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3. ผลการทดลอง

3.1 ผลการสกัดและทํ าบริสุทธิ์โปรตีโอลิปดเลคตินชนดิไมละลายนํ้ าจากถั่วฝกยาว
เมื่อใชถั่วฝกยาวสด 1 กิโลกรัม พบวาหลังการนํ าผงถั่วฝกยาวอบแหงไปสกัดดวยสาร

ละลายคลอโรฟอรมตอเมทานอลในอัตราสวน 2:1 (v/v) สารสกัดที่ไดจัดเปนพวกโปรตีโอลิปด ซึ่ง
สามารถแยกสวนไปหาแอคติวิตีของเลคติน สารสกัดโปรตีโอลิปดจากชั้น fluff มีคาแอคติวิตีเทากับ 
25.6 titer/g และเมือ่น ํา fluff ไปตกตะกอนดวยอะซิโตนที่ชวงความอิ่มตัวตาง ๆ พบวา ที่ 0-20%, 
20-40%, 40-60% และ 60-80% คาแอคติวิตีเทากับ 10,240, 10,240, 20,480 และ 640 titer ตาม
ลํ าดบั ดังตารางที่ 4 และคิดเปนคาแอคติวิตีตอกรัมของนํ้ าหนักสดเทากับ 10.24, 10.24, 20.48 
และ 0.64 titer/g ตามลํ าดับ สวนโปรตีนจากชั้นเมทานอลไมมีคาแอคติวิตี และจากการเตรียมโปร
ตีโอลิปดเลคตินจากชั้นโปรตีนของคลอโรฟอรม พบวาสารสกัดโปรตีโอลิปดเลคตินมีคาแอคติวิตี
เทากบั 1,433.6 titer/g และสารสกัดโปรตีโอลิปดเลคตินจากชั้น fluff ของถั่วฝกยาวสดมีคาแอคติวิ
ตีเทากับ 3.2 titer/g หลังจากนํ าสารสกัดโปรตีโอลิปดเลคตินไปวิเคราะหความบริสุทธิ์ดวยวิธี 
SDS-PAGE ดังรูปที ่3 ในแถวที่ 3 ซึ่งแสดงแถบโปรตีโอลิปดเลคตินจากชั้น fluff ของถั่วอบแหง พบ
วามแีถบโปรตีนหลายแถบแตมีแถบหลักที่มีนํ้ าหนักโมเลกุล 25,000 ดาลตัน และโปรตีโอลิปดเล
คตนิจากชัน้โปรตนีจากชั้น fluff ของถั่วฝกยาวสด พบวามีแถบโปรตีนหลักที่มีนํ้ าขนาด 25,000 
ดาลตนั(แถวที ่4)  ในแถวที่ 5 แสดงแถบโปรตีนที่อยูในชั้นเมทานอลจะพบแถบโปรตีนสวนใหญจะ
อยูในชวง 67,000 ดาลตัน และแถวที่ 6 แสดงแถบโปรตีนเพียง 1 แถบที่อยูในชั้นคลอโรฟอรมและ
มีนํ้ าหนักโมเลกุลเทากับ 25,000 ดาลตัน ดังนั้นวิธีการสกัดโปรตีโอลิปดเลคตินจากชั้น
คลอโรฟอรมจึงมีความเหมาะสมสํ าหรับการเตรียมโปรตีโอลิปดเลคตินบริสุทธิ์

หลงัจากเตรียมโปรตีโอลิปดเลคตินบริสุทธิ์จากชั้นคลอโรฟอรม พบวาโปรตีโอลิปดเลค ตินมี
คาแอคติวิตีของเลคตินเทากับ 1,433,600 titer และมีปริมาณโปรตีนเทากับ 41.2 ไมโครกรัมตอ
มลิลิลิตร และมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 13 เทาของสารสกัดโปรตีนเริ่มตน (แสดงในตารางที่ 3) และ
เมือ่น ําไปวเิคราะหความบริสุทธิ์ดวยวิธี SDS-PAGE พบโปรตีนเพียง 1 แถบ แตยังพบแถบสีเขียว
ดานลางทีต่ํ่ ากวาโปรตีนมาตรฐาน 14,000 ดาลตัน จึงนํ าสารสกัดโปรตีโอลิปดเลคตินไปตก
ตะกอนดวยอะซโิตนที่ชวงความอิ่มตัวตาง ๆ กัน หลังการตกตะกอนดวยอะซิโตน พบวาแถบ
โปรตนีในชวงความอิ่มตัว 0-20% สามารถกํ าจัดแถบสีเขียวดานลางออกได (รูปที ่ 4)  แถวที่ 1
สวนในแถวที ่2 และ 3 ยังคงพบแถบสีเขียวดานลางแสดงดังรูป และเมื่อนํ าตะกอนในชวงอะซิโตน
ตาง ๆ ไปหาคาแอคติวิตีของเลคติน พบวาที่ความอิ่มตัวของอะซิโตน 0-20%, 20-40%, 40-60%
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และ 60-80%  มีคา 40,960, 20,480, 20,480  และ 0 unit ตามลํ าดับ แสดงในตารางที่ 3  เมื่อ
คํ านวณนํ ้าหนกัโมเลกุลของโปรตีโอลิปดเลคตินบริสุทธิ์จากถั่วฝกยาว โดยเขียนกราฟมาตรฐาน
ระหวางคา Relative mobility ของโปรตีนมาตรฐาน กับคา Log MW (รูปที่ 5) พบวาโปรตีโอลิปด
เลคตนิบริสุทธิ์มีนํ้ าหนักโมเลกุล 25,000 ดาลตัน

     รูปที ่3  แถบโปรตีนบน SDS-PAGE ของสารสกัดโปรตีนที่เตรียมจากวิธีโปรตีโอลิปด
   แถวที ่1 = โปรตีนมาตรฐาน
   แถวที ่2 = สารละลายโปรตีนจากถั่วฝกยาวใน 0.2% Triton X-100
   แถวที ่3 = โปรตีนที่อยูในชั้นโปรตีโอลิปด (fluff)
   แถวที ่4 = โปรตีนที่อยูในชั้นโปรตีโอลิปด (fluff) ของถั่วสด

    แถวที ่5 = โปรตีนที่อยูในชั้นเมทานอล
                 แถวที ่6 = โปรตีนที่อยูในชั้นคลอโรฟอรม
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ตารางที ่3 ผลการสกัดและทํ าบริสุทธิ์โปรตีโอลิปดเลคตินจากถั่วฝกยาว (VSA)

   Sample*                      Total H.A.       Total          Specific       Purification        Yield
                                              activity         protein  activity           fold
                                               (Unit)           (µg)          (unit/µg)

  Crude dry powder             2,867,200    1.074x103       2,669                 1                100

