (Mlay et al., 
2007) และวิธีการที่ใชศึกษา มีรายงานแสดงความสัมพันธระหวางคา %PCV และความยาวของตัว
ปลา  กลาวคือ คา %PCV เพิ่มขึ้นตามความยาวของปลา (Jawad et al., 2004 and Murachi, 1959)   
เชนเดียวกับที่ Joshi and Tandon (1977) ไดศึกษาในปลา Tenualosa ilisha  เพราะฉะนั้นในการ
เปรียบเทียบคาทางโลหิตวิทยาเหลานี้ในปลาที่มาจากแหลงน้ําตางกันจึงตองคํานึงถึงปจจัยเหลานี้ดวย 
 
2. การศึกษาฟโนไทปและชนิดของฮีโมโกลบินปลาดุกและปลาตะเพียน 
 

2.1 วิธีเซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส 
 
เมื่อใชเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบเซลลูโลสอะซีเตต  ศึกษาฟโนไทปและชนิดของ

ฮีโมโกลบินปลาดุกและปลาตะเพียนคละเพศและมีอายุโตเต็มที่โดยใชสารละลายฮีโมไลเสต  พบวา
ฮีโมโกลบินของปลาทั้ง 2 ชนิดแสดงการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟาตางกันกลาวคือ  ฮีโมโกลบินของ
ปลาดุกมีการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟาเขาหาขั้วบวกไดเร็วกวาฮีโมโกลบินของปลาตะเพียนและ
แสดงจํานวนหลายแถบ (ภาพท่ี 5) ฮีโมโกลบินปลาดุกแสดง 1 ฟโนไทปที่มี 7 แถบ สวน
ฮีโมโกลบินปลาตะเพียนแสดง 1 ฟโนไทปเชนกันแตมี 5 แถบ ดังแสดงในภาพที่ 6 และ 7 
ตามลําดับ  
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                                                                 1             2            3           4           
 
ภาพที่ 5  แสดงการเคลื่อนที่ของฮีโมโกลบินจากสารละลายฮีโมไลเสตของคน (เลนที ่1) ปลา  

ตะเพยีน (เลนที่ 2  และ 4) และปลาดุก (เลนที่ 3) ดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสบนแผน
เซลลูโลสอะซีเตตที่ pH 8.2-8.6 (350 โวลต  25 นาที)    

 
จากภาพที่ 5 พบวา ฮีโมโกลบินของปลาดุกมีการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟาเขาหาขั้วบวกได

เร็วกวาฮีโมโกลบินของปลาตะเพียนและแสดงจํานวนหลายแถบ ซ่ึงสอดคลองกับที่ Martin et al. 
(1979a) กลาววา เลือดปลาเกือบทุกชนิดมีฮีโมโกลบินหลากหลายชนิด เชนเดียวกับ Weber (2000) 
and Prisco et al. (2000) ที่กลาววา ปลามีฮีโมโกลบินหลายชนิด และมีน้ําหนักโมเลกุลใกลเคียงกัน 
เรียกวา Iso Hbs เชน ในปลากลุม Salmonids ที่มีฮีโมโกลบิน 8 – 19 ชนิด ความหลากหลายของ
ฮีโมโกลบินในปลาพบวามีความแตกตางตั้งแตระดับยีน และสงผลใหมีหนาที่แตกตางกัน และดวย
เทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิส สามารถแบงฮีโมโกลบินปลาออกเปนสองกลุม คือ กลุมแอโนดิก เปน
ฮีโมโกลบินหลักในปลา มีคุณสมบัติความชอบตอออกซิเจนต่ํา และกลุมแคโธดิก พบในปลาบาง
ชนิดเทานั้น เชนในปลาที่อาศัยในบริเวณน้ําลึก น้ําขุน หรือบริเวณที่มีกาซออกซิเจนนอย กลุมนี้ทํา
หนาที่เปนตัวเก็บสํารองกาซออกซิเจนในภาวะที่มีกาซออกซิเจนต่ําเหมือนกับเกรียงไกร (2548) ที่
ศึกษาฟโนไทปของฮีโมโกลบินของปลานิล (Oreochromis niroticus) โดยใชเทคนิคอิเล็กโตรโฟรี
ซิสแบบเซลลูโลสอะซีเตต สามารถแบงฮีโมโกลบินของปลานิลออกเปน 2 กลุม คือ กลุมแอโนดิก
และ กลุมแคโธดิก ขณะที่  Perry  and Tufts (1998) ศึกษาในปลากลุม Elasmobranchs ซ่ึงเปนปลา
กระดูกออน พบวามีฮีโมโกลบิน 12 – 13 ชนิด ที่เรียกวา Iso Hbs และมีโครงสรางคลายกับสัตวเล้ียง
ลูกดวยนม โดยฮีโมโกลบินของปลาแตละชนิดจะมีฟโนไทปที่มีลักษณะเฉพาะที่แตกตางกัน คือ มี 
polymorphism เรียกวา Allo Hbs โดยมีความแตกตางมาตั้งแตระดับยีน 

 

    + 
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ภาพที่ 6   แสดงการเคลื่อนที่ของฮีโมโกลบินจากสารละลายฮีโมไลเสตของคน (เลนที่ 1) และปลา

ดุก (เลนที่ 2 และ 3) ดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสบนแผนเซลลูโลสอะซีเตตที่ pH 8.2-8.6 
(350 โวลต  25 นาที)    

 
 

 
 
 
 
 
 
 
                                                                           1              2               3                   
 
ภาพที่ 7   แสดงการเคลื่อนที่ของฮีโมโกลบินจากสารละลายฮีโมไลเสตของคน (เลนที่ 1) ปลา

ตะเพยีน (เลนที่ 2  และ 3) ดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสบนแผนเซลลูโลสอะซีเตตที่ pH 
8.2-8.6 (350 โวลต  25 นาท)ี   
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2.2 วิธีเนทีฟพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส 
 
เมื่อใชเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบเนทีฟพอลิอะคริลาไมดเจลศึกษาฟโนไทปและชนิด

ของฮีโมโกลบินในสารละลายฮีโมไลเสตของปลาทั้ง 2 ชนิด  พบวาไดผลการเคลื่อนที่ใน
สนามไฟฟาเหมือนกันกับวิธีเซลลูโลสอะซีเตต คือ ฮีโมโกลบินของปลาดุกมีการเคลื่อนที่ใน
สนามไฟฟาเขาหาขั้วบวกไดเร็วกวาฮีโมโกลบินของปลาตะเพียน   แตรูปแบบ (pattern) ในการ
เคลื่อนที่จะตางจากเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบเซลลูโลสอะซีเตต ฮีโมโกลบินปลาดุกแสดง 1 ฟ
โนไทปที่มี 2 แถบ สวนฮีโมโกลบินปลาตะเพียนแสดง 1 ฟโนไทปเชนกัน แตมีแถบเดียว ดังแสดง
ในภาพที่ 8   

 
 
 
 
 
 
 
 
                                                        
 
                                                           1               2                3               4    
          
ภาพที่ 8  แสดงการเคลื่อนที่ของฮีโมโกลบินจากสารละลายฮีโมไลเสตของปลาดุก (เลนที่ 1 และ 3)   

