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บทคดัย่อ 
  การศึกษาการสกดัคอลลาเจนจากผนังล าตวัปลิงทะเลขาว (Holothuria scabra) 
และปลิงทะเลด า (Holothuria leucospilota) และตรวจสอบความบริสุทธ์ิของคอลลาเจนที่สกดัได้
ดว้ยวิธีแบรดฟอร์ด (Bradford’s method) และ SDS-PAGE พบว่าผนังล าตวัของปลิงทะเลขาวและ
ปลิงทะเลด า 100 กรัม ของน ้ าหนักเปียก สามารถสกัดคอลลาเจนหยาบได้ 4.09 และ 10.95 กรัม 
ของน ้ าหนักแห้ง ตามล าดบั และสามารถสกดั pepsin-solubilized collagen (PSC) จากคอลลาเจน
หยาบไดป้ระสบผลส าเร็จ ปริมาณค่อนขา้งสูง คือ  58.70 และ 66.46% ตามล าดบั ซ่ึง PSC มีลกัษณะ
เบา เป็นเสน้ใย มีสีขาวในปลิงทะเลขาว แต่ในปลิงทะเลด ามีลกัษณะสีน ้ าตาลเขม้ เม่ือน าคอลลาเจน
ที่สกดัไดไ้ปวเิคราะห์ปริมาณโปรตีนดว้ยวธีิ Biuret method และตรวจสอบความบริสุทธ์ิของคอลลา
เจนดว้ยวธีิ SDS-PAGE พบวา่คอลลาเจนที่สกดัไดท้ั้ง 2 ชนิด เป็นโปรตีน ซ่ึงเป็นคอลลาเจน type I 
ประกอบดว้ยสายเปปไทด ์α1 มีมวลโมเลกุลประมาณ 150 kDa ดงันั้นปลิงทะเลขาว และปลิงทะเล
ด า จึงเป็นแหล่งคอลลาเจนอีกแหล่งหน่ึงส าหรับการประยกุตใ์ช ้  
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Abstract 
 

Collagen extraction from the body wall of sea cucumber (Holothuria scabra and 
Holothuria leucospilota). And the purity of the extracted collagen fibril determined based on 
Bradford’s method and SDS- PAGE were studied. It was found that 4.09 and 10.95 gram dry 
weight of extracted crude collagen were obtained from 100 gram wet weight of sea cucumber 
body wall, H. scabra and H. leucospilota, respectively. As high as 58.70 and 66.46 % of pepsin-
solubilized collagen (PSC) were successfully isolated from the crude collagen fibril of H. scabra 
and H. leucospilota, respectively. The H. scabra PSC were soft and white fiber but dark brown 
color was observed in H. leucospilota PSC. Interestingly, analyzed the protein quantity by 
Bradford’s method and the purity of extracted collagen by SDS-PAGE that was protein and 
eletrophoretic pattern of type I collagen consisting of major component α1 of approximately 150 
kDa. Therefore, H. scabra and H. leucospilota is alternative collagen source for using in 
application ways. 
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บทที ่1 
 

บทน า 
 

คอลลาเจนเป็นโปรตีนชนิดหน่ึงที่พบมากในสตัวท์ี่มีกระดูกสนัหลงั โดยเฉพาะสัตวท์ี่เล้ียง
ลูกดว้ยนม ซ่ึงพบมากถึง 20-30% ของโปรตีนที่มีทั้งหมดในร่างกาย (Harkness, 1961) โดยพบใน
ผวิหนงั กระดูก กระดูกอ่อน เอ็น ligaments หลอดเลือด ฟัน กระจกตา และออร์แกแนลอ่ืนๆ ของ
สตัวท์ี่มีกระดูกสนัหลงั (Senaratne et al., 2006) คอลลาเจนเป็นโปรตีนที่มีโครงสร้างเป็นเส้นใยยาว 
(Fibrous protein) มีโครงรูปของสายเปปไทด์ที่เป็นเส้นใยยาว ไม่ละลายน ้ า และท าหน้าที่เป็น
โปรตีนโครงสร้าง ซ่ึงท าหน้าที่แตกต่างไปจากโปรตีนที่มีรูปร่างกลม (globular protein) เช่น 
เอนไซม์ นอกจากนั้นคอลลาเจนมีลักษณะเหนียว มีแรงตา้นแรงดึงสูงมาก เก่ียวข้องกับความ
แขง็แรงและความยดืหยุน่ของผวิหนงั จึงท าใหบ้างคน เรียกคอลลาเจนว่า ‚กาวแห่งชีวิต‛ เพราะท า
หนา้ที่เช่ือมเซลลแ์ละอวยัวะต่างๆ ในร่างกายเขา้ดว้ยกนั อีกทั้งช่วยเสริมสร้างและซ่อมแซมกระดูก 
(Tamimi et al., 2008) 

ในอดีตใช้คอลลาเจนที่สกัดได้จากการสกัดของหนังหมูและววั โดยน ามาประยุกต์ใช้
ทางดา้นอุตสาหกรรมต่างๆ เช่น อุตสาหกรรมอาหาร ยา การแพทย ์และเคร่ืองส าอาง พบว่าคอลลา
เจนที่ไดจ้ากสัตวบ์กเป็นแหล่งก่อการระบาดของโรค Bovine Spongiform Encephalopathy (BSE) 
ซ่ึงเป็นโรคติดเช้ือที่เกิดขึ้นในววั และยงัส่งผลต่อคนที่รับประทานเน้ือววัที่มีการติดเช้ือเขา้ ส่งผลให้
คนเป็นโรค Creutzfeldt-Jakob Disease (CJD) จึงไดมี้ความพยายามหาแหล่งคอลลาเจนใหม่จาก
สัตวน์ ้ า เพื่อใชท้ดแทนคอลาเจนจากสัตวบ์ก ซ่ึงไดมี้รายงานการวิจยัคอลลาเจนจากสัตวน์ ้ าหลาย
ชนิด เช่น การสกดัคอลลาเจนจากสตัวน์ ้ าประเภทหอย ไดแ้ก่ คอลลาเจนจากเน้ือหอย 2 ฝา Mytilus 
galloprovinciallis Septifer virgatus Patinopecten yessoensis Crassostrea gigas และ Meretrix 
lusoria (Mizuta et al., 2004) คอลลาเจนจากปลา โดยการสกดัคอลลาเจนจากหนัง กระดูก และ
เกล็ดของ teleost fish, ปลา red fish ทะเลลึก (Sebastes mentella) (Morales et al., 2000; Wang et 
al., 2007) คอลลาเจนจากหนังปลากระเบน หนังปลาเฉา (Ctenopharyngodon idella) หนังปลา
ปักเป้า (brown back toadfish) หนังปลา Pollock (Theragra chalcogramma) (Sadowska et al., 
2003; Zhang et al., 2007; Senaratne et al., 2006; Yan et al., 2008) คอลลลาเจนจากหนวดหมึก 
(Nagai et al., 2001) คอลลาเจนจากกุ้ง และปูทะเล (Scylla serrata) (Yoshinaka et al., 1989; 
Sivakumar et al., 2000) คอลลาเจนจากหอยเม่น (sea urchin) (Robinson, 1997; Cluzel et al., 2000) 
และคอลลาเจนจากปลิงทะเลชนิด Cucumaria frondosa และ Stichopus japonicus ซ่ึงเป็นคอลลา
เจน Type I พบวา่คอลลาเจนจากปลิงทะเลชนิด C. frondosa (Trotter et al., 1995) และ S. japonicus 
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(Cui et al., 2007) ประกอบดว้ยสายเปปไทด์ 3 สาย [(α1)3] แต่ใน S. japonicus ของ Saito และคณะ 
(2002) ประกอบดว้ย (α1)2 α2   

มีรายงานการศึกษาคุณสมบตัิของคอลลาเจน เพื่อน าไปประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรมต่างๆ 
เช่น ด้านการแพทยแ์ละเภสัชกรรม พบว่าใช้คอลลาเจนเป็น carrier ส าหรับการขนส่งยา (drug 
delivery) ช่วยเสริมสร้างและซ่อมแซมกระดูก (Tamimi et al., 2008) ผา้ปิดแผล (Li et al., 2005) 
เป็นตน้ จากคุณสมบติัการอุม้น ้ าที่ดีของคอลลาเจนจึงน ามาประยกุตใ์ชใ้นเคร่ืองส าอางโดยใชเ้ป็น 
moisturizing ในการรักษาความชุ่มช้ืน (Swatschek et al., 2002) คอลลาเจนที่ถูกความร้อนจะมี
คุณสมบติัเป็นเจลาติน จึงน ามาใชป้ระโยชน์ทางดา้นอุตสาหกรรมอาหาร และการห่อหุ้มผลิตภณัฑ์
ที่ท  าจากเน้ือ (ไสก้รอก ไสก้รอกอิตาเล่ียน snack sticks) เป็นตน้ (Seneratne et al., 2006) นอกจากน้ี
ยงัใชใ้นอุตสาหกรรมกาว อุตสาหกรรมเคร่ืองหนงัและฟิลม์ (Kittiphattanabawon et al., 2005)  

ดังนั้ นในการศึกษาคร้ังน้ีพยายามหาแหล่งคอลลาเจนจากสัตว์ทะเลชนิดใหม่ เพื่อมา
ทดแทนคอลลาเจนที่สกดัจากววั ซ่ึงมีความเส่ียงและเป็นสาเหตุที่ท  าให้เกิดโรค Creutzfeldt-Jakob 
Disease (CJD) ในคน โดยปลิงทะเลเป็นสัตวท์ะเลที่มีความส าคญัทางเศรษฐกิจที่น่าสนใจในการ
น ามาสกดัคอลลาเจน และสามารถสร้างมูลค่าเพิม่แก่ปลิงทะเลชนิดต่างๆ ในประเทศไทยได ้
 

วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

 1. เพือ่ศึกษาปริมาณคอลลาเจนที่สกดัไดจ้ากปลิงทะเลขาวและปลิงทะเลด า 
 2. เพือ่ตรวจสอบความบริสุทธ์ิของวิธีการสกดั โดยศึกษาโปรตีนจากคอลลาเจนที่สกดัได ้
 3. เพือ่ศึกษาชนิดของคอลลาเจนที่สกดัได ้โดยการตรวจสอบขนาดโมเลกุล 
 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ   

