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บทคัดยอ 
เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส (α -L-fucosidase, EC 3.2.1.51) เปนเอนไซมที่พบอยางแพรหลายใน

สิ่งมีชีวิต ซึ่งเอนไซมน้ีมีหนาที่ตัดนํ้าตาลแอล-ฟูโคสออกจากสารชีวโมเลกุล การขาดเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส
ในสัตวเล้ียงลูกดวยนมจะทําใหเกิดโรค  fucosidosis ซึ่งสงผลใหเกิดอาการผิดปกติหลายประการ การศึกษาในครั้งน้ีได
ศึกษาแบบแผนโปรตีนและขนาดของเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจากตับสุกร(Sus domesticus) ในสภาพธรรมชาติ 
(Native form)โดยวิธี Gel filtration และเมื่อทําการศึกษาตอโดยวิธี Western Blot พบวาเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส
ที่ไดมีขนาดเล็กกวาในสภาพธรรมชาติ ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจากสัตวเล้ียงลูกดวย
นมของ Johnson and Alhadeff (1991) นอกจากน้ีเมื่อทําการศึกษาแบบแผนโปรตีนและวิเคราะหนํ้าหนักโมเลกุลของ
เอนไซมแอลฟา-แอล-  ฟูโคซิเดสจากตับสุกรดวยวิธี SDS-PAGE และ Western Blot พบวามีขนาดเทากับ 52.11 kDa ซึ่ง
มีขนาดใกลเคียงกับเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส จากตับมนุษย (Alhadeff et al., 1975) อีกทั้งยังถูกจดจําไดดวย
แอนติบอดีที่ผลิตโดยใชเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจากตับมนุษยเปนแอนติเจน ซึ่งแสดงใหเห็นถึงความคลายคลึง
ดานโครงสรางของเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส จากตับสุกร และตับมนุษย  
 

ABSTRACT 
α -L-fucosidase (EC 3.2.1.51) is a ubiquitous enzyme found in several species. It functions in the 

degradation of L-fucose containing molecules. Deficiency of this enzyme can cause the disease called “fucosidosis” 
which makes the patients have several clinical symptoms.  In this study,   proteins pattern and molecular weight of α 
-L-fucosidase from pig liver (Sus domesticus) in native form were determined by Gel filtration and native α -L-
fucosidases were further studied by Western Blot. The results revealed that molecular weights determined by Western 
Blot are smaller than those of native forms from Gel filtration. This corresponded to the research of mammalian α -L-
fucosidase by Johnson and Alhadeff (1991). In addition, proteins pattern and molecular weight of pig liver α -L-
fucosidase were discovered by SDS-PAGE and Western Blot. The Western blot results showed that molecular weight 
of pig liver α -L-fucosidase is 52.11 kDa which resembled to the molecular weight of human liver α -L-fucosidase 
(Alhadeff et al., 1975). Furthermore, pig liver α -L-fucosidase was recognized by antibody produced from human 
liver α -L-fucosidase antigen. Accordingly, all of these results portrayed the structural resemblance of α -L-
fucosidase from pig and human liver.    

 
คําสําคัญ : แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส  สุกร (Sus domesticus) 
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บทนํา 
 เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส (α -L-fucosidase, 
EC 3.2. 1.51) เปนเอนไซม lysosomal glycosidase ที่
พบอยางแพรหลาย โดยมีหนาที่เก่ียวของกับการสลาย
สารประกอบชนิดที่มีนํ้าตาลฟู-โคส (fucose) เปน
สวนประกอบ (fucoglycoconjugate)หลายชนิด เชน 
oligosaccharides, glycopeptides, glycoproteins และ 
glycolipids (Alhadeff, 1998) โดยที่นํ้าตาลฟูโคสในสาร
เหลาน้ีจําเปนตองถูกตัดพันธะ (hydrolyze) โดยเอนไซม
แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสท้ังสิ้น โดยพบวาในสัตวเลี้ยง
ลูกดวยนมมีเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส เพียงชนิด
เดียวเทาน้ันที่ทําหนาที่ตัดพันธะของนํ้าตาลฟูโคสใน
โมเลกุลเหลาน้ี 
       ความสําคัญของเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส 
ในกระบวนการ metabolism ของสัตวเล้ียงลูกดวยนม
สามารถบงช้ีได ชัดเจนจากภาวะการขาดเอนไซม
แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส ซึ่งจะทําใหเกิดโรคที่ถายทอด
ทางพันธุกรรมของโครโมโซมรางกายผานทางยีนดอย 
(autosomal recessive) ช่ือวา fucosidosis (Online 
Mendelian Inheritance in Man (OMIM) 230000) ซึ่ง
เปนโรคพันธุกรรมที่หายากซึ่งเกิดจากการขาด หรือการ
ลดลงของกิจกรรมของเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส
ในเ น้ือ เยื่ อทุกชนิด  ส งผลให เ กิดการสะสมของ
สารประกอบชนิดที่มีนํ้าตาลฟูโคสเปนสวนประกอบ 
ในสมองและกล าม เ น้ือ เรี ยบ  ซึ่ งการสะสมของ
สารประกอบเหลาน้ีมากผิดปกติ จะสงผลใหเกิดอาการ
ผิดปกติหลายประการ ไดแก การลดลงของสติปญญา 
และการเจริญเติบโต  การแสดงออกทางใบหนาที่
ผิดปกติ การติดเช้ือซ้ําซอน และ กระดูกผิดรูป เปนตน 
ซึ่งวิธีการรักษาโรค fucosidosis ที่ไดผลน้ันยังไมเปนที่
ทราบแนชัด  
 นอกจากโรค fucosidosis ซึ่งเปนโรคที่เกิดจากความ
ผิดปกติของการขาดเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส
โดยตรงแลว ยังพบวาเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสมี
สวนเก่ียวของกับโรค Cystic fibrosis (CF) ซึ่งเปนโรคที่

