
บทที่ 3

ว ิธ ีก า ร ท ด ล อ ง

3.1 ก า ร เต ร ีย ม ส า ร ล ะ ล า ย

3.1.1 สารละลายโปรตีนมาตรฐาน ( 2 มก./มล.)
ละลาย bovine serum  albumin 200 มก. ในนำกลัน 100 มล. เกบไว้ท ■ อุณหภูมิ -2 0  °ซ

3.1.2 สารละลายสำหรับหาปริมาณโปรตีนโดยวิธีแบ?ดฟอร์ด (Bradford, 1976)

สารละลายโปรตีนรีเอเจนด์
ละลาย C oom assie brilliant blue G-250 100 กรัม ใน 95 เปอร์เซ็นต์ 

เอทิลแอลกอฮอล์ 50 มล. เติม 85 เปอร์เซ็นต์ กรดฟอลพ่อริก 100 มล. เติมนํ้ากลั่นให้ปริมาตรครบ 

1 ลิตร

3.1.3 สารละลายบัฟเฟอร์ทริส 0.05 โมลาร์ pH 7,5
ละลายทริล (ไฮดรอกซีเมธีลอะมิโนมีเทน) 6.06 กรัม ในนํ้ากลั่น 1 ลิตร ปรับ pH ให้ 

เป็น 7.5 ด้วย 0.1 โมลาร์ กรดไฮดรอคลอริก

3.1.4 สารละลายเคซีน 1.0 เปอร์เซ็นต์
ละลายเคซีน (casein hammarsten) 1 .0 กรัมในบัฟเฟอร์ทริล 0 .0 5 โมลาร์. pH 7.5 

เติมนํ้ากลั่นให้ปริมาตรครบ 1 ลิตร

3.1.5 สารละลายกรดไตรคลอโรอะซีดิก (30 เปอร์เซ็นต์)
ละลายกรดไตรคลอโรอะซีดิก 300 กรัม ในนํ้ากลั่น 1 ลิตร เก็บในขวดสีชา
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3.1.6 สารละลายสำหรับพอลิอะคลิลาไมด์เจลอีเลคโตรโฟรีซิส 

Solution A
สารละลายอะคลิลาไมต์ (30 เปอร์เซ็นต์อะคลิลาไมด์, 0.8 เปอร์เซ็นต์ บิส-อะคลิลา 

ไมด์) นำอะคลิลาไมด์ 30 กรัม และ บิส-อะคลิลาไมด์ 0.8 กรัม มาละลายด้วยนํ้ากลั่นให้มี 

ปริมาตรครบ 100 มล. เก็บที่อุณหภูมิ 4 °ซ

Solution B
สารละลายทรีสไฮโดรคลอไรต์บัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.15 โมลาร์ pH 8.8

ละลายทรีส 18.2 กรัม ละลายในนํ้ากลั่น 40 มล. เติม 1 โมลาร์ กรดไฮโดรคลอรีก ปรับ pH 

เป็น 8.8 เติม'นากลั่น'จนมีบัริมาตร 100 มล. เก็บที่อุณหภูมิ 4 °ซ

Solution C
สารละลายทรีสไฮโดรคลอไรด์บัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 0.50 โมลาร์ pH 6.8 (4x 

Stacking Buffer) ละลายทรีส 6.0 กรัม ละลายในนํ้ากลั่น 40 มล. เติม 1 โมลาร์ กรด 

ไฮโดร-คลอริก ปรับ pH เป็น 6.8 เติมนํ้ากลั่นจนมีปริมาตร 100 มล. เก็บที่อุณหภูมิ 4 °ซ

3.1.7 สารละลายแอมโมเนียมซัลเฟตแ0 เปอร์เซ็นต์)

ละลายแอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต 0.1 กรัม ด้วยนํ้ากลั่นให้มีปริมาตร 1 มล.
สารละลายนี้ต้องเตรียมทุกครั้งท่ีใช้

3.1.8 สา?ละลายบัฟเฟอร์ไทลซีน ความเข้มข้น 0.27 โมลาร์ pH 8.8
ละลายทริส 3.0 กรัม ไกลชีน 14.4 กรัม ด้วยนํ้ากลั่น จนมีปริมาตร 1 ลิตร ปรับ pH 

สารละลายด้วย 2 โมลาร์โซเดียมไฮดรอกไซดํให้เป็น 8.8
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3.1.9 สารละลายบัฟเฟอร์สำหรับสารตัวอย่าง (5 X sam ple buffer)
เติมกลีเชอรอล 5 มล. ลงในสารละลายบัฟเฟอร์ทรส 1 โมลาร์ pH 6.8 ปรัมาตร

3.1 มล. และ เติม 1 เปอร์เซ็นต์ Bromophenol blue 0.5 มล. ปรับปริมาตรด้วยนำกลันให้เป็น

10 มล.

3.1.10 สารละลายสีตามรอย (tracking dye)
ละลาย bromophenol blue 0.1 กรัม ด้วยนำกลันจนมปริมาตร 10 มล.

