
2. วสัดุ อุปกรณและวิธีการ

วัสดุ

ปลาตัวอยาง
ปลาที่ใชในการศึกษาคือปลากระบอกดํ าเพศเมีย ที่มีขนาดลํ าตัวยาว 10-20

เซนติเมตร จากบริเวณชายฝงปากแมนํ้ าสวี อํ าเภอสว ีจังหวัดชุมพร และคลองปากละวะ
อํ าเภอระโนด  จงัหวัดสงขลา   ปลาบางสวนไดรับความอนุเคราะหจากคุณชวลิต  จินาชี
และ คุณกรชนก  วุนหนู

กระตาย
กระตายที่ใชสังเคราะหแอนติบอดีเปนกระตายขาว ตาแดง เพศผู นํ้ าหนัก

ประมาณ 2 กิโลกรัม อายุ 6 เดือน ซึ่งเลี้ยงไวในหนวยสัตวทดลองคณะวิทยาศาสตร
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร   และใหอาหารปกติ

สารเคมี
สารเคมีที่ใชในการทดลองเปนชนิด analytical grade ซึ่งเปนผลิตภัณฑของบริษัท

ตาง ๆ ดังนี้
สารเคมีที่ใช บริษัทผูผลิต
Acetic acid J.T. Baker
Acrylamide Merck
Amido black B Sigma Chemical Co.
Ammonium persulphate Merck
Ammonium sulphate Merck
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สารเคมีที่ใช บริษัทผูผลิต
Anti-rabbit IgG (whole molecule) Sigma Chemical Co.
        peroxidase conjugate
Bisacrylamide (N,N’-methylene diacrylamide) Fluka Chemika-Bioch
Bovine serum albumin Sigma Chemical Co.
Broad range protein molecular weight marker Promega Corporatio
Bromophenol blue Carlo Erba
Calcium chloride Unilab
Carboxymethyl-cellulose Sigma Chemical Co.
Citric acid Ajex Chemicals
Coomassie brilliant blue G-250 Sigma Chemical Co.
Coomassie brilliant blue R-250 Sigma Chemical Co.
3,3’-Diaminobenzidine Sigma Chemical Co.
Diethylaminoethyl-Sephacel Sigma Chemical Co.
Dimethylsulphoxide Lab-Scan
2,4-Dinitrofluorobenzene Sigma Chemical Co.
Dipotassium hydrogen phosphate Fluka Chemika-Bioch
Ethanol Merck
Ethylenediaminetetraacetic acid Fluka Chemika-Bioch
Freund’s complete adjuvant Sigma Chemical Co.
Freund’s incomplete adjuvant Sigma Chemical Co.
Glucose monohydrate Seelze-Hannover
Glycerol Sigma Chemical Co.
Glycine UniVar
High molecular weight gel filtration calibration kit Pharmacia
Hydrochloric acid Merck
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สารเคมีที่ใช บริษัทผูผลิต
Hydrogenperoxide Carlo Erba
Leupeptin Sigma Chemical Co.
Methanol Merck
n-Octyl-β-D-glucopyranoside Sigma Chemical Co.
o-Phenylenediamine dihydrochloride (tablet) Sigma Chemical Co.
Phenylmethylsulphonylfluoride Sigma Chemical Co.
Phosphoric acid J.T. Baker
Potassium bromide Merck
Potassium dihydrogen phosphate Merck
Sodium borohydride Fluka
Sodium carbonate anhydrous Carlo Erba
Sodium chloride Merck
Sodium dihydrogen phosphate Merck
Sodium dodecyl sulphate Riedel-de Haen
Sodium (meta) periodate Fluka Chemika-Bioche
Sulphuric acid Lab-Scan
Superdex 200 HR 10/30 column Pharmacia
N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine (TEMED) Fluka Chemika-Bioche
Tris Base Promega
Trisodium citrate dihydrate Carlo Erba
Tween 20 Asia Pacific Specialty

        Chemical
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อุปกรณ

อุปกรณที่ใช รุน บริษัทผูผลิต
เครื่องชั่ง 3 ตํ าแหนง  GT410 Ohaus
เครื่องชั่ง 4 ตํ าแหนง AB204-5 Mettler
Centrifuge 5415C Eppendorf

5804R Eppendorf
ELISA plate reader Elx808 Bio-Tek Instruments In
Fast protein liquid chromatography      - Pharmacia Biotech
Micropipette      - Gilson
Microtube pump MP-3 MP-3N Eyela
Mighty smallTM Transphor TE22 Hoefer Phamacia Biote
Orbital shaker OS 20 Boeco
pH meter Accumet 15 Fisher Scientific
Power supply 1000/500 Bio-Rad
Refrigerated super speed centrifuge J2-21 Beckman
Slab gel electrophoresis apparatus AE-6400 Atto
Ultracentrifuge L8-70M Beckman
UV-VIS spectrophotometer 160A Shimadzu
Vortex G-560E Scientific Industries
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วิธีการ

2.1 การเตรียมพลาสมาจากปลากระบอกดํ า
น ําปลาที่จับไดเจาะเลือดจากเสนเลือดบริเวณใตกระดูกสันหลัง โดยใช acid

citrate dextrose (ACD, 114 mM glucose - 72 mM NaCl - 27.2 mM sodium
citrate - 2.62 mM citric acid) เปนสารกันเลือดแข็งตัว นํ าเลือดไปเซนตริฟว
(centrifuge) ที่ความเร็ว 1,610 x g ทีอุ่ณหภูมิหอง นาน 5 นาที กํ าจัดเม็ดเลือดแด
ออก แลวเติม PMSF (phenylmethylsulphonylfluoride) ในพลาสมาใหมีความเขมขน
เปน 1 mM แลวเก็บไวที่ –20°ซ

2.2 การหาปริมาณโปรตีน
หาปริมาณโปรตีนของสารตัวอยางตามวิธีของ Bradford (1976)  ดังนี้  ดูดสา

ตวัอยาง 20 ไมโครลิตร ใสในหลอดทดลอง โดยทํ าควบคูกับ BSA (bovine seru
albumin) ซึง่ใชเปนโปรตีนมาตรฐาน เจือจาง BSA มาตรฐานใหมีปริมาณโปรตีน 0 -1
ไมโครกรัม ผสมกับสารละลาย Bradford (0.01% Coomassie brilliant blue G-250
4.7% ethanol – 8.5% phosphoric acid) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน
นาน 1-2 นาที นํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร (A595)

