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บทที่ 3
ผลการทดลอง

1.   การยืนยันการแสดงออกของพารวัลบูมิน ในกลามเนื้อหัวใจโดยใช 2 เทคนิค
1.1   การชี้แสดงปฏิกิริยาอิมมูโนของพารวัลบูมิน ในกลามเนื้อหัวใจและกลามเนื้อลายท้ัง
        2 ชนิด ในหนูอายุ 6 สัปดาห  โดยเทคนิคอิมมูโนฮิสโตเคมิสทรี

จากการศึกษา พบปฏิกิริยาอิมมูโน (immunoreactivity) ของพารวัลบูมินในไซ-

โตพลาสซึมของกลามเนื้อทัง้ 3 ชนดิ ไดแก กลามเนือ้หวัใจ กลามเนือ้โซเลยีสและกลามเนือ้เอกเทน-   
เซอรดิจิทอรุมลองกัซ และพบวากลามเนื้อหัวใจมีปฏิกิริยาอิมมูโนของพารวัลบูมิน ตางจากกลาม
เนื้อลาย โดยที่ภายในเซลลกลามเนื้อหัวใจทุกเซลลมีปฏิกิริยาอิมมูโนของพารวลับมูนิเทา ๆ กนั (รูปที ่
6A) ในขณะทีเ่ซลลกลามเนือ้โซเลยีสและกลามเนือ้เอกเทนเซอรดิจิทอรุมลองกัซ บางเซลลพบปฏกิริิยา

อิมมโูนของพารวลับมูนิมาก บางเซลลพบนอย และยงัพบวากลามเนือ้เอกเทนเซอรดจิทิอรุม-ลองกซัมเีซลล
ทีพ่บปฏกิริิยาอมิมโูนของพารวลับมูนิมากเปนจํานวนมากกวากลามเนื้อโซเลียส (รูปที่ 6C และ 6E) 
และไมพบปฏิกิริยาอิมมูโนของพารวัลบูมินในกลุมควบคุมเชิงลบ (negative control) (รูปที่ 6B, 6D

และ 6F)
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รูปท่ี 6 A, C และ E แสดงปฏิกิริยาอิมมูโนของพารวัลบูมิน (สีน้ําตาล, *) ภายในไซโตพลาสซึม

ของเซลลกลามเนือ้หวัใจ, เซลลกลามเนือ้โซเลยีสและเซลลกลามเนือ้เอกเทนเซอรดจิทิอรุม-ลอง
กัสตามลําดับ และ B, D และ F แสดงกลุมควบคุมเชิงลบ
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1.2  การชี้แสดงพารวัลบูมิน ในกลามเนื้อหัวใจและกลามเนื้อลายท้ัง 2 ชนิด ในหนูอายุ 6
       สัปดาห  โดยเทคนิคเวสเทอรนบล็อทติ้ง

การศึกษาเริ่มจากการหาสภาวะที่เหมาะสมของเทคนิคเวสเทอรนบล็อทติ้ง โดยทํา
การศึกษาการแสดงออกของพารวัลบูมินในกลามเนื้อหัวใจซึ่งเปนกลามเนื้อประเภทหดตัวชา 
(slow-twitch) เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมเชิงบวก (positive control) คือกลามเนื้อเอกเทนเซอร-   ดิ
จิทอรุมลองกัซและกลามเนื้อโซเลยีส ซ่ึงเปนกลามเนือ้ประเภทหดตวัเร็ว (fast-twitch) และหดตวัชา

(slow-twitch) ตามลําดับ การทดลองแบงเปนสองชุด ชุดแรกเปนการทดลองปรับความเขมขนของ
แอนติบอดีตัวที่หนึ่ง (primary antibody) และชุดที่สองเปนการปรับความเขมขนของแอนติบอดีตัว
ที่สอง (secondary antibody) เพื่อใหไดความเขมขนที่เหมาะสม

การทดลองปรับความเขมขนของพารวัลบูมินแอนติบอดี (anti-parvalbumin 
antibody; primary antibody) ทําโดยใชความเขมขนที่ 1:250, 1:500 และ 1:1,000 และใช แอนติ-
เมาสไอจีจี แอนติบอดีเฮทอารพี (anti-mouse IgG, HRP linked antibody; secondary antibody) ที่
ความเขมขน 1:1,000 พบวาที่ความเขมขน 1:250 และ 1:500 ความทึบของพื้นหลัง (background) 