การเผยแพร่ในวารสาร 
 
ขอบเขตของโครงการวิจัย 
 รวบรวมปลิงทะเลขาว (Holothuria scabra) และปลิงทะเลด า (Holothuria leucospilota) ที่
ผา่นกระบวนการท าแหง้จากเกาะปู อ. เหนือคลอง จ. กระบี่ จากนั้นท าการศึกษาเปรียบเทียบคอลลา
เจนระหวา่งปลิงทะเล  2 ชนิด โดยน ามาท าการสกดัคอลลาเจนจากผนังล าตวัของปลิงทะเล รวมทั้ง
ท  าการตรวจสอบความบริสุทธ์ิว่าเป็นโปรตีน 100% หรือไม่ดว้ยการตรวจสอบโปรตีนโดยใชว้ิธี 
Bradford’s method และตรวจสอบขนาดโมเลกุลของคอลลาเจนที่สกดัไดว้า่เป็นคอลลาเจนชนิดใด 
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บทที ่2 
 

เอกสารและงานวจิยัทีเ่กีย่วข้อง 
 

1. อนุกรมวิธานของปลงิทะเล 
    ล าดบัอนุกรมวธิานของปลิงทะเล  
       Phylum Echinodermat 
 Class Holothuroidea (with tube feet) 
         Order Aspidochirotida (with tentacles peltate) 
         Family Holothuriidae (with body usually circular and gonads single)         
      Genus Holothuria (Metriatyla) Rowe, 1969  
          Species Holothuria (Metriatyla) scabra Jaeger, 1833 
           Holothuria (Mertensiothuria) leucospilota Brandt, 1835 

2. รูปร่างและลกัษณะทางชีววิทยาของปลิงทะเล 
ปลิงทะเลมีลกัษณะผิวของล าตวัที่มีทั้งหนา บาง โปร่งแสง และทึบแสง แลว้แต่ชนิด ใน

ปลิงทะเลขาว จะมีผิวล าตวัสีด า เทา หรือน ้ าตาล ส่วนผิวดา้นทอ้งจะเป็นสีขาว (ภาพที่ 1) และใน
ปลิงทะเลด าจะมีสีด าทั้งล าตวั (ภาพที่ 2) ร่างกายมีลกัษณะเป็นรูปทรงกระบอกยาว มีแกนสมมาตร
ในแนวรัศมี ล าตวัอ่อนนุ่มและมีเส้นแนวพาดตามล าตวัตั้งแต่ปากไปเกือบถึงทวารหนัก ดา้นทอ้ง 
(ventral side) แนบติดพื้น มีสีซีด มีแถบแอมบูลาครัม (ambulacrum) 3 แถบสลบักบัอินเตอร์แอมบู
ลาครัม (interambulacrum) 2 แถบ เรียกว่า ไตรเวียม (trivium) (ภาพที่ 3) บริเวณดา้นหลงั (dorsal 
side) นูนขึ้นมีสีเขม้และมีแถบแอมบูลาครัม 2 แถบ สลับกับแถบอินเตอร์แอมบูลาครัม 3 แถบ 
เรียกวา่ ไบเวยีม (bivium) โพเดีย (podia) ทางดา้นทอ้งเจริญดีกวา่ดา้นหลงัและมีแวน่ดูด เรียกว่า เทา้
ท่อ (tube feet) ในปลิงทะเลบางกลุ่มอาจไม่มีเทา้ท่อ โพเดียอาจพบทางดา้นหลงั แต่มีจ  านวนน้อย
มากและมีขนาดเล็ก โพเดียท าหน้าที่ในการรับสัมผสั มีต  าแหน่งอยู่ในแถบแอมบูลาครา แต่
ปลิงทะเลหลายชนิดมีโพเดียกระจายออกอยา่งไม่มีระเบียบ ลกัษณะล าตวัแบบน้ีจะเป็นสมมาตร
ของซีกซา้ยขวา (จรัสศรี และคณะ, 2551)  
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ภาพที่ 1. ปลิงทะเลขาว (Holothuria scabra) 
ที่มา: อารมณ์ (2558) 
 
 

 
 ภาพที่ 2. ปลิงทะเลด า (Holothuria leucospilota) 
 ที่มา: Keng (2013) 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://telunascenter.flywheelsites.com/wp-content/uploads/2014/02/RR-3.jpg
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ภาพที่ 3. ลกัษณะทัว่ไปของปลิงทะเล 
ที่มา: จรัสศรี และคณะ (2551) 
 
 ดา้นหนา้ของล าตวัมีช่องปากซ่ึงมีหนวดอยูร่อบๆ ปาก และปลิงทะเลเกือบทุกชนิดมีหนวด
ที่เห็นไดช้ดัเจนเป็นวงรอบปาก (buccal tentacle) หนวดเปล่ียนแปลงมาจากโพเดียรอบปาก ซ่ึง
มกัจะมี 10–30 เส้น หน้าที่หลกัของหนวด คือ รวบรวมอาหาร หนวดจะมีลกัษณะไม่ซับซ้อนแต่มี
หลายแบบ คือ งอกออกมาคลา้ยน้ิวมือ (digitate) หรือแตกแขนงแบบก่ิงกา้นหรือก่ิงไม ้(dendritic) 
หรือแบบขนนก (pinnate) หรือแขนงที่แตกออกมีกา้นสั้นปลายแขนงเป็นแว่นทรงกลมหรือแบบ
จาน (peltate) (ภาพที ่4) ผนงัของหนวดมีเน้ือเยือ่เก่ียวพนันอ้ยและกลา้มเน้ือเจริญดี เม่ือหนวดหดตวั
ผนงัตวัจะยืน่ออกมาคลุมเพือ่ป้องกนัหนวด บริเวณปากของปลิงทะเลจะมีสีที่เด่นชดั 
 ผนังตวัของปลิงทะเลจะมีเดอร์มิส (dermis) เป็นเยือ่เก่ียวพนัที่หนาและยดืหยุ่นไดดี้ ใน
เดอร์มิส ประกอบดว้ย ออสซิเคิลหรือสปิคุล (ภาพที่ 5) ฝังตวัอยูใ่นผนังกลา้มเน้ือ ขนาดเล็กมาก
รูปร่างต่างๆ กนั ซ่ึงมีความส าคญัในการจ าแนกชนิดและการศึกษาดา้นอนุกรมวิธาน บริเวณปากมี
แผน่วงแหวนหินปูน (calcareous ring) (ภาพที่ 6) ทวารหนกั (anus) อยูส่่วนทา้ยของล าตวั 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4. ลกัษณะหนวดของปลิงทะเล: A, หนวดแบบจาน (peltate); B, หนวดแบบขนนก  
  (pinnate); C, หนวดแบบก่ิงไม ้(dendritic); D, หนวดแบบน้ิวมือ (digitate) 
ที่มา: จรัสศรี และคณะ (2551) 
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 ทางเดินอาหารผนัแปรตามลักษณะของตัวปลิงทะเลและอุปนิสัยการกินอาหาร แต่
โดยทัว่ไปจะประกอบดว้ย 4–5 บริเวณ มีคอหอย (pharynx) สั้นต่อกบัแคปซูลของอุง้ปาก (buccal 
capsule) ซ่ึงค  ้ าจุนด้วยวงของออสซิเคิลขนาดใหญ่ แคปซูลของอุ้งปากเป็นส่วนที่ส าคญัมาก 
เน่ืองจากเป็นที่อยูข่องท่อวงแหวนของระบบท่อน ้ าและวงแหวนของระบบประสาท แถบกลา้มเน้ือ
ตามยาวของผนังตวัที่มาถึงบริเวณใกล้กบัปากจะแตกแขนงเป็นกลา้มเน้ือในการหดตวัไปเกาะที่
แคปซูลของอุง้ปาก ใชใ้นการดึงปากและหนวดใหห้ดตวัลงมาชัว่คราว ถดัมาจะเป็นหลอดอาหาร  
 การหมุนเวยีนของของเหลวเกิดภายในช่องล าตวั (coelom) ขนาดใหญ่ เยือ่บุผนังช่องล าตวั
ชนิดมีขน (ciliated epithelium) มีประโยชน์ช่วยในการพดัโบกใหเ้กิดกระแสของเหลวไหลวนเวียน
อยูภ่ายใน ช่วยล าเลียงอาหารใหแ้ก่อวยัวะต่างๆ ภายในช่องล าตวัมีเซลล์ซีโลโมไซท ์(coelomocyte) 
จ านวนมากหลายรูปแบบตามหนา้ที่ เช่น ซีโลโมไซทท์ี่ท  าหนา้ที่จบัอาหาร เรียกว่า ฟาโกไซติกอะมี
โบไซท ์(phagocytic amoebocyte) ลกัษณะไม่มีสีและมีขนาดเล็กมาก ส่วนซีโลโมไซทท์ี่ท  าหน้าที่
ล  าเลียงก๊าซ เรียกว่า ฮีโมไซท ์(hemocyte) ลกัษณะเป็นแผ่นแบนบาง ถา้อยูร่วมกนัเป็นจ านวนมาก
จะท าใหข้องเหลวมีสีแดง (จรัสศรี และคณะ, 2551) 
ปลิงทะเลมีการแลกเปล่ียนก๊าซบริเวณผนงัตวัที่บาง เช่น หนวดรอบปากและเทา้ท่อ อวยัวะที่ใชใ้น
การแลกเปล่ียนก๊าซของปลิงทะเล มีลกัษณะเป็นท่อแตกแขนงออกจากโคลเอกา (cloaca) คลา้ยตน้
พืช เรียกว่า เรสไปราทอร่ีทรี (respiratory tree) (ภาพที่ 7) อยู่สองขา้งทางของทางเดินอาหาร 
ปลิงทะเลอนัดบัApodida จะไม่มีเรสไปราทอร่ีทรี แต่แลกเปล่ียนก๊าซทางผิวหนังโดยตรง (จรัสศรี 
และคณะ, 2551) 
 ระบบท่อน ้ าประกอบดว้ยท่อที่ใหข้องเหลวจากช่องตวัไหลเวียนอยูภ่ายใน เพื่อเป็นแรงอดั
ดนัใหเ้ทา้ท่อเหยยีดออกขณะเคล่ือนที่ สามารถแบ่งออกเป็นส่วนๆ คือ แผ่นตะแกรง (madreporite) 
ส าหรับกรองน ้ า ที่จะเขา้สู่ท่อระบบหมุนเวยีนน ้ า ท่อหลงัแผน่ตะแกรง (stone canal) ท่อแหวน (ring 
canal) ตั้งอยูร่อบคอหอย โพเลียนเวสิเคิล (polian vesicle) ค่อนขา้งยาวต่อจากท่อวงแหวน ท าหน้าที่
ช่วยปรับความดนัภายในระบบท่อน ้ าน้ีให้คงที่ โดยการพองตวัและหดตวั ท่อรัศมี (radial canal) 
แยกจากท่อวงแหวนในแนวรัศมีฝังอยูใ่กลผ้ิวตวั ท่อยอ่ยที่แยกจากท่อรัศมีออกมาสองขา้ง (lateral 
canal) ท่อเล็กเหล่าน้ีจะไปส้ินสุดที่เทา้ท่อ ซ่ึงเป็นอวยัวะที่ใช้ในการเคล่ือนที่โผล่ยื่นออกมาพน้
ผวิหนงั มีลกัษณะเป็นปุ่ มสั้นๆ ที่ปลายดา้นในของหลอดเทา้และพองออกเป็นกระเปาะ (ampulla) 
เม่ือกลา้มเน้ือที่ผนงัของกระเปาะน้ีหดตวั ของเหลวภายในจะดนัให้หลอดเทา้หรือหนวดเหยยีดตวั
ยาวออก ในกลุ่มของปลิงทะเลที่ไม่มีเทา้ท่อระบบท่อน ้ าจะเหลืออยูเ่พียงท่อวงแหวนและโพเลียน
เวสิเคิลพนัอยูร่อบคอหอยกบับกัเคิลโพเดีย (buccal podia) หรือหนวด (จรัสศรี และคณะ, 2551) 
 ปลิงทะเลส่วนใหญ่จะอาศยับนพื้นทอ้งทะเล เวลาที่ตอ้งการเคล่ือนที่ (locomotion) จะใช้
เทา้ท่อส าหรับในกลุ่มที่ไม่มีเทา้ท่อ ซ่ึงไดแ้ก่ ปลิงทะเลออร์เดอร์ Apodida จะอาศยัการยดืหดของ