2.3 การทํ าโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิส
(Polyacrylamide gel electrophoresis, PAGE)
โพลีอะคริลาไมดเจลที่ใชในการศึกษาเปนเจลแผน (slab gel) ขนาด 10x1

เซนติเมตร หนา 1 มิลลิเมตร ประกอบดวยเจล 2 สวน คือ เจลสวนบน (stacking ge
มีความสูงประมาณ 3 เซนติเมตร และเจลสวนลาง (separating gel) มีความส
7 เซนติเมตร
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2.3.1  โพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ
(Nondenaturing PAGE)
เตรียมโพลีอะคริลาไมดเจล 4-10% หรือ 6% ตามวิธีของ Davis (196

ซึง่มีสวนประกอบของเจลเปนดังนี้

Separating gelComposition Stacking gel
3% (5 ml) 4% (3 ml) 6% (3 ml) 10% (3

30% Acrylamide-0.8% bisacrylamide
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8
10% Ammonium persulphate
TEMED
Distilled water

0.50 ml
0.63 ml

-
50 µl
5 µl

3.82 ml

0.40 ml
-

1.50 ml
30 µl
3 µl

1.07 ml

0.60 ml
-

1.50 ml
30 µl
3 µl

0.87 ml

1.00 
-

1.50 
30 µ
3 µ

0.47 

2.3.1.1 การเตรียมสารตัวอยางและโปรตีนมาตรฐาน
เตรียมสารตัวอยางและโปรตีนมาตรฐาน โดยผสมสารตัวอยา

3 สวน กบับัฟเฟอรตัวอยาง (sample buffer) 1 สวน  ซึ่งประกอบดวย 0.2 M Tris-HC
pH 6.8, 8 mM EDTA, 40% glycerol และ 0.4% โบรโมฟนอลบลู (bromophen
blue) ใหไดสารละลายตัวอยางมีความเขมขนโปรตีนพอเหมาะ และเตรียมโปรตีนมาต
ฐานในทํ านองเดียวกัน

2.3.1.2 การทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิส
นํ าสารละลายตัวอยางและสารละลายโปรตีนมาตรฐาน ใสใ

แตละชองแยกกันในเจลสวนบน  ท ําอิเล็กโทรฟอรีซสิในบัฟเฟอร  0.025 M Tris 
0.192 M glycine, pH 8.3 เปดกระแสไฟคงที่ 15 mA นาน 2 ชั่วโมง จนสีโบรโ
ฟนอลบลเูคลื่อนที่ไปจนสุดขอบลางของเจล ปดกระแสไฟ แลวนํ าเจลไปยอมสี
31
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2.3.2 โพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบมีเอสดีเอส (SDS-PAG
ทํ าโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบมีเอสดีเอส (SDS, sodiu

dodecyl sulphate) ตามวิธีของ Laemmli (1970) เตรียมโพลีอะคริลาไมดเจล (6-18%
ซึง่มีสวนประกอบของเจลเปนดังนี้

Separating gelComposition Stacking gel
3% (5 ml) 6% (3 ml) 18% (3 m

30% Acrylamide-0.8% bisacrylamide
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8
0.2 M EDTA
10 % SDS
10% Ammonium persulphate
TEMED
Distilled water

0.50 ml
1.25 ml

-
50 µl
50 µl
50 µl
5 µl

3.10 ml

0.60 ml
-

0.75 ml
30 µl
30 µl
30 µl
3 µl

1.56 ml

1.80 ml
-

0.75 ml
30 µl
30 µl
30 µl
3 µl

0.36 ml

2.3.2.1 การเตรียมสารตัวอยางและโปรตีนมาตรฐาน
เตรียมสารตัวอยางและโปรตีนมาตรฐานโดยผสมสารตัวอยา

2 สวน กับบฟัเฟอรตัวอยาง 1 สวน  ซึ่งประกอบดวย 0.375 M Tris-HCl, pH 6.
6 mM EDTA, 4% SDS, 30% glycerol และ 0.021% โบรโมฟนอลบลู ใหไดสา
ละลายตัวอยางมีความเขมขนโปรตีนพอเหมาะ สํ าหรับโปรตีนมาตรฐานใชของบริษ
Promega ซึ่งอยูใน 0.125 M Tris-HCl, pH 6.8, 10% กลีเซอรอล, 0.2 M เบตา-เมอ
แคปโตเอธานอล (β-mercaptoethanol) และ 0.007% โบรโมฟนอลบลู

2.3.2.2 การทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิส
นํ าสารละลายตัวอยางและสารละลายโปรตีนมาตรฐาน ใสใ

แตละชองของเจลสวนบนแยกกัน โดยใช 0.025 M Tris – 0.192 M glycine - 1% SD
pH 8.3 เปนบฟัเฟอรสํ าหรับท ําอิเล็กโทรฟอรีซสิ เปดกระแสไฟคงที่ 15 mA นา
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2 ชั่วโมง จนสีโบรโมฟนอลบลเูคลื่อนที่ไปจนสุดขอบลางของเจล ปดกระแสไฟ แลวน
เจลไปยอมสี

2.3.3 การยอมสีโปรตีน
ยอมสีโปรตีนในเจลดวยสีคูมาซีบลู (Coomassie brilliant blue R-25

โดยแชเจลในสารละลาย 0.08% คูมาซีบลู - 50% เมธานอล (methanol) - 7.5% กร
นํ้ าสม (acetic acid) นาน 5 ชั่วโมง แลวนํ าเจลไปลางสีที่ไมตองการออกดวยสา
ละลาย 5% เมธานอล - 7.5% กรดนํ ้าสม จนเห็นแถบโปรตีนสีนํ้ าเงินชัดเจน

2.4  การทํ าใหไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์จากพลาสมาของปลากระบอกดํ า
ทํ าใหไวเทลโลจีนินบรสิทุธิ์จากพลาสมาของปลากระบอกดํ า ตามวิธีของพีรพง