    โปรตีโอลิปดชั้น                  1,433,600        41.2         34,796                13                  50
     Chloroform

    โปรตีโอลิปดชั้น fluff                25,600        55.6              460                  5.8                 1

    โปรตีนชั้น Methanol                0                    -                 -                        -                  -

  * จากถัว่ฝกยาวสด 1000 กรัม
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         ตารางที ่4 แอคติวิตีของ fluff ที่ชวงความอิ่มตัวของอะซิโตนตาง ๆ กัน

                    ชวงความอิ่มตัวของอะซิโตน                          Total Hemagglutination
                                                                                     unit

               สารละลายกอนตกตะกอนดวยอะซิโตน                              10240
0-20% 10240
20-40% 10240
40-60% 20480
60-80%     640
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รูปที ่4  แถบโปรตีนบน SDS-PAGE ของสารสกัดโปรตีโอลิปดเลคตินที่อยู
          ในชัน้คลอโรฟอรมโดย ทํ าการตกตะกอนดวยอะซิโตนที่ความอิ่มตัวตาง ๆ

แถวที่ 1 = โปรตีนมาตรฐาน
แถวที ่2 = VSA ชั้นคลอโรฟอรมตกตะกอนที่ความอิ่มตัว 0-20%

            แถวที ่3 = VSA ชั้นคลอโรฟอรมตกตะกอนที่ความอิ่มตัว 20-40%
            แถวที ่4 = VSA ชั้นคลอโรฟอรมตกตะกอนที่ความอิ่มตัว 40-60%
           แถวที ่5 = VSA ชั้นคลอโรฟอรมตกตะกอนที่ความอิ่มตัว 60-80%
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          ตารางที่ 5 แอคติวิตีของ VSA ชัน้คลอโรฟอรมหลังการตกตะกอนดวยอะซิโตน

   ชวงความอิ่มตัวของอะซิโตน                  H.A. (Unit)

                                0-20%                      40,960

                       20-40%                                                         20,480

                       40-60%        20,480

                       60-80%                                                                 0
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            รูปที ่5   กราฟมาตรฐานของการหานํ้ าหนักโมเลกุลยอยของ VSA โดย SDS-PAGE
                           กราฟมาตรฐานพล็อตระหวางคา Relative mobility ของโปรตีนมาตรฐาน

กบั Log MW ของโปรตีนมาตรฐาน โปรตีนมาตรฐานไดแก α-lactalbumin
(14 kD),  Soybean trypsin inhibitor (20 kD), Carbonic anhydrase (30
kD), ovalbumin (43 kD), BSA (67 kD), Phosphorylase b (94 kD)

 α-lactalbumin

  Soybean trypsin inhibitor
 VSA

 Carbonic anhydrase
  ovalbumin

BSA

Phosphorylase b
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3.2 การศึกษาคุณสมบัติของ VSA
หลงัจากสามารถสกัด VSA บริสุทธิจ์ากถั่วฝกยาวไดแลว จึงทํ าการศึกษาคุณสมบัติของ

โปรตีนโอลิปดเลคติน ไดแก การหานํ้ าหนักรวมของ VSA ความสามารถในการเกาะกลุมเม็ดเลือด
แดงชนดิตางๆ  ความจํ าเพาะตอนํ้ าตาลและไกลโคโปรตีน อิทธิพลของเอนไซมตอ VSA อิทธิพล
ของ pH อิทธิพลของอุณหภูมิ และอิทธิพลของไดวาเลนทแคตไอออน (Ca2+,  Mg2+ และ Mn 2+ )
และ EDTA ตอแอคติวิตี VSA

3.2.1 การหานํ ้าหนกัโมเลกุลของ VSA บริสุทธิ์โดยวิธีเจลฟลเตรชัน
น ําสารสกัด VSA บริสุทธิม์าท ําการหานํ้ าหนักโมเลกุล โดยทํ าโครมาโทกราฟฟดวย

คอลมัน Sephadex G-200 ที่ปรับคอลัมนใหสมดุลดวยบัฟเฟอรที่ประกอบดวย 50 mM Tris-HCl, 
pH 7.4-0.2% Triton X-100 หลงัจากผาน VSA ลงในคอลัมนแลวชะคอลัมนดวยบัฟเฟอรชนิด
เดยีวกนั จากนั้นนํ าแตละหลอดไปหาคาแอคติวิตีของเลคตินที่ออกมาจากคอลัมน พบวา แอคติวิตี
ของ VSA บริสุทธิถ์กูชะออกมาเพียง 1 พีค หลังจากนั้นทํ าการผานโปรตีนมาตรฐาน 4 ชนิดลงไป
ในคอลมัน เพื่อใชเปนตัวมาตรฐานในการคํ านวณหานํ้ าหนักโมเลกุลของ VSA บริสุทธิ์ จากการ
คํ านวณหานํ้ าหนักโมเลกุลของ VSA บริสุทธิ ์โดยทํ าการ plot กราฟระหวางคา Kav กบัคา log MW 
พบวา VSA บริสุทธิม์นีํ ้าหนักโมเลกุลเทากับ 100,000 ดาลตัน  แสดงดังรูปที่ 6
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รูปที่ 6   แสดงการหานํ้ าหนักโมเลกุลของเลคตินบริสุทธิ์โดยคอลัมน Sephadex G-200
รูป A แสดงจํ านวนหลอดของโปรตีโอลิปดเลคติน และโปรตีนมาตรฐานที่ถูกชะ
ออกมาจากคอลัมน Sephadex G-200 โดย 1 = Blue dextrane, 2 = Catalase,
3 = Aldolase, 4 = proteolipid lectin 5 = BSA, 6 = Ovalbumin, 7 = K2Cr2O7

รูป B แสดงกราฟมารตฐานที่ plot ระหวางคา Kav กบั คา log MW ของโปรตีน
มาตรฐาน Catalase (232 kD), Aldolase (158 kD), BSA (67 kD), Ovalbumin
(43 kD) นํ ้าหนกัโมเลกุลของ VSA ที่คํ านวณไดจากกราฟมาตรฐานมีคาเทากับ
100,000 ดาลตัน
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3.2.2 การวเิคราะหคุณสมบัติการเปนไกลโคโปรตีนของ VSA
 วธิกีารวเิคราะหคุณสมบัติการเปนไกลโคโปรตีน สามารถทํ าโดยใชวิธีการยอมติดสี
ของแถบไกลโคโปรตีน ซึ่งการยอมไกลโคโปรตีนหลายวิธีแตวิธีที่นิยมใชโดยทั่ว ไปจะใชการยอมติด
สีชนดิ PAS ดังทีไ่ดกลาวมาแลวขางตน ซึ่งในการยอมสีชนิด PAS โดยอาศัยปฏิกิริยา oxidation
ของไกลโคโปรตีนกับ periodate พบวามีการติดสีของโปรตีนเกิดขึ้นที่แถบโปรตีนที่มีขนาด 25,000
ดาลตนั ซึ่งแสดงใหเห็นวา VSA เปนไกลโคโปรตีน ดังแสดงในรูปที่ 7