และปลาตะเพยีน (เลนที่ 2 และ 4) บนเนทฟีพอลิอะคริลาไมดเจล (12% T  2.67% C ที่ pH 
8.3) ดวยเทคนคิอิเล็กโตรโฟรีซิส และยอมดวยโคแมสซีบลูอาร - 250 

 
เมื่อนําสารละลายฮีโมไลเสตสวนหนึ่งไปแยกฮีโมโกลบินใหบริสุทธิ์โดยใชเทคนิคเจลฟล

เทรชันโครมาโทกราฟ    สารละลายฮีโมโกลบินบริสุทธิ์ที่แยกไดนํามาศึกษาฟโนไทปและชนิดของ
ฮีโมโกลบินโดยใชเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบเนทีฟพอลิอะคริลาไมดเจล (ภาพที่ 9 และ 10)     
พบวาฮีโมโกลบินของปลาดุกมีการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟาเขาหาขั้วบวกไดเร็วกวาฮีโมโกลบินของ
ปลาตะเพียนเชนกัน    ปลาดุกแสดงฮีโมโกลบิน 1 ฟโนไทปประกอบดวยฮีโมโกลบินชนิดหลัก 
(98%) และชนิดรอง (2%)   สวนปลาตะเพียนแสดงฮีโมโกลบิน 1 ฟโนไทปเชนกันแตมี
ฮีโมโกลบินเพียงชนิดเดียว    เมื่อเปรียบเทียบกับผลการศึกษาของเกรียงไกร (2548) ที่ไดศึกษาฟโน 

   + 

- 

minor band 

major band 

major band 



 

 

55
 
ไทปของฮีโมโกลบินของปลานิล โดยใชเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบเซลลูโลสอะซีเตต    พบวา
สารละลายฮีโมไลเสตของปลานิลแสดงการเคลื่อนที่ของฮีโมโกลบินในสนามไฟฟาเขาหาขั้วบวก
ไดระยะทางใกลเคียงกับสารละลายฮีโมไลเสตของปลาตะเพียน  และแสดงฟโนไทปเดียว   เมื่อใช
เทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบเนทีฟพอลิอะคริลาไมดเจล (12% T  2.67% C ที่ pH 8.3) ฮีโมโกลบิน
ของปลานิลในสารละลายฮีโมไลเสตแสดงฟโนไทปเดียวเชนกัน   ประกอบดวยฮีโมโกลบิน 2 กลุม 
คือ กลุมแอโนดิกและกลุมแคโธดิก  และสามารถแสดงผลที่เหมือนกันเมื่อใชเทคนิคไอโซอิเล็กตริก
โฟกัสซิง ในชวง pH 3-10  เมื่อใชเทคนิคโครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุแอนไอออน (anion 
exchange chromatography) ชนิด DEAE – เซลลูโลส (เกรียงไกร, 2548) สามารถแยกฮีโมโกลบิน
กลุมแอโนดิกและฮีโมโกลบินกลุมแคโธดิกออกจากกันได  
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ภาพที่ 9  แสดงการเคลื่อนที่ของฮีโมโกลบินที่ทําใหบริสุทธิ์ดวยเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโท 

กราฟของปลาตะเพยีน (เลนที่ 1 และ 3) และ ปลาดุก (เลนที่ 2 และ 4) บนเนทีฟพอลิ 
อะคริลาไมดเจล (12% T  2.67% C ที่ pH 8.3) ดวยเทคนคิอิเล็กโตรโฟรีซิส และยอมดวย 
โคแมสซีบลูอาร - 250  
 

 
 
 
 
 

   + 

- 

major band 

major band 
minor band 



 

 

56
 

  
 
 
 
 

 
 
 

     
                                                                    1            2            3            4                                                 
          
ภาพที่ 10  แสดงการเคลื่อนที่ของฮีโมโกลบินที่ทําใหบริสุทธิ์ดวยเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโท 

  กราฟของปลาดุก (เลนที่ 1 และ 3) และ ปลาตะเพียน (เลนที่ 2 และ 4) บนเนทีฟ 
  พอลิอะคริลาไมดเจล (15% T  2.67% C ที่ pH 8.3) ดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิส  

 และยอมดวยซิลเวอร (silver staining)   
 
มีรายงานตางประเทศถึงการศึกษาถึงชนิดของฮีโมโกลบินในปลาน้ําเค็มและปลาน้ําจืดซึ่ง

แสดงใหเห็นวาฮีโมโกลบินของปลาแตกตางจากของสัตวเล้ียงลูกดวยนม  กลาวคือ  ปลามี
ฮีโมโกลบินหลายชนิดและกลไกในการควบคุมการจับกาซออกซิเจนมีความสัมพันธกับการปรับตัว
ใหเขากับสภาพแวดลอม    เมื่อใชการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟาสามารถแบงฮีโมโกลบินของปลา
ออกเปน 2 กลุม คือ กลุมแอโนดิก ที่มีคา pI ต่ํา (นอยกวาหรือเทากับ 8) และกลุมแคโธดิกที่มีคา pI 
สูง (มากกวาหรือเทากับ 8) ทั้ง 2 กลุมมีโครงสรางและหนาที่ที่ตางกัน ปลาไหลยุโรป (Anguilla 
anguilla  และ Gymnothorax unicolor) เปนตัวอยางของปลาที่มีฮีโมโกลบินทั้ง 2 กลุมนี้เชนเดียวกับ
ปลาเทรา   กลุมแคโธดิกมีความสามารถในการจับกันของกาซออกซิเจนกับฮีโมโกลบินสูงและ pH 
มีผลตอการเปลี่ยนแปลงความสามารถในการจับกันของกาซออกซิเจนกับฮีโมโกลบินนอย  ทํา
หนาที่สําคัญในการขนสงกาซออกซิเจนในสภาวะที่มีกาซออกซิเจนต่ําและเปนกรด   กลุมแอโนดิก
แสดงความสามารถในการจับกันของกาซออกซิเจนกับฮีโมโกลบินต่ําและ pH มีผลตอการ
เปลี่ยนแปลงความสามารถในการจับกันของกาซออกซิเจนกับฮีโมโกลบินมากเหมือนกลุมแอโนดิก 
ของปลาหลายชนิด    กลุมแคโธดิกของปลาไหลยุโรป แสดงความสามารถในการจับกันของกาซ
ออกซิเจนกับฮีโมโกลบินขึ้นกับสารฟอสเฟตอินทรีย คือ GTP และ ATP มากกวากลุมแอโนดิก   
ในขณะที่กลุมแคโธดิกของปลาเทรา แสดงความสามารถในการจับกันของกาซออกซิเจนกับ 