พึ่งแยม (2545) ดังตอไปนี้
2.4.1 การแยกพลาสมาโดยวิธีการเซนตริฟวจดวยความเร็วสูง

(Ultracentrifugation)
นํ าพลาสมาปลากระบอกดํ าเพศเมียมีไขที่มีปริมาณโปรตีนประมาณ

10 มิลลิกรัม (1 มิลลิลิตร) ผสมกับ KBr 0.5 กรัม ใสลงกนหลอดเซนตริฟวจ เขยาเบา
ให KBr ละลายหมด จากนั้นเติมสารละลาย KBr ทีมี่คาความหนาแนน 1.29 กรัมต
มิลลิลิตร (d=1.29), 1.24 กรัมตอมิลลิลิตร (d=1.24) และ 1.20 กรัมตอมิลลิลิต
(d=1.20) ความหนาแนนละ 2 มิลลิลิตร ตามลํ าดับ และสารละลาย KBr มีคาควา
หนาแนน 1.15 กรัมตอมิลลิลิตร (d=1.15) และ 1.097 กรัมตอมิลลิลิตร (d=1.09
ความหนาแนนละ 1 มิลลิลิตร ตามลํ าดับ แลวัปดทับสารละลายชั้นบนดวย 0.9% Na
น ําไปเซนตริฟวจดวยความเร็วสูงในโรเตอร (rotor) SW41Ti ดวยความเร็ว 14,433 x 
นาน 20 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 4°ซ หลงัการเซนตริฟวจ ดูดสารละลายออกมาใสหลอ
แยกกนัครั้งละ 0.3 มิลลิลิตร ตามลํ าดับ นํ าสารละลายแตละหลอดไปไดแอไล
(dialyse)  ใน  50 mM Tris-HCl, pH 7.5 (TB)  นาน 12 ชั่วโมง ที่  4°ซ เปลี่ยนบัฟเฟอ
2 ครั้ง แลวนํ าไปหาโปรตีน ทํ า nondenaturing PAGE และนํ าสารละลายหลอดท
ไวเทลโลจีนนิรวมเขาดวยกัน แลวทํ าใหเขมขนดวย CM-cellulose  และไดแอไลซใน T
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นาน 18 ชั่วโมง ที่ 4°ซ กอนนํ าไปทํ าใหบริสุทธิ์โดยคอลัมน Superdex 200 HR 10/30
2.4.2 การแยกไวเทลโลจีนินโดยคอลัมน Superdex 200 HR 10/30

ใชคอลัมน Superdex 200 HR 10/30 ขนาด 1 X 30 เซนติเมต
ปริมาตรเรซินประมาณ 24 มิลลิลิตร ที่เชื่อมตอกับเครื่อง FPLC (fast protein liqu
chromatography) ลางและปรับคอลัมนใหสมดุลกอนดวย 50 mM Tris-HCl, pH 7.5
1 mM PMSF (TB-PMSF) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นํ าสารละลายเขมขนที่ไดจากกา
เซนตริฟวจดวยความเร็วสูงซึ่งไดแอไลซเรียบรอยแลว ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ฉีดใ
คอลัมน Superdex 200 HR ชะคอลัมนดวย TB-PMSF ใหมีอัตราไหล 6 มิลลิลิตรต
ชัว่โมง เก็บสารละลายหลอดละ 0.3 มิลลิลิตร น ําสารละลายแตละหลอดไปวัดคากา
ดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร (A280) และติดตามแถบโปรตีนโดยกา
ทํ า nondenaturing PAGE แลวรวมสารละลายหลอดที่มีไวเทลโลจีนนิเขาดวยกัน ท
ใหเขมขนโดย CM-cellulose นํ าไปทดสอบการมีไวเทลโลจีนนิดวยแอนติบอดีตอไวเท
โลจีนินของปลากระบอกดํ า (พีรพงษ  พึ่งแยม, 2545)

2.5 การเตรียมแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินของปลากระบอกดํ า
2.5.1 การกระตุนการสังเคราะหแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์

ในกระตาย
กระตายที่ใชสังเคราะหแอนติบอดีเปนกระตายขาว ตาแดง นํ้ าหน

ประมาณ 2 กิโลกรัม อายุ 6 เดือน นํ าไวเทลโลจีนินบรสิทุธิซ์ึ่งเตรียมไดจากคอลัม
Superdex 200 ไปฉีดในผิวหนัง 3-4 จุด และใตผิวหนัง 2-3 จุด โดยใชปริมา
ไวเทลโลจีนนิและระยะเวลาการกระตุน ดังนี้ สัปดาหที่ 1 และ 2 ฉีดไวเทลโลจีน
สปัดาหละ 20 ไมโครกรัม ผสมกับ Freund’s complete adjuvant 1 มิลลิลิตร และ อ
2 สัปดาหตอมา ฉีดไวเทลโลจีนิน 20 ไมโครกรัม ผสมกับ Freund’s incomple
adjuvant 0.8 มิลลิลิตร

เจาะเลอืดกระตายจากเสนเลือดบริเวณหู 5 มิลลิลิตร ทุกครั้งกอนฉ
ไวเทลโลจีนนิแตละครั้ง และหลังจากการฉีดไวเทลโลจนีินครั้งสุดทาย 2 สัปดา
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ทิ้งเลือดไวที่อุณหภูมิ 4°ซ นาน 18 ชั่วโมง เพื่อใหเลือดแข็งตัว แลวนํ าไปเซนตริฟวจ
ความเร็ว 1,250 x g ที่ 4°ซ เปนเวลา 15 นาที เก็บซีรัมไวที่ –20°ซ เพื่อใชทดสอ
แอนติบอดี

2.5.2 การทดสอบการมีแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนิน
ทดสอบการมีแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนนิ ดวยวิธี Dot blot ดังนี้  นํ าสา

ละลายไวเทลโลจีนินบรสิุทธิ์ปริมาณ 1 ไมโครกรัม (ปริมาตร 5 ไมโครลิตร) หยดลงบ
แผนไนโทรเซลลูโลสที่ทํ าตารางขนาด 1 x 1 เซนตเิมตร ทิ้งใหแหง แลวหยดสารละลา
3 % BSA ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ปลอยใหแหง จากนั้นเติมซีรัมของกระตายกอนแล
หลังฉีดไวเทลโลจีนนิ ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ทิ้งไว 5 นาที ลางออกดวย TBS (25 m
Tris-HCl, pH7.5 – 0.15 M NaCl) นาน 5 นาที จํ านวน 3 ครั้ง แลวจึงนํ าไปแชในสา
ละลาย 2oAb (anti-rabbit immunoglobulin G peroxidase conjugate) ที่เจือจา
1: 20,000 เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางออกดวย TBS ที่มี 0.05 % Tween 20 (TBS-T2
นาน 5 นาที จํ านวน 3 ครั้ง และลางออกดวย TBS นาน 5 นาที จํ านวน 2 ครั้ง จากน
ยอมดวยสารละลาย 3,3’-diaminobenzidine (DAB) เขมขน 0.052 มิลลิกรัมต
มิลลิลิตร ใน TBS ทีมี่ 0.0082% H2O2 เปนการเริ่มตนปฏิกิริยา และหยุดปฏิกิริยาโด
ลางแผน  ไนโทรเซลลูโลสดวย TBS-T20 นาน 5 นาที จํ านวน 3 ครั้ง และลางออกดว
TBS นาน 5 นาที จํ านวน 5 ครั้ง

