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บทคดัย่อ 

 การศึกษาแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสของปลากดับางชนิดในประเทศไทยจากตวัอย่างปลากดัเพศผูจ้าํนวน 3 ชนิด 

คือ ปลากัดป่าภาคกลาง (Betta splendens) ปลากัดป่าภาคอีสาน (Betta smaragdina) และปลากัดป่ามหาชัย (Betta 

mahachaiensis) นาํไปตรวจหาปริมาณโปรตีนดว้ยเทคนิค Bradford และเปรียบเทียบแบบแผนโปรตีนดว้ยเทคนิค SDS-

PAGE ผลการศึกษาพบว่าปลากดัทัÊง 3 ชนิดมีแบบแผนโปรตีนทีÉแตกต่างกนั เมืÉอหานํÊ าหนกัโมเลกุลของแอลฟา-แอล-ฟู

โคซิเดสดว้ยเทคนิค Western blot พบว่า ปลากัดป่าภาคกลาง (B. splendens) ปรากฏทัÊงหมด 2 แถบ มีนํÊ าหนักโมเลกุล

เท่ากับ 52.08 และ 34.63 kDa ปลากัดป่าภาคอีสาน (B. smaragdina) ปรากฏทัÊงหมด 3 แถบ มีนํÊ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 

50.76, 44.99 และ 38.17 kDa ปลากัดป่ามหาชัยมหาชัย (B. mahachaiensis) ปรากฏทัÊงหมด 6 แถบ มีนํÊ าหนักโมเลกุล

เท่ากบั 48.21, 43.51, 36.94, 26.03, 21.52 และ 9.36 kDa ตามลาํดบั แสดงให้เห็นว่าแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสในตบัปลา

กดัทัÊง 3 ชนิดมีขนาดใกลเ้คียงกนั คุณสมบติันีÊ ทาํให้สามารถนํามาใช้เป็นฐานขอ้มูลในดา้นการศึกษาวิวฒันาการระดบั

โมเลกลุ การจาํแนกสายพนัธุ ์การพฒันาสายพนัธ์ุ และการรักษาโรคของปลากดั 
 

ABSTRACT 

 Fighting fish liver α-L-fucosidases of some species in genus Betta including Siamese fighting fish ( Betta 

splendens) , Emerald betta ( Betta smaragdina)  and Mahachai betta ( Betta mahachaiensis)  in Thailand were 

characterized. The liver proteins were extracted from nine male of each species, determined by Bradford method and 

separated by SDS-PAGE. The results indicated the different liver protein profiles of the three species. The results of 

Western blot showed two bands of Siamese fighting fish (B. splendens) liver a-L-fucosidases (52.08 and 34.63 kDa), 

three bands of Emerald betta (B.  smaragdina)  (50.76, 44.99 and 38.17 kDa)  and six bands of Mahachai betta (B. 

mahachaiensis)  (48.21, 43.51, 36.94, 26.03, 21.52 and 9.36 kDa) . It showed α-L-fucosidases of the three fighting 

fish were hardly different.  The present study could be useful data in the way of molecular evolution, classify, 

breeding, conservation and treatment.    
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บทนํา 

 ปลากดั (Fighting fish) เป็นสัตวน์ํÊ าประจาํชาติ และเป็นมรดกทางวฒันธรรมของชาติ (กระทรวงเกษตรและ

สหกรณ์, 2562) ทีÉสะทอ้นวิถีชีวิต สังคมและวฒันธรรมไทยตัÊงแต่สมยัสุโขทยั การกดัปลาเป็นเกมการพนันทีÉนิยมใน

ชาวไทย เนืÉองจากปลากัดมีความอดทนในการต่อสู้ ลีลาการต่อสู้เต็มไปดว้ยชัÊนเชิงและศิลปะ และมีความสวยงาม         

(สุจินต,์ อรุณี, 2554) ปลากดัมีความสวยงามจนนําไปสู่การคา้เชิงพาณิชและก่อให้เกิดมูลค่าทางเศรษฐกิจมหาศาล ซึÉ ง

สามารถส่งออกไปยงัตลาดต่างประเทศกว่า 95 ประเทศ (กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 2562) เช่น อเมริกา เยอรมัน 

สวีเดน ช่วงทีÉขายดีทีÉสุดคือ ช่วงฤดูหนาวของยุโรปและอเมริกา (อรุณี, 2559) ปริมาณส่งออกระหว่างปี 2556 -2560 

ประมาณ 20.85 ลา้นตวั/ปี มูลค่าไม่ตํÉากว่า 115.45 ลา้นบาท/ปี (กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 2562) ล่าสุดปริมาณการ

ส่งออกสูงสุดทีÉท่าอากาศยานสุวรรณภูมิประจาํปี 2560 เป็นจาํนวน 23,214,012 ตวั มูลค่า 130,325,586.73 บาท  (ด่าน

ตรวจสัตวน์ํÊ าท่าอากาศยานสุวรรณภูมิ, 2560) ซึÉ งลูกคา้จากแถบอเมริกาและยุโรปนิยมซืÊอปลากดัเพราะมีความสวยงาม

และดูแลง่าย (อรุณี, 2559) นอกจากนีÊปลากดัยงัสามารถอยู่ไดใ้นแหล่งนํÊ าทีÉมีออกซิเจนตํÉาโดยการเอาอากาศมาเก็บไวใ้ช้

โดยตรงในโพรงใกลก้บัช่องเหงือกทีÉเรียกว่า แลบบีรินซ์ ออแกน (Labyrinth organ) ซึÉ งเป็นลกัษณะพิเศษ (อดิสรณ์ และ

