
3.1 สัตว์ทดลอง

กุ้งกุลาดำ (Penaeus monodon) อายุ 3-4 เดือน ซ้ือจากอำ๓ อพระ:ประแดง จังหวัด 
สมุทรปราการ

3.2 อ ุปกรณ ์และสารเคม ีทใช ัในการวิจ ัย

อ ุปกรณ ์
1. เครื่องมือผ่าตัด

2. แท่งแก้วบดเนือเยือ (glass homogenize!")

3. เครื่องป่นเหวียง (centrifuge) Sigma Z-15

4. เครองระเหยแห้ง (speed vacuum concentrator) Savant

5. เครืองดูดอากาศ (suction pump) พร้อมอุปกรณ์

6. เครืองโชนิเคเตอร์ (sonicator) Crest

7. เครือง HPLC (high performance liquid chromatography) Gilson

8. เครืองเก็บแฟรคชัน (fraction collector)

9. คอลัมน์ (column) ชนิดต่างๆ

C18 ขนาด 4.6 X  250 มิลลิเมตร Vydac

C8 ขนาด 4.6 X  250 มิลลิเมตร Microsorb-MV.Rainin

Cyano ขนาด 4.6 X  250 มิลลิเมตร Microsorb-MV.Rainin

10. เครือง MALDI-TOF MS (Matrix assisted laser desorption

ionization time-of-flight mass spectrometry) Bruker

11. C18 Sep-Pak cartridge Waters

12. กระดาษไนโตรเซลลูโลส (nitrocellulose membrane) Bio-rad

13. autopipette พร้อม tip

14. หลอดเขนตรืฟิวจ์
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15. ตู้แช่แข็ง และ ultrafreezer (-25 °c, -70 °C)

16. ตู้อบ (hot air oven) Memmert

17. กล้องจุลทรรศน์ลองตา

สารเคมี
1 .  นำแข็งแห้ง (dry ice)

2. Methanol (analytical grade) Merck

3. Acetic acid (analytical grade) Merck

4. Acetonitrile (analytical grade) Mallinkrodt

5. Acetonitrile (ACN, HPLC grade) Mallinkrodt

6. Trifluoroacetic acid (TFA, analytical grade) Fluka

7. Trifluoroacetic acid (TFA, FIPLC grade) Sigma

8. Heptafluorobutyric acid (PIFBA, FIPLC grade) Sigma

9. Sodium chloride (NaCI) Fluka

10. a-Cyano-4-hydroxycinnam ic acid (CCA) Sigma

11. Fluman angiotensin II Sigma

12. Insulin from bovine pancreas Fluka

13. Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma

14. D iam inobenzidine tetrahydrochloride (DAB) Sigma

15. 25% G lutaraldehyde Sigma

16. 30% Plydrogen peroxide (FH20 2)

17. 1 % coba lt chloride (CoCI2)

18. Phosphate buffered saline (PBS) 0.15 M pH7.2

19. Antibodies

- Mouse anti-CFHFH antiserum

- FM-23 (mouse anti-FMRF Monoclonal antibody)

- AF1-62 (mouse anti-KNEFIRFamide Monoclonal antibody)

- AF2-32 (mouse anti-KFIEYLRFamide Monoclonal antibody)

- Rabbit anti-human PP6 antiserum

Rabbit anti- PDF! antiserum
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20. Goat anti-rabbit IgG H and L chain horseradish peroxidase

