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บทที่ 1 
บทนํา 

 
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 

ประเทศไทยมรีายไดจากการสงสินคาออกไปจําหนายตางประเทศเปนจํานวนมาก โดยมี
สินคาออกที่สําคัญ ไดแก สินคาดานเกษตรกรรม ซึ่งสนิคาที่สําคัญชนิดหนึ่งไดแก กุง โดยประเทศ
ไทยมีการสงออกกุงเปนอนัดับ 1 ของโลก มีมูลคาการสงออกประมาณ 94,149 ลานบาท คิดเปน 
ประมาณ 20 % ของสวนแบงตลาดโลก (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2552)    ในป พ.ศ. 2533
ประเทศไทยพบปญหา การตรวจพบยาออกซีเตตราซัยคลินในเนื้อกุงที่สงออกไปขายในประเทศ
ญ่ีปุน จึงตองมีการทาํลายสนิคาทั้งหมด ทําใหสูญเสียรายไดเปนจาํนวนมาก (สุรพล วองวัฒน
โรจน, 2534)   

ออกซีเตตราซัยคลิน (Oxytetracycline; OTC) เปนยาปฏิชีวนะในกลุมเตตราซัยคลิน ซึ่ง
ประกอบไปดวย  เตตราซยัคลิน ออกซเีตตราซัยคลิน และ คลอเตตราซยัคลินเปนตน ยากลุม 
เตตราซัยคลิน เปนยาปฏิชีวนะที่มีขอบเขตการออกฤทธิ์กวาง (broad spectrum) ตอเชื้อแบคทีเรีย
ทั้งแกรมบวกและแกรมลบ รวมถงึออกฤทธิ์กับเชื้อกอโรคบางชนิดที่ยาปฏิชีวนะกลุมอ่ืนรักษาไมได 
เชน ริกเกตเซยี ไวรัสขนาดใหญ มัยโครพลาสมา และ โปรโตซัว ซึ่งออกซีเตตราซัยคลินถูกใชอยาง
กวางขวาง ในการเลีย้งสัตวโดยเฉพาะในการเพาะเลีย้งสัตวน้ํา เชน กุง ล็อปสเตอรและ ปลาดุก  
เพื่อชวยในการปองกันและรกัษาโรคติดเชือ้ในชวงการเจริญเติบโตของสัตว    แตไดถูกยกเลกิการ
ใชงานเปนสารเรงการเจริญเติบโตซึ่งผสมลงไปในอาหารในป พ.ศ. 2546   (กระทรวงเกษตรและ
สหกรณ, 2546) การใชออกซีเตตราซัยคลินเพื่อการรักษา โดยไมมีการคํานงึถงึระยะพักสัตว     
กอนการจับไปขาย สงผลใหมีปริมาณสารปฏิชีวนะตกคางในผลิตภณัฑสําหรับบริโภค ซึ่งอาจทํา
ใหเกิดการแพหรือทําใหเกิดปฏิกิริยาในระบบภูมิคุมกัน การไดรับยาปฏิชีวนะในปริมาณนอยเปน
ระยะเวลานานอาจทําใหเกดิปญหาในการเกิดการตานทานเชื้อกอโรคในคน ทาํใหหลายประเทศ
ไดกําหนดปริมาณยาปฏิชีวนะที่มากที่สุดที่สามารถตกคางได (maximum residue limits ;MRLs) 
Codex Alimentarius ไดกําหนด MRLs สําหรับออกซเีตตราซัยคลิน ในเนื้อหมู เนื้อววั เนื้อปลา 
และ เนื้อกุง ในปริมาณ 200 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม (ppb) สวนในสหภาพยุโรปและประเทศไทยได
กําหนด MRLs ในเนื้อหมู เนื้อววั เนื้อปลา และ เนื้อกุง ในปริมาณ 100 ไมโครกรัมตอกิโลกรมั 
(ppb) 

จากปญหาดังกลาวทําใหประเทศไทยตองหันกลับมาคาํนึงถึงปริมาณยาปฏิชีวนะตกคาง
ในผลิตภัณฑอาหาร จึงตองมกีารตรวจวิเคราะหหาสารตกคางของออกซีเตตราซัยคลินในเนื้อสัตว
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และผลิตภัณฑสัตวกอนการสงออกในหองปฏิบัติการ ซึ่งสามารถทําไดหลายวธิี ในการตรวจดวย
วิธีทางเคมี เชน High Performance Liquid Chromatrography (HPLC) (Cherlet และ คณะ, 
2003)  และ Liquid Chromatrography Mass Spectrometry (LC-MS) (Koesukwiwat และคณะ
, 2007) สามารถหาปริมาณหาสารตกคางไดถูกตองและแมนยําสงูแตเครื่องมือมีราคาแพง ใชเวลา 
นานในการเตรียมตัวอยางและตองอาศัยผูเชี่ยวชาญในการวิเคราะหนอกจากนีย้ังมีชุดตรวจสอบที่
ใชหลักการของวิธ ี Colorimetric method (แพรวพรรณ หองทองแดง และคณะ, 2548) โดย
ปฏิกิริยาการเกิดสีที่แตกตางกนัระหวางน้าํยาทดสอบกบัยาแตละชนดิ มีวิธีการไมยุงยาก ราคาถูก 
ใชงาย ใหผลรวดเร็ว แตมีขอจํากัดคือปริมาณต่ําสุดทีต่รวจสอบไดคอนขางสงู จงึนิยมใชในการ
ตรวจการปนเปอนของอาหารที่ใชเลี้ยงสตัวมากวาใชตรวจการตกคางในอาหารสําหรับมนษุย 

สําหรับเทคนิคการตรวจวิเคราะหสารตกคางโดยใชหลักการภูมิคุมกันวทิยา เชน Enzyme 
linked immunosorbent assay (ELISA) เปนเทคนิคที่ใชกนัอยางกวางขวางในการตรวจหาสาร
ตกคางในสัตวและผลิตภัณฑจากสัตว โดยอาศัยหลักการจับกนัอยางจาํเพาะระหวางแอนติเจน 
กับแอนติบอดี ซึ่งวิธนีี้เปนวิธทีี่ใชคาใชจายราคาถูก รวดเร็ว มีความแมนยําสงู เปนวธิีที่ใชเครื่องมอื
ที่ไมซับซอน สามารถตรวจสอบตัวอยางเบื้องตนไดเปนจํานวนมากเพื่อเปนการคัดกรองตัวอยาง
กอนที่จะนําไปตรวจโดยการใชเครื่องมือทางเคมี เชน HPLC, LC-MS, LC-MS-MS  

ในปจจุบันประเทศไทยไดมีการนาํเขาชุดตรวจสอบ ELISA จากตางประเทศเปนจํานวน
มากเพื่อใชสําหรับตรวจหาสารตกคาง กอนทาํการสงออกสินคา แตชุดดังกลาวมีราคาสูงประมาณ
25,000 บาท โดยสามารถตรวจตัวอยางไดคร้ังละ 40 ตัวอยาง ดังนัน้การพัฒนาชุดตรวจสอบ
สําเร็จรูปใชเองภายในประเทศจะชวยลดการนาํเขาชุดตรวจสอบได ซึ่งการเตรียมชุดตรวจสอบ 
ELISA นั้น จาํเปนจะตองมแีอนติบอดีที่จาํเพาะกับแอนติเจนที่ตองการตรวจสอบ ดังนัน้งานวิจัยนี้
จึงมีจุดประสงคในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ OTC และมลัีกษณะสมบตัิ
เหมาะสมสาํหรับนําไปใชในการพัฒนาเปนชุดตรวจสอบหาสาร OTC ตกคาง ดวยวิธ ี ELISA 
ตอไป 
 
1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 
 1) ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ OTC 
 2) ศึกษาลักษณะสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได 
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1.3 ขอบเขตการวิจัย 
 1) คนควาและรวบรวมขอมูลที่เกีย่วของกบังานวิจยั 
 2) เตรียมแอนติเจนที่ใชในการฉีดกระตุนภมูิคุมกันหน ู
 3) ฉีดกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูใหสรางแอนติบอดีตอ OTC 
 4) หลอมรวมเซลลและคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ OTC 
 5) ผลิตและศึกษาลกัษณะสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได 
 6) ทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ ์
 7) วิเคราะห สรุปผลการทดลอง และเขียนวทิยานพินธ 
 
1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 ไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ OTC และทราบลักษณะสมบัติของแอนติบอดีที่ 
      คัดเลือกได 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 

 
2.1 แนวคิดและทฤษฎ ี
2.1.1 ที่มาและกลไกการออกฤทธิ์ของสารออกซีเตตราซัยคลนิ (Oxytetracycline; OTC) 
 OTC เปนยาในกลุมเตตราซัยคลิน (Tetracyclines; TCs) เปนยาทีอ่อกฤทธิ์ในวงกวาง 
สามารถทําลายเชื้อแบคทีเรียทัง้แกรมบวก แกรมลบ สามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อแบคทีเรียใน
กลุม Streptococcus, Staphylococcus, Anthracoids, Pasteurella, Brucella, Corynebacteria, 
กลุม coliforms และ Salmonella (ประพนธ รักสินเจริญศักดิ์, 2535) 

ยาในกลุมนี้ผลิตขึ้นมาจากเชื้อราในตระกลู Streptomyces ยาตัวแรกที่คนพบคือ 
คลอเตตราซัยคลิน (Chlortetracycline; CTC)  คนพบในป 1948 โดยแยกไดจากเชื้อ 
Streptomyces aureofaciens ตอมากม็ีการคนพบยา Oxytetracycline โดยแยกไดจากเชื้อ 
Streptomyces rimosus ตอมาในป 1952 สามารถผลติยากลุมนี้ในรูปกึ่งสังเคราะหข้ึนมาได โดย
การดึงเอาอะตอมของ คลอรีนอะตอมออกจาก CTC ยาที่ผลิตไดใหมนี ้ เรียกวา เตตราซัยคลนิ 
(Tetracycline; TC) เหมือนชื่อกลุมยา  
 ปจจุบันนี้ไดมีการผลิตยาในกลุมนี้ข้ึนมาใชอีกหลายตัวไดแก ด็อกซีซัยคลิน(Doxycycline;  
DC) ดีมีคลอซัยคลิน (Demeclocycline) เมธาซัยคลิน (Methacycline) และโรลิเตตราซัยคลิน 
(Rolitetracycline) (กมลชัย ตรงวาณิชนาม, 2547) 
 ยาในกลุมนี้จะจับกับสารที่รวมตัวกับไอออนของโลหะ ใหเปนสารประกอบเชิงซอน เชน 
แคลเซียม แมกนีเซียม และ เหล็ก ยาที่มกีารสรางโครงสรางขนาดใหญซึ่งมีไออนของโลหะอยู
ภายใน จะไมดูดซึมในทางเดินอาหาร ดังนัน้ ฤทธิ์ของยาในกลุมจึงขึ้นกับยาสวนที่ไมเกาะกับ
ไอออนของโลหะ เพราะยาสวนนี้ดูดซึมเขาไปในรางกายโดยตรง จึงไมควรใหยาในกลุมนีพ้รอมกบั
นม และ อาหาร 
 ยาในกลุมเตตราซัยคลินที่นยิมใชในทางสตัวแพทย ไดแก 

1. Tetracycline hydrochloride (TC-HCl) มีชื่อทางการคาตามบริษทัที่ผลิต ไดแก 
Achromycin, Panmycin, Polycycline ยา TC-HCl มีลักษณะเปนผงสีเหลือง ไมมี
กลิ่นและละลายน้าํไดดี ถูกทําลายไดงายโดยสารละลาย ดางแก และสารละลายกรด
ที่มี pH ต่ํากวา 2 

2. Oxytetracycline hydrochloride (OTC-HCl) มีชื่อทางการคาวา Terramycin มี
ลักษณะเปนผงผลึกสีเหลือง มีรสขมและไมมีกลิ่น ละลายไดดีในน้าํและสารละลาย
อินทรีย (organic solvent) ยานีน้ิยมใหโดยการฉีดเขากลามเนื้อ 
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3.  Chlortetracycline hydrochloride (CTC-HCl) มีชื่อทางการคาวา Aureomycin มี
ลักษณะเปนผงผลึกสีเหลือง ไมมีกลิน่ มีรสขมและละลายน้าํไดเพยีงเล็กนอย ไมควร
ใหยาตวันี้เขากลามเนื้อ เพราะยาอาจทําใหกลามเนื้อระคายเคืองและเกิดเนื้อตายได 

4. Doxycycline monohydrate (DC) เปนยาที่ดูดซึมไดดีและขับถายออกในระยะเวลา
ชากวายาเตตราซัยคลินตัวอื่น ๆ ยาจึงออกฤทธิ์นาน ยาตัวนี้เร่ิมเปนทีน่ิยมใชในวงการ
สัตวแพทย เพราะใหขนาดยานอยลง และไมตองใหยาซ้าํบอย ๆ เหมือนยาในกลุม 
เตตราซัยคลินตัวอื่น ๆ  

5. Methacycline hydrochloride เปนยาที่สังเคราะหและดัดแปลงมาจากยาออกซีเต
ตราซัยคลินมปีระสิทธิภาพดีกวายาเตตราซัยคลินตวัอืน่ ๆ 

6.  Minocycline hydrochloride เปนยาเตตราซัยคลินกึ่งสังเคราะหจะไมเกิดปฏิกริิยา
ขามตอการดื้อยาของเชื้อ Staphylococcus sp. บางสายพนัธุกับยาเตตราซัยคลินตัว
อ่ืนและยาตวันี้จะถกูเมแทบอลิซึมไดสมบูรณกวายาในกลุมเตตราซยัคลินตัวอืน่  

 
 2.1.1.1 กลไกการออกฤทธิ์ของยา 
  การออกฤทธิ์ของยาในกลุมเตตราซัยคลินสามารถแบงไดเปน 3 แบบ คือ 

1. Active chelating ของ cation ยานีจ้ะไปเกาะกับแมกนีเซยีม แมงกานีส และ
แคลเซียม จงึยับยั้งการเกิด oxidative phosphorylation ในไมโตรคอนเดรียของเซลล
รางกายสัตว 

2. ยับยั้งระบบเอนไซมที่จาํเปน ยา CTC จะยับยัง้เอนไซม organic nitroreductase 
ของเซลลแบคทีเรีย เอนไซมนี้ยงัถูกยับยัง้โดยสวนของแบคทีเรียทีถู่กทําลายแลวดวย 

3. ขัดขวางการสรางโปรตีนของเซลลแบคทีเรียที่กาํลังเจรญิเติบโตและ แบงเซลล 
ซึ่งเปนการออกฤทธิ์ที่สําคัญของยากลุมนี ้ โดยยาจะไปเกาะกับสวน 50s ไรโบโซม 
ของ 70s ไรโบโซม ของเซลลแบคทีเรีย จึงขัดขวางการขนยายของกรดอะมิโน จาก 
aminocyl-tRNA ไปยังสวน polypeptide ทําใหแบคทีเรียหยุดการเจริญเติบโตและ
แบงเซลล (bacteriostatic) 

 
 2.1.1.2 ขอบเขตการออกฤทธิ์ของยา 

ยากลุมของยาเตตราซัยคลินออกฤทธิ์ไดดังนี ้
 1.  ออกฤทธิว์งกวาง (broad spectrum) ตอเชื้อแบคทีเรีย ทั้งแกรมบวกและแกรม

ลบ โดยยาจะไปออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตและการแบงเซลลของเชื้อ
แบคทีเรีย (bacteriostatic) แตถาใหยาในขนาดสงู ๆ จะออกฤทธิ์ฆาเชื้อ
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แบคทีเรีย (bactericidal) เลย ฤทธิ์ของยาจะลดลงเมื่อมีซีรัม เลอืด และ 
bacterial debris ที่บริเวณนั้น ยากลุมนีจ้ะออกฤทธิ์ไดดีตอเชื้อแบคทีเรียแกรม
บวกมากกวาเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ เชื้อแบคทีเรียที่ไวตอยากลุมเตตราซัยคลิน
ไดแก β-Hemolytic Streptococcus, Klebsiella sp., Nonhemolytic 
Streptococcus, Clostridium sp., Brucella sp., Hemophilus sp. 

2.   ออกฤทธิท์ําลาย pathogenic agent บางชนิดที่ยาปฏิชีวนะชนิดอืน่ ทําลาย
ไมได  ไดแก พวก Rickettsiae ไวรัสขนาดใหญ เชน Psittacosis ในสัตว และ 
Lymphogranuloma venereum ในคน 

 3.  ออกฤทธิ์ทาํลาย Mycoplasma sp., Spirochete sp.และ Actinomyces sp. 
 4.  ถาใหขนาดสูง ๆ จะออกฤทธิท์ําลายเชือ้โปรโตซัวได 
 
2.1.2 สูตรโครงสรางทางเคมีของยาในกลุมเตตราซัยคลิน 

ยาทกุตัวในกลุมเตตราซัยคลินจะมโีครงสรางหลกัเหมือนกนัคือ hydronapthacene 
skeleton หรือ เรียกวา tetracycline nucleus 
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ภาพที ่2.1 โครงสรางทางเคมีของยาในกลุมเตตราซัยคลนิ 
                ที่มา : กมลชัย ตรงวาณิชนาม, 2547 
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2.1.3 คุณสมบัติทางเภสัชจลนศาสตร 

 2.1.3.1 การดูดซึมยา 
1. ทางการกนิ  

ในพวกสัตวกนิเนื้อ ภายหลงัจากที่ใหกนิยากลุมนี้แลว ยาจะดูดซึมไดดีใน 
กระเพาะ อาหารและลําไสเล็กสวนตน ยาจะถงึระดับสูงสุดในกระแสเลือดภายใน 2-4 
ชั่วโมง และคงอยูในระดับนีน้าน 6 ชั่วโมงหรือมากกวานี ้จากนัน้จะคอย ๆ ลดลง จนตรวจ
พบเพยีงเลก็นอยในเลือดภายหลงัจากใหยา 24 ชั่วโมง จงึใหยาทกุ 6 ชั่วโมง พวก
แคลเซียมและแมกนีเซยีมในทางเดินอาหาร จะทาํใหเกดิสารประกอบเชิงซอนกับยา กลุม
นี้ทาํใหยาดูดซึมไดลดลง ดงันัน้จึงควรใหยาหลงัจากกนิอาหาร  1 ชัว่โมง สารพวก citric 
acid และ sodium metaphosphate จะชวยปองกันไมใหแคลเซียมมาทําใหเกิด
สารประกอบเชิงซอนกับยากลุมนี้ ทําใหยาถกูดูดซึมไดดี ภายหลังจากที่ถูกดูดซมึแลว ยา
บางสวนจะไปอยูที่ตับแลวขบัออกมากับน้าํดีและถูกดูดซึมที่ลําไสเลก็ เรียกวาเกิด 
enterohepatic recycling จึงยงัมียาบางสวนคงอยูในเลือดเปนเวลานาน ซึง่ตางจากยา
ปฏิชีวนะชนิดอื่น ๆ ที่ขับถายออกมาจากรางกายอยางรวดเร็ว 
 
2. ทางการฉีดเขากลามเนื้อ  

นิยมใชวิธนีี้กบัออกซีเตตราซัยคลิน และ เตตราซัยคลินเวนแตจะไมสามารถใชกับ  
CTC เพราะทาํใหเกิดเนื้อตายทีบ่ริเวณทีฉี่ด โดยควรจะฉีด OTC เขากลามเนื้อลึก  สวน
การฉีด TC อาจทาํใหกลามเนื้อบริเวณทีฉี่ดเกิดอาการระคายเคือง เกิดการบวมน้าํและ
อักเสบขึ้นได เมื่อใหยา TC หรือ OTC เขากลามเนื้อจะตรวจพบยาในเลือดภายในเวลา 15 
นาที หลงัการฉีด และยาจะขึ้นถงึระดับสูงสุดภายใน 1 ชั่วโมง ยาจะคงที่อยูในระดับที่
ใหผลในการรักษาโรคนาน 12 ชั่วโมง จากนัน้จะลดลงจนตรวจพบเพยีงเล็กนอย หลังการ
ฉีด 24 ชั่วโมง ในสัตวที่ใชเปนอาหาร ไมควรฉีดยานีเ้ขากลามเนื้อแหงละเกิน 10 มิลลิลิตร 
เพราะยาจะทาํใหระคายเคอืงและเกิดยาตกคาง 

 
3. ทางการฉีดเขาหลอดเลือด  

จะฉีดเขาหลอดเลือดเมื่อไมสามารถใหสัตวกินได หรือเมือ่ใหกินยาแลวเกิดความ 
ผิดปกติของทางเดนิอาหาร เชน เกิดอาการบวมน้ํา และ อาเจียน  รวมทั้งเมื่อตองการ
รักษาโรคติดเชื้อรุนแรง เพราะเมื่อใหยาเขาทางหลอดเลือด ยาจะถงึระดับการรักษาทนัท ี
ยา กลุมเตตราซัยคลิน ที่ผสมยาชาเฉพาะแหงไมควรใชฉีดเขาหลอดเลือดเพราะยาชาที ่
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ผสมอยูจะไปมีผลตอกลไกการนาํกระแสประสาทของหวัใจ (cardiac conduction 
mechanisms) 
 

Blood circulation 

 
 

ภาพที ่2.2 การเกิด enterohepatic recycling ของยากลุมเตตราซัยคลนิ 
           ทีม่า : กมลชัย ตรงวาณิชนาม, 2547 

 
2.1.3.2 การแพรกระจายตวัของยา 
  ยาในกลุมเตตราซัยคลินจะเกาะกับโปรตีนในพลาสมาแบบผันกลับได 
(reversible) แพรกระจายไปทั่วรางกาย พบความเขมสูงสุดที่ไต ตับ มาม และ ปอด 
ตามลําดับ อีกทัง้ยังพบยากลุมนีท้ี่สวนของกระดูกที่กาํลังเกิด ossification และ พบในสวน 
prostatic fluid ดวย จึงใชยาในกลุมนี้ในการรักษาโรคติดเชื้อแบคทีเรียที่ตอมลูกหมาก 
(prostate gland) นอกจากนัน้ยากลุมนีย้ังแพรกระจายผานรกไปยังลูกออนจึงสามารถพบ
ยาในเปลือกไขไกและไกงวง แตขอเสียของยากลุมนี้คือจะแพรผานไปในน้ําเลี้ยงสมอง 
(cerebrospinal fluid) ไดเพียงเล็กนอยโดยทีย่าเตตราซัยคลิน จะแพรเขาไปไดดีกวายา 
ออกซีเตตราซัยคลิน และ คลอเตตราซัยคลิน  

 
2.1.3.3 การเปลี่ยนแปลงของยา 
  ยากลุมเตตราซัยคลินมกีารเปลี่ยนแปลงหลายระดบั แตสวนใหญพบในปสสาวะ  
อุจจาระ และในเนื้อเยื่อจะอยูในรูป parent tetracycline ในอุจจาระจะพบยาเตตราซัยคลิน 
ในรูปเดิมอยูถงึ 30% 

 

Small intestine 

Gall bladder 

Liver 

Hepatic  
portal system 
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2.1.3.4 การขบัถายยา 
  ยากลุมเตตราซัยคลินจะขับถายออกไดทั้งทางปสสาวะโดยผานทางไต ทาง
อุจจาระ และทางน้าํนม แตสวนใหญจะขบัถายโดยผานทางไต เมื่อใหยานีเ้พยีงครั้งเดียวจะ
พบยาขับออกทางปสสาวะประมาณ 20-30% ยาในกลุมนี้แตละตัวจะขับถายออกจาก
รางกายโดยใชเวลาตางกนั ข้ึนอยูกับคาครึ่งชีวิตของยาในเลือด  

 
ตารางที่ 2.1 คาครึ่งชีวิตในกระแสเลือดของยากลุมเตตราซัยคลิน 

ยา คาครึ่งชีวิต (ชัว่โมง) 
Chlortetracycline 5.5 

Tetracycline 8.5 
Oxytetracycline 9.5 
Methacycline 15.0 

Demeclocycline 17.0 
Minocycline 17.5 
Doxycycline 19.5 

ที่มา : กมลชัย ตรงวาณชินาม, 2547 
 
ถึงแมยาจะถูกขับถายออก แตก็มียาบางสวนที่ตกคางอยูในรางกายสตัวได เพราะฉะนัน้
จึงตองมกีารกาํหนดระยะเวลาทีห่ยุดใหยาปฏิชีวนะกลุมนี้กอนสงโรงฆาสัตว  
(withdrawal time)  

 
ตารางที่ 2.2 ระยะเวลาหยุดใหยาในกลุมเตตราซัยคลินกอนสงโรงฆาสัตว ของสัตวชนิดตาง ๆ 
 

ระยะเวลาทีห่ยุดใหยากอนสงโรงฆาสัตว (วัน) ยา 
โค หม ู ไก กุง 

Chlortetracycline hydrochloride 3 5 1 - 
Tetracycline hydrochloride 5 26 0 - 

Oxytetracycline hydrochloride 7 4 - 25 
หมายเหต ุสัญลักษณ (-) ไมมีรายงาน  
ที่มา : ประพนธ รักสินเจริญศักดิ์, 2535 และ กมลชยั ตรงวานิชนาม, 2547  
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2.1.4 ปญหาการใชยาและสารเคม ีในการเพาะเลี้ยงกุง ในประเทศไทย 
 การใชยาและสารเคมีเพื่อปองกันหรือรักษาโรค เปนปจจัยหนึ่งในอตุสาหกรรมการเลี้ยง
สัตวทุกชนิด เชนเดียวกับการเพาะเลีย้งกุงของประเทศไทย ซึ่งไดรับการพัฒนาตัง้แตป พ.ศ. 2530 
เปนตนมา จนเปนระบบการเลี้ยงแบบพฒันาหนาแนน (Intensive culture) มีการใชยาและ
สารเคมีในกระบวนการเลีย้งทัง้วัตถุประสงคเพื่อปองกนัโรค รักษาโรค และการจัดการคุณภาพดิน
และน้ํา จนเมือ่ป พ.ศ. 2545 ปญหาการตกคางของยาปฏิชีวนะในกุงสงออก ทาํใหเกิดคําถามถงึ
การพัฒนาการเลี้ยงกุงทะเลแบบหนาแนน คือ การเกิดโรคระบาด ทาํใหเกษตรกรใชยาและ
สารเคมีเพื่อปองกันและรกัษาโรค การใชยาและสารเคมีโดยขาดการควบคุมและความเขาใจใน
การใชยาอยางถูกตองทาํใหเปนปญหาตอเนื่องอยางมากมาย รวมถึงการตกคางของยาหรือ
สารเคมีในเนื้อกุงซึง่เปนปญหาที่สงผลกระทบตอการสงออกกุงทะเลไทยมากที่สุดในปจจุบนั 
 ยาตานจุลชีพ หรือ ยาปฏิชีวนะ เปนประเภทของยาที่ไดรับการศึกษามากที่สุดในกลุมของ
ยาและสารเคมีที่ใชในการเลี้ยงกุงทะเลของประเทศไทย รายงานการศึกษาการเลี้ยงกุงทะเลแบบ
พัฒนาหนาแนน แสดงใหเห็นวาเชื้อโรคชนิดตาง ๆ ทีอ่าจกอใหเกิดโรคในกุง เชน เชื้อโปรโตซัว เชน 
Zoothamnium sp., Epistylis sp., Acineta sp., Thelonania sp. เชื้อแบคทีเรีย เชน Vibrio sp. 
และ Filamentous bacteria เปนตน สามารถพบไดในบอที่มีการเลี้ยงแบบหนาแนน ดังนั้นการเกดิ
โรคในกุงจากเชื้อโรคที่มีอยูแลวในบอ (Opportunistic pathogens) จึงอาจเกิดไดตลอดเวลาใน
ระหวางการเลีย้งโดยเฉพาะอยางยิ่ง เมือ่กุงไดรับความเครียด อันเนื่องมาจากคุณภาพน้าํที่ไม
เหมาะสม การเปลี่ยนแปลงของอุณหภูม ิหรือ การจัดการที่ไมเหมาะสม เปนตน ดงันัน้จึงมีการใช
ยาปฏิชีวนะในการปองกนัโรค โดยการแชกุงวัยอนุบาลในยาอยางตอเนื่องในบอดิน ซึง่สภาวะการ
เกิดโรคตาง ๆ มักเกิดขึ้นในขบวนการเพาะเลี้ยงทั้งในบอฟก (hatchery) และการเลี้ยงในบอดิน 
 การศึกษาการใชยาและสารเคมีในฟารมกุง พบวายาตัวอยางที่ไดรับการสุมตรวจตามทอง 
ตลาดไมมีประสิทธิภาพตามที่อางไวบนฉลากสําหรับการรักษาและปองกันแบคทีเรียในสัตวน้ํา ยา
ไมมีการขึ้นทะเบียนตํารับยาตามกฎหมาย ยาดังกลาวจงึขาดการรับรองคุณภาพและเอกสาร
กํากับยาไมถกูตอง ทําใหเกษตรกรมีการใชยาผิดวัตถปุระสงค ซึง่จะสงผลใหเกิดอันตรายตอ
ผูบริโภค โดยยาทีน่ิยมนาํมาใชในการเพาะเลี้ยงกุง ไดแก ออกซีเตตราซัยคลิน ออกโซลินกิ แอซิด 
คลอแรมฟนิคอล และ ฟูราโซลิโดน เปนตน (เจนนุช วองธวัชชัย, 2547) 
 
2.1.5 ความสาํคัญของสารในกลุมเตตราซัยคลินตอการเลี้ยงสัตวในประเทศไทย 
 สารในกลุมเตตราซัยคลิน เปนสารปฏิชีวนะที่มีขอบเขตการออกฤทธิ์กวางและมรีาคาถูก
ทําใหเกษตรกรใชในการเลี้ยงสัตว เพื่อเปนสารปองกนัการติดเชื้อและรักษาโรคในสัตวเพราะเมื่อ
สัตวเกิดอาการปวยหรือลมตายจะทําใหเกิดการขาดทนุ นอกจากนีไ้ดมีการใชงานสารในกลุมนี้ใน
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การเปนสารเรงการเจริญเตบิโต ซึ่งใน ค.ศ. 1940 นักวทิยาศาสตรพบวายาปฏิชีวนะบางชนิด เชน 
เตตราซัยคลิน  สามารถใชเปนสารกระตุนการเจรญิเติบโตในสัตวได (Antibiotic growth 
promoter; AGP)  ในป ค.ศ. 1953 องคการอาหารและยา สหรัฐอเมริกา หรือ USFDA ไดรับรองให
ออกซีเตตราซัยคลิน และ คลอเตตราซัยคลิน เปนสวนผสมในอาหารสตัว (Animal feed additive) 
หลังจากนั้น ในป ค.ศ. 1969 Swann Committee แหงสหราชอาณาจักร คนพบสารพันธุกรรมที่
ตานฤทธิย์าปฏิชีวนะออกซีเตตราซัยคลินในสัตวเลี้ยงที่ไดรับสารเรงการเจริญเติบโต และ ในเชือ้ 
Salmonella typhimurium  สหราชอาณาจักร จึงประกาศหามใชออกซีเตตราซัยคลินและคลอเต
ตราซัยคลิน เปนสารกระตุนการเจริญเติบโตในสัตวตั้งแตป ค.ศ. 1971 และ เมื่อป ค.ศ. 2006 
สหภาพยุโรปไดประกาศหามใชออกซีเตตราซัยคลินและคลอเตตราซัยคลินผสมในอาหารสัตว
เชนกนั 
 ออกซีเตตราซัยคลินเปนสารตานจุลชีพที่อนุญาตใหใชอยางถูกกฎหมาย โดยเปนยาที ่
CODEX รับรองใหใชในการผลิตสัตวน้ําและสัตวบกเพื่อใชเปนอาหารของมนุษย (ศูนยวจิัยประมง
น้ําจืดขอนแกน, 2545) 
 ในป พ.ศ. 2538 ญี่ปุนตรวจพบออกซีเตตราซัยคลินและกรดออกโซลินิก (Oxolinic acid) 
ในผลิตภัณฑกุงแชแข็งในระดับเกินที่กฎหมายกาํหนด จึงตองเผาทําลายสินคาเปนจํานวนมาก ทาํ
ใหเกิดการสูญเสียมูลคาทางเศรษฐกิจของประเทศไทยเปนจํานวนมาก หลังจากนัน้กรมประมงจงึ
ไดกําหนดใหมีการตรวจปรมิาณออกซีเตตราซัยคลินและกรดออกโซลินิกตกคาง ในผลิตภัณฑกุง
แชแข็งกอนสงออก ไมใหเกนิจากทีก่ฎหมายของประเทศคูคากําหนด ตั้งแตนั้นเปนตนมา (อมรชัย 
เลิศเจริญ, 2545) 
 
2.1.6 พิษของสารตกคางในกลุมเตตราซัยคลิน  
 ในปจจุบันมีการใชยาปฏิชีวนะกลุมเตตราซัยคลินกนัอยางแพรหลายในทางการแพทย 
โดยจะใชเพื่อรักษาโรคที่เกี่ยวของกับแบคทีเรียตาง ๆ และใชเพื่อชะลอการเนาเปอยของเนื้อสัตว 
ซ่ึงปริมาณยาที่ตกคางอยูในกลามเนื้อหรือน้ํานมของสัตว อาจทําใหเกิดอันตรายตอสุขภาพของ
ผูบริโภคไดถาไดรับเขาสูรางกายในปริมาณที่มากเกนิกวาเกณฑที่กาํหนด ซึ่งอาจเปนพิษและมี
ฤทธิ์แทรกซอนเกีย่วกับระบบตาง ๆ ของรางกาย เชน ระบบทางเดินอาหาร กระทบตอตับและไต  
นอกจากนัน้ยงัมีผลตอกระดูกและฟน  

การตกคางของยาเตตราซัยคลิน ในผลิตภัณฑอาหารในระดับนอยกวา 1 มิลลิกรัมตอลิตร 
(ppm) จะไมสงผลเฉียบพลันตอผูบริโภค แตในระยะยาวอาจทาํใหเกิดอันตรายตอสุขภาพของ
ผูบริโภคได เนื่องจากการทีส่ารตกคางในเนื้อสัตวและผลิตภัณฑจากสัตวที่บริโภคเขาไปมีปริมาณ
นอยไมถงึกับขนาดที่ใชรักษาโรคได  ถาตรวจพบสารในระดับ 5-7 มิลลิกรัมตอลิตร อาจทําใหเกดิ
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อันตรายตอรางกายของผูบริโภคไดโดยเฉพาะในผูปวยโรคเบาหวานหรือผูที่มีโรคภูมิคุมกัน
บกพรอง โดยจะสามารถทาํลายเชื้อ normal flora จนทาํใหเกิดการติดเชื้อกอโรคแทรกซอนจาก
เชื้อราและแบคทีเรียอื่น ๆ ทําใหมีอาการทองเดนิ มีไขจากเชื้อ Staphylococcus sp. เกิดการติด
เชื้อรา Candida albican ในชองปาก ลําคอ ชองคลอด หรือ ทางเดินอาหาร มีผลตอกระดูกและ
ฟน โดย TCs จะไปจับกับแคลเซียมทีก่ระดูกและฟน ยบัยั้งการเจริญของกระดูกและฟน สารเกาะ
บริเวณฟนจะทําใหฟนมีสีน้าํตาลและเมื่อถูกแสง จะทาํใหสีน้ําตาลดเูขมขึ้น เนื่องจากยากลุมนี้
สามารถผานรกได ดังนั้นถาใชขณะตั้งครรภและทําใหฟนน้าํนมของทารกมีสีน้าํตาลแตจะไมมีผล
กับฟนแท นอกจากนี้ยาเตตราซัยคลิน ทุกชนิดยังทาํใหผิวหนงัแพตอแสง ผิวไหม และรูสึกชา
บริเวณที่ถกูแสง (ปริญญา มาสวัสด์ิ, 2550) 

 
2.1.7 มาตรฐานสารตกคางออกซีเตตราซัยคลิน 
 สํานักงานมาตฐานสนิคาเกษตรและอาหารแหงชาต ิ (มกอช.) ไดกําหนดมาตรฐาน 
ปริมาณของสารที่มากที่สุดที่อนุญาตใหตรวจพบได (Maximun residue limits; MRLs) ในอาหาร 
เพื่อเปนเครื่องมือในการปรับปรุงคุณภาพมาตรฐานสนิคาเกษตรใหสอดคลองกับความตองการ
ของตลาดและไดมาตรฐานสากล นํามาเปนขอตกลงในการเจรจาทางการคา เพื่อใหมีคุณภาพและ
ความปลอดภยัตอผูบริโภค ซึ่งสอดคลองกับขอกําหนดที่มีอยูในมาตรฐานระหวางประเทศ และ
ของประเทศคูคา เชน ขอกําหนดของ EU, โครงการมาตรฐานอาหาร เอฟเอโอ/ดับเบิลยูเอชโอ 
(Codex Alimentarius Commission, Joint FAO/WHO Food Standards Programme; Codex), 
JECFA (joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives), FDA (Food and Drug 
Administration) และ Japanese Ministry of Health รวมถึงไดกาํหนด ปริมาณของสารกลุมเต
ตราซัยคลินทีม่นุษยสามารถรับไดในแตละวัน (Acceptable daily intake; ADI) เพื่อความ
ปลอดภัยตอสุขภาพของผูบริโภค ดังตารางที ่2.3  
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ตารางที ่2.3 มาตรฐานปริมาณของสารกลุมเตตราซัยคลินที่มนุษยสามารถรับไดในแตละวัน (ADI)  
       และระดบัสูงสุดที่อนญุาตใหพบไดในอาหาร (MRLs) 

             
  Source MRLs (µg/ml) 
  ADI Codex1 EU2 US3 Japan4 Thailand5

กลามเนื้อ  0.2 0.1 2 0.2 0.2 

ตับ 
0-3 µg/kg ตอ 

น้ําหนกั  0.6 0.3 6 0.6 0.3 
ไต ตอ วัน 1.2 0.6 12 1.2 0.6 
ไขไก  0.4 0.2 - 0.4 0.4 
นม  0.1 0.1 0.3 0.1 0.1 
ไขมัน   - - 12 - - 

หมายเหต ุ ผลิตภัณฑ เนื้อววั หม ูไก เปด ไกงวง แกะ กุง ปลา และไขไก  
1. Codex Committee on Residues of Veterinary Drugs in Foods, 2000; 

          2. European Medicines Agency Veterinary Medicines and Inspections, 2006 
          3. US Food and Drug Administration, 2003 
          4. สินคาเกษตรและอาหารญี่ปุน มาตรฐานสนิคาเกษตรและอาหารแหงชาติ, 2547 
          5. บัญชีแนบทายประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 303) พ.ศ.2550 เร่ือง  
                อาหารทีม่ียาสัตวตกคาง 
   

ออกซีเตตราซัยคลินปนสารที่ USFDA (U.S. Food and Drug Administration) อนุญาต
ใหใชในการปองกันและรกัษาโรคในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา (Drugs Used in the US Aquaculture 
Industry, 2003) แตการใชสารปฏิชีวนะในลักษณะดงักลาว ก็จําเปนจะตองมีระยะหยุดยา กอน
จับสัตวน้าํขาย กองการตรวจสอบรับรองมาตรฐานคณุภาพสัตวน้ําและผลิตภัณฑสัตวน้ํา กรม
ประมง ไดกาํหนดมาตรฐานผลิตภัณฑสัตวน้ําทางเคมี (Chemical Reference Criteria for 
Fishery Products) ของสารออกซีเตตราซัยคลิน ในผลิตภัณฑสัตวน้าํของประเทศตาง ๆ ไวดัง
ตารางที่ 2.4  
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ตารางที ่2.4 มาตรฐานปริมาณของสารออกซีเตตราซัยคลินที่ระดับสูงสุดที่อนุญาตใหตรวจพบได 
      ในสัตวน้ํา (MRLs) 

 
MRLs (µg/ml)   

Australia Product 
Codex EU U.S. Japan China Canada Korea Thailand New 

Zealand 
Fish, 

Shrimp, 
 Oysters 

0.2 0.1 - 0.2 
- - 

0.2 0.2 - 

Salmon, 
 Lobster 

- - 2.0 - - 0.2 - - 0.2 

Others  - - 2.0 - 0.2 - - - - 

หมายเหต ุ- ไมมีขอมูล 
ที่มา : มาตรฐานผลิตภัณฑสัตวน้ําทางเคมี กรมประมง, 2552 
            
 ประเทศไทยเปนผูผลิตและสงออกสินคาเกษตรและอาหารรายใหญของโลก สินคาหลาย
ชนิดที่ไทยเปนผูสงออกอันดบั 1 รวมถึงกุงซึง่มีมูลคาการสงออกของกุงและผลิตภณัฑของกุงในป 
2552 มีมูลคาการสงออกมากขึ้นกวาป 2551 10.89% (จาก 84,303 เปน 85,633 ลานบาท) 
(สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2009) โดยประเทศทีไ่ทยมีการสงออกสินคาเกษตรมากที่สุดคอื 
สหรัฐอเมริกา รองลงมาคือ ประเทศญี่ปุน   ดังนัน้เพือ่เปนการพัฒนาและยกระดบัผูผลิตของไทย
ใหสามารถผลติสินคาเกษตรและอาหารที่ปลอดภัยตอผูบริโภคไดมาตรฐานและเปนทีย่อมรับทั้งใน
ประเทศและระหวางประเทศ กระทรวงเกษตรและสหกรณ จึงเหน็สมควรจัดทาํมาตรฐานเรือ่ง
ขอกําหนดดานความปลอดภัยสินคาเกษตรและอาหาร 

กระทรวงเกษตรและสหกรณและคณะกรรมการมาตรฐานสนิคาเกษตรและอาหารแหง 
ชาติ (มกอช)  ไดเหน็สมควรจัดทําขอกําหนดดานความปลอดภัยสินคาเกษตรและอาหาร (Safety 
requirements for agricultural commodity and food) โดยอางองิมาตรฐานและหลักเกณฑที่
ประกาศโดยองคกรมาตรฐานระหวางประเทศไดแก โครงการมาตรฐานอาหาร FAO/WHO (Joint 
FAO/WHO Food Standard Programme; Codex) สํานักงานเลขาธิการอนุสัญญาอารักขาพืช
ระหวางประเทศ (International Plant Protection Convention; IPPC)  องคการโรคระบาดสัตว
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ระหวางประเทศ (Office International des Epizooties; OIE) และมาตรฐานของประเทศคูคาที่
สําคัญ ประกอบกับขอมูลทางวิทยาศาสตรที่เกี่ยวของ (มาตรฐานสนิคาเกษตรและอาหาร, 2549) 
ไดใหนิยาม ยาสัตวตกคาง วาหมายถงึสารประกอบตั้งตน (parent drug) ซึ่งอาจเปนสารทีเ่กิดจาก
กระบวนการสรางและสลาย (metabolites) สารตั้งตนรวมถึงสารอ่ืนๆ ที่ตดิมากับยาสัตว 
(associated impurities) ทีต่กคางในผลิตภัณฑของสัตวสําหรับบริโภค สินคาเกษตร ซึ่งอาหารจะ
ถูกตรวจสารพษิตกคางที่เกิดจากการใชวัตถุอันตรายทางการเกษตรที่ข้ึนทะเบียนอยางถูกตองตาม
กฎหมายไดไมเกินปริมาณสารพิษตกคางสูงสุด (Maximum Residue Limit; MRLs) (สํานักงาน
สินคาเกษตรและอาหาร, 2549) 
 
ตารางที่ 2.5 ขอกําหนดยาสตัวในกลุมเตตราซัยคลินตกคางทีป่ระกาศโดยคณะกรรมการ 
                   มาตรฐานสนิคาเกษตรและอาหารแหงชาติ ป พ.ศ. 2549 

ปริมาณสูงสุด (MRLs) สินคา  ยาสัตว 
(µg/ml) 

เนื้อสัตวสด แชเย็น/แชแข็ง CTC, OTC, TC 0.2 
กุงแชเยน็/แชแข็ง OTC 0.2 
เนื้อสัตวปกสด แชเย็น/แชแข็ง CTC, OTC, TC 0.2 
ที่มา : สํานักงานสนิคาเกษตรและอาหาร, 2549  
 
2.1.8 ปญหาสารตกคาง ในกลุมเตตราซัยคลินในประเทศไทย 
 ประเทศไทยมรีายไดจากการสงสินคาออกไปจําหนายตางประเทศเปนจํานวนมากและ
สินคาออกที่สําคัญ ซึ่งไดแก สินคาดานเกษตรกรรม ในแตละปประเทศไทยสงสินคาออกประเภท
อาหารไปจําหนายตางประเทศมีมูลคากวา 300,000 ลานบาทหรอืรอยละ 10 ของมูลคาการ
สงออกสินคาทั้งหมดของประเทศ ในจํานวนนีเ้ปนรายไดจากการสงออกกุงประมาณ 97,000 ลาน
บาทและไกประมาณ 38,000 ลานบาท จึงทาํใหอุตสาหกรรมกุงและไกเจริญเติบโตอยางรวดเรว็ 
สําหรับประเทศที่เปนลกูคาที่สําคัญ ไดแก สหรัฐอเมริกา ญี่ปุนและกลุมประเทศสหภาพยุโรป  
ประเทศไทยพบปญหาสารปฏิชีวนะตกคางในเนื้อกุงที่สงออกไปขายในประเทศญี่ปุนและตรวจพบ
สารออกซีเตตราซัยคลิน ทําใหตองมีการทาํลายสนิคาในป พ.ศ. 2538 (อมรชัย สมเจตนเลิศเจริญ, 
2545) และจากขอมูลการตรวจสอบสารปฏิชีวนะตกคางออกซีเตตราซัยคลินและออกโซลินกิแอซิด 
ในผลิตภัณฑกุงกุลาดําแชเยือกแข็ง จากโรงงานผูผลิตอาหารทะเลสงออกในเขตจังหวัดภาคใต
ตอนบน ระหวางเดือนมกราคม 2540 ถึงเดือนธันวาคม 2542 ผลการตรวจสอบพบวา จาก
ตัวอยางทัง้หมด 1,092 ตัวอยาง มีออกซเีตตราซัยคลินตกคาง จํานวน 173 ตัวอยางคิดเปนรอยละ 
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15.84 และออกโซลินกิ แอซดิตกคาง จํานวน 53 ตัวอยางคิดเปนรอยละ 4.85  ซึ่งปริมาณออกซีเต
ตราซัยคลินตกคางอยูในชวง 0.001-0.74 ไมโครกรัมตอกรัม ซึง่เกนิมาตรฐานที ่ Codex กําหนด 
สวนออกโซลินกิ แอซิด มปีริมาณตกคางอยูในชวง 0.001-0.04 ไมโครกรัมตอกรัม ซึ่งอยูใน
มาตรฐานที ่Codex กําหนด (ประทุมวัลย สงคง, 2544) 
 สหภาพยุโรปตรวจพบสารตกคาง เชน คลอแรมเฟนนคิอล ในสินคาน้าํผึ้งจากประเทศจีน 
ทําใหเราทราบวามีปญหาสารตกคางในน้าํผึ้ง แสดงวาระบบการผลิตและจัดการความปลอดภยั
ของน้ําผึง้ตลอดวงจรยงัไมมมีาตรการที่ดพีอ จึงมกีารกําหนดคาปรมิาณสูงสุดของสารตกคางทีพ่ึง
มีไดในน้ําผึง้ สําหรับประเทศออสเตรเลีย กําหนดใหพบสารออกซีเตตราซัยคลินตกคางในน้าํผึ้งได 
0.3 ppm สําหรับประเทศญี่ปุน กําหนดใหตรวจพบสารในกลุมเตตราซัยคลินตกคาง เชน ออกซเีต
ตราซัยคลิน คลอเตตราซัยคลิน และ เตตราซัยคลิน ไดมากที่สุด  0.3 ppm เชนเดียวกัน  

สารปฏิชีวนะในกลุมเตตราซยัคลิน นิยมนาํไปใชอยางไมถูกตองโดยใชเปนสารเรงการ
เจริญเติบโตโดยใชผสมในอาหารสัตว ไดแกคลอเตตราซัยคลินและออกซีเตตราซัยคลินทาํใหสัตว
ไดรับสารนั้นในปริมาณนอย เปนระยะเวลานาน สงผลใหเกิดการดื้อยา    รวมถงึการไมมีระยะการ
หยุดใชยาตามที่กาํหนดกอนการจับ หรือ สงโรงฆาสัตว    เปนสาเหตุใหเกิดการตกคางของสารปฎิ
ชีวนะในเนื้อสัตวในระดับที่สูงกวาคา MRLs โดยการใชยาปฏิชีวนะในกลุมเตตราซัยคลิน ในแงเปน
สารเรงการเจริญเติบโตไดถูกหามในป 2545  (กระทรวงเกษตรและสหกรณ, 2546) 

การใชออกซีเตตราซัยคลินนิยมใชในรูป HCl salt และ Quaternary ammonium salt โดย
นํามาผสมกบัอาหารที่ใชเลีย้งกุงหรือผลิตในรูปอาหารเม็ดที่ใชเปนยา (Medicated diet) ใหมี
ความเขมขนประมาณ 2-5 กรัมตอกิโลกรัมของอาหาร จากงานวจิยัพบวา การใชออกซีเตตรา
ซัยคลินเขมขน 5 กรัมตอกิโลกรัมของอาหาร ทําใหมียาตกคางในกุง 0.1-20 มิลลิกรัมกรัมตอ
กิโลกรัม ในชวงระยะหยุดใหยา 10 วนั ซึ่งการไดรับยาในระดับที่ต่าํกวาระดับรักษาโรคนีท้ําให
แบคทีเรียในรางกาย เกิดการดื้อยา (เจนนชุ วองธวัชชัย, 2547) 

กระทรวงสาธารณสุข ไดมีประกาศกระทรวง ฉบับที ่ 231 พ.ศ. 2544 เร่ืองอาหารที่มียา
สัตวตกคางและไดมีการทบทวนในประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที ่ 303 ปพ.ศ. 2550 เพือ่
เปนการปองกนัการเกิดพิษสะสมจากการบริโภคอาหารซึ่งมีการตกคางจากยาสัตวโดยกําหนด 
MRLs ซึ่งไม ใหเกนิปริมาณที่กําหนดไว (กระทรวงสาธารณสุข, 2550) 
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2.1.9 วิธีการตรวจติดตามสารตกคางในกลุมเตตราซัยคลิน 
 2.1.9.1 วิธีทางเคม ี

2.1.9.1.1  High Performance Liquid chromatography (HPLC) 
การตรวจวิเคราะหหาปริมาณสารปฏิชีวนะตกคางในผลติภัณฑจากสตัวนิยมใช

วิธีทางเคมีดวยเครื่อง HPLC ซึ่งเปน โครมาโทกราฟของเหลวที่มีความสามารถสงู ซึง่
สามารถแยกสารเคมีภายใตความดันของเหลว โดยเทคนิคนี้เปนการวิเคราะหสารเชิง
คุณภาพวิเคราะห (qualitative analysis) และปริมาณวิเคราะห (quantitative analysis) 
ที่นยิมใชมาก  

HPLC เปนเทคนิคแยกสารผสมแบบใชเครื่องสูบแรงดันสูง (high pressure 
pump) สูบตัวทาํละลายซึ่งทําหนาทีเ่ปนเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) พาสารตัวอยางที่
ถูกฉีด ผานอนุภาคที่เปนเฟสอยูกับที่ (stationary phase) ซึ่งบรรจุอยูในคอลัมน 
(column) สารผสมตัวอยางจะเคลื่อนที่ผานคอลัมนและถูกแยกออกมา ผานเขาสูเครื่อง
ตรวจวัด (detector) ในเวลาที่ตางกนั สัญญาณที่วัดไดจะอยูในรูปสัญญาณไฟฟาตาม
เวลาและปริมาณของสารแตละตัวที่ตรวจวัดได จากนัน้สัญญาณจะถูกสงไปยังเครื่อง
บันทกึสัญญาณ เพื่อแสดงผลออกมาเปนโครมาโทแกรม (chromatogram) ในป 2003 
Cherlet และ คณะ ไดพัฒนาเทคนิค HPLC positive electrospray ionization mass 
spectrometry ในการตรวจ OTC และ 4-epiOTC ในเนือ้ลูกวัว โดยพบวาใหความเขมขน
ต่ําที่สุดที่สามารถตรวจวัดได (LOD) ของ OTC และ 4-epiOTC เทากับ 0.8-48.2  ppb 
ตอมาในป 2008 Maia และ Rath ไดพัฒนาการใช HPLC โดยใช fluorescence detector 
ในการตรวจหาปริมาณ OTC ตกคางในมะเขือเทศ พบวาใหคาความเขมขนต่ําสุดของการ
ทดสอบเชิงปริมาณ (LOQ)  ที่ระดับตํ่ากวา 250 ppb 

 
2.1.9.1.2  Liquid Chromatography-Mass Spectrometry  (LC-MS) 
การใชเทคนิค Liquid Chromatography-Mass Spectrometry  (LC-MS) เปน

วิธีการวิเคราะหที่ผสมระหวางการแยกสาร ซึ่งอาศัยหลักการของโครมาโทกราฟและการ
ตรวจวัดโดย mass spectrometer การผสมของเทคนิคทั้ง 2 นี้ชวยเพิ่มความสามารถใน
การวิเคราะห และความไวของการวิเคราะหซึ่งสามารถเลือกใชชนิดของ mass 
spectrometer ใหเหมาะสมกับชนิดของสารตัวอยางได LC-MS ไดเขามามีบทบาทอยาง
มากในงานวิจยัดานการตรวจหาสารพิษ หรือยาที่ตกคางในอาหาร LC-MS คือเทคนิค
วิเคราะหทางเคมีที่ใชหลกัการเปลี่ยนสารตัวอยางใหเปนไอออน (ionization) ซึ่งเหมาะ
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สําหรับการวิเคราะหสารเชงิคุณภาพและเชิงปริมาณ เนื่องจากสามารถตรวจสอบยืนยนั
ระบุชื่อสารในระดับที่ต่ํามาก ไดอยางแมนยํา และใชสารตัวอยางในปริมาณนอย  

ในป 2005 Anderson และคณะ ไดใชเทคนิค LC-MS-MS ในการตรวจหาสารใน
กลุมเตตราซัยคลินตกคางในกุงและน้าํนมซึ่งสามารถตรวจวัดสารในกลุมเตตราซัยคลินใน
เชิงปริมาณในกุงและน้ํานม ไดในระดับ 25-400 และ 50-300 ppb ตามลําดับ 

 
2.1.9.1.3 ชุดตรวจสอบทางเคมี 
ใชหลักการของ colorimetric method โดยปฏิกิริยาการเกิดสีระหวางน้ํายา

ทดสอบกับยาแตละชนิดเกิดสีที่แตกตางกนั มวีิธีการงาย รวดเร็วใชสะดวก รูผลทันทีราคา
ถูก คาใชจายนอยไมตองใชผูมีความเชีย่วชาญในการทดสอบ นําไปตรวจในพื้นที่ได  
ทราบผลชนิดยาหลายชนิดพรอมกันตอการตรวจ 1 คร้ัง บอกไดถึงชนิดยาแตละชนิด ใชได
ทั้งการตรวจเพื่อการพิสูจนชนิดยาและระดับของการปนเปอน ใชตรวจ ได 30- 60 ซ้ําตอ
ชุด มีอายุการเก็บรักษาไดมากกวา 12 เดือน แตมีขอจํากดั คือ สามารถตรวจสอบปริมาณ
คลอเตตราซัยคลินและออกซีเตตราซัยคลินไดคอนขางสงู คือ 6 และ 5.36 ppm 
ตามลําดับ ซึง่ผลิตโดยกรมปศุสัตวใชชื่อวา Tetra Test Kit ซึ่งสามารถตรวจสอบคลอเต
ตราซัยคลินและออกซีเตตราซัยคลิน (แพรวพรรณ หองทองแดง และคณะ, 2548) รวมถึง
ชุดทดสอบสารปฎิชีวนะและสารตานจุลชีพตกคางในเนือ้สัตวและนมกรมวิทยาศาสตร 
การแพทย ซึง่ใชหลักการของ colorimetric เชนเดียวกนัโดยสามารถตรวจสอบสารตกคาง
ในกลุมของ Tetracycline Penicillin Macrolide Aminoglycoside และ Sulfonamide 
โดยใชน้ํายาขึน้อยูกับกลุมยาที่ตองการตรวจหา  ชุดทดสอบนี้มีความถูกตอง 95.9% 
ความไว 92.6% ความ จําเพาะ 96.9% (สํานักคุณภาพและความปลอดภัยอาหารดาน
อาหาร กรมวทิยาศาสตร การแพทย, 2551) 

 
 2.1.9.3 วิธีทางภูมิคุมกนัวิทยา (Immunological method) 

เปนเทคนิคในการตรวจวิเคราะหสารตกคางโดยใชหลักการภูมิคุมกันวทิยา เชน 
Radioimmunoassay (RIA) ซึ่งเปนเทคนิคที่มีความไวสูง แตพบปญหาในการเก็บสาร
กัมมันตภาพรงัสีที่ใชในการตรวจสอบ และ Enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA) เปนเทคนิคที่ใชกันอยางกวางขวางในการตรวจหาสารตกคางในสัตวเลี้ยงและ
ผลิตภัณฑจากสัตวเลี้ยง โดยอาศัยหลกัการของแอนตเิจนและแอนตบิอดี ที่จาํเพาะตอ
แอนติเจน ซึ่งเปนวิธทีี่ประหยัด มีความรวดเร็ว มีความแมนยําสงู ในงานวิจยัของ Zhang 
และคณะ (2007) ใชเทคนิค Competitive ELISA ในการตรวจวัดเตราซัยคลินในน้ํานม ซึ่ง
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สามารถใหคา Inhibition concentration (IC50) ที ่ 3.92 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  Joen 
และคณะ (2008) ไดนําโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอ TC ที่ไดจากแกะ มาพฒันาเทคนิค 
Biotin-avidin competitive ELISA โดยการหาสภาวะทีเ่หมาะสมตอการทดสอบซึ่งพบวา
สามารถตรวจวัดเตตราซัยคลินในน้ํานมไดในระดับ 0.048 ไมโครกรัมตอลิตร  

 
2.1.10.ทฤษฎีทางภูมิคุมกันวิทยา 
 
2.1.10.1. แอนติเจน (Antigen, Ag) 

แอนติเจน คือ สารซึ่งสามารถชักนาํใหรางกายมีการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันหรือสราง
แอนติบอดี ชนิดจําเพาะ และสามารถทาํปฏิกิริยาจําเพาะกับแอนติบอดีนั้น ๆ  

ซึ่งแอนติเจนจะตองมีคุณสมบัติ 2 ประการคือ 
1. Immunogenicity คือ ความสามารถทีจ่ะชักนําการตอบสนองของระบบภูมิคุมกัน

อยางจาํเพาะ  
2. Specific reactivity คือ ความสามารถทําปฏิกิริยาจําเพาะกบัแอนติบอดี ที่ทาํให

เกิดขึ้นได 
อีพิโทป (Epitope) หรือ antigenic determinant คือตําแหนงยอย ๆ บนแอนติเจน

ที่สามารถทําปฏิกิริยากับแอนติบอดีที่จําเพาะ โดยแอนติเจน  1 โมเลกุลจะมีอีพิโทป 
จํานวนมากและมีจํานวนไมเทากันขึน้อยูกบัชนิดของแอนติเจนนัน้ๆ สารทีม่ีความเปน 
อิมมูโนเจนจะตองมีคุณสมบัติดังนี ้

 
1. มีความเปนสิง่แปลกปลอม ( foreignness)  

โมเลกุลที่จะชกันําใหรางกายเกิดการตอบสนองทางภูมคิุมกันได จะตองเปน
ส่ิงแปลกปลอมที่โดยปกติจะไมพบอยูในรางกาย หรือ อาจเปนสิ่งทีอ่ยูในรางกายแต
ไมเคยไดสัมผัสกับระบบภูมคิุมกันโดยทัว่ไปสารจากสิง่มชีีวิตที่มีความสัมพันธทาง
วิวัฒนาการหางกนัมากมกัจะมีโครงสรางแตกตางกนัมาก 

2. คุณสมบัติทางฟสิกส 
2.1 ขนาดโมเลกุล โมเลกุลที่มีขนาด 5,000-10,000 ดาลตัน สามารถกระตุน 

ภูมิคุมกันในระดับตํ่า ๆ ได สวนอิมมโูนเจนทีก่ระตุนการตอบสนองของระบบ
ภูมิคุมกันที่มปีระสิทธิภาพสูงจะมีขนาด 100,000 ดาลตัน เนื่องจากการที่มีขนาด
โมเลกุลใหญข้ึนจะมีอิพิโทปมากขึ้น และ มาโครฟาจจะสามารถจับกินไดดีมาก
ข้ึน 
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2.2 โครงสรางโมเลกุล แอนติเจนทีม่ีโครงสรางและองคประกอบทางเคมีที่
ซับซอน (complex) จะสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกนัไดดี โปรตีนบางชนิดเปน
โมเลกุลเดี่ยว จะไมสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกัน แตโปรตีนนั้นประกอบดวย
หลายโมเลกุล หรือ มกีารเกาะกลุม จะสามารถชกันาํใหรางกายสรางแอนติบอดี
ได รวมถงึความซับซอนของลักษณะโมเลกุลดานอืน่ ๆ เชน โฮโมโพลเิมอร 
(Homopolymer) ซึ่งประกอบดวยกรดอะมิโนหรือน้าํตาลเพยีงชนิดเดียวจะขาด
ความเปนอิมมูโนเจน แมวาจะมีขนาดใหญก็ตามแตถานําโมเลกุลขนาดเล็กอื่น ๆ 
หรือเพิ่มความซับซอนทางเคมีเปนโคพอลิเมอร (co-polymer) ก็จะทาํใหมี
คุณสมบัติในการกระตุนภูมคุิมกันได 

ลักษณะการจดัเรียงตัวของโปรตีนทั้ง 4 ระดับ มีสวนเกีย่วของกับความ
ซับซอนดานโครงสรางซึ่งมผีลตอการเปนอิมมูโนเจนของสาร ดังภาพ 2.3 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
             ภาพที่ 2.3 โครงสรางของโปรตีน โครงสรางปฐมภูมิ(Primary structure),  โครงสราง 
                             ทุติภูมิ (Secondary structure), โครงสรางตติยภูม ิ(Tertiary structure) และ 
                             โครงสรางจตุรภูมิ  (Quaternary structure)  (Keith, W. 2005 ) 

 
2.3 ประจุ (charge) ความเปนอมิมูโนเจนไมข้ึนกับประจุของแอนติเจน แตจะ

มีผลตอประจุของแอนติบอดีที่เกิดขึ้น  
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2.4 ทางที่สามารถเขาถึง (accessibility) การเรียงตัวของอพิิโทปทีห่นาแนน
เกินไปอาจทาํใหระบบภูมิคุมกันไมสามารถรับรูได ดังนัน้จะตองมกีารเรียงตวัที่
เหมาะสม จึงจะทาํใหเกิดการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันได 

 
3. คุณสมบัติทางเคมี 
  สารอินทรียทัง้หลาย รวมทัง้จุลชีพและผลผลิตของจุลชีพ เชน พิษ หรือ แมสาร
สังเคราะหบางชนิด ก็สามารถเปนแอนตเิจนได โดยสารประเภทโปรตีนเปนแอนติเจนที่ดี
ที่สุด คารโบไฮเดรตบางชนดิก็สามารถเปนแอนติเจนทีด่ีได  กรดนิวคลีอิกไมใชแอนติเจนที่
ดีและไขมันไมเปนแอนติเจน  นอกจากนีส้ารที่จะเปนแอนติเจนที่ดีไดจะตองถูกฟาโกซัยท
จับกินและถูกยอยในฟาโกซยัท แลวไดโครงสรางที่เหมาะสม ซึง่จะเปนแอนติเจนไป
กระตุนระบบภูมิคุมกันของรางกายได 

 
4. ความสามารถในการถกูแปรรูปและนําเสนอ  
 พัฒนาการของระบบภูมิคุมกันแบบหลัง่แอนติบอดีและภูมิคุมกันแบบพึ่งเซลล 
ตองการการเกดิปฏิกิริยาระหวางท-ีเซลล กับ แอนติเจนทีถู่กแปรรูปและนําเสนอรวมกับ
โมเลกุลของ MHC โดยแอนติเจนจะถูกนาํเสนอรวมกับ class II MHC บนผวิของเซลล
นําเสนอตอ TH หรือแอนติเจนบนผวิเซลลที่เปลี่ยนแปลงไปถูกนําเสนอรวมกับ class I 
MHC นําเสนอตอ TC กรณีของโมเลกุลขนาดใหญที่ไมสามารถถกูยอยสลายไดเมื่อถูก
นําเสนอรวมกบัโมเลกุลของ MHC จะมีการเปนอิมมูโนเจนต่ํา   

 
5. คุณสมบัติที่เกีย่วกับ host  
 ความเปนอิมมูโนเจน จะตองเกี่ยวของกบั host ซึ่งแตกตางกนัเมื่อตางชนิดกัน 
หรือ ตางบุคคล ข้ึนกับพันธกุรรม อาย ุและอาหาร ทั้งนี้ข้ึนกับยีนที่ควบคุมการตอบสนอง
ของระบบภูมิคุมกันในสัตวนั้น  

 
6.  ปริมาณและเสนทางการใหแอนติเจน 
 การใหแอนติเจนปริมาณต่ําเกินหรือสูงเกนิไปจะไมสามารถกระตุนการตอบสนอง
ของระบบภูมิคุมกันได เนื่องจากมปีริมาณแอนติเจนนอยเกนิไปทีจ่ะกระตุนลิมโฟชัยท 
หรืออาจเปนเพราะกอใหเกดิการชักนาํใหเกิดสภาวะไมตอบสนองขึ้น (tolerance) การให
แอนติเจนเพียงครั้งเดียวโดยทั่วไปจะไมสามารถชักนําใหเกิดการกระตุนรุนแรง จึงตองให
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ซ้ํา  กนั หลาย ๆ คร้ัง เปนระยะเวลานานหลายสัปดาห จงึจะสามารถกระตุนใหเกิดการ
ตอบสนองที่รุนแรงได  
 เสนทางการใหแอนติเจนทัว่ ๆ ไป ไดแก 

- การฉีดเขาหลอดเลือดดํา (Intravenous injection) 
- การฉีดเขาใตผิวหนัง (Intradermal injection) 
- การฉีดเขาชัน้เนื้อเยื่อเกี่ยวพนัใตผิวหนงั (Subcutaneous injection) 
- การฉีดเขากลามเนื้อ (Intramuscular injection) 
- การฉีดเขาชองทอง (Intraperitoneal injection) 

เสนทางการใหแอนติเจนเกีย่วของกับอวัยวะในระบบภมูิคุมกันซึง่มีเซลลตาง ๆ สะสมอยู
จะมีผลตอการตอบสนองของแอนติเจน การใหเขาสูหลอดเลือดดํา แอนติเจนจะถกูนําเขา
สูมามกอน ในขณะที่ฉีดเขาสูรางกายบริเวณตางๆ แอนติเจนจะเขาสูตอมน้ําเหลืองบริเวณ
นั้น การเปลีย่นแปลงของเซลลในอวัยวะตอมน้ําเหลืองจะเปนตวับอกถึงสภาวะการตอบ 
สนองของระบบภูมิคุมกัน (สุทธิพนัธ สาระสมบัติ, 2541 และ ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 

 
2.1.10.2. แอนติบอดี (Antibody, Ab) 
 แอนติบอดีหรืออิมมูโนโกลบลิูน (immunoglobulin, Ig) เปนโปรตีนทําหนาที่จบักับแอนติ- 
เจนถกูสรางจากเม็ดเลือดขาวชนิด บ-ีลิมโฟไซต ที่เปลี่ยนแปลงเพื่อทําหนาทีห่ลั่งแอนติบอดี
เรียกวาพลาสมาเซลล (plasma cell) แอนติบอดีที่หลัง่เขาสูระบบหมนุเวยีนโลหิตจะทําหนาที่เปน
ตัวจักรสําคัญของระบบภูมิคุมกันแบบหลัง่แอนติบอดี (humoral immunity) โดยจะทาํหนาที่ใน
การตรวจจับการสลายพิษ (neutralization) และการกาํจัดแอนติเจนออกจากรางกาย 
 โครงสรางพื้นฐานของอมิมูโนโกลบุลิน 1 โมเลกุล ประกอบดวย สายโพลีเพปไทด 4 สาย 
คือ โปรตีนสายยาว (heavy chain, H) 2 สายทีเ่หมือนกัน ประกอบดวยกรดอะมิโนประมาณ 450-
550 ตัว และ โปรตีนสายสัน้ (light chain, L) 2 สายที่เหมือนกัน ประกอบดวยกรดอะมิโน 211-
217 ตัว เชื่อมตอกันดวยไดซัลไฟดบอนด  ปลายขางหนึง่ของสายโพลีเพปไทด จะเปนกรดอะมโิน 
เรียกปลายขางนีว้า N หรือ amino terminal  สวนปลายอีกขางหนึ่งเปนคารบอกซลิิก เรียกปลาย
ขางนีว้า C หรือ carboxy terminal แตละสายของ light chain และ heavy chain จะประกอบดวย
สวนที่มีการเรียงตัวของกรดอะมิโนไมคงที ่ เรียกวา V (Variable region) และสวนที่มีการเรียงตวั
ของกรดอะมิโนคงที่เรียกวา C (Constant region) ดังภาพที ่ 2.4 นอกจากนี้ยงัสามารถแบง light 
chain ไดเปน ชนิด κ และ γ และแบง heavy chain ไดเปน 5 ชนิด คอื  γ µ α δ และ ε  ใชเปน
ตัวกําหนดคลาส (class) ของแอนติบอดี ไดแก IgG IgM IgA IgD และ IgE ตามลําดับ แอนติบอดี
แตละโมเลกุลประกอบดวย H chain และ L chain ที่เหมอืนกนัอยางละ 2 สาย  
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 ความแตกตางเล็กนอยของลาํดับกรดอะมิโนของ H chain ชนิด α และ γ ทําใหแยก
ออกเปนกลุมยอยได ในมนษุย α chain มี 2 กลุมยอย (α1 และ (α2 ) และกรณีของ γ ม ี 4 กลุม
กลุม γ1 γ2  γ3 และ  γ4   

โครงสรางของ Ig กําหนดโดยโครงสรางปฐมภูมิ โครงสรางทุติยภูม ิ โครงสรางตติยภูม ิ
และโครงสรางจตุรภูมิ โครงสรางปฐมภูมปิระกอบดวยลําดับกรดอะมิโนสวน ของ V และ C ของ H 
chain และ L chain กรณีของโครงสรางทตุิยภูมิเกิดจากการพับทบกนัไปมาของสายเพปไทด แบบ 
β-pleated sheet เสถียรภาพของโครงสรางนีเ้กิดจากพันธะไฮโดรเจนและพนัธะไดซัลไฟดภายใน
สายทีเ่ชื่อมระหวางสายเพปไทปทีพ่ับไปมา ซึง่สายเพปไทปมวนทับเปนโครงสรางตติยภูมิอัดแนน
เปนกอน (globular domain) และสวนของโดเมนที่อัดแนนเปนกอนตาง ๆ ของ H-chain และ  
L-chain รวมกันเปนโครงสรางจตุรภูมิ พบวามีในสวน variable region ของทั้ง heavy chain และ 
light chain จะมี  hypervariable segment ส้ัน ๆ อยู  3 ชวง ซึ่งแตละชวงประกอบดวยกรดอะมิโน 
3-11 ตัว ทีม่ีความเปลี่ยนแปลงการเรียงตัวของกรดอะมิโนบอยกวาบริเวณอืน่ ๆ เรียกสวนนี้วา 
Complementarity Determining Region (CDR) ซึ่งเปนสวนที่มีหนาที่สําคัญในการจับกบั
แอนติเจน เนื่องจากการเปลีย่นแปลงการเรียงตัวของกรดอะมิโนในบริเวณนี้จะทําใหเกิดความ 
จําเพาะตอแอนติเจนตาง ๆ ไดมากมาย  

คุณสมบัติของอิมมูโนโกลบูลิน มีการทําหนาที ่ 2 แบบ คือ  จับกับแอนติเจนโดยใชสวน
ของ V region ของ H และ  L chain และการกระตุนใหเกิดการเปลีย่นแปลงทางชีวภาพโดยสวน
ใหญเกี่ยวของกับสวน C region ของ H และ L chain ไอโซไทปตาง ๆ ของแอนติบอดีเกิดจาก
ตําแหนงของแอนติเจนในบริเวณคงที่ ที่ซึง่ใชจําแนกคลาส (class) และสับคลาส (subclass) ของ 
H chain และ L chain ซึ่งแตละ ไอโซไทป ถูกถอดรหัสจากยนีตาง ๆ แยกกัน สัตวชนิดเดียวกันจะ
พบสวนของบริเวณคงที่เหมอืนกนัซึ่งจะมกีารแสดงออกทุก ๆ ไอโซไทป สัตวตางชนิดมีสวนของ
บริเวณคงที่ตางออกไป  

คลาส หรือ ไอโซไทป (Isotype)   ของ Ig ชนิดตาง ๆ      แตกตางกนัในสวนของลําดับกรด 
อะมิโนในสวนของโปรตีนสายยาวในบริเวณคงที ่ ทาํใหแอนติบอดีมีโครงสรางและบทบาทการ
ทํางานแตกตางกนัไป ดังนั้นอิมมูโนโกลบูลินทัง้ 5 class คือ IgG IgA IgM IgD และ IgE จึงมี
คุณสมบัติแตกตางกันไปดังสรุปไวใน ตารางที ่  2.7 และลักษณะของ Ig ชนิดตาง ๆ แสดงไวดัง
ภาพที ่2.5 

นอกจากนัน้ IgG ยังสามารถแบงไดเปน 4 กลุมยอย (subclass) บนบริเวณคงที่ของ
โปรตีนสายยาวชนิด γ ไดแก γ1 γ2  γ3 และ γ4 ทําใหเปน subclass IgG1 IgG2a IgG2b และ 
IgG3 ตามลําดับ ทั้ง 4 ซับคลาสนี้ถอดรหัสจากยนีตางกนัจึงมีลําดบักรดอะมิโนคลายกนัประมาณ 
90-95% โครงสรางลกัษณะที่แตกตางกนัของแตละสบัคลาส ไดแก ขนาดของขอพับ จาํนวนและ
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ตําแหนงของพันธะไดซัลไฟด ภายในสายระหวาง H chain (สุทธพินัธ สาระสมบัติ, 2541 และ 
ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 

 
 

ภาพที ่2.4 โครงสรางพื้นฐานของแอนติบอดี 
                                                  ที่มา : ไพศาล สิทธกิรกุล, 2548 
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ภาพที ่2.5 โครงสรางของแอนติบอดีทั้ง 5 ไอโซไทป 
                                                   ที่มา : Mayer, G. 2009 
 
2.1.10.3. การกระตุนบ-ีลิมโฟไซต ใหสรางภูมิคุมกนัแบบหลั่งแอนติบอดี 

เซลล บี-ลิมโฟไซต (B-lymphocyte) หรือ บีเซลล (B-cell) จะถูกกระตุนภูมิคุมกนัทําให 
เกิดการสรางแอนติบอดีที่มีความจาํเพาะ (specific antibody) ซึ่งแอนติบอดีเปนไกลโคโปรตีนที่
สามารถจับอยางจําเพาะกบัโมเลกุลชนิดตางๆ ได โดยโมเลกุลของแอนติบอดีจะมบีริเวณจําเพาะ
ที่จะจับกับแอนติเจน ความจําเพาะของบ-ี เซลล เกิดจากการแสดงออกของตัวรับบนผิวเซลล เมือ่
บี-เซลลมีการจับกับแอนติเจนทีเ่หมาะสมตรงบริเวณทีจ่ับ (binding site) ของแอนติบอดีบนผวิ
เซลล บี-เซลลจะถูกกระตุนใหแบงเซลลอยางรวดเร็วและพัฒนาเปนเซลลความจาํ (Memory  
B-cell) และ บางสวนพฒันาเปนพลาสมาเซลล (plasma cell) ทําหนาที่หลั่งแอนติบอดีที่มี
ความจาํเพาะเหมือนกับแอนติบอดีบนผิวเซลลและเขาสูระบบหมนุเวยีนโลหิต (สุทธิพนัธ สาระ
สมบัติ, 2541 ) 
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ตารางที่ 2.6 คุณสมบัติและการออกฤทธิท์างชีวภาพของอิมมูโนโกลบลิูน คลาสและสับคลาสตางๆ 
 

สมบัติ/ ปฏิกิริยา IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 IgA IgM IgE IgD 
น้ําหนกัโมเลกลุ (kDa) 150 150 150 150 150 -

600 
150 -
600 

190 150 

ชนิดโปรตีนสายยาว γ1 γ2 γ3 γ4 α µ ε δ 

ระดับในซีรัม (mg/ml) 9 3 1 0.5 3.0 1.5 0.0003 0.03 
คร่ึงชีวิตในรางกาย
(วัน) 

23 23 8 23 6 5 2.5 3 

กระตุนระบบ 
คอมพลีเมนต 

+ +/- ++ - - +++ - - 

ผานรก + +/- ++ - - - - - 
พบบนผวิ บี-เซลล - - - - - + - + 
จับกับตัวรับ Fc ของ 
แมคโครฟาจ 

++ +/- ++ + - + - - 

พบในสารคัดหลั่ง - - - - ++ + - - 
ชักนาํการปลอยสารใน
มาสตเซลล 

- - - - - - + - 

 
++   สูง, +   ปานกลาง, +/-   เลก็นอย และ  -   ไมม ีระดับการทาํงานแสดงโดยเครื่องหมาย   

 
                 
ที่มา : ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548  

2.1.10.4.ความแตกตางระหวางโพลโีคลนอลแอนตบิอดีและโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
เมื่อมองในระดับโมเลกุลแลว โพลีโคลนอลแอนติบอดี (polyclonal antibody) คือ โมโน

โคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody) หลาย ๆ ชนิดรวมกนั เนื่องจากแอนติเจนแตละชนดิ
มีอิพิโทปจํานวนมาก จึงสามารถชกันาํการกระตุนการตอบสนองโดยโคลนตางๆ ของบีเซลล
จํานวนมากทีต่รวจจับแตละอิพิโทปเปนผลใหมีการสรางแอนติบอดีหลายชนิดปนอยูในซีรัม 
แอนติบอดีที่จาํเพาะกับแตละอพิิโทปรวมอยูในซีรัม เรียกวาโพลโีคลนอลแอนติบอดี แตความ
หลากหลายของแอนติบอดีในซีรัมบางครั้งอาจลดประสทิธิภาพ หรือ กอใหเกิดปญหาในการใช
นอกรางกาย เชน ในการวนิิจฉัย การรักษา รวมถึงในงานวิจยัตาง ๆ เนื่องจากปฏิกิริยาขามของ
แอนติบอดี กับแอนติเจนที่ปนเปอนอยูในซีรัมมีอยูหลายชนิด การใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่
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สรางจากโคลนตนกาํเนิดเพยีงโคลนเดียวของบี-เซลลทีม่ีความจาํเพาะตออิพิโทปเพยีงตําแหนง
เดียวบนแอนติเจน จะสามารถแกปญหาเหลานี้ได โดยความแตกตางระหวางแอนตบิอดีทั้ง 2 ชนิด  
จะแสดงดังตารางที ่2.7 

 
ตารางที่ 2.7 คุณสมบัติและขอจํากัดในการผลิตระหวางโพลโีคลนอลแอนติบอดีและโมโนโคลนอล 

      แอนติบอดี  
คุณสมบัติ โพลีโคลนอลแอนติบอดี โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

   
ความจาํเพาะ 
(specificity) 

ความจาํเพาะต่ํา ทาํใหเกิดปฏิกิริยา 
ขามกับสารอ่ืน ๆ ได 

ความจาํเพาะสูง เนื่องจากจาํเพาะ 
กับอิพิโทปเดยีวของแอนติเจน 

สัมพรรคภาพ 
(affinity) 

จับไดหลายอพิิโทปตอแอนติเจน จับไดอิพิโทปเดียวของแอนติเจน 

ความเขมขนของ
แอนติบอดีที่ผลิต 

ประมาณ 1 mg/ml ประมาณ 100-200 µg/ml 

ปริมาณที่ผลิตได ประมาณ 100 ml จากซีรัมของ 
กระตาย 

เมื่อเลี้ยงในถงึปฏิกรณแบบปนกวน 
ปริมาณไมจํากัด 

ความบริสุทธิข์อง
แอนติบอดีที่ได 

ข้ึนอยูกับแอนติเจนที่ใชกระตุน
จําเปนตองทาํใหบริสุทธิ ์

จําเพาะกบัอิพโิทปเดียว จึงไม
จําเปนตองทาํใหบริสุทธิ ์

เวลาที่ใชผลิต ไมเกิน 6 สัปดาห อยางนอย 4 เดือน 
ตนทนุในการผลิต ต่ํา สูง โดยเฉพาะเวลาเริ่มตน 
ขอดี ตนทนุต่ํา มีความจาํเพาะสูง 
 งายตอการผลติ ผลิตไดไมจํากัด 
 ใชเวลาในการผลิตนอย แอนติบอดีที่ไดมีคุณภาพสม่ําเสมอ 
ขอเสีย คุณภาพแอนติบอดีที่ไดแตละครั้ง

ไมสม่ําเสมอ 
เสียเวลาและแรงงาน 
ในการผลิตมาก 

   
 
 
 
 
 



 28
 
2.1.10.5. การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยใชหลักการของ somatic hybridization 
 การใชกระบวนการทางเคมีเพื่อแยกโมโนโคลนอลแอนติบอดีออกจากโพลีโคลนอล
แอนติบอดีทําไดยากมาก ในป ค.ศ. 1975  Kohler, G.และ Milstein, C. ไดมีแนวทางในการผลติ
โมโนโคลนอลแอนติบอดีได ซึ่งไดกลายเปนเทคโนโลยีทีสํ่าคัญทางภูมคิุมกัน จากการนําบ-ีเซลล ที่
ถูกกระตุนดวยแอนติเจนทีต่องการมารวมกับเซลลมะเร็งของพลาสมาหรือเซลลมยัอีโลมา 
(myeloma cell) ไดเปนเซลลลูกผสม หรือ เซลลไฮบริโดมา (hybridoma cell) ซึ่งมีคุณสมบัติทีด่ี
ของทั้งเซลลตนกําเนิดทั้ง  2 คือ สามารถสรางแอนติบอดีไดและสามารถแบงเซลลไดอยางไมจาํกัด 
ทําใหสามารถผลิตโคลนของไฮบริโดมาที่สามารถสรางแอนติบอดีไดจํานวนมากและไมจํากัด
ปริมาณ เทคนคินี้จึงเปนเทคนิคที่มีศักยภาพสูงและสามารถใชในงานตาง ๆ ไดอยางกวางขวาง  
 
2.1.10.6. การสรางและคดัเลือกเซลลไฮบริโดมา  
 นําบ-ีเซลลจากสัตวทีถู่กกระตุนภูมิคุมกนัดวยแอนติเจนที่ตองการใหสรางแอนติบอดีมา
ชักนาํใหเกิดการหลอมรวมกบัเซลลมัยอีโลมา โดยใชวิธกีารหลอมรวมเซลลทางเคม ี ซึ่งใชโพลีเอที
ลินไกลคอล (polyethylene glycol; PEG) ดังภาพที ่2.6    โดยในทางปฏิบัติไมสามารถทีจ่ะหลอม
รวมเซลลทกุเซลลเพื่อผลิตเซลลไฮบริโดมา จงึมีเซลลทีห่ลอมรวมกันเอง ไมหลอมรวม และเซลล
ไฮบริโดมาปะปนกนัอยูจาํนวนมาก   จงึตองทําการคัดเลือกใหมีเฉพาะเซลลไฮบริโดมาเทานัน้ ที่
สามารถเจริญเติบโตตอไปได ดังนัน้จงึจะใชเซลลมัยอีโลมาทีถู่กทําใหมีความบกพรองของเอนไซม 
hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase (HGPRT)  และ thymidine kinase (TK) 
ที่เกีย่วกับกระบวนการสังเคราะหนิวคลีโอไทดใน Salvage pathway ดังภาพที่ 2.7 ซึ่งเมื่อนําเซลล
ที่ผานการหลอมรวมมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล HAT  ซึ่งมี hypoxanthine aminopterin และ 
thymidine เปนสวนประกอบ aminopterin จะไปขัดขวาง de novo pathway ซึ่งเปนอกี
กระบวนการพืน้ฐานในการสรางนวิคลีโอไทดสวนเซลลไมอีโลมาที่ไมถกูหลอมรวม หรือหลอมรวม
กันเองจะขาดเอนไซม HGPRT และ TK ทําใหไมสามารถเจริญเติบโตตอไปไดในอาหารเลี้ยงเซลล 
HAT เนื่องจากไมสามารถสงัเคราะหนวิคลีโอไทดผานทาง Salvage pathway ได สวนบ-ีเซลลที่
หลอมรวมกันเอง หรือ ไมหลอมรวม กจ็ะเจริญเติบโตในอาหารเลี้ยงเซลล HAT ไดระยะเวลาหนึง่ 
และจะตายไป ดังนัน้จงึมีเพยีงเซลลไฮบริโดมาเทานัน้ทีส่ามารถเจริญเติบโตตอไปได เมื่อไดเซลล
ไฮบริโดมาแลว จงึมีการคัดเลือกเซลลทีส่ามารถสรางแอนติบอดีที่จาํเพาะตอแอนติเจนที่ตองการ
ได วิธีที่ใชคดัเลือกเซลลไฮบริโดมาที่สรางแอนติบอดีไดใชหลักการภูมิคุมกันวิทยา ไดแก วิธ ี
ELISA และ Immunoassay ตาง ๆ หลงัจากพิสูจนไดวาไฮบริโดมาสามารถสรางแอนติบอดีที่
จําเพาะกบัแอนติเจนที่ตองการแลวจําเปนตองทําการโคลนซ้ํา(reclone) เพื่อใหแนใจวาเซลลนัน้ ๆ 
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มีตนกาํเนิดมาจากเซลลเดยีวกนั และ ขยายโคลนเพื่อเพิ่มการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่
ตองการในปรมิาณมากขึ้นตอไป (สุทธิพนัธ สาระสมบัติ, 2541) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

HAT 
media ตาย ตาย 

เซลลไฮบริโดมา 

แอนติเจน 

 Fusion 
 

PEG 

หลอมรวมกัน 
HGPRT+ 

TK+ 
HGPRT+ 

TK+ 

ไมหลอมรวมกัน  
หรือหลอมรวม

กันเอง  
HGPRT- 

TK- 

ไมหลอมรวมกัน  
หรือหลอมรวมกันเอง  

เซลลมยัอีโลมา เซลลจากมาม  

คัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่สรางแอนติบอดี  
 
 

 
ทําเปนเซลลเด่ียว (Limiting dilution) 

 
 เก็บเซลลไฮบริโดมาในไนโตรเจนเหลว โมโนโคลนอลแอนติบอดีในอาหารเลีย้งเซลล 
 
 
 
 

ภาพที ่2.6 ข้ันตอนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีในหนูทดลอง 
                         ทีม่า  Keith, W. 2005  
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De Novo Pathway Salvage Pathway 
Ribose-5-phosphate 

Thymidine Hypoxanthine 

HGPRT+ 
TK+ 
(Thymidine 
kinase) 

 (Hypoxanthine guanine 
phosphoribosyl 
transferase) ขัดขวางโดย aminopterin 

Nucleotides 

DNA  
 
ภาพที ่2.7 แนวทางการสังเคราะหนิวคลีโอไทดโดยใช de novo pathway และ salvage pathway  
                ที่มา : ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548 
 
2.1.10.7. หลกัการ Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) 
 หลักการของ ELISA หรือ  enzyme immunoassay (ELA) เปนการพฒันาตอมาจาก การ
ทดสอบดวยวธิี        Radio immunoassay (RIA)        เพียงแตใชเอนไซมแทนการติดฉลากดวย
สารกัมมนัตภาพรังส ี เชื่อมตอกับแอนติบอดี เอนไซมจะเปนตัวเรงปฏิกิริยาเปลี่ยนสับเสรตที่ไมมสีี
เปนผลิตภัณฑที่มีสี (chromogenic subatrate) เอนไซมตาง ๆ ที่ใชในการวิเคราะหดวย วิธี ELISA
ไดแก alkaline phosphatase, horseradish peroxidase, β-galactosidase เปนตน ซึ่งความไว
ของ EIA มีความใกลเคียงกับ RIA และมีขอไดเปรียบที่ความปลอดภัย ความประหยัด รวมถึง
ความสามารถของเอนไซมทีส่ามารถที่จะทาํปฏิกิริยากับสับสเตรทไดหลายโมเลกุล การเปลี่ยนจาก
สารกัมมนัตภาพรังสมีาเปนเอนไซมทาํใหการตรวจมีความสะดวกมากขึ้น ไมตองใชสารกัมมนัต- 
ภาพรังสทีี่มีอันตราย ทิง้ของเสียไดงาย และ ชุดตรวจสอบมีอายุการเก็บที่มากขึน้ เนื่องจากไมตอง
คํานึงถึงการหมดอายุของสารกัมมันตภาพรังสี (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 
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 การพัฒนา ELISA รูปแบบตาง ๆ ทาํใหสามารถใชเทคนิคนี้ในการตรวจสอบทั้งแอนติเจน
และแอนติบอดีในแงคุณภาพหรือปริมาณได การตรวจสอบในเชงิปริมาณสามารถทาํไดโดยใช
แอนติเจนหรือแอนติบอดีที่ทราบปริมาณเพื่อเตรียมกราฟมาตรฐานสาํหรับเปรียบเทียบกับผลที่ได
จากการทดสอบตัวอยาง (ธารารัชต ธารากลุ, 2545) 
 
เทคนิค ELISA ที่ใชในงานวิจัยนี้สามารถแบงตามลักษณะไดเปน 2 ประเภท ดังนี ้

1. Indirect ELISA  
วิธี Indirect ELISA  ใชในการหาระดับของแอนติบอดีหลังการกระตุนดวยแอนติเจน 

และใชในการคัดเลือกเซลลไฮบริโดมา ภายหลงัจากการหลอมรวมเซลล ทําไดโดยเติมซีรัมหรือ
อาหารเลี้ยงเซลลที่มีแอนติบอดีที่จําเพาะกบัแอนติเจนทีก่นหลุมแลวลางแอนติบอดีที่ไมจับกับ
แอนติเจนที่กนหลุมออก หลังจากนัน้ตรวจสอบแอนติบอดีที่จับกับแอนติเจนโดยใชแอนติบอดีตัวที่
สอง ที่ติดฉลากดวยเอนไซม โดยแอนติบอดีตัวที่สองจะมีความจาํเพาะกับสวน Fc ของแอนติบอดี
ตัวแรก หลงัจากลางแอนตบิอดีอิสระออก เติมสารตั้งตนของเอนไซม ปริมาณสทีีเ่กิดจากปฏิกิริยา
สามารถวัดไดโดย microplate reader ที่สามารถอานหลุมทดสอบในจาก 96 หลมุ ไดทั้งหมดใน
เวลาเดียวกนั และทราบผลคาการดูดกลนืแสงจากทัง้ 96 ไดภายในเวลาไมถงึนาท ีดังภาพที ่2.8 
 

2. Competitive ELISA 
วิธี Competitive ใชในกรณีทดสอบซีรัมทีไ่ดจากการกระตุนภูมิคุมกนัดวยแอนติเจน  

วามีแอนติบอดีที่จับกับแอนติเจนในรูปอิสระหรือไม และใชในการคัดเลือกโคลนที่สามารถสราง
แอนติบอดีที่จบักับแอนติเจนในรูปอิสระได วิธีนีเ้ปนวิธทีี่วัดปริมาณแอนติเจนคลายกับ RIA โดยวธิี
นี้แอนติบอดีผสมกับตัวอยางแอนติเจนมาตรฐาน หรือตัวอยางที่ตองการตรวจ จากนัน้เติมลงใน
ถาดหลมุ 96 หลุมทีเ่คลือบดวยแอนติเจน (เหมือนกับกรณีของ Indirect ELISA) ซึ่งถาเติมตัวอยาง
มากแอนติบอดีที่จะจับกับแอนติเจนกนหลุมจะมนีอยลง ดังนัน้หลังจากเติมแอนตบิอดีตวัที่ 2 ที่
เชื่อมดวยเอนไซมตัวที่สอง และมีความจําเพาะตอแอนติบอดีตัวแรก เพื่อใชตรวจสอบปริมาณ
แอนติบอดีตัวแรกที่จับกับกนหลุมคลายกบั Indirect ELISA แตในกรณีนี้ตัวอยางที่มีความเขมขน
ของแอนติเจนสูงจะใหคาการดูดกลืนแสง (absorbance) ต่ํากวาหลุมที่ไมมีแอนติเจน ดังภาพที ่
2.8 
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1. Indirect ELISA 

 
 
2. Indirect Competitive ELISA 

 
 
ภาพที ่2.8  Indirect ELISA และ Indirect Competitive ELISA 
                           : แอนติเจนที่เชื่อมกับโปรตีนพาหะ         

              : แอนติเจนในรูปอิสระ  
              : แอนติบอดี 
              : แอนติบอดีทุตยภมูิ ที่ติดฉลากดวยเอนไซม HRP 

   : สารตั้งตนของเอนไซม 
 

2.2 เอกสารงานวจิัยที่เกีย่วของ 
การตรวจหาสารปฏิชีวนะในกลุมเตตราซัยคลินนิยมตรวจวิเคราะหในเชิงปริมาณโดยใช 

วิธีทางเคมี เชน HPLC และ LC-MS-MS  ซึ่งเปนวธิีทีม่คีวามไวและความแมนยาํสูง เพื่อจะใหการ
ตรวจมีประสิทธิภาพมากขึน้ จึงมีการพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะหมากขึ้น โดยในป 2003 Cherlet 
และ Baere ไดพัฒนาวิธกีารตรวจ OTC และ 4-epiOTC ในเนื้อลูกวัว โดยใชเทคนคิ HPLC 
positive electrospray ionization mass spectrometry  เปนตัวตรวจวัดสัญญาณ โดยใช solid 
phase extraction ในการทําความสะอาด  polymeric reverse phase column เพื่อเตรียม
ตัวอยางสําหรับวิเคราะหดวยเทคนิค LC-MS-MS  โดยใชเฟสเคลื่อนที่ 2 ตัว และใชอุณหภูมิ 60ºC 
ในการวิเคราะห โดยวิธนีี้ไดทําการตรวจยนืยนั คาปริมาณสารตกคางที่มากที่สุดทีย่อมใหพบไดใน
ผลิตภัณฑจากสัตว (MRLs) ที่ EU กําหนดในเนื้อสัตว (100 ppb) ตับ (400 ppb) และ ไต (600 
ppb) พบวาสามารถใหคาต่าํสุดที่สามารถตรวจวัด  (LOD) OTC และ 4-epiOTC ได ที่ 0.8-48.2  
ppb ตามลําดบั  
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ตอมาในป 2008 Maia และ Rath ไดพัฒนาการใช HPLC โดยมี fluorescence detector 
เปนตัวตรวจวดัสัญญาณ ในการตรวจหาปริมาณ OTC ตกคางในมะเขือเทศ โดยการใช liquid – 
liquid extraction และ solid phase extraction ในการเตรียมตัวอยางกอนการตรวจวิเคราะห 
รวมกับการใช Reverse phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) C18 
column โดยใชตัวเคลื่อนที่ซึง่มีสวนประกอบของ MeOH : CaCl2  EDTA  และ C2H3NaO2 ใน
อัตราสวน 70:30 (w/v) การตรวจวิเคราะหพบวาใหคาความเขมขนต่ําสุดของการทดสอบเชงิ
ปริมาณ (LOQ)  ที่ระดับตํ่ากวา 250 ppb ซึ่งเปนคา MRL สําหรับ OTC ของประเทศบราซิล  

ในป 2005 Anderson และคณะ ไดใชเทคนิค LC-MS-MS ในการตรวจหาสารในกลุมเต
ตราซัยคลินตกคางในกุงและน้ํานม โดยใช คอลัมนปน polar end capped C8 column ใชเฟส
เคลื่อนที่เปน organic acid acetonitrile และ ตัวตรวจวัดสัญญาณ UV และ mass spectrometry 
โดยวัดคาการดูดกลืนแสงที ่ 370 nm ซึ่งสามารถตรวจวัดสารในกลุมเตตราซัยคลินในเชิงปริมาณ
ในกุงและน้าํนม ไดในระดับ 25-400 ng/g และ 50-300 ng/g ตามลําดับ  

สําหรับการตรวจวิเคราะหปริมาณสารปฏิชีวนะในกลุมเตตราซัยคลิน ตกคางโดยใช
เทคนิคทางภูมิคุมกันวิทยาไดเร่ิมมีการตรวจวิเคราะหในป 1980 โดย Faraj และคณะ ซึง่ไดมีการ
ผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอ TC เพื่อใชในการตรวจหา TC โดยใชเทคนิค Radioimmuno 
assay  (RIA) ซึ่งไดเชื่อม TC-HCl กับ โปรตีนพาหะ BSA โดยใชปฏิกริิยา Mannich แลวฉีดกระตุน
ภูมิคุมกันในกระตาย หลังจากที่ไดโพลีโคลนอลแอนติบอดีแลว นํามาทําปฏิกิริยากบัเตตราซัยคลิน
โดยใช [3H]TC เปนตัวแขงขัน พบวาวธิี RIA สามารถใหคา LOD และใหคาความเขมขนของสารที่
ทําใหการยับยัง้ลดลง 50% (inhibition concentration; IC50) ที่ 1 และ 7 นาโนกรัมตามลําดับ ให
เปอรเซ็นตการเกิดปฏิกิริยาขามกับสารภายในกลุม เชนคลอเตตราซัยคลินและออกซีเตตราซัยคลิน 
ที่ 39 และ 10 % ตามลําดับ และเมื่อนาํไปตรวจสอบเตตราซัยคลินในพลาสมาและปสสาวะของ
สุนัข พบวาให % recovery ในชวง 90-95%  

หลังจากนั้นในป 2007  Navarro และ คณะ ไดตรวจหาสารตกคางในกลุม TC ในน้าํผึ้ง 
โดยพัฒนาการสังเคราะห hapten และความไวของโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่ได สําหรับใชใน
เทคนิค immunoassay การผลิต hapten  มีพื้นฐานมาจากการสราง อนุพนัธของ carboxamino 
และ diazo โดยที่โครงสรางหลกัของสารในกลุม TCs และสวนแขนของสารยังคงอยู เพื่อทาํใหมี
หมูทาํปฏิกิริยาเหมาะสมตอการเชื่อมกับโปรตีนพาหะ โดยปฏิกิริยา mannich  หลังจากฉีดกระตุน
ภูมิคุมกันในกระตาย โพลีโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจะถกูนํามาทดสอบกับ TC และปรับปรุงปจจัยที่
ใชในเทคนิค ELISA เพื่อใหไดโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่ใหคา IC50 ต่ําที่สุด (PBS-T 10 mmol/L, 
pH 7.5, 0.01% Tween 20 และเวลาในการทําปฏิกิริยา 45 นาที) ซึง่ตรวจพบสารไดต่ําที่สุด 0.4 
ppb  และมีการเกิดปฏิกิริยาขามกับ RTC OTC และ CTC 91, 30 และ 14% ตามลําดับ ใหคา % 
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recovery ในชวง 79-108%  ในปเดียวกัน  Zhang และ คณะ ไดพฒันาวิธีตรวจหา TC ในน้าํนม 
โดยไดทําการผลิต polyclonal antibody โดยใชอิมมโูนเจน 3 ชนดิซึ่งมีวธิีการเชื่อมกับโปรตีน
พาหะที่แตกตางกนั มาฉีดกระตุนในกระตาย  หลังจากที่ไดโพลีโคลนอลแอนติบอดีมา ไดทําการ
ทดสอบความสามารถทําปฏิกิริยากับ TC โดยใชวิธ ี homologous ELISA และ heterologous 
ELISA  ซึ่งพบวาการทาํปฏิกิริยาดวยวิธ ีheterologous ใหผลการทดลองที่ดีกวา ซึ่งสามารถใหคา 
IC50 ที่ 3.92 ppb ใหคาเปอรเซ็นตการทาํปฏิกิริยาขามตอสารในกลุม เชน CTC และ OTC ที ่112 
และ <2 % ตามลําดับ และใหคา % recovery ในชวง 74-116 % โดยมีคา intra และ inter 
coefficient < 14.5 และ < 25.0 ตามลาํดับ  

นอกจากนัน้ Jeon และ Kim (2007) ไดพัฒนาชุดตรวจสอบ TC เพื่อตรวจหาสารตกคาง 
TC ในน้าํนมดวยเทคนิค biotin-avidin mediated competitive ELISA  โดยใชโพลีโคลนอล
แอนติบอดีตอ TC ที่ไดจากแกะเปนแอนติบอดีปฐมภูมิ  ใช anti-sheep IgG ที่ไดจากกระตายเปน
แอนตบิอดีทุติยภูมิ และใช  horseradish peroxidase-conjugated avidin  เปนตวัตรวจวัดพบวา
ใหคา LOD และ LOQ ที่ระดับ 0.048 และ 0.48 ppb ตามลําดับ โดยไมมีการเกิดปฏิกิริยาขามกับ
สารในกลุม TCs อยางมนียัสําคัญ (CTC 13.7% และ OTC 10.0% ตามลําดับ) และมี % 
recovery  ที่ 90% 
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บทที่ 3  
วิธีการดําเนนิการวิจัย 

 
3.1 สัตวทดลองและเซลลที่ใชในงานวจิัย 
 
ตารางที่ 3.1 สัตวทดลองและเซลลที่ใชในงานวิจยั 
                
สัตวทดลองและเซลล       แหลงที่มา     
หนูสายพันธุ BALB/c (inbred strain) อายุ 8 
สัปดาห 

ศูนยสัตวทดลองแหงชาต ิ
มหาวิทยาลยัมหิดล  

เซลล มัยอีโลมา P3/NSI/1-4A4-1(NSI) ATCC: TIB 18 
    

 
3.2 เครื่องมือ วัสดุ และอุปกรณทีใ่ชในงานวิจัย 
 
ตาราง 3.2 เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในงานวิจยั 
    

วัสดุและอุปกรณ แหลงที่มา 
กระบอกฉีดยาขนาด 1 และ 5 มิลลิลิตร Nipro, Thailand 
เข็มฉีดยาขนาด 18G และ 21G Nipro, Thailand 
กลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ Nikon, Japan 
ขวดแกว Boro, Germany 
ขวดเลี้ยงเซลลขนาด 10 และ 250 มิลลิลิตร Nunc, Denmark 
เครื่องปนเหวีย่ง Hettich Zentrifugen, Germany 
เครื่องวัดความเปนกรดเปนดาง Metter Toledo, USA 
เครื่อง Microtiterplate reader Titertek multiskan, Finland 
จานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม Nunc, Denmark 
จานเลีย้งเซลล Spl, Korea 
จานเลีย้งเซลล ชนิด 96 หลมุ, 48 หลุม และ 24 หลุม Costar, USA 
ชุดอิเล็กโทรฟอเรซีส Bio-rad, USA 



 36
 

ตูดูดควัน Theera Trading co., Thailand 
ตูบมที่มีคารบอนไดออกไซด Thermo Electron Corporation, 

USA 
ตูปลอดเชื้อ International Scientific  
 Supply Co., Ltd.,Thailand 
ทิป  Axygen, USA 
ปมลม Iwaki, Japan 
ปเปตแกว HBG, Germany 
ปเปตอัตโนมตัิ Gilson, France 
หมอนึง่ฆาเชื้อ Udono-RII Memmert, Japan 
หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร Axygen, USA 
หลอดปนเหวีย่งขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร CLP, USA 
หลอดสําหรับแชแข็งเซลล  Nunc, Denmark 
อางควบคุมอุณหภูมิ Memmert, Germany 

 
3.3 สารเคมีที่ใชในงานวจิัย 
 
ตารางที่ 3.3 สารเคมีที่ใชในการวิจยั 
    

สารเคมี แหลงที่มา 
Acrylamide gel Sigma-Aldrich, USA 
Aminopterin Sigma-Aldrich, USA 
Ammoniumpersulfate (NH4)2S208; APS Sigma-Aldrich, USA 
3-Amino-2-oxazolidinone (AOZ) Sigma-Aldrich, USA 
Anti-mouse IgG (Fab specific)-Peroxidase Sigma-Aldrich, USA 
Anti-mouse IgG (whole molecule)-Peroxidase Jackson Immuno research 

laboratories, USA 
BCATM protein assay kit Pierce, USA 
Beta mercaptoethanol Sigma-Aldrich, USA 
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Bovine serum albumin (BSA) Sigma-Aldrich, USA 
Bromophenol blue Sigma-Aldrich, USA 
Chloramphenicol Sigma-Aldrich, USA 
Chlortetracycline hydrochloride (CTC) Fluka, China 
Citric acid Merck, Germany 
Clenbuterol Sigma-Aldrich, USA 
Coomassie brilliant blue R-250 Pierce, USA 
D-glucose Sigma-Aldrich, USA 
Dimethyl sulfoxide (DMSO) Merck, Germany 
di-Sodium hydrogenphosphate (Na2HPO4) Fluka, China 
Doxycycline (DC) Sigma-Aldrich, USA 
1-ethyl-3-(3-diamethylaminoprophyl)carbodiimide 
(EDC) Sigma-Aldrich, USA 
Ethylenediamine (EDA) Sigma-Aldrich, USA 
Enrofloxacin Sigma-Aldrich, USA 
Fetal calf serum (FCS) Invitromax, USA 
Formaldehyde Sigma-Aldrich, USA 
Freund's complete adjuvant (FCA) Sigma-Aldrich, USA 
Freund's incomplete adjuvant (FIA) Sigma-Aldrich, USA 
Furazolidone Sigma-Aldrich, USA 
Gentamycin T.P.drug laboratories (1969) 
  Co.,Ltd., Thailand 
Glycerol Sigma-Aldrich, USA 
Glycine Sigma-Aldrich, USA 
Hydrochloric acid (HCl) Sigma-Aldrich, USA 
Hydrogen peroxide (H2O2) Fluka, Switzerland 
Hypoxanthine Sigma-Aldrich, USA 
Isotyping kit Sigma-Aldrich, USA 
L-glutamine Sigma-Aldrich, USA 
Methanol BDH, England 
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2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid (MES) Fluka, China 
Norfloxacin Sigma-Aldrich, USA 
O-Phenylenediamine (OPD) Sigma-Aldrich, USA 
Ovalbumin (OVA) Sigma-Aldrich, USA 
Oxytetracycline hydrochloride (OTC) Fluka, China 
Penicillin G Sigma-Aldrich, USA 
Picrylsufonic acid (2,4,6-trinitrobenzene sulfonic 
acid; TNBS) Sigma-Aldrich, USA 
Polyethylene glycol HYBRI-MAX® (PEG) Sigma-Aldrich, USA 
Pyruvic acid Sigma-Aldrich, USA 
Rolitetracycline (RTC) Sigma-Aldrich, USA 
RPMI 1640 medium Biochrom AG, Germany 
Salbutamol Sigma-Aldrich, USA 
Skim milk Anline, Thailand 
Sodium bicarbonate (NaHCO3) Sigma-Aldrich, USA 
Sodium chloride (NaCl) Merck, Germany 
Sodium dihydrogen phosphate (NaH2PO4) Merck, Germany 
Sodium dodecyl sulfate (SDS) Sigma-Aldrich, USA 
Sodium pyruvate Sigma-Aldrich, USA 
Streptomycin Sigma-Aldrich, USA 
Sulfuric acid (H2SO4) Merck, Germany 
Tetracycline hydrochloride (TC) Sigma-Aldrich, USA 
N,N,N,N-Tetramethyl-Ethylenediamine (TEMED) Pierce, USA 
Thimerosal Sigma-Aldrich, USA 
Thymidine Sigma-Aldrich, USA 
Tris (hydroxymethyl) Aminomethane (Trizma base) Sigma-Aldrich, USA 
Tween 20 Riedel-de Haën, UK 
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3.4 วิธกีารดําเนินการวจิยั 
3.4.1 การเตรียมแอนติเจนที่ใชในการฉีดกระตุนภมูิคุมกัน 
3.4.1.1 การเตรียม OTC เชื่อมกับ BSA หรือ Ovallbumin (OVA) โดยใชปฏิกิรยิา Mannich  
 เตรียม BSA หรือ OVA เชือ่มกับ OTC โดยผสม BSA  หรือ OVA 10 มิลลิกรัม ในน้ํากลั่น 
0.3 มิลลิลิตร เติม OTC 4 มิลลิกรัม ที่ละลายใน 30% เอทานอล 0.2 มิลลิลิตร ผสมใหเขา
กันเตมิสารละลายโซเดยีม อะซิเตทบฟัเฟอร (3 M pH 5.5) 0.2 มิลลิลิตร และสารละลายฟอรมัลดี
ไฮด 7.5% (v/v) 0.2 มิลลิลิตร ตามลําดับ กวนเบา ๆ ทีอุ่ณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นทํา
ไดอะไลซีส (dialysis) ในสารละลายโซเดียม ฟอสเฟตบัฟเฟอร (PBS) pH  7.4 โดยเปลี่ยน
บัฟเฟอร 3 คร้ัง คร้ังละ 500 มิลลิลิตร เปนเวลา 3 วัน หลงัจากทาํไดอะไลซีส ในบัฟเฟอร นาํ
สารละลายโปรตีนที่ไดไปหาปริมาณโปรตีนรวม โดยใช BCATM  ดังรายละเอียดขอ 3.4.1.2 (Faraj 
และคณะ, 1980) ข้ันตอนการเตรียม OTC-OVA แสดงในภาพที่ 3.1 
 นําแอนติเจนและโปรตีนพาหะไปวิเคราะหมวลโมเลกุลดวยวิธ ีMatrix Assisted Laser 
Desorption/ Ionization Time-of Flight-Mass Spectrometry (MALDI-TOF-MS) และคํานวณหา
อัตราสวนการเชื่อมติด 
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ภาพที ่3.1  แสดงการเชื่อมติดของ OTC กับ BSA โดยปฏิกิริยา Mannich 
                                   ที่มา : Faraj และคณะ, 1980 
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3.4.1.2 การวดัปริมาณโปรตีน 

ทําการหาปริมาณโปรตีน ดวยวธิ ี bicinchoninic acid protein assay (BCA) โดยใช 
BCATM protein assay kit (บริษัท Pierce, USA) โดยทําการเจือจางโปรตีนมาตรฐานใหมีความ
เขมขน 0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรและเตรียมสารตัวอยาง ดวย PBS 
เพื่อนาํมาทาํกราฟมาตรฐานของโปรตีน เตรียมสารละลายที่ใชในการเกิดปฏิกริิยา โดยผสม
สารละลาย A โซเดียมไฮดรอก ความเขมขน 0.1 โมลารที่มีโซเดียมคารบอเนต โซเดียมไบ
คารบอเนต กรดไบคารบอนิค และโซเดียมทาเทรตอยู และสารละลาย B คูปลิกซัลเฟต เขมขน 4% 
ผสมสารละลายทัง้ 2 ชนิดเขาดวยกนั ในอัตราสวน 50:1 (v/v) ปเปตสารละลายโปรตีนมาตรฐาน
และสารละลายตัวอยางที่เจอืจางความเขมขนตาง ๆ แลว ลงในจานทดสอบชนิด 96 หลุม หลุมละ 
25 ไมโครลิตร จากนั้นเติมสารละลาย A และ B ที่ผสมเขากันแลว หลุมละ 200 ไมโครลิตร แลว
นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาท ีนําไปวัดคาการดูดกลืนแสง ที ่562 นาโน
เมตร หลังจากนัน้นําขอมลูระหวางคาการดูดกลนืแสง และความเขมขนของโปรตีนตัวอยางมา
สรางกราฟมาตรฐาน นาํคาการดูดกลืนแสงของสารตัวอยางมาเทียบกับกราฟมาตรฐานเพื่อ
คํานวณกลับไปเปนปริมาณโปรตีน 
 
3.4.1.3 การคาํนวณอัตราสวนโมเลกุลของ OTC ที่เชื่อมติดโดยวธิี MALDI-TOF-MS  

สงตัวอยางวิเคราะหดวยวิธ ี(MALDI-TOF-MS) ทีห่นวยบริการชีวภาพ ศูนยพันธุวศิวกรรม
และเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ (BIOTEC) เพื่อหามวลโมเลกุลของสารหลงัเชือ่มติดและโปรตีน
พาหะ คํานวณอัตราสวนการเชื่อมติดของโมเลกุล OTC ตอโปรตีนพาหะ BSA และ OVA  โดย
คํานวณจาก 
 
อัตราสวนการเชื่อมติด      =     มวลโมเลกลุหลังการเชื่อมติด - มวลโมเลกุลกอนเชื่อมติด 
                                                                              มวลโมเลกุลของ OTC 
 
3.4.2. การฉดีกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูดวย OTC-BSA 
 กระตุนระบบภูมิคุมกันของหนทูดลองดวย OTC ที่เชื่อมติดกับ BSA โดยในการฉีดกระตุน
คร้ังแรกจะผสมกับ Freund’s complete adjuvant (FCA) ในอัตราสวน 1:1 (v/v) ฉีดเขาภายใน
ชองทองหนทูดลองสายพันธุ BALB/c เพศเมีย อาย ุ 8 สัปดาห 100 ไมโครกรัมตอตัว และฉีด
กระตุนอีก  3 คร้ัง ทกุ ๆ 2 สัปดาห โดยผสมกับ Freund’s incomplete adjuvant (FIA) ใน
อัตราสวน 1:1 (v/v) หลังการกระตุนครั้งที ่3 เปนเวลา 7 วัน เก็บเลือดจากหางของหนูทดลอง เพื่อ
นําไปทดสอบหาระดับแอนติบอดี (titer) ดวยวิธี Indirect ELISA และทดสอบวาแอนติบอดีทีไ่ด
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สามารถจับกบั OTC ในรูปอิสระ ไดหรือไมโดยวิธ ีIndirect competitive ELISA โดยใช OTC-OVA 
ที่เตรียมไดจากวิธีเดียวกับการเตรียม OTC-BSA ในขอ 3.4.1.1 แตเปลี่ยนโปรตีนพาหะจาก BSA 
เปน OVA มาเคลือบบนจานชนิด 96 หลุมสําหรับ ELISA เลือกหนูทดลองที่ใหระดับแอนติบอดี
สูงสุดและสามารถจับกับ OTC อิสระไดไปทําการหลอมรวมเซลล กอนวนัหลอมรวมเซลล 3-4 วัน 
ฉีดกระตุนดวย OTC-BSA ปริมาณ 100 ไมโครกรัมตอตัว โดยไมผสม Freund’s adjuvant 
 
3.4.3. การเตรียมและคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาทีส่รางโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ OTC  
 3.4.3.1  การเตรียมเซลลมัยอิโลมา 
  กอนทําการหลอมรวมเซลลนําเซลลมัยอีโลมา NSI เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล 
RPMI 1640 ที่มีซีรัมจากลกูวัว (Fetal calf serum: FCS) ความเขมขน 10% (v/v) โดยทําการเลี้ยง
เซลลมัยอีโลมาใหอยูในระยะที่มีอัตราการเจริญเติบโตสูงสุด (log phase) ในวันหลอมรวมเซลล
นับเซลลที่มีชวีิตใหมีจาํนวนมากกวา 107 เซลลตอมิลลิลิตร และนําเซลลมัยอีโลมามาปนลางดวย
อาหาร RPMI 1640 ที่มีเจนตามยัซิน (gentamycin) เขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดวย
ความเร็ว 1500 รอบตอนาท ี เปนเวลา 5 นาที นําสวนใสออกแลวจึงเติมอาหารเลี้ยงเซลลปริมาตร 
5 มิลลิลิตรเพือ่นําไปหลอมรวมกับเซลลมามทีเ่ตรียมไว 
 

3.4.3.2 การเตรียมเซลลมาม 
  เตรียมไดจากการนาํหนทูดลองที่ใหคาระดบัแอนติบอดีตอ OTC ที่สูง (ขอ 3.4.2) 
ทําการสลบหนูโดยใชไดเอทิลอีเธอร(diethylether) เจาะเลือดจากหัวใจ เพื่อเก็บซีรัมไวใชตอไป ทํา
การเปดชองทองนาํมามออกมาโดยวิธีปลอดเช้ือ ใชกรรไกรตัดมามใหเปนชิ้นเลก็ ๆ บนตะแกรง
ลวดตาถี ่ แลวใชดามของหลอดฉีดยาขนาด 10 มิลลิลิตร บดมามเบา ๆ ใหละเอยีด เมื่อไดเซลล
มามแลวนําไปปนลางใน RPMI 1640 ปริมาตร 40 มิลลิลิตรที่มีเจนตามัยซิน เขมขน 0.2 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร ดวยความเร็ว 1500 รอบตอนาทีเปนเวลา 5 นาที จากนัน้ทิ้งสวนใสแลวจึงเติมอาหาร
เลี้ยงเซลลปริมาตร 5 มิลลิลิตร เพื่อเตรียมนําไปหลอมรวมกับเซลลมยัอีโลมาที่เตรยีมไว 
 
 3.4.3.3 การหลอมรวมเซลล (Cell fusion) 
  นําเซลลของมามหนูจากขอ 3.4.3.2 มารวมกับเซลลมยัอีโลมาจากขอ 3.4.3.1 ใน
อัตราสวน 1:2 ผสมใหเขากนัเบา ๆ กอนนําไปปนเหวี่ยงดวยความเรว็ 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 
5 นาท ีเทสวนใสทิง้ เขยาเบา ๆ ใหเซลลไมเกาะตวัเปนกอน หลงัจากนัน้ หยดโพลีเอทีลีนไกลคอล 
(Polyethylene glycol: PEG) ที่มีมวลโมเลกุล 3,000-3,700 ดาลตัน ความเขมขน 50% (v/v) ซึ่ง
เปนสารที่ทาํใหเยื่อหุมเซลลบางลง จงึทาํใหเกิดการหลอมรวมเซลล ลงไปพรอมกับหมุนหลอด
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ทดลองและเคาะเบาๆ โดยควบคุมการหยด PEG 1 มิลลิลิตร ใหหมดภายใน 1 นาที หลงัจากนั้น
เติมอาหารเลีย้งเซลล RPMI 1640 ที่มเีจนตามยัซนิความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรลงไป 
หลังจากนั้นดดูอาหารเลีย้งเซลลข้ึนและลงเพื่อเจือจาง PEG หลังจากนั้นนาํไปหมนุเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เทสวนใสออก นาํเซลลที่ไดเติมลงในอาหารเลี้ยง
เซลล HAT ทีม่ี FCS ความเขมขน 20% (v/v) ปริมาณ 100 มิลลิลิตร   ปเปตเซลลลงในจานเลีย้ง
เซลลชนิด 96 หลุม หลุมละ 200 ไมโครลิตร นําไปเลี้ยงในตูบมทีม่ีคารบอนไดออกไซดความเขมขน 
5% ที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เลี้ยงเซลลเปนเวลา 10-14 วัน เมือ่เซลลไฮบริโดมาเจริญเติบโต
ประมาณ 25% ของพื้นที่หลุม นําอาหารเลี้ยงเซลลในแตละหลุมไปทดสอบการสรางแอนติบอดีตอ 
OTC หรือไมโดยวิธี Indirect ELISA 
 
 3.4.3.4 คัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่มีความสามารถในการผลิตแอนติบอดีตอ OTC 
 3.4.3.4.1 การคัดเลือกเซลลโดยวิธ ีIndirect ELISA  
  ทําการเคลือบพื้นหลุมของจาน ELISA ชนดิ 96 หลุม ดวย OTC-OVA (เตรียมได
โดยวิธีเดยีวกนักับการเตรียม OTC-BSA ตามวิธีในขอ 3.4.1.1) ความเขมขน 20 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร หลมุละ 100 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-24 ชั่วโมง นาํมา
ลางดวย PBS ที่มี Tween 20 (PBS-T) เขมขน 0.05% (v/v) จํานวน 3 คร้ัง เติมสารละลายนม
พรองมนัเนย (skim milk) เขมขน 5% (v/v) ใน PBS หลุมละ 300 ไมโครลิตร แลวนาํไปบมที ่ 37 
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางดวย PBS-T จํานวน 3 ครั้ง เติมตัวอยาง (เลือดหนหูรือ
อาหารเลี้ยงเซลล) หลุมละ 100 ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 
ชั่วโมง ลางดวย PBS-T จํานวน 3 คร้ัง เตมิแอนติบอดีทตุิยภูมิ goat anti-mouse IgG ที่มีเอนไซม 
horseradish peroxidase (GAM-HRP) เชื่อมติดอยู ที่ความเจือจาง 1:10,000 หลุมละ 100 
ไมโครลิตร บมที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางดวย PBS-T จํานวน 3 คร้ัง 
เติมสารละลายสับเสตรตทีม่ีโอฟนิลลีนไดเอมีน (ο-phenylenediamine, OPD) และ ไฮโดรเจน
เปอรออกไซด (Hydrogen peroxide, H2O2) ละลายใน 0.15 โมลาร ฟอสเฟต ซเิตรต บัฟเฟอร 
(Phosphate citrate buffer)  pH 5.0 หลมุละ 150 ไมโครลิตร เปนเวลา 10 นาที เติมกรดซัลฟวริก 
(Sulfuric acid) ความเขมขน 1โมลาร หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยา หลังจากนัน้ 
นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร 

3.4.3.4.2 คัดเลือกขั้นที ่2 โดยวิธ ีIndirect competitive ELISA 
เพื่อทดสอบหาแอนติบอดีทีส่ามารถจับกบั OTC ที่อยูในรูปอิสระ โดยปเปต 

สารละลาย OTC ความเขมขน 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตรลงในจานหลมุ 
ELISA ที่เคลือบดวย OTC-OVA ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ที่ผานการเติมสารละลายนมพรองมนั
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เนยและลางดวย PBS-T แลว จากนัน้ปเปตอาหารเลีย้งเซลล หรือซีรัมหนู จากหลมุที่ใหผลบวกใน
การคัดเลือกในขั้นตอนแรก (ขอ 3.4.3.4.1) ลงไปผสมกบัสารละลาย OTC นําไปบมที่อุณหภูม ิ37 
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นทําตามขั้นตอนเดียวกับวธิี Indirect ELISA ถาหลุมที่
เติม OTC ในรูปอิสระใหการดูดกลืนแสงที่ต่ํากวา หลมุที่ไมมีการเตมิ OTC นั่นจะแสดงใหเห็นวา 
อาหารเลี้ยงเซลลที่มาจากหลุมดังกลาวมแีอนติบอดีที่ไดสามารถจับกับสาร OTC ในรูปอิสระได 
นําเซลลไฮบริโดมาในหลุมนัน้มาแยกใหไดโคลนเดี่ยว โดยวิธ ีlimiting dilution 

 
3.4.3.5 การแยกเซลลไฮบริโดมาใหไดเซลลเด่ียวโดยวิธ ีlimiting dilution  
เพื่อยนืยนัวาเซลลไฮบริโดมามาจากตนกาํเนิด เซลลเพยีงเซลลเดยีว นําเซลลไฮบริโดมาที่

สามารถผลิตแอนติบอดีตอ OTC ในรูปอิสระจาการคัดเลือกขั้นที ่ 2 มาทาํใหเปนโคโลนีเดี่ยวโดย
การเจือจางเซลลใหได 1 เซลลตอหลุม เมื่อเซลลเจริญเติบโตเปนโคโลนเีดี่ยวในหลุมประมาณ 
25% ของพื้นที่กนหลุม นําอาหารเลี้ยงเซลล มาตรวจหาวาเซลลยงัคงมีแอนติบอดีตอ OTC หรือไม 
ถาเซลลยงัคงมีการสรางแอนติบอดีตอ OTC จึงทาํการขยายเซลลเพิม่จํานวน แลวนําไปแชแข็งใน
ไนโตรเจนเหลวและเก็บอาหารเลี้ยงเซลลไวใชทดสอบตอไป 
 

3.4.3.6 การเก็บเซลลไฮบริโดมาในไนโตรเจนเหลว 
โดยนาํเซลลไฮบริมาที่ตองการเก็บมาเลีย้งตอในอาหาร RPMI 1640 ที่ม ี FCS ความ

เขมขน 10%(v/v) ใหอยูในชวงทีม่ีการเจริญเติบโตสูงที่สุด (log phase) มาปนเหวีย่งใหเซลล
ตกตะกอนดวยความเร็ว 1500 รอบตอนาท ี จากนัน้ดดูอาหารเลีย้งเซลลที่อยูดานบนทิง้ และเตมิ
น้ํายาเกบ็เซลลแชแข็งที่มีไดเมทิลซัลฟอกไซด (Dimethyl sulfoxide, DMSO) ความเขมขน 10% 
(v/v) ขณะเยน็ลงไปปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใชพลาสเจอรปเปตดูดขึ้นลงเบา ๆ จนเซลลเขากันดกีบั
น้ํายาเกบ็เซลลแชแข็ง กอนถายเซลลลงในหลอดเก็บเซลลขนาด 2 มิลลิลิตร และนําไปแชที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีสขามคืน หลังจากนัน้จึงยายลงไปไวในถังไนโตรเจนเหลวที่มีอุณหภูมิ
ประมาณ -196 องศาเซลเซยีส 

 
3.4.3.7 การนําเซลลไฮบริโดมาที่เก็บในไนโตรเจนเหลวกลบัมาเลี้ยง 
นําหลอดที่เกบ็เซลลไฮบริโดมาออกมาจาการเก็บในไนโตรเจนเหลวมาแชที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซยีส ทันทีเมื่อน้าํยาเก็บเซลลแชแข็งในหลอดละลายหมดแลว ใหถายเซลลลงหลอดที่มี
อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นาํไปปนที่ความเร็ว 1500 รอบตอนาท ี เปน
เวลา 5 นาที กอนนําเซลลไปเลี้ยงตอในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี FCS ความเขมขน 20% 
(v/v) 
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3.4.4 การศึกษาลกัษณะสมบัติเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได 

3.4.4.1 การตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยใชชุดตรวจสอบ 
                    สาํเร็จรปู  

นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดมาทาํการตรวจสอบไอโซไทปโดยใชชดุตรวจสอบ 
สําเร็จรูป Isotyping kit ของบริษัท Sigma-Aldrich โดยทําการเตรียมแอนติบอดี ที่จําเพาะกบัไอโซ
ไทปชนิดตาง ๆ คือ  IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgA และ IgM จาก Isotyping kit มาเจือจางใหได
ความเขมขน 1:1,000 เทาใน PBS เติม ลงในจาน ELISA ขนาด 96 หลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร 
บมที่อุณหภูม ิ4 องศาเปนเวลา 1 ชั่วโมง นาํจาน มาลางดวย PBS (pH 7.4) ที่มี 0.05% Tween 
20 (PBS-T) จํานวน 3 คร้ัง หลงัจากนัน้เติมแอนติบอดีที่ตองการตรวจสอบไอโซไทป หลุมละ 100 
ไมโครลิตร บมที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นลางดวย PBS-T 
จํานวน 3 คร้ัง แลวเติมแอนติบอดีทุติยภมูิที่จําเพาะตอ IgG ของหนทูี่มีเอนไซม HRP  เชื่อมอยู 
(โดยที่แอนติบอดีทุติยภูมิมีความจาํเพาะกบัสวน Fab (HRP-Rabbit anti mouse IgG Fab 
specific) ของ IgG ของหนู ที่เจือจาง 1:2,000 ใน PBS  บมในทีม่ดื ที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 30 
นาที หลงัจากนั้นลางออกดวย PBS-T จํานวน 3 คร้ัง แลวเติมสารละลายสับสเตรตที่ประกอบดวย 
OPD และ H2O2 ละลายในฟอสเฟตซิเตรต บัฟเฟอร pH 5.0 ความเขมขน 0.15 โมลาร หลมุละ 
150 ไมโครลิตร เปนเวลา 10 นาท ีแลวเติมกรดซัลฟวริก เขมขน 1 M หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อ
หยุดปฏิกิริยา นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร 
 
 3.4.4.2 การทดสอบความไว (sensitivity) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจะรายงานเปนคาความเขมขนของสารทีท่ําใหเกิด
การยับยัง้ที่ 50% (50% of inhibition concentration; IC50) ที่ทําใหคาการดูดกลนืแสงเมื่อทดสอบ
ดวยวิธ ีIndirect competitive ELISA และคาความเขมขนของสารที่นอยที่สุดที่สามารถตรวจวัดได 
(limit of detection; LOD) ซึ่งทําไดโดยการนาํแอนตบิอดีที่ตองการทดสอบมาเจอืจางใหไดความ
เขมขนที่เหมาะสม มาทําการเติมลงไปผสมกับสารทีต่องการทดสอบที่ความเขมขน 0.001-100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งจะเกิดการแยงจับกันของสารที่ตองการทดสอบในรูปอิสระในสารละลาย 
และ สารทีเ่คลือบอยูที่กนหลุม หลงัจากวดัคาการดูดกลืนแสงแลว นาํคาการดูดกลืนแสงที่ได มา
เขียนกราฟโดยใชโปรแกรม Graph pad Prism 4 โดยแกน Y เปนคา %B/B0 และ แกน X เปนคา 
ล็อกกาลทิึมของความเขมขนของสารที่ทดสอบและคํานวณคา LOD  

โดยคํานวณจากคาความเขมขนที ่ B0-3SD เมื่อ B และ B0 คือ คาการดูดกลืนแสงจาก 
ELISA ของหลุมที่มีการเติมแอนติเจนและไมเติม แอนติเจน ตามลําดับ และ SD คือ สวนเบีย่งเบน
มาตรฐาน 
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3.4.4.3 การทดสอบความจําเพาะ (specificity) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ  
          OTC  

 ความจาํเพาะของแอนติบอดีจะรายงานในรูปของเปอรเซ็นตการทําปฏิกิริยาขามของโมโน
โคลนอลแอนติบอดี โดยจะทดสอบการเกิดปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดกับสาร
อ่ืนๆ ทั้งในกลุม และนอกกลุม TCs โดยการทดสอบดวยวธิี Indirect competitive ELISA  ซึ่งได
จากการนาํโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 3 มาเจือจางใหไดความเขมขนที่เหมาะสม และเติมลงไป
ผสมกับสาร OTC และ ตัวแขงขันที่ตองการทดสอบซึ่งเปนสารในกลุม TCs จํานวน 4 ชนิด คือ TC, 
CTC, DC และ RTC รวมถงึสารนอกกลุม TCs จํานวน 9 ชนิด คือ  Norfloxacin, Penicilin G, 
Avermectin, Streptomycin, Sulfaquinoxaline, AMOZ, Clenbuterol, Chloramphenicol, 
Metronidazole ตามลําดับ ที่ความเขมขน 0.001- 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งจะเกิดการแยง
จับกันของสารที่ตองการทดสอบในรูปอิสระในสารละลาย และ สาร OTC - OVA ที่เคลือบอยูที่กน
หลุม หลังจากวัดคาการดูดกลืนแสงแลว นาํคาการดูดกลืนแสงที่ได มาเขียนกราฟโดยใชโปรแกรม 
Graph Pad Prism 4 โดยแกน Y เปนคา %B/B0 และ แกน X เปนคาล็อกกาลิทึมของความเขมขน
ของสารทีท่ดสอบ โดยคาความเขมขนของสารที่ทาํใหเกดิการยั้บยัง้ที่ 50 % (50% of inhibition 
concentration; IC50) หาไดจากการนําคาที ่ 50% B/B0 มาเทยีบกบักราฟไดเปนคาความเขมขน 
และนําคาการดูดกลืนแสงทีไ่ดมาหาคา IC50 ของสารแตละตัวที่ใชเปนตัวแขงขัน 
          IC50 ของ OTC           x 100   
                                 IC50 ของ ตัวแขงขนัอื่น ปฏิกิริยาขาม = เปอรเซ็นต

 
3.4.5 การทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสทุธิ ์
 นําเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ OTC มาเลีย้งในอาหารเลี้ยงเซลล 
RPMI ที่ม ี FCS ความเขมขน 10% ปริมาตร 600 มิลลิลิตร ในขวดเลี้ยงเซลลขนาด 1 ลิตร บมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 1 สัปดาห เก็บอาหารที่ใชเลี้ยงเซลลเพื่อนาํมาแยกแอนติบอดี
ใหบริสุทธิ์ดวยโครมาโทรกราฟแบบสัมพรรคภาพ (affinity chromatography column) โดยใช
โปรตีนจ ี
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3.4.5.1 การทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยใชโปรตีนจี  
 นําโปรตนีจีเซฟาโรส (protein G sapharose) 5 มิลลิลิตร ที่อยูในเอทานอลเขมขน 
20%(w/v) มาลางเอทานอลออก แลวเติมโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.0 ความเขมขน 2.0 มิลลิ
โมลาร จากนั้นเตรียมคอลัมนโปรตีนจีใหเขาสูสภาวะสมดุลโดยปรับอัตราการไหลใหเทากับ 1.0 
มิลลิลิตรตอนาที จากนัน้เติมอาหารเลี้ยงเซลลทีม่ีแอนติบอดีที่ตองการทําใหบริสุทธิ์ลงในคอลัมน
โปรตีนจี ปริมาตร 300-400 มิลลิลิตร ลางโปรตีนที่ไมจับกบักับโปรตีนจีในคอลัมนออกดวย 
โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.0 ความเขมขน 2.0 มิลลิโมลาร ทําการชะแอนติบอดีที่จับกบั
โปรตีนจี ดวยไกลซีนไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร (Glycine-HCl) pH 2.7 ความเขมขน 0.1 โมลาร โดย
เก็บสารละลายที่ออกมาจากคอลัมนหลอดละ 1 มิลลิลิตร ในหลอดทีม่ี ทริสไฮโดรคลอไรด (Tris-
HCl) pH 9.0  เขมขน 1 โมลาร ปริมาตร 70 ไมโครลิตร เพื่อปรับคาคาความเปนกรดเปนเบสของ
สารละลายใหเปนกลาง หลงัจากนัน้นาํสารละลายแตละหลอดไปวัดคาการดูดกลนืแสงที่ 280 นา
โนเมตร และทําการทดสอบดวยวธิี Indirect ELISA เพื่อนาํมาวาดโครมาโตแกรม แลวนาํ
สารละลายในหลอดทดลองที่มีแอนติบอดีมารวมกัน เพือ่นําไป dialysis ใน PBS ที่มี 0.01% 
thymerosal เปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส โดยเปลี่ยนบัฟเฟอรวันละ 2 คร้ัง หลงัจาก
นั้นนําไปหาปริมาณโปรตีน 
 
 3.4.5.2 การทดสอบความบริสุทธิ์และหามวลโมเลกลุของโมโนโคลนอล
แอนติบอดี 
  3.4.5.2.1 การเตรียมพอลิอะคริลาไมดเจลชนิดแผน 
  ทดสอบความบริสุทธิ ์ และมวลโมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธ ี พอล ิ
อะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอเรซีสแบบเอสดีเอส (SDS-polyacrylamide gel electrophoresis; 
SDS-PAGE) โดยเตรียม 15% separating gel ที่มีความกวางไมต่าํกวา 5 เซนติเมตร ยาว 8 
เซนติเมตร และหนา 0.2 เซนติเมตร ปรับผิวหนาเจลใหเรียบโดยเตมิหนากลัน่ ตั้งทิง้ไว 30 นาท ี
เพื่อใหเจลแข็งตัว หลังจากนัน้เตรียม 5% stacking gel ที่ดานบนของ separating gel และใสหวี
เพื่อเปนแมพมิพของหลุมเจล ตั้งทิง้ไวเพื่อใหเจลแข็งตัว 30 นาที   

3.4.5.2.2 การเตรียมสารละลายตัวอยาง 
  เตรียมสารละลายตัวอยางใหมีปริมาณโปรตีน 5 ไมโครกรัมตอ 20 ไมโครลิตร 
ผสมกับสารละลายสยีอมทมีี SDS, mercaptoethanol และ bromophenol blue (SDS staining 
dye) ในอัตราสวน 1:1 นําไปตมที่อุณหภมูิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที ตัง้ทิง้ไวใหเย็นที่
อุณหภูมิหองกอนนําไปปเปตในหลุมเจล 
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  3.4.5.2.3 การทําอิเลก็โทรฟอเรซีส 
  ทําการแยกแอนติบอดีโดยนาํเจลทีเ่ตรียมไวไปประกอบเขากับเครื่องทาํอิเล็กโต 
ฟอเรซีส (electrophoresis chamber) ที่ม ี SDS ในสารละลายบฟัเฟอรไกลซนีไฮโดรคลอไรด 
(running buffer) ทั้งสวนบนและสวนลางของเครื่อง นําสารละลายตวัอยางมาปเปตในหลุมเจลไม
เกินหลุมละ 20 ไมโครลิตร สวนหลุมของ marker ใหปเปตปริมาตร 2 ไมโครลิตร ตอข้ัวไฟฟาที่มี
ความตางศักย 100 โวลต เปนเวลา 120 นาที จนแถบสีของสียอมเคลื่อนไปจนถงึปลายเจลจงึหยุด
ใหกระแสไฟฟา นําเจลที่ไดไปยอมสีดวย coomassie blue (staining solution) ขามคืนและลางใน
สารละลายของเอทานอลและกรดอะซิติก (destaining solution) จนกวาเจลจะใสและเห็นสีของ
แถบโปรตีนชดัเจน 
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บทที่ 4 
ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

 
4.1 ผลการเตรียมแอนติเจนเพื่อใชในการฉีดกระตุนสัตวทดลอง 

ออกซีเตตราซัยคลิน (oxytetracycline, OTC) เปนยาปฏิชีวนะที่มีโมเลกุลขนาดเล็กที่
เรียกวาแฮปเทน (hapten) ไมเหมาะในการใชกระตุนภมูิคุมกันของสตัวทดลองใหสรางแอนติบอดี 
ดังนัน้จึงตองทาํการเชื่อมติด OTC เขากับโปรตีนพาหะ ทีม่ีมวลโมเลกุลขนาดใหญกอนนาํไปฉดี
กระตุนภูมิคุมกันในสัตวทดลอง 
 
4.1.1 ผลการเตรยีม OTC เชื่อมตดิกับ BSA 

จากการเตรียมแอนติเจนทีจ่ะใชในการกระตุนภูมิคุมกนัหนูทดลอง โดยทําการเชื่อมตอ 
OTC กับ โปรตีนพาหะ BSA โดยใชปฏิกิริยา  Mannich ซึ่งจะมีการเติมฟอรมัลดีไฮด ทําใหมกีาร
ควบแนนระหวางหมูอะมิโนของ BSA กับวงฟนอลของ OTC  (Faraj และ คณะ, 1980)      

 นาํ OTC-BSA วัดปริมาณโปรตีนโดยวธิ ี BCA เพื่อหาความเขมขนของโปรตีนทีท่าํการ
เชื่อมติดที่ความเจือจางตางๆ  โดยเทียบกบักราฟมาตรฐานของโปรตีน BSA ที่ความเขมขน 0, 0.1, 
0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1 มลิลิกรัมตอมิลลิลิตร วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 562 นาโน
เมตร พบวา OTC-BSA ไดความเขมขนของโปรตีนเทากบั 3.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

จากการหาอัตราสวนโมเลกลุของ OTC ทีเ่ชื่อมติดกับโปรตีนพาหะBSA 1 โมเลกุล โดย
การหามวลโมเลกุลที่เปลีย่นไปของ BSA โดยเทคนิค MALDI-TOF-MS แสดงในภาพที ่ 4.2 จาก
โครมาโตรแกรมที่ไดพบวา โปรตีนพาหะ BSA มีมวล 66,790.385 ดาลตัน และโปรตีนหลังการ
เชื่อมติด (OTC-BSA) มีมวล 70,032.194 ดาลตัน มีมวลโมเลกุลมากขึ้น 3,241.809 ดาลตัน ซึง่
เมื่อคิดเทียบกบัมวลโมเลกุลของ OTC-HCl (มวลโมเลกุล 460 ดาลตัน) พบวามีอัตราสวนที่เชื่อม
ติดกับ BSA 1 โมเลกุล  1 เทากับ 7  โมเลกลุของ OTC   
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66,790.385 70,032.194 OTC-BSA BSA 

 
ภาพที ่4.1 โครมาโตรแกรมของมวลโมเลกุลของ OTC-BSA เมื่อเทียบกับ BSA  

                               โดยวธิี MALDI-TOF-MS 
 
4.2. การตอบสนองของระบบภูมิคุมกนัของหนูในการสรางแอนติบอดีตอ OTC 
 จากการกระตุนภูมิคุมกนัหนูทดลองจํานวนทั้งหมด 10 ตัว ดวยแอนติเจน OTC-BSA 
ที่เตรียมได โดยกระตุนภูมคุิมกันจาํนวน 4 คร้ังกอนเจาะเลือด หลังจากการกระตุนครั้งที่ 4 
ประมาณ 1 สัปดาห เจาะเลือดนาํซีรัมจากหนทูดลองทัง้หมด มาหาระดับแอนติบอดี ดวยวธิี 
Indirect ELISA และทดสอบการสรางแอนติบอดีตอ OTC โดยวิธ ี Indirect competitive ELISA  
โดยเลือกหนทูดลองที่ใหระดบัแอนติบอดีสูงที่สุด และสามารถจับกับ OTC ในรูปอิสระได เพื่อใชใน
การหลอมรวมเซลลเพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไป 
 
 4.2.1 ระดับแอนติบอดี (antibody titer) ของหนูทดลองที่ไดรับการฉีดกระตุน 
 จากการหาระดับแอนติบอดีโดยวิธี Indirect ELISA ไดผลดังภาพที ่ 4.2 โดยเลอืก
ระดับแอนติบอดีที่ความเจือจาง ที่ใหคาการดูดกลืนแสงที่ประมาณ 0.1 พบวาหนทูั้ง 10 ตัว 
สามารถผลิตแอนติบอดีตอ OTC-BSA ได  
       พบวาหนทูั้ง 10 ตัวใหระดับแอนติบอดีอยูในชวง 1:16,000 – 1:128,000 โดยหนูที่ให
ระดับแอนติบอดีตํ่าที่สุด คือ หนูตัวที่ 8 ใหระดับแอนติบอดี 1:16,000 สวนหนทูี่ใหระดับแอนติบอดี
สูงที่สุด คือ หนูตัวที่  3 และ 7 โดยใหระดับแอนติบอดี 1:128,000 ดังตารางที่ 4.1 
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 จากภาพที่ 4.2 จะพบวาลักษณะของกราฟของหนูตัวที่ 1-4 ที่ใช OTC-OVA เคลือบที่
กนหลุมมีคาการดูดกลืนแสงจะแปรผกผันกับคาความเจอืจางของซีรัม ซึ่งเมื่อเทยีบกับกราฟของ
หนูตวัที ่ 1 ที่ใช OVA เคลือบที่กนหลมุ จะพบวามีคาการดูดกลืนแสงต่ําเทากนัตลอดทุกความเจือ
จาง นัน่แสดงใหเหน็วา ซีรัมมีการสรางแอนติบอดีตอ OTC-OVA แตไมจับกับโปรตีนพาหะ OVA 
ซึ่งหนูตัวอ่ืน ๆ ก็ใหผลการทดลองในทาํนองเดียวกัน 
 
ตารางที่ 4.1 แสดงระดับแอนติบอดีของหนูทดลองที่ไดรับการกระตุนดวย OTC-BSA จํานวน 10   
                   ตัว ดวยวิธ ีIndirect ELISA  
 

หนูตวัที ่ ระดับแอนติบอดี 

1                   1:64,000 
2                   1:64,000 
3                   1:128,000 
4                   1:32,000 
5                   1:128,000 
6                   1:64,000 
7                   1:128,000 
8                   1:16,000 
9                   1:32,000 
10                   1:64,000 
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        ภาพที่ 4.2 ตัวอยางระดับแอนติบอดีจากซีรัมของหนูทดลองที่ไดรับการฉีดกระตุนดวย  
  OTC-BSA จํานวน 4 ตัว จาก 10 ตัว ดวยวิธี Indirect ELISA โดยใชแอนติเจน  
  OTC-OVA ความเขมขน 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเคลือบที่กนหลุม เทียบกับ  
                         ซีรัมของหนตัูวที่ 1 ที่ใชแอนติเจน OVA ความเขมขน 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
                         เคลือบทีก่นหลุม โดยใชซีรัมของหนูทดลองเจือจาง 1:1,000 ถึง 1:1,024,000 
  
4.2.2 ความสามารถในการจับของแอนติบอดีตอ OTC ในรูปอิสระ 
 จากการทดสอบความสามารถในการจับของแอนติบอดีในซีรัมกับ OTC ในรูปอิสระ 
โดยวิธี Indirect competitive ELISA พบวาซีรัมจากหนทูั้ง 10 ตัวสามารถทาํใหคาการดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตรในหลุมที่มี OTC ลดลงเมื่อเทียบกบัคาการดูดกลืนแสงในหลมุที่
ไมมี OTC นัน่แสดงใหเหน็วาซีรัมจากหนทูั้ง 10 ตัวสามารถจับกับ OTC ในรูปอิสระได โดยมี
เปอรเซ็นตการทําปฏิกิริยากบั OTC  ในรูปอิสระอยูในชวง 19-52 % ดังแสดงในตารางที่ 4.2 
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ตารางที่ 4.2  การทดสอบความสามารถในการจับกับ OTC ในรูปอิสระ จากซีรัมของหนูทดลองที ่
                     ไดรับการฉีดกระตุนดวย OTC-BSA โดยวธิี Indirect competitive ELISA 

คาการดูดกลนืแสงที ่492 นาโนเมตร 
% A492 ที่ลดลง 

หนูตัว
ที ่

ระดับความ
เจือจางใน
ซีรัม 

ไมมี 
OTC 

OTC  
(50 µg/ml) เมื่อเติม OTC 

1 1:2,000 1.004 0.722 28.09 
2 1:2,000 1.318 0.678 48.56 
3 1:2,000 1.530 0.989 35.36 
4 1:1,000 0.749 0.422 43.66 
5 1:2,000 0.454 0.366 19.38 
6 1:2,000 1.043 0.578 44.58 
7 1:4,000 0.724 0.308 57.46 
8 1:4,000 0.538 0.268 50.19 
9 1:4,000 0.890 0.508 42.92 

10 1:4,000 0.578 0.278 51.90 
 
4.3. ผลการหลอมรวมเซลลและคัดเลอืกเซลลไฮบริโดมาทีส่รางโมโนโคลนอลแอนติบอดี  
      ตอ OTC  
 ทําการหลอมรวมเซลลระหวางเซลลมามของหนูที่ไดรับการฉีดกระตุนดวย OTC-BSA 
กับเซลลมัยอีโลมา (NSI) จากหนทูั้งหมด 10 ตัว หลังจากทาํการหลอมรวมเซลลเปนระยะเวลา
ประมาณ 2  สัปดาห ดูเซลลไฮบริโดมาดวยกลองจุลทรรศนหวักลบัพบวาเซลลไฮบริโดมา เร่ิมมี
การเจริญเติบโตภายในอาหารเลี้ยงเซลล HAT  โดยจะเห็นเซลลขนาดเล็ก ลักษณะกลมใสเริ่ม
มีการเกาะกลุมกนัเปนโคโลนีภายในหลุม หลังจากที่มีการเจริญเติบโตของไฮบริโดมาเซลล
ประมาณ 1 ใน 4 ของหลมุ นาํอาหารเลี้ยงเซลลในหลุมที่มีโคโลนีของเซลลไฮบริโดมาเจริญขึ้น มา
คัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่สามารถผลิตแอนติบอดีได โดยวิธี Indirect ELISA หลังจากนัน้นาํน้ํา
เลี้ยงเซลลในหลุมที่ใหผลบวก (ใหคาการดูดกลืนแสงของอาหารเลีย้งเซลลที ่ 492 nm มากกวา 
หรือเทากับ 0.7) มาทําการทดสอบตอไปเพื่อดูวาเซลลไฮบริโดมาสามารถผลิตแอนติบอดีที่ตอ 
OTC ในรูปอิสระไดหรือไม โดยใชวิธี Indirect competitive ELISA  ใหผลดังตารางที ่4.3 
 ผลของการหลอมรวมเซลลทัง้ 10 คร้ัง ทําใหไดเซลลไฮบริโดมาที่สามารถผลติ
แอนติบอดีตอ OTC อิสระทั้งหมด 3 หลุม นําทั้ง 3 หลมุมาทําการแยกเซลลเดี่ยวโดยวิธี limiting 
dilution เพือ่ยืนยนัวาเซลลไฮบริโดมาทีไ่ด มาจากเซลลเร่ิมตนเพยีงเซลลเดยีวและยังคงสราง
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แอนติบอดีตอ OTC ในรูปอิสระ โดยตั้งชื่อโคลนที่ได คือ 2-4F, 7-3G และ 11-11A               
หลังจากนั้นเพิม่จํานวนเซลลในขวดเลี้ยงเซลลขนาดใหญ แลวนาํเซลลไปเก็บรักษาโดยแชแข็งใน
ไนโตรเจนเหลวและเก็บอาหารเลี้ยงเซลลทีม่ีโมโนโคลนอลแอนติบอดีอยูไวเพื่อศึกษาลักษณสมบัติ 
ตอไป  
 อยางไรก็ตามจากผลการหลอมรวมเซลลทัง้ 10 คร้ัง จะพบวาจากจํานวนหลมุต้ังตน 
1152 หลุม จะพบวามีเซลลไฮบริโดมาเจริญได ตั้งแต 41.66-100% แสดงใหเห็นวา การหลอมรวม
เซลลมีประสิทธิภาพ แตเซลลไฮบริโดมาทีม่ีการสรางแอนติบอดีตอ OTC ในรูปอิสระมีจํานวนนอย 
ทั้งนี้เนื่องจากในระหวางการคัดเลือกเพื่อใหไดเซลลไฮบริโดมาที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดี ตอ 
OTC ในรูปอิสระ เซลลไฮบริโดมาที่ไดสวนใหญเมื่อมกีารแบงตัวเพิม่จํานวนขึ้นเรือ่ย ๆ จะสูญเสีย
ความสามารถในการผลิตแอนติบอดีไป ซึ่งจะเหน็ไดจากเมื่อนําอาหารเลี้ยงเซลลมาทดสอบอีกครั้ง
โดยวิธ ี Indirect ELISA แลวใหผลการทดลองเปนลบ ทาํใหไดเซลลไฮบริโดมาทีย่ังคงผลิต
แอนติบอดีตอ OTC ในรูปอิสระเพียงแค 3 โคลน 
 
ตารางที ่4.3 ผลการหลอมรวมเซลลของหนูทัง้ 10 คร้ัง ที่กระตุนภูมิคุมกันโดยใช OTC-BSA 
 

ระดับ จํานวน จํานวนหลุมที ่ จํานวนหลุม จํานวนหลุม รหัส 
แอนติบอดี หลุม เซลลไฮบริโดมา ที่ผลิต ที่แอนติบอดี โคลน คร้ังที ่

  ตั้งตน  เจริญ แอนติบอดี จับกับ OTC ที่ได  
1 1:64,000 1152 768 18 0 - 
2 1:64,000 1152 1152 72 0 - 
3 1:128,000 1152 768 8 0 - 
4 1:32,000 1152 1152 82 1 7-3G 
5 1:128,000 1152 716 5 0 - 
6 1:64,000 1152 784 4 0 - 
7 1:128,000 1152 960 9 0 - 
8 1:16,000 1152 480 2 0 - 
9 1:32,000 1152 960 7 1 2-4F 
10 1:64,000 1152 960 15 1 11-11A 
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4.4. ผลการศกึษาลักษณะสมบัติเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 
4.4.1 ผลการตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

 จากการทดสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากทัง้ 3 โมโนโคลนอล
แอนติบอดี โดยวิธ ีIndirect  ELISA  โดยใชแอนติบอดีมาตรฐาน IgG3 เปนตวัควบคมุ พบวาโมโน
โคลนอลแอนติบอดี 2-4F และโคลน 11-11A มีไอโซไทป IgG1 สวนโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 7-3G มีไอโซไทป IgG2a ดังตารางที่ 4.4 
 
 ตารางที ่4.4  ผลการตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธ ีIndirect ELISA 
 

โมโนโคลนอลแอนติบอดี ไอโซไทป 

2-4F IgG1

7-3G IgG2a

11-11A IgG1

 
4.4.2 ผลการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ OTC ในรูปอิสระ 
 จากการหาคาความเจือจางที่เหมาะสมของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยวิธ ี Indirect 
ELISA โดยเลอืกคาการดูดกลืนแสงที ่ 492 นาโนเมตร ใกลเคียงกับ 1.00 พบวาไดความเจือจาง
ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 2-4F, 7-3G และ11-11A  ที่เหมาะสม คือ 1: 256 , 1:32 และ 1:128
ตามลําดับ โดยใชแอนติเจน OTC-OVA 20 µg/ml ในการเคลือบกนหลุมดังตารางที ่4.5 
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ตารางที่ 4.5 ความสัมพันธของความเจือจางของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 2-4F, 7-3G และ  
                   11-11A กับคาการดูดกลืนแสงในการทดสอบวิธ ีIndirect ELISA 

           
A492ความเจือจาง 

2-4F   7-3G   11-11A 
1:2 1.797  0.773  1.819 
1:4 1.707  1.018  1.809 
1:8 1.714  1.138  1.788 

1:16 1.727  1.202  1.937 
1:32 1.721  1.026  1.817 
1:64 1.636  0.854  1.658 
1:128 1.477  0.577  1.238 
1:256 1.267   0.450   0.879 

 
 ทําการหาคา IC50 และ LOD โดยใชความเจือจางที่เหมาะสมของแตละโมโนโคลนอล
แอนติบอดี โดยวิธ ี Indirect competitive ELISA โดยใช OTC ในรูปอิสระเปนตัวแขงขันที่ความ
เขมขนตาง ๆ โดยเริ่มจากความเขมขน 0.001 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จนถึง 100 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร วัดคาการดูดกลนืแสงที่ 492 นาโนเมตร หลังจากนั้นนาํมาคาํนวณผลโดยใชโปรแกรม 
Graph pad prism 4 ไดผลดังภาพที่ 4.3, 4.4 และ 4.5 พบวาทัง้ 3 โมโนโคลนอลแอนติบอดี คือ  
2-4F, 7-3G และ 11-11A ใหคา IC50 เฉล่ีย + สวนเบี่ยงเบนมาตรฐานเทากับ 0.19 + 0.04, 0.56 + 
0.10 และ 2.66 + 1.16 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  (ppm) ตามลําดับ และใหคา LOD เฉล่ีย + สวน
เบี่ยงเบนมาตรฐานเทากับ 0.08 + 0.03, 0.20 + 0.18 และ 0.96 + 1.21 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
(ppm) 
 ซึ่งจะเห็นวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได มีความไวตอ OTC ตางกนั โดยโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่มคีวามไวมากทีสุ่ด คือ โมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 2-4F รองลงมาคือ 7-3G 
และ 11-11A ตามลําดับ ดงัตารางที่ 4.6 และภาพที่ 4.6  
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ตารางที่ 4.6  IC50 และ LOD ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 2-4F, 7-3G และ 11-11A จากการ 
                    วิเคราะหดวยวิธี  Indirect  competitive ELISA 
 

   
Clone  Avg. IC50 + SD (µg/ml) Avg. LOD + SD (µg/ml) 
2-4F 0.19 + 0.04 0.08 + 0.03 
7-3G 0.56 + 0.10 0.20 + 0.18 

11-11A 2.66 + 1.16 0.96 + 1.21 
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ภาพที ่4.3  ความสัมพนัธระหวางอัตราสวนการดูดกลนืแสงและปรมิาณ OTC ในการแขงขันเมือ่ 
                 ทดสอบดวย Indirect competitive ELISA โดยใช OTC-OVA ความเขมขน 20  
                 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเคลือบที่กนหลุมและโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 2-4F 
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ภาพที ่4.4 ความสัมพันธระหวางอัตราสวนการดูดกลนืแสงและปริมาณ OTC ในการแขงขันเมื่อ 
                ทดสอบดวย Indirect competitive ELISA โดยใช OTC-OVA ความเขมขน 20  
                ตอมิลลิลิตรเคลือบที่กนหลมุและโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 7-3G 
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ภาพที ่4.5  ความสัมพนัธระหวางอัตราสวนการดูดกลนืแสงและปรมิาณ OTC ในการแขงขันเมือ่ 
                 ทดสอบดวย Indirect competitive ELISA โดยใช OTC-OVA ความเขมขน 20 
                 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเคลือบที่กนหลุมและโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน11-11A 
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ภาพที ่4.6 กราฟเปรียบเทยีบความสัมพนัธระหวางอัตราสวนการดูดกลืนแสงและปรมิาณ OTC  
                ในการแขงขันเมือ่ทดสอบดวย Indirect competitive ELISA ของโมโนโคลนอล 
                แอนติบอดี  2-4F, 7-3G และ 11-11A  
 
4.4.3 ผลการทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ OTC   
 ทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยทดสอบปฏิกิริยาขามของโมโน
โคลนอลแอนติบอดีทั้ง 3 โคลนโดยวธิี Indirect competitive ELISA โดยใชตัวแขงขันเปนสารใน
กลุม TCs คือ TC, CTC, RTC และ DC และสารนอกกลุม TCs จํานวน 9 ตัว นําคาการดูดกลนื
แสงคํานวณโดยใชโปรแกรม graph pad prism 4 เพื่อหา IC50 ของแตละสาร ไดผลดังภาพที่ 4.7 , 
4.8 และ 4.9  และตารางที่ 4.7 
 ผลการเกิดปฏกิิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 2-4F พบวาเกิด 
ปฏิกิริยา ขามกับสารในกลุมทั้ง 4 ชนิด โดยเรียงลําดับการเกิดปฏิกิริยาขามจากมากไปนอยได คือ 
RTC, TC, DC และ CTC มีคาเฉลีย่การเกิดปฏิกิริยาขามเทากับ 275, 54, 29 และ 27 % 
ตามลําดับ  
 ผลการเกิดปฏกิิริยาขามของโคลน 7-3G พบวาเกิดปฏิกิริยาขามกบักับสารในกลุม 3 
ชนิดคือ TC, DC และ RTC โดยมีคาเฉลี่ยการเกิดปฏกิิริยาขามเทากับ 2, 41 และ 5%ตามลําดับ 
สวน CTC เกิดปฏิกิริยาขามนอยกวาหรอืเทากับ 0.6% สวนโมโนโคลนอลแอนติบอดี 11-11A มี
ปฏิกิริยาขามเฉพาะกับ DC เพียงชนิดเดยีวโดยมีเปอรเซน็ตการเกิดปฏิกิริยาขามเฉลีย่เทากับ 19% 
และเกิดปฏิกิริยาขามกับ TC, CTC และ RTC นอยกวาหรือเทากับ 3% แตโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่ไดจากทัง้ 3 โคลน ไมเกิดปฏกิิริยาขามกับสารนอกกลุมที่นาํมาทดสอบทุกชนิด 
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 จากการที่โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดทัง้ 3 โคลนไมทําปฏิกิริยากบัสารนอกกลุม TCs 
นั่นคือแอนติบอดีที่ได มีความจําเพาะกับสารภายในกลุม TCs คอนขางสูงทั้งนี้อาจมสีาเหตุจากมี
โครงสรางของโมแลกุลใกลเคียงกนั หากนํามาเปรียบเทียบกับงานวจิัยของ Navarro และ Morais 
(2007) พบวาโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากการกระตุนสัตวทดลองดวย TC ใหคาการ
เกิดปฏิกิริยาขามตอสารในกลุม TCs ทุกตัวเชนเดยีวกนัโดยสารที่เกดิปฏกิิริยาขามมากที่สุด คือ 
RTC ที่ 91% รองลงมาคือ OTC และ CTC ที่ 30 และ 14% ตามลําดับ 
 
ตารางที่ 4.7 คา IC50 เฉลี่ยและเปอรเซ็นตการเกิดปฏิกริิยาขามเฉลีย่ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี  
                   2-4F, 7-3G และ 11-11A ตอสารในกลุม TCs และ สารนอกกลุมโดยวิธ ีIndirect   
                   competitive ELISA 

2-4F 7-3G 11-11A 
Compounds 
(100 µg/ml) 

Avg. 
IC50 + SD 
(µg/ml) 

Avg. 
CR 
(%) 

Avg. 
IC50 +  SD 

(µg/ml) 

Avg. 
CR 
(%) 

Avg. 
IC50 + SD 
(µg/ml) 

Avg. 
CR 
(%) 

Oxytetracycline 0.19 + 0.04 100 0.56 + 0.10 100 2.66 + 1.16 100 
Tetracyclines       
      TC 0.41 + 0.19 54 18.97 + 0.73 2 > 100 < 3 
      CTC 0.71 + 0.19 29 >100 < 0.6 > 100 < 3  
      DC 11.25 + 3.75 27 0.97 + 0.51 41 13.46 + 9.30 19 
      RTC 0.07 + 0.02 275 7.61 + 1.67 5 > 100 < 3  
Other antibiotics       
      Norfloxacin > 100 < 0.2  > 100 < 0.6 > 100 < 3 
      Penicilin G > 100 < 0.2 > 100 < 0.6 > 100 < 3 
      Avermectin > 100 < 0.2 > 100 < 0.6 > 100 < 3 
      Streptomycin > 100 < 0.2 > 100 < 0.6 > 100 < 3 
      Sulfaquinoxaline > 100 < 0.2 > 100 < 0.6 > 100 < 3 
      AMOZ > 100 < 0.2 > 100 < 0.6 > 100 < 3 

  Metronidazole > 100 < 0.2 > 100 < 0.6 > 100 < 3 
     Chloramphenicol > 100 < 0.2 > 100 < 0.6 > 100 < 3 
Clenbuterol > 100 < 0.2 > 100 < 0.6 > 100 < 3 
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ภาพที ่4.7 ความสัมพันธของคาการดูดกลืนแสงกับความเขมขนของ OTC ในการทดสอบปฏิกิริยา 
               ขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 2-4F โดยวธิี Indirect competitive ตอสารใน 
              กลุม TCs  
 
 

 
 
 

           IC50                 LOD 
OTC 0.56  + 0.10   0.20  + 0.18  µg/ml 
 DC   0.97  + 0.25   0.44  + 0.01  µg/ml 

TC   18.97 + 0.73   8.04  + 2.45  µg/ml 
RTC 7.61  + 1.67   0.48  + 0.06  µg/ml 
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ภาพที ่4.8 ความสัมพันธของคาการดูดกลืนแสงกับความเขมขนของ OTC ในการทดสอบปฏิกิริยา 
                ขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 7-3G โดยวิธี Indirect competitive ELISA  ตอ    
                สารในกลุม TCs  
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ภาพที ่4.9 ความสัมพันธของคาการดูดกลืนแสงกับความเขมขนของ OTC ในการทดสอบ 
                ปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 11-11A โดยวิธี Indirect  
                competitive ELISA  ตอสารในกลุม TCs  
 
4.5. ผลการทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ ์
 จากการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดพบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
2-4F มีความไวมากที่สุด จงึนําอาหารเลี้ยงเซลลของโคลน 2-4F มาทําใหบริสุทธิด์วยวิธโีครมาโท- 
กราฟแบบสัมพรรคภาพ (affinity chromatography) ซึ่งมโีปรตีนจีเซฟาโรส (protein G 
sepharose) บรรจุอยูในคอลัมน เนื่องจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากโคลน 2-4F มีไอโซไทป 
IgG1 ซึ่งมีสัมพรรคภาพสูงกับโปรตีน จ ีแอนติบอดีจึงถูกจับอยูในคอลัมน และจะถูกชะออกมาโดย
ใชบัฟเฟอรที่ pH 2.7 โดยนําแตละสวน (fraction) ที่ไดมาตรวจหาโปรตีน โดยวดัคาการดูดกลืน
แสงที ่ 280 นาโนเมตรและตรวจการมีแอนติบอดีดวยวธิี Indirect ELISA และวัดคาการดูดกลนื
แสงที่ 492 นาโนเมตร โดยใชความเจือจางของแตละสวนที่ 1:100 ไดผลดังภาพที ่ 4.10 พบวาใน
สวนที่ 5-13 มีคาการดูดกลนืแสงที่ 280 นาโนเมตร และ 492 นาโนเมตรสูง  ซึง่แสดงใหเห็นวาเปน
สวนที่แอนติบอดีถูกชะออกมา จงึนาํสวนนั้น ๆ มารวมกันและทําการไดอะไลซีสเพื่อทําใหมีความ
เขมขนสูงขึ้นและทําใหแอนติบอดีอยูใน pH 7.4 
 หลังจากนั้นนาํโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังจากทาํใหบริสุทธิ์ มาทดสอบความบริสุทธิ์
โดยวิธ ี SDS-PAGE โดยการหามวลโมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 2-4F โดยเปรียบเทยีบ
กับโปรตีนมาตรฐาน (Marker) เพื่อใหทราบถงึขนาดของหนวยยอยของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
เมื่อเปรียบเทยีบแถบของโปรตีนที่เกิดขึน้ พบวากอนทําใหโมโนโคลนอลแอนติบอดีบริสุทธิ์ พบแถบ
โปรตีนเพยีง 1 แถบมีขนาดใหญ ซึ่งคาดวามีโปรตีนอืน่ปะปนอยูมาก แตหลังจากทาํโมโนโคลนอล
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แอนติบอดีใหบริสุทธิ ์ โดยใชโปรตีนจ ี คอลัมน ซึ่งจะมีเฉพาะแอนติบอดีเทานั้นที่จบัอยูในคอลัมน 
โดยโปรตีนอื่น ๆ จะถูกชะออกไปจากคอลัมน วธิีนีท้ําใหไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่บริสุทธิ์ข้ึนจึง
พบโปรตีน 2 ขนาด มีมวลโมเลกุลประมาณ 51.92 กิโลดาลตัน และ ประมาณ 28.20 กิโลดาลตนั 
ดาดวาเปนขนาดโปรตีนสายยาว (heavy chain) และโปรตีนสายสัน้ (light chain) ตามลําดับ 

Fraction 

ภาพที ่4.10 โครมาโตแกรมของการทาํโมโนโคลนอลแอนตบิอดีจากโคลน 2-4F ใหบริสุทธิ์    
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                  โดยใชโปรตีนจคีอลัมน ชะแอนติบอดีดวยไกลซีนไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอร 
                   pH 2.7 อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที  
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ภาพที ่4.11 แสดงแถบโปรตีนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 2-4F หลังจากทําใหบริสุทธิ์โดย 
                  วธิี SDS-PAGE         
            โดยชองที ่1 คือ  โปรตีนมาตรฐาน 
                                       2        อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 10% FCS 
                                         3        ซีรัม (FCS) 
                                                  4        อาหารเลี้ยงเซลล 2-4F กอนทาํใหบริสุทธิ ์
                                                 5        อาหารเลีย้งเซลล 2-4F หลงัทาํใหบริสุทธิ ์                      
ตารางที่ 4.8 ผลของการหามวลโมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังจากทาํใหบริสุทธิ์ดวย 
                   เทคนิค SDS-PAGE 
        

โปรตีนมาตรฐาน มวลโมเลกุล 
(kDa) 

ระยะทางที่
เคลื่อนที ่ Relative mobility (Rf) 

ชนิดโปรตีน    
      Phosphorylase 97.4 0.17 1.10 
      Albumin 66.2 0.23 1.50 
      Ovalbumin 45.2 0.35 2.25 
      Carbonic anhydrase 31.0 0.44 2.85 
      Trypsin inhibitor 21.5 0.60 3.85 
        α−lactalbumin 14.4 0.73 4.70 
โมโนโคลนอลแอนติบอดี 2-4F    
       Heavy chain 52.0 1.80 0.28 
       Light chain 28.2 3.35 0.52 

Phosphorylase          97.4 
kDa 

Heavy chain 
51.92 kDa 

Ovalbumin                45.2 

Trypsin inhibitor         21.5 

Albumin                    66.2 

Light chain 
28.2 kDa 

Carbonic anhydrase 31.0 

α-lactalbumin            14.4 

            1         2        3         4          5 
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บทที่ 5 
สรุปผลการวจิัยและขอเสนอแนะ 

 
สรุปผลการวจิัย 

 ในงานวิจัยนี้ไดทําการเตรียมแอนติเจนที่ใชในการฉีดกระตุนภูมิคุมกันหนูทดลอง 
โดยเชื่อม OTC เขากับโปรตีนพาหะ BSA โดยปฏิกิริยา Mannich ไดเปน OTC-BSA จากการ
เปรียบเทียบมวล OTC-BSA  ซึ่ง มีมวลโมเลกุล 70,032.194 กับโปรตีนพาหะ BSA ซึ่งมีมวล
โมเลกุล 66,790.385 พบวามีมวลโมเลกุลเพิ่มข้ึน สามารถคํานวณไดวาโปรตีน BSA แตละ
โมเลกุลจะมีการเชื่อมติดของ OTC 7 โมเลกุล จากนั้นทําฉีดกระตุนหนูทั้ง 10 ตัว โดยแบงกลุมการ
ฉีดกระตุนกลุมละ 3-4 ตัว  OTC-BSA พบวาซีรัมของหนูทดลองมีระดับแอนติเจนในชวง 1:16,000 
– 1:128,000 และสามารถผลิตแอนติบอดีที่จับกับ OTC ในรูปอิสระไดทุกตัว ทําใหคาการดูดกลืน
แสงในการทํา Indirect competitive ELISA ลดลง โดยมีคา % การจับอยูในชวง 19 - 52%  นําหนู
ที่ใหระดับแอนติบอดีที่สูง มาทําการหลอมรวมเซลล หลังจากการหลอมรวมเซลลมามและเซลลมัย
อีโลมา NSI โดยใช PEG เปนสารชวยในการหลอมรวมเซลล พบวาสามารถคัดเลือกเซลลไฮบริโด
มาที่สามารถผลิตแอนติบอดีตอ OTC จํานวน 3 โคลน คือ โคลน 2-4F, 7-3G และ 11-11A  ซึ่งมา
จากการหลอมรวมเซลลในครั้งที่ 4, 9 และ 10 ตามลําดับ หลังจากนั้นนํามาขยายเพิ่มจํานวนเซลล 
เพื่อผลิตแอนติบอดี นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีมาศึกษาลักษณะเบื้องตน ตรวจสอบไอโซไทปของ
โมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 3 โคลน โดยวิธี Indirect ELISA พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได
จากโคลน 2-4F และ 11-11A มีไอโซไทปเปน IgG1 สวนโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 7-3G 
มีไอโซไทปเปน IgG2aหลังจากนั้นนํามาทดสอบความไวตอ OTC ในรูปอิสระและการเกิดปฏิกิริยา
ขาม โดยใชวิธี Indirect competitive ELISA พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากโคลน 2-4F มี
ความไวตอ OTC ในรูปอิสระมากที่สุด โดยใหคา IC50 และ LOD เฉลี่ย + สวนเบี่ยงมาตรฐาน
เทากับ 0.19 + 0.04 และ 0.08 + 0.03 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ เกิดปฏิกิริยาขามกับสาร
ในกลุม TCs จากมากไปนอยดังนี้คือ RTC, TC, DC และ CTC โดยมีคาเปอรเซ็นตการทําปฏิกิริยา
ขาม 275, 54, 29 และ 27%ตามลําดับ สวนแอนติบอดีจากโคลน 7-3G มีความไวรองลงมาโดยให
คา IC50 และ LOD เฉลี่ย + สวนเบี่ยงมาตรฐานเทากับเทากับ 0.56 + 0.10  และ 0.20 + 0.18 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เกิดปฏิกิริยาขามกับสารในกลุม TCs 3 ชนิด โดยเรียงลําดับการ
เกิดปฏิกิริยาขามจากมากไปนอย คือ DC, RTC และ TC โดยมีเปอรเซ็นตการทําปฏิกิริยาขาม 41, 
5 และ 2 % ตามลําดับ สวนโมโนโคลนอลแอนติบอดี 11-11A  มีความไวนอยที่สุด โดยใหคา IC50 
และ LOD เฉลี่ย + สวนเบี่ยงมาตรฐานเทากับ 2.66 + 1.16 และ 0.96 + 1.21 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตรตามลําดับ และเกิดปฏิกิริยาขามกับสารในกลุม TCs เพียงชนิดเดียวคือ DC โดยมี
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เปอรเซ็นตการทําปฏิกิริยาขาม 19% แตอยางไรก็ตามโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากทั้ง 3 โคลนไม
เกิดปฏิกิริยาขามกับสารนอกกลุม TCs  โดย%การเกิดปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนนอลสามารถ
บอกความชอบในการจับของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับสาร ซึ่งหากมีคา %การทําปฏิกิริยาขามที่
สูงหมายถึงสามารถจับกับสารชนิดนั้นไดดี  ตัวอยางเชน โมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 2-4F 
สามารถจับกับสารในกลุม TCs ที่นํามาทดสอบไดทุกชนิด โดยจับกับ RTC ไดดีที่สุด ซึ่งดูได
จาก %การเกิดปฏิกิริยาขามซึ่งเทากับ 275% ซึ่งมากกวา %การเกิดปฏิกิริยาขามของ OTC ที่
เทากับ 100% 

ดังนัน้จึงเลือกแอนติบอดีที่มคีวามไวมากทีสุ่ดคือ จากโคลน 2-4F มาทําใหบริสุทธิ์โดยใช
โปรตีนจีเซฟาโรสคอลัมน ไดแอนติบอดีที่บริสุทธิ์ข้ึน ตรวจสอบความบริสุทธิ์และมวลโมเลกุลของ
แอนติบอดีโดยการทํา SDS-PAGE พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีมีความบริสุทธิ์และพบวามวล
โมเลกุลของแอนติบอดีสายสั้นและสายยาวมีขนาด 51.92 และ 28.2 กิโลดาลตัน ตามลําดับ 

จากการงานวิจัยนี้พบวาแอนติบอดีจากโคลน 2-4F เปนโคลนที่มีความไวมากที่สุด ซึ่ง
ความไวที่ไดสามารถตรวจวัดสาร OTC ในรูปอิสระไดต่ํากวาคาปริมาณยาตกคางสูงสุดที่
กําหนดใหมีได ที่ประกาศโดยกระทรวงสาธารณสุข คือ 0.1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ppm) ดังนั้น
จึงสามารถนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากโคลน 2-4F มาใชในการพัฒนาชุดตรวจสอบสารใน
กลุม TCs ที่ตกคางในผลิตภัณฑอาหารโดยวิธีทางภูมิคุมกันวิทยาในอนาคตตอไปได 

 
ตารางสรุป การศึกษาลักษณะสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 2-4F, 7-3G และ 11-11A 

        
ลักษณะสมบตัิ โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

  2-4F 7-3G 11-11A 
ไอโซไทป IgG1 IgG2a IgG1

IC50 (µg/ml) 0.19 + 0.04 0.56 + 0.10 2.66 + 1.16 
LOD (µg/ml) 0.08 + 0.03 0.20 + 0.18 0.96 + 1.21 

เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม (%)    
OTC 100 100 100 
TC 54 2 < 3  

CTC 29 < 0.6 19 
DC 27 41 < 3  
RTC 275 5 < 3 

 



 66
 
ขอเสนอแนะ  

เนื่องจากโมโนโคลนอลแอนติบอดี 11-11A เปนโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจาํเพาะ
สูงที่สุด ซึง่ควรจะนาํไปพฒันาชุดตรวจสอบสาร OTC ในผลิตภัณฑ แตเนื่องจากโมโนโคลนอล
แอนติบอดี 11-11A มีความไวคอนขางต่ํา ดงันัน้จึงไมเหมาะสมตอการพัฒนาชุดตรวจสอบแบบ 
ELISA  

สวนโมโนโคลนอลแอนติบอดี 2-4F มีความไวมากที่สุด โดยใหคา LOD ต่ํากวาคา MRLs 
ที่กําหนด และเกิดปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมเตตราซัยคลินทีน่ํามาทดสอบทั้ง 4 ชนิด ดังนั้นจงึ
เหมาะสมที่จะเลือกใชโมโนโคลนอลแอนติบอดี 2-4F มาใชพฒันาชดุตรวจสอบสารในกลุม TC 
(generic test)   

โดยเมื่อเปรียบเทียบกับชุดตรวจสอบสารในกลุมเตตราซัยคลินโดยวิธ ี ELISA SNAP  
Tetracycline Test Kit  ซึ่งใชตรวจ TC, OTC และ CTC ในน้าํนมดบิ สามารถตรวจ OTC  ไดใน
ระดับ  50 ppb ซึ่งมีระดับความไวใกลเคียงกนั ดังนัน้จึงควรพัฒนาความไวของแอนติบอดี 2-4F 
ใหมีความไวมากขึ้น สามารถตรวจ OTC และสารในกลุม TCs ในเชิงปริมาณได และพัฒนา
รูปแบบชุดตรวจสอบ ELISA ใหเหมาะกบัการหาปริมาณสารตกคางในผลิตภัณฑกุง  ซึ่งจะทาํให
การตรวจ OTC ในโรงงานอาหารสงออกทาํไดงาย  รวดเร็ว และประหยัดมากขึน้ 
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ภาคผนวก ก 
ตารางที่ ก.1  คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 562 นาโนเมตร ของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน           
                    BSA  โดยวิธ ีBCA 

 
    

ความเขมขนโปรตีน BSA A562

(mg/ml)   
0 0 

0.1 0.168 
0.2 0.279 
0.4 0.508 
0.6 0.769 
0.8 0.979 
1.0 1.201 
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ภาพที ่ก.1 กราฟมาตรฐานของโปรตีน BSA โดยวิธ ีBCA 
ความเขมขนของโปรตีน BSA (mg/ml) 
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ตารางที่ ก.2 ผลของการคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาในครัง้ที ่2 โดยวิธี Indirect competitive ELISA  

A492คร้ังที่หลอม
รวมเซลล 

โมโน
โคลนอล 
แอนติบอดี ไมเติมOTC OTC 50 µg/ml 

% A492

ที่ลดลงเมื่อเตมิ OTC 

4 7-3G 2.033 0.558 72.55 

9 2-4F 0.963 0.073 92.42 

10 11-11A 1.801 0.599 66.74 
 
ตารางที่ ก.3  คาการดูดกลนืแสงที่ 492 นาโนเมตรของแอนติบอดีจากโคลน 2-4F โดยวธิี Indirect   
                     ELISA 

          
ตัวแขงขัน A492

(µg/ml) 1 2 3 Average 
0 1.242 1.245 1.181 1.223 

0.001 1.170 1.462 1.462 1.365 
0.01 1.151 1.500 1.500 1.384 
0.025 1.085 1.443 1.443 1.324 
0.05 0.962 1.356 1.356 1.224 
0.075 0.786 1.285 1.285 1.119 
0.1 0.842 1.119 1.119 1.027 

0.25 0.546 0.985 0.985 0.839 
0.5 0.399 0.718 0.718 0.612 

0.75 0.251 0.422 0.422 0.365 
1.0 0.122 0.274 0.274 0.223 
5.0 0.090 0.059 0.059 0.069 
10 0.070 0.073 0.073 0.072 
100 0.066 0.057 0.057 0.060 
IC50 0.156 0.239 0.175 0.190 
LOD 0.071 0.127 0.054 0.084 
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ตารางที่ ก.4  คาการดูดกลนืแสงที่ 492 นาโนเมตรของแอนติบอดีจากโคลน 7-3G โดยวิธี  
                     Indirect  ELISA 

      
ตัวแขงขัน A492

(µg/ml) 1 2 3 Average 
0 1.769 1.380 0.860 1.336 

0.001 1.706 1.529 0.644 1.293 
0.01 1.675 1.512 0.774 1.320 

0.025 1.625 1.510 0.802 1.312 
0.05 1.566 1.436 0.769 1.257 

0.075 1.536 1.444 0.754 1.244 
0.1 1.470 1.474 0.720 1.221 
0.25 1.299 1.301 0.614 1.071 
0.5 1.204 1.259 0.595 1.019 
0.75 0.818 0.857 0.438 0.704 
1.0 0.651 0.664 0.272 0.529 
5.0 0.231 0.093 0.075 0.133 
10 0.165 0.073 0.046 0.095 

100 0.123 0.061 0.046 0.077 
IC50 0.58 0.657 0.46 0.566 
LOD 0.07 0.12 0.4 0.197 
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ตารางที่ ก.5  คาการดูดกลนืแสงที่ 492 นาโนเมตรของแอนติบอดีจากโคลน 11-11A โดยวิธี  
                    Indirect  ELISA 

      
ตัวแขงขัน A492

(µg/ml) 1 2 3 Average 
0 0.998 1.329 1.031 1.119 

0.001 0.901 0.901 1.409 1.070 
0.01 0.916 0.916 1.507 1.113 
0.025 0.935 0.935 1.541 1.137 
0.05 0.926 0.926 1.538 1.130 
0.075 0.899 0.899 1.567 1.122 
0.1 0.917 0.910 1.529 1.119 

0.25 0.950 0.950 1.530 1.143 
0.5 0.890 0.890 1.424 1.068 

0.75 0.876 0.876 1.300 1.017 
1.0 0.799 0.799 1.185 0.928 
5.0 0.554 0.554 0.395 0.501 
10 0.381 0.381 0.654 0.472 
100 0.122 0.122 0.175 0.140 
IC50 3.92 1.64 2.41 2.657 
LOD 0.11 0.42 2.35 0.960 
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ตารางที่ ก.6  คา IC50 และ%การทําปฏิกริิยาขามของ ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน  
                    2-4F กับสารในและนอกกลุม TCs โดยวธิ ีIndirect competitive ELISA   

คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 เฉลี่ย 
IC50 CR IC50 CR  IC50 CR  

Compounds 
(100 µg/ml) 

(µg/ml)  (%) (µg/ml) (%) (µg/ml) (%) 
IC50+ SD 
(µg/ml) 

CR 
(%) 

Oxytetracycline 0.16 100 0.24 100 0.18 100 0.19 + 0.42 100 
Tetracyclines         
      TC 0.19 82 0.54 44 0.51 35 0.41 + 0.19 54 
      CTC 0.91 17 0.68 35 0.53 34 0.71 + 0.19 29 
      DC 6.92 2 13.40 2 13.42 1 11.25 + 3.75 27 
      RTC 0.07 206 0.09 267 0.05 353 0.07 + 0.02 275 
Other antibiotics         
      Norfloxacin >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 
      Penicilin G >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 
      Avermectin >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 
      Streptomycin >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 
      Sulfaquinoxaline >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 
      AMOZ >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 
      Metronidazole >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 
     Chloramphenicol >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 
Clenbuterol >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 
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ตารางที่ ก.7 คา IC50 และ%การทําปฏิกริิยาขามของ ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน  
                   7-3G กับสารในและนอกกลุม TCs โดยวธิ ีIndirect competitive ELISA   

คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 เฉล่ีย 
IC50 CR IC50 CR  IC50 CR  

Compounds 
(100 µg/ml) 

(µg/ml)  (%) (µg/ml) (%) (µg/ml) (%) 
IC50+ SD 
(µg/ml) 

CR 
(%) 

Oxytetracycline 0.46 100 0.74 100 0.48 100 0.56 + 0.10 100 
Tetracycline family         
      TC 17.40 2 18.76 2 20.74 1 18.97 + 0.73 2 
      CTC >100 < 0.5 >100 < 0.7 >100 < 0.5 >100 < 0.6 
      DC 0.69 67 1.56 17 0.66 39 0.97 + 0.51 41 
      RTC 8.56 5 4.92 6 9.36 3 7.61 + 1.67 5 
Other antibiotics         
      TC >100 < 0.5 >100 < 0.7 >100 < 0.5 >100 < 0.6 
      CTC >100 < 0.5 >100 < 0.7 >100 < 0.5 >100 < 0.6 
      DC >100 < 0.5 >100 < 0.7 >100 < 0.5 >100 < 0.6 
      RTC >100 < 0.5 >100 < 0.7 >100 < 0.5 >100 < 0.6 
Other antibiotics >100 < 0.5 >100 < 0.7 >100 < 0.5 >100 < 0.6 
      Norfloxacin >100 < 0.5 >100 < 0.7 >100 < 0.5 >100 < 0.6 
      Penicilin G >100 < 0.5 >100 < 0.7 >100 < 0.5 >100 < 0.6 
      Avermectin >100 < 0.5 >100 < 0.7 >100 < 0.5 >100 < 0.6 
      Streptomycin >100 < 0.5 >100 < 0.7 >100 < 0.5 >100 < 0.6 
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ตารางที่ ก.8  คา IC50 และ%การทําปฏิกริิยาขามของ ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน  
                    11-11A กับสารในและนอกกลุม TCs โดยวิธี Indirect competitive ELISA   

คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 เฉล่ีย 
IC50 CR IC50 CR  IC50 CR  

Compounds 
(100 µg/ml) 

(µg/ml)  (%) (µg/ml) (%) (µg/ml) (%) 
IC50+ SD 
(µg/ml) 

CR 
(%) 

Oxytetracycline 3.92 100 2.41 100 1.64 100 2.66 + 1.20 100 
Tetracycline family         
      TC >100 < 4 >100 <2 >100 <2 >100 < 3 
      CTC >100 < 4 >100 <2 >100 <2 >100 < 3 
      DC 2.77 48 17.90 13 19.70 8 13.46 + 9.30 19 
      RTC >100 < 4 >100 <2 >100 <2 >100 < 3 
Other antibiotics         
      TC >100 < 4 >100 < 2 >100 < 2 >100 < 3 
      CTC >100 < 4 >100 < 2 >100 < 2 >100 < 3 
      DC >100 < 4 >100 < 2 >100 < 2 >100 < 3 
      RTC >100 < 4 >100 < 2 >100 < 2 >100 < 3 
Other antibiotics >100 < 4 >100 < 2 >100 < 2 >100 < 3 
      Norfloxacin >100 < 4 >100 < 2 >100 < 2 >100 < 3 
      Penicilin G >100 < 4 >100 < 2 >100 < 2 >100 < 3 
      Avermectin >100 < 4 >100 < 2 >100 < 2 >100 < 3 
      Streptomycin >100 < 4 >100 < 2 >100 < 2 >100 < 3 
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ตารางที่ ก.9 คาการดูดกลนืแสงที่ 492 นาโนเมตร โดยการทํา Indirect ELISA เพือ่หา Isotype             
                   ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

A492โคลน 
IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 IgA IgM 

2-4F 1.415 0.32 0.329 0.328 0.222 0.301 
7-3G 0.123 0.827 0.183 0.181 0.117 0.295 

11-11A 1.514 0.107 0.158 0.417 0.103 0.269 
Control IgG3 0.112 0.404 0..576 1.721 0.381 0.147 

 
 
ตารางที่ ก.10 คาการดูดกลนืแสงของโปรตีนที่ 280 นาโนเมตร และคาการดูดกลนืแสงจากการทาํ   
                     Indirect ELISA ที่ 492 นาโนเมตร 

             
Fraction  A280 A492  Fraction  A280 A492

1 0.172 -  16 0.204 0.287 
2 0.175 0.172  17 0.212 0.175 
3 0.188 -  18 0.186 - 
4 0.180 0.132  19 0.159 0.129 
5 0.176 0.436  20 0.175 - 
6 0.538 1.603  21 0.168 0.107 
7 2.625 1.768  22 0.210 - 
8 2.565 1.754  23 0.224 0.121 
9 1.717 1.688  24 0.208 - 

10 1.089 1.598  25 0.225 0.09 
11 0.703 1.612  26 0.179 - 
12 0.505 1.541  27 0.209 - 
13 0.372 0.746  28 0.168 - 
14 0.291 0.454  29 0.168 - 
15 0.229 0.421  30 0.162 - 

 
              หมายเหตุ เครื่องหมาย – ไมไดนําไปทํา Indirect ELISA 
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y = -38.181Ln(x) + 74.37
R2 = 0.983
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ภาพที ่ก. 2  กราฟมาตรฐานของโปรตีนโดยเทคนิค SDS-PAGE โดยมโีปรตีนมาตรฐาน ไดแก  
                   Phosphorylase (MW. 97.4 kD) Albumin (MW. 66.2O kD) Ovalbumin  
                   (MW. 45.2 kD) Carbonic anhydrase (MW. 31 kD) Trypsin inhibitor  
                   (MW. 21.5 kD ) และ α-lactalbumin (MW. 14.4 kD) ตามลําดับ 
 
ตารางที่ ก.11  คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 562 นาโนเมตร ของสารละลายโปรตีน 
                      มาตรฐาน  BSA  โดยวิธี BCA 

    
ความเขมขนโปรตีน BSA A562

(mg/ml)   
0 0.000 

0.1 0.168 
0.2 0.279 
0.4 0.508 
0.6 0.769 
0.8 0.979 
1.0 1.201 
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y = 0.6443x + 0.0535
R2 = 0.959
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 ความเขมขนของโปรตีน BSA (mg/ml) 
ภาพที ่ก.3 กราฟมาตรฐานของโปรตีน BSA โดยวิธ ีBCA 

 
ตารางที่ ก.12  คาความเขมขนของโปรตีนในแอนติบอดี 2-4F กอนทาํใหบริสุทธิ ์ที่ความยาว       
                       คลื่น 562 นาโนเมตร เทยีบกับกราฟมาตรฐานโปรตีน BSA  โดยวธิี BCA 

ความเขมขนของโปรตีน  Dilution 
A562 (mg/ml) 

1:2 2.383 3.955 
1:5 1.098 4.468 
1:10 0.626 4.950 
ความเขมขนของโปรตีนเฉลีย่ 5.124 

 
ตารางที่ ก. 13 คาความเขมขนของโปรตีนในแอนติบอดี 7-3G กอนทาํใหบริสุทธิ ์ที่ความยาว 
                      คลื่น 562 นาโนเมตร เทียบกับกราฟมาตรฐานโปรตีน BSA  โดยวิธ ีBCA 

ความเขมขนของโปรตีน  
Dilution A562 (mg/ml) 

1:2 1.954 3.232 
1:5 0.872 3.515 
1:10 0.453 3.495 
ความเขมขนของโปรตีนเฉลีย่ 3.414 
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ตารางที่ ก.14  คาความเขมขนของโปรตีนในแอนติบอดี 11-11A กอนทําใหบริสุทธิ ์ที่ความ 
                      ยาวคลื่น 562 นาโนเมตร เทยีบกับกราฟมาตรฐานโปรตีน BSA  โดยวธิี BCA 
      

ความเขมขนของโปรตีน  Dilution A562 (mg/ml) 
1:2 2.330 3.865 
1:5 0.997 4.042 

1:10 0.608 4.798 
ความเขมขนของโปรตีนเฉลีย่ 4.235 

 
ตารางที่ ก.15  คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 562 นาโนเมตร ของสารละลายโปรตีน 
                       มาตรฐาน  BSA  โดยวิธี BCA 

    
ความเขมขนโปรตีน BSA A562

(mg/ml)   
0 0.000 

0.1 0.106 
0.2 0.193 
0.4 0.353 
0.6 0.512 
0.8 0.579 
1.0 0.629 

 
 



 84
 

y = 1.1856x + 0.0327
R2 = 0.998
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 ความเขมขนของโปรตีน BSA (mg/ml) 

ภาพที ่ก. 4 กราฟมาตรฐานของโปรตีน BSA โดยวิธ ีBCA 
 
ตารางที่ ก.16 คาความเขมขนของโปรตีนในแอนติบอดี 2-4F หลังทาํใหบริสุทธิ ์ที่ความยาว 
                     คลื่น 562 นาโนเมตร เทียบกับกราฟมาตรฐานโปรตีน BSA  โดยวิธ ีBCA 

ความเขมขนของโปรตีน  
Dilution A562 (mg/ml) 

1:2 0.517 1.063 
1:5 0.276 1.420 
1:10 0.144 1.477 
ความเขมขนของโปรตีนเฉลีย่ 1.320 

 
ตารางที่ ก.17 คาความเขมขนของโปรตีนในแอนติบอดี 7-3G หลังทําใหบริสุทธิ ์ที่ความยาว 
                     คลื่น 562 นาโนเมตร เทียบกับกราฟมาตรฐานโปรตีน BSA  โดยวิธ ีBCA 

ความเขมขนของโปรตีน  
Dilution A562 (mg/ml) 

1:2 0.581 1.196 
1:5 0.309 1.588 
1:10 0.177 1.822 
ความเขมขนของโปรตีนเฉลีย่ 1.535 
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ตารางที่ ก.18 คาความเขมขนของโปรตีนในแอนติบอดี 11-11A หลังทําใหบริสุทธิ ์ที่ความ 
                     ยาวคลืน่ 562 นาโนเมตร เทยีบกับกราฟมาตรฐานโปรตีน BSA  โดยวธิี BCA 

ความเขมขนของโปรตีน  
Dilution A562 (mg/ml) 

1:2 0.406 0.836 
1:5 0.177 0.911 
1:10 0.103 1.060 
ความเขมขนของโปรตีนเฉลีย่ 0.936 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 86
 

ภาคผนวก ข 
การเตรยีมสาร 
1. การเตรียมสารละลายสาํหรับการเชื่อมติด OTC เขากับโปรตีนพาหะ BSA 
1) 7.5% (v/v) formaldehyde 
  37% (v/v)   18.91   มิลลิลิตร 
  น้ํากลัน่    81.09 มิลลิลิตร 
      
2) 3M Sodium acetate pH 5.5 
  Sodium acetate  246.1 กรัม 
  น้ํากลัน่                1,000  มิลลิลิตร 

ปรับ pH ดวย HCl จนได pH 5.5 
 
2. การเตรียมสารละลายสาํหรับใชในการทดสอบโดยเทคนิค ELISA 
1) 0.2 M Phosphate buffer, pH 7.4 

Na2HPO4   27.60 กรัม 
  NaH2PO4   71.63 กรัม 
 แตละสารละลายในน้ํากลั่น 1 ลิตร แลวปรับ pH ดวย NaH2PO4 จนได pH 7.4 
 
2) 0.01 M Phosphate Buffer Saline (PBS), pH 7.4 
  PB Stock   1  ลิตร 
  NaCl    175.2  กรัม 
  น้ํากลัน่    18 ลิตร 
 
3) 0.05% Tween 20 ใน PBS (PBS-T) 
  Tween 20    500  ไมโครลิตร 
  PBS    1 ลิตร  
 
4) 5% นมพรองมันเนย 
  นมพรองมันเนย   5  กรัม 
  PBS    100 มิลลิลิตร 
 ละลายนมพรองมันเนยใน PBS เตรียมใหมกอนใช 
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5) 0.15 M Phosphate citrate buffer, pH 5.0 
  Na2PO4     9.5 กรัม 
  Citric acid    7.3  กรัม 
  ละลายในน้าํกลั่น    1 ลิตร 
 ปรับ pH ดวย 3 N HCl ใหได pH 5.0 
 
6) Substrate solution OPD  
  ο-phenylenediamine   40 มิลลิกรัม 
  0.15 M Phosphate citrate buffer 100 มิลลิลิตร 
  30% H2O2    0.04 มิลลิลิตร 
 ผสมใหเขากนัในขวดสีชา (เตรียมใหมทกุครั้งกอนใช) 
 
7) 1 M H2SO4 (Stopping reagent) 
  H2SO4 (96%)    98 มิลลิลิตร 
  น้ํากลัน่     902 มิลลิลิตร 
 คอย ๆ เทกรดลงในน้ํากลัน่ ผสมใหเขากนั (หลังจากเทกรดลงไปในน้ํากลั่นอาจเกิดความ
รอน ควรนาํขวดแชในน้าํที่อุณหภูมิหอง) 
 
3. การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล 
1) Stock 100X HAT  
 Hypoxanthine  0.1361 กรัม ละลายดวยน้าํกลั่น 20 มิลลิลิตร 
 Aminopterin  0.0018 กรัม ละลายดวยน้าํกลั่น 20 มิลลิลิตร 
 Thymidine  0.0388 กรัม ละลายดวยน้าํกลั่น 20 มิลลิลิตร 
 นําสารละลายแตละสารมาผสมกัน แลวเตมิน้ํากลั่นลงไปใหครบ 100 มิลลิลิตร นําไป
กรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบงใสขวด ขวดละ 10 มิลลิลิตร แลวเกบ็ไวที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส 
หมายเหต ุAminopterin อาจละลายไดยากที่อุณหภูมหิอง ควรนําไปอุนใน water bath ที่อุณหภูมิ
ไมเกิน 60 องศาเซลเซียสจนกวาจะละลาย 
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2) 100X HT 
  Hypoxanthine 0.1361 กรัม ละลายดวยน้าํกลั่น 20 มิลลิลิตร 
  Thymidine 0.0388 กรัม ละลายดวยน้าํกลั่น 20 มิลลิลิตร 
 นําสารละลายแตละสารมาผสมกัน แลวเตมิน้ํากลั่นลงไปใหครบ 100 มิลลิลิตร นําไป
กรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบงใสขวด ขวดละ 10 มิลลิลิตร แลวเกบ็ไวที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส 
 
3) อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 
  RPMI 1640    10.4 กรัม 
  NaHCO3    2 กรัม 
  L-glutamine    0.1 กรัม 
  Glucose    2 กรัม 
  Pyruvic acid    0.11 กรัม  
  น้ํากลัน่     1 ลิตร 
 ละลายสารทุกอยางในน้าํกลัน่ ผสมใหเขากัน แลวนาํไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 
ไมโครเมตร แบงใสขวด ขวดละ 100 มิลลิลิตร แลวเกบ็ไวที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส 
 
4) อาหารเลี้ยงเซลล HT 
  อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640  1 ลิตร  
  HT 100X    10  มิลลิลิตร 
 ผสมใหเขากนั แลวนาํไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบงใสขวด ขวดละ 
100 มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
5) อาหารเลี้ยงเซลล HAT 
  อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640  1 ลิตร 
  HAT 100X    10  มิลลิลิตร 
 ผสมใหเขากนั แลวนาํไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบงใสขวด ขวดละ 
100 มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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6) 50% PEG (Polyethylene glycol)  
  นํา PEG 5 กรัมมาอุนใหละลายที่อุณหภมูิประมาณ 60 องศาเซลเซยีส เติม
อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั แลวแบงใสหลอด หลอดละ 
ประมาณ 1 มลิลิลิตร นําไปเก็บที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส กอนหลอมรวมเซลล นาํหลอดมาอุน
ไวที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส 
 
7) น้ํายาเก็บเซลลแชแข็ง (Freezing medium) 
  อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640   90 มิลลิลิตร 
  Dimethyl sulfoxide (DMSO)  10 มิลลิลิตร 
 ผสมใหเขากนั แลวนาํไปแชที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส (ใชงานขณะเย็นประมาณ 4 
องศาเซลเซยีส) 
 
4. การเตรียมสารละลาย สําหรับใชในการทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ ์
1) 20 mM Sodium phosphate pH 7.0 
  Na2PO4 •12 H20   2.77 กรัม  
  NaH2PO4•H20    1.69 กรัม 
  น้ํากลัน่     1 ลิตร 
 ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 7.0 แลวจึงนาํไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 
ไมโครเมตร 
2) 0.1 M glycine-HCl pH 2.7 
  Glycine     7.5     กรัม 
  Conc. HCl    2.42  มิลลิลิตร 
  น้ํากลัน่      1 ลิตร 
 ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 2.7 แลวจึงนาํไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 
ไมโครเมตร 
 
3) 1 M Tris HCl buffer, pH 9.0  
  Trizma base     121.14 กรัม 
  Conc. HCl     6.41 กรัม 
 ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 9.0 แลวจึงนาํไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 
ไมโครเมตร  
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5. การเตรียมสารละลายที่ใชในการทํา SDS-PAGE  
1) 10% Separating gel (1 แผน ปริมาตร 8 มิลลิลิตร) 
  น้ํากลัน่     3.836 กรัม 
  40% Acylamide/Bis    2  มิลลิลิตร 
  1 M Tris-HCl pH 6.8   2 มิลลิลิตร 
  10% SDS    80 ไมโครลิตร 
  10% (NH4)2S2)8    80  ไมโครลิตร 
  TEMED                  40 ไมโครลิตร 
 ผสมใหเขากนัโดยเติม TEMED เปนอยางสุดทายเพื่อใหเกิดการ polymerization  
 
2) 5% Stacking gel (1 แผน ปริมาตร 2 มิลลิลิตร) 
  น้ํากลัน่      1.204 มิลลิลิตร 
  40% Acylamide/Bis    250  ไมโครลิตร 
  1 M Tris-HCl pH 6.8   504 ไมโครลิตร 
  10% SDS    20 ไมโครลิตร 
  10% (NH4)2S2)8    20  ไมโครลิตร 
  TEMED     2 ไมโครลิตร 
 ผสมใหเขากนัโดยเติม TEMED เปนอยางสุดทายเพื่อใหเกิดการ polymerization  
 
3) SDS Staining dye 
  SDS dye    900 ไมโครลิตร 
  β-mercaptoethanol   100  ไมโครลิตร 
 
4) Running buffer 
  Trizma base    15.1 กรัม 
  Glycine-HCl    94 กรัม 
  SDS     5 กรัม 
  น้ํากลัน่     1 ลิตร 
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5) Staining solution  
  Comasssie brilliant blue R 250  5 กรัม 
  95% Ethanol    450 มิลลิลิตร 
  Acetic acid    100 มิลลิลิตร 
  น้ํากลัน่     450 มิลลิลิตร 
 
6) Destaining solution 
  Methanol    250 มิลลิลิตร 
  Glacial acetic acid   70 มิลลิลิตร 
  น้ํากลัน่        680 มิลลิลิตร   
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
 นางสาววิรงรอง ณ ตะกั่วทุง เกิดเมื่อวันที ่25 กันยายน พ.ศ.2523 ที่จงัหวัด ลําพูน สําเร็จ
การศึกษาหลกัสูตรปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต ภาควิชา จุลชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลยัสงขลานครนิทร วิทยาเขตหาดใหญ ในปการศึกษา 2544 หลังจากนัน้ทํางานใน
ตําแหนงหวัหนาแผนกฟรีสและบรรจุสินคากุงดิบ บริษทัจันทบุรีโฟรเซนฟูด จาํกัด เปนเวลา 2 ป 
และทํางานในตําแหนงหวัหนาแผนกควบคุมคุณภาพ บริษัทสุราษฎรซีฟูดส  จํากดั เปนเวลา 2 ป 
และเขาศึกษาหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑติ หลกัสูตรเทคโนโลยีชวีภาพ จฬุาลงกรณ
มหาวิทยาลยั เมื่อปการศึกษา 2550  
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