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บทคัดยอ 
เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส (α -L-fucosidase, EC 3.2.1.51) เปนเอนไซมที่พบอยางแพรหลายใน

สิ่งมีชีวิต ซึ่งเอนไซมน้ีมีหนาที่ตัดนํ้าตาลแอล-ฟูโคสออกจากสารชีวโมเลกุล การขาดเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส
ในสัตวเล้ียงลูกดวยนมจะทําใหเกิดโรค  fucosidosis ซึ่งสงผลใหเกิดอาการผิดปกติหลายประการ การศึกษาในครั้งน้ีได
ศึกษาแบบแผนโปรตีนและขนาดของเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจากตับสุกร(Sus domesticus) ในสภาพธรรมชาติ 
(Native form)โดยวิธี Gel filtration และเมื่อทําการศึกษาตอโดยวิธี Western Blot พบวาเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส
ที่ไดมีขนาดเล็กกวาในสภาพธรรมชาติ ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจากสัตวเล้ียงลูกดวย
นมของ Johnson and Alhadeff (1991) นอกจากน้ีเมื่อทําการศึกษาแบบแผนโปรตีนและวิเคราะหนํ้าหนักโมเลกุลของ
เอนไซมแอลฟา-แอล-  ฟูโคซิเดสจากตับสุกรดวยวิธี SDS-PAGE และ Western Blot พบวามีขนาดเทากับ 52.11 kDa ซึ่ง
มีขนาดใกลเคียงกับเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส จากตับมนุษย (Alhadeff et al., 1975) อีกทั้งยังถูกจดจําไดดวย
แอนติบอดีที่ผลิตโดยใชเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจากตับมนุษยเปนแอนติเจน ซึ่งแสดงใหเห็นถึงความคลายคลึง
ดานโครงสรางของเอนไซมแอลฟา-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) 
Key Words : -L-Fucosidase, Pig (Sus domesticus) 
* นักศึกษาระดับมหาบัณฑิต หลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน 
** อาจารย ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน 
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บทนํา 
 เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส (α -L-fucosidase, 
EC 3.2. 1.51) เปนเอนไซม lysosomal glycosidase ที่
พบอยางแพรหลาย โดยมีหนาที่เก่ียวของกับการสลาย
สารประกอบชนิดที่มีนํ้าตาลฟู-โคส (fucose) เปน
สวนประกอบ (fucoglycoconjugate)หลายชนิด เชน 
oligosaccharides, glycopeptides, glycoproteins และ 
glycolipids (Alhadeff, 1998) โดยที่นํ้าตาลฟูโคสในสาร
เหลาน้ีจําเปนตองถูกตัดพันธะ (hydrolyze) โดยเอนไซม
แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสท้ังสิ้น โดยพบวาในสัตวเลี้ยง
ลูกดวยนมมีเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส เพียงชนิด
เดียวเทาน้ันที่ทําหนาที่ตัดพันธะของนํ้าตาลฟูโคสใน
โมเลกุลเหลาน้ี 
       ความสําคัญของเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส 
ในกระบวนการ metabolism ของสัตวเล้ียงลูกดวยนม
สามารถบงช้ีได ชัดเจนจากภาวะการขาดเอนไซม
แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส ซึ่งจะทําใหเกิดโรคที่ถายทอด
ทางพันธุกรรมของโครโมโซมรางกายผานทางยีนดอย 
(autosomal recessive) ช่ือวา fucosidosis (Online 
Mendelian Inheritance in Man (OMIM) 230000) ซึ่ง
เปนโรคพันธุกรรมที่หายากซึ่งเกิดจากการขาด หรือการ
ลดลงของกิจกรรมของเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส
ในเ น้ือ เยื่ อทุกชนิด  ส งผลให เ กิดการสะสมของ
สารประกอบชนิดที่มีนํ้าตาลฟูโคสเปนสวนประกอบ 
ในสมองและกล าม เ น้ือ เรี ยบ  ซึ่ งการสะสมของ
สารประกอบเหลาน้ีมากผิดปกติ จะสงผลใหเกิดอาการ
ผิดปกติหลายประการ ไดแก การลดลงของสติปญญา 
และการเจริญเติบโต  การแสดงออกทางใบหนาที่
ผิดปกติ การติดเช้ือซ้ําซอน และ กระดูกผิดรูป เปนตน 
ซึ่งวิธีการรักษาโรค fucosidosis ที่ไดผลน้ันยังไมเปนที่
ทราบแนชัด  
 นอกจากโรค fucosidosis ซึ่งเปนโรคที่เกิดจากความ
ผิดปกติของการขาดเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส
โดยตรงแลว ยังพบวาเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสมี
สวนเก่ียวของกับโรค Cystic fibrosis (CF) ซึ่งเปนโรคที่

