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The amino acid sequencing of peptide using Post Source Decay Fragmentation in a 

MALDI-TOF mass spectrometer has been investigated. The method has been optimized for 
amino acid sequencing of the known peptides, ACTH and angiotensin II and it was found that the 
sequences were correctly determined. The method was applied to amino acid sequencing of an 
FMRFamide isolated from the eye stalks of Macrobrachium resenbergii   and a CHH peptide 
isolated from Penaeus monodon . It was found that the amino acid sequencing of both peptides 
were Ala-Pro-Ala -Leu -Arg -Leu -Arg -Phe and His-Glu -Glu -Tyr -Gln- Ala-His- Val-Gln-Thr-
Val, respectively. The amino acid sequences of these two peptides were confirmed by Edman 
degradation method. 
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บทที่ 1 
บทนํา 

ความเปนมาและปญหา 
กุงเปนสัตวในกลุมครัสตาเชียนชนิดหนึ่งที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจเปนอยางมาก โดยเฉพาะ

กุงกุลาดํา (Penaeus monodon) และกุงกามกราม (Macrobrachium rosenbergii) ในปหน่ึงๆ สามารถ
สรางรายไดใหกับประเทศไทยปละหลายหมื่นลานบาท ในปจจุบันจึงมีการศึกษาคนควาวิจัยถึงลักษณะ
ทางชีววิทยาของกุงในกลุมนี้กันอยางกวางขวาง เพื่อที่จะพัฒนาการเพาะเลี้ยง เพ่ิมผลผลิตใหมากขึ้น 
ปองกันรักษาโรคที่เกิดกับตัวกุง และแกไขผลกระทบที่เกิดกับส่ิงแวดลอม การศึกษาวิจัยถึงลักษณะทาง
ชีววิทยาของกุงประเด็นสําคัญที่มีการศึกษากันมากคือการศึกษาถึงระบบฮอรโมนในตัวกุง เนื่องจาก
สัตวในกลุมครัสตาเชียนฮอรโมนจะเปนสารสําคัญในการควบคุมการเจริญเติบโต ควบคุมเมตาโบลิซึม 
ตลอดจนควบคุมการเปลี่ยนแปลงทางสรีระวิทยาของรางกาย (Sun, 1994) ยังมีฮอรโมนและสารคลาย
ฮอรโมนอีกหลายชนิดที่เราไมทราบหนาที่และโครงสรางที่ชัดเจน ตองมีการศึกษาคนควากันตอไป 

แหลงผลิตฮอรโมนท่ีสําคัญในสัตวกลุมครัสตาเชียนคือเซลลนิวโรเซครีทอรี (neurosecretory 
cell) หรอืระบบประสาทสวนกลาง (Central Nervous System C .N .S ) โดยจะทําหนาที่สรางและสง
ฮอรโมนไปเก็บที่ตอมไซนัส (sinus gland) ซึ่งจะอยูบริเวณบริเวณกานตา (eyestalk) (Yang, 1995) โดย
ตอมไซนัสเปนอวัยวะสําคัญที่ทําหนาที่เก็บสะสม และปลอยฮอรโมนเหลาน้ันไปมีผลตอการเปลี่ยน
แปลงในรางกาย ฮอรโมนที่สําคัญมีหลายชนิดเชน Red Pigment Concentrating Hormone (RPCH) ทํา
หนาท่ีควบคุมการรวมตัวของรงควัตถุภายในตาในการเปลี่ยนสีตัว Pigment Dispersing Hormone 
(PDH) ทําหนาที่ควบคุมการกระจายตัวของรงควัตถุในโครมาโตฟอร Molt Inhibiting Hormone (MIH) 
ทําหนาที่ควบคุมการลอกคราบ Crustacean Hyperglycaemic Hormone (CHH) ทําหนาที่ควบคุมการ
หมุนเวียนของระดับกลูโคสในเลือด Gonad Inhibiting Hormone (GIH) หรือ Vitellogenosis Inhibiting 
Hormone (VIH) ทําหนาที่ควบคุมการพัฒนาของรังไข นอกจากนี้ยังมีการคนพบเปปไทดฮอรโมนอีก
หลายชนิดในกานตาของสัตวในกลุมนี้เชน FMRF amide, Small Cardioactive Peptide (SCP),  
Substance P, Proctolin , cholecystokinin (CCK) และมีอีกหลายชนิดที่กําลังศึกษาอยูซึ่งยังไมสามารถ
ระบุชนิดได 
 ในการศึกษาถึงฮอรโมนของสัตวในกลุมนี้ ในขั้นตอนของการสกัดแยกใหไดสารบริสุทธิ์และ
หาน้ําหนักโมเลกุลนั้นเราไดประสบความสําเร็จเปนอยางมาก สามารถสกัดแยกเปปไทดจากกานตาของ
กุงกุลาดําและกุงกามกรามนํามาหาน้ําหนักโมเลกุลไดหลายชนิด ธิดา อมร สามารถสกัดแยกสารคลาย 
CCK จากกานตากุงกุลาดําได 3 รูปแบบโดยมีนํ้าหนักโมเลกุล 1,941.5, 1960.6และ 1,914.1 ดาลตัน ตาม
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ลําดับ (ธิดา อมร, 2541) ตอมา จีรศักดิ์ ผูปลื้ม สามารถสกัดแยกสารคลาย FMRFamide จากกานตากุง
กุลาดําได 18 รูปแบบ มีนํ้าหนักโมเลกุลตั้งแต 990.7-2,679.3 ดาลตัน (จีรศักดิ์ ผูปลื้ม, 2542) สมปอง ใจ
ดีเฉย สกัดแยก CHH จากกานตากุงกามกรามได 1 รูปแบบและอีกหลายรูปแบบที่ยังไมสามารถทําให
บริสุทธิ์ได (สมปอง ใจดีเฉย, 2539) วิธีการหาน้ําหนักโมเลกุลจะหาโดยใชเครื่อง Matrix Assisted Laser 
Desorption Ionization Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF) สําหรบัขั้นตอนของการหา
ลําดับกรดอะมิโนนั้น ยังไมกาวหนาเทาที่ควร เนื่องจากเราไมสามารถหาลําดับกรดอะมิโนไดเอง ตอง
สงไปหาลําดับกรดอะมิโนท่ีตางประเทศทําใหลาชา ราคาแพง สงผลใหงานวิจัยและการพัฒนาดานอื่นๆ
ลาชาตามไปดวย  
 การเรียงลําดับของกรดอะมิโนในสายโปรตีนเปนลักษณะจําเพาะของโปรตีนนั้นๆ การหา
ลําดับกรดอะมิโนจึงเปนวิธีการท่ีทําใหเราสามารถจําแนกชนิดของโปรตีนได ซึ่งจะเปนประโยชนตอ
การศึกษาในงานวิทยาศาสตรดานตางๆเชน ดานการจัดจําแนกสิ่งมชีีวิต (Taxonomy) ดานวิวัฒนาการ 
(evolution) ดานพันธุกรรม (genetic) ดานการสังเคราะหโปรตีน (protein synthesis) สําหรับวิธีการหา
ลําดับกรดอะมิโนมีผูคิดคนมานานแลวโดย Federric Sanger สามารถหาลําดับกรดอะมิโนของอินซูลิน
จากวัวไดเปนคนแรกในป ค.ศ.1953 แตวิธีท่ีไดรับความนิยมในปจจุบันคือวิธี Edman degradation คิด
คนโดย Perb Edman ในป ค.ศ.1956 วิธีน้ีมีหลักการคือการใช Phenyl isothiocyanate (PITC) ไปจับกับ
กรดอะมิโนตรงปลาย N-terminal ของสายเปปไทด ไดสารท่ีเรียกวา PTC polypeptide หลงัจากนั้นใช 
Thiazolinone derivative มาชะลางเอากรดอะมิโนตัวที่โดนจับใหหลุดออกมาเปนกรดอะมิโนตัวเดี่ยวๆ 
แลวแยกนําไปวิเคราะหตอวาเปนกรดอะมิโนตัวใด โดยตองทําอยางนี้กับกรดอะมิโนทุกตัวจนกวาจะ
หมดสายเปปไทด (Voet And Voet,  1995) วิธีนี้มีขอเสียคือใชปริมาณสารตัวอยางจํานวนมาก ใชเวลา
ทํานานและยังทําใหโปรตีนเกิดการเปลี่ยนแปลงสภาพ (Arnott et al, 1993) จะเห็นไดวาวิธีนี้ไมเหมาะ
ในการหาลําดับกรดอะมิโนของเปปไทดที่สกัดไดจากกานตาของกุง เนื่องจากสารที่สกัดไดมีปริมาณ
นอย ในการสกัดแตละครั้งตองใชปรมิาณกุงจํานวนมาก จากการศึกษาพบวาในการสกัดแยกเปปไทด
จากกานตาของกุงกามกรามโดยไพศาล สิทธิกรกุล ใชกานตากุงถึง 5,000 กานตา (Sithigorngul et al, 
1998) ในการสกัดแยกเปปไทดจากกานตากุงกุลาดําของธิดา อมร ใชกานตากุงถึง 8,700 กานตา (ธิดา 
อมร, 1998) กุงที่ใชมีราคาแพงจึงทําใหสิ้นเปลืองงบประมาณเปนจํานวนมาก 
 ในงานวิจัยครั้งนี้ผูวิจัยไดใชเทคนิคใหมในการหาลําดับกรดอะมิโนมาใชคือการหาลําดับกรด
อะมิโนโดยการใชเครื่อง Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time of Flight Mass 
Spectrometry (MALDI-TOF) ใชเทคนิคที่เรียกวา post source decay หรือเรียกวาเทคนิค post source 
decay MALDI-TOF เทคนิคนี้คิดคนโดย Chait ในป1993 (Chait et al, 1993) ซ่ึงเปนเทคนิคที่ยอมรับกัน
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วาสามารถหาลําดับกรดอะมิโนไดรวดเร็ว ใชสารตัวอยางปริมาณนอยโดยใชปริมาณสารในระดับ 
picomole (Huberty et al, 1993) Marco และคณะใชเครื่อง Matrix Assisted Laser Desorption Ionization 
Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF) หาลําดับกรดอะมิโนของฮอรโมนจากกานตากุง 
Jasus lalandii พบวาใชปริมาณกานตาประมาณ 400 กานตา (Marco et al, 1998) เมื่อเทียบกับวิธี gel 
electrophoresis, size exclusive chromatography และ sedimentation analysis เทคนิคนี้มีความรวดเร็ว
และแมนยํามากกวา (Smith and Zhang, 1994) เทคนิคนี้ยังสามารถทราบถึง post translation 
modification ของโปรตีนที่ใชในการวิเคราะหอีกดวย (Aebersold and Goodlet, 2001) นอกจากนี้ยังลด
ขั้นตอนการทํางานโดยสามารถหาน้ําหนักโมเลกุลและลําดับกรดอะมิโนไดในขั้นตอนเดียว ทําใหสิ้น
เปลืองสารนอย เพ่ือความสะดวกในการทําและเพิ่มความนาเชื่อถือของวิธีการ ในปจจุบันไดมีการ
พัฒนาโปรแกรมคอมพิวเตอรท่ีมาชวยในการตรวจสอบลําดับกรดอะมิโนท่ีหาไดจากเทคนิคนี้ เชน
โปรแกรม protein prospector, General/Mass Analysis (GPMAW) ทําใหเราทราบวาผลที่ไดถูกตองหรือ
ไม ผลที่ไดจึงมีความนาเชื่อถือมากขึ้น  