 รูปที ่7  SDS-PAGE ยอมแถบไกลโคโปรตีน
                                           แถวที ่1 =  โปรตีนมาตรฐาน

      แถวที่ 2 =  VSA บริสุทธิ์ยอม Coomassie brilliant blue
                                           แถวที ่3 =  VSA บริสุทธิ์ยอมไกลโคโปรตีน
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3.2.2 ความจํ าเพาะของ VSA ตอเม็ดเลือดแดงชนิดตางๆ นํ้ าตาล และไกลโค
โปรตีนชนิดตางๆ

        เลคตินแตละชนิดมีความสามารถในการจับจํ าเพาะตอนํ้ าตาลบนผิวเซลลของเม็ด
เลือดแดงไดแตกตางกัน และแอคติวิตีของเลคตินถูกยับยั้งไดดวยนํ้ าตาลหรือไกลโคโปรตีนชนิด
ตาง ๆ กนั ดังนั้นในการทดสอบความจํ าเพาะของเลคตินตอนํ้ าตาลบนผิวเม็ดเลือดแดง นํ้ าตาล 
หรือไกลโคโปรตนี สามารถทํ าการทดสอบไดหลายวิธีเชน ทํ าการทดสอบความจํ าเพาะของเลคติน
ตอนํ ้าตาลบนผิวของเม็ดเลือดแดงชนิดตาง ๆ สามารถทดสอบไดโดยการทํ า hemagglutination 
กบัเมด็เลอืดแดงชนิดตาง ๆ  หรือทดสอบการยับยั้งแอคติวิตีของเลคตินดวยนํ้ าตาล หรือไกลโค
โปรตนีชนดิตางๆ โดยทํ า hemagglutination inhibition ซึ่งในการหาความจํ าเพาะของ VSA 
บริสุทธิท์ีส่กัดไดในครั้งนี้จะทํ าการทดสอบความสามารถของ VSA ในการเหนีย่วนํ าการเกาะกลุม
เมด็เลอืดแดงชนิดตาง ๆ และความสามารถในการยับยั้งแอคติวิตีของ VSA ดวยนํ้ าตาล และไกล
โคโปรตนีชนดิตาง ๆ นอกจากนั้นยังไดทํ าการทดสอบอิทธิพลของเอนไซมทริปซินตอนํ้ าตาลบนผิว
เม็ดเลือดแดง

ความสามารถของ VSA ตอการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงชนิดตางๆ
ในการทดสอบความสามารถของการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงชนิดตาง ๆ โดยใชเม็ด

เลอืดแดงของคน (A, B, Oและ AB) เม็ดเลือดแดงของกระตาย และเม็ดเลือดแดงของหนู พบวา
สารละลาย VSA สามารถเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของกระตาย และเม็ดเลือดแดงของ
หนไูดจงึมคีวามจ ําเพาะกับเม็ดเลือดแดงของสัตวฟนแทะ แตเลคตินดังกลาวไมสามารถเหนี่ยวนํ า
การเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของคนได (A, B, Oและ AB) จากผลการทดลองสามารถสรุปไดวา 
VSA มคีวามจ ําเพาะตอนํ้ าตาลบนผิวเม็ดเลือดแดงของสัตวฟนแทะเทานั้น แตไมมีความจํ าเพาะ
ตอนํ ้าตาลบนผิวเม็ดเลือดแดงของคน (A, B, O และ AB) และจากการทดสอบอิทธิพลของเอมไซม
ตอเมด็เลอืดแดง โดยการนํ า VSA ไปทดสอบความ สามารถของการเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมเม็ด
เลือดแดงของกระตายที่ถูกยอยดวยเอนไซมทริปซินแลวเปรียบเทียบกับเม็ดเลือดแดงที่ไมถูกยอย
ดวยเอนไซม พบวาหลัง จากเม็ดเลือดแดงถูกยอยดวยเอนไซมทริปซิน แอคติวิตีของ VSA เพิ่มข้ึน
เล็กนอย ดังนั้นเม็ดเลือดแดงที่ใชทํ าการทดสอบครั้งตอไปจึงใชเม็ดเลือดแดงที่ไมไดยอยดวย
เอนไซม ดังตารางที่ 6



67

              ตารางที ่6 ความสามารถของ VSA ตอการเกาะกลุมของเม็ดเลือดแดงชนิดตางๆ

          RBC. H.A.

   คน :
Group A      0

Group B      0
Group O      0
Group AB      0

   หนู          +
  กระตาย          +

กระตาย (trypsinized)        +
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ผลการยบัยัง้แอคติวิตีของ VSA ดวยนํ้ าตาล และไกลโคโปรตีนชนิดตางๆ
จากการทดสอบความสามารถของการยับยั้งแอคติวิตีของ VSA ดวยนํ้ าตาลชนิด

ตางๆ ที่ความเขมขนในชวง 0-200 mM (glucose, mannose, ribose, moltose, sucrose
,galactose, N-acetylglucosamine) จากผลการทดลองพบวาไมมีนํ้ าตาลชนิดใดสามารถยับยั้ง
แอคติวิตีของ VSA ไดนอกจากนํ ้าตาลเอนอะซิติลกลูโคซามีนที่ความเขมขน 200 mM ที่สามารถ
ยับยั้งแอคติวิตีของ VSA ไดเพยีงเล็กนอยเทานั้น ดังตารางที่ 7

จากการทดสอบความสามารถของการยับยั้งแอคติวิตีของ VSA ดวยไกลโคโปรตีน
ชนดิตางๆ พบวาตัวยับยั้งการทํ างานของโปรตีโอลิปดเลคตนิทีเ่ตรียมไดจากถั่วฝกยาวสามารถ
ยบัยัง้การเกาะกลุมของเม็ดเลือดแดงไดดีที่สุด ความเขมขนนอยที่สุดที่สามารถยับยั้งแอคติวิตีของ
VSA ไดคือ 0.1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร รองลงมาคือ mucin ความเขมขนตํ่ าสุดคือ 2.4 ไมโคกรัม
ตอมลิลิลิตร ไกลโคโปรตีนจากนํ้ ายางพารา (CS-HLLBP) และ asialo fetuin ที่ความเขมขนตํ่ าสุด
คือ 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ fetuin ที่ความเขมขนตํ่ าสุดคือ 40 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ดัง
ตารางที่ 8
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             ตารางที ่7  ผลการยับยั้งของนํ้ าตาลตอการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของกระตาย

Sugars Minimum concentration for 100%
inhibition (0-200 mM)

glucose      N.I.
                        

mannose N.I.

ribose N.I.

moltose N.I.

sucrose N.I.

galactose N.I.

