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บทคัดยอภาษาไทย 
 

อะฟลาทอกซิน (aflatoxin, AF) เปนกลุมสารพิษที่เกิดจากราซึ่งอาจปนเปอนอยูในพืชที่ใชเปน
อาหารสัตว  อะฟลาทอกซินหลักที่พบไดแก อะฟลาทอกซินบี1 อะฟลาทอกซินบี2 อะฟลาทอกซินจี1 
และอะฟลาทอกซินจี2 เมื่อสัตวไดรับอะฟลาทอกซินชนิด บี1 (AFB1) เขาสูรางกายจะเกิดการเปลี่ยนรูป
เปนอะฟลาทอกซินชนิด เอ็ม1 (AFM1) ที่บริเวณตับและหลั่งออกมายังตอมนํ้านม ซึ่งสารน้ีเปนสารกอ
มะเร็งชนิดหน่ึง ดังน้ันการตรวจหาปริมาณของ AFM1 ที่มีอยูในผลิตภัณฑนมจึงมีความจําเปน ในการ
ตรวจวัดปริมาณ AFM1 น้ันทําไดหลายวิธี โดยวิธีที่นิยมใชตรวจคัดกรองตัวอยางจํานวนมากไดแกวิธี
เอนไซมลิงกอิมมิวโนซอรเบนทแอสเสย (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) ในปจจุบัน
ชุดตรวจ AFM1 ดวยวิธี ELISA น้ีตองนําเขาจากตางประเทศ ดังน้ัน งานวิจัยน้ีจึงมีเปาประสงคเพ่ือผลิตโม
โนโคลนอลแอนติบอดีตอ AFM1 สําหรับใชในการพัฒนาการตรวจดวยวิธี ELISA โดยทําการฉีดแอนติเจน 
AFM1 ที่เช่ือมตอกับอัลบูมินในซีรัมของวัว เพ่ือทําการกระตุนภูมิคุมกันของหนูไมซสายพันธุ BALB/c 
จํานวน 5 ตัว พบวาหนูทุกตัวตอบสนองตอแอนติเจน โดยสรางแอนติบอดีที่มีคาระดับแอนติบอดีในเลือด 
ระหวาง 1:8,192,000 และ 1:32,768,000 เมื่อทําการหลอมรวมเซลลมามของหนูไมซกับเซลลมัยอีโลมา 
P3X เพ่ือเตรียมโมโนโคลน พบวาไดโมโนโคลนจํานวน 5 โคลน ไดแก AFM1-1, AFM1-3, AFM1-9, 
AFM1-15 และ AFM1-17 โมโนโคลแอนติบอดี (MAb) จากโคลนเหลาน้ีมีไอโซไทปเปนชนิด IgG1 ทั้งหมด 
เมื่อทดสอบความไวของMAb ซึ่งวัดในรูปของคาความเขมขนของสารที่ตํ่าที่สุดที่สามารถตรวจวัดได (limit 
of detection, LOD) มีคาเทากับ 16, 15, 5, 7 และ 8 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ซึ่งตํ่ากวาคา
ปริมาณสารตกคางสูงสุด (MRL) ที่ไดมีการกําหนดไวในนํ้านมและนมเด็กทารกไดไมเกิน 50 และ 25      
พิโคกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ดังน้ัน MAb ที่ไดจึงมีความไวสูงเพียงพอตอการศึกษาตอไป 
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บทคัดยอภาษาอังกฤษ 
 

Aflatoxins (AFs) are the group of toxin produced from fungi which may 
contaminate animal feeds. The major AFs found are B1 (AFB1), B2, G1 and G2.  After AFB1 
enters into the animals, it is transformed to aflatoxin M1 (AFM1) at the liver and is 
secreted into the milk gland. AFM1 is known to be a carcinogenic agent. Therefore, 
detection of AFM1 presented in dairy products is essential. Detection of AFM1 can be 
performed by several methods but the most widely used method suitable for screening 
a large number of samples is enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Currently, 
ELISA kit for AFM1 must be imported. Therefore, this research aims to produce 
monoclonal antibody (MAb) against AFM1 for development of ELISA. Mice (BALB/c) were 
immunized with AFM1-bovive serum albumin conjugate. All mice responded to the 
injected antigen by producing antibody at the titer level between 1:8,192,000 and 
1:32,768,000. Conventional cell fusion between splenocytes and P3X myeloma cells was 
performed to obtain 5 monoclones assigned as AFM1-1, AFM1-3,   AFM1-9,   AFM1-15 and 
AFM1-17. Isotype of monoclonal antibody from these monoclones was found to be IgG1. 
The sensitivity of each MAb, measured in term of the lowest concentration that can be 
detected called limit of detection, LOD) was found to be 16, 15, 5, 7 and 9 pg/ml, 
respectively. These values are lower than the maximum residual limit (MRL) set for milk 
and infant milk at 50 and 25 pg/ml, respectively. Consequently, the obtained MAbs are 
sensitive enough for uses in further investigation.        
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1.  บทนํา (Introduction) 
 

1.1 ความสําคัญและที่มาของปญหาที่ทําการวิจัย 
 

อะฟลาทอกซิน (Aflatoxins; AFs) เปนกลุมของสารพิษที่เกิดจากเช้ือรา ซึ่งเปนสารเมแทบอไลท    ทุติย
ภูมิ ของ Aspergillus flavus และ Aspergillus parasiticus ที่มีการปนเปอนอยูในพืช และผลผลิตที่สําคัญทาง
การเกษตร อะฟลาทอกซินแบงออกไดหลายชนิด เชน อะฟลาทอกซินบี (AFB1, AFB2) อะฟลาทอกซินจี (AFG1, 
AFG2) และอะฟลาทอกซินเอ็ม (AFM1, AFM2) ซึ่ง A. flavus จะผลิตเฉพาะอะฟลาทอกซินชนิดบีเทาน้ัน สวน A. 
parasiticus จะผลิตทั้งอะฟลาทอกซินชนิดบี และอะฟลาทอกซินชนิดจี เมื่อสัตวถูกเลี้ยงดวยอาหารที่มีการ
ปนเปอนของ AFB1 จะเกิดการเปลี่ยนแปลงกลายเปน AFM1 ที่บริเวณตับและจะถูกหลั่งออกมายังตอมนํ้านมของ
สัตว โดย  AFM1 น้ีมีสมบัติทนความรอนไดสูง จึงมีความเสถียรเมื่อผานกระบวนการถนอมอาหารดวยความรอน 
AFM1 เปนสารที่มีพิษตอตับและเปนสารกอมะเร็ง ดังน้ันการรับประทานอาหารที่มีการปนเปอนในระดับสูงเปน
ระยะเวลานานหลายวันจะทําใหเกิดความเปนพิษแบบเฉียบพลันได โดยจะมีอาการไขสูง มีดีซานเกิดขึ้นอยาง
รวดเร็ว แขนขาบวม ปวดเมื่อย อาเจียน ตับบวม และถึงเสียชีวิตในรายที่รุนแรง สวนการรับประทานอาหารที่มี
การปนเปอนในระดับตํ่าถึงปานกลางเปนระยะเวลานาน จะทําใหเกิดความเปนพิษแบบเรื้อรัง ดังน้ันการบริโภคนม
หรือผลิตภัณฑนมที่มีการปนเปอนของ AFM1   ในปริมาณนอยก็สามารถกอใหเกิดความเสี่ยงตอสุขภาพของ
ผูบริโภคได โดยเฉพาะอยางย่ิงในเด็กซึ่งเปนผูบริโภคหลัก จากอันตรายดังกลาว จึงไดมีการกําหนดใหมีปริมาณสาร
ตกคางสูงสุด (maximum residue limit, MRL) ของ AFM1 ในนํ้านมและผลิตภัณฑนมสําหรับเด็กทารกไวที ่
0.05 และ 0.025 ppb ตามลําดับ ดังน้ันจึงตองมีการตรวจวิเคราะหหาปริมาณ AFM1 ที่ปนเปอนในนมและ
ผลิตภัณฑนม โดยการตรวจดวยวิธีทางเคมี เชน High Performance Liquid Chromatography (HPLC) และ 
Liquid Chromatography-Mass Spectrometry  (LC-MS) มีความถูกตองและความแมนยําในการตรวจวิเคราะหสูง 
แตเปนเครื่องมือที่มีราคาแพง และตองใชผูเช่ียวชาญในการวิเคราะห นอกจากน้ียังใชเวลานานในการเตรียม
ตัวอยางกอนการวิเคราะห และไมเหมาะสําหรับการวิเคราะหตัวอยางจํานวนมาก  สวนการตรวจโดยการใชวิธีทาง
ภูมิคุมกันวิทยาจะเปนวิธีที่ตรวจสอบงาย สะดวก ไดผลเร็ว แมนยํา คาใชจายนอยกวา และเหมาะที่จะใชในการตรวจ
คัดกรอง (Screening Test) ตัวอยางที่มีจํานวนมาก กอนนําไปตรวจหาปริมาณดวยเทคนิคทางเคมี  ในปจจุบันชุด
ตรวจสอบดวยวิธี ELISA น้ีตองนําเขาจากตางประเทศ ดังน้ันโครงการน้ีจึงมีวัตถุประสงคเพ่ือผลิตโมโนโคลนอล
แอนติบอดีตอAFM1 และนําแอนติบอดีที่คัดเลือกไดมาพัฒนาเปนชุดตรวจดวยวิธี ELISA 
 
1.2 วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 
 

1.2.1 ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอ AFM1 
1.2.2 พัฒนา ELISA โดยใชแอนติบอดีที่ไดสําหรับตรวจวัด AFM1 ในนํ้านม 
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1.3 ขอบเขตการวิจัย 
 
1.3.1 กระตุนหนูทดลองเพ่ือใหสรางแอนติบอดีตอ AFM1 
1.3.2 หลอมรวมเซลลมามของหนูทดลองและเซลลไมอีโลมาเพ่ือสรางเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดี 
1.3.3 คัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีและพัฒนาการตรวจดวย ELISA 
1.3.4 วิเคราะห AFM1 มาตรฐานในนํ้านมดิบดวย ELISA ที่พัฒนาขึ้น 

 

1.4 ทฤษฎี สมมุติฐานและกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 
 
อะฟลาทอกซิน (Aflatoxins; AFs) เปนสารพิษที่เกิดจากเช้ือรา Aspergillus flavus และ Aspergillus 

paraciticus ซึ่งเจริญเติบโตไดดีในภูมิอากาศแบบรอนช้ืน มีสมบัติเปนพิษตอคน พืช และสัตว อะฟลาทอกซินที่
สําคัญมี 4 ชนิด คือ บี1 บี2 จี1 และจี2 สวนอะฟลาทอกซินเอ็ม1 จะพบไดในนํ้านม ซึ่งเกิดจากการเมแทบอไลท
ของอะฟลาทอกซินชนิดบี1 ที่เกิดขึ้นในบริเวณตับของสัตวที่ถูกเลี้ยงดวยอาหารที่มีการปนเปอนของอะฟลาทอกซิน
บี1 และจะหลั่งออกมายังตอมนํ้านมของสัตว  

 อะฟลาทอกซิน มักพบในพืชตระกูลถั่ว โดยเฉพาะถั่วลิสงและผลิตภัณฑจากถั่วลิสง และในอาหารแหง
หลายชนิด เชน พริกแหง พริกปน กระเทียม หัวหอม กุงแหง ผลไมแหง สมุนไพร รวมถึงเมล็ดขาวโพด ขาวโอต 
ขาวสาลี มันสําปะหลัง และเมล็ดพืชที่ใชทําอาหารสัตว สภาวะที่เหมาะสมทําใหเช้ือราสามารถผลิตสารพิษไดดี
ที่สุดอยูในชวงอุณหภูมิ 24-32 องศาเซลเซียส และความช้ืนสัมพัทธต้ังแต 75 เปอรเซนตขึ้นไป ภูมิอากาศแบบรอน
ช้ืนทําใหเช้ือราเจริญเติบโต และสามารถสรางสารพิษอะฟลาทอกซินไดดี โดยสารพิษจะอยูภายในเมล็ดพืชหรือ
วัตถุดิบเหลาน้ัน และไมสามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา ซึ่งประเทศไทยอยูในภูมิอากาศดังกลาวจึงทําใหมีความ
เสี่ยงสูงตอการเกิดสารพิษอะฟลาทอกซินกับผลิตผลทางการเกษตร  

2องคการอนามัยโลกจัดใหสารอะฟลาทอกซินเปนสารกอมะเร็งที่รายแรงมากที่สุดชนิดหน่ึง เน่ืองจาก
ปริมาณของอะฟลาทอกซินเพียง 1 ไมโครกรัม ก็สามารถทําใหเกิดการกลายพันธุในแบคทีเรีย และทําใหเกิดมะเร็ง
ในสัตวทดลองไดหากไดรับอยางตอเน่ือง เมื่ออะฟลาทอกซินเขาสูรางกาย บางสวนจะถูกกระบวนการเมแทบอลิซึม
ของรางกายเปลี่ยนแปลงเปนสารเมแทบอไลทหลายตัว ซึ่งมีทั้งที่มีพิษมากขึ้น และพิษนอยลง โดยสารเมแทบอไลท
ดังกลาวจะถูกสะสมในรางกาย และบางสวนถูกขับออกทางปสสาวะ อุจจาระ และทางนํ้านม 2โดยจะพบอะฟลา
ทอกซินเอ็ม1 ในนํ้านมไดภายใน 12-24 ช่ัวโมง หลังจากโคไดรับอาหารที่มีอะฟลาทอกซิน และจะพบมากในชวง
วันแรก โดยปริมาณอะฟลาทอกซินเอ็ม1 ที่พบจะมีปริมาณ 1% ของอะฟลาทอกซินบี1 ที่โคไดรับ เน่ืองจากพิษ
ของอะฟลาทอกซินน้ันรุนแรงมาก แมในปริมาณเพียงเล็กนอยก็สามารถกอใหเกิดอันตรายได ทางคณะกรรมการ
อาหารและยาสหรัฐอเมริกา (USFDA) กําหนดใหมีอะฟลาทอกซินในอาหารและนมไดไมเกิน 20 และ 0.5 ppb 
ตามลําดับ แตประเทศในยุโรปกําหนดใหมีปริมาณอะฟลาทอกซินเอ็ม1 ในนํ้านมและนมเด็กทารกไดไมเกิน 0.05 
และ 0.025 ppb ตามลําดับ สวนคณะกรรมาธิการโคเด็กซ (Codex Committee on Food Additived and 
Contaminants, Joint FAO/WHO Food Standard Programme) ซึ่งทําหนาที่กําหนดและควบคุม
มาตรฐานสากลของการปนเปอนในอาหารที่แลกซื้อขายระหวางประเทศได ต้ังขอเสนอการกําหนดคา
มาตรฐานสากล วาดวยการปนเปอนของอะฟลาทอกซินในอาหารตางๆ ไวในเกณฑที่ตํ่า คือในนมและผลิตภัณฑนม
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ใหมีการปนเปอนของอะฟลาทอกซินเอ็ม1 ไมเกิน 0.5 ppb สําหรับประเทศไทยมีประกาศจากกระทรวง
สาธารณสุขฉบับที่ 98 (พ.ศ. 2529) เรื่อง มาตรฐานอาหารที่มีสารปนเปอน กําหนดปริมาณอะฟลาทอกซินใน
อาหารทั่วไปไดไมเกิน 20 ppb  

โดยวิธีที่นิยมใชในการตรวจวัดปริมาณสารเพ่ือคัดกรองจากตัวอยางมากในปจจุบันวิธีหน่ึงคือ ELISA ซึ่งมี
การศึกษากันอยางกวางขวางในการตรวจวัดสารตกคางชนิดตางๆ ในผลิตภัณฑอาหารหลายชนิด ทําใหมีชุดตรวจ 
ELISA สําเร็จรูปทางการคาอยูจํานวนมาก โดยวัตถุดิบที่สําคัญในการเตรียม ELISA คือ แอนติบอดี เพราะเปน
ปจจัยสําคัญตอความไวและความจําเพาะเจาะจงของชุดตรวจ โดยแอนติบอดีที่เหมาะสมในการเตรียมชุดตรวจเพ่ือ
ใชงานในระยะยาวคือ โมโนโคลนอลแอนติบอดี เพราะมีสมบัติคงที่ สามารถเก็บโมโนโคลนสําหรับนํามาผลิตโมโน
โคลนอลแอนติบอดีในระยะยาวได แตอยางไรก็ตาม ในประเทศไทยยังไมพบวามีการผลิตชุดตรวจ ELISA สําหรับ
ตรวจ AFM1  
 

1.5 การทบทวนวรรณกรรมทีเ่กี่ยวของ 
  
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ AFM1 ไดถูกสรางขึ้นโดยการฉีดกระตุนภูมิคุมกันของหนูสายพันธุ 
BALB/C ดวย AFM1-BSA และนํามามไปหลอมรวมกับเซลลมัยอีโลมา P3-NS1-Ag4-1 จนไดโมโนโคลน 2 โคลน 
ไดแก AMW-1 และ AMW-4 ซึ่งมีคาความไวโดยรายงานอยูในรูปของความเขมขนของสารที่ทําใหคาการดูดกลืน
แสงลดลง 50% (IC50) ในการทํา ELISA อยูที่ 25 และ 50 ppb ตามลําดับ โดยแอนติบอดีจะเกิดปฏิกิริยาขามกับ 
AFB1 และ AFG1 แตไมเกิดปฏิกิริยาขามกับ AFB2 และ AFG2 (Woychik และคณะ, 1984) ตอมาไดมีรายงาน
การตรวจเปรียบเทียบวิเคราะห AFM1 (ในชวงความเขมขน 0.005-0.5 ppb) ในนมระหวางวิธี HPLC และ ELISA 
พบวา วิธี HPLC จะใหคา % recovery อยูในชวง 103 - 120% และคาความเขมขนตํ่าสุดที่สามารถตรวจวัดได 
(limit of detection, LOD) อยูที่ 0.01 ppb สวนวิธี ELISA จะใหคา % recovery อยูในชวง 88-106% และ 
LOD อยูที่ 0.002 ppb (Kim และคณะ, 2000) นอกจากน้ีไดมีการศึกษาใชแอนติบอดีในเทคนิค flow-injection 
immunoassay ในการตรวจ AFM1 ในนม โดยนําตัวอยางนมมาบมรวมกับแอนติบอดีและแอนติเจนที่ติดฉลาก
ดวยเอนไซม HRP ทิ้งไวใหเกิดการแขงขันระหวางแอนติเจนที่อยูในนมกับแอนติเจนที่ติดฉลากดวย HRP จากน้ัน
นํามาฉีดเขาสูระบบที่มีคอลัมน Protein G แอนติบอดีจะจับกับ Protein G อยูในคอลัมน สวนแอนติเจนทั้งตัวที่
ไมไดติดฉลากและตัวที่ติดฉลากที่ไมไดจับกับแอนติบอดีจะออกจากคอลัมน เขามาในสวนของการทําปฏิกิริยากับ
สารต้ังตนของเอนไซมและวัดกระแสไฟที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยา ถาวัดกระแสไฟที่เกิดจากปฏิกิริยาไดสูงแสดงวาใน
ตัวอยางมีความเขมขนของ AFM1 สูง ซึ่งจากวิธีน้ีสามารถวัดคาความเขมขนตํ่าสุดที่สามารถตรวจวัดไดอยูที่ 0.011 
ppb (Badea และคณะ, 2004) ตอมาไดมีพัฒนาวิธีตรวจหาการปนเปอนของ AFM1 ดวยวิธี ELISA โดยใช 
superparamagnetic nanoparticles เพ่ือลดเวลาและขั้นตอนในการทํา ELISA ทําใหทราบผลไดเร็วขึ้น นํา 
superparamagnetic nanoparticles มาเช่ือมตอกับโปรตีนจีและนําแอนติบอดีที่จําเพาะตอ AFM1 ยึดเกาะกับ
โปรตีนจี เพ่ือลดขั้นตอนในการ blocking จากน้ันนําไปเคลือบในจาน 96 หลุม ใสตัวอยางและ AFM1-HRP เพ่ือใช
แขงขันในการจับกับแอนติบอดีกนหลุม ใสสับสเตรตและหยุดปฏิกิริยา จากน้ันนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 650 
และ 450 นาโนเมตรซึ่งจากวิธีน้ีสามารถวัดคาความเขมขนตํ่าสุดที่สามารถตรวจวัดไดอยูที่ 0.004 ppb (Radoi 
และคณะ, 2008) อีกวิธีหน่ึงที่ที่มีการศึกษาคือการนําแอนติบอดีที่จําเพาะตอ AFB1 มาเช่ือมติดเขากับเจล 
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Sepharose 4B ซึ่งบรรจุอยูในคอลัมน แลวทําการใสตัวอยางและ AFB1-HRP เพ่ือไปจับกับแอนติบอดีที่อยูใน
คอลัมน ใสสารต้ังตนของเอนไซม ในกรณีที่ในตัวอยางไมมี AFM1 จะเกิดสีฟาในคอลัมน แตถามี AFM1ปนเปอน
ในตัวอยางจะไมเกิดสีในคอลัมน ซึ่งจากวิธีน้ีสามารถวัดคาความเขมขนตํ่าสุดที่สามารถตรวจวัดไดอยูที่ 0.04 ppb 
(Goryacheva และคณะ, 2009) แตวิธีน้ีไมเหมาะกับการตรวจคัดกรองตัวอยางจํานวนมาก ในชวงเวลาใกลเคียง
กันไดมีรายงานการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ AFM1 และใชในการตรวจหา AFM1 ในนม 
แอนติบอดีที่ผลิตไดมีไอโซไทปเปน IgG2a เกิดปฏิกิริยาขามกับ AFM1, AFB1 และ AFG1 คิดเปน 100, 13.9 และ 
6.7% ตามลําดับ คาความเขมขนตํ่าสุดที่สามารถตรวจวัดไดอยูที่ 0.04 ppb จากการทดลองใส AFM1 ในปริมาณ 
0.1 - 3.2 ppb พบวา % recovery อยูในชวง 98% (Pei และคณะ, 2009) 
 

1.6 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ  
 

1.6.1 ไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความไวและจําเพาะตอ AFM1 
1.6.2 ไดวิธี ELISA ที่มีประสิทธิภาพสําหรับตรวจวัด AFM1 ในนํ้านม 

 

1.7 แผนการดําเนินงานตลอดโครงการ 
  

กิจกรรม 
ระยะเวลา 

ปที่ 1 ปที่ 2 
เดือน 1-6 เดือน 7-12 เดือน 1-6 เดือน 7-12 

กระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูไมซใหสรางแอนติบอดี
ตอ AFM1 

•√    

เตรียมเซลลไฮบริโดมาที่มีความสามารถในการสราง
แอนติบอดี 

•√ •√   

คัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่มีความสามารถในการสราง
แอนติบอดีตอ AFM1 

 •√   

ตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี  •√   

ทดสอบความไวของแอนติบอดี  •√ •  

ทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดี   •  

ประเมินประสิทธิภาพการตรวจวัด AFM1 ดวย ELISA   • • 
เขียนรายงาน •√ •√ • • 
เขียนบทความเพ่ือตีพิมพ  √  • 

หมายเหตุ • หมายถึงจะดําเนินการ และ √ หมายถึงไดดําเนินการแลว  
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2. วิธีดําเนินการวิจัย (Materials & Method) 
 

2.1 สัตวทดลองและเซลลทีใ่ชในงานวิจัย 
 

สัตวทดลองและเซลล  แหลงที่มา 

หนูสายพันธุ BALB/c (inbred strain) เพศเมีย     
         อายุ 8 สัปดาห ศูนยสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหดิล  

เซลล มัยอีโลมา SP2/0-Ag14 ATCC: CRL 8287 

เซลล มัยอีโลมา P3X 63AG8 ATCC: TIB-9 
 
2.2 เครื่องมือ วัสดุ และอุปกรณที่ใชในการวิจัย 
 

วัสดุและอุปกรณ แหลงที่มา 
กระบอกฉีดยาขนาด 1 และ 5 มิลลิลิตร Nipro, Thailand 
เข็มฉีดยาขนาด 18G และ 21G Nipro, Thailand 
กลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ Nikon, Japan 
ขวดแกว Boro, Germany 
ขวดเลี้ยงเซลลขนาด 10 และ 250 มิลลลิิตร Nunc, Denmark 
เครื่องปนเหว่ียง Hettich Zentrifugen, Germany 
เครื่องวัดความเปนกรดเปนดาง Metter Toledo, USA 
เครื่อง Microtiterplate reader Titertek multiskan, Finland 
จานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม Nunc, Denmark 
จานเลี้ยงเซลล Spl, Korea 
จานเลี้ยงเซลล ชนิด 96 หลุม, 48 หลุม และ 24 หลุม Costar, USA 
ชุดอิเล็กโทรฟอเรซีส Bio-rad, USA 
ตูดูดควัน Theera Trading co., Thailand 
ตูปลอดเช้ือ International Scientific  
 Supply Co., Ltd.,Thailand 
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วัสดุและอุปกรณ แหลงที่มา 
ทิป  Axygen, USA 
ปมลม Iwaki, Japan 
ปเปตแกว HBG, Germany 
ปเปตอัตโนมัติ Gilson, France 
หมอน่ึงฆาเช้ือ Udono-RII Memmert, Japan 
หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร Axygen, USA 
หลอดปนเหว่ียงขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร CLP, USA 
หลอดสําหรับแชแข็งเซลล  Nunc, Denmark 
อางควบคุมอุณหภูมิ Memmert, Germany 

 

2.3 สารเคมีทีใ่ชในงานวิจัย 

 

สารเคม ี แหลงที่มา 
Acrylamide gel Sigma-Aldrich, USA 
Aflatoxin B1 (AFB1) Fermentek, Israel 
Aflatoxin G1 (AFG1) Fermentek, Israel 
Aflatoxin M1 (AFM1) Fermentek, Israel 
Aflatoxin M1-BSA (AFM1-BSA) Sigma-Aldrich, USA 
Aminopterin Sigma-Aldrich, USA 
Ammoniumpersulfate (NH4)2S208; APS Sigma-Aldrich, USA 
Anti-mouse IgG (Fab specific)-Peroxidase Sigma-Aldrich, USA 
Anti-mouse IgG (whole molecule)-Peroxidase 
BCATM protein assay kit 

Jackson Immuno research 
laboratories, USA 
Pierce, USA 

Chloramphenicol Sigma-Aldrich, USA 
Cinoxacin Sigma-Aldrich, USA 
Ciprofloxacin Sigma-Aldrich, USA 
Citric acid Merck, Germany 
Coomassie brilliant blue R-250 Pierce, USA 
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สารเคม ี แหลงที่มา 
D-glucose Sigma-Aldrich, USA 
Deoxynivalenol (DON) Fermentek, Israel 
Diethyl ether Merck, Germany 
Dimethyl sulfoxide (DMSO) Merck, Germany 
di-Sodium hydrogenphosphate (Na2HPO4) Fluka, China 
Fetal calf serum (FCS) Invitromax, USA 
Enoxacin Sigma-Aldrich, USA 
Enrofloxacin Sigma-Aldrich, USA 
Freund's complete adjuvant (FCA) Sigma-Aldrich, USA 
Freund's incomplete adjuvant (FIA) Sigma-Aldrich, USA 
Gentamycin T.P.drug laboratories (1969) 
  Co.,Ltd., Thailand 
Glycerol Sigma-Aldrich, USA 
Glycine Sigma-Aldrich, USA 
Hydrochloric acid (HCl) Sigma-Aldrich, USA 
Hydrogen peroxide (H2O2) Fluka, Switzerland 
Hypoxanthine Sigma-Aldrich, USA 
Isotyping kit Sigma-Aldrich, USA 
L-glutamine Sigma-Aldrich, USA 
Nitrofurantoin Sigma-Aldrich, USA 
Norfloxacin Sigma-Aldrich, USA 
Oxytetracycline Sigma-Aldrich, USA 
Polyethylene glycol HYBRI-MAX® (PEG) Sigma-Aldrich, USA 
Pyruvic acid Sigma-Aldrich, USA 
RPMI 1640 medium Biochrom AG, Germany 
Skim milk Anline, Thailand 
Sodium bicarbonate (NaHCO3) Sigma-Aldrich, USA 
Sodium chloride (NaCl) Merck, Germany 
Sodium dihydrogen phosphate (NaH2PO4) Merck, Germany 
Sodium dodecyl sulfate (SDS) Sigma-Aldrich, USA 
Sodium pyruvate Sigma-Aldrich, USA 
Sulfuric acid (H2SO4) Merck, Germany 
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สารเคม ี แหลงที่มา 
3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine (TMB) Sigma-Aldrich, USA 
N,N,N,N-Tetramethyl-Ethylenediamine (TEMED) Pierce, USA 
Tetracycline Sigma-Aldrich, USA 
Thimerosal Sigma-Aldrich, USA 
Thymidine Sigma-Aldrich, USA 
Tris (hydroxymethyl) Aminomethane (Trizma base) Sigma-Aldrich, USA 
Tween 20 Riedel-de Haën, UK 

 

2.4 กระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูไมซใหสรางแอนติบอดีตอ AFM1 
ทําการฉีดกระตุนหนูไมซสายพันธุ BALB/c เพศเมีย อายุ 8 สัปดาห โดยการฉีด AFM1 ที่เช่ือมกับ

โปรตีนพาหะ (AFM1-BSA; Sigma -Aldrich) เขาภายในชองทองหนู โดยในการฉีดกระตุนครั้งแรกจะผสม 
Freund’s complete adjuvant (FCA) กับแอนติเจนในอัตราสวน 1:1 (ปริมาณแอนติเจนที่ฉีด 2.5 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร) และฉีดกระตุนซ้ําทุกๆ 2 สัปดาหโดยผสมแอนติเจนกับ Freund’s 
incomplete adjuvant (FIA) ในอัตราสวน 1:1 เชนกัน หลังจากฉีดกระตุน 3-4 ครั้ง ทําการเก็บตัวอยางเลือด
หลังฉีด 7 วัน เพ่ือนําไปทดสอบหาระดับแอนติบอดี (titer screening) ดวยวิธี indirect ELISA และทดสอบวา
แอนติบอดีที่ไดสามารถจับกับ AFM1 อิสระไดหรือไม ดวยวิธี indirect competitive ELISA  

 

2.5 เตรียมเซลลไฮบริโดมาที่มีความสามารถในการสรางแอนติบอดี 
นําเซลลมัยอีโลมา P3X เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มีซีรัมจากลูกวัว (fetal calf serum; 

FCS) ความเขมขน 20% (v/v) โดยทําการเลี้ยงเซลลมัยอีโลมาใหอยูในระยะเอกซโพเนนเชียลประมาณ 4-5 วัน
กอนทําการหลอมรวมเซลล ในวันหลอมรวมเซลลควรมีเซลลที่มีชีวิตในจํานวนที่มากกวา 107 เซลล และนําเซลล
มัยอีโลมามาปนลางดวยอาหาร RPMI 1640 ที่มี gentamycin 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดวยความเร็ว 380 g 
เปนเวลา 5 นาที นําสวนใสออกแลวเติมอาหารเลี้ยงเซลลปริมาตร 5 มิลลิลิตรเพ่ือนําไปหลอมรวมกับเซลลมาม 
เตรียมเซลลมามโดยทําการสลบหนูดวยกาซคารบอนไดออกไซด เจาะเลือดจากหัวใจ เพ่ือเก็บซีรัม จากน้ันทําการ
เปดชองทองโดยวิธีปลอดเช้ือเพ่ือนํามามออกมา ใชกรรไกรตัดมามใหเปนช้ินเล็กๆ บนตะแกรงลวดตาถี่ แลวใชดาม
ของหลอดฉีดยาขนาด 10 มิลลิลิตร บดมามเบาๆ ใหละเอียด แลวนําเซลลมามที่ไดไปปนลางใน RPMI 1640 
ปริมาตร 40 มิลลิลิตรที่มี gentamycin 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดวยความเร็ว 380 g เปนเวลา 5 นาที นําสวน
ใสออกแลวเติมอาหารเลี้ยงเซลลปริมาตร 5 มิลลิลิตร นําเซลลของมามหนูที่ไดมาหลอมรวมกับเซลลมัยอีโลมา 
P3X ในอัตราสวนเซลลมามตอเซลลมัยอีโลมาเปน 1:3 ผสมใหเขากันเบาๆ กอนนําไปปนเหว่ียงดวยความเร็ว 380 
g เปนเวลา 5 นาที เทสวนใสทิ้ง แลวเขยาเบาๆ ใหเซลลทั้งสองรวมเปนเน้ือเดียวกัน แลวคอยๆ หยด 50% PEG ที่
มีมวลโมเลกุล 3000-3700 ดาลตัน ที่เปนสารชวยหลอมเซลลลงไป โดยใสรวมกันในหลอดสําหรับปนเหว่ียงขนาด 
50 มิลลิลิตร โดยควบคุมการหยดของ PEG ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใหหมดภายใน 1 นาที พรอมกับการหมุนหลอด
ชาๆ จากน้ันเติมอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี gentamycin 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 30 มิลลิลิตร
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ดูดขึ้นลงเบาๆ กอนนําไปปนเหว่ียงดวยความเร็ว 380 g เปนเวลา 5 นาที เทสวนใสออก ทําเชนน้ี 2 ครั้ง เพ่ือเปน
การลาง PEG ออกจากเซลล เติมอาหารเลี้ยงเซลล HAT ซึ่งเปนอาหารที่เติมสาร hypoxanthine, aminopterin 
และ thymidine ที่มี FCS ความเขมขน 20% (v/v) จากน้ันปเปตลงในจานเลี้ยงเซลลชนิด 96 หลุม หลุมละ 200 
ไมโครลิตร นําไปเลี้ยงในตูบมที่มีคารบอนไดออกไซดความเขมขน 5% ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เลี้ยงเซลลไว 
10-14 วัน ดูการเจริญของเซลลไฮบริโดมา เมื่อเซลลเจริญไดประมาณ 25% ของพ้ืนที่กนหลุม ใหดูดอาหารเลี้ยง
เซลลไฮบริโดมาในแตละหลุมไปทดสอบวามีการสรางแอนติบอดีตอ AFM1 หรือไม 

 
2.6 คัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่มีความสามารถในการสรางแอนติบอดีตอ AFM1 

2.6.1 คัดเลือกขั้นที่ 1 โดยวิธี indirect ELISA 
ทําการเคลือบพ้ืนหลุมของจานชนิด 96 หลุมดวย AFM1-BSA ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร หลุม

ละ 50 ไมโครลิตร แลวบมดวยอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-24 ช่ัวโมง นํามาลางดวย 0.01M 
phosphate buffer saline (PBS) pH 7.4 ที่มี tween20 (PBS-T) เติมสารละลายนมพรองมันเนย (skim milk) 
เขมขน 5% (w/v) ใน PBS หลุมละ 300 ไมโครลิตร แลวนําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลาง
ดวย PBS-T เติมตัวอยาง (เลือดหนูหรืออาหารเลี้ยงเซลล) หลุมละ 100 ไมโครลิตร นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ลางดวย PBS-T จํานวน 3 ครั้ง เติมแอนติบอดีทุติยภูมิ goat anti-mouse IgG ที่มี horse 
redish peroxidase (GAM-HRP) เช่ือมอยู หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
ลางดวย PBS-T จํานวน 3 คร้ังเติมสารละลายสับสเตรตที่ประกอบดวย 3,3’5,5’-tetramethylbenzidine (TMB) 
และ H2O2 ละลายใน 0.2 M citrate buffer pH 4.0 หลุมละ 100 ไมโครลิตร  บมในที่มืดอุณหภูมิหองเปนเวลา 
10 นาที เติม 1M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพ่ือหยุดปฏิกิริยา นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
450 นาโนเมตร 

2.6.2 คัดเลือกขั้นที ่2 โดยวิธี indirect competitive ELISA 
เพ่ือทดสอบหาแอนติบอดีที่สามารถจับกับ AFM1 ที่อยูในรูปอิสระ โดยทําการเคลือบหลุมเชนเดียวกับขอ 

2.6.1 จากน้ันปเปตอาหารเลี้ยงเซลลหรือซีรัมหนู จากหลุมที่ใหผลบวกในการคัดเลือกในขอ 2.6.1 ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร เติมสารละลาย AFM1 ลงไปผสม นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จากน้ันทํา
การแอสเสยเอนไซมเชนเดียวกับ 2.6.1 ถาหลุมที่เติม AFM1 ในรูปอิสระใหการดูดกลืนแสงที่ตํ่ากวา หลุมที่ไมมีการ
เติม AFM1 แสดงวาอาหารเลี้ยงเซลลที่มาจากหลุมดังกลาวมีแอนติบอดีที่ไดสามารถจับกับสาร AFM1 ในรูปอิสระ
ได นําเซลลไฮบริโดมาในหลุมน้ันมาแยกใหไดโคลนเด่ียวโดยวิธี limiting dilution โดยการเจือจางเซลลใหได 1 
เซลลตอหลุม เลี้ยงเซลลเด่ียวน้ีใหเจริญประมาณ 25% ของพ้ืนที่กนหลุมแลวตรวจสอบการสรางแอนติบอดีของ
เซลลดวยวิธี indirect competitive ELISA 

 

2.7 ตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดมาทําการตรวจสอบไอโซไทปโดยใชชุดตรวจสอบสําเร็จรูป Isotyping kit 

โดยทําการเตรียมแอนติบอดี ที่จําเพาะกับไอโซไทปชนิดตาง ๆ คือ  IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgA และ IgM จาก 
isotyping kit มาเจือจางใหไดความเขมขน 1:6,000 เทาใน PBS เติม ลงในจาน ELISA ขนาด 96 หลุม หลุมละ 
100 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเปนเวลา 1 ช่ัวโมง หลังจากน้ันลางดวย PBS-T จํานวน 3 ครั้ง เติม
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แอนติบอดีที่ตองการตรวจสอบไอโซไทป หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 
ช่ัวโมง หลังจากน้ันลางดวย PBS-T จํานวน 3 ครั้ง แลวเติมแอนติบอดีทุติยภูมิที่จําเพาะตอ IgG ของหนูที่มีเอนไซม 
HRP  เช่ือมอยู (โดยที่แอนติบอดีทุติยภูมิมีความจําเพาะกับสวน Fab (HRP-Rabbit anti mouse IgG Fab 
specific) ของ IgG ของหนู ที่เจือจาง 1:2,000 ใน PBS  บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที หลังจากน้ันลางออก
ดวย PBS-T จํานวน 3 ครั้ง แลวเติมสารละลายสับสเตรตที่ประกอบดวย TMB และ H2O2 ละลายใน 0.2 M 
citrate buffer pH 4.0  หลุมละ 100 ไมโครลิตร เปนเวลา 10 นาที แลวเติม 1M H2SO4 หลุมละ 100 
ไมโครลิตร เพ่ือหยุดปฏิกิริยา นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 
 

2.8 ทดสอบความไวของแอนติบอดี 
ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจะรายงานเปนคาความเขมขนของสารที่ทําใหคาการดูดกลืนแสง

ลดลง 50% (50% of inhibition concentration; IC50) เมื่อทดสอบดวยวิธี indirect competitive ELISA 
เทียบกับที่ไมใสสารแขงขัน และคาความเขมขนของสารที่นอยที่สุดที่สามารถตรวจวัดได (limit of detection; 
LOD) ซึ่งทําไดโดยการนําแอนติบอดีที่ตองการทดสอบมาเจือจางใหไดความเขมขนที่เหมาะสม มาทําการเติมลงไป
ผสมกับสารที่ตองการทดสอบที่ความเขมขน 0.0048-4 นาโนกรัมกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งจะเกิดการแยงจับกันของสาร
ที่ตองการทดสอบในรูปอิสระในสารละลาย และ สารที่เคลือบอยูที่กนหลุม หลังจากวัดคาการดูดกลืนแสงแลว นํา
คาการดูดกลืนแสงที่ได มาเขียนกราฟโดยใชโปรแกรม graph pad prism 4 โดยแกน Y เปนคา %B/B0 และ แกน 
X เปนคา ล็อกกาลิทึมของความเขมขนของสารที่ทดสอบและคํานวณคา LOD โดยคํานวณจากคาความเขมขนที่ 
B0-3SD เมื่อ B และ B0 คือ คาการดูดกลืนแสงจาก ELISA ของหลุมที่มีการเติมแอนติเจนและไมเติม แอนติเจน 
ตามลําดับ และ SD คือ สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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3. ผลการวจิัยและวิจารณผล 
 

3.1 การฉีดกระตุนภูมิคุมกันของหนูไมซใหสรางแอนติบอดีตอ AFM1 
ทําการฉีดกระตุนหนูไมซทั้งหมด 5 ตัว ดวยแอนติเจน AFM1-BSA ความเขมขน 2.5 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร จํานวน 4 ครั้ง ทําการเก็บตัวอยางเลือดของหนูไมซในวันที่ 7 หลังจากการฉีดครั้งที่ 4 และแยกซีรัมมาหา
ระดับแอนติบอดีดวยวิธี indirect ELISA ไดผลดังภาพที่ 1 พบวาหนูทั้ง 5 ตัว มีการตอบสนองตอแอนติเจนที่ฉีด
เขาไป โดยสามารถผลิตแอนติบอดีตอ AFM1-BSA ได ทําการระบุระดับแอนติบอดีโดยพิจารณาจากความเจือจาง
ของซีรัม ที่ใหคาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร มีคาประมาณ 0.1 (Liddle และ Cryer, 1991) พบวาหนูทั้ง 5 
ตัวใหระดับแอนติบอดีที่จําเพาะตอ AFM1-BSA อยูในชวง 8,192,000 – 32,768,000 โดยหนูที่ใหระดับแอนติบอดี
ตํ่าที่สุด คือ หนูตัวที่ 1และ2 ใหระดับแอนติบอดี 8,192,000 สวนหนูที่ใหระดับแอนติบอดีสูงที่สุด คือ หนูตัวที่ 5 
โดยใหระดับแอนติบอดี 32,768,000 
 

 

 

 
 

 

ภาพที่ 1 ระดับแอนติบอดีจากซีรัมของหนูไมซทีฉ่ีดกระตุนดวย AFM1-BSA จํานวน 5 ตัว ดวยวิธี indirect ELISA 
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3.2 การทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีตอ AFM1 ในรูปอิสระ 
เน่ืองจากแอนติเจนที่ใชในการฉีดกระตุนหนูทดลองน้ันอยูในรูปของ AFM1 ที่เช่ือมติดกับโปรตีน ซึ่ง

แอนติบอดีอาจจดจําสวนที่เช่ือมติดน้ีไดจึงใหผลบวกในการตรวจดวยวิธี indirect ELISA ในขอ 3.1 ดังน้ันจึงตอง
ทําการตรวจสอบความจําเพาะของแอนติบอดีตอ AFM1 ในรูปอิสระ ดวยวิธี indirect competitive ELISA พบวา
แอนติบอดีในซีรัมจากหนูไมซทั้ง 5 ตัวสามารถจับกับ AFM1ในรูปอิสระได โดยทําใหคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 450 นาโนเมตรลดลง เมื่อเทียบกับคาการดูดกลืนแสงในหลุมที่ไมมีการแยงจับของ AFM1 อิสระ โดยมี
เปอรเซ็นตการแขงขันในการแยงจับของ AFM1 ในรูปอิสระอยูในชวง 53 - 86 % ดังแสดงในตารางที่ 1 

 
ตารางที่ 1 การทดสอบความสามารถของแอนติบอดีในซีรัมในการจับกับแอนติเจนในรูปอิสระ โดยวิธี indirect 
competitive ELISA 
 

หนูตัวที่ ระดับความเจือจางของซีรัม 
  คาการดูดกลนืแสงที ่450 นาโนเมตร(n=3) 

% การแขงขัน 
ไมม ีAFM1 AFM1 (2µg/ml) 

1 1: 256,000 1.258 0.541 57 

2 1: 512,000 0.927 0.410 56 

3 1:512,000 0.956 0.185 81 

4 1:256,000 1.196 0.169 86 

5 1:1,024,000  0.808  0.380  53 
 

 

3.3 การผลิตเซลลไฮบริโดมาที่มีความสามารถในการสรางแอนติบอดีตอ AFM1 

ทําการหลอมรวมเซลลระหวางเซลลมามของหนูไมซกับเซลลมัยอีโลมาและเลี้ยงเซลลตางๆ ที่ผานการ
หลอมรวมเซลลในอาหารเลี้ยงเซลล HAT ซึ่งเซลลมัยอีโลมาจะไมสามารถเจริญไดและเซลลมามจะมีอายุขัยที่จํากัด 
ดังน้ันจะมีเฉพาะเซลลลูกผสมระหวางเซลลทั้งสองชนิดน้ีเทาน้ันที่เจริญได ตรวจดูเซลลไฮบริโดมาดวยกลอง
จุลทรรศนชนิดหัวกลับหลังจากการหลอมรวมประมาณ 10 วัน เมื่อเซลลไฮบริโดมาเริ่มมีการเจริญเติบโตในอาหาร
เลี้ยงเซลล HAT หลังจากที่มีการเจริญเติบโตของไฮบริโดมาเซลลประมาณ 1 ใน 4 ของหลุม นําอาหารเลี้ยงเซลล
ในหลุมที่มีโคโลนีของเซลลไฮบริโดมาเจริญขึ้นมาตรวจการผลิตแอนติบอดีโดยวิธี indirect ELISA หลังจากน้ันนํา
นํ้าเลี้ยงเซลลในหลุมที่ใหผลบวก (ใหคาการดูดกลืนแสงของอาหารเลี้ยงเซลลที่ 450 นาโนเมตร มากกวาหรือ
เทากับ 0.7) มาทําการทดสอบตอไป เพ่ือดูวาแอนติบอดีที่เซลลไฮบริโดมาผลิตได สามารถจับกับ AFM1 ในรูป
อิสระไดหรือไม โดยใชวิธี indirect competitive ELISA  

จากการหลอมรวมเซลลในครั้งที่ 1 เมื่อเลี้ยงเซลลไปประมาณ 1 สัปดาหพบวาในหลุมมีเซลลไฮบริโดมา
เจริญเพียงเล็กนอยเปนโคโลนีอยูในหลุม แตพบเซลลไฟโบรบลาสต (fibroblast) ซึ่งมีจํานวนมากกวาเซลลไฮบริโด
มา และมีเจริญอยางรวดเร็วจึงสงผลใหไปบดบังการเจริญของเซลลไฮบริโดมาจึงทําใหเซลลตายไปในที่สุด 
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จากการหลอมรวมเซลลครั้งที่ 2 และ 3 พบวาเซลลไฮบริโดมาที่ไดมีความสามารถในการผลิตแอนติบอดีที่
จําเพาะตอ AFM1-BSA ที่ใชเคลือบพ้ืนหลุมของจาน ELISA จากการทํา indirect ELISA แตไมสามารถจับกับ 
AFM1 อิสระจากการทํา indirect competitive ELISA จึงไมนํามาใชในการวิจัยตอไป 

จากการหลอมรวมเซลลครั้งที่ 4 ไดเซลลไฮบริโดมาที่สามารถผลิตแอนติบอดี และมีความสามารถในการ
จับกับสาร AFM1 อิสระ จํานวน 2 หลุม นําแตละหลุมมาแยกเซลลเด่ียวโดยวิธี limiting dilution หลังจากขั้น
ตอนน้ีรอใหเซลลไฮบริโดมาเจริญ แลวนํานํ้าเลี้ยงเซลลมาทดสอบวาเซลลยังสามารถผลิตแอนติบอดีและจับกับสาร
อิสระไดหรือไม แตพบวาเซลลไดสูญเสียความสามารถในการผลิตแอนติบอดีไป จึงไมนํามาใชในการวิจัยตอไป 

จากการหลอมรวมเซลลครั้งที่ 5 ไดเซลลไฮบริโดมาที่สามารถผลิตแอนติบอดี และมีความสามารถในการ
จับกับสาร AFM1 อิสระ จํานวน 11 หลุม นําแตละหลุมมาแยกเซลลเด่ียวโดยวิธี limiting dilution ทําการ
คัดเลือกโคลนที่มีความสามารถในการผลิตแอนติบอดีและสามารถจับกับ AFM1 อิสระไดดี โดยเปรียบเทียบคาการ
ดูดกลืนแสงจากการทํา indirect competitive ELISA โดยหลุมที่ใส AFM1 อิสระแลวทําใหคาการดูดกลืนแสง
ลดลงมากกวา 90% เมื่อเทียบกับหลุมที่ไมใส AFM1  พบวามีทั้งหมด 5 โคลนที่มีสมบัติดังกลาว จึงทําการกําหนด
รหัสของเซลลไฮบริโดมา ไดแก  AFM1-1, AFM1-3, AFM1-9, AFM1-15 และAFM1-17 ดังตารางที่ 2 ทําขยาย
เพ่ิมจํานวนเซลลแลวนําเซลลไปเก็บรักษาโดย แชแข็งในไนโตรเจนเหลว และเก็บอาหารเลี้ยงเซลลไวใชในการ
ตรวจสอบลักษณะสมบัติตอไป 

 
ตารางที่ 2 เซลลไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดีและสามารถจับกับสาร AFM1 อิสระ  
 

รหัสเซลล 
ไฮบริโดมา 

รหัสเซลลไฮบริโดมา 
คาการดูดกลืนแสงที ่450 นาโนเมตร (n=3)               

ไมม ีAFM1 AFM1 (2µg/ml) % การแขงขัน 

AFM1-1 130/1F/5G/11E/10F  2.737  0.088  97  

AFM1-3 130/1F/6F/10B/6H  2.838  0.075  97  

AFM1-9 131/11D/9D/10H/7G  2.992  0.277  91  

AFM1-15 70/3F/8H/11C  2.900  0.091  97  

AFM1-17 151/7B/12F/9H  2.756  0.118  96 

 

3.4 การตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตจากไฮบริโดมาแตละโคลนมีความจําเปนที่จะตองตรวจสอบไอโซไทป 

เพ่ือที่จะไดเลือกชนิดของคอลัมนใหเหมาะสมในการทําแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิหลังจากการผลิต เน่ืองจากกลุมยอย
ของ IgG แตละชนิด มีความสามารถในการจับกับ โปรตีนเอ หรือ โปรตีนจี ดวย affinity ตางกัน จากการทดสอบ
ไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากทั้ง 5 โคลน โดยวิธี indirect  ELISA พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 
5 โคลน มีไอโซไทปเปน IgG1 (แสดงในตารางที่ 3) 
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ตารางที่ 3 ผลการตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธี indirect ELISA 
 

รหัสเซลล 
ไฮบริโดมา 

คาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร (n=3) 
IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 IgA IgM 

AFM1-1 1.087 0.071 0.086 0.085 0.073 0.216 
AFM1-3 1.098 0.073 0.071 0.088 0.072 0.221 
AFM1-9 1.124 0.074 0.086 0.09 0.07 0.219 
AFM1-15 1.034 0.071 0.084 0.087 0.074 0.225 
AFM1-17 1.051 0.072 0.083 0.09 0.071 0.226 

 
3.5 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ AFM1 ในรูปอิสระ 

เน่ืองจากในแตละโคลนมีความสามารถในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตางกัน จึงทําใหระดับความ
เขมขนของแอนติบอดีที่อยูในอาหารเลี้ยงเซลลแตกตางกัน จึงมีความจําเปนที่จะตองหาระดับการเจือจางที่
เหมาะสมกับแอนติเจนที่ใชเคลือบหลุมสําหรับการวิเคราะหดวยวิธี indirect ELISA โดยใชแอนติเจน AFM1-BSA 
ความเขมขน 0.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในการเคลือบหลุม เลือกคาความเจือจางที่ใหคาดูดกลืนแสงที่ 450 นาโน
เมตรมีคาใกลเคียง 1.000 พบวาระดับการเจือจางของแอนติบอดีที่เหมาะสมของโคลน AFM1-1, AFM1-3, AFM1-
15 และ AFM1-17 คือ 1:3,200 และโคลน AFM1-9 คือ1:1,600  
 เมื่อทราบคาความเจือจางที่เหมาะสมของโมโนโคลนอลแอนติบอดีแตละโคลนแลว จากน้ันหาคาความ
ไวของแอนติบอดีซึ่งรายงานเปนคาความเขมขนของแอนติเจนแขงขันที่ทําใหคาการดูดกลืนแสงในภาวะที่ไมมีตัว
แขงขันลดลงครึ่งหน่ึง (50% inhibition concentration, IC50) และคาความเขมขนตํ่าสุดที่วัดได (limit of 
detection, LOD) ในการวิเคราะหดวยวิธี indirect competitive ELISA โดยใช AFM1 ในรูปอิสระเปนตัวแขงขัน
ที่ความเขมขนตาง ๆ โดยเริ่มจากความเขมขน 4.8 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร (0.0048 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) จนถึง 4 
นาโนกรัมตอมิลลิลิตร พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดี AFM1-1, AFM1-3, AFM1-9, AFM1-15 และ AFM1-17 ให
คา IC50 เทากับ 40, 36, 17, 28 และ 23 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และใหคา LOD เทากับ 16, 15, 5, 7 
และ 8 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ดังแสดงในภาพที่ 2 และตารางที่ 4  

เมื่อเปรียบเทียบคา LOD ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดในงานวิจัยน้ีกับแอนติบอดีที่รายงานโดย Pei 
และคณะ (2009) ซึ่งมีคา LOD อยูที่ 0.04 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (40 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร) พบวาคา LOD ของโม
โนโคลนอลแอนติบอดี AFM1-1, AFM1-3, AFM1-9, AFM1-15 และ AFM1-17 มีความไวสูงกวา และมีความไวสูง
เพียงพอตอการนําไปพัฒนาการตรวจ AFM1 ในระดับที่ตํ่ากวาคาที่คณะกรรมาธิการยุโรป (European 
Commission) ไดกําหนดไววาใหมีปริมาณของ AFM1 ในนํ้านมและผลิตภัณฑนมสําหรับเด็กทารกไดไมเกิน 0.05 
นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (50 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร) และ 0.025 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (25 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร) 
ตามลําดับ 
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ภาพที่ 2 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางอัตราสวนการดูดกลืนแสงและปริมาณ AFM1 ในการแขงขัน
เมื่อทดสอบดวย indirect competitive ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี AFM1-1, AFM1-3, AFM1-
9, AFM1-15 และ AFM1-17 (n=3) 
 
 
ตารางที่ 4 IC50 และ LOD ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี จากการวิเคราะหดวยวิธี indirect 
competitive ELISA (n=3) 

 

รหัสเซลลไฮบริโดมา 
IC50  

(พิโคกรัมตอมลิลิลิตร) 
LOD  

(พิโคกรัมตอมลิลิลิตร) 
AFM1-1 40 16 
AFM1-3 36 15 
AFM1-9 17 5 
AFM1-15 28 7 
AFM1-17 22 8 
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4. สรุปงานวิจัย 
 
  

จากการฉีดกระตุนหนูไมซทั้งหมด 5 ตัว ดวยแอนติเจน AFM1-BSA พบวาหนูทั้ง 5 ตัวมีการตอบสนองตอ
แอนติเจนที่ฉีดโดยสรางแอนติบอดีที่สามารถจับกับ AFM1ในรูปอิสระได จากการหลอมรวมเซลล 5 ครั้ง ไดเซลล
ไฮบริโดมาที่จําเพาะตอ AFM1 จํานวน 5 โคลน ไดแก AFM1-1, AFM1-3, AFM1-9, AFM1-15 และ AFM1-17 
เมื่อทําการศึกษาลักษณะสมบัติเบ้ืองตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดโดยการทดสอบไอโซไทปของโมโน
โคลนอลแอนติบอดีจากทั้ง 5 โคลน โดยวิธี indirect  ELISA พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 5 โคลน มีไอโซ
ไทปเปน IgG1 เมื่อทดสอบความไวของ โมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยใช AFM1 ในรูปอิสระเปนตัวแขงขัน พบวาโม
โนโคลนอลแอนติบอดีโคลน AFM1-1, AFM1-3, AFM1-9, AFM1-15 และ AFM1-17 ใหคา IC50 เทากับ 39.8, 
35.8, 16.7, 28.3 และ 22.3 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และใหคา LOD เทากับ 16, 15, 5, 7 และ 8 พิโค
กรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ซึ่งมีความไวสูงเพียงพอที่จะใชพัฒนาการตรวจตอไป 
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แหงชาติ) 
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ผูรวมโครงการวิจัยคนที่ 1  
 
1. ช่ือ - นามสกุล (ภาษาไทย) ดร. นันทิกา คงเจริญพร (ปานจันทร) 
2. ช่ือ - นามสกุล (ภาษาอังกฤษ)  Dr. Nanthika  Khongchareonporn (Panchan) 
3. เลขหมายบัตรประจําตัวประชาชน 3-6399-00091-73-5 
4. ตําแหนงปจจุบัน อาจารย A5 
5. หนวยงานที่อยูที่สามารถติดตอไดสะดวก 

สถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
อาคารสถาบัน 3  ถนนพญาไท แขวงวังใหม  เขตปทุมวัน กรุงเทพฯ 10330 
โทร. 02-2188076-8  โทรสาร  02-2533543 
E-mail  nanthika.k@chula.ac.th 

6. ประวัติการศึกษา 
ปที่จบ

การศึกษา 
ระดับปริญญา อักษรยอ สาขาวิชา สถาบัน ประเทศ 

2539 
 
 
 

2542 
 
 

2547 
 

ตรี 
 
 
 

โท 
 
 

เอก 

วท.บ. 
 
 
 

วท.ม. 
 
 

วท.ด. 

ชีวเคมีและ
ชีวเคมี

เทคโนโลยี 
 

เทคโนโลยี 
ชีวภาพ 

 
เทคโนโลยี 
ชีวภาพ 

มหาวิทยาลัย 
เชียงใหม 

 
 

จุฬาลงกรณ-
มหาวิทยาลัย 

 
จุฬาลงกรณ-
มหาวิทยาลัย 

ไทย 
 
 
 

ไทย 
 
 

ไทย 

         
7. สาขาวิชาที่มีความชํานาญ (แตกตางจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 

 Immunology: Monoclonal Antibody Production, Protein Purification 
8. ประสบการณที่เกี่ยวของกับการบริหารงานวิจัยทั้งภายในและภายนอกประเทศ  

8.1   ผูอํานวยการแผนงานวิจัย – ไมม ี
  8.2   หัวหนาโครงการวิจัย    
   8.2.1 สารยับยัง้จุลินทรียจากเพรียงทราย  
   8.2.2 การผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเตตราไซคลิน เพ่ือพัฒนาชุดตรวจสอบดวยวิธีเอนไซม
ลิงคอิมมูโนซอรเบนทเอสเสย (สํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ ปที่ 1) 
   2.8.3  งานวิจัยที่ทําเสร็จแลว 
   2.8.3.1 ผลงานวิจัยที่ตีพิมพในวารสารนานาชาติ 
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1.  Techaprempreecha S, Khongchareonporn N, Chaicharoenpong C, 
Aranyakananda P, Chunhabandit S and Petsom A. 2011. Nutitional composition of 
farmed and wild sandworms, Perinereis nuntia. Animal Feed   

                   Science. 169:265-269 
2. Khamjing W, Khongchareonporn N and Rengpipat S. 2011.Detection by  
 using monoclonal antibodies of Yersinia enterocolitica in artificially-  
contaminated pork. Microbiology and Immunology. 55: 605-615. 
3. Panchan N, Sithigorngul P, Chaivisurhangkuru P, Longyant S,  Sithigorngul  
W and Petsom A. 2005. Production of monoclonal antibodies specific to eyestalk 
neuropeptides of Penaeus monodon using sinus gland section and 
immunosuppression technique. ScienceAsia. 31: 29-35.  
4. Panchan N, Bendena WG, Browser P, Lungchukiet P, Tobe SS, Sithigorngul W, 
Chaivisurhangkuru P, Rangsiruji A, Pewnim T and  Sithigorngul P. 2003. 
Immunolocalization of allatostatin-like neuropeptides and their putative receptor 
in eyestalk of the giant tiger prawn Penaeus monodon. Peptide. 24(10):1563-
1570. 
5. Sithigorngul P, Panchan N, Chaivisurhangkuru P, Longyant S, Sithigorngul W and 
Petsom A. 2002. Differential expression of CMG peptide and crustacean 
hyperglycemic hormone (CHHs) in the eyestalk of the giant tiger prawn Penaeus 
monodon. Peptide. 23: 1934-1952 
6.Sithigorngul P, Pupurm J, Krungkasem C, Longyant S, Panchan N,   
Chaivisurhangkuru P and Sithigorngul W. 2002. Four novel PYFs: members  
of NPY /PP peptide superfamily from the  the eyestalk of the giant tiger   
prawn Penaeus monodon. Peptide. 23: 1895-1906. 
7.Sithigorngul P, Saraithongkum W, Longyant S, Panchan N, Sithigorngul W  
and Petsom A. 2001. Three more novel FMRFamide-like neuropeptide  
sequences from the giant freshwater prawn Macrobachium rosenbergii.  
Peptide. 22 : 191-197. 
8. Sithigorngul P, Panchan N, Vilaivan T, Sithigorngul W and Petsom. 1999.   
Immunochemical analysis and immunocytochemical localization of  
crustacean hyperglycemic hormone from the giant freshwater prawn  
Macrobachium rosenbergii. Comp Biochem Physiol B. 124 : 73-80. 

   2.8.3.2 ผลงานวิจัยที่เสนอในการประชุมวิชาการระดับชาติและนานาชาติ 
1. Noiprapai  K, Khongchareonporn N and Rengpipat S. 2011. Production of        
monoclonal antibodies against Vibrio parahaemolyticus. The 23 Annual   
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Meeting of the Thai Society  for Biotechnology. February 1-2, 2012.  
Bangkok, Thailand  
2. Nuntanidvorakul P, Komolpis K and Khongchareonporn N. Production and  
characterization of  monoclonal antibody against ciprofloxacin. 1st ASEAN Plus 
Three Graduate Research  Congress. March 1-2, 2012. Chiang Mai, Thailand. 
3. Wongtangprasert T, Palaga T, Komopis K and Khongchareonporn N.  

           Development of oxytetracycline test kit using enzyme-linked immunosorbent  
           assay technique. International Conference on Asia Agriculture and Animal  
           (ICAAA 2011). July 2-3, 2011. Hong Kong. 

4. Tesvichian S, Komolpis K, Khongchareonporn N, Puthong S, Piampitak U  
                     and Buakeaw A. Development of  tetracycline test kit using enzyme-linked  

           immunosorbent assay technique. The 3th Technology and Innovation for  
Sustainable Development International Conference (TISD2010).  4-6 March  

           2010. Faculty of Engineering, Khon Kaen University, Thailand. 
 5. Khongchareonporn N, Komolpis K and Puthong S. Production and  
          Characterization of monoclonal antibodies against oxytetracycline. The 1st  
           CMU  Graduate Research conference . 27th November 2009. Chiangmai   
           University, Chiangmai, Thailand. 
 6. Kanchanabanca C, Komolpis K and Khongchareonporn N. Production and  
          characterization of monoclonal antibodies against tetracycline. 9th National  
          Grad Research Conference. 14-15 March 2008. Burapha University,  
          Bangsaen Chonburi, Thailand. p: 185. 
 7. Khamjing W, Khongchareonporn N and Rengpipat. Production of  
          monoclonal antibodies against Yersinia enterocolitica. 9th National Grad  
           Research  Conference. 14-15 March 2008. Burapha University, Bangsaen  
           Chonburi, Thailand. p: 120. 

8. Kongkavitoon P, Khongchareonporn N and Komolpis K. Production and  
characterization of monoclonal antibodies against ractopamine. The 20th   Annual 
Meeting and international Conference of the Thai Society for Biotechnology “TSB 
2008 : Biotechnology for Global Care”. October 14th-17th,2008. Taksila Hotel, 
Maha Sarakham, Thailand. p: 138 

                    9. Saneewong S, Khongchareonporn N and Komolpis K. Development of  
norfloxacin test kit using enyme-linked immunosorbent assay technique. The  

                   20th Annual Meeting and international Conference of the Thai Society for  
                   Biotechnology “TSB 2008 : Biotechnology for Global Care”. October 14th- 
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                   17th,2008. Taksila Hotel,  Maha Sarakham, Thailand. p: 129 
10. Techaprempreecha S, Khongchareonporn N, Chaicharoenpong C, 
Aranyakananda P, Chunhabandit S and Petsom A. Proximate composition of 
farmed and wild sandworms (Perinereis nantia Savigny). 4th International Greek 
Biotechnology Forum. 2-3 February 2008. Zappeio, Megaro, Athens.  

 
2.8.4  งานวิจัยที่กําลังทํา 

2.8.4.1 การพัฒนาชุดตรวจสอบแรกโตปามีนดวยวิธี Enzyme-linked Immunosorbent 
Assay   (ELISA)  แหลงทุน มหาวิทยาลัยวิจัยแหงชาติ จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ป 2555 การวิจัย
ลุลวงไปแลวประมาณรอยละ 70   
             2.8.4.2 การพัฒนาชุดตรวจสอบเตตราไซคลิน โดยวิธีเอนไซมลิงคอิมมูโนซอรเบนทเอสเสย  
(ELISA)  แหลงทุน งบประมาณแผนดิน ป 2555 การวิจัยลุลวงไปแลวประมาณรอยละ 70   
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ผูรวมโครงการวิจัยคนที่ 2 
 
1. ช่ือ - นามสกุล (ภาษาไทย)  นางทรงจันทร ภูทอง 
     ช่ือ - นามสกุล (ภาษาอังกฤษ)  Mrs. Songchan Puthong 
3. เลขหมายบัตรประจําตัวประชาชน 3 2001 01339 43 0 
4. ตําแหนงปจจุบัน   นักวิจัย (ชํานาญการพิเศษ) 
5. หนวยงานและสถานที่อยูที่ติดตอไดสะดวก พรอมหมายเลขโทรศัพท โทรสาร และไปรษณียอิเล็กทรอนิกส (e-
mail) 
              สถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
              อาคารสถาบัน 3  ถนนพญาไท แขวงวังใหม เขตปทุมวัน กรุงเทพฯ 10330  
             โทรศัพท 02-2188076          โทรสาร 02-2533543 
             E-mail songchan.p@chula.ac.th 
6. ประวัติการศึกษา 
 พ.ศ. 2540      วท.ม. (เทคโนโลยีชีวภาพ) จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 พ.ศ. 2529      วท.บ. (ชีววิทยา) มหาวิทยาลัยบูรพา 
7. สาขาวิชาการที่มีความชํานาญพิเศษ (แตกตางจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 

 การเพาะเลี้ยงเซลลมะเร็ง และการเตรียมโมโนโคลนอลแอนติบอดี (anti-hepatoma, anti- α-fetoprotein 
(AFP), anti-carcinoembryonic antigen (CEA)) 
7.  ผลงานวิจัย 
 7.1 ผลงานวิจัยที่พิมพเผยแพรในวารสารวิชาการระดับนานาชาติ 

1) Puthong, S., Gamnarai, P., Roitrakul, S., Kittisenachai, S., Kangsadalampai, S., and 
Rojpibulstit P. (2011). Hep88 mAb Induced Ultrastructural Alteration Through Apoptosis 
Like Program Cell Death in Hepatocellular Carcinoma. Journal of the Medical Association 
of Thailand. 94(12): 109 - 116. 
2) Graisuwan, W., Wairachai, O., Ananthanawat, C., Puthong, S., Soogarun, S., 
Kaitkamjornwong, S., and Voravee P.Hoven. (2012). Multilayer film assembled from 
charged derivatives of chitosan : Physical characteristics and biological responses. Journal 
of Colloid and Interface Science. 376 : 177 – 188.  
3) Teerasripreecha, D., Phuwapraisirisan, P., Puthong, S., Kimura, K., Okuyama, M., Mori, H., 
Kimura, A., and Chanchao, C. (2012). In vitro antiproliferative/cytotoxic activity on cancer 
cell lines of a cardanol and a cardol enriched from Thai Apis mellifera propolis. BMC 
Complementary and Alternative Medicine. 12:27. 
4) Sangthong, S., Krusong, K., Ngamrojanavanich, N., Vilaivan, T., Puthong, S., 
Chandchawan, S., and Muangsin, N. (2011). Synthesis of rotenoid derivatives with 

mailto:songchan.p@chula.ac.th
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cytotoxic and topoisomerase II inhibitory activities. Bioorganic & Medicinal Chemistry 
Letters.  
5) Tantithanagorngul, W., Sujitwanit, A., Piluk, J., Tolieng, V., Petsom, A., Sangvanich, P., 
Palaga, T., Puthong, S., Thamchaipenet, A., and Pinphanichakarn, P. (2011). Screening for 
brine shrimp larvicidal activity of Streptomyces isolated from soil and anti-tumor activity 
of the active isolates. Australian Journal of  Basic and Applied sciences. 5(7): 15-22.  
6) Umthong, S., Phuwapraisirisan, P., Puthong, S., and Chanchao, C. (2011). In vitro 
antiproliferative activity of partially purified Trigona laeviceps propolis from Thailand on 
human cancer cell lines. BMC Complementary and Alternative Medicine. 11:37.  
7) Karnchanatat, A., Tiengburanatam, N., Boonmee, A., Puthong, S., and Sangvanich, P. 
(2011). Zingipain, A cysteine protease from Zingiber ottensii valeton rhