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                       titer/ml, 20µl + อนภุาคยาง 20µl โดยมีปริมาตรรวม 65 µl
F =  สารละลายอนุภาคยางอยางเดียว, ชุดควบคุม

4. วิจารณผลการทดลอง

4.1 การสกดัและท ําบริสุทธิ์โปรตีโอลิปดเลคตินจากถั่วฝกยาว (VSA)
ในการศกึษาเลคตินครั้งนี้เปนการศึกษาเลคตินชนิดที่ไมละลายนํ้ า (membrane lectin) ซึ่ง

การสกัดเลคตินไดดัดแปลงวิธีการสกัดโปรตีโอลิปดของ Folch และ Lees (1951) เลคตินที่สกัดได
จากวิธีนี้เรียกวา โปรตีโอลิปดเลคติน เพราะเปนโปรตีนที่ละลายไดในสารละลายอินทรียที่ใช
ละลายไขมันคือสารละลายคลอโรฟอรมตอเมทานอลในอัตราสวน 2:1 โดยพบวาโปรตีโอลิปดเล
คตนิจากถัว่ฝกยาวสามารถละลายไดดีในชั้นของคลอโรฟอรมมากกวาชั้นของ fluff แสดงวาเลคติน
ชนดินี้มี hydrophobicที่สูงกวา  ลิปดทั่ว ๆ ไป

การท ําบริสุทธิ์ VSA จึงเลือกโปรตีโอลิปดเลคตินที่อยูในชั้นคลอโรฟอรม จากการทํ าบริสุทธิ์
พบวา VSA มคีวามบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 1.3 เทาแสดงดังตารางที่ 3 และเมื่อวิเคราะหความบริสุทธิ์ดวย
วธิ ี SDS-PAGE พบวา VSA มนีํ ้าหนกัโมเลกุลยอย 25,000 ดาลตัน และมีนํ้ าหนักโมเลกุลรวม 
100,000 ดาลตนั เมื่อวิเคราะหโดยวิธีเจลฟลเตรชั่น แสดงวา VSA มลัีกษณะโมเลกุลประกอบดวย 
4 หนวยยอยทีม่นีํ ้าหนกัโมเลกุลเทากัน ซึ่งมีหลายโมเลกุลยอยคลายกับเลคตินที่พบในพืชตระกลู
ถัว่สวนใหญเชน เลคตินจากถั่วลิสง มีนํ้ าหนักโมเลกุลรวม 98,000 ดาลตัน ประกอบดวย 4 หนวย
ยอยทีม่นีํ ้าหนักโมเลกุลเทากัน (Lotan et al., 1974) และคลายกับเลคตินจาก Ulex europeus ll 
มนีํ ้าหนกัโมเลกลุรวม 105,000 ดาลตัน ประกอบดวย 4 หนวยยอยที่มีนํ้ าหนักโมเลกุลอยูในชวง 
23,000-25,000 ดาลตนั และจากการวิเคราะหสมบัติการเปนไกลโคโปรตีนโดยทํ า SDS-PAGE 
แลวยอมดวยสีชนิด PAS พบวา VSA ยอมติดสีชมพูของชนิด PAS แสดงวา VSA เปนไกลโค
โปรตนี เหมือนกับเลคตินจากเมล็ดของ Talisia esculenta  (Freire et al., 2002)

4.1.1  สมบัติของ VSA
การทดสอบความสามารถของ VSA ในการเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมของเม็ดเลือด

