
3. ผลการทดลองและวิจารณ

3.1 พลาสมาไวเทลโลจีนิน
จากการนํ าพลาสมาของปลากระบอกดํ าเพศเมียมีไขไปทํ า nondenaturing 

PAGE พบแบบแผนโปรตีนที่ยอมดวยสีคูมาซีบลู ดังแสดงในรูปที่ 5A และจากการทํ า 
Western blot แลวยอมดวยสีอะมิโดแบล็คบี (รูปที่ 5B) พบแถบโปรตีนไมแตกตางกัน
กบัแบบแผนโปรตีนใน nondenaturing PAGE ทีย่อมดวยสีคูมาซีบลู และเมื่อยอมดวย
แอนตบิอดีตอไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ของปลากระบอกดํ า ปรากฏแถบโปรตีนประมาณ 2 
แถบ (รูปที่ 5C) มีนํ้ าหนักโมเลกุลประมาณ 480 (P480) และ 250 (P250) กิโลดัลตัน 
ใกลเคียงกับผลการทดลองของ พีรพงษ พึ่งแยม (2545) ที่พบไวเทลโลจีนินของปลา
กระบอกดํ ามีนํ้ าหนักโมเลกุลประมาณ 480 (P480) และ 240 (P240) กโิลดัลตัน ในงาน
วทิยานิพนธนี้ไดกํ าหนดชื่อโปรตีนทั้ง 2 แถบ คือ P480 และ P250 เปนแถบของไวเทล
โลจีนินในพลาสมาของปลากระบอกดํ า

3.2 การทํ าใหไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์จากพลาสมาปลากระบอกดํ า
3.2.1 การแยกพลาสมาโดยวิธีการเซนตริฟวจดวยความเร็วสูง

เมื่อนํ าสารละลายแตละหลอดที่ไดจากการแยกพลาสมาโดยการ       
เซนตริฟวจดวยความเร็วสูง มาทํ า nondenaturing PAGE พบวาแบบแผนโปรตีนใน
สารละลายที่มีความหนาแนนของ KBr แตกตางกัน (ดังรูปที่ 6) คือ มีโปรตีน P480 และ
P250 มากในสารละลายหลอดที่ 21-24 ซึ่งมีความหนาแนนของ KBr เปน 1.24 กรัมตอ
มิลลิลิตร (d = 1.24) และแบบแผนโปรตีนนี้คลายคลึงกับแบบแผนโปรตีนของสาร
ละลายหลอดที่ 15-17 หลังแยกพลาสมาของปลากระบอกดํ าเพศเมียมีไขโดยการ
เซนตริฟวจดวยความเร็วสูงของ พรีพงษ  พึ่งแยม  (2545)  ที่มีโปรตีน  P480 และ P240
ซึง่เปนไวเทลโลจีนนิในสารละลาย KBr ทีมี่ความหนาแนนเปน 1.23 กรัมตอมิลลิลิตร
จงึรวมสารละลายหลอดที่  21-24  เขาดวยกัน และทํ าใหเขมขน  พบวามีปริมาณโปรตีน
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   A         B                          C
      Mr (kD)

        1        2            2        1               1       2

รูปที่ 5  แบบแผนโปรตีนของพลาสมาปลากระบอกดํ าจากการทํ า Nondenaturin
PAGE ที่ยอมดวยสีคูมาซีบลู (A) และ Western blot ที่ยอมดวยสีอะมิโ
แบล็คบี (B) หรือยอมดวยแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ของปล
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 ที่ยอมดวยสีคูมาซีบลูขอ
พลาสมาหลังการแยกโดยการเซนตริฟวจดวยความเร็วสูง
M โปรตีนมาตรฐาน (15 ไมโครกรัม)
P พลาสมา (15 ไมโครกรัม)
หมายเลขแสดงเปนหลอดที่ของสารละลาย  (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)
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ทั้งหมด 427 ไมโครกรัม คิดเปน 4.9 % เมือ่เปรียบเทียบกับพลาสมาโปรตีนของปล
กระบอกดํ าเริ่มตน (8.66 มิลลิกรัม) (ตารางที่ 1)

ตารางที่ 1 การทํ าใหไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์จากพลาสมา

ProteinSamples
µg %

Plasma 8,660 100
Ultracentrifugation (pool d = 1.24) 427 4.9
Superdex 200 eluate (peak S1) 138 1.6
คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ยที่ไดจากการทดลอง 2 ครั้ง

เมื่อนํ าสารละลายรวมหลอดที่ 21-24 (d = 1.24) ไปตรวจหาแถบไวเท
โลจนีนิดวยแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ของปลากระบอกดํ า ปรากฏแถบที่เก
ปฏิกิริยาดังรูปที่ 7 คลายคลึงกับการตรวจหาแถบไวเทลโลจีนินในสารละลายหลอด
16 ดวยแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ของปลากะรังโดย Western blot (พีรพง
พึ่งแยม, 2545)

3.2.2 การแยกสารละลาย d = 1.24 จากการเซนตริฟวจดวยความเร็วส
ดวยคอลัมน Superdex 200 HR
เมื่อนํ าสารละลายรวม d = 1.24 จากการเซนตริฟวจดวยความเร็วสูงไ

แยกผานคอลัมน Superdex 200 HR พบวา โปรตีนถูกชะออกมาดวยบัฟเฟอรที่ถูกต
ตามโดยคา A280 (รูปที่ 8) ปรากฏออกมา 4 พีค เมื่อนํ าสารละลายหลังการผา
คอลัมน Superdex 200 HR ไปทํ า nondenaturing PAGE ที่ยอมดวยสีคูมาซีบลู (รูป
9) พบวาสารละลายในหลอดที่ 34-37 ซึ่งอยูในพีค S1 ปรากฏโปรตีน P480 และส
ละลายในหลอดที่  38-42  ปรากฏโปรตีน  P250 เทานั้น และเมื่อรวมสารละลายพีค S
(หลอดที่ 34-37) แลวทํ าใหเขมขน พบวาปริมาณโปรตีนทั้งหมด 138 ไมโครกรัม คิดเป
1.6% เมือ่เทียบกับพลาสมาเริ่มตน  (ตารางที่ 1)  จากนั้นนํ าสารละลายเขมขนพีค S1
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              A    B
            Mr (kD)

   1       2        M         1      2

รูปที่ 7 แบบแผนโปรตีนใน Nondenaturing PAGE ของสารละลาย d = 1.2
จากการเซนตริฟวจดวยความเร็วสูงและสารละลายพีค S1 ที่ไดจา
คอลัมน Superdex 200 HR ซึ่งยอมดวยสีคูมาซีบลู (A) และทํ า Weste
blot (B) ซึ่งยอมดวยแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์

M เปนโปรตีนมาตรฐาน (15 ไมโครกรัม)
แถวที่ 1 สารละลายพีค S1 จากคอลัมน Superdex 200 HR

(12 ไมโครกรัม)
แถวที่ 2 สารละลายรวม d = 1.24 จากการเซนตริฟวจดวยความเร็วสูง

(15 ไมโครกรัม)
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รูปที่ 8 การแยกไวเทลโลจีนินจากสารละลายรวม d = 1.24 ดวยคอลัมน
Superdex 200 HR

น ําสารละลายรวม d = 1.24 ทีไ่ดจากการเซนตริฟวจดวยความเร็วสูง ซึ่ง
ทํ าใหเขมขนเหลือปริมาตรเปน 200 ไมโครลิตร (272 ไมโครกรัม) ไปผาน
คอลัมน Superdex 200 HR แลวลางคอลัมนดวย TB-PMSF อัตราไหล 12 
มิลลิลิตรตอชั่วโมง เกบ็สารละลายหลอดละ 300 ไมโครลิตร
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Mr (kD)

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

รูปที่ 9  แบบแผนโปรตีนของสารละลายซึ่งไดจากการแยกดวยคอลัมน Superde
200 HR ใน Nondenaturing PAGE ที่ยอมดวยสีคูมาซีบลู