ถายทอดทางพันธุกรรมที่ทําใหตอมที่หล่ังสารคัดหล่ัง มี
การหล่ังสารผิดปกติ โดยพบวาในผูปวยโรค Cystic 
fibrosis จะมี กิจกรรมและโครงสรางของเอนไซม
แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสในเซลลไฟโบรบลาสท่ีผิวหนัง 
(skin fibroblast) ซีรั่ม และ ตับผิดปกติ 
 ดัง น้ันความรู เ ก่ี ยว กับ เอนไซมแอลฟา -แอล -            
ฟูโคซิเดสในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมจึงมีความสําคัญเพ่ือ
เปนแนวทางในการทํ าความเข าใจ เ ก่ียวกับโรค 
fucosidosis และ cystic fibrosis ในระดับโมเลกุล อีกทั้ง
ยังสามารถหาวิธีในการบําบัดรักษาผูปวยโรคดังกลาว
ไดอยางมีประสิทธิภาพ นอกจากน้ีเอนไซมแอลฟา-
แอล-ฟูโคซิเดสยังเปนเครื่องมือสําคัญเพื่อไขความ
กระจางของโครงสรางของคารโบไฮเดรตที่ซับซอน 
และระบุหนาที่ของน้ําตาลฟูโคสในกระบวนการทาง
ชีววิทยาตางๆ (Kobata, 1979) 
 จากการศึกษาเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสใน
สมองของลิงและในตับสุกรพบวาเอนไซมจากทั้งสอง
แหลงมีหมูคารบอกซิล (carboxyl group) เปนสวน 
ประกอบสําคัญของกระบวนการเรงปฏิกิริยาของ
เอนไซม เชน เ ดียว กัน กับ เอนไซมแอลฟา -แอล -              
ฟูโคซิเดสในตับมนุษย (Grove and Serif, 1981) ดังน้ัน
เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสในตับสุกรและตับ
มนุษยอาจมีกระบวนการในการเรงปฏิกิริยาในลักษณะ
เดียวกัน และเน่ืองจากโรค fucosidosis ในมนุษยเปน
โรคที่มีอุบั ติการณของโรคตํ่า  การศึกษาเอนไซม
แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสในสุกรจึงอาจเปนแนวทางใน
การใชสุกรเปนตนแบบในการศึกษาการดําเนินไปของ
โรค เพ่ือหาวิธีบําบัดรักษาที่มีประสิทธิภาพในอนาคต 
 

วัตถุประสงคของการวิจัย 
 1)  เพ่ือตรวจสอบขนาดของเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟู
โคซิเดส (α -L-fucosidase) จากตับสุกรในสภาพธรรมชาติ 
 2)  เพ่ือตรวจสอบแบบแผนโปรตีนของสารสกัด
โปรตีนจากตับสุกร และ วิเคราะหนํ้าหนักโมเลกุลของ
เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส (α -L-fucosidase) ในตับ
สุกร 
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 3)  เพ่ือศึกษาลักษณะบางประการของเอนไซม-
แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส (α -L-fucosidase) ในตับสุกร เพ่ือ
ใชเปนขอมูลในการเปรียบเทียบกับเอนไซม-แอลฟา-แอล-         
ฟูโคซิเดส (α -L-fucosidase) ในตับมนุษย 

 