แดงชนดิตาง ๆ พบวา VSA สามารถเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของกระตายและหนูไดดี
เทากนั แตไมสามารถเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของคน (A, B, AB, O) จึงสามารถสรุป
ไดวาเลคตินมีความจํ าเพาะกับเลือดสัตวฟนแทะและไมมีความจํ าเพาะกับเม็ดเลือดแดงของคน 
(A, B, AB, O) ซึง่จากการที่ VSA เหนีย่วน ําการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงเฉพาะเลือดของสัตวฟน
แทะนั้นคลายกับ เลคตินที่เตรียมไดจากนํ้ ายางพาราที่สามารถเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมเม็ดเลือด

s
titer/ml, 20µl + อนุภาคยาง 20µl โดยมีปริมาตรรวม 65 µlF = สารละลายอนุภาคยางอยางเดียว, ชุดควบคุม
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แดงของหนูและของกระตายแตไมสามารถเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุ มเม็ดเลือดแดงของคนได 
(Pasitkul, 2001) และ คลายกบัเลคตินจากรากของจํ าปะดะที่สามารถเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมเม็ด
เลือดแดงของกระตายได แตไมสามารถเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของคน (Tong-in, 
2001) และคลายกับเลคตินจาก Euphorbia marinata (Stripe et al., 1993)  อีกทัง้ยังคลายกับ 
เลคตินจากพืชในตระกูล Araceae ทีม่คีวามจ ําเพาะกับเม็ดเลือดสัตว เชน กระตาย หมู หนู และ
แกะ แตไมมีความจํ าเพาะกับเม็ดเลือดแดงของคน

การยบัยั้งแอคติวิตีของ VSA ดวยนํ้ าตาลชนิดตางๆ
จากการศกึษาผลของการยับยั้งแอคติวิตีของ VSA ดวยนํ้ าตาลชนิดตาง ๆ พบวาไม

มีนํ้ าตาลชนิดใดที่สามารถยับยั้งแอคติวิตีของ VSA ไดอยางสมบูรณ นอกจากนํ้ าตาล                
N-acetylglucosamine ทีค่วามเขมขน 200 mM ที่สามารถยับยั้งแอคติวิตีของเลคตินไดเพียงเล็ก
นอยเทานั้น แสดงวา VSA อาจมคีวามจํ าเพาะตอนํ้ าตาล N-acetylglucosamine ที่เชื่อมกลุมสาย
โซหมูนํ ้าตาล เนื่องจากเมื่อใชความเขมขนของนํ้ าตาลสูงถึง 200 mM ก็ไมสามารถยับยั้งแอคติวิตี
ไดอยางสมบูรณ แตเมื่อทํ าการทดสอบการยับยั้งแอคติวิตีของ VSA ดวยไกลโคโปรตีนชนิดตาง ๆ 
และตวัยับยั้งการทํ างานของ VSA ทีส่กดัไดจากถัว่ฝกยาว พบวาตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA ที่
สกดัไดจากชั้นของ aqueous สามารถยับยั้งแอคติวิตีของ VSA ไดดีที่สุด รองลงมาคือ มิวซิน CS-
HLLBP ซึง่เปนตวัยบัยัง้การทํ างานของ HLL ที่อยูใน C-serum ของนํ้ ายาง , asialo fetuin และ 
fetuin ตามล ําดบั จากสมบัติดังกลาวมีลักษณะคลายกับสมบัติของเลคตินจากนํ้ ายางพาราและเล
คตนิจากรากจํ าปาดะที่ไดรายงานโดย Pasitkul (2001) และ Tong-in (2001) โดยพบวาไมมีนํ้ า
ตาลชนดิใดทีส่ามารถยับยั้งแอคติวิตีของเลคตินได จะมีเพียงแตไกลโคโปรตีนหลายชนิดที่สามารถ
ยับยั้งแอคติวิตีของเลคตินได และในนํ้ ายางพาราก็พบวาตัวยับยั้งการทํ างานของเลคตินเชนเดียว
กับที่พบในถั่วฝกยาว โดยสามารถยับยั้งแอคติวิตีของ HLL ไดดีที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับไกลโค
โปรตนีที่มาจากแหลงอื่นเชนกัน

4.1.2 ปจจัยตาง ๆ ตอแอคติวิตีของ VSA
จากการศกึษาอิทธิพลของเอนไซมทริปซิน และโปรเนส ที่นํ ามายอย VSA หลงัจาก