   + 

- 
major band 

major band 
minor band 
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ฮีโมโกลบินไมขึ้นกับ GTP และ ATP (Fago et al., 1995; Fago et al., 1997 and Tamburrini et al., 
2001)  ปลาดุกในลุมน้ําอะเมซอน คือ Pterygoplichthys pardalis และ Hoplosternum littorale  ปลา
ทั้ง 2 ชนิดนี้นอกจากจะมีเหงือกแลวยังมีระบบการแลกเปลี่ยนกาซออกซิเจนที่เกี่ยวของกับลําไส 
(gut)  จึงเปนปลาที่หายใจในอากาศไดดวย   Pterygoplichthys pardalis แสดงฮีโมโกลบิน 4 ชนิด 
คือ Hb I Hb II Hb III และ Hb IV  ทั้ง 4 ชนิดมีคุณสมบัติในการทําหนาที่ที่ตางกัน  Hb I เปนชนิด
หลัก (Bossa et al., 1982)   Hoplosternum littorale  แสดงฮีโมโกลบิน 2 ชนิด คือ ฮีโมโกลบินแอ
โนดิก (HbAn) และฮีโมโกลบินแคโธดิก (HbCa)  ทั้ง 2 ชนิดมีโครงสรางและคุณสมบัติในการทํา
หนาที่ที่ตางกัน     นอกจากนี้ยังมีรายงานการเปรียบเทียบคุณสมบัติของฮีโมโกลบินของปลาน้ําจืด
ในลุมน้ําอะเมซอน 2 ชนิดซึ่งมีกลไกการหายใจที่ตางกัน   เพื่อที่จะศึกษาถึงการปรับเปลี่ยนโมเลกุล
ใหเขากับระบบการหายใจที่ตางกัน คือ ปลา Osteoglossum bicirrhosum และปลาชอนอะเมซอน 
(Arapaima gigas)  ปลา Osteoglossum bicirrhosum  เปนปลาที่มีเหงือกหายใจในน้ํา  สวนปลา
ชอนอะเมซอนหายใจในอากาศ ปลา Osteoglossum bicirrhosum มีฮีโมโกลบิน 1 ฟโนไทปที่มี
ฮีโมโกลบิน 1 ชนิด  ในขณะที่ปลาชอนอะเมซอนมีฮีโมโกลบิน 2  ฟโนไทป  ซ่ึงมีคุณสมบัติในการ
ทําหนาที่คลายคลึงกัน  และพบวา 1 ฟโนไทปมีฮีโมโกลบิน 2 ชนิดคือ ชนิดหลัก 65% และชนดิรอง 
35% (Galdames - Portus et al., 1979) 

 
จากผลการศึกษาครั้งนี้แสดงใหเห็นถึงความแตกตางของฮีโมโกลบินของปลาน้ําจืด 2 ชนิด

ของไทย คือ ปลาดุกและปลาตะเพียนที่มีความแตกตางทั้งสายพันธุ  พันธุกรรม รูปรางลักษณะ  
และพฤติกรรมการดํารงชีวิต    เมื่อศึกษาฟโนไทปของฮีโมโกลบินในสารละลายฮีโมไลเสตโดยใช
เทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบเซลลูโลสอะซีเตต   ฮีโมโกลบินของปลาดุกและปลาตะเพียนแสดง
การเคลื่อนที่ในสนามไฟฟาจากขั้วลบไปหาขั้วบวกที่ตางกันมาก    ฮีโมโกลบินของปลาดุกเคลื่อนที่
เขาหาขั้วบวกไดเร็วกวา   พบจํานวนแถบของโปรตีนจํานวนมากแตมีแบบที่เหมือนกันในทุก
ตัวอยางปลา   เมื่อใชเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบเนทีฟพอลิอะคริลาไมดเจลศึกษาฟโนไทปของ
ฮีโมโกลบินในสารละลายฮีโมไลเสต    พบจํานวนแถบของโปรตีนลดลงแตยังคงมีแบบที่
เหมือนกันในทุกตัวอยางปลา  แสดงใหเห็นวาฮีโมโกลบินของปลาดุกและปลาตะเพียนมี 
1 ฟโนไทป    เมื่อทําใหฮีโมโกลบินในสารละลายฮีโมไลเสตบริสุทธิ์ดวยเทคนิคเจลฟลเทรชัน 
โครมาโทกราฟสามารถสรุปไดวาฮีโมโกลบินของปลาตะเพียนมี 1 ฟโนไทปที่มีฮีโมโกลบิน 1 
ชนิด  ในขณะที่ปลาดุกมีฮีโมโกลบิน 1 ฟโนไทปเชนกันแตมีฮีโมโกลบิน 2 ชนิดคือ ชนิดหลักและ
ชนิดรอง   เมื่อศึกษาผลการทดลองทั้งหมดมีความเปนไปไดวาทั้งปลาดุกและปลาตะเพียนนาจะมี
ฮีโมโกลบินกลุมแอโนดิกไมมีฮีโมโกลบินกลุมแคโธดิก ซ่ึงตางจากปลานิลที่มีทั้ง 2 กลุม     
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3. การศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบนิและน้ําหนักโมเลกุลของหนวยยอยของฮโีมโกลบินปลา
ดุกและปลาตะเพียน 
 

3.1 วิธีเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโทกราฟ 
 
การทําเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโทกราฟของเซฟาเดกซ G-100 เกรด fine ซ่ึงมีระดับ

การเชื่อมโยงเปนตาขายรางแหอยูในชวงน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 4,000 - 150,000 ดาลตัน ผลจาก
การชะสารของสารละลายบัฟเฟอร แสดงดังภาพที่ 11 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางคา 
Kd   ของสารและโปรตีนมาตรฐานและคาลอกาลิทึมน้ําหนักโมเลกุล (Log M.W.) ของสารและ
โปรตีนมาตรฐาน (ภาพท่ี 12) จากกราฟมาตรฐานสามารถคํานวณหาน้ําหนักโมเลกุลของ
ฮีโมโกลบินปลาดุกและปลาตะเพียนได 63,096 ดาลตัน และ 64,565 ดาลตัน ตามลําดับ  
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ภาพที่ 11  แสดงผลการชะสารชนิดตางๆ ที่ผานเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโทกราฟของเซฟา

เดกซ G-100 ดวยทริสบัฟเฟอรความเขมขน 0.05 โมลาร pH 7.4 ที่มี 0.02 เปอรเซ็นต
โซเดียมเอไซด อัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตรตอนาที  

ฮีโมโกลบินปลาดุก  

ซีรัมอัลบูมินของโค 
โอวัลบูมิน 

ดีเอ็นพี - แอสปารเตต ไซโตโครม ซี 
ฮีโมโกลบินปลาตะเพียน  

บลูเดกซแตรน 
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การหาน้ําหนกัโมเลกุลของฮีโมโกลบินปลาดุกและปลาตะเพยีนโดยการสรางกราฟ 

ระหวางคา Kd และคา Log M.W. 
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ภาพที ่12  แสดงการหาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินปลาดุกและปลาตะเพียนจากคา Kd 

    และ Log M.W.ของโปรตีนมาตรฐาน 
 
หมายเหตุ:  น้าํหนักโมเลกุลของสารและโปรตีนมาตรฐาน 

บลูเดกซแตรน     2,000,000 ดาลตัน 
ซีรัมอัลบูมินของโค          68,000      ดาลตัน 
โอวัลบูมิน                    45,000      ดาลตัน 

 ไซโตโครม ซี                   12,384      ดาลตัน 
ดีเอ็นพี - แอสปารเตต                      299.2        ดาลตัน 

