
3. ผลการทดลองและวิจารณ

3.1 พลาสมาไวเทลโลจีนิน
จากการนํ าพลาสมาของปลากระบอกดํ าเพศเมียมีไขไปทํ า nondenaturing 

PAGE พบแบบแผนโปรตีนที่ยอมดวยสีคูมาซีบลู ดังแสดงในรูปที่ 5A และจากการทํ า 
Western blot แลวยอมดวยสีอะมิโดแบล็คบี (รูปที่ 5B) พบแถบโปรตีนไมแตกตางกัน
กบัแบบแผนโปรตีนใน nondenaturing PAGE ทีย่อมดวยสีคูมาซีบลู และเมื่อยอมดวย
แอนตบิอดีตอไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ของปลากระบอกดํ า ปรากฏแถบโปรตีนประมาณ 2 
แถบ (รูปที่ 5C) มีนํ้ าหนักโมเลกุลประมาณ 480 (P480) และ 250 (P250) กิโลดัลตัน 
ใกลเคียงกับผลการทดลองของ พีรพงษ พึ่งแยม (2545) ที่พบไวเทลโลจีนินของปลา
กระบอกดํ ามีนํ้ าหนักโมเลกุลประมาณ 480 (P480) และ 240 (P240) กโิลดัลตัน ในงาน
วทิยานิพนธนี้ไดกํ าหนดชื่อโปรตีนทั้ง 2 แถบ คือ P480 และ P250 เปนแถบของไวเทล
โลจีนินในพลาสมาของปลากระบอกดํ า

3.2 การทํ าใหไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์จากพลาสมาปลากระบอกดํ า
3.2.1 การแยกพลาสมาโดยวิธีการเซนตริฟวจดวยความเร็วสูง

เมื่อนํ าสารละลายแตละหลอดที่ไดจากการแยกพลาสมาโดยการ       
เซนตริฟวจดวยความเร็วสูง มาทํ า nondenaturing PAGE พบวาแบบแผนโปรตีนใน
สารละลายที่มีความหนาแนนของ KBr แตกตางกัน (ดังรูปที่ 6) คือ มีโปรตีน P480 และ
P250 มากในสารละลายหลอดที่ 21-24 ซึ่งมีความหนาแนนของ KBr เปน 1.24 กรัมตอ
มิลลิลิตร (d = 1.24) และแบบแผนโปรตีนนี้คลายคลึงกับแบบแผนโปรตีนของสาร
ละลายหลอดที่ 15-17 หลังแยกพลาสมาของปลากระบอกดํ าเพศเมียมีไขโดยการ
เซนตริฟวจดวยความเร็วสูงของ พรีพงษ  พึ่งแยม  (2545)  ที่มีโปรตีน  P480 และ P240
ซึง่เปนไวเทลโลจีนนิในสารละลาย KBr ทีมี่ความหนาแนนเปน 1.23 กรัมตอมิลลิลิตร
จงึรวมสารละลายหลอดที่  21-24  เขาดวยกัน และทํ าใหเขมขน  พบวามีปริมาณโปรตีน
46



   A         B                          C
      Mr (kD)

        1        2            2        1               1       2

รูปที่ 5  แบบแผนโปรตีนของพลาสมาปลากระบอกดํ าจากการทํ า Nondenaturin
PAGE ที่ยอมดวยสีคูมาซีบลู (A) และ Western blot ที่ยอมดวยสีอะมิโ
แบล็คบี (B) หรือยอมดวยแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ของปล
กระบอกดํ า (C)

แถวที่ 1 โปรตีนมาตรฐาน ( 15 ไมโครกรัม)
แถวที่ 2 พลาสมาปลาเพศเมียมีไข (20 ไมโครกรัม)
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Mr (kD)

              M    P   16  17  18    M   19   20  21  22  23   24   25  28  30  32  35

รูปที่ 6 แบบแผนโปรตีนใน Nondenaturing PAGE ที่ยอมดวยสีคูมาซีบลูขอ
พลาสมาหลังการแยกโดยการเซนตริฟวจดวยความเร็วสูง
M โปรตีนมาตรฐาน (15 ไมโครกรัม)
P พลาสมา (15 ไมโครกรัม)
หมายเลขแสดงเปนหลอดที่ของสารละลาย  (7-10 ไมโครกรัม) ดังนี้
16 หลอดที่ 16 (d = 1.20) 17 หลอดที่ 17 (d = 1.20)
18 หลอดที่ 18 (d = 1.20) 19 หลอดที่ 19 (d = 1.20)
20 หลอดที่ 20 (d = 1.24) 21 หลอดที่ 21 (d = 1.24)
22 หลอดที่ 22  (d = 1.24) 23 หลอดที่ 23 (d = 1.24)
24 หลอดที่ 24 (d = 1.24) 25 หลอดที่ 25 (d = 1.24)
28 หลอดที่ 28 (d = 1.29) 30 หลอดที่ 30 (d = 1.29)
32 หลอดที่ 32 (d = 1.50) 35 หลอดที่ 35 (d = 1.50)
48
ง



ทั้งหมด 427 ไมโครกรัม คิดเปน 4.9 % เมือ่เปรียบเทียบกับพลาสมาโปรตีนของปล
กระบอกดํ าเริ่มตน (8.66 มิลลิกรัม) (ตารางที่ 1)

ตารางที่ 1 การทํ าใหไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์จากพลาสมา

ProteinSamples
µg %

Plasma 8,660 100
Ultracentrifugation (pool d = 1.24) 427 4.9
Superdex 200 eluate (peak S1) 138 1.6
คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ยที่ไดจากการทดลอง 2 ครั้ง

เมื่อนํ าสารละลายรวมหลอดที่ 21-24 (d = 1.24) ไปตรวจหาแถบไวเท
โลจนีนิดวยแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ของปลากระบอกดํ า ปรากฏแถบที่เก
ปฏิกิริยาดังรูปที่ 7 คลายคลึงกับการตรวจหาแถบไวเทลโลจีนินในสารละลายหลอด
16 ดวยแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ของปลากะรังโดย Western blot (พีรพง
พึ่งแยม, 2545)

3.2.2 การแยกสารละลาย d = 1.24 จากการเซนตริฟวจดวยความเร็วส
ดวยคอลัมน Superdex 200 HR
เมื่อนํ าสารละลายรวม d = 1.24 จากการเซนตริฟวจดวยความเร็วสูงไ

แยกผานคอลัมน Superdex 200 HR พบวา โปรตีนถูกชะออกมาดวยบัฟเฟอรที่ถูกต
ตามโดยคา A280 (รูปที่ 8) ปรากฏออกมา 4 พีค เมื่อนํ าสารละลายหลังการผา
คอลัมน Superdex 200 HR ไปทํ า nondenaturing PAGE ที่ยอมดวยสีคูมาซีบลู (รูป
9) พบวาสารละลายในหลอดที่ 34-37 ซึ่งอยูในพีค S1 ปรากฏโปรตีน P480 และส
ละลายในหลอดที่  38-42  ปรากฏโปรตีน  P250 เทานั้น และเมื่อรวมสารละลายพีค S
(หลอดที่ 34-37) แลวทํ าใหเขมขน พบวาปริมาณโปรตีนทั้งหมด 138 ไมโครกรัม คิดเป
1.6% เมือ่เทียบกับพลาสมาเริ่มตน  (ตารางที่ 1)  จากนั้นนํ าสารละลายเขมขนพีค S1
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              A    B
            Mr (kD)

   1       2        M         1      2

รูปที่ 7 แบบแผนโปรตีนใน Nondenaturing PAGE ของสารละลาย d = 1.2
จากการเซนตริฟวจดวยความเร็วสูงและสารละลายพีค S1 ที่ไดจา
คอลัมน Superdex 200 HR ซึ่งยอมดวยสีคูมาซีบลู (A) และทํ า Weste
blot (B) ซึ่งยอมดวยแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์

M เปนโปรตีนมาตรฐาน (15 ไมโครกรัม)
แถวที่ 1 สารละลายพีค S1 จากคอลัมน Superdex 200 HR

(12 ไมโครกรัม)
แถวที่ 2 สารละลายรวม d = 1.24 จากการเซนตริฟวจดวยความเร็วสูง

(15 ไมโครกรัม)
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รูปที่ 8 การแยกไวเทลโลจีนินจากสารละลายรวม d = 1.24 ดวยคอลัมน
Superdex 200 HR

