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3. ผลการทดลอง

3.1 ผลการสกัดและทํ าบริสุทธิ์โปรตีโอลิปดเลคตินชนดิไมละลายนํ้ าจากถั่วฝกยาว
เมื่อใชถั่วฝกยาวสด 1 กิโลกรัม พบวาหลังการนํ าผงถั่วฝกยาวอบแหงไปสกัดดวยสาร

ละลายคลอโรฟอรมตอเมทานอลในอัตราสวน 2:1 (v/v) สารสกัดที่ไดจัดเปนพวกโปรตีโอลิปด ซึ่ง
สามารถแยกสวนไปหาแอคติวิตีของเลคติน สารสกัดโปรตีโอลิปดจากชั้น fluff มีคาแอคติวิตีเทากับ 
25.6 titer/g และเมือ่น ํา fluff ไปตกตะกอนดวยอะซิโตนที่ชวงความอิ่มตัวตาง ๆ พบวา ที่ 0-20%, 
20-40%, 40-60% และ 60-80% คาแอคติวิตีเทากับ 10,240, 10,240, 20,480 และ 640 titer ตาม
ลํ าดบั ดังตารางที่ 4 และคิดเปนคาแอคติวิตีตอกรัมของนํ้ าหนักสดเทากับ 10.24, 10.24, 20.48 
และ 0.64 titer/g ตามลํ าดับ สวนโปรตีนจากชั้นเมทานอลไมมีคาแอคติวิตี และจากการเตรียมโปร
ตีโอลิปดเลคตินจากชั้นโปรตีนของคลอโรฟอรม พบวาสารสกัดโปรตีโอลิปดเลคตินมีคาแอคติวิตี
เทากบั 1,433.6 titer/g และสารสกัดโปรตีโอลิปดเลคตินจากชั้น fluff ของถั่วฝกยาวสดมีคาแอคติวิ
ตีเทากับ 3.2 titer/g หลังจากนํ าสารสกัดโปรตีโอลิปดเลคตินไปวิเคราะหความบริสุทธิ์ดวยวิธี 
SDS-PAGE ดังรูปที ่3 ในแถวที่ 3 ซึ่งแสดงแถบโปรตีโอลิปดเลคตินจากชั้น fluff ของถั่วอบแหง พบ
วามแีถบโปรตีนหลายแถบแตมีแถบหลักที่มีนํ้ าหนักโมเลกุล 25,000 ดาลตัน และโปรตีโอลิปดเล
คตนิจากชัน้โปรตนีจากชั้น fluff ของถั่วฝกยาวสด พบวามีแถบโปรตีนหลักที่มีนํ้ าขนาด 25,000 
ดาลตนั(แถวที ่4)  ในแถวที่ 5 แสดงแถบโปรตีนที่อยูในชั้นเมทานอลจะพบแถบโปรตีนสวนใหญจะ
อยูในชวง 67,000 ดาลตัน และแถวที่ 6 แสดงแถบโปรตีนเพียง 1 แถบที่อยูในชั้นคลอโรฟอรมและ
มีนํ้ าหนักโมเลกุลเทากับ 25,000 ดาลตัน ดังนั้นวิธีการสกัดโปรตีโอลิปดเลคตินจากชั้น
คลอโรฟอรมจึงมีความเหมาะสมสํ าหรับการเตรียมโปรตีโอลิปดเลคตินบริสุทธิ์

หลงัจากเตรียมโปรตีโอลิปดเลคตินบริสุทธิ์จากชั้นคลอโรฟอรม พบวาโปรตีโอลิปดเลค ตินมี
คาแอคติวิตีของเลคตินเทากับ 1,433,600 titer และมีปริมาณโปรตีนเทากับ 41.2 ไมโครกรัมตอ
มลิลิลิตร และมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 13 เทาของสารสกัดโปรตีนเริ่มตน (แสดงในตารางที่ 3) และ
เมือ่น ําไปวเิคราะหความบริสุทธิ์ดวยวิธี SDS-PAGE พบโปรตีนเพียง 1 แถบ แตยังพบแถบสีเขียว
ดานลางทีต่ํ่ ากวาโปรตีนมาตรฐาน 14,000 ดาลตัน จึงนํ าสารสกัดโปรตีโอลิปดเลคตินไปตก
ตะกอนดวยอะซโิตนที่ชวงความอิ่มตัวตาง ๆ กัน หลังการตกตะกอนดวยอะซิโตน พบวาแถบ
โปรตนีในชวงความอิ่มตัว 0-20% สามารถกํ าจัดแถบสีเขียวดานลางออกได (รูปที ่ 4)  แถวที่ 1
สวนในแถวที ่2 และ 3 ยังคงพบแถบสีเขียวดานลางแสดงดังรูป และเมื่อนํ าตะกอนในชวงอะซิโตน
ตาง ๆ ไปหาคาแอคติวิตีของเลคติน พบวาที่ความอิ่มตัวของอะซิโตน 0-20%, 20-40%, 40-60%
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และ 60-80%  มีคา 40,960, 20,480, 20,480  และ 0 unit ตามลํ าดับ แสดงในตารางที่ 3  เมื่อ
คํ านวณนํ ้าหนกัโมเลกุลของโปรตีโอลิปดเลคตินบริสุทธิ์จากถั่วฝกยาว โดยเขียนกราฟมาตรฐาน
ระหวางคา Relative mobility ของโปรตีนมาตรฐาน กับคา Log MW (รูปที่ 5) พบวาโปรตีโอลิปด
เลคตนิบริสุทธิ์มีนํ้ าหนักโมเลกุล 25,000 ดาลตัน

     รูปที ่3  แถบโปรตีนบน SDS-PAGE ของสารสกัดโปรตีนที่เตรียมจากวิธีโปรตีโอลิปด
   แถวที ่1 = โปรตีนมาตรฐาน
   แถวที ่2 = สารละลายโปรตีนจากถั่วฝกยาวใน 0.2% Triton X-100
   แถวที ่3 = โปรตีนที่อยูในชั้นโปรตีโอลิปด (fluff)
   แถวที ่4 = โปรตีนที่อยูในชั้นโปรตีโอลิปด (fluff) ของถั่วสด

