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Norfloxacin is an antibiotic in the group of fluoroquinolone. This antibiotic is used for the 

prevention and treatment of various diseases from bacteria in livestock. Residue of norfloxacin 

may found in animal product and this might affect to consumers . It can cause mutation and drug 

resistance in bacteria. Various analytical methods can be used to detect norfloxacin, including 

chemical method, such as HPLC, and serological methods such as RIA and ELISA. ELISA method 

has become the most popular method for screening of norfloxacin due to its high sensitivity, high 

specificity, simplicity and appropriate format for screen large numbers of samples. In this 

research, ELISA test kits were developed. A direct competitive ELISA (Ag captured) has been 

validated to be the most suitable method with the average IC50 value, limit of detection (LOD) and 

detectable range of 8.28, 1.01, and 1-50 ng/ml respectively. The prototype test kit was specific to . 

quinolones and fluoroquinolones with %cross-reactivi ties to other tested antibiotics of less than 

0.1 %. The developed test kit was used to test different samples including chicken muscle and 

egg, yielding recovery of 86.28-109.68% and 89.49-111.34%, respectively. Furthermore, 

comparative quantification of norfloxacin using the developed ELISA test kit, the commercially 

ava ilable test kit (EURO-DIAGNOSTICA) and HPLC technique showed that all three methods gave 

comparable values. In addition, the inter-assay and intra-assay variations of the developed test kit 

were also investigated and found to be 4.29-9.37% and 5.27-11.01 %, respectively. These result 

indicated that the prototype test kit is suitable and efficient for sample screening for norfloxacin, 

quinolones and fluoroquinolones. 
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Ag    Antigen 

AP    Alkaline Phosphatase 

BCA assay  Bicinchoninic acid assay 

BSA    Bovine serum albumin 

conc.   Concentration 

CR   Cross-reactivity 

CV    Coefficient of variation 

DMF    Dimethylformamide 

DMSO   Dimethyl sulfoxide 

EDC    1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl) Carbodiimide 

ELISA   Enzyme Linked Iimmunosorbent Assay 
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HPLC-FL High Performance Liquid Chromatography- Fluorescent 

HPLC-UV High Performance Liquid Chromatography-Ultraviolet 
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IC50    Inhibitory Concentration 50% 
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kDa   Kilodalton 
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LA    Latex Agglutination 

LC-FL  Liquid Chromatography-Fluorescent 

LC-MS  Liquid Chromatography-Mass Spectrometry  

LC-UV  Liquid Chromatography-Ultraviolet 
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บทที่  1 

บทนํา 

 
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

สารนอรฟลอกซาซิน (norfloxacin) เปนสารปฏิชีวนะในกลุมฟลูออโรควิโนโลน 

(fluoroquinolone) มีคุณสมบัติในการยับยั้งการจําลองตัวของสายดีเอ็นเอในแบคทีเรียแกรมบวก

และแกรมลบ จึงนิยมนํามาใชในการปองกันและรักษาโรคติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจ ระบบ

ทางเดินอาหาร ระบบสืบพันธุและระบบทางเดินปสสาวะ ทั้งในคนและสัตวเพื่อการบริโภค เชน โค 

สุกร สัตวปก และกุง เปนตน โดยสารปฏิชีวนะในกลุมฟลูออโรควิโนโลนนี้สามารถกอใหเกิดอาการ

ขางเคียงทั้งแบบฉับพลันและแบบเร้ือรัง เชน เบ่ืออาหาร คล่ืนไส อาเจียน ทองเสีย ปวดเมื่อย

กลามเนื้อ ผมรวง เกิดผื่นคันที่ ผิวหนัง และสงผลกระทบตอระบบประสาทสวนกลาง เชน         

เวียนศีรษะ มึนงง ออนเพลีย เศราซึม นอนไมหลับ ประสาทหลอน และความจําเส่ือม เปนตน    

(Cohen, 2001) จากคุณสมบัติในการรักษาโรคของสารนอรฟลอกซาซินนี้ทําใหมีการนําไปใชอยาง

แพรหลายในการทําปศุสัตว ซึ่งอาจกอใหเกิดการตกคางในผลิตภัณฑจากสัตวที่ใชบริโภค สงผล

กระทบโดยตรงตอสุขภาพของผูบริโภค เกิดการกระตุนการกลายพันธุทําใหเกิดการด้ือยาของ

แบคทีเรีย (Guardabassi และคณะ, 2004) จึงทําใหประเทศตางๆ หันมาใหความสําคัญในการ

ควบคุมและตรวจวิเคราะหการตกคางของสารนอรฟลอกซาซินในผลิตภัณฑจากสัตวที่นํามา

บริโภค โดยทางองคการอาหารและยาของประเทศสหรัฐอเมริกาไมอนุญาตใหเกษตรกรผูเล้ียงสัตว

ใชสารปฏิชีวนะในกลุมฟลูออโรควิโนโลนในสัตวปก โดยระบุวาการใชยาในกลุมนี้ทําใหเกิดการด้ือ

ยาของเชื้อ Campylobactor sp. (FDA, 2000) สวนในประเทศญ่ีปุน ไดกําหนดคาปริมาณการ

ตกคางสูงสุดที่ใหมีได (Maximum Residue Limits ; MRLs) ในกลามเนื้อ ตับ ไต และช้ันไขมัน

ของสุกรและไก เทากับ 20 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม สวนในกลามเนื้อ ตับ ไต และชั้นไขมันของสัตว

ปกอ่ืนๆ เทากับ 100 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม (The Japan Food Chemical Research 

Foundation, 2005) สําหรับสหภาพยุโรปและในประเทศไทย ไมอนุญาตใหมีการตกคางของสาร

นอรฟลอกซาซินในผลิตภัณฑจากสัตวที่ใชบริโภค ดังนั้นเพื่อความปลอดภัยของผูบริโภคและการ

สงออกสินคาไปยังตางประเทศโดยไมถูกตีกลับ จึงมีความจําเปนอยางยิ่งที่จะตองทําการตรวจหา

การตกคางของสารนอรฟลอกซาซินในผลิตภัณฑตางๆ 
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การตรวจวิเคราะหหาปริมาณการตกคางของสารนอรฟลอกซาซินสามารถกระทําไดหลาย

วิธี เชน เทคนิค high-liquid performance chromatography (HPLC) (Kowalski และคณะ, 

2005) liquid chromatography (LC) (Anadon และคณะ, 1995) และ liquid chromatography 

tandem mass spectrometry (LC-MS) (Vynchta และคณะ, 2002)  ซึ่งเทคนิคการตรวจ

วิเคราะหทางเคมีนี้เปนเทคนิคที่ใหผลการตรวจวิเคราะหที่ถูกตองแมนยํา มีความไวและมี

ประสิทธิภาพสูง แตเนื่องจากเทคนิคเหลานี้ตองใชเวลาในการวิเคราะหแตละตัวอยางนานจึงตรวจ

ตัวอยางไดนอย  อีกทั้งจําเปนตองใชผูชํานาญการที่มีความชํานาญสูง เคร่ืองมือและอุปกรณที่ใชมี

ราคาแพง ทําใหมีคาใชจายในการวิเคราะหตัวอยางสูงตามไปดวย จึงไดมีการพัฒนาวิธีตรวจ

วิเคราะหโดยอาศัยหลักการทางอิมมูโนวิทยาหรือหลักการการทําปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนกับ

แอนติบอดี ซึ่งก็คือ การตรวจสอบดวยเทคนิคเอนไซมลิงคอิมมูโนซอรเบนตแอสเสย (Enzyme-

linked immunosorbent assay, ELISA)  

 เทคนิค ELISA นี้เปนเทคนิคที่ทําไดสะดวก รวดเร็ว ใชเวลานอย สามารถวิเคราะห

ตัวอยางไดหลายตัวอยางในการทดสอบแตละคร้ัง อีกทั้งใหความถูกตองแมนยําสูงใกลเคียงกับ

เทคนิคทางเคมี แตมีคาใชจายตํ่า เนื่องจากชุดตรวจสอบสาร (ELISA kit) ที่มีใชในปจจุบันนี้ตอง

ทําการส่ังซ้ือและนําเขาจากตางประเทศ ทําใหมีราคาสูง จึงควรมีการพัฒนาชุดตรวจสอบเพ่ือใช

เองภายในประเทศซ่ึงจะทําใหตนทุนในการตรวจวัดการตกคางของสารนอรฟลอกซาซินลดลง  

จากขอมูลขางตน กอปรกับประเทศไทยจัดเปนประเทศที่มีการสงออกผลิตภัณฑจากสัตว 

สําหรับการบริโภครายสําคัญของโลก ดังนั้นคุณภาพของวัตถุดิบและผลิตภัณฑอาหารที่ผลิตได

จะตองมีคุณภาพ เพื่อสามารถสงออกไปยังประเทศตางๆ ไดโดยไมมีการกีดกันและตีกลับของ

สินคา จึงจําเปนตองวิธีการตรวจสอบที่มีประสิทธิภาพและเหมาะสม ในงานวิจัยนี้ไดนําแอนติบอดี

ที่จําเพาะตอสารนอรฟลอกซาซิน ที่ผลิตไดโดยสถาบันเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร

มาพัฒนาเปนชุดตรวจสอบสารนอรฟลอกซาซินตนแบบดวยเทคนิคเอนไซมลิงคอิมมูโนซอรเบนต 

แอสเสย  

1.2    วัตถุประสงคของการวิจยั 

 1.2.1 เตรียมชุดตรวจสอบเอนไซมลิงคอิมมูโนซอรเบนตแอสเสยตนแบบตางๆ สําหรับ

ตรวจสารนอรฟลอกซาซิน 

 1.2.2 ทดสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจตนแบบ 
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1.3 ขอบเขตและวิธีดําเนินการวิจัย 

1.3.1  คนควาและรวบรวมขอมูลที่เกีย่วของ 

1.3.2  เล้ียงเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอสารนอรฟลอกซาซิน 

1.3.3  ทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ ์

     1.3.4  เตรียมชุดตรวจสอบสารนอรฟลอกซาซนิแบบตางๆ 

  1.3.4.1  แบบ direct competitive ELISA (Ag captured) 

  1.3.4.2  แบบ indirect competitive ELISA (Ab captured) 

  1.3.4.4  แบบ direct competitive ELISA (Ab captured) 

1.3.5  ประเมินประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบตนแบบ 

1.3.6 วิเคราะหสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยางตางๆ คือ เนื้อไก และไข ดวยชุดตรวจสอบ

ตนแบบ 

  1.3.7  วิเคราะหขอมูล สรุปผลการทดลอง และเขียนวทิยานพินธ 

1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 

ไดชุดตรวจสอบตนแบบโดยใชวิธีเอนไซมลิงคอิมมูโนซอรเบนตแอสเสยที่สามารถตรวจ

วิเคราะหสารนอรฟลอกซาซินไดอยางมีประสิทธิภาพ 
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บทที่  2 

 
เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 

2.1 แนวคิดและทฤษฎี 

2.1.1 สารปฏิชีวนะในกลุมควิโนโลน (quinolone) และฟลูออโรควิโนโลน 
(fluoroquinolone) 

  สารปฏิชีวนะในกลุมควิโนโลนและฟลูออโรควิโนโลน เปนสารปฏิชีวนะที่ไดจาก

การสังเคราะหดวยวิธีทางเคมี มีคุณสมบัติในการยับยั้งการจําลองตัวของแบคทีเรียแกรมบวกและ

แกรมลบ จึงนิยมนํามาใชในการรักษาโรคติดเชื้อทั้งในคนและในสัตว โดยโครงสรางพื้นฐานของ

สารปฏิชีวนะในกลุมควิโนโลนน้ันเปนสารประกอบเฮทเทอโรไซคลิกอะโรมาติก (heterocyclic 

aromatic) ที่มีธาตุไนโตรเจนเปนองคประกอบ มีหมูคีโตนตรงตําแหนงที่ 4 และหมูคาบอกซิลิคตรง

ตําแหนงที่ 3 ซึ่งโครงสรางของสารมีผลยับยั้งการทํางานของเอ็นไซมดีเอ็นเอไจเรส (DNA gyrase) 

(Holtzapple และคณะ, 2001) ของแบคทีเรียแกรมลบ  และยับยั้งเอนไซมดีเอ็นเอโทโปไอโซเมอร-

เรส (DNA topoisomerase IV)  ในแบคทีเรียแกรมบวก (Bertino และ Fish, 2000) หากมีการเติม

ธาตุฟลูออรีนในตําแหนงที่ 6 จะทําใหสารในกลุมนี้ถูกแยกออกเปนกลุมฟลูออโรควิโนโลน และจะ

มีการเติมหมูตางๆ เชน piperrazino group ในตําแหนงที่ 7 หรือการเติมธาตุไนโตรเจนที่ตําแหนง 

ที่ 8 เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการยับยั้งแบคทีเรีย (Wolfson และคณะ, 1985) 

 

N
H

O O

OH

1 2

3456
7 8

 
 

รูปที่ 2.1 โครงสรางพืน้ฐานของสารปฏิชีวนะในกลุมควิโนโลน 
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2.1.2 สารนอรฟลอกซาซิน (norfloxacin) 

สารนอรฟลอกซาซิน หรือ 1-ethyl-6-fluoro-4-oxo-7-piperazin-1-yl-1H-quinoline-3-

carboxylic acid เปนสารปฎิชีวนะในกลุมฟลูออโรควิโนโลนซ่ึงเปนสารสังเคาระห มีสูตรโมเลกุล

คือ C16H18FN3O3 น้ําหนักโมเลกุลเทากับ 319.34 ดาลตัน ลักษณะเปนผงผลึกสีขาวถึงสีเหลือง

ออน มีจุดหลอมเหลวที่ 221 องศาเซลเซียส สามารถละลายไดดีในกรดอะซิติกและสามารถละลาย

ไดเล็กนอยในเมทานอล เอทานอลและน้ํา (WHO, 1997) มีการพัฒนาสูตรโครงสรางโดยมีการเติม 

piperazine ring เขาที่ตําแหนงที่ 7 และเพิ่มหมู ethyl เขาที่ธาตุไนโตรเจนในตําแหนงที่ 1 เพื่อเพิ่ม

ประสิทธิภาพการออกฤทธิ์ใหกวางข้ึนฆาจุลชีพไดทั้งแบคทีเรียแกรมลบ และแกรมบวก แตจะออก

ฤทธ์ิไดดีกับแบคทีเรียแกรมลบ ทําใหสารมีคุณสมบัติละลายไดดีในไขมัน นิยมนํามาใชรักษาโรค

ติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจ ระบบทางเดินอาหาร ระบบสืบพันธุและระบบทางเดินปสสาวะใน

โค สุกร สัตวปก กุง แกะ แพะ มา และกระตาย  

 

2.1.3 กลไกการทํางานของสารนอรฟลอกซาซิน 

สารนอรฟลอกซาซิน มีคุณสมบัติละลายในไขมันไดดี โดยจะเคลื่อนตัวผานช้ัน ไลโพ

โปรตีน (lipoprotein) ของเซลลเมมเบรน (cell membrane) ไดงายและรวดเร็ว หลังจากนั้นตัวยา

จะถูกดูดซึมเขาสูกระแสเลือด และแพรกระจายไปยังเนื้อเยื่อสวนตางๆของรางกาย และผานเขาไป

ในสวนของไซโตพลาสซึม (cytoplasm) ของแบคทีเรีย โดยจะไปยับยั้งการทําหนาที่ของเอนไซม    

ดีเอ็นเอไจเรส (DNA gyrase) ซึ่งเปนเอนไซมที่มีความสําคัญตอการสังเคราะหดีเอ็นเอในเซลลของ

แบคทีเรีย ทําใหกระบวนการสังเคราะหดีเอ็นเอของแบคทีเรียถูกยับยั้ง ทําใหสายดีเอ็นเอที่

สังเคราะหข้ึนไมเชื่อมติดกัน การเรียงตัวของโครโมโซม (chromosome) ผิดปกติไป ทําใหเซลล

แบคทีเรียตายในที่สุด 

 

2.1.4 ผลกระทบจากกการใชสารปฏิชีวนะนอรฟลอกซาซิน 

สารนอรฟลอกซาซินเปนยาปฏิชีวนะที่ออกฤทธิ์กวางขวาง ทําใหมีการนําไปใชในการทํา

ปศุสัตวเปนจํานวนมาก ซึ่งอาจกอใหเกิดการตกคางของสารเหลานี้อยูในผลิตภัณฑของสัตวเพื่อ

การบริโภค  และเขาสูหวงโซอาหารเปนอันตรายตอมนุษยได  โดยสารปฏิชีวนะในกลุม           

ฟลูออโรควิโนโลนนี้ทําใหเกิดผลขางเคียง เชน อาเจียน ทองเสีย ระคายเคืองผิวหนัง เกิดอาการ 
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รูปที่ 2.2 โครงสรางทางเคมขีองสารนอรฟลอกซาซินและสารอื่นๆ ในกลุมควิโนโลนและ  

 ฟลูออโรควิโนโลน 
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บวมที่ริมฝปาก ล้ิน และใบหนา กระสับกระสาย และยังสงผลกระทบตอระบบประสาทสวนกลาง 

เชน ทําใหเกิดอาการปวดหัว ออนเพลีย เศราซึม นอนไมหลับ ประสาทหลอน และชัก เปนตนจาก

การใชสารนอรฟลอกซาซินอยางแพรหลายทําใหมีรายงานวากอใหเกิดกลายพันธุของแบคทีเรีย ใน

สวนของดีเอ็นเอไจเรส และดีเอ็นเอโทโพไอโซเมอเรส (Ruiz, 2003) และพบวามีการด้ือยาของ

แบคทีเรียเพิ่มข้ึนหลังจากที่เร่ิมมีการนําสารกลุมนี้มาใชในการรักษาสัตว รวมทั้งการด้ือยาของ

แบคทีเรียในมนุษย ซึ่งเช้ือที่มีรายงานวาพบการด้ือยาแลว คือ Pseudomonas sp., Escherichia 

coli, Streptococcus spp., Salmonella spp. และ Campylobacter spp. ทางองคการอาหาร

และยาของสหรัฐอเมริกาไดประกาศหามใชสารในกลุมควิโนโลนและฟลูออโรควิโนโลนในสัตวปก 

(FDA , 2000) สวนสหภาพยุโรปและประเทศไทยไมอนุญาตใหมีการตกคางของสาร                

นอรฟลอกซาซินในผลิตภัณฑจากสัตวสําหรับการบริโภค สําหรับในประเทศญ่ีปุนไดกําหนด

ปริมาณการตกคางในผลิตภัณฑของสัตวที่ใชในการบริโภค MRLs (maximum residue limits) ดัง

แสดงในตารางที่ 2.1   
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ตารางที่ 2.1 คา MRLs ที่กําหนดโดยประเทศญ่ีปุนสําหรับสารนอรฟลอกซาซินตกคาง

เนื้อเยื่อตางๆ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(The Japan Food Chemical Research Foundation, 2005) 

 

2.1.5 การตรวจวิเคราะหสารนอรฟลอกซาซิน 

 2.1.5.1 การตรวจวิเคราะหสารนอรฟลอกซาซินดวยวิธีทางเคมี 

 เทคนิคทางเคมีที่ใชในการตรวจวิเคราะหเปนเทคนิคที่มีความไวสูงและใหผลการ

วิเคราะหที่มีความแมนยํา โดยแตละเทคนิคจะมีขีดจํากัดในการตรวจวิเคราะห (limit of 

detection, LOD) แตกตางกัน ในการตรวจวิเคราะหดวยวิธีทางเคมีจะใชเวลานานและทําไดทีละ

ตัวอยาง กอปรกับเคร่ืองมือที่ใชมีราคาแพง ทําใหคาดูแลรักษาเคร่ืองมือสูงตามไปดวย ในการใช

เคร่ืองมือแตละคร้ังตองอาศัยผูชํานาญการทําการวิเคราะห และยังจําเปนตองวิเคราะหใน

หองปฏิบัติการที่มีเคร่ืองมือนั้นๆ อีกดวย การตรวจวิเคราะหสารนอรฟลอกซาซินดวยวิธีทางเคมีนั้น

สามารถทําไดหลายเทคนิค ดังแสดงในตารางที่ 2.2 

 

ชนิดสัตว เนื้อเยื่อเปาหมาย MRLs (μg/kg) 

สุกร 

กลามเนื้อ 20 

ไขมัน 20 

ตับ 20 

ไต 20 

ไก 

กลามเนื้อ 20 

หนงัและไขมัน 20 

ตับ 20 

ไต 20 

สัตวปกอ่ืนๆ 

กลามเนื้อ 100 

ไขมัน 100 

ตับ 100 

ไต 100 
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ตารางที่ 2.2 การตรวจวิเคราะหสารนอรฟลอกซาซินดวยวิธีทางเคมี 

เทคนิค 
ขีดความสามารถใน

การตรวจ (ng/g) 
ตัวอยาง เอกสารอางอิง 

LC-UV 3 
ไขมัน กลามเนื้อ ไต 

ตับ ผิวหนงั ของไก 

Anadon และคณะ, 1995 

 

LC-MS <10 ตับหม ู Vynchta และคณะ, 2002 

LC–FI 

 
10 

กลามเนื้อ และไต

ของไก 

Schneider 

และ Donoghue, 2002 

HPLC-FI 

 
2.5 

ไขมัน กลามเนื้อ 

และตับของไก 
Kowalski และคณะ , 2005 

HPLC-UV 8 
กลามเนื้อไก และ

ไขแดง 

Christodoulou 

และคณะ, 2007 

 

  2.1.5.2 การตรวจวิเคราะหสารนอรฟลอกซาซินดวยวิธีทางอิมมูโนวิทยา 

 จากขอจํากัดของการตรวจวิเคราะหดวยวิธีทางเคมีทําใหมีการพัฒนาการ

วิเคราะหโดยอาศัยหลักการทางดานวิทยาภูมิคุมกันโดยอาศัยการจับกันอยางจําเพาะระหวาง

แอนติเจนและแอนติบอดีไปใชในการตรวจติดตามหาสารตกคางในผลิตภัณฑอาหาร เทคนิคทาง

วิทยาภูมิคุมกัน คือ เทคนิคเอนไซมลิงคอิมมูโนซอรเบนตแอสเสย (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay, ELISA) และเทคนิคเรดิโออิมมูโนแอสเสย  (Radioimmunoassay, RIA)  

ซึ่งเทคนิค ELISA เปนเทคนิคที่มีความไว และความจําเพาะสูง สามารถวิเคราะหตัวอยางไดหลาย

ตัวอยางในการทดสอบเพียงคร้ังเดียว ทําใหมีคาใชจายตอตัวอยางตํ่า ทําไดในเวลาที่รวดเร็ว ใช

งานไดงาย อีกทั้งยังใหความถูกตองสูงใหผลการตรวจวัดใกลเคียงกับการตรวจวัดดวยวิธีทางเคมี 

จึงทําใหเทคนิค ELISA นี้เปนที่นิยมมากในปจจุบัน ไดมีรายงานของ Huet และคณะ (2006) ทํา

การผลิตพอลีโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอสารนอรฟลอกซาซินโดยการฉีดกระตุนในกระตาย

หลังจากนั้นนําแอนติบอดีที่ไดมาผลิตชุดตรวจสอบดวยวิธี ELISA ไดมีคา IC50 อยูที่ 0.21 นาโน

กรัมตอมิลลิลิตร และนําไปทดสอบกับตัวอยางที่เปนเนื้อไก ไข ไต และผลิตภัณฑทางทะเล 

นอกจากนี้บริษัทตางๆ ไดทําการผลิตชุดตรวจสอบ ELISA ที่ใชในวิเคราะหหาการตกคางของสาร            

นอรฟลอกซาซินออกมาจําหนายในเชิงพาณิชย สวนเทคนิค RIA เปนเทคนิคที่มีการติดฉลากดวย 



10 

 

 

สารกัมมันตภาพรังสี แลวติดตามปริมาณสารจากเครื่องนับปริมาณรังสี เทคนิค RIA นี้เปนเทคนิค

ที่มีความไวสูง โดยใหผลการตรวจสอบที่ถูกตองแมนยําแตเนื่องจากเทคนิคนี้ตองใชเคร่ืองมือ

เฉพาะในการตรวจวัดสารกัมมันตภาพรังสีซึ่งตองทําในหองปฏิบัติการที่จัดไวโดยเฉพาะเทานั้น 

และอาจกอใหเกิดอันตรายตอสุขภาพของผูใชได  

 

2.1.6 เทคนิคเอนไซมลิงคอิมมูโนซอรเบนตแอสเสย (enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA)) 

เทคนิค ELISA เปนเทคนิคที่ใชในการหาแอนติบอดีในซีรัม การตรวจหาซัยโตไคนหรือ

ฮอรโมน รวมทั้งหาการตกคางของสารตางๆ โดยอาศัยการทําปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนและ

แอนติบอดี ซึ่งเปนปฏิกิริยาที่มีความไว (sensitivity) ความจําเพาะสูง (specificity)  และมีความ

เหนียวแนนในการจับ (affinity) หลักการของเทคนิค ELISA คือใชแอนติเจนหรือแอนติบอดีเคลือบ

ติดกับพื้นผิว (solid support)  ทําใหเกิดการจับกันระหวางแอนติเจนและแอนติบอดี ตรวจวัดการ

จับโดยใชเอนไซมที่ติดฉลากกับแอนติเจนหรือแอนติบอดี ซึ่งเอนไซมจะเปนตัวชวยในการขยาย

ความสามารถในการตรวจสอบปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีที่เกิดข้ึน เทคนิค ELISA 

นี้เปนวิธีที่อาศัยปฎิกิริยาทางภูมิคุมกันมีความนิยมมากในปจจุบัน สามารถใชในการวัดระดับสาร

ที่ตองการตรวจวัดไดอยางแมนยํา มีความจําเพาะและความไวสูง สะดวก ใชงานไดงาย ไมเปนพิษ

กับส่ิงแวดลอม และยังสามารถดัดแปลงใหใชไดกับเคร่ืองมืออัตโนมัติไดทุกข้ันตอน 

เทคนิค ELISA สามารถแบงออกไดเปน 

2.1.6.1. indirect ELISA 

วิธีนี้ใชในการวัดและตรวจหาแอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนที่ตองการ จะเร่ิม

จากการเคลือบจานชนิด 96 หลุมดวยแอนติเจนที่จําเพาะ ทําการเติมตัวอยางที่มีแอนติบอดีลงไป 

แอนติบอดีที่จําเพาะเทานั้นที่จะจับกับแอนติเจนที่เคลือบไว ทําการลางสวนที่ไมจําเพาะกับ

แอนติเจนออกไป แลวเติมแอนติบอดีตัวที่สอง (secondary antibody) ที่มีการติดฉลากดวย

เอนไซมไว ซึ่งแอนติบอดีตัวที่สองนี้ จะจับแบบจําเพาะกับแอนติบอดีที่ตองการตรวจหา โดยถาใน

ตัวอยางมีแอนติบอดีอยูมาก แอนติบอดีตัวที่สองก็จะจับกับแอนติบอดีตัวแรกไดมาก หลังจากลาง

และเติมสับสเตรตของเอนไซมแลวนําไปวัดปริมาณสีที่เกิดข้ึน การเปลี่ยนแปลงสีของสับสเตรตจะ

เปนสัดสวนโดยตรงกับปริมาณแอนติบอดีในตัวอยางที่ตองการทดสอบ (รูปที่ 2.3) 
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รูปที่ 2.3 หลักการของ indirect ELISA 

 

2.1.6.2. sandwich ELISA 

วิธีนี้ใชในการหาแอนติเจนในตัวอยาง  ซึ่งจะตองมีแอนติบอดี 2 ตัว ที่จําเพาะกับ

แอนติเจนที่อิพิโทป (epitope หรือ antigenic determinant) ที่แตกตางกัน โดยแอนติบอดีสองตัว 

จับกับแอนติเจนหนึ่งตัว แบบประกบคู จึงเรียกวิธีการนี้วา sandwich ELISA โดยเร่ิมจากทําการ

เคลือบพื้นผิวดวยแอนติบอดีตัวที่หนึ่งที่มีความจําเพาะกับแอนติเจนจากนั้นเติมตัวอยางที่มี

แอนติเจนที่ตองการตรวจวัดลงไป แลวเติมแอนติบอดีตัวที่สองซ่ึงจําเพาะตอแอนติเจนเชนกัน และ

ติดฉลากดวยเอนไซมไว แอนติบอดีตัวที่สองนี้จะไปจับกับแอนติเจนที่ตองการทดสอบนั้น ถามี

แอนติเจนอยูมาก แอนติบอดีตัวที่สองจะจับกับแอนติเจนไดมาก ลางเอาสวนที่ไมเกิดปฏิกิริยา

ออกไป เติมสับสเตรตของเอนไซมลงแลวนําไปวัดปริมาณสีที่เกิดข้ึน ซึ่งการเปล่ียนแปลงสีของ

สับสเตรตที่วัดไดจะเปนสัดสวนโดยตรงกับปริมาณของแอนติเจนที่มีอยูในตัวอยาง (รูปที่ 2.4) 

 

 
 

                                                      

รูปที่ 2.4 หลักการของ sandwich ELISA 

 

เคลือบพื้นผิวดวย เติมตัวอยางที่มี

แอนติบอดี 

เติมแอนติบอดีตัวที่สองท่ี 

ติดฉลากกับเอนไซม 

เติมสับสเตรต 

เคลือบพื้นผิวดวย

แอนติบอดี 

เติมตัวอยางที่มี

แอนติเจน 
เติมแอนติบอดีตัวที่สองท่ี 

ติดฉลากกับเอนไซม 

เติมสับสเตรต 
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2.1.6.3. competitive ELISA 

competitive ELISA เปนวิธีการทดสอบที่อาศัยหลักการทําปฏิกิริยาของ

แอนติเจนและแอนติบอดีโดยทําการกําหนดใหสารตัวใดตัวหนึ่งมีปริมาณคงท่ีทําใหเกิดการแขงขัน

กันข้ึน ใชในการตรวจหาแอนติเจน สามารถติดฉลากดวยเอนไซมไดทั้งที่แอนติบอดีหรือแอนติเจน 

ถาใชแอนติเจนท่ีติดฉลากดวยเอนไซม จะทําการเคลือบพื้นผิวจานชนิด 96 หลุมดวยแอนติบอดี 

และทําการเติมแอนติเจนที่ติดฉลากดวยเอนไซมที่ทราบปริมาณที่แนนอนลงไปพรอมกับเติม

ตัวอยางที่ตองการตรวจสอบปริมาณแอนติเจน หากในตัวอยางมีแอนติเจนจะเกิดการแยงกัน

ระหวางแอนติเจนในตัวอยางและแอนติเจนที่ติดฉลากดวยเอนไซมในการจับกับแอนติบอดีที่

เคลือบพื้นผิวจาน ทําใหแอนติเจนที่ติดฉลากดวยเอนไซมจับกับแอนติบอดีไดนอยลง เมื่อลางเอา

แอนติเจนท่ีไมทําปฏิกิริยาออกไปแลว เติมสับสเตรตของเอนไซมจะสามารถวัดการเปล่ียนแปลงสี

ของสับสเตรตที่เกิดข้ึนซึ่งเปนปริมาณผกผันกับปริมาณแอนติเจนที่นํามาทดสอบ (รูปที่ 2.5 (ก)) 

ถาใชแอนติบอดีติดฉลากดวยเอนไซมในการตรวจวัดแอนติเจน จะทําการเคลือบ

พื้นผิวจานชนิด 96 หลุมดวยแอนติเจน และทําการเติมแอนติบอดีที่ติดฉลากดวยเอนไซมที่ทราบ

ปริมาณที่แนนอนลงไปพรอมกับเติมตัวอยางที่ตองการตรวจสอบปริมาณแอนติเจน หากใน

ตัวอยางมีแอนติเจนที่ตองการทดสอบจะเกิดการแขงขันกับแอนติเจนที่เคลือบผิวจานในการจับกับ

แอนติบอดีที่ติดฉลากดวยเอนไซม ถาในตัวอยางมีปริมาณแอนติเจนมาก จะจับกับแอนติบอดีที่ติด

ฉลากกับเอนไซมมาก ทําใหแอนติบอดีที่ติดฉลากจับกับแอนติเจนที่เคลือบอยูในหลุมไดนอย 

สงผลใหในปฏิกิริยามีแอนติบอดีที่ติดฉลากนอย เม่ือเติมสับสเตรตของเอนไซม แลววัดปริมาณสีที่

เกิดข้ึน การเปลี่ยนแปลงสีจะเปนคาผกผันกับปริมาณแอนติเจนที่นํามาทดสอบ เชนเดียวกันกับ

การใชแอนติเจนที่ติดฉลากกับเอนไซม (รูปที่ 2.5 (ข)) 

นอกจากนี้ยังสามารถเตรียมชุดตรวจสอบโดยอาศัยการจับกันระหวาง biotin 

และ streptavidin ที่ถูกติดฉลากดวยเอนไซม โดยทําการเคลือบจานชนิด 96 หลุมดวยแอนติเจน 

แลวเติมแอนติบอดีที่ติดฉลากดวย biotin ที่ทราบปริมาณแนนอนลงไป ซึ่งแอนติบอดีจะจําเพาะ

ตอแอนติเจนที่ เคลือบอยูพรอมกับเติมตัวอยางที่ตองการตรวจสอบหาปริมาณแอนติเจน 

แอนติบอดีที่ติดฉลากจะเกิดการแยงจับระหวางแอนติเจนในตัวอยางกับแอนติเจนที่เคลือบบน

พื้นผิว แลวลางสวนที่ไมทําปฏิกิริยาออก เติม streptavidin ซึ่งติดฉลากดวยเอนไซม แลวลางสวน

ที่ไมทําปฏิกิริยาออก เติมสับสเตรตของเอนไซมแลวนําไปวัดปริมาณสีที่เกิดข้ึน การเปลี่ยนแปลงสี

จะแปรผกผันกับปริมาณของแอนติเจนในตัวอยางที่ตรวจสอบ (รูปที่ 2.5 (ค)) 
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ในการทดสอบเพื่อหาปริมาณของแอนติเจนดวยวิธีเหลานี้ จําเปนตองมีการสราง

กราฟมาตรฐานที่แสดงความสัมพันธระหวางการเปลี่ยนแปลงของสับสเตรตของเอนไซมกับ

แอนติเจนมาตรฐานที่ความเขมขนตางๆ เม่ือตองการหาปริมาณของแอนติเจนในตัวอยาง นําคาที่

วัดไดมาเทียบกับกราฟมาตรฐาน จะรูปริมาณของแอนติเจนในตัวอยางได การตรวจสอบดวยวิธี 

competitive ELISA มีขอจํากัดที่ตองอาศัยการติดฉลากแอนติเจนดวยเอนไซม ในข้ันตอนการติด

ฉลากแอนติเจนอาจมีผลเปล่ียนแปลงโครงสรางของอิพิโทป ในตําแหนงที่แอนติบอดีจับ ทําให

ปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดีเปล่ียนแปลงได 

 

2.1.7 องคประกอบท่ีสําคัญของชุดตรวจ ELISA  

2.1.7.1 แอนติบอดี (antibody) 

แอนติบอดีหรืออิมมูโนโกลบูลิน (immunoglobulin; Ig) เปนไกลโคโปรตีน ที่สราง

จากระบบภูมิคุมกันในรางกายของมนุษยและสัตวมีกระดูกสันหลัง พบไดในเลือดหรือของเหลวใน

รางกาย มีหนาที่ตรวจจับและทําลายฤทธิ์ส่ิงแปลกปลอมที่เขาสูรางกาย เชน แบคทีเรีย และไวรัส 

แอนติบอดีถูกหล่ังมาจากเซลลพลาสมาที่เปล่ียนแปลงมาจากเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดบี-ลิมโฟไซต 

แอนติบอดีที่ถูกหล่ังออกมาจะเขาสูกระแสโลหิตและเขาไปทําลายส่ิงแปลกปลอม โดยแอนติบอดี

แตละชนิดจะสามารถจดจําโมเลกุลเปาหมายที่จําเพาะของมันที่เรียกวาแอนติเจน (antigen) โดย

แอนติบอดีจะจับแอนติเจนที่จําเพาะตอแอนติบอดีตรงบริเวณอิพิโทป (epitope) ของแอนติเจน ซึ่ง

ผลจากปฏิกิริยานี้จะกําจัดสารพิษ จุลินทรีย ปรสิต และสารแปลกปลอมอ่ืน ๆ ออกจากรางกายได 

การเพิ่มปริมาณแอนติบอดีที่สนใจสามารถทําไดโดยฉีดโปรตีนหรือเพปไทด ซึ่งเราเรียกวา

แอนติเจนเขาไปในส่ิงมีชีวิต เชน หนู กระตาย แพะ หรือ แกะ เปนตน แอนติเจนซ่ึงเปนส่ิง

แปลกปลอมจะสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันได ตอมาระบบภูมิคุมกันแบบสารน้ํา (humoral 

immune system) ของสัตวเหลานี้ก็จะสรางแอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนที่ฉีดเขาไป 

โครงสรางโมเลกุลของแอนติบอดีมีลักษณะคลายรูปตัววาย (Y shape) ประกอบดวยพอลิเพปไทด 

82 – 96 เปอรเซ็นต และคารโบไฮเดรต 4 – 18 เปอรเซ็นต แอนติบอดี 1 โมเลกุล (รูปที่ 2.6)

ประกอบดวยสายพอลิเพปไทด 4 สาย คือ สายที่ยาวและมีน้ําหนักโมเลกุลมากเรียกวา Heavy 

chain (H) ซึ่งมี 2 สายที่เหมือนกัน สวนอีก 2 สายที่ส้ันและมีน้ําหนักโมเลกุลนอยกวาเรียกวา 

Light chain (L) ซึ่งมีลักษณะเหมือนกันทั้ง 2 สายเชนเดียวกัน 
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(ก) 

 
 

 

(ข) 

 
 

 

(ค) 

 
 

 

 

รูปที่ 2.5 หลักการของ Competitive ELISA (ก) ใชแอนติเจนที่ติดฉลากดวยเอนไซม และ  

(ข) แอนติบอดีที่ติดฉลากดวยเอนไซม (ค) ใชแอนติบอดีที่ติดฉลากดวย biotin  

(หมายเหตุ   คือแอนติบอดี,     คือแอนติเจนที่เช่ือมตอกับโปรตีน,     คือแอนติเจนในรูป

อิสระ,   คือแอนติเจนที่ติดฉลากดวยเอนไซม, คือแอนติบอดีที่ติดฉลากดวยเอนไซม, 

คือแอนติบอดีที่ติดฉลากดวย biotin,    คือ streptavidin ที่ติดฉลากดวยเอนไซม,  

 คือสับสเตรต) 

เติมสับสเตรต เคลือบพื้นผิวดวย

แอนติบอดี 

เติมตัวอยางที่มีแอนติเจนลงไป

พรอมกับแอนติเจนที่ติดฉลากกับ

เอนไซม 

เติมสับสเตรต เติมตัวอยางที่มีแอนติเจน 

ลงไปพรอมกับแอนติบอดี 

เคลือบพื้นผิวดวย

แอนติเจน 

เติมแอนติบอดีตัวที่สองท่ี 

ติดฉลากกับเอนไซม 

เติมสับสเตรต เติมตัวอยางที่มีแอนติเจน 

ลงไปพรอมกับแอนติบอดีที่ติด

ฉลากกับ biotin 

เคลือบพื้นผิวดวย

แอนติเจน 

เติม streptavidin ที่ติด

ฉลากดวยเอนไซม  
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โดย Heavy chain และ Light chain ทั้ง 4 สายจะเช่ือมตอกันดวยพันธะไดซัลไฟด           

(disulfide bond) ซึ่งพันธะไดซัลไฟดสามารถถูกทําลายไดดวยสาร reducing agent เชน        

เมอรแคปโทเอทานอล (mercaptoethanol) ปลายขางหน่ึงของแตละสายจะเปน -NH2 นิยม

เรียกวา N หรือ amino terminal สวนปลายอีกขางหนึ่งจะเปน - COOH นิยมเรียกวา C หรือ 

carboxy terminal ทั้ง 4 สายจะหันปลายขาง - NH2 หรือ - COOH ไปทางเดียวกัน โมเลกุลของ

แอนติบอดีมีบริเวณที่เรียกวา hinge region อยูตรงกลางของ H-chain ซึ่ง hinge region จะเปน

บริเวณที่มีการยืดหยุน ไดมากทําใหแขนท้ัง 2 ขาง ยืดหางออกจากกันเพื่อจับกับแอนติเจนไดดี

ยิ่งข้ึน สามารถแบงแอนติบอดีโดยอาศัยความแตกตาง H-chain ไดเปน 5 ไอโซไทป  คือ  IgG  IgA  

IgM  IgD และ IgE  แอนติบอดีสามารถแบงออกตามลักษณะเดนไดออกเปน คือ พอลิโคลนอล

แอนติบอดี และโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

 

 
 

รูปที่ 2.6 โครงสรางพืน้ฐานของอิมมูโนโกลบูลิน 

(แหลงทีม่า http://8e.devbio.com) 
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รูปที่ 2.7 โครงสรางของแอนติบอดีไอโซไทปตางๆ 

 

2.1.7.1.1 พอลิโคลนอลแอนติบอดี (Polyclonal antibody) 

เปนกลุมแอนติบอดีที่มีความหลากหลายในความจําเพาะกับแอนติเจน

โดยสามารถทําปฏิกิริยาไดกับ อิพิโทปบนแอนติเจนไดหลายตําแหนง เนื่องจากแอนติบอดีเหลานี้

ถูกสรางมาจากเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดบี-ลิมโฟไซตหลายๆ โคลน (บี-ลิมโฟไซต 1 โคลน สราง

แอนติบอดีที่มีความจําเพาะได 1 ชนิด) สัตวที่นิยมใชในการผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดีมักเปน

สัตวขนาดกลางถึงขนาดใหญ เชน กระตาย แพะ มา เปนตน 

2.1.7.1.2 โมโนโคลนอลแอนติบอดี (Monoclonal antibody) 

   โมโนโคลนอลแอนติบอดีเปนแอนติบอดีที่สรางจากเซลลพลาสมาซ่ึง

กําเนิดมาจากบี-ลิมโฟไซตเร่ิมตนเซลลเดียว (single clone หรือ monoclone) เนื่องจากมีลําดับ

กรดอะมิโนเหมือนกันจึงทําใหทุกโมเลกุลของแอนติบอดีเหลานี้มีคุณสมบัติเหมือนกันทุกประการ

ทั้งในดานความจําเพาะตออิพิโทปของแอนติเจน และในดานของ heavy chain  และ light chain 

ของอิมมูโนโกลบูลิน โมโนโคลนอลแอนติบอดีมีลักษณะที่สําคัญคือ มีความจําเพาะสูงตออิพิโทป

ของแอนติเจนชนิดหนึ่งชนิดใดของแอนติเจนเทานั้น (Nelson และคณะ, 2000) เซลลที่สรางโมโน

โคลนอลแอนติบอดีนั้นสามารถเพาะเล้ียงในหองปฏิบัติการใหเจริญเติบโตไดดวยการหลอมรวม

เซลล 2 เซลลเขาดวยกัน โดยเซลลหนึ่งเปนเซลลที่สามารถสรางแอนติบอดีได สวนอีกเซลลหนึ่ง
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สามารถเพิ่มจํานวนไดอยางไมหยุดยั้ง หลังจากหลอมรวมเซลลจะไดกลุมเซลลลูกผสมที่เรียกวา 

ไฮบริโดมา (hybridoma) ซึ่งปนกลุมเซลลที่สามารถสรางแอนติบอดี และมีชีวิตยืนยาว 

(immortalize)  สามารถเพิ่มจํานวนไดไมมีส้ินสุด แบงตัวและหล่ังแอนติบอดีออกมาไดในอาหาร

เล้ียงเซลล สามารถเก็บเซลลนี้แบบถาวรได และนํากลับมาเพาะเล้ียงไดอีก เพื่อใหเซลลผลิตโมโน

โคลนอลแอนติบอดีไดอีกในปริมาณและเวลาที่ตองการ โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตเปน

ชนิดเดิมไมเปล่ียนแปลง 

   ในชุดตรวจสอบสวนใหญนิยมใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีมากกวาพอลิ

โคลนอลแอนติบอดี เนื่องจากวามีความจําเพาะมากกวา และสามารถควบคุมคุณภาพและ

ปริมาณของแอนติบอดีที่ใชการผลิตชุดตรวจสอบได เมื่อเปรียบเทียบโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับ

พอลิโคลนอลแอนติบอดีพบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีมีจุดเดนตางๆ ดังนี้     

   1. ใชแอนติเจนนอยและไมตองบริสุทธิ์มากในการฉีดกระตุน   

   โดยในการกระตุนภูมิคุมกันของหนูอาจใชแอนติเจนในปริมาณ 100 

ไมโครกรัม หรือนอยกวาก็ไดตอการฉีดกระตุนแตละคร้ัง โดยที่แอนติเจนนั้นมีความบริสุทธิ์

พอประมาณ เนื่องจากสามารถเลือกเซลลที่มีความจําเพาะตอแอนติเจนที่ตองการไดในระหวาง

ข้ันตอนการคัดเลือกเซลล    

2. มีความเปนมาตรฐาน        

   สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มี ลักษณะเหมือนกันเปน

มาตรฐานในทุกคร้ังการผลิตเนื่องจากเซลลที่ใชผลิตแอนติบอดีในแตละคร้ังมาจากเซลลตนกําเนิด

เดียวกัน ซึ่งการใชพอลิโคลนอลแอนติบอดีมักมีปญหาเนื่องจากสมบัติไมคอยคงที่ในแตละคร้ังที่

ผลิต และจุดเดนอีกประการของโมโนโคลนอลแอนติบอดี คือ สามารถผลิตไดในปริมาณที่ตองการ

ไมจํากัด ดังนั้นความเปนมาตรฐานของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจึงมีสูงมาก  

3. มีความจําเพาะสูง         

   โมโนโคลนอลแอนติบอดีจะเขาทําอันตรกิริยากับอิพิโทปเพียงตําแหนง

เดียวบนโมเลกุลของแอนติเจน ดังนั้นจึงมีความจําเพาะสูงมาก สามารถใชัจําแนกสายพันธุของ

เชื้อจุลินทรียหรือศึกษาลักษณะของโมเลกุลของแอนติเจนได ในขณะท่ีพอลิโคลนอลแอนติบอดี

ประกอบดวยแอนติบอดีหลาย ๆ ชนิด ที่แตละโมเลกุลมีความจําเพาะแตละอิพิโทปบนแอนติเจน

จึงสามารถทําปฏิกิริยาไดกับอิพิโทปหลายตําแหนงบนแอนติเจน     

 



18 

 

 

4. มีสัมพรรคภาพสูง        

   ในวิธีการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจะสามารถคัดเลือกโมโนโคลนอล

แอนติบอดีที่มีสัมพรรคภาพสูงตอแอนติเจนได   ซึ่งสัมพรรคภาพ คือ คาการจับกันระหวาง

แอนติเจนกับแอนติบอดีเพียง 1 ตําแหนง โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีสัมพรรคภาพนี้จะสามารถ

นําไปใชไดในความเขมขนที่ถูกเจือจางลง   ทําใหลดปฏิกิริยารบกวนในการทดลองลงได และยัง

สามารถนําไปใชในการทําแอนติเจนใหบริสุทธิ์โดยใชเทคนิค affinity chromatography  

   5. สามารถเก็บรักษาเซลลที่ผลิตแอนติบอดีไดอยางถาวร      

   สามารถเก็บเซลลที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีไวเปนเวลานานใน

ไนโตรเจนเหลว  และนํากลับมาเล้ียงในอาหารเลี้ยงเซลลใหมเพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีได

ทุกเมื่อตองการ 

  2.1.7.2 แอนติเจน (antigen) 

แอนติเจน คือ สารที่สามารถกระตุนใหระบบภูมิคุมกันในรางกายใหสราง

แอนติบอดี และสามารถทําปฏิกิริยาจําเพาะเกิดเปนสารประกอบเชิงซอนกับแอนติบอดี และยังมี

คุณสมบัติที่สามารถจดจําสารนั้นได แอนติเจนเปนสวนที่ตองการการตรวจหาเม่ือมีแอนติบอดีที่

จําเพาะตอแอนติเจนนั้น หรือเปนสวนที่ใชในการตรวจหาแอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนนั้น 

แอนติเจนมีความสําคัญ เนื่องจากในชุดตรวจ ELISA อาศัยปฏิกิริยาการจับกันแบบจําเพาะ

ระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีเปนกลไกหลักในการตรวจ แอนติเจนขนาดเล็กที่เรียกวาแฮปเทน 

(hapten) มักตองทําการเช่ือมตอเขากับสารที่มีโมเลกุลใหญกวา เชน โปรตีน ในลักษณะของ 

hapten carrier conjugate เพื่อชักนําในการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันที่เรียกวาอิมมูโนเจน 

(immunogen) 

2.1.7.3. เอนไซม (enzyme)  

เอนไซมเปนสวนสําคัญของชุดตรวจ ELISA ซึ่งอยูในสวนของระบบการตรวจวัด

ปฏิกิริยาใชโดยการเช่ือมหรือติดฉลากเขากับแอนติเจนหรือแอนติบอดีที่ใชเปนตัวตรวจวัดเอนไซม

ที่นิยมใชมีอยู 2 ชนิด คือ horseradish peroxidase (HRP) และ alkaline phosphatase (AP)  

Horseradish peroxidase เปนไกลโคโปรตีน ที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 44 กิโล

ดาลตัน ไดจากสวนรากของตนหัวไชเทา (Amoracia rusticana) เอนไซมจะถูกออกซิไดสดวย 

hydrogen peroxide เกิดเปน oxidized horseradish peroxidase ซึ่งสามารถออกซิไดส
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สับสเตรตที่เหมาะสมทําใหมีสีที่เปล่ียนแปลงไป การเชื่อมหรือติดฉลากเอนไซม HRP เขากับ

แอนติเจนหรือแอนติบอดีไดโดยอาศัย กรดอะมิโน lysine 4 ตัวที่อยูในโมเลกุลของเอนไซมนี้ 

  Alkaline phosphatase (AP) เปนเอนไซมที่ไดจาก bovine intestinal mucosa 

และเตรียมจาก E. coli โดยวิธีทางพันธุวิศวกรรม มีขนาด 84 กิโลดาลตัน เปนไกลโคโปรตีน       

ไดเมอร เอนไซมทําหนาที่คะตะไลซ (catalyze) เกิดไฮโดรไลสิส (hydrolysis) ของ phosphate 

ester บนสับสเตรต ทําใหมีสีเกิดข้ึน บนโมเลกุลของ AP มีหมูอะมิโนจํานวนมากสําหรับการ

เชื่อมตอกับแอนติเจนหรือแอนติบอดี 

  นอกจากนี้ยังมีระบบของ biotin / streptavidin เปนระบบตรวจวัดสัญญาณโดย

อาศัยการจับกันระหวาง biotin และ streptavidin สามารถเพิ่มความแรงของสัญญาณใหชุดตรวจ

มีความไวสูงข้ึน  biotin เปนวิตามินชนิดหนึ่ง มีคุณสมบัติจับกับสารอ่ืนๆ ได ในตอนแรกใชในการ

จับกับ avidin ที่ไดจากการไขขาว ตอมา avidin ถูกแทนที่ดวย streptavidin  ซึ่งไดจากแบคทีเรีย 

ซึ่งใหความแรงของสัญญาณที่เพิ่มมากข้ึน  

2.1.7.4. สับสเตรต (substrate) 

  การวัดปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีที่มีการติดฉลากดวย

เอนไซมจะตองใชสับสเตรตเปนตัววัด สามารถเลือกใชไดข้ึนกับชนิดของเอนไซมที่ใชและวิธีการ

ตรวจวัด ซึ่งวิธีที่ใชในการตรวจวัดของชุดตรวจ ELISA คือ colorimetry, fluorometry และ 

chemiluminescence วิธีการตรวจวัดที่เปนที่นิยมที่สุดคือ colorimetry  

  Colorimetry เปนการวัดการเปลี่ยนแปลงสีของสับสเตรตที่เกิดจากเอนไซม แลว

ทําการอานผลดวยตาหรือใชเคร่ืองมือที่อานคาความดูดกลืนแสง (spectrophtometer หรือ  

ELISA reader) ทําไดงายและสะดวก  สับสเตรตที่ทําใหเกิดสีในวิธีนี้เรียกวา chromogenic 

substrate ซึ่งเดิมไมมีสีแตเม่ือทําปฏิกิริยากับเอนไซมจะใหสีเขมข้ึน สับสเตรตแตละชนิดจะอาน

ผลที่ความยาวคล่ืนแตกตางกัน ที่นิยมใชในชุดตรวจ ELISA ที่ใชเอนไซม horseradish 

peroxidase ไดแก  

ATBS (2,2’-azino-di-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonate) เปล่ียนจากไมมีสีเปนสีเขียว 

อานผลที่ความยาวคล่ืน 415 นาโนเมตร  

OPD (O-Phenylenediamine) เปล่ียนจากไมมีสีเปนสีเหลือง อานผลที่ความยาวคล่ืน 

492 นาโนเมตร  
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TMB (3, 3’, 5, 5’-tetramethylbenzidine) เปล่ียนจากสีฟาเปนสีเหลือง อานผลที่ความ

ยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

สวนในชุดตรวจ ELISA ที่ใชเอนไซม alkaline Phosphatase (AP) สับสเตรตที่ใช ไดแก 

PNP (p-nitrophenyl phosphate) อานผลที่ความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร 

PMP (phenolphthalein monophosphate) อานผลที่ความยาวคล่ืน 550 นาโนเมตร 

1NP (1-napthyl phosphate) อานผลที่ความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร 

2.1.7.5 พื้นที่ผิวสําหรับการยึดตรึง (solid support) 

  ชุดตรวจ ELISA จะใชการยึดตรึงหรือเคลือบแอนติเจนหรือแอนติบอดีเขากับ

พื้นผิวในรูปแบบของ Solid phase กอน เรียกวา coating หรือ immobilization หลังจากนั้นจึงทํา

ปฏิกิริยาตามลําดับข้ันตอน แลวอานผลของปฏิกิริยานั้น การใชพื้นที่ผิวในการยึดตรึงชวยให

ข้ันตอนลางเอาสารเกินออกไดดีข้ึน ทําใหลดการเกิด background ได และอานผลของปฏิกิริยาได

สะดวกข้ึน ซึ่งรูปแบบการใชพื้นที่ผิวสําหรับการยึดตรึงในชุดตรวจ ELISA มีหลายแบบ ที่เปน

มาตรฐานในปจจุบันคือ ชนิดจานเคลือบ 96 หลุม (96-well plate)  ทําจากพลาสติกชนิด 

polystyrene เปน ออรแกนิกพอลิเมอร (organic polymer) จะมีคุณสมบัติใหการโปรงแสงที่ดี ใช

กับเคร่ืองอาน spectophptometer ไดสะดวก โดยแอนติเจนและแอนติบอดีจะจับกับชนิดจาน

เคลือบ 96 หลุมดวย noncovalent  binding 

 

2.2 งานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 เนื่องจากสารนอรฟลอกซาซินเปนสารปฏิชีวนะที่มีการนิยมใชกันอยางแพรหลาย ทําให

เกิดการตกคางในผลิตภัณฑจากสัตว จึงตองมีการตรวจหาการตกคางของสารนอรฟลอกซาซิน

ดวยวิธีตางๆ  

 เทคนิคทางเคมีที่เปนที่นิยม ไดแก เทคนิค HPLC โดย Christodoulou และคณะ (2007) 

ไดทําการตรวจวัดปริมาณสารนอรฟลอกซาซินและสารในกลุมฟลูออโรควิโนโลนท่ีตกคางใน

กลามเนื้อไก และ ไขแดง โดยใชคอลัมนชนิด C18 reversed-phase และใชสารละลายตัวพาเปน 

น้ํา และ acetronitrile ในอัตราสวน 85:15 ปริมาตรโดยปริมาตร แลวทําการติดตามดวยเคร่ือง

ตรวจวัดชนิด UV ที่ความยาวคล่ืน 255 และ 275 นาโนเมตร สามารถวัดปริมาณที่นอยที่สุดใน

กลามเนื้อไกไดเทากับ 5 นาโนกรัมตอกรัม และในไขแดงไดเทากับ 8 นาโนกรัมตอกรัม นอกจากนี้
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ยังมีการใชเทคนิค LC-MS โดยการใช C18 reversed-phase column เชนเดียวกัน ทําการตรวจวัด

ปริมาณสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยางนมโค โดยสารละลายตัวพาที่ใชคือ acetronitrile และ          

เมทานอล ในอัตราสวน 60:40 ปริมาตรโดยปริมาตร มีขีดจํากัดในการตรวจวัดเทากับ 0.064 นาโนกรัม

ตอกรัม  

ตอมา Bucknall และคณะ (2003) ไดทําการผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดีตอสารปฏิชีวนะ

ในกลุมควิโนโลนและฟลูออโรควิโนโลน คือ สารนอรฟลอกซาซิน เอนโรฟลอกซาซิน 

(enrofloxacin) ฟลูเมควิน (flumequin) และกรดนาลิดิซิก (nalidixic acid) โดยเช่ือมสารตางๆใน

กลุมเขากับ ovalbumin แลวฉีดกระตุนระบบภูมิคุมกันของแกะ จากนั้นนําแอนติบอดีที่ไดมา

พัฒนาเปนชุดตรวจ พบวาไดชุดตรวจสอบแบบที่จําเพาะโดยใชแอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซิน 

ฟลูเมควิน และกรดนาลิดิซิก และชุดตรวจสอบแบบ generic test โดยใชแอนติบอดีตอสาร      

นอรฟลอกซาซินและพบวามีการทําปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมอยูในชวง 1%-143% และนํามา

ทดสอบในตัวอยางน้ํานมโค และไตของแกะ มีปริมาณที่นอยที่สุดที่วัดได เทากับ 4 ไมโครกรัมตอ

กิโลกรัม 

ในป 2006 Huet และคณะ ไดทําการผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดีตอสารปฏิชีวนะ    

ฟลูออโรควิโนโลน ไดแก สารนอรฟลอกซาซิน และซาราฟลอกซาซิน โดยการเช่ือมตอสารเหลานี้

ดวยโปรตีนตัวพา (carrier protein) นําไปฉีดกระตุนระบบภูมิคุมกันของกระตายจากนั้นนํา

แอนติบอดีที่ไดมาพัฒนา เปนชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA และนําไปตรวจสอบ

การทําปฏิกิริยาขามกับสารในกลุม ไดแก ดาโนฟลอกซาซิน มาโบฟลอกซาซิน โอฟลอกซาซิน    

ฟลูเมควิน กรดออกโซลินิก ซินอกซาซิน ไดฟลอกซาซิน และอินอกซาซิน พบวาแอนติบอดีตอสาร

นอรฟลอกซาซิน และแอนติบอดีตอซาราฟลอกซาซินเกิดการทําปฏิกิริยาขามกับสารในกลุม 

จากนั้นนํามาทดสอบในตัวอยางกลามเนื้อไก ไตของหมู ผลิตภัณฑจากทะเล และไข พบวามี

ปริมาณที่นอยที่สุดที่วัดได เทากับ 0.5, 0.6, 0.7, และ 0.3  ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ตามลําดับ 

ตอมาในป 2007 Kato และคณะไดผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซิน 

ดวยการฉีดกระตุนหนู BALB/c ดวยสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ KLH (keyhole limpet 

haemocyanin) นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดมาเตรียมชุดตรวจสอบตอสารในกลุมควิโนโลน 

โดยใชสารนอรฟลอกซาซินเปนสารมาตรฐานในชุดตรวจสอบ มีคา LOD เทากับ 0.7 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร มีคาปฏิกิริยาขามตอเอนโรฟลอกซาซิน ซิโพรฟลอกซาซิน 100% นอกจากนี้ยังทํา

ปฏิกิริยาขามกับสารอ่ืนๆ ในกลุมควิโนโลน  
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Tittlemier และคณะ (2008) ไดมีการศึกษาและผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดีตอสาร    

นอรฟลอกซาซิน แลวนําแอนติบอดีที่ไดมาพัฒนาเปนชุดตรวจสอบแบบ direct competitive 

ELISA (Ag captured) มีความเขมขนนอยที่สุดที่วัดไดในตัวอยางเนื้อกุงเทากับ 1 นาโนกรัมตอ

กรัม จากนั้นนํามาทดสอบหาปฏิกิริยาขามกับสารเอนโรฟลอกซาซิน ซิโปรฟลอกซาซิน ไดฟลอกซาซิน 

และซาราฟลอกซาซิน ซึ่งเปนสารในกลุมเดียวกันกับสารนอรฟลอกซาซิน พบวามีการเกิดปฏิกิริยาขาม

มากกวา 10 เปอรเซนต 

เม่ือทําการเปรียบเทียบวิธีที่ใชในการตรวจวัดการตกคางของสารนอรฟลอกซาซินทั้งเทคนิคทาง

เคมีและเทคนิค  ELISA พบวาเทคนิค  ELISA มีขอไดเปรียบ คือ จะมีความไวสูง  ใหผลตรวจสอบที่

รวดเร็ว และไมจําเปนตองใชเคร่ืองมือที่มีราคาแพง ดังนั้นจึงมีการผลิตชุดตรวจสอบสาร                   

นอรฟลอกซาซินโดยใชหลักการ ELISA ออกมาจํานวนมาก ซึ่งในประเทศไทยไดมีการนําเขามาจําหนาย 

ตัวอยางเชนชุดตรวจที่มีชื่อทางการคาวาชุดตรวจฟลูออโรควิโนโลน ผลิตโดยบริษัท Euro-Diagnostica 

B.V. (Netherland)  สามารถตรวจติดตามสารนอรฟลอกซาซินในเนื้อ น้ํานม ไข ปสสาวะ น้ําผ้ึง และซีรัม 

โดยพบวาปริมาณตํ่าสุดที่ตรวจวัดไดในกลามเนื้ออยูที่ 12  นาโนกรัมตอกรัม ในน้ํานมอยูที่ 3 นาโนกรัม

ตอกรัม ในไขอยูที่ 6 นาโนกรัมตอกรัมในปสสาวะอยูที่ 7 นาโนกรัมตอกรัม ในน้ําผ้ึงอยูที่ 3 นาโนกรัมตอ

กรัม และในซีรัมอยูที่ 2.5 นาโนกรัมตอกรัม ใหคาเปอรเซ็นตของปฏิกิริยาขามกับสารในกลุม          

ฟลูออโรควิโนโลน คือ ซิโพรฟลอกซาซิน เทากับ 124%  เอนโรฟลอกซาซิน เทากับ 92% โอฟลอกซาซิน 

เทากับ 18% ดาโนฟลอกซาซิน เทากับ 89% อินอกซซินและกรดออกโซลินิก เทากับ 57%               

นาดิฟลอกซาซิน เทากับ 85% กรดไพโรมิดิก เทากับ 62% โลมีฟลอกซาซิน เทากับ 40%                      

มาโบฟลอกซาซิน เทากับ 16% กรดไพเพอรมิดิก เทากับ 5% ซาราฟลอกซาซิน เทากับ 4% ฟลูมิควิน 

เทากับ 2% สวน ซินอกซาซิน โทซูฟลอกซาซิน และกรดนาลิดิซิกใหคานอยกวา 0.1% 

และชุดตรวจฟลูออโรควิโนโลน ที่ผลิตโดยบริษัทอะบราซิส มีชวงมาตรฐานอยูที่ 0.1 ถึง 10 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร สามารถตรวจติดตามสารในกลุมฟลูออโรควิโนโลน ในน้ํานม เนื้อ ปลา กุง และน้ําผึ้ง โดย

พบวาปริมาณตํ่าสุดที่ตรวจวัดไดในน้ํานมอยูที่ 1 นาโนกรัมตอกรัม ในเน้ือ ปลา กุง และน้ําผ้ึง อยูที่ 10 

นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

 เนื่องจากชุดตรวจที่ใชอยูภายในประเทศตองนําเขาจากตางประเทศ สถาบันเทคโนโลยีชีวภาพ

และวิศวกรรมพันธุศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย จึงมีเปาหมายที่จะพัฒนาชุดตรวจสอบดังกลาวข้ึน

สําหรับใชในประเทศ ซึ่งสถาบันเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย

ไดประสบผลสําเร็จในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซิน จากการกระตุนหนู
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ดวยสารนอรฟลอกซาซินที่เชื่อมกับโปรตีน KLH โมโนโคนอลแอนติบอดีที่ไดมีไอโซไทปเปน IgG1 

แตอยางไรก็ตามแอนติบอดีที่ไดนี้สามารถทําปฏิกิริยาขามกับสารอ่ืนๆ ในกลุมควิโนโลนและ 

ฟลูออโรควิโนโลนไดหลายชนิดจึงเหมาะสําหรับนํามาพัฒนาเปนชุดตรวจสอบสารในกลุม         

ควิโนโลนและฟลูออโรควิโนโลนไดหรือที่เรียกวา generic test ดวยเทคนิค ELISA เพื่อใหไดชุด

ตรวจสอบที่มีประสิทธิภาพในการตรวจวิเคราะหตอไป 
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บทที่ 3 

 
อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 เซลลไฮบริโดมา 

ตารางที่ 3.1 เซลลไฮบริโดมา 

เซลลไฮบริโดมา แหลงที่มา 

1.เซลลไฮบริโดมาผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

   ตอสารนอรฟลอกซาซิน (nor#155) 

 

หนวยปฏิบัติการวิจัยการผลิตแอนติบอดี  

สถาบันเทคโนโลยีชีวภาพและ 

วิศวกรรมพนัธศุาสตร  

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

3.2 เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในงานวิจัย 
ตารางที่ 3.2 เคร่ืองมือและอุปกรณที่ใชในงานวิจยั 

เคร่ืองมือและอุปกรณ แหลงที่มา 

2. เคร่ืองมือ 

- กลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ (Inverted    

  microscope) รุน TMS 

- เคร่ืองกําเนิดเสียงความถี่สูง 

(Ultrasonicator) 

- เคร่ืองกวนแมเหล็ก  

  (Hot plate magnetic stirrer) 

- เคร่ืองชั่ง (Electronic balance)  

  รุน PG 4002-S และรุน AG204 

- เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (Multi-              

detection microplate reader) รุน 

synergyTM HT 

- เคร่ืองวัดความเปนกรดเบส (pH meter)  

  รุน SevenEasy 

 

Nikon Corporation, Japan 

 

D.S.C. group Co.,Ltd, Taiwan 

 

Corning, USA 

 

Mettler Toledo Co., Ltd., Switzerland  

 

BIO-TEK® Instruments, Inc, USA 

 

 

Mettler Toledo Co., Ltd., Switzerland  

 



25 

 

 

- เคร่ืองปนเหวี่ยงชนิดต้ังโตะ (Top bench     

  centrifuge) รุน MSE minor 35 

- เคร่ือง microplate reader 

- ตูบมบรรยากาศคารบอนไดออกไซด 

- ตูปลอดเช้ือ (laminar flow)  

  ISSCO   รุน HS-124 

- ปเปตตอัตโนมัติ (auto pipette) 

- อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน   

WB7 

M.S.E. LTD, England 

 

Titertek multiskan, Finland 

Yamato Scientific Co.,Ltd., Japan 

International Scientific Supply Co.,  

 Ltd., Thailand  

Gilson, France 

Memmert, Germany 

 

     - กระบอกฉีดยาขนาด 1 และ 5 มิลลิลิตร 

     - ขวดแกว 

     - ขวดเล้ียงเซลลขนาด 10 และ 250   

มิลลิลิตร 

     - เข็มฉีดยาขนาด 18G และ 21G 

     - จานทดสอบ ELISA ชนดิ 96 หลุม 

     - ชุดเพาะเล้ียงเซลลพรอมเคร่ืองกวน 

(Spinner culture vessel and biological 

stirrer) ขนาด 250 มิลลิลิตร 

     - ปเปตตแกว ขนาด 10 มิลลิลิตร 

     - หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร  

     - หลอดปนเหว่ียงขนาด 50 มิลลิลิตร 

Nipro, Thailand 

Boro, Germany 

Nunc, Denmark 

 

Nipro, Thailand 

Nunc, Denmark 

Techne, USA 

 

 

HBG, Germany 

Axygen, USA 

Nunc, Denmark 
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3.3 สารเคมีที่ใชในงานวิจัย  

ตารางที่ 3.3 สารเคมีที่ใชในงานวิจัย 

สารเคมีทีใ่ชในการวิจยั ลักษณะการใชงาน แหลงที่มา 

1.  Acetonitrile เฟสเคลื่อนที่ใน HPLC Sigma-Aldrich, USA 

2.  Aminohexanoyl-Biotin-N-    

Hydroxysuccinimide 
เชื่อมตอกับแอนติบอดี Zymed, USA 

3. 1-Aminohydantonin             

(AHD) 
ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

4. 3-Amino-2oxazolidone         

(AOZ) 
ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

5.  Ammoniumpersulfat           

(APS) 

เตรียมเจลในเทคนิค SDS 

PAGE 
Sigma-Aldrich, USA 

6. BCA protein assay kit วิเคราะหปริมาณโปรตีน Thermo scientific, USA 

7. Bovine serum albumin 
โปรตีนมาตรฐานและใชเชื่อม

กับนอรฟลอกซาซิน 
Sigma-Aldrich, USA 

8. Bromophenol blue เตรียมตัวอยาง SDS-PAGE Sigma-Aldrich, USA 

9. Chloramphenical ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

10. Cinoxacin ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

11. Ciprofloxacin ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

12. Citric acid เตรียมสารละลายบัฟเฟอร Merck, Germany 

13. Clenbuterol ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 
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ตารางที่ 3.3 สารเคมีที่ใชในการวิจัย (ตอ) 

สารเคมีทีใ่ชในการวิจยั ลักษณะการใชงาน แหลงที่มา 

14. CoomassieBrilliant blue    

R-250 
ยอมเจล SDS-PAGE Pierce, USA 

15. Dichloromethane สกัดตัวอยางจากเนื้อไก Ajax Finechem, Australia 

16. Dimethyl sulfoxide 

(DMSO) 
เตรียมอาหารเก็บเซลล Fluka, Switzerland 

17. Disodium 

hydrogenphosphate 

(Na2HPO4) 

สวนประกอบของ 

สารละลายบัฟเฟอร 
Carloerba, USA 

18. Enoxacin  ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

19. Enrofloxacin ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

20. Ethanol ตัวทําละลาย BDH, England 

21.1-Ethy-3-(3- 

dimethylaminopropyl) 

carbodiimide (EDC) 

สารเช่ือมตอ Sigma-Aldrich, USA 

22. Fetal calf serum (FCS) 
สวนประกอบของ 

อาหารเล้ียงเซลล 
Invitromex, USA 

23. Flumequine ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

24. Furazolidone ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

25. Hydrochloric acid (HCL) 
สวนประกอบของสารละลาย

บัฟเฟอร Sigma-Aldrich, USA 
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ตารางที่ 3.3 สารเคมีที่ใชในการวิจัย (ตอ) 

สารเคมีทีใ่ชในการวิจยั ลักษณะการใชงาน แหลงที่มา 

26. Hydrogen peroxide 

(H2O2) 
เตรียมสับสเตรต Fluka, Switzerland 

27. L-Glutamine 
สวนประกอบของอาหารเล้ียง

เซลล 
Sigma-Aldrich, USA 

28. Methanol ตัวทําละลาย BDH, England 

29. N-Hydroxysuccinimide 

(NHS) 
สารเช่ือมตอ Fluka, China 

30. Nalidixic acid ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

31. Norfloxacin 
เปนแฮบเทนและทดสอบ

ปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

32. Ofloxacin ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

33. O-phenylenediamine สารทําใหเกิดสีของปฏิกิริยา Abkem Iberia S.L., Spain 

34. Oxolinic acid ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

35. Oxytetracycline ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

36. Peroxidase-Goat Anti-

Mouse IgG (Gamma 

chain Specific) 

ทดสอบ ELISA 
Jackson Immuno 

Research, USA 

37. Penicllin G ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

38. Pipermidic acid ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

39. Progesterone ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 
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ตารางที่ 3.3 สารเคมีที่ใชในการวิจัย (ตอ) 

 

สารเคมีทีใ่ชในการวิจยั ลักษณะการใชงาน แหลงที่มา 

40. RPMI 1640 medium อาหารเล้ียงเซลล Biochrom  AG, Germany 

41. Salbutamol ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

42. Sodium bicarbonate 

(NaCO3) 

สวนประกอบของ 

สารละลายบัฟเฟอร 
Sigma-Aldrich, USA 

43. Sodium carbonate   

(Na2CO3)   
เตรียมอาหารเล้ียงเซลล Merck, Germany 

44. Sodium chloride (NaCl) 
สวนประกอบของ 

สารละลายบัฟเฟอร 
Merck, Germany 

45. Sodium dihydrogen 

phosphate (NaH2PO4) 

สวนประกอบของสารละลาย

บัฟเฟอร 
Carlo erba, USA  

46. Sodium dodecyl 

sulphate (SDS) 

เตรียมเจลในเทคนิค 

SDSPAGE 
Sigma-Aldrich, USA 

47. Streptomycin ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

48. Sulfamethazine ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

49. Sulfuric acid (H2SO4) หยุดปฏิกิริยาของเอนไซม Merck, Germany 

50. Tetracyclin ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

51. 3,3’,5,5’- 

tetramethylbenzidine 

(TMB) 

สารทําใหเกิดสีของปฏิกิริยา Sigma-Aldrich, USA 
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ตารางที่ 3.3 สารเคมีที่ใชในการวิจยั (ตอ) 

52. Hydroxymethyl 

aminomehane ( Tris) 

สวนประกอบของ 

สารละลายบัฟเฟอร 
Merck, Germany 

53. Tween 20 
สวนประกอบของ 

สารละลายบัฟเฟอร 
Sigma-Aldrich, USA 

54. นมพรองมันเนย          

(skim milk) 
ทดสอบ ELISA 

Mission health food, 

Thailand 
 

3.4 การดําเนินงานวิจัย 

3.4.1 การเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา 

3.4.1.1 การนําเซลลไฮบริโดมาที่เก็บอยางถาวรมาเล้ียง 

นําหลอดที่เก็บเซลลไฮบริโดมาที่มีความจําเพาะตอสารนอรฟลอกซาซินมีรหัส 

ไฮบริโดมา รหัสโคลน nor#155 ออกจากไนโตรเจนเหลว นํามาละลายในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่ 

37  องศาเซลเซียสทันที หลังจากนั้นทําการถายเซลลลงหลอดที่มีอาหารเล้ียงเซลลไฮบริโดมา 

RPMI 1640 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แลวนําไปปนเหวี่ยงใหเซลลตกตะกอนท่ีความเร็ว 1,500 รอบ

ตอนาที เปนเวลา 5 นาที ดูดอาหารเล้ียงเซลลที่อยูดานบนทิ้ง จากนั้นนําเซลลไปเล้ียงตอในอาหาร

เล้ียงเซลล RPMI 1640 ที่มี fetal calf serum (FCS) 20 เปอรเซ็นต โดยปริมาตร ในขวดเล้ียงเซลล

ขนาด 10 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตูเล้ียงเซลลที่ควบคุมระดับ

คารบอนไดออกไซดไวที่ 5 เปอรเซ็นต เล้ียงไวประมาณ 2-3 วัน เม่ือเซลลเจริญเต็มขวด จึงทําการ

ยายเซลลลงในอาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 ที่มี FCS 10 เปอรเซ็นต โดยปริมาตร โดยแบงใสใน

ขวดเล้ียงเซลลขนาด 10 มิลลิลิตร จํานวน 2 ขวด เพื่อนําไปเล้ียงเพิ่มจํานวนแอนติบอดีตอไป และ

อีกสวนนําไปเก็บอยางถาวรในไนโตรเจนเหลว 
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3.4.1.2 การเก็บเซลลไฮบริโดรมาอยางถาวร 

นําเซลลไฮบริโดมาที่ไดจากขอ 3.4.1.1 ที่แบงใสในขวดเล้ียงเซลลขนาด 10 

มิลลิลิตร 1 ขวด มาปนเหวี่ยงใหเซลลตกตะกอนที่ความเร็ว 1,500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที 

จากนั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลลที่อยูดานบนทิ้ง แลวเติมน้ํายาแชแข็งเซลลที่มี dimethyl sulfoxide 

(DMSO) 10 เปอรเซ็นต โดยปริมาตร ขณะเย็น ลงไปประมาณ 1 มิลลิลิตร ใชปเปตเปาข้ึนลงเบาๆ 

จนเซลลเขากันดีกับน้ํายาแชแข็งเซลล จากนั้นถายเซลลลงในหลอดแชแข็ง นําไปแชที่อุณหภูมิ -70 

องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นจึงยายลงไปแชในไนโตรเจนเหลวที่มีอุณหภูมิ  -196 

องศาเซลเซียส ซึ่ง DMSO ทําหนาที่ปองกันการเกิดผลึกอันจะสงผลใหเซลลเกิดความเสียหาย

ระหวางการแชเย็น  

 

3.4.1.3 การเล้ียงเซลลและการเพิ่มจํานวนเซลลในภาชนะเล้ียงเซลล 

นําเซลลไฮบริโดมาโคลนที่ไดจากขอ 3.4.1.1 ที่แบงใสในขวดเล้ียงเซลลขนาด 10 

มิลลิลิตร 1 ขวด บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตูเพาะเลี้ยงเซลลควบคุมระดับ

คารบอนไดออกไซดที่ 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 2 วัน จากนั้นถายลงภาชนะปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตูเพาะเลี้ยงเซลลควบคุมระดับคารบอนไดออกไซดที่ 5 

เปอรเซ็นต เปนเวลา 2 วัน แลวทําการยายเซลลลงขวดเล้ียงเซลลที่มีการปนกวนขนาด 1 ลิตร ที่มี

อาหารเล้ียงเซลลปริมาตร 600 มิลลิลิตร ปนกวนดวยความเร็ว 20 รอบตอนาที บมที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส ในตูเพาะเล้ียงเซลลควบคุมระดับคารบอนไดออกไซดที่ 5 เปอรเซ็นต เล้ียงเซลล

เปนเวลา 3 วัน จากนั้นทําการเก็บอาหารเล้ียงเซลลจนกระทั่งไดปริมาตรประมาณ 1,500 มิลลิลิตร 

แลวจึงแบงใสหลอดนําไปปนเหวี่ยงใหเซลลตกตะกอนท่ีความเร็ว 1,500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 

นาที แลวแยกสวนของเซลลที่ตกตะกอนทิ้งไป เก็บสวนของอาหารเลี้ยงเซลลซึ่งมีแอนติบอดีอยูไว 

เพื่อนําแอนติบอดีที่ไดไปทําใหบริสุทธิ์ตอไป 
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3.4.2 การเชื่อมตอสารนอรฟลอกซาซินกับ BSA  

ในการเชื่อมตอสารนอรฟลอกซาซินกับ BSA ทําการเชื่อมตอดวยวิธี cabodiimide โดยใช 

EDC และ NHS เปนสารเช่ือมตอ (coupling agent) โดยเร่ิมจากการนําสารนอรฟลอกซาซิน 20 

มิลลิกรัม NHS 10 มิลลิกรัม และ EDC 12.5 มิลลิกรัม ละลายใน DMF 1 มิลลิลิตร เขยาชาๆ เปน

เวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเติมสารละลาย BSA 50 มิลลิกรัมใน 0.01 M phosphate buffer saline 

pH 7.4 (PBS) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ลงไปทีละหยด กวนเบาๆ ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ชั่วโมง 

จากนั้นนําไปไดแอไลซดวย PBS ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยทําการเปล่ียน PBS วันละ 2 คร้ัง 

เปนเวลา 3 วัน (Els Van และคณะ, 2004) 

 

3.4.3 การตรวจสอบการสรางแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซิน 

นําอาหารเล้ียงเซลลไฮบริโดมาที่ไดจากขอ 3.4.1.1 มาทดสอบการสรางแอนติบอดีที่

จําเพาะตอสารนอรฟลอกซาซิน ดวยวิธี indirect ELISA เร่ิมจากการเคลือบหลุมของจาน 96 หลุม

ดวยสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ BSA ความเขมขน 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร หลุมละ 100 

ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง ลางดวย PBS ที่มี 0.05% 

Tween (PBST) 3 คร้ัง จากนั้นเติมสารละลายนมพรองมันเนย 5% หลุมละ 300 ไมโครลิตร บมที่ 

37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง นํามาลางดวย PBST 3 คร้ัง เติมอาหารที่ผานการเล้ียงเซลล

ไฮบริโดมาเจือจางที่ความเขมขน 1:5 – 1:1,600 เทา หลุมละ 100 ไมโครลิตร นําไปบมที่ 37 องศา

เซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง จากนั้นนํามาลางดวย PBST 3 คร้ัง เติมแอนติบอดีทุติยภูมิ goat anti-

mouse IgG ที่มีเอนไซมฮอรสราดิชเพอรออกซิเดส (horseradish peroxidase) เช่ือมอยู (GAM-

HPR) ที่เจือจาง 1:5,000 เทา ใน PBS หลุมละ 100 ไมโครลิตร แลวนําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางดวย PBST จํานวน 3 คร้ัง จากนั้นนํามาเติมสารละลายสับสเตรตของ

เอนไซม ซึ่งประกอบดวย OPD และ H2O2 ละลายใน 0.15 M phosphate citrate buffer pH 5.0 

หลุมละ 150 ไมโครลิตร  บมในที่มืดอุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที เติม 2.5 M H2SO4 หลุมละ 

100 ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยาเอนไซม แลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 492 นาโน

เมตร ดวยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง 
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3.4.4 การทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ 

3.4.4.1 การทําแอนติบอดีใหเขมขน 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากไฮบริโดรมาโคลน nor#155 มีไอโซไทปเปน IgG1 

ซึ่งเปนไอโซไทปที่สามารถจับกับ protein A ไดนอยกวาไอโซไทปอ่ืนๆ จึงตองทําการเพ่ิมความ 

สามารถในการจับระหวางแอนติบอดีและ protein A โดยเร่ิมจากการทํา อาหารเล้ียงเซลล 

ใหเขมขนข้ึนดวยการทํา ultrafiltration จากนั้นทําการเติมเกลือโซเดียมคลอไรดลงไป 

ใหความเขมขนสุดทายเทากับ 4 M นําไปกรองดวยกระดาษกรอง แลวจึงนําไปผาน protein A 

sepharose ในขอ 3.4.2.2 (Johnstone และ Thrope, 1987) 

 

3.4.4.2 การทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยวิธี protein A affinity chromatography 

protein A มีขนาด 42 กิโลดาลตัน เปนสวนประกอบในผนังเซลลของเชื้อ 

Staphylococcus aureus สามารถทําจับกับแอนติบอดีที่มีไอโซไทป IgG2a ไดดีที่สุด รองลงมาคือ 

ไอโซไทป IgG2b, IgG3 และ IgG1 ตามลําดับ โดยจับกับแอนติบอดีที่บริเวณ Fc 

ของโมเลกุลแอนติบอดี ซึ่งอาศัยหลักการของ affinity chromatography โดย protein A จะ

สามารถเกิดอันตรกิริยาไดดีที่สุดที่คา pH 9.0 และเมื่อคา pH ลดตํ่าลงอันตรกิริยาระหวาง   

protein A กับแอนติบอดีจะมีสัมพรรคภาพตํ่าลง จึงสามารถแยกแอนติบอดีออกได โดยมีวิธีการ

ทําดังนี้  

นํา protein A sepharose 0.5 กรัม มาทําใหพองตัว (swell) โดยแชใน PBS 5 

มิลลิลิตร เปนเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง แลวนําไปบรรจุใสคอลัมน จากนั้นปรับคอลัมนใหอยู

ในสภาพสมดุลโดยเติม 0.1 M phosphate buffer, pH 8 ปริมาตร  5 เทาของคอลัมน ปรับคา pH 

ของอาหารเล้ียงเซลลที่มีแอนติบอดีใหเทากับ 8.0 ดวย 1 M Tris buffer, pH 9.0  แลวเติมลงใน

คอลัมน ปรับใหมีอัตราการไหลเทากับ 1 มิลลิลิตรตอนาที ทําการลางคอลัมนดวย 0.1 M 

phosphate buffer, pH 8.0 ปริมาตร  5 เทาของคอลัมน  จากนั้นจึงชะแอนติบอดีออกโดยใช 0.1 

M citrate buffer, pH 3.0  ปริมาตร  3 เทาของคอลัมน ใหมีอัตราการไหลเทากับ 1 มิลลิลิตรตอ

นาที พรอมกับเก็บสารละลายที่ออกจากคอลัมนใสหลอดทดลองท่ีมี 1 M Tris buffer, pH 9.0 
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ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เพื่อปรับ pH สารละลายในหลอดทดลองใหเปน 8.0 

โดยเก็บสารละลายที่ออกจากคอลัมนหลอดละ 1 มิลลิลิตร นําสารละลายในหลอดทดลองแตละ

หลอดไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร แลวเก็บสารละลายในหลอดที่ใหคาการดูดกลืน

แสงสูงมารวมกันนําไปไดแอไลซดวย PBS ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยเปล่ียน PBS วันละ 2 

คร้ัง เปนเวลา 3 วัน (Hudson และ Hay, 1980) 

 

 3.4.5 การหาปริมาณโปรตีน 

  3.4.5.1 การวัดปริมาณโปรตีนของแอนติบอดี ดวยวิธี Bicinchoninic Acid Assay 

(BCA assay) 

ทําการวิเคราะหปริมาณโปรตีนของแอนติบอดี โดยการใช BCATM Protein Assay 

Kit ของบริษัท PIERCE โดยเตรียม working reagent ดวยการผสมรีเอเจนต A และ รีเอเจนต B 

ในอัตราสวน 50:1 จากนั้นเตรียมสารมาตรฐาน BSA เจือจางที่ความเขมขน 0-1200 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร และสารตัวอยาง (แอนติบอดีทั้งกอนและหลังจากทําใหบริสุทธิ์) เจือจางที่ความเจือจาง 

2, 4, และ 8 เทาใน PBS แลวเติมสารมาตรฐานและสารตัวอยางแตละความเขมขนลงในจานชนิด 

96 หลุม หลุมละ 25 ไมโครลิตร เติม working reagent ลงไปในหลุมที่มีสารมาตรฐานและสาร

ตัวอยาง หลุมละ 200 ไมโครลิตร เขยาจานชนิด 96 หลุมเบาๆ ประมาณ 30 วินาที กอนนําไปเขาตู

บม 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนํา จานชนิด 96 หลุมออกมาวางไวใหเย็นลงท่ี

อุณหภูมิหอง แลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร ดวยเคร่ืองวัดคาการ

ดูดกลืนแสง 

 

3.4.5.2 การหาปริมาณโปรตีนของแอนติบอดีโดยการวัดคาการดูดกลืนแสง  

การหาปริมาณโปรตีนของแอนติบอดีโดยการวัดคาการดูดกลืนแสง สามารถวัดได

หลังจากแอนติบอดีผานการทําใหบริสุทธิ์แลวเทานั้น เนื่องจากในอาหารเล้ียงเซลลจะมีโปรตีนชนิด

ตางๆ อยูเปนจํานวนมากอาจทําใหการคํานวณหาปริมาณโปรตีนของแอนติบอดีผิดพลาดไป 

ข้ันตอนในกาวัดคาการดูดกลืนแสงจะเร่ิมจากนําแอนติบอดีที่ไดแอไลซแลวมาเจือจาง 1:2-1:32 

เทา จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสง (OD) ที่ความยาวคล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร และ 
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นําไปคํานวณหาปริมาณโปรตีนของแอนติบอดีจากสูตร (Johnstone และ Thrope, 1987)  

 

ปริมาณโปรตีน (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) = (OD280 X 1.55) - (OD260 X 0.77) 

 

3.4.6 การหาปริมาณแอนติบอดี 

3.4.6.1 การหาปริมาณแอนติบอดีโดยการวัดคาการดูดกลืนแสง 

 ทําการหาปริมาณแอนติบอดีตามวิธีของ Johnstone และ Thrope (1987) โดยการ

นําสารละลายแอนติบอดีที่ไดแอไลซแลวไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร 

จากนั้นนําไปคํานวณหาปริมาณแอนติบอดีจากสูตร 

 

  ความเขมขนของแอนติบอดี (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) =     OD280 

                 extinction coefficient ของ IgG   

หมายเหตุ คา extinction coefficient ของสารละลาย IgG 1 มิลลิกรัมตอมิลลิตร ที่ความยาวคล่ืน  

280  นาโนเมตร มีคาเทากับ 1.35      

 

3.4.6.2 การหาปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี ELISA 

นําแอนติบอดีที่ทําใหบริสุทธิ์แลวและกอนทําใหบริสุทธิ์ มาเจือจางใหมีปริมาณ

โปรตีนเขมขน 0-10 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ทําปฏิกิริยากับแอนติเจน โดยวิธี indirect ELISA สราง

กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของแอนติบอดีกับคาการดูดกลืนแสงที่ 

492 นาโนเมตร โดยใชแอนติบอดีที่ทําใหบริสุทธิ์แลวมาทําเปนแอนติบอดีมาตรฐาน ทําการหา

ปริมาณแอนติบอดีในอาหารที่ไดจากการเล้ียงเซลลไฮบริโดมาโดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน

ที่ได 
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3.4.7 การหาน้ําหนักโมเลกุลของแอนติบอดีหลังจากทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิค 

SDS-PAGE  

การหานํ้าหนักโมเลกุลของแอนติบอดีหลังจากทําใหบริสุทธิ์นิยมใชเทคนิค SDS-PAGE 

(SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) ซึ่งมีหลักการคือ ใชสนามไฟฟาแยกโปรตีนผานเจล 

พอลีอะคริลาไมด (polyacrylamide gel) ซึ่งมีรูพรุนขนาดตางๆ กัน โดยโปรตีนจะทําปฏิกิริยากับ 

2-เมอรแคปโทเอทานอล (2-mercaptoethanol) ทําใหพันธะไดซัลไฟดแตกออก และโปรตีนถูกทํา

ใหมีประจุเปนลบโดย SDS ทําใหโปรตีนที่มีขนาดตางกัน จะมีการเคล่ือนตัวที่ไมเทากัน โปรตีน

ขนาดเล็กจะเคลื่อนที่ไปไดระยะทางไกลกวา หลังจากทําอิเลคโทรฟอเรซีส (electrophoresis) นํา

เจลมายอมสีหาแถบโปรตีน ทําการหาระยะทางการเคล่ือนที่ของแถบโปรตีน และเปรียบเทียบกับ

ระยะทางการเคล่ือนที่ของโปรตีนมาตรฐานที่ทราบน้ําหนักโมเลกุล จะทําใหทราบถึงน้ําหนัก

โมเลกุลของโปรตีนได  

             การเตรียมเจลเพื่อใชแยกแอนติบอดี จะเตรียม 10% separating gel (แสดงใน

ภาคผนวก ข) ดวย Miniprotean II Dual Slab Cell Bio-Rad โดยมีความกวางไมตํ่ากวา 5 

เซนติเมตร ยาว 8 เซนติเมตรและหนา 0.75 เซนติเมตร เติมน้ํากล่ันลงไปเพื่อปรับผิวหนาเจล 

ใหเรียบสม่ําเสมอ ต้ังทิ้งไวเพื่อให separating gel เกิดการแข็งตัวอยางสมบูรณ เทน้ํากล่ันทิ้งแลว

เติม 5% stacking gel ที่ดานบนของ separating gel ใสหวีลงในสวน stacking gel ต้ังทิ้งไวให 

stacking gel เกิด เกิดการแข็งตัวอยางสมบูรณ 

            ทําการแยกแอนติบอดีโดย นําชุดของเจลที่เตรียมไดไปใสในเคร่ืองทําอิเลคโทร

ฟอเรซีส (electrophoresis chamber) ที่มีอิเลคโทรดบัฟเฟอร (electrode buffer) ทั้งสวนบนและ

ลางของเครื่อง นําตัวอยางแอนติบอดีกอนทําใหบริสุทธิ์และหลังทําใหบริสุทธิ์ มีปริมาณโปรตีนรวม

หลุมละ 5 ไมโครกรัม มาเติมสียอมที่มีองคประกอบเปน beta-mercaptoethanal, SDS และ 

bromophenal blue ในอัตราสวน 1:1 ( v/v) นําไปตมที่ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที ต้ัง

ทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง เติมลงใจหลุมเจล สวนหลุมของโปรตีนมาตรฐานจะเติม 2.5 ไมโครลิตร 

จากนั้นทําการตอข้ัวไฟฟาเขากับเคร่ืองจายไฟฟา เร่ิมการแยกโปรตีนโดยใหกระแสไฟฟาที่มีความ

ตางศักยคงที่ที่ 100 โวลต เปนเวลา 90 นาที จนแถบสียอมเคล่ือนไปจนเกือบถึงปลายเจลจึงหยุด



37 

 

 

ใหกระแสไฟฟา นําเจลที่ไดไปยอมสีดวย coomassie blue เปนเวลา 15 นาที และลางสีออกจน

หมดดวยสารละลาย destaining  

 

 3.4.8 การทดสอบความสามารถในการจับของแอนติบอดีหลังการทําใหบริสุทธิ์ตอ

สารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ 

หลังจากทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดมาทดสอบ 

ดวยวิธี indirect ELISA เพื่อเปนการยืนยันวาแอนติบอดีที่คัดเลือกไดนั้นสามารถจับกับสาร     

นอรฟลอกซาซินในรูปอิสระได ซึ่งมีวิธีการทดสอบคือ เตรียมสารนอรฟลอกซาซินที่ความเขมขน

ต้ังแต  0 - 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แลวนํามาผสมกับแอนติบอดีโดยผสมในอัตราสวน 1:1 (โดย

ปริมาตร) แลวทําการทดสอบดวยวิธี indirect ELISA ตามข้ันตอนในขอ 3.4.3 โดยทําการเติม

แอนติบอดีที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แทนอาหารเล้ียงเซลล 

 

3.5 การเตรียมชุดตรวจสอบตนแบบ 

ทําการออกแบบชุดตรวจสอบทั้งหมด 3 แบบ คือ 

- Direct competitive ELISA (Ag captured) 

- Indirect competitive ELISA (Ab captured) 

- Direct competitive ELISA (Ab captured) 

 

3.5.1 การออกแบบชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA (Ag captured) 

ชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA (Ag captured) เร่ิมจากการเคลือบจาน

ชนิด 96 หลุมดวยแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซิน หลุมละ 100 ไมโครลิตร  นําไปบมที่อุณหภูมิ 

4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง จากนั้นลางดวย PBST จํานวน 3 คร้ัง เติมสารละลายนม

พรองมันเนย 5% หลุมละ 300 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นลาง

ดวย PBST จํานวน 3 คร้ัง เติมสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระที่ความเขมขนตางๆ กันใน PBS ลง

ไปพรอมกับสารนอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับเอนไซมฮอรสราดิชเพอรออกซิเดส (hoseradish 

peroxidase, HRP) หลุมละ 100 ไมโครลิตร นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง 

จากนั้นนํามาลางดวย PBST จํานวน  3 คร้ัง เติมสารละลายสับสเตรตของเอนไซม ซึ่ง



38 

 

 

ประกอบดวย TMB และ H2O2 ละลายใน 0.1 M sodium acetate buffer pH 6 หลุมละ 100 

ไมโครลิตร  บมในท่ีมืด ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที แลวหยุดปฏิกิริยาของเอนไซมดวยการ

เติม 1 M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปวัดคาดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร โดย

เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง  

ในการเตรียมชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA (Ag captured) นี้จะตองทํา

การเตรียมสารนอรฟลอกซาซินที่ เ ช่ือมตอกับเอนไซม HRP เพื่อใชเปนตัวแขงขันกับสาร            

นอรฟลอกซาซินในรูปอิสระซ่ึงมีข้ันตอนดังนี้ 

 

  3.5.1.1 การเช่ือมตอสารนอรฟลอกซาซินกับเอนไซมฮอรสราดิชเพอรออกซิเดส 

(norfloxacin-HRP)  

  การเชื่อมตอสารนอรฟลอกซาซินเขากับเอนไซมฮอรสราดิชเพอรออกซิเดส 

(norfloxacin-HRP) ทําไดโดยอาศัยเทคนิคคารโบไดไมด (cabodiimide) นําสาร NHS 12.36 

มิลลิกรัม  และ EDC 6.9 มิลลิกรัม มาละลายใน DMF 0.5 มิลลิลิตร นํามาเติมลงในสาร          

นอรฟลอกซาซิน 2 มิลลิกรัมที่ละลายใน DMF 1 มิลลิลิตร  เขยาชา ๆ แลวบมที่อุณหภูมิหองเปน

เวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นเติมสารละลาย HRP 9.8 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรลงไป กวนเบา ๆ ที่

อุณหภูมิหอง 2 ชั่วโมง แลวจึงนําไปไดแอไลซดวย PBS ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยเปล่ียน 

PBS  วันละ 2 คร้ัง เปนเวลา 3 วัน (Bucknall และคณะ, 2003) 

 

  3.5.1.2 การหาอัตราสวนที่เหมาะสมในการจับกันระหวางแอนติบอดีกับสาร     

นอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ HRP  

  หลังจากทําการเชื่อมตอสารนอรฟลอกซาซินกับเอนไซมฮอรสราดิชเพอรออกซิเดส

แลว จะตองทําการหาอัตราสวนของแอนติบอดีกับสารนอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ HRP ที่ทํา

ปฏิกิริยาเหมาะสม ดวยวิธี direct ELISA กอนที่จะนํามาทดสอบกับสารนอรฟลอกซาซินในรูป

อิสระ เร่ิมจากการเคลือบพื้นผิวในแตละหลุมของจานชนิด 96 หลุม ดวยแอนติบอดีที่ความเขมขน 

0.25, 0.5, 1 และ 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 4              

องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง ลางแตละหลุมดวย PBST 3 คร้ัง เติมสารละลายนมพรอง
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มันเนย 5% หลุมละ 300 ไมโครลิตร และทําการบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลาง

ดวย PBST 3 คร้ัง เติมนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ HRP ที่เจือจาง 1:25,000–1:400,000 เทา 

หลุมละ 100 ไมโครลิตร ลางดวย PBST 3 คร้ัง เติมสารละลายสับสเตรตของเอนไซม ซึ่ง

ประกอบดวย TMB และ H2O2 ละลายใน 0.1 M sodium citrate buffer, pH 6.0 หลุมละ 100 

ไมโครลิตร  บมในที่มืด ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที หยุดปฏิกิริยาเอนไซมดวยการเติม 1 M 

H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปวัดคาดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร ดวยเคร่ืองวัดคา

การดูดกลืนแสง 

 

  3.5.1.3 การทดสอบหาความไวของแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ 

  การทดสอบหาความไวของชุดตรวจจะศึกษาถึงความสามารถของชุดตรวจ 

ในการที่จะบงบอกถึงการมีสารปรากฏในตัวอยาง โดยจะแสดงอยูในรูปของคาขีดจํากัดในการวัด 

(limit of detection, LOD) หรือปริมาณตํ่าสุดของสารที่ชุดตรวจสอบสามารถตรวจพบได 

และในรูปของคา IC50 หรือปริมาณของสารที่ทําใหอัตราสวนของคาการดูดกลืนแสง B/B0 

ลดลงคร่ึงหนึ่ง โดยสมการที่ใชในการคํานวณคือ 

 

   LOD   = B0-3SD 

   IC50   = 50% B/B0 

 

  เมื่อ B คือ คาการดูดกลืนแสงจาก ELISA ที่มีแอนติเจนที่ความเขมขนตางๆ 

  B0 คือ คาการดูดกลืนแสงจาก ELISA ที่ไมมีแอนติเจน 

 SD คือ คาเบ่ียงเบนมาตรฐานของ B0 

 

  โดยทําการแปรความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระต้ังแต 0-10 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นําไปทดสอบกับแอนติบอดีและสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ HRP ที่

เลือกมาทั้ง 3 คา ดวยวิธี direct competitive ELISA (Ag captured) โดยมีตัวควบคุมลบ คือ 

หลุมที่ไมมีการเติมสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ และตัวควบคุมบวก คือ หลุมที่มีสาร                  
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นอรฟลอกซาซินที่มีความเขมขนสูงที่สุดเทากับ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร หาความไวของแตละ

อัตราสวนที่ได นําไปเปรียบเทียบกับชุดตรวจสอบแบบอ่ืนตอไป 

 

 3.5.2 การออกแบบชุดตรวจสอบแบบ indirect competitive ELISA (Ab captured) 

 ชุดตรวจสอบแบบ indirect competitive ELISA (Ab captured) เตรียมโดยเร่ิมจาก

เคลือบพื้นผิวจานชนิด 96 หลุม ดวยสารนอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ BSA ที่ไดจากการทดลอง

ในขอ 3.4.2 หลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-16 

ชั่วโมง ลางดวย PBST 3 คร้ัง เติมสารละลายนมพรองมันเนย 5% หลุมละ 300 ไมโครลิตร นําไป

บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางดวย PBST 3 คร้ัง ทําการเติมสาร        

นอรฟลอกซาซินในรูปอิสระที่ความเขมขนตางๆ ลงไป 50 ไมโครลิตร และแอนติบอดี หลุมละ 50 

ไมโครลิตร นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง ลางดวย PBST 3 คร้ัง เติมแอนติบอดี

ทุติยภูมิที่จําเพาะตอแอนติบอดีของหนู ที่ทําการเช่ือมตออยูกับเอนไซม HRP (HPR-labelled goat 

anti-mouse IgG) ที่เจือจาง 1:5,000 เทา ใน PBS หลุมละ 100 ไมโครลิตร แลวบมที่ 37 องศา

เซลเซียส 1 ชั่วโมง ลางหลุมดวย PBST 3 คร้ัง เติมสารละลายสับสเตรตของเอนไซม ประกอบดวย 

TMB และ H2O2 ละลายใน 0.1 M sodium citrate buffer, pH 6.0 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมใน

ที่มืดอุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที เติม 1 M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยา

เอนไซม แลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร ดวยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง 

 

  3.5.2.1 การหาอัตราสวนที่เหมาะสมในการจับกันระหวางแอนติบอดีกับสาร     

นอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ BSA 

  การหาอัตราสวนที่เหมาะสมของแอนติบอดีกับสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ 

BSA ทําโดยการแปรความเขมขนของแอนติบอดี 1, 2, 4, 8, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 และ 

50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรกับสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ BSA 0.0078, 0.015, 0.031, 

0.062, 0.125 และ 0.25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แลวนํามาทดสอบดวยวิธี indirect ELISA ตาม

ข้ันตอนในขอ 3.4.3 
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  3.5.2.2 การทดสอบหาความไวของแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ 

  การทดสอบหาความไวของชุดตรวจสอบแบบ indirect competitive ELISA (Ab 

captured) ศึกษาจากความไวของแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ โดยใชอัตราสวน

ระหวางแอนติบอดีกับสารนอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ BSA ที่เหมาะสมจากขอ 3.5.2.1 มา

ทดสอบกับสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระที่ความเขมขน 0-10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ดวยวิธี 

indirect competitive ELISA โดยมีตัวควบคุมลบ คือ หลุมที่ไมมีการเติมสารนอรฟลอกซาซินใน

รูปอิสระ และตัวควบคุมบวก คือ หลุมที่มีสารนอรฟลอกซาซินที่มีความเขมขนสูงที่สุดเทากับ 10 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร หาความไวของแตละอัตราสวน เพื่อนําไปเลือกเปนชุดตรวจสอบตนแบบ

ตอไป 

 

 3.5.3 การออกแบบชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA (Ab captured)  

 ชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA (Ab captured) เตรียมโดยทําการเคลือบ

สารนอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ BSA บนพื้นผิวของจานชนิด 96 หลุมๆ ละ 100 ไมโครลิตร บมที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง แลวลางดวย PBST 3 คร้ัง เติมสารละลายนม

พรองมันเนย 5% หลุมละ 300 ไมโครลิตร นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางแต

ละหลุมดวย PBST 3 คร้ัง เติมสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระเจือจางที่ความเขมขนตางๆ ลงไป

พรอมกับแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอติน หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 

ชั่วโมง จากนั้นลางแตละหลุมดวย PBST 3 คร้ัง เติม streptavidin-HRP ซึ่งจําเพาะตอไบโอตินที่

ความเขมขน 1:4,000 เทา หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ลาง

แตละหลุมดวย PBST 3 คร้ัง จากนั้นนํามาเติมสารละลายสับสเตรตของเอนไซม ซึ่งประกอบดวย 

TMB และ H2O2 ละลายใน 0.1 M sodium citrate buffer, pH 6.0 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมใน

ที่มืดอุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที เติม 1 M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยา

เอนไซม แลวทําการวัดคาดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร ดวยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง 
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  3.5.3.1 การเช่ือมตอระหวางแอนติบอดีกับไบโอติน 

  ทําการเช่ือมตอแอนติบอดีกับไบโอติน โดยเร่ิมจากนําแอนติบอดีความเขมขน 

0.693 มิลลิกรัมตอมิลลิตรไปไดแอไลซิสใน 0.1 M carbonate buffer pH 8.4 ขามคืน แลวทําการ

เติมไบโอติน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ที่ละลายใน DMSO ทีละหยด กวนเบาเปนเวลา 4 ชั่วโมง

ที่อุณหภูมิหอง แลวนําไปไดแอไลซิสใน PBS ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปล่ียน PBS วันละ 2 

คร้ังเปนเวลา 3 วัน (คูมือการใชงานสาร Aminohexanoyl-Biotin-N-Hydroxysuccinimide ของ

บริษัท Zymed) 

 

  3.5.3.2 การหาอัตราสวนที่เหมาะสมในการจับกันระหวางสารนอรฟลอกซาซินที่

เชื่อมตอกับ BSA กับแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอติน  

  เพื่อหาอัตราสวนที่เหมาะสมระหวางสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ BSA กับ

แอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอตินที่ใหคาการดูดกลืนแสงที่เหมาะสม และนําไปเตรียมชุดตรวจสอบ 

ทําโดยการแปรความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ BSA 0.0078, 0.015, 0.031, 

0.062 และ 0.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอติน 1:1,000, 1:2,000, 

1:4,000, 1:8,000, 1:16,000, 1:32,000 และ 1:64,000 เทา แลวนํามาทดสอบดวยวิธี direct 

ELISA โดยเร่ิมจากการเคลือบพื้นผิวของจานชนิด 96 หลุมดวยสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ 

BSA บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง เติมสารละลายนมพรองมันเนย 5% 

หลุมละ 300 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางแตละหลุมดวย PBST 

จํานวน 3 คร้ัง เติมแอนติบอดีที่เช่ือมตอกับไบโอติน หลุมละ 100 ไมโครลิตร นําไปบมที่ 37 องศา

เซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง แลวลางหลุมดวย PBST จํานวน 3 คร้ัง เติม streptavidin-HRP ลงไปที่

ความเขมขน 1:4000 เทา หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมนาน 10 นาที ที่ 37 องศาเซลเซียส แลวลาง

แตละหลุมดวย PBST 3 คร้ัง จากนั้นนํามาเติมสารละลายสับสเตรตของเอนไซม ซึ่งประกอบดวย 

TMB และ H2O2 ละลายใน 0.1 M sodium citrate buffer, pH 6.0 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมใน

ที่มืดอุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที เติม 1 M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยา

เอนไซม วัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ดวยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง 
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  3.5.3.3 การทดสอบหาความไวของแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ 

  การทดสอบหาความไวของชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA (Ab 

captured) ศึกษาจากความไวของแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ โดยนําอัตราสวน

ระหวางสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ BSA กับ แอนติบอดีที่เช่ือมตอกับไบโอตินที่ไดจากขอ 

3.5.3.2 มาทดสอบกับสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระที่ความเขมขน 0-10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

ดวยวิธี direct competitive ELISA (Ab captured) โดยมีตัวควบคุมลบ คือ หลุมที่ไมมีการเติม

สารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ และตัวควบคุมบวก คือ หลุมที่มีสารนอรฟลอกซาซินที่มีความ

เขมขนสูงที่สุดเทากับ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร หาความไวของแตละอัตราสวน เพื่อนําไปเลือก

เปนชุดตรวจสอบตนแบบตอไป 

 

3.6 การเตรียมชุดตรวจสอบตนแบบ ดวยวิธี direct competitive ELISA (Ag captured) 

 จากการเปรียบเทียบความไวของชุดตรวจสอบทั้ง 3 แบบขางตน กับสารนอรฟลอกซาซิน

ในรูปอิสระ พบวาชุดตรวจสอบตนแบบที่มีความเหมาะสมมากที่สุด คือ ชุดตรวจสอบแบบ direct 

competitive ELISA (Ag captured) จึงนํามาเปนชุดตรวจสอบตนแบบ โดยทําการศึกษาในดาน

ตางๆ ดังตอไปนี้ 

 

 3.6.1 การสรางกราฟมาตรฐาน 

 ทําการเคลือบผิวของจานชนิด 96 หลุม ดวยแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินที่ความ

เขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร หลุมละ 100 ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง ลางดวย PBST 3 คร้ัง เติมสารละลายนมพรองมันเนย 5% หลุมละ 300 

ไมโครลิตร นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางแตละหลุมดวย PBST 3 คร้ัง เติม

สารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระเจือจางที่ความเขมขน 0, 1, 2, 5, 10, 20 และ 50 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร หลุมละ 50 ไมโครลิตร และทําการเติมสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ HRP เจือจางที่

ความเขมขน 1:200,000 เทา หลุมละ 50 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง 

จากนั้นลางแตละหลุมดวย PBST 3 คร้ัง จากนั้นนํามาเติมสารละลายสับสเตรตของเอนไซม ซึ่ง

ประกอบดวย TMB และ H2O2 ละลายใน 0.1 M sodium citrate buffer, pH 6.0 หลุมละ 100 
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ไมโครลิตร บมในที่มืดอุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที เติม 1 M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร 

เพื่อหยุดปฏิกิริยาเอนไซม แลวทําการวัดคาดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร ดวยเคร่ืองวัดคาการ

ดูดกลืนแสง 

 
 3.6.2 การศึกษาผลของเวลาและอุณหภูมิที่ใชในการบมแอนติบอดีกับสาร      

นอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ HRPและสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ 

 ในการเตรียมชุดตรวจสอบ อุณหภูมิที่ใชในการบมแอนติบอดีกับสารนอรฟลอกซาซินที่

เช่ือมตอกับ HRP และสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ คือ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง 

ซึ่งในการปฏิบัติงานจริงจะตองเตรียมชุดตรวจสอบใหสะดวกตอการใชงานมากที่สุด จึงทําการแปร

อุณภูมิและเวลา ดังในตารางที่ 3.4  

 

 ตารางที่ 3.4 เวลาและอุณหภูมิที่ใชนําไปทดสอบกับสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ 

ภาวะ 
เวลาที่ใชในการบม 

(ชั่วโมง) 
อุณหภูมิที่ใชในการบม 

1 2 37 องศาเซลเซียส 

2 1 37 องศาเซลเซียส 

3 2 อุณหภูมิหอง 

4 1 อุณหภูมิหอง 

 
 3.6.3 การทดสอบปฏิกิริยาขามของชุดตรวจสอบสารนอรฟลอกซาซิน 

 เพื่ อทดสอบการเกิดปฏิกิ ริยาขามกับสารในกลุมและนอกกลุมควิ โนโลนและ

ฟลูออโรควิโนโลนกับชุดตรวจสอบตนแบบ ทําการทดสอบดวยวิธี direct competitive ELISA (Ag 

captured) ตามวิธีในขอ 3.5.1 สารในกลุมควิโนโลนและฟลูออโรควิโนโลนที่นํามาทดสอบ ไดแก 

เอนโรฟลอกซาซิน (enrofloxacin) โอฟลอกซาซิน (ofloxacin) กรดนาลิดิซิก (nalidixic acid)     

อินอกซาซิน (enoxacin) กรดไปเปอรมิดิก (pipermidic acid) ฟลูเมควิน (flumequine)                

ซิโพรฟลอกซาซิน (ciprofloxacin) กรดโอโซลินิก (oxolinix acid) และซินอกซาซิน (cinoxacin) 
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สวนสารนอกกลุมที่นํามาทดสอบมีดังนี้ เพนิซิลลินจี (penicillin G) เตตราไซคลิน (tetracycline) 

ออกซิเตตราไซคลิน (oxytetracycline)  สเตรปโตมัยซิน (streptomycin) ฟูราโซลิโดน 

(furazolidone) คลอแรมเฟนิคอล (chloramphenical) โพรเจสเตอรโรน (progesterone)            

3-อะมิโน-2-ออกซาโซลิโด (3-amino-2-oxazolido) 1-อะมิโนไฮแดนโทอิน (1-Aminohydantoin) 

ซัลฟาเมทราซีน (sulfamethazine) เคลนบูเทรอล (clenbuterol) และซัลบูทามอล (salbutamol) ที่

ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

 นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดจากผล ELISA มาหาคา IC50 ดวยโปรแกรม GraphPad Prism 

4.03 โดยคิดเปน 50% B/B0   

 

    IC50 = 50% B/B0 

 

 เมื่อ B   คือ คาการดูดกลืนแสงของผล ELISA ที่มีแอนติเจนที่ตองการวัดปฏิกิริยาขามที่

ความเขมขนตางๆ  

  B0 คือ คาการดูดกลืนแสงของผล ELISA ที่ไมมีแอนติเจนที่ตองการวัดปฏิกิริยาขาม 

   

 เมื่อทดสอบความจําเพาะของชุดตรวจสอบตอสารนอรฟลอกซาซินและทดสอบปฏิกิริยา

ขามกับสารตางๆ แลวคํานวณเปนเปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม (%cross-reactivity, %CR) โดยสูตร

คํานวณ ดังนี้ 

 

  เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม  =           IC50 ของนอรฟลอกซาซินx 100 

       

 

3.7 การประเมินประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบตนแบบ 

 3.7.1 การหาคาความไว (sensitivity)  

 ทําการหาความไวของชุดตรวจสอบตนแบบโดยรายงานเปนคาปริมาณตํ่าสุดที่สามารถวัด

ได (Limit of Detection; LOD) และคาปริมาณตํ่าสุดที่สามารถวัดไดอยางถูกตอง (Limit of 

 IC50 ของสารที่ทดสอบ 
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Quantitation; LOQ) หรือ ซึ่งคา LOD และ LOQ หาไดจากการนําคาเฉลี่ยของการดูดกลืนแสงที่ 

450 นาโนเมตร โดยวิธี direct competitive ELISA (Ag captured) ที่ไมมีสารนอรฟลอกซาซิน 

(B0) มาลบออกจาก 3 และ 10 เทาของคาเบ่ียงเบนมาตรฐานของ B0 ตามลําดับ จากนั้นนําคาที่ได

ไปเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารนอรฟลอกซาซินเพื่อแปลงเปนความเขมขนของสาร           

นอรฟลอกซาซิน ซึ่งคาความเขมขนที่ไดนี้คือ คาความไวของชุดตรวจสอบ นําขอมูลที่ไดมาเขียน

กราฟโดยใหแกน X เปนคาลอการิทึมของความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินและแกน Y เปนคา 

%B/B0  

 

     LOD  =  B0 - 3SD 

     LOQ =  B0 - 10SD 

 

 เมื่อ B0  คือ คาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร โดยวิธี direct competitive ELISA 

(Ag captured) ที่ไมมีสารนอรฟลอกซาซิน 

  SD คือ คาเบ่ียงเบนมาตรฐานของ B0 

 

 3.7.2 การหาคาความแมนยํา (precision)  

 การหาคาความแมนยํา (precision) ของชุดตรวจสอบ ศึกษาความแปรปรวนของการทํา

การทดลองซํ้าในคร้ังเดียวกัน (intra-variation assay) และการทําการทดลองซ้ําระหวางคร้ัง การ

ทดลอง (inter-variation assay) ดังนี้ 

 

  3.7.2.1 intra-variation assay  

  เปนการดูความแปรปรวนของการตรวจวัดของชุดตรวจสอบในจานทดสอบ ELISA 

เดียวกัน จากการทดลองในขั้นตอน 3.5.1 นําขอมูลที่ไดมาหาคา Intra-variation assay ของชุด

ตรวจสอบโดยทําการหาคา mean SD และ %CV ของ 9 ซ้ํานั้น (ธารารัชต, 2545) 
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                    %CV   = SD x 100 

                                                  Mean 

 

 เมื่อ mean  คือ คาเฉลี่ยของคาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตรโดยวิธี direct 

competitive ELISA (Ag captured) เม่ือมีสารนอรฟลอกซาซินและไมมี

สารนอรฟลอกซาซิน 

   SD   คือ คาเบ่ียงเบนมาตรฐานของคาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร 

   %CV  คือ คารอยละของสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน  

 

   3.7.2.2 inter-variation assay  

  เปนการดูความแปรปรวนในการวิเคราะหระหวางชุดของการทดลองที่ทําที่เวลาและ 

จานทดสอบ ELISA ที่ตางกัน โดยทําการทดลองเหมือนในข้ันตอน 3.7.2.1 แตทําการทดสอบ

ตัวอยางเดียวกัน 4 คร้ังที่เวลาตางกันโดยที่แตละคร้ังทํา 12 ซ้ํา เมื่อทําทุกคร้ังรวมกันแลวได 48 ซ้ํา 

จากนั้นนําขอมูลที่ไดมาหา คา mean, SD และ %CV ของทั้ง 48 ซ้ํานั้น (ธารารัชต, 2545) 

 

 3.7.3 การหาคาความถูกตอง (accuracy)  

 คาความถูกตอง (accuracy) ของชุดตรวจสอบสามารถวิเคราะหไดจากคา %recovery 

โดยนําตัวอยางชนิดตางๆ ที่มีการเติมสารนอรฟลอกซาซินใหมีความเขมขนสุดทายเปน 0, 1, 2, 5, 

10, 20 และ 50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร มาทําการหาคา %recovery โดยทําการตรวจหาความ

เขมขนของสารนอรฟลอกซาซินที่มีอยูในตัวอยางและนําผลที่ไดมาเปรียบเทียบกับความเขมขน

สารนอรฟลอกซาซินจากกราฟมาตรฐาน จากนั้นนํามาคํานวณหาคา %recovery จากสูตรดังนี้ 

 

                      %recovery       =       ความเขมขนของสารที่วิเคราะหได     X   100 

                                   ความเขมขนของสารที่เติมลงไป 
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3.8 การเตรียมตัวอยางเนื้อไกสําหรับชุดตรวจสอบตนแบบ 

 3.8.1 การหาอัตราสวนของเมทานอลท่ีเหมาะสมในการสกัดสารนอรฟลอกซาซิน

จากตัวอยางเนื้อไก 

 นําเนื้อไกมาทําการบดใหละเอียด แบงชั่งใสหลอดทดลองหลอดละ 1 กรัม จํานวน 6 

หลอด จากนั้นทําการเติมสารนอรฟลอกซาซินลงไปในแตละหลอดใหมีความเขมขนสุดทายเปน 

10, 20, 50, 100, 200 และ 500 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ จากนั้นทําการเติมตัวทําละลาย 

ซึ่งไดแก เมทานอลที่ผสมกับ PBS ในอัตราสวนตางๆ คือ 50:50 (Huet และคณะ, 2006) และ 

80:20 (วิธีการสกัดตามคูมือการใชงานชุดตรวจสอบฟลูออโรควิโนโลนของ EURO-

DIAGNOSTICA) หลอดละ 1 มิลลิลิตร นําไปผสมใหเขากันเปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําไปปน

เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3500 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที นําสวนใสมาทําการเจือจางดวย PBS 

ในอัตรสวน 1:10 เทาแลวนําไปทดสอบกับชุดตรวจสอบตนแบบ ทําการเปรียบเทียบหาความ

ถูกตองของปริมาณสารนอรฟลอกซาซินที่ทําการวิเคราะหไดดวยวิธีตามขอ 3.7.3  

    

 3.8.2 การศึกษาผลกระทบของตัวทําละลายตอชุดตรวจสอบตนแบบ 

 นําตัวทําละลายที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 3.8.1 มาทําการเปรียบเทียบการเตรียมสารนอร

ฟลอกซาซินที่ใชเตรียมกราฟมาตรฐานใน PBS และ เมทานอลตอ PBS 80:20 ปริมาตรตอ

ปริมาตร โดยการเตรียมความเขมขนใน PBS เปน 1, 2, 5, 10, 20 และ 50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

และเตรียมความเขมขนเปน 10, 20, 50, 100, 200 และ 500 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรในเมทานอล

ตอ PBS 80:20 ปริมาตรตอปริมาตร จากนั้นนําไปทดสอบกับชุดตรวจสอบและทําการคํานวณหา 

% B/B0 เพื่อนําไปวาดกราฟมาตรฐาน เพื่อศึกษาถึงผลกระทบของเมทานอลที่อาจเกิดข้ึนกับชุด

ตรวจสอบตนแบบได 

 

 3.8.3 การศึกษาผลกระทบของแมทริกของตัวอยางเนื้อไก 

 ศึกษาผลกระทบของแมทริกของตัวอยางเนื้อไก โดยทําการสกัดสารนอรฟลอกซาซินจาก

ตัวอยางเนื้อไกโดยใชตัวทําละลายที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 3.8.1 เปรียบเทียบกับการสกัดโดยไม

ผานตัวอยางเนื้อไกดวยเทคนิค direct competitive ELISA (Ag capture) ทําการเปรียบเทียบหา 
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ความถูกตองของปริมาณสารนอรฟลอกซาซินที่ทําการวิเคราะหไดดวยวิธีตางๆ ตามขอ 3.7.3 

จากนั้นนําคาปริมาณสารนอรฟลอกซาซิที่ทําการเติมลงในตัวอยางและคาที่ คํานวณได 

มาวาดกราฟเพื่อทําการเปรียบเทียบผลของแมทริกจากตัวอยาง 

 

3.9 การวิเคราะหสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยาง 

 3.9.1 การเตรียมตัวยางเนื้อไกเพื่อนํามาทดสอบในชุดตรวจสอบตนแบบ 

 ทําการเตรียมสารละลายสารนอรฟลอกซาซินที่มีความเขมขน 100, 200, 500, 1,000, 

2,000 และ 5,000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ทําการเติมลงในตัวอยางเนื้อไกที่บดละเอียด 1 กรัม 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เพื่อใหความเขมขนสุดทายเปน 10, 20, 50, 100, 200 และ 500 นาโน

กรัมตอมิลลิลิตร ทําการเติมตัวทําละลายผสมระหวาง เมทานอล และ PBS ในอัตราสวน 80:20 

ปริมาตรตอปริมาตร ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเคร่ืองปน 10 นาที จากน้ันทําการปน

เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3,500 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ทําการดูดสารละลายสวนใสมาทําการ

เจือจางดวย PBS ในอัตราสวน 1:10 เทาแลวนําไปทดสอบกับชุดตรวจสอบตนแบบ 

 

 3.9.2 การเตรียมตัวยางไขไกเพื่อนํามาทดสอบในชุดตรวจสอบตนแบบ 

 ทําการเตรียมสารละลายสารนอรฟลอกซาซินที่มีความเขมขน 75, 150, 375, 750, 1,500. 

และ 3,750 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ทําการเติมลงในไขไกที่ชั่งมา 1 กรัม ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

เพื่อใหความเขมขนสุดทายเปน 5, 10, 25, 50, 100 และ 250 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ทําการเติมตัว

ทําละลายผสมระหวาง เมทานอล และ PBS ในอัตราสวน 40:60 ปริมาตรตอปริมาตร ปริมาณ 1.5 

มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเคร่ืองปน 10 นาที จากนั้นทําการปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3,500 รอบ

ตอนาที เปนเวลา 10 นาที ทําการดูดสารละลายสวนใสมาทําการเจือจางในอัตราสวน 1:5 เทาดวย 

PBS แลวนําไปทดสอบกับชุดตรวจสอบตนแบบ 
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3.10 การเปรียบเทียบการวิเคราะหตัวอยางโดยใชชุดตรวจสอบตนแบบกับชุดตรวจสอบ

ทางการคาและเทคนิค HPLC 

 3.10.1 การเปรียบเทียบผลวิเคราะหตัวอยางระหวางชุดตรวจสอบตนกับ 

ชุดตรวจสอบทางการคา 

 นําตัวอยางเนื้อไกที่เติมสารนอรฟลอกซาซินใหมีความเขมขนสุดทายเทา 10, 20, 50, 

100, 200 และ 500 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และตัวอยางไขไกที่เติมสารนอรฟลอกซาซินใหมีความ

เขมขนสุดทายเปน 5, 10, 25, 50, 100 และ 250 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร มาทดสอบดวยชุด

ตรวจสอบตนแบบและชุดตรวจสอบฟลูออโรควิโนโลนของบริษัท  EURO-DIAGNOSTICA 

โดยใช ตั วอย าง เ ดียวกันทั้ งหมด  แลวแบ งวิ เคราะหและ เต รียมตัวอย างตาม ข้ันตอน

ของชุดตรวจสอบทั้ งสอง  ซึ่ ง ข้ันตอนและการเตรียมตัวอยางของชุดตรวจสอบตนแบบ 

ทําตามข้ันตอนในขอ 3.5.1 และ 3.10.1.1 ตามลําดับสวนข้ันตอนในการวิเคราะหและเตรียม 

ตัวอยางของชุดตรวจสอบฟลูออโรควิโนโลนของบริษัท EURO-DIAGNOSTICA มีข้ันตอนดังนี้ 

 

  3.10.1.1 ข้ันตอนการวิเคราะหของชุดตรวจสอบฟลูออโรควิโนโลนของบริษัท 

EURO-DIAGNOSTICA  

  เร่ิมจากเติมตัวอยางที่ตองการวิเคราะห ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงไปในหลุมของ

จาน 96 หลุม ที่เคลือบหลุมดวยแอนติบอดีของแกะที่จําเพาะตอแอนติบอดีของกระตาย จากนั้น

เติมแอนติบอดี ปริมาตร 25 ไมโครลิตร และสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ HRP ปริมาตร 25 

ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง  ลางแตละหลุมดวย rinsing buffer 

3 คร้ัง เติมสับสเตรตของเอนไซม บมในที่มืดอุณหภูมิหองนาน 30 นาที แลวหยุดปฏิกิริยาของ

เอนไซมดวย stop solution นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร  

 

  3.10.1.2 การเตรียมตัวอยางเนื้อไกในชุดตรวจสอบฟลูออโรควิโนโลนของบริษัท 

EURO-DIAGNOSTICA 

  ช่ังเน้ือไกท่ีบดละเอียด 1 กรัม ทําการเติมตัวทําละลายผสมระหวาง เมทานอล และ 

PBS ในอัตราสวน 80:20 ปริมาตรตอปริมาตร ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเคร่ืองปน 30 
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นาที จากนั้นทําการปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3,500 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ทําการดูด

สารละลายสวนใสมา 100 ไมโครลิตร ทําการเจือจางใน PBS 900 ไมโครลิตร แลวนําไปทดสอบ

กับชุดตรวจสอบฟลูออโรควิโนโลนของบริษัท EURO-DIAGNOSTICA 

 

  3.10.1.3 การเตรียมตัวอยางไขไกในชุดตรวจสอบฟลูออโรควิโนโลนของบริษัท 

EURO-DIAGNOSTICA 

  ช่ังไขไก 1 กรัม ทําการเติมตัวทําละลายผสมระหวาง เมทานอล และ PBS ใน

อัตราสวน 40:60 ปริมาตรตอปริมาตร ปริมาณ 1.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเคร่ืองปน 30 นาที 

จากนั้นทําการปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3,500 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ทําการดูด

สารละลายสวนใสมา 100 ไมโครลิตร ทําการเจือจางใน PBS 400 ไมโครลิตร แลวนําไปทดสอบ

กับชุดตรวจสอบฟลูออโรควิโนโลนของบริษัท EURO-DIAGNOSTICA 

 

 3.10.2 การเปรียบเทียบผลวิเคราะหตัวอยางระหวางชุดตรวจสอบตนแบบกับ

เทคนิค HPLC 

 ในการเปรียบเทียบผลการวิเคราะหระหวางชุดตรวจสอบตนแบบกับเทคนิค HPLC ทําการ

เตรียมตัวอยางเนื้อไกและไขไก ที่มีความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินสุดทายเทากับ  1, 5, 10, 

และ 50 ไมโครกรัมกรัมตอมิลลิลิตร มาแบงวิเคราะหในชุดตรวจสอบตนแบบและเทคนิค HPLC ซึ่ง

ในการวิเคราะหดวย HPLC ใชคอลัมนชนิด C18-reverse phrase มีสารละลาย acetronitrile และ

น้ําในอัตราสวน 5:95 ถึง 25:75 โดยปริมาตร เปนสารละลายตัวพา โดยกําหนดอัตราการไหล

เทากับ 1 มิลลิลิตรตอนาที ประมวลผลดวย UV ที่คาการดูดกลืนแสงท่ี 275 นาโนเมตร ทําการ

กรองตัวอยางดวยเมมเบรนขนาด 0.45 ไมโครเมตร กอนฉีดเขาคอลัมนกรอง ฉีดตัวอยางเขาสู

ระบบ คร้ังละ 50 ไมโครลิตร ซึ่งสารนอรฟลอกซาซินมี retention time ประมาณ 10 นาที นําผล

วิเคราะหจากตัวอยางที่ไดเทียบพื้นที่ใตกราฟกับกราฟมาตรฐานของสารนอรฟลอกซาซิน ที่ความ

เขมขน 0, 1, 2, 5, 10, 20, 30 และ 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  
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  3.10.2.1 การเตรียมตัวอยางเนื้อไกในการวิเคราะหดวยเทคนิค HPLC  

  นําตัวอยางเนื้อไก 1 กรัม เติม 0.1 M phosphate buffer pH 7.2 ปริมาตร 4 

มิลลิลิตรและ dichloromethane ปริมาตร 8 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่

ความเร็ว 3,500 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เก็บชั้นของ dichloromethane และนํามาสกัดอีก

คร้ังดวย dichloromethane ปริมาตร 3 มิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,500 รอบตอนาที 

เปนเวลา 10 นาที นําช้ันของ dichloromethane ไประเหยดวยแกสไนโตรเจนท่ีอุณหภูมิ 50 องศา

เซลเซียส จากนั้นทําการเติมสารละลายตัวพาปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลวนําไปทดสอบกับ HPLC 

(Garcia-Ovando และคณะ, 2000)  

 

  3.10.2.2 การเตรียมตัวอยางไขไกในการวิเคราะหดวยเทคนิค HPLC  

  นําตัวอยางไขไก 1 กรัม เติม 0.75 M NaOH ใน acetronitrile ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 

ผสมใหเขากัน นําไปเก็บไวในที่มืดเปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,500 รอบ

ตอนาที เปนเวลา 10 นาที เก็บสารละลายช้ันบนมาทําการระเหยใหแหงโดยใชแกสไนโตรเจนและ

นําตัวอยางมาสกัดอีกคร้ังดวยสารละลายเดิมปริมาตร 2 มิลลิลิตร เก็บไวในที่มืดเปนเวลา 10 นาที 

นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,500 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เก็บสารละลายช้ันบนมาทําการ

ระเหยใหแหงโดยใชแกสไนโตรเจน จากนั้นทําการเติมสารละลายตัวพาปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลว

นําไปทดสอบกับ HPLC (Christodoulou และคณะ, 2007) 

 

 

 

 

 

 

 

 



53 

 

 

บทที่ 4 

 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 

 

4.1 การเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาเพ่ือผลติแอนติบอดี 

ทําการเล้ียงเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินที่มีรหัสโคลน 

nor#155 ในอาหารเล้ียงเซลล RPMI-1640 ที่เติม FCS 10 เปอรเซ็นต ทําการทดสอบแอนติบอดี

ดวยวิธี indirect ELISA (ตารางที่ 4.1) โดยทําการเปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงระหวางอาหาร

เล้ียงเซลล ซีรัมของหนูที่ไมไดมีการฉีดกระตุนดวยสารนอรฟลอกซาซิน อาหารเล้ียงเซลลที่ยังไมได

ผานการเล้ียงซ่ึงใชเปนตัวควบคุมลบ และซีรัมของหนูที่ไดรับการกระตุนดวยสารนอรฟลอกซาซิน

ซึ่งใชเปนตัวควบคุมบวก พบวา คาการดูดกลืนแสงของอาหารเล้ียงเซลลมีคาสูงกวาคาการดูดกลืน

แสงของซีรัมหนูที่ไมไดมีการฉีดกระตุน และอาหารเล้ียงเซลลที่ยังไมไดผานการเล้ียง และมีคาการ

ดูดกลืนแสงใกลเคียงกับซีรัมของหนูที่ไดรับการกระตุนดวยสารนอรฟลอกซาซิน แสดงวาเซลล

ไฮบริโดมายังสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซิน 
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ตารางที่ 4.1 ผลการทดสอบการผลิตแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินจากเซลล          

ไฮบริโดรมาดวยวิธี indirect ELISA  

ชนิดตัวอยาง อัตราการเจือจาง (เทา) 
คาการดูดกลืนแสงที ่ 

492 นาโนเมตร 

อาหารเล้ียงเซลลไฮบริโดรมา 

nor#155 

1:5 

1:10 

1:20 

1:100 

1:200 

1:400 

1:800 

1:1,600 

2.737 

2.735 

2.313 

1.929 

1.455 

1.029 

0.578 

0.384 

2.974 

2.651 

2.414 

1.895 

1.414 

1.273 

0.566 

0.362 

ซีรัมหนทูี่ไมไดมีการฉีดกระตุน  

อาหารเล้ียงเซลล RPMI-1640 

1:4,000 

- 

0.045 

0.038 

0.049 

0.042 

ซีรัมหนทูี่ไดรับการกระตุนดวย 

นอรฟลอกซาซิน  
1:4,000 2.869 2.776 

 

4.2 การทาํแอนติบอดีใหบริสุทธิ ์ 

4.2.1 การทาํแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยใช protein A affinity column 
chromatography 

 นําเซลลไฮบริโดมา nor#155 มาเพิ่มจํานวนโดยเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลลจนไดอาหาร

เล้ียงเซลลปริมาตร 2,500 มิลลิลิตร จากนั้นนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีในอาหารเล้ียงเซลลมาทํา

ใหบริสุทธิ์โดยการใช protein A ซึ่งแอนติบอดีจากเซลลไฮบริโดรมามีไอโซไทปเปน IgG1 จึงมี

อันตรกิริยาสูงตอ protein A ที่ pH 8.0 และความเขมขนเกลือ 4 โมลาร โดยที่โปรตีนและสารอื่น ๆ 

ในอาหารเล้ียงเซลลจะไมจับกับ protein A แตที่คา pH ตํ่าลงอันตรกิริยาของแอนติบอดีตอ 
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protein A จะลดลงซ่ึงที่คา pH 3.0 นั้นแอนติบอดีทั้งหมดจะถูกชะออกจากคอลัมน protein A ทํา

ใหสามารถแยกแอนติบอดีออกจากอาหารเลี้ยงเซลลได หลังจากนั้นจึงนําแอนติบอดีที่ถูกชะออก

จากคอลัมนซึ่งอยูในหลอดทดลองมาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตรเพื่อ

ทดสอบโปรตีน และทําการทดสอบหาแอนติบอดีแตละสวนดวยวิธี indirect ELISA เมื่อนําสวนที่

ชะดวย pH 8.0 มาทําการทดสอบดวยวิธี indirect  ELISA  เชนเดียวกัน พบวาผลไดเปนลบแสดง

วาแอนติบอดีไมถูกชะออกมา แตเม่ือนําสวนที่เปนอาหารเล้ียงเซลลที่ผานออกมาจากคอลัมนมา

ทําการทดสอบดวยวิธี indirect  ELISA  พบวาไดผลการทดลองเปนบวกแสดงวา protein A ไม

สามารถจับกับแอนติบอดีที่อยูในอาหารเล้ียงเซลลไดหมด และเมื่อนําแตละ fraction ที่เก็บไดไป

วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร พบวาในหลอดทดลองที่ 11 ถึงหลอดที่ 19 นั้นมี

แอนติบอดีที่บริสุทธิ์อยูในชวงกราฟที่เปนพีคของแอนติบอดีที่บริสุทธิ์จึงไดนําแอนติบอดีมารวมกัน 

และนําไปวัดปริมาณโปรตีนและแอนติบอดีตอไป (รูปที่ 4.1) 

 

 
รูปที่ 4.1 โครมาโทแกรมจากการทาํแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยการใชคอลัมน protein A 

sepharose โดยที่       คือ คาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร;     คือ 

คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ที่ไดจากการทํา indirect ELISA 
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4.2.2 การหาปริมาณโปรตีนของแอนติบอดี 

 ทําการวัดปริมาณโปรตีนของแอนติบอดีทั้งกอนและหลังทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธี BCA (ตาม 

ข้ันตอนในขอ 3.4.5.1) เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน (รูปที่ ก.1 ในภาคผนวก ก) พบวาปริมาณ

โปรตีนที่ คํานวณไดในอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดรมา nor#155 กอนทําใหบริสุทธิ์มีปริมาณโปรตีน

อยูที่ 7.873 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อทําใหบริสุทธิ์มีปริมาณโปรตีนอยูที่ 1.132 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร (ตารางที่ 4.2)  

 

ตารางที่ 4.2 ผลการวิเคราะหปริมาณโปรตีนของแอนติบอดีที่ผลิตไดกอนและหลังทําให

บริสุทธิ์วัดดวยวิธี BCA 

 อัตราการเจือจาง 
คาการดูดกลนืแสงที ่

540 นาโนเมตร 
ปริมาณโปรตีน 

(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

แอนติบอดีกอนผาน

การทาํใหบริสุทธิ ์

1:16 0.645 7.672 

1:32 0.354 8.074 

เฉลี่ย 7.873 

แอนติบอดีหลังผาน

การทาํ 

ใหบริสุทธิ ์

1:2 0.761 1.141 

1:4 0.391 1.123 

1:8 0.203 1.071 

เฉลี่ย 1.132 

 

4.2.3 การหาปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี indirect ELISA  

 ทําการหาปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี indirect ELISA โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน 

(รูปที่ ก.2 ในภาคผนวก ก) แสดงผลดังในตารางที่ 4.3 พบวาปริมาณแอนติบอดีในอาหารเลี้ยง

เซลลไฮบริโดรมา nor#155 กอนทําใหบริสุทธและหลังทําใหบริสุทธิ์มีคา 0.038 และ 0.693 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ เม่ือคํานวณหาเปอรเซ็นตความบริสุทธิ์ (%purity) เปรียบเทียบ

กับปริมาณโปรตีน (ตารางที่ 4.2) ไดเปน 61.23% เนื่องจากอาจมี protein A หรือโปรตีนอ่ืนๆ 

หลุดปนออกมาในระหวางข้ันตอนของการชะแอนติบอดีออกจากคอลัมน และเม่ือคํานวณหา

เปอรเซ็นตการไดคืน (%recovery) พบวาไดเทากับ 16.78% เนื่องจากในอาหารเล้ียงเซลล 
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จะมีองคประกอบที่เปนโปรตีนอยูหลายชนิดปนอยูมาก เมื่อคํานวนหาปริมาณโปรตีนของ 

แอนติบอดีกอนการทําใหบริสุทธิ์จึงมีคามาก และแอนติบอดีที่ไดมีไอโซไทปเปน IgG1 ซึ่งจับกับ 

protein A ไดไมดีถึงแมวาจะมีการทําแอนติบอดีใหเขมขนแตก็มีการสูญเสียแอนติบอดี 

ไปเนื่องจาก protein A ไมสามารถจับกับแอนติบอดีที่อยูในอาหารเล้ียงเซลลไดหมด 

ทําใหมีแอนติบอดีบางสวนหลุดออกมาจากคอลัมนพรอมกับอาหารเลี้ยงเซลล 

 

ตารางที่ 4.3 ปริมาณและความบริสุทธิ์ของแอนติบอดีวัดดวยวิธี indirect ELISA 

 

ปริมาณโปรตีน 

(BCA assay) 

ปริมาณแอนติบอดี 

(ELISA) 
recovery  

(%) 
purity (%) 

mg/ml  Total (mg) mg/ml  Total (mg) 

กอนทาํใหบริสุทธิ ์ 7.873 19.68x103 0.038 95 - 0.80 

หลังทําใหบริสุทธิ ์ 1.132 26.036 0.693 15.939 16.78 61.23 

  

 4.2.4 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของแอนติบอดีหลังจากทําใหบริสุทธิ์ดวย
เทคนิค SDS-PAGE  

นําแอนติบอดีที่ผานการทําใหบริสุทธิ์มาวิเคราะหแถบโปรตีนและหาน้ําหนักโมเลกุลดวย

วิธี SDS-PAGE  
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รูปที่ 4.2 แถบของแอนติบอดีกอนและหลังทาํใหบริสุทธิด์วยเทคนิค SDS-PAGE 

  ชอง 1 คือ โปรตีนมาตรฐาน 

  ชอง 2 คือ ซีรัมที่ใชในการเล้ียงเซลลโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

ชอง 3 คือ โมโนโคลนอลแอนติบอดีในอาหารเล้ียงเซลลที่มี10% FCS กอนทําให 

บริสุทธิ์ 

  ชอง 4 คือ โมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธิ์ 

 จากผลการทดลองพบวาเมื่อนําแอนติบอดีกอนผานการทําใหบริสุทธิ์มาวิเคราะหแถบ

โปรตีนและหาน้ําหนักโมเลกุลดวยวิธี SDS-PAGE จะพบแถบโปรตีนเพียงแถบเดียว และเม่ือทํา

การเปรียบเทียบคา relative mobility (Rf) กับกราฟมาตรฐาน (รูปที่ ก.3 ในภาคผนวก ก) ระหวาง

คา relative mobility และน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานพบวา โมโนโคลนอลแอนติบอดีใน

อาหารเล้ียงเซลลกอนผานการทําใหบริสุทธิ์ (ชอง 3) พบแถบโปรตีนที่เหมือนกับแถบโปรตีนของ

ซีรัมที่ใชในการเล้ียงเซลลโมโนโคลนอลแอนติบอดี (ชอง 2) เนื่องจากวาในอาหารเลี้ยงเซลลจะมี 

10% ซีรัมอยูดวย และในซีรัมก็มีโปรตีนขนาดใหญอยูมากมาย เมื่อนํามาวิเคราะหดวยเทคนิค 

SDS-PAGE จึงพบแถบโปรตีนขนาดใหญเดนชัดเพียงแถบเดียวแตจะมีแถบโปรตีนขนาดเล็กไม

เดนชัดปรากฏอยูมากมาย เม่ือทําการคํานวณหาน้ําหนักโมเลกุลของแถบโปรตีนขนาดใหญพบวา

มีน้ําหนักโมเลกุลที่ประมาณ 81.34 กิโลดาลตัน และเมื่อนําแอนติบอดีที่ผานการทําใหบริสุทธิ์มา

วิเคราะห พบวาปรากฏแถบโปรตีนสองแถบชัดเจนมีน้ําหนักโมเลกุลที่ประมาณ 60.66 และ 27.35 

กิโลดาลตัน (ชอง 4) ซึ่งคาดวานาจะเปนแถบโปรตีนของ heavy chain และ light chain ของ 
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โมเลกุลแอนติบอดี ตามลําดับ เนื่องจากเทคนิค SDS-PAGE จะมีการเติม beta-

mercaptoethanal ทําใหเกิดการทําลายพันธะไดซัลไฟดที่เช่ือม heavy chain และ light chain ใน

โมเลกุลของแอนติบอดีออกได และไมพบแถบโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลที่ประมาณ 81.34        

กิโลดาลตัน ทั้งนี้เนื่องจากวา ในการทํา SDS-PAGE นี้จะใชโปรตีนที่ความเขมขนเดียวกัน 

ดังนั้นในอาหารเล้ียงเซลลกอนทําใหบริสุทธิ์จึงมาจากซีรัมเปนสวนใหญ เมื่อทําใหบริสุทธิ์แลว 

โปรตีนจากซีรัมจึงถูกกําจัดออกเหลือแตแอนติบอดีเปนสวนใหญ (61.23%) 

 

ตารางที่ 4.4 คา Rf กับน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานที่ใชในการเปรียบเทียบหา

น้ําหนักโมเลกุลของแอนติบอดีหลังจากทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิค SDS-PAGE 

โปรตีน 
น้ําหนกัโมเลกลุ 

(กิโลดาลตัน) 

Relative mobility 

(Rf) 

β-galactosidase 

Bovine serum albumin 

Ovalbumin 

Carbonic anhydrase 

�-lactoglobulin 

Lysozyme 

118 

86 

49 

34 

24 

19 

0.15 

0.26 

0.47 

0.72 

0.87 

1.00 

FCS 81.34 0.29 

แอนติบอดีจากโมโนโคลนอลแอนติบอดี nor#155 

(IgG1) หลังจากทาํใหบริสุทธิ์ 
60.66 

27.35 

0.43 

0.81 

 

4.2.5 การทดสอบความสามารถในการจับของแอนติบอดีหลังการทําใหบริสุทธิ์ตอ
สารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ 

 นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผานการทําใหบริสุทธิ์มาทดสอบวา โมโนโคลนอลแอนติบอดี

ที่ ไดยังคงมีความสามารถในการจับกับสารนอรฟลอกซาซินอยูหรือไม  ดวยวิธี  indirect 

competitive ELISA โดยทําการแปรคาความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระต้ังแต      

0 –  10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากการทดลองพบวา คาการดูดกลืนแสงที่ไดจากการทํา ELISA มี

คาสูงข้ึนเม่ือทําการลดปริมาณของสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระและมีคาการดูดกลืนแสงลดลง 
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เม่ือปริมาณสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระเพิ่มข้ึน ซึ่งคาการดูดกลืนแสงที่ไดจะแปรผกผันกับ

ปริมาณของสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ แสดงวา แอนติบอดีที่ผานการทําใหบริสุทธิ์สามารถ

จับกับสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระได ดังแสดงในตารางที่ 4.5 

 

ตารางที่ 4.5 ผลการทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีบริสุทธิ์ตอสารนอรฟลอกซาซิน

ในรูปอิสระดวยวิธี indirect competitive ELISA   

ชนิดตัวอยาง 

ความเขมขนของ      

สารนอรฟลอกซาซนิ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

คาการดูดกลืนแสงที่  

492 นาโนเมตร 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีหลัง

ผานการทาํใหบริสุทธิ ์

0 1.103 1.149 1.126 

0.001 1.143 1.212 1.043 

0.002 1.028 1.023 1.099 

0.005 1.002 1.008 1.012 

0.01 0.939 0.910 0.924 

0.02 0.844 0.884 0.814 

0.05 0.749 0.806 0.777 

0.1 0.501 0.554 0.532 

0.2 0.327 0.335 0.337 

0.5 0.189 0.178 0.189 

1 0.111 0.107 0.108 

2 0.094 0.091 0.104 

5 0.082 0.084 0.085 

10 0.076 0.076 0.075 

ซีรัมหนทูี่ไมไดมีการฉีดกระตุน - 0.045 0.054 0.056 

ซีรัมหนทูี่ไดรับการกระตุนดวย 

นอรฟลอกซาซิน 
- 1.138 1.086 1.042 
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4.3 การเปรียบเทียบชุดตรวจสอบ ELISA แบบตางๆ 

 4.3.1 ชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA (Ag captured) 

  4.3.1.1 การหาอัตราสวนที่เหมาะสมในการจับกันระหวางแอนติบอดีกับสาร     

นอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ HRP 

  หาอัตราสวนในการจับที่เหมาะสมระหวางปริมาณแอนติบอดีที่เคลือบจานชนิด 96 

หลุม กับสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ HRP โดยทําการแปรคาความเขมขนของแอนติบอดีให

อยูในชวง 0.25-2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และทําการเจือจางสารนอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ 

HRP อยูในชวง 1:25,000–1:400,000 เทา จากนั้นทําการเลือกอัตราสวนที่เหมาะสมระหวาง

ปริมาณแอนติบอดีกับสารนอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ HRP ที่ใหคาการดูดกลืนแสงในการทํา 

ELISA สูงกวา 1 เล็กนอย (ดังแสดงในตารางที่ 4.6) พบวาปริมาณแอนติเจนและแอนติบอดีที่ทํา

ปฏิกิริยากันไดคาดูดกลืนแสงสูงกวา 1 เล็กนอยมีอยูหลายคาความเขมขนดวยกัน โดยทําการเลือก

แอนติบอดีที่ความเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินที่

เชื่อมตอกับ HRP ที่เจือจาง 1:50,000 เทา และแอนติบอดีที่ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

ความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ HRP ที่เจือจาง 1:200,000 เทา และ1:300,000 

เทา นําไปใชในการหาความไวตอสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระตอไป  
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ตารางที่ 4.6 การหาอัตราสวนที่เหมาะสมระหวางแอนติบอดีกับสารนอรฟลอกซาซินที่

เชื่อมตอกับ HRP เพื่อใชในการเตรียมชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA (Ag 

captured) 

อัตราการเจือจาง 

ของ nor-HRP 

(เทา) 

คาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร 

ความเขมเขนของแอนติบอดี  (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

0 0.25 0.5 1 2 

1:25,000 0.043 0.763 1.594 2.448 2.673 

1:50,000 0.067 0.604 1.366* 2.313 2.599 

1:100,000 0.044 0.358 0.943 1.716 2.309 

1:200,000 0.048 0.306 0.854 1.307* 2.442 

1:300,000 0.050 0.293 0.644 1.157* 2.094 

1:400,000 0.061 0.201 0.410 0.984 1.645 

 

 หมายเหตุ * คือ คาการดูดกลืนแสงจากการทํา ELISA ที่ใชแอนติเจนและแอนติบอดีที่มี

ความเขมขนที่เหมาะสมสําหรับใชในการทดสอบความสามารถของแอนติบอดีในการจับกับสาร

นอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ 

 

  4.3.1.2 การทดสอบหาความไวของแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ 

 ทําการทดสอบหาความไวของแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ โดย

เลือกใชคาความเขมขนของแอนติบอดีและสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ HRP ที่เหมาะสมที่

ไดจากขอ 4.3.1.1 และทําการแปรคาความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระที่นํามาใช

เปนตัวแขงขันในชวง 0-10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นนําคาการดูดกลืนแสงในรูปรอยละของ

อัตราสวนระหวาง B ตอ B0 โดยที่ B คือคาการดูดกลืนแสงในภาวะที่มีสารนอรฟลอกซาซินอิสระที่

ความเขมขนตางๆ และ B0 คือ คาการดูดกลืนแสงในภาวะที่ไมมีสารนอรฟลอกซาซิน มาวาดกราฟ

เทียบกับความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระทําการหาคา IC50 ซึ่งเปนคาความเขมขน

ของสา รนอร ฟลอกซาซิ น อิ ส ระที่ ทํ า ให ค า  %B/B0 ลดลงค ร่ึ งหนึ่ ง  และหาค า  LOD 

ซึ่งเปนคาปริมาณตํ่าสุดที่สามารถวัดได จากการทดลองพบวาเม่ือใชแอนติบอดีที่ความเขมขน 0.5 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสารนอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ HRP เจือจางที่ 1:50,000 เทามีคา 
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IC50 และคา LOD เทากับ 13.39 และ 1.62 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และแอนติบอดีที่

ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ HRP เจือจางที่ 

1:200,000 เทา และ 1:300,000 เทา จะใหลักษณะของกราฟและความชันใกลเคียงกัน โดยมี คา 

IC50 เทากับ 8.21 และ 9.65 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และคา LOD เทากับ 1.01 และ 

1.34 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ จากการเปรียบเทียบคา IC50 และคา LOD ที่ไดจากทั้ง 3 

คาความเขมขน พบวา เมื่อใชแอนติบอดีที่ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสาร        

นอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ HRP ที่เจือจาง 1:200,000 เทาจะใหคา IC50 และคา LOD ตํ่าที่สุด 

แสดงวาเปนความเขมขนที่ทําใหการตรวจมีความไวสูงสุด 
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รูปที่ 4.3 ผลการทดสอบความไวของแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระดวยวิธี 

direct competitive ELISA (Ag captured)  

 

 

 

 

 

 

nor-HRP 1:50,000  Ab 0.5 μg/ml 

IC50 = 13.39 ng/ml, LOD = 1.62 ng/ml 

 nor-HRP 1:300,000 Ab 1 μg/ml 

 IC50 = 9.65 ng/ml, LOD = 1.34 ng/ml 

  

nor-HRP 1:200,000  Ab 1 μg/ml  

IC50 = 8.21 ng/ml, LOD = 1.01 ng/ml 
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4.3.2 ชุดตรวจสอบแบบ indirect competitive ELISA (Ab captured) 

  4.3.2.1 การหาอัตราสวนที่เหมาะสมในการจับกันระหวางแอนติบอดีกับ 

สารนอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ BSA  

  ทําการหาอัตราสวนที่เหมาะสมระหวางแอนติบอดีกับสารนอรฟลอกซาซินที่

เช่ือมตอกับ BSA สําหรับวิธี indirect ELISA โดยการแปรความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินที่

เช่ือมตอกับ BSA ที่นํามาเคลือบกนหลุมในชวง 0.0078-0.25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และแปร

ความเขมขนของแอนติบอดีในชวง 1-50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นเลือกคาอัตราสวนที่ใหคา

การดูดกลืนแสงสูงกวา 1 เล็กนอย จากการทดลองพบวาสามารถเลือกได 3 อัตราสวน คือ 

แอนติบอดี 4 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร กับสารนอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ BSA 0.0312 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร และแอนติบอดี 15 และ 20 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรกับสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอ

กับ BSA 0.0156 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ตารางที่ 4.7) ดังนั้นจึงไดนําอัตราสวนทั้ง 3 นี้ไปใชใน

การทดสอบความไวในการจับกับสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระตอไป 
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 ตารางที่ 4.7 การหาอัตราสวนที่เหมาะสมระหวางแอนติบอดีกับสารนอรฟลอกซาซินที่

เช่ือมตอกับ BSA เพื่อใชในการเตรียมชุดตรวจสอบแบบ indirect competitive ELISA             

(Ab captured)  

ความเขมขนของแอนติบอดี 

(นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 

คาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร 

ความเขมขนของ nor-BSA  (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

0.0078 0.0156 0.0312 0.0652 0.125 0.25 

0 0.128 0.136 0.080 0.140 0.156 0.211 

1 0.288 0.462 0.630 0.885 1.031 1.061 

2 0.329 0.570 0.979 1.227 1.356 1.443 

4 0.408 0.778 1.208* 1.526 1.736 1.770 

8 0.655 1.020 1.628 2.006 2.149 2.191 

10 0.622 1.009 1.693 2.023 2.136 2.252 

15 0.651 1.100* 1.818 2.202 2.364 2.370 

20 0.760 1.204* 1.847 2.261 2.454 2.432 

25 0.838 1.289 1.992 2.353 2.529 2.548 

30 0.865 1.308 2.034 2.306 2.477 2.516 

35 0.858 1.375 2.021 2.360 2.487 2.551 

40 0.822 1.421 2.013 2.315 2.500 2.507 

45 0.911 1.365 2.022 2.296 2.543 2.571 

50 0.950 1.376 2.042 2.448 2.519 2.564 

หมายเหตุ * คือ คาการดูดกลืนแสงจากการทํา ELISA ทีใ่ชแอนติเจนและแอนติบอดีที่มี

ความเขมขนทีเ่หมาะสมสําหรับใชในการทดสอบความสามารถของแอนติบอดีในการจับกับสาร

นอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ 
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4.3.2.2 การทดสอบหาความไวของแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ 

หลังจากทําการ เ ลือกอัตราส วนที่ เหมาะสมระหว างแอนติบอดีกับสาร                

นอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ BSA จากขอ 4.3.2.1 ซึ่งทําการเลือกมาทั้งหมด 3 อัตราสวน แลว

นําไปทดสอบกับสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระท่ีความเขมขนต้ังแต 0 -10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

ไดผลแสดงในรูปที่ 4.4 พบวาเม่ือใชสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ BSA 0.0156 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร จับกับแอนติบอดี 15 และ 20 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร จะใหคา IC50 เทากับ 8.24 และ 

21.63 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และคา LOD เทากับ 2.65 และ 10.27 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร ตามลําดับ เมื่อใชสารนอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ BSA 0.0312 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

กับแอนติบอดี 4 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร จะใหคา IC50 และคา LOD เทากับ 10.48 และ 4.40 นาโน

กรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ซึ่งอัตราสวนระหวางแอนติบอดีกับแอนติเจนที่ใหความไวมากที่สุด 

คือ สารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ BSA 0.0156 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จับกับแอนติบอดี 15 

นาโนกรัมตอมิลลิลิตร เนื่องจากทําการเคลือบหลุมดวยสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ BSA ใน

ปริมาณที่นอยแลวเติมแอนติบอดีลงไปพรอมกับสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ ทําใหโอกาสที่

แอนติบอดีจับกับสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระนั้น มีมากกวาสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ 

BSA ที่เคลือบอยูบนพื้นผิวของหลุม แอนติบอดีจึงสามารถจับกับสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ

ไดหมด จึงทําใหมีความไวมากที่สุด 
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รูปที่ 4.4 ผลการทดสอบความไวของแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระดวยวิธี 

indirect competitive ELISA (Ab captured)  

 

4.3.3 ชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA (Ab captured)  

 4.3.3.1 การหาอัตราสวนที่เหมาะสมในการจับกันระหวางสารนอรฟลอกซาซินที่

เชื่อมตอกับ BSA กับแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอติน 

 ทําการหาอัตราสวนที่เหมาะสมระหวางแอนติบอดีที่เช่ือมตอกับไบโอตินกับสาร 

นอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ BSA ทําการการแปรความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอ

กับ BSA ที่นํามาเคลือบกนหลุมในชวง 0.0078-0.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และแปรความ

เขมขนของแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอตินในชวงเจือจาง 1:1,000-1:64,000 เทา จากนั้นเลือกคา

อัตราสวนที่ใหคาการดูดกลืนแสงสูงกวา 1 เล็กนอย จากการทดลองพบวาสามารถเลือกได 2 

อัตราสวน คือ สารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ BSA 0.0156 และ 0.0312 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร กับ แอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอติน 1:8,000 เทา และ 1:16,000 เทา ตามลําดับ ดัง

แสดงในตารางที่ 4.8 

 

 

nor-BSA 0.0312 μg/ml Ab 4 μg/ml  

IC50 = 10.48 ng/ml, LOD = 4.40 ng/ml 

 nor-BSA 0.0156 μg/ml Ab 20 μg/m 

 IC50 = 21.63 ng/ml, LOD = 10.27 ng/ml 

nor-BSA 0.0156 μg/ml Ab 15 μg/ml  

IC50 = 8.24 ng/ml, LOD = 2.65 ng/ml 
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ตารางที่ 4.8 การหาอัตราสวนที่เหมาะสมระหวางสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ BSA 

กับแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอติน เพื่อใชในการเตรียมชุดตรวจสอบแบบ direct competitive 

ELISA (Ab captured) 

อัตราการเจือจางของ

แอนติบอดีที่เช่ือมตอกับ 

ไบโอติน (เทา) 

คาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร 

ความเขมขนของ nor-BSA (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

0 0.125 0.0625 0.0312 0.0156 0.0078 

1:1,000 0.148 2.792 2.816 2.525 1.731 1.437 

1:2,000 0.144 2.925 2.764 2.358 1.598 1.021 

1:4,000 0.149 2.858 2.666 2.097 1.276 0.898 

1:8,000 0.166 2.714 2.440 1.880 1.311* 0.821 

1:16,000 0.146 2.261 1.859 1.339* 0.923 0.562 

1:32,000 0.182 1.487 1.166 0.873 0.613 0.289 

1:64,000 0.167 0.877 0.704 0.535 0.372 0.287 

 

หมายเหตุ * คือ คาการดูดกลืนแสงจากการทํา ELISA ทีใ่ชแอนติเจนและแอนติบอดีความ

เขมขนที่เหมาะสมเพื่อนํามาใชในการทดสอบกับสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ 

 

4.3.3.2 การทดสอบหาความไวของแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ 

   หลังจากนําอัตราสวนที่เหมาะสมระหวางแอนติบอดีที่เช่ือมตอกับไบโอตินกับสาร

นอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ BSA จากขอ 4.3.3.1 ไปใชในการทดสอบการจับกับสาร            

นอรฟลอกซาซินในรูปอิสระที่ความเขมขนต้ังแต 0 -10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 4.5) พบวา

เม่ือใชสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ BSA 0.0156 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จับกับแอนติบอดีที่

เช่ือมตอกับไบโอตินเจือจาง 1:8,000 เทา จะใหคา IC50 เทากับ 32.51 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และ

คา LOD เทากับ 3.00 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อใชสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ BSA 

0.0312 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร กับแอนติบอดีที่เช่ือมตอกับไบโอตินเจือจาง 1:16,000 เทา จะให

คา IC50 และคา LOD เทากับ 27.25 และ 2.00 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ จากผลการ

ทดลองอัตราสวนที่ใหความไวของชุดตรวจสอบมากที่สุดคือ เม่ือใชสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอ
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กับ BSA 0.0312 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร กับแอนติบอดีที่เช่ือมตอกับไบโอตินเจือจาง 1:16,000 

เทา 
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รูปที่ 4.5 ผลการทดสอบความไวของแอนติบอดีกับสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระดวยวิธี 

direct competitive ELISA (Ab captured)  

 

4.3.4 การวิเคราะหเปรียบเทียบชุดตรวจสอบ ELISA แบบตางๆ 

การตรวจสอบสารตกคางในปจจุบันสามารถวิเคราะหไดดวยชุดตรวจสอบ ELISA แบบ

ตางๆ แตแบบท่ีเปนที่นิยมทั่วไป ไดแก ชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA (Ag 

captured) และแบบ indirect competitive ELISA (Ab captured) ในงานวิจัยนี้ไดทําการพัฒนา

ชุดตรวจสอบเพิ่มข้ีนมาอีกหนึ่ง แบบ คือ direct competitive ELISA (Ab captured) ซึ่งมีการ
เชื่อมตอแอนติบอดีเขากับไบโอติน เพื่อเปนการเพิ่มขยายสัญญาณ ทําใหมีความแรงของสัญญาณ

ในการวัดการทําปฏิกิริยาของเอนไซมเพิ่มข้ึนทําใหชุดตรวจสอบมีความไวสูงข้ึน เนื่องจากไบโอติน

มี multiple binding site โดยที่ไบโอติน 1 โมเลกุล สามารถจับกับ streptavidin ที่เชื่อมตอกับ

เอนไซม HRP ไดถึง 4 โมเลกุล (Diamandis และ Christodoulos, 1991) 

 จากผลการทดลองเปรียบเทียบชุดตรวจสอบแบบตางๆ พบวา ชุดตรวจสอบที่ใหความไว

สูงสุด คือ ชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA (Ag captured) รองลงมา คือ indirect 

 

nor-BSA 0.0312 μg/ml  Ab-biotin 1:16,000 

IC50 = 27.25 ng/ml, LOD = 2.00 ng/ml 

nor-BSA 0.0156 μg/ml   Ab-biotin 1:8,000  

IC50 = 32.51 ng/ml, LOD = 3.00 ng/ml 
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competitive ELISA (Ab captured) และ direct competitive ELISA (Ab captured) เปนชุด
ตรวจสอบที่ใหความไวนอยที่สุด 

จากการเตรียมชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA (Ab captured) พบวามี

ความไวนอยที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับชุดตรวจสอบแบบตางๆ โดยใหคา IC50 เทากับ 27.25 นาโน

กรัมตอมิลลิลิตร และความเขมขนตํ่าที่สุดที่สามารถวัดได (LOD) เทากับ 2.00 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร ถึงแมจะมีการขยายสัญญาณดวยไบโอตินก็ตาม ซึ่งสาเหตุอาจเนื่องมาจากการเช่ือมตอ

กันระหวางแอนติบอดีและไบโอติน โดยไบโอตินจะจับกับแอนติบอดีที่บริเวณหมูเอมีนของกรด   

อะมิโนไลซีนทําใหมีการเชื่อมตอกับสวน Fab ของแอนติบอดี ซึ่งสวน Fab ของแอนติบอดีเปนสวนที่

ใชในการจับกับแอนติเจน เมื่อบริเวณ Fab ของแอนติบอดีถูกรบกวนทําใหมีความสามารถในการ

จับกับแอนติเจนลดลง จึงสงผลใหชุดตรวจสอบที่ไดมีความไวลง (Simons และคณะ, 2006) 

ถึงแมวาชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA (Ab captured) จะใชเวลาในการทดสอบ 

ไมนานนัก ซึ่งใชเวลาเพียง 2 ชั่วโมง 40 นาที แตเม่ือพิจารณาความคุมคาในเชิงพาณิชยคาดวาจะ

ไมเหมาะแกการใชงาน เนื่องจากจะมีคาใชจายในสวนของไบโอตินและ streptavidin เพิ่มข้ึนมา 

ชุดตรวสอบแบบ indirect competitive ELISA (Ab captured) เปนชุดตรวจสอบที่ให

ความไวใกลเคียงกับชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA (Ag captured) ซึ่งชุดตรวสอบ

ทั้งสองแบบใหคา IC50 เทากับ 8.24 และ 8.28 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และ LOD เทากับ 2.65 และ 

1.01 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ จะเห็นวามีคาตํ่ากวา MRLs ที่กําหนดไวและเมื่อพิจารณา 

ถึงความสะดวกในการใชงาน ระยะเวลาในการตรวจสอบและคาใชจาย เมื่อนําไปผลิตชุด

ตรวจสอบในเชิงพาณิชย ชุดตรวจสอบแบบ indirect competitive ELISA (Ab captured) จะใช

เวลาในการทดสอบ 2 ชั่วโมง 30 นาที และยังตองใช HPR-labelled goat anti-mouse IgG ทําให

มีคาใชจายเพิ่มมากข้ึน  

เม่ือพิจารณาชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA (Ag captured) พบวามี

ข้ันตอนและเวลาที่ใชในการทดสอบนอยที่สุดเมื่อเทียบกับชุดตรวจสอบแบบอ่ืนๆ ซึ่งใชเวลาเพียง 

1 ชั่วโมง 30 นาที และที่สําคัญยังมีคาใชจายตํ่าเนื่องจากใชเพียงแอนติบอดีและสาร               

นอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอ กับ HRP เทานั้นดังนั้นชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA 

(Ag captured) จึงนาจะเปนชุดตรวจสอบที่เหมาะสมและมีความไวที่สุด จึงไดทําการเลือกชุด

ตรวจสอบระบบดังกลาว มาเตรียมเปนชุดตรวจสอบตนแบบและทําการหาประสิทธิภาพของชุด

ตรวจสอบตอไป   
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ตารางที่ 4.9 สรุปผลการเตรียมชุดตรวจสอบตนแบบตางๆ ในงานวิจยันี ้

รูปแบบของชุดตรวจสอบ 
อัตราสวนระหวางแอนติเจน 

และแอนติบอดี 

เวลาในการ

ทดสอบ 

(ชั่วโมง)  

IC50 

(ng/ml) 

LOD 

(ng/ml) 

Direct competitive 

ELISA (Ag captured) 

Ab 1 μg/ml 

nor-HRP 1:200,000 

 

1.30 8.28 1.01 

Indirect competitive 

ELISA (Ab captured) 

nor -BSA 0.0156 μg/ml 

Ab 15 ng/ml 

 

2.30 8.24 2.65 

Direct competitive 

ELISA (Ab captured) 

nor -BSA 0.0312 μg/ml 

Ab-biotin 1:16,000 
2.40 27.25 2.00 

 

4.4 การเตรยีมชุดตรวจสอบตนแบบ 
4.4.1 การสรางกราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบตนแบบดวยวธิี direct 

competitive ELISA (Ag captured) 
ทําการเตรียมชุดตรวจสอบตนแบบดวยวิธี direct competitive ELISA (Ag captured) 

โดยใชความเขมขนของแอนติบอดีที่เคลือบจานชนิด 96 หลุมเทากับ 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ

สารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ HRP เจือจาง 1:200,000 เทาจากนั้นนําคาการดูดกลืนแสงที่

ไดมาหาคาเฉลี่ย คา %B/B0 และคาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) ซึ่งแสดงผลในตารางที่ 4.10 และนํา

ขอมูลมาสรางกราฟโดยใชโปรแกรม GraphPad Prism 4.03 โดยใหแกน X เปนลอการิทึมของ

ความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินในหนวยนาโนกรัมตอมิลลิลิตร และแกน Y เปน %B/B0 โดย

ที่ B คือคาการดูดกลืนแสงโดยวิธี direct competitive ELISA (Ag captured) ที่มีสาร             

นอรฟลอกซาซินความเขมขนตางๆ และ B0 คือ คาการดูดกลืนแสงที่ไมมีสารนอรฟลอกซาซิน ได

กราฟแสดงดังรูปที่ 4.6 ทําการเลือกชวงความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินที่สามารถนํามาสราง

กราฟเสนตรงได พบวา ชวงความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินที่จะนํามาสรางเปนกราฟ

มาตรฐาน คือชวง 1, 2, 5, 10, 20 และ 50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ไดกราฟมาตรฐานแสดงดังรูปที่ 

4.7 
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ตารางที่ 4.10 ผลคาเฉลี่ยของคาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร จากการทาํ direct 

competitive ELISA (Ag captured) สําหรับสรางกราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบตนแบบ 

ความเขมขนสารนอรฟลอกซาซิน 

(นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 

     คาการดูดกลืนแสงที ่

     450 นาโนเมตร 
%B/B0 SD 

0 1.345 100.00 0.130 

1 1.244 92.493 0.041 

2 1.136 84.465 0.019 

5 0.957 71.110 0.039 

10 0.744 55.278 0.008 

20 0.471 35.035 0.007 

50 0.264 19.648 0.029 

 

 

10-2 10-1 100 101 102 103 104 105
0

25
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75
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รูปที่ 4.6 กราฟแสดงชวงความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซนิดวยโปรแกรม GraphPad 

Prism 4.03 เพื่อใชในการสรางกราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบตนแบบ 
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รูปที่ 4.7 กราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบตนแบบ direct competitive ELISA (Ag 

captured) 
 

 4.4.2 การศึกษาผลของอุณหภูมิและเวลาที่ใชในการบมแอนติบอดีกับสาร     
นอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ HRP และสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ 
 การพัฒนาชุดตรวจสอบตนแบบจะตองคํานึงถึงความสะดวกและงายตอการใชงาน ดังนั้น

จึงตองทําการแปรเวลาและอุณหภูมิที่ใชในการบมตัวอยาง โดยการบมตัวอยางที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส และที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 และ 2 ชั่วโมง เมื่อพิจารณาคา R2 และกราฟ

มาตรฐานของแตละชุดการทดลอง พบวา คา R2 และเสนกราฟมาตรฐานมีคาใกลเคียงกัน (รูปที่ 

4.8) และคาการดูดกลืนแสงของตัวควบคุมลบ คือ หลุมที่ไมมีการเติมสารนอรฟลอกซาซินใหคา

การดูดกลืนแสงที่ใกลเคียงกันและคาที่ไดไมตํ่ากวา 1 แสดงในตารางที่ 4.11 ดังนั้นจึงทําการเลือก

เวลาที่ใชในการบมนอยที่สุดคือ 1 ชั่วโมง และอุณหภูมิที่ใชไดสะดวกคือ ที่อุณหภูมิหอง 
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 ตารางที่ 4.11 ผลของการศึกษาเวลาและอุณหภูมิที่ใชในการบมแอนติบอดีกับสาร      

นอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ HRP และสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระของชุดตรวจสอบตนแบบ  

เวลาและอุณหภูม ิ คาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร 
ของตัวควบคุมลบ R2 

RT/1 hr 1.312 0.9788 

370C/1 hr 1.251 0.9555 

RT/2 hr 1.328 0.9623 

370C/2 hr 1.116 0.9658 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.8 กราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบในภาวะการบมตางๆ 

 

  37oC, 2 hr 
RT, 1hr   37oC, 1hr  

RT, 2hr  
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4.4.3 การทดสอบปฏกิิริยาขามของชุดตรวจสอบสารนอรฟลอกซาซิน 
ในการทดสอบปฏิกิริยาขามของชุดตรวจสอบ จะทําการทดสอบกับสารในกลุมและนอก

กลุมของควิโนโลนและฟลูออโรควิโนโลน ดังแสดงในตารางที่ 4.12 เม่ือใชความเขมขนของสารใน

กลุมที่ใชในการแขงขันสูงถึง 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร พบวาคาการดูดกลืนแสงลดตํ่าลงมากมีคา

ใกลเคียงกับตัวควบคุมบวก คือ หลุมที่มีการเติมสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระที่ความเขมขน 10 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร คิดเปนเปอรเซ็นตของการทําปฏิกิริยาขามในชวง 72-118% และเมื่อ

ทดสอบกับสารนอกกลุม คาการดูดกลืนแสงที่ไดลดลงเพียงเล็กนอย ทําใหมีคา IC50 มีคาสูง

มากกวา 10,000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อคํานวณหาเปอรเซ็นตปฏิกิริยาขามไดตํ่ากวา 0.1% 

แสดงวาชุดตรวจสอบที่ไดสามารถจับกับสารในกลุมควิโนโลนและฟลูออโรควิโนโลนแตไมจับกับ

สารนอกกลุม 
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ตารางที่ 4.12 คา IC50 และผลการทาํปฏิกิริยาขาม (Cross Reactivity; CR) ของชุด

ตรวจสอบตนแบบตอสารในกลุมและนอกกลุมควิโนโลนและฟลูออโรควิโนโลน 

Competitors CR (%) IC50 (ng/ml) 

Quinolones and  

fluoroquinolones 

Norfloxacin 100 8.28 

Enrofloxacin 181 4.55 

Nalidixic acid 116 7.11 

Cinoxacin 81 10.10 

Oxolinic acid 178 4.65 

Enoxacin 91 9.05 

Ofloxacin 118 6.99 

Flumequin 74 11.11 

Pipemidic acid 89 9.23 

Ciprofloxacin 72 11.48 

Hormone Progesterone <0.1 >10,000 

�-agonists Clenbuterol <0.1 >10,000 

Salbutarmol <0.1 >10,000 

Other antibiotics Tetracycline <0.1 >10,000 

Oxytetracycline  <0.1 >10,000 

Streptomycin  <0.1 >10,000 

Furazolidone  <0.1 >10,000 

Penicillin G <0.1 >10,000 

Chloramphenical  <0.1 >10,000 

3-Amino-2-oxazolido; AOZ <0.1 >10,000 

1-Aminohydantoin; AHD <0.1 >10,000 

Sulfamethazine <0.1 >10,000 
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4.4.4 การประเมินประสิทธิภาพของชดุตรวจสอบตนแบบ 
4.4.4.1 ความไว (sensitivity) ของชุดตรวจสอบตนแบบ 

นําขอมูลที่ไดจากการทดสอบดวยวิธี direct competitive ELISA (Ag captured) 

มาสรางกราฟเสนตรงโดยใหแกน X เปนคาลอการิทึมของความเขมขนสารนอรฟลอกซาซินและ

แกน Y เปนคา %B/B0 จากนั้นนําคา B0 12 คา จากขอมูลในตารางที่ 4.13 มาหาคาเบี่ยงเบน

มาตรฐาน (SD) คํานวณหาคา LOD และ LOQ นําไปแปลงเปนความเขมขนของสาร               

นอรฟลอกซาซินในหนวยนาโนกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งหาไดจากสมการเสนตรงของรูปที่ ก.4 

ภาคผนวก ก พบวา ชุดตรวจสอบตนแบบมีความไวหรือสามารถวัดปริมาณของสาร                นอร

ฟลอกซาซินตํ่าที่สุดเทากับ 1.01 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และสามารถวัดปริมาณของสาร    นอร

ฟลอกซาซินตํ่าที่สุดอยางถูกตองเทากับ 3.21 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งคาที่ไดตํ่ากวาปริมาณสูง

ที่สุดของสารนอรฟลอกซาซินที่อนุญาตใหตกคางได (MRLs) ในผลิตภัณฑที่ไดจากสัตว ซึ่งกําหนด

โดยประเทศญ่ีปุน ซึ่งมีคาเทากับ 20 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

 

ตารางที่ 4.13 คาการดูดกลืนแสงในการทดสอบดวยวิธี direct competitive ELISA (Ag 

captured) เพื่อใชหาคา LOD และ LOQ ของชุดตรวจสอบตนแบบ 

คาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร 
ที่ไมมีสารนอรฟลอกซาซิน (B0) 

(n=12) 
mean SD LOD 

(ng/ml) 
LOQ 

(ng/ml) 

1.183 1.172 1.181 

1.207 0.043 1.01 3.21 
1.224 1.210 1.186 

1.127 1.260 1.281 

1.183 1.235 1.246 

 

4.4.4.2 ความแมนยํา (precision) ของชุดตรวจสอบตนแบบ 

คาความแมนยําของชุดตรวจสอบตนแบบสามารถพิจารณาไดจากการทํา inter 

variation assay และ intra variation assay (direct competitive ELISA (Ag captured)) 

จากนั้นนําขอมูลที่ไดมาทําการหาคารอยละสัมประสิทธิ์การแปรปรวน (%coefficient variation, 

%CV) ซึ่งพบวาคา %CV ของ Intra variation assay มีคาอยูในชวง 4.286-9.371% สวน inter 

variation assay มีคาอยูในชวง 5.268-11.101% (ตารางที่ 4.14) ซึ่งคาที่ไดนี้สามารถ 
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ยอมรับไดเนื่องจากมีคาตํ่ากวาเกณฑที่กําหนดไวในชวงที่ยอมรับไดซึ่งจะตองมีคานอยกวา 20% 

(Krotzky และ Seeh, 1995) 

 

ตารางที่ 4.14 การวิเคราะหความแปรปรวนของชุดตรวจสอบตนแบบ 

ความเขมขนของ           

สารนอรฟลอกซาซิน 

(นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 

intra-variation assay (n=12) inter-variation assay (N=4) 

A450 SD %CV A450 SD %CV 

0 1.269 0.054 4.286 1.222 0.064 5.268 

1 1.135 0.094 8.242 1.112 0.093 8.399 

2 1.034 0.045 4.396 1.000 0.072 7.188 

5 0.874 0.053 6.063 0.840 0.080 9.558 

10 0.655 0.061 9.285 0.602 0.067 11.101 

20 0.455 0.032 6.980 0.423 0.043 10.262 

50 0.245 0.023 9.372 0.243 0.026 10.287 

 

 หมายเหตุ n        คือ จํานวนซํ้าของตัวอยาง 

N     คือ จํานวนคร้ังของการทดลอง โดยในแตละคร้ังของการทดลองจะ 

ทํา 4 ซ้ํา 

 
4.5 การเตรยีมตัวอยางเนือ้ไกสําหรับชุดตรวจสอบตนแบบ 
 4.5.1 การหาอัตราสวนของเมทานอลที่เหมาะสมในการสกัดสารนอรฟลอกซาซิน
จากตัวอยางเนื้อไก 
 ทําการสกัดสารนอรฟลอกซาซินจากตัวอยางเนื้อไก ตามวิธีในขอ 3.4.4.5.1 โดย

เปรียบเทียบการใชตัวทําละลายเมทานอลกับ PBS ที่ 2 อัตราสวน คือ 50:50 และ 80:20 ปริมาตร

ตอปริมาตรแลววิเคราะหปริมาณดวยชุดตรวจสอบตนแบบ นําผลการทดลองท่ีไดมาเทียบกับ

กราฟมาตรฐาน ทําการคํานวณหาปริมาณของสารนอรฟลอกซาซินและ %recovery (ตาราง 4.15) 

พบวาวิธีสกัดโดยใชเมทานอลกับ PBS ในอัตราสวน 50:50 ปริมาตรตอปริมาตรให %recovery 

อยูในชวง 34.86 -79.99%  ซึ่งเมื่อทําการวิเคราะหปริมาณสารนอรฟลอกซาซินพบวาคาที่ได

แตกตางไปจากเดิมมาก อาจเนื่องมาจากการสกัดโดยใชตัวทําละลายเมทานอลกับ PBS ใน
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อัตราสวนน ี้มีเมทานอลนอยเกินไป ทําใหสกัดสารนอรฟลอกซาซินออกจากตัวอยางไดนอย แตเม่ือ
ใชใชตัวทําละลายเมทานอลกับ PBS ในอัตราสวน 80:20 ปริมาตรตอปริมาตร ซึ่งมีปริมาณ        

เมทานอลที่มากพอสําหรับการสกัดสารนอรฟลอกซาซินจากตัวอยาง คา %recovery ที่คํานวนได

จึงอยูในชวง 80.34-114.25%  ซึ่งอยูในชวงที่ยอมรับได คือ 80-120% (Krotzky และ Seeh,1995) 

และปริมาณสารนอรฟลอกซาซินที่คํานวณไดใกลเคียงกับปริมาณที่เติมลงไป จึงทําการเลือกวิธี

สกัดโดยใชเมทานอลกับ PBS ในอัตราสวน 80:20 ปริมาตรตอปริมาตร เปนตัวทําละลายใน

ข้ันตอนการสกัดตัวอยางสําหรับการวิเคราะหตอไป 
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ตารางที่ 4.15 การหาอัตราสวนของเมทานอลที่เหมาะสมในการสกัดสารนอรฟลอกซาซินจากตัวอยางเนื้อไก  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

   หมายเหตุ n = 9 

   

 

 

     

fortified 

concentration 

(ng/ml) 

สกัดดวย methanol:PBS (50:50 (v/v)) สกัดดวย methanol:PBS (80:20 (v/v)) 

average 

A450 

measured  

concentration 

 ± SD (ng/ml) 

%recovery 
average 

A450 

measured 

concentration 

 ± SD (ng/ml) 

%recovery 

10 1.361 7.99±0.02 79.99 1.408 11.42±0.01 114.25 

20 1.366 7.84±0.01 39.24 1.293 16.79±0.09 83.94 

50 1.133 34.86±0.04 34.86 0.961 50.91±0.04 101.82 

100 0.762 62.09±0.05 62.09 0.825 80.39±0.02 80.39 

200 0.518 143.17±0.09 71.59 0.554 198.79±0.05 99.39 

500  0.371 237.25±0.03 47.45 0.269 515.97±0.03 103.19 

nkam
Typewritten Text
80
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4.5.2 การศกึษาผลกระทบของตัวทาํละลายตอการวิเคราะหดวยชุดตรวจสอบ

ตนแบบ 
จากการหาตัวทําละลายที่เหมาะสมในขอ 4.5.1 มาทําการสกัดสารนอรฟลอกซาซินจาก

ตัวอยางเนื้อไก พบวาอัตราสวนที่เหมาะสมระหวางเมทานอลตอ PBS คือ 80:20 ปริมาตรตอ

ปริมาตร ซึ่งอัตราสวนดังกลาวมีเมทานอลถึง 80% อาจมีผลกระทบตอชุดตรวจสอบตนแบบได จึง

ทําการเปรียบเทียบการเตรียมความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินที่ใชเตรียมกราฟมาตรฐานใน 

PBS และ เมทานอลตอ PBS 80:20 ปริมาตรตอปริมาตร จากน้ันนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดมา

คํานวณเปน %B/B0 (ตารางที่ ก.9 ภาคผนวก ก) และนํามาวาดกราฟมาตรฐาน ดังรูป 4.9 พบวา

กราฟทั้งสองเสนมีคาการดูดกลืนแสงใกลเคียงกัน เนื่องจากจะตองทําการเจือจางความเขมขนของ

สารนอรฟลอกซาซินใน 80% เมทานอลลง 10  เทาและเม่ือนํามาเติมลงในจานหลุมชนิด 96 หลุม

พรอมกับสารนอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ HRP ทําใหความเขมขนสุดทายของเมทานอลในจาน

หลุมเหลือเพียง 4% ดังนั้นเมทานอลที่อัตราสวน 80% จึงไมมีผลตอชุดตรวจสอบตนแบบ 

 

 
 

 

 

รูปที่ 4.9 กราฟมาตรฐานของสารนอรฟลอกซาซินที่เตรียมใน PBS และ เมทานอลตอ 

PBS 80:20 ปริมาตรตอปริมาตร 

 

 เมทานอลตอ PBS 80:20 ปริมาตรตอปริมาตร 

  PBS 
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 4.5.3 การศึกษาผลกระทบของแมทริกของตัวอยางเนื้อไก 

 เมื่อทําการเติมสารนอรฟลอกซาซินลงในตัวอยางที่มีเนื้อไกและไมมีตัวอยางเนื้อไก ทําการ

สกัดสารนอรฟลอกซาซินโดยตัวทําละลายเมทานอลตอ PBS 80:20 ปริมาตรตอปริมาตร เพื่อ

ศึกษาถึงผลกระทบจากแมทริกที่อาจเกิดข้ึนกับชุดตรวจสอบตนแบบได จากนั้นนําไปเปรียบเทียบ

หาความถูกตองของปริมาณสารนอรฟลอกซาซินที่ทําการวิเคราะหไดดวยวิธี direct competitive 

ELISA (Ag captured) ผลการทดลองพบวา ปริมาณสารนอรฟลอกซาซินที่คํานวณไดมีคา 

ใกลเคียงกัน และ %recovery ที่ไดอยูในเกณฑที่ยอมรับได (ตารางท่ี ก.10 ภาคผนวก ก) 

และเม่ือนํามาวาดกราฟ พบวาเสนกราฟมีคา R2 ที่ใกลเคียงกันดังรูป 4.10 ดังนั้นแมทริกของ

ตัวอยางเนื้อไกจึงไมมีผลตอการวิเคราะหชุดตรวจสอบตนแบบ 

 

 
 

 

 

 รูปที่ 4.10 กราฟแสดงความสัมพันธของการวิเคราะหสารนอรฟลอกซาซินที่สกัดจาก

ตัวอยางเนื้อไกและตัวอยางที่ไมมีเนื้อไก 

 การสกัดสารตัวอยางจากเนื้อไก 

  การสกัดสารตัวอยางที่ไมมเีนื้อไก 
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4.6 การวิเคราะหสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยาง 

 4.6.1 การวิเคราะหสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยางเนื้อไก 

 ทําการวิเคราะหหาปริมาณสารนอรฟลอกซาซินที่เติมลงในตัวอยางเนื้อไกโดยใหความ

เขมขนสุดทายเปน 10, 20, 50, 100, 200 และ 500 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ทําการสกัดดวยตัวทํา

ละลายผสมระหวางเมทานอล และ PBS ในอัตราสวน 80:20 ปริมาตรตอปริมาตร ทําการหาความ

เขมขนโดยนําผลที่ไดไปเทียบกับกราฟมาตรฐาน (รูปที่ ก.5 ภาคผนวก ก.) คํานวณหา %recovery 

และ %CV พบวา ความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินที่วิเคราะหไดใกลเคียงกับที่เติมลงใน

ตัวอยาง %recovery อยูในชวงที่ยอมรับได และ %CV ที่ไดจากการทํา intra-variation assay และ 

inter-variation assay พบวา มีคาอยูในชวง 2.95-15.31% และ 9.20-19.88%.ตามลําดับ (ตาราง

ที่ 4.16 และ 4.17) คาที่ไดตํ่ากวาเกณฑที่กําหนดไว ดังนั้นชุดตรวจสอบตนแบบสามารถวัดสาร

นอรฟลอกซาซินในตัวอยางเนื้อไกไดอยางถูกตอง 

  

 ตารางที่ 4.16 ผลการวิเคราะห intra-variation assay ในตัวอยางเนื้อไก 

experiment  

number 

fortified 

concentration 

 (ng/ml) 

intra-variation assay (n=12) 

measured 

concentration 

± SD (ng/ml) 

%recovery %CV 

คร้ังที่ 1 

10 8.17±0.03 81.70 2.95 

20 17.25±0.07 86.25 6.94 

50 41.74±0.05 83.48 8.09 

100 112.72±0.06 112.73 11.92 

200 166.40±0.07 83.20 6.97 

500 455.44±0.03 91.09 11.85 
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         ตารางที ่4.16 ผลการวิเคราะห intra-variation assay ในตัวอยางเนื้อไก (ตอ) 

 

คร้ังที่ 2 

10 10.96±0.05 109.63 4.09 

20 23.85±0.04 119.22 9.58 

50 49.45±0.07 98.89 9.58 

100 105.69±0.06 105.69 14.78 

200 236.37±0.07 118.18 3.04 

500 402.77±0.03 80.55 8.11 

คร้ังที่ 3 

10 11.81±0.06 118.15 5.90 

20 22.15±0.05 110.75 6.12 

50 41.19±0.02 82.37 3.75 

100 113.03±0.05 113.03 9.71 

200 235.23±0.04 117.61 12.09 

500 580.17±0.02 116.03 9.92 

คร้ังที่ 4 

10 11.61±0.11 116.13 9.76 

20 21.18±0.06 105.88 6.51 

50 40.18±0.03 80.36 3.93 

100 88.65±0.04 88.64 6.01 

200 239.46±0.03 119.73 6.89 

500 592.31±0.04 118.46 15.31 

 หมายเหตุ n คือ จํานวนซํ้าของตัวอยาง 

    

 

 

 

 



85 

 

 

ตารางที่ 4.17 ผลการวิเคราะห inter-variation assay ในตัวอยางเนื้อไก 

fortified   

concentration 

(ng/ml) 

inter-variation assay (N=4) 

measured 

concentration  

± SD (ng/ml) 

%recovery %CV 

10 10.64±0.10 106.40 9.20 

20 21.11±0.09 105.55 10.45 

50 43.14±0.12 86.28 10.72 

100 105.02±0.08 105.02 17.95 

200 219.36±0.10 109.68 19.88 

500 507.67±0.08 101.53 17.41 

 หมายเหตุ N คือ จํานวนคร้ังของการทดลอง โดยในแตละคร้ังของการทดลองจะทํา    

4 ซ้ํา 

 

 4.6.2 การวิเคราะหสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยางไขไก 

 จากการนําชุดตรวจสอบตนแบบมาวิเคราะหหาปริมาณสารนอรฟลอกซาซินที่เติมลงใน

ตัวอยางไขไกโดยใหความเขมขนสุดทายเปน 5, 10, 25, 50, 100 และ 250 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

ทําการสกัดดวยตัวทําละลายผสมระหวางเมทานอล และ PBS ในอัตราสวน 40:60 ปริมาตรตอ

ปริมาตร ตามข้ันตอน 3.4.5.2 ทําการหาปริมาณสารนอรฟลอกซาซินโดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน 

(รูปที่ ก.6 ภาคผนวก ก.) คํานวณหา %recovery %CV intra-variation assay และ inter-

variation assay พบวา ปริมาณสารนอรฟลอกซาซินที่วิเคราะหไดใกลเคียงกับที่เติมลงในตัวอยาง 

และ %recovery อยูในชวงที่ยอมรับได และคา %CV ของ intra-variation assay และ inter-

variation assay มีคาอยูในชวง 1.82-12.50% และ 7.72-16.64% ตามลําดับ (ตารางที่ 4.18 และ 

4.19) คาที่ไดตํ่ากวาเกณฑที่กําหนดดไว ดังนั้นชุดตรวจสอบตนแบบสามารถวัดสาร                

นอรฟลอกซาซินในตัวอยางเนื้อไกไดอยางถูกตอง  
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 ตารางที่ 4.18 ผลการวิเคราะห intra-variation assay ในตัวอยางไขไก 

experiment  

number 

fortified  

concentration 

(ng/ml) 

intra-variation assay (n=12) 

measured  

concentration      

± SD (ng/ml) 

%recovery %CV 

คร้ังที่ 1 

5 5.85±0.05 116.97 2.66 

10 9.43±0.03 94.31 1.82 

25 20.43±0.03 81.72 3.67 

50 40.98±0.03 81.97 3.94 

100 98.57±0.01 98.57 3.25 

250 295.38±0.02 118.15 2.84 

คร้ังที่ 2 

5 5.75±0.04 114.99 2.64 

10 11.27±0.03 112.72 3.54 

25 20.23±0.03 80.91 3.79 

50 49.95±0.02 99.90 2.73 

100 118.71±0.04 118.71 8.32 

250 296.69±0.03 118.68 12.50 

 

คร้ังที่ 3 

 

5 4.50±0.01 90.00 9.87 

10 8.32±0.09 83.28 9.50 

25 20.33±0.02 81.30 2.96 

50 53.15±0.03 106.30 6.42 

100 114.12±0.02 114.12 4.97 

250 214.63±0.01 85.85 3.95 
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           ตารางที่ 4.18 ผลการวิเคราะห intra-variation assay ในตัวอยางไขไก(ตอ) 

 

คร้ังที่ 4 

5 5.91±0.04 118.12 3.92 

10 9.79±0.02 97.94 2.62 

25 28.50±0.03 113.98 4.33 

50 59.26±0.01 118.51 2.54 

100 113.95±0.04 113.94 8.46 

250 271.07±0.01 108.43 3.64 

 หมายเหตุ n คือ จํานวนซํ้าของตัวอยาง 

    

ตารางที่ 4.19 ผลการวิเคราะห inter-variation assay ในตัวอยางไขไก 

 

fortified  

concentration 

(ng/ml) 

inter-variation assay (N=4) 

measured conc.         

± SD (ng/ml) 
%recovery %CV 

5 5.50±0.14 110.05 11.79 

10 9.70±0.07 97.02 7.72 

25 22.37±0.10 89.49 12.31 

50 50.83±0.15 101.67 12.79 

100 111.34±0.14 111.34 9.94 

250 269.44±0.11 107.78 16.64 

  หมายเหตุ N คือ จํานวนคร้ังของการทดลอง โดยในแตละคร้ังของการทดลองจะทํา     

4 ซ้ํา 
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ตารางที่ 4.20 ผลการวิเคราะหสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยาง 

ตัวอยาง %recovery 
%CV 

intra assay (n=12) 

%CV 

inter assay (N=4) 

เนื้อไก 86.28-109.68 2.95-15.31 9.20-19.88 

ไขไก 89.49-111.34 1.82-12.50 7.72-16.64 

 หมายเหตุ n คือ จํานวนซํ้าของตัวอยาง 

   N คือ จํานวนคร้ังของการทดลอง โดยในแตละคร้ังของการทดลองจะทํา 

4 ซ้ํา 

 

4.7 การเปรียบเทียบการวิเคราะหตัวอยางโดยใชชุดตรวจสอบ ELISA และเทคนิค HPLC 

4.7.1 ผลการเปรียบเทยีบการวิเคราะหตัวอยางโดยการใชชุดตรวจสอบตนแบบ 
และชุดตรวจสอบทางการคา 

ทําการเปรียบเทียบการวิเคราะหสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยางโดยชุดตรวจสอบตนแบบ

ดวยวิธี direct competitive ELISA (Ag capture) และชุดตรวจสอบฟลูออโรควิโนโลนทางการคา

ของบริษัท EURO-DIAGNOSTICA เพื่อนําผลที่ไดมาประเมินความถูกตองและประสิทธิภาพของ

ชุดตรวจสอบตนแบบ โดยใชตัวอยางที่ผานการสกัดดวยวิธีเดียวกันทั้งหมดและทําการแบงตัว

อยางมาทดสอบตามข้ันตอนของชุดตรวจสอบทั้งสองแบบ  

นําตัวอยางเนื้อไกที่เติมนอรฟลอกซาซินใหมีความเขมขนสุดทายเทา 10, 20, 50, 100, 

200 และ 500 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร มาทดสอบดวยชุดตรวจสอบตนแบบและชุดตรวจสอบของ

บริษัท EURO-DIAGNOSTICA (รูปที่ ก.7 และ ก.8 ภาคผนวก ก) ไดผลการทดลองดังตารางที่ 

4.21 โดยเมื่อวัดปริมาณสารนอรฟลอกซาซินพบวาในตัวอยางเนื้อไกที่ไมมีการเติม 

สารนอรฟลอกซาซินลงไปสามารถตรวจวัดไดเทากับ 5.26 และ 1.19 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

จากชุดตรวจสอบตนแบบและชุดตรวจทางการคาของบริษัท EURO- DIAGNOSTICA ตามลําดับ

ท ั้งนี้อาจเนื่องมาจาก ในตัวอยางเนื้อไกมีสารนอรฟลอกซาซินตกคางอยูหรืออาจเกิดจาก 

ข้ันตอนในการสกัด ที่อาจมีผลทําใหองคประกอบที่อยูในเนื้อไก เชน โปรตีน ไขมัน หลุดออกมา 

หรืออาจเกิดจาก systematic error ในระบบของการตรวจวัดจึงสามารถคํานวณปริมาณ 

สารนอรฟลอกซาซินออกมาไดดังกลาวและเม่ือพิจารณาถึงปริมาณสารนอรฟลอกซาซินที่เติมใน 
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ความเขมขนตางๆกัน พบวา  ชุดตรวจสอบตนแบบสามารถวิเคราะหปริมาณออกมาได 

ใกลคียงกับที่เติมลงไป คา %recovery อยูในชวง 81.71-112.71% ซึ่งเปนคาที่ยอมรับได (80-

120%) สวนและชุดตรวจทางการคาของบริษัท EURO-DIAGNOSTICA จะมีคา %recovery 

บางคาที่ตํ่ากวาและมากกวาชวงที่ยอมรับได คือ ที่ความเขมขนสารนอรฟลอกซาซินเทากับ 200 

นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ไดผลการวิเคราะหเทากับ 144.78 มีคา %recovery อยูที่ 72.39% 

และที่ความเขมขนสารนอรฟลอกซาซินเทากับ 100 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ไดผลการวิเคราะห 

เทากับ 127.72 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร มีคา %recovery อยูที่ 127.72%  

ในตัวอยางไขไกที่เติมสารนอรฟลอกซาซินใหมีความเขมขนสุดทายเปน 5, 10, 25, 50, 

100 และ 250 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 4.22 ทั้งชุดตรวจสอบ 

ตนแบบและชุดตรวจทางการคาของบริษัท EURO- DIAGNOSTICA สามารถวิเคราะหปริมาณ 

ออกมาไดใกลคียงกับปริมาณที่เติมลงไปในตัวอยางแตจะมีเพียงหนึ่งคาที่วิเคราะหออกมาไดตํ่า 

กว า ป ริ ม าณที่ เ ติ ม ล ง ไป  คื อ  ใ น ตั ว อย า ง ที่ เ ติ ม ส า รนอ ร ฟ ลอกซ าซิ น เ ท า กั บ  100 

นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ไดผลการวิเคราะหเทากับ 61.43 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร มีคา %recovery 

อยูที่ 61.43% และในตัวอยางไขไกที่ไมมีการเติมสารนอรฟลอกซาซินลงไปสามารถตรวจได 2.15 

และ 1.58 นาโนกรัมตอมิลลิตร จากชุดตรวจสอบตนแบบและชุดตรวจสอบ EURO- 

DIAGNOSTICA ตามลําดับ ซึ่งปริมาณของสารนอรฟลอกซาซินที่ตรวจวัดไดนั้น อาจมีสาเหตุมา

จากการสกัดเชนเดียวกันกับในตัวอยางเนื้อไก แตในตัวอยางไขไกมีความเขมขนของตัวทําละลาย 

คือ เมทานอล 40% นอยกวาในตัวอยางเนื้อไกที่ใชเมทานอลเปนตัวทําละลายถึง 80% ทําใหได

ปริมาณของสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยางที่ไมไดเติมสารนอรฟลอกซาซินลงไปมีคาตํ่ากวา 

เมื่อพิจารณาโดยรวมแลวชุดตรวจสอบทั้งสองแบบสามารถตรวจวัดปริมาณสาร  

นอรฟลอกซาซินไดใกลเคียงกับปริมาณที่เติมลงในตัวอยางทั้งในเนื้อไกและไขไกจากนั้นนําผลการ

วิเคราะหตัวอยางไปวาดกราฟโดยใหแกน X เปนความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินที่วิเคราะห

จากชุดตรวจสอบตนแบบ และแกน Y เปนความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินที่วิเคราะหจากชุด

ตรวจสอบ EURO- DIAGNOSTICA ดังแสดงในรูปที่ 4.11 คํานวณคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ 

(correlation coefficient, r) จากกราฟของตัวอยางเนื้อไก และไขไก ไดเทากับ 0.9818 และ 

0.9968 ตามลําดับ ซึ่งคา r เปนคาที่แสดงถึงความสัมพันธของผลการทดสอบท่ีไดจากชุด

ตรวจสอบตนแบบ และชุดตรวจสอบ EURO- DIAGNOSTICA ซึ่งจะตองมีคามากกวา 0.85  

จึงจะถือวามีความสัมพันธไปในทิศทางเดียวกันสูง (Saita และคณะ, 2003) จากการวิเคราะห

ตัวอยางทั้งหมดใหคา r มากกวา 0.85 แสดงใหเห็นวาผลการวิเคราะหที่ไดชุดตรวจสอบตนแบบ 
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กับชุดตรวจสอบ EURO- DIAGNOSTICA ใหผลที่สอดคลองและใกลเคียงกัน แตเนื่องจากชุด

ตรวจสอบตนแบบที่เตรียมข้ึนมา มีการเกิดปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมควิโนโลนและฟลูออโรควิ-

โนโลน ดังนั้น ถามีการตกคางของสารในกลุมควิโนโลนและฟลูออโรควิโนโลนในตัวอยาง

จะไมสามารถบอกไดอยางเจาะจงวาเปนสารชนิดใด 
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ตารางที่ 4.21 ผลการเปรียบเทียบการวิเคราะหตัวอยางเนื้อไกดวยชุดตรวจสอบตนแบบและชุดตรวจสอบฟลูออโรควิโนโลนของบริษัท EURO-

DIAGNOSTICA  

 

Fortified  

concentration 

(ng/ml) 

ชุดตรวจสอบตนแบบ (n=3) ชุดตรวจสอบฟลูออโรควิโนโลน EURO-DIAGNOSTICA(n=2) 

A450 
measured concentration 

± SD (ng/ml) 
%recovery A450 

average concentration 

 (ng/ml) 
%recovery 

0 1.417 5.26±0.03 - 1.312 1.19 - 

10 1,241 10.40±0.03 104.03 1.032 8.14 81.36 

20 1.128 16.14±0.02 80.71 0.724 19.62 98.10 

50 0.807 56.25±0.04 112.49 0.395 50.09 100.19 

100 0.669 96.34±0.03 96.34 0.067 127..72 127..72 

200 0.450 225.42±0.04 112.71 0.830 144.78 72.39 

500 0.275 445.52±0.01 89.10 0.427 457.89 91.58 

หมายเหตุ n        คือ จํานวนซ้ําของตัวอยาง 

 

nkam
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ตารางที่ 4.22 ผลการเปรียบเทียบการวิเคราะหตัวอยางไขไกดวยชุดตรวจสอบตนแบบและชุดตรวจสอบฟลูออโรควิโนโลนของบริษัท EURO-

DIAGNOSTICA  

 

Fortified  

concentration 

(ng/ml) 

ชุดตรวจสอบตนแบบ (n=3) ชุดตรวจสอบฟลูออโรควิโนโลน EURO-DIAGNOSTICA (n=2) 

A450 
measured concentration 

± SD (ng/ml) 
%recovery A450 

average concentration 

 (ng/ml) 
%recovery 

0 1.395 2.15±0.06 - 1.623 1.58 - 

5 1.252 4.29±0.02 85.85 1.142 5.95 119.04 

10 1.119 8.14±0.03 81.39 0.967 9.79 97.93 

25 0.923 20.97±0.04 83.90 0.595 28.31 113.24 

50 0.764 45.16±0.01 90.31 0.404 48.89 97.79 

100 0.638 82.77±0.02 82.77 0.324 61.43 61.43 

250 0.391 272.37±0.01 108.94 0.632 254.74 101.89 

หมายเหตุ n        คือ จํานวนซ้ําของตัวอยาง 
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รูปที่ 4.11 กราฟแสดงความสัมพันธของการวิเคราะหสารนอรฟลอกซาซินที่เติมลงใน

ตัวอยางเนื้อไก และไขไก ที่ไดจากชุดตรวจสอบตนแบบ และชุดตรวจสอบฟลูออโรควิโนโลนของ

บริษัท EURO-DIANOSTICA 

 
4.7.2 การเปรียบเทียบผลการวิเคราะหตัวอยางดวยชุดตรวจสอบตนแบบและ

เทคนิค HPLC 
ในการเปรียบเทียบผลการวิเคราะหระหวางชุดตรวจสอบตนแบบที่เตรียมไดดวยวิธี direct 

competitive ELISA (Ag captured) กับเทคนิค HPLC เนื่องจากเทคนิค HPLC เปนเทคนิคทาง

เคมี ที่มีความถูกตองและแมนยําสูง และเพื่อตรวจสอบความถูกตองของผลการวิเคราะหที่ไดจาก

ชุดตรวจสอบตนแบบที่ไดจากงานวิจัยนี้ จึงทําการวิเคราะหโดยใชตัวอยางเดียวกันแลวแบง

วิเคราะหทั้ง 2 วิธี โดยทําการเตรียมความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินตัวอยางที่ใชในการ

วิเคราะหเทากับ 0, 1, 5, 10,  และ 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เทียบกับกราฟมาตรฐานของวิธี 

HPLC (รูปที่ ก.9 และ ก.10 ภาคผนวก ก) จะเห็นวาความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินที่นําใช

ในการทดลองนี้ มีคาสูงกวาเมื่อเปรียบเทียบกับชุดตรวจสอบตนแบบและชุดตรวจสอบฟลูออโรควิ-

โนโลนของบริษัท EURO-DIAGNOSTICA มาก ทั้งนี้เนื่องมาจากในการวิเคราะหดวยเทคนิค 

HPLC นี้ มีความสามารถในการตรวจวัดสารนอรฟลอกซาซินไดตํ่าที่สุด เทากับ 1 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร ซึ่งถือวาเปนปริมาณที่สูงมากเมื่อเทียบกับการทดลองที่ไดรับการตีพิมพอ่ืนๆ ซึ่งอาจเกิด 

  ตัวอยางไขไก 
 ตัวอยางเนื้อไก 
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จากความแตกตางและประสิทธิภาพของเคร่ืองมือแตละเคร่ือง จึงทําใหวัดคาตํ่าสุดไดแตกตางกัน 

จึงเลือกความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินดังที่กลาวมาในขางตน ใชในการเปรียบเทียบระหวาง

ชุดตรวจสอบตนแบบกับเทคนิค HPLC  

ในการวิเคราะหดวยเทคนิค HPLC สารนอรฟลอกซาซินจะออกจากคอลัมนเมื่อ มี 

%acetonitrie ในสารละลายตัวพาประมาณ 15% เมื่อเพิ่ม % acetonitrie จาก 5%-25% 

ภายในเวลา 20 นาทีสารจึงออกมาที่เวลาประมาณ 10 นาที จากนั้นจึงทําการวิเคราะหในตัวอยาง 

เนื้อไก พบวา สารนอรฟลอกซาซินออกจากคอลัมนที่เวลาประมาณ 10 นาที และไมมีสารอ่ืนๆ 

เจือปนออกมาแต ในตัวอยางไข ไกจะพบวามีสารชนิด อ่ืนออกมาที่ เ วลาใกล คียงกับ 

เวลาของสารนอรฟลอกซาซิน ทําใหทั้งสองพีคอยูใกลกันมากและมีบางสวนซอนทับกัน จึงทําการ 

ปรับเวลาการเพิ่ม %acetonitrie จาก 20 นาทีเปน 30 นาที จาก 10-22% ทําใหสาร 

นอรฟลอกซาซินจะออกจากคอลัมนที่เวลาประมาณ 15 นาที และสารอีกชนิดออกมาที่ 

เวลาประมาณ 10 นาที จึงสามารถแยกพีคทั้งสองออกมาจากกันได 

เมื่อเปรียบเทียบผลการวิ เคราะหที่ ไดจากเทคนิคทั้งสอง  พบวาปริมาณของสาร           

นอรฟลอกซาซินที่วิเคราะหไดใหคาใกลเคียงกันกับปริมาณของสารนอรฟลอกซาซินที่เติมลงไป ใน

ทุกตัวอยางที่นํามาทดสอบ และ %recovery ที่ไดทั้งชุดตรวจสอบตนแบบ และเทคนิค HPLC ได

ไมเกินกวาคาที่กําหนด ดังแสดงในตารางที่ 4.23-4.24 และนําผลการวิเคราะหจากตัวอยางเนื้อไก 

และไขไก ที่ไดจากชุดตรวจสอบกับเทคนิค HPLC ไปเขียนกราฟ โดยใหแกน X เปนความเขมขน

ของสารนอรฟลอกซาซินที่วิเคราะหจากชุดตรวจสอบตนแบบ และแกน Y เปนความเขมขนของสาร

นอรฟลอกซาซินที่วิเคราะหจากเทคนิค HPLC ดังแสดงในรูปที่ 4.12 ในตัวอยางเนื้อไก และไขไก 

คํานวณคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (correlation coefficient, r) ไดเทากับ 0.9958 และ 0.9999 

ตามลําดับ ในการวิเคราะหตัวอยางทั้งหมดใหคา r มากกวา 0.85 แสดงวาผลการวิเคราะหที่ได

จากชุดตรวจสอบตนแบบกับเทคนิค HPLC ใหผลที่สอดคลองกัน แตเม่ือเปรียบเทียบปริมาณสาร

นอรฟลอกซาซินที่นอยที่สุดที่สามารถครวจวัดไดจากทั้ง 2 วิธีพบวา ชุดตรวจสอบตนแบบ 

สามารถตรวจวัดไดในปริมาณที่ตํ่ากวาถึง 1,000 เทา ดังนั้นชุดตรวจสอบตนแบบที่ไดเม่ือเทียบกับ

เทคนิค HPLC มีความสามารถในการวิเคราะหตัวอยางเนื้อไก และไขไก ไดอยางถูกตอง มี

ประสิทธิภาพและมีความไวกวา 
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ตารางที่ 4.23 ผลการเปรียบเทียบการวิเคราะหตัวอยางเนื้อไก ดวยชุดตรวจสอบตนแบบ และเทคนิค HPLC  

fortified  

concentration 

(μg/ml) 

ชุดตรวจสอบตนแบบของงานวิจัยนี ้(n=3) เทคนิค HPLC (n=3) 

measured concentration  

± SD (ng/ml) 
%recovery 

measured concentration  

± SD (ng/ml) 
%recovery 

0 0.28± 0.01 - 0.000 - 

1 1.17± 0.02 116.58 1.09± 5.39 109.31 

5 4.82± 0.09 96.55 5.53± 6.48 110.59 

10 11.09± 0.04 110.94 8.00± 18.44 80.08 

50 49.58± 0.06 97.93 44.50± 45.13 89.00 
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ตารางที่ 4.24 ผลการเปรียบเทียบการวิเคราะหตัวอยางไขไกดวยชุดตรวจสอบตนแบบและเทคนิค HPLC  

 

fortified  

concentration 

(ng/ml) 

ชุดตรวจสอบตนแบบของงานวิจัยนี ้(n=3) เทคนิค HPLC (n=3) 

measured concentration  

± SD (ng/ml) 
%recovery 

measured concentration 

± SD (ng/ml) 
%recovery 

0 0.60± 0.02 - 0.000 - 

1 0.83± 0.02 82.77 1.17± 8.12 116.96 

5 4.83± 0.01 96.55 5.68± 10.43 113.67 

10 10.52± 0.03 105.21 8.90± 14.74 89.04 

50 46.79± 0.01 83.94 53.54± 16.13 107.09 

หมายเหตุ n  คือ  จํานวนซ้ําของตัวอยาง 
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รูปที่ 4.12 กราฟแสดงความสัมพันธของการวิเคราะหสารนอรฟลอกซาซินที่เติม

ลงในตัวอยางเนื้อไก และไขไก ที่ไดจากชุดตรวจสอบตนแบบ และเทคนิค HPLC 

 

เมื่อเปรียบเทียบชุดตรวจสอบตนแบบที่ไดกับชุดตรวจสอบที่ไดมีรายงานไว พบวา ชุด

ตรวจสอบที่ไดรับการพัฒนาข้ึนจาก Kato และคณะ ในป 2007 มีคา LOD เทากับ 0.7 นาโนกรัม

ตอมิลลิลิตร ซึ่งใกลเคียงกับชุดตรวจสอบตนแบบ และมีปฏิกิริยาขามกับสารอ่ืนๆ ในกลุมควิโนโลน

และฟลูออโรควิโนโลนเชนเดียวกัน 

จากประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบตนแบบ direct competitive ELISA (Ag captured) ที่

ได สามารถตรวจวัดปริมาณสารนอรฟลอกซาซินที่มีปริมาณต่ํากวาปริมาณสูงสุดที่กําหนดให

ตกคางไดในผลิตภัณฑจากสัตว มีข้ันตอนการวิเคราะหงายสะดวก และใชเวลาในการตรวจวัดนอย

ตรวจวัดไดคร้ังละหลายๆ ตัวอยางพรอมกัน โดยตรวจวัดสารนอรฟลอกซาซินไดทั้งในตัวอยางเนื้อ

ไก และไขไก รวมทั้งใหผลการตรวจวัดที่ใกลเคียงกับชุดตรวจสอบที่มีจําหนาย และมีความไว

มากกวาเทคนิค HPLC ชุดตรวจสอบตนแบบที่ไดจากการวิจัยนี้ จึงสามารถนําไปใชวิเคราะหหา

ปริมาณสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยางเพื่อตรวจวัดหาการตกคางไดอยางมีประสิทธิภาพ 

 

  ตัวอยางไขไก 
 ตัวอยางเนื้อไก 
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บทที่ 5 

 

สรุปผลการวจิัยและขอเสนอแนะ 

นําเซลลไฮบริโดรมา nor#155 ที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินมา

ทําการเล้ียงเพื่อเพิ่มปริมาณแอนติบอดีและนําอาหารเล้ียงเซลลที่ไดไปทดสอบดวยวิธี Indirect 

ELISA พบวาเซลลไฮบริโดรมาสามารถสรางแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินได จากนั้นนํา

แอนติบอดีที่ไดทําใหบริสุทธิ์โดยการผานคอลัมน protein A sepharose ซึ่งเปนการแยกแบบ 

affinity chromatography เมื่อคํานวณหาคาเปอรเซ็นตความบริสุทธิ์ เปรียบเทียบกับปริมาณ

โปรตีน แอนติบอดีที่ผานคอลัมน protein A มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึนจาก 0.80 เปอรเซ็นต เปน 

61.23 เปอรเซ็นต และเม่ือนํามาตรวจสอบความบริสุทธิ์และมวลโมเลกุลของแอนติบอดีที่ไดจากการ

ทํา SDS-PAGE พบวาแอนติบอดี จะใหนํ้าหนักโมเลกุลของ heavy chain  และ light chain  ขนาด 

60.66 และ 27.35 กิโลดาลตัน ตามลําดับ จากนั้นจึงนํามาใชในการศึกษาและพัฒนาชุดตรวจสาร

นอรฟลอกซาซินตอไป 

สําหรับการเปรียบเทียบชุดตรวจสารนอรฟลอกซาซินดวยวิธี ELISA ทั้ง 3 แบบ คือ direct 

competitive ELISA (Ag captured) indirect competitive ELISA (Ab captured) และ direct 

competitive ELISA (Ab captured) พบวาชุดตรวจสอบที่ใหความไวมากที่สุดคือชุดตรวจสอบ

แบบ direct competitive ELISA (Ag captured) โดยมีคา IC50 และ LOD เทากับ  8.28 และ 1.01 

นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ รองลงมาคือ indirect competitive ELISA (Ab captured) ให

คา IC50 และ LOD เทากับ  8.24 และ 2.65 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และชุดตรวจสอบที่มี

ความไวนอยที่สุด คือ ชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA (Ab captured) ใหคา IC50 

และ LOD เทากับ 27.25 และ 2.00 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ จึงเลือกชุดตรวจสอบแบบ 

direct competitive ELISA (Ag captured) ซึ่งมีความไวสูงที่สุดมาพัฒนาเปนชุดตรวจสอบ

ตนแบบ  

โดยชุดตรวจสอบตนแบบนี้สามารถตรวจสารนอรฟลอกซาซินไดในชวงความเขมขน        

1 – 50  นาโนกรัมตอมิลลิลิตร โดยใชแอนติบอดีเคลือบหลุมที่ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร และสารนอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ HRP เจือจาง 1:200,000 เทา อุณหภูมิและเวลาที่

เหมาะสมในการบม คืออุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ชั่วโมง และชุดตรวจมีความไวในการตรวจวัด

ความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินตํ่าที่สุดเทากับ 1.01 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และสามารถ
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ตรวจวัดสารนอรฟลอกซาซินไดอยางถูกตองที่ความเขมขน 3.21 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ไมทํา

ปฎิกิริยาขามกับสารนอกกลุมควิโนโลนและฟลูออโรควิโนโลน แตทําปฎิกิริยาขามกับสารในกลุม

ควิโนโลนและฟลูออโรควิโนโลนทุกตัวที่นํามาทดสอบทําใหชุดตรวจสอบตนแบบเหมาะแกการ

นําไปใชในการตรวจวัดสารในกลุมควิโนโลนและฟลูออโรควิโนโลนได เมื่อทดสอบความแมนยํา

ของชุดตรวจสอบโดยคํานวณจากคารอยละของสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนของ intra-variation 

assay และ inter-variation assay อยูในชวง 4.286-9.317% และ 5.268–11.101% ตามลําดับ ซึ่ง

อยูในชวงที่ยอมรับได 

จากการนําชุดตรวจสอบตนแบบไปวิเคราะหสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยางตางๆ คือ 

เนื้อไก และไขไก จะตองมีการเตรียมตัวอยางใหเหมาะสมกับชุดตรวจสอบตนแบบ ซึ่งวิธีการใน

การเตรียมตัวอยางแตละตัวอยางมีความแตกตางกันทั้งนี้ ข้ึนอยูกับชนิดของตัวอยางที่นํามา

ทดสอบ โดยตัวทําละลายที่เหมาะสมในการสกัดตัวอยางจากเนื้อไก คือ เมทานอลกับ PBS 

อัตราสวน 80:20 ปริมาตรตอปริมาตร สวนในการสกัดตัวอยางจากไขไก คือ เมทานอลกับ PBS 

อัตราสวน 40:60 ปริมาตรตอปริมาตร คํานวณปริมาณที่ตรวจวัดได เทียบกับกราฟมาตรฐานแลว

คํานวณหาคา %recovery และ %CV ของ intra และ inter-variation assay ในตัวอยางทั้ง 2 ชนิด 

พบวามีคาอยูในชวงที่ยอมรับได  

ในการนําชุดตรวจสอบตนแบบที่เตรียมไดวัดปริมาณสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยาง

เนื้อไก และไขไก เปรียบเทียบกับชุดตรวจสอบทางการคาของบริษัท EURO-DIAGNOSTICA และ

เทคนิค HPLC พบวาทั้ง 3 วิธีสามารถใชวิเคราะหหาปริมาณสารนอรฟลอกซาซินไดถูกตอง

ใกลเคียงกัน ชุดตรวจสอบสารนอรฟลอกซาซิน direct competitive ELISA (Ag captured) 

ตนแบบที่ไดมีความสามารถในการตรวจวัดสารนอรฟลอกซาซินไดอยางมีประสิทธิภาพ ให

ความถูกตองและความแมนยําสูง ใชข้ันตอนและเวลาในการทดสอบสั้น สะดวกตอการใชงาน  

แตอยางไรก็ตามยังตองทําการศึกษาในหลายๆดานหากจะนําไปพัฒนาในเชิงการคา คือ 

ศึกษาการเคลือบแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินบนจานชนิด 96 หลุม อายุการใชงานของชุด

ตรวจสอบ การเตรียมเอนไซมและสับสเตรตที่พรอมใชงานไดทันที เพื่อใหไดชุดตรวจสอบ

สารนอรฟลอกซาซินที่สามารถผลิตจําหนายไดในประเทศ ซึ่งชวยลดการนําเขาชุดตรวจสอบจาก

ตางประเทศตอไป 
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ภาคผนวก ก 
 

 ตารางที่ ก1. คาการดูดกลืนแสงที่ 280 และ 492 นาโนเมตรของการทําแอนติบอดีให 

บริสุทธิ์ โดยใช protein A affinity column chromatography   

ตัวอยาง fraction number OD280 OD492 

แอนติบอดี 

หลังการทาํใหบริสุทธิ ์

1 0.256 0.093 

3 0.247 0.088 

5 0.235 0.086 

7 0.206 0.088 

9 0.211 0.180 

11 0.871 2.739 

13 1.426 2.839 

15 1.717 2.806 

17 1.649 2.783 

19 0.994 2.707 

21 0.306 1.992 

25 0.114 0.759 

27 0.118 0.256 

30 0.009 0.169 

อาหารเล้ียงเซลลที่ผาน 

คอลัมน protein A 
- - 2.706 

สวนที่ไมจับกบัคอลัมน 

protein A 
- - 0.229 
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รูปที่ ก.1 กราฟของโปรตีนมาตรฐาน BSA โดยวิธี BCA 

 

 
รูปที่ ก.2 กราฟของการวัดปริมาณแอนติบอดีโดยวิธี indirect ELISA 
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 รูปที่ ก.3 กราฟแสดงความสัมพนัธระหวางคา Rf กับน้ําหนกัโมเลกลุ (กิโลดาลตัน) ของ

โปรตีนมาฐานที่ใชในการเทยีบหาน้าํหนักโมเลกุลของแอนติบอดีหลังจากทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนคิ 

SDS-PAGE  
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 ตารางที่ ก.2 ผลการทดสอบความไวของแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ

ดวยวิธี direct competitive ELISA (Ag captured) 

norfloxacin 

concentration  

(ng/ml) 

OD450 

nor-HRP 1:50,000 

Ab 0.5 μg/ml 

nor-HRP 1:200,000 

Ab 1 μg/ml 

nor-HRP 1:300,000 

Ab 1 μg/ml 

0 1.992 1.345 1.210 

0.001 1.896 1.366 1.192 

0.002 1.940 1.311 1.225 

0.005 1.945 1.303 1.177 

0.01 1.945 1.325 1.172 

0.02 1.900 1.295 1.254 

0.05 1.942 1.288 1.207 

0.1 1.921 1.324 1.206 

0.2 1.936 1.337 1.249 

0.5 1.888 1.283 1.163 

1 1.853 1.244 1.121 

2 1.738 1.136 1.062 

5 1.535 0.957 0.841 

10 1.243 0.744 0.670 

20 0.803 0.471 0.433 

50 0.496 0.264 0.227 

100 0.263 0.147 0.136 

200 0.119 0.078 0.069 

500 0.070 0.053 0.050 

1000 0.057 0.047 0.046 
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 ตารางที่ ก.3 ผลการทดสอบความไวของแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ

ดวยวิธี indirect competitive ELISA (Ab captured) 

norfloxacin 

concentration 

(ng/ml) 

OD450 

Ab 4 μg/ml 

nor-BSA 0.0312 μg/ml 

Ab 15 μg/ml 

nor-BSA 0.0156 μg/ml 

Ab 20 μg/ml 

nor-BSA 0.0156 μg/ml 

0 1.292 1.013 1.210 

0.001 1.198 0.739 0.636 

0.002 1.129 0.556 0.554 

0.005 1.119 0.340 0.425 

0.01 1.111 0.456 0.392  

0.02 0.996 0.248 0.624 

0.05 1.054 0.452 0.676 

0.1 0.868 0.338 0.422 

0.2 1.029 0.266 0.521 

0.5 1.049 0.386 0.518 

1 0.603 0.363 0.295 

2 0.819 0.160 0.357 

5 0.758 0.267 0.328 

10 0.603 0.182 0.275 

20 0.548 0.251 0.225 

50 0.396 0.225 0.236 

100 0.196 0.189 0.252 

200 0.140 0.287 0.159 

500 0.119 0.272 0.162 

1000 0.148 0.289 0.252 
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 ตารางที่ ก.4 ผลการทดสอบความไวของแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ

ดวยวิธี direct competitive ELISA (Ab captured) 

norfloxacin 

concentration 

(ng/ml) 

OD450 

nor-BSA 0.0156 μg/ml 

Ab-biotin 1:8,000 

nor-BSA 0.0312 μg/ml 

Ab-biotin 1:16,000 

0 1.821 2.075 

0.001 1.845 1.939 

0.002 1.850 1.928 

0.005 1.838 2.053 

0.01 1.478 2.055 

0.02 1.804 1.982 

0.05 1.825 1.958 

0.1 1.650 1.997 

0.2 1.635 1.836 

0.5 1.565 1.761 

1 1.340 1.587 

2 1.153 1.271 

5 1.156 0.815 

10 0.438 0.453 

20 0.263 0.206 

50 0.165 0.111 

100 0.130 0.088 

200 0.106 0.076 

500 0.105 0.069 

1000 0.120 0.077 
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 ตารางที่ ก.5 ผลการหาความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินเหมาะสมสําหรับสรางกราฟ

มาตรฐาน  

ความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซิน 

(นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 

คาการดูดกลืนแสงที ่

ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

0 1.342 1.346 1.347 

0.001 1.331 1.333 1.328 

0.002 1.322 1.339 1.371 

0.005 1.316 1.275 1.295 

0.01 1.370 1.310 1.345 

0.02 1.351 1.319 1.325 

0.05 1.248 1.313 1.373 

0.1 1.396 1.343 1.333 

0.2 1.374 1.322 1.315 

0.5 1.258 1.294 1.298 

1 1.203 1.245 1.285 

2 1.153 1.115 1.141 

5 0.968 0.947 0.955 

10 0.709 0.736 0.786 

20 0.481 0.466 0.467 

50 0.257 0.264 0.272 

100 0.152 0.154 0.145 

200 0.077 0.075 0.081 

500 0.052 0.054 0.052 

1000 0.046 0.047 0.047 
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ตารางที่  ก .6 ผลจากการแปรเวลาและอุณหภูมิที่ ใชในการบมแอนติบอดีกับสาร          

นอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ HRP และสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระของชุดตรวจสอบตนแบบ 

direct competitive ELISA (Ag captured) 

ความเขมขนของ 

สารนอรฟลอกซาซิน 

(นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 

คาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร 

RT 1 hr 370C 1 hr RT 2 hr 370C 2 hr 

0 1.179 1.251 1.428 1.265 

1 1.343 1.224 1.498 1.361 

2 1.224 1.109 1.299 1.238 

5 1.072 1.042 1.044 1.195 

10 0.966 0.753 1.002 1.084 

20 0.515 0.418 0.723 0.855 

50 0.287 0.292 0.361 0.461 

 

 

 
 รูปที่ ก.4 กราฟมาตรฐานที่ใชในการคํานวณความไวของชุดตรวจสอบตนแบบ 
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 ตารางที่ ก.7 ผลการหาคา intra-variation assay ของชุดตรวจสอบตนแบบ 

จํานวนซํ้าที ่

คาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร 

ความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซิน (นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 

0 1 2 5 10 20 50 

1 1.37 0.932 0.999 0.946 0.555 0.438 0.239 

2 1.306 1.317 1.119 0.853 0.639 0.422 0.235 

3 1.289 1.122 1.015 0.911 0.630 0.451 0.191 

4 1.191 1.148 1.063 0.908 0.656 0.404 0.245 

5 1.289 1.16 1.063 0.875 0.682 0.458 0.248 

6 1.284 1.137 1.018 0.892 0.709 0.461 0.253 

7 1.263 1.228 1.032 0.925 0.634 0.510 0.261 

8 1.156 1.201 1.095 0.927 0.670 0.462 0.257 

9 1.26 1.106 1.048 0.792 0.699 0.514 0.251 

10 1.295 1.102 0.991 0.785 0.717 0.446 0.22 

11 1.269 1.078 1.000 0.838 0.537 0.454 0.261 

12 1.252 1.083 0.963 0.841 0.731 0.435 0.282 
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 ตารางที่ ก.8 ผลการหาคา inter-variation assay ของชุดตรวจสอบตนแบบ 

ความเขมขนของ 

สารนอรฟลอกซาซิน 

(นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 

คาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร 

จํานวนซํ้าที ่

1 2 3 4 

0 1.269 1.254 1.207 1.159 

1 1.135 1.197 1.099 1.016 

2 1.034 1.067 0.933 0.966 

5 0.874 0.929 0.819 0.739 

10 0.655 0.641 0.534 0.578 

20 0.455 0.439 0.379 0.420 

50 0.245 0.254 0.219 0.254 

 

 ตารางที่ ก.9 ผลการศึกษาผลกระทบของตัวทําละลายตอชุดตรวจสอบตนแบบ 

ความเขมขนของ 

สารนอรฟลอกซาซิน 

(นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 

คาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร 

เตรียมสารดวย PBS 
เตรียมสารดวย 

80%เมทานอล 

0 1.258 1.404 

1 1.278 1.353 

2 1.032 1.261 

5 0.945 1.044 

10 0.591 0.793 

20 0.544 0.524 

50 0.236 0.266 
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  ตารางที่ ก.10 ผลการศึกษาผลกระทบของแมทริกตอชุดตรวจสอบตนแบบ 

ความเขมขนของ 

สารนอรฟลอกซาซิน 

(นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 

คาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร 

สกัดผานตัวอยางเนื้อไก สกัดไมผานตัวอยางเนื้อไก 

0 1.421 1.324 

10 1.354 1.320 

20 1.083 1.112 

50 0.913 0.860 

100 0.612 0.643 

200 0.476 0.401 

500 0.217 0.214 

 

 

 
 รูปที่ ก.5 กราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบที่เตรียมไดโดยวิธี direct competitive ELISA 

(Ag captured) ที่ใชในการคํานวณหาคาความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยางเนื้อไก 
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 รูปที่ ก.6 กราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบที่เตรียมไดโดยวิธี direct competitive ELISA 

(Ag captured) ที่ใชในการคํานวณหาคาความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยางไขไก 

 

 
รูปที่ ก.7 กราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบตนแบบที่ใชในการคํานวณหาคาความเขมขน

ของสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยางเพื่อเปรียบเทียบกบัชุดตรวจสอบฟลูออโรควิโนโลนที่มวีาง

จําหนาย (EURO-DIAGNOTICA) 
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รูปที่ ก.8 กราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบฟลูออโรควิโนโลนท่ีมีวางจําหนาย (EURO-

DIAGNOTICA) ที่ใชในการคํานวณหาคาความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยาง

เพื่อเปรียบเทียบกับชุดตรวจสอบตนแบบ 

 
รูปที่ ก.9 กราฟมาตรฐานของสารนอรฟลอกซาซินความเขมขน 0-50 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร สําหรับการคํานวณหาคาความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยางเนื้อไก ดวยวธิ ี

HPLC 

 



118 

 

 

 
รูปที่ ก.10 กราฟมาตรฐานของสารนอรฟลอกซาซินความเขมขน 0-50 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร สําหรับการคํานวณหาคาความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยางไขไก ดวยวิธ ี

HPLC 
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รูปที่ ก.11 โครมาโตแกรมของสารนอรฟลอกซาซนิความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใชสําหรับตัวอยางเนื้อไกที่ไดจากเทคนิค HPLC  
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รูปที่ ก.12 โครมาโตแกรมของตัวอยางเนื้อไกที่เติมสารนอรฟลอกซาซินใหมีความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ที่ไดจากเทคนิค HPLC 
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รูปที่ ก.13 โครมาโตแกรมของสารนอรฟลอกซาซนิความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใชสําหรับตัวอยางไขไกที่ไดจากเทคนิค HPLC 
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รูปที่ ก.14 โครมาโตแกรมของตัวอยางไขไกที่เติมสารนอรฟลอกซาซินใหมีความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ที่ไดจากเทคนิค HPLC 
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ภาคผนวก ข 
 

การเตรียมสาร 

1. การเตรียมอาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 

     ชัง่  RPMI 1640   10.4 กรัม 

  NaHCO3   2 กรัม 

  L-glutamin   0.1 กรัม 

  Glucose   2 กรัม 

  Pyruvic acid   0.11 กรัม 

  น้ํากล่ัน    1 ลิตร 

ละลายสารทุกอยางในน้าํกล่ัน ผสมใหเขากัน แลวนาํไปกรองผานกระดาษกรอง แบงใสขวดๆละ 

100 มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 

2. การเตรียมน้ํายาเก็บเซลลอยางถาวรในสภาวะแชแข็ง (Freezing medium) 

 อาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 70 มิลลิลิตร 

 Fetal bovine serum  20 มิลลิลิตร 

 Dimethyl sulfoxide ( DMSO ) 10 มิลลิลิตร 

 ผสมใหเขากนั แลวนาํไปแชที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซยีส (ขณะที่ใชงานควรแชในน้าํแข็ง) 
 
3. การเตรียมสารละลายที่ใชวิเคราะห BCA protein assay  

สารละลายโปรตีนมาตรฐาน 

 Bovine serum albumin (BSA) 1 มิลลิกรัม 

 น้ํากล่ัน    1 มิลลิลิตร 

นํามาเจือจางที่ความเขมขนตางๆ กอนนําไปวิเคราะห BCA protein assay เพื่อทํากราฟ

มาตรฐาน 

BCATM  Reagent  A และ BCATM Reagent  B  (BCATM Protein Assay  Kit ของบริษัท PIERCE) 

กอนใชผสม Reagent A: B ในอัตราสวน 50:1 
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4. การเตรียมสารละลายสําหรับการเชื่อมนอรฟลอกซาซินกับ BSA และ HRP 

0.05 M Carbonate buffer, pH 9.6 

Na2CO3  1.59 กรัม 

NaHCO3  2.93 กรัม 

น้ํากล่ัน   800  มิลลิลิตร 

ปรับ pH ใหได 9.6 ดวย 3M NaCl หรือ 3M HCL และเติมน้ํากล่ันใหครบ 1 ลิตร 

 

5. การเตรียมสารละลาย สําหรับใชในการทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ ์

1. 4 M NaCl  

 NaCl    233.76 กรัม 

 น้ํากล่ัน   1 ลิตร 

2. 0.1 M  Citrate buffer, pH 6   4.5   3.5   และ 3 

Citric acid 19.21 กรัม ละลายดวยน้าํกล่ัน  1000  มิลลิลิตร 

Na2HPO4 14.19 กรัม ละลายดวยน้าํกล่ัน  1000  มิลลิลิตร 

ไตเตรต citric acid ดวย Na2HPO4 จนได pH 6   4.5   3.5   และ 3.0 แลวจึงนําไปกรองผาน   

กระดาษกรอง 

3. 0.1 M  Phosphate buffer, pH 8  

ชั่ง  NaH2PO4    13.8 กรัม ละลายดวยน้าํกล่ัน  1000  มิลลิลิตร 

ชั่ง  Na2HPO4     35.8   กรัม ละลายดวยน้าํกล่ัน  1000  มิลลิลิตร 

ไตเตรต Na2HPO4 ดวย NaH2PO4 จนได pH 8.0 แลวจึงนําไปกรองผานกระดาษกรอง 

4. 1 M Tris HCl buffer, pH 9   

Tris (hydroxymethyl) aminomethane 121  กรัม ละลายดวยน้าํกล่ัน 1000  มิลลิลิตร 

Hydrochloric acid (HCl)  1    M 

ไตเตรต Tris (hydroxymethyl) aminomethane ดวย HCl จนได pH 9.0 แลวจึงนําไปกรองผาน

กระดาษกรอง 
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6. การเตรียมสารสําหรับการทํา SDS-PAGE 

1. Stracking gel and Separating gel 

Reagent Stacking gel 

(5%) 

Separation gel 

(10%) 

Sterile distilled water (ml) 

40% Acrylamide gel (ml) 

1.5  M Tris , pH 8.8  (ml)  

1.0 M Tris , pH 6.8  (ml) 

10% SDS (ml) 

10% APS (ml) 

TEMED   (ml) 

final volume (ml) 

1.46 

0.25 

- 

0.25 

0.02 

0.02 

0.002 

2 

3.84 

2.0 

2.0 

- 

0.08 

0.08 

0.0032 

8 

 

2. Sample buffer  

  SDS      4 มิลลิลิตร 

1M Tris (pH 6.8)   1 มิลลิลิตร 

Bromophenol blue    0.001 กรัม 

87% Glycerol    2.29 มิลลิลิตร 

ผสมใหเขากนั แบงใสหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร กอนนาํไปใชทาํการเติม 

beta-mercaptoethanol 100 ไมโครลิตร 

3. Running buffer(1X) 1 ลิตร 

Tris      15.1 ไมโครลิตร 

Glycine               94 กรัม 

SDS     5 กรัม 

ละลายในน้าํกล่ันและปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร 

4. Coomassie brilliant blue 1 ลิตร 

Coomassie Brilliant blue R-250 2.5 มิลลิลิตร 

Methanol    500 มิลลิลิตร 

Acetic acid    100 มิลลิลิตร 

   น้ํากล่ัน      397.5 มิลลิลิตร 
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5. Destaining solution 1 ลิตร 

Methanol      50 มิลลิลิตร 

Acetic acid    100 มิลลิลิตร  

น้ํากล่ัน      850 มิลลิลิตร 

 

7. การเตรียมสารละลายสําหรับใชในเทคนิค ELISA 

1. 0.2 M Phosphate buffer, pH 7.4  (Stock reagent) 

ชั่ง  NaH2PO4    27.6 กรัม ละลายดวยน้าํกล่ัน  1000  มิลลิลิตร 

ชั่ง  Na2HPO4    71.63   กรัม ละลายดวยน้าํกล่ัน  1000  มิลลิลิตร 

ไตเตรต Na2HPO4 ดวย NaH2PO4 จนได pH 7.4 แลวเก็บเปน stock  

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

0.2 M Phosphate buffer, pH 7.4 1 ลิตร  

NaCl       175.2  กรัม 

น้ํากล่ัน     18  ลิตร 

ผสมใหเขากนั 

3. 0.05% PBS-Tween 20  

Tween 20     500  ไมโครลิตร 

PBS     1000 มิลลิลิตร 

 4.  5% นมพรองมันเนย 

  นมพรองมนัเนย    5 กรัม 

  PBS     100 มิลลิลิตร 

  ละลายนมพรองมันเนยใน PBS (เตรียมใหมกอนใชงาน) 

 5.    0.15 M Phosphate Citrate buffer, pH 5.0 

  Na2HPO4 11.9 กรัม ละลายดวยน้าํกล่ัน  1000  มิลลิลิตร 

  Citric acid 7 กรัม ละลายดวยน้าํกล่ัน  1000  มิลลิลิตร 

ไตเตรต Na2HPO4 ดวย citric acid จนได pH 5.0 แลวเก็บใสขวดสีชา เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส  
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 6. 0.1 M Sodium Acetate, pH 6.0 

  C2H3O2NaH2O  13.6 กรัม ละลายดวยน้าํกล่ัน  1000  มิลลิลิตร 

ไตเตรต C2H3O2NaH2O ดวย acetic acid จนได pH 6.0 เก็บใสขวดสชีา ที่อุณหภูม ิ4 องศา

เซลเซียส   

7.    Substrate OPD 

O-phenylenediamine     40 มิลลิกรัม 

0.15 M Phosphate Citrate buffer, pH 5.0 100 มิลลิลิตร 

30% H2O2     0.04 มิลลิลิตร 

ผสมใหเขากนัในขวดสีชา (เตรียมใหมกอนใชทกุคร้ัง) 

 8. Substrate TMB 

 3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine   1 มิลลิกรัม 

0.1 M Sodium Citrate buffer, pH 6.0  10 มิลลิลิตร 

30% H2O2     3.14 ไมโครลิตร 

ผสมใหเขากนั (เตรียมในขวดสีชา) ตองเตรียมใหมกอนใชทุกคร้ัง 

9. 2.5 M H2SO4 ( Stopping reagent ) 

H2SO4 (96%)     256 มิลลิลิตร 

น้ํากล่ัน      744 มิลลิลิตร 

คอยๆ เทกรดลงในน้ํากล่ัน ผสมใหเขากนั 

หมายเหตุ   ควรนําขวดไปแชในน้าํประปาจนกวาจะหายรอน (เนื่องจากจะเกิดความรอนเมื่อกรด

ผสมกับน้าํ) 

10. 1 M H2SO4 (Stopping reagent) 

2.5 M H2SO4     400 มิลลิลิตร 

น้ํากล่ัน      600 มิลลิลิตร 

 เทกรดลงในน้าํกล่ัน ผสมใหเขากัน 

หมายเหตุ   ควรนําขวดไปแชในน้าํประปาจนกวาจะหายรอน (เนื่องจากจะเกิดความรอนเมื่อกรด

ผสมกับน้าํ) 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาว ศานิกานต เสนีวงศ เกิดเมื่อวันที่ 5 พฤศจิกายน พ.ศ. 2525 ที่จังหวัดชุมพร สําเร็จ

การศึกษาหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในป

การศึกษา 2548 และเขาศึกษาตอปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต หลักสูตรเทคโนโลยีชีวภาพ 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เม่ือปการศึกษา 2549 และไดนําเสนอผลงานเร่ืองชุดตรวจสอบสารนอรฟลอก

ซาซินโดยใชเทคนิคเอนไซมลิงคอิมมูโนซอรเบนต ในการประชุมเสนอผลงานวิจัยระดับนานาชาติในระดับ

บัณฑิตศึกษา คร้ังที่ 20 ณ มหาวิทยาลัยมหาสารคาม เมื่อวันที่ 14-17 ตุลาคม 2551 
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