3.1.11 นํ้ายาย้อมสี'โปรตีน (staining solution)
ผสม 0.25 เปอร์เซนต์ coom assie brilliiant blue R 250: เมทิลแอลกอฮอล:กรดอะซีดิก 

ในอัตราส่วน 4:5:1 โดยปริมาตร

3.1.12 นํ้ายาล้างสีย้อมโปรตีน (destaining solution)
ผสมกรดอะซิติก 75 มล. กับเมทิลแอลกอฮอล์ 50 มล. เติมนํ้ากลั่นให้มีปริมาตรครบ

1 ลิตร

3.1.13 สารละลายทรส-เอสดีเอสความเข้มข้น 1.0 โมลาร์ pH 8.8
ชั่งทริส 11.82 กรัม SDS 0.2 กรัม ละลาย'ในนํ้ากลั่น 90 มล. ปรับ pH ด้วย 

2 โมลาร์โซเดียมไฮดรอกไซดํให้เป็น 8.8 เดิมนํ้ากลั่นจนมีปริมาตร 100 มล. เก็บที่อุณหภูมิ 4 °ซ

3.1.14 สารละลายหริส- เอสดีเอส บัฟเฟอร์ความเข้มข้น0 .3 3 โมลาร์ pH 6.8

ชั่งทริส 3.94 กรัม SDS 0.2 กรัม ละลาย'ในนํ้ากลั่น 90 มล. ปรับ pH ให้เป็น 6.8 
เติมนํ้ากลั่นจนมีปริมาตร 100 มล. เก็บที่อุณหภูมิ 4 °ซ
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3.1.15 สารละลายทริส-ไกลซีนอีเลคโทรดบัฟเฟอร์ ความเข้มซ้น 0.03 โมลาร์ pH 8.3
ช่ังทรส 15.15 กรัม SDS 5 กรัม และไกลซีน 72 กรัม ละลายในนํ้ากลั่น

4.5 ลิตร ปรับ pH เป็น 8.3 เติมนํ้ากลั่นจนมีปรัมาตร 5 ลิตร

3.1.16 สารละลายบ ัฟเฟอร์- เอสดีเอส สำหรับสารตัวอย่าง
เติมกลีเชอรอล 5 มล. ลงในสารละลายทริล บัฟเฟอร์ 1 โมลาร์ pH 6.8 บัรัมาตร 0.6 

มล. เติม 0.5 มล. 1 เปอร์เซ็นต์ bromophenol blue เติม 2 มล. เอสดีเอล 10 เปอร์เซ็นต์ เติม

2-m ercaptoethanol 0.5 มล. ปรับ!]!มาตรด้วยนํ้ากลั่นให้เป็น 10 มล.

3.1.17 สารละลายนินไฮด'รน (Ninhydrin reagent)

สารละลาย 1 : ละลายนินไฮด่รัน 0.1 กรัม ใน anhydrous ethanol 50 เติม

glacial acetic acid 10 มล. และ 2,4,6-collidine 2 มล.
สารละลาย 2 : ละลาย Cu(N 03)2 .3H 2(ว 0.5 กรัมใน anhydrous ethanol

50 มล.
ผสม 50 ส่วนของสารละลาย 1 กับ 3 ส่วนของสารละลาย 2 ก่อนนำไปใช้

3.2 ห ั่นตอนการทำให้เอนไซม์บริสุทธ

3.2.1 การแยกเอนไซม์จากใบปานศรนารายณ์
นำใบป่านศรนารายณ์ มาหั่นเป็นชิ้นเล็ก ๆ ปันให้ละเอียดด้วย ' b lender โดยมี 

polyvinyl polypyrolidone (PVPP) ความเข้มข้น 2 % (พ/พ) แล้วกรองด้วยผ้าขาวบาง นำส่วนนํ้าไป 

ปันแยกตะกอนที่ความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 °ซ เป็นเวลา 30 นาที แยกส่วนนํ้าใส 
(สารละลายสกัด) นำไปวัดปรัมาตร เพื่อนำไปศึกษาและทำให้บริสุทธิ้ต่อไป
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3.2.2 การตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต (ammonium sulfate precipitation)
นำสารละลายสกัดมาปรับ pH ให้เป็น 7.0 ด้วย ลารละลายทรส 2 โมลาร์ pH 11.0

แล้วค่อย  ๆ เติมผงแอมโมเนียมซัลเฟตลงในสารละลายสกัดอย่างช้า  ๆ พร้อมทังคนเบา  ๆ จนสาร 
ละลายมีความอิ่มตัวฃองเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 25 เปอร์เช็นต์ หลังจากนันคนต่อไปอีก 30 นาที 

ตั้งทิ้งไว้ให้ตกตะกอนลมบูรณ์แล้วนำไปป่นที่ความเร็ว 7,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 45 นาที

น ำ ส 'ว น ใ ส ม า เต ิม ผ ง เก ล ือ แ อ ม โ ม เน ีย ม ซ ัล เฟ ต อ ีก ค ร ั้ง จ น ส า ร ล ะ ล าย ม ีค ว าม อ ิ่ม ต ัว ข อ ง  
เกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 80 เปอร์เซ็นต์ หลังจากนั้นคนต่อไป 30 นาทีและตังทิงไว้ให้ตกตะกอน 

ลมบูรณ์ นำไปป่นด้วยความเร็ว10,000 รอบต่อนาที ตะกอนโปรตีนที่แยกได้ละลายด้วยสารละลาย 

