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บทคดัย่อ 
 

กรดไซอะลกิ หรอื N-acetylneuraminic acid (Neu5Ac, NANA) เป็นนํÊาตาลโมเลกุลเดีÉยวทีÉมคีาร์บอน
จาํนวน 9 อะตอม ทาํหน้าทีÉเป็นตวัรบัของไวรสัไขห้วดัใหญ่ ชนิดเอ ในขั Êนตอนการจบัระหว่างเซลลเ์ยืÉอเมอืกของโฮสต์
กบัฮมีแมกกลูตนิินของไวรสัซึÉงเป็นขั ÊนตอนแรกของการตดิเชืÊอไวรสัไขห้วดัใหญ่  สารเพอไรโอเดต (NaIO4) สามารถ
ออกซไิดซ ์NANA ในมวิโคโปรตนีในอตัราส่วนโมล่ารร์ะหว่าง NaIO4 ต่อกรดไซอะลกิทีÉ 1:1 - 1:4 NANA จะเปลีÉยนไป
เป็นอนุพนัธข์อง NANA ทีÉมจีํานวนคารบ์อน 8 และ 7 ตวั ตามลําดบั เป็นสิÉงทีÉน่าสนใจว่าการเปลีÉยนแปลงโครงสรา้ง
ทางเคมขีอง NANA จะมผีลกระทบต่อการจบักบัฮมีแมกกลูตนิินของไวรสัหรอืไม่และอย่างไร ในการศกึษาครั ÊงนีÊใชม้วิ
โคโปรตนีจากนํÊาลายนกนางแอ่น (Collocalia mucoid, CM) ต่อมนํÊาลายไก่และหลอดลมไก่เป็นสารตวัรบัของเชืÊอไวรสั
ไข้หวดันกสายพนัธุ์ A/duck/Phitsanulok/NIAH6-5-0001/2007 (H5N1) ปริมาณกรดไซอะลิกทั Êงหมดในตัวอย่าง
ตรวจวดัดว้ยวธิ ีstandard Ehrlich’s method พบว่า CM มกีรดไซอะลกิมากทีÉสุด คอื รอ้ยละ 10.27 รองมาเป็นต่อม
นํÊาลายไก่ ส่วนหลอดลมไก่นั Êนพบปริมาณน้อยทีÉสุดคิดเป็นร้อยละ  1.24 และ 0.31 ตามลําดับ เมืÉอนํามาทดสอบ
ความสามารถในการจับกับเชืÊอไวรัสด้วยวิธี hemagglutination inhibition (HI) พบว่ามีเพียงมิวโคโปรตีน
จาก CM เท่านั ÊนทีÉเป็นสารยบัยั Êงปฏกิริยิาได ้(HI titer = 64)  เมืÉอ NANA ใน CM ถูกออกซไิดซด์ว้ย NaIO4 เปลีÉยนเป็น
อนุพนัธข์อง NANA แลว้จะทําให ้modified CM ไม่สามารถจบักบัไวรสัต่อไปได ้เพราะว่า modified CM ไม่สามารถ
ยบัยั Êงปฏกิริยิาฮมีแมกกลูตเินชนัของไวรสัไขห้วดันกไดด้งัเดมิ ผลการทดลองชีÊใหเ้หน็ว่าเมืÉอเปลีÉยนแปลงโครงสรา้งของ
กรดไซอะลิกด้วยสารเพอไรโอเดต อนุพันธ์ของ NANA จะไม่สามารถรวมตัวกับไวรัสไข้หวัดนกได้ ดังนั Êน
การเปลีÉยนแปลงโครงสรา้งของ NANA ซึÉงเป็นตวัรบัของไวรสัไขห้วดันกในระบบทางเดนิหายใจของโฮสต์ดว้ย NaIO4 
นั Êน น่าจะเป็นแนวทางหนึÉงในการยบัยั ÊงการตดิเชืÊอไวรสัไขห้วดันกในไก่และสตัวปี์กอืÉนๆ ได ้
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Abstract  
 

Sialic acid or N-acetylneuraminic acid (Neu5Ac, NANA) is a monosaccharide with nine-carbon 

backbone acts as a receptor for influenza A viruses, allowing attachment of the viruses to mucous cells via 

hemagglutinin (HA). It’s an early step in acquiring influenza virus infection. NANA in mucoprotein can be 

oxidized with periodate (NaIO4) at low concentrations of molar ratio NaIO4 to NANA. NaIO4 can selectively 

oxidize NANA to the 8- and 7-carbon aldehydes. It is interesting to determine how periodate modification of 

