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∫∑§—¥¬àÕ

‰¥âº≈‘μ‚æ≈’‚§≈πÕ≈·Õπμ‘∫Õ¥’∑’Ë®”‡æ“–μàÕ‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π‚¥¬°“√ª≈Ÿ°¿Ÿ¡‘§ÿâ¡°—π„πÀπŸ¢“«¥â«¬ ‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π∑’Ë·¬°‰¥â®“°

æ≈“ ¡“¢Õßª≈“°–√—ß®ÿ¥øÑ“ Plectropomus maculatus ‡æ»‡¡’¬∑’Ë©’¥°√–μÿâπ¥â«¬ŒÕ√å‚¡π 17 ‡∫μâ“-‡Õ μ√“‰¥ÕÕ≈ ·≈–∑”„Àâ

∫√‘ ÿ∑∏‘Ï‚¥¬„™â§Õ≈—¡πå‰Œ¥√Õ°´‘≈Õ–æ“‰∑μå·≈–§Õ≈—¡πå‡´ø“§√‘≈‡Õ -300 ·≈–‡¡◊ËÕμ√«® Õ∫‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π∫√‘ ÿ∑∏‘Ï∑’Ë ‰¥â¥â«¬«‘∏’

SDS-PAGE æ∫«à“¡’πÈ”Àπ—°‚¡‡≈°ÿ≈‡ªìπ 102 ·≈– 94 kDa μ“¡≈”¥—∫ ®“°°“√μ√«® Õ∫§«“¡®”‡æ“–¢Õß‚æ≈’‚§≈πÕ≈·Õπμ‘∫Õ¥’

∑’Ëº≈‘μ‰¥â¥â«¬‡∑§π‘§ Double immunodiffusion æ∫«à“ “¡“√∂∑”ªØ‘°‘√‘¬“°—∫æ≈“ ¡“¢Õßª≈“°–√—ß®ÿ¥øÑ“‡æ»‡¡’¬∑’Ë‰¥â√—∫°“√©’¥

¥â«¬ŒÕ√å‚¡π·≈–‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π∫√‘ ÿ∑∏‘Ï ·μà‰¡à∑”ªØ‘°‘√‘¬“°—∫æ≈“ ¡“¢Õßª≈“°–√—ß®ÿ¥øÑ“‡æ»‡¡’¬∑’Ë ‰¡à ‰¥â√—∫°“√©’¥ŒÕ√å‚¡π·≈–

æ≈“ ¡“¢Õßª≈“°–√—ß®ÿ¥øÑ“‡æ»ºŸâ ·≈–‡¡◊ËÕ»÷°…“‚¥¬„™â‡∑§π‘§ Western blot æ∫«à“‚æ≈’‚§≈πÕ≈·Õπμ‘∫Õ¥’∑’Ë‰¥â “¡“√∂∑”ªÆ‘°‘√‘¬“

°—∫·∂∫‚ª√μ’π∑’Ë·¬°‰¥â®“°‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π∫√‘ ÿ∑∏‘Ï∑’Ë¡’πÈ”Àπ—°‚¡‡≈°ÿ≈‡ªìπ 94, 75, 70, 68 ·≈– 50 kDa μ“¡≈”¥—∫

§” ”§—≠ : ‚æ≈’‚§≈πÕ≈·Õπμ‘∫Õ¥’  ‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π  ª≈“°–√—ß®ÿ¥øÑ“
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Abstract

Polyclonal antibody (PAb) specific to vitellogenin (VTG) was obtained from mice immunized with VTG isolated

from plasma of blue-spotted grouper, Plectropomus maculatus, which was induced by injection of 17 β-estradiol before

purification with hydroxylapatite and sephacryl S-300 column. After performing with SDS-PAGE, VTG was identified at

the molecular weight of 102 and 94 kDa respectively. The specificity of PAb to VTG determined by double immunodiffusion

showed that PAb reacted with the plasma of 17 β-estradiol-injected female and purified VTG. However, the cross-

reaction of PAb to the plasma of intact females and the plasma from males was not observed. When using western blot

techniques, the PAb was identified the purify VTG at molecular weight of 94, 75, 70, 68 and 50 kDa, respectively. This

PAb could be useful in immunological techniques for determination of vitellogenin content of blue-spotted grouper.
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∫∑π”

‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π (Vitellogenin) ‡ªìπ‚ª√μ’πÀ≈—°„π‰¢à·¥ß

(Yolk) ·≈–‡ªìπ·À≈àßÕ“À“√ – ¡·≈–æ≈—ßß“π‡æ◊ËÕ„™â√–À«à“ß

æ—≤π“°“√¢Õßμ—«ÕàÕπ (Embryo) ‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π‡ªìπ‚ª√μ’π∑’Ëæ∫

‡©æ“–„π —μ«å‡æ»‡¡’¬·≈–æ∫„π‡´≈≈å‰¢à∑’Ë¡’°“√ – ¡‰¢à·¥ß

°√–∫«π°“√ —ß‡§√“–Àå‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π “¡“√∂‡Àπ’Ë¬«π”„Àâ‡°‘¥¢÷Èπ‰¥â

‡¡◊ËÕ¡’°“√°√–μÿâπ¥â«¬ŒÕ√å‚¡π‡Õ μ√“‰¥ÕÕ≈À√◊Õ “√∑’Ë¡’≈—°…≥–

§≈â“¬°—∫ŒÕ√å‚¡π¥—ß°≈à“« (Hennies et al., 2003) ‚¥¬∑—Ë«‰ª≈—°…≥–

¿“¬πÕ°¢Õßª≈“∑–‡≈‡æ»ºŸâ·≈–‡æ»‡¡’¬„π™à«ßƒ¥Ÿº ¡æ—π∏ÿå«“ß‰¢à

®–‰¡à·μ°μà“ß°—π∑”„Àâ·¬°‡æ»ª≈“∑–‡≈‰¥â¬“° ¥—ßπ—Èπ®÷ß®”‡ªìπ

μâÕßÕ“»—¬∫ÿ§≈“°√∑’Ë¡’ª√– ∫°“√≥åÕ¬à“ß¡“°„π°“√∑’Ë®–·¬°‡æ»

¢Õßª≈“ √«¡∑—Èß°“√μ√«® Õ∫§«“¡ ¡∫Ÿ√≥å‡æ»¢Õßª≈“·¡àæ—π∏ÿå

°àÕπ∑’Ë®–π”¡“©’¥ŒÕ√å‚¡π‡æ◊ËÕ°√–μÿâπ„Àâª≈“«“ß‰¢à ‰¥â¡’√“¬ß“π

°“√„™â ‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π„π‡≈◊Õ¥‡ªìπμ—«∫àß™’È§«“¡ ¡∫Ÿ√≥å‡æ»·≈–