ครบเวลาทีใ่ชในการยอยดวยเอนไซมแลว พบวา VSA สามารถทนตอการยอยของเอนไซมไดคือ
เมือ่น ํา VSA มายอยดวยเอนไซมทริปซิน และโปรเนส แอคติวิตีเปลี่ยนไปเปน 100%, และ 125% 
ตามลํ าดับ จากการที่เอนไซมโปรเนสท ําให VSA มีแอคติวิตีที่ดีข้ึนทั้งนี้อาจเนื่องมาจากเอนไซมไป
ยอย VSA แลวท ําใหบริเวณของตํ าแหนงการจับกับ ligand ใหสามารถทํ างานไดดีข้ึน จึงสามารถ
จบักบัไกลโคโปรตีนบนผิวเม็ดเลือดแดงไดมากขึ้น ซึ่งคลายกับเลคตินจาก ground bean เมื่อนํ าเล
คตนิมาบมดวยเอนไซมทริปซิน พบวาเอนไซม    ทริปซินไมมีผลตอแอคติวิตีของเลคติน (Wong 
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and NG, 2002) และเมือ่ท ําการศึกษาผลของอิทธิพลของ pH ตอการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของ
กระตายทีเ่หนีย่วน ําโดย VSA  พบวา VSA ไมทนตอภาวะที่เปนกรด แตจะทนตอภาวะที่เปนกรด
ออนและสภาวะที่เปนเบสในชวง pH 6-10 ซึ่งคลายกับเลคตินจากเห็ด Hericium erinaceum ที่
สามารถทนตอ pH ในชวงความเปนกรดออนและเบสไดดีที่ชวง pH 5-10.5 (Kawagishi et al.,
1994) นอกจากนีย้งัพบวาคลายกับเลคตินจาก African yam beans ที่สามารถทนตอ pH ไดใน
ชวงกวางคือ pH 2-10 (Machuka et al., 1999) เพยีงแตเลคตินจาก African yam beans ทนตอ
ความเปนกรดไดมากกวา และในการศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิ พบวา VSA สามารถทนอุณหภูมิ
ไดสูงถึง 90°ซ โดยทีไ่มสูญเสียแอคติวิตีของเลคติน ซึ่งคลายกับเลคตินจากรากจํ าปาดะที่สามารถ
ทนอุณหภูมิไดสูงถึง 90°ซ โดยที่ไมสูญเสียแอคติวิตีของเลคตินเชนกัน (Tong-in, 2001) และใน
การศกึษาอิทธิพลของไดวาเลนทแคตไอออน (Ca2+,  Mg2+ และ Mn 2+) และ EDTA พบวาทั้งไดวา
เลนทแคตไอออน และ EDTA ไมมีผลตอการเกาะกลุมของเม็ดเลือดแดงที่เหนี่ยวนํ าโดย VSA ซึ่ง
อาจเปนไปไดวา VSA เองมไีดวาเลนทในตัวเองอยูแลวและในตํ าแหนง prosthetic group และ 
VSA จบักบัไดวาเลนทแคตไอออนแนนดังนั้น EDTA จึงไมสามารถดึงไดวาเลนทออกมาได ซึ่ง
คลายกบัเลคตินจากรากจํ าปาดะซึ่งไดวาเลนทแคตไอออน (Ca2+,  Mg2+ และ Mn 2+) และ EDTA 
ไมมผีลตอการเกาะกลุมของอนุภาคยาง

จากการศึกษาปจจัยตาง ๆ ที่มีอิทธิพลตอแอคติวิตีของ VSA เชน อุณหภูมิ pH และ 
เอนไซมที่นํ ามายอย VSA พบวา VSA มคีวามเสถยีรตอปจจัยตางๆที่กลาวมาแลวขางตน ซึ่งมีคุณ
สมบัติเขาขายจํ าพวกสารกอใหเกิดภูมิแพ แตในการศึกษาครั้งนี้ไมสามารถหาตัวอยางเลือดของผู
ปวยทีแ่พโปรตนีจากถัว่ฝกยาวมาทํ าการศึกษาดาน IgE Immunoblot เพื่อยืนยันขอสมมุติฐานนี้ได