บัฟเฟอร์'ทริล 0.05 โมลาร์ pH 7.5 ใช้ปริมาตรให้น้อยพอที่ละลายตะกอนได้หมดแล้วนำไปไดอะไลซ์ 
(dialyzed) โดยนำสารละลายโปรตีนบรรจุลงในถุงไดอะไลซีสที่ผ่านการตมมาเรียบร้อยแล้วไป

ไดอะไลซโนลารละลายบัฟเฟอร์ ทริส 0.05 โมลาร์ pH 7.5 ปริมาตร 2 ลิตร เป็นเวลา 6 ช่ัวโมง ทำซํ้า 
แบบเดียวกันอีก 3 คร้ัง หลังจากนั้นนำสารละลายโปรตีนมาป่นด้วยความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที 
นำส่วนที่เป็นลารละลายโปรตีนนี้มาวัดปริมาตร ปริมาณโปรตีน และแอคติวิตีของโปรติเอล

การทำให้เอนไซม์เข้มข้นด้วยวิธีไลโอพิเไลเชซ้น (lyophilization)

นำลารละลายโปรตีนใส่ในหลอดทนความเย็น แล้วนำไปแช่แข็งที่อุณหภูมิ -80 ๐ช ข้ามคืน 
นำหลอดบรรจุสารละลายแช่แข็งนี้ไปใส่ขวด freeze-drying flask เพื่อนำไปต่อกับตัวเครื่อง freeze- 
dryer ซ่ึงมิอุณหภูมิ -50 ๐ซ จนได้ของแข็งแห้งที่เป็นผง จากนั้นเปิดปมด ูดอากาศ จนอุณหภูมิ 

ภายนอกของ freeze-drying flask อุ่นขึ้นจนเท่า อุณหภูม ิห้อง นำผงเอนไรม์ที่ได้เก็บทีอ่ ุณหภูมิ 

-20 ๐ช เม ื่อต้องการใชน้ำมาละลายในลารละลายบัฟเฟอร์ทริล 0.05 โมลาร์ pH 7.5 ให้มี

ความเข้มข้น 10 มก./มล.

3.2.3 การทำโปรติเอสให ้บริสุท ธ ิ้ด้วยการผ่านคอลัมน์ เซฟาเด ็ทซ ์จ ี-100 
การเตรียมคอลัมน ์ เซฟาเด็กข้ จ ึ-100

แช่เซฟาเด็กซ์ จ ี-100 ที่ใช้แยกโปรตีนที่มีนํ้าหนักโมเลกุลตั้งแต่ 4,000 - 150,000 

ดาลตัน ปริมาณ 20 กรัมในสารละลายบัฟเฟอร์ทริล 0.05 โมลาร์ pH 7.5 ปริมาตร 600 มล.
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ตังทิงไว้ที่อุณหภูมิห้อง 24 ชม. หรือนำไปต้มใน water bath เป็นเวลา 3 ชม. เพือให้เม็ดเจลพองตัว 
เต็มที่ นำมาบรรจุลงในคอลัมน์ขนาด 2.0 X 55 ซม. ให้ได้เจลสูง 50 ซม. เติมสารละลาย
บัฟเฟอร์ทรืล 0.05 โมลาร์ pH 7.5 ด้วยปริมาตร 3 เท่าของปริมาตรคอลัมน์ ด้วยอัตราการไหล 

15 มล./ซม. เพื่อให้เม็ดเจลเรียงตัวอยู่ในสภาพลมดุลย์ เติมสารละลายผสมระหว่างบลูเด็กซแทรน 
4 มก./มล.และ โปแตสเชียมไดโครเมต 1 มก./มล. อย่างละ 1.0 มล. ลงในคอลัมน์เพื่อใช้หา 

ปริมาตรที่สารละลายบลูเด็กชแทรนผ่านออกมา (void volume, Vo) และปริมาตรทังหมดของคอลัมน์ 
(total bed volume, Vt) ที่สารละลายโปแตสเชียมไดโครเมตผ่านออกมาจากคอลัมน์

การแยกโปรตีนด้วยคอลัมน์เซฟาเด็กช จ ี-100

เติมสารละลายจากข้อ 3.2.2 ความเข้มข้น 10 มก./มล. บ(ริมาตร 2 มล. ซะด้วยสาร 

ละลายบัฟเฟอร์ทริล 0.05 โมลาร์ pH 7.5 เก็บสารละลายแยกส่วน (fraction) หลอดละ 5.0 มล. 
โดยใช้เครองเก็บแยกส่วน นำสารละลายหลอดเว้นหลอดมาวัดการดูดกลืนแลงที่ความยาวคลื่น 280 
นาโนเมตรและวัดแอคติวิตีฃองโปรติเอล แล้วนำหลอดที่มีแอคติวิตีของเอนไซม์มารวมกัน วัด
ปริมาตร ปริมาณโปรตีน และแอคติวิตีของเอนไซม์

3.2.4 การทำโป?ติเอสให้ปริสุทธี้ด้วยการผ่านคอลัมน์ดีอีเออี-เซลลูโลส

(DEAE- cellulose)
การเตรืยมคอลัมน ์ ตีอ ีเออี-เซลลูโลส

. นำ ดีอีเออี-เซลลูโลส เรชิน 15 กรัม แช่ในสารละลาย กรดไฮโดรคลอริก 0.2 โมลาร์ 
ปริมาตร 500 มล. ตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 30 นาที เทส่วนใสพร้อมทั้งเรชินเล็ก  ๆ ที่แขวนลอยอยู่ทิ้ง 