NANA’s side chain affect the binding of NANA to HA of the viruses. In this study, mucoproteins 

of Collocalia mucoid (CM), chicken submaxillary glands and chicken tracheas were used as receptor for avian 

influenza virus A/duck/Phitsanulok/NIAH6-5-0001/2007 (H5N1). Total amount of NANA in each mucoprotein 

assayed by direct Ehrlich’s method showed that NANA in CM was 10.27% which was higher than that of 

chicken submaxillary glands and chicken tracheas, 1.24% and 0.31% respectively. By hemagglutination 

inhibition (HI) test, it was found that only CM could completely inhibit HA activity (HI titer = 64). The decrease 

and abolishment of binding capacity between virus particles and periodate-modified CM was observed by HI 

test. These results suggest that the periodate-modified NANA cannot inhibit viral hemagglutination toward 

chicken erythrocytes. It indicates that NANA analogues cannot bind with the virus. Therefore, the periodate-

modification of virus receptors could reduce viral infection. By this evidence, it is possible to use NaIO4 for the 

inhibition of avian influenza viral attachment to NANA on cell surface in respiratory system of the avian host. 
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บทนํา 
 

โรคไขห้วดัใหญ่เกดิจากเชืÊอไวรสั influenza A 

ก่อโรคไดท้ั Êงในคนและสตัว ์โรคไขห้วดัใหญ่ทีÉเกดิขึÊนใน
สตัวปี์กมสีาเหตุมาจาก avian influenza viruses ชนิดทีÉ
ก่อโรครุนแรง ไดแ้ก่ สายพนัธุ ์H5N1 [1, 2, 3], H7N7 [4] 

และ H9N1 [5] แต่ทีÉพบว่าเป็นปญัหาอย่างมากทางดา้น
สาธารณสุขและเศรษฐกจิคอืสายพนัธุ ์ H5N1 เนืÉองจาก
พบการระบาดได้บ่อยทั Êงในประเทศไทยเองและทั Éวโลก 
[6] มอีตัราการกลายพนัธุส์งูจนนําไปสู่การเกดิไวรสัสาย
พนัธุใ์หม่ ยิÉงไปกว่านั Êนในปจัจุบนัพบว่าเชืÊอไวรสัมอีตัรา
การดืÊอยา zanamivir และ oseltamivir ทีÉสงูขึÊน [7, 8] 

เพราะฉะนั Êนแนวทางการคิดค้นและวิจัยเกีÉยวกับการ
ยบัยั ÊงการตดิเชืÊอไวรสัจงึเป็นทีÉสาํคญัอย่างยิÉง 

ฮีแมกกลูตินิน (hemagglutinin, HA) เป็น 
glycoprotein type I ทีÉพบบนผวิของอนุภาคไวรสัทาํหน้าทีÉ 
จบักบัตวัรบับนผวิเซลลข์องโฮสต์ คอื sialyloligosaccharide 

จดัเป็น cell surface glycoprotein ทีÉประกอบดว้ยกรด
ไซอะลกิ (sialic acid, SA) หรอื เอน็-อะซติวิ นิวรา

มนิิก แอซดิ (N-acetyl neuraminic acid, NANA) สตูร
โครงสรา้ง C11H19NO9 ซึÉงเป็น amino sugar ทีÉประกอบ 
ดว้ยคารบ์อน 9 อะตอม ทีÉเชืÉอมกบันํÊาตาลตวัสุดทา้ย 
พบไดบ้รเิวณเยืÉอเมอืกในระบบทางเดนิหายใจ [9] ซึÉง
กระบวนการดงักล่าวถือเป็นขั Êนตอนแรกของการติด
เชืÊอไวรสั [10] 

ก่อนหน้านีÊคณะวจิยัต่างๆ [11 - 16] ได้ทํา 
การศกึษาเกีÉยวกบักระบวนการออกซเิดชนั NANA ใน
ไกลโคโปรตนีชนิดต่างๆ ดว้ยสารเพอไรโอเดตแสดงให้
เหน็ว่าสารเพอไรโอเดตทีÉประกอบดว้ย sodium-meta-

periodate (NaIO4) และ 85% ortho-phosphoric 

acid มคีวามสามารถในการเกดิปฏกิริยิาเพอไรโอเดต 
ออกซเิดชนั (periodate oxidation) ต่อ NANA โดยใน
การเกิดออกซไิดซ์จะมกีารทําลายพนัธะระหว่าง C-8 

กบั C-7 (8-carbon and 7-cabon aldehydes) และเมืÉอ
ทําปฏกิริยิาต่อด้วยสารละลาย sodium borohydride 

(NaBH4) จะเกดิปฏกิริยิาโบโรไฮไดรด ์รดีกัชนั (borohydride 
reduction) ทีÉตําแหน่งเดมิส่งผลใหโ้ครงสรา้งเคมขีอง 
NANA เปลีÉยนแปลงไปเป็น NANA analogues (ภาพ
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ทีÉ 1) ดงันั ÊนเชืÊอไวรสัไขห้วดัใหญ่ จงึไม่สามารถเกาะตดิ
กบัตวัรบัได ้อย่างไรกต็ามการศกึษาลกัษณะดงักล่าวนีÊ
มเีพยีงการศกึษาในตวัอย่างไวรสั human influenza 

type A และ type B เท่านั Êน สว่น avian influenza virus 

นั Êนยงัไม่พบรายงานการวจิยั  
ดังนั ÊนในการศึกษานีÊจึงมีวัตถุประสงค์เพืÉอ

ทดสอบการยบัยั Êงปฏิกริยิาฮแีมกกลูติเนชนัของไวรสั 
ไข้หวดัใหญ่สายพนัธุ์ A/duck/Phitsanulok/NIAH6-5-