วิธีการวิจัย 
สัตวทดลอง 
 สุกร (Sus domesticus) พันธุแลนดเรซ (Landrace) โดย
ทําการเก็บช้ินสวนตับ ณ โรคฆาสัตวขอนแกน อําเภอ
เมือง จังหวัดขอนแกน โดยช้ินสวนตับที่ไดน้ันจะถูกแช
แข็งที่อุณหภูมิ 0°C ในระหวางนํามายังหองปฏิบัติการ 
การสกัดโปรตีนจากตับสุกร 
 นําตับสุกรบดผสมกับสารละลาย Triton X 114 0.1 % 
จากน้ันนําสารละลายตับสุกรที่ไดไปปนเหว่ียง โดยของ 
เหลวใสดานบน (Supernatant) ที่ไดจากการปนเหว่ียงคือ 
สารสกัดโปรตีนที่ไดจากตับสุกร  
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 ที่ไดมาปนเหว่ียงเพ่ือกําจัดตะกอน และนําสวนที่
เปนของเหลวดานบน (supernatant) ไปเก็บไวที่อุณหภูมิ  
–20C เพ่ือใชศึกษาตอไป 
ตรวจสอบแบบแผนโปรตีน และขนาดของเอนไซม
แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจากตับสุกรในสภาพธรรมชาติ 
(Native form) โดยวิธี Gel filtration  
 นําสารสกัดโปรตีนที่ไดจากตับสุกรและผานการ 
Dialysis แลวมาทําการแยกโดยใชคอลัมน (Column) 
Hiprep 16/60 Sephacryl S-200 High resolution (บริษัท 
GE Healthcare) โดยใชสารละลายบัฟเฟอรที่ประกอบ 
ดวย 50 mM NaH2PO4·2H2O, 0.15 M NaCl และ 0.02% 
NaN3 pH 7.0 ชะผานคอลัมนดวยความเร็ว 0.5 มิลลิลิตร
ตอนาทีเปนจํานวนสองเทาของปริมาตรคอลัมนซึ่งเทา 
กับ 240 มิลลิลิตร ที่ความดัน 0.35 เมกะพาสคาล (MPa) 