N-acetylglucosamine                               200 mM (only slightly)
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           ตารางที ่8  ปริมาณโปรตีนที่นอยที่สุดสามารถยับยั้งการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดง
                            ของกระตายที่เหนี่ยวนํ าโดย VSA

Glycoprotein 100% Hemagglutination inhibition
      (µg/ml)

                     Vigna sequipedalis 0. 1
                       (aqueous phase)

Mucin 2.4

CS-HLLBP 20

Asialo fetuin 20

Fetuin 40

3.2.3 ผลของการยอย VSA ดวยเอนไซมทริปซิน และโปรเนส      
น ํา VSA บริสุทธิ์ไปทํ าการยอยดวยเอนไซมทริปซิน โปรเนส เปนเวลานาน 30 และ

60 นาท ีจากนัน้ท ําการหยดุการทํ างานของเอนไซมโดยนํ าไปตมในนํ้ าเดือดเปนเวลา 10 นาที จาก
นัน้ทดสอบความสามารถของ VSA ตอการเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของกระตาย โดย
ท ําการวเิคราะหผลเปรียบเทียบกับ VSA ที่ไมไดถูกยอยดวยเอนไซมมากอน ซึ่งหลังจากการทํ า
hemagglutination พบวาเมือ่ใชเวลายอยนาน 30 และ 60 นาที VSA ที่ถูกยอยดวยเอนไซม
ทริปซนิ และโปรเนส มีแอคติวิตีเปลี่ยนไปเปน 100% และ 125% ตามลํ าดับ รูปที่ 8 (เอนไซม
ทริปซิน), และรูปที่ 9 (เอนไซมโปรเนส)  ตามลํ าดับ
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                                รูปที ่ 8  อิทธิพลของเอนไซมทริปซินตอแอคติวิตีของ VSA
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                  รูปที ่9  อิทธิพลของเอนไซมโปรเนสตอแอคติวิตีของ VSA
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3.2.4 อิทธพิลของ pH ตอการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของกระตายที่เหนี่ยวนํ าโดย
VSA
ในการทดสอบความสามารถของ VSA บริสุทธิ์ตอ  pH ตางๆในชวง pH 4-10 โดย

บมที ่pH ตาง ๆ กัน ตามที่ไดอธิบายไวขางตนหลังจากครบเวลา 2 ชั่วโมงแลวทํ าการปรับ pH กลับ
มาเปน pH 7.4 ในทุก pH ที่ทํ าการทดสอบแลวหาแอคติวิตีของ VSA โดยทํ า hemagglutination
พบวา VSA ไมสามารถทนตอความเปนกรดได แตทนตอสภาพกรดออนและเบสในชวงกวางไดดี
ในชวง pH 6-10 ที่ทํ าการทดสอบ ดังรูปที่ 10
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               รูปที ่10 อิทธิพลของ pH ตอการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของกระตายที่
                  เหนีย่วนํ าโดย VSA
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3.2.5 ผลของอุณหภูมิตอการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของกระตายที่เหนี่ยวนํ าโดย 
VSA

         โดยสวนมากอุณหภูมิมักจะมีผลตอการเปลี่ยนแปลงโครงสราง และแอคติวิตีของ
โปรตนี จงึไดทํ าการทดสอบความเสถียรของ VSA ตออุณหภูมิ โดยทํ าการบมเลคตินดังกลาวที่
อุณหภมูติาง ๆ กนั เปนเวลานาน 30 นาที จากนั้นทํ าใหเย็นโดยเร็วแลวนํ า VSA ดังกลาวมาหา
แอคตวิตีิของเลคตินโดยทํ า hemagglutination จากการทดลองพบวา VSA สามารถทนตอ
อุณหภูมิไดดีที่อุณหภูมิอยูในชวง 30-90 °ซ และที่อุณหภูมิ 100°ซ เลคตินดังกลาวมีแอคติวิตีลด
ลงเหลอื 75% เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่อุณหภูมิหอง ดังรูปที่ 11

                    รูป 11 อิทธิพลของอุณหภูมิตอการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของกระตายที่
        เหนีย่วนํ าโดย VSA
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3.2.6 อิทธพิลของไดวาเลนทแคทไอออน (Ca2+,  Mg2+ และ Mn 2+ )และ EDTA
เลคตินสวนใหญตองการไดวาเลนทแคทไอออนชวยในการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดง

ดังนัน้จงึไดทํ าการทดสอบอิทธิพลของไดวาเลนทแคทไอออน (Ca2+,  Mg2+ และ Mn 2+) และ EDTA 
ทีค่วามเขมขน 0-200 mM ตอแอคติวิตีของ VSA โดยบม VSA ดังกลาวกับไดวาเลนทแคทไอออน 
(Ca2+,  Mg2+ และ Mn 2+) และ EDTA ตามวิธีที่กลาวมาแลวขางตน จากนั้นทํ าการวิเคราะหเปรียบ
เทยีบผลแอคติวิตีของ VSA กับชุดควบคุมที่ใชบัฟเฟอร TBS แทน พบวาไดวาเลนทแคทไอออน 
(Ca2+,  Mg2+ และ Mn 2+) และ EDTA ไมมีผลตอการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของกระตายที่เหนี่ยว
น ําโดย VSA ตารางที่ 9

             ตารางที่ 9 อิทธิพลของไดวาเลนทแคทไอออน (Ca2+,  Mg2+ และ Mn 2+ )  และ EDTA ตอ
                             การเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของกระตายที่เหนี่ยวนํ าโดย VSA

        Chemical agent                 Concentration                  Hemagglutination
                                                                     (mM)                                     (%)

  Ca2+ 0-200 100

Mg2+ 0-200 100

Mn 2+ 0-200 100

EDTA 0-200 100
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3.3 ผลการสกดัและการทํ าบริสุทธิ์ตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA จากถัว่ฝกยาว
ผลจากการน ําสารละลายไปสกัดดวย คลอโรฟอรมตอเมทานอลในอัตราสวน 2:1 (v/v) จาก