โดยที่ M เปนโปรตีนมาตรฐาน (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
52
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ไดไปทํ า  nondenaturing PAGE และยอมดวยสีคูมาซีบลู และไปทํ า Western blot โด
ยอมดวยแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินของปลากระบอกดํ า (รูปที่ 7) พบวา โปรตีน P48
ซึ่งแยกจากคอลัมน Superdex 200 HR เปนไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์

3.3 แอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ของปลากระบอกดํ า
3.3.1 การสังเคราะหแอนติบอดีในกระตาย
        จากการเตรียมแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินแบบโพลีโคลนอล โดยการฉ

กระตุนกระตายดวยไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ของปลากระบอกดํ า พบวากระตายสามาร
สงัเคราะหแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินไดหลังการฉีดครั้งที่ 2 และสังเคราะหมากขึ้นหล
การฉดีครั้งที่ 3  ไมพบแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินในซีรัมกระตายกอนการฉีดแอนติเจ
ดงัแสดงผลในรูปที่ 10 (A-D) การเตรียมแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ที่มีการฉ
เขาในผิวหนังรวมกับการฉีดเขาใตผิวหนังหลาย ๆ จุด รวมครั้งละ 20 ไมโครกรัม พบ
กระตายสามารถสังเคราะหแอนติบอดีไดภายใน 2 สัปดาห ไมแตกตางกับการฉ
กระตายดวยไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ของปลากะรัง ครั้งละ 1,000 ไมโครกรัม เขาใตผิวหน
เพียงอยางเดียว (Utarabhand and Bunlipatanon, 1996) และจากการทดลองขอ
Yao และ Crim (1996) พบวากระตายสามารถสังเคราะหแอนติบอดีไดในระยะเวล
5 เดอืน หลังการฉีดไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ของปลาโอเชียนเพาท (M. americanus L
ปริมาณครั้งละ 1 มิลลิกรัมเขาใตผิวหนังเพียงอยางเดียว หรือการฉีดในผิวหนังเพีย
อยางเดียวดวยไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์จากปลาอิงลิชโซล (English sole, Pleuronect
vetulus) ครั้งละ 100 ไมโครกรัม (Roubal et al., 1997) ทํ าใหกระตายสามาร
สงัเคราะหแอนติบอดีไดภายใน 2 สปัดาห ทํ านองเดียวกับ Takemura และ Kim (200
ทีก่ระตายสามารถสังเคราะหแอนติบอดีไดในระยะเวลา 4-5 สัปดาห หลังการฉีดไวเท
โลจีนินบรสิทุธิ์ของปลาหมอเทศปริมาณ 400 ไมโครกรัม หรือการฉีดเขากลามเน
(intramuscular injection)   ดวยเอนไซม  citrate synthase จากหัวใจหมู  ครั้งละ 20
ไมโครกรัม ทํ าใหกระตายสามารถสังเคราะหแอนติบอดีไดในระยะเวลา 2 สัปดา
(Brennand et al., 1986)      แสดงวาการฉีดเขาในผิวหนังรวมกับการฉีดใตผิวหนังดว
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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 ของแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ในซีรัม

กระตาย
1 BSA ( 15 ไมโครกรัม)
2 ไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ (1 ไมโครกรัม)
A บมกับซีรัมกอนฉีดไวเทลโลจีนิน
B บมกับซีรัมหลังฉีดไวเทลโลจีนินครั้งที่ 1
C บมกับซีรัมหลังฉีดไวเทลโลจีนินครั้งที่ 2
D บมกับซีรัมหลังฉีดไวเทลโลจีนินครั้งที่ 3
E บมกับซีรัมที่ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต
F บมกับแอนติบอดีหลังผานคอลัมน DEAE-Sephacel
ใชซีรัมอยางละ 5 ไมโครลิตร (โปรตีน 8-15 ไมโครกรัม)

4
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 แอนติเจนครั้งละปริมาณไมมากก็สามารถกระตุนกระตายใหสังเคราะหแอนติบอดีต
ไวเทลโลจีนนิได อาจเปนเพราะไวเทลโลจีนินที่ถูกฉีดเขาในผิวหนังถูกทํ าลายไดชาก
การฉดีกระตุนกระตายดวยวิธีอ่ืน เชน ฉีดเขาใตผิวหนังหรือฉีดเขากลามเนื้อ ซึ่งพบ
ตองใชแอนติเจนปริมาณมากหรืออาจเปนเพราะไวเทลโลจีนินเปนโมเลกุลเชิงซอนขนา
ใหญจึงมีสมบัติเปนแอนติเจนที่ดีตอการสังเคราะหแอนติบอดี

3.3.2  การแยกแอนติบอดีจากซีรัม
เมื่อแยกแอนติบอดีต อไวเทลโลจีนินจากซี รัมกระตายปริมาตร

5  มิลลิลิตร (281 มิลลิกรัมโปรตีน) โดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตที่ควา
อ่ิมตัว 50% แยกไดโปรตีน 97.44 มิลลิกรัม คิดเปน 34.68% ของซีรัมโปรตีนเริ่มตน เม
แยกแอนติบอดีตอดวยคอลัมน DEAE-Sephacel พบวาแอนติบอดีถูกชะออกมาในพ
แรก (Wallace, 1965) และมีปริมาณโปรตีน 8.55 มิลลิกรัม คิดเปน 3.04% ของซีร
โปรตีนทั้งหมด แอนติบอดีที่ผานการแยกทั้งสองขั้นตอนนี้สามารถเกิดปฏิกิริยาก
ไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ไดดีเชนเดียวกับของซีรัมกระตายกอนผานคอลัมน ดังแสดงผลใ
รูปที่ 10 (E-F)

3.4 การวัดปริมาณไวเทลโลจีนินในพลาสมาโดยเทคนิค ELISA
3.4.1 การหาภาวะที่เหมาะสมของการวัดปริมาณไวเทลโลจีนิน

ในการหาภาวะที่เหมาะสมของเทคนิค ELISA ซึง่มีขั้นตอนตาง ๆ ค
การเจือจางที่เหมาะสมของแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ของปลากระบอกด
(1oAb) โดยใชไวเทลโลจีนินปริมาณ 500 นาโนกรัม  เคลอืบในเพลทแลวบมกับ 1oAb
มีการเจือจางคาตาง ๆ แลววัดความเขมของสีของผลผลิต (A492) ของเอนไซมเปอ
ออกซิเดส ดังแสดงในรูปที่ 11 พบวา คา A492 เพิม่ขึ้นแปรผันเปนเสนตรงตามควา
เขมขนของ 1oAb (4.49 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ที่ใชระหวางการเจือจาง 1:4,000 ถ
1:1,000 เทา ซึ่งคาการเจือจาง 1oAb ทีเ่หมาะสม คือ 1:3,000 เนื่องจากใหคา A492 
สงูหรอืตํ่ าเกินไป ในทํ านองเดียวกันเมื่อใชไวเทลโลจีนินปริมาณ 500 นาโนกรัม แล
1oAb ที่เจือจาง 1:3,000 เทา แลวหาคาการเจือจาง 2oAb ทีเ่หมาะสม ใหผลในทํ านอ
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เดียวกันกับ 1oAb โดยพบวาคา A492 เพิม่ขึ้นคอนขางเปนเสนตรงตามความเขมขนขอ
2oAb (4.49 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ที่ใชระหวางการเจือจาง 1:50,000 ถึง 1:10,000 เท
โดยคาการเจือจาง 2oAb ทีเ่หมาะสม คือ 1:25,000  ดังแสดงในรูปที่ 12 ดังนั้นในงา
วทิยานิพนธนี้จึงใช  1oAb และ 2oAb ทีเ่จือจาง 1:3,000 และ 1:25,000 ตามลํ าดับ ใ
การศึกษาครั้งตอ ๆ ไป