7 
 

ผนังล าตัวร่วมกับการใช้สปิคุลรูปสมอเกาะไปตามพื้น ปลิงทะเลบางชนิด เช่น ปลิงทะเลด า 
(Holothuria leucospilota) มีท่อปิดยาวเรียวงอกออกมาจากท่อหลกัของเรสไปราทอร่ีทรี เรียกว่า ท่อ
คูเวยีร์ (tubes of cuvier) ใชใ้นการป้องกนัตวั โดยการหดกลา้มเน้ือของผนังล าตวัอยา่งรุนแรงท าให้
ผนงัดา้นหลงัของท่ออาหารตอนทา้ยฉีกออกและเกิดแรงดนั ท าให้ของเหลวในซีลอมไหลเขา้สู่ท่อ
ทางเดินอาหารตอนทา้ยและออกไปทางทวารหนัก  โดยมีท่อคูเวียร์ติดออกไปดว้ยและแปรสภาพ
เป็นสารเหนียวคล้ายสายไหมที่ยาวและขาดง่าย เม่ือศตัรูถูกคลุมด้วยท่อคูเวียร์จะเคล่ือนที่ชา้ลง 
ปลิงทะเลอาจมีการปกป้องตวัเองในลกัษณะอ่ืนๆ เช่น สร้างสารพิษหุ้มตวัหรือปล่อยสารรบกวน 
(repellent substance) ท าให้ปลาผละหนีไป ปลิงทะเลจะขบัอวยัวะภายใน (autoevisceration) เม่ือ
ตอ้งประสบกับภาวะที่ไม่เหมาะสม เช่น ช่วงของอุณหภูมิสูงหรือต ่าเกินไป น ้ าเสีย หรือมีการ
เปล่ียนแปลงทางฟิสิกส์และเคมีอย่างรวดเร็ว ปลิงทะเลหลายชนิดจะขบัอวยัวะภายในออกทาง
ช่องทวารหนัก จากนั้นผนังล าตวัของปลิงทะเลจะแข็งขึ้น โดยอวยัวะภายในจะสามารถงอกใหม่ 
(regeneration) ไดอ้ยา่งรวดเร็วปลิงทะเลมีอวยัวะสืบพนัธุ์เพียงอนัเดียว (single gonad) บางชนิดมี
เพศแยก (dioecious) บางชนิดมีเพศรวม (hermaphrodite) แต่ส่วนใหญ่จะมีเพศแยก อวยัวะสืบพนัธุ์
รวมมีเพียง 1 ชุด ต่อมสร้างเซลล์สืบพนัธุ์มีแขนงเป็นพูเรียวยาวหลายพู มีท่อไปยงัรูสืบพนัธุ์ที่อยู่
ระหวา่งหนวด 1 คู่ ทางดา้นหลงัของล าตวั ส่วนพวกที่มีเพศรวมมีอวยัวะสืบพนัธุอ์นัเดียวสร้างทั้งรัง
ไข่และสเปิร์มผสมภายในตวัโดยสร้างไข่ขึ้นก่อน ปลิงทะเลอาศยัอยูใ่นเขตน ้ าต้ืนจนถึงทะเลลึก 
ด ารงชีวติเป็นสตัวห์นา้ดินทั้งหมด สามารถที่จะปรับตวัใหด้ ารงชีวติในแหล่งที่อยูไ่ดห้ลายแบบ จาก
การศึกษาลกัษณะถ่ินที่อยูอ่าศยัและการกินอาหารของปลิงทะเล พบว่าปลิงทะเลมีรูปแบบการกิน
อาหาร 2 แบบ คือ กินอาหารที่แขวนลอยในมวลน ้ า และกินอาหารที่ตกอยูบ่นพื้นหรือปนอยูก่บั
ตะกอน ปลิงทะเลออร์เดอร์ Aspidochirotida อาศยัในแนวปะการังหรือนอกแนวปะการัง หาอาหาร
โดยใชห้นวดจบัตะกอนหรืออินทรียสารต่างๆ ตามพื้นดิน ปลิงทะเลออร์เดอร์ Dendrochirotida 
อาศยัอยู่ในแนวปะการัง โดยเกาะอยู่กบัวตัถุหรือฝังตวัตามพื้นทราย ใชห้นวดจบัตะกอนหรือ
แพลงกต์อนที่ล่องลอยมากบัมวลน ้ า และปลิงทะเลออร์เดอร์ Apodida อาศยัอยูร่่วมกบัฟองน ้ าหรือ
ปะการัง โดยจะดักจบัตะกอนที่ติดอยู่ตามผนังตวัของฟองน ้ าหรือปะการังเป็นอาหาร ระบบ
ประสาทของปลิงทะเลยงัไม่เจริญมากนกั ประกอบดว้ยประสาทรูปวงแหวนลอ้มรอบอุง้ปากใตฐ้าน
ของหนวด จากวงแหวนน้ีจะมีเส้นประสาทแยกออกไปยงัอวยัวะใกล้เคียงเป็นเส้นสั้นๆ ส่วน
เสน้ประสาทยาววิ่งไปตามแนวรัศมีฝังอยูใ่นชั้นผิวตวัหรือเดอร์มิส เส้นประสาทน้ียาวตลอดล าตวั
และยงัมีแขนงประสาทแยกออกมาจบัตวัเป็นกลุ่มอยูใ่ตผ้วิหนงัชั้นนอก ปลิงทะเลรับความรู้สึกและ
แสดงอาการตอบโตช้า้มากเน่ืองจากอวยัวะรับความรู้สึกยงัไม่เจริญ เซลลรั์บความรู้สึกจะกระจายอยู่
ตามผิวตวัทัว่ไปโดยจะจบักลุ่มหนาแน่นเฉพาะแห่ง และมีมากที่บริเวณส่วนปลายหัวทา้ยล าตวั ที่
ตุ่มตามผิวและที่หนวด ปลิงทะเลบางชนิดมีอวยัวะรับแสงอยู่ที่โคนหนวด ปลิงทะเลออร์เดอร์ 
Apodida มีอวยัวะเก่ียวกับการทรงตวั (statocyst) เจริญดี ปลิงทะเลจะอาศยัอยู่ร่วมกันเป็นกลุ่ม 
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แหล่งที่อยูข่องปลิงทะเลมีหลายรูปแบบ ปลิงทะเลบางชนิดสามารถอาศยัอยูใ่นแหล่งที่อยูไ่ดห้ลาย
รูปแบบ เช่น Cucumaria curata พบใน 3 แหล่งที่อยูบ่ริเวณชายฝ่ังของแคลิฟอร์เนีย คือ แหล่งที่อยู่
แรกจะพบนอนน่ิงๆ บริเวณชายหาดอยา่งหนาแน่น แหล่งที่อยูท่ี่สองจะพบรวมกนัเป็นกลุ่มๆ ละ 5–
20 ตวั ในบริเวณที่มีการเล้ียงหอย (Mytilus bed) และแหล่งที่อยูท่ี่สามจะอาศยัรวมตวักนัอยูใ่ตก้อ้น
หินซ่ึงอยูต่  ่ากวา่ระดบัน ้ าขึ้นน ้ าลง (midlittoral zone) (จรัสศรี และคณะ, 2551) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 5. ลกัษณะสปิคุลของปลิงทะเล 
ที่มา: จรัสศรี และคณะ (2551) 
  
 
 
 
 
 

ภาพที่ 6. ลกัษณะแผน่วงแหวนหินปูนของปลิงทะเล: A, Holothuriidae; B, Cucumariidae; C, D 
Phyllophoridae; E, Stichopodidae และ F, Synaptidae 

ที่มา:จรัสศรี และคณะ (2551) 
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ภาพที่ 7. ลกัษณะเรสไปราทอร่ีทรี (respiratory tree) ของปลิงทะเล  
ที่มา: จรัสศรี และคณะ (2551) 
 