2.5.3 การแยกแอนติบอดี
หลังการฉีดไวเทลโลจนีินครั้งสุดทาย 2 สัปดาห เก็บเลือดกระตาย 10-1

มิลลิลิตร ตั้งเลือดไวที่อุณหภูมิ 4°ซ นาน 18 ชั่วโมง นํ าไปเซนตริฟวจที่ความเร
1,250 x g ที่ 4°ซ เปนเวลา 15 นาที เก็บเฉพาะสวนซีรัม แลวแยกแอนติบอดีจากซีร
ตามวิธีของ   Warden  และ  Giese (1984)   โดยนํ าซีรัมไปตกตะกอนดวยแอมโมเนีย
ซลัเฟต (ammonium sulphate) ที่ความอิ่มตัว 50% นาน 10 ชั่วโมง แลวนํ าไ
เซนตริฟวจที่ความเร็ว 22,000 x g นาน 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4°ซ ละลายตะกอนดว
50 mM Tris-HCl, pH 7.0 แลวนํ าไปไดแอไลซในบัฟเฟอรชนิดเดิม นาน 10 ชั่วโม
จากนั้นนํ าสารละลายที่ไดผานลงคอลัมน DEAE-Sephacel (ขนาด 2.6 x 1
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เซนติเมตร) ที่ปรับใหสมดุลกอนดวย TB, pH 7.5 ลางคอลัมนดวยบฟัเฟอรชนิดเดียวก
ดวยอัตราไหล 30 มิลลิลิตรตอชั่วโมง เกบ็สารละลายหลอดละ 3 มิลลิลิตร แอนติบอ
ตอไวเทลโลจีนนิจะหลุดออกมาในพีค (peak) แรก (Wallace, 1965) รวมสารละลา
ของพีคแรกเขาดวยกัน ทํ าใหเขมขนดวย CM-cellulose แลวทดสอบการมีแอนติบอ
โดยวิธี Dot blot

2.6 การวัดปริมาณไวเทลโลจีนินโดย ELISA
2.6.1 การหาภาวะที่เหมาะสมในการวัดปริมาณไวเทลโลจีนิน

ในการหาภาวะที่เหมาะสมของเทคนิค ELISAนัน้ มีขั้นตอนตาง ๆ คือ
2.6.1.1 การเจือจางแอนติบอดีที่เหมาะสม

การวัดปริมาณไวเทลโลจีนนิโดย ELISA มีการใชแอนติบอ
2 ชนิด คือ แอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินของปลากระบอกดํ า (1oAb) และแอนติบอดีต
IgG ของกระตายซึ่งยึดติดกับเอนไซมเปอรออกซิเดส (anti-rabbit IgG peroxidas
conjugated, 2oAb) ในการทดสอบไดใชปริมาณไวเทลโลจีนนิส ําหรับเคลือบผิวเพล
(plate) ที ่ 500 ไมโครกรัมตอหลุม  และเจือจาง 1oAb ดวยบฟัเฟอรวิเคราะห (assa
buffer, 0.1 M potassium phosphate buffer, pH 7.4 - 0.05% Tween 20) 
1:1,000, 1:2,000, 1:3,000, 1:4,000, 1:6,000, 1:8,000 และ 1:10,000 สวน 2oA
เจือจางดวยบฟัเฟอรวิเคราะห ที่ 1:10,000, 1:25,000, 1:50,000, 1:75,00
1:100,000 และ 1:200,000 ซึ่งนํ าไปทํ าตามขั้นตอนของ ELISA ดังนี้

ท ําการทดลองแตละหลุม โดยนํ าไวเทลโลจีนินบรสิทุธิ์เจือจา
ดวยบัฟเฟอรเคลือบ (coating buffer, 50 mM Na2CO3, pH 9.6) เติมลงในเพลทหร
ไมโครไตเตอรเพลท (microtiter plate) ขนาด 96 หลุม (Maxisorp F96, Nun
Roskilde Denmark) ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ทํ าการบมที่อุณหภูมิหอง  1 ชั่วโมง แล
บมตอที่อุณหภูมิ 4°ซ อยางนอย 12 ชั่วโมง จากนั้นลางออกดวยบัฟเฟอรลาง (washin
buffer, 50 mM potassium phosphate buffer, pH 7.4 – 0.05% Tween 20) ปริมาต
200 ไมโครลิตร ทํ าการลางซํ้ า 3 ครั้ง จากนั้นเติมบัฟเฟอรขัดขวาง (blocking buffe
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0.1 M potassium phosphate buffer, pH 7.4 - 3% BSA – 0.05% Tween 2
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ชั่วโมง ลางออกดวยบัฟเฟอ
ลาง ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 3 ครั้ง แลวเติม 1oAb ทีเ่จือจางดวยบฟัเฟอรวิเคราะ
ปริมาตร 150 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางออกดวยบัฟเฟอ
ลาง ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 3 ครั้ง เติมสารละลาย 2oAb ทีเ่จือจางดวยบัฟเฟอ
วิเคราะห ปริมาตร 150 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหอง นาน 1 ชั่วโมง ลางดวยบัฟเฟอ
ลางปริมาตร 200 ไมโครลิตร 3 ครั้ง เติม o-phenylenediamine dihydrochlorid
(OPD) ใน 50 mM sodium citrate phosphate, pH 5.0 ทีมี่ความเขมขน 0.4 มิลลิกร
ตอมิลลิลิตร และมี 0.01% H2O2  ใชปริมาตร 150 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหอง เป
เวลา 30 นาที จึงหยุดปฏิกิริยาดวย 2 M H2SO4 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร จากนั้นนํ าไ
วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร (A492)