น ําสารละลายรวม d = 1.24 ทีไ่ดจากการเซนตริฟวจดวยความเร็วสูง ซึ่ง
ทํ าใหเขมขนเหลือปริมาตรเปน 200 ไมโครลิตร (272 ไมโครกรัม) ไปผาน
คอลัมน Superdex 200 HR แลวลางคอลัมนดวย TB-PMSF อัตราไหล 12 
มิลลิลิตรตอชั่วโมง เกบ็สารละลายหลอดละ 300 ไมโครลิตร
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Mr (kD)

                      30    31   32   34   36       M      38   40    42    44    46    48

รูปที่ 9  แบบแผนโปรตีนของสารละลายซึ่งไดจากการแยกดวยคอลัมน Superde
200 HR ใน Nondenaturing PAGE ที่ยอมดวยสีคูมาซีบลู

โดยที่ M เปนโปรตีนมาตรฐาน (10 ไมโครกรัม)
หมายเลขแสดงหลอดที่ของสารละลาย (4-8 ไมโครกรัม) ดังนี้
30 หลอดที่ 30 31 หลอดที่ 31
32 หลอดที่ 32 34 หลอดที่ 34
36 หลอดที่ 36 38 หลอดที่ 38
40 หลอดที่ 40 42 หลอดที่ 42
44 หลอดที่ 44 46 หลอดที่ 46
48 หลอดที่ 48
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ไดไปทํ า  nondenaturing PAGE และยอมดวยสีคูมาซีบลู และไปทํ า Western blot โด
ยอมดวยแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินของปลากระบอกดํ า (รูปที่ 7) พบวา โปรตีน P48
ซึ่งแยกจากคอลัมน Superdex 200 HR เปนไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์

3.3 แอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ของปลากระบอกดํ า
3.3.1 การสังเคราะหแอนติบอดีในกระตาย
        จากการเตรียมแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินแบบโพลีโคลนอล โดยการฉ

กระตุนกระตายดวยไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ของปลากระบอกดํ า พบวากระตายสามาร
สงัเคราะหแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินไดหลังการฉีดครั้งที่ 2 และสังเคราะหมากขึ้นหล
การฉดีครั้งที่ 3  ไมพบแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินในซีรัมกระตายกอนการฉีดแอนติเจ
ดงัแสดงผลในรูปที่ 10 (A-D) การเตรียมแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ที่มีการฉ
เขาในผิวหนังรวมกับการฉีดเขาใตผิวหนังหลาย ๆ จุด รวมครั้งละ 20 ไมโครกรัม พบ
กระตายสามารถสังเคราะหแอนติบอดีไดภายใน 2 สัปดาห ไมแตกตางกับการฉ
กระตายดวยไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ของปลากะรัง ครั้งละ 1,000 ไมโครกรัม เขาใตผิวหน
เพียงอยางเดียว (Utarabhand and Bunlipatanon, 1996) และจากการทดลองขอ
Yao และ Crim (1996) พบวากระตายสามารถสังเคราะหแอนติบอดีไดในระยะเวล
5 เดอืน หลังการฉีดไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ของปลาโอเชียนเพาท (M. americanus L
ปริมาณครั้งละ 1 มิลลิกรัมเขาใตผิวหนังเพียงอยางเดียว หรือการฉีดในผิวหนังเพีย
อยางเดียวดวยไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์จากปลาอิงลิชโซล (English sole, Pleuronect
vetulus) ครั้งละ 100 ไมโครกรัม (Roubal et al., 1997) ทํ าใหกระตายสามาร
สงัเคราะหแอนติบอดีไดภายใน 2 สปัดาห ทํ านองเดียวกับ Takemura และ Kim (200
ทีก่ระตายสามารถสังเคราะหแอนติบอดีไดในระยะเวลา 4-5 สัปดาห หลังการฉีดไวเท
โลจีนินบรสิทุธิ์ของปลาหมอเทศปริมาณ 400 ไมโครกรัม หรือการฉีดเขากลามเน
(intramuscular injection)   ดวยเอนไซม  citrate synthase จากหัวใจหมู  ครั้งละ 20
ไมโครกรัม ทํ าใหกระตายสามารถสังเคราะหแอนติบอดีไดในระยะเวลา 2 สัปดา
(Brennand et al., 1986)      แสดงวาการฉีดเขาในผิวหนังรวมกับการฉีดใตผิวหนังดว
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      A B

1     2     1        2

     C            D

1     2     1        2

      E           F

1     2     1        2
รูปที่ 10 การทํ า Dot blot ของแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ในซีรัม

กระตาย
1 BSA ( 15 ไมโครกรัม)
2 ไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ (1 ไมโครกรัม)
A บมกับซีรัมกอนฉีดไวเทลโลจีนิน
B บมกับซีรัมหลังฉีดไวเทลโลจีนินครั้งที่ 1
C บมกับซีรัมหลังฉีดไวเทลโลจีนินครั้งที่ 2
D บมกับซีรัมหลังฉีดไวเทลโลจีนินครั้งที่ 3
E บมกับซีรัมที่ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต
F บมกับแอนติบอดีหลังผานคอลัมน DEAE-Sephacel
ใชซีรัมอยางละ 5 ไมโครลิตร (โปรตีน 8-15 ไมโครกรัม)

4
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 แอนติเจนครั้งละปริมาณไมมากก็สามารถกระตุนกระตายใหสังเคราะหแอนติบอดีต
ไวเทลโลจีนนิได อาจเปนเพราะไวเทลโลจีนินที่ถูกฉีดเขาในผิวหนังถูกทํ าลายไดชาก
การฉดีกระตุนกระตายดวยวิธีอ่ืน เชน ฉีดเขาใตผิวหนังหรือฉีดเขากลามเนื้อ ซึ่งพบ
ตองใชแอนติเจนปริมาณมากหรืออาจเปนเพราะไวเทลโลจีนินเปนโมเลกุลเชิงซอนขนา
ใหญจึงมีสมบัติเปนแอนติเจนที่ดีตอการสังเคราะหแอนติบอดี

3.3.2  การแยกแอนติบอดีจากซีรัม
เมื่อแยกแอนติบอดีต อไวเทลโลจีนินจากซี รัมกระตายปริมาตร

5  มิลลิลิตร (281 มิลลิกรัมโปรตีน) โดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตที่ควา
อ่ิมตัว 50% แยกไดโปรตีน 97.44 มิลลิกรัม คิดเปน 34.68% ของซีรัมโปรตีนเริ่มตน เม
แยกแอนติบอดีตอดวยคอลัมน DEAE-Sephacel พบวาแอนติบอดีถูกชะออกมาในพ
แรก (Wallace, 1965) และมีปริมาณโปรตีน 8.55 มิลลิกรัม คิดเปน 3.04% ของซีร
โปรตีนทั้งหมด แอนติบอดีที่ผานการแยกทั้งสองขั้นตอนนี้สามารถเกิดปฏิกิริยาก
ไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ไดดีเชนเดียวกับของซีรัมกระตายกอนผานคอลัมน ดังแสดงผลใ
รูปที่ 10 (E-F)

3.4 การวัดปริมาณไวเทลโลจีนินในพลาสมาโดยเทคนิค ELISA
3.4.1 การหาภาวะที่เหมาะสมของการวัดปริมาณไวเทลโลจีนิน

ในการหาภาวะที่เหมาะสมของเทคนิค ELISA ซึง่มีขั้นตอนตาง ๆ ค
การเจือจางที่เหมาะสมของแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ของปลากระบอกด
(1oAb) โดยใชไวเทลโลจีนินปริมาณ 500 นาโนกรัม  เคลอืบในเพลทแลวบมกับ 1oAb
มีการเจือจางคาตาง ๆ แลววัดความเขมของสีของผลผลิต (A492) ของเอนไซมเปอ
ออกซิเดส ดังแสดงในรูปที่ 11 พบวา คา A492 เพิม่ขึ้นแปรผันเปนเสนตรงตามควา
เขมขนของ 1oAb (4.49 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ที่ใชระหวางการเจือจาง 1:4,000 ถ
1:1,000 เทา ซึ่งคาการเจือจาง 1oAb ทีเ่หมาะสม คือ 1:3,000 เนื่องจากใหคา A492 
สงูหรอืตํ่ าเกินไป ในทํ านองเดียวกันเมื่อใชไวเทลโลจีนินปริมาณ 500 นาโนกรัม แล
1oAb ที่เจือจาง 1:3,000 เทา แลวหาคาการเจือจาง 2oAb ทีเ่หมาะสม ใหผลในทํ านอ
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เดียวกันกับ 1oAb โดยพบวาคา A492 เพิม่ขึ้นคอนขางเปนเสนตรงตามความเขมขนขอ
2oAb (4.49 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ที่ใชระหวางการเจือจาง 1:50,000 ถึง 1:10,000 เท
โดยคาการเจือจาง 2oAb ทีเ่หมาะสม คือ 1:25,000  ดังแสดงในรูปที่ 12 ดังนั้นในงา
วทิยานิพนธนี้จึงใช  1oAb และ 2oAb ทีเ่จือจาง 1:3,000 และ 1:25,000 ตามลํ าดับ ใ
การศึกษาครั้งตอ ๆ ไป