æ—≤π“°“√¢Õß‡´≈≈å‰¢à (Werawatgoompa et al., 1997) ·≈–

„™â‡ªìπμ—«™’È«—¥™’«¿“æ°“√ªπ‡ªóôÕπÀ√◊Õ°“√‰¥â√—∫º≈°√–∑∫®“°

 “√¡≈æ‘…μà“ßÊ ‡™àπ ‚≈À–Àπ—°  “√ÕÕ°“‚π§≈Õ√’π  “√‚æ≈’-

‰´§≈‘°Õ–‚√¡“μ‘°‰Œ‚¥√§“√å∫Õπ (PAHs) √à«¡°—∫μ—«™’È«—¥Õ◊ËπÊ ¥â«¬

(Fernandes et al., 2008)  ”À√—∫°“√«—¥ª√‘¡“≥‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π

 “¡“√∂∑”‰¥âÀ≈“¬«‘∏’ ·μà«‘∏’∑’Ëπ‘¬¡„™â°—πÕ¬à“ß·æ√àÀ≈“¬§◊Õ ‡∑§π‘§

Radioimmunoassay (RIA) Rocket immunoelectrophoresis

·≈–‡∑§π‘§ Enzyme immunoassay (EIA) ‡™àπ ELISA ‡ªìπμâπ

∑—Èßπ’Èæ◊Èπ∞“π¢Õß°“√μ√«® Õ∫¥â«¬‡∑§π‘§‡À≈à“π’È à«π„À≠à®–

‡°’Ë¬«¢âÕß°—∫°“√∑”ªØ‘°‘√‘¬“°—π√–À«à“ß·Õπμ‘‡®π·≈–·Õπμ‘∫Õ¥’

°“√»÷°…“§√—Èßπ’È‡ªìπ√“¬ß“π‡∫◊ÈÕßμâπ∂÷ß§«“¡ ”‡√Á®„π

°“√º≈‘μ·Õπμ‘∫Õ¥’®”‡æ“–μàÕ‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π®“°ª≈“°–√—ß®ÿ¥øÑ“

Plectropomus maculatus ́ ÷Ëß‡ªìπª≈“∑–‡≈‡»√…∞°‘®∑’Ëπ‘¬¡∫√‘‚¿§

‡æ◊ËÕª√–¬ÿ°μå„™â·Õπμ‘∫Õ¥’∑’Ë ‰¥âπ’È „π°“√μ√«®§«“¡ ¡∫Ÿ√≥å‡æ»

¢Õß·¡àæ—π∏ÿåª≈“°–√—ß®ÿ¥øÑ“‡æ◊ËÕ§«“¡ –¥«°„π°“√®—¥°“√√–À«à“ß

°“√‡æ“–¢¬“¬æ—π∏ÿå À√◊Õ„™â‡ªìπμ—«™’È«—¥º≈°√–∑∫¥â“πÕ◊ËπÊ ‚¥¬

„™â‡∑§π‘§∑’Ë‡À¡“– ¡μàÕ‰ª

Õÿª°√≥å·≈–«‘∏’°“√∑¥≈Õß
 —μ«å∑¥≈Õß

ª≈“°–√—ß®ÿ¥øÑ“ P. maculatus ‡æ»‡¡’¬ ®”π«π 5 μ—«

πÈ”Àπ—°‡©≈’Ë¬ª√–¡“≥ 1.5-2.5 °‘‚≈°√—¡ √«∫√«¡®“°°√–™—ß∫√‘‡«≥

‡°“–‡ ¡Á¥ »Ÿπ¬å«‘®—¬·≈–æ—≤π“ª√–¡ß™“¬Ωíòß√–¬Õß ®—ßÀ«—¥√–¬Õß

π”¡“‡≈’È¬ß„π∫àÕªŸπ¢π“¥15 μ—π (5 x 3 x 1 ‡¡μ√) ‡ªìπ ‡«≈“

15 «—π ‡ª≈’Ë¬ππÈ”∑–‡≈∑ÿ°«—π „Àâ‡π◊ÈÕª≈“¢â“ß‡À≈◊Õß ¥‡ªìπÕ“À“√

«—π≈– 1.5% ¢ÕßπÈ”Àπ—°μ—« ©’¥°√–μÿâπ„Àâª≈“ √â“ß‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π

¥â«¬ŒÕ√å‚¡π 17-‡∫μâ“ ‡Õ μ√“‰¥ÕÕ≈ ª√‘¡“≥ 2 ¡‘≈≈‘°√—¡

μàÕπÈ”Àπ—°μ—« 1 °‘‚≈°√—¡ ®”π«π 4 §√—Èß∑ÿ°Ê 3 «—π ‡ªìπ‡«≈“

12 «—π ®“°π—Èπ‡°Á∫‡≈◊Õ¥ª≈“∫√‘‡«≥´’Ë‡Àß◊Õ° ‚¥¬„™â‡¢Á¡√Ÿªº’‡ ◊ÈÕ

·≈–„ à„πÀ≈Õ¥∑’Ë‡§≈◊Õ∫‡Œæ“√‘π·≈– 0.01% Phenylmethy-

lsulfonyl fluoride (PMSF) (Sigma) ªíòπ·¬°æ≈“ ¡“ª≈“

∑’Ë§«“¡‡√Á« 12,000 √Õ∫μàÕπ“∑’ ∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 4 Õß»“‡´≈‡´’¬ 

‡ªìπ‡«≈“ 15 π“∑’ ·¬°æ≈“ ¡“¢Õßª≈“·μà≈–μ—«‡°Á∫‰«â∑’Ë -80 Õß»“

‡´≈‡´’¬  ‡æ◊ËÕ√Õ°“√«‘‡§√“–Àå

ÀπŸ¢“« (Swiss mice) Õ“¬ÿ 6  —ª¥“Àå ´◊ÈÕ®“° ”π—°

 —μ«å∑¥≈Õß·Ààß™“μ‘ ¡À“«‘∑¬“≈—¬¡À‘¥≈ »“≈“¬“ ®—ßÀ«—¥π§√ª∞¡

°“√∑”‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π„Àâ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï

°“√·¬°‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π®“°æ≈“ ¡“‚¥¬„™â§Õ≈—¡πå™π‘¥