 
เมื่อพิจารณาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินที่ไดจากการทําเจลฟลเทรชันคอลัมนโคร

มาโทกราฟของเซฟาเดกซ G-100 เกรด fine ไดคาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินปลาดุกและปลา
ตะเพียนเทากับ 63,096 ดาลตัน และ 64,565 ดาลตัน ตามลําดับ ซ่ึงแตกตางจากเกรียงไกรและคณะ 
(2548)  ที่ศึกษาฮีโมโกลบินปลานิลโดยเทคนิคเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโทกราฟของเซฟาเดกซ 
G-100 เกรด fine เชนกัน พบวาฮีโมโกลบินของปลานิลมีน้ําหนักโมเลกุล 60,792 ดาลตัน ซ่ึงเปน 

ไซโตโครม ซี 

โอวัลบูมิน 

ดีเอ็นพี - แอสปารเตต 

ฮีโมโกลบินปลาดุก  

ซีรัมอัลบูมินของโค 
ฮีโมโกลบินปลาตะเพียน  
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น้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินในสภาพธรรมชาติ ที่ประกอบดวย 4 หนวยยอย มีรายงาน
การศึกษาน้ําหนักโมเลกุลฮีโมโกลบินของปลาในตางประเทศ Martin et al. (1979c) ไดศึกษา
ฮีโมโกลบินของปลา Pseudodoras ซ่ึงเปนปลาดุกอเมริกาใต พบวา ฮีโมโกลบินมีน้ําหนักโมเลกุล
ประมาณ 66,000 ดาลตัน และน้ําหนักโมเลกุลของหนวยยอยประมาณ 14,300 ดาลตัน นอกจากนี้ 
ยังไดศึกษาฮีโมโกลบินของปลา Brachyplatystoma sp. ซ่ึงเปนปลาดุกแถบเขตรอน พบวา 
ฮีโมโกลบินมีน้ําหนักประมาณ 69,000 ดาลตัน  Whitaker (1963) ไดรายงานถึงการศึกษาน้ําหนัก
โมเลกุลของโปรตีน โดยใชเทคนิคเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโทกราฟ เชน น้ําหนักโมเลกุลของ
ฮีโมโกลบิน พบวาความเสถียรของโมเลกุลฮีโมโกลบินมีการเปลี่ยนแปลงโดยเกิดการแยกตัวออก
จากกันของหนวยยอยของฮีโมโกลบินหรือเจลมีการดูดซับกับโปรตีนตัวอยางที่ทําการศึกษาจึงทํา
ใหคาน้ําหนักโมเลกุลที่ไดต่ํากวาคาที่เปนจริง 

 
 

3.2 วิธีโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบดิสคอนทนิูอัสเจล 
 
จากการทําเทคนิคโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิ เล็กโตรโฟรีซิส

แบบดิสคอนทินูอัสเจล ที่ pH 8.3 ดวย separating gel 18%T, 2.67%C และ stacking gel 4%T, 
2.67%C ของสารละลายฮีโมโกลบินที่ไดจากการทําใหบริสุทธิ์โดยผานเจลฟลเทรชันคอลัมนโคร
มาโทกราฟ เมื่อยอมแผนเจลดวยสีโคแมสซีบลูอาร - 250 พบแถบฮีโมโกลบินจํานวน 2 แถบใน
ปลาดุกและพบ 1 แถบในปลาตะเพียน เมื่อวิเคราะหดวยโปรแกรมวิเคราะหแผนเจล Quantity One 
พบวาหนวยยอยของฮีโมโกลบินปลาดุกมีน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ย 15,260 ดาลตัน และ 14,740 ดาลตัน 
ตามลําดับ และของปลาตะเพียนมีน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ย 14,630 ดาลตัน ดังแสดงในภาพที่ 13 
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                    1                     2                     3                    4                    5  
ภาพที่ 13  แสดงผลน้ําหนักโมเลกุลหนวยยอยของฮีโมโกลบินของปลาดุก (เลนที่ 2 และ 4) และปลา

ตะเพียน (เลนที่ 3 และ 5) และเลนที่ 1 คือ broad range M.W. standard (Bio-Rad 
Laboratories, U.S.A.) โดยเทคนิคโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรี
ซิส ที่ pH 8.3 ดวย separating gel 18%T, 2.67%C และ stacking gel 4%T, 2.67%C (200 
โวลตคงที่ 60 มิลลิแอมแปรตอเจล 1 แผน เวลา 45 นาที)  

หมายเหตุ:  broad range M.W. standard (Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) 
 ไมโอซิน    200,000  ดาลตัน 

เบตากาแลคโตซิเดส    116,250  ดาลตัน 
ฟอสโฟรีเลส บี       97,400  ดาลตัน 
ซีรัมอัลบูมินของโค       66,200  ดาลตัน 
โอวัลบูมิน      45,000  ดาลตัน 
คารบอนิกแอนไฮเดรส     31,000  ดาลตัน 
ตัวยับยั้งทริปซินของถั่วเหลือง     21,500  ดาลตัน 
ไลโซไซม      14,400  ดาลตัน 
อะโพรทินิน                   6,500  ดาลตัน 

 

  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 

- 

 + 
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จาก เทคนิคโซ เดี ยมโด เดซิ ล ซัล เฟตพอลิ อะคริ ล าไมด เ จลอิ เ ล็ กโตรโฟ รี ซิส

แบบดิสคอนทินูอัสเจลเพื่อหาน้ําหนักโมเลกุลในแตละหนวยยอยของฮีโมโกลบิน  พบวา
ฮีโมโกลบินปลาดุกปรากฎ 2 แถบ ขณะที่ฮีโมโกลบินของปลาตะเพียนปรากฏ 1 แถบ เมื่อคํานวณ
น้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยของสายกลอบินโดยเครื่องวิเคราะหแผนเจลพบวาฮีโมโกลบินของปลาดุกมีคา
น้ําหนักโมกุลของสายกลอบินเฉลี่ยเทากับ 15,260 ดาลตัน และ 14,750 ดาลตัน ตามลําดับ สวน
ฮีโมโกลบินของปลาตะเพียนมีน้ําหนักโมเลกุลของสายกลอบินเฉลี่ยเทากับ 14,630 ดาลตัน แสดง
วาหนวยยอยหรือสายกลอบินทั้งสี่ของฮีโมโกลบินปลาตะเพียนมีน้ําหนักโมเลกุลเทากันหรือ
ใกลเคียงกัน แตฮีโมโกลบินปลาดุกประกอบดวยหนวยยอยหรือสายกลอบิน 2 ชนิดที่มีน้ําหนัก
โมเลกุลตางกัน 
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3.3 วิธีแมสสเปกโทรเมทรี 
 
       Monomer                       Dimer                   Trimer                Tetramer 
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ภาพที ่14  แสดงน้ําหนักโมเลกุลของหนวยยอยฮีโมโกลบินปลาดุก โดยวิธีแมสสเปกโทรเมทรี  