conjugate (GAR-HRP) Bior&d

21. Goat anti-mouse IgG H and L chain horseradish peroxidase

conjugate (GAM-HRP) Biorad

3.3 ว ิธ ีดำเน ินการว ิจ ัย

การทดลองประกอบด้วยขั้นตอนต่าง  ๆดังนี้

1. การเก็บรวบรวมต่อมไซนัสของกุ้งกุลาดำ

2. การเตรียมสารสกัดจากต่อมไซนัสของกุ้งกุลาดำ

3. การทำให้บริสุทธิ้ของสารเปปไทด์ด้วยกระบวนการ RP-HPLC

4. การตรวจหาสารเปปไทด์โดยใช้วิธี Dot-ELISA หลังจากแยกด้วย RP-HPLC

5. การหานี้าหนักโมเลกุลโดย MALDI-TOF MS

3.3.1 การเก็บรวบรวมต่อมไซนัสของกุ้งกุลาดำ
ตัดตากุ้งกุลาดำที่มีอายุประมาณ 3-4 เดือน โดยใช้กรรไกรตัดบริเวณโคนของตา 

กุ้งที่ยังมีชีวิตอยู่ แช่ในสารละลาย 0.9% NaCI บนนำแข็ง จากนั้นตัดเอาต่อมไซนัสออกมาทันที 
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์สองตา แล้วนำไปแช่บนนี้าแข็งแห้งทันที และเก็บไว้ที -70 ๐C จนกระท่ังนำ 
มาใช้

3.3.2 การเตรืยมสารสกัดจากต่อมไซนัสของกุ้งกุลาดำ
นำต่อมไซนัสที่เก็บรวบรวมไว้จำนวนประมาณ 1,000 ต่อม มาบดละเอียดในสาร 

ละลายเมทานอล-กรดอะซิติก (เมทานอล : กรดอะชิดิก : น้ีา / 90:1:9) ปริมาตร 3.5 มิลลิลิตร บน 
นํ้าแข็ง โดยใช้ glass homogenizer แช่ไว้ที่อุณหภูมิ 4 °c เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นนำไปปัน 
แยกตะกอนออกโดยใช้เครื่องปันเหวี่ยง ด้วยแรงเหวี่ยง 10000 g เป็นเวลา 10 นาที แยกส่วนนํ้าใส 
(supernatant) เก็บไว้ ส่วนตะกอน (pellet) ที่เหลือนำไปสกัดซํ้าอีกครั้งด้วยสารละลายเมทานอส- 
กรดอะชิดิก และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 ° c  เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นนำไปปันแยกตะกอนด้วยแรง 
เหวี่ยงเท่าเดิม แยกเอาส่วนนี้าใลเก็บไว้ นำสารสกัดที่ได้ไประเหยเอาเมทานอลและกรดอะซิติกอ 
อกด้วยเครื่องระเหยแห้ง (speed vaccuum concentrator) แล้วเดิม 0.1% trifluoroacetic acid 
(TFA) ปัริมาตร 3 มิลลิลิตร นำสารสกัดไปแยกผ่าน C18 Sep-Pak cartridge เพื่อดูดขับสารสกัด
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ไว้ แล้วจึงชะด้วยสารละลาย 50% acetonitrile ใน 0.1% TFA และ 80% acetonitrile ใน 0.1% 
TFA นำสารลกัดที่ได้ใประเหยตัวทำละลาย acetonitrile ออกจนหมดด้วยเครื่องระเหยแห้ง แล้วนำ 
ไปเติมลารละลาย 20% acetonitrile ใน 0.1% TFA เพื่อปรับให้สารสกัดอยู่ในสารละลาย

acetonitrile ที่มีค'วามเข้มข้นประมาณ 10% acetonitrile (ภาพประกอบ 3.1) (วิธีการทำตัดแปลง 
จากวิธีการของ Sithigomgul and Stretton,1995)

3.3.3 การทำให้บริส ุทธของสารเปปไทด์ด้วยกระบวนการ RP-HPLC
ขั้นตอนที่ 1 นำสารสกัดจากต่อมไซนัสที่ได้จากข้อ 3.3.2 ไปฉีดเข้าเครื่อง FIPLC 