นัน้เก็บสวนของ (aqueous phase) ที่ไดจากการตกตะกอนดวยอะซโิตนที่ชวงความอิ่มตัวตาง ๆ 
กนั ไปทดสอบการยับยั้งการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของกระตายที่เหนี่ยวนํ าโดย VSA โดยการทํ า 
Hemagglutination inhibition พบวาชวงความอิ่มตัวของอะซิโตนที่ 0-20%, 20-40%,          40-
60% และ 60-80% มีคาความสามารถในการยับยั้งแอคติวิตีแปน 640, 10,240, 81,920 และ
1,280 titer ตามล ําดบั ดังแสดงในตารางที่ 10 จากนั้นนํ าสารละลายตะกอนโปรตีนในแตละชวงทํ า 
SDS-PAGE แสดงดงัรูปที ่12 ในแถวที่ 2 แสดงแถบสารละลายโปรตีนกอนตกตะกอนดวยอะซิโตน 
พบแถบโปรตนีหลักที่มีนํ้ าหนักโมเลกุล 30,000 ดาลตัน ในแถวที่ 3 แสดงแถบของสารละลาย
ตะกอนโปรตนีที่ชวงความอิ่มตัว 0-20% เห็นแถบไมชัดเจน แถวที่ 4 แสดงแถบของสารละลาย
ตะกอนโปรตนีทีช่วงความอิ่มตัว 20-40% แถบโปรตีนหลักมีนํ้ าหนักโมเลกุลอยูในชวง 14,000-
30,000 ดาลตนั แถวที่ 5 แสดงแถบของสารละลายตะกอนโปรตีนที่ชวงความอิ่มตัว 40-60% พบ
แถบโปรตนีหลักมีขนาด 14,000 และ 24,000 ดาลตัน แถวที่ 6 แสดงแถบของสารละลายตะกอน
โปรตนีทีช่วงความอิ่มตัว 60-80% พบแถบโปรตีนหลักมีนํ้ าหนักโมเลกุล 14,000 ดาลตัน จากนั้น
สารละลายน ําตะกอนโปรตีนในชวง 40-60%  ซึ่งมีความสามารถยับยั้งการทํ างานของเลคตินไดดี
ทีสุ่ดไปท ําใหบริสุทธิ์ โดย load สารละลายตัวยับยั้งการทํ างานของเลคติน โดยใชคอลัมน   ไคตินที่
ตรึงดวยเลคตินดังวิธีที่ไดกลาวมาแลวขางตน หลังชะคอลัมนดวยบัฟเฟอรที่มีความเขมขนเกลือ
เพิม่ข้ึนอยางตอเนื่อง พบวาตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA ออกมาที่ความเขมขนเกลือ 0.5 M NaCl 
(รูปที ่13) และเมือ่วิเคราะหหาคาความสามารถในการยับยั้งแอคติวิตีของ VSA พบวาตัวยับยั้งการ
ท ํางานของ VSA มีคาแอคติวิตีเทากับ 1,280 titer/ml มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 1.1 เทา ดังแสดงใน
ตารางที ่  11 และเมื่อทํ าการวิเคราะหความบริสุทธิ์ดวยวิธี SDS-PAGE พบวาตัวยับยั้งการทํ างาน
ของเลคตนิมีนํ้ าหนักโมเลกุล 14,000 ดาลตัน แสดงในรูปที่ 12 แถวที่ 7
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 ตารางที ่10 แอคติวิตีของตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA ทีช่วงความอิ่มตัวของ
                          อะซิโตนตางๆกัน

  

                     ชวงความอิ่มตัวของอะซิโตน                       Total inhibition
                                                                                         Hemagglutination (unit)

            สารละลายกอนตกตะกอนดวยอะซิโตน                                       0
0-20%      640
20-40% 10,240
40-60% 81,920
60-80%   1,280
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   รูปที ่12  SDS-PAGE ของสารละลายตะกอนโปรตีนตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA
                 ทีช่วงความอิ่มของอะซิโตนตางๆกัน

               1,8 =  โปรตีนมาตรฐาน
                 2    =   สารสกัดโปรตีนชั้น aqueous phase
                 3    =   สารสกดัโปรตีนที่ไดจากการตกตะกอนดวยอะซิโตนที่ชวงความอิ่มตัว 0-20%

               4    =   สารสกดัโปรตีนที่ไดจากการตกตะกอนดวยอะซิโตนที่ชวงความอิ่มตัว 20-40%
               5    =   สารสกดัโปรตีนที่ไดจากการตกตะกอนดวยอะซิโตนที่ชวงความอิ่มตัว 40-60%

                 6    =   สารสกดัโปรตีนที่ไดจากการตกตะกอนดวยอะซิโตนที่ชวงความอิ่มตัว 60-80%
                 7    =  ตัวยบัยัง้การทํ างานของ VSA จากคอลัมนไคตินที่ตรึงดวยโปรตีโอ
                           ลิปดเลคตินโดยใชสาร สกดัจาก 5
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    รูปที ่13 โครมาโทแกรมแสดงการทํ าตัวยับยั้งแอคติวิตีของ VSA ใหบริสุทธิ์โดยผานคอลัมน
                ไคตินที่ตรึงดวยเลคติน
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ตารางที ่11 ผลการทํ าบริสุทธิ์ตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA

          Sample                  Total H.I.     Total protein       Specific         Purification    Yield
                          (Unit)               mg                activity            fold                %

                                                                                       (unit/mg)

   crude extract                          0               -                        -                       -                -
   (aqueous phase)

 สารละลายตะกอนโปรตีน  20,480             0.2763           74,122                   1              100
  ชวงความอิ่มตัว40-60%

   Affinity column                1,280             0.0157           81,528                1.1             6.25
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3.3.1 การหานํ ้าหนักโมเลกุลของตัวยับยั้งแอคติวิตีของ VSA บรสิทุธิโ์ดยวิธีเจล
ฟลเทรชั่น
หลงัจากสามารถทํ าบริสุทธิ์ตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA ดวยคอลัมนไคตินที่ตรึง

ดวยเลคตนิไดแลวตอไปจึงนํ าสารละลายไปหาคุณสมบัติของโปรตีน ไดแก หานํ้ าหนักโมเลกุลโดย
วิธีโครมาโทกราฟฟดวยคอลัมน Sephadex G-100 ที่ปรับคอลัมนใหสมดุลดวยบัฟเฟอรที่
ประกอบดวย 50 mM  Tris-HCl, pH 7.4 แลว load ตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA บริสุทธิ์ลงใน
คอลมัน แลวชะคอลัมนดวยบัฟเฟอรชนิดเดียวกัน จากนั้นนํ าแตละหลอดไปหาคาการยับยั้งแอคติ
วตีิของเลคติน พบวาโปรตีนตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA ถกูชะออกมาเพียง 1 พีค รูป 14       
(โครมาโทรแกรม) หลงัจากนัน้ท ําการผานโปรตีนมาตรฐาน 4 ชนิดลงไปในคอลัมน เพื่อใชเปนตัว
มาตรฐานในการคํ านวณหานํ้ าหนักตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA จากการคํ านวณหานํ้ าหนัก
โมเลกลุโดยทํ าการพล็อตกราฟระหวางคา Kav กบัคา log MW พบวาตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA
มนีํ ้าหนกัโมเลกุลเทากับ 54,000 ดาลตัน  และจากการเขียนกราฟมาตรฐานระหวางคา Relative 
mobility และ Log MW พบวาตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA บริสุทธิม์นีํ้ าหนักโมเลกุลยอย 14,000 
ดาลตนั ดังรูปที่15 แสดงวาตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA ประกอบดวย 4 หนวยยอยที่มีนํ้ าหนัก
โมเลกุลเทากัน
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   รูปที่ 14   แสดงการหานํ ้าหนักโมเลกุลของตัวยับยั้งการทํ างานของ VSAโดยคอลัมน Sephadex
G-100
รูป A แสดงจํ านวนหลอดของตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA และโปรตีนมาตรฐานที่ถูก
ชะออกมาจากคอลัมน Sephadex G-100 โดย 1 = Blue dextrane, 2 =  Aldolase, 3
=  BSA, 4 = ตัวยบัยัง้การทํ างานของ VSA, 5 = chymotrypsin, 6 = K2Cr2O7

