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บทคดัย่อ 

การศึกษาปฏิสมัพนัธ์ระหว่างพิษงูจงอาง (Ophiophagus hannah) กบัสารสกดัจากกระเจียวแดง (Curcuma  sessilis 

Gage.) โดยใชเ้ทคนิค SDS-PAGE และตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมเ์จลาติเนส ในนํÊ าพิษงูจงอางตามวิธีของ Pornmanee  

et al. (2008)  โดยทาํการวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนตามวิธี  Bradford (1976)  พบว่านํÊ าพิษของงูจงอางมีปริมาณโปรตีน

เท่ากับ 79 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ส่วนสารสกัดจากลาํต้นใต้ดินของกระเจียวแดงมีปริมาณโปรตีนเท่ากับ 0.38  มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร  เมืÉอทาํการเปรียบเทียบแบบแผนโปรตีนของนํÊาพิษงูจงอางก่อนและหลงัการไดรั้บสารสกดัจากกระเจียวแดงดว้ย

เทคนิค SDS-PAGE  พบว่าโปรตีนทีÉมีขนาดโมเลกุล 124.67  และ 11.20 kDa หายไปจากแบบแผนโปรตีนหลงัไดรั้บสาร

สกดัจากกระเจียวแดง  และจากการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมเ์จลาติเนสในนํÊ าพิษงูจงอางทีÉได้รับสารสกดัพบว่าสาร

สกดัจากกระเจียวแดงมีผลทาํใหกิ้จกรรมของเอนไซมเ์จลาติเนสลดลง 
 

ABSTRACT 

The interactions between  King Cobra (Ophiophagus hannah)  venom and the extracts from Curcuma sessilis Gage 

were studied by SDS-PAGE and examined  the activity of gelatinase with Ophiophagus hannah  by using the methods of 

Pornmanee et al. (2008). Protein quantitation was analyzed  by using Bradford method (1976). The results showed that 

there are approximate protein concentration 79.00 mg/ml in King Cobra venom  and protein concentration 0.38 mg/ml in 

the Curcuma sessilis Gage extracts. The protein patterns of King Cobra venom that was got the treatment  with Curcuma 

sessilis Gage extracts were compared by SDS-PAGE. The result showed that after treatments with extracts, the 124. 67 

and 11.20 kDa protein band of King Cobra venom was disappeared. The Curcuma sessilis Gage extracts can reduce the 

activity of gelatinase in King Cobra venom.       
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บทนํา 

   ประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรม  ประชากรส่วนใหญ่ในประเทศโดยเฉพาะประชากรทีÉอาศยัในเขตพืÊนทีÉ

ชนบท  ประกอบอาชีพทางการเกษตรเป็นอาชีพหลกั อนัไดแ้ก่ ทาํนา  ทาํสวน ทาํไร่ และเลีÊยงสัตว ์และเนืÉองจากเป็น

ประเทศทีÉมีลกัษณะภูมิประเทศและภูมิอากาศทีÉมีความเหมาะสมต่อการดาํรงชีวิตของสัตวมี์พิษหลายชนิด จึงทาํให้

สามารถพบสัตวมี์พิษกระจายอยูต่ามไร่นา  เทือกสวนของเกษตรกรแทบทุกพืÊนทีÉ  งูพิษถือเป็นสตัวมี์พิษอีกหนึÉ งประเภท

ทีÉเป็นสาเหตุของปัญหาสาํคญัทางสารธารณสุขในประเทศไทย จากการรายงานของสาํนกัระบาดวิทยา  ประจาํปี  2558  

พบว่าในปีดงักล่าวมีผูที้Éถูกงูพิษกดัจาํนวน  4,618  ราย  ซึÉ งภาคตะวนัออกเฉียงเหนือมีจาํนวนผูป่้วยมากทีÉสุดคือ  1,819  

ราย  โดยเฉพาะในช่วงปลายฤดูฝนเขา้สู่ฤดูหนาวซึÉงเป็นฤดูแห่งการเกบ็เกีÉยวผลการผลิตทางการเกษตรพบมีผูถู้กงูพิษกดั

จาํนวนมาก (ชาํนาญ, 2558)   

  งูจงอางเป็นงูพิษอีกหนึÉงชนิดทีÉถือว่าเป็นปัญหาสาํคญัเนืÉองจากชอบหากินตามพืÊนดิน  ผูป่้วยทีÉถูกงูจงอางกดัจะ

มีอาการ หนงัตาตก ขากรรไกรแข็ง พูดไม่ชดั กลืนนํÊาลายไม่ได ้แน่นหนา้อก ตาพร่า อ่อนเพลีย เป็นอมัพาต จนอาจตาย

ดว้ยภาวะการหายใจลม้เหลว  เนืÉองจากพิษของงูชนิดนีÊ เป็นพิษทีÉมีผลต่อระบบประสาท หรือ neurotoxins ในส่วนของ

ลกัษณะแผลทีÉถูกกดัเป็นแผลถลอก  บวมแดง  และเน่าลึก เพราะนอกเหนือจาก neurotoxins แลว้ ในนํÊ าพิษของงูจงอาง

ยงัประกอบด้วยเอนไซม์ทีÉท ําให้เกิดการบวมของแผล เช่น Acidic phospholipase A2 (A-PLA2) และL-amino acid 

oxidase เป็นตน้  นอกจากนีÊ ยงัมีเอนไซม์ทีÉทาํให้เกิดความเสียหายต่อกลา้มเนืÊอ เนืÊอเยืÉอต่างๆ รวมทัÊงผิวหนังโดยรอบ

บริเวณแผลทีÉถกูงูกดั เช่น เอนไซมเ์จลาติเนส (gelatinase) เป็นตน้ (ภทัรพงศ,์ 2550; Chang et al., 2006) 