    แถวที ่5 = โปรตีนที่อยูในชั้นเมทานอล
                 แถวที ่6 = โปรตีนที่อยูในชั้นคลอโรฟอรม

       1         2          3             4               5                6

67

14

   30
43

94

20



58

ตารางที ่3 ผลการสกัดและทํ าบริสุทธิ์โปรตีโอลิปดเลคตินจากถั่วฝกยาว (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

    โปรตีโอลิปดชั้น                  1,433,600        41.2         34,796                13                  50
     Chloroform

    โปรตีโอลิปดชั้น fluff                25,600        55.6              460                  5.8                 1

    โปรตีนชั้น Methanol                0                    -                 -                        -                  -

  * จากถัว่ฝกยาวสด 1000 กรัม
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         ตารางที ่4 แอคติวิตีของ fluff ที่ชวงความอิ่มตัวของอะซิโตนตาง ๆ กัน

                    ชวงความอิ่มตัวของอะซิโตน                          Total Hemagglutination
                                                                                     unit

               สารละลายกอนตกตะกอนดวยอะซิโตน                              10240
0-20% 10240
20-40% 10240
40-60% 20480
60-80%     640
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รูปที ่4  แถบโปรตีนบน SDS-PAGE ของสารสกัดโปรตีโอลิปดเลคตินที่อยู
          ในชัน้คลอโรฟอรมโดย ทํ าการตกตะกอนดวยอะซิโตนที่ความอิ่มตัวตาง ๆ

แถวที่ 1 = โปรตีนมาตรฐาน
แถวที ่2 = VSA ชั้นคลอโรฟอรมตกตะกอนที่ความอิ่มตัว 0-20%

            แถวที ่3 = VSA ชั้นคลอโรฟอรมตกตะกอนที่ความอิ่มตัว 20-40%
            แถวที ่4 = VSA ชั้นคลอโรฟอรมตกตะกอนที่ความอิ่มตัว 40-60%
           แถวที ่5 = VSA ชั้นคลอโรฟอรมตกตะกอนที่ความอิ่มตัว 60-80%
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          ตารางที่ 5 แอคติวิตีของ VSA ชัน้คลอโรฟอรมหลังการตกตะกอนดวยอะซิโตน

   ชวงความอิ่มตัวของอะซิโตน                  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 าหนักโมเลกุลยอยของ VSA โดย SDS-PAGE
                           กราฟมาตรฐานพล็อตระหวางคา Relative mobility ของโปรตีนมาตรฐาน

กบั Log MW ของโปรตีนมาตรฐาน โปรตีนมาตรฐานไดแก 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 บริสุทธิจ์ากถั่วฝกยาวไดแลว จึงทํ าการศึกษาคุณสมบัติของ

โปรตีนโอลิปดเลคติน ไดแก การหานํ้ าหนักรวมของ VSA ความสามารถในการเกาะกลุมเม็ดเลือด
แดงชนดิตางๆ  ความจํ าเพาะตอนํ้ าตาลและไกลโคโปรตีน อิทธิพลของเอนไซมตอ VSA อิทธิพล
ของ pH อิทธิพลของอุณหภูมิ และอิทธิพลของไดวาเลนทแคตไอออน (Ca2+,  Mg2+ และ Mn 2+ )
และ EDTA ตอแอคติวิตี VSA

3.2.1 การหานํ ้าหนกัโมเลกุลของ VSA บริสุทธิ์โดยวิธีเจลฟลเตรชัน
น ําสารสกัด VSA บริสุทธิม์าท ําการหานํ้ าหนักโมเลกุล โดยทํ าโครมาโทกราฟฟดวย

คอลมัน Sephadex G-200 ที่ปรับคอลัมนใหสมดุลดวยบัฟเฟอรที่ประกอบดวย 50 mM Tris-HCl, 
pH 7.4-0.2% Triton X-100 หลงัจากผาน VSA ลงในคอลัมนแลวชะคอลัมนดวยบัฟเฟอรชนิด
เดยีวกนั จากนั้นนํ าแตละหลอดไปหาคาแอคติวิตีของเลคตินที่ออกมาจากคอลัมน พบวา แอคติวิตี
ของ VSA บริสุทธิถ์กูชะออกมาเพียง 1 พีค หลังจากนั้นทํ าการผานโปรตีนมาตรฐาน 4 ชนิดลงไป
ในคอลมัน เพื่อใชเปนตัวมาตรฐานในการคํ านวณหานํ้ าหนักโมเลกุลของ VSA บริสุทธิ์ จากการ
คํ านวณหานํ้ าหนักโมเลกุลของ VSA บริสุทธิ ์โดยทํ าการ plot กราฟระหวางคา Kav กบัคา log MW 
พบวา VSA บริสุทธิม์นีํ ้าหนักโมเลกุลเทากับ 100,000 ดาลตัน  แสดงดังรูปที่ 6
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รูปที่ 6   แสดงการหานํ้ าหนักโมเลกุลของเลคตินบริสุทธิ์โดยคอลัมน Sephadex G-200
รูป A แสดงจํ านวนหลอดของโปรตีโอลิปดเลคติน 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 ระหวางคา Kav กบั คา log MW ของโปรตีน
มาตรฐาน Catalase (232 kD), Aldolase (158 kD), BSA (67 kD), Ovalbumin
(43 kD) นํ ้าหนกัโมเลกุลของ VSA ที่คํ านวณไดจากกราฟมาตรฐานมีคาเทากับ
100,000 ดาลตัน
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3.2.2 การวเิคราะหคุณสมบัติการเปนไกลโคโปรตีนของ VSA
 วธิกีารวเิคราะหคุณสมบัติการเปนไกลโคโปรตีน สามารถทํ าโดยใชวิธีการยอมติดสี
ของแถบไกลโคโปรตีน ซึ่งการยอมไกลโคโปรตีนหลายวิธีแตวิธีที่นิยมใชโดยทั่ว ไปจะใชการยอมติด
สีชนดิ PAS ดังทีไ่ดกลาวมาแลวขางตน ซึ่งในการยอมสีชนิด PAS โดยอาศัยปฏิกิริยา oxidation
ของไกลโคโปรตีนกับ periodate พบวามีการติดสีของโปรตีนเกิดขึ้นที่แถบโปรตีนที่มีขนาด 25,000
ดาลตนั ซึ่งแสดงใหเห็นวา VSA เปนไกลโคโปรตีน ดังแสดงในรูปที่ 7