รูป B แสดงกราฟมาตรฐานที ่ plot ระหวางคา Kav กบั คา log MW ของโปรตีนมาตร
ฐาน Aldolase (158 kD), BSA (67 kD), Ovabumin (43 kD) chymotrypsin (25 kD)
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นํ ้าหนัก โมเลกลุของตวัยบัยั้งการทํ างานของเลคตินที่คํ านวณไดจากกราฟมาตรฐานมี
คาเทากับ 54,000  ดาลตัน
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           รูปที ่15   กราฟมาตรฐานของการหานํ้ าหนักโมเลกุลยอยของตวัยบัยัง้การทํ างานของ VSA   
                         โดย SDS-PAGE

 กราฟมาตรฐานพล็อตระหวางคา Relative mobility ของโปรตีนมาตรฐาน
 กบั Logarithm MW ของโปรตีนมาตรฐาน โปรตีนมาตรฐานไดแก α-

                         lactalbumin (14 kD), Soybean trypsin inhibitor (20 kD), Carbonic
                         anhydrase (30 kD), ovalbumin (43 kD), BSA (67 kD), Phosphorylase b
                         (94 kD)

α-lactalbumin
Soybean trypsin inhibitor

Carbonic anhydrase
     ovalbumin

    BSA
ตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA
Phosphorylase b
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3.3.2  ผลของ  pH ตอตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA
 ในการทดสอบความเสถียรของตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA ตอ pH ในชวง pH 4-

10 โดยบมที ่pH ตางๆกัน ตามที่ไดอธิบายไวขางตน หลังจากครบเวลา 2 ชั่วโมง ทํ าการปรับ pH 
กลับมาเปน pH 7.0 ในทุก pH ที่ทํ าการทดสอบ แลวนํ าไปหา แอคติวิตีโดยการทํ า 
hemagglutination inhibition พบวาตวัยับยั้งการทํ างานของ VSA ไมสามารถทนตอสภาวะเปน
กรดแกและเบสแกได แตทนตอสภาวะกรดออนและเบสออนไดดีในชวง pH 6-8 แสดงดังรูปที่ 16
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                              รูปที ่16   อิทธิพลของ pH ตอตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA
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3.3.3 ผลของอุณหภูมิตอตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA
เนื่องจากอุณหภูมิมักจะมีผลตอการเปลี่ยนแปลงโครงสรางและแอคติวิตีของโปรตีน 

จงึไดท ําการทดสอบความเสถียรของตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA ตออุณหภูมิ โดยบมตัวยับยั้ง
การท ํางานของเลคตินที่อุณหภูมิตาง ๆ กันเปนเวลานาน 30 นาท ีจากนั้นทํ าใหเย็นโดยเร็วแลวนํ า
ตัวยบัยัง้การท ํางานของเลคตินดังกลาวมาหาแอคติวิตีโดยทํ าhemagglutination inhibition จาก
การทดลองพบวาทุกอุณหภูมิที่ทํ าการทดสอบ (30-100°ซ) ไมมีผลตอแอคติวิตีของตัวยับยั้งการ
ท ํางานของ VSA แสดงดังรูปที่ 17

             รูปที ่17 อิทธิพลของอุณหภูมิตอตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA
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3.3.4 ผลการเกาะกลุมของอนุภาคยางที่เหนี่ยวนํ าโดย VSA เมื่อเปรียบเทียบกับ
HLL
จากการใช VSA ที่มีคา titer ตอการเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของ

กระตายทีแ่ตกตางกัน ไปบมกับอนุภาคยางตามรายละเอียดของวิธีการการเกาะกลุมของอนุภาค
ยาง โดยดผูลการเกาะกลุมของอนุภาคยางภายใตกลองจุลทรรศนที่กํ าลังขยาย 50 เทา พบวาเมื่อ
ใช VSA ปริมาตร 20 µl ทีม่คีา 320 titer/ml บมกับอนุภาคยางปริมาตร 20 µl  (18A) จะเห็นการ
เกาะกลุมของอนุภาคยางนอยกวาใช VSA ปริมาตร 20 µl ทีม่คีา 2560 titer/ml บมกับอนุภาคยาง
ปริมาตร 20 µl (18B) และเมื่อใช HLL ปริมาตร 20 µl ทีม่คีา 320 titer/ml และ 2560 titer/ml ไป
บมกบัอนภุาคยาง พบการเกาะกลุมของอนุภาคยางเชนเดียวกับการใช VSA คือ เมื่อใช HLL ที่มี
คา 320 titer/ml ปริมาตร 20 µl  บมกับอนุภาคยางปริมาตร 20 µl (18C) จะเหน็การเกาะกลุมของ
อนภุาคยางนอยกวาที่ใช HLL ที่มีคาtiter 2560 titer/ml ปริมาตร 20 µl บมกับอนุภาคยาง
ปริมาตร 20 µl (18D) และเมือ่น ําไปเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (18E) ซึ่งเปนสารละลายอนุภาค
ยางอยางเดยีวจะไมพบการเกาะกลุมของอนุภาคยาง ดังนั้น VSA สามารถเหนี่ยวนํ าใหเกิดการ
เกาะกลุมของอนภุาคยางได เนื่องจากมีความจํ าเพาะกับไกลโคโปรตีนบนอนุภาคยาง และเมื่อใช
คา titer มากขึ้นก็พบวามีการเกาะกลุมมากขึ้นตามไปดวย ดังรูปที่ 18
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               รูปที ่18 ผลการเกาะกลุมของอนุภาคยางที่เหนี่ยวนํ าโดย VSA
           A = VSA ทีม่คีา 320 titer/ml, 20 µl + อนภุาคยางปริมาตร 20 µl