ถายทอดทางพันธุกรรมที่ทําใหตอมที่หล่ังสารคัดหล่ัง มี
การหล่ังสารผิดปกติ โดยพบวาในผูปวยโรค Cystic 
fibrosis จะมี กิจกรรมและโครงสรางของเอนไซม
แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสในเซลลไฟโบรบลาสท่ีผิวหนัง 
(skin fibroblast) ซีรั่ม และ ตับผิดปกติ 
 ดัง น้ันความรู เ ก่ี ยว กับ เอนไซมแอลฟา -แอล -            
ฟูโคซิเดสในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมจึงมีความสําคัญเพ่ือ
เปนแนวทางในการทํ าความเข าใจ เ ก่ียวกับโรค 
fucosidosis และ cystic fibrosis ในระดับโมเลกุล อีกทั้ง
ยังสามารถหาวิธีในการบําบัดรักษาผูปวยโรคดังกลาว
ไดอยางมีประสิทธิภาพ นอกจากน้ีเอนไซมแอลฟา-
แอล-ฟูโคซิเดสยังเปนเครื่องมือสําคัญเพื่อไขความ
กระจางของโครงสรางของคารโบไฮเดรตที่ซับซอน 
และระบุหนาที่ของน้ําตาลฟูโคสในกระบวนการทาง
ชีววิทยาตางๆ (Kobata, 1979) 
 จากการศึกษาเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสใน
สมองของลิงและในตับสุกรพบวาเอนไซมจากทั้งสอง
แหลงมีหมูคารบอกซิล (carboxyl group) เปนสวน 
ประกอบสําคัญของกระบวนการเรงปฏิกิริยาของ
เอนไซม เชน เ ดียว กัน กับ เอนไซมแอลฟา -แอล -              
ฟูโคซิเดสในตับมนุษย (Grove and Serif, 1981) ดังน้ัน
เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสในตับสุกรและตับ
มนุษยอาจมีกระบวนการในการเรงปฏิกิริยาในลักษณะ
เดียวกัน และเน่ืองจากโรค fucosidosis ในมนุษยเปน
โรคที่มีอุบั ติการณของโรคตํ่า  การศึกษาเอนไซม
แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสในสุกรจึงอาจเปนแนวทางใน
การใชสุกรเปนตนแบบในการศึกษาการดําเนินไปของ
โรค เพ่ือหาวิธีบําบัดรักษาที่มีประสิทธิภาพในอนาคต 
 

วัตถุประสงคของการวิจัย 
 1)  เพ่ือตรวจสอบขนาดของเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟู
โคซิเดส (α -L-fucosidase) จากตับสุกรในสภาพธรรมชาติ 
 2)  เพ่ือตรวจสอบแบบแผนโปรตีนของสารสกัด
โปรตีนจากตับสุกร และ วิเคราะหนํ้าหนักโมเลกุลของ
เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส (α -L-fucosidase) ในตับ
สุกร 
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 3)  เพ่ือศึกษาลักษณะบางประการของเอนไซม-
แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส (α -L-fucosidase) ในตับสุกร เพ่ือ
ใชเปนขอมูลในการเปรียบเทียบกับเอนไซม-แอลฟา-แอล-         
ฟูโคซิเดส (α -L-fucosidase) ในตับมนุษย 

 

