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บทคัดยอ
        ในการศึกษาครั้งนี้ไดพบวา เมมเบรนของอนุภาคใน bottom fraction (BF) ของนํ้ า
ยางพาราสดที่ไดจากการปนแยกดวยความเร็วสูง เปนแหลงโปรตีนแหลงใหมที่สํ าคัญอีก

แหลงหนึ่งที่มีบทบาทตอการกอใหเกิดโรคภูมิแพั  นอกเหนือจากแหลงโปรตีนอื่นๆ อันได

แก อนุภาคยาง C-serum และ B-serum ซ่ึงเปนที่รู จักกันเปนอยางดีและไดมีการศึกษากัน

อยางกวางขวางมากอนหนานี้แลว เมมเบรนของอนุภาคใน BF ที่เตรียมไดจากการศึกษาครั้ง

นี้ ประกอบดวยโปรตีนชนิดตางๆคลายคลึงกับที่พบในเมมเบรนของอนุภาคลูทอยดซึ่งเปน
องคประกอบหลักของ BF โปรตีนที่เปนองคประกอบของเมมเบรนของอนุภาคใน BF จัด

เปนโปรตีนที่ไมละลายนํ้ า สามารถสกัดออกจากเมมเบรนไดดวยนํ้ าแอมโมเนีย detergents

(เชน Triton X-100) และสารทํ าละลายอินทรีย (เชน chloroform-methanol) อยางไรก็

ตาม   ปริมาณและชนิดของโปรตีนที่สกัดได ยังขึ้นอยู กับวิธีการเตรียมเมมเบรนของอนุภาค
ใน BF อีกดวย จากการนํ าอนุภาคใน BF มาทํ าใหแตกในนํ้ ากลั่นและสกัดโปรตีนดวย 0.2%

Triton X-100 พบวา  เมมเบรนของอนุภาคใน BF ประกอบดวยโปรตีนประจุบวกและประจุ

ลบที่มีคา pI ระหวาง 4.3-9.5 โปรตีนเหลานี้ เมื่อนํ ามา incubate กับเซรั่มของเลือดผูปวยที่

เปนโรคภูมิแพยางดวยวิธี Western-immunoblot ปรากฏวา โปรตีนที่มีนํ้ าหนักโมเลกุลยอย

ขนาด 17  22  30  33  35  43  58  65 และ 94 กิโลดาลตัน มีความสามารถที่จะจับกับ IgE

ได โดยเฉพาะอยางยิ่งโปรตีนที่มีนํ้ าหนักโมเลกุลยอยขนาด 17 และ 30 กิโลดาลตัน มีแนว
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โนมที่จะเปนโปรตีนสาเหตุหลักที่กอใหเกิดโรคภูมิแพ ทั้งนี้เนื่องจากพบปฏิกิริยาระหวาง

IgE และโปรตีนดังกลาวกับผูปวยที่เปนโรคภูมิแพยางสวนใหญที่ใชในการศึกษาครั้งนี้

        เมื่อนํ าเมมเบรนของอนุภาคใน BF มาแชในสารละลายดาง โปรตีนสวนใหญที่อยูใน

เมมเบรนจะหลุดออกมาอยูในสารละลายดาง โปรตีนที่หลุดออกมานี้ เมื่ออยูในสารละลาย

ดางที่นานขึ้น บางสวนของโปรตีนจะถูกยอยดวยดาง มากนอยขึ้นอยูกับชนิดของโปรตีน ตาง

จากโปรตีนที่ยังคงอยูในเมมเบรน จะมีความทนทานตอดางไดดีกวา และพบในปริมาณที่แน

นอนหลังจากนํ าเมมเบรนมาแชในสารละลายดางเปนระยะเวลาตางๆ เมื่อเปรียบเทียบระหวาง

โปรตีนจากสวนตางๆของนํ้ ายาง พบวา โปรตีนจากเมมเบรนของอนุภาคใน BF อนุภาคยาง

และ B-serum มีความทนทานตอดางไดดีกวาโปรตีนที่ไดจาก C-serum โปรตีนจาก C-

serum จัดไดวาเปนโปรตีนที่ไมทนตอดางเปนอยางมาก กลาวคือ เมื่ออยูในสารละลายดาง

นาน 15 วัน เกือบทั้งหมดของโปรตีนจะถูกยอยดวยดาง จากการใชแอนติบอดี้ที่จํ าเพาะตอ

โปรตีนที่มีความทนทานตอดางซึ่งสกัดไดจากนํ้ ายางแอมโมเนีย 60 วัน มาใชวินิจฉัยแหลงที่

