
การจ ับตะก ั่วโดย เชร ูโลนลาสม ิน

นางสาว รสวันต สรีวรวิฑย

วิทยานิ'พนธนเป็นส่วนหนงของการสิกษาตามหลักสูตรปริญญาวิทยาสาสตรมหาบัณฑิต

ภาคว ิฟ ้าธ ิวเคม ี

บัณฑิตวิทยาลัย จุฟ้าลงกรณมหาวิทยาลัย

' พ . ส .  2 5 3 9

I S B N  9 7 4 - 6 3 3 - 7 1 7 - 3

ลิขสิทธิของบัณฑิตวิทยาลัย จุฟ้าลงกรณมหาวิทยาลัย

I



LEAD-BINDING BY CERULOPLASMIN

M I S S  R O S A W A N  S R I V O R A V I T

A  T h e s i s  S u b m i t t e d  i n  P a r t i a l  F u l f i l l m e n t  o f  t h e  R e q u i r e m e n t s  

F o r  t h e  D e g r e e  i n  M a s t e r  o f  S c i e n c e  

D e p a r t m e n t  o f  B i o c h e m i s t r y  

G r a d u a t e  S c h o o l  

c h u l a l o n g k o r n  U n i v e r s i t y  

1 9 9 6

I S B N  9 7 4 - 6 3 3 - 7 1 7 - 3



T h e s i s  T i t l e

B y

D e p a r t m e n t  

T h e s i s  A d v i s o r

L e a d - b i n d i n g  b y  C e r u l o p l a s m i n  

M i s s  R o s a w a n  S r i v o r a v i t  

B i o c h e m i s t r y

A s s i s t a n t  P r o f e s s o r  S u g a n y a  S o o n t a r o s ,  P h . D .

A c c e p t e d  b y  t h e  G r a d u a t e  S c h o o l ,  c h u l a l o n g k o r n

U n i v e r s i t y  i n  P a r t i a l  F u l f i l l m e n t  o f  t h e  R e q u i r e m e n t  f o r  t h e  

M a s t e r ’ s  D e g r e e .

............................................................ . ..........................................................  D e a n  o f  G r a d u a t e  S c h o o l

( A s s o c i a t e  P r o f e s s o r  S a n t i  T h o o n g s u w a n ,  P h . D . )

T h e s i s  C o m m i t t e e

. . . . ^ . . . . .............................................. j f . .........................  C h a i r m a n

( A s s i s t a n t  P r o f e s s o r  T i p a p o r n  L i m p a s e n i ,  P h . D . )

T h e s i s  A d v i s o r

( A s s i s t a n t  P r o f e s s o r  S u g a n y a  S o o n t a r o s ,  P h . D . )

c t  ' ' ๙ 1.  I  M  .  . 1 J . . .  i  J .  .  . j .  . . . . .  .  M e m b e r

( A s s o c i a t e  P r o f e s s o r  K o v i t  P a t t a n a p a n y a s a t ,  P h . D . )



พีมพีต้นฉบับบทคัดย่อวิทยานิพนธ์ภายในกรอบสีเขียวนี้เพียงแผ่นเดียๅ

รสวันต์ ศรีวรวิทย์ : การจับตะกั่วโดยเซ5โลพสาสมิน 
(LEAD-BINDING BY CERULOPLASMIN)
อ.ที่ปรึกษา ะ ผศ.ดร.สุกัญญา สุนทรส, 72 หน้า. ISBN 974-633-717-3

ในชีรัมของเลือดคนมีโปรตีนที่ขนส่งโลหะหลายชนิด จากรายงานของ สุพิชชา มังคะลี (1994)
ทรานสเฟอรินชึ่งขนส่งเหส็กในชีรัมเป็นโปรตีนตัวหนึ่งที่จ ับกับตะกั่วได้ งานวิจัยนี้จึงมีจุดประสงค์ที่จะศึกษาความสามารถ 
ของเชรูโลพลาสมินซึ่งเป็นโปรตีนที่ขนส่งทองแดงในซีรัมในการจับกับตะกั่ว