    ดวยเครื่องแมสสเปกโทรมิเตอร แบบ MALDI - TOF (Bruker Reflex IV,  
Bruker, U.S.A.) ใชกรดไซแนพินิคเปนเมทริกซ และยิงดวยไนโตรเจนเลเซอร 
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   Monomer                       Dimer                   Trimer                Tetramer 
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ภาพที ่15  แสดงน้าํหนกัโมเลกุลของหนวยยอยฮีโมโกลบนิปลาตะเพียนโดยวิธีแมสสเปกโทรเมทร ี

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

 
เมื่อนําฮีโมโกลบินของปลาดุกและปลาตะเพียนที่ทําใหบริสุทธิ์โดยผานเจลฟลเทรชัน

คอลัมนโครมาโทกราฟของเซฟาเดกซ G – 100 มาหาคาน้ําหนักโมเลกุล โดยวิธีผานเครื่อง  
MALDI - TOF แมสสเปกโทรมิเตอร (Bruker Reflex IV, Bruker, U.S.A.) ใชกรดไซแนพินิค
เปนเมทริกซ และยิงดวยไนโตรเจนเลเซอร พบวาคาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินปลาดุกใน
รูปแบบมอโนเมอร มีคาเทากับ 15,580.730 ดาลตัน และ 16,127.405 ดาลตัน สวนรูปแบบไดเมอร 
ไตรเมอรและเตตระเมอร มีคาน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 32,132.907, 47,840.190 และ 63,460.678 ดาล
ตัน ตามลําดับ (ภาพที่ 14) สวนคาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินปลาตะเพียนในรูปแบบมอโน
เมอร มีคาเทากับ 15,344.190 ดาลตัน และ 16,165.790 ดาลตัน  สวนรูปแบบไดเมอร ไตรเมอรและ
เตตระเมอร มีคาน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 31,636.184, 48,463.684 และ 63,634.812 ดาลตัน  



 

 

65
 
ตามลําดับ (ภาพที่15) แสดงวาโมเลกุลของฮีโมโกลบินของทั้งปลาดุกและปลาตะเพียน
ประกอบดวยสายกลอบิน 2 ชนิดที่มีน้ําหนักโมเลกุลตางกัน  ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยอ่ืนๆ ที่ศึกษา
คาน้ําหนักโมเลกุลของสายกลอบินชนิด สายอัลฟา 1  สายอัลฟา 2 และสายเบตา เทากับ 15,340, 
15,621 และ 16,126 ดาลตัน ตามลําดับ (Southard et al., 1986 and Chong et al., 1999)  
 
 น้ําหนักโมเลกุลในรูปแบบไดเมอรของฮีโมโกลบินปลาดุกที่มีน้ําหนักโมเลกุล 32,132.907 
ดาลตัน เกิดจากสายกลอบินที่มีน้ําหนักโมเลกุล 16,127.405 ดาลตันมาจับกัน เมื่อรูปแบบที่เปน
ไดเมอรจับกับสายกลอบินอีกสายหนึ่งที่มีน้ําหนักโมเลกุล 15,580.730 ดาลตัน ไดเปนรูปแบบไตร
เมอรที่มีน้ําหนักโมเลกุล 47,840.190 ดาลตัน และรูปแบบเตตระเมอรที่มีน้ําหนักโมเลกุล 
63,460.678 ดาลตันเกิดจากการจับกันของสายกลอบินที่มีน้ําหนักโมเลกุล 16,127.405 ดาลตัน และ
15,580.730 ดาลตัน อยางละ 2 สาย สวนฮีโมโกลบินของปลาตะเพียน พบวารูปแบบไดเมอรที่มี
น้ําหนักโมเลกุล 31,636.184 ดาลตันเกิดจากสายกลอบินที่มีน้ําหนักโมเลกุล 15,344.190 ดาลตัน
และ 16,165.790 ดาลตันมาจับกัน รูปแบบไตรเมอรที่มีน้ําหนักโมเลกุล 48,463.684 ดาลตันเกิดจาก
สายกลอบินที่มีน้ําหนักโมเลกุล 16,165.790 ดาลตันมาจับกันสามสายและเมื่อรูปแบบไตรเมอรมา
จับกับสายกลอบินอีกสายหนึ่งที่มีน้ําหนักโมเลกุล 15,344.190 ดาลตันจึงเกิดเปนรูปแบบเตตระ
เมอรที่มีน้ําหนักโมเลกุล 63,634.812 ดาลตัน 
 

เมื่อพิจารณาถึงน้ําหนักโมเลกุลของสายกลอบินทั้ง 4 สายที่ไดจากวิธีโซเดียมโดเดซิล
ซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส พบวาปลาดุกมีคาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบิน
เทากับ 60,000 ดาลตัน สวนปลาตะเพียนมีคาเทากับ 58,520 ดาลตัน ซ่ึงมีคาต่ํากวาน้ําหนักโมเลกุล
รวมของฮีโมโกลบินที่ทําการศึกษาโดยใชเทคนิคเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโทกราฟ ที่มีคา
น้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินของปลาดุกและปลาตะเพียน 63,096 ดาลตัน และ 64,565 ดาลตัน 
ตามลําดับ  และวิธีแมสสเปกโทรเมทรี ที่มีคา 63,461 ดาลตัน และ 63,635 ดาลตัน ตามลําดับ   
เปนไปไดที่สายกลอบินซึ่งอยูในรูปโปรตีนกอนกลม ถูกทําใหเสียสภาพธรรมชาติ โดยเบตาเมอร
แคบโตเอธานอล นอกจากนี้ โซเดียมโดเดซิลซัลเฟตสามารถจับกับสายกลอบินเปนคอมเพล็กซ  ทํา
ใหสายกลอบินนี้มีรูปรางเปนแทง สงผลใหโครงสรางของฮีโมโกลบินเปลี่ยนแปลงไปทําให
น้ําหนักโมเลกุลรวมของสายกลอบินทั้ง 4 สายต่ํากวาน้ําหนักโมเลกุลรวมของฮีโมโกลบิน ในขณะ
ที่เกรียงไกร (2548) ไดศึกษาโดยเทคนิคโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตร
โฟรีซิส  พบวาฮีโมโกลบินของปลานิลปรากฏ 1 แถบ เมื่อคํานวณน้ําหนักโมเลกุลเฉล่ียของสาย
กลอบินโดยเครื่องวิเคราะหแผนเจลมีคาเทากับ 15,415 ดาลตัน เมื่อรวมกันอยูในรูปเตตระเมอรมีคา 
61,660 ดาลตัน ซ่ึงมีคามากกวาคาน้ําหนักโมเลกุลรวมของฮีโมโกลบินที่ทําการศึกษาโดยใชเทคนิค 
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เจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโทกราฟ ที่มีคาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินของปลานิล เทากับ 
60,792 ดาลตัน แตคานอยกวาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินของปลานิลที่ศึกษาโดยวิธี
แมสสเปกโทรเมทรี พบวา มีคา 62,954 ดาลตัน 