ในงานวิจัยครั้งนี้ผูวิจัยคาดวาการหาลําดับกรดอะมิโนดวยเทคนิค Post source decay Matrix 
Assisted Laser Desorption Ionization Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF) หรือ post 
source decay MALDI TOF จะเปนประโยชนตอการหาลําดับกรดอะมิโนของเปปไทดที่สกัดจากกานตา
ของกุงและสารสกัดเปปไทดอ่ืนๆโดยเฉพาะสารที่มีปริมาณนอยตอไป 
 
วัตถุประสงคของงานวิจัย 
1.เพ่ือใชเทคนิค post source decay Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time Of Flight Mass 
Spectrometry หาลําดับของกรดอะมิโนของเปปไทดท่ีสกัดไดจากกานตาของกุงกุลาดํา 
2.เพ่ือพัฒนาวิธีการหาลําดับกรดอะมิโนของเปปไทดอ่ืนๆโดยเฉพาะเปปไทดที่มีปริมาณนอยตอไป 
 
ขอบเขตของงานวิจัย 
1.ใชเทคนิค MALDI-TOF หาน้ําหนักโมเลกุลของ CHH เปปไทด 
2.ใชเทคนิค post source decay MALDI-TOF หาลําดับกรดอะมิโนของ ACTHและ angiotensin II จาก
น้ันจึงนําไปใชกับ FMRFamide ที่สกัดไดจากกานตากุงกามกราม และCHH เปปไทดที่สกดัไดจากกาน
ตาของกุงกุลาดํา 
3.วิเคราะหผลลําดับกรดอะมิโนจากฐานขอมูลโปรตีนโดยใช web search engine  
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ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
สามารถหาลําดับกรดอะมิโนของเปปไทดท่ีสกัดไดจากกานตาของกุงกุลาดําโดยใชเทคนิค 

Post source decay Mass spectrometry ได  



บทที่ 2 
ทฤษฎีและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

เครื่อง Mass spectrometer เปนเครื่องมือท่ีใชหาน้ําหนักโมเลกุลของสาร ผูท่ีคิดคนไดเปนคน
แรกคือ J.J Thomson ในป ค.ศ. 1912 (Siuzdak, 1996) ในสมัยน้ันเปนเครื่องมืองายๆไมซับซอน 
ปจจุบันมีการพัฒนากาวหนาไปมากมีประสิทธิภาพสูงขึ้น เครื่อง Mass spectrometer เปนเครื่องมือที่มี
ประโยชนตองานดานตางๆเชน งานดาน เคมี ชีวเคมี วิศวพันธุศาสตร เทคโนโลยีชีวภาพ และอ่ืนๆอีก
หลายสาขา มีการพัฒนาเครื่อง Mass spectrometer ออกมาหลายระบบ มปีระสิทธิภาพสูง และเหมาะกับ
งานดานตางๆ ตัวอยางระบบเครื่องท่ีใชกันแพรหลาย 
 
2.1 เทคนิคการผลิตไอออนแบบ Electrospray Ionization Mass Spectrometry (ESI-MS) 

เปนเครื่องที่ทันสมัยระบบหนึ่ง หลักการทํางานของเครื่องจะฉีดสารตัวอยางดวยเข็มขนาดเล็ก
ใหเปนละอองฝอย ซึ่งจะทําใหสารตัวอยางแตกตัวเปนไอออนวิ่งเขาไปในระบบการวิเคราะหของเครื่อง 
เครื่องระบบนี้มีขอดีคือจะไมโดนรบกวนโดยเมทริกซ (Siuzdak, 1996) และสามารถตอกับเครื่อง High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) และ Gas Chromatography (GC) ได  

 
 

 
 

 
รูปที่ 2.1 แสดงหลักการทําใหสารตัวอยางแตกเปนประจุในเครื่อง Electrospray Ionization 

Mass Spectrometry (Siuzdak, 1996) 
 



6
 

 
 
รูปที่ 2.2 แสดงการเกิดประจุของละอองฝอยสารตัวอยางในเครื่อง 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. 1987เปนเครื่องที่ดีกวาระบบอื่น
คือ มีความแมนยําในการหาน้ําหนักโมเลกุลอยูในระดับ +0.5-0.01% ทนทานตอการรบกวนของสารปน
เปอนในตัวอยาง (Siuzdak, 1996) สามารถหาน้ําหนักโมเลกุลของสารไดสูงถึง 200 กิโลดาลตัน ใช
ปริมาณสารตัวอยางจํานวนนอย โดยใชปริมาณระดับ Femtomoles ถึง Picomoles เทาน้ัน (Huberty, 
1993) คาใชจายในการดูแลรักษาและในการปฏิบัติงานนอย เนื่องจากระบบของเครื่องไมตองใชกาช 
เหมาะกับการวิเคราะหทางดานชีวโมเลกุลและ โพลีเมอร  

หลักการทํางานของเครื่อง MALDI-TOF MS คือการใชแสงเลเซอรยิงไปที่สารตัวอยางที่ผสม
กับเมทริกซ ซึ่งแหงเคลือบบางๆ (Film) ติดอยูบนแผนเหล็ก (Target) มีกระแสไฟฟาความตางศักยสูง
อยู ทําใหสารตัวอยางแตกตัวเกิดเปนประจุไฟฟา (Ionization) วิ่งผานสนามแมเหล็กไปสูดีเทคเตอร 
(Chait and Kent, 1992) ขนาดของประจุ หรือน้ําหนักโมเลกุลจะแปรผันตามเวลาที่ประจุวิ่งไปสูดีเทค
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  คือคาประจุไฟฟา 
 v  คือความตางศักยไฟฟา 
 T  คือเวลาที่ใชว่ิง 
 D  คือระยะทาง 
 

จากสมการแสดงใหเห็นวา เวลาในการเคลื่อนที่ของประจุในสนามแมเหล็ก (T) จะแปรผันตาม
รากที่สองของมวลของประจุ (M) คาที่ไดจะอยูในรูปของ m/z   z คือคาของประจุของสารตัวอยางที่แตก
ตัว โดยคาของประจุจะมีคา +1, +2, หรือ +3 ขึ้นกับจํานวน H+ ที่มาจับกับสารตัวอยางที่แตกตัว แต
เครื่องในระบบ MALDI-TOF  จะแตกตัวใหประจุ +1 เปนสวนมาก คาที่ไดจึงเปนคาของมวลที่มีประจุ 
+1 ซึ่งคาท่ีไดคือคาของมวลนั้นเอง 
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รูปที่ 2.3 รูปแสดงการทําใหสารแตกตัวเปนไอออนดวยพลังงานจากเลเซอรในเครื่อง 
 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 เปนระบบที่แตกตางในดานของประสิทธิภาพของในการ
ตรวจวัด โดยแตละระบบจะมีคุณสมบัติที่แตกตางกันดังนี้ 

Linear เปนระบบที่สามารถหาน้ําหนักโมเลกุลของสารท่ีมีขนาดใหญ แตจะมีความสามารถ
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) สูงกวาระบบ Linear โดยมีคาประมาณ 1200 

(hwfm; half width full maximum) มีความแมนยํา 0.05% (Yu et al, 1993) สามารถแยกพีคของ
ไอโซโทปของสารออกมาได แตมีขอจํากัดคือสามารถหาน้ําหนักของสารที่มีมวลขนาดเล็ก (<3000 ดาล
ตัน) ระบบนี้จะจําเปนมากในการหาลําดับกรดอะมิโน  

 
 

 
 

