
๒ .  ว ิ ธ ีท า ก า ร ท ค ล อ ง
9๙

๒ . 9  วัสคุแโ:ะ^ค ฺม ีภ ัณห์

พิษง ูแมว เซ า  เป ็น ย งส ีข า ว  ไ ค ร ับ  เร ่ ]นอภ ิน ันทนาการ '? 'ากกองว ิทยาศาลฅร 

ส ถ า น เ ล า ว ภ า  ส ภ า ท า ซ า ค ไ ห ย  เร ่ }นพ ิษง ูท ี เก ์บวากง ูหลาข ๆ  ค ัว แ ล ' ว แ ซ แ ข ง ใ ว  เม ึอ เก ็บ  

รว ม ก ัน ท ล า ย ก ค ัง ก ัป า ม า ไล ใอห ิ ! ไล ส ์  เมอ ๒๕ เมษ ายน ๒๕๐๙

DEAE -  c e l l u l o s e  ข อ ง บ ร ษ ห  W h a tm a n  ซนค DE 11 ม 

n o m i n a l  c a p a c i t y  1 m i l l i e q u i v a l e n t  /  ก รม

c e l l u l o s e  d i a l y z e r  t u b i n g  ข อ ง บ ร บ ห  A r t h u r  H .  T h om as

C o m p an y  ก ว า ม ก ว า ง ข น ะ แ บ น  9 ^  นิว

หรส  ( t r i s ) ,  AMP, B AE E ,  D N A ^  เค ียมหก ร า ไ น โ ฅ ร  เฟนิลฟอส L โ'#ไ 

ซ ึ ๋ อ วาก  B r i t i s h  D r u g  H o u s e s  ( B . D . H . )  ป ร ะ เ ห ศ อ ั ง ก ฤ ษ

ใ ซ เ ค ีบ ม ก ล อ ไ ร ค ์  ข อ ง บ ? รท  E .  M e r c k

ก ะ ค ะ เ ล ส  ก ร ค ไ ฮ บ า ล ู ไ ร บ ิศ  ไ ซ เ ค ีบ ม - บ ิส - พ า ร า ไ น ใ ค ร เ ห ! น ิล ฟ อ ส เ ห ] ค  

ไ ล ใ ซ เ ล ซ ิ Ü น ข อ ง บ ? รท K o c k  L i g h t  ป ร ะ เ ท ศ อ ั ง ก ฤ ษ

L -  p h e n y l a l a n i n e  ข อ ง  C a l  b i o c h e m

เกม ีก ั , เพท1ซอน  ๆ  เป็น r e a g e n t  g r a d e  ซ ื ๋ ฉ ว า ก ห ล า ย บ ? ร ท

๒ . ๒  . เ ก ?อง ม ือ

f r a c t i o n  c o l l e c t o r  ข อ ง บ ร บ ท  L K B -  R a d i r a c  ป ร ะ เ ท ศ

ส ว เ ค น  m o d e l  3 4 0 2  B

p H - s t a t  ( t i t r a t o r  1 1 ,  t i t i g r a p h  SBR^ 4ละ  t i t r a t i o n  -• 

a sse m b ly  ABLTl c  ) ข อ ง บ ? ร ท  R a d i o m e t e r  ไ ก เ ป น เ ฮ เ ก น

r e f r i g e r a t e d  c e n t r i f u g e  ข อ ง บ ร ร ท  I n t e r n a t i o n a l  

e q u i p m e n t  C o .  ส ห ร ฐ อ เ ม ร ก า  m c d e l  P R - 2



s h a k i n g  w a t e r  b a t h  ขนง!!ร!)ท A .  G a l l e n k a m p  and C o . L t d .

ธรอมบ ์อ ิลาสไกกราฟ ของบร ิษัท H e l l i g e  m ode l  2601 D ^

ส เ ป ก ไ ก ร ไ ฟ ไ ฅ ม ิ เ ก อ ร ์  ของบริษัท U n i  cam ป ร ะ เท ศ อ ั ง ก:! H m ode l  

SP 500
l y o p h i l i z e r  ของบรษห Q u i c k f i t

๒ .๓  ก า ?แยกพิษงแมว.เซา'ไ.ค ุย.เซลลไสฝี.กอลัมน

การแยกพบง ูทาโคย i o n  exchange  c h r o m a t o g r a p h y  ฅามวธฃอง
W i l l i a m s  and S s n c u f  ( 1 9 6 2 )  และ สัผพ (๒๕9๐) ซงแยกพ ิษ ง ูแม า เซาไคย ่ ใซ  
ศออัมน์ซึ งนคควบ DEAE -  c e l l u l o s e  และ e l u t e  ศ ออัม'นควย 0 .0 1  M

t r i s  b u f f e r  ซึ งปร ับ pH ควยกรคฟออฝอร ิศ *  ค ันแปลงเฉ'พาะว ิ ธ เฅ ร ียม
กออัม'นบาง เล็กนอย

๒0

๒ . ๓ . 9 กา..?_เ_ฅรี.ย.มกออัมน์
1 1 i l l

' ซัง DEÀE -  c e l l u l o s e  ๕ สวน ๆ  ละ ๕ กรัม แ ซ แกละสวน 

ใ น  2 .0  M ไ ซ เ ค ีย ม ก ล อ ไ ร ค ์ซ ึ ง ล ะ ล า ย ใ น 0 .0 1  M ทร ิส -ฟอสเฟฅ บัท่ เฟ่อร ์  pH 
๘ . ๕ เล ็นเวลา ๔ ซ ัว ไมง  ลาง i o n  e x c h a n g e r  ควย 0 .0 1  M หร ิส -ฟอลเฟก

บ ัฟ เฟ อ ร ์pH b . ๐ ทรงละ ๕0 ม ล .  และร ินอน ุภาri เล็ก ๆ ท ิงไปควบเพ ือใน!อ ักราการ 

ไน!ล.นุ่ง เม ือลาง,)รบ ๕ ก ร ง แ ถ ว  บร ิมาฅรของ DEÀE -  c e l l u l o s e  ทเทท ิงท ้งหมค 
วะ รว ม เล ็น ป ระ ม า ผ  9 /๔ ข อ ง บ ? ม า ก ร เ ร ิม แ ร ก  เกร ียม s l u r r y  ไค ย เก ม บ ัฟ เฟ อ ร ์  
ชนค เค ียวก ับ ! ใชลางลงไปอ ีกสวนละ ๕0 มล .  บรรวุศออัมน์หีอุญหภูมิหอง (ประมาเน 

๓0 ° *$. ) ไซศอก ัมน ์แกวขนาค ๓ X bo ซ ม .  ไคยอ ัคแกละสวนภายใคศวามกคค ัน

2- a m i n c - 2- h y d r o x y m e t h y l p r o p a n e - l , 3- d i o l  ( t r i s )  b u f f e r  
ซ ึ งม ืศวามเฃมขนของหร ิสกามทกาหนคไว  และปร ับ pH ควบกรคฟอสฟอร ิกเพ ือกวามสะควก 

ก อ ไ ป ว ะ เ ร ีย ก  หริส ษัฟเฟอร์ทีปร ับ pH ควยกรคฟอส,ฝอริก'วา หร ิส -ฟ อสน#!  บ ัฟเฟอร ์
และถาปร ับ pH ควย ก รค ไอ โค รก ล อ ร ิศ  ว ะ เ ร ีย ก ว า  ห ร ิส -ศ ล ซ ไ ร ค  บ ัฟ เฟอร ์ .

ล็พ่V
. H O  c “  ; ’ ï r u  

ê-Hj. - c H



ข อ งก า ,Èใน,ใ ก ? เ พ ท ง  ๆ กน สวนลางอ ักควบทวามกกก ัน  ๕๐ ซ ม . ข อ งป รอ ท เพ ิม ท ก
1 1 .  J

กวาม กกค ัน ของบ รรยากาศ  แฉะ?!วนฅอ ๆ ไป  เพ ิม ศวามกคค ัน ของอาซไน ไท ร เจนอกสา ใ.. 