อุณหภูมิ 25°C ซึ่งโปรตีนที่ถูกแยกตามขนาดน้ีจะถูก
วิเคราะหโดยคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโน-
เมตร(nm) ผานระบบปฏิบัติการของเครื่อง ÄKTAprime 
plus (บริษัท GE Healthcare) จากน้ันทําการทดสอบหา
เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสโดยวิธี Dot Blot 
การทดสอบหาเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจาก 
fraction ที่ไดจาก Gel filtration โดยวิธี Dot Blot 
 ทําการหยดโปรตีนจาก Fraction ซึ่งเปนตัวแทนของ
แตละพีคโปรตีนที่ไดจากการทํา Gel filtration ลงบน 
Polyvinylidene difluoride membrane (PVDF membrane) 
จากน้ันบมดวย แอนติบอดีปฐมภูมิ (Goat anti human liver 
-L-fucosidase polyclonal antibody ซึ่งไดรับการ
อนุเคราะหจาก Prof Jack Alhadeff แหง Lehigh 
University, USA) ในอัตราสวนเจือจาง 1 : 50,000 (ใน 2% 
advance ECL blocking) และ แอนติบอดีทุติยภูมิ (Rabbit 
anti goat HRP conjugated) ในอัตราสวนเจือจาง 1 : 
250,000 (ใน 2% advance ECL blocking) จากน้ันนําแผน
เมมเบรนที่ยอมดวยแอนติบอดีแลวไปตรวจสอบหา
เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสโดยใชแผนฟลมเอ็กซเรย 
โดย fraction ที่เปนตัวแทนของพีคที่มีเอนไซมแอลฟา-
แอล-ฟูโคซิเดส จะสามารถสังเกตเห็นจุดดําบนฟลมได
เน่ืองจากเกิดการเรืองแสงของ HRP ที่ติดอยูกับแอนติบอดี
ทุติยภูมิ โดยสามารถคํานวณหาขนาดของเอนไซมแอลฟา 
-แอล-ฟูโคซิเดสไดโดยอาศัยกราฟโปรตีนมาตรฐานที่
ไดมาจากการทํา Gel filtration ในสภาวะเดียวกัน 
 นอกจากนี้ยังไดทําการศึกษาโปรตีนในพีคที่ตรวจพบ
เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสโดยวิธี SDS-PAGE และ 
Western Blot เพ่ือตรวจสอบการจับกันของโปรตีนใน
สภาพธรรมชาติโดยใชแอนติบอดีปฐมภูมิ (Goat anti 
human liver -L-fucosidase polyclonal antibody) ใน
อัตราสวนเจือจาง 1 : 50,000  และ แอนติบอดีทุติยภูมิ 
(Rabbit anti goat HRP conjugated) ในอัตราสวนเจือจาง 1 
: 250,000   แลวตรวจสอบสัญญาณของเอนไซมแอลฟา-
แอล-ฟูโคซิเดสโดยฟลมเอ็กซเรยเชนเดียวกัน (โดยใช
สภาวะเดียวกับการศึกษาแบบแผนโปรตีนและวิเคราะห
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นํ้าหนักโมเลกุลของเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจาก
ตับสุกร ซึ่งจะกลาวรายละเอียดในลําดับตอไป)  
การศึกษาแบบแผนโปรตีนและวิเคราะหนํ้าหนักโมเลกุล
ของเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจากตับสุกรดวยวิธี 
SDS-PAGE  (Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide 
Gel Electrophoresis) และ Western Blot 
 ใชชุดรันเจล mini-protean@ tetra system ของบริษัท 
BIO-RAD ซึ่งมีขนาดกวาง 7 เซนติเมตร ยาว 10 เซนติ -
เมตร หนา 0.75 มิลลิเมตร โดยเจลที่ใชในการศึกษาครั้งน้ี
จะไดแก Polyacrylamide gel ที่มีความเขมขนเทากับ 4% 
Stacking gel และ 10% Separating gel ซึ่งมีองคประกอบ
ของ 0.1% SDS (Sodium Dodecyl Sulphate) โปรตีนจาก
ตับสุกรที่ตองการศึกษาแบบแผนโปรตีน และ โปรตีน
มาตรฐานจะถูกละลายใน Sample buffer ที่มี 1% SDS และ 
5% β-mercaptoethanol  จากน้ันจึงทําการใสลงในชอง
สําหรับใสตัวอยางและนําไปแยกดวยกระแสไฟฟาที่ความ
ตางศักย 75 โวลต เปนเวลา 1 ช่ัวโมง สําหรับ 4% Stacking 
gel จากน้ันจึงเปล่ียนกระแสไฟฟามาที่ความตางศักย 120 
โวลต เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 15 นาทีสําหรับ 10% Separating 
gel ที่อุณหภูมิหอง แลวนําแผนเจลชุดหน่ึงไปทําการยอม
ดวย 0.1% Coomassie Brilliant blue R-250 จนสามารถเห็น
แถบโปรตีนชัดเจน เพ่ือเก็บแผนเจลที่ไดมาวิเคราะหแบบ
แผนโปรตีนในลําดับตอไป สวนเจลอีกชุดหน่ึงจะนํามา 
ใชสําหรับการวิเคราะหนํ้าหนักโมเลกุลของเอนไซม
แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสดวยวิธี Western analysis โดยยาย
โปรตีนจากแผนเจลลงบนแผนเมมเบรน Polyvinyl idene 
difluoride (PVDF) โดยใชกระแสไฟฟาที่ความตางศักย 
155 โวลต เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 30 นาที จากน้ันตัดแผนเมม
เบรนที่เปนโปรตีนมาตรฐานมายอมดวยสี Coomassie 
blue แลวนําแผนเมมเบรนที่เหลือมาบมดวยแอนติบอดี
ปฐมภูมิ (Goat anti human liver -L-fucosidase 
polyclonal antibody) ในอัตราสวนเจือจาง 1 : 50,000 (ใน 
2% advance ECL blocking) และ แอนติบอดีทุติยภูมิ 
(Rabbit anti goat HRP conjugated) ในอัตราสวนเจือจาง 1 
: 250,000 (ใน 2% advance ECL blocking) จากน้ันนําแผน
เมมเบรนที่ยอมดวยแอนติบอดีแลวไปตรวจสอบหา

เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสโดยใชแผนฟลมเอ็กซเรย 
เชนเดียวกับวิธี Dot Blot 

ผลการวิจัยและการอภิปรายผล 
แบบแผนโปรตีน และขนาดของเอนไซมแอลฟา-แอล-
ฟูโคซิเดสจากตับสุกรในสภาพธรรมชาติ (Native form)
โดยวิธี Gel filtration และ Dot Blot 
 เมื่อนําสารสกัดโปรตีนที่ไดจากตับสุกรและผานการ 
Dialysis แลวมาทําการแยกโดยใชคอลัมน (Column) 
Hiprep 16/60 Sephacryl S-200 High resolution ผาน
ระบบปฏิบัติการของเครื่อง ÄKTAprime plus ซึ่งโปรตีน
ที่ถูกแยกตามขนาดน้ีจะถูกวิเคราะหโดยคาดูดกลืนแสง 
(mAu) ที่ความยาวคล่ืน 280 นาโน-เมตร (nm) จะไดแบบ
แผนโปรตีนดังภาพที่ 1 