3. องค์ประกอบและโครงสร้างของคอลลาเจน 
 คอลลาเจน (collagen) มีรากศพัท์มาจากภาษากรีก คือ Kolla ซ่ึงแปลว่ากาว (Nuchzzii, 
2007) คอลลาเจนเป็นโปรตีนธรรมชาติที่ส าคญัของเน้ือเยือ่ยึดเหน่ียว (connective tissue) ไดแ้ก่ 
ผวิหนงั เอ็น กระดูก กระดูกอ่อน หลอดเลือด และเป็นโปรตีนที่มีมากที่สุดในสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม 
เป็นโปรตีนที่มีอยูท่ ัว่ไปในร่างกายประมาณร้อยละ 6 ของน ้ าหนักตวั หรือประมาณ 1 ใน 3 ของ
โปรตีนทั้งหมดที่มีในร่างกาย โดยจะอยูภ่ายใตผ้ิวหนังชั้นหนังแท ้(Dermis) เลือดคอลลาเจนเป็น
โปรตีนที่มีโครงสร้างเป็นเส้นใยยาว (Fibrous protein) มีโครงรูปของสายเปปไทด์ที่เป็นเส้นใยยาว 
ไม่ละลายน ้ า และท าหน้าที่เป็นโปรตีนโครงสร้าง ซ่ึงท าหน้าที่แตกต่างไปจากโปรตีนที่มีรูปร่าง
กลม (globular protein) เช่น เอนไซม ์นอกจากนั้นคอลลาเจนมีลกัษณะเหนียว มีแรงตา้นแรงดึงสูง
มาก เก่ียวขอ้งกับความแข็งแรงและความยืดหยุ่นของผิวหนัง ท  าให้หลอดเลือดแข็งตวั และมี
บทบาทต่อการพฒันาเน้ือเยือ่ 
 จากการศึกษาพบคอลลาเจนมากกว่า 25 ชนิด แต่ละชนิดมีรหัสยีนที่แตกต่างกัน โดย
หลกัการคอลลาเจนมีไดม้ากกว่า 10,000 ชนิด แต่คอลลาเจนที่พิสูจน์ทราบแลว้มีเพียง 25 ชนิด ดงั
แสดงในตารางที่ 1 ซ่ึงคอลลาเจนที่พบมากที่สุด ไดแ้ก่ คอลลาเจน Type I, II, III และ IV (Prockop 
and Kivirikko, 1995) ซ่ึงคอลลาเจน Type II และ III จะเป็นคอลลาเจนชนิด homotrimer มีสายเปป
ไทด์ 3 สายของ α1(II) หรือ α1 (III) ขณะที่ Type I เป็น heterotrimer [(α1)2 α2] (Piez et al., 1963) 
คือประกอบดว้ย α1(I) 2 สาย และ α2(I) 1 สาย หรือ ประกอบดว้ยสายเปปไทด์ต่างกนัทั้งสามสาย 
คือ [(α1) (α2) (α3)] (Piez, 1965; Francois and Glincher, 1967) คอลลาเจนเกิดขึ้นไดจ้ากหน่วย
ยอ่ยโทรโพคอลลาเจน (tropocollagen subunit) มีลกัษณะเหมือนหลอดยาวประมาณ 300 นาโน



10 
 

เมตร และเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 1.5 นาโนเมตร ประกอบขึ้นดว้ยสายโพลีเปปไทด์ 3 สาย แต่ละสายโพ
ลีเปปไทด์เป็นสายเกลียววนซ้าย และเม่ือสามสายโพลีเปปไทด์รวมเขา้ด้วยกนัจะบิดเป็นเกลียว
เหมือนขดเลือดวนขวา น ้ าหนกัโมเลกุลของสายเกลียวทั้งสามสายประมาณ 300,000 ดาลตนั แต่ละ
สายของสายเกลียว มีน ้ าหนักโมเลกุลประมาณ 100,000 ดาลตนั (Lehninger, 1971) โครงสร้างของ
คอลลาเจนจะคงตวัดว้ยพนัธะไฮโดรเจนจ านวนมาก และสายเกลียวทั้งสามสายยงัเกิดพนัธะโคววา
เลนท ์พนักนัไปมาระหว่างสาย พบว่าระหว่างหน่วยยอ่ยดว้ยกนัท าให้เกิดคอลลาเจนชนิดต่างๆ ที่
พบในเน้ือเยือ่ที่เจริญเตม็ที่แลว้ 
 
ตารางที่ 1. คอลลาเจนแต่ละชนิดในเน้ือเยือ่ต่างๆ 

ชนิดของคอลลาเจน แหล่งที่พบ 
Type I พบมากที่สุด ซ่ึงอยูใ่นเน้ือเยือ่เก่ียวพนั เช่น กระดูก ผวิหนงั เอ็น และเสน้เลือด 
Type II เสน้เลือดและแกว้ตา 
Type III เสน้เลือด 
Type IV เน้ือเยือ่แผน่บางๆ ที่อยูน่อกเซลล ์โดยอยูใ่ตเ้น้ือเยือ่บุผวิ 
Type V กระดูก กระจกตา และเน้ือเยือ่ระหวา่งเซลล ์
Type VI ตบั ไต และรอบๆ กระดูกอ่อน 
Type VII จุดเช่ือมต่อในผวิหนงัก าพร้า หรือผวิหนงัชั้นใน 
Type VIII เซลลบ์ุเสน้เลือด 
Type IX เสน้เอ็น 
Type X การขยายตวัของเน้ือเยือ่และเปล่ียนเป็นแร่ธาตุในเสน้เอ็น 
Type XI เสน้เอ็น 
Type XII กระดูกและเสน้ใยที่เก่ียวพนักบัคอลลาเจน 
Type XIII หนงัก าพร้า ต่อมผม และรากเล็บ 
Type XIV เหมือนกบั Type I 
Type XV อยูใ่นเน้ือเยือ่จ  านวนมาก และมีแหล่งก าเนิดเดียวกบั Type XVIII 
Type XVI อยูภ่ายใตก้ารศึกษา 
Type XVII บริเวณที่ยดึของล าไสเ้ล็กตอนปลายและหนงั 
Type XVIII ไต และตบั 
Type XIX ตา สมอง อณัฑะ และเน้ือเยือ่ใน embryo 
Type XX-XXV ยงัไม่ทราบ 
ที่มา : Olsen และคณะ (2003) 
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 โครงสร้างที่เป็นสายเกลียวทั้งสามสายยดึกันแน่นโดยมีการจดัเรียงกรดอะมิโนในแต่ละ
สายเกลียวของหน่วยยอ่ยคอลลาเจนเป็นลกัษณะพเิศษ คือ ล าดบัของกรดอะมิโนมกัเป็น Gly-X-Pro 
หรือ Gly-X-Hypro (Gly = ไกลซีน Pro = โพรลีน Hypro = ไฮดรอกซีโพรลีน และ X = กรดอะมิโน
อ่ืนๆ) นอกจากน้ียงัพบการเรียงของกรดอะมิโนแบบ Gly-Pro-Hypro ซ่ึงโครงสร้างที่มีหน่วยซ ้ าๆ 
กนัแบบน้ี เรียกว่า repeating amino acids โดยส่วนใหญ่คอลลาเจนประกอบดว้ยไกลซีน 33%        
อะลานีน 11% โพรลีน 12% ไฮ ดรอกซีโพรลีน 11% และยงัมีไฮดรอกซีไลซีน ซ่ึงกรดอะมิโนสอง
ตวัหลงัเกิดขึ้นหลงัการสังเคราะห์โปรตีนเสร็จ โดยมีการเติมกลุ่ม –OH เขา้ไป ซ่ึงอาศยัการท างาน
ของเอนไซม ์และตอ้งใชว้ติามินซีดว้ย (มนตรี และคณะ, 2542) การที่มีไกลซีนสูง และรูปแบบการ
จดัเรียงซ ้ าๆ จะไม่พบในโปรตีนรูปกลม (globular protein) แต่พบไดใ้นโปรตีนเส้นใย (fibrous 
protein) 
 ไกลซีนเป็นกรดอะมิโนที่มีขนาดเล็กที่สุด จึงมีบทบาทเด่นในโปรตีนที่มีโครงสร้างเป็น
เส้นใย ซ่ึงในคอลลาเจนพบไกลซีนอยู่ในทุกต าแหน่งที่สาม สายเกลียวทั้งสามสายจะเก็บส่วน
ไกลซีนไวด้า้นใน (แกน) ของสายเกลียว เน่ืองจากพื้นที่จ  ากดัและไกลซีนมีขนาดเล็กมากที่สุด และ
ส่งผลใหค้อลลาเจนไม่ยดื ส่วนวงแหวนของโพรลีน และไฮดรอกซีโพรลีน จะช้ีออกจากสายเกลียว 
กรดอะมิโนทั้งสองน้ีช่วยใหห้น่วยยอ่ยโทรโพคอลลาเจนเสถียรต่อความร้อน (Myllyharju, 2005) 
 คอลลาเจนที่พบในเน้ือเยือ่เก่ียวพนั เช่น ในกระดูกจะมีโครงสร้างของสายเกลียวสามเส้นที่
วางซอ้นกนัเป็นแถวหลวมๆ ช่องว่างระหว่างปลายของหน่วยยอ่ยโทรโพคอลลาเจนอยูห่่างกนั 40 
นาโนเมตร ซ่ึงอาจท าหนา้ที่เป็นใจกลาง (นิวเคลียส) ส าหรับผลึกของเกลือแร่ซ่ึงมีลกัษณะละเอียด 
แข็งและยาว มาจับได้แก่ ผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต์ [Ca5(PO4)3(OH)] ที่ มีฟอสเฟตอยู่ และ        
คอลลาเจนใหค้วามยดืหยุน่แก่กระดูก จึงมีส่วนช่วยป้องกนักระดูกแตก (Moskowitz, 2000) 