ล้างด้วยนํ้ากลั่น 3-4 คร้ัง จากนั้นนำมาแช่ในสารละลาย โซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.2 โมลาร์ ปริมาตร 
500 มล. ตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 30 นาที ล้าง ด้วยนํ้ากลั่นจนมี pH ประมาณ 7 แล้วนำมาบรรจุในคอลัมน์ 
ขนาด 1.7 X 30 ซม.'ให้ได้เรซินสูง 25 ชม. เติมสารละลายบัฟเฟอร์ทรืส 0.05 โมลาร์ pH 7.5 ลงใน 
คอลัมน์จนเรชินอยู่ในํสภาพสมดุลย์ วัด pH ของสารละลายที่ออกมาจากคอลัมน์จนกระทั้งได้ 

pH เป็น 7.5
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การแยกโปรตีนด้วยคอล้มน์ ตีอีเออี-เซลลูโลส

ใส่สารละลายเอนไซม์ จากข้อ 3.2.3 ปริมาตร 3 มล. ลงในคอลัมน์ ซะโปรตีนท่ีไม่ 
จับกับคอลัมน์ออกด้วยบัฟเฟอร์ทริส 0.05 โมลาร์ pH 7.5 เก็บแยกส่วนสารละลายที่ออกมาจาก 

คอลัมน์ หลอดละ 5 มล. ติดต่อกันจนไม่มีโปรตีนออกจากคอลัมน์ เปลี่ยนเป็นชะโปรตีนที่เกาะอยู่กับ 
คอลัมน์ด้วย linear salt gradient ความเข้มข้นของเกลือ NaCI 0 - 1 . 0  โมลาร์เก็บแยกส่วน 

สารละลายทีออกจากคอลัมน์หลอดละ 5.0 มล.นำสารละลายหลอดเว้นหลอดมาวัดการดูดกลืนแลง 
ที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และว ัดแอคติวิตีฃองโปรติเอส แล้วนำหลอดที่มีแอคติวิตีของ
เอนไซม์มารวมกัน วัดปริมาตร ปริมาณโปรตีนและแอคติวิตีฃองเอนไซม์วัดปริมาณโซเดียมคลอไรด์ 
ไอออนในสารละลายตัวอย่างด้วยเคริอง Radiometer C openhagen CDM 83 conductivity meter 

โดยสารตัวอย่างจะถูกดูดเข้าไปใน flow cell จะวัดปริมาณโซเดียมคลอไรดํไออนเปรียบเทียบกับ 
โซเดียมคลอไรด์มาตรฐานที่มีความเข้มข้น 120 และ 180 มิลลัโมลาร์ตามลำตับ

3.3 ต รวจสอบ สมบ ัต ิข องเอน ไซ ม ์ท ี่ได ้ท ำให ้บ ร ิส ุท ธแล ้ว

3.3.1 การวัดแอคติวิตีของโปรติเอส (modified from Kunitz. 1947)

ใช้ 1 % สารละลายเคซีน (casein ham m arstenA น บัฟเฟอร์ทริด 0.05 โมลาร์ pH 7.5 
ปริมาตร 2.5 มล.เป็นลับสเตรทนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 60 “ช เป็นเวลา 15 นาที เติมสารละลายเอนไซม์ 
ลงใปปริมาตร 1 มล. เพื่อเริ่มปฏิกิริยาเขย่าให้เข้ากัน นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 60 'ช เป็นเวลา 20 นาที 
เพ่ือให้โปรต ิเอลย่อยสลายเคซีน หยุดปฏิกิริยาด้วยการเติมสารละลายกรดไตรคลอโรอะชิติกความ
เข้มข้น 30 เปอร์เซ็นต์ปริมาตร 1 มล. เขย่าให้เข้ากัน เพื่อให้โปรตีนตกตะกอนแล้วนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 

6 0 “ซ เป็นเวลา 15 นาทีจากนั้นนำไปป่นแยกตะกอนที่ความเร็ว 3,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที 

แล้วนำส่วนใสมาวัดค ่าการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร
1 หน่วยของเอนไซม์คือ ปริมาณเปปไทด์ หรีอกรดอะม์โน'ที่เกิด'จากการย่อยเคซีน

1 เปอร์เซ็นต์ด้วยเอนไซม์ ท่ี 60 °ซ ในเวลา 1 นาที ในภาวะที่ทำการทดลอง โดยเปรียบเทียบเป็น 

ไมโครโมลของไทโรซีน
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3.3.2 การวัดปริมาณโปรตีนโดยวิธีแบรดฟอร์ด (Bradford. 1976)

ใช้สารละลายเอนไซม์ที่ดักงการวัดปริมาณโปรตีน 0.1 มล. ผสมกับสารละลายในข้อ

3.1.2 จำนวน 1 มล. เขย่า และตั้งทิ้งไว้ 5 นาที นำไปวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโน 

เมตร คำนวณปริมาณโปรตีนในสารละลายตัวอย่างเปรียบเทียบกับสารละลายโปรตีนมาตรฐาน

3.3.3 การศึกษา pH ที่เหมาะสมในการทำปฏิกิริยาของเอนไซม์
ใช้สารละลายเอนไซม์จากข้อ 3.2.3 (10 มก./มล.) วัดแอคติวิตีฃองโปรติเอส ตามวิธีใน 

