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จากการศึกษาการทํ าใหไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์จากพลาสมาของปลากระบอกดํ า 
การวัดปริมาณไวเทลโลจีนนิในพลาสมาโดย ELISA และการศึกษาตัวรับไวเทลโลจีนิน
โดยประยุกตใช VPC ในวิธี ELVBA ของงานวิทยานิพนธนี้สามารถสรุปไดดังนี้

1. สามารถทํ าใหไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์โดยการเซนตริฟวจดวยความเร็วสูง 
แลวแยกตอดวยคอลัมน Superdex 200 HR กลาวคือในการแยกพลาสมาของปลา
กระบอกดํ าเพศเมียมีไขโดยการเซนตริฟวจดวยความเร็วสูง ไวเทลโลจีนนิถกูแยกออก
มาใน KBr ที่ d = 1.24 มีปริมาณโปรตีนทั้งหมด 427 ไมโครกรัม คิดเปน 4.9% ของ
โปรตีนพลาสมาเริ่มตน เมื่อนํ าไปแยกผานดวยคอลัมน Superdex 200 HR สามารถ
แยกไวเทลโลจีนนิใหบริสุทธิ์ได มีปริมาณโปรตีนทั้งหมดเปน 138 ไมโครกรัม คิดเปน
1.6% ของโปรตีนเริ่มตน

2. การฉีดไวเทลโลจีนินบรสิทุธิ์ปริมาณครั้งละ 20 ไมโครกรัม เขาในผิวหนัง
และใตชั้นผิวหนังของกระตายหลาย ๆ จุด สามารถกระตุนใหกระตายสังเคราะห
แอนตบิอดีตอไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ ซึ่งเปนแอนติบอดีชนิดโพลีโคลนอล เมื่อตกตะกอน
โปรตีนในซีรัมดวยแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความอิ่มตัว 50% แลวแยกตอดวยคอลัมน
DEAE-Sephacel พบวาแอนติบอดีถูกชะออกมาในพีคแรกมีปริมาณโปรตีน 8.55
มิลลิกรัม คิดเปน 3.04% ของซีรัมทั้งหมด

3. จากการทํ า Dot blot พบวากระตายสามารถสรางแอนติบอดีตอไวเทลโล
จนีนิบรสิทุธิ์ไดหลังการฉีดไวเทลโลจีนินครั้งที่ 2 และสามารถสังเคราะหไดมากขึ้นตาม
จํ านวนครั้งของการฉีด

4. ภาวะที่เหมาะสมของการวัดปริมาณไวเทลโลจีนินในพลาสมาดวย 
ELISA คือใช 1oAb และ 2oAb ที่เจือจาง 1:3,000 และ 1:25,000 ตามลํ าดับ ความเขม
ขนของ OPD ที่ 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร, ความเขมขนของ H2O2 เปน 0.01% และ
ระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสเปน 20 นาที และขัดขวางการจับ
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เพลทของ 1oAb และ 2oAb โดยบมดวย 3% BSA ทีอุ่ณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ชั่วโมง
5. จากการทํ ากราฟมาตรฐานของไวเทลโลจีนนิดวย ELISA พบวาใช

ปริมาณของไวเทลโลจีนนิในชวง 0-100 นาโนกรัม (0-600 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร)
6. การวัดปริมาณไวเทลโลจีนินในพลาสมาของปลากระบอกดํ ามีไขและ

มีไข พบวาไวเทลโลจีนนิในพลาสมาปลามีไขมีมากกวาของปลาไมมีไข 90 เทา และก
แตกของเม็ดเลือดแดงไมมีผลตอการวัดปริมาณไวเทลโลจีนินในพลาสมาดวย ELISA

7. ตรวจหาตัวรับไวเทลโลจีนินของปลากระบอกดํ าจากสารสกัดเมมเบ
โอโอไซทที่มี n-octyl-β-D-glucopyranoside โดยวิธี Western blot หลังการยอม
แอนติบอดีตอไวเทลโลจีนนิ พบแถบโปรตีนที่มีนํ้ าหนักโมเลกุล 55 กิโลดลัตัน เมื่อ
ดวยไวเทลโลจีนินบรสิุทธิ์ แตไมพบในชุดที่ไมมีการบมดวยไวเทลโลจีนิน แสดงวาแ
โปรตีนนี้ควรเปนตัวรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบรนของโอโอไซท

8. การพัฒนาใช ELISA และ ELVBA สํ าหรับวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจ
ในสารสกัดเมมเบรนของโอโอไซท พบวาวิธีนีไ้มเหมาะสมตอการทดสอบ เนื่อง
ปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนนิในสารสกัดเมมเบรนมีนอยมาก และมีการปนเปอน
โปรตีนโยลคมากจนไมสามารถแยกความแตกตางระหวางชุดที่บมดวยไวเทลโลจ
บริสุทธิ์และชุดควบคุมได

9. จากการเตรียมไวเทลโลจีนนิเปอรออกซิเดสคอนจูเกต (VPC) และ
VPC ดวยคอลัมน Superdex 200 HR พบวา VPC ทีแ่ยกไดเปนโปรตีนสวนใหญ ที่ม
หนักโมเลกุล 700 กิโลดลัตนั และจากคานํ้ าหนักโมเลกุลของไวเทลโลจีนิน (480 กิโล
ตัน) และเอนไซมเปอรออกซิเดส (44 กิโลดลัตัน) บงชี้ไดวา ไวเทลโลจีนนิ 1 โมเลกุล
จบักับเอนไซมเปอรออกซิเดส 5 โมเลกุล

10. การจับกันระหวางตัวรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบรนของโอโอไซทกับ V
ในวิธี ELVBA ทํ าในบัฟเฟอรวิเคราะหที่ pH 6 ที่มี 7.5 mM Ca2+ และ 7.5 mM M
และบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 4 ชั่วโมง

11. การวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบรนของเซลลโอโอไซทข
ปลากระบอกดํ าและวิเคราะหดวย Scatchard’s plot พบวาโอโอไซทขนาดเสนผาศ
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กลาง 0.47 มิลลิเมตร มีคาปริมาณการจับมากที่สุดของ VPC กบัตัวรับไวเทลโลจีน
เปน 4.95 พโิคกรัมตอเซลลโอโอไซท และคา Kd เทากับ 0.325 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร
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