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บทที่ 1 
บทนํา 

ความเปนมาและปญหา 
กุงเปนสัตวในกลุมครัสตาเชียนชนิดหนึ่งที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจเปนอยางมาก โดยเฉพาะ

กุงกุลาดํา (Penaeus monodon) และกุงกามกราม (Macrobrachium rosenbergii) ในปหน่ึงๆ สามารถ
สรางรายไดใหกับประเทศไทยปละหลายหมื่นลานบาท ในปจจุบันจึงมีการศึกษาคนควาวิจัยถึงลักษณะ
ทางชีววิทยาของกุงในกลุมนี้กันอยางกวางขวาง เพื่อที่จะพัฒนาการเพาะเลี้ยง เพ่ิมผลผลิตใหมากขึ้น 
ปองกันรักษาโรคที่เกิดกับตัวกุง และแกไขผลกระทบที่เกิดกับส่ิงแวดลอม การศึกษาวิจัยถึงลักษณะทาง
ชีววิทยาของกุงประเด็นสําคัญที่มีการศึกษากันมากคือการศึกษาถึงระบบฮอรโมนในตัวกุง เนื่องจาก
สัตวในกลุมครัสตาเชียนฮอรโมนจะเปนสารสําคัญในการควบคุมการเจริญเติบโต ควบคุมเมตาโบลิซึม 
ตลอดจนควบคุมการเปลี่ยนแปลงทางสรีระวิทยาของรางกาย (Sun, 1994) ยังมีฮอรโมนและสารคลาย
ฮอรโมนอีกหลายชนิดที่เราไมทราบหนาที่และโครงสรางที่ชัดเจน ตองมีการศึกษาคนควากันตอไป 

แหลงผลิตฮอรโมนท่ีสําคัญในสัตวกลุมครัสตาเชียนคือเซลลนิวโรเซครีทอรี (neurosecretory 
cell) หรอืระบบประสาทสวนกลาง (Central Nervous System C .N .S ) โดยจะทําหนาที่สรางและสง
ฮอรโมนไปเก็บที่ตอมไซนัส (sinus gland) ซึ่งจะอยูบริเวณบริเวณกานตา (eyestalk) (Yang, 1995) โดย
ตอมไซนัสเปนอวัยวะสําคัญที่ทําหนาที่เก็บสะสม และปลอยฮอรโมนเหลาน้ันไปมีผลตอการเปลี่ยน
แปลงในรางกาย ฮอรโมนที่สําคัญมีหลายชนิดเชน Red Pigment Concentrating Hormone (RPCH) ทํา
หนาท่ีควบคุมการรวมตัวของรงควัตถุภายในตาในการเปลี่ยนสีตัว Pigment Dispersing Hormone 
(PDH) ทําหนาที่ควบคุมการกระจายตัวของรงควัตถุในโครมาโตฟอร Molt Inhibiting Hormone (MIH) 
ทําหนาที่ควบคุมการลอกคราบ Crustacean Hyperglycaemic Hormone (CHH) ทําหนาที่ควบคุมการ
หมุนเวียนของระดับกลูโคสในเลือด Gonad Inhibiting Hormone (GIH) หรือ Vitellogenosis Inhibiting 
Hormone (VIH) ทําหนาที่ควบคุมการพัฒนาของรังไข นอกจากนี้ยังมีการคนพบเปปไทดฮอรโมนอีก
หลายชนิดในกานตาของสัตวในกลุมนี้เชน FMRF amide, Small Cardioactive Peptide (SCP),  
Substance P, Proctolin , cholecystokinin (CCK) และมีอีกหลายชนิดที่กําลังศึกษาอยูซึ่งยังไมสามารถ
ระบุชนิดได 
 ในการศึกษาถึงฮอรโมนของสัตวในกลุมนี้ ในขั้นตอนของการสกัดแยกใหไดสารบริสุทธิ์และ
หาน้ําหนักโมเลกุลนั้นเราไดประสบความสําเร็จเปนอยางมาก สามารถสกัดแยกเปปไทดจากกานตาของ
กุงกุลาดําและกุงกามกรามนํามาหาน้ําหนักโมเลกุลไดหลายชนิด ธิดา อมร สามารถสกัดแยกสารคลาย 
CCK จากกานตากุงกุลาดําได 3 รูปแบบโดยมีนํ้าหนักโมเลกุล 1,941.5, 1960.6และ 1,914.1 ดาลตัน ตาม
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ลําดับ (ธิดา อมร, 2541) ตอมา จีรศักดิ์ ผูปลื้ม สามารถสกัดแยกสารคลาย FMRFamide จากกานตากุง
กุลาดําได 18 รูปแบบ มีนํ้าหนักโมเลกุลตั้งแต 990.7-2,679.3 ดาลตัน (จีรศักดิ์ ผูปลื้ม, 2542) สมปอง ใจ
ดีเฉย สกัดแยก CHH จากกานตากุงกามกรามได 1 รูปแบบและอีกหลายรูปแบบที่ยังไมสามารถทําให
บริสุทธิ์ได (สมปอง ใจดีเฉย, 2539) วิธีการหาน้ําหนักโมเลกุลจะหาโดยใชเครื่อง Matrix Assisted Laser 
Desorption Ionization Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF) สําหรบัขั้นตอนของการหา
ลําดับกรดอะมิโนนั้น ยังไมกาวหนาเทาที่ควร เนื่องจากเราไมสามารถหาลําดับกรดอะมิโนไดเอง ตอง
สงไปหาลําดับกรดอะมิโนท่ีตางประเทศทําใหลาชา ราคาแพง สงผลใหงานวิจัยและการพัฒนาดานอื่นๆ
ลาชาตามไปดวย  
 การเรียงลําดับของกรดอะมิโนในสายโปรตีนเปนลักษณะจําเพาะของโปรตีนนั้นๆ การหา
ลําดับกรดอะมิโนจึงเปนวิธีการท่ีทําใหเราสามารถจําแนกชนิดของโปรตีนได ซึ่งจะเปนประโยชนตอ
การศึกษาในงานวิทยาศาสตรดานตางๆเชน ดานการจัดจําแนกสิ่งมชีีวิต (Taxonomy) ดานวิวัฒนาการ 
(evolution) ดานพันธุกรรม (genetic) ดานการสังเคราะหโปรตีน (protein synthesis) สําหรับวิธีการหา
ลําดับกรดอะมิโนมีผูคิดคนมานานแลวโดย Federric Sanger สามารถหาลําดับกรดอะมิโนของอินซูลิน
จากวัวไดเปนคนแรกในป ค.ศ.1953 แตวิธีท่ีไดรับความนิยมในปจจุบันคือวิธี Edman degradation คิด
คนโดย Perb Edman ในป ค.ศ.1956 วิธีน้ีมีหลักการคือการใช Phenyl isothiocyanate (PITC) ไปจับกับ
กรดอะมิโนตรงปลาย N-terminal ของสายเปปไทด ไดสารท่ีเรียกวา PTC polypeptide หลงัจากนั้นใช 
Thiazolinone derivative มาชะลางเอากรดอะมิโนตัวที่โดนจับใหหลุดออกมาเปนกรดอะมิโนตัวเดี่ยวๆ 
แลวแยกนําไปวิเคราะหตอวาเปนกรดอะมิโนตัวใด โดยตองทําอยางนี้กับกรดอะมิโนทุกตัวจนกวาจะ
หมดสายเปปไทด (Voet And Voet,  1995) วิธีนี้มีขอเสียคือใชปริมาณสารตัวอยางจํานวนมาก ใชเวลา
ทํานานและยังทําใหโปรตีนเกิดการเปลี่ยนแปลงสภาพ (Arnott et al, 1993) จะเห็นไดวาวิธีนี้ไมเหมาะ
ในการหาลําดับกรดอะมิโนของเปปไทดที่สกัดไดจากกานตาของกุง เนื่องจากสารที่สกัดไดมีปริมาณ
นอย ในการสกัดแตละครั้งตองใชปรมิาณกุงจํานวนมาก จากการศึกษาพบวาในการสกัดแยกเปปไทด
จากกานตาของกุงกามกรามโดยไพศาล สิทธิกรกุล ใชกานตากุงถึง 5,000 กานตา (Sithigorngul et al, 
1998) ในการสกัดแยกเปปไทดจากกานตากุงกุลาดําของธิดา อมร ใชกานตากุงถึง 8,700 กานตา (ธิดา 
อมร, 1998) กุงที่ใชมีราคาแพงจึงทําใหสิ้นเปลืองงบประมาณเปนจํานวนมาก 
 ในงานวิจัยครั้งนี้ผูวิจัยไดใชเทคนิคใหมในการหาลําดับกรดอะมิโนมาใชคือการหาลําดับกรด
อะมิโนโดยการใชเครื่อง Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time of Flight Mass 
Spectrometry (MALDI-TOF) ใชเทคนิคที่เรียกวา post source decay หรือเรียกวาเทคนิค post source 
decay MALDI-TOF เทคนิคนี้คิดคนโดย Chait ในป1993 (Chait et al, 1993) ซ่ึงเปนเทคนิคที่ยอมรับกัน
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วาสามารถหาลําดับกรดอะมิโนไดรวดเร็ว ใชสารตัวอยางปริมาณนอยโดยใชปริมาณสารในระดับ 
picomole (Huberty et al, 1993) Marco และคณะใชเครื่อง Matrix Assisted Laser Desorption Ionization 
Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF) หาลําดับกรดอะมิโนของฮอรโมนจากกานตากุง 
Jasus lalandii พบวาใชปริมาณกานตาประมาณ 400 กานตา (Marco et al, 1998) เมื่อเทียบกับวิธี gel 
electrophoresis, size exclusive chromatography และ sedimentation analysis เทคนิคนี้มีความรวดเร็ว
และแมนยํามากกวา (Smith and Zhang, 1994) เทคนิคนี้ยังสามารถทราบถึง post translation 
modification ของโปรตีนที่ใชในการวิเคราะหอีกดวย (Aebersold and Goodlet, 2001) นอกจากนี้ยังลด
ขั้นตอนการทํางานโดยสามารถหาน้ําหนักโมเลกุลและลําดับกรดอะมิโนไดในขั้นตอนเดียว ทําใหสิ้น
เปลืองสารนอย เพ่ือความสะดวกในการทําและเพิ่มความนาเชื่อถือของวิธีการ ในปจจุบันไดมีการ
พัฒนาโปรแกรมคอมพิวเตอรท่ีมาชวยในการตรวจสอบลําดับกรดอะมิโนท่ีหาไดจากเทคนิคนี้ เชน
โปรแกรม protein prospector, General/Mass Analysis (GPMAW) ทําใหเราทราบวาผลที่ไดถูกตองหรือ
ไม ผลที่ไดจึงมีความนาเชื่อถือมากขึ้น  