คณะ, 2552) ปลากดัป่าแบ่งได ้2 กลุ่ม (สุจินต,์ อรุณี, 2554) กลุ่มแรกเป็นกลุ่มก่อหวอด (Bubble nester) เช่น ปลากดัป่า

ภาคก ลาง  (B. splendens Regan, 1910) ปลากัด ป่าภาคอีสาน  (B. smaragdina Landiges, 1972) ปลากัด ป่าภาคใต ้          

(B. imbellis Ladiges, 1975) ป ล ากัด ป่ าท าง ต ะ วัน อ อ ก ข อ ง ไ ท ย  (B. siamorientalis) แ ล ะ ป ล ากัด ป่ าม ห าชั ย                      

(B. mahachiensis) (ชานนทร์, 2556) กลุ่มทีÉสองเป็นกลุ่มอมไข่ (Mouth Brooder) เช่น ปลากัดอมไข่ภาคตะวนัออก       

(B. prima Kottelat, 1994) ปลากัดอมไข่กระบีÉ (B. simplex Kottelat, 1994) ปลากัดนํÊ าแดงหรือปลากดัช้าง (B. pi Tan, 

1998) ป ลากัดอมไข่ภาค ใต้ (B. ferox Schindler & Schmidt 2006) ป ลากัดอมไข่ภาค ใต้ (B. apollon Schindler & 

Schmidt 2006) และปลากัดอมไข่ภาคใต้ (B. pallida Schindler & Schmidt 2004) เดิมปลากัดป่าอาศัยอยู่ตามแหล่ง

ธรรมชาติตามรูปูนา ตามขอบหนอง ชายบึง ริมคู และรางนํÊ าแต่ในปัจจุบันมีการก่อสร้างและใช้สารเคมีทําให้

สิÉงแวดลอ้มถูกทาํลายทาํให้ปลากดัป่าสูญหายไปได ้ 

 การศึกษาพนัธุศาสตร์ทีÉเกีÉยวขอ้งกบัสีของปลากดัพบว่ามียนีทีÉเกีÉยวขอ้งหลายยีน ซึÉงมียนี 3 ชนิด ทีÉควบคุมสีดาํ 

มียีน 3 ชนิดทีÉควบคุมสีแดง มียนี 3 ชนิดทีÉควบคุมสีวาว เมืÉอนาํมาผสมกนั จะไดป้ลากดัทีÉมีลกัษณะสีต่างกนัถึง 26,000 

รูปแบบ ลกัษณะหางคู่จะถูกควบคุมดว้ยยนีดอ้ย (ยนต,์ ŚŝŜŠ) การสร้างสีของปลากดัถูกควบคุมดว้ยยนีทีÉสร้างเมลานิน 

(Wallbrunn, 1957) สีแดงในผิวหนังของปลากัดเกิดขึÊนจากแคโรทีนอยด์ (Clotfelter et al., 2007) มีการศึกษาซาร์โค

ปลาสมิกโปรตีน (Sarcoplasmic protein) ของปลากัดไทยโดยวิธีไอโซอิเลคทริคโฟกัสซิง (Isoelectric focusing, IEF) 

(Gideon, 1997) มีการศึกษาความแตกต่างทางพนัธุกรรมของปลากดั (Betta spp.) ในประเทศไทยดว้ยเทคนิค RAPD-

PCR (ชวิน, อุทยัรัตน์, 2548) มีการศึกษาแคริโอไทป์ของปลากดัภาคใตท้ีÉพบในประเทศไทย (รตพล, อภินันท,์ 2555) มี

การพฒันาเครืÉองหมายไมโครแซทเทลไลทใ์นปลากดัป่าภาคกลาง เพืÉอทดสอบปลากดัป่าภาคใต ้และภาคอีสาน (วิศรุต, 

2557) สาํหรับปลากดัป่าพบว่ายงัไม่มีขอ้มูลพืÊนฐานทางดา้นแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส 

 แอลฟา-แอล-ฟู โคซิเดส (α-L-fucosidase) เป็น เอน ไซม์ตัดนํÊ าตาลแอล-ฟูโคสทีÉอยู่ปลายสุดของสาร              

ชีวโมเลกุล (Aguilera et al., 2017) เป็น exoglycosidase ทีÉสามารถไฮโดรไลซ์สารตัÊ งต้นฟูคอยแดน (Fucoidan) จาก

ธรรมชาติ สู่กากนํÊ าตาลฟูโคส (Natalia et al., 2015) เกีÉยวขอ้งกับกระบวนการทางสรีรวิทยาต่างๆ (Moreti et al., 2013) 

สามารถกระตุน้ปฏิกิริยาดว้ยกระบวนการทรานไกลโคซิเลชนัดว้ยแอลกอฮอล ์ (Dong et al., 2017) สามารถเร่งปฏิกิริยา 

transfucosylation ของแลคโตส (Zeuner et al., 2018) เกีÉยวข้องกับกลไกการป้องกนัการปฏิสัมพนัธ์ระหว่างปรสิตกับ

โฮสต ์(Moreti et al., 2013) ในมนุษยย์ีน (FUC Ař) ทีÉมีความบกพร่องหรือความผดิปกติทาํให้เกิดโรคทางพนัธุกรรมทีÉ
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หายากซึÉ งเกิดจากยีนด้อย จนเกิดการสะสมของสารในไลโซโซม (lysosomal storage disorder หรือ LSD) ทีÉผิดปกติ

เนืÉองจากขาดแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส เรียกโรคนีÊ ว่า  ฟูโคซิโดซิส จะพบว่าในปัสสาวะจะมีโอลิโกแซ็กคาไรดท์ีÉไม่ถูกตดั

นํÊาตาลฟูโคสออกและมีการสะสมของโอลิโกแซ็กคาไรด ์มิวโคโพลีแซ็กคาไรด ์และไกลโคลิพิดในเนืÊอเยืÉอมากเกินไป 

(Ng et al., 1976) มีบทบาทในการเปลีÉยนแปลงทางชีวเคมีสณัฐานวิทยาทีÉนาํไปสู่ความสามารถในการปฏิสนธิไดข้องตวั

อสุจิในขัÊนตอนของการเจริญเติบโตของตัวอสุจิ (Aguilera et al., 2017) แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสพบในสิÉ งมีชีวิตทีÉ

หลากหลายตัÊงแต่เชืÊอแบคทีเรีย (Zeuner et al., 2018) เชืÊอรา (Shvetsova et al., 2017) สัตวไ์ม่มีกระดูกสันหลงับางชนิด 

เช่น หอยแมลงภู่นํÊ าจืด (Venugopal et al., 2017) ทางเดินอาหารของหอยทาก (Perrella et al., 2015) ในเซลล์อสุจิ

แมลงวนัทองเมดิเตอร์เรเนียน (Intra et al., 2011) ทางเดินอาหารของเห็บ (Moreti et al., 2013) บนผิวเซลลอ์สุจิของ

แมลงหวีÉ (Intra et al., 2015) สัตวเ์ลีÊยงลูกดว้ยนม เช่น ในเยืÉอหุ้มเซลลอ์สุจิ (Khunsook et al., 2003) และนํÊ าเลีÊยงอสุจิของ

มนุษย ์(Khunsook et al., 2002) ในท่อนําไข่ของสุกร (Romero-Aguirregomezcorta et al., 2015) ในท่อเก็บอสุจิของววั 

(Aguilera et al., 2017) แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสในนํÊ าอสุจิของมนุษยพ์บว่าขนาดเท่ากบั 56 kDa (Khunsook et al., 2002) 

ในเยืÉอหุ้มเซลลอ์สุจขิองมนุษยพ์บว่าขนาดเท่ากบั 51 kDa (Khunsook et al., 2003) ในตบัสุกรพบว่ามีขนาดเท่ากบั 52.11 

kDa (กรกมล, สัมภาษณ์, 2553) ในนํÊ าอสุจิของกระบือปลกัมีขนาดเท่ากับ 252 kDa (สัมภาษณ์ และคณะ, 2548) ใน

พลาสมาของนํÊ าอสุจิของกระบือปลกัมีขนาดเท่ากบั 70, 67, 57, 48 และ 24 kDa (สราวุธ, 2549) ในทางเดินอาหารของ

หอยทาก (Biomphalaria glabrata)  พบวา่มีขนาดเท่ากบั 141 kDa (Natalia et al., 2015) ซึÉ งขนาดทีÉแตกต่างกนั 

  ในการวิจยัครัÊ งนีÊ มุ่งการศึกษาแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสในตบัปลากดับางชนิดในประเทศไทยโดยใชป้ลากดัป่า

ภาคอีสาน (B. smaragdina) ปลากัดป่าภาคกลาง (B. splendens) และปลากดัป่ามหาชยั (B. mahachaiensis) เนืÉองจากอยู่

ในภูมิศาสตร์ทีÉใกลเ้คียงกนัและมีมูลค่าการส่งออกเป็นอนัดบัตน้ของปลาสวยงาม ดงันัÊนจึงทาํการศึกษาโดยตรวจหา

ปริมาณโปรตีนและเปรียบเทียบแบบแผนโปรตีน ตรวจสอบนํÊ าหนักโมเลกุลของแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสเพืÉอเป็น

ฐานขอ้มูลในการใช้ประโยชน์ดา้นการศึกษาวิวฒันาการระดบัโมเลกุล การจาํแนกสายพนัธุ์ การพฒันาสายพนัธุ์ และ

การรักษาโรคของปลากดั 

 

วัตถุประสงค์การวจัิย 

1. เพืÉอตรวจหาปริมาณ โปรตีนและเปรียบเทียบแบบแผนโปรตีนในตับของปลากัดป่าภาคอีสาน                 

(B. smaragdina) ปลากัดป่าภาคกลาง (B. splendens) และปลากัดป่ามหาชัย (B. mahachaiensis) ด้วยเทคนิค Bradford 

และ Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

2. เพืÉอตรวจสอบและเปรียบเทียบนํÊ าหนักโมเลกุลของแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจากตบัปลากดัป่าภาคอีสาน 

(B. smaragdina) ปลากดัป่าภาคกลาง (B. splendens) และปลากัดป่ามหาชัย (B. mahachaiensis) ด้วยเทคนิค Western 

blot 
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วิธีการวิจยั 

สัตว์ทดลอง 

 ซืÊ อปลากัดป่าตัวผู ้ 3 ชนิดจากแหล่งขายปลากัดป่าทีÉจับมาจากธรรมชาติ ขนาดลําตัวยาวประมาณ 4-5 

เซน ติ เมตร โดยคําน วณ ห าข น าดตัวอย่างด้วยวิ ธี  Sample Size for Estimation Mean (precision estimation) และ