 
จากผลการทดลองการหาน้ําหนักโมเลกุลของหนวยยอยฮีโมโกลบินปลาดุกและปลา

ตะเพียนโดยวิธีโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบดิสคอนทินูอัสเจล 
พบวาฮีโมโกลบินปลาดุกปรากฎ 2 แถบ สวนฮีโมโกลบินของปลาตะเพียนปรากฏ 1 แถบ ซ่ึง
อธิบายไดวาฮีโมโกลบินของปลาตะเพียนที่ปรากฏ 1 แถบ เปนหนวยยอยที่มีน้ําหนักโมเลกุล
ใกลเคียงกันมากหรือเทากัน จึงปรากฏใหเห็นเพียงแถบเดียว แตเมื่อใชวิธีแมสสเปกโทรเมทรีศึกษา
พบวาทั้งฮีโมโกลบินของปลาดุกและปลาตะเพียนประกอบดวยสายกลอบิน 2 ชนิด ที่มีน้ําหนัก
โมเลกุลตางกัน ทั้งนี้ถาใชวิธีโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส
แบบเกรเดียนทเจล (gradient gel) นาจะสามารถแยกฮีโมโกลบินของปลาตะเพียนออกจากกันได  

 
ตารางที่ 6  แสดงน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินปลาดุกและปลาตะเพยีนแบงตามวิธีการศึกษา 

 
 วิธีการศึกษาน้าํหนักโมเลกุล 

Gel filtration SDS-PAGE Mass spectrometry โมเลกุล
ของ

ฮีโมโกลบิน 
Hb 

(ปลาดุก) 
Hb 

(ปลา
ตะเพยีน) 

Hb 
(ปลาดุก) 

Hb 
(ปลา

ตะเพยีน) 

Hb 
(ปลาดุก) 

Hb 
(ปลา

ตะเพยีน) 
เตตระเมอร 63,096 64,565 - - 63,460.678 63,634.812 
ไตรเมอร - - - - 47,840.190 48,463.684 
ไดเมอร - - - - 32,132.907 31,636.184 

โมโนเมอร - - 15,260 
และ 14,740 

14,630 15,580.730 
และ 

16,127.405 

15,344.190 
และ 

16,165.790 
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จากตารางที่ 6 เมื่อพิจารณาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินปลาดุกและปลาตะเพียนโดย

การศึกษาดวยวิธีเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโทกราฟ วิธีโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตและวิธี
แมสสเปกโทรเมทรี พบวาดวยวิธีเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโทกราฟไดน้ําหนักโมเลกุลของ
ฮีโมโกลบินปลาดุกมีคานอยกวาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินปลาตะเพียน สอดคลองกับผลทีไ่ด
จากวิธีแมสสเปกโทรเมทรี และน้ําหนักโมเลกุลหนวยยอยหรือสายกลอบินของฮีโมโกลบินปลาดุก
ดวยวิธีโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตแสดง 2 คา สอดคลองกับวิธีแมสสเปกโทรเมทรี สวนในปลา
ตะเพียนพบวาฮีโมโกลบินของปลาตะเพียนแสดงเพียงคาเดียว แตกตางจากผลที่ไดจากวิธี
แมสสเปกโทรเมทรีที่แสดง 2 คา เมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาของเกรียงไกร (2548)  ที่ศึกษา
ฮีโมโกลบินของปลานิลพบวาคาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินและหนวยยอยหรือสายกลอบิน
ของฮีโมโกลบินปลานิลมีคาแตกตางจากฮีโมโกลบินของปลาดุกและฮีโมโกลบินของปลาตะเพียน 
สอดคลองกับ Weber (2000) and Prisco et al. (2000) ที่กลาววา ปลามีฮีโมโกลบินหลายชนิด และมี
น้ําหนักโมเลกุลใกลเคียงกันเรียกวา Iso Hbs แตวิธีแมสสเปกโทรเมทรีมีความไวและแมนยํามากกว
าวิธีการอื่นๆ ดังนั้นน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินปลาดุกและปลาตะเพียนจึงใชคาที่ไดจากวิธี
แมสสเปกโทรเมทรีเพื่อใหคาที่ไดมีความแมนยํามากที่สุด  
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4. การศึกษาคา pI ของฮีโมโกลบินปลาดุกและปลาตะเพียน 
                       1                  2                 3                4              5 
         

 
                               
ภาพที่ 16  แสดงคา pI ของฮีโมโกลบินปลาดุกและปลาตะเพยีน โดยวิธีไอโซอิเล็กตริกโฟกัสซิง 

ดวยแผนเจลสาํเร็จรูป (Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) แอมโฟไลท pH 3-10 เลนที่ 1 
และ 3  คือ ฮีโมไลเสตของปลาตะเพียนและปลาดุก เลนที่ 2 และ 4  คือ ฮีโมโกลบินของ
ปลาตะเพียนและปลาดุกที่ไดจากการทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคเจลฟลเทรชันโคร
มาโทกราฟ และเลนที่ 5 คือ broad range standard pI 4.45-9.60 (Bio-Rad Laboratories, 
U.S.A.) 

 
เมื่อนําฮีโมโกลบินของปลาดุกและปลาตะเพียนที่ผานเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโทกราฟ 

โดยใชเซฟาเดกซ G-100 มาหาคา pI ของฮีโมโกลบินปลาทั้งสองชนิด โดยวิธีไอโซอิเล็กตริกโฟกัส
ซิง ดวยเจลสําเร็จรูป (Bio-Rad Laboratories, U.S.A.) แอมโฟไลท pH 3-10 เมื่อวิเคราะหดวย
โปรแกรม Quantity One พบวา ฮีโมโกลบินของปลาดุกและปลาตะเพียนมีคา pI ที่ใกลเคียงกัน โดย
ปลาทั้งสองชนิดมีคา pI หลายคา ปลาตะเพียนมีคา pI อยูในชวงระหวาง 5.8 – 7.0 สวนปลาดุกมีคา 
pI อยูในชวงระหวาง 5.5 – 8.0 ทั้งปลาดุกและปลาตะเพียนตางมีคา pI ที่คาบเกี่ยวกัน กลาวคือมี pI 
ที่เทากันที่ pI เทากับ 7.0 และมีคาใกลเคียงกันในชวง  5.8 – 7.0 สวนที่ตางกันคือ ปลาดุกมีคา pI 8.0  
เมื่อเปรียบเทียบกับผลการศึกษาของเกรียงไกร (2548) ที่ไดคา pIของฮีโมโกลบินปลานิลโดยใช
เทคนิคไอโซอิเล็กตริกโฟกัสซิง ในชวง pH 3-10 เชนกันพบวา ฮีโมโกลบินของปลานิลสามารถ
แบงออกไดเปน 2 กลุม คือ กลุมแอโนดิก มีคา pI อยูในชวง 5.28 - 6.80 และกลุมแคโธดิก มีคา pI  