ดะ ๕0 มม . ของป รอท  ทานลำคับ ซงฝ ีวนบนด ุคจะใชศวามกคค ัน  ๒๕0 ข ม .ข อ งป รอ ท  

เส ิมจากศวามกกค ันของบ รรยากาศ  เม ือบรรจ ุกอล ัมน ์ศรบ ๕ สวนแอว ก e q u i l ib r a t e  
ศอล้มนควบ ๐ .๐ 9 M ทรส-ฟอ?นใ#! บ ัฟ เฟอร pH ๘ .๕  ไกยะแกรมการอ ักกออ ัมน
ค ว บ ก า ซ ไน ไฅ ร เจ น  แ ส ก งไว !น ร ูป ท ี ๓

๒ *๓ .๒  กา.ร เทรืยมพ ิษง ู
I

ซ ังพ ิษง ฺแม 'วเซา ๒๙๕.b มก. ท ะลายไน  ๓ฟ .๕ ม ล . ๐ .๐ ๐ 9 M
,  * . ‘.111 I  ไ

หริส-'ฟอ?นใ#! บ ัฟ เฟอร pH ๘ .๕  ฅกฅะกอนสวนท ีไมล ่ะลายของพ ิษ ง ูควยแรง เห วขง 
๕๐๐X  g *  นาน ๘ นาที ห งฅะกอน เส ีย  น าส ารละลายท ีไค ไป แยกท อ ไป

๒ .๓ .๓  กา รหากอ.อัมนไ,F,ร มาไค?!ราเ)

ทาในห,ธง  เบนอุกเพภมิประมาเน C ° 7?. (9 °  -  ฟ °

ไ / . )  เหสารละลาย'พ ิษง ูท ี'ไค!น ๒ .๓ .๒ ลงไป ใน คอ ล ัม น ์ เม ือสารถะลายพ ิบง ูทอท ีนาน 

คอล ัมน ์ย ิงไป ;พกโ! e lu t e  ควย 0 .๐ 9 M ท?ส-»ใเอ?นฟท บ ัฟ เฟ อร ์ pH ๘.๕

จานวน ๕๐๐ ม ล . ไคยปร ับใ ห e f f l u e n t  มือัฅรา ก า รไห ล  ฟ๕ มน. /ช ม . น] 
f r a c t i o n  c o l l e c t o r  เกบ e f f l u e n t  1ว!นหลอกทคลอง f r a c t i o n  ละ 
9๐ ม ล . การ e lu t e  คอล ัมน ์หล ังจาก ๐ .๐ ๐ 9 M ท?ส-ฟ อส เฟท บ ัฟ เฟ อ ร ์pH ๘ .๕
1 v1 > . 1 u  ^  f

น ว น ’ ปครบ ๕๐๐ ม ล . แล วแบ งออก เบ น  ๒ ขน ป ีนแรกศอย ๆ ดก pH ของบ ัฟ เฟ อร ์

แสะข ้นส ุคหาบ',เห pH ขอ งบ ัฟ เฟ อร ์กงท ี แฅกอย ๆ เพ ิน ก วา ม เข ม ฃ น ข อ งใข เค ับ ม ก ล อ -
 ๆ r  î f[รก  ห ่าคงน

(ก ) เปล ีบ นสารสะดายท ีใช  e l u t e  คอล ัมน ์เป ็น ๐ ,๐ 9 M ห ร ิส -  
นอ?นฟฅ บ ัฟ เฟ อ ร ์pH ฟ .๐ แส ะย าน โ!ารล ะล าย น ี้เร ือ ย  ๆ จนคอลัมน์ e q u i l i 

b ra te d  ที pH ฟ .๐ ก ็เปล ีฆ นไ'!โ๒ สารละลายท ี e l u t e  คอล ัมน ์เป ็น ๐ .๐ 9 H 
หร ิส -ฟ 'อสเฟก บ ัฟ เฟ อ ร ์ pH b . ๐ จนคอลัมน์ e q u i l ib r a t e d  ที pH b . ๐ 

*
£  = g r a v i t a t i o n a l  f o r c e



ร ูป.ที ๓ แผนภาพการบรรจ ุกอถ ัมน ์ภาฆใคทวามกถค ันฅาง ๆ ก ันของ■ โ.าขไนใฅรเฑ.

เพ ิมจากกวามกคค ันของบรรยากาศ

1=3๒

“ ใเ

4.

I B

c

A = ป ุม ป ร ับ กวาม ค ัน ขอ งก าซไน ไฅ รเจน ท ี 
ใ ช อ ก

B = คอลัมน์ 
C = แ ม ไน ม ิเค อ ร ์ป รอ ท  
P = กวามกคค ันของบรรยากาศ  

P  = กวาม แฅกฅางของระค ับ ป รอท ใน ขา 

ห งส อ งข า งข อ งแ ม ่ไน ม ิเฅ อ ร  ลือ 

ก วาม กค ค ัน ของไน ไฅ ร เจนในคอล ัมน ์I I
ที เพิมจา กกวามกคค ันของบรรบา กาศ



Ï น ลัมน Lปีน 0 .-5๕ K -

ท ? ๙ -'ฟถส เฟฅ บ ัฟ เฟ อล ี

เซ เวลา

(ข ) ฟล ียน-:,ฯ  รอ ะลาขหใช  e lu t e  

0 ,๐๐ i'i -น ล ะ  9 .๐ ๐ 14 ไข เค ย ม ล  ?: ป ี],รก !ใ4 0 .0 9  M 

pH b .o  กวนบ่?ทาโ:i 00๐, 9๐๐0 และ 9๐๐๐0 ท า « fเวทลา'(ไบ

Iคคคาวท เก!) e f f l u e n t  Î วมหง'(ไน '๐๐๐ f r a c t i o n s
Ç. I

Iน ท าร!บ ่?น ,รม าใo n ราฟ ่ห ั้งส ินประมาm ๘๐ ซ ม . ค ิกคอกัน

๒ .๓ .๔  ก า รว ก  o p t ic a l  d e n s i t y ’
นา e f f l u e n t  แคละท ฟ ้อกท ีเก ็บ ไค ,วาก ๒ .๓ .๓  ไป ว ัน ป ร ิม า๒ 

เปรค ่น Iก า ว ก  o p t io n !  d e n s i t y *  ท(ไวามขาวกล ่น ๒๘๐ n a n o m e te r
ค ว ย เก ร อ ง ส เป ก ไฅ ร  เ ไ ' !ไค ม เฅ อ ร  เลียบกับ b u f f e r  b la n k  แ ล ฺว รว ม f ฯ ร ล ะ ล า ย  

ของ'ไ.:i ง ู1นหยอกคาง ๆ หมีคา 0D ส ูง1ก ล เข ชงกัน (ป?มาท!ไปรกนอยูใน
p eak  เนย-วกัน) เป ็‘น::'ไ''๕ เล ีย ว ๒.! ล ่าร.น -•ย้าย'ไบ ่,'■ กันลี'?..รวมไก ! เคน::^วนน นา

ไบ ่ไกวะไลส ์ก ับปำ,*  ลีอุพหภมี ๔ องศาC . เบนเวค'า 9๔ ร;ม . ไก ข เบ า ม น !ท  b 

ก รง  ใ!ไพ :แงแคละศวนหล ังวากไ0 อ ะ ไล อ ์แ ล ำ ไป ฬาใหแ••งง ฃเนะแชแข็ง (ไอ ุ'ไอล ีแลส )

!, กยใซ เกรองมน  f r e e z e  d r y e r

๒ .๓ .๔  r m v n i j n / r ù ! ปรกน.
กะล าข?!บ ง ูแม ว เขาแฅ นะส ว น ล ีโด วาก ก ารไ:น อ ?ไ-ล ส ์ค าย  

๐ .9๕ 14 ใ"'เก ียม 'แลย'!.รค ์ประมา:!: ๒๕-๔๐ ม ข . 'นำส 'ารทะกาย?๒?ไ.น •ว.๐๕]บ 

ไข เก ีย ม ก ท อ ไ รค์นไปหา•กวา!.; เขมขน'ของ'โปรฅน โก ย ว ัก  0D?60 เล ียนก ับท ่าร'ฯะกาย

งอ..:ส ืบ-ง ูเก ินวังบ ัง !มแยกไน  ๐ .9๕ M ไข เก ีย ม ก ล อ ไรก ข น  9 ม ก . /ม ก .  แกะน าไป

I i 5 1 J
9 เพอทวามสะกวกฅวไป 'วะ'ไชจ ัทบรย ฺอ  0D แหนคำวา o p t i c a l

1 I *y 0 *; I
d e n s i t y  แ ท ะ บ อ ก ค าาม ย าวค ล ีน ท !ข ว ัท โวข า ;ไท ย  เซน 0D _0,.

! I 280
หมายถง o p t i c a l  d e n s i t y  ห่โาวามยาว!■ เท่;-! ๒๘๐ nr.