 การรักษาผูป่้วยทีÉถูกงูพิษกดัในปัจจุบนัทาํไดโ้ดนการให้เซรุ่มแกพิ้ษงู  แต่เนืÉองจากพืÊนทีÉทางการเกษตรหลาย

พืÊนทีÉต ัÊงอยู่ห่างไกลจากโรงพยาบาลหรือสถานบริการแกพ้ิษงู   อีกทัÊงยงัขาดยวดยานพาหนะในการนาํส่งผูป่้วย รวมไป

ถึงภาระค่าใช้จ่ายทีÉค่อนข้างสูง    เกษตรกรทีÉถูกงูพิษกัดส่วนใหญ่จึงหันมารักษาอาการป่วยจากพิษงูโดยอาศัยพืช

สมุนไพรทีÉมีในทอ้งถิÉนแทน   ซึÉ งการใช้สมุนไพรในการรักษาผูป่้วยทีÉถูกงูกัดเป็นภูมิปัญญาทอ้งถิÉนทีÉอยู่คู่กบัคนใน

ชนบทมาช้านาน  มีการระบุว่าชาวบ้านในหมู่บ้านโคกสง่า ตาํบลทรายมูล อาํเภอนํÊ าพอง จงัหวดัขอนแก่น ซึÉ งเป็น

หมู่บา้นทีÉเลีÊ ยงงูจงอางไวใ้ตถุ้นบา้นเพืÉอใช้ในการจดัแสดงงู ร่วมกบัการขายพืชสมุนไพรให้กบันักท่องเทีÉยวทีÉสนใจ      

เขา้ชมเกือบทุกหลงัคาเรือน  และเมืÉอมีผูถู้กงูจงอางกดัชาวบา้นไดมี้การใช้ลาํตน้ใต้ดินของว่านพญางูทีÉนิยมปลูกใน

ครัวเรือนมารักษาบาดแผลทีÉเกิดจากการถูกกดั และพบว่าสามารถรักษาแผลไดเ้ป็นอย่างดี นอกจากนีÊ ยงัมีการรายงานว่า

มีพืชสมุนไพรอีกหลายชนิดทีÉมีความสามารถในการตา้นพิษงูได ้เช่น  เสลดพงัพอนตวัผู ้ กระทงลาย  เขยตาย เป็นตน้     

จากขอ้มูลดงักล่าวส่งผลให้นกัวิจยัหลายท่านหนัมาให้ความสาํคญัในการศึกษาพืชสมุนไพรทีÉสามารถตา้นการออกฤทธิÍ

ของพิษงูได ้ พืชในวงศ์ Zingiberaceae   สกุล Curcuma  เป็นพืชอีกหนึÉ งกลุ่มทีÉนกัวิจยัให้ความสนใจ โดยมีรายงานการ

วิจัยพบว่าสารสกัดจากลาํต้นใตดิ้นของว่านพญางูตวัเมีย (Curcuma sp.) สามารถลดการจบักันระหว่างพิษงูเห่าและ

แอนติบอดีของพิษงูเห่าได้ (ประสงค์ และคณะ, 2548)  และเมืÉอนําสารสกัดจากว่านพญางูตัวเมียมาตรวจสอบ

ความสามารถในการลดการจบักันระหว่าง neurotoxin บริสุทธิÍ กับแอนติบอดี  พบว่าสารสกัดจากว่านพญางูตวัเมีย

สามารถลดการจบักนัระหว่าง neurotoxin บริสุทธิÍ กบัแอนติบอดีไดจ้ริง  จนทาํให้แถบโปรตีนของ neurotoxin จางลง

อยา่งเห็นไดช้ดั (ศกัดา  และคณะ, 2546) 

 ดังนัÊ นในการวิจัยครัÊ งนีÊ จึงได้ท ําการศึกษาปฏิสัมพันธ์ทีÉ เกิดขึÊ นระหว่างสารสกัดจากลําต้นใต้ดินของ                

กระเจียวแดง (Curcuma sessilis Gage.) ซึÉ งเป็นพืชในสกุล Curcuma อีกหนึÉ งชนิดทีÉพบได้ทัÉวไปในเขตพืÊนทีÉภาค

ตะวนัออกเฉียงเหนือกบัพิษของงูจงอาง (Ophiophagus hannah)  โดยทาํการศึกษาแบบแผนโปรตีนของนํÊาพิษงูจงอาง

ทัÊ ง ก่อนและห ลังการได้รับสารสกัดจาก ลําต้น ใต้ดิน ของกระเจียวแดงด้วยเทคนิ ค Sodium Dodecyl Sulfate 
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polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) อีกทัÊงทาํการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมเ์จลาติเนส (gelatinase) 

ในนํÊ าพิษของงูจงอางหลงัไดรั้บสารสกดัจากกระเจียวแดง  ทัÊงนีÊ เพืÉอใชเ้ป็นขอ้มูลพืÊนฐานในการศึกษา และการทาํวิจยั   

รวมทัÊ งนําไปสู่การหาแนวทางการปฐมพยาบาลผู ้ป่วยทีÉ ถูกงูพิษกัดในเบืÊ องต้นก่อนส่งตัวเข้ารับการรักษาย ัง

สถานพยาบาลต่อไป 
 

วัตถุประสงค์การวจิัย 

1) เพืÉอทาํการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในนํÊ าพิษของงูจงอาง (Ophiophagus hannah) และสารสกัดจากลาํ

ตน้ใตดิ้นของกระเจียวแดง (Curcuma sessilis Gage.)  โดยวิธี Bradford (1976)  

2) เพืÉอเปรียบเทียบแบบแผนโปรตีนของนํÊ าพิษงูจงอางก่อนและหลงัการไดรั้บสารสกดัจากลาํตน้ใตด้ินของ

กระเจียวแดง (Curcuma sessilis Gage.) 

3) เพืÉอตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมเ์จลาติเนส (Gelatinase) ในนํÊ าพิษของงูจงอางหลงัการไดรั้บสารสกดั

จากลาํตน้ใตด้ินของกระเจียวแดง (Curcuma sessilis Gage.) 

4) เพืÉอใชเ้ป็นขอ้มูลพืÊนฐานในการศึกษา และวิจยั เกีÉยวกบัการรักษาผูป่้วยทีÉถูกงูพิษกดัดว้ยพืชสมุนไพรใน

ทอ้งถิÉน 

 

วิธีการวิจยั 

การเตรียมตวัอย่าง 

1) การเตรียมตัวอย่างนํÊาพษิงูจงอาง 

นาํนํÊาพิษงูจงอางทีÉไดรั้บความอนุเคราะห์จากชมรมงูจงอางแห่งประเทศไทย  บา้นโคกสง่า  ตาํบลทรายมูล   

อาํเภอนํÊาพอง  จงัหวดัขอนแก่น  มาเก็บรักษาไวท้ีÉอุณหภูมิ  -20  องศาเซลเซียส  และทาํการเจือจางพิษงูดว้ย  Phosphate  

Buffered  Saline (PBS) โดยใชอ้ตัราส่วนของพิษงูจงอางต่อตวัทาํละลาย 1:50 ในการนาํมาใชใ้นการทดลองทุกครัÊง  

2) การเตรียมสารสกดัจากลําต้นใต้ดนิของกระเจียวแดง 

นาํลาํตน้ใตดิ้นของกระเจียวแดงมาลา้งนํÊ าประปาไหลผ่าน 5  นาที  แลว้ตามดว้ยนํÊากลัÉน  2  ครัÊ ง  ผึÉงลมให้

แห้งทีÉอุณหภูมิห้อง   จากนัÊนหัÉนลาํต้นใต้ดินของกระเจียวแดงเป็นชิÊนเล็กๆ  แลว้นําไปชัÉงให้ไดต้ัวอย่าง  100  กรัม  

นาํไปบดให้ละเอียดดว้ยโกร่งบดสาร  เติมสารละลาย PBS (pH 7.4)  50  มิลลิลิตร  แลว้ทาํการคัÊนสารสกดัใส่ในหลอด

ทดลอง  นาํไปปัÉนเหวีÉยงทีÉความเร็ว  5300  รอบ/นาที  นาน 15  นาที  จาํนวน  2  รอบ  เพืÉอแยกตะกอนออกจากสารสกดั             

นาํสารสกดั (ส่วนใส)  ใส่ลงในหลอดไวออล  หลอดละ  100  ไมโครลิตร เก็บรักษาไวท้ีÉอุณหภูมิ  -20  องศาเซลเซียส  

เพืÉอใชใ้นการทดลองต่อไป 

 การวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีน   

 ทาํการวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนของนํÊ าพิษงูจงอางและสารสกัดจากลาํต้นใตดิ้นของกระเจียวแดงดว้ยวิธี 

Bradford (1976)  โดยทาํการเติมสารตวัอย่างลงในหลอดทดลองขนาด 10 X 75 (มม.)  ตวัอย่างละ 20  ไมโครลิตรจากนัÊน

เติมสารละลาย Bradford  1,000  ไมโครลิตร  ผสมให้เขา้กนัโดยวิธีการ vortex  ตัÊงสารละลายทิÊงไวท้ีÉอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 

20 นาที  แล้วนําไปวดัค่าการดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 595 นาโนเมตรด้วยเครืÉ อง spectrophotometer  จัดทาํกราฟ

โปรตีนมาตรฐาน Bovine serum albumin  (BSA)  จากค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย Bovine serum albumin (BSA) ทีÉ

ระดบัความเขม้ขน้ 0 – 2,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  หาปริมาณโปรตีนของนํÊ าพิษงูจงอางและสารสกดัจากลาํตน้ใต้ดิน

ของกระเจียวแดงโดยเทียบกบักราฟโปรตีนมาตรฐาน Bovine serum albumin (BSA)   
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การวิเคราะห์แบบแผนโปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE  

ทาํการวิเคราะห์แบบแผนโปรตีนของนํÊ าพิษงูจงอาง  ทัÊงก่อนและหลงัการไดรั้บสารสกดัจากจากกระเจียวแดง 

โ ด ย ก าร เต รี ย ม   Polyacrylamide Gel  โ ด ย ใ ช้  4%  Stacking gel แ ล ะ 12%  Separating gel  ทีÉ มี  0.1%  SDS เป็ น

องคป์ระกอบ  จากนัÊนเตรียมสารละลายตวัอยา่งสาํหรับการวิเคราะห์ดงันีÊ   

Lane 1  Protein  makers  ปริมาณ  3  ไมโครลิตร 

Lane 2  นํÊาพิษของงูจงอางทีÉมีปริมาณโปรตีน  3.1  ไมโครกรัม  

Lane 3  สารสกดัจากลาํตน้ใตดิ้นของกระเจียวแดงทีÉมีปริมาณโปรตีน   3.1  ไมโครกรัม 

Lane 4  นํÊ าพิษของงูจงอาง และสารสกัดจากลาํต้นใต้ดินของกระเจียวแดงทีÉมีปริมาณโปรตีนตวัอย่างละ 3.1  