นอกเหนือจากการใชแอนติบอดีที่เหมาะสมแลว ไดทํ าการหาภาวะ
เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสซึ่งยึดติดอยูกับ 2oAb พบ
คา A492 ทีว่ดัการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสขึ้นกับความเขมขนขอ
สบัสเทรท OPD และ H2O2 และระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม จากก
ทดลองหาความเขมขนของ OPD ทีเ่หมาะสม พบวา A492 เพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วตา
ความเขมขนของ OPD ทีใ่ชในชวงแรก และมีคาเริ่มคงที่เมื่อใช OPD เขมขน 0
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 13A) ซึ่งความเขมขนของ OPD ทีเ่หมาะสม คือ 0
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เนื่องจากใหคา A492 ไมสูงหรือตํ่ าเกินไป สวน H2O2 นัน้ ใหผ
ท ํานองเดียวกัน คือ คา A492 เพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วตามความเขมขนของ H2O2 ที่ใชใ
ชวงแรก และมีคาเริ่มคงที่เมื่อใช H2O2 เขมขน 0.006% แต H2O2 เขมขนมากกว
0.01% ทํ าใหคา A492 เร่ิมลดลงเล็กนอย ดังนั้นความเขมขนของ H2O2 ที่ใหคา A49
มากที่สุดและเหมาะสมคือ 0.01% (รูปที่ 13B) และเวลาการเกิดปฏิกิริยานั้นพบ
A492 เพิม่ขึ้นตามระยะเวลา และเริ่มคงที่เมื่อใชเวลา 20 นาที (รูปที่ 13C) จึงเลือก
ระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสเปน 20 นาที

ดงันัน้ในการทดสอบหาปริมาณไวเทลโลจีนินในพลาสมาโดย ELISA 
1oAb และ 2oAb ทีเ่จือจาง 1:3,000 และ 1:25,000 เทา ตามลํ าดับ ความเขมขนข
OPD ที่ 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร, ความเขมขนของ H2O2 เปน 0.01% และระยะเว
การเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสเปน 20 นาที
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1oAb (dilution fold x 103)

รูปที่ 11  การเจือจางที่เหมาะสมของ 1oAb ใน ELISA
ในการทดสอบผลของการเจือจางของ 1oAb ตั้งแต 1:10,000 

1:1,000 เทา โดยใชไวเทลโลจีนิน 500 นาโนกรัม, 2oAb เจือจางที่ 1:25,00
ความเขมขนของ OPD เปน 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร, ความเขมขนของ H2

เปน 0.01% และระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสเป
20 นาที
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2oAb (dilution fold x 103)

รูปที่ 12 การเจือจางที่เหมาะสมของ 2oAb ใน ELISA
ในการทดสอบผลของการเจือจาง 2oAb ตั้งแต 1:200,000 

1:10,000 เทา โดยใชไวเทลโลจีนิน 500 นาโนกรัม, 1oAb เจือจางที่ 1:3,00
OPD เขมขน 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร, ความเขมขนของ H2O2 เปน 0.01
และระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสเปน 20 นาที
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รูปที่ 13

H2O2 0.01%2 . 5
3 . 0
A
OPD (mg/ml)

Time 20 min

OPD 0.4 mg/ml

0 . 0
0 . 5
1 . 0
1 . 5
2 . 0

0 . 0 0 . 2 0 . 4 0 . 6 0 . 8 1 . 0

A 4 9 2

2 . 0
2 . 5
3 . 0
B

H2O2 (%)

Time 20 min
0 . 0
0 . 5
1 . 0
1 . 5

0 . 0 0 0 0 . 0 0 3 0 . 0 0 6 0 . 0 0 9 0 . 0 1 2 0 . 0 1 5 0 . 0 1 8

A 4 9 2

2 . 5
3 . 0
C
Time (min)
  ภาวะที่เหมาะสมของการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสใน

ELISA
ในการทดสอบใช 1oAb และ 2oAb ทีเ่จือจาง 1:3,000 และ 1:25,00

เทา ตามลํ าดับ
A ผลของการใช OPD ทีค่วามเขมขน 0-1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
B ผลของการใช H2O2 ทีค่วามเขมขน 0-0.018 %
C ผลของการเกิดปฎิกิริยาที่เวลา 0-60 นาที

OPD 0.4 m
H2O2 0.010 . 0

0 . 5
1 . 0
1 . 5
2 . 0

0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0

A 4 9 2
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3.4.2 การขัดขวางการจับเพลท
เนื่องจากในขั้นตอนการทํ า ELISA มี 1oAb และ 2oAb ซึง่เปนโปรตีน

สามารถจับกับเพลทได จึงขัดขวางการจับของ 1oAb และ 2oAb กบัเพลท โดยใช 3
BSA, 3% treated BSA (ดูภาคผนวกประกอบ) หรือ superblock (Pierce) เปรีย
เทยีบกนัโดยบมเพลทดวยสารละลายแตละชนิดเหลานี้หลุมละ 200 ไมโครลิตร 
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ชั่วโมง เทียบกับที่อุณหภูมิ 4°ซ นาน 16 ชั่วโมง จากนั้นล
เพลทดวยบัฟเฟอรลาง 3 ครั้ง แลวบมเพลทดวย 1oAb และ 2oAb ตามขั้นตอนการท
ELISA พบวา การบมเพลทในภาวะที่มี 3% BSA, 3% treated BSA หรือ superblo
ทีอุ่ณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ชั่วโมง สามารถขัดขวางการจับของ 1oAb และ 2oAb ก
เพลทไดไมแตกตางกัน คือสามารถขัดขวางได 95.2%, 95.4% และ 95.3% ตามลํ าด
สวนการบมที่อุณหภูมิ 4°ซ นาน 16 ชั่วโมง สามารถขัดขวางไดไมแตกตางกับการบม
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ชั่วโมง คือสามารถขัดขวางได 95.8%, 96.0% และ 93.8
ตามลํ าดับ (รูปที่ 14) ในงานวิทยานิพนธนี้จึงเลือก 3% BSA เปนตัวขัดขวาง และบม
อุณหภมิูหอง เปนเวลา 2 ชั่วโมง เพื่อเปนการประหยัดเวลา

3.4.3 การทํ ากราฟมาตรฐานของไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์
การท ํากราฟมาตรฐานของไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ เพื่อใชในการวัดปริมา

ของไวเทลโลจีนินในพลาสมา พบวา คา A492 เพิม่ขึ้นแปรผันเปนเสนตรงตามปริมา
ของไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ที่เพิ่มขึ้นในชวง 0–100 นาโนกรัม (0-600 นาโนกรัม
มิลลลิติร) และเพิ่มขึ้นมากที่สุดและคงที่เมื่อปริมาณของไวเทลโลจีนินมากกวา 2
นาโนกรมั ปริมาณของไวเทลโลจีนินที่มากกวานี้จะทํ าใหมีไวเทลโลจีนินเหลือโดยไม
กบัเพลท   (รูปที่15)   ในงานวิทยานิพนธนี้จึงเลือกใชปริมาณของไวเทลโลจีนินในชวง
เกนิ 600 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรเปนไวเทลโลจีนินมาตรฐานของการทํ า ELISA ซึ่งม
ใกลเคียงกับการทดลองของ Bon และคณะ (1997) โดยกราฟมาตรฐานของการ
ปริมาณไวเทลโลจีนินของปลาเรนโบวเทราทดวย competitive ELISA อยูในชวง 20-3
นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (การจับ 20-80%) และมีการจับที่ 50% เปน 78 นาโนกรัม
มิลลิลิตรและ  Lomax  และคณะ  (1998)  ทํ ากราฟมาตรฐานของไวเทลโลจีนินของปล
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รูปที่ 14 ผลของการขัดขวาง 1oAb และ 2oAb ในการจับเพลทดวย 3% BSA,
treated BSA หรือ superblock (Pierce)

ในการทดสอบใช 1oAb และ 2oAb ทีเ่จือจาง 1:3,000 และ 1:25,
เทา ตามลํ าดับ และความเขมขนของ OPD ที่ 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิล
ความเขมขนของ H2O2 เปน 0.01% และระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยา
เอนไซมเปอรออกซิเดสเปน 20 นาที
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รูปที่ 15 กราฟมาตรฐานของไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ใน ELISA
ในการทดสอบใช 1oAb และ 2oAb ทีเ่จือจาง 1:3,000 และ 1:25,