วิธีการวิจัย 
สัตวทดลอง 
 สุกร (Sus domesticus) พันธุแลนดเรซ (Landrace) โดย
ทําการเก็บช้ินสวนตับ ณ โรคฆาสัตวขอนแกน อําเภอ
เมือง จังหวัดขอนแกน โดยช้ินสวนตับที่ไดน้ันจะถูกแช
แข็งที่อุณหภูมิ 0°C ในระหวางนํามายังหองปฏิบัติการ 
การสกัดโปรตีนจากตับสุกร 
 นําตับสุกรบดผสมกับสารละลาย Triton X 114 0.1 % 
จากน้ันนําสารละลายตับสุกรที่ไดไปปนเหว่ียง โดยของ 
เหลวใสดานบน (Supernatant) ที่ไดจากการปนเหว่ียงคือ 
สารสกัดโปรตีนที่ไดจากตับสุกร  
การทํา Dialysis ของสารสกัดโปรตีนจากตับสุกร 
 ทําการ Dialysis สารสกัดโปรตีนจากตับสุกรที่สกัดได
โดยใช Spectra/Por 2 Regenerated Cellulose (RC) Dialysis 
membranes ในสารละลาย 10 mM Sodium phosphate pH 
5.5 ที่อุณหภูมิ 4°C จากน้ันนําสารละลายโปรตีนในถุง 
Dialysis ที่ไดมาปนเหว่ียงเพ่ือกําจัดตะกอน และนําสวนที่
เปนของเหลวดานบน (supernatant) ไปเก็บไวที่อุณหภูมิ  
–20C เพ่ือใชศึกษาตอไป 
ตรวจสอบแบบแผนโปรตีน และขนาดของเอนไซม
แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจากตับสุกรในสภาพธรรมชาติ 
(Native form) โดยวิธี Gel filtration  
 นําสารสกัดโปรตีนที่ไดจากตับสุกรและผานการ 
Dialysis แลวมาทําการแยกโดยใชคอลัมน (Column) 
Hiprep 16/60 Sephacryl S-200 High resolution (บริษัท 
GE Healthcare) โดยใชสารละลายบัฟเฟอรที่ประกอบ 
ดวย 50 mM NaH2PO4·2H2O, 0.15 M NaCl และ 0.02% 
NaN3 pH 7.0 ชะผานคอลัมนดวยความเร็ว 0.5 มิลลิลิตร
ตอนาทีเปนจํานวนสองเทาของปริมาตรคอลัมนซึ่งเทา 
กับ 240 มิลลิลิตร ที่ความดัน 0.35 เมกะพาสคาล (MPa) 