ไมโครกรัม 

ทาํการบ่มสารละลายตวัอย่างที Éอุณหภูมิห้องน าน 3  นาที  จากนัÊนนําไปต ้มทีÉอ ุณหภูมิ 100  องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที  ทิÊงไวใ้ห้เย็น   นาํสารตวัอย่างโหลดลงในเจลทีÉเตรียมไว ้ แลว้ทาํการแยกขนาดโปรตีน

ดว้ยกระแสไฟฟ้าทีÉความต่างศกัย ์ 80 โวลต ์ ในชัÊนของ Stacking gel  นาน 25 นาที  จากนัÊนใช้กระแสไฟฟ้าทีÉ

ความต่างศกัย  ์ 120 โว ลต ์ น าน  45  น าที สําหรับชัÊน Separating gel  จากนัÊน นําแผ่น เจลมายอ้มด ้วย  0.1% 

Coomassie  brilliant  blue R-250 เป็นเวลา  1 ชัÉวโมง  ทาํการลา้งสีส่วนเกินออกด้วย destaining  solution  จน

แผ่นเจลใส    และเห็นแถบโปรตีนชดัเจน  แลว้จึงลา้งเจลด้วยนํÊากลัÉนอีกครัÊ ง  ตากเจลให้แห้งทีÉอุณหภูมิห้อง  แลว้

จึงนาํแผ่นเจลมาวิเคราะห์แบบแผนโปรตีน 

การตรวจสอบกจิกรรมของเอนไซม์เจลาตเินส (gelatinase) 

ทาํการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมเ์จลาติเนส (gelatinase) ดว้ยวิธีของ Pornmanee et al. (2008) ทาํไดโ้ดย

การนาํแผ่นฟิลม์ X-ray (Kodak X-OMAT)  ซึÉ งเป็นแผ่นฟิลม์ทีÉมีเจลาตินเคลือบอยู่ทีÉผิวมาตดัให้ไดข้นาด 9 X 9 ตร.ซม.  

แล้ววาดตารางขนาด 2 X 2 ตร.ซม.  จาํนวนทัÊ งหมด  16  ช่อง ในด้านตรงข้ามกบัดา้นทีÉต้องการจะหยดสารละลาย

ตวัอย่าง   จากนัÊ นทาํการเตรียมสารละลายตัวอย่างดังตารางทีÉ 2  บ่มทิÊงไวท้ีÉ อุณหภูมิห้องนาน  10  นาที  แล้วหยด

สารละลายตวัอย่างลงบนแผน่ฟิลม์ X-ray  ทีÉเตรียมไว ้ ตามแผนผงัในภาพทีÉ  1   

สารสกัดจากลาํต้นใต้ดนิของกระเจียว (µg) 

 0 1 2 4 

0 1 2 3 4 

1 5 6 7 8 

2 9 10 11 12 

4 13 14 15 16 

ภาพทีÉ 1  แผนผงัแสดงการหยดสารละลายตวัอยา่งลงบนแผน่ฟิลม์ X-ray   

 

 ซึÉ งการหยดสารละลายตวัอย่างลงบนแผ่นฟิล์ม X-ray นัÊน ต้องหยดลงบริเวณตรงกลางของช่องทีÉวาดไวใ้น

ลกัษณะเป็นวงวงเดียวไม่กระจาย   จากนัÊ นนําไปบ่มทีÉอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นระยะเวลา 24 ชัÉวโมง  แลว้นํา

แผ่นฟิลม์ X-ray มาลา้งด้วยนํÊ ากลัÉน  ตากให้แห้งทีÉอุณหภูมิห้อง  วิเคราะห์ผลทีÉได้  โดยสังเกตจากบริเวณวงใส (clear 

นํÊาพษิงู (µg) 
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zone) ซึÉ งเกิดจากการย่อยเจลาตินทีÉเคลือบบนแผ่นฟิล์ม X-ray  ของเอนไซม์เจลาติเนส (gelatinase) เปรียบเทียบความ

สมบูรณ์ของวงใสแต่ละวง  

 

ตารางทีÉ 1  สารละลายตวัอย่างเพืÉอใชใ้นการทดสอบกิจกรรมของเอนไซมเ์จลาติเนส (gelatinase) 
 

หลอดทีÉ นํÊาพิษงู  (µl) สารสกัดจากกระเจียว (µl) PBS (µl) ปริมาตรสุทธิ (µl) 

1 0 0 12.8 12.8 

2 0 2.6 10.2 12.8 

3 0 5.1 7.7 12.8 

4 0 10.3 2.5 12.8 

5 0.6 0 12.2 12.8 

6 0.6 2.6 9.6 12.8 

7 0.6 5.1 7.1 12.8 

8 0.6 10.3 1.9 12.8 

9 1.3 0 11.5 12.8 

10 1.3 2.6 8.9 12.8 

11 1.3 5.1 6.4 12.8 

12 1.3 10.3 1.2 12.8 

13 2.5 0 10.3 12.8 

14 2.5 2.6 7.7 12.8 

15 2.5 5.1 5.2 12.8 

16 2.5 10.3 0 12.8 

 

ผลการวจัิย 

การวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีน   

  จากการวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนในนํÊาพิษของงูจงอาง (Ophiphagus  hannah) และสารสกดัจากลาํตน้ใตดิ้น

ของกระเจียวแดง (Curcuma sessilis Gage.) โดยวิธี Bradford (1976) พบว่าในนํÊาพิษของงูจงอางมีปริมาณโปรตีนเท่ากบั  

79  มิลลกิรัม/มิลลิลิตร ส่วนในสารสกดัจากลาํตน้ใตดิ้นของกระเจียวแดงพบโปรตีน 0.38 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

การวิเคราะห์แบบแผนโปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE  

   จากการวิเคราะห์แบบแผนและนํÊ าหนักโมเลกุลของโปรตีนในสารสกัดจากลาํตน้ใตด้ินของกระเจียวแดง 