เทา ตามลํ าดับ และความเขมขนของ OPD เปน 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิล
ความเขมขนของ H2O2 เปน 0.01% และระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยา
เอนไซมเปอรออกซิเดสเปน 20 นาที

Vitellogenin (µg/ml)
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อิงลชิโซลดวย competitive ELISA ซึ่งใชตรวจวัดปริมาณไวเทลโลจีนินในชวง 10–4
นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (การจับ 20-85%) และมีการจับที่ 50% เปน 80 นาโนกรัม
มิลลิลิตร ในทํ านองเดียวกับ Fenske และคณะ (2001) วัดปริมาณไวเทลโลจีนินข
ปลามาลายในชวง 3-500 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (การจับ 30-85%) ดวย competit
ELISA แสดงใหเห็นวาการวัดปริมาณไวเทลโลจีนินดวย ELISA เปนวิธีที่มีความไวสูง

3.4.4 การวัดปริมาณไวเทลโลจีนินในพลาสมาโดย ELISA
เมือ่ท ําการวัดปริมาณไวเทลโลจีนินในพลาสมา โดยเจือจางพลาสมาป

กระบอกดํ าที่ทราบความเขมขนของโปรตีนเปน 1:10, 1:100, 1:1,000 และ 1:10,0
เทา แลวนํ าสารละลายพลาสมาเจือจางดังกลาว ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ไปวิเครา
โดย ELISA ควบคูกับการทํ ากราฟมาตรฐานของไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ (รูปที่ 16) จากก
ทดลองพบวา ในพลาสมาของปลากระบอกดํ าไมมีไขที่มีความเขมขนของโปรตีนทั้งห
เปน 5.005 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สารละลายพลาสมาที่เจือจาง 1:10 เทา มีคา A4
เปน 0.447 สามารถคํ านวณเปนความเขมขนของไวเทลโลจีนินในพลาสมาเทากับ 3.
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร คิดเปน 0.07 % ของโปรตีนในพลาสมา และในพลาสมาของป
กระบอกดํ ามีไขที่มีความเขมขนของโปรตีนทั้งหมดเปน 7.696 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ส
ละลายพลาสมาที่เจือจาง 1:1,000 เทา มีคา A492 เปน 0.647 สามารถคํ านวณเป
ความเขมขนของไวเทลโลจีนินในพลาสมาเทากับ 490.17 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
เปน 6.37 % ของโปรตีนในพลาสมา ดังแสดงในตารางที่ 2

ตารางที่ 2 การวัดปริมาณไวเทลโลจีนินในพลาสมาโดย ELISA

A492 ของการเจือจางตัวอยาง ความเขมขน
ของโปรตีน
(mg/ml)

1:10 1:100 1:1,000 1:10,000
ความเขม
ไวเทลโ

(µg/
ปลาไมมีไข 5.005 0.447 0.075 0.006 0.001 3.3
ปลามีไข 7.696 1.301 1.064 0.647 0.052 490.
ปลามีไข (H*) 11.024 1.356 1.098 0.986 0.092 696.
* H = Hemolysed blood
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รูปที่ 16 กราฟมาตรฐานของไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ในการวัดปริมาณไวเทล
จีนินในพลาสมาโดย ELISA

ในการทดสอบใช 1oAb และ 2oAb ทีเ่จือจาง 1:3,000 และ 1:25,0
เทา ตามลํ าดับ และความเขมขนของ OPD เปน 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิต
ความเขมขนของ H2O2 เปน 0.01% และระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยาข
เอนไซมเปอรออกซิเดสเปน 20 นาที
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จะเห็นไดว าปลากระบอกดํ ามีการสังเคราะหไวเทลโลจีนินเพิ่ม
ประมาณ 90 เทาเมื่อปลามีการสะสมโปรตีนโยลคในไข ซึ่งเปนทํ านองเดียวกับปลา
ลาย (D. rerio) มีการสังเคราะหไวเทลโลจีนินเพิ่มขึ้น 200 เทา (Holbech et al., 200
และสอดคลองกับการทดลองของ Bon และคณะ (1997) ซึ่งวัดปริมาณไวเทลโลจีน
ของปลาเรนโบวเทราทในระยะตาง ๆ พบวาไมสามารถตรวจพบไวเทลโลจีนิน
พลาสมาปลาเพศผู สวนปลาเพศเมียวัยไมเจริญพันธุมีไวเทลโลจีนินในพลาสมาเป
65 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และปลาเพศเมียวัยเจริญพันธุในขั้นกอนสะสมโปรตีนโย
(previtellogenic stage) และปลาเพศเมียวัยเจริญพันธุในขั้นสะสมโปรตีนโยลค (vit
logenic stage) มีไวเทลโลจีนนิสงูกวาปลาเพศเมียวัยไมเจริญพันธุเปน 25 และ 1,0
เทา ตามลํ าดับ ขณะที่ Lomax และคณะ (1998) ซึ่งใชตรวจวัดปริมาณไวเทลโลจีน
ของปลาอิงลชิโซลในระยะตาง ๆ ดวย competitive ELISA พบวาปลาอิงลิชโซลเพศเ
วยัเจรญิพนัธุในขั้นกอนสะสมโปรตีนโยลคมีไวเทลโลจีนินในพลาสมาเปน 2 มิลลิกรัม
มิลลลิติร ขณะที่พลาสมาของปลาเพศเมียวัยเจริญพันธุในขั้นสะสมโปรตีนโยลคมีไวเ
โลจนีนิเพิม่ขึ้นเปน 17 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และลดลงเมื่อปลาอยูในระยะวางไขห
ระยะพักซึ่งมีไวเทลโลจีนิน 4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร

เมื่อนํ าพลาสมาของปลากระบอกดํ ามีไขที่มีการแตกของเม็ดเลือดแ
และมคีวามเขมขนของโปรตีนทั้งหมดเปน 11.024 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สารละล
พลาสมาที่เจือจาง 1:10,000 เทา มีคา A492 เปน 0.092 สามารถคํ านวณเปนความเ
ขนของไวเทลโลจีนินในพลาสมาเทากับ 696.99 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร คิดเปน 6.32
ของโปรตีนในพลาสมา จะเห็นไดวาพลาสมาที่ใชในการทดสอบแมจะมีหรือไมมีการแ
ของเม็ดเลือดแดงก็ไมมีผลตอการตรวจวัดไวเทลโลจีนินในพลาสมาโดย ELISA บงช
ความจํ าเพาะของเทคนิคนี้
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3.5 การศึกษาตัวรับไวเทลโลจีนินในสารสกัดเมมเบรนของโอโอไซท
3.5.1 การตรวจหาตัวรับไวเทลโลจีนินโดย  Western Blot

เมื่อนํ าสารสกัดเมมเบรนและสารสกัดรังไขของปลากระบอกดํ าไป
SDS-PAGE สภาพไมรีดิวส และทํ า Western blot ดงัแสดงในรูปที่ 17 ปรากฏแบบแ
โปรตนีบนแผนไนโทรเซลลูโลสที่ยอมดวย Ponceau S (รูปที่ 17B) คลายกับแถบโปร
ในแผนเจลที่ยอมดวยสีคูมาซีบลู (รูปที่ 17A) แสดงวาโปรตีนในแผนเจลสวนใหญถูก
ถายลงบนแผนไนโทรเซลลูโลส เมื่อนํ าแผนไนโทรเซลลูโลสไปยอมเปรียบเทียบระหว
การบมและไมบมกับไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์แลวยอมดวยแอนติบอดีตอไวเทลโลจีน
บริสทุธิ ์ พบวาสารสกัดเมมเบรนชุดที่ไมบมดวยไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ ปรากฏโปร
2 แถบ มีนํ้ าหนักโมเลกุลประมาณ 95 กิโลดัลตัน (P95) และ 85 กโิลดัลตัน (P85) ที่ย
ติดสีของแอนติบอดี (รูปที่ 17C แถวที่ 3) ซึง่โปรตีนทั้ง 2 แถบนี้อาจเปนโปรตีนโยลคที่ป
เปอนเนื่องจากพบแถบดังกลาวในสารสกัดรังไขของปลากระบอกดํ าดวย (รูปที่ 1
แถวที่ 2) สวนสารสกัดเมมเบรนชุดที่บมดวยไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ ปรากฏโปรตีน 3 แ
คือ P95, P85 และแถบที่มีนํ้ าหนักโมเลกุล 55 กิโลดัลตัน (P55) ที่ยอมติดสีข
แอนติบอดี (รูปที่ 17D) แสดงวาแถบโปรตีน P55 ควรเปนตัวรับไวเทลโลจีนินที่พบในเม
เบรนของโอโอไซท เหมือนกับการทดลองของ พีรพงษ พึ่งแยม (2545) พบวาตัว
ไวเทลโลจีนินในเมมเบรนของโอโอไซทปลากระบอกดํ า มีขนาด 55 กิโลดัลตัน ตางจ
ตวัรับไวเทลโลจีนินของคางคก  (X. laevis)  ที่มีขนาด  115  กโิลดัลตัน   (Stifani et a
1990b) หรือปลา coho salmon (O. kisuth) มีขนาด 100 กิโลดัลตัน (Stifani et a
1990a) ปลาเรนโบวเทราท (O. mykiss) มีขนาด 100 กิโลดัลตัน (Lancaster a
Tyler, 1994) และปลา white perch (M. americana) มีขนาด 157 กิโลดัลตัน (Tao
al., 1996)

