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Ractopamine is a chemical substance in beta-agonist group and has been approved as 

a feed additive for swine and cattle by the U.S. FDA to promote growth of animals for meat 

production due to its effects in reducing fat deposition and enhancing protein synthesis. However, 

many research reported that beta-agonist residues in the animal products cause the adverse 

effects on human. Thus, the use of ractopamine has not been approved in the European Union 

(EU) and Asia. This research concentrated on the production and characterization of monoclonal 

antibodies against ractopamine for the development of ELlSA test kit. Ractopamine was 

conjugated to bovine serum albumin for using as an antigen to immunize three BALBIc mice. 

Antisera from all mice gave high antiserum titers ranged from 1:64000 to 1:512000. To produce 

monoclonal antibodies against ractopamine, fusions of spleenocytes and myeloma cells were 

performed yielding five monoclones, 10A4, 2H3, 4B12, 3A6 and 10G3. Characterization of 

monoclonal antibodies showed that isotype of these clones was identified as IgG,. Their 

sensitivities calculated as limit of detection were 0.44, 15.41, 19.85, 29.25 and 92.19 nglml (ppb), 

respectively. In addition, these clones showed no cross-reactivity to all tested chemicals. Among 

the five clones obtained, monoclonal antibody 10A4 was the most sensitive clone. The IC,, value 

and limit of detection of the purified monoclonal antibody 10A4 were 1.85 and 0.29 nglml, 

respectively. Consequently, the obtained monoclonal antibody 10A4 could be used to develop 

a specific test for ractopamine detection. 
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บทนํา 

 
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

ดวยปจจุบันมีการนําสารเคมีกลุมเบตาอะโกนิสต (Beta-agonists) ซึ่งใชเปนยาในการ

ขยายหลอดลมและแกอาการหอบหืดในผูปวย มาใชในกระบวนการเลี้ยงสัตว โดยนําสารเคมีกลุม

เบตาอะโกนิสตมาผสมลงในอาหารสัตว น้ําดื่ม และอื่นๆ สําหรับเลี้ยงสุกร ซึ่งเปนการใชผิด

วัตถุประสงค เนื่องจากผูเลี้ยงสุกรตองการใชเพื่อใหเนื้อสุกรมีสีแดงและมีมันนอย ซึ่งมีลักษณะเนื้อ

ตรงตามความตองการของผูบริโภค แตมีรายงานพบวา หากสารดังกลาวตกคางในเนื้อสัตว        

จะสงผลกระทบตอสุขภาพอนามัยของผูบริโภค ทําใหเกิดอาการกลามเนื้อส่ัน กระตุก หัวใจเตนเร็ว 

นอกจากนี้ยังพบอาการทางจิตประสาท อาการปวดศีรษะ และปวดกลามเนื้อประกอบดวย ดังนั้น

จึงเปนอันตรายอยางยิ่งกับ ผูปวยโรคหัวใจ โรคเบาหวาน โรคตอมไทรอยด สตรีและทารกในครรภ  

สวนในสุกรที่ไดรับสารนี้มีผลทําให เจริญเติบโตชา มีอาการเครียด กลามเนื้อสั่นเกร็ง และมักช็อค

ตายในขณะจับขาย (ธีระวัฒน รัตนพลแสน, 2549) โดยสารที่นิยมนํามาใชในประเทศไทยไดแก   

เคลนบูเทอรอล (Clenbuterol) ซัลบูทามอล (Salbutamol) และแร็กโทพามีน (Ractopamine) 

สําหรับในประเทศไทยพบวา ผูเลี้ยงสุกรมีการใชแร็กโทพามีนเพิ่มมากขึ้น เนื่องจากแร็กโทพามีน

ไดรับการยอมรับเปนสารผสมในอาหารสัตว (feed additive) ใหใชในปศุสัตวจากสํานักงาน

คณะกรรมการอาหารและยาสหรัฐอเมริกาเมื่อป 2003 นอกจากนี้สารแร็กโทพามีนยังสามารถใช

เปนสารผสมในอาหารสัตวอยางถูกตองตามกฎหมายใน 23 ประเทศ 

แร็กโทพามีน เปนสารเคมีสังเคราะหที่ถูกจัดอยูในกลุมเบตาทูอะโกนิสต (β2-agonists) 

เนื่องจากสามารถออกฤทธิ์คลายการกระตุนของสารสื่อประสาท (neurotransmitters) ในระบบ

ประสาทอัตโนมัติและมีผลตอเบตาทูรีเซบเตอรที่อยูบนผิวเซลลของหลอดลม ตับออน กลามเนื้อ

ลาย และเนื้อเยื่อไขมัน สงผลใหกลามเนื้อเรียบคลายตัว เพิ่มการหลั่งอินซูลิน สลายไกลโคเจน 

และสลายไขมัน ดังนั้นเมื่อผูเล้ียงสุกรนําสารกลุมนี้มาใชผสมในอาหารและน้ําดื่มสําหรับเลี้ยงสุกร

ทําใหมีการเรงสรางเนื้อแดงได จึงนิยมเรียกสารนี้วา “สารเรงเนื้อแดง” แตเนื่องดวยป 2534 เปนตน

มาไดพบวา ผูเลี้ยงสุกรในประเทศไทยเริ่มมีการใชสารเรงเนื้อแดงเพิ่มมากขึ้น ซึ่งจะสงผลกระทบ

ตอสุขภาพโดยตรงของประชาชนคนไทยผูบริโภค และยังสงผลกระทบตอความสูญเสียทาง

เศรษฐกิจตอการสงออกเนื้อสัตวและผลิตภัณฑจากสัตวของประเทศอีกดวย เนื่องจากกลุม

ประเทศคูคา อาทิเชน ประเทศญี่ปุน กลุมสหภาพยุโรป และประเทศจีน ใหความสําคัญในเรื่อง
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คุณภาพสินคาเหลานั้นใหมีความปลอดภัยจากยา หรือสารพิษตกคางตางๆ ดังนั้นหลายหนวยงาน

ที่เกี่ยวของจึงรวมมือกันหาแนวทางในการแกไขและปองกัน รวมทั้งกรมปศุสัตวไดออกประกาศ

กระทรวงเกษตรและสหกรณ หามใชสารกลุมเบตาอะโกนิสตเปนสวนผสมในการผลิตและนาํเขาซึง่

อาหารสัตวตามพระราชบัญญัติควบคุมคุณภาพอาหารสัตว พ.ศ. 2525 และพระราชบัญญัติ

ควบคุมคุณภาพอาหารสัตว (ฉบับที่ 2) พ.ศ. 2542 แตจากขอมูลของหองปฏิบัติการกรมปศุสัตวใน

การตรวจวิเคราะหหาสารเรงเนื้อแดงในปสสาวะสุกรจากฟารมตาง ๆ ระหวางเดือนตุลาคม 2547 - 

กันยายน 2549 พบวา ผูเลี้ยงยังคงมีการลักลอบใชสารเรงเนื้อแดงเพื่อใหสุกรขายไดราคาสูงและมี

เนื้อแดงตามความนิยมของผูบริโภคอยูในปจจุบัน ดังนั้นจึงจําเปนตองทําการตรวจวิเคราะหหา

ปริมาณสารตกคางในเนื้อสัตวกอนที่จะสงออกผลิตภัณฑที่ไดสูประเทศคูคา 

การตรวจวิเคราะหหาสารตกคางของสารเรงเนื้อแดงในเนื้อสัตวและผลิตภัณฑสัตวกอนการ

สงออกในหองปฏิบัติการโดยวิธีทางเคมีดวยเครื่อง High Performance Liquid Chromatography 

(HPLC) และ Surface plasma resonance biosensor (SPR) (Wang และคณะ, 2006 ; Shelver และ 

Smith, 2003)  ซึ่งเปนเครื่องมือที่มีราคาแพง มีคาใชจายสูง ใชเวลามาก ทําใหการตรวจวิเคราะห

ตัวอยางทําไดไมครอบคลุม สวนเทคนิคการตรวจวิเคราะหสารตกคางโดยใชหลักการภูมิคุมกันวิทยา 

เชน Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay (ELISA) เปนเทคนิคที่ใชกันอยางกวางขวางในการ

ตรวจหาสารตกคางในสัตวเลี้ยงและผลิตภัณฑจากสัตวเลี้ยง โดยอาศัยหลักการตรวจวัดแอนติเจน 

โดยการใชแอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจน วิธีนี้เปนวิธีการที่สามารถตรวจคัดตัวอยางเบื้องตนได

อยางรวดเร็วประหยัด และมีความแมนยําสูง แตชุดตรวจสอบที่ใชในปจจุบันมีราคาแพง เพราะตอง

นําเขาจากตางประเทศ โดยราคาขายปลีกภายในประเทศประมาณ 20,000 บาทตอชุด  ดังนั้นเพื่อทํา

ใหตนทุนในการตรวจสารนี้ลดลง จึงทําการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอสาร    

แร็กโทพามีน เพื่อนําไปใชพัฒนาเปนชุดตรวจสอบทดแทนการนําเขาชุดตรวจจากตางประเทศตอไป 

 
1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. เตรียมเซลลไฮบริโดมาที่สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอแร็กโทพามีน 

2. ศึกษาลักษณะสมบัตขิองโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได 
 
1.3 ขอบเขตและวิธีดําเนินการวิจัย 

1. คนควาและรวบรวมขอมูลที่เกี่ยวของกับงานวิจัย 

2. เตรียมแอนติเจนโดยการเชื่อมแร็กโทพามีนกับโปรตีนพาหะ 

3. ฉีดกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูใหสรางแอนติบอดีตอแร็กโทพามีน 
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4. เตรียมเซลลไฮบริโดมาที่มีความสามารถในการผลิตแอนติบอดีและคัดเลือกเซลล
ไฮบริโดมาที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอแร็กโทพามีนดวยวิธี ELISA 

5. ศึกษาลักษณะสมบัติเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได 
5.1 การทดสอบไอโซไทป (isotype) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอแร็กโทพามีน  

5.2 การทดสอบความไว (sensitivity) 

5.3 การทดสอบปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมและสารนอกกลุมเบตาอะโกนิสต  
5.4 การทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ 

6. วิเคราะหขอมูล สรุปผลการทดลอง และเขียนวิทยานิพนธ 

 
1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 ไดเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอแร็กโทพามีนและทราบ

ลักษณะเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

2.1 แนวคิดและทฤษฎี 

 2.1.1 สารเบตาอะโกนิสต (Beta-adrenergic agonists)  

สารเบตาอะโกนิสต เปนสารเคมีสังเคราะหที่ถูกจัดอยูในกลุมยาอะดรีเนอจิก (adrenergic 

drugs หรือ sympathomimetics) ที่มีโครงสรางคลายสารสื่อประสาทกลุมแคเทคโคลามีน 

(catecholamine) ดังนั้นสารเบตาอะโกนิสตจึงสามารถออกฤทธิ์โดยการจับกับตัวรับชนิดเบตา 

(beta-adrenergic receptor) บนผิวเซลลเปาหมาย ทําใหเกิดการกระตุน adenylyl cyclase ทํา

ใหระดับ c-AMP ภายในเซลลสูงขึ้น สงผลใหเกิดการกระตุน protein kinases ซึ่งจําเปนตอ

กระบวนการ phosphorylation ของโปรตีนและเอนไซมตางๆ การตอบสนองที่เกิดขึ้นจะขึ้นกับชนิด

ของโปรตีนและเอนไซมของแตละอวัยวะ เชน ถาเกิดที่หัวใจจะสงผลทําใหหัวใจทํางานมากขึ้น 

หรือทําใหกลามเนื้อเรียบคลายตัว เปนตน โดยตัวรับชนิดเบตาบนผิวเซลลสามารถแบงออกไดเปน 

2 ชนิดคือ เบตาวัน (β1) และเบตาทู (β2) ตัวรับเบตาวันจะพบที่ หัวใจและระบบประสาท สวน

ตัวรับเบตาทูจะพบที่หลอดเลือด ทอทางเดินอาหาร เซลลไขมันและเซลลกลามเนื้อ (Blander และ

คณะ,1993) โดยสารกลุมเบตาอะโกนิสตสามารถออกฤทธิ์ตอระบบตาง ๆ ของรางกายได

คลายคลึงกัน แตทั้งนี้สารแตละตัวจะออกฤทธิ์ตอระบบตาง ๆ ของรางกายแตกตางกันไป ดวยเหตุ

นี้การนําสารกลุมนี้มาใชในการรักษาจึงขึ้นอยูกับคุณสมบัติของสารแตละตัววาออกฤทธิ์เจาะจงที่

ตัวรับชนิดใด เชน ถาออกฤทธิ์ที่ตัวรับชนิดเบตาวัน จะกระตุนการเตนหัวใจ ดังนั้นจึงนํามาใชรักษา

กรณีหัวใจเตนออนหรือหยุดเตน สําหรับสารบางตัวที่ออกฤทธิ์ตอตัวรับเบตาทู ซึ่งมีผลทําให

หลอดลมขยายตัวนั้น จึงนิยมนํามาใชรักษาอาการหอบหืดและหลอดลมตีบในผูปวยโรคหอบหืด 

โดยสารเบตาทูอะโกนิสตที่นิยมใชเปนยาขยายหลอดลมไดแก เทอบูตาลีน  (terbutaline)             

ฟโนเทอรอล (fenoterol) และซัลบูทามอล (salbutamol) (สุพล เลื่องยศลือชากุล, 2534) 

สําหรับการใชสารกลุมเบตาทูอะโกนิสต (β2-agonists) ในสัตวมักถูกนํามาใชเปนสาร

กระตุนการเติบโต โดยใชสารกลุมที่ออกฤทธิ์ที่ตัวรับชนิดเบตาทู ซึ่งจะทําใหไขมันสลายตัวในเซลล

ไขมันมากขึ้น และทําใหกลามเนื้อขยายมากขึ้น เนื่องจากมีการสรางโปรตีนเพิ่มข้ึนในเซลล

กลามเนื้อโครงราง (Moloney,1990) ดวยเหตุผลทั้งสองประการนี้ จึงทําใหมีผูลักลอบใชสารกลุม

เบตาทูอะโกนิสตกันมาก แมวาจะผิดกฎหมายไมเวนแมแตในประเทศที่พัฒนาแลว การใชสาร
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ดังกลาวนี้จะใชติดตอกันหลายวันในระยะขุนใกลสงตลาด จึงทําใหมีการตกคางในอวัยวะตางๆ ใน

ปริมาณสูง เนื่องจากมีการสะสมในรางกาย โดยระดับที่ใชผสมอาหารสัตวประมาณ 2-8 มิลลิกรัม

ตอกิโลกรัม (ppm) จึงจะทําใหไขมันสันหลังบางลง สารเบตาทูอะโกนิสตที่นิยมใชเปนสารผสมใน

อาหารสัตวในปจจุบันไดแก เคลนบูเทอรอล (clenbuterol) แร็กโทพามีน (ractopamine) และ    

ไคมาเทอรอล (cimaterol) 

2.1.1.1 พิษและผลขางเคียงของสารเบตาอะโกนิสต 

ผลขางเคียงของสารเบตาอะโกนิสต สวนใหญเกิดจากการออกฤทธิ์กระตุนระบบ

ประสาทสวนกลาง ไดแก อาการหวาดกลัว กระวนกระวาย หัวใจเตนถี่ หรือเตนไมเปนจังหวะ  

นอนไมหลับ มึนงง สับสน ความอยากอาหารลดลง คลื่นไสอาเจียน กลามเนื้อส่ันโดยเฉพาะ

บริเวณมือและขา และบางกรณีอาจเกิดผลขางเคียงตอระบบไหลเวียนโลหิต ซึ่งขึ้นกับวาสารนี้ไป

กระตุนที่ตัวรับชนิดใด เชน ในสารกลุมนี้บางตัวกระตุนตัวรับชนิดเบตาวัน จะทําใหความดันเลือด

ต่ํา เวียนศีรษะ เปนลม หากไดรับสารนี้ในปริมาณมากๆ อาจทําใหเสียชีวิตทันที เนื่องจากการเตน

ของหัวใจผิดปกติ นอกจากนี้มีรายงานเกี่ยวกับพิษของสารเบตาอะโกนิสตในกรณีตกคางในอาหาร 

เชน เมื่อปพ.ศ. 2533 ในประเทศฝรั่งเศส มีกรณีตัวอยางการเกิดพิษของสารเบตาอะโกนิสต จาก

ประชาชนจํานวน 22 คน (8 ครอบครัว) ไดรับประทานตับวัว หลังจากนั้นประมาณ 1-3 ชั่วโมง      

มีอาการปวดศีรษะ กลามเนื้อส่ัน มือส่ัน หัวใจเตนเร็ว เมื่อตรวจสอบหาสาเหตุพบวา เกิดจากการ

บริโภคตับวัวที่มีปริมาณเคลนบูเทอรอลตกคางอยูในปริมาณ 0.375-0.50 ppm ในตัวอยางตับที่

นํามาวิเคราะห และเมื่อปพ.ศ. 2533 ประเทศสเปน มีรายงานถึงปญหาจากการบริโภคตับวัวที่มี

สารเบตาอะโกนิสตตกคางอยู โดยผูปวยเกิดอาการใจสั่น หัวใจเตนรัว ปวดศีรษะ คลื่นไส และ

กลามเนื้อกระตุก หลังจากการบริโภคเปนเวลา 15 นาทีถึง 6 ชั่วโมง อาการคงอยูนาน 90 นาทถีงึ 6 

วัน จากการวิเคราะหปสสาวะผูปวย และจากการวิเคราะหตัวอยางตับวัวพบสารดังกลาวใน

ปริมาณ 0.16-0.35 ppm นอกจากนี้ในป พ.ศ. 2539 ประเทศอิตาลี มีรายงานถึงปญหาสาร

เบตาอะโกนิสตตกคาง โดยมีประชาชนจํานวน 62 คน รับประทานเนื้อวัวแลว มีอาการหัวใจ         

เตนเร็ว ใจส่ัน กลามเนื้อส่ัน และมีอาการทางประสาทและคลื่นไส จากการตรวจวิเคราะหเนื้อวัว 

พบวามี เคลนบูเทอรอลตกคางอยู 0.8-7.45 ppm (สุพล เลื่องยศลือชากุล, 2534) 
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  2.1.1.2 กฎหมายเกี่ยวกับสารเบตาอะโกนิสตในประเทศตางๆ 

                        เนื่องจากผลขางเคียงและพิษของการตกคางสารในกลุมเบตาอะโกนิสตตอ

รางกายมนุษย ดังนั้นจึงมีหลายประเทศทั้งในยุโรป อเมริกา รวมทั้งเอเชีย มีการหามใชสารเบตา 

อะโกนิสตกับสัตวที่ใชเลี้ยงไวเปนอาหาร อาทิเชน เบลเยี่ยม ออสเตรเลีย เนเธอรแลนดและสหภาพ

ยุโรป ฮองกง สิงคโปร เปนตน แตสําหรับประเทศสหรัฐอเมริกาไดหามใชเฉพาะเคลนบูเทอรอล

และซัลบูตามอลเทานั้นในการนํามาเลี้ยงสัตวที่ใชในการบริโภค สําหรับผูละเมิดการใชสาร

ตองหามเหลานี้มีโทษทั้งปรับและจําคุก 

  สําหรับประเทศไทย กรมปศุสัตวไดอาศัยอํานาจตาม พ.ร.บ. ควบคุมคุณภาพ

อาหารสัตว พ.ศ. 2525 ออกประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณลงวันที่ 3 ธันวาคม 2525 หาม   

มิใหมีการนําเขาอาหารสัตวทุกประเภทที่มีสารเคมีกลุมเบตาอะโกนิสตเปนสวนผสม และหามใช

สารเคมีกลุมดังกลาวทุกชนิดเปนวัตถุดิบที่เติมในอาหารสัตวที่ผลิตเพื่อขาย นอกจากนี้กรมปศุสัตว

ไดออก พ.ร.บ.ควบคุมคุณภาพอาหารสัตว (ฉบับที่ 2) พ.ศ. 2542 โดยใหกฎหมายฉบับดังกลาวมี

อํานาจบังคับครอบคลุมถึงฟารมเลี้ยงสัตวดวย จากเดิมที่ควบคุมเฉพาะผูผลิต ผูคา และผูนําเขา

อาหารสัตว เพื่อชวยใหเจาหนาที่สามารถเขาไปตรวจสอบและควบคุมผูเลี้ยงมิใหใชสารกลุม

เบตาอะโกนิสต ในการเลี้ยงสัตวและมีผลบังคับใชตั้งแตวันที่ 25 มีนาคม 2542  

2.1.2 แร็กโทพามีน (Ractopamine) 

 แร็กโทพามีน เปนสารเคมีสังเคราะหที่จัดอยูในกลุมเบตาทูอะโกนิสต มีชื่อทางเคมีคือ            

4-Hydroxy-α-[[[3-(4-hydroxyphenyl)-1-methylpropyl]amino]methyl] benzenemethanol 

hydrochloride สูตรทางเคมีคือ C18H23NO3·HCl มวลโมเลกุลเทากับ 337.85  มีลักษณะเปนผงสี

ขาวถึงครีม ละลายในตัวทําละลายที่มีขั้ว แร็กโทพามีนเปนสารเคมีที่ไดรับการจดทะเบียนใหใช

เปนสารผสมในอาหารสัตวใชในปศุสัตวจากสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยาสหรัฐอเมริกา

เมื่อป 2003 (FDA, 2003) โดยใชชื่อทางการคาคือ เพยลีน (Paylean®) สําหรับใชในสุกร สําหรับ

ใชในวัวจะมีชื่อเรียกวา โอตาเฟรก (Optaflexx®) โดยโครงสรางทางเคมีของแร็กโทพามีนและสาร

ในกลุมเบตาอะโกนิสต ดังแสดงในรูปที่ 2.1 
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  2.1.2.1 การออกฤทธิ์ของสารแร็กโทพามีน 

สารกลุมเบตาอะโกนิสตจะทํางานโดยจับรีเซบเตอรในเนื้อเยื่อเปาหมายโดยตรง

และสามารถยับยั้งการทํางานของอินซูลิน (insulin) ดวยการไปกระตุนการสังเคราะห dibutyryl 

cyclic adenosine monophosphate (dbcAMP) ซึ่งมีผลใหอินซูลินเขาจับรีเซบเตอรที่เซลลไขมัน

ของสุกร โดยพบวา dbcAMP สามารถลดการจับของอินซูลินได 40% และ 20% ที่ระดับของ

อินซูลิน 1.8 และ 25.8 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของเนื้อเยื่อไขมันสุกร (Liu และ Mill,1989) และมี

รายงานเพิ่มเติมวา แร็กโทพามีนและเคลนบูเทอรอล จะไมสามารถลดการจับของอินซูลินกับ        

รีเซบเตอรได ในกรณีไมมีเอนไซม adenosine deaminase อยูดวย จึงสรุปวา การทํางานของ

อินซูลินในการสรางไขมัน จะถูกยับยั้งโดย dbcAMP จึงสงผลทําใหกระบวนการสังเคราะหไขมัน

ลดลง ทําใหกระบวนการสลายไขมันเพิ่มข้ึน (Liu และ Mill,1990) รายงานวิจัยของ Moloney และ

คณะ(1990) ไดทําการศึกษาสารแร็กโทพามีนซึ่งเปนสารเบตาอะโกนิสตที่ออกฤทธิ์ตอตัวรับชนิด

เบตาทบูนผิวเซลลวามีผลตอกระบวนการสะสมไขมัน และกระบวนการสลายไขมัน  

แร็กโทพามีนมีผลตอกระบวนการเมตาบอลิซึมของกลามเนื้อโครงรางดวยดังในรายงาน

วิจัยของ Anderson และคณะ (1987) พบวา การใชแร็กโทพามีนที่ระดับ 20 ppm มีผลทําใหเกิด

การขยายของกลามเนื้อ และพบวา ปริมาณโปรตีนในกลามเนื้อของสวน semitendinosus 

muscle เพิ่มข้ึน สวนปริมาณ RNA ในกลามเนื้อไมมีการเปลี่ยนแปลงจากเดิม ในสวนอัตราการ

สังเคราะหโปรตีนพบวา ในกลุมที่ไดรับแร็กโทพามีนมีอัตราการสังเคราะหโปรตีนสูงกวากลุม

ควบคุม สงผลทําใหอัตราการสะสมโปรตีนในกลามเนื้อสูงขึ้น ในทํานองเดียวกัน Bergen และ

คณะ (1987) ทําการทดลองในสุกร พบวาการใชแร็กโทพามีนที่ระดับ 20 ppm มีผลใหอัตราการ

สังเคราะหโปรตีนเพิ่มข้ึน ในขณะที่อัตราการสลายโปรตีนลดลง 

นอกจากนี้มีงานวิจัยของ Armstrong และคณะ (2004) พบวา การใชแร็กโทพามีนใน

ระดับ 20 ppm รวมกับอาหารและเลี้ยงเปนเวลา 34 วัน สุกรที่เล้ียง 34 วัน และไดรับแร็กโทพามีน

ที่ระดับ 20 ppm จะมีน้ําหนักซากสูงกวาสุกรที่ไดรับแร็กโทพามีนที่ระดับ 10 ppm สําหรับการ

ประเมินคุณภาพเนื้อ พบวา เนื้อไมติดมัน ปริมาณเนื้อแดงสูง และเนื้อบริเวณซีกโครงสูงขึ้นเมื่อ

สุกรไดรับแร็กโทพามีนในระดับ 10 และ 20 ppm เปนเวลา 34 วันตามลําดับ ในทํานองเดยีวกนักบั

งานวิจัย Hancock และคณะ (1987) และ Prince และคณะ (1987) พบวา การใชแร็กโทพามีน

ระดับ 2.5-3.0 ppm ในสุกรชวงน้ําหนักระหวาง 60-102 กิโลกรัม พบวา ความหนาไขมันสันหลัง 

และปริมาณไขมันเปลวลดลง 0-14% และ 0-19% ตามลําดับ ในสวนของพื้นที่หนาตัดเนื้อสันและ
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ปริมาณเนื้อแดง พบวา เพิ่มข้ึน 4-19% และ 2-6% ตามลําดับ สวนเปอรเซ็นตซากแตกตางพบวา 

เพิ่มข้ึน 0-1%   

 2.1.2.2 มาตรฐานสารตกคางของแร็กโทพามีน  

 สําหรับประเทศในกลุมสหภาพยุโรป และจีนมีการหามไมใหใชสารแร็กโทพามีน

กับสัตวเลี้ยงเพื่อใชสําหรับการบริโภค เนื่องจากมีรายงานเกี่ยวกับผลขางเคียงของสารในกลุม

เบตาอะโกนิสต และรายงานเกี่ยวกับพิษของการตกคางของสารในกลุมเบตาอะโกนิสตใน

ผลิตภัณฑสัตว  จึงทําใหเกิดความเสี่ยงที่ผูบริโภคจะไดรับอันตรายจากสารตกคางเหลานี้ ถึงแมวา

สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยาของสหรัฐอเมริกาไดอนุญาตใหใชสารนี้ผสมในอาหารสุกร

และวัว รวมทั้งอีก 22 ประเทศดวย อยางไรก็ตามประเทศตางๆ ไดออกกฎหมายควบคุมระดับ

สูงสุดที่ยอมรับไดของแร็กโทพามีนในผลิตภัณฑอาหารจากสัตว โดยปกติจะกําหนดเปนขีดจํากัด

สารตกคางสูงสุด ซึ่งเรียกวาคา MRLs (Maximum Residue Limits) แตคา MRL ของแตละ

ประเทศอาจไมตรงกัน ดังนั้นองคการอาหารและเกษตรกับองคการอนามัยโลก (FAO/WHO) จึง

รวมกันตั้งคณะกรรมการอาหารระหวางประเทศ (Codex Alimentarius Commission) ขึ้น เพื่อ

เสนอคา MRL ที่เปนสากลมากขึ้น ดังตารางที่ 2.1 สําหรับในประเทศไทย มีประกาศหามใชสาร

เบตาอะโกนิสตตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 269) พ.ศ. 2546 เร่ือง มาตรฐานอาหาร

ที่มีการปนเปอนสารเคมีกลุมเบตาอะโกนิสต นอกจากนี้ไดมีประกาศสํานักงานคณะกรรมการ

อาหารและยา พ.ศ. 2549 เร่ือง หลักเกณฑ เงื่อนไข และวิธีการตรวจวิเคราะหการปนเปอนสารเคมี

บางชนิดในอาหาร ไดกําหนดการตรวจวิเคราะหคาปริมาณสารในกลุมเบตาอะโกนิสต รวมทั้ง

เกลือของสารและสารในกระบวนการสรางและสลายที่ปนเปอนในอาหารตองนอยกวา 1 

ไมโครกรัมตอกิโลกรัม (1 ppb) 
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ตารางที่ 2.1 ขีดจํากัดสารตกคางสูงสุดของแร็กโทพามีนที่ยอมรับใหมีไดกําหนดโดยคณะกรรมการ

อาหารระหวางประเทศ 

ชนิดสัตว ชนิดอวัยวะสตัว MRLs (ppb) 

โค กลามเนื้อ 

ตับ 

ไต 

ไขมัน 

10 

40 

90 

10 

สุกร กลามเนื้อ 

ตับ 

ไต 

ไขมัน 

10 

40 

90 

10 

แหลงที่มา : Codex Alimentarius Commission, 2007 :24-25. 

 2.1.3    ทฤษฎีทางภูมิคุมกันวิทยา  

2.1.3.1 แอนติเจน (Antigen, Ag) 

   แอนติเจน คือ สารที่สามารถทําปฏิกิริยาอยางจําเพาะกับผลิตภัณฑตางๆ ที่

ตอบสนองโดยระบบภูมิคุมกัน ดังนั้นการเปนแอนติเจน หมายถึง ความสามารถของสารที่จะทํา

ปฏิกิริยาจับแบบจําเพาะกับองคประกอบแบบตางๆ ของระบบภูมิคุมกัน เชน แอนติบอดีหรือตัวรับ

บนผิวเซลล สารที่มีคุณสมบัติเปนแอนติเจนเกือบทุกชนิดจะมีคุณสมบัติการเปนอิมมูโนเจน 

(immunogen) ที่สามารถชักนําการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันอยางจําเพาะ ไมวาจะเปนการ

ตอบสนองของภูมิคุมกันแบบพึ่งเซลล (cell mediated immune response) หรือการตอบสนอง

ของภูมิคุมกันแบบหลั่งแอนติบอดี (humoral immune respone) สวนแอนติเจนที่ไมมีคุณสมบัติ

เปนอิมมูโนเจนที่เรียกวา แฮปเทน ซึ่งเปนสารที่มีโมเลกุลเล็กและมีสมบัติเปนแอนติเจน แตโดยตัว
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สารนั้นไมสามารถชักนําการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันได ดังนั้นเมื่อตองการทําการกระตุนให

ระบบภูมิคุมกันสามารถผลิตและหลั่งแอนติบอดีตอสาร จึงมักทํากระบวนการทางเคมีเชื่อมติด

ระหวางแฮปเทนกับโปรตีนพาหะ เพื่อใหเกิดสารเชิงซอนที่มีคุณสมบัติเปนอิมมูโนเจนได            

โดยสมบัติของอิมมูโนเจนที่กระตุนใหเกิดการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันของสิ่งมีชีวิตโดยทั่วไป

มี 4 ประการ ไดแก ความแปลกปลอม ขนาดของโมเลกุล องคประกอบและความซับซอนทางเคมี 

และความสามารถในการถูกแปรรูปของแอนติเจน เพื่อนําเสนอบนผิวเซลลที่นําเสนอหรือผิวของ

เซลลอ่ืน ๆ (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548)  

2.1.3.2 แอนติบอดี (Antibody, Ab) 

  แอนติบอดีหรืออิมมูโนโกลบูลิน (immunoglobulin , Ig) เปนไกลโคโปรตีนขนาด

ใหญในระบบภูมิคุมกันที่รางกายมนุษยหรือสัตวชั้นสูงอื่นๆสรางขึ้น ซึ่งมีหนาที่ตรวจจับและทําลาย

ฤทธิ์ส่ิงแปลกปลอมตอรางกาย เชน แบคทีเรีย และไวรัส แอนติบอดีแตละชนิดจะจดจําโมเลกุล

เปาหมายที่จําเพาะของมันคือ แอนติเจน โครงสรางโมเลกุลของแอนติบอดีอยูในรูปตัววาย           

(Y shape) ดังรูปที่ 2.2 ประกอบดวยสายพอลิเปปไทด (polypeptide) 4 สาย คือ สวนที่มีน้ําหนัก

โมเลกุลมากเรียกวา Heavy (H) chain 2 สาย และสวนที่น้ําหนักโมเลกุลเบาเรียกวา Light (L) 

chain 2 สาย โดยในโมเลกุลของอิมมูโนโกลบูลินมีพันธะไดซัลไฟดอยูทั้งภายในสายพอลิเปปไทด 

และระหวางสายโพลเิปปไทด ใน L chain พบวามีพันธะไดซัลไฟด 2 แหง สวนใน H chain จะมี

พันธะไดซัลไฟดอยู 4 แหง พันธะแตละแหงจะทําใหสายพอลิเปปไทดขดเปนหวง (loop) จึงทําให L 

chain มี 2 โดเมน (domain) และใน H chain มี 4 โดเมน จากการศึกษาลําดับกรดอะมิโนทั้งใน

สวน H cahin และ L chain พบวา กรดอะมิโนลําดับที่ 1-100 ตัวแรกจากปลาย N (N-terminal) 

ซึ่งเปนโดเมนแรกจะมีการเปลี่ยนแปลงของลําดับกรดอะมิโนสูงมาก จึงเรียกสวนนี้วา บริเวณ

แปรปรวน (Variable region) ซึ่งแตกตางกันในแอนติบอดีแตละชนิด เปนบริเวณที่จับแอนติเจน 

ถาเปน L chain ก็เรียกวา VL ถาเปน H chain ก็เรียกวา VH สวนที่เหลือเปนบริเวณที่มีการ

เปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนนอยมาก เรียกวา บริเวณคงที่ (constant region) ถาเปน L chain ก็

เรียก CL ถาเปน H chain ก็เรียก CH ดังนั้น H chain 1 เสน จึงประกอบดวย VH, CH1, CH2 และ 

CH3 นอกจากนี้สวนบริเวณคงที่จะมีความแตกตางกันตามชนิดของโปรตีน กรณีของ L chain พบมี

อยู 2 ชนิดคือ kappa (κ) และ lambda (λ)  สวนของ H chain มีอยู 5 ชนิดคือ α, μ, γ, δ และ 

ε จึงทําใหสามารถแบงอิมมูโนโกลบูลินออกเปน 5 คลาสคือ IgA, IgM, IgG, IgD และ IgE ดงัรูปที ่

2.3 นอกจากนี้โปรตีนสาย H chain ชนิด γ, δ และ α จะมีบริเวณขอพับ (hinge region) 
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ประกอบดวยกรดอะมิโนโพรลีน (proline) จํานวนมาก ในกรณีของ μ และ ε ไมพบบริเวณขอพับ 

แตละโมเลกุลจะยาวขึ้นอีก 1 โดเมน (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 

  

 

 

 

    

รูปที่ 2.2  โครงสรางพื้นฐานของอิมมูโนโกลบูลิน (ไพศาล สิทธกิรกุล, 2548) 

 

Heavy chain 

Light 
h i

Hinge region 
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รูปที่ 2.3  โครงสรางโดยทัว่ไปของแอนติบอดีทั้ง 5 ไอโซไทป 

(แหลงทีม่า : http://www.ibs.fr\ext\labos\LIM\Myriam.BEN-KHALIFA\fig14.htm\files)                             

2.1.3.3 โมโนโคลนอลแอนติบอดี ( Monoclonal Antibody, MAb) 

 โมโนโคลนอลแอนติบอดี คือ แอนติบอดีหรืออิมมูโนโกลบูลิน ที่มีลักษณะสําคัญคือ MAb 

แตละชนิดจะเปนกลุมของอิมมูโนโกลบูลินที่มีความเหมือนกัน (homogeneous) เพราะถูกสรางมา

จากเซลลหรือโคลนชนิดเดียวกันและมีความจําเพาะสูงตอเพียงอิพิโทปเดียวของโมเลกุลที่เปน

แอนติเจน เซลลที่สราง MAb นั้น สามารถเพาะเลี้ยงในภาชนะใหเจริญเติบโตแบงตัวและหลั่ง

แอนติบอดีออกมาไดในอาหารเลี้ยงเซลล สามารถเก็บเซลลนี้แชแข็งในไนโตรเจน และนํากลับ

ออกมาเพาะเลี้ยงไดอีก เพื่อใหเซลลผลิต MAb ไดอีกในปริมาณและในเวลาที่ตองการ โดยเปน
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ชนิดเดิมไมเปลี่ยนแปลง ซึ่งในอดีตจะเปนการเตรียมแอนติบอดีแบบพอลิโคลนอลแอนติบอดี 

(polyclonal antibody; PAb) หรือการเตรียมแอนติบอดีในรูปแอนติซีรัม โดยโคลนตางๆของบี

เซลลจํานวนมากที่สามารถตรวจจับแตละอิพิโทป เปนผลใหมีการสรางแอนติบอดีหลายชนิด

ปะปนอยูในซีรัม ซึ่งเปนการที่แอนติบอดีแตละชนิดจําเพาะตอแตละอิพิโทปรวมอยูดวยกันในซีรัม 

การเตรียมแบบพอลิโคลนอลแอนติบอดี เปนการยากที่จะใหไดแอนติบอดีที่มีความจําเพาะสูง และ

มีคุณสมบัติเหมือนกันทางดานสัมพรรคภาพ (affinity) คลาสของแอนติบอดี ความจําเพาะ

(specificity) และตองเตรียมแอนติเจนที่จะใชฉีดกระตุนสัตวทดลองใหมีความบริสุทธิ์สูงมาก 

(ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 
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ตารางที่ 2.2  การเปรียบเทยีบระหวางพอลิโคลนอลแอนติบอดีและโมโนโคลนอลแอนติบอดี          

(ชัยวัฒน กิตตกิูล, 2545) 

คุณสมบัติ พอลิโคลนอลแอนติบอดี (PAb) โมโนโคลนอลแอนติบอดี (MAb) 

ความจาํเพาะ 

(Specificity) 

- พบปฏิกิริยาขามกลุม 

- มักไมมีความจําเพาะสงู 

- คงที ่สามารถนํามาใชเปนมาตรฐานได 

- มีความจําเพาะสูง 

สัมพรรคภาพ 

(Affinity) 

- ไมคงที่ เปลี่ยนแปลงตามเวลา
ที่เจาะเลือดสตัวทดลอง 

- คงที ่โดยสามารถทาํการคัดเลือกไดสูง

หรือตํ่าตามความตองการในระหวางขั้น 

ตอนการทําใหไดเซลลเดี่ยว (cloning) 

ปริมาณแอนตบิอดี

ที่ผลิตได 

- ประมาณ 1 มลิลิกรัมตอ

มิลลิลิตร 

- ประมาณ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

ในเซลลเพาะเลี้ยง 

- ประมาณ 20 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตรใน   

ascitic fluid 

ปริมาณแอนตบิอดี

ชนิดอื่นที่ปนเปอน 

 

- อาจสูงถงึ 100% - ไมพบในเซลลเพาะเลี้ยง 

- พบประมาณ 10% ใน ascitic fluid 

ความบริสุทธิข์อง

แอนติเจน 

- ตองใชแอนติเจนที่บริสทุธิ์มาก
หรือทําserum absorption 

- ใชแอนติเจนที่บริสุทธิพ์อสมควร 

ตนทนุในการผลิต - ต่ํา - สูง โดยเฉพาะเวลาเริ่มตนในการผลิต 

 

ขอดีของโมโนโคลนอลแอนติบอดี (ชัยวัฒน กิตติกูล, 2545)   

1. ใชแอนติเจนนอยและไมตองบริสุทธิ์มากในการฉีดกระตุน เนื่องจากสามารถเลือกเซลลที่

มีความจําเพาะตอแอนติเจนไดระหวางการทําใหไดเซลลเดี่ยว 
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2. มีความเปนมาตรฐาน (standardization) สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มี

ลักษณะเหมือนกัน เนื่องจากสามารถผลิตโมโคลนอลแอนติบอดีไดอยางไมจํากัด 

3. มีความจําเพาะสูง (high specificity) เนื่องจากโมโคลนอลแอนติบอดีจะเขาทําปฏิกิริยา

กับอิพิโทปเพียงตําแหนงเดียวบนโมเลกุลของแอนติเจน ดังนั้นจึงมีความจําเพาะสูงมาก 

4. มี affinity สูง เนื่องจากขั้นตอนการผลิตสามารถทําการคัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดี

ที่มี affinity สูงตอแอนติเจนได ดังนั้นจึงสามารถนําไปใชไดในความเจือจางสูง ทําใหลด

ปฏิกิริยารบกวน (background) ในการทดลองได นอกจากนี้สามารถนําไปใชในการทํา

ใหแอนติเจนบริสุทธิ์ไดอีกดวย 

5. การเก็บเซลล สามารถเก็บเซลลที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีไวเปนเวลานานเปนปๆ

ในไนโตรเจนเหลว และสามารถนํากลับมาเลี้ยงเพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีไดอีก

เมื่อตองการ 

ขอเสียของโมโนโคลนอลแอนติบอดี (ชัยวัฒน กิตติกูล, 2545)    

1. การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี มีกรรมวิธีคอนขางยุงยากในการผลิตเมื่อเทียบกับการ

ผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดี เนื่องจากตองใชแรงงาน เวลา และคาใชจายสูงในการผลิต 

2. ความจําเพาะ ในกรณีโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่เตรียมมีความจําเพาะสูงเกินไปที่จะใชใน

การตรวจวินิจฉัยโรค 

3. ความไวตอการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของแอนติเจน เนื่องจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีมี

ความจําเพาะที่สูงมาก จึงมีความไวตอการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของแอนติเจนซึ่งเกิดขึ้น

ระหวางที่แอนติเจนเกาะกับพื้นผิว หรือสภาวะที่ใชในการทดลอง 

4. คุณสมบัติเปลี่ยนแปลงไดงายระหวางขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์ เนื่องจากบางกรณีโมโน
โคลนอลแอนติบอดีมีความไวตอการเปลี่ยนแปลงของ pH, ionic strength และปจจัยอื่นๆ 

ซึ่งพอลิโคลนอลแอนติบอดี มักมีความไวตอการเปลี่ยนแปลงเหลานี้นอยกวา เนื่องจากวา 

แอนติบอดีบางกลุมยังสามารถทํางานได 
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2.1.3.4 การผลิตโมโนโลนอลแอนติบอดี 

  การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี เปนการผลิตแอนติบอดีที่มีความจําเพาะสูง

พัฒนาโดย Köhler และ Milstein ในป ค.ศ. 1975 โดยการนําบีเซลลที่ถูกกระตุนดวยแอนติเจนที่

ตองการใหสรางแอนติบอดีมาหลอมรวมกับเซลลมะเร็งของเซลลพลาสมาหรือเซลลไมอิโลมา 

(myeloma celll) โดยการใช polyethylene glycol กลายเปนเซลลลูกผสมหรือเซลลไฮบริโดมา 

(hybridoma) ซึ่งมีคุณสมบัติเปนอมตะของเซลลมะเร็ง และสามารถสรางแอนติบอดีได เนื่องจาก

เซลลไมอิโลมาจะใหคุณสมบัติความเปนอมตะ ในขณะที่บีเซลลซึ่งมีอายุจํากัดใหคุณสมบัติในการ

ผลิตแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตามตองการ ในทางปฏิบัติไมสามารถหลอมรวมทุกเซลลเพื่อผลิต

ไฮบริโดมาไดทั้งหมด แตมีทั้งเซลลที่หลอมรวมกันเองและไมหลอมรวมกัน และมีไฮบริโดมาที่ไม

ตองการปะปนอยูจํานวนมาก ดังนั้นจึงตองหาสภาพที่เลือกใหเฉพาะเซลลไฮบริโดมาเทานั้นที่

สามารถมีชีวิตอยูรอดและเจริญได วิธีที่ใชโดยทั่วไป ไดแก การใชเซลลไมอิโลมาที่มีความบกพรอง

ของเอนไซม (โดยการคัดเลือกหลังจากการทําใหผาเหลา) ที่เกี่ยวกับแนวทางการสังเคราะห         

นิวคลีโอไทดใน salvage pathway ซึ่งทําใหไมสามารถเจริญใน HAT medium (อาหารเลี้ยงเซลล

ที่เสริมดวย hypoxanthine, aminopterin และ thymidine) ซึ่งเมื่อนําเซลลผสมที่ไดมาเลี้ยงใน 

HAT medium นี้ เซลลไมอิโลมาที่ไมหลอมรวมหรือหลอมรวมกันเองจะไมสามารถมีชีวิตรอดได 

ดังนั้นจึงมีเฉพาะเซลลไฮบริโดมาที่หลอมรวมระหวางเซลลไมอิโลมากับบีเซลลเทานั้นที่มีชีวิตรอด

เพราะไดเอนไซมใน salvage pathway จากบีเซลล สวนบีเซลลที่ไมหลอมรวมหรือหลอมรวม

กันเองจะมีชีวิตรอดเพียงระยะสั้นๆ และตายเอง (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 

 การคัดเลือกของ HAT medium เปนการใชพื้นฐานจากเซลลสัตวเลี้ยงลูกดวยนม สวน

ใหญสามารถสังเคราะหนิวคลีโอไทดได 2 แนวทาง คือ de novo payhway และ salvage 

pathway ในกรณีของ de novo pathway มีข้ันตอนการยายหมู methyl หรือ formyl จาก 

tetrahydrofolate ซึ่งเอนไซมสามารถถูกยับยั้งโดย aminopterin (folic acid analog) ดังนั้นเมื่อ 

de novo pathway ถูกยับยั้ง เซลลก็จะหันมาใช salvage pathway โดยการเปลี่ยนพิวลีน 

(purine) หรือไพริมดิีน (pyrimidine) เปนนิวคลีโอไทดโดยตรง เพื่อใชในการสังเคราะหดีเอ็นเอและ

อารเอนเอ เอนไซมที่ใชใน salvage pathway ไดแก hypoxanthine-guanine phosphoribosyl 

transferase (HGPRT) และ thymidine kinase (TK) การผาเหลาของเอนไซมตัวใดตัวหนึ่งจะ

ยับยั้งการใช salvage pathway เนื่องจากใน HAT medium สวนของ aminopterin ใชขัดขวาง  

de novo pathway สวน hypoxanthine และ thymine ทําใหเซลลสามารถเจริญไดใน salvage 
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pathway ดังนั้นเซลลที่ขาดเอนไซม HGPRT หรือ TK จะตายใน HAT medium เพราะไมสามารถ

ใช salvage pathway ในการสังเคราะหนิวคลีโอไทดสําหรับสรางดีเอ็นเอหรืออารเอนเอ (ไพศาล 

สิทธิกรกุล, 2548) 

 เทคโนโลยีของการผลิตไฮบริโดมามักจะใชเซลลไมอิโลมาที่ผาเหลา 2 ประการ (double 

mutants) คือเอนไซม HGPRT บกพรอง (HGPRT-) และไมสามารถสรางอิมมูโนโกลบูลิน           

(Ig- mutant) เพื่อใหแนใจวาการสรางแอนติบอดีจากไฮบริโดมาถอดรหัสมาจากยีนของเซลลมาม 

(spleen cell) โดยเซลลไมอิโลมาเพียงแตทําใหเซลลเปนอมตะเทานั้น เมื่อไดไฮบริโดมาที่ผลิต

แอนติบอดีแลวตองมีการคัดเลือกเซลลที่เฉพาะที่สรางแอนติบอดีจําเพาะตอแอนติเจนที่ตองการ 

วธิีที่ใชคัดเลือกโดยทั่วไป ไดแก ELISA และ Immunoassay ตางๆ หลังจากสามารถพิสูจนทราบ

เซลลไฮบริโดมาที่มีความจําเพาะที่ตองการไดแลวตองทําการโคลนซ้ํา (reclone) เพื่อใหแนใจวา

เซลลนั้นมีตนกําเนิดจากเซลลเดียวกัน และขยายเพิ่มจํานวนเพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี

ตอไป (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.4  แนวทางการสังเคราะหดีเอนเอของ de novo pathway และการสังเคราะหดีเอนเอของ 

salvage pathway ในเซลลปกติ 

(แหลงทีม่า : http://www.reactome.org/figures/denovo_UMP_synthesis.jpg) 

(De novo pathway) (De novo pathway) 

(Salvage pathway) 

(Salvage pathway) 
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รูปที่ 2.5  ข้ันตอนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

(แหลงทีม่า : http://www.biology.iupui.edu/biocourses/Biol540/6secondwavefullCSS.html) 

2.1.4 หลักการของ ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) 

ในการตรวจเพื่อตองการทราบวา สารเบตาอะโกนิสตมีอยูหรือไมในเนื้อสัตวจําเปนตองมี

วิธีการตรวจที่มีประสิทธิภาพ ปจจุบันหองปฏิบัติการหลายแหงทั่วโลก รวมทั้งหองปฏิบัติการของ

กรมปศุสัตวจะใชวิธี Enzyme immunoassay (EIA) และวิธี Gas chromatography-Mass 

spectrometry (GC-MS) โดยมักใชการตรวจ EIA เปนวิธีใชสําหรับตรวจคัดกรองตัวอยางเบื้องตน 

(screening test) เพื่อยืนยันวาตัวอยางนั้นมีสารที่ตองการตรวจสอบตกคางในเนื้อสัตวหรือไม ซึ่ง

ทําใหสามารถพิสูจนไดวา ตัวอยางนั้นปลอดภัยสําหรับการบริโภคหรือไม สวนวิธี GC-MS เปนวิธี

ที่ใชตรวจวิเคราะหหาชนิดและปริมาณของสารตางๆ ในเนื้อสัตวที่มีปริมาณนอยมากระดับหนึ่งใน

พันลาน (ppb) แตใชเวลาการวิเคราะหนานกวา จึงนิยมใชเปนวิธีที่ใชยืนยันผลการตรวจวิเคราะห 
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หลักการ ELISA หรือ EIA คลายกับ RIA (Radioimmunoassay) ซึ่งเปนวิธีที่ใชหลักการ

ของการทําปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดี เพียงแตใชเอนไซมแทนสารกัมมันตรังสีเชื่อม 

ตอกับแอนติบอดี เอนไซมจะเปนตัวเรงปฏิกิริยาเปลี่ยนสับสเตรตที่ไมมีสีเปนผลิตภัณฑที่มีสี 

(chromogenic substrate) โดยทั่วไปเอนไซมตางๆ ที่นิยมใชใน ELISA เชน เอนไซม alkaline 

phosphatase เรงปฏิกิริยาเปลี่ยน p-nitrophenylphosphate (pNPP) เปน p-nitrophenol ซึ่งเปน

สารที่มีสีเหลือง หรือเอนไซม horseradish peroxidase ที่มีสับสเตรตหลายชนิด ไดแก 2,2’-azo-

bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS), o-phenylenediamine (OPD) และ 

3,3’5,5’- tetramethylbenzidine base (TMB) โดยจะเรงปฏิกิริยาไดผลิตภัณฑที่มีสีเขียว สีสม    

และสีน้ําเงิน ตามลําดับ จากนั้นการแปลผลการทดสอบ จะขึ้นอยูกับความเขมสีหรือการดูดกลืน

แสงที่เกิดจากการยอยสับสเตรต (substrate) ที่เหมาะสมกันของเอนไซมนั้นๆ โดยเทคนิคของ 

ELISA นั้นมีขอดีคือ มีความจําเพาะและความไวสูงสามารถหาปริมาณของสารที่ตองการวิเคราะห

ไดในระดับนาโนกรัมหรือหนึ่งในพันลานสวน (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 

การพัฒนา ELISA รูปแบบตางๆ ทําใหสามารถใชในเทคนิคนี้ในการตรวจสอบทั้ง

แอนติเจนหรือแอนติบอดีในแงคุณภาพและปริมาณได การตรวจสอบในเชิงปริมาณสามารถทําได

โดยใชแอนติเจนหรือแอนติบอดีที่ทราบปริมาณ เพื่อเตรียมกราฟมาตรฐานสําหรับเปรียบเทียบกับ

ผลที่ไดจากตัวอยาง โดยเทคนิคของ ELISA ที่นํามาใชในงานวิจัยนี้สามารถแบงเปน 2 แบบคือ 

1) Indirect ELISA ใชสําหรับตรวจสอบแอนติบอดี เชน การคัดเลือกไฮบริโดมาที่สามารถ

ผลิตแอนติบอดีตอแอนติเจน หรือตรวจแอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนในซีรัม วิธีนี้เหมาะ

สําหรับแอนติเจนบริสุทธิ์หรือบริสุทธิ์บางสวนในปริมาณนอยระดับมิลลิกรัม วิธีนี้เร่ิมดวยการตรึง

แอนติเจนในหลุม จากนั้นทําการบมแตละหลุมดวยสารละลายที่มีแอนติบอดีที่ตองการตรวจสอบ

และลางแอนติบอดีที่ไมจับทิ้งไป จากนั้นทําการเติมแอนติบอดีที่ติดฉลากเอนไซมซึ่งจําเพาะตอ

แอนติบอดีของสัตวที่ใช (เชน แอนติบอดีตัวแรกมาจากหนู แอนติบอดีติดฉลากเอนไซมจะเปน 

anti-mouse Ig จากสัตวตางๆ เชน กระตาย แพะ แกะ เปนตน) หลังจากบมและลาง เติม

สารละลายสับสเตรต และสารหยุดปฏิกิริยา (stop solution) ความเขมสีท่ีเกิดขึ้นจะเปนสัดสวน

โดยตรงกับปริมาณแอนติบอดีตัวแรกที่จับกับแอนติเจนที่ตรึงอยูในหลุม  (ไพศาล สิทธิกรกุล, 

2548) 



 

21

                                            

  

 

รูปที่ 2.6  ขั้นตอนในการตรวจสอบแอนตบิอดีดวยวิธ ีindirect ELISA 

2) indirect competitive ELISA เปนวิธีที่ใชตรวจสอบแอนติบอดีที่อยูในซีรัม หรือ

แอนติบอดีที่อยูในอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาวา แอนติบอดีที่ไดมีความสามารถในการจับกับ

แอนติเจนที่อยูในรูปอิสระไดหรือไม และสามารถนําไปวัดปริมาณแอนติเจนที่ตองไดในกรณีมี

แอนติเจนที่ทราบปริมาณเปนแอนติเจนมาตรฐาน ขั้นตอนในการตรวจสอบคลายกับวิธี indirect 

ELISA เพียงแตในขั้นตอนการเติมแอนติบอดีนั้นจะเติมแอนติเจนมาตรฐานความเขมขนตางๆ หรือ

สารละลายแอนติเจนที่ตองการหาปริมาณลงในหลุมที่มีการตรึงแอนติเจนไวแลว พรอมกับเติม

แอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนนั้นในความเขมขนที่เหมาะสม และนําไปบมกับแอนติบอดีติด

ฉลากดวยเอนไซมเชนเดียวกับวิธี indirect ELISA โดยวิธีนี้จะเปนการแขงขันระหวางแอนติเจนที่

ตรึงอยูที่กนหลุมกับแอนติเจนในสารละลายที่เติมลงไปในการแยงจับกับแอนติบอดี (ไพศาล     

สิทธิกรกุล, 2548) 

 

                                             

 

 

รูปที่ 2.7  ข้ันตอนในการตรวจสอบแอนตบิอดีดวยวิธ ีindirect competitive ELISA 

 

 

 ลาง  ลาง  ลาง 

 ตรึงแอนติเจน  เติมแอนติบอดี  เติมแอนติบอดี
  ติดฉลากเอนไซม 

 เติมสับสเตรต
   และสารที่ทําใหเกิดสี 

 ลาง  ลาง  ลาง 

 ตรึงแอนติเจน    เติมแอนติเจน
  และแอนบอดี 

  เติมแอนติบอดี
    ติดฉลากเอนไซม 

         เติมสับสเตรต
   และสารที่ทําใหเกิดสี 
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2.2 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
Shelver และคณะ (2000)  ไดทําการผลิตเซลลไฮบริโดมาที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดี

ตอแร็กโทพามีน จากการฉีดกระตุนหนู BALB/c เพศเมียอายุ 8 สัปดาห จํานวน 4 ตัวดวย        

แร็กโทพามีนที่เชื่อมเขากับโปรตีน Keyhole limpet hemocyanin (KLH) โดยการฉีดกระตุนครั้ง

แรกจะนําสารที่ไดมาผสมกับ Freund’s complete adjuvant ปริมาณ 100 ไมโครกรัม จากน้ันทํา

การฉีดกระตุนซ้ําจํานวน 4 คร้ัง หางกันครั้งละ 30 วัน โดยผสมสารกับ Freund’s incomplete 

adjuvant ปริมาณ 100 ไมโครกรัม แลวทําการเก็บเลือดหลังจากการกระตุนครั้งสุดทายประมาณ 

10-14 วันพบวา เมื่อนําเลือดหนูมาแยกเอาสวนที่เปนซีรัมมาตรวจหาระดับแอนติบอดีโดยวิธี 

indirect ELISA โดยเคลือบกนหลุมของจานทดสอบ ELISA ดวยแร็กโทพามีนที่เชื่อมกับโปรตีน 

BSA คาไตเตอร (titer) สูงถึง 1:16000 และทําการฉีดกระตุนครั้งสุดทายดวยแร็กโทพามีนปริมาณ 

50 ไมโครกรัมเขาทางเสนเลือดดําบริเวณหาง กอนวันหลอมรวมเซลลเปนเวลา 4 วัน ทําการฉีด

กระตุนครั้งสุดทายแลวนําเซลลมามจากหนูมาหลอมรวมกับเซลลไมอิโลมา Sp2/0Ag14 ดวย 

PEG 1500 ซึ่งไดเซลลไฮบริโดมาที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอแร็กโทพามีนจํานวน 4 โคลน 

คือ โคลนรหัส 4B7, 5G10, 7D12 และ 13B2  จากนั้นทําการคัดเลือกไดใชโคลน 5G10 ในการ

ทดลอง พบวา โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดมีไอโซไทปเปน IgG1к สวนในการทําปฏิกิริยา

แอนติบอดีจะจดจําตําแหนงคารบอนที่ 3 และหมูฟนอลของ N-butylphenol ของสารแร็กโทพามีน

และแอนติบอดีที่ไดมีความสามารถในการตรวจวัดความเขมขนต่ําที่สุดของสารแร็กโทพามีน

เทากับ 1 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และไมพบความสามารถในการทําปฏิกิริยาขามกับสารอ่ืนๆ ใน

กลุมเบตาอะโกนิสต  

Wang และคณะ (2006)  ไดใชเทคนิค HPLC และ ELISA เพื่อตรวจสอบการเจือปนของ

สารแร็กโทพามีนในอาหารเลี้ยงสุกร เมื่อตรวจวิเคราะหอาหารเลี้ยงสุกรที่มีสวนผสมสารแร็กโทพามีน

อยู 50-400 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม มีผลได (recovery) อยูในชวง 105.5-111.4% และ 89.1-92.9% ดวย

เทคนิค ELISA และ HPLC ตามลําดับ และสามารถตรวจวัดปริมาณสารที่ต่ําที่สุดดวยวิธี ELISA        

และ HPLC ไดเทากับ 0.24 และ 0.48 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ  เมื่อนําผลการทดลองมา

เปรียบเทียบระหวางการตรวจสอบดวยเทคนิค HPLC และ ELISA พบวา เทคนิค ELISA เปนเทคนิคที่มี

ความไวและรวดเร็วในการตรวจสอบมากกวาเทคนิค HPLC ดังนั้นจึงนิยมนําเทคนิค ELISA มา

ตรวจสอบขั้นพื้นฐานหาสารแร็กโทพามีนในอาหารเลี้ยงสุกร กอนนําไปตรวจสอบหาปริมาณดวย   

เทคนิค HPLC 
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Li และคณะ (2007)  ไดทําการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอแร็กโทพามีน โดยการฉีด

กระตุนหนูทดลองดวยแร็กโทพามีนที่เชื่อมกับโปรตีน human serum albumin ทําการตรวจสอบ 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดเปน IgG2a และมีคา IC50 เทากับ 21.25 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และ

คา LOD เทากับ 1.5 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และไมทําปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมดวย  

Xu และคณะ (2007)  ไดใชเทคนิค IAC (Immunoaffinity column) ในการแยกสาร     

แร็กโทพามีนจากตัวอยางใหบริสุทธิ์กอนการตรวจวิเคราะหหาปริมาณสาร โดยใชพอลิโคลนอล

แอนติบอดีตอสารแร็กโทพามีน ซึ่งพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ไดผลิตจากกระตายที่ถูกกระตุนดวย

แร็กโทพามีนที่เชื่อมกับโปรตีน BSA ความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และฉีดกระตุนซ้ําโดย

หางกันเปนเวลา 14 วัน หลังจากกระตุนครั้งที่ 3 ทําการเก็บเลือดจากกระตายไวที่อุณหภูมิ 4   

องศาเซลเซียส ขามคืน จากนั้นทําการปนแยก นําเอาสวนซีรัมที่ไดมาทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธี 

saturated ammonium sulfate และ ทําการผานคอลัมน protein A-Sepharose 4B จากนั้น

นําเอาแอนติบอดีที่บริสุทธิ์มาเชื่อมกับ CNBr-activated sepharose  จะไดคอลัมนสําหรับการ

แยกแร็กโทพามีนจากตัวอยาง แลวทําการตรวจสอบแร็กโทพามีนในตัวอยางพบวา ความเขมขน

ของสารที่นอยที่สุดที่สามารถตรวจสอบไดคือ 0.2 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรในตัวอยางปสสาวะสุกร 

และ 0.5 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรในตัวอยางเนื้อสุกรดวยเทคนิค ELISA และเมื่อทําการทดสอบ

ความจําเพาะของแอนติบอดีที่ไดพบวา ไมทําปฏิกิริยากับสารในกลุมเบตาอะโกนิสต จากนั้นทํา

การยืนยันผลโดยใชเทคนิค LC-MS พบความสัมพันธในการตรวจสอบระหวางเทคนิค ELISA กับ 

LC-MS สูงกวา 0.89 

ปยะนุช เรืองศรีอรัญ (2548)  ไดผลิตเซลลไฮบริโดรมาที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ

สารเคลนบูเทอรอล ซึ่งเปนสารที่อยูในกลุมเบตาอะโกนิสต จากการฉีดกระตุนหนูดวยสาร            

เคลนบูเทอรอลที่เชื่อมเขากับโปรตีน Bovine serum albumin (BSA) ไดโมโนโคลนทั้งหมด 7 

โคลน คือ โคลนรหัส 3/9B 1/7C 1/11G 3/9A 3/6C 6/11Dและ 6/11G โดยโมโนโคลนอล

แอนติบอดีทั้งหมดมีไอโซไทปเปน IgG1 และมีคา IC50 อยูระหวาง 0.08-0.72 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร นอกจากนี้แอนติบอดีที่ไดมีความสามารถในการตรวจวัดความเขมขนต่ําที่สุดของสาร

เคลนบูเทอรอล (Lower limit of detection; LOD) อยูระหวาง 5-198 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร โดย

งานวิจัยนี้ไดเลือกโคลน 3/9A เนื่องจากใหคา IC50 และ LOD นอยสุด และเมื่อทําใหโมโนโคลนอล

แอนติบอดีที่ไดจากโคลน 3/9A บริสุทธิ์ขึ้น จะมีคา IC50 และ LOD เทากับ 4 และ 0.2 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร ตามลําดับ แตสามารถทําปฏิกิริยาขามกับสารอ่ืนๆ ในกลุมเบตาอะโกนิสตทุกชนิด  
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ในป 2551 สํานักตรวจสอบคุณภาพสินคาปศุสัตวของกรมปศุสัตว  ไดพัฒนาวิธีวิเคราะห

น้ําที่ปนเปอนสารเรงเนื้อแดง 10 ชนิด ไดแก ซิมาเทอรอล (cimaterol) ซิมบูเทอรอล (cimbuterol) 

ซัลบูตามอล (salbutamol) แร็กโทพามีน (ractopamine) เคลนโพรเพอรอล (clenproperol)       

เคลนบูเทอรอล (clenbuterol) ริโตดีน (ritodrine) ไอโซซูพรีน (isoxsuprine) มาบวิเทอรอล 

(mabuterol) และ มาเพนเทอรอล (mapenterol) ดวยวิธี LC-MS โดยความเขมขนต่ําสุดที่สามารถ

ตรวจพบได (LOD) และความเขมขนต่ําสุดที่สามารถวิเคราะหปริมาณได (LOQ) อยูในชวง 0.017-

0.37 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และ 0.26-0.46 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ  
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บทที่  3 

อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจยั 

3.1 สัตวทดลองและเซลลที่ใชในงานวจิัย 

ตารางที่ 3.1   สัตวทดลองและเซลลที่ใชในการวิจัย 

สัตวทดลองและเซลล แหลงที่มา 

1. หนูเมาส สายพนัธุ BALB/c (inbred strain) 

    เพศเมีย อายุ 8 สัปดาห 

2. เซลลไมอีโลมา P3/NSI/1-4A4-1 (NS-I) 

สํานักสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลยัมหิดล 

 

ATCC No: TIB 18 

 

3.2 เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในงานวิจัย 

ตารางที่ 3.2   เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในงานวิจัย 

เครื่องมือและอุปกรณ แหลงที่มา 

1. เครื่องปนเหวี่ยง 

2. เครื่องผสมดวยแรงหมุน 

3. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง 

4. เครื่องวัดความเปนกรด-เบส 

5. เครื่อง Microtiterplate reader 

6. ตูดูดควัน 

7. ตูบมที่มีคารบอนไดออกไซด 

8. ตูปลอดเชื้อ 

Hettich Zentrifugen (Germany) 

Sientific Industries, Inc. (USA) 

BIO-TEK Instrument, Inc. (USA) 

Metter Toledo (USA) 

Titertek multiskan (Finland) 

Theera Trading co. (Thailand) 

Thermo Electron Corporation (USA) 

International Scientific Supply co.,Ltd. (Thailand)) 
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เครื่องมือและอุปกรณ แหลงที่มา 

9.  ตู -70 องศาเซลเซียส 

10. หมอนึ่งฆาเชื้อ (Autoclave) 

11. อางควบคมุอุณหภูม ิ

12. กลองจุลทรรศนชนิดหวักลับ 

13. ปมลม 

14. ชุดอิเล็กโทรฟอเรซิส 

15. ปเปตแกว 

16. ปเปตอัตโนมัต ิ

17. เข็มฉีดยาขนาด 18G และ 21G 

18. กระบอกฉดียาขนาด 1 และ 5 มิลลิลิตร 

19. ขวดเลี้ยงเซลลขนาด 10 และ 100 มิลลิลิตร 

20. ขวดเลี้ยงเซลลแบบปนกวน 

21. จานทดสอบ ELISA ชนดิ 96 หลุม 

22. จานเลี้ยงเซลลชนิด 96 หลุม 48 หลุมและ 24 หลุม 

23. จานเลี้ยงเซลล 

24. หลอดทดลอง ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

25. หลอดปนเหวี่ยงขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร 

26. หลอดสําหรับแชแข็งเซลล (cryotube) 

ธเนศพฒันา (Thailand) 

Udono-RII Memmert (Japan) 

Memmert (Germany) 

Nikon (Japan) 

Iwaki (Japan) 

Bio-Rad (USA) 

HBG (Germany) 

Gilson (France) 

Nipro (Thailand) 

Nipro (Thailand) 

Nunc (Denmark) 

Techne Incorporated (USA) 

Nunc (Denmark) 

Corning Incorporated (USA) 

Corning Incorporated (USA) 

Axygen (USA) 

CLP (USA) 

Nunc (Denmark) 
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3.3 สารเคมีที่ใชในงานวจิัย 

ตารางที่ 3.3 สารเคมีที่ใชในงานวิจัย 

สารเคมี หนาที ่ แหลงที่มา 

1.   Acrylamide gel  

2.   Aminopterine 

3.   3-amino-5- 

      Morpholinomethyl- 

      2-oxazolidinone (AMOZ) 

4.   3-amino-2-oxazolidinone 

      (AOZ) 

5.   Ammonium hydroxide (NH4OH) 

6.   Ammoniumpersulfate (APS) 

7.   BCATM protein assay kit 

8.   Beta-mercaptoethanol 

9.   Bovine serum albumin (BSA) 

 

10. Brombuterol 

 

 

ใชในเทคนิค SDS-PAGE 

เตรียมอาหารคัดเลือกเซลล 

ทดสอบปฏิกิริยาขามกับ 

สารนอกกลุม 

 

ทดสอบปฏิกิริยาขามกับ 

สารนอกกลุม 

เตรียมตัวทาํละลาย TLC 

เตรียมเจลในเทคนิค SDS-PAGE 

ใชในการหาปริมาณโปรตีน 

ใชในเทคนิค SDS-PAGE 

โปรตีนมาตรฐานและใชเชื่อมตอ 

กับแร็กโทพามีน 

ทดสอบปฏิกิริยาขามกับ 

สารในกลุม  

Sigma-Aldrich (USA) 

Sigma-Aldrich (USA) 

Sigma-Aldrich (USA) 

 

 

Sigma-Aldrich (USA) 

 

Sigma-Aldrich (USA) 

Sigma-Aldrich (USA) 

Pierce (USA) 

Sigma-Aldrich (USA) 

Sigma-Aldrich (USA) 

 

Witega (Germany) 
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ตารางที่ 3.3 สารเคมีที่ใชในงานวิจัย 

สารเคมี หนาที ่ แหลงที่มา 

11. Bromchlorbuterol 

 

12. Bromophenol blue 

13. Chloramphenicol  

  

14. Cimbuterol 

 

15. Citric acid 

16. Clenbuterol 

 

17. Clenproperol 

 

18. Coomassie Brilliant blue R-250 

19. D-glucose 

20. Dichloromethane (CH2Cl2) 

21. Diethyl ether 

22. Dimethylformamide (DMF) 

ทดสอบปฏิกิริยาขามกับ 

สารในกลุม 

เตรียมตัวอยาง SDS-PAGE 

ทดสอบปฏิกิริยาขามกับ 

สารนอกกลุม 

ทดสอบปฏิกิริยาขามกับ 

สารในกลุม 

เตรียมสารละลายบัฟเฟอร 

ทดสอบปฏิกิริยาขามกับ 

สารในกลุม 

ทดสอบปฏิกิริยาขามกับ 

สารในกลุม 

ใชยอมเจล SDS-PAGE 

เตรียมอาหารเลี้ยงเซลล 

เตรียมตัวทาํละลาย TLC 

ใชสลบหนทูดลอง 

ตัวทําละลายแร็กโทพามนี 

Witega (Germany) 

 

Sigma-Aldrich (USA) 

Sigma-Aldrich (USA) 

 

Witega (Germany) 

 

Merck (Germany) 

Sigma-Aldrich (USA) 

 

Witega (Germany) 

 

Pierce (USA) 

Sigma-Aldrich (USA) 

Sigma-Aldrich (USA) 

Sigma-Aldrich (USA) 

Sigma-Aldrich (USA) 
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ตารางที่ 3.3 สารเคมีที่ใชในงานวิจัย 

สารเคมี หนาที ่ แหลงที่มา 

23. Dimethyl sulfoxide (DMSO) 

24. Dioxane 

25. di-Sodium hydrogenphosphate  

26. Fetal calf serum (FCS) 

27. Freund’s complete adjuvant  

28. Freund’s incomplete adjuvant 

29. Glycerol 

30. Glycine 

31. Hydrochloric acid (HCl) 

32. Hydrogen peroxide (H2O2) 

33. Hypoxanthine 

34. Isobutylchloroformate 

35. Isotyping kit 

 

36. Kanamycin 

 

37. L-glutamine 

เตรียมอาหารเก็บเซลล 

ตัวทําละลาย 

เตรียมสารละลายบัฟเฟอร 

เตรียมอาหารเลี้ยงเซลล 

เตรียมแอนติเจน 

เตรียมแอนติเจน 

เตรียม Sample buffer 

เตรียม Running buffer 

เตรียม Tris buffer 

เตรียมสับสเตรต 

เตรียมอาหารคัดเลือกเซลล 

เตรียมแอนติเจน 

ทดสอบไอโซไทปของ 

โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

ทดสอบปฏิกิริยาขามกับ 

สารนอกกลุม 

เตรียมอาหารเลี้ยงเซลล 

Fluke (Switzerland) 

Sigma-Aldrich (USA) 

Merck (Germany 

Invitromax (USA) 

Sigma-Aldrich (USA) 

Sigma-Aldrich (USA) 

Merck (Germany) 

Pacific science (Thailand) 

Merck (Germany) 

Fluka (Switzerland) 

Sigma-Aldrich (USA) 

Merck (Germany) 

Sigma-Aldrich (USA) 

 

Sigma-Aldrich (USA)  

 

Sigma-Aldrich (USA) 
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ตารางที่ 3.3 สารเคมีที่ใชในงานวิจัย 

สารเคมี หนาที ่ แหลงที่มา 

38. Methanol 

39. Metronidazole (MNZ) 

 

40. Norfloxacin  

 

41. O-phenylenediamine (OPD) 

42. Ovalbumin (OVA) 

43. Penicilin G 

  

44. Peroxidase-Rabbit Anti-Mouse 

      IgG (Gamma chain Specific) 

45. Picrylsulfonic acid  

 

46. Polyethylene glycol (PEG)       

47. Pyridine 

48. Pyruvic acid 

เตรียมตัวทาํละลาย TLC 

ทดสอบปฏิกิริยาขามกับ 

สารนอกกลุม 

ทดสอบปฏิกิริยาขามกับ 

สารนอกกลุม 

เตรียมสับสเตรต 

เตรียมแอนติเจน 

ทดสอบปฏิกิริยาขามกับ 

สารนอกกลุม 

ใชในการตรวจวิเคราะหทาง 

เทคนิค ELISA 

ใชในการตรวจวัดประสิทธภิาพ 

การเชื่อมติด 

ใชในการหลอมรวมเซลล 

สารกลางในการเปลี่ยนสาร 

เตรียมอาหารเลี้ยงเซลล 

BDH (England) 

Sigma-Aldrich (USA) 

 

Sigma-Aldrich (USA) 

 

Abkem Iberia L.S. (Spain) 

Sigma-Aldrich (USA) 

Sigma-Aldrich (USA) 

 

Jackson Immuno  

Research (USA) 

Sigma-Aldrich (USA) 

 

Sigma-Aldrich (USA) 

Carlo Erba (USA) 

Sigma-Aldrich (USA)  
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ตารางที่ 3.3 สารเคมีที่ใชในงานวิจัย 

สารเคมี หนาที ่ แหลงที่มา 

49. RPMI 1640 medium 

50. Ractopamine HCl (RAC) 

 

51. Salbutamol 

 

52. Skim milk (นมพรองมนัเนย) 

 

53. Sodium bicarbonate 

     (NaHCO3) 

54. Sodium carbonate (Na2CO3) 

 

55. Sodium chloride (NaCl) 

56. Sodium dihydrogen phosphate 

      (NaH2PO4) 

57. Sodium dodecyl sulphate  

      (SDS) 

58. Sodium pyruvate 

เตรียมอาหารเลี้ยงเซลล 

ทดสอบความจําเพาะของ 

โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

ทดสอบปฏิกิริยาขามกับ 

สารในกลุม 

ใชในการตรวจวิเคราะหทาง 

เทคนิค ELISA 

เตรียมสารละลายบัฟเฟอร 

 

เตรียมอาหารเลี้ยงเซลล 

และแอนติเจน 

เตรียมสารละลายบัฟเฟอร 

เตรียมสารละลายบัฟเฟอร 

 

เตรียมเจลในเทคนิค  

SDS-PAGE 

เตรียมอาหารเลี้ยงเซลล 

Biochrom AG (Germany) 

Sequoia Research 

Products Ltd. (UK) 

Sigma-Aldrich (USA) 

 

AnIine (Thailand) 

 

Sigma-Aldrich (USA) 

 

Merck (Germany) 

 

Merck (Germany) 

Carlo Erba (USA) 

 

Sigma-Aldrich (USA)  

 

Sigma-Aldrich (USA) 
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ตารางที่ 3.3 สารเคมีที่ใชในงานวิจัย 

สารเคมี หนาที ่ แหลงที่มา 

59. Streptomycin 

 

60. Succinic anhydride 

61. Sulfamethazine 

 

62. Sulfuric acid (H2SO4) 

63. Tetracycline hydrochloride 

 

64. N,N,N,N-Tetramethyl- 

      ethylenediamine (TEMED)  

65. Thymidine 

66. Tributylamine 

67. Tris (hydroxymethyl) 

     Aminomethane (Trizma base) 

68. Tween 20 

ทดสอบปฏิกิริยาขามกับ 

สารนอกกลุม 

เตรียมแอนติเจน 

ทดสอบปฏิกิริยาขามกับ 

สารนอกกลุม 

ใชหยุดปฏิกิริยาของเอนไซม 

ทดสอบปฏิกิริยาขามกับ 

สารนอกกลุม 

เตรียมเจลในเทคนิค SDS-PAGE 

 

เตรียมอาหารเลี้ยงเซลล 

เตรียมแอนติเจน 

เตรียมสารละลายบัฟเฟอร 

 

เตรียมสารละลายบัฟเฟอร 

Sigma-Aldrich (USA) 

 

Sigma-Aldrich (USA) 

Sigma-Aldrich (USA) 

 

Merck (Germany) 

Sigma-Aldrich (USA) 

 

Pierce (USA) 

 

Sigma-Aldrich (USA)  

Fluka (Germany) 

Sigma-Aldrich (USA) 

 

Riedel-de Haën (UK) 
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3.4 วิธกีารดําเนินงานวจิยั 

 3.4.1 การเตรียมแอนติเจนสําหรับฉีดกระตุนหนูและสําหรับทํา ELISA  
                     (U.S. Patent No. 6,274,334) 
 

  3.4.1.1 การเปลี่ยนแปลงอนุพนัธของแรก็โทพามีน 

  ทําการเปลี่ยนแปลงแร็กโทพามีนเปน ractopamine-hemisuccinate โดยนําสาร 

ractopamine HCl (RAC) ปริมาณ 34  มิลลิกรัม หรือ 0.1 มิลลิโมล มาทําปฏิกิริยากับสาร 

succinic anhydride ปริมาณ 12 มิลลิกรัม หรือ 0.1 มิลลิโมล ซึ่งละลายอยูใน pyridine ปริมาตร 

2 มิลลิลิตร กวนเบาๆ ดวยแทงแมเหล็ก ทิ้งไวขามคืนที่อุณหภูมิหอง เพื่อใหเกิดปฏิกิริยาโดย

สมบูรณ จากนั้นนําสารละลายที่ไดมาทําการกําจัด pyridine ออกโดยการระเหยดวยกาซ

ไนโตรเจน และตรวจสอบผลการเกิดผลิตภัณฑดวยวิธี Thin-layer chromatography (TLC) โดย

ใชระบบตัวทําละลายที่ประกอบดวย 85% dichloromethane (CH2Cl2) : 15% methanolic 

NH4OH (10%) จากนั้นทําการดูแถบของสาร pyridine, RAC, RAC-hemisuccinate ดวยแสง 

อุลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร นําแถบที่ไดไปคํานวณหาคา Rf สูตรการ

คํานวณหาคาดังนี้ 

  Relative mobility (Rf) =              ระยะทางที่สารเคลื่อนที่ (เซนติเมตร) 

                                                                     ระยะทางที่ตัวทําละลายเคลื่อนที่ (เซนติเมตร) 

สาร ractopamine-hemisuccinate ที่เตรียมไดจะถูกเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

3.4.1.2 การเตรียมแอนติเจนสําหรับฉีดกระตุนหนูทดลอง 

ทําการเชื่อมตอ ractopamine-hemisuccinate กับ bovine serum albumin 

(BSA) ดังรูปที่ 3.1 โดยการนํา ractopamine-hemisuccinate ที่เตรียมไดจากขอ 3.4.1.1 มา

ละลายดวยสารละลายผสมระหวาง DMF:1,4-dioxane ในอัตราสวน 1:1 (v/v) ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร เติมสารละลาย tributylamine ปริมาตร 6.56 ไมโครลิตร หรือ 0.0275 มิลลิโมล กวน

เบาๆ ดวยแทงกวนแมเหล็ก เปนเวลา 10 นาที บนน้ําแข็ง จากนั้นเติมสารละลาย 

isobutylchloroformate ปริมาตร 3.60 ไมโครลิตร หรือ 0.0275 มิลลิโมล กวนเบาๆ ดวยแทงกวน

แมเหล็กเปนเวลา 1 ชั่วโมงที่อุณหภูมิหอง  หลังจากนั้นทาํการเติมสารละลาย BSA ที่ละลายอยูใน 
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0.2 M โซเดียมคารบอเนตบัฟเฟอร (Sodium carbonate buffer) pH 9.0 ที่มีความเขมขน 50 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 500 ไมโครลิตร โดยคอยๆ หยดดวยปริมาตรนอยๆ พรอมทั้งกวน

เบาๆ ดวยแทงแมเหล็กที่อุณหภูมิหอง ทิ้งใหเกิดปฏิกิริยาขามคืน จากนั้นทําการกําจัดสารขนาด

เล็กที่ไมไดเกิดปฏิกิริยาเชื่อมตอออกจากระบบ โดยการนําสารละลายที่ไดไปไดอะลิซิสเปนเวลา 3 

วัน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นําสารละลายที่ไดไปปนเหวี่ยงที่ 10,000 รอบตอนาที                  

ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที เพื่อแยกสารละลายสวนใสออกจากตะกอนสีขาว นําสารละลาย

สวนใสที่ไดไปหาปริมาณโปรตีนที่เชื่อมตอกับแอนติเจนดวยวิธี Bicinchoninic Acid Assay (BCA 

assay) และหาเปอรเซ็นตของการเชื่อมตอของ RAC-BSA ดวยวิธี 2,4,6-Trinitrobenzene 

sulfonic acid (TNBSA) และยืนยันผลการเชื่อมตอดวยการวิเคราะหหามวลโมเลกุลของโปรตีนที่

เปลี่ยนไปดวยวิธี Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass 

spectrometry (MALDI-TOF-MS) โดยสงตัวอยางวิเคราะหที่หนวยบริการชีวภาพ ศูนยพันธุ

วิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ (BIOTEC) จากนั้นนําสารละลายที่เตรียมไดแบงใสหลอด

เก็บที่ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใชสําหรับฉีดกระตุนสัตวทดลองตอไป 
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                      Ractopamine-BSA (RAC-BSA) 

รูปที่ 3.1 การเชื่อมตอระหวาง RAC กับโปรตีนพาหะ BSA โดยใช isobutylchloroformate 

3.4.1.3 การเตรียมแอนติเจนสําหรับทํา ELISA  

ทําการเชื่อมตอ ractopamine-hemisuccinate กับ egg white albumin (OVA) 

เชนเดียวกับขอ 3.4.1.2 โดยความเขมขนของ OVA ที่ใชเทากับ 34 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 

500 ไมโครลิตร 
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3.4.1.4 การวัดปริมาณโปรตีนที่เชื่อมตอกับแอนติเจน 

ทําการหาปริมาณโปรตีนหลังจากการเชื่อมตอกับแร็กโทพามีนดวยวิธี 

Bichoninic acid assay (BCA assay) โดยใชชุดทดสอบ BCATM Protein Assay Kit ของบริษัท 

Pierce โดยทําการเจือจางโปรตีนมาตรฐานใหมีความเขมขน 0, 0.025, 0.125, 0.250, 0.500, 

0.750, 1.0 และ 1.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรดวย PBS และสารตัวอยางถูกเจือจางในอัตราสวนเจือ

จาง 1:10, 1:20 และ 1:40  จากนั้นเตรียม Working reagent ดวยการผสมรีเอเจนต A กับ           

รีเอเจนต B ในอัตราสวน 50:1 (v/v) แลวเติมสารละลายโปรตีนมาตรฐานและสารตัวอยางที่เจือ

จางแตละความเขมขนลงในจานทดสอบชนิด 96 หลุม หลุมละ 25 ไมโครลิตร เติม Working 

reagent ลงไปในหลุมที่มีสารมาตรฐานและสารตัวอยาง หลุมละ 200 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน

เบาๆ ประมาณ 30 วินาที บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนําจานทดสอบชนิด 

96 หลุมออกมาวางไวใหเย็นลงที่อุณหภูมิหองกอนนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

562 นาโนเมตร แลวนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดมาสรางกราฟมาตรฐาน โดยใชความสัมพันธ

ระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 562 นาโนเมตรกับความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน จากนั้นนําคา

การดูดกลืนแสงของสารตัวอยางมาเทียบกับกราฟมาตรฐานเพื่อคํานวณหาปริมาณโปรตีนของสาร

ตัวอยางที่ได 

3.4.1.5 การวัดประสิทธิภาพในการเชื่อมตอของโปรตีนพาหะกับแอนติเจน 

ทําการหาเปอรเซ็นตของการเชื่อมตอของโปรตีนพาหะกับแร็กโทพามีนดวยวิธี 

TNBSA ซึ่งเปนการวัดเปรียบเทียบจํานวนหมูอะมิโนอิสระของโปรตีนกอนและหลังการเชื่อมตอ

โดยทําการเจือจางสารละลายโปรตีนมาตรฐานและสารละลายตัวอยางดวย 0.1 โมลาร โซเดียม 

ไบคารบอเนต pH 8.5 ใหมคีวามเขมขน 0.25, 0.5 และ 1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เติมสารละลาย

โปรตีนมาตรฐานและสารละลายตัวอยางที่เจือจางแลวปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงในหลอดทดลอง 

จากนั้นเติมสารละลาย Picrylsulfonic acid (TNBS) ที่มีความเขมขน 0.05% (w/v) ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร เขยาใหเขากันแลวนําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นนํา

สารละลายมาเติม SDS ที่มีความเขมขน 10% (w/v) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และเติมกรดไฮโดร

คลอริกที่มีความเขมขน 1 นอรมอล ปริมาตร 25 ไมโครลิตร แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนที่ความ

ยาวคลื่น 335 นาโนเมตร (A335) จากนั้นนําคาที่ไดมาคํานวณหาเปอรเซ็นตของหมูเอมีนที่ใชในการ

เชื่อมติดสารจากสูตร เพื่อทําใหทราบถึงเปอรเซ็นตของการเชื่อมของโปรตีนกับแร็กโทพามีน 
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เปอรเซ็นตของหมูเอมีนที่ถูกใช  =   A335 ของโปรตีนพาหะ- A335ของโปรตีนที่เชื่อมกับแร็กโทพามีน 

                                                                              A335 ของโปรตีนพาหะ 

3.4.1.6 การหามวลโมเลกุลของ RAC-BSA  

ทําการหาอัตราสวนโมโลกุลของแร็กโทพามีนที่เชื่อมตอกับโปรตีน BSA ดวยวิธี

MALDI-TOF-MS โดยดูจากมวลโมเลกุลของ BSA ที่เพิ่มข้ึน ซึ่งแสดงวา มีแร็กโทพามีนเชือ่มตอกบั

โปรตีน BSA และนําคามวลโมเลกุลของโปรตีน BSA ที่เพิ่มข้ึนมาคํานวณหาจํานวนโมเลกุลของ

แร็กโทพามีนที่เชื่อมตอกับโปรตีน BSA 1 โมเลกลุ จากสูตร 

จํานวนโมเลกุลของแร็กโทพามีนที่เชื่อมตอ = มวลโมเลกุลของ RAC-BSA – มวลโมเลกุลของ BSA 

                                                                                       มวลโมเลกุล RAC  

3.4.2 การกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูทดลองใหสรางแอนติบอดีตอ RAC 

3.4.2.1 การฉีดกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูทดลองดวย RAC-BSA 

ทําการฉีดกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูทดลองสายพันธุ BALB/c เพศเมีย อายุ 

8 สัปดาหดวยแร็กโทพามีนที่ถูกเชื่อมตอกับโปรตีน BSA โดยในการฉีดกระตุนครั้งแรกจะเปนการ

ผสมแอนติเจนปริมาณ 100 ไมโครกรัม (ตอหนู 1 ตัว) กับ Freund’s complete adjuvant (FCA) 

ในอัตราสวน 1:1 (v/v) แลวฉีดเขาภายในชองทอง (intraperitoneal) ของหนู จากนั้นทําการฉีด

กระตุนอีก 3 คร้ัง ทุกๆ 2 สัปดาห โดยผสมแอนติเจนปริมาณ 100 ไมโครกรัม (ตอหนู 1 ตัว)        

กบั Freund’s incomplete adjuvant (FIA) ในอัตราสวน 1:1 (v/v) หลังจากการฉีดกระตุน 7 วัน 

ทําการเก็บเลือดหนูจากปลายหาง (tail bleeding) นําเลือดที่ไดไปแชทิ้งไวใหแข็งตัวที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง แลวไปปนเหวี่ยงที่ 10000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที แยก

สารละลายสวนใสที่เปนซีรัมมาทําการทดสอบหาระดับแอนติบอดี (antibody titer) ดวยวิธี 

Indirect ELISA ตามวิธีขอ 3.4.2.2 และทดสอบวาแอนติบอดีที่ไดสามารถจับกับ RAC อิสระได

หรือไมดวยวิธี Indirect competitive ELISA โดยใช RAC-OVA ที่เตรียมไดมาเคลือบบนจาน

ทดสอบชนิด 96 หลุมสําหรับ ELISA ตามวิธีขอ 3.4.2.3 จากนั้นเลือกหนูทดลองตัวที่ใหระดับ

แอนติบอดีสูงและสามารถจับกับ RAC อิสระไดไปทําตอในขอ 3.4.3 โดยทําการฉีดกระตุนหนูคร้ัง

X 100 
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สุดทายดวย RAC-BSA ปริมาณ 100 ไมโครกรัมที่ไมมีการผสมกับ Freund’s adjuvant กอนวัน

หลอมรวมเซลล 3-4 วัน 

3.4.2.2 การหาระดับแอนติบอดี (antibody titer) ในซีรัมดวยวิธี Indirect ELISA 

ทําการเคลือบพื้นหลุมของจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุมดวย RAC-OVA 

และ OVA ที่มีความเขมขน 3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-24 ชั่วโมง ลางดวย PBS ที่มี Tween20 (PBS-T) ที่มีความเขมขน 

0.05% (v/v) จํานวน 3 คร้ัง จากนั้นเติมสารละลายนมพรองมันเนย (skim milk) ใน PBS มีความ

เขมขน 5% (w/v) หลุมละ 300 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางดวย 

PBS-T จํานวน 3 คร้ัง เติมสารละลายตัวอยางคือ ซีรัมจากเลือดหนูที่ถูกเจือจางดวยสารละลาย 

BSA ที่มีความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (เพื่อจับกับแอนติบอดีที่จําเพาะตอ BSA) ในอัตรา

การเจือจางตางๆ ตั้งแต 1:1000 -1:1024000 เทา หลุมละ 100 ไมโครลิตร นําไปบมที่ 37       

องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง ลางดวย PBS-T จํานวน 3 คร้ัง จากนั้นเติมแอนติบอดีทุติยภูมิ 

(goat anti-mouse IgG) ที่ถูกเชื่อมกับเอนไซม horse radish peroxidase (GAM-HRP) อัตราการ

เจือจาง 1:10000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางดวย 

PBS-T จํานวน 3 คร้ัง เติมสารละลายสับสเตรตของเอนไซม HRP ซึ่งประกอบดวย OPD และ 

H2O2 ละลายอยูในฟอสเฟตซิเตรทบัฟเฟอร (phosphate citrate buffer)  pH 5.0 ที่มีความเขมขน 

0.15 โมลาร หลุมละ 150 ไมโครลิตร บมในที่มืดอุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที จากนั้นหยุด

ปฏิกิริยาเอนไซมโดยเติมกรดซัลฟวริกเขมขน 2.5 โมลาร หลุมละ 100 ไมโครลิตร นําจานทดสอบ

ชนิด 96 หลมุไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร ดวยเครื่อง microtiterplate 

reader 

3.4.2.3 การทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีในซีรัมตอแร็กโทพามีนในรูป    

อิสระดวยวิธี Indirect competitive ELISA 

นําซีรัมหนูที่ไดมาทําการตรวจสอบดูวา หนูทดลองมีการผลิตแอนติบอดีตอสาร

แร็กโทพามีนที่อยูในรูปอิสระหรือไม ถาแอนติบอดีที่อยูในซีรัมจับกับแร็กโทพามีนที่อยูในรูปอิสระ

ได จะทําใหคาการดูดกลืนแสงในการทํา indirect competitive ELISA ลดลง เนื่องจากเกิดการ

แขงขันระหวางแร็กโทพามีนในรูปอิสระและแร็กโทพามีนที่เชื่อมตอกับโปรตีนที่ยึดติดที่กนหลุม    

ทําใหปริมาณแอนติบอดีที่เหลืออยูในซีรัมไปจับกับแร็กโทพามีนกนหลุมลดลง ทําการทดสอบโดย
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เตรียมแร็กโทพามีนที่มีความเขมขน 5 และ 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร     

ลงในจานทดสอบ ELISA ที่ถูกเคลือบดวย RAC-OVA ความเขมขน 3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตรที่ผานการเติมสารละลายนมพรองมันเนยและลางดวย PBS-T แลว 

ตอจากนั้นนําซีรัมหนูที่ถูกเจือจางดวยสารละลาย BSA ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ลง

ไปในหลุมที่มีสารละลายแร็กโทพามีน แลวนําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 2 ชั่วโมง 

จากนั้นทําตามขั้นตอนในขอ 3.4.2.2 เชนเดียวกับวิธี indirect ELISA 

 3.4.3   การเตรียมและคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ RAC 

  3.4.3.1 การเตรียมสารสื่อในการหลอมรวมเซลล 

นาํโพลีเอทิลีนไกลคอล (polyethylene glycol; PEG) ที่มีมวลโมเลกุล 3000-

3700 ดาลตัน 5 กรัม อุนใหละลายที่อุณหภูมิประมาณ 70 องศาเซลเซียส ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

จากนั้นนําไปผสมกับอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จะได 50%PEG (v/v) 

แบงเก็บใสหลอด หลอดละ 1 มิลลิลิตร (เตรียมโดยวิธีปลอดเชื้อ) จากนั้นนําไปเก็บที่อุณหภูมิ  4 

องศาเซลเซียส สําหรับใชงานในครั้งตอไป 

  3.4.3.2 การเตรียมเซลลมัยอีโลมา 

  นําเซลลมัยอีโลมาสายพันธุ NS-I มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี

ซีรัมจากลูกวัว (fetal calf serum; FCS) ความเขมขน 10% (v/v) โดยทําการเลี้ยงเซลลมัยอีโลมา

ใหอยูในระยะเอกซโพเนนเชียลประมาณ 7 วันกอนทําการหลอมรวมเซลล เพื่อใหไดเซลลจํานวน

มากพอสําหรับการหลอมรวมเซลล ในวันที่หลอมรวมเซลลนับเซลลที่มีชีวิตอยูใหมีจํานวนมากกวา 

107 เซลลตอมิลลิลิตร และนําเซลลมัยอีโลมามาปนดวยความเร็ว 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 

นาที นําสารละลายสวนใสออกแลวเติมอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี gentamycin ความ

เขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เพื่อเตรียมนําไปหลอมรวมกับเซลลมามที่

เตรียมไว 

3.4.3.3 การเตรียมเซลลมาม 

นําหนู BALB/c ที่เลือกไดจากขอ 3.4.2.2 และ 3.4.2.3 ที่ใหระดับแอนติบอดีสูง 

และสามารถผลิตแอนติบอดีตอแร็กโทพามีนที่อยูในรูปอิสระ มาทําใหสลบดวยไดเอทิลอีเธอร 

(diethyl ether) จากนั้นทําการเจาะเลือดจากหัวใจเพื่อเก็บซีรัมไวใชตอไป และทําการเปดชองทอง
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นํามามออกมาดวยวิธีปลอดเชื้อ โดยใชกรรไกรตัดสวนไขมันออกจากมาม และตัดมามใหเปนชิ้น

เล็กๆ บดใหละเอียดบนตะแกรงลวดตาถี่ โดยใชยางปลายดามของที่ดันหลอดฉีดยาขนาด 5 

มิลลิลิตร เมื่อเซลลมามละเอียดพอแลว จากนั้นนําไปปนลางในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี 

gentamycin ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 40 มิลลิลิตรดวยความเร็ว 1500 

รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที นําสารละลายสวนใสออกและเติมอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี 

gentamycin ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เพื่อเตรียมนําไปหลอม

รวมกบัเซลลมามที่เตรียมไว  

3.4.3.4 การหลอมรวมเซลลมามและเซลลมัยอีโลมา (Fusion) 

นําเซลลมัยอีโลมาที่ไดจากขอ 3.4.3.2 มารวมกับเซลลมามที่เตรียมไดจากขอ 

3.4.3.3 ในอัตราสวน 3:1 ผสมใหเขากันเบาๆ แลวเติมอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี 

gentamycin ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรใหไดปริมาตรเปน 30 มิลลิลิตร นําไปปน

เหวี่ยงดวยความเร็ว 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เทสารละลายสวนใสทิ้ง เขยาเบาๆให

เซลลผสมกัน เติม 50%PEG (v/v) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (โดยกอนนําไปใชในการหลอมรวมเซลล 

นําไปบมในตูบมที่อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส) ลงไปพรอมการหมุนหลอดอยางชา ๆ และควบคุม

การหยด PEG ใหหมดภายในเวลา 1 นาที จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี 

gentamycin ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 30 มิลลิลิตร แลวดูดสารละลายขึ้น

ลงเบา เพื่อใหเซลลกระจายไมจับเปนกอน กอนนําไปปนดวยความเร็ว 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 

5 นาที เทสารละลายสวนใสออก ทําเชนนี้ซ้ําอีกครั้ง เพื่อลาง PEG ออกจากเซลล แลวนําเซลลที่

ไดมาเติมอาหารเลี้ยงเซลล HAT ที่มี FCS ความเขมขน 20% (v/v) จากนั้นปเปตสารละลายที่มี

เซลลลงในจานเลี้ยงเซลลชนิด 96 หลุม หลุมละ 200 ไมโครลิตร นําไปบมในตูบมที่มี

คารบอนไดออกไซดความเขมขน 5% ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-14 วัน เมื่อเซลล

ไฮบริโดมาเจริญไดประมาณ 25% ของพื้นที่กนหลุม นําอาหารเลี้ยงเซลลในแตละหลุมไปทดสอบ

วามีการผลิตแอนติบอดีตอแร็กโทพามีนที่อยูในรูปอิสระหรือไมตามวิธีในขอ 3.4.3.5 

3.4.3.5 การคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่สามารถผลิตแอนติบอดีตอ RAC 

ทําการคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดีตอ RAC ดวยวิธี indirect 

ELISA เหมือนขอ 3.4.2.2 แตในขั้นตอนนี้เปนการเคลือบพื้นหลุมของจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 

หลุมดวย RAC-OVA ความเขมขน 3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร หลุมละ 50 ไมโครลิตร และเติม
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อาหารเลี้ยงเซลลที่ไดจากหลุมที่มีเซลลไฮบริโดมาเจริญอยูหลุมละ 50 ไมโครลิตร จากนั้นเมื่อได

หลุมที่ใหผลบวกในการคัดเลือกดวยวิธี indirect ELISA แลว นําอาหารเลี้ยงเซลลจากหลุมนั้นมา

ทําการคัดเลือกตอดวยวิธี indirect competitive ELISA เหมือนขอ 3.4.2.3 แตในขั้นตอนนีเ้ปนการ

เคลือบพื้นหลุมของจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลมุดวย RAC-OVA ความเขมขน 3 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร หลุมละ 50 ไมโครลิตร และเติมอาหารเลี้ยงเซลลที่ไดจากหลุมที่มีเซลลไฮบริโดมา

เจริญอยูหลุมละ 25 ไมโครลิตรที่ผสมกับ RAC ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 25 

ไมโครลิตร เมื่อไดหลุมที่เติม RAC ท่ีอยูในรูปอิสระใหคาการดูดกลืนแสงที่ลดลง เมื่อเปรียบเทียบ

กับหลุมที่ไมเติม RAC ที่อยูในรูปอิสระ แสดงวา ในอาหารเลี้ยงเซลลที่มาจากหลุมดังกลาวมีการ

ผลิตแอนติบอดีที่สามารถจับกับ RAC ที่ในรูปอิสระได จากนั้นนําเซลลไฮบริโดมาในหลุมนั้นมาทํา

การแยกใหไดโคลนเดี่ยวดวยวิธี limiting dilution 

3.4.3.6 การแยกเซลลไฮบริโดมาใหไดโคโลนีเดี่ยวดวยวิธี limiting dilution 

นําเซลลไฮบริโดมาที่ไดจากขอ 3.4.3.5 มาทําใหไดเปนโคโลนีเดี่ยว เพื่อเปนการ

ยืนยันวาเซลลไฮบริโดมามาจากตนกําเนิดเดียวกัน โดยทําการเจือจางเซลลดวยอาหารเลี้ยงเซลล 

HT ที่มี FCS 20% กระจายเซลลใหไดเปน 1 เซลลตอหลุม เมื่อเซลลไฮบริโดมาที่ไดเจริญเปน

โคโลนีเดียวในหลุมประมาณ 25% ของพื้นที่กนหลุมแลวนําอาหารเลี้ยงเซลลมาตรวจสอบวา     

ยังสามารถผลิตแอนติบอดีตอ RAC อยูหรือไมดวยวิธี indirect ELISA และ indirect competitive 

ELISA จากนั้นนําเซลลจากหลุมที่ใหผลบวกมาทําการโคลนเซลลซ้ําอีกเปนครั้งที่ 2 และ 3 เพื่อให

เซลลที่ไดมีความเสถียรและมาจากตนกําเนิดเดียวกัน ถาเซลลไฮบริโดมายังสามารถผลิต

แอนติบอดีตอ RAC ในรูปอิสระ ทําการขยายเพิ่มจํานวนเซลลแลวนําไปแชแข็งในไนโตรเจนเหลว 

และเก็บอาหารเลี้ยงเซลลไวใชทดสอบตอไป 

3.4.3.7 การเก็บเซลลในไนโตรเจนเหลว 

นําเซลลไฮบริโดมาที่ตองการเก็บมาเล้ียงตอในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี 

FCS ความเขมขน 10%(v/v) ใหอยูในระยะเอกซโพเนนเชียล แลวนํามาปนเหวี่ยงใหเซลล

ตกตะกอนดวยความเร็ว 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที จากนั้นนําเซลลที่ตองการเก็บมาเติม

น้ํายาเก็บเซลลที่มีไดเมทิลซัลฟอกไซด (DMSO) ความเขมขน 10%(v/v) ขณะเย็นลงไปปรมิาตร 1 

มิลลิลิตร โดยใชพลาสเจอรปเปตดูดขึ้นลงเบาๆ จนเซลลเขากันไดดีกับน้ํายาเก็บเซลล กอนถาย

เซลลลงในหลอดแชแข็งสําหรับเก็บเซลล (cryotube) ขนาด 2 มิลลิลิตร และนําไปแชแข็งที่
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อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียสทิ้งไวขามคืน จากนั้นจึงยายลงไปแชในไนโตรเจนเหลวที่มีอุณหภูมิ

ประมาณ -196 องศาเซลเซียส 

3.4.3.8 การนําเซลลไฮบริโดมาที่เก็บในไนโตรเจนเหลวแลวกลับมาเลี้ยงใหม 

นําหลอดที่เก็บเซลลไฮบริโดมาออกมาจากการเก็บในไนโตรเจนเหลว มาละลายที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยทันทีที่น้ํายาเก็บเซลลในหลอดละลายหมดแลวใหถายเซลลลง

หลอดที่มีอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปปนที่ความเร็ว 1500 รอบตอ

นาที เปนเวลา 5 นาที เทอาหารเลี้ยงเซลลทิ้ง นําเซลลไฮบริโดมาไปเลี้ยงตอในอาหารเลี้ยงเซลล 

RPMI 1640 ที่มี FCS ความเขมขน 20% (v/v) ในจานเลี้ยงเซลลขนาด 10 มิลลิลิตร หลังจากนั้น

รอจนกวาเซลลไฮบริโดมาที่มีชีวิตมีปริมาณมากพอจึงทําการขยายลงจานเลี้ยงเซลลขนาด 50 

มิลลิลิตร 

3.4.4 การศึกษาลักษณะสมบัติเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

3.4.4.1 การตรวจไอโซไทป 

 ทําการตรวจหาไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดดวยชุดตรวจสอบ 

isotyping kit ของบริษัท Sigma-Aldrich โดยทําการเตรียมแอนติบอดีที่จําเพาะตอไอโซไทป 

(Isotyping specific antibody) ชนิด IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgA และ IgM มาเจือจางดวย 

PBS ใหมีอัตราการเจือจาง 1:1000 แลวนําไปเติมลงในจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม หลุมละ 

100 ไมโครลิตร บมที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางดวย PBS-T จํานวน 3 คร้ัง         

เติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ตองการตรวจสอบลงในหลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 37 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนํามาลางดวย PBS-T จํานวน 3 คร้ัง เติมแอนติบอดี

ทุติยภูมิที่จําเพาะตอ mouse IgG  ที่มีเอนไซม HRP เชื่อมอยู ซึ่งจําเพาะตอ Fab  (Anti-Mouse 

IgG (Fab specific) – HRP) ที่เจือจางดวย PBS-T ใหมีอัตราการเจือจาง 1:2000 หลุมละ 100 

ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที จากนั้นทําการลางดวย PBS-T จํานวน 3 

คร้ัง เติมสารละลายสับสเตรตของเอนไซม ซึ่งประกอบดวย OPD และ H2O2 ที่ละลายอยูใน

ฟอสเฟตซิเตรทบัฟเฟอร  pH 5.0 ที่มีความเขมขน 0.15 โมลาร หลุมละ 150 ไมโครลิตร บมในทีม่ดื

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาเอนไซมโดยเติมกรดซัลฟวริกเขมขน 2.5     

โมลาร หลุมละ 100 ไมโครลิตร และนําจานทดสอบชนิด 96 หลุมไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความ

ยาวคลื่น 492 นาโนเมตร ดวยเครื่อง microtiterplate reader 
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 3.4.4.2 การทดสอบความไว (sensitivity)  

 ทําการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ ไดดวยวิธี Indirect 

competitive ELISA โดยความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจะรายงานเปนคาความเขมขนของ

สารที่นอยที่สุดที่สามารถตรวจวัด (limit of detection)ไดโดยการนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดจาก

การนําแอนติบอดีที่มีความเขมขนที่เหมาะสมมาผสมกับแร็กโทพามีนในรูปอิสระที่ความเขมขน 

10-1 – 104 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งจะเปนการแยงจับกันระหวางแร็กโทพามีนอิสระในสารละลาย

กับแร็กโทพามีนที่เชื่อมตอกับโปรตีนที่เคลือบอยูในหลุม แลวนํามาเขียนกราฟโดยใชโปรแกรม

สําเร็จรูป GraphPad Prism 4 โดยแกน Y เปนคา %B/B0 และแกน X เปนคา log ของความเขมขน

ของแร็กโทพามีนในสารละลาย และนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดมาคํานวณหาคาความเขมขนของ

สารที่นอยที่สุดที่สามารถตรวจวัดได (LOD) ไดจากสูตร  

LOD = B0 - 3SD  

เมื่อ B, B0 คือ คาการดูดกลืนแสงที่มีแร็กโทพามีนหรือไมมีแร็กโทพามีนตามลําดับ 

       SD    คือ คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

 โดยคา LOD ที่ไดเปนคาความเขมขนของสารที่นอยที่สุดที่สามารถตรวจวัดได ซึ่งนํามาใช

แสดงถึงความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่สามารถตรวจวัดสารได 

  3.4.4.3 การทดสอบความจําเพาะ (specificity) 

  ความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจะรายงานอยูในคาเปอรเซ็นตการ

เกิดปฏิกิริยาขามกลุม (%cross-reactivity) กับสารในกลุมและสารนอกกลุมของแร็กโทพามีนดวย

วิธี Indirect competitive ELISA โดยนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความเจือจางที่เหมาะสมมา

ผสมรวมกับสารที่ตองการตรวจสอบที่มีความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งจะเกิดการแยง

จับกันระหวางสารที่ตองการตรวจสอบในสารละลายกับสารที่เคลือบอยูในหลุม ถาสารใดใหคาการ

ดูดกลืนแสงสูงกวาครึ่งหนึ่งของคาการดูดกลืนแสงหลุมที่ไมมีสารแสดงวา คา IC50 สูงกวา 10 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แตถาสารใดใหคาการดูดกลืนแสงต่ํากวาคร่ึงหนึ่งของคาการดูดกลืนแสง

หลุมที่ไมมีสารแสดงวา คา IC50 ต่ํากวา 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จึงนํามาทําการแปรความ

เขมขนของสารที่ตองการตรวจสอบ เพื่อหาความเขมขนตอไป โดยคา IC50 (50% of inhibition 

concentration) เปนคาความเขมขนของสารที่ตองการตรวจสอบที่ทําใหอัตราสวน % B/B0  ในการ
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ทํา Indirect competitive ELISA ลดลงครึ่งหนึ่ง ซึ่งหาไดจากคาการดูดกลืนแสงที่ไดผลจาก 

ELISA แลวนํามาคํานวณตามสูตร 

                                                          IC50   =   50% B/B0         

เมื่อ B, B0   คือ คาการดูดกลืนแสงที่มีสารที่ตองการตรวจสอบหรือไมมีสารที่ตองการตรวจสอบ 

แลวนําคา IC50 มาคํานวณหาเปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม (%cross-reactivity) ไดจากสูตร 

เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม    =       IC50 ของแร็กโทพามีน  X 100 

                                                          IC50 ของสารที่ตองการตรวจสอบ 

3.4.5 การทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ 

นําเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอแร็กโทพามีนจากขวดเลี้ยง

เซลลปริมาตร 100 มิลลิลิตร มาถายเซลลลงในขวดเลี้ยงเซลลแบบปนกวน (Spinner flask) ที่มี

อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี FCS ความเขมขน 10% ปริมาตร 600 มิลลิลิตร โดยปนกวน

ดวยความเร็ว 20 รอบตอนาที และบมในตูบมที่มีคารบอนไดออกไซดความเขมขน 5% ที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส เล้ียงเซลล 7-10 วัน เพื่อใหเซลลไฮบริโดมาผลิตแอนติบอดีออกมาอยูในอาหาร

เล้ียงเซลลใหไดปริมาณมากที่สุด จากนั้นทําการปนแยกเซลลแลวเก็บอาหารเลี้ยงเซลล เพ่ือนํามา

แยกโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ดวยคอลัมนโปรตีนจีเซฟาโรส (Protein G Sepharose)   

ซึ่งเปนคอลัมนโครมาโทกราฟแบบสัมพรรคภาพ (affinity chromatography column)  

3.4.5.1 การทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยใชโปรตีนจี  

ทําการลางคอลัมนโปรตีนจีเซฟาโรสปริมาตร 5 มิลลิลิตรดวยโซเดียมฟอสเฟต

บัฟเฟอร  pH 7.0 ความเขมขน 20 มิลลิโมลาร เพื่อปรับภาวะคอลัมนใหเขาสูภาวะสมดุลโดยปรับ

อัตราการไหล (flow rate) ใหเทากับ 1 มิลลิลิตรตอนาที จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเซลลที่มี            

โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ตองการทําใหบริสุทธิ์ และผานการกรองดวยกระดาษกรองเบอร 2 

จากนั้นนํามาผานลงในคอลัมนดวยปริมาตร 300 มิลลิลิตร แลวทําการลางโปรตีนชนิดอื่นที่ไมจับ

กับคอลัมนดวยโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร  pH 7.0 ความเขมขน 20 มิลลิโมลาร ปริมาตร 50 

มิลลิลิตร และเก็บสารละลายที่ออกจากคอลัมนไวประมาณ 1 มิลลิลิตรโดยสารละลายนี้จะถือเปน 
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unbound fraction ทําการชะแอนติบอดีออกจากคอลัมนโดยใชไกลซีน-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร  

pH 2.7 ความเขมขน 0.1 โมลาร และเก็บสารละลายที่ออกมาจากคอลัมนหลอดละ 1 มิลลิลิตร 

โดยหลอดเก็บสารละลายจะมีทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร  pH 9 ความเขมขน 1 โมลาร ปริมาตร 

65 ไมโครลิตรอยูภายในหลอดเก็บ เพื่อทําการปรับคาความเปนกรดดางจากสารละลายท่ีออกมา

จากคอลัมนใหเปนกลาง หลังจากนั้นลางคอลัมนดวยโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร  pH 7.0 ความ

เขมขน 20 มิลลิโมลาร แลวทําการเก็บคอลัมนโดยอยูในโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร  pH 7.0 ความ

เขมขน 20 มิลลิโมลารที่มีสารละลาย Thimerasol ความเขมขน 0.01%(v/v) จากนั้นนําสารละลาย

ในแตละหลอดมาทําการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และนํามา

ตรวจสอบหาแอนติบอดีในแตละหลอดดวยวิธี Indirect ELISA จากนั้นนําคาการดูดกลืนแสงที่

ไดมาเขียนโครมาโทแกรม แลวเลือกหลอดเก็บสารละลายที่มีแอนติบอดีที่ตองการมารวมกันเพื่อ

นําไปไดอะไลซิสดวย PBS ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน 

3.4.5.2 การหาปริมาณโปรตีน 

ทําการหาปริมาณโปรตีนกอนและหลังการทําใหโมโนโคลนอลแอนติบอดีบริสุทธิ์

ดวยวิธี BCA โดยทําการเจือจางโปรตีนมาตรฐานใหมีความเขมขน 0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 

และ 1.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรดวย PBS และเจือจางสารตัวอยางดวยอัตราการเจือจาง 4, 8 และ 

16 เทา แลวทําการทดสอบตามขอ 3.4.1.4 

3.4.5.3 การหาปริมาณแอนติบอดีโดยการวัดคาการดูดกลืนแสง 

ทําการหาปริมาณโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังการทําใหบริสุทธิ์ตามวิธีของ 

Johnstone และ Thrope (1987) โดยนําสารละลายที่ผานการไดอะไลซิสแลวไปทําการวัดคาการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร คํานวณหาปริมาณโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังการ

ทําใหบริสุทธิ์ไดจากสูตร 

ความเขมขนของแอนติบอดี IgG (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)  =   คาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร 

           extinction coefficient ของ IgG 

หมายเหตุ คา extinction coefficient ของสารละลายแอนติบอดี IgG 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรที่

     ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร มีคา 1.35  
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3.4.5.3 การหาปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี Indirect ELISA 

ทําการหาปริมาณโมโนโคลนอลแอนติบอดีกอนการทําใหบริสุทธิ์ โดยการนํา     

โมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังการทําใหบริสุทธิ์มาทําการเจือจางใหมีความเขมขน 0-100 นาโนกรัม

ตอมิลลิลิตร ทําปฏิกิริยากับแอนติเจนที่อยูในหลุมดวยวิธี Indirect ELISA และนําคาการดูดกลืน

แสงที่ไดมาสรางกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนที่ความยาวคลื่น 492 

นาโนเมตรกับความเขมขนของแอนติบอดี จากนั้นนําคาการดูดกลืนแสงของอาหารเลี้ยงเซลลที่มี

โมโนโคลนอลแอนติบอดีกอนการทําใหบริสุทธิ์มาทําการเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานที่ได     

เพื่อหาปริมาณโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่อยูในอาหารเลี้ยงเซลลกอนการทําใหบริสุทธิ์  

3.4.6 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดทีี่ได 

ทําการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดดวยวิธี SDS-PAGE 

(SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) โดยทําการเตรียมเจลที่มีความกวางไมต่ํากวา 5 

เซนติเมตร ยาว 8 เซนติเมตร และหนา 0.75 เซนติเมตรไดจากการเตรียมสารละลาย 10% 

separating gel และเติมน้ํากลั่นลงไปเพื่อปรับผิวหนาเจลใหเรียบสม่ําเสมอ ตั้งทิ้งไวจนกวา 

separating gel เกิดการแข็งตัวอยางสมบูรณ จากนั้นทําการเทน้ํากลั่นสวนบนทิ้งแลวเติม 5% 

stacking gel ลงดานบนของ separating gel และใสหวีลงในสวน stacking gel เพื่อใชเปน

แมพิมพหลุมเจลสําหรับการใสสารละลายตัวอยาง แลวตั้งทิ้งไวจนกวา stacking gel เกิดการแข็ง

ตัวอยางสมบูรณ หลังจากนั้นนาํชุดของเจลที่เตรียมไวไปประกอบลงในเครื่องทําอิเล็กโทรฟอเรซิส 

(electrophoresis chamber) ที่มีอิเล็กโทรดบัฟเฟอร (electrode buffer) ทั้งสวนบนและสวนลาง

ของเครื่อง โดยใชไกลซีนไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอรที่มี SDS ผสมอยูเปน running buffer จากนั้นนํา

สารละลายตัวอยางที่เตรียมไดโดยมีปริมาณโปรตีน 5 มิลลิกรัม และมีปริมาตรไมเกิน 60 

ไมโครลิตรตอหลุมเจลที่ผสมกับสารละลายสียอมที่มีองคประกอบเปน beta-mercaptoethanol, 

SDS และ bromophenol blue ในอัตราสวน 1:1 (v/v) ที่ผานการนําไปตมที่ 100 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 5 นาที ทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหองเติมลงในหลุมเจล  สวนหลุมของ marker เติมลงไป

ดวยปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร จากนั้นทําการตอข้ัวไฟฟาเขากับเครื่องจายไฟฟา (power supply) 

และเริ่มแยกโปรตีนโดยใหกระแสไฟฟาที่มีความตางศักยคงที่ 100 โวลต เปนเวลา 90 นาที จน

แถบสีของสียอมเคลื่อนไปจนเกือบถึงปลายสุดของเจลจึงทําการหยุดใหกระแสไฟฟา นําเจลที่ได

ไปยอมสีดวย coomassie blue เปนเวลา 15 นาที และลางดวยสารละลายเมธานอลที่มีกรด       

อะซิติกผสมอยู จนกวาจะสามารถมองเห็นแถบของโปรตีนไดอยางชัดเจน 
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3.4.7 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธิ ์

นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังการทาํใหบริสุทธิ์แลวมาทดสอบความไวดวยวิธี 

Indirect competitive ELISA ตามขั้นตอนในขอ 3.4.4.2 
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บทที่  4 
ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

4.1 การเตรยีมแอนติเจนสําหรบัฉีดกระตุนหนูและสําหรบัทํา ELISA 

 ในการฉีดแอนติเจนเขาสูรางกายเพื่อกระตุนใหระบบภูมิคุมกันของรางกายเกิดการ

ตอบสนองตอแอนติเจนโดยการหลั่งแอนติบอดีตอสารแอนติเจนชนิดนั้น สารที่จะเปนแอนติเจนนั้น

ตองมีขนาดโมเลกุลมากกวา 5000 กรัมตอโมล (ดาลตัน) (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) จึงสามารถ

กระตุนใหเกิดการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันได เนื่องจากแร็กโทพามีนมีขนาดโมเลกุลเล็กที่

เรียกวา แฮปเทน (hapten) ซึ่งตัวมันเองไมสามารถกระตุนหนูทดลองใหเกิดการตอบสนองทาง

ภูมิคุมกันได จึงตองรวมกับสารอ่ืนเปนพาหะ (carrier) ใหมีขนาดโมเลกุลใหญพอที่จะเปน

แอนติเจนได ดังนั้นจึงทําการเชื่อมแร็กโทพามีนกับโปรตีนขนาดใหญกอนนําไปใชในการฉีดกระตุน

หนูทดลอง แตเนื่องจากแร็กโทพามีนมีโครงสรางที่ไมพรอมจับกับโครงสรางของโปรตีนพาหะ 

ดังนั้นจึงตองเปลี่ยนแปลงอนุพันธของแร็กโทพามีนใหมีโครงสรางพรอมที่จะจับกับโปรตีนกอน   

โดยทําตามขั้นตอนตอไปนี้ 

 4.1.1 การเปลี่ยนแปลงอนุพันธุของแร็กโทพามีน 

 เนื่องจากการเชื่อมตอ RAC กับโปรตีนพาหะ เพื่อเกิดพันธะเพปไทดระหวางโมเลกุลทั้ง

สองนั้นเปนการเกิดพันธะเคมีของสารที่มีหมูคารบอกซิลิกกับสารที่หมูเอมีน ดังนั้นเพื่อใหเกิดการ

เชื่อมตอระหวาง RAC กับโปรตีนพาหะ จึงทําการเปลี่ยนแปลงอนุพันธุของ ractopamine HCl 

(RAC) ที่มีมวลโมเลกุล 337.85 กรัมตอโมลเปน ractopamine-hemisuccinate โดยใช succinic 

anhydride เปนสารที่เติมหมูคารบอกซิลิก (-COOH) ใหแก RAC ตรงบริเวณหมูไฮดรอกซิล (-OH) 

ไดเปน ractopamine-hemisuccinate ที่มีมวลโมเลกุลเพิ่มข้ึนเปน 437.92 กรัมตอโมล               

ดังแสดงใน รูปที่ 4.1 
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รูปที่ 4.1 แผนภูมิของการเปลี่ยนแปลงอนพุันธุของ RAC เปน Ractopamine-hemisuccinate 

 จากนั้นทําการตรวจสอบปฎิกิริยาที่เกิดขึ้นโดยนําสารตั้งตนและผลิตภัณฑที่ไดมาทดสอบ

ดวยวิธี Thin-layer chromatography พบวา ในชองที่ 1 แสดงใหเห็นจุดของ RAC ซึ่งมีคา Rf 

เทากับ 0.68 สวนชองที่ 4 และ 5 แสดงจุดของสารละลายผสมตัวอยางหลังทําปฏิกิริยากอนทําการ

กําจัด pyridine ออกจากระบบ ซึ่งสารละลายผสมตัวอยางที่ไดจากทั้งสองชองจะมีคา Rf เทากับ 

0.08 สวนชองที่ 6 แสดงจุดของสารละลายผสมตัวอยางหลังทําปฏิกิริยาและกําจัด pyridine ออก

โดยใชกาซไนโตรเจน มีคา Rf เทากับ 0.08 เชนเดียวกัน ดังนั้นเมื่อนําคา Rf ที่ไดจากชองทั้งสี่มาทํา

การเปรียบเทียบ พบวา ในชองที่ 4, 5 และ 6 มีจุดของผลิตภัณฑเกิดขึ้นและไมตรงกับจุดของสาร

ตั้งตน คาดวาจุดที่เกิดขึ้นเปน ractopamine-hemisuccinate แตเนื่องจากปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นนั้น

อาจเกิดอยางไมสมบูรณ จึงยังคงพบจุดของแร็กโทพามีนที่เปนสารตั้งตนอยูบางเล็กนอยเปนจุด

จางๆ บนชองทั้งสอง ดังแสดงในรูปที่ 4.2 
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 รูปที่ 4.2 แผนทนิเลเยอรโครมาโทกราฟที่แสดงผลของการเปลี่ยนแปลงอนพุันธุของ RAC เปน     

ractopamine-hemisuccinate เมื่อสองดดูวยแสงอุลตราไวโอเลตที ่254 นาโนเมตร 

 4.1.2 การเตรียมแอนติเจนสําหรับฉีดกระตุนหนูทดลอง 

 ในการเตรียมแอนติเจนสําหรับฉีดกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูทดลองนั้นเปนการเตรียม

โดยการนํา ractopamine-hemisuccinate มาทําการเชื่อมตอกับโปรตีน BSA โดยมีสารตัวกลาง

ในการทําใหเกดิปฏิกิริยาเปนสาร isobutylchloroformate ซึ่งเปนตัวชวยทําใหเกิดพันธะเพปไทด

ขึ้นระหวาง ractopamine-hemisuccinate กับโปรตีน BSA จากนั้นทําการวัดปริมาณโปรตีนที่

เชื่อมตอกับ RAC ดวยวิธี BCA ดังตารางที่ 4.1 และนําคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 562 

นาโนเมตร มาทําการเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ BSA (ตารางที่ ก.1 และรูปที่ ก.1, 

ภาคผนวก ก) จากผลการทดลองพบวา RAC-BSA มีความเขมขนเทากับ 2.55 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร 

  

 

 

  1    2    3   4    5   6 

Lane 1      =  Ractopamine 

Lane 2      =  Succinic anhydride 

Lane 3      =  Pyridine 

Lane 4, 5  =  Ractopamine-hemisuccinate 

                     (กอนกาํจัด pyridine ออก) 

Lane 6      =  Ractopamine-hemisuccinate 

                     (หลังกาํจัด pyridine ออก) 
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      ตารางที่ 4.1 คาความเขมขนของโปรตีน RAC-BSA โดยการวิเคราะหดวยวิธี BCA 

 

 เมื่อทราบความเขมขนของ RAC-BSA โดยเฉลี่ยเทากับ 2.55 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

จากนั้นนํามาตรวจสอบประสิทธิภาพการเชื่อมตอของโปรตีน BSA กับแร็กโทพามีน โดยนํา    

RAC-BSA มาทําการหาเปอรเซ็นตการเชื่อมตอของหมูเอมีนของโปรตีน BSA ที่ถูกนําไปใชในการ

เชื่อมตอกับ RAC ดวยวิธี TNBSA พบวาหมูเอมีนของโปรตีน BSA ที่ถูกนําไปใชในการเชื่อมตอกับ 

RAC คิดเปน 36.3 เปอรเซ็นต ดังตารางที่ 4.2 

ตารางที่ 4.2 คาเปอรเซ็นตของการเชื่อมตอของ BSA กับ RAC ดวยวิธี TNBSA 

 

อัตราการเจือจาง A562 ความเขมขนของโปรตีน (mg/ml) 

1:10 

1:20 

1:40 

0.266 

0.144 

0.067 

2.48 

2.68 

2.50 

ความเขมขนโปรตีนเฉลี่ย 2.55 

ความเขมขนโปรตีน 

(mg/ml) 

A335 ของ BSA A335 ของ RAC-BSA คาเปอรเซ็นตการเชื่อมตอ 

1.00 

0.50 

0.25 

1.634 

1.108 

0.797 

0.955 

0.745 

0.521 

41.5 

32.7 

34.6 

คาเปอรเซ็นตเฉลี่ยการเชื่อมตอของ RAC-BSA 36.3 
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 จากนั้นทําการยืนยันผลการเชื่อมตอของ RAC-BSA โดยหามวลโมเลกุลของ BSA และ

RAC-BSA ดวย MALDI-TOF-MS ไดโครมาโทแกรมดังรูปที่ 4.3 พบวา BSA มีมวลโมเลกุลเทากับ 

67,020.63 ดาลตัน และ RAC-BSA มีมวลโมเลกุลเทากับ 69,422.71 ดาลตัน เมื่อนําคามวล

โมเลกุลของโปรตีนทั้งสองมาวิเคราะหเปรียบเทียบจะเห็นไดวา มวลโมเลกุลของโปรตีน RAC-BSA 

ที่เตรียมไดมมีวลโมเลกุลเพิ่มข้ึนเทากับ 2,402.08 ดาลตัน สามารถคํานวณเปนอัตราสวนโมเลกุล

ของ RAC ที่เชื่อมตอกับโปรตีนพาหะ BSA เทากับ 8:1 (โดยมวลโมเลกุลของ RAC มีคาเทากับ 

301.38 ดาลตัน)  

          
                                         BSA                                                        RAC-BSA 

รูปที่ 4.3  โครมาโทแกรมของมวลโมเลกุลของ BSA และ RAC-BSA ดวยวิธ ีMALDI-TOF-MS 

 4.1.3 การเตรียมแอนติเจนสําหรับทํา ELISA 

 ในการเตรียมแอนติเจนที่นํามาใชในการเคลือบบนกนหลุมของจานทดสอบ ELISA ชนิด 

96 หลุมนั้นเปนการเตรียมโดยการนํา ractopamine-hemisuccinate มาทําการเชื่อมตอกับ OVA 

โดยมีสารตัวกลางในการทําใหเกิดปฏิกิริยาเปนสาร isobutylchloroformate ในขั้นตอนของการ

เกิดปฏิกิริยาเชื่อมตอระหวางโปรตีนพาหะ OVA กับ RAC เหมือนขั้นตอนของการเกิดปฏิกิริยาการ

เชื่อมตอระหวางโปรตีนพาหะ BSA กับ RAC จากนั้นทําการวัดปริมาณโปรตีนที่เชื่อมตอกับ RAC 

ดวยวิธี BCA และนําคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 562 นาโนเมตรที่ได มาทําการ

67020.63 69422.71 
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เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ OVA (ตารางที่ ก.2 และรูปที่ ก.2, ภาคผนวก ก) จากผลการ

ทดลองพบวา RAC-OVA มีความเขมขนเทากับ 0.96 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดังตารางที่ 4.3 

       ตารางที่ 4.3 คาความเขมขนของโปรตีน RAC-OVA ดวยวิธี BCA 

 

เมื่อไดความเขมขนของ RAC-OVA โดยเฉลี่ยเทากับ 0.96 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้น

นํามาตรวจสอบประสิทธิภาพการเชื่อมตอของโปรตีนพาหะกับแร็กโทพามีน โดยนํา RAC-OVA  

มาทําการหาโมเลกุลของหมูเอมีนของโปรตีน OVA ที่ถูกนําไปใชในการเชื่อมตอกับ RAC ดวยวิธี 

TNBSA พบวาหมูเอมีนของโปรตีน OVA ที่ถูกนําไปใชในการเชื่อมตอกับ RAC คิดเปน 42.29 

เปอรเซ็นต ดังตารางที่ 4.4 

   ตารางที่ 4.4 คาเปอรเซ็นตของการเชื่อมตอของโปรตีน OVA กับ RAC โดยวิธี TNBSA 

 

อัตราการเจือจาง A562 ความเขมขนของโปรตีน (mg/ml) 

- 

1:2 

1:4 

1.072 

0.617 

0.420 

1.04 

0.92 

0.92 

ความเขมขนโปรตีนเฉลี่ย 0.96 

ความเขมขนโปรตีน

(mg/ml) 

A335 ของ OVA A335 ของ RAC-OVA คาเปอรเซ็นตการเชื่อมตอ 

0.50 

0.25 

1.806 

1.684 

1.071 

0.945 

40.69 

43.88 

คาเปอรเซ็นตเฉลี่ยการเชื่อมตอของ RAC-OVA 42.29 
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 จากผลการทดลองในการเชื่อมตอระหวาง RAC และโปรตีนพาหะ (BSA หรือ OVA) 

พบวา  เมื่อนําความเขมขนของ RAC-BSA และ RAC-OVA มาคํานวณหาปริมาณโปรตีนทั้งหมด

ที่ไดของ RAC-BSA และ RAC-OVA มีคา 5.1 และ 1.92 มิลลิกรัม ตามลําดับ เมื่อนําคาที่ไดมา

เปรียบเทียบกับปริมาณ BSA และ OVA ตั้งตนที่ใชในการเชื่อมตอมีคาเทากับ 25 และ 17 

มิลลิกรัม ตามลําดับ จะเห็นวา มีการสูญเสียโปรตีนไปจํานวนมากที่ไมสามารถนํามาฉีดกระตุนหนู

ทดลองและทําการทดสอบวิธี ELISA ทั้งนี้เนื่องมาจากมีการเกิดตะกอนขาวขุนของโปรตีนพาหะ

ข้ึนระหวางการเกิดปฏิกิริยาการเชื่อมตอระหวางโปรตีนพาหะและ ractopamine-hemisuccinate 

จึงนําไปปนแยกตะกอนแลวสารละลายสวนใสมาทําการฉีดกระตุนหนูหรือทดสอบวิธ ีELISA  

 
 4.2 การกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูทดลองใหสรางแอนติบอดีตอ RAC   

 หลังจากการฉีดกระตุนครั้งที่ 4 ในหนูทดลองสายพันธุ BALB/c จํานวน 3 ตัวดวย

แอนติเจน RAC-BSA เพื่อใหหนูทดลองผลิตแอนติบอดีตอ RAC นําสวนที่เปนซีรัมของหนูทดลอง

ทั้งสามมาทําการหาระดับแอนติบอดี (antibody titer) ดวยวิธี indirect ELISA และทําการทดสอบ

วาแอนติบอดีในซีรัมที่ไดจากหนูทดลองสามารถจับกับ RAC ที่อยูในรูปอิสระไดหรือไมดวยวิธี 

indirect competitive ELISA กอนนําไปหลอมรวมเซลลเพื่อผลิตเซลลไฮบริโดมาตอไป 

4.2.1 การหาระดับแอนติบอดี (antibody titer) ในซีรัมที่ไดจากหนูทดลอง 

  จากการนําซีรัมมาทดสอบหาระดับแอนติบอดีดวยวิธี indirect ELISA โดยใชโปรตีน         

RAC-OVA ความเขมขน 3 ไมโครกรัมตอมิลลิลติร เปนแอนติเจนในการเคลือบบนกนหลุมของจาน

ทดสอบ ELISA โดยเลือกระดับแอนติบอดีที่ระดับความเจือจางต่ําสุดที่ใหคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตรม ีคาประมาณ 0.2 หรือสูงกวา (ประมาณ 2 เทาของคาการดูดกลืน

แสงของตัวควบคุมลบ) และพบวา หนูทดลองทั้งสามใหระดับแอนติบอดีอยูที่ระดับการเจือจาง 

1:64000, 1:512000, 1:128000 ตามลําดับ ดังตารางที่ 4.5 
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ตารางที่ 4.5 ระดับแอนติบอดีในซีรัมที่ไดจากหนูทดลองดวยวิธี indirect ELISA 

A492 
ระดับการเจือจาง 

ของซีรัม 
ซีรัมหนกูอนฉดีกระตุน หนูตวัที ่1 หนูตวัที ่2 หนูตวัที ่3 

1:1000 

1:2000 

1:4000 

1:8000 

1:16000 

1:32000 

1:64000 

1:128000 

1:256000 

1:512000 

1:1024000 

 

0.089 

0.073 

0.057 

0.060 

0.066 

0.056 

0.080 

0.066 

0.054 

0.042 

0.053 

2.601 

2.440 

2.037 

1.638 

1.195 

0.697 

0.394* 

0.176 

0.085 

0.044 

0.054 

2.515 

2.707 

2.531 

2.398 

2.058 

1.648 

1.066 

0.657 

0.424 

0.227* 

0.119 

 

2.508 

2.561 

2.386 

2.086 

1.653 

1.097 

0.671 

0.368* 

0.137 

0.062 

0.044 

 

หมายเหตุ   เครื่องหมาย * แสดงคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตรที่มีคานอย

ที่สุดที่ยอมรับได (โดยมีคาประมาณ 0.2 หรือสูงกวา)  

 

   เมื่อนําผลทดสอบการทําปฏิกิริยาของแอนติบอดีในซีรัมของหนูกับ RAC-OVA มา

เปรียบเทียบกับโปรตีน OVA ดวยวิธี indirect ELISA (ตารางที่ ก.3, ก.4 และ ก.5, ภาคผนวก ก) 
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พบวา ในซีรัมของหนูทดลองตัวที่ 2 จะมีแอนติบอดีที่ทําปฏิกิริยากับโปรตีน OVA เพียงเล็กนอย 

สวนแอนติบอดีในซีรัมของหนูตัวที่ 1 และ 3 ไมมีการทําปฏิกิริยากับโปรตีน OVA จึงสามารถสรุป

ไดวา แอนติบอดีในซีรัมของหนูสามารถจับกับแอนติเจน RAC-OVA ไดสูง และสามารถจับกับ 

OVA เพียงเล็กนอย แสดงใหเห็นวา แอนติบอดีที่หนูทดลองผลิตขึ้นนี้นาจะสามารถจับกับ RAC ได 

ซึ่งจะทําการยืนยันโดยนําซีรัมมาทดสอบดวยวิธี indirect competitive ELISA ตอไปในขอ 4.2.2 

ดังรูปที่ 4.4 
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รูปที่ 4.4  ผลการทดสอบระดับแอนติบอดีดวยวิธ ีindirect ELISA ของซีรัมจากหนทูดลองที่ระดับ

ความเจือจางตางๆ โดยใชสาร RAC-OVA และ OVA เคลือบกนหลุม  

หนูตัวท่ี 2 (1:512000) 

หนูตัวท่ี 1 (1:64000) 

หนูตัวท่ี 3 (1:128000) 
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     4.2.2 การทดสอบความจาํเพาะของแอนติบอดีในซีรัมตอ RAC ในรปูอิสระ 

 จากผลการทดสอบหาระดับแอนติบอดีในซีรัมหนูทดลองพบวา หนูทดลองทั้งสามตัวให

ระดับแอนติบอดีสูงเพียงพอที่จะนํามาทําการหลอมรวมเซลลเพื่อผลิตเซลลไฮบริโดมาตอไปได 

ดังนั้นจึงทําการทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีในซีรัมหนูตอ RAC ในรูปอิสระดวยวิธี 

indirect competitive ELISA เพื่อยืนยันวาหนูทดลองนั้นมีการผลิตแอนติบอดีที่สามารถจับกับ 

RAC ในรูปอิสระได ดังแสดงในตารางที่ 4.6 

ตารางที่ 4.6  การทดสอบความสามารถในการจับกับ RAC ในรูปอิสระของแอนติบอดีในซีรัมหนู

ดวยวิธี indirect competitive ELISA 

A492 ซีรัมหนทูดลอง 

(ความเจือจาง) 
ไมเติม 

RAC 

20 μg/ml 

RAC 

5 μg/ml 

RAC 

5 μg/ml  

BSA 

5 μg/ml 

OVA 

หนูตวัที ่1 

(1:32000) 

หนูตวัที ่2 

(1:128000) 

หนูตวัที ่3 

(1:64000) 

0.872 

 

0.725 

 

0.767 

0.266 

 

0.557 

 

0.202 

0.296 

 

0.580 

 

0.208 

0.883 

 

0.645 

 

0.770 

0.842 

 

0.633 

 

0.760 

 

 

 นําผลที่ไดมาคํานวณหาเปอรเซ็นตคาการดูดกลืนแสงที่ลดลง เมื่อเติมสาร RAC ในรูป

อิสระดังแสดงในตารางที่ 4.7 พบวา เมื่อใช RAC ในรูปอิสระความเขมขน 20 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร หนูตัวที่ 1, 2 และ 3 ใหคาเปอรเซ็นตการดูดกลืนแสงที่ลดลงเทากับ 69.50%, 23.17% 

และ 73.66 %ตามลําดับ สวนเมื่อใช RAC ในรูปอิสระความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร      

หนูตัวที่ 1, 2 และ 3 ใหคาเปอรเซ็นตการดูดกลืนแสงที่ลดลงเทากับ 66.06%, 20.00% และ 
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72.88% ตามลําดับ และเมื่อใชตัวแขงขันเปนโปรตีน BSA และ OVA ความเขมขน 5 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร ทําใหคาการดูดกลืนแสงลดลงเพียงเล็กนอย ดังนั้นแสดงใหเห็นวา หนูทั้งสามตวัมกีาร

ผลิตแอนติบอดีที่สามารถจับกับ RAC ในรูปอิสระได จึงเหมาะสมที่จะนํามาทําการหลอมรวมเซลล

เพื่อผลิตเซลลไฮบริโดมาที่สามารถผลิตแอนติบอดีตอ RAC อิสระ  

ตารางที่ 4.7  คาเปอรเซ็นตการดูดกลืนแสงที่ลดลง เมื่อเติม RAC ในรูปอิสระของแอนติบอดีใน

ซีรัมหนูดวยวิธี indirect competitive ELISA 

%A492 ที่ลดลงเมื่อเติม RAC 
ซีรัมหนทูดลอง อัตราการเจือจาง 

20 μg/ml RAC 5 μg/ml RAC 

หนูตวัที ่1 

หนูตวัที ่2 

หนูตวัที ่3 

1:32000 

1:128000 

1:64000 

69.50 

23.17 

73.66 

66.06 

20.00 

72.88 

 

4.3 การคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ RAC 

 จากการทดสอบแอนติบอดีในซีรัมหนูเพื่อตรวจสอบกอนนํามาหลอมรวมเซลลพบวา หนูที่

ไดรับการฉีดกระตุนดวยแอนติเจน RAC-BSA นั้นสามารถผลิตแอนติบอดีตอ RAC ในรูปอิสระได 

ดังนั้นจึงนําหนูตัวที่ 3 และหนูตัวที่ 1 มาทําการหลอมรวมเซลลระหวางเซลลมามของหนูกับเซลล

ไมอีโลมาสายพันธุ NSI คร้ังที่ 1 และครั้งที่ 2 ตามลําดับ สวนหนูทดลองตัวที่ 2 นั้นไมไดนํามาทํา

การหลอมรวมเซลลเนื่องจากหนูทดลองไดเสียชีวิตกอนการนํามาหลอมรวมเซลล โดยหลังจากทํา

การหลอมรวมเซลลประมาณ 12-14 วันทําการตรวจหาเซลลไฮบริโดมาในแตละหลุมของจานเลี้ยง

เซลลชนิด 96 หลุมดวยการสองกลองจลุทรรศนชนิดหัวกลับ เมื่อพบหลุมที่มีเซลลไฮบริโดมาขึ้น 

ทําการเก็บอาหารเลี้ยงเซลลในหลุมนั้นมาทําการทดสอบเพื่อคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่สามารถ

ผลิตแอนติบอดีตอสารแร็กโทพามีนอิสระดวยวิธี indirect ELISA และ indirect competitive 

ELISA โดยผลการหลอมรวมเซลลทั้ง 2 คร้ัง พบวา การหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 1 หลังจากทําการ

ยายโคลนที่ผานการคัดเลือกเซลลดวยวิธี indirect competitive ELISA ลงในจานเลี้ยงเซลลชนิด 

48 หลุมและทําการคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่สามารถสรางแอนติบอดีตอ RAC ในรูปอิสระอีกครั้ง
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ดวยวิธี indirect competitive ELISA พบวา มีเซลลไฮบริโดมาจํานวนหลายหลุมไมสามารถมีชีวิต

อยูรอดไดหลังจากการถายเซลลไปเล้ียงตอในจานเลี้ยงเซลลชนิด 48 หลุม สวนเซลลไฮบริโดมาที่

สามารถเจริญไดหลังถายเซลลลงในจานเลี้ยงเซลลชนิด 48 หลุม จะไมสามารถผลิตแอนติบอดีตอ

แร็กโทพามีนที่อยูในรูปอิสระ เนื่องจากเซลลไฮบริโดมาที่ไดมีความไมคงตัว ดังนั้นจึงทําใหเซลล

ไฮบริโดมาบางสวนไมสามารถมีชีวิตอยูรอด สวนเซลลไฮบริโดมากลุมที่มีชีวิต อาจเกิดการกําจัด

ยีนที่เกี่ยวของกับการผลิตแอนติบอดีตอ RAC ในรูปอิสระออกจากดีเอ็นเอของเซลล  ทําใหสูญเสีย

คุณสมบัติในการสรางแอนติบอดีตอ RAC ดังแสดงในตารางที่ 4.8 

สวนการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 2 หลังผานการคัดเลือกเซลลดวยวิธี indirect competitive 

ELISA ดังแสดงในตารางที่ 4.8 จะไดเซลลไฮบริโดมาที่สามารถผลิตแอนติบอดีตอ RAC ในรูป

อิสระจํานวน 47 โคลน จึงทําการถายเซลลไฮบริโดมาที่สามารถผลิตแอนติบอดีตอแร็กโทพามีนใน

รูปอิสระลงในจานเลี้ยงเซลลชนิด 48 หลุม และทําการคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่สามารถ         

ผลิตแอนติบอดีตอ RAC ในรูปอิสระดวยวิธี indirect competitive ELISA อีกครั้ง พบวา                      

มีเซลลไฮบริโดมาที่สามารถผลิตแอนติบอดีตอ RAC ในรูปอิสระจํานวน 5 โคลนแลวนําเซลลที่ได

ในแตละหลุมมาทําการแยกเซลลเดี่ยวดวยวิธี limiting dilution เพื่อเปนการยืนยันวา              

เซลลไฮบริโดมาที่ไดในแตละโคลนมาจากตนกําเนิดเดียวกันและยังคงสามารถผลิตแอนติบอดีตอ 

RAC ในรูปอิสระได และไดทําการกําหนดรหัสของเซลลไฮบริโดมาที่ไดจํานวน 5 โคลนคือ 2H3, 

3A6, 4B12, 10A4 และ 10G3 จากนั้นนําเซลลไฮบริโดมาแตละโคลนมาทําการเพิ่มจํานวนเซลล 

เพื่อนําเซลลไปเก็บรักษาไวในไนโตรเจนเหลว และเก็บอาหารเลี้ยงเซลลในแตละโคลนที่ไดมาทํา

การตรวจสอบคุณลักษณะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไป ดังแสดงในตารางที่ 4.9 

ตารางที่ 4.8 ผลการหลอมรวมเซลลมามกับเซลลไมอีโลมาเพื่อใหไดเซลลไฮบริโดมาที่ผลิต         

โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ RAC ในรูปอิสระ 

คร้ังที ่ หนูตวัที ่ ระดับแอนติบอดี

กอนหลอมรวม 

เซลล   

ไฮบริโดมา

ที่เจริญ 

จํานวนหลุม 

ที่ผลิต

แอนติบอดี 

จํานวนหลุมที่

ผลิตแอนติบอดี

ตอ RAC อิสระ 

จํานวน

โคลน  

ที่ได 

1 

2 

3 

1 

1:128000 

1:64000 

284 

454 

85 

150 

28 

47 

0 

5 
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ตารางที่ 4.9 ผลการคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาจากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 2 ที่ผลิตแอนติบอดีตอ 

RAC ในรูปอิสระดวยวิธี indirect competitive ELISA  

A492 
รหัสโคลน 

ไมเติม RAC 5 μg/ml RAC 

2H3 

3A6 

4B12 

10A4 

10G3 

0.870 

1.534 

1.534 

0.665 

1.186 

0.107 

0.227 

0.129 

0.053 

0.487 

 

4.4 การศึกษาลักษณะสมบัติเบ้ืองตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได 

 4.4.1 การตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได 

 จากการตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากเซลลไฮบริโดมาทั้ง 5 

โคลนโดยชุดตรวจสอบ isotyping kit ของบริษัท Sigma-Aldrich พบวา โมโนโคลนอลแอนติบอดี

จากเซลลไฮบริโดมาทั้ง 5 โคลน มีไอโซไทปเปนชนิด IgG1 ดังแสดงในตารางที่ 4.10 
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ตารางที่ 4.10  ผลการตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากเซลลไฮบริโดมาทั้ง         

5 โคลน โดยชุดตรวจสอบ isotyping kit 

A492 
รหัสโคลน 

IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 IgM IgA 

2H3 

3A6 

4B12 

10A4 

10G3 

1.617* 

1.295* 

1.385* 

1.346* 

1.339* 

0.268 

0.086 

0.246 

0.091 

0.177 

0.688 

0.116 

0.607 

0.136 

0.303 

0.771 

0.202 

0.869 

0.352 

0.302 

0.697 

0.152 

0.572 

0.180 

0.254 

0.245 

0.064 

0.230 

0.070 

0.140 

ตัวควบคุมบวก IgG3 0.523 1.317 1.096 2.546* 1.357 0.115 

 

หมายเหตุ   เครื่องหมาย * แสดงคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตรที่ใหผลบวก 

4.4.2 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดตอ RAC 

เนื่องจากแอนติเจน RAC-OVA ที่ใชเคลือบกนหลุมของจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม

พบปญหาในขั้นตอนการเก็บรักษา โดยเมื่อนํา RAC-OVA ที่แบงเก็บไวในที่อุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียสประมาณ 3 เดือนมาทําการเคลือบกนหลุมในการทดสอบดวยวิธี ELISA พบวา 

ประสิทธิภาพของแอนติเจน RAC-OVA ลดลงมากจนไมสามารถนํามาใชในการทดสอบดวยวิธี 

ELISA ได ดังนั้นในขั้นตอนงานวิจัยตอไปจึงทําการเปรียบเทียบระหวางการใชแอนติเจน       

RAC-BSA และ RAC-OVA ในการเคลือบบนกนหลุมของจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม เพื่อ

ทดสอบวา สามารถใชแอนติเจน RAC-BSA แทนการเคลือบดวยแอนติเจน RAC-OVA บนกนหลุม

ของจานทดสอบ ELISA ไดหรือไม อยางไรก็ตาม ในการทดสอบความไวของโมโนโคลนอล

แอนติบอดีนั้นตองทําการหาระดับความเจือจางที่เหมาะสมในการทํา indirect ELISA เนื่องจากใน

แตละโคลนมีความสามารถในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่แตกตางกัน จึงทําใหความ

เขมขนของแอนติบอดีที่อยูในสารละลายแตกตางกัน จึงจําเปนที่ตองหาระดับความเจือจางที่
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เหมาะสมกับแอนติเจนที่ใชเคลือบกนหลุมกอนนําไปทดสอบในขั้นตอไป  ในการหาระดับความเจือ

จางที่เหมาะสมในการทํา indirect ELISA จะทําการเลือกคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 

นาโนเมตรประมาณ 0.8-1 ในจานทดสอบ 96 หลุมที่เคลือบดวยแอนติเจน พบวา แตละโคลนตอง

ใชการเจือจางที่แตกตางกันตั้งแต 1:5, 1:10 และ 1:20 ดังแสดงในตารางที่ 4.11 โดยแอนติเจนที่

ใชเคลือบกนหลุมเปน RAC-OVA เและดังแสดงในตารางที่ 4.12 โดยมีแอนติเจนที่ใชเคลือบกน

หลุมเปน RAC-BSA   

ตารางที่ 4.11  ระดับความเจือจางที่เหมาะสมของโมโนโคลนอลแอนติบอดี สําหรับวิธี indirect 

ELISA ที่ใชแอนติเจน RAC-OVA ความเขมขน 10 μg/ml เคลือบกนหลุม 

A492 ระดับการเจือจาง

ของแอนติบอดี 2H3 3A6 4B12 10A4 10G3 

- 

1:5 

1:10 

1:20 

1:40 

1:80 

1:160 

1:320 

1:640 

1.099 

0.960 

0.999* 

0.952 

0.413 

0.339 

0.279 

0.201 

0.162 

1.021 

0.877 

0.894* 

0.897 

0.351 

0.365 

0.294 

0.234 

0.199 

1.185 

1.086 

1.015 

1.131* 

0.585 

0.521 

0.448 

0.333 

0.236 

1.345 

1.136 

1.155 

1.227* 

0.646 

0.585 

0.470 

0.319 

0.218 

1.083 

0.871* 

0.790 

0.786 

0.213 

0.213 

0.206 

0.176 

0.173 

 

หมายเหตุ  เครื่องหมาย * แสดงคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตรที่ใหคาการ

ดูดกลืนแสงประมาณ 1  
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ตารางที่ 4.12 ระดับความเจือจางที่เหมาะสมของโมโนโคลนอลแอนติบอดี สําหรับวิธี indirect 

ELISA   ที่ใชแอนติเจน RAC-BSA ความเขมขน 1 μg/ml เคลือบกนหลุม 

A492 ระดับการเจือจาง

ของแอนติบอดี 2H3 3A6 4B12 10A4 10G3 

- 

1:5 

1:10 

1:20 

1:40 

1:80 

1:160 

1:320 

1:640 

1:1280 

1:2560 

1.551 

1.430 

1.320* 

0.672 

0.564 

0.484 

0.347 

0.272 

0.194 

0.131 

0.101 

1.437 

1.469 

1.558 

1.512 

1.527 

1.408 

1.267* 

0.974 

0.831 

0.614 

0.384 

1.529 

1.337 

1.337 

1.353 

1.355 

1.237* 

0.984 

0.727 

0.513 

0.319 

0.205 

1.640 

1.340 

1.363 

1.285* 

1.022 

0.951 

0.716 

0.428 

0.250 

0.149 

0.120 

1.479 

1.370 

1.347 

1.217 

1.221 

1.199* 

1.103 

0.995 

0.808 

0.570 

0.334 

 

หมายเหตุ  หมายเหตุ  เครื่องหมาย * แสดงคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตรที่

ใหคาการดูดกลืนแสงประมาณ 1  
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 จากการหาระดับความเจือจางของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่เหมาะสมสําหรับแอนติเจน  

RAC-OVA ที่ใชเคลือบกนหลุมในจานทดสอบ ELISA ของโคลน 2H3, 3A6, 4B12, 10A4 และ 

10G3 คือ  1:10, 1:10, 1:20, 1:20 และ 1:5 ตามลําดับ และเมื่อใชแอนติเจน RAC-BSA เคลือบ

กนหลุมในจานทดสอบ ELISA ระดับความเจือจางของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่เหมาะสมของ

โคลน 2H3, 3A6, 4B12, 10A4 และ 10G3 คือ  1:10, 1:160, 1:80, 1:20 และ 1:80 ตามลําดับ 

จากนั้นทําการหาความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยทําการหาคา IC50 และ LOD ของ       

โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดทั้ง 5 โคลนดวยวิธี indirect competitive ELISA โดยใชสารแขงขัน

เปน RAC ที่อยูในรูปอิสระ ความเขมขน 10-1- 104 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ดังแสดงผลในรูปที่     

4.5-4.6 (ตารางที่ ก.6 และ ก.7, ภาคผนวก ก) 

  

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.5 ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดทั้ง 5 โคลนตอ RAC อิสระดวยวิธี indirect 

competitive ELISA โดยใชแอนติเจน RAC-OVA ความเขมขน 10 μg/ml ในการเคลือบ

กนหลุมและใชระดับความเจือจางของแอนติบอดีจากโคลน 10A4, 2H3, 4B12, 3A6 

และ 10G3 เปน 1:20, 1:10, 1:20, 1:10 และ 1:5 ตามลําดับ  
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รูปที่ 4.6 ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดทั้ง 5 โคลนตอ RAC อิสระดวยวิธี indirect 

competitive ELISA โดยใชแอนติเจน RAC-BSA ความเขมขน 1 μg/ml ในการเคลือบ

กนหลุมและใชระดับความเจือจางของแอนติบอดีจากโคลน 10A4, 2H3, 4B12, 3A6 

และ 10G3 ที่ใชเปน 1:20, 1:10, 1:80, 1:160 และ 1:80 ตามลําดับ 

 เมื่อเปรียบเทียบผลการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดทั้ง 5 โคลนดวย

วิธี indirect competitive ELISA ระหวางใชแอนติเจน RAC-OVA และ RAC-BSA เคลือบกนหลุม

ของจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุมพบวา ในการใชแอนติเจน RAC-OVA เคลือบกนหลุม        

โมโนโคลนอลแอนติบอดีของโคลน 10A4, 2H3, 4B12, 3A6 และ 10G3 ใหคา IC50 เทากับ 10.86, 

51.95, 101.60, 107.30 และ 966.70 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และใหคา LOD เทากับ 

3.11, 9.14, 26.14, 34.13 และ 320.85 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และเมื่อใชแอนติเจน 

RAC-BSA เคลือบกนหลุม โมโนโคลนอลแอนติบอดีของโคลน 10A4, 2H3, 4B12, 3A6 และ 

10G3 ใหคา IC50 เทากับ 3.04, 155.40, 172.40, 451.10 และ 1216.00 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

ตามลําดับ และใหคา LOD เทากับ 0.44, 29.25, 15.41, 92.19 และ 19.88 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

ตามลําดับ เมื่อเรียงลําดับความไวในการจับกับ RAC ในรูปอิสระพบวา 10A4 > 4B12 > 10G3 > 

2H3 > 3A6 เมื่อใช RAC-BSA ในการเคลือบกนหลุมและ 10A4 > 2H3 > 4B12 > 3A6 > 10G3 
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เมื่อใช RAC-OVA เคลือบกนหลุม ดังนั้นจึงสรุปไดวา โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากโคลน 

10A4 มีความไวสูงที่สุด   

 4.4.3 การทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได 

 ทําการทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดทั้ง 5 โคลนดวยวิธี indirect 

competitive ELISA โดยดูจากคาเปอรเซ็นตการเกิดปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ

สารในกลุมไดแก clenbuterol, clenproperol, brombuterol, bromchlorbuterol, cimbuterol, 

salbutamol และ terbutaline-hemisulfate และสารนอกกลุมไดแก AMOZ, AOZ, MNZ, 

chloramphenicol, kanamycin, norfloxacin, penicillin G, streptomycin, sulfamethazine และ 

tetracycline HCl พบวา โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากทั้ง 5 โคลนไมเกิดปฏิกิริยาขามกับสาร

ในกลุมและสารนอกกลุม เนื่องจากความเขมขนที่ใชในการแยงจับกับแอนติบอดีระหวางแอนติเจน

ที่เคลือบกนหลุมของสารในกลุมและสารนอกกลุมคือ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร คาดูดกลืนแสงที่

ไดไมมีการเปลี่ยนแปลงเมื่อนําไปเปรียบเทียบกับคาดูดกลืนแสงที่ไมเติมสารแขงขัน ขณะที่เมื่อใช 

RAC อิสระที่มีความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สามารถจับกับแอนติบอดีหมด ทําใหคา

ดูดกลืนแสงที่ไดลดลงจนถึงคาการดูดกลืนแสงของตัวควบคุมลบ ดังนั้นแสดงใหเห็นวา         

ความเขมขนของสารที่ใชในการแยงจับกับแอนติบอดีตองมีคามากกวา 10000 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร จึงทําใหคาการดูดกลืนแสงลดลงครึ่งหนึ่ง ดังนั้นคา IC50 ของสารในกลุมและสาร      

นอกกลุมจะมีคามากกวา 10000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร จึงใชคาความเขมขนนี้แทนคา IC50      

ของสารดังกลาว นําคา IC50 ของแตละโมโนโคลนอลแอนติบอดีมาคํานวณหาคาเปอรเซ็นตการ

เกิดปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมและสารนอกกลุมของ RAC พบวา เมื่อใชแอนติเจน RAC-OVA 

เคลือบกนหลุม คาเปอรเซ็นตการเกิดปฏิกิริยาขามกลุมของโคลน 10A4, 2H3, 4B12, 3A6 และ

10G3 มีคานอยกวา 0.1%, 0.5%, 1.0%, 1.0% และ 9.9% ตามลําดับ และเมื่อใชแอนติเจน   

RAC-BSA เคลือบกนหลุม คาเปอรเซ็นตการเกิดปฏิกิริยาขามกลุมของโคลน 10A4, 2H3, 4B12, 

3A6 และ10G3 มีคานอยกวา 0.03%, 1.55%, 1.72%, 4.51% และ 12.16% ตามลําดับ ดังแสดง

ในตารางที่ 4.13-4.14 (ตารางที่ ก.8 และ ก.9, ภาคผนวก ก) จากผลคาเปอรเซ็นตการเกดิปฏกิริิยา

ขามกลุมของแตละโมโนโคลนอลแอนติบอดีมีคาไมเทากัน เนื่องจากคา IC50 ของ    แตละโมโน

โคลนอลแอนติบอดีที่ไดไมเทากัน และผลคาเปอรเซ็นตการเกิดปฏิกิริยาขามกลุมของ โมโน

โคลนอลแอนติบอดีบางตัวมีคาสูง เนื่องจากคา IC50 ของสารที่นํามาทดสอบนั้นมาจากคาความ

เขมขนสูงสุดที่ใชทดสอบคือ 10000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ดังนั้นถาใชความเขมขนของสารที่
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นํามาตรวจสอบมากกวา 10000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรจะใหคาเปอรเซ็นตการเกิดปฏิกิริยาขาม

กลุมนอยกวาคาที่ปรากฏในตารางที่ 4.13-4.14 เชน เมื่อใชแอนติเจน RAC-BSA ในการ       

เคลือบกนหลุม โดยใชความเขมขนของสารที่นํามาตรวจสอบเทากับ 100000 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร คาเปอรเซ็นตการเกิดปฏิกิริยาขามกลุมของโคลน 10A4, 2H3, 4B12, 3A6 และ10G3 

จะมีคานอยกวา 0.003%, 0.155%, 0.172%, 0.451% และ 1.216% ตามลําดับจากผลการ

ทดสอบความจําเพาะสรุปไดวา โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดทั้ง 5 โคลน มีความจําเพาะตอ RAC 

ในรูปอิสระ เนื่องจากไมเกิดปฏิกิริยาขามกลุม แตเมื่อพิจารณาผลที่ไดจากการทดสอบความไวและ

ความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากทั้ง 5 โคลนพบวา โมโนโคลนอลแอนติบอดี

โคลน 10A4 มีความไวสูงที่สุดและมีความจําเพาะตอ RAC ในรูปอิสระดวย จึงทําการเลือกโคลน 

10A4 มาทําการศึกษาตอโดยนําไปผลิตแอนติบอดีและทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ 
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ตารางที่ 4.13  คาเปอรเซ็นตการเกิดปฏิกิริยาขามกลุมของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจาก 5 

โคลนดวยวิธี indirect competitive ELISA โดยใชแอนติเจน RAC-OVA ความ

เขมขน 10 μg/ml ในการเคลือบกนหลุม 

เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม ประเภท        
ตัวแขงขัน ตัวแขงขัน 

10A4 2H3 4B12 3A6 10G3 

Beta-agonists Ractopamine 

Clenbuterol 

Clenproperol 

Brombuterol 

Bromchlorbuterol 

Cimbuterol 

Salbutamol 

Terbutaline-hemisulfate 

100 

<0.10 

<0.10 

<0.10 

<0.10 

<0.10 

<0.10 

<0.10 

100 

<0.52 

<0.52 

<0.52 

<0.52 

<0.52 

<0.52 

<0.52 

100 

<1.01 

<1.01 

<1.01 

<1.01 

<1.01 

<1.01 

<1.01 

100 

<1.07 

<1.07 

<1.07 

<1.07 

<1.07 

<1.07 

<1.07 

100 

<9.66 

<9.66 

<9.66 

<9.66 

<9.66 

<9.66 

<9.66 

Antibiotics AMOZ 

AOZ 

MNZ 

Kanamycin 

Norfloxacin 

Penicilin G 

Streptomycin 

Sulfamethazine 

Chloramphenicol 

Tetracycline HCl 

<0.10 

<0.10 

<0.10 

<0.10 

<0.10 

<0.10 

<0.10 

<0.10 

<0.10 

<0.10 

<0.52 

<0.52 

<0.52 

<0.52 

<0.52 

<0.52 

<0.52 

<0.52 

<0.52 

<0.52 

<1.01 

<1.01 

<1.01 

<1.01 

<1.01 

<1.01 

<1.01 

<1.01 

<1.01 

<1.01 

<1.07 

<1.07 

<1.07 

<1.07 

<1.07 

<1.07 

<1.07 

<1.07 

<1.07 

<1.07 

<9.66 

<9.66 

<9.66 

<9.66 

<9.66 

<9.66 

<9.66 

<9.66 

<9.66 

<9.66 
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ตารางที่ 4.14  คาเปอรเซ็นตการเกิดปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจาก 5 โคลน

ดวยวิธี indirect competitive ELISA โดยใชแอนติเจน RAC-BSA ความเขมขน     

1 μg/ml ในการเคลือบกนหลุม 

เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม ประเภท       
ตัวแขงขัน ตัวแขงขัน 

10A4 2H3 4B12 3A6 10G3 

Beta-agonists Ractopamine 

Clenbuterol 

Clenproperol 

Brombuterol 

Bromchlorbuterol 

Cimbuterol 

Salbutamol 

Terbutaline-hemisulfate 

100 

<0.03 

<0.03 

<0.03 

<0.03 

<0.03 

<0.03 

<0.03 

100 

<1.55 

<1.55 

<1.55 

<1.55 

<1.55 

<1.55 

<1.55 

100 

<1.72 

<1.72 

<1.72 

<1.72 

<1.72 

<1.72 

<1.72 

100 

<4.51 

<4.51 

<4.51 

<4.51 

<4.51 

<4.51 

<4.51 

100 

<12.16 

<12.16 

<12.16 

<12.16 

<12.16 

<12.16 

<12.16 

Antibiotics AMOZ 

AOZ 

MNZ 

Kanamycin 

Norfloxacin 

Penicilin G 

Streptomycin 

Sulfamethazine 

Chloramphenicol 

Tetracycline HCl 

<0.03 

<0.03 

<0.03 

<0.03 

<0.03 

<0.03 

<0.03 

<0.03 

<0.03 

<0.03 

<1.55 

<1.55 

<1.55 

<1.55 

<1.55 

<1.55 

<1.55 

<1.55 

<1.55 

<1.55 

<1.72 

<1.72 

<1.72 

<1.72 

<1.72 

<1.72 

<1.72 

<1.72 

<1.72 

<1.72 

<4.51 

<4.51 

<4.51 

<4.51 

<4.51 

<4.51 

<4.51 

<4.51 

<4.51 

<4.51 

<12.16 

<12.16 

<12.16 

<12.16 

<12.16 

<12.16 

<12.16 

<12.16 

<12.16 

<12.16 
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ตารางที่ 4.15 สรุปผลการหาไอโซไทป ความไว และการเกิดปฏิกิริยาขามกลุมของโมโนโนโคลนอล

แอนติบอดีจาก 5 โคลน เมื่อใชแอนติเจน RAC-OVA ความเขมขน 10 μg/ml 

เคลือบกนหลุม 

ชนิดการทดสอบ 10A4 2H3 4B12 3A6 10G3 

ไอโซไทป 

IC50 

LOD 

เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขามกลุม 

IgG1 

10.86 

3.11 

<0.10 

IgG1 

51.95 

9.14 

<0.52 

IgG1 

101.60 

26.14 

<1.01 

IgG1 

107.30 

34.13 

<1.07 

IgG1 

966.70 

320.85 

<9.66 

   

ตารางที่ 4.16 สรุปผลการหาไอโซไทป ความไว และการเกิดปฏิกิริยาขามกลุมของโมโนโนโคลนอล

แอนติบอดีจาก 5 โคลน เมื่อใชแอนติเจน RAC-BSA ความเขมขน 1 μg/ml    

เคลือบกนหลุม 

ชนิดการทดสอบ 10A4 2H3 4B12 3A6 10G3 

ไอโซไทป 

IC50 

LOD 

เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขามกลุม 

IgG1 

3.04 

0.44 

<0.03 

IgG1 

155.40 

29.25 

<1.55 

IgG1 

172.40 

15.41 

<1.72 

IgG1 

451.10 

92.19 

<4.51 

IgG1 

1216.00 

19.85 

<12.16 

  

จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา เมื่อใชแอนติเจน RAC-BSA เคลือบกนหลุมแทน

แอนติเจน RAC-OVA ในการทดสอบความไวและความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ 

RAC อิสระใหผลการทดลองที่มีแนวโนมไปทางเดียวกัน โดยใหคา IC50 และ LOD มีคาใกลเคียง

กัน ดังนั้นจึงสามารถนําแอนติเจน RAC-BSA มาทําการเคลือบบนกนหลุมของจานทดสอบ ELISA 
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แทนแอนติเจน RAC-OVAได เมื่อนําผลการทดลองมาเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Shelver และ

คณะ (2000) ซึ่งไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่สามารถตรวจวัดความเขมขนต่ําสุดของ RAC 

เทากับ 1 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรและไมเกิดปฏิกิริยาขามกลุม และในงานวิจัย Li และคณะ (2007) 

ซึ่งไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความไวเทากับ 1.5 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และไมทําปฏิกิริยา

ขามกลุม พบวา โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากโคลน 10A4 มีความไวสูงกวางานวิจัยที่ไดกลาว

ขางตนและมีความจําเพาะสูงตอ RAC ดวยจึงคาดวา สามารถนํามาพัฒนาเปนชุดตรวจสอบ 

RAC ได ดังน้ันจึงนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 10A4 มาทําใหบริสุทธิ์เพื่อใชศึกษาตอไป
  

4.5 การทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ 

 4.5.1 การเตรียมและทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ 

 จากผลที่ไดของการทดสอบความไวและความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดทั้ง 

5 โคลน จึงทําการเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีของโคลน 10A4 ที่มีความไวสูงที่สุดและ              

มีความจําเพาะตอ RAC ในรูปอิสระ มาทําการเพิ่มจํานวนเซลลไฮบริโดมาโดยเลี้ยงในอาหารเลี้ยง

เซลลปริมาตร 300 มิลลิลิตร จนไดแอนติบอดีสะสมอยูในอาหารเลี้ยงเซลลปริมาณมาก จากนั้นทํา

การเก็บอาหารเลี้ยงเซลลที่ไดปริมาตร 300 มิลลิลิตร มาทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธีโครมาโทกราฟ

แบบสัมพรรคภาพ (affinity chromatography) โดยมีโปรตีนจีเซฟาโรส (protein G sepharose) 

บรรจุอยูในคอลัมน เนื่องจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากโคลน 10A4 มีไอโซไทปเปน IgG1 

ซึ่งจะมีสัมพรรคภาพสูงตอโปรตีนจีที่ pH 7.0 ดังนั้นโมโนโคลนอลแอนติบอดีจึงสามารถจับกับ

โปรตีนจีในคอลัมนได และทําการชะโมโนโคลนอลแอนติบอดีออกจากคอลัมนโดยใชบัฟเฟอรที่  

pH 2.7 นําแตละแฟรคชัน (fraction) ที่เก็บไดไปทําการหาปริมาณโปรตีนโดยนําไปวัดคาการ

ดูดกลืนแสงที่  280 นาโนเมตร และติดตามหาแอนติบอดีในแตละแฟรคชั่นดวยวิธี indirect ELISA 

โดยใชระดับการเจือจางของแตละแฟรคชันเทากับ 1:2000  แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 492 

นาโนเมตร ดังแสดงในรูปที่ 4.7 (ตารางที่ ก.10, ภาคผนวก ก)  
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รูปที่ 4.7  โครมาโทแกรมการทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 10A4 ใหบริสุทธิ์ ดวยคอลัมน

โปรตีนจีเซฟาโรส ขนาด 1.5 X 5 เซนติเมตร และชะดวยไกลซีนไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร 

pH 2.7 ดวยอัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที เก็บตัวอยางจํานวน 31 แฟรคชัน        

แฟรคชันละ 1 มิลลิลิตร 

 จากโครมาโทแกรมพบวา แฟรคชันที่ 7-13 มีคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280            

นาโนเมตรสูง และเมื่อทดสอบดวยวิธี indirect ELISA จะใหคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

492 นาโนเมตรสูง แสดงใหเห็นวา โมโนโคลนอลแอนติบอดีถูกชะออกมาอยูในชวงแฟรคชันที่      

7-13 ดังนั้นจึงนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่บริสุทธิ์ในแฟรคชันที่ 7-13 มารวมกัน แลวนําไป

ไดอะไลซิสดวย PBS เพื่อกําจัดบัฟเฟอรที่ใชในการทําใหบริสุทธิ์ออกจากสารละลายที่ได 

4.5.2 การหาปริมาณโปรตีนดวยวิธี BCA 

 นําอาหารเลี้ยงเซลลกอนการทําใหบริสุทธิ์และโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ทําใหบริสุทธิ์มา

ทําการหาปริมาณโปรตีนดวยวิธี BCA โดยเปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงที่ไดกับกราฟโปรตีน

มาตรฐาน BSA (ตารางที่ ก.11, ก.12, ก.13 และ รูปที่ ก.3, ภาคผนวก ก) พบวา ในอาหารเลี้ยง

เซลลกอนทําใหบริสุทธิ์และสารละลายโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังผานการทําใหบริสุทธิ์มีความ

เขมขนของโปรตีนในสารละลายเทากับ 3.96 และ 1.89 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ  

(indirect ELISA) 
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 4.5.3 การหาปริมาณโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธ ีIndirect ELISA 

 ทําการหาปริมาณโมโนโคลนอลแอนติบอดีกอนการทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธี Indirect ELISA 

โดยนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของแอนติบอดีที่สรางจาก         

โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผานการทําใหบริสุทธิ์และทราบความเขมขน (ตารางที่ ก.14 และรูปที่   

ก.4, ภาคผนวก ก) พบวา ปริมาณโมโนโคลนอลแอนติบอดีของอาหารเลี้ยงเซลลกอนทําใหบริสุทธิ์

เทากับ 0.09 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และเมื่อผานการทําใหบริสุทธิ์จะมีปริมาณแอนติบอดีเทากับ 

1.34 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และเมื่อนําคาปริมาณโปรตีนและแอนติบอดีที่ไดมาทําการคํานวณคา

ความบริสุทธิ์ (%purity) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในสารละลายโปรตีนทั้งหมดเทากับ 70.95 

เปอรเซ็นต และคา % recovery เทากับ 34.99 เปอรเซ็นต ดังแสดงในตารางที่ 4.17  

ตารางที่ 4.17 ผลสรุปของการทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ดวยโปรตีนจีที่ได               

จากโคลน 10A4 

ปริมาณโปรตีน ปริมาณแอนตบิอดี ขั้นตอน

การทาํให

บริสุทธิ ์

ปริมาตร 

(ml) ความเขมขน 

(mg/ml) 

รวม     

(mg) 

ความเขมขน 

(mg/ml) 

รวม     

(mg) 

%purity %recovery 

กอน 

หลัง 

300 

7.05 

3.96 

1.89 

1188.0 

13.32 

0.09 

1.34 

27.00 

9.45 

2.27 

70.95 

- 

34.99 

 

4.6  การหามวลโมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธิ ์

 ทําการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธิ์ที่ไดจาก

โคลน 10A4 ดวยวิธี SDS-PAGE และนํามาทําการเปรียบเทียบกับระยะทางการเคลื่อนที่ของ

โปรตีนมาตรฐานที่ทราบมวลโมเลกุลแลว เพื่อทําใหทราบถึงขนาดของหนวยยอยของสาย           

โพลิเพปไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได โดยนําคา relative mobility (Rf) ของสารละลาย

โปรตีนตัวอยางไปทําการเปรียบเทียบกับกราฟของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน (รูปที่ ก.15, 

ภาคผนวก ก) พบวา เมื่อพิจารณาแถบโปรตีนที่เกิดขึ้นของโมโนโคลนอลแอนติบอดีระหวางกอน

และหลังทําใหบริสุทธิ์จะเห็นวา อาหารเลี้ยงเซลลที่มีโมโนโคลนอลแอนติบอดีกอนทําใหบริสุทธิ์นั้น
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จะมีโปรตีนจากซีรัมปนอยูมากทําใหเห็นแถบเขมที่ระยะทางเดียวกับชอง 3 แตเมื่อนํา                 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีมาทําใหบริสุทธิ์แลวโปรตีนเหลานี้ถูกกําจัดไป จึงทําใหโมโนโคลนอล

แอนติบอดี เขมขนขึ้นจึงปรากฏแถบชัดขึ้น  โดยสองแถบนี้ เปนแถบของโปรตีนสายยาว          

(heavy chain) และสายส้ัน (light chain) โดยมีมวลโมเลกุลเทากับ 58.78 และ 27.52 กิโลดาลตัน 

ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที่ 4.8 และตารางที่ 4.18 

 

                                                                                    ชอง     ชนิดสารตัวอยาง 

                                                                                      1    โปรตีนมาตรฐาน                             

                                                                                      2    ซีรัม (FCS) 

                                                                                      3    อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640                                

                                                                                            ที่ม ี10% FCS (v/v) 

                                                                                      4    อาหารเลี้ยงเซลลกอนทําใหบริสุทธิ ์

                                                                                      5    โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่บริสุทธิ ์

 

รูปที่ 4.8  ผลการหามวลโมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิค     

SDS-PAGE 

 

 

 

 

 

  H 

L 

118 kDa  
  86 kDa  

  49 kDa  

  34 kDa  

  24 kDa  

  19 kDa  

 1        2       3      4        5 

(Standard protein marker) 
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ตารางที่ 4.18 คา Rf และมวลโมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยเทคนิค SDS-PAGE 

โปรตีน มวลโมเลกุล (kDa) Relative mobility (Rf) 

β-galactosidase 

BSA 

OVA 

Carbonic anhydrase 

β-lactoglobulin 

Lysozyme 

118 

86 

49 

34 

24 

19 

0.13 

0.25 

0.43 

0.66 

0.81 

1 

Heavy chain 

Light chain 

58.78 

27.52 

0.42 

0.77 

 

4.7 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธิ์ตอ RAC 

 ทําการหาความเขมขนที่เหมาะสมระหวางโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธิ์กับ

แอนติเจนที่ใชเคลือบกนหลุมของจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุมดวยวิธี indirect ELISA โดย

เลือกความเขมขนที่ทําใหคาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร มีคาประมาณ 1 พบวา ความ

เขมขนที่เหมาะสมระหวางโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับแอนติเจน RAC-OVA ที่เคลือบกนหลุม

เทากับ 150 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และเมื่อใช

แอนติเจนที่เคลือบกนหลุมเปน RAC-BSA จะไดความเขมขนที่เหมาะสมระหวางโมโนโคลนอล

แอนติบอดีกับแอนติเจนเทากับ 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ 150 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 4.19 แลวทําการหาความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยการ

หาคา IC50 และ LOD ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธิ์จากโคลน 10A4 ดวยวิธี 

indirect competitive ELISA โดยใชสารแขงขันเปน RAC ที่อยูในรูปอิสระ ความเขมขน         

0.01– 200  นาโนกรัมตอมิลลิลิตร พบวา เมื่อใชแอนติเจนเคลือบกนหลุมเปน RAC-OVA มีคา 

MAb 
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IC50 และคา LOD เทากับ 1.73 และ 0.89 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และเมื่อใชเมื่อใช

แอนติเจนเคลือบกนหลุมเปน RAC-BSA มีคา IC50 และคา LOD เทากับ 1.85 และ 0.29 นาโน

กรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ดังแสดงผลในรูปที่ 4.9 (ตารางที่ ก.15และ ก.16, ภาคผนวก ก) 

ตารางที่ 4.19  ความเขมขนที่เหมาะสมระหวางโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธิ์จาก

โคลน 10A4 และแอนติเจนที่ใชเคลือบกนหลุมดวยวิธี indirect ELISA 

A492 

RAC-OVA (μg/ml) RAC-BSA (μg/ml) 
แอนติบอดี 

(ng/ml) 

3 5 10 0.5 1 2 

25 

50 

100 

150 

250 

500 

1000 

0.056 

0.067 

0.071 

0.104 

0.094 

0.121 

0.140 

 

0.060 

0.154 

0.201 

0.222 

0.342 

0.487 

0.667 

0.342 

0.576 

0.906 

1.098* 

1.256 

1.436 

1.668 

0.277 

0.322 

0.510 

0.698 

0.897 

1.033 

1.234 

0.640 

0.877 

1.020 

1.244* 

1.446 

1.672 

1.865 

1.200 

1.355 

1.568 

1.703 

1.889 

1.988 

2.154 

 

หมายเหตุ  เครื่องหมาย * แสดงคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตรที่ใหคาการ

ดูดกลืนแสงประมาณ 1  
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รูปที่ 4.9  ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธิ์จากโคลน 10A4 ตอ RAC ดวยวธิี 

indirect competitive ELISA เมื่อใชแอนติเจน RAC-OVA และ RAC-BSA เคลือบกน

หลุม และความเขมขนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ใช 150 นาโนกรมัตอมิลลิลิตร 

       จากนั้นนําคาที่ไดมาทาํการเปรียบเทยีบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 

10A4 ตอ RAC ในรูปอิสระในข้ันตอนกอนและหลงัการทําใหบริสุทธิ ์ดังแสดงในตารางที ่4.20 

พบวา ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธิ์ตอ RAC ในรูปอิสระมีคาสูงขึ้น 

ตารางที่ 4.20  การเปรียบเทียบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกอนและหลังทําใหบริสุทธิ์

จากโคลน 10A4 ตอ RAC ในรูปอิสระดวยวิธี indirect competitive ELISA โดย   

ใชแอนติเจน RAC-BSA และ RAC-OVA เคลือบกนหลุมของจานทดสอบ        

ELISA 96 หลุม 

RAC-BSA RAC-OVA 
โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

IC50(ng/ml) LOD(ng/ml) IC50(ng/ml) LOD(ng/ml) 

กอนทําใหบริสุทธิ ์

หลังทําใหบริสทุธิ ์

3.04 

1.85 

0.44 

0.29 

10.86 

1.73 

3.11 

0.89 
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จากการเปรียบเทียบผลความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 10A4 กอนและ

หลังทําใหบริสุทธิ์จะเห็นวา หลังการทําใหบริสุทธิ์โมโนโคลนอลแอนติบอดีใหคา LOD ที่ต่ํากวา

กอนการทําใหบริสุทธิ์ อาจมาจากสาเหตุในขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์จะชวยลดการปนเปอนของ

โปรตีนอื่นๆ ที่อยูในอาหารเลี้ยงเซลลซึ่งอาจมีผลในการรบกวนการเกิดปฏิกิริยาในการทดสอบของ

วิธี ELISA ได 

จากผลการทดลองทั้งหมดสรุปไดวา โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากโคลน 10A4 มี

ความ จําเพาะตอ RAC ในรูปอิสระ และใหคาปริมาณของสารที่ต่ําที่สุดที่สามารถตรวจวัดไดกวา

ต่ํากวาคาปริมาณสารตกคางสูงสุดที่กําหนดใหมีไดที่ประกาศโดยสํานักงานคณะกรรมการอาหาร

และยาไวที่ 1 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม (ppb) จึงสามารถนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดไปพัฒนา

เปนชุดตรวจสอบตอ RAC ในรูปอิสระตอไปได 
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บทที่  5 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 
 

ทําการเชื่อมตอแร็กโทพามีนกับ BSA เพื่อใชในการฉีดกระตุนหนูทดลอง โดยนํา           

แร็กโทพามีนไฮโดรคลอไรด มาทําการเปลี่ยนอนุพันธุใหอยูในรูปสารแร็กโทพามีนเฮมิซัคซิเนต เมื่อ

ทําการทดสอบผลิตภัณฑดวยวิธี TLC ปรากฏสารผลิตภัณฑซึ่งมีคา Rf อยูที่ 0.08 จึงคาดวา จุดที่

เกิดขึ้นนี้เปนสารแร็กโทพามีนเฮมิซัคซิเนท จึงนําสารที่ไดมาเชื่อมตอกับ BSA โดยใชสาร 

isobutylchloroformate พบวา ปริมาณโปรตีนของสารแร็กโทพามีนที่เชื่อมตอกับ BSA ไดเทากับ 

2.55 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และเมื่อทําการทดสอบดวยวิธี TNBS พบวา BSA มีการใชหมูเอมีนใน

การเชื่อมตอกับแร็กโทพามีนคิดเปน 36.33 เปอรเซ็นต และเมื่อทําการตรวจวิเคราะหดวยวิธี 

MALDI-TOF-MS พบวา มวลโมเลกุลของ BSA ที่ไดเทากับ 67,020.23 ดาลตันและมวลโมเลกุล

ของแร็กโทพามีนที่เชื่อมตอกับโปรตีน BSA เทากับ 69,422.71 ดาลตัน ดังนั้นเมื่อนํามาคํานวณ

เปนอัตราสวนในการเชื่อมตอระหวางโปรตีน BSA กับสารแร็กโทพามีนเทากับ 1:8 แสดงวา BSA 1 

โมเลกุลจะมีการเชื่อมตอกับสารแร็กโทพามีนไดถึง 8 โมเลกุล จากนั้นนําแอนติเจนที่เตรียมไดไป

ฉีดกระตุนหนู BALB/c จํานวน 3 ตัว เมื่อนําซีรัมของหนูทั้งสามตัวมาหาระดับแอนติบอดีพบวา ให

ระดับแอนติบอดีอยูในชวง1:64,000 – 1:512,000 หลังจากนั้นทําการทดสอบความจําเพาะของ

แอนติบอดีในซีรัมกับสารแขงขัน OVA, BSA และสารแร็กโทพามีนในรูปอิสระที่ความเขมขน 5 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร พบวา แอนติบอดีในซีรัมของหนูทดลองทั้งสามสามารถจับกับสาร          

แร็กโทพามีนในรูปอิสระได หลังจากนั้นทําการหลอมรวมเซลลมามของหนูกับเซลลไมอีโลมา

ทั้งหมด 2 คร้ังไดเซลลไฮบริโดมาที่สามารถผลิตแอนติบอดีที่จับกับสารแร็กโทพามีนในรูปอิสระ

จํานวน 5 โคลน คือ โคลน 2H3, 3A6, 4B12, 10A4 และ10G3 ซึ่งมาจากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 

2 เทานั้น หลังจากการศึกษาลักษณะสมบัติเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากเซลล

ไฮบริโดมาทั้ง 5 โคลน พบวา โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากทั้ง 5 โคลน มีไอโซไทปเปน IgG1 

เมื่อทําการทดสอบความไวตอสารแร็กโทพามีนในรูปอิสระของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากทั้ง 5 

โคลนพบวา โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากโคลน 10A4 มีความไวตอสารแร็กโทพามีนในรูป

อิสระสูงสุด โดยใหคา IC50 และ LOD เทากับ 3.04 และ 0.44 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 

และเมื่อนําไปทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจาก 5 โคลน พบวา             

โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจาก 5 โคลนไมทําปฏิกิริยาขามกับสารทั้งในกลุมและนอกกลุมของ

แร็กโทพามีน ดังนั้นจึงทําการเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 10A4 ซึ่งมีความไวสูงที่สุด
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และมีความจําเพาะตอแร็กโทพามีนในรูปอิสระ มาทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบ        

สัมพรรคภาพโดยใชโปรตีนจีเซฟาโรสคอลัมน พบวา โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่บริสุทธิ์จะมี

ปริมาณแอนติบอดีเทากับ 1.34 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้นเปน 71 เปอรเซ็นต 

และเมื่อตรวจสอบความบริสุทธิ์และน้ําหนักของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากการทํา         

SDS-PAGE พบวา โมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 10A4 หลังทําใหบริสุทธิ์ จะใหแถบของ

โปรตีนสายยาว (heavy chain) และสายสั้น (light chain) โดยมีมวลโมเลกุลเทากับ 58.78 และ 

27.52 กิโลดาลตัน ตามลําดับ หลังจากนั้นทําการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี

หลังทําใหบริสุทธิ์ตอสารแร็กโทพามีนในรูปอิสระ พบวา โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจะมีความไว

ตอสารแร็กโทพามีนในรูปอิสระมากขึ้น โดยใหคา IC50 และ LOD เทากับ 1.85 และ 0.29           

นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ จากผลการทดลองสรุปไดวา ความไวของโมโนโคลนอล

แอนติบอดีที่ไดมีคาต่ํากวาคาปริมาณสารปนเปอนในอาหารสูงสุดที่กําหนดใหมีไดที่ประกาศโดย

สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยาไวที่ 1 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม (ppb) และโมโนโคลนอล

แอนติบอดีที่ไดไมเกิดปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมและสารนอกกลุมของแร็กโทพามีน ดังนั้น        

โมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 10A4 จึงมีศักยภาพเหมาะสมสําหรับนําไปใชในการพัฒนาชุด

ตรวจสอบสารแร็กโทพามีนตอไปในอนาคตได 

ขอเสนอแนะ 

 เนื่องจากงานวิจัยนี้ไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความไวและความจําเพาะสูงตอ      

แร็กโทพามีน จึงควรนําแอนติบอดีที่ไดมาศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการตรวจวิเคราะห

แร็กโทพามีน เชน อุณหภูมิ ปริมาณแอนติเจนและแอนติบอดีที่เหมาะสม วิธีการสกัดสารจาก

ตัวอยาง เปนตน เพื่อเพิ่มความไว และความสะดวกในการใชของชุดตรวจสอบในการตรวจ

วิเคราะหตัวอยางดวย 
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ภาคผนวก ก 
 

ตารางที่ ก.1  คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 562 นาโนเมตรของสารละลาย BSA มาตรฐาน   

ดวยวิธ ีBCA 

ความเขมขนสารละลาย BSA มาตรฐาน (mg/ml) A562 

0 

0.025 

0.125 

0.250 

0.500 

0.750 

1.000 

1.500 

0 

0.035 

0.197 

0.408 

0.633 

0.816 

1.094 

1.531 

y = 1.0735x
R2 = 0.9759

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

1.8

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6

ความเขมขนโปรตีน BSA (mg/ml)

A 5
62

 

รูปที่ ก.1 กราฟมาตรฐานของสารละลาย BSA ดวยวธิี BCA 
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ตารางที่ ก.2  คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 562 นาโนเมตรของสารละลาย OVA มาตรฐาน   

ดวยวิธ ีBCA 

ความเขมขนสารละลาย OVA มาตรฐาน (mg/ml) A562 

0 

0.24 

0.48 

0.72 

0.84 

0.96 

1.08 

1.20 

0 

0.193 

0.425 

0.740 

0.850 

0.954 

1.068 

1.181 

y = 0.9887x

R2 = 0.9955

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4

ความเขมขนโปรตีน OVA (mg/ml)

A 5
62

 

รูปที่ ก.2 กราฟมาตรฐานของสารละลาย OVA ดวยวิธ ีBCA 
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ตารางที่ ก.3 คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 492 นาโนเมตรของแอนติบอดีในซีรัมหนูตัวที่ 1

ดวยวิธ ีindirect ELISA 

สารที่ใชเคลือบบนหลมุของจานทดสอบ ELISA ดวยความเขมขน 3 μg/ml ระดับการเจือจาง

ของซีรัม RAC-OVA OVA 

1:1000 

1:2000 

1:4000 

1:8000 

1:16000 

1:32000 

1:64000 

1:128000 

1:256000 

1:512000 

1:1024000 

2.601 

2.440 

2.037 

1.638 

1.195 

0.697 

0.394 

0.176 

0.085 

0.044 

0.054 

0.080 

0.054 

0.035 

0.040 

0.041 

0.042 

0.050 

0.051 

0.054 

0.049 

0.062 
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ตารางที่ ก.4  คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 492 นาโนเมตรของแอนติบอดีในซีรัมหนูตัวที ่2

ดวยวิธ ีindirect ELISA 

สารที่ใชเคลือบบนหลมุของจานทดสอบ ELISA ดวยความเขมขน 3 μg/ml ระดับการเจือจาง

ของซีรัม RAC-OVA OVA 

1:1000 

1:2000 

1:4000 

1:8000 

1:16000 

1:32000 

1:64000 

1:128000 

1:256000 

1:512000 

1:1024000 

2.515 

2.707 

2.531 

2.398 

2.058 

1.648 

1.066 

0.657 

0.424 

0.227 

0.119 

0.243 

0.147 

0.082 

0.069 

0.045 

0.054 

0.055 

0.046 

0.033 

0.042 

0.044 
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ตารางที่ ก.5  คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 492 นาโนเมตรของแอนติบอดีในซีรัมหนูตัวที ่3

ดวยวิธ ีindirect ELISA 

สารที่ใชเคลือบบนหลมุของจานทดสอบ ELISA ดวยความเขมขน 3 μg/ml ระดับการเจือจาง

ของซีรัม RAC-OVA OVA 

1:1000 

1:2000 

1:4000 

1:8000 

1:16000 

1:32000 

1:64000 

1:128000 

1:256000 

1:512000 

1:1024000 

2.508 

2.561 

2.386 

2.086 

1.653 

1.097 

0.671 

0.368 

0.137 

0.062 

0.044 

0.049 

0.040 

0.082 

0.064 

0.055 

0.034 

0.055 

0.066 

0.063 

0.042 

0.054 
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ตารางที่ ก.6  คาการดูดกลืนแสงเฉลี่ยที่ 492 นาโนเมตร ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจาก 5 

โคลนตอ RAC ดวยวิธี indirect competitive ELISA โดยใชแอนติเจน RAC-OVA  

10 μg/ml เคลือบกนหลุมในจานทดสอบ ELISA  

A492 ความเขมขน 

RAC (ng/ml) 2H3 3A6 4B12 10A4 10G3 

0 

0.1 

0.5 

1 

5 

10 

50 

100 

500 

1000 

5000 

10000 

1.250 

1.277 

1.212 

1.264 

1.216 

1.005 

0.688 

0.504 

0.226 

0.209 

0.095 

0.084 

1.302 

1.418 

1.286 

1.374 

1.352 

1.223 

1.017 

0.833 

0.287 

0.174 

0.112 

0.093 

1.452 

1.602 

1.479 

1.398 

1.423 

1.310 

1.100 

0.956 

0.326 

0.147 

0.055 

0.051 

1.494 

1.565 

1.424 

1.401 

1.235 

0.830 

0.227 

0.145 

0.065 

0.074 

0.069 

0.066 

0.961 

0.942 

0.882 

0.984 

0.993 

0.934 

1.011 

1.011 

0.731 

0.626 

0.267 

0.191 
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ตารางที่ ก.7  คาการดูดกลืนแสงเฉลี่ยที่ 492 นาโนเมตร ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจาก 5 

โคลนตอ RAC ดวยวิธี indirect competitive ELISA โดยใชแอนติเจน RAC-BSA    

1 μg/ml เคลือบกนหลุมในจานทดสอบ ELISA 

 

 

 

A492 ความเขมขน 

RAC (ng/ml) 2H3 3A6 4B12 10A4 10G3 

0 

0.1 

0.5 

1 

5 

10 

50 

100 

500 

1000 

5000 

10000 

1.844 

1.809 

1.827 

1.824 

1.796 

1.801 

1.456 

1.252 

0.371 

0.265 

0.082 

0.099 

1.413 

1.389 

1.409 

1.420 

1.447 

1.440 

1.404 

1.385 

0.639 

0.469 

0.081 

0.081 

1.544 

1.502 

1.540 

1.510 

1.514 

1.492 

1.272 

1.059 

0.364 

0.199 

0.062 

0.056 

1.745 

1.687 

1.543 

1.430 

0.626 

0.373 

0.112 

0.078 

0.051 

0.048 

0.044 

0.052 

2.029 

1.958 

1.989 

1.825 

1.910 

1.795 

1.871 

1.909 

1.625 

1.370 

0.492 

0.336 
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ตารางที่ ก.8  คาการดูดกลืนแสงเฉลี่ยที่ 492 นาโนเมตร ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจาก 5 

โคลนตอสารในกลุมและสารนอกกลุม RAC ดวยวิธี indirect competitive ELISA 

โดยใชแอนติเจน RAC-OVA 10 μg/ml เคลือบกนหลุมจานทดสอบ ELISA 

A492 ประเภทตัว
แขงขัน ชนิดตัวแขงขนั 

10A4 2H3 4B12 3A6 10G3 

 

Beta-agonists 

ไมมีตัวแขงขัน 

Ractopamine 

Clenbuterol 

Clenproperol 

Brombuterol 

Bromchlorbuterol 

Cimbuterol 

Salbutamol 

Terbutaline-hemisulfate 

1.897 

0.077 

1.872 

1.856 

1.886 

1.887 

1.939 

1.898 

1.861 

1.403 

0.086 

1.398 

1.403 

1.445 

1.351 

1.333 

1.414 

1.328 

1.594 

0.074 

1.697 

1.758 

1.764 

1.683 

1.555 

1.701 

1.759 

1.612 

0.109 

1.628 

1.604 

1.679 

1.618 

1.570 

1.684 

1.539 

0.921 

0.150 

1.178 

1.140 

1.181 

1.089 

0.924 

1.234 

0.940 

Antibiotics AMOZ 

AOZ 

MNZ 

Kanamycin 

Norfloxacin 

Penicilin G 

Streptomycin 

Sulfamethazine 

Chloramphenicol 

Tetracycline HCl 

1.823 

2.026 

1.839 

1.862 

2.002 

1.850 

1.877 

1.848 

1.888 

2.012 

1.408 

1.349 

1.374 

1.387 

1.279 

1.440 

1.444 

1.435 

1.429 

1.383 

1.761 

1.804 

1.752 

1.801 

1.849 

1.819 

1.796 

1.754 

1.856 

1.865 

1.576 

1.456 

1.600 

1.532 

1.493 

1.499 

1.494 

1.638 

1.445 

1.532 

1.111 

0.902 

1.079 

1.032 

0.861 

1.118 

1.144 

1.170 

1.072 

0.997 

RPMI 1640 (ตัวควบคุมลบ) 0.045 
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ตารางที่ ก.9  คาการดูดกลืนแสงเฉลี่ยที่ 492 นาโนเมตร ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจาก 5 

โคลนตอสารในกลุมและสารนอกกลุม RAC ดวยวิธี indirect competitive ELISA 

โดยใชแอนติเจน RAC-BSA 1 μg/ml เคลือบกนหลุมจานทดสอบ ELISA 

A492 ประเภทตัว
แขงขัน ชนิดตัวแขงขนั 

10A4 2H3 4B12 3A6 10G3 

 

Beta-agonists 

ไมมีตัวแขงขัน 

Ractopamine 

Clenbuterol 

Clenproperol 

Brombuterol 

Bromchlorbuterol 

Cimbuterol 

Salbutamol 

Terbutaline-hemisulfate 

1.673 

0.107 

1.680 

1.798 

1.813 

1.787 

1.816 

1.798 

1.744 

1.382 

0.096 

1.412 

1.389 

1.431 

1.312 

1.329 

1.380 

1.279 

1.894 

0.121 

1.886 

1.793 

1.776 

1.739 

1.745 

1.724 

1.767 

1.704 

0.132 

1.656 

1.622 

1.701 

1.642 

1.589 

1.707 

1.610 

0.941 

0.125 

1.195 

0.951 

1.005 

1.107 

0.919 

1.131 

0.945 

Antibiotics AMOZ 

AOZ 

MNZ 

Kanamycin 

Norfloxacin 

Penicilin G 

Streptomycin 

Sulfamethazine 

Chloramphenicol 

Tetracycline HCl 

1.806 

1.598 

1.648 

1.762 

1.970 

1.810 

1.853 

1.610 

1.828 

1.739 

1.393 

1.331 

1.419 

1.423 

1.302 

1.428 

1.451 

1.406 

1.431 

1.394 

1.772 

1.804 

1.768 

1.822 

1.834 

1.814 

1.754 

1.779 

1.828 

1.840 

1.612 

1.556 

1.650 

1.597 

1.514 

1.540 

1.566 

1.659 

1.468 

1.534 

1.075 

0.963 

0.814 

0.867 

0.928 

1.085 

1.101 

1.038 

1.072 

1.085 

RPMI 1640 (ตัวควบคุมลบ) 0.086 
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ตารางที่ ก.10 คาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร และคาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร      

ในการทํา indirect ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 10A4               

ที่ทําใหบริสุทธิ์ 

Fraction A280 A492 Fraction A280 A492 

Unbound 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

0.113 

0.125 

0.135 

0.149 

0.170 

0.164 

0.169 

0.260 

2.633 

3.157 

2.945 

1.256 

0.548 

0.283 

0.197 

0.146 

0.213 

0.183 

- 

0.239 

- 

0.200 

- 

0.618 

- 

1.629 

- 

1.521 

- 

0.516 

- 

0.167 

16 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

25 

26 

27 

28 

29 

30 

31 

0.118 

0.102 

0.102 

0.118 

0.139 

0.110 

0.115 

0.113 

0.138 

0.116 

0.124 

0.132 

0.104 

0.112 

0.094 

0.107 

- 

0.077 

- 

0.075 

- 

0.115 

- 

0.071 

- 

0.070 

- 

0.082 

- 

0.079 

- 

0.071 

 

หมายเหต ุเครื่องหมาย – ไมไดนํามาทํา indirect ELISA 
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ตารางที่ ก.11 คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 562 นาโนเมตรของสารละลาย BSA มาตรฐาน 

          ดวยวิธ ีBCA 

ความเขมขนสารละลาย BSA มาตรฐาน (mg/ml) A562 

0 

0.1 

0.2 

0.4 

0.6 

0.8 

1.0 

1.2 

0 

0.186 

0.369 

0.518 

0.799 

1.133 

1.432 

1.686 

 

y = 1.4084x
R2 = 0.9924

0
0.2
0.4
0.6
0.8

1
1.2
1.4
1.6
1.8

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
ความเขมขนโปรตีน BSA (mg/ml)

A 
56

2

 

     รูปที่ ก.3 กราฟมาตรฐานของสารละลาย BSA ดวยวธิี BCA 
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ตารางที่ ก.12 ผลการหาคาความเขมขนของโปรตีนในอาหารเลี้ยงเซลลกอนทาํใหบริสุทธิ์ดวย     

วิธี BCA 

อัตราการเจือจาง A562 ความเขมขนของโปรตีน (mg/ml) 

1:4 

1:8 

1:16 

1.291 

0.698 

0.374 

3.67 

3.96 

4.24 

ความเขมขนโปรตีนเฉลี่ย 3.96 

 

ตารางที่ ก.13 ผลการหาคาความเขมขนของสารละลายโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลงัทาํใหบริสุทธิ์

ดวยวิธ ีBCA 

อัตราการเจือจาง A562 ความเขมขนของโปรตีน (mg/ml) 

1:4 

1:8 

0.642 

0.346 

1.82 

1.96 

ความเขมขนโปรตีนเฉลี่ย 1.89 
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ตารางที่ ก.14 คาการดูดกลนืแสงที่ 492 นาโนเมตรของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทาํใหบริสุทธิ์

ดวยวิธ ีindirect ELISA 

ความเขมขนโมโนโคลนอลแอนติบอดี (ng/ml) A492 

1 

5 

10 

25 

50 

75 

100 

0.021 

0.049 

0.120 

0.431 

0.779 

0.872 

1.127 

y = 0.0121x

R2 = 0.9537

0
0.2
0.4
0.6
0.8

1
1.2

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
ความเขมขนแอนติบอดี (ng/ml)

A 4
92

 

รูปที่ ก.4  กราฟมาตรฐานของแอนติบอดีจากการวิเคราะหดวยวิธ ีindirect ELISA โดยใช           

โมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 10A4 ที่ผานการทําใหบริสุทธิ ์



 

 

 100 

 

 

          y = 141.52e-2.1166x

R2 = 0.9821

10

100

1000

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Relative mobility (Rf)

Mo
lec

ula
r w

eig
h 

(k
Da

)

 

รูปที่ ก.5  กราฟแสดงความสัมพันธระหวางคา Rf กับน้าํหนักโมเลกุล (kDa) ของสารละลายโปรตีน

มาตรฐานที่ใชในการเปรียบเทียบหามวลโมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทาํให

บริสุทธิ์ดวยเทคนิค SDS-PAGE 
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ตารางที่ ก.15 คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 10A4 

หลังถูกทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธี indirect competitive ELISA โดยใชแอนติเจน     

RAC-OVA เคลือบกนหลุมของจานทดสอบ ELISA 

A492 ความเขมขน

RAC (ng/ml) 1 2 3 คาเฉลี่ย 

0 

0.01 

0.02 

0.05 

0.10 

0.20 

0.50 

1 

2 

5 

10 

20 

50 

100 

200 

1.033 

0.986 

1.276 

1.120 

1.007 

1.121 

0.958 

0.828 

0.621 

0.351 

0.216 

0.122 

0.069 

0.054 

0.053 

1.036 

1.054 

1.208 

1.069 

1.062 

1.054 

0.939 

0.823 

0.681 

0.342 

0.208 

0.112 

0.068 

0.061 

0.050 

0.963 

1.055 

1.141 

1.029 

1.066 

1.028 

0.892 

0.809 

0.647 

0.315 

0.219 

0.122 

0.063 

0.059 

0.048 

1.010 

1.032 

1.208 

1.073 

1.045 

1.068 

0.930 

0.820 

0.650 

0.336 

0.214 

0.119 

0.067 

0.058 

0.050 
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ตารางที่ ก.16 คาการดูดกลนืแสงที่ 492 นาโนเมตรของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 10A4 

หลังถกูทาํใหบริสุทธิ์ดวยวิธ ี indirect competitive ELISA โดยใชแอนติเจน     

RAC-BSA เคลือบกนหลุมของจานทดสอบ ELISA 

A492 ความเขมขน

RAC (ng/ml) 1 2 3 คาเฉลี่ย 

0 

0.01 

0.02 

0.05 

0.10 

0.20 

0.50 

1 

2 

5 

10 

20 

50 

100 

200 

1.267 

1.173 

1.200 

1.266 

1.175 

1.138 

1.063 

0.841 

0.625 

0.401 

0.245 

0.126 

0.076 

0.060 

0.051 

1.282 

1.206 

1.210 

1.277 

1.155 

1.125 

1.133 

0.845 

0.574 

0.387 

0.209 

0.122 

0.080 

0.068 

0.055 

1.294 

1.244 

1.202 

1.213 

1.193 

1.093 

1.120 

0.885 

0.621 

0.400 

0.272 

0.122 

0.082 

0.063 

0.053 

1.281 

1.208 

1.204 

1.252 

1.174 

1.119 

1.105 

0.857 

0.607 

0.396 

0.242 

0.123 

0.079 

0.064 

0.053 

 



 

 

ภาคผนวก ข 
 การเตรียมสาร 

ข.1  การเตรียมสารละลาย สําหรับการเชื่อมโปรตีนพาหะ BSA กับ RAC  

 0.2 M Sodium carbonate buffer pH 9.0 

  NaCO3     1.91            กรัม  

ละลายในน้ํากลั่น             100         มิลลิลิตร 

 ปรับ pH ใหได 9.0 ดวย 1 M HCl หรือ 1 M NaOH 

ข.2 การเตรียมสารละลายสําหรับวัดประสิทธิภาพการเชื่อมตอ RAC กับโปรตีนพาหะ               

ดวยวิธี TNBS 

 1) 0.1 M Sodium bicarbonate buffer, pH 8.5 

                        NaCO3  3.18  กรัม 

  NaHCO3  5.86  กรัม 

  น้ํากลั่น  1.00  ลิตร 

  ปรับ pH ใหได 8.5 ดวย 3 M HCl หรือ 3 M NaOH 

 2) 0.05% TNBS (Picrylsulfonic acid) 

   5% TNBS (w/v)    0.01   มิลลิลิตร 

   0.1 M Sodium bicarbonate pH 8.5    0.99  มิลลิลิตร 

 3) 10% SDS (Sodium dodecyl sulphate) 

   SDS    1  กรัม 

           ละลายในน้ํากลั่น  10   มิลลิลิตร 
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 4) 1 N HCl 

   HCl (37%)  30.8  มิลลิลิตร 

  ปรับดวยน้ํากลั่นใหไดปริมาตรสุดทาย เปน 1000 มิลลิลิตร 

ข.3 การเตรียมสารละลายสําหรับใชในวิธี ELISA 

       1) 0.2 M Phosphate buffer pH 7.4 (PB stock) 

  NaH2PO4         27.60 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น    1000    มิลลิลิตร 

  Na2HPO4         71.63      กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น    1000    มิลลิลิตร 

     ไตเตรต Na2HPO4 ดวย NaH2PO4 จนได pH 7.4 แลวเก็บเปน stock 

 2) 0.01 M Phosphate Buffer Saline (PBS) pH 7.4 

  PB stock       1  ลิตร 

  NaCl  175  กรัม 

  น้ํากลั่น    18  ลิตร 

 3) 0.05% Tween 20 ใน PBS (PBS-T) 

  Tween    500  ไมโครลิตร 

  PBS  1000  มิลลิลิตร 

 4) 5% นมพรองมันเนย (เตรียมใหมกอนใชทุกครั้ง) 

  นมพรองมันเนย      5  กรัม 

  PBS  100  มิลลิลิตร 
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 5) 0.15 M Phosphate Citrate buffer pH 5.0 

  Na2HPO4         9.5 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น    500    มิลลิลิตร 

  Citric acid       7.3 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น    500    มิลลิลิตร 

     ไตเตรต Na2HPO4 ดวย Citric acid จนได pH 5.0 แลวเก็บใสขวดสีชาไวที่อุณหภูมิ             

4 องศาเซลเซียส 

 6) Substrate solution 

   O-phenylenediamine (OPD)    40  กรัม 

   0.15 M Phosphate Citrate buffer  100           มิลลิลิตร 

   30% H2O2  0.04   มิลลิลิตร 

  ผสมใหเขากันในขวดสีชา (เตรียมใหมกอนใชทุกครั้ง) 

 7) 2.5 M H2SO4 (Stopping reagent) 

   H2SO4 (96%)  256  มิลลิลิตร 

   น้ํากลั่น  744   มิลลิลิตร 

    คอย ๆ เทกรดลงในน้ํากลั่น ผสมใหเขากัน 

 หมายเหต ุควรนําขวดไปแชในน้ําที่อุณหภูมิหองขณะเทกรด เนื่องจากจะเกิดความรอนขึ้น 

ข.4 การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล 

 1) Stock HAT 100X 

  Hypoxanthine        136  มิลลิกรัม ละลายในน้ํากลั่น    20    มิลลิลิตร  

  Aminopterin              2 มิลลิกรัม ละลายในน้ํากลั่น    20    มิลลิลิตร 

  Thymidine                39 มิลลิกรัม ละลายในน้ํากลั่น    20    มิลลิลิตร 
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      นําสารละลายแตละสารมาผสมกัน แลวเติมน้ํากลั่นลงไปใหครบ 100 มิลลิลิตร 

จากนั้นนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 μm แบงใสขวดๆ ละ 10 มิลลิลิตร เก็บไว

ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 หมายเหตุ Aminopterin ใหนําไปอุนใน water bath ที่อุณหภูมิไมเกิน 60 องศาเซลเซียส

จนกวาจะละลาย เนื่องจากสาร Aminopterin ละลายในน้ํากลั่นยาก 

 2) 100X HT 

  Hypoxanthine       136      มิลลิกรัม ละลายในน้ํากลั่น       20      มิลลิลิตร 

  Thymidine              39      มิลลิกรัม ละลายในน้ํากลั่น       20      มิลลิลิตร 

      นําสารละลายทั้งสองมาผสมใหเขากัน แลวเติมน้ํากลั่นลงไปใหครบ 100 มิลลิลิตร 

จากนั้นนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 μm แบงใสขวดๆ ละ 10 มิลลิลิตร เก็บไว

ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 3) อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 

   RPMI 1640  10.4  กรัม 

   NaHCO3    2.0  กรัม 

   L-glutamin    0.1   กรัม 

   Glucose    2.0  กรัม 

   Pyruvic acid  0.11  กรัม 

   น้ํากลั่น    1.0  ลิตร 

      นําสารทุกอยางมาละลายในน้ํากลั่นผสมใหเขากัน แลวกรองดวย Millipore ขนาด     

0.22 μm แบงใสขวดๆ ละ 100 มิลลิลิตร เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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 4) อาหารเลี้ยงเซลล HT 

   อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640   1 ลิตร 

   HT 100X  10 มิลลิลิตร 

  ผสมใหเขากันแลวนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 μm แบงใสขวด ๆ ละ 90

มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 5) อาหารเลี้ยงเซลล HAT 

   อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640   1 ลิตร 

   HAT 100X  10 มิลลิลิตร 

  ผสมใหเขากันแลวนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 μm แบงใสขวด ๆ ละ 90

มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 6) น้ํายาเก็บเซลลแชแข็งในไนโตรเจนเหลว (Freezing medium) 

   อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 90 มิลลิลิตร 

   Dimethyl sulfoxide (DMSO) 10 มิลลิลิตร 

  ผสมใหเขากันแลวนําไปเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (ใชงานขณะเย็นประมาณ     

4 องศาเซลเซียส) 

ข.5 การเตรียมสารละลาย สําหรับใชในการทําใหแอนติบอดีบริสุทธิ์ 

 1) 20 mM Sodium phosphate pH 7.0 

  Na2HPO4 · 12H2O    2.77     กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น    1000    มิลลิลิตร 

  NaH2PO4 · H2O        1.69    กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น    1000    มิลลิลิตร 

  ไตเตรต Na2HPO4 · 12H2O ดวย NaH2PO4 · H2O จนได pH 7.0 แลวจึงนําไปกรองดวย 

Millipore ขนาด 0.22 μm 
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 2) 0.1 M glycine-HCl pH 2.7 

   Glycine-HCl 7.51  กรัม ละลายในน้ํากลั่น  1 ลิตร 

   HCl (37%) 2.42 มิลลิลิตร    

  ไตเตรต Glycine-HCl ดวย HCl (37%) จนได pH 2.7 แลวจึงนําไปกรองดวย Millipore 

ขนาด 0.22 μm 

 3) 1 M Tris HCl buffer pH 9.0 

   Trizma base 121.14  กรัม ละลายในน้ํากลั่น  1 ลิตร 

   HCl (37%)  6.41  มิลลิลิตร    

  ไตเตรต Trizma base ดวย HCl (37%)จนได pH 9.0 แลวจึงนําไปกรองดวย Millipore  

ขนาด 0.22 μm 

ข.6 การเตรียมสารละลายสําหรับใชในการทํา SDS-PAGE 

 1) 10% Separating gel (1 แผน ปริมาตร 8 มิลลิลิตร) 

   น้ํากลั่น  3.836  มิลลิลิตร 

   40% Acrylamide/Bis         2  มิลลิลิตร 

   1 M Tris-HCl pH 6.8         2  มิลลิลิตร 

   10% SDS       80  ไมโครลิตร 

   10% (NH4)2S2O8 (APS)       80  ไมโครลิตร 

   TEMED       40   ไมโครลิตร 

  ผสมใหเขากันโดยเติม TEMED เปนอยางสุดทาย เพื่อใหเกิดการ polymerization 
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 2) 5% Stacking gel (1 แผน ปริมาตร 2 มิลลิลิตร) 

   น้ํากลั่น  1.204  มิลลิลิตร 

   40% Acrylamide/Bis     250  ไมโครลิตร 

   1 M Tris-HCl pH 6.8     504  ไมโครลิตร 

   10% SDS       20  ไมโครลิตร 

   10% (NH4)2S2O8       20  ไมโครลิตร 

   TEMED         2    ไมโครลิตร 

  ผสมใหเขากันโดยเติม TEMED เปนอยางสุดทาย เพื่อใหเกิดการ polymerization 

3) SDS staining dye 

   SDS dye  900  ไมโครลิตร 

   β-mercaptoethanol  100  ไมโครลิตร 

4) Running buffer 

   Trizma base  15.1  ไมโครลิตร 

   Glycine  94.0  กรัม 

   SDS    5.0  กรัม 

   น้ํากลั่น    1.0  ลิตร 
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5) Staining solution 

   Coomassie brilliant blue R 250     5  กรัม 

   95% Ethanol  450  มิลลิลิตร  

   Acetic acid  100  มิลลิลิตร 

   น้ํากลั่น  450  มิลลิลิตร 

6) Destaining solution 

   Methanol  250  มิลลิลิตร 

   Glacial acetic acid    70  มิลลิลิตร 

   น้ํากลั่น  680   มิลลิลิตร 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นางสาวพรรัตน คงคาวิทูร เกิดเมื่อวันที่ 11 กรกฎาคม พ.ศ. 2526 ที่จังหวัด 

กรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาหลักสูตรปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต ภาควิชาชีวเคมี     

คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2548 และเขาศึกษาตอปริญญา  

วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต หลักสูตรเทคโนโลยีชีวภาพ จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อ พ.ศ. 2549 

เสนอผลงานเรื่องการผลิตและลักษณะสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอแร็กโทพามีน ในการ

ประชุมเสนอผลงานวิจัยระดับนานาชาติ คร้ังที่ 20 ณ โรงแรมตักสิลา จังหวัดมหาสารคาม        

เมื่อวันที่ 14-17 ตุลาคม 2551 
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