pH 10 

pH 3 

ไซโตโครม ซี pI 9.60 
เลนทิลเล็กติน pI 7.8, 8.0, 8.20      

ฮีโมโกลบินซีของคน pI 7.5  

ไมโอโกลบินของมา  pI 6.8  
ไมโอโกลบินของมา pI 7.0 

เอนไซมคารบอนิกแอนไฮเดรสของคน pI 6.5 

เอนไซมคารบอนิกแอนไฮเดรสของโค pI 6.0 

เบตาแลคโตโกลบูลินบี pI 5.1 

ไฟโคไซยานิน pI 4.75, 4.65, 4.45 

ฮีโมโกลบินเอของคน pI 7.1 
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อยูในชวง 7.27 – 9.71 Prisco et al. (2000) กลาววา สามารถแบงฮีโมโกลบินปลาออกเปน 2 กลุม 
คือ กลุมแอโนดิก มีคา pI นอยกวาหรือเทากับ 8  กลุมนี้เปนฮีโมโกลบินหลักในปลา มีคุณสมบัติ
ความชอบตอออกซิเจนต่ํา และกลุมแคโธดิก มีคา pI มากกวาหรือเทากับ 8 พบในปลาบางชนิด
เทานั้น เชนในปลาที่อาศัยในบริเวณน้ําลึก น้ําขุน หรือบริเวณที่มีกาซออกซิเจนนอย เปนตัวเก็บ
สํารองกาซออกซิเจนในภาวะที่มีกาซออกซิเจนต่ํา เมื่อพิจารณาการจัดกลุมฮีโมโกลบินปลาดุกและ
ปลาตะเพียน สามารถจัดฮีโมโกลบินของปลาทั้งสองชนิดเขากลุมแอโนดิก การดํารงชีวิตใน
ธรรมชาติของปลาดุกและปลาตะเพียนซึ่งเปนปลาน้ําจืด ปลาดุกเปนปลาที่อาศัยอยูในบริเวณน้ําลึก 
แมแตในหนองน้ําขุนที่มีน้ําอยูเพียงเล็กนอย น้ําที่มีปริมาณออกซิเจนต่ํา น้ําที่คอนขางกรอย ปลาดุก
ก็ยังสามารถอาศัยอยูไดเปนอยางดี (กองประมงน้ําจืด, 2538) แตกตางจากปลาตะเพียนที่อาศัยอยูใน
น้ําใสและบริเวณผิวน้ํามีปริมาณออกซิเจนมากกวา จากผลการศึกษาในครั้งนี้ไมพบฮีโมโกลบินของ
ปลาดุกที่เปนกลุมแคโธดิกพบเฉพาะกลุมอะโนดิกเทานั้น ทั้งนี้อาจเนื่องจากสภาพทางธรรมชาติ
ของปลาดุกและปลาตะเพียนที่นํามาศึกษาในครั้งนี้เปนปลาที่อาศัยอยูในบอตามธรรมชาติที่น้ําใส มี
ปริมาณออกซิเจนละลายอยูในน้ําสูง ในตางประเทศไดมีการศึกษาคา pI ในปลาหลายชนิด Fago et 
al. (1995) ไดศึกษาฮีโมโกลบินของปลาไหล Anguilla anguilla  พบวา ฮีโมโกลบินกลุมแคโธดิกมี
คา pI สูง ขณะที่กลุมแอโนดิก มีคา pI ต่ํา สวน Southard et al. (1986) ไดศึกษาฮีโมโกลบินจากปลา 
Salmo clarki (ปลา cutthroat trout) พบวา ฮีโมโกลบินมีคา pI หลายชนิด ฮีโมโกลบิน 5 ชนิด มีคา 
pI อยูระหวาง 9.10 – 7.10 และฮีโมโกลบินอีกชนิดหนึ่งที่มีขนาดเล็ก มีคา pI เทากับ 5.90 ซ่ึงมี
ความสําคัญตอการจับกับออกซิเจน โดยฮีโมโกลบินที่กลาวมาขางตน จะมีคุณสมบัติเหมือนกัน
เกี่ยวกับการจับกับออกซิเจนซึ่งไมขึ้นกับ pH อุณหภูมิ และ ATP นอกจากนี้ยังพบวา มีฮีโมโกลบิน
ขนาดเล็กอื่นๆ ที่มีคา pI นอยกวา 5.90 มีคุณสมบัติเกี่ยวกับการจับออกซิเจนเหมือนกัน แตจะขึ้นอยู
กับ pH และยังมีฮีโมโกลบินอีก 2 ชนิด ที่มีคา pI 6.40 และ 6.50 มีคุณสมบัติคลายกันเกี่ยวกับการจับ
ออกซิเจนที่ตองขึ้นอยูกับ pH และอุณหภูมิ สวน ATP และ GTP จะทําใหความชอบตอออกซิเจน
ลดลงแตไมมีผลตอการจับกันของออกซิเจนกับฮีโมโกลบิน 
 
 



 

 

สรุปและขอเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

จากการศึกษาเปรียบเทียบฟโนไทป ชนิดและคุณสมบัติทางชีวเคมีของฮีโมโกลบินของ
ปลาดุกและปลาตะเพียน จํานวนชนิดละ 30 ตัว ขนาดโตเต็มวัย คละเพศ ปลาดุกขนาดความยาว
ลําตัวมากกวา 25 เซนติเมตรและมีน้ําหนักตัวมากกวา 150 กรัมขึ้นไป ปลาตะเพียนมีขนาดความยาว
ลําตัวมากกวา 20 เซนติเมตรและมีน้ําหนักตัวมากกวา 100 กรัมขึ้นไป โดยใชเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิส 
โครมาโทกราฟ สเปกโทรเมทรี และไอโซอิเล็กตริกโฟกัสซิง พบวา 

 
1. ปลาดุกมีคาเม็ดเลือดแดงอดัแนนเฉลีย่ 30.17 + 1.25 เปอรเซ็นต (28.92 – 31.42 เปอรเซ็นต)  

และปลาตะเพยีนมีคาเมด็เลือดแดงอัดแนนเฉลี่ย 39.45 + 1.70 เปอรเซ็นต (37.75 – 41.15 เปอรเซน็ต)  
 
2. ปลาดุกมีคาความเขมขนของฮีโมโกลบินเฉลี่ย  8 .17 + 0.01 กรัมตอเดซิลิตร

(8.16 – 8.18 กรัมตอเดซิลิตร) และปลาตะเพยีนมีคาความเขมขนของฮีโมโกลบินเฉลี่ย  
7.83 + 0.01 กรัมตอเดซิลิตร (7.82 – 7.84  กรัมตอเดซิลิตร)  
 

3. จากการศึกษาดวยเทคนิคเซลลูโลสอะซีเตตอิเล็กโตรโฟรีซิส พบวาฟโนไทปของ
ฮีโมโกลบินปลาดุกมี 1 ฟโนไทปที่ประกอบดวยโปรตีน 7 แถบ สวนฮโีมโกลบินปลาตะเพยีนมี 1 
ฟโนไทปเชนกันแตประกอบดวยโปรตีน 5 แถบ ฮีโมโกลบินปลาดุกมกีารเคลื่อนที่ในสนามไฟฟา
เขาหาขั้วบวกไดเร็วกวาฮีโมโกลบินปลาตะเพยีน  

 
4. จากการศึกษาดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบเนทีฟพอลิอะคริลาไมดเจล พบวา ปลา

ดุกแสดงฮีโมโกลบิน 1 ฟโนไทปประกอบดวยฮีโมโกลบินชนิดหลัก (98%) และชนิดรอง (2%)   
สวนปลาตะเพยีนแสดงฮีโมโกลบิน 1 ฟโนไทปเชนกนัแตมีฮีโมโกลบินเพียงชนิดเดยีว    
ฮีโมโกลบินปลาดุกมีการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟาเขาหาขั้วบวกไดเร็วกวาฮีโมโกลบนิปลาตะเพยีน     