นอกเหนือจากการใชแอนติบอดีที่เหมาะสมแลว ไดทํ าการหาภาวะ
เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสซึ่งยึดติดอยูกับ 2oAb พบ
คา A492 ทีว่ดัการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสขึ้นกับความเขมขนขอ
สบัสเทรท OPD และ H2O2 และระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม จากก
ทดลองหาความเขมขนของ OPD ทีเ่หมาะสม พบวา A492 เพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วตา
ความเขมขนของ OPD ทีใ่ชในชวงแรก และมีคาเริ่มคงที่เมื่อใช OPD เขมขน 0
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 13A) ซึ่งความเขมขนของ OPD ทีเ่หมาะสม คือ 0
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เนื่องจากใหคา A492 ไมสูงหรือตํ่ าเกินไป สวน H2O2 นัน้ ใหผ
ท ํานองเดียวกัน คือ คา A492 เพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วตามความเขมขนของ H2O2 ที่ใชใ
ชวงแรก และมีคาเริ่มคงที่เมื่อใช H2O2 เขมขน 0.006% แต H2O2 เขมขนมากกว
0.01% ทํ าใหคา A492 เร่ิมลดลงเล็กนอย ดังนั้นความเขมขนของ H2O2 ที่ใหคา A49
มากที่สุดและเหมาะสมคือ 0.01% (รูปที่ 13B) และเวลาการเกิดปฏิกิริยานั้นพบ
A492 เพิม่ขึ้นตามระยะเวลา และเริ่มคงที่เมื่อใชเวลา 20 นาที (รูปที่ 13C) จึงเลือก
ระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสเปน 20 นาที

ดงันัน้ในการทดสอบหาปริมาณไวเทลโลจีนินในพลาสมาโดย ELISA 
1oAb และ 2oAb ทีเ่จือจาง 1:3,000 และ 1:25,000 เทา ตามลํ าดับ ความเขมขนข
OPD ที่ 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร, ความเขมขนของ H2O2 เปน 0.01% และระยะเว
การเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสเปน 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 เทา โดยใชไวเทลโลจีนิน 500 นาโนกรัม, 2oAb เจือจางที่ 1:25,00
ความเขมขนของ OPD เปน 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร, ความเขมขนของ H2

เปน 0.01% และระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสเป
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 เทา โดยใชไวเทลโลจีนิน 500 นาโนกรัม, 1oAb เจือจางที่ 1:3,00
OPD เขมขน 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร, ความเขมขนของ H2O2 เปน 0.01
และระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสเปน 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)
  ภาวะที่เหมาะสมของการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสใน

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

เทา ตามลํ าดับ
A ผลของการใช OPD ทีค่วามเขมขน 0-1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
B ผลของการใช H2O2 ทีค่วามเขมขน 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 ซึง่เปนโปรตีน

สามารถจับกับเพลทได จึงขัดขวางการจับของ 1oAb และ 2oAb กบัเพลท โดยใช 3
BSA, 3% treated BSA (ดูภาคผนวกประกอบ) หรือ superblock (Pierce) เปรีย
เทยีบกนัโดยบมเพลทดวยสารละลายแตละชนิดเหลานี้หลุมละ 200 ไมโครลิตร 
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ชั่วโมง เทียบกับที่อุณหภูมิ 4°ซ นาน 16 ชั่วโมง จากนั้นล
เพลทดวยบัฟเฟอรลาง 3 ครั้ง แลวบมเพลทดวย 1oAb และ 2oAb ตามขั้นตอนการท
ELISA พบวา การบมเพลทในภาวะที่มี 3% BSA, 3% treated BSA หรือ superblo
ทีอุ่ณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ชั่วโมง สามารถขัดขวางการจับของ 1oAb และ 2oAb ก
เพลทไดไมแตกตางกัน คือสามารถขัดขวางได 95.2%, 95.4% และ 95.3% ตามลํ าด
สวนการบมที่อุณหภูมิ 4°ซ นาน 16 ชั่วโมง สามารถขัดขวางไดไมแตกตางกับการบม
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ชั่วโมง คือสามารถขัดขวางได 95.8%, 96.0% และ 93.8
ตามลํ าดับ (รูปที่ 14) ในงานวิทยานิพนธนี้จึงเลือก 3% BSA เปนตัวขัดขวาง และบม
อุณหภมิูหอง เปนเวลา 2 ชั่วโมง เพื่อเปนการประหยัดเวลา

3.4.3 การทํ ากราฟมาตรฐานของไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์
การท ํากราฟมาตรฐานของไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ เพื่อใชในการวัดปริมา

ของไวเทลโลจีนินในพลาสมา พบวา คา A492 เพิม่ขึ้นแปรผันเปนเสนตรงตามปริมา
ของไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ที่เพิ่มขึ้นในชวง 0–100 นาโนกรัม (0-600 นาโนกรัม
มิลลลิติร) และเพิ่มขึ้นมากที่สุดและคงที่เมื่อปริมาณของไวเทลโลจีนินมากกวา 2
นาโนกรมั ปริมาณของไวเทลโลจีนินที่มากกวานี้จะทํ าใหมีไวเทลโลจีนินเหลือโดยไม
กบัเพลท   (รูปที่15)   ในงานวิทยานิพนธนี้จึงเลือกใชปริมาณของไวเทลโลจีนินในชวง
เกนิ 600 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรเปนไวเทลโลจีนินมาตรฐานของการทํ า ELISA ซึ่งม
ใกลเคียงกับการทดลองของ Bon และคณะ (1997) โดยกราฟมาตรฐานของการ
ปริมาณไวเทลโลจีนินของปลาเรนโบวเทราทดวย competitive ELISA อยูในชวง 20-3
นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (การจับ 20-80%) และมีการจับที่ 50% เปน 78 นาโนกรัม
มิลลิลิตรและ  Lomax  และคณะ  (1998)  ทํ ากราฟมาตรฐานของไวเทลโลจีนินของปล
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รูปที่ 14 ผลของการขัดขวาง 1oAb และ 2oAb ในการจับเพลทดวย 3% BSA,
treated BSA หรือ superblock (Pierce)

ในการทดสอบใช 1oAb และ 2oAb ทีเ่จือจาง 1:3,000 และ 1:25,
เทา ตามลํ าดับ และความเขมขนของ OPD ที่ 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิล
ความเขมขนของ H2O2 เปน 0.01% และระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยา
เอนไซมเปอรออกซิเดสเปน 20 นาที
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รูปที่ 15 กราฟมาตรฐานของไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ใน ELISA
ในการทดสอบใช 1oAb และ 2oAb ทีเ่จือจาง 1:3,000 และ 1:25,

เทา ตามลํ าดับ และความเขมขนของ OPD เปน 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิล
ความเขมขนของ H2O2 เปน 0.01% และระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยา
เอนไซมเปอรออกซิเดสเปน 20 นาที

Vitellogenin (µg/ml)
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อิงลชิโซลดวย competitive ELISA ซึ่งใชตรวจวัดปริมาณไวเทลโลจีนินในชวง 10–4
นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (การจับ 20-85%) และมีการจับที่ 50% เปน 80 นาโนกรัม
มิลลิลิตร ในทํ านองเดียวกับ Fenske และคณะ (2001) วัดปริมาณไวเทลโลจีนินข
ปลามาลายในชวง 3-500 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (การจับ 30-85%) ดวย competit
ELISA แสดงใหเห็นวาการวัดปริมาณไวเทลโลจีนินดวย ELISA เปนวิธีที่มีความไวสูง

3.4.4 การวัดปริมาณไวเทลโลจีนินในพลาสมาโดย ELISA
เมือ่ท ําการวัดปริมาณไวเทลโลจีนินในพลาสมา โดยเจือจางพลาสมาป

