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บทสรุปส าหรับผู้บริหาร 

 

 คณะผู้วิจัยได้พัฒนาชุดอุปกรณ์เพ่ือการตรวจสอบโปรตีนบนพ้ืนผิวของผลิตภัณฑ์ยาง ซ่ึงอาศัยเทคนิค

พ้ืนผิวขยายสัญญาณรามาน โดยมีอนุภาคเงินในระดับนาโนเมตรเป็นวัสดุรองรับตัวอย่างที่ได้จากการสกัด ใน

งานวิจัยนี้โปรตีนที่ละลายน้้าได้น้อย 2 ชนิด คือ Hev b1 และ Hev b3 ซ่ึงเป็นหนึ่งในโปรตีนที่ท้าให้เกิดอาการแพ้

ในกลุ่มผู้มีอาการแพ้โปรตีนจากผลิตภัณฑ์จากยางธรรมชาติ เนื่องจากวิธีมาตรฐานที่อาศัยปฏิกิริยาที่เฉพาะเจาะจง

ของแอนติบอดี้ และแอนติเจน ซ่ึงแอนติบอดี้ที่มีความจ้าเพาะต้องถูกผลิตจากการกระตุ้นภูมิคุ้มกันในสิ่งมีชีวิตซึ่งมี

ขั้นตอนที่ซับซ้อนและมีราคาแพงต้องพ่ึงพาการน้าเข้า คณะผู้วิจัยสามารถจ้าแนกโปรตีนทั้งสองชนิดจากสเปกตรัม

รามานที่มีความจ้าเพาะ นอกจากนี้คณะผู้วิจัยยังสร้างกราฟมาตรฐานเพ่ือใช้ในการระบุปริมาณของสารละลาย

โปรตีนมาตรฐานทั้งสองชนิด รวมทั้งพบว่าวัสดุรองรับที่ได้พัฒนาขึ้นช่วยในการการขยายสัญญานรามานเพ่ิมขึ้น 

70 – 90% ในเบื้องต้นอนุภาคเงินในระดับนาโนเมตรที่ใช้เป็นวัสดุรองรับในงานวิจัยนี้  ยังมีข้อจ้ากัดในการ

วิเคราะห์สารปริมาณน้อยและไม่สามารถใช้ในการแยกชนิดของโปรตีนในกรณีที่มีโปรตีนผสมกันได้เนื่องจากมี

สัญญานรบกวนจากสารที่หลงเหลือในการสังเคราะห์อนุภาคเงินที่ใช้เป็นวัสดุรองรับ ซ่ึงจะต้องมีการพัฒนาต่อ

เพ่ือให้มีความสามารถในการจ้าแนกโปรตีนและวิเคราะห์ปริมาณใหใ้กล้เคียงกับวิธีมาตรฐานต่อไป 
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บทคัดย่อ 
 

 อาการแพ้ผลิตภัณฑ์ยางมีความเสี่ยงที่จะท้าให้เกิดอันตรายถึงชีวิตอันเนื่องมาจากระบบภูมิต้านทานใน

ร่างกายของผู้ป่วยท้าการต่อต้านโปรตีนบางชนิดที่ผลิตจากยางธรรมชาติ ดังนั้นการวิเคราะห์การปนเปื้อนของ

โปรตีนในผลิตภัณฑ์ที่ผลิตจากยางธรรมชาติจึงมีความส้าคัญที่จะช่วยลดความเสี่ยงจากการแพ้ในผู้ใช้งาน ถึงแม้ว่า

การวิเคราะห์โปรตีนในผลิตภัณฑ์ยางในข้างต้นมีด้วยกันหลากหลายวิธี เช่น modified Lowry method, amino 

acid analysis (HPLC), enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) inhibition test, radio 

allergosorbent test (RAST) inhibition assay และ latex ELISA for antigenic protein (LEAP) แต่กระนั้น

วิธีต่าง ๆ ในข้างต้น มีต้นทุนสูงในการตรวจวิเคราะห์และบางชนิดยังต้องอาศัยการน้าเขา้จากต่างประเทศ ดังนั้นใน

งานวิจัยนี้ จึงเลือกใช้การตรวจวัดปริมาณโปรตีนบนผลิตภัณฑ์จากยางธรรมชาติด้วยเทคนิคพ้ืนผิวขยายสัญญาณรา

มาน โดยเฉพาะอย่างยิ่งโปรตีน Hev b1 และ Hev b3 ที่เป็นโปรตีนที่ละลายน้้าได้น้อย โดยอาศัยสมบัติทาง 

plasmonic ของอนุภาคโลหะที่มีโครงสร้างอยู่ในระดับนาโนเมตรจะท้าหน้าในการการขยายสัญญาณของสารบน

พ้ืนผิวที่ต้องการตรวจวัดในเทคนิคนี้ โครงสร้างของอนุภาคโลหะในระดับนาโนเมตรจะถูกควบคุมและหาสภาวะที่

เหมาะสมส้าหรับเทคนิคพ้ืนผิวขยายสัญญาณรามานด้วยกระบวนการสังเคราะห์ทางเคมี หลังจากนั้นวัสดุที่ได้

พัฒนาขึ้นส้าหรับเทคนิคพ้ืนผิวขยายสัญญาณรามานจะถูกน้ามาใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในผลิตภัณฑ์ที่

แปรรูปจากยางธรรมชาติ 
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Abstract 
 

The latex allergy is lethal case in allergy patients due to immune system in human against 
proteins from natural rubber. Therefore, determination of contaminated protein in products 
form natural rubber is necessary that will reduce the risk from latex allergy in consumers. For 
determination of protein in latex, several methods were employed such as modified Lowry 
method, amino acid analysis (HPLC), enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) inhibition test, 
radio allergosorbent test (RAST) inhibition assay and latex ELISA for antigenic protein (LEAP). 
However, these methods have a high cost for test and need to import. In this work, surface 
enhanced Raman spectroscopy (SERS) will be proposed for protein determination in products 
from natural rubber, espectially, Hev b1 and Hev b3 are insoluble proteins. The plasmonic 
property depending on structure of metal nanoparticles played an importance role to enhance 
Raman signal in SERS technique. The type of proteins will be confirmed by the molecular 
information from SERS spectrum. The structures of metal nanoparticles will be controlled by 
wet chemical synthesis and optimized. After that, developed SERS substrates will be employed 
for quantitative analysis of trace proteins in latex produces.  
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บทที่ 1 

บทน า 

1. ที่มาและความส้าคัญของงานวิจัยนี้ 

 อาการแพ้ผลิตภัณฑ์จากยางธรรมชาติ (Latex allergy) เกิดจากการที่ระบบภูมิต้านทานของของร่างกายท้า

การต่อต้านสิ่งแปลกปลอม และท้าให้เกิดอาการแพ้เกิดขึ้น ตั้งแต่การเกิดผื่นแดงบนผิวหนังจนถึงการหยุดหายใจ

กระทันหันและเสียชีวิต ซ่ึงสิ่งแปลกปลอมจากตัวยางธรรมชาติที่เป็นสาเหตุหลักที่ท้าให้เกิดอาการแพ้คือโปรตีน 

Hev b1 และ Hev b3 ซึ่งเป็นโปรตีนที่ละลายน้้าได้ต่้าและเป็นส่วนหนึ่งของผนังอนุภาคคอลลอยด์ในน้้ายาง

ธรรมชาติจากต้นยางพารา (Hevea brasiliensis) ในกรณีท่ียางธรรมชาติถูกใช้เป็นผลิตภัณฑท์ีไ่ด้รับการสัมผัสจาก

ผู้ใช้บ่อยครั้งท้าให้มีความเสี่ยงที่จะกระตุ้นให้เกิดกับอาการแพ้ในผู้ใช้ได้ง่ายขึ้น [1, 2] จึงมีความจ้าเป็นที่จะต้องมี

การก้าจัดโปรตีนออกจากเนื้อยางธรรมชาติที่ใช้เป็นสารตั้งต้น ในกรณีที่จะต้องใช้น้้ายางธรรมชาติในการขึ้นรูป

ผลิตภัณฑ์โดยตรง น้้ายางธรรมชาติจะต้องผ่านกระบวนการก้าจัดโปรตีน ซึ่งวิธีการที่แพร่หลายคือ การใช้เอมไซม์

ในการย่อยโปรตีนให้เปลี่ยนรูปไปเป็นสารตัวอ่ืนที่ไม่สามารถมารถให้เกิดอาการแพ้ในมนุษย์ร่วมกับการปั่นเหวี่ยง

แยกเนื้อยางออกมา [3] น้้ายางหลังจากผ่านกระบวนก้าจัดโปรตีนแล้วควรมีปริมาณโปรตีนที่น้อยกว่า 1% โดย

น้้าหนัก จึงไม่ท้าให้เกิดอาการแพ้ในมนุษย์ โดยวิธีการมาตรฐานที่ใช้ยืนยันปริมาณโปรตีนที่เหลืออยู่นั้น ได้แก่ 

modified Lowry method, amino acid analysis (HPLC) , enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA)  inhibition test, radioallergosorbent test ( RAST)  inhibition assay แ ล ะ  latex ELISA for 

antigenic protein (LEAP) เป็นต้น [1, 4] ซึ่งวิธีการเหล่านี้มีความแม่นย้าและจ้าเพาะเจาะจงกับโปรตีนที่ท้าให้

เกิดอาการแพ้จากยางพารา แต่มีข้อจ้ากัดคือชุดทดสอบดังกล่าวยังต้องอาศัยการน้าเข้ามีราคาสูง และในบาง

เทคนิคอาจจะให้ค่าผิดพลาดเนื่องจากองค์ประกอบอ่ืน ๆ ในน้้ายางธรรมชาติที่รบกวนการตรวจวิเคราะห์ รวมถึง

ไม่สามารถบอกชนิดและปริมาณของโปรตีนที่ท้าให้เกิดอาการแพ้ได้จากการวิเคราะห์ได้ [4] หนึ่งในวิธีการที่มีความ

แม่นย้าและให้ผลวิเคราะห์ที่รวดเร็วคือเทคนิคทาง molecular spectroscopy ซ่ึงในงานวิจัยที่ผ่านมาพบว่า FT-

IR spectra สามารถใช้ในการแยกระหว่างน้้ายางธรรมชาติและน้้ายางที่ผ่านกระบวนการสกัดโปรตีนมาแล้ว จาก

หมู่ฟังก์ชันที่หายไปของ surface protein และ phospholipids [1] 

 FT-IR spectroscopy เป็นเทคนิคที่อาศัยการวิเคราะห์การดูดกลืนพลังงานแสงในช่วงอินฟาเรดเพ่ือใช้ใน

การสั่นระดับโมเลกุล อันเป็นลักษณะเฉพาะในแต่ละโครงสร้างและเชื่อมโยงถึงหมู่ฟังก์ชั่นอันเป็นเอกลักษณ์ของ

สารแต่ละชนิดได้ นอกจากนี้การใช้งานร่วมกับเทคนิค attenuated total reflection Fourier-transform 

infrared (ATR FT-IR) spectroscopy ช่วยท้าให้ตรวจชิ้นงานได้โดยตรงจากบนพ้ืนผิว [5] โดยเฉพาะอย่างยิ่งกรณี
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ของชิ้นงานจากยางธรรมชาติ ที่มีโอกาสสัมผัสกับมนุษย์ในการใช้งานจริง สามารถระบุหมู่ฟังก์ชั่นของโปรตีนที่อยู่

บนพ้ืนผิวของชิ้นงาน อย่างรวดเร็วและไม่มีความยุ่งยากซับซ้อน แต่เทคนิคนี้ก็ยังมีข้อจ้ากัดในบางกรณีเมื่อใช้กับ

ชิ้นงานจริงคือ สารเติมแต่งในน้้ายางธรรมชาติเพ่ือใช้เพ่ิมสมบัติต่าง ๆ ในการขึ้นรูปหลายตัวรวมถึงความชื้นหรือน้้า

ที่อยู่ในตัวอย่าง ที่สามารถตรวจพบบน FT-IR spectra และมีโอกาสซ้อนทับและบดบังกับโปรตีนในน้้ายาง ซึ่ง

หลงเหลือในปริมาณน้อย ท้ าให้ประสิทธิภาพในการวิ เคราะห์ลดลง จากข้อจ้ากัดในข้างต้ น  Raman 

spectroscopy เป็นอีกหนึ่งในวิธีทาง molecular spectroscopy ที่น่าสนใจและสามารถหลีกเลี่ยงข้อจ้ากัดใน

เทคนิค FT-IR spectroscopy โดยเทคนิคนี้อาศัยการวิเคราะห์การกระเจิงแสงที่มีการสูญเสียพลังงาน อัน

เนื่องมาจากโมเลกุลของสารมีความเป็น polarizability [5] โดยเทคนิคนี้จะมีความไวในการวิเคราะห์สูงกับ

โครงสร้างที่ มี การสั่ น ในระดับ โมกุล ในแบบ symmetric หรือ  pseudo-symmetric ซึ่ งพบใน peptide 

backbone ที่เป็นตัวแทนของโปรตีน และไม่การรบกวนหรือซ้อนทับกับการสั่นในระดับโมเลกุลของ  hydroxyl 

group (OH) [6] ซึ่งพบเจอได้ในสารเติมแต่งเพ่ือการขึ้นรูปชิ้นงานจากน้้ายางธรรมชาติ อันเนื่องมากจากความเข้ม

ของสัญญาณที่ต่้าเมื่อวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Raman spectroscopy นอกจากนี้ยังสามารถท้าการวิเคราะห์บน

พ้ืนผิวของชิ้นงานจุดเล็ก ๆ โดยผ่านกล้องจุลทรรศน์หรือ Raman microscope อย่างไรก็ตาม สัญญาณที่ได้จาก

การกระเจิงแสงที่ต่้า โดยเฉพาะอย่างยิ่งเมื่อวิเคราะห์สารปริมาณมาณน้อย และโอกาสที่จะเกิดปรากฎการฟลูออ

เรสเซนต์จากสารเติมแต่งบางชนิดในชิ้นงานผลิตภัณฑ์ยางธรรมชาติเมื่อเพ่ิมระดับพลังงานในการตรวจวิเคราะห์ 

ท้าให้ไม่สามารถวิเคราะห์ตัวอย่างด้วยเทคนิค Raman spectroscopy ได้อย่างมีประสิทธิภาพ [7] 

 ในช่วง 20 ปีที่ผ่านมา การศึกษาทางด้านวัสดุนาโนและนาโนเทคโนโลยีได้รับความนิยมและแสดงถึงบท

ประยุกต์ในหลากหลายสาขา ในกลุ่มวัสดุนาโนของโลหะมีค่าโดยเฉพาะอย่างยิ่งใน ทองค้า และเงินพบว่าสามารถ

ช่วยในการขยายสัญญาณรามาน ของโมเลกุลที่เกาะติดบนพ้ืนผิวของวัสดุ เทคนิคนี้มีชื่อว่าเทคนิคพ้ืนผิวขยาย

สัญญาณรามาน (surface enhanced Raman spectroscopy) [8] ซึ่งใช้พ้ืนผิวของโลหะส้าหรับการเตรียม

ตัวอย่างเพ่ือการตรวจวัดโดยเฉพาะอย่างยิ่งพ้ืนผิวที่มีโครงสร้างในระดับนาโนเมตร โดยมี 2 กลไกหลักในการขยาย

สัญญาณคือ กลไกทางเคมีและอิเล็กโทรนิค โดยเฉพาะอย่างยิ่งกลไกทางอิเล็กโทรนิค ที่เป็นกลไกหลักในการขยาย

สัญญาณสามารถอธิบายด้วยหลักการของ localized surface plasmon resonance สามารถเพ่ิมทั้งพลังงานที่

ใช้ในกระตุ้นและท้าให้ได้สัญญาณรามานที่ได้จากตัวอย่างสูงขึ้นถึง 102–1014 เท่า เมื่อเทียบกับการวิเคราะห์สาร

บนพ้ืนผิวปกติ [9] เทคนิคพ้ืนผิวขยายสัญญาณรามานถูกน้ามาประยุกต์ใช้อย่างแพร่หลาย ด้านนิติวิทยาศาสตร์ 

[10] อาหารปลอดภัย [11] และวิเคราะห์สารอันตรายที่ปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อม [12] ในการประยุกต์ใช้เพ่ือ

วิเคราะห์โปรตีน โครงสร้างระดับนาโมตรได้แก่ อนุภาคเงินในระดับนาโนเมตร, อนุภาคทองค้าในระดับนาโนเมตร, 

อนุภาคอัลลอยด์ทองค้าและเงินในระดับนาโนเมตร ถูกใช้เป็นวัสดุรองรับในการวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนในกลุ่ม
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ของ แอนติเจน แอนติบอดี และ ไซโตโครม ซี เป็นต้น [6] จากตัวอย่างในงานวิจัยก่อนหน้านี้เกี่ยวกับการวิเคราะห์

โปรตีนในกลุ่มของ แอนติเจนและแอนติบอดี โดยใช้อนุภาคทองค้าในระดับนาโนเมตรเป็นวัสดุรองรับพบว่า 

สามารถตรวจวิเคราะห์ปริมาณของโปรตีน prostate specific antigen (PSA) เพ่ือใช้ในการบ่งชี้ภาวะการเกิด

มะเร็งต่อมลูกหมากในระดับที่ต่้าถึง 1 pg/mL จากซีรั่มของมนุษย์ [13] จากงานวิจัยนี้แสดงให้เห็นถึงความว่องไว

และประสิทธิภาพของเทคนิคพ้ืนผิวขยายสัญญาณรามาณในการตรวจวิเคราะห์โปรตีน และมีแนวโน้มน้ามา

ประยุกต์ใช้กับการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนบนผลิตภัณฑ์จากยางธรรมชาติได้เช่นกัน 

 อนุภาคทองค้าในระดับนาโนเมตร เป็นวัสดุที่นิยมใช้อย่างแพร่หลายในเทคนิคขยายสัญญาณรามาน

เนื่องจาก ทนทานต่อการท้าปฎิกิริยาเคมีกับสารอ่ืน และสามารถบังคับโครงสร้างได้ด้วยกระบวนการสังเคราะห์

ทางเคมี [14] เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของเทคนิคพ้ืนผิวขยายสัญญาณรามาณ จากงานวิจัยก่อนหน้านี้พบว่า

โครงสร้างโลหะในระดับนาโมเมตร มีโครงสร้างพิเศษ เช่น มีลักษณะเหลี่ยมหรือมุม ปลายแหลม หรือ ช่องว่าง

ระหว่างอนุภาคที่เหมาะสม โครงสร้างเหล่านี้ล้วนมีประสิทธิภาพสูงในการเพ่ิมสัญญาณรามาน ที่มากกว่าบนพื้นผิว

ของอนุภาคในระดับนาโนเมตรแบบปกติ (hot spots) [15] และสามารถพัฒนาเทคนิคพ้ืนผิวขยายสัญญาณรามาน 

ให้มีความว่องไวและตรวจวัดสารปริมาณน้อย ถึงแม้มีจ้านวนแค่ 1 โมเลกุล (single molecµLes detection) 

[16] ก็สามารถให้สัญญาณรามานที่ใช้จ้าแนกเอกลักษณ์ทางเคมีของสารตัวอย่างได้  โครงสร้างดังกล่าวในข้างต้น 

เช่น ดวงดาว เดนไดร์ซ และ หอยเม่นทะเล สามารถสังเคราะห์ได้ผ่านวิธีทางเคมี หลากหลายงานวิจัยก่อนหน้านี้

ล้วนแสดงให้เห็นว่าไอออนของโลหะเงิน มีส่วนส้าคัญในเพ่ือเหนี่ยวน้าให้เกิดโครงสร้างแบบต่างๆ มีข้อดีคือ ใช้ใน

ปริมาณน้อย สามารถก้าจัดได้ง่าย ไม่ส่งผลรบกวนต่อการน้าโครงสร้างระดับนาโนเมตรของทองค้าไปใช้งานต่อ 

[17, 18] ในงานวิจัยนี้ผู้วิจัยสามารถสังเคราะห์อนุภาคทองค้าที่มีรูปร่างคล้ายหอยแม่นทะเลมีขนาดอยู่ในระดับ

ไมโครเมตรซึ่งประกอบโครงสร้างหนามแหลมยื่นออกมาจากวัสดุซึ่งมีขนาดอยู่ในระดับนาโนเมตร โดยอนุภาค

ทองค้าชนิดนี้สังเคราะห์โดยวิธีการทางเคมีที่เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม โดยใช้ของไอออนของโลหะเงินเป็นสาร

เหนี่ยวน้าและควบคุมโครงสร้างหนาม และความเข้มข้นต่้าสุดของสารที่ใช้ในการทดสอบ ในเทคนิคนิคพ้ืนผิวขยาย

สัญญาณรามานที่ยังคงให้สัญญาณอยู่ในระดับนาโนโมลาร์ [18] ดังนั้นอนุภาคทองค้าที่สังเคราะห์ได้ในข้างต้นจึงมี

ความเป็นไปได้สูงเพ่ือใช้ร่วมในเทคนิคพ้ืนผิวขยายสัญญาณรามานส้าหรับการวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนบน

ผลิตภัณฑ์จากยางธรรมชาติ 
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2. วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

พัฒนาการใช้อนุภาคทองค้าที่มีโครงสร้างแบบหนามในระดับนาโมเมตร ที่ถูกใช้เป็นวัสดุรองรับในเทคนิคพ้ืนผิว
ขยายสัญญานรามาน เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณและชนิดของโปรตีนปริมาณน้อยที่ท้าให้เกิดอาการแพ้บนผลิตภัณฑ์
จากยางธรรมชาติ 
 

3. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 1. กระบวนการพัฒนาอนุภาคทองค้าที่มีโครงสร้างแบบหนามในระดับนาโนเมตร ที่สามารถใช้ร่วมกับ
เทคนิคพ้ืนผิ วขยายสัญญาณรามาน ในการตรวจวัดปริมาณ โปรตีนบนผลิตภัณฑ์ จากยางธรรมชาติ  
 2. ชุดทดสอบปริมาณโปรตีนบนผลิตภัณฑ์ยางธรรมชาติ จากอนุภาคทองค้าที่มีโครงสร้างแบบหนามใน
ระดับนาโนเมตร ที่ใช้ร่วมกับเทคนิคพ้ืนผิวขยายสัญญาณรามาน 
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บทที่ 2 

ทฤษฎีและบทความที่เกี่ยวข้อง 
 

1. โปรตีนที่ท้าให้เกิดอาการแพ้จากยางธรรมชาติ 

 โรคภูมิแพ้เป็นอาการที่ภูมิต้านทานของมนุษย์มีความจ้าเพาะเจาะจงกับสารบางอย่างและพยายามก้าจัด

ออกไปจากร่างกาย โดยระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายจะค่อยดักจับสารแปลกปลอมหรือที่เรียกว่า แอนติเจน โดยมี

สารที่อยู่ในระบบภูมิต้านคือ คือ แอนติบอดี ท้าหน้าที่เป็นตัวดักจับ เมื่อไหรก็ตามที่แอนติบอดีจับตัวแอนติเจนที่มี

ความจ้าเพาะเจาะจง กลไกเบื้องต้นจะมีการส่งสัญญานให้ระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายหลังสารต่อต้านซึ่งท้าให้

เกิดผลทางอ้อมที่ไม่พึงประสงค์คือ อาการแพ้ สามารถจ้าแนกออกได้เป็น 3 ระดับ ตั้งแต่ อาการเบื้องต้นที่ส่งผล

รบกวนต่อการด้าเนินชีวิตประจ้าวันจนถึงรุนแรงถึงข้ันเสียชีวิต ดังแสดงในตารางที่ 1 [19]  

 
ตาราง 1 ระดับของอาการภูมิแพ้ (Level of allergy symptoms (Sx)) และอาการท่ีเกิดข้ึน [19] 

ระดับการแพ้ (Level)   

Level 1 = None (0 Sx) Level 2 = Low (1–2 Sx) Level 3 = High (3–6 Sx) 

กลุ่มอาการ   

เกี่ยวกับทางเดินอาหาร เกี่ยวกับผิวหนัง เกี่ยวกับทางเดินหายใจ 

 ท้องอืด  ผื่นบนผิวหนัง  ไอหรือจาม 

 ปวดท้อง  ลมพิษ  น้้ามูกไหล 

 กรดไหลย้อน  ผิวแห้ง  ระคายเคืองหรือคนัจมูก 

 อาเจียน  ปื้นบนผิวหนัง  คัดจมูก 

 ท้องเสีย  บวมหน้า ตา ริมฝีปาก  คัดจมูกและหายใจยาก 

 มีเลือดบนในอุจจาระ  ผื่นยาวรอบคอ แขน  หายใจล้าบาก 

 

 ในกรณีของยางธรรมชาติพบว่ามีโปรตีนหลายชนิดที่ท้าให้เกิดอาการแพ้ และหลายกรณีมีรายงานถึงการ

เสียชีวิต จากอาการแพ้โปรตีนในยางธรรมชาติ [4] โดยเบื้องต้นโปรตีนที่แสดงอาการรุนแรงที่อยู่ในกลุ่มของโปรตีน

ที่ละลายน้้าได้น้อย คือ Hev b1 และ Hev b3 เป็นโปรตีนที่ท้าหน้าที่ท้าให้อนุภาคยางมีความเสถียรเกิดเป็นสาร

แขวนลอยได้ ซึ่งเกาะอยู่บนผิวของอนุภาคยางดังแสดงในรูปที่ 1 [20] ดังนั้นการก้าจัดโปรตีนดังกล่าวด้วยวิธีการ
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ต่าง ๆ เช่น การใช้สารลดแรงตึงผิวร่วมกับวิธีการหมุนเหวี่ยง หรือ การใช้เอมไซน์ที่มีประสิทธิภาพสูงในการย่อย

โปรตีน จึงมีความจ้าเป็นในการผลิตน้้ายางโปรตีนต่้าอันเป็นผลิตภัณฑ์ที่มีมูลค่าเพ่ิม และลดโอกาสการแพ้

ผลิตภัณฑ์ยางธรรมชาติหลังการแปรรูปแล้ว โดยปริมาณของโปรตีนที่ตกค้างควรจะต่้ากว่า 1% โดยน้้าหนักของน้้า

ยางธรรมชาติที่ผ่านกระบวนการแยกโปรตีนแล้ว [1] 

 

 
รูปที่ 1 แสดงองค์ประกอบต่าง ๆ ของน้้ายางธรรมชาติหลังการหมุนเหวี่ยง โดยจะเกิดการแยกชั้นระหว่างส่วนที่

ละลายน้้าได้ดีและอนุภาคยางที่ไม่ละลายน้้า โดยโปรตีนหลักที่ท้าให้เกิดอาการแพ้ จะอยู่บนผิวของอนุภาคยาง 

[20] 

2. วิธีการมาตรฐานที่ใช้ในการทดสอบปริมาณโปรตีน 

 เพ่ือเป็นการตรวจวัดปริมาณโปรตีนในน้้ายางที่ผ่านกระบวนการก้าจัดโปรตีน รวมถึงผลิตภัณฑ์ท่ีแปรรูปจาก

ยางธรรมชาติ ตัวอย่างจะถูกตรวจสอบด้วยวิธีการต่างๆ ดังที่แสดงไว้ในตารางที่ 2 ซึ่งมีข้อดีและข้อเสียแตกต่างกัน

ออกไป [4] ที่ส้าคัญคือในวิธีการดังกล่าวไม่ได้กล่าวถึงการบ่งบอกชนิดของโปรตีนที่ท้าให้เกิดอาการแพ้อย่าง

แม่นย้ารวมถึงการหาปริมาณโปรตีนที่ท้าให้เกิดอาการแพ้ ซึ่งไม่สามารถท้าได้ทั้ง 2 กรณีด้วยวิธีการเดียวกัน 

 

ตาราง 2 วิธีการตรวจวัดโปรตีนจากยางธรรมชาติ โปรตีนแอนติเจน และ โปรตีนที่ท้าเกิดอาการแพ้ [4] 

วิธีการ การตรวจวัด ข้อดี ข้อเสีย 

Modified Lowry 
method (D 5712) 

วิธีทางเคมี วัดปริมาณ 
โปรตีนทั้งหมด 

สามารถสอบเทียบได้ มี
ชุดทดสอบพร้อมใช้ 

มีความไววิเคราะห์ต่้า 
เกิดการรบกวนทางเคมี

ได้ 

Amini acid analysis 
(HPLC) 

วิธีทางเคมี วัดปริมาณ
กรดอะมิโน 

มีความไววิเคราะห์สูง ให้
ค่าการท้าซ้้าที่ดี 

เครื่องมือมีราคาสูง 
อาศัยประสบการณ์ของ

ผู้วิเคราะห์ 
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LEAP 
วิธีเคราะห์ทางภูมิคุ้มกัน 

วัดปริมาณโปรตีน
แอนติเจน 

มีความไววิเคราะห์สูง 
มีชุดทดสอบพร้อมใช้ 

เป็นชุดทดสอบ ที่ไม่
สามารถสอบเทียบได้ 

RAST inhibition 
assay 

วิธีเคราะห์ทางภูมิคุ้มกัน 
วัดปริมาณโปรตีน

แอนติเจน หรือ โปรตีนที่
ท้าเกิดอาการแพ้ 

เป็นชุดทดสอบท่ีดี มี
ความไววิเคราะห์สูงมาก 

มีสารกัมตภาพรังสี ไม่
สามารถสอบเทียบได้ 

ELISA inhibition test 
วิธีเคราะห์ทางภูมิคุ้มกัน 

วัดปริมาณโปรตีน
แอนติเจน 

เป็นชุดทดสอบท่ีดี 
สามารถดูการเปลี่ยน 
แปลงจากสี มีความไว

วิเคราะห์ที่ดี 

ใช้ซีรัมของมนุษย์ในการ
ทดสอบ ไม่สามารถสอบ

เทียบได้ 

ELISA inhibition test  
(D 6499) 

วิธีเคราะห์ทางภูมิคุ้มกัน 
วัดปริมาณโปรตีน

แอนติเจน 

สามารถสอบเทียบได้ มี
ความไววิเคราะห์ 

เป็นวิธีการใหม่ ซึ่งยังไม่รู้
เกี่ยวกับ ค่าการท้าซ้้า
ของสารมาตรฐานที่ใช้

ทดสอบ 
 

3. อนุภาคทองค้าในระดับนาโนเมตรและสมบัติพิเศษ 

 อนุภาคทองค้าในระดับนาโนเมตร เป็นวัสดุนาโนอีกชนิดหนึ่งที่ก้าลังได้รับความสนใจเนื่องจากมีบทประยุกต์

