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บทคัดยอ

เลคตินเปนโปรตีนหรือไกลโคโปรตีนที่พบไดในสิ่งมีชีวิตทั่วไป โดยสามารถเหนี่ยวนํ าให
เซลลเกิดการเกาะกลุมไดโดยเฉพาะอยางยิ่งเซลลเม็ดเลือดแดง สํ าหรับเลคตินที่ศึกษาในพืชสวน
ใหญจะเปนในพืชตระกูลถั่วและเปนเลคตินชนิดละลายนํ้ าได แตในวิทยานิพนธนี้ไดศึกษาเลคติน
ชนดิไมละลายนํ้ าจากถั่วฝกยาว และเรียกชื่อเลคตินชนิดนี้วา Vigna susquipedalis agglutinin 
(VSA) โดยไดท ําการสกัดและทํ าบริสุทธิ์ VSA ดวยวิธีการสกัดโปรตีโอลิปดจากถั่วฝกยาวอบแหง 
โดยใชสารละลายผสมคลอโรฟอรมกับเมทานอลในอัตราสวน 2:1 (v/v) แลวนํ าสวนที่ระเหยแหงได
จากชัน้คลอโรฟอรม ไปสกัดตอดวย 0.2% Triton X-100 และตกตะกอนโปรตีนดวยอะซิโตน จาก
ผลการวเิคราะห VSA บริสุทธิ์ดวยวิธีทํ า SDS-PAGE พบวามีนํ้ าหนักโมเลกุลยอย 25,000 ดาลตัน 
และเมื่อหานํ้ าหนักโมเลกุลรวมโดยวิธีเจลฟลเตรชันพบวา VSA มีนํ้ าหนักโมเลกุล 100,000       
ดาลตัน เมื่อศึกษาสมบัติของ VSA พบวาสามารถเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของ
กระตายไดดีเทากับหนู แตไมสามารถเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของคน (A, B, AB, O) 
และพบวาแอคติวิตีของ VSA ไมสามารถยับยั้งดวยนํ้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวได ยกเวนนํ้ าตาล                         
N-acetylglucosamine ทีร่ะดบัความเขมขน 200 mM สามารถยับยั้งไดเพียงเล็กนอยเทานั้น แต
พบวาแอคติวิตีของเลคตินสามารถยับยั้งไดโดยไกลโคโปรตีนหลายชนิด  ไดแก mucin, C-serum 
Hevea latex lectin binding protien (CS-HLLBP), asailofetuin และ fetuin โปรตีโอลิปดจากถั่ว
ฝกยาวทีเ่ปนตวัยบัยัง้การทํ างานของ VSA  การศึกษาสมบัติของ VSA พบวาไมทนตอสภาวะ
ความเปนกรดเมื่อ pH ต่ํ ากวา 6 แตทนตอสภาวะความเปนกรดออนและดางไดดีในชวง pH 6-10 
และทนตอความรอนไดดีโดยที่อุณหภูมิ 100°ซ VSA มแีอคติวิตีลดลงไปเพียง 25% และ VSA ยัง
ทนตอการยอยของเอนไซมทริปซิน และโปรเนส นอกจากนี้ VSA สามารถเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุม
ของอนภุาคยางจากตนยางพารา รวมทั้งจากพืชสรางนํ้ ายางชนิดอื่น ๆ ได

