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2. วัสดุ อุปกรณและวิธีการ

วัสดุ

ถัว่ฝกยาว
ถัว่ฝกยาวสดทีใ่ชศึกษาครั้งนี้เปนพันธุถั่วเนื้อที่ไมออนหรือไมแกจนเกินไปโดยซื้อจากตลาดสด

กระตาย
กระตายทีเ่จาะเลอืด  นํ้ าหนักประมาณ 2 กิโลกรัม อายุ 6 เดือน ซึ่งเลี้ยงไวในหนวยสัตว

ทดลอง   คณะวิทยาศาสตร   มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร   และใหอาหารปกติ

สารเคมี
สารเคมทีีใ่ชในการทดลองเปนชนิด analytical grade ซื้อจากบริษัทตาง ๆ ดังนี้

สารเคมีที่ใช บริษัทผูผลิต

Acetic acid J.T. Baker

Acrylamide Merck
Acetone LAB-SCAN
Bisacrylamide (N,N’-methylene diacrylamide) Fluka Chemika-Biochemika
Bovine serum albumin Sigma Chemical Co.
Broad range protein molecular weight marker Promega Corporation
Bromophenol blue Carlo Erba
Calcium chloride Unilab
chloroform BDH
Chitin ไดจากโครงการวิจัยตอเนื่อง

ของ รศ. ดร. รพีพรรณ
วิทิตสุวรรณกุล

Coomassie brilliant blue G-250 Sigma Chemical Co.
Coomassie brilliant blue R-250 Sigma Chemical Co.
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สารเคมีที่ใช บริษัทผูผลิต
C-serum Hevea latex lectin binding ไดจากโครงการวิจัยตอเนื่อง
Protein (CS-HLLBP) ของ รศ. ดร. รพีพรรณ

วิทิตสุวรรณกุล
Ethanol Merck
Ethylenediaminetetraacetic acid Fluka Chemika-Biochemika
Fuchsin Fluka Chemika-Biochemika
Glucose monohydrate Seelze-Hannover
Glycerol Sigma Chemical Co.
Glycine UniVar
High molecular weight gel filtration calibration kit Pharmacia
Hevea latex lectin (HLL) ไดจากโครงการวิจัยตอเนื่อง

ของ รศ. ดร. พรีพรรณ
วิทิตสุวรรณกุล

Hydrochloric acid Merck
Low molecular weight gel filtration calibration kit Pharmacia
Magnesium chloride Carlo Erba
Manganese chloride Fluka
Methanol Merck
Periodic acid Sigma
Sephadex G-100 Pharmacia
Sephadex G-200 Pharmacia
SMII Bio-Rad
Sodium carbonate anhydrous Carlo Erba
Sodium chloride Merck
Sodium dodecyl sulphate Riedel-de Haen
Sulphuric acid Lab-Scan
N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine (TEMED) Fluka Chemika-Biochemika
Trichloroacetic acid Carlo Erba
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สารเคมีที่ใช บริษัทผูผลิต
Tris Base Promega
Triton X-100 Sigma
Universal buffer Fisher Scientific
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อุปกรณ
อุปกรณที่ใช รุน บริษัทผูผลิต
เครื่องชั่ง 2 ตํ าแหนง PJ300 Mettler
เครือ่งชั่ง 3 ตํ าแหนง  GT410 Ohaus
เครื่องชั่ง 4 ตํ าแหนง AB204-5 Mettler
Centrifuge TJ-6 Becman
Micro hematocrit centifuge  ICM MB Centifuge
Micro hematocrit tube modulohm
Micropipette      - Gilson
Microtube pump MP-3 MP-3N Eyela
Orbital shaker OS 20 Boeco
pH meter Accumet 15 Fisher Scientific
Power supply 1000/500 Bio-Rad
Refrigerated super speed centrifuge J2-21 Beckman
Slab gel electrophoresis apparatus AE-6400 Atto
Ultracentrifuge L8-70M Beckman
UV-VIS spectrophotometer DU650I Beckman
Vortex G-560E Scientific Industries
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2. วิธีการ

2.1 การเตรียมสารสกัดโปรตีโอลิปดเลคตินจากถั่วฝกยาว
เนื่องจากไดมีการพบวามีเลคตินจากพืชหลายชนิดรวมทั้งยางพาราที่สามารถละลายไดใน

ตัวทํ าละลายไขมัน เกศจ ี เมงอํ าพัน และคณะ (2544) ดังนัน้จงึไดนํ าตัวทํ าละลายไขมันมาใชใน
การสกดัเลคตินชนิดไมละลายนํ้ าจากถั่วฝกยาว

2.1.1 การเตรยีมโปรตีโอลิปดเลคตินถั่วฝกยาวอบแหงจากชั้นคลอโรฟอรม
น ําถัว่ฝกยาวมาลางใหสะอาดแลวพักไวใหแหง จากนั้นหั่นเปนทอนเล็ก ๆ แลวบด