ที่หลากหลาย จากสมบัติใหม่ที่เพ่ิมขึ้น เช่น การเพ่ิมข้ึนของพ้ืนที่ผิวส่งผลต่อความไวในการเร่งปฏิกิริยา ใช้กับระบบ

น้าส่งยาและโมเลกุลขนาดเล็กท่ีสามารถติดกับพ้ืนผิวของอนุภาค และความสามารถในการดูดกลืนแสงในช่วงความ

ยาวคลื่นต่าง ๆ ที่ต่างจากทองค้าโดยปกติ โดยเฉพาะอย่างยิ่ง การเปลี่ยนแปลงสมบัติเชิงแสงของอนุภาคทองค้าใน

ระดับนาโนเมตร สามารถอธิบายผ่านปรากฎการณ์ localized surface plasmon resonance ซึ่งเกิดจากการสั่น

ของกลุ่มอิเล็กตรอนที่บริเวณพ้ืนผิวของอนุภาคโลหะเมื่อได้รับคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้าส่งผลต่อสมบัติเชิงแสงดังแสดงไว้

ในรูปที่ 2 [21] สมบัติในข้างต้นของอนุภาคทองค้าในระดับนาโนเมตร ถูกน้าไปประยุกต์ใช้อย่างกว้างขวาง เช่น 

ด้านความปลอดภัยในอาหาร [22] การบ้าบัดรักษาโรคมะเร็ง [23] และเพ่ิมประสิทธิภาพเซลล์แสงอาทิตย์ [24] 

เนื่องจากสมบัติ localized surface plasmon resonance ของอนุภาคทองค้าในระดับนาโนเมตร ขึ้นอยู่กับ

ขนาดและรูปร่างของอนุภาค การเปลี่ยนแปลงขนาดและรูปร่างส่งผลให้สมบัติเชิงแสงมีการเปลี่ยนแปลง ดังแสดง

ในรูปที่ 3 [25] ดังนั้นความรู้ทางด้านนาโนเทคโนโลยีเกี่ยวกับการสังเคราะห์ที่สามารถควบคุมขนาดและรูปร่างของ
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อนุภาคทองค้าในระดับนาโนเมตรที่จึงมีความส้าคัญอย่างยิ่ง เพ่ือให้ได้สมบัติของอนุภาคตรงกับวัตถุประสงค์การใช้

งาน 

 

 

รูปที่  2 แสดงการสั่นของกลุ่มอิเล็กตรอนจากปรากฏการณ์ localized surface plasmon resonance บน

อนุภาคโลหะในระดับนาโนเมตรเมื่อถูกกระตุ้นด้วยคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้า [21] 

 

 

รูปที่ 3 สมบัติเชิงแสงของอนุภาคทองค้าในระดับนาโนเมตร เมื่อ (0) อนุภาคทองค้าทรงกลม ขนาด 4 นาโนเมตร 

และ (1-5) อนุภาคทองค้าทรงแท่งที่มีความยาวเพ่ิมขึ้น ซึ่งสามารถสังเกตุการเปลี่ยนแปลงของสีจากสารละลาย

และแถบการดูดกลืนแสง รวมทั้งการเปลี่ยนแปลงขนาดและความยาวของอนุภาคจากภาพกล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบส่องกราด [25] 
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4. เทคนิครามานและพ้ืนผิวขยายสัญญาณรามาน 

 เทคนิครามาน (Raman spectroscopy) เป็นหนึ่งในเทคนิคทางสเปคโทรสโกปีที่ใช้ระบุเอกลักษณ์ทาง
โมเลกุลของสารเคมี (molecµLar spectroscopy) จากหมู่ฟังก์ชั่นและชนิดพันธะในโมเลกุลของสารที่ต้องการ
วิเคราะห์ โดยพิจารณาจากพลังงานแสงในช่วงต่างๆที่ได้จากการกระเจิงแสงแบบรามาน (Raman scattering) มี
หลักการโดยย่อคือ การสั่นแบบสมสมมาตร (symmetric vibration) ที่สามารถเนี่ยวน้าให้เกิดมีสภาพขั้วใน
โมเลกุล (polarizability) ขณะที่ได้รับพลังงานกระตุ้นจากภายนอก อิเล็กตรอนของโมเลกุลจะถูกกระตุ้นจาก
สภาวะพ้ืน (ground state) ไปสู่สภาวะสมมุติ (virtual state) หลังจากนั้นตกกลับมาสู่สภาวะพ้ืนในรูปแบบของ
การกระแจงแสง (light scattering) บางส่วนไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงพลังงาน (elastic process) และตกกลับมาสู่
สภาวะพ้ืนเช่นเดิม เรียกว่า การกระเจิงแสงในรูปแบบของเรย์ไล (Rayleigh scattering) บางส่วนเกิดการ
เปลี่ยนแปลงพลังงาน (inelastic process) และไม่ตกกลับมาสู่สภาวะพ้ืนเช่นเดิม เรียกว่า การกระเจิงแสงใน
รูปแบบของรามาน (Raman scattering) ซึ่งมีในส่วนของการกระแจงแสงแบบสูญเสียพลังงาน (stokes Raman 
scattering) และ มีพลังงานสูงขึ้น (anti-stokes Raman scattering) ดังแสดงในรูปที่ 4 โดยปกติแล้ว stokes 
Raman scattering จะถูกใช้ในการวิเคราะห์เนื่องจากมีความเข้มสูงกว่า anti-stokes Raman scattering การ
เกิด Raman scattering สามารถโยงไปถึงรูปแบบการสั่นในโมเลกุลที่มีสมมาตร และสามารถใช้ระบุเอกลักษณ์
ทางเคมีของสารที่ต้องการวิเคราะห์ได้ [26] 

 

รูปที่  4 แผนภาพแสดงระดับชั้นพลังงานและการเกิด infrared absorption, Rayleigh scattering, stokes 

Raman scattering และ anti-stokes Raman scattering [26] 

 
 ข้อดีของเทคนิครามานสเปกโทรสโกปีกับการวิเคราะห์ตัวอย่างคือ สามารถวิเคราะห์การสั่นแบบสมมาตรใน

โมเลกุลของสารตัวอย่าง ที่ไม่สามารถวิเคราะห์ได้ด้วยเทคนิคอินฟราเรดสเปกโทรสโกปี (infrared spectroscopy) 
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นอกจากนี้สารตัวอย่างสามารถวิเคราะห์ได้ในสภาวะสารละลาย ของแข็ง ผง หรือแม้แต่อยู่ในภาชนะขวดแก้วแบบ

ใสที่แสงสามารถผ่านได้ ท้าให้เทคนิครามานถูกน้าไปประยุกต์ใช้อย่างกว้างขวาง เช่น ด้านนิติวิทยาศาสตร์ การ

วินิจฉัยทางการแพทย์ และวิเคราะห์สารอันตรายที่ปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อม เป็นต้น [26] แต่ว่าข้อจ้ากัดท่ีส้าคัญของ

เทคนิครามานและส่งให้เกิดปัญหาในการประยุกต์ใช้จริงคือ สัญญาณรามานซึ่งปกติที่มีความเข้มน้อย และยากท่ีจะ

วิเคราะห์ชนิดของสารตัวอย่างเมื่อมีความเข้มข้นต่้า [7] ดังนั้นเพ่ือเพ่ิมศักยภาพในการประยุกต์ใช้เทคนิครามาน 

การเพ่ิมสัญญาณรามานของตัวอย่างจึงมีความส้าคัญเป็นอย่างยิ่ง หนึ่งในวิธีการที่ได้รับความนิยมและไม่มีความ

ยุ่งยากในการใช้ขยายสัญญาณรามานของตัวอย่างคือ เทคนิคพ้ืนผิวขยายสัญญาณรามาน (surface enhanced 

Raman spectroscopy (SERS)) ซึ่งใช้พ้ืนผิวของโลหะส้าหรับการเตรียมตัวอย่างเพ่ือการตรวจวัดโดยเฉพาะอย่าง

ยิ่งพ้ืนผิวที่มีโครงสร้างในระดับนาโนเมตร ด้วย localized surface plasmon resonance สามารถเพ่ิมทั้ง

พลังงานที่ใช้ในกระตุ้นและสัญญาณรามานที่ได้จากตัวอย่างท้าให้ขยายสัญญาณ (signal enhancement (E)) สูง

มากกว่าเดิมถึงก้าลัง 4 เท่า (E4) ดังแสดงไว้ในรูปที่ 5 [9] 

 จากงานวิจัยก่อนหน้านี้พบว่าโครงสร้างโลหะในระดับนาโมเมตร มีโครงสร้างพิเศษ เช่น มีลักษณะเหลี่ยม

หรือมุม ปลายแหลม หรือ ช่องว่างระหว่างอนุภาคที่เหมาะสม โครสร้างเหล่านี้ล้วนมีประสิทธิภาพสูงในการเพ่ิม

สัญญาณรามาน ที่มากกว่าบนพื้นผิวของอนุภาคในระดับนาโนเมตรแบบปกติ (hot-spots) [15] ดังแสดงในรูปที่ 6 

จึงสามารถพัฒนาเทคนิคพ้ืนผิวขยายสัญญาณรามาน ให้มีความว่องไวและตรวจวัดสารปริมาณน้อย ถึงแม้มีจ้านวน

แค่ 1 โมเลกุล (single-molecµLe detection) ก็สามารถให้สัญญาณรามานที่ใช้จ้าแนกเอกลักษณ์ทางเคมีของ

สารตัวอย่างได้ [16] 
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รูปที่ 5 แสดงแผนภาพการเพ่ิมสัญญาณรามาน ด้วยเทคนิคเทคนิคพ้ืนผิวขยายสัญญาณรามาน เมื่อสารที่ ต้องการ

วิเคราะห์อยู่บนพื้นผิวของอนุโลหะภาคโลหะในระดับนาโนเมตร [9] 

 

 

รูปที่ 6 แสดงความสามารถในการขยายสัญญาณรามาณ จากแบบจ้าลองทางคณิตศาสตร์จากผลต่างสืบเนื่องกับ

เวลา เมื่อเปรียบเทียบระหว่างโครงของอนุภาคทองค้าในระดับนาโนเมตรแบบ (A) ระหว่างอนุภาคแบบทรงกลม 2 

อนุภาค และ (B) โครงสร้างแบบหนามบนพ้ืนผิวทองค้า ที่ความยาวคลื่นที่ใช้ในการกระตุ้นให้ได้สัญญาณรามานที่ 

559 และ 633 nm ตามล้าดับ [15] 
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5. อนุภาคทองค้าที่มีรูปร่างคล้ายหอยแม่นทะเล 

 การอนุภาคทองค้าที่มีรูปร่างคล้ายหอยแม่นทะเลมีขนาดอยู่ในระดับไมโครเมตรซึ่งประกอบโครงสร้างหนาม

แหลมยื่นออกมาจากวัสดุซึ่งมีขนาดอยู่ในระดับนาโนเมตร โดยอนุภาคทองค้าชนิดนี้สังเคราะห์โดยวิธีการทางเคมีที่

เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม โดยใช้ของไอออนของโลหะเงินเป็นสารเหนี่ยวน้าและควบคุมโครงสร้างหนาม นอกจากนี้

กลไกการโตของอนุภาคได้ถูกอธิบายผ่านการดูดซับทางกายภาพของอนุภาคซิลเวอร์คลอไรด์ที่เกิดขึ้น ที่ท้าให้เกิด

การรบกวนการโตในหน้า (111) และทิศทาง <211> ของการโตในโครงสร้างแบบเดนดริตริก ซึ่งท้าให้เกิดลักษณะ

หนามแหลมยาวเกิดขึ้นเมื่อเติมไอออนของโลหะเงินที่ความเข้มข้นต่้าและจะลดความยาวของโครงสร้างหนามบน

อนุภาคเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของไอออนของโลหะเงินระหว่างการสังเคราะห์ ดังแสดงในรูปที่ 7 ซึ่งซิลเวอร์คลอไรด์

ที่เกิดขึ้นสามารถก้าจัดได้ง่ายด้วยสารละลายแอมโมเนีย ท้าให้มีพ้ืนผิวที่สะอาดและง่ายต่อการเกาะติดของสารที่

ต้องการวิเคราะห์ นอกจากนี้ยังพบว่าความเข้มข้นต่้าสุดของสารในกลุ่ม Raman dye ที่ยังคงให้สัญญาณรามาน

เมื่อถูกทดสอบบนอนุภาคทองค้าที่สังเคราะห์ขึ้นอยู่ที่ 1 nM [18]  
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รูปที่ 7 แสดงภาพของโครงสร้างอนุภาคทองค้าที่มีรูปร่างคล้ายหอยแม่นทะเลจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ

ส่องกราด ที่สามารถบังคับขนาดและโครงสร้างได้จากการเปลี่ยนแปลงสภาวะในการสังเคราะห์ทางเคมี [20] 
 

6. น้้ายางสด 

 น้้ายางสด (field latex)  คือยางที่ผลิตได้จากต้นยางพารา (Hevea brasiliensis) ซึ่งแหล่งที่มีการ

เพาะปลูกยางพาราที่มีส่วนแบ่งทางการตลาดถึง 90% จะอยู่ในโซนเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ ซึ่งวิธีการเก็บเกี่ยว

ผลผลิตน้้ายาง มีทั้งในรูปแบบของการกรีด โดยใช้ของมีคมเปิดผิวของต้นยางพารา ซึ่งมีท่อน้้ายางขนานอยู่กับต้น 
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และให้น้้ายางไหลลงไปในภาชนะรองรับ นอกจากนี้ยังมีวิธีการที่ใช้การเจาะล้าต้นร่วมกับการใช้สารเร่งเพ่ือให้น้้า

ยางไหลออกมา น้้ายางสดที่ได้จะเป็นของเหลวสีขาว ประกอบไปด้วย โปรตีน ลิปิด และ Polyisoprene 

โดยเฉพาะอย่างยิ่ง Polyisoprene ซึ่งเป็นสารส้าคัญ และเป็นสารตั้งต้นในอุตสาหกรรมยาง ในกรณีของน้้ายางสด

สามารถน้าไปแปรรูปให้เป็นยางในรูปของแข็ง เช่น ยางแผ่น และ ยางแท่ง รวมถึงสามารถน้้าไปเพ่ิมความเข้มข้น 

ให้เป็นน้้ายางเข้มข้น และน้้ายางโปรตีนต่้า ซึ่งน้้ายางสดที่แปรรูปไปในแต่ละรูปแบบก็จะมีวัตุประสงค์ในการน้าไป

ประยุกต์ใช้งานทีแ่ตกต่างกันออกไป ในน้้ายางสดองค์ประกอบที่ได้กล่าวมาในข้างต้นมีการรวมตัวกันเป็นกลุ่มก้อน

เป็นอนุภาคกระจายตัวในน้้าในรูปแบบของ อิมัลชั่น (emulsion) ซึ่งสามารถแบ่งองค์ประกอบต่างๆ ใน

รายละเอียดได้แก่ ส่วนที่เป็นเนื้อยาง 35% ส่วนที่ไม่ใช่ยาง 65% ส่วนที่เป็นน้้า 55% ส่วนของลูทอยด์ 10% ดัง

แสดงโครงสร้างในรูปที่ 8 [27] 

 

 

รูปที่ 8 แสดงภาพจ้าลองโครงสร้างของอนุภาคยางธรรมชาติที่กระจายตัวในแบบอิมัลชั่น ที่มีองค์ประกอบภายใน

อนุภาคต่าง ๆ [27] 

 

6. สารละลายแอมโมเนีย 

 เนื่องจากโครงสร้างภายนอกของอนุภาคยางพาราที่กระจายตัวในตัวกลางที่มีพ้ืนผิวที่มีลักษณะเป็นประจุ

ลบ ดังแสดงไว้ในรูปที่ 9 [28] เนื่องจากน้้ายางสดที่เกี่ยวเกี่ยวได้จะมีอายุการเก็บที่สั้นเนื่องจากแบคทีเรียในอากาศ

สามารถเจริญเติบโตได้ในน้้ายางสด และมีโปรตีนเป็นอาหารหลักที่ใช้ในการเจริญเติบโต โดยผลิตภัณฑ์ที่ได้จาก
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แบคทีเรียจะเป็นสารที่อยู่ในกลุ่มของกรดอินทรีย์ และท้าให้ค่า pH ของน้้ายางสดมีค่าลดลง ส่งผลรบกวนประจุบน

พ้ืนผิวของอนุภาคยางที่กระจายตัวอยู่ซึ่งในที่สุดส่งผลให้ผนังของอนุภาคยางแตกตัวออก และท้าให้เกิดการรวมตัว

กันของ Polyisoprene ส่งผลให้เกิดการตกตะกอนและรวมตัวกันกลายเป็นยางก้อนในที่สุด เพื่อเป็นการรักษาอายุ

ของน้้ายางสดให้นานที่สุดก่อนการน้าไปแปรรูปเป็นน้้ายางข้น หรือน้้ายางโปรตีนต่้า ซึ่งเป็นสารตั้งต้นใน

อุตสาหกรรมยางอ่ืน ๆ โดยเฉพาะอย่างยิ่ง กลุ่มถุงมือยาง ถุงยางอนามัย หรือการขึ้นรูปฟิลม์ยาง จึงจ้าเป็นรักษา

สภาพความเป็นประจุบนอนุภาคยางให้มีความเป็นลบ นั้นคือการท้าให้น้้ายางสดมีค่า pH สูงกว่า 7 หรือเป็นด่าง 

ซึ่งสารในกลุ่มที่มีการนิยมใช้ในกลุ่มผู้รับซื้อน้้ายางสด คือสารละลายแอมโมเนีย โดยจะเติมในปริมาณที่แตกต่างกัน 

ในกรณีของ High Ammonia จะมีปริมาณของ สารละลายแอมโมเนียอยู่ที่ 0.3-0.7 %w/w ของน้้าหนักน้้ายางสด 

และ Low Ammonia จะมีปริมาณของ สารละลายแอมโมเนียน้อยกว่า 0.29 %w/w ของน้้าหนักน้้ายางสด 

ในกรณีที่ปริมาณแอมโมเนียน้อยเกินไปส่งผลให้ไม่สามารถจะรักษาสภาพของน้้ายางสดได้ แต่หากมากเกินไป

แอมโมเนียที่มีอยู่จะเกิดเป็นสารประกอบเซิงซ้อนกับซิงค์ไอออน (Zn2+) ที่มีอยู่ตามธรรมชาติ ท้าให้มีค่า Gel 

content เพ่ิมข้ึนกระกระทบกับสมบัติทางกายภาพในผลิตภัณฑ์ยางหลังจากการแปรรูปจากน้้ายางสดข้างต้น [29] 

 

 

รูปที่ 9 แสดงภาพจ้าลองโครงสร้างของอนุภาคยางธรรมชาติที่กระจายตัวในแบบอิมัลชั่น ที่มีประจุลบภายนอกของ

พ้ืนผิว และการท้าให้เกิดการรวมตัวและตกตะกอน จากการปรับสภาวะทางประจุให้เป็นกลางโดยการเติมประจุ

บวกลงไป [28] 
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บทที่ 3 

ขั้นตอนการวิจัย 
 

1. การสกัดแยกโปรตีน Hev b1 และ Hev b3 

 1.1 น้้ายางพาราสด 
 สกัดโปรตีน Hev b1 และ Hev b3 โดยการประยุกต์ตามวิธีของ K. Berthelot et al., 2014 [20] และ C. 
Sontimuang et al., 2011 [30] ดังนี้ น้าน้้ายางพารา (Hevea brasiliensis, RRIM600) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 4,000xg ที่อุณหภูมิ 4 C นาน 10 นาที เพ่ือแยกชั้นเนื้อครีมและส่วนใส (C-serum) ออก
จากกัน ละลายชั้นเนื้อครีมกลับด้วย wash buffer (0.1 M Tris-HCl pH 7.4, 10 mM DTT, 5 mM MgSO4 ) 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร บ่มสารละลายที่อุณหภูมิห้องนาน 20 นาที หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 4,000xg ที่อุณหภูมิ 4 C 
นาน 10 นาที เพ่ือก้าจัดโปรตีนที่สามารถละลายน้้าบางส่วนออกไป ล้างชั้นเนื้อครีมอีกครั้งด้วย wash buffer 
จ ากนั้ น ล ะล ายชั้ น เนื้ อ ค รี ม ด้ วย  20 mM phosphate buffer pH 7.4 ที่ ป ระกอบ ด้ ว ย  1%  sodium 
dodecylsµLfate (SDS) และ 0.1% Triton X-100 บ่มสารละลายดังกล่าวที่อุณหภูมิห้องนาน 20 นาที เก็บส่วน

ใสโดยการหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 4,000xg ที่อุณหภูมิ 4 C นาน 10 นาที ตรวจสอบโปรตีน Hev b1 และ Hev 
b3 โดยการน้าส่วนใสในแต่ละขั้นตอนวิเคราะห์ด้วยวิธี 15% sodium dodecylsµLfate polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) ตามงานวิจัยก่อนหน้านี้ [31] 
 1.2 น้้ายางพาราท่ีใส่แอมโมเนีย 
 สกัดโปรตีน Hev b1 และ Hev b3 โดยการประยุกต์ตามวิธีของ J. Jayadevan et al., 2018 [32] ดังนี้ 
น้าน้้ายางพาราที่ผสมแอมโมเนีย ความเข้มข้น 0.3% (w/w) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เติม 0.1% (w/w) Urea, 1% 
(w/w) SDS, 2.5% (w/w) acetone บ่มทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000xg 

ที่อุณหภูมิ 4 C นาน 1 ชั่วโมง เพ่ือเก็บส่วนใส ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ส้าหรับชั้นเนื้อครีม ละลายด้วยน้้ากลั่นที่
ประกอบด้วย 1% (w/w) SDS และ 2.5% (w/w) acetone บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 20 นาที หมุนเหวี่ยงที่

ความเร็ว 10,000xg ที่อุณหภูมิ 4 C นาน 1 ชั่วโมง และเก็บส่วนใส ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ล้างชั้นเนื้อครีมอีกครั้ง
ด้วยน้้ากลั่นที่ประกอบด้วย 1% (w/w) SDS และ 2.5% (w/w) acetone จากนั้นละลายชั้นเนื้อครีมด้วยน้้ากลั่นที่

มี 1% (w/w) SDS บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 16 ชั่วโมง หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000xg ที่อุณหภูมิ 4 C นาน 
1 ชั่วโมง เพ่ือเก็บส่วนใสปริมาณ 1 มิลลิลิตร วิเคราะห์ส่วนใสที่ได้ในแต่ละขั้นตอนด้วยวิธี 15% SDS-PAGE ตาม
งานวิจัยก่อนหน้านี้ [31]  
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 1.3 การท้าโพลีอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบมีเอสดีเอส (SDS-PAGE) 
  ท้าโพลีอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบมีเอสดีเอสตามตามงานวิจัยก่อนหน้านี้ [31] เตรียมโพลีอะค
รีลาไมด์เจลส่วนบน 3% โดยเตรียมให้มีช่องใส่สารตัวอย่าง 12 ช่องและเจลส่วนล่าง 15% ซึ่งมีส่วนประกอบของ
เจลเป็นดังตารางที่ 3 
 
ตาราง 3 แสดงองค์ประกอบของโพลีอะคริลาไมด์เจลเจลส้าหรับงานอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบมีเอสดีเอส (SDS-PAGE) 

ส่วนประกอบ เจลส่วนบน 3% (5 mL) เจลส่วนบน 15% (6 mL) 
30% Acrylamide-0.8% 
bisacrylamide 

0.5 mL 3.0 mL 

0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 1.25 mL - 
1.5 M Tris-HCl, 8.8 - 1.5 mL 
0.2 M EDTA 50 µL 60 µL 
10% SDS 50 µL 60 µL 
10% Ammonium persµLphate 50 µL 60 µL 
TEMED 4 µL 4 µL 
Distilled water 3.10 mL 1.32 mL 
 
 เตรียมตัวอย่างและสารละลายมาตรฐานโดยผสมสารตัวอย่าง 3 ส่วนกับบัฟเฟอร์ 1 ส่วน ซึ่งประกอบด้วย 
0.2 M Tris-HCl, pH 6.8, 8 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 40%  glycerol, 4%  SDS, 

0.4% โบรโมฟีนอลบลู และ 4% -mercaptoethanol ให้ได้สารละลายตัวอย่างที่มีความเข้มของโปรตีนที่
เหมาะสม จากนั้นต้มในน้้าเดือดนาน 5 นาที น้าสารละลายตัวอย่างและสารละลายโปรตีนมาตรฐานใส่ในแต่ละ
ช่องเจลส่วนบน ใช้ 0.025 M Tris, 0.192 M glycine, 0.1% SDS, pH 8.3 เป็นบัฟเฟอร์ในการท้าอิเล็กโทรฟอรี
ซิส เปิดกระแสไฟคงท่ี ที่ 15 mA นาน 2 ชั่วโมง จนกระทั่งสีโบรโมฟีนอลบลูเคลื่อนที่ไปจนสุดขอบล่างของเจล ปิด
กระแสไฟ น้าเจลที่ได้จากการท้าอิเล็กโทรฟอรีซิสไปแช่ในสารละลาย 0.02% คูมาซีบลู (Coomassie brilliant 
blue R-250), 50% methanol, 7.5% acetic acid นาน 12 ชั่วโมง แล้วน้าเจลไปล้างสีส่วนเกินออกด้วย
สารละลาย 50% methanol-7.5% acetic acid นาน 30 นาที แล้วล้างต่อด้วย 5% methanol-7.5% acetic 
acid จนเห็นแถบโปรตีนสีน้้าเงินชัดเจน 
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 1.4 การหาความเข้มข้นของโปรตีนโดยวิธี  Bradford 
 หาปริมาณโปรตีนของสารตัวอย่างตามวิธีของ Bradford (1976) โดยการดูดสารละลายตัวอย่างในปริมาณที่
เหมาะสมและท้าควบคู่ไปกับโปรตีนมาตรฐาน bovine serum albumin (BSA) โดยเจือจาง BSA ให้มีความ
เข้มข้น 0.2 mg/ml จากนั้นเติม BSA ในแต่ละหลอดให้มีปริมาณโปรตีน 0-10 ไมโครกรัม ปรับปริมาตรด้วยน้้า
กลั่นจนครบ 50 ไมโครลิตร เติมสารละลาย Bradford ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน น้าไปวัดค่าการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร (A595) ด้วยเครื่อง UV-VIS spectrophptometer ดังแสดงในตารางที่ 4 
 
ตาราง 4 แสดงอัตราส่วนสารละลาย ความเข้มข้นของ BSA และการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 nm ใน

เทคนิคการวิเคราะห์โปรตีนแบบ Bradford 

ปริมาณ BSA 

(μg) 

ปริมาตร 0.2 
mg/ml BSA 

(µL) 

ปริมาตรน้้ากลั่น 
(µL) 

ปริมาตร 
Bradford (ml) 

A595 
#1 #2 

0 0 50 1.0 0 0 
2 10 40 1.0 0.1 0.098 
4 20 30 1.0 0.201 0.211 
6 30 20 1.0 0.313 0.326 
8 40 10 1.0 0.402 0.392 
10 50 0 1.0 0.477 0.451 

 
 จากนั้นสร้างกราฟมาตรฐานของ standard BSA โดยแสดงค่าความสัมพันธ์ระหว่างการดูดกลืนแสงที่ความ

ยาวคลื่น 595 นาโนเมตร (A595) และปริมาณ BSA (μg) โดยความชันของกราฟที่ได้ (m) ถูกแทนที่ในสมการ 
ส้าหรับความเข้มข้นของสารละลายโปรตีนตัวอย่างสามารถค้านวณได้ดังนี้ 
 

    ความเข้มข้นโปรตีน (μg/µL) =  

 
 1.5 การท้าบริสุทธิ์โปรตีน Hev b1 จากน้้ายางพารา โดยการท้า preparative PAGE 
 Preparative PAGE เป็น SDS-PAGE แต่มีการเตรียมเจลให้มีขนาด 10 x 12 เซนติเมตร หนา 1 มิลลิเมตร 
มีความเข้มข้นของโพลีอะครีลาไมด์เจลส่วนบน 3% และเจลส่วนล่าง 15% น้าสารละลายโปรตีนที่สกัดได้จากชั้น
เนื้อครีมโดยใช้ 1% SDS และ 0.1% Triton X-100 ผสมกับบัฟเฟอร์ตัวอย่างแล้วเติมลงในช่องใส่สารทุกช่อง เปิด
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กระแสไฟฟ้าคงที่ 15 mA นาน 2 ชั่วโมง จนกระทั่งสีโบรโมฟีนอลบลูเคลื่อนที่ไปจนสุดขอบล่างของเจล จากนั้นตัด
เจลตรงกลางและเจลด้านซ้าย-ขวาเป็นแถบ กว้างชิ้นละ 0.5 เซนติเมตร ตามความยาวตลอดแผ่นเจล น้าชิ้นเจลที่
ตัดได้ไปย้อมด้วยสารละลาย Bradford (0.01% coomassie brilliant blue G-250, 4.7% ethanol, 8.5% 
phosphoric acid) (Bradford, 1976) นาน 5-10 นาที เมื่อปรากฏแถบโปรตีนน้าไปเทียบกับเจลส่วนที่ไม่ได้ย้อม
สี แล้วตัดเจลที่ไม่ได้ย้อมสีตามแนวขวางเฉพาะตรงต้าแหน่งของโปรตีน Hev b1 จากนั้นท้าการชะโปรตีนออกจาก