 
รูปที่ 2.6 แสดงหลักการของระบบ Reflectron 
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หลักการทํางานของ Reflectron คือ การสรางสนามแมเหล็กท่ีบริเวณปลายทางที่ประจุวิ่ง สนามแมเหล็ก
ท่ีเกิดขึ้นจะผลักประจุท่ีวิ่งเขามา ซึ่งประจุที่วิ่งเขามามีโมเมนตัมก็ไมเทากัน แรงที่ประจุพุงเขาไปใน
สนามแมเหล็กจึงไมเทากัน ทําใหเขาไปไดระยะลึกตางกันโดยประจุที่มีขนาดใหญจะเขาไปไดลึกกวา
ประจุขนาดเล็ก ในชวงที่ประจุโดนผลักกลับออกมา ประจุที่มีขนาดใหญซึ่งวิ่งเขาไปลึกจะใชเวลาวิ่ง
กลับออกมานานกวา เครื่องจะแยกขนาดของประจโุดยใชความแตกตางของเวลาชวงนี้ แต Reflectron ก็
มีขอจํากัดคือ หาน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นสวนที่แตกตัวไดในชวงแคบๆ 
 
2.4 การแตกตัวของสารในเครื่อง MALDI-TOF  

เครื่องระบบ MALDI-TOF สารตัวอยางท่ีนํามาหาน้ําหนักโมเลกุล จะเกิดการแตกตัวเนื่องมา
จากพลังงานที่ไดรับจากแสงเลเซอร และผลของสนามแมเหล็ก สามารถแบงชนิดของการแตกตัวออก
เปนสามชนิดตามตําแหนงที่เกิดคือ 

 
2.4.1 Promp fragmentation 

การแตกตัวแบบนี้จะเกิดที่บริเวณจุดเริ่มตนหรือใกลกับจุดเริ่มตนมากๆ ช้ินสวนท่ีแตกตัวไดจะ
รับพลังงานและมีความเร็วเริ่มตนเทากัน วิ่งเขาสูสนามแมเหล็กพรอมกัน ผลที่ไดจะเปนไปตามกฎคือ 
เวลาจะแปรผันตามรากที่สองของมวล ตัวอยางแมสสเปกทรัมการแตกตัวท่ีไดแสดงดังรูปที่ 2.7 

 
 
 
 

 
 
 

รูปที่ 2.7 แสดงการแตกตัวแบบ Promp fragmentation (Cotter , 1997) 
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2.4.2 Metastable fragmentation 
การแตกตัวแบบนี้จะเกิดบริเวณระหวางจุดเริ่มตนกับจุดที่เปนสนามแมเหล็ก ช้ินสวนท่ีไดจะมี

ความเร็วเริ่มตนไมเทากันนํ้าหนักโมเลกุลของชิ้นสวนที่แตกตัวออกมาจะไมถูกตอง ทําใหเกิดสัญญาณ
รบกวน ตัวอยางแมสสเปกทรัมของการแตกตัวท่ีไดแสดงดังรูปท่ี 2.8 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
รูปที่ 2.8 แสดงการแตกตัวแบบ Metastable fragmentation (Cotter, 1997) 

 
2.4.3 Post source decay fragmentation 

การแตกตัวแบบนี้จะเกิดในบริเวณสนามแมเหล็กหรือบริเวณที่เรียกวา Drift of region ประจุที่
แตกตัวจะมีความเร็วเริ่มตนเทากัน นํ้าหนักโมเลกุลที่ไดจะมีความถูกตอง การแตกตัวแบบนี้สามารถนํา
มาหาลําดับกรดอะมิโน เรียกวาเทคนิค Post source decay mass spectrometry ตัวอยางแมสสเปกทรัม 
ของการแตกตัวท่ีไดแสดงดังรูปท่ี 2.9 
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รูปท่ี 2.9 แสดงการแตกตัวแบบ Post source decay (Cotter , 1997) 

 
2.5 การหาลําดับกรดอะมิโนดวยเทคนิค Post source decay Mass spectrometry   

เทคนิค Post source decay Mass spectrometry  ทําโดยการวัดขนาดน้ําหนักโมเลกุลของ
ประจุที่แตกตัวออกมา โดยวัดเปนชวง ซึ่งเราสามารถกําหนดชวงขนาดของประจุที่วิ่งเขามาใหอยูใน
ชวงท่ีเราตองการ โดยการปรับความตางศักยไฟฟาท่ีสรางสนามแมเหล็กของ Reflectron ที่ความตาง
ศักยไฟฟาสูงสนามแมเหล็กจะมีความแรงมาก ประจุขนาดเล็กไมสามารถวิ่งเขาไปได แตที่ความตาง
ศักยต่ําความแรงของสนามแมเหล็กจะลดลง ประจุขนาดใหญจะวิ่งทะลุผานเลยเขาไป แตประจุที่มี
ขนาดเล็กจะโดนผลักออกมาสูดีเทคเตอรพอดี ผลที่ไดคือสเปกทรัมการแตกตัวที่ความตางศักยของ 
Reflectron ตางๆ โดยเครื่องจะบันทึกคาที่วัดได หลังจากนั้นจะใชโปรแกรมคอมพิวเตอรตอสเปกทรัมที่
ไดเปนสเปกทรัมแสดงน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นสวนที่แตกตัวไดทั้งหมดของเปบไทดเรียกวา Post 
source decay mass spectrum 
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รูปท่ี 2.10 ตัวอยางแสดงการทํา post source decay (Cotter, 1997) 

จากรูปแสดงการทํา post source decay โดยมี Reflectron เปนอุปกรณสําคัญในการทํา 
และใชโปรแกรมคอมพิวเตอรในการประมวลผล 
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รูปที่ 2.11 ตัวอยางแสดงการวัดขนาดน้ําหนักโมเลกุลเปนชวงโดยจะวัดที่ความตางศักยตางๆของ 
Reflectron (Cotter, 1997) 

 
จากรูปแสดงน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นสวนตางๆที่แตกตัวและวัดที่ความตางศักยตางๆของ 

reflectron  เครื่องจะบันทึกน้ําหนักโมเลกุลในชวงน้ําหนัก w2-----w2  หลังจากนั้นจะนําคาท่ีไดแตละ
ชวงมาตอกันเปนแมสสเปกทรัมแสดงน้ําหนักของชิ้นสวนตางๆที่แตกตัวเรียกวา Post source decay 
mass spectrum ดังรูปท่ี 2.12 
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รูปที่ 2.12 ตัวอยางแสดง Post source decay mass spectrum ที่ได (Cotter, 1997) 
  

จากรูประบุพีคท่ีเปน a ไอออน b ไอออน และพีคท่ีขาดหมู NH3 
+ (-17) ตรวจสอบความถูกตอง

ของพีคที่ระบุดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร และแปลผลจากพีคท่ีไดเปนลําดับกรดอะมิโน 
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2.6 รูปแบบการแตกตัวของโปรตีน 

เมื่อโปรตีนแตกตัวจะขาดออกเปนชิ้นสวนตางๆเราสามารถแบงชนิดการแตกตัวเปน 2 แบบ
ใหญๆคือ การแตกตัวจากปลาย C-terminal การแตกตัวแบบนี้ไดช้ินสวนชนิด x, y, z และการแตกตัว
จากปลาย N-terminal การแตกตัวแบบนี้ไดช้ินสวนชนิด a, b, c 
 

 
 

 
รูปที่ 2.13 แสดงชิ้นสวนตางๆท่ีมีโอกาสเกิดขึ้นจากการแตกตัวของโปรตีน 

 (Findlay and Geisow, 1989) 
 

จากรูปแสดงการแตกตัวของสายเปปไทด ซ่ึงมีการแตกตัวที่เปนระบบ มีช่ือที่ใชเรียกชิ้นสวน
ตางๆ ดังนี้ 

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

 สําหรับชิ้น a1 จะมีช่ือเรียกวาช้ิน immonium ion เนื่องจากเมื่อขาดออกมาจะเกิดพันธะคูที่
ตําแหนง NและC ไดเปน  
              R 
     H2N+=CH 
immonium ion จะมีน้ําหนักโมเลกุลจําเพาะในกรดอะมิโนแตละตัว 
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2.7 เมทริกซ (Matrix) 

เมทริกซเปนสารที่ทําหนาที่ดูดพลังงานจากเลเซอรแลวถายพลังงานใหแกสารตัวอยาง ทําให
สารตัวอยางแตกตัวเปนไอออน (Fitzgerald et al, 1993) เมทริกซเปนสารสําคัญในเครื่องระบบ MALDI 
TOF สารท่ีใชเปนเมทริกซมีดวยกันหลายชนิด แตละชนิดเหมาะกับสารตัวอยางท่ีแตกตางกันแสดงดัง
ตารางที่ 2.1 

ตารางที่ 2.1 แสดงเมทริกซและคุณสมบัติของแตละชนิด (Kellner et al, 1994) 
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2.8 การแปลผล Post source decay mass spectrum เปนลําดับกรดอะมิโน 
การแปลผลจากPost source decay mass spectrum น้ัน ทําไดโดยการดูความแตกตางของพีคซึ่ง

ชวงความแตกตางของแตละพีคจะตรงกับน้ําหนักโมเลกุลของกรดอะมิโนตัวใดตัวหน่ึง เมื่อเราทราบวา
เปนกรดอะมิโนตัวใด สามารถนํามาเรียงเปนลําดับกรดอะมิโนสายเดิมได (Chait et al, 1993) สิ่งท่ีเรา
ตองทราบในการแปลผลคือน้ําหนักของกรดอะมิโนทุกตัว  
 
 
 
 

 
 
 
 

รูปที่ 2.14 แสดง Post source decay mass spectrumที่ไดและการแปลผล (Chait et al, 1993) 
การแตกตัวของเปปไทดสวนมากจะไดช้ินสวนชนิด b และชนิด a  ช้ินสวนชนิดนี้เกิดจากการ

ขาดจากปลาย N-terminal ไปสู C-terminal ดังนั้นลําดับกรดอะมิท่ีหาไดจะเรียงจากปลายปลาย N-
terminal ไป C-terminal  