μà“ßÊ

π”æ≈“ ¡“ª≈“°–√—ß®ÿ¥øÑ“∑’Ë‰¥â√—∫°“√°√–μÿâπ¥â«¬ŒÕ√å‚¡π

17-‡∫μâ“ ‡Õ μ√“‰¥ÕÕ≈ ¡“ºà“π§Õ≈—¡πå‰Œ¥√Õ°´‘≈Õ–æ“‰∑μå

·≈â«™–¥â«¬ ‚ªμ— ‡´’¬¡øÕ ‡øμ∫—ø‡øÕ√å æ’‡Õ™ 6.8 §«“¡‡¢â¡¢âπ

0.2 0.4 ·≈– 1.2 ‚¡≈“√å Õ—μ√“°“√‰À≈ 1 ¡‘≈≈‘≈‘μ√μàÕπ“∑’ ‡°Á∫

·ø√°™—Ëπ≈– 1.5 ¡‘≈≈‘≈‘μ√ «—¥§à“°“√¥Ÿ¥°≈◊π· ß∑’Ë 280 π“‚π‡¡μ√

„™â BSA ‡ªìπ‚ª√μ’π¡“μ√∞“π ®“°π—Èππ”‚ª√μ’π¡“∑”„Àâ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï

μàÕ‚¥¬„™â‚ª√μ’π∑’Ëºà“π°“√™–¥â«¬‚ªμ— ‡´’¬¡øÕ ‡øμ∫—ø‡øÕ√å

§«“¡‡¢â¡¢âπ 1.2 ‚¡≈“√å (æ’§∑’Ë 3) ¡“ºà“π§Õ≈—¡πå‡´ø“§√‘≈‡Õ 

-300 ·≈–™–¥â«¬∑√‘  ∫—ø‡øÕ√å æ’‡Õ™ 8.0 §«“¡‡¢â¡¢âπ 0.02 ‚¡≈“√å

«—¥ª√‘¡“≥‚ª√μ’π‚¥¬π”‰ª«—¥§à“¥Ÿ¥°≈◊π· ß∑’Ë§«“¡¬“«§≈◊Ëπ 280

π“‚π‡¡μ√ ·≈â«§”π«≥§à“ª√‘¡“≥‚ª√μ’π‚¥¬‡∑’¬∫°—∫ BSA

¡“μ√∞“π §«“¡‡¢â¡¢âπ 1 ¡‘≈≈‘°√—¡μàÕ¡‘≈≈‘≈‘μ√

°“√μ√«® Õ∫§«“¡∫√‘ ÿ∑∏‘Ï¢Õß‰«‚≈‡®π‘π¥â«¬ SDS-

PAGE

π”·Õπμ‘‡®π™π‘¥μà“ßÊ ‰¥â·°à ‚ª√μ’π®“°æ≈“ ¡“¢Õß

ª≈“°–√—ß®ÿ¥øÑ“°àÕπ·≈–À≈—ß°“√©’¥°√–μÿâπ¥â«¬ŒÕ√å‚¡π ·≈–

‚ª√μ’π®“°æ’§μà“ßÊ ∑’Ëºà“π§Õ≈—¡πå∑—Èß 2 ™π‘¥¡“·¬°„π 7.5% SDS-

PAGE μ“¡«‘∏’¢Õß Laemmli (1970) ∑’Ë§«“¡μà“ß»—°¬å 100 ‚«≈μå

π”‡®≈∑’Ë‰¥â ‰ª¬âÕ¡‚ª√μ’π¥â«¬ ’ Coomassie brilliant blue R-250

(Sigma)
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°“√º≈‘μ‚æ≈’‚§≈πÕ≈·Õπμ‘∫Õ¥’

π”‚ª√μ’πæ’§∑’Ë 3 ∑’Ë·¬°‰¥â®“°§Õ≈—¡πå‰Œ¥√Õ°´‘≈Õ–æ“‰∑μå

§«“¡‡¢â¡¢âπ 1 ¡‘≈≈‘°√—¡μàÕ¡‘≈≈‘≈‘μ√ ¡“º ¡°—∫ Complete

Freundûs adjuvant „πÕ—μ√“ à«π 1 : 1 ©’¥ “√º ¡‡¢â“∫√‘‡«≥

™àÕß∑âÕß¢ÕßÀπŸ¢“« 4  μ—« μ—«≈– 100 ‰¡‚§√≈‘μ√ ®”π«π 4 §√—Èß

·μà≈–§√—ÈßÀà“ß°—π 2  —ª¥“Àå ‚¥¬°“√©’¥„π§√—Èß∑’Ë 2-4 ®–º ¡°—∫

Incomplete Freundûs adjuvant À≈—ß®“°©’¥§√—Èß∑’Ë 4 ·≈â« 1  —ª¥“Àå

®–‡°Á∫‡≈◊Õ¥ÀπŸ‚¥¬°“√‡®“–‡≈◊Õ¥∑“ß‡∫â“μ“ π”‡≈◊Õ¥∑’Ë ‰¥â¡“

∑‘Èß„Àâ·¢Áßμ—« ·≈â«π”¡“ªíòπ∑’Ë§«“¡‡√Á« 5,000 √Õ∫μàÕπ“∑’ ‡ªìπ‡«≈“

15 π“∑’ ·∫àß´’√—¡‡°Á∫‰«â∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ -20 ÌC ®π°«à“®–π”¡“„™â

°“√μ√«® Õ∫§«“¡®”‡æ“–¢Õß‚æ≈’‚§≈πÕ≈·Õπμ‘∫Õ¥’

°“√μ√«® Õ∫§«“¡®”‡æ“–¥â«¬‡∑§π‘§ Double

immunodiffusion

‡∑«ÿâπ (Õ–°“‚√ ) 1.2% ∑’Ë≈–≈“¬„π “√≈–≈“¬∑√‘ ∫—ø‡øÕ√å

§«“¡‡¢â¡¢âπ 0.05 ‚¡≈“√å æ’‡Õ™ 8.2 ≈ß∫π·ºàπ ‰≈¥å ∑‘Èß„Àâ‡¬Áπ

‡®“–«ÿâπ„Àâ‡ªìπÀ≈ÿ¡°≈¡Ê ®“°π—ÈπÀ¬¥·Õπμ‘‡®π ‰¥â·°à æ≈“ ¡“

®“°ª≈“‡æ»‡¡’¬∑’Ë‰¡à‰¥â√—∫°“√©’¥°√–μÿâπ¥â«¬ŒÕ√å‚¡π æ≈“ ¡“

®“°ª≈“∑’Ë©’¥°√–μÿâπ¥â«¬ŒÕ√å‚¡π ‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π∫√‘ ÿ∑∏‘Ï∑’Ë·¬°‰¥â

®“°§Õ≈—¡‡´ø“§√‘≈‡Õ -300 ·≈–æ≈“ ¡“®“°ª≈“‡æ»ºŸâ ≈ß„π

À≈ÿ¡√Õ∫Ê ·μà≈–À≈ÿ¡  à«πÀ≈ÿ¡μ√ß°≈“ßÀ¬¥·Õπμ‘́ ’√—¡®“°ÀπŸ

·μà≈–μ—«∑’ËμâÕß°“√∑¥ Õ∫ ∫à¡‰«â∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 4 ÌC ‡ªìπ‡«≈“ 24 ™—Ë«‚¡ß

