
บ ท ท  4

ยลการหค r-อง

4 . 1  การกกบ า  เบ่ร ีขบเทียบกุโ๗:บ!]ทแอนกบอคี

แอนกบจnVIใ ข flก บ าใน ราย 'ท น น ี ้ ไค ฆ าจ าก  Tsnovus I n s t i t u t e  
โก ข ก า ร ฉ ก  ธ -6-HSA เซ า ใน ก ร ะ ก า ย ห ก ก อ ง  2 ทา แกะแกะ 1 ราว •แอน?!
บอคีทีไห้มี 4 ะ* แ า ะ 3ระหัก 3 1 ,  5 3 ,  R3 fVo. แ ก รุ S3 ทามหาคับ

วาก การ il กษา ! บ Î ยบเ V!ยบ กุนก มบ้ท น ธ น?,บอ กใ กย การห า a n t ib od y
v v  ’ <■' ๘ ,,๘'d i l u t i o n  curve  ทามว!'โนซอ 3 • 5  บน''’ 1 9  เพ ้อเห ่อกแอนกบอกหเหมาะJ  V I

îÏมทีอ ุกบาในในการค ักปรบาเนเอส ืกราไโ)ออ?: พบวาบ ่น ิกรยาการรวมค ัว อองาาร
s ‘ Ci 1 1 1ทิกฉกากคับแอนทบอ?! ( %  bound) แกละช ุกจะแกกทางค ัน  (รุม่'ที 5 ก . น - ะโ !  . !  โ โ  . . โ  โ โ โ  , r :5 ข . )  แกะการ  แหนทกวยสวรมากร 3 าน 1,0O0 v; I flทริมกนทก.าาง ท นอ ชาง 

Iพนไกคัก นอะIบอกานวน 4 กาามแกกทางล ุงอ ุกร)องบ ่น ิกรยารวบค ัว ( ท า ร า ง
4 1  ̂ . ๘ »  V » 11 1 1 *
ท 5) ••บ9า แ อ ฝทบอ่กแทล ะ ซุกจะ เ หกา -, ก ว าบ แ ท ก ท างย ูง อุ กขอ:!การรวมคัว  
เมอใบกวามเซบขนซองแลนทบอกกางค ัน และแอนกบอก 53  f . ๖.ให ้ก า  ;ๆ:I I I 1
กวามแทกทางอ ูงอ ุกของการรวมค ัวมากทวานอนทีบธก ีซ ุกอน กอ 57;? ทีกวาม

 ̂  ̂ ‘/ 4 H «ร  ̂ ^
เขมขนอุกหายของแอแทบอ;นบ่น 1 2 0 .  c o u  นอกจาก)!.คา n o n s p e c i f i c
b i n d i n g  ในอกาวะหโร ่ :ลาหค ับการหก V. องน มีกาบ ่ระบา tu 1 น่£ แอะ ใน ก าร  
หกลองกอไ'ป ฆ ูหกลองไกเส ือกใช ุแกแอนก ีบอก R3 f . บ. เหาน้น



Tปท 5 ก. A n t i b o d y  d i l u t i o n  c u r v e  ข อ ง a n t i - E ^ - 6 - B S A

%  B o u n d  
6 0 - 1

R a b b i t  1  ( R 1  )

0 - 1  / /  r r  I I
1 : 2 ,5 0 0  1 : 2 0 , 0 0 0

A n t ib o d y  d i lu t io n  ( f i n a l  )
1: A0,0 0 0

%  B o u n d  
6 0 - 1

ร .------------- Ï  N o  o e s t r a d i o l

I --------------■ ร W i t h  IOOO p g  o e s t r a d i o l

/  1 : 2 ,5 0 0  1 1 : 2 ๐ . ๐ ๐ 0
A n t i b o d y  d i l u t i o n  ( f i n a l  Î

1 : 4 0 , 0 0 0
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T ป VI 5 ข* Antibody d i l u t i o n  curve  ของ ant i -E ^-ô -B S A
I

%  B o u n d  
6 0 - 1

S f --------- 31 No o e s t r a d i o l
I --------- iff With 1000 pg o e s t r a d i o l

0

%  B o u n d  
6 0 - 1

1 :2 ,5 0 0  1 : 2 0 , 0 0 0
A n t i b o d y  d i l u t i o n  ( f i n a l  )

3T-----------It No o e s t r a d i o l

1 :4 ๐ .0 ๐ ๐

1 : 2 , 5 0 0
A n t i b o d y

Assay p r o t o c o l

1 : 2 0 . 0 0 0
d i l u t i o n  ( f i n a l  )

1 : ๓ , 0 0 0

0 . 1  M p h o sp h a t e  b u f f e r  pH 7*0 ,  
b u f f e r  or  s tan dard  o e s t r a d i o l  
a n t ib o d y
E2- 6 - 1 2 5 I ( 1 0 ,0 0 0  cpm)

i n c u b a t e d  f o r  20 hours  a t  
c h a r c o a l  10 mg/t.ube i n  0 . 2  cm^

0.1% g e l a t i n  200 ;น]
100 111 
100 >il 
100 p i

4 ° c
0.1% d e x tr a n  T 70 a s s a y  b u f f e r
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ฅ า? างท ี  5 ผลเปร ียบเทียบกณสมบ้คในการรวฆฟ้โวก ํบสา?v"fไฉa ากของแอนก  
ซอควากลํกวทคลอง*

แ อ น ก บ อ ก
n o n s p e c i f i c

b i n d i n g

แอนฅซ่อกv 
(ความเขนข ้น  

ลุคข้าย )

_____________ 1________
ควานแกกกางล ุงล ุค

ของกา??วนก ้ว  (V)

B a b b i t  1  ( H I ) 9 .1 1 • .'ข้ 0  $ 0  0  C 5 2

B a b b i t  3  ( 3 3 ) VT> Co 1 1 2  อ ี^พ '  V 0 4 1

B a b b i t  Z f i n a l

b l e r i d ( H 3  f . b . ) ร'. 7 1 ะ2 1 , ะกน 3?
S h e e p  W/5 ( S 3 ) 8*5 1 ะ 2 0 , 1 0 0 45

* นลการ?ท น วณว า ก 111สิ 5 ท. และ 5 ข.! ช »
กวาซ แกกกางล ุ ่ งส ุค Ï เ อ ง ก า โ ? วม?โว

H 1 ' ” I
ก ว า น แ ก ก ฅ า ง ล ุง ล ุก ! อ ง ซ ่£ ก ร ย า ก า ? ? วฆฅ้วห V และ 

ซ่ฏิก? ยาโวมฅ ้วซ ี  0 ท ี ใ ก ก r ม
1,000 ใ'!โกกรม --------------------- x io

4 • 2 กา ? VIาป?นา tuฆงกานที เหมาะสมล''•ท* 1!โไ-)แยกปอรโซนรูปอิส Î ะ อ อ ก จ า ก?ป 
ที 'ทัก้บแอนฅซอคี

กา?ทคลองนค ้คแซ ่ลงวากว ิอ ีกา?ของ Binoux กํบ O d e l l  ( 1 9 7 5 )  
โกยVIกลองกับสา?คิกฉลากทีVใ‘■ 'ๆใ VI บ ?ล ุ ่พ : ;ค วยท ีน เล เย อ?โก?ซ าโกก?าV !ที

1 t

1 Of น0 น cpm แ ล ะ แ ย ก เอ ส ก ? า ไ ค อ อ ล ? ป อ ล ? ะ อ อ ก โ ค ย ก า ? เป ล ย น แ ป ล ง ป ? ม า พ
ยง ถ าน กงแก  1 . 2 3  -  3 - มก* ว า  fit! 5 กา?หกลองท ีแสกงใน?ปท ี  6 fUJ วา  
v f 1 i f  * y  ข 4  1ถาเพมป?มา*แขงถานฅ ้งแก 5 มก .ขน โป n o n s p e c i f i c  b i n d i n g  วะอ ีกา  
ก า ก ว า  1C;;' แกซ่รก?ยา?ว:มทว (Bo ) ว ะ ล ค า ง เล ก น อ ย เอ ีอ ป ? ม า  tแบงถาน
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I ปห 6 อทซพลของป?มาผยงถานกอกา! กก ‘fill สารฑคนลาก ททา'ให บ ร ๊สุทขควย 
ทิน I ล I ย อ รใ P) Ï น  ๆ if] ก ใ  าฟทิ