คาํนวณหาความเข้มขน้ของโปรตีนในตบัปลากดัทีÉต้องการจากการทาํ pilot strategy ไดจ้าํนวนตวัอย่างชนิดละ 9 ตวั 

แลว้นาํมาพกัไว ้7 วนั เพืÉอลดความเครียด  

การสกัดโปรตนีจากตบัปลากดัป่า 

 นาํปลากดัป่า 3 ชนิด มาทาํให้ตายทนัทีโดยการนาํไปแช่ในนํÊ าแข็ง โดยใชว้ธีิผา่ตดัแบบ Non Survival Surgery 

โดยใช้กรรไกรผ่าตดัตดับริเวณท้องไปยงัหัวแลว้ใช้ปากคีบหนีบเอาส่วนทีÉเป็นตบัซึÉ งอยู่บริเวณถุงนํÊ าดีของปลากัด

ออกมาเก็บไว้ในหลอดเก็บเนืÊอเยืÉอทีÉมี PBS (phosphate buffered saline) พีเอช 7.4 แลว้นําไปแช่ในนํÊ าแข็งเพืÉอรอชัÉง

นํÊ าหนัก  หลงัจากชัÉงนํÊ าหนักแลว้นําไปผสมกบั PBS ในอตัราส่วน ř g ต่อบฟัเฟอร์ Ś ml และใส่โปรตีเอสอินฮิบิเตอร์ 

(Protease inhibitor) ในอตัราส่วน ř µl ต่อบฟัเฟอร์ 100 µl แลว้นาํไปบดในโกร่งให้ละเอียดโดยวางโกร่งบนนํÊ าแข็ง เมืÉอ

บดละเอียดแลว้ใชไ้มโครปิเปตขนาด 1,000 µl ดูดเอาตวัอย่างใส่ในหลอดแลว้นําไปปัÉนเหวีÉยงทีÉ 15,000 g หรือ 12,500  

รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที ทีÉอุณหภูมิ 4 °C ใช้ไมโครปิเปตดูดส่วนทีÉเป็นของเหลวดา้นบนซึÉ งเป็นโปรตีนใส่ใน

หลอด จากนัÊนเก็บส่วนใสทีÉเป็นโปรตีนไวที้É -20 °C 

การสกัดและแยกโปรตนีจากตับด้วยวิธี Triton X-114 phase separation  

 นาํโปรตีนจากตบัปลากดัทีÉไดจ้ากการสกดัมาใส่ Triton X-114 stock 11% (v/v) โดยให้ไดป้ริมาตรสุดทา้ยเป็น 

2% Triton X-114 จากนัÊนไปเขยา่ทีÉความเร็วรอบ 75 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 ชัÉวโมงทีÉอุณหภูมิ 4 °C ในระหว่างนัÊนนาํมา 

vortex ทุก 15 นาที  แล้วนําไปปัÉนเหวีÉยงทีÉ 12,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที ทีÉ อุณหภูมิ 4 °C จะได้ส่วนทีÉเป็น

ของเหลวและส่วนทีÉตกตะกอนให้นาํส่วนทีÉตกตะกอนเก็บไวที้Éอุณหภูมิ -20 °C เพืÉอนาํไวใ้ชส้กดัเอน็ไซมที์Éยงัเหลืออยู ่

สาํหรับส่วนทีÉเป็นของเหลวดา้นบน ให้นาํไปแช่ใน water bath ทีÉอุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 5 นาที แลว้นาํไปปัÉนเหวีÉยงทีÉ 

1,000 g เป็นเวลา 5 นาที ทีÉอุณหภูมิห้อง จะไดส่้วนของ aqueous phase ซึÉ งจะอยู่ชัÊนบน และส่วนของ detergent phase 

อยู่ชัÊนล่าง ดูดแยกส่วนของชัÊน aqueous phase ซึÉ งเป็นส่วนทีÉมี แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส และส่วนของ detergent phase 

ไปเก็บไวท้ีÉอุณหภูมิ -20 °C 

การเพิÉมความเข้มข้นของโปรตีน 

 นาํสารละลายโปรตีนทีÉผ่านการทาํ 2% Triton X-114 phase separation เพืÉอแยกโปรตีนทีÉละลายนํÊ าไดอ้อกมา

และทําให้ เข้มข้นโดยนําไปใส่ในหลอด Centrifugal concentrators รุ่น Vivaspin 6, 10 kDa MWCO ปริมาตร 1000 

ไมโครลิตร แลว้นาํไปปัÉนเหวีÉยงทีÉความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที นานเวลา 15 นาที แลว้นาํสารละลายโปรตีนทีÉเหลืออยู่ใน

หลอดดา้นบน ไปเก็บไวท้ีÉอณุหภูมิ -20 °C เพืÉอนาํไปใชศ้ึกษาลกัษณะเฉพาะของแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส 

การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน 

  ทาํการวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนทีÉสกดัดว้ยวิธี Bradford โดยนาํสารละลายโปรตีนจากตบัของ B. Splendens, 

B. smaragdina และ B. mahachaiensis ทีÉไดจ้ากการเพิÉมความเขม้ขน้ของโปรตีน ปิเปตลงในหลอดในอตัราส่วน (v/v) 

1:200 จากนัÊนเติมสารละลายแบรดฟอร์ด 1,000 µl นําไป vortex ให้เขา้กนัทิÊงไวที้Éอุณหภูมิห้องนาน 30 นาที แลว้ไปวดั