4. คอลลาเจนจากวัว 
 คอลลาเจนจากววัเป็นที่นิยมใช้ โดยสามารถสกดัไดจ้ากบริเวณผิวหนัง เอ็น กระดูกและ
กล้ามเน้ือ แต่ออร์แกนต่างๆ ที่ได้จากววัจะเส่ียงต่อการเกิดโรควัวบ้า (Bovine Spongiform 
Encephalopathy; BSE) หรือ Mad Cow Disease 
 โรคววับา้ Bovine Spongiform Encephalopathy (BSE) เป็นโรคที่เกิดขึ้นกบัระบบประสาท
ของววั เกิดจากสารโปรตีนตวัหน่ึงที่เรียกวา่ prion โดยเกิดระบาดในประเทศองักฤษเม่ือปี 1986 พบ
ววัเสียชีวิตจากโรคน้ีจ านวน 168,000 ตวั ซ่ึงเกิดจากววัเหล่าน้ีไดรั้บเน้ือและกระดูกป่นจากแพะที่
ตายจากโรค scrapie-containing sheep ซ่ึงมีสาร prion ปนเป้ือนอยู ่(วลิยัภรณ์, 2550)  
 ส าหรับในคน มีรายงานพบโรคน้ีคร้ังแรกเม่ือปี พ.ศ. 2463 โดยนายแพทยค์รอยเฟลด์ท 
(Creutzfeldt) และนายแพทยจ์าคอบ (Jacop) จึงเรียกช่ือโรคน้ีว่า Creutzfeldt-Jakob Disease (CJD)    
(นิรนาม, 2544) หรือสมองฝ่อ พบได้ไม่บ่อย แต่เม่ือเป็นแล้วเสียชีวิตทุกราย อาการเร่ิมตน้จาก
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ความจ าเส่ือม พฤติกรรมเปล่ียนไป เครียด มีปัญหาเก่ียวกบัการมองเห็น มีอาการสับสน ไม่สามารถ
ควบคุมการเคล่ือนไหว ตาบอด กลา้มเน้ืออ่อนแรง และเสียชีวิต พบประมาณ 1 คนใน 1,000,000 
คน และพบว่าในส่วนของสมองมีรูพรุนเหมือนฟองน ้ า ที่บริเวณ basal ganglia cerebellum และ 
thalamus นอกจากประเทศองักฤษแลว้ยงัพบโรคววับา้ที่ประเทศฝร่ังเศส โปรตุเกส สวิตเซอร์แลนด ์
สาธารณรัฐไอร์แลนด ์โอมาน อิตาลี เดนมาร์ก แคนาดา เยอรมนั (วชิยั, 2551) 
 โรคน้ีเกิดจากสารโปรตีน ไม่ใช่เช้ือโรค และติดต่อกนัทางอาหารการกิน โดยเฉพาะอยา่งยิง่
การกินเน้ือววั ดงันั้นควรหลีกเล่ียงอาหารเสริมความจ าที่ท  าจากสมองววัสดและการสกดัจากต่อม
ของววั นอกจากจะไม่เสริมความจ าแลว้ อาจท าใหส้มองเส่ือมตลอดไป (นริศ, 2544) 

5. คอลลาเจนจากสัตว์น ้า 
 คอลลาเจนจากสตัวน์ ้ าเป็นแหล่งคอลลาเจนแหล่งใหม่ ที่ใชท้ดแทนคอลลาเจนจากสัตวบ์ก 
อดีตใชค้อลลาเจนที่ไดจ้ากการสกดัของหมูและววัในอุตสาหกรรมต่างๆ ซ่ึงคอลลาเจนจากววัเป็น
สาเหตุที่ท  าให้เกิดโรค Creutzfeldt-Jakob Disease (CJD) ในคน ดงันั้นนักวิจยัจึงไดท้  าการสกัด
คอลลาเจนจากสตัวน์ ้ ามากมายหลายชนิด เช่น การสกดัคอลลาเจนจากปลา ไดแ้ก่ การสกดัคอลลา
เจนจากหนังปลา skate (Raja kenojei), codfish, brown backed toadfish (Lagocephalus gloveri), 
Sebastes mentella, Theragra chalcogramma, Ctenopharyngodon idella คอลลาเจนจากหนังและ
กลา้มเน้ือของปลา catfish เป็นตน้ (Whang et al., 2007; Sadowska et al., 2003; Seneratne et al., 
2006; Wang et al., 2007; Yan et al., 2008; Zhang et al., 2007; Liu et al., 2007; Sivakumar et al., 
2000) นอกจากนั้นยงัพบการสกดัคอลลาเจนจากสตัวน์ ้ าประเภทหอย ไดแ้ก่ คอลลาเจนจากเน้ือหอย 
2 ฝา Mytilus galloprovinciallis, Septifer virgatus, Patinopecten yessoensis, Crassostrea gigas 
และ Meretrix lusoria คอลลาเจนจาก mantle และ adductor จาก peal oyster (Pinctada fucata) 
(Mizuta et al., 2004) คอลลาเจนจาก mantle ของ scallop (Shen et al., 2007) คอลลลาเจนจากหนวด
หมึก (Nagai et al., 2001) คอลลาเจนจากกุง้ และปูทะเล (Scylla serrata) (Yoshinaka et al., 1989; 
Sivakumar et al., 2000) คอลลาเจนจากหอยเม่น (sea urchin) (Robinson, 1997; Cluzel et al., 2000) 
และมีการสกัดคอลลาเจนจากปลิงทะเลชนิด Cucumaria frondosa ในประเทศสหรัฐอเมริกา 
(Trotter et al., 1995) และชนิด Stichopus japonicus ในประเทศจีน (Cui et al., 2007) 
 วธีิการสกดัคอลลาเจนจากสตัวน์ ้ า มี 2 วธีิดว้ยกนั คือ 1) สกดัดว้ย acetic acid (acid-soluble 
collagen; ASC) ซ่ึงท าการสกดั 1 คร้ังหรือ 2 คร้ัง และ 2) สกดัดว้ย pepsin (pepsin-soluble collagen; 
PSC) โดยน าส่วนที่เหลือจากการสกดัดว้ย acetic acid มาสกดัซ ้ าดว้ย pepsin หรือท าการสกดัโดยใส่ 
acetic acid พร้อมกบั pepsin (Wang et al., 2007; Yan et al., 2008; Zhang et al., 2007; Liu et al., 
2007) 
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 ปริมาณคอลลาเจนที่สกดัไดจ้ากสัตวน์ ้ า มีความแตกต่างกนัในสัตวน์ ้ าแต่ละชนิด เช่น ใน
หนังปลากดอเมริกนั (Ictalurus punctaus) ในหนังปลา Lagocephalus gloveri, Sebastes mentella 
และ Ctenopharyngodon idella พบคอลลาเจน 64.2%, 54.3%, 47.5% และ 46.6% ตามล าดบั (Liu et 
al., 2007; Seneratne et al., 2006; Wang et al., 2007; Zhang et al., 2007) และพบว่าคอลลาเจนจาก
สัตวน์ ้ ามีสาย α เหมือนกบัคอลลาเจนจากหมูและววั คือ ประกอบไปดว้ยสาย α1 และ α2 ขนาด
โมเลกุลของคอลลาเจนสาย α จากสัตวน์ ้ าอยูใ่นช่วง 100-150 kDa นอกจากนั้นยงัพบสายบีตาและ
สายแกมมาที่มีขนาดโมเลกุลอยูใ่นช่วง 200 และมากกว่า 200 kDa (Liu et al., 2007; Zhang et al., 
2007; Yan et al., 2008; Seneratne et al., 2006; Wang et al., 2007) 
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บทที ่3 
 

การทดลอง 

อุปกรณ์การทดลอง 

 1 ปลิงทะเลขาวแหง้ (Holothuria scabra)  15 กระดาษกรองเบอร์ 1 
 2 ปลิงทะเลด าแหง้ (Holothuria leucospilota) 16 กล่องโฟม 
 3 น ้ ากลัน่, น ้ ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ 17 กระดาษทิชชู 
 4 ถุงพลาสติก 18 ถาด 
 5 ยางวง 19 ถุงมือ 
 6 แท่งแกว้ 20 ชอ้นตกัสาร 
 7 ปิเปตพร้อมจุกยาง 21 กระบอกตวง 
 8 ขวด Duran  22 บีกเกอร์ 
 9 โกร่งบด 23 น ้ าแขง็ 
 10 กระดาษฟอยด ์ 24 กะละมงั 
 11 ขวดสีชา 25 Forcep  
 12 cuvette  26 หลอด centrifuge ขนาด 15 mL.  
 13 magnetic bar  27 เคร่ืองมือผา่ตดัเล็ก 
 14 มีด 28 ทิป (microtip) 

เคร่ืองมือ 
 1 เคร่ืองป่ันเหวีย่งควบคุมอุณหภูมิ 8 ตูเ้ยน็ -20oC 
 2 hot plate 9 ตูเ้ยน็ 
 3 pH meter 10 หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือ 
 4 เคร่ืองชัง่สาร 2 และ 4 ต าแหน่ง 11 กลอ้งถ่ายรูป 
 5 Micropipette  12 เคร่ืองผสมสาร (vortex) 
 6 เคร่ือง Spectrophotometer  13 Shaker 
 7 ชุดส าหรับท าโปรตีนอิเลคโตรโฟรีซิส 
 แบบ Slab gel 
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สารเคมี 
 1 1 M HCl  16 EDTA 
 2 0.1 M Acetic acid  17 10% (W/V) Sodium Dodecylsulfate 
 3 0.2 M Acetic acid 18 Acrylamide 
 4 0.5 M Acetic acid 19 Bisacrylamide 
 5 0.1 M NaOH 20 10% Ammonium Persulphate 
 6 CuSO4 5H2O 21 2-mercaptoethanol 
 7 0.8 M NaCl 22 Glycerol 
 8 Tris-base  23 Bromophenol Blue 
 9 Tris-HCl  24 Methanol 
 10 0.1 M Tris-HCl, pH 8.0 25 Glycine 
 11 0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 26 TEMED 
 12 1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 27 Sodium Potassium Tartrate 
 13 porcine pepsin 28 Potassium iodide 
 14 0.02 M Na2 HPO4 , pH 8.0 29 95% ethanol 
 15 Bovine serum albumin (BSA) 
 