อุณหภูมิ 25°C ซึ่งโปรตีนที่ถูกแยกตามขนาดน้ีจะถูก
วิเคราะหโดยคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโน-
เมตร(nm) ผานระบบปฏิบัติการของเครื่อง ÄKTAprime 
plus (บริษัท GE Healthcare) จากน้ันทําการทดสอบหา
เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสโดยวิธี Dot Blot 
การทดสอบหาเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจาก 
fraction ที่ไดจาก Gel filtration โดยวิธี Dot Blot 
 ทําการหยดโปรตีนจาก Fraction ซึ่งเปนตัวแทนของ
แตละพีคโปรตีนที่ไดจากการทํา Gel filtration ลงบน 
Polyvinylidene difluoride membrane (PVDF membrane) 
จากน้ันบมดวย แอนติบอดีปฐมภูมิ (Goat anti human liver 
-L-fucosidase polyclonal antibody ซึ่งไดรับการ
อนุเคราะหจาก Prof Jack Alhadeff แหง Lehigh 
University, USA) ในอัตราสวนเจือจาง 1 : 50,000 (ใน 2% 
advance ECL blocking) และ แอนติบอดีทุติยภูมิ (Rabbit 
anti goat HRP conjugated) ในอัตราสวนเจือจาง 1 : 
250,000 (ใน 2% advance ECL blocking) จากน้ันนําแผน
เมมเบรนที่ยอมดวยแอนติบอดีแลวไปตรวจสอบหา
เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสโดยใชแผนฟลมเอ็กซเรย 
โดย fraction ที่เปนตัวแทนของพีคที่มีเอนไซมแอลฟา-
แอล-ฟูโคซิเดส จะสามารถสังเกตเห็นจุดดําบนฟลมได
เน่ืองจากเกิดการเรืองแสงของ HRP ที่ติดอยูกับแอนติบอดี
ทุติยภูมิ โดยสามารถคํานวณหาขนาดของเอนไซมแอลฟา 
-แอล-ฟูโคซิเดสไดโดยอาศัยกราฟโปรตีนมาตรฐานที่
ไดมาจากการทํา Gel filtration ในสภาวะเดียวกัน 
 นอกจากนี้ยังไดทําการศึกษาโปรตีนในพีคที่ตรวจพบ
เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสโดยวิธี SDS-PAGE และ 
Western Blot เพ่ือตรวจสอบการจับกันของโปรตีนใน
สภาพธรรมชาติโดยใชแอนติบอดีปฐมภูมิ (Goat anti 
human liver -L-fucosidase polyclonal antibody) ใน
อัตราสวนเจือจาง 1 : 50,000  และ แอนติบอดีทุติยภูมิ 
(Rabbit anti goat HRP conjugated) ในอัตราสวนเจือจาง 1 
: 250,000   แลวตรวจสอบสัญญาณของเอนไซมแอลฟา-
แอล-ฟูโคซิเดสโดยฟลมเอ็กซเรยเชนเดียวกัน (โดยใช
สภาวะเดียวกับการศึกษาแบบแผนโปรตีนและวิเคราะห
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นํ้าหนักโมเลกุลของเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจาก
ตับสุกร ซึ่งจะกลาวรายละเอียดในลําดับตอไป)  
การศึกษาแบบแผนโปรตีนและวิเคราะหนํ้าหนักโมเลกุล
ของเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจากตับสุกรดวยวิธี 
SDS-PAGE  (Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide 
Gel Electrophoresis) และ Western Blot 
 ใชชุดรันเจล mini-protean@ tetra system ของบริษัท 
BIO-RAD ซึ่งมีขนาดกวาง 7 เซนติเมตร ยาว 10 เซนติ -
เมตร หนา 0.75 มิลลิเมตร โดยเจลที่ใชในการศึกษาครั้งน้ี
จะไดแก Polyacrylamide gel ที่มีความเขมขนเทากับ 4% 
Stacking gel และ 10% Separating gel ซึ่งมีองคประกอบ
ของ 0.1% SDS (Sodium Dodecyl Sulphate) โปรตีนจาก
ตับสุกรที่ตองการศึกษาแบบแผนโปรตีน และ โปรตีน
มาตรฐานจะถูกละลายใน Sample buffer ที่มี 1% SDS และ 
5% β-mercaptoethanol  จากน้ันจึงทําการใสลงในชอง
สําหรับใสตัวอยางและนําไปแยกดวยกระแสไฟฟาที่ความ
ตางศักย 75 โวลต เปนเวลา 1 ช่ัวโมง สําหรับ 4% Stacking 
gel จากน้ันจึงเปล่ียนกระแสไฟฟามาที่ความตางศักย 120 
โวลต เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 15 นาทีสําหรับ 10% Separating 
gel ที่อุณหภูมิหอง แลวนําแผนเจลชุดหน่ึงไปทําการยอม
ดวย 0.1% Coomassie Brilliant blue R-250 จนสามารถเห็น
แถบโปรตีนชัดเจน เพ่ือเก็บแผนเจลที่ไดมาวิเคราะหแบบ
แผนโปรตีนในลําดับตอไป สวนเจลอีกชุดหน่ึงจะนํามา 
ใชสําหรับการวิเคราะหนํ้าหนักโมเลกุลของเอนไซม
แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสดวยวิธี Western analysis โดยยาย
โปรตีนจากแผนเจลลงบนแผนเมมเบรน Polyvinyl idene 
difluoride (PVDF) โดยใชกระแสไฟฟาที่ความตางศักย 
155 โวลต เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 30 นาที จากน้ันตัดแผนเมม
เบรนที่เปนโปรตีนมาตรฐานมายอมดวยสี Coomassie 
blue แลวนําแผนเมมเบรนที่เหลือมาบมดวยแอนติบอดี
ปฐมภูมิ (Goat anti human liver -L-fucosidase 
polyclonal antibody) ในอัตราสวนเจือจาง 1 : 50,000 (ใน 
2% advance ECL blocking) และ แอนติบอดีทุติยภูมิ 
(Rabbit anti goat HRP conjugated) ในอัตราสวนเจือจาง 1 
: 250,000 (ใน 2% advance ECL blocking) จากน้ันนําแผน
เมมเบรนที่ยอมดวยแอนติบอดีแลวไปตรวจสอบหา

เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสโดยใชแผนฟลมเอ็กซเรย 
เชนเดียวกับวิธี Dot Blot 

ผลการวิจัยและการอภิปรายผล 
แบบแผนโปรตีน และขนาดของเอนไซมแอลฟา-แอล-
ฟูโคซิเดสจากตับสุกรในสภาพธรรมชาติ (Native form)
โดยวิธี Gel filtration และ Dot Blot 
 เมื่อนําสารสกัดโปรตีนที่ไดจากตับสุกรและผานการ 
Dialysis แลวมาทําการแยกโดยใชคอลัมน (Column) 
Hiprep 16/60 Sephacryl S-200 High resolution ผาน
ระบบปฏิบัติการของเครื่อง ÄKTAprime plus ซึ่งโปรตีน
ที่ถูกแยกตามขนาดน้ีจะถูกวิเคราะหโดยคาดูดกลืนแสง 
(mAu) ที่ความยาวคล่ืน 280 นาโน-เมตร (nm) จะไดแบบ
แผนโปรตีนดังภาพที่ 1 