ในงานวิจัยครั้งนี้ผูวิจัยคาดวาการหาลําดับกรดอะมิโนดวยเทคนิค Post source decay Matrix 
Assisted Laser Desorption Ionization Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF) หรือ post 
source decay MALDI TOF จะเปนประโยชนตอการหาลําดับกรดอะมิโนของเปปไทดที่สกัดจากกานตา
ของกุงและสารสกัดเปปไทดอ่ืนๆโดยเฉพาะสารที่มีปริมาณนอยตอไป 
 
วัตถุประสงคของงานวิจัย 
1.เพ่ือใชเทคนิค post source decay Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time Of Flight Mass 
Spectrometry หาลําดับของกรดอะมิโนของเปปไทดท่ีสกัดไดจากกานตาของกุงกุลาดํา 
2.เพ่ือพัฒนาวิธีการหาลําดับกรดอะมิโนของเปปไทดอ่ืนๆโดยเฉพาะเปปไทดที่มีปริมาณนอยตอไป 
 
ขอบเขตของงานวิจัย 
1.ใชเทคนิค MALDI-TOF หาน้ําหนักโมเลกุลของ CHH เปปไทด 
2.ใชเทคนิค post source decay MALDI-TOF หาลําดับกรดอะมิโนของ ACTHและ angiotensin II จาก
น้ันจึงนําไปใชกับ FMRFamide ที่สกัดไดจากกานตากุงกามกราม และCHH เปปไทดที่สกดัไดจากกาน
ตาของกุงกุลาดํา 
3.วิเคราะหผลลําดับกรดอะมิโนจากฐานขอมูลโปรตีนโดยใช web search engine  
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ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
สามารถหาลําดับกรดอะมิโนของเปปไทดท่ีสกัดไดจากกานตาของกุงกุลาดําโดยใชเทคนิค 

Post source decay Mass spectrometry ได  



บทที่ 2 
ทฤษฎีและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

เครื่อง Mass spectrometer เปนเครื่องมือท่ีใชหาน้ําหนักโมเลกุลของสาร ผูท่ีคิดคนไดเปนคน
แรกคือ J.J Thomson ในป ค.ศ. 1912 (Siuzdak, 1996) ในสมัยน้ันเปนเครื่องมืองายๆไมซับซอน 
ปจจุบันมีการพัฒนากาวหนาไปมากมีประสิทธิภาพสูงขึ้น เครื่อง Mass spectrometer เปนเครื่องมือที่มี
ประโยชนตองานดานตางๆเชน งานดาน เคมี ชีวเคมี วิศวพันธุศาสตร เทคโนโลยีชีวภาพ และอ่ืนๆอีก
หลายสาขา มีการพัฒนาเครื่อง Mass spectrometer ออกมาหลายระบบ มปีระสิทธิภาพสูง และเหมาะกับ
งานดานตางๆ ตัวอยางระบบเครื่องท่ีใชกันแพรหลาย 
 
2.1 เทคนิคการผลิตไอออนแบบ Electrospray Ionization Mass Spectrometry (ESI-MS) 

เปนเครื่องที่ทันสมัยระบบหนึ่ง หลักการทํางานของเครื่องจะฉีดสารตัวอยางดวยเข็มขนาดเล็ก
ใหเปนละอองฝอย ซึ่งจะทําใหสารตัวอยางแตกตัวเปนไอออนวิ่งเขาไปในระบบการวิเคราะหของเครื่อง 
เครื่องระบบนี้มีขอดีคือจะไมโดนรบกวนโดยเมทริกซ (Siuzdak, 1996) และสามารถตอกับเครื่อง High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) และ Gas Chromatography (GC) ได  

 
 

 
 

 
รูปที่ 2.1 แสดงหลักการทําใหสารตัวอยางแตกเปนประจุในเครื่อง Electrospray Ionization 

Mass Spectrometry (Siuzdak, 1996) 
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รูปที่ 2.2 แสดงการเกิดประจุของละอองฝอยสารตัวอยางในเครื่อง Electrospray Ionization 

Mass Spectrometry (Siuzdak, 1996) 
 
2.2 เทคนิคการผลิตไอออนแบบ Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time of Flight Mass 
Spectrometry (MALDI-TOF) 

เครื่อง MALDI-TOF ถูกพัฒนาโดย Karas และคณะ ในป ค.ศ. 1987เปนเครื่องที่ดีกวาระบบอื่น
คือ มีความแมนยําในการหาน้ําหนักโมเลกุลอยูในระดับ +0.5-0.01% ทนทานตอการรบกวนของสารปน
เปอนในตัวอยาง (Siuzdak, 1996) สามารถหาน้ําหนักโมเลกุลของสารไดสูงถึง 200 กิโลดาลตัน ใช
ปริมาณสารตัวอยางจํานวนนอย โดยใชปริมาณระดับ Femtomoles ถึง Picomoles เทาน้ัน (Huberty, 
1993) คาใชจายในการดูแลรักษาและในการปฏิบัติงานนอย เนื่องจากระบบของเครื่องไมตองใชกาช 
เหมาะกับการวิเคราะหทางดานชีวโมเลกุลและ โพลีเมอร  

หลักการทํางานของเครื่อง MALDI-TOF MS คือการใชแสงเลเซอรยิงไปที่สารตัวอยางที่ผสม
กับเมทริกซ ซึ่งแหงเคลือบบางๆ (Film) ติดอยูบนแผนเหล็ก (Target) มีกระแสไฟฟาความตางศักยสูง
อยู ทําใหสารตัวอยางแตกตัวเกิดเปนประจุไฟฟา (Ionization) วิ่งผานสนามแมเหล็กไปสูดีเทคเตอร 
(Chait and Kent, 1992) ขนาดของประจุ หรือน้ําหนักโมเลกุลจะแปรผันตามเวลาที่ประจุวิ่งไปสูดีเทค
เตอร (Siuzdak, 1996)  
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สมการของเครื่อง MALDI-TOF                            
                                          
    mV2/2                =      ev       
  
        V2   =     (2ev/m)    
                                     
         V              =     (2ev/m) 1/2     

 
       D/T           =     (2ev/m) 1/2        
      
       T               =    (m/2ev) 1/2 D 

 
          T        α    (m) 1/2     

    
 m  คือ มวล  
 V  คือความเร็ว  
 e  คือคาประจุไฟฟา 
 v  คือความตางศักยไฟฟา 
 T  คือเวลาที่ใชว่ิง 
 D  คือระยะทาง 
 

จากสมการแสดงใหเห็นวา เวลาในการเคลื่อนที่ของประจุในสนามแมเหล็ก (T) จะแปรผันตาม
รากที่สองของมวลของประจุ (M) คาที่ไดจะอยูในรูปของ m/z   z คือคาของประจุของสารตัวอยางที่แตก
ตัว โดยคาของประจุจะมีคา +1, +2, หรือ +3 ขึ้นกับจํานวน H+ ที่มาจับกับสารตัวอยางที่แตกตัว แต
เครื่องในระบบ MALDI-TOF  จะแตกตัวใหประจุ +1 เปนสวนมาก คาที่ไดจึงเปนคาของมวลที่มีประจุ 
+1 ซึ่งคาท่ีไดคือคาของมวลนั้นเอง 
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รูปที่ 2.3 รูปแสดงการทําใหสารแตกตัวเปนไอออนดวยพลังงานจากเลเซอรในเครื่อง 
 MALDI-TOF (Siuzdak, 1996) 

 
 
 
 

 
 

 
รูปที่ 2.4  แสดงหลักการทํางานของเครื่อง MALDI-TOF  (Siuzdak, 1996) 
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2.3 ระบบ Linear และระบบ Reflectron ในเครื่อง MALDI-TOF MS 
 ระบบ Linear และ ระบบ Reflectron เปนระบบที่แตกตางในดานของประสิทธิภาพของในการ
ตรวจวัด โดยแตละระบบจะมีคุณสมบัติที่แตกตางกันดังนี้ 

Linear เปนระบบที่สามารถหาน้ําหนักโมเลกุลของสารท่ีมีขนาดใหญ แตจะมีความสามารถ
ในการแยก (resolving power) ต่ํา ระบบนี้จะมี resolving power (m/∆m) ประมาณ 100-400 (hwfm; 
half width full maximum) 

 
 

 
 

รูปที่ 2.5 แสดงหลักการของระบบ Linear 
 reflectron ระบบนี้มี resolving power (m/∆m) สูงกวาระบบ Linear โดยมีคาประมาณ 1200 

(hwfm; half width full maximum) มีความแมนยํา 0.05% (Yu et al, 1993) สามารถแยกพีคของ
ไอโซโทปของสารออกมาได แตมีขอจํากัดคือสามารถหาน้ําหนักของสารที่มีมวลขนาดเล็ก (<3000 ดาล
ตัน) ระบบนี้จะจําเปนมากในการหาลําดับกรดอะมิโน  

 
 

 
 

 
รูปที่ 2.6 แสดงหลักการของระบบ Reflectron 
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หลักการทํางานของ Reflectron คือ การสรางสนามแมเหล็กท่ีบริเวณปลายทางที่ประจุวิ่ง สนามแมเหล็ก
ท่ีเกิดขึ้นจะผลักประจุท่ีวิ่งเขามา ซึ่งประจุที่วิ่งเขามามีโมเมนตัมก็ไมเทากัน แรงที่ประจุพุงเขาไปใน
สนามแมเหล็กจึงไมเทากัน ทําใหเขาไปไดระยะลึกตางกันโดยประจุที่มีขนาดใหญจะเขาไปไดลึกกวา
ประจุขนาดเล็ก ในชวงที่ประจุโดนผลักกลับออกมา ประจุที่มีขนาดใหญซึ่งวิ่งเขาไปลึกจะใชเวลาวิ่ง
กลับออกมานานกวา เครื่องจะแยกขนาดของประจโุดยใชความแตกตางของเวลาชวงนี้ แต Reflectron ก็
มีขอจํากัดคือ หาน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นสวนที่แตกตัวไดในชวงแคบๆ 
 