 

 

 
 
 
ภาพท่ี 1  แสดงแบบแผนโปรตีนจากตับสุกรในสภาพ

ธรรมชาติที่ไดจากวิธี Gel filtration 
 จากแบบแผนโปรตีนที่ไดจะพบวาโปรตีนจากตับ
สุกรในสภาพธรรมชาติจะประกอบดวยโปรตีนทั้งสิ้น 7 
พีค (Peak) (ดังภาพที่ 1) และเมื่อทําการตรวจสอบหา
เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสเพ่ือวิเคราะหนํ้าหนัก
โมเลกุลของเอนไซมในสภาพธรรมชาติโดยวิธี Dot 
Blot จะไดผลการทดลองเปนดังภาพที่ 2 
 
  
 
 
ภาพท่ี 2  แสดงแผนฟลมเอ็กซเรยที่ไดจากการ

ตรวจสอบเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส 
จากพีคของโปรตีนจากตับสุกรโดยวิธี  

 Dot Blot  
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BMP5-5 
 จากผลการทดลองที่ไดจะพบวาพีคของโปรตีนที่มี
สัญญาณ (ปรากฏสีดําทึบบนแผนฟลม) ไดแก พีคที่ 3 
และ 4 ซึ่งเมื่อนําขอมูลที่ไดจากกราฟแบบแผนโปรตีน
จากตับสุกรในสภาพธรรมชาติมาเทียบกับขอมูลจาก
กราฟโปรตีนมาตรฐานท่ีทําการทดลองในสภาวะ
เดียวกันจะพบวาพีคของโปรตีนที่มีการปรากฏของ
เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจะมีขนาดเทากับ 72.52 
kDa และ 26.96 kDa ตามลําดับ 
 และเมื่ อ นําโปรตีนในพีคที่ตรวจพบเอนไซม
แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสมาทําการทดลองตอโดยวิธี 
SDS-PAGE จะไดแบบแผนโปรตีนของโปรตีนพีคที่ 3 
และ 4 เทียบกับโปรตีนจากตับสุกรดังภาพที่ 3 
 
  
 
             
 
 
 
ภาพท่ี 3 แสดงแบบแผนโปรตีนของพีคที่ตรวจพบ

เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส (S: Sample 
buffer, M: Marker, 1: โปรตีนจากตับสุกร,  

  2: โปรตีนพีคที่ 3 และ 3: โปรตีนพีคที่ 4) 
 จากแบบแผนโปรตีนจะพบวาโปรตีนในพีคที่ตรวจ
พบเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส (พีคที่ 3 และ 4 ) ซึ่ง
ไดจากวิธี Gel filtration จะประกอบดวยโปรตีนมากกวา
หน่ึงชนิด ซึ่งแสดงใหเห็นวาวิธี Gel filtration โดยใช
คอลัมน (Column) Hiprep 16/60 Sephacryl S-200 High 
resolution เพียงอยางเดียวยังไมมีประสิทธิภาพเพียงพอที่ 
จะทําบริสุทธิ์ (Purify) เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส 
จากตับสุกรได 
 จากน้ันเมื่อนําเมื่อนําโปรตีนในพีคที่ตรวจพบเอนไซม
แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส (พีคที่ 3 และ 4) มาทําการศึกษา
ตอโดยวิธี Western Blot ไดผลการทดลองดังภาพที่ 4  
 
 

 
 
      
 
                                       
 
ภาพท่ี 4  แสดงแผนฟลมเอ็กซเรยที่ไดจากการตรวจสอบ

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

  2: โปรตีนพีคที่ 4) 
 ซึ่งเมื่อทําการวิเคราะหนํ้าหนักโมเลกุลของแถบ
เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสท่ีปรากฏบนแผนฟลม
เอ็กซเรยพบวาขนาดของเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส
ที่ไดจากโปรตีนพีคที่ 3 มีขนาดเทากับ 48.95 kDa และ
ขนาดของเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิ เดสที่ไดจาก
โปรตีนพีคที่ 4 มีขนาดเทากับ 13.94 kDa  ตามลําดับ 
 