V' / \ “ 9v  1 n a n o m e te r  (nm ) = 10 m e te r

^ นาท 1 ขสาหร ิบท ุกการหกลอง เป ็นใทซ ์งถ ูกค?«จไนข ์แล ํว ( d e io n iz e d  
w a te r )



๒๔

ฅกฅะกอนเอาลารทไม I!ะลาบ 'ของพ ิษ ง ูออกแล'ว ( เฅ ร ืยม ไค จากการน ำส ารด ะล าบ พ ิษ ง ู 

ใ น  0 ,1 5  M โซ เก ข ม ก ล อ ไ  รค ์ไปฅกฅะกฉนกวยแรง เหวยง ๕๐๐ X £  Lโน  เวลา ๘ 

นาท แลวห งฅะกอน ) แลวกำนวผปร ิมาณ โปรฅ ีนของพ ิษ ง ูแกละสวนจากกาบร ิมาฅรแสะ 

กวาม เขมฃนหวัก'ไค

๒ . ๓ «b กา,ร เ n il Viนง ู

น า ส า รล ะ tท ย พ ิษ ง ูแฅถะสวนซ ึงถะลานไน  0 .1 5  M ไ ซ เค ีย ม -  

กลซ'โรค  รวม ห งส ารล ะล าย พ บ ง ูเก ม ซ ึงย ัง ไม แ ย ก ใน  0 .1 5  M โ ซ เค ีย ม Pเล อ โรค  ซ ึง9 %ร J I
เฅ ร ิย ม ไก  (ห ัวขอ ๒ .๓ . ๔ .)  ไป เก ์บ ใน ห ล อ ก ห ก ล อ งซ ึงจ ุ ๘ ม ด . โก ย แ บ งเก ็บ ห ล อ ก  
ประมาณ ๒-๓  ม ล . ปกควย p a r a f i lm  แลวแชแข ็ง  (ป ร ะ ม า ณ -  ๒๐ อ ง ศ า ซ ึ. )
ซ ึงจะแบ งม าละล าย ก รงด ะห ล อค  เฉพ าะกอนจะว ัก  a c t i v i t y  คาง ๆ เทานน

๒ •๔ ท า?ว ัก ?!.วามเโนพ ิษของพิษงู
I I  1 1 1

ลวาม เบน^ษซองพษงูแมว เขา เค ิมชง ย ังไม แน ก  และพ ิษง ูสวนฅาง ๆ หแยก 
ไ ก  ว ักจากกาม ีเค ียน ล ืธ ัล ไค ส  (m e d ia n  l e t h a l  dose )๒ เม ีอนำพ ิษงู'ไป'ฉก[ นหนู 
(m ic e )  และกวามเป ็นพ ิษหงหบคของพ ิบง ูสวนกาง ๆ ท แยกไค  ว ัคจากกากวาม เป ็น  

พ ิษรวม ( t o t a l  t o x i c i t y )  ซ ,งกานวฟ จากจานวน บอ50 ของพ ิษง ูแกละสวน

๒ .๔ . 9 rn J  วัคมี แ ค ีiJJ4ลีธ ัลไ.กส
%/ 1 1

เซ า ธ  b io a s s a y  คานว[นคา LDr-n จาทอคงาสวนซ'องใ']'นJ 1 ( â
หฅายหล ังจากฉ ีกพ ิษ ง ูเขา เส น เล ือ ก  แถ วแป ลงอ ักราสวน ของห น ูท กาย เป ็น โป รบ ค

๒ m e d ia n  l e t h a l  dose ( L D , - )  กือ โกสห ร ือป ร ิมาณ ของสาร
I 1 9. เ

ชงรทส ัฅวใ/)คลองจานวนหนงฅาบ ๕๐%



๒๕

( p r o t i t  กานวผกา LE 50 ไค ย ว ิธ ีเข ีย น ก รา ฟ  (W e is s ,  1 9 4 6 )
ทาก ัง î f

นกสารละลายพ นง ูกวาบ  เฃมซนฅาง ๆ ก ันไน 0 .1 5  M ไช เค ีย ม ค ล อ ไร ท  
ราน วน  0 .๔ ม น ์. เข า เส น เส ือ ก ท ห า งห น ู ไค ย ใช ห ล อ ก ฉ ีก ร ุ 9 ม ล . ใซหนทล ุมละ ๕ 
คัว น าห น ัก ไก ล เก ย งก ัน  หนักประมา!:!ค ัวละ 9๔ -9๕ กรัม รากรานวนหน ูท ีฅายภายหก ัง

I

ฉีกพ ิษงู ๒๔ ช ม . แ ป ล งเป ็น ท า ไป รบ ฅ ไก ย ใช ้ฅ า รา งส า  m  (W e is s ,  1 9 4 8 ) เข ียน 
กราฟระห-วางคา'ไปรบ ิฅก ับปริมาณพิษงูท ี'ฉ ีก ไคยใฬกาไ'ปรบ ิฅอย ูบนแกนค ัง โเละป ?ม าฟ

I I  เ 5 2
7:4 งูฬฉก ( l o g a r i t h m ic  s c a le )  อยู'นน'เกนราบ ระ  i คความสม'ฬนชเปน เสน

1I 9 1 I I  I

ฅ รง รากกราฟท ีไค ํอานคาป?มาฟพ ิษ ง ฺท ีคาไปรบก ๕ จะครงก ับกา L E cn ของพ ิษง
II า บ  i l

I I ^  เ

ค ัวอ ย างว ิธ ีว ัค โก  LE ปราก;;'อบในยนาก ข .  แ ส ะ ฅ า ร า ง ส า ร ว ร ฃ ง แ ป ล ง อ ัฅ ท
I ไ  ' 1 "50  1' *  "

สวนทีกา ย เป ็น คาไป รบ ิฅ  ปรากฏอย ูในนนวก ก .

๒ .๔ .๒  กา ร}ท  ค ุวาม เป็นพิษ1? วมุ
1 I

ความเป ็นพ ิษรวมของพ ิษง ฺแฅละสวน ว ัค ราก ราน วน  LDcri ของ
, 1 ^ . “ "  บ “ 2 ?  I

พ ิษง ูแฅละสวนทแยกไค ไค ย เท ีย บ ก ับ ราน วน  LB 50 ข อ งพ ิษ ง ูแ ม ว เข า เก ิม ท ีอ ัง ไม แ ย ก

9 การห าคา L E 50 ร า ก ป ? ม า ผ ส า ร ท ไซ (d o s e )  และอ ัฅราสวน ของ 

ส?ไวทกลองทกาย ( re s p o n s e  r a t i o )  อารท''าไก เ ค ย เขยนกราฟ
ระห วางไก ส แล ะอ ัก ราส วน ท ีฅ าย  ช งระไก ค วาม ส ัม พ ัน ธ ์เป ็น  s ig m o id  
c u rv e  ม ีห ล าย ว ิธ ีท ีระ เป ล ยน ไห กวาม ส ัม พ ัน ธ ์ระท วางส ิงท งส อ งข าง

ฅ น ให เป ็น เส น ฅ รง  เพ ิก ส ะค วก ใน ก ารว ัค  ว ิธห น ังค ือการแป ลงอ ัคราสวน ท ี 