2.4 การแตกตัวของสารในเครื่อง MALDI-TOF  

เครื่องระบบ MALDI-TOF สารตัวอยางท่ีนํามาหาน้ําหนักโมเลกุล จะเกิดการแตกตัวเนื่องมา
จากพลังงานที่ไดรับจากแสงเลเซอร และผลของสนามแมเหล็ก สามารถแบงชนิดของการแตกตัวออก
เปนสามชนิดตามตําแหนงที่เกิดคือ 

 
2.4.1 Promp fragmentation 

การแตกตัวแบบนี้จะเกิดที่บริเวณจุดเริ่มตนหรือใกลกับจุดเริ่มตนมากๆ ช้ินสวนท่ีแตกตัวไดจะ
รับพลังงานและมีความเร็วเริ่มตนเทากัน วิ่งเขาสูสนามแมเหล็กพรอมกัน ผลที่ไดจะเปนไปตามกฎคือ 
เวลาจะแปรผันตามรากที่สองของมวล ตัวอยางแมสสเปกทรัมการแตกตัวท่ีไดแสดงดังรูปที่ 2.7 

 
 
 
 

 
 
 

รูปที่ 2.7 แสดงการแตกตัวแบบ Promp fragmentation (Cotter , 1997) 
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2.4.2 Metastable fragmentation 
การแตกตัวแบบนี้จะเกิดบริเวณระหวางจุดเริ่มตนกับจุดที่เปนสนามแมเหล็ก ช้ินสวนท่ีไดจะมี

ความเร็วเริ่มตนไมเทากันนํ้าหนักโมเลกุลของชิ้นสวนที่แตกตัวออกมาจะไมถูกตอง ทําใหเกิดสัญญาณ
รบกวน ตัวอยางแมสสเปกทรัมของการแตกตัวท่ีไดแสดงดังรูปท่ี 2.8 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
รูปที่ 2.8 แสดงการแตกตัวแบบ Metastable fragmentation (Cotter, 1997) 

 
2.4.3 Post source decay fragmentation 

การแตกตัวแบบนี้จะเกิดในบริเวณสนามแมเหล็กหรือบริเวณที่เรียกวา Drift of region ประจุที่
แตกตัวจะมีความเร็วเริ่มตนเทากัน นํ้าหนักโมเลกุลที่ไดจะมีความถูกตอง การแตกตัวแบบนี้สามารถนํา
มาหาลําดับกรดอะมิโน เรียกวาเทคนิค Post source decay mass spectrometry ตัวอยางแมสสเปกทรัม 
ของการแตกตัวท่ีไดแสดงดังรูปท่ี 2.9 
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รูปท่ี 2.9 แสดงการแตกตัวแบบ Post source decay (Cotter , 1997) 

 
2.5 การหาลําดับกรดอะมิโนดวยเทคนิค Post source decay Mass spectrometry   

เทคนิค Post source decay Mass spectrometry  ทําโดยการวัดขนาดน้ําหนักโมเลกุลของ
ประจุที่แตกตัวออกมา โดยวัดเปนชวง ซึ่งเราสามารถกําหนดชวงขนาดของประจุที่วิ่งเขามาใหอยูใน
ชวงท่ีเราตองการ โดยการปรับความตางศักยไฟฟาท่ีสรางสนามแมเหล็กของ Reflectron ที่ความตาง
ศักยไฟฟาสูงสนามแมเหล็กจะมีความแรงมาก ประจุขนาดเล็กไมสามารถวิ่งเขาไปได แตที่ความตาง
ศักยต่ําความแรงของสนามแมเหล็กจะลดลง ประจุขนาดใหญจะวิ่งทะลุผานเลยเขาไป แตประจุที่มี
ขนาดเล็กจะโดนผลักออกมาสูดีเทคเตอรพอดี ผลที่ไดคือสเปกทรัมการแตกตัวที่ความตางศักยของ 
Reflectron ตางๆ โดยเครื่องจะบันทึกคาที่วัดได หลังจากนั้นจะใชโปรแกรมคอมพิวเตอรตอสเปกทรัมที่
ไดเปนสเปกทรัมแสดงน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นสวนที่แตกตัวไดทั้งหมดของเปบไทดเรียกวา Post 
source decay mass spectrum 
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รูปท่ี 2.10 ตัวอยางแสดงการทํา post source decay (Cotter, 1997) 

จากรูปแสดงการทํา post source decay โดยมี Reflectron เปนอุปกรณสําคัญในการทํา 
และใชโปรแกรมคอมพิวเตอรในการประมวลผล 
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รูปที่ 2.11 ตัวอยางแสดงการวัดขนาดน้ําหนักโมเลกุลเปนชวงโดยจะวัดที่ความตางศักยตางๆของ 
Reflectron (Cotter, 1997) 

 
จากรูปแสดงน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นสวนตางๆที่แตกตัวและวัดที่ความตางศักยตางๆของ 

reflectron  เครื่องจะบันทึกน้ําหนักโมเลกุลในชวงน้ําหนัก w2-----w2  หลังจากนั้นจะนําคาท่ีไดแตละ
ชวงมาตอกันเปนแมสสเปกทรัมแสดงน้ําหนักของชิ้นสวนตางๆที่แตกตัวเรียกวา Post source decay 
mass spectrum ดังรูปท่ี 2.12 



15
 

 
 
 
 

 
 
 
 

รูปที่ 2.12 ตัวอยางแสดง Post source decay mass spectrum ที่ได (Cotter, 1997) 
  

จากรูประบุพีคท่ีเปน a ไอออน b ไอออน และพีคท่ีขาดหมู NH3 
+ (-17) ตรวจสอบความถูกตอง

ของพีคที่ระบุดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร และแปลผลจากพีคท่ีไดเปนลําดับกรดอะมิโน 
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2.6 รูปแบบการแตกตัวของโปรตีน 

เมื่อโปรตีนแตกตัวจะขาดออกเปนชิ้นสวนตางๆเราสามารถแบงชนิดการแตกตัวเปน 2 แบบ
ใหญๆคือ การแตกตัวจากปลาย C-terminal การแตกตัวแบบนี้ไดช้ินสวนชนิด x, y, z และการแตกตัว
จากปลาย N-terminal การแตกตัวแบบนี้ไดช้ินสวนชนิด a, b, c 
 

 
 

 
รูปที่ 2.13 แสดงชิ้นสวนตางๆท่ีมีโอกาสเกิดขึ้นจากการแตกตัวของโปรตีน 

 (Findlay and Geisow, 1989) 
 

จากรูปแสดงการแตกตัวของสายเปปไทด ซ่ึงมีการแตกตัวที่เปนระบบ มีช่ือที่ใชเรียกชิ้นสวน
ตางๆ ดังนี้ 

การแตกตัวหากขาดจากปลาย N-terminal ไปทางปลาย C-terminal ช้ินสวนท่ีไดจะเรียกชิ้น a1, 
b1, c1, a2, b2, c2, a3, b3, c3…an, bn,cn 
 การแตกตัวหากขาดจากปลาย C-terminal ไปทางปลาย N-terminal ช้ินสวนท่ีไดจะเรียกชิ้น z1, 
y1, x1, z2, y2, x2, z3, y3, x3…..zn, yn, xn 

 สําหรับชิ้น a1 จะมีช่ือเรียกวาช้ิน immonium ion เนื่องจากเมื่อขาดออกมาจะเกิดพันธะคูที่
ตําแหนง NและC ไดเปน  
              R 
     H2N+=CH 
immonium ion จะมีน้ําหนักโมเลกุลจําเพาะในกรดอะมิโนแตละตัว 
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2.7 เมทริกซ (Matrix) 

เมทริกซเปนสารที่ทําหนาที่ดูดพลังงานจากเลเซอรแลวถายพลังงานใหแกสารตัวอยาง ทําให
สารตัวอยางแตกตัวเปนไอออน (Fitzgerald et al, 1993) เมทริกซเปนสารสําคัญในเครื่องระบบ MALDI 
TOF สารท่ีใชเปนเมทริกซมีดวยกันหลายชนิด แตละชนิดเหมาะกับสารตัวอยางท่ีแตกตางกันแสดงดัง
ตารางที่ 2.1 

ตารางที่ 2.1 แสดงเมทริกซและคุณสมบัติของแตละชนิด (Kellner et al, 1994) 
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2.8 การแปลผล Post source decay mass spectrum เปนลําดับกรดอะมิโน 
การแปลผลจากPost source decay mass spectrum น้ัน ทําไดโดยการดูความแตกตางของพีคซึ่ง

ชวงความแตกตางของแตละพีคจะตรงกับน้ําหนักโมเลกุลของกรดอะมิโนตัวใดตัวหน่ึง เมื่อเราทราบวา
เปนกรดอะมิโนตัวใด สามารถนํามาเรียงเปนลําดับกรดอะมิโนสายเดิมได (Chait et al, 1993) สิ่งท่ีเรา
ตองทราบในการแปลผลคือน้ําหนักของกรดอะมิโนทุกตัว  
 
 
 
 

 
 
 
 

รูปที่ 2.14 แสดง Post source decay mass spectrumที่ไดและการแปลผล (Chait et al, 1993) 
การแตกตัวของเปปไทดสวนมากจะไดช้ินสวนชนิด b และชนิด a  ช้ินสวนชนิดนี้เกิดจากการ

ขาดจากปลาย N-terminal ไปสู C-terminal ดังนั้นลําดับกรดอะมิท่ีหาไดจะเรียงจากปลายปลาย N-
terminal ไป C-terminal  

จากโครมาโตแกรมจะเห็นไดวาเมื่อเราดูที่ผลตางของแตละพีคก็จะเทากับน้ําหนักโมเลกุลของ
กรดอะมิโนพอดีสามารถเรียงตามลําดับไดเปนกรดอะมิโนจากปลาย N-terminal ไปสู C-terminal ได 
ดังนี้ 