แบบแผนโปรตีนและวิเคราะหนํ้าหนักโมเลกุลของ
เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจากตับสุกรดวยวิธี SDS-
PAGE และ Western Blot 
 เมื่อนําสารสกัดโปรตีนจากตับสุกรมาทําการศึกษา
แบบแผนโปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE พบวามีแบบแผน
โปรตีนดังภาพที่ 5 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 5  แสดงแบบแผนโปรตีนของโปรตีนจากตับ

สุกรโดยวิธี SDS-PAGE (S: Sample buffer,  
 M: Marker, 1: โปรตีนจากตับสุกร) 
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BMP5-6 
 จากแบบแผนโปรตีนจากตับสุกรพบวาโปรตีนจาก
ตับสุกรจะประกอบดวยแถบโปรตีนหลักท้ังสิ้น 10 แถบ
ซึ่งมีขนาดเทากับ 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
การตรวจสอบหาเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสในตับ
สุกรพบวาไดผลการทดลองเปนดังภาพที่ 6 
 
 

 
 
 
 
ภาพท่ี 6  แสดงแผนฟลมเอ็กซเรยที่ไดจากการตรวจสอบ

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

 จากผลการทดลองจะพบวาแถบโปรตีนที่มีสัญญาณ
ของเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสมีทั้งสิ้น 1 แถบซึ่ง
เมื่อทําการวิเคราะหขนาดของเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิ 
-เดสที่ตรวจพบน้ีโดยเทียบกับกราฟโปรตีนมาตรฐาน 
พบวามีขนาดเทากับ 52.11 kDa 
 

สรุปและวิจารณผลการวิจัย 
  จากการศึกษาแบบแผนโปรตีนจากตับสุกร(Sus 
domesticus)ในสภาพธรรมชาติโดยวิธี Gel filtration พบ 
วาเมื่อนําสารสกัดโปรตีนที่ไดจากตับสุกรและผานการ 
Dialysis เพ่ือเพ่ิมความเขมขนของโปรตีนและกรอง
กําจัดโปรตีนที่มีขนาดนอยกวาหรือเทากับ 10 kDa แลว
มาทําการแยกโดยใชคอลัมน (Column) Hiprep 16/60 
Sephacryl S-200 High resolution ผานระบบปฏิบัติการ
ของเคร่ือง ÄKTAprime plus ซึ่งโปรตีนที่ถูกแยกตาม
ขนาดจะถูกวิเคราะหโดยคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 
280 นาโนเมตร  (nm) พบวาโปรตีนจากตับสุกรใน
สภาพธรรมชาติจะประกอบดวยโปรตีนทั้งสิ้น 7 พีค