2.6.1.2 การหาภาวะที่เหมาะสมของการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม
เปอรออกซิเดส
ทดสอบการ เกิ ดปฏิกิ ริ ยาของ เอนไซม เปอร  ออกซิเ ด

(peroxidase) ทีเ่หมาะสม โดยกํ าหนดปริมาณไวเทลโลจีนนิ 500 ไมโครกรัมตอหล
และการเจือจางของ 1oAb และ 2oAb เปน 1:3,000 และ 1:25,000 ตามลํ าดับ หาภาว
ทีเ่หมาะสมของการเกิดปฏิกิริยาดังนี้ ความเขมขนที่เหมาะสมของสับสเทรท (su
strate) ของเอนไซมเปอรออกซิเดส คือ OPD โดยกํ าหนดความเขมขนของ H2O2 
0.01% และระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยาที่  20 นาที และความเขมขนของ OPD ใ
ชวง  0-2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  สวนความเขมขนที่เหมาะสมของ  H2O2 โดยกํ าหน
ความเขมขนของ OPD ที ่0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยา
20 นาที และความเขมขนของ H2O2 ในชวง 0-0.018% สํ าหรับระยะเวลาในการเก
ปฏกิิริยาที่เหมาะสม โดยกํ าหนดความเขมขน OPD ที ่ 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร แล
ความเขมขนของ H2O2 ที ่ 0.01% และระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยาในชวง 0-60 นา
จากนั้นนํ าไปทดลองตามวิธีการขอ 2.6.1.1
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2.6.2 การทํ ากราฟมาตรฐานไวเทลโลจีนิน
ทํ ากราฟมาตรฐานไวเทลโลจีนินโดยใชไวเทลโลจีนินสํ าหรับเคลือบผ

เพลทมีปริมาณตาง ๆ กัน ตั้งแต 0-500 นาโนกรัม โดยกํ าหนดการเจือจางของ 1oA
และ 2oAb เปน 1:3,000 และ 1:25,000 ตามลํ าดับ ความเขมขน OPDที ่0.4 มิลลิกร
ตอมิลลิลิตร ความเขมขนของ H2O2 ที ่ 0.01% และระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยา
20 นาที จากนั้นนํ าไปทดลองตามวิธีการขอ 2.6.1.1

2.6.3 การวัดปริมาณไวเทลโลจีนินในพลาสมา
ทํ าการเจือจางพลาสมาของปลาที่หาปริมาณโปรตีนแลวดวยบัฟเฟ

เคลือบที่ 1:10, 1:100, 1:1,000 และ 1:10,000 โดยใช 1oAb และ 2oAb ทีเ่จอืจางเ
1:3,000 และ 1:25,000 ตามลํ าดับ ความเขมขน OPD ที ่ 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิล
ความเขมขนของ H2O2 ที ่ 0.01% และระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยาที่ 20 นาที จาก
นํ าไปทดลองตามวิธีการขอ 2.6.1.1

2.7 การศึกษาตัวรับไวเทลโลจีนินในเมมเบรนของเซลลโอโอไซท
2.7.1 การสกัดตัวรับไวเทลโลจีนินจากเมมเบรนของเซลลโอโอไซท

 การสกัดตัวรับไวเทลโลจีนินจากเมมเบรนของเซลลโอโอไซท ดัดแปลงว
ของ Tao และคณะ (1996) ทํ าโดยนํ ารังไขปลากระบอกดํ าลางดวย TBS-PMSF แล
กรองผานแผนตาขายไนลอนที่มีรูขนาด 320/420 แยกเอาเฉพาะโอโอไซท แลวลางดว
TBS-PMSF อีกครั้ง จากนั้นนํ าโอโอไซทไปโฮโมจีไนซ (homogenize) ดวย han
homogenizer ในบัฟเฟอร A (50 mM Tris-HCl, pH 7.5 - 0.5 M NaCl - 2 mM CaC
- 1 mM PMSF และ 2 µM leupeptin) 10 stroke แลวนํ าไปเซนตริฟวจที่ความเร
1,200 x g ที่อุณหภูมิ 4°ซ นาน 10 นาที ตะกอนที่ไดนํ าไปโฮโมจีไนซดวย han
homogenizer ในบัฟเฟอร A 15 stroke แลวเซนตริฟวจทีค่วามเร็วเดิม นาน 10 นา
จากนั้นนํ าตะกอนไปลางโปรตีนโยลคออกโดยการเซนตริฟ วจ ที่ความเร็วเดิม
นาน 10 นาที 4-5 ครั้ง แลวละลายตะกอนดวย 250 mM Tris-HCl, pH 6 - 2 m
CaCl2 - 1 mM PMSF - 2 µM leupeptin ปริมาตร 300 ไมโครลิตร เติมบัฟเฟอรสก
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(extracting buffer, 2 mM CaCl2 - 0.3 M NaCl - 2% n-Octyl-β-D-glucopyran
side) ปริมาตร 300 ไมโครลิตร เขยาที่อุณหภูมิ 4°ซ นาน 30 นาที น ําไปเซนตริฟวจ
ความเร็ว 18,900 x g ที่อุณหภูมิ 4°ซ นาน 1 ชัว่โมง เก็บสารละลายสวนใส (สารสก
เมมเบรน) เพื่อนํ าไปหาปริมาณโปรตีน และตรวจหาตัวรับไวเทลโลจีนินโดยวิธีตาง 
ตอไป

2.7.2 การตรวจหาตัวรับไวเทลโลจีนินในสารสกัดเมมเบรนโดย Weste
blot
นํ าสารสกัดเมมเบรนจากโอโอไซท แยกใน 6-18% gel ดวย SDS-PAG

