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ปัญหาที่ทําวจิัยและความสําคัญ 
 

เอนไซม์โปรติเอสที่ผลิตจากเชื้อแบคทีเรีย Bacillus subtilis พบว่าสามารถลดปริมาณโปรตีนในน้ํา
ยางพาราสดได้ แต่ยังไม่มีหลักฐานแสดงให้เห็นว่าโปรติเอสชนิดนี้สามารถกําจัดโปรตีนภูมิแพ้ซึง่เป็นกลุ่ม
โปรตีนเป้าหมายที่ภาคอุตสาหกรรมต้องการกําจัดทิ้งได้ ดังนั้นงานวิจัยที่เสนอขอนี้จึงได้มุ่งเน้นในการศึกษาถึง
การหลงเหลือของโปรตีนภูมิแพ้แต่ละชนิดด้วยเทคนิค Western blot และ two-dimensional 
electrophoresis นอกจากนี้ ผู้วิจัยได้วางแผนศึกษาคณุสมบัติทางกายภาพที่สําคัญบางประการของผลิตภัณฑ์
ที่ผลิตจากน้ํายางโปรตีนตํ่านี้ด้วย โดยในระยะปีที่ 1 ของแผนงาน จะได้มุ่งเน้นเฉพาะการตรวจวิเคราะห์
โปรตีนภูมิแพ้ชนิด Hev b 3 (Small rubber particle protein) Hev b 5 (Acidic protein) และ Hev b 
6.02 (Hevein) และหาสภาวะที่เหมาะสมเบื้องต้นในการวิเคราะห์โปรตีนชนิดอ่ืนๆ ด้วยเทคนคิ two-
dimensional electrophoresis  
 
วัตถุประสงค์ 
 

เพื่อศึกษาการมีอยู่ของโปรตีนภูมิแพ้ชนิดต่างๆ ในยางโปรตีนตํ่าที่เตรียมขึ้นโดยโปรติเอสจาก 
Bacillus subtilis MR10 
 
ผลการดําเนนิงาน 
 
 ผู้วิจัยได้วางแผนการวิจัยซึ่งประกอบด้วยการผลิตเอนไซม์โปรติเอสผงจากเชื้อ Bacillus subtilis 
MR10 เพื่อใช้ในกระบวนการผลิตน้ํายางพาราโปรตีนตํ่า จากนั้นจึงวางแผนตรวจสอบการหลงเหลือของโปรตีน
ภูมิแพ้ชนิดต่างๆ ด้วยเทคนคิ Western blot และ 2D-gel electrophoresis แต่ในการดําเนินงานระยะปีที่ 1 
นี้ เทคนิคทีส่องเป็นเพียงการหาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์เท่านั้น  

ผลการทดลองพบว่า เอนไซม์โปรติเอสผงที่ผลิตได้มีลักษณะเป็นผงสีขาวขุ่น ซึ่งภายหลังจากผ่าน
กระบวนการเตรียมหลายๆ ขั้นตอนแล้ว พบว่ากิจกรรมของเอนไซมจ์ะลดลงตามลําดับ และสุดท้ายเมื่อผ่าน
กระบวนการทําแห้งแล้ว กิจกรรมของเอนไซม์หลงเหลืออยู่ทั้งสิ้น 120,422.53 Unit/กรัมของเอนไซมผ์ง และ
มีค่ากิจกรรมจาํเพาะเท่ากับ 169.78 unit/มิลลิกรมัของโปรตีน หลังจากนั้น เมื่อนําเอนไซม์มาบ่มรว่มกับน้ํา
ยางพาราสดในสัดส่วน 500 unit/ น้ํายางพารา 100 มลิลิลิตร เปรียบเทียบกับการบ่มน้ํายางพาราร่วมกับทั้ง
เอนไซม์และสาร SDS ก็จะพบว่าเอนไซม์โปรติเอสนี้สามารถกําจัดโปรตีนภูมิแพ้ชนิด Rubber elongation 
factor (REF; Hev b1) Small rubber particle protein (SRPP; Hev b3) และ Acidic protein (Hev b5) 
ซึ่งเป็นโปรตีนภูมแิพ้ชนิดรุนแรงในคนได้ แต่ไม่สามารถกาํจัดโปรตีนภูมิแพ้ชนิด Hevein (Hev b6.02) อย่างไร
ก็ตามการเติมสาร SDS ร่วมลงไปในน้ํายางพารากลับพบว่าเอนไซม์ไมส่ามารถทํางานได้ สาเหตุอาจ
เนื่องมาจากสาร SDS ทําใหเ้อนไซม์เสียสภาพ นอกจากนี้ผู้วิจัยยังได้ทําการศึกษาหาเทคนิคการย้อมสีโปรตีน
และความเข้มข้นของ polyacrylamide gel ที่เหมาะสมเพื่อใช้สําหรับการวิเคราะห์โปรตีนด้วยเทคนิค 2D-
gel electrophoresis โดยทําการเปรียบเทียบระหว่างเทคนิคสีย้อม coomassie brilliant blue R-250 สี
ย้อม fast and sensitive colloidal coomassie G-250  และ สีย้อม silver staining และเปรียบเทียบ
ความเข้มข้นเจลที่ระดับ 7.5, 12.5 และ 15% (w/v) ผลการทดลองพบว่าเทคนิคการย้อมสีที่เหมาะสมที่สุดคือ  
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coomassie brilliant blue R-250 และความเข้มข้นเจลที่เหมาะสมคือ 12.5% (w/v) ซึ่งจะได้นําสภาวะ
ดังกล่าวมาใช้ดําเนินการวิเคราะห์โปรตีนชนิดอ่ืนๆ ในน้ํายางพาราต่อไปในการดําเนินงานระยะปีที่ 2  
 
สรุปผลการวิจัย 
 

จากการใช้เทคนิค Western blot ในการตรวจสอบความสามารถของเอนไซม์โปรติเอสผงที่เตรียมขึ้น
จากเชื้อ Bacillus subtilis MR10 ในการกําจัดโปรตีนภูมิแพ้ชนิดต่างๆ ในน้ํายางพาราสด   พบว่าเอนไซม์
ดังกล่าวนี้สามารถกําจัดโปรตีนภูมิแพ้ชนิด Rubber elongation factor (REF; Hev b1) Small rubber 
particle protein (SRPP; Hev b3) และ Acidic protein (Hev b5) ซึ่งเป็นโปรตีนภูมิแพ้ชนิดรุนแรงในคนได้ 
แต่ไม่สามารถกําจัดโปรตีนภูมิแพ้ชนิด Hevein (Hev b6.02) ส่วนการหลงเหลือของโปรตีนภูมิแพ้ชนิดอ่ืนๆ 
นั้น จะได้ทําการตรวจสอบต่อไปด้วยเทคนิค 2D-gel electrophoresis ที่ซึ่งเบื้องต้นพบว่าสีย้อมโปรตีนที่
เหมาะสมที่สุดคือสี coomassie brilliant blue R-250 และความเข้มข้นของ polyacrylamide gel ที่
เหมาะสมเพื่อใช้วิเคราะห์โปรตีนจากน้ํายางพาราสดคือที่ 12.5 เปอร์เซ็นต์ (w/v) 
 
ข้อเสนอแนะที่คาดว่าควรวิจัยเพิ่มเติม และวิธีการที่ควรพัฒนาต่อยอดสูภ่าคปฏบิัติจริง 
 

หากวิเคราะห์ว่าความเป็นไปได้ในการพัฒนาต่อยอดนั้นจะต้องขึ้นอยู่กับ 2 ปัจจัย นั่นคอื 
ประสิทธิภาพของเอนไซม์ในการกําจัดโปรตีนภูมิแพ้ และต้นทุนการผลติ ก็จะพบว่างานวิจัยนี้ยังมีข้อด้อยใน
ด้านต้นทุนของการผลิตเอนไซม์ ที่ยังคงสูง ดังนั้นควรมีการศึกษาพัฒนากระบวนการเตรียมเอนไซม์ต้นทุนตํ่า
ในระดับอุตสาหกรรม เพื่อเพิ่มโอกาสแข่งขนัในเชิงพาณิชย์ 
  
ผลงานวิชาการที่คาดว่าจะเกิดขึ้น 
 
 บทความวิชาการระดับนานาชาติ “Proteome analysis of deproteinized rubber produced 
by bacterial protease” และสทิธิบัตร “กระบวนการผลิตน้ํายางพาราปราศจากโปรตีนภูมิแพ้ด้วย
กระบวนการทางชีวภาพ” 
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บทคัดย่อ 
 
 เอนไซม์โปรติเอสที่ผลิตจากแบคทีเรีย Bacillus subtilis MR10 มีศักยภาพในการใช้ลดปริมาณ
โปรตีนของยางพาราเพื่อผลิตเป็นยางพาราโปรตีนตํ่า แต่ก็ยังไม่มีหลักฐานยืนยันได้ว่าโปรตีนภูมิแพ้ชนิดต่างๆ 
ในน้ํายางพาราสดได้ถูกกําจัดออกไปหรือไม่ ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงได้เสนอให้ทําการตรวจสอบการหลงเหลือของ
โปรตีนภูมิแพ้ด้วยเทคนิค Western blot และ 2D-gel electrophoresis ผลการทดสอบพบว่าเอนไซม์ชนิดนี้
สามารถกําจัดโปรตีนชนิด Rubber elongation factor (REF; Hev b1) Small rubber particle protein 
(SRPP; Hev b3) และ Acidic protein (Hev b5) ซึ่งเป็นโปรตีนภูมิแพ้ชนิดรุนแรงในคนได้ แต่ไม่สามารถ
กําจัดโปรตีนภูมิแพ้ชนิด Hevein (Hev b6.02) ส่วนการหลงเหลือของโปรตีนภูมิแพ้ชนิดอ่ืนๆ นั้น จะทําการ
ตรวจสอบต่อไปด้วยเทคนิค 2D-gel electrophoresis ที่ซึ่งเบื้องต้นพบว่าสีย้อมโปรตีนที่เหมาะสมที่สุดคือสี 
coomassie brilliant blue R-250 และความเข้มข้นของ polyacrylamide gel ที่เหมาะสมเพื่อใช้วิเคราะห์
โปรตีนจากน้ํายางพาราสดคือที่ 12.5 เปอรเ์ซ็นต์ (w/v) 
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ABSTRACT 
 

Protease enzyme produced from Bacillus subtilis MR10 has shown a potential in 
decreasing of para rubber proteins for deproteinized rubber production. However, no 
evidence has been shown that the allergenic proteins in natural rubber latex have been 
degraded. Thus, detection of the remaining allergenic proteins was introduced in this study 
using Western blot and 2D-gel electrophoresis technique. The results revealed that high risk 
allergenic proteins; i.e. rubber elongation factor (REF; Hev b1), small rubber particle protein 
(SRPP; Hev b3) and acidic protein (Hev b5) were degraded, while hevein (Hev b6.02) could 
not be destroyed. In case of the other allergenic proteins, they were further investigated 
using 2D-gel electrophoresis technique. It was preliminary found that the suitable protein 
staining technique was using coomassie brilliant blue R-250 and the optimal polyacrylamide 
gel concentration was at 12.5% (w/v). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

6 
 

ความสําคญัและความเปน็มาของการวิจัย 
 

จากงานวิจัยหัวข้อ การคัดเลือกโปรติเอสที่เหมาะสมเพือ่การย่อยโปรตีนในน้ํายางดิบ (สญัญาเลขที่ 
RDG5250027) และ การเตรียมโปรติเอสในรูปทางการค้าสําหรับย่อยโปรตีนในน้ํายางสด (สัญญาเลขที่ 
RDG5350029) ซึ่งได้รับการสนับสนุนจาก สกว. ในปี 2552 และ 2553 ตามลําดับ พบว่าสามารถเตรียม
เอนไซม์ โปรติเอสผงจากเชื้อแบคทีเรีย Bacillus subtilis สําหรับใช้ย่อยโปรตีนในน้ํายางพาราสดได้ อย่างไรก็
ตามแม้ผลการทดลองจะพบว่าเอนไซม์ดังกล่าวสามารถลดปริมาณโปรตีนในน้ํายางพาราสดได้ แต่ยังไม่มี
หลักฐานแสดงให้เห็นว่าโปรติเอสชนิดนี้สามารถกําจัดโปรตีนภูมิแพ้ซึ่งเป็นกลุ่มโปรตีนเป้าหมายที่
ภาคอุตสาหกรรมต้องการกําจัดทิ้งได้ ดังนั้นผู้วิจัยจึงได้รับการอนุมัติทุนอีกครั้งในปี 2554 ภายใต้โครงการการ
วิเคราะห์โปรตีนภูมิแพ้ในน้ํายางโปรตีนตํ่า (สัญญาเลขที่ RDG5450045)  ที่มุ่งเน้นศึกษาความสามารถของโป
รติเอสผงจาก B. subtilis ในการย่อยโปรตีนภูมิแพ้ชนิดต่างๆ ด้วยเทคนิค Western blot ซึ่งเป็นเทคนิคทาง
ภูมิคุ้มกันวิทยาที่ได้รับการยอมรับ ทั้งนี้เพื่อยืนยันว่าน้ํายางโปรตีนตํ่าที่ผลิตได้นี้ปราศจากโปรตีนภูมิแพ้จริงและ
ปลอดภัยต่อผู้ใช้ผลิตภัณฑ์ยางพารา แต่ด้วยข้อจํากัดทางเทคนิคและงบประมาณของโครงการขนาด SPR ทํา
ให้สามารถวิเคราะห์การมีอยู่ของโปรตีนภูมิแพ้ได้เพียงชนิดเดียวนั่นคือ Rubber Elongation Factor (REF) 
ดังนั้นงานวิจัยที่จะเสนอขอนี้จึงได้มุ่งเน้นในการศึกษาเพิ่มเติมถึงการมีอยู่ของโปรตีนภูมิแพ้ชนิดอ่ืนๆ ด้วย
เทคนิค Western blot และ two-dimensional electrophoresis นอกจากนี้ จากข้อเสนอแนะของ
ผู้ทรงคุณวุฒิทีแ่นะนําให้คํานงึถึงคุณภาพของยางโปรตีนตํ่าที่เตรียมด้วยโปรติเอสชนิดนี้ด้วยว่าอาจจะด้อยลง
หลังการกําจัดโปรตีน ดังนั้นผู้วิจัยจึงได้วางแผนในการศกึษาคุณสมบัติทางกายภาพที่สําคัญบางประการของ
ผลิตภัณฑ์ที่ผลติจากน้ํายางโปรตีนตํ่านี้ด้วย ด้วยแผนดําเนินงานทั้งหมดดังกล่าวนี้ คาดว่าจะช่วยให้สรุปได้ว่า
เอนไซม์โปรติเอสจากแบคทีเรีย Bacillus subtilis MR10 นีส้ามารถใชเ้ตรียมยางโปรตีนตํ่าที่ปราศจากโปรตีน
ภูมิแพ้และมคีณุสมบัติเทียบเท่ากับยางทั่วไปได้หรือไม่ 
 
วัตถุประสงค์ 
 

เพื่อศึกษาการมีอยู่ของโปรตีนภูมิแพ้ชนิดต่างๆ ในยางโปรตีนตํ่าที่เตรียมขึ้นโดยโปรติเอสจาก 
Bacillus subtilis MR10 
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ทฤษฏี แนวคิดในการวิจยั และผลงานที่เก่ียวข้อง 
 

โปรตีนหลายชนิดที่อยู่ในน้ํายางดิบสามารถก่อให้เกิดอาการแพ้ (Allergy) ขึ้นแก่ผู้สวมใสผ่ลิต
ยางพาราโดยเฉพาะอย่างยิ่ง ถุงมือยาง โดยอาการแพ้นี้มีทั้งแบบเฉียบพลันและค่อยเป็นค่อยไป (ไพโรจน์ และ 
พรสิทธ์ิ, 2540) อาการมีต้ังแต่เพียงระคายเคืองเมื่อสวมใส่ถุงมือ (Irritant contact dermatitis) ไปจนถึง
อาการที่เรียกว่า anaphylaxis ซึ่งมีความรุนแรงมาก (Sussman et al., 2002) ดังนั้น ในกระบวนการผลิตจึง
ต้องกําจัดโปรตีนเหล่านี้ออกเสียก่อน วิธีการกําจัดโปรตีนมีต้ังแต่การล้างด้วยน้ําเปล่า แต่ก็ไมส่ามารถกําจัด
โปรตีนเหล่านี้ออกไปได้หมดเสียทีเดียว  มีรายงานว่าโปรตีนบางชนิดในน้ํายางธรรมชาติสามารถถูกทําลายได้
โดยการปรับสภาวะให้เป็นด่างแก่ เช่น การเติมแอมโมเนยี แต่อย่างไรก็ตามการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบของ
โปรตีนในน้ํายางจะทําให้เกิดผลกระทบต่อคุณสมบัติกายภาพของน้ํายางได้ (Moris and Lakin, 1995 อ้างโดย 
Perrella and Gaspari, 2002) ปัจจุบันวิธีที่ใช้กําจัดโปรตีนคือ การนําน้ํายางดิบไปป่ันเหวี่ยงแยกส่วนซีรัมทิ้ง
ไป แต่ก็ไม่สามารถกําจัดโปรตีนส่วนที่เกาะกับอนุภาคยางออกไปได้  ซ้ํายังทําให้ปรมิาณโปรตีนในน้ํายางข้น
เพิ่มขึ้นจาก 25 เปอร์เซ็นต์เป็น 50 เปอร์เซ็นต์อีกด้วย (Perrella and Gaspari, 2002) จึงได้มีการศึกษาการใช้
เอนไซม์โปรติเอส (Proteases) เข้าช่วยในการกําจัดโปรตีนในน้ํายางเนื่องจากสามารถย่อยโปรตีนได้ทั้งในส่วน 
serum และ rubber phase   
 จากผลงานวิจัยที่ผ่านมาของผู้วิจัยเอง พบว่าโปรติเอสที่ผลิตได้มาจากแบคทีเรีย B. subtilis MR10 
ซึ่งแยกได้มาจากถั่วเน่า (อาหารหมักพ้ืนบ้านทางภาคเหนือของประเทศไทย) มปีระสิทธิภาพในการกําจัด
โปรตีนในน้ํายางดิบได้ดีเมื่อเทียบกับโปรติเอสแหล่งอื่น และผู้วิจยัก็ได้ศึกษาเพิ่มเติมถึงกระบวนการเตรียม
เอนไซม์ดังกล่าวนี้ให้อยู่ในรูปผงซึ่งสะดวกต่อการนําไปใช้งานจริงเป็นที่เรียบร้อยแล้ว แต่อย่างไรก็ตามแม้โปรติ
เอสที่ผลิตได้นีจ้ะสามารถย่อยโปรตีนได้มากเพียงใด แต่ก็อาจเป็นไปได้ว่าโปรติเอสไม่มีความจําเพาะ 
(Specificity) ต่อโปรตีนภูมิแพ้ที่สนใจ ทําให้โปรตีนภูมิแพ้เหล่านี้ยังคงอยู่ในน้ํายาง เกิดเป็นประเด็นที่ยังสงสัย
อยู่ ดังนั้นเพื่อพิสูจน์ข้อสงสัยดังกล่าวจึงควรมีการทดสอบความสามารถของโปรติเอส จาก B. subtilis MR10 
ในการย่อยโปรตีนภูมิแพ้ในน้าํยางพาราสด ซึ่งมีหลายชนดิดังแสดงในตารางที่ 1 ข้อมูลจําเพาะและคุณสมบัติ
การก่อภูมิแพ้ของโปรตีนแต่ละชนิดต่อผู้ป่วยได้มีการรายงานในรายงานต่างๆ มากมาย เช่น รายงานของ 
Palosuo (1997), Ylitalo et al. (1998), Sussman et al. (2002), Raulf-Heimsoth et al. (1997), 
Yeang et al. (2002) และ Yeang et al. (2004) เป็นต้น 
 ในการวิเคราะห์โปรตีนที่อยู่ในน้ํายางพารานั้นหากใช้วิธีทางเคมีเช่น Lowry’s method, Modified 
Lowry’s method หรือ Bradford’s method ก็จะสามารถบอกไดเ้พียงปริมาณโปรตีนโดยรวมเท่านั้น ไม่
สามารถระบุถงึโปรตีนแต่ละชนิดได้ ดังนั้นหากต้องการศึกษาถึงโปรตีนแต่ละชนิดทั้งเชิงคุณภาพและ/หรือ
ปริมาณแล้ว พบว่าวิธีในเชิงหลักการของ electrophoresis (เช่น SDS-PAGE และ 2-dimensional 
electrophoresis) และ Immunoblotting (เช่น LEAP, RAST inhibition assay และ ELISA inhibition 
test) ได้รับความนิยมมากจากนักวิจัย (Raulf-Heimsoth et al., 1997; Breezhold et al., 2002; 
Tomazic-Jezic and Lucas, 2002) นอกจากนี้การใช้เครื่อง High performance liquid chromatography 
(HPLC) เพื่อใช้วิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนที่เป็นองค์ประกอบของโปรตีนก็มีรายงานเช่นกัน (Tomazic and 
Lucas, 2002) วิธีการทาง Immunoblotting จะมีความถูกต้องของข้อมูลมากกว่าวิธี electrophoresis 
เพราะแอนติบอด้ีที่เติมลงไปจะจับกับโปรตีนภูมิแพ้ได้อย่างจําเพาะทําให้สามารถระบุการมีอยู่ของโปรตีน
ภูมิแพ้ได้อย่างถูกต้องแม้จะมโีปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลที่ใกลเ้คียงกันอยู่ด้วยก็ตาม อย่างไรก็ตาม วิธีการทาง 
Immunoblotting นี้แม้จะมีความจําเพาะและความถูกต้องสูง แต่ก็เป็นวิธีการที่ค่อนข้างซับซ้อน และมี
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ค่าใช้จ่ายสูงเนื่องจากต้องมีการเตรียมแอนติบอด้ีของโปรตีนภูมิแพ้แต่ละชนิดซึ่งต้องเตรียมจากสัตว์ทดลอง 
ดังที่ Tomazic และ Lucas (2002) ได้สรุปข้อดี-ข้อเสียของการวิเคราะห์โปรตีนบางวิธีไว้ในตารางที่ 2  