Leu-Arg-Arg-Ala-Pro-Gly-Leu-Ile-Tyr-Asn-Asn 
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2.9 ลักษณะทางชีววิทยาของกุงกุลาดํา 
2.9.1ลักษณะทั่วไปของกุงกุลาดํา 
 การจัดหมวดหมูกุงกุลาดําตามหลักอนุกรมวิธาน(Solis, 1988) 
Phylum    Arthopoda 
Class    Crustacea 
Subclass   Malacostraca 
Order    Decapoda 
Suborder   Natantia 
Inflaorder   Penaeidae 
Superfamily   Penaeidae 
Family    Penaeidae Rafinesque, 1815    
Gunus    Penaeus Fabricius, 1798 
Subgenus   Penaeus 
Species    monodon 
 

กุงกุลาดํา หรือกุงกะลา หรือกุงมาลาย มีช่ือวิทยาศาสตรวา Penaeus monodon Fabricius มีช่ือ
เปนภาษาอังกฤษวา Tiger prawn หรือ Jumbo tiger prawn (วัลลภ คงเพิ่มพูน, 2532) และมีช่ือภาษา
อังกฤษที่องคการอาหารและเกษตรแหงสหประชาชาติ (FAO) ใชอยูคือ Giant tiger prawn เปนกุงทะเล
ท่ีมีขนาดใหญที่สุดในวงศ Penaeidae แหลงกําเนิดดั้งเดิมอยูในทะเลแถบอินโดแปซิฟกตะวันตก อาฟริ
กาตะวันออกและตะวันตกเฉียงใต และคาบสมุทรอินเดีย (พรรณิภา หาญวิวัฒนกิจ, 2532) มีถิ่นอาศัยอยู
ท่ีนานน้ําแถบไตหวัน ไทย มาเลเซีย อินโดนีเซีย ฟลิปปนส และพบมากในออสเตรเลีย และอินเดีย ใน
ประเทศไทยพบทั่วไปในอาวไทย และพบมากในบริเวณนอกฝงทะเลจังหวัดชุมพรถึงนครศรีธรรมราช
และทางดานทะเลอันดามันบริเวณนอกฝงของจังหวัดระนองและภูเก็ต ชอบอาศัยในบริเวณที่มีพ้ืนดิน
เปนดินทรายปนโคลนหรือทรายปนเปลือกหอยและหินปะการังและสามารถปรับตัวเขากับสภาพแวด
ลอมในแหลงน้ํากรอยหรือในบอเลี้ยงได (ปกรณ อุนประเสริฐ, 2531 ; สุวิทย ช่ืนสินธุ, 2531) 

กุงมีลําตัวเปนขอปลอง ท้ังหมดมีประมาณ 19 ปลอง แตละปลองมีระยางคหน่ึงคู ระยางคแตละ
คูมีหนาท่ีแตกตางกัน ลําตัวของกุงแบงออกไดสามสวนใหญ ๆ คือ หัว อก และลําตัว สวนหัวมีหาปลอง
แตรวมเปนปลองเดียว มีเปลือกคลุม เปลือกหุมตัวตอนหนาสุดของปลองที่หน่ึงจะยื่นเปนฟนแหลมไป
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ขางหนาเรียกวา กรี ใตกรีมีตาหนึ่งคู ปากกุงอยูระหวางขากรรไกร สวนหัวมีระยางคหาคู สองคูแรกเปน
หนวดใชในการสัมผัส ระยางคคูที่สามไดแก ขากรรไกรลาง มีหนาที่ในการขบเคี้ยวอาหาร สวนคูที่สี่
และคูที่หาเปนขากรรไกรบน มีหนาที่เชนเดียวกับขากรรไกรลาง สวนอกมีแปดปลอง ไดแก ปลองที่ 6-
13 ระยางคสามคูแรก (ระยางคคูท่ี 6, 7 และ 8) อยูบนอกเรียกวา maxillipeds มีหนาที่ชวยในการกิน
อาหาร ระยางคคูที่ 9, 10 และ 11 มีลักษณะเปนกาม กามแตละคูจะมีขนาดและความยาวใกลเคียงกัน อัน
เปนลักษณะเฉพาะของกุงทะเลในวงศ Penaeidae ระยางคสามคูนี้ มีหนาที่ชวยในการจับฉวยอาหารเขา
ปาก หรือปองกันตัวเมื่อมีภัย สวนระยางคคูท่ี 12 และคูที่ 13 เปนขาใชสําหรับเดิน เคลื่อนไหว และทํา
ความสะอาดลําตัว ลําตัวมีหกปลอง เปลือกปลองทองอันที่สองไมทับปลองแรก ระยางคคูท่ี 14, 15, 16, 
17 และ 18 มีลักษณะคลายใบพายใชสําหรับวายน้ํา สวนระยางคคูท่ี 19 หรือหางประกอบดวยแพนหาง
และหางรูปพัดยกขึ้นลงไดตามตองการ (บรรจง เทียนสงรัศมี, 2530) 

กุงกุลาดําเปนกุงทะเลที่มีขนาดลําตัวใหญ มีหนวดลายไมเดนชัด กรีอยูในแนวระนาบซึ่งมีสัน
แนวเฉียงไปทางตากุง กรีดานบนมีฟน 6-8 ซี่ ดานหลังมี 2-4 ซี่ ในขณะที่ยังมีชีวิตอยูลําตัวจะเปนสีมวง
แดง มีแถบสีนํ้าตาลหรือดําพาดขวางลําตัวดานหลังเปนปลอง ๆ ประมาณ 9 ลาย ที่ขอบหางและขาวาย
นํ้ามีขนเล็ก ๆ สีนํ้าตาลอมแดง และปลายขาเดินคูท่ี 1, 2 มีสีน้ําตาลเขม (สุวิทย ช่ืนสินธุ, 2531)  

2.9.2 การผสมพันธุ 

การผสมพันธุจะเกิดขึ้นหลังจากที่ตัวเมียลอกคราบใหม ๆ เพราะตัวผูสามารถที่จะสอด
ถุงน้ําเชื้อเขาไปในตัวเมียในระยะนี้เทานั้น โดยกุงตัวผู 1-3 ตัว จะวายน้ําไลตามกุงตัวเมีย ขณะที่กุงตัว
เมียวายน้ําในแนวดิ่งขึ้นสูผิวน้ําในระยะประมาณ 50-80 เซนติเมตร โดยจะมกีุงตัวผูเพียงตัวเดียวที่วาย
ตามขึ้นไปทันและขนานกับกุงตัวเมีย โดยจะอยูทางดานลางของตัวเมีย ตอมากุงตัวผูจะหงายทองของ
มันติดกับดานทองของตัวเมีย เมื่อทองติดกันแลวสักครูตัวผูจะหมุนตัวกลับอยางรวดเร็วและกอดรัดตัว
เมียโดยจะงอตัวของมันและยกหัวขึ้น ตัวผูจะกระดกหัวและหางเปนจังหวะตอเนื่องกัน ซึ่งจะเปนระยะ
ท่ีตัวผูสอดถุงน้ําเชื้อเขาไปอยูในตัวเมีย จนกระทั่งถึงเวลาที่กุงพรอมที่จะวางไข ตัวเมียก็จะปลอยเชื้อตัว
ผูออกมาผสมกับไขทีละนอยติดตอกัน แตถาตัวเมียยังไมพรอมท่ีจะวางไขเนื่องจากรังไขยังไมเจริญเต็ม
ท่ี ถุงน้ําเชื้อก็จะถูกบีบออกมาพรอมกับเปลือกในระหวางการลอกคราบครั้งตอไป การลอกคราบจะมี
ขึ้นทุก 2-3 อาทิตย และระยะในการลอกคราบประมาณ 5 วัน ซ่ึงจะเกิดขึ้นเฉพาะกลางคืน และกุงก็จะ
กอดรัดเพื่อผสมพันธุเฉพาะในตอน กลางคืนหลังการลอกคราบ ถุงนํ้าเชื้อใหมก็จะถูกสอดเขาไปอีกครั้ง
ในตัวเมียตัวหน่ึงสามารถรับ นํ้าเชื้อตัวผูมากกวา 2 ตัวข้ึนไป (สมชาย คํานึงถิ่น, 2532) 
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รูปที่ 2.15 โครงสรางภายนอกโดยทั่วไปของกุงกุลาดํา Penaeus monodon (Solis, 1988) 
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2.9.3 วงจรชีวิต 

 กุงกุลาดําวางไขในทะเล กุงที่มีอายุประมาณ  12-13 เดือน จะวางไขในทะเลลึกที่ระดับน้ํา
ประมาณ 15-30 เมตร ใกลกับพ้ืนทะเล กุงขนาด 70-150 กรัม จะวางไขครั้งละประมาณ  1,000,000-
1,200,000 ฟอง กุงชนิดนี้สวนมากจะผสมพันธุกันในเวลากลางคืน โดยตัวผูจะสอดอวัยวะเพศที่เรียกวา 
พีเทสมา (petesma) เขาไปในอวัยวะเพศเมียที่เรียกวา ทีไลคัม (thelycum) พรอมกับปลอยนํ้าเชื้อเขาไป
เก็บไวในถุงเก็บน้ําเชื้อเพ่ือรอโอกาสที่จะผสมกับไขในระยะหลัง เมื่อไขแกและสุกเต็มที่ก็จะถูกขับออก
มาทางชองเพศตรงโคนขาเดินคูที่สามและจะไดรับการผสมกับน้ําเชื้อตัวผู ซึ่งจะไหลออกจากถุงเก็บน้ํา
เชื้อทางรูเปดเล็ก ๆ ที่บริเวณขาเดินคูที่ส่ีของตัวเมีย แมกุงจะใชเวลาวางไขครั้งหนึ่ง ๆ ประมาณ 3-5 
นาที ไขท่ีผสมแลวขณะที่ปลอยสูน้ําทะเลใหม ๆ จะมีลักษณะกลม ไขจะคอย ๆ พัฒนาจนฟกเปนตัว 
ภายในเวลาประมาณ 15 ช่ัวโมง กุงวัยออนจะวิวัฒนาการและเปลี่ยนรูปรางไปตามขั้นตอน และเมื่อถึง
บริเวณชายฝงก็จะเลี้ยงตัวอยูในบริเวณนี้จนกระทั่งโตเต็มวัยจึงอพยพกลับสูทะเลและผสมพันธุวางไข
ตอไปอีก (วัลลภ คงเพิ่มพูน, 2532) 

2.9.4 การวิวัฒนาการและการเปลี่ยนรูปรางของกุง 

1. ลูกกุงวัยออนระยะที่หน่ึง (nauplius) 