 รูปที ่7  SDS-PAGE ยอมแถบไกลโคโปรตีน
                                           แถวที ่1 =  โปรตีนมาตรฐาน

      แถวที่ 2 =  VSA บริสุทธิ์ยอม Coomassie brilliant blue
                                           แถวที ่3 =  VSA บริสุทธิ์ยอมไกลโคโปรตีน
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3.2.2 ความจํ าเพาะของ VSA ตอเม็ดเลือดแดงชนิดตางๆ นํ้ าตาล และไกลโค
โปรตีนชนิดตางๆ

        เลคตินแตละชนิดมีความสามารถในการจับจํ าเพาะตอนํ้ าตาลบนผิวเซลลของเม็ด
เลือดแดงไดแตกตางกัน และแอคติวิตีของเลคตินถูกยับยั้งไดดวยนํ้ าตาลหรือไกลโคโปรตีนชนิด
ตาง ๆ กนั ดังนั้นในการทดสอบความจํ าเพาะของเลคตินตอนํ้ าตาลบนผิวเม็ดเลือดแดง นํ้ าตาล 
หรือไกลโคโปรตนี สามารถทํ าการทดสอบไดหลายวิธีเชน ทํ าการทดสอบความจํ าเพาะของเลคติน
ตอนํ ้าตาลบนผิวของเม็ดเลือดแดงชนิดตาง ๆ สามารถทดสอบไดโดยการทํ า hemagglutination 
กบัเมด็เลอืดแดงชนิดตาง ๆ  หรือทดสอบการยับยั้งแอคติวิตีของเลคตินดวยนํ้ าตาล หรือไกลโค
โปรตนีชนดิตางๆ โดยทํ า hemagglutination inhibition ซึ่งในการหาความจํ าเพาะของ VSA 
บริสุทธิท์ีส่กัดไดในครั้งนี้จะทํ าการทดสอบความสามารถของ VSA ในการเหนีย่วนํ าการเกาะกลุม
เมด็เลอืดแดงชนิดตาง ๆ และความสามารถในการยับยั้งแอคติวิตีของ VSA ดวยนํ้ าตาล และไกล
โคโปรตนีชนดิตาง ๆ นอกจากนั้นยังไดทํ าการทดสอบอิทธิพลของเอนไซมทริปซินตอนํ้ าตาลบนผิว
เม็ดเลือดแดง

ความสามารถของ VSA ตอการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงชนิดตางๆ
ในการทดสอบความสามารถของการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงชนิดตาง ๆ โดยใชเม็ด

เลอืดแดงของคน (A, B, Oและ AB) เม็ดเลือดแดงของกระตาย และเม็ดเลือดแดงของหนู พบวา
สารละลาย VSA สามารถเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของกระตาย และเม็ดเลือดแดงของ
หนไูดจงึมคีวามจ ําเพาะกับเม็ดเลือดแดงของสัตวฟนแทะ แตเลคตินดังกลาวไมสามารถเหนี่ยวนํ า
การเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของคนได (A, B, Oและ AB) จากผลการทดลองสามารถสรุปไดวา 
VSA มคีวามจ ําเพาะตอนํ้ าตาลบนผิวเม็ดเลือดแดงของสัตวฟนแทะเทานั้น แตไมมีความจํ าเพาะ
ตอนํ ้าตาลบนผิวเม็ดเลือดแดงของคน (A, B, O และ AB) และจากการทดสอบอิทธิพลของเอมไซม
ตอเมด็เลอืดแดง โดยการนํ า VSA ไปทดสอบความ สามารถของการเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมเม็ด
เลือดแดงของกระตายที่ถูกยอยดวยเอนไซมทริปซินแลวเปรียบเทียบกับเม็ดเลือดแดงที่ไมถูกยอย
ดวยเอนไซม พบวาหลัง จากเม็ดเลือดแดงถูกยอยดวยเอนไซมทริปซิน แอคติวิตีของ VSA เพิ่มข้ึน
เล็กนอย ดังนั้นเม็ดเลือดแดงที่ใชทํ าการทดสอบครั้งตอไปจึงใชเม็ดเลือดแดงที่ไมไดยอยดวย
เอนไซม ดังตารางที่ 6
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              ตารางที ่6 ความสามารถของ VSA ตอการเกาะกลุมของเม็ดเลือดแดงชนิดตางๆ

          RBC. H.A.

   คน :
Group A      0

Group B      0
Group O      0
Group AB      0

   หนู          +
  กระตาย          +

กระตาย (trypsinized)        +
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ผลการยบัยัง้แอคติวิตีของ VSA ดวยนํ้ าตาล และไกลโคโปรตีนชนิดตางๆ
จากการทดสอบความสามารถของการยับยั้งแอคติวิตีของ VSA ดวยนํ้ าตาลชนิด

ตางๆ ที่ความเขมขนในชวง 0-200 mM (glucose, mannose, ribose, moltose, sucrose
,galactose, N-acetylglucosamine) จากผลการทดลองพบวาไมมีนํ้ าตาลชนิดใดสามารถยับยั้ง
แอคติวิตีของ VSA ไดนอกจากนํ ้าตาลเอนอะซิติลกลูโคซามีนที่ความเขมขน 200 mM ที่สามารถ
ยับยั้งแอคติวิตีของ VSA ไดเพยีงเล็กนอยเทานั้น ดังตารางที่ 7

จากการทดสอบความสามารถของการยับยั้งแอคติวิตีของ VSA ดวยไกลโคโปรตีน
ชนดิตางๆ พบวาตัวยับยั้งการทํ างานของโปรตีโอลิปดเลคตนิทีเ่ตรียมไดจากถั่วฝกยาวสามารถ
ยบัยัง้การเกาะกลุมของเม็ดเลือดแดงไดดีที่สุด ความเขมขนนอยที่สุดที่สามารถยับยั้งแอคติวิตีของ
VSA ไดคือ 0.1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร รองลงมาคือ mucin ความเขมขนตํ่ าสุดคือ 2.4 ไมโคกรัม
ตอมลิลิลิตร ไกลโคโปรตีนจากนํ้ ายางพารา (CS-HLLBP) และ asialo fetuin ที่ความเขมขนตํ่ าสุด
คือ 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ fetuin ที่ความเขมขนตํ่ าสุดคือ 40 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ดัง
ตารางที่ 8
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             ตารางที ่7  ผลการยับยั้งของนํ้ าตาลตอการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของกระตาย

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  ปริมาณโปรตีนที่นอยที่สุดสามารถยับยั้งการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดง
                            ของกระตายที่เหนี่ยวนํ 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 ผลของการยอย VSA ดวยเอนไซมทริปซิน และโปรเนส      
น ํา VSA บริสุทธิ์ไปทํ าการยอยดวยเอนไซมทริปซิน โปรเนส เปนเวลานาน 30 และ

60 นาท ีจากนัน้ท ําการหยดุการทํ างานของเอนไซมโดยนํ าไปตมในนํ้ าเดือดเปนเวลา 10 นาที จาก
นัน้ทดสอบความสามารถของ VSA ตอการเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของกระตาย โดย
ท ําการวเิคราะหผลเปรียบเทียบกับ VSA ที่ไมไดถูกยอยดวยเอนไซมมากอน ซึ่งหลังจากการทํ า
hemagglutination พบวาเมือ่ใชเวลายอยนาน 30 และ 60 นาที VSA ที่ถูกยอยดวยเอนไซม
ทริปซนิ และโปรเนส มีแอคติวิตีเปลี่ยนไปเปน 100% และ 125% ตามลํ าดับ รูปที่ 8 (เอนไซม
ทริปซิน), และรูปที่ 9 (เอนไซมโปรเนส)  ตามลํ าดับ
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                                รูปที ่ 8  อิทธิพลของเอนไซมทริปซินตอแอคติวิตีของ VSA
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                  รูปที ่9  อิทธิพลของเอนไซมโปรเนสตอแอคติวิตีของ VSA
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3.2.4 อิทธพิลของ pH ตอการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของกระตายที่เหนี่ยวนํ าโดย
VSA
ในการทดสอบความสามารถของ VSA บริสุทธิ์ตอ  pH ตางๆในชวง pH 4-10 โดย

บมที ่pH ตาง ๆ กัน ตามที่ไดอธิบายไวขางตนหลังจากครบเวลา 2 ชั่วโมงแลวทํ าการปรับ pH กลับ
มาเปน pH 7.4 ในทุก pH ที่ทํ าการทดสอบแลวหาแอคติวิตีของ VSA โดยทํ า hemagglutination
พบวา VSA ไมสามารถทนตอความเปนกรดได แตทนตอสภาพกรดออนและเบสในชวงกวางไดดี
ในชวง pH 6-10 ที่ทํ าการทดสอบ ดังรูปที่ 10
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               รูปที ่10 อิทธิพลของ pH ตอการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของกระตายที่
                  เหนีย่วนํ าโดย VSA
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3.2.5 ผลของอุณหภูมิตอการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของกระตายที่เหนี่ยวนํ าโดย 
VSA

         โดยสวนมากอุณหภูมิมักจะมีผลตอการเปลี่ยนแปลงโครงสราง และแอคติวิตีของ
โปรตนี จงึไดทํ าการทดสอบความเสถียรของ VSA ตออุณหภูมิ โดยทํ าการบมเลคตินดังกลาวที่
อุณหภมูติาง ๆ กนั เปนเวลานาน 30 นาที จากนั้นทํ าใหเย็นโดยเร็วแลวนํ า VSA ดังกลาวมาหา
แอคตวิตีิของเลคตินโดยทํ า hemagglutination จากการทดลองพบวา VSA สามารถทนตอ
อุณหภูมิไดดีที่อุณหภูมิอยูในชวง 30-90 °ซ และที่อุณหภูมิ 100°ซ เลคตินดังกลาวมีแอคติวิตีลด
ลงเหลอื 75% เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่อุณหภูมิหอง ดังรูปที่ 11

                    รูป 11 อิทธิพลของอุณหภูมิตอการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของกระตายที่
        เหนีย่วนํ าโดย VSA
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3.2.6 อิทธพิลของไดวาเลนทแคทไอออน (Ca2+,  Mg2+ และ Mn 2+ )และ EDTA
เลคตินสวนใหญตองการไดวาเลนทแคทไอออนชวยในการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดง

ดังนัน้จงึไดทํ าการทดสอบอิทธิพลของไดวาเลนทแคทไอออน (Ca2+,  Mg2+ และ Mn 2+) และ EDTA 
ทีค่วามเขมขน 0-200 mM ตอแอคติวิตีของ VSA โดยบม VSA ดังกลาวกับไดวาเลนทแคทไอออน 
(Ca2+,  Mg2+ และ Mn 2+) และ EDTA ตามวิธีที่กลาวมาแลวขางตน จากนั้นทํ าการวิเคราะหเปรียบ
เทยีบผลแอคติวิตีของ VSA กับชุดควบคุมที่ใชบัฟเฟอร TBS แทน พบวาไดวาเลนทแคทไอออน 
(Ca2+,  Mg2+ และ Mn 2+) และ EDTA ไมมีผลตอการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของกระตายที่เหนี่ยว
น ําโดย VSA ตารางที่ 9

             ตารางที่ 9 อิทธิพลของไดวาเลนทแคทไอออน (Ca2+,  Mg2+ และ Mn 2+ )  และ EDTA ตอ
                             การเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของกระตายที่เหนี่ยวนํ 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 จากถัว่ฝกยาว
ผลจากการน ําสารละลายไปสกัดดวย คลอโรฟอรมตอเมทานอลในอัตราสวน 2:1 (v/v) จาก

