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                       titer/ml, 20µl + อนภุาคยาง 20µl โดยมีปริมาตรรวม 65 µl
F =  สารละลายอนุภาคยางอยางเดียว, ชุดควบคุม

4. วิจารณผลการทดลอง

4.1 การสกดัและท ําบริสุทธิ์โปรตีโอลิปดเลคตินจากถั่วฝกยาว (VSA)
ในการศกึษาเลคตินครั้งนี้เปนการศึกษาเลคตินชนิดที่ไมละลายนํ้ า (membrane lectin) ซึ่ง

การสกัดเลคตินไดดัดแปลงวิธีการสกัดโปรตีโอลิปดของ Folch และ Lees (1951) เลคตินที่สกัดได
จากวิธีนี้เรียกวา โปรตีโอลิปดเลคติน เพราะเปนโปรตีนที่ละลายไดในสารละลายอินทรียที่ใช
ละลายไขมันคือสารละลายคลอโรฟอรมตอเมทานอลในอัตราสวน 2:1 โดยพบวาโปรตีโอลิปดเล
คตนิจากถัว่ฝกยาวสามารถละลายไดดีในชั้นของคลอโรฟอรมมากกวาชั้นของ fluff แสดงวาเลคติน
ชนดินี้มี hydrophobicที่สูงกวา  ลิปดทั่ว ๆ ไป

การท ําบริสุทธิ์ VSA จึงเลือกโปรตีโอลิปดเลคตินที่อยูในชั้นคลอโรฟอรม จากการทํ าบริสุทธิ์
พบวา VSA มคีวามบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 1.3 เทาแสดงดังตารางที่ 3 และเมื่อวิเคราะหความบริสุทธิ์ดวย
วธิ ี SDS-PAGE พบวา VSA มนีํ ้าหนกัโมเลกุลยอย 25,000 ดาลตัน และมีนํ้ าหนักโมเลกุลรวม 
100,000 ดาลตนั เมื่อวิเคราะหโดยวิธีเจลฟลเตรชั่น แสดงวา VSA มลัีกษณะโมเลกุลประกอบดวย 
4 หนวยยอยทีม่นีํ ้าหนกัโมเลกุลเทากัน ซึ่งมีหลายโมเลกุลยอยคลายกับเลคตินที่พบในพืชตระกลู
ถัว่สวนใหญเชน เลคตินจากถั่วลิสง มีนํ้ าหนักโมเลกุลรวม 98,000 ดาลตัน ประกอบดวย 4 หนวย
ยอยทีม่นีํ ้าหนักโมเลกุลเทากัน (Lotan et al., 1974) และคลายกับเลคตินจาก Ulex europeus ll 
มนีํ ้าหนกัโมเลกลุรวม 105,000 ดาลตัน ประกอบดวย 4 หนวยยอยที่มีนํ้ าหนักโมเลกุลอยูในชวง 
23,000-25,000 ดาลตนั และจากการวิเคราะหสมบัติการเปนไกลโคโปรตีนโดยทํ า SDS-PAGE 
แลวยอมดวยสีชนิด PAS พบวา VSA ยอมติดสีชมพูของชนิด PAS แสดงวา VSA เปนไกลโค
โปรตนี เหมือนกับเลคตินจากเมล็ดของ Talisia esculenta  (Freire et al., 2002)

4.1.1  สมบัติของ VSA
การทดสอบความสามารถของ VSA ในการเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมของเม็ดเลือด