ชิ้นเจลโดยการโฮโมจีไนซ์ใน 50 mM Tris-HCl, pH 7.5 หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 16,000xg ที่อุณหภูมิ 4 C เป็น
เวลา 10 นาที น้าส่วนใสที่ได้ไปไดอะไลซ์ในบัฟเฟอร์ 50 mM Tris-HCl, pH 7.5 ท้าให้เข้มข้นด้วย CM-cellµLose 
หาปริมาณโปรตีน ทดสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีน โดยวิธี SDS-PAGE 
 1.6 การท้าบริสุทธิ์โปรตีน Hev b1 และ Hev b3 จากน้้ายางพาราสดโดยการท้า preparative PAGE และ
ตกตะกอนโปรตีนโดยวิธี acetone precipitation ให้ได้โปรตีนผง 
 วิธีการท้า preparative PAGE เช่นเดียวกับข้ันตอนการท้าบริสุทธิ์โปรตีน Hev b1 จากน้้ายางพาราสด ดังที่
ได้กล่าวในรายงานครั้งก่อนหน้านี้ โดยน้าสารละลายโปรตีนที่สกัดได้จากชั้นเนื้อครีมโดยใช้ 1% SDS และ 0.1% 
Triton X-100 ผสมกับบัฟเฟอร์ตัวอย่างแล้วเติมลงในช่องใส่สารทุกช่องของ SDS-PAGE ทีมีความเข้มข้นของโพ
ลีอะครีลาไมด์เจลส่วนบน 3% และเจลส่วนล่าง 15% เปิดกระแสไฟฟ้าคงที่ 15 mA นาน 2 ชั่วโมง จนกระทั่งสี
โบรโมฟีนอลบลูเคลื่อนที่ไปจนสุดขอบล่างของเจล จากนั้นตัดเจลตรงกลางและเจลด้านซ้าย-ขวาเป็นแถบ กว้างชิ้น
ละ 0.5 เซนติเมตร ตามความยาวตลอดแผ่นเจล น้าชิ้นเจลที่ตัดได้ไปย้อมด้วยสารละลาย Bradford นาน 5-10 
นาที เมื่อปรากฏแถบโปรตีนน้าไปเทียบกับเจลส่วนที่ไม่ได้ย้อมสี แล้วตัดเจลที่ไม่ได้ย้อมสีตามแนวขวางเฉพาะตรง
ต้าแหน่งของโปรตีน Hev b1 หรือ Hev b3 จากนั้นท้าการชะโปรตีนออกจากชิ้นเจลโดยการโฮโมจีไนซ์ใน 50 mM 

Tris-HCl, pH 7.5 หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 16,000xg ที่ อุณหภูมิ 4 C เป็นเวลา 10 นาที น้าส่วนใสที่ ได้ไป
ไดอะไลซ์ในบัฟเฟอร์ 50 mM Tris-HCl, pH 7.5 ท้าให้เข้มข้นด้วย CM-cellµLose จากนั้นน้าสารละลายโปรตีน 

Hev b1 หรือ Hev b3 อย่างละ 1 ส่วน ผสมกับอะซิโตนแช่เย็น (-20 C) 4 ส่วน ให้เป็นเนื้อเดียวกันโดยการ 

vortex เป็นเวลา 20 วินาที และบ่มที่อุณหภูมิ -20 C เป็นเวลา 60 นาที เก็บตะกอนโดยการหมุนเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 15,000xg เป็นเวลา 10 นาที ล้างตะกอนโดยใช้อะซิโตนและท้าซ้้า 2 ครั้ง จากนั้นตากตะกอนโดย
การเปิดฝาทดลองทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 20 นาที ละลายตะกอนกลับด้วย 25 mM Tris-HCl, pH 8.0 หา
ความเข้มข้นของโปรตีนโดยวิธี  Bradford และตรวจสอบความบริสุทธิ์โดยวิธี 15% SDS-PAGE 
 1.7 การท้าบริสุทธิ์โปรตีน Hev b1 จากน้้ายางพาราสดโดยวิธี size exclusion chromatography 
 การเตรียมคอลัมน์ Sephadex G-75 โดยชั่ง Sephadex G-75 หนัก 2 กรัม แช่ใน 25 mM Tris-HCl, pH 

8.0 ให้เม็ดเจลพองตัว ทิ้งไว้ข้ามคืนที่อุณหภูมิ 4 C ล้างคอลัมน์ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1 เซนติเมตร ความยาว 
25 เซนติเมตร ด้วยน้้ากลั่นและบรรจุส้าลีให้อยู่ปลายคอลัมน์ เติมเม็ดเจล Sephadex G-75 ลงในคอลัมน์อย่างช้า 
ๆ จนเม็ดเจลมีความสูง 20 เซนติเมตร จากนั้นหยดสารสกัด Hev b1 จากน้้ายางพาราสดลงบนผิวเจลอย่างช้า ๆ 
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แล้วชะต่อด้วย 25 mM Tris-HCl, pH 8.0 โดยเก็บสารละลายที่ออกจากคอลัมน์หลอดละ 1 มิลลิลิตร น้าสารแต่
ละหลอดไปวิเคราะห์ค่าโปรตีนด้วยวิธี Bradford คัดเลือกหลอดที่มีค่าโปรตีนสูงเพ่ือตรวจสอบโปรตีนโดยวิธี 15% 
SDS-PAGE  
 1.9 การสังเคราะห์และเตรียมพลาสมิดลูกผสมของยีน Hev b1 และ Hev b3 
 การโคลนยีน Hev b1 และ Hev b3 ท้าโดยบริษัท GenScript (USA) โดยการสังเคราะห์นิวคลีโอไทด์ส่วน 
open reading frame (ORF) ของยีนทั้งสองชนิด โดยออกแบบให้มีต้าแหน่งตัดของเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ EcoRI 
และ XhoI บริเวณปลายทั้งสองข้างของชิ้นยีน จากนั้นน้าชิ้นดีเอ็นเอที่สังเคราะห์ได้ เชื่อมต่อเข้ากับ expression 
vector (pET28a(+)) เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอลูกผสม สกัดพลาสมิด และท้าพลาสมิดให้อยู่ในรูป lyophilized 
plasmid เมื่อได้รับพลาสมิดลูกผสมของยีน Hev b1 และ Hev b3 ท้าการเพ่ิมปริมาณและ activate พลาสมิด 
โดยการละลายพลาสมิดด้วยน้้าปราศจากเชื้อ (sterilized water) ให้มีความเข้มข้น 100 ng/µL จากนั้นน้าพลาส
มิดลูกผสมที่ได้เข้าสู่แบคทีเรีย (transformation) ดังนี้ น้า competent cells ของแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ 
Top10 ปริมาตรหลอดละ 100 ไมโครลิตร วางบนน้้าแข็งเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน้าพลาสมิดลูกผสมที่

สังเคราะห์ ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ผสมลงไปในหลอด วางบนน้้าแข็ง 30 นาที และบ่มที่อุณหภูมิ 42 C เป็นเวลา 
90 วินาที จากนั้นวางหลอดบนน้้าแข็งทันทีเป็นเวลา 2 นาที เพื่อท้าการ heat-shock เซลล์ ท้าให้พลาสมิดลูกผสม
สามารถผ่านเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้านทางรูพรุนที่เกิดขึ้นบริเวณผนังเซลล์แบคทีเรีย เติมอาหารเหลว LB (Luria Bertani 

broth) ปริมาตร 900 ไมโครลิตร น้าไปเขย่าที่อุณหภูมิ 37 C พร้อมกับมีการเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที 
(rpm) เป็นเวลา 1.5 ชั่วโมง จากนั้นดูดเชื้อที่เลี้ยงปริมาตร 100 ไมโครลิตร เกลี่ยบนอาหารแข็ง LB (LB agar) ที่มี 

100 µg/µL kanamycin น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 C เป็นเวลา 16 ชั่วโมง จะพบว่ามี colony สีขาวขึ้นบนอาหาร
แข็ง pick colony เลี้ยงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่มี kanamycin ความเข้มข้น 100 µg/µL 

พร้อมเขย่าที่อุณหภูมิ 37 C เป็นเวลา 16 ชั่วโมง เก็บเซลล์แบคทีเรียและสกัดพลาสมิดด้วยชุด High-speed 
plasmid mini kit (Geneaid) ตรวจสอบพลาสมิดลูกผสมโดยการตัดด้วยเอนไซม์ EcoRI และ XhoI เปรียบเทียบ
กับพลาสมิดที่ไม่ผ่านการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ จากนั้นวิเคราะห์ผลการตรวจสอบพลาสมิดโดยการท้า 1% 
agarose gel electrophoresis ส่งพลาสมิดที่มีชิ้นยีน Hev b1 และ Hev b3 แทรกอยู่ วิเคราะห์หาล้าดับนิวคลี
โอไทด์โดยใช้ T7 และ T7 terminator เป็นไพรเมอร์ และ BigDye Terminator V3.1 cycle sequencing kit ใน
การวิเคราะห์ด้วยเครื่อง ABI Prism 3730XL DNA Sequencer (Applied Biosystem) ของบริษัท Biobasic 
Inc. 
 1.10 การผลิตโปรตีนลูกผสม Hev b1 และ Hev b3 ในเซลล์แบคทีเรีย 

 น้าดีเอ็นเอลูกผสม Hev b1-pET28a และ Hev b3-pET28a เข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน E. coli สายพันธุ์ BL21 
StarTM (DE3) โดยวิธี transformation ดังที่ได้กล่าวมาข้างต้น เมื่อปรากฏ colony เดี่ยวบนอาหารแข็ง LB ให้
เลือก pick colony ที่มีดีเอ็นเอลูกผสมเลี้ยงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่มี 100 µg/µL kanamycin 



20 
 

บ่มและเขย่าด้วยความเร็ว 200 rpm ที่อุณหภูมิ 37 C เป็นเวลา 18 ชั่วโมง จากนั้นน้าเชื้อที่เลี้ยงได้ท้าการเจือ
จาง 1:100 ในอาหารเหลว LB ที่มี 100 µg/µL kanamycin ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เลี้ยงต่อพร้อมเขย่าที่อุณหภูมิ 

37 C เ ป็ น เ ว ล า  4-5 ชั่ ว โ ม ง เ พ่ื อ ใ ห้ ค่ า  A600 เ ป็ น  0. 6-0. 8 จึ ง เ ติ ม  IPTG ( isopropyl ß-D-
1thiogalactopyranoside) ให้มีความเข้มข้นเป็น 0.1 M เพ่ือกระตุ้นให้มีการสร้างโปรตีน เลี้ยงต่อพร้อมเขย่าที่

อุณหภูมิ 37 C และเก็บตะกอนเซลล์โดยการหมุนเหวี่ยงที่เวลา 4, 8, และ 16 ชั่วโมง เพ่ือวิเคราะห์หาการ
แสดงออกของโปรตีนลูกผสมโดยวิธี 15% SDS-PAGE เมื่อตรวจพบการแสดงออกของโปรตีนที่เวลาใดแล้วจึงท้า
การเลี้ยงเซลล์ให้มีปริมาตร 100 มิลลิลิตร และเก็บเซลล์ที่เวลานั้น ๆ 
 1.11 การสกัดแยกโปรตีนลูกผสม Hev b1 และ Hev b3 ในเซลล์แบคทีเรีย 

 น้าตะกอนเซลล์มาละลายใน lysis buffer (20 mM sodium phosphate, 500 mM NaCl และ 10 mM 
imidazole, pH 7.4) และเติม 2.5 µg/mL lysozyme จากนั้นน้าไป freeze-thaw เพ่ือท้าให้ผนังเซลล์แตก โดย

การแช่สารละลายใน liquid N2 นาน 30 นาที แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37 C ทันที ท้าซ้้า 3 รอบ เติม 10 µg/mL 

RNase A และ 5 µg/mL DNase I บ่มที่ 37 C เป็นเวลา 15 นาที แล้วแช่ในน้้าแข็งนาน 20 นาที จากนั้นน้าไป

หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000xg ที่ 4 C เป็นเวลา 20 นาที เก็บส่วนใสที่ได้เป็นโปรตีนละลายน้้า (soluble 
protein; Sp) ส่วนตะกอนน้าไปล้างด้วย washing buffer I (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 5 mM EDTA, 0.1% 

Triton X-100) และหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000xg ที่ 4 C เป็นเวลา 20 นาที เก็บส่วนใสที่ได้เป็น W1 ส่วน
ตะกอนละลายต่อด้วย washing buffer II (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 5 mM EDTA, 2 M urea) และหมุน

เหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000xg ที่ 4 C เป็นเวลา 20 นาที เก็บส่วนใสที่ได้เป็น W2 สุดท้ายละลายตะกอนด้วย 
solubilized buffer (8 M urea, 0.1 M Tris-HCl, pH 8.0, 10 mM DTT) เก็บสารละลายส่วนใสที่ได้จากข้ันตอน
นี้เป็นโปรตีนที่ไม่ละลายน้้า (insoluble protein; Inp) ท้าให้โปรตีนกลับสู่สภาพธรรมชาติโดยการ dialysis ใน 

0.1 M Tris-HCl, pH 8.0, 5 mM EDTA, และ 5 mM cysteine ที่  4 C เป็นเวลา 16 ชั่วโมง ตรวจสอบหา
โปรตีนลูกผสม Hev b1 และ Hev b3 ที่ผลิตได้โดยน้าสารละลายทุกขั้นตอนไปท้า 15% SDS-PAGE 
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 1.12 การท้าบริสุทธิ์โปรตีนจากแบคทีเรียลูกผสม Hev b1 และ Hev b3 
 ท้าบริสุทธิ์โปรตีนลูกผสมโดยใช้คอลัมน์ Ni-NTA (nickel-nitrilotriacetic acid) agarose โดยน้า  Ni-NTA 
agarose ที่อยู่ ใน 50 mM Tris-HCl, pH 8.0 ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผสมกับโปรตีน 1,200 ไมโครกรัม บ่มที่

อุณหภูมิ 4 C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง น้าส่วนผสมที่ได้บรรจุลงในคอลัมน์ และล้างโปรตีนที่ไม่จับกับ Ni-NTA 
agarose อ อก ด้ ว ย  washing buffer I (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM imidazole, pH 8.0) 
ปริมาตร 30 มิลลิลิตร และล้ างต่อด้วย washing buffer II (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 50 mM 
imidazole, pH 8.0) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากนั้นเริ่มชะโปรตีนที่จับกับ Ni-NTA agarose ออกด้วย Elution 
buffer I (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 100 mM imidazole, pH 8.0), Elution buffer II (50 mM 
NaH2PO4, 300 mM NaCl, 150 mM imidazole, pH 8.0), Elution buffer III (50 mM NaH2PO4, 300 mM 
NaCl, 200 mM imidazole, pH 8.0) และ Elution buffer IV (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM 
imidazole, pH 8.0) ปริมาตรอย่างละ 10 มิลลิลิตร โดยเก็บสารละลาย fraction ละ 500 ไมโครลิตร น้า
สารละลายแต่ละ fraction วิเคราะห์หาโปรตีนโดยวิธี Bradford และตรวจสอบความบริสุทธิ์ของแต่ละ fraction 
โดยการท้า 15% SDS-PAGE จากนั้นรวม fraction ที่มี rHev b1 หรือ rHev b3 เข้าด้วยกัน แล้วน้าไป dialyze 

ใน 50 mM Tris-HCl, pH 8.0 ที่ 4 C เป็นเวลา 16 ชั่วโมง 
 1.13 สเปกตรัมรามาน ของโปรตีน Hev b1 และ Hev b3  
 โปรตีน Hev b1 และ Hev b3 ที่ได้จากแบคทีเรียหรือน้้ายางพารา ในรูปแบบของเหลวที่ปริมาณ 5 µL บน 
aluminum foil จากนั้ น น้ า ไปบั นทึ ก  ส เปกตรัมรามาน  ด้ วย เครื่ อ ง  Thermo Scientific DXR Raman 
microscope โดยใช้เลเซอร์กระตุ้นที่มีความยาวคลื่น 532 นาโนเมตร ภายใต้เลนส์ที่ก้าลังขยาย 100X 
 
2. อนุภาคของทองค้าและเงินส้าหรับใช้ในเทคนิคพ้ืนผิวขยายสัญญาณรามาน 
 2.1 การสังเคราะห์อนุภาคค้าท่ีสามารถควบคุมความยาวโครงสร้างระดับนาโนเมตร 
 ในงานวิจัยนี้ผู้วิจัยสามารถสังเคราะห์อนุภาคทองค้าในระดับนาโนเมตรที่มีรูปร่างแบบหนามโดยวิธีทางเคมี 
และเลือกสภาวะที่ให้โครงสร้างเหมาะสมต่อการใช้ในเทคนิคพ้ืนผิวขยายสัญญาณรามาน จากงานวิจัยที่ผู้วิจัยได้
ศึกษามาก่อนหน้านี้ [18] โดยมีขั้นตอนโดยย่อคือ น้าสารละลายเกลือของโลหะทองค้า (HAuCl4) ความเข้มข้น 
0.05 mM ท้าปฏิกิริยารีดักซันกับสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ความเข้มข้น 30% w/v ที่มีไอออน
ของโลหะเงินผสมอยู่ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ตั้งแต่ 0 – 15 µM เป็นตัวกระตุ้นให้เกิดโครงสร้างแบบหนามที่มีความ
ซับซ้อน โดยผสมส่วนผสมทั้งหมดในหลอดแก้วขนาด 3 mL ภายใต้เครื่อง vortex เป็นเวลา 20 วินาที จากนั้นรอ
ให้เกิดปฏิกิริยาจากสารละลายสีเหลือง เป็นสารละลายสีน้้าเงินเข้ม จนได้สารละลายใสไม่มีสีและมีตะกอนสีน้้าตาล
ของอนุภาคตกอยู่ก้นหลอด จากนั้นแยกสารละลายใสทิ้ง และได้ตะกอนอนุภาคออกมา 



22 
 

 2.2 การก้าจัดสารเคมีท่ีตกค้างบนอนุภาค 
น้าส่วนของอนุภาคทองค้าที่มีรูปร่างแบบหนามที่ปกคลุมไปด้วยอนุภาคของ ซิลเวอร์คลอไรด์ (AgCl) ไปท้าความ
สะอาดต่อด้วยโดยก้าจัดออกด้วยการใช้สารละลายแอมโนเนีย (NH4OH) 5 M เพ่ือให้ได้พ้ืนผิวที่สะอาดภายใต้
คลื่นอัลตราโซนิคเป็นเวลา 15 นาทแีละเร่งการตกของอนุภาคโดยเครื่องหมุนเหวียง ที่ 1,000 rpm หลังจากนั้น 
 2.3 การตรวจสอบลักษณะทางกายภาพและองค์ประกอบของธาตุของอนุภาค 
 ลักษณะทางกายภาพของอนุภาคความสม่้าเสมอรวมถึงขนาดและรูปร่างของอนุภาค โดยตัวอย่างจะถูก
กระจายตัวในตัวท้าละลายและดูดออกมาด้วย micropipette ปริมาตร 5 µL หยดบน carbon tab ที่ติดบน 
aluminium stab จากนั้นรอให้แห้งใน dissicator ที่มีสารดูดความซื้นเป็นเวลา 1 วัน จากนั้นวิเคราะห์ตัวอย่าง
ด้วยเทคนิคกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) ด้วยเครื่อง JSM-6510LV และยืนยันองค์ประกอบ
ของธาตุบนอนุภาค ด้วยเทคนิคการวิเคราะห์พลังงานที่ปลดปล่อยในช่วงรังสีเอ็กซ์ของธาตุ (EDS)  
 2.4 เตรียมวัสดุเพื่อใช้เป็นวัสดุรองรับในเทคนิคพ้ืนผิวขยายสัญญาณรามาน 
 ในงานวิจัยนี้ได้ใช้วิธีการอย่างง่ายในการตรึงอนุภาคที่กระจายตัวอยู่ในสารละลายโดยอาศัยกระบวนการ
ตกตะกอนและให้อนุภาคจัดเรียงตัวใหม่หลังจากการกระจายตัวด้วยคลื่นอัลตราโซนิค โดยมีรายละเอียดดังนี้ ตัด
แผ่นกระจกให้มีขนาด 0.3 x 0.3 cm วางไว้บนยางรองรับที่ดัดแปลงจากกระบอกฉีดยา น้าอนุภาคที่ได้จากการ
สังเคราะห์ในขั้นตอนข้างต้นมากระจายตัวอีกครั้งด้วยด้วยคลื่นอัลตราโซนิค จากนั้นน้าอนุภาคที่กระจายตัวดีแล้ว
เติมลงไปในกระบอกฉีดยาที่ได้ดัดแปลงขึ้น แล้วรออนุภาคเรียงตัวบนแผ่นกระจกจนสังเกตเห็นสีน้้าตาลเกิดข้ึนและ
สารละลายด้านบนใสไม่มีตะกอนจึงดันก้านของหลอดฉีดยาขึ้นมาเพ่ือไล่ของเหลวออกอย่างช้า ๆ และไม่ให้กระทบ
กับอนุภาคที่อยู่บนวัสดุรองรับ ขั้นตอนสุดท้ายน้าวัสดุรองรับที่มีอนุภาคอยู่ไปอบต่อที่อุณหภูมิ 80 oC เป็นเวลา 1 
ชั่วโมง จากนั้นเก็บไว้ในภาชนะร่วมกับวัสดุดูดความชื้น เพ่ือเตรียมไว้เป็นวัสดุรองรับส้าหรับใช้ในเทคนิคพ้ืนผิว
ขยายสัญญาณรามานต่อไป 

 2.5 การสังเคราะห์อนุภาคทองค้าและเงินที่มีอัตราส่วนต่าง ๆ 
 2.5.1 การเตรียมกระจกเพ่ือใช้ตรึงอนุภาคโลหะ 
 เตรียมกระจกด้วยน้้ายาท้าความสะอาด จากนั้นน้าไป sonicate ด้วยน้้ายาน้้ายาท้าความสะอาดซ้้าอีก 2 
ครั้ง sonicate ด้วยน้้าประปาและน้้าปราศจากไอออน (DI) อย่างละ 1 ครั้ง ครั้งละ 15 นาที ตามล้าดับ อบให้แห้ง
ที่อุณหภูมิประมาณ 109° C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นจึงแช่กระจกสไลด์ใน 1 M NaOH 25 mL เป็นเวลา 12 
ชั่วโมง โดยใช้เทปติดกระจกสไลด์ด้านที่ไม่สัมผัสกับสารไว้ เมื่อครบก้าหนดแล้วจึงท้าการล้างกระจกด้วยน้้าประปา 
จากนั้นดึงเทปออก แล้ว sonicate ด้วยน้้าประปาซ้้าอีก 3 ครั้ง และ sonicate ด้วยน้้า DI 1 ครั้ง ครั้งละ 15 นาที 
อบให้แห้งที่อุณหภูมิประมาณ 109° C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ต่อมาตัดกระจกสไลด์ให้ได้ขนาดประมาณ 0.5 x 0.5 
cm2 โดยประมาณ แล้วน้าไปแช่ใน Piranha solution (H2O2 : H2SO4 = 4:1 ) 40 มิลลิตร เป็นเวลา 3 ชั่วโมง 
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จากนั้น sonicate ด้วยน้้าประปา 1 ครั้ง และ sonicate ด้วยน้้า DI 2 ครั้ง ครั้งละ 15 นาที อบให้แห้งที่อุณหภูมิ
ประมาณ 109° C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
 2.5.2 การเตรียมกระจกท่ีมีอนุภาคเงินในระดับนาโนเมตรตรึงบนพ้ืนผิว 
 วิธีการสังเคราะห์ที่ได้ดัดแปลงมาจากงานวิจัยก่อนหน้านี้  [33] เริ่มจากเตรียม 10% w/v NaOH 50 µL ใน 
5% w/v AgNO3 2 mL เขย่าให้เข้ากันจนเกิดตะกอนสีด้า 2. จากนั้นเติม 2 % w/v NH4OH 1 mL เขย่าจน
ตะกอนละลายหมด จะได้ละลายใส ไม่มีสี ซึ่งสารละลายที่ได้จากขั้นตอนนี้เรียกว่า Tollen’s reagent จากนั้นจึง
น้า Tollen’s reagent ที่เตรียมไว้ปริมาตร 10 µL หยดลงบนกระจกสไลด์ที่เตรียมไว้ แล้วจึงตามด้วยสารผสม
ระหว่าง conc. CH2O 10 µL กับ C2H5OH 495 µL ปริมาตร 1 µL แล้ววางทิ้งไว้ในตู้ควันที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 
1 ชั่วโมง ระหว่างนี้จะสามารถสังเกตได้ว่า สีของสารละลายบนกระจกจะเปลี่ยนจากใสไม่มีสี เป็นสีเหลือง และ
กลายเป็นฟิล์มเงินในที่สุด จากนั้นน้าไปอบที่อุณหภูมิประมาณ 109° C เป็นเวลา 30 นาที แล้วล้างท้าความสะอาด
ด้วย น้้า DI อีกสามรอบ แล้วถึงน้าไปเก็บไว้ในภาชนะร่วมกับวัสดุดูดความชื้น เพ่ือเตรียมไว้เป็นวัสดุรองรับส้าหรับ
ใช้ในเทคนิคพ้ืนผิวขยายสัญญาณรามานต่อไป 
 2.5.3 การเตรียมกระจกที่มีอนุภาคเงินและทองค้าในระดับนาโนเมตรตรึงบนพื้นผิว 
 คณะผู้วิจัยได้ดัดแปลงวิธีการสังเคราะห์จากงานวิจัยก่อนหน้านี้น้าแผ่นกระจกที่เตรียมได้ในขั้นตอนที่ 3.2 
มาหยดด้วยสารละลายเกลือของโลหะทองค้า (HAuCl4) ความเข้มข้น 0, 0.1, 0.3, 0.5 mM รอเวลาในการเกิด 
ปฎิริยา 1 ชั่วโมง โดยโลหะเงินจะท้าหน้าที่เป็นตัวให้อิเล็กตรอนกับไอออนของโลหะทองค้า เกิดเป็นโครงสร้างของ
โลหะทองค้าแทนที่โลหะเงินบางส่วนท้าให้ สามารถสังเคราะห์อนุภาคเงินและทองค้าในระดับนาโนเมตรใน
อัตราส่วนต่างๆกันได้เรียกกระบวนการนี้ว่า Galvanic replacement reaction หลักจากนั้นน้าอนุภาคที่ได้ท้า
การสังเคราะห์ท้าความสะอาดด้วยน้้า DI เป็นจ้านวน 1 รอบ และก้าจัด ซิลเวอร์คลอไรด์ (AgCl) ที่เกิดขึ้นจาก
ปฎิกิริยาข้างต้นด้วยการแช่ในสารละลายแอมโนเนีย (NH4OH) 5 M เพ่ือให้ได้พ้ืนผิวที่สะอาดเป็นเวลา 5 นาที 
จากนั้นล้างด้วย DI เป็นจ้านวน 3 รอบแล้วถึงน้าไปเก็บไว้ในภาชนะร่วมกับวัสดุดูดความชื้น เพ่ือเตรียมไว้เป็นวัสดุ
รองรับส้าหรับใช้ในเทคนิคพ้ืนผิวขยายสัญญาณรามานต่อไป 
 2.5.4 การตรวจสอบลักษณะทางกายภาพและองค์ประกอบของธาตุของอนุภาค 
 ท้าเช่นเดียวกันกับขั้นตอนที่ 2.3 โดยอนุภาคที่อยู่บนกระจก จะถูกลอกด้วยเทปกาวจากนั้น ถึงน้ามาแปะ
บน carbon tab ที่เตรียมไว้บน aluminium stab จากนั้นเก็บไว้ใน dissicator ที่มีสารดูดความซื้นเป็นเวลา 1 
วัน ถึงจะวิเคราะห์ตัวอย่างด้วยเทคนิคกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) ด้วยเครื่อง JSM-6510LV 
และยืนยันองค์ประกอบของธาตุบนอนุภาค ด้วยเทคนิคการวิเคราะห์พลังงานที่ปลดปล่อยในช่วงรังสีเอ็กซ์ของธาตุ 
(EDS) นอกจากนี้ยังตรวจสอบความหนาของอนุภาคที่ถูกตรึงบนผิวกระจกด้วยเทคนิคกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม 
(AFM) ด้วยเครื่อง SPA-400/NanoNavi บนชิ้นงานที่ถูกลอกชั้นของอนุภาคออกบางส่วน และวิเคราะห์ความหนา
ด้วยฟังก์ชั่น Line scan 



24 
 

 2.5.5 การทดสอบสมบัติของวัสดุรองรับที่ได้พัฒนาขึ้นใน เทคนิคพ้ืนผิวขยายสัญญาณรามาน 
 โปรตีน Hev b1 และ b3 ที่ความเข้มข้นต่างๆ ปริมาตร 5 µL จะถูกหยดบนวัสดุรองรับที่ได้พัฒนาขึ้น
จากนั้นรอให้แห้งประมาณ 5 นาที ใน dissicator ที่มีสารดูดความชื้นภายใต้อุณภูมิห้อง จากนั้นวิเคราะห์
สเปกตรัมรามานด้วย สเปกตรัมรามาน ด้วยเครื่อง Thermo Scientific DXR Raman microscope โดยใช้
เลเซอร์กระตุ้นที่มีความยาวคลื่น 532 นาโนเมตร ภายใต้เลนส์ที่ก้าลังขยาย 100 X และทดสอบก้าลังของเลเซอร์
กระตุ้นที่เหมาะสมตั้งแต่ 0.1 mW จนถึง 10 mW จากนั้นสเปกตรัมรามานที่ให้สัญญาณสูงสุดสามค่า ถูกน้ามาหา
ค่าเฉลี่ยและส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานเพ่ือน้าไปใช้สร้างกราฟมาตรฐานที่ขึ้นกับความเข้มข้นต่อไป 
 