จากโครมาโตแกรมจะเห็นไดวาเมื่อเราดูที่ผลตางของแตละพีคก็จะเทากับน้ําหนักโมเลกุลของ
กรดอะมิโนพอดีสามารถเรียงตามลําดับไดเปนกรดอะมิโนจากปลาย N-terminal ไปสู C-terminal ได 
ดังนี้ 

Leu-Arg-Arg-Ala-Pro-Gly-Leu-Ile-Tyr-Asn-Asn 
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2.9 ลักษณะทางชีววิทยาของกุงกุลาดํา 
2.9.1ลักษณะทั่วไปของกุงกุลาดํา 
 การจัดหมวดหมูกุงกุลาดําตามหลักอนุกรมวิธาน(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 
 

กุงกุลาดํา หรือกุงกะลา หรือกุงมาลาย มีช่ือวิทยาศาสตรวา Penaeus monodon Fabricius มีช่ือ
เปนภาษาอังกฤษวา Tiger prawn หรือ Jumbo tiger prawn (วัลลภ คงเพิ่มพูน, 2532) และมีช่ือภาษา
อังกฤษที่องคการอาหารและเกษตรแหงสหประชาชาติ (FAO) ใชอยูคือ Giant tiger prawn เปนกุงทะเล
ท่ีมีขนาดใหญที่สุดในวงศ Penaeidae แหลงกําเนิดดั้งเดิมอยูในทะเลแถบอินโดแปซิฟกตะวันตก อาฟริ
กาตะวันออกและตะวันตกเฉียงใต และคาบสมุทรอินเดีย (พรรณิภา หาญวิวัฒนกิจ, 2532) มีถิ่นอาศัยอยู
ท่ีนานน้ําแถบไตหวัน ไทย มาเลเซีย อินโดนีเซีย ฟลิปปนส และพบมากในออสเตรเลีย และอินเดีย ใน
ประเทศไทยพบทั่วไปในอาวไทย และพบมากในบริเวณนอกฝงทะเลจังหวัดชุมพรถึงนครศรีธรรมราช
และทางดานทะเลอันดามันบริเวณนอกฝงของจังหวัดระนองและภูเก็ต ชอบอาศัยในบริเวณที่มีพ้ืนดิน
เปนดินทรายปนโคลนหรือทรายปนเปลือกหอยและหินปะการังและสามารถปรับตัวเขากับสภาพแวด
ลอมในแหลงน้ํากรอยหรือในบอเลี้ยงได (ปกรณ อุนประเสริฐ, 2531 ; สุวิทย ช่ืนสินธุ, 2531) 

กุงมีลําตัวเปนขอปลอง ท้ังหมดมีประมาณ 19 ปลอง แตละปลองมีระยางคหน่ึงคู ระยางคแตละ
คูมีหนาท่ีแตกตางกัน ลําตัวของกุงแบงออกไดสามสวนใหญ ๆ คือ หัว อก และลําตัว สวนหัวมีหาปลอง
แตรวมเปนปลองเดียว มีเปลือกคลุม เปลือกหุมตัวตอนหนาสุดของปลองที่หน่ึงจะยื่นเปนฟนแหลมไป
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ขางหนาเรียกวา กรี ใตกรีมีตาหนึ่งคู ปากกุงอยูระหวางขากรรไกร สวนหัวมีระยางคหาคู สองคูแรกเปน
หนวดใชในการสัมผัส ระยางคคูที่สามไดแก ขากรรไกรลาง มีหนาที่ในการขบเคี้ยวอาหาร สวนคูที่สี่
และคูที่หาเปนขากรรไกรบน มีหนาที่เชนเดียวกับขากรรไกรลาง สวนอกมีแปดปลอง ไดแก ปลองที่ 6-
13 ระยางคสามคูแรก (ระยางคคูท่ี 6, 7 และ 8) อยูบนอกเรียกวา maxillipeds มีหนาที่ชวยในการกิน
อาหาร ระยางคคูที่ 9, 10 และ 11 มีลักษณะเปนกาม กามแตละคูจะมีขนาดและความยาวใกลเคียงกัน อัน
เปนลักษณะเฉพาะของกุงทะเลในวงศ Penaeidae ระยางคสามคูนี้ มีหนาที่ชวยในการจับฉวยอาหารเขา
ปาก หรือปองกันตัวเมื่อมีภัย สวนระยางคคูท่ี 12 และคูที่ 13 เปนขาใชสําหรับเดิน เคลื่อนไหว และทํา
ความสะอาดลําตัว ลําตัวมีหกปลอง เปลือกปลองทองอันที่สองไมทับปลองแรก ระยางคคูท่ี 14, 15, 16, 
17 และ 18 มีลักษณะคลายใบพายใชสําหรับวายน้ํา สวนระยางคคูท่ี 19 หรือหางประกอบดวยแพนหาง
และหางรูปพัดยกขึ้นลงไดตามตองการ (บรรจง เทียนสงรัศมี, 2530) 

กุงกุลาดําเปนกุงทะเลที่มีขนาดลําตัวใหญ มีหนวดลายไมเดนชัด กรีอยูในแนวระนาบซึ่งมีสัน
แนวเฉียงไปทางตากุง กรีดานบนมีฟน 6-8 ซี่ ดานหลังมี 2-4 ซี่ ในขณะที่ยังมีชีวิตอยูลําตัวจะเปนสีมวง
แดง มีแถบสีนํ้าตาลหรือดําพาดขวางลําตัวดานหลังเปนปลอง ๆ ประมาณ 9 ลาย ที่ขอบหางและขาวาย
นํ้ามีขนเล็ก ๆ สีนํ้าตาลอมแดง และปลายขาเดินคูท่ี 1, 2 มีสีน้ําตาลเขม (สุวิทย ช่ืนสินธุ, 2531)  

2.9.2 การผสมพันธุ 

การผสมพันธุจะเกิดขึ้นหลังจากที่ตัวเมียลอกคราบใหม ๆ เพราะตัวผูสามารถที่จะสอด
ถุงน้ําเชื้อเขาไปในตัวเมียในระยะนี้เทานั้น โดยกุงตัวผู 1-3 ตัว จะวายน้ําไลตามกุงตัวเมีย ขณะที่กุงตัว
เมียวายน้ําในแนวดิ่งขึ้นสูผิวน้ําในระยะประมาณ 50-80 เซนติเมตร โดยจะมกีุงตัวผูเพียงตัวเดียวที่วาย
ตามขึ้นไปทันและขนานกับกุงตัวเมีย โดยจะอยูทางดานลางของตัวเมีย ตอมากุงตัวผูจะหงายทองของ
มันติดกับดานทองของตัวเมีย เมื่อทองติดกันแลวสักครูตัวผูจะหมุนตัวกลับอยางรวดเร็วและกอดรัดตัว
เมียโดยจะงอตัวของมันและยกหัวขึ้น ตัวผูจะกระดกหัวและหางเปนจังหวะตอเนื่องกัน ซึ่งจะเปนระยะ
ท่ีตัวผูสอดถุงน้ําเชื้อเขาไปอยูในตัวเมีย จนกระทั่งถึงเวลาที่กุงพรอมที่จะวางไข ตัวเมียก็จะปลอยเชื้อตัว
ผูออกมาผสมกับไขทีละนอยติดตอกัน แตถาตัวเมียยังไมพรอมท่ีจะวางไขเนื่องจากรังไขยังไมเจริญเต็ม
ท่ี ถุงน้ําเชื้อก็จะถูกบีบออกมาพรอมกับเปลือกในระหวางการลอกคราบครั้งตอไป การลอกคราบจะมี
ขึ้นทุก 2-3 อาทิตย และระยะในการลอกคราบประมาณ 5 วัน ซ่ึงจะเกิดขึ้นเฉพาะกลางคืน และกุงก็จะ
กอดรัดเพื่อผสมพันธุเฉพาะในตอน กลางคืนหลังการลอกคราบ ถุงนํ้าเชื้อใหมก็จะถูกสอดเขาไปอีกครั้ง
ในตัวเมียตัวหน่ึงสามารถรับ นํ้าเชื้อตัวผูมากกวา 2 ตัวข้ึนไป (สมชาย คํานึงถิ่น, 2532) 
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รูปที่ 2.15 โครงสรางภายนอกโดยทั่วไปของกุงกุลาดํา Penaeus monodon (Solis, 1988) 
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2.9.3 วงจรชีวิต 

 กุงกุลาดําวางไขในทะเล กุงที่มีอายุประมาณ  12-13 เดือน จะวางไขในทะเลลึกที่ระดับน้ํา
ประมาณ 15-30 เมตร ใกลกับพ้ืนทะเล กุงขนาด 70-150 กรัม จะวางไขครั้งละประมาณ  1,000,000-
1,200,000 ฟอง กุงชนิดนี้สวนมากจะผสมพันธุกันในเวลากลางคืน โดยตัวผูจะสอดอวัยวะเพศที่เรียกวา 
พีเทสมา (petesma) เขาไปในอวัยวะเพศเมียที่เรียกวา ทีไลคัม (thelycum) พรอมกับปลอยนํ้าเชื้อเขาไป
เก็บไวในถุงเก็บน้ําเชื้อเพ่ือรอโอกาสที่จะผสมกับไขในระยะหลัง เมื่อไขแกและสุกเต็มที่ก็จะถูกขับออก
มาทางชองเพศตรงโคนขาเดินคูที่สามและจะไดรับการผสมกับน้ําเชื้อตัวผู ซึ่งจะไหลออกจากถุงเก็บน้ํา
เชื้อทางรูเปดเล็ก ๆ ที่บริเวณขาเดินคูที่ส่ีของตัวเมีย แมกุงจะใชเวลาวางไขครั้งหนึ่ง ๆ ประมาณ 3-5 
นาที ไขท่ีผสมแลวขณะที่ปลอยสูน้ําทะเลใหม ๆ จะมีลักษณะกลม ไขจะคอย ๆ พัฒนาจนฟกเปนตัว 
ภายในเวลาประมาณ 15 ช่ัวโมง กุงวัยออนจะวิวัฒนาการและเปลี่ยนรูปรางไปตามขั้นตอน และเมื่อถึง
บริเวณชายฝงก็จะเลี้ยงตัวอยูในบริเวณนี้จนกระทั่งโตเต็มวัยจึงอพยพกลับสูทะเลและผสมพันธุวางไข
ตอไปอีก (วัลลภ คงเพิ่มพูน, 2532) 

