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 กรดออกโซลินิค (oxolinic acid) เป็นสารปฏิชีวนะสังเคราะห์ในกลุ่มของควิโนโลน 
(quinolone) ท่ีมีขอบเขตการออกฤทธ์ิในวงกวา้งในการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดแกรมบวก 
และแกรมลบ ซ่ึงไดรั้บการน ามาใชอ้ยา่งแพร่หลายในการรักษาโรคติดเช้ือในสัตวแ์ละมนุษย ์แต่จาก
การตกคา้งของกรดออกโซลินิคในผลิตภณัฑส์ัตว ์เป็นสาเหตุให้เกิดผลกระทบต่อมนุษยแ์ละเกิดการ
ด้ือยา ดงันั้นจึงมีความจ าเป็นตอ้งมีการตรวจการตกคา้งของสารในผลิตภณัฑด์งักล่าว ในงานวจิยัน้ี
จึงมุ่งท่ีจะผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อกรดออกโซลินิค เพื่อใชใ้นการพฒันาชุดตรวจสอบดว้ย
วธีิ ELISA โดยท าการเช่ือมต่อกรดออกโซลินิคกบัอลับูมินจากซีรัมของววัและใชเ้ป็นตวักระตุน้ภูมิ
คุม้ กนัของหนูทดลองสายพนัธ์ุ BALB/c และ ICR ซ่ึงหนูทดลองทุกตวัมีการตอบสนองโดยการ
สร้างแอนติบอดีต่อกรดออกโซลินิคและมีระดบัแอนติบอดี 1:512,000 ถึง 1:4,096,000 เพื่อสร้างโม-
โนโคลนอลแอนติบอดีต่อกรดออกโซลินิค จึงท าการหลอมรวมเซลลม์า้มของหนูทดลองกบัเซลล์
มยัอีโลมา P3X พบวา่ไดเ้ซลลไ์ฮบริโดมาท่ีผลิตแอนติบอดีต่อกรดออกโซลินิคจ านวน 2 โคลน คือ 
7/A3/B6 และ 10/D5/A4 จากการศึกษาลกัษณะสมบติัของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดพ้บวา่เป็น
ไอโซไทป์ ชนิด IgG2a ทั้ง 2 โคลน และมีความไวท่ีค านวณในรูปของค่าความเขม้ขน้ของสารท่ีนอ้ย
ท่ีสุดท่ีสามารถตรวจวดัไดมี้ค่าเท่ากบั 0.27 และ 0.18 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั และโมโน-
โคลนอลท่ีไดเ้กิดปฏิกิริยาขา้มกบัสารในกลุ่มควโินโลนท่ีน ามาทดสอบ คือ เอนโรฟลอกซาซิน      
อีนอกซาซิน นอร์ฟลอกซาซิน โอฟลอกซาซิน และ ซิโพรฟลอกซาซินอยูใ่นช่วง 7 - 11% แต่ไม่
เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัสารนอกกลุ่มท่ีท าการทดสอบ  
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Oxolinic acid (OXA) is a synthetic quinolone antibiotic used against a wide range of 

Gram-positive and Gram-negative bacteria. It is, therefore, widely used to treat disease in 
livestock and human. But OXA residue in livestock products can cause adverse effects and drug 
resistance in human, so it is essential to detect its residue in the products. This research 
concentrated on the production and characterization of monoclonal antibodies against oxolinic 
acid for development of ELISA test kit. Oxolinic acid conjugate to bovine serum albumin and 
then used as an antigen to immunize BALB/c and ICR mice. All mice reposed by producing 
antibodies against OXA and gave antiserum 1:512,000 to 1:4,096,000. To generate hybridoma 
cell secreting antibody against OXA, fusion of splenocytes and myeloma cells P3X were 
performed yielding two hybridoma clones, 7/A3/B6 and 10/D5/A4. Characterization of 
monoclonal antibodies showed that the isotype of all clones was IgG2a. Their sensitivities 
calculated as limit of detection were 0.27 and 0.18 ppm respectively. The monoclonal antibodies 
cross react to antibiotics in quinolone group, enrofloxacin, enoxacin, norfloxacin, ofloxacin and 
ciprofloxacin ranging from 7 to 11 % but did not cross react with other groups of substances 
tested.  
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ค าอธิบายสัญลกัษณ์และค าย่อ 
 

 A   Absorbance 
 Ab   Antibody 
 APS   Ammoniumpersulfate 
 Ag   Antigen 
 B   Absorbance obtain from ELISA with competitors 
 B0   Absorbance obtain from ELISA without competitors 
 BCA   Bicinchoninic acid assay 
 BSA   Bovine serum albumin 
 C   Constant region 
 CH   Constant region of heavy chain 
 CL   Constant region of light chain  
 CAP   Chloramphenicol 
 CDRs   Complementarity determining region 
 CE   Capillary Electrophoresis 
 CNX   Cinoxacin 
 CPFX   Ciprofloxacin 
 Da   Dalton (g/mol) 
 DMF   Dimethyl formamide 
 DMSO   Dimethyl sulfoxide 
 DNA   Deoxyribonucleic acid 

EDC   N-(3-Dimethylaminopropyl)-n-ethylcarbodiimide 
     hydrochloride 
EDTA   Ethylene diamine teteaacetate  
EIA   Enzyme immune assay 
ELISA   Enzyme-linked immunosorbent assay 
EOF   Electro osmotic flow 
FCA   Freund’s complete adjuvant 
FCS   Fetal calf serum 
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FIA   Freund’s incomplete adjuvant 
FRs   Framework region 
g    Gram 
GAM-HRP  Anti-mouse IgG (whole molecular)-peroxidase 
H   Heavy chain 
HAT   Hypoxanthine, Aminopterin และ Thymidine 
HCl   Hydrochloric acid 
HT   Hypoxanthine และ thymidine 
HGPRT   Hypoxanthine-guanine phoepnoribossyl transferase 
HPLC   High performance liquid chromatography 
HRP   Horseradish peroxidase 
IC50   50% of inhibition concentration 
Ig   Immunoglobulin   
kDa    Kilo Dalton 
kg   Kilogram 
l    liter 

 L   Light chain 
 LC-MS   Liquid chromatography-mass spectrometry 
 LOD   Limit of detection 
 M   Molar (mol/l) 
 Mab   Monoclonal antibody 
 MHC   Major histocompatibility complex 

ml    Milliliter   
 MRLs   Maximum residue limits 
 MW   Molecular weight 

N   Normal 
NHS   N-Hydroxysuccinimide 
OVA   Ovalbumin 
OXA   Oxolinic acid 

 PAb   Polyclonal antibody 



ด 

 

 PBS   Phosphate buffer saline 
 PBS-T   Phosphate buffer saline ท่ีมี 0.05% Tween20 
 PEG   Polyethylene glycol 
 ppb   Part per billion   
 ppm   Part per million 
 RIA   Radioimmunoassay  
 SPE   Solid phase extraction 
 TC   Cytotoxic kinase 
 TH   Helper T cell 
 TK   Thymidine kinase 
 TMB   3,3’, 5,5” -Tetramethylbenzidine 
 TNBS   2,4,6-Trinitrobenzene sulfonic acid 
 μg    Microgram  
 v    Volume  
 VH   Variable region of heavy chain 
 VL   Variable region of light chain 
 %   Percent 
 



บทที ่1  
 

บทน ำ 
 
1.1 ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 

กรดออกโซลินิค (Oxolinic acid; OXA) เป็นยาปฏิชีวนะในกลุ่มควโินโลน (Quinolone) ซ่ึง
เป็นกลุ่มยาท่ีไดม้าจากการสังเคราะห์ทางเคมีประกอบดว้ยสารเช่น กรดออกโซลินิค ซิโนซาซิน 
(Cinoxacin; CNX) และ ซิโพรฟลอกซาซิน (Ciprofloxacin; CPFX) เป็นตน้ โดยกรดออกโซลินิค 
เป็นยาอีกชนิดหน่ึงท่ีเร่ิมนิยมน ามาใชก้นัมากข้ึนในการป้องกนัและรักษาโรคติดเช้ือ เน่ืองมาจาก
แบคทีเรีย ซ่ึงมีคุณสมบติัยบัย ั้งการท างานของดีเอ็นเอไจเรส (DNA gyrase) ของแบคทีเรียแกรมลบ 
(Holtzapple และคณะ, 2001) และยบัย ั้งดีเอน็เอโทโปไอโซเมอเรส IV (DNA topoisomerase) ใน
แบคทีเรียแกรมบวก (Arkady และ Nicholas, 1998) ส าหรับวิี ีการใชก้รดออกโซลินิคนั้นเกษตรกร
ส่วนใหญ่จะใชว้ิี ีละลายยาในน ้า และฉีดพน่สารละลายยาผสมคลุกเคลา้ใหเ้ขา้กบัเมด็อาหารแลว้ให้
สัตวกิ์น เช่น ปลา กุง้ หมู ววั และสัตวปี์ก แต่อยา่งไรก็ตามการน าสารเหล่าน้ีไปใชใ้นทางท่ีไม่
ถูกตอ้ง โดยน ามาผสมกบัอาหารเพื่อใหส้ัตวกิ์นติดต่อกนัเป็นระยะเวลานานจะส่งผลใหเ้กิดการ
สะสมของยาและสารเคมีในอวยัวะต่างๆ ของร่างกายสัตวไ์ด ้เช่น เน้ือเยื่อ ไขมนั ตบั ไต และไข่ จาก
การศึกษาในสัตวพ์บวา่สารปฏิชีวนะกรดออกโซลินิค  ส่งผลใหเ้กิดความเป็นพิษต่อตวัอ่อนแรก 
เกิดของหนู อีกทั้งยงัมีผลขา้งเคียงในมนุษยท์างดา้นระบบประสาท เช่น ระบบประสาทถูกกระตุน้ มี
พฤติกรรมเคล่ือนไหวซ ้ าๆ (Stereotypic behavior) ประสาทหลอน ชกั และนอนไม่หลบั เป็นตน้ 
(European  Commission Regulation, 2000)  

ปัจจุบนัจากการท่ีมีการใชส้ารปฏิชีวนะกรดออกโซลินิค ในการท าปศุสัตวอ์ยา่งแพร่หลาย 
โดยเฉพาะฟาร์มเล้ียงกุง้ ซ่ึงน ามาทดแทนหรือใชค้วบคู่กบัยาออกซิเตตราไซคลีนท่ีให้ประสิทีิภาพ
ในการรักษาลดลง (ชลอ ล้ิมสุวรรณ, 2535) จึงเป็นสาเหตุหลกัท่ีท าใหเ้กิดการตกคา้งของสารอยูใ่น
เน้ือสัตวท่ี์ใชบ้ริโภคและส่ิงแวดลอ้มรอบขา้ง เช่น ตะกอนดิน แหล่งน ้าซ่ึงเป็นอนัตรายต่อมนุษยจ์าก
ช่องทางห่วงโซ่อาหารรวมทั้งกระตุน้ใหเ้กิดการด้ือยาในเช้ือก่อโรค โดยเฉพาะเช้ือแบคทีเรีย 
(Kummerer, 2004) จากสาเหตุดงักล่าวท าใหแ้ต่ละประเทศตระหนกัถึงความปลอดภยัของอาหาร 
โดยมีมาตรการการตรวจสอบการตกคา้งของกรดออกโซลินิคในผลิตภณัฑอ์าหารต่างๆ รวมทั้ง
ประเทศไทย ซ่ึงไดมี้การก าหนดปริมาณสารตกคา้งในอาหารบริโภค โดยสหภาพยโุรปมีการ
ก าหนดค่า MRL (Maximum residue limit) ของกรดออกโซลินิคในโค สุกร ไก่ ปลาและไข่ ไวท่ี้ 
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50-300 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ข้ึนกบัชนิดและเน้ือเยือ่ของสัตว ์ เช่น ส่วนตบัและไต ของโค สุกร 
และไก่ ก าหนดค่า MRL เท่ากบั 150 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม เป็นตน้ (European  Commission 
Regulation, 2000) ดงันั้นจึงจ าเป็นตอ้งมีการตรวจวเิคราะห์หาสารตกคา้งของกรดออกโซลินิคใน
เน้ือสัตวแ์ละผลิตภณัฑส์ัตวก่์อนการส่งออก ซ่ึงในหอ้งปฏิบติัการนั้นมีหลายวิี ี เช่น ใชว้ิี ีทางเคมี
ดว้ย High Performance Liquid Chromatography (HPLC)  (มณฑิรา และคณะ, 2550)  Liquid 
Chromatography Mass Spectrometry (LC-MS) (Stubbings และคณะ, 2009)  และ Capillary 
Electrophoresis (CE) (Bahruddin และคณะ, 2002) การตรวจดว้ยวิี ีเหล่าน้ีสามารถหาปริมาณสาร
ตกคา้งไดอ้ยา่งถูกตอ้งและแม่นย  าสูง แต่เน่ืองจากเคร่ืองมือมีราคาแพงและใชเ้วลานานในการเตรียม
ตวัอยา่งตรวจวเิคราะห์ ตลอดจนตอ้งอาศยัผูเ้ช่ียวชาญในการตรวจวิเคราะห์และไม่เหมาะสมต่อการ
ตรวจวเิคราะห์ตวัอยา่งในจ านวนมาก 

ส่วนการตรวจวิเคราะห์สารตกคา้งโดยหลกัการภูมิคุม้กนัวิทยา เช่น Enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) เป็นเทคนิคท่ีนิยมใชก้นัอยา่งกวา้งขวางในการตรวจคดักรองสาร
ตกคา้งในสัตวแ์ละผลิตภณัฑ์จากสัตว ์ ซ่ึงอาศยัหลกัการการตรวจวดัแอนติเจนท่ีพบในตวัอยา่ง โดย
การใชแ้อนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อแอนติเจน เน่ืองจากเป็นเทคนิคท่ีรวดเร็ว ราคาประหยดั มีความ 
แม่นย  าสูงและเป็นวิี ีท่ีไม่ใชเ้คร่ืองมือท่ีซบัซอ้น จึงมีความเหมาะสมส าหรับน าไปใชใ้นการตรวจ
คดักรอง (Screening test) ในปริมาณตวัอยา่งจ านวนมาก ก่อนท่ีจะน าไปตรวจยนืยนัดว้ยเทคนิคทาง
เคมีต่อไป จึงท าใหต้น้ทุนในการตรวจสอบลดลง แต่ปัจจุบนัประเทศไทยตอ้งน าเขา้ชุดตรวจสอบ 
ELISA จ านวนมากส าหรับตรวจหาสารตกคา้ง เช่น ชุดตรวจสอบ ELISA สารในกลุ่มควโินโลน
ของ R-Biopharm จากประเทศเยอรมนั ซ่ึงมีราคาสูงประมาณ 25,000 บาทต่อชุดและสามารถตรวจ
ตวัอยา่งไดป้ระมาณ 50 ตวัอยา่ง ดงันั้นการพฒันาชุดตรวจสอบส าเร็จรูปข้ึนใชเ้องภายในประเทศจะ
สามารถช่วยลดการน าเขา้ชุดตรวจสอบจากต่างประเทศได ้ โดยการเตรียมชุดตรวจสอบนั้นตอ้ง
อาศยัแอนติบอดีซ่ึงเป็นองคป์ระกอบหลกัของชุดตรวจสอบ ดงันั้นโครงการน้ีจึงมีวตัถุประสงคเ์พื่อ
ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อ OXA และศึกษาลกัษณะสมบติัของโมโนโคลนอล
แอนติบอดีท่ีไดเ้พื่อคดัเลือกแอนติบอดีท่ีเหมาะสม ส าหรับน าไปใชใ้นการพฒันาชุดตรวจดว้ยวิี ี 
ELISA ต่อไป 
 
1.2 วตัถุประสงค์ของกำรวจัิย 
 1. ผลิตโมโนโคลนท่ีสร้างโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อกรดออกโซลินิค 
 2. ศึกษาลกัษณะสมบติัของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได ้
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1.3 ขอบเขตและวธีิด ำเนินกำรวจัิย 
 1. คน้ควา้และรวบรวมขอ้มูลท่ีเก่ียวขอ้งกบังานวจิยั 
 2. เตรียมแอนติเจนท่ีใชใ้นการฉีดกระตุน้ภูมิคุม้กนัของหนู 
 3. ฉีดกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัของหนูใหส้ร้างแอนติบอดีต่อกรดออกโซลินิค 

 4. หลอมรวมเซลลร์ะหวา่งเซลลม์า้มของหนูกบัเซลลม์ยัอีโลมาและคดัเลือกเซลล์ 
     ไฮบริโดมาท่ีสร้างโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อกรดออกโซลินิค 
5. ศึกษาลกัษณะสมบติัเบ้ืองตน้ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได ้

5.1 การทดสอบไอโซไทป์ (Isotype)  
5.2 การทดสอบความไว (Sensitivity) 
5.3 การทดสอบปฏิกิริยาขา้มกบัสารในกลุ่มและสารนอกกลุ่มควโินโลน 
5.4 การท าโมโนโคนอลแอนติบอดีใหบ้ริสุที์ิ 

 6. วเิคราะห์ขอ้มูล สรุปผลการทดลอง และเขียนวทิยานิพนี์ 
1.4 ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 

ไดโ้มโนโคลนท่ีผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อกรดออกโซลินิคและทราบ
ลกัษณะเบ้ืองตน้ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได ้              
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บทที ่2 
 

เอกสารและงานวจิยัที่เกีย่วข้อง 
 

2.1 แนวคิดและทฤษฏี 
 

2.1.1 ท่ีมาของสารปฏิชีวนะในกลุ่มควโินโลน (Quinolone) 
 สารในกลุ่มควโินโลน (Quinolone) เป็นสารท่ีสังเคราะห์ข้ึนเพื่อให้ออกฤทธ์ิในวง 

กวา้งส าหรับท าลายแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ  โดยสารตวัแรกท่ีคน้พบคือ กรดนาลิดิซิค  
(Nalidixic acid) คน้พบในปี 1962 โดยมาจากการกลัน่สังเคราะห์ตวัยาตา้นมาลาเรีย (Chloroquine 
synthesis) ของ George Lesher และคณะ (Wentland, 1993) ซ่ึงมีคุณสมบติัในการรักษาอาการติด 
เช้ือทางเดินปัสสาวะในมนุษย ์ แต่ออกฤทธ์ิไดดี้ต่อเช้ือแบคทีเรียแกรมลบมากกวา่แกรมบวกและไม่ 
มีฤทธ์ิต่อเช้ือ Pseudomonas aeruginosa ต่อมาในช่วงตน้ปี 1970 ไดมี้การพฒันาโครงสร้างของกรด 
นาลิดิซิค  เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของตวัยา โดยมีการคน้พบสารควโินโลนรุ่นแรก ดงัน้ี กรดเปปมิ-
ดิก  (Pipemidic acid) กรดออกโซลินิค (Oxolinic acid)  และ ซิโนซาซิน (Cinoxacin) ในปัจจุบนัได้
มีการผลิตสารในกลุ่มน้ีใหม่อีกหลายตวัไดแ้ก่ นอร์ฟลอกซาซิน (Norfloxacin) ในรุ่นท่ีสอง บาโล- 
ฟลอกซาซิน (Balofloxaxin) ในรุ่นท่ีสาม และ มอกซิฟลอกซาซิน (Moxifloxacin) ในรุ่นท่ีสามหรือ
ท่ีเรียกวา่ ฟลูออโรควโินโลน (Fluoroquinolone) เป็นตน้ (Norris และ Mandell, 1988) 

 
2.1.2 กรดออกโซลินิค (Oxolinic acid) 
กรดออกโซลินิค  หรือ  5-Ethyl- 8-oxo- 5,8-dihydro [1,3] dioxolo [4,5-g] quinoline- 7-

carboxylic acid เป็นยาปฏิชีวนะในกลุ่มควโินโลนซ่ึงสังเคราะห์จากกระบวนการทางเคมี โดยมี
กลไกการออกฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของดีเอ็นเอไจเรส (DNA gyrase) และยบัย ั้งดีเอน็เอโทโปไอโซ
เมอเรส (DNA topoisomerase) ของเช้ือแบคทีเรีย โดยการยบัย ั้งระบบเอนไซมท่ี์จ าเป็นในการ
สังเคราะห์สายดีเอ็นเอและขดัขวางกระบวนการจ าลองสายดีเอน็เอ ส่งผลใหแ้บคทีเรียหยดุการเจริญ
และแบ่งเซลล ์(Bacteriostatic) ดา้นขอบเขตการออกฤทธ์ิของสารกรดออกโซลินิคจะมีการออกฤทธ์ิ
ในวงกวา้ง (broad spectrum) ต่อเช้ือแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ โดยสารจะไปออกฤทธ์ิ
ยบัย ั้งการเจริญเติบโตและแบ่งเซลลข์องเช้ือแบคทีเรีย ซ่ึงจะออกฤทธ์ิไดดี้ต่อเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ
มากกวา่แบคทีเรียแกรมบวก โดยเช้ือท่ีไวต่อกรดออกโซลินิคน้ีไดแ้ก่ Escherichia coli, Klebsiella 
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sp. และ Proteus sp. และออกฤทธ์ิท าลายเช้ือ Staphylococcus aureus  นอกจากน้ียงัใชป้้องกนัโรค
ในพืชท่ีเกิดจากแบคทีเรียในกลุ่ม Pseudomonas sp. และ Erwinia sp. ในภาคการเพาะปลูก ส่วนดา้น
การเพาะเล้ียงสัตวน์ ้ากรดออกโซลินิคนิยมน ามารักษาโรคท่ีพบในปลาเช่น Furunculosis, Vibriosis 
และโรคปากแดง (Redmouth disease) (Wells R., 1995) 
 

2.1.3  สูตรโครงสร้างทางเคมี ลกัษณะ และคุณสมบติัทางกายภาพของกรดออกโซลินิค 
  กรดออกโซลินิคเป็นยาท่ีไดจ้ากการสังเคราะห์ทางเคมีประเภทเฮทเทอโรไซคลิกอะโรมา- 

ติก (Heterocyclic aromatic compound) ท่ีมีธาตุไนโตรเจนเป็นองคป์ระกอบ โดยมีหมู่คีโตนตรง 
ต าแหน่งท่ี 4 และหมู่คาร์บอกซิลิกตรงต าแหน่งท่ี 3 รวมทั้งมีวงของไดออกโซล  (Dioxole ring) ติด
กบัวงของไพลิดีน (Pyridine ring) ท่ีต  าแหน่ง 6 และ 7 ดงัรูปท่ี 2.1   

 
กรดออกโซลินิคอยูใ่นรูปผงสีขาว ไม่มีกล่ิน และมีรสขมเล็กนอ้ย สามารถเก็บไวไ้ดน้าน 

ซ่ึงกรดออกโซลินิคมีฤทธ์ิเป็นกรดจะสามารถละลายในน ้าไดเ้ล็กนอ้ยท่ี pH 7 แต่ละลายไดดี้ในสาร 
ตวัท าละลายอินทรีย ์เช่น เฮกเซน ไซลีน และเมทานอล  

    
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2.1 สูตรโครงสร้างทางเคมีของกรดออกโซลินิค 
 
คุณสมบติัทางกายภาพท่ีส าคญัของกรดออกโซลินิค คือ สามารถทนความร้อนไดถึ้งระดบั 

อุณหภูมิ 315 องศาเซลเซียส และมีจุดหลอมเหลวท่ีอุณหภูมิ 473 องศาเซลเซียสท่ีความดนั 760 
มิลลิเมตรปรอท ซ่ึงท าให้วธีิพาสเจอร์ไรซ์และสเตอร์ริไรซ์ไม่สามารถท าลายกรดออกโซลินิคให้
หมดไปได ้แต่กรดออกโซลินิคเส่ือมสภาพไดภ้ายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต แสงแดด และรังสีแกมม่า 
กรดออกโซลินิคมีความเสถียรในสภาพท่ีเป็นกรด และจะสลายตวัในสภาพท่ีเป็นด่าง 
 
 

1 2 
3 

4 
5 

6 

7 
8 
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2.1.4  ความเป็นพิษของกรดออกโซลินิค 
           เน่ืองมาจากมีการใชส้ารปฏิชีวนะในกลุ่มควโินโลนในการรักษาอาการติดเช้ือทั้งใน

มนุษยแ์ละการปศุสัตวเ์ป็นจ านวนมาก ส่งผลใหส้ านกังานคณะกรรมการอาหารและยาแห่งประเทศ
สหรัฐอเมริกา USFDA (Food and Drug Administration) ไดมี้ประกาศแจง้เตือนถึงผลกระทบจาก
การใชส้ารปฏิชีวนะในกลุ่มควโินโลน ซ่ึงรวมถึงกรดออกโซลินิค เช่น ระคายเคืองผวิหนงั อาเจียน 
ทอ้งเสีย ตลอดจนส่งผลต่อระบบประสาทส่วนกลาง เช่น ปวดหวั เกิดอาการซึมเศร้า นอนไม่หลบั 
ประสาทหลอน และชกั ในการเกิดการตกคา้งของกรดออกโซลินิคในผลิตภณัฑอ์าหารต่างๆ ใน
ระดบันอ้ยกวา่ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร (ppm) จะไม่เกิดผลเฉียบพลนัต่อผูบ้ริโภค แต่อาจท าใหเ้กิด
อนัตรายต่อสุขภาพของผูบ้ริโภคไดใ้นระยะยาว เน่ืองจากการท่ีสารปฏิชีวนะท่ีตกคา้งในเน้ือสัตว์
และผลิตภณัฑจ์ากสัตวท่ี์บริโภคเขา้ไปมีปริมาณนอ้ยไม่ถึงกบัขนาดท่ีใชรั้กษาโรค ซ่ึงไม่ท าใหเ้ช้ือ
โรคในร่างกายตายแต่กลบัท าใหเ้ช้ือโรคเกิดการปรับตวัและด้ือต่อยา ท าใหเ้กิดปัญหาในการรักษา
โรคในภายหลงัได ้ นอกจากน้ีสารปฏิชีวนะในกลุ่มควโินโลนยงัเพิ่มความเส่ียงต่ออาการเส้นเอน็
อกัเสบหรือเกิดการฉีกขาดของเส้นเอน็ไดใ้นผูใ้ชย้าได ้   โดยจะมีความเส่ียงสูงในกลุ่มผูสู้งวยั (มาก 
กวา่ 60 ปี) และผูท่ี้ไดรั้บการผา่ตดัเปล่ียนอวยัวะ เช่น หวัใจ ปอดและไต ร่วมถึงกลุ่มผูใ้ชย้าสเตอร์
รอยด์ร่วมในการรักษาดว้ย (Casparian และคณะ, 2000)   

 
2.1.5  การก าหนดปริมาณกรดออกโซลินิค 
ปัจจุบนัในประเทศสหรัฐอเมริกา สหภาพยโุรป และหลายประเทศในโซนเอเซียรวมถึง

ประเทศไทยนิยมใชก้รดออกโซลินิคอยา่งแพร่หลาย จึงไดมี้การก าหนดปริมาณสารตกคา้งสูงสุดใน
อาหารบริโภคหรือ MRL (maximum residue limits) โดยมกัจะก าหนดหน่วยเป็นส่วนในพนัลา้น
ส่วน (ppb) หรือ นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาณสูงสุดของกรดออกโซลินิคท่ีอนุญาตให้มีในผลิตผล
เกษตรในอาหารคนนั้นมีก าหนดแตกต่างกนัไปในแต่ละประเทศ (ตารางท่ี 2.1) 

 
คณะกรรมการอาหารและยาสหรัฐอเมริกาก าหนดใหมี้กรดออกโซลินิคในอาหารไดไ้ม่เกิน 

100  ppb และหา้มตรวจพบในนม ส่วนคณะกรรมาธิการโคเด็กซ์ (Codex; Committee on Food 
Additived and Contaminants, Joint FAO/WHO Food Standard Programme) ซ่ึงท าหนา้ท่ีก าหนด 
และควบคุมมาตรฐานสากลของการปนเป้ือนในอาหารท่ีแลกซ้ือขายระหวา่งประเทศ ไดต้ั้งขอ้เสนอ
การก าหนดค่ามาตรฐานสากลวา่ดว้ยการปนเป้ือนของกรดออกโซลินิคในอาหารไวด้งัน้ี ในตบัและ
ไตของววั สุกร และไก่ไม่เกิน 150 ppb และในกลา้มเน้ือของววั สุกร และไก่ไม่เกิน 100 ppb ส่วน
ในกลา้มเน้ือปลารวมหนงั กลา้มเน้ือกุง้ ไขมนัในววั สุกรและไก่ รวมทั้งไข่ไก่ไดไ้ม่เกิน 50 ppb 
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เช่นเดียวกบัมาตรฐานของสหภาพยโุรป (EU; European Union) ท่ีก าหนดการตกคา้งของกรดออก 
โซลินิคในอาหารเหมือนกบัมาตรฐาน Codex ยกเวน้ส่วนกลา้มเน้ือปลารวมหนงัท่ีมีไดไ้ม่เกิน 300 
ppb (European Commission Regulation, 2000) ส าหรับประเทศไทยมีประกาศจากส านกังาน 
มาตรฐานสินคา้เกษตรและอาหารแห่งชาติ พ.ศ. 2548 (มกอช. 9007-2548) เร่ืองขอ้ก าหนดดา้น 
ความปลอดภยัสินคา้เกษตรและอาหาร ก าหนดปริมาณกรดออกโซลินิคในอาหารทัว่ไปไดไ้ม่เกิน 
200 ppb (มณฑิรา และคณะ, 2550)  

 
ตารางท่ี 2.1 ค่า MRLs ท่ีก าหนดปริมาณกรดออกโซลินิคต ่าสุดท่ียอมใหมี้ในเน้ือเยือ่ต่างๆ และนม 
 

ชนิดสัตว ์ เน้ือเยือ่เป้าหมาย 
ค่าต ่าท่ีสุด (ppb) 

U.S.1  Codex1 EU2 ประเทศไทย3 

 
 

โค แกะ แพะ 

กลา้มเน้ือ 
ไขมนั 
ตบั 
ไต 
นม 

100 
100 
100 
100 

0 

100 
50 

150 
150 
100 

100 
50 

150 
150 
100 

200 
200 
200 
200 
100 

 
หมู 

 

กลา้มเน้ือ 
ไขมนั 
ตบั 
ไต 

100 
100 
100 
100 

100 
50 

150 
150 

100 
50 

150 
150 

200 
200 
200 
200 

 
 

ไก่ 
 

กลา้มเน้ือ 
ไขมนั 
ตบั 
ไต 
ไข ่

100 
100 
100 
100 
50 

100 
50 

150 
150 
50 

100 
50 

150 
150 
50 

200 
200 
200 
200 
50 

ปลา กลา้มเน้ือรวมหนงั 100 50 300 200 
กุง้ กลา้มเน้ือ - - 50 50 

ท่ีมา : 1มณฑิรา และคณะ, 2550 ; 2European Commission Regulation, 2000 ; 3ส านกังานมาตรฐาน
สินคา้เกษตรและอาหารแห่งชาติ, 2548 
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 2.1.6  ปัญหาการตกคา้งของกรดออกโซลินิคในประเทศไทย 
 ประเทศไทยเป็นประเทศส่งออกสินคา้อาหารทั้งในรูปสด ก่ึงแปรรูป แปรรูป จากขอ้มูล
การส่งออกสินคา้ปศุสัตวร์ะหวา่งเดือนมกราคม - ธนัวาคม 2555 ของกรมปศุสัตว ์ พบวา่มีมูลค่า
รวมถึง 44,130 ลา้นบาท (กรมปศุสัตว,์ 2555) ซ่ึงมีประเทศผูน้ าเขา้ท่ีส าคญัในประเทศกลุ่ม
ประชาคมยโุรป สหรัฐอเมริกา และญ่ีปุ่น แต่ประเทศไทยตอ้งเผชิญกบัปัญหาการกีดกนัทางการคา้
ของหลายประเทศท่ีเป็นคู่คา้กบัไทย โดยประเทศผูน้ าเขา้สินคา้อาหารส่วนใหญ่ไดใ้ชม้าตรการใน
การคุม้ครองสุขภาพอนามยัและความปลอดภยัของผูบ้ริโภคเป็นขอ้อา้ง เช่น ในกรณีในปีพ.ศ. 2538 
ประเทศญ่ีปุ่นสั่งหา้มน าเขา้กุง้แช่แขง็จากประเทศไทย อนัเน่ืองมาจากตรวจพบกรดออกโซลินิคเกิน
ก าหนด ทั้งในกรณีประเทศสหรัฐอเมริกาตรวจพบสารปนเป้ือนในอาหารท่ีประเทศสหรัฐอเมริกา
ไม่อนุญาตใหใ้ช ้ ตลอดจนประเทศอิตาลีปฏิเสธการรับซ้ือหมึกแช่แขง็จากประเทศไทย เน่ืองจาก
ตรวจพบแคดเมียมปนเป้ือนหลายคร้ัง และประเทศในกลุ่มประชาคมยโุรปหา้มใชส้าร EDTA 
(Ethylene Diamine Tetraacetate) ในอาหารกระป๋องเป็นตน้ เป็นผลใหป้ระเทศไทยตอ้งสูญเสีย
รายไดจ้ากการส่งออกปีละกวา่หลายพนัลา้นบาท (ณฐัพงศ ์และคณะ , 2547)  
 
 ในอุตสาหกรรมกรรมการเล้ียงกุง้กุลาด า การป้องกนัปัญหาการระบาดของโรควบิริโอซิสท่ี
เกิดจากเช้ือแบคทีเรียในบ่อเล้ียงท่ีก่อใหเ้กิดความเสียหายท าใหกุ้ง้อ่อนแอและตาย ท าไดโ้ดยการใช้
สารปฏิชีวนะเช่น กรดออกโซลินิค ซ่ึงท าใหมี้การตกคา้งอยูใ่นกลา้มเน้ือกุง้เป็นเหตุก่อใหเ้กิดการกีด
กนัทางการคา้ จึงเกิดกระแสการต่อตา้นการใชย้าปฏิชีวนะในการป้องกนัและรักษาโรคท่ีเกิดจากเช้ือ
แบคทีเรียข้ึน และท าใหป้ระเทศผูซ้ื้อกุง้แช่แขง็เกิดการต่ืนตวัในการตรวจสอบสารปฏิชีวนะตกคา้ง
ในกุง้แช่แขง็ทั้งหมดท่ีน าเขา้จากประเทศผูค้า้ต่างๆ  รวมทั้งประเทศไทยดว้ย (สุดา และคณะ, 2543) 
   

ในปัจจุบนักรดออกโซลินิคมกันิยมน ามาทดแทน หรือใชค้วบคู่กบัยาออกซิเตตราไซคลีน
เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในป้องกนั และรักษาโรคท่ีเกิดจากแบคทีเรียในรูปของการผสมในอาหารสัตว ์
ท าใหส้ัตวท่ี์ไดรั้บสารเหล่านั้นปริมาณนอ้ยๆ ติดต่อกนัเป็นระยะเวลานานเกิดการด้ือยาได ้   นอก 
จากน้ีการท่ีใชก้รดออกโซลินิคในปริมาณท่ีเกินก าหนดหรือไม่หยดุใชย้าเป็นระยะเวลาอยา่งนอ้ย 7 
วนัก่อนท าการเก็บผลผลิตเป็นสาเหตุให้เกิดการตกคา้งในเน้ือสัตวใ์นระดบัท่ีสูงกวา่ค่า MRL ท่ี    
ก าหนด  (มณฑิรา และคณะ, 2550)  ปัจจุบนัไดมี้ประกาศหา้มตรวจพบกรดออกโซลินิคตกคา้งใน
ผลิตภณัฑก์ุง้แช่แขง็ท่ีจะส่งออกไปยงัประเทศญ่ีปุ่น (กระทรวงสาธารณสุข, 2550) 
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อยา่งไรก็ตามการเล้ียงสัตวใ์นระบบฟาร์มมาตรฐาน เกษตรกรตอ้งดูแลฟาร์มไม่ใหมี้การใช ้
ยาท่ีหา้มใชใ้นการเล้ียงสัตว ์ จึงไม่สามารถรู้ไดว้า่ อาหารสัตว ์ ยาสัตว ์ หรือปัจจยัการผลิตต่างๆ ท่ี
น าไปใชเ้ล้ียงสัตวมี์สารหา้มใชห้รือไม่ เน่ืองจากไม่มีเคร่ืองมือในการตรวจสอบท่ีจะสามารถท าได้
ในเบ้ืองตน้แมว้า่การตรวจสอบสินคา้ก่อนการส่งออกนั้นเป็นส่ิงท่ีจ  าเป็น แต่ตอ้งใชก้ารลงทุนท่ีสูง
มาก (ชมพนิูกช์ กาญจนพงัคะ, 2551) ทั้งน้ีการควบคุมการใชย้าในสัตว ์ โดยการสุ่มเก็บตวัอยา่ง
ผลิตภณัฑจ์ากสัตวม์าตรวจในหอ้งปฏิบติัการนั้นมีขีดจ ากดัท่ีตอ้งใชเ้คร่ืองมือราคาแพง บุคลากร
ตอ้งมีประสบการณ์และความช านาญสูง อีกทั้งยงัส้ินเปลืองค่าใชจ่้ายและเวลามาก ดงันั้นการใช้
วธีิการตรวจสอบอยา่งง่าย รู้ผลรวดเร็วและราคาถูกจึงมีความจ าเป็นในการตรวจสอบเบ้ืองตน้ เพื่อ
เป็นการคดักรองตวัอยา่ง (screening method) เช่น ชุดตรวจสอบ ELISA หรือ ชุดแถบทดสอบ (strip 
test) ก่อนท่ีจะใชว้ธีิทดสอบแบบยนืยนัผลในพื้นท่ีก่อนการวเิคราะห์ยนืยนัผลในห้องปฏิบติัการ แต่
ในปัจจุบนัประเทศไทยยงัขาดการพฒันาชุดตรวจสอบ ELISA ของกรดออกโซลินิคท าใหมี้การ
น าเขา้ชุดตรวจสอบ ELISA เป็นจ านวนมากส าหรับการตรวจหาการตกคา้งของกรดออกโซลินิคใน
ตวัอยา่งกุง้แช่แขง็และผลิตภณัฑท์างการเกษตรอ่ืนๆ  
 
 2.1.7  วธีิการตรวจวเิคราะห์การตกคา้งของกรดออกโซลินิค 
 
      2.1.7.1 วธีิการทางเคมี 
 
  2.1.7.1.1 High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
 
 การตรวจวิเคราะห์หาสารตกคา้งของยาปฏิชีวนะในเน้ือสัตวแ์ละผลิตภณัฑส์ัตว์
ก่อนการส่งออกในห้องปฏิบติัการ โดยทัว่ไปนิยมใชว้ธีิทางเคมีดว้ยเคร่ือง HPLC การตรวจโดยวธีิน้ี
จะมีความละเอียดสูง มีความถูกตอ้งแม่นย  า โดยในปี 2543 เรวตัรและคณะ  ใชเ้ทคนิค HPLC ใน
การตรวจหากรดออกโซลินิคในเน้ือกุง้กุลาด า พบวา่ปริมาณต ่าท่ีสุดท่ีสามารถตรวจวดักรดออกโซลิ
นิคไดคื้อ 1 ppb แต่เคร่ืองมือท่ีใชมี้ราคาแพง ใชเ้วลานานในการเตรียมตวัอยา่งและตอ้งอาศยั
ผูเ้ช่ียวชาญในการตรวจวิเคราะห์ ดงันั้นเทคนิคน้ีจึงไม่เหมาะสมในการน ามาใชใ้นการตรวจวดัสาร
ตกคา้งในภาคสนามหรือใชเ้ป็นงานประจ า 
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  2.1.7.1.2 Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS) 
 
       ในปี 2002 Johnston และคณะ ไดใ้ชเ้ทคนิค LC-MS ในการหาสารตกคา้งใน
กลุ่มควโินโลนและฟลูออโรควโินโลนในตวัอยา่งปลาและอาหารทะเล โดยใชก้ารท าตวัอยา่งให้
บริสุทธ์ิ (Clean up) ดว้ยวธีิ Solid Phase Extraction (SPE) พบวา่ปริมาณต ่าสุดท่ีตรวจวดักรดออกโซ
ลินิคในตวัอยา่งเน้ือปลาเท่ากบั 5 ppb  ดงันั้นเทคนิคการตรวจหาสารตกคา้งดว้ย วธีิ LC-MS จึงเป็น
วธีิท่ีมีความสามารถในการตรวจหาสารท่ีมีปริมาณนอ้ยๆ ได ้แต่เน่ืองจากเทคนิคน้ีเป็นเทคนิคท่ีตอ้ง
ใชเ้คร่ืองมือท่ีมีราคาแพงมากและยงัตอ้งใชบุ้คลากรม่ีมีความช านาญการ โดยเฉพาะดงั นั้นเทคนิคน้ี
จึงไม่เหมาะสมในการน ามาใชใ้นการตรวจวดัสารตกคา้งในภาคสนาม หรือใชใ้นงานประจ า
เช่นเดียวกบัวธีิ HPLC 
 
  2.1.7.1.3 Capillary Electrophoresis (CE) 
        
       Capillary Electrophoresis ใชห้ลกัการเก่ียวขอ้งกบัการใหศ้กัยไ์ฟฟ้าสูงแก่
หลอดรูเล็ก (Capillary tube) ท่ีภายในหลอดและปลายทั้ง 2 ขา้งจะจุ่มอยูใ่นสารละลายอิเล็กโทรไลต ์
เม่ือมีการใหศ้กัยไ์ฟฟ้าสูง จะท าใหไ้อออนในตวัอยา่งวิ่งจากขั้วไฟฟ้าบวกไปยงัขั้วลบตามแรงของ 
Electroosmotic flow (EOF) โซนของสารท่ีแยกจากกนัหลงัจากผา่นกระแสไฟฟ้าจะเคล่ือนผา่น 
Detection Window ซ่ึงสัญญาณจาก detector (deuterium lamp) จะส่งผา่นไปยงั data processor ผลท่ี
ไดอ้อกมา เรียกวา่ Electropherogram เทียบไดก้บั chromatogram ใน HPLC  การตรวจโดยวธีิน้ี
สามารถหาปริมาณสารตกคา้งไดถู้กตอ้งแม่นย  า และใชส้ารตวัอยา่งในปริมาณเพียงเล็กนอ้ย ในปี
2002 Bahruddin และคณะ  ไดใ้ชเ้ทคนิค CE ส าหรับตรวจสอบการตกคา้งของกรดออกโซลินิคใน
ตวัอยา่งอาหารปลาและเน้ือเยื่อปลา พบวา่สามารถตรวจวดัปริมาณต ่าท่ีสุดได ้  0.08 และ 0.5 ppb 
ตามล าดบั อยา่งไรก็ตามเทคนิคน้ีเป็นเทคนิคท่ีมีเคร่ืองมือราคาแพงมาก รวมทั้งตอ้งใชบุ้คคากรท่ีมี
ความช านาญการสูง มีการเตรียมตวัอยา่งเป็นเวลานาน จึงไม่เหมาะท่ีจะน ามาใชต้รวจภาคสนาม
หรือตรวจตวัอยา่งเป็นจ านวนมาก 
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      2.1.7.2 วธีิทางภูมิคุม้กนัวิทยา (Immunological Method) 
 
  ปัจจุบนัมีการประยกุตน์ าความรู้ทางดา้นวทิยาภูมิคุม้กนั (Immunology) ไปใชใ้น 
การตรวจหาสารตกคา้งกรดออกโซลินิคในส่วนผสมของอาหารสัตว ์ อาหารและผลิตภณัฑน์มอยา่ง 
แพร่หลาย Enzyme Immunoassay (EIA) เป็นวิธีตรวจสอบปฏิกิริยาระหวา่งแอนติบอดีกบั 
แอนติเจนโดยใชเ้อนไซมเ์ป็นตวับ่งช้ี วธีิน้ีสามารถใชต้รวจหาแอนติบอดีและแอนติเจนไดอ้ยา่งจ า 
เพาะเจาะจง มีความไวสูง สะดวก และรวดเร็ว 
 
               การทดสอบทัว่ไปมกัใชว้สัดุ (solid phase) ประเภทพลาสติก เช่น พอลิโพรไพลีน 
(polypropylene) ท่ีผา่นกระบวนการบางอยา่งท่ีท าใหพ้ลาสติกเหล่านั้นดูดซบัโปรตีนไดดี้ข้ึน เพื่อ 
เป็นตวัดูดซบัแอนติเจนหรือแอนติบอดีไวก่้อน และเม่ือปฏิกิริยาระหวา่งแอนติบอดีและแอนติเจน 
เกิดข้ึนแลว้ จะลา้งส่วนท่ีไม่ท าปฏิกิริยาออกส่วนท่ีท าปฏิกิริยากนัก็จะติดอยูก่บัวสัดุ จากนั้นเติม 
แอนติบอดีท่ีจ าเพาะท่ีติดฉลากดว้ยเอนไซมล์งไป ซ่ึงสามารถตรวจสอบไดจ้ากการเปล่ียนแปลงของ 
สับเตรทท่ีใส่ลงไปภายหลงั ท าใหเ้กิดสารมีสีข้ึน จากการทดสอบดงักล่าวเรียกวา่ Enzyme Linked 
Immunosorbent Assay (ELISA) จากงานวจิยัของ Huet และคณะในปี 2006 ท าการผลิตพอลิโคล 
นอลแอนติบอดีต่อสารกลุ่มควโินโลนรวมทั้งกรดออกโซลินิค เพื่อใชใ้นการทดสอบหาการปน 
เป้ือนของกรดออกโซลินิคในอาหารทะเลและไข่ ดว้ยวิธี ELISA พบวา่ค่าความเขม้ขน้ของสารท่ี
นอ้ยท่ีสุดท่ีสามารถตรวจวดัไดท่ี้นอ้ยกวา่ 25 ppb ซ่ึงความไวเพียงพอต่อการตรวจวดัสารปนเป้ือน
ในปริมาณท่ีต ่ากวา่ค่าท่ีในหลายประเทศไดก้ าหนดไว ้ 
        
 2.1.8  ทฤษฏีทางภูมิคุม้กนัวทิยา 
 
      2.1.8.1 แอนติเจน (Antigen, Ag) 
 
                  แอนติเจน คือ สารท่ีสามารถท าปฏิกิริยาอยา่งจ าเพาะกบัผลิตภณัฑต่์างๆ ท่ีตอบ 
สนอง โดยระบบภูมิคุม้กนัดงันั้นการเป็นแอนติเจน หมายถึงความสามารถของสารท่ีจะท าปฏิกิริยา 
จบัแบบจ าเพาะกบัองคป์ระกอบแบบต่างๆของระบบภูมิคุม้กนั เช่น แอนติบอดีหรือตวัรับบนผวิ 
เซลลส์ารท่ีมีคุณสมบติัเป็นแอนติเจนเกือบทุกชนิดจะมีคุณสมบติัการเป็นอิมมูโนเจน (immunogen) 
ท่ีสามารถชกัน าการตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนัอยา่งจ าเพาะ ไม่วา่จะเป็นการตอบสนองของภูมิ 
คุม้กนัแบบพึ่งเซลล ์ (cell mediated immune response) หรือการตอบสนองของภูมิคุม้กนัแบบหลัง่ 
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แอนติบอดี (humeral immune response) ส่วนแอนติเจนท่ีไม่มีคุณสมบติัเป็นอิมมูโนเจนท่ีเรียกวา่ 
แฮปเทน ซ่ึงเป็นสารท่ีมีโมเลกุลเล็กและมีสมบติัเป็นแอนติเจน แต่โดยตวัสารนั้นไม่สามารถชกัน า 
การตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนัได ้ ดงันั้นเม่ือตอ้งการท าการกระตุน้ให้ระบบภูมิคุม้กนัสามารถ 
ผลิตและหลัง่แอนติบอดีต่อสาร จึงมกัท ากระบวนการทางเคมีเช่ือมติดระหวา่งแฮปเทนกบัโปรตีน 
พาหะ  (carrier protein) เพื่อใหเ้กิดสารเช่ือมต่อ (hapten-carrier conjugate) ท่ีมีคุณสมบติัเป็นอิมมู-
โนเจนได ้ ซ่ึงสมบติัของอิมมูโนเจนท่ีกระตุน้ใหเ้กิดการตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนัของส่ิงมี 
ชีวติโดยทัว่ไปมี 4 ประการ ไดแ้ก่ ส่ิงแปลกปลอม ขนาดของโมเลกุล องคป์ระกอบและความ 
ซบัซอ้นทางเคมีและความสามารถในการถูกแปรรูปของแอนติเจน เพื่อน าเสนอบนผวิเซลลท่ี์น า 
เสนอหรือผวิของเซลลอ่ื์นๆ (antigen presenting cell) 
 

1. ความแปลกปลอม 
ในกระบวนการท่ีสารจะตอบสนองต่อการกระตุน้ของระบบภูมิคุม้กนัไดน้ั้น สารนั้น 

จะตอ้งถูกตรวจจบัโดยระบบภูมิคุม้กนัวา่มีองคป์ระกอบแตกต่างกบัองคป์ระกอบของส่ิงมีชีวตินั้นๆ  
ความสามารถในการตรวจจบัดงักล่าวเกิดข้ึนระหวา่งการพฒันาการของลิมโพไซต ์ โดยโมเลกุลท่ี
ไม่เคยสัมผสักบัลิมโฟไซตท่ี์ยงัไม่เจริญเตม็ท่ี (immature lymphocyte) ในช่วงระยะเวลาระหวา่งการ 
พฒันา ซ่ึงต่อมาเม่ือไดรั้บแอนติเจนนั้นเขา้สู่ร่างกายจะถูกตรวจจบัโดยระบบภูมิคุม้กนัวา่เป็นส่ิง 
แปลกปลอมซ่ึงระบบของการเป็นอิมมูโนเจนข้ึนอยูก่บัระดบัความแปลกปลอม ในบางกรณีระบบ 
ภูมิคุม้กนัอาจมีการตอบสนองต่อองคป์ระกอบของตนเอง ซ่ึงก่อใหเ้กิดโรคภูมิคุม้กนัต่อตนเอง 
(autoimmunity หรือ autoallergy) ข้ึนได ้
 

2. ขนาดของโมเลกุล 
ขนาดของโมเลกุลมีความเก่ียวขอ้งกนัโดยตรงกบัความเป็นอิมมูโนเจน โดยแอนติเจน 

ขนาด 100,000 ดาลตนั จะกระตุน้การตอบสนองท่ีมีประสิทธิภาพสูง เน่ืองจากการท่ีมีขนาดโมเลกุล
ใหญ่ข้ึนจะมีอิพิโทปมากข้ึน และมาโครฟาจจะสามารถจบักินไดดี้มากข้ึน โดยทัว่ไปโมเลกุลขนาด 
5,000 – 10,000 ดาลตนัจะมีประสิทธิภาพในการเป็นอิมมูโนเจนต ่า ส่วนโมเลกุลขนาดใหญ่ท่ีไม่
ละลายน ้าจะมีคุณสมบติัเป็นอิมมูโนเจนไดดี้กวา่โมเลกุลขนาดเล็กท่ีละลายน ้า เน่ืองจากโมเลกุล 
ขนาดใหญ่ถูกฟาโกไซโทซิสไดง่้าย    
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3. องคป์ระกอบและความซบัซอ้นทางเคมี 
แอนติเจนท่ีมีโครงสร้างซ่ึงมีความซบัซอ้นทางเคมี (complex) จะไม่สามารถกระตุน้

ภูมิคุม้กนัไดดี้ ในกรณีของแอนติเจนท่ีเป็นพอลิเมอร์ท่ีมีการซ ้ าของโมโนเมอร์หากเป็นพอลิเมอร์ 
ชนิดโคพอลิเมอร์ (co-polymer) ซ่ึงเป็นพอลิเมอร์ท่ีมีมอโนเมอร์มากกวา่ 2 ชนิดข้ึนไปเป็นองค ์
ประกอบจะมีความเป็นอิมมูโนเจนท่ีดีกวา่พอลิเมอร์ชนิดโฮโมพอลิเมอร์ (homo-polymer) เน่ือง 
จากความหลากหลายของหน่วยยอ่ยจะมีมากกวา่ 

 
4. ความสามารถในการถูกแปรรูปของแอนติเจน เพื่อน าเสนอบนผิวเซลลท่ี์น าเสนอหรือ 

ผวิของเซลล ์
พฒันาการของระบบภูมิคุม้กนัแบบหลัง่แอนติบอดีและภูมิคุม้กนัแบบพึ่งเซลลต์อ้งการ 

การเกิดปฏิกิริยาระหวา่งที-เซลลก์บัแอนติเจนท่ีถูกแปรรูป โดยแอนติเจนจะถูกน าเสนอร่วมกบั 
โปรตีนบนผิวเซลลท่ี์เรียกวา่ major histocompatibility complex (MHC) โดยแอนติเจนท่ีถูกน าเสนอ 
ร่วมกบั class II MHC บนผิวเซลลจ์ะน าเสนอต่อ Helper T cell (TH) หรือแอนติเจนบนผวิเซลลท่ี์ 
เปล่ียนแปลงไปถูกน าเสนอร่วมกบั class I MHC จะน าเสนอต่อ Cytotoxic T cells (Tc) กรณีของ 
โมเลกุลขนาดใหญ่ท่ีไม่สามารถถูกยอ่ยสลายไดเ้ม่ือถูกน าเสนอร่วมกบัโมเลกุลของ MHC จะมี 
ความเป็นอิมมูโนเจนต ่า (ดงัรูปท่ี 2.2) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
            รูปท่ี 2.2 พฒันาการของระบบภูมิคุม้กนัแบบหลัง่แอนติบอดี 

ท่ีมา : http:// www.epivax.com/wp-content/uploads/2010/06/B_Cell_T-Cell.png 
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ความสามารถในการเป็นแอนติเจนนั้นนอกจากความแปลกปลอม ขนาดของโมเลกุล 
องคป์ระกอบและความซบัซอ้นทางเคมี และความสามารถในการถูกแปรรูปของแอนติเจน เพื่อน า 
เสนอบนผิวเซลล ์ แลว้นั้นยงัข้ึนกบัสมบติัทางชีววทิยาของสัตวท่ี์ใชใ้นการทดลอง เช่น จีโนไทป์
ของสัตว ์ปริมาณแอนติเจนและเส้นทางการใหแ้อนติเจน ตลอดจนการผสมและไม่ผสมแอดจูแวนท์
ลว้นส่งผลในการตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนั (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548)  หากพิจารณาสมบติั
ของส่ิงมีชีวติเองท่ีมีผลต่อการตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนั ไดแ้ก่ 

 
1. จีโนไทป์ของสัตวท่ี์ไดรั้บแอนติเจน 

องคป์ระกอบทางยนี หรือจีโนไทป์ของสัตวท่ี์ไดรั้บการปลูกภูมิคุม้กนัมีอิทธิพลต่อ
ชนิด และระดบัของการตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนั เช่น หนูขาวสายพนัธ์ุต่างๆ จะตอบสนองต่อ
แอนติเจนท่ีแตกต่างกนั ซ่ึงบางสายพนัธ์ุจะสร้างแอนติบอดีในซีรัมสูง แต่บางสายพนัธ์ุจะสร้าง 
แอนติบอดีไดต้  ่า โดยการตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนัจะถูกควบคุมโดยยนีท่ีอยูใ่น MHC และยนี
ท่ีถอดรหสัเป็นตวัรับ (receptor) ของบี-เซลล ์และ ที-เซลล ์ ซ่ึงความแปรปรวนของยนีเหล่าน้ีนั้นจะ
มีผลต่อการเป็นอิมมูโนเจนของแอนติเจนในสัตวแ์ต่ละตวั 
  

2. ปริมาณและเส้นทางการให้แอนติเจน 
 รูปแบบการใหป้ริมาณแอนติเจนต ่าหรือสูงเกินไปจะมีผลท าใหไ้ม่สามารถกระตุน้การ 

ตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนัได ้ เน่ืองจากมีปริมาณแอนติเจนนอ้ยเกินไปท่ีจะกระตุน้ลิมโฟไซต ์
หรีออาจท าให้เกิดการชกัน าใหเ้กิดสภาวะไม่ตอบสนองข้ึน (tolerance) ทั้งน้ีการใหแ้อนติเจนเพียง 
คร้ังเดียวนั้นทัว่ไปจะไม่สามารถชกัน าใหเ้กิดการกระตุน้อยา่งรุนแรง จึงตอ้งท าการกระตุน้ซ ้ ากนั 
หลายๆ คร้ังเป็นระยะเวลานานหลายสัปดาห์ จึงท าใหเ้กิดการตอบสนองท่ีรุนแรงได ้

 
เส้นทางการใหแ้อนติเจนในลกัษณะต่างๆ ไดแ้ก่ 

  - การฉีดเขา้ช่องทอ้ง (intraperitoneal injection) 
 - การฉีดเขา้ใตผ้วิหนงั (intradermal injection) 
 - การฉีดเขา้กลา้มเน้ือ (intramuscular injection) 
 - การฉีดเขา้ชั้นเน้ือเยือ่เก่ียวพนัใตผ้วิหนงั (subcutaneous injection)  
 - การฉีดเขา้หลอดเลือดด า (intravenous injection) 
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ทั้งน้ีรูปแบบการฉีดแอนติเจนในลกัษณะต่างๆ จะมีความเก่ียวขอ้งกบัอวยัวะในระบบ 
ภูมิคุม้กนั ซ่ึงมีเซลลต่์างๆ สะสมอยูจ่ะมีผลต่อการตอบสนองของแอนติเจน เช่น การฉีดเขา้หลอด 
เลือดด าแอนติเจนจะถูกน าเขา้สู่มา้มเป็นอวยัวะแรก ในขณะท่ีรูปแบบการฉีดเขา้สู่ร่างกายบริเวณ 
ต่างๆ  แอนติเจนจะเขา้สู่ต่อมน ้าเหลืองในบริเวณนั้น โดยการเปล่ียนแปลงของเซลลใ์นอวยัวะต่อม
น ้าเหลืองจะเป็นตวับ่งบอกถึงสภาวะการตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนั 

 
3. แอดจูแวนท ์

แอดจูแวนทเ์ป็นสารท่ีนิยมมาผสมกบัแอนติเจน เพื่อเพิ่มการตอบสนองของระบบภูมิ 
คุม้กนั โดยใชผ้สมกบัแอนติเจนท่ีมีปริมาณนอ้ยๆ หรือมีความเป็นอิมมูโนเจนต ่า นอกจากน้ีแอดจู
เวนท ์ ท าใหแ้อนติเจนอยูใ่นร่างกายไดน้านข้ึนและช่วยเพิ่มการกระตุน้ร่วมของสัญญาณต่างๆ (co-
stimulatory signal) แอดจูแวนทท่ี์นิยมใชก้นัในปัจจุบนั ไดแ้ก่ Freund’s complete adjuvant และ 
Freund’s incomplete adjuvent ซ่ึงประกอบดว้ยน ้ามนัแร่ (mineral oil) และ emulsifying agent ซ่ึง
เป็น mannide monooleate  เม่ือแอดจูแวนทผ์สมกบัแอนติเจนท่ีละลายน ้าจะมีลกัษณะกระจายเป็น
ถุงเล็กๆ ลอ้มรอบแอนติเจนเป็นผลใหแ้อนติเจนถูกปล่อยจากบริเวณท่ีฉีดอยา่งชา้ๆ ส่วน Freund’s 
complete adjuvant ภายในจะมีเช้ือ Mycobacterium  ท่ีตายแลว้ดว้ยความร้อนผสมอยูด่ว้ย เน่ืองจาก 
muramyl dipeptide ท่ีเป็นองคป์ระกอบของผนงัเซลลมี์ประสิทธิภาพในการกระตุน้แมคโครฟาจสูง 
โดยแมคโครฟาจจะมีการแสดงออกของ class II MHC และโปรตีน B7 ในเมมเบรน อีกทั้งยงัเป็น
การเพิ่มระดบัการหลัง่ไซโทไคน์ (cytokine) ท่ีเป็นตวักระตุน้ร่วมเพื่อเพิ่มสัญญาณต่างๆ ในการ
ตอบสนองของ TH 

 
     2.1.8.2 แอนติบอดี (Antibody, Ab) 

 
   แอนติบอดีหรืออิมมูโนโกลบูลิน (immunoglobulin; Ig) เป็นโปรตีนท่ีท าหนา้ท่ี 
จบักบัแอนติเจนตรงบริเวณจ าเพาะของโมเลกุลแอนติเจนท่ีเรียกวา่อิพิโทป (epitope) ซ่ึงสร้างจาก 
เมด็เลือดขาวชนิดบี-ลิมโฟไซตท่ี์เปล่ียนแปลงไปท าหนา้ท่ีหลัง่แอนติบอดีเรียกวา่พลาสมาเซลลโ์ดย 
แอนติบอดีท่ีหลัง่เขา้สู่กระแสเลือด จะท าหนา้ท่ีเป็นตวัหลกัส าคญัของระบบภูมิคุม้กนัแบบหลัง่ 
แอนติบอดี (humoral immunity) 
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โครงสร้างของแอนติบอดี (รูปท่ี 2.3) อนุมานจาการศึกษาล าดบักรดอะมิโน 
โปรตีนสายสั้น (L chain) และ โปรตีนสายยาวของแอนติบอดีแต่ละโมเลกุลประกอบดว้ยกรด       
อะมิโนทางดา้นปลาย N เรียกวา่บริเวณแปรปรวน (variable region = V) ประกอบดว้ยกรดอะมิโน 
100-110 หน่วย ซ่ึงแตกต่างกนัในแอนติบอดีแต่ละชนิด เป็นบริเวณท่ีจบัแอนติเจน ส่วนบริเวณท่ี
เหลือเป็นบริเวณคงท่ี (constant region = C) ซ่ึงมีความแตกต่างกนัตามชนิดของโปรตีน เช่นกรณี
ของสายสั้นมี 2 ชนิดเป็น κ หรือ λ สายยาวเป็นชนิด μ หรือ γ หรือ α หรือ δ หรือ ε โดยโปรตีน
สายสั้นและสายยาวมว้นพบัเป็นส่วนหรือโดเมน (domain) แต่ละโดเมนประกอบดว้ยกรดอะมิโน 
ประมาณ 110 หน่วย ซ่ึงโปรตีนสายยาวบางชนิดเช่น γ , α และ δ จะมีบริเวณขอ้พบั (hinge = สี
เขม้ทึบ) ประกอบดว้ยกรดอะมิโนโพรลีน (proline) จ านวนมาก แต่ในกรณีของ μ และ ε ไม่พบ
บริเวณขอ้พบั แต่ละโมเลกุลจะยาวข้ึนอีก 1 โดเมน (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 

 
 
 

 
 
 
 
                 
  

 
 
 
 
 
      
 
รูปท่ี 2.3 โครงสร้างพื้นฐานของแอนติบอดี 

ท่ีมา : http://www.abcam.cn/ps/cms/images/abstructure.jpg 
 

http://www.abcam.cn/ps/cms/images/abstructure.jpg
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คลาส (class) หรือ ไอโซไทป (isotype) ของ Ig ชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ IgG, IgA, IgM, 
IgD และ IgE เกิดจากความแตกต่างกนัในส่วนของล าดบักรดอะมิโนในส่วนของโปรตีนสายยาว 
บริเวณคงท่ี (ตารางท่ี 2.2) ท าใหแ้อนติบอดีมีโครงสร้าง และบทบาทการท างานแตกต่างกนัไป (รูป
ท่ี 2.4)  โดยบทบาทการท างานของแต่ละไอโซไทป์เกิดจากปฏิกิริยาระหวา่งส่วนของโปรตีนสาย
ยาวกบัองคป์ระกอบต่างๆ ของโปรตีนในซีรัมหรือตวัรับบนผวิเซลลใ์นหนูเมาส์ (mouse) โดยโปร 
ตีนสายยาวชนิด γ สามารถแบ่งออกเป็น 4 กลุ่มยอ่ย (subclass) ไดแ้ก่  γ1 , γ2a ,γ2b และ γ3 เกิด
เป็นไอโซไทป์ IgG1 , IgG2 , IgG2b และ IgG3 ตามล าดบั ซ่ึงจะแตกต่างกนัตรงขนาดของขอ้พบั 
จ านวนและต าแหน่งของพนัธะไดซลัไฟด ์(disulfide bond) ภายในสายระหวา่งโปรตีนสายยาว  
 
ตารางท่ี 2.2 องคป์ระกอบของโปรตีนสายสั้นและสายยาวของ Ig ไอโซไทป์ต่างๆ 
 

ไอโซไทป์ สายยาว สายสั้น กลุ่มยอ่ย 

IgG γ κ หรือ λ 
ในมนุษย ์γ1 , γ2 , γ3 และ γ4 

ในหนูเมาส์ γ1 , γ2a ,γ2b และ γ3 
IgA α κ หรือ λ α1 หรือ α2 
IgM μ κ หรือ λ ไม่มี 
IgD δ κ หรือ λ ไม่มี 
IgE ε κ หรือ λ ไม่มี 

ท่ีมา : ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548 
 
  โดยคุณสมบติัของอิมมูโนโกลบูลินทั้ง 5 ไอโซไทป์มีลกัษณะดงัต่อไปน้ี IgG เป็น 
กลุ่มท่ีพบปริมาณสูงสุดในซีรัมและมีความส าคญัในการก าจดัแอนติเจน โดยกลไกต่างๆ และเป็น 
ชนิดเดียวท่ีสามารถพบในครรภไ์ด ้ส่วน IgM นั้นประกอบไปดว้ยแอนติบอดี 5 ชุด (pentamer) ซ่ึงมี 
บริเวณท่ีจบักบัแอนติเจนมาก (multivalence) จึงมีประสิทธิภาพสูงในการตรวจจบัไวรัสการจบัรวม 
ตวักนัของแบคทีเรีย และกระตุน้คอมพลีเมนตซ่ึ์งเป็นกลุ่มโปรตีนภายในเลือด ซ่ึงปกติจะอยูใ่น 
สภาวะไม่ท างาน แต่จะถูกกระตุน้ดว้ยองคป์ระกอบต่างๆ แบบไม่จ  าเพาะและระบบภูมิคุม้กนัแบบ 
จ าเพาะจึงท าใหเ้กิดปฏิกิริยาลูกโซ่ ซ่ึงช่วยในการท าลายและก าจดัส่ิงแปลกปลอมออกจากร่างกาย 
ในกรณี IgA จะประกอบไปดว้ยแอนติบอดี 2 ชุด (dimer) หรือ 4 (tetramer) เช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะ 
ไดซลัไฟดก์บั J chain ซ่ึงเป็นพอลิเพปไทดท่ี์เช่ือมบริเวณ Fc ของแอนติบอดี โดยแอนติบอดีกลุ่มน้ี
เป็นกลุ่มหลกัท่ีหลัง่ออกนอกร่างกายรวมถึงน ้านมและเยือ่เมือกต่างๆ ดา้น IgD จะเป็นแอนติบอดี
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หลกัท่ียดึอยูบ่นผวิของบี-เซลลท่ี์เจริญสมบูรณ์ โดยมีหนา้ท่ีเป็นตวักระตุน้บีเซลลเ์ม่ือจบักบัแอนติ 
เจนส่วนกรณีของ IgE นั้นเป็นตวัก่อให้เกิดอาการแพ ้โดยท าหนา้ท่ีจบักบัเมด็เลือดขาว ไดแ้ก่ มาสต์
เซลล ์ (mast cell) และเบโซฟิล (basophil) โดยท าใหเ้กิดการชกัน าและหลัง่สารท่ีอยูใ่นแกรนูลของ
เซลลจึ์งท าใหเ้กิดอาการแพ ้ ดา้นปริมาณของ IgD และ IgE จะสามารถพบไดน้อ้ยมากในซีรัม  
(ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 
 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2.4  โครงสร้างโดยทัว่ไปของแอนติบอดีทั้ง 5 ไอโซไทป์ 
ท่ีมา :  http://www.scbrc.org.cn/sitecn/xcpzx/670.html 

 
      2.1.8.3 การกระตุน้บี-ลิมโฟไซตใ์หส้ร้างภูมิคุม้กนัแบบหลัง่แอนติบอดี 

 เซลลบี์-ลิมโฟไซต ์ (B-lymphocyte) หรือ บีเซลล ์ (B-cell) จะถูกกระตุน้ภูมิคุม้กนั
ท าใหเ้กิดการสร้างแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะ (specific antibody) ซ่ึงแอนติบอดีเป็นไกลโคโปรตีน
ท่ีสามารถจบัอยา่งจ าเพาะกบัโมเลกุลต่างๆ ได ้ โดยโมเลกุลของแอนติบอดีจะมีบริเวณจ าเพาะท่ีจะ
จบักบัแอนติเจน ซ่ึงความจ าเพาะของบี-เซลลเ์กิดจากการแสดงออกของตวัรับบนผวิเซลล ์ เม่ือบี-
เซลลมี์การจบักบัแอนติเจนท่ีเหมาะสมตรงบริเวณท่ีจบั (binding site) ของแอนติบอดีบนผวิเซลล ์
บี-เซลลจ์ะถูกกระตุน้ใหแ้บ่งเซลลอ์ยา่งรวดเร็วและพฒันาเป็นเซลลค์วามจ า (Memory B-cell) และ
บางส่วนพฒันาเป็นพลาสมาเซลล ์ (plasma cell) ท าหนา้ท่ีหลัง่แอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะเหมือน 
กบัแอนติบอดีบนผวิเซลลแ์ละเขา้สู่ระบบหมุนเวยีนเลือด (สุทธิพนัธ์ สาระสมบติั, 2541) ดงัรูปท่ี 
2.5 
 

http://www.scbrc.org.cn/sitecn/xcpzx/670.html
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รูปท่ี 2.5 การกระตุน้บี-ลิมโฟไซตใ์หส้ร้างภูมิคุม้กนัแบบหลัง่แอนติบอดี 
ท่ีมา: http://classes.midlandstech.edu/carterp/Courses/bio225chap17/Lecture3.htm 

 
2.1.8.4 โมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody) 
 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody) คือแอนติบอดีท่ีสร้างจากกลุ่ม 

พลาสมาเซลลซ่ึ์งก าเนิดมาจากบี-ลิมโฟไซต ์ (B lymphocyte) เซลลเ์ดียวท าใหทุ้กโมเลกุลของ     
แอนติบอดีเหล่าน้ีมีคุณสมบติัเหมือนกนัทุกประการ ทั้งดา้นความจ าเพาะต่ออิพิโทปของแอนติเจน 
และในดา้นชนิดของ heavy chain และ light chain ของอิมมูโนโกลบูลิน ซ่ึงเป็นตวัก าหนด
คุณสมบติัทางชีวภาพของแอนติบอดีชนิดนั้น แต่ในภาวะปกติร่างกายจะสร้างแอนติบอดีหลายๆ
ชนิดรวมกนั ซ่ึงรวมกนัเรียกวา่ พอลิโคลนอลแอนติบอดี (polyclonal antibody) 
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2.1.8.5 ความแตกต่างระหวา่งโมโนโคลนอลแอนติบอดีและพอลิโคลนอลแอนติบอดี 
 
      หากพิจารณาในระดบัโมเลกุลแลว้พบวา่พอลิโคลนอลแอนติบอดีคือโมโนโคลนอล 

แอนติบอดีหลายๆ ชนิดรวมกนั ซ่ึงเกิดข้ึนตามธรรมชาติในร่างกายของมนุษยห์รือสัตวเ์ม่ือไดรั้บ
การกระตุน้โดยแอนติเจน ซ่ึงแอนติบอดีทั้งสองชนิดน้ีมีความแตกต่างกนั 4 ประการหลกัดงัน้ี 
(ตารางท่ี 2.3) 

 
1. แหล่งก าเนิดและกระบวนการผลิต 
    โมโนโคลนอลแอนติบอดี ไม่วา่จะผลิตจากวธีิ somatic hybridization หรือโดยวธีิทาง

พนัธุวศิกรรมก็ตาม ตอ้งอาศยัเทคโนโลยจี  าเพาะและตอ้งใชข้บวนการทางห้องปฏิบติัการท่ีซบัซอ้น 
ซ่ึงขั้นตอนเหล่าน้ีมีค่าใชจ่้ายสูงเม่ือเทียบกบัการผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดี ซ่ึงผลิตโดยการ
กระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัของคนหรือสัตวท์ดลองดว้ยแอนติเจน เพื่อใหส้ร้างแอนติบอดีท่ีตอ้งการ
ออกมาในกระแสเลือด หลงัจากนั้นจึงแยกแอนติบอดีออกจากซีรัมท าใหก้ระบวนการผลิตพอลิโคล 
นอล แอนติบอดีมีค่าใชจ่้ายนอ้ยกวา่และท าไดง่้ายกวา่ แต่ทั้งน้ีพอลิโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตใน
สัตวต่์างชนิดกนั หรือแมแ้ต่ในสัตวช์นิดเดียวกนัแต่คนละตวัก็อาจไดแ้อนติบอดีท่ีแตกต่างกนัทั้งใน
ดา้นปริมาณและคุณภาพ นอกจากน้ีพอลิโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดแ้ต่ละคร้ังยงัมีปริมาณจ ากดั
และอาจตอ้งใชส้ัตวท์ดลองเป็นจ านวนมาก ดงันั้นในการผลิตจึงตอ้งมีวธีิควบคุมคุณภาพของพอลิ
โคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตข้ึนทุกๆ คร้ัง ส่วนในกรณีโมโนโคลนอลแอนติบอดีนั้นสามารถท าการ
ผลิตไดอ้ยา่งไม่มีจ  ากดัทั้งในดา้นปริมาณและคุณภาพ เน่ืองจากทั้งยนีและเซลลท่ี์ผลิตแอนติบอดีนั้น
จะถูกเก็บรักษาไวไ้ดต้ลอดไป 

 
2. ความจ าเพาะต่อแอนติเจน (antigen specificity) 
    โมโนโคลนอลแอนติบอดีนั้นมีความจ าเพาะต่อเอพิโทปชนิดหน่ึงเท่านั้น ซ่ึงอาจเป็น 

เอพิโทปท่ีจ าเพาะหรือเอพิโทปท่ีท าใหเ้กิดปฏิกิริยาขา้ม (cross-reactive epitope) ก็ได ้ ส่วนในกรณี
พอลิโคลนอลแอนติบอดีประกอบดว้ยแอนติบอดีหลายๆ ชนิด ท่ีแต่ละโมเลกุลมีความจ าเพาะต่อ
หลายเอพิโทปของตน ซ่ึงท าใหพ้อลิโคลนอลแอนติบอดีจะมีความจ าเพาะต่อหลายเอพิโทปต่างๆ 
กนับนโมเลกุลของแอนติเจน 
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3. Effector function 
    Effector function เป็นคุณสมบติัท่ีจะถูกก าหนดดว้ยบริเวณคงท่ี (constant region) 

ของแอนติบอดีแต่ละชนิด ไดแ้ก่ ความสามารถในการกระตุน้คอมพลีเมนต ์หรือกระบวนการจบักบั 
ท่ีรับส าหรับส่วน Fc ของอิมมูโนโกลบูลินบนผวิเซลล ์เป็นตน้ ซ่ึงสมบติัเหล่าน้ีแตกต่างกนัไปในแต่
ละไอโซไทป์และสับคลาสของอิมมูโนโกลบูลินนั้นๆ โดยจะเป็นตวัก าหนดสมบติัของโมโน
โคลนอลแอนติบอดีแต่ละชนิดใหมี้สมบติัทางชีวภาพในดา้นต่างๆ แตกต่างกนั แต่พอลิโคลนอล
แอนติบอดี มกัจะมีความสามารถในดา้น effector function ในระดบัปานกลางถึงดีในทุกดา้น
เน่ืองจากอาศยัสมบติัของแอนติบอดีหลายๆ ชนิดมาเฉล่ียกนั 

 
4. สัมพรรคภาพ (affinity) และอะวดิิตี (avidity) ของแอนติบอดี 

           สัมพรรคภาพ คือค่าการจบักนัระหวา่งแอนติเจนกบัแอนติบอดีเพียง 1 ต าแหน่ง 
ส่วนอะวดิิตี คือผลรวมแต่ละต าแหน่งของการจบักนัระหวา่งแอนติเจนกบัแอนติบอดี ซ่ึงสัมพรรค 
ภาพและอะวดิิตีนั้นเป็นสมบติัภายในของแอนติบอดีแต่ละโมเลกุล ก าหนดโดยลกัษณะโครงสร้าง 
ของส่วนท่ีใชจ้บักบัแอนติเจนของโมเลกุลอิมมูโนโกลบูลิน หรือก็คือบริเวณส่วนแปรผนั (variable 
region) สัมพรรคภาพเป็นคุณลกัษณะจ าเพาะของแอนติบอดีแต่ละชนิดและเป็นผลของขบวนการท่ี
เกิดในธรรมชาติ โดยในระหวา่งพฒันาการของบี-ลิมโฟไซตจ์ะมีการจดัเรียงตวัใหม่ (rearrange) 
ของยนีอิมมูโนโกลบูลินในแบบต่างๆ ท าใหเ้กิดแอนติบอดีท่ีมีสัมพรรคภาพมากนอ้ยแตกต่างกนั 
เพราะฉะนั้นหากตอ้งการสร้างโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหมี้สัมพรรภาพดีมากนอ้ยเพียงใดก็ข้ึนอยู ่
กบักระบวนการในการคดัเลือกเซลลต์น้ก าเนิดของโมโนโคลนอลแอนติบอดีนั้น ในปัจจุบนัดว้ยวธีิ 
ทางพนัธุวศิวกรรม ท าใหส้ามารถเปล่ียนแปลงสัมพรรคภาพของแอนติบอดีนั้นๆได ้โดยการเปล่ียน 
แปลงท่ีระดบัยนีของอิมมูโนโกลบูลิน ท าใหไ้ดแ้อนติบอดีท่ีมีสัมพรรคภาพท่ีดีข้ึนกวา่โมโนโคล 
นอลแอนติบอดีท่ีไดจ้ากบี-ลิมโฟไซตท่ี์เกิดข้ึนเองตามธรรมชาติ ส่วนกรณีพอลิโคลนอลแอติบอดี
นั้นจะมีอะวิดิตีท่ีเป็นผลรวมของสัมพรรคภาพของแอนติบอดีแต่ละโมเลกุล ท่ีประกอบกนัข้ึนมา
เป็นพอลิโคลนอลแอนติบอดีอยูใ่นระดบัท่ีปานกลางถึงดี (สุทธิพนัธ์ และคณะ, 2537) 
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ตารางท่ี 2.3 การเปรียบเทียบคุณสมบติัและขอ้จ ากดัในการผลิตระหวา่งพอลิโคลนอลแอนติบอดี 
และโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 

คุณสมบติั พอลิโคลนอลแอนติบอดี โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

ความจ าเพาะ (Specificity) 
ความจ าเพาะไม่สูง 

 มกัพบปฏิกิริยาขา้มกลุ่ม 
มีความจ าเพาะสูงและมี 

ความคงท่ีเป็นมาตรฐานเดียว 

สัมพรรคภาพ (Affinity) 
จบัไดห้ลายอิพิโทป 

ต่อแอนติเจน 
จบัไดเ้พียงอิพิโทปเดียว 

ปริมาณแอนติบอดีท่ีผลิตได ้
ประมาณ 100 มิลลิลิตร 

จากซีรัมกระต่าย 
ปริมาณไม่จ ากดั 

การปนเป้ือนของแอนติบอดี
ชนิดอ่ืน 

อาจสูงถึง 100% 
จะไม่พบในเซลลเ์พาะเล้ียง  
แต่อาจพบประมาณ 10%  

ในน ้าช่องทอ้ง 

ความบริสุทธ์ิของแอนติเจน 
ข้ึนอยูก่บัแอนติเจนท่ีใชใ้น 
กระตุน้จึงจ าเป็นตอ้งท าให้

บริสุทธ์ิ 

จ าเพาะต่ออิพิโทปเดียวจึง  
ไม่จ  าเป็นตอ้งท าใหบ้ริสุทธ์ิ 

เวลาในการผลิต ระยะสั้น ไม่เกิน 6 สัปดาห์ ระยะยาว อยา่งนอ้ย 4 เดือน 

ขอ้ดี ตน้ทุนต ่า ง่ายต่อการผลิต 
มีความจ าเพาะสูง 
 ผลิตไดไ้ม่จ  ากดั 

ขอ้เสีย 
คุณภาพแอนติบอดีในแต่ละ  

คร้ังไม่เหมือนกนั 
เสียเวลาในการผลิตมาก  

ตน้ทุนสูง 
ท่ีมา : พรรัตน์ คงคาวทิูร, 2551 
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      2.1.8.6 การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยเทคนิด somatic hybridization 
 
  ในสภาวะปกติร่างกายจะมีเซลลบี์-ลิมโฟไซต ์ หรือเซลลพ์ลาสมาท่ีสามารถสร้าง 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีตอ้งการได ้แต่เม่ือน าเซลลน์ั้นมาเล้ียงนอกร่างกาย เซลลด์งักล่าวจะแบ่ง 
ตวัไดไ้ม่ดีและตายในเวลาอนัสั้น ท าใหไ้ม่สามารถน ามาใชป้ระโยชน์ในการผลิตโมโนโคลนอล 
แอนติบอดีในหลอดทดลองได ้ ในขณะเดียวกนัมีเซลลม์ะเร็งกลุ่มหน่ึงซ่ึงก าเนิดมาจากเซลลพ์ลาส- 
มาเรียกวา่ เซลลม์ยัอีโลมา (myeloma) มีสมบติัของเซลลม์ะเร็ง คือสามารถแบ่งตวัและมีชีวติอยูไ่ด ้
ตลอดไปเซลลก์ลุ่มน้ีอาจสูญเสียยนีอิมมูโนโกลบูลิน ไปท าใหไ้ม่สามารถผลิตแอนติบอดีได ้แต่วา่มี 
สามารถสร้างแอนติบอดีไดถ้า้ไดรั้บยนีจากอิมมูโนโกลบูลินของเซลลลิ์มโฟไซต ์ หรือเซลลพ์ลาส- 
มาอ่ืนๆ ในกระบวนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยวธีิ somatic hybridization มีหลกัการท่ี
จะน าสมบติัของเซลลท์ั้งสองชนิดน้ีมารวมไวใ้นเซลลเ์ดียวกนั ในปี 1975 Kohler และ Milstein ได้
เป็นคนคิดคน้วธีิเตรียมเซลลใ์หส้ามารถสร้างแอนติบอดีท่ีก าหนดความจ าเพาะได ้ และสามารถ 
สร้างไดเ้ป็นจ านวนมาก โดยอาศยัหลกัการของการหลอมรวมเซลล ์ (cell fusion) หรือ somatic cell 
hybridization ระหวา่งบี-ลิมโฟไซตป์กติ ซ่ึงเป็นเซลล์สร้างแอนติบอดีกบัเซลลม์ยัอีโลมาหรือ 
plasmacytomas ซ่ึงเป็นเซลลม์ะเร็งท่ีอาศยัสารท่ีท าให้เกิดการรวมตวัของเซลล ์ เช่น พอลิเอทิลีนไก-
คอล (polyethylene glycol ; PEG) ผลท่ีไดจ้ากการหลอมรวมเซลลก่์อใหเ้กิดเซลลลู์กผสม (hybrid 
cell) ซ่ึงสามารถสร้างแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะตามท่ีตอ้งการและมีอายท่ีุยนืยาวตามคุณสมบติั 
ของเซลลม์ยัอีโลมา ซ่ึงเรียกเซลลด์งักล่าววา่ ไฮบริโดมา (hybridoma) และแอนติบอดีท่ีไดว้า่ โมโน
โคลนอลแอนติบอดี เน่ืองจากแอนติบอดีน้ีจะสร้างจากเซลลท่ี์ไดม้าจากโคลนเดียวกนั และมีความ 
จ าเพาะต่ออิพิโทปท่ีเป็นตวัชกัน าใหส้ร้างมาเท่านั้น กระบวนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
โดยเทคนิค somatic hybridization แสดงดงัรูปท่ี 2.6 (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 
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เก็บเซลลไ์ฮบริโดมาในไนโตรเจนเหลว 

HGPRT+ 
TK+ 

Long life 

Alive 

Spleen+Myeloma 

Fusion 

Expansion 

96-well plate 48-well plate 24-well plate 

60x15 mm 
Petri dish 

100x15 mm 
Petri dish 

500 ml 
spinner flask 

10 ml 
Cell Culture 

Flask 
100 ml 

Cell Culture 
Flask 

Froze in 
liquid N2 

เซลลม์ยัอีโลมา PEG 

Dead 

HGPRT+ 
TK+ 

Short life 

Spleen+Spleen Myeloma+Myeloma 

HGPRT+ 

TK+ HGPRT- 

TK- 

HGPRT+ 
TK+ 

Long life 

Alive 

Spleen+Myeloma 

HGPRT+ 
TK+ 

Long life 

Alive 

Spleen+Myeloma 

HGPRT+ 
TK+ 

Long life 

Alive 

Spleen+Myeloma 

HAT media 

รูปท่ี 2.6 ขั้นตอนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีในหนูทดลอง  

 
 
 

 

 

 
 
 

 
 
 
  

 
 

 
 
 
 
  
 
 
 
 

ท่ีมา : ดดัแปลงมาจาก ชมพนิูกช์ กาญจนพงัคะ, 2551 
 
 
 
 

 

HGPRT+ 

TK+ 

แอนติเจน 

เซลลม์า้ม 

ไม่หลอมรวมกนั 
หรือหลอมรวม 

กนัเอง 

ไม่หลอมรวมกนั 
หรือหลอมรวม 

กนัเอง 

หลอมรวม 
กนัเอง 

ตาย ตาย เซลลไ์ฮบริโดมา 

คดัเลือกเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีสร้างแอนติบอดี 

ท าเป็นเซลลเ์ดียว (Limiting dilution) 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีในอาหารเล้ียงเซลล ์
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 2.1.8.7 การสร้างและคดัเลือกเซลลไ์ฮบริโดมา 
 

                         ในปี 1975 Kohler และ Milstein รายงานเป็นคร้ังแรกเก่ียวกบัการผลิตโมโน
โคลนอลแอนติบอดีโดยเทคนิค somatic hybridization โดยเร่ิมตน้การฉีดกระตุน้หนูขาวดว้ย
แอนติเจนท่ีตอ้งการพบวา่หนูสร้างแอนติบอดีต่อแอนติเจนในระดบัท่ีสูง จึงน ามา้มหรือต่อม
น ้าเหลืองของหนูมาท าการแยกเอาเซลล์บีลิมโฟไซด ์ เพื่อน ามาหลอมรวมกบัเซลลม์ยัอีโลมาของหนู
ขาว โดยใช ้ Sendai virus หรือสารพอลิเอทิลีนไกลคอลเป็นส่ือ โดยพบวา่พอลิเอทิลีนไกลคอลมี
สมบติัท าใหเ้ยือ่หุม้เซลล์นุ่มและเหนียวหนืด เพื่อใหเ้ซลลส์องเซลลท่ี์เขา้มาติดกนัสามารถหลอม
รวมเป็นเซลลเ์ดียวกนัได ้ แต่เน่ืองจากความเป็นพิษของพอลิเอทิลีนไกลคอลท่ีมีต่อเซลลจึ์งจ าเป็น 
ตอ้งมีการควบคุมความเขม้ขน้และระยะเวลาท่ีใชใ้นการหลอมรวมเซลล ์ ซ่ึงพบวา่การใชส้ารละลาย
พอลิเอทิลีนไกลคอลบริสุทธ์ิความเขม้ขน้ 50 เปอร์เซ็นต ์ท่ี pH 8.0-8.2 โดยใชเ้วลาในการเช่ือมเซลล ์
1-2 นาที จะไม่เป็นพิษต่อเซลล ์และต่อจากขั้นตอนการหลอมเซลลแ์ลว้จ าเป็นตอ้งหาวธีิการคดัเลือก
เอาเฉพาะเซลลไ์ฮบริโดมา เน่ืองจากเซลลม์ยัอีโลมาท่ีเป็นเซลลม์ะเร็งท่ีเติบโตอยา่งรวดเร็วจนปก
คลุมเซลลไ์ฮบริโดมา โดยการใชอ้าหารคดัเลือก (selective media) ซ่ึงมีสาร hypoxanthine, 
aminopterin และ thymidine เรียกวา่ HAT medium ซ่ึงมีสมบติัท่ีท าใหเ้ฉพาะเซลลไ์ฮบริโดมา
เท่านั้นเจริญเติบโต (รูปท่ี 2.7) โดยสาร aminopterin เป็นอะนาลอกของกรดฟอลิก (folic acid 
analog) สามารถจบักบัเอนไซมท่ี์จะใชใ้นการสังเคราะห์นิวคลีโอไทดท์าง denovo biosynthesis 
เซลลท่ี์จะรอดชีวิตใน HAT medium ไดจึ้งจะตอ้งมีการสร้างนิวคลีโอไทดผ์า่นทาง salvage pathway 
ซ่ึงตอ้งอาศยัเอนไซม ์ 2 ตวัท่ี ส าคญัคือ thymidine kinase (TK) และ hypoxanthine guanine 
phosphoribisyl transferase (HGPRT) ถา้เซลลข์าดเอนไซมต์วัใดตวัหน่ึงไปจะไม่สามารถสร้างนิ
วคลีโอไทดไ์ด ้แต่ถา้น าเซลลท่ี์ขาด TK หรือ HGPRT ไปท าการหลอมรวมกบัเซลลท่ี์มีเอนไซมก์็จะ
ใหเ้ซลลลู์กผสมหรือไฮบริโดมาสามารถรอดชีวติและเจริญเติบโตไดใ้น  HAT medium 
 เซลลม์ยัอีโลมาท่ีน ามาใชใ้นการหลอมรวมกบัเซลลบี์-ลิมโฟไซต ์ เพื่อใหไ้ดเ้ซลล์
ไฮบริโดมาน้ีเป็นเซลลม์ะเร็งของเซลลพ์ลาสมา (plasmacytoma) ท่ีแยกไดจ้ากหนู mice โดยน ามา
ท าใหมี้สมบติัขาด HGPRT (HGPRT-) โดยการเพาะเล้ียงเซลลม์ยัอีโลมาในอาหารเล้ียงเซลลท่ี์มีสาร 
6-thioguanine หรือ 8-azaguanine ซ่ึงเป็น guanine base analogue และมีความเป็นพิษเม่ือเซลลม์ยัอี
โลมาใชส้ารน้ีท่ีสามารถเขา้ไปแทนท่ีเบสกวันีนในการสังเคราะห์สายนิวคลีโอไทด์โดยใช ้  HGPRT 
ท าใหไ้ดส้ายนิวคลีโอไทดท่ี์ผดิปกติ ซ่ึงจะท าใหเ้ซลลม์ยัอีโลมาตายในท่ีสุด แต่เซลลม์ยัอีโลมาบาง
ตวัสามารถปรับตวัใหมี้ชีวิตรอดไดโ้ดยเกิดการกลายพนัธ์ุสามารถใช ้ HGPRT ในการสร้างสายนิว 
คลีโอไทด ์ ซ่ึงจะน าเซลลม์ยัอีโลมาท่ีมีสมบติั HGPRT- เหล่าน้ีมาหลอมรวมกบัเซลลบี์-ลิมโฟไซดท่ี์
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DENOVO PATHWAY SALVAGE PATHWAY 
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+ 
Uridylate 

Thymidine Hypoxanthine 
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(Hypoxanthine guanine 
phosphoribosyl transferase)  
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DNA 

ขดัขวางโดย 
Aminopterin 

เป็นเซลลป์กติ แลว้น าไปเล้ียงใน HAT medium โดยเซลลท่ี์จะมีชีวติรอด คือ เซลลท่ี์เกิดการหลอม
รวมกนัระหวา่งเซลลม์ยัอีโลมา (HGPRT-) และเซลลบี์-ลิมโฟไซด ์ โดยอาศยัสมบติัเด่นของเซลล ์
มะเร็งท่ีเจริญเติบโตไดดี้ในการเพาะเล้ียงในจานเล้ียงเซลล ์ และสมบติัทางจีโนมของเซลลบี์-ลิมโฟ
ไซดใ์นการสร้างแอนติบอดี โดยเซลลบี์-ลิมโฟไซดท่ี์ไม่ไดเ้กิดการหลอมรวมตวักบัเซลลม์ยัอีโลมา
จะตายตามธรรมชาติภายในระยะเวลา 3-7 วนั (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2.7 วธีิการสังเคราะห์ DNA ของเซลลไ์ฮบริโดมา 
ท่ีมา : ดดัแปลงมาจาก ชมพนิูกช์ กาญจนพงัคะ, 2551 

 
 ทั้งน้ีการผลิตโคลนท่ีไดอ้าจมีความสามารถในการผลิตแอนติบอดีไดแ้ตกต่างกนั ดงันั้นจึง 
ตอ้งมีการคดัเลือกเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีสามารถสร้างโมโนโคลนอลแอนติบอดีไดต้ามท่ีตอ้งการ โดย
การใชว้ธีิทดสอบทางภูมิคุม้กนัวทิยา ไดแ้ก่ วธีิ Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)  
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 2.1.9 หลกัการ Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
      การตรวจท่ีอาศยัหลกัการทางภูมิคุม้กนัวทิยาท่ีนิยมใชม้ากในปัจจุบนั คือ enzyme- 
link immunosorbent assay (ELISA) หรือ enzyme immunoassay (EIA) ซ่ึงใชแ้อนติเจนหรือ 
แอนติบอดีเคลือบติดพื้นผวิ และตรวจวดัสัญญาณจากปฏิกิริยากบัเอนไซมท่ี์ติดฉลากบนแอนติเจน 
หรือแอนติบอดี วธีิ ELISA ไดพ้ฒันาต่อมาจาก radioimmunoassay (RIA) โดยเปล่ียนจากการติด 
ฉลากดว้ยรังสีเป็นการติดฉลากดว้ยเอนไซม ์ แลว้ตรวจวดัปฏิกิริยาดว้ยสารท่ีเป็นสารตั้งตน้ของเอน 
ไซมแ์ละเปล่ียนสีไดเ้ม่ือกลายเป็นผลิตภณัฑ ์ การเปล่ียนจากสารรังสีมาเป็นเอนไซมน้ี์ท าใหก้าร 
ตรวจมีความสะดวกมากข้ึน ไม่ตอ้งใชรั้งสีท่ีมีอนัตราย ท้ิงของเสียไดโ้ดยง่าย และชุดตรวจมีอายกุาร
ใชง้านไดน้านเพราะไม่มีการหมดอายขุองสารรังสี การพฒันา ELISA รูปแบบต่างๆ ท าใหส้ามารถ
ใชเ้ทคนิคน้ีในการตรวจสอบทั้งแอนติเจนและแอนติบอดีในแง่คุณภาพหรือปริมาณได ้ การตรวจ 
สอบในเชิงปริมาณสามารถท าได ้ โดยใชแ้อนติเจนหรือแอนติบอดีท่ีทราบปริมาณเตรียมเป็นกราฟ
มาตรฐานส าหรับเปรียบเทียบกบัผลท่ีไดจ้ากตวัอยา่ง (ธารารัชต ์ธารากุล, 2545) 
 
เทคนิค ELISA สามารถแบ่งตามหลกัการไดเ้ป็น 4 ประเภท ดงัน้ี 
  

1. Direct ELISA 
วธีิ direct ELISA สามารถใชต้รวจสอบหรือตรวจวดัปริมาณแอนติบอดีหรือ

แอนติเจน โดยเติมแอนติบอดีท่ีติดฉลากดว้ยเอนไซม ์ (Ab1) ลงในหลุมท่ีเคลือบดว้ยแอนติเจนใน
ถาดหลุม 96 หลุมทิ้งไวใ้หท้  าปฏิกิริยากบัแอนติเจน และลา้งแอนติบอดีท่ีไม่จบักบัแอนติเจนออก 
เติมสับเตรทซ่ึงปริมาณสีท่ีเกิดจากปฏิกิริยาสามารถวดัโดยเคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง ท่ีออกแบบ
ส าหรับอ่านถาดหลุม 96 หลุม ดงัรูปท่ี 2.8 

 
2. Indirect ELISA 

วธีิ indirect ELISA ใชใ้นการหาระดบัของแอนติบอดีหลงัการกระตุน้ดว้ย
แอนติเจน และใชใ้นการคดัเลือกเซลลไ์ฮบริโดมาภายหลงัจากการหลอมรวมเซลล ์ ท าไดโ้ดยเติม
ซีรัมหรืออาหารเล้ียงเซลลท่ี์มีแอนติบอดีท่ีจ าเพาะกบัแอนติเจนท่ีกน้หลุม แลว้ลา้งแอนติบอดีท่ีไม่
จบักบัแอนติเจนท่ีกน้หลุมออก หลงัจากนั้นตรวจสอบแอนติบอดีท่ีจบักบัแอนติเจนโดยใชแ้อนติ-
บอดีตวัท่ีสองติดฉลากดว้ยเอนไซม ์ ซ่ึงแอนติบอดีตวัท่ีสองจะมีความจ าเพาะกบัส่วน Fc ของ
แอนติบอดีตวัแรก หลงัจากลา้งแอนติบอดีตวัท่ีสองออก เติมสารตั้งตน้ของเอนไซม ์ปริมาณสีท่ีเกิด
จากปฏิกิริยาสามารถวดัไดโ้ดยเคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง ท่ีสามารถอ่านหลุมทดสอบในจาก 96 
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หลุมไดท้ั้งหมดในเวลาเดียวกนั และทราบผลค่าการดูดกลืนแสงจากทั้ง 96 ไดภ้ายในเวลาไม่ถึงนาที 
ดงัรูปท่ี 2.8 
 

3. Competitive ELISA 
วธีิ competitive ใชใ้นการตรวจสอบความจ าเพาะและความไวของแอนติบอดีต่อ 

แอนติเจน โดยจะน าแอนติบอดีผสมกบัตวัอยา่งแอนติเจนมาตรฐานหรือตวัอยา่งท่ีตอ้งการตรวจ 
จากนั้นเติมลงในจานหลุม 96 หลุมท่ีเคลือบดว้ยแอนติเจนเหมือนในกรณีของ indirect ELISA ซ่ึงถา้ 
เติมความเขม้ขน้ของสารมากแอนติบอดีท่ีจบักบัแอนติเจนท่ีกน้หลุมจะมีนอ้ยลง ดงันั้นหลงัจากเติม 
แอนติบอดีตวัท่ีสองท่ีถูกติดฉลากดว้ยเอนไซมแ์ละมีความจ าเพาะกบัแอนติบอดีตวัแรก หลงัจากลา้ง
แอนติบอดีอิสระออกแลว้เติมสารตั้งตน้ของเอนไซม ์ โดยตวัอยา่งท่ีมีความเขม้ขน้ของแอนติเจนสูง
จะใหค้่าการดูดกลืนแสงท่ีต ่ากวา่หลุมท่ีมีความเขม้แอนติเจนต ่า ดงัรูปท่ี 2.8 

 
4. Sandwich ELISA 

แอนติเจนสามารถตรวจสอบและตรวจวดัโดยวธีิ sandwich ELISA วธีิน้ีใช้
แอนติบอดีตรึงในถาดหลุม 96 หลุม จากนั้นเติมตวัอยา่งท่ีมีแอนติเจนท่ีตอ้งการตรวจ ท้ิงใหท้  า
ปฏิกิริยากบัเอนติบอดีท่ีตรึงอยู ่ หลงัจากลา้ง เติมแอนติบอดีจ าเพาะต่ออิพิโทปของแอนติเจนบริเวณ
ท่ีต่างจากอิพิโทปท่ีแอนติบอดีตวัแรกจบัอยูแ่ละติดฉลากเอนไซม ์หลงัจากลา้งแอนติบอดีอิสระ เติม
สับเตรทและวดัผลิตภณัฑท่ี์เกิดสีข้ึน ซ่ึงกรณีน้ีอาจดดัแปลงเป็นแบบวธีิทางออ้มได ้ โดยใช้
แอนติบอดีติดฉลากเอนไซมท่ี์จ าเพาะต่อแอนติเจนตวัท่ีสอง แต่กรณีน้ีแอนติบอดีตวัท่ีหน่ึงและ
แอนติบอดีตวัท่ีสองตอ้งมาจากสัตวต่์างชนิดกนั ดงัรูปท่ี 2.8 
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ลา้ง ลา้ง ลา้ง 

ลา้ง ลา้ง ลา้ง 

ลา้ง ลา้ง 

ลา้ง ลา้ง ลา้ง 

Direct ELISA 
 

   
 
Indirect ELISA  
 

   
 
Competitive ELISA 

 
 
 
 
 
 

 
Sandwich ELISA 

 
 
 
 

 
รูปท่ี 2.8 ขั้นตอนการท า indirect ELISA และ competitive ELISA 

ท่ีมา : ดดัแปลงจากไพศาล สิทธิกรกุล,2548 
 : แอนติเจนท่ีเช่ือมกบัโปรตีนเฉพาะ      : แอนติบอดี          : สารตั้งตน้ของเอนไซม ์
   : แอนติเจนอิสระ                      และ               : แอนติบอดีท่ีถูกติดฉลากดว้ยเอนไซม ์
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4.2 เอกสารและงานวจัิยทีเ่กี่ยวข้อง 
 

 ในปี 2002 Johnston และคณะ ไดต้รวจหาปริมาณสารตกคา้งในกลุ่มควโินโลน
และฟลูออโรควโินโลนในตวัอยา่งปลาและอาหารทะเล โดยใชเ้ทคนิค LC-MS ซ่ึงมีการท า
ตวัอยา่งใหบ้ริสุทธ์ิ (Clean up) ดว้ยวธีิ Solid Phase Extraction (SPE) พบวา่สามารถหาค่าความ
เขม้ขน้ต ่าท่ีสุดสามารถวดัไดใ้นสารกลุ่มควโินโลนรวมทั้งกรดออกโซลินิคอยูท่ี่ 5 ppb ส่วนซิ
โพรฟลอกซาซินท่ีอยูใ่นฟลูออโรควิโนโลนสามารถตรวจวดัปริมาณต ่าสุดไดท่ี้ 10 ppb 
 
 ในปี 2002 Bahruddin และคณะ ไดใ้ชเ้ทคนิค Capillary Electrophoresis (CE) 
ส าหรับตรวจสอบการตกคา้งของกรดออกโซลินิค ในตวัอยา่งอาหารของปลาและเน้ือเยือ่ปลา 
โดยสกดัสารตวัอยา่งทั้ง 11  ตวัอยา่งดว้ย 10 mM phosphate buffer, pH 3.0 และ solid-phase 
extraction (SPE) ท่ีแตกต่างกนั mobile phase ท่ีเหมาะสมคือสารละลาย 10 mM phosphate 
buffer, pH9.0 และ methanol ในอตัราส่วน 9:1 โดยปริมาตร และถูกตรวจวดัท่ี 254 นาโนเมตร 
พบวา่สามารถวดัปริมาณกรดออกโซลินิคตกคา้งอยูใ่นช่วง 0.5-40 ppb และวดัปริมาณต ่าท่ีสุด
ได ้ 0.08 และ 0.5 ppb ในตวัอยา่งอาหารของปลาและเน้ือเยือ่ปลา ตามล าดบั 

 
 ในปี 2006  Huet และคณะ ไดพ้ฒันาการใชเ้ทคนิค ELISA ในการตรวจสอบสาร

ในกลุ่มควโินโลนรวมทั้งกรดออกโซลินิคในอาหารทะเลและไข่ไก่ โดยใชพ้อลิโคลนอล
แอนติบอดีท่ีไดจ้ากการกระตุน้ภูมิคุม้กนัของกระต่ายดว้ยสารในกลุ่มควโินโลน ซ่ึงจะถูกท า
ใหเ้ป็นสารอนุพนัธ์ก่อนแลว้ท าปฏิกิริยาเช่ือมต่อกบัโปรตีนพาหะท่ีบริเวณ carboxylic group  
จากนั้นน าพอลิโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดม้าพฒันาเป็นชุดตรวจสอบโดยวธีิ direct competitive 
ELISA  พบวา่มีค่าขีดจ ากดัในการตรวจวดัต ่าท่ีสุดท่ี 25 ppb ของกรดออกโซลินิค และสามารถ
ตรวจวดัปริมาณต ่าสุดของสาร norfloxacin, difloxacin, ciprofloxacin, pefloxacin, ofloxacin,  
danofloxacin, enrofloxacin, marbofloxacin, lomefloxacin, enoxacin และ nalidixic acid ท่ี 10 
ppb แต่ในสาร sarafloxacin, flumequine และ cinoxacin สามารถตรวจพบปริมาณต ่าสุดท่ี 4, 
100 และ 200 ppb ตามล าดบั 
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ในปี 2550 มณฑิรา และคณะ ไดใ้ชเ้ทคนิค HPLC ส าหรับตรวจสอบการตกคา้ง
ของกรดออกโซลินิคในสัตวน์ ้าจากธรรมชาติบริเวณแหล่งเล้ียงกุง้ทะเล ในจงัหวดัสงขลาและ
พทัลุง เตรียมตวัอยา่งก่อนการตรวจวิเคราะห์ท่ีกรองผา่น hyperclean membrane nylon 0.45 
μm โดยน าตรวจวเิคราะห์ดว้ยคอลมัน์  Nova-Pak C18 และใช ้acetonitrile และ oxalic acid ใน
อตัราส่วน 30:70 โดยปริมาตรเป็นเฟสเคล่ือนท่ีดว้ยอตัราเร็ว 1 มิลลิลิตรต่อนาที ซ่ึงมีเคร่ือง 
ตรวจวดัแบบฟลูออเรสเซนต ์วดัความยาวคล่ืนท่ี 327 และ 369 นาโนเมตร พบวา่จากการตรวจ
ตวัอยา่ง 21 ตวัอยา่ง ในตวัอยา่งสัตวน์ ้าในธรรมชาติตรวจพบกรดออกโซลินิคปนเป้ือนอยู่
ในช่วง 10-49 ppb และพบวา่ปริมาณท่ีต ่าท่ีสุดท่ีสามารถตรวจวดัไดคื้อ 4 ppb  

 
ในปี 2012 Ferhan และ Hasan ทดลองใชชุ้ดตรวจ ELISA ในการตรวจสอบสารใน 

กลุ่มควโินโลน รวมถึงกรดออกโซลินิคท่ีตกคา้งในน ้านมดิบและตบัไก่ในประเทศตรุกี โดยท า 
การตรวจหาในตวัอยา่งน ้านมดิบและตบัไก่อยา่งละ 50 ตวัอยา่ง พบวา่สามารถตรวจวดัปริมาณ 
สารตกคา้งของสารกลุ่มควิโนโลนในไดใ้นช่วง 18.5-147.88 ppb ในตวัอยา่งตบัไก่ จาก 17 
ตวัอยา่ง ซ่ึงคิดเป็นร้อยละ 34  แต่ไม่พบการตกคา้งในตวัอยา่งน ้านมดิบ ทั้งน้ีประสิทธิภาพใน 
การตรวจวดัสารตกคา้งของชุด ELISA ในปริมาณต ่าท่ีสุดคือ 10 ppb และมีค่า % recovery อยู ่
ระหวา่ง 95-122% ในตวัอยา่งน ้านมดิบและ 80-110% ในตวัอยา่งตบัไก่ และเกิดการท า
ปฏิกิริยาขา้มกบัสารซิโฟรฟลอกซาซิน ซาราฟลอกซาซิน และกรดออกโซลินิค ถึง 100 , 43 
และ 24 % ตามล าดบั 
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บทที่ 3  

 

อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย 
 

3.1 สัตวทดลองและเซลลที่ใชในการวิจัย 

 

ตารางที่ 3.1 สัตวทดลองและเซลลที่ใชในการวิจัย 

 

สัตวทดลองและเซลล แหลงที่มา 

- หนูเมาส สายพันธุ BALB/c และ ICR 

- เซลลมัยอีโลมา P3X 63AG8 

สํานักสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล 

ไดรับการอนุเคราะหจาก ผศ.ดร. ศิวาพร ลงยันต 

ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาลัยศรีนคริน 

วิโรฒ ประสานมิตร 

 

3.2 เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในการวิจัย 

 

ตารางที่ 3.2 เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในการวิจัย 

 

 

เครื่องมือและอุปกรณ แหลงที่มา 

- ตู -70 องศาเซลเซียล 

- ตูปลอดเชื้อ 

 

- ตูบมที่มีคารบอนไดออกไซด 
- เครื่องอานปฏิกิริยาบนไมโครเพลท  

- เครื่องวัดความเปนกรด-เบส 

- เครื่องวัดการดูดกลืนแสง 

- เครื่องผสมดวยแรงหมุน 

- เครื่องปนเหวี่ยง 

- หมอนึ่งฆาเชื้อ 

- อางควบคุมอุณหภูมิ 

- กลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ 

- ปมลม 

- ขวดเลี้ยงเซลลแบบปนกวน 

Sanyo, Osaka, Japan 

International Scientific Supply co., Ltd., Bangkok, 

Thailand 

Yamato, Tokyo, Japan 

Titertek multiskan, Helsinki, Finland 

Metter Toledo, Greifensee, Switzerland 

BIO-TEK Instrument, Inc., Virginia, USA 

Scientific Industries, Inc., Colorado, USA 

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Germany 

Udono-RII Memmert, Tokyo, Japan 

Memmert, Munich, Germany 

Nikon, Tokyo, Japan 

Iwaki, Tokyo, Japan 

Techne Incorporated, Staffordshire, UK 
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เครื่องมือและอุปกรณ แหลงที่มา 

- ปเปตแกวขนาด 10 มิลลิลิตร 

- ปเปตอัตโนมัติขนาด 100, 200, 1000 มิลลิลิตร 

- กระบอกฉีดยาขนาด 1 และ 5 มิลลิลิตร 

- เข็มฉีดยาขนาด 18G และ 21G 

- หลอดสําหรับแชแข็งเซลล 
- หลอดปนเหวี่ยงขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร 

- หลอดทดลอง ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

- จานเลี้ยงเซลลขนาด 60x15 มิลลิเมตร 

- จานเลี้ยงเซลลชนิด 96 หลุม 48 หลุมและ 24 หลุม 

- จานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม 

HBG, Luetzellinden, Germany 

Discovery, Warsaw, Poland 

Nipro, Ayutthaya,  Thailand 

Nipro, Ayutthaya, Thailand 

Corning Incorporated, Tamaulipas, Mexico 

Axygen, Union city, California 

Axygen, Union city, California 

Sterilin, Newport, UK 

Corning Incorporated, New York, USA  

Corning Incorporated, New York, USA 

 

3.3 สารเคมีที่ใชในการวิจัย 

 

ตารางที่ 3.3 สารเคมีที่ใชในการวิจัย 

 

สารเคม ี แหลงที่มา 

- Anti-Mouse IgG (whole molecule)-Peroxidase 

 

- BCATM protein assay kit 

- Bovine serum albumin (BSA) 

- Carbon dioxide (CO2) 

- Chloramphenicol 

- Ciprofloxacin 

- Citric acid 

- Clenbuterol 

- D-glucose 

- Dimethylformamide (DMF) 

- Dimethyl sulfoxide (DMSO) 

- Di-Sodium hydrogenphosphate 

- Enrofloxacin 

- Fetal calf serum (FCS) 

- Freund’s complete adjuvant 

- Freund’s incomplete adjuvant 

- Furazolidone 

Jackson Immuno research, Pennsylvania, 

USA 

Thermo Scientific, Illinois, USA 

Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

Linde, Samut prakran, Thailand 

Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

Merk, Darmstadt, Germany 

Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

Fluka, Buchs, Switzerland 

Merck, Darmstadt, Germany 

Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

PAA, Pasching, Austria 

Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

Sigma-Aldrich, Missouri, USA 
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สารเคม ี แหลงที่มา 

- Glycine 

- Hydrochloric acid (HCl) 

- Hydrogen peroxide 30% (H2O2) 

- Hypoxanthine 

- Isotyping kit 

- L-glutamine 

- Liquid nitrogen 

- Methanol 

- Norfloxacin 

- N-Hydroxysuccinimide (NHS) 

- N-(3-Dimethylaminopropyl)-n-

ethylcarbodiimide hydrochoride (EDC) 

- Ofloxacin 

- Ovalbumin (OVA) 

- Oxolinic acid (OXA) 

- Oxytertracycline hydrochloride (OTC) 

- Penicillin G 

- Polyethylene glycol (PEG) 

- Pyruvic acid 

- RPMI 1640 medium 

- Skim milk  

- Sodium bicarbonate (NaHCO3) 

- Sodium carbonate (Na2CO3) 

- Sodium chloride (NaCl) 

- Sodium dihydrogen phosphate (NaH2PO4) 

- Sodium dodecyl sulphate (SDS) 

- Sodium pyruvate 

- Sulfuric acid (H2SO4) 

- Tetracycline hydrochloride  

- 3,3’,5,5” - Tetramethylbenzidine (TMB) 

- Thimerosal 

- Thymidine 

- Tween 20 

Pacific science, Bangkok, Thailand 

Merck, Darmstadt, Germany 

Fluka, Buchs, Switzerland 

Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

Linde, Samut prakan, Thailand 

BDH, Dammam, Kingdom of saudi arabia 

Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

 

Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

Fluka, Buchs, Switzerland 

GE Healthcare, Cardiff, UK 

Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

Biochrom AG, Berlin, Germany 

Anline, Bangkok, Thailand 

Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

Merk, Darmstadt, Germany 

Merk, Darmstadt, Germany 

Carlo Erba, Rodano, Italy  

Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

Merk, Darmstadt, Germany 

Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

Sigma-Aldrich, Gllinyhom, UK 
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3.4 วธีิการด าเนินการวจัิย 
 
     3.4.1 การเตรียมแอนติเจน 
  
 3.4.1.1 การเช่ือมต่อกรดออกโซลินิคกบัโปรตีน 
  
             ท าการเช่ือมต่อกรดออกโซลินิค (OXA) กบั Bovine serum albumin (BSA) โดยการ
น ากรดออกโซลินิค 5 มิลลิกรัม และ N-hydroxysuccinimide (NHS) ในอตัราส่วน 1:2 (w/w) หรือ 
4.41 มิลลิกรัม มาท าการละลายดว้ย Dimethylformamide (DMF) 0.3 มิลลิลิตร จากนั้นท าการเติม 
N-(3-dimethylamino propyl)-n-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC) ในอตัราส่วน 1:2 (w/w) 
หรือ 7.34 มิลลิกรัม ตั้งกวนเบาๆ ดว้ยแท่งแม่เหล็กเป็นเวลา 1 ชัว่โมงท่ีอุณหภูมิหอ้ง ต่อจากนั้นท า
การเติมสารละลาย BSA 10 มิลลิกรัม ท่ีละลายอยูใ่น   0.1 M โซเดียมคาร์บอเนตบฟัเฟอร์ (Sodium 
carbonate buffer) pH 9.4 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ซ่ึงตอ้งหยดในปริมาตรนอ้ยๆ อยา่งชา้ๆ ในขณะท่ีตั้ง
กวนดว้ยแท่งแม่เหล็กท่ีอุณหภูมิหอ้งและทิ้งใหเ้กิดปฏิกิริยาขา้มคืน จากนั้นท าการก าจดัสารขนาด
เล็กท่ีไม่เกิดปฏิกิริยาเช่ือมต่อออกจากระบบ โดยการน าสารละลายท่ีไดไ้ปไดอะไลซิสในฟอส เฟต
บฟัเฟอร์ซาลีน (phosphate buffer saline) pH 7.2 เป็นเวลา 3 วนั ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส น า
สารละลายท่ีไดไ้ปป่ันเหวีย่งท่ี 1,500 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 10 นาที เพื่อท าการแยก
ตะกอนออกจากสารละลายส่วนใส (ภาคภูมิ นนัทนิตยว์รกุล, 2554) จากนั้นน าสารละลายส่วนใสท่ี
ไดไ้ปหาปริมาณโปรตีนท่ีเช่ือมต่อกบัแอนติเจนดว้ยวธีิ Bicinchoninic acid assay (BCA assay) และ
สามารถหา % การเช่ือมต่อของ OXA-BSA ดว้ยวธีิ 2,4,6-Trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS) 
โดยสารละลายท่ีเตรียมไดจ้ะท าการแบ่งใส่หลอดเก็บรักษาท่ี -20 องศาเซลเซียลเพื่อใชส้ าหรับฉีด
กระ ตุน้หนูทดลองต่อไป  ส าหรับการทดสอบดว้ยวธีิ ELISA จะใช ้OXA ท่ีเช่ือมต่อกบัโอวลับูมิน 
(Ovalbumin, OVA) ซ่ึงจะท าการเตรียมดว้ยวธีิท่ีกล่าวขา้งตน้ เพียงแต่เปล่ียนชนิดของโปรตีนเป็น
โอวลับูมิน 

 

 
 

 
รูปท่ี 3.1 การเช่ือมต่อระหวา่งกรดออกโซลินิคกบัโปรตีนพาหะ โดยใชส้าร NHS และ EDC 

NHS+EDC 
Protein 

BSA-NH2 

Oxolinic acid 
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X 100 

 3.4.1.2 การวดัปริมาณโปรตีนท่ีเช่ือมต่อกบัแอนติเจน 
 
              ท าการหาปริมาณโปรตีนต่างๆ ดว้ยวธีิ bicinchoninic acid protein assay (BCA) 
โดยใช ้BCATM protein assay kit โดยท าการเจือจางโปรตีนมาตรฐานใหมี้ความเขม้ขน้ 0, 0.1, 0.2, 
0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรดว้ย PBS และสารตวัอยา่ง เพื่อน ามาท ากราฟมาตรฐาน 
ของโปรตีน เตรียมสารละลายท่ีใชใ้นการเกิดปฏิกิริยาโดยผสมสารละลาย A โซเดียมไฮดรอกไซด์ 
(sodium hydroxide) ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ท่ีมีโซเดียมคาร์บอเนต (sodium carbonate) 
โซเดียมไบคาร์บอเนต (sodium bicarbonate) กรดไบคาร์บอร์นินิค (bicinchoninic acid) และ 
โซเดียมทาร์เทรต (sodium tartrate) ผสมอยู ่และสารละลาย B คูปริกซลัเฟต (cupric sulfate) เขม้ขน้ 
4% ในอตัราส่วน 50:1 (v/v) โดยปิเปตสารละลายโปรตีนมาตรฐานและสารตวัอยา่งท่ีเจือจางแลว้ลง 
ในจานทดสอบชนิด 96 หลุมหลุมละ 25 ไมโครลิตร จากนั้นเติมสารละลายท่ีท าใหเ้กิดปฏิกิริยาหลุม
ละ 200 ไมโครลิตร ท าการเขยา่ใหเ้ขา้กนัและน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 
นาที น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 562 นาโนเมตร สร้างกราฟมาตรฐานโดยใชค้วามสัมพนัธ์
ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงกบัความเขม้ขน้ของโปรตีนมาตรฐาน น าค่าการดูดกลืนแสงของสารตวั 
อยา่งท่ีไดม้าเทียบกบักราฟมาตรฐานเพื่อค านวณกลบัเป็นปริมาณโปรตีน (ชมพนิูกช์ กาญจนพงัคะ, 
2551) 
 
 3.4.1.3 การวดัการเช่ือมต่อโดยวดัหมู่เอมีนอิสระ 
 
            ท าการเตรียมโปรตีนมาตรฐานใหมี้ความเขม้ขน้ 0.5 และ 1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
และสารตวัอยา่งในโซเดียมไบคาร์บอเนตบฟัเฟอร์ (sodium bicarbonate buffer) pH 8.5 เขม้ขน้ 0.1 
โมลาร์ ท าการปิเปตสารละลายโปรตีนมาตรฐานและสารตวัอยา่งท่ีเจือจางแลว้ปริมาตร 150 ไมโคร 
ลิตรลงในหลอดทดลอง จากนั้นเติมสารละลาย TNBS เขม้ขน้ 0.05%(w/v) ปริมาตร 75 ไมโครลิตร 
เขยา่ใหเ้ขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง หลงัจากนั้นเติม SDS เขม้ขน้ 
10% (w/v) ปริมาตร 75 ไมโครลิตร ตามดว้ยกรดไฮโดรคลอริกความเขม้ขน้ 1 นอร์มอล ปริมาตร 
37.5 ไมโครลิตร และน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 335 นาโนเมตร ซ่ึงสามารถ
ค านวณ หา % ของหมู่เอมีนท่ีถูกใชใ้นการเช่ือมต่อของสารจาก (ภาคภูมิ นนัทนิตยว์รกุล, 2554) 
 
             % ของหมู่เอมีนท่ีถูกใช ้= A335โปรตีนพาหะ - A335โปรตีนท่ีเช่ือมกบักรดออกโซลินิค 
           A335โปรตีนพาหะ  
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 3.4.2 การฉีดกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัของหนูดว้ยแอนติเจน 
 
    3.4.2.1 การฉีดกระตุน้ 
 
        การกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัของหนูทดลองดว้ยกรดออกโซลินิคท่ีเช่ือมกบัโปรตีน BSA 
โดยท าการกระตุน้คร้ังแรกจะท าการผสมกบั Freund’s complete adjuvant (FCA) ในอตัราส่วน 1:1 
(v/v) ฉีดเขา้ภายในช่องทอ้งหนูทดลองสายพนัธ์ุ BALB/c หรือ ICR เพศเมีย อาย ุ 8 สัปดาห์ ดว้ย
ปริมาตร 100 ไมโครกรัมต่อตวัและฉีดกระตุน้อีก 3 คร้ังทุกๆ 2 สัปดาห์ ซ่ึงจะท าการผสมกบั 
Freund’s incomplete adjuvant (FIA) ในอตัราส่วน 1:1 (v/v)  ท าการเก็บเลือดจากหางหลงัจากฉีด 7 
วนั เพื่อน าไปทดสอบวา่แอนติบอดีท่ีไดส้ามารถจบักบักรดออกโซลินิคในรูปอิสระไดห้รือไม่ ดว้ย
วธีิ indirect competitive ELISA โดยใช ้OXA-OVA มาเคลือบบนจานชนิด 96 หลุมส าหรับ ELISA 
จากนั้นเลือกหนูท่ีใหร้ะดบัแอนติบอดีสูงและสามารถจบักบั OXA อิสระได ้ ไปท าต่อในขั้นตอนท่ี 
3.4.3.3 โดยก่อนวนัหลอมรวมเซลล ์ 3-4 วนัจะท าการฉีดกระตุน้หนูดว้ย OXA-BSA ปริมาณ 100 
ไมโครกรัมท่ีไม่ผสม Freund’s adjuvant เป็นคร้ังสุดทา้ย (Final boost)  
 
 3.4.2.2 การเตรียมซีรัม 
 
         น าเลือดหนูทดลองท่ีเก็บไดจ้ากปลายหาง ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30-60 นาที 
จากนั้นน าไปป่ันเหวีย่งท่ี 1,500 รอบต่อนาที เป็นเวลาอยา่งนอ้ย 10 นาที เพื่อท าการแยกเก็บเฉพาะ
ส่วนใสเพื่อใชใ้นการทดลองต่อไป 
  
  3.4.2.3 การท า indirect ELISA เพื่อวดัไตเตอร์แอนติบอดีต่อกรดออกโซลินิคในซีรัม 
 
               ท าการเคลือบพื้นหลุมของจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุมดว้ย OXA-OVA และ 
OVA ท่ีความเขม้ขน้ 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปบ่มท่ี 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 12-24 ชัว่โมงหรือบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 4 
ชัว่โมง จากนั้นน ามาลา้งดว้ย PBS ท่ีมี Tween 20 (PBS-T) ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.05% (v/v) จ านวน 3 
คร้ัง แลว้ท าการเติมสารละลายนมพร่องมนัเนย (skim milk) ใน PBS ท่ีความเขม้เขน้ 5% (w/v) หลุม 
ละ 300 ไมโครลิตร บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แลว้ลา้งออกดว้ย PBS-T จ านวน 3 
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คร้ัง ท าการเติมซีรัมท่ีเจือจางแลว้ 100 ไมโครลิตรต่อหลุม ซ่ึงเจือจางตั้งแต่ 1:1,000 - 1:4,096,000 
ดว้ยสารละลาย BSA ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร น าไปบ่มท่ี 37  องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 2 ชัว่โมง ลา้งดว้ย PBS-T อีก 3 คร้ัง ต่อจากนั้นเติมแอนติบอดีทุติยภูมิชนิด Anti-Mouse IgG ท่ี
ถูกเช่ือมกบั horseradish peroxidase (GAM-HRP) อตัราการเจือจาง 1:10,000 หลุมละ 100 
ไมโครลิตร บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชัว่โมง แลว้ลา้งดว้ย PBS-T จ านวน 3 คร้ัง และเติม 
สารละลายสับสเตรทของ HRP ซ่ึงประกอบดว้ย 3,3’,5,5”-tetramethylbenzidine (TMB) และ H2O2 
ละลายอยูใ่นซิเตรทบฟัเฟอร์ (205 mM citrate buffer) pH 4.0 ท่ีหลุมละ 100 ไมโครลิตร ท าการบ่ม
ในท่ีมืด ณ อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นท าการหยดุปฏิกิริยาเอนไซมด์ว้ยกรดซลัฟิวริก
เขม้ขน้ 1 โมลาร์ หลุมละ 100 ไมโครลิตร น าจานทดสอบชนิด 96 หลุมไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง 
 
 3.4.3  การเตรียมและคดัเลือกเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีสร้างแอนติบอดีต่อกรดออกโซลินิค 
 
    3.4.3.1 การเตรียมเซลลม์ยัอีโลมา 
 
         น าเซลลม์ยัอีโลมา P3X เล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล ์RPMI 1640 ท่ีมีซีรัมจากลูกววั (fetal  
calf serum; FCS) ความเขม้ขน้ 10% (v/v) โดยท าการเล้ียงเซลลม์ยัอีโลมาใหอ้ยูใ่นระยะเอกซ์โพ 
แนนเชียลประมาณ 4-5 วนัก่อนท าการหลอมรวมเซลล ์โดยในวนัหลอมรวมเซลลท์ าการนบัเซลล์ท่ี
มีชีวติใหมี้จ านวนมากกวา่ 107 เซลลต่์อมิลลิลิตร และน าเซลลม์ยัอีโลมามาป่ันลา้งดว้ยอาหาร RPMI 
1640 ท่ีมีเจนตา้มยัซินเขม้ขน้ 0.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ดว้ยความเร็ว 1,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 
นาที จากนั้นน าส่วนใสออกแลว้จึงเติมอาหารเล้ียงเซลลป์ริมาตร 5 มิลลิลิตร เพื่อเตรียมน าไปหลอม
รวมกบัเซลลม์า้นของหนูทดลองท่ีเตรียมไว ้
 
  3.4.3.2 การเตรียมเซลลม์า้ม 
 
          ท าการสลบหนูโดยใชก้๊าซคาร์บอนไดออกไซดแ์ละเจาะเลือดท่ีหวัใจ เพื่อเก็บซีรัมไว้
ใชเ้ป็นตวัควบคุมบวกต่อไป ท าการเปิดช่องทอ้งของหนูแลว้น ามา้มออกมา โดยวธีิปลอดเช้ือและใช ้
กรรไกรตดัมา้มออกเป็นช้ินเล็กๆ บนตะแกรงลวดตาถ่ี แลว้ใชด้า้มของหลอดฉีดยาขนาด 10 มิลลิ- 
ลิตร บดมา้มใหล้ะเอียด เม่ือไดเ้ซลลม์า้มท่ีละเอียดแลว้น าไปป่ันลา้งใน RPMI 1640 ปริมาตร 40 
มิลลิลิตรท่ีมีส่วนผสมของเจนตา้มยัซิน ท่ีเขม้ขน้ 0.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ดว้ยความเร็ว 1,500 รอบ 
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ต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นทิ้งส่วนใสแลว้จึงเติมอาหารเล้ียงเซลลป์ริมาตร 5 มิลลิลิตร เพื่อ
เตรียมน าไปหลอมรวมกบัเซลลม์ยัอีโลมาท่ีเตรียมไว ้
 
  3.4.3.3 การหลอมรวมเซลล ์(Fusion) 
               
              น าเซลลข์องมา้มหนูจากขอ้ 3.4.3.2 มารวมกบัเซลลม์ยัอีโลมาจากขอ้ 3.4.3.1 ในอตัรา 
ส่วน 1:2 ท าการผสมใหเ้ขา้กนัเบาๆ ก่อนน าไปป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 1,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
5 นาที จากนั้นเทส่วนใสทิ้ง เขยา่ใหเ้ขา้กนัอีกคร้ังก่อนใส่โพลีเอทีลีนไกลคอล ท่ีมีมวลโมเลกุล 
3,000-3,700 ดาลตนั ท่ีความเขม้ขนั 50% (v/v) ซ่ึงเป็นสารช่วยหลอมรวมเซลลล์งไปพร้อมกบัท า
การหมุนหลอดชา้ๆ เพื่อควบคุมปริมาณการหยดโพลีเอทีลีนไกลคอลใหห้มดภายในเวลา 1 นาที 
จากนั้นเติมอาหารเล้ียงเซลล ์RPMI 1640 ท่ีมีเจนตา้มยัซินเขม้ขน้ 0.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 
30 มิลลิลิตร ค่อยๆ ดูดข้ึนลงเบาๆ แลว้น าไปบ่มท่ีตูเ้ล้ียงเซลลท่ี์มีคาร์บอนไดออกไซดค์วามเขม้ขน้ 
5% ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 ชัว่โมง ก่อนน าออกมาลา้งดว้ยการป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
1,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที แลว้ท าการเทส่วนใสทิ้ง ท าเช่นน้ีซ ้ าอีก 2 คร้ังเพื่อลา้งโพลีเอที
ลีนไกลคอลซ่ึงเป็นพิษต่อเซลลอ์อกจากเซลล ์ ต่อจากนั้นเติมอาหารเล้ียงเซลล ์ HAT ท่ีมี FCS ท่ีมี
ความเขม้ขน้ 20% (v/v) แลว้ท าการปิเปตเซลลล์งในจานเล้ียงเซลลช์นิด 96 หลุม หลุมละ 200 
ไมโครลิตร น าไปเล้ียงในตูเ้ล้ียงเซลลเ์ป็นเวลา 12-14 วนั เม่ือเซลลไ์ฮบริโดมาเจริญไดป้ระมาณ 
25% ของพื้นท่ีกน้หลุม จึงสามารถน าอาหารเล้ียงเซลลไ์ฮบริโดมาในแต่ละหลุมไปท าการทดสอบวา่
มีการสร้างแอนติบอดีต่อกรดออกโซลินิคหรือไม่ตามวธีิในขอ้ 3.4.3.4 
 
  3.4.3.4 การคดัเลือกเซลลไ์ฮบริโดมา 
 
       3.4.3.4.1 คดัเลือกขั้นท่ี 1 โดยวธีิ indirect ELISA  
 
    ท าการเคลือบพื้นหลุมของจาน ELISA ชนิด 96 หลุมดว้ย OXA-OVA เขม้ขน้ 5 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร หลุมละ 100 ไมโครลิตร ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปบ่ม
ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 12-24 ชัว่โมงหรือบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 4 
ชัว่โมง จากนั้นน ามาลา้งดว้ย PBS-T ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.05% (v/v) จ านวน 3 คร้ัง แลว้ท าการเติม
สารละลายนมพร่องมนัเนยใน PBS ท่ีความเขม้ขน้ 5% (w/v) หลุมละ 300 ไมโครลิตร บ่มท่ี 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แลว้ลา้งออกดว้ย PBS-T จ านวน 3 คร้ัง ท าการเติมอาหารเล้ียง
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เซลลไ์ฮบริโดมา 100 ไมโครลิตรต่อหลุม น าไปบ่มท่ี 37  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ลา้งดว้ย 
PBS-T อีก 3 คร้ัง ต่อจากนั้นเติมแอนติบอดีทุติยภูมิชนิด Anti-Mouse IgG ท่ีถูกเช่ือมกบั GAM-HRP 
อตัราการเจือจาง 1:10,000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชัว่โมง แลว้
ลา้งดว้ย PBS-T จ านวน 3 คร้ัง และเติมสารละลายสับสเตรทของเอนไซม ์ HRP ซ่ึงประกอบดว้ย 
TMB และ H2O2 ละลายอยูใ่นซิเตรทบฟัเฟอร์ pH 4.0 ท่ีมีความเขม้ขน้ 205 mM หลุมละ 100 
ไมโครลิตร ท าการบ่มในท่ีมืด ณ อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นท าการหยดุปฏิกิริยา
เอนไซมด์ว้ยกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ 1 โมลาร์ หลุมละ 100 ไมโครลิตร น าจานทดสอบชนิด 96 หลุม
ไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง 
 
    3.4.3.4.2 คดัเลือกขั้นท่ี 2 โดยวธีิ indirect competitive ELISA  
 
    เพื่อทดสอบหาแอนติบอดีท่ีสามารถจบักบักรดออกโซลินิคท่ีอยูใ่นรูปอิสระ โดยการปิ
เปตสารละลายกรดออกโซลินิคความเขม้ขน้ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตรลง 
ในจานหลุม ELISA ท่ีเคลือบดว้ย OXA-OVA ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ท่ีผา่นกระบวนการเติมสาร 
ละลายนมพร่องมนัเนยและลา้งดว้ย PBS-T แลว้ จากนั้นปิเปตอาหารเล้ียงเซลลจ์ากหลุมท่ีใหผ้ล 
บวกในการคดัเลือกขั้นแรก (ขอ้ 3.4.3.4.1) ลงไปผสมกบัสารละลายกรดออกโซลินิค จากนั้นน าไป 
บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง แลว้ท าเช่นเดียวกบัขั้นตอนเดียวกบัวธีิ indirect 
ELISA ถา้หลุมท่ีเติมกรดออกโซลินิคในรูปอิสระใหค้่าการดูดแสงท่ีลดลง เม่ือเทียบกบัหลุมท่ีไม่
เติมกรดออกโซลินิคในรูปอิสระ แสดงวา่ในอาหารเล้ียงเซลลท่ี์ไดม้าจากหลุมดงักล่าวมีแอนติบอดี
ท่ีสามารถจบักบักรดออกโซลินิคในรูปอิสระได ้ ใหน้ าเซลลไ์ฮบริโดมาในหลุมดงักล่าวมาท าการ
เจือจาง (limiting dilution) ใหไ้ดโ้คลนเด่ียวต่อไป 
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  3.4.3.5 การเตรียมเซลลเ์ด่ียว (limiting dilution) 
 
   เพื่อยนืยนัวา่เซลลไ์ฮบริโดมามาจากตน้ก าเนิดเซลลเ์พียงเซลลเ์ดียว น าเซลลไ์ฮบริโดมาท่ี
สามารถผลิตแอนติบอดีต่อกรดออกโซลินิคในรูปอิสระ จากการคดัเลือกขั้นท่ี 2 มาท าใหเ้ป็นโคโล 
นีเด่ียว โดยการเจือจางเซลลใ์หไ้ด ้ 1 เซลลต์่อหลุม ถา้หากยงัไม่ไดโ้คโลนีเด่ียวอีก จะท าอีกเป็นคร้ัง
ท่ี 2 และ 3 เพื่อใหแ้น่ใจวา่เซลลท่ี์ไดม้าจากเซลลไ์ฮบริโดมามีท่ีมาจากตน้ก าเนิดเดียวกนั เม่ือเซลล์
เจริญไดป้ระมาณ 25% ของหลุม จึงน าอาหารเล้ียงเซลลจ์ากหลุมน าไปตรวจหาแอนติบอดีอีกคร้ัง
ดว้ยวธีิ indirect competitive ELISA (ขอ้ 3.4.3.4.2) ก่อนน าเซลลจ์ากหลุมท่ีใหผ้ลบวกและมี
ความสามารถจบักบักรดออกโซลินิคในรูปอิสระและมีเสถียรภาพในการสร้างแอนติบอดี ไปท าการ
ขยายเซลลเ์พิ่มจ านวน แลว้น าไปแช่แขง็ในไนโตรเจนเหลวและเก็บอาหารเล้ียงเซลลไ์วใ้ชท้ดสอบ
ต่อไป 
 
  3.4.3.6 การเก็บเซลลไ์ฮบริโดมาระยะยาว 
  
     น าเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีอยูใ่นช่วงเอกซ์โพเนนเชียลซ่ึงเล้ียงในอาหาร RPMI 1640 ท่ี 10% 
FCS มาป่ันเหวีย่งใหเ้ซลลต์กตะกอนดว้ยความเร็ว 1,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นท า
การดูดอาหารเล้ียงเซลลท่ี์อยูส่่วนบนทิ้ง และเติมอาหารเล้ียงเซลลท่ี์มี FCS 25% และ ไดเมทิลซลั 
ฟอกไซด ์ (DMSO) 10% ขณะเยน็ลงไปปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลว้ใชปิ้เปตแกว้ เป่าข้ึนลงเบาๆ จน
เซลลเ์ขา้กนัไดดี้ ใส่เซลลล์งในหลอดเก็บเซลลข์นาด 1.5 มิลลิลิตร และน าไปแช่ท่ีอุณหภูมิ -70 
องศาเซลเซียสขา้มคืน จากนั้นจึงยา้ยลงไปแช่ในไนโตรเจนเหลวท่ีมีอุณหภูมิประมาณ -196 องศา
เซลเซียส 
 
 3.4.3.7 การน าเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีเก็บในไนโตรเจนเหลวกลบัมาเล้ียง 
 
  น าหลอดท่ีเก็บเซลลไ์ฮบริโดมาออกมาจากการเก็บในไนโตรเจนเหลว มาละลายท่ีอ่าง
น ้าควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส หลงัจากท่ีน ้ายาเก็บเซลลใ์นหลอดละลายหมดแลว้ใหถ่้าย
เซลลล์งหลอดท่ีมีอาหารเล้ียงเซลล ์ RPMI 1640 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
1,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที แลว้เทส่วนน ้าดา้นบนทิ้ง ก่อนน าเซลลไ์ปเล้ียงต่อในอาหารเล้ียง
เซลล ์RPMI 1640 ท่ีมีความเขม้ขน้ FCS 20% (v/v) 
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 3.4.4 การศึกษาสมบติัเบ้ืองตน้ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 
  3.4.4.1 การตรวจสอบไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 
   ท าการตรวจหาไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยใชชุ้ดทดสอบ 
(isotyping kit) ของบริษทั Sigma-Aldrich โดยท าการทดลองตามขอ้แนะน าของผูผ้ลิตดงัน้ี เตรียม 
Isotyping specific antibody ชนิด IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgA และ IgM มาเจือจางใน PBS ใหไ้ด้
ความเจือจาง 1:6,000 เท่า น าไปเติมหลุมละ 100 ไมโครลิตร แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 12-24 ชัว่โมง น ามาลา้งดว้ย PBS-T จ านวน 3 คร้ัง จากนั้นเติมโมโนโคลนอลแอนติบอดี
จากโคลนต่างๆ ท่ีตอ้งการตรวจสอบ หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 
ชัว่โมง จากนั้นน ามาลา้งดว้ย PBS-T จ านวน 3 คร้ัง แลว้เติมแอนติบอดีทุติยภูมิท่ีจ  าเพาะต่อ mouse 
IgG ท่ีมี HRP เช่ือมอยู ่ ซ่ึงจ าเพาะต่อ Fab (HRP-Rabbit anti-mouse IgG (Fab specific)) ท่ีเจือจาง 
1:2,000 เท่าใน PBS หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน ามาลา้ง
ดว้ย PBS-T จ านวน 3 คร้ัง เติมสารละลายสับเตรทของเอนไซม ์ ซ่ึงประกอบดว้ย TMB และ H2O2 
ละลายอยูใ่นซิเตรทบฟัเฟอร์ pH 4.0 ท่ีมีความเขม้ขน้ 205 mM หลุมละ 100 ไมโครลิตร ท าการบ่ม
ในท่ีมืด ณ อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที จากนั้นท าการหยดุปฏิกิริยาเอนไซมด์ว้ยกรดซลัฟิวริก
เขม้ขน้ 1 โมลาห์ หลุมละ 100 ไมโครลิตร น าจานทดสอบชนิด 96 หลุมไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (ชมพนิูกช์ กาญจนพงัคะ, 2551) 
 
  3.4.4.2 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี ดว้ยวธีิ Indirect competitive 

ELISA 
 
   ทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวธีิ Indirect competitive ELISA ท า 
ไดโ้ดยน าแอนติบอดีท่ีความเขม้ขน้เจือจางท่ีเหมาะสมมาผสมรวมกบักรดออกโซลินิคท่ีระดบัความ 
เขม้ขน้ประมาณ 103-10-4 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ใน PBS ซ่ึงจะเกิดการแยง่จบักนัระหวา่งสารท่ี
ตอ้งการทดสอบในสารละลายกบัสารท่ีเคลือบอยูท่ี่กน้หลุม น าค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดม้าค านวณ 
หาค่า IC50 ซ่ึงคือค่าความเขม้ขน้ของสารท่ีท าใหค่้าดูดกลืนแสงในการท า Indirect competitive 
ELISA ลดลงคร่ึงหน่ึงเม่ือเทียบกบัท่ีไม่มีสาร สามารถท าการค านวณไดโ้ดยใชโ้ปรแกรมส าเร็จรูป 
GraphPad Prism 4.0 โดยแกน Y เป็นค่า %B/B0 และแกน X เป็นค่าล็อกการิทึมของความเขม้ขน้ 
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ของสารท่ีทดสอบและค านวณค่า LOD ไดจ้ากสูตรเพื่อน ามาเทียบกบักราฟไดเ้ป็นค่าความเขม้ขน้
ของสารท่ีนอ้ยท่ีสุดท่ีสามารถตรวจวดัได ้หรือ limit of detection; LOD  ค านวณไดจ้ากสูตร 

Limit of detection (LOD) : B0 – 3SD โดยท่ี n ≥ 20 
 

   เม่ือ B0  คือ ค่าการดูดกลืนแสงจาก ELISA ท่ีไม่มีแอนติเจน 
          SD คือ ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 
  3.4.4.3 การทดสอบความจ าเพาะ (specificity) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 
   เพื่อทดสอบดูวา่โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได ้ สามารถเกิดปฏิกิริยาขา้มกบัสารทั้งใน 
กลุ่มควโินโลนและนอกกลุ่มหรือไม่ โดยทดสอบดว้ยวธีิ Indirect competitive ELISA  ท่ีท าไดโ้ดย 
แอนติบอดีท่ีความเจือจางท่ีเหมาะสมมาผสมรวมกบัสารท่ีตอ้งการทดสอบท่ีความเขม้ขน้ 10-3-104 
นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ซ่ึงจะเกิดการแยง่จบักนัระหวา่งสารท่ีตอ้งการทดสอบในสารละลายกบัสาร
ท่ีเคลือบอยูก่น้หลุม น ามาเขียนกราฟโดยใชโ้ปรแกรมส าเร็จรูป GraphPad Prism 4.0 โดยแกน Y 
เป็นค่า %B/B0 และแกน X เป็นค่าล็อกการิทึมของความเขม้ขน้ของสารท่ีน ามาทดสอบ โดยค่าความ
เขม้ขน้ของสารท่ีท าใหเ้กิดการยบัย ั้งท่ี 50 % (50% of inhibition concentration; IC50) หาไดจ้ากการ
น าค่า ท่ี 50% ของ B/B0 มาเทียบกบักราฟไดเ้ป็นความเขม้ขน้ และน าค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดม้าหา
ค่า IC50 ของสารแต่ละตวัท่ีใชเ้ป็นตวัแข่งขนั ดงัรูปท่ี 3.2  
 
                  IC50 =  50% (B/B0)   % ปฏิกิริยาขา้ม = IC50 ของกรดออกโซลินิค 
                IC50 ของตวัแข่งขนัอ่ืน 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.2 กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งค่า %B/B0  และ ค่าล็อกการิทึมความเขม้ขน้ของสาร 
               แข่งขนั 
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 3.4.5 การท าโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบ้ริสุทธ์ิ 
 
   น าเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีมีความสามารถในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อกรดออก-
โซลินิคมาท าการเล้ียงเพื่อเพิ่มจ านวนในอาหารเล้ียงเซลล ์ RPMI 1640 ท่ีมีความเขม้ขน้ของ FCS 
10% (v/v) ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ในขวดเล้ียงเซลลแ์บบกวน (spinner flask) ขนาด 1 ลิตร โดยป่ัน 
กวนท่ีความเร็ว 20 รอบต่อนาที ขณะท่ีบ่มในตูเ้ล้ียงเซลลท่ี์มีก๊าซคาร์บอนไดออกไซดค์วามเขม้ขน้ 
5% ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั้นท าการแยกเซลลอ์อกจากอาหารเล้ียงเซลลด์ว้ยการป่ัน 
เหวีย่ง เพื่อน าแอนติบอดีมาแยกต่อใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยคอลมัน์โปรตีนจีเซฟาโรส (protein G sepharose) 
ซ่ึงเป็นคอลมัน์โครมาโทกราฟีแบบสัมพรรคภาพ (affinity chromatography column) 
 
 
  3.4.5.1 การท าโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบ้ริสุทธ์ิโดยใชโ้ปรตีนจี 
 
   น าโปรตีนจีเซฟาโรส 5 มิลลิลิตรท่ีอยูใ่นภาชนะท่ีมีเอธานอลเขม้ขน้ 20% (v/v) เปล่ียน 
ใหอ้ยูใ่นโซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 7.0 ความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ จากนั้นเตรียมคอลมัน์ 
โปรตีนจีให้เขา้สู่สภาวะสมดุล โดยปรับอตัราการไหลเท่ากบั 1 มิลลิลิตรต่อนาที จากนั้นเติมอาหาร 
เล้ียงเซลลท่ี์มีแอนติบอดีท่ีตอ้งการท าใหบ้ริสุทธ์ิลงในคอลมัน์โปรตีนจี ปริมาตร 500 มิลลิลตร ท า
การลา้งโปรตีนท่ีไม่จบักบักบัคอลมัน์ออกดว้ยโซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 7.0 ความเขม้ขน้ 20 
มิลลิโมลาร์ แลว้ท าการชะแอนติบอดีออกจากคอลมัน์โปรตีนจี โดยใชไ้กลซีนไฮโดรคลอไรด์ 
บฟัเฟอร์ (glycine-HCl) pH 2.7 ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ พร้อมกบัเก็บสารละลายท่ีออกมาจาก 
คอลมัน์หลอดละ 1 มิลลิลิตรในหลอดทดลองท่ีมีทริสไฮโดรคลอไรด ์ (Tris-HCl) pH 9.0 เขม้ขน้ 1 
โมลาร์ ปริมาตร 65 ไมโครลิตรอยู ่ เพื่อปรับค่าความเป็นกรดเบสให้เป็นกลาง หลงัจากนั้นน าสาร 
ละลายในแต่ละหลอดไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร  และน ามาตรวจ 
สอบหาแอนติบอดีในแต่ละหลอดดว้ยวธีิ Indirect ELISA จากนั้นน าค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดม้า 
เขียนโครมาโทแกรม แลว้น าสารละลายในหลอดท่ีมีแอนติบอดีมารวมกนั น าไปท าไดอะไลซิสดว้ย 
PBS ท่ีมี 0.01% ทีเมอโรซอล ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั 
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  3.4.5.2 การหาปริมาณโปรตีนดว้ยวธีิ BCA assay 
 
   การหาปริมาณโปรตีนก่อนและหลงัของโมโนโคลนอลแอนติบอดีบริสุทธ์ิดว้ยวธีิ BCA 
ซ่ึงท าการเจือจางโปรตีนมาตรฐานใหมี้ความเขม้ขน้ 0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ดว้ย PBS และเจือจางสารตวัอยา่งในอตัราส่วน 1:5, 1:10, 1:20 และท าการทดสอบตามขอ้ 
3.4.1.3  
   
 3.4.6 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลงัท าใหบ้ริสุทธ์ิ 
 
   น าโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลงัจากท าใหบ้ริสุทธ์ิแลว้มาทดสอบความไวดว้ยวธีิ 
indirect competitive ELISA ตามขั้นตอนในขอ้ 3.4.4.2 
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บทที ่4  
 

ผลการทดลองและวจิารณ์ผลการทดลอง 
 

4.1 การเช่ือมต่อกรดออกโซลนิิคกบัโปรตีน 
 
 4.1.1 การเช่ือมต่อ OXA กบั BSA 
 

กรดออกโซลินิค (Oxolinic acid; OXA) มีมวลโมเลกุลขนาดเล็กเรียกวา่เฮปเทน (hapten) 
ซ่ึงไม่สามารถท าการกระตุน้ภูมิคุม้กนัของหนู ใหส้ร้างแอนติบอดีต่อกรดโซลินิคไดด้ว้ยตวัมนัเอง 
โดยสารท่ีเป็นแอนติเจนจ าเป็นตอ้งมีขนาดโมเลกุลมากกวา่ 5,000 ดาลตนั จึงจะสามารถกระตุน้ให้ 
เกิดการตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนัได ้ ดงันั้นจึงตอ้งเช่ือมกรดออกโซลินิคกบัโปรตีนพาหะท่ีมี
มวลขนาดใหญ่ก่อนน าไปใชใ้นการฉีกกระตุน้หนูทดลอง  

ท าการเช่ือมต่อกรดออกโซลินิคกบัโปรตีน BSA โดยใช ้ NHS และ EDC ช่วยในการ
เช่ือมต่อและท าการก าจดัสารขนาดเล็กท่ีไม่เกิดปฏิกิริยาเช่ือมต่อออกจากระบบ โดยการน าสาร 
ละลายท่ีไดไ้ปไดอะไลซิส ตามวธีิการในขอ้ 3.4.1.1 แลว้น าไปวดัปริมาณโปรตีนโดยวธีิ BCA โดย
การน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 562 นาโนเมตร ท่ีความเจือจางต่างๆ เทียบกบัค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ไดจ้ากกราฟมาตรฐานของ BSA ผลดงัแสดงในตารางท่ี 4.1 ไดค้่าความเขม้ขน้ของ OXA-BSA 
เฉล่ียเท่ากบั 3.33 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ตารางท่ี ก.1 และรูปท่ี ก.1 ภาคผนวก ก) 
 
ตารางท่ี 4.1 ค่าความเขม้ขน้ของโปรตีน OXA-BSA โดยใชว้ธีิ BCA  
 

อตัราการเจือจาง A562 ความเขม้ขน้ของโปรตีน (mg/ml) 
1:4 
1:8 
1:16 

0.647 
0.424 
0.206 

2.66 
3.58 
3.74 

ความเขม้เขน้โปรตีนเฉล่ีย 3.33±0.58 
 



 47 

จากนั้นท าการทดสอบประสิทธิภาพการเช่ือมต่อ โดยการน าแอนติเจน OXA-BSA มาหา
โมเลกุลของหมู่เอมีนของโปรตีน BSA ท่ีถูกใชไ้ปในการเช่ือมต่อกบั OXA โดยวธีิ TNBS ไดผ้ลดงั
ตารางท่ี 4.2 พบวา่มีหมู่เอมีนท่ีใชใ้นการเช่ือมต่อระหวา่ง OXA กบั BSA คิดเป็น 36 % (ตามวธีิการ
ในขอ้ 3.4.1.2) 
 
ตารางท่ี 4.2 ค่า % ของการเช่ือมต่อระหวา่ง OXA กบัโปรตีน BSA โดยวธีิ TNBS 
 
ความเขม้ขน้โปรตีน 

(mg/ml) 
A335 ของ BSA A335 ของ OXA-BSA ค่า % การเช่ือมต่อ 

0.25 
0.50 
1.00 

0.891 
1.323 
1.813 

0.562 
0.863 
1.177 

37 
35 
35 

ค่า % การเช่ือมต่อของ OXA-BSA เฉล่ีย 36±1.2 
 
 4.1.2 การเช่ือมต่อ OXA กบั OVA 
 

ท าการเช่ือมต่อกรดออกโซลินิคกบัโปรตีน OVA โดยใช ้ NHS และ EDC ช่วยในการ
เช่ือมต่อและท าการก าจดัสารขนาดเล็กท่ีไม่เกิดปฏิกิริยาเช่ือมต่อออกจากระบบ โดยการน าสาร 
ละลายท่ีไดไ้ปไดอะไลซิส ตามวธีิการในขอ้ 3.4.1.1 แลว้น าไปวดัปริมาณโปรตีนโดยวธีิ BCA โดย
การน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 562 นาโนเมตร ท่ีความเจือจางต่างๆ เทียบกบัค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ไดจ้ากกราฟมาตรฐานของ OVA ผลดงัแสดงในตารางท่ี 4.3 ไดค้่าความเขม้ขน้ของ OXA-OVA 
เท่ากบั 3.52 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ตารางท่ี ก.2 และรูปท่ี ก.2 ภาคผนวก ก) 
  
ตารางท่ี 4.3 ค่าความเขม้ขน้ของโปรตีน OXA-OVA โดยวิธี BCA assay 
 

อตัราการเจือจาง A562 ความเขม้ขน้ของโปรตีน (mg/ml) 
1:4 
1:8 
1:16 

0.705 
0.430 
0.187 

3.12 
3.87 
3.57 

ความเขม้เขน้โปรตีนเฉล่ีย 3.52±0.38 
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ท าการทดสอบประสิทธิภาพการเช่ือมต่อ โดยการน าแอนติเจน OXA-OVA มาหาโมเลกุล 
ของหมู่เอมีนของโปรตีน OVA ท่ีถูกใชไ้ปในการเช่ือมต่อกบั OXA โดยวธีิ TNBS ไดผ้ลดงัตารางท่ี 
4.4 พบวา่มีหมู่เอมีนท่ีใชใ้นการเช่ือมติดระหวา่ง OXA กบั OVA คิดเป็น 33 % 
 
ตารางท่ี 4.4 ค่า % ของการเช่ือมต่อระหวา่ง OXA กบัโปรตีน OVA โดยวธีิ TNBS 
 
ความเขม้ขน้โปรตีน 

(mg/ml) 
A335 ของ OVA A335 ของ OXA-OVA ค่า % การเช่ือมต่อ 

0.25 
0.50 
1.00 

1.017 
1.342 
1.965 

0.681 
0.877 
1.339 

33 
35 
32 

ค่า % เช่ือมต่อของ OXA-OVA เฉล่ีย 33±1.5 
 
    จากการเช่ือมต่อของกรดออกโซลินิคกบัโปรตีน BSA  และ OVA พบวา่การเช่ือมต่อของ 
OXA-BSA ใหค้่า % การเช่ือมต่อมากกวา่ของ  OXA-OVA ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 36 % และ 33 % 
ตามล าดบั ซ่ึงมีสาเหตุมาจากโมเลกุลของ BSA มีหมู่เอมีนท่ีท าปฏิกิริยาในการเช่ือมต่อมากกวา่ 
OVA โดย BSA และ OVA ในหน่ึงหน่วยโมเลกุล พบหมู่เอมีนท่ีใชท้  าปฏิกิริยาในการเช่ือมต่อ
เท่ากบั 583 และ 385 ตามล าดบั  
 
4.2 ผลการฉีดกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกนัของหนูให้สร้างแอนติบอดีต่อกรดออกโซลนิิค 
 
 ท าการฉีดกระตุน้หนูทดลองทั้งหมด 25 ตวั โดยแบ่งเป็น 7 กลุ่ม  โดยกลุ่มท่ี 1-3 เป็นหนู 
สายพนัธ์ุ BALB/c (inbred strain) เพศเมีย อาย ุ8 สัปดาห์ ส่วนกลุ่มท่ี 4-7 ไดใ้ชห้นูสายพนัธ์ุ ICR 
(outbred stain) เพศเมีย อายุ 8 สัปดาห์ ซ่ึงหนูทั้งหมดท าการฉีดกระตุน้ดว้ยแอนติเจน OXA-BSA 
ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อตวั จ านวนทั้งส้ิน 4 คร้ัง หลงัจากท าการฉีดกระตุน้คร้ังท่ี 4 เป็นเวลา 
7 วนั ท าการเก็บตวัอยา่งเลือดและแยกซีรัมเพื่อตรวจหาระดบัแอนติบอดีดว้ยวธีิ indirect ELISA 
และตรวจสอบการสร้างแอนติบอดีต่อกรดออกโซลินิคดว้ยวธีิ indirect competitive ELISA เพื่อท า
การคดัเลือกหนูทดลองท่ีมีระดบัแอนติบอดีอยา่งต ่า 1,000 และสามารถจบักบักรดออกโซลินิคใน
รูปอิสระไดส้ าหรับท าการหลอมรวมเซลล ์ 
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 จากการทดสอบหาระดบัแอนติบอดีของหนูทดลองทั้ง 25 ตวั ดว้ยวธีิ indirect ELISA ซ่ึงใช้
แอนติเจน OXA-OVA ความเขม้ขน้ 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรเคลือบท่ีกน้หลุม โดยเลือกระดบั
แอนติบอดีคือความเจือจางของซีรัมท่ีใหค่้าการดูดกลืนแสงประมาณ 0.1 ท่ี 450 นาโนเมตร พบวา่
หนูทุกตวัสามารถผลิตแอนติบอดีต่อ OXA-BSA ท่ีระดบัการสร้างแอนติบอดีในช่วง 1:512,000 – 
1:4,096,000 จากนั้นท าการทดสอบความสามารถในการจบักบักรดออกโซลินิคในรูปอิสระ ดว้ยวธีิ 
indirect competitive ELISA โดยเลือกระดบัความเจือจางในซีรัมท่ีใหค้่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 นา
โนเมตร ประมาณ 0.9-1.3  มาทดสอบวา่แอนติบอดีท่ีอยูใ่นซีรัมนั้นสามารถจบักบักรดออกโซลินิค
ในรูปอิสระหรือไม่ ซ่ึงพบวา่แอนติบอดีของหนูทั้ง 25 ตวัสามารถจบักบักรดออกโซลินิคในรูป
อิสระท่ีความเขม้เขน้ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรได ้ โดยท าใหค้่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 
นาโนเมตรลดลง เม่ือเทียบกบัค่าการดูดกลืนแสงในหลุมท่ีไม่มีการแยง่จบัของกรดออกโซลินิคใน
รูปอิสระ โดยมี % การแข่งขนัในการแยง่จบัของกรดออกโซลินิคอยูใ่นช่วง 33 - 93 % ดงัแสดงใน 
ตารางท่ี 4.5  
 
ตารางท่ี 4.5 สรุประดบัแอนติบอดีและความสามารถของแอนติบอดีในซีรัมในการจบักบัแอนติเจน 
ในรูปอิสระของหนูท่ีไดรั้บการฉีดกระตุน้ดว้ย OXA-BSA 
 

หนูกลุ่มท่ี หนูตวัท่ี ระดบัแอนติบอดี 
ระดบัแอนติบอดี 

ท่ีน าไปใช ้     
ทดสอบ 

ค่าการดูดกลืนแสง 
ท่ี 450 นาโนเมตร 

% การแข่งขนั 
ไม่มี OXA 

OXA 
10   μg/ml 

1 
BALC/c 

1 1:1,024,000 
1:2,048,000 
1:512,000 

1:128,000 
1:256,000 
1:64,000 

1.219 
0.996 
1.209 

0.713 
0.626 
0.820 

42 
37 
32 

2 
3 

2 
BALC/c 

4 1:512,000 
1:2,048,000 
1:1,024,000 

1:64,000 
1:256,000 
1:64,000 

1.124 
1.047 
1.244 

0.635 
0.511 
0.807 

44 
51 
35 

5 
6 

3 
BALC/c 

7 1:1,024,000 
1:512,000 
1:1,024,000 
1:512,000 

1:128,000 
1:64,000 
1:128,000 
1:64,000 

0.986 
1.021 
1.166 
1.253 

0.539 
0.648 
0.663 
0.712 

45 
37 
43 
43 

8 
9 
10 
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ตารางท่ี 4.5 (ต่อ) สรุประดบัแอนติบอดีและความสามารถของแอนติบอดีในซีรัมในการจบักบั
แอนติเจนในรูปอิสระของหนูท่ีไดรั้บการฉีดกระตุน้ดว้ย OXA-BSA 
 

  
  
 
 
 
 

หนูกลุ่มท่ี หนูตวัท่ี ระดบัแอนติบอดี 
ระดบัแอนติบอดี 

ท่ีน าไปใช ้     
ทดสอบ 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 
นาโนเมตร 

% การแข่งขนั 
ไม่มี OXA 

OXA 
10   μg/ml 

4 
ICR 

11 1:2,048,000 
1:4,096,000 
1:2,048,000 

1:256,000 
1:256,000 
1:512,000 

1.077 
1.119 
0.994 

0.178 
0.210 
0.145 

83 
81 
85 

12 
13 

5 
ICR 

14 1:2,048,000 
1:4,096,000 
1:1,024,000 
1:2,048,000 

1:512,000 
1:512,000 
1:128,000 
1:128,000 

1.212 
1.053 
0.988 
0.982 

0.154 
0.073 
0.179 
0.214 

87 
93 
82 
78 

15 
16 
17 

6 
ICR 

18 1:1,024,000 
1:512,000 
1:1,024,000 
1:1,024,000 

1:128,000 
1:64,000 
1:64,000 
1:128,000 

1.257 
0.926 
1.197 
0.956 

0.355 
0.294 
0.317 
0.335 

72 
68 
74 
65 

19 
20 
21 

7 
ICR 

22 1:2,048,000 
1:1,024,000 
1:1,024,000 
1:2,048,000 

1:256,000 
1:128,000 
1:64,000 
1:256,000 

0.909 
1.227 
1.059 
1.205 

0.243 
0.447 
0.296 
0.394 

73 
64 
72 
67 

23 
24 
25 
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 จากการท าการทดสอบพบวา่หนูทดลองในกลุ่มท่ี 1-3 ท่ีเป็นหนูสายพนัธ์ุ BALB/c (inbred 
strain) ส่วนใหญ่มีระดบัการสร้างแอนติบอดีต่อกรดออกโซลินิคในซีรัมต ่ากวา่หนูทดลองในกลุ่มท่ี 
4-7 ท่ีเป็นหนูสายพนัธ์ุ ICR  (outbred strain) และแอนติบอดีท่ีผลิตจากหนูสายพนัธ์ุ BALB/c มี 
ความสามารถในการจบักบักรดออกโซลินิคในรูปอิสระไดน้อ้ยกวา่หนูสายพนัธ์ุ ICR ทั้งน้ีเน่ืองจาก 
หนูแต่ละตวัแมอ้ยูใ่นสปีชีส์เดียวกนั แต่จะมีความแตกต่างของพนัธุกรรมข้ึนกบัสารพนัธุกรรมท่ีได ้
รับมาจากพอ่และแม่ ดงันั้นปัจจยัดา้นความแตกต่างทางพนัธุกรรมน้ีอาจส่งผลกระทบต่อการตอบ 
สนองของระบบภูมิคุม้กนัของหนูทดลอง เช่น ปริมาณการสร้างแอนติบอดีและความจ าเพาะของ 
แอนติบอดีต่อแอนติเจนได ้(ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 
 
4.3 การหลอมรวมเซลล์และคัดเลอืกเซลล์ไฮบริโดมาทีส่ร้างโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ OXA 
 
 จากการฉีดกระตุน้ภูมิคุม้กนัหนูทั้ง 25 ตวั ดว้ย OXA-BSA ท่ีความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัม 
ต่อมิลลิลิตร จนครบ 4 คร้ัง พบวา่หนูทดลองมีความสามารถในการผลิตแอนติบอดีและแอนติบอดีท่ี
ไดมี้ความสามารถในการจบักบักรดออกโซลินิคในรูปอิสระ จึงไดท้  าการหลอมรวมเซลลร์ะหวา่ง 
เซลลม์า้มของหนูทดลองกบัเซลลม์ยัอีโลมา ชนิด P3X โดยการน าเซลลม์า้มของหนูมาผสมกบัเซลล ์
มยัอีโลมา แลว้น ามาป่ันเพื่อใหเ้ซลลท์ั้งสองตกมารวมกนั จากนั้นหลอมรวมเซลลด์ว้ย 50% โพลีเอ
ทิลีนไกคอลแลว้ลา้งออก จากนั้นท าการเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล ์ HAT เพื่อท าการก าจดัเซลลม์ยัอี
โลมา หลงัจากการหลอมรวมประมาณ 10 วนั ตรวจดูเซลลไ์ฮบริโดมาดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ชนิดหวั
กลบั หากพบเซลลเ์ป็นโคโลนีประมาณ 1 ใน 4 ของหลุม ใหน้ าอาหารเล้ียงเซลลจ์ากหลุมมาท าการ
ตรวจหาแอนติบอดีเพื่อคดักรองโดยวธีิ indirect ELISA หลงัจากนั้นน าน ้าเล้ียงเซลลใ์นหลุมท่ีใหผ้ล
บวก (ใหค้่าการดูดกลืนแสงของอาหารเล้ียงเซลลท่ี์ 450 นาโนเมตร มากกวา่หรือเท่ากบั 0.5) มาท า
การทดสอบต่อไป เพื่อตรวจดูวา่แอนติบอดีของเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีผลิตได ้ สามารถจบักบักรดออก
โซลินิคในรูปอิสระไดห้รือไม่ โดยใชว้ธีิ indirect competitive ELISA ใหผ้ลดงัตารางท่ี 4.6  
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ตารางท่ี 4.6 ผลการหลอมรวมเซลลข์องหนูทั้ง 25 คร้ังท่ีกระตุน้ภูมิคุม้กนัดว้ย OXA-BSA 

คร้ังท่ี 
จ านวน 
ตั้งตน้ 

จ านวนท่ีเซลล ์
ไฮบริโดมาเจริญ 

แอนติบอดี 
ท่ีผลิต 

(indirect ELISA) 

แอนติบอดีท่ี 
จบักบั OXA 

(competitive ELISA)  

จ านวน 
โคลนท่ีได ้

(หลุม) (หลุม) (%) (หลุม) (%) (หลุม) (%) (โคลน) (%) 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 

1,666 
1,440 
1,440 
1,440 
960 
960 
960 
960 
960 
960 

1,056 
1,056 
960 

1,056 
1,056 
1,056 
960 
960 
960 
960 
960 
960 
960 
960 
960 

377 
476 
394 
641 
426 
371 
395 
266 
459 
314 
891 
912 
755 
936 
857 
844 
739 
812 
809 
702 
681 
744 
866 
960 
716 

22.63 
33.05 
27.36 
45.51 
44.36 
38.65 
41.14 
27.71 
47.81 
32.71 
84.38 
86.36 
78.56 
88.63 
81.15 
79.92 
76.98 
84.58 
84.27 
73.13 
70.94 
77.50 
90.21 
100 

74.58 

13 
18 
12 
22 
25 
31 
16 
13 
44 
24 

211 
194 
84 

249 
163 
171 
220 
153 
72 

144 
175 
172 
278 
188 
156 

0.78 
1.25 
0.83 
1.53 
2.60 
3.23 
1.67 
1.35 
4.58 
2.50 

19.98 
18.37 
8.75 

25.94 
15.44 
16.19 
22.92 
15.94 
7.50 

15.00 
18.23 
17.92 
28.96 
19.58 
16.25 

3 
3 
2 
- 
4 
7 
3 
- 
4 
6 

16 
21 
15 
25 
- 

19 
29 
20 
5 

10 
11 
22 
37 
21 
19 

0.18 
0.21 
0.14 

- 
0.42 
0.73 
0.31 

- 
0.42 
0.63 
1.52 
1.99 
1.56 
2.37 

- 
1.80 
3.02 
2.08 
0.52 
1.04 
1.15 
2.29 
3.85 
2.19 
1.98 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
1 
1 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

0.10 
0.09 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
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 จากการท าการหลอมรวมเซลลใ์นคร้ังท่ี 1-10  ท่ีเป็นหนูสายพนัธ์ุ BALB/c พบวา่ไดจ้  านวน 
ท่ีเซลลไ์ฮบริโดมาเจริญต่อหลุมในจ านวนท่ีนอ้ย และ % ของจ านวนเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีเจริญต่อจาน 
เล้ียงเซลล ์96 หลุม ท่ีต ่าเม่ือคิดจากจ านวนหลุมตั้งตน้ ทั้งน้ีอาจเกิดจากการปะปนของเซลลไ์ฟโบร- 
บลาสต ์ (fibroblast) ซ่ึงมีจ านวนมากกวา่เซลลไ์ฮบริโดมาและมีความสามารถในการเจริญเติบโตท่ี 
รวดเร็วกวา่ จึงส่งผลใหเ้กิดการบดบงัการเจริญของเซลลไ์ฮบริโดมา อยา่งไรก็ตามสามารถพบเซลล ์
ไฮบริโดมาท่ีผลิตแอนติบอดีและมีความสามารถในการจบักบักรดออกโซลินิคในรูปอิสระได ้ แต่
เม่ือน าเซลลด์งักล่าวมาแยกเป็นเซลลเ์ด่ียวโดยวธีิ limiting dilution จะพบวา่เซลลไ์ดสู้ญเสียความ 
สามารถในการผลิตแอนติบอดีไป เน่ืองจากโคลนท่ีไดมี้ความไม่คงตวัจึงไม่สาามารถน ามาวจิยัต่อ 
ไป 
 จากการท าการหลอมรวมเซลลใ์นคร้ังท่ี 11-25 ท่ีเป็นหนูสายพนัธ์ุ ICR พบวา่ไดจ้  านวน
เซลลไ์ฮบริโดมาเจริญต่อหลุมในจ านวนท่ีมาก และมี % ของจ านวนเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีเจริญต่อจาน
เล้ียงเซลล ์ 96 หลุม ท่ีสูงกวา่การหลอมรวมโดยใชจ้ากหนูสายพนัธ์ุ BALB/c ทั้งน้ีอาจเกิดจากการ
ตอบสนองของระบบภูมิกนัของหนู ICR ต่อกรดออกโซลินิคมีประสิทธิภาพมากกวา่หนูสายพนัธ์ุ 
BALB/c โดยพิจารณาจากระดบัแอนติบอดีต่อกรดออกโซลินิคและ % การแข่งขนัท่ีแสดงความสา 
มารถในการจบักบักรดออกโซลินิคในรูปอิสระ อีกทั้งการหลอมรวมเซลลท่ี์เกิดจากหนูสายพนัธ์ุ 
ICR จะพบการปะปนของเซลลไ์ฟโบรบลาสตต์่อหลุมในจ านวนท่ีนอ้ยหรือไม่พบเลย โดยพบเซลล์
ไฮบริโดมาท่ีสามารถผลิตแอนติบอดี และมีความสามารถในการจบักบักรดออกโซลินิคในรูปอิสระ
ในทุกการหลอมรวมเซลล ์ แต่เซลลไ์ฮบริโดมาท่ีไดจ้ะสูญเสียความสามารถในการผลิตแอนติบอดี
จากการยา้ยโคลน หรือการท าเซลลเ์ด่ียว อาจเน่ืองจากเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีไดมี้ความไม่คงตวั ดงันั้น
จึงท าใหเ้ซลลไ์ฮบริโดมาท่ีไดบ้างส่วนไม่สามารถมีชีวติอยูร่อด ส่วนเซลลไ์ฮบริโดมากลุ่มท่ีมีชีวติ
อาจเกิดการก าจดัยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการผลิตแอนติบอดีต่อกรดออกโซลินิคออกจากดีเอ็นเอของเซลล ์
จึงท าใหสู้ญเสียคุณสมบติัในการสร้างแอนติบอดีต่อออกโซลินิค อยา่งไรก็ดีโคลนท่ีไดจ้ากการ
หลอมรวมในคร้ังท่ี 13 และ 14 ท่ีคงความสามารถผลิตแอนติบอดีท่ีสามารถจบักบักรดออกโซลินิค
ในรูปอิสระ จึงไดก้ าหนดรหสัของเซลลไ์ฮบริโดมาไดแ้ก่ 7/A3/B6 และ 10/D5/A4 ดงัตารางท่ี 4.7 
ต่อมาจึงขยายเพิ่มจ านวนเซลลแ์ลว้น าเซลลไ์ปเก็บรักษาต่อไป โดยการแช่แขง็ในไนโตรเจนเหลว
และเก็บอาหารเล้ียงเซลลไ์วใ้ชใ้นการตรวจสอบลกัษณะสมบติัต่อไป 
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ตารางท่ี 4.7 เซลลไ์ฮบริโดมาท่ีผลิตแอนติบอดีและสามารถจบักบักรดออกโซลินิคในรูปอิสระท่ีได ้ 
จากการหลอมรวมเซลล์  

 

รหสัเซลลไ์ฮบริโดมา 
ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตร 

% การแข่งขนั 
ไม่มี OXA OXA (10 μg/ml) 

7/A3/B6 
10/D5/A4 

1.317 
1.865 

0.264 
0.396 

80 
79 

 
4.4 ลกัษณะสมบัติเบือ้งต้นของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 
 4.4.1 การตรวจสอบไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 
        จากการตรวจสอบไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากทั้ง 2 โคลน โดยวิธี indirect 
ELISA antigen capture โดยใชแ้อนติบอดีมาตรฐาน IgG2b เป็นตวัควบคุมบวก พบวา่โมโนโคลนอล
แอนติบอดีทั้งสองมีไอโซไทปชนิด IgG2a ซ่ึงพิจารณาจากค่าการดูดกลืนแสงท่ีมีค่ามากท่ีสุด (ตาราง
ท่ี 4.8) 
 
 ตารางท่ี 4.8 ผลการท า indirect ELISA เพื่อตรวจสอบไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

    หมายเหตุ : * หมายถึง ไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 2 โคลน 
 
 
 
 
 

รหสัเซลล ์
ไฮบริโดมา 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตร 
IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 IgA IgM 

7/A3/B6 
10/D5/A4 

ตวัควบคุมบวก IgG2b 

0.096 
0.104 
0.247 

1.124* 
1.054* 
0.177 

0.068 
0.158 
1.286 

0.141 
0.129 
0.176 

0.127 
0.126 
0.144 

0.426 
0.317 
0.401 
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 4.4.2 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อกรดออกโซลินิคในรูปอิสระ 
 
  ในขั้นตอนทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี จ าเป็นตอ้งหาความเจือจางของ 
แอนติบอดีท่ีเหมาะสมส าหรับการทดสอบดว้ยวธีิ indirect ELISA เน่ืองจากความสามารถในการ
ผลิตแอนติบอดีท่ีแตกต่างกนัในแต่ละโคลน จึงท าใหค้วามเขม้ขน้ของแอนติบอดีท่ีอยูใ่นสารละลาย
แตกต่างกนั ดงันั้นจึงมีความจ าเป็นในการหาระดบัความเจือจางท่ีเหมาะสมกบัแอนติเจนท่ีใชเ้คลือบ
หลุมก่อนน าไปทดสอบในล าดบัต่อไป จากการทดลองโดยท าการเคลือบกน้คลุมดว้ย OXA-OVA 5 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในการท า indirect ELISA และพิจารณาเลือกระดบัความเจือจางของ
แอนติบอดีท่ีใหค่้าการดูดกลืนแสงประมาณ 1.000  พบวา่ความเจือจางท่ีเหมาะสมของโคลน 7/A3/ 
B6 และ 10/D5/A4 เท่ากบั 1:2 และ 1:4 ตามล าดบั (ตารางท่ี 4.9 ) 
 
ตารางท่ี 4.9 การทดสอบ indirect ELISA ท่ีค่าความเจือจางต่างๆ ของแอนติบอดีจากโคลน 7/A3/B6 

และ 10/D5/A4  

หมายเหตุ : * แสดงค่าการดูดกลืนแสงท่ีใกลเ้คียง 1.000 ท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร  
 
 เม่ือทราบค่าความเจือจางท่ีเหมาะสมของโมโนโคลนอลแอนติบอดีของทั้ง 2 โคลนแลว้ จากนั้น 
ท าการหาค่า IC50 และ LOD ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากทั้งสองโคลนดว้ยวธีิ indirect 
competitive ELISA ใชก้รดออกโซลินิคในรูปอิสระเป็นตวัแข่งขนัในช่วงความเขม้ขน้  5.0 x  10 – 
1.28 x 104 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ไดผ้ลดงัรูปท่ี 4.1-4.2 (ตารางท่ี ก.3)   
 

ระดบัความเจือจางของแอนติบอดี 
ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตร 

7/A3/B6 10/D5/A4 
ไม่เจือจาง 

1:2 
1:4 
1:8 
1:16 
1:32 
1:64 

1.293 
1.047* 
0.732 
0.491 
0.243 
0.115 
0.127 

1.422 
1.341 
1.128* 
0.897 
0.585 
0.361 
0.189 
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รูปท่ี 4.1 ความสัมพนัธ์ระหวา่งอตัราการดูดกลืนแสง (B/B0) และปริมาณ OXA ในการแข่งขนั เม่ือ

ทดสอบดว้ยวธีิ indirect competitive ELISA โดย OXA-OVA ความเขม้ขน้ 5 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตรเคลือบท่ีกน้หลุมและโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโคลน 7/A3/B6 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี  4.2  ความสัมพนัธ์ระหวา่งอตัราการดูดกลืนแสง (B/B0) และปริมาณ OXA ในการแข่งขนั เม่ือ

ทดสอบดว้ยวธีิ indirect competitive ELISA โดย OXA-OVA ความเขม้ขน้ 5 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตรเคลือบท่ีกน้หลุมและโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโคลน 10/D5/A4 

 
เม่ือท าการเปรียบเทียบค่าความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดท้ั้ง 2 โคลน ดว้ยวธีิ 

indirect competitive ELISA ซ่ึงใช ้ OXA-OVA 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในการเคลือบกน้หลุม
ของจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม พบวา่โมโนโคลนอลแอนติบอดีของโคลน 7/A3/B6 และ 
10/D5/A4 ใหค้่า IC50 เท่ากบั 1.33 และ 1.27 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั และใหค้่า LOD 

Log concentration of OXA (ng/ml) 

%(
B/

B 0) 

Log concentration of OXA (ng/ml) 

%(
B/

B 0) 
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เท่ากบั 0.27 และ 0.18 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั (ดงัตารางท่ี 4.10) ซ่ึงหากเปรียบเทียบค่า 
LOD ท่ีไดจ้ากการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้งสองโคลนกบัการศึกษาของ 
Huet และคณะ ในปี 2006 ท่ีไดผ้ลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อสารในกลุ่มควโินโลน 
แลว้มีค่า LOD ของกรดออกโซลินิคอยูท่ี่ 111 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร (0.111 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร) พบวา่ค่า LOD ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 7/A3/B6 และ 10/D5/A4 มีค่าความไวท่ีสูง
กวา่ของ Huet และคณะไดศึ้กษาไว ้ แต่อยา่งไรก็ตามค่าปริมาณของสารท่ีต ่าท่ีสุดท่ีสามารถตรวจวดั
ได ้ (LOD) พบวา่โคลน 10/D5/A4 มีต ่ากวา่ค่าปริมาณยาสัตวต์กคา้งสูงสุดท่ีก าหนดใหมี้ได ้ โดย
ส านกังานมาตรฐานสินคา้เกษตรและอาหารแห่งชาติคือ 0.2 ไมโครกรัมต่อกรัม (ppm) ยกเวน้ใน
กรณีของน ้านมจากววัและไข่ไก่ท่ีมีตกคา้งไดไ้ม่เกิน 0.1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและ 0.05 ไมโคร 
กรัมต่อกรัม ตามล าดบั แต่เน่ืองจากโคลนทั้งสองมีค่าความไวท่ีใกลเ้คียงกนัจึงเลือกท่ีจะท าการทด 
สอบทั้ง 2 โคลนในขั้นต่อไป 
 
ตารางท่ี 4.10 เปรียบเทียบค่า IC50 และ LOD ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้งสองโคลน จากการ 

วเิคราะห์ดว้ยเทคนิค indirect competitive ELISA 
 

รหสัเซลลไ์ฮบริโดมา IC50 (μg /ml) LOD (μg /ml) 
7/A3/B6 

10/D5/A4 
1.33 
1.27 

0.27 
0.18 

 
 4.4.3 การทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อกรดออกโซลินิค 
 
  ทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยทดสอบการเกิดปฏิกิริยาขา้มของ 
โมโนโคลนอลแอนติบอดี จากทั้ง 2 โคลนดว้ยวธีิ indirect competitive ELISA ต่อสารในกลุ่มควโิน
โลนจ านวน 5 ชนิด ไดแ้ก่ เอนโรฟลอกซาซิน อีนอกซาซิน นอร์ฟลอกซาซิน โอฟลอกซาซิน และ 
ซิโพรฟลอกซาซิน และสารนอกกลุ่มอีก 4 ชนิด ไดแ้ก่ ไนโตรฟูแรนโทอิน ฟูราโซลิโดน เททรา
ไซคลิน และ คลอแรมเฟนิคอล ค านวนโดยใชโ้ปรแกรม GraphPad Prism 4 เพื่อหาค่า IC50  ของแต่
ละสาร ดงัตารางท่ี 4.11 และในรูปท่ี 4.3 – 4.4 
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ตารางท่ี 4.11 ค่า IC50 และ % ปฏิกิริยาขา้มของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อสารกลุ่มควโินโลน 
และสารนอกกลุ่ม โดยวธีิ indirect competitive ELISA  

 

สารแข่งขนั 
7/A3/B6 10/D5/A4 

IC50 (ng/ml) % CR IC50 (ng/ml) % CR 
Quinolone 
Oxolinic acid 
Enrofloxacin 
Enoxacin 
Norfloxacin 
Ofloxacin 

Ciprofloxacin 

1,218 
17,776 
13,859 
13,100 
10,772 
15,786 

100 
7 
9 
9 
11 
8 

1,112 
16,446 
24,079 
17,379 
16,352 
19,891 

100 
7 
5 
6 
7 
6 

Other group 
Nitrofurantoin 
Furazolidone 
Tetracycline 

Chloramphenical 

>50,000 
>50,000 
>50,000 
>50,000 

<2.0 
<2.0 
<2.0 
<2.0 

>50,000 
>50,000 
>50,000 
>50,000 

<2.0 
<2.0 
<2.0 
<2.0 

     หมายเหตุ : % CR คือเปอร์เซ็นตข์องการเกิดปฏิกิริยาขา้ม 
 
  จากการทดสอบปฏิกิริยาขา้มของโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 2 โคลน พบวา่เกิดปฏิริยา 
ขา้มกบัสารในกลุ่มควโินโลนท่ีใชใ้นการทดสอบ แต่ไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัสารนอกกลุ่ม ดงัตาราง
ท่ี 4.11 แมว้า่ปฏิกิริยาระหวา่งแอนติบอดีและแอนติเจนมีความจ าเพาะต่อกนั แต่เน่ืองจากแอนติบอ- 
ดีท่ีถูกกระตุน้ดว้ยแอนติเจนหน่ึงสามารถท าปฏิกิริยากบัแอนติเจนชนิดอ่ืนๆ ได ้ซ่ึงปฏิกิริยาขา้มอาจ
เกิดข้ึนได ้ 2 กรณี คือ กรณีท่ีแอนติเจนอาจมีอิพิโทปบางส่วนเหมือนกนั หรือกรณีท่ีแอนติบอดี
อาจจะจบักบัอิพิโทปอ่ืนท่ีมีโครงสร้างลกัษณะสมบติัทางเคมีท่ีใกลเ้คียงกนั ดงันั้นจึงคาดวา่เน่ือง 
จากสารในกลุ่มควโินโลนมีสูตรโครงสร้างท่ีคลา้ยคลึงกนั จึงท าใหเ้กิดปฏิกิริยาขา้มกบัสารในกลุ่ม
ควโินโลนได ้ อยา่งไรก็ตามโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 2 โคลนมีค่าจากการทดสอบปฏิกิริยาขา้ม
ต่อสารในกลุ่มควิโนโลนท่ีใกลเ้คียงกนั หากน ามาเปรียบเทียบกบังานวจิยัของ Huet และคณะในปี 
2006 พบวา่พอลิโคลนอลแอนติบอดีต่อสารในกลุ่มควโินโลน เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัสารในกลุ่มเช่น 
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เดียวกนั โดยเกิดปฏิกิริยาขา้มกบั เอนโรฟลอกซาซิน อีนอกซาซิน นอร์ฟลอกซาซิน โอฟลอกซาซิน 
และ ซิโพรฟลอกซาซิน คิดเป็น 133, 4, 100, 5 และ 50% ตามล าดบั (Huet และคณะ, 2006) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.3 ความสัมพนัธ์ระหวา่งอตัราการดูดกลืนแสง %(B/B0) กบัความเขม้ขน้ของสารเอนโรฟ

ลอกซาซิน อีนอกซาซิน นอร์ฟลอกซาซิน โอฟลอกซาซิน และ ซิโพรฟลอกซาซินในการ
ทดสอบปฏิกิริยาขา้มของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 7/A3/B6 โดยวธีิ indirect 
competitive ELISA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.4  ความสัมพนัธ์ระหวา่งอตัราการดูดกลืนแสง %(B/B0) กบัความเขม้ขน้ของสารเอนโรฟ

ลอกซาซิน อีนอกซาซิน นอร์ฟลอกซาซิน โอฟลอกซาซิน และ ซิโพรฟลอกซาซินในการ
ทดสอบปฏิกิริยาขา้มของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 10/D5/A4 โดยวธีิ indirect 
competitive ELISA 

 %
(B

/B
0) 

Log concentration of competitor (ng/ml) 

 %
(B

/B
0) 

Log concentration of competitor (ng/ml) 
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หมายเลขแฟรคชนั 

ค่ า
กา
รดู
ดก

ลืน
แส

ง 

 
4.5 ผลการท าโมโนโคลนอลแอนติบอดีให้บริสุทธ์ิ 
 
 4.5.1 ผลการท าแอนติบอดีใหบ้ริสุทธ์ิโดยใชโ้ปรตีนจี 
 
  น าเซลลไ์ฮบริโดมาทั้งสองโคลนมาเพิ่มจ านวนและเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล ์จนไดป้ริมาตร 
500 มิลลิลิตร จากนั้นน าอาหารเล้ียงเซลลท่ี์มีแอนติบอดีมาท าใหบ้ริสุทธ์ิโดยใชว้ธีิโครมาโทกราฟี
แบบสัมพรรคภาพ (affinity chromatography) ซ่ึงมีโปรตีนจีเซฟาโรส (Protein G sepharose) บรรจุ
อยูใ่นคอลมัน์ โดยโปรตีนจีสามารถพบไดบ้นผนงัเซลลข์อง β-hemolytic Streptococci strain C 
และ G ซ่ึงมีคุณสมบติัในการจบักบัส่วน Fc ของแอนติบอดีชนิด IgG เน่ืองจากโมโนโคลนอล
แอนติบอดีท่ีไดจ้ากทั้ง 2 โคลน มีไอโซไทป์เป็น IgG2a ซ่ึงมีสัมพรรคภาพสูงต่อโปรตีนจี แอนติบอดี
จึงสามารถจบักบัโปรตีนจีท่ีอยูใ่นคอลมัน์ได ้ และจะถูกชะออกมาเม่ือใชบ้ฟัเฟอร์ท่ี pH 2.7 จากนั้น
น าแต่ละแฟรคชนั (fraction) ท่ีเก็บไดไ้ปตรวจหาโปรตีน โดยวดัท่ีค่าการดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโน
เมตร และท าการตรวจสอบการมีแอนติบอดีดว้ยวธีิ indirect ELISA ซ่ึงใชค้วามเจือจางของแต่
ละแฟรคชนัในโคลน 7/A3/B6 และ 10/D5/A4 เท่ากบั 1:100 และ 1:200 ตามล าดบั วดัค่าท่ีการ
ดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตร ไดผ้ลดงัรูปท่ี 4.5-4.6 (ตารางท่ี ก.4 และ ก.5 ภาคผนวก ก)  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.5 โครมาโทแกรมของการท าโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 7/A3/B6 ใหบ้ริสุทธ์ิโดย

ใชโ้ปรตีนจีคอลมัน์ขนาด 1.5 x 5 เซนติเมตร และท าการชะแอนติบอดีดว้ยไกลซีนไฮโดร
คลอไรดบ์ฟัเฟอร์ pH 2.7 ท่ีอตัราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที แฟรคชนัละ 1 มิลลิลิตร 
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รูปท่ี 4.6 โครมาโทแกรมของการท าโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 10/D5/A4 ใหบ้ริสุทธ์ิโดย

ใชโ้ปรตีนจีคอลมัน์ขนาด 1.5 x 5 เซนติเมตร และท าการชะแอนติบอดีดว้ยไกลซีน 
ไฮโดรคลอไรด ์ บฟัเฟอร์ pH 2.7 ท่ีอตัราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที แฟรคชนัละ 1 
มิลลิลิตร 

 
 จากโครมาโทรโตแกรมในรูปท่ี 4.5 และ รูปท่ี 4.6 ของโคลน 7/A3/B6 และ 10/D5/A4 พบ
วา่แฟรคชนัท่ี 4-11 และท่ี 3-12 มีค่าการดูดกลืนแสงท่ี 280 และ 450 นาโนเมตรท่ีสูง ตามล าดบั ซ่ึง
แสดงวา่เป็นช่วงท่ีแอนติบอดีถูกชะออกมา จึงท าการรวมแฟรคชนัเหล่านั้นและน าไปท าการไดอะ 
ไลซิสเพื่อขจดับฟัเฟอร์ท่ีใชใ้นการชะออกและเป็นการปรับสภาพใหแ้อนติบอดีอยูใ่น pH 7.4 ของ 
PBS 
 
 4.5.2 ผลการหาปริมาณแอนติบอดีท่ีไดจ้ากการท าใหบ้ริสุทธ์ิ 
 
  น าอาหารเล้ียงเซลลก่์อนท าใหบ้ริสุทธ์ิและแอนติบอดีท่ีผา่นการท าใหบ้ริสุทธ์ิมาหาปริมาณ 
โปรตีน โดยวธีิ BCA เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของโปรตีน BSA  โดยพบวา่อาหารเล้ียงเซลล ์
ก่อนท าใหบ้ริสุทธ์ิและแอนติบอดีท่ีผา่นการท าใหบ้ริสุทธ์ิของโคลน 7/A3/B6 มีโปรตีนปริมาณรวม
เท่ากบั 2,045 และ 16.64 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรตามล าดบัและในกรณีโคลน 10/D5/A4 พบวา่อาหาร
เล้ียงเซลลก่์อนท าใหบ้ริสุทธ์ิ และแอนติบอดีท่ีผา่นการท าใหบ้ริสุทธ์ิมีโปรตีนปริมาณรวมเท่ากบั 
2,225 และ 22.6 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรตามล าดบั (ตารางท่ี ก.6, ก.7 และ ก.8 และรูปท่ี ก.3  
ภาคผนวก ก) จากการทดสอบจะพบวา่ความเขม้ขน้ของโปรตีนก่อนการท าใหบ้ริสุทธ์ิของอาหาร 

หมายเลขแฟรคชนั 



 62 

เล้ียงเซลลจ์ะมีค่ามากกวา่หลงัท าใหบ้ริสุทธ์ิ ทั้งน้ีเน่ืองจากในอาหารเล้ียงเซลลจ์ะมีการเติมซีรัม 
(Fetal calf) เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการเจริญเติบโตของเซลล ์ จึงท าใหมี้ความเขม้ขน้ของโปรตีน
ในอาหารเล้ียงเซลลสู์ง แต่หลงัผา่นการกระบวนการท าใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยคอลมัน์โปรตีนจี จะเหลือ 
เพียงโปรตีนหรือแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะต่อโปรตีนจีในคอลมัน์เท่านั้น ส่วนโปรตีนชนิดอ่ืนๆ ท่ี
ไม่มีความจ าเพาะต่อโปรตีนจีในคอลมัน์จะถูกชะออกไป ดงัตารางท่ี 4.12 
 
ตารางท่ี 4.12 ผลการสรุปของการท าโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากทั้ง 2 โคลนใหบ้ริสุทธ์ิ 
 

รหสัโคลน การท าใหบ้ริสุทธ์ิ ปริมาตร (ml) 
ปริมาณโปรตีนดว้ยวธีิ BCA 

ความเขม้ขน้ (mg/ml) รวม (mg) 

7/A3/B6 
ก่อน 
หลงั 

500 
8 

4.09 
2.08 

2,045 
16.6 

10/D5/A4 
ก่อน 
หลงั 

500 
10 

4.45 
2.26 

2,225 
22.6 

 
4.6 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลงัท าให้บริสุทธ์ิ 
 
 จากการหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของแอนติบอดีท่ีผา่นการท าใหบ้ริสุทธ์ิแลว้จากทั้ง 2 โคลน 
กบัแอนติเจน OXA-OVA ท่ีใชเ้คลือบกน้หลุมของจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม ดว้ยวธีิ 
indirect ELISA ซ่ึงเลือกความเขม้ขน้ท่ีท าใหค้่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตร มีค่าประมาณ 1 
โดยความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมระหวา่งโมโนโคลนอลแอนติบอดีของโคลน 7/A3/B6 และ 10/D5/A4 
เท่ากบั 8 และ 4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั เม่ือเคลือบกน้หลุมดว้ยแอนติเจน OXA-OVA 
เท่ากบั 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ตารางท่ี ก.9 และ ก.10 ภาคผนวก ก) หลงัจากนั้นน าโมโน
โคลนอลแอนติบอดีท่ีไดท้ั้ง 2 โคลนจากการท าใหบ้ริสุทธ์ิมาท าการหาค่า IC50  และ LOD ดว้ย วธีิ 
indirect competitive ELISA โดยใชก้รดออกโซลินิคในรูปอิสระท่ีระดบัความเขม้ขน้ 5.0 x 10 – 
1.28 x 104 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ซ่ึงพบวา่โมโนโคลนอลแอนติบอดีของโคลน 7/A3/B6 และ 
10/D5/A4 ใหค้่า IC50 เท่ากบั 1.17 และ 0.97 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั และใหค้่า LOD 
เท่ากบั 0.25 และ 0.18 ไมโครต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั ผลในรูปท่ี 4.7 และ 4.8 (ตารางท่ี ก.11  
ภาคผนวก ก)  
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รูปท่ี 4.7 ความสัมพนัธ์ระหวา่งอตัราการดูดกลืนแสง %(B/B0) และปริมาณ OXA ในการแข่งขนั 

เม่ือทดสอบดว้ยวธีิ indirect competitive ELISA โดย OXA-OVA ความเขม้ขน้ 5 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรเคลือบท่ีกน้หลุมและโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโคลน 7/A3/B6 
หลงัจากท าใหบ้ริสุทธ์ิ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.8 ความสัมพนัธ์ระหวา่งอตัราการดูดกลืนแสง %(B/B0) และปริมาณ OXA ในการแข่งขนั 

เม่ือทดสอบดว้ยวธีิ indirect competitive ELISA โดย OXA-OVA ความเขม้ขน้ 5 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรเคลือบท่ีกน้หลุม และโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโคลน 10/D5/ 
A4 หลงัจากท าใหบ้ริสุทธ์ิ 

 
 หากเปรียบเทียบค่าความไวของแอนติบอดี ท่ีไดจ้ากทั้งสองโคลนต่อกรดออกโซลินิคในรูป 
อิสระระหวา่งก่อนและหลงัท าใหบ้ริสุทธ์ิ ไดผ้ลดงัตารางท่ี 4.13 จะพบวา่มีค่าความไวต่อกรดออก
โซลินิคในรูปอิสระใกลเ้คียงกบัค่าเดิม 
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B/
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ตารางท่ี 4.13 การเปรียบเทียบค่าความไวของแอนติบอดีท่ีจากทั้ง 2 โคลนต่อกรดออกโซลินิคในรูป 
อิสระระหวา่งก่อนและหลงัท าใหบ้ริสุทธ์ิโดยวธีิการ indirect competitive ELISA 

 
รหสัโคลน แอนติบอดี IC50 (μg /ml) LOD (μg /ml) 

7/A3/B6 
ก่อนท าใหบ้ริสุทธ์ิ 
หลงัท าใหบ้ริสุทธ์ิ 

1.33 
1.17 

0.27 
0.25 

10/D5/A4 
ก่อนท าใหบ้ริสุทธ์ิ 
หลงัท าใหบ้ริสุทธ์ิ 

1.27 
0.92 

0.18 
0.18 

 
 จากการทดสอบทั้งหมดแสดงใหเ้ห็นวา่แอนติบอดีท่ีไดจ้ากโคลน 10/D5/A4 มีค่าความไว
มากกวา่โคลน 7/A3/B6 ซ่ึงใหค้่าปริมาณของสารท่ีต ่าท่ีสุดท่ีสามารถตรวจวดัได ้ (LOD) ต ่ากวา่ค่า
ปริมาณยาสัตวต์กคา้งสูงสุดท่ีก าหนดใหมี้ไดท่ี้ประกาศ โดยส านกังานมาตรฐานสินคา้เกษตรและ
อาหารแห่งชาติ คือ 0.2 ไมโครกรัมต่อกรัม (ppm) ยกเวน้ในกรณีของน ้านมจากววัและไข่ไก่ท่ีมี
ตกคา้งไดไ้ม่เกิน 0.1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและ 0.05 ไมโครกรัมต่อกรัม ตามล าดบั  
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บทที ่5 
 

สรุปผลการวจิยั และข้อเสนอแนะ 

 
สรุปผลการวจัิย 
 
 จากการเตรียมแอนติเจนท่ีใชใ้นการฉีดกระตุน้ภูมิคุม้กนัของหนูทดลอง โดยการเช่ือมต่อ 
กรดออกโซลินิคเขา้กบัโปรตีนพาหะ BSA พบวา่มีปริมาณโปรตีน BSA ท่ีเช่ือมต่อกบักรดออกโซลิ
นิคไดเ้ท่ากบั 3.33 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และพบวา่การใชห้มู่เอมีนในการเช่ือมต่อกบักรดออกโซลิ
นิคคิดเป็น 36 % เม่ือวดัโดยวธีิ TNBS จากนั้นน า OXA-BSA ท่ีเป็นแอนติเจนฉีดกระตุน้ภูมิคุม้กนั
กบัหนูทดลองทั้ง 7 กลุ่ม โดยใชห้นูทดลองสายพนัธ์ุ BALB/c ในหนูทดลองกลุ่มท่ี 1-3 และสาย
พนัธ์ุ 4-7 เป็นหนูสายพนัธ์ุ ICR พบวา่ซีรัมจากหนูทดลองสายพนัธ์ุ BALB/c ทั้ง 10 ตวั และสาย
พนัธ์ุ ICR ทั้ง 15 ตวัมีระดบัแอนติบอดีอยูใ่นช่วง 1:512,000 - 1:2,048,000 และ 1:512,000 - 
1:4,096,000  ตามล าดบั และสามารถผลิตแอนติบอดีท่ีจบักบักรดออกโซลินิคไดทุ้กตวั จากนั้นจึงท า
การหลอมรวมเซลลม์า้มของหนูกบัเซลลม์ยัอีโลมาชนิด P3X แต่จากการหลอมรวมทั้ง 25 คร้ัง 
พบวา่จ านวนเซลลท่ี์ไฮบริโดมาเจริญจากหนูสายพนัธ์ุ BALB/c จะมีค่าอยู ่ในช่วง 23 - 48 % ซ่ึงมีค่า
ต ่ากวา่จ านวนเซลลท่ี์ไฮบริโดมาเจริญจากหนูสายพนัธ์ุ ICR ท่ีอยูใ่น ช่วง 71 - 100 %  แต่อยา่งไรก็
ตามเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีไดส่้วนใหญ่ มกัมีความไม่เสถียรจึงสูญเสียความสามารถในการผลิตแอนติ 
บอดีต่อกรดออกโซลินิค หรือไม่สามารถผลิตแอนติบอดีท่ีมีความสามารถในการจบักบักรดออกโซ
ลินิคในรูปอิสระได ้ โดยการหลอมรวมเซลลท์ั้ง 25 คร้ัง พบวา่ไดโ้คลนท่ีมีความสามารถในการจบั
กบักรดออกโซลินิคในรูปอิสระ และมีความเสถียรต่อการผลิตในการหลอมรวมคร้ังท่ี 13 และ 14 
เป็นจ านวนทั้งส้ิน 2 โคลน ไดแ้ก่ 7/A3/B6 และ 10/D5/A4 ตามล าดบั หลงัจากการศึกษาลกัษณะ
สมบติัเบ้ืองตน้ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดท้ั้ง 2 โคลน พบวา่แอนติบอดีจากทั้งสองโคลนมี
ไอโซไทป์ชนิด IgG2a และเม่ือทดสอบความไวต่อกรดออกโซลินิคในรูปอิสระ พบวา่โมโน
โคลนอลแอนติบดีจากโคลน 7/A3/B6 และ 10/D5/A4 ใหค้่า IC50 เท่ากบั 1.33 และ 1.27 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั และใหค้่า LOD เท่ากบั 0.27 และ 0.18 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั 
จากนั้นท าการศึกษาความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยการทดสอบกบัปฏิกิริยาขา้มใน
กลุ่มควโินโลน จ านวน 5 ชนิด คือ เอนโรฟลอกซาซิน (EFX) อีนอกซาซิน (ENX) นอร์ฟลอกซาซิน 
(NFX) โอฟลอกซาซิน (OFLX) และ ซิโพรฟลอกซาซิน (CPFX) และกบัสารนอกกลุ่มอีก 4 ชนิด 
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คือ ไนโตรฟูแรนโทอิน ฟูราโซลิโดน เททราไซคลิน และคลอแรมเฟนิคอล โดยพบวา่โมโน
โคลนอลแอนติบอดีโคลน 7/A3/B6 มีปฏิกิริยาขา้มกบัสารในกลุ่มมากไปนอ้ยดงัน้ี OFLX, NFX, 
ENX, CPFX และ EFX โดยมีค่า 11, 9, 9, 8 และ 7 % ตามล าดบั ส่วนแอนติบอดีจากโคลน 
10/D5/A4 มีปฏิกิริยาขา้มกบัสารในกลุ่มมากไปนอ้ยดงัน้ี OFLX, ENX, NFX, CPFX และ EFX โดย
มีค่า 7, 6, 5, 6 และ 7 % ตามล าดบั และแอนติบอดีท่ีไดท้ั้ง 2 โคลนไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัสารนอก
กลุ่มควโินโลน (ปฏิกิริยาขา้มนอ้ยกวา่ 2 %) จากนั้นน าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดท้ั้งสองโคลน
มาท าใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยวธีิโครมาโทกราฟีแบบสัมพรรคภาพ โดยวธีิการใชโ้ปรตีนจีเซฟาโรสคอลมัน์ 
โดยพบวา่โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผา่นการท าใหบ้ริสุทธ์ิแลว้ จะมีปริมาณแอนติบอดีทั้งหมดใน
โคลน 7/A3/B6 และ 10/D5/A4 เท่ากบั 16.6 และ 22.6 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และเม่ือน าโมโน
โคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความบริสุทธ์ิแลว้ทั้งสองโคลนมาทดสอบความไวต่อกรดออกโซลินิคในรูป
อิสระ พบวา่มีค่าความไวท่ีใกลเ้คียงกบัค่าเดิม กล่าวคือ โคลน 7/A3/B6 มีค่า IC50 และ LOD เท่ากบั 
1.17 และ 0.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั และโคลน 10/D5/A4 มีค่า IC50 และ LOD เท่ากบั 
0.92 และ 0.18 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั  
 
 จากงานวจิยัน้ีพบวา่โมโนโคลนอลแอนติบอดี 10/D5/A4 มีความจ าเพาะต่อกรดออกโซลิ
นิคในรูปอิสระ โดยมีค่าความไวของแอนติบอดีท่ีไดมี้ค่าท่ีต ่ากวา่ค่าท่ีส านกังานมาตรฐานสินคา้
เกษตรและอาหารแห่งชาติไดก้ าหนดไวว้า่ใหมี้ปริมาณกรดออกโซลินิคในอาหารและผลิตภณัฑจ์าก
สัตวจ์  าพวก ววั หมู ไก่และปลา ไดไ้ม่เกิน 200 นาโนกรัมต่อกรัม (ยกเวน้จากน ้านมจากววั และไข่
ไก่ ท่ีก าหนดใหไ้ม่เกิน 100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรและ 50 นาโนกรัมต่อกรัม ตามล าดบั)  
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ข้อเสนอแนะ 
 
 ในขั้นตอนต่อไปอาจน าแอนติบอดีท่ีไดม้าศึกษาหาภาวะท่ีเหมาะสม ส าหรับการตรวจ    
วเิคราะห์สารในกลุ่มควโินโลน เช่น ปริมาณแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีเหมาะสม การสกดัสารออก 
จากตวัอยา่ง เป็นตน้ ทั้งน้ีเพื่อเพิ่มความไวและความสะดวกในการพฒันาเป็นชุดตรวจสอบในการ 
ตรวจวเิคราะห์ตวัอยา่ง นอกจากน้ีจากค่า LOD ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดโ้ดยใชว้ธีิ 
indirect competitive ELISA พบวา่เม่ือน าไปเทียบกบัชุดตรวจสอบ ELISA ส าเร็จรูปท่ีออกจ าหน่าย 
โดยประเทศเยอรมนั ไดแ้ก่ R-Biopharm Quinolone ELISA Test Kit ท่ีสามารถตรวจวดักรดออกโซ
ลินิคไดท่ี้ความเขม้ขน้ต ่าท่ีสุดคือ 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร  พบวา่แอนติบอดีจากงานวจิยัน้ีมีค่า
ความไวสูงกวา่ โดยอนาคตอาจเพิ่มความไวและความสะดวกในการใชชุ้ดตรวจสอบ โดยการ
เปล่ียนรูปแบบเป็น direct competitive ELISA ท่ีเป็นรูปแบบท่ีนิยมใชท้ัว่ไปซ่ึงอาจเช่ือมแอนติบอดี
กบัเอนไซม ์HRP หรือเพิ่มสัญญาณให้แอนติบอดีโดยการเช่ือมแอนติบอดีกบัไบโอติน  
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รายการอ้างองิ 
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ภาคผนวก ก 

 
ตารางท่ี ก.1 ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 562 นาโนเมตร ของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน 

BSA ดว้ยวธีิ BCA 
 

ความเขม้ขน้โปรตีน BSA (mg/ml) A562 
0 

0.1 
0.2 
0.4 
0.6 
0.8 
1.0 

0 
0.123 
0.237 
0.456 
0.635 
0.852 
0.961 

  
 
 

 
รูปท่ี ก.1 กราฟมาตรฐานของโปรตีน BSA ดว้ยวธีิ BCA 
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ตารางท่ี ก.2 ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 562 นาโนเมตร ของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน 
OVA ดว้ยวธีิ BCA 

 
ความเขม้ขน้โปรตีน OVA (mg/ml) A562 

0 
0.1 
0.2 
0.4 
0.6 
0.8 
1.0 

0 
0.126 
0.256 
0.455 
0.689 
0.885 
1.075 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปท่ี ก.2 กราฟมาตรฐานของโปรตีน OVA ดว้ยวธีิ BCA 
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ตารางท่ี ก.3 ค่าการดูดกลืนแสงเฉล่ียท่ี 450 นาโนดมตร ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดจ้ากทั้ง 2 
โคลนต่อกรดออกโซลินิคในรูปอิสระ โดยวธีิ indirect competitive ELISA โดยใช ้
แอนติเจน OXA-OVA ความเขม้ขน้ 5 μg/ml เคลือบกน้หลุมในจานทดสอบ ELISA 

 

ความเขม้ขน้ OXA (ng/ml) 
A450 

7/A3/B6 10/D5/A4 
0 

100 
200 
400 
800 

1,600 
3,200 
6,400 

12,800 

1.033±0.011 
1.036±0.008 
0.930±0.011 
0.927±0.017 
0.739±0.005 
0.473±0.008 
0.374±0.015 
0.234±0.015 
0.121±0.006 

1.036±0.027 
0.924±0.014 
0.899±0.029 
0.844±0.062 
0.771±0.029 
0.550±0.009 
0.347±0.016 
0.237±0.019 
0.149±0.006 
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ตารางท่ี ก.4 ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร และค่าการดูดกลืนแสงจากการท า indirect 
ELISA ท่ี 450 นาโนเมตร ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 7/A3/B6 จากการ
ท าใหบ้ริสุทธ์ิ 

 
Fraction A280 A450 Fraction A280 A450 

Unbound 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 

0.084 
0.091 
0.066 
0.165 
0.968 
2.580 
2.779 
2.365 
1.553 
0.858 
0.533 
0.369 
0.250 
0.192 
0.153 
0.127 

0.107 
0.118 
0.148 
0.495 
0.772 
1.434 
1.766 
1.372 
0.831 
0.772 
0.419 
0.317 
0.213 
0.167 
0.134 
0.121 

 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 

 
0.116 
0.115 
0.097 
0.089 
0.086 
0.078 
0.076 
0.072 
0.069 
0.069 
0.067 
0.067 
0.066 
0.056 
0.054 

 
0.117 
0.114 
0.115 
0.117 
0.108 
0.110 
0.111 
0.119 
0.111 
0.105 
0.106 
0.105 
0.104 
0.105 
0.107 
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ตารางท่ี ก.5 ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร และค่าการดูดกลืนแสงจากการท า indirect 
ELISA ท่ี 450 นาโนเมตร ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 10/D5/A4 จากการ
ท าใหบ้ริสุทธ์ิ 

 
Fraction A280 A450 Fraction A280 A450 

Unbound 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 

0.075 
0.092 
0.106 
0.491 
1.525 
1.760 
2.152 
1.960 
1.463 
1.117 
0.800 
0.602 
0.452 
0.354 
0.289 
0.234 

0.112 
0.120 
0.124 
0.377 
0.691 
1.334 
1.577 
1.421 
0.945 
0.699 
0.422 
0.406 
0.352 
0.211 
0.197 
0.154 

 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 

 
0.201 
0.211 
0.214 
0.212 
0.207 
0.201 
0.123 
0.106 
0.103 
0.111 
0.121 
0.107 
0.104 
0.099 
0.096 

 
0.133 
0.127 
0.121 
0.145 
0.123 
0.121 
0.122 
0.114 
0.111 
0.113 
0.115 
0.109 
0.111 
0.107 
0.106 
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ตารางท่ี ก.6  ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 562 นาโนเมตร ของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน 
BSA โดยวธีิ BCA  

 
ความเขม้ขน้โปรตีน BSA (mg/ml) A562 

0 
0.1 
0.2 
0.4 
0.6 
0.8 
1.0 

0 
0.015 
0.132 
0.348 
0.551 
0.731 
0.956 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี ก.3 กราฟมาตรฐานของโปรตีน BSA โดยวธีิ BCA 
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ตารางท่ี ก.7 ค่าความเขม้ขน้ของโปรตีนในอาหารเล้ียงเซลลก่์อนท าใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยวธีิ BCA  
 

อตัราการเจือจาง 
A562 ความเขม้ขน้ของโปรตีน (mg/ml) 

7/A3/B6 10/D5/A4 7/A3/B6 10/D5/A4 
1:5 
1:10 
1:20 
1:40 

0.732 
0.378 
0.191 
0.096 

0.832 
0.413 
0.202 
0.102 

3.96 
4.10 
4.14 
4.16 

4.51 
4.48 
4.38 
4.42 

ความเขม้ขน้โปรตีนเฉล่ีย 4.09±0.09 4.45±0.06 
 
 
ตารางท่ี ก.8 ค่าความเขม้ขน้ของโปรตีนในอาหารเล้ียงเซลลห์ลงัท าใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยวธีิ BCA  
 

อตัราการเจือจาง 
A562 ความเขม้ขน้ของโปรตีน (mg/ml) 

7/A3/B6 10/D5/A4 7/A3/B6 10/D5/A4 
1:5 
1:10 
1:20 

0.391 
0.187 
0.096 

0.441 
0.197 
0.104 

2.12 
2.03 
2.08 

2.39 
2.14 
2.26 

ความเขม้ขน้โปรตีนเฉล่ีย 2.08±0.05 2.26±0.13 
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ตารางท่ี ก. 9 การหาความเขม้ขน้ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีของโคลน 7/A3/B6 ท่ีเหมาะสมกบั 
แอนติเจน OXA-OVA ท่ีใชเ้คลือบกน้หลุมของจาน ELISA โดยวธีิ indirect ELISA  

 
แอนติบอดี 

(μg/ml) 
แอนติเจน OXA-OVA (μg/ml) 

1 2 4 5 8 
1 
2 
4 
8 
16 
32 

0.068 
0.057 
0.077 
0.065 
0.072 
0.076 

0.134 
0.140 
0.151 
0.155 
0.161 
0.226 

0.272 
0.345 
0.349 
0.443 
0.687 
0.788 

0.376 
0.581 
0.823 
1.021 
1.244 
1.432 

0.766 
1.213 
1.344 
1.461 
1.541 
1.566 

 
ตารางท่ี ก. 10 การหาความเขม้ขน้ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีของโคลน 10/D5/A4 ท่ีเหมาะสม 

กบัแอนติเจน OXA-OVA ท่ีใชเ้คลือบกน้หลุมของจาน ELISA โดยวธีิ indirect 
ELISA  

 
แอนติบอดี 

(μg/ml) 
แอนติเจน OXA-OVA (μg/ml) 

1 2 4 5 8 
1 
2 
4 
8 
16 
32 

0.172 
0.194 
0.203 
0.273 
0.303 
0.424 

0.197 
0.221 
0.321 
0.332 
0.476 
0.718 

0.292 
0.334 
0.514 
0.734 
1.080 
1.628 

0.659 
0.838 
1.058 
1.243 
1.347 
1.923 

0.771 
1.169 
1.451 
1.677 
1.916 
2.094 
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ตารางท่ี ก.11 ค่าการดูดกลืนแสงเฉล่ียท่ี 450 นาโนเมตร ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดจ้ากทั้ง 
2 โคลนต่อกรดออกโซลินิคในรูปอิสระหลงัผา่นการท าใหบ้ริสุทธ์ิ โดยวธีิ indirect 
competitive ELISA โดยใช ้ แอนติเจน OXA-OVA ความเขม้ขน้ 5 μg/ml เคลือบกน้ 
หลุมในจานทดสอบ ELISA 

 

ความเขม้ขน้ OXA (ng/ml) 
A450 

7/A3/B6 10/D5/A4 
0 

100 
200 
400 
800 

1,600 
3,200 
6,400 

12,800 

1.095±0.009 
1.113±0.006 
1.118±0.023 
1.133±0.010 
1.034±0.009 
0.736±0.011 
0.534±0.009 
0.221±0.008 
0.124±0.006 

1.028±0.007 
1.101±0.033 
1.057±0.009 
1.017±0.004 
0.954±0.007 
0.626±0.006 
0.413±0.007 
0.224±0.008 
0.120±0.004 
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ภาคผนวก ข 
 

การเตรียมสาร 
 

ข.1 การเตรียมสารละลาย ส าหรับการเช่ือมโปรตีนพาหะ BSA กบั OXA 
  

0.1 M Sodium carbonate buffer, pH 9.4 
  Na2CO3     3.18 กรัม 
  NaHCO3    5.86 กรัม 
  ละลายในน ้ากลัน่    1 ลิตร 
  ปรับ pH ใหไ้ด ้9.4 ดว้ย 3 M HCl หรือ 3 M NaOH 
 
ข.2 การเตรียมสารละลายส าหรับวดัประสิทธิภาพการเช่ือมต่อ OXA กบัโปรตีนพาหะดว้ยวธีิ TNBS 
 
 1) 0.1 M Sodium bicarbonate buffer, pH 8.5 
  NaCO3     3.18 กรัม 
  NaHCO3    5.86 กรัม 
  ละลายในน ้ากลัน่    1 ลิตร 
 ปรับ pH ใหไ้ด ้8.5 ดว้ย 3 M HCl หรือ 3 M NaOH 
 
 2) 0.05% TNBS (Picrylsulfonic acid)  
  5% TNBS (W/V)   0.01 มิลลิลิตร 
  0.1 M Sodium bicarbonate pH 8.5  0.9 มิลลิลิตร 
 
 3) 10% SDS (Sodium dodecyl sulphate) 
  SDS       1 กรัม 
  ละลายในน ้ากลัน่   10 มิลลิลิตร 
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 4) 1N HCl 
  Conc. HCl    7.7 มิลลิลิตร 
     ปรับดว้ยน ้ากลัน่ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 250 มิลลิลิตร 
 
ข.3 การเตรียมสารละลายส าหรับใชใ้นวธีิ ELISA 
 
 1) 0.2 M Phosphate buffer pH 7.4 (PB stock) 
  NaH2PO4 27.60 กรัม ละลายดว้ยน ้ากลัน่ 1000 มิลลิลิตร 
  Na2HPO4 71.63 กรัม ละลายดว้ยน ้ากลัน่ 1000 มิลลิลิตร 
 ไตเตรต  Na2HPO4 ดว้ย NaH2PO4 จนได ้pH 7.4 แลว้เก็บเป็น stock 
  

2) 0.01 M Phosphate Buffer Saline (PBS) pH 7.4 
  PB stock         1 ลิตร 
  NaCl     175 กรัม 
  น ้ากลัน่        18 ลิตร 
 
 3) 0.05% Tween 20 ใน PBS (PBS-T) 
  Tween 20      500 ไมโครลิตร 
  PBS     1000 มิลลิลิตร   
 
 4) 5% นมผงพร่องมนัเนย (เตรียมใหม่ก่อนใชทุ้กคร้ัง)  
  นมพร่องมนัเนย        5 กรัม 
  PBS     100 มิลลิลิตร 
 
 5) 205 mM Citrate buffer pH 4.0 
  Potassium citrate   33.20 กรัม 
  Citric acid    21.54 กรัม 
  ละลายในน ้ากลัน่   1 ลิตร 
 ปรับ  pH ดว้ย Citric acid ให้ได ้pH 4.0 
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 6) Substrate solution 
  3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine (TMB) 3.0 กรัม 
  DMSO     300 ไมโครลิตร 
  0.2 M citrate buffer   10 มิลลิลิตร 
  H2O2     3.5 ไมโครลิตร 
 ผสมใหเ้ขา้กนัในขวดสีชา (เตรียมใหม่ก่อนใชทุ้กคร้ัง)  
 
 7) 1 M H2SO4 (Stopping reagent) 
  H2SO4     98 มิลลิลิตร 
  น ้ากลัน่     902 มิลลิลิตร 
 ค่อย้ เทกรดลงในน ้ากลัน่ ผสมใหเ้ขา้กนั 
 
 หมายเหตุ ควรน าขวดไปแช่ในน ้าท่ีอุณหภูมิห้องขณะเทกรด เน่ืองจากจะเกิดความร้อนข้ึน 
 
ข.4 การเตรียมอาหารเล้ียงเซลล ์
 
 1) Stock HAT 100X 
  Hypoxanthine  136 มิลลิกรัม ละลายในน ้ากลัน่ 20  มิลลิลิตร 
  Aminopterin    2 มิลลิกรัม ละลายในน ้ากลัน่ 20  มิลลิลิตร 
  Thymidine  39 มิลลิกรัม ละลายในน ้ากลัน่ 20  มิลลิลิตร 
 น าสารละลายแต่ละสารมาผสมกนั แลว้เติมน ้ากลัน่ลงไปใหเ้ครบ 100 มิลลิลิตร จากนั้นน า 
ไปกรองดว้ย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบ่งใส่ขวด้ ละ 10 มิลลิลิตร เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ       
- 20 องศาเซลเซียส 
 

หมายเหตุ Aminopterin ใหน้ าไปอุ่นใน water bath ท่ีอุณหภูมิไม่เกิน 60 องศาเซลเซียส 
จนกวา่จะละลาย เน่ืองจากสาร Aminopterin ละลายในน ้ากลัน่ยาก 

 
  2) Stock HT 100X 
  Hypoxanthine 136 มิลลิกรัม ละลายในน ้ากลัน่  20  มิลลิลิตร 
  Thymidine  39  มิลลิกรัม ละลายในน ้ากลัน่ 20 มิลลิลิตร 
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 น าสารละลายแต่ละสารมาผสมกนั แลว้เติมน ้ากลัน่ลงไปใหค้รบ 100 มิลลิลิตร จากนั้นน า 
ไปกรองดว้ย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบ่งใส่ขวด้ ละ 10 มิลลิลิตร เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ      
-20 องศาเซลเซียส 
 
 3) อาหารเล้ียงเซลล ์RPMI 1640 
  RPMI 1640    10.4 กรัม 
  NaHCO3     2.0 กรัม 
  L-glutamin     0.1 กรัม 
  Glucose      2.0 กรัม 
  Pyruvic acid     0.11 กรัม 
  น ้ากลัน่      1.0 กรัม 
 น าสารละลายแต่ละสารมาผสมกนั จากนั้นน าไปกรองดว้ย Millipore ขนาด 0.22 
ไมโครเมตร แบ่งใส่ขวด้ ละ 100 มิลลิลิตร เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส 
 
 4) อาหารเล้ียงเซลล ์HT 
  อาหารเล้ียงเซลล ์RPMI 1640    1 ลิตร 
  HT 100X    10 มิลลิลิตร 
 น าสารละลายแต่ละสารมาผสมกนั จากนั้นน าไปกรองดว้ย Millipore ขนาด 0.22 
ไมโครเมตร แบ่งใส่ขวด้ ละ 100 มิลลิลิตร เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส 
 
 5) อาหารเล้ียงเซลล ์HAT 

อาหารเล้ียงเซลล ์RPMI 1640    1 ลิตร 
  HAT 100X    10 มิลลิลิตร 
 น าสารละลายแต่ละสารมาผสมกนั จากนั้นน าไปกรองดว้ย Millipore ขนาด 0.22 
ไมโครเมตร แบ่งใส่ขวด้ ละ 100 มิลลิลิตร เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส 
  
 
 
 
 



 87 

6) น ้ายาเก็บเซลลแ์ช่แขง็ในไนโตรเจนเหลว (Freezing medium) 
 อาหารเล้ียงเซลล ์RPMI 1640   90  มิลลิลิตร 
 Dimethyl sulfoxide (DMSO)  10 มิลลิลิตร 

อาหารเล้ียงเซลล ์RPMI 1640    1 ลิตร 
  HT 100X    10 มิลลิลิตร 
 น าสารละลายแต่ละสารมาผสมกนั เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ  -20 องศาเซลเซียส (ใชง้านขณะเยน็ 
ประมาณ 4 องศาเซลเซียส 
 
ข.5 การเตรียมสารละลาย ส าหรับใชใ้นการท าให้แอนติบอดีบริสุทธ์ิ 
 
 1) 20 mM Sodium phosphate, pH 7.0 
  Na2HPO4•12H2O 2.77  กรัม ละลายดว้ยน ้ากลัน่  1000 มิลลิลิตร 
  NaH2PO4•H2O  1.69  กรัม ละลายดว้ยน ้ากลัน่  1000 มิลลิลิตร 
 ไตเตรตด่างด้วยกรด จนได้ pH 7.0 แล้วจึงน าไปกรองด้วย Millipore ขนาด 0.22 
ไมโครเมตร 
 
 2) 0.1 M glycine-HCl, pH 2.7 
  Glycine-HCl  7.51 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ 1 ลิตร 
  HCl (37%)  2.42 มิลลิลิตร 
 ไตเตรตด่างด้วยกรด จนได้ pH 2.7 แล้วจึงน าไปกรองด้วย Millipore ขนาด 0.22 
ไมโครเมตร 
 
 3) 1M Tris Cl buffer, pH 9.0 
  Trizma base  121.14  กรัม ละลายในน ้ากลัน่  1 ลิตร 
   HCl (37%)      6.41 มิลลิลิตร 
 ไตเตรตด่างด้วยกรด จนได้ pH 9.0 แล้วจึงน าไปกรองด้วย Millipore ขนาด 0.22 
ไมโครเมตร 
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ประวตัผิู้เขยีนวทิยานิพนธ์ 

 
 นายภาณุพนัธ์ มัง่มี เกิดเม่ือวนัท่ี 14 พฤษภาคม พ.ศ. 2530 ท่ีจงัหวดักรุงเทพมหานคร ส าเร็จ
การศึกษาหลกัสูตรวทิยาศาสตรบณัฑิต สาขาวทิยาศาสตร์ทางทะเล จากคณะวทิยาศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั ในปีการศึกษา 2551 และเขา้ศึกษาต่อในหลกัสูตรปริญญาวทิยาศาสตร 
มหาบณัฑิต ของคณะวทิยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั เม่ือปีการศึกษา 2552 โดยเสนอผลงาน 
เร่ืองการผลิตและลกัษณะสมบติัของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อกรดออกโซลินิค ในการประชุม 
เสนอผลงานวิจยั Annual meeting of the Thai society for biotechnology (TSB) คร้ังท่ี 24 เม่ือวนัท่ี 
29-30 พฤศจิกายน พ.ศ. 2555 
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