(Curcuma sessilis Gage.) และนํÊ าพิษของงูจงอาง (Ophiphagus  hannah) ทัÊงก่อนและหลงัไดรั้บสารสกดัจากลาํตน้ใต้

ดินของกระเจียวแดง  โดยเปรียบเทียบกบัแถบของโปรตีนมาตรฐาน (Protein Makers) ทีÉมีนํÊ าหนักโมเลกุลแตกต่างกนั

จาํนวน 12 โมเลกุลได้แก่ 11, 17, 20, 25, 35, 48, 63, 75, 100, 135, 180 และ 245 kDa  พบว่าสารสกดัจากลาํต้นใต้ดิน

ของกระเจียวแดงมีโปรตีนทีÉมีขนาดโมเลกุลแตกต่างกนัทัÊงหมด 7  โมเลกุล  ได้แก่  7.92, 10.85, 17.16, 22.26, 29.11, 

33.46  และ37.14 kDa  ในขณะทีÉนํÊ าพิษของงูจงอางประกอบด้วยโปรตีนทีÉ มีขนาดโมเลกุลแตกต่างกันทัÊงหมด 9  
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โมเลกุล  ได้แก่  8.69, 11.20,  12.96, 25, 28.68, 57.38, 67.45, 72.14  และ 124.64 kDa  และในนํÊ าพิษของงูจงอางทีÉบ่ม

ดว้ยสารสกดัจากลาํตน้ใตดิ้นของกระเจียวแดงมีจาํนวนโปรตีนทีÉมีนํÊ าหนักโมเลกุลแตกต่างกนัจาํนวน  10  โมเลกุล  

ไดแ้ก่  8.07, 10.85, 12.96, 17.16, 25, 28.68, 33.46, 57.38, 67.45  และ 72.14 kDa  ตามลาํดบั แสดงดงัภาพทีÉ 2 และ ภาพ

ทีÉ 3  

 

 

 

ภาพทีÉ  2   ลกัษณะแบบแผนโปรตีนของสารสกดัจากลาํตน้ใตดิ้นของกระเจียวแดง  และนํÊาพิษงูจงอาง 

 ทัÊงก่อนและหลงัไดรั้บสารสกดัจากลาํตน้ใตดิ้นของกระเจียวแดง 

  Lane  1  Protein Makers 

  Lane  2  สารสกดัจากลาํตน้ใตด้ินของกระเจียวแดง   

  Lane  3  นํÊ าพิษของงูจงอาง  

  Lane  4  นํÊ าพิษของงูจงอางหลงัไดรั้บสารสกดัจากลาํตน้ใตด้ินของกระเจียวแดง  

 

 
ภาพทีÉ 3   แบบแผนโปรตีนและนํÊาหนกัโมเลกุลของโปรตีนในสารสกดัจากลาํตน้ใตดิ้นของกระเจียวแดง 

           1              2              3           4 
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และนํÊ าพิษงูจงอาง ทัÊงก่อนและหลงัไดร้ับสารสกดัจากลาํตน้ใตดิ้นของกระเจียวแดง 

  Lane  1  Protein Makers 

  Lane  2  สารสกดัจากลาํตน้ใตด้ินของกระเจียวแดง  3.1 µg 

  Lane  3  นํÊ าพิษงูจงอาง 3.1  µg 

  Lane  4  นํÊ าพิษงูจงอาง 3.1  µg  หลงัไดรั้บสารสกดัจากลาํตน้ใตด้ินของกระเจียวแดง 3.1  µg 
 

การตรวจสอบกจิกรรมของเอนไซม์เจลาตเินส (gelatinase) 

   จากการตรวจสอบการทาํงานของเอนไซมเ์จลาติเนส (gelatinase) ในนํÊ าพิษของงูจงอางทีÉไดรั้บสารสกดัจากลาํตน้

ใตดิ้นของกระเจียวแดงในอตัราส่วนต่างๆ โดยสังเกตจากการถูกย่อยของเจลาตินทีÉเคลือบอยู่บนผิวของแผ่นฟิล์ม X-ray  

(Kodak X - OMAT)  จนมีลกัษณะเป็นวงใส  พบว่านํÊ าพิษของงูจงอางทีÉไดรั้บสารสกดัจากลาํตน้ใตดิ้นของกระเจียวแดงใน

อตัราส่วนทีÉแตกต่างกนัมีความสามารถในการย่อยเจลาตินทีÉเคลือบอยูบ่นแผน่ฟิลม์ X-ray  ไดแ้ตกต่างกนั ดงัภาพทีÉ  4 

 

 

ภาพทีÉ 4   ลกัษณะของแผน่ฟิลม์ X-ray ทีÉไดรั้บการตรวจสอบกิจกรรมเอนไซมเ์จลาติเนส (geletinase) ในนํÊาพิษของ 

งูจงอางทีÉไดรั้บสารสกดัจากลาํตน้ใตดิ้นของกระเจียวแดงในอตัราส่วนต่างๆ  

ช่องทีÉ 1 : อตัราส่วนระหว่างโปรีตีนในนํÊาพิษงูจงอางกบัสารสกดัจากลาํตน้ใตดิ้นของกระเจียวแดง (0:0) 

ช่องทีÉ 2 : อตัราส่วนระหว่างโปรีตีนในนํÊาพิษงูจงอางกบัสารสกดัจากลาํตน้ใตดิ้นของกระเจียวแดง (0:1) 

ช่องทีÉ 3 : อตัราส่วนระหว่างโปรีตีนในนํÊาพิษงูจงอางกบัสารสกดัจากลาํตน้ใตดิ้นของกระเจียวแดง (0:2) 