วิธีการทดลอง  

ท าการศึกษาเปรียบเทียบคอลลาเจนระหว่างปลิงทะเล  2 ชนิด คือ ปลิงทะเลขาว 
(Holothuria scabra) และปลิงทะเลด า (Holothuria leucospilota) โดยน ามาท าการสกดัคอลลาเจน
จากผนงัล าตวัของปลิงทะเล ศึกษาปริมาณคอลลาเจนที่สกดัได ้ท าการตรวจสอบความบริสุทธ์ิจาก
การสกดัโดยศึกษาปริมาณโปรตีนในคอลลาเจน รวมทั้งศึกษาชนิดและขนาดโมเลกุลของคอลลา
เจนที่สกดัได ้ดงันั้นจึงมีการทดลอง 3 การทดลอง ไดแ้ก่ 

 การทดลองที่ 1 เปรียบเทียบปริมาณคอลลาเจนที่สกดัไดจ้ากปลิงทะเล 
  ทรีทเมนตท์ี่ 1 ปลิงทะเลขาว (Holothuria scabra) 
  ทรีทเมนตท์ี่ 2 ปลิงทะเลด า (Holothuria leucospilota) 
 การทดลองที่ 2  ตรวจสอบความบริสุทธ์ิจากการสกดั โดยศึกษาปริมาณโปรตีนในคอลลา
เจนที่สกดัไดจ้ากปลิงทะเล 
  ทรีทเมนตท์ี่ 1 ปลิงทะเลขาว (Holothuria scabra) 
  ทรีทเมนตท์ี่ 2 ปลิงทะเลด า (Holothuria leucospilota) 
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 การทดลองที่ 3 ตรวจสอบชนิดและขนาดโมเลกุลของคอลลาเจนที่สกดัไดจ้ากปลิงทะเล 
  ทรีทเมนตท์ี่ 1 ปลิงทะเลขาว (Holothuria scabra) 
  ทรีทเมนตท์ี่ 2 ปลิงทะเลด า (Holothuria leucospilota) 
 
1. เก็บตัวอย่างและการสกัดคอลลาเจนจากปลิงทะเล (การทดลองที่ 1) 
 เก็บตวัอยา่งปลิงทะเลขาว (Holothuria scabra) และปลิงทะเลด า (Holothuria leucospilota) 
จากธรรมชาติในทะเลฝ่ังอนัดามนับริเวณเกาะปู อ. เหนือคลอง จ. กระบี่ ห่างจากฝ่ังประมาณ 10-15 
กิโลเมตร น ้ าลึกประมาณ 1-2 เมตร น ้ าหนกัตวัปลิงประมาณ 200-300 กรัม และคดัเลือกปลิงทะเลที่
ตอ้งการ โดยเลือกเฉพาะปลิงที่มีสุขภาพดี ไม่มีแผลที่ผิวหนัง ผิวหนังเรียบมีความแวววาว มี 
mucous layer ที่ใส เม่ือถูกสมัผสัจะเคล่ือนไหวไดช้า้ๆ 
 - เตรียม crude collagen fibril  
 กระบวนการทั้งหมดจะเตรียมที่อุณหภูมิ 4 ºC โดยน าปลิงทะเลขาว และปลิงด าแยกอวยัวะ
ภายในออก รวมทั้งเน้ือเยือ่กลา้มเน้ือภายในออกดว้ย forcep จากนั้นตดัผนังล าตวัเป็นช้ินเล็กๆ และ
ลา้งกบัน ้ ากลัน่ น าตวัอยา่งปลิงทะเลขาว 100 กรัม น ้ าหนักเปียก คนกบัน ้ ากลัน่ 1 ลิตร เป็นเวลา 30 
น าที  ท  า ซ ้ า อี ก ค ร้ั ง เ ป็น เ วล า  1  ชั่ ว โ ม ง  หลัง จ ากนั้ น แทนที่ น ้ า ก ลั่ น ด้ว ย  4  mM 
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 0.1 M tris-HCl, pH 8.0 และคนขา้มคืน จากนั้นเท
ของเหลวออก ท าการล้างด้วยน ้ ากลั่น 1 ลิตร คนช้าๆ 15 นาที ล้างด้วยน ้ ากลั่นซ ้ าอีก 2-3 คร้ัง  
จากนั้นใส่น ้ ากลัน่ 500 ml คนเป็นเวลา 2 วนั และน าไป centrifuge ที่ 9000g เป็นเวลา 5 นาที เก็บ
รวบรวมส่วน supernatant ไวเ้ป็น collagen fibril และส่วนที่เป็นกอ้นกลมจะคนอีกคร้ังดว้ยน ้ ากลัน่ 
500 ml และน าไป centrifuge ที่ 9000g เป็นเวลา 5 นาที เก็บรวบรวมส่วน supernatant น าส่วน 
supernatant ทั้งหมดที่ได ้centrifuge ที่ 10,000g เป็นเวลา 30 นาที และจะได ้crude collagen fibril 
ซ่ึงเป็นส่วนที่ตกตะกอน (Cui et al., 2007) จากนั้นน า crude collagen fibril ท าการ lyophilize (ส่ง
ศูนยเ์คร่ืองมือวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์)  
 - การสกดั pepsin-solubilize collagen 
 น า crude collagen fibril ที่ผา่นการ lyophilize คนกบั 0.1 M NaOH (20 v/w) เป็นเวลา 3 วนั 
เพือ่ยา้ยส่วนที่ไม่ใช่คอลลาเจนออกไป และยา้ยเอนไซม ์protease ในคอลลาเจนออกไป (Sato et al., 
1987) ส่วนที่เหลือหลงัจากสกดัดว้ยอลัคาไลด ์จะลา้งดว้ยน ้ ากลัน่ และคนกบั 0.5 M acetic acid (10 
v/w) และใส่ porcine pepsin ในอตัราส่วน enzyme/substrate 1:100 (w/w) ท าการยอ่ยเป็นเวลา 2 วนั 
จากนั้นน าไป centrifuge ที่ 12,000g เป็นเวลา 60 นาที รวบรวมส่วนที่เป็น supernatant ของ pepsin-
solubilize collagen (PSC) ท าการแยกเกลือออกโดยเติม NaCl ความเขม้ขน้สุดทา้ย 0.8 M จากนั้น
น าไป centrifuge ที่ความเร็วรอบต ่า โดยละลายใน 0.5 M acetic acid เพื่อให้ตกตะกอนเร็วขึ้น และ
ลา้งของเสียหลายๆ คร้ัง ดว้ย 0.02 mol/L ของ Na2HPO4 (pH 8.0) เพื่อไม่ให้มี pepsin จากนั้น 
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centrifuge ที่ความเร็วรอบต ่า และรวบรวมตะกอน ท าการลา้งดว้ย 0.5 M acetic acid และลา้งอีกคร้ัง
ดว้ย 0.1 M acetic acid เป็นเวลา 2 วนั (Cui et al., 2007) จากนั้นท า lyophilize (ส่งศูนยเ์คร่ืองมือ
วทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์)  
 
2. การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในคอลลาเจนที่สกัดได้จากปลิงทะเล (การทดลองที่ 2) 
 - การสร้างกราฟมาตรฐานโปรตีน (Standard curve)  
 การวิเคราะห์โปรตีนด้วยวิธีของแบรดฟอร์ด (Bradford’s method หรือ Dye-binding 
method) อาศยัหลกัการที่ว่าสาร Coomassie Brilliant Blue G-250 เม่ือจบักบัโปรตีนแลว้ ท าให้เกิด
การเปล่ียนความยาวคล่ืน (Wavelength) ของการดูดกลืนแสงจาก 465 nm (สีแดง) เป็น 595 nm (สี
น ้ าเงิน) วิธีแบรดฟอร์ดเป็นวิธีที่สะดวกรวดเร็ว จะมีความไวต่อการทดสอบสูงโดยสามารถ
ตรวจสอบโปรตีน 5-100 μg (Bradford, 1976) 
 ท าการสร้างกราฟมาตรฐานโปรตีนโดยใชส้ารละลาย BSA (Bovine serum albumin) ที่
ความเขม้ขน้ต่างๆ กนั จากนั้นน าสารละลาย BSA เติม Dye reagent เขยา่ใหเ้ขา้กนัและตั้งทิ้งไวน้าน 
5-30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง วดัการดูดกลืนแสงที่ 595  nm ดว้ยเคร่ือง Spectrophotometer โดยท าการ
ทดลอง 3 ซ ้ า 
 - การวเิคราะห์ปริมาณโปรตีนในคอลลาเจนที่สกดัได ้
 เตรียมคอลลาเจนเพือ่น ามาวเิคราะห์โปรตีน โดยน าคอลลาเจนที่ผ่านการ lyophilize บดให้
เป็นผงละเอียดด้วยโกร่งบด จากนั้นละลายด้วย 0.1 M acetic acid และป่ันคนให้เขา้กัน น า
สารละลายคอลลาเจนที่ไดไ้ปวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนดว้ยวิธีแบรดฟอร์ด (Bradford’s method) 
และน าค่าดูดกลืนแสงที่วดัได้ไปเปรียบเทียบกับมาตรฐานโปรตีน ท าการทดลอง 3 ซ ้ า และ
ค านวณหาปริมาณโปรตีนที่สกดัได ้
 
3. การตรวจสอบความบริสุทธ์ิ และขนาดโมเลกุลของคอลลาเจนที่สกัดได้ด้วยวิธี SDS-PAGE 
(SDS-polyacrylamide gel electrophoresis) (การทดลองที่ 3) 
 น าคอลลาเจนที่สกดัไดม้าท า SDS-PAGE ตามวธีิการของ Laemmli (1970) เพือ่วเิคราะห์หา
มวลโมเลกุลและแยกหน่วยยอ่ยของคอลลาเจน โดยใช ้7.5% resolving gel และ 4% stacking gel ใช้
ตวัอยา่งและตวัอยา่งมาตรฐานคอลลาเจน ช่องละ 4 ไมโครลิตร เม่ือท าการรันเจลเสร็จจะยอ้มสีดว้ย 
Coomassie Brilliant blue R-250 
 
 
 
 



18 
 

บทที ่4 
 

ผลการทดลองละวจิารณ์ผล 

 