2.9.4 การวิวัฒนาการและการเปลี่ยนรูปรางของกุง 

1. ลูกกุงวัยออนระยะที่หน่ึง (nauplius) 

ลูกกุงที่ฟกออกจากไขใหม ๆ จะมีขนาดเล็ก รูปรางคอนขางกลม มรีะยางค 3 คู ระยะนี้ลูกกุงจะ
ยังไมกินอาหาร แตจะไดอาหารจากถุงอาหาร (yolk sac) ที่ติดตัวมา ลูกกุงจะอยูในระยะนี้ประมาณ 1-3 
วัน ลอกคราบ 6 ครั้ง และใชชีวิตเปนแพลงตอนอาศัยอยูตามหนาดิน 

2. ลูกกุงวัยออนระยะที่สอง (zoea) 

ลูกกุงจะมีลําตัวยาวขึ้น สวนหัวโตเห็นไดชัด ลูกกุงจะคอย ๆ ลอยตัวขึ้นสูผิวนํ้าและ
เริ่มกินอาหาร ซึ่งสวนใหญเปนพวกแพลงคตอนพืชขนาด 50-100 ไมครอน ลูกกุงจะเริ่มออกไปไกลฝง
มากขึ้น กุงจะอยูในระยะนี้ประมาณ 4-5 วัน ลอกคราบ 3 ครั้ง แตละครั้งรูปรางจะเปลี่ยนไปจากเดิม 
ระยะนี้ถือเปนระยะสําคัญมากที่สุด หากลูกกุงผานระยะนี้ไปไดก็มักมีอัตราการรอดตายสงู 
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3. ลูกกุงวัยออนระยะที่สาม (mysis) 

ลูกกุงในระยะนี้มีลักษณะคลายพอแมมากขึ้น ลําตัวมองเห็นเปนสวนหัวและสวนทอง ขาสําหรับเดิน
มองเห็นชัดขึ้น เริ่มมีขอปลอง แตการวายยังอยูในลักษณะหัวช้ีลงอยู ระยะนี้สามารถกินโรติเฟอร 
(Rotifer) ไรน้ําเค็ม (artemia) ไขแดง ระยะนี้ใชเวลา 3-4 วัน ลอกคราบรวม 3 ครั้ง 

4. ลูกกุงวัยออนระยะที่สี่ 

ลูกกุงจะเริ่มวายเฉียงขึ้นเหมือนพอแม จะอยูในระยะนี้ประมาณ 7 วัน ลอกคราบ 3 ครั้ง มีลําตัว
ยาว 5.56 มิลลิเมตร เริ่มมีระยางคเกือบครบเหมือนกุงเต็มวัย 

จากกุงวัยออนระยะที่ส่ีนี้ ลูกกุงจะวิวัฒนาการไปเรื่อย ๆ จนเขาสูวัยรุน (Juvenile) กุงจะอยู
ระยะที่ส่ีนี้ประมาณ 30 วัน มีความยาวประมาณ 1.2-2 เซนติเมตร หนักประมาณ 1.01-1.02 กรัม ลูกกุง
ในระยะนี้จะเลี้ยงตัวอยูบริเวณปาไมชายเลน หรือในแหลงน้ํากรอยประมาณ 3-4 เดือน ก็จะโตเปนกุงวัย
รุน  เมื่อมีอายุไดประมาณ  6 เดือน  กุ งจะเดินทางออกสูทะเลเพื่ อผสมพันธุตอไป  (พรรณิภา                
หาญวิวัฒนกิจ, 2532) 

2.9.5 การลอกคราบ 

กุงจําเปนตองลอกคราบเพื่อการเจริญเติบโต ทั้งนี้เพราะเปลือกกุงเปนอวัยวะท่ีไมสามารถเพิ่ม
ขนาดไดเหมือนกับเปลือกหอยหรือกระดองเตาได ดังนั้นในการเพิ่มขนาดตัวของกุงแตละครั้งจึงจําเปน
ตองสลัดเอาเปลือกเกาท้ิงไปแลวสรางเปลือกใหมท่ีมีขนาดใหญกวาขึ้นมาแทน กุงจะเริ่มลอกคราบตั้ง
แตฟกออกจากไขเพียงไมกี่ช่ัวโมง และจะลอกคราบไปเรื่อย ๆ ตลอดชีวิตกอนท่ีกุงจะลอกคราบจะมี
การสะสมอาหารในรางกายมากกวาปกติโดยเฉพาะสารที่สรางเปลือก เพราะเปลือกจะตองแข็งตัวโดย
เร็ว หลังจากลอกคราบแลว เมื่อกุงสลัดเปลือกออกหมด ลําตัวจะขยายใหญขึ้น และเปลือกจะแข็งตัวภาย
ใน 3-8 ช่ัวโมง การลอกคราบของกุงแตละครั้งอยูภายใตการควบคุมของระบบประสาทสวนกลางและ
ฮอรโมนสองชนิดที่อยูในกานตา ดังนั้นถามีการตัดกานตาออกจะทําใหกุงลอกคราบไดเร็วขึ้น แตโดย
ท่ัวไปกุงจะลอกคราบชาหรือเร็วนั้นขึ้นอยูกับปจจัยอ่ืน ๆ หลายอยางดวย เชน วัยของกุง อาหาร แสง 
และอุณหภูมิ ถาสภาพแวดลอมเหมาะสมกับกุงจะลอกคราบหางกันครั้งละประมาณ 20-30 วัน (วัลลภ 
คงเพิ่มพูน, 2532) 
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2.9.6 ความแตกตางระหวางกุงกุลาดําเพศผูและเพศเมีย 

กุงกุลาดําเปนสัตวที่มีเพศแยกกัน โดยปกติกุงเพศเมียมักจะมีขนาดใหญกวากุงเพศผูที่อายุเทา
กัน การที่จะแยกไดวาเปนกุงเพศเมียหรีอกุงเพศผูไดน้ัน สังเกตไดจากกุงเพศผูจะมีพีเทสมาซึ่งพัฒนามา
จากสวนของแขนงอันใน (endopod) ของระยางควายน้ําคูท่ีหน่ึง พีเทสมามีลักษณะคลายเดือยยางแข็ง 2 
อันซายขวาติดกันดวยคิวติเคิล (cuticle) บาง ๆ ทับซอนกันท่ีบริเวณโคนขา และสามารถคลี่ออกเปน
แผนกวางได กุงวัยรุนเพศผูน้ันพีเทสมาจะยึดติดกับสวนโคนขาวายน้ํา เมื่อถึงการลอกคราบครั้งสดุทาย
เพื่อเปนกุงโตเต็มวัย ขอบของพีเทสมาประมาณครึ่งหนึ่งจะแผออกติดกันตลอดอัน และมีปุมคลายติ่งทํา
หนาท่ีชวยในการยึดติดในเวลาผสมพันธุ สวนในกุงเพศเมียน้ันสังเกตไดจากบริเวณสวนทองของตัวเมีย
จะมีติ่งแบน ๆ เรียกวาทีไลคัม มีลักษณะคลายลอนหรือพูเล็ก ๆ หลายอันเรียงกันอยูตรงบริเวณโคน
ขาเดินคูที่สี่และหา ซึ่งดานในมีถุงสําหรับเก็บนํ้าเชื้อตัวผูไวในเวลามีการ ผสมพันธุและมีทอนํา
ไขเปดออกโคนขาเดินคูที่สาม (ปยะพงศ โชติพันธุ, 2529 ; พูลศิริ พฤกษกานนท, 2542 ; จันทรทิพย 
คงสินรัตนชัย, 2543) 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.16 ภาพจากดานทองของกุงกุลาดําแสดงขาวายน้ํา พีเทสมาและทีไลคัม (บรรจง เทียน
สงรัศมี, 2530) 
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รูปที่ 2.17 ภาพวาดแสดงพีเทสมาของกุงกุลาดําเพศผู (ซาย) และทีไลคัมของกุงกุลาดําเพศเมีย (ขวา) 
(Farfante and Kensley, 1997) 
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2.9.7 โครงสรางภายในกานตากุงกุลาดํา 

 กุงมีตาประกอบเปนอวัยวะรับสัมผัสซึ่งประกอบดวยหองเล็ก ๆ ท่ีเรียกวา ออมมาทิเดีย 
(ommatidia) เปนรูปกรวยจํานวนประมาณ 2,500 หนวย แตละหนวยมีมานตา เซลลมานตา 2 เซลล และ
เซลลเม็ดสี บริเวณฐานเปนเซลลที่ไวตอแสงเรียกเรตินา ติดตอไปยังสมองทางเซลลประสาท การมอง
เห็นของกุงจึงมีเขตจํากัดในแตละออมมาทิเดียม และภาพซึ่งปรากฏแกตากุงทั้งหมดนั้นจะประกอบดวย
ภาพเล็ก ๆ หลายภาพรวมกัน มองเห็นเปนภาพเดียว (สุรินทร มัจฉาชีพ, 2526) 