ข้อ 3.3.1 โดยนำสารละลายดังกล่าวไปบ่มกไบ่ลับสเตรทในสารละลายบัฟเฟอร์ที่มี pH 5.0-7.0 

(บัฟเฟอร์ซิเตรต 0.2โมลาร์), 7.0-9.0 (บัฟเฟอร์ทริล 0.2โมลาร์) และ 9.0 - 10.5 (บัฟเฟอร์คาร์บอเนต
0.2 โมลาร์)

3.3.4 การศึกษาผลของ pH ต่อความเสถียรของเอนไซม์ (pH stability)
ใชส้ารละลายเอนไซม์จากข้อ 3.2.3 (1.0 มก./มล.) วัดแอคติวิตีฃองโปรติเอสตามวิธีใน 

ข้อ 3.3.1 กับสารละลายบัฟเฟอร์ที่ม ี pH ต่าง ๆ คือ สารละลายบัฟเฟอร์ชิเตรต 0.2 โมลาร์ pH 4.7, 

สารละลายบัฟเฟอร์ฟอสเฟต 0.2 โมลาร์ pH 6.5, และสารละลายบัฟเฟอร์'ทริส 0.2 โมลาร์ pH 8.3 ท่ี 

อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 0, 15, 30, 60, 90, 120 และ 150 นาที นำมาวัดแอคติวิตีที่เหลือ จากน้ันนำ 

มาคำนวณค่าแอคติวิตีลัมพัทธ์(เปอร์เซ็นต์) เทียบกับ แอคติวิตีที่ให้ค่าแอคติวิตีลูงสุด

3.3.5 การศึกษาอุณหภูมิ ที่เหมาะสมในการทำปฏิกิริยาของเอนไซม์

ใช้สารละลายเอนไซม์จากข้อ 3.2.3 (10 มก./มล.) วัดแอคติวิตีฃองสารละลายโปรติเอล 

ตามวิธีในข้อ 3.3.1 ที่อุณหภูมิ ต่าง  ๆ ตั้งแต่ 30 - 80 °ซ จากนั้นนำมาคำนวณค่าแอคติวิตี

3.3.6 การศึกษาผลของอุณหภูมิต่อความเสถียรของเอนไซม์ (thermal stability)
ใช้สารละลายเอนไซม์จากข้อ 3.2.3 (10 มก./มล.) วัดแอคติวิตีฃองโปรติเอลตามวิธีในข้อ

3.3.1 โดยบ่มสารละลายเอนไซม์ที่อุณหภูมิต่าง ๆ ในช่วงระหว่าง 20-80 °ซ เป็นเวลา 30 นาที 
หลังจากนั้นนำมาวัดแอคติวิตีที่เหลือ จากนั้นนำมาคำนวณค่าแอคติวิตีลัมพัทธ์(เปอร์เซ็นต์) เทียบกับ
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แอคติวิตีฃองอุณหภูมิที่ให้ค่าสูงสุด

3.3.7 การศึกษาจลนศาสตร์ของเอนไซม์ที'แยกได้จากปานศรนารายณ์

ใช้สารละลายเอนไซม์จากข้อ 3.2.3 (10 มก./มล.) วัดแอคติวิตีฃองโปรติเอส ตามวิธีใน 

ข้อ 3.3.1 โดยศึกษาผลของการใช้โปรตีนสับสเตรทเคซีนที่ความเข้มข้นต่าง ๆ และหาค่า Km และ 

Vmax ของสับสเตรท โดยการพลอตกราฟแบบ Lineweaver Burk

3.3.8 การศึกษาผลของอิออนของโลหะและตัวยับยั้งโปรติเอส

3.3.8.1 การศึกษาผลของอิออนของโลหะ

บ่มสารละลายเอนไซม์จากข้อ 3.2.3 (10 มก./มล.) ปริมาตร 0.1 มล. กับลาร 

ละลายบัฟเฟอร์ทริส 0.05 โมลาร์ pH 7.5 ปริมาตร 0.9 มล. ที่มีความเข้มข้นสุดท้าย 1 และ 5 

มิลลิโมลาร์ ของสารชนิดใดชนิดหนึ่ง ต่อไปนี้ MgCI2 6H20, CaCI2 2H20, MnCI2 4H20, ZnCI2 1 
HgCI2 1 CdCI2 1 CuCI2 หรือ CoCI2 6H20  เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 60 “ซ นำไปหาแอคติวิตี 

ของเอนไซม์ตามวิธีในฃ้อที่ 3.3.1. จากนั้นนำมาคำนวณค่าแอคติวิตีสัมพัทธ์(เปอร์เซ็นต์) เทียบกับ 

แอคติวิตีที่ภาวะที่ไม่ได้ใส่ลารชนิดใด ๆ

3.3.8.2 การศึกษาผลของตัวยับยั้งโปรติเอส

บ่มสารละลายเอนไซม์จากข้อ 3.2.3 (10 มก./มล.) ปริมาตร 0.1 มล. กับสาร 

ละลายบัฟเฟอร์ทริส 0.05 โมลาร์ pH 7.5 ปริมาตร 0.9 มล. ที่มีความเข้มข้นสุดท้าย 1 และ 5 