สภาพไมรีดวิส จากนั้นขนถายโปรตีนในแผนเจลลงบนแผนไนโทรเซลลูโลส ตามวิธีขอ
Towbin และคณะ (1979) โดยทํ าในบัฟเฟอร Towbin (0.025 M Tris – 0.192 
glycine – 20% methanol, pH 8.3) และใชกระแสไฟฟาที่ 500 mA นาน 1 ชั่วโมง ต
ตามการขนถายโปรตีนโดยยอมดวย 0.5% Ponceau S – 1% กรดนํ้ าสม ลาง
Ponceau S ออกดวย TB-NaCl   (25 mM Tris–HCl, pH 7.5 – 0.5 M NaCl) จนสีออ
หมด นํ าแผนไนโทรเซลลูโลสไปบมดวย 3% BSA ใน TB-NaCl ที่อุณหภูมิหองนา
2 ชัว่โมง ลางแผนไนโทรเซลลูโลสดวย TB-NaCl นาน 10 นาที 2 ครั้ง จากนั้นบมดว
สารละลายไวเทลโลจีนนิใน TB-NaCl ความเขมขน 30 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
อุณหภมิูหอง นาน 4 ชั่วโมง แลวลางแผนไนโทรเซลลูโลสดวย TB-NaCl นาน 10 นา
3 ครั้ง บมดวยสารละลาย 1oAb ทีเ่จือจาง 1:1,000 ดวย TB-NaCl ที่อุณหภูมิหอง นา
4 ชัว่โมง ลางแผนไนโทรเซลลูโลสดวย TB-NaCl นาน 10 นาที 3 ครั้ง น ําไปแชในสา
ละลาย 2oAb (เจือจาง 1:20,000 ดวย TB-NaCl) เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางออกดว
TB-NaCl ที่มี 0.35% Tween 20 นาน 10 นาที 2 ครั้ง และ TB-NaCl นาน 10 นาท
ครั้ง จากนั้นยอมดวยสารละลาย DAB เขมขน 0.052 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ใน TBS ท
0.0082% H2O2 เปนการเริ่มตนปฏิกิริยา และหยุดปฎกิริิยาโดยลางแผนไนโทรเซลลูโล
ดวย TB-NaCl ที่มี 0.35% Tween 20 นาน 10 นาที 3 ครั้ง และ TB-NaCl นาน 10 นา
5 ครั้ง
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2.7.3 การวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินในสารสกัดเมมเบรนโดย ELIS
การวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนนิในสารสกัดเมมเบรน โดยนํ าสารสก

เมมเบรนไปเจือจางดวยบัฟเฟอรเคลือบใหมีความเขมขนตาง ๆ กัน แลวทํ าการทดลอ
ตอตามวิธีการขอ 2.6.1.1 โดยใช 1oAb และ 2oAb ที่เจือจางเปน 1:3,000 แล
1:25,000 ตามลํ าดับ แตหลังการบมดวยบัฟเฟอรขัดขวาง เพิม่ขั้นตอนการบมและไ
บมดวยสารละลายไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ปริมาณ 500 ไมโครกรัม (ปริมาตร 150 ไมโค
ลิตร) ที่อุณหภูมิหอง นาน 4 ชั่วโมง

2.8 การเตรียมไวเทลโลจีนินเปอรออกซิเดสคอนจูเกต
(Vitellogenin peroxidase conjugate, VPC)
การเตรียมไวเทลโลจีนนิเปอรออกซิเดสคอนจูเกต ซึ่งในวิทยานิพนธนี้ขอเรีย

เปน VPC ทํ าโดยยึดไวเทลโลจีนนิใหติดกับเอนไซมเปอรออกซิเดส  โดยดัดแปลงวิธีขอ
O’ Sullivan และ Marks (1981) ดังนี้ นํ าเอนไซมเปอรออกซิเดส 0.5 มิลลิกรัม ละลา
ใน 0.3 M sodium bicarbonate, pH 8.1 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ตัดสวนที่เป
คารโบไฮเดรตของเอนไซมออกดวย 1% dinitrofluorobenzene ในเอธานอล (ethano
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร เขยาเบา ๆ แลวตั้งที่อุณหภูมิหอง นาน 1 ชั่วโมง จากนั้นเต
0.06 M sodium periodate (NaIO4) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร คนใหเขากัน ตั้งไว
อุณหภูมิหองนาน 30 นาที แลวเติม 0.06 M glycerol ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใ
เขากันดี ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 1 ชั่วโมง จากนั้นนํ าไปไดแอไลซดวย 0.01 
sodium carbonate buffer, pH 9.5 ที่อุณหภูมิ 4°ซ นาน 16 ชั่วโมง นํ าสารละลายที่ไ
ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ผสมกับไวเทลโลจีนินบรสิทุธิ์ 0.5 มิลลิกรัม คนใหเขากันดี ต
ทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นจึงเติม sodium borohydride (NaBH
0.5 มิลลิกรัม เขยาใหเขากันดี (มีฟองอากาศเกิดขึ้น) จงึนํ าไปเก็บที่ 4°ซ นาน 3 ชั่วโม
แลวนํ าไปไดแอไลซดวย TB ที่ 4°ซ นาน 16 ชั่วโมง จากนั้นกํ าจัดตะกอนโดยกา
เซนตริฟวจ ที่ความเร็ว 18,900 x g สวนใสที่ไดไปแยก VPC ใหบริสุทธิ์โดยใชคอลัม
Superdex 200 HR (ขนาด 0.5 x 40 เซนติเมตร มีปริมาตร 31.5 มิลลิลิตร) ทีเ่ชื่อมต
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กับเครื่อง FPLC ซึ่งปรับใหสมดุลกอนดวย TB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และลางคอลัม
ดวยบฟัเฟอรชนิดเดียวกัน ใหมีอัตราไหล 30 มิลลิลิตรตอชั่วโมง  เก็บสารละลายหลอ
ละ 0.5 มิลลิลิตร นํ าสารละลายแตละหลอดไปวัดคา A280 และคาดูดกลืนแสง
ความยาวคลื่น 403 นาโนเมตร (A403) รวมทั้งนํ าไปหาแอคทิวีที (activity) ของเอนไซ
เปอรออกซิเดส ตามวิธีการขอ 2.9.1

2.9 การศึกษาสมบัติของ VPC
2.9.1 การวัดแอคทิวิทีของเอนไซมเปอรออกซิเดส

อัตราการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสนั้นวัดไดโดยนํ าสา
ละลายแตละหลอดที่ผานคอลัมน Superdex 200 HR ใสในไมโครไตเตอรเพลทหลุมล
2 ไมโครลิตร แลวเติมสารละลาย OPD ใน 50 mM sodium citrate phosphate buffe
pH 5.0 ที่มีความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และมี 0.01% H2O2 ปริมาตร 15
มิลลิลิตรตอหลุม บมไวที่อุณหภูมิหอง นาน 5 นาที จงึหยุดปฏิกิริยาดวย 2 M H2SO
ปริมาตร 50 ไมโครลิตรตอหลุม จากนั้นนํ าไปวัดคา A492