π”‰ª¬âÕ¡ ’ coomassie brilliant blue R-250 ‡≈◊Õ°·Õπμ‘́ ’√—¡

®“°ÀπŸμ—«∑’Ë„Àâº≈°“√μÕ∫ πÕß¥’∑’Ë ÿ¥·≈–‰¡à‡°‘¥ªØ‘°‘√‘¬“¢â“¡

°—∫æ≈“ ¡“®“°ª≈“‡æ»ºŸâ·≈–æ≈“ ¡“®“°ª≈“‡æ»‡¡’¬∑’Ë‰¡à‰¥â

√—∫°“√©’¥°√–μÿâπ¥â«¬ŒÕ√å‚¡π¡“„™â„π°“√∑¥≈ÕßμàÕ‰ª

°“√μ√«® Õ∫§«“¡®”‡æ“–¥â«¬‡∑§π‘§ Dot blot

π”·Õπμ‘‡®π™π‘¥μà“ßÊ ‰¥â·°à æ≈“ ¡“¢Õßª≈“‡æ»ºŸâ

‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π∫√‘ ÿ∑∏‘Ï æ≈“ ¡“¢Õßª≈“°àÕπÀ√◊ÕÀ≈—ß©’¥°√–μÿâπ

¥â«¬ŒÕ√å‚¡π À¬¥≈ß∫π‰π‚μ√‡´≈≈Ÿ‚≈ ‡¡¡‡∫√π™àÕß≈– 1

‰¡‚§√≈‘μ√ √Õ„Àâ·Àâß ®“°π—Èπ block ¥â«¬ 5% Blotto (5% Skim

milk „π 0.15 M PBS, 0.1% Triton X-100, 1% Thimerosol)

‡ªìπ‡«≈“ 30 π“∑’ ·≈â«‡μ‘¡‚æ≈’‚§≈πÕ≈·Õπμ‘∫Õ¥’∑’Ëº≈‘μ‰¥â

‚¥¬‡®◊Õ®“ß∑’Ë√–¥—∫§«“¡‡¢â¡¢âπμà“ßÊ °—π 6 √–¥—∫§◊Õ 1 : 200,

1 : 500, 1 : 1,000, 1 : 5,000,  1 : 10,000 ·≈– 1 :  20,000  ∫à¡

‡ªìπ‡«≈“ 3 ™—Ë«‚¡ß ≈â“ß¥â«¬ 0.5% blotto 3 §√—ÈßÊ ≈– 10 π“∑’

®“°π—Èππ”‰ª∫à¡„π Goat anti mouse IgG-HRP (GAM-HRP)

(Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.) §«“¡‡¢â¡¢âπ

1 : 1,000  ‡ªìπ‡«≈“ 3 ™—Ë«‚¡ß  ≈â“ß¥â«¬ PBS 3 §√—ÈßÊ ≈– 10

π“∑’  ∑”„Àâ‡°‘¥ ’„π “√≈–≈“¬ —∫ ‡μ√∑ª√–°Õ∫¥â«¬ 0.03%

Diaminobenzidine (DAB), 0.006% Hydrogen peroxide (H
2
O

2
),

0.05% Cobalt chloride (CoCl
2
)„π PBS μ√«®¥Ÿº≈

°“√μ√«® Õ∫§«“¡®”‡æ“–¥â«¬‡∑§π‘§ Western blot

∑”°“√·¬°‚ª√μ’π„πæ≈“ ¡“ª≈“°–√—ß®ÿ¥øÑ“¥â«¬ 7.5% SDS-

PAGE ‡™àπ‡¥’¬«°—∫°“√μ√«® Õ∫§«“¡∫√‘ ÿ∑∏‘Ï¢Õß‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π

®“°π—Èππ”‡®≈∑’Ë‰¥â¡“∂à“¬‚ª√μ’π≈ß∫π‰π‚μ√‡´≈≈Ÿ‚≈ ‡¡¡‡∫√π

‚¥¬„™â Transblot apparatus π”‰π‚μ√‡´≈≈Ÿ‚≈ ‡¡¡‡∫√π®ÿà¡„π

5% Blotto ‡ªìπ‡«≈“ 30 π“∑’ ·≈â«∫à¡„π‚æ≈’‚§≈πÕ≈·Õπμ‘∫Õ¥’

∑’Ëº≈‘μ‰¥â‡®◊Õ®“ß 1 : 1,000  „π 5% Blotto ‡ªìπ‡«≈“ 3 ™—Ë«‚¡ß

®“°π—Èππ”‰ªºà“π¢—ÈπμÕπ‡™àπ‡¥’¬«°—∫°√≥’¢Õß Dot blot ‡æ◊ËÕÀ“

μ”·Àπàß‚ª√μ’π∑’Ë∑”ªØ‘°‘√‘¬“°—∫·Õπμ‘∫Õ¥’ ‚¥¬‡ª√’¬∫‡∑’¬∫

πÈ”Àπ—°‚¡‡≈°ÿ≈¢Õß‚ª√μ’π°—∫ Prestained standard molecular

weight markers (BioRad)

º≈°“√∑¥≈Õß·≈–Õ¿‘ª√“¬º≈
®“°°“√©’¥°√–μÿâπª≈“°–√—ß®ÿ¥øÑ“‡æ»‡¡’¬¥â«¬ŒÕ√å‚¡π

17 ‡∫μâ“-‡Õ μ√“‰¥ÕÕ≈ ¡’º≈∑”„Àâ°“√ √â“ß‚ª√μ’π„πæ≈“ ¡“

‡æ‘Ë¡¡“°¢÷Èπ®“° 50.2 ¡‘≈≈‘°√—¡μàÕ¡‘≈≈‘≈‘μ√‡ªìπ 266.8 ¡‘≈≈‘°√—¡

μàÕ¡‘≈≈‘≈‘μ√ ·≈–‡¡◊ËÕπ”æ≈“ ¡“®“°ª≈“°àÕπ·≈–À≈—ß©’¥°√–μÿâπ

¥â«¬ŒÕ√å‚¡π¡“ºà“π§Õ≈—¡πå‰Œ¥√Õ°´‘≈Õ–æ“‰∑μå  æ∫§«“¡·μ°μà“ß

¢Õß‚ª√μ’π∑’Ë·¬°‰¥â®“°æ≈“ ¡“∑—Èß Õß™π‘¥ §◊Õ‚ª√μ’π∑’Ë·¬°

®“°æ≈“ ¡“®“°ª≈“À≈—ß©’¥°√–μÿâπ¥â«¬ŒÕ√å‚¡π®–æ∫æ’§¢Õß

‚ª√μ’π‡æ‘Ë¡¢÷ÈπÕ’° 2 æ’§ §◊Õæ’§∑’Ë 2 ·≈–æ’§∑’Ë 3 (¿“æ∑’Ë 1)