ค่าดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 595 nm นําค่าทีÉไดไ้ปคาํนวณปริมาณโปรตีนโดยเปรียบเทียบจากกราฟของมาตรฐาน

ของ Bovine serum albumin ทีÉมีความเขม้ขน้ 0 - 100 µg/ml 
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การศึกษาแบบแผนโปรตนีในตับปลากัดป่า 3 ชนิดด้วยเทคนิค SDS-PAGE  

 นาํสารละลายโปรตีนทีÉไดจ้ากการสกดัโปรตีนและการเพิÉมความเขม้ขน้ของโปรตีนมาแยกขนาดโปรตีนใน

ตบัปลากดัโดยนํามาผสมกบั 2X sample buffer ซึÉ งประกอบดว้ย SDS, 1.5 M Tris - HCl, 100% glycerol, bromophenol 

blue และ B-mercaptoethanol ให้ไดป้ริมาณโปรตีน 15 µg แลว้นาํไปตม้ทีÉอุณหภูมิ 100 ºC นาน 5 นาที จากนัÊนนาํไปปัÉน

เหวีÉยงทีÉ 12,000 rpm นาน 5 นาที แลว้นาํสารสะลายโปรตีนทีÉไดไ้ปใส่ในช่องสาํหรับใส่ตวัอย่าง และแยกโปรตีนในตบั

ปลากัดภายใตก้ระแสไฟฟ้าทีÉความต่างศกัย์ 60 V นาน 25 นาที ในพอลิอะคริลาไมด์เจล (polyacrylamide gel) ในชัÊน 

stacking gel เขม้ขน้ Ŝ% และใชก้ระแสไฟฟ้าทีÉความต่างศกัย ์120 V นาน 50 นาที ในชัÊน separating gel เขม้ขน้ ř0% ทีÉ

อุณ ห ภู มิ ห้ อ งด้ว ย เค รืÉ อ ง  Mini-PROTEAN TETRA SYSTEM บ ริ ษัท  BIO RAD โ ด ย ใช้  1x Running buffer ซึÉ ง

ประกอบด้วย Tris bass, Glycine, SDS และ DI water เป็นตัวกลางนํากระแสไฟฟ้า แล้วนําแผ่น เจลออกมาย้อมสี 

Coomassie brilliant blue R-250 นาน 2 ชัÉวโมง ในเครืÉ องเขย่า (innova 4230 refrigerated incubator shaker) ล้างสีด้วย 

Destain solution  2 ครัÊ ง ครัÊ งละ 15 นาที จากนัÊนลา้งดว้ยนํÊากลัÉน 15 นาที นาํไปตากให้แห้ง ในอุณหภูมิห้อง เพืÉอหาแบบ

แผนของโปรตีนโดยเปรียบเทียบกบัโปรตีนมาตรฐาน 

การตรวจสอบนํÊาหนักโมเลกุลของแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสในตบัปลากัดป่า 3 ชนิดด้วยเทคนิค Western blot 

 นาํสารละลายโปรตีนทีÉไดจ้ากการเพิÉมความเขม้ขน้มาผสมกบั 2X sample buffer ซึÉงเป็น research reagent ของ

บริษัท Boster Biological Technology Co.,Ltd ในอัตราส่วน (v/v) 1:1 ปริมาณโปรตีนในตับ B. splendens เท่ ากับ    

36.95 µg B. smaragdina เท่ากบั 19.29 µg   และ B. mahachaiensis เท่ากบั 23.59 µg นําสารละลายโปรตีนไปแยกขนาด

ด้วยเทคนิค SDS-PAGE ดงัทีÉอธิบายไปข้างต้น โดยยา้ยโปรตีนจากแผ่นพอลิอะคริลาไมด์เจลไปยงัแผ่นเมมเบรน 

polyvinylidene difluoride (PVDF) ด้วยวิธีแบบกึÉ งแห้ง (semi-dry) ใช้กระแสไฟฟ้าทีÉความต่างศักย์ 150 mA นาน 80 

นาที นําแผ่นเมมเบรนมาบล็อกด้วย 2% advance ECL blocking solution นาน 1 ชัÉวโมง นําไปล้างด้วย Super Tris-

bufferd saline (STBST) ซึÉงประกอบดว้ย 20 mM Tris base, 0.8% (w/v) NaCl และ 0.1% (v/v)  Tween-20  นาน 10 นาที 

นําไปบ่มด้วยแอนติบอดีปฐมภูมิ (goat anti human liver α-L-fucosidase polyclonal antibody) ในอตัราส่วน 1:50,000 

ใน 2% advance ECL blocking solution นาน 1 ชัÉวโมง แลว้ลา้งดว้ย 1% STBS-T 3 ครัÊ ง ครัÊ งละ 15, 5, 5 นาที ตามลาํดบั 

แลว้นําไปบ่มด้วยแอนติบอดีทุติยภูมิ (rabbit anti goat HRP conjugated) ในอตัราส่วน 1:250,000 ใน 2% advance ECL 

blocking solution นาน 45 นาที แล้วล้างด้วย 1%  STBS-T 3 ครัÊ ง ครัÊ งละ 15, 5, 5 นาที ตามลําดับ จากนัÊ นนําไป

ตรวจสอบนํÊ าหนักโมเลกุลของแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส ด้วย AmershamTM ECL™ select Western blotting detection 

reagent ใส่ลงไปในแผ่นเมมเบรน ทิÊงไว ้5 นาที แลว้ซบัออกจากแผ่นเมมเบรน ใช้แผ่นพลาสติกปิดทบัแผ่นเมนเบรน 