3. การตรวจสอบการจับกันของโปรตีน Hev b1 หรือ Hev b3 และแอนติบอดีต่อโปรตีนนั้น ๆ โดยวิธี Western 

blot 

 เพ่ือตรวจสอบความสามารถจับกันอย่างจ้าเพาะของโปรตีน Hev b1 หรือ Hev b3 จากน้้ายางพาราสดกับ
แอนติบอดีที่สังเคราะห์จากโปรตีนลูกผสมซึ่งผลิตจากแบคทีเรีย โดยการน้าโปรตีนที่สกัดได้จากน้้ายางธรรมชาติทั้ง
ที่ผ่านและไม่ผ่านการท้าบริสุทธิ์ ไปทดสอบการจับกันเชิงคุณภาพกับแอนติบอดีโดยวิธี Western blot ดังนี้ น้าน้้า
ยางพาราสด สารสกัดโปรตีนจากน้้ายางพาราโดยใช้ 1% SDS และ 0.1% Triton X-100 สารสกัดโปรตีนจากน้้า
ยางพาราโดยใช้ wash buffer (0.1 M Tris-HCl pH 7.4, 10 mM DTT, 5 mM MgSO4) โปรตีน Hev b1 หรือ 
Hev b3 บริสุทธิ์จากยางพารา และโปรตีนลูกผสม Hev b1 หรือ Hev b3 บริสุทธิ์ ไปวิเคราะห์ด้วยการท้าโพ
ลีอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบมี SDS ที่มีความเข้มข้นเจล 15% (15% SDS-PAGE) แล้ววิเคราะห์ต่อด้วย
วิธี Western blot ตามวิธีของ Auttarat และคณะ (2006) [34] ดังนี้ ขนถ่ายโปรตีนในแผ่นเจลลงบนแผ่นไนโตร
เซลลูโลสเมมเบรน (nitrocellµLose membrane) ตามวิธีของ Towbin และคณะ (1979) [35] โดยท้าใน 0.025 
M Tris, 0.192 M glycine, 10% methanol, pH8.3 และใช้กระแสไฟฟ้าที่ 500 mA นาน 1 ชั่วโมง ล้างเมมเบร
นด้ วย  TBS (50mM Tris-HCl, pH 7 .4-0 .9%  NaCl) จากนั้ นน้ าไปบ่ ม ใน  TBS ที่ มี  10%  skim milk ที่
อุณหภูมิห้องนาน 10 ชั่วโมง แล้วล้างเมมเบรน 3 ครั้ง ด้วย TBS ที่มี 0.05% Tween20 (TBST) น้าไปบ่มต่อด้วย
แอนติบอดีต่อโปรตีนลูกผสม Hev b1 หรือ Hev b3 บริสุทธิ์ (anti-rHev b1 หรือ anti-rHev b3, 1°Ab) ที่เจือ
จาง 1:5,000 ใน TBST ที่มี 5% skim milk ที่อุณหภูมิห้องนาน 2 ชั่วโมง ล้างเมมเบรนด้วย TBST จ้านวน 3 ครั้ง
แล้วน้าไปบ่มต่อในสารลายแอนติบอดีต่อ IgG ของกระต่ายซึ่งยึดอยู่กับเอนไซม์เพอรอกซิเดสหรือ 2°Ab (anti-
rabbit IgG peroxidase conjµgated) ที่เจือจาง 1:25,000 เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างเมมเบรนด้วย TBST จ้านวน 
3 ครั้งแล้วล้างต่อด้วย TBS จ้านวน 2 ครั้ง จากนั้นย้อมเมมเบรนด้วย TMB (3.3',5,5'-tetramathylbenzidine) 
substrate kit หยุดปฏิกิริยาด้วยน้้ากลั่น 
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4. การตรวจสอบการจับกันของโปรตีน Hev b1 หรือ Hev b3 และแอนติบอดีต่อโปรตีนนั้น ๆ โดยวิธี enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA) 

 เตรียมโปรตีนลูกผสม rHev b1 หรือ rHev b3 ปริมาณ 2 ไมโครกรัม โดยการเจือจางกับบัฟเฟอร์ 50 mM 
carbonate buffer, pH 9.6 ให้ได้ปริมาตรรวม 150 µL เพ่ือน้าไปเคลือบบนผิวเพลทโดยแต่ละหลุม จากนั้นบ่ม
ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลาข้ามคืน (24 ชั่วโมง) ล้างโปรตีนที่ไม่จับกับเพลทออกโดยใช้บัฟเฟอร์ PBST (50 
mM phosphate buffer pH 7.4, 0.15% NaCl, 0.05% Tween20) ปริมาตร 200 µL จ้านวน 3 ครั้ง ครั้งละ 
10 นาที ละลาย 5% skim milk ใน 0.1 M phosphate buffer pH 7.4, 0.05% Tween20 เติมลงในแต่ละหลุม
บนเพลทปริมาตร 200 µL บ่มทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 25 °C เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ล้างเพลทด้วยบัฟเฟอร์ PBST ปริมาตร 
200 µL จ้านวน 3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที จากนั้นเติม primary antibody (anti-rHev b1 หรือ anti-rHev b3) 
โดยเจือจางในบัฟเฟอร์ PBST ที่มี 0.1% skim milk อัตราส่วนต่าง ๆ ตั้งแต่ 1:1,000 ถึง 1:10,000 ปริมาตรรวม 
150 µL บ่มที่อุณหภูมิ 25 °C เป็นเวลา 1 ชั่วโมงล้างเพลทด้วยบัฟเฟอร์ PBST ปริมาตร 200 µL จ้านวน 3 ครั้ง 
ครั้งละ 10 นาที เติม secondary antibody (horseradish peroxidase conjµgated anti-rabbit IgG)  ซึ่งเจือ
จางในบัฟเฟอร์ PBST ที่มี 0.1% skim milk อัตราส่วน 1:25,000 ปริมาตรรวม 150 µL บ่มที่อุณหภูมิ 25 °C เป็น
เวลา 1 ชั่วโมงล้างเพลทด้วยบัฟเฟอร์ PBST ปริมาตร 200 µL จ้านวน 3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที ท้าปฏิกิริยาการเกิด
สีโดยเติมซับสเตรทของเอนไซม์เพอรอกซิเดสโดยใช้ TMB (3.3',5,5'-tetramathylbenzidine) substrate kit 
หยุดปฏิกิริยาด้วย 2 M H2SO4 ปริมาตร 50 µL และวัดค่าการดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร 
 
5. การยืนยันโครงสร้างของโปรตีน rHev b1 และ rHev b3  
 การยืนยันโครงสร้างของโปรตีน rHev b1 และ rHev b3 ท้าโดยวิธีการ ELISA เหมือนขั้นตอนข้างต้น โดย
ใช้โปรตีนลูกผสม rHev b1 หรือ rHev b3 ปริมาณ 2 ไมโครกรัม เคลือบบนผิวเพลท ท้าปฏิกิริยาการจับกับ
แอนติบอดีต่อโปรตีนนั้น ๆ และใช้แอนติบอดีสลับกัน เพ่ือทดสอบว่าโปรตีนทั้งสองตัวมีโครงสร้างแตกต่างกัน โดย
ใช้ 1° Ab anti-rHev b1 อัตราส่วน 1:8,000 หรือ 1° Ab anti-rHev b3 อัตราส่วน 1:5,000 และใช้ 2° Ab 
อัตราส่วน 1:25,000 ท้าปฏิกิริยาการเกิดสีโดยใช้ TMB (3.3',5,5'-tetramathylbenzidine) substrate kit หยุด
ปฏิกิริยาด้วย 2 M H2SO4 และวัดค่าการดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร 
 
6. การสร้างกราฟมาตรฐานของโปรตีน rHev b1 และ rHev b3 

 เตรียมโปรตีนลูกผสม rHev b1 หรือ rHev b3 เพ่ือน้าไปเคลือบบนผิวเพลทโดยแต่ละหลุมจะใช้ปริมาณ
โปรตีนต่าง ๆ กัน โดยการเจือจางกับบัฟเฟอร์ 50 mM carbonate buffer, pH 9.6 ให้ได้ปริมาตรรวม 150 µL 
จากนั้นบ่มทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลาข้ามคืน (24 ชั่วโมง) ล้างโปรตีนที่ไม่จับกับเพลทออกโดยใช้บัฟเฟอร์ 
PBST (50 mM phosphate buffer pH 7.4, 0.15% NaCl, 0.05% Tween20) ปริมาตร 200 µL จ้านวน 3 
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ครั้ง ครั้ งละ 10 นาที  จากนั้นละลาย 5%  skim milk ใน 0.1 M phosphate buffer pH 7.4, , 0.05% 
Tween20 เติมลงในแต่ละหลุมบนเพลทปรมิาตร 200 µL บ่มทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 25 °C เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ล้างเพลท
ด้วยบัฟเฟอร์ PBST ปริมาตร 200 µL จ้านวน 3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที จากนั้นเติม anti-rHev b1 หรือ anti-rHev 
b3 โดยเจือจางในบัฟเฟอร์ PBST ที่มี 0.1% skim milk อัตราส่วน anti-rHev b1 คือ 1:8,000 และอัตราส่วน 
anti-rHev b3 คือ 1:5,000 ปริมาตรรวม 150 µL บ่มที่อุณหภูมิ 25 °C เป็นเวลา 1 ชั่วโมงล้างเพลทด้วยบัฟเฟอร์ 
PBST ปริมาตร 200 µL จ้านวน 3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที เติม horseradish peroxidase conjµgated anti-
rabbit IgG  ซึ่งเจือจางในบัฟเฟอร์ PBST ที่มี 0.1% skim milk อัตราส่วน 1:25,000 ปริมาตรรวม 150 µL บ่มที่
อุณหภูมิ 25 °C เป็นเวลา 1 ชั่วโมงล้างเพลทด้วยบัฟเฟอร์ PBST ปริมาตร 200 µL จ้านวน 3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที 
ท้าปฏิกิริยาการเกิดสีโดยเติมซับสเตรทของเอนไซม์เพอรอกซิเดสโดยใช้ TMB (3.3',5,5'-tetramathylbenzidine) 
substrate kit หยุดปฏิกิริยาด้วย 2 M H2SO4 ปริมาตร 50 µL และวัดค่าการดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร สร้าง
กราฟมาตรฐานของโปรตีน rHev b1 และ rHev b3 โดยพล็อตความสัมพันระหว่างปริมาณโปรตีนและค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร 
 
7. การสกัดโปรตีน Hev b1 และ Hev b3 จากถุงมือยาง 

 การสกัดโปรตีนจากถุงมือยางประยุกต์จากงานวิจัยก่อนหน้านี้ [36] โดยตัดถุงมือยางบริเวณฝ่ามือแล้วน้าไป
ล้างแป้งออกด้วยน้้ากลั่น ตากทิ้งไว้ให้แห้งและตัดเป็นชิ้นเล็กขนาด 5x5 mm2 จากนั้นน้าถุงมือยางหนัก 0.5 กรัม 
แช่ในสารละลายต่าง ๆ ดังนี้ บัฟเฟอร์ PBS pH 7.2, PBS pH 7.2 ที่มี 1% SDS, wash buffer (0.1 M Tris-HCl 
pH 7.4, 10 mM DTT, 5 mM MgSO4) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง (25 °C) และ 37 °C พร้อมเขย่า
ด้วยความเร็วรอบ 150 rpm  เป็นเวลา 2, 12 และ 24 ชั่วโมง น้าสารละลายที่ได้จากการสกัดไปหมุนเหวี่ยงที่
อุณหภูมิ 25 °C ด้วยความเร็วรอบ 8,000xg เป็นเวลา 3 นาที เก็บสารละลายส่วนใสน้าไป dialyze ในน้้ากลั่นที่
อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 48 ชั่วโมง กรณีหลังการ dialyze แล้วสารสกัดมีการตกตะกอน น้าตะกอนล้างด้วยน้้า
กลั่น 3 ครั้ง และละลายตะกอนด้วย 50 mM carbonate buffer pH 9.6 กรณีการสกัดโปรตีนจากถุงมือยางโดย
ใช้น้้ากลั่นและน้้ากลั่นผสมเอทานอล ท้าเช่นเดียวกับการสกัดโปรตีนโดยบัฟเฟอร์ต่าง ๆ ข้างต้น โดยตัดถุงมือยาง
ให้มีน้้าหนัก 0.5 กรัม แช่ในน้้ากลั่นผสมเอทานอลอัตราส่วนต่าง ๆ ดังนี้ 9:1 , 8:2, 7:3, 6:4, และ 5:5 บ่มที่
อุณหภูมิ 37 °C พร้อมเขย่าด้วยความเร็วรอบ 150 rpm เป็นเวลา 2 ชั่วโมง น้าสารละลายที่ได้จากการสกัดไปหมุน
เหวี่ยงที่อุณหภูมิ 25 °C ด้วยความเร็วรอบ 8,000xg เป็นเวลา 3 นาที เก็บสารละลายส่วนใสน้าไป dialyze ในน้้า
กลั่นที่อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 48  ชั่วโมง ตรวจสอบสารสกัดโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE กรณีต้องการก้าจัด SDS 
จากสารสกัดโปรตีน ท้าได้โดยการตกตะกอนในอะซิโตนหรือผ่ านคอลัมน์ Sephadex G75 ดังที่ได้กล่าวมาแล้ว
ข้างต้น 
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8. ความใช้ไดข้องวิธีการ 

 8.1 ขีดจ้ากัดการตรวจหา (Limit of detection (LOD)) 
 ขีดจ้ากัดการตรวจหาเป็นค่าที่บ่งบอกถึงความเข้มข้นต่้าที่สุดที่ระบบสามารถรับสัญญานได้โดยมีค่าสูงกว่า
ค่าที่มาจากสัญญานรบกวนจากการตรวจวัดในครั้งนั้นๆ (Signal to noise ratio) ซึ่งควรจะมีค่าสูงกว่า 3.3 เท่า
จากค้าแนะน้าของ ICH Quality Guidelines [37] โดยมีสมการดังนี้ 
 

𝐿𝑂𝐷 = 3.3 ×
𝑆𝐷𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑐𝑒𝑝𝑡

𝑆𝑙𝑜𝑝𝑒
 
 

เมื่อ SDintercept  ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของจุดตัดที่ได้จากการท้า Regression ของกราฟมาตรฐาน 

 Slope  ค่าความชันของกราฟมาตรฐาน 

 

 8.1 ขีดจ้ากัดการวัดเชิงปริมาณ (Limit of quantitation (LOQ)) 
 ขีดจ้ากัดการวัดเชิงปริมาณ เป็นค่าที่บ่งบอกถึงความเข้มข้นต่้าที่สุดที่สามารถหาได้จากกราฟมาตรฐาน โดย
มีค่าสูงกว่าค่าที่มาจากสัญญานรบกวนจากการตรวจวัดในครั้งนั้นๆ (Signal to noise ratio) ซึ่งควรจะมีค่าสูงกว่า 
10 เท่าจากค้าแนะน้าของ ICH Quality Guidelines [37] โดยมีสมการดังนี้ 
 

𝐿𝑂𝑄 = 10 ×
𝑆𝐷𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑐𝑒𝑝𝑡

𝑆𝑙𝑜𝑝𝑒
 

 
เมื่อ SDintercept  ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของจุดตัดทีไ่ด้จากการท้า Regression ของกราฟมาตรฐาน 

 Slope  ค่าความชันของกราฟมาตรฐาน 

 

 8.3 เปอร์เซ็นการได้กลับคืน (%Recovery) 
พิจารณาจากการเตรียมสารมาตรฐาน 3 ความเข้มข้นที่ครอบคลุม กราฟมาตรฐานทั้งหมด จากนั้นจึง

ค้านวนเปอร์เซ็นการได้กลับคืน โดยค่าที่ได้ควรจะต้องอยู่ในช่วง 75 – 125% [38] โดยมีสมการดังนี้ 
 

%𝑟𝑒𝑐𝑜𝑣𝑒𝑟𝑦 = 100 ×
𝐴𝑚𝑜𝑢𝑛𝑡𝑠ample

𝐴𝑚𝑜𝑢𝑛𝑡standard
 
 

 

เมื่อ Amountsample   ความเข้มข้นของสารมาตรฐานที่ได้จากกราฟมาตรฐาน 

 Amountstandard  ความเข้มข้นของสารมาตรฐานที่เตรียมไว้ 
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 8.4 ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) 

พิจารณาจากการเค่าที่ได้จากสารมาตรฐาน 3 ความเข้มข้นที่ครอบคลุม กราฟมาตรฐานทั้งหมด จากนั้น

จึงน้าค่าค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) หารด้วยค่าเฉลี่ยที่ได้ ( ) โดยค่าที่ได้ควรจะต้องน้อยกว่า 10% [38] โดยมี

สมการดังนี ้

%RSD = 100 ×
SD

X 
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บทที่ 4 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล 
 

1. สกัดโปรตีน Hev b1 และ Hev b3 เพ่ือใช้เป็นโปรตีนมาตรฐาน 

 1.1 จากน้้ายางพาราสดและน้้ายางพาราที่เติมสารละลายแอมโมเนีย 
 จากการน้าน้้ายางพาราสดมาวิเคราะห์แบบแผนโปรตีนโดยวิธี 15% SDS-PAGE พบแถบโปรตีนที่สนใจ
น้้าหนักโมเลกุลประมาณ 14 kDa และ 25 kDa ซึ่งคาดว่าน่าจะเป็นโปรตีน Hev b1 และ Hev b3 ซึ่งยืนยันจาก
งานวิจัยก่อนหน้านี้ [20] จึงน้าน้้ายางพารามาตรวจหาแหล่งโปรตีนดังกล่าวว่าพบมากในส่วนใดของน้้ายางพารา
โดยวิธีการหมุนเหวี่ยง พบยางพาราแยกออกเป็น 2 ชั้น คือชั้นเนื้อครีมและส่วนใสหรือที่เรียกว่า C-serum ไม่พบ
โปรตีน Hev b1 และ Hev b3 ในส่วนใส C-serum คาดว่าโปรตีนดังกล่าวจะอยู่ในชั้นเนื้อครีม  จึงล้างชั้นเนื้อครีม
ด้วย wash buffer 2 ครั้ง และสกัดโปรตีนด้วย 1% SDS และ 0.1% Triton X-100 พบแถบโปรตีน Hev b3 เข้ม
ในส่วนใสที่ล้างด้วย wash buffer ทั้ง 2 ครั้ง แต่โปรตีน Hev b1 พบมากในส่วนที่สกัดด้วย 1% SDS และ 0.1% 
Triton X-100 ซ่ึงง่ายตอ่การท้าบริสุทธิ์ต่อไป ดังแสดงในรูปที่ 8 
 

 
รูปที่ 10 แบบแผนโปรตีนเมื่อวิเคราะห์ด้วย 15% SDS-PAGE จากการสกัดน้้ายางพาราสด (1) โปรตีนมาตรฐาน 

(2) น้้ายางพาราสด (3) ส่วนใส (C-serum) (4) ส่วนใสที่ล้างด้วย wash buffer (0.1 M Tris-HCl pH 7.4, 10 

mM DTT, 5 mM MgSO4 ) ครั้งที่ 1 (5) ส่วนใสที่ล้างด้วย wash buffer ครั้งที่ 2 และ (6) ส่วนใสที่สกัดด้วย 1% 

SDS และ 0.1% Triton X-100 
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 ส้าหรับการตรวจหาแบบแผนโปรตีน Hev b1 และ Hev b3 ในน้้ายางพาราที่มีการผสมแอมโมเนีย 
คณะผู้วิจัยพบว่าในกรณีการใช้น้้ายางพาราสด ตัวน้้ายางจะมีการเสียสภาพได้ง่ายและเมื่อได้น้้ายางจากเกษตรกร
แล้วจะต้องน้ามากระบวนการแยกทันที ผู้วิจัยจึงสนใจใช้น้้ายางที่รักษาสภาพด้วยแอมโมเนียซึ่งจะช่วยให้น้้ายางที่
ได้มีอายุการเก็บรักษาที่ยาวขึ้น และไม่เป็นต้องไปรับน้้ายางจากเกษตรกรหลายครั้ง รวมถึงสามารถวางแผนสกัด
โปรตีนไดต่้อเนื่องจากน้้ายางที่ได้เก็บไว้ จากผลการทดลองพบว่าแถบโปรตีนที่คาดว่าน่าจะเป็น Hev b1 และ Hev 
b3 ในส่วนใสที่ได้จากการสกัดทุกขั้นตอน ดังแสดงในรูปที่ 9 เนื่องจากสารละลายที่ใช้ในการสกัดทุกขั้นตอน
ประกอบด้วย 1% (w/w) SDS เมื่อพิจารณาแบบแผนโปรตีนดังกล่าวแล้วพบว่ามีความยุ่งยากในการน้าโปรตีนทั้ง 
2 ชนิดไปท้าให้บริสุทธิ์ในขั้นตอนต่อไป เนื่องจากส่วนใสที่ได้มีโปรตีนชนิดอ่ืนปนเปื้อนสูง ดังนั้นจึงเลือกใช้สารสกัด
โปรตีนจากน้้ายางพาราสด 

 

 
รูปที่ 11 แบบแผนโปรตีนเมื่อวิเคราะห์ด้วย 15% SDS-PAGE จากการสกัดน้้ายางพาราที่ผสมแอมโมเนีย (1) 

โปรตีนมาตรฐาน (2) น้้ายางพาราที่มีการผสมแอมโมเนีย (3) ส่วนใสที่ได้จากการสกัดด้วย 0.1% (w/w) Urea, 

1% (w/w) SDS, 2.5% (w/w) acetone (4) ส่วนใสที่ได้จากการสกัดด้วย 1% (w/w) SDS และ 2.5% (w/w) 

acetone ครั้งที่ 1 (5) ส่วนใสที่ได้จากการสกัดด้วย 1% (w/w) SDS และ 2.5% (w/w) acetone ครั้งที่ 2 และ 

(6) ส่วนใสที่สกัดด้วย 1% (w/w) SDS  

 
จากนั้นน้าโปรตีน Hev b1 และ Hev b3 ที่ได้ในข้างต้นไปวิเคราะห์สเปกตรัมรามาน โดยงานวิจัยนี้สนใจ

การให้สัญญาณรามานของโครงสร้างของ amide I (1650—1680 cm-1) และ amide IIII (1230—1280 cm-1) 
ซึ่งแตกต่างกันในโปรตีนทั้ง 2 ชนิด โดยขึ้นกับโครงสร้างของโปรตีน จากงานวิจัยก่อนหน้านี้พบว่า Hev b1 มี

โครงสร้างแบบ -Sheet และ Hev b3 มีโครงสร้างแบบ α-Helix [20] ในงานวิจัยนี้พบว่า สเปกตรัมรามาน ดัง
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แสดงไว้ในรูปที่ 10 ต้าแหน่งของสัญญานรามาน มีความคลายคลึงกันไม่สามารถแยกจากกันได้ และไม่สอดคล้อง
กับทฤษฎีข้างต้นจากงานวิจัยก่อนหน้านี้ คาดว่าเป็นผลจากโปรตีนและสารเคมีอ่ืน ๆ ที่หลงเหลือจากการสกัดแยก
เจือปนอยู่ ซึ่งผู้วิจัยได้ทดลองเพ่ิมด้วยวิธีการท้าให้บริสุทธิ์เบื้องต้นโดยเทคนิค preparative PAGE ต่อไป โดยเริ่ม
จากโปรตีน Hev b1 ซึ่งสามารถแยกออกมาได้ปริมาณที่สูงกว่าโปรตีน Hev b3 

 

 
รูปที่ 12 สเปกตรัมรามาน ของโปรตีน Hev b1 และ Hev b3 ที่แยกได้จากน้้ายางพาราสด 

 
 1.2 การท้าบริสุทธิ์โปรตีน Hev b1 จากน้้ายางพารา โดยการท้า preparative PAGE 
 จากการน้าสารสกัดโปรตีน Hev b1 จากชั้นเนื้อครีมยางพาราที่พบแถบโปรตีนอ่ืนเพียงเล็กน้อยไปแยกต่อ
โดยการท้า preparative PAGE พบว่าปรากฏโปรตีนเพียงแถบเดียวเมื่อย้อมด้วยสีคูมาซีบลู มีน้้าหนักโมเลกุล
ประมาณ 14-15 kDa ดังแสดงในรูปที่ 11 
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รูปที่ 13 แบบแผนโปรตีน Hev b1 ทีไ่ด้จากการท้าบริสุทธิ์โดยการท้า preparative PAGE ซึ่งวิเคราะห์โดยการท้า 

15% SDS-PAGE (1) โปรตีนมาตรฐาน (2-3) สารสกัดยางพาราจากชั้นเนื้อครีมโดยใช้ 1% SDS และ 0.1% 

Triton X-100 และ (4-7) โปรตีน Hev b1 บริสุทธิ์ที่ได้จากการท้า preparative PAGE 

 
จากนั้นน้าโปรตีน Hev b1 ที่ได้จากวิธีการท้าให้บริสุทธิ์ในข้างต้น น้าไปวิเคราะห์ สเปกตรัมรามาน ดังแสดงในรูป
ที่ 12 ถึงแม้ว่าจากการยืนยันด้วยวิธี SDS-PAGE โปรตีน Hev b1 มีความบริสุทธิ์สูงและแทบจะไม่เห็นแถบโปรตีน
อ่ืน ๆ เจือปน แต่ด้วยเทคนิครามานมีความไวในการตรวจวิเคราะห์สูงกลับพบว่า  Hev b1 มีความแตกต่างจาก 
Hev b1 ที่ได้จากวิธีแรก นอกจากนี้ในช่วงของ หมู่ amide I (1650—1680 cm-1) และ amide IIII (1230—
1280 cm-1) และจุดอ่ืน ๆ มีค่าตรงกับ สเปกตรัมรามาน ในสารมาตรฐานของ acrylamide ที่ใช้เป็นวัสดุแยก
โปรตีน และ SDS ซึ่งใช้เพ่ือเพ่ิมการละลายของโปรตีนในกระบวนการสกัดและมีโอกาสสูงที่จะก้าจัดออกไปไม่หมด 
อาจจะท้าให้มีสัญญานรามาน รบกวนในช่วงเดียวกับที่ผู้วิจัยสนใจอยู่ ดังนั้นจึงต้องหาวิธีการท้าให้โปรตีนบริสุทธิ์
ใหม่ โดยมีสารอ่ืน ๆ เจือจางน้อยที่สุด เพ่ือไม่ไปรบกวนการวิเคราะห์สัญญาณในขั้นตอนของเทคนิคพ้ืนผิวขยาย
สัญญาณรามานต่อไป 
 

 
รูปที่ 14 สเปกตรัมรามานของโปรตีน Hev b1 ที่แยกได้จากน้้ายางพาราสดและท้าให้บริสุทธิ์ด้วยวิธี preparative 

PAGE และ สเปกตรัมรามานของ acrylamide และ SDS ที่ได้จากสารมาตรฐาน 

 
 1.3 สกัดโปรตีน Hev b1 และ Hev b3 จากเชื้อแบคทีเรียที่ดัดแปลงพันธุกรรม 
 จากปัญหาที่เกิดขึ้นในการสกัดโปรตีน Hev b1 และ Hev b3 จากน้้ายางพาราธรรมชาติ ไม่ว่าจะเป็น
ระยะเวลาที่จ้ากัดในการน้าน้้ายางพาราสดจากเกษตรกรเพ่ือน้ามาสกัดโปรตีน ขั้นตอนในการใช้สารลดแรงตึงผิวใน
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การสกัดเอาโปรตีนออกผ่านกระบวนการหมุนเหวี่ยงที่มีหลายขั้นตอน และโอกาสที่สารเจือปนมาจากกระบวนการ
สกัดเข้ามารบกวนจากกระบวนการข้างต้น รวมถึงโปรตีนที่ได้มีปริมาณและความบริสุทธิ์น้อย ท้าให้มีปัญหากับการ
ไปประยุกต์ใช้ในขั้นตอนต่อไปเมื่อต้องการน้าไปใช้เป็นสารมาตรฐานโปรตีนกับอุปกรณ์ที่ก้าลังพัฒนาขึ้น ใน
งานวิจัยนี้คณะผู้วิจัยจึงมองหาแหล่งโปรตีนทดแทน ที่สามารถผลิตโปรตีนได้ในปริมาณและมีความบริสุทธิ์สูง ที่
ส้าคัญคือมีโครงสร้างที่ตรงกับ Hev b1 และ Hev b3 จากน้้ายางพารา ซ่ึงในงานวิจัยก่อนหน้านี้ได้ประสบ
ความส้าเร็จในการสร้างโปรตีน Hev b1 และ Hev b3 จากเชื้อแบคทีเรียที่ดัดแปลงพันธุกรรม [39] ซึ่งทาง
คณะผู้วิจัยมีความเชี่ยวชาญในงานวิจัยด้านการตัดต่อพันธุกรรมในแบคทีเรียและมีความพร้อมในเรื่องเครื่ องมือ
และห้องปฏิบัติการ จึงได้ด้าเนินการวางแผนผลิตและสกัดโปรตีนจากแบคทีเรียซ่ึงได้ผลดังต่อไปนี้ 
 1.3.1 การเพ่ิมจ้านวนและตรวจสอบพลาสมิดลูกผสม pET28a-Hev b1 และ pET28a-Hev b3 
 จากการสังเคราะห์ยีน Hev b1 และ Hev b3 แล้วเชื่อมต่อเข้ากับ expression vector (pET28a) โดย
อาศัยข้อมูลจากงานวิจัยก่อนหน้านี้ [39] โดยบริษัท GenScript ได้พลาสมิดลูกผสมอย่างละ 4 µg จากนั้นน้า
พลาสมิดดังกล่าวมาท้าการเพ่ิมจ้านวนในแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ Top10 และตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอโดยการตัด
ด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ EcoRI และ XhoI พบแถบดีเอ็นเอของพลาสมิดลูกผสม pET28a-Hev b1 ขนาด 400 คู่
เบส และ pET28a-Hev b3 ขนาด 600 คู่เบส ดังแสดงในรูปที่ 13 ซึ่งเป็นขนาดใกล้เคียงกับยีน Hev b1 และ 
Hev b3 ที่สั่งสังเคราะห์ จึงส่งพลาสมิดลูกผสมวิเคราะห์หาล้าดับนิวคลีโอไทด์เพ่ือยืนยันความ ถูกต้องของล้าดับ
เบสของยีน Hev b1 และ Hev b3 ต่อไป พบว่ายีน Hev b1 มีขนาด 417 คู่เบส สามารถแปลรหัสเป็นโปรตีน
ประกอบด้วย 139 กรดอะมิโน และยีน Hev b3 มีขนาด 615 คู่เบส สามารถแปลรหัสเป็นโปรตีนประกอบด้วย 
205 กรดอะมิโน ดังแสดงในรูปที่ 14 และ 15 ตามล้าดับ เมื่อน้าล้าดับเบสของยีน Hev b1 และ Hev b3 มาท้า
การเปรียบเทียบกับล้าดับเบสของสิ่งมีชีวิตต่าง ๆ ในฐานข้อมูลธนาคารยี นโดยใช้โปรแกรม Translated 
nucleotide-protein blast (blastx) ผลการวิเคราะห์แสดงดังรูปที่ 16 และรูปที่ 17 พบว่าล้าดับนิวคลีโอไทด์
ของยีน Hev b1 มีเปอร์เซ็นต์ความเหมือน 99-100% กับยีน rubber elongation factor (REF) ของยางพารา 
Hevea brasiliensis ดังแสดงในรูปที่ 4 ส่วนล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Hev b3 มีเปอร์เซ็นต์ความเหมือน 99-
100% กับยีน small rubber particle protein (SRPP) ของยางพารา Hevea brasiliensis ดังแสดงในรูปที่ 13 
จากผลการวิเคราะห์ดังกล่าวบ่งชี้ได้ว่า พลาสมิดลูกผสม pET28a-Hev b1 และ pET28a-Hev b3 มียีน Hev b1 
และ Hev b3 แทรกอยู่ 
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รูปที่ 15 แบบแผนดีเอ็นเอของพลาสมิดลูกผสม Hev b1 และ Hev b3 ใน 1% agarose gel electrophoresis 

โดยที่  (1) 100 bp DNA ladder marker plus (2) พลาสมิดลูกผสม pET28a-Hev b1 (3) พลาสมิดลูกผสม 

pET28a-Hev b1 ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ EcoRI และ XhoI (4) พลาสมิดลูกผสม pET28a-Hev b3 และ (5) 