B = VSA ทีม่คีา 2,560 titer/ml, 20 µl + อนภุาคยางปริมาตร 20 µl
C = HLL ทีม่คีา 320 titer/ml, 20 µl + อนภุาคยางปริมาตร 20 µl
D = HLL ทีม่คีา 2,560 titer/ml, 20 µl + อนภุาคยางปริมาตร 20 µl
E = สารละลายอนุภาคยางอยางเดียว (ชดุควบคุม)
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3.3.5 อิทธิพลของเวลาที่มีตอการเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมของอนุภาคยางโดย
VSA
ท ําการทดสอบโดยบม VSAกบัอนภุาคยางที่ระยะเวลา ตางๆกัน คือ ที่ 10, 20, 30

และ 40 นาท ีจากนัน้ทํ าการยอมดวยสีฟุชชิน แลวทํ าตามวิธีที่ไดกลาวมาแลวขางตน แลวดูผลการ
เกาะกลุมของอนภุาคยางภายใตกลองจุลทรรศนที่กํ าลังขยาย 50 เทาพบวาที่เวลา 10 นาที จะพบ
การเกาะกลุมของอนุภาคยางนอยที่สุด (รูป 19A) เมื่อเปรียบเทียบกับการเกาะกลุมของอนุภาค
ยางทีเ่วลา 20, 30 และ 40  นาที ซึ่งที่เวลา 40 นาทีจะพบการเกาะกลุมของอนุภาคยางมากที่สุด
รองลงมาคอื ที่เวลา 20 และ 30 นาที ตามลํ าดับ แสดงดังรูป 19D, 19C และ 19B ตามลํ าดับ
สามารถสรปุไดวาเมื่อใชระยะเวลาในการบมโปรตีโอลิปดเลคตินกับอนุภาคยางนานขึ้น สงผลให
เกดิการเกาะกลุมของอนุภาคยางมากขึ้นตามไปดวย
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         รูปที ่19 ผลของ VSA ตอการเกาะกลุมของอนุภาคยางที่บมเวลา  ตาง ๆ กัน
    A =  VSA ทีม่คีา 2,560 titer/ml, 20µl + อนภุาคยาง, 20µl

                    โดยมีปริมาตรรวม 45 µl และบมเปนเวลานาน   10  นาที
    B =  VSA ทีม่คีา 2,560 titer/ml, 20µl + อนภุาคยาง, 20µl

                    โดยมีปริมาตรรวม 45 µl และบมเปนเวลานาน  20  นาที
    C =  VSA ทีม่คีา 2,560 titer/ml, 20µl + อนภุาคยาง, 20µl

                    โดยมีปริมาตรรวม 45 µl และบมเปนเวลานาน  30  นาที
    D =  VSA ทีม่คีา 2,560 titer/ml, 20µl + อนภุาคยาง, 20µl

                    โดยมีปริมาตรรวม 45 µl และ บมเปนเวลานาน  40  นาที
    E =  สารละลายอนุภาคยางอยางเดียว (ชดุควบคุม)

  C  A   B

  D   E
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3.3.6 ผลของโปรตีโอลิปดเลคติน (VSA และ HLL) ตอการเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุม
ของอนุภาคยางจากพืชชนิดอ่ืน
ผลของ VSA และ HLL ตอการเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมของอนุภาคยางชนิดอื่น (ยาง

อินเดยี รัก ลีลาวด ี โปยเซียน และยานขน) ทํ าการทดสอบโดยนํ าอนุภาคยางของพืชแตละชนิดมา
บมกบั VSA และ HLL เปนเวลานาน 20 นาที ตามรายละเอียดในหัวขอวิธีการ เมื่อดูการเกาะกลุม
ของอนภุาคยางภายใตกลองจุลทรรศนที่กํ าลังขยาย 50 เทา พบวา VSA และ HLL สามารถเหนี่ยว
น ําอนภุาคยางของยางอินเดีย ลีลาวดี โปยเซียน รัก และยานขนใหเกิดการเกาะกลุมได แสดงวา
VSA และ HLL นาจะมคีวามจํ าเพาะตอไกลโคโปรตีนบนอนุภาคยางของพืชสรางนํ้ ายางโดยทั่วไป
ดวย และพบวาโปรตีโอลิปดเลคตินแตละชนิดสามารถเหนี่ยวนํ าใหเกิดการเกาะกลุมของอนุภาค
ยางไดแตกตางกัน แสดงวาโปรตีโอลิปดเลคตินมีความจํ าเพาะมากนอยแตกตางกัน

เมื่อทํ าการทดสอบการเกาะกลุมของอนุภาคยางทีเ่หนีย่วนํ าโดยโปรตีโอลิปดเลคติน 
(VSA และ HLL) โดยรูปที่ 20A แสดงการเกาะกลุมของอนุภาคยางทีเ่หนีย่วน ําโดย VSA และรูปที่
20B แสดงการเกาะกลุมของอนุภาคยางจากการเหนี่ยวนํ าโดย HLL และ 20C แสดงสารละลาย
อนภุาคยางอยางเดียว (ชุดควบคุม) เมื่อดูการเกาะกลุมของอนุภาคยางภายใตกลองจุลทรรศนที่
ก ําลัง ขยาย 50 เทา พบวาทีป่ริมาณ titer เทากัน HLL สามารถเหนี่ยวนํ าใหเกิดการเกาะกลุมของ
อนภุาคยางอนิเดยีไดดีกวา VSA และผลของความสามารถในการเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมอนุภาค
ยางของลลีาวดโีดย VSA เปรียบเทียบกับ HLL จะพบวาที่ปริมาณ titer เทากัน VSA สามารถ
เหนีย่วน ําใหเกดิการเกาะกลุมของอนุภาคยางไดมากกวา HLL แสดงวา VSA มีความจํ าเพาะกับ
ไกลโคโปรตนีบนอนุภาคยางลีลาวดีมากกวา HLL และเมื่อทํ าการทดสอบการเกาะกลุมของ
อนภุาคยางโปยเซียนโดยใชปริมาณ titer เทากัน พบวา VSA สามารถเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมของ
อนุภาคยางไดนอยกวาเมือ่ใช HLL ดังนั้น HLL มีความจํ าเพาะกับไกลโคโปรตีนบนอนุภาคยาง
โปยเซียนมากกวา VSA

VSA สามารถเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมของอนุภาคยางรักและยนขนไดนอยกวาการ
เหนีย่วนํ าการเกาะกลุมโดย HLL แสดงวา HLL มีความจํ าเพาะกับไกลโคโปรตีนบนอนุภาคยางรัก
และยานขนมากกวา VSA เมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมของ
อนภุาคยางระหวาง VSA และ HLL พบวา VSA สามารถเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมของอนุภาคยาง
จากยางอนิเดีย โปยเซียน และรัก ไดดีกวา HLL โดย HLLสามารถเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมของ
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อนภุาคยางจากยานขนไดดีที่สุดรองลงมาคือ อนุภาคยางจาก ลีลาวดี ยางอินเดีย รัก และโปย
เซยีน ตามลํ าดับ ดังรูปที่ 20