2.9.2 การหานํ้ าหนักโมเลกุลของ VPC โดยวิธีเจลฟลเทรชัน
หานํ้ าหนักโมเลกุลของ VPC โดยใชคอลัมน Superdex 200 H

ขนาด 0.5 x 40 เซนติเมตร ที่เชื่อมตอกับเครื่อง FPLC ซึง่ปรับคอลัมนใหสมดุลกอนดว
TB แลวเติม VPC, K2Cr2O7 (Mr 294) บลูเด็กซแตรน (blue dextran, Mr 2,000,00
และโปรตีนมาตรฐาน อันไดแก ไธโรโกลบูลิน (thyroglobulin, Mr 669,000) เฟอรริต
(ferritin, Mr 440,000) คาทาเลส (catalase, Mr 232,000) อัลโดเลส (aldolase, M
158,000) BSA (Mr 67,000) เปอรออกซิเดส (Mr 44,000) และ โอวัลบูมิน (ovalbumi
Mr 43,000) ลงในคอลัมน แลวชะดวยบฟัเฟอรชนิดเดิมดวยอัตราไหล 30 มิลลิลิตรต
ชัว่โมง เก็บสารละลายหลอดละ 0.5 มิลลิลิตร จากนั้นหาปริมาตรภายนอกเม็ดเจ
(void volume, Vo) จากคาปริมาตรชะของบลูเด็กซแตรนที่ไดจากการวัดคาการดูดกล
แสงที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร และปริมาตรทั้งหมด (total volume, Vt) ขอ
คอลัมนจากคาปริมาตรชะของ K2Cr2O7 ทีไ่ดจากการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ควา
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ยาวคลื่น 480 นาโนเมตร  นํ าสารละลายแตละหลอดไปวัดคา A280 หาปริมาตรช
(elution volume, Ve) ของแตละโปรตีน แลวคํ านวณหาคา distribution coefficie
(Kav) ของโปรตีนแตละชนิดจากสมการ

Kav = (Ve – Vo) / (Vt – Vo)
น ําคาที่ไดเขียนกราฟความสัมพันธระหวางคา log ของนํ้ าหนักโมเลก

กับคา Kav ของโปรตีนมาตรฐาน และคํ านวณหานํ้ าหนักโมเลกุลของ VPC

2.10 การวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินในเมมเบรนของเซลลโอโอไซทโดย
Enzyme-Linked Vitellogenin Binding Assay (ELVBA)
2.10.1  การหาภาวะที่เหมาะสมของการใช VPC เพื่อใชในการทํ า ELVB

 หาภาวะที่เหมาะสมของการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสใน
VPC ดังนี้

2.10.1.1  การหาปริมาณ VPC ที่เหมาะสมในการใชวัดปริมาณ
  ตัวรับไวเทลโลจีนินในสารสกัดเมมเบรน
   โดยเติม VPC ในไมโครไตเตอรเพลท ปริมาณในชวง 0-10

นาโนกรัม จากนั้นเติมสารละลาย OPD ใน 50 mM sodium citrate phosphate, p
5.0 ทีมี่ความเขมขน 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และมี 0.01% H2O2 ใชปริมาตร 15
ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 20 นาที จึงหยุดปฏิกิริยาดวย 2 M H2SO
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร จากนั้นนํ าไปวัดคา A492

2.10.1.2  การหาความเขมขนของ OPD ที่เหมาะสม
  โดยกํ าหนดปริมาณของ VPC ในแตละหลุมเปน 15 ไมโค

กรัม ความเขมขนของ H2O2 เปน 0.01% และระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยาเปน 5 นา
หาความเขมขนของ OPD ในชวง 0-0.8 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นทํ าตามวิธีการข
2.10.1.1

2.10.1.3 การหาความเขมขนของ H2O2 ที่เหมาะสม
    โดยกํ าหนดปริมาณของ VPC ในแตละหลุมเปน 15 ไมโค

กรัม ความเขมขนของ OPD เปน 0.2 มิลลกิรัมตอมิลลิลิตร และระยะเวลาในการเก
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ปฏิกิริยาเปน 5 นาที หาความเขมขนของ H2O2 ในชวง 0-0.016% จากนั้นทํ าตามว
การขอ 2.10.1.1

2.10.1.4  การหาระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยาที่เหมาะสม
 โดยกํ าหนดปริมาณของ VPC เปน 15 ไมโครกรัมตอหล

ความเขมขนของ OPD เปน 0.2 มิลลกิรัมตอมิลลิลิตร และความเขมขนของ H2O2 เป
0.01% หาระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยาในชวง 0-60 นาที จากนั้นทํ าตามวิธีการข
2.10.1.1

2.10.2  การวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินในสารสกัดเมมเบรนโดย 
  ELVBA
  วัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนนิในสารสกัดเมมเบรน โดยนํ าสารสก

เมมเบรนที่เจือจางดวยบัฟเฟอรไปเคลือบบนผิวไมโครไตเตอรเพลทใหมีความเขมข
ตาง ๆ กัน ปริมาตรหลุมละ 150 ไมโครลิตร ทํ าการบมที่อุณหภูมิหอง  1 ชั่วโมง แลวบ
ตอที่อุณหภูมิ 4°ซ อยางนอย 12 ชั่วโมง จากนั้นลางออกดวยบฟัเฟอรลาง ปริมาตร 20
ไมโครลิตร ทํ าการลางซํ้ า 3 ครั้ง จากนั้นเติมบัฟเฟอรขัดขวาง  ปริมาตร 200 ไมโครลิต
บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ชั่วโมง ลางออกดวยบัฟเฟอรลาง ปริมาตร 20
ไมโครลิตร 3 ครั้ง แลวเติมสารละลาย VPC ทีเ่จือจางดวยบฟัเฟอรวิเคราะห ปริมาต
150 ไมโครลิตร (15 นาโนกรัม) บมที่อุณหภูมิหอง นาน 4 ชั่วโมง ลางดวยบัฟเฟอรลา
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 3 ครั้ง เติม OPD ทีมี่ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิต
และมี 0.01% H2O2 ใชปริมาตร 150 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 15 นา
จึงหยุดปฏิกิริยาดวย 2 M H2SO4 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร จากนั้นนํ าไปวัดคา A492