4.2 การสกดัและทํ าบริสุทธิ์ตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA
ตัวยบัยั้งการทํ างานของ VSA เตรยีมไดจากสวนของสารละลายที่แยกจากตะกอนถั่วฝกยาว

หลงัจากการเซนตรฟิวจ จากนั้นนํ าสารละลายที่ไดมาทํ าการตกตะกอนดวยอะซิโตนที่ความอิ่มตัว
ของอะซโิตนเปนชวง ๆ นํ าตะกอนโปรตีนในชวงความอิ่มตัวของอะซิโตนที่ 40-60% ไปทํ าบริสุทธิ์
ดวยคอลมันไคตนิที่ตรึงดวยเลคติน พบวาตัวยับยั้งมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 1.1 เทา ดังตารางที่ 11 
จากนัน้น ํามาวเิคราะหความบริสุทธิ์ดวยวิธี SDS-PAGE พบวาตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA มีนํ้ า
หนกัโมเลกลุ 14,000 ดาลตัน แสดงดังรูปที่ 13 แถวที่ 7 และเมื่อทํ าการวิเคราะหนํ้ าหนักโมเลกุล
ดวยวธิเีจลฟลเตรชัน พบวาเลคตินมีนํ้ าหนักโมเลกุลเทากับ 54,000 ดาลตัน   ดังนั้นตัวยับยั้งการ
ท ํางานของ VSA มลัีกษณะประกอบไปดวย 4 หนวยยอยที่มีนํ้ าหนักโมเลกุลเทากัน
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4.2.1 ปจจัยตางๆตอตัวยับยั้งแอคติวิตีของ VSA
ไดท ําการศึกษาอิทธิพลของ pH ตอแอคติวิตีของตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA พบ

วาตวัยบัยัง้ไมสามารถทนตอความเปนกรดและเบสได แตทนตอสภาพความเปนกรดออนและเบส
ออนไดคือในชวง pH 6-8 ซึ่งคลายกับตัวยับยั้งการทํ างานของเลคตินที่พบในสวนของ C-serum 
ในนํ ้ายางพารา เพยีงแตตัวยับยั้งการทํ างานของเลคตินในนํ้ ายางพาราจะทนตอความเปนเบสมาก
กวาคอื จะทนตอ pH ในชวง pH6-10 (Pasitkul, 2001) จากนั้นไดศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิตอ
แอคตวิิตีของตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA พบวาตวัยับยั้งการทํ างานของ VSA มคีวามเสถียรตอ
อุณหภูมิมากคือสามารถทนตออุณหภูมิ 100 °ซ  เปนเวลานาน 30 นาที ซึ่งมคีวามเสถียรตอ
อุณหภูมิมากกวาตัวยับยั้งการทํ างานของเลคตินที่พบในนํ้ ายางพารา คือตัวยับยั้งการทํ างานของ
เลคตนิจากนํ้ ายางพาราทนตออุณหภูมิไดแค 50 °ซ (Pasitkul, 2001)

4.3 การเกาะกลุมของอนุภาคยางซึ่งเหนี่ยวนํ าโดยโปรตีโอลิปดเลคติน
เนื่องจากมีการศึกษาการเกาะกลุมของอนุภาคยางที่เหนี่ยวนํ าโดยเลคตินมากอนหนานี้โดย 