กาย เป ็น คาความ บ ายเบ น มาฅร1าน ( s ta n d a r d  d e v ia t io n )
ห ร ือ ไป รบ ก

กาหนคให ไป รม ีฅ  = ความบาย เบนมากรฐาน + ๕ 

รา ย ล ะ เธ ีย ค อ า น ไค รา ก  W o o lf  (1 9 6 8 )

I



la b

•( K ochw a, i9 6 0 )  ไค บ ล าน วผ ห าจานวน LDSC หงหมคของพ ิษง ูแคละสวนน ี่!,ยก

ไค จ า ก โท  LDRท และนาหน ักของพ ิษงไนแคละสวนนน ๆ แลวกY น ่าฟหากวามเน ันพ ิษ’ il 1 1  1
รวม ขอ ง ทิษงู ท ีแยกไคแคถะสวน กานนค)หล'วามเป ึนพ ิษ รวมของพิษง ูสวน คาง ๆ ทีแย ก ไค
ลือ เบ่อรเซนค์ฃ■ บงจาน-วน บ )  ขอ งพ ิษ -งใน สวน น น ๆ เมือ เท ียบใหจานวน LDไ , ”  50 ”
ของพ ิษง ูแมว เซาท ีไชแยกห งห มก นไน <5๐๐ %

50

๒ .๕  ก า ร ว ัค a c t i v i t y  ข อ ง เอ น ไช ม

วัค a c t i v i t y  ข อ ง เอ น ไซ ม ์ก า ง  ๆ ข อ งพิษง ูท ีแ ย ก ไก แ ล ะจ าก พิษง ูเค ีม  
ทีบ ง iมแยก ชงล ะล าบ อยู่ใ น  ๐ . 9๕ M ไ ซ เค ีย ม คลอไ ร ค์ ใคยเท ียบก ับ สารละลาย  

มาฅรฐาน  ซ ง ใ ,]) ๐ .9๕ M ไ ซ เค ีย ม ก ล "ไ ร ค แหนสารละลาย พิษงู

๒ .๕ .9  ก า?ว ัค  a c t i v i t y  _ ข^ งน อ น ^ ฟ ซ ิท ิก _ อณ ุ•ทไลม ์ ไ ม ่ไ น vteสใ'h ^

ใค ย าค าขส  เป ก ไค รไฟ ่ไค  เมครก ( S u lk o w a k i , B jo r k  andr I I f
L n s k o w s k i, 1 9 6 3 ) ^ข p - n i t r o p h e n y lp h o s p h a te  ซ ง ไม ถ ูก ไอ ไก ร ไอ ส
ควบ 5 * -  น ัวค ล ีไอ ไห เค ส  เชน s u b s t r a t e  ห ล ังจ าก อ ุน ซ ัว ระย ะ เวล าห น ง ก็หยุค 
ป ล ีก ร ิยา 'ไค ย เฅ ิม สารละลาย ,ไซ เค ีย ม 'ไรค รอ ก ไซ ม ์ p - n i t r o p h e n o l  ท ีถ ูกปลอย

ออกมาท'จะอยูใ.น ส ภ าพ เปน a n io n  สี เหล ือง ว ิธว ัค ห าก ังน ี่,

ฆสม 9 .๒ ม ล . s u b s t r a te  s o lu t io n  (ประกอบควย 9 mM 
ไซ เค ีย ม ]ฑ รา ไน ไค ร เใ '.ป ิล ฟ อ ส เฟ ฅ  และ 0 .๐๒๕ M ม ัก น ัเซ ีย ม ก ล อ ไรค ์ ละลายใน  

๐ . 9๒ M ห ร ิส -ค ล น ไรค  บ ัฟ เฟ อ ร ์ pH r i . ๙) ทบ ๐ .๓ ม ล . สารละลายพ ิษง ู

ใ ส  lu  c e n t r i f u g e  tu b e  ขชาค 9๐ ม ล . อุน!/! ๓๐ อ ง f ( ic .  9  ^ห . นยุคปรู]กรยา 
ไค ย  เฅม -9.๕ ม ล . ส า ร นะ ลาน 0 .9  K  ไซ เค ีย ม ไอ  ครอกไชม ์ กกคะกอนควยแรง 
เห ว ัยง 9๕0๐ X £  9๐ นาที แ ล วน าน าใส ไป ว ัก  0ษ400 คามฆลการทคลอง

ท ีม ืฆท ่าไว เม ือ ใซ ก วา ม เฃ ม ข น แ ล ะบ ร ิม า ฅ รข อ งส ารค า ง  ๆ เหากา Î  หค'ฟ้องนัI I )  I
( L a s k o w s k i,  1 9 6 6 ) 0อ400 ท ีเพ ิมฃน ๐.๔๐๐ จะเห าก ับ  พ าราไน ไค รพ ิน อ ลt I

ทีถ ูกปลอยออกมา 0.9 ^\  m 01_



a c t i v i t y  ของ เอ น ไ ซ ม ์ 9 V,นวย ( บ )  ค ือ ป?มา';,นของ เอ น ไซ ม ์ 

ทีปลอย พ าราใน ไฅ รท ีน อ ล  ออ กม าใน อ ัก รา  9 JA, m o l กอน า ใ/) VÏ เท๐ อ ง ก าC.

s p e c i f ic  a c t i v i t y  กอ บ /ม ก ,

๒ ,๔ .๒  ก า ร ว ัค a c t i v i t y  ของ 5 ' -  นาก.ก ีใอไห เคส

วักไ, คยวิธส ่ เปกใก ร ไ  ฟไฅ เมฅรก ( s in s h e im e r  and K o e r n e r ,I เ̂  i l  1
1 9 5 2 ) ช ง ไ ซ AMP เบน s u b s t r a te  วคฟอส Iฬฅห ีถ ูกปน ่ซบออกมา'ไกJ เปลแน

เปนใใ !ออ'ไฟไมลบ เคฅ แล'วรี'โทส'ฟอฝ็ไใ''อัมอับ เ โฅ ท ีเก ค ฃ ึ๋แ 1หเปล ียน เม ีนอ ่ารกนา เง ิน  

( P is k e  and S u b b a ro w , 1 9 2 5 ) หำคงน

นสม ๐ .๓  ม ล .0.0111 AMP (ล ะลาย ใน  ๐ .๒  M ห ร ิส -ท น น Iร ก
บ ัฟ เฟ อ ร ์ pH ฟ. ๕ และม 0 .๒๔ M มักมี เซขมกลอไ รค ์ละถายอ ‘ข) กบสารละลาย

ของพษงู ๐ .9  ม ส . เต ิมนำจนม ีบร ิมากร รวม 9 มล. อุนที ๓๐ องโ1า C. 9๔ นาที 

แถวหย ุคปก ็;กร ิยาควย ๔ ม ล .9๐ % ก รค ไฅ รก ล อ ไรแ อ ข ต ิก  หล ังจากฅกถะกอนกวน 
แ ร ง เห ว ัย ง ๓,๐๐๐X g ๒๐ นาท ี แลว นานาไปหาปร ิมาผฟฉส เฟฅถามว ิธข อ ง
_  r - -P is k e  และ Subbarow  คงน

คูค,นา’ใ,ส 9 ม ล . ใ ส  t e s t  tu b e  เต ิมนาท,ใน ๕ ม ก . เติม ๐ . ๔ ม ล .
1 9

ส ารล ะล าย อ ัม ไม เน ย ม  ไม ล ับ เก ฅ  ใ น  9 .๕ N กรโ!ซ ัลฟ ุ,ร ิก  เขนา แ ไ ว เต ิม  ๐ . ๔

ม»',. r e d u c in g  s o lu t io n  ( 9 , ๒ , ๔ —a m in o n a p h th o s u lp h o n ic
a c id  ละลาย ใน  *>£% ไซ เค ีย ม ไบ ซ ัล ไฟ ม ์ และม ีไซ เค ียมซ ัล ไใ*เฅ ์เม ีน ค ัวซวยการ

ละลายอ ย ูเล ักน อย) เขยา เต ิมนาจนม ีบร ิมาฅร 9๐ ม น . น‘•''ไปวัก 0อ 660 เปลียนกา

0บ660 Iม ีนกา yU m o l ใ,'เอสเฟฅ ไก ย เท ีย บ อ ับ ก ร า ฟ ม า ฅ ร ไท น ,ธง p lo t
ระ ห ว า ง M m o l ฟอ?;เฟฅ อับ 0D

'  660
a c t i v i t y  ของ เอ น ไซ ม ์ 9 หนวย (บ )  คือ ป ร ิม าน เอน ไซม ์ท ี

I  I  I

ปลอยฟอส เห!ฅออกมา ใน อ ัก รา  9 yW m ol ฅ อ นาที ที ๓0 อ ง ศ า C.