ใหละเอยีดในโถปน (blender) ดวยบัฟเฟอร TBS (50 mM Tris-HCl, pH 7.4-0.9%NaCl) จากนั้น
ท ําการเซนตริฟวจดวยความเร็ว 12,000 x g ที่อุณหภูมิ 4ºซ เปนเวลา 20 นาที แลวแยกเก็บสวน
สารละลายไวใชในการเตรียมตัวยับยั้งการทํ างานของเลคติน และนํ าตะกอนไปสกัดสารโปรตีโอลิ
ปด โดยนํ าไปอบที่อุณหภูมิ 70°ซ ขามคนื จากนัน้ทํ าการบดใหละเอียดในโถปน นํ าผงถั่วสวนหนึ่ง
ไปท ําการสกัดดวย 0.2% Triton X-100 (crude dry powder) แลวนํ าอีกสวนหนึ่งไปสกัดดวย
คลอโรฟอรมตอเมทานอลอัตราสวน 2:1 (v/v) ปริมาตร 5 เทาของนํ้ าหนัก (ดัดแปลงจากวิธีสกัด
สารโปรตโีอลิปดของ Folch และ Lees (1951)  คนเปนเวลา 15 นาที จากนั้นทํ าการกรองสาร
ละลายโปรตีโอลิปดผานกระดาษกรองเพื่อแยกกากออก แลวลางสารสกัดดวยสารละลาย 0.6% 
NaCl โดยทิง้ไวขามคืน แลวแยกเก็บเฉพาะชั้นคลอโรฟอรมไปทํ าการระเหยใหแหง นํ าตะกอนที่ได
ไปละลายดวย non-ionic detergent ที่ประกอบดวย 0.2% Triton X-100 ขามคืน จากนั้นใช SMII 
ดูดซบั Triton X-100 ออกใหหมดกอนแลวนํ าสารละลายที่ไดไปทดสอบความสามารถในการเกาะ
กลุมเม็ดเลือดแดงของกระตาย ดังรูปที่ 1

การเตรยีมโปรตีโอลิปดเลคตินถั่วฝกยาวอบแหงจากชั้น fluff
เกบ็เฉพาะชัน้โปรตีโอลิปดแลวนํ าไปทํ าการระเหยใหแหง จากนั้นละลายชั้นโปรตีโอ

ลิปดดวย non-ionic detergent ประกอบดวย 0.2% Triton X ขามคืน จากนั้นใช SMII ดูดซับ
Triton X-100 ออกใหหมดกอนแลวนํ าสารละลายที่ไดไปทดสอบความสามารถในการเกาะกลุม
เม็ดเลือดแดงของกระตาย ดังรูปที่ 1
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ถัว่ฝกยาวสด

        บดละเอียดในโถปนดวย 50 mM  Tris-HCl, pH 7.4-0.9%NaCl

                                           อบที่อุณหภูมิ 70 ºซ ขามคืน

                                  

เซนตริฟวจดวยความเร็ว 12,000 x g ที่อุณหภูมิ
4ºซ เปนเวลา 20 นาที

สกัดดวย .02% Triton X-100
        แลวนํ าไปหา H.A.

สกัดดวย 0.2% Triton X-100
        แลวนํ าไปหา H.A.

สารสกัดโปรตีโอลิปด

ชัน้เมทานอล ชั้นคลอโรฟอรม

ชั้นคลอโรฟอรมชัน้กลาง fluff

ท ําใหแหงท ําใหแหง

รูปที่ 1 แผนผงัการสกัดและทํ าบริสุทธิ์โปรตีโอลิปดเลคติน

ลางดวย 0.6 M NaCl

                    สกัดดวยคลอโรฟอรมตอ
  เมทานอลอัตราสวน2:1 (v/v) ปริมาตร 5 เทา (w/v)

สกัดดวย 0.2% Triton X-100
       แลวนํ าไปหา H.A.

บดละเอียดในโถปน

ตะกอนถั่วฝกยาว                สารละลาย
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การเตรยีมโปรตีโอลิปดเลคตินถั่วฝกยาวสดจากชั้น fluff ของฝกถั่วสด
น ําถัว่ฝกยาวมาลางใหสะอาดแลวพักไวใหแหง จากนั้นหั่นเปนทอนเล็ก ๆ แลวบด

ใหละเอยีดในโถปนดวยบัฟเฟอร TBS จากนั้นทํ าการเซนตริฟวจดวยความเร็ว 12,000 x g ที่
อุณหภูมิ 4ºซ เปนเวลา 20 นาที แลวแยกเก็บสวนสารละลายไวใชในการเตรียมตัวยับยั้งการ
ท ํางานของเลคติน และน ําตะกอนไปสกัดสารโปรตีโอลิปดดวยคลอโรฟอรมตอเมทานอลในอัตรา
สวน 2:1 (v/v) ปริมาตร 5 เทาของนํ ้าหนัก (ดัดแปลงจากวิธีสกัดสารโปรตีโอลิปดของ Folch และ
Lees (1951)  คนเปนเวลา 15 นาที จากนั้นทํ าการกรองสารละลาย โปรตีโอลิปดผานกระดาษ
กรองเพือ่แยกกากออก เก็บชั้นเมทานอลไวแลวลางสารสกัดดวยสารละลาย 0.6% NaCl โดยทิ้งไว
ขามคนื แลวแยกเก็บเฉพาะชั้นโปรตีโอลิปดแลวนํ าไปทํ าการระเหยใหแหงจากนั้นละลายชั้นโปรตี
โอลิปดดวย non-ionic detergent ที่ประกอบ ดวย 0.2% Triton X-100 ขามคืน จากนั้นใช SMII
ดูดซบั Triton X-100 ออกใหหมดกอนแลวนํ าสารละลายที่ไดไปทดสอบความสามารถในการเกาะ
กลุมเม็ดเลือดแดงของกระตาย

