
บทที ่ 3  

ระเบียบวธีิวจิัยและผลการทดลอง 

3.1 นํา้ยาและสารเคมี 

3.1.1 Bicinochoninic acid (BCA) assay kit (Pierce, Rockford, USA) 

3.1.2 IEF pH gradient strip 7.3 cm. pH 3-10 (GE Healthcare, Sweden) 

3.1.3 นํ้ ายาและสารเคมีอ่ืน ๆ ใชข้องบริษทัต่าง ๆ คือ Sigma (USA), Fluka (USA), GE Healthcare 

(Sweden), Carlo Erba (Italy), Merck (Germany) 

 

3.2 วุ้นว่านหางจระเข้ 

 วุน้วา่นหางจระเขไ้ดจ้ากใบของพืชท่ีปลูกในเขตอาํเภอเมือง จ.นครราชสีมา 

 

3.3  การทาํโปรตีนให้บริสุทธ์ิ  

   นาํวุน้ท่ีไดจ้ากส่วนใบมาคั้นเอานํ้ า และกรองดว้ยผา้ขาว ป่ันดว้ย centrifuge (13,000xg) เป็นเวลา 1 

ชัว่โมง และ นาํส่วนนํ้ าท่ีไดม้า dialysis ดว้ย 25 mM sodium acetate buffer (NaOAc) pH 4.5 แลว้นาํไปป่ัน

ดว้ย high speed centrifuge จะไดส่้วนตะกอนแยกออกจากส่วนนํ้ าใส นาํส่วนใสไปทาํให้บริสุทธ์ิ (purify) 

ดว้ย cation exchange chromatography (SP sepharose)โดยใช ้step gradient salt elution ดว้ย NaCl ความ

เขม้ขน้ 0-0.3 M NaCl ใน 25 mM sodium acetate buffer (NaOAc) pH 4.5 ดว้ย flow rate 1 ml/min เก็บ 

fraction ละ 2 ml ติดตาม peak ของโปรตีนโดยวดัค่า OD ท่ี 280 nm พบว่าโปรตีนท่ีออกฤทธ์ิเป็นทั้ง 

fibrinogenolytic และ fibrinolyitc inhibitory activity (AVPI-12) จะถูกชะออกมาในช่วง 0.1 M NaCl (ดงัรูป

ท่ี 2) โปรตีนดงักล่าวมีขนาดโมเลกุลตํ่ากวา่ 14 kDa เม่ือวิเคราะห์ดว้ย 12.5% SDS-PAGE (รูปท่ี 3) หลงัจาก

นั้น fraction ของโปรตีนท่ีออกฤทธ์ิจะ pool รวมกนั และ dialysis ดว้ย 25 mM Tris-HCl pH 8.0 และ

นาํไปใชใ้นการทดสอบ activity ต่าง ๆ ในขั้นตอนต่อ ๆ ไป นอกจากน้ีพบวา่โปรตีนท่ีออกฤทธ์ิเม่ือวิเคราะห์

ดว้ย 12.5% SDS-PAGE จะเห็นแถบโปรตีน ในสภาวะ reducing ดว้ย 2-mercaptoethanol จะเคล่ือนท่ีบนเจล

ไดช้้ากวา่ในสภาวะท่ีไม่มี 2-mercaptoethanol (non-reducing) ทั้งในสภาวะท่ีมีการตม้และไม่ตม้ตวัอย่างท่ี 

95°C ก่อนท่ีจะแยกดว้ย SDS-PAGE (รูปท่ี 3)  

 

3.2 การหาความเข้มข้นของโปรตีน  

   วเิคราะห์ความเขม้ขน้ของโปรตีนดว้ยนํ้ ายา BCA assay kit ซ่ึงมีวิธีการวิเคราะห์ดงัน้ี นาํสารละลาย 

โปรตีน 0.1 ml ผสมกบัสารละลาย BCA working reagent 2 ml นาํไป incubate ท่ี 37 °C นาน 30 นาที หา

ความเขม้ขน้โดยวดัค่าดูดกลืนแสง (absorbance) ท่ี 562 nm โดยใช ้bovine serum albumin (BSA) เป็น

โปรตีนมาตรฐาน   
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รูปที่ 2 Chromatogram ของการทาํ AVPI-12 ใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย cation exchange column chromatography ชนิด 