การทํ าบริสุทธิ์ตัวยับยั้งการทํ างานของเลคติน VSA สามารถโดยทํ าการสกัดโปรตีโอลิ
ปดจากสวนสารละลายใสที่แยกไดจากการนํ าถั่วฝกยาวไปบดใหละเอียดดวยเครื่องปนนํ้ าผลไม 
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โดยใชสารละลายทีป่ระกอบดวย ดวยคลอโรฟอรมตอเมทานอลในอัตราสวน 2:1 (v/v) แลวเก็บ
เฉพาะสวนของโปรตีนที่อยูใน aqueous phase ไปทํ าการตกตะกอนดวยอะซิโตนจากนั้นนํ าสาร
ละลายตะกอนโปรตีนที่ชวงความอิ่มตัว 40-60% ไปแยกผานคอลัมนไคตินที่ตรึงดวยเลคติน VSA 
ผลการวเิคราะหความบริสุทธิ์ของตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA โดยวิธี SDS-PAGE พบวาตัว
ยบัยัง้มนีํ ้าหนกัโมเลกุลยอยเทากับ 14,000 ดาลตัน โดยมีขนาดโมเลกุลรวม 54,000 ดาลตัน เมื่อ
ท ําดวยวธิเีจลฟลเตรชัน เมื่อศึกษาสมบัติของตัวยับยั้งตอความเปนกรด-ดาง พบวาสามารถทนตอ
ความเปนกรด-ดางไดดีในชวง pH 6-8 และสามารถทนตออุณหภูมิไดถึง 100°ซ พรอมทั้งพบวาตัว
ยบัยัง้ VSA สามารถยบัยัง้การเกาะกลุมของอนุภาคยางพาราที่เหนี่ยวนํ าดวย VSA และ HLL ซึ่ง
เปนโปรตีโอลิปดเลคตินจากยางพาราไดดวย
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Abstract

Lectins are proteins or glycoproteins, generally found in all living organisms. 
They are known for their ability to agglutinate erythrocytes in vitro. Hydrophilic lectins 
had been extensively studied in the leguminous family. In this study, a hydrophobic 
lectin (proteolipid) was purified and characterized from yard long bean                    
(Vigna susquipedalis). The Vigna susquipedalis agglutinin (VSA) was extracted from dry 
homogenized powder of yard long bean by using lipid solvent containing 
chloroform/methanol at a 2:1 (v/v) ratio. The bottom chloroform phase was then 
collected and dried under rotary evaporator. The dry powder was solubilized  in 0.2% 
Triton X-100 solution. Under SDS-PAGE, the purified VSA was found to have a molecular 
weight of 25,000 dalton. Its native molecular weight of 100,000 dalton was obtained from 
gel filtration chromatography. The VSA was found to agglutinate erythrocytes both from 
rabbit and mouse but no effect was shown on all human blood types. Several mono 
sugars were used to test for their inhibitory effect on the hemagglutination-induced by 
VSA. Mostly none, except for N-acetylglucosamine which showed slight inhibitory effect 
at 200 mM, was found to be effective inhibitor. However, several glycoproteins including 
mucin, C-serum, Hevea latex lectin binding protien (CS-HLLBP), asailofetuin, fetuin and 
VSA inhibitor were found to be effective inhibitors in inhibiting the hemagglutination-
induced by VSA. The VSA was found to be stable under a wide pH range of 6-10 but 
labile under pH 6. It is heat stable with a loss of only 25% of the activity upon boiling at 
100 °C. It was resistant to protease and trypsin  digestion. The purified VSA was able to 
induce aggregate formation among rubber particles obtained from latex of the rubber 
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tree as well as other latex producing plants (Ficus elastica Roxb, Euphorbia mili 
DesMoulin, Plumeria rubra Linn, Calotropis gigantea and Argyreia capitiformis).

A VSA inhibitor was purified from the supernatant fraction isolated from fresh 
homogenate of V. susquipedalis by subjecting to proteolipid extraction under 
chloroform/methanol solution, ratio 2:1 (v/v). The upper aqueous phase was collected 
and precipitated by acetone fractionation. The pellet from 40-60% acetone saturated 
fraction was further purified by employing VSA immobilized-chitin column. The VSA 
inhibitor possesses approximate molecular weight of 14,000 dalton, as estimated by 
SDS-PAGE. Its native molecular weight calibrated by gel filtration chromatography was 
54,000 dalton. It is stable under the pH range of 6-8 and stable to heat treatment up to 
100 °C. The VSA inhibitor was also found to inhibit both VSA- and HLL- induced Hevea 
rubber  particle aggregation.