2.1.2 การนํ าโปรตีโอลิปดเลคตินไปสกัดเลคตินบริสุทธิ์
หลงัจากละลายโปรตีโอลิปดจากชั้นคลอโรฟอรม ดวย non-ionic detergent ที่

ประกอบดวย 0.2% Triton X-100 ขามคืนแลว นํ าสารละลายที่ไดไปตกตะกอนดวยอะซิโตนที่ชวง
ความอิ่มตัวตาง ๆ จากนั้นระเหยอะซิโตนออกจนหมด แลวนํ าไปหาแอคติวิตีของโปรตีโอลิปด      
เลคตนิ และวิเคราะหความบริสุทธิ์ดวยวิธี SDS-PAGE

2.1.3 การหาแอคติวิตีของโปรตีโอลิปดเลคติน
การเตรียมเม็ดเลือดแดง
น ําเลอืดกระตายที่เจาะไปผสมกับ ACD (Acid Citrate Dextrose) ซึ่งทํ าหนาที่เปน

สารปองกนัการแขง็ตัวของเลือด จากนั้นนํ าไปเซนตริฟวจที่ความเร็ว 5,000 x g นาน 5 นาที แลว
ลางเม็ดเลือดแดงดวยบัฟเฟอร TBS โดยเซนตริฟวจทีค่วามเร็วเดิม 3 คร้ัง ทํ าการเจือจางเม็ดเลือด
แดงดวย TBS ใหไดความเขมขนของการแขวนลอยเม็ดเลือดเปน 2% เพื่อเก็บไวทดสอบการเกาะ
กลุม

การทดสอบการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดง
การน ําเม็ดเลือดแดงไปผานการยอยดวยเอนไซมทริปซิน
น ําเมด็เลือดแดงกระตายเขมขน 4% ผสมกับเอนไซมทริปซิน 2 มิลลิกรัมตอ

มลิลิลิตร ในอัตราสวน 10:1 นํ าไปอุนในอางนํ้ าควบคุมอุณหภูมิที่ 37°ซ เปนเวลา 40 นาที จากนั้น
เซนตรฟิวจทีค่วามเร็ว 6000 x g นาน 5 นาที ดูดสวนใสทิ้ง แลวลางเม็ดเลือดแดงดวยบัฟเฟอร
TBS 5 คร้ัง โดยการเซนตริฟวจที่ความเร็ว 6000 x g ปรับความเขมขนของเม็ดเลือดแดงใหเปน
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2% แลวนํ าไปทดสอบการเกาะกลุมเปรียบเทียบกับเม็ดเลือดแดงที่ไมไดผานการยอยมากอน
ท ําการทดสอบการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงสด หรือผานการยอยดวยเอนไซมทริปซิน

ตามวิธีของ Kilpatrick และ Yeoman (1978) โดยทํ าการผสมสารละลายโปรตีโอลิปดเลคตินที่ได
หลงัจากการทํ าโปรตีโอลิปดใหเจือจางแบบ 1:2 ตามลํ าดับ (1:2 serial dilution) ปริมาตร 50
ไมโครลิตรเขากับสารละลายแขวนลอยเม็ดเลือดแดงของกระตาย 2% (v/v) ปริมาตร 50
ไมโครลติร ในแผนไมโครไตเตอร (U shape) แลวปลอยทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 1 ชั่วโมง กอน
วิเคราะหดูการเกาะกลุ มของเม็ดเลือดแดง ซึ่งหากมีผลเปนบวกจะมีลักษณะเปนแพและ
หากมีผลปนลบเม็ดเลือดแดงจะตกตะกอนไปอยูที่กนหลุมเห็นเปนลักษณะของจุดกระดุมในชุด
ควบคุมที่ใชบัฟเฟอร TBS แทนสารละลายเลคติน และแอคติวิตีของการเกาะกลุมเม็ดเลือด
แดงของกระตาย (hemagglutinating activity, H.A.) จะนบัคาที่เปนคาการเจือจางสูงสุดของสาร
ละลาย  เลคตนิทีท่ํ าใหเม็ดเลือดแดงเกาะกลุมไดอยางสมบูรณ

2.2 การเตรียมตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA
น ําสวนของสารละลายจากถั่วฝกยาวที่ไดจากขอ 2.1.1 ไปทํ าการสกัดสารโปรตีโอลิปดดวย

คลอโรฟอรมตอเมทานอล ในอัตราสวน 2:1 (v/v) ปริมาตร 5 เทาของปริมาตร (ดัดแปลงจากวิธี
สกดัสารโปรตีโอลิปดของ Folch และ Lees (1951) คนเปนเวลา 30 นาที แลวแยกเก็บเฉพาะชั้น
สารละลาย (aqueous phase) ไปตกตะกอนดวยอะซิโตนที่ชวงความอิ่มตัวตาง ๆ กัน จากนั้น
ระเหยอะซโิตนออกจนหมด แลวละลายตะกอนดวยบัฟเฟอร TBS จากนั้นนํ าสารละลายตะกอนที่
ไดแตละชวงไปทํ าการทดสอบการยับยั้งการเกาะกลุมของเม็ดเลือดงแดง เพือ่หาชวงการยับยั้งที่ดี
ทีสุ่ดเพือ่นํ าไปทํ าใหบริสุทธิ์ยิ่งขึ้นตอไป ดังรูปที่ 2
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                    บดละเอียดในโถปนดวย 50 mM  Tris-HCl, pH 7.4-0.9%NaCl