ลูกกุงที่ฟกออกจากไขใหม ๆ จะมีขนาดเล็ก รูปรางคอนขางกลม มรีะยางค 3 คู ระยะนี้ลูกกุงจะ
ยังไมกินอาหาร แตจะไดอาหารจากถุงอาหาร (yolk sac) ที่ติดตัวมา ลูกกุงจะอยูในระยะนี้ประมาณ 1-3 
วัน ลอกคราบ 6 ครั้ง และใชชีวิตเปนแพลงตอนอาศัยอยูตามหนาดิน 

2. ลูกกุงวัยออนระยะที่สอง (zoea) 

ลูกกุงจะมีลําตัวยาวขึ้น สวนหัวโตเห็นไดชัด ลูกกุงจะคอย ๆ ลอยตัวขึ้นสูผิวนํ้าและ
เริ่มกินอาหาร ซึ่งสวนใหญเปนพวกแพลงคตอนพืชขนาด 50-100 ไมครอน ลูกกุงจะเริ่มออกไปไกลฝง
มากขึ้น กุงจะอยูในระยะนี้ประมาณ 4-5 วัน ลอกคราบ 3 ครั้ง แตละครั้งรูปรางจะเปลี่ยนไปจากเดิม 
ระยะนี้ถือเปนระยะสําคัญมากที่สุด หากลูกกุงผานระยะนี้ไปไดก็มักมีอัตราการรอดตายสงู 
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3. ลูกกุงวัยออนระยะที่สาม (mysis) 

ลูกกุงในระยะนี้มีลักษณะคลายพอแมมากขึ้น ลําตัวมองเห็นเปนสวนหัวและสวนทอง ขาสําหรับเดิน
มองเห็นชัดขึ้น เริ่มมีขอปลอง แตการวายยังอยูในลักษณะหัวช้ีลงอยู ระยะนี้สามารถกินโรติเฟอร 
(Rotifer) ไรน้ําเค็ม (artemia) ไขแดง ระยะนี้ใชเวลา 3-4 วัน ลอกคราบรวม 3 ครั้ง 

4. ลูกกุงวัยออนระยะที่สี่ 

ลูกกุงจะเริ่มวายเฉียงขึ้นเหมือนพอแม จะอยูในระยะนี้ประมาณ 7 วัน ลอกคราบ 3 ครั้ง มีลําตัว
ยาว 5.56 มิลลิเมตร เริ่มมีระยางคเกือบครบเหมือนกุงเต็มวัย 

จากกุงวัยออนระยะที่ส่ีนี้ ลูกกุงจะวิวัฒนาการไปเรื่อย ๆ จนเขาสูวัยรุน (Juvenile) กุงจะอยู
ระยะที่ส่ีนี้ประมาณ 30 วัน มีความยาวประมาณ 1.2-2 เซนติเมตร หนักประมาณ 1.01-1.02 กรัม ลูกกุง
ในระยะนี้จะเลี้ยงตัวอยูบริเวณปาไมชายเลน หรือในแหลงน้ํากรอยประมาณ 3-4 เดือน ก็จะโตเปนกุงวัย
รุน  เมื่อมีอายุไดประมาณ  6 เดือน  กุ งจะเดินทางออกสูทะเลเพื่ อผสมพันธุตอไป  (พรรณิภา                
หาญวิวัฒนกิจ, 2532) 

2.9.5 การลอกคราบ 

กุงจําเปนตองลอกคราบเพื่อการเจริญเติบโต ทั้งนี้เพราะเปลือกกุงเปนอวัยวะท่ีไมสามารถเพิ่ม
ขนาดไดเหมือนกับเปลือกหอยหรือกระดองเตาได ดังนั้นในการเพิ่มขนาดตัวของกุงแตละครั้งจึงจําเปน
ตองสลัดเอาเปลือกเกาท้ิงไปแลวสรางเปลือกใหมท่ีมีขนาดใหญกวาขึ้นมาแทน กุงจะเริ่มลอกคราบตั้ง
แตฟกออกจากไขเพียงไมกี่ช่ัวโมง และจะลอกคราบไปเรื่อย ๆ ตลอดชีวิตกอนท่ีกุงจะลอกคราบจะมี
การสะสมอาหารในรางกายมากกวาปกติโดยเฉพาะสารที่สรางเปลือก เพราะเปลือกจะตองแข็งตัวโดย
เร็ว หลังจากลอกคราบแลว เมื่อกุงสลัดเปลือกออกหมด ลําตัวจะขยายใหญขึ้น และเปลือกจะแข็งตัวภาย
ใน 3-8 ช่ัวโมง การลอกคราบของกุงแตละครั้งอยูภายใตการควบคุมของระบบประสาทสวนกลางและ
ฮอรโมนสองชนิดที่อยูในกานตา ดังนั้นถามีการตัดกานตาออกจะทําใหกุงลอกคราบไดเร็วขึ้น แตโดย
ท่ัวไปกุงจะลอกคราบชาหรือเร็วนั้นขึ้นอยูกับปจจัยอ่ืน ๆ หลายอยางดวย เชน วัยของกุง อาหาร แสง 
และอุณหภูมิ ถาสภาพแวดลอมเหมาะสมกับกุงจะลอกคราบหางกันครั้งละประมาณ 20-30 วัน (วัลลภ 
คงเพิ่มพูน, 2532) 
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2.9.6 ความแตกตางระหวางกุงกุลาดําเพศผูและเพศเมีย 

กุงกุลาดําเปนสัตวที่มีเพศแยกกัน โดยปกติกุงเพศเมียมักจะมีขนาดใหญกวากุงเพศผูที่อายุเทา
กัน การที่จะแยกไดวาเปนกุงเพศเมียหรีอกุงเพศผูไดน้ัน สังเกตไดจากกุงเพศผูจะมีพีเทสมาซึ่งพัฒนามา
จากสวนของแขนงอันใน (endopod) ของระยางควายน้ําคูท่ีหน่ึง พีเทสมามีลักษณะคลายเดือยยางแข็ง 2 
อันซายขวาติดกันดวยคิวติเคิล (cuticle) บาง ๆ ทับซอนกันท่ีบริเวณโคนขา และสามารถคลี่ออกเปน
แผนกวางได กุงวัยรุนเพศผูน้ันพีเทสมาจะยึดติดกับสวนโคนขาวายน้ํา เมื่อถึงการลอกคราบครั้งสดุทาย
เพื่อเปนกุงโตเต็มวัย ขอบของพีเทสมาประมาณครึ่งหนึ่งจะแผออกติดกันตลอดอัน และมีปุมคลายติ่งทํา
หนาท่ีชวยในการยึดติดในเวลาผสมพันธุ สวนในกุงเพศเมียน้ันสังเกตไดจากบริเวณสวนทองของตัวเมีย
จะมีติ่งแบน ๆ เรียกวาทีไลคัม มีลักษณะคลายลอนหรือพูเล็ก ๆ หลายอันเรียงกันอยูตรงบริเวณโคน
ขาเดินคูที่สี่และหา ซึ่งดานในมีถุงสําหรับเก็บนํ้าเชื้อตัวผูไวในเวลามีการ ผสมพันธุและมีทอนํา
ไขเปดออกโคนขาเดินคูที่สาม (ปยะพงศ โชติพันธุ, 2529 ; พูลศิริ พฤกษกานนท, 2542 ; จันทรทิพย 
คงสินรัตนชัย, 2543) 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.16 ภาพจากดานทองของกุงกุลาดําแสดงขาวายน้ํา พีเทสมาและทีไลคัม (บรรจง เทียน
สงรัศมี, 2530) 
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รูปที่ 2.17 ภาพวาดแสดงพีเทสมาของกุงกุลาดําเพศผู (ซาย) และทีไลคัมของกุงกุลาดําเพศเมีย (ขวา) 
(Farfante and Kensley, 1997) 
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2.9.7 โครงสรางภายในกานตากุงกุลาดํา 

 กุงมีตาประกอบเปนอวัยวะรับสัมผัสซึ่งประกอบดวยหองเล็ก ๆ ท่ีเรียกวา ออมมาทิเดีย 
(ommatidia) เปนรูปกรวยจํานวนประมาณ 2,500 หนวย แตละหนวยมีมานตา เซลลมานตา 2 เซลล และ
เซลลเม็ดสี บริเวณฐานเปนเซลลที่ไวตอแสงเรียกเรตินา ติดตอไปยังสมองทางเซลลประสาท การมอง
เห็นของกุงจึงมีเขตจํากัดในแตละออมมาทิเดียม และภาพซึ่งปรากฏแกตากุงทั้งหมดนั้นจะประกอบดวย
ภาพเล็ก ๆ หลายภาพรวมกัน มองเห็นเปนภาพเดียว (สุรินทร มัจฉาชีพ, 2526) 

ตากุงเมื่อลอกเปลือกแข็ง (Exoskeleton) ภายนอกกานตาออก โครงสรางจากภายนอกเขาไปจะ
เปนเรตินา (retina, R) lamina ganglionaris (LG), ถัดเขาไปมีปมประสาทตา (optic ganglia) ซึ่งแบงออก
เปน 3 บริเวณ ไดแก medulla externa (ME), medulla interna (MI), และ medulla terminalis (MT) ปม
ประสาทแตละบริเวณมีเซลลประสาท (neuronal cell body, N) ในบริเวณตาง ๆ ของตากุง จะทําหนาที่
ผลิตฮอรโมนสงไปตามเสนใยประสาท (nerve fiber) ซึ่งปลอยออกและสะสมที่ตอมไซนัส (sinus 
gland, SG) และหลั่งเขาสูกระแสเลือดหรือฮีโมลิมป (haemolymph) ของกุง นอกจากนี้ยังมีเสนใย
ประสาทเชื่อมตอไปยังเสนประสาทตา (optic nerve, OpN) และสงเขาสูสมอง (brain) (ภาพประกอบ 
2.18) (จันทรทิพย คงสินรัตนชัย, 2543) 

 
รูปท่ี 2.18  แสดงโครงสรางภายในกานตากุงกุลาดํา 



27
 

งานวิจัยที่เกี่ยวของ 
งานวิจัยท่ีเกี่ยวของกับการใชเครื่อง Mass spectrometer มาหาลําดับกรดอะมิโน 