SP sepharose  
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รูปที่ 3 SDS-PAGE (12.5%) แสดงความบริสุทธ์ิของโปรตีน AVPI-12 เปรียบเทียบระหวา่งแถบโปรตีนใน

สภาวะท่ีมี 2-mercaptoethanol เป็น reducing agent (lane 2 และ 3) และ สภาวะท่ีไม่มี 2-mercaptoethanol 

หรือ non-reducing condition (lane 4 และ 5) รวมทั้งในสภาวะท่ีมีการไม่ตม้ (lane 2 and 4) และ ตม้ ตวัอยา่ง

(lane 3 และ 5) ท่ีอุณหภูมิ 95°C นาน 5 นาที ก่อนแยกดว้ย SDS-PAGE และ lane 1 คือ standard molecular 

weight protein markers 

 

3.3 การหาลาํดับกรดอะมิโนด้วยเทคนิค N-terminal sequencing 

 โปรตีน spot ของ AVPI-12 ท่ีไดจ้าก 2D gel electrophoresis ท่ีไดรั้บการ blot ลง PVDF membrane 

แลว้ยอ้มดว้ย Coomassie brilliant blue R-250 นาํไปหาลาํดบักรดอะมิโนแบบ N-terminal sequencing ดว้ย 

Edman degradation method ผลการทดลองพบวา่โปรตีนดงักล่าวมีลาํดบักรดอะมิโน 10 ตวัแรกจากปลาย N 

ของ polypeptide chain ดงัน้ี  

R-D-W-A-E-P-N-D-G-Y 
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3.4 การหาขนาดของโปรตีนด้วยเทคนิค Mass spectrophotometry 

ขนาดของโปรตีน AVPI-12 วิเคราะห์ดว้ย matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-fight 

(MALDI-TOF) mass spectrometry โดยใช ้sinapinic acid (SA) เป็น MALDI matrix โดยทาํการวิเคราะห์ ณ 

หน่วยบริการของภาควชิาเทคโนโลยชีีวภาพ คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัมหิดล กรุงเทพมหานคร ผลการ

ทดลองพบวา่ intact mass ของ AVPI-12 มีขนาด 11,804.931 Da (รูปท่ี 4) 

 

 

 

รูปที ่4 Intact mass ของ AVPI-12 วเิคราะห์ดว้ย MALDI-TOF mass spectrometry 

 

3.5 Two dimensional SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (2D SDS-PAGE)  

   โปรตีนท่ีทาํให้บริสุทธ์ิความเขม้ขน้ 100 µg นาํมาแยกด้วยกระแสไฟฟ้าตามประจุใน first 

dimension โดยใช ้pH gradient strip pH 3-10 ยาว 7 cm และทาํการแยกโปรตีนตามขนาด melecular weight 

อีกคร้ังใน second dimension ดว้ย 12.5% gel SDS-PAGE แลว้ยอ้มโปรตีนดว้ย colloidal Coomassie 

brilliant blue G-250 วเิคราะห์ขอ้มูลดว้ยโปรแกรม ImageMasterTM 2D Platinum software (GE Healthcare, 
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Uppsala, Sweden) พบวา่โปรตีนท่ีขนาด molecular weight ประมาณ 12 kDa มีเพียงหน่ึง subunit และมีค่า 

isoelectric point (pI) ประมาณ 7.43 (แสดงดงัรูปท่ี 5)  

 

 
 

รูปที ่5 ผล 2D gel electrophoresis ของโปรตีน AVPI-12 ท่ีทาํใหบ้ริสุทธ์ิ มีค่า pI ประมาณ 7.43 (ดงัลูกศรช้ี)  

 

 

3.6 ความต้านทานต่อการถูกย่อยด้วย proteases 

 ความตา้นทานของโปรตีน AVPI-12 ต่อการถูกย่อยดว้ย proteases ต่าง ๆ ทดสอบโดยการผสม

โปรตีน (10 µg) กบั โปรติเอส (2 µg) แต่ละชนิด คือ human plasmin, papain และ bovine trypsin และ 

incubate ท่ี 37 °C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนั้นเติม SDS-PAGE sample buffer ตม้ท่ี 95 °C เป็นเวลา 5 
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นาที แลว้วเิคราะห์ผลดว้ย 12.5% SDS-PAGE ตวัควบคุมของการทดสอบคือ ส่วนผสมท่ีไม่มีเอนไซมแ์ต่ใช ้