รูปที ่20 ผลการเหนี่ยวนํ าเกาะกลุมของอนุภาคยางชนิดตางๆโดยโปรตีโอลิปดเลคติน
      A  = VSA ทีม่คีา 2,560 titer/ml, 20µl +อนภุาคยาง 20µl โดยมีปริมาตรรวม 45 µl

A

C

B

อนุภาคยาง            อนุภาคยาง               อนุภาคยาง               อนุภาคยาง                อนุภาคยาง
   อินเดีย                   ลีลาวดี                    โปยเซียน                      รัก                          ยานขน

อนุภาคยาง            อนุภาคยาง               อนุภาคยาง               อนุภาคยาง                อนุภาคยาง
   อินเดีย                   ลีลาวดี                    โปยเซียน                      รัก                          ยานขน
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      B  = HLL ทีม่คีา 2,560 titer/ml, 20µl +อนภุาคยาง20µl โดยมีปริมาตรรวม 45 µl
      C  = สารละลายอนุภาคยางอยางเดียว, ชุดควบคุม

3.6 ศกึษาผลของตวัยบัยั้งตอการยับยั้งการเกาะกลุมของอนุภาคยางที่เหนี่ยวนํ าโดย
        VSA

จากการท ํา Hemagglutination inhibition ดวยนํ้ าตาล และไกลโคโปรตีนชนิดตาง ๆ  พบวา
ตัวยบัยั้งการทํ างานของ VSA ทีไ่ดจาก aqueous phaseสามารถยับยั้งการทํ างานของ VSA ไดดีที่
สุด และเนื่องจาก VSA สามารถเหนีย่วน ําการเกาะกลุมของอนุภาคยางได จึงไดนํ าตัวยับยั้งการ
ท ํางานของ VSA มาท ําการทดสอบการยับยั้งการเกาะกลุมของอนุภาคยาง โดยนํ าสารละลายตัว
ยับ้ยัง้การทํ างานของ VSA ทีค่วามเขมขนตาง ๆ กัน บมกับ VSA แลวทํ าตามรายละเอียดในหัวขอ
วธิกีาร เมือ่ดูการเกาะกลุมของอนุภาคยางภายใตกลองจุลทรรศนที่กํ าลังขยาย 50 เทา พบวาเมื่อ
ใชปริมาณโปรตีนของตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA 25 ไมโครกรัม จะไมเกิดการเกาะกลุมของ
อนภุาคยาง แสดงดังรูป (21 A) แตเมื่อใชปริมาณโปรตีนของตัวยับยั้งนอยลง คือที่ 12.8, 5.4, 2.6 
และ 0 ไมโครกรัม จะพบการเกาะกลุมของอนุภาคยางเพิ่มข้ึนดังแสดงในรูปที่ 21B 21C, 21D และ 
21E ตามล ําดบั นอกจากนี้ยังใชตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA ไปท ําการทดสอบการยับยั้งการเกาะ
กลุมของอนุภาคยางที่เหนี่ยวนํ า HLL พบวาตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA สามารถยับยั้งการ
ท ํางานของ HLL ไดเชนเดยีวกัน คือ เมื่อใชปริมาณโปรตีนของตัวยับยั้งการทํ างานของVSA 0 
ไมโครกรมั จะเกิดการเกาะกลุมของอนุภาคยางมากที่สุด แสดงดังรูป (22A) แตเมื่อใชปริมาณ
โปรตนีของตวัยับยั้งมากขึ้นคือที่ 25, 12.8, 5.4 และ  2.6ไมโครกรัม จะพบการเกาะกลุมของ
อนภุาคยางลดลง ดังแสดงในรูปที่22D, 22C และ 22B ตามลํ าดับ และ22F แสดงสารลายอนุภาค
ยางอยางเดียว (ชุดควบคุม)
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รูปที ่21    ผลการยับยั้งการเกาะกลุมของอนุภาคยางที่เหนี่ยวนํ าดวย VSAโดย
               ตัวยบัยัง้การทํ างานของ VSA
        A = ตัวยบัยัง้การทํ างานของ VSA (25 ไมโครกรัม), 20µl + VSA
               ทีม่คีา 128  titer/ml, 20µl + อนภุาคยาง 20µl โดยมีปริมาตรรวม 65 µl
        B = ตัวยบัยัง้การทํ างานของ VSA (12.8 ไมโครกรัม) , 20µl + VSA
               ทีม่คีา 128  titer/ml, 20µl + อนภุาคยาง 20µl โดยมีปริมาตรรวม 65 µl
       C = ตัวยบัยัง้การทํ างานของ VSA (5.4 ไมโครกรัม) , 20µl + VSA
              ทีม่คีา 128 titer/ml, 20µl + อนภุาคยาง 20µl โดยมีปริมาตรรวม 65 µl
       D = ตัวยบัยัง้การทํ างานของ VSA (2.6 ไมโครกรัม) , 20µl + VSA
              ทีม่คีา 128  titer/ml, 20µl + อนภุาคยาง 20µl โดยมีปริมาตรรวม 65 µl

C

D

A B

E F

C
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       E = ตัวยบัยัง้การทํ างานของ VSA (0ไมโครกรัม) , 20µl + VSA
              ทีม่คีา 128  titer/ml, 20µl + อนภุาคยาง 20µl โดยมีปริมาตรรวม 65 µl
       F = สารละลายอนุภาคยางอยางเดียว, ชุดควบคุม

         รูปที ่22   ผลการยับยั้งการเกาะกลุมของอนุภาคยางที่เหนี่ยวนํ าดวย HLL โดย
                       ตัวยบัยัง้การทํ างานของ VSA

A = ตัวยบัยั้งการทํ างานของ VSA (25 ไมโครกรัม) + HLLที่มีคา 128
                       titer/ml, 20µl + อนภุาคยาง 20µl โดยมีปริมาตรรวม 65 µl

B = ตัวยบัยั้งการทํ างานของ VSA (12.8 ไมโครกรัม) + HLL ที่มีคา 128
                       titer/ml, 20µl + อนภุาคยาง 20µl โดยมีปริมาตรรวม 65 µl

C = ตัวยบัยัง้การทํ างานของ VSA (5.4 ไมโครกรัม) + HLL ที่มีคา 128
                       titer/ml, 20µl + อนภุาคยาง 20µl โดยมีปริมาตรรวม 65 µl

D = ตัวยบัยัง้การทํ างานของ VSA (2.6 ไมโครกรัม) + HLL ที่มีคา 128
                       titer/ml, 20µl + อนภุาคยาง 20µl โดยมีปริมาตรรวม 65 µl
                E = ตัวยบัยัง้การทํ างานของ VSA (0 ไมโครกรัม) + HLL ที่มีคา 128

A B C

D E F