กระบอกดํ าที่ทราบความเขมขนของโปรตีนเปน 1:10, 1:100, 1:1,000 และ 1:10,0
เทา แลวนํ าสารละลายพลาสมาเจือจางดังกลาว ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ไปวิเครา
โดย ELISA ควบคูกับการทํ ากราฟมาตรฐานของไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ (รูปที่ 16) จากก
ทดลองพบวา ในพลาสมาของปลากระบอกดํ าไมมีไขที่มีความเขมขนของโปรตีนทั้งห
เปน 5.005 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สารละลายพลาสมาที่เจือจาง 1:10 เทา มีคา A4
เปน 0.447 สามารถคํ านวณเปนความเขมขนของไวเทลโลจีนินในพลาสมาเทากับ 3.
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร คิดเปน 0.07 % ของโปรตีนในพลาสมา และในพลาสมาของป
กระบอกดํ ามีไขที่มีความเขมขนของโปรตีนทั้งหมดเปน 7.696 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ส
ละลายพลาสมาที่เจือจาง 1:1,000 เทา มีคา A492 เปน 0.647 สามารถคํ านวณเป
ความเขมขนของไวเทลโลจีนินในพลาสมาเทากับ 490.17 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
เปน 6.37 % ของโปรตีนในพลาสมา ดังแสดงในตารางที่ 2

ตารางที่ 2 การวัดปริมาณไวเทลโลจีนินในพลาสมาโดย ELISA

A492 ของการเจือจางตัวอยาง ความเขมขน
ของโปรตีน
(mg/ml)

1:10 1:100 1:1,000 1:10,000
ความเขม
ไวเทลโ

(µg/
ปลาไมมีไข 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
เทา ตามลํ าดับ และความเขมขนของ OPD เปน 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิต
ความเขมขนของ H2O2 เปน 0.01% และระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยาข
เอนไซมเปอรออกซิเดสเปน 20 นาที
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จะเห็นไดว าปลากระบอกดํ ามีการสังเคราะหไวเทลโลจีนินเพิ่ม
ประมาณ 90 เทาเมื่อปลามีการสะสมโปรตีนโยลคในไข ซึ่งเปนทํ านองเดียวกับปลา
ลาย (D. rerio) มีการสังเคราะหไวเทลโลจีนินเพิ่มขึ้น 200 เทา (Holbech et al., 200
และสอดคลองกับการทดลองของ Bon และคณะ (1997) ซึ่งวัดปริมาณไวเทลโลจีน
ของปลาเรนโบวเทราทในระยะตาง ๆ พบวาไมสามารถตรวจพบไวเทลโลจีนิน
พลาสมาปลาเพศผู สวนปลาเพศเมียวัยไมเจริญพันธุมีไวเทลโลจีนินในพลาสมาเป
65 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และปลาเพศเมียวัยเจริญพันธุในขั้นกอนสะสมโปรตีนโย
(previtellogenic stage) และปลาเพศเมียวัยเจริญพันธุในขั้นสะสมโปรตีนโยลค (vit
logenic stage) มีไวเทลโลจีนนิสงูกวาปลาเพศเมียวัยไมเจริญพันธุเปน 25 และ 1,0
เทา ตามลํ าดับ ขณะที่ Lomax และคณะ (1998) ซึ่งใชตรวจวัดปริมาณไวเทลโลจีน
ของปลาอิงลชิโซลในระยะตาง ๆ ดวย competitive ELISA พบวาปลาอิงลิชโซลเพศเ
วยัเจรญิพนัธุในขั้นกอนสะสมโปรตีนโยลคมีไวเทลโลจีนินในพลาสมาเปน 2 มิลลิกรัม
มิลลลิติร ขณะที่พลาสมาของปลาเพศเมียวัยเจริญพันธุในขั้นสะสมโปรตีนโยลคมีไวเ
โลจนีนิเพิม่ขึ้นเปน 17 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และลดลงเมื่อปลาอยูในระยะวางไขห
ระยะพักซึ่งมีไวเทลโลจีนิน 4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร

เมื่อนํ าพลาสมาของปลากระบอกดํ ามีไขที่มีการแตกของเม็ดเลือดแ
และมคีวามเขมขนของโปรตีนทั้งหมดเปน 11.024 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สารละล
พลาสมาที่เจือจาง 1:10,000 เทา มีคา A492 เปน 0.092 สามารถคํ านวณเปนความเ
ขนของไวเทลโลจีนินในพลาสมาเทากับ 696.99 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร คิดเปน 6.32
ของโปรตีนในพลาสมา จะเห็นไดวาพลาสมาที่ใชในการทดสอบแมจะมีหรือไมมีการแ
ของเม็ดเลือดแดงก็ไมมีผลตอการตรวจวัดไวเทลโลจีนินในพลาสมาโดย ELISA บงช
ความจํ าเพาะของเทคนิคนี้
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3.5 การศึกษาตัวรับไวเทลโลจีนินในสารสกัดเมมเบรนของโอโอไซท
3.5.1 การตรวจหาตัวรับไวเทลโลจีนินโดย  Western Blot

เมื่อนํ าสารสกัดเมมเบรนและสารสกัดรังไขของปลากระบอกดํ าไป
SDS-PAGE สภาพไมรีดิวส และทํ า Western blot ดงัแสดงในรูปที่ 17 ปรากฏแบบแ
โปรตนีบนแผนไนโทรเซลลูโลสที่ยอมดวย Ponceau S (รูปที่ 17B) คลายกับแถบโปร
ในแผนเจลที่ยอมดวยสีคูมาซีบลู (รูปที่ 17A) แสดงวาโปรตีนในแผนเจลสวนใหญถูก
ถายลงบนแผนไนโทรเซลลูโลส เมื่อนํ าแผนไนโทรเซลลูโลสไปยอมเปรียบเทียบระหว
การบมและไมบมกับไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์แลวยอมดวยแอนติบอดีตอไวเทลโลจีน
บริสทุธิ ์ พบวาสารสกัดเมมเบรนชุดที่ไมบมดวยไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ ปรากฏโปร
2 แถบ มีนํ้ าหนักโมเลกุลประมาณ 95 กิโลดัลตัน (P95) และ 85 กโิลดัลตัน (P85) ที่ย
ติดสีของแอนติบอดี (รูปที่ 17C แถวที่ 3) ซึง่โปรตีนทั้ง 2 แถบนี้อาจเปนโปรตีนโยลคที่ป
เปอนเนื่องจากพบแถบดังกลาวในสารสกัดรังไขของปลากระบอกดํ าดวย (รูปที่ 1
แถวที่ 2) สวนสารสกัดเมมเบรนชุดที่บมดวยไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ ปรากฏโปรตีน 3 แ
คือ P95, P85 และแถบที่มีนํ้ าหนักโมเลกุล 55 กิโลดัลตัน (P55) ที่ยอมติดสีข
แอนติบอดี (รูปที่ 17D) แสดงวาแถบโปรตีน P55 ควรเปนตัวรับไวเทลโลจีนินที่พบในเม
เบรนของโอโอไซท เหมือนกับการทดลองของ พีรพงษ พึ่งแยม (2545) พบวาตัว
ไวเทลโลจีนินในเมมเบรนของโอโอไซทปลากระบอกดํ า มีขนาด 55 กิโลดัลตัน ตางจ
ตวัรับไวเทลโลจีนินของคางคก  (X. laevis)  ที่มีขนาด  115  กโิลดัลตัน   (Stifani et a
1990b) หรือปลา coho salmon (O. kisuth) มีขนาด 100 กิโลดัลตัน (Stifani et a
1990a) ปลาเรนโบวเทราท (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 ใชภาวะที่เหมาะสมเหมือนกับการวัดปริมาณไวเทลโลจีนินในพลาสมา 
สารละลาย 1oAb และ  2oAb  เจอืจางที่  1:3,000 และ 1:25,000  ตามลํ าดับ และควา
66
ทํ า 
ผน
ตีน
ขน
าง
ิน
ตีน       
อม
น