แดงชนดิตาง ๆ พบวา VSA สามารถเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของกระตายและหนูไดดี
เทากนั แตไมสามารถเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของคน (A, B, AB, O) จึงสามารถสรุป
ไดวาเลคตินมีความจํ าเพาะกับเลือดสัตวฟนแทะและไมมีความจํ าเพาะกับเม็ดเลือดแดงของคน 
(A, B, AB, O) ซึง่จากการที่ VSA เหนีย่วน ําการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงเฉพาะเลือดของสัตวฟน
แทะนั้นคลายกับ เลคตินที่เตรียมไดจากนํ้ ายางพาราที่สามารถเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมเม็ดเลือด

s
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แดงของหนูและของกระตายแตไมสามารถเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุ มเม็ดเลือดแดงของคนได 
(Pasitkul, 2001) และ คลายกบัเลคตินจากรากของจํ าปะดะที่สามารถเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมเม็ด
เลือดแดงของกระตายได แตไมสามารถเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของคน (Tong-in, 
2001) และคลายกับเลคตินจาก Euphorbia marinata (Stripe et al., 1993)  อีกทัง้ยังคลายกับ 
เลคตินจากพืชในตระกูล Araceae ทีม่คีวามจ ําเพาะกับเม็ดเลือดสัตว เชน กระตาย หมู หนู และ
แกะ แตไมมีความจํ าเพาะกับเม็ดเลือดแดงของคน

การยบัยั้งแอคติวิตีของ VSA ดวยนํ้ าตาลชนิดตางๆ
จากการศกึษาผลของการยับยั้งแอคติวิตีของ VSA ดวยนํ้ าตาลชนิดตาง ๆ พบวาไม

มีนํ้ าตาลชนิดใดที่สามารถยับยั้งแอคติวิตีของ VSA ไดอยางสมบูรณ นอกจากนํ้ าตาล                
N-acetylglucosamine ทีค่วามเขมขน 200 mM ที่สามารถยับยั้งแอคติวิตีของเลคตินไดเพียงเล็ก
นอยเทานั้น แสดงวา VSA อาจมคีวามจํ าเพาะตอนํ้ าตาล N-acetylglucosamine ที่เชื่อมกลุมสาย
โซหมูนํ ้าตาล เนื่องจากเมื่อใชความเขมขนของนํ้ าตาลสูงถึง 200 mM ก็ไมสามารถยับยั้งแอคติวิตี
ไดอยางสมบูรณ แตเมื่อทํ าการทดสอบการยับยั้งแอคติวิตีของ VSA ดวยไกลโคโปรตีนชนิดตาง ๆ 
และตวัยับยั้งการทํ างานของ VSA ทีส่กดัไดจากถัว่ฝกยาว พบวาตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA ที่
สกดัไดจากชั้นของ aqueous สามารถยับยั้งแอคติวิตีของ VSA ไดดีที่สุด รองลงมาคือ มิวซิน CS-
HLLBP ซึง่เปนตวัยบัยัง้การทํ างานของ HLL ที่อยูใน C-serum ของนํ้ ายาง , asialo fetuin และ 
fetuin ตามล ําดบั จากสมบัติดังกลาวมีลักษณะคลายกับสมบัติของเลคตินจากนํ้ ายางพาราและเล
คตนิจากรากจํ าปาดะที่ไดรายงานโดย Pasitkul (2001) และ Tong-in (2001) โดยพบวาไมมีนํ้ า
ตาลชนดิใดทีส่ามารถยับยั้งแอคติวิตีของเลคตินได จะมีเพียงแตไกลโคโปรตีนหลายชนิดที่สามารถ
ยับยั้งแอคติวิตีของเลคตินได และในนํ้ ายางพาราก็พบวาตัวยับยั้งการทํ างานของเลคตินเชนเดียว
กับที่พบในถั่วฝกยาว โดยสามารถยับยั้งแอคติวิตีของ HLL ไดดีที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับไกลโค
โปรตนีที่มาจากแหลงอื่นเชนกัน

4.1.2 ปจจัยตาง ๆ ตอแอคติวิตีของ VSA
จากการศกึษาอิทธิพลของเอนไซมทริปซิน และโปรเนส ที่นํ ามายอย VSA หลงัจาก