พลาสมิดลูกผสม pET28a-Hev b1 ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ EcoRI และ XhoI 
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ข้อมูลการสังเคราะห์ยีน Hev b1 และ Hev b3 โดยบริษัท GenScript 
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รูปที่ 16 ล้าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของโปรตีน Hev b1 โดยที่ สีเหลือง คือล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ORF 

ที่สามารถแปลรหัสเป็นโปรตีนตัวเต็ม Hev b1 และ สีเขียว คือล้าดับนิวคลีโอไทด์ของ fusion protein (His-Tag) 

ของ pET28a vector  
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รูปที่ 17 ล้าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของโปรตีน Hev b3 โดย สีเหลือง คือล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ORF 

ที่สามารถแปลรหัสเป็นโปรตีนตัวเต็ม Hev b3 และ สีเขียว คือล้าดับนิวคลีโอไทด์ของ fusion protein (His-Tag) 

ของ pET28a vector  
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รูปที่ 18 การเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Hev b1 กับยีนอ่ืน ๆ ที่มีรายงานในธนาคารยีน 
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รูปที่ 19 การเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Hev b3 กับยีนอ่ืนที่มรีายงานในธนาคารยีน 
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 1.3.2 การผลิตโปรตีนลูกผสม Hev b1 และ Hev b3 ในเซลล์แบคทีเรีย 
 จากน้าดีเอ็นเอลูกผสม pET28a-Hev b1 และ pET28a-Hev b3 เข้าสู่เซลล์แบคทีเรียและกระตุ้นให้มีการ
สร้างโปรตีนโดยเติม 0.1 M IPTG และเก็บเซลล์ที่เวลาต่าง ๆ เพ่ือวิเคราะห์หาการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม
โดยวิธี 15% SDS-PAGE พบว่าที่เวลา 4 และ 8 ชั่วโมงหลังเติม IPTG แถบโปรตีนลูกผสม Hev b1 และ Hev b3 
ไม่มีการแสดงออกหรือแสดงออกน้อยมาก แต่เมื่อเลี้ยงเซลล์ต่อไปเป็นเวลา 16 ชั่วโมง แถบโปรตีนลูกผสม Hev 
b1 และ Hev b3 ปรากฏเด่นชัดมาก ดังแสดงในรูปที่ 18 (แถวที่ 4 และ 9) ซึ่งโปรตีนลูกผสม Hev b1 มีขนาด
ประมาณ 18 kDa และโปรตีนลูกผสม Hev b3 มีขนาดประมาณ 26 kDa จะเห็นได้ว่าโปรตีนลูกผสมที่ผลิตได้ใน
แบคทีเรียมีขนาดใหญ่กว่าโปรตีน Hev b1 และ Hev b3 ที่ท้าบริสุทธิ์ได้จากน้้ายางสด โดยโปรตีนที่ได้จากการ
สังเคราะห์ด้วยแบคทีเรียมีชื่อเรียกว่า rHev b1 และ rHev b3 ทั้งนี้เพราะในกระบวนการผลิตโปรตีนลูกผสมใน
ระบบแบคทีเรีย มีการโคลนยีนเชื่อมกับ expression vector (pET28a) ซึ่งในเวคเตอร์ดังกล่าวจะมีล้าดับเบสที่
สามารถแปลรหัสได้เป็น fusion protein ที่ประกอบด้วย 6xHis-tag มีขนาดประมาณ 3 kDa ซึ่งง่ายต่อการท้า
บริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์ Ni-NTA ต่อไป   
 

 
รูปที่ 20 แบบแผนการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม Hev b1 และ Hev b3 ในแบคทีเรีย ที่เวลาต่าง ๆ หลังการ

กระตุ้นด้วย IPTG วิเคราะห์โดยวิธี 15% SDS-PAGE โดยแถวที่ (1 และ 6) โปรตีนจากแบคทีเรียที่ไม่มีการเติม 

IPTG (2 และ 7) โปรตีนจากแบคทีเรียหลังเติม 0.1 M IPTG เป็นเวลา 4 ชั่วโมง (3 และ 8) โปรตีนจากแบคทีเรีย

หลังเติม 0.1 M IPTG เป็นเวลา 8 ชั่วโมง (4 และ 9) โปรตีนจากแบคทีเรียหลังเติม 0.1 M IPTG เป็นเวลา 16 

ชั่วโมง (5) protein marker 
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 1.3.3 การสกัดแยกโปรตีนลูกผสม Hev b1 และ Hev b3 ในเซลล์แบคทีเรีย 

 จากการทดสอบการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม Hev b1 และ Hev b3 ในเซลล์แบคทีเรีย พบว่าโปรตีน
ลูกผสมดังกล่าวผลิตได้มากหลังเติม 0.1 M IPTG เป็นเวลา 16 ชั่วโมง จากนั้นจึงตรวจสอบหาว่าโปรตีนลูกผสม
ดังกล่าวเป็นโปรตีนแบบละลายน้้า (soluble protein) หรือแบบไม่ละลายน้้า (inclusion body) โดยการน้า
ตะกอนเซลล์มาละลายใน lysis buffer และ freeze-thaw เพ่ือท้าให้ผนังเซลล์แตก แล้วเก็บส่วนใสเป็นโปรตีน
ละลายน้้า (soluble protein; Sp) ส่วนตะกอนน้าไปละลายด้วย solubilized buffer ที่ประกอบด้วย 8 M urea 
เก็บสารละลายส่วนใสที่ได้จากขั้นตอนนี้ เป็นโปรตีนที่ไม่ละลายน้้า ( insoluble protein; Inp) จากผลการ
ตรวจสอบหาโปรตีนลูกผสม Hev b1 และ Hev b3 ที่ผลิตได้โดยน้าสารละลายทุกข้ันตอนไปท้า 15% SDS-PAGE 
ไม่พบโปรตีนลูกผสม Hev b1 และ Hev b3 ในส่วนที่เป็นโปรตีนละลายน้้าและในบัฟเฟอร์ล้างตะกอนทั้งสองชนิด 
ดังแสดงในรูปที ่18 แถวที่ 1-3 และ 6-8 แต่พบแถบโปรตีนลูกผสม Hev b1 และ Hev b3 แสดงออกอย่างเด่นชัด
ในส่วนที่เป็น inclusion body ดังแสดงในรูปที่ 19 แถวที่ 4 และ 9 ตามล้าดับ บ่งชี้ได้ว่าโปรตีนลูกผสม Hev b1 
และ Hev b3 ที่ผลิตได้จากแบคทีเรียเป็นโปรตีนไม่ละลายน้้า จึงต้องละลายตะกอนด้วย solubilized buffer ที่
ประกอบด้วย 8 M urea และท้าให้โปรตีนกลับสู่สภาพธรรมชาติโดยการ dialysis เพ่ือง่ายในการท้าบริสุทธิ์ใน
ขั้นตอนต่อไป 
 

 
รูปที่ 21 แบบแผนการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม Hev b1 และ Hev b3 ที่ผลิตได้จากแบคทีเรีย ทั้งส่วนที่เป็น

โปรตีนละลายน้้าและไม่ละลายน้้า วิเคราะห์โดยวิธี 15% SDS-PAGE โดยแถวที่ (1 และ 6) สารละลายส่วนใสที่ได้

จากการละลายตะกอนเซลล์ด้วย lysis buffer (20 mM sodium phosphate, 500 mM NaCl และ 10 mM 

imidazole, pH 7.4); โปรตีนที่สามารถละลายน้้าได้ (soluble protein; Sp) (2 และ 7) สารละลายส่วนใสที่ได้

จากล้างตะกอนด้วย washing buffer I (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 5 mM EDTA, 0.1% Triton X-100); W1 
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(3 และ 8) สารละลายส่วนใสที่ได้จากล้างตะกอนด้วย washing buffer II (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 5 mM 

EDTA, 2 M urea); W2 (4 และ 9) สารละลายส่วนใสที่ได้จากละลายตะกอนด้วย solubilized buffer (8 M 

urea, 0.1 M Tris-HCl, pH 8.0, 10 mM DTT); โปรตีนที่ ไม่ละลายน้้ า (insoluble protein; Inp) และ (5) 

protein marker 

 
 1.3.4 การท้าบริสุทธิ์โปรตีนลูกผสม Hev b1 และ Hev b3 
 จากการท้าบริสุทธิ์โปรตีนลูกผสม Hev b1 และ Hev b3 โดยใช้คอลัมน์ Ni-NTA agarose และชะโปรตีนที่
จับกับคอลัมน์ Ni-NTA ออกด้วย Elution buffer I-IV ที่มีความเข้มข้นของ imidazole ตั้งแต่ 100-250 mM 
ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของแต่ละ fraction โดยการท้า 15% SDS-PAGE พบว่าโปรตีนลูกผสม Hev b1 และ Hev 
b3 จับกับคอลัมน์ Ni-NTA agarose ได้ดี อาจมีแถบโปรตีนลูกผสมปรากฏในส่วนที่ไม่จับกับคอลัมน์ (unbound 
fraction) บ้าง เนื่องจากโหลดปริมาณโปรตีนลูกผสมมากเกินไป ดังแสดงในรูป 20 และ 22 แถวที่ 3 แต่ไม่พบแถบ
โปรตีนลูกผสมทั้งสองตัวในสารละลายส่วนใสที่ได้จากการล้างตะกอนด้วย washing buffer I และ washing 
buffer II (รูปที่ 20 และ 22 แถวที่ 4-5) เมื่อเริ่มชะโปรตีนที่จับกับ Ni-NTA agarose ออกด้วย Elution buffer I 
ซึ่งประกอบด้วย 100 mM imidazole พบแถบโปรตีนลูกผสม Hev b1 และ Hev b3 ที่มีการปนเปื้อนของโปรตีน
อ่ืน ๆ (รูปที่ 20 แถวที่ 6-9 และรูปที่ 22 แถวที่ 6-12) แต่เมื่อชะด้วย Elution buffer II-III ที่มี 150-200 mM 
imidazole พบแถบโปรตีน Hev b1 ที่มีโปรตีนอ่ืนปนเปื้อนน้อยลง ดังแสดงในรูปที่ 20 แถวที่ 10-12 และรูปที่ 
21 แถวที่ 2-6 และเมื่อชะด้วย Elution buffer IV ที่มี 250 mM imidazole พบแถบโปรตีนบริสุทธิ์เพียงแถบ
เดียว ส้าหรับโปรตีนลูกผสม Hev b3 พบว่าเมื่อเริ่มชะด้วย Elution buffer II ปรากฏแถบโปรตีนบริสุทธิ์เพียง
แถบเดียว ดังแสดงในรูปที่ 23 แถวที่ 2-6 แต่เมื่อชะด้วย Elution buffer III ที่มี 200 mM imidazole ไม่พบแถบ
โปรตีนลูกผสม Hev b3 จึงหยุดการการชะโปรตีนเพียงเท่านี้  
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รูปที ่22 แบบแผนโปรตีนลูกผสม Hev b1 ที่ผ่านการท้าบริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์ Ni-NTA agarose และชะโปรตีนด้วย 

Elution buffer I และ Elution buffer II วิเคราะห์โดยวิธี 15% SDS-PAGE โดยแถวที่ (1) protein marker (2) 

crude protein Hev b1 ที่ ได้ จากการสกัดน้้ ายางพาราสดด้วย  1%  SDS และ 0.1%  Triton X-100 (3) 

unbound fraction; โปรตีนที่ผ่านคอลัมน์หลังจากบ่ม crude protein Hev b1 กับ Ni-NTA agarose (4) W1 

fraction; โปรตีนที่ถูกชะด้วย washing buffer I (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM imidazole, pH 

8.0) (5) W2 fraction; โปรตีนที่ถูกชะด้วย washing buffer II (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 50 mM 

imidazole, pH 8.0) (6-9) E1 fraction; โปรตีนที่ถูกชะด้วย Elution buffer I (50 mM NaH2PO4, 300 mM 

NaCl, 100 mM imidazole, pH 8.0) และ (10-12) E2 fraction;โปรตีนที่ถูกชะด้วย Elution buffer II (50 mM 

NaH2PO4, 300 mM NaCl, 150 mM imidazole, pH 8.0)   

 

 
รูปที ่23 แบบแผนโปรตีนลูกผสม Hev b1 ที่ผ่านการท้าบริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์ Ni-NTA agarose และชะโปรตีนด้วย 

Elution buffer III และ Elution buffer IV วิเคราะห์โดยวิธี 15% SDS-PAGE โดยที่แถว (1) protein marker 

(2-6) E3 fraction; โปรตีนที่ ถูกชะด้ วย  Elution buffer III (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 200 mM 

imidazole, pH 8.0) (7-12) E4 fraction; โปรตีนที่ ถูกชะด้วย Elution buffer Elution buffer IV (50 mM 

NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM imidazole, pH 8.0) 
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รูปที ่24 แบบแผนโปรตีนลูกผสม Hev b3 ที่ผ่านการท้าบริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์ Ni-NTA agarose และชะโปรตีนด้วย 

Elution buffer I และ Elution buffer II วิเคราะห์โดยวิธี 15% SDS-PAGE โดยแถวที่ (1) protein marker (2) 

crude protein Hev b3 ที่ ได้ จากการสกัดน้้ ายางพาราสดด้วย  1%  SDS และ 0.1%  Triton X-100 (3) 

unbound fraction; โปรตีนที่ผ่านคอลัมน์หลังจากบ่ม crude protein Hev b3 กับ Ni-NTA agarose (4) W1 

fraction; โปรตีนที่ถูกชะด้วย washing buffer I (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM imidazole, pH 

8.0) (5) W2 fraction; โปรตีนที่ถูกชะด้วย washing buffer II (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 50 mM 

imidazole, pH 8.0) และ (6-12) E1 fraction; โปรตีนที่ถูกชะด้วย Elution buffer I (50 mM NaH2PO4, 300 

mM NaCl, 100 mM imidazole, pH 8.0) 
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รูปที ่25 แบบแผนโปรตีนลูกผสม Hev b3 ที่ผ่านการท้าบริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์ Ni-NTA agarose และชะโปรตีนด้วย 

Elution buffer III และ Elution buffer IV วิเคราะห์โดยวิธี 15% SDS-PAGE โดยแถวที่ (1) protein marker 

(2-6) E3 fraction; โปรตีนที่ ถู กชะด้ วย  Elution buffer II (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 150 mM 

imidazole, pH 8.0) (7-12) E4 fraction; โปรตีนที่ถูกชะด้วย Elution buffer III (50 mM NaH2PO4, 300 mM 

NaCl, 200 mM imidazole, pH 8.0) 

 
โปรตีน rHev b1 และ rHev b3 ที่ได้จากวิธีการท้าให้บริสุทธิ์ในข้างต้นถูกน้าไปวิเคราะห์ สเปกตรัมรามาน 

ดังแสดงในรูปที่ 24 พบว่า imidazole ที่ใช้เป็นสารในการชะโปรตีนออกจากคอลัมน์ไม่ปรากฏสัญญานรามาน ที่
เกี่ยวข้องในโปรตีนทั้ง 2 ชนิด นอกจากนี้ imidazole ไม่ให้สัญญานรามาน ในช่วงของโครงสร้าง amide I 
(1650—1680 cm-1) ซึ่งเป็นช่วงที่คณะผู้วิจัยให้ความสนใจ และเมื่อพิจารณาในรายละเอียดของโครงสร้างโปรตีน

จากงานวิจัยก่อนหน้านี้ ที่ได้ระบุว่า Hev b1 มีโครงสร้างแบบ -Sheet และ Hev b3 มีโครงสร้างแบบ α-Helix 
ซึ่งสามารถเห็นความแตกต่างได้ด้วยเทคนิค vibrational spectroscopy ในงานวิจัยก่อนหน้านี้ได้บันทึกข้อมูล IR 
spectrum ของ Hev b1 และ Hev b3 เป็นที่เรียบร้อยแล้ว [39] แต่ในงานวิจัยนี้ถือว่าเป็นครั้งแรก ที่มีการบันทึก 
สเปกตรัมรามาน ของ rHev b1 และ rHev b3 ซึ่งได้จากแบคทีเรียที่ดัดแปลงพันธุกรรมโดยให้ผลดังแสดงในรูปที่ 
25 

 

 
รูปที ่26 สเปกตรัมรามานของโปรตีน rHev b1 และ rHev b3 ที่แยกได้จากแบคทีเรียที่ท้าการดัดแปลงพันธุกรรม

แล้วท้าให้บริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์ Ni-NTA และ imidazole ที่ได้จากสารมาตรฐาน 
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รูปที่ 27 สเปกตรัมรามานในช่วง amide I และ amide III ของโปรตีน rHev b1 และ rHev b3 ที่แยกได้จาก

แบคทีเรียที่ท้าการดัดแปลงพันธุกรรมแล้วท้าให้บริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์ Ni-NTA และพีคองค์ประกอบ(composition 

peaks) ที่ได้จากการท้า peak deconvolution 
 

เมื่อใช้ Gaussian function ในการหาพีคองค์ประกอบ (composition peaks) ที่ได้จากการท้า peak 
deconvolution เพ่ือใช้ในการพิจารณาองค์ประกอบของสัญญาณย่อยที่ซ่อนอยู่ในสเปกตรัมรามาน พบว่าโปรตีน 

rHev b1 มีสัญญาณที่บ่งบอกถึงโครงสร้างแบบ -sheet คือ 1666 cm-1 ที่อยู่ในช่วงเดียวกับโครงสร้าง amide I 

(1650—1680 cm-1) จากงานวิจัยเกี่ยวกับโครงสร้างของโปรตีนที่มี -sheet จากโปรตีนชนิดอื่น ๆ ที่ให้สัญญาณ

รามานใกล้กับต้าแหน่ง 1670 cm-1 ซึ่งถือว่าเป็นเอกลักษณ์ของโปรตีนที่ มีโครงสร้างแบบ -sheet [40] 

นอกจากนี้ 1230—1240 cm-1 ซึ่งเกิดจากโครงสร้าง-pleated sheet ที่อยู่ในช่วงเดียวกันกับโครงสร้าง amide 
III (1230—1280 cm-1) เป็นเอกลักษณ์ส้าคัญที่เจอในสเปกตรัมรามานของโปรตีนและยืนยันว่าโปรตีนชนิดนี้มี

โครงสร้างแบบ -sheet [40] ในส่วนของโปรตีน rHev b3 นั้นพบสัญญานรามาน ในช่วง amide I ที ่1656 cm-1 

ซึ่งใกล้เคียงกับโปรตีนชนิดอ่ืนๆที่มีโครงสร้างแบบ α-Helix [40] และที่ส้าคัญคือ พบสัญญานรามาน ในช่วง

โครงสร้างแบบ amide III ที่ 1245 cm-1 ซึ่งไม่ตรงกับ amide III ของ -sheet และ random coil ที่อยู่ในช่วง 

1235—1240 cm-1 และช่วงดังกล่าวไม่ควรเจอใน สเปกตรัมรามาน ของโปรตีนแบบ α-Helix [40] ดังนั้นจาก

ข้อมูลของ สเปกตรัมรามานข้างต้นโปรตีน rHev b3 จึงควรมโีครงสร้างโปรตีนแบบ α-Helix 
 

 1.4 การท้าบริสุทธิ์โปรตีน Hev b1 และ Hev b3 โดยการท้า preparative PAGE และตกตะกอนโปรตีน
โดยวิธี acetone precipitation เพ่ือเตรียมโปรตีนผง 
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จากการน้าสารสกัดโปรตีนชั้นเนื้อครีมยางพาราที่พบแถบโปรตีนอ่ืนเพียงเล็กน้อยไปแยกต่อโดยการท้า 
preparative PAGE ใน 15% SDS-PAGE เพ่ือตัดเฉพาะแถบโปรตีน Hev b1 หรือ Hev b3 เมื่อสกัดโปรตีนออก
จากเจลและตกตะกอนด้วยอะซิโตน ปรากฏแถบโปรตีน Hev b1 เพียงแถบเดียวเมื่อย้อมด้วยสีคูมาซีบลู มีน้้าหนัก
โมเลกุลประมาณ 14-15 kDa (รูปที่ 26 แถวที่ 4-5) ซึ่งเป็นแถบโปรตีนต้าแหน่งเดียวกันกับการท้าบริสุทธิ์โปรตีน 
Hev b1 ครั้งแรกโดยการท้า preparative PAGE แต่ไม่ได้ตกตะกอนโปรตีนด้วยอะซิโตน และละลายโปรตีน
ดังกล่าวกลับด้วย 1% SDS และ 0.1% Triton-X100 (รูปที่ 26 แถวที่ 3) ซึ่งเมื่อวิเคราะห์สัญญาณรามาน จะ
ปรากฏสัญญาณของ SDS เด่นชัด ดังนั้นในการท้าบริสุทธิ์โปรตีน Hev b1 ครั้งนี้จึงเลือกตกตะกอนโปรตีนด้วยอะซิ
โตนเพ่ือก้าจัด SDS ออกจากสารละลาย เช่นเดียวกับการท้า preparative PAGE ของโปรตีน Hev b3 พบแถบ
โปรตีนเพียงแถบเดียวที่น้้าหนักโมเลกุลประมาณ 24-25 kDa (รูปที่ 26 แถวที่ 6-7) 

 
รูปที่ 28 แบบแผนโปรตีนลูกผสม rHev b1 และ rHev b3 ที่ผลิตได้จากแบคทีเรีย โดยแถวที่  (1) protein 

marker (2) สารสกัดโปรตีนจากน้้ายางพาราสดโดยใช้ 1% SDS และ 0.1% Triton-X100 (3) Hev b1 ที่ผ่านการ

ท้า preparative PAGE, dialysis ใน 25 mM Tris-HCl, pH 8.0 เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ละลายตะกอนกลับด้วย 

1% SDS และ 0.1% Triton-X100 (4-5) Hev b1 ที่ผ่านการท้า preparative PAGE, dialysis ใน 25 mM Tris-

HCl, pH 8.0 เป็นเวลา 48 ชั่วโมง, ตกตะกอนด้วย acetone แล้วละลายตะกอนกลับด้วย 25 mM Tris-HCl, pH 

8.0 (6-7) Hev b3 ที่ผ่านการท้า preparative PAGE, dialysis ใน 25 mM Tris-HCl, pH 8.0 เป็นเวลา 48 

ชั่วโมง, ตกตะกอนด้วย acetone แล้วละลายตะกอนกลับด้วย 25 mM Tris-HCl, pH 8.0  

 
 1.5 การท้าบริสุทธิ์โปรตีน Hev b1 จากน้้ายางพาราสดโดยวิธี size exclusion chromatography 

เพ่ือเป็นการยืนยันว่า โปรตีนที่ได้จากน้้ายางธรรมชาติและจากแบคทีเรียตัดต่อพันธุกรรม สามารถใช้
ทดแทนกันได้ จึงต้องท้าการพิสูจน์โดย คณะผู้วิจัยเลือกการท้าบริสุทธิ์โปรตีน Hev b1 เนื่องจากโปรตีนชนิดนี้มี
ปริมาณที่สูงกว่า Hev b3 จากน้้ายางพาราสดที่ โปรตีนจะถูกแยกด้วยคอลัมน์ Sephadex G-75 และชะด้วย 25 
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mM Tris-HCl, pH 8.0 พบแถบโปรตีน Hev b1 เริ่มหลุดออกจากคอลัมน์ตั้งแต่ fraction 10-14 ดังในรูปที่ 27 
แถวที่ 3-5 ซึ่งต้าแหน่งดังกล่าวปรากฏน้้าหนักโมเลกุลเดียวกับโปรตีน Hev b1 ที่ได้จากการท้าบริสุทธิ์โดยวิธี 
preparative PAGE เนื่องจากวิธี size exclusion chromatography เป็นการแยกสารโดยอาศัยน้้าหนักโมเลกุลที่
แตกต่างกัน ดังนั้นโปรตีน Hev b1 ที่ได้จากการท้าบริสุทธิ์ในครั้งนี้ไม่มี SDS ปนเปื้อนหรืออาจจะพบในปริมารต่้า
มาก  

 
รูปที่ 29 แบบแผนโปรตีน Hev b1 จากน้้ายางพาราที่ (1) protein marker (2) Hev b1 ผ่านคอลัมน์ Sephadex 

G-75 ชะด้วย 25 mM Tris-HCl, pH 8.0 (F9) (3) Hev b1 ที่ผ่านคอลัมน์ Sephadex G-75 ชะด้วย 25 mM 

Tris-HCl, pH 8.0 (F10) (4) Hev b1 ที่ผ่านคอลัมน์ Sephadex G-75 ชะด้วย 25 mM Tris-HCl, pH 8.0 (F12) 

(5) Hev b1 ที่ ผ่ านคอลัมน์  Sephadex G-75 ชะด้วย 25 mM Tris-HCl, pH 8.0 (F14) (6) recombinant 

protein rHev b1 (E28) ที่ผลิตได้จากแบคทีเรีย ผ่านการท้าบริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์ Ni-NTA ชะด้วย 50 mM 

NaH2PO4, 300 mM NaCl, 150 mM imidazole, pH 8.0, dialysis ใน 25 mM Tris-HCl, pH 8.0 เป็นเวลา 48 

ชั่วโมง และ (7) recombinant protein rHev b3 (E21-2) ที่ผลิตได้จากแบคทีเรีย ผ่านการท้าบริสุทธิ์ด้วย

คอลัมน์ Ni-NTA ชะด้วย 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 150 mM imidazole, pH 8.0, dialysis ใน 25 

mM Tris-HCl, pH 8.0 เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
 

 จากนั้นน้าโปรตีน Hev b1 จากน้้ายางพารา และโปรตีน rHev b1 จากแบคทีเรียที่ดัดแปลงพันธุกรรม โดย
ที่โปรตีนทั้ง 2 ชนิดผ่านกระบวนการท้าให้บริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์ แล้ววิเคราะห์ สเปกตรัมรามานดังแสดงในรูปที่ 28 
พบว่าโปรตีนทั้ง 2 ชนิด มี vibrational mode จาก backbond structure ที่ตรงกันเมื่อพิจารณาเบื่องต้นจาก
ต้าแหน่งของสัญญานรามาน และเมื่อพิจารณาลงในรายละเอียดโดยเฉพาะอย่างยิ่งโครงสร้างของ amide I และ 
amide III โดยใช้ Gaussian function ในการหาพีคองค์ประกอบ (composition peaks) ที่ได้จากการท้า peak 
deconvolution เพ่ือใช้ในการพิจารณาองค์ประกอบของสัญญาณย่อยที่ซ่อนอยู่ในสเปกตรัมรามาน ดังแสดงในรูป
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ที่ 29 พบว่า ทุกต้าแหน่งของสัญญาณรามานที่ได้จากโปรตีนทั้ง 2 ชนิด มีค่าต่างกันเพียงเล็กน้อย เมื่อพิจารณา
จากค่า spectral resolution ของเครื่อง Raman microscope ที่ใช้อยู่พบว่ามีค่าอยู่ที่ 5 cm-1 นั้นแสดงว่าหาก 
สเปกตรัมรามาน ที่มีต้าแหน่งของสัญญานรามาน แตกต่างกันน้อยกว่า 5 cm-1 สามารถสรุปได้ว่าสารชนิดนั้นมี
ความเหมือนกันในทาง vibrational spectroscopy เบื้องต้นจึงสรุปว่า โปรตีน Hev b1 จากน้้ายางพารา และ
โปรตีน rHev b1 จากแบคทีเรียที่ดัดแปลงพันธุกรรม มีความเหมือนกันและไม่สามารถแยกออกจากกันได้ด้วย
เทคนิค Raman spectroscopy 
 ในกรณี Hev b3 จากน้้ายางพารา ซึ่งสกัดได้ในปริมาณที่ต่้ามากจึงไม่สามารถน้าท้าให้บริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์
และเทียบโดยตรงกับโปรตีน rHev b3 จากแบคทีเรียที่ดัดแปลงพันธุกรรม คณะผู้วิจัยได้น้าเทคนิค ELISA ในการ
ยืนยันซึ่งเป็นเทคนิคที่มีความจ้าเพาะเจาะจงกับ Hev b1 และ Hev b3 โดยจะน้ามาใช้ในการเปรียบเทียบและ
ยืนยันสมบัติของโปรตีนจากท้ังสองแหล่งอีกทางหนึ่งด้วย 

 
รูปที่ 30 สเปกตรัมรามานของโปรตีน Hev b1 จากน้้ายางพาราสด และ rHev b1 จากแบคทีเรียดัดแปลง

พันธุกรรม ที่ผ่านกระบวนการท้าให้บริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์ 
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รูปที่ 31 สเปกตรัมรามาน ในช่วง amide I และ amide III ของโปรตีน Hev b1 จากน้้ายางพาราสด และ rHev 
b1 จากแบคทีเรียดัดแปลงพันธุกรรม ที่ผ่านกระบวนการท้าให้บริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์  และพีคองค์ประกอบ 
(composition peaks) ทีไ่ดจ้ากการท้า peak deconvolution 
 

 1.6 การหาความเข้มข้นของสารละลายโปรตีน Hev b1 และ Hev b3  
 น้าสารละลายโปรตีนมาตรฐานในงานวิจัยนี้คือ bovine serum albumin (BSA) ท้าปฎิกิริยากับ Bradford 
reagent จะได้สารละลายสีฟ้าอมเขียวที่มีการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 nm (A595) โดยความเข้มของการ
ดูดกลืนแสงมีความสัมพันธ์ปริมาณโปรตีน BSA (µg) จากนั้นน้าข้อมูลที่ได้มาสร้างเป็นกราฟมาตรฐานซึ่งได้ข้อมูล
ดังแสดงในรูปที่ 30 
 

 
รูปที ่32 กราฟมาตรฐานของโปรตีน BSA เมื่อท้าปฎิกิริยากับ Bradford reagent 
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 จากนั้นสร้างกราฟมาตรฐานของ standard BSA โดยแสดงค่าความสัมพันธ์ระหว่างการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 595 นาโนเมตร (A595) และปริมาณ BSA (µg) โดยความชันของกราฟที่ได้ คือ 0.0475 และปริมาตรที่ใช้
คือ 50 µL ถูกแทนที่ในสมการ โดยผลการค้านวณแสดงในตารางที่ 5 ส้าหรับความเข้มข้นของสารละลายโปรตีน
ตัวอย่างสามารถค้านวณได้ดังนี้ 
 

    ความเข้มข้นโปรตีน (µg/µL) =  

 
 