0001/2007 (H5N1) ดว้ยสารเพอไรโอเดตทีÉศกึษาใน
ระดับหลอดทดลอง โดยใช้มิวโคโปรตีนจากนํÊาลาย    
นกนางแอ่น ต่อมนํÊาลายไก่และหลอดลมไก่เป็นสาร
ตวัรบัของเชืÊอไวรสั จากนั Êนนํามาผ่านกระบวนการ 
periodate oxidation และ borohydride reduction เกิด
เป็น NANA analogues ทีÉเชืÊอไวรสัไม่สามารถจบัได ้
สามารถตดิตามผลการทดลองไดจ้าก HI เปรยีบเทยีบ
กบักลุ่มควบคุม 

 

 
 

ภาพทีÉ 1 แสดงโครงสร้าง NANA ทีÉเกิดปฏิกิร ิยา 
oxidation/reduction ดว้ยสารเพอไรโอเดต [15] 
 

วสัดอุปุกรณ์และวิธีการศึกษา 
 

ตวัอย่างไวรสัทีÉใช้ในการทดลอง 
 ไวรสั influeza A สายพนัธุ ์A/duck/ Phitsanulok/ 

NIAH6-5-0001/2007 (H5N1) แยกไดจ้ากเป็ดในช่วงทีÉ
มกีารระบาดของไวรสัไขห้วดันกในจงัหวดัพษิณุโลก 
โดยขอความอนุเคราะหต์วัอย่างทีÉใชใ้นการศกึษานีÊจาก
ศูนยว์จิยัและพฒันาการสตัวแพทยภ์าคเหนือตอนล่าง 
อําเภอวงัทอง จงัหวดัพษิณุโลก โดยผ่านกระบวนการ
ขออนุญาตทําวิจยัและขอใช้ตัวอย่างไวรสัไขห้วดันก

จากกรมปศุสตัว ์กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ โดยไวรสั 
จะถูกเพิÉมจํานวนบรเิวณ allantoic cavity ในไข่ไก่ฟกั 
และเก็บ allantoic fluid มาตรวจหาปริมาณไวรสั
ดว้ยวธิ ีHA test ตามวธิมีาตรฐานขององคก์ารอนามยัโลก 
[17] จากนั Êนทาํให้ไวรสัขาดคุณสมบตัิในการติดเชืÊอ
ดว้ยสารละลาย 0.01% formalin (v/v) ตามวธิกีารทีÉ
เคยมีรายงานก่อนหน้านีÊ [18] เก็บรักษาไวรัสไว้ทีÉ
อุณหภูม ิ-80๐C เพืÉอใชศ้กึษาต่อไป 
 

สารตวัอย่างมิวโคโปรตีน 
 ตวัอย่างมวิโคโปรตนีในนํÊาลายนกนางแอ่นได้
จากรงันกนางแอ่นสายพนัธุ์ Collocalia ชนิดสามารถ
รบัประทานได ้จํานวน 5 รงั โดยซืÊอจากรา้นขายรงันก
นางแอ่น เขตเยาวราช กรุงเทพมหานคร มวิโคโปรตนี
จากต่อมนํÊาลายไก่และหลอดลมไก่ไดจ้ากไก่พนัธุ์เนืÊอ
สําหรบัชําแหล่ะขายในตลาดสด อําเภอเมอืง จงัหวดั
พะเยา ทาํการเกบ็รวบรวมตวัอย่างจากไก่ชนิดละ 40 ตวั 
โดยใชว้ธิกีารตามทีÉเคยมรีายงานก่อนหน้านีÊ [19] 
 

การเตรียม crude lyophilized mucoprotein 
 ดดัแปลงจากวธิกีารของ Suttajit และคณะ 
[14] ดงันีÊคอื ตวัอย่างรงันก 20 กรมั, ต่อมนํÊาลายไก่ 
62 กรมั และหลอดลมไก่ 45 กรมั แช่ในนํÊากลั Éน 200 

มลิลลิติร ทิÊงไวข้า้มคนื ปรบั pH ใหเ้ท่ากบั 11 ดว้ย 1 

N NaOH จากนั Êนทําให้เป็นเนืÊอเดียวกนัโดยเครืÉอง 
homogenizer เป็นเวลา 15 นาท ีนําไปใหค้วามรอ้นทีÉ
อุณหภูม ิ65๐C นาน 3 ชั Éวโมง บนเครืÉองกวนสารใหค้วาม
ร้อน จากนั ÊนทิÊงไว้ให้เย็นทีÉอุณหภูมิห้อง นําไปป ั Éน
ตกตะกอนทีÉความเรว็ 2,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 20 