แต่หากต้องการเพียงศึกษาการกระจายตัวตามขนาดโมเลกุลของโปรตีนผสมในน้ํายางพาราแล้วนั้น 
พบว่าการใช้วิธีการทาง electrophoresis ก็เพียงพอและเป็นที่ยอมรับ เทคนิคนีม้ีหลกัการคือเมื่อโปรตีนอยู่ใน
สนามไฟฟ้า โปรตีนที่แตกต่างกันจะเคลื่อนที่ไปยังขั้วที่ตรงข้ามกันด้วยอัตราเร็วที่ต่างกัน ขึ้นกับปริมาณประจุ
สุทธิบนโมเลกลุ รูปร่างและขนาดโมเลกุล นอกจากศึกษาการกระจายตัวได้แล้วยังสามารถบอกถึงน้ําหนัก
โมเลกุลของโปรตีนแต่ละชนิดได้โดยเทียบกับการเคลื่อนที่ของโปรตีนมาตรฐานซึ่งทราบน้ําหนักโมเลกุลแล้ว 
ยกตัวอย่างเช่น มีการใช้เทคนิค SDS-PAGE (Sodium dodecylsulfate - polyacrylamide gel 
electrophoresis) ในการศกึษาโปรตีนผสมในน้ํายางพาราโดย Tomazic et al. (1995) และการตรวจหา
เอนไซม์ไลโซไซม์ (lyzozyme) ซึ่งเป็นโปรตีนภูมิแพ้ชนิดหนึ่งในน้ํายางพาราโดย Yagami et al. (1995) แต่มี
ข้อเสียที่ไม่สามารถแยกโปรตีนต่างชนิดกันที่มีขนาดโมเลกุลใกล้เคียงกันได้ จึงมีการพัฒนาเทคนิค 2-
dimensional electrophoresis ขึ้น และใช้ศึกษาจาํแนกโปรตีนในน้ํายางพาราได้ เช่นในการศึกษาของ 
Posch et al. (1997) เป็นต้น  

จากข้อมูลทั้งหมด อาจจะพอสรุปได้ว่าวิธีที่มีประสิทธิภาพและน่าเชื่อถือที่สุดในการตรวจหาโปรตีน
ภูมิแพ้ก็คือการใช้วิธีการทาง Immunobloting แต่จําเป็นต้องมี antibody ที่จําเพาะต่อโปรตีนชนิดที่สนใจนั้น
เสียก่อน แต่ถา้ไม่สามารถจัดหาหรือผลิต antibody ออกมาได้ ก็อาจใช้เทคนิค 2-D electrophoresis ช่วยใน
การศึกษาโปรตีนผสมเหล่านี ้ เนื่องจากสามารถแยกโปรตีนออกจากกันได้ แมจ้ะมีขนาดโมเลกุลที่ใกลเ้คียงกันก็
ตาม แต่ก็อาจมีโอกาสแปรผลคลาดเคลื่อนไปบ้างเล็กน้อย งานวิจัยนี้จึงเสนอให้มกีารวิเคราะห์การมีอยู่ของ
โปรตีนภูมิแพ้ในน้ํายางโปรตีนตํ่าด้วยเทคนิคทาง Immunobloting ที่มช่ืีอว่า Western blot และเทคนิค 2-D 
electrophoresis ควบคู่กัน  

แต่อย่างไรก็ตาม คุณภาพของผลิตภัณฑ์ยางที่ผลิตมาจากน้ํายางที่ผ่านการกําจัดโปรตีนออกไปโดยโป
รติเอสจากเชื้อ MR10 ยังไม่สามารถคาดการณ์ว่าจะยังคงได้มาตรฐานหรือไม่ ดังนั้นจึงควรทําการศึกษาถึง
คุณสมบัติบางประการของผลิตภัณฑ์ดังกล่าวเป็นอย่างยิ่ง  ถึงแม้ว่าจะมีรายงานวิจัยบางฉบับที่ระบุว่าถุงมือที่
ผลิตจากน้ํายางที่เติมโปรติเอสยังคงมีค่า tensile strength at break และ ultimate elongation สูงกว่า
มาตรฐานที่กําหนดก็ตาม (Perrella and Gaspari, 2002) แต่ก็เป็นเอนไซม์คนละชนิดกันที่ใช้ในงานวิจัยนี้  

ด้วยแนวคิดของการวิจัยดังที่ได้กล่าวมาข้างต้นนี้ ก็คาดว่าเมื่อเสร็จสิ้นงานวิจัยแล้วจะได้หลักฐาน
ยืนยันความปลอดภัยต่อผู้ใช้ผลิตภัณฑ์ยางพาราที่สัมผัสผวิหนังว่าปราศจากโปรตีนภูมิแพ้ และความเชื่อมั่นถึง
คุณภาพผลิตภัณฑ์ที่ผลิตจากยางโปรตีนตํ่าที่เตรียมด้วยโปรติเอสจาก Bacillus subtilis MR10 ได้ 
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ตารางที่ 1 Latex allergens recognized by the International Union of Immunological Societies 
(IUIS) 
IUIS code ชื่อ Molecular 

mass (kDa)
pI แหล่งที่พบ 

Hev b1  Rubber elongation factor (REF) 14.6, 58 4.9 อนุภาคยาง 
Hev b2 Beta-1,3-glucanase 34-36 9.5 B-serum 
Heb b3 Small rubber particle protein (SRPP) 22-23 4.8 อนุภาคยาง 
Heb b4 Microhelix, cyanogenic glucosidase 50-57 4.5 B-serum 
Heb b5 Acidic protein 16 3.5 C-serum 
Heb b6.01 Prohevein 19-20 5.6 B-serum 
Heb b6.02 Hevein  4.7 4.9 B-serum 
Heb b6.03 Prohevein C terminus  14 6.4, 

7.0, 
7.4 

B-serum 

Heb b7.01 Patatin homolog, rubber biosynthesis 
inhibitor 

43-44 -
  

C-serum 

Heb b8 Profilin 10.2-15.7 4.9 C-serum 
Heb b9 Enolase 48-51 5.6-6.4 C-serum 
Heb b10 Mn-superoxide dismutase 23-45 6.3 B-serum 
ที่มา: Yeang et al., 2002. และ Sussman et al., 2002. 
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 ตารางที่ 2 Methods for measurement of natural rubber latex proteins, antigens, and 
allergens 

Method Type Advantages Disadvantages 
Modified Lowry 
method (D5712) 

Chemical method, 
measures total 
proteins 

Standardized,  
available as a kit 

Insufficient 
sensitivity, 
chemical 
interference 

Amino acid analysis 
 (HPLC) 

Chemical method, 
measures amino 
acids 

Sensitive, 
reproducible 

Expensive 
equipment,  
technical expertise 

LEAP Immunologic 
method,  
Measures antigenic 
protein 

Sensitive, available 
as kit 

Assay format,  
not standardized 

RAST inhibition 
assay 

Immunologic 
method, 
measures antigenic 
or allergenic  
proteins 

Good assay format,  
very sensitive 

Radioactive isotope, 
not standardized 

ELISA inhibition test Immunologic 
method, measure 
allergenic protein 

Good assay format, 
colorimetric, good 
sensitivity 

Uses human serum,  
can not be 
standardized 
 

ELISA inhibition test  
(D6499) 

Immunologic 
method, 
measure antigenic 
proteins 

Sensitive, 
standardized 

New as a standard,  
unknown 
reproducibility of 
standard reagents 
 

ที่มา: Tomazic และ Lucas, 2002. 
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วัสดแุละอุปกรณ์ 
 
1.  เชื้อจุลนิทรีย์  
 
 Bacillus subtilis (MR10) 
 
2. อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
 อาหารเลี้ยงเชื้อสูตร Casein medium และ Nutrient broth 
 
3. น้ํายางพารา 
 
 ได้รับความอนุเคราะห์จากสํานักงานกองทุนสงเคราะห์การทําสวนยาง (สกย.) จังหวัดเชียงใหม ่
 
4. สารเคมี    
   

                                                                                                   ย่ีห้อ                               
Casein from bovine milk 
Albumin from chicken white egg 
Tyrosine 
K2HPO4 
KH2PO4 
Trichloroacetic acid (CCl3COOH) 
Sodium carbonate ( Na2CO3) 
Folin-ciocalteau reagent 
Sodium hydroxide (NaOH) 
Copper sulphate (Cu2SO4.5H2O) 
Potassium sodium tartrate tetra hydrate 
(NaKC4H4O6.4H20) 
Ammonium sulfate ((NH4)2SO4) 
HCl 
Anti-latex rubber elongation factor monoclonal antibody 
Anti-latex SRPP monoclonal antibody 
Anti-latex acidic protein monoclonal antibody 
Anti-latex Hevein monoclonal antibody 
Goat anti-mouse IgG HRP 
GBX DEV/REPL 
GBX Fix/REPL 

FLUKA 
SIGMA 
MERCK 
MERCK 

SCHARLUA 
MERCK 
MERCK 
MERCK 

J.T BAKER 
AJAX 

MERCK 
 

MERCK 
LAB SCAN 

Pierce 
Icosagen 
Icosagen 
Icosagen 

Pierce 
KODAK 
KODAK 
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Glycine 
Sodium Dodecyl Sulfate  
Tris 
Skim milk 

ย่ีห้อ 
Research Organics 

BIO BASIC 
Research Organics 

MERCK 
Acrylamide(C3H5NO) Merck 
Ammonium persulfate Fluka 
Acetic acid Merck 
Aluminium sulphate octadecahydrate Loba 
Agarose NA Amersham biosciences 
Bromophenol blue Fluka 
β-mercaptoethanol Acros 
Copper(II)sulfatepentahydrate Univar 
Coomassie brilliant blue G 250 Fluka 
Coomassie brilliant blue R 250 Fluka 
Dithiothreitol, DTT U.S.B 
Drystrip cover fluid Amersham biosciences 
Ethanol Merck 
Folin-ciocalteau’s phenol Merck 
Formaldehyde QReC 
Glycine Fisher 
Glycerol Carlo Erba 
Hydrochloric acid Carlo Erba 
Iodoacetamide, IAA Amersham biosciences 
IPG buffer pH 3-10NL Amersham biosciences 
Methanol Loba 
N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine Fluka 
N,N’-methylenebisacrylamide Fluka 
Orthophosphoric acid Merck 
Phosphoric acid Sigma 
Sodium dodecyl sulfate, SDS Sigma 
Sodium hydroxide Merck 
Sodium carbonate Merck 
Sodium potassiumtartrate Fisher 
Tris(hydroxymethyl)aminomethane Merck 
2D Clean-up kit Amersham biosciences 
2D Quant kit Amersham biosciences 
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5. อุปกรณ์    
                                                                                                               ย่ีห้อ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 
     

 
 
 
 
 
 
 
 

เครื่องเขย่าชนิดแบบควบคุมอุณหภูมิได้                                       
ตู้เขี่ยเชื้อ (Laminar airflow) 
ตู้บ่มเชื้อจุลินทรีย์ (Incubator) 
เครื่องปั่นเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิแบบต้ังโต๊ะ 
เครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) 
เครื่องกวนสารแบบใช้ความร้อน (Hot plate stirrer) 
ตู้อบลมร้อน (Hot air oven) 
เครื่องผสมสาร (Vortex mixer) 
เครื่องชั่ง 2 ตําแหน่ง  
เครื่องชั่ง 4 ตําแหน่ง 
อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 
เครื่องทําแห้งแบบเยือกแข้ง (Freeze dryer) 
เครื่องกลั่นระเหยแห้ง (Rotary evaporator) 
ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask) ขนาด 250 ml 
หลอดปั่นเหวี่ยง (Centrifuge tube) ขนาด 50 ml 
ขวดปรับปริมาตร (Volumetric flask)  
ขวดดูแรน (Laboratory bottle) ขนาด 500 ml, 1000 ml 
กระบอกตวง (Erlenmeyer flask) ขนาด 50 ml, 500 ml, 1000 ml 
หลอดทดลอง (Test tube) 
ถุงไดอะไลซิส (Dialysis tubing) 
จานเพาะเลี้ยงเชื้อ (Petri dish) 
Amersham ECL Gel 12% 
X-ray film 

RATEK 
FLUFRANCE 

MEMERT 
HETTICH  ZENTRIFUGER 
SPECTRONIC GENESYS 5 

CLIFTON CERASTIR 
BINDER 

VORTEX GENIC 2 
METTLER TOLEDO 
METTLER TOLEDO 

MEMMERT 
DURA-DRY μP 

BU CHI 
PYREX 

CORNING 
PYREX 

DURAN 
PYREX 
PYREX 

CELLU SEP 
PYREX 

AMERSHAM 
KODAK 

Ettan IPG Strip holder Amersham Biosciences 
Image Scaner Amersham Biosciences 
Immobilin Drystrip pH 3-10 NL Amersham Biosciences 
Isoelectric focusing system Amersham Biosciences 
Vertical electrophoresis system Hoefer SE 250 
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วิธีการทดลอง  
 
(1) การเตรียมโปรติเอสผงจากเชื้อ Bacillus subtilis (MR10) 
 

อ้างอิงจากกระบวนการที่ได้จากงานวิจัยเลขที่ RDG5350029 กล่าวโดยย่อคือ เพาะเลี้ยงเชื้อ B. 
subtilis (MR10)  ในอาหารเหลว casein medium ปรมิาณ 150 ml เลี้ยงบนเครื่องเขย่าความเร็วรอบ 150 
rpm อุณหภูม ิ37 oC เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปป่ันเหวี่ยงแยกเซลล์ที ่8,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที 
ที่อุณหภูม ิ 4 oC เก็บสารละลายส่วนใส นําไปตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต ให้มีเปอร์เซ็นต์ความ
อ่ิมตัวที่ร้อยละ 85 กวนทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 6 ช่ัวโมงอย่างต่อเนื่อง แล้วนําไปป่ันเหวี่ยงเก็บตะกอน
โปรตีนที่ 10,000 rpm  อุณหภูมิ 4 oC  เป็นเวลา 30 นาที นําตะกอนโปรตีนที่ได้ละลายกลับในสารละลาย 
0.05 M  phosphate buffer pH 7.0 ปริมาตร 15 ml จากนั้นนําสารละลายเอนไซม์ไปบรรจุลงในถุงไดอะไล
ซีสขนาด 12 kDa cut-off  แล้วแช่ในสารละลาย 0.05 M phosphate buffer pH 7.0 ที่อุณหภูม ิ4 oC เป็น
เวลา 18 ช่ัวโมง โดยทําการเปลี่ยนบัฟเฟอร์ทุกๆ 6 ช่ัวโมง นําสารละลายเอนไซม์ในถุงไดอะไลซีสไปทําแห้ง
ด้วยเครื่องทําแห้งแบบเยือกแข็ง โปรติเอสผงที่ได้ให้นําไปเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4 oC  หากต้องการนํามาใช้ก็
จะทําการละลายกลับด้วยสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ความเข้มข้น 50 mM pH 7.0 ในอัตราส่วน 1 กรมัต่อ 
50 ml ทําการวิเคราะห์กิจกรรมของโปรติเอสด้วยวิธีการท่ีอ้างอิงจาก Chantawannakul และคณะ (2002) 
และปริมาณโปรตีนที่ละลายได้ด้วยวิธี Lowry’ s method และคํานวณค่ากิจกรรมจําเพาะ 

 
 (2) การวัดกิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสและคํานวณค่ากิจกรรมจําเพาะ 
 

เอนไซม์โปรติเอสทั้งที่เตรียมเองและโปรติเอสในทางการค้า จะมีการวัดปริมาณในรูปของค่ากิจกรรม
โดยวิธีที่ดัดแปลงมาจาก Chantawannakul และคณะ (2002) โดยใช้ Casein from bovine milk เป็น
สับสเตรท วิธีการทําได้โดยเตรียมสารละลายผสม 4 หลอดได้แก่  
 