ตาราง 5 แสดงความเข้มข้นของโปรตีนที่หาด้วยวิธี Bradford reagent 

Sample ปริมาตรที่ใช้ (µL) A595 ความเข้มข้น (μg/µL) 
Hev b1 (prep+acetone) 50 0.153 0.064 
Hev b3 (prep+acetone) 50 0.162 0.068 
Hev b1 (Sephadex G-75) 50 0.260 0.109 
Hev b3 (Sephadex G-75) ความเข้มข้นต่้ามากไมส่ามารถแยกได้ด้วยคอลัมน์ 
rHev b1 50 0.191 0.080 
rHev b3 50 0.097 0.040 
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2. การสังเคราะห์อนุภาคทองค้าและเงิน 

 2.1 การสังเคราะห์อนุภาคทองค้าที่สามารถควบคุมความยาวโครงสร้างแบบหนามในระดับนาโนเมตร 
 ในงานวิจัยนี้ความเข้มข้นของ silver ions ในกระบวนการสังเคราะห์มีความส้าคัญในการควบคุมความยาว
ของโครงสร้างแบบหนามในระดับนาโนเมตร ซึ่งมีส่วนส้าคัญในการเพ่ิมสัญญานรามาน ในเทคนิคพ้ืนผิวขยาย
สัญญานรามาน โดยความเข้มข้นของ silver ions จะถูกเพ่ิมจาก 0 – 15 µM โดยรูปร่างของอนุภาคที่สังเคราะห์
ได้ ตรงกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ [18] โดยพิจารณาจาก SEM image ซึ่งแสดงไว้ในรูปที่ 31 
 

 
รูปที่ 33 SEM image ของอนุภาคทองค้าแบบหนามที่มีโครงสร้างแบบหนามในระดับนาโนเมตร เมื่อใช้ silver 

ions ที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็นตัวกระตุ้น ได้แก่ (A) 0, (B) 5, (C) 10 และ (D) 15 µM โดยถ่ายภาพที่ก้าลังขยาย 

(1) 10,000 เท่า และ (2) 20,000 เท่า 
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 อนุภาคทองค้าแบบหนามที่มีโครงสร้างแบบหนามในระดับนาโนเมตร มีขนาดอนุภาคเฉลี่ยอยู่ในช่วง 
2.22±0.66 µm เมื่อใช้ความเข้มของ silver ions ที่ 0 µM และมีขนาดเฉลี่ยเล็กลงคือ 0.31±0.04 µm เมื่อใช้
ความเข้มของ silver ions ที่ 15 µM ดังแสดงการกระจายตัวของขนาดอนุภาคที่สังเคราะห์ได้ในรูปที่ 32 ที่ความ
เข้มข้นอ่ืนๆ ของ silver ions นอกจากนี้จะเห็นได้ว่าการกระจายตัวของอนุภาคลดลงเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของ
silver ions โดยงานวิจัยก่อนหน้านี้ได้อธิบายเกี่ยวกับอัตราการโตของอนุภาคที่ลดลงเมื่อเพ่ิมความ เข้มข้นของ 
silver ions ท้าให้ขนาดอนุภาคโดยรวมเล็กลงและมีความสม่้าเสมอเพ่ิมสูงขึ้น  [18] เบื้องต้นความยาวของ
โครงสร้างแบบหนามจะอยู่ในช่วง 0.2 – 0.7 µm และส่วนปลายของหนามจะอยู่ขนาดประมาณ 20 nm 
 

 
รูปที่ 34 Histrogram แสดงการกระจายตัวของอนุภาคทองค้าแบบหนามที่มีโครงสร้างแบบหนามในระดับนาโน

เมตร เมื่อใช้ silver ions ที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็นตัวกระตุ้น ได้แก่ (A) 0, (B) 5, (C) 10 และ (D) 15 µM โดย

แสดงขนาดเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของอนุภาคเอาไว้ จากการวัดที่ 300 อนุภาคต่อ 1 ตัวอย่าง 
 

 2.2 การก้าจัดสารตกค้างบนอนุภาคทองค้าที่สังเคราะห์ได้ 
 เนื่องจากอนุภาคทองค้าแบบหนามที่มีโครงสร้างแบบหนามในระดับนาโนเมตร ที่สังเคราะห์ได้จะเจือปน
ด้วยสารเคมีที่หลงเหลือจากการสังเคราะห์คือ silver chloride มีลักษณะเป็นของแข็งไม่ละลายน้้าและปกคลุมอยู่
บนผิวของอนุภาค ท้าให้ลดประสิทธิภาพของอนุภาคในการน้าไปใช้งานต่อในขั้นตอนถัดไป โดยอนุภาค silver 
chloride ที่ความเข้มข้นสูงสามารถรวมตัวเป็นผลึกมีรูปร่างแบบลูกบาศก์ สามารถสังเกตได้ชัดเจนภายใต้ 
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scanning electron microscope เมื่อใช้ silver ions ที่ความเข้มข้น 15 µM โดยแสดงไว้ในรูปที่ 33 ซึ่งวิธีการ
ก้าจัด silver chloride สามารถท้าได้ง่ายโดยการใช้สารละลายแอมโมเนีย เนื่องจาก silver chloride จะ
เปลี่ยนไปอยู่ในรูป silver-amine complex ที่ละลายน้้าได้ดี [41] โดยเพ่ิมประสิทธิภาพการละลายด้วยคลื่นอัล
ตราโซนิคเป็นเวลา 15 นาที และยืนยันองค์ประกอบของธาตุบนพ้ืนผิวด้วยเทคนิค energy dispersive X-ray 
spectroscopy (EDS) โดยคณะผู้วิจัยได้แสดง EDS spectrum ของอนุภาคทองค้าก่อนและหลังล้างด้วย
สารละลายแอมโมเนีย เมื่อใช้ silver ions ที่ความเข้มข้น 15 µM พบว่าหลังกระบวนการท้าความสะอาด ได้พ้ืนผิว
ทองค้าที่มีความบริสุทธิ์มากกว่า 99% ดังแสดงไว้ในรูปที่ 34 
 

 
รูปที่ 35 SEM image ของอนุภาคทองค้าแบบหนามที่มีโครงสร้างแบบหนามในระดับนาโนเมตร เมื่อใช้ silver 

ions ที่ 15 µM เป็นตัวกระตุ้นและมี silver chloride (บริเวณวงกลมสีขาว) กระจายตัวปนอยู่กับโครงสร้าง โดย

ถ่ายภาพที่ก้าลังขยาย 30,000 เท่า 
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รูปที่ 36 EDS spectrum ของอนุภาคทองค้าแบบหนามที่มีโครงสร้างแบบหนามในระดับนาโนเมตร เมื่อใช้ silver 

ions ที่ 15 µM เป็นตัวกระตุ้น โดยมีตารางสรุปร้อยละปริมาณของธาตุบนพ้ืนผิวที่ตรวจวัดได้ เมื่อ (A) ก่อนล้าง 

และ (B) หลังล้างด้วยสารละลายภายใต้แอมโมเนียภายใต้คลื่นอัลตราโซนิคเป็นเวลา 15 นาที 

 
 2.3 การตรึงอนุภาคทองค้าที่สังเคราะห์ได้บนวัสดุรองรับ 
 คณะผู้วิจัยอาศัยหลักการอย่างง่ายในการตรึงอนุภาคทองค้าแบบหนามที่มีโครงสร้างแบบหนามในระดับนา
โนเมตร ที่สังเคราะห์ได้โดยอาศัยการตกตะกอน เนื่องจากทองค้ามีความหนาแน่นมากกว่าน้้าถึง 19 เท่า จึงง่ายที่
จะแยกอนุภาคทองค้าออกค้าออกมาด้วยวิธีข้างต้น นอกจากนี้ผู้วิจัยได้ประยุกต์หลักการข้างต้นโดยให้อนุภาคตก
บนวัสดุรองรับที่เตรียมเอาไว้ ซึ่งท้าให้ง่ายต่อการน้าอนุภาคที่เตรียมไว้ไปใช้งานในขั้นตอนถัดไปโดยแสดงขั้นตอน
และการตรึงอนุภาคทองค้าบนวัสดุรองรับข้างต้นไว้ในรูปที่ 35 

 

รูปที่ 37 อุปกรณ์อย่างง่ายที่ได้พัฒนาขึ้นเพ่ือใช้ตรึงอนุภาคทองค้าเพ่ือการน้าไปใช้ประโยชน์ต่อในเทคนิคพ้ืนผิว

ขยายสัญญาณรามาน จะเหน็ได้ว่าอุณภาคท่ีได้บนวัสดุรองรับจะมีความเป็นระเบียบสูง 
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 2.4 การใช้วัสดุรองรับจากอนุภาคทองค้าท่ีพัฒนาขึ้นในเทคนิคพ้ืนผิวขยายสัญญาณรามาน 

 เบื้องต้นคณะผู้วิจัยได้ใช้วัสดุรองรับที่ได้พัฒนาขึ้นในการเตรียมตัวอย่างเพ่ือน้าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิคพ้ืนผิว
ขยายสัญญาณรามานพบว่า ที่ความเข้มข้นของโปรตีน Hev b1 และ Hev b3 0.05 µg/µL ให้สัญญาณรามาณที่มี
ความเข้มสูง และมีแค่สองพีคหลักที่ต้าแหน่ง 1350 และ 1580 cm-1 ซึ่งแตกต่างจากรามานสเปกตรัมของ Hev 
b1 และ Hev b3 ในโปรตีนมาตรฐานบนพ้ืนแผ่นอลูมิ เนียมที่ ได้วิเคราะห์มาก่อนหน้านี้  เมื่ อพิจารณาใน
รายละเอียดของพีคใหม่ที่เกิดขึ้นสามารถยืนยันได้ว่าโปรตีน Hev b1 และ Hev b3 เกิดการเปลี่ยนแปลงเป็น
อนุภาคคาร์บอนและถูกยืนยันจากพีคทั้งสอง ซึ่งแสดงถึง D-band (1350 cm-1) และ G-band (1580 cm-1) [42] 
มีความเป็นไปได้ว่าพลังงานกระตุ้นของเลเซอร์ในเครื่องรามานไมโครสโครป มีค่าสูงเกินไปท้าให้ตัวอย่างเกิดการ
เผาไหม้ ถึงแม้ก่อนหน้านี้ Hev b1 และ Hev b3 0.1 µg/µL สามารถให้รามานสเปกตรัมที่ชัดเจนที่พลังงาน
เลเซอร์ 10 mW แต่บนพ้ืนผิวได้ได้พัฒนาขึ้นพบว่าถึงแม้จะลดระดับพลังงานลงไปถึง 0.1 mW ดังแสดงในรูปที่ 36 
ซึ่งเป็นระดับพลังงานต่้าสุดของเลเซอร์ในเครื่องรามานไมโครสโครป ก็ยังพบเฉพาะพีค D-band และ G-band 
ตลอดการทดลอง นั้นแสดงให้เห็นว่าวัสดุในข้างต้นสามารถที่จะเพ่ิมสัญญาณรามานของสารที่อยู่บนพ้ืนผิวได้ 
คณะผู้วิจัยคาดว่าด้วยสมบัติของทองค้าที่ยากต่อการเกิดพันธะกับสารอ่ืนหรือการเปียกบนพ้ืนผิว [43] อาจจะท้า
ให้โปรตีนยังรวมตัวเป็นกลุ่มก้อนและไม่กระจายตัว ส่งผลให้มีการสะสมพลังงานได้ง่ายและเกิดการเผาไหม้ได้
อนุภาคคาร์บอนในที่สุด 
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รูปที่ 38 สเปกตรัมรามานของโปรตีน rHev b1 ความเข้มข้น 0.1 µg/µL บน ของอนุภาคทองค้าแบบหนามที่มี

โครงสร้างแบบหนามในระดับนาโนเมตร เมื่อใช้ silver ions ที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็นตัวกระตุ้น ได้แก่ (A) 0, (B) 

5, (C) 10 และ (D) 15 µM เมื่อใช้ก้าลังเลเชอร์ที่ 0.1 mW ที่ความยาวคลื่น 532 nm 
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 2.5 การสังเคราะห์อนุภาคของทองค้าและเงิน 

 จากปัญหาการกระจายตัวของโปรตีนบนพื้นผิว เนื่องจากโปรตีนเป็นสารมหโลเลกุลและง่ายต่อการรวมตัว
ระหว่างโปรตีนด้วยกันเองจากผลของพันธะไฮโดรเจนในตัวโมเลกุล เพ่ือให้ลุล่วงวัตถุประสงค์ที่ได้วางไว้ ผู้วิจัย
พบว่า โลหะเงินมีประสิทธิภาพในการเกิดพันธะกับหมู่ฟังชั่นต่าง ๆ ที่พบได้บ่อยในโปรตีน เช่น ไทโอ ซัลเฟต 
ฟอสเฟต เอมีน และไฮดรอกซี่ [44] ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะใช้อนุภาคของทองค้าและเงิน โดยสามารถ
ควบคุมโครงสร้างให้มีความขรุขระและมีช่องว่างระหว่างอนุภาคสูง ซึ่งให้ผลในท้านองเดียวกันกับการท้าให้
โครงสร้างมีปลายแหลม โดยโครงสร้างที่มีช่องว่างระหว่างอนุภาคหรือปลายแหลมสูงจะมีโอกาสในการขยายสัญญา
นรามานได้มากกว่าปกติ [15] ส่งผลให้การตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างในเทคนิคผื้นผิวขยายสัญญาณรามานมีความไว
เพ่ิมขึ้น โดยความเข้มข้นของ gold ions จะถูกเพ่ิมจาก 0 – 0.5 mM รูปร่างของอนุภาคที่สังเคราะห์ได้พบว่ามี
ช่องว่างระหว่างอนุภาคที่เพ่ิมขึ้นเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของ gold ions โดยพิจารณาจาก SEM image ซึ่งแสดงไว้ใน
รูปที่ 37 
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A1 B1 C1 D1
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รูปที่ 39 SEM image ของอนุภาคของทองค้าและเงินในระดับนาโนเมตร เมื่อใช้ gold ions ที่ความเข้มข้นต่างๆ 

เป็นตัวกระตุ้น ได้แก่ (A) 0, (B) 0.1, (C) 0.3 และ (D) 0.5 mM โดยถ่ายภาพที่ก้าลังขยาย (1) 20,000 เท่า และ 

(2) 10,000 เท่า 

 
อนุภาคของเงิน มีขนาดอนุภาคเฉลี่ยอยู่ในช่วง 261±184 nm เมื่อใช้ความเข้มของ gold ions ที่ 0.1 mM และมี
ขนาดเฉลี่ยเล็กลงคือ 109±31 nm เมื่อใช้ความเข้มของ gold ions ที่ 0.5 mM ดังแสดงการกระจายตัวของขนาด
อนุภาคที่สังเคราะห์ได้ในรูปที่ 38 ที่ความเข้มข้นอ่ืนๆ ของ gold ions นอกจากนี้จะเห็นได้ว่าการกระจายตัวของ
อนุภาคลดลงเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของ gold ions โดยงานวิจัยก่อนหน้านี้ได้อธิบายเกี่ยวกับอัตราการโตของ
อนุภาคที่ลดลงเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของ gold ions ท้าให้ขนาดอนุภาคโดยรวมเล็กลงและมีความสม่้าเสมอเพ่ิม
สูงขึ้น [45] 
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รูปที ่40 Histrogram แสดงการกระจายตัวของอนุภาคของทองค้าและเงินในระดับนาโนเมตร เมื่อใช้ gold ions 

ที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็นตัวกระตุ้น ได้แก่ (A) 0, (B) 0.1, (C) 0.3 และ (D) 0.5 mM โดยแสดงขนาดเฉลี่ยและค่า

เบี่ยงเบนมาตรฐานของอนุภาคเอาไว้ จากการวัดที่ 300 อนุภาคต่อ 1 ตัวอย่าง 

 
หลังจากนั้นคณะผู้ วิจัยได้ยืนยันองค์ประกอบของธาตุบนพ้ืนผิวด้วยเทคนิค energy dispersive X-ray 
spectroscopy (EDS) โดยคณะผู้วิจัยได้แสดง EDS spectrum ของอนุภาคของทองค้าและเงินในระดับนาโนเมตร 
ซึ่งพบค่าสัญญาณของธาตุทองค้าและเงินดังแสดงไว้ในรูปที่ 39 พบว่าทุกตัวอย่างจะมี silver chloride (AgCl) ที่
หลงเหลือจากปฎิกิริยาและสามารถก้าจัดได้ง่ายดังแสดงในการสังเคราะห์อนุภาคทองค้าระดับนาโนเมตรที่มี
โครงสร้างแบบหนามในผลการทดลองก่อนหน้านี้แล้วโดยการเปลี่ยนให้อยู่ในรูป silver-amine complex ที่
ละลายน้้าได้ดีด้วยสารละลายแอมโมเนีย [41] จากผลการทดลองพบว่าปฎิกิริยาที่เกิดขึน้สามารถเกิดได้ดีบนพื้นผิว
ของอนุภาคเงิน สามารถสังเกตได้จากเปอร์เซ็นต์ทองค้าที่สูงกว่าอัตราส่วนของ gold ions ที่ใช้ในการท้าปฎิริยา 
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รูปที่ 41 EDS spectrum ของอนุภาคของทองค้าและเงินในระดับนาโนเมตร เมื่อใช้ gold ions ที่ความเข้มข้น

ต่างๆ เป็นตัวกระตุ้น ได้แก่ (A) 0, (B) 0.1, (C) 0.3 และ (D) 0.5 mM โดยมีตารางสรุปร้อยละปริมาณของธาตุบน

พ้ืนผิวที่ตรวจวัดได้  

 
3. การใช้วัสดุรองรับจากอนุภาคของทองค้าและเงินที่พัฒนาขึ้นในเทคนิคพ้ืนผิวขยายสัญญาณรามาน 

 3.1 ประสิทธิภาพของอนุภาคของทองค้าและเงินที่พัฒนาขึ้น 

 วัสดุที่ได้พัฒนาข้างต้นสามารถท้าการสังเคราะห์ได้ทันทีบนกระจกและเกิดเป็นชั้นฟิล์มบางที่ยึดติดบนผิว
กระจกได้ดี หลังจากกระบวนการล้างท้าความสะอาดด้วยแอมโมเนียและน้้าปราศจากไอออนแล้วท้าให้แห้งสนิท 
ชั้นของอนุภาคทองค้าและเงินจะแสดงลักษณะคล้าวผิวกระจกเงา เบื้องต้นคณะผู้วิจัยได้ทดสอบความสามารถใน
การขยายสัญญาณรามานกับโปรตีน Hev b1 ที่ความเข้มข้น 0.05 µg/µL พบว่าสัญญานรามานที่ เกิดขึ้น
แปรผกผันกับความเข้มข้นของ gold ions ที่ถูกเติมลงไปในระบบซึ่งแสดงไว้ในรูปที่ 40 ในกรณีที่ไม่มีการเติม 
gold ions หรือมีเฉพาะอนุภาคเงินเพียงอย่างเดียวกลับได้สัญญานรามานสูงสุด โดยใช้พลังงานของเลเซอร์ที่ใช้ใน
การกระตุ้นแค่ 0.1 mW เท่านั้น จากผลการทดลองนี้จึงสรุปได้ว่า โปรตีน Hev b1 สามารถเกิดพันธะกับพ้ืนผิว
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ของโลหะเงินและมีการกระจายได้ดี ท้าไม่มีการสะสมพลังงานบนวัสดุตรวจวัดและไม่ขัดขวางการให้สัญญานรา
มานของตัวอย่าง 
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รูปที่ 42 สเปกตรัมรามานของโปรตีน rHev b1 ความเข้มข้น 0.1 µg/µL บนอนุภาคของทองค้าและเงินในระดับ

นาโนเมตร เมื่อใช้ gold ions ที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็นตัวกระตุ้น ได้แก่ (A) 0, (B) 0.1, (C) 0.3 และ (D) 0.5 mM 

เมื่อใช้ก้าลังเลเชอร์ที่ 0.1 mW ที่ความยางคลื่น 532 nm 

 
เมื่อพิจารณาสเปกตรัมรามานของ โปรตีน rHev b1 บริสุทธิ์ โปรตีน rHev b1 บนพ้ืนผิวอนุภาคเงิน และ พ้ืนผิว
อนุภาคเงินอย่างเดียว พบว่าตั้งแต่ช่วง 800 – 2400 cm-1 สเปกตรัมรามานของตัวอย่างมีการซ้อนทับกัน ดังแสดง
ในรูปที่ 41 ส่วนหนึ่งเนื่องมากจากพ้ืนผิวอนุภาคเงินสามารถเกิดพันธะได้ดีกับสารเคมีที่ เป็นผลิตภัณฑ์และ
หลงเหลือจากการสังเคราะห์ ถึงแม้ว่าจะท้าการล้างท้าความสะอาดหลายครั้งก็ตาม ท้าให้สามารถสังเกตสเปกตรัม
รามานของสารที่หลงเหลืออยู่บนพื้นผิวของอนุภาคเงิน ดังนั้นจึงมีแค่สเปกตรัมรามานของ ที่ 760 cm-1 ซึ่งเป็นพีค
ของ Proteins (Tyrosine) ดังแสดงไว้ในตารางที่ 6 ของ Band assignment ที่พบได้ทั้ง Hev b1 และ Hev b3 
[40, 46] โดยพีคข้างต้นไม่มีการรบกวนและถูกน้าไปใช้ในการสร้างกราฟมาตรฐานต่อไป จากเหตุผลในข้างต้น 
ในช่วง 1200 – 1700 cm-1 ซึ่งให้สเปกตรัมที่เป็นเอกลักษณ์ของ Hev b1 และ Hev b3 ถูกบดบังด้วย สเปกตรัม
จากตัววัสดุที่ได้พัฒนาขึ้น ดังนั้นจึงไม่สามารถใช้วัสดุที่พัฒนาขึ้นในการแยกชนิดของโปรตีนที่ผสมกันอยู่ได้ 
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ตารางที่ 6 Band assignment ที่พบในสเปกตรัมรามานของโปรตีนโดยอิงมาจากงานวิจัยก่อนหน้านี้  [40, 46] 
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รูปที่ 43 สเปกตรัมรามานของ อนุภาคเงินในระดับนาโนเมตร (AgNPs) โปรตีน rHev b1 ความเข้มข้น 0.1 µg/µL 

บน Aluminium foil (Hev b1) และ rHev b1 ความเข้มข้น 0.05 µg/µL บน อนุภาคเงินในระดับนาโนเมตร 

(Hev b1/ AgNPs) (ใช้ก้าลังเลเชอร์ที่ไม่เท่ากัน ที่ความยาวคลื่น 532 nm) 

 
อนุภาคเงินระดับนาโนเมตรที่สังเคราะห์ขึ้นสามารถตรึงกระจกได้ดี ถึงแม้ว่าจะท้าการล้างท้าความสะอาดก็ตาม
โดยแผ่นทดสอบที่ได้พัฒนาขึ้นมีลักษณะคล้ายกับแผ่นกระจกเงา ดังแสดงไว้ในรูปที่ 42 ขณะที่อนุภาคเงินระดับนา
โนเมตรที่ถูกตึงบนกระจกมีความหนาอยู่ประมาณ 800 – 1,000 นาโนเมตร ซึ่งวิเคราะห์ผลจากกล้องจุลทรรศน์
แรงอะตอม ดังแสดงไว้ในรูปที่ 43 

Wavenumber (cm-1) Assignment 
640-650 Proteins (Tyrosine) 
750-770 Proteins (Tryptophan) 

1070 Nucleic acid (PO2
- str) 

1470 Lipids and proteins (CH def) 
1650-1670 Amide I 
1240-1280 Amide III 
2800-3000 Proteins, Lipid, fatty acid 
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รูปที ่44 อนุภาคเงินระดับนาโนเมตรสามารถที่ถูกตรึงกระจกขนาด 0.5 × 0.5 ซม.มีพ้ืนผิวคล้ายฟิลม์ของโลหะเงิน 

 

A
B

C

D

 
รปูที ่45 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอมแสดงถึงพ้ืนผิวของอนุภาคเงินระดับนาโนเมตรที่ถูกตึงบนกระจก (A) 

จากนั้นพิจารณาความหนาโดยใช้ Line scan จากบริเวณท่ีมอีนุภาคไปยังบริเวณมราไม่มีอนุภาคท้ังหมดสาม

ต้าแหน่ง (B-D) 

 
 3.2 การยืนยันประสิทธิภาพของวัสดุรองรับชนิดใหม่ที่ได้พัฒนาขึ้น 
 คณะผู้วิจัยได้น้าโปรตีน Hev b1 ที่ความเข้มข้น 0.1 µg/µL มาวิเคราะห์สัญญาณรามาณโดยใช้ก้าลัง
เลเซอร์ต่างกันพบว่า สัญญานรามานของโปรตีน Hev b1 มีค่าลดลงอย่างเห็นได้ชัดเมื่อลดพลังงานกระตุ้น ดัง
แสดงในรูปที่ 44 นอกจากนี้เมื่อลดความเข้มข้นจาก 0.07, 0.05 และ 0.03 µg/µL ค่าสัญญานรามานก็ลดลง
เช่นเดียวกัน ดังแสดงในรูปที่ 45  
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รูปที ่46 สเปกตรัมรามานของโปรตีน rHev b1 ความเข้มข้น 0.1 µg/µL บนแผ่น Aluminium foil เมื่อใช้ก้าลังเล

เชอร์ที่ 0.1 - 10 mW ที่ความยางคลื่น 532 nm 
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รูปที่ 47 สเปกตรัมรามานของโปรตีน rHev b1 ความเข้มข้น 0.07, 0.05 และ 0.03 µg/µL บนแผ่น Aluminium 

foil เมื่อใช้ก้าลังเลเชอร์ที่ 10 mW ที่ความยางคลืน่ 532 nm 

 
ขณะเดียวกันบนวัสดุที่ได้พัฒนาขึ้นพบว่าที่พลังงานกระตุ้นจากเลเชอร์ 0.1 mW สามารถให้สัญญาณรามานได้
ดีกว่า เมื่อลดความเข้มข้นของโปรตีน Hev 1b จาก 0.07 ถึง 0.03 µg/µL ซึ่งเป็นผลมาจากปรากฏการ localized 
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surface plasmon resonance บนอนุภาคโลหะเงินที่สามารถเพ่ิมสัญญาณรามานที่ได้จากตัวอย่างแม้จะใช้
พลังงานกระตุ้นต่้าก็ตาม นอกจากนี้การใช้พลังงานกระตุ้นจากเลเชอร์ต่้าสามารถหลีกเลี่ยงการท้าลายตัวอย่างบน
วัสดุรองรับได้อีกด้วย ดังรูปที่ 46 โดยเปรียบเทียบค่าความเข้มสัญญาณดังกราฟแท่งที่แสดงในรูปที่ 47 ซึ่งให้ค่า
สัญญานรามานสูงขึ้นมากว่า 70 – 90% เมื่อพิจารณาที่ค่าพลังงาน 760 cm-1 นอกจากนี้ผู้วิจัยยังพบว่าหากใช้
พลังงานสูงกว่า 0.1 mW ในการกระตุ้นก็จะเกิด B band และ G band เช่นเดี่ยวกับในกรณีของการตรวจวัด
ตัวอย่างบนอนุภาคทองค้าซึ่งได้แสดงผลไปแล้วก่อนหน้านี้  
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รูปที่ 48 สเปกตรัมรามานของโปรตีน Hev b1 ความเข้มข้น 0.03 - 0.07 µg/µL บนพื้นผิวอนุภาคเงินระดับนาโน

เมตร เมื่อใช้ก้าลังเลเชอร์ที่ 0.1 mW ที่ความยางคลื่น 532 nm 
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รูปที ่49 แผนภูมิแท่งแสดงความเข้มของสัญญาณรามานที่ค่าพลังงาน 760 cm-1 เมื่อพจิารณาจากสเปกตรัมรามา

นของโปรตีน rHev b1 ความเข้มข้น 0.03, 0.05 และ 0.07 µg/µL เปรียบเทียบทั้งบนพื้นผิวอนุภาคเงินระดับนา

โนเมตร (สีแดง) และ Aluminium foil (สีเทา) ที่ใช้เป็นวัสดุรองรับ เมื่อใช้ก้าลังเลเชอร์ที่ 0.1 mW ที่ความยาว

คลื่น 532 nm 
 

 3.3 การสร้างกราฟมาตรฐานของโปรตีน Hev b1 และ Hev b3 บนวัสดุรองรับชนิดใหม่ที่ได้พัฒนาขึ้น 
 เมื่อพบว่าโครงสร้างของอนุภาคเงินระดับนาโนเมตรสามารถน้ามาใช้ในเทคนิคพ้ืนผิวขยายสัญญาณรามาน
ได้แล้วคณะผู้วิจัยจึงได้สร้างกราฟมาตรฐานจากโปรตีนมาตรฐานทั้งสองชนิดคือ Hev b1 และ Hev b3 ที่ทราบ
ความเข้มข้นที่แน่นอน เบื้องต้นพบว่า ที่ความเข้มข้นที่เริ่มให้สัญญาณจะอยู่ที่ 0.03 µg/µL จนกระทั่งที่ความ
เข้มข้นมากกว่า 0.07 µg/µL เริ่มที่จะเกิดลักษณะของ D-band และ G-band ดังรูปที่ 36 อีกครั้ง แสดงให้เห็นว่า
ปริมาณโปรตีนบนพ้ืนผิวที่มากเกินไปส่งผลให้เกิดการสะสมของพลังงานและท้าให้ตัวอย่างเกิดการไหม้เสียหายได้ 
ซึ่งสเปกตรัมรามานของโปรตีน Hev b1 และ Hev b3 บนอนุภาคเงินระดับนาโนเมตร ร่วมถึงกราฟมาตรฐาน ซึ่ง
พิจารณาจากค่าสัญญาณสูงสุดที่ได้จากตัวอย่าง 3 จุด และค้านวณค่าเบียงแบนมาตรฐาน ดังแสดงในรูปที่ 48 และ 
49 ตามล้าดับ  
 



69 
 

400 800 1200 1600 2000 2400 2800 3200
0

200

400

600

800

1000

In
te

n
s
it
y
 (

c
p

s
)

Raman shift (cm
-1
)

0.07 mM

0.05 mM

0.03 mM

0.06 mM

0.04 mM

(A) Hev b1

 
 

400 800 1200 1600 2000 2400 2800 3200
0

200

400

600

800

1000

In
te

n
s
it
y
 (

c
p

s
)

Raman shift (cm
-1
)