นาท ีเก็บสารละลายส่วนใสด้านบนและล้างตะกอนทีÉ
เหลอืด้วยนํÊากลั Éน 2 รอบ นําไปป ั Éนตกตะกอนอกีครั Êง 
เกบ็ส่วนใสดา้นบนรวมกนั นําไปทํา dialysis ดว้ยนํÊากลั Éน 
โดยใช้ dialysis bag (MWCO 14,000 Dalton) ทีÉ
อุณหภูมิห้อง ทิÊงไว้ข้ามคืน จากนั Êนทําให้เป็นผงด้วย
กระบวนการ lyophilization 
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การตรวจวดัปริมาณ NANA ทั Êงหมด 
การวดัปรมิาณ NANA ทั Êงหมดในตวัอย่างมวิ

โคโปรตนีใชว้ธิ ี standard Ehrlich’s method ทีÉดดัแปลง 
จากวธิกีารของ Surangkul และคณะ [20] ดงัวธิ ีการ
ต่อไปนีÊ ตัวอย่างปริมาตร 200 ไมโครลิตร (ความ
เขม้ขน้ 1 มลิลกิรมั/มลิลลิติร) ผสมกบั 0.2 N H2SO4 

ปรมิาตร 400 ไมโครลติร นําไปบ่มทีÉ 80๐C นาน 1 ชั Éวโมง 
เตมิ 10% trichloroacetic acid (TCA) 1 มลิลลิติร ผสม
ใหเ้ขา้กนั นําไปป ั ÉนเหวีÉยงทีÉความเรว็รอบ 3,000 รอบ
ต่อนาท ีนาน 5 นาท ีเกบ็ส่วนใสดา้นบนปรมิาตร 500 

ไมโครลติร เจอืจางในนํÊากลั Éน 2 มลิลลิติร จากนั Êนเติม 
Ehrlich reagents อกี 500 ไมโครลติร (ประกอบดว้ย p-

dimethylaminobenzaldehyde (DMAB) 2 กรมั ผสมกบั 

95% ethanol 50 มลิลลิติร และ HCl 50 มลิลลิติร โดย
ต้องเตรยีมใหม่ก่อนใชทุ้กครั Êง) จากนั Êนนําสารละลาย
ไปต้มในนํÊาเดอืดนาน 30 นาท ีและหยุดปฏกิริยิาดว้ย
การแช่ในนํÊาแขง็ จากนั Êนนําสารละลายไปวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 565 นาโนเมตร ด้วย
เครืÉอง spectrophotometer โดยม ี0.2 N H2SO4 - 10% 

TCA เป็น blank และใช ้NANA บรสิุทธิ Í (pure sialic 

acid, Sigma) ความเขม้ขน้ 0, 10, 20, 40, 60, 80 และ 
100 ไมโครกรมั/มลิลลิติร เป็นสารมาตรฐานสาํหรบั
การเขียนกราฟความสัมพันธ์เชิงเส้น โดยทําการ
ทดลองทั Êงหมด 3 ซํÊา 

 

การเปลีÉยนแปลงโครงสร้าง NANA ด้วยสารเพอไร
โอเดต 
 เป็นกระบวนการทดสอบปฏิกิริยา oxidation 

และ reduction ด้วยสารละลาย periodate และ 
borohydride ตามลําดับ ซึÉงดัดแปลงจากวิธีการของ 
Suttajit และคณะ [14] โดยใชอ้ตัราส่วน molar ratio 

NaIO4 ต่อ NANA เป็น 1:1, 1:2, 1:3 และ 1:4 โดย
ละลายมวิโคโปรตนีใน 0.9% NaCl ผสมกบัสารละลาย 
NaIO4 (Bio Basic Inc.) อย่างละ 1 มลิลลิติร ใหเ้ขา้กนั 
บ่มในนํÊาแข็งและพ้นแสง เป็นเวลานาน 2 ชั Éวโมง 
จากนั Êนกําจัด NaIO4 ทีÉเหลือโดยเติม glycerol ใน
อตัราส่วน NaIO4 1 mole ต่อ glycerol 3 mole นําไป
ทาํ dialysis ดว้ย 0.9% NaCl นาน 24 ชั Éวโมง เตมิ 0.1 

M sodium carbonate pH 9.6 ปรมิาตร 1 มลิลลิติร 
จากนั Êนเตมิ 0.1 M NaBH4 (Rankem) ทีÉเตรยีมใหม่