®“°π—Èππ”‚ª√μ’πæ’§∑’Ë 3 ∑’Ë∂Ÿ°™–ÕÕ°¡“®“°§Õ≈—¡πå‰Œ¥√Õ°´‘≈

Õ–æ“‰∑μå¡“∑”„Àâ‡¢â¡¢âπ·≈–ºà“π§Õ≈—¡πå‡´ø“§√‘≈‡Õ -300 ®–

·¬°‚ª√μ’π‰¥â 1 æ’§ (¿“æ∑’Ë 2)

‡¡◊ËÕπ”‚ª√μ’π„πæ≈“ ¡“ª≈“°–√—ß®ÿ¥øÑ“∑’Ë¡“ºà“π§Õ≈—¡πå

‚§√¡“‚μ°√“øï∑—Èß Õß™π‘¥¡“·¬°‚¥¬„™â SDS-PAGE æ∫§«“¡

·μ°μà“ß¢Õß·∂∫‚ª√μ’π„πæ≈“ ¡“¢Õßª≈“°–√—ß®ÿ¥øÑ“∑’Ë∂Ÿ°

°√–μÿâπ¥â«¬ŒÕ√å‚¡π 17 ‡∫μâ“- ‡Õ μ√“‰¥ÕÕ≈ (¿“æ∑’Ë 3 ·∂«∑’Ë

3) ‚¥¬®–¡’·∂∫‚ª√μ’π‡æ‘Ë¡¡“°¢÷Èπ°«à“ª≈“∑’Ë‰¡à‰¥â√—∫°“√°√–μÿâπ

(¿“æ∑’Ë 3 ·∂«∑’Ë 2) ·μà‚ª√μ’π®“°∑—Èß 3 æ’§∑’Ë‡°Á∫®“°°“√·¬°

‚¥¬ºà“π§Õ≈—¡πå‰Œ¥√Õ° ‘́≈Õ–æ“‰∑μå®–æ∫·∂∫‚ª√μ’π≈¥≈ß (√Ÿª

∑’Ë 3 ·∂«∑’Ë 4-6) ·≈–‚ª√μ’πæ’§∑’Ë 3 ∑’Ëπ”¡“ºà“π§Õ≈—¡πå‡´ø“§√‘≈

‡Õ -300 æ∫·∂∫‚ª√μ’πÀ≈—°‡æ’¬ß 2 ·∂∫´÷Ëß¡’πÈ”Àπ—°‚¡‡≈°ÿ≈‡ªìπ

102 ·≈– 94 kDa μ“¡≈”¥—∫ (¿“æ∑’Ë 3 ·∂«∑’Ë 7) ‚¥¬·∂∫

‚ª√μ’π∑’Ë·¬°‰¥â¡’πÈ”Àπ—°‚¡‡≈°ÿ≈„°≈â‡§’¬ß°—∫‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π∑’Ëæ∫

„πª≈“°√–¥Ÿ°·¢Áß™π‘¥Õ◊ËπÊ ‡™àπ ª≈“ Zoarces viviparous ∑’Ë¡’

πÈ”Àπ—°‚¡‡≈°ÿ≈¢Õß‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π‡ªìπ 137, 98, 75 ·≈– 71 kDa

(Korsagaard & Pedersen, 1998) ·≈–„πª≈“ Rare minnow ∑’Ë

¡’πÈ”Àπ—°‚¡‡≈°ÿ≈‡ªìπ 170 ·≈– 147 kDa μ“¡≈”¥—∫ (Liao et al.,

2006) ¥—ßπ—Èπ‚ª√μ’π∑’Ë·¬°‰¥âÀ≈—ß®“°ºà“π§Õ≈—¡πå‡´ø“§√‘≈

‡Õ -300 πà“®–‡ªìπ‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π‡™àπ‡¥’¬«°—π

Chutima thanomsit, Phochit Nanthanawat, Renu Yashiro, Siwaporn Longyant, Subuntith Nimrat and Verapong Vuthiphandchai / Burapha Sci. J. 14 (2009) 2 : 42-49 45
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¿“æ∑’Ë 1 ‚§√¡“‚μ·°√¡°“√·¬°‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π®“°æ≈“ ¡“¢Õßª≈“°–√—ß®ÿ¥øÑ“°àÕπ (A) ·≈–À≈—ß®“° (B) ‰¥â√—∫°“√©’¥°√–μÿâπ

¥â«¬ŒÕ√å‚¡π 17 ‡∫μâ“-‡Õ μ√“‰¥ÕÕ≈‚¥¬π”¡“ºà“π§Õ≈—¡πå‰Œ¥√Õ°´‘≈Õ–æ“‰∑μå ™–¥â«¬‚ªμ— ‡´’¬¡øÕ ‡øμ∫—ø‡øÕ√å

æ’‡Õ™ 6.8 §«“¡‡¢â¡¢âπ 0.2 ‚¡≈“√å 0.4 ‚¡≈“√å ·≈–1.2 ‚¡≈“√å μ“¡≈”¥—∫ Õ—μ√“°“√‰À≈ 1 ¡‘≈≈‘≈‘μ√μàÕπ“∑’ ‡°Á∫

·ø√°™—Ëπ≈– 1.5 ¡‘≈≈‘≈‘μ√ «—¥§à“°“√¥Ÿ¥°≈◊π· ß∑’Ë 280 π“‚π‡¡μ√
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¿“æ∑’Ë 2 ‚§√¡“‚μ·°√¡°“√·¬°‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π®“°æ≈“¡“¢Õßª≈“°–√—ß®ÿ¥øÑ“∑’Ë‰¥â√—∫°“√©’¥°√–μÿâπ¥â«¬ŒÕ√å‚¡π 17 ‡∫μâ“-‡Õ μ√“

‰¥ÕÕ≈ ‚¥¬π”‚ª√μ’π®“°æ’§∑’Ë 3 À≈—ß®“°°“√·¬°¥â«¬§Õ≈—¡πå‰Œ¥√Õ°´‘≈Õ–æ“‰∑μå ¡“ºà“π§Õ≈—¡πå‡´ø“§√‘≈‡Õ -300 ·≈–

™–¥â«¬∑√‘ ∫—ø‡øÕ√å æ’‡Õ™ 8.0 §«“¡‡¢â¡¢âπ 0.02 ‚¡≈“√å Õ—μ√“°“√‰À≈ 1 ¡‘≈≈‘≈‘μ√μàÕπ“∑’ ‡°Á∫·ø√°™—Ëπ≈– 1.5 ¡‘≈≈‘≈‘μ√