มิลลิโมลาร์ ของสารต่อไปนี PMSF, 1,10 phenanthroline, p-chloromorcuribenzoic acid,

EDTA, iodoacetamide และ 2- ทาercaptoethanol เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 60 ๐ช นำไปหา 

แอคติวิตีของเอนไซม์ตามวิธีในข้อที่ 3.3.1.
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3.3.3 วิธีแยกโปรตีนด้วยพอลิอะคลิลาไมด์เจลอีเลคโตรโฟริซีสแบบไม่เสยสภาพ 

(Non denaturing polyacrylamide gel electrophoresis)

ตามวิธีของ Davis, 1964

3.3.9.1 การเตรียมพอลิอะคลิลาไมด์เจลชนิดแผ่น 12.5 เปอร์เซ็นต์ 

เตรียม Resolving gel โดยผสมสารละลายทริลไฮโดรคลอไรด์บัฟเฟอร์ pH 8.8 

ปริมาตร 2.3 มล. สารละลาย 30 เปอร์เซ็นต์ อะคลิลาไมด์ 4.0 มล. และนํ้ากลั่น 3.4 มล. เขย่า 

สารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน เติมสารละลาย 10 เปอร์เซ็นต์ แอมโมเนียมเปอร์ซ็ลเฟต 50 ไมโครลิตร 

พร้อมกับ TEMED 5 ไมโครลิตร เขย่าคนเบา ๆ ให้เข้ากัน แล้วนำมาบรรจุในแผ่นแก้วดู่ฃนานขนาด

1.50 มม. X 16 X 18 ซม.(ระหว่างแผ่นแก้วจะมี spacer ขั้นอยู่ ) จนสารละลายมีความสูง 12 ซม. 

ค่อย  ๆ หยดนํ้ากลั่นลงบนเจล ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เมื่อสังเกตเห็นว่ารอยต่อระหว่างเจลและนํ้า 

กลั่นอย่างชัดเจน เทนํ้ากลั่นออก1จากหน้าเจล เตรียม Stacking-gel (5 เปอร์เซ็นต์ gel) โดยเติม

0.67 มล. ของสารละลาย Solution A ลงใน Solution C 1.0 มล. แล้วเติมนำกลั่น 2.3 มล. 

เขย่าสารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน เติมสารละลาย 10 เปอร์เซ็นต์ แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต 30 

ไมโครลิตร และ TEMED 5 ไมโครลิตร เขย่าคนเบา ๆ ให้เข้ากัน แล้วเทลงหน้าเจลที่มี comb อยู่ 

เทสารละลายให้ถึงระดับที่ห่างจากขอบบนของแผ่นแก้วประมาณ 4 มม. ค่อย ๆ หยดนํ้าด้วยนํ้าลงบน 

ผิวเจล ทิ้งให้เจลแข็งตัว ค่อย ๆ ดึง comb ออก ล้างผิวเจลด้วยนำกลั่น 2-3 คร์ง เตรียมนำไปใช้งาน 

ต่อไป

3.3.9.2 การทำอีเลคโดรโฟริชีส

วางแผ่นเจลลงในอ่างบัฟเฟอร์ในแนวดัง เติมสารละลายทริส-ไกลซีน

บัฟเฟอร์ pH 8.8 ลงในอ่างบัฟเฟอร์ทั้งบนและล่าง จนท่วมแผ่นเจลทั้งสองข้าง ปรับอุณหภูมิของอ่าง 

บัฟเฟอร์ให้ได้ 4 °ช นำสารละลายเอนไซม์ที่ผสมกับ Sample Buffer แล้วไปหยดลงบนหลุมเจล 

(wells) (ปริมาณโปรตีนต่อหลุมประมาณ 10-100 ไมโครกรัม และปริมาตรที่หยดประมาณ 10-100 

ไมโครลิตร) แล้วผ่านกระแสไฟฟ้าขนาด 20 มิลลิแอมแปร์ต่อแผ่นเจลโดยกำหนดให้ขั้วลบอยู่ด้านบน 

จนกระทั่งแถบสีตามรอยเคลื่อนลงไปจนถึงระยะอีก 1 ซม. จากปลายล่างของแผ่นเจลจึงหยุดกระแส 

ไฟฟ้า
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3.3.9.3 วิธีย้อมสีโปรตีนในแผ่นพอลิอะคลิลาไมด์เจล

แกะแผ่นเจลจากแผ่นกระจกแล้วนำไปแช่ในนํ้ายาย้อมลีโปรตีนทิ้งค้างคืน 

จากนั้นนำแผ่นเจลไปล้างสีย้อมโปรตีนจนกระทั่งแผ่นเจลใสและได้แถบลีนํ้าเงินของโปรตีนอยู่ชัดเจน 

เก็บแผ่นเจลที ่ได้ไว้ในนํ้ายาล้างสีย้อมโปรตีน

3.3.9.4 การติดตามเอนไซม์แอคติวิตีด้วยการย่อยเคซีนความเขมข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ 

ในแผ่นพอลีอะคลิลาไมด์เจล (Bevnon. 1996)

ทำการทดลองตามวิธีการทดลองที่ 3.3.9.1 โดยใช้ resolving gel ที่มี 

เคซีนความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0.5 เปอร์เซ็นต์ แล้วทำการทดลองตามการทดลองที่ 3.3.9.2 แล้วนำ 