ก่อนใช ้ ปรมิาตร 0.2 มลิลลิติร ผสมใหเ้ขา้กนั บ่มใน
นํÊาแขง็เป็นเวลา 2 ชั Éวโมง กําจดั NaBH4 ทีÉเหลอืใน
ปฏกิริยิาโดยเตมิ glacial acetic acid อย่างชา้ๆ จนได้
ค่า pH เท่ากบั 4.5 จากนั Êนทาํ dialysis อกีครั Êง ดว้ยนํÊา
กลั Éน นาน 24 ชั Éวโมง แลว้นําสารละลายดงักล่าวไปวดั
ปรมิาณ NANA ทั Êงหมด และ NANA analogues ดว้ย
วธิกีารขา้งต้น เกบ็ส่วนทีÉเหลอืนําไปทําให้เป็นผงด้วย
กระบวนการ lyophilization เพืÉอใชท้ดสอบกบัเชืÊอไวรสั
ต่อไป 
 

การทดสอบ hemagglutination (HA)  
 เป็นวิธีทดสอบการจับกันอย่างจํา เพาะ
ระหว่างเชืÊอไวรสักบัตวัรบับนผวิเมด็เลอืดแดงไก่ ทาํให้
เกิดการจบักลุ่มตกตะกอน (agglutination) ของเม็ด
เลือดแดง ทีÉสามารถทดสอบด้วยวิธีมาตรฐานของ
องคก์ารอนามยัโลก [17] โดยเจอืจางไวรสัแบบ 2 เท่า 
ดว้ยสารละลาย phosphate buffered saline (PBS) 
ตั Êงแต่ 1:1 ไปจนถึง 1:2048 ใน 96-well micro titer 

plate ปริมาตรอย่างละ 25 ไมโครลิตร  เติม  1% 

chicken red blood cell (RBC)  25 ไมโครลติร ในทุกหลุม 
บ่มไวท้ีÉอุณหภูมหิอ้งนาน 30 นาท ีบนัทกึผลการเกดิ 
agglutination 
 

การทดสอบ hemagglutination inhibition (HI)  
 เป็นการทดสอบการยบัยั Êงการจบักนัระหว่าง
เชืÊอไวรสักบัมวิโคโปรตนี โดยดดัแปลงจากวธิทีดสอบ
การยบัยั Êงการจบัระหว่างไวรสัไขห้วดันกกบัตวัรบับน
ผวิเมด็เลอืดแดงไก่เขม้ขน้ 1% RBC โดยวธิ ีHI ตาม
วธิมีาตรฐานขององค์การอนามยัโลก [17] โดยมทีั Êง 
native และ modified mucoprotein เป็นสารยบัยั Êงหรอื 
inhibitor เริÉมจากการเตรยีมตวัอย่างไวรสัเริÉมต้นใหไ้ด้
เท่ากบั 4 HA unit ดว้ยวธิ ีHA test และยนืยนัปรมิาณ
ไวรสัดว้ยการทํา back titration ทําการเจอืจางมวิโค
โปรตีนทีÉความเข้มข้นเริÉมต้น 5 มิลลิกรมั/มิลลิลิตร 
แบบ 2 เท่า ดว้ยสารละลาย PBS ตั Êงแต่ 1:1 ไปจนถงึ 
1:2048 ใน 96-well micro titer plate เตมิไวรสัในทุก
หลุมปรมิาตร 25 ไมโครลติร ผสมให้เขา้กนั บ่มไว้ทีÉ
อุณหภูมหิอ้งนาน 30 นาท ีเตมิ 1% RBC  25 ไมโครลติร 
ในทุกหลุม บ่มไวท้ีÉอุณหภูมหิอ้งอกีครั Êงนาน 40 นาท ี
บันทึกผลการทดลอง  ในการศึกษานีÊ ใ ช้  avian 
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influenza A H5N1 antiserum เป็นตัวควบคุมบวก 
ส่วนควบคุมลบจะไม่เตมิ inhibitor และทําการทดสอบ
ทั Êงหมด 3 ซํÊา เปรยีบเทยีบประสทิธภิาพของสารเพอ
ไรโอเดตกบักลุ่มควบคุม 
 

ผลการศึกษา 
 

การหาปรมิาณไวรสั influeza A สายพนัธุ ์
A/duck/Phitsanulok/NIAH6-5-0001/2007 (H5N1) ดว้ย 
วธิ ีHA test พบไวรสัมปีรมิาณเริÉมต้นเป็น log 9 HA 

titer หรอื 128 HA unit และขาดคุณสมบตัใินการตดิเชืÊอ 
การเตรยีมตวัอย่างมวิโคโปรตนีชนิดหยาบสาํหรบัการ
ทดลอง ได้แก่ นํÊาลายนกนางแอ่น ต่อมนํÊาลายไก่และ
หลอดลมไก่ พบว่าไดนํ้Êาหนักแหง้ของนํÊาลายนกนางแอ่น 
ได้ปรมิาณมากทีÉสุด รองลงมาเป็นต่อมนํÊาลายไก่และ
หลอดลมไก่ คดิเป็นรอ้ยละ 19.2, 11.1 และ 4.4 ตาม ลําดบั 
(ตารางทีÉ 1) และเมืÉอตรวจวดัปรมิาณ NANA ทั Êงหมด
ในตวัอย่างดว้ยวธิ ี standard Ehrlich’s method โดย
เทยีบกบัความเขม้ขน้ของ NANA บรสิุทธิ Í นํามาเขยีน
กราฟความสมัพนัธเ์ชงิเสน้ระหว่างปรมิาณ NANA ทีÉ
ความเขม้ขน้สุดท้ายกบัค่าการดูดกลืนแสงได้สมการ
เชิงเส้น y=0.0028x (R2=0.9831) (ไม่แสดงขอ้มูล) 