0.07 mM

0.05 mM

0.03 mM

0.06 mM

0.04 mM

(B) Hev b3

 
รูปที่ 50 สเปกตรัมรามานของโปรตีน (A) Hev b1 และ (B) Hev b1 ที่ความเข้มข้น 0.03 - 0.07 µg/µL บน

พ้ืนผิวอนุภาคเงินระดับนาโนเมตร เมื่อใช้ก้าลังเลเชอร์ที่ 0.1 mW ที่ความยาวคลื่น 532 nm 
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รูปที่ 51 กราฟมาตรฐานที่พิจาราความเข้มของสัญญาณรามานที่ค่าพลังงาน 760 cm-1 เมื่อพิจารณาจาก

สเปกตรัมรามานของโปรตีน (A) Hev b1 และ (B) Hev b2  b1 ที่ความเข้มข้น 0.03 - 0.07 µg/µL บนพ้ืนผิว

อนุภาคเงินระดับนาโนเมตร เมื่อใช้ก้าลังเลเชอร์ที่ 0.1 mW ที่ความยางคลื่น 532 nm 

 

4. การตรวจสอบปริมาณโปรตีนด้วยวิธี ELISA 

 4.1 การตรวจสอบการจับกันของโปรตีน Hev b1 หรือ Hev b3 และแอนติบอดีต่อโปรตีนนั้น ๆ โดยวิธี 

Western blot 
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 จากการวิเคราะห์โปรตีน Hev b1 และ Hev b3 จากน้้ายางพาราสดและโปรตีนลูกผสม rHev b1 และ 

rHev b3 บริสุทธิ์ด้วย 15% SDS-PAGE ดังแสดงรูปที่ 50A และตรวจสอบการจับกันของโปรตีนกับแอนติบอดีต่อ

โปรตีนนั้น ๆ โดยวิธี Western blot ดังแสดงรูปที่ 50B พบว่าแอนติบอดีที่สังเคราะห์จากล้าดับกรดอะมิโนของ

โปรตีนลูกผสม rHev b1 สามารถจับจ้าเพาะกับโปรตีน Hev b1 จากน้้ายางพาราสดและโปรตีนลูกผสม rHev b1 

ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ดังแสดงในรูปที่ 50 แถวที่ 2-6 (A-B) นอกจากนี้ยังพบว่าแอนติบอดีต่อโปรตีน rHev b1 มี

ความสามารถจับจ้าเพาะได้เฉพาะโปรตีน Hev b1 ซึ่งมีปริมาณน้อยมาก จะปรากฎแถบบาง ๆ เมื่อท้า Western 

blot ไม่เกิดการจับกับโปรตีน Hev b3 แม้ว่าแถบโปรตีน Hev b3 จะปรากฎเข้มในเจล SDS-PAGE ก็ตาม ดัง

แสดงในรูปที่ 50 A-B แถวที่ 4 เช่นเดียวกับแอนติบอดีของโปรตีน rHev b3 ซ่ึงสามารถจับจ้าเพาะได้ทั้งโปรตีน 

Hev b3 จากน้้ายางพาราสดและโปรตีนลูกผสม rHev b3 ซึ่งผลิตจากแบคทีเรีย ดังแสดงในรูปที่ 50 แถวที่ 8-12 

(A-B) และแอนติบอดีต่อโปรตีน rHev b3 มีความสามารถจับจ้าเพาะได้เฉพาะโปรตีน Hev b3 จากน้้ายางพารา

สด ดังแสดงในรูปที่  50 A-B แถวที่  4 ผลการทดลองดังกล่าวบ่งชี้ว่าการจับของโปรตีนกับแอนติบอดีมี

ความจ้าเพาะสูง เมื่อใช้แอนติบอดีที่เจือจาง 1:5,000 ไม่ปรากฎแถบโปรตีนปนเปื้อนตัวอ่ืนหรือไม่เกิด non-

specific binding กับโปรตีนอ่ืนในการท้า western blot แม้ว่าในรูปที่ 50 แถวที่ 2, 4, 8, และ 10 จะมีโปรตีน

อ่ืนปนเปื้อนมากก็ตาม  
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รูปที่ 52 แบบแผนโปรตีน Hev b1 และ Hev b3 จากการสกัดน้้ายางพาราสดและโปรตีนลูกผสม rHev b1 และ 

rHev b3 ที่ผลิตจากแบคทีเรียเมื่อวิเคราะห์ด้วย 15% SDS-PAGE (A) และ western blot (B) (1 และ 7) โปรตีน

มาตรฐาน (2 และ 8) น้้ายางพาราสด (3 และ 9) ส่วนใสที่สกัดด้วย 1% SDS และ 0.1% Triton X-100 (4 และ 

10) ส่วนใสที่ล้างด้วย wash buffer (0.1 M Tris-HCl pH 7.4, 10 mM DTT, 5 mM MgSO4 ) (5) โปรตีน Hev 

b1 บริสุทธิ์จากน้้ายางพาราสด (6) โปรตีนลูกผสม rHev b1 บริสุทธิ์ (11) โปรตีน Hev b3 บริสุทธิ์จากน้้า

ยางพาราสด (12) โปรตีนลูกผสม rHev b3 บริสุทธิ์ 

 

 4.2 การตรวจสอบการจับกันของโปรตีน Hev b1 หรือ Hev b3 และแอนติบอดีด้วยวิธี ELISA 

จาการท้า Western blot ยืนยันได้ว่าโปรตีน Hev b1 หรือ Hev b3 สามารถจับกับแอนติบอดีต่อโปรตีน

นั้น ๆ ได้ดี ซึ่งวิธีดังกล่าวเป็นการบ่งชี้เชิงคุณภาพที่สามารถรายงานได้ว่าโปรตีนและแอนติบอดีเกิดการจับกันได้

หรือไม่ แต่ไม่สามารถระบุการจับกันเชิงปริมาณได้ ดังนั้นผู้วิจัยจึงศึกษาการจับกันของโปรตีนและแอนติบอดีโดยวิธี 

ELISA ซึ่งเป็นการบ่งชี้ทางปริมาณอีกทั้งวิธีการดังกล่าวนี้สามารถตรวจวัดโปรตีนที่มีปริมาณน้อยได้ดีกว่าวิธีการ 

western blot โดยเริ่มต้นจากการหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของแอนติบอดีในการท้า ELISA ตั้งแต่ 1:1,000 – 

1:10,000 จับกับโปรตีนที่สนใจได้แก่ โปรตีน Hev b1 หรือ Hev b3 ปริมาณ 2 ไมโครกรัม ซึ่งยึดเกาะอยู่บนผิว

เพลท ตรวจสอบการจับกันของโปรตีนและแอนติบอดี โดยการเติมแอนติบอดีที่สามารถจับแอนติบอดีที่สนใจได้มี

ซึ่งเอนไซม์ horseradish peroxidase (HRP) ติดอยู่ด้วย เมื่อเติม TMB substrate ลงในปฏิกิริยา เอนไซม์เพอร

อกซิเดสจะเปลี่ยน TMB substrate ซึ่งเป็นสารละลายไม่มีสี ให้เกิดเป็นสารละลายสีม่วง-คราม ดังแสดงในรูปที่ 

51 สามารถวัดค่าปฏิกิริยาการเกิดสีได้ที่ความยาวคลื่น 650 นาโนเมตร ดังแสดงในตารางที ่7  

 
ตาราง 7 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 650 nm ของโปรตีน-แอนติบอดีแบบต่าง ๆ ในกระบวนการ 
ELISA 

โปรตีน-แอนติบอดี 
ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 650 nm (A650) 

1:1,000 1:3,000 1:5,000 1:8,000 1:10,000 

Hev b1-anti rHev b1 0.099 0.089 0.072 0.068 0.046 

rHev b1-anti rHev b1 0.101 0.096 0.073 0.069 0.057 

rHev b3-anti rHev b3 0.082 0.074 0.068 0.043 0.037 



73 
 

 

รูปที่ 53 ปฏิกิริยาการเกิดสีของ TMB substrate โดยเอนไซม์ horseradish peroxidase (HRP) จากการท้า 

ELISA เพ่ือหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของแอนติบอดีต่อโปรตีน rHev b1 หรือ rHev b3  

 

หลังจากนั้นหยุดปฏิกิริยาด้วย H2SO4 สารละลายจะเปลี่ยนสีจากม่วง-ครามเป็นสีเหลือง ดังแสดงในรูปที่ 52 ซึ่งวัด

ค่าการดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร ดังแสดงในตารางที่ 8 

 

ตาราง 8 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 nm ของโปรตีน-แอนติบอดีแบบต่าง ๆ ในกระบวนการ 

ELISA 

 

 

รูปที่ 54 ปฏิกิริยาการเปลี่ยนสีของ TMB substrate โดยเอนไซม์ horseradish peroxidase (HRP) จากการท้า 

ELISA หลังการเติม 2 M H2SO4  

โปรตีน-แอนติบอดี 
ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 nm (A450) 

1:1,000 1:3,000 1:5,000 1:8,000 1:10,000 

Hev b1-anti rHev b1 1.091 0.866 0.862 0.483 0.159 

rHev b1-anti rHev b1 1.133 1.091 0.841 0.511 0.179 

rHev b3-anti rHev b3 0.783 0.658 0.421 0.119 0.071 
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จากปฏิกิริยาการเข้าคู่ที่มีความจ้าเพาะของโปรตีน Hev b1 หรือ rHev b1 กับแอนติบอดี anti-rHev b1 
พบว่า เมื่อใช้แอนติบอดีความเข้มข้นสูง 1:1,000 – 1:5,000 ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร มี
ค่าค่อนข้างสูงซึ่งอาจเกิดจากปริมาณแอนติบอดีที่มากเกินพอ แต่เมื่อพิจารณาการเจือจางแอนติบอดีที่อัตราส่วน
1:8,000 พบว่าค่าการดูดกลืนแสงอยู่ในช่วงที่เหมาะสม ประมาณ 0.4-0.5 ส้าหรับโปรตีน rHev b3 ไม่ทดสอบ
ปฏิกิริยาการจับของโปรตีน Hev b3 จากน้้ายางพาราสดกับแอนติบอดี anti-rHev b3 เนื่องจากโปรตีน Hev b3 
ในน้้ายางพาราสดท้าบริสุทธิ์ได้ยากและจากค่าการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยา Hev b1-anti rHev b1 และ rHev 
b1-anti rHev b1 ได้ค่าใกล้เคียงกัน ดังนั้นจึงเลือกศึกษาเฉพาะปฏิกิริยา rHev b3-anti rHev b3 พบค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตรที่เหมาะสมเมื่อใช้แอนติบอดีเจือจาง 1:5,000 เท่า ดังนั้นส้าหรับการ
ทดลองการท้า ELISA ต่อไปจะใช้ความเข้มข้นแอนติบอดี anti rHev b1 อัตราส่วน 1:8,000 และ anti rHev b3 
อัตราส่วน 1:5,000 

 
 4.3 การยืนยันโครงสร้างของโปรตีน rHev b1 และ rHev b3 โดย ใช้แอนติบอดีสลับกัน 
 เนื่องจากเทคนิค Raman Spectroscopy ได้ผลของ Raman Spectrum ที่คล้ายคลึงกัน ถือว่าไม่มีความ
แตกต่างกันในเทคนิค Vibrational spectroscopy คณะผู้วิจัยจึงได้วางแผนยืนยันโครงสร้างของโปรตีนทั้ง 2 ชนิด 
ด้วยเทคนิค ELISA  โดยการศึกษาปฏิกิริยาการจับกันของโปรตีนและแอนติบอดีต่างชนิดเพ่ือใช้ในการยืนยัน
โครงสร้างของโปรตีนดังกล่าว ผลการทดลองแสดงดังแสดงในตารางที่ 9 
 
ตาราง 9 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  450 nm เมื่อสลับ โปรตีน-แอนติบอดีแบบต่าง ๆ ใน

กระบวนการ ELISA 

ครัง้ที่ 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 nm (A450) 

rHev b1-anti rHev 

b1 

rHev b1-anti rHev 

b3 

rHev b3-anti rHev 

b3 

rHev b3-anti rHev 

b1 

ค่าเฉลี่ย 0.409 0.008 0.499 0.003 

SD 0.014 0.006 0.064 0.003 

 

 จากการทดลองพบว่าเมื่อท้าปฏิกิริยา rHev b1-anti rHev b1 จะได้ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

450 นาโนเมตรเฉลี่ยเป็น 0.409 แต่เมื่อใช้โปรตีน rHev b1 จับกับแอนติบอดี anti rHev b3 พบว่าค่าการดูดกลืน

แสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตรลดลงอย่างมีนัยส้าคัญเป็น 0.001 ท้านองเดียวกันกับการสลับแอนติบอดีใน

การศึกษาการจับของโปรตีน rHev b3 กับ anti rHev b1 พบว่าค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโน
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เมตรลดลงจาก 0.499 เป็น 0.003 ผลการทดลองบ่งชี้อย่างชัดเจนว่าแอนติบอดีต่อโปรตีน rHev b1 หรือ rHev 

b3 จับจ้าเพาะได้กับโปรตีนนั้น ๆ ซึ่งผลการทดลองดังกล่าวนี้สอดคล้องกับผลการท้า Western blot ทีไ่ด้กล่าวมา

ข้างต้นแล้ว ยืนยันได้ว่าโปรตีน rHev b1 มีโครงสร้างแตกต่างกับโปรตีน rHev b3 อย่างชัดเจน 

 

4.4 การสร้างกราฟมาตรฐานของโปรตีน rHev b1 และ rHev b3 

 กราฟมาตรฐานของโปรตีน Hev b1 และ Hev b3 ถูกสร้างโดยใช้โปรตีนลูกผสม Hev b1 และ Hev b3 

ปริมาณต่าง ๆ ตั้งแต่ 0-0.35 ไมโครกรัม เมื่อพล๊อตกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตรและปริมาณโปรตีนลูกผสม rHev b1 และ rHev b3 จะได้กราฟเป็นเส้นตรง ดัง

แสดงในรูปที่ 53 ซึ่งกราฟดังกล่าวนี้สามารถใช้หาความปริมาณโปรตีน Hev b1 และ Hev b3 ในผลิตภัณฑ์ที่ท้า

จากยางธรรมชาติได ้
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รูปที่ 55 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตรและปริมาณ
โปรตีนลูกผสม rHev b1 และ rHev b3 (µg) 
 

5. การเปรียบเทียบความใช้ได้ของวิธีการทั้งสองในการตรวจวัดปริมาณโปรตีน Hev b1 และ Hev b3 
 ค่าที่แสดงความใช้ได้ของวิธีการ ได้แก่ ช่วงของความเป็นตรงของกราฟมาตรฐาน ขีดจ้ากัดการตรวจหา 

ขีดจ้ากดัการวัดเชิงปริมาณ เปอร์เซ็นการได้กลับคืน และส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ ซึ่งได้ถูกน้ามาค้านวนและ

เปรียบเทียบในตารางที่ 10 และได้แปลงให้อยู่ในหน่วยเดียวกันเพ่ือง่ายต่อการเปรียบเทียบ โดยค่าเหล่านี้ยืนยัน

ความใช้ได้ของวิธีซึ่งมีค่าอยู่ในเกณฑ์มาตรฐานจากงานวิจัยก่อนหน้านี้ โดยเฉพาะค่าเปอร์เซ็นการได้กลับคืนต้องอยู่

ในช่วง 75 – 125% และ ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ จะต้องไม่เกิน 10% ถึงจะยอมรับได้ว่าการวิเคราะห์นั้นมี

ความน่าเชื่อถือ จากตารางด้านล่างโดยรวมแล้วจะเห็นได้ว่าวิธีทาง ELISA มีประสิทธิภาพในการตรวจวัดโปรตีนทั้ง

สองชนิดได้ต่้ากว่า วิธีที่ทางคณะผู้วิจัยได้พัฒนาขึ้น (SERS) ถึง 250 – 1,000 เท่า เมื่อพิจารณาจากขีดจ้ากัดการ

ตรวจหา 
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ตาราง 10 แสดงความใช้ได้ของวิธีจากค่าต่าง ๆ โดยพิจารณาเปรียบเทียบทั้ง 2 วิธี  

 SERS ELISA 

 Hev b1 Hev b3 Hev b1 Hev b3 

1. ช่วงของความเป็นตรง

ของกราฟมาตรฐาน 
90 – 50 ng/µL 90 – 50 ng/µL 

0.05 – 0.25 µg 

(0.33 - 1.67 

ng/µL) 

0.05 – 0.25 µg 

(0.33 - 1.67 

ng/µL) 

2. ขีดจ้ากัดการตรวจหา 

(LOD) 
6 ng/µL 5 ng/µL 

0.006 µg 

(0.04 ng/µL) 

0.02 µg 

(0.13 ng/µL) 

3. ขีดจา้กัดการวัดเชิง

ปริมาณ (LOQ) 
20 ng/µL 10 ng/µL 

0.02 µg 

(0.13 ng/µL) 

0.06 µg 

(0.4 ng/µL) 

4. เปอร์เซ็นการได้กลับคืน 

(%Recovery) 

116 % 

(0.09 µg/µL) 

122% 

(0.07 µg/µL) 

121% 

(0.05 µg/µL) 

116 % 

(0.09 µg/µL) 

110% 

(0.07 µg/µL) 

123% 

(0.05 µg/µL) 

115 % 

(0.05 µg) 

120% 

(0.15 µg) 

109% 

(0.25 µg) 

115 % 

(0.05 µg) 

111% 

(0.15 µg) 

119% 

(0.25 µg) 

5. ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สัมพัทธ์ (%RSD) 
10 % 9 - 10 % 4 – 6 % 6 - 8 % 

 

6. การเปรียบเทียบวิธีที่ได้พัฒนาขึ้นกับวิธีมาตรฐานในการตรวจวัดปริมาณโปรตีน Hev b1 และ Hev b3 

เนื่องจากช่วงการตรวจวัดปริมาณโปรตีนทั้ง Hev b1 และ Hev b3 ในวิธี ELISA ช่วงในการตรวจวัดต่้ากว่า วิธีที่ได้

พัฒนาขึ้น (µg/µL) ดังนั้นคณะผู้วิจัยจึงเลือกค่ากลางของปริมาณโปรตีนที่ได้ทดสอบคือ 0.07 µg/µL ส้าหรับวิธีที่

ได้พัฒนาขึ้น และท้าการเจือจาง 100 เท่า จะได้ความเข้มข้น 0.7 ng/µL ส้าหรับวิธี ELISA จากนั้นจึงตรวจวัด

ปริมาณของ โปรตีน Hev b1 และ Hev b3 จากวิธีที่พัฒนาขึ้น (1. SERS (µg/µL)) และ (2. ELISA (µg/µL) (x 

100)) แล้วเปรียบเทียบความแตกต่างของวิธีการทั้งสองด้วยวิธีการทางสถิติคือ t-test โดยพิจารณาที่ความเชื่อมัน 

95% ดังแสดงในตารางพบว่า ความเข้มข้นที่วิเคราะห์ได้จากวิธีที่ได้พัฒนาขึ้นและ ELISA ไม่มีความแตกต่างอย่างมี
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นัยยะส้าคัญเมื่อพิจารณาค่า t Stat < t Critical two-tail นั้นแสดงให้เห็นถึงวิธีที่ได้พัฒนาให้ค่าที่แม่นย้าเมื่อเทียบกับวิธี

มาตรฐาน โดยแสดงในตารางที่ 11 และ 12 

 

ตาราง 11 แสดงความเข้มของของโปรตีนทั้ง 2 ชนิดที่หาได้จากวิธี SERS และ ELISA  

1. SERS (µg/µL) ELISA (µg) ELISA (ng/µL) 
2. ELISA (µg/µL) 

(x 100) 

Hev b1 Hev b3 Hev b1 Hev b3 Hev b1 Hev b3 Hev b1 Hev b3 

0.095 0.075 0.110 0.109 0.733 0.727 0.073 0.073 

0.089 0.085 0.130 0.121 0.867 0.807 0.087 0.081 

0.072 0.072 0.120 0.098 0.800 0.653 0.080 0.065 

 

ตาราง 12 แสดงคา่ทางสถิติค้านวณด้วยวิธี t-test ของโปรตีนทั้ง 2 ชนิดที่หาได้จากวิธี SERS และ ELISA  

 Hev b1 Hev b3 t- test 

t Stat 0.68 0.72 No statistically  

significant difference 

(t Stat < t Critical two-tail) t Critical two-tail 3.18 2.78 

 

7. การสกัดโปรตีน Hev b1 และ Hev b3 จากถุงมือยาง 

 ในงานวิจัยนี้เลือกทดสอบผลิตภัณฑ์จากยางธรรมชาติคือ ถุงมือยาง ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ที่ใช้กันแพร่หลาย

ทั่วไป และเป็นหนึ่งในผลิตภัณฑ์ที่บริษัทที่ร่วมวิจัยในงานนี้ได้ผลิตขึ้น จากการตรวจสอบการสกัดโปรตีน Hev b1 

และ Hev b3 จากถุงมือยางด้วยสารละลายต่าง ๆ ตามงานวิจัยก่อนหน้านี้ โดยวิธี 15% SDS-PAGE ไม่พบแถบ

โปรตีนใด ๆ ในสารสกัดที่ใช้ PBS pH 7.2 หรือ wash buffer ดังแสดงรูปที่ 54 แถวที่ 2-7 และ รูปที่ 55 แถวที่ 

1-3,8-10 แต่เมื่อใช้สารสกัด PBS pH 7.2 ที่มี 1% SDS พบแถบโปรตีนที่บ่งชี้ว่าเป็นโปรตีน Hev b1 อย่างชัดเจน

และแถบโปรตีน Hev b3 จาง ๆ ดังแสดงในรูปที่ 55 โดยพบว่าเมื่อใช้เวลาสกัดเพ่ิมขึ้นจะปรากฏแถบโปรตีนทั้ง

สองชัดเจนขึ้นทั้งท่ีอุณหภูมิห้อง (25 °C) และ 37 °C 
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รูปที ่56 แบบแผนโปรตีน Hev b1 และ Hev b3 จากการสกัดถุงมือยางด้วย PBS วิเคราะห์โดย 15% SDS-PAGE 

(1) โปรตีนมาตรฐาน (2,3,4) สารสกัดโปรตีนจากถุงมือยางโดยใช้ PBS ทีอุ่ณหภูมิห้อง (25 °C) เป็นเวลา 2, 12 

และ 24 ชั่วโมงตามล้าดับ  (5,6,7) สารสกัดโปรตีนจากถุงมือยางโดยใช้ PBS ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 2, 12 

และ 24 ชั่วโมงตามล้าดับ 

 

 

รูปที ่57 แบบแผนโปรตีน Hev b1 และ Hev b3 จากการสกัดถุงมือยางด้วย wash buffer และ PBS pH 7.2 ที่มี 

1% SDS วิ เคราะห์ โดย 15%  SDS-PAGE (1,2,3) สารสกัดโปรตีนจากถุ งมือยางโดยใช้  wash buffer ที่

อุณหภูมิห้อง (25 °C) เป็นเวลา 2, 12 และ 24 ชั่วโมงตามล้าดับ (4,5,6) สารสกัดโปรตีนจากถุงมือยางโดยใช้ PBS 

pH 7.2 ที่มี 1% SDS ที่อุณหภูมิห้อง (25 °C) เป็นเวลา 2, 12 และ 24 ชั่วโมงตามล้าดับ (7) โปรตีนมาตรฐาน 

(8,9,10) สารสกัดโปรตีนจากถุงมือยางโดยใช้ wash buffer ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 2, 12 และ 24 ชั่วโมง

ตามล้าดับ (11,12,13) สารสกัดโปรตีนจากถุงมือยางโดยใช้ PBS ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 2, 12 และ 24 

ชั่วโมงตามล้าดับ  
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แม้ว่าผลจากการท้า 15% SDS-PAGE จะไม่ปรากฎแถบโปรตีน Hev b1 และ Hev b3 แต่อาจจะมีโปรตีนเหล่านี้

ปริมาณน้อยกว่าที่จะสามารถตรวจวัดได้โดยวิธี SDS-PAGE คณะผู้วิจัยจึงน้าสารสกัดทั้งหมดไปท้า ELISA ปรากฎ

ว่าไม่สามารถวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตรได้ ดังแสดงในรูปที่ 56 ทั้งนี้คณะผู้วิจัยคาดว่า 

SDS อาจมีผลต่อการยึดเกาะของโปรตีนในวัสดุรองรับ  
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รูปที ่58 แสดงค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร จากการท้า ELISA ของสารสกัดถุงมือยางโดยใช้

สภาวะสกัดต่าง ๆ โดยใช้โปรตีน Hev b1 และ Hev b3 ความเข้มข้น 1 µg เป็นตัวเปรียบเทียบ  

 

เนื่องจากสภาวะการสกัดต่าง ๆ ในข้างต้นไม่สามารถสกัดโปรตีนออกมาได้  ซึ่งมีโอกาสเป็นไปได้สองแบบ

คือ โปรตีนตกค้างมีปริมาณที่ต่้ามาก หรือ สภาวะการสกัดยังไม่เหมาะสมที่จะดึงโปรตีน Hev b1 และ Hev b3 

ออกมา นอกจากนี้ การใช้ SDS ยังส่งผลรบกวนสัญญาณรามาน เมื่อท้าการตรวจวัดตัวอย่างบนอนุภาคเงินที่มี

โครงสร้างในระดับนาโนเมตร ซึ่งคณะผู้วิจัยต้องการหลีกเลี่ยงการใช้สารในกลุ่มนี้ตั้งแต่กระบวนการสกัดโปรตีน

แล้ว คณะผู้วิจัยจึงท้าการทดลองเพ่ิมโดยตั้งสมมุติฐานว่าให้ใช้สารกลุ่มตัวท้าละลายอินทรีย์ ซึ่งผู้วิจัยเลือกใช้เอทา

นอล (EtOH) น่าจะช่วยเพ่ิมการละลายของโปรตีนข้างต้นและน่าจะสกัดโปรตีนออกมากได้มากขึ้น นอกจากนี้ 

EtOH ยังสามารถระเหยได้ง่าย จึงไม่น่าจะมีผลรบกวนต่อการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคพ้ืนผิวขยายสัญญาณรามาน 

คณะผู้วิจัยจึงใช้ EtOH ต่อน้้าในอัตราส่วนต่าง ๆ เพ่ือใช้ในการสกัด จากนั้นน้าไปตรวจวิเคราะห์บนวัสดุที่ได้

พัฒนาขึ้น ด้วยเทคนิคพ้ืนผิวขยายสัญญาณรามาน เบื้องต้นพบว่าไม่ปรากฏพีคที่พลังงาน 760 cm-1 ดังแสดงในรูป
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ที ่57 ซึ่งเป็นพีคที่ใช้ในการท้ากราฟมาตรฐานของโปรตีน Hev b1 และ Hev b3 ซึ่งได้แสดงผลการทดทองไปก่อน

หน้านี้แล้ว  

 

400 800 1200 1600 2000 2400 2800 3200
0

500

1000

1500

2000

2500

3000

In
te

n
s
it
y
 (

c
p

s
)

Wavenumber (cm
-1
)

DI

DI:EtOH (9:1)

DI:EtOH (8:2)

DI:EtOH (7:3)

DI:EtOH (6:4)

DI:EtOH (5:5)

EtOH

 
รปูที่ 59 สเปกตรัมรามานของตัวอย่างที่ท้าการสกัดบนพื้นผิวอนุภาคเงินระดับนาโนเมตร โดยใช้เอทานอล (EtOH) 

ต่อน้้าปราศจากไอออน (DI) ที่อัตราส่วนโดยปริมาตรต่าง ๆ เมื่อใช้ก้าลังเลเชอร์ที่ 0.1 mW ที่ความยาวคลื่น 532 

nm 

 

จากนั้นจึงท้าการทดลองเพ่ิมด้วยการตรวจสอบโปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE พบว่าไม่ปรากฎแถบโปรตีนใด 

ๆ ดังแสดงในรูปที่ 58 จากนั้นน้าสารสกัดทั้งหมด 5 มิลลิลิตรไปตกตะกอนด้วยอะซิโตน อีกครั้งปรากฎว่ามีตะกอน

น้อยมาก แล้วละลายตะกอนกลับด้วย 50 mM carbonate buffer, pH 9.6 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ดังวิธีการที่

ได้อธิบายไว้ในข้างต้นแล้ว แล้วน้าสารสกัดไปวิเคราะห์ด้วยวิธี ELISA ปริมาตร 150 ไมโครลิตรต่อหลุม พบว่าค่า

การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตรมีค่าต่้ากว่าช่วงของความเป็นตรงของกราฟมาตรฐานในเทคนิคนี้ 

ดังแสดงในรูปที่ 59 บ่งชี้ได้ว่าในการสกัดโปรตีนบนผลิตภัณฑ์โดยใช้น้้าและเอทานอลไม่สามารถสกัดโปรตีนได ้
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รูปที ่60 แบบแผนโปรตีน Hev b1 และ Hev b3 จากการสกัดถุงมือยางด้วยน้้ากลั่นผสมเอทานอลอัตราส่วนต่าง 

ๆ วิเคราะห์โดย 15% SDS-PAGE (1) โปรตีนมาตรฐาน (2) สารสกัดถงุมือยางด้วยน้้ากลั่น (3) สารสกัดถุงมือยาง

ด้วยน้้ากลัน่ผสมเอทานอลอัตราส่วน 9:1 (4) สารสกัดถุงมือยางด้วยน้้ากลั่นผสมเอทานอลอัตราส่วน 8:2 (5) สาร

สกัดถุงมือยางด้วยน้้ากลั่นผสมเอทานอลอัตราส่วน 7:3 (6) สารสกัดถุงมือยางด้วยน้้ากลั่นผสมเอทานอลอัตราส่วน 

6:4 (7) สารสกัดถุงมือยางด้วยน้้ากลั่นผสมเอทานอลอัตราส่วน 5:5 
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รูปที ่61 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร จากการท้า ELISA ของสารสกัดถุงมือยางโดยใช้

เอทานอล (EtOH) ต่อน้้าปราศจากไอออน (DI) ที่อัตราส่วนโดยปริมาตรต่าง ๆ โดยใช้โปรตีน Hev b1 และ Hev 

b3 ความเข้มข้น 1 µg เป็นตัวเปรียบเทียบ 
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จากนั้นผู้วิจัยจึงท้าการวิจัยเพ่ิมโดยย้อนกลับไปในวิธีที่ใช้ SDS ที่ช่วยในการสกัดโปรตีน เนื่องจากผลการท้า 

15% SDS-PAGE ปรากฎแถบโปรตีน Hev b1 และ Hev b3 แต่ผลจากการท้า ELISA บ่งชี้ว่าไม่เกิดการจับกันของ