เขมและจํานวนโปรตีนที่ไมตองการ (non specific protein bands) มากเกินไป ในขณะที่ความเขม
ขน 1:1,000 พบวาความทึบของพื้นหลังจาง และจํานวนโปรตีนที่ไมตองการมีจํานวนลดลง และ
การแสดงออกของโปรตีนพารวัลบูมิน ในกลามเนื้อทั้ง 3 ชนิดยังคงชัดเจน ดังนั้นจึงเลือกใชความ
เขมขนของแอนติบอดีตัวที่หนึ่งที่ 1:1,000 หลังจากนั้นจึงทําการทดลองปรับเขมขนของแอนติเมาส-

ไอจีจี แอนติบอดีเฮทอารพี (แอนติบอดีตัวที่สอง) เพื่อหาสัดสวนที่เหมาะสมระหวางแอนติบอดีตัว
ที่หนึ่งและแอนติบอดีตัวที่สองที่จะทําใหลดความทึบของพื้นหลังและโปรตีนที่ไมตองการ โดยใช
แอนติบอดีตัวที่หนึ่งที่ความเขมขน 1:1,000 และใชแอนติบอดีตัวที่สองเขมขน 1:2,000, 1:3,000, 

1:4,000 และ 1:5,000 พบวาการใชความเขมขนของแอนติบอดีตัวที่สอง 1:2,000, 1:3,000 และ
1:4,000 นั้น ความทึบของพื้นหลังและจํานวนโปรตีนที่ไมตองการยังคงเขม การใชความเขมขน 
1:5,000 ทําใหความทึบของพื้นหลัง จางลงและจํานวนโปรตีนที่ไมตองการลดลงอยางเห็นไดชัด ใน
ขณะที่การแสดงออกของโปรตีนพารวัลบูมิน ในกลามเนื้อทั้ง 3 ชนิดยังคงสังเกตไดอยางชัดเจน 
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นอกจากนี้ยังพบวาปริมาณการแสดงออกของโปรตีนพารวัลบูมิน ในกลามเนื้อหัวใจและกลามเนื้อ

โซเลียสใกลเคียงกัน แตปริมาณการแสดงออกของโปรตีนพารวัลบูมินในกลามเนื้อเอกเทนเซอร-   
ดิจิทอรุมลองกัซ มีมากกวากลามเนื้อหัวใจและกลามเนื้อโซเลียส

ดังนั้นสภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการศึกษาการแสดงออกของโปรตีนพารวัลบูมิน 
ดวยวิธีเวสเทอรนบล็อทติ้ง คือใชความเขมขนของพารวัลบูมินแอนติบอดี 1:1,000 และใชความเขม

ขนแอนติเมาสไอจีจี แอนติบอดีเฮทอารพีที่ความเขมขน 1:5,000 กับโปรตีนปริมาณ 10 µg ซ่ึงจะใช
ในการศึกษาการแสดงออกโปรตีนพารวัลบูมิน ในกลามเนื้อหัวใจของแตละกลุมอายุตอไป
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รูปท่ี 7 ภาพถายฟลมเอ็กเรยแสดงการแสดงออกของพารวัลบูมิน (PV) ในกลามเนื้อหัวใจ (H)
กลามเนื้อโซเลียส (Sol) และกลามเนื้อเอกเทนเซอรดิจิทอรุมลองกัซ (extensor digitorum
lungus, EDL) โดย และรูป A, B, C,  และ D แสดงแอนติบอดีตัวที่สองที่ความเขมขน
1:2,000, 1:3,000, 1:4,000 และ 1:5,000 รูป E แสดงตัวควบคุมเชิงลบ
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2.  การศึกษาการแสดงออกของพารวัลบูมินในกลามเนื้อหัวใจของหนูอายุตาง ๆ
2.1  การเปรียบเทียบปฏิกิริยาอิมมูโนของพารวัลบูมินในกลามเนื้อหัวใจของหนูอายุ
       ตาง ๆ โดยเทคนิคอิมมูโนฮิสโตเคมิสทรี

จากการศึกษาพบวา ลักษณะเซลลของกลามเนื้อหัวใจในหนูอายุแรกเกิด เซลล

กลามเนื้อยังเจริญและพัฒนายังไมสมบูรณเต็มที่ เซลลกลามเนื้อมีรูปรางคลายกระสวย มีนิวเคลียส
เปนรูปไขอยูกลางเซลล ไซโตพลาสซึมใส สวนกลุมอายุ 3 เดือน, 6 เดือน และ 12 เดือน เซลล-
กลามเนื้อหัวใจมีพัฒนาการที่สมบูรณ นิวเคลียสยาวรี อยูบริเวณกลางเซลล เซลลมีรูปเปนทรง
กระบอกและมีการแตกแขนง และพบปฏิกิริยาอิมมูโนของพารวัลบูมินในไซโตพลาสซึมของกลาม