จากการศึกษาคนควางานวิจัยที่ผานมาในเรื่องของการใชเครื่อง Mass spectrometry หาลําดับ
กรดอะมิโดยพบวา ในป ค.ศ. 1959 Biemann, Seibl and Gapp เปนกลุมแรกที่นําเครื่อง Mass 
spectrometer มาหาลําดับกรดอะมิโนของเปบไทด (Siuzdak, 1996) แตในรายงานไมไดบอกรายละเอียด
วาเปนเครื่องแบบใด ตอมาในป ค.ศ.1988 Michel และคณะใชเครื่อง Tendem Quadrupole Fourier 
Transform Mass Spectrometry หาลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนท่ีอยูในคลอโรพลาสของตนผักขม 
หลังจากนั้นในป ค.ศ.1989 Bieber และคณะไดใชเครื่องมือแบบเดียวกันหาลาํดับกรดอะมิโนของพิษงู
กะปะ  

สําหรับการใชเครื่อง MALDI TOF พบวา ในป ค.ศ.1993 Chait และคณะก็ประสบความสําเร็จ
ในการใชเครื่อง MALDI-TOF mass spectrometry หาลําดับกรดอะมิโนไดเปนกลุมแรก โดยบอกวา
เทคนิคนี้เปนเทคนิคท่ีใชปริมาณสารตัวอยางนอย ทําไดรวดเร็ว สามารถอานผลไดในขั้นตอนเดียว (one 
step readout) ตางจากวิธี Edman degration ท่ีตองทําหลายข้ันตอนและใชเวลานาน หลังจากนั้นเทคนิค
การหาลําดับกรดอะมิโนโดยการใชเครื่อง MALDI-TOF mass spectrometry ก็เปนที่นิยมทํากันแพร
หลาย ในรอบ 10 ปมงีานวิจัยที่ใชเทคนิคนี้มากมาย ในป ค.ศ.1996 Veeleart และคณะไดใชเทคนิค Post 
source decay MALDI-TOF mass spectrometry หาลําดับกรดอะมิโนของ myoinhibiting peptide ซึ่งเปน
เปปไทดที่ทําหนาที่ยับยังการบีบตัวของกลามเนื้อทอนําไขของ Schistocerca gregaria  ซึ่งเปนสัตว
จําพวกตั๊กแตนที่อาศัยอยูในทะเลทราย โดยสกัดแยกออกมาจากสมองแยกออกมาได 8 ชนิดและพบวา
ท้ัง 8 ชนิดนี้มี Leu ท่ีปลาย C-terminal เหมือนกับพวกแมงสาบและจิ้งหรีด ในป ค.ศ.1999 Schilling 
และคณะไดใชเทคนิค Post source decay MALDI-TOF mass spectrometer หาลําดับกรดอะมิโนของ 
cyclic peptide โดยพบวาเมื่อเกิดการแตกตัว วงของ peptide จะขาดออกเปนเสนตรงและยืนยันวาวิธีนี้
สามารถหาลําดับกรดอะมิโนของ cyclic peptide ได (Schilling et al, 1999) ในปเดียวกัน Jespersen และ
คณะไดหาลําดับกรดอะมิโนของ neuropeptide ที่สกัดจากตอมใตสมองของ Xenopus leavis ซึ่งเปนสัตว
ครึ่งบกครึ่งน้ําชนิดหนึ่งโดยพบวาสารท่ีสกัดไดมีนํ้าหนักโมเลกุล 1,392.7 ดาลตัน จากการหาลําดับกรด
อะมิโนพบวาอยูในกลุม vasotocin แตที่มี lys-Arg ที่ปลายC-terminal แสดงวาเปนสารตั้งตนของ 
vasotocin สารทั้งคูมี disulfide และไมเปนเสนตรง ในป ค.ศ.2000 Deng และคณะไดใชเทคนิค 
MALDI-TOF-MS-FAST หาลําดับกรดอะมิโน ของangiotensin II และ adrenocorticotropic hormone 
fragment 18-39 และรายงานวาการทํา FAST เปนการหาลําดับกรดอะมิโนที่รวดเร็วมีความแมนยําสูงวิธี
หนึ่งในป ค.ศ.2001 Marvin และคณะไดใชเทคนิค post source decay MALDI-TOF mass spectrometry 
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หาลําดับกรดอะมิโนของ neuropeptide ที่ควบคุมการหดตัวของกลามเนื้อในสัตวพวกหอยโดยสกัดมา
จากปมประสาทของปลาหมึก นํามาหาน้ําหนักโมเลกุล โดยเครื่อง MALDI-TOF MS ได 756.6 ดาลตัน
และใชเทคนิค post source decay หาลําดับกรดอะมิโน ลําดับกรดอะมิโนท่ีไดคือ Val-Tyr-Ser-Ala-Pro-
Gly-OH พบวา neuropeptide ปลอยมาจากปลายเสนประสาทไปมีผลตออวัยวะเปาหมายไมสามารถ
ตรวจไดในน้ําเหลือง  

จากการศึกษาคนควาเรื่อง CHH พบวาในป ค.ศ.1989 Kegel และคณะใชเทคนิค manual 
microsequencing หาลําดับกรดอะมิโนของ CHH ท่ีสกัดไดจากปูน้ําเค็ม Carcinus maenas และหาน้ํา
หนักโมเลกุลโดยใชเครื่อง FAB MS พบวาประกอบดวยกรดอะมิโน 72 หนวยน้ําหนักโมเลกุล 8,524 
ดาลตัน ในป ค.ศ. 1995 Yang และคณะหาลําดับกรดอะมิโนของ CHH และสารคลายอีก 4 ชนิดจากกุง 
Penaeus japonicus พบวา CHH มีลําดับกรดอะมิโน 72 หนวยน้ําหนักโมเลกุล 8,353 ดาลตันสวนสาร
คลายอีก 4 ชนิดมีลําดับกรดอะมิโนคลายกับ CHH มีน้ําหนักโมเลกุล 8,368, 8,487, 8,328และ 8,314 
ดาลตันตามลําดับในป ค.ศ.1998 Marcoและคณะ หาลําดับกรดอะโนของฮอรโมน CHH ที่สกัดไดจาก
กานตาของกุง Jansus lalandii พบวามีลําดับกรดอะมิโนเหมือนสัตวน้ําอ่ืน 51-76% จะมีสวนตางกัน
ตรงปลาย N-terminal และพบวาการหาลําดับกรดอะมิโนดวยเทคนิค MALDI-TOF MS ใชจํานวนกาน
ตานอยกวา 400 กานตาใน ป 2000 Davey  และคณะ ไดสกัดแยก CHH จากกานตาของกุงกุลาดําได 5 
ชนิดและใชเครื่องelectrospray ionization-Fourier transform mass spectrometry  หาลําดับ DNA จาก
การเปรียบเทียบในฐานขอมูล DNA  เปปไทดที่ไดจัดอยูกลุมเหมือนกับ CHH-like type I hormones ซึ่ง
ประกอบดวยกลุมของ CHI-Is และ molt-inhibiting hormone (MIH) จากกุง lobster Homarus 
americanus 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 



 
บทที่ 3 

วิธีการทดลอง 
3.1 อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการทดลอง 
อุปกรณ 
1.เครื่อง Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time of Flight Mass Spectrometry 
(MALDI-TOF) รุน BIFLEX บริษัท Bruker ประเทศเยอรมัน 
2.เครื่องชั่งแบบละเอียด (Electronic Balance) รุน fx-180 บริษัท A&D ประเทศญี่ปุน 
3.เครื่องเขยาผสม (Vortex-Mixer) รุน Vortex-genie No.2 บริษัท Scientific Industries ประเทศ 
สหรัฐอเมริกา 
4.Auto pipette รุน pipetman บริษัท Gilson ประเทศฝรั่งเศส 
5.เครื่องผลิตน้ํา DDI labconco รุน 90005-03c-บริษัท BEC THAI ประเทศไทย 
6.ตูแชแข็ง –70 oc รุน MDF 790 AI บริษัท Sanyo ประเทศญี่ปุน 
 
 
สารเคมี                 บริษัทผูผลิต        ประเทศ 
1.Methanol (HPLC grade)    BDH  อังกฤษ 
2.Acetonitrile (HPLC grade)       Mallinckrodt สหรัฐอเมริกา 
3.Acetone (AR grade)     Mallinckrodt สหรัฐอเมริกา 
4.Trifluroacetic acid     Sigma  สหรัฐอเมริกา  
5.α-Cyano-4-hydroxycinamic acid (CCA)  Sigma  สหรัฐอเมริกา 
6.Sinapinic Acid                   Sigma  สหรัฐอเมริกา 
7.Human angiotensin II (Ag II)    Sigma  สหรัฐอเมริกา
8.Adrenocorticotropic Hormone Fragment 18-39  Sigma  สหรัฐอเมริกา 
9.Peptide sequence standard    Sigma  สหรัฐอเมริกา 
10.Insulin from bovine pancreas                 Fluka  สวิตเซอรแลนด 
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3.2 โปรตีนตัวอยาง 

โปรตีนตัวอยางเปนฮอรโมน CHH บริสุทธิ์ที่สกัดไดจากกานตากุงกุลาดํา โดยสกัดดวยเม
ทานอล-กรดอะซิติก-น้ํา  (90 : 1 : 9) ดูดซับดวย C18 Sep-Pak cartridge และทําใหบริสุทธิ์โดยใช 
RP-HPLC 4 ขั้นตอน  (Prepak C18 column ; mobile phase เปน  ACN / TFA, Microsorb MV C8 
column ; mobile phase เป น  ACN / HFBA, Microsorb MV cyano ; mobile phase เป น  ACN / 
HFBA และ Microsorb MV cyano ; mobile phase เปน ACN / TFA ตามลําดับ) และตรวจหาสาร
คลาย CHH ดวยวิธี Dot-ELISA ซ่ึงใชแอนติบอดีตอเปปไทดสังเคราะห YANAVQTV-NH2 (T+) ที่
ไดจาก นันทิกา ปานจันทร ในป 2541 (นันทิกา ปานจันทร, 2541) นอกจากนี้ยังมี FMRF amide 
สกัดจากกานตนกุงกามกราม เปนเปปไทดอีกตัวที่นํามาทดสอบ 
 
 
3.3 สารมาตรฐาน 
 สารมาตรฐานที่ใชคือ Adrenocorticotropic Hormone (ACTH) Fragment 18-39และ 
Human angiotensin II (Ag II)  
 
3.4 การเตรียมเมทริกซ (Matrix) 