ช่องทีÉ 4 : อตัราส่วนระหว่างโปรีตีนในนํÊาพิษงูจงอางกบัสารสกดัจากลาํตน้ใตดิ้นของกระเจียวแดง (0:4) 

ช่องทีÉ 5 : อตัราส่วนระหว่างโปรีตีนในนํÊาพิษงูจงอางกบัสารสกดัจากลาํตน้ใตดิ้นของกระเจียวแดง (1:0) 

ช่องทีÉ 6 : อตัราส่วนระหว่างโปรีตีนในนํÊาพิษงูจงอางกบัสารสกดัจากลาํตน้ใตดิ้นของกระเจียวแดง (1:1) 

ช่องทีÉ 7 : อตัราส่วนระหว่างโปรีตีนในนํÊาพิษงูจงอางกบัสารสกดัจากลาํตน้ใตดิ้นของกระเจียวแดง (1:2) 

ช่องทีÉ 8 : อตัราส่วนระหว่างโปรีตีนในนํÊาพิษงูจงอางกบัสารสกดัจากลาํตน้ใตดิ้นของกระเจียวแดง (1:4) 

ช่องทีÉ 9 : อตัราส่วนระหว่างโปรีตีนในนํÊาพิษงูจงอางกบัสารสกดัจากลาํตน้ใตดิ้นของกระเจียวแดง (2:0) 

ช่องทีÉ 10 : อตัราส่วนระหว่างโปรีตีนในนํÊาพิษงูจงอางกบัสารสกดัจากลาํตน้ใตด้ินของกระเจียวแดง (2:1) 

ช่องทีÉ 11 : อตัราส่วนระหว่างโปรีตีนในนํÊาพิษงูจงอางกบัสารสกดัจากลาํตน้ใตด้ินของกระเจียวแดง (2:2) 
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ช่องทีÉ 12 : อตัราส่วนระหว่างโปรีตีนในนํÊาพิษงูจงอางกบัสารสกดัจากลาํตน้ใตด้ินของกระเจียวแดง (2:4) 

ช่องทีÉ 13 : อตัราส่วนระหว่างโปรีตีนในนํÊาพิษงูจงอางกบัสารสกดัจากลาํตน้ใตด้ินของกระเจียวแดง (4:0) 

ช่องทีÉ 14 : อตัราส่วนระหว่างโปรีตีนในนํÊาพิษงูจงอางกบัสารสกดัจากลาํตน้ใตด้ินของกระเจียวแดง (4:1) 

ช่องทีÉ 15 : อตัราส่วนระหว่างโปรีตีนในนํÊาพิษงูจงอางกบัสารสกดัจากลาํตน้ใตด้ินของกระเจียวแดง (4:2) 

ช่องทีÉ 16 : อตัราส่วนระหว่างโปรีตีนในนํÊาพิษงูจงอางกบัสารสกดัจากลาํตน้ใตด้ินของกระเจียวแดง (4:4) 
 

จากภาพทีÉ 4  เป็นการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมเ์จลาติเนส (gelatinase) ในนํÊาพิษของงูจงอางทัÊงก่อนและ

หลงัการไดรั้บสารสกดัจากลาํตน้ใตดิ้นของกระเจียวแดง  โดยกาํหนดอตัราส่วนระหว่างความเขม้ขน้ของโปรตีนในนํÊ า

พิษงูจงอางกบัสารสกดัจากลาํตน้ใตดิ้นของกระเจียวแดงทัÊงหมด 16  อตัราส่วน พบว่าความเขม้ขน้ของโปรตีนในนํÊาพิษ       

งูจงอาง : ความเข้มข้นของโปรตีนในสารสกัดจากลาํต้นใต้ดินของกระเจียวแดงทีÉอตัราส่วน 0:0, 0:1, 0:2 และ 0:4 

บริเวณทีÉทาํการหยดสารละลายแผ่นฟิล์ม X-ray ยงัมีลกัษณะทึบไม่มีการย่อยเจลาตินทีÉเคลือบบนแผ่นฟิล์ม X-ray  

เกิดขึÊน   ส่วนทีÉอตัราส่วน 1:0, 1:1, 2:0, 2:1 4:0  และ 4:1  สังเกตพบกิจกรรมของเอนไซมเ์จลาติเนส โดยมีการย่อย เจ

ลาตินทีÉเคลือบอยู่บนแผน่ฟิลม์ X-ray ลกัษณะเป็นวงใสสมบูรณ์  ในส่วนของอตัราส่วน 1:2, 1:4, 2:2, 2:4, 4:2 และ 4:4  

พบว่ามีการย่อยเจลาตินลกัษณะเป็นวงใสแต่ไม่สมบูรณ์  พบจุดทึบอยู่บริเวณตรงกลางวง โดยอตัราส่วน 2:4 เป็น

อตัราส่วนทีÉพบกิจกรรมการยอ่ยเจลาตินน้อยทีÉสุดทาํให้เกิดวงทีÉใสทีÉมีลกัษณะไม่สมบูรณ์มากทีÉสุด   

 
ภาพทีÉ 5   กิจกรรมของเอนไซมเ์จลาติเนส (gelatinase) ในนํÊาพิษของงูจงอางต่อการย่อยเจลาตินบนแผน่ฟิลม์ X-ray  

  (ก)  เกิดการยอ่ยเจลาตินทีÉสมบูรณ์มีลกัษณะเป็นวงใส 

  (ข)  เกิดการย่อยเจลาตินทีÉไม่สมบูรณ์ 

 