คือs p e c i f ic  a c t i v i t y บ /ม ก



๒ .๔ .๓ ก ารว ก . a c t i v i t y  ชอง เอกไชน ิวกล  เอส

ว ัค ไค ข ว ัธ ส เป ก ไ ก ร ไ v f if lT  เม ฅ รก  ( S u lk o w s k i  e t  a l ,
Vj ๆ , '' ๆ1 9 6 5 ) เค ย เซ  b is - p - n i t r o p h e n y l  p h o s p h a te  เบน s u b s t r a te  

หลงวา กอนขว ระ ย ะ เวท าห น ง แกวห บ ุค ป ฏ ิก ร ิย าไค ย ใซสารละลาย ไซ เก ีบ ม 'ไ fi f i l  อ ก ไข ค ์ 
พาราไนไอ,รพ ินอลท ีถ ูกปลอบออกมาวะอย ูในสภาพ a n io n  ส ีเห ล อ ง ปฏ ิก?ขานไมบ ่ยง 

การม ักน เข ียมอออน  •วิธี'วักทำกังนี่^

นสม <9.๒  ม ล . ส า ร ล ะ ท ย  <9 mil โ 'ธ เก ีน ม -ร ส -พ า ร า ไน 'ไ? !ร เฟ น ล -.

ฟ อ ส เฟฅ ใ น  ๐ . <9๒ M ท ? ส -ค ล อ ไร ฒ ฟ เ ฟอร pH ๘ .๒  กับ ๐ . 9 มล . สาร

ละลายพ ิษงู เก ิมไ!'าวนมับ?มาฅร 9 .๔ มล. อุนที ๓๐ องโ';'า0 . 9<ะ นาที หย ุคปฐกรบา
ไก ย  เกม 9 .๕ ม ล . ๐ . 9 M ไ ซ เค ีย ม ไ f iก รอ ก ไซ ค ์ แล วน าไป ว ัค  0ธ  00 ท ีเพ ิมขน
ซ ึงดามสภาพห ีกลาวน 0D .AA ท ีเพ ิมขน ๐.๔๐๐ ว ะ ก ร ง กับป ?ม า พ พ า รา ไน ไฅ รVเนอลไ ,  400
ทีถ ูกปลอยออกมา ๐ . 9 yU .m ol ( L a s k o w s k i ,  1 9 6 6 )

a c t i v i t y  ของ เอ น ไซ ม ์ 9 หนวย (บ )  คือ ป ?ม า ช เอ น ไซ ม ์ 
ท ีป ล อ ย พ าราไน ไr ,รพ ินอลออกมา 1นอ ัฅรา 9 /U ra o l ฅอนาที ที ๓๐ อ งก า C .

s p e c i f ic  a c t i v i t y  คอ บ /ม ก .

๒ .๔ .๔  กา.?,,วัค,,. a c t i y i t v   ̂ ของ ค ีออกขไ รไบ ฺน ิวกส ี เอ.ส

1ซ ว ัธ ส เป ก ไก รใฟ ใก • เม ก ร ิก  ( R ic h a r d ,  V a i r  a n d  

L a s k o w s k i ,  1 9 6 5 ) ซ ึงก ัค แ ป ล งม าวาก ว ัธ ีเค ม  ( K u n i t z , 1 9 5 0 ) ซ ึง ม :DNA
เป็น s u b s t r a t e  แกหาท ี pH ๔.© แ ล ะ ใช ส า รส ะ ล า ย ข อ ง พ ิษ ง ูท ีเจ ือ ว า ง ม า ก ๆ  

วน ส ารท ีVfาป ฏ ิกร ิยาไม ข ุน  ส าม ารถว ัค ก าร เปลบนแปลงของ 0D ไ ก  ว ัธ ีว ัค ท าก ัง tT

นสม ๓ ม ล, DNA s u b s t r a t e  s o l u t i o n  (ขน ๐ .๐ 9  ม ก , /
ม ล . ละลาย ใน  0 ,๒  M ไ ซ เค ีย ม แ อ ซ เก ก  บ ัฟ เฟ อ ร ์ pH ๔ .๐) กับ 9 ม ล .
สารละลายพ ิษ ง ู ในหลอคทคลองซ ึงป ็คควย p a r a f i lm  ฆสมไคชการหกกล ับ ถาย
ไป  s i l i c a  c u v e t te  บ ันทกการเปลยนแปลงของ 0Dn60 อำว ุคกาง ๆ



ท ีบ ัน ห ก ไค ไม เพ ีย งพ อ ท ีวะ เข ีย น เส น ฅ รง เม ือ เข ีย น ก ราฟ ระห วาง  0D 

ท ท า'ไหม ไกยไชสารถะลายพ ิษ ง ูห ีหาไห  เจ ือ จ างล งอ ีก
ที L ว?''1าฅา ง

a c t i v i t y  ของ เอน ไซน  <9 พนาย กอ i l รนาเน ่เอน1 ซมหทา i. Vi

0D260 เพ ิกข1.-)ไ.นนครา 9 .๐๐0 คอนาที ที ๓๐ อ งศ า C.

s p e c i f ic  a c t i v i t y  กอ ห น ว ย /ม ก ,

๒.๕.๕ ก า ;ว ัก  a c t i v i t y    ของฟอส ุไฟ ไล เป ส  ; อ ู

ไ ช ว ัธ  t i t r i m e t r i c  m ethod  (S c h n a tz ,  1 9 6 4 ) วัก1 

ปรมาเนโปรฅฉนท ่ถ ูกปลอยออกมาวากเลช ่ธน ไอ ฆ ไซ  R a d io m e te r  คง t i t r a -  
t o r  ที pH tr).๕ มกล เซยมอออน แ ล ะ อ เธ อ ร  เมืน a c t i v a t o r  (Mohammed- 

K am el and A yo b e , 1 9 6 9 ) วขากทาอ ังน

é u h s t r a te  ประกอบควย 9๔ ม ล . ส า รล ะ ล า ย เล ซ ิร ิน  (ขน ri
ม ก . /ม ถ .  ล ะ ล า ย ๒ ๐ .< 9๒๕ M ศ ัล เข ย ม ก ล อ 'ไร ม ์แ ส ะ ม ือ เข อ ร ์ล ะลายอข จ๐%)ไ  "  "  ไ .  5 “  11 ไ  
บนหกปรนาแไซ เกยมไ!!]'ครอกไซกท ีไขสาหรบ n o n e n z y m ic  h y d r o ly s is  ท
๓๐ อ ง ศ า C. ๓ นาท ี แลวเฅ ม สารล ะล ายพ ิษ ง ู ๐ .๒  ม ล .ล ง ไป  ปรับ pH ข อ งส าร

I I J..
สาปf jก?ยา เป็น r i . ๕ บ ันหกป?มาฟคางท ีเซ  เม ืน เวลา ๓ นาที ป ?ม าฟ ซ อ งโซ เก ย ม

ไ £ ก ร อ ก 1ซ ก ท 1ชห ลงวากห กกาห ไค วาก  n o n e n z y m ic  h y d r o ly s is  กอ บ่'/มาโบ.
ท ีไซ  Iนกา รสะ เท น 'ไร ไก ร  เวน อออน ของกรค ไซบ ัน อ ิส ร ะทีถูกปลอบออกมา วา ก เส ชร ิน