ในการทดลองครั้งนี้ใช  α-Cyano-4-hydroxycinamic acid (CCA) เปนเปนเมทริกซโดยมี
วิธีการเตรียมคือ  

 ชั่ง α-Cyano-4-hydroxycinamic acid (CCA) 2 mg ละลายในสารละสายที่มีสวนผสมของ 
acetonitrile 100µl และ สารละสาย 0.1% TFA 100µl ใชเครื่องเขยาผสมชวยในการละลาย สาร
อาจละลายไมหมดมีตะกอนเหลืออยูบาง เก็บสวนที่เปนของเหลวมาใช หากใชไมหมดเหลือเก็บไว
ในตูเย็นสารจะมีประสิทธิภาพลดลงหากเก็บไวเกิน 1 เดือน (Keough et al, 1999) 

 
3.5 การเตรยีมสารละลายตัวอยาง 
  มีวิธีการเตรียมคือ นําสารตัวอยางละลายใน 0.1% trifluoroacetic acid โดยเตรียมใหมี
ปริมาณความเขมขนประมาณ 1 picomol/microlite หากใชไมหมดเก็บไวที่ 0 องศาเซลเซียสสามารถ
นํามาใชใหมได 
  สําหรับการเตรียมตัวอยางบนProbe เพื่อนําเขาเครื่องวิเคราะหมีวิธีการเตรียมดังนี้  

ใชautopipett หยดเมทริกซ  1 µl ลงบน probe แลวหยดสารละลายตัวอยางที่เตรียมไวตาม
ลงไปในปริมาณเทากัน ผสมใหเขากันโดยใชปลาย autopipet คนไปมาหรือดูดสารผสมดวย 
autopipett แลวพนออกมา 2-3 คร้ัง  ใช air dry เปาใหแหง หากสารตัวอยางมีเกลือปนเปอนใหหยด
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น้ําลงไปบนprobe ทิ้งไว 2-10 วินาทีแลวเทออกสามารถลางเกลือได(Vorm et al, 1994) หลังจากนั้น
เปาใหแหงเหมือนเดิม นําเขาเครื่องเพื่อวิเคราะห ระบบสูญญากาศของเครื่องจะทําใหสารคงสภาพ
เดิมไดนานเกิน 10 ช่ัวโมงโดยไมมีผลเตอการตรวจวัด(Beavis and Chait, 1990) 

 
3.6 การหาน้ําหนักโมเลกุล 
   เครื่องMALDI-TOF MSที่ใชจะมี ความแรงของ laser power 200 micro joule ความดันที่ 
3x10-6mbar ความตางศักยที่สารตัวอยาง 20 kV ใช reflectron mode ความตางศักย ที่ reflectron 20 
kV ยิงเลเซอร 20-30 คร้ังทั่วทุกจุดบน probe ใช Adrenocorticotropic Hormone Fragment 18-39, 
Human angiotensin II (Ag II) และ Insulin from bovine pancreas เปนสารมาตรฐานหาน้ําหนัก
โมเลกุล 
  
 

 
 
 

 
รูปที่ 3.1แสดงเครื่อง BIFLEX Bruker MALDI-TOF MS 
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รูปที่ 3.2 แสดง Probe ที่ใสสารตัวอยาง 

 
รูปที่ 3.3 แสดงตําแหนงที่ใสสารตัวอยาง 
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3.7 การทํา post source decay 
ทํา Post source decay ที่ความตางศักยของ reflectron ตางๆ ดังนี้คือ 

20, 17.52, 14.97, 11.278, 8.487, 6.392, 4.815, 3.627, 2.728, 2.057, 1.547, 1.18, 0.94, 0.747 kV  
ใชโปรแกรมคอมพิวเตอรที่เรียกวา FAST (Fragment Analysis Structure Tof) มาตอแมสสเปคทรัม
ของแตละความตางศักย ไดผลเปนแมสสเปคทรัมของการแตกตัวของสายเปปไทดสายเดิม หรือที่
เรียกวา post source decay mass spectrum 
 หลังจากนั้นนําแมสสเปคทรัมที่ไดมาแปลเปนลําดับกรดอะมิโน และเปรียบเทียบกับผล
จากการคํานวณดวยโปรแกรมคอมพิวเตอรเพื่อตรวจสอบความถูกตอง 
 
3.8 การตรวจสอบการหาลําดับกรดอะมิโนดวยโปรแกรม Protein prospector at JPSL ver 3.4.1 

โปรแกรม Protein prospector at JPSL สามารถใชไดทาง Internet website 
http://jpsl.ludwig.edu.au/ โปรแกรมนี้เปนโปรแกรมที่ไดพัฒนามาจากความรวมมือของ 
 Protein Structure Laboratory (Ludwig Institute (Melbourne) & The Walter and Eliza Hall 
Institute) and the UCSF Mass Spectrometry Facility  
   
3.8 การตรวจสอบลําดับกรดอะมิโนที่ไดกับฐานขอมูลโปรตีน 
 การตรวจสอบลําดับกรดอะมิโนที่ไดกับฐานขอมูลโปรตีน ตรวจสอบทางอินเตอรเน็ต web 
site  www.matrixscience.com 



บทที่ 4 
ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

4.1 ผลการหาลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนมาตรฐาน 
  เปปไทดมาตรฐานที่ใชคือ Adrenocorticotropic Hormone Fragment 18-39 (ACTH Fragment 
18-39) และ Human angiotensin II (Ag II) นํามาหาลําดับกรดอะมิโนดวยเทคนิค post source decay 
MALDI-TOF เพื่อทดสอบความถูกตองของวิธีการ ไดผลการทดลองดังนี้ 
4.1.1 Adrenocorticotropic Hormone Fragment 18-39 (ACTH Fragment 18-39) 
 น้ําหนักโมเลกุลของของ ACTH Fragment 18-39 หาโดยใชเครื่อง MALDI-TOF Mass 
spectrometer ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.1 
 

 
 

รูปที่ 4.1 แสดง Mass spectrum ของ ACTH Fragment 18-39 
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จาก Mass spectrum ของ ACTH Fragment 18-39 นํ้าหนักโมเลกุลที่ไดคือ 2465.15 ดาลตัน 
หลังจากหาน้ําหนักโมเลกุลของ ACTH Fragment 18-39 แลวใชเทคนิค Post source decay เพื่อหาลําดับ
กรดอะมิโน ผลของ Post source decay mass spectrum ที่ไดแสดงดังรูป 4.2 
 

 
 

รูปที่ 4.2 แสดง  Post source decay mass spectrum ของ ACTH fragment 18-38 
 

จาก Post source decay mass spectrum ของ ACTH fragment 18-38 แสดงพีคของ b ไอออน 
สวนพีคอื่นๆ เปนพีคของ a, c, x, y, z ไอออน และพีคของสิ่งปนเปอน สามารถตรวจสอบความถูกตอง
ของพีคที่ระบุได โดยการเทียบกับผลจากการคํานวณดวยคอมพิวเตอร ผลจากการคํานวณดวยโปรแกรม
คอมพิวเตอร นํ้าหนักโมเลกุลของแตละชิ้นสวนที่แตกตัวแสดงดังตารางที่ 4.1 
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ตารางที่ 4.1 แสดงน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นสวนตางๆที่แตกตัวของ ACTH fragment 18-38ซึ่ง
ไดจากการคํานวณดวยคอมพิวเตอร  
 

 
 

หลังจากตรวจสอบความถูกตองแลว แปลผลที่ไดเปนลําดับกรดอะมิโน ลําดับกรดอะมิโนของ 
ACTH fragment 18-38 คือ Arg-Pro-Val-Lys-Val-Tyr-Pro-Asn-Gly-Ala-Glu-Asp-Glu-Ser-Ala-Glu-
Ala-Phe-Pro-Leu-Glu-Phe 
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4.1.2 Human angiotensin II (Ag II) 
  นํ้าหนักโมเลกุลของ Human angiotensin II (Ag II) หาดวยเครื่อง MALDITOF Mass 
spectrometer ผลที่ไดแสดงในรูปที่ 4.3 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 

รูปท่ี 4.3 Mass spectrum ของ Human angiotensin II 
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จาก Mass spectrum นํ้าหนักโมเลกุลของ Human angiotensin II ที่ไดคือ 1046.55 ดาลตัน และ
พีคที่ไดถัดมาคือพีคของไอโซโทป 

 
 
 
 

รูปที่ 4.4 Post source decay mass spectrum ของ Human angiotensin II 
 
 

  Post source decay mass spectrum ของ Human angiotensin II ระบุพีคของ b ไอออน และ y 
ไอออน โดยตรวจสอบความถูกตองกับผลที่ไดจากการคํานวณดวยคอมพิวเตอร ดังตารางที่ 4.2  
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ตารางที่ 4.2 แสดงน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นสวนตางๆท่ีแตกตัวของ Human angiotensin II ซึ่งไดจากการ
คํานวณดวยคอมพิวเตอร 
 
 

 
 
 
 

จากผล Post source decay mass spectrum ลําดับกรดอะมิโนของ Human angiotensin II ท่ีได
คือ  Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe 
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4.2 การหาลําดับกรดอะมิโนของเปปไทดตัวอยาง 
 เปปไทดตัวอยางที่ใชมี 2 ชนิด คือ FMRF amide จากกานตาของกุงกามกราม และ CHH จาก
กานตาของกุงกุลาดํา 
4.2.1 FMRF amide จากกานตาของกุงกามกราม 
 น้ําหนักโมเลกุลของ FMRF amide จากกานตาของกุงกามกรามหาดวยเครื่อง MALDI TOF 
แสดงดังรูป 4.5 
 
 
 

 
 

 
 

รูปท่ี 4.5 Mass spectrum แสดงน้ําหนักโมเลกุลของ FMRF amide จากกานตาของกุงกามกราม 
 จากMass spectrum น้ําหนักโมเลกุลที่ได คือ 942.88 ดาลตัน พีคถัดมาคือพีคของไอโซโทป  
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รูปท่ี 4.6 Post source decay mass spectrum ของ FMRF amide จากกานตาของกุงกามกราม 
  