7C
ถบ
อง
ม
รับ
าก
l.,
l.,

nd
 et

ซท
คือ
ม



1       2      3      2      3       3     2     3     3

รูปที่ 17 การทํ า Western blot ของสารสกัดเมมเบรนและสารสกัดรังไข เปรีย
เทียบระหวางการยอมดวยสีคูมาซีบลู (A) และสี Ponceau S (B) ก
การยอมดวยแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ (C) และการบมด
ไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์แลวยอมดวยแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินบริสุท
(D)

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

B
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เขมขนของ OPD เทากับ 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ที่มีความเขมขนของ H2O2 เทาก
0.01 % และระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสเทากับ 20 นาที

การหาปริมาณโปรตีนของสารสกัดเมมเบรนที่ เหมาะสมในการห
ปริมาณของตัวรับไวเทลโลจีนิน พบวา คา A492 เพิ่มขึ้นแปรผันตรงตามปริมาณโปรตีน
ของสารสกัดเมมเบรนในชวง 0-150 นาโนกรัม และเพิ่มขึ้นอยางชาเมื่อปริมาณของสา
สกดัเมมเบรนมากกวา 160 นาโนกรัม ซึ่งปริมาณสารสกัดเมมเบรนที่มากกวานี้จะทํ าให
มีโปรตีนเหลือโดยไมจับกับเพลท (รูปที่ 18) แตในการวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินใน
สารสกดัเมมเบรนของโอโอไซทนั้นทํ าการทดลอง 2 ชุดควบคูกัน คือชุดที่บมและไมบม
ดวยไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ พบวาคา A492 ในชดุที่บมดวยไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์มีคาไม
แตกตางกับคา A492 ของชดุทีไ่มบมดวยไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ในขางตนที่เปนเสนตร
อาจเนือ่งจากสารสกัดเมมเบรนมีปริมาณของตัวรับไวเทลโลจีนินนอยมาก และมีการปน
เปอนของโยลคโปรตีนในปริมาณมากซึ่งจับกับแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินไดดวย จ
เปนเทคนิคที่ไมเหมาะกับการวัดปริมาณของตัวรับไวเทลโลจีนินในสารสกัดเมมเบรน
ของโอโอไซท และดวยเหตุนี้การวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินในเมมเบรนของโอโอไซท
ในรายงานที่ผานมาจึงไมใชวิธี ELISA แตนิยมใชวิธี RIA

3.6 การเตรียมไวเทลโลจีนินเปอรออกซิเดสคอนจูเกต (VPC)
3.6.1 การแยก VPC ดวยคอลัมน Superdex 200 HR

จากการนํ าเอนไซมเปอรออกซิเดสยึดติดกับไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ตามว
การขอ 2.8 ไดเปน VPC แลวแยก VPC ออกจากไวเทลโลจีนินและเอนไซมเปอรออ
ซเิดสอิสระดวยคอลัมน Superdex 200 HR เมื่อชะคอลัมนดวย TB-PMSF พบวา
โปรตีนถูกชะออกมา 2 พีค (รูปที่ 19) คือ พีค A (หลอดที่ 30-40) ซึ่งเปนโปรตีนสวนใหญ
ถกูชะออกมา และพีค B (หลอดที่ 45-52) เมื่อติดตามเอนไซมเปอรออกซิเดสดวย A40
ปรากฏพีคตรงกับสารละลายพีค A และพีค B และเมื่อวัดแอคทิวิทีของเอนไซมเปอรออ
ซเิดส พบสารละลายทั้งสองพีคมีแอคทิวิทีของเอนไซม (รูปที่20) จากคาปริมาตรชะบง
วาสารละลายพีค  A  เปน VPC  สวนสารละลายพีค B  เปนเอนไซมเปอรออกซิเดสอิสร
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รูปที่ 18  การหาปริมาณโปรตีนของสารสกัดเมมเบรนที่เหมาะสมในการหา
 ปริมาณของตัวรับไวเทลโลจีนิน

หาปริมาณโปรตีนของสารสกัดเมมเบรนที่เหมาะสมดวย ELISA แ
บมและไมบมดวยไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ 500 นาโนกรัม โดยใช 1oAb 
2oAb ที่เจือจาง 1:3,000 และ 1:25,000 เทา ตามลํ าดับ และความเขมขน
OPD เปน 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร, ความเขมขนของ H2O2 เปน 0.01% 
ระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสเปน 20 นาที
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รูปที่ 19 การแยก VPC ดวยคอลัมน Superdex 200 HR
นํ าเอนไซมเปอรออกซิเดสยึดติดกับไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ตามวิธีการ

2.8 แลวนํ าไปผานคอลัมน Superdex 200 HR ชะดวย TB-PMSF ดวยอัต
ไหล 30 มิลลิลิตรตอชั่วโมง จนคา A280 เขาใกลศูนย เก็บสารละลายหล
ละ 0.5 มิลลิลิตร น ําไปวัดหาคา A280 และ A403
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รูปที่ 20 การวัดแอคทิวิทีของเอนไซมเปอรออกซิเดสหลังแยก VPC ดวยคอลัม
Superdex 200 HR

น ําสารละลายแตละหลอดที่ผานคอลัมน Superdex 200 HR ใสใ
ไมโครไตเตอรเพลทหลุมละ 2 ไมโครลิตร แลวเติมสารละลาย OPD ที่มีควา
เขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และมี 0.01% H2O2 ปริมาตร 150 มิลลิลิต
ตอหลุม บมไวที่อุณหภูมิหอง นาน 5 นาที จงึหยุดปฏิกิริยา นํ าไปวัดคา A49
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และไมปรากฏพีคของไวเทลโลจีนินอิสระ ทํ าใหไวเทลโลจีนินที่เติมลงไปในปฏิกิริยาถ
ใชจนหมด จึงรวมสารละลายพีค A เพือ่ใชศึกษาตอไป ซึ่งแตกตางจากการทดลองขอ
Laverdure และ Soyez (1988) โดยนํ าเอนไซมเปอรออกซิเดสยึดติดกับไวเทลลินของก
มังกร (H. americanus) แลวแยกดวยคอลัมน Sephadex G200 เมื่อชะออกดว
บฟัเฟอร พบวาโปรตีนถูกชะออกมา 3 พีค เมื่อทดสอบหาแอคทิวิทีของเอนไซมเปอรออ
ซเิดส ปรากฏวามีแอคทิวิทีในโปรตีนพีคแรก (หลอดที่ 16-18) ซึ่งมีปริมาตรชะใกลเคีย
กบัปริมาตรภายนอกเม็ดเจลนั้นเปนเอนไซมเปอรออกซิเดสยึดติดกับไวเทลลิน แล
โปรตนีพคีสุดทายซึ่งเปนเอนไซมเปอรออกซิเดสที่ไมถูกยึดติดกับไวเทลลิน สวนพีคที่ 
นัน้เปนไวเทลลินอิสระซึ่งเปนพีคที่ไมมีแอคทิวิที

จากการทดลองความเปนแอนติเจนโดยวิธี Dot blot พบวา VPC มีสมบ
เปนแอนติเจนเหมือนกับไวเทลโลจีนนิ โดยสามารถเกิดปฏิกิริยากับแอนติบอดีตอไวเท
โลจีนินบรสิทุธิ์ได (ไมแสดงผล)

3.6.2 การหานํ้ าหนักโมเลกุลของ VPC โดยวิธีเจลฟลเทรชัน
จากการหานํ้ าหนักโมเลกุลของ VPC ที่เตรียมได (พีค A) จากขอ 3.6.