พบปริมาณ NANA เฉลีÉยในนํÊาลายนกนางแอ่นมี
ปรมิาณมากทีÉสุดคอื 0.33 ไมโครโมล/กรมั รองลงมา
เป็นต่อมนํÊาลายไก่ค ือ  0.04 ไมโครโมล /กร ัม 
ส่วนหลอดลมไก่นั Êน พบปรมิาณน้อยทีÉสุดเพยีง 0.01      
ไมโครโมล/กรมั หรอืคดิเป็นรอ้ยละ 10.27, 1.24 และ 
0.31 ตามลาํดบั (ตารางทีÉ 1)  

เมืÉอนําตวัอย่างมวิโคโปรตีนทั Êง 3 ชนิด มา
ทดสอบความสามารถในการจบักบัเชืÊอไวรสัดว้ยวธิ ีHI 

test โดยมี native mucoprotein ทําหน้าทีÉเป็นสาร 
inhibitor พบว่า native CM มคีวามสามารถในการจบั
กนัไดอ้ย่างจําเพาะกบั HA ของเชืÊอไวรสั โดยแสดงค่า
ความสามารถในการยบัยั Êงการจบักนัของไวรสักบัเมด็
เลือดแดงไก่ หรือค่า HI titer เท่ากับ 64 ส่วนทั Êง 
native chicken submaxillary glands และ native 

chicken trachea mucoprotein นั Êนพบว่าไม่สามารถ 

การเปลีÉยนแปลงโครงสรา้งของ CM ดว้ยสาร
เพอไรโอเดตจากปฏิกิริยาออกซิเดชันในอัตราส่วน 
molar ratio NaIO4 ต่อ NANA เป็น 1:1, 1:2, 1:3 และ 

1:4 โดยใช้ความเข้มข้นเริÉมต้นของมิวโคโปรตีนเป็น 
0.33 ไมโครโมล /มิลลิกรัม นํÊาหนักแห้ง ซึÉงจะให้
ค่าเฉลีÉยการดูดกลนืแสงทีÉความยามคลืÉน 565 นาโนเมตร 
จากการวดัปรมิาณ NANA ทั Êงหมดด้วยวธิ ีstandard 

Ehrlich’s assay เป็น 0.032 เมืÉอทดสอบปฏิกิริยา 

periodate oxidation และ borohydride reduction 

แลว้ส่งผลให้มคี่าเฉลีÉยการดูดกลนืแสงเพิÉมสงูขึÊนทั Êง 4 

อตัราสว่นการทดลอง แสดงใหเ้หน็ว่ามกีารเปลีÉยน แปลง
โครงสรา้งของ NANA ใน CM เกดิขึÊน เมืÉอนํา periodate- 

odified CM มาทดสอบการจบักบัเชืÊอไวรสัดว้ยวธิ ีHI 

พบว่าเชืÊอไวรสัยงัคงสามารถจับได้กบัตัวรบับนเม็ด
เลอืดแดงไก่ได ้แสดงใหเ้หน็ว่า modified CM ทั Êงหมด
ถูกเปลีÉยนเป็น NANA analogue (NANA-8 และ NANA-

7) ทาํใหไ้วรสัไม่สามารถจบัได ้จงึไม่พบการเกดิ HI ใน
ทุกความเจอืจางของสารยบัยั Êง รวมไปถงึทุกอตัราส่วน
การทําปฏกิิริยาของสารเพอไรโอเดตต่อ NANA เมืÉอ
เทยีบกบักลุ่มควบคุม (ตารางทีÉ 3 และภาพทีÉ 2) 
 

วิจารณ์และสรปุผล 
 

จากการศกึษาตวัอย่างมวิโคโปรตนีทั Êง 3 ชนิด 
ไดแ้ก่ นํÊาลายนกนางแอ่น ต่อมนํÊาลายไก่และหลอดลมไก ่

พบว่านํÊาลายนกนางแอ่นม ีNANA เฉลีÉยมปีรมิาณมาก
ทีÉสุดคอื รอ้ยละ 10.27 หรอื 0.33 ไมโครโมล/กรมั ซึÉง
ใกลเ้คยีงกบัการรายงานก่อนหน้านีÊ คอื 0.31 ไมโครโมล/ 
กรมั [14] และคดิเป็นรอ้ยละ 9 จากการรายงานของ 
Kathan และคณะ [21] ส่วนต่อมนํÊาลายไก่และหลอดลมไก่ 
นั Êนพบ NANA ในปริมาณเพียงแค่ 0.04 และ 0.01 