นัน้เก็บสวนของ (aqueous phase) ที่ไดจากการตกตะกอนดวยอะซโิตนที่ชวงความอิ่มตัวตาง ๆ 
กนั ไปทดสอบการยับยั้งการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของกระตายที่เหนี่ยวนํ าโดย VSA โดยการทํ า 
Hemagglutination inhibition พบวาชวงความอิ่มตัวของอะซิโตนที่ 0-20%, 20-40%,          40-
60% และ 60-80% มีคาความสามารถในการยับยั้งแอคติวิตีแปน 640, 10,240, 81,920 และ
1,280 titer ตามล ําดบั ดังแสดงในตารางที่ 10 จากนั้นนํ าสารละลายตะกอนโปรตีนในแตละชวงทํ า 
SDS-PAGE แสดงดงัรูปที ่12 ในแถวที่ 2 แสดงแถบสารละลายโปรตีนกอนตกตะกอนดวยอะซิโตน 
พบแถบโปรตนีหลักที่มีนํ้ าหนักโมเลกุล 30,000 ดาลตัน ในแถวที่ 3 แสดงแถบของสารละลาย
ตะกอนโปรตนีที่ชวงความอิ่มตัว 0-20% เห็นแถบไมชัดเจน แถวที่ 4 แสดงแถบของสารละลาย
ตะกอนโปรตนีทีช่วงความอิ่มตัว 20-40% แถบโปรตีนหลักมีนํ้ าหนักโมเลกุลอยูในชวง 14,000-
30,000 ดาลตนั แถวที่ 5 แสดงแถบของสารละลายตะกอนโปรตีนที่ชวงความอิ่มตัว 40-60% พบ
แถบโปรตนีหลักมีขนาด 14,000 และ 24,000 ดาลตัน แถวที่ 6 แสดงแถบของสารละลายตะกอน
โปรตนีทีช่วงความอิ่มตัว 60-80% พบแถบโปรตีนหลักมีนํ้ าหนักโมเลกุล 14,000 ดาลตัน จากนั้น
สารละลายน ําตะกอนโปรตีนในชวง 40-60%  ซึ่งมีความสามารถยับยั้งการทํ างานของเลคตินไดดี
ทีสุ่ดไปท ําใหบริสุทธิ์ โดย load สารละลายตัวยับยั้งการทํ างานของเลคติน โดยใชคอลัมน   ไคตินที่
ตรึงดวยเลคตินดังวิธีที่ไดกลาวมาแลวขางตน หลังชะคอลัมนดวยบัฟเฟอรที่มีความเขมขนเกลือ
เพิม่ข้ึนอยางตอเนื่อง พบวาตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA ออกมาที่ความเขมขนเกลือ 0.5 M NaCl 
(รูปที ่13) และเมือ่วิเคราะหหาคาความสามารถในการยับยั้งแอคติวิตีของ VSA พบวาตัวยับยั้งการ
ท ํางานของ VSA มีคาแอคติวิตีเทากับ 1,280 titer/ml มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 1.1 เทา ดังแสดงใน
ตารางที ่  11 และเมื่อทํ าการวิเคราะหความบริสุทธิ์ดวยวิธี SDS-PAGE พบวาตัวยับยั้งการทํ างาน
ของเลคตนิมีนํ้ าหนักโมเลกุล 14,000 ดาลตัน แสดงในรูปที่ 12 แถวที่ 7
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 ตารางที ่10 แอคติวิตีของตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA ทีช่วงความอิ่มตัวของ
                          อะซิโตนตางๆกัน

  

                     ชวงความอิ่มตัวของอะซิโตน                       Total inhibition
                                                                                         Hemagglutination (unit)

            สารละลายกอนตกตะกอนดวยอะซิโตน                                       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
                 ทีช่วงความอิ่มของอะซิโตนตางๆกัน

               1,8 =  โปรตีนมาตรฐาน
                 2    =   สารสกัดโปรตีนชั้น aqueous phase
                 3    =   สารสกดัโปรตีนที่ไดจากการตกตะกอนดวยอะซิโตนที่ชวงความอิ่มตัว 0-20%

               4    =   สารสกดัโปรตีนที่ไดจากการตกตะกอนดวยอะซิโตนที่ชวงความอิ่มตัว 20-40%
               5    =   สารสกดัโปรตีนที่ไดจากการตกตะกอนดวยอะซิโตนที่ชวงความอิ่มตัว 40-60%

                 6    =   สารสกดัโปรตีนที่ไดจากการตกตะกอนดวยอะซิโตนที่ชวงความอิ่มตัว 60-80%
                 7    =  ตัวยบัยัง้การทํ างานของ VSA จากคอลัมนไคตินที่ตรึงดวยโปรตีโอ
                           ลิปดเลคตินโดยใชสาร สกดัจาก 5
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    รูปที ่13 โครมาโทแกรมแสดงการทํ าตัวยับยั้งแอคติวิตีของ VSA ใหบริสุทธิ์โดยผานคอลัมน
                ไคตินที่ตรึงดวยเลคติน
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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
  ชวงความอิ่มตัว40-60%

   Affinity column                1,280             0.0157           81,528                1.1             6.25
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3.3.1 การหานํ ้าหนักโมเลกุลของตัวยับยั้งแอคติวิตีของ VSA บรสิทุธิโ์ดยวิธีเจล
ฟลเทรชั่น
หลงัจากสามารถทํ าบริสุทธิ์ตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA ดวยคอลัมนไคตินที่ตรึง