และนาํแผน่ฟิลม์เอ็กซ์เรยท์าบลงไปบนแผน่เมมเบรนนาน 5 นาที แลว้นาํไปลา้งดว้ย developer นาน 1 นาที ลา้งดว้ยนํÊ า

นาน 1 นาที ลา้งดว้ย fixer นาน 1 นาที ลา้งดว้ยนํÊ านาน 1 นาที นาํแผ่นฟิลม์ทีÉมีแถบสีดาํปรากฏขึÊนไปหานํÊาหนกัโมเลกุล

ของแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสโดยเปรียบเทียบกบัโปรตีนมาตรฐาน ดว้ยโปรแกรม UVITEC Cambridge 

 

ผลการวจิัย 

 การศึกษาแบบแผนโปรตนีในตับปลากัดป่า 3 ชนิด ด้วยเทคนิค SDS-PAGE  

 จากการศึกษาแบบแผนโปรตีนในตบัปลากดัป่า 3 ชนิด ทีÉไดจ้ากการสกดัและการเพิÉมความเขม้ขน้ของโปรตีน

ใช้ปริมาณโปรตีน 15 µg ด้วยเทคนิค SDS-PAGE และย้อมด้วยสี Coomassie brilliant blue-250 แบบแผนโปรตีน

หลงัจากการสกดัของ B. splendens มี 17 แถบ B. smaragdina มี 20 แถบ และ B. mahachaiensis มี 25 แถบ จากการเพิÉม
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ความเข้มข้นข องโป รตีน  B. splendens มี  19 แถบ B. smaragdina มี  18 แถบ  และ  B. mahachaiensis  มี  19 แถบ 

รายละเอียดดงัตารางทีÉ 1  

 

ตารางทีÉ 1 แบบแผนโปรตีนในตบัปลากดัป่า 3 ชนิด ดว้ยเทคนิค SDS-PAGE 

แถบ

ทีÉ 

แบบแผนโปรตนีในตับปลากัดป่า 3 ชนิด (kDa) 

B. 

splendens 

จากการสกัด 

B. smaragdina

จากการสกัด 

B. mahachaiensis 

จากการสกัด 

B. splendens  

จากการเพิÉมความ

เข้มข้นของโปรตีน 

B. smaragdina  

จากการเพิÉมความ

เข้มข้นของโปรตีน 

B. mahachaiensis 

จากจากการเพิÉมความ

เข้มข้นของโปรตีน 

1 149.04 356.13 207.46 178.53 177.07 207.46 

2 132.46 297.42 181.79 154.31 109.31 172.68 

3 117.29 181.79 127.39 108.81 84.07 129.92 

4 95.27 129.92 107.33 84.49 72.42 106.35 

5 75.61 98.58 92.93 72.19 57.18 82.44 

6 68.94 69.61 81.25 60.68 50.99 71.63 

7 65.69 65.91 71.29 52.07 41.12 58.37 

8 57.40 57.29 67.26 38.95 36.04 50.31 

9 49.37 49.27 64.01 36.21 32.00 40.12 

10 37.94 43.41 57.83 31.88 30.35 35.76 

11 24.35 38.95 50.02 30.35 27.06 34.31 

12 21.77 34.85 45.90 26.87 25.00 31.84 

13 17.60 30.13 39.33 24.00 22.68 30.35 

14 15.74 29.96 34.81 20.66 19.71 27.06 

15 13.94 26.11 31.63 19.36 17.74 24.53 

16 9.67 22.96 29.83 17.60 16.45 17.82 

17 8.56 17.70 26.77 16.31 10.56  16.70 

18  15.74 24.06 10.56  9.28  10.42  

19  10.19 21.72 9.00    9.19  

20  8.92 19.58    

21   17.85    

22   16.45    

23   14.67    

24   10.36    

25   9.00    
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ภาพทีÉ  1  แบบแผนโปรตีนในตับปลากัดป่า 3 ชนิด ด้วยเทคนิค SDS-PAGE (M: Markers, 1: โปรตีนในตับ  B. 

splendens จากการสกัดปริมาณ 15 µg, 2: โปรตีนในตับ B. smaragdina จากการสกัดปริมาณ 15 µg, 3: 

โปรตีนในตบั B.  mahachaiensis จากการสกดัปริมาณ 15 µg, 4: โปรตีนในตับ B. splendens จากการเพิÉม

ความเข้มข้นของโปรตีนปริมาณ 15 µg, 5: โปรตีนในตับ B. smaragdina จากการเพิÉมความเข้มข้นของ

โปรตีนปริมาณ 15 µg, 6: โปรตีนในตบั B. mahachaiensis จากการเพิÉมความเขม้ขน้ของโปรตีนปริมาณ 15 

µg 

 

 การตรวจสอบนํÊาหนักโมเลกุลของแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสในตบัปลากัดป่า 3 ชนิด ด้วยเทคนิค Western blot 

 จากการตรวจสอบนํÊ าหนกัโมเลกุลของแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสในตบัปลากดัป่า 3 ชนิด คือ ปลากดัป่าภาคกลาง 

(B. splendens) ปลากดัป่าภาคอีสาน (B. smaragdina) และปลากดัป่ามหาชยั (B. mahachaiensis) รายละเอียดดงัตารางทีÉ 2  

 

ตารางทีÉ 2 นํÊ าหนกัโมเลกลุของแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสในตบัปลากดัป่า 3 ชนิด 