ครบเวลาทีใ่ชในการยอยดวยเอนไซมแลว พบวา VSA สามารถทนตอการยอยของเอนไซมไดคือ
เมือ่น ํา VSA มายอยดวยเอนไซมทริปซิน และโปรเนส แอคติวิตีเปลี่ยนไปเปน 100%, และ 125% 
ตามลํ าดับ จากการที่เอนไซมโปรเนสท ําให VSA มีแอคติวิตีที่ดีข้ึนทั้งนี้อาจเนื่องมาจากเอนไซมไป
ยอย VSA แลวท ําใหบริเวณของตํ าแหนงการจับกับ ligand ใหสามารถทํ างานไดดีข้ึน จึงสามารถ
จบักบัไกลโคโปรตีนบนผิวเม็ดเลือดแดงไดมากขึ้น ซึ่งคลายกับเลคตินจาก ground bean เมื่อนํ าเล
คตนิมาบมดวยเอนไซมทริปซิน พบวาเอนไซม    ทริปซินไมมีผลตอแอคติวิตีของเลคติน (Wong 
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and NG, 2002) และเมือ่ท ําการศึกษาผลของอิทธิพลของ pH ตอการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของ
กระตายทีเ่หนีย่วน ําโดย VSA  พบวา VSA ไมทนตอภาวะที่เปนกรด แตจะทนตอภาวะที่เปนกรด
ออนและสภาวะที่เปนเบสในชวง pH 6-10 ซึ่งคลายกับเลคตินจากเห็ด Hericium erinaceum ที่
สามารถทนตอ pH ในชวงความเปนกรดออนและเบสไดดีที่ชวง pH 5-10.5 (Kawagishi et al.,
1994) นอกจากนีย้งัพบวาคลายกับเลคตินจาก African yam beans ที่สามารถทนตอ pH ไดใน
ชวงกวางคือ pH 2-10 (Machuka et al., 1999) เพยีงแตเลคตินจาก African yam beans ทนตอ
ความเปนกรดไดมากกวา และในการศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิ พบวา VSA สามารถทนอุณหภูมิ
ไดสูงถึง 90°ซ โดยทีไ่มสูญเสียแอคติวิตีของเลคติน ซึ่งคลายกับเลคตินจากรากจํ าปาดะที่สามารถ
ทนอุณหภูมิไดสูงถึง 90°ซ โดยที่ไมสูญเสียแอคติวิตีของเลคตินเชนกัน (Tong-in, 2001) และใน
การศกึษาอิทธิพลของไดวาเลนทแคตไอออน (Ca2+,  Mg2+ และ Mn 2+) และ EDTA พบวาทั้งไดวา
เลนทแคตไอออน และ EDTA ไมมีผลตอการเกาะกลุมของเม็ดเลือดแดงที่เหนี่ยวนํ าโดย VSA ซึ่ง
อาจเปนไปไดวา VSA เองมไีดวาเลนทในตัวเองอยูแลวและในตํ าแหนง prosthetic group และ 
VSA จบักบัไดวาเลนทแคตไอออนแนนดังนั้น EDTA จึงไมสามารถดึงไดวาเลนทออกมาได ซึ่ง
คลายกบัเลคตินจากรากจํ าปาดะซึ่งไดวาเลนทแคตไอออน (Ca2+,  Mg2+ และ Mn 2+) และ EDTA 
ไมมผีลตอการเกาะกลุมของอนุภาคยาง

จากการศึกษาปจจัยตาง ๆ ที่มีอิทธิพลตอแอคติวิตีของ VSA เชน อุณหภูมิ pH และ 
เอนไซมที่นํ ามายอย VSA พบวา VSA มคีวามเสถยีรตอปจจัยตางๆที่กลาวมาแลวขางตน ซึ่งมีคุณ
สมบัติเขาขายจํ าพวกสารกอใหเกิดภูมิแพ แตในการศึกษาครั้งนี้ไมสามารถหาตัวอยางเลือดของผู
ปวยทีแ่พโปรตนีจากถัว่ฝกยาวมาทํ าการศึกษาดาน IgE Immunoblot เพื่อยืนยันขอสมมุติฐานนี้ได