ดวยเลคตนิไดแลวตอไปจึงนํ าสารละลายไปหาคุณสมบัติของโปรตีน ไดแก หานํ้ าหนักโมเลกุลโดย
วิธีโครมาโทกราฟฟดวยคอลัมน Sephadex G-100 ที่ปรับคอลัมนใหสมดุลดวยบัฟเฟอรที่
ประกอบดวย 50 mM  Tris-HCl, pH 7.4 แลว load ตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA บริสุทธิ์ลงใน
คอลมัน แลวชะคอลัมนดวยบัฟเฟอรชนิดเดียวกัน จากนั้นนํ าแตละหลอดไปหาคาการยับยั้งแอคติ
วตีิของเลคติน พบวาโปรตีนตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA ถกูชะออกมาเพียง 1 พีค รูป 14       
(โครมาโทรแกรม) หลงัจากนัน้ท ําการผานโปรตีนมาตรฐาน 4 ชนิดลงไปในคอลัมน เพื่อใชเปนตัว
มาตรฐานในการคํ านวณหานํ้ าหนักตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA จากการคํ านวณหานํ้ าหนัก
โมเลกลุโดยทํ าการพล็อตกราฟระหวางคา Kav กบัคา log MW พบวาตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA
มนีํ ้าหนกัโมเลกุลเทากับ 54,000 ดาลตัน  และจากการเขียนกราฟมาตรฐานระหวางคา Relative 
mobility และ Log MW พบวาตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA บริสุทธิม์นีํ้ าหนักโมเลกุลยอย 14,000 
ดาลตนั ดังรูปที่15 แสดงวาตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA ประกอบดวย 4 หนวยยอยที่มีนํ้ าหนัก
โมเลกุลเทากัน
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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 ระหวางคา Kav กบั คา log MW ของโปรตีนมาตร
ฐาน Aldolase (158 kD), BSA (67 kD), Ovabumin (43 kD) chymotrypsin (25 kD)
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นํ ้าหนัก โมเลกลุของตวัยบัยั้งการทํ างานของเลคตินที่คํ านวณไดจากกราฟมาตรฐานมี
คาเทากับ 54,000  ดาลตัน
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           รูปที ่15   กราฟมาตรฐานของการหานํ้ าหนักโมเลกุลยอยของตวัยบัยัง้การทํ างานของ VSA   
                         โดย SDS-PAGE

 กราฟมาตรฐานพล็อตระหวางคา Relative mobility ของโปรตีนมาตรฐาน
 กบั Logarithm MW ของโปรตีนมาตรฐาน โปรตีนมาตรฐานไดแก 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 ตอตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA
 ในการทดสอบความเสถียรของตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA ตอ pH ในชวง pH 4-

10 โดยบมที ่pH ตางๆกัน ตามที่ไดอธิบายไวขางตน หลังจากครบเวลา 2 ชั่วโมง ทํ าการปรับ pH 
กลับมาเปน pH 7.0 ในทุก pH ที่ทํ าการทดสอบ แลวนํ าไปหา แอคติวิตีโดยการทํ า 
hemagglutination inhibition พบวาตวัยับยั้งการทํ างานของ VSA ไมสามารถทนตอสภาวะเปน
กรดแกและเบสแกได แตทนตอสภาวะกรดออนและเบสออนไดดีในชวง pH 6-8 แสดงดังรูปที่ 16
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                              รูปที ่16   อิทธิพลของ pH ตอตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA
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3.3.3 ผลของอุณหภูมิตอตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA
เนื่องจากอุณหภูมิมักจะมีผลตอการเปลี่ยนแปลงโครงสรางและแอคติวิตีของโปรตีน 

จงึไดท ําการทดสอบความเสถียรของตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA ตออุณหภูมิ โดยบมตัวยับยั้ง
การท ํางานของเลคตินที่อุณหภูมิตาง ๆ กันเปนเวลานาน 30 นาท ีจากนั้นทํ าใหเย็นโดยเร็วแลวนํ า
ตัวยบัยัง้การท ํางานของเลคตินดังกลาวมาหาแอคติวิตีโดยทํ าhemagglutination inhibition จาก
การทดลองพบวาทุกอุณหภูมิที่ทํ าการทดสอบ (30-100°ซ) ไมมีผลตอแอคติวิตีของตัวยับยั้งการ
ท ํางานของ VSA แสดงดังรูปที่ 17

             รูปที ่17 อิทธิพลของอุณหภูมิตอตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA
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3.3.4 ผลการเกาะกลุมของอนุภาคยางที่เหนี่ยวนํ าโดย VSA เมื่อเปรียบเทียบกับ
HLL
จากการใช VSA ที่มีคา titer ตอการเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของ

กระตายทีแ่ตกตางกัน ไปบมกับอนุภาคยางตามรายละเอียดของวิธีการการเกาะกลุมของอนุภาค
ยาง โดยดผูลการเกาะกลุมของอนุภาคยางภายใตกลองจุลทรรศนที่กํ าลังขยาย 50 เทา พบวาเมื่อ
ใช VSA ปริมาตร 20 µl ทีม่คีา 320 titer/ml บมกับอนุภาคยางปริมาตร 20 µl  (18A) จะเห็นการ
เกาะกลุมของอนุภาคยางนอยกวาใช VSA ปริมาตร 20 µl ทีม่คีา 2560 titer/ml บมกับอนุภาคยาง
ปริมาตร 20 µl (18B) และเมื่อใช HLL ปริมาตร 20 µl ทีม่คีา 320 titer/ml และ 2560 titer/ml ไป
บมกบัอนภุาคยาง พบการเกาะกลุมของอนุภาคยางเชนเดียวกับการใช VSA คือ เมื่อใช HLL ที่มี
คา 320 titer/ml ปริมาตร 20 µl  บมกับอนุภาคยางปริมาตร 20 µl (18C) จะเหน็การเกาะกลุมของ
อนภุาคยางนอยกวาที่ใช HLL ที่มีคาtiter 2560 titer/ml ปริมาตร 20 µl บมกับอนุภาคยาง
ปริมาตร 20 µl (18D) และเมือ่น ําไปเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (18E) ซึ่งเปนสารละลายอนุภาค
ยางอยางเดยีวจะไมพบการเกาะกลุมของอนุภาคยาง ดังนั้น VSA สามารถเหนี่ยวนํ าใหเกิดการ
เกาะกลุมของอนภุาคยางได เนื่องจากมีความจํ าเพาะกับไกลโคโปรตีนบนอนุภาคยาง และเมื่อใช
คา titer มากขึ้นก็พบวามีการเกาะกลุมมากขึ้นตามไปดวย ดังรูปที่ 18
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               รูปที ่18 ผลการเกาะกลุมของอนุภาคยางที่เหนี่ยวนํ าโดย VSA
           A = VSA ทีม่คีา 320 titer/ml, 20 µl + อนภุาคยางปริมาตร 20 µl