หลอดที่ 1 (ES):  สารละลายเอนไซม์ปริมาณ 1 ml + สารละลาย  Casein from bovine milk  

เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ โดยปริมาตร ปริมาณ 1 ml 
หลอดที่ 2 (EB):  สารละลายเอนไซม์ปริมาณ 1 ml + 0.05 M phosphate buffer pH 7.0  

ปริมาณ 1 ml 
หลอดที่ 3 (SB):  สารละลาย  Casein from bovine milk เข้มข้น 1 เปอรเ์ซ็นต์ โดยปริมาตร  

ปริมาณ 1 ml + 0.05 M phosphate buffer pH 7.0 ปริมาณ 1 ml 
หลอดที่ 4 (BB):  0.05 M phosphate buffer pH 7.0 ปริมาณ 2 ml 
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นําสารแต่ละหลอดไปบ่มที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาด้วย
สารละลาย 0.4 M Trichloroacetic acid 2 ml  แล้วนําไปป่ันเหวี่ยงที่ ความเร็ว 8,000 rpm 10 นาท ี ดูด
สารละลายส่วนใสมา 0.5 ml เติม 0.4 M Na2CO3 2.5 ml และ Folin – Ciocalteau phenol reagent 0.5 
ml ทิ้งไว้ 30 นาที  

วัดค่าการดูดกลืนแสงที ่ 660 nm นําค่าการดูดกลืนแสงไปคํานวณหาปริมาณของกรดอะมิโนที่เกิดขึ้น
จากการย่อยของเอนไซม์โปรติเอส โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ tyrosine ที่เตรียมไว้แล้ว ทําการ
คํานวณหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอส โดย 1 ยูนิตของเอนไซม์โปรติเอส คือ ปริมาณเอนไซม์ที่ปลดปล่อย 
tyrosine ออกมา 1 ไมโครกรัม ในเวลา 1 นาที ภายใต้สภาวะที่วิเคราะห์ และค่ากิจกรรมจําเพาะ (Specific 
activity) ของเอนไซม์คํานวณจากค่ากิจกรรมของโปรติเอส (unit/ ml) หารดว้ยปริมาณโปรตีนในสารละลาย
เอนไซม ์(mg/ ml) 
 
(3) การเตรียมน้ํายางพาราโปรตีนต่ําสําหรับใช้ในงานวจิัย 
 

ผสมน้ํายางพาราสดกับน้ํากลั่นในสัดส่วน 1 ต่อ 1 จากนัน้เติมโปรติเอสในสัดส่วนโปรติเอส 500 ยูนิ
ตต่อน้ํายางพารา 100 ml พร้อมทั้งเติมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน ให้มคีวามเข้มข้นสดุท้าย 1 ไมโครกรัมต่อ
มิลลลิิตร นําไปบ่มบนเครื่องเขย่าความเร็วรอบ 150 rpm อุณหภูมิ 45 oC 20 ช่ัวโมง  
 
(4) การเตรียมตัวอย่างสําหรับวิเคราะห์โปรตีนภูมิแพ้ด้วยเทคนิค Western blot  
 

นําน้ํายางโปรตีนตํ่าไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm 30 นาท ี เพื่อแยกส่วนเนื้อยางและชั้น
ซีรั่ม ใช้หลอดหยดปลายแหลมเป็นอุปกรณ์ดูดเก็บรวบรวมส่วนซีรั่ม แล้วแบ่งเก็บไว้เป็นส่วนๆ(Aliquot)  ในตู้
แช่อุณหภูมิประมาณ -20 องศาเซลเซียสเพื่อป้องกันการเสื่อมสภาพของโปรตีนระหว่างรอการวิเคราะห์ และ
ทําการวัดปริมาณโปรตีนที่ละลายได้ (Soluble protein) ในส่วนของชั้นซีรั่มด้วยวิธี Modified Lowry’s 
method  
 
(5) การวิเคราะห์รูปแบบการกระจายตัวของโปรตีนผสมในซีรั่มของน้ํายางโปรตนีต่ํา 
 

สําหรับการแยกโปรตีนตามขนาดจะใช้วิธี SDS-PAGE ในการวิเคราะห์ โดยใช้เจลสําเร็จรูป 
Amersham ECL Gel 12%, 10 wells โดยเตรียมสารละลาย 1x Electrode Running Buffer เติมลงใน 
Amersham ECL Gel Box ปริมาตร 180 มิลลลิิตร จากนั้นจึงเตรียมเจล โดยทําการชะเจลและใส่เจลลงใน 
Amersham ECL Gel Box ปิดฝาให้สนทิ และเชื่อม Amersham ECL Gel Box กับ Power supply โดย 
Pre-run เจลเป็นเวลา 12 นาทีที่กําลังไฟฟ้า 150 V จากนั้นเปิดฝาเพื่อถอดหวีออกจากเจล เติม 1X Running 
Buffer ปริมาตร 6 มิลลิลิตร ลงไป โดยใช้ตัวอย่าง 15 ไมโครลิตร ที่ประกอบด้วย ตัวอย่าง 10 ไมโครลิตร และ
สีย้อม 10 ไมโครลิตร ลงในแต่ละ well ทําการ Run gel เป็นเวลา 1 ช่ัวโมงที่กําลังไฟฟ้า 150 V  จากน้ันถอด 
เจลออกจาก Amersham ECL Gel Box ทําการย้อมสีเจลเป็นเวลา 5 นาที และล้างสีออกเป็นเวลา 2 ช่ัวโมง  
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(6) การวิเคราะห์โปรตนีภูมิแพ้ด้วยเทคนคิ Western blot 
 

6.1 การเตรียมตัวอย่างซีรั่มบน PVDF membrane 
 

ทําการแช่ PVDF membrane ในเมทานอลเป็นเวลา 5 นาที และนําไปแช่ใน Transfer buffer อย่าง
น้อย 15 นาท ีหลังจากนั้นทาํการหยดตัวอย่างซีรั่ม 2 ไมโครลิตร ลงบนแผ่น membrane และรอจนกระทั่ง
แห้ง   
 

6.2 การบ่มซีรัม่ร่วมกับแอนติบอดี้  
 

นํา PVDF จากข้อ 6.1 มาล้างด้วย TSB buffer นาน 10 นาที 2 ครั้ง ครั้งละประมาณ 10-15 ml บ่ม
ต่อด้วย non-fat milk ความเข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์ 1 ช่ัวโมง จากนั้นจึงนําแผ่น PVDF ไปบ่มร่วมกับ Anti-
latex antigen monoclonal antibody แต่ละชนิด (Hev b3, Hev b5 และ Hev b6.02) (อัตราการเจือจาง 
1: 10,000 in 4% non-fat milk) เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง เมื่อครบกําหนดเวลา ให้ล้าง PVDF ด้วย TBST buffer 
3 ครั้ง ครั้งละประมาณ 15 นาที และล้างด้วย TSB buffer อีก 1 ครั้ง ต่อไปให้นําแผ่น PVDF ดังกล่าวมาบ่ม
ร่วมกับ Goat anti-mouse IgG HRP (อัตราการเจือจาง 1:10,000 in 4% non-fat milk) เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 
ล้างแผ่น PVDF เช่นเดิมด้วย TBST และ TSB buffer  

 
6.3 การตรวจสอบผล 

 
นําแผ่น PVDF นี้ไปทําปฏิกิริยาด้วยชุดตรวจสอบชนิด chemiluminescent detection kit (Pierce, 

super signal Chemiluminence) 5 นาที จากนั้นเตรียมสารเคมีสําหรับลา้งฟิล์มโดยผสมน้ํากลั่นกับ
สารละลาย Fixer ในอัตราส่วน 4:1 และผสมน้ํากลั่นกับสารละลาย Developer ในอัตราส่วน 4:1 
เช่นเดียวกัน นําแผ่น PVDF มาประกบลงบนแผ่นฟิล์ม X-ray ในที่มืดเปน็เวลา 5-60 นาที หรือข้ามคืน ขึ้นกับ
กรณีแล้วล้างฟลิ์มโดยแช่แผ่นฟิล์มในสารละลาย Fixer เป็นเวลา 30 วินาที และแช่ในสารละลาย Developer 
เป็นเวลา 30 วินาที จากนั้นลา้งด้วยน้ําสะอาดอย่างรวดเร็ว ผึ่งแผ่นฟิลม์ให้แห้ง แล้วสังเกตแถบสีดําที่เกิดขึ้น 
 
(7) การวิเคราะห์โปรตนีผสมในซีรั่มของน้ํายางพาราโปรตีนต่าํด้วยเทคนคิ 2D-gel  
electrophoresis  
 
 ในการศึกษาหวัข้อนี้ในแผนงานระยะปีที่ 1 จะเป็นเพียงการศึกษาเบื้องต้นในการหาสภาวะที่
เหมาะสมในการวิเคราะห์โปรตีนในตัวอย่างน้ํายางพาราโปรตีนตํ่า โดยสภาวะที่ได้ทําการศึกษาในครั้งนี้ได้แก่ 
เทคนิคการย้อมสีโปรตีนและความเข้มข้นของ polyacrylamide gel ที่เหมาะสม  
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7.1 การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการแยกโปรตีน 
 
ทําการวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนเริ่มต้นในซีรั่มน้ํายางพาราโปรตีนตํ่าแต่ละตัวอย่างโดยใช้วิธี 

Modified Lowry และ Micro assay จากนั้นทําการวิเคราะห์รูปแบบเบ้ืองต้นของการกระจายตัวของโปรตีน
ด้วยเทคนิค SDS-PAGE โดยใช้เครื่องมือ Hoefer รุ่น SE250 ใช้เจลขนาด 10 x 8 cm ซึ่งในหัวข้อนี้จะ
ทําการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ทั้งสิ้น 2 ประเด็น ได้แก่  

1) เทคนิคการย้อมส ี ได้แก่ สีย้อม coomassie brilliant blue R-250 สีย้อม fast and sensitive 
colloidal coomassie G-250  และ สีย้อม silver staining โดยทําการศึกษาบนเจลความเข้มขน้ 12.5 
เปอร์เซ็นต์ โปรตีนในตัวอย่างปริมาณ 40 ไมโครกรัม 

2) ความเข้มขน้ของเจล ได้แก่ ความเข้มข้นของเจลที ่ 7.5% 12.5% และ 15% ทั้งที่เป็นสภาวะ 
reducing (เติม β-mecaptoethanol) และสภาวะ non-reducing (ไม่เติม β-mecaptoethanol)   
 

7.2 การศึกษารปูแบบของโปรตนีภูมิแพ้ในน้ํายางพาราเบื้องต้นโดยใชเ้ทคนิค 2D-gel 
electrophoresis ร่วมกับ MALDI-TOF MS  

 
ทําการกําจัดสิ่งเจือปน เพื่อทําให้ตัวอย่างซีรั่มมคีวามบริสุทธ์ิมากขึ้นโดยใช้ 2-D Clean-Up Kit รุ่น 

Code No. 80-6483-51 (GE-Healthcare) จากนั้นวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนโดยใช้วิธี Micro assay ใช้ 
2D-Quant Kit รุ่น Code No. 80-6483-56 (GE-Healthcare) ก่อนดําเนินการวิเคราะห์โปรตีนด้วยเครื่องมือ 
2-D gel electrophoresis จากศูนย์เครื่องมือ หน่วยวิจัยทางเทคโนโลยีชีวภาพ คณะเกษตรศาสตร ์
มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ ซึ่งมีวิธีการคร่าวๆ ดังต่อไปนี้ 

 
1) การแยกโปรตีนมิติที่ 1 ด้วยวิธี IEF 
  เตรียมสารละลายสําหรับทํา IEF ปริมาตร 125 μl ซึ่งประกอบด้วยโปรตีนตัวอย่าง 6 μg, 
20 mM DTT, 0.8% v/v IPG buffer และ rehydration stock solution จากนั้นถ่ายตัวอย่างลงไป
ใน strip holder ขนาด 7 cm ดังภาพที่ 1(A) จากนั้นปิดฝาของ strip holder แล้วนําไปวางบน
เครื่อง Ettan IPGphor II ดังภาพ 1(B) และดําเนินระบบดังโปรแกรมต่อไปนี้ เมื่อโปรแกรมสิ้นสุดจึง
นํา strip ออกจาก strip holder ไปทําการแยกโปรตีนมิติที่ 2 ด้วยวิธี SDS-PAGE ต่อไป 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   

Step 1 step and hold 150 V 200     V/hr 
Step 2 step and hold 300 V 200     V/hr 
Step 3 Gradient 1000 V 300     V/hr 
Step 4 Gradient 5000 V 4500   V/hr 
Step 5 step and hold 5000 V 6500   V/hr 
Total  11,700 V/hr 
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(ก)  
 
 
 

(A)                                                (B) 
ภาพที่ 1 การถ่ายสารละลายโปรตีนลงใน strip holder (A) และการวาง strip holder บนพื้นที่  

 electrode ของเครื่อง Ettan IPGphor II (B) 
 

2) การแยกโปรตีนมิติที่ 2 ด้วยวิธี SDS-PAGE 
  ทําการ equilibrate IPG strip ก่อนทํา SDS-PAGE โดยแช่ IPG strip จากข้อที่ 1) ลงใน
สารละลาย DTT (0.05 g ใน SDS equilibration buffer 5 ml) จากนั้นย้ายมาล้างในสารละลาย 
IAA (1.25 g ใน SDS equilibration buffer 5 ml) แต่ละขั้นตอนจะทําการเขย่าเป็นเวลา 15 นาที 
  แช่ IPG strip ที่ได้จากลงใน 1X SDS electrophoresis running buffer (tank buffer) 
เป็นเวลา 5-10 นาที เพื่อล้าง glycerol ที่เป็นองค์ประกอบใน SDS equilibration buffer ออก แล้ว
วาง strip ลงบน polyacrylamide gel ที่เตรียมไว้ เตรียม protein marker ปริมาตร 0.75 μl ลง
บนกระดาษกรอง (ขนาด 3×5 mm) แล้วทิ้งไว้จนแห้ง จากนั้นวางกระดาษกรองลงตรงช่องว่าง
ด้านซ้ายของ IPG strip แล้วปิดผิวหน้า IPG strip ด้วย agarose sealing solution และเริ่มดําเนิน
ระบบ ดังภาพที่ 2 ด้วยโปรแกรมดังนี้ 

Step 1: current 10 mA/gel 0:15 hr 
Step 2: current 20 mA/gel 1:30 hr 
Max 150 V and 100 W  

  
     เมื่อสิ้นสุดโปรแกรม จึงทําการย้อมสีเพื่อตรวจสอบผลการกระจายตัวของโปรตีนด้วย
เทคนิคที่เหมาะสมที่ศึกษาก่อนหน้านี้ 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2 การต่อเครื่อง mini VE เข้ากับเครื่องจ่ายกระแสไฟฟ้าเพื่อทํา SDS-PAGE 
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ผลการวิจัย 
 
(1) กิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอส 
 
 เอนไซม์โปรติเอสผงที่ผลิตขึ้นจากงานวิจัยครั้งนี้มีลักษณะเป็นผงสีขาวขุ่นแสดงดังในภาพที่ 3 ซึ่งทั้งนี้
ภายหลังจากผ่านกระบวนการเตรียมหลายๆ ขั้นตอนแลว้ พบว่ากิจกรรมของเอนไซม์จะลดลง แสดงผลดัง
ตารางที่ 3 และสุดท้ายเมื่อผ่านกระบวนการทําแห้งแล้ว กิจกรรมของเอนไซม์หลงเหลอือยู่ทั้งสิ้น 120,422.53 
Unit/กรัมของเอนไซม์ผง และมีค่ากิจกรรมจําเพาะเท่ากับ 169.78 unit/มิลลิกรัมของโปรตีน ซึ่งเอนไซม์ที่
เตรียมขึ้นนี้ก็จะได้นํามาใช้ตลอดการวิจัย 
 
ตารางที่ 3 แสดงผลกิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสที่หลงเหลืออยู่ภายหลังจากผ่านขั้นตอนการเตรียม 

   เอนไซม์ผง 
ขั้นตอนการเตรียม กิจกรรมเอนไซม์

ทั้งหมด (Unit) 
ปริมาณโปรตนี 

(มิลลิกรัม) 
ค่ากิจกรรม

จําเพาะ (U/mg) 
Recovery 
yield (%) 

Crude enzyme 238560 2832.90 8.32 100.00 
ตกตะกอน+dialysis 118800 205.20 578.94 49.80 
ทําแห้งแบบเยือกแข็ง 24633 145.09 169.78 10.32 
 
 
2. การวิเคราะห์รูปแบบการกระจายตัวของโปรตีนผสมในซีรั่มของน้ํายางโปรตนีต่ํา 
 
        น้ํายางพาราโปรตีนตํ่าที่เตรียมขึ้นในงานวิจัยครั้งนี้ ได้จากการบ่มน้ํายางร่วมกับเอนไซม์โปรติเอ
สจํานวน 500 ยูนิต ต่อน้ํายาง 100 มลิลลิติร จากนั้นป่ันเหวี่ยงแยกเอาชั้นซีรั่มออกมาวิเคราะห์การหลงเหลือ
ของโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE อย่างไรก็ตาม ชุดการทดลองควบคุมก็ได้ดําเนินการควบคู่กันไปจํานวน 2 ชุด
การทดลอง นั่นคือน้ํายางพาราที่ไม่เติมเอนไซม์และน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์ร่วมกับ SDS ความเข้มข้น 0.2% 
(w/v) เมื่อผ่านการวิเคราะห์แล้ว ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 4 ซึ่งแสดงให้เห็นว่า โปรตีนบางส่วนได้หายไป
หรือลดลงภายหลังจากการเติมเอนไซม์โปรติเอสลงไป ยกตัวอย่างเช่นโปรตีนที่มีขนาดประมาณ 14 และ 50 
kDa ในขณะที่การเติมเอนไซม์ร่วมกับสาร SDS นั้นกลับพบว่าเอนไซม์ไมส่ามารถทํางานเพื่อย่อยโปรตีนได้ 
ดังนั้นจึงยังคงตรวจพบแถบโปรตีนดังเดิม    
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ภาพที่ 3 แสดงเอนไซม์โปรติเอสผงที่ผลิตขึน้จากเชื้อแบคทีเรีย Bacillus subtilis MR10 
                    
 

                                           
 
ภาพที่ 4 แสดงการตรวจสอบโปรตีนในน้ํายางพาราโปรตีนตํ่าด้วยเทคนิค SDS-PAGE  
หมายเหตุ: CS คือซีรัม่ของน้ํายางพาราที่ไม่เติมเอนไซม์และสาร SDS 
             SE คือซีรั่มของน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์โปรติเอส 
             SE+SDS คือซีรั่มของน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์โปรติเอสร่วมกับสาร SDS (0.2% w/v) 
 