มาของโปรตีนดังกลาวโดยวิธี Western-immunoblot ก็ใหผลเชนเดียวกับการศึกษาขางตน

ที่วา เมมเบรนของอนุภาคใน BF  อนุภาคยาง และ B-serum เปนแหลงที่มาหลักของโปรตีน

ที่มีความทนทานตอดาง อยางไรก็ตาม เมื่อนํ าสวนผสมของสวนที่ไมใชยางของนํ้ ายางมา

ศึกษาเกี่ยวกับความทนทานตอดางของโปรตีน ใหผลการศึกษาที่ช้ีแนะไดวา โปรตีนที่มีความ

ทนทานตอดางซึ่งพบใน B-serum สวนใหญเปนโปรตีนที่หลุดออกมาจากเมมเบรนของ

อนุภาคใน BF ระหวางการเตรียม B-serum โดยวิธี freeze-thawing ดังนั้น เมมเบรนของ

อนุภาคใน BF และอนุภาคยาง นาจะเปนแหลงที่มาหลักของโปรตีนที่มีความทนทานตอดาง

ของนํ้ ายางพารา

        หลังจากที่ไดนํ านํ้ ายางที่เก็บรวบรวมจากสวนมาแปรรูปเปนนํ้ ายางขนโดยใชวิธีที่ปฏิบัติ

กันในปจจุบัน รวมถึงการเก็บรักษานํ้ ายางขนในสภาพที่มีแอมโมเนียระดับความเขมขน 0.7%

ไวนาน 2 เดือน พบวา นํ้ ายางขน ประกอบดวยองคประกอบหลักสองสวน คือ อนุภาคยาง

(สวนใหญประกอบดวยสวนที่เปน zone1) และชิ้นเมมเบรนของอนุภาคใน BF ซ่ึงเกาะติด
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กับอนุภาคยาง ดังนั้น เมมเบรนของอนุภาคใน BF จึงเปนแหลงที่มาของโปรตีนของนํ้ ายาง

ขนอีกแหลงหนึ่งนอกเหนือจากอนุภาคยาง จากการใชแอนติบอดี้ที่จํ าเพาะตอโปรตีนที่สกัด

ไดจากถุงมือยางประเภทที่มีปริมาณโปรตีนตํ่ ามากซึ่งใชนํ้ ายางขนเปนวัตถุดิบมาทํ าปฏิกิริยา

กับโปรตีนที่สกัดไดจากสวนตางๆของนํ้ ายางสด ก็พบวาโปรตีนที่มีแหลงกํ าเนิดจากเมมเบรน

ของอนุภาคใน BF แสดงปฏิกิริยาในการจับกับแอนติบอดี้ดังกลาวมากกวาโปรตีนที่มีแหลง

กํ าเนิดจาก C-serum และอนุภาคยาง
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Abstract

        Bottom fraction membrane (BFM) prepared from centrifuged fresh latex

was found to be an important new source of latex proteins for identifying latex

allergens besides those already known in rubber particles (RP), C-serum and B-

serum. The protein composition of BFM was similar to those in the membrane of

lutoid particles, the main constituents of bottom fraction (BF). The BFM

proteins are hydrophobic and extractable by ammonia water, detergent (such as

Triton X-100) and organic solvent (such as chloroform-methanol). The amount

of extractable proteins was shown to be dependent on methods employed in

BFM preparation. The BFM, if isolated after hypotonic bursting the BF

organelles in a presence of distilled water and extracted with 0.2% Triton X-100,

was found to consist of many different cationic and ionic proteins with pI

ranging from 4.3 to 9.5. Upon Western-immunoblot, the BFM proteins with

molecular weights of 17, 22, 30, 33, 35, 43, 58, 65 and 94 kDa were shown to be

recognized by IgE antibodies in the serum sample from subjects allergic to

natural rubber latex. Among them, the 17 and 30’s kDa proteins have tendency

to be the most prominent or frequently detected allergens.

        When BFM was suspended in ammonia solution, most of the BFM proteins
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were released into the alkaline medium. An increasing degradative fragments of

the alkaline-labile BFM proteins was obtained upon prolonging alkaline

treatment. However, certain remaining portion of alkaline-stable BFM proteins

was also observed. Among various isolated fresh latex proteins, the proteins

from BFM, RP and B-serum were shown to be relatively more alkaline-stable

than those in the C-serum fraction. The C-serum proteins were very alkaline

sensitive and almost all completely degraded after 15 days of alkaline treatment.

A Western-immunoblot, using anti alkaline-stable proteins in 60-day-

ammoniated latex, also confirm similar finding that BFM, RP and B-serum were

the major sources of alkaline-stable proteins. However, the results obtained from

the alkaline stability studies on a mixture containing non-rubber fractions

suggested that most of the alkaline-stable proteins found in B-serum were those

released from the BFM during the alternative freeze-thawing treatment.

Therefore, BFM and RP may represent major source of alkaline-stable proteins

in Hevea latex.

        When latex concentrate was prepared from field latex by conventional

process including 2-month aging under 0.7% ammonia solution, the main

composition of latex concentrate was found to compose of the rubber particles

(mainly zone 1) and the certain portion of BFM associated with RP. The BFM is,

therefore, another leaching protein source in latex concentrate beside RP. In the

extract of latex concentrate finished products such as latex glove, the BFM

proteins were shown to be more reactive towards anti-glove IgG as compared to

those of C-serum and RP.
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