ตากุงเมื่อลอกเปลือกแข็ง (Exoskeleton) ภายนอกกานตาออก โครงสรางจากภายนอกเขาไปจะ
เปนเรตินา (retina, R) lamina ganglionaris (LG), ถัดเขาไปมีปมประสาทตา (optic ganglia) ซึ่งแบงออก
เปน 3 บริเวณ ไดแก medulla externa (ME), medulla interna (MI), และ medulla terminalis (MT) ปม
ประสาทแตละบริเวณมีเซลลประสาท (neuronal cell body, N) ในบริเวณตาง ๆ ของตากุง จะทําหนาที่
ผลิตฮอรโมนสงไปตามเสนใยประสาท (nerve fiber) ซึ่งปลอยออกและสะสมที่ตอมไซนัส (sinus 
gland, SG) และหลั่งเขาสูกระแสเลือดหรือฮีโมลิมป (haemolymph) ของกุง นอกจากนี้ยังมีเสนใย
ประสาทเชื่อมตอไปยังเสนประสาทตา (optic nerve, OpN) และสงเขาสูสมอง (brain) (ภาพประกอบ 
2.18) (จันทรทิพย คงสินรัตนชัย, 2543) 

 
รูปท่ี 2.18  แสดงโครงสรางภายในกานตากุงกุลาดํา 
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งานวิจัยที่เกี่ยวของ 
งานวิจัยท่ีเกี่ยวของกับการใชเครื่อง Mass spectrometer มาหาลําดับกรดอะมิโน 

จากการศึกษาคนควางานวิจัยที่ผานมาในเรื่องของการใชเครื่อง Mass spectrometry หาลําดับ
กรดอะมิโดยพบวา ในป ค.ศ. 1959 Biemann, Seibl and Gapp เปนกลุมแรกที่นําเครื่อง Mass 
spectrometer มาหาลําดับกรดอะมิโนของเปบไทด (Siuzdak, 1996) แตในรายงานไมไดบอกรายละเอียด
วาเปนเครื่องแบบใด ตอมาในป ค.ศ.1988 Michel และคณะใชเครื่อง Tendem Quadrupole Fourier 
Transform Mass Spectrometry หาลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนท่ีอยูในคลอโรพลาสของตนผักขม 
หลังจากนั้นในป ค.ศ.1989 Bieber และคณะไดใชเครื่องมือแบบเดียวกันหาลาํดับกรดอะมิโนของพิษงู
กะปะ  

สําหรับการใชเครื่อง MALDI TOF พบวา ในป ค.ศ.1993 Chait และคณะก็ประสบความสําเร็จ
ในการใชเครื่อง MALDI-TOF mass spectrometry หาลําดับกรดอะมิโนไดเปนกลุมแรก โดยบอกวา
เทคนิคนี้เปนเทคนิคท่ีใชปริมาณสารตัวอยางนอย ทําไดรวดเร็ว สามารถอานผลไดในขั้นตอนเดียว (one 
step readout) ตางจากวิธี Edman degration ท่ีตองทําหลายข้ันตอนและใชเวลานาน หลังจากนั้นเทคนิค
การหาลําดับกรดอะมิโนโดยการใชเครื่อง MALDI-TOF mass spectrometry ก็เปนที่นิยมทํากันแพร
หลาย ในรอบ 10 ปมงีานวิจัยที่ใชเทคนิคนี้มากมาย ในป ค.ศ.1996 Veeleart และคณะไดใชเทคนิค Post 
source decay MALDI-TOF mass spectrometry หาลําดับกรดอะมิโนของ myoinhibiting peptide ซึ่งเปน
เปปไทดที่ทําหนาที่ยับยังการบีบตัวของกลามเนื้อทอนําไขของ Schistocerca gregaria  ซึ่งเปนสัตว
จําพวกตั๊กแตนที่อาศัยอยูในทะเลทราย โดยสกัดแยกออกมาจากสมองแยกออกมาได 8 ชนิดและพบวา
ท้ัง 8 ชนิดนี้มี Leu ท่ีปลาย C-terminal เหมือนกับพวกแมงสาบและจิ้งหรีด ในป ค.ศ.1999 Schilling 
และคณะไดใชเทคนิค Post source decay MALDI-TOF mass spectrometer หาลําดับกรดอะมิโนของ 
cyclic peptide โดยพบวาเมื่อเกิดการแตกตัว วงของ peptide จะขาดออกเปนเสนตรงและยืนยันวาวิธีนี้
สามารถหาลําดับกรดอะมิโนของ cyclic peptide ได (Schilling et al, 1999) ในปเดียวกัน Jespersen และ
คณะไดหาลําดับกรดอะมิโนของ neuropeptide ที่สกัดจากตอมใตสมองของ Xenopus leavis ซึ่งเปนสัตว
ครึ่งบกครึ่งน้ําชนิดหนึ่งโดยพบวาสารท่ีสกัดไดมีนํ้าหนักโมเลกุล 1,392.7 ดาลตัน จากการหาลําดับกรด
อะมิโนพบวาอยูในกลุม vasotocin แตที่มี lys-Arg ที่ปลายC-terminal แสดงวาเปนสารตั้งตนของ 
vasotocin สารทั้งคูมี disulfide และไมเปนเสนตรง ในป ค.ศ.2000 Deng และคณะไดใชเทคนิค 
MALDI-TOF-MS-FAST หาลําดับกรดอะมิโน ของangiotensin II และ adrenocorticotropic hormone 
fragment 18-39 และรายงานวาการทํา FAST เปนการหาลําดับกรดอะมิโนที่รวดเร็วมีความแมนยําสูงวิธี
หนึ่งในป ค.ศ.2001 Marvin และคณะไดใชเทคนิค post source decay MALDI-TOF mass spectrometry 
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หาลําดับกรดอะมิโนของ neuropeptide ที่ควบคุมการหดตัวของกลามเนื้อในสัตวพวกหอยโดยสกัดมา
จากปมประสาทของปลาหมึก นํามาหาน้ําหนักโมเลกุล โดยเครื่อง MALDI-TOF MS ได 756.6 ดาลตัน
และใชเทคนิค post source decay หาลําดับกรดอะมิโน ลําดับกรดอะมิโนท่ีไดคือ Val-Tyr-Ser-Ala-Pro-
Gly-OH พบวา neuropeptide ปลอยมาจากปลายเสนประสาทไปมีผลตออวัยวะเปาหมายไมสามารถ
ตรวจไดในน้ําเหลือง  

จากการศึกษาคนควาเรื่อง CHH พบวาในป ค.ศ.1989 Kegel และคณะใชเทคนิค manual 
microsequencing หาลําดับกรดอะมิโนของ CHH ท่ีสกัดไดจากปูน้ําเค็ม Carcinus maenas และหาน้ํา
หนักโมเลกุลโดยใชเครื่อง FAB MS พบวาประกอบดวยกรดอะมิโน 72 หนวยน้ําหนักโมเลกุล 8,524 
ดาลตัน ในป ค.ศ. 1995 Yang และคณะหาลําดับกรดอะมิโนของ CHH และสารคลายอีก 4 ชนิดจากกุง 
Penaeus japonicus พบวา CHH มีลําดับกรดอะมิโน 72 หนวยน้ําหนักโมเลกุล 8,353 ดาลตันสวนสาร
คลายอีก 4 ชนิดมีลําดับกรดอะมิโนคลายกับ CHH มีน้ําหนักโมเลกุล 8,368, 8,487, 8,328และ 8,314 
ดาลตันตามลําดับในป ค.ศ.1998 Marcoและคณะ หาลําดับกรดอะโนของฮอรโมน CHH ที่สกัดไดจาก
กานตาของกุง Jansus lalandii พบวามีลําดับกรดอะมิโนเหมือนสัตวน้ําอ่ืน 51-76% จะมีสวนตางกัน
ตรงปลาย N-terminal และพบวาการหาลําดับกรดอะมิโนดวยเทคนิค MALDI-TOF MS ใชจํานวนกาน
ตานอยกวา 400 กานตาใน ป 2000 Davey  และคณะ ไดสกัดแยก CHH จากกานตาของกุงกุลาดําได 5 
ชนิดและใชเครื่องelectrospray ionization-Fourier transform mass spectrometry  หาลําดับ DNA จาก
การเปรียบเทียบในฐานขอมูล DNA  เปปไทดที่ไดจัดอยูกลุมเหมือนกับ CHH-like type I hormones ซึ่ง
ประกอบดวยกลุมของ CHI-Is และ molt-inhibiting hormone (MIH) จากกุง lobster Homarus 
americanus 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 



 
บทที่ 3 

วิธีการทดลอง 
3.1 อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการทดลอง 
อุปกรณ 
1.เครื่อง Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time of Flight Mass Spectrometry 
(MALDI-TOF) รุน BIFLEX บริษัท Bruker ประเทศเยอรมัน 
2.เครื่องชั่งแบบละเอียด (Electronic Balance) รุน fx-180 บริษัท A&D ประเทศญี่ปุน 
3.เครื่องเขยาผสม (Vortex-Mixer) รุน Vortex-genie No.2 บริษัท Scientific Industries ประเทศ 
สหรัฐอเมริกา 
4.Auto pipette รุน pipetman บริษัท Gilson ประเทศฝรั่งเศส 
5.เครื่องผลิตน้ํา DDI labconco รุน 90005-03c-บริษัท BEC THAI ประเทศไทย 
6.ตูแชแข็ง –70 oc รุน MDF 790 AI บริษัท Sanyo ประเทศญี่ปุน 
 
 
สารเคมี                 บริษัทผูผลิต        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  สวิตเซอรแลนด 
 
 
 



 