%  B o u n d

Assay  p r o t o c o l
0 . 1  M p h o sp h ate  b u f f e r  pH 7 . 0 ,  0.1% g e l a t i n  300 p i
b u f f e r  or  a n t ib o d y  R3 f . b .  ( f i n a l  d i l u t i o n  1 : 2 , 5 0 0 ) 100 p i
E2“ 6 - 12^I ( 1 0 ,0 0 0  cptn) 100 p i

in c u b a t e d  f o r  20 hours  a t  4°c  
c h a r c o a l  i n  0 . 2  cm  ̂ 0.1% d e x tr a n  T 70 a s s a y  b u f f e r



3 9

เพXjขน ในการท;ไล่องกอ ๆ ไป ย ูทกนองไกเลอกใชป?มาเ '1!ขงถาน 10 มก.บ I
ไนการก ู กau เออ่ทราไก'ชิจลรูปออ่ร ะออกจากรูบทีจับกับแอนกับอกี

4 . 3  กา รก ึ กอา เป รอบเ กมบ fin อ่มบักิจองการกักฉุกาก

เมอนาการกึกฉอ่ าโ,ที เกรยมไ'กก1ามวิซี ในขอ 3*6 หนา 2» ไปทา  
ใหฆรสหVกายว ิ I ท น เ ฉ เ ข อ รไ กร มา ไ 91กราฟที 'สำรกักฉลากจะปรากฏบนภาไ'•'กาย1 I I »
จากใกรมาโฅนกรมเร ่ ไน 2 อ่วน กือ อ่าน ก. มีกา Rf  ประมาอ่, *, .62 และ 
อ่าน ข. มีกา Rf  ประมาra 0 . 6 6  (รูปท 7 ก ) และไกรมาโฅแกรมหไกจะไม  
แกกกางกัน เม ี อก ั กฉอ ่ าทฮอ่กามี นกวยโนเก ั ยมไอโอไกก-ๆ25 เ LU เวลา  10 
หรอ 45  วินาท

เมนเปรยบเทียบปฏก?ยาการรวมทวของนอนกบอคี  R3 f .๖ .  กับอ่าร 
กักฉลากทง 2 อ่าน โกยใข้ ป?ฆาผอ่ ารก ั กฉลากประมาผ 1 0 , 0 0 0  cpm หา 
ปฏก?ยากับความเข.มขนแอนกับอกีกงแค วะ1 0 , c C 0 -  1 * 3 2 0 , 0 0 0  ปรากฏวา

1 r i « «  ^ r1 » V Iอ่า รกักฉลากอ่ าน ข. มปกัก?ยา ท  มกัา กับแอนกับอกัอ่  งกวา และให้คา• I I  \  I
nonspec i f i c  binding คากวาอ่ าน ก. นอกจากนอ่ ารกักฉลากอ่ าน ข.

 ̂ • „ ' « ห ้กังม กวามแกกทางล ุ งล ุ กซองการรวมกั วมากกวาอ ่ า?ก ั กฉลากอ่ าน ก.  อก
ใ»  }  ,  • '  ใ  * V • ”ควย (รูปท 7 ซ. และคารางท 6)  ในการทกลองกอไปจงใซแคอ ่ ารก ักฉลาก  

อ่าน ซ. อชาง เคยว
I

ทา?างที  6 ขอเปรยบ เที ยบคุ เทอ่มบักัของอ่ ารกักฉลากในการหาปฏิก?ยากับ 
แอนกับอก R3 £ . ๖ .

อ่ าร %bound แอนกับอก
---------------—»—
ค ว าม แกกกาง

กักฉลาก n o n s p e c i f i c
b in d ing

£ 2มา Ïาร3 าน
0 พโคกรม

ป2มา ค ร J าน 
1 , 000พโคกร*ม

รูทวามเข ้ม  
ข้นสุกทาย)

สูงสุก ฺซองการ  
รวม!ฑ ( A )*

ก 9.0' 4 6 . 6 3 3 . 9 1 * 2 0 , 0 Lu 2 7 . 6

ข 6 . 7 51 3 1 . 1 1 . 6 0 , 0 0 0 3 9 . 6
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Î ปท 7ก. ภ าพ กาย v! ล;.!Iอกข I î  ÜV,?N จ า ก ว า ง ,*น เ ล I ย อ I โ ก Î ภาไ ก แ ก Î มของลา Î 
กํกฉ เท  ก

Rf valuers 0 . 8 2  

Rf v a l u e  ร 0 .6 8

1. Na1 25 !
2 . a c i d  e x t r a c t i o n < E l ) '๘J i o d i n a t i o n o f h j stam iné
3 . n e u t r a l  e x t r a c t i o n ( E22 ) . 10 se c
4 . a c i d  e x t r a c t i o n 1 * 2 !

ร) i o d i n a t i o n o f h i s t a m in e
5 . n e u t r a l  e x t r a c t i o n ( E22 ) > 45  s e c



.  ̂ '
î il ท 7 ‘xi. ป £ ก ร ย า ก า โ รวม?'โวของ แอนคบอก R3 f  . ๖ . ก ับ ฟ ้าÎ ฅคฉฟ ิากศวน ก .

แ เ\ะ 'à วน ข*
%  B o u n d

4 1

1 : 2 0 , 0 0 0  1 : 8 0 , 0 0 0  1 :1 6 0 , 0 0 0  1 : 3 2 0 , 0 0 0
A n t i b o d y  d i l u t i o n  ( f i n a l  )

%  B o u n d
6 0 า

Ü 0 -

2 0

0  - L / / - P 1----- r
1 :2 0 , 0 0 0  1 : 8 0 , 0 0 0  1: 1 6 0 , 0 0 0  1 1 : 3 2 0 , 0 0 0

A n t i b o d y  d i l u t i o n  ( f i n a l  )
Assay p r o t o c o l
0 . 1  M p h o s p h a t e  b u f f e r  pH 7 *0 , O . l / o  g e l a t i n  2 0 Ü p i
b u f f e r  o r  s t a n d a r d  o e s t r a d i o l  l o o  p i
a n t i b o d y  R3 f . b .  1 0 0  p i
E2 ~ 6 - l a ^I  ( 1 0 , 0 0 0  cpm ) 1 0 0  p i

i n c u b a t e d  f o r  20 h o u r s  a t  4 ° c
c h a r c o a l  1Ü mg /  t u b e  i n  0 . 2  cm^ 0 . 1 %  d e x t r a n  T  7 0  a s s a y  b u f f e r



'+2

4 . 4  การ,:าป ? นาผลา? ริกฉุลากริ เห มา ะ สX]ส‘-ๆ ห รบ1เ5ก T tin ทาง เ โ ค ไอริมมว 
ไนแอส เลข

I

1! 1̂  » V
เนองๆท n 11 *มา?เของสารริกฉอา r, ทใ'ะ,ใน ป ร ิกร ิยาเรคโอริมมวโนแอ'?;

Iสนร อ  V: i  ร !:อุปาง .si าก;*•โ! fl วาบ เร ิอถ ือไกรองว อึ V1 ศa อง ฆหค ft 0 งใ?งไกท กฝ ็อบ’ “ " V  ไ
อุกกริยาการรวน'?โวของแอน•ทบอกกับลารกกฉลากอ ีกก f ง Vi นงโกย เ บ่ริยนแปลง^ ;1 y  I I  .
ปร ิ บาผ ล า รริกฉลากห ี ใป ี ฅงแท 2 0 , 0 0 0  -  2 , 0 0 0  cpm

6 ข.I

จาก a nt i bo d y  d i l u t i o n  curve  ทแลกงโนรูปโ'!
d  '  โ V 1 v  c i v

จ ะ  Iหนวา ร! !แบบของกราrเทไค-จะ เปลยนนปลง1 ปอยาง เ . » 1

G ก.และ

I
y. กากวานนVใกก* งล ูงส ืกรเองการรวมค ้าในแอละสภาวะ (การางVI 7) จ ะ เร ิม  
มากขนเมธใ:!ปร ิมาผลา?ร ิกฉลากนอขลง แ ล ะ ก าเป ร ิ’นบIนขบกากวานนกกกาง

• V  ^  1 A  1 V  w
ซองการ รวนทา เนอใท์ ปร ิ นาผลารร ิ ก'ฉลากทางก ้ น จะ เ ห ิ นวาการใ?-ลารร ิ ค

v  I I I V 1 1
ฉลาก 2 , น00  cpm ไ ' ะใก ์ ทากวามแกกทางล ู ่ งและเ ปลยนแบ ่ ลงนอย เมธIปอยน

v v ฯ ‘ร, . 1 * โ  vกวาน เซนซนของแอ'.!ๆบอก เ นอ ก า นา ผก า  กวามน;'■ โก'.’าางส ู งส ุ กทกวามเ ขม
ซนลคกายซองแอนกบอกี อย ฺ .ระหวาง 1 : 1 6 0 , 0 0 0  -  r .  5 2 0 , 0 0 0  จ า ก ย า ก า ร

i  H ' . ~ . โ
ทคลองไนร ู ปVI 6 ซ. กบวา คาความแกททางนจะไม' เปล ี ขนแปลงนากน้ ก  
( ก า ร า ง ร ิ  6 )  ใ น ก า ร หก า อ ง ก อ ไ ป  ข ู ทค ล อง ไก เ ล อ ก ใ ซ ล า ร ร ิ ค ,ฉลากปริมานเ