ไมโครโมล/กรมั เท่านั Êน เมืÉอนํามาทดสอบ HI โดยใช้
มวิโคโปรตนีเหล่านีÊเป็นสาร inhibitor ซึÉงตามหลกัการ
แล้วมิวโคโปรตีนจะสามารถจับกับไวรัสสายพันธุ ์
H5N1 ไดด้ ี ระหว่าง viral HA กบันํÊาตาลกาแลกโตส
ตวัสุดทา้ยแบบ alpha-2,3 linkage (SA-α2,3-Gal) ทีÉ
พบในเยืÉอเมอืกของระบบทางเดนิหายใจสตัว์ปีก [22] 

และเมืÉอเชืÊอไวรสัจบักับ NANA ในมวิโคโปรตีนก่อน
แลว้ ไวรสัจงึไม่สามารถจบักบั NANA บนผวิเซลลเ์มด็
เลอืดแดงอกีได ้จงึม ีHI เกดิขึÊนดงัผลการรายงานค่า 
HI titer ของ CM เป็น 64 ส่วนต่อมนํÊาลายไก่และ
หลอดลมไก่นั Êนไม่แสดงผลการเกดิการยบัยั Êงการเกาะ
กลุ่มของเมด็เลอืดแดง อาจเนืÉองมาจากมปีรมิาณของ 
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NANA เริÉมต้นทีÉน้อยเกินไปจงึไม่สามารถจบัได้กบั
ไวรัสปริมาณเริÉมต้นเป็น 4 HA unit ตามวิธีการ
มาตรฐานขององค์การอนามยัโลก [17] ประกอบกบั 

lyoplilized mucoprotein ทีÉสกดัไดน้ั Êนยงัอยู่ในลกัษณะ
ของสารสกัดหยาบด้วยประกอบกับยังไม่เคยมีการ
รายงานก่อนหน้านีÊ  

 
ตารางทีÉ 1 ผลการเตรยีม crude lyophilized glycoprotein และปรมิาณ NANA  

ตวัอยา่ง 
มิวโคโปรตีน  

ปริมาณเริÉมต้น  
(กรมั)  

นํÊาหนักแห้ง (กรมั) 
(รอ้ยละ) 

ปริมาณ NANA เฉลีÉย  (μmole/mg) 
 (รอ้ยละ) 

นํÊาลายนกนางแอ่น  20.0 3.8 (19.2) 0.33 (10.27) 

ต่อมนํÊาลายไก ่ 62.0 6.9 (11.1) 0.04 (1.24) 

หลอดลมไก ่ 45.0  2.0 (4.4) 0.01 (0.31) 

 

ตารางทีÉ 2 ผลการทดสอบ HI test ระหว่าง native mucoprotein กบัไวรสั 
ตวัอยา่ง native mucoprotein หรอื inhibitor HI titer 

นํÊาลายนกนางแอ่น  64 

ต่อมนํÊาลายไก ่ 0 

หลอดลมไก ่ 0 
Avian influenza H5N1 antiserum  64 

ไม่เตมิสารยบัยั Êง 0 
 

ตารางทีÉ 3 ผลการทดสอบ HI ระหว่าง periodate-modified CM กบัไวรสั  

 
 

อตัราส่วน molar ratio  NANA : NaIO4  ค่าเฉลีÉย O.D. (565 nm) HI titer 
Native CM 0.032 64 

Modified CM 1:1 0.077 0 

Modified CM 1:2 0.064 0 

Modified CM 1:3 0.080 0 

Modified CM 1:4 0.108 0 

avian influenza A H5N1 antiserum - 64 

No inhibitor - 0 

Blank 0.000 0 
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ภาพทีÉ 2 แสดงผล HI ของ native และ periodate-modified CM (molar ratio NaIO4 : NANA เป็น 1:1, 1:2, 1:3 และ 
1:4 ตามลําดบั) ใน 96-well micro titer plate ทีÉเจอืจางสาร inhibitor ตั Êงแต่ 1:1 ถงึ ř:2048 โดยม ีavian influenza A 

H5N1 antiserum เป็นกลุ่มควบคุมบวก (พบการเกาะกลุ่มของ RBC แบบเมด็กระดุม), ไม่มกีารเตมิสาร inhibitor เป็น
กลุ่มควบคุมลบ (พบการเกาะกลุ่มของ RBC แบบร่างแห), Blank จากการทํา standard Ehrlich’s NANA assay และ
เตมิเฉพาะ RBC เป็นกลุ่มควบคุมภายใน (พบการเกาะกลุ่มของ RBC แบบเมด็กระดุม) 

 

ดงันั Êนจึงกล่าวได้ว่า NANA ในนํÊาลายนก
นางแอ่นเป็นสารเป้าหมายทีÉดีของไวรัส ซึÉงเป็น
แนวทางการศึกษาต่อไปว่าการทําลายหรือการ
เปลีÉยนแปลงโครงสรา้ง NANA ของนํÊาลายนกนางแอ่น
น่าจะสามารถยบัยั Êงการเกาะติดของไวรสัได้ด้วยโดย
อาศยัปฏกิริยิา periodate oxidation ทีÉจะทําให ้NANA 