แถบทีÉ 
นํÊาหนักโมเลกลุของแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสในตบัปลากดัป่า 3 ชนิด (kDa) 

B. splendens B. smaragdina B. mahachaiensis 

1 52.08  50.76 48.21 

2 34.63 44.99  43.51 

3   38.17  36.94 

4   26.03 

5   21.52  

6   9.36 
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ภาพทีÉ 2  นํÊ าหนกัโมเลกุลของแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสในตบัปลากดัป่า 3 ชนิด ดว้ยเทคนิค Western blot (M: Markers, 1: 

B. splendens (36.95 µg), 2: B. smaragdina (19.29 µg), 3: B. mahachaiensis (23.59 µg) 

 

อภิปรายและสรุปผลการวิจยั 

 การวิจยัครัÊ งนีÊ ใชป้ลากดัป่า 3 ชนิด คือ B. splendens, B. smaragdina และ B. mahachaiensis นาํตบัมาสกดัเพืÉอ

ศึกษาแบบแผนโปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE และทาํการตรวจสอบนํÊ าหนักโมเลกุลของแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสดว้ย

เทคนิค Western blot โดยใช้ Goat anti human liver α-L-fucosidase polyclonal antibody เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิ และ 

Rabbit anti goat horseradish peroxidase conjugated (HRP) เป็นแอนติบอดีทุติยภูมิเมืÉอเปรียบเทียบแบบแผนโปรตีน

และนํÊ าหนักโมเลกุลของแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจากตบัปลากดัป่าพบว่าแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสในตบั B. splendens มี

ขนาดใกลเ้คียงกับแถบโปรตีนจากตบั B. splendens จากการสกัดแถบทีÉ 9 และ řŘ แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสในตบั B. 

smaragdina มีขนาดใกลเ้คียงกบัแถบโปรตีนจากตบั B. smaragdina จากการสกดัแถบทีÉ 9, 10 และ řř แอลฟา-แอล-ฟู

โคซิเดสในตบั B. mahachaiensis มีขนาดใกลเ้คียงกบัแถบโปรตีนจากตบั B. mahachaiensis จากการสกดัแถบทีÉ 11, 12, 

14, 17, 19 และ 25 แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสในตบั B. splendens มีขนาดใกลเ้คียงกับแถบโปรตีนจากตบั B. splendens 

จากการเพิÉมความเขม้ขน้ของโปรตีนแถบทีÉ 7 และ 9 แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสในตบั B. smaragdina มีขนาดใกลเ้คียงกบั

แถบโปรตีนจากตบั B. smaragdina จากการเพิÉมความเขม้ขน้ของโปรตีนแถบทีÉ 6, 7 และ 8 แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสใน

ตบั   B. mahachaiensis มีขนาดใกลเ้คียงกบัแถบโปรตีนจากตบั B. mahachaiensis จากการเพิÉมความเขม้ขน้ของโปรตีน

แถบทีÉ 8, 9, 10, 14, 15 และ 19  เมืÉอเปรียบเทียบแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสในตบัปลากดัป่าทัÊง 3 ชนิด แถบทีÉ 1 มีขนาด

ใก ล้เคี ยงกัน  คื อ  52.08, 50.76 แล ะ 48.21 kDa ตามลําดับ  และ  B. splendens แถบ ทีÉ  2  B. smaragdina แถบ ทีÉ  3                

B. mahachaiensis แถบทีÉ  3  มีขนาดใกล้เคียงกัน คือ 34.63, 38.17 และ 36.94 kDa ตามลาํดับ  นํÊ าหนักโมเลกุลของ

แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสปลากดัป่าทัÊง 3 ชนิดทีÉมีขนาดใกลเ้คียงกนัแสดงถึงความสัมพนัธ์ของยีนทีÉควบคุมการสร้าง

เอนไซมนี์Ê มีความคลา้ยคลึงกนัและมีการอนุรักษ์ไวส้อดคลอ้งกบังานวิจยัของ ชวิน และคณะ (2548) พบว่า B. splendens 

และ B. smaragdina มีความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม งานวิจัยของ Sriwattanarothai et al. (2010) พบว่า B. splendens,       

B. smaragdina และ B. mahachaiensis มีสายวิวฒันาการร่วมกนั  นอกจากนีÊ การเกิดแถบแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสหลาย

แถบอาจเป็นผลมาจากการทาํงานของเอน็ไซมโ์ปรตีเอส (Protease) หรือแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสอาจมีหลายไอโซฟอร์ม 

(Isoform) สอดคลอ้งกับงานวิจยัของ Khunsook et al. (2002) พบว่า แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสบริสุทธิÍ ของนํÊ าอสุจิคือ 

sialoglycoprotein มีไอโซฟอร์มหลายชนิดระหว่างค่า pI 5-7 ไอโซฟอร์มทีÉ เป็นกรดระหว่างค่าพีเอช 5-6 มีความ
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เกีÉยวเนืÉองทางเคมีกบัไอโซฟอร์มทีÉเป็นกลางมากขึÊนโดยการตกคา้งของกรดไซอะลิก นอกจากนีÊพบว่า Goat anti human 

liver α-L-fucosidase polyclonal antibody สามารถจดจาํเอนไซม์นีÊ จากตบัปลากดัป่าทัÊง 3 ชนิดไดเ้ช่นเดียวกบังานวิจยั

ของ Johnson et al. (1991) พบว่าแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสของสัตวเ์ลีÊยงลูกดว้ยนมมกัจะมีโครงสร้างคลา้ยคลึงกนั และ