I V I ข » ^
2 , 0 0 0  cpm แกไก ์ เ บ ่ โยนบ ่ ร ิ :บากรซองลาท)ธนร ิ ว เ บนเปน 7 0 0  1มโทรริ ทร 
และ ลวาม I JJ นชนลุ คทาขซอรนอแกซอกเปน 1 Î 4 2 C , vOO



4 3

1ป? 8 ท. ปกก?ยากาทาม?โว';!องแอนกบอก R3 f . b .  m jสๆรกก1โน;าโ
* ไ  'ป?มาผกางก ้น

%  B o u n d  5 — - — ai No o e s t r a d io l

1:40 , 000  1 : 3 2 0 , 0 0 0  1 : 6 4 0 , 0 0 0
A n t i b o d y  d i l u t i o n  ( f i n a l  )

1 : 4 0 , 0 0 0  1 : 3 2 0 , 0 0 0  1 : 6 4 0 , 0 0 0
A n t i b o d y  d i l u t i o n  ( f i n a l  )
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1ป^ 0 ข. 1 เ5ท ?ยาก าÎ ทมฅํวของแอนคบอค R3 f .b . lU ] t f3 îกํคฉ;ทกป*
I

ฆาผ
%  B o u n d  ฑางทิน
6 0  -า * ร

4 0 -

2 0 -

•vÔ
2E---------- 15 No o e s t r a d io l
M—— — I  With 1000 pg o e s t r a d io l

%  B o u n d  
6 0 - 1

4 0

1 : 4 0 , 0 0 0  1 : 3 2 0 , 0 0 0  1 : 6 4 0 , 0 0 0
A n t i b o d y  d i l u t i o n  ( f i n a l  )

nr---------- n  No o e s t r a d io l

2 0 -

1 : 6 4 0 , 0 0 0
0 - 1 ------- I I -----1— 1----------- I-------------------------I------------------------

1 : 4 0 , 0 0 0  1 : 3 2 0 , 0 0 0
A n t i b o d y  d i l u t i o n  ( f i n a l  )

A ssay p ro to c o l
0 . 1  M p h o sp h a te  b u f f e r  pH 7»0 ,  o . :  
b u f f e r  o r  s ta n d a rd  o e s t r a d io l  
a n tib o d y  R3 f . b .

in c u b a te d  f o r  20 h o u rs  a t  4 °c
c h a rc o a l 10 m g/tube in  0 .2  cm^ 0.1% d e x tra n  1 7 0  a s sa y  b u f f e r

g e l a t i n 200 i ' l
100 A*1
100 /Jl
100 >1\



ค า ร า ง  vî 7 ป ุ £กรยารวมคั วของแอนคี บอก !ไ3 f . b .  ก ้ บสารฅคฉรากปรมารเ  
กาง  tvบ.

ปรXIา Pi สารฅกฉนาก
(cpiTi)

n o n s p e c i f i c
b i n d i n g

น■ ชิ u n บอคี  
( ก ว า ม แ ป ข ้ น  

?!กท ้ าย)

1
กวามแกทคางส ู ง  
ล ุ คของการรวม  
คัว { 1 )

L. V J V w V 6 . 5 1 * 'f พ J V V V 3 ใ
ใ V J ,เ- V '’พ 6 . 6 1 • G i  J V V 'พ 59

5 ร'. V V 6 . 6 ใ • 1 fe Ü 9 ร๙Q 0 43
C. 5 พ c L 7.  b  ๆ o 2 v s oCb 52

I
V  กวานแทกกางด ู ่ งก ุ กปองการรวมค ั ว

1 1 1 ' •
กวา  นแก ก ท า ง fi งกุค ของ ปฎ กร ยา  การ รวน คัว ที V และ 1, นพ- 0 ค ั โก กรม .1- -  = ____________ il \______ ______ »__________________ !___________ _xlOO

ปฎกรยารวมคั วห ม่ ทโกกคั น
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I l  I V
ก ๆ ?ๆงมี  6 %  ความแฅกทางสูงส ุกซองการรวมก ้ว?ากการคานวผมีความเขม

ซ้นส?ไหายของแอนกีบอกี  R3 f . ๖ .  กาง ๆ กัน

ปร ิ มาผลารก ึ กฉลาก  
(cpm)

แอนกบอค
(ทวามเซ้ มซ้ นสุ กหาย)

[— 1 Ï
ความแกกกางส ู งส ุ ก  

ของการรวมก ั ว  ( % )

2 , 0 0 0 1 ะ1 6 0 , 0 0 0 43
2 , 0 0 0 1 ะ2 2 0 , 0 0 0 4 7
2 , 0 0 0 1 Î 3 2 0 , 0 0 0 52
2 , 0 0 0 1 *.4 2 0 , 0 0 0 57
2 , 0 0 0 1 *.5 2 0 , 0 0 0 59

* ?ากรุปมี  8 ข.
v '**%  ความแกกกางสู งสุกของการรวมฅ้ว

ทวามแกกทางลุ งสุกของปกึกริยาการรวมกัวมี  0 และะ 1 . 0 0 0  มี โคกริม = -------- ------------ÎI—1-. -------_ — ะ-—  --------------—  ---------------XI00
ปฏิกริยาทมก้วมี  0 มี โคกริม

4 . 5  กา?หคสอบปรุกริยาหางอมมืวโนของสารกึกฉลากหกั ง?ากVI1าใหบริ สุVIธ1ทวย 
เไป้‘ฬๆ  I ทุกม LH-20

เมือนาสารกิกฉลากทท,าใหบริส ุทธกวยวิ ธ ีม ีนเสเยอรโครมาโกกราฟมี  
มานานคอกัมนเชฟาเกกธ LH-20 กามวิธี ในซอ 3 . 7 . 2  มนา 23 พบวา สวนI I I
ของสารกกฉลาก'?ะปรากฎอยูระนวางหลอกมี  35 กึง 50 หกั ง?าก void voluinnI l i t 1 f  I I
(รูปพ 5)  แกละสวนมีซะออกมา'?ากคอล้มน (สวนมี 4 1 - 5 0 ) มืปฎกริยาการรวมฃ I I I I
กัวกับแอนกีบอ ก ีไมแกกกางกันมากนก และทุกสวนมืปฏกริยารวมกัวสู งกวาสารกึก 
ฉลากมี 'หาในซริ สุหธควยมี นเสเยอรโครมาโกกราฟมี เม ี ยงอยาง เคยว สาหท]

1 « ร J n v
% ความแกกกางสู งสกของการรวมกัวระหวางแอนกบอกีกับสารกึคฉลากมีหา'ให้  
บริ สุ หธเมียงคริ งเกี ยว?ะแกกกางกันไมมากเมือหกสอบกับแอนกึบอกีมีความเฃม 
ขนสุกหาย 1 ะ4 2 0 , 0 0 0



รู ปท 2
I

4 7

รูปแบบทไค'?า ก ก า Î ชะสา î f i กฉฟ้ากออก'Vากกอลํมน'l ' avh  เ กกซ LH-20 
และปÜก ? ย า กาบวม?โวก ับแอนกบอก R3 f .๖ .  ข อ ง ส า Î ฅ ค ฉ ล าก แกI
ละอวน

o-----------O No o e s t r a d i o l
X1 0, 000  c p m

A ssay  p r o t o c o l
0 . 1  M p h o s p h a t e b u f f e r pH 7*0 ,  0.1% g e l a t i n 4oo A>1
b u f f e r  o r  s t a n d a r d  o e s t r a d i o l 100 All
a n t i b o d y  R3 f . b . ( f i n a l d i l u t i o n  1 : 4 2 0 , 0 0 0 ) 100 All
E2- 6 - 1 2 5 I ( 2 ,0 0 0 cpm ) 100 All

i n c u b a t e d  f o r  20 h o u r s  a t  4 ° c
c h a r c o a l  l o  m g / tu b e  i n  0 . 2  cm^ 0.1% d e x t r a n  T 70 a s s a y  b u f f e r