3. การวิเคราะห์โปรตีนภูมิแพ้ด้วยเทคนคิ Western blot 
 
 งานวิจัยนี้ได้ใช้เทคนิค Western blot ในการวิเคราะห์โปรตีนภูมิแพ้จํานวน 4 ขนิด ได้แก่ Rubber 
elongation factor (REF; Hev b1) Small rubber particle protein (SRPP; Hev b3) Acidic protein 
(Hev b5) และ Hevein (Hev b6.02) ในน้ํายางพาราโปรตีนตํ่า เปรียบเทียบกับอีก2 ชุดการทดลอง คือน้ํา
ยางพาราที่ไม่เติมเอนไซม์และน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์รว่มกับ SDS ความเข้มข้น 0.2% (w/v) ผลการทดลอง
แสดงดังภาพที่ 5-8 ซึ่งก็พบว่าในกรณีของโปรตีน REF และ SRPP นั้น จะตรวจพบโปรตีนดังกล่าวเฉพาะใน
ตัวอย่างน้ํายางพาราที่ไม่เติมเอนไซม์โปรติเอสและน้ํายางพาราที่เติมโปรติเอสร่วมกับสาร SDS แต่ในขณะที่น้ํา
ยางพาราที่บ่มร่วมกับเอนไซม์โปรติเอสเพียงอย่างเดียวนั้น จะไม่สามารถตรวจพบโปรตีนภูมิแพ้ทั้งสองชนิดนี้
หลงเหลืออยู่  แต่เมื่อพิจารณาการศึกษาโปรตีนภูมิแพ้ชนิด Acidic protein แล้วนั้นกลับพบผลการศึกษาที่
แตกต่างกันเล็กน้อย นั่นคือตรวจพบ Acidic protein เพียงในตัวอย่างน้ํายางพาราสดเท่านั้น แต่ไม่พบโปรตีน

Marker   CS    SE   SE+SDS     Marker 
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ชนิดนี้ในตัวอย่างอื่นๆ เลย ซึง่อาจจะกล่าวได้ว่าโปรติเอสช่วยกําจัด Acidic protein ด้วยเช่นกัน และสุดท้าย
กรณีของการศึกษาโปรตีนชนิด Hevein ผลการวิเคราะห์แสดงให้เห็นว่ายังคงตรวจพบโปรตีนชนิดนี้ในตัวอย่าง
น้ํายางพาราทุกชุดการทดลอง นั้นอาจหมายความว่าโปรติเอสจากแบคทีเรีย B. subtilis นี้ไม่สามารถโปรตีน
ภูมิแพ้ชนิด Hevein นี้ได้ 

                                                    
ภาพที่ 5 แสดงผลการวิเคราะห์การหลงเหลืออยู่ของโปรตีนภูมิแพ้ชนิด Rubber elongation factor  

 (REF; Hev b1)  
หมายเหตุ: CS คือซีรัม่ของน้ํายางพาราสด 
             SE คือซีรั่มของน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์โปรติเอส 
             SE+SDS คือซีรั่มของน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์โปรติเอสและสาร SDS (0.2% w/v) 
 

                     
ภาพที่ 6 แสดงผลการวิเคราะห์การหลงเหลืออยู่ของโปรตีนภูมิแพ้ชนิด Small rubber particle  

 protein (SRPP; Hev b3) 
หมายเหตุ: CS คือซีรัม่ของน้ํายางพาราสด 
             SE คือซีรั่มของน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์โปรติเอส 
             SE+SDS คือซีรั่มของน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์โปรติเอสและสาร SDS (0.2% w/v)     
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ภาพที่ 7 แสดงผลการวิเคราะห์การหลงเหลืออยู่ของโปรตีนภูมิแพ้ชนิด Acidic protein (Hev b5)  
หมายเหตุ:  CS คือซีรั่มของน้ํายางพาราสด 
              SE คือซีรั่มของน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์โปรติเอส 
              SE+SDS คือซีรั่มของน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์โปรติเอสและสาร SDS (0.2% w/v) 
 

                   
ภาพที่ 8 แสดงผลการวิเคราะห์การหลงเหลืออยู่ของโปรตีนภูมิแพ้ชนิด Hevein (Hev b6.02) 
หมายเหตุ: CS คือซีรัม่ของน้ํายางพาราสด 
             SE คือซีรั่มของน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์โปรติเอส 
             SE+SDS คือซีรั่มของน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์โปรติเอสและสาร SDS (0.2% w/v) 
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4. การวิเคราะห์โปรตีนผสมในซีรั่มของน้ํายางพาราโปรตีนต่ําด้วยเทคนิค 2D-gel  
electrophoresis  
 
 4.1 การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการแยกโปรตีนมิติที่ 1 ด้วยเทคนิค SDS-PAGE 
  

ในการวิเคราะห์การกระจายตัวของโปรตีนผสมจากตัวอย่างแหล่งต่างๆ ด้วยเทคนิค 2D-gel 
electrophoresis นั้น จําเป็นอย่างยิ่งที่ต้องหาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์เพื่อให้ได้ผลการวิเคราะห์ที่
ชัดเจนที่สุด ซึ่งสภาวะแรกที่ได้ทําการศึกษาคือ เทคนิคการย้อมสีโปรตีน ซึ่งเปรียบเทียบกันทั้งสิ้น 3 เทคนิค 
พบว่าภายหลังจากศึกษาโดยใช้โปรตีนปริมาณ 40 μg ในเจลความเข้มข้น 12.5% นั้นการย้อมด้วยวิธีการ 
coomassie brilliant blue R-250 จะปรากฏแถบโปรตีนปรากฏมากที่สุดจํานวน 8 แถบ ได้แก่ 85.70, 
50.12, 38.28, 28.38, 22.44, 19.59, 16.03 และ 14.03 kDa ในตัวอย่างน้ํายางพาราที่ไม่เติมเอนไซม์ (CS) 
ส่วนน้ํายางพาราที่เติมเพียงเอนไซม์โปรติเอส (SE) ปรากฏเพียง 2 แถบ ได้แก่ 50.12 และ 38.28 kDa ในขณะ
ที่น้ํายางพาราที่เติมทั้งเอนไซม์โปรติเอสและ SDS นั้น ไม่ปรากฏแถบโปรตีนที่ชัดเจนเห็นเป็นเพียงรอยลากยาว
เท่านั้น ซึ่งโดยรวมแล้วจะเห็นว่าเทคนิคการย้อมสีดังกล่าวให้ผลของแถบโปรตีนที่ค่อนข้างชัดเจนมาก  (ภาพที่ 
9) และเมื่อเทียบกับการย้อมด้วยวิธี fast and sensitive colloidal coomassie G-250 และ silver staining 
พบว่าการย้อมด้วย fast and sensitive colloidal coomassie G-250 ให้แถบของโปรตีนมากที่สุดใน
ตัวอย่างน้ํายางพาราที่ไม่เติมเอนไซม์ (CS)  เพียง 5 แถบ ได้แก่ 86.05, 50.00, 38.73, 16.89 และ 12.28 
kDa ส่วนน้ํายางพาราที่เติมเพียงเอนไซม์โปรติเอส (SE) ปรากฏเพียง 3 แถบ ได้แก่ 86.05, 50.00 และ 38.73 
kDa และน้ํายางพาราที่เติมทั้งเอนไซม์โปรติเอสและ SDS ก็ยังคงเห็นเพียงรอยลากยาวของโปรตีนเช่นเดียวกัน 
(ภาพที่ 10) ส่วนกรณีการย้อมด้วย silver staining นั้นก็พบว่าโปรตีนทั้ง 3 ตัวอย่าง ไม่สามารถระบุแถบของ
โปรตีนได้ชัดเจน (ภาพที่ 11) 

 
 
ภาพที่ 9 แสดงการวิเคราะห์โปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE โดยใช้การย้อมสีด้วยวิธี coomassie brilliant 
    blue R -250 ในเจล 12.5% ด้วยปริมาณโปรตีน 40 μg/well   
หมายเหตุ:  Line  1 คือซีรั่มของน้ํายางพาราสด (CS) 
              Line 2 คือซีรั่มของน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์โปรติเอส (SE) 
              Line 3 คือซีรั่มของน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์โปรติเอสและสาร SDS (0.2% w/v) 
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ภาพที่ 10 แสดงการวิเคราะห์โปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE โดยใช้การย้อมสีด้วยวิธี fast and sensitive     
        colloidal coomassie G-250 ในเจล 12.5% ด้วยปริมาณโปรตีน 40 μg/well  
หมายเหตุ:  Line  1 คือซีรั่มของน้ํายางพาราสด (CS) 
              Line 2 คือซีรั่มของน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์โปรติเอส (SE) 
               Line 3 คือซีรั่มของน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์โปรติเอสและสาร SDS (0.2% w/v) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 11 แสดงการวิเคราะห์โปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE โดยใช้การย้อมสีด้วยวิธี silver staining ใน   
      เจล 12.5% ด้วยปริมาณโปรตีน 40 μg/well  
หมายเหตุ:  Line  1 คือซีรั่มของน้ํายางพาราสด (CS) 
              Line 2 คือซีรั่มของน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์โปรติเอส (SE) 
              Line 3 คือซีรั่มของน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์โปรติเอสและสาร SDS (0.2% w/v) 
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เมื่อได้ทราบเทคนิคการย้อมสทีี่เหมาะสมสําหรับการศึกษาการกระจายตัวของโปรตีนแล้ว จึงได้
ทําการศึกษาสภาวะที่สองนั่นคือความเข้มขน้ของ polycrylamide gel ซึ่งจากปรกติที่ใช้ในระดับ 12.5% ก็ได้
ทดสอบเพิ่มเติมที่ระดับความเข้มข้น 7.5% และ 15% ผลการทดสอบกแ็สดงดังภาพที่ 12(A) และ 12(B) ซึ่ง
จะสังเกตเห็นว่าความเข้มข้นเจลที่  7.5%  แมแ้ถบของโปรตีนที่ได้จะมีการแยกออกจากกันได้กว้างขึ้น แต่
พบว่าโปรตีนที่มีขนาดเล็กนั้น หลายตัวได้หลุดออกจากแผนเจล โดยสังเกตจากโปรตีนมาตรฐานและโปรตีน
ตัวอย่าง ซึ่งในที่นี้โปรตีนภูมิแพ้ที่ต้องการศึกษาจะมีขนาดที่ตํ่ากว่า 70 kDa ลงมา ดังนั้นการใช้ความเข้มข้นนี้
จึงไม่น่าเหมาะสมนักในการศกึษาขั้นต่อไป  ส่วนการใช้ความเข้มข้นของเจลที่ 15% พบว่าโปรตีนขนาดเล็กจะ
เคลื่อนที่ไปได้ไม่สุดขอบเจลทาํให้แถบของโปรตีนมีการอัดตัวเป็นแถบขนาดใหญ่ไม่เกิดการแยกของโปรตีน
หลายๆ แถบเมื่อเทียบกับทีค่วามเข้มข้นของเจลระดับ 12.5% (ภาพ 9) ดังนั้นที่ระดับความเข้มข้น 12.5% นี้ 
จึงน่าจะเป็นความเข้มข้นของ polyacrylamide gel ที่เหมาะสมที่สุดในการแยกโปรตีนผสมจากน้ําจากน้ํา
ยางพารา และเป็นพื้นฐานสําคัญเพื่อใช้ศึกษาโปรตีนด้วยวิธี 2D-gel electrophoresis ต่อไป  
 

             
 
                  A     B   
 
ภาพที่ 12 แสดงการวิเคราะห์โปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE และเทคนิคสีย้อมย้อม coomassie brilliant  

   blue R-250 ในเจลเข้มขน้ 7.5% (A) และ 15% (B) ตามลําดับด้วยปริมาณโปรตีน 40 
   ไมโครกรัม 

 
4.2 การศึกษารูปแบบของโปรตีนภูมิแพ้ในน้ํายางพาราเบื้องตน้โดยใช้เทคนคิ 2D-gel  
electrophoresis  
 

ภายหลังจากทราบถึงเทคนิคการย้อมสีและความเข้มข้นของ polyacrylamide gel ที่เหมาะสมใน
การศึกษาโปรตีนผสมในน้ํายางพาราแล้ว จึงได้นําสภาวะเหล่านี้มาใช้ในการศึกษาขั้นต่อไป โดยได้ทดสอบนํา
ตัวอย่างซีรั่มจากน้ํายางพาราทั้ง 3 ชุดการทดลองมาทําการศึกษาการกระจายตัวของโปรตีนผสมด้วยเทคนิค 
2D-gel electrophoresis ผลการศึกษาพบว่าการแยกโปรตีนตามค่า pI  ในขั้นตอน IEF (IPG strip pH 3-10 
NL ขนาด 7 cm) แล้วตามด้วยการแยกโปรตีนตามขนาดโมเลกุลด้วยการทํา SDS-PAGE (ready gel 
solution 12.5%T, 2.7%C กระแสไฟฟ้า 20 mA/gel ความต่างศักย์ 150 V เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 10 นาที 
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บัฟเฟอร์พีเอช 8.3) และสุดท้ายจึงย้อมสีโปรตีนด้วยสี coomassie brilliant blue R-250 ได้ผลการวิเคราะห์
ดังภาพที่ 13-15 ซึ่งโดยรวมแล้วการวิเคราะห์ที่ได้ยังไม่มีที่พึงพอใจนัก เนื่องจากจุดโปรตีนไม่มีความคมชัด
เท่าที่ควร ทําให้ยากในการประมวลผล ดังนั้นในงานวิจัยระยะที่ปีสองจึงต้องเน้นด้านเทคนิคการวิเคราะห์ด้วย
เทคนิค 2D-gel นี้ให้มากขึ้น ก่อนที่นําไปประมวลผลในขั้น MALDI-TOF MS ต่อไป 
 อย่างไรก็ตามผลการวิเคราะห์ในครั้งนี้ก็แสดงให้เห็นว่าตัวอย่างซีรั่มจากน้ํายางพาราสดปรากฏจุดโปรตีน
จํานวน 13 จุด (ภาพที่ 13) ซึ่งตําแหน่งของจุดโปรตีนเหล่านี้มีการกระจายตัวอยู่ในช่วง pH 3-10 โดยจุด
โปรตีนที่ 2, 8, 4, 5, 7, 1 และ 12 กระจายตัวอยู่ในบริเวณที่ pH เป็นกรด ส่วนจุดโปรตีนที่ 9, 10, 11, 6, 3 
และ 13 กระจายตัวอยู่ในบริเวณที่ pH เป็นเบส ในขณะที่ตัวอย่างซีรั่มที่ผ่านการเติมเอนไซม์โปรติเอสนั้นก็
พบว่าปรากฏจุดโปรตีนที่น้อยกว่าและจางกว่า (ภาพที่ 14) ซึ่งเป็นไปตามคาดและสอดคล้องกับผลการ
วิเคราะห์ด้วยเทคนิค SDS-PAGE นอกจากนี้ตําแหน่งของโปรตีนแต่ละจุดยังสอดคล้องกับตัวอย่างซีรั่มจากน้ํา
ยางพาราสดอีกด้วย แต่ตัวอย่างซีรั่มที่เติมเอนไซม์ร่วมกับ SDS นั้นกลับไม่ปรากฏจุดโปรตีน (ภาพที่ 15) ซึ่งก็
ยังไม่สามารถสรุปได้ว่าเกิดจากการที่ไม่มีโปรตีนหลงเหลืออยู่หรือเกิดจากปัญหาเชิงเทคนิค จึงต้อง
ทําการศึกษาต่อไปในแผนระยะปีที่สอง 
 

          
                          ก.                                                 ข.   

                                   
                                                            ค. 
 
ภาพที่ 13 แสดงการวิเคราะห์โปรตีนในน้ํายางพาราสด (CS) (ภาพ ก) น้ํายางพาราที่เติมด้วยเอนไซม์โปรติเอส 
(SE) (ภาพ ข) และ น้ํายางพาราที่เติมด้วยเอนไซม์โปรติเอสร่วมกับสาร SDS (SE+SDS)ด้วยวิธี 2D-gel 
electrophoresis (ภาพ ค) 
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วิจารณ์ผลการทดลอง 
  