4.2 การสกดัและทํ าบริสุทธิ์ตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA
ตัวยบัยั้งการทํ างานของ VSA เตรยีมไดจากสวนของสารละลายที่แยกจากตะกอนถั่วฝกยาว

หลงัจากการเซนตรฟิวจ จากนั้นนํ าสารละลายที่ไดมาทํ าการตกตะกอนดวยอะซิโตนที่ความอิ่มตัว
ของอะซโิตนเปนชวง ๆ นํ าตะกอนโปรตีนในชวงความอิ่มตัวของอะซิโตนที่ 40-60% ไปทํ าบริสุทธิ์
ดวยคอลมันไคตนิที่ตรึงดวยเลคติน พบวาตัวยับยั้งมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 1.1 เทา ดังตารางที่ 11 
จากนัน้น ํามาวเิคราะหความบริสุทธิ์ดวยวิธี SDS-PAGE พบวาตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA มีนํ้ า
หนกัโมเลกลุ 14,000 ดาลตัน แสดงดังรูปที่ 13 แถวที่ 7 และเมื่อทํ าการวิเคราะหนํ้ าหนักโมเลกุล
ดวยวธิเีจลฟลเตรชัน พบวาเลคตินมีนํ้ าหนักโมเลกุลเทากับ 54,000 ดาลตัน   ดังนั้นตัวยับยั้งการ
ท ํางานของ VSA มลัีกษณะประกอบไปดวย 4 หนวยยอยที่มีนํ้ าหนักโมเลกุลเทากัน
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4.2.1 ปจจัยตางๆตอตัวยับยั้งแอคติวิตีของ VSA
ไดท ําการศึกษาอิทธิพลของ pH ตอแอคติวิตีของตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA พบ

วาตวัยบัยัง้ไมสามารถทนตอความเปนกรดและเบสได แตทนตอสภาพความเปนกรดออนและเบส
ออนไดคือในชวง pH 6-8 ซึ่งคลายกับตัวยับยั้งการทํ างานของเลคตินที่พบในสวนของ C-serum 
ในนํ ้ายางพารา เพยีงแตตัวยับยั้งการทํ างานของเลคตินในนํ้ ายางพาราจะทนตอความเปนเบสมาก
กวาคอื จะทนตอ pH ในชวง pH6-10 (Pasitkul, 2001) จากนั้นไดศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิตอ
แอคตวิิตีของตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA พบวาตวัยับยั้งการทํ างานของ VSA มคีวามเสถียรตอ
อุณหภูมิมากคือสามารถทนตออุณหภูมิ 100 °ซ  เปนเวลานาน 30 นาที ซึ่งมคีวามเสถียรตอ
อุณหภูมิมากกวาตัวยับยั้งการทํ างานของเลคตินที่พบในนํ้ ายางพารา คือตัวยับยั้งการทํ างานของ
เลคตนิจากนํ้ ายางพาราทนตออุณหภูมิไดแค 50 °ซ (Pasitkul, 2001)

4.3 การเกาะกลุมของอนุภาคยางซึ่งเหนี่ยวนํ าโดยโปรตีโอลิปดเลคติน
เนื่องจากมีการศึกษาการเกาะกลุมของอนุภาคยางที่เหนี่ยวนํ าโดยเลคตินมากอนหนานี้โดย 