Pasitkul (2001) ไดท ําการสกัดและทํ าบริสุทธิ์รวมทั้งศึกษาสมบัติของเลคตินดังกลาว พบวาเลคติ
นบริสุทธิ์จากผนังของลูทอยดมีความสามารถเหนี่ยวนํ าใหเกิดการเกาะกลุมของอนุภาคยางได 
พรอมทั้งมีการพบวาไกลโคโปรตีนบนผิวอนภุาคยางมีขนาด 24 kD และมีความจํ าเพาะตอเลคติน
จากผนังของลูทอยด ดังนั้นเลคตินดังกลาวจึงสามารถเหนี่ยวนํ าใหเกิดการเกาะกลุมของอนุภาค
ยางได (Rukseree, 1998) และตอมาไดมีการพบวาเลคตินในนํ้ ายางดังกลาวเปนชนิดไมละลายนํ้ า
แตละลายในตวัท ําละลายไขมัน (เกศจี, 2544) ซึ่ง VSA ก็เปนเลคตินที่ละลายในตัวทํ าละลายไข
มนัเชนกนั แตในถั่วฝกยาวไมมีอนุภาคหอหุมไขมัน (lipid particle) ที่สามารถเตรียมมาศึกษาได
งายเหมอืนอนภุาคที่หอหุมไขมันประเภทยาง จึงไดนํ า VSA ไปทดสอบสมบัติการเหนี่ยวนํ าการ
เกาะกลุมของอนภุาคยางจากพืชที่ใหนํ้ ายาง (ยางอินเดีย รัก ลีลาวดี โปยเซียน และยานขน)  เพื่อ
เปนการทดสอบการเกาะกลุมของอนุภาคยางซึ่งเปนอนุภาคไขมัน จากการทดสอบการเกาะกลุม
ของอนภุาคยางพบวา VSA สามารถเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมของอนุภาคยางไดแสดงวา VSA มี
ความจํ าเพาะกับไกลโคโปรตีนที่อยูบนผิวของอนุภาคของยางพารา เหมือนกับเลคตินจากนํ้ า
ยางพาราที่สามารถเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมของอนุภาคยางไดเชนกัน ดังนั้นจากการทดสอบการ
เกาะกลุมของอนุภาคยางที่เหนี่ยวนํ าโดยโปรตีโอลิปดเลคตินสามารถสรุปไดวา เลคตินชนิด 
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hydrophobic จากถัว่ฝกยาวมีสมบัติคลายกับ เลคตินชนิด hydrophobic ที่พบในนํ้ ายางพารา ซึ่ง
เลคตนิดงักลาวมบีทบาทเกี่ยวของกับการเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมของอนุภาคหอหุมยาง และสงผล
ใหเกดิการอดุตนัในทอนํ้ ายาง สํ าหรับเลคตินชนิด hydrophobic จากถั่วฝกยาวนาจะมีบทบาทที่
คลายกันแตเนื่องจากถั่วฝกยาวเปนพืชที่ไมสามารถสรางนํ้ ายางได จึงนาจะมีบทบาทในการปด 
(สมาน) บาดแผลในพืชโดยการเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมของอนุภาคหอหุมไขมันอื่นๆ และเพราะ
โปรตีนยับยั้งจากถั่วฝกยาวเปนโปรตีโอลิปดที่มีขนาด 14 kD คลายกับไกลโคโปรตีนบนผิวของ
อนภุาคยางซึง่มีขนาด 14 kD และ 24 kD (Rukseree, 1998) ทั้งนี้จะตองทํ าการศึกษาทาง 
immuno staining เพือ่หาแหลงตนตออนุภาคไขมันที่มีตัวยับยั้ง VSA ในเนื้อเยื่อของถั่วฝกยาวตอ
ไป

ผลของระยะเวลาและคา titer ในการบมตอการเกาะกลุมของอนุภาคยาง
จากการศึกษาการเกาะกลุมของอนุภาคยางเมื่อเพิ่มเวลาในการบม และคาtiterของเลคติน