โดยทํ าโครมาโทกราฟดวยคอลัมน Superdex 200 HR เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐา
6 ชนิด เมื่อเขียนกราฟมาตรฐานระหวางคา log ของนํ้ าหนักโมเลกุลกับคา Kav ขอ
โปรตีนมาตรฐาน สามารถคํ านวณนํ้ าหนักโมเลกุลของ VPC ได 700 กิโลดัลตัน ขณะ
พีค B มีคานํ ้าหนักโมเลกุลคํ านวณไดเปน 44 กิโลดัลตัน ดังแสดงผลในรูปที่ 21 ซึ่งยืนย
วาพีค B เปนเอนไซมเปอรออกซิเดสอิสระ เนื่องจากไวเทลโลจีนินมีนํ้ าหนักโมเลกุล 48
กโิลดลัตัน และจากคานํ้ าหนักโมเลกุลของ VPC และเอนไซมเปอรออกซิเดส บงชี้ว
VPC ประกอบดวยไวเทลโลจีนิน 1 โมเลกุลยึดติดกับเอนไซมเปอรออกซิเดส 5 โมเลก
หรอืมีอัตราสวนระหวางไวเทลโลจีนินตอเอนไซมเปอรออกซิเดสเปน 1:5 แตกตางจา
การทดลองของ Laverdure และ Soyez (1988) ซึ่งยึดเอนไซมเปอรออกซิเดสติดก
ไวเทลลิน 1 โมเลกุล ไดในอัตราสวน 1:1
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รูปที่ 21 กราฟมาตรฐานของการหานํ้ าหนัก
โดยวิธีเจลฟลเทรชัน

หานํ้ าหนักโมเลกุลของ VPC โดย
คอลัมนใหสมดุลกอนดวย TB แลวเต
dextran (Mr 2,000,000) และโปรตีนม
669,000), Ferritin (Mr 440,000), C
158,000), BSA (Mr 67,000), Perox
(Mr 43,000) ลงในคอลัมน แลวชะ
มิลลลิิตรตอชั่วโมง เก็บสารละลายหลอ
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3.7 การวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินโดย Enzyme-Linked Vitellogenin Bin
ing Assay (ELVBA)
3.7.1 การวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินในสารสกัดเมมเบรนโดย

ELVBA
หาภาวะที่เหมาะสมของการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดส

การวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินในสารสกัดเมมเบรนโดย ELVBA ดังนี้คือ ปริมาณ
เหมาะสมของ VPC (รูปที่ 22) พบวา คา A492 เพิ่มขึ้นตามปริมาณของ VPC และม
เร่ิมคงที่เมื่อปริมาณของ VPC มากกวา 15 นาโนกรัม ดังนั้นจึงเลือกใช VPC ปริมาณ 
ไมโครกรัมตอหลุมเปนปริมาณของ VPC ทีเ่หมาะสม

จากการหาความเขมขนของ OPD ทีเ่หมาะสม พบวาคา A492 เพิ่ม
ตามความเขมขนของ OPD และมีคาเริ่มคงที่เมื่อความเขมขนของ OPD เปน 0
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร แตความเขมขนของ OPD ทีเ่หมาะสมคือ 0.2 มิลลิกรัม
มิลลิลิตร เนื่องจากมีคา A492 ที่ไมสูงหรือตํ่ าเกินไป (รูปที่ 23A)

เมื่อหาความเขมขนของ H2O2 ทีเ่หมาะสม พบวาคา A492 เพิ่มขึ้นต
ความเขมขนของ H2O2 และเริ่มคงที่เมื่อความเขมขนของ H2O2 เปน 0.004% แต
A492 จะเพิ่มขึ้นจนสูงสุดเมื่อความเขมขนของ H2O2 เปน 0.01% และเมื่อความเขม
ของ H2O2 มากกวา 0.01% คา A492 จะคอย ๆ ลดลง ดังนั้นความเขมขนของ H2O2

เหมาะสม คือ 0.01% (รูปที่ 23B)
การหาระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยาที่เหมาะสมพบวาคา A492 เพิ่ม

ตามระยะเวลา และเริ่มคงที่เมื่อระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยาเปน 15 นาที ดังนั้นระ
เวลาในการเกิดปฏิกิริยาที่เหมาะสมคือ 15 นาที (รูปที่ 23C)

การทํ ากราฟมาตรฐานของ VPC เพื่อใชในการวัดปริมาณของตัว
ไวเทลโลจีนินในสารสกัดเมมเบรน พบวา คา A492 เพิม่ขึ้นแปรผันเปนเสนตรงต
ปริมาณของ VPC ทีเ่พิ่มขึ้นในชวง 0 – 20 นาโนกรัม ดังแสดงในรูปที่  24

เมือ่วัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินในสารสกัดเมมเบรน โดยนํ าสารส
เมมเบรนเคลือบเพลทใหมีปริมาณโปรตีนตั้งแต  0  ถึง 500 นาโนกรัม  แลวบมกับ  VP
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รูปที่ 22  ปริมาณของ VPC ที่เหมาะสมสํ าหรับวิธี ELVBA
ใส VPC ในไมโครไตเตอรเพลท หลุมละ 150 ไมโครลิตร ซึ่งมีปริมาณ

ชวง 0-100 นาโนกรัม จากนั้นเติมสารละลาย OPD ทีมี่ความเขมขน 0
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และมี 0.01% H2O2 บมทีอุ่ณหภูมิหอง เปนเวลา 
นาที จึงหยุดปฏิกิริยาดวย 2 M H2SO4 น ําไปวัดคา A492
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          OPD (mg/ml)

      H2O2 (%)

      Time (min)

รูปที่ 23  ภาวะที่เหมาะสมของการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปอ
VPC สํ าหรับวิธี ELVBA

ในการทดสอบใช VPC ปริมาณ 15 นาโนกรัม
A ผลของการใช OPD ทีค่วามเขมขน 0-0.8 มิลลิก
B ผลของการใช H2O2 ทีค่วามเขมขน 0-0.016 %
C ผลของการเกิดปฎิกิริยาที่เวลา 0-60 นาที
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รูปที่ 24 กราฟมาตรฐานของ VPC สํ าหรับวิธี ELVBA
ในการทดสอบใชความเขมขนของ OPD เปน 0.2 มิลลิกร

มิลลิลิตร, ความเขมขนของ H2O2 เปน 0.01% และระยะเวลาการเกิดปฏิก
ของเอนไซมเปอรออกซิเดสเปน 15 นาที
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น ําไปวัดแอคทิวิที พบวา A492 มีคาตํ่ ามาก (ไมแสดงผล) แมวาเพิ่มปริมาณของสา
สกัดเมมเบรนเปน 500 นาโนกรัม สามารถวัดคา A492 ไดเพียง 0.009 เทานั้น แสดงว
การสกัดเมมเบรนของโอโอไซทดวย n-octyl-β-D-glucoside อาจสกัดตัวรับไวเทลโ
จีนินออกมาไดนอยมากหรือเมมเบรนมีปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินที่นอยมากจนไ
สามารถตรวจวัดได ดังนั้นการวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินในสารสกัดเมมเบรนดว
ELVBA จงึเปนวิธีที่ไมเหมาะสมกับการทดสอบ ในการทดลองขอตอไปจึงหาตัวรับไวเท
โลจนีนิบนเมมเบรนของเซลลโอโอไซทแทนการหาจากสารสกัดเมมเบรน

3.7.2 การวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบรนโอโอไซทโดยวิธี
ELVBA
การวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบรนของโอโอไซท โดยนํ าโอโ

ไซททีมี่เสนผาศูนยกลางขนาด 0.42 ถึง 0.53 มิลลิเมตร ซึ่งเปนไขปลาที่มีการสะสมขอ
โยลคโปรตีนแลว ปริมาณ 0.2 กรัม (จํ านวนประมาณ 800 ฟอง) ไปวัดปริมาณตัวร
ไวเทลโลจีนิน