Pasitkul (2001) ไดท ําการสกัดและทํ าบริสุทธิ์รวมทั้งศึกษาสมบัติของเลคตินดังกลาว พบวาเลคติ
นบริสุทธิ์จากผนังของลูทอยดมีความสามารถเหนี่ยวนํ าใหเกิดการเกาะกลุมของอนุภาคยางได 
พรอมทั้งมีการพบวาไกลโคโปรตีนบนผิวอนภุาคยางมีขนาด 24 kD และมีความจํ าเพาะตอเลคติน
จากผนังของลูทอยด ดังนั้นเลคตินดังกลาวจึงสามารถเหนี่ยวนํ าใหเกิดการเกาะกลุมของอนุภาค
ยางได (Rukseree, 1998) และตอมาไดมีการพบวาเลคตินในนํ้ ายางดังกลาวเปนชนิดไมละลายนํ้ า
แตละลายในตวัท ําละลายไขมัน (เกศจี, 2544) ซึ่ง VSA ก็เปนเลคตินที่ละลายในตัวทํ าละลายไข
มนัเชนกนั แตในถั่วฝกยาวไมมีอนุภาคหอหุมไขมัน (lipid particle) ที่สามารถเตรียมมาศึกษาได
งายเหมอืนอนภุาคที่หอหุมไขมันประเภทยาง จึงไดนํ า VSA ไปทดสอบสมบัติการเหนี่ยวนํ าการ
เกาะกลุมของอนภุาคยางจากพืชที่ใหนํ้ ายาง (ยางอินเดีย รัก ลีลาวดี โปยเซียน และยานขน)  เพื่อ
เปนการทดสอบการเกาะกลุมของอนุภาคยางซึ่งเปนอนุภาคไขมัน จากการทดสอบการเกาะกลุม
ของอนภุาคยางพบวา VSA สามารถเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมของอนุภาคยางไดแสดงวา VSA มี
ความจํ าเพาะกับไกลโคโปรตีนที่อยูบนผิวของอนุภาคของยางพารา เหมือนกับเลคตินจากนํ้ า
ยางพาราที่สามารถเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมของอนุภาคยางไดเชนกัน ดังนั้นจากการทดสอบการ
เกาะกลุมของอนุภาคยางที่เหนี่ยวนํ าโดยโปรตีโอลิปดเลคตินสามารถสรุปไดวา เลคตินชนิด 
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hydrophobic จากถัว่ฝกยาวมีสมบัติคลายกับ เลคตินชนิด hydrophobic ที่พบในนํ้ ายางพารา ซึ่ง
เลคตนิดงักลาวมบีทบาทเกี่ยวของกับการเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมของอนุภาคหอหุมยาง และสงผล
ใหเกดิการอดุตนัในทอนํ้ ายาง สํ าหรับเลคตินชนิด hydrophobic จากถั่วฝกยาวนาจะมีบทบาทที่
คลายกันแตเนื่องจากถั่วฝกยาวเปนพืชที่ไมสามารถสรางนํ้ ายางได จึงนาจะมีบทบาทในการปด 
(สมาน) บาดแผลในพืชโดยการเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมของอนุภาคหอหุมไขมันอื่นๆ และเพราะ
โปรตีนยับยั้งจากถั่วฝกยาวเปนโปรตีโอลิปดที่มีขนาด 14 kD คลายกับไกลโคโปรตีนบนผิวของ
อนภุาคยางซึง่มีขนาด 14 kD และ 24 kD (Rukseree, 1998) ทั้งนี้จะตองทํ าการศึกษาทาง 
immuno staining เพือ่หาแหลงตนตออนุภาคไขมันที่มีตัวยับยั้ง VSA ในเนื้อเยื่อของถั่วฝกยาวตอ
ไป

ผลของระยะเวลาและคา titer ในการบมตอการเกาะกลุมของอนุภาคยาง
จากการศึกษาการเกาะกลุมของอนุภาคยางเมื่อเพิ่มเวลาในการบม และคาtiterของเลคติน