25 mM Tris-HCl pH 80 แทน ผลการทดลองทาํเปรียบเทียบกบั human plasma α2-macroglobulin ซ่ึงเป็น 

protease inhibitor ท่ีพบไดใ้นเลือดของมนุษย ์

 ผลการทดลองพบวา่ AVPI-12 สามารถทนต่อการยอ่ยดว้ย human plasmin และ bovine trypsin และ 

ถูกย่อยเกือบหมดด้วยเอนไซม์ papain (รูปท่ี 6a) ซ่ึงต่างจาก α2-macroglobulin โดย α2-macroglobulin 

ทนทานต่อการย่อยดว้ย human plasmin แต่ถูกย่อยเกือบหมดดว้ย bovine trypsin และยอ่ยจนหมดดว้ย 

papain (รูปท่ี 6b) 

 

 
 

รูปที ่6 ความคงทนต่อการถูกยอ่ยดว้ย proteases ของ AVPI-12 (a) และ α2-macroglobulin (b) 

แต่ละ inhibitor จะผสมกบั protease แต่ละชนิดคือ human plasmin (lane 2), papain (lane 3), bovine trypsin 

(lane 4) และ control ท่ีปราศจาก protease (เติม 25 mM Tris-HCl pH 8.0 แทน) (lane 5) และ lane 1 คือ 

standard molecular weight protein markers 

 

3.7 การทดสอบ fibrinogenolytic inhibitory activity 

3.7.1 Fibrinogenolytic inhibitory pattern 

 รูปบบการยบัย ั้งการยอ่ย human fibrinogen ดว้ยเอนไซมต่์าง ๆ คือ human plasmin, papin และ 

bovine trypsin 12 ศึกษาโดยการดดัแปลงจากวิธีของ Rajesh และคณะ (2006) ทาํการทดสอบโดยนาํแต่ละ 

protease (2 µg) ผสมกบั AVPI-12 (10 µg) ใน total volume 20 µl และ incubate ท่ี 37 °C เป็นเวลา 60 

นาที หลงัจากนั้นส่วนผสมระหวา่ง AVPI-12 และเอนไซมแ์ต่ละชนิด จะเติมลงในหลอดทดลองท่ีมี 50 µg 
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ของ human fibrinogen โดยใช ้25 mM Tris-HCl pH 80 เป็นตวัทาํละลาย ให้ได ้total volume 40 µl และ 

incubate ท่ี 37 °C เป็นเวลา 120 นาที หยุดปฏิกิริยาดว้ย denaturing buffer (ประกอบดว้ย 1M urea, 4% SDS 

และ 4% 2-mercaptoethanol) วิเคราะห์ผลดว้ย 10% SDS-PAGE และยอ้มเจลดว้ย Coomassie Brilliant Blue 

R-250 ผลการทดลองท่ีไดจ้ะศึกษาเปรียบเทียบกบัการเป็น fibrinogenolytic inhibitory activity ของ α2-

macroglobulin 

 ผลการทดลองพบวา่ทั้ง AVPI-12 และ α2-macroglobulin สามารถป้องกนั γ-subunit ของ human 

fibrinogen จากการยอ่ยดว้ย human plasmin และ bovine trypsin ไดด้งัแสดงในรูปท่ี 7 นอกจากน้ียงัพบวา่ 

AVPI-12 สามารถยบัย ั้ง γ-subunit ของ human fibrinogen จากการย่อยดว้ย papain (รูปท่ี 7a) แต่ α2-

macroglobulinไม่สามารถยบัย ั้งได ้(รูปท่ี 7b) 

 

 
 

รูปที่ 7 Human fibrinogenolytic inhibitory patterns ของ AVPI-12 (a) และ α2-macroglobulin (b) ต่อ

เอนไซม ์plasmin (lane 4), papain (lane 6) และ trypsin (lane 8) ผลการทดลองเปรียบเทียบกบั human 

fibrinogen (lane 2) และ human fibrinogen ท่ีถูกยอ่ยดว้ย plasmin (lane 3), papain (lane 5) และ trypsin 