ในการศึกษาปจจัยที่มีผลตอการวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินบน
เมมเบรนโดยวิธี ELVBA ไดแก อุณหภูมิ และระยะเวลาของการบมระหวางสารละลา
VPC กับโอโอไซท pH และความเขมขนของไอออน จากการทดลองผลกระทบขอ
อุณหภูมิและระยะเวลาของการบม ดังแสดงในรูปที่ 25 พบวาการจับกนัระหวาง VPC
กบัตวัรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบรนเพิ่มขึ้นตามระยะเวลาบมที่นานขึ้น เมื่อบมโอโอไซท
อุณหภูมิ 4°ซ, อุณหภูมิหอง (25°ซ) หรือที่อุณหภูมิ 37°ซ โดยการจับกันระหวาง VPC
กบัตวัรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบรนเริ่มคงที่ที่เวลา 4 ชั่วโมง เมื่อบมที่อุณหภูมิหอง แล
37°ซ  และใหผลเหมือนกันทั้งสองอุณหภูมิ สวนที่อุณหภูมิ 4°ซ ตองใชเวลานานถ
8  ชั่วโมง จึงจะมีปริมาณการจับกันระหวาง VPC กบัตัวรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบร
โอโอไซทคงที่ใกลเคียงกับการบมที่อุณหภูมิหอง และที่ 37°ซ ดงันั้นงานวิทยานิพนธนี้จ
เลือกใชการบมระหวาง VPC กบัตัวรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบรนของเซลลโอโอไซท
อุณหภูมิหอง (25°ซ) เปนเวลา 4 ชั่วโมง เพื่อใชวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินบ
เมมเบรนโดยวิธี ELVBA
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รูปที่ 25 ผลของอุณหภูมิและระยะเวลาการบมในการวัดปริมาณตัวร
จีนินบนเมมเบรนโดยวิธี ELVBA

 นํ าโอโอไซทที่เตรียมไวหลอดละ 0.2 กรัม บมกับ VPC ทีเ่จือ
เทา ดวย 0.1 M PBS ปริมาตร 400 ไมโครลิตร โดยบมที่อุณ
อุณหภูมิหอง และ 37°ซ ในแตละอุณหภูมิใชระยะเวลาบมในชวง
จากนั้นเติม OPD ทีมี่ความเขมขน 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร แล
H2O2 ปริมาตร 300 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30
ปฏิกิริยาดวย 2 M H2SO4 แลววัดคา A492
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ในการศึกษาผลของ pH ทดสอบโดยใชบัฟเฟอรตรวจสอบมี pH ตาง
กันในชวง 4-9 พบวาเมื่อใชบัฟเฟอรตรวจสอบที่มี pH ตํ ่ากวา 4 จะทํ าใหไมเกิดการจ
หรอืจบักันเพียงเล็กนอยระหวางตัวรับไวเทลโลจีนินกับ VPC และที่ pH 6 เกิดการจับก
ไดมากที่สุด หากเพิ่ม pH มากขึ้นหรือตํ่ าลงกวา 6 การจับกันระหวาง  VPC กับตัว
ไวเทลโลจีนนิบนเมมเบรนลดลง (รูปที่ 26) ดังนั้นในการวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีน
บนเมมเบรนของโอโอไซทโดย ELVBA จงึเลือกใชบฟัเฟอรตรวจสอบที่ pH 6 เชนเด
กับ Yusko และคณะ (1981) ทีพ่บวาไวเทลโลจีนินของไกจับกับเมมเบรนของโอโอไซ
ของไกไดมากที่สุดที่ pH 6 และ Chan และคณะ (1991) พบวาตัวรับไวเทลโลจีนินบ
เมมเบรนของโอโอไซทของปลานิลจับกับไวเทลโลจีนินที่ติดฉลากดวย 125I ไดมากที่สุด
pH 6 เชนกัน

จากการศึกษาผลของความเขมขนของ Ca2+ โดยใชความเขมขนข
Ca2+ ในชวง 0-20 mM พบวา การจับกันระหวาง VPC กบัตัวรับไวเทลโลจีนินบ
เมมเบรนจะคอย ๆ เพิ่มขึ้นตามความเขมขนของ Ca2+ ทีเ่พิม่ขึ้น และที่ความเขมขน 7
mM จะทํ าใหเกิดการจับกันมากที่สุด (รูปที่ 27) และเมื่อเพิ่มความเขมขนของ Ca2+ ม
กวา 7.5 mM การจบัจะคอย ๆ ลดลง ทํ านองเดียวกันกับผลของความเขมขนของ Mg
ทีพ่บวาการจับกันระหวาง VPC กบัตัวรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบรนจะคอย ๆ เพิ่มข
จนกระทั่งที่ 7.5 mM ท ําใหเกิดการจับกันมากที่สุด และเมื่อความเขมขนของ Mg2+เพ
มากกวา 7.5 mM จะท ําใหการจับคอย ๆ ลดลง (รูปที่ 28) ทํ านองเดียวกันกับ Ch
และคณะ (1991) ที่พบวาความเขมขนของ Ca2+ และ Mg2+ เปน 10 mM และ 7.5 m
ตามล ําดบั ทํ าใหตัวรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบรนของโอโอไซทของปลานิลจับกับไวเท
โลจีนินที่ติดฉลากดวย 125I ไดมากที่สุด ดงันัน้งานวิทยานิพนธนี้กํ าหนดใหการ
ปริมาณของตัวรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบรนในภาวะที่บัฟเฟอรตรวจสอบมี pH 6 คว
เขมขนของ Ca2+ และ Mg2+ เปน 7.5 mM และการบมระหวาง VPC กบัตัวรับไวเทล
จีนนิบนเมมเบรนที่อุณหภูมิหอง (25°ซ) เปนเวลา 4 ชั่วโมง

เมื่อวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบรนของโอโอไซท ดังแสดง
รูปที่ 29    โดยนํ าโอโอไซทหนกั 0.2 กรัม มีเสนผาศูนยกลางขนาด  0.47  มิลลิเมตร เป
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รูปที่ 26 ผลของ pH ในการวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบรนโดยว
ELVBA

นํ าโอโอไซทที่เตรียมไวหลอดละ 0.2 กรัม บมกับ VPC (ความเขม
90 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) ที่เจือจาง 1:400 เทา ดวยบฟัเฟอร pH ตา
ปริมาตร 400 ไมโครลิตร โดยบมที่อุณหภูมิหอง และใชระยะเวลาบม น
4 ชั่งโมง จากนั้นเติม OPD ทีมี่ความเขมขน 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร แล
0.01% H2O2 ปริมาตร 300 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 น
หยุดปฎิกิริยาดวย 2 M H2SO4 แลววัดคา A492
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     Ca2+ (mM)

รูปที่ 27 ผลของความเขมขนของ Ca2+ ในการวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินบ
เมมเบรนโดยวิธี ELVBA

นํ าโอโอไซทที่เตรียมไวหลอดละ 0.2 กรัม บมกับ VPC (ความเขมข
90 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) ที่เจือจาง 1:400 เทา ดวยบฟัเฟอร 0.1 M PBS
เติม Ca2+ ใหมีความเขมขนในชวง 0-20 mM ปริมาตร 400 ไมโครลิตร โด
บมทีอุ่ณหภูมิหอง และใชระยะเวลาบมนาน 4 ชั่งโมง จากนั้นเติม OPD ท
ความเขมขน 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และมี 0.01% H2O2 ปริมาตร 3
ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที หยุดปฏิกิริยาดวย 2 
H2SO4 แลววัดคา A492
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Mg2+ (mM)

รูปที่ 28 ผลของความเขมขนของ Mg2+ ในการวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีน
บนเมมเบรนโดยวิธี ELVBA

นํ าโอโอไซทที่เตรียมไวหลอดละ 0.2 กรัม บมกับ VPC (ความเขมข
90 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) ที่เจือจาง 1:400 เทา ดวยบฟัเฟอร 0.1 M PBS
เติม Mg2+ ใหมีความเขมขนในชวง 0-20 mM ปริมาตร 400 ไมโครลิตร โด
บมทีอุ่ณหภูมิหอง และใชระยะเวลาบมนาน 4 ชั่งโมง จากนั้นเติม OPD ท
ความเขมขน 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และมี 0.01% H2O2 ปริมาตร 3
ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที หยุดปฏิกิริยาดวย 2 
H2SO4 แลววัดคา A492
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รูปที่ 29 การวัดปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบรนของโอโอไซทโดยว
ELVBA