 
5. จากการศึกษาดวยเทคนิคเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโทกราฟพบวาฮีโมโกลบินของ

ปลาดุกและปลาตะเพียนมีน้าํหนักโมเลกุลเทากับ 63,096 ดาลตัน และ 64,565 ดาลตัน ตามลําดับ 
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6. จากการศึกษาดวยเทคนิคโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส 
พบวา ฮีโมโกลบินของปลาดุกมีคาเฉลี่ยน้าํหนักโมเลกุลของสายกลอบนิ 2 คา เทากับ 15,260 ดาลตนั 
และ 14,740 ดาลตัน สวนปลาตะเพยีนมีน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยของสายกลอบินเทากบั 14,630 ดาลตัน 
 

7. จากการศึกษาดวยเทคนิคแมสสเปกโทรเมทรีพบวาน้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินปลา
ดุกในรูปแบบมอโนเมอร มี 2  คา เทากับ 15,580.730  ดาลตนั และ 16,127.405 ดาลตนั สวนรูปแบบไดเมอร 
ไตรเมอรและเตตระเมอร มีคาน้ําหนกัโมเลกุลเทากับ 32,132.907, 47,840.190 และ 63,460.678 ดาลตนั 
ตามลําดับ น้ําหนักโมเลกุลของฮีโมโกลบินปลาตะเพยีนในรูปแบบมอโนเมอร มี 2 คา เทากับ
15,344.190 ดาลตัน และ 16,165.790 ดาลตัน  สวนรูปแบบไดเมอร ไตรเมอรและเตตระเมอร มีคา
น้ําหนกัโมเลกลุเทากับ 31,636.184, 48,463.684 และ 63,634.812 ดาลตัน ตามลําดับ  

 
8. จากการศึกษาดวยเทคนิคไอโซอิเล็กตริกโฟกัสซิง พบวาปลาตะเพยีนมีคา pI อยูในชวง

ระหวาง 5.8 – 7.0 สวนปลาดกุมีคา pI อยูในชวงระหวาง 5.5 – 8.0 
 

ขอเสนอแนะ 
 
1. ขอมูลที่ไดจากการศึกษานี้สามารถนําไปเปนขอมูลพื้นฐานสําหรับการศึกษาลําดับ

กรดอะมโินของสายกลอบินและศกึษาคณุสมบัติความชอบตอออกซิเจนของฮีโมโกลบินกลุมแอโนดิก 
และกลุมแคโธดิก ได 

 
2. เมื่อทราบเกีย่วกับคุณสมบตัิความชอบตอออกซิเจนแลวสามารถนําความรูที่ไดไปเปน

ขอมูลพื้นฐานในดานการปรบัปรุงพันธุปลาใหมีความทนตอสภาพแวดลอมที่มีปริมาณกาซ
ออกซิเจนละลายอยูในน้ํานอยได และนอกจากนีย้ังอาจนาํความรูที่ไดไปเปนขอมูลพื้นฐานสวน
หนึ่งของการผลิตเลือดเทียม (artificial blood) เพื่อใชในทางการแพทย 
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ตารางผนวกที่ 1  คาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตรและความเขมขนของฮีโมโกลบินมาตรฐาน 
 
        (หนวย: กรัมตอเดซิลิตร) 

คาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร ความเขมขนของฮีโมโกลบินมาตรฐาน 
0.000 0.00 
0.067 4.00 
0.139 8.00 
0.212 12.00 
0.289 16.00 
0.365 20.00 

 
y = 0.018x

R2 = 0.9979
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ภาพผนวกที่ 1  กราฟมาตรฐานความเขมขนของฮีโมโกลบิน 
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ตารางผนวกที่ 2  หลอดที่สารถูกชะออกมามากที่สุด คา Kd คา Log M.W. และคาน้ําหนักโมเลกุล
ของโปรตีนมาตรฐานและของฮีโมโกลบินปลาดุกและปลาตะเพียน ที่ผานเจลฟล
เทรชันคอลัมนโครมาโทกราฟของเซฟาเดกซ G-100 ดวยทริสบัฟเฟอรความ
เขมขน 0.05 โมลาร pH 7.4 ที่มี 0.02 เปอรเซ็นตโซเดียมเอไซด อัตราการไหล 0.5 
มิลลิลิตรตอนาที  

 
สารละลาย หลอดที่สารถูกชะ

ออกมามากที่สุด 
Kd Log M.W. M.W. (ดาลตัน) 

บลูเดกซแตรน  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 
ดีเอ็นพี - แอสปารเตต 84 1.00 2.48 299.20 
ฮีโมโกลบินปลาดุก 43 0.37 4.80 63,096 

ฮีโมโกลบินปลาตะเพียน 42 0.35 4.81 64,565 
     

y = -0.3215x + 1.9199
R2 = 0.9552
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ภาพผนวกที่ 2  กราฟแสดงคาน้ําหนกัโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานและของฮีโมโกลบินปลาดุก

และปลาตะเพยีน ที่ผานเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโทกราฟของเซฟาเดกซ G-100 
ดวยทริสบัฟเฟอรความเขมขน 0.05 โมลาร pH 7.4 ที่มี 0.02 เปอรเซ็นตโซเดียมเอ
ไซด อัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตรตอนาที  
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 
 
ช่ือ –นามสกุล นายคมสัน   นามตะค ุ
วัน เดือน ป ที่เกิด เกิดวันที่ 23 กันยายน พ.ศ.2525  
สถานที่เกิด  บานหนองเมย อําเภอเมยวดี จังหวดัรอยเอด็ 
ประวัติการศึกษา จบการศึกษาระดับปริญญาตรี จากคณะเทคนิคการสัตวแพทย 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร พ.ศ. 2549 
ตําแหนงหนาที่การงานปจจบุัน - 
สถานที่ทํางานปจจุบัน - 
ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ  ผลงานดีเดน 

ไดรับรางวัลดีเดนในการนําเสนอผลงานทางวิชาการภาค
บรรยายดาน Fishery Biotechnology การประชุมวิชาการ
บัณฑิตศึกษา เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร คร้ังที่ 3  เมื่อวันที่ 
8 ธันวาคม พ.ศ. 2550 
ผลงานวิจัย 
การศึกษาเปรียบเทียบฟโนไทปและคุณสมบัติทางชีวเคมี
ของฮีโมโกลบินในปลาดุก (Clarias batrachus) และปลา
ตะเพียน (Puntius gonionotus) 
ฮีโมโกลบินสุนัขพันธุไทยหลังอาน: การแยกใหบริสุทธิ์
โดยเจลฟลเทรชันคอลัมนโครมาโทกราฟและศึกษา
น้ําหนักโมเลกุลโดยแมสสเปกโทรเมทรีและโซเดียมโดเด
ซิลซัลเฟต พ.ศ. 2551 

ทุนการศึกษาที่ไดรับ ทุนสนับสนุนการทําวิจัยจากศูนยเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร 
ทุนผูชวยวิจยัจากศูนยเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร พ.ศ. 2550 
ถึง พ.ศ. 2551 

 