จาก Post source decay mass spectrum ของ FMRF amideจากกานตาของกุงกามกราม ระบุพีค
ท่ีเปน b ไอออนเพื่อนํามาเรียงเปนลําดับกรดอะมิโน ตรวจสอบความถูกตองโดยดูจากผลการคํานวณ
ดวยเครื่องคอมพิวเตอรดังตารางที่ 4.3 
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ตารางที่ 4.3 แสดงผลจาการคํานวณน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นสวนตางๆท่ีแตกตัว ของ FMRF amide จาก
กานตาของกุงกามกราม 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ลําดับกรดอะมิโนที่ไดคือ Ala-Pro-Ala-Leu-Arg-Leu-Arg-Phe 
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4.2.3 เปปไทดตัวอยางเปน CHH ที่สกัดไดจากกานตากุงกุลาดํา 
 นํา CHH มาหาน้ําหนักโมเลกุลดวยเครื่อง MALDI TOF ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.7 
 
 
 

 
 
 
 

รูปที่ 4.7 แสดงMass spectrum ของ CHH 
 จาก Mass spectrum นํ้าหนักโมเลกุลของ CHH ที่ไดคือ 1340.04 ดาลตัน 
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รูปที่ 4.8 Post source decay mass spectrum ของ CHH 
จาก Post source decay mass spectrum ของ CHH ระบุพีคที่เปน b ไอออน และ y ไอออน ตรวจ

สอบคาที่ไดกับผลจากการคํานวณดวยคอมพิวเตอรดังตารางที่ 4.4 
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ตารางที่ 4.4 แสดงน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นสวนท่ีแตกตัวของ CHH ซึ่งไดจากการคํานวณดวย
คอมพิวเตอร 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ลําดับกรดอะมิโนที่ไดคือ His-Glu-Glu-Tyr-Gln-Ala-His-Val-Gln-Thr-Val 
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4.3 วิจารณผลการทดลอง 
 Crustacean Hyperglycaemic Hormone (CHH) รูปแบบหนึ่ง สกัดจากกานตาของกุงกุลาดํา 
Peneaus monodon ดวยเทคนิคทางทาง High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ตรวจสอบ
สารท่ีไดดวยวิธี Dot-ELISA ซึ่งใชแอนติบอดีตอเปปไทดสังเคราะหของ CHH หาน้ําหนักโมเลกุลดวย
เครื่อง Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Mass Spectrometer (MALDI-TOF) นํ้าหนัก
โมเลกุลที่หาไดเทากับ 1,340.04 ดาลตัน และหาลําดับกรดอะมิโนดวยเทคนิค post source decay (PSD) 
ลําดับกรดอะมิโนที่หาไดคือ His-Glu-Glu-Tyr-Gln-Ala-His-Val-Gln-Thr-Val  (HEEYQAHVQTV)  
จากผลการทดลองพบวา CHH ท่ีสกัดไดจากกานตาของกุงกุลาดํารูปแบบนี้มีลําดับกรดอะมิโนท่ีมีปลาย 
C-terminal เปน valine ซึ่งเหมอืนกับลําดับกรดอะมิโนของ CHH ในสัตวกลุมครัสเตเชียนอื่นๆ มีลําดับ
กรดอะมิโน 3 หนวยทางปลาย C-terminal เหมือนกับ Peneaus japonicus  มีลําดับกรดอะมิโน 4 หนวย
ทางปลาย C-terminal เหมือนกับ Procambarus bouvieri , Orconectes limosus  จากผลการทดลอง CHH 
ท่ีสกัดมาไดเปนรูปแบบหนึ่งของ CHH สามารถทําปฏิกริยากับแอนติบอดี CHH แสดงวาเปน CHH รูป
แบบหนึ่งแตมีขนาดเล็กกวา CHH ที่พบในสัตวกลุมครัสเตเชียนอื่น โดยมีลําดับกรดอะมิโน 11 หนวย
แต CHH ที่พบในสัตวกลุมครัสตาเชียนอื่น มีลําดับกรดอะมิโนมากกวา 70 หนวย 
 จาการคนขอมูลในฐานขอมูลโปรตีนพบวาเปปไทดที่ไดมีลําดับกรดอะมิโนที่เหมือนกับสวน
หนึ่งของฮอรโมน CHH ท่ีสกัดไดจากกานตากุงกุลาดํา 2 รูปแบบดังนี้ 
ลําดับกรดอะมิโนของเปปไทดท่ีไดคือ HEEYQAHVQTV 
 
CHH gi 4138875 
  SCKGVYDREL LGGLSRLCDD CYNVFREPKV ATECRSNCFY NSVFVQCLEY 
LIPADLHEEY QAHVQTVGK 
 
CHH gi 1264320 
 MTAFRLVAVA LAVVVVACSTT WARSLEGSSS PVASLIRGRS LSKRANFDPS 
CAGVYNRELL GRLSRLCDDC YNVFREPKVA TECRSNCFYN PVFVQCLEYL IPADLHEEYQ 
AHVQTVGK 
 
ตําแหนงท่ีขีดเสนคือตําแหนงที่มีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกับเปปไทดท่ีหาได 
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 สําหรับการหาลําดับกรดอะมิโนดวยเทคนิค Post source decay (PSD) นับวาเปนเทคนิคที่มี
ประโยชนตองานวิจัยเรื่องกุงเปนอยางมาก ขอดีของเทคนิคนี้คือใชปริมาณสารตัวอยางนอย ซึ่งจะ
สามารถลดปญหาการใชสัตวทดลอง ที่ผานมาในการทําแตละครั้งตองใชปริมาณกุงจํานวนมาก นอก
จากนี้ยังสงผลใหลดปริมาณคนทํา ปริมาณสารเคมีและระยะเวลาตามไปดวย อีกอยางหนึ่งในงานวิจัย
เรื่องกุงไดมีการใชเครื่องเครื่อง matrix Assisted Laser Desorption Ionization Mass Spectrometer 
(MALDI-TOF) เพื่อหาน้ําหนักโมเลกุลอยูแลว ดังนั้นหากสามารถหาลําดับกรดอะมิโนไดดวยจะทําให
ลดจํานวนขั้นตอนในการทําและการเตรียมตัวอยาง เตรียมตัวอยางครั้งเดียวหาไดทั้งน้ําหนักโมเลกุล 
และลําดับกรดอะมิโนไดเลย สําหรับเทคนิค post source decay ยังสามารถตรวจสอบความถูกตองของ
ลําดับกรดอะมิโนที่หาไดดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร  ไดอีกดวย 
  
 



บทที่ 5 
สรุปผลการทดลอง 

การทดลองใชเครื่อง Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time of Flight Mass 
Spectrometry (MALDI-TOF) หาลําดับกรดอะมิโนของเปปไทด โดยใชเทคนิค post source decay 
ในขั้นแรกใชเทคนิคนี้หาลําดับกรดอะมิโนของเปปไทดมาตรฐานคือ ACTH และ angiotensin II  
ลําดับกรดอะมิโนที่หาไดตรงกับลําดับกรดอะมิโนของเปปไทดมาตฐาน หลังจากนั้นจึงหาลําดับ
กรดอะมิโนของเปปไทดตัวอยาง โดยเปปไทดตัวอยางที่ใชคือ FMRF amide ที่สกัดมาจากกานตา
ของกุงกามกรามและ Crustacean Hyperglycaemic Hormone (CHH) ที่สกัดมาจากกานตาของกุง
กุลาดํา ลําดับกรดอะมิโนที่ไดคือ Ala-Pro-Ala -Leu -Arg -Leu -Arg -Phe และ His-Glu -Glu -Tyr -
Gln- Ala-His- Val-Gln-Thr -Val  ตามลําดับ ผลการทดลองที่ไดเมื่อเทียบกับผลจากการหาลําดับ
กรดอะมิโนดวยเทคนิคEdman degradation ผลที่ไดตรงกัน  นําลําดับกรดอะมิโนของ CHH ที่หาได
ไปสืบคนจากฐานขอมูลโปรตีนทางอินเตอรเน็ตพบวา มีลําดับกรดอะมิโนตรงกับสวนหนึ่งของ
ลําดับกรดอะโนของCHH จากกุงกุลาดํา 2 รูปแบบ 

ในการทดลองพบวาการหาลําดับกรดอะมิโนโดยเทคนิค Post source decay เปนเทคนิคที่มี
ความแมนยํา ทําไดรวดเร็ว และยังใชปริมาณสารตัวอยางนอย 
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ภาคผนวก ก 
 
ตารางที่ ก.1 แสดงน้ําหนักโมเลกุลของกรดอะมิโนแตละตัว 
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ภาคผนวก ข 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ ข.1 แมสสเปกทรัมของ CHH จากกานตากุงกุลาดําวัดที่ความตางศักย Reflectron 20.00 kV 
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รูปที่ ข.2  แมสสเปกทรัมของ CHH จากกานตากุงกุลาดําวัดที่ความตางศักย Reflectron 17.52 kV 
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รูปที่ ข.3  แมสสเปกทรัมของ CHH จากกานตากุงกุลาดําวัดที่ความตางศักย Reflectron 14.97 kV 
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รูปที่ ข.4  แมสสเปกทรัมของ CHH จากกานตากุงกุลาดําวัดที่ความตางศักย Reflectron 11.28 kV 
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รูปที่ ข.5  แมสสเปกทรัมของ CHH จากกานตากุงกุลาดําวัดที่ความตางศักย Reflectron 8.49 kV 
 
 



 61

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ ข.6  แมสสเปกทรัมของ CHH จากกานตากุงกุลาดําวัดที่ความตางศักย Reflectron 6.39 kV 
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รูปที่ ข.7  แมสสเปกทรัมของ CHH จากกานตากุงกุลาดําวัดที่ความตางศักย Reflectron 4.81 kV 
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รูปที่ ข.8  แมสสเปกทรัมของ CHH จากกานตากุงกุลาดําวัดที่ความตางศักย Reflectron 3.63 kV 
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รูปที่ ข.9  แมสสเปกทรัมของ CHH จากกานตากุงกุลาดําวัดที่ความตางศักย Reflectron 2.73 kV 
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รูปที่ ข.10  แมสสเปกทรัมของ CHH จากกานตากุงกุลาดําวัดที่ความตางศักย Reflectron 1.55 kV 
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รูปที่ ข.11  แมสสเปกทรัมของ CHH จากกานตากุงกุลาดําวัดที่ความตางศักย Reflectron 1.18 kV 
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รูปที่ ข.12  แมสสเปกทรัมของ CHH จากกานตากุงกุลาดําวัดที่ความตางศักย Reflectron 0.94 kV 
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