30

3.2 โปรตีนตัวอยาง 

โปรตีนตัวอยางเปนฮอรโมน CHH บริสุทธิ์ที่สกัดไดจากกานตากุงกุลาดํา โดยสกัดดวยเม
ทานอล-กรดอะซิติก-น้ํา  (90 : 1 : 9) ดูดซับดวย C18 Sep-Pak cartridge และทําใหบริสุทธิ์โดยใช 
RP-HPLC 4 ขั้นตอน  (Prepak C18 column ; mobile phase เปน  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 เปน ACN / TFA ตามลําดับ) และตรวจหาสาร
คลาย CHH ดวยวิธี Dot-ELISA ซ่ึงใชแอนติบอดีตอเปปไทดสังเคราะห YANAVQTV-NH2 (T+) ที่
ไดจาก นันทิกา ปานจันทร ในป 2541 (นันทิกา ปานจันทร, 2541) นอกจากนี้ยังมี FMRF amide 
สกัดจากกานตนกุงกามกราม เปนเปปไทดอีกตัวที่นํามาทดสอบ 
 
 
3.3 สารมาตรฐาน 
 สารมาตรฐานที่ใชคือ Adrenocorticotropic Hormone (ACTH) Fragment 18-39และ 
Human angiotensin II (Ag II)  
 
3.4 การเตรียมเมทริกซ (Matrix) 

ในการทดลองครั้งนี้ใช  α-Cyano-4-hydroxycinamic acid (CCA) เปนเปนเมทริกซโดยมี
วิธีการเตรียมคือ  

 ชั่ง α-Cyano-4-hydroxycinamic acid (CCA) 2 mg ละลายในสารละสายที่มีสวนผสมของ 
acetonitrile 100µl และ สารละสาย 0.1% TFA 100µl ใชเครื่องเขยาผสมชวยในการละลาย สาร
อาจละลายไมหมดมีตะกอนเหลืออยูบาง เก็บสวนที่เปนของเหลวมาใช หากใชไมหมดเหลือเก็บไว
ในตูเย็นสารจะมีประสิทธิภาพลดลงหากเก็บไวเกิน 1 เดือน (Keough et al, 1999) 

 
3.5 การเตรยีมสารละลายตัวอยาง 
  มีวิธีการเตรียมคือ นําสารตัวอยางละลายใน 0.1% trifluoroacetic acid โดยเตรียมใหมี
ปริมาณความเขมขนประมาณ 1 picomol/microlite หากใชไมหมดเก็บไวที่ 0 องศาเซลเซียสสามารถ
นํามาใชใหมได 
  สําหรับการเตรียมตัวอยางบนProbe เพื่อนําเขาเครื่องวิเคราะหมีวิธีการเตรียมดังนี้  

ใชautopipett หยดเมทริกซ  1 µl ลงบน probe แลวหยดสารละลายตัวอยางที่เตรียมไวตาม
ลงไปในปริมาณเทากัน ผสมใหเขากันโดยใชปลาย autopipet คนไปมาหรือดูดสารผสมดวย 
autopipett แลวพนออกมา 2-3 คร้ัง  ใช air dry เปาใหแหง หากสารตัวอยางมีเกลือปนเปอนใหหยด



 

31

น้ําลงไปบนprobe ทิ้งไว 2-10 วินาทีแลวเทออกสามารถลางเกลือได(Vorm et al, 1994) หลังจากนั้น
เปาใหแหงเหมือนเดิม นําเขาเครื่องเพื่อวิเคราะห ระบบสูญญากาศของเครื่องจะทําใหสารคงสภาพ
เดิมไดนานเกิน 10 ช่ัวโมงโดยไมมีผลเตอการตรวจวัด(Beavis and Chait, 1990) 

 
3.6 การหาน้ําหนักโมเลกุล 
   เครื่องMALDI-TOF MSที่ใชจะมี ความแรงของ laser power 200 micro joule ความดันที่ 
3x10-6mbar ความตางศักยที่สารตัวอยาง 20 kV ใช reflectron mode ความตางศักย 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 เปนสารมาตรฐานหาน้ําหนัก
โมเลกุล 
  
 

 
 
 

 
รูปที่ 3.1แสดงเครื่อง BIFLEX Bruker MALDI-TOF MS 

 



 

32

 
รูปที่ 3.2 แสดง Probe ที่ใสสารตัวอยาง 

 
รูปที่ 3.3 แสดงตําแหนงที่ใสสารตัวอยาง 
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3.7 การทํา post source decay 
ทํา Post source decay ที่ความตางศักยของ reflectron ตางๆ 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  
ใชโปรแกรมคอมพิวเตอรที่เรียกวา FAST (Fragment Analysis Structure Tof) มาตอแมสสเปคทรัม
ของแตละความตางศักย ไดผลเปนแมสสเปคทรัมของการแตกตัวของสายเปปไทดสายเดิม หรือที่
เรียกวา post source decay mass spectrum 
 หลังจากนั้นนําแมสสเปคทรัมที่ไดมาแปลเปนลําดับกรดอะมิโน และเปรียบเทียบกับผล
จากการคํานวณดวยโปรแกรมคอมพิวเตอรเพื่อตรวจสอบความถูกตอง 
 
3.8 การตรวจสอบการหาลําดับกรดอะมิโนดวยโปรแกรม Protein prospector at JPSL ver 3.4.1 

โปรแกรม Protein prospector at JPSL สามารถใชไดทาง Internet website 
http://jpsl.ludwig.edu.au/ โปรแกรมนี้เปนโปรแกรมที่ไดพัฒนามาจากความรวมมือของ 
 Protein Structure Laboratory (Ludwig Institute (Melbourne) & The Walter and Eliza Hall 
Institute) and the UCSF Mass Spectrometry Facility  
   
3.8 การตรวจสอบลําดับกรดอะมิโนที่ไดกับฐานขอมูลโปรตีน 
 การตรวจสอบลําดับกรดอะมิโนที่ไดกับฐานขอมูลโปรตีน ตรวจสอบทางอินเตอรเน็ต web 
site  www.matrixscience.com 



บทที่ 4 
ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

4.1 ผลการหาลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนมาตรฐาน 
  เปปไทดมาตรฐานที่ใชคือ Adrenocorticotropic Hormone Fragment 18-39 (ACTH Fragment 
18-39) และ Human angiotensin II (Ag II) นํามาหาลําดับกรดอะมิโนดวยเทคนิค post source decay 
MALDI-TOF เพื่อทดสอบความถูกตองของวิธีการ ไดผลการทดลองดังนี้ 
4.1.1 Adrenocorticotropic Hormone Fragment 18-39 (ACTH Fragment 18-39) 
 น้ําหนักโมเลกุลของของ ACTH Fragment 18-39 หาโดยใชเครื่อง MALDI-TOF Mass 
spectrometer ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 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 นํ้าหนักโมเลกุลที่ไดคือ 2465.15 ดาลตัน 
หลังจากหาน้ําหนักโมเลกุลของ ACTH Fragment 18-39 แลวใชเทคนิค Post source decay เพื่อหาลําดับ
กรดอะมิโน ผลของ Post source decay mass spectrum ที่ไดแสดงดังรูป 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 
สวนพีคอื่นๆ เปนพีคของ a, c, x, y, z ไอออน และพีคของสิ่งปนเปอน สามารถตรวจสอบความถูกตอง
ของพีคที่ระบุได โดยการเทียบกับผลจากการคํานวณดวยคอมพิวเตอร ผลจากการคํานวณดวยโปรแกรม
คอมพิวเตอร นํ้าหนักโมเลกุลของแตละชิ้นสวนที่แตกตัวแสดงดังตารางที่ 4.1 
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ตารางที่ 4.1 แสดงน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นสวนตางๆที่แตกตัวของ ACTH fragment 18-38ซึ่ง
ไดจากการคํานวณดวยคอมพิวเตอร  
 

 
 

หลังจากตรวจสอบความถูกตองแลว แปลผลที่ไดเปนลําดับกรดอะมิโน 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) หาดวยเครื่อง MALDITOF Mass 
spectrometer ผลที่ไดแสดงในรูปที่ 4.3 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 

รูปท่ี 4.3 Mass spectrum ของ Human angiotensin II 
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จาก Mass spectrum นํ้าหนักโมเลกุลของ Human angiotensin II ที่ไดคือ 1046.55 ดาลตัน และ
พีคที่ไดถัดมาคือพีคของไอโซโทป 

 
 
 
 

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 โดยตรวจสอบความถูกตองกับผลที่ไดจากการคํานวณดวยคอมพิวเตอร ดังตารางที่ 4.2  
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ตารางที่ 4.2 แสดงน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นสวนตางๆท่ีแตกตัวของ Human angiotensin II ซึ่งไดจากการ
คํานวณดวยคอมพิวเตอร 
 
 

 
 
 
 

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 การหาลําดับกรดอะมิโนของเปปไทดตัวอยาง 
 เปปไทดตัวอยางที่ใชมี 2 ชนิด คือ FMRF amide จากกานตาของกุงกามกราม และ CHH จาก
กานตาของกุงกุลาดํา 
4.2.1 FMRF amide จากกานตาของกุงกามกราม 
 น้ําหนักโมเลกุลของ FMRF amide จากกานตาของกุงกามกรามหาดวยเครื่อง MALDI TOF 
แสดงดังรูป 4.5 
 
 
 

 
 

 
 

รูปท่ี 4.5 Mass spectrum แสดงน้ําหนักโมเลกุลของ FMRF amide จากกานตาของกุงกามกราม 
 จากMass spectrum น้ําหนักโมเลกุลที่ได คือ 942.88 ดาลตัน พีคถัดมาคือพีคของไอโซโทป  
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รูปท่ี 4.6 Post source decay mass spectrum ของ FMRF amide จากกานตาของกุงกามกราม 
  