โดยผ่านคอลัมน์ C18 ขนาด 4.6 X  250 มิลลิเมตร จากนั้นซะด้วยสารคะลาย A (0.1% TFA) 
และ สารละลาย B (80% acetonitrile ใน 0.1% TFA) ที่มีค'วามเข้มข้นเริ่มต้น'จาก 10% ถึง 80% 
ของสารละลาย B โดยมีอัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที และอัตราการฝคียนแปลงความเข้มข้น 
ของสารละลาย B เป็น 1% ต่อนาที ติดตามสารที่ออกจากคอลัมน์โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที ่
ความยาวคลื่น 215 นาโนเมตร และเก็บสารละลายที่ออกจากคอลัมน์ลงในหลอดพลาสติก โดย 
เครื่องแฟรคซั่นคอลเลคเตอร์(fraction collector) ทุก  ๆ 1 นาที

ขั้นตอนที่ 2 ใช้คอลัมน์ Microsorb-MV C8 ขนาด 4.6 X  250 มิลลิเมตร ชะด้วย 
สารละลาย A (0.1% Ft F BA) และ B (80% acetonitrile ใน 0.1% FtFBA) โดยมีความเข้มข้นเริ่ม 
ต้นจาก 10% จนถึง 75% ของสารละลาย B อัตราการไหลของสารละลาย 1 มิลลิลิตรต่อนาที 
และอัตราการเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของสารละลาย B เป็น 1% ต่อนาที ติดตามสารที่ออกจาก 
คอลัมน์โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 215 นาโนเมตร เก็บสารละลายที่ออกจาก 
คอลัมน์ลงในหลอดพลาสติกโดยเครื่องแฟรคซั่นคอลเลคเตอร์ทุกๆ1 นาที

ขั้นตอนที 3 ใช้คอลัมน์ Microsorb-MV Cyano ขนาด 4.6 X  250 มิลลิเมตร ซะ 
ด้วยสารละลาย A (0.1% TFA) และ B (80% acetonitrile ใน 0.1% TFA) โดยที่ความเข้มข้นเริ่ม 
ต้นเป็น 20% - 35% B จะใช้อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที และอัตราการเปลี่ยนแปลงความ 
เข้มข้นของ B เป็น 1% ต่อนาที หลังจากนั้นเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของ B เป็น 35% - 50% 
โดยมีอัตราการเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของ B เป็น 0.5 % ต่อนาที เพีอที่จะแยกเปปไทด์จาก 
ขั้นตอนที่ 2 ให้ดีขึ้น และที่ความเข้มข้น 50% - 70% B จะเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของ B เป็น 
1% ต่อนาที เพ่ือชะสารเปปไทด์ท่ีตกค้างออกจากคอลัม■ นให้หมด ติดตามสารโดยวัดค่าการดูด 
กลืนแลงที่ความยาวคลื่น 215 นาโนเมตร เก็บสารละลายที่ออกจากคอลัมน์ลงในหลอดพลาสติก

โดยเครื่องแฟรคซั่นคอลเลคเตอร์ทุก  ๆ 1 นาที
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Eyestalks

1
Dissection

Sinus glands

.  1 .
Methanol : acetic acid : H20  (90:1:9)

1
Homogenize

I  4°c, 2 hrs. 
Centrifuge

___________________1 10000g 10 min___

Pellet

Supernatant Re-extract

Supernatant
I

r ~
Concentrate

I  0.1 % TFA 
C18 Sep-Pak cartridge

I  50% ACN/ 0.1 % TFA 
Concentrate

j  10% ACN 
HPLC

ภาพประกอบ 3.1 ขนตอนวิธีการเตรียมลารสกัดจากต่อมไซน้ลฯองกุ้งกุลาดำ
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การทำให้บรีสุทธีชั่!องสารสกัดจากต่อมไซนัสในแต่ละขั้นตอนนั้น จะ'ใช้วิธีการ

Dot-EUSA ติดตามในระหว่างการทำให้บริสุทธิ้ (วิธีการทำดัดแปลงจากวิธีๆารของ Sithigomgul 
and Stretton,1995)