ระเหยอะซิโตนออกใหหมดแลว
ละลายดวย 50 mM  Tris-HCl, pH 7.4

ไคตินที่ตรึงดวยเลคตินคอลัมน

ตัวยบัยัง้การทํ างานของ VSA
ชะดวย 0-1 M NaCl

สารละลายตะกอนโปรตีนชวง 40-60%

สารละลายที่มีตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA

ถัว่ฝกยาวสด

เซนตริฟวจดวยความเร็ว 12,000 x g ที่อุณหภูมิ
4ºซ เปนเวลา 20 นาที

  สกดัดวยคลอโรฟอรมตอเมทานอล
อัตราสวน2:1 (v/v) ปริมาตร 5 เทา (v/v)
ชัน้สารละลาย aqueous phase

ตกตะกอนโปรตีนดวยอะซิโตนที่ความอิ่มตัวตางๆกัน

รูปที ่2 แผนผงัการสกัดและทํ าบริสุทธิ์ตัวยับยั้งการทํ างานของ VSA

ตะกอนถั่วฝกยาว
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2.2.1 การทดสอบการยับยั้งแอคติวิตีของโปรตีโอลิปดเลคตินดวยนํ้ าตาล
เจอืจางนํ ้าตาลที่ตองการความเขมขนตาง ๆ กันในชวง 0-200 mM แบบ 1:2 serial 

dilution ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ลงในแผนไมโครไตเตอรแลวเติมสารละลายโปรตีโอลิปดเลคตินที่
มคีวามสามารถในการทํ าใหเม็ดเลือดแดงกระตายเกาะกลุม 80 ไตเตอร/มิลลิลิตร ปริมาตร 25 
ไมโครลิตร ลงไปผสมใหเขากันแลวบมที่อุณหภูมิหองนาน 30 นาที จากนั้นเติมสารละลาย
แขวนลอยเม็ดเลือดแดงของกระตาย 2% (v/v) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร แลวทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง
นาน 1 ชัว่โมงเปรยีบเทียบกับชุดควบคุมที่ใชบัฟเฟอร TBS แทนสารละลายนํ้ าตาล การวิเคราะห
แอคตวิตีิของการยับยั้งการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดง (hemagglutination inhibition, H.I.) จะหาคา
ความเขมขนตํ่ าสุดที่สามารถยับยั้งการเกาะกลุมของสารแขวนลอยเม็ดเลือดแดงได 100%

2.2.2 การทดสอบการยับยั้งแอคติวิตีของโปรตีโอลิปดเลคตินดวยไกลโคโปรตีน
เจือจางสารละลายไกลโคโปรตีนที่ตองการทดสอบแบบ 1:2 serial dilution 

ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ลงในแผนไมโครไตเตอรแลวเติมสารละลายโปรตีโอลิปดเลคตินที่มีความ
สามารถในการทํ าใหเม็ดเลือดแดงกระตายเกาะกลุม 80 titer/มิลลิลิตร ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ลง
ไปผสมใหเขากนัแลวบมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที หลังจากนั้นเติมสารละลายแขวนลอย
เมด็เลอืดแดงของกระตาย 2% (v/v) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร แลวทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 1 ชั่วโมง 
สํ าหรบัชดุการทดลองควบคุมจะใช บัฟเฟอร TBS แทนสารละลายไกลโคโปรตีน การวิเคราะหแอ
คติวตีิของการยบัยัง้การเกาะกลุมเม็ดเลือดแดง จะหาความเขมขนตํ่ าสุดที่สามารถยับยั้งการเกาะ
กลุมของสารแขวนลอยเม็ดเลือดแดงได 100%

2.3 การทํ าตัวยับยั้งการทํ างานของโปรตีโอลิปดเลคตินใหบริสุทธิ์ดวยคอลัมนไคตินที่
ตรึงดวยโปรตีโอลิปดเลคตินจากถั่วฝกยาว
เตรียมคอลัมนแบบจํ าเพาะโดยนํ าไคตินที่ลางสะอาดแลวมาปรับใหสมดุลดวย 50 mM 

Tris-HCl, pH 7.4 แลวน ําสารสกัดโปรตีโอลิปดเลคตินจากชั้นคลอโรฟอรมจากขอ 2.1.1 ผานลงใน
คอลมันใหมากเกนิพอบมที่อุณหภูมิหองนาน 30 นาที จากนั้นลางคอลัมนดวยบัฟเฟอรชนิดเดียว
กนัใหมีอัตราการไหลออกประมาณ 6 มลิลิลิตรตอชั่วโมง ในปริมาตร 3-4 เทาของปริมาตรคอลัมน 
แลวลางคอลัมนตอดวย1 M NaCl-50 mM Tris-HCl, pH 7.4 จนกระทั่งคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลืน่ 280 nm จนมีคาเขาใกลศูนย จากนั้นลางคอลัมนอีกครั้งดวย 50 mM Tris-HCl, 
pH 7.4 โดยใชปริมาตร 3-4 เทาของปริมาตรคอลัมน จากนั้น Load สารละลายตัวยับยั้งการ
ทํ างานของโปรตีโอลิปดเลคตินลงในคอลัมนแลวบมคอลัมนที่อุณหภูมิหองนาน 30 นาที ลาง
คอลมันดวย บัฟเฟอรชนิดเดียวกันโดยมีอัตราการไหลออกประมาณ 6 มิลลิลิตรตอชั่วโมง เก็บสาร