เจลที่ได้ใปบ่มที่อุณหภูมิ 60 °ซ เป็นเวลา 20 นาที แล้วทำการย้อมสิโปรตีนตามวิธีการทดลองที่

3.3.9.3 แล้วสังเกตลักษณะแถบใลที่เกิดขึ้น

3.3.10 การแยกหน่วยย่อยของโปรตีนโดยเอสดีเอส-พอลิอะคลิลาไมด์เจล 

อีเลคโดรโฟเรซีส (SDS-Polvacrvlamide Gel Elctrophoresis)

3.3.10.1 การเตรียมเอสดีเอส-พอลิอะคลิลาไมด์เจลชนิดแผ่น (12.5 เปอร์เซ็นต์) 

เตร ียมในทำนองเด ียวก ันก ับกา?เตรียมพอลิอะคลิลาไมด์เจลชนิดแผ่น 

ข ้างต้นแต่เปลี่ยนส่วนผสมของเนื้อเจลตังนี้ เตรียม resolving gel โดยผสมสารละลายทริส 

เอล ด ีเอส pH 8.8 ปริมาตร 4.05 มล.กับสารละลาย 30 เปอร์เซ็นต์อะคลิลาไมด์ 2.5 มล 

น ื ้ากลั่น 3.4 มล. 10 เปอร์เซ็นต์ แอมโมเนียมเปอร์ชัลเฟต 50 ไมโครลิตรและ TEMED 

5 ไมโครลิตร และเตรียม stacking gel โดยผลมสารละลายทริล-เอสดีเอล pH 6.8 ปริมาตร

1.0 มล.กับสารละลายอะคลิลาไมด์ 0.7 มล. นํ้ากลั่น 2.3 มล. TEMED 5 มล. และ 

10 เปอร์เซ็นต์ แอมโมเนียมเปอร์ชัลเฟต 30 ไมโครลิตร

โปรตีนมาตรฐานที่ใช้ได้แก่ bovine serum albumin (BSA) นํ้าหนักโมเลกุล

66.000 ดาลตัน ovabumin นำหนักโมเลกุล 45,000 ดาลตัน chymotrypsinogen A นำ 

หน ักโมเลกุล 25,000 ดาลตัน และ myoglobin นํ้าหนักโมเลกุล 12,500 ดาลตัน เตรียมสาร 

ล ะ ล า ย โปรตีนมาตรฐานเหล่านี้ให้มีความเข้มข้นอย่างละ 1 มก.ต่อมล.
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3.3.10.2 เตรียมสารละลายโป?ตีนและเอนไซม์ที่ต้องการวิเคราะห ์

ผสมสารละลายบัฟเฟอร์สำหรับต ัวอย่างก ับสารละ'.ทยโปรตีนท ี่ต ้องการ 

ว ิเคราะห์ อัตราส่วนโดยปริมาตร 1:1 (ความเข้มข้นของโปรตีนอยูในช่วง0.5-1.0มก.ต่อมล.) 

นำไปต้มในนํ้าเดือดเป็นเวลา 3 นาที ทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง

3.3.10.3 การทำอีเลคโตรโ,ฟริชีส

ทำในทำนองเดียวกันกับพอลิอะคสิลาไมด์เจลอีเลคโตรโฟริซีล แต่เปลียน 

สารละลายทริส-ไกลซีนบัฟเฟอร์ pH 8.3 เป็นสารละลายทริส-ไกลซีนเอสดเอส อเลคโทรด 

บัฟเฟอร์ pH 8.3 เปลี่ยนกระแสไฟฟ้าที่ผ่านเจลเป็น 30 มิลสิแอมแปร์ต่อแผ่นเจล และ 

ปริมาณ'โปรตีนที่ใช้ 1-20 ไมโครกรัมต่อหลุม

3.3.10.4 วิธีย้อมสีโปรตีนในแผ่นเจล

ทำการทดลองตามวิธีการทดลองที่ 3.3.9.3

3.3.11 การหานํ้าหนักโมเลกุลของเอนไซมํโดยวิธีเจลทิเลเตร1ชัน

แช่เซฟาเด็กซ์ จ ี-100 ปริมาณ 25 กรัมใน บัฟเฟอร์ทรส 10 มิลสิโมลาร์ pH 7.5 

ปริมาตร 1 ลิตร ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 24 ซม หรือนำไปต้มใน water bath เป็นเวลา 3 ซ่ัวโมง 

เพื่อให้เม็ดเจลพองตัวเต็มที่ นำมาบรรจุลงในคอลัมน์ ขนาด 1.7 X 90 ซม. ให้ใดใ'จลสูง 82 ซม. 

ผ่านสารละลายบัฟเฟอร์ทรืส pH 7.5 ด้วยปริมาตร 3เท่าฃองคอลัมน์ด้วยอัตราไหล 20 มล.ต่อชั่วโมง 

เพ ื่อให ้เม ็ด เจลเร ียงต ัวอย ู่ในสภาพสมด ุลย ์ทดลองประส ิทธ ิ,ภาพ ของคอล ัมน ์ด ้วยลารละลาย 

บลูเด็กซ์แทรน 4 มก.ต่อมล. และโปแตสเชียมไดโครเมท 1 มก.ต่อ มล อย่างละ 1 มล. 