 

 

 
 
 
ภาพท่ี 1  แสดงแบบแผนโปรตีนจากตับสุกรในสภาพ

ธรรมชาติที่ไดจากวิธี Gel filtration 
 จากแบบแผนโปรตีนที่ไดจะพบวาโปรตีนจากตับ
สุกรในสภาพธรรมชาติจะประกอบดวยโปรตีนทั้งสิ้น 7 
พีค (Peak) (ดังภาพที่ 1) และเมื่อทําการตรวจสอบหา
เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสเพ่ือวิเคราะหนํ้าหนัก
โมเลกุลของเอนไซมในสภาพธรรมชาติโดยวิธี Dot 
Blot จะไดผลการทดลองเปนดังภาพที่ 2 
 
  
 
 
ภาพท่ี 2  แสดงแผนฟลมเอ็กซเรยที่ไดจากการ

ตรวจสอบเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส 
จากพีคของโปรตีนจากตับสุกรโดยวิธี  

 Dot Blot  
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 จากผลการทดลองที่ไดจะพบวาพีคของโปรตีนที่มี
สัญญาณ (ปรากฏสีดําทึบบนแผนฟลม) ไดแก พีคที่ 3 
และ 4 ซึ่งเมื่อนําขอมูลที่ไดจากกราฟแบบแผนโปรตีน
จากตับสุกรในสภาพธรรมชาติมาเทียบกับขอมูลจาก
กราฟโปรตีนมาตรฐานท่ีทําการทดลองในสภาวะ
เดียวกันจะพบวาพีคของโปรตีนที่มีการปรากฏของ
เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจะมีขนาดเทากับ 72.52 
kDa และ 26.96 kDa ตามลําดับ 
 และเมื่ อ นําโปรตีนในพีคที่ตรวจพบเอนไซม
แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสมาทําการทดลองตอโดยวิธี 
SDS-PAGE จะไดแบบแผนโปรตีนของโปรตีนพีคที่ 3 
และ 4 เทียบกับโปรตีนจากตับสุกรดังภาพที่ 3 
 
  
 
             
 
 
 
ภาพท่ี 3 แสดงแบบแผนโปรตีนของพีคที่ตรวจพบ

เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส (S: Sample 
buffer, M: Marker, 1: โปรตีนจากตับสุกร,  

  2: โปรตีนพีคที่ 3 และ 3: โปรตีนพีคที่ 4) 
 จากแบบแผนโปรตีนจะพบวาโปรตีนในพีคที่ตรวจ
พบเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส (พีคที่ 3 และ 4 ) ซึ่ง
ไดจากวิธี Gel filtration จะประกอบดวยโปรตีนมากกวา
หน่ึงชนิด ซึ่งแสดงใหเห็นวาวิธี Gel filtration โดยใช
คอลัมน (Column) Hiprep 16/60 Sephacryl S-200 High 
resolution เพียงอยางเดียวยังไมมีประสิทธิภาพเพียงพอที่ 
จะทําบริสุทธิ์ (Purify) เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส 
จากตับสุกรได 
 จากน้ันเมื่อนําเมื่อนําโปรตีนในพีคที่ตรวจพบเอนไซม
แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส (พีคที่ 3 และ 4) มาทําการศึกษา
ตอโดยวิธี Western Blot ไดผลการทดลองดังภาพที่ 4  
 
 

 
 
      
 
                                       
 
ภาพท่ี 4  แสดงแผนฟลมเอ็กซเรยที่ไดจากการตรวจสอบ

เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจากโปรตีนพีค
ที่ 3 และ 4 โดยวิธี Western Blot (S: Sample 
buffer, M: Marker, 1: โปรตีนพีคที่ 3 และ  

  2: โปรตีนพีคที่ 4) 
 ซึ่งเมื่อทําการวิเคราะหนํ้าหนักโมเลกุลของแถบ
เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสท่ีปรากฏบนแผนฟลม
เอ็กซเรยพบวาขนาดของเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส
ที่ไดจากโปรตีนพีคที่ 3 มีขนาดเทากับ 48.95 kDa และ
ขนาดของเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิ เดสที่ไดจาก
โปรตีนพีคที่ 4 มีขนาดเทากับ 13.94 kDa  ตามลําดับ 
 