อภิปรายและสรุปผลการวิจยั 

 จากการศึกษาปฏิสมัพนัธ์ระหว่างพิษงูจงอาง (Ophiphagus  hannah) กบัสารสกดัจากกระเจียวแดง (Curcuma 

sessilis Gage.) โดยทาํการวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนทัÊ งในนํÊ าพิษของงูจงอางและสารสกัดจากลาํต้นใต้ดินของ    

กระเจียวแดงโดยวิธี Bradford (1976)   แลว้ทาํการวเิคราะห์แบบแผนโปรตีนของนํÊ าพิษงูจงอางทัÊงก่อนและหลงัการไดรั้บ

สารสกดัจากกระเจียวแดงโดยวิธี SDS-PAGE   แลว้ทาํการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม ์เจลาติเนส (gelatinase) ดว้ย

วิธีของ Pornmanee  et al. (2008)  พบว่า ปริมาณของโปรตีนในนํÊ าพิษของงูจงอาง (Ophiophagus hannah)  เท่ากบั 79  

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  ซึÉ งมีความแตกต่างจากการศึกษาของกนกพรรณ (2558)  และ พชัราภา (2555) ทีÉพบว่าปริมาณของ

โปรตีนในนํÊ าพิษงูจงอางเท่ากบั 135.3  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  และ 39.35 มิลลิกรัม/มิลลิลิตรตามลาํดบั  ทัÊงนีÊอาจมีปัจจยัหลาย

อย่างทีÉส่งผลต่อความแตกต่างของปริมาณโปรตีนในนํÊ าพิษของงูจงอาง  อาทิเช่น  ขนาดและอายุของงู ความสดใหม่

ของนํÊาพิษ   หรือแม้กระทัÉงอาจมีการเสืÉอมสภาพของโปรตีนในขณะเก็บรักษา  ในขณะทีÉปริมาณโปรตีนทีÉพบใน

สารสกดัจากลาํตน้ใตดิ้นของกระเจียวแดง (Curcuma sessilis Gage.) มีปริมาณเพียง  0.38  มิลลิกรัม/มิลลิลิตรเท่านัÊ น  

ซึÉ งเมืÉอทาํการเปรียบเทียบกบัการศึกษาปริมาณโปรตีนในสารสกดัจากว่านพญางู (Curcuma zedoaroides Chaveerach A. 
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and  Tanee T.) ซึÉ งเป็นพืชในสกุลเดียวกบักระเจียวแดงของจรัญญา (2553) พบว่ามีปริมาณโปรตีนเท่ากับ  3.90 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร  จะเห็นว่าสารสกัดจากพืชมีโปรตีนเป็นองค์ประกอบอยู่ในปริมาณทีÉค่อนขา้งน้อยเมืÉอเปรียบเทียบกบัทีÉ

พบในสัตว ์              

 จากการเปรียบเทียบแบบแผนโปรตีนของนํÊ าพิษของงูจงอางก่อนและหลงัการไดรั้บสารสกดัจากลาํตน้ใตดิ้น

ของกระเจียวแดง  พบว่าก่อนไดรั้บสารสกดัพบโปรตีนในนํÊาพิษของงูจงอางทีÉมีขนาดโมเลกุลแตกต่างกนัทัÊงสิÊนจาํนวน   

9  โมเลกลุ แต่เมืÉอทาํการบ่มนํÊ าพิษงูจงอางร่วมกบัสารสกดัจากลาํตน้ใตดิ้นของกระเจียวแดงพบว่าแถบโปรตีนในนํÊ าพิษ

ของงูจงอางมีการเปลีÉยนแปลงไป  โดยพบว่ามีแถบโปรตีนจาํนวน 2 แถบ ไดแ้ก่แถบของโปรตีนทีÉมีนํÊ าหนักโมเลกุล

เท่ากบั 11.20 และ 124.67  kDa หายไปจากแบบแผนโปรตีน  ซึÉ งหากนาํผลดงักล่าวมาพิจารณาร่วมกบัผลการตรวจสอบ

โปรตีนในพิษงูเห่าทีÉถูกทาํลายด้วยสารออกฤทธิÍ ในสารสกัดจากว่านพญางูตัวเมีย (Curcuma sp.) ด้วยวิธี western 

immunoblotting ทีÉพบว่าโปรตีนทีÉมีนํÊ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 14, 23, 27 และ 70 kDa มีการจางหายไป  และยงัสามารถ

พิสูจน์ไดว่้าโปรตีนทีÉมีนํÊ าหนกัโมเลกุลเท่ากบั 14 kDa นัÊนคือ neurotoxin (ประสงค ์และคณะ, 2005)  จะพบว่าโปรตีนทีÉ

มีนํÊ าหนักโมเลกุลเท่ากบั 11.20  kDa 1 ใน 2 ของโปรตีนทีÉหายไปจากแบบแผนโปรตีน  มีขนาดโมเลกุลใกลเ้คียงกบั 

neurotoxin ในพิษของงูเห่า  จึงอาจมีความเป็นไปไดว้่าโปรตีนขนาดดงักล่าวจะแป็น neurotoxin ในนํÊ าพิษของงูจงอาง  

ซึÉงจาํเป็นตอ้งทาํการตรวจสอบให้ชดัเจนต่อไป  นอกจากนีÊยงัพบว่ามีโปรตีนบางแถบในแบบแผนโปรตีนมีขนาดลดลง

อีกดว้ย  ซึÉงถือเป็นการบ่งชีÊ ใหเ้ห็นว่าสารสกดัจากลาํตน้ใตดิ้นของกระเจียวแดงมีผลทาํให้เกิดการเปลีÉยนแปลงของแถบ

โปรตีนในนํÊาพิษงูจงอาง  โดยสารสกดันีÊ อาจมีสารบางชนิด หรือเอนไซมบ์างตวั (กลุ่ม Protease) ทีÉสามารถย่อย หรือตดั