สามารถถูกจดจาํไดโ้ดยแอนติบอดีชนิดเดียวกนั งานวิจยัของ กรกมล และคณะ (2553) พบว่าแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสใน

ตบัสุกรถูกจดจาํไดด้ว้ยแอนติบอดีทีÉผลิตจากแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจากตบัมนุษย ์เมืÉอเปรียบเทียบขนาดแอลฟา-แอล-ฟู

โคซิเดสของปลากดัป่ากบัสตัวมี์กระดูกสนัหลงัชนิดอืÉนไดแ้ก่ งานวิจยัของ Alhadeff et al. (1975) พบว่าแอลฟา-แอล-ฟู

โคซิเดสจากตบัมนุษยมี์ขนาดประมาณ 50 kDa งานวิจยัของ กรกมล และคณะ (2553) พบว่าแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจาก

ตบัสุกรมีขนาดเท่ากบั 52.11 kDa พบว่าขนาดของแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสในตบัของปลากดัป่ามีขนาดใกลเ้คียงกบัสตัว์

มีกระดูกสันหลงัชนิดอืÉน มากกว่าสัตวไ์ม่มีกระดูกสันหลงัเช่น หอยแมลงภู่นํÊ าจืดมีขนาดเท่ากบั 56 kDa (Venugopal et 

al., 2017) หอยทากมีขนาดเท่ากบั 141 kDa (Perrella et al., 2015) แมลงวนัทองเมดิเตอร์เรเนียนมีขนาดเท่ากบั 56.1 kDa  

(Intra et al., 2011) เห็บมีขนาดเท่ากบั 140 หรือ 150 kDa (Moreti et al., 2013) ขนาดของเอนไซม์นีÊ เกิดจากยีนทีÉควบคุม

การสร้างแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสถูกอนุรักษ ์(conserved) ไวท้าํให้สามารถนาํมาวิเคราะห์สายวิวฒันาการ (phylogenetic 

tree) ไดเ้ช่นเดียวกบังานวิจยัของ Intra et al. (2011)  พบว่า ในการวิเคราะห์สายวิวฒันาการ (phylogenetic tree) กรดอะมิ

โน 75% ของแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสในแมลงวนัทอง (Drosophila melanogaster) มีความสัมพนัธ์ใกลชิ้ดกับแอลฟา-

แอล-ฟูโคซิเดสของสายพนัธ์ุแมลงหวีÉ (drosophilid species) มีบทบาทในการปฏิสนธิไดข้องตวัอสุจิในขัÊนตอนของการ

เจริญเติบโตของตวัอสุจิ (Aguilera et al., 2017) เมืÉอทดลองเติมเอนไซมนี์Ê ในอาหารทีÉใชใ้นการปฏิสนธิเทียมของเซลล์

อสุจิและเซลลไ์ข่ของหมู พบว่าเซลลอ์สุจิสามารถจบักบัเยืÉอหุ้มเซลลไ์ข่ (zona pellucida) และแทรกผ่านเยืÉอหุ้มเซลลไ์ข่

ได้เพิÉ มขึÊ น  (Romero-Aguirregomezcorta et al., 2015) ซึÉ งเป็นสิÉ งทีÉ น่ าสนใจใน การนํามาพัฒนาสายพันธ์ปลากัด  

นอกจากนีÊแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสยงัมีความสาํคญัในการกระตุน้การสลายนํÊาตาลฟูโคสจากปลายสุดของสารชีวโมเลกุล 

และมีส่วนเกีÉยวข้องกับการตายของเซลล ์(Russell et al., 1998) การถ่ายโอนสัญญาณ (Moloney et al.,  2000) การยึด

เกาะของเชืÊอโรค (Hooper et al., 2001) การรัÉวซึมออกนอกหลอดเลือดดาํ (extravasation) ของเม็ดเลือดขาว (leukocytes) 

(Lowe, 2002) การพัฒนาการของตัวอ่อน (Haltiwanger et al., 2004) การตอบสนองภูมิ คุ้มกัน (Ali et al., 2008) 

กระบวนการทางพยาธิวิทยา เช่น โรคหลอดเลือดและมะเร็ง (Becker et al., 2003) ดงันัÊนการศึกษาแอลฟา-แอล-ฟูโคซิ

เดสในตบัปลากดัป่าในประเทศไทยน่าจะเป็นประโยชน์ทางดา้นการศึกษาวิวฒันาการระดบัโมเลกุล การจาํแนกสาย

พนัธุ ์การพฒันาสายพนัธุ ์และการรักษาโรคของปลากดั 

 

ข้อเสนอแนะ 

  การศึกษาแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสในตบัปลากดัในครัÊ งต่อไปควรศึกษาปริมาณสารยบัยัÊงการทาํงานของเอน็ไซม์

โปรตีนเอสในปริมาณทีÉเหมาะสม และควรศึกษาเพิÉมเติมเกีÉยวกบัจาํนวนไอโซฟอร์ม (Isoform)  

 

กติติกรรมประกาศ 

 ผูว้ิจยัขอขอบพระคุณนางสาวกมลชนก แผว้พลสงทีÉให้คาํแนะนาํและให้ความอนุเคราะห์อุปกรณ์และสารเคมี

ในการทาํวิจยัในครัÊ งนีÊ  รวมทัÊงสาขาวิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัขอนแก่นทีÉอนุเคราะห์สถานทีÉทาํวิจยั

และสนบัสนุนการทาํวิจยัมาโดยตลอด 
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