นํ าโอโอไซทหนัก 0.2 กรัม  มีขนาดเสนผานศูนยกลาง 0
มิลลิเมตร เปนโอโอไซทในระยะการสะสมโปรตีนโยลค ตรวจนับไดจ
856 เซลล บมกับสารละลาย VPC ทีมี่ปริมาณตาง ๆ กัน โดยบมที่อุณ
หอง และใชระยะเวลาบมในชวง 4 ชั่งโมง จากนั้นเติม OPD ทีมี่ความเ
0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และมี 0.01% H2O2 ปริมาตร 300 ไมโครลิตร
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที หยุดปฎิกิริยาดวย 2 M H2SO4 แลว
A492 จากนั้นหาปริมาณการจับของตัวรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบรน
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โอโอไซทในระยะการสะสมโปรตีนโยลค     ตรวจนับไดจํ านวน   856  เซลล    บมกับสา
ละลาย VPC ทีมี่ปริมาณตาง ๆ กัน จากนั้นนํ าไปหาแอคทิวิทีของเอนไซมเปอรออกซิเดส
ทีเ่กิดขึ้น  พบวาปริมาณการจับทั้งหมด (total binding) ของ VPC กบัตัวรับไวเทลโล
จีนนิจะเพิ่มขึ้นตามปริมาณของ VPC ทีใ่ชบม ในชวงแรกมีการจับไดอยางรวดเร็วแล
เร่ิมคงที่เมื่อปริมาณของ VPC เปน 90 นาโนกรัม ในขณะที่การจับแบบไมจํ าเพา
(nonspecific binding) เพิม่ขึ้นเปนเสนตรงแปรผันตามปริมาณ VPC ที่ใช (รูปที่29
จากนั้นเมื่อคํ านวณหาปริมาณการจับจํ าเพาะ (specific binding) โดยนํ าคาปริมาณ
การจับทั้งหมดลบออกดวยปริมาณการจับที่ไมจํ าเพาะ และนํ าคาที่ไดไปคํ านวณ
ปริมาณ VPC ที่ไมจับกับตัวรับ (unbound) แลวนํ าคาที่ไดทํ า Scatchard’s plot ขอ
การจับระหวาง VPC กบัตัวรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบรนของโอโอไซท (รูปที่ 30) พบว
การจับของ VPC กบัตัวรับไวเทลโลจีนนิเปนแบบตํ าแหนงจับชนิดเดียว (single class o
binding site) เหมือนที่พบในตัวรับไวเทลโลจนีนิของปลานิล (Chan et al., 1991) แล
มีคาการจับสูงสุด (Bmax) เทากับ 4.7 พโิคกรัมตอเซลลโอโอไซท และมีคา Kd เทากับ 4
นาโนกรัมของ VPC ตอมิลลิลิตร หรือ 68.5 pM ซึง่มีความจํ าเพาะของการจับสูงกว
เพราะมีคา Kd ตํ่ ากวาการทดลองของ Laverdure และ Soyez (1988) ที่ทดสอบการจับ
ระหวางตัวรับไวเทลโลจีนินของกุงมังกร (H. americana) กับไวเทลลิน พบวามีคา K
เทากับ 73 nM และผลการทดลองที่รายงานโดย Stifani และคณะ (1990b) ที่วัดการจับ
ระหวางตัวรับไวเทลโลจีนินของ coho salmon กับไวเทลโลจีนินของปลาเรนโบวเทราท
พบวามีคา Kd  เทากับ 180 nM  สวน Tao และคณะ (1996) รายงานผลการจับระหวา
ตัวรับไวเทลโลจีนินของปลา white perch กับไวเทลโลจีนนิ พบวาปริมาณการจับมากท
สดุของไวเทลโลจีนินกับตัวรับไวเทลโลจีนินมีคาเทากับ 35 พิโคกรัมของไวเทลโลจีนินต
มิลลิกรัมของโปรตีนเมมเบรน และมีคา Kd  เทากับ 200 nM  นอกจากนี้ Chan แล
คณะ (1991) ไดหาจํ านวนตัวรับของแตละโอโอไซทและคา Kd ของตัวรับไวเทลโลจีนิน
ในโอโอไซทที่มีขนาดตาง ๆ ของปลานิล (O. niloticus) ทีจ่ับกับไวเทลโลจีนนิทีต่ิดฉลาก
ดวย 125I ดงัแสดงในตารางที่ 3 พบวาโอโอไซทจะมีปริมาณตัวรับและคา Kd เพิ่มขึ้นจาก
ระยะกอนสะสมโปรตีนโยลคไปเปนระยะสะสมโปรตีนโยลค และมีคาลดลงในระยะกอน
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รูปที่ 30  Scatchard plot ของการจับระหวางตัวรับไวเทลโลจีนิน
    บนเมมเบรนกับ VPC
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การวางไข ในทํ านองคลายกัน Lacaster และ Tyler (1994) ที่พบวาโอโอไซทที่อย
ระยะกอนการสะสมโปรตีนโยลคของปลาเรนโบวเทราท (O. mykiss) มีคา Bmax และ 
เพิม่ขึน้เมื่อเซลลอยูในระยะสะสมโปรตีน ไปจนถึงระยะกอนการวางไข (ตารางที่ 3)

จากผลการทดลองเหลานี้ จะเห็นวายังมีรายงานเกี่ยวกับตัวรับไวเทล
จีนนิในปลาชนิดตาง ๆ ยังไมมากนัก และการศึกษามีหนวยการคํ านวณคา Bmax ที่หล
หลาย ท ําใหเปนการยากที่จะเปรียบเทียบกับผลการทดลองกับของปลากระบอกดํ า ส
คา Kd ทีมี่รายงานจะมีชวงทั้งในระดับ nM ถึง µM ส ําหรับของปลากระบอกดํ าพบ
คา Kd อยูในชวงของ ρM เนือ่งจากวิทยานิพนธนี้ไมสามารถหาโอโอไซทขนาดหรือ
ระยะพัฒนาการเจริญพันธุตาง ๆ กัน เพื่อมาศึกษาคา Bmax และ Kd ได แตจากผลก
ทดลองของปลานิล (Chan et al., 1991) และปลาเรนโบวเทราท (Lancaster a
Tyler, 1994) จะเห็นไดวาปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนนิทั้งคา Bmax และ Kd มีคาเพิ่มข
เมื่อมีการสะสมโปรตีนโยลค โดยทํ าหนาที่รับไวเทลโลจีนินจากกระแสเลือดมาเปลี่ย
เปนโปรตนีโยลคในเซลลโอโอไซท และมีแนวโนมที่จะคงที่หรือลดลงเมื่อการสะสมไวเท
โลจนีนิเสร็จสิ้นและไขสมบูรณพรอมจะถูกวางตอไป

ในงานวิทยานิพนธนี้สามารถพัฒนาเทคนิค ELVBA เพื่อใชแทนวิธี R
ซึง่ใชสารกัมมันตรังสีที่กอใหเกิดมลพิษและอันตรายตอผูทํ าการทดลอง ไดเปนอยา
วิธี ELVBA ทีพ่ฒันาไดสามารถใชหาปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบรนของโอ
ไซทได โดยมีความจํ าเพาะและความไวสูง (ระดับนาโนกรัม) เพราะไมตองอาศ
แอนติบอดีตอไวเทลโลจีนนิ เชนที่ใชในวิธี ELISA ซึง่แอนติบอดีนี้สามารถเกิดปฏิกิร
กบัโปรตีนโยลคที่ปนเปอนในสารสกัดเมมเบรนได และวิธี ELVBA เปนประโยชนในก
ศกึษาตวัรับไวเทลโลจีนินของปลากระบอกดํ าและของปลาอื่น ๆ ตอไปได
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ตารางที่ 3  คา 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 * วิทยานิพนธนี้

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

*  ในงานวิทยานิพนธนี้ pM ของ Kd ค ํานวณจากปริมาณ VPC ที่จับกับ หารดวย Mr ของ VPC (700 kDa)
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