เนื้อหัวใจในทุกชวงอายุ  โดยอายุแรกเกิดพบปฏิกิริยาอิมมูโนของพารวัลบูมินกระจาย         ไม
สม่าํเสมอภายในไซโตพลาสซมึ โดยบางเซลลกลามเนือ้มปีฏิกริิยาอมิมโูนของพารวลับมูนิมาก       บาง
เซลลนอย (รูปที่ 8A) และในขณะที่อายุ 3 เดือน, 6 เดอืน และ 12 เดอืน พบปฏกิริิยาอมิมโูนของพาร

วลับมูนิเขมสม่าํเสมอทัว่ทัง้ไซโตพลาสซมึและมากขึน้เมือ่มอีายมุากขึน้ (รูปที ่8C,  8E และ 8G) และไมพบ
ปฏิกริิยาอมิมโูนของ พารวลับมูนิ ในกลุมควบคุมเชิงลบ (รูปที่ 8B, 8D, 8F และ 8H)
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รูปท่ี 8 A, C, E และ G แสดงปฏิกิริยาอิมมูโนของพารวัลบูมิน (สีน้ําตาล, *) ภายในไซโตพลาสซึม
ของเซลลกลามเนื้อหัวใจอายุแรกเกิด, 3 เดือน, 6 เดือนและ 12 เดือน ตามลําดับ และ B, D,
F และ H แสดงกลุมควบคุมเชิงลบ

2.2  การเปรียบเทียบการแสดงออกของพารวัลบูมินในกลามเนื้อหัวใจของหนูอายุตาง ๆ
       โดยเทคนิคเวสเทอรบล็อทติ้ง

พบการแสดงออกของพารวัลบูมินในทุกกลุมอายุ ตั้งแตแรกเกิดไปจนถึง 12 เดือน 
(รูปที่ 9) จากการวิเคราะหการเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของแถบพารวัลบูมินในแตละอายุโดย one-way
ANOVA พบวาอายเุปนตวัแปรทีม่ผีลตอการเปลีย่นแปลงการแสดงออกของพารวลับมูนิ (P<0.05)        เมื่อ
นําคาเฉลี่ยของแถบโปรตีนพารวัลบูมินในแตละอายุมาเปรียบเทียบโดยใช least significant 

difference พบวากลุมอายุ 3 เดือนมีการแสดงออกของพารวัลบูมินเพิ่มขึ้นเลก็นอยเมือ่เทยีบกบัอายแุรก
เกดิ และเพิม่ขึน้อยางไมมนียัสําคญั  การแสดงออกของพารวลับมูนิเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญใน   หัวใจหนู
อายุ 6 เดือน และ 12 เดือน (P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับอายุแรกเกิดและ 3 เดือน (รูปที่ 10)

จากการเปรียบเทียบสัดสวนการเพิ่มขึ้นของพารวัลบูมินในกลุมอายุตาง ๆ พบวา
กลุมอายุ 3 เดือน มีการแสดงออกของพารวัลบูมินเพิ่มขึ้นเปน 1.02 เทา กลุมอายุ 6 เดือน เพิม่ขึน้เปน 
1.35 เทา และกลุมอาย ุ12 เดอืน เพิม่ขึน้เปน 1.52 เทา ของกลุมอายแุรกเกดิ (รูปที ่11)

รูปท่ี 9 ภาพถายฟลมเอ็กเรยแสดงการแสดงออกของพารวัลบูมินในหัวใจหนูอายุตาง ๆ (แสดง

เฉพาะแถบโปรตีนพารวัลบูมินเทานั้น)

-พารวัลบูมิน
แรกเกิด  3 เดือน   6 เดือน  12 เดือน

10 kDa
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การเปรียบเทียบการแสดงออกของพารวัลบูมินในแตละอายุ

รูปท่ี 10  แสดงคาเฉลี่ยของแถบโปรตีนพารวัลบูมินในแตละอายุ
   * แสดงการเพิ่มขึ้นของการแสดงออกของพารวัลบูมินอยางมีนัยสําคัญที่ P<0.05

สัดสวนการแสดงออกของพารวัลบูมินในแตละอายุ

รูปท่ี 11  แสดงสัดสวนการเพิ่มของพารวัลบูมินในหัวใจหนูอายุตาง ๆ เมื่อเทียบกับกลุม
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