เมื่อบ่ม lead acetate ที่ความเข้มข้น 1.8 mg/1 กับชีรัมของคนและวิเคราะห์ปริมาณโลหะที่จับกับโปรตีนใน 
ชีรัมด้วยวิธี atomic absorption spectrophotometer พบว่าตะกั่วสามารถจับกับโปรตีนในชีรัมได้ 0.12 ppm และทำให้ปริมาณ i 

ทองแดงบนโมเลกุลของโปรตีนลดลง นอกจากนี้ปริมาณตะกั่วที่เพิ่มขึ้นยังมีผลทำให้ oxidase activity ของโปรตีนในชีรัม 
ลดลง ผลจาก Sephadex G-200 column chromatography และ polyacrylamide gel electrophoresis ของชีรัมของคนปกติ I 
และซีรัมของผู้ป่วยโรคพิษตะกั่ว แสดงว่าโปรตีนที่จับกับตะกั่วได้ชนิดหนึ่งคือ เซรูโลพลาสมินซึ่งเป็นโปรตีนที่มีหน้าที่ I
ขนส่งทองแดงในชีรัมของคน การศึกษาภาวะความเป็นกรด-ด่างที่เหมาะสมต่อการจับโลหะของเซเโลพลาสมิน พบว่าอยู่ที่ !

I pH 6.0 การจับจะลดลง 3.16% เมื่อเก็บไว้ที่ 4 °ช  เป็นเวลา 3 วัน ได้ศึกษายืนยันว่าเซรูโลพลาสมินจันตะกั่ว โดยใช ้ I
โปรตีนเชรูโลพลาสมินมาตรฐาน พบว่าตะกั่วที่เข้าจับกับโปรตีนเชรูโลพลาสมินสามารถทำให้ปริมาณทองแดง และ I
oxidase activity ของเชรูโลพลาสมินลดลงได้โดยการเปลี่ยนแปลงตังกล่าวขึ้นกับความเข้มข้นของตะกั่วและมีลักษณะแปร 
ตามกัน และยังพบอีกว่า 100 mg/ml CaNa2EDTA, 100 mg/ml Dimercaprol และ 1,000 mg/ml Penicillamine สามารถ 
กำจัดตะกั่วบนโปรตีนเชรูโลพลาสมินได้ถึง 89.1, 96.5 และ 99.0% ตามลำตับ อย่างไรก็ตามไม่สามารถจำแนก
เชรูโลพลาสนินที่จับกับตะกั่ว กับเชรูโลพลาสมินที่กำจัดตะกั่วออกด้วย chelators ได้ด้วยวิธี isoelectric focusing ในช่วง 
กรด-ด่างระหว่าง 4.0-6.0
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M any metal-binding proteins have been reported in human serum, and M angkalee (1994) 
reported transferrin, Tf, the iron transporting protein, could bind to Pb. It is the aim o f  this study to prove 
that ceruloplasmin (Cp, Cu-binding protein) could also serve as another Pb-carrier.

W hen human serum was incubated with 1.8 mg/1 lead acetate and the protein-bound metal was 
quantitated with atomic absorption spectrophotometer, it was found that bound Pb increased by 0 .12 ppm 
while Cu was released. The oxidase activity o f serum decreased concom itantly with Pb binding. This 
suggested that ceruloplasmin, the physiological Cu transporting protein, was one o f lead-binding factor(s) in 
human serum. The finding was confirmed with Sephadex G -200 colum n chromatography and 
polyacrylam ide gel electrophoresis o f Pb-treated human serum. Optimum pH for metal-binding on 

ceruloplasm in was pH 6.0. The binding o f Pb decreased by 3.16% when Cp was stored at 4°c for 3 days. 
Confirmation with purified Cp showed that Pb binding, Cu released and the decrease o f  oxidase activity 
were concentration dependent and corresponded very w ell with each other. The metal-chelators nam ely, 100 
m g/m l CaNa2ED TA, 100 m g/ml Dimercaprol and 1,000 m g/ml Penicillam ine could reduce the 
concentration o f Pb bound on Cp m olecules by 89.1, 96.5 and 99 .0  %, respectively. H ow ever, the 
Pb-binding Cp and Pb-freed Cp (with metal-chelators) could not be fractionated with IEF-PAGE at 
pH 4.0-6.0 .
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