B = VSA ทีม่คีา 2,560 titer/ml, 20 µl + อนภุาคยางปริมาตร 20 µl
C = HLL ทีม่คีา 320 titer/ml, 20 µl + อนภุาคยางปริมาตร 20 µl
D = HLL ทีม่คีา 2,560 titer/ml, 20 µl + อนภุาคยางปริมาตร 20 µl
E = สารละลายอนุภาคยางอยางเดียว (ชดุควบคุม)
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3.3.5 อิทธิพลของเวลาที่มีตอการเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมของอนุภาคยางโดย
VSA
ท ําการทดสอบโดยบม VSAกบัอนภุาคยางที่ระยะเวลา ตางๆกัน คือ ที่ 10, 20, 30

และ 40 นาท ีจากนัน้ทํ าการยอมดวยสีฟุชชิน แลวทํ าตามวิธีที่ไดกลาวมาแลวขางตน แลวดูผลการ
เกาะกลุมของอนภุาคยางภายใตกลองจุลทรรศนที่กํ าลังขยาย 50 เทาพบวาที่เวลา 10 นาที จะพบ
การเกาะกลุมของอนุภาคยางนอยที่สุด (รูป 19A) เมื่อเปรียบเทียบกับการเกาะกลุมของอนุภาค
ยางทีเ่วลา 20, 30 และ 40  นาที ซึ่งที่เวลา 40 นาทีจะพบการเกาะกลุมของอนุภาคยางมากที่สุด
รองลงมาคอื ที่เวลา 20 และ 30 นาที ตามลํ าดับ แสดงดังรูป 19D, 19C และ 19B ตามลํ าดับ
สามารถสรปุไดวาเมื่อใชระยะเวลาในการบมโปรตีโอลิปดเลคตินกับอนุภาคยางนานขึ้น สงผลให
เกดิการเกาะกลุมของอนุภาคยางมากขึ้นตามไปดวย
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         รูปที ่19 ผลของ VSA ตอการเกาะกลุมของอนุภาคยางที่บมเวลา  ตาง ๆ กัน
    A =  VSA ทีม่คีา 2,560 titer/ml, 20µl + อนภุาคยาง, 20µl

                    โดยมีปริมาตรรวม 45 µl และบมเปนเวลานาน   10  นาที
    B =  VSA ทีม่คีา 2,560 titer/ml, 20µl + อนภุาคยาง, 20µl

                    โดยมีปริมาตรรวม 45 µl และบมเปนเวลานาน  20  นาที
    C =  VSA ทีม่คีา 2,560 titer/ml, 20µl + อนภุาคยาง, 20µl

                    โดยมีปริมาตรรวม 45 µl และบมเปนเวลานาน  30  นาที
    D =  VSA ทีม่คีา 2,560 titer/ml, 20µl + อนภุาคยาง, 20µl

                    โดยมีปริมาตรรวม 45 µl และ บมเปนเวลานาน  40  นาที
    E =  สารละลายอนุภาคยางอยางเดียว (ชดุควบคุม)

  C  A   B

  D   E
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3.3.6 ผลของโปรตีโอลิปดเลคติน (VSA และ HLL) ตอการเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุม
ของอนุภาคยางจากพืชชนิดอ่ืน
ผลของ VSA และ HLL ตอการเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมของอนุภาคยางชนิดอื่น (ยาง

อินเดยี รัก ลีลาวด ี โปยเซียน และยานขน) ทํ าการทดสอบโดยนํ าอนุภาคยางของพืชแตละชนิดมา
บมกบั VSA และ HLL เปนเวลานาน 20 นาที ตามรายละเอียดในหัวขอวิธีการ เมื่อดูการเกาะกลุม
ของอนภุาคยางภายใตกลองจุลทรรศนที่กํ าลังขยาย 50 เทา พบวา VSA และ HLL สามารถเหนี่ยว
น ําอนภุาคยางของยางอินเดีย ลีลาวดี โปยเซียน รัก และยานขนใหเกิดการเกาะกลุมได แสดงวา
VSA และ HLL นาจะมคีวามจํ าเพาะตอไกลโคโปรตีนบนอนุภาคยางของพืชสรางนํ้ ายางโดยทั่วไป
ดวย และพบวาโปรตีโอลิปดเลคตินแตละชนิดสามารถเหนี่ยวนํ าใหเกิดการเกาะกลุมของอนุภาค
ยางไดแตกตางกัน แสดงวาโปรตีโอลิปดเลคตินมีความจํ าเพาะมากนอยแตกตางกัน

เมื่อทํ าการทดสอบการเกาะกลุมของอนุภาคยางทีเ่หนีย่วนํ าโดยโปรตีโอลิปดเลคติน 
(VSA และ HLL) โดยรูปที่ 20A แสดงการเกาะกลุมของอนุภาคยางทีเ่หนีย่วน ําโดย VSA และรูปที่
20B แสดงการเกาะกลุมของอนุภาคยางจากการเหนี่ยวนํ าโดย HLL และ 20C แสดงสารละลาย
อนภุาคยางอยางเดียว (ชุดควบคุม) เมื่อดูการเกาะกลุมของอนุภาคยางภายใตกลองจุลทรรศนที่
ก ําลัง ขยาย 50 เทา พบวาทีป่ริมาณ titer เทากัน HLL สามารถเหนี่ยวนํ าใหเกิดการเกาะกลุมของ
อนภุาคยางอนิเดยีไดดีกวา VSA และผลของความสามารถในการเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมอนุภาค
ยางของลลีาวดโีดย VSA เปรียบเทียบกับ HLL จะพบวาที่ปริมาณ titer เทากัน VSA สามารถ
เหนีย่วน ําใหเกดิการเกาะกลุมของอนุภาคยางไดมากกวา HLL แสดงวา VSA มีความจํ าเพาะกับ
ไกลโคโปรตนีบนอนุภาคยางลีลาวดีมากกวา HLL และเมื่อทํ าการทดสอบการเกาะกลุมของ
อนภุาคยางโปยเซียนโดยใชปริมาณ titer เทากัน พบวา VSA สามารถเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมของ
อนุภาคยางไดนอยกวาเมือ่ใช HLL ดังนั้น HLL มีความจํ าเพาะกับไกลโคโปรตีนบนอนุภาคยาง
โปยเซียนมากกวา VSA