หรือ 7 กลุมของโปรตีนที่มีขนาดใกลเคียงกันน่ันเอง 
และเมื่อทําการทดสอบหาเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิ
เดสจากพีคของโปรตีนที่ไดโดยวิธี Dot Blot ซึ่งใช
แอนติบอดีที่ผลิตจากแอนติเจนของเอนไซมแอลฟา-
แอล-ฟูโคซิเดสในตับมนุษย (แอนติบอดีปฐมภูมิ คือ 
Goat anti human liver -L-fucosidase polyclonal 
antibody และ แอนติบอดีทุติยภูมิ คือ Rabbit anti goat 
HRP conjugated) พบวาแอนติบอดีที่ผลิตจากเอนไซม
แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสในตับมนุษยสามารถจดจํา
เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจากตับสุกรได ซึ่ง
สอดคลองกับงานวิจัยของ Johnson and Alhadeff 
(1991) ซึ่งพบวาเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสของ
สัตวเล้ียงลูกดวยนมมักจะมีโครงสรางคลายคลึงกัน และ
สามารถถูกจดจําไดโดยแอนติบอดีชนิดเดียวกัน และยัง
สอดคลองกับงานวิจัยของ Shoarinejad et al. (1993) 
และ Shoarinejad and Alhadeff (1993) ซึ่งพบวา
เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิ เดสจากตับหนู  (Mus 
musculus) และหนูแฮมสเตอร (Mesocricetus auratus) 
สามารถถูกจดจําไดดวยโพลีโคลนอล  แอนติบอดี 
(Polyclonal antibodies) ที่เตรียมจากตับมนุษย ซึ่งจาก
ผลการทดลองพบวาเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส 
จากตับสุกรในสภาพธรรมชาติจะมีขนาดเทากับ 72.52 
kDa และ 26.96 kDa ตามลําดับ 
 เมื่อนําโปรตีนในพีคที่ตรวจพบเอนไซมแอลฟา-
แอล-ฟูโคซิเดสจากวิธี Gel filtration มาทําการศึกษา
แบบแผนโปรตีนโดยวิธี  SDS-PAGE พบวา
ประกอบดวยโปรตีนมากกวาหน่ึงชนิด ซึ่งแสดงใหเห็น
วาวิธี Gel filtration โดยใชคอลัมน (Column) Hiprep 
16/60 Sephacryl S-200 High resolution เพียงอยางเดียว
ยังไมมีประสิทธิภาพเพียงพอที่จะทําบริสุทธิ์ (Purify) 
เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจากตับสุกรไดซึ่ง
สอดคลองกับงานวิจัยของ สราวุธ แกวศรี (2549) ซึ่งได
ศึกษาการทําบริสุทธิ์เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส 
จากพลาสมาของนํ้าอสุจิของกระบือปลัก (Bubalus 
bubalis) โดยวิธี Gel filtration พบวาการทํา Gel 
filtration โดยใชคอลัมน Hiprep 16/60 Sephacryl S-200 
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BMP5-7 
High resolution เพียงอยางเดียวยังไมมีประสิทธิภาพ
เพียงพอที่จะทําบริสุทธิ์(Purify) เอนไซมแอลฟา-แอล- 
ฟูโคซิเดสจากพลาสมาของนํ้าอสุจิของกระบือปลัก
เชนเดียวกัน 
 นอกจากนี้เมื่อนําโปรตีนในพีคที่ตรวจพบเอนไซม
แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส  มาทําการศึกษาตอโดยวิธี 
Western Blot พบวาขนาดของเอนไซมแอลฟา-แอล-    
ฟูโคซิเดสท่ีไดจากโปรตีนในสภาพธรรมชาติที่มีขนาด
เทากับ 72.52 kDa และ 26.96 kDa จะมีขนาดของ
เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสท่ีสามารถตรวจพบโดย
วิธี Western Blot เทากับ 48.95 kDa และ 13.94 kDa  
ตามลําดับซึ่งจะพบวามีขนาดเล็กกวาในสภาพธรรมชาติ 
ผลการทดลองน้ีสอดคลองกับงานวิจัยของ Alhadeff    
et al. (1975) ซึ่งพบวาเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส 
จากตับมนุษยในสภาพธรรมชาติจะมีขนาดประมาณ 
175 kDa แตเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสท่ีสามารถ
ตรวจพบโดยวิธี Western Blot จะมีขนาดประมาณ      
50 kDa ซึ่งมีขนาดเล็กกวาในสภาพธรรมชาติเชนกัน   
จึงสามารถคาดคะเนไดว า เอนไซมแอลฟา-แอล -           
ฟูโคซิเดสในสภาพธรรมชาติจะตองมีการจับเปนกลุม
ของโปรตีนเพ่ือใหอยูในรูปทรงที่เสถียรและเหมาะแก
การทํางาน ซึ่งขอสันนิษฐานน้ีสอดคลองกับการศึกษา
ของ Johnson and Alhadeff (1991) ที่ระบุวาเอนไซม
แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสของสัตวเล้ียงลูกดวยนมใน
สภาพธรรมชาติมักมีขนาดใหญและมีหลายหนวยยอย 
 เมื่อทําการศึกษาแบบแผนโปรตีนจากตับสุกรและ
วิเคราะหนํ้าหนักโมเลกุลของเอนไซมแอลฟา-แอล-     
ฟูโคซิเดสจากตับสุกรดวยวิธี 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
ประกอบดวยแถบโปรตีนหลักท้ังสิ้น 10 แถบซึ่งมีขนาด
เทากับ 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
เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสในตับสุกรโดยวิธี 
Western Blot พบวาขนาดเทากับ 52.11 kDa ซึ่งมีขนาด
ใกลเคียงกับแถบโปรตีนแถบที่ 5 จากการศึกษาแบบ