แบบแผนโปรตีนและวิเคราะหนํ้าหนักโมเลกุลของ
เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจากตับสุกรดวยวิธี SDS-
PAGE และ Western Blot 
 เมื่อนําสารสกัดโปรตีนจากตับสุกรมาทําการศึกษา
แบบแผนโปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE พบวามีแบบแผน
โปรตีนดังภาพที่ 5 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 5  แสดงแบบแผนโปรตีนของโปรตีนจากตับ

สุกรโดยวิธี SDS-PAGE (S: Sample buffer,  
 M: Marker, 1: โปรตีนจากตับสุกร) 
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 จากแบบแผนโปรตีนจากตับสุกรพบวาโปรตีนจาก
ตับสุกรจะประกอบดวยแถบโปรตีนหลักท้ังสิ้น 10 แถบ
ซึ่งมีขนาดเทากับ 134.20 kDa, 106.28 kDa, 88.65 kDa, 
73.94 kDa, 54.17 kDa, 41.81 kDa, 37.69 kDa, 32.26 
kDa, 28.34 kDa และ 17.32 kDa ตามลําดับและเมื่อทํา
การตรวจสอบหาเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสในตับ
สุกรพบวาไดผลการทดลองเปนดังภาพที่ 6 
 
 

 
 
 
 
ภาพท่ี 6  แสดงแผนฟลมเอ็กซเรยที่ไดจากการตรวจสอบ

เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจากตับสุกรโดย
วิธี Western Blot (S: Sample buffer, M: Marker, 
1: โปรตีนจากตับสุกร) 

 จากผลการทดลองจะพบวาแถบโปรตีนที่มีสัญญาณ
ของเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสมีทั้งสิ้น 1 แถบซึ่ง
เมื่อทําการวิเคราะหขนาดของเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิ 
-เดสที่ตรวจพบน้ีโดยเทียบกับกราฟโปรตีนมาตรฐาน 
พบวามีขนาดเทากับ 52.11 kDa 
 

สรุปและวิจารณผลการวิจัย 
  จากการศึกษาแบบแผนโปรตีนจากตับสุกร(Sus 
domesticus)ในสภาพธรรมชาติโดยวิธี Gel filtration พบ 
วาเมื่อนําสารสกัดโปรตีนที่ไดจากตับสุกรและผานการ 
Dialysis เพ่ือเพ่ิมความเขมขนของโปรตีนและกรอง
กําจัดโปรตีนที่มีขนาดนอยกวาหรือเทากับ 10 kDa แลว
มาทําการแยกโดยใชคอลัมน (Column) Hiprep 16/60 
Sephacryl S-200 High resolution ผานระบบปฏิบัติการ
ของเคร่ือง ÄKTAprime plus ซึ่งโปรตีนที่ถูกแยกตาม
ขนาดจะถูกวิเคราะหโดยคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 
280 นาโนเมตร  (nm) พบวาโปรตีนจากตับสุกรใน
สภาพธรรมชาติจะประกอบดวยโปรตีนทั้งสิ้น 7 พีค