แถบโปรตีน หรืออาจมีฤทธิÍ ทาํให้โปรตีนเกิดการเสืÉอมสภาพ  ส่งผลให้แถบโปรตีนบางขนาดมีขนาดโมเลกุลเล็กลง  

หรือหายไปจากแบบแผนโปรตีน 

ในส่วนของการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมเ์จลาติเนส (gelatinase) ในนํÊ าพิษของงูจงอางหลงัการไดรั้บ

สารสกดัจากลาํตน้ใตด้ินของกระเจียวแดง โดยทาํการกาํหนดความเขม้ขน้ระหว่างนํÊาพิษของงูจงอางกบัสารสกดัจากลาํ

ตน้ใตด้ินของกระเจียวแดงในอตัราส่วนทีÉแตกต่างกันทัÊงสิÊน 16  อตัราส่วน  แลว้นําแต่ละอตัราส่วนไปหยดลงบน

แผ่นฟิลม์ X-ray ทีÉมีเจลาตินเคลือบทีÉผิว  ทาํการสังเกตขนาด และความสมบูรณ์ของวงใส (clear zone) ทีÉเกิดขึÊนบน

แผ่นฟิล์ม X-ray  ผลปรากฏว่าอตัราส่วนระหว่างความเข้มข้นของนํÊ าพิษงูจงอางกับสารสกัดจากลาํต้นใต้ดินของ

กระเจียวแดงในแต่ละอตัราส่วนมีผลต่อการเกิดวงใสบนแผ่นฟิล์ม X-ray  ทีÉแตกต่างกัน  ซึÉ งพบทัÊงทีÉเกิดเป็นวงทีÉมี

ลกัษณะใสสมบูรณ์  และวงใสทีÉมีส่วนทึบอยู่บริเวณตรงกลางวงทาํให้เกิดวงใสทีÉไม่สมบูรณ์  โดยอตัราส่วนระหว่าง

โปรตีนในนํÊ าพิษของงูจงอางกับสารสกัดจากลาํตน้ใต้ดินของกระเจียวแดงทีÉสามารถยบัยัÊงการทาํงานของเอนไซม ์      

เจลติเนสในนํÊาพิษงูจงอางไดดี้ทีÉสุดในการวิจยัครัÊ งนีÊ   คืออตัราส่วน  2:4  ซึÉ งจะสงัเกตพบว่าวงใสมีความสมบูรณ์ค่อนขา้ง

นอ้ยและมีส่วนทึบอยูบ่ริเวณตรงกลางวง  นัÉนหมายความว่าสารสกดัจากลาํตน้ใตดิ้นของกระเจียวแดงสามารถยบัยัÊงการ

ทาํงานของเอนไซมเ์จลาติเนส (gelatinase) ได ้ และเมืÉอพิจารณาลกัษณะผลของการยบัย ัÊงของสารสกดัทีÉมีต่อนํÊ าพิษของ

งูจงอางจะพบว่าเกิดขึÊนเฉพาะทีÉบริเวณตรงกลางของวง  ซึÉ งลกัษณะดังกล่าาวมีความสอดคล้องกับการศึกษาของ 

จรัญญา (2553) ทีÉทาํการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์เจลาติเนส (gelatinase) ในนํÊ าพิษของงูเห่าไทยหลงัไดรั้บสาร

สกดัจาก   ลาํตน้ใตดิ้นของว่านพญางูทีÉเกิดการยบัย ัÊงทีÉบริเวณตรงกลางวงเช่นเดียวกนั จึงอาจสันนิษฐานไดว่้า สารทีÉมี

ความสามารถในการออกฤทธิÍ ยบัย ัÊงกิจกรรมของเอนไซมเ์จลาติเนส (gelatinase)ในสารสกัดกระเจียวแดงนัÊนมีการ

รวมกลุ่มกนับริเวณกลางหยดของสารละลายจึงส่งผลให้การยบัย ัÊงกิจกรรมของเอนไซมเ์จลาติเนส (gelatinase) เกิดขึÊน

เฉพาะบริเวณกลางวง  รวมทัÊงอาจกล่าวไดว้่ากิจกรรมของเอนไซม์ เจลาติเนส (gelatinase) ทีÉลดลงเป็นผลมาจากการ

หายไปจากแบบแผนโปรตีนของโปรตีนในนํÊาพิษงูจงอางหลงัไดรั้บสารสกดัจากลาํตน้ใตดิ้นของกระเจียวแดง 
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กติติกรรมประกาศ  

 ผูวิ้จยัขอขอบพระคุณนางสาวกมลชนก  แผว้พลสง ทีÉได้ให้คาํแนะนําและให้ความอนุเคราะห์อุปกรณ์และ

สารเคมีในการทาํวิจยัในครัÊ งนีÊ  ชมรมงูจงอางบา้นโคกสง่า  ตาํบลทรายมูล  อาํเภอนํÊ าพอง  จงัหวดัขอนแก่น  ทีÉไดใ้ห้

ความอนุเคราะห์นํÊ าพิษงูจงอาง  โครงการส่งเสริมการผลิตครูทีÉมีความสามารถพิเศษทางวิทยาศาสตร์และคณิตศาสตร์ 

(สควค.)ทีÉ ให้การอนุ เคราะห์ และสนับสนุ นการศึกษาและการวิจัย  รวมทัÊ งภาควิชาชี ววิทยา  คณะวิทยาศาสตร์  

มหาวิทยาลยัขอนแก่น ทีÉให้ความอนุเคราะห์สถานทีÉทาํวิจยั  และสนบัสนุนการทาํวิจยัมาโดยตลอด 
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