3.3.4 การตรวจหาสารเปป'โทด๊โดย,วิธี Dot-ELISA หลังจากแยกด้วยกระบวนการ
RP-HPLC
แบ่งดารละลายของแต่ละแฟรคซั่น ที่ได้จากการผ่านกระนวนการ RP-HPLC 

ประมาณ 25-100 ไมโครลิตร ผลมกับโปรตีน BSA ที่มีความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ซ่ึง 
ละลายใน phosphate buffered saline (PBS) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร นำไประเหยแห้งด้วยเครอง 
ระเหยแห้ง จากนั้นเติมนั้ากลั่นลงไปปริมาตร 1 ไมโครลิตร แล้วนำไปหยดลงบนแผ่นไนโตร 
เซลลูโลสเรียงตามลำดับแฟรคซั่นที่ได้จากการผ่านกระบวนการ RP-HPLC นำแผ่นไนโตรเซลลูโลส 
ที่หยดสารแต่ละแฟรคซั่นไปอบในตู้อบอุณหภูมิ 60 °c  เป็นเวลา 30 นาที ต่อจากนั้นนำไปอบต่อ 
ในไอของ 0.4% glutaraldehyde ที่อุณหภูมิ 4 0 °c  เป็นเวลา 8 ชั่วโมง โดยวางแผ่นไนโตรเซลลูโลส 
ไว้ในกล่องปิดฝาสนิททีมีไอของ glutaraldehyde แล้วแช่ต่อในสารละลาย 0.2% glutaraldehyde  
เป็นเวลา 30 นาทีที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นล้างแผ่นไนโตรเซลลูโลสด้วยนํ้ากลั่น 4 คร้ัง  ๆละ 15 นาที 
แล้วจึงนำไปบล็อค (block) ด้วย 0.5% blotto เป็นเวลา 30 นาที เพื่อเป็นการป๋องกันการจับของ 
แอนติบอดีบนแผ่นไนโตรเซลลูโลสแบบไม่จำเพาะ

การตรวจหาเปป'ไทด์ด้วย'วิธี indirect immunoperoxidase assay ทำโดยนำแผ่น 
ไนโตรเซลลูโลสไปบ่มในสารละลายแอนติบอดีสำหรับตรวจสารคล้ายเปปไทด์แต่ละชนิด ซึ่งได้แก่ 
mouse anti-FMRFamide monoclonal antibodies (FM-23 เจือจาง 1:100: AF1-62 เจือจาง 
1:200 : AF2-32 เจือจาง 1:500) 1 mouse anti-CHH antiserum (เจือจาง 1:10,000) 1 rabbit 
anti-human PP6 antiserum และ rabbit anti-PDH antiserum เป็นเวลา 8 ขัว่โมง จากนันล้าง 
ด้วย 0.5% blotto 4 คร้ัง  ๆ ละ 15 นาที แล้วจึงนำไปบ่มใน goat anti-rabbit IgG H+L

horseradish peroxidase conjugate (GAR-HRP) หรือ goat anti-rabbit IgG H+L 
horseradish peroxidase conjugate (GAM-HRP) เจือจาง 1:1,500 ด้วย 5% blotto เป็นเวลา 
8 ชั่วโมง ล้างแผ่นไนโตรเซลลูโลสด้วย 0.5% blotto 4 คร้ัง  ๆ ละ 15 นาที และล้างต่อด้วย PBS 
1 คร้ัง จากนั้นนำไปทำปฏิกิริยาในสารละลายซึ่งประกอบด้วย 0.03% diam inobenzidine  
tetrahydrochloride (DAB) 1 0.006% hydrogen peroxide (H20 2), 0.05% cobalt chloride  
(CoCI2) เป็นเวลา 5 นาที ล้างด้วยนั้ากลั่นหลาย  ๆ คร้ัง (ภาพประกอบ 3.2) นำไปตรวจดูความ
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เข้มของสีในแต่ละจุด โดยบริเวณที่เกิดปฏิกิริยาทางอิมมูโนกับแอนติบอดีจะปรากฎเห็นเป็นจุดสี 
เทาแกมนํ้าเงิน นำมจที่ได้จาก Dot-ELISA ไปเปรียบเทียบกับพีคที่ได้จากโครมาโตแกรมที่แยกด้วย 
RP-HPLC เพื่อใช้เลือกแฟรคชั่นที่จะนำไปผ่านกระบวนการ RP-HPLC ในขั้นตอนต่อไป (วิธีการ 
ทำดัดแปลงจากวิธีการของ Sithigomgul, Stretton and Cowden,1991)

