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Abstract 
This research is aimed to develop the easy and fast estrogenic activity assay, based on a specific 

competitive binding to ligand binding domain of estrogen receptor alpha (LBD-ERα) between the tested 
estrogenic activity compounds and the standard estradiol labeled with fluorescent dye. LBD-ERα DNA of 1,035 bp 
was synthesized from extracted RNA of MCF-7 cells in a reverse transcription – polymerase chain reaction (RT-
PCR). Amplified DNA was ligated to pPP-30 UA plasmid vector using TA cloning technique, prior to a 
transformation into Escherichia coli M13 (pREP4) and positive clone selection. Recombinant plasmid DNA 
sequence was confirmed before used for protein induction. Purified LBD-ERα recombinant protein was 
approximately 40 kDa. For estrogenic activity assay, LBD-ERα recombinant protein was immobilized on each 
well of 96well Immuno Plate Surface Maxibindig (1.23 µmol/well). Efficacy of the assay was performed by 
incubating with fixed amount of the standard estradiol labeled with fluorescent dye and subsequently competing 
with various concentrations of standard estradiol. Results showed that the developed assay was sensitive to the 
standard estradiol as low as 10-9 M. 
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บทคัดย่อ 
ในงานวิจัยนี้ต้องการพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์สารที่มีเอสโตรเจนิกแอคติวิตีที่ง่ายและรวดเร็ว โดยอาศัย

หลักการของการแย่งจับอย่างจ าเพาะต่อโปรตีนเอสโตรเจนรีเซพเตอร์แอลฟาในบริเวณ ligand binding domain (LBD-
ERα) ระหว่างสารทดสอบที่มีเอสโตรเจนิกแอคติวิตีและสาร  เอสตราไดออลมาตรฐานที่ติดฉลากด้วยสารเรืองแสง โดยได้
สังเคราะห์ดีเอ็นเอ LBD-ERα ขนาด 1,035 คู่เบส จากอาร์เอ็นเอที่สกัดจากเซลล์ MCF-7 ในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส
แบบผันกลับ (reverse transcription – polymerase chain reaction, RT-PCR) และเชื่อมดีเอ็นเอที่สังเคราะห์ได้กับพ
ลาสมิดพาหะ pPP-30 UA ด้วยเทคนิค TA cloning ก่อนน าเข้าแบคทีเรีย Escherichia coli M13 (pREP4) และคัดเลือก
แบคทีเรียโคลนที่ได้รับพลาสมิดรีคอมบิแนนท์ ซึ่งได้ตรวจสอบความถูกต้องล าดับเบส เมื่อกระตุ้นการผลิตและแยกบริสุทธิ์
โปรตีน พบว่าไดโ้ปรตีนรีคอมบิแนนท ์LBD-ERα   มีขนาดประมาณ 40 กิโลดาลตัน ในการท าชุดตรวจวิเคราะหแ์อคติวิต ี
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ของสารที่มีเอสโตรเจนิกแอคติวิตี ได้ตรึงโปรตีนรีคอมบิแนนท์ LBD-ERα ปริมาณ 1.23 ไมโครโมลต่อช่องของ 96well 
Immuno Plate Surface Maxibindig จากนั้นทดสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจวิเคราะห์โดยบ่มกับสารเอสตราได
ออลมาตรฐานที่ติดฉลากด้วยสารเรืองแสงในปริมาณที่เท่ากัน และท าการแข่งขันด้วยสารเอสตราไดออลมาตรฐานที่ความ
เข้มข้นต่างๆ ผลการศึกษาพบว่าชุดตรวจวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นนี้มีความไวในการตรวจวิเคราะห์สารเอสตราไดออล   
มาตรฐานที ่10-9 โมลาร์  

ค าส าคัญ: เอสโตรเจนิกแอคติวิตี, เอสโตรเจนรีเซพเตอร์แอลฟ่า, การตรวจวิเคราะห์ 
 

บทน า 
 นอกจากฮอร์โมนเอสโตรเจนแล้ว ยังพบว่ามีสารสังเคราะห์โดยมนุษย์และพืชอีกหลายชนิดที่มีเอสโตรเจนิกแอคติ
วิตี ซ่ึงสารเหล่านี้เรียกว่า ซีโนเอสโตรเจน (xenoestrogens) และไฟโตเอสโตรเจน (phytoestrogens) ตามล าดับ สารไฟโต
เอสโตรเจนเหล่านี้มีโครงสร้างบางส่วนคล้ายกับฮอร์โมนเอสโตรเจน ท าให้สามารถจับกับเอสโตรเจนรีเซพเตอร์  (estrogen 
receptor, ER) มีกลไกการท างานและออกฤทธ์ิได้เช่นเดียวกับฮอร์โมนเอสโตรเจน (Hartman et al., 2009) ในประเทศไทย 
เนื่องจากพืชสมุนไพรหลายชนิดมีสรรพคุณที่อาจเกี่ยวข้องกับสารไฟโตเอสโตรเจน จึงได้รับความสนใจในการศึกษา และ
น าไปพัฒนาเพื่อเพิ่มมูลค่า เช่น การใช้เป็นส่วนประกอบในเวชส าอางและอาหารเสริม นอกจากนี้ยัง พบว่าสารไฟโต
เอสโตรเจนจากสมุนไพรบางชนิด เช่น กวาวเครือขาว มีฤทธ์ิในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเต้านม ตลอดจน
สามารถช่วยเพิ่มมวลกระดูกและป้องกันภาวะกระดูกพรุนในหนูทดลองเพศเมียได้ (Cherdshewasart et al., 2007) ดังนั้นสาร
ไฟโตเอสโตรจึงได้รับความสนใจในการพัฒนาเป็นยาอีกด้วย เนื่องจากพืชและพืชสมุนไพรมีความหลากหลายอย่างมากใน
ประเทศ จึงมีความต้องการชุดตรวจวิเคราะห์สารที่มี เอสโตรเจนิกแอคติวิตีที่ง่ายและรวดเร็วเพื่อใช้ในการตรวจวิเคราะห์
เบื้องต้น  
 วิธีตรวจวิเคราะห์สารไฟโตเอสโตรเจนมีหลายวิธี เช่น การใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (high 
performance liquid chromatography, HPLC) (Rybak et al., 2008) เพื่อแยกองค์ ประกอบของสารตัวอย่างและเปรียบเทียบ
กับสารมาตรฐาน ซ่ึงมีความไวในการตรวจวิเคราะห์สูง แต่มีวิธีการที่ซับซ้อนและสามารถวิเคราะห์ได้เฉพาะสารที่สาร
มาตรฐานเปรียบเทียบเท่านั้น นอกจากนี้ยังมีการใช้เซลล์ทดสอบ  ได้แก่  การใช้ yeast estrogen screen assay (Xu et al., 
2010) ซ่ึงเป็นการใช้เซลล์ยีสต์ดัดแปลงพันธุกรรมเพื่อตรวจวิเคราะห์สารที่มีเอสโตรเจนิกแอคติวิตี และการวัดการเจริญของ
เซลล์ (Cherdshewasart et al., 2008) ซ่ึงเป็นการวัดจ านวนของเซลล์ที่เพิ่มขึ้นเมื่อได้รับสารที่มีเอสโตรเจนิก แอคติวิตี ทั้ง
สองวิธีนี้ท าได้ง่าย แต่มีข้อจ ากัดคือต้องใช้เวลาหลายวันในการวิเคราะห์ผล จากข้อจ ากัดของแต่ละวิธี จึงมีความต้องการวิธี
วิเคราะห์สารที่มีเอสโตรเจนิกแอคติวิตีที่ง่ายและให้ผลการวิเคราะห์ที่รวดเร็ว  
 งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์ที่จะพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์สารที่มีเอสโตรเจนิกแอคติวิตีที่ง่ายและรวดเร็ว โดย
อาศัยหลักการของการแย่งจับอย่างจ าเพาะต่อโปรตีนเอสโตรเจนรีเซพเตอร์แอลฟาในบริเวณ ligand binding domain (LBD-
ERα) ระหว่างสารเอสตราไดออลมาตรฐานที่ติดฉลากด้วยสารเรืองแสง และสารทดสอบที่มีเอสโตรเจนิกแอคติวิตี  

 

วิธีวิจัย 
การโคลนยีนและผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนท์ LBD-ERα  

สกัดอาร์เอ็นเอจากเซลล์ MCF-7 ด้วยสาร Trizol® reagent (Invitrogen, USA) น ามาท าปฏิกิริยาถอดรหัส
แบบผันกลับ (reverse transcription) เพื่อสังเคราะห์ cDNA โดยปฏิกิริยาประกอบอาร์เอ็นเอ1 ไมโครกรัม, oligo(dT) 
200 นาโนกรัม และ dNTP 0.5 มิลลิโมลาร์ บ่มที่ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากน้ันเติม 1x First-Stand 
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Buffer, DTT 5 ไมโครโมลาร์ และ SuperScriptTM III Reverse transcriptase 10 ยูนิต บ่มที่ 50 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 1.5 ชั่วโมง จากน้ันน า cDNA ที่ได้มาเป็นต้นแบบเพื่อเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอ LBD-ER ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิ
เมอร์เรส (polymerase chain reaction, PCR) โดยปฏิกิริยาประกอบด้วย cDNA 0.5 ไมโครกรัม, 1x PCR buffer, 
แมกนีเซียมคลอไรด์ 2.5 มิลลิโมลาร์, ไพรเมอร์ hER1-U (5-AAA GGT GGG ATA CGA AAA GAC-3) 0.2 ไม
โครโมลาร์, ไพรเมอร์ hER1-L (5-TCA GAC TGT GGC AGG GAA AC-3) 0.2 ไมโครโมลาร์ และ Taq DNA 
polymerase 0.25 หน่วย โดยให้ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสประกอบด้วย 3 ขั้นตอน คือ ขั้นตอนที่ 1 ใช้อุณหภูมิที่ 
94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ขั้นตอนที่ 2 จ านวน 30 รอบ โดยใช้อุณหภูมิที่ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา                
30 วินาท ีอุณหภูมิที ่60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาท ีและอุณหภูมิที ่72 องศาเซลเซียส ขั้นตอนที่ 3 ใช้อุณหภูมิ
ที่ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาท ีศึกษาแบบแผนของดีเอ็นเอบนที่สังเคระห์ได้บน 0.8 % อะกาโรสเจล  

ดีเอ็นเอที่สังเคราะห์ได้ถูกน าไปเชื่อมกับพลาสมิดพาหะ pPP-30 UA ด้วยเทคนิค TA cloning เพื่อให้ได้พ
ลาสมิดรีคอมบิแนนท ์pPP-LBD-ER  และน าเข้าเซลล์แบคทีเรีย E. coli M13 (pREP4) แบคทีเรียโคลนถูกคัดเลือก
บนอาหารแข็งที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และกานาไมซิน 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
หลังจากตรวจสอบล าดับเบสของพลาสมิดรีคอมบิแนนท์แล้ว กระตุ้นการผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนท์ LBD-ERα  
ด้วย isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ แล้วแยกบริสุทธ์ิโปรตีนรีคอม
บิแนนท์ดังกล่าวโดยวิธีของ Singh และ Panda  (Singh and Panda, 2005) และศึกษาแบบแผนของโปรตีนรีคอม
บิแนนทท์ี่ไดบ้น 15% SDS-PAGE 

 
การตรึงโปรตีนรีคอมบิแนนท์ LBD-ER ลงบน 96 well Immuno plate 

ตรึงโปรตีนรีคอมบิแนนท์ LBD-ER ปริมาณ 1.23 ไมโครโมล ลงใน 96  well Immuno plate surface 

maxibindig (SPL life sciences, USA) บ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั่วโมง จากน้ันป้องกันการจับ
ของลิแกนด์กับพื้นผิวของเพลทด้วย 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตรของโปรตีนมาตรฐาน   ซีรัมอัลบูมิน (bovine serum 
albumin; BSA) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  1 ชั่วโมง ล้างโปรตีนที่เหลือจากการตรึงด้วย 1x 
phosphate buffered saline (PBS) 3 ครั้ง 
การทดสอบวิธีตรวจวิเคราะห์สารที่มีเอสโตรเจนิกแอคติวิตีโดยอาศัย LBD-ERα 
 น าเพลทที่ตรึงด้วย LBD-ERα มาทดสอบประสิทธิภาพในการตรวจวิเคราะห์สารเอสตราไดออลมาตรฐาน
โดยบ่มเพลทกับสารละลายเอสตราไดออลที่ติดฉลากด้วยสารเรืองแสง (β-Estradiol 6-(O-carboxymethyl)oxime: 
BSA fluorescein isothiocyanate conjugate; E2-FITC)  ปริมาณ 100 นาโนโมล ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  45 
นาที ล้าง E2-FITC ที่เหลือจับด้วย 1x PBS 3 ครั้ง  จากน้ันเติมสารเอสตราไดออลมาตรฐานที่ความเข้มข้นต่างๆ 
ตั้งแต่ 10-15-101 โมลาร์ จากน้ันวัดปริมาณของ E2-FITC ที่เหลือจับกับ LBD-ER ด้วยเครื่อง fluorescent  microplate 
reader (Gemini™ EM Fluorescence Microplate Reader, US)   

 

 
 

http://en.wikipedia.org/wiki/Isopropyl_%CE%B2-D-1-thiogalactopyranoside
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ผลการวิจัย 
การโคลนยีนและผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนท์ LBD-ERα 

ในการโคลนยีนและผลิตรีโปรตีนรีคอมบิแนนท์ LBD-ERα ได้สกัดอาร์เอ็นเอจากเซลล์ MCF-7 
เพื่อใช้เป็นต้นแบบในการสังเคราะห์ cDNA จากน้ันสังเคราะห์ดีเอ็นเอของ  LBD-ERα ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่ 
พอลิเมอร์เรส ผลการศึกษาพบว่าสามารถสังเคราะห์ดี เอ็นเอ LBD-ERα  ขนาด 1,035 คู่เบสซึ่งสอดคล้องกับ 
ขนาดที่ค านวณได้ (รูปที่ 1ก) จากน้ันน าดีเอ็นเอ LBD-ER   ไปเชื่อมกับ pPP-30 UA เพื่อให้ได้พลาสมิดให้ได้ 
พลาสมิดรีคอมบิแนนท ์pPP-LBD-ER และน าเข้าเซลล์แบคทีเรีย เม่ือท าการกระตุ้นแบคทีเรีย เป้าหมายด้วย IPTG 
พบว่าสามารถกระตุ้นให้ผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนท์ LBD-ERα   ที่ขนาดประมาณ 40 kDa (รูปที่ 1ข) 
แม้ว่าโปรตีนรีคอมบิแนนท์ LBD-ER  ที่ผลิตได้จะละลายน้ าได้ต่ า แต่สามารถแยกบริสุทธ์ิจากโปรตีนดังกล่าว 
ได้โดยอาศัยวิธีการแยกบริสุทธ์ิที่ใช้สารละลายที่มียูเรียเป็นองค์ประกอบ 

ผลการวิเคราะห์ล าดับเบสของพลาสมิดรีคอมบิแนนท์ pPP-LBD-ER ด้วยเทคนิค DNA sequencing 
แสดงในรูปที่ 2  พบว่าล าดับเบสของ LBD-ERα  มีความถูกต้องเม่ือเปรียบเทียบฐานข้อมูล Genbank และดีเอ็นเอ 
LBD-ERα  เชื่อมต่อกับ pPP-30 UA ในต าแหน่งและทิศทางที่ถูกต้อง ทั้งน้ีดีเอ็นเอ LBD-ER จ านวน 1,035 คู่เบส 
สามารถแปลรหัสได ้345 กรดอะมิโน ค านวณขนาดของโปรตีนได้ 38.68 กิโลดาลตัน  และมีค่าการละลาย 61.9% 
 

การทดสอบวิธีตรวจวิเคราะห์สารที่มีเอสโตรเจนิกแอคติวิตีโดยอาศัย LBD-ERα 
วิธีตรวจวิเคราะห์สารที่มีเอสโตรเจนิกแอคติวิตีโดยอาศัย LBD-ERα มีหลักการดังแสดงใน  รูปที่ 3 คือ ท า

การตรึงโปรตีนรีคอมบิแนนท์ LBD-ERα  ในแต่ละหลุม 96 well plate แล้วบ่มด้วยสารเอสตราไดออลมาตรฐานที่
ติดฉลากเรืองแสง หลังจากล้างสารส่วนเกินออก ท าการแย่งจับโดยใช้สารมาตรฐานเอส ตราไดออลเพื่อท ากราฟ
มาตรฐาน หรือท าการแย่งจับโดยใช้สารทดสอบเพื่อวิเคราะห์เอสโตรเจนิกแอคติวิตีของสารทดสอบเปรียบเทียบกับ
กราฟมาตรฐาน  

ในการศึกษาน้ีได้ตรึงโปรตีนรีคอมบิแนนท์ LBD-ER ที่แยกบริสุทธ์ิได้ 1.23 ไมโครโมล  ลงในแต่ละ
หลุมของ 96 well plate ใช้สารเอสตราไดออลมาตรฐานท่ีติดฉลากเรืองแสง (E2-FITC) ปริมาณ 100นาโนโมล และ
ใช้สารเอสตราไดออลมาตรฐานเป็นสารทดสอบประสิทธิภาพของวิธีที่พัฒนาขึ้น โดยใช้สารเอสตราไดออลมาตร
ฐานที่ความเข้มข้น 10-15-101 โมลาร์ และวัดผลจากค่าจากสารเอสตราไดออลมาตรฐานติดฉลากเรืองแสงที่ถูกแย่ง
จับ ผลการศึกษาพบว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นมีความจ าเพาะต่อสารเอส ตราไดออล เน่ืองจากสารเอสตราไดออลมาตรฐาน
ติดฉลากเรืองแสงและเอสตราไดออลมาตรฐานไม่สามารถจับกับโปรตีนซีรัมอัลบูมินที่ใช้เป็นตัวควบคุมเชิงลบ
อย่างแปรผันตามปริมาณที่ใช้ทดสอบ  นอกจากน้ีพบว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นมีความไวในการตรวจวิเคราะห์สารเอสตรา
ไดออลท่ี 10-9 โมลาร์ (รูปที่ 4) สามารถตรวจวิเคราะห์ได้ง่าย และรวดเร็ว 
 

การอภิปรายผล 
แม้ว่าในโปรตีนรีคอมบิแนนท์ LBD-ERα ที่ผลิตจากเซลล์แบคทีเรียจะมีปริมาณสูง แต่โปรตีนดังกล่าว

ละลายน้ าได้ต่ าจึงได้ใช้วิธีการแยกบริสุทธ์ิโปรตีนด้วยสารละลายที่มียูเรียเป็นองค์ประกอบตาม  วิธีของ Singh และ 
Panda (Singh and Panda, 2005) ซึ่งท าให้โปรตีนมีการคืนโครงรูปได้ต่ าลงและมีแอคติวิตีต่ าลงด้วย ดังน้ันหาก
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สามารถผลิตโปรตีนที่มีแอคติวิตีท่ีสูงขึ้นได้ น่าจะท าให้วิธีน้ีมีความไวในการตรวจวิเคราะห์สารที่มีเอสโตรเจนิกแอ
คติวิตไีด้สูงขึ้น 

การทดสอบประสิทธิภาพวิธีตรวจวิเคราะห์สารที่มีเอสโตรเจนิกแอคติวิตี โดยตรึงโปรตีนรีคอมบิแนนท์ 
LBD-ER ที่แยกบริสุทธ์ิได้ลงในแต่ละช่องหลุม 96 well plate ใช้สารเอสตราไดออลมาตรฐานที่ติดฉลากเรืองแสง 
(E2-FITC) ที่ทราบปริมาณ และใช้สารเอสตราไดออลมาตรฐานที่ความเข้มข้น  10-15-101 โมลาร์ เป็นสารทดสอบ 
จากน้ันวัดผลจากค่าสารเอสตราไดออลมาตรฐานติดฉลากเรืองแสงที่ถูกแย่งจับกับ LBD-ER ผลการศึกษาพบว่า
วิธีที่พัฒนาขึ้นมีความจ าเพาะต่อสารเอสตราไดออล เน่ืองจากสาร   เอสตราไดออลมาตรฐานติดฉลากเรืองแสงและ
เอสตราไดออลมาตรฐานไม่สามารถจับกับโปรตีนซีรัมอัลบูมินที่ใช้เป็นตัวควบคุมเชิงลบอย่างแปรผันตามปริมาณ
ที่ใช้ทดสอบ (Li et al., 2012) นอกจากน้ีพบว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นมีความไวในการตรวจวิเคราะห์สารเอสตราไดออลที่ 
10-9 โมลาร์ ซึ่งวิธีที่พัฒนาขึ้นน้ีมีความไวใกล้เคียงกับวิธีของ Kwon และคณะ (7.7 x 10-9 โมลาร์) แต่เน่ืองจากวิธีที่ 
Kwon และคณะพัฒนาขึ้นเป็นการใช้เอสโตรเจนรีเซพเตอร์ทั้งโมเลกุลที่มีขนาดใหญ่ และการตรวจวัดใช้สาร
กัมมันตรังส ีท าให้ไม่สะดวกในการใช้งาน และมีอันตรายมากกว่า (Kwon et al., 2007) 
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รูปที่ 1. ขนาดดีเอ็นเอและโปรตีนรีคอมบิแนนท์ LBD-ERα โดย (ก) ดีเอ็นเอ LBD-ER บนอะกาโรสเจลมีขนาด 1,035 คู่
เบล และ (ข) การกระตุ้นการผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนท์ LBD-ER ซึ่งช่องที่ 1 คือ โปรตีนเครื่องหมายโมเลกุลมาตรฐาน 
ช่องที่ 2 คือโปรตีน LBD-ERα ก่อนถูกกระตุ้นด้วย IPTG ช่องที่ 3 คือโปรตีน LBD-ERα หลังถูกกระตุ้นด้วย IPTG และ
ช่องที ่4 คือ โปรตีน LBD-ER-α ที่แยกบริสุทธิ์ได้  
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รูปที ่2. ล าดับเบสและกรดอะมิโนของโปรตีนรีคอมบิแนนท์ LBD-ER โดยบริเวณเส้นประคือล าดับเบสและกรดอะมิโนที่ 
อยู่บนพลาสมิดพาหะ pPP-30 UA 
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รูปที่ 3. หลักการของวธิีวิเคราะห์สารที่มีเอสโตรเจนิกแอคติวติีที่พฒันาขึน้  
 

 

 
 

รูปที ่4. การตรวจวัดสารเอสตราไดออลมาตรฐานที่ความเข้มข้น 10-15-101 โมลาร์ด้วยวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้น ซึ่งใช้โปรตีน
ซีรัมอัลบูมินเป็นตัวควบคุมเชิงลบ 

 
 

 
 