โปรตีน Hev b1 และ Hev b3 กับแอนติบอดี คาดว่า SDS น่าจะมีผลต่อการยึดเกาะของโปรตีน อาจเนื่องมาจาก

คุณสมบัติของ SDS ซึ่งเป็นสารในกลุ่ม Surfactance มีสมบัติซะล้างสารอินทรีย์ได้ดี จึงชะเอาโปรตีนออกจาก

เพลทได้ ดังแสดงไว้ในรูปที่ 56 ดังนั้นจึงจ้าเป็นต้องก้าจัด SDS ออกจากสารสกัดก่อนน้ามาท้า ELISA โดยน้าสาร

สกัดไป dialyze ในน้้ากลั่น 48 ชั่วโมง หลังการ dialyze แม้จะสามารถก้าจัด SDS ได้ แต่โปรตีนเกิดการ

ตกตะกอน จึงท้าการเก็บแยกส่วนใสและตะกอนโดยวิธีหมุนเหวี่ยง จากนั้นน้าส่วนใสไปท้า ELISA ได้ผลการ

ทดลองดังรูปที่ 60 ซึ่งวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตรได้ต่้า และค่า A450 ไม่สัมพันธ์กับ

ปริมาณโปรตีนที่ปรากฎในเจล SDS-PAGE 
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รูปที ่62 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร จากการท้า ELISA ของสารสกัดถุงมือยางโดยใช้

บัฟเฟอร์ PBS pH 7.2 ที่มี 1% SDS ที่ อุณหภูมิห้อง (RT: 25 °C) และ 37 °C (HT) เป็นเวลา 2, 12 และ 24 

ชั่วโมง หลังท้าการ dialyze ในน้้ากลั่น 48 ชั่วโมง โดยใช้โปรตีน Hev b1 และ Hev b3 ความเข้มข้น 1 µg เป็น

ตัวเปรียบเทียบ  

 

 ส้าหรับตะกอนที่เกิดขึ้น ล้างด้วยน้้ากลั่น 3 ครั้ง และละลายตะกอนกลับด้วย 50 mM carbonate 

buffer, pH 9.6 ส้าหรับสารสกัดถุงมือยางจากบัฟเฟอร์ PBS pH 7.2 ที่มี 1% SDS ที่อุณหภูมิ 37 °C นาน 2 
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ชั่วโมง ก้าจัด SDS โดยน้ามาตกตะกอนด้วยอะซิโตนหรือผ่านคอลัมน์ Sephadex G75 จากนั้นน้าสารละลายที่ได้

จากการตกตะกอนไปวิเคราะห์ด้วยวิธี 15% SDS-PAGE และ ELISA ซึ่งจากการวิเคราะห์ด้วย 15% SDS-PAGE 

พบว่าตะกอนที่เกิดจากการน้าสารสกัดโปรตีนจากถุงมือยางด้วย PBS pH 7.2 ที่มี 1% SDS ไปท้าการ dialyze ใน

น้้ากลั่น หรือตะกอนที่ได้จากการตกตะกอนด้วยอะซิโตน รวมถึงสารสกัดที่ผ่านคอลัมน์ Sephadex G75 ปรากฎ

แถบโปรตีน Hev b1 อย่างชัดเจนและมีแถบโปรตีน Hev b3 ปรากฎบาง ๆ ดังแสดงในรูปที ่61 

 

 

รูปที่ 63 แบบแผนโปรตีน Hev b1 และ Hev b3 จากการสกัดถุงมือยางด้วย PBS pH 7.2 ที่มี 1% SDS หลังการ 

dialyze ในน้้ากลั่น 48 ชั่วโมง วิเคราะห์โดย 15% SDS-PAGE (1) โปรตีนมาตรฐาน (2) ตะกอนของสารสกัด

โปรตีนจากถุงมือยางด้วย wash buffer ทีอุ่ณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมงโดยใช้การตกตะกอนในอะซิโตน (3) 

ตะกอนของสารสกัดโปรตีนจากน้้ายางพาราสดด้วย wash buffer โดยใช้การตกตะกอนในอะซิโตน (4,5,6) 

ตะกอนของสารสกัดโปรตีนจากถุงมือยางด้วย PBS pH 7.2 ที่มี 1% SDS ที่อุณหภูมิห้อง (25 °C) เป็นเวลา 2, 12 

และ 24 ชั่วโมงตามล้าดับ (7,8,9)  ตะกอนของสารสกัดโปรตีนจากถุงมือยางด้วย PBS pH 7.2 ที่มี 1% SDS ที่

อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 2, 12 และ 24 ชั่วโมงตามล้าดับ (10) ตะกอนของสารสกัดโปรตีนจากถุงมือยางด้วย 

PBS pH 7.2 ที่มี 1% SDS ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 2 ชั่วโมง โดยใช้การตกตะกอนในอะซิโตน  (11) ตะกอน

ของสารสกัดโปรตีนจากถุงมือยางด้วย PBS pH 7.2 ที่มี 1% SDS ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ที่ผ่าน

คอลัมน์ Sephadex G75 (12) สารสกัดโปรตีนจากถุงมือยางโดยใช้ PBS ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 

 

 จากผลการทดลองที่กล่าวมาขา้งต้น คณะผู้วิจัยสามารถสกัดโปรตีน Hev b1 และ Hev b3 จากถุงมือยาง

ได้ โดยใช้ PBS pH 7.2 ที่มี 1% SDS ทั้งท่ีอุณหภูมิห้องและที่ 37 °C เมื่อพิจารณาการใช้ถุงมือยางใน

ชีวิตประจ้าวัน อุณหภูมิผิวที่สัมผัสกับถุงมือคืออุณหภูมิร่างกาย (37 °C) และส่วนใหญ่จะใช้เวลาสัมผัสประมาณ 2 
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ชั่วโมง และเทียบเคียงวิธีการสกัดจากงานวิจัยก่อนหน้านี้ ดังนั้นคณะผู้วิจัยจึงเลือกใช้สารสกัดที่อุณหภูมิ 37 °C 

นาน 2 ชั่วโมงใช้ในการศึกษา ELISA ต่อไป ซึ่งวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตรได้ดังแสดงใน

รูปที่ 53  
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รูปที่ 64 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร จากการท้า ELISA ของตะกอนสารสกัดถุงมือ

ยางโดยใช้บัฟเฟอร ์PBS pH 7.2 ที่มี 1% SDS โดยใช้แอนติบอดีต่อ rHev b1 หมายเหตุ: Sd 2 hr คือ ส่วนใสจาก

การใช้ SDS สกัดถุงมือยางที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ที่ผ่าน dialyze ในน้้ากลั่น ตกตะกอนโปรตีน

ด้วยอะซิโตนและละลายโปรตีนด้วย 50 mM carbonate buffer, pH 9.6, SDS 2 hr-acetone คือ สารสกัด

โปรตีนจากการใช้ SDS สกัดถุงมือยางที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ตกตะกอนโปรตีนด้วยอะซิโตนและ

ละลายโปรตีนด้วย 50 mM carbonate buffer, pH 9.6, SDS 2 hr-Sep G75 คือ สารสกัดโปรตีนจากการใช้ 

SDS สกัดถุงมือยางที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 2 ชั่วโมง และน้าไปท้าบริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์ Sephadex G75 
 

8. กาตรวจวิเคราะห์โปรตีน Hev b1 และ Hev b3 จากถงุมอืยาง 

 เมื่อได้สภาวะในการสกัดที่คาดว่าให้ปริมาณโปรตีนสูงสุดแล้ว คณะผู้วิจัยได้ทดลองในตัวอย่างถุงมือยาง

ชนิดมีแป้งโดยใช้กระบวนการสกัดที่ได้พัฒนาขึ้น เปรียบเทียบกับวิธีการสกัดแบบมาตรฐานที่ใช้ในการหาปริมาณ

รวมของโปรตีนที่ละลายน้้าจากถุงมือยางธรรมชาติด้วยวิธีลาวรีจาก (ASTM D 5712-05) โดยเปรียบเทียบปริมาณ
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โปรตีนที่ละลายน้้าทั้งหมด ปริมาณโปรตีน Hev b1 และ Hev b3 ในหน่วย µg/dm2 จากตัวอย่างถุงมือ 5 ชุดที่สุ่ม

จากการผลิตในรอบต่างๆ โดยท้าการทดลองอย่างละ 3 ซ้้า ได้ผลตามตารางที่ 12-14 ตามล้าดับดังแสดง 

 

ตาราง 13 ปริมาณ total protein ที่วัดด้วยวิธี Modified Lowry 

ตัวอย่างถุงมือยาง วิธีการสกัดท่ีได้พัฒนาขึ้น (µg/dm2) วิธีการสกัดตาม ASTM D 5712-05 (µg/dm2) 
Lot A 86.35±7.92 58.52±6.42 
Lot B 146.97±22.00 51.87±0.23 
Lot C 115.52±16.42 59.09±14.10 
Lot D 91.53±11.05 42.96±20.40 
Lot E 111.63±24.70 75.78±3.55 

 

ตาราง 14 ปริมาณ Hev b1 ที่วัดด้วยวิธี ELISA 

ตัวอย่างถงุมือยาง วิธีการสกัดท่ีได้พัฒนาขึ้น (µg/dm2) วิธีการสกัดตาม ASTM D 5712-05 (µg/dm2) 
Lot A 5.29±0.21 1.48±0.07 
Lot B 5.20±0.22 1.45±0.02 
Lot C 5.45±0.04 1.86±0.01 
Lot D 5.01±0.70 1.48±0.25 
Lot E 5.86±0.19 1.93±0.15 

 

ตาราง 15 ปริมาณ Hev b3 ที่วัดด้วยวิธี ELISA 

ตัวอย่างถุงมือยาง วิธีการสกัดท่ีได้พัฒนาขึ้น (µg/dm2) วิธีการสกัดตาม ASTM D 5712-05 (µg/dm2) 
Lot A N.D.* N.D.* 
Lot B 0.58±0.05 0.42±0.05 
Lot C 0.17±0.02 0.26±0.01 
Lot D 0.39±0.16 0.37±0.07 
Lot E 0.32±0.10 0.27±0.01 

*N.D.: Not detectable 
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 เมื่อพิจารณาเกณฑ์ปริมาณโปรตีนรวมของ U.S. Food and Drug Administration (FDA) มีการก้าหนด

เกณฑ์ของปริมารโปรตีนที่ควรตรวจวัดได้บนถุงมือยางแบบมีแป้งควรจะต้องมีค่าต่้ากว่า 200 ไมโครกรัมต่อตาราง

เดซิเมตร (µg/dm2) ของถุงมือยางธรรมชาติ [47] จากผลการทดลองพบว่าถุงมือยางทุกกล่องที่สุ่มตรวจมีโปรตีนที่

ละลายน้้าได้ต่้ากว่าเกณฑ์มาตรฐานที่ก้าหนดไว้ ทั้งจากการสกัดด้วยวิธีมาตรฐานและวิธีที่ได้พัฒนาขึ้น นอกจากนี้

จะเห็นได้ชัดว่าวิธีการสกัดที่ได้พัฒนาขึ้นสามารถดึงโปรตีนบนผลิตภัณฑ์ออกมาให้อยู่ในรูปของสารละลายโดยมีค่า

สูงกว่าจากวิธีมาตรฐาน 1 – 1.5 เท่าโดยประมาณ โดยเฉพาะอย่างยิ่งในกลุ่มของโปรตีนที่ละลายน้้าได้น้อยคือ 

Hev b1 และ Hev b3 ในกรณีเกณฑ์มาตรฐานในกลุ่มของโปรตีนที่ละลายน้้าได้น้อยในข้างต้น คณะผู้วิจัยได้พบว่า

ใน ASTM 7427 ได้ก้าหนดวิธีการทดสอบส้าหรับ Hev b1, 3, 5 และ 6.02 ด้วยวิธี ELISA ซึ่งเป็นวิธีการเดียวกับ

ผลการวิจัยในข้างต้น โดยพบว่ายังไม่มีการก้าหนดเกณฑ์มาตรฐานที่ชัดเจนส้าหรับปริมาณของโปรตีนทั้ง 4 ชนิดนี้

ในผลิตภัณฑ์ [48] โดยเฉพาะอย่างยิ่ง Hev b1 ซึ่งมีรายงานว่าท้าให้เกิดอาการได้มากกว่า 50% ในผู้ป่วยที่มีอาการ

แพ้ผลิตภัณฑ์จากยางธรรมชาติ [30]  
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บทที่ 5 

สรุปผลการวิจยั 

 
 คณะผู้วิจัยประสบความส้าเร็จในการผลิตโปรตีน Hev b1 และ b3 โดยสามารถผลิตในปริมาณมากและ
ต่อเนื่องจากแบคทีเรียที่ดัดแปลงพันธุกรรม มีข้อเด่นที่สามารถลดขั้นตอนในการสกัดจากตัวอย่างน้้ายางพาราสด 
ลดการปนเปื้อนจากสารเคมีอ่ืนๆ ที่ใช้ในกระบวนการสกัด รวมถึงแบคที่เรียที่ได้ยังสามารถขยายพันธุ์ได้อย่าง
ต่อเนื่องและท้าได้ในห้องปฎิบัติการท้าให้มีปริมาณโปรตีนส้ารองทั้ง 2 ชนิดพร้อมใช้งานตลอดงานวิจัย นอกจากนี้
ความบริสุทธิ์ของโปรตีนที่สังเคราะห์ได้สามารถยืนยันด้วยจ้านวนจากแถบสีที่สัมพันธ์กับน้้าหนักโมเลกุลของ
โปรตีน ซึ่งในงานวิจัยนี้น้้าหนักโมเลกุลของโปรตีนทั้ง 2 ชนิดตรงกับข้อมูลของงานวิจัยที่ได้มีการรายงานในก่อน
หน้านี้โดยใช้เทคนิค SDS-PAGE ในการแยกและหาน้้าหนักของโปรตีน โปรตีนดังกล่าวมีโครงสร้างทางกายภาพ

แบบ -sheet ใน Hev b1 และ α-Helix ใน Hev b3 โดยผลของสเปกตรัมรามานที่วิเคราะห์ได้ด้วยเทคนิครา
มานสเปกโทรสโกปี พบว่าสามารถสังเกตความแตกต่างของต้าแหน่งสัญญาณรามานในช่วงของ amide I (1650 -
1680 cm-1) และ amide III (1230 - 1280 cm-1) โดยโครงสร้างของโปรตีนข้างต้นตรงกับงานวิจัยที่มีรายงานมา
ก่อนหน้านี้ นอกจากนี้ยังได้เปรียบเทียบสมบัติของโปรตีน Hev b1 ที่ได้จากน้้ายางพาราสดและแบคทีเรียที่
ดัดแปลงพันธุกรรมที่สังเคราะห์ได้ จากการเปลี่ยนแปลงทาง vibrational spectroscopy ด้วยเทคนิครามานสเปก
โทรสโกปี ได้ผลของสเปกตรัมรามานที่คล้ายคลึงกัน ถือว่าโปรตีนจากทั้ง 2 แหล่ง ไม่มีความแตกต่างกันในการ
วิเคราะห์ด้วยเทคนิคข้างตน้ 
 ในส่วนของการเตรียมอนุภาคทองค้าที่มีโครงสร้างซับซ้อนเพ่ือน้าไปใช้ในเทคนิคพ้ืนผิวขยายสัญญาณรามาน 

คณะผู้วิจัยประสบความส้าเร็จเตรียมและควบคุมโครงสร้างด้วยวิธีทางเคมี และยืนยันความบริสุทธิ์ของอนุภาคที่

สังเคราะห์ได้ด้วยเทคนิค scanning electron microscopy และ energy dispersive X-ray spectroscopy 

ตามล้าดับ แต่ไม่สามารถด้าเนินการต่อในส่วนของเทคนิคพ้ืนผิวขยายสัญญาณรามานได้เนื่องจากข้อจ้ากัดของวัสดุ 

คณะผู้วิจัยจึงได้แก้ปัญหาโดยเปลี่ยนชนิดของวัสดุรองรับเป็นอนุภาคเงินในระดับนาโนเมตรซึ่งมีความจ้าเพาะกับ

โปรตีนและให้สัญญาณรามานสูงกว่าในกรณีที่ไม่ได้ใช้วัสดุรองรับที่พัฒนาขึ้น 70 – 90 % นอกจากนี้วิธีที่ได้

พัฒนาขึ้นมีความน่าสนใจคือมีต้นทุนในการผลิตและใช้เวลาในการวิเคราะห์ที่ต่้ากว่าวิธีมาตรฐาน อย่างไรก็ยังมี

ข้อจ้ากัดเกี่ยวกับการให้สัญญานรบกวนช่วงที่ใช้ในการแยกชนิดของโปรตีน รวมถึงเมื่อพิจารณาจากขีดจ้ากัดการ

ตรวจหายังมีค่าสูงกว่าวิธีมาตรฐานถึง 250 – 1,000 เท่า และการหาสภาวะการสกัดตัวอย่างที่เหมาะสมกับวิธีที่ได้

พัฒนาขึ้น จึงควรที่จะมีการวิจัยและพัฒนาต่อไปเพื่อให้ได้วิธีการที่ใกล้เคียงกับวิธีมาตรฐานมากข้ึน 
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บทความส้าหรับเผยแพร่ 

 
 คณะผู้วิจัยได้พัฒนาชุดอุปกรณ์เพ่ือการตรวจสอบโปรตีนบนพ้ืนผิวของผลิตภัณฑ์ยาง ซ่ึงอาศัยเทคนิค

พ้ืนผิวขยายสัญญาณรามาน โดยมีอนุภาคเงินในระดับนาโนเมตรเป็นวัสดุรองรับตัวอย่างทีจ่ากการสกัด โดยโปรตีน

ที่ละลายน้้าได้น้อย 2 ชนิด คือ Hev b1 และ Hev b3 ซ่ึงเป็นหนึ่งในโปรตีนที่ท้าให้เกิดอาการแพ้ในกลุ่มผู้มีอาการ

แพ้โปรตีนจากผลิตภัณฑ์จากยางธรรมชาติ ถูกใช้เป็นเป้าหมายในการทดสอบ เบื้องต้นคณะผู้วิจัยพบว่าสามารถ

จ้าแนกโปรตีนทั้งสองชนิดจากสเปกตรัมรามานที่มีความจ้าเพาะและเป็นเอกลักษณ์ รวมทั้งพบว่าวัสดุรองรับที่ได้

พัฒนาขึ้นช่วยในการการขยายสัญญานรามานเพ่ิมขึ้น 70 – 90% แต่อนุภาคเงินในระดับนาโนเมตรที่ใช้เป็นวัสดุ

รองรับในงานวิจัยนี้ ยังมีข้อจ้ากัดในการวิเคราะห์สารปริมาณน้อยและไม่สามารถใช้ในการแยกชนิดของโปรตีนใน

กรณีที่มีโปรตีนผสมกันได้เนื่องจากมีสัญญานรบกวนจากสารที่หลงเหลือในการสังเคราะห์วัสดุรองรับ ซ่ึงจะต้องมี

การพัฒนาต่อเพ่ือให้มีความสามารถในการจ้าแนกโปรตีนและวิเคราะห์ปริมาณใหใ้กล้เคียงกับวิธีมาตรฐานต่อไป 
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ข้อเสนอแนะอ่ืนๆ อันเป็นประโยชน์ในงานวิจัย รวมถึงรายงานความก้าวหน้า สาธิตการใช้ชิ้นงาน รวมถึงโครงการ
ที่น่าจะได้มีความร่วมมื่อต่อในอนาคต น้าโดย คุณเฉลิมภพ แก่นจันทร์ กรรมการผู้จัดการ และพนักงาน
สายควบคุมคุณภาพในการผลิตน้้ายางพาราโปรตีนต่้า บริษัท รับเบอร์แลนด์โปรดักส์ จ้ากัด พร้อมกับเยี่ยมชม
โรงงานและสายการผลิตของบริษัทในเครือศรีตรังกรุ๊ฟ อ้าเภอเมือง จังหวัดตรัง ในวันที่ 20 กุมภาพันธ์ และ วันที่ 
6 ธันวาคม พ.ศ. 2562 ทีผ่่านมา 
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2. การวิเคราะห์ตัวอย่างถุงมือยางระหว่างวิธีการที่ได้พัฒนาขึ้นและวิธีมาตรฐาน 
 หลังจากถุงมือยางได้ถูกสกัดตามวิธีที่ได้รายงานไปในก่อนหน้านี้แล้ว สารสกัดที่ได้จากตัวอย่าง รวมถึง
โปรตีนมาตรฐานจะถูกส่งไปยัง หน่วยปฎิบัติการวิจัยอุปกรณ์รับรู้ ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย เพ่ือวิเคราะห์ด้วยเทคนิคพ้ืนผิวขยายสัญญานรามานโดยวัสดุรองรับที่ได้พัฒนาขึ้น พร้อมกับการ
วิเคราะห์ด้วยวิธีมาตรฐาน ที่ ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร์ ม. สงขลานครินทร์ อ. หาดใหญ่ จ. สงขลา 
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3. การน้าชิ้นงานทีไ่ด้พัฒนาขึน้เข้าร่วมประกวดในเวทีนวัตกรรม 
คณะผู้วิจัยได้ร่วมน้าเสนอผลงานแบบโปสเตอร์ ในการประชุมสวนสุนันทาวิชาการด้านวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี 
ระดับชาติและนานาชาติ ครั้งที่ 2 “วิทยาศาสตร์ เทคโนโลยี และนวัตกรรม เพ่ือการพัฒนาที่ยั่งยืน” วันศุกร์ที่ 8 
พฤศจิกายน 2562 ณ โรงแรมเดอะรอยัลริเวอร์ กรุงเทพมหานคร โดยน้าเสนอในหัวข้อ “Surface enhanced 
Raman spectroscopy (SERS) for protein determination in latex products”ซึ่ งได้ รับความสนใจจาก
อาจารย์ นักศึกษา ผู้เข้าร่วมประชุมและน้าเสนอผลงาน 
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4. การขอขึน้บญัชีสิ่งประดิษฐ์ไทย 
คณะผู้วิจัยได้เตรียมเอกสารและส่งยืนขอขึ้นบัญชีสิ่งประดิษฐ์ไทย ของคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติเป็นที่เรียบร้อย
แล้ว ในกรณีที่งานวิจัยยังอยู่ในช่วงของการวิจัยและพัฒนาอาจจะได้รับการสนับสนุนให้พัฒนาชิ้นงานต่อในอนาคต
ซ่ึงรายละเอียดแสดงในเอกสารดังนี้ 
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ตารางเปรียบเทียบต้นทุนวิธีการตรวจวัดทั้ง 3 วิธี 
 

1. เทคนิคพ้ืนผิวขยายสัญญาณรามานด้วยอนุภาคเงินระดับนาโนเมตร 

 
ชื่อสารเคมี 

 
NaOH AgNO3 NH4OH CH2O CH3CH2OH 

ความเข้มข้น (% w/v) - - 25 37 >99 
ปริมาตร (L) - - 2.5 2.5 2.5 
น้้าหนัก (g) 1000 100 - - - 
ราคา (บาท)* 350 7,704 660 1,145 1,000 
ความเข้มข้นที่ใช้งาน (% w/v) 10 5 2 37 99 
ปริมาตรที่ใช้งาน (µL) 50 2000 1000 10 495 
คิดเป็นราคาก่อนผสม (บาท) 0.00175 7.70400 0.02112 0.00458 0.19840 
สารเคมีชุด A (บาท/10 µL ) 0.02533 

 สารเคมีชุด B (บาท/ 1 µL ) 
 

0.00020 
ราคาสารเคม ีA+B (บาท/ 1 ครั้ง)** 0.02554 

*อ้างอิงราคาของสารเคมรีะหว่างเดือน มกราคม ถึง ธันวาคม 2562 

**หากพิจารณาถึงการเตรียมกระจกที่ เป็นวัสดุรองรับ ค่าสาธารณูปโภคและค่าผู้ช่วยนักวิจัยเป็นต้นทุน

ประกอบด้วย สามารถตั้งต้นทุนขั้นต่้าให้ง่ายต่อการค้านวนคือ อยู่ที่ 1 บาท ต่อชิ้นงาน 

 

2. วิธีวิเคราะหป์ริมาณโปรตีนในกลุ่มท่ีละลายน้้าทั้งหมดด้วยเทคนิคของลาวรี 

 
ชื่อสารเคมี/ อุปกรณ์ 

 
Lowry Reagent Microplate (96 wells) 

จ้านวน (ชุด) 200 60 
ราคา (บาท)* 12,900 18,000 
ราคาต่อการวิเคราะห์ 1 ครั้ง (บาท) 64.5 3.125 
รวมทั้งสิ้น (บาท/ 1 ครั้ง) 67.625 

*อ้างอิงราคาของสารเคมีระหว่างเดือน มกราคม ถึง ธันวาคม 2562 
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3. วิธีวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในกลุ่มท่ีละลายน้้าได้น้อยด้วยเทคนิค ELISA 

 
ชื่อสารเคมี/ อุปกรณ์ 

 
TBA 

Substrate kit 
Microplate 
(96 wells) 

1o 
Antibody 

2o 
Antibody 

PBS buffer 

จ้านวน (ชุด) 1000 60 1000 25 250 
ราคา (บาท) 24000 18000 70000 5250 525 
ราคาต่อ 1 ครั้ง (บาท)* 24 3.125 70 210 2.1 
รวมทั้งสิ้น (บาท/ 1 ครั้ง) 309.225 

*อ้างอิงราคาของสารเคมีระหว่างเดือน มกราคม ถึง ธันวาคม 2562 
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ตารางเปรียบเทียบจุดเด่นและจุดด้อยในด้านต่าง ๆ จากวิธกีารตรวจวัดปริมาณโปรตีนท้ัง 3 วิธี 
 

 ELISA SERS Lowry Method 

1. ต้นทุนต่อการตรวจ 1 จุด 309 บาท 1 บาท 68 บาท 

2. เวลาที่ใช้ในการตรวจวัด

ต่อ 1 จุด 
10-12 ชั่วโมง 10 - 15 นาที 0.5 - 1 ชั่วโมง 

3. ความจ้าเพาะเจาะจงกับ

โปรตีน 
มีความจ้าเพาะสูง มีความจ้าเพาะต่้า มีความจ้าเพาะต่้า 

4. แหล่งที่มาของวัสดุ พ่ึงพาการน้าเข้า ผลิตได้ในประเทศ พ่ึงพาการน้าเข้า 

5. ชนิดของโปรตีน 
ละลายน้้าได้ด ีและ

ละลายน้้าได้น้อย 

ละลายน้้าได้ด ีและละลาย

น้้าได้น้อย 
ละลายน้้าได้ดี 

5. อุปกรณ์ท่ีใช้ร่วมในการ

วิเคราะห์ 

หาได้ท่ัวไป มีราคาไม่

แพง 

ห้องปฏิบัติการเฉพาะทาง 

มีราคาสูง 

หาได้ท่ัวไป มีราคาไม่

แพง 
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ตารางเปรียบเทียบวัตถุประสงคก์ิจกรรมท่ีวางแผนไว้ตลอดโครงการ 
 

ระยะเวลา กิจกรรม ผลที่ได้รับ 

6 เดือนที่ 1 

1. ศึกษาการสกัดโปรตีน Hev 1b และ Hev 3b จากน้้า
ยางพาราเพื่อใช้เป็นโปรตีนมาตรฐาน 

ได้โปรตีนบริสุทธ์ิ เพื่อใช้เป็นสารมาตรฐาน 

2. ศึกษาการสังเคราะห์อนุภาคทองค้าทีม่ีโครงสร้าง
แบบหนามในระดับนาโนเมตรเพื่อใช้เป็นวัสดุ
รองรับโปรตีนข้างต้นด้วยเทคนิคขยายสัญญาณรา
มาน 

เนื่องจากความจ้าเพาะของโปรตีนและวัสดุจึงเปลี่ยน
มาใช้อนุภาคเงินแทน ซึ่งได้ศึกษาความสัมพันธ์ของ
โครงสร้างอนุภาคเงินที่ผสมด้วยอนุภาคทองค้ากับ
การขยายสัญญาณรามานของโปรตีนแล้ว 

6 เดือนที ่2 

1. วิเคราะห์สัญญานรามานจากโปรตีนข้างต้น เพื่อ
ใช้ในการจ้าแนกชนิดและปริมาณของโปรตีนบน
วัสดุรองรับที่ได้พัฒนาขึ้น 

การวิเคราะห์หาปริมาณของโปรตีนบนช้ินงาน จาก
สเปกตรัมรามาน โดยการสร้างกราฟมาตรฐานแต่ยัง
มีข้อจ้ากัดเรื่องการจ้าแนกชนิดของโปรตีน 

2. พัฒนานวัตกรรมชุดทดสอบปริมาณโปรตีนใน
ผลิตภัณฑ์ยางธรรมชาติ จากอนุภาคทองค้าที่มี
โครงสร้างแบบหนามในระดับนาโนเมตร ที่ใช้
ร่วมกับเทคนิคพื้นผิวขยายสัญญาณรามาน 

เบื้องต้นวิธีการที่ได้พัฒนาขึ้นยังมีขีดจ้ากัดในการ
ตรวจหาท่ีสูงอยู่เมื่อเทียบกับวิธีมาตรฐาน 

3. เตรียมชุดนวัตกรรมในข้างต้นเพื่อน้าไปเสนอใน
เวทีวิชาการ และ/หรือส่งประกวดในนิทรรศการ
และนวัตกรรมระดับชาติและนานาชาติ 

ได้น้าผลงานเข้าร่วมการประกวดในเวทีนวัตกรรม
ระดับชาติ 1 ครั้ง 

4. ข้ึนทะเบียนสิ่งประดิษฐ์ไทย ชุดทดสอบปริมาณ
โปรตีนในผลิตภัณฑ์ยางธรรมชาติ จากอนุภาค
ทองค้าที่มีโครงสร้างแบบหนามในระดับนาโน
เมตร ที่ใช้ร่วมกับเทคนิคพื้นผิวขยายสัญญาณรา
มาน และถ่ายทอดให้ บริษัท รับเบอร์แลนด์ โปร
ดักส์ จ้ากัด 

ได้ยื่นเอกสารขอขึ้นทะเบียนสิ่งประดิษฐ์ รวมถึงมี
การบรรยายและสาธิตการใช้วิธีการที่ได้พัฒนาขึ้น
ให้กับผู้บริหารและนักปฎิบัติการของบริษัทที่ร่วม
วิจัย 

5. สรุปผลและเขียนรายงานการวจิัย รายงานสรุปกระบวนการและผลฉบับสมบูรณ์ 
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