จาก Post source decay mass spectrum ของ FMRF amideจากกานตาของกุงกามกราม ระบุพีค
ท่ีเปน b ไอออนเพื่อนํามาเรียงเปนลําดับกรดอะมิโน ตรวจสอบความถูกตองโดยดูจากผลการคํานวณ
ดวยเครื่องคอมพิวเตอรดังตารางที่ 4.3 
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ตารางที่ 4.3 แสดงผลจาการคํานวณน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นสวนตางๆท่ีแตกตัว ของ FMRF amide จาก
กานตาของกุงกามกราม 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ลําดับกรดอะมิโนที่ไดคือ Ala-Pro-Ala-Leu-Arg-Leu-Arg-Phe 



 

43

4.2.3 เปปไทดตัวอยางเปน CHH ที่สกัดไดจากกานตากุงกุลาดํา 
 นํา CHH มาหาน้ําหนักโมเลกุลดวยเครื่อง MALDI TOF ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.7 
 
 
 

 
 
 
 

รูปที่ 4.7 แสดงMass spectrum ของ CHH 
 จาก Mass spectrum นํ้าหนักโมเลกุลของ CHH ที่ไดคือ 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 ระบุพีคที่เปน b ไอออน และ y ไอออน ตรวจ

สอบคาที่ไดกับผลจากการคํานวณดวยคอมพิวเตอรดังตารางที่ 4.4 
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ตารางที่ 4.4 แสดงน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นสวนท่ีแตกตัวของ CHH ซึ่งไดจากการคํานวณดวย
คอมพิวเตอร 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ลําดับกรดอะมิโนที่ไดคือ His-Glu-Glu-Tyr-Gln-Ala-His-Val-Gln-Thr-Val 
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4.3 วิจารณผลการทดลอง 
 Crustacean Hyperglycaemic Hormone (CHH) รูปแบบหนึ่ง สกัดจากกานตาของกุงกุลาดํา 
Peneaus monodon ดวยเทคนิคทางทาง High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ตรวจสอบ
สารท่ีไดดวยวิธี Dot-ELISA ซึ่งใชแอนติบอดีตอเปปไทดสังเคราะหของ CHH หาน้ําหนักโมเลกุลดวย
เครื่อง Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Mass Spectrometer (MALDI-TOF) นํ้าหนัก
โมเลกุลที่หาไดเทากับ 1,340.04 ดาลตัน และหาลําดับกรดอะมิโนดวยเทคนิค post source decay (PSD) 
ลําดับกรดอะมิโนที่หาไดคือ His-Glu-Glu-Tyr-Gln-Ala-His-Val-Gln-Thr-Val  (HEEYQAHVQTV)  
จากผลการทดลองพบวา CHH ท่ีสกัดไดจากกานตาของกุงกุลาดํารูปแบบนี้มีลําดับกรดอะมิโนท่ีมีปลาย 
C-terminal เปน valine ซึ่งเหมอืนกับลําดับกรดอะมิโนของ CHH ในสัตวกลุมครัสเตเชียนอื่นๆ มีลําดับ
กรดอะมิโน 3 หนวยทางปลาย C-terminal เหมือนกับ Peneaus japonicus  มีลําดับกรดอะมิโน 4 หนวย
ทางปลาย C-terminal เหมือนกับ Procambarus bouvieri , Orconectes limosus  จากผลการทดลอง CHH 
ท่ีสกัดมาไดเปนรูปแบบหนึ่งของ CHH สามารถทําปฏิกริยากับแอนติบอดี CHH แสดงวาเปน CHH รูป
แบบหนึ่งแตมีขนาดเล็กกวา CHH ที่พบในสัตวกลุมครัสเตเชียนอื่น โดยมีลําดับกรดอะมิโน 11 หนวย
แต CHH ที่พบในสัตวกลุมครัสตาเชียนอื่น มีลําดับกรดอะมิโนมากกวา 70 หนวย 
 จาการคนขอมูลในฐานขอมูลโปรตีนพบวาเปปไทดที่ไดมีลําดับกรดอะมิโนที่เหมือนกับสวน
หนึ่งของฮอรโมน CHH ท่ีสกัดไดจากกานตากุงกุลาดํา 2 รูปแบบดังนี้ 
ลําดับกรดอะมิโนของเปปไทดท่ีไดคือ 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 
 
ตําแหนงท่ีขีดเสนคือตําแหนงที่มีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกับเปปไทดท่ีหาได 
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 สําหรับการหาลําดับกรดอะมิโนดวยเทคนิค Post source decay (PSD) นับวาเปนเทคนิคที่มี
ประโยชนตองานวิจัยเรื่องกุงเปนอยางมาก ขอดีของเทคนิคนี้คือใชปริมาณสารตัวอยางนอย ซึ่งจะ
สามารถลดปญหาการใชสัตวทดลอง ที่ผานมาในการทําแตละครั้งตองใชปริมาณกุงจํานวนมาก นอก
จากนี้ยังสงผลใหลดปริมาณคนทํา ปริมาณสารเคมีและระยะเวลาตามไปดวย อีกอยางหนึ่งในงานวิจัย
เรื่องกุงไดมีการใชเครื่องเครื่อง matrix Assisted Laser Desorption Ionization Mass Spectrometer 
(MALDI-TOF) เพื่อหาน้ําหนักโมเลกุลอยูแลว ดังนั้นหากสามารถหาลําดับกรดอะมิโนไดดวยจะทําให
ลดจํานวนขั้นตอนในการทําและการเตรียมตัวอยาง เตรียมตัวอยางครั้งเดียวหาไดทั้งน้ําหนักโมเลกุล 
และลําดับกรดอะมิโนไดเลย สําหรับเทคนิค post source decay ยังสามารถตรวจสอบความถูกตองของ
ลําดับกรดอะมิโนที่หาไดดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร  ไดอีกดวย 
  
 



บทที่ 5 
สรุปผลการทดลอง 

การทดลองใชเครื่อง Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time of Flight Mass 
Spectrometry (MALDI-TOF) หาลําดับกรดอะมิโนของเปปไทด โดยใชเทคนิค post source decay 
ในขั้นแรกใชเทคนิคนี้หาลําดับกรดอะมิโนของเปปไทดมาตรฐานคือ ACTH และ angiotensin II  
ลําดับกรดอะมิโนที่หาไดตรงกับลําดับกรดอะมิโนของเปปไทดมาตฐาน หลังจากนั้นจึงหาลําดับ
กรดอะมิโนของเปปไทดตัวอยาง โดยเปปไทดตัวอยางที่ใชคือ FMRF amide ที่สกัดมาจากกานตา
ของกุงกามกรามและ Crustacean Hyperglycaemic Hormone (CHH) ที่สกัดมาจากกานตาของกุง
กุลาดํา ลําดับกรดอะมิโนที่ไดคือ Ala-Pro-Ala -Leu -Arg -Leu -Arg -Phe และ His-Glu -Glu -Tyr -
Gln- Ala-His- Val-Gln-Thr -Val  ตามลําดับ ผลการทดลองที่ไดเมื่อเทียบกับผลจากการหาลําดับ
กรดอะมิโนดวยเทคนิคEdman degradation ผลที่ไดตรงกัน  นําลําดับกรดอะมิโนของ CHH ที่หาได
ไปสืบคนจากฐานขอมูลโปรตีนทางอินเตอรเน็ตพบวา มีลําดับกรดอะมิโนตรงกับสวนหนึ่งของ
ลําดับกรดอะโนของCHH จากกุงกุลาดํา 2 รูปแบบ 

ในการทดลองพบวาการหาลําดับกรดอะมิโนโดยเทคนิค Post source decay เปนเทคนิคที่มี
ความแมนยํา ทําไดรวดเร็ว และยังใชปริมาณสารตัวอยางนอย 
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ภาคผนวก ก 
 
ตารางที่ ก.1 แสดงน้ําหนักโมเลกุลของกรดอะมิโนแตละตัว 
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ภาคผนวก ข 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ ข.1 แมสสเปกทรัมของ CHH จากกานตากุงกุลาดําวัดที่ความตางศักย Reflectron 20.00 kV 
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รูปที่ ข.2  แมสสเปกทรัมของ CHH จากกานตากุงกุลาดําวัดที่ความตางศักย Reflectron 17.52 kV 
  
 



 58

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ ข.3  แมสสเปกทรัมของ CHH จากกานตากุงกุลาดําวัดที่ความตางศักย Reflectron 14.97 kV 
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รูปที่ ข.4  แมสสเปกทรัมของ CHH จากกานตากุงกุลาดําวัดที่ความตางศักย Reflectron 11.28 kV 
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รูปที่ ข.5  แมสสเปกทรัมของ CHH จากกานตากุงกุลาดําวัดที่ความตางศักย Reflectron 8.49 kV 
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รูปที่ ข.6  แมสสเปกทรัมของ CHH จากกานตากุงกุลาดําวัดที่ความตางศักย Reflectron 6.39 kV 
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รูปที่ ข.7  แมสสเปกทรัมของ CHH จากกานตากุงกุลาดําวัดที่ความตางศักย Reflectron 4.81 kV 
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รูปที่ ข.8  แมสสเปกทรัมของ CHH จากกานตากุงกุลาดําวัดที่ความตางศักย Reflectron 3.63 kV 
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รูปที่ ข.9  แมสสเปกทรัมของ CHH จากกานตากุงกุลาดําวัดที่ความตางศักย Reflectron 2.73 kV 
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รูปที่ ข.10  แมสสเปกทรัมของ CHH จากกานตากุงกุลาดําวัดที่ความตางศักย Reflectron 1.55 kV 
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รูปที่ ข.11  แมสสเปกทรัมของ CHH จากกานตากุงกุลาดําวัดที่ความตางศักย Reflectron 1.18 kV 
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รูปที่ ข.12  แมสสเปกทรัมของ CHH จากกานตากุงกุลาดําวัดที่ความตางศักย Reflectron 0.94 kV 
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