3.5.2 การวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินโดย ELISA
ในการวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินในสารสกัดเมมเบรนของโอโอไ

โดย ELISA ใชภาวะที่เหมาะสมเหมือนกับการวัดปริมาณไวเทลโลจีนินในพลาสมา 
สารละลาย 1oAb และ  2oAb  เจอืจางที่  1:3,000 และ 1:25,000  ตามลํ าดับ และควา
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1       2      3      2      3       3     2     3     3

รูปที่ 17 การทํ า Western blot ของสารสกัดเมมเบรนและสารสกัดรังไข เปรีย
เทียบระหวางการยอมดวยสีคูมาซีบลู (A) และสี Ponceau S (B) ก
การยอมดวยแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ (C) และการบมด
ไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์แลวยอมดวยแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินบริสุท
(D)

แถวที่ 1 โปรตีนมาตรฐาน (12 ไมโครกรัม)
แถวที่ 2 สารสกัดรังไข (4 ไมโครกรัม)
แถวที่ 3 สารสกัดเมมเบรนจากโอโอไซท (30 ไมโครกรัม)

B
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เขมขนของ OPD เทากับ 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ที่มีความเขมขนของ H2O2 เทาก
0.01 % และระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสเทากับ 20 นาที

การหาปริมาณโปรตีนของสารสกัดเมมเบรนที่ เหมาะสมในการห
ปริมาณของตัวรับไวเทลโลจีนิน พบวา คา A492 เพิ่มขึ้นแปรผันตรงตามปริมาณโปรตีน
ของสารสกัดเมมเบรนในชวง 0-150 นาโนกรัม และเพิ่มขึ้นอยางชาเมื่อปริมาณของสา
สกดัเมมเบรนมากกวา 160 นาโนกรัม ซึ่งปริมาณสารสกัดเมมเบรนที่มากกวานี้จะทํ าให
มีโปรตีนเหลือโดยไมจับกับเพลท (รูปที่ 18) แตในการวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินใน
สารสกดัเมมเบรนของโอโอไซทนั้นทํ าการทดลอง 2 ชุดควบคูกัน คือชุดที่บมและไมบม
ดวยไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ พบวาคา A492 ในชดุที่บมดวยไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์มีคาไม
แตกตางกับคา A492 ของชดุทีไ่มบมดวยไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ในขางตนที่เปนเสนตร
อาจเนือ่งจากสารสกัดเมมเบรนมีปริมาณของตัวรับไวเทลโลจีนินนอยมาก และมีการปน
เปอนของโยลคโปรตีนในปริมาณมากซึ่งจับกับแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินไดดวย จ
เปนเทคนิคที่ไมเหมาะกับการวัดปริมาณของตัวรับไวเทลโลจีนินในสารสกัดเมมเบรน
ของโอโอไซท และดวยเหตุนี้การวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินในเมมเบรนของโอโอไซท
ในรายงานที่ผานมาจึงไมใชวิธี ELISA แตนิยมใชวิธี RIA

3.6 การเตรียมไวเทลโลจีนินเปอรออกซิเดสคอนจูเกต (VPC)
3.6.1 การแยก VPC ดวยคอลัมน Superdex 200 HR

จากการนํ าเอนไซมเปอรออกซิเดสยึดติดกับไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ตามว
การขอ 2.8 ไดเปน VPC แลวแยก VPC ออกจากไวเทลโลจีนินและเอนไซมเปอรออ
ซเิดสอิสระดวยคอลัมน Superdex 200 HR เมื่อชะคอลัมนดวย TB-PMSF พบวา
โปรตีนถูกชะออกมา 2 พีค (รูปที่ 19) คือ พีค A (หลอดที่ 30-40) ซึ่งเปนโปรตีนสวนใหญ
ถกูชะออกมา และพีค B (หลอดที่ 45-52) เมื่อติดตามเอนไซมเปอรออกซิเดสดวย A40
ปรากฏพีคตรงกับสารละลายพีค A และพีค B และเมื่อวัดแอคทิวิทีของเอนไซมเปอรออ
ซเิดส พบสารละลายทั้งสองพีคมีแอคทิวิทีของเอนไซม (รูปที่20) จากคาปริมาตรชะบง
วาสารละลายพีค  A  เปน VPC  สวนสารละลายพีค B  เปนเอนไซมเปอรออกซิเดสอิสร
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รูปที่ 18  การหาปริมาณโปรตีนของสารสกัดเมมเบรนที่เหมาะสมในการหา
 ปริมาณของตัวรับไวเทลโลจีนิน

หาปริมาณโปรตีนของสารสกัดเมมเบรนที่เหมาะสมดวย ELISA แ
บมและไมบมดวยไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ 500 นาโนกรัม โดยใช 1oAb 
2oAb ที่เจือจาง 1:3,000 และ 1:25,000 เทา ตามลํ าดับ และความเขมขน
OPD เปน 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร, ความเขมขนของ H2O2 เปน 0.01% 
ระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสเปน 20 นาที
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รูปที่ 19 การแยก VPC ดวยคอลัมน Superdex 200 HR
นํ าเอนไซมเปอรออกซิเดสยึดติดกับไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ตามวิธีการ

2.8 แลวนํ าไปผานคอลัมน Superdex 200 HR ชะดวย TB-PMSF ดวยอัต
ไหล 30 มิลลิลิตรตอชั่วโมง จนคา A280 เขาใกลศูนย เก็บสารละลายหล
ละ 0.5 มิลลิลิตร น ําไปวัดหาคา A280 และ A403
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รูปที่ 20 การวัดแอคทิวิทีของเอนไซมเปอรออกซิเดสหลังแยก VPC ดวยคอลัม
Superdex 200 HR

น ําสารละลายแตละหลอดที่ผานคอลัมน Superdex 200 HR ใสใ
ไมโครไตเตอรเพลทหลุมละ 2 ไมโครลิตร แลวเติมสารละลาย OPD ที่มีควา
เขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และมี 0.01% H2O2 ปริมาตร 150 มิลลิลิต
ตอหลุม บมไวที่อุณหภูมิหอง นาน 5 นาที จงึหยุดปฏิกิริยา นํ าไปวัดคา A49
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และไมปรากฏพีคของไวเทลโลจีนินอิสระ ทํ าใหไวเทลโลจีนินที่เติมลงไปในปฏิกิริยาถ
ใชจนหมด จึงรวมสารละลายพีค A เพือ่ใชศึกษาตอไป ซึ่งแตกตางจากการทดลองขอ
Laverdure และ Soyez (1988) โดยนํ าเอนไซมเปอรออกซิเดสยึดติดกับไวเทลลินของก
มังกร (H. americanus) แลวแยกดวยคอลัมน Sephadex G200 เมื่อชะออกดว
บฟัเฟอร พบวาโปรตีนถูกชะออกมา 3 พีค เมื่อทดสอบหาแอคทิวิทีของเอนไซมเปอรออ
ซเิดส ปรากฏวามีแอคทิวิทีในโปรตีนพีคแรก (หลอดที่ 16-18) ซึ่งมีปริมาตรชะใกลเคีย
กบัปริมาตรภายนอกเม็ดเจลนั้นเปนเอนไซมเปอรออกซิเดสยึดติดกับไวเทลลิน แล
โปรตนีพคีสุดทายซึ่งเปนเอนไซมเปอรออกซิเดสที่ไมถูกยึดติดกับไวเทลลิน สวนพีคที่ 
นัน้เปนไวเทลลินอิสระซึ่งเปนพีคที่ไมมีแอคทิวิที

จากการทดลองความเปนแอนติเจนโดยวิธี Dot blot พบวา VPC มีสมบ
เปนแอนติเจนเหมือนกับไวเทลโลจีนนิ โดยสามารถเกิดปฏิกิริยากับแอนติบอดีตอไวเท
โลจีนินบรสิทุธิ์ได (ไมแสดงผล)

3.6.2 การหานํ้ าหนักโมเลกุลของ VPC โดยวิธีเจลฟลเทรชัน
จากการหานํ้ าหนักโมเลกุลของ VPC ที่เตรียมได (พีค A) จากขอ 3.6.