มากขึ้น พบวาเมื่อเพิ่มเวลาบมโปรตีโอลิปดเลคตินใหนานขึ้นจะสงผลใหเกิดการเกาะกลุมของ
อนภุาคยางก็มากขึ้น และเมื่อเพิ่มคา titer ของเลคตนิมากขึ้น พบวาสงผลใหเกิดการเกาะกลุมของ
อนภุาคยางมากขึน้เชนกัน แสดงวาเวลาที่ใชในการบม และคาtiterของโปรตีโอลิปดเลคตินมีความ
แปรผนัโดยตรงกับการเกาะกลุมของอนุภาคยาง

การเกาะกลุมของอนุภาคยางที่มาจากพืชใหนํ้ ายางชนิดตาง ๆ โดย VSA
จากการศกึษา VSA กบัการเหนี่นวนํ าการเกาะกลุมของอนุภาคยางจากพืชชนิดอื่น (ยาง

อินเดยี รัก โปยเซยีน ยานขน และลีลาวดี) พบวา VSA สามารถเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมของอนุภาค
ยางไดเชนเดยีวกบัการเหนี่ยวนํ าการเกาะอนุภาคยางจากยางพารา แสดงวาโปรตีโอลิปดเลคตินมี
ความจํ าเพาะกับไกลโคโปรตีนที่อยูบนผิวของอนุภาคยางทั้งจากยางพาราและพืชอ่ืนที่ใชในการ
ทดสอบ จากการเหนี่ยวนํ าใหเกิดการเกาะกลุมของอนุภาคยางแสดงใหเห็นวาบนอนุภาคยางของ
พชืแตละชนดิกจ็ะมีไกลโคโปรตีนที่มีความจํ าเพาะแตกตางกันอยูบนผิวของอนุภาคยาง

การเกาะกลุมของอนุภาคยางที่เหนี่ยวนํ าโดย VSA กับ HLL
เมือ่ท ําการทดสอบการเกาะกลุมของอนุภาคยางที่เหนี่ยวนํ าโดย VSA เปรียบเทียบกับ HLL 

จากยางพาราโดยใชปริมาตรtiterเทากัน พบวา VSA สามารถเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมของอนุภาค
ยางจากลลีาวด ียางอนิเดีย และยานขนได แต HLL จากยางพารา สามารถเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุม
ของอนุภาคยางจากรัก และโปยเซียนไดดีกวา VSA ระดับความสามารถในการเกาะกลุมของ
อนภุาคยางทีเ่หนีย่วน ําโดย VSA และ HLL นั้นแสดงใหเห็นวาไกลโคโปรตีนบนผิวของอนุภาคยาง
แตละชนดิมทีั้งสวนของคารโบไฮเดรตที่เกี่ยวของกับการจดจํ าที่ตางกันบางเล็กนอย

การยบัยัง้การเกาะกลุมของอนุภาคยางดวยตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA
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จากผลการทดลองการยับยั้งการเกาะกลุมของอนุภาคยางดวยตัวยับยั้งการทํ างานของ 
VSA ทีส่ามารถสกดัไดจากสวนของสารละลายของถั่วฝกยาว พบวาตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA 
สามารถยับยั้งการเกาะกลุมของอนุภาคยางที่เหนี่ยวนํ าไดทั้งโดยโปรตีโอลิปดเลคตินจากถั่ว
ฝกยาวซึง่อยูในตระกูล Leguminoseae และเลคตินจากยางพาราอยูในตระกูล Euphorbeaceae  
โดยตวัยบัยั้งการทํ างานของ VSA แสดงวาสมบติัของบริเวณ binding site ของ VSA และเลคติน
จากนํ ้ายางพารานาจะมคีวามคลายกัน และ VSA ก็สามารถยับยั้งการทํ างานของ HLL จากนํ้ า
ยางพาราไดเชนกัน และเมื่อใชปริมาณโปรตีนของตัวยับยั้งตอการยับยั้งการเกาะกลุมของอนุภาค
ยางที่แตกตางกันจากมากไปนอย พบวาการเกาะกลุมของอนุภาคยางแปรผันตรงกับปริมาณ
โปรตีนตัวยับยั้งที่ใช