หรือ 7 กลุมของโปรตีนที่มีขนาดใกลเคียงกันน่ันเอง 
และเมื่อทําการทดสอบหาเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิ
เดสจากพีคของโปรตีนที่ไดโดยวิธี Dot Blot ซึ่งใช
แอนติบอดีที่ผลิตจากแอนติเจนของเอนไซมแอลฟา-
แอล-ฟูโคซิเดสในตับมนุษย (แอนติบอดีปฐมภูมิ คือ 
Goat anti human liver -L-fucosidase polyclonal 
antibody และ แอนติบอดีทุติยภูมิ คือ Rabbit anti goat 
HRP conjugated) พบวาแอนติบอดีที่ผลิตจากเอนไซม
แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสในตับมนุษยสามารถจดจํา
เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจากตับสุกรได ซึ่ง
สอดคลองกับงานวิจัยของ Johnson and Alhadeff 
(1991) ซึ่งพบวาเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสของ
สัตวเล้ียงลูกดวยนมมักจะมีโครงสรางคลายคลึงกัน และ
สามารถถูกจดจําไดโดยแอนติบอดีชนิดเดียวกัน และยัง
สอดคลองกับงานวิจัยของ Shoarinejad et al. (1993) 
และ Shoarinejad and Alhadeff (1993) ซึ่งพบวา
เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิ เดสจากตับหนู  (Mus 
musculus) และหนูแฮมสเตอร (Mesocricetus auratus) 
สามารถถูกจดจําไดดวยโพลีโคลนอล  แอนติบอดี 
(Polyclonal antibodies) ที่เตรียมจากตับมนุษย ซึ่งจาก
ผลการทดลองพบวาเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส 
จากตับสุกรในสภาพธรรมชาติจะมีขนาดเทากับ 72.52 
kDa และ 26.96 kDa ตามลําดับ 
 เมื่อนําโปรตีนในพีคที่ตรวจพบเอนไซมแอลฟา-
แอล-ฟูโคซิเดสจากวิธี Gel filtration มาทําการศึกษา
แบบแผนโปรตีนโดยวิธี  SDS-PAGE พบวา
ประกอบดวยโปรตีนมากกวาหน่ึงชนิด ซึ่งแสดงใหเห็น
วาวิธี Gel filtration โดยใชคอลัมน (Column) Hiprep 
16/60 Sephacryl S-200 High resolution เพียงอยางเดียว
ยังไมมีประสิทธิภาพเพียงพอที่จะทําบริสุทธิ์ (Purify) 
เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจากตับสุกรไดซึ่ง
สอดคลองกับงานวิจัยของ สราวุธ แกวศรี (2549) ซึ่งได
ศึกษาการทําบริสุทธิ์เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส 
จากพลาสมาของนํ้าอสุจิของกระบือปลัก (Bubalus 
bubalis) โดยวิธี Gel filtration พบวาการทํา Gel 
filtration โดยใชคอลัมน Hiprep 16/60 Sephacryl S-200 
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High resolution เพียงอยางเดียวยังไมมีประสิทธิภาพ
เพียงพอที่จะทําบริสุทธิ์(Purify) เอนไซมแอลฟา-แอล- 
ฟูโคซิเดสจากพลาสมาของนํ้าอสุจิของกระบือปลัก
เชนเดียวกัน 
 นอกจากนี้เมื่อนําโปรตีนในพีคที่ตรวจพบเอนไซม
แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส  มาทําการศึกษาตอโดยวิธี 
Western Blot พบวาขนาดของเอนไซมแอลฟา-แอล-    
ฟูโคซิเดสท่ีไดจากโปรตีนในสภาพธรรมชาติที่มีขนาด
เทากับ 72.52 kDa และ 26.96 kDa จะมีขนาดของ
เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสท่ีสามารถตรวจพบโดย
วิธี Western Blot เทากับ 48.95 kDa และ 13.94 kDa  
ตามลําดับซึ่งจะพบวามีขนาดเล็กกวาในสภาพธรรมชาติ 
ผลการทดลองน้ีสอดคลองกับงานวิจัยของ Alhadeff    
et al. (1975) ซึ่งพบวาเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส 
จากตับมนุษยในสภาพธรรมชาติจะมีขนาดประมาณ 
175 kDa แตเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสท่ีสามารถ
ตรวจพบโดยวิธี Western Blot จะมีขนาดประมาณ      
50 kDa ซึ่งมีขนาดเล็กกวาในสภาพธรรมชาติเชนกัน   
จึงสามารถคาดคะเนไดว า เอนไซมแอลฟา-แอล -           
ฟูโคซิเดสในสภาพธรรมชาติจะตองมีการจับเปนกลุม
ของโปรตีนเพ่ือใหอยูในรูปทรงที่เสถียรและเหมาะแก
การทํางาน ซึ่งขอสันนิษฐานน้ีสอดคลองกับการศึกษา
ของ Johnson and Alhadeff (1991) ที่ระบุวาเอนไซม
แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสของสัตวเล้ียงลูกดวยนมใน
สภาพธรรมชาติมักมีขนาดใหญและมีหลายหนวยยอย 
 เมื่อทําการศึกษาแบบแผนโปรตีนจากตับสุกรและ
วิเคราะหนํ้าหนักโมเลกุลของเอนไซมแอลฟา-แอล-     
ฟูโคซิเดสจากตับสุกรดวยวิธี SDS-PAGE และ Western 
Blot พบ ว า แ บ บ แ ผ น โ ป ร ตี น จ า ก ตั บ สุ ก ร จ ะ
ประกอบดวยแถบโปรตีนหลักท้ังสิ้น 10 แถบซึ่งมีขนาด
เทากับ 134.20 kDa, 106.28 kDa, 88.65 kDa, 73.94 
kDa, 54.17 kDa, 41.81 kDa, 37.69 kDa, 32.26 kDa, 
28.34 kDa และ 17.32 kDa และเมื่อทําการตรวจสอบหา
เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสในตับสุกรโดยวิธี 
Western Blot พบวาขนาดเทากับ 52.11 kDa ซึ่งมีขนาด
ใกลเคียงกับแถบโปรตีนแถบที่ 5 จากการศึกษาแบบ