(lane 7) lane 1 แสดง standard protein molecular weight markers 

 

3.7.2 Human plasmin fibrinogenolytic inhibitory activity 

 การออกฤทธ์ิยบัย ั้งการยอ่ย human fibrinogen ดว้ย human plasmin ของ AVPI-12 ศึกษาโดยการ

ดดัแปลงจากวิธีของ Satake และคณะ (1963) ทาํการทดสอบโดยการผสม human plasmin (2 µg) กบั 

AVPI-12 ปริมาณต่าง ๆ (0-10 µg) ใน total volume 40 µl และ incubate ท่ี 37 °C เป็นเวลา 60 นาที  

หลงัจากนั้นนาํส่วนผสมระหว่างเอนไซม์และตวัยบัย ั้งเติมลงในหลอดทดลองท่ีมี 10 mg/ml human 

fibrinogen ท่ีมี 25 mM Tris-HCl pH 8.0 เป็นตวัทาํละลาย (40 µl)  และ incubate ท่ี 37 °C เป็นเวลา 120 

นาที  หลงัจากนั้นหยุดปฏิกิริยาดว้ย 10% (w/v) trichloroacetic acid (TCA) ปริมาตร 40 µl  และป่ันท่ี 

10,000xg นาน 20 นาที นาํส่วนใสท่ีมี digested peptide ปริมาณ 25 µl มาวดัความเขม้ขน้ดว้ย BCA assay 
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kit (ดงัแสดงในขอ้ 3.2) ปฏิกิริยาการยบัย ั้งศึกษาจากค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540 nm ท่ีลดลง Blank ของการ

ทดลองคือหลอดท่ีไม่มีส่วนผสมของเอนไซมแ์ละ human fibrinogen แต่ละการทาํลองทาํการทดลองซํ้ า 3 

คร้ัง และ positive control คือ ปฏิกิริยาท่ีมี α2-macroglobulin 

 ผลการทดลองพบวา่เม่ือปริมาณของ AVPI-12 หรือตวัยบัย ั้งเพิ่มข้ึนสามารถยบัย ั้งการทาํงานของ 

human plasmin ไดม้ากข้ึนโดยทาํให้ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540 nm ลดลงมากข้ึน (รูปท่ี 8) หรือแสดงถึงวา่

เอนไซม ์plasmin สามารถยอ่ย human fibrinogen ไดน้อ้ยลงทาํให้ได ้digested peptide products ลดลง ผล

การทดลองสอดคลอ้งกบั positive control คือ α2-macroglobulin (รูปท่ี 8) 

 

 
 

รูปที่ 8 Fibrinogenolytic inhibitory activity ของ AVPI-12 แบบ dose dependence ต่อ human plasmin โดย

ใช ้α2-macroglobulin เป็น positive control 
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3.8 การทดสอบ fibrinolytic inhibitory activity 

3.8.1 ศึกษา fibrinolytic inhibitory activity ด้วย colorimetric detection 

 เตรียม fibrin clot โดยการดดัแปลงวิธีของ Rajesh และคณะ (2006) ทาํไดโ้ดยผสม 31 µl ของ 

human fibrinogen ท่ีมีความเขม้ขน้ 20 mg/ml ดว้ย 3 µl ของ 0.5 M CaCl2 และ 6 µl ของ 0.25 NIH units 

human thrombin และตั้งทิ้งไวใ้ห้แข็งท่ีอุณหภูมิห้อง 30 นาที หลงัจากนั้น fibrin clot จะนาํไปใส่ในหลอด

ทดลองท่ีมี plasmin 4 µg และ AVPI-12 12 µg ปริมาตรทั้งหมด 40 µl ท่ีผา่นการทาํปฏิกิริยาท่ี 37 °C เป็น

เวลา 60 นาที หลงัจากนั้นให้ส่วนผสมทั้งหมดทาํปฏิกิริยากนัท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 150 นาที จึงหยุด

ปฏิกิริยาดว้ย  10% TCA ปริมาตร 40 µl และนาํไปป่ันท่ี 10,000xg นาน 20 นาที วดัความเขม้ขน้ของ 

digested peptides ดว้ย BCA assay kit (ดงัแสดงในขอ้ 3.2) ปฏิกิริยาการยบัย ั้งศึกษาจากค่าการดูดกลืนแสงท่ี 