มากขึ้น พบวาเมื่อเพิ่มเวลาบมโปรตีโอลิปดเลคตินใหนานขึ้นจะสงผลใหเกิดการเกาะกลุมของ
อนภุาคยางก็มากขึ้น และเมื่อเพิ่มคา titer ของเลคตนิมากขึ้น พบวาสงผลใหเกิดการเกาะกลุมของ
อนภุาคยางมากขึน้เชนกัน แสดงวาเวลาที่ใชในการบม และคาtiterของโปรตีโอลิปดเลคตินมีความ
แปรผนัโดยตรงกับการเกาะกลุมของอนุภาคยาง

การเกาะกลุมของอนุภาคยางที่มาจากพืชใหนํ้ ายางชนิดตาง ๆ โดย VSA
จากการศกึษา VSA กบัการเหนี่นวนํ าการเกาะกลุมของอนุภาคยางจากพืชชนิดอื่น (ยาง

อินเดยี รัก โปยเซยีน ยานขน และลีลาวดี) พบวา VSA สามารถเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมของอนุภาค
ยางไดเชนเดยีวกบัการเหนี่ยวนํ าการเกาะอนุภาคยางจากยางพารา แสดงวาโปรตีโอลิปดเลคตินมี
ความจํ าเพาะกับไกลโคโปรตีนที่อยูบนผิวของอนุภาคยางทั้งจากยางพาราและพืชอ่ืนที่ใชในการ
ทดสอบ จากการเหนี่ยวนํ าใหเกิดการเกาะกลุมของอนุภาคยางแสดงใหเห็นวาบนอนุภาคยางของ
พชืแตละชนดิกจ็ะมีไกลโคโปรตีนที่มีความจํ าเพาะแตกตางกันอยูบนผิวของอนุภาคยาง

การเกาะกลุมของอนุภาคยางที่เหนี่ยวนํ าโดย VSA กับ HLL
เมือ่ท ําการทดสอบการเกาะกลุมของอนุภาคยางที่เหนี่ยวนํ าโดย VSA เปรียบเทียบกับ HLL 

จากยางพาราโดยใชปริมาตรtiterเทากัน พบวา VSA สามารถเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมของอนุภาค
ยางจากลลีาวด ียางอนิเดีย และยานขนได แต HLL จากยางพารา สามารถเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุม
ของอนุภาคยางจากรัก และโปยเซียนไดดีกวา VSA ระดับความสามารถในการเกาะกลุมของ
อนภุาคยางทีเ่หนีย่วน ําโดย VSA และ HLL นั้นแสดงใหเห็นวาไกลโคโปรตีนบนผิวของอนุภาคยาง
แตละชนดิมทีั้งสวนของคารโบไฮเดรตที่เกี่ยวของกับการจดจํ าที่ตางกันบางเล็กนอย

การยบัยัง้การเกาะกลุมของอนุภาคยางดวยตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA
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จากผลการทดลองการยับยั้งการเกาะกลุมของอนุภาคยางดวยตัวยับยั้งการทํ างานของ 
VSA ทีส่ามารถสกดัไดจากสวนของสารละลายของถั่วฝกยาว พบวาตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA 
สามารถยับยั้งการเกาะกลุมของอนุภาคยางที่เหนี่ยวนํ าไดทั้งโดยโปรตีโอลิปดเลคตินจากถั่ว
ฝกยาวซึง่อยูในตระกูล Leguminoseae และเลคตินจากยางพาราอยูในตระกูล Euphorbeaceae  
โดยตวัยบัยั้งการทํ างานของ VSA แสดงวาสมบติัของบริเวณ binding site ของ VSA และเลคติน
จากนํ ้ายางพารานาจะมคีวามคลายกัน และ VSA ก็สามารถยับยั้งการทํ างานของ HLL จากนํ้ า
ยางพาราไดเชนกัน และเมื่อใชปริมาณโปรตีนของตัวยับยั้งตอการยับยั้งการเกาะกลุมของอนุภาค
ยางที่แตกตางกันจากมากไปนอย พบวาการเกาะกลุมของอนุภาคยางแปรผันตรงกับปริมาณ
โปรตีนตัวยับยั้งที่ใช