ก ว า ม เข ม ฃ น ข อ งโซ เค ีย น ไ น ค รอก ไซค ์ท ีไช !น ก ารท กถ อ งซ ุก ใ^ โง ๆ ห า ไก ย ก า รก เค รฅ

กบสารละลาย p o ta s s iu m  h y d ro g e n  p h th a la te  ทห ราน ความ เขม ขน  การ
ห ก ล อ งท ีงห ม ก ท ำไก โค ย อ ัฅ ไน บ ัค ีไค ย1ช เก ร ือ ง ม ือ  R a d io m e te r  ( t i t r a t o r  I I  1
พวงกบ t i t i g r a p h  SBR ■ 2C และ t i t r a t i o n  a s s e m b ly  ABU l c )

a c t i v i t y  ของ เอ น ไซ ม ์ 9 คนวย (บ )  คือ ป?มาเา]เอนไซม ์

ท ีปสอยI f f i,กร เวน อ ิน ยน อ อ ก ม าวาก เด 'ร ิร ิน  ไน อ ัค รา  9 แ  m o l คอ นาที ที ๓๐ 
อ ง ศ า C.

คือs p e c i f ic  a c t i v i t y บ /ม ก .



ตO

๒ .๕ .b ก า ^ ท ^  a c t i v i t y    จ อ ง1เ0ส ไฟ ไล เป ฝ ี, ri

ใ ซ'ไ)ธ t i t r i m e t r i c  method. (S c h n a tz  1 9 6 4 ) ไ 1ก
ป?V เฟ ไอ ไก รเจ ใ!อ ิล อ น ท ีถ ูก ป ล อ บ อ อ ก ม าจ าก ไล ไซ เล ซ ธิน ฅง t i t r a t o r  ที pH 

<4 ,๒ แ ล ะใซ  ก ัล เข ียมอออน เไน  a c t i v a t o r  อ ย า ง เค ีย ว  (Mohammed,

K am el and A y o b e ,1 9 6 9 )  เน ืเางจาก อ เธ อ ร ์เ ไ น  i n h i b i t o r  ของ เอนไซม ์น
อำคง i f

S u b s t r a te  ประกอบควย ๑๔ ม ล , ส า รล ะ ล า ย 'ไล ่โซ เล ซ ิธ น
(ขน ๑.๕ ม ก . /ม ล .  ละลายใน  0 .๐๗๒ M ก ล เข ีย ม ก ล อ ไรก ) บันหกกา 

n o n e n z y m ic  h y d r o ly s is  อํ ๓0 องกาC . ๓ นา!/) และบนใ/เก t o t a l  
h y d r o ly s is  ห ล ังจาก เกม สารละลายพ ิษ ง ๑ มล. และปรบ pH ข อ งส าร

1,  /  ,  V 1 ' 1 ” .  a ม์! -  ท /  *อ ำป เก ?ย า  เ บ น ๗ . ๒ แกว อ ก ๓ นาท ป ?ม าโน ไซ เค ยม ไอ ค รอ ก ไซค ห ฅ อ งไช เพ ิม ข น
à 1  ป V  น  ม์ ’  ̂ ไ . /  /
กอ ป ?มา1นทนาไป1ซ L น ก า ร ส ะ เท ิน ไ£1ใค รเจน อ อ อ น ท ีถ ูก ป ถ อ ยนอก.บ าจาก ไลไซ Iล 'ซ ิป ีน

a c t i v i t y  ของ เอ น ไซ ม ์ 9 หนวย คือ ป ?มา'ฟ เอนไซม ์ทสามารถ 

ป ล อ ย ไอ ไค ร เจนอออน จ า ก ไถ ไซ เล ซ ิธ น  ใน อ ก ร า  <5 JÀ. m o l กอนาท ที ๓b องศาอ

s p e c i f ic  a c t i v i t y  กอ บ /ม ก ,

๒ ,๕ .๗  กา รว ัก  a c t i v i t y  ของ อ ะ ม ไนแอ'ซิ'ค เอสเอ.:• เรส

ใซ ว ัธ ส  เป ก ไก ร ไใ เไก  เมฅรก (S c h w e r t  and T a k e n a k a , 
1 9 5 5 ) ไค ข ใ ช  (9 . - b e n z o y l - L - a r g in in e  e t h y l  e s t e r  (B A EE)

เปีน- s u b s t r a te  มกล เซยมอออน เไน  a c t i v a t o r  และปรมาณ  b e n z o y l

a r g in in e  ท ีถกปลอยออกมา ว ัค จาก ก ารเพ ิม ขอ ง 0D,11- ,  ว ัธว ัค อ ำก ังใร ์si 2 5 4

นสม ๓ ม ล . ๐ .๒๐๓ mM BAEE ไอ 'ไค ร ท ล อ ไร ค ์ (ซ ึงล ะล าย ใน
๐ .09  M ท ? ส -ค ล อ ไร ค ์ บ ัฟ เฟ อ ร ์ pH ๗ .๐  และม ีก ัล เข ียม ค ลอไรค ละลายอย ู
๐ . ๐๐๓ M ) กับ ๐.©๕ ม ล . สารละลายพ ิษง ูในหลอคหคลองซ ึงป ิคควบ p a r a f i lm
และถานไป  s i l i c a  c u v e t te  ว ัค วว „  ห ก ระย ะ เวล าห น ง จนไคกา2 5 4  1



และเวลา ถาCD,
0D

มากพอหวะเปียนทวามสัมพันธระ'*'Vวาง 0อ
เพมซน^ 2 5 ,, . , ,« 1,พ โน ก ัค รา ม า ก ก ว า  ๐ .๒ ๐ ๐ /นาที ก า รล ค ก า า น เซ น ซ น ข อ งส า รล ะ -

ลายพ ิษง ูลงชก ฅามขลการหคลองท ีมย ูห ่า ไว ( R ic k ,  1 9 6 5 ) กา 0อ 254 
ของ b e n z c y l- L - a r g in f t ie  และ J3AEE ช งข น  9 mM จะฅางก ัน  ชุ'.ชุ)๕

หรือ?h หร ับการหฉลองน" ไอ ใ ค ร ไส ซ ิส  ขอJ ง BAEE r m o l จะห ่า Iห  OD254
เใ'J3J1ขน ๐ .๐๐ ชุ)ชุ>๕

a c t i v i t y  ของ เอ น ไซ ม ์ ชุ) หนาช (บ )  ถ ือ ปริมา';นเอนไซม ์ท ี
1  ̂ I I

ปลอย b e n z o y l - L - a r g in in e  ออกมา Iนอ ัฅ รา ชุ) yU-m ol กอนาท ี ท ๓๐
อ ง ศ า C.

s p e c i f ic  a c t i v i t y ถือ II /น ก .

๒ ๕ .๘  ก า ร ว ัก  a c t i v i t y .  ข อ ง . . . . เป ป ไ ห เก ส

โ ซ ว ธ ส เ ป ก ไ ค ร น ''น ก เม ค ร ก  ( G o ld b a r g  a n d  H u te n b e r g ,I I 1
1 9 5 8 ) เปาซน ^  - n a p h th y la m in e  ชงถ ูกปถอยออกมาจาก L - l e u c y l -

j i  - n a p h t h y l  am i de 1 หสารประกอบหนส ไก ย น า [ป  d ia z o t iz e  แลา
c o o p le  กับ n a p h th y le n e d ia m in e  จะ I f i  azo  dye สน’า เงน  ช งส า ร

นถ ูกแสงซากท ีส ุกทีกวามขาวกล ืน  ๕๗๒ นม. ว ิธ ว ัณ f i ก ัง{โ

ผสม ชุ' ม?!. ส า ร ล ะ ล า ย  ช ุ).๓๗ mM L - l e n c y l  -  - n a p h th y la m id e

(ล ะลาย ใน  ๐ . ชุ)๒ M ห ร ิส -ก ล อ ไร ค ์ บ ัฟเใ-!อร์ pH ๗ . ชุ)) กับ ชุ) ม ล . สาร?!ะสาบ
พิษงอนที ๓๐ อ ง ศ า จ . ชุ) ซ ม . แ?ท น ย ุค ป าก ร ิย า1กยเค ิม  ชุ' ม ล . ๒๕% กรค'ไกรโเลอ—

ไรแ อ ซ ิค ิก  น า ใป ฅ ก ค ะก อ น ค าน แรง เห ว ียง ๓๐๐๐ X g ๒๐ น าท ี แล วน าน า ๒  ชุ) ม ล .