50

ละลายหลอดละ 1 มิลลิลิตร นํ าสารละลายแตละหลอดไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
280 nm จนคาที่ไดเขาใกลศูนยแลวชะคอลมันดวยเกลือ NaCl ที่มีความเขมขนเพิ่มข้ึนแบบตอ
เนือ่งจาก 0-1 M ในบัฟเฟอรชนิดเดียวกันดวยอัตราไหลเดิมและเก็บสารละลายปริมาตรเทาเดิม  
น ําสารละลายแตละหลอดไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 nm แลวทดสอบความ
สามารถในการยับยั้งแอคติวิตีของโปรตีโอลิปดเลคติน นํ าหลอดสารละลายที่มีความสามารถใน
การยับยั้งแอคติวิตีของโปรตีโอลิปดเลคตนิสงูที่สุดไปไดอะไลซ แลวทํ าสารละลายใหเขมขนขึ้นดวย
วธิ ี Freeze-drying แลวนํ าไปวิเคราะหความบริสุทธิ์ของตัวยับยั้งแอคติวิตีของโปรตีโอลิปดเลคติน 
ดวยวธิีการแยกดวยกระแสไฟฟา (electrophoresis) แบบ SDS-PAGE

2.4 ปจจัยตางๆ ที่มีที่มีอิทธิพลตอแอคติวิตีของโปรตีโอลิปดเลคตินจากถั่วฝกยาว
2.4.1 อิทธิพลของอุณหภูมิ

ทํ าการทดสอบความเสถียรของเลคตินตออุณหภูมิโดยอุนสารละลายโปรตีโอลิปด
เลคตนิ (ปริมาณ 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) ในอางควบคุมอุณหภูมิ (dry bath incubator) ที่
อุณหภูมิ 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 และ 100 °ซ นาน 30 นาที หลังจากครบเวลาแลวทํ าสาร
ละลายโปรตีโอลิปดเลคตินใหเย็นโดยเร็วดวยการแชในนํ้ าเย็น 4°ซ นาน 5 นาที แลวนํ าไปวิเคราะห
ความสามารถในการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงกระตายเทียบกับเลคตินที่เก็บไวที่  4 °ซ

2.4.2 อิทธิพลของ pH
น ําสารละลายโปรตีโอลิปดเลคติน (ปริมาณ 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) มาปรับให

ม ีpH อยูในชวง 4-11 โดยใชบัฟเฟอร pH ตาง ๆ 50 mM Sodium acetate buffer (pH 4-5), 50 
mM Tris-HCl buffer (pH 6-7) และ 50 mM Glycine-NaOH buffer (pH 9-10) ปริมาตร 40 
ไมโครลติร ผสมกับสารละลายเลคติน 10 ไมโครลิตร ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 2 ชั่วโมง จากนั้น
ปรับ pH ของโปรตีโอลิปดเลคตนิทกุ pH กลับเปน 7.4 นํ าเลคตินที่ปรับ pH แลว ปริมาตร 50 
ไมโครลติร ทํ าใหเจือจางแบบ 1:2 serial dilution ผสมเขากับสารละลายแขวนลอยเม็ดเลือดแดง
ของกระตาย 2% (v/v) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ในแผนไมโครไตเตอร แลวทิง้ไวที่อุณหภูมิหองนาน 
1 ชัว่โมง ท ําการวิเคราะหดูการเกาะกลุมของเม็ดเลือดแดงเปรียบเทียบ

2.4.3 อิทธพิลของเอนไซมที่นํ ามายอยโปรตีโอลิปดเลคติน
ผสมสารละลายโปรตีโอลิปดเลคติน (ปริมาณ 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) กับ

เอนไซม       ทริปซิน และเอนไซมโปรเนส ที่มีความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ทิ้งไวที่
อุณหภมูหิองเปนเวลานาน 30 และ 60 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาของเอมไซมโดยนํ าไปตมในนํ้ า
เดือดเปนเวลานาน 10 นาที แลวนํ าไปหาคาแอคติวิตีของเลคติน โดยผสมสารละลายเลคตินที่เจือ
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จางแบบ 1:2 serial dilution ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เขากับสารละลายแขวนลอยเม็ดเลือดแดง 
2% (v/v) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ในแผนไมโครเตอรแลวทิง้ไวที่อุณหภูมิหองนาน 1 ชั่วโมง 
วิเคราะหผลการเกาะกลุมของเม็ดเลือดแดงโดยเปรียบเทียบกับแอคติวิตีของโปรตีโอลิปดเลคตินที่
ไมไดถูกยอยดวยเอนไซมในชุดควบคุม

2.4.4 อิทธพิลของไดวาเลนทแคทไอออน (Ca2+, Mg2+ และ Mn2+) และ EDTA ตอ
การเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงกระตาย
ท ําการเจือจางไดวาเลนทแคทไอออน (Ca2+, Mg2+ และ Mn2+) และ EDTA ใหมี

ความเขมขน 0-200 mM แบบ 1:2 serial dilution ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ลงในแผนไมโครไตเตอร
แลวเติมสารละลายโปรตีโอลิปดเลคตินที่มีความสามารถในการทํ าใหเม็ดเลือดแดงกระตายเกาะ
กลุมที่มี      แอคติวิตี 80 titer/มิลลิลิตร ปริมาตร 25ไมโครลิตร ลงไปแลวบมที่อุณหภูมิหองเปน
เวลา 30 นาที จากนั้นเติมสารแขวนลอยเม็ดเลือดแดงของกระตาย 2% (v/v) ปริมาตร 50 
ไมโครลติร ลงไปแลวทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 1 ชั่วโมง ทํ าการวิเคราะหผลการเกาะกลุมของเม็ด
เลือดแดง

2.5 การเก็บนํ้ ายาง
2.5.1 จากยางพารา

นํ านํ้ ายางสดมากรองดวยผากอชจากนั้นนํ านํ้ ายางสดไปเซนตริฟวจดวยเครื่อง 
ultracentifuge (UC) ทีค่วามเร็ว 59,000 x g อุณหภูมิ 4°ซ นาน 45 นาที หลังจากเซนตริฟวจดวย
เครือ่ง UC แลวนํ้ ายางจะแบงเปนสวนใหญ ๆ 3 สวนคือ สวนของ rubber particle (RP), C-serum 
และ bottom fraction ทํ าการเก็บเฉพาะสวนของ rubber particle แลวลาง rubber particle ดวย
บัฟเฟอร TBS โดยน ําไปเซนตริฟวจที่ความเร็วและเวลาเทาเดิม 3 คร้ัง จากนั้นทํ าการเจือจาง 
rubber particle ดวยบฟัเฟอร TBS โดยนํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 nm ใหมี
คาเทากับ 0.3-0.4 เก็บไวที่  4  ํซ เพื่อใชศึกษาความสามารถของโปรตีโอลิปดเลคตินในการเหนี่ยว
น ําการเกาะกลุมของอนุภาคยาง

2.5.2 จากยางอื่นๆ
                   ท ําการเก็บนํ้ ายางจากตน รัก, ลีลาวดี, ยางอินเดีย และ โปยเซียน โดยใชมีดกรีดที่
ผิวของล ําตนจากนั้นใชพาสเจอรปเปตดูดนํ้ ายางผสมลงในบัฟเฟอร TBS ที่แชเย็นจากนั้นทํ าการ
เจอืจาง rubber particle ดวยบัฟเฟอร TBS โดยนํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 
nm ใหมีคาเทากับ 0.3-0.4 เก็บที่อุณหภูมิ 4 ํซ เพื่อใชศึกษาความสามารถของโปรตีโอลิปดเลคติน
ในการเหนีย่วนํ าการเกาะกลุมของอนุภาคยาง
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2.6 การทดสอบการเกาะกลุมของอนุภาคยางกับโปรตีโอลิปดเลคติน
ปเปตสารละลายนํ้ ายางที่เจือจางปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลายโปรตีโอลิปด

เลค ติน  (ปริมาตร 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร แลวบมที่อุณหภูมิหองเปน
เวลา 20 นาที หลังจากนั้นผสมสียอมฟุชซิน (fuchsin) (2.5%w/v) ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงไป
ผสมใหเขากันแลวดูดสารละลายผสมบรรจุในหลอด microhematocrit แลวอุดปลายหลอดดวยดิน
นํ ้ามนั จากนั้นนํ าหลอดดังกลาวไปเซนตริฟวจดวยเครื่อง microhematocrit centifuge ที่ความเร็ว
5000 x g เปนเวลา 5 นาท ี จากนั้นดูการเกาะกลุมของอนุภาคยางที่เกิดขึ้นบริเวณดานบนหลอด
microhematocrit ภายใตกลองจุลทรรศนที่กํ าลังขยาย 50 เทา

2.7 การหานํ ้าหนักโมเลกุลโดยวิธีเจลฟลเทรชัน
  2.7.1 นํ ้าหนักโมเลกุลของเลคติน

หานํ ้าหนกัโมเลกุลของเลคตินทํ าโดยใชคอลัมน Sephadex G-200 ขนาด 1.2 x 
100 เซนตเิมตร ปริมาตรเรซิน 85 มิลลิลิตร ปรับคอลัมนใหสมดุลกอนดวยบัฟเฟอร 50 mM Tris-
HCl, pH 7.4-0.2% Triton X-100 แลว load คอลัมนดวยสารละลายโปรตีโอลิปดเลคตินเขมขน 
(700 ไมโครกรัมตอมิลิลิตร) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ลงในคอลัมนแลวชะดวยบัฟเฟอรชนิดเดิม
ดวยอตัราไหลออกประมาณ 6 มิลลิลิตรตอชั่วโมง เก็บสารละลายหลอดละ 1 มิลลิลิตร จากนั้นนํ า
ไปวดัคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 nm แลวนํ าหลอดที่มีคาการดูดกลืนแสงสูงที่สุดไป
หาแอคตวิตีิของเลคติน จากนั้น load คอลัมนดวยสารละลายโปรตีนมาตรฐาน (ที่มีความเขมขน 
4.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)  ไดแก catalase (Mr 232,000) aldolase (Mr 158,000) BSA (Mr

67,000) ovalbumin    (Mr 43,000) แลวชะคอลัมนดวยบัฟเฟอรชนิดเดิมที่มีอัตราการไหลออก
ประมาณ 6 มิลลิลิตรตอชั่วโมง เก็บสารละลายหลอดละ 1 มิลลิลิตร จากนั้นนํ าไปวัดคาการดูด
กลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 280 nm แลว load คอลัมนดวยสารละลาย blue dextran เพื่อหา
ปริมาตรภายนอกเม็ดเจล (void volume, Vo) จากคาปริมาตรชะของ blue dextran ที่ไดจากการ
วดัคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 620 nm และ load คอลัมนดวยสารละลาย K2Cr2O7 เพื่อ
หาปรมิาตรทั้งหมด (total volume, Vt) ของคอลัมนจากคาปริมาตรชะของ K2Cr2O7 ทีไ่ดจากการ
วดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 480 nm

2.7.2 นํ ้าหนกัโมเลกุลของตัวยับยั้งการทํ างานของเลคติน
หานํ้ าหนักโมเลกุลของตัวยับยั้งการทํ างานโปรตีโอลิปดเลคตินทํ าโดยใชคอลัมน 

Sephadex  G-100  ขนาด 1.2 x 100 เซนติเมตร ปริมาตรเรซิน 85 มิลลิลิตร ปรับคอลัมนใหสม
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ดุลกอนดวยบัฟเฟอร 50 Mm Tris-HCl, pH 7.4 แลว load คอลัมนดวยสารละลายยับยั้งการ
ท ํางานของเลคตินเขมขน (407 ไมโครกรัมตอมิลิลิตร) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ลงในคอลัมนแลว
ชะดวยบฟัเฟอรชนิดเดิมดวยอัตราไหลออกประมาณ 6 มิลลิลิตรตอชั่วโมง เก็บสารละลายหลอด
ละ 1 มลิลิลิตร จากนั้นนํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 nm แลวนํ าหลอดที่มีคา
การดดูกลืนแสงสูงที่สุดไปหาคาการยับยั้งแอคติวิตีของโปรตีโอลิปดเลคตนิ จากนั้น load คอลัมน
ดวยโปรตีนมาตรฐาน (ที่มีความเขมขน 4.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ไดแก aldolase (Mr 158,000) 
BSA (Mr  67,000) ovalbumin (Mr  43,000) และ chymotrypsin (Mr  25 kD) ลงในคอลัมนแลว
ชะคอลัมนดวยบัฟเฟอรชนิดเดิมที่มีอัตราการไหลออกประมาณ 6 มิลลิลิตรตอชั่วโมง เก็บสาร
ละลายหลอดละ 1 มิลลิลิตร จากนั้นนํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 nm จากนั้น 
load คอลมันดวยสารละลาย blue dextran เพื่อหาปริมาตรภายนอกเม็ดเจลจากคาปริมาตรชะ
ของ blue dextran ที่ไดจากการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 620 nm และ load คอลัมน
ดวยสารละลาย K2Cr2O7 เพือ่หาปรมิาตรทั้งหมดของคอลัมนจากคาปริมาตรชะของ K2Cr2O7 ที่ได
จากการวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 480 nm

2.7.3 การคํ านวณหาคา distribution coefficient (Kav)
ท ําการคํ านวณหาคา Kav จากสมการโดยน ําคาที่ไดเขียนกราฟความสัมพันธ

ระหวางคา log MW กับคา Kav ของโปรตนีมาตรฐานแตละตัว แลวคํ านวณหาคานํ้ าหนักโมเลกุล
ของโปรตีโอลิปดเลคติน

     Kav =        (Ve – Vo)
      (Vt – Vo)

2.8 การหานํ ้าหนักโมเลกุลยอยโดยวิธี SDS-PAGE
การหานํ ้าหนกัโมเลกุลยอยใชวิธี SDS-PAGE ตามวิธีของ Laemmli (1970) หลังจากการทํ า

อิเลก็โทรฟอรีซีสและยอมสีโปรตีน โดยวัดระยะทางการเคลื่อนที่ของแถบโปรตีนมาตรฐานโปรตีน
ในสารตวัอยางและแถบสีโบรโมฟนอลบลู แลวคํ านวณหาคาการเคลื่อนที่สัมพัทธ (relative
mobily, Rf) ของแถบโปรตีนมาตรฐาน และ โปรตีนในสารตัวอยางจากความสัมพันธดังนี้

          การเคลือ่นที่สัมพัทธ     =          ระยะทางการเคลื่อนที่ของโปรตีน
   ระยะทางการเคลื่อนที่ของสีโบรโมฟนอลบลู

จากนัน้เขยีนกราฟมาตรฐานระหวาง log MW กับคาการเคลื่อนที่สัมพัทธของโปรตีนมาตร
ฐาน นํ าคาการเคลื่อนที่สัมพัทธของโปรตีนในสารตัวอยางเทียบกับกราฟมาตรฐานจากนั้นหานํ้ า
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หนกัโมเลกลุของโปรตีนสารตัวอยางจากกราฟซึ่งจะใชโปรตีนมาตรฐาน ดังนี้ phosphorylase b 
(Mr 94,000) BSA (Mr 67,000) Ovalbumin (Mr 43,000) carbonic anhydrase (Mr 30,000) 
soybean trypsin inhibitor (Mr 20,000) และ α-lactalbumin (Mr 14,000)

2.9 การหาปริมาณโปรตีน
หาปรมิาณโปรตีนของสารตัวอยางตามวิธีของ Bradford (1976) ดังนี้  ดูดสารตัวอยาง 20 

ไมโครลติร ใสในหลอดทดลอง โดยทํ าควบคูกับ BSA ซึ่งใชเปนโปรตีนมาตรฐาน เจือจาง BSA 
มาตรฐานใหมีปริมาณโปรตีน 0 -100 ไมโครกรัม ผสมกับสารละลาย Bradford (0.01% 
Coomassie brilliant blue G-250 – 4.7% ethanol – 8.5% phosphoric acid) ปริมาตร 1 
มลิลิลิตร เขยาใหเขากันแลวทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 5 นาที จากนั้นนํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 595 nm

2.10 Polyacrylamide gel electrophoresis, PAGE
โพลอีะครลิาไมดเจลที่ใชในการศึกษาเปนเจลแผน (slab gel) ขนาด 10x12 เซนติเมตร 

หนา 1 มลิลิเมตร ประกอบดวยเจล 2 สวน คือ เจลสวนบน (stacking gel) มีความสูงประมาณ 3 
เซนตเิมตร และเจลสวนลาง (separating gel) มีความสูง  7 เซนติเมตร

SDS-PAGE
การท ํา  SDS-PAGE ตามวิธีของ Laemmli (1970) โดยเตรียมโพลีอะคริลาไมดเจล (7-

15%) ซึง่มสีวนประกอบของเจลแสดงในตาราง

Separating gelComposition Stacking gel
3% (5 ml) 7% (3 ml) 15% (3 ml)

30%Acrylamide-0.8% bisacrylamide
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8
0.2 M EDTA
10 % SDS
10% Ammonium persulphate
TEMED
Distilled water

0.30 ml
       1.25 ml

-
20 µl
30 µl

150 µl
5 µl

1.775 ml

0.70 ml
           -

0.75 ml
-

30 µl
75 µl
5 µl

1.44 ml

1.80 ml
           -

0.75 ml
-

30µl
75 µl
5 µl

0.64 ml
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การเตรยีมสารตัวอยางและโปรตีนมาตรฐาน
ใชปริมาตรสารละลายโปรตีนตัวอยางและโปรตีนมาตรฐานปริมาตร 3 สวนผสมกับบัฟเฟอร

ทีใ่ชละลายตวัอยาง 1 สวน  ซึ่งประกอบดวย 0.2 M Tris-HCl, pH 6.8, 8 mM EDTA, 4% SDS, 
30% glycerol และ 0.021% โบรโมฟนอลบลู ใหไดสารละลายตัวอยางมีความเขมขนโปรตีนพอ
เหมาะ สํ าหรับโปรตีนมาตรฐานใชของบริษัท Promega ซึ่งอยูใน 0.125 M Tris-HCl, pH 6.8, 
10%  กลเีซอรอล, 0.2 M เบตา-เมอรแคปโตเอธานอล (β-mercaptoethanol) และ 0.007% โบรโม
ฟนอลบลู  

การทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิส
น ําสารละลายตัวอยางและสารละลายโปรตีนมาตรฐาน ใสในแตละชองของเจลสวนบนแยก

กนั โดยใช 0.025 M Tris – 0.192 M glycine - 1% SDS, pH 8.3 เปนบัฟเฟอรสํ าหรับทํ าอิเล็ก
โทรฟอรซีสิ เปดกระแสไฟคงที่ 20 mA นาน 1 ชั่วโมง จนสีโบรโมฟนอลบลูเคลื่อนที่ไปจนสุดขอบ
ลางของเจล ปดกระแสไฟ แลวนํ าเจลไปยอมสี

การยอมสีโปรตีน
ยอมสีโปรตีนในเจลดวยสี Coomassie brilliant blue R-250 โดยแชเจลในสารละลาย 

0.08% Coomassie brilliant blue R-250 - 50% methanol- 7.5% acetic acid นาน 5 ชั่วโมง 
แลวน ําเจลไปลางสีที่ไมตองการออกดวยสารละลาย 5% methanol - 7.5% acetic acid จนแถบ
โปรตีนสีนํ้ าเงินชัดเจน

การยอมไกลโคโปรตีน
หลงัจากการทํ า SDS-PAGE แลวนํ าเจลใสลงในสารละลาย 12.5% Trichloroacetic acid 

เปนเวลานาน 30 นาท ีจากนั้นลางดวยนํ้ ากลั่นเปนเวลานาน 1 นาที นํ าเจลใสในสารละลาย 1% 
periodic acid ทีเ่ตรยีมในสารละลาย 3% acetic acid เปนเวลานาน 50 นาที จากนั้นลางเจลดวย
นํ ้ากลัน่เพือ่ก ําจัด periodic acid ตรวจสอบโดยหยดนํ้ าลางเจลลงใน 1 N AgNO3 ดูการเปลี่ยนสี
จากใสเปนสนีํ้ าตาล ลางเจลจนกระทั่งหยดนํ้ าลางเจลใน 1N AgNO3 ไมมกีารเปลี่ยนสี จากนั้นใส
เจลลงใน Schiff’s reagent เก็บไวในที่มืดเปนเวลานาน 50 นาที ลางสีที่เกินออกดวยสารละลาย 
0.5% metabisulfite 3 คร้ังครัง้ละ 10 นาที แลวลางดวยนํ้ ากลั่นจนกระทั่งเจลใส เก็บเจลใน 7% 
acetic acid (Zacharius, 1969)