VSA สามารถเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมของอนุภาคยางรักและยนขนไดนอยกวาการ
เหนีย่วนํ าการเกาะกลุมโดย HLL แสดงวา HLL มีความจํ าเพาะกับไกลโคโปรตีนบนอนุภาคยางรัก
และยานขนมากกวา VSA เมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมของ
อนภุาคยางระหวาง VSA และ HLL พบวา VSA สามารถเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมของอนุภาคยาง
จากยางอนิเดีย โปยเซียน และรัก ไดดีกวา HLL โดย HLLสามารถเหนี่ยวนํ าการเกาะกลุมของ



90

อนภุาคยางจากยานขนไดดีที่สุดรองลงมาคือ อนุภาคยางจาก ลีลาวดี ยางอินเดีย รัก และโปย
เซยีน ตามลํ าดับ ดังรูปที่ 20

รูปที ่20 ผลการเหนี่ยวนํ าเกาะกลุมของอนุภาคยางชนิดตางๆโดยโปรตีโอลิปดเลคติน
      A  = VSA ทีม่คีา 2,560 titer/ml, 20µl +อนภุาคยาง 20µl โดยมีปริมาตรรวม 45 µl

A

C

B

อนุภาคยาง            อนุภาคยาง               อนุภาคยาง               อนุภาคยาง                อนุภาคยาง
   อินเดีย                   ลีลาวดี                    โปยเซียน                      รัก                          ยานขน

อนุภาคยาง            อนุภาคยาง               อนุภาคยาง               อนุภาคยาง                อนุภาคยาง
   อินเดีย                   ลีลาวดี                    โปยเซียน                      รัก                          ยานขน
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      B  = HLL ทีม่คีา 2,560 titer/ml, 20µl +อนภุาคยาง20µl โดยมีปริมาตรรวม 45 µl
      C  = สารละลายอนุภาคยางอยางเดียว, ชุดควบคุม

3.6 ศกึษาผลของตวัยบัยั้งตอการยับยั้งการเกาะกลุมของอนุภาคยางที่เหนี่ยวนํ าโดย
        VSA

จากการท ํา Hemagglutination inhibition ดวยนํ้ าตาล และไกลโคโปรตีนชนิดตาง ๆ  พบวา
ตัวยบัยั้งการทํ างานของ VSA ทีไ่ดจาก aqueous phaseสามารถยับยั้งการทํ างานของ VSA ไดดีที่
สุด และเนื่องจาก VSA สามารถเหนีย่วน ําการเกาะกลุมของอนุภาคยางได จึงไดนํ าตัวยับยั้งการ
ท ํางานของ VSA มาท ําการทดสอบการยับยั้งการเกาะกลุมของอนุภาคยาง โดยนํ าสารละลายตัว
ยับ้ยัง้การทํ างานของ VSA ทีค่วามเขมขนตาง ๆ กัน บมกับ VSA แลวทํ าตามรายละเอียดในหัวขอ
วธิกีาร เมือ่ดูการเกาะกลุมของอนุภาคยางภายใตกลองจุลทรรศนที่กํ าลังขยาย 50 เทา พบวาเมื่อ
ใชปริมาณโปรตีนของตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA 25 ไมโครกรัม จะไมเกิดการเกาะกลุมของ
อนภุาคยาง แสดงดังรูป (21 A) แตเมื่อใชปริมาณโปรตีนของตัวยับยั้งนอยลง คือที่ 12.8, 5.4, 2.6 
และ 0 ไมโครกรัม จะพบการเกาะกลุมของอนุภาคยางเพิ่มข้ึนดังแสดงในรูปที่ 21B 21C, 21D และ 
21E ตามล ําดบั นอกจากนี้ยังใชตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA ไปท ําการทดสอบการยับยั้งการเกาะ
กลุมของอนุภาคยางที่เหนี่ยวนํ า HLL พบวาตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA สามารถยับยั้งการ
ท ํางานของ HLL ไดเชนเดยีวกัน คือ เมื่อใชปริมาณโปรตีนของตัวยับยั้งการทํ างานของVSA 0 
ไมโครกรมั จะเกิดการเกาะกลุมของอนุภาคยางมากที่สุด แสดงดังรูป (22A) แตเมื่อใชปริมาณ
โปรตนีของตวัยับยั้งมากขึ้นคือที่ 25, 12.8, 5.4 และ  2.6ไมโครกรัม จะพบการเกาะกลุมของ
อนภุาคยางลดลง ดังแสดงในรูปที่22D, 22C และ 22B ตามลํ าดับ และ22F แสดงสารลายอนุภาค
ยางอยางเดียว (ชุดควบคุม)
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รูปที ่21    ผลการยับยั้งการเกาะกลุมของอนุภาคยางที่เหนี่ยวนํ าดวย VSAโดย
               ตัวยบัยัง้การทํ างานของ VSA
        A = ตัวยบัยัง้การทํ างานของ VSA (25 ไมโครกรัม), 20µl + VSA
               ทีม่คีา 128  titer/ml, 20µl + อนภุาคยาง 20µl โดยมีปริมาตรรวม 65 µl
        B = ตัวยบัยัง้การทํ างานของ VSA (12.8 ไมโครกรัม) , 20µl + VSA
               ทีม่คีา 128  titer/ml, 20µl + อนภุาคยาง 20µl โดยมีปริมาตรรวม 65 µl
       C = ตัวยบัยัง้การทํ างานของ VSA (5.4 ไมโครกรัม) , 20µl + VSA
              ทีม่คีา 128 titer/ml, 20µl + อนภุาคยาง 20µl โดยมีปริมาตรรวม 65 µl
       D = ตัวยบัยัง้การทํ างานของ VSA (2.6 ไมโครกรัม) , 20µl + VSA
              ทีม่คีา 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
              ทีม่คีา 128  titer/ml, 20µl + อนภุาคยาง 20µl โดยมีปริมาตรรวม 65 µl
       F = สารละลายอนุภาคยางอยางเดียว, ชุดควบคุม

         รูปที ่22   ผลการยับยั้งการเกาะกลุมของอนุภาคยางที่เหนี่ยวนํ าดวย HLL โดย
                       ตัวยบัยัง้การทํ างานของ VSA

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

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

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

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

A B C

D E F