1. ผลการสกัดคอลาเจนจากปลิงทะเล 

 1.1 Crude Collagen Fibril 

 จากการทดลองการสกดัคอลลาเจนอยา่งหยาบจากปลิงทะเล พบวา่ ผนงัล าตวัของปลิงทะเล
ขาวและผนงัล าตวัของปลิงทะเลด า 100 กรัมของน ้ าหนักเปียก มีคอลลาเจนอยา่งหยาบ 4.091 และ 
10.955 กรัมของน ้ าหนังแห้ง ตามล าดับ ซ่ึงพบว่าคอลลาเจนอย่างหยาบที่สกัดได้จากผนังล าตวั
ปลิงทะเลด ามีปริมาณมากกวา่ปลิงทะเลขาว ดงัแสดงในภาพที่ 8 และคอลลาเจนที่สกดัไดเ้ป็นเน้ือ
คอลลาเจนแบบหยาบ เป็นแผน่บาง เบา เหนียว ในผนงัล าตวัปลิงทะเลขาวจะมีลกัษณะสีขาวขุ่น แต่
ในผนงัล าตวัปลิงทะเลด ามีลกัษณะสีน ้ าตาล ดงัแสดงในภาพที ่9 

 

 

 ภาพที่ 8. น ้ าหนกัแหง้ของคอลลาเจนอยา่งหยาบ (Crude Collagen Fibril) 
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 ภาพที่ 9. ลกัษณะคอลลาเจนอยา่งหยาบ (Crude Collagen Fibril) 
  ก. คอลลาเจนอยา่งหยาบจากผนงัล าตวัปลิงทะเลขาว 
  ข. คอลลาเจนอยา่งหยาบจากผนงัล าตวัปลิงทะเลด า 

 
 1.2 pepsin-solubilize collagen (PSC) 

 จากการทดลองสกดั pepsin-solubilize collagen  จากปลิงทะเล พบว่า ในผนังล าตวัของ
ปลิงทะเลขาว และผนังล าตวัของปลิงทะเลด า มี pepsin-solubilize collagen 58.70% และ 6.46% 
ตามล าดบั จากการสกดัต่อจาก Crude Collagen Fibril ซ่ึง pepsin-solubilize collagen  จากปลิงทะเล
ด า มีปริมาณมากกว่าปลิงทะเลขาว ดังแสดงในภาพที่ 10 และมีลกัษณะเป็นเน้ือคอลลาเจนแบบ
ละเอียดกวา่ Crude Collagen Fibril ซ่ึงในผนงัล าตวัปลิงทะเลขาวจะมีลกัษณะสีขาวครีม แต่ในผนัง
ล าตวัของปลิงทะเลด ามีลกัษณะสีน ้ าตาลเขม้เกือบด า ดงัแสดงในภาพที่ 11 

 

 ภาพที่ 10. pepsin-solubilize collagen (%) 

   

 

ก ข 
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 ภาพที่ 11. ลกัษณะ pepsin-solubilize collagen 
  ก. คอลลาเจนอยา่งหยาบจากผนงัล าตวัปลิงทะเลขาว 
  ข. คอลลาเจนอยา่งหยาบจากผนงัล าตวัปลิงทะเลด า 

 
2. ผลการการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในคอลลาเจนที่สกัดได้จากปลิงทะเล ด้วยวธีิแบรดฟอร์ด 

 วิธีของแบรดฟอร์ด อาศยัหลกัการที่ว่าสาร Coomassie Brilliant Blue G-250 เม่ือจบักับ
โปรตีนแลว้ ท าใหเ้กิดการเปล่ียนความยาวคล่ืน (Wavelength) ของการดูดกล่ืนแสงจาก 465 nm (สี
แดง) เป็น 595 nm (สีน ้ าเงิน) Bradford’s reagent เป็นสารประกอบของ Coomassie Brilliant Blue 
G-250 ซ่ึงเตรียมในสารละลายกรด เช่น Phosphoric acid หรือ Perchloric acid  

โดยความสัมพนัธ์ระหว่างความเขม้ขน้ของ BSA (มิลลิกรัม) และวดัค่า OD  ที่ 595 นาโน
เมตร ดงัแสดงใน ตารางที่ 2 น าไปสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างความเขม้ขน้ของ BSA วดัค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ OD595 จากกราฟมาตรฐานวดัค่าความชนัเท่ากบั 1.3015 และค่า R2  หรือ R-squared 
เท่ากบั 0.9886 และท าการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนจากคอลลาเจนที่สกดัได ้โดยน าไปวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงและเปรียบเทียบค่า OD ที่ 595 นาโนเมตร เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานโปรตีน 
(ตารางที่ 2  และ ภาพที ่12) 

ก ข 
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ตารางที่ 2. ค่า OD 595 ของมาตรฐานโปรตีนดว้ยวธีิแบรดฟอร์ด 

ค่าความเข้มข้นของ BSA (mg) ค่า OD 595เฉลี่ย 

0 0.000 
0.2 0.248 
0.4 0.462 
0.6 0.642 
0.8 0.838 
1 0.979 

หมายเหตุ: ท าการทดลอง 3 ซ ้ า  

 

 

 

ภาพที่ 12. Standard curve ของวิธีแบรดฟอร์ดโดยมีค่า R2 หรือ R-squared = 0.9886 และ y = 
1.3015x 
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จากการหาปริมาณโปรตีนโดยค านวณเปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐานโปรตีน ดงัแสดงใน
ตารางที่ 3สรุปไดว้า่ปริมาณโปรตีนแปรผนัตามกบัปริมาตรของสารที่สกดัได ้

จากผนังล าตัวปลิงทะเลขาว ซ่ึงมีโปรตีนเฉล่ียเท่ากับ 0.052 มิลลิกรัม ในสารที่สกัดได้ 20 
ไมโครลิตร ดงันั้นจากการเตรียมตวัอยา่งคอลลาเจน 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่ามีโปรตีนในคอ
ลาเจนที่สกดัไดเ้ท่ากบั 2.6 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  

คิดเป็นผลผลิตโปรตีนที่สกดัได ้เท่ากบั 2.6 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร      x 100    =  260  % 
       1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร   

ดงันั้น pepsin-solubilize collagen ที่สกดัไดจ้ากผนังล าตวัปลิงทะเลขาว เป็นโปรตีนทั้งหมด 100 
เปอร์เซ็นต ์

จากผนงัล าตวัปลิงทะเลด า ซ่ึงมีโปรตีนเฉล่ียเท่ากบั 0.116 มิลลิกรัม ในสารที่สกดัได ้20ไมโครลิตร 
ดงันั้นจากการเตรียมตวัอยา่งคอลลาเจน 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่ามีโปรตีนในคอลาเจนที่สกดั
ไดเ้ท่ากบั 5.8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

คิดเป็นผลผลิตโปรตีนที่สกดัได ้เท่ากบั 2.6 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร      x 100    =  580 % 
                  1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร   

ดงันั้น pepsin-solubilize collagen ที่สกดัไดจ้ากผนังล าตวัปลิงทะเลด า เป็นโปรตีนทั้งหมด 100 
เปอร์เซ็นต ์

จากการการสกดั pepsin-solubilize collagen (PSC) ด้วย 0.5 M acetic acid ร่วมกับ 1% 
pepsin ในผนังล าตวัปลิงทะเลขาว (Holothuria scabra) พบว่ามี 58.70% ซ่ึงสอดคลอ้งกบัคอลลา
เจนจากหนังปลา Brown backed toadfish ที่มีปริมาณคอลลาเจน 54.3% ดงัตารางที่ 4 (Senaratne et 
al., 2006) ส่วนผนังล าตวัปลิงทะเลด า (Holothuria leucospilota) พบว่ามีคอลลาเจน 66.46% ซ่ึง
สอดคลอ้งกบัคอลลาเจนหนังปลากดเมริกนัที่มีคอลลาเจน 64.2% (Zhang et al., 2007) และผนัง
ล าตวัปลิงทะเล Bohadshia spp. ที่มีคอลลาเจน 65% (Siddiqui et al., 2013) ดงัตารางที่ 4  
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ตารางที่ 3. ค่า OD595 ของคอลลาเจน pepsin-solubilize collagen (PSC) ที่สกดัไดจ้ากปลิงทะเล 

ชนิดปลิงทะเล 
ปริมาณโปรตีนของคอลลเจน
เม่ือเทียบจากกราฟมาตรฐาน 

(mg/ml) 

ปริมาณโปรตีนของ
คอลลาเจนจริงที่ได ้

(mg/ml) 

ผลผลิตโปรตีนของ
คอลลาเจนที่สกดัได ้

(%) 
ผนงัล าตวัปลิงทะเลขาว 0.052 2.6 260 
ผนงัล าตวัปลิงทะเลด า 0.116 5.8 580 
 

ตารางที่ 4. คอลลาเจนจากสตัวน์ ้ าชนิดต่างๆ 

ชนิดสัตว์น า้ วธิีการสกดั 
ปริมาณ 

ของคอลลาเจน 
(%) 

อ้างองิ 

หนงัปลากดเมริกนั 0.5 M acetic acid 2 คร้ัง+ 1% pepsin 64.2 Zhang et al., 2007 
หนงัปลาเฉา 0.5 M acetic acid + 1% pepsin 46.6 Zhang et al., 2007 
หนงัปลา Brown backed toadfish 0.5 M acetic acid + 10% pepsin 54.3 Senaratne et al., 2006 
หนงัปลา Deep-sea redfish 0.5 M acetic acid 2 คร้ัง 47.5 Wang et al., 2007 
ผนงัล าตวัปลิงทะเล Bohadshia spp. 0.5 M acetic acid + 1% pepsin 65 Siddiqui et al., 2013 
ผนงัล าตวัปลิงทะเล Holothuria parva 0.5 M acetic acid + 1% pepsin 7 Adibzadeh et al., 2014 
ผนงัล าตวัปลิงทะเลขาว Holothuria scabra 0.5 M acetic acid + 1% pepsin 58.70 การศึกษาคร้ังน้ี 
ผนงัล าตวัปลิงทะเลด า Holothuria leucospilota 0.5 M acetic acid + 1% pepsin 66.46 การศึกษาคร้ังน้ี 

 

3. ผลการตรวจสอบความบริสุทธ์ิ และขนาดโมเลกลุของคอลลาเจนทีส่กัดได้ด้วยวิธี SDS-PAGE 
(SDS-polyacrylamide gel electrophoresis)  