«—¥§à“°“√¥Ÿ¥°≈◊π· ß∑’Ë 280 π“‚π‡¡μ√

™ÿμ‘¡“  ∂πÕ¡ ‘∑∏‘Ï, æÕ®‘μ  π—π∑π“«—≤πå, ‡√≥Ÿ  ¬“™‘‚√, »‘«“æ√  ≈ß¬—πμå,  ÿ∫—≥±‘μ  π‘Ë¡√—μπå ·≈– «’√æß»å  «ÿ≤‘æ—π∏ÿå™—¬ / «“√ “√«‘∑¬“»“ μ√å∫Ÿ√æ“. 14 (2552) 2 : 42-4946



¿“æ∑’Ë 3 SDS-PAGE ¢Õß‚ª√μ’π„πæ≈“ ¡“¢Õßª≈“°–√—ß®ÿ¥øÑ“

°àÕπ (2) À≈—ß®“°°“√©’¥°√–μÿâπ¥â«¬ŒÕ√å‚¡π (3)

‚ª√μ’π∑’Ë·¬°‰¥â®“°æ≈“ ¡“¢Õßª≈“°–√—ß®ÿ¥øÑ“À≈—ß

©’¥°√–μÿâπ¥â«¬ŒÕ√å‚¡π‚¥¬„™â§Õ≈—¡πå‰Œ¥√Õ°´‘≈

Õ–æ“‰∑μå‚¥¬‚ª√μ’π®–∂Ÿ°™–ÕÕ°¡“¥â«¬‚ªμ— ‡ ’́¬¡

øÕ ‡øμ∫—ø‡øÕ√å æ’‡Õ™ 6.8 ∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπμà“ßÊ §◊Õ

0.2 ‚¡≈“√å ‡ªìπ‚ª√μ’πæ’§ ∑’Ë 1 (4),  0.4 ‚¡≈“√å ‡ªìπ

‚ª√μ’πæ’§∑’Ë 2 (5) ·≈– 1.2 ‚¡≈“√å ‡ªìπ‚ª√μ’πæ’§

∑’Ë 3 (6) μ“¡≈”¥—∫ ·≈–‚ª√μ’π∑’Ë·¬°‰¥âÀ≈—ß®“°π”

¡“ºà“π§Õ≈—¡πå‡´ø“§√‘≈‡Õ -300 ™–¥â«¬∑√‘  ∫—ø‡øÕ√å

§«“¡‡¢â¡¢âπ 0.02 ‚¡≈“√å æ’‡Õ™ 8.0 (7) ‡ª√’¬∫‡∑’¬∫

°—∫‚ª√μ’π¡“μ√∞“π (1)

®“°°“√μ√«® Õ∫§«“¡®”‡æ“–¢Õß‚æ≈’‚§≈πÕ≈·Õπμ‘∫Õ¥’

¥â«¬‡∑§π‘§ Double immunodiffusion æ∫«à“‚æ≈’‚§≈πÕ≈

·Õπμ‘∫Õ¥’∑’Ëº≈‘μ‰¥â®“°ÀπŸ¢“«  “¡“√∂∑”ªØ‘°‘√‘¬“°—∫æ≈“ ¡“

¢Õßª≈“°–√—ß‡æ»‡¡’¬∑’Ë‰¥â√—∫°“√°√–μÿâπ¥â«¬ŒÕ√å‚¡π‰¥â (¿“æ∑’Ë 4

À≈ÿ¡∑’Ë 2) ·≈–‚ª√μ’π (‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π) ∑’Ë∂Ÿ°∑”„Àâ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï‚¥¬

ºà“π§Õ≈—¡πå‡´ø“§√‘≈ ‡Õ -300 ‰¥â (¿“æ∑’Ë 4 À≈ÿ¡∑’Ë 3) ‚¥¬

‡°‘¥‡ªìπ·π«μ–°Õπ¢÷Èπ ·μà‰¡à∑”ªØ‘°‘√‘¬“°—∫æ≈“ ¡“¢Õßª≈“

°–√—ß®ÿ¥øÑ“‡æ»‡¡’¬∑’Ë‰¡à‰¥â√—∫°“√°√–μÿâπ¥â«¬ŒÕ√å‚¡π (¿“æ∑’Ë 4

À≈ÿ¡∑’Ë 1) ·≈–æ≈“ ¡“¢Õßª≈“°–√—ß®ÿ¥øÑ“‡æ»ºŸâ (¿“æ∑’Ë 4 À≈ÿ¡

∑’Ë 4) μ“¡≈”¥—∫ ´÷Ëß§≈â“¬§≈÷ß°—∫°“√»÷°…“„πª≈“ Sea bass

(Dicen- trarchus labrax L.) (Mananos et al., 1994) ·≈–ª≈“

Sturgeon, Bester (Huso huso x Acipencer ruthenus)

(Hiramatsu et al., 2002)  à«π°“√∑’Ë ‰¡à‡°‘¥·π«μ–°Õπ°—∫

æ≈“ ¡“¢Õßª≈“°–√—ß‡æ»‡¡’¬∑’Ë ‰¡à ‰¥â√—∫°“√©’¥°√–μÿâπ¥â«¬

ŒÕ√å‚¡π 17 ‡∫μâ“-‡Õ μ√“‰¥ÕÕ≈π—Èπ ‡π◊ËÕß¡“®“°ª≈“∑’Ëπ”¡“„™â

„π°“√»÷°…“¬—ß‰¡à ¡∫Ÿ√≥å‡æ»®÷ß¬—ß‰¡àæ∫°“√ √â“ß‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π

„π‡≈◊Õ¥∑”„Àâ ‰¡à “¡“√∂μ√«® Õ∫‰¥â

¿“æ∑’Ë 4 Double immunodif fusion ¢Õß‚æ≈’ ‚§≈πÕ≈

·Õπμ‘∫Õ¥’ (PAb)®”‡æ“–μàÕ‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π¢Õßª≈“

°–√—ß®ÿ¥øÑ“ (À≈ÿ¡μ√ß°≈“ß) °—∫·Õπμ‘‡®π™π‘¥μà“ßÊ

(À≈ÿ¡√Õ∫Ê) ‰¥â·°à À≈ÿ¡∑’Ë 1 æ≈“ ¡“¢Õßª≈“°–√—ß

®ÿ¥øÑ“‡æ»‡¡’¬∑’Ë‰¡à‰¥â√—∫ŒÕ√å‚¡π À≈ÿ¡∑’Ë 2 æ≈“ ¡“

¢Õßª≈“∑’Ë‰¥â√—∫°“√©’¥°√–μÿâπ¥â«¬ŒÕ√å‚¡π À≈ÿ¡∑’Ë 3

‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π∑’Ë·¬°‰¥â‚¥¬§Õ≈—¡πå‡´ø“§√‘≈‡Õ -300