ในนํÊาลายของนกนางแอ่นถูกออกซไิดซ์ได้ผลติภณัฑ์
เป็น modified mucoprotein ภายใต้สภาวะทีÉมเีพอไร
โอเดตความเขม้ขน้ตํÉาในอตัราส่วนของ molar ratio 

NaIO4 : NANA เป็น 1:1, 1:2, 1:3 และ 1:4 จากผล
การทดลองพบว่าเพียงอัตราส่วน 1:1 ก็สามารถ
เกิดปฏิกิริยา periodate oxidation ได้ โดยทําลาย
พนัธะระหว่าง C-8 กบั C-7 เกดิเป็น NANA-8 และ 
NANA-7 หรอื NANA analogues สามารถสงัเกตได้
จากค่า O.D. ทีÉสงูขึÊนนั Éนเอง [13,14]  

เมืÉอเปรยีบเทยีบค่า O.D. ทีÉเพิÉมขึÊนระหว่าง
ก่อนและหลงัผ่านการออกซไิดซ์โดยใช้อตัราส่วนของ 
NaIO4 : NANA เป็น 1:1 molar ของ native CM และ 

modified CM จาก 0.032 เป็น 0.077 เป็นผลเนืÉองจาก
การเกดิ over oxidation ส่วนระหว่าง modified CM 
ในอตัราส่วนต่างๆ กนันั Êนพบค่า O.D. มีแนวโน้ม
เพิÉมขึÊนตามปรมิาณ NANA ทีÉเพิÉมขึÊน ทั ÊงนีÊ modified 

mucoprotein ทุกการทดลองจะไม่สามารถจบักบั viral 

HA ได ้เมืÉอทดสอบ HI ดงันั Êนสามารถเลอืกใชส้ภาวะทีÉ
เหมาะสมในการเปลีÉยนแปลงโครงสรา้งตวัรบัของไวรสั
ไข้หวดันกโดยใช้สารเพอไรโอเอตความเข้มข้นน้อย
ทีÉสดุทาํปฏกิริยิาพอดกีบั NANA ในอตัราส่วน 1:1 โมลาร ์
ทั ÊงนีÊความเป็นพิษต่อเซลล์ของสารเพอไรโอเดตนีÊ
จะต้องมีการศึกษาต่อในอนาคต เช่นเดียวกับกลุ่ม
นกัวจิยัทีÉกาํลงัศกึษาในไวรสัไขห้วดัใหญ่ในคน [16] 

การศกึษาครั ÊงนีÊสามารถสรุปไดว้่า CM ม ีNANA 

มากทีÉสดุ คดิเป็นรอ้ยละ 10.27 รองมาเป็นต่อมนํÊาลาย
ไก่ ส่วนหลอดลมไก่นั Êนพบปริมาณน้อยทีÉสุดคิดเป็น
รอ้ยละ 1.24 และ 0.31 ตามลาํดบั และพบว่า CM เป็น
เป้าหมายตัวรบัทีÉดขีองไวรสัไข้หวดันก โดยแสดงค่า 
HI titer = 64 และเมืÉอผ่านกระบวนการ periodate 
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oxidation ทีÉความเขม้ขน้ในอตัราส่วนโมล่าร์ระหว่าง 
NaIO4 ต่อ NANA ทีÉ 1:1, 1:2, 1:3 และ 1:4 พบว่า 
modified CM ทั ÊงหมดถูกเปลีÉยนเป็น NANA analogue 

เมืÉอทดสอบ HI ทําให้เชืÊอไวรสัไม่สามารถจบัไดอ้ย่าง
จาํเพาะ 

โดยจะเห็นว่า จากหลักการศึกษาวิจัยนีÊ
สามารถจะนํามาใชเ้ป็นแนวทางการป้องกนัการตดิเชืÊอ
ไวรสัไขห้วดันกในสตัว์ปีกได้โดยนําสารเพอไรโอเดต
ความเขม้ขน้ตํÉาทีÉไม่ทําลายระบบทางเดนิหายใจของ
สตัว์ปีกมาฉีดพ่นทางจมูกไก่ให้สารไปเปลีÉยนแปลง
ตวัรบัเป้าหมายในเยืÉอเมอืกซึÉงมคีวามคงทีÉทางชวีเคมี
ส่งผลให้เชืÊอไวรสัไม่สามารถติดเชืÊอได้ งานวิจยันีÊจะ
เป็นประโยชน์มากในอนาคต สามารถนํามาผลติสารทีÉ
ใช้ป้องกนัการติดเชืÊอไขห้วดันกสายพนัธุ์ H5N1 ใน
สตัวปี์กได ้และมรีาคาไม่แพง  
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