 การตรวจวเิคราะห์ดว้ยวิธี SDS-PAGE เพื่อดูขนาดโมเลกุลของโปรตีนที่สกดัได ้ดงั
แสดงในภาพที ่13 พบวา่คอลลาเจนที่สกดัไดท้ั้ง 2 ชนิด เป็นคอลลาเจน type I ที่ประกอบดว้ย
สายเปปไทด์ α1 มีมวลโมเลกุลประมาณ 150 kDa ซ่ึงแตกต่างจากคอลลาเจน type I จากปลา
คาร์ฟในเลนที่ 2 ดงัแสดงในภาพที่ 13 

พบว่าขนาดมวลโมเลกุลของคอลลาเจนจากปลิงทะเลขาว และปลิงทะเลด า ซ่ึง
ใกลเ้คียงกบัคอลลาเจนจาก Bohadschia spp. และ Parastichopus californicus ที่มีขนาดมวล
โมเลกุลของคอลลาเจน 138 kDa (Siddiqui et al., 2013; Liu et al., 2010) ดงัตารางที่ 5 
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ภาพที่ 13. แสดง SDS-PAGE ของสารละลายคอลลาเจน  
 ช่องที่ 1 คือ โปรตีนมาตรฐาน  
 ช่องที่ 2 คือ สารละลายคอลลาเจนปลาคาร์ฟ 20 ไมโครลิตร  
 ช่องที่ 3 คือ สารละลายคอลลาเจนปลิงทะเลขาว 15 ไมโครลิตร  
 ช่องที่ 4 คือ สารละลายคอลลาเจนปลิงทะเลขาว 20 ไมโครลิตร  
 ช่องที่ 5 คือ สารละลายคอลลาเจนปลิงทะเลด า 15 ไมโครลิตร  
 ช่องที่ 6 คือ สารละลายคอลลาเจนปลิงทะเลด า 20 ไมโครลิตร 
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ตารางที่ 5. แสดงขนาดมวลโมเลกุล (kDa) ของคอลลาเจนจากปลิงทะเลชนิดต่างๆ 

ชนิดปลิงทะเล ภาพ SDS-PAGE 
ชนิด
คอลล
าเจน 

ขนาดมวล
โมเลกลุของ
คอลลาเจน 
(kDa) 

อ้างอิง 

Stichopus 
vastus 

 

type I 122 
Abedin et 
al., 2012 

 

Bohadschia 
spp. 

 

type I 138 
Siddiqui et 
al., 2013 

Parastichopus 
californicus 

 

type I 138 
Liu et al., 

2010 

บทที ่5  
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 
 pepsin-solubilize collagen (PSC) จากปลิงทะเลขาว (Holothuria scabra) มีคอลลาเจน 
58.70% จากการสกดัต่อจาก Crude Collagen Fibril ส่วน pepsin-solubilize collagen จากปลิงทะเล
ด า (Holothuria leucospilota) มีคอลลาเจน 66.46% จากการสกดัต่อจาก Crude Collagen Fibril เม่ือ
น าคอลลาเจนที่สกดัไดไ้ปวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนดว้ยวิธี Bradford’s method พบว่าเป็นโปรตีน 
และน าไปตรวจสอบความบริสุทธ์ิของคอลลาเจนดว้ยวธีิ SDS-PAGE พบวา่คอลลาเจนที่สกดัไดท้ั้ง 
2 ชนิด เป็นคอลลาเจน type I ประกอบด้วยสายเปปไทด์ α1 มีมวลโมเลกุลประมาณ 150 kDa 
ดังนั้ นคอลลาเจนจากปลิงทะเลขาว (Holothuria scabra) และปลิงทะเลด า (Holothuria 
leucospilota) เป็นแหล่งคอลลาเจนอีกแหล่งหน่ึงที่สามารถใชใ้นอุตสาหกรรมดา้นต่างๆ เช่นดา้น
การแพทย ์ดา้นเภสชักรรม อุตสาหกรรมอาหาร และเคร่ืองส าอาง ฯลฯ ซ่ึงเป็นทางเลือกอีกทางหน่ึง
แก่ผูผ้ลิต 
 

ข้อเสนอแนะ 
 1. ควรทดสอบอุณหภูมิที่ท  าให้คอลลาเจนเสียสภาพ เพื่อน าไปประยุกต์ใช้ในทาง
อุตสาหกรรมต่อไป 
 2. ควรท าการวเิคราะห์กรดอะมิโน เพือ่วเิคราะห์วา่มีกรดอะมิโนชนิดใดอยูบ่า้ง 
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมปลิงก่อนสกัดคอลาเจน 

 

                                   

ภาพที ่1. ลา้งท าความสะอาดปลิงทะเลในน ้ าใหส้ะอาด  

 ก. ปลิงทะเลขาว (Holothuria scabra) 

 ข. ปลิงทะเลด า (Holothuria leucospilota) 

 

 

 

 

 

ก ข 
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ภาพที ่3. ผา่ผนงัล าตวัปลิงทะเลเพือ่ลา้งทรายและแยกอวยัวะภายในออก 

 ก. ผา่ผนงัล าตวัปลิงทะเลขาว 

 ข. อวยัวะภายในปลิงทะเลขาว 

 ค. ผา่ผนงัล าตวัปลิงทะเลด า   

 ง. อวยัวะภายในปลิงทะเลด า 

ก ข 

ค 
 

ง 
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ภาพที่ 4. ตดัส่วนผนงัล าตวัของปลิงทะเลเป็นช้ินเล็ก ๆ 

 

 

ภาพที ่5. ชัง่น ้ าหนกั 
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ภาคผนวก ข 

วิธีการตรวจสอบความบริสุทธ์ิของคอลลาเจนด้วยวิธีแบรดฟอร์ด 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1. เติมสารละลายแบรดฟอร์ด  ภาพที่ 2. ใส่น ้ ากลัน่ และคอลลาเจน 
ในหลอดทดลอง ตั้งไวท้ี่ทึบแสง 30 นาที           ตามความเขม้ขน้ที่ก  าหนด 
 
 
 
 
 
 
 
 
                          ภาพที่ 3. น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสดง  
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ตารางที่ 1. แสดงค่า OD595 ของมาตรฐานโปรตีนวิธีแบรดฟอร์ด (Bradford’s method) 

ค่าความเข้มข้นของ 
BSA(mg) 

ค่า OD595 

คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 
ค่าOD 595 

เฉลี่ย 

0 0 0 0 0.000 
0.2 0.261 0.243 0.240 0.248 
0.4 0.476 0.458 0.453 0.462 
0.6 0.653 0.632 0.641 0.642 
0.8 0.855 0.828 0.832 0.838 
1 0.950 0.992 0.995 0.979 

 
ตารางที่ 2. แสดง OD 595  ของคอลลาเจนที่สกดัไดจ้ากผนงัล าตวัปลิงทะเลขาว 

ปริมาณคอลลาเจนที่
สกัดได้จากผนังล าตัว

ปลิงทะเลขาว 
(ul) 

ค่า OD595 ปริมาณโปรตีนของ
คอลลาเจนเมือ่เทียบ
จากกราฟมาตรฐาน

(mg) 
คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

ค่าOD595

เฉลี่ย 

0 0 0 0 0.000 0.000 
20 0.061 0.062 0.038 0.054 0.052 
40 0.117 0.140 0.123 0.127 0.123 
60 0.159 0.145 0.155 0.153 0.148 
80 0.185 0.178 0.178 0.180 0.175 
100 0.198 0.216 0.208 0.207 0.201 

 

การค านวณหาปริมาณโปรตีนจากสารที่สกดัไดจ้ากผนงัล าตวัปลิงทะเลขาว ใชสู้ตร y = mx ซ่ึงใน

ที่น้ีคือ y = 1.0315x สามารถค านวณไดด้งัน้ี  

คอลลาเจน 20 ไมโครลิตร     x    =     =  0.052 มิลลิกรัม 

คอลลาเจน 40 ไมโครลิตร     x =      = 0.123 มิลลิกรัม 
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คอลลาเจน 60 ไมโครลิตร     x =       = 0.148 มิลลิกรัม 

คอลลาเจน 80 ไมโครลิตร    x =       = 0.175 มิลลิกรัม 

คอลลาเจน 100 ไมโครลิตร    x =        = 0.201 มิลลิกรัม 

ตารางที่ 3. แสดง OD 595  ของคอลลาเจนที่สกดัไดจ้ากผนงัล าตวัปลิงทะเลด า 

ปริมาณคอลลาเจนที่
สกัดได้จากผนังล าตัว

ปลิงทะเลด า 
(ul) 

ค่า OD595 ปริมาณโปรตีนของ
คอลลาเจนเมือ่เทียบ
จากกราฟมาตรฐาน

(mg) 
คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

ค่าOD595

เฉลี่ย 

0 0 0 0 0.000 0.000 

20 0.113 0.126 0.120 0.120 0.116 

40 0.151 0.175 0.157 0.161 0.156 

60 0.218 0.217 0.231 0.222 0.215 

80 0.277 0.244 0.242 0.254 0.247 

100 0.335 0.309 0.361 0.335 0.325 

 

การค านวณหาปริมาณโปรตีนจากสารที่สกดัไดจ้ากผนงัล าตวัปลิงทะเลด า ใชสู้ตร y = mx ซ่ึงในที่น้ี

คือ y = 1.0315x สามารถค านวณไดด้งัน้ี  

คอลลาเจน 20 ไมโครลิตร    x =      = 0.116 มิลลิกรัม 

คอลลาเจน 40 ไมโครลิตร    x =      = 0.156 มิลลิกรัม 

คอลลาเจน 60 ไมโครลิตร    x =       = 0.215 มิลลิกรัม 

คอลลาเจน 80 ไมโครลิตร   x =       = 0.247 มิลลิกรัม 

คอลลาเจน 100 ไมโครลิตร   x =       = 0.325 มิลลิกรัม 
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ภาคผนวก ค 

วิธีการแยกโปรตีนโดยวธีิการท าเจลอิเลคโตรโฟรีซิส 

 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 1. เตรียมเจล   ภาพที่ 2. น าเจลลงไปในแทงค ์พร้อมใส่ 
electrode buffer 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3. ถอด comb ออก พร้อมโหลดตวัอยา่ง         ภาพที่ 4. เสียบกบั power supply และรันเจล 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ภาพที่ 5. น าเจลยอ้มสี 24 ชัว่โมง ภาพที่ 6. ลา้งเจล 
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