·≈– À≈ÿ¡∑’Ë 4 æ≈“ ¡“¢Õßª≈“°–√—ß®ÿ¥øÑ“‡æ»ºŸâ

 ”À√—∫°“√μ√«® Õ∫§«“¡®”‡æ“–¢Õß‚æ≈’ ‚§≈πÕ≈

·Õπμ‘∫Õ¥’¥â«¬‡∑§π‘§ Dot blot æ∫«à“ ‚æ≈’‚§≈πÕ≈·Õπμ‘∫Õ¥’

∑’Ëº≈‘μ‰¥â¡’§«“¡®”‡æ“–μàÕ‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π Ÿß‚¥¬ “¡“√∂∑”

ªØ‘°‘√‘¬“‡°‘¥‡ªìπ®ÿ¥ ’πÈ”μ“≈¥”°—∫·Õπμ‘‡®π∑’Ë„™â„π°“√»÷°…“ §◊Õ

‚ª√μ’π„πæ≈“ ¡“¢Õßª≈“°–√—ß®ÿ¥øÑ“∑’Ë‰¥â√—∫°“√©’¥°√–μÿâπ¥â«¬

ŒÕ√å‚¡π ·≈–‚ª√μ’π∑’Ëºà“π§Õ≈—¡πå‡´ø“§√‘≈ ‡Õ -300 ∑’Ë¡’§«“¡

‡¢â¡¢âπ 1 ‰¡‚§√°√—¡μàÕ¡‘≈≈‘≈‘μ√ ·μà‰¡à‡°‘¥ªØ‘°‘√‘¬“°—∫‚ª√μ’π

„πæ≈“ ¡“¢Õßª≈“‡æ»ºŸâ·≈–‚ª√μ’π®“°æ≈“ ¡“¢Õßª≈“∑’Ë

‰¡à ‰¥â√—∫°“√©’¥°√–μÿâπ¥â«¬ŒÕ√å‚¡π´÷Ëß¡’ª√‘¡“≥‚ª√μ’π‡∑à“°—π

πÕ°®“°π’È‚æ≈’‚§≈πÕ≈·Õπμ‘∫Õ¥’∑’Ë‰¥â¬—ß¡’§à“‰μ‡μÕ√å§àÕπ¢â“ß Ÿß

‚¥¬ “¡“√∂‡®◊Õ®“ß∑’Ë√–¥—∫§«“¡‡¢â¡¢âπª√–¡“≥ 1 : 20,000 °Á

¬—ß “¡“√∂„™âμ√«®‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π®“°·Õπμ‘‡®π∑’Ë„™â»÷°…“‰¥â

(¿“æ∑’Ë 5)

 à«π°“√μ√«®§«“¡®”‡æ“–¢Õß‚æ≈’‚§≈πÕ≈·Õπμ‘∫Õ¥’

μàÕ‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π¥â«¬‡∑§π‘§ Western blot æ∫«à“‚æ≈’‚§≈πÕ≈

·Õπμ‘∫Õ¥’∑’Ëº≈‘μ‰¥â “¡“√∂∑”ªØ‘°‘√‘¬“°—∫·∂∫‚ª√μ’π®“°

æ≈“ ¡“¢Õßª≈“°–√—ß®ÿ¥øÑ“∑’Ë‰¥â√—∫°“√°√–μÿâπ‚¥¬°“√©’¥ŒÕ√å‚¡π

17 ‡∫μâ“-‡Õ μ√“‰¥ÕÕ≈ ‚ª√μ’πæ’§∑’Ë 3 ∑’Ë·¬°‰¥â‚¥¬§Õ≈—¡πå

‰Œ¥√Õ°´‘≈Õ–æ“‰∑μå ·≈–‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π∫√‘ ÿ∑∏‘Ï‡°‘¥‡ªìπ·∂∫ ’¥”

(¿“æ∑’Ë 6) ‚¥¬·∂∫‚ª√μ’π∑’Ë·¬°‰¥â®“°‚ª√μ’πæ’§∑’Ë 3 ·≈–‰«‡∑≈

‚≈‡®π‘π∫√‘ ÿ∑∏‘Ï∑’Ë·¬°‰¥â ‚¥¬§Õ≈—¡πå‡´ø“§√‘≈‡Õ -300 ®–¡’

≈—°…≥–§≈â“¬§≈÷ß°—π (¿“æ∑’Ë 6 ·∂«∑’Ë 6 ·≈– 7) ·μà„π°√≥’

¢Õß‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï®–æ∫·∂∫‚ª√μ’π∑—ÈßÀ¡¥ 5 ·∂∫ §◊Õ

‹
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¿“æ∑’Ë 6 Western blot ¢Õß‚æ≈’‚§≈πÕ≈·Õπμ‘∫Õ¥’∑’Ë®”‡æ“–

μàÕ‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π π” (2) æ≈“ ¡“¢Õßª≈“°–√—ß®ÿ¥øÑ“

°àÕπ°“√©’¥°√–μÿâπ¥â«¬ŒÕ√å‚¡π·≈– (3) æ≈“ ¡“

¢Õßª≈“°–√—ß®ÿ¥øÑ“À≈—ß°“√©’¥°√–μÿâπ¥â«¬ŒÕ√å‚¡π

(4) ‚ª√μ’πæ’§∑’Ë 1 (5) ‚ª√μ’πæ’§∑’Ë 2 (6) ‚ª√μ’πæ’§

∑’Ë 3  ∑’Ë·¬°‰¥â®“°§Õ≈—¡πå‰Œ¥√Õ°´‘≈Õ–æ“‰∑μå  ·≈–

(7) ‚ª√μ’π∑’Ë·¬°‰¥â®“°°“√ºà“π§Õ≈—¡πå‡´ø“§√‘≈‡Õ 

-300 ¡“·¬°¥â«¬°√–· ‰øøÑ“ (SDS - PAGE) ·≈â«

π”‚ª√μ’π®“°‡®≈¬â“¬≈ß Ÿà·ºàπ‰π‚μ√‡´≈≈Ÿ‚≈  π”‰ª

∫à¡°—∫‚æ≈’ ‚§≈πÕ≈·Õπμ‘∫Õ¥’ ‡ª√’¬∫‡∑’¬∫°—∫

‚ª√μ’π¡“μ√∞“π (1)

‚æ≈’ ‚§≈πÕ≈·Õπμ‘∫Õ¥’∑’Ëº≈‘μ‰¥â®“°°“√∑¥≈Õßπ’È¡’

§«“¡®”‡æ“–μàÕ‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π‚¥¬ “¡“√∂π”¡“„™â„π‡∑§π‘§

∑“ß√–∫∫¿Ÿ¡‘§ÿâ¡°—π ‡™àπ Immunodiffusion ·≈– Dot blot  ”À√—∫

μ√«®À“‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π„πæ≈“ ¡“¢Õßª≈“°–√—ß®ÿ¥øÑ“∑’Ë ‰¥â√—∫