2.10.3  การวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินของโอโอไซทโดย ELVBA
2.10.3.1  การเตรียมโอโอไซท

   นํ าโอโอไซทที่แยกออกจากรังไข ลางดวย PBS (50 m
potassium phosphate buffer, pH 7.4 - 0.15 M NaCl) 2 ครั้ง แลวเซนตริฟวจ
ความเร็ว 700 x g เปนเวลา 5 นาที แลวนํ าสวนตะกอนซึ่งเปนโอโอไซทไปเติมบัฟเฟอ
43
ิธี

ุม
น
อ

ัด
น
ม
0
ร
0
ร
ง
ร
ที

M
ที่
ร



ขัดขวาง (50 mM potassium phosphate buffer, pH 7.4 – 0.15 M NaCl – 3% BSA
บมที่อุณหภูมิหองนาน 2 ชั่วโมง เซนตริฟวจที่ความเร็วเดิมเพื่อแยกโอโอไซท เปนเวล
5 นาที ลางโอโอไซทดวย PBS 2 ครั้ง ดวยการเซนตริฟวจ จากนั้นนํ าโอโอไซทแบงใ
หลอด ๆ ละ 0.2 กรัม นับจํ านวนโดยเติมบฟัเฟอรปริมาตร 400 ไมโครลิตรลงใ
โอโอไซทที่ชั่งไว 0.2 กรัม เขยาใหโอโอไซทกระจายตัวเปนเนื้อเดียวกัน จึงดูดมาปริมาต
25 ไมโครลิตร หยดลงบนแผนกระจก แลวนับโอโอไซททีละฟองดวยปลายเข็มฉีดย
บนัทกึจํ านวน ทํ าซํ้ ากัน 4 ครั้ง และวัดขนาดของโอโอไซทดวยกลองจุลทรรศนกํ าล
ขยาย 100 เทา โดยวัดขนาดจํ านวน 10-15 ฟอง คํ านวณขนาดของโอโอไซทโดยเฉลี่ย

2.10.3.2  การวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินโดย ELVBA
    นํ าโอโอไซทที่เตรียมไว หลอดละ 0.2 กรัม จากขอ 2.10.3.1 ไปเต

VPC ที่เจือจางดวย 0.1 M PBS (0.1 M potassium phosphate buffer, pH 7.4 - 0.1
M NaCl) ใหมีปริมาณตาง ๆ กัน ปริมาตรหลอดละ 400 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหอ
เปนเวลา 4 ชั่วโมง ลางดวย PBS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 4 ครั้ง แตละครั้งเซนตริฟวจ
ความเร็ว 700 x g นาน 5 นาที ดูดสวนใสออกใหหมด จากนั้นเติม OPD ใน 50 m
sodium citrate phosphate buffer, pH 5.0 ทีมี่ความเขมขน 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิต
และมี 0.01% H2O2 ปริมาตรหลอดละ 300 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวล
30 นาที หยุดปฏิกิริยาดวย 2 M H2SO4 ปริมาตรหลอดละ 100 ไมโครลิตร เซนตริฟวจ
ความเร็ว 700 x g นาน 5 นาที เพื่อแยกโอโอไซทออก จากนั้นนํ าสารละลายสวนใสไ
วัดคา A492 นํ าคาที่ไดไปคํ านวณเปนปริมาณของไวเทลโลจีนนิที่จับกับตัวรับต
โอโอไซท

2.10.4 การศึกษาผลของปจจัยตอการวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินโด
ELVBA

  การวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนนิโดย ELVBA มีปจจัยตาง ๆ ที่เกี่ย
ของ ไดแก อุณหภูมิและระยะเวลาบมระหวางโอโอไซทกับ VPC, pH ของบัฟเฟอรที่ใ
เจือจาง VPC ส ําหรับบมโอโอไซท และความเขมขนของไอออน (ion) จึงไดศึกษาภาวะ
เหมาะสมหรือผลของปจจัยตาง ๆ ดังนี้
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2.10.4.1 การหาอุณหภูมิและระยะเวลาของการบมที่เหมาะสม
 นํ าโอโอไซทที่เตรียมไวหลอดละ 0.2 กรัม จากขอ 2.10.3.1 บ

กับ VPC (ความเขมขน 90 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) ที่เจือจาง 1:400 เทา ดวย 0.1 
PBS ปริมาตรหลอดละ 400 ไมโครลิตร โดยบมที่อุณหภูมิ 4°ซ อุณหภูมิหอง (26°

และ 37°ซ ณ แตละอุณหภูมิใชระยะเวลาของการบมในชวง 0-8 ชั่วโมง จากนั้นนํ าไ
ทดลองตามวิธีการขอ 2.10.3.2

2.10.4.2 การหา pH ที่เหมาะสมของบัฟเฟอรที่ใชเจือจาง VPC
 นํ าโอโอไซทที่เตรียมไวหลอดละ 0.2 กรัม จากขอ 2.10.3.1 บ

กับ VPC (ความเขมขน 90 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) ที่เจือจาง 1:400 เทา ดวยบัฟเฟอ
pH ตาง ๆ คือ acetate buffer, pH 4.0, 5.0, 5.5 และ 6.0 และ Tris-HCl buffer, p
6.0, 7.0, 7.5, 8.0 และ 9.0 ปริมาตรหลอดละ 400 ไมโครลิตร โดยบมที่อุณหภูมิหอ
และใชระยะเวลาบมนาน 4 ชั่งโมง จากนั้นนํ าไปทดลองตามวิธีการขอ 2.10.3.2

2.10.4.3 การศึกษาผลของ Ca2+ และ Mg2+   
 นํ าโอโอไซทที่เตรียมไวหลอดละ 0.2 กรัม จากขอ 2.10.3.1 บ

กับ VPC (ความเขมขน 90 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) ที่เจือจาง 1:400 เทา ดวยบัฟเฟอ
0.1 M PBS ที่มี Ca2+ หรือ Mg2+ ความเขมขนในชวง 0-20 mM ปริมาตรหลอดละ 40
ไมโครลิตร โดยบมที่อุณหภูมิหอง นาน 4 ชั่งโมง จากนั้นนํ าไปทดลองตามวิธีการข
2.10.3.2
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