ไปผสมกับ ชุ' ฆ?:. ๒% ไ ซ เค ีย ม ไน ไค ร ฅ ์ ค ง ห ิง ไว  ชุ)๐ นาท ี ห ่าล าย ไน ไค รฅ ์ท ีเห ล ือ

เค ย I คม ชุ) ม ล . ส า ร ล ะ ล า ย  ๕% IT - ( l - n a p t h y l )  -  e t h y l  e n e d ia m in e

ใ น  m e th a n o l เข ย า แ ถ ว ค งท ิง ไว  ชุ)๐ นาที นาสา รล ะถ าขน ไป ว ัก  OD_1 ไ \ A  ไ 578
จาก ก า  OD ท ีเพ ม ข น  เปลย'น M m o l  ของ P) - n a p h t h y la m in e578 /  1 /
ไกยโ'ทน'วโ!เจากกราพ ่มา',-ารทน ชง p l o t  ระห วาง OD และ / / m o l  ของ



๓ko

a c t i v i t y  ของ เอ น ไซ ม ์ 9 หนวย (บ )  คือ ป?นา[นเอนไซม ์ท 

ปลอย -n a p h th y la m in e  ออกมา Iนอครา 9 XX m o l ฅอนา VI V) ๓๐

องศา'อ .

s p e c i f ic  a c t i v i t y  กอ บ /ม ก .

๒.๕.๔ กา.? .ว ัก , a c t i v i t y  ข อ ง ใ ป ร ค เฒ

ไ ซ า ธ ีล ่ฟ ก ไ ฅ ร เฟ ใ ฅ เม ฅ ร ิก  ( K u n i t z ,  1947 ) ไ ก ย ไ ช  
c a s e in  เย ็น s u b s t r a te  ซ ะ !ก ล ่า 7 เก ิกซากป ไกรยา 'ธงละล าย  เน ก ร ก !ฅ ร — 

กลอ'ไรแอซ ่ก ่ท  ซงวคปรมาเแ t y r o s in e  และ t r y p to p h a n  ของการเหลาใ-! 
ซากทา 01) 0 ท ีเไม ฃ น  ว ัธ ว คัVfา ก ังน ี้,£นบ

นล่ม 9 ม ล , ๐.๒๕ % h e a t  d e n a tu re d  c a s e in  ( เกรยม'ซาก 
'ละลาย c a s e in  lu  ๐ .9  M หรล ่—กล]อไรก 11พเใ''!อร pH ฟ .๐ อม 9๐๐
องสา'rc. 9๕ นาอ ี หรอนานซน c a s e in  ละลายหมก ห ง ไห เย ็น  ปร ับไหม pH ฟ ่♦ ๐

ก า ข ล ่า รถ ะ ล า ย โซ เก 'ช ม ไf iค ร อ ก ไข f i  แถวเฅ ม น า'ไห ม ีก วาม เขม ขน เห าก อน ฅ ม ) กัน
i I

ล่า รล ่ะๆายพบง ู 9 ม . อุนที ๓๐ อ งศ า อ . 9 ช ม . หยกป ไท ?ยาไท ย  เอม 9 .๕ มล . 

90% ก รค ไฅ รก ล อ ใรแ อ ช ิฅ ิก  ฅ ง ห ิง ไา  ๓๐ นาท ี ใ!'าไปฅกกะกอนกายแรง เทายง 

๓๐๐๐ X g ๒๐ นาที แ ล ่ว น า น า 1ลไป ว ัค

a c t i v i t y  ของ เอ น ไซ ม ์ 9 หนาย คือ ป ? ล ่า ผ เอ น ไซ ม ์ร ึง ไ ร 'โอ 5-  

ไล ่ส  c a s e in  แล ว '(ก  p ro d u c t ซ งล ะล าย ไน ก รค ไๆ รท ก อ ไรแ อ ซ ฅ ํ? เ ซ ัง
ใ/นำI là CE 0 เ พฆฃน 9 .๐๐๐ คอนาที ที ๓๐ องศา C.Z o u

« : .  1s p e c i f ic  a c t i v i t y  กอ ห น า ย /ม ก .

๒ .๕ .9๐ ก ารว ัก  a c t i v i t y  ของ อะม ใมแอช ิท  ออ กข ิเค ล

ไซ ว ัธ ล  เป ก โค ร โใ 'โค  เมฅร ิก  ( W e l ln e r ,  1 9 6 6 ) โ ก ย ไ ไ  
เย ็น s u b s t r a te  และเป ล ็ยน  p h e n y lp y r u v a teL -*p h e n y l a la n in e



t3 a
-

men

ทีเก ิก'จากป.โ]ก?ยา. ลบง เอน ไซมน  เห เป ๋น  b o r a te  e n o lp y r o v a te  c om p lex  

งมคา 0อ 560 สง (K n o x  and P i t t ,  1 9 5 7 ) ส ารล ะล าย ,m ง ูท เชน าม า
r e a c t i v a t e  ทอน โกยจ ุนก ับ  ๐ .9  M น อ ช ิเก ก  บ ฟ เrte ร pH 0 .0  ที ๓๐ 

อ งศ า C. 9 ซ ม . ( C u r t i ,  M assey  and Sm udka, 1 9 6 8 ) ว ิธ ว ัf iใ!ากงน

จุน ๐.๕ มล. ส าทาะลายพิบงู กับ ๐ . ๕ มล. 0.๒11 แฉชิ!ฅฅ บ ัฟ เVเนร์ 
pH ๕.๐ ในหลอคใเ■ ''เกลองปากกวาง ( 9๘ X  9 ๕ 0  ม:น.) ท ี ๓๐ องศาอ . 9  ซม. 

เกม ๐.๒ มล. สารละลาย c a t a l a s e  ( bo u n i t  /ม ล .)  เข ยา แลวเกม 
๐ .๕ ม '. .  s u b s t r a t e  s o l u t i o n  ( ๐ .๐ 9 M L -p h e n y l a l a n in e  ละลาย!.น
๐.๒ M หริ ส-พลอไร:, บ ัฟ เฟอร pH ๗ .๕) จ ุน ที ๓๐ องศาอ .  9 ซม. เข ยา
อยางแร ,ฅ ล อ ค เาล า (๒๐๐ กรง/นาท ี) หยุคปฐกริยาโกยเกิน ๐.๒๕ มล. ๒๕%
ก รก ไก รก ล อ ไรแ อ ช ิก ัก  หกัง'?ากกกกะกอ ;!กายแรง เหายง ๓๐๐๐ X  g ๒๐ นาท ีแลว 

นาน-เใส ่ ๐ .๕  ฯ ล . ขโ:มกับ ๒ .๕ มล . ส ่ารละลาน  D .ร' ท บ ฉ เร ฅ -อ า ร ํซ เน ก  

pH ๖.๕ (เก ร ิย ม จ าก ส ารล ะล าย ซ ึงม ีก รก บ อ ร ิค ข น  ๐ .๕  M และ ม ีไซ เก ย ม อ า ร ์-  

ซ เน ฅ  ขน ๐ . ๕ M เซนก ัน และปรับ  pH ค ว ย ก รก ไ& ไก รค ล อ ร ิก ) ฅ ้ง ท ิง ไว  ๓๐ 
นาที แ ล วน าโป ว ัก  GD300

a c t i v i t y  ของ เอ น ไซ ม ์ 9 หนวย ลือ ป ร ิม า ผ เอ น ไซ ม ์ ซ ึง ท า ใ ‘น
0D เพฆฃน 9 .๐๐๐ ฅฉนาที ที ๓๐ อ ง ศ า อ .2บบ

I
S p e c i f ic  a c t i v i t y  คอ ห น า ย /ม ก .

๒ ,๕.99  การ,วค ู. a c t i v i t y .  ฃ อ ฺง 1ร 1เา ล ูไ ร โน เก ส

เช ว ธ ส ่'เป ก ไก ร  1'ฝโฅ เมกรค ( R e is s ig ,  s t r o m in g e r  
and L e l o i r ,  1 9 6 5 ) p ro d u c t ท เก ก จ า ก ก า ร ไอ โก ร เก ล  h y a lu r o n ic  

a c id  จะม H -  a c e t y l  g lu c o s a m in e  end g ro u p ซง เม ่อ น า เป ก ม ์เน ก าง
วะ!.ก  f u r a n  d e r i v a t i v e  แ ค ว ใ ห ทาปบเกรยากบ P  -  d im e th y la m in o b e n z a l 
d ehyde จะไกส ่ารถแกงก ูกแสงม ากท ีส ุกท ีความ ขาวคล ืน  ๕๘๕ น ม . ว ิธวกท ำก ังน

ยสม 9 .๕ ม ล . ๐ .๐๕% กรก 'ไอยาค ู'ไรนก (ถะถาบ ใน  ๐ .9๕ M ฟอสเฟต--



๓๕

บ ัฟ เฟ อ ร ์ pH b . ๐) กับ 9 ม ล . สารละลายพ ิษ ง ู อุนห ๓๐ อ ง ศ า อ . ๒ ซ ม . นยุค 

ป5 ก,ร ิข า 'ไค ข เฅ ม  0 .๔ ม ล . ๒0% กรก เป อฑ ์าลอร ิค  ฅ ก ฅ ะก อ น ก ายแ รงเห ว ีย ง  

๕000 X  g ๒0 นาที น าน าใส  ๒ ม ล . นสมกับ 0 . b ฆถ. 0 .๒ H ส ารล ะถ าข  

ไป ฅ ัส เข ย ม เก ก ร ะ บ อ เร ฅ  ( เก ร ิย ม จ าก ส ารล ะล าย ซ งม ไป ฅ ัส เซ 'ป ม ไรศ รฉ ก ไซ ค ์แ ล ะ  

กรกบอร ิกอย ูขนอยางละ ๐ .๒ M ) อ ุน ใน น า เก ือ ก  ๓ นาที แชเย็นหอุโ:ท.ไภูมิ 0 องศา 
C . 9๕ นาที เพ ิอใหไปก ัส  เช ียม เปอร ์กลอ เรคกกฅะกอน นาน าใส  <5 ม ล . นสมกับ 

๓ ม ล . สารละลาย  9% ของ P -  d im e th y l  a m in o b e n z a ld é h y d e  ใ บ ก ร ก  
แอซ ิก ิก (ใส ่ก รก ไ& ไก รก ล อ ห ิน ล ็ก น อ ข เพ ือ เพ ิน ฅ ัว ซ ว ย ก า รล ะ ล า ย ) ฅ ง ห ิง ไว  ๒0 นาที 

ทีฉุเmภูมิหอง แลวนาไปไ)ก  cd ^85

a c t i v i t y  ของ เอนไซม์ <5 หนวน คือ ป?มาพ เอนไซม์ทีหาให 0DC65 
เพมขน 9 . 000 ฅอนาที ที ๓0 องศาอ .

s p e c i f i c  a c t i v i t y  กอ หนวย/มก.

๒• ๖ กา.?าคุ a ç ï i v i t y 4J เองกา?ชายไVIเลอกแซงคัว

ใซวก r e c a l c i f i c a t i o n  tim e  ( w i l l ia m s  and E s n o u f ,1 9 6 2 )
เมอ เกินศัล เซพ-)ลอไรส์ซงละลายในบัฟเฟอร์ลงใน c i t r a t e d  p l a t e l e t -  
p o o r p la sm a  ซงเล็นวีธทีศักแปลงจากการหา p ro th ro m b in  tim e  ไVายใซ

ทบงูแมวเซาแหน ธรอมใบปลาสกิน (P a g e , B eer and  O r r ,  1942) ทารว ักเวลา 
บันหกไกย throm b -  e l a s t o g r a p h  หำกงน

»  I

อุน 0 .๔ มล. ปลาสมา9 กับ ๐.<5 มล. สารละกายพิษงู ที ๓๗ องศาอ .
๕ นาที ในหลอกหกสองเซนาก 9  X  9๐ ซม. แลวเก ิม 0 .๒ มล. 0 . 0๒๕ M

9 ป ล า ส ม า ท ี!ซ !น ก า ร ห ก ล อ ง น เพ ิน  A c id  c i t r a t e d  d e x t r o s e  K um an 

p la s m a  (ACD p la s m a ) Ï Ï . S . P .  fo r m u la  A ไก รบ อ ภ น น ห น า ก า ร  

จ า ก ศ ล ัง เล ือ ก  ไ ร ง พ ย า บ า ล โ ! ร ิร า ช .



0 . 0 9  Mร่า ร.,';ะลาปก!า เขนมคลอไรf i  (ชง-,ไะลายใน ท?โร-่กลอ'! ร ค ปัใ,; เ vlù ร แล ะ
ปรับไไน' pH ก .๒ แสว) ปกหลอโ!หกลองควย p a r a f i l m  ย'..มไคปการ

I 1 I
หมุนหลอค 9 รอบ ปันหก เวท าฅ งแค  เคัมคัล เท ี. เม า ง ไ!fไนป ลาสมา กา'ป r e a c t io n

0CUVifl?-i เกฟ องโ1า0 . เป ก เก รอ งบ น ห ก เว ล า ข จ ง  th ro m b - o la s to g r a p h
I  “ ไ  . ' 5 7 "  À 7 . r  ~
ว ัก  r e a c t io n  tin e s  9 ช งอ า น Iก จ า ก ก ระ ค า บ ถ า ข ฑ ูแน เค ร องมอน ว ัค

กระกาษถายรูป ปราก;ปอยูไน นนวท ง .

a c t i v i t y  น องท าร,รวย 'น ใเอ ือ ค แรง\ไว  -5 หนวย คือ กวา:น เขมาไ1 
ข ล ^ บ ง ูแ ม า  เ 'ท  เกมท ีย ังไมแยก (.นาYนทรัม/ม'โง ่»* ครู) î ^ î  a c t i v i t y  เทากบ 

ปารละลายของพ ิษง ูสวนน ั้น  ๆ ขน 9 น ใ ไน  ก ร ัม /ม ล ล ิล ิฅ ร โกบก*านวฟวากก?า••ปI ย I
มาฅรปาใ: ซ ์ง  p l o t  ระห วาง r e c a l c i f i c a t i o n  t im e  (น าท ) กับ
ความ เฃม ขน ขอ งพ ษ งเค ืม ท ีย ังไม แบ ก  ( น ใ โ น ก ร ัม /ม ส ล ิถ ค ร) บน d o u b le  l o g a r i t  
m ic  p a p e r

m ix tu re

r e a c t i o n  tim e  คือ เวลาถงแฅเป ีค เก ,รองมอปันทึกเวถาของ 
ธรอมบ-อีลาสไฅกราฟ ใหกรรชนีแองฅกลงบนกระคาบถายรฺป ท!อง

“ ไ ' ^  ไ . J ’1 - น
เวลาทีปลาลมา เริมแข็งคัว ชง เป็นเวลาทีกรร^นีแสงแกวง เบนวากกัน 
เป็นระยะหาง 9 มม. ชนโระกาษถายรูป

f i l l i n g  tim e  คือ เวลาหนับฅงแฅ เฅิมคัล เจปมแกปลาสมา วนก 
เวลาท ึเป ็คเครืองป ันหกเวลาของธรอมบ-อลาสไคกราฟ.

,  1 0  3 £ * * *  ( . % )1 na_>iOçrr3l^ t n ç p
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