4 6

ในการทกลองกอไปจ ึงนาสารกกฉลากทหา'ใหบTสทธ 2 กลังที เก ๊บรวมจากสาร
• ร  t  1 I

ทีถูกซะออกมาจากกอลั]มนจากหลอกท 4 1 - 5 0  ไปบกสอบหาสภาวะที เหมาะสม 
ฝ็าหร้บปอิกรยา เรก๊โออิมมืวโนแอส เสข

«3 I J  • «  J  v  « ร4 . 6  การกกษาคุรนสมบกของนงถานทีมผลกอการกูกปี1)สา?ก๊กฉสากทีบา'ให้บรํสุหธ 
ก ู ้วยเ,ธ'ฟา เกก!; LH-20

I l I I
เน ืองจากการเ  ปลืยนแปลงปริมารนยงถานมีอิหอิพสกอประสทธภาพใน 

การกูกลับสา?รูปอิสระออกจากรูปทีจ้บลับแอนกีบอกี  และกู ้หกลองไกู ้ เปลืยนมา 
ใซสารก๊กฉลากทีหาใหบริสทช 2 ก โ ง จึงไกหกสอบปฏกริยาการกูกลับสารก๊ก 
ฉลากกู ้วยยงถานอีกกรงหนืงt y   ̂ t I y  I

จากรูปที 10 แสกงใหเหนวา เมือ1ใข ้ยงถานเพ ียง 0 . 6 2  มก. จะ 
ใ หกา n o n s p e c i f i c  b in d ing  กามาก และปริมารนยงถานทีเพมขนจะมียลกอ 
ปฏกริยารวม?ทชองแอนกีบอกีลับสารก๊กฉลากทีหาใหบริสุหธ 2 ศรใงนอยมาก 
ในการทกลองขนกอไป ฆทกลองไกเลือกใชปริมารนยงถาน 10 มก. เนืองจาก» X  „ 4. . »
ปริมารนยงถานจานุวนนสามารถกูกลับเอสกราไกออลรูปอิสระไกกี  และมียลกอ 
ปฏกริยารวมลัวไมมากนก และเพอใหเปรยบเท ียบยสการทกลองท ีไกในระยะ  
หลังกบยลการหกลองในระยะแรกไก

^  V I V
4 . 7  กา?ก๊กษา a n t ib od y  d i l u t i o n  curve  โกยใชสา?ก ๊กฉลากท ีหาให  

บริฝึบอิ 2 กรง

เทือเมีนการทกสอบสภาวะการลักปริมารนเอสกราไกออลใทแนลักอีก 
กรงหนง ขูหกลองจง [กศกบา ant ibody  d i l u t i o n  curve  ใหม โ ก ย 1ใก ู ้  
สารก๊กฉลากทีหาใหบริสุทธ 2 คร้ง 2 , 0 0 0  cpm บาปฏกริยาลับแอนกีบอกที  
กวามเข้มข้นสุกหายก๊งแก ระ1 0 5 , 0 0 0  ก๊ง 1 1 1 , 6 8 0 , 0 0 0

1 I 4  '  I อิ
จากรูปท  11 จะเหันวา ปฏกริยาการแบนทีกวยสารมากรฐาน 

เอสกราไกออล 1 , 0 0 0  ทืโกกร*ม จะส ูงเม ือกวาม



I
J ปท 1 0 อทธํพลของใ ] โ นาน ยงกานกอกา!กกขบส์า!กกฉลากทขานกอลํมน  

เซฟา เ กกซ LH-20

%  B o u n d

Assay pro to co l
0 . 1  M phosphate b u ffe r  pll 7»0, 0.1% g e l a t i n  500 pi
b u f f e r  or antibody R3 f . b .  ( f i n a l  d i l u t i o n  1:4*20.000) 100 p i
£ 2- 6 - 12^I (2 ,000  cpm) 100 pi

incubated f o r  20 hours at  4 °c  
charcoal  in  0 .2  cm  ̂ 0.1% dextran r 70 assay  bu ffer
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รปที 11 ปกก?ยากา:ทมกัน.องแอนทบอก R3 f .  b. กับฟ้า : ฅํคฉลากหVI■ าไห
-  /  HบJสหธ 2 ก:ง

%  B o u n d  g — —----- g No o e s t r a d i o l

h  I
1 : 1 0 5 ,0 0 0 1 : 8 4 0 , 0 0 0

A n t i b o d y  d i l u t i o n  ( f i n a l  )
1 :1 ,660 ,000

Assay p ro to co l
0 . 1  M phosphate b u f fe r  pH 7 . 0 ,  
b u ffer  or standard o e s t r a d i o l  
antibody R3 f . b .

I (2 ,000  cpm) 
incubated fo r  20 hours at  

charcoal 10 mg/tube in  0 . 2  cm̂

0.1% g e l a t i n 4oo Ml
100 M l
ÎOO M l
100 M l

4 ° c
0.1% dextran T 70 assay  buffer
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V V V ^
เข้ฆข้นสุกทายของนอนคีบอคอยระหวาง า ะ4 2 0 , 000 กง r .64v,OOÔ /ความ  
แคกกาง สูงสุกของม่ฏิก Î น ' ใกา T รวฆราว จ ะ สู งเกน 5 0 /  เม ื อกวาบเ  ข มขฝสุกทาย 
ของแอนกีบอคี เปน 1 " , 4 2 0 ,  G 0 C แ ร อ เ จ ฉ จ า งกวา ค า ร า ง ที y ใ น ก า TVเก«อง 
ทอ ๆ ไม่  ฆูทก ลอง ไก  เสือก'ใชแ อนคี บอก ทีมืก วาม เข ม ขน สุก ทาย เม่น 1 ะ6 4 0 , 0 0 0

I I I I v
ก า ร า ง ที 9  ,. 'กวามแทกกางสูง.สุกซองการรวมคัวระ V, ว า ง ล า รกิคฉลากทีหาให์

บริสุหที 2 ก?งคับแอนทีIIเอก R3 f j : .  ที ระคับกวามเอมขนกาง ๆ

ป*มายสารกิคฉราก
( c pm )

แอนก1เอก
( ก ว า พ ่เขมขนสุกหาย)

-----------------1-------------
ความแคกทาง,:งสุกของ
การรวมคัว (,.■ )*

2 , 0 0 0 1 * 1 0 5 , 0 0 0 26
2 $ \j \j c 1 #21 O' J ü C Ô 3C
2 9 0 C' V ใ # 4 2 G f C; น น 55
2 7 น V C' ใ • Ü 4 ̂  5 0 V 0 66
2  ๆ ’J w พ 1#1$ 6 b G J C ̂  0' 71

* กวาบแกกคางสูงสุกของการรวมกำ
I »

กวามเ1กกทางลุงอกของปกกรยาการรวบคัวที 0 แระ 1,000 พโกกรไม _ ___________  « 1 _______/  ________ X-1CC
ป2 กริยาการรวมที V พโคกรม

4 . G การ เมรุขบเทียมกราฟมาฅร1ๆน เมือไข้ลารฅิคฉลากทีหv ly เบรสุหทีค?ง 
เคียว แอะ:ลาร;,ๅกฉ■ อากทีหาใข้•ปริสุหt กวขเมy!า เกก'อ LH-20

■ Vากการหกt จงหากราห!มากรj าน โกยใ อ ล ่ารทีทาใ V.บรสุหอก?ง 
เกยวเม ่รยบ เทียบคับการใ'ข้ลารทกฉลากทีหาใ Vi บ*สุห*ท?งที 2 ทวยทอ ลํ”มน
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เบฟาเอกบ LH-20 (รูปห 12)  ระเฟ้ นวา การโซฟ้ ารทีห,าใหบริสุหข 2 ล?ง 
ระVIาให้ปอีกริ ยาการรวมfโวก้บนอนกบออืสู งกวา ในการกก!ทกอ ๆ ไป รึ งไก 
เทอกใช้ แกเฉVทะสารทีห,าให์บริสุห'!;' 2 กรงโกยกลอก

1 » V '
4 . 5  การกก:ยาอหอิหสุของ เวลาท ี ใซในการห,าปอีกริยากอกราฟมาก?;ราน

I I v  I
เนอกึกอาอิทธทสของ เวลาที ใช ้ ในกาท'าปอี กร ิ ยากอกราฟมากร;รานI J _

โกยทารเปล ียนแปลงระยะทลาอ ินท ิวเบหสารที  4*2* เฟ้นเวลา 4 อง 24 ซม.I I V I I
ปรากฏวา อารแยกฆลการหกลองที ไก ์ ออกเบน 2 กลม (รูปที 15)  อือกราฟI 1 I u I J
มากราานกลมแรก (อินทิวเซห 4 แสะ 6 อม. )  ระกางกบกสุมทีสอง (อินทิว 
Iบทก้ างคืน) เสกนอย และกาามแกกกางนมแนวโนมหระเทิมขน เนอระmj

V V 1 I I
กวามเช ้ มขนของสารมากรj านอยุ ในระกับกา และปอีกริยาที เอิ กรากการอินทิว I I _ I V I V
เซห'ในแกละกลุมIกอซระไมแกกกางกน ในการหกลองกอไปไกเล ื อกอินทิวเซห 
ที 4 * 2 .  เฟ้นเวลาประมาโน 1 6  อง 24 ซม. เนองรากเฟ้นระยะเวลาท ีสะกวก  
กับการปอี บ้ก

4 . 1 0  การศึกษาอิหอิพลของอี เหอรแสะ 40," เอหลอะ-อี เกห ใน ไอโ!;'ออกเทนT--------------------------------------------------- —---------------------------------------——  -------
กอกราร!มากร^าน

I I I
เนืองรากกัรรุกันการว*กป ร ิมาโนเอสกราไกออล'ในอี  n i  สวน,ใ V.ชุ)กังม

กวามราเฟ้นกองสกักสารออกรากอีกับควยกัว'หาสะสายอินหริย แสะใน'.!สายกรผี
อารระราเฟ ้ นกอง เ ริมข้นกอน'!เองโกรมาโกกราฟ fl กอนการทาปใ'!,ริ ยา เ รทิโออิน
มิว*ไนแอสเสฆควย ในการหกลองน ขฺหทสองรึ งไกศึกษารงอิทอิพลของสาร อี อี , ไ อี อี  อี อี v  อีอี  อี อี อี.
อ ินหรยที ใขนากในการสกักเอสกราไกออลรากอีร*ม อือ อ ิ เทอรกอกราฟมากรรานอี อี j  . V อี อี อี J
แสะอิ ทธพลของสารที กากวาระใช ้สานรบการหาโกรมาโกกราฟอิ  อือ 4 0 ,"
เอหลอะอี เกท ใน ไอโมออกเหน อ ี งระใขเฟ ้นก ั วชะเอสกราไกออลออกราก  
กอกัมนอี ไลห โกยนาล ่ ารท ี ไกรากการสก ักและรากการชะกอก ัมนมาละลายควย  
แอส เสยบ/; เฟอร แลวใธทากราฟมากร;p u  เทียบกับแอสเสยบ้พเฟอร รากรูปที  ๆ4 
ระเหนวา อเทอร และ 40/4 เอหลอะ-อี เกท ไน ไอโบออกเหนทีนาน



5.3

Î ปท 12 อ VIขํพลของกา J ท า โ  ฟ้ ฟ้า î ก ํคฉï, า ท 1! * ฟ้ V! ข I กฆกอลํมน l'a*' า Iกก •ร LH-20 
กอ เนาพ1มาท ! ฐานของ L อส คราไ^ออล

%  B o u n d  
7 0 า

6 0 -

5 0 -

A 0 -

3 0 -

2 0 -

1 0 -

0 -

0 —— —- - 0  E2~ 6 - ^ 2 ^ I  b e f o r e  p u r i f i c a t i o n
■  n o n s p e c i f i c  b ind in g  a f t e r  p u r i f i c a t i o n

0  10 5 0  100 5 ๓  1 , 0 0 0 5 , 0 0 0

Assay p ro toco l
0 . 1  M phosphate b u ffer  pH 7 .0 ,  0.1% g e l a t i n  
standard o e s t r a d i o l
antibody R3 f . b .  ( f i n a l  d i l u t i o n  1 :840 ,000)
E2~6-J2̂ I (2,000 cpm)

incubated fo r  20 hours at  4 °c
charcoal 10 mg/tube in  0 . 2  CHI'* 0.1% dextran T 70 assay  buffer

)

4oo p i
100 p i
100 p i
100 p i



54

Jljv! 1 ;  อํทขํพลของ เว ล า ท ใ ข 4ไนก า ท ท ป £ ก ? ย า กอr. I า ใ ' ! ม า ท า น

%  B o u n d
6 0 1  J

5 0 -  

4 0 -  

3 0 -  

2 0 -  

1 0 -  

อ -

- ! 24 h. at  4*c 
20 h. at 4*c

O e s t r a d i o l  ( p g  /  t u b e  )
Assay p ro toco l
0 . 1  M phosphate b u ffer  pli 7 . 0 ,  0.1% g e l a t i n  
standard o e s t r a d i o l
antibody R3 f . b .  ( f i n a l  d i l u t i o n  1.:840,000)
£ 2- 6 - 1 25 1 ( 2 , 0 0 0  cpm)

incubated at  4 ° c
charcoal  10 mg/tube in 0 . 2  cm"* 0.1% dextran T 70

400  p l
100 p l  
100 p l  
10(; p l

assay  b u ffer
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H  A M  v  1/  V  ÿ  1รปท 14 อนธพลของนายาฟ้ก ัค และนายาชะคอล้มนกอกราน]มากรฐาน

0  i ; „  ■ ■ i  ™  ; ว ฺร ฺ 1*  ■ ■ 5.™Oestradiol ( pg/tube )
Assay p r o t o c o l
0 .1  M phosphate b u ffer pH 7 . 0 , 0 . 1% g e la t in 4oo ม!
standard o e s tr a d io l 100 ม!
antibody R3 f . b .  ( f in a l d i lu t io n  1 : 2 1 0 , 0 0 0 ) 100 ม!
E - 6-*^'*I (5 ,0 0 0  cpm) 100 ม!

in cu bated  fo r  20 hours a t 4 °c
ch arcoa l 10 m g/tube in  0 , 2  cm"* 0 . 1% dextran  T 70 a ssay  b u ffer
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จากกอล้มน'รไลท ไมมืขฟ้กอปรกริยารวมก ัวของแอนกิบอค ี  กังนน จ ึงฟ ้ามารถนา  
ก ร า ฟ ม า ก ร 3 านที เทรยนจากแอสIสย!โพเฬอ T ม า ใ ซ ใ น ก า  T ห า ป ? ม า ซ น จ ล ก ท ไ ค -  
อ อ ล ใ น ร ท ! 2 งสก ํกกวยอIทอ T แ ล ะ ย า น ข น ก อ น ข อ ง โ ก ! ม า โ ก ก ท ฟ ส ืแ บ บ ใ ช ร ไ ล ท ไ ค

4 . 1 1  ก ารก กษ า  เ ฟ้ถียรภา พ ของฟ้า?ก ิกฉลากภายVIลังการหา'ไหบ ริฟ้หธ!ไวฆ 
Iจป ุๆ เกกป ี  LH-20

โก ย ป ก ก ิแ ล ว ใ น ก า ร ห า เร ก ิโ อ อ ม ม ืว โน แ อ ฟ ้ เฟ ้ย ข อ ง ฟ ้า ร ใก  ๆ กกาม  
ปร ิมาน!การใ,รฟ ้ารฅกฉลากจะนอยเม ือเท ียบก ับปร ิมาน!ฟ ้ารท ี เกรยมไกหร ิอปร ิมาณ  
ฟ้ารที?อมา จ ึงจ า เฟ ้น กอ งน าบ ฟ ้ารก ิก ฉ ล าก ท ีใว ้ไว เฟ ้น ระยะ เวล าห น งข ึง จะ เฟ ้นt £  I 1
เวล าน าน เหาใกขนอย ูก ับ เฟ ้ถ ยรภาพ ของฟ ้ารก ิกฉ ลากแกละชนก กา?หกฟ้อบเฟ้ถยร  

ภาพของฟ้ารก ิกฉลากจ ึง เฟ้นฟ้งจาเฟ้น ในการหกลองน ขูทกฟ้องไค้ส ืกษาเฟ้ถียร 
ภาพชองฟ้ารกิกฉลากทีทาใหบริฟ้หธกร้ 'งที  2 กวย เป ีฟ า เก ก ïï LH-20 โกยหกลอง  
ปรกร ิยาการทมก ัวของนอนก ิบอก ีก ับฟ ้ารก ิกฉลากท ี เกบไว ้ท ี  4*ปี# เฟ้นระยะt »
เ ว ล า ก า ง  ๆ ก้น และว*’กปร ิมาณ,เอส กราไกออล'ใน  c o n tr o l serum ที 3 ระกับ 
กวาม เขุมขน จ าก ย ล ก ารห ก ฟ ้อ งแ ฟ ้ก งไว ใน การางท ี  10  จะIหนวา  ปรก ร ิย าก าร  
รวมก ัวท ีกวาฆเว ้มขนฟ้ารมากรฐาน 0 พโกกรมไมแกกกางก ันมากน ัก  กลอกระยะ  
เว ล าข อ งก า ร ห ก ฟ ้อ ง เฟ ้น เว ล า บ ร ะ ม า ณ  4 เสือน และปร ิม านแอฟ ้กราไกออลใน  
c o n tr o l serum ท้ง 3 ระกับ เม ือใซฟ้ารก ิกฉลาก ภายหนังจากหาใหบร ิฟ ้หธควย

๙ » 3 J 1
เ ธ ฟ า เก ก ธ ์  LH-20 นาน 128  กัน ม ืก า อ ย ไ ม เ ก ิน ก า เ ฉ ล ย ±  2 ก ว า ม เบ ย ง เบ น• y v  I I
มากรฐาน ชองกา c o n t r o l  serum เคมท ีใช ้ฟ ้ารก ิกฉลากท ีม ือายไมเก ิน 22  กัน 
โกยหาการทกลองก ิกก ัน  3 กรง
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คารางท ี  10  กุ•โ!รสมอัทข๙ง 7 ารฅ fl ฉ ล า ก ใ น ก า ร ร ว  3J อัวอับแอนคีมธศี  R3 f . b .  และ..... -■ ■ ■ -......... 1 อ ั ' î l  i l
บ่รมา{เนอฟ้ฟ้นาIศออลทวศจาก c o n t r o l  serum เนอไชฟ้าร  
ก ิค ฉฟ ้ากใ 'นระยะเวลากาง  ๆ ทายห<โ ง จ า ก ท า ใ ห บ ริฟ้ทธิควย 
กอ อันน เ น า เศกช LH-  20

ร ะ ย ะ เ ว ฟ้า 
ห อัง จ า,ก 
บริยุทÎ (อัน)

ปฏโ)ริยารวม 
อัวที Ü พโก­
กรม (Abound)

COIi t  r o i s e r u m ' ( ^ โ ก ก อับ/ชม5 )
กาคา กากลาง กา ฟ้ง

mean i  SD m ean± SD ะ'/-'Vf G \ j  V mean ±SD % c v mean 1 SD %cv
22 7 2 . 4  ± 1 . 1 3 1 . 1 * 5 . 3 1 8 . 6 509  * 54 1 0 . 7 7332± 292 5 .1
52 6 9 . 0  ± 0 . 7 3 0 . 1 * 5 . 5 1 8 . 2 627  * 67 1 0 . 7 6990  ± 326 4 .7

1 2 8 7 1 . 8  ± 1 . 5 4 5 . 8 * 1 1 .1 2 4 . 3 5 78  i  35 6 . 0 6 8 5 1  ± 148 2 . 7

หคฟ้องอัน c o t r o l  serum แคละระอับ ๆ 4 อ ัวอยาง

อาย ุชองฟ ้ารคกนฟ้าก

C o n tro l  Ch/yrt d 22 อัน °  52 อ ัน  0128  อัน พ ใก ก อ ัม /ช ม 5
( จ า • ก ค า ร า ง ท ี + 2 S D  ------- -- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ■- - - - - - - - - - - - - - - -  5 3 . 9

1 ?  ? . )  + S D  --------------------------------------- - 0 - - - - - - - - - - - - - - - - 4 ๐ . 6
ก าก า  mean  ------—-— ----- --------------------------- —----------- 3 9 .3

-  SD -  t —    P   ------------------------- 3 2 .0
-2SD --------------------------------------------------------  2 4 .7
+2SD ------------.------------------------------------------ 724

I + 3D  ----------------- - บ ---- - - - - - - - - - - - - - - - -- ------------ 6 5 5
กาก ฟ้า ง me an ----------------------------------------— ----------------- 5 86

- S D  - £ • - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 5 1 7
“ 2 S D  ........................... .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. ......... ..........  4 4 8
+2SD ---------------------------------------   8733

1 + S D  __________ __ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  8 2 4 8
กาฟ ้ง mean --------------------------------------- — ---------------  7763

- S D  - A _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 7 2 7 8

-2  SD -------------------° ----------------- ° -------------- 6793
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4 . 1 2  กๆT เปร ียบเท ียบการโคป?มาผเอสคราไกออลในธีร*มกอน ุและหโงกา?
ฆานใคร มาโคกราฟทื
— j ' J  — โ 7 7 * ~  < <เปนทีพราบก้นกีวา Iรกโออมมืวโนแอฟ้เสยของส เคอรอยกใก  ๆ ใน 

ธีร'มนนมักจะถูกรบกวนโกยส Iกอ!อยกหรือสารอน  ๆ ห3 ปะปนอยูในธ!ม และกอน» “ I v  I * »
ห-จะโกป?มาพของลารทีสนใจ อ าจ 1ท เป ็น ก ้อ งข 1โคสาร?บกวนคาง  ๆ ออกเสียกอน 
แคขน คอน การข'โกสารจะส นเปล ืองคาใซจายและเส ียเวลา ในการทกลองน
V  V  * J  *
ยูหกลองไกสองโกป?มาผเอสคราไกออลในธีร*มสภาวะกาง  ๆ เทือหกสอ!)วา 
นลทืไคจะ เหมือนโนหรือไม ถา เท ืมซนคอนของธีไลทไกรมาใกกราฟทืหโงจากการ 
สโกกอนโกป?มาผ จาก ค ารางท ี 1 1  จะเห น วา ฆลการโคป?มาผเอสคราไกออลI » I I » J

ในธีโม 1 1  โวอยาง ม ือย ูสองโวอยาง (โวอ ยาง ที 1 0  และ 1 1 ) ทีฆลจากวิธี 
หงสองไมแคกคางโน และม ือย ุสองโวอยาง (โวอ ยาง ห 3 และ 5 ) ทีผลจาก" . 1 » S ' i l  i l * SS*
โกรมาโคกราฟท ืจะส ูงกวา และ 7 ใน 9  โวอยางท ีเห ล ือ  ผลท ีไท ้จากวิธ ีใครมา -

1 1 * * v «C ^ 1โคกราฟ ฟ จะกากวาผลท ีไกจากว ิธสโกอยางเกยว
I  V

4 . 1 3  การหกสอ1)ทวามเธ ีอล ือไคของว ิธ 'โกป?มาเg เอสคราไคออ a

ย ูหกลองไกหกสอบกวามเซ ือถ ือไคของวิธ ีหกลองหงในกานกวามจาเทาะ
ของแอนคีบอคทใช้ กวามไว กวามแมนยา แสะทวามทุกกอง และไก'หกสอบอหธพล ■ .1 I I  *
ของโกรมาโกกราฟท ืคอความแมนยาและทวามถกท ้องของวิธ ีหกลองโกยการโก

”  °  ~  ท ้ I ข ,  I ^ ๙  f

ป?มาผเอสกราไกออลในธีร*มสภาวะคาง  ๆ โน กอนและหโงการยานธีไลหกอโมน

I

4 . 1 3 . 1  ก ว า มจ า เ พา ะข อ ง แ อ น ค บ อ ก  ( R 3 f . b . )

จ าก ก ารทค สอบ กว า มจา เ พา ะของ แอนฅ ี บอ กโ บ ส เ คอ รอ ย กI I I  ๙
สวนใหHเ หพบใ นก ! ะ แ ส ใ สหก แล ะ เ มคา โ บ ไ สหขอ ง  เ อ ส ค ร า ไ ก อ อ ล เ ท ี ย บ โ บ เ อ ส ค ร า -I
ไกออล พบวา แอนคบอกเกก c r o s s  r e a c t i o n  โบ เ อสโครน เอสค?ออล และ 
1 6 - อ ี ท ื เ อ ส ค ? ออ ล ไ ค ร อย ละ  0 . 3 6  1 . 7 2  และ 5 . 0  ก า ม ล า โ บ  สวนส เ คอรอยกI I W I I
อนท ี นามาหกลองเ กก c r o s s  r e a c t i o n  นอยกวา  0 . 0 1 #  (รูปที 15 แ ล ะ ก า ร า ง  
ที 1 2 )



ค า  T า ง  VI 11 ย ล เป ร ย ! ! เห ย บ อ ท อ พ ฟ ิป ีจ ง ก า ? ใ ช ้ร 'ไ  fi ท โ?1โ :นา เก ก ท พ ่ใ 1 ฅ อ ป ? 1 ท ย

L อส กราไคออ ฟิ

คำ
อ ย าง

ท

1
ส์ารฅ ้วอยาง

กวามเขมขนของ เอฟ ิกราไกออฟิ  
« โ ก ก ท ! / P f  rom 

t - p a i r  
t e s t

g I
วรฟิกกฟ้ารอยาง  

เคยว
ว เ๚ ค ัาแ  fi ะ เท น  

ไ ก ร นา เ ก ก ร า ฟ?'

Clean ± SD ?oCV mean ± SD %cv

ๆ. C on tr o l  serum(L) ๆ3 2 . 0 ±  1 0 . 9 8 . 2 3 0 . 1 +. 5 . 5 1 8 . 2 P < 0 .0 1
2. C on tro l  serum(K) ๆ0 6 4 ± ๆ20 ๆๆ . 2 6 2 6 . 5 ± 6 7 . 3 1 0 . 7 P  < 0 .01
~z,J  • c 0 ท t ro 1 ร e rura ( y ) 6002 + 433 7 . 2 6 9 9 0 ± 32๐ 6 . 7 P  < 0 . 0 5

4. Menopausal  women ร 7 . 2 ± า 4 . 5 1 6 . 6 6 . 5 ± ๆ . 7 2 6 . 1 P < 0 .0 1
5. Menstrual  c y c l e ,

day 5 1 6 9 . 4±2 0 . 5 1 2 . ๆ 6 4 . ๆ i  7 . 6 1 1 . 9 P < 0 .0 1
6 . Menstrual  c y c l e ,

day 2 ๆ 4 7 0 . 8± 3 9 . 2 8 . 3 3 4 1 . 4 ± 4 9 . 0 ๆ4 . 4 P  < 0 .0 1
( ■* Male poo l 6 3 . 5±  ๆ4 . 5 2 2 . 8 3 2 . 4  1 3 . 7  ๆ1 . 4 P  (  0 .0 1
8 . Fe na l e  p o o l 2 4 6 . 2 t   ๆ0 . 6 ท นิ;.( • J 1 15 . 9  ± 1 3 . 4 1 1 . 5 P < 0 .0 1
9 • Pregnancy

( ๆ5 ''t r i m e s t e r ) 2 9 9 4 ± ๆ44 4 . 8 3 6 1 1  ± 269 4 . 7 P < 0 .0 1
10. Proanancy

( 3" '"‘t r i m e s t e r  ) 2 6 9 3 2 ± ๆ6 6 ๆ 6 . ๆ 250๐5 ±2065- 8 . 2 P  > 0 . 0 5

ๆๆ. P o s t  partum,  3h. 16533 ±  ๆ44ๆ 8 . 7 l 4o46  -  636 4 . 5 P  y  0.c5

*กา เฉ ลยวาก!น น เ 4 ค ัวอขาง



T ปท 15 ก ว า ม ,? า เ พ า ะ ข อ ง  a n t i - E 2-6-BSA( r a b b i t 3  f i n a l  b l e e d  )
% B o u n d  
8 0  n

I

6 0 -

A 0 -

2 0 -

0

- J

j Q) 3 -Deoxyesrrone
0  1 0 ? 5 0  1 0 0  T 1 5 0 0  1 0 0 0  5 ,0 0 0  1 0 ,0 0 0  5 0 . 0 0 0Standard ( pg/tube

A s s a y  p r o t o c o l
Ool  M p h o s p h a t e b u f f e r pH 7 = 0 ,  0 . 1  g e l a t i n ๐ ๐

s t a n d a r d 100 M l
a n t i b o d y  R3 f . b . ( f i n a l d i l u t i o n  1 : 8 4 0 , 0 0 0 ) 100 Ml
E - G - 1 2 5 ! ( 2 , 0 0 0 cpm ) 100 M l

Î

i n c u b a t e d  f o r  20 h o u r s  a t  4 ° c  
c h a r c o a l  10 m g / t u b e  i n  0 . 2  err/ 
0 ๐ 1 %  d e x t r a n  T 70  a s s a y  b u f f e r

o>o

@
©

 ©
 

©
 

©
 ©
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ค า ร า ง ห 1 2 fiว า ม จ า เ Vทะ ของ a n t i  E -6-BSA ( r a b b i t  3 f i n a l  b l o o d )

s t e r o i d c r o s s  r e a c t i o n

C h o l e s t e r o l < 0 .0 1
s t e r o i d
P r o g e s t e r o n e < 0 .0 1
1 ๆ-:)- -h y d r o x y p r o g o s tc r o n e < 0 .0 1
C o r t i s o l < 0 .0 1

C1 9 ? t c r o i d
T e s t o s t e r o n e < C.01
A  An d ro ร t  en e 3 ,1 7  - di  0 ท e- \  0 .0 1
Androsterone- ( o . 0 1
Dei.'.yd ro ep.iandro s t e r o n e 0 .0 1

C1 8 3 t o r o i d
Cost I cdic. 'l“ 17j3 100
O e s t r o n 0 0 .3 6
O e s t r i o l 1 .7 2
1 6 - d p ios  t r i o 1 5 . 0
1 7 - T p i o s t r i o l <(0 . 0 1

1 c , 17-3  ni  e รt r i o 1 < 0 . 0 1
3 วe0 Xy e รt rone p  ('■  r



๐ 2

V 1
ข น ก า ง

4 .  า 3 •2  ทว าฆไว : อง ก า Î โกปร ิมาBI เ อ 3 ทร า ไกออฉ
จ า ก ท า ร Vi’'กกรา:' ';นาก ร : านขอ ง เ อ ง ก รา ไกอ อแห ระก ับ กวามเขม< V .

 ๆ ระโโน:';: ใ:,. '■ ท::.1ไง แ ว ว น,'ไม า ? r นวนเ ทว า น ไ ว ข อ ง ก า ร โ ก ใ า ก

V

ทราฟนากทานกา.นว ิธ ีทารออง Abraham ( 1 9 6 9 , 197*0 โ ก ย ก า น ว พ 'Î าก
\ V V «/  ̂ I

ว ุกท ีกวาฆเน ิมข ้ฝของส ืา ร ม า กร '1านเปนก ุนยสบกํวย 2 เ ท า ข อ ง ท ว า ม เน ย ง เบน 
มากรวานไก ์ทาก 'ทนไ' ' )?!องว ิธ ี  3 . 0  นิโทกโ:น/หสธก หรือ 1 0 . 2  น ิโ ท กโม /งม 5 

4 . 1 3 * 3  ท า ร เบ ? ข บ เท ย บ ค ว า ม แ ม น ย า 1,อ ง ก า ร โ ก ป ร ิม า ผ เ อ ส ก ร า -  
ไกออ fl ในน ิโSJ ท0 K •■ โ:ะ VI โงทารยานคอล ้มนนิไลหใกรมาโกกราใ'!น ิ! I

I นิ•.ไโ'';กสอบโ: ท ม แ ม น ย า ข ง ง ก า ร โ ก 1;ร ม า ผ เอ ส ,า ร า ไ ก อ อ ล ใน  
c o n t r o l  30 run หน!'.วา:-แขมขน 3 ระกับ กวยว ิธ ีท ีไมขานเ!อะยาน'ธไลท-  

โทรงาไกถราใ' !น ิรวน 3 กรง ' . ■ กระกโงโกปร ิมายสารในน ิโนระก ับกวามเขมขน  
สะ 1๐ ก ัวอนาง โ' โ!ว าโง  2 ว ินินิกวาm ท น ข า ใ ก ท ก ย ง ก ัน  อือ มึกากัมประสิทธI I
การเปอ ืขนแปร c o e f f i c i e n t  o f  v a r i a t i o n  ( % c v )  ใ น ร ะ ห ว า ง ก า รV V * * *
หก K องทุกระกัน f: วานเขมขน: ก าโ!วา 20;.' เ !ทะกวามน.มนยาของการโก เ อ ส ก ร า -

น ิ ! ’ 1 ’ I I
ใกออ?«ทง 2 r i ใ y น ิโมHน บ ่ร ิม า น เช ส ก ร า ใ ก อ อ f;สุง'Î ะอ ืกวาปร ิมาทเกา ( ก า ร า งj  ■ "
ที า 3 ก.  แสะ า 3 ง . )

4 . 1 3 . 4  การ เปร ืขบ เท ียนทวามถ ูกกองธองว ิธ ี ในการโกปร ิม าผ
I อ อ ่ 1'ไ ร า ไ ก อ ง ?.ใ น น ิ ร ม โ ! อ น เ น ' ะ V ; ก ั ง ก า ร ฆ า น  ก อ ก ั น นน ิ ไ ? ท โ จ ร ม า ใ ก ก ร า ฟ น ิ

จ า ก ก า ร โ ก ป ร ิ ม า ผ เ อ ส ก ร า ไ ก อ อ ท ใ น น ิ โ ม น ุ ท ! - ห ก ั ง ก า ร เ ก ม  
เ อส ก ร า ไ คอ อ ? เ ม า กร ท น ๆ50,  1 ,500  แ ส ะ  6 , 0 0 0  นิ โ ก ก โ ม / ร ม 5 โกยวิธไ I I  1 ' \  ’ - v » I
ที1ไ ม บ า นน ก ะ บ า น นิ ไสหใทร ม า ไก โ!ร า ใ'!นิ ป ร า ก ฏ ว า  ก ว า ม ถ ก ก อ ง ช อ ง วิธี ไมฆ า น  

^  . ห -  0 . , . 1 1 1แสะบ า น น ิ ไ ส ท โ ก ร ม า โ ก ก ร า ? ; น ิ อ ย ฺ ระห ว า ง  8 5 * 7  ±  4 . 5  ก ง  1 3  9 * 6  -  2 0 . 7 / ̂ “ 1
แ อ ะ  9 1 . 1  ±  6 . 5  ก ง  1 1 1 . ร ± > . 3 9  ก า ม อ า กับ ( ก า ร า ง ท ี  1 4 )



การางที  15 ก . ความแมนขาÎเองว?'า ทบํร-ij•ๆ f i เ อ ti{ใราไคจอรกอนทารผานที ไลทโกรมาโกกราŸÎ'สิ» I « »--------------------------------------- ธุ่--------------— — ------------7}-------------- ------------------- =!------------- ------------- -- -■ พ
C o n tro l
serum

การหกลองที  
ทีโกกร‘ม/ซม5

1 การทกลองที  
ที ไกกรม/ซม

2
3

การทกลองที  3 
ที ใกกรม/ซม5

การทกลองห 1 
ที,โคกร*ม/ซม5

-  3

me ะ}ท ± SD j o C  V me'1 ท i  SD >O mean -  SD >O๔4
... J mean ~  SD c1',G Y

กาคา 120.9 ± 8.5 7 .0 87 .2  ±  8 . 8 10.1 127.3 + 15.2 18.5 108.7 ±  20.9 19.3
คากลาง 966 -  63 6 .5 969 -  40 4.1 1086 i  96 8.9 995 -  00 8.1
กาสูง 6706 ± 314 5 . า 6935 i  559 8.1 6958 t  393 5.6 6852 ± 447 6.5

* หกลอง c o nt ro l  serum Tะกบละ 10 กวอยาง  

คารางที  15 3 .  ความแมนยาซองวทีว้ 'กปริมาผIอ๙คราไกออลหล้ งกา?ขานที ไลหโกรมาโกกราฬที

C o n tro l
1

การหกลองที  
ที โกกรม/ซม5

1
f

การทVไลองท 2 
ที โกกร*ม/ซม5

1
การทกลองห 3 

ที'โคก n i /ซม5

I
การทกลองที  1 

ที โคกทร/ซม5
— Xร

f f mean ± SD %GV mean ± SD %cv me"n 1  SD #cv mean + SD %cv
กากา 44.1 ± 8 . 7 19 . 8 3 4 . 8  i  3 . 9 11.1 39 .0  ± 3 . 8 9 .7 39.3 ± 7.3 18.5
ท า ก เไ า ง 621 -  61 9 . 8 559 1 71 12.6 601 1 84 I3.9 586 ±  69 11 .0
กาสูง 7821 ± 285 3 .6 7994 -  517 6.5 7281 -  398 5.5 7763 ± 485 6 .2

ทกลอง c ontr o l  serum ระกบละ 10 กวอยาง



6 4

กา?างที  14 ความถู กกองของวิธ ี ว ั กป?มาผเออกราไกออล

ljTม,าเนร2 มาก?ฐาน 
ที เกม(พโคกร'ม/ชม5 )

^Recovery p from
t - p a i r

t e s t
» t ,

กอนขานÎ ไลท หล้งขานชี ไอท

mean 4 SD %cv mean 4 SD %cv
150 139.6 4 20.7 14.8 102.9 4 12 , 8 12.4 p< 0.05
1,500 97.4 4 4.1 4.2 91.1 4 6 ,5 7.1 p > 0.05
8,000 85.7 4 4 . 8 5.6 111.9 4 9.3 8.3 p< 0.01

’'‘ คาเฉลยชุ าก 5 กํ วอยาง

4 . 1 4  ยลกา?ว ักบ่ ?มาผเออกราไกออลในชี ?*มอท?ไทย

เมือคึกษากา?วักบ่ ?มาผเออก?าไกออลในชี ?*มอก?อาอาอมัคร 4 ราย
ทม?อบเสือน 28 ว*น 2 รวข รอบเสือน 24  และ 31 วน อยางละราย  โกยวิธี
ฆานชี ไลทโค?มาโกกราฟที  พ?อมท้ งว ั กบ่ ?มาผโป?เช ุอเกอโรน (F) ล ู ทไน?ง-
ออ?โนน (LH) และฟอลลเกลอทีมู เลที ง&อรโมน (FSH) พบวา ระก ้ บเออก?า—
ไกออลในอก?อาสาอมครทง 4 ราย'?ะ เ?มอุ ,งขน บ่ ?ะมาผ 4 วันกอน LH องอุก 

’ พ ุ พ ุ  พุ i  X  % พุ * 1(peak) กอชุ ากนนคฺวามเขนขนชุะเพมขนชุนถง?ะกบอู งอก 4 8 7 - 1 . 1 5 4
Ï1โกก ุ ?ม/ธม'5 แสะมืกาเฉลยเมื น 770 ที โคก?*ม/!ม5 กอนVไนงวัน ทีระก้บ LH
ชุะมืคาอู งอก กอชุ ากนนชุะอกลง แ ล ะ I ?มอุงซนอีกภายนล้งชุ ากร ะกับ LH สงอก i  v  X  I • i  “ ' ^ I j  1
2 วน คาอู งอุก1ใ น ? ะ ยะหวั งนอถู ?ะทวาง 2 3 2 - 6 0 8  ทีโคก?‘ม/ซม5 กาเฉสีย  
38 0  ที โกก?*ม/ซม5 ฆลการทกลองแลกงในรูปที  16 ถึง 1 9



รูปท 16 !ะคบลทไนซํ งรอ!โมน ฟ่อชลเคํลสทํมู เลหํ งออ!โมน โ ป แ จ ส  เ ท อ พ น  
เ .อะ Iอฟ้กÎ าไกออล'ในช ท Jของอาสาลมั ทT โ ายท 1

^  E s  H m i u / m l  01-----------g L u t e i n i z i n g  hormone ( LH )

E 2 p g / m l p  n g / m l
r 6 0

2 0

L 0



แเท 17 Î ะคบลูทไนขํงอ อ :ใมน ปอลล เ?เลลทํมเสทํ งร อ ! ใ มน โปนจส t กอไ ร น 
และ เ อ ส?น า ไกออลในข ท ท อ ง อาสาสน?นทยที ?

LH & F S H  m i l ) / ml  
3 0 า

2 0 -

B* -■  L u t e i n i z i n g  hormone ( LH )

1 0 -

0  J

□ ---------- □  F o l l i c l e  s t i m u l a t i n g  horinone( FSH )

6  10 น  18  22
D a y s  o f  m e n s t r u a l  c y c l e

2 6

^ 2  PQ /  ml ............ 9  O e s t r a d i o l  ( ) P  ncj /  m I



รปท 18 Iะค้บลุทไนขงธอรโ JJ น ฟอลลเกลสทนู เลทง0อรไมน โ ป m  fil กอใ รน
แ « ท อ! {ก รา ไคออ ลใ น2 JJIÎ องอาลาฟิม?!รรายท 5

LH & F S H  m i u / m l

D a y s  of  m e n s t r u a l  c y c l e
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îlJvi 1 9 ระคับลหไนชงรอIโมน ฟอลลํ เกํ ลลท๊มู เลทิ งฮอรโมน ใ ป ร ท ฟ ้ เ ก อ ใ ร บ  
นละIอลกราไกออล'ในขรไมของอาลาลรโ5’!รรายV. 4

LH & F S H  m i u / m l » ----- - ■ ■  L u t e i n i z i n g  ( LH )
0 ---------- o F o l l i c l e  s t i m u l a t i n g  hormone

1 2 -

8 -

u -

0 -

■  ( FSH )

r ๆ ----- 1-------- 1-------1-------1-------»------1— -------- 1-------'------- r
2 6  10  น  18 2 2

D a y s  o f  m e n s t r u a l  c y c l e

E 2  P g  /  ml P n g  /  ml
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