3.3.5 การหานำหนักโมเลกุลโดย MALDI-TOF MS
นำแฟรคซั่นของสารเปปไทด์ที่ผ่านการทำให้บริลุทธิในขั้นตอนสุดท้าย มาแบ่งสาร 

ละลายประมาณ 25-50 ต่อม แล้วระเหยตัวทำละลาย acetonitrile ออกให้หมดด้วยเครื่องระเหย 
แห้ง จากนั้นนำไปหานำหนักโมเลกุลด้วยเครื่อง MALDI-TOF MS ซึ่งมีวิธีการดังนี้

1) . การเตรียม matrix “film ” บน probe

นำสารละลายอิมดัวของ a-cyano-4-hydroxycinnam ic acid (CCA) ทีละลาย 
ในอะซีโตนไปป่นแยกตะกอนด้วยเครื่องป่นเหวี่ยง หยดส่วนที่เป็นของเหลวใสลงบนแผ่นโลหะ

(probe) ในช่องสำหรับใส่ตัวอย่าง ช่องละ 1 ไม,โครลิตร ทิ้ง1ไว้ใ'ห้แห้ง

2 ) . การเตรียมสารตัวอย่าง

นำสารตัวอย่างไปละลายใน 0.1%TFA:acetonitrile (2:1) บริมาตร 3 ไมโครลิตร 
แล้วหยดสารตัวอย่างปริมาตร 1 ไมโครลิตร ลงบนช่องตัวอย่างที่มี matrix เคลือบอยู่ ทิ้งไว้ให้แห้ง

3) . การเตรียมสารมาตรฐาน (standard)

เตรียมสารมาตรฐาน Human Angiotensin II และ Insulin bovine ทีมีค1วาม 
เข้มข้น 100 pmol/m l ซึ่งมีนั้าหนักโมเลกุล 1,047 และ 5,734 ดาลตัน ตามลำดับ แล้วหยดสาร 
มาตรฐาน 1 ไมโครลิตร ลงบนช่องตัวอย่างที่มี matrix เคลือบอยู่ ทิ้ง1ไว้ให้แห้ง

4 ) . นำแผ่นโลหะเข้าเครื่อง MALDI-TOF MS เพื่อหานํ้าหนักโมเลกุลโดยใช้ linear,

positive ion mode
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Sampling (25-100 SG) + BSA (2nl/spot)
I
1

Nitrocellulose membrane Fix Sample on

j  60 ° c  30 min Nitrocellulose
Glutaraldehyde vapor 

1 8 hr.
0.2% Glutaraldehyde —  

1 30 min 
Wash d-H20

1 4X15 min
0.5% Blotto __

1 30 min 
Anti-peptide antibodies 

1 8 hr.
0.5% Blotto

membrane

1 4X15 min Indirect
GAM-HRP or GAR-HRP — Immuno­

1 8 hr. peroxidase
0.5% Blotto

1 4X15 min 
PBS

1
0.03% DAB, 0.006% H:0 2, 0.05% CoCL —  

1 *

Assay

i
Wash d-ELO

1/ภาพประกอบ 3.2 ขนตอนการทำ Dot-ELISA (Dot-Enzyme Linked เกากานกอรorbant Assay)

I  /1 C H c 1 6 Q c6 £
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