โปรตีนมาตรฐานที่ใช้ได้แก่ bovine serum albumin (BSA) นํ้าหนักโมเลกุล 66,000 ดาลตัน 

ovabumin นํ้าหนักโมเลกุล 45,000 ดาลตัน chymotrypsinogen นํ้าหนักโมเลกุล 25,000 ดาลตัน 

และ Myoglobin นํ้าหนักโมเลกุล 12,500 ดาลตัน เก็บสารละลายซึ่งแยกได้จากคอลัมน์หลอดละ 1.5 

มล. ติดต่อกันโดยใช้เครื่องเก็บแยกส่วน วัดการดูดกลืนแลงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และวัด 

ปริมาตรที่สารละลายโปรตีนผ่านออกมาจากคอลัมน์นำไปคำนวณค่า Kav ตังนี้
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/<1, = (V, - V0) / (  V, - VJ
V 6 คือ elution volume ของโปรตีนที่ผ่านออกจากคอลัมน์

V 0 คือ void volume ของคอลัมน์ วัดได้จากปริมาตรที่สารละลายบลูเด็ซ์แทรนผ่านออกมา

V 1 คือ Total bed volume ปริมาตรทั้งหมดของคอลัมน์ส่วนที่เจลบรร''ฯอยู่ วัดได้จาก

ปริมาตรที่สารละลายโปแตสเชียมไดโครเมทผ่านออกจากคอลัมน์ 

ผ่านสารละลายเอนไซม์ลงในคอลัมน์ แล้วหา elution volume ของเอนไซม์โดยการ 

วัดแอคติวิตี คำนวณค่า K av แล้วเทียบหานํ้าหนักโมเลกุลจากกราฟมาตรฐานที่เตรียมได้จากสาร 

ละลายโปรตีนมาตรฐานดังกล่าวข้างต้น

3.3.12 การหาความจำเพาะของโปรติเอสต่อเปปไทด์ลังเคราะห์

ทารคืทษาความจำเพาะของเอนไซม์ต่อเปปไทด์ลังเคราะห์โดยเทคนิคโครมาโตกราฟ

แบบเยือบาง (Thin Laver Chromatography. TLC)

3.3.12.1 เตรียมสารตัวอย่าง

ละลายเปปไทด์ลังเคราะห์ที'เข้มข้น 2 มิลลิโมลาริในบัฟเฟอร์ทริส 
0.05 โมลาร์ pH 7.5 และเติม Dimethylsulfoxide ในเปปไทด์ลังเคราะห์ที่มีสีโดยให้มีความ 

เข้มข้นสุดท้ายเป็น 10 เปอร์เซ็นต์ นำไปอินคิวเบตที่ 37 °ซ นาน 5 นาที เติมสารละลาย 

เอนไซม์0.1 มล. (ความเข้มข้น 10 มก./มล.) บ่มต่อที่ 60 ๐ซ นาน 20 นาที หยุดปฎิกริยาโดย 
นำไปแช่ในนํ้าแข็ง แล้วนำไปเป่าด้วยก๊าซไนโตรเจน ให้มีปริมาตรลดลง 5 เท่า จากนั้นใช้ 

หลอดแก้วขนาดเล็ก(capillary tube) ดูดสารละลายที่เข้มข้นเพิ่มขึ้นนี้อย่างละ 20 ไมโครลิตร 
มาหยดบนแผ่น TLC Kiselgel 60 F254 25 Folien 20 X 20 cm ปล่อยให้สารละลายซึมลงที 
ละน้อย  ๆ ท้ิงให้แห้ง แล้วหยดซํ้าจนได้ปริมาตรที่ต้องการ ระวังอย่าให้แต่ละจุดมีเล้นผ่าศูนย์ 

กลางเกิน 5 มม. เมื่อจุดสารตัวอย่างแห้งหมดดีแล้ว จึงนำแผ่นแก้วมาวางในลงในแทงค์ที่ 
อิ่มตัวด้วยไอสารละลายที่ใช้ชะแล้ว 2 ซม. โดยใช้อัตราส่วนของตัวทำละลาย

n-butanol : acetic acid : นำ เป็น 4:1:1 เมื่อลังเกตว่าสารละลายซึมขึ้นไปจนห่างจากขอบ 

บนของแผ่น ประมาณ 2 ซม. จึงนำแผ่น TLC ออกจากแทงค์
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3.3.12.2 การตรวจวัดผลการการ กิทษาเทคนิค TLC 

ก า ร ส เป ร ย ์

นำแผ่น TLC ออกจากแทงค์ ปล่อยให้แหง จากนั้นนำมาอบที่ 

1 1 0 °ซ เป็นเวลา 1 0 นาทีนำไปสเปรย์ในดู้ควันด้วย ninhydrin reagent นำไปอบที่ 110 °ซ 
อีก 15 นาที วาดจุดที่เกิดขึ้น

ก า ร ห า ค ่า  Rj

นำแผ่น TLC ไปหาระยะทางที่กรดอะมิโน สารเปปไทด์หรือ 
solvent front เคลื่อนที่นำระยะทางที่ได้มาคำนวณหาค่า R, โดยใช้สูตรดังนี้

R, = ระยะทางที่กรดอะมิโนหรือสายเปปไทด์เคลื่อนที่/ระยะทางที่ solvent front เคลื่อนที่
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