แผนโปรตีนจากตับสุกร และขนาดของเอนไซมแอลฟา-
แอล-ฟูโคซิเดสจากพีคของโปรตีนที่ไดจากการทํา    
Gel filtration นอกจากน้ียังสอดคลองกับงานวิจัยซึ่ง
สามารถตรวจพบขนาดของเอนไซมของแอลฟา-แอล-ฟู
โคซิเดสในขนาดใกลเคียงกันในตับของสิ่งมีชิวิตหลาย
ชนิด ไดแก งานวิจัยของ Alhedeff et al. (1975) ซึ่งตรวจ
พบเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสขนาดประมาณ     
50 kDa จากตับมนุษย งานวิจัยของ Shoarinejad et al. 
(1993 ) ซึ่งตรวจพบเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส 
ขนาดเทากับ 57 และ 62 kDa จากตับของหนู (Mus 
musculus) และงานวิจัยของ Shoarinejad and Alhadeff 
(1993) ซึ่งตรวจพบเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส 
ขนาดเทากับ 56 และ 60 kDa จากตับของหนูแฮมสเตอร 
(Mesocricetus auratus) ซึ่งขนาดท่ีใกลเคียงกันน้ีเอง จึง
เปนขอยืนยันอีกประการหน่ึงวาเอนไซมแอลฟา-แอล-  
ฟูโคซิเดสในสิ่งมีชีวิตหลายชนิดมีความคลายคลึงกัน 
และมีการอนุรักษอยางมากในสิ่งมีชีวิต  
 การพบเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจากตับสุกร
เพียงขนาดเดียว (51.74 ± 2.63 kDa) ในการทดสอบหา
ขนาดของเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิ เดสโดยวิธี 
Western Blot แตพบพีคของเอนไซมแอลฟา-แอล-       
ฟูโคซิ เดสถึงสองพีคในการทดสอบหาขนาดของ
เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสในสภาพธรรมชาติโดย
วิธี Gel filtration และ Dot Blot น้ัน อาจจะเปนผล
เ น่ืองมาจากการ ทํ างานของ เอนไซม โปรที เอส 
(Protease) บางชนิดที่อยูในตัวอยางที่นํามาศึกษา ซึ่งทํา
การยอยโมเลกุลของเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดส 
ทําใหมีการปรากฏของโปรตีนขนาดเล็กซึ่งถูกจดจําได
ดวยแอนติบอดีที่จําเพาะตอเอนไซมแอลฟา-แอล-        
ฟูโคซิเดส 
 จากผลการศึกษาทั้ งหมดนี้ลวนเปนขอบง ช้ีว า
เอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจากตับสุกรมีขนาด
ใกลเคียงกับเอนไซมแอลฟา-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) อีกทั้งยังถูกจดจําไดดวยแอนติบอดีที่ผลิตโดย
แอนติเจนจากตับมนุษยซึ่ งแสดงให เห็นถึงความ
คลายคลึงดานโครงสรางของเอนไซมแอลฟา-แอล-     
ฟูโคซิเดสจากตับสุกร และมนุษย ดังน้ันการศึกษาใน
ครั้ง น้ีจึงนาจะเปนขอมูลพ้ืนฐานที่สําคัญของแนว
ทางการประยุกตใชสุกรเปนตนแบบในการศึกษาโรค 
fucosidosis ในมนุษยตอไป 
 

ขอเสนอแนะ 
  ขอเสนอแนะสําหรับการศึกษาเอนไซมแอลฟา-
แอล-  ฟูโคซิเดสจากตับสุกรตอไปในอนาคต ควรลอง
ใสสารยับยั้งการทํางานของเอนไซมโปรตีเอส (Protease 
inhibitor) กอนการศึกษาขนาดของเอนไซมในสภาพ
ธรรมชาติ (Native form) และควรศึกษาเพ่ิมเติมเก่ียวกับ
จํานวนไอโซฟอรม (Isoform) ความเสถียรของเอนไซม 
และคาพีเอชที่ เหมาะสมแกการทํางานของเอนไซม
แอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจากตับสุกร รวมถึงเปรียบเทียบ
ขอมูลเหลาน้ีกับเอนไซมแอลฟา-แอล-ฟูโคซิเดสจากตับ
มนุษย  อีกทั้งควรศึกษาวิธีการทําบริสุทธิ์ เอนไซม
แอลฟา-แอล-ฟูโคซิ เดสจากตับสุกร  ทั้ง น้ี เ พ่ือเปน
แนวทางในการประยุกต ใชสุกร เปนตนแบบใน
การศึกษาการดําเนินไปของโรค fucosidosis เพ่ือหาวิธี
บําบัดรักษาที่มปีระสิทธิภาพในอนาคต 
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