โดยทํ าโครมาโทกราฟดวยคอลัมน Superdex 200 HR เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐา
6 ชนิด เมื่อเขียนกราฟมาตรฐานระหวางคา log ของนํ้ าหนักโมเลกุลกับคา Kav ขอ
โปรตีนมาตรฐาน สามารถคํ านวณนํ้ าหนักโมเลกุลของ VPC ได 700 กิโลดัลตัน ขณะ
พีค B มีคานํ ้าหนักโมเลกุลคํ านวณไดเปน 44 กิโลดัลตัน ดังแสดงผลในรูปที่ 21 ซึ่งยืนย
วาพีค B เปนเอนไซมเปอรออกซิเดสอิสระ เนื่องจากไวเทลโลจีนินมีนํ้ าหนักโมเลกุล 48
กโิลดลัตัน และจากคานํ้ าหนักโมเลกุลของ VPC และเอนไซมเปอรออกซิเดส บงชี้ว
VPC ประกอบดวยไวเทลโลจีนิน 1 โมเลกุลยึดติดกับเอนไซมเปอรออกซิเดส 5 โมเลก
หรอืมีอัตราสวนระหวางไวเทลโลจีนินตอเอนไซมเปอรออกซิเดสเปน 1:5 แตกตางจา
การทดลองของ Laverdure และ Soyez (1988) ซึ่งยึดเอนไซมเปอรออกซิเดสติดก
ไวเทลลิน 1 โมเลกุล ไดในอัตราสวน 1:1
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รูปที่ 21 กราฟมาตรฐานของการหานํ้ าหนัก
โดยวิธีเจลฟลเทรชัน

หานํ้ าหนักโมเลกุลของ VPC โดย
คอลัมนใหสมดุลกอนดวย TB แลวเต
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3.7 การวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินโดย Enzyme-Linked Vitellogenin Bin
ing Assay (ELVBA)
3.7.1 การวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินในสารสกัดเมมเบรนโดย

ELVBA
หาภาวะที่เหมาะสมของการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดส

การวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินในสารสกัดเมมเบรนโดย ELVBA ดังนี้คือ ปริมาณ
เหมาะสมของ VPC (รูปที่ 22) พบวา คา A492 เพิ่มขึ้นตามปริมาณของ VPC และม
เร่ิมคงที่เมื่อปริมาณของ VPC มากกวา 15 นาโนกรัม ดังนั้นจึงเลือกใช VPC ปริมาณ 
ไมโครกรัมตอหลุมเปนปริมาณของ VPC ทีเ่หมาะสม

จากการหาความเขมขนของ OPD ทีเ่หมาะสม พบวาคา A492 เพิ่ม
ตามความเขมขนของ OPD และมีคาเริ่มคงที่เมื่อความเขมขนของ OPD เปน 0
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร แตความเขมขนของ OPD ทีเ่หมาะสมคือ 0.2 มิลลิกรัม
มิลลิลิตร เนื่องจากมีคา A492 ที่ไมสูงหรือตํ่ าเกินไป (รูปที่ 23A)

เมื่อหาความเขมขนของ H2O2 ทีเ่หมาะสม พบวาคา A492 เพิ่มขึ้นต
ความเขมขนของ H2O2 และเริ่มคงที่เมื่อความเขมขนของ H2O2 เปน 0.004% แต
A492 จะเพิ่มขึ้นจนสูงสุดเมื่อความเขมขนของ H2O2 เปน 0.01% และเมื่อความเขม
ของ H2O2 มากกวา 0.01% คา A492 จะคอย ๆ ลดลง ดังนั้นความเขมขนของ H2O2

เหมาะสม คือ 0.01% (รูปที่ 23B)
การหาระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยาที่เหมาะสมพบวาคา A492 เพิ่ม

ตามระยะเวลา และเริ่มคงที่เมื่อระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยาเปน 15 นาที ดังนั้นระ
เวลาในการเกิดปฏิกิริยาที่เหมาะสมคือ 15 นาที (รูปที่ 23C)

การทํ ากราฟมาตรฐานของ VPC เพื่อใชในการวัดปริมาณของตัว
ไวเทลโลจีนินในสารสกัดเมมเบรน พบวา คา A492 เพิม่ขึ้นแปรผันเปนเสนตรงต
ปริมาณของ VPC ทีเ่พิ่มขึ้นในชวง 0 – 20 นาโนกรัม ดังแสดงในรูปที่  24

เมือ่วัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินในสารสกัดเมมเบรน โดยนํ าสารส
เมมเบรนเคลือบเพลทใหมีปริมาณโปรตีนตั้งแต  0  ถึง 500 นาโนกรัม  แลวบมกับ  VP
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รูปที่ 22  ปริมาณของ VPC ที่เหมาะสมสํ าหรับวิธี ELVBA
ใส VPC ในไมโครไตเตอรเพลท หลุมละ 150 ไมโครลิตร ซึ่งมีปริมาณ

ชวง 0-100 นาโนกรัม จากนั้นเติมสารละลาย OPD ทีมี่ความเขมขน 0
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และมี 0.01% H2O2 บมทีอุ่ณหภูมิหอง เปนเวลา 
นาที จึงหยุดปฏิกิริยาดวย 2 M H2SO4 น ําไปวัดคา A492
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          OPD (mg/ml)

      H2O2 (%)

      Time (min)

รูปที่ 23  ภาวะที่เหมาะสมของการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอ
VPC สํ าหรับวิธี ELVBA

ในการทดสอบใช VPC ปริมาณ 15 นาโนกรัม
A ผลของการใช OPD ทีค่วามเขมขน 0-0.8 มิลลิก
B ผลของการใช H2O2 ทีค่วามเขมขน 0-0.016 %
C ผลของการเกิดปฎิกิริยาที่เวลา 0-60 นาที
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รูปที่ 24 กราฟมาตรฐานของ VPC สํ าหรับวิธี ELVBA
ในการทดสอบใชความเขมขนของ OPD เปน 0.2 มิลลิกร

มิลลิลิตร, ความเขมขนของ H2O2 เปน 0.01% และระยะเวลาการเกิดปฏิก
ของเอนไซมเปอรออกซิเดสเปน 15 นาที
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น ําไปวัดแอคทิวิที พบวา A492 มีคาตํ่ ามาก (ไมแสดงผล) แมวาเพิ่มปริมาณของสา
สกัดเมมเบรนเปน 500 นาโนกรัม สามารถวัดคา A492 ไดเพียง 0.009 เทานั้น แสดงว
การสกัดเมมเบรนของโอโอไซทดวย n-octyl-β-D-glucoside อาจสกัดตัวรับไวเทลโ
จีนินออกมาไดนอยมากหรือเมมเบรนมีปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินที่นอยมากจนไ
สามารถตรวจวัดได ดังนั้นการวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินในสารสกัดเมมเบรนดว
ELVBA จงึเปนวิธีที่ไมเหมาะสมกับการทดสอบ ในการทดลองขอตอไปจึงหาตัวรับไวเท
โลจนีนิบนเมมเบรนของเซลลโอโอไซทแทนการหาจากสารสกัดเมมเบรน

3.7.2 การวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบรนโอโอไซทโดยวิธี
ELVBA
การวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบรนของโอโอไซท โดยนํ าโอโ

ไซททีมี่เสนผาศูนยกลางขนาด 0.42 ถึง 0.53 มิลลิเมตร ซึ่งเปนไขปลาที่มีการสะสมขอ
โยลคโปรตีนแลว ปริมาณ 0.2 กรัม (จํ านวนประมาณ 800 ฟอง) ไปวัดปริมาณตัวร
ไวเทลโลจีนิน