540 nm ท่ีลดลง Blank ของการทดลองคือหลอดท่ีไม่มีส่วนผสมของเอนไซมแ์ละ human fibrinogen แต่ละ

การทาํลองทาํการทดลองซํ้ า 3 คร้ัง และ positive control คือ ปฏิกิริยาท่ีมี α2-macroglobulin  สามารถ

คาํนวณเปอร์เซ็นต ์fibrinolytic inhibition ไดด้งัสมการขา้งล่าง  

 

Fibrinolytic inhibition (%) =
(E− I)

E  x 100 

 

โดย E คือ activity ของ plasmin ในสภาวะท่ีไม่มี inhibitor 

 I คือ activity ของ plasmin ในสภาวะท่ีมี inhibitor 

 

 ผลการทดลองพบวา่ fibrinolytic inhibitory activity ของ AVPI-12 และ α2-macroglobulin ต่อการ

ทาํงานของ plasmin มีค่าเท่ากบั 37.4 ± 1.0% และ 41.1 ± 2.1% ตามลาํดบั (แสดงในรูปท่ี 9)   
 

3.8.2 ศึกษา fibrinolytic inhibitory activity ด้วย small –angle X-ray scattering (SAXS) 

 Small-angle X-ray scattering (SAXS) ใชใ้นการทดสอบการเป็น fibrinolytic inhibitory activity 

โดยทาํการทดลอง ณ ระบบลาํเลียงแสงท่ี BL-2.2 ของสถาบนัวิจยัแสงซินโครตรอน (องคก์ารมหาชน) จ.

นครราชสีมา fibrin clot เตรียมโดยการผสม 77 µl ของ human fibrinogen (20 mg/ml) ดว้ย 8 µl ของ 0.5 M 

CaCl2 และ 15 µl ของ 0.25 NIH units thrombin ลงใน sample holder ท่ีทั้งสองขา้งปิดดว้ย kapton tapes ทิ้ง

ไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 30 นาที หลงัจากนั้นเติม 80 µl ของสารผสมระหวา่ง plasmin 8 µg และ AVPI-12 24 µg 

ท่ีไดท้าํปฏิกิริยากนัแลว้ท่ีอุณหภูมิ 37 °C 60 min ตั้งส่วนผสมทั้งหมดท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 150 นาที แลว้

นาํไปศึกษาการเปล่ียนแปลงของ fibrin clot ดว้ย SAXS วิเคราะห์ผลขอ้มูลดว้ยโปรแกรม SAXSIT version 

3.61 α2-macroglobulin ใชเ้ป็น positive control ของการทดลอง 

 ผลการทดลองแสดงในรูปท่ี 10 พบวา่ peak position ของ fibrin clot ไม่วา่ในสภาวะท่ีมี inhibitors 

ทั้ง AVPI-12 และ α2-macroglobulin หรือในภาวะท่ีมีแต่ plasmin และ fibrin clot เปล่า ๆ พบวา่ตาํแหน่ง
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ของ peak หรือ ค่า q และ fibrin periodicity มีการเปล่ียนแปลงนอ้ยมาก แต่ความสูงของ peak ซ่ึงแสดงถึง

ประมาณของ fibrin clot clot ลดลง หรือมีการเปล่ียนจากภาวะ solid state ไปเป็น liquid state พบวา่ในภาวะ

ท่ีมี fibrin clot และ plasmin ความสูงของ peak จะตํ่าสุด และเม่ือมีตวัยบัย ั้งหรือ inhibitor ทั้ง AVPI-12 และ 

α2-macroglobulin ความสูงของ peak จะตํ่ากว่า peak ของ fibrin clot ในสภาวะท่ีไม่มีทั้งเอนไซมแ์ละ 

inhibitor เล็กนอ้ย 

 

 

 
 

รูปที่ 9 ผลของ AVPI-12 ต่อ fibrinolytic activity ของ human plasmin การทดลองใช ้α2-macroglobulin 

เป็น positive control 
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รูปที่ 10 SAXS spectra แสดง fibrinolytic inhibitory activity ของ AVPI-12 ต่อ human plasmin โดยใช ้α2-

macroglobulin เป็น positive control 