แผนโปรตีนจากตับสุกร และขนาดของเอนไซมแอลฟา-
แอล-ฟูโคซิเดสจากพีคของโปรตีนที่ไดจากการทํา    
Gel filtration นอกจากน้ียังสอดคลองกับงานวิจัยซึ่ง
สามารถตรวจพบขนาดของเอนไซมของแอลฟา-แอล-ฟู
โคซิเดสในขนาดใกลเคียงกันในตับของสิ่งมีชิวิตหลาย
ชนิด ไดแก งานวิจัยของ Alhedeff et al. (1975) ซึ่งตรวจ
พบเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสขนาดประมาณ     
50 kDa จากตับมนุษย งานวิจัยของ Shoarinejad et al. 
(1993 ) ซึ่งตรวจพบเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส 
ขนาดเทากับ 57 และ 62 kDa จากตับของหนู (Mus 
musculus) และงานวิจัยของ Shoarinejad and Alhadeff 
(1993) ซึ่งตรวจพบเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส 
ขนาดเทากับ 56 และ 60 kDa จากตับของหนูแฮมสเตอร 
(Mesocricetus auratus) ซึ่งขนาดท่ีใกลเคียงกันน้ีเอง จึง
เปนขอยืนยันอีกประการหน่ึงวาเอนไซมแอลฟา-แอล-  
ฟูโคซิเดสในสิ่งมีชีวิตหลายชนิดมีความคลายคลึงกัน 
และมีการอนุรักษอยางมากในสิ่งมีชีวิต  
 การพบเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจากตับสุกร
เพียงขนาดเดียว (51.74 ± 2.63 kDa) ในการทดสอบหา
ขนาดของเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิ เดสโดยวิธี 
Western Blot แตพบพีคของเอนไซมแอลฟา-แอล-       
ฟูโคซิ เดสถึงสองพีคในการทดสอบหาขนาดของ
เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสในสภาพธรรมชาติโดย
วิธี Gel filtration และ Dot Blot น้ัน อาจจะเปนผล
เ น่ืองมาจากการ ทํ างานของ เอนไซม โปรที เอส 
(Protease) บางชนิดที่อยูในตัวอยางที่นํามาศึกษา ซึ่งทํา
การยอยโมเลกุลของเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส 
ทําใหมีการปรากฏของโปรตีนขนาดเล็กซึ่งถูกจดจําได
ดวยแอนติบอดีที่จําเพาะตอเอนไซมแอลฟา-แอล-        
ฟูโคซิเดส 
 จากผลการศึกษาทั้ งหมดนี้ลวนเปนขอบง ช้ีว า
เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจากตับสุกรมีขนาด
ใกลเคียงกับเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจากตับ
มนุษย (Alhadeff et al., 1975) หนู (Mus musculus) 
(Shoarinejad et al., 1993) และหนูแฮมสเตอร    
(Mesocricetus auratus) (Shoarinejad and Alhadeff, 
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1993) อีกทั้งยังถูกจดจําไดดวยแอนติบอดีที่ผลิตโดย
แอนติเจนจากตับมนุษยซึ่ งแสดงให เห็นถึงความ
คลายคลึงดานโครงสรางของเอนไซมแอลฟา-แอล-     
ฟูโคซิเดสจากตับสุกร และมนุษย ดังน้ันการศึกษาใน
ครั้ง น้ีจึงนาจะเปนขอมูลพ้ืนฐานที่สําคัญของแนว
ทางการประยุกตใชสุกรเปนตนแบบในการศึกษาโรค 
fucosidosis ในมนุษยตอไป 
 

ขอเสนอแนะ 
  ขอเสนอแนะสําหรับการศึกษาเอนไซมแอลฟา-
แอล-  ฟูโคซิเดสจากตับสุกรตอไปในอนาคต ควรลอง
ใสสารยับยั้งการทํางานของเอนไซมโปรตีเอส (Protease 
inhibitor) กอนการศึกษาขนาดของเอนไซมในสภาพ
ธรรมชาติ (Native form) และควรศึกษาเพ่ิมเติมเก่ียวกับ
จํานวนไอโซฟอรม (Isoform) ความเสถียรของเอนไซม 
และคาพีเอชที่ เหมาะสมแกการทํางานของเอนไซม
แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจากตับสุกร รวมถึงเปรียบเทียบ
ขอมูลเหลาน้ีกับเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจากตับ
มนุษย  อีกทั้งควรศึกษาวิธีการทําบริสุทธิ์ เอนไซม
แอลฟา-แอล-ฟูโคซิ เดสจากตับสุกร  ทั้ง น้ี เ พ่ือเปน
แนวทางในการประยุกต ใชสุกร เปนตนแบบใน
การศึกษาการดําเนินไปของโรค fucosidosis เพ่ือหาวิธี
บําบัดรักษาที่มปีระสิทธิภาพในอนาคต 
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