ในการศึกษาปจจัยที่มีผลตอการวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินบน
เมมเบรนโดยวิธี ELVBA ไดแก อุณหภูมิ และระยะเวลาของการบมระหวางสารละลา
VPC กับโอโอไซท pH และความเขมขนของไอออน จากการทดลองผลกระทบขอ
อุณหภูมิและระยะเวลาของการบม ดังแสดงในรูปที่ 25 พบวาการจับกนัระหวาง VPC
กบัตวัรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบรนเพิ่มขึ้นตามระยะเวลาบมที่นานขึ้น เมื่อบมโอโอไซท
อุณหภูมิ 4°ซ, อุณหภูมิหอง (25°ซ) หรือที่อุณหภูมิ 37°ซ โดยการจับกันระหวาง VPC
กบัตวัรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบรนเริ่มคงที่ที่เวลา 4 ชั่วโมง เมื่อบมที่อุณหภูมิหอง แล
37°ซ  และใหผลเหมือนกันทั้งสองอุณหภูมิ สวนที่อุณหภูมิ 4°ซ ตองใชเวลานานถ
8  ชั่วโมง จึงจะมีปริมาณการจับกันระหวาง VPC กบัตัวรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบร
โอโอไซทคงที่ใกลเคียงกับการบมที่อุณหภูมิหอง และที่ 37°ซ ดงันั้นงานวิทยานิพนธนี้จ
เลือกใชการบมระหวาง VPC กบัตัวรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบรนของเซลลโอโอไซท
อุณหภูมิหอง (25°ซ) เปนเวลา 4 ชั่วโมง เพื่อใชวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินบ
เมมเบรนโดยวิธี ELVBA
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รูปที่ 25 ผลของอุณหภูมิและระยะเวลาการบมในการวัดปริมาณตัวร
จีนินบนเมมเบรนโดยวิธี ELVBA

 นํ าโอโอไซทที่เตรียมไวหลอดละ 0.2 กรัม บมกับ VPC ทีเ่จือ
เทา ดวย 0.1 M PBS ปริมาตร 400 ไมโครลิตร โดยบมที่อุณ
อุณหภูมิหอง และ 37°ซ ในแตละอุณหภูมิใชระยะเวลาบมในชวง
จากนั้นเติม OPD ทีมี่ความเขมขน 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร แล
H2O2 ปริมาตร 300 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30
ปฏิกิริยาดวย 2 M H2SO4 แลววัดคา A492
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ในการศึกษาผลของ pH ทดสอบโดยใชบัฟเฟอรตรวจสอบมี pH ตาง
กันในชวง 4-9 พบวาเมื่อใชบัฟเฟอรตรวจสอบที่มี pH ตํ ่ากวา 4 จะทํ าใหไมเกิดการจ
หรอืจบักันเพียงเล็กนอยระหวางตัวรับไวเทลโลจีนินกับ VPC และที่ pH 6 เกิดการจับก
ไดมากที่สุด หากเพิ่ม pH มากขึ้นหรือตํ่ าลงกวา 6 การจับกันระหวาง  VPC กับตัว
ไวเทลโลจีนนิบนเมมเบรนลดลง (รูปที่ 26) ดังนั้นในการวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีน
บนเมมเบรนของโอโอไซทโดย ELVBA จงึเลือกใชบฟัเฟอรตรวจสอบที่ pH 6 เชนเด
กับ Yusko และคณะ (1981) ทีพ่บวาไวเทลโลจีนินของไกจับกับเมมเบรนของโอโอไซ
ของไกไดมากที่สุดที่ pH 6 และ Chan และคณะ (1991) พบวาตัวรับไวเทลโลจีนินบ
เมมเบรนของโอโอไซทของปลานิลจับกับไวเทลโลจีนินที่ติดฉลากดวย 125I ไดมากที่สุด
pH 6 เชนกัน

จากการศึกษาผลของความเขมขนของ Ca2+ โดยใชความเขมขนข
Ca2+ ในชวง 0-20 mM พบวา การจับกันระหวาง VPC กบัตัวรับไวเทลโลจีนินบ
เมมเบรนจะคอย ๆ เพิ่มขึ้นตามความเขมขนของ Ca2+ ทีเ่พิม่ขึ้น และที่ความเขมขน 7
mM จะทํ าใหเกิดการจับกันมากที่สุด (รูปที่ 27) และเมื่อเพิ่มความเขมขนของ Ca2+ ม
กวา 7.5 mM การจบัจะคอย ๆ ลดลง ทํ านองเดียวกันกับผลของความเขมขนของ Mg
ทีพ่บวาการจับกันระหวาง VPC กบัตัวรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบรนจะคอย ๆ เพิ่มข
จนกระทั่งที่ 7.5 mM ท ําใหเกิดการจับกันมากที่สุด และเมื่อความเขมขนของ Mg2+เพ
มากกวา 7.5 mM จะท ําใหการจับคอย ๆ ลดลง (รูปที่ 28) ทํ านองเดียวกันกับ Ch
และคณะ (1991) ที่พบวาความเขมขนของ Ca2+ และ Mg2+ เปน 10 mM และ 7.5 m
ตามล ําดบั ทํ าใหตัวรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบรนของโอโอไซทของปลานิลจับกับไวเท
โลจีนินที่ติดฉลากดวย 125I ไดมากที่สุด ดงันัน้งานวิทยานิพนธนี้กํ าหนดใหการ
ปริมาณของตัวรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบรนในภาวะที่บัฟเฟอรตรวจสอบมี pH 6 คว
เขมขนของ Ca2+ และ Mg2+ เปน 7.5 mM และการบมระหวาง VPC กบัตัวรับไวเทล
จีนนิบนเมมเบรนที่อุณหภูมิหอง (25°ซ) เปนเวลา 4 ชั่วโมง

เมื่อวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบรนของโอโอไซท ดังแสดง
รูปที่ 29    โดยนํ าโอโอไซทหนกั 0.2 กรัม มีเสนผาศูนยกลางขนาด  0.47  มิลลิเมตร เป
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รูปที่ 26 ผลของ pH ในการวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบรนโดยว
ELVBA

นํ าโอโอไซทที่เตรียมไวหลอดละ 0.2 กรัม บมกับ VPC (ความเขม
90 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) ที่เจือจาง 1:400 เทา ดวยบฟัเฟอร pH ตา
ปริมาตร 400 ไมโครลิตร โดยบมที่อุณหภูมิหอง และใชระยะเวลาบม น
4 ชั่งโมง จากนั้นเติม OPD ทีมี่ความเขมขน 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร แล
0.01% H2O2 ปริมาตร 300 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 น
หยุดปฎิกิริยาดวย 2 M H2SO4 แลววัดคา A492
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     Ca2+ (mM)

รูปที่ 27 ผลของความเขมขนของ Ca2+ ในการวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินบ
เมมเบรนโดยวิธี ELVBA

นํ าโอโอไซทที่เตรียมไวหลอดละ 0.2 กรัม บมกับ VPC (ความเขมข
90 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) ที่เจือจาง 1:400 เทา ดวยบฟัเฟอร 0.1 M PBS
เติม Ca2+ ใหมีความเขมขนในชวง 0-20 mM ปริมาตร 400 ไมโครลิตร โด
บมทีอุ่ณหภูมิหอง และใชระยะเวลาบมนาน 4 ชั่งโมง จากนั้นเติม OPD ท
ความเขมขน 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และมี 0.01% H2O2 ปริมาตร 3
ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที หยุดปฏิกิริยาดวย 2 
H2SO4 แลววัดคา A492
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Mg2+ (mM)

รูปที่ 28 ผลของความเขมขนของ Mg2+ ในการวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีน
บนเมมเบรนโดยวิธี ELVBA

นํ าโอโอไซทที่เตรียมไวหลอดละ 0.2 กรัม บมกับ VPC (ความเขมข
90 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) ที่เจือจาง 1:400 เทา ดวยบฟัเฟอร 0.1 M PBS
เติม Mg2+ ใหมีความเขมขนในชวง 0-20 mM ปริมาตร 400 ไมโครลิตร โด
บมทีอุ่ณหภูมิหอง และใชระยะเวลาบมนาน 4 ชั่งโมง จากนั้นเติม OPD ท
ความเขมขน 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และมี 0.01% H2O2 ปริมาตร 3
ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที หยุดปฏิกิริยาดวย 2 
H2SO4 แลววัดคา A492
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รูปที่ 29 การวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบรนของโอโอไซทโดยว
ELVBA

นํ าโอโอไซทหนัก 0.2 กรัม  มีขนาดเสนผานศูนยกลาง 0
มิลลิเมตร เปนโอโอไซทในระยะการสะสมโปรตีนโยลค ตรวจนับไดจ
856 เซลล บมกับสารละลาย VPC ทีมี่ปริมาณตาง ๆ กัน โดยบมที่อุณ
หอง และใชระยะเวลาบมในชวง 4 ชั่งโมง จากนั้นเติม OPD ทีมี่ความเ
0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และมี 0.01% H2O2 ปริมาตร 300 ไมโครลิตร
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที หยุดปฎิกิริยาดวย 2 M H2SO4 แลว
A492 จากนั้นหาปริมาณการจับของตัวรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบรน

Tota

Spe

 Non
      

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

6.0

0 40 80 120 160 200 240 280 320 360

VPC (ng)

Bin
din

g (
ng

)

4
8
ิธี

.467
ํ านวน
หภูมิ
ขมขน
 บมที่
วัดคา

l Binding

cific Binding

specific
 Binding



โอโอไซทในระยะการสะสมโปรตีนโยลค     ตรวจนับไดจํ านวน   856  เซลล    บมกับสา
ละลาย VPC ทีมี่ปริมาณตาง ๆ กัน จากนั้นนํ าไปหาแอคทิวิทีของเอนไซมเปอรออกซิเดส
ทีเ่กิดขึ้น  พบวาปริมาณการจับทั้งหมด (total binding) ของ VPC กบัตัวรับไวเทลโล
จีนนิจะเพิ่มขึ้นตามปริมาณของ VPC ทีใ่ชบม ในชวงแรกมีการจับไดอยางรวดเร็วแล
เร่ิมคงที่เมื่อปริมาณของ VPC เปน 90 นาโนกรัม ในขณะที่การจับแบบไมจํ าเพา
(nonspecific binding) เพิม่ขึ้นเปนเสนตรงแปรผันตามปริมาณ VPC ที่ใช (รูปที่29
จากนั้นเมื่อคํ านวณหาปริมาณการจับจํ าเพาะ (specific binding) โดยนํ าคาปริมาณ
การจับทั้งหมดลบออกดวยปริมาณการจับที่ไมจํ าเพาะ และนํ าคาที่ไดไปคํ านวณ
ปริมาณ VPC ที่ไมจับกับตัวรับ (unbound) แลวนํ าคาที่ไดทํ า Scatchard’s plot ขอ
การจับระหวาง VPC กบัตัวรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบรนของโอโอไซท (รูปที่ 30) พบว
การจับของ VPC กบัตัวรับไวเทลโลจีนนิเปนแบบตํ าแหนงจับชนิดเดียว (single class o
binding site) เหมือนที่พบในตัวรับไวเทลโลจนีนิของปลานิล (Chan et al., 1991) แล
มีคาการจับสูงสุด (Bmax) เทากับ 4.7 พโิคกรัมตอเซลลโอโอไซท และมีคา Kd เทากับ 4
นาโนกรัมของ VPC ตอมิลลิลิตร หรือ 68.5 pM ซึง่มีความจํ าเพาะของการจับสูงกว
เพราะมีคา Kd ตํ่ ากวาการทดลองของ Laverdure และ Soyez (1988) ที่ทดสอบการจับ
ระหวางตัวรับไวเทลโลจีนินของกุงมังกร (H. americana) กับไวเทลลิน พบวามีคา K
เทากับ 73 nM และผลการทดลองที่รายงานโดย Stifani และคณะ (1990b) ที่วัดการจับ
ระหวางตัวรับไวเทลโลจีนินของ coho salmon กับไวเทลโลจีนินของปลาเรนโบวเทราท
พบวามีคา Kd  เทากับ 180 nM  สวน Tao และคณะ (1996) รายงานผลการจับระหวา
ตัวรับไวเทลโลจีนินของปลา white perch กับไวเทลโลจีนนิ พบวาปริมาณการจับมากท
สดุของไวเทลโลจีนินกับตัวรับไวเทลโลจีนินมีคาเทากับ 35 พิโคกรัมของไวเทลโลจีนินต
มิลลิกรัมของโปรตีนเมมเบรน และมีคา Kd  เทากับ 200 nM  นอกจากนี้ Chan แล
คณะ (1991) ไดหาจํ านวนตัวรับของแตละโอโอไซทและคา Kd ของตัวรับไวเทลโลจีนิน
ในโอโอไซทที่มีขนาดตาง ๆ ของปลานิล (O. niloticus) ทีจ่ับกับไวเทลโลจีนนิทีต่ิดฉลาก
ดวย 125I ดงัแสดงในตารางที่ 3 พบวาโอโอไซทจะมีปริมาณตัวรับและคา Kd เพิ่มขึ้นจาก
ระยะกอนสะสมโปรตีนโยลคไปเปนระยะสะสมโปรตีนโยลค และมีคาลดลงในระยะกอน
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รูปที่ 30  Scatchard plot ของการจับระหวางตัวรับไวเทลโลจีนิน
    บนเมมเบรนกับ VPC
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การวางไข ในทํ านองคลายกัน Lacaster และ Tyler (1994) ที่พบวาโอโอไซทที่อย
ระยะกอนการสะสมโปรตีนโยลคของปลาเรนโบวเทราท (O. mykiss) มีคา Bmax และ 
เพิม่ขึน้เมื่อเซลลอยูในระยะสะสมโปรตีน ไปจนถึงระยะกอนการวางไข (ตารางที่ 3)

จากผลการทดลองเหลานี้ จะเห็นวายังมีรายงานเกี่ยวกับตัวรับไวเทล
จีนนิในปลาชนิดตาง ๆ ยังไมมากนัก และการศึกษามีหนวยการคํ านวณคา Bmax ที่หล
หลาย ท ําใหเปนการยากที่จะเปรียบเทียบกับผลการทดลองกับของปลากระบอกดํ า ส
คา Kd ทีมี่รายงานจะมีชวงทั้งในระดับ nM ถึง µM ส ําหรับของปลากระบอกดํ าพบ
คา Kd อยูในชวงของ ρM เนือ่งจากวิทยานิพนธนี้ไมสามารถหาโอโอไซทขนาดหรือ
ระยะพัฒนาการเจริญพันธุตาง ๆ กัน เพื่อมาศึกษาคา Bmax และ Kd ได แตจากผลก
ทดลองของปลานิล (Chan et al., 1991) และปลาเรนโบวเทราท (Lancaster a
Tyler, 1994) จะเห็นไดวาปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนนิทั้งคา Bmax และ Kd มีคาเพิ่มข
เมื่อมีการสะสมโปรตีนโยลค โดยทํ าหนาที่รับไวเทลโลจีนินจากกระแสเลือดมาเปลี่ย
เปนโปรตนีโยลคในเซลลโอโอไซท และมีแนวโนมที่จะคงที่หรือลดลงเมื่อการสะสมไวเท
โลจนีนิเสร็จสิ้นและไขสมบูรณพรอมจะถูกวางตอไป

ในงานวิทยานิพนธนี้สามารถพัฒนาเทคนิค ELVBA เพื่อใชแทนวิธี R
ซึง่ใชสารกัมมันตรังสีที่กอใหเกิดมลพิษและอันตรายตอผูทํ าการทดลอง ไดเปนอยา
วิธี ELVBA ทีพ่ฒันาไดสามารถใชหาปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบรนของโอ
ไซทได โดยมีความจํ าเพาะและความไวสูง (ระดับนาโนกรัม) เพราะไมตองอาศ
แอนติบอดีตอไวเทลโลจีนนิ เชนที่ใชในวิธี ELISA ซึง่แอนติบอดีนี้สามารถเกิดปฏิกิร
กบัโปรตีนโยลคที่ปนเปอนในสารสกัดเมมเบรนได และวิธี ELVBA เปนประโยชนในก
ศกึษาตวัรับไวเทลโลจีนินของปลากระบอกดํ าและของปลาอื่น ๆ ตอไปได
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ตารางที่ 3  คา Bmax และ Kd ของปลาบางชนิด

OocyteFish
Stage Diameter

Bmax Kd Reference

Greenback grey mullet
(L. subviridis)

Vitellogenic 0.47 mm 4.7 pg / cell 68.5 pM * วิทยานิพนธนี้

White perch

(M. americana)
- -

35 pM/ mg membrane 200 nM Tao et al., 1996

Tilapia
 (O. niloticus)

Previtellogenic
Vitellogenic
Preovulated

0.1 mm
0.7 mm
2.3 mm

9.98x109 receptor/cell
3.65x1012 receptor/cell
3.53x1012 receptor/cell

1.51 µM
1.07 µM
0.30 µM

Chan et al., 1991

Rainbow trout
 (O. mykiss)

Previtellogenic
Vitellogenic
Prespawning

0.4-0.6 mm
0.8 mm
3.0 mm

70.8-260.5 fmole/mg protein
242 fmole/mg protein
329.9 fmole/mg protein

1.3-3.5x10-9 M
3.3 x10-9  M
1.8 x10-9  M

Lancaster and Tyler,
1994

*  ในงานวิทยานิพนธนี้ pM ของ Kd ค ํานวณจากปริมาณ VPC ที่จับกับ หารดวย Mr ของ VPC (700 kDa)
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