°“√©’¥°√–μÿâπ‚¥¬°“√©’¥ŒÕ√å‚¡π17 ‡∫μâ“-‡Õ μ√“‰¥ÕÕ≈‰¥â ÷́Ëß

„Àâº≈°“√»÷°…“‰ª„π∑‘»∑“ß‡¥’¬«°—π ·≈–·Õπμ‘∫Õ¥’∑’Ë ‰¥â¬—ß

‰¡àæ∫°“√‡°‘¥ªØ‘°‘√‘¬“¢â“¡°—∫°—∫æ≈“ ¡“¢Õßª≈“°–√—ß®ÿ¥øÑ“

‡æ»‡¡’¬∑’Ë ‰¡à ‰¥â√—∫°“√°√–μÿâπ¥â«¬ŒÕ√å‚¡π·≈–æ≈“ ¡“ª≈“

°–√—ß®ÿ¥øÑ“‡æ»ºŸâ ´÷Ëß Õ¥§≈âÕß°—∫º≈°“√»÷°…“„πª≈“ Rare

minnow (Gobicypris rarus) ·≈–ª≈“ Zebra fish (Danio rerio)

∑’Ëæ∫«à“‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π∑’Ë·¬°‰¥â®“°æ≈“ ¡“¢Õßª≈“‡æ»‡¡’¬

 “¡“√∂∑”ªØ‘°‘√‘¬“®”‡æ“–°—∫·Õπμ‘∫Õ¥’∑’Ëº≈‘μ‰¥â„π¢≥–∑’Ë

‰¡à “¡“√∂‡°‘¥ªØ‘°‘√‘¬“°—∫æ≈“ ¡“¢Õßª≈“‡æ»ºŸâ (Liao et al.,

2006) ·≈–‡¡◊ËÕπ”¡“·Õπμ‘∫Õ¥’¡“∑¥ Õ∫°—∫‚ª√μ’πæ’§∑’Ë 3

∑’Ë·¬°‰¥â‚¥¬„™â§Õ≈—¡πå‰Œ¥√Õ°´‘≈Õ–æ“‰∑μå·≈–‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π

∫√‘ ÿ∑∏‘Ï∑’Ë·¬°‰¥â®“°§Õ≈—¡πå‡´ø“§√‘≈‡Õ -300 æ∫«à“ “¡“√∂

®—∫°—∫·∂∫‚ª√μ’π∑’Ë¡’≈—°…≥–§≈â“¬°—π

¿“æ∑’Ë 5 Dot blot ¢Õß‚æ≈’‚§≈πÕ≈·Õπμ‘∫Õ¥’®”‡æ“–μàÕ‰«‡∑≈

‚≈‡®π‘π ‚¥¬„™â·Õπμ‘‡®π™π‘¥μà“ßÊ ‰¥â·°à (1) æ≈“ ¡“

¢Õßª≈“‡æ»ºŸâ  (2) ‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π∫√‘ ÿ∑∏‘Ï  (3) æ≈“ ¡“

¢Õßª≈“∑’Ë‰¡à‰¥â√—∫°“√©’¥°√–μÿâπ¥â«¬ŒÕ√å‚¡π 17 ‡∫μâ“-

‡Õ μ√“‰¥ÕÕ≈ ·≈– (4) æ≈“ ¡“¢Õßª≈“∑’Ë‰¥â√—∫

°“√©’¥°√–μÿâπ¥â«¬ŒÕ√å‚¡π ∑’Ë¡’§«“¡‡¢â¡¢âπ 1 ‰¡‚§√

°√—¡μàÕ¡‘≈≈‘≈‘μ√ ‚¥¬À¬¥≈ß∫π‰π‚μ√‡´≈≈Ÿ‚≈ 

‡¡¡‡∫√π®ÿ¥≈– 1 ‰¡‚§√≈‘μ√ ·≈–π”‰ª∫à¡„π‚æ≈’

‚§≈πÕ≈·Õπμ‘∫Õ¥’∑’Ë‡®◊Õ®“ß√–¥—∫§«“¡‡¢â¡¢âπμà“ßÊ

°—π 6 √–¥—∫§◊Õ (A) 1 : 200, (B) 1 : 500, (C)

1 : 1,000, (D) 1 : 5,000, (E) 1 : 10,000 ·≈– (F)

1 : 20,000

·∂∫‚ª√μ’π∑’Ë¡’πÈ”Àπ—°‚¡‡≈°ÿ≈‡ªìπ 94, 75, 70, 68 ·≈–

50 kDa μ“¡≈”¥—∫ (¿“æ∑’Ë 6 ·∂«∑’Ë 7) ‡¡◊ËÕ‡ª√’¬∫‡∑’¬∫°—∫

·∂∫‚ª√μ’π∑’Ë·¬°‰¥â¥â«¬ SDS-PAGE (¿“æ∑’Ë 3 ·∂«∑’Ë 7) æ∫«à“

·∂∫‚ª√μ’π∑’Ëæ∫®–¡’πÈ”Àπ—°‚¡‡≈°ÿ≈μà“ß°—π ∑—Èßπ’ÈÕ“®®–‡π◊ËÕß

¡“®“°‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π‡°‘¥°“√ ≈“¬μ—«‰¥âßà“¬®÷ß∑”„Àâ¡’°“√

‡ª≈’Ë¬π√Ÿª‰ª ‡æ√“–©–π—Èπ·∂∫‚ª√μ’π‡≈Á°Ê ∑’Ëæ∫‡¡◊ËÕ»÷°…“¥â«¬

‡∑§π‘§ Western blot ®÷ßπà“®–‡ªìπº≈‘μ¿—≥±å¢Õß‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π

∑’Ë‡°‘¥°“√ ≈“¬®π‰¥â·∂∫‚ª√μ’π¢π“¥‡≈Á°≈ß ´÷Ëß„π√“¬ß“π°àÕπ

Àπâ“π’È æ∫«à“‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π “¡“√∂ ≈“¬μ—«‰¥âßà“¬‡™àπ°—π

(Silversand & Specker, 1993; Korsgaard & Pedersen, 1998;

Hennies et al., 2003) ¥—ßπ—Èπ„π°“√∑”„Àâ ‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π∫√‘ ÿ∑∏‘Ï

®÷ßμâÕß‡æ‘Ë¡§«“¡√–¡—¥√–«—ß ∑—Èßπ’ÈÕ“®®–μâÕß‡μ‘¡ “√ ‡™àπ EDTA

≈ß‰ª„π∫—ø‡øÕ√å∑’Ë„™â„π°“√™–§Õ≈—¡πå∑—Èß 2 ™π‘¥„π√–À«à“ß°“√

∑”„Àâ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï¥â«¬‡æ◊ËÕ‡ªìπ°“√≈¥°“√ ≈“¬μ—«¢Õß‰«‡∑≈‚≈‡®π‘π

μàÕ‰ª
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