เอนไซม์โปรติเอสที่ผลิตขึ้นครั้งนี้ก็ยังคงสามารถนํามาใช้งานได้สะดวกดังเช่นทุกครั้งที่ผ่านมา แต่
ประเด็นปัญหาที่ยังคงพบคือ อายุการเก็บรักษาของเอนไซม์ผง ที่พบว่าค่ากิจกรรมของเอนไซม์จะลดลง
ตลอดเวลา แม้จะเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส ซึ่งสาเหตอุาจเกิดจากหลายปัจจัยไม่ว่าจะเป็นผลึก
น้ําแข็งจากความชื้นที่หลงเหลืออยู่ในเอนไซม์ผงซึ่งจะทําลายโครงสร้างของโปรตีน รวมถึงสภาวะออกซิเดชั่นที่
เกิดกับโมเลกุลโปรตีน โดยเฉพาะอย่างยิ่งอาจเกิดกับกรดอะมิโน cysteine ดังนั้นการทดลองนําสารที่มี
คุณสมบัติยืดอายุการเก็บรักษาของเอนไซม์มาผสมลงในเอนไซม์โปรติเอสนี้จึงน่าสนใจเป็นอย่างยิ่ง สารที่มี
คุณสมบัติดังกล่าวได้แก่ สารกลุ่ม cryoprotectant (ลดการเกิดผลึกน้ําแข็ง) สารยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย์
ปนเปื้อน สารกลุ่ม Metal chelator (คงสภาพโปรตีนในสภาวะ Reduced) และ reducing agent (ป้องกัน
โมเลกุลโปรตีนจากสภาวะออกซิเดชั่น) อย่างไรก็ตาม เมื่อวิเคราะห์จากข้ันตอนการเตรียมโปรติเอสผงนี้ ก็จะ
เห็นได้ว่าเอนไซม์โปรติเอสทีถู่กเก็บเกี่ยวได้ในแตล่ะขั้นตอนจะลดลง ในขั้นตอนแรกของการตกตะกอนโปรตีน
และไดอะไลซสีนั้น คาดว่าที่เก็บเกี่ยวได้น้อยอาจจะเนื่องจากประสิทธิภาพการปั่นเหวี่ยงเพื่อเก็บตะกอนโปรตีน 
ทําให้เก็บได้ไม่หมด ครั้งต่อไปสามารถปรับปรุงเทคนิคการเก็บตะกอนด้วยการกรองแทนการปั่นเหวี่ยง แต่
ขั้นตอนการทําแห้งแบบเยือกแข็งก็ทําให้กิจกรรมโปรติเอสลดลงไปอย่างมากเช่นกัน ซึ่งเมื่อพิจารณาแล้ว ผู้วิจัย
ลงความเห็นว่าขั้นตอนนี้อาจจะไม่จําเป็นต่อไป เนื่องจากเป็นขั้นตอนที่ไม่สามารถควบคุมได้ ผลึกน้ําแข็งที่
เกิดขึ้นส่งผลเสยีต่อโครงสร้างของเอนไซม์ ทั้งยังใช้เวลาและเครื่องมอืราคาสูง กระทบต่อต้นทุนการผลิต 
ทางออกที่ผู้วิจัยเสนอคือ ให้เตรียมเอนไซม์โปรติเอสในรูปสารละลายเอนไซม์เข้มข้นแทน นั่นคอืเมื่อผ่าน
ขั้นตอนการตกตะกอนโปรตีนเรียบร้อยแล้ว ก็ทําการละลายกลับด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ที่เหมาะสม พร้อมทั้ง
เติมสารกลุ่มต่างๆ ที่มีคณุสมบัติยืดอายุการเก็บรักษาแทน ด้วยกระบวนการเช่นนี้คาดว่าจะทําให้สามารถผลิต
เอนไซม์โปรติเอสที่มีความเปน็ไปได้ในเชิงพาณิชย์มากขึ้น  
 โปรตีนภูมิแพ้ชนิด REF ได้เคยถูกตรวจสอบมาแล้วในงานวิจัย 54500045 (การวิเคราะห์โปรตีน
ภูมิแพ้ในน้ํายางโปรตีนตํ่า) โดยในครั้งนั้นได้พบว่า เอนไซม์โปรติเอสจากเชื้อ MR10 นี้สามารถกําจดั REF ได้ 
แต่ในการวิจัยครั้งนี้ ได้แสดงเพิ่มเติมถึงผลของการเติมสาร SDS (Sodium dodesyl sulfate) ที่มีต่อ
ประสิทธิภาพการกําจัด REF เนื่องจากพบว่างานวิจัยหลายชิ้นที่ผ่านมาได้มีการเติมสารชนิดนี้ร่วมกับเอนไซม์
เพื่อลดปริมาณโปรตีนในเนื้อยางพาราลง (ไพโรจน์ และ พรสิทธ์ิ, 2540, Klinklai et al., 2003; Klinklai et 
al., 2004; Rattanasom et al., 2005) ซึ่งผลจากการวิจัยครั้งนี้พบว่าการเติมสาร SDS ลงในน้ํายางพารา
ร่วมกับการเติมเอนไซม์โปรติเอส ทําให้ช่วยลดปริมาณโปรตีนในส่วนเนื้อยางลงได้จริงเช่นเดียวกับการเติมเพียง
เอนไซม์อย่างเดียว (ไม่ได้แสดงผลการทดลองในรายงาน) อย่างไรก็ตาม แม้จะลดปริมาณโปรตีนได้ใกล้เคียงกัน 
แต่กลับพบว่ายังคงมีโปรตีนภูมิแพ้ REF หลงเหลืออยู่เมื่อเติม SDS ร่วมด้วย ผู้วิจัยคาดว่าสาร SDS ซึ่งเป็นสาร
ลดแรงตึงผิวนี้ มีกลไกในการกําจัดโปรตีนคือเพียงช่วยละลายโปรตีนให้หลุดออกมาจากเนื้อยางเพิ่มมากขึ้น
เท่านั้น ไม่ได้ช่วยในการย่อยโมเลกุลโปรตีนดังเช่นกลไกการทํางานของเอนไซม์โปรติเอส อีกทั้ง SDS ยังทําให้
เอนไซม์เกิดการสุญเสียสภาพ (Denature) และไมส่ามารถทํางานได้ในที่สุด ดังนั้นหากต้องการกําจัดโปรตีน
ภูมิแพ้ด้วยกลไกการย่อยโมเลกุลแล้ว ไม่ควรเติมสาร SDS เข้าร่วมในกระบวนการ 
 งานวิจัยช้ินนี้ได้ทําการวิเคราะห์โปรตีนภูมิจํานวน 4 ชนิด ด้วยเทคนิค Western blot ได้แก่ REF 
(Hev b1), SRPP (Hev b3), Acidic protein (Hev b5) และ Hevein (Hev b6.02) โดยสองชนิดแรกยึดเกาะ
อยู่บนพื้นผิวของเนื้อยางทั้งอนุภาคขนาดใหญ่และอนุภาคขนาดเล็ก ส่วน Acidic protein ละลายอยู่ในชั้น C 
serum ในขณะที่ Hevein จะพบอยู่ในส่วนของชั้น B-serum (Yeang, 2002; Yeang, 2004) ทั้งสี่ชนิดนี้ล้วน



 

28 
 

เป็นโปรตีนที่ก่ออาการภูมิแพ้ชนิดรุนแรง (High allergenicity) (Yeang, 2004) ดังนั้นผลงานวิจัยครั้งนี้จะเป็น
ข้อมูลทีส่ําคัญในการสร้างความมั่นใจในการนําน้ํายางพาราโปรตีนตํ่านี้ไปใช้ประโยชน์มากขึ้น  

มีนักวิจัยบางกลุ่มที่เสนอให้มกีารกําจัดโปรตีนภูมิแพ้ในน้าํยางพาราด้วยการใช้เทคนิคทางพันธุ
วิศวกรรมโดยการปรับปรุงสายพันธ์ุต้นยางพาราไม่ให้สังเคราะห์โปรตีนภูมิแพ้เหล่านี้ แต่ในความเป็นจริงนั้น
อาจจะเป็นไปได้ยากในทางปฏิบัติ เพราะโปรตีนที่สําคัญบางชนิด ได้แก่ REF และ SRPP นั้นมีบทบาทในการ
ช่วยสังเคราะห์เนื้อยางในต้นยางพารา ดังนั้นหากปราศจากโปรตีนเหล่านี้แล้วก็จะไม่สามารถผลิตยางพาราได้ 
ผู้วิจัยจึงคิดว่าวิธีการกําจัดโปรตีนภูมิแพ้ด้วยเอนไซม์น่าจะเป็นทางเลือกที่เหมาะสมทีส่ดุในขณะนี้  

โปรตีนภูมิแพ้ชนิด Acidic protein (Hev b5) ก็เป็นโปรตีนที่มีความสําคัญอีกเช่น เนื่องจากมี
ความสามารถทนต่อความร้อนได้เป็นอย่างดี แม้จะนําไปผ่านความร้อนในหม้อนึ่งความดันไอก็ยังคงแสดงความ
เป็นสารก่อภูมิแพ้ได้เช่นเดิม (Sussman et al., 2002) ซึ่งงานวิจัยนี้ก็ได้ยืนยันเป็นที่เรียบร้อยแล้วว่าเอนไซม์
โปรติเอสสามารถกําจัดโปรตีนชนิดนี้ได้ แต่งานวิจัยนี้ก็ได้พบข้อจํากัดในการทํางานของเอนไซม์โปรติเอสจาก
เชื้อ B. subtilis นั่นคือเอนไซม์ไมม่ีความจาํเพาะ (specificity) ต่อโปรตีนชนิด Hevein (Hev b6.02) ทั้งนี้
อาจจะเนื่องมาจากโมเลกุลของ hevein มขีนาดเพียงประมาณ 4-5 kDa ซึ่งจัดว่าเป็นโปรตีนขนาดเล็ก จึง
ยังคงหลงเหลืออยู่ภายหลังการบ่มร่วมกับเอนไซม์ แต่อย่างไรก็ตามในแง่ของกระบวนการผลิตผลติภัณฑ์จาก
ยางพารานั้น เราอาจสามารถกําจัดโปรตีนชนิดนี้ออกไปได้ด้วยการล้างด้วยน้ําเปล่าเพื่อละลายโปรตีนชนิดนี้ให้
ออกไป  

ในการวิเคราะห์โปรตีนในน้ํายางพาราด้วยเทคนิค 2D-gel electrophoresis ครั้งนี้ มีการใช้โปรตีน
ปริมาณ 40 μg ต่อช่องเจล ซึ่งเป็นปริมาณโปรตีนที่ค่อนข้างสูง เหมาะสําหรับเทคนิคการย้อมสีด้วย 
coomassie brilliant blue R-250 สามารถทําให้เห็นผลได้ชัดเจนและเป็นวิธีที่ไม่ซับซอ้น ซึ่งต่างจากการย้อม
อีก 2 วิธีที่เหลอื ที่พบว่าจํานวนแถบของโปรตีนลดลงหรือไม่ปรากฏ อาจเนื่องจากการย้อมทั้ง 2 วิธี โดยปกติ
แล้วต้องใช้ปริมาณโปรตีนต่อช่องเจลในปริมาณที่ตํ่ากว่าจึงจะทําให้เห็นแถบโปรตีนได้ชัดเจนขึ้น (Dyballa 
and Metzger, 2009; Anoname, 1994) หากปริมาณโปรตีนสูงเกินไปจะทําให้เห็นแถบโปรตีนไม่ชัดเจนใน
ลักษณะที่เป็นแถบกว้างหรือลากยาว อันเนื่องมาจากมีความไว (sensitivity) ต่อสารชนิดอ่ืนที่ไม่ใช่โปรตีนด้วย 
หากพิจารณาเฉพาะเทคนิค silver staining จะพบว่าสีของพื้นหลังค่อนข้างเข้มซึ่งอาจเกิดขึ้นถ้าใช้น้ําที่บริสุทธ์ิ
ไม่พอ นอกจากนี้สารเมอร์แคปโตเอทานอลที่หลงเหลืออยู่ในเจลหลังการทําอิเลคโตรโฟรีซิส สามารถไป
รบกวนการย้อมจึงทําให้โปรตีนบางชนิดไม่ติดสีย้อมหรือติดสีย้อมจางได้ ซึ่งไม่เฉพาะแต่โปรตีนเท่านั้นที่ติดสี
ย้อม DNA Lipopolysaccharide และ polysaccharide ก็สามารถติดสีย้อมนี้ด้วย จึงทําให้แถบที่เห็นใน
บางครั้งไม่สามารถบ่งชี้ได้แน่ชัดว่าเป็นโปรตีน (อาภัสรา, 2545) อย่างไรก็ตามถ้ามีการปรับปริมาณโปรตีนที่ใช้
ต่อช่องเจล ให้มีปริมาณความเข้มข้นตํ่าๆ เพื่อให้เหมาะสมกับการย้อมทัง้ 2 วิธีนี้ ก็น่าจะให้ผลที่ดีเมือ่เทียบกับ
วิธี coomassie brilliant blue R-250 จากผลการทดลองในเบื้องต้นนี้พบว่า วิธี coomassie brilliant blue 
R-250 ยังมีความเหมาะสมในด้านอื่นๆ สําหรับนํามาใช้ในการวิเคราะห์โปรตีนในเจลทั้งด้านการเป็นเทคนิคที่มี
ราคาถูก ไมซ่บัซ้อน ทําได้ง่าย และปลอดภัยต่อผู้ทําการวิจัย (อาภัสสรา, 2545) ผลในครั้งนี้จะนําไปเป็น
พ้ืนฐานในการวิเคราะห์โปรตีนขั้นสูงด้วยเทคนิค 2D-gel ซึ่งจะได้ทําการศึกษาต่อไป 

โปรตีนภูมิแพ้ชนิดอ่ืนๆ ที่พบในน้ํายางพาราสดนั้น ปัจจุบันได้มีผู้ศึกษาและรายงานมากมาย เทคนิค
และเครื่องมือที่นิยมใช้ในการศึกษาคือเทคนิค 2D-gel electrophoresis นั่นเอง (Posch et al., 1997; 
Xiang et al., 2012) ที่ซึ่งสามารถแยกโมเลกลุโปรตีนที่มีขนาดใกล้เคียงกันออกจากกันได้ จากนั้นจงึ
ทําการศึกษาถึงลําดับของกรดอะมิโนในโปรตีนที่แยกได้แต่ละชนิดอีกครั้งด้วยเครื่อง MALDI-TOF MS ซึ่ง
ข้อมูลที่ได้จากขั้นตอนนี้ก็จะถูกนําไปเทียบกับฐานข้อมูลอีกครั้งเพื่อระบุว่าเป็นโปรตีนชนิดใด ด้วยกระบวนการ
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นี้ก็จะทําให้ทราบถึงการมีอยู่หรือหลงเหลือของโปรตีนแต่ละชนิดได้ แต่ในงานวิจัยระยะปีที่ 1 นี้ได้เสนอไว้
เพียงการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์โปรตีนในน้ํายางพาราด้วยเทคนิค 2D-gel 
electrophoresis เท่านั้น แล้วจึงนําสภาวะที่ศึกษาได้เหล่านี้มาใช้สําหรับการวิเคราะห์ขั้นตอนที่เหลือใน
แผนงานระยะปีที่ 2 ต่อไป อย่างไรก็ตามในเบื้องต้น ผู้วิจัยได้ทําการทดลองเพื่อทดสอบระบบเบื้องต้นในการ
แยกโปรตีนออกด้วยเครื่อง 2D-gel electrophoresis ผลการทดลองพบว่าโปรตีนติดสีได้อย่างดี แต่จํานวนจุด 
(ชนิด) โปรตีนที่พบในน้ํายางพาราสดมีค่อนข้างน้อย เมื่อเทียบกับรายงานวิจัยอ่ืนๆ ที่ตรวจพบกว่า 50 จุด 
(Xiang et al., 2012) ซึ่งผู้วิจัยสันนิษฐานว่าอาจเกิดจากโปรตีนบางส่วนได้มีการเสียสภาพหรือสลายไป
ระหว่างการเก็บรักษาและกระบวนการเตรียมโปรตีนขั้นตอนต่างๆ ก่อนนํามาวิเคราะห์ ดังนั้นในการ
ดําเนินงานในระยะปีที่ 2 นี ้จะต้องให้ความสําคัญกับประเด็นเหล่านี้ให้มากขึ้น 
 
สรุปผลการวิจัย 

 
 จากการใช้เทคนิค Western blot ในการตรวจสอบความสามารถของเอนไซม์โปรติเอสผงที่เตรียมขึ้น
จากเชื้อ Bacillus subtilis MR10 ในการกําจัดโปรตีนภูมิแพ้ชนิดต่างๆ ในน้ํายางพาราสด   พบว่าเอนไซม์
ดังกล่าวนี้สามารถกําจัดโปรตีนภูมิแพ้ชนิด Rubber elongation factor (REF; Hev b1) Small rubber 
particle protein (SRPP; Hev b3) และ Acidic protein (Hev b5) ซึ่งเป็นโปรตีนภูมิแพ้ชนิดรุนแรงในคนได้ 
แต่ไม่สามารถกําจัดโปรตีนภูมิแพ้ชนิด Hevein (Hev b6.02) ส่วนการหลงเหลือของโปรตีนภูมิแพ้ชนิดอ่ืนๆ 
นั้น จะได้ทําการตรวจสอบต่อไปด้วยเทคนิค 2D-gel electrophoresis ที่ซึ่งเบื้องต้นพบว่าสีย้อมโปรตีนที่
เหมาะสมที่สุดคือสี coomassie brilliant blue R-250 และความเข้มข้นของ polyacrylamide gel ที่
เหมาะสมเพื่อใช้วิเคราะห์โปรตีนจากน้ํายางพาราสดคือที่ 12.5 เปอร์เซ็นต์ (w/v)  
 
ข้อเสนอแนะที่คาดว่าควรวิจัยเพิ่มเติม และวิธีการที่ควรพัฒนาต่อยอดสูภ่าคปฏบิัติจริง 
 

หากวิเคราะห์ว่าความเป็นไปได้ในการพัฒนาต่อยอดนั้นจะต้องขึ้นอยู่กับ 2 ปัจจัย นั่นคอื 
ประสิทธิภาพของเอนไซม์ในการกําจัดโปรตีนภูมิแพ้ และต้นทุนการผลติ ก็จะพบว่างานวิจัยนี้ยังมีข้อด้อยใน
ด้านต้นทุนของการผลิตเอนไซม์ ที่ยังคงสูง ดังนั้นควรมีการศึกษาพัฒนากระบวนการเตรียมเอนไซม์ต้นทุนตํ่า
ในระดับอุตสาหกรรม เพื่อเพิ่มโอกาสแข่งขันในเชิงพาณิชย์ อย่างไรก็ตาม ผู้วิจัยก็ได้รับความอนุเคราะห์จาก
โครงการวิจัยแห่งชาติ:ยางพารา ในการอนมุัติทุนวิจัยในปงีบประมาณ 2556 ภายใต้โครงการคุณสมบัติเชิง
ชีวภาพและกายภาพของยางโปรตีนตํ่าที่เตรียมโดยใช้โปรติเอสจากแบคทีเรีย Bacillus subtilis MR10 (ปีที่ 
2) เพื่อศึกษาเพิ่มเติมถึงประสิทธิภาพการกําจัดโปรตีนภูมิแพ้ของเอนไซม์โปรติเอส และโครงการการพัฒนา
กระบวนการเตรียมเอนไซม์โปรติเอสต้นทุนตํ่าสําหรับผลิตน้ํายางพาราปราศจากโปรตีนภูมิแพ้ คาดว่าจะทําให้
โอกาสในการนําผลงานวิจัยไปใช้ในเชิงพาณิชย์มีมากขึ้น  
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ภาคผนวก 1 
ตารางเปรยีบเทียบวัตถุประสงค์ กิจกรรมที่วางแผน กิจกรรมที่ดําเนินการ และผลทีไ่ด้รับ 
 
วัตถุประสงค ์ กิจกรรม กิจกรรมที่

ดําเนนิการ 
ผลที่ได้รับ 

เพื่อศึกษาการมีอยู่
ของโปรตีนภูมิแพ้
ชนิดต่างๆ ในยาง
โปรตีนตํ่าที่เตรียมขึ้น
โดยโปรติเอสจาก 
Bacillus subtilis 
MR10 

เตรียมเอนไซมโ์ปรติเอสผง เลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย
และผ่านขั้นตอน
การทําเอนไซมผ์ง 

ได้เอนไซม์โปรติเอสผงสําหรับ
ใช้ตลอดงานวิจัย 

เตรียมน้ํายางโปรตีนตํ่า บ่มเอนไซม์โปรติ
เอสร่วมกับน้ํา
ยางพาราสด 

ได้น้ํายางพาราโปรตีนตํ่า 

วิเคราะห์โปรตีนภูมิแพ้ด้วย
เทคนิค Western blot 

วิเคราะห์โปรตีน
ภูมิแพ้ด้วยเทคนิค 
Western blot 

ทราบว่าเอนไซม์โปรติเอสสามา
รถกําจัดโปรตีนภูมิแพ้ชนิด 
Hev b1, Hev b3 และ Hev 
b5 ได้ 

วิเคราะห์โปรตีนภูมิแพ้ด้วย
เทคนิค 2D-gel 
electrophoresis (หา
สภาวะที่เหมาะสม) 

เปรียบเทียบ
เทคนิคการย้อมสี
โปรตีนและ
เปรียบเทียบความ
เข้มข้นของเจลที่
เหมาะสมในการ
แยกโปรตีน 

ทราบว่าสีย้อมโปรตีนที่
เหมาะสมที่สุดคือสี 
coomassie brilliant blue R-
250 และความเข้มข้นของเจล
ที่เหมาะสมเพือ่ใช้วิเคราะห์
โปรตีนจากน้ํายางพาราสดคือที่ 
12.5 เปอร์เซ็นต์ (w/v) 
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ภาคผนวก 3 
ร่างบทความงานวิจัย 

 
คุณสมบัติเชิงชีวภาพและกายภาพของยางโปรตีนต่าํที่เตรียมโดยใช้โปรติเอสจาก 

แบคทีเรีย Bacillus subtilis MR10 
Biological and physical properties of deproteinized rubber prepared by  

Bacillus subtilis MR10 protease 
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บทคัดย่อ 
 

เอนไซม์โปรติเอสที่ผลิตจากแบคทีเรีย Bacillus subtilis MR10 มีศักยภาพในการใช้ลดปริมาณโปรตีนของยางพารา
เพื่อผลิตเป็นยางพาราโปรตีนต่ํา แต่ก็ยังไม่มีหลักฐานยืนยันได้ว่าโปรตีนภูมิแพ้ชนิดต่างๆ ในน้ํายางพาราสดได้ถูกกําจัดออกไป
หรือไม่ ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงได้เสนอให้ทําการตรวจสอบการหลงเหลือของโปรตีนภูมิแพ้ด้วยเทคนิค Western blot และ 2D-
gel electrophoresis ผลการทดสอบพบว่าเอนไซม์ชนิดนี้สามารถกําจัดโปรตีนชนิด Rubber elongation factor (REF; Hev 
b1) Small rubber particle protein (SRPP; Hev b3) และ Acidic protein (Hev b5) ซ่ึงเป็นโปรตีนภูมิแพ้ชนิดรุนแรงใน
คนได้ แต่ไม่สามารถกําจัดโปรตีนภูมิแพ้ชนิด Hevein (Hev b6.02) ส่วนการหลงเหลือของโปรตีนภูมิแพ้ชนิดอื่นๆ นั้น จะทํา
การตรวจสอบต่อไปด้วยเทคนิค 2D-gel electrophoresis ท่ีซ่ึงเบื้องต้นพบว่าสีย้อมโปรตีนที่เหมาะสมที่สุดคือสี coomassie 
brilliant blue R-250 และความเข้มข้นของ polyacrylamide gel ท่ีเหมาะสมเพื่อใช้วิเคราะห์โปรตีนจากน้ํายางพาราสดคือ
ท่ี 12.5 เปอร์เซ็นต์ (w/v) 

 
 

ABSTRACT 
 

Protease enzyme produced from Bacillus subtilis MR10 has shown a potential in decreasing of 
para rubber proteins for deproteinized rubber production. However, no evidence has been shown that 
the allergenic proteins in natural rubber latex have been degraded. Thus, detection of the remaining 
allergenic proteins was introduced in this study using Western blot and 2D-gel electrophoresis technique. 
The results revealed that high risk allergenic proteins; i.e. rubber elongation factor (REF; Hev b1), small 
rubber particle protein (SRPP; Hev b3) and acidic protein (Hev b5) were degraded, while hevein (Hev 
b6.02) could not be destroyed. In case of the other allergenic proteins, they were further investigated 
using 2D-gel electrophoresis technique. It was preliminary found that the suitable protein staining 
technique was using coomassie brilliant blue R-250 and the optimal polyacrylamide gel concentration 
was at 12.5% (w/v). 
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คํานํา 
 

โปรตีนหลายชนิดท่ีอยู่ในน้ํายางพาราสดสามารถ
ก่อให้ เกิดอาการแพ้ (Allergy) ขึ้นแก่ผู้สวมใส่ผลิตยางพารา
โดยเฉพาะอย่างย่ิง ถุงมือยาง โดยอาการแพ้นี้มีท้ังแบบ
เฉียบพลันและค่อยเป็นค่อยไป (ไพโรจน์ และ พรสิทธ์ิ, 
2540) อาการมีต้ังแต่เพียงระคายเคืองเมื่อสวมใส่ถุงมือ 
(Irritant contact dermatitis) ไปจนถึงอาการที่เรียกว่า 
anaphylaxis ซ่ึงมีความรุนแรงมาก (Sussman et al., 
2002) ดังนั้น ในกระบวนการผลิตจึงต้องกําจัดโปรตีนเหล่านี้
ออกเสียก่อน วิธีการกําจัดโปรตีนมีต้ังแต่การล้างด้วยน้ําเปล่า 
แต่ก็ไม่สามารถกําจัดโปรตีนเหล่านี้ออกไปได้หมดเสียทีเดียว  
มีรายงานว่าโปรตีนบางชนิดในน้ํายางธรรมชาติสามารถถูก
ทําลายได้โดยการปรับสภาวะให้เป็นด่างแก่ เช่น การเติม
แอมโมเนีย แต่อย่างไรก็ตามการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบ
ของโปรตีนในน้ํายางจะทําให้เกิดผลกระทบต่อคุณสมบัติ
กายภาพของน้ํายางได้ (Moris and Lakin, 1995 อ้างโดย 
Perrella and Gaspari, 2002) ปัจจุบันวิธีท่ีใช้กําจัดโปรตีน
คือ การนําน้ํายางดิบไปปั่นเหวี่ยงแยกส่วนซีรัมท้ิงไป แต่ก็ไม่
สามารถกําจัดโปรตีนส่วนที่เกาะกับอนุภาคยางออกไปได้  ซํ้า
ยังทําให้ปริมาณโปรตีนในน้ํายางข้นเพิ่มขึ้นจาก 25 
เปอร์เซ็นต์เป็น 50 เปอร์เซ็นต์อีกด้วย (Perrella and 
Gaspari, 2002) ผู้วิจัยจึงได้เสนอวิธีการใช้เอนไซม์โปรติเอส 
(Proteases) เข้าช่วยในการกําจัดโปรตีนในน้ํายางเนื่องจาก
สามารถย่อยโปรตีนได้ท้ังในส่วน serum และ rubber 
phase โดยเอนไซม์โปรติเอสนี้ผลิตจากเชื้อ Bacillus 
subtilis แต่อย่างไรก็ตามแม้โปรติเอสจะสามารถย่อยโปรตีน
ได้มากเพียงใด แต่ก็อาจเป็นไปได้ว่าโปรติเอสไม่มี
ความจําเพาะ (Specificity) ต่อโปรตีนภูมิแพ้ท่ีสนใจ ทําให้
โปรตีนภูมิแพ้เหล่านี้ยังคงคา้งอยู่ในน้ํายางพารา ดังนั้นเพื่อ
พิสูจน์ข้อสงสัยดังกล่าวจึงควรมีการตรวจสอบการหลงเหลือ
ของโปรตีนภูมิแพ้ภายหลังการบ่มน้ํายางพาราสดร่วมกับ
เอนไซม์โปรติเอส  

หากต้องการศึกษาถึงโปรตีนแต่ละชนิดท้ังเชิง
คุณภาพและ/หรือปริมาณแล้ว พบว่าวิธีในเชิงหลักการของ 
electrophoresis (เช่น SDS-PAGE และ 2-dimensional 
electrophoresis) และ Immunoblotting (เช่น LEAP, 
RAST inhibition assay และ ELISA inhibition test) ได้รับ
ความนิยมมากจากนักวิจัย (Raulf-Heimsoth et al., 1997; 
Breezhold et al., 2002; Tomazic-Jezic and Lucas, 
2002) นอกจากนี้การใช้เครื่อง High performance liquid 
chromatography (HPLC) เพื่อใช้วิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิ
โนที่เป็นองค์ประ กอบของโปรตีนก็มีรายงานด้วยเช่นกัน 
(Tomazic and Lucas, 2002) อย่างไรก็ตามในงานวิจัยนี้จะ

ได้นําเสนอวิธีการตรวจสอบโปรตีนภูมิแพ้ท่ีหลงเหลืออยู่ใน
น้ํายางพาราหลังการบ่มร่วมกับเอนไซม์โปรติเอสโดยใช้
เทคนิค Western blot และ 2D-gel electrophoresis ซ่ึง
คาดว่าจะสามารถยืนยันประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม์
โปรติเอสในการกําจัดโปรตนีภูมิแพ้ได้ 

 
อุปกรณ์และวิธีการ 
 
1.  เชื้อจุลินทรีย์  
 Bacillus subtilis (MR10) ท่ีเพาะเลี้ยงบนอาหาร
แข็ง Nutrient agar (NA) 
 
2. น้ํายางพารา 
 ได้รับความอนุเคราะห์จากสํานักงานกองทุน
สงเคราะห์การทําสวนยาง (สกย.) จังหวัดเชียงใหม่ 
 
3. การเตรียมโปรติเอสผงจากเชื้อ Bacillus subtilis  

ทําการเพาะเลี้ยงเชื้อ B. subtilis ในอาหารเหลว 
casein medium ปริมาณ 150 ml เลี้ยงบนเครื่องเขย่า
ความเร็วรอบ 150 rpm อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง จากนั้นนําไปปั่นเหวี่ยงแยกเซลล์ท่ี 8,000 rpm เป็น
เวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 oC เก็บสารละลายส่วนใส นําไป
ตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต (80% 
Saturation) แล้วนําไปปั่นเหวี่ยงเก็บตะกอนโปรตีนที่ 
10,000 rpm  อุณหภูมิ 4 oC  เป็นเวลา 30 นาที นําตะกอน
โปรตีนที่ได้ละลายกลับในสารละลาย 0.05 M  phosphate 
buffer pH 7.0 ปริมาตร 15 ml จากนั้นทําการไดอะไลซีส 
(12 kDa cut-off) โดยแช่ในสารละลาย 0.05 M 
phosphate buffer pH 7.0 ท่ีอุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 18 
ชั่วโมง จากนั้นนําสารละลายเอนไซม์ในถุงไดอะไลซีสไปทํา
แห้งด้วยเครื่องทําแห้งแบบเยือกแข็ง โปรติเอสผงที่ได้ให้
นําไปเก็บรักษาไว้ท่ีอุณหภูมิ 4 oC  ทําการวิเคราะห์กิจกรรม
ของโปรติเอสด้วยวิธีการที่อ้างอิงจาก Chantawannakul 
และคณะ (2002) และปริมาณโปรตีนที่ละลายได้ด้วยวิธี 
Lowry’ s method และคํานวณค่ากิจกรรมจําเพาะ 

 
4. การเตรียมน้ํายางพาราโปรตีนตํ่าสําหรับใช้ในงานวิจัย 

ผสมน้ํายางพาราสดกับน้ํากลั่นในสัดส่วน 1 ต่อ 1 
จากนั้นเติมโปรติเอสในสัดส่วนโปรติเอส 500 ยูนิตต่อน้ํา
ยางพารา 100 ml พร้อมทั้งเติมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน ให้มี
ความเข้มข้นสุดท้าย 1 ไมโครกรัมต่อมิลลลิิตร นําไปบ่มบน
เครื่องเขย่าความเร็วรอบ 150 rpm อุณหภูมิ 45 oC 20 
ชั่วโมง  
 



 

36 
 

5. การวิเคราะห์รูปแบบการกระจายตัวของโปรตีนผสมใน
ซีรั่มของน้ํายางโปรตีนตํ่า 

สําหรับการแยกโปรตีนตามขนาดจะใช้วิธี SDS-
PAGE ในการวิเคราะห์ โดยใช้เจลสําเร็จรูป Amersham 
ECL Gel 12%, 10 wells โดยเตรียมสารละลาย 1x 
Electrode Running Buffer เติมลงใน Amersham ECL 
Gel Box ปริมาตร 180 มิลลิลิตร จากนั้นจึงเตรยีมเจล โดย
ทําการชะเจลและใส่เจลลงใน Amersham ECL Gel Box 
ปิดฝาให้สนิท และเชื่อม Amersham ECL Gel Box กับ 
Power supply โดย Pre-run เจลเป็นเวลา 12 นาทีท่ี
กําลังไฟฟ้า 150 V จากนั้นเปิดฝาเพื่อถอดหวีออกจากเจล 
เติม 1X Running Buffer ปริมาตร 6 มิลลิลิตร ลงไป โดยใช้
ตัวอย่าง 15 ไมโครลิตร ท่ีประกอบด้วย ตัวอย่าง 10 
ไมโครลิตร และสีย้อม 10 ไมโครลิตร ลงในแต่ละ well ทํา
การ Run gel เป็นเวลา 1 ชั่วโมงที่กําลังไฟฟ้า 150 V  
จากนั้นถอด เจลออกจาก Amersham ECL Gel Box ทํา
การย้อมสีเจลเป็นเวลา 5 นาที และล้างสีออกเป็นเวลา 2 
ชั่วโมง  
 
6. การเตรียมตัวอย่างสําหรับวิเคราะห์โปรตีนภูมิแพ้ด้วย
เทคนิค Western blot  

นําน้ํายางโปรตีนต่ําไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
12,000 rpm 30 นาที เพื่อแยกส่วนเนื้อยางและชั้นซีรั่ม ใช้
หลอดหยดปลายแหลมเป็นอุปกรณ์ดูดเก็บรวบรวมส่วนซีรั่ม 
แล้วแบ่งเก็บไว้เป็นส่วนๆ(Aliquot)  ในตู้แช่อุณหภูมิ
ประมาณ -20 องศาเซลเซียสเพื่อป้องกันการเสื่อมสภาพของ
โปรตีนระหว่างรอการวเิคราะห์  และทําการตรวจสอบ
ปริมาณโปรตีนที่ละลายได้ (Soluble protein) ในส่วนของ
ชั้นซีรั่มด้วยวิธี Modified Lowry’s method  
 
7. การวิเคราะห์โปรตีนภูมิแพ้ด้วยเทคนิค Western blot 

ทําการแช่ PVDF membrane ในเมทานอลเป็น
เวลา 5 นาที และนําไปแช่ใน Transfer buffer อย่างน้อย 
15 นาที หลังจากนั้นทําการหยดตัวอย่างซีรั่ม 2 ไมโครลิตร 
ลงบนแผ่น membrane และรอจนกระทั่งแห้ง  จากนั้นล้าง
ด้วย TSB buffer นาน 10 นาที 2 ครั้ง ครั้งละประมาณ 10-
15 ml บ่มต่อด้วย non-fat milk ความเข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์ 
1 ชั่วโมง จากนั้นจึงนําแผ่น PVDF ไปบ่มร่วมกับ Anti-latex 
antigen monoclonal antibody แต่ละชนิด (Hev b3, 
Hev b5 และ Hev b6.02) (อัตราการเจือจาง 1: 10,000 in 
4% non-fat milk) เป็นเวลา 2 ชั่วโมง เมื่อครบกําหนดเวลา 
ให้ล้าง PVDF ด้วย TBST buffer 3 ครั้ง ครั้งละประมาณ 15 
นาที และล้างด้วย TSB buffer อีก 1 ครั้ง ต่อไปให้นําแผ่น 
PVDF ดังกล่าวมาบ่มร่วมกับ Goat anti-mouse IgG HRP 

(อัตราการเจือจาง 1:10,000 in 4% non-fat milk) เป็น
เวลา 1 ชั่วโมง ล้างแผ่น PVDF เชน่เดิมด้วย TBST และ TSB 
buffer  

การตรวจสอบผลทําได้โดยนําแผ่น PVDF นี้ไปทํา
ปฏิกิริยาด้วยชุดตรวจสอบชนิด chemiluminescent 
detection kit (Pierce, super signal Chemiluminence) 
5 นาที จากนั้นเตรียมสารเคมีสําหรับล้างฟิล์มโดยผสมน้ํา
กลั่นกับสารละลาย Fixer ในอัตราส่วน 4:1 และผสมน้ํากลั่น
กับสารละลาย Developer ในอัตราส่วน 4:1 เช่นเดียวกัน 
นําแผ่น PVDF มาประกบลงบนแผ่นฟิล์ม X-ray ในที่มืดเป็น
เวลา 5-60 นาที หรือข้ามคืน ขึ้นกับกรณีแล้วล้างฟิล์มโดยแช่
แผ่นฟิล์มในสารละลาย Fixer เป็นเวลา 30 วินาที และแช่ใน
สารละลาย Developer เป็นเวลา 30 วินาที จากนั้นล้างด้วย
น้ําสะอาดอย่างรวดเร็ว ผึ่งแผ่นฟิล์มให้แห้ง แล้วสังเกตแถบสี
ดําท่ีเกิดขึ้น 
 
8. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการแยกโปรตีนด้วยเทค 
นิค 2D-gel electrophoresis 

 
ทําการวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนเริ่มต้นของซีรั่ม

น้ํายางพาราโปรตีนต่ําแต่ละตัวอย่างโดยใช้วิธี Modified 
Lowry และ Micro assay ก่อนที่จะนําเข้าสู่กระบวนการ
วิเคราะห์ต่อไป จากนั้นทําการวิเคราะห์รูปแบบเบื้องต้นของ
การกระจายตัวของโปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE โดยใช้
เครื่องมือ Hoefer รุ่น SE250 ใช้เจลขนาด 10 x 8 cm ซ่ึง
ในหัวข้อนี้จะทําการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการ
วิเคราะห์ท้ังสิ้น 2 ประเด็น ได้แก่  

1) เทคนิคการย้อมส ี ได้แก่ สีย้อม coomassie 
brilliant blue R-250 สีย้อม fast and sensitive 
colloidal coomassie G-250  และ สีย้อม silver staining 
โดยทําการศึกษาบนเจลความเข้มข้น 12.5 เปอร์เซ็นต์ 
โปรตีนในตัวอย่างปริมาณ 40 ไมโครกรัม 

2) ความเข้มข้นของเจล ได้แก่ ความเข้มข้นของ
เจลท่ี 7.5% 12.5% และ 15% ท้ังที่เป็นสภาวะ reducing 
(เติม β-mecaptoethanol) และสภาวะ non-reducing 
(ไม่เติม β-mecaptoethanol)   
 
ผลการวิจัย 
 
1. กิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอส 
 เอนไซม์โปรติเอสผงที่ผลิตขึ้นจากงานวิจัยครั้งนี้มี
ลักษณะเป็นผงสีขาวขุ่นแสดงดังในภาพที่ 1 ซ่ึงทั้งนี้ภายหลัง
จากผ่านกระบวนการเตรียมหลายๆ ขั้นตอนแล้ว พบว่า
กิจกรรมของเอนไซม์จะลดลง แสดงผลดังตารางที่ 1 และ
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สุดท้ายเมื่อผ่านกระบวนการทําแห้งแล้ว กิจกรรมของ
เอนไซม์หลงเหลืออยู่ท้ังสิ้น 120,422.53 Unit/กรัมของ
เอนไซม์ผง และมีค่ากิจกรรมจําเพาะเท่ากับ 169.78 unit/
มิลลิกรัมของโปรตีน ซ่ึงเอนไซม์ท่ีเตรียมขึ้นนี้ก็จะได้นํามาใช้
ตลอดการวิจัย 
                                       

 
 
ภาพที่ 1 แสดงเอนไซม์โปรติเอสผงที่ผลิตขึ้นจากเชื้อ 
แบคทีเรีย Bacillus subtilis 
 
ตารางที่ 1 แสดงผลกิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสที่หลง  
เหลืออยู่ภายหลังจากผ่านขั้นตอนการเตรียมเอนไซม์ผง 
ขั้นตอนการ

เตรียม 
กิจกรรม
เอนไซม์
ทั้งหมด 
(Unit) 

ปริมาณ
โปรตีน 

(มิลลิกรัม) 

ค่า
กิจกรรม
จําเพาะ 
(U/mg) 

Recovery 
yield (%) 

Crude 
enzyme 238560 2832.90 8.32 100.00 
ตกตะกอน+
dialysis 118800 205.20 578.94 49.80 
ทําแห้งแบบ
เยือกแข็ง 24633 145.09 169.78 10.32 
 
2. การวิเคราะห์รูปแบบการกระจายตัวของโปรตีนผสมใน
ซีรั่มของน้ํายางโปรตีนตํ่า 
        น้ํายางพาราโปรตีนต่ําท่ีเตรียมขึ้นในงานวิจัยครั้งนี้ 
ได้จากการบ่มน้ํายางร่วมกับเอนไซม์โปรติเอสจํานวน 500 ยู
นิต ต่อน้ํายาง 100 มิลลิลิตร จากนั้นปั่นเหวี่ยงแยกเอาชั้น
ซีรั่มออกมาวิเคราะห์การหลงเหลือของโปรตีนด้วยวิธี SDS-
PAGE อย่างไรก็ตาม ชุดการทดลองควบคุมก็ได้ดําเนินการ
ควบคู่กันไปจํานวน 2 ชุดการทดลอง นั่นคือน้ํายางพาราที่ไม่
เติมเอนไซม์และน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์ร่วมกับ SDS 
ความเข้มข้น 0.2% (w/v) เมื่อผ่านการวิเคราะห์แล้ว ผลการ
ทดลองแสดงดังภาพที่ 4 ซ่ึงแสดงให้เห็นว่า โปรตีนบางส่วน
ได้หายไปหรือลดลงภายหลังจากการเติมเอนไซม์โปรติเอสลง
ไป ยกตัวอย่างเช่นโปรตีนที่มีขนาดประมาณ 14 และ 50 

kDa ในขณะที่การเติมเอนไซม์ร่วมกับสาร SDS นั้นกลับ
พบว่าเอนไซม์ไม่สามารถทํางานเพื่อย่อยโปรตีนได้ ดังนั้นจึง
ยังคงตรวจพบแถบโปรตีนดังเดิม                       
 
                                       
        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2 แสดงการตรวจสอบโปรตีนในน้ํายางพาราโปรตีน
ตํ่าด้วยเทคนิค SDS-PAGE  
หมายเหตุ: 
CS คือซีรั่มของน้ํายางพาราที่ไม่เติมเอนไซม์และสาร SDS 
SE คือซีรั่มของน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์โปรติเอส 
SE+SDS คือซีรั่มของน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์โปรติเอสร่วม 
กับสาร SDS (0.2% w/v) 
 
3. การวิเคราะห์โปรตีนภูมิแพ้ด้วยเทคนิค Western blot 
 งานวิจัยนี้ได้ใช้เทคนิค Western blot ในการ
วิเคราะห์โปรตีนภูมิแพ้จํานวน 4 ขนิด ได้แก่ Rubber 
elongation factor (REF; Hev b1) Small rubber 
particle protein (SRPP; Hev b3) Acidic protein (Hev 
b5) และ Hevein (Hev b6.02) ในน้ํายางพาราโปรตีนต่ํา 
เปรียบเทียบกับอีก2 ชุดการทดลอง คือน้ํายางพาราที่ไม่เติม
เอนไซม์และน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์ร่วมกับ SDS ความ
เข้มข้น 0.2% (w/v) ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 3-6 ซ่ึงก็
พบว่าในกรณีของโปรตีน REF และ SRPP นั้น จะตรวจพบ
โปรตีนดังกล่าวเฉพาะในตัวอย่างน้ํายางพาราที่ไม่เติมเอนไซม์
โปรติเอสและน้ํายางพาราท่ีเติมโปรติเอสร่วมกับสาร SDS แต่
ในขณะที่น้ํายางพาราที่บ่มร่วมกับเอนไซม์โปรติเอสเพียง
อย่างเดียวนั้น จะไม่สามารถตรวจพบโปรตีนภูมิแพ้ท้ังสอง
ชนิดนี้หลงเหลืออยู่  แต่เมื่อพจิารณาการศึกษาโปรตีนภูมิแพ้
ชนิด Acidic protein แล้วนั้นกลับพบผลการศึกษาท่ี
แตกต่างกันเล็กน้อย นั่นคือตรวจพบ Acidic protein เพียง
ในตัวอย่างน้ํายางพาราสดเท่านั้น แต่ไม่พบโปรตีนชนิดนี้ใน
ตัวอย่างอื่นๆ เลย ซ่ึงอาจจะกล่าวได้ว่าโปรติเอสช่วยกําจัด 
Acidic protein ด้วยเช่นกัน และสุดท้ายกรณีของการศึกษา

Marker   CS    SE   SE+SDS     Marker 
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โปรตีนชนิด Hevein ผลการวเิคราะห์แสดงให้เห็นว่ายังคง
ตรวจพบโปรตีนชนิดนี้ในตัวอย่างน้ํายางพาราทุกชดุการ
ทดลอง นั้นอาจหมายความว่าโปรติเอสจากแบคทีเรีย B. 
subtilis นี้ไม่สามารถโปรตีนภูมิแพ้ชนิด Hevein นี้ได้ 
                                                           

                      
ภาพที่ 3 แสดงผลการวิเคราะห์การหลงเหลืออยู่ของโปรตีน
ภูมิแพ้ชนิด Rubber elongation factor (REF; Hev b1)  
หมายเหตุ:   
CS คือซีรั่มของน้ํายางพาราสด 
SE คือซีรั่มของน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์โปรติเอส 
SE+SDS คือซีรั่มของน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์โปรติเอสและ 
สาร SDS (0.2% w/v) 
                  

 
ภาพที่ 4 แสดงผลการวิเคราะห์การหลงเหลืออยู่ของโปรตีน
ภูมิแพ้ชนิด Small rubber particle protein (SRPP; Hev 
b3) 
หมายเหตุ:   
CS คือซีรั่มของน้ํายางพาราสด 
SE คือซีรั่มของน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์โปรติเอส 
SE+SDS คือซีรั่มของน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์โปรติเอสและ 
สาร SDS (0.2% w/v) 

 
ภาพที่ 5 แสดงผลการวิเคราะห์การหลงเหลืออยู่ของโปรตีน
ภูมิแพ้ชนิด Acidic protein (Hev b5)  
หมายเหตุ:   
CS คือซีรั่มของน้ํายางพาราสด 
SE คือซีรั่มของน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์โปรติเอส 
SE+SDS คือซีรั่มของน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์โปรติเอสและ 
สาร SDS (0.2% w/v) 
 
                       

 
ภาพที่ 6 แสดงผลการวิเคราะห์การหลงเหลืออยู่ของโปรตีน
ภูมิแพ้ชนิด Hevein (Hev b6.02) 
หมายเหตุ:   
CS คือซีรั่มของน้ํายางพาราสด 
SE คือซีรั่มของน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์โปรติเอส 
SE+SDS คือซีรั่มของน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์โปรติเอสและ 
สาร SDS (0.2% w/v) 
 
4. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการแยกโปรตีนด้วยเทค 
นิค 2D-gel electrophoresis  

ในการวิเคราะห์การกระจายตัวของโปรตีนผสมจาก
ตัวอย่างแหล่งต่างๆ ด้วยเทคนิค 2D-gel electrophoresis 
นั้น จําเป็นอย่าง ย่ิงที่ ต้องหาสภาวะที่ เหมาะสมในการ
วิเคราะห์เพื่อให้ได้ผลการวิเคราะห์ท่ีชัดเจนที่สุด ซ่ึงสภาวะ
แรกที่ ไ ด้ทําการศึกษาคือ เทคนิคการย้อมสีโปรตีน ซ่ึง
เปรียบเทียบกันทั้งสิ้น 3 เทคนิค พบว่าภายหลังจากศึกษา
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โดยใช้โปรตีนปริมาณ 40 μg ในเจลความเข้มข้น 12.5% นั้น
การย้อมด้วยวิธีการ coomassie brilliant blue R-250 จะ
ปรากฏแถบโปรตีนปรากฏมากที่สุดจํานวน 8 แถบ ได้แก่ 
85.70, 50.12, 38.28, 28.38, 22.44, 19.59, 16.03 และ 
14.03 kDa ในตัวอย่างน้ํายางพาราที่ไม่เติมเอนไซม์ (CS) 
ส่วนน้ํายางพาราที่เติมเพียงเอนไซม์โปรติเอส (SE) ปรากฏ
เพียง 2 แถบ ได้แก่ 50.12 และ 38.28 kDa ในขณะที่น้ํา
ยางพาราที่เติมท้ังเอนไซม์โปรติเอสและ SDS นั้น ไม่ปรากฏ
แถบโปรตีนที่ชัดเจนเห็นเป็นเพียงรอยลากยาวเท่านั้น ซ่ึง
โดยรวมแล้วจะเห็นว่าเทคนิคการย้อมสีดังกล่าวให้ผลของ
แถบโปรตีนที่ค่อนข้างชัดเจนมาก  (ภาพที่ 7) และเมื่อเทียบ
กับการย้อมด้วยวิธี fast and sensitive colloidal 
coomassie G-250 และ silver staining พบว่าการย้อม
ด้วย fast and sensitive colloidal coomassie G-250 ให้
แถบของโปรตีนมากที่สุดในตัวอย่างน้ํายางพาราที่ไม่เติม
เอนไซม์ (CS)  เพียง 5 แถบ ได้แก่ 86.05, 50.00, 38.73, 
16.89 และ 12.28 kDa ส่วนน้ํายางพาราที่เติมเพียงเอนไซม์
โปรติเอส (SE) ปรากฏเพียง 3 แถบ ได้แก่ 86.05, 50.00 
และ 38.73 kDa และน้ํายางพาราที่เติมท้ังเอนไซม์โปรติเอส
และ SDS ก็ยังคงเห็นเพียงรอยลากยาวของโปรตีน
เช่นเดียวกัน (ภาพที่ 8) ส่วนกรณีการย้อมด้วย silver 
staining นั้นก็พบว่าโปรตีนทั้ง 3 ตัวอย่าง ไม่สามารถระบุ
แถบของโปรตีนได้ชัดเจน (ภาพที่ 9) 

 

 
ภาพที่ 7 แสดงการวิเคราะห์โปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE โดย
ใช้การย้อมสีด้วยวิธี coomassie brilliant blue R -250  
หมายเหตุ:   
Line 1 คือซีรั่มของน้ํายางพาราสด (CS) 
Line 2 คือซีรั่มของน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์โปรติเอส (SE) 
Line 3 คือซีรั่มของน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์โปรติเอ
สและสาร SDS (0.2% w/v) 
 

 
ภาพที่ 8 แสดงการวิเคราะห์โปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE โดย
ใช้การย้อมสีด้วยวิธี fast and sensitive colloidal 
coomassie G-250  
หมายเหตุ: 
Line 1 คือซีรั่มของน้ํายางพาราสด (CS) 
Line 2 คือซีรั่มของน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์โปรติเอส (SE) 
Line 3 คือซีรั่มของน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์โปรติเอสและ 
สาร SDS (0.2% w/v) 
 

 
ภาพที่ 9 แสดงการวิเคราะห์โปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE โดย
ใช้การย้อมสีด้วยวิธี silver staining  
หมายเหตุ:   
Line 1 คือซีรั่มของน้ํายางพาราสด (CS) 
Line 2 คือซีรั่มของน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์โปรติเอส (SE) 
Line 3 คือซีรั่มของน้ํายางพาราที่เติมเอนไซม์โปรติเอสและ 
สาร SDS (0.2% w/v) 
 

เมื่อได้ทราบเทคนิคการย้อมสีท่ีเหมาะสมสําหรับ
การศึกษาการกระจายตัวของโปรตีนแล้ว จึงได้ทําการศึกษา
สภาวะที่สองนั่นคือความเข้มข้นของ polycrylamide gel 
ซ่ึงจากปรกติท่ีใช้ในระดับ 12.5% ก็ได้ทดสอบเพิ่มเติมท่ี



 

40 
 

ระดับความเข้มข้น 7.5% และ 15% ผลการทดสอบก็แสดง
ดังภาพที่ 10(A) และ 10(B) ซ่ึงจะสังเกตเห็นว่าความเข้มข้น
เจลท่ี  7.5%  แม้แถบของโปรตีนที่ได้จะมีการแยกออกจาก
กันได้กว้างขึ้น แต่พบว่าโปรตีนที่มีขนาดเล็กนั้น หลายตัวได้
หลุดออกจากแผนเจล โดยสังเกตจากโปรตีนมาตรฐานและ
โปรตีนตัวอย่าง ซ่ึงในที่นี้โปรตีนภูมิแพ้ท่ีต้องการศึกษาจะมี
ขนาดที่ตํ่ากว่า 70 kDa ลงมา ดังนั้นการใช้ความเข้มข้นนี้จึง
ไม่น่าเหมาะสมนักในการศึกษาขั้นต่อไป  ส่วนการใช้ความ
เขม้ข้นของเจลที่ 15% พบว่าโปรตีนขนาดเล็กจะเคลื่อนที่ไป
ได้ไม่สุดขอบเจลทําให้แถบของโปรตีนมีการอัดตัวเป็นแถบ
ขนาดใหญ่ไม่เกิดการแยกของโปรตีนหลายๆ แถบเมื่อเทียบ
กับท่ีความเข้มข้นของเจลระดับ 12.5% (ภาพ 7) ดังนั้นที่
ระดับความเข้มข้น 12.5% นี้ จึงน่าจะเป็นความเข้มข้นของ 
polyacrylamide gel ท่ีเหมาะสมที่สุดในการแยกโปรตีน
ผสมจากน้ําจากน้ํายางพารา และเป็นพื้นฐานสําคัญเพื่อใช้
ศึกษาโปรตีนด้วยวิธี 2D-gel electrophoresis ต่อไป  
 

        (A) 

       (B) 
 
ภาพที่ 10 แสดงการวิเคราะห์โปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE 
และเทคนิคสีย้อมย้อม coomassie brilliant blue R-250 
ในเจลเข้มข้น 7.5% (A) และ 15% (B)  

วิจารณ์ผลการวิจัย 
 

เอนไซม์โปรติเอสที่ผลิตขึ้นครั้งนี้ก็ยังคงสามารถ
นํามาใช้งานได้สะดวกดังเช่นทุกครั้งที่ผ่านมา แต่ประเด็น
ปัญหาท่ียังคงพบคือ อายุการเก็บรักษาของเอนไซม์ผง ท่ี
พบว่าค่ากิจกรรมของเอนไซม์จะลดลงตลอดเวลา แม้จะเก็บ
ไว้ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ซ่ึงสาเหตุอาจเกิดจากหลาย
ปัจจัยไม่ว่าจะเป็นผลึกน้ําแข็งจากความชื้นที่หลงเหลืออยู่ใน
เอนไซม์ผงซ่ึงจะทําลายโครงสร้างของโปรตีน รวมถึงสภาวะ
ออกซิเดชั่นที่เกิดกับโมเลกุลโปรตีน โดยเฉพาะอย่างย่ิงอาจ
เกิดกับกรดอะมิโน cysteine ดังนั้นการทดลองนําสารที่มี
คุณสมบัติยืดอายุการเก็บรักษาของเอนไซม์มาผสมลงใน
เอนไซม์โปรติเอสนี้จึงน่าสนใจเปน็อย่างย่ิง สารท่ีมีคุณสมบัติ
ดังกล่าวได้แก่ สารกลุ่ม cryoprotectant (ลดการเกิดผลึก
น้ําแข็ง) สารยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย์ปนเปื้อน สารกลุ่ม 
Metal chelator (คงสภาพโปรตีนในสภาวะ Reduced) 
และ reducing agent (ป้องกันโมเลกุลโปรตีนจากสภาวะ
ออกซิเดชั่น) อย่างไรก็ตาม เมื่อวิเคราะห์จากขั้นตอนการ
เตรียมโปรติเอสผงนี้ ก็จะเห็นได้ว่าเอนไซม์โปรติเอสที่ถูกเก็บ
เกี่ยวได้ในแต่ละขั้นตอนจะลดลง ในขั้นตอนแรกของการ
ตกตะกอนโปรตีนและไดอะไลซีสนั้น คาดว่าท่ีเก็บเกี่ยวได้
น้อยอาจจะเนื่องจากประสิทธิภาพการปั่นเหวี่ยงเพื่อเก็บ
ตะกอนโปรตีน ทําให้เก็บได้ไม่หมด ครั้งต่อไปสามารถ
ปรับปรุงเทคนิคการเก็บตะกอนด้วยการกรองแทนการปั่น
เหวี่ยง แต่ขั้นตอนการทําแห้งแบบเยือกแข็งก็ทําให้กิจกรรม
โปรติเอสลดลงไปอย่างมากเช่นกัน ซ่ึงเมื่อพิจารณาแล้ว 
ผู้วิจัยลงความเห็นว่าขั้นตอนนี้อาจจะไม่จําเป็นต่อไป 
เนื่องจากเป็นขั้นตอนที่ไม่สามารถควบคุมได้ ผลึกน้ําแข็งที่
เกิดขึ้นส่งผลเสียต่อโครงสร้างของเอนไซม์ ท้ังยังใช้เวลาและ
เครื่องมือราคาสูง กระทบต่อต้นทุนการผลิต ทางออกที่ผู้วิจัย
เสนอคือ ให้เตรียมเอนไซม์โปรติเอสในรูปสารละลายเอนไซม์
เข้มข้นแทน นั่นคือเมื่อผ่านขั้นตอนการตกตะกอนโปรตีน
เรียบร้อยแล้ว ก็ทําการละลายกลับด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ท่ี
เหมาะสม พร้อมทั้งเติมสารกลุ่มต่างๆ ท่ีมีคุณสมบัติยืดอายุ
การเก็บรักษาแทน ด้วยกระบวนการเช่นนี้คาดว่าจะทําให้
สามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอสที่มีความเป็นไปได้ในเชิง
พาณิชย์มากขึ้น  
 โปรตีนภูมิแพ้ชนิด REF ได้เคยถูกตรวจสอบมาแล้ว
ในงานวิจัย 54500045 (การวิเคราะห์โปรตีนภูมิแพ้ในน้ํายาง
โปรตีนต่ํา) โดยในครั้งนั้นไดพ้บว่า เอนไซม์โปรติเอสจากเชื้อ 
MR10 นี้สามารถกําจัด REF ได้ แต่ในการวิจัยครั้งนี้ ได้แสดง
เพิ่มเติมถึงผลของการเติมสาร SDS (Sodium dodesyl 
sulfate) ท่ีมีต่อประสิทธิภาพการกําจัด REF เนื่องจากพบว่า
งานวิจัยหลายชิ้นที่ผ่านมาได้มีการเติมสารชนิดนี้ร่วมกับ
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เอนไซม์เพื่อลดปริมาณโปรตีนในเนื้อยางพาราลง (ไพโรจน์ 
และ พรสิทธ์ิ, 2540, Klinklai et al., 2003; Klinklai et al., 
2004; Rattanasom et al., 2005) ซ่ึงผลจากการวิจัยครั้งนี้
พบว่าการเติมสาร SDS ลงในน้ํายางพาราร่วมกับการเติม
เอนไซม์โปรติเอส ทําให้ช่วยลดปริมาณโปรตีนในส่วนเนื้อยาง
ลงได้จริงเช่นเดียวกับการเติมเพียงเอนไซม์อย่างเดียว (ไม่ได้
แสดงผลการทดลองในรายงาน) อย่างไรก็ตาม แม้จะลด
ปริมาณโปรตีนได้ใกล้เคียงกัน แต่กลับพบว่ายังคงมีโปรตีน
ภูมิแพ้ REF หลงเหลืออยู่เมื่อเติม SDS ร่วมด้วย ผู้วิจยัคาดว่า
สาร SDS ซ่ึงเป็นสารลดแรงตึงผิวนี้ มีกลไกในการกําจัด
โปรตีนคือเพียงช่วยละลายโปรตีนให้หลุดออกมาจากเนื้อยาง
เพิ่มมากขึ้นเท่านั้น ไม่ได้ช่วยในการย่อยโมเลกุลโปรตีน
ดังเช่นกลไกการทํางานของเอนไซม์โปรติเอส อีกท้ัง SDS ยัง
ทําให้เอนไซม์เกิดการสุญเสียสภาพ (Denature) และไม่
สามารถทํางานได้ในที่สุด ดังนั้นหากต้องการกําจัดโปรตีน
ภูมิแพ้ด้วยกลไกการย่อยโมเลกุลแล้ว ไม่ควรเติมสาร SDS 
เข้าร่วมในกระบวนการ 
 งานวิจยัชิ้นนี้ได้ทําการวิเคราะห์โปรตีนภูมิจํานวน 
4 ชนิด ด้วยเทคนิค Western blot ได้แก่ REF (Hev b1), 
SRPP (Hev b3), Acidic protein (Hev b5) และ Hevein 
(Hev b6.02) โดยสองชนิดแรกยึดเกาะอยู่บนพื้นผิวของเนื้อ
ยางท้ังอนุภาคขนาดใหญ่และอนุภาคขนาดเล็ก ส่วน Acidic 
protein ละลายอยู่ในชั้น C serum ในขณะที่ Hevein จะ
พบอยู่ในส่วนของชั้น B-serum (Yeang, 2002; Yeang, 
2004) ท้ังสี่ชนิดนี้ล้วนเป็นโปรตีนที่ก่ออาการภูมิแพ้ชนิด
รุนแรง (High allergenicity) (Yeang, 2004) ดังนั้น
ผลงานวิจัยครั้งนีจ้ะเป็นข้อมูลท่ีสําคัญในการสร้างความมั่นใจ
ในการนําน้ํายางพาราโปรตีนต่ํานี้ไปใช้ประโยชน์มากขึ้น  

มีนักวิจัยบางกลุ่มท่ีเสนอให้มีการกําจัดโปรตีน
ภูมิแพ้ในน้ํายางพาราด้วยการใช้เทคนิคทางพันธุวิศวกรรม
โดยการปรับปรุงสายพันธุ์ต้นยางพาราไม่ให้สังเคราะห์โปรตีน
ภูมิแพ้เหล่านี้ แต่ในความเป็นจริงนั้นอาจจะเป็นไปได้ยาก
ในทางปฏิบัติ เพราะโปรตีนที่สําคัญบางชนิด ได้แก ่REF และ 
SRPP นั้นมีบทบาทในการช่วยสังเคราะห์เนื้อยางในต้น
ยางพารา ดังนั้นหากปราศจากโปรตีนเหล่านี้แล้วก็จะไม่
สามารถผลิตยางพาราได้ ผู้วิจัยจงึคิดว่าวิธีการกาํจัดโปรตีน
ภูมิแพ้ด้วยเอนไซม์น่าจะเป็นทางเลือกที่เหมาะสมท่ีสุดใน
ขณะนี้  

โปรตีนภูมิแพ้ชนิด Acidic protein (Hev b5) ก็
เป็นโปรตีนที่มีความสําคัญอีกเช่น เนื่องจากมีความสามารถ
ทนต่อความร้อนได้เป็นอย่างดี แม้จะนําไปผ่านความร้อนใน
หม้อนึ่งความดันไอก็ยังคงแสดงความเป็นสารก่อภูมิแพ้ได้
เช่นเดิม (Sussman et al., 2002) ซ่ึงงานวิจยันี้ก็ได้ยืนยัน
เป็นที่เรียบร้อยแล้วว่าเอนไซม์โปรติเอสสามารถกําจัดโปรตีน

ชนิดนี้ได้ แต่งานวิจัยนี้ก็ได้พบข้อจํากัดในการทํางานของ
เอนไซม์โปรติเอสจากเชื้อ B. subtilis นั่นคือเอนไซม์ไม่มี
ความจําเพาะ (specificity) ต่อโปรตีนชนิด Hevein (Hev 
b6.02) ท้ังนี้อาจจะเนื่องมาจากโมเลกุลของ hevein มีขนาด
เพียงประมาณ 4-5 kDa ซ่ึงจัดว่าเป็นโปรตีนขนาดเล็ก จึง
ยังคงหลงเหลืออยู่ภายหลังการบ่มร่วมกับเอนไซม์ แต่อย่างไร
ก็ตามในแง่ของกระบวนการผลิตผลิตภัณฑ์จากยางพารานั้น 
เราอาจสามารถกําจัดโปรตีนชนิดนี้ออกไปได้ด้วยการล้างด้วย
น้ําเปล่าเพื่อละลายโปรตีนชนิดนี้ให้ออกไป  

ในการวิเคราะห์โปรตีนในน้ํายางพาราด้วยเทคนิค 
2D-gel electrophoresis ครั้งนี ้มีการใช้โปรตีนปริมาณ 40 
μg ต่อช่องเจล ซ่ึงเป็นปริมาณโปรตีนที่ค่อนข้างสูง เหมาะ
สําหรับเทคนิคการย้อมสีด้วย coomassie brilliant blue 
R-250 สามารถทําให้เห็นผลได้ชัดเจนและเป็นวิธีท่ีไม่ซับซ้อน 
ซ่ึงต่างจากการย้อมอีก 2 วิธีท่ีเหลือ ท่ีพบว่าจํานวนแถบของ
โปรตีนลดลงหรือไม่ปรากฏ อาจเนื่องจากการย้อมทั้ง 2 วิธี 
โดยปกติแล้วต้องใช้ปริมาณโปรตีนต่อช่องเจลในปริมาณท่ีตํ่า
กว่าจึงจะทําให้เห็นแถบโปรตีนได้ชัดเจนขึ้น (Dyballa and 
Metzger, 2009; Anoname, 1994) หากปริมาณโปรตีนสูง
เกินไปจะทําให้เห็นแถบโปรตีนไม่ชัดเจนในลักษณะที่เป็น
แถบกว้างหรือลากยาว อันเนื่องมาจากมีความไว 
(sensitivity) ต่อสารชนิดอื่นที่ไม่ใช่โปรตีนด้วย หากพิจารณา
เฉพาะเทคนิค silver staining จะพบว่าสีของพื้นหลัง
ค่อนข้างเข้มซ่ึงอาจเกิดขึ้นถ้าใช้น้ําท่ีบริสุทธ์ิไม่พอ นอกจากนี้
สารเมอร์แคปโตเอทานอลที่หลงเหลืออยู่ในเจลหลังการทํา
อิเลคโตรโฟรีซิส สามารถไปรบกวนการย้อมจึงทําให้โปรตีน
บางชนิดไม่ติดสีย้อมหรือติดสีย้อมจางได้ ซ่ึงไม่เฉพาะแต่
โปรตีนเท่านั้นที่ติดสีย้อม DNA Lipopolysaccharide และ 
polysaccharide ก็สามารถติดสีย้อมนี้ด้วย จึงทําให้แถบท่ี
เห็นในบางครั้งไม่สามารถบ่งชี้ได้แน่ชัดว่าเป็นโปรตีน (อาภัส
รา, 2545) อย่างไรก็ตามถ้ามีการปรับปริมาณโปรตีนที่ใช้ต่อ
ช่องเจล ให้มีปริมาณความเข้มข้นต่ําๆ เพื่อให้เหมาะสมกับ
การย้อมทั้ง 2 วิธีนี้ ก็น่าจะให้ผลท่ีดีเมื่อเทียบกับวิธี 
coomassie brilliant blue R-250 จากผลการทดลองใน
เบื้องต้นนี้พบว่า วิธี coomassie brilliant blue R-250 ยังมี
ความเหมาะสมในด้านอื่นๆ สําหรับนํามาใช้ในการวิเคราะห์
โปรตีนในเจลทั้งด้านการเป็นเทคนิคท่ีมีราคาถูก ไม่ซับซ้อน 
ทําได้ง่าย และปลอดภัยต่อผู้ทําการวิจัย (อาภัสสรา, 2545) 
ผลในครั้งนี้จะนําไปเป็นพื้นฐานในการวิเคราะห์โปรตีนขั้นสูง
ด้วยเทคนิค 2D-gel ซ่ึงจะได้ทําการศึกษาต่อไป 

โปรตีนภูมิแพ้ชนิดอื่นๆ ท่ีพบในน้ํายางพาราสดนั้น 
ปัจจุบันได้มีผู้ศึกษาและรายงานมากมาย เทคนิคและ
เครื่องมือที่นิยมใช้ในการศึกษาคือเทคนิค 2D-gel 
electrophoresis นั่นเอง (Posch et al., 1997; Xiang et 
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al., 2012) ท่ีซ่ึงสามารถแยกโมเลกุลโปรตีนที่มีขนาด
ใกล้เคียงกันออกจากกันได้ จากนั้นจึงทําการศึกษาถึงลําดับ
ของกรดอะมิโนในโปรตีนที่แยกได้แต่ละชนิดอีกครั้งด้วย
เครื่อง MALDI-TOF MS ซ่ึงข้อมูลท่ีได้จากขั้นตอนนี้ก็จะถูก
นําไปเทียบกับฐานข้อมูลอีกครั้งเพื่อระบุว่าเป็นโปรตีนชนิดใด 
ด้วยกระบวนการนี้ก็จะทําให้ทราบถึงการมีอยู่หรือหลงเหลือ
ของโปรตีนแต่ละชนิดได้ แต่ในงานวิจัยระยะปีท่ี 1 นี้ได้เสนอ
ไว้เพียงการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์
โปรตีนในน้ํายางพาราด้วยเทคนิค 2D-gel electrophoresis 
เท่านั้น แล้วจึงนําสภาวะที่ศึกษาได้เหล่านี้มาใช้สําหรับการ
วิเคราะห์ขั้นตอนที่เหลือในแผนงานระยะปีท่ี 2 ต่อไป  

 
สรุปผลการวิจัย 

 
 จากการใช้เทคนิค Western blot ในการ
ตรวจสอบความสามารถของเอนไซม์โปรติเอสผงที่เตรียมขึ้น
จากเชื้อ Bacillus subtilis MR10 ในการกําจัดโปรตีนภูมิแพ้
ชนิดต่างๆ ในน้ํายางพาราสด   พบว่าเอนไซม์ดังกล่าวนี้
สามารถกําจัดโปรตีนภูมิแพ้ชนิด Rubber elongation 
factor (REF; Hev b1) Small rubber particle protein 
(SRPP; Hev b3) และ Acidic protein (Hev b5) ซ่ึงเป็น
โปรตีนภูมิแพ้ชนิดรุนแรงในคนได้ แต่ไม่สามารถกําจัดโปรตีน
ภูมิแพ้ชนิด Hevein (Hev b6.02) ส่วนการหลงเหลือของ
โปรตีนภูมิแพ้ชนิดอื่นๆ นั้น จะได้ทําการตรวจสอบต่อไปด้วย
เทคนิค 2D-gel electrophoresis ท่ีซ่ึงเบื้องต้นพบว่าสีย้อม
โปรตีนที่เหมาะสมที่สุดคือสี coomassie brilliant blue R-
250 และความเข้มข้นของ polyacrylamide gel ท่ี
เหมาะสมเพื่อใช้วิเคราะห์โปรตีนจากน้ํายางพาราสดคือที่ 
12.5 เปอร์เซ็นต์ (w/v)  
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ภาคผนวก 4 
ร่างโปสเตอรง์านวิจัย 
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ภาคผนวก 5 
ชี้แจงข้อคิดเหน็ผู้ทรงคณุวฒุิ 

 
สรุปข้อคิดเหน็ของผู้ทรงคณุวุฒิต่อรายงานความก้าวหน้าโครงการรอบ 8 เดือน  

“คณุสมบัติเชงิชีวภาพและกายภาพของยางโปรตนีต่ําที่เตรียมโดยใช้โปรติเอสจาก 
แบคทีเรีย Bacillus subtilis MR10” สัญญาเลขที่ RDG5550059 

 
ข้อคิดเห็น/ ขอ้เสนอแนะของผู้ทรงคุณวุฒ ิ ชี้แจงโดยนักวิจัย 
ความเหน็ด้านวิชาการ (Technical) 

1. ในขั้นตอนการวิเคราะห์โปรตีน
ภูมิแพ้ด้วยเทคนิค Western blot 
ผู้วิจัยต้องการจะ Reconfirm 
ผลการวิจัยซึ่งอาจจะไม่ทันตามแผน 
ขณะนี้ยังไม่แนน่อนว่าจะต้องต่อ
เวลาหรือไม่ 

       
ผู้วิจัยยกเลิกแผนงาน Reconfirm ผลการวิจัยด้วย
เทคนิคอ่ืนแล้ว เนื่องจากข้อจํากัดเรื่องระยะเวลา 
ทั้งนี้ด้วยเทคนิค Dot blot (Western blot) ที่ใช้อยู่
ก็สามารถตอบคําถามเรื่องการหลงเหลืออยู่ของ
โปรตีนภูมิแพ้ได้แล้ว ซึ่งเป็นประเด็นที่ผู้วิจัยกําหนดไว้
ในวัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

2. รายงานยังขาดในส่วนของทดสอบ
ความเสถียรของน้ํายางที่ลดโปรตีน
ภูมิแพ้ 

เป็นประเด็นที่สําคัญ ที่จะต้องทําการทดสอบ ซึ่ง
ผู้วิจัยก็จะได้ให้ความสําคัญในแผนการวิจัยระยะปีที่
สองต่อไป 

3. นักวิจัยควรลองลดปริมาณ SDS ให้
น้อยลง แต่ไมค่วรเอาออกหมด
เพราะสารนี้มีส่วนช่วยในเรื่องความ
เสถียรตอน compound น้ํายาง 

ผู้วิจัยจะได้ทดลองศึกษาหาปริมาณสาร SDS ที่
เหมาะสมและไม่ส่งผลกระทบต่อประสิทธิภาพการ
ทํางานของเอนไซม์ต่อไป เพื่อประโยชน์ในการขึ้นรูป
ผลิตภัณฑ์ ซึ่งประเด็นนี้จะได้ศึกษาละเอียดย่ิงขึ้นใน
งานวิจัยระยะปีที่สองที่จะมกีารทดสอบขึ้นรูปเป็นถุง
มือยางทางการแพทย ์
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ภาคผนวก 6 
ชี้แจงข้อคิดเหน็ผู้ทรงคณุวฒุิ 

สรุปข้อคิดเหน็ของผู้ทรงคณุวุฒิต่อร่างรายงานฉบับสมบูรณ ์ 
“คณุสมบัติเชงิชีวภาพและกายภาพของยางโปรตนีต่ําที่เตรียมโดยใช้โปรติเอสจาก 

แบคทีเรีย Bacillus subtilis MR10” สัญญาเลขที่ RDG5550059 
 

ข้อคิดเห็น/ ขอ้เสนอแนะของผู้ทรงคุณวุฒ ิ ชี้แจงโดยนักวิจัย 
ความเหน็ด้านการพิมพ์ (Editorial) 
ผู้ทรงคุณวุฒิทา่นที่ 1 

1. มีเขียนผิดบางแห่ง และได้ขีดเส้นไว้
ให้สําหรับส่วนที่ต้องแก้ไข 

 
ได้ทําการทบทวน และพบข้อบกพร่องในการพิมพ์เช่น 
สะกดผิด และการเว้นช่องว่างระหว่างคํา เป็นต้น จึง
ได้ทําการแก้ไขเรียบร้อยแล้ว (หมายเหตุ: ไม่ได้รับร่าง
รายงานคืน) 

ความเหน็ด้านวิชาการ (Technical) 
ผู้ทรงคุณวุฒิทา่นที่ 1 

1. ให้นักวิจัยตรวจสอบ เอกสารแนบ
ของสัญญา RDG5550059 ซึ่ได้ระบุ
การนําน้ํายางโปรตีนตํ่าไปทดลองขึ้น
รูปถุงมือทางการแพทย์นั้น ยังไม่
ปรากฏการรายงานของส่วนนี้ ขอให้
ช้ีแจงเพิ่มเติมด้วย 

 
 
 
 
 
 
 

2. ในหัวข้อเสนอแนะ ควรระบุเพื่อเติม
เกี่ยวกับประเด็นวิจัยต่อของปี 56 
ตามท่ีได้รับอนุมัติไปแล้ว เพื่อให้เห็น
ความต่อเนื่องของการวิจัย 

ข้อสังเกต 
1. ยังไม่ควรเผยแพร่ผลงานของ

ปีงบประมาณ 2555 เนื่องจากยังมี
การทําวิจัยต่อเนื่อง 

 
 
ภายหลังตรวจสอบเนื้อหาในเอกสารแนบสัญญาแล้วพบ
ข้อความดังกล่าวระบุไว้ในหน้าท่ี 7 จริง (ตารางแผน
กิจกรรม) โดยระบุไว้ในส่วนของ “ผลท่ีคาดว่าจะได้รับ” ท้ังนี้
คาดว่าน่าจะเป็นความผิดพลาดของผู้วิจัยในการใช้คําสื่อสาร 
ควรใช้ประโยคที่กล่าวว่า “ได้นํายางโปรตีนต่ําสําหรับนําไป
วิเคราะห์โปรตีนภูมิแพ้ท่ีหลงเหลือเพ่ือนําไปขึ้นรูปเป็นถุงมือ
ทางการแพทย์” ไม่ใช่ “ได้นํายางโปรตีนต่ําสําหรับนําไป
วิเคราะห์โปรตีนภูมิแพ้ท่ีหลงเหลือและนําไปขึ้นรูปเป็นถุงมือ
ทางการแพทย์” เพราะในแผนงานปีท่ีหนึ่งนี้ ยังไม่ได้มุ่งไปใน
การขึ้นรูปผลิตภัณฑ์ ดังวัตถุประสงค์ท่ีระบุในสัญญาหน้าท่ี 6 
ว่า “เพื่อศึกษาการมีอยู่ของโปรตีนภูมิแพ้ชนิดต่างๆ ในยาง
โปรตีนต่ําท่ีเตรียมขึ้นโดยโปรติเอสจาก Bacillus subtilis 
MR10” อย่างไรก็ตาม การศึกษาการขึ้นรูปเป็นถุงมือยางทาง
การแพทย์นั้น ก็จะได้ศึกษาในแผนงานปีท่ีสองต่อไป 
 
ได้มีการระบุเนื้อหาเพิ่มเติมในหัวข้อเสนอแนะแล้ว 
 
 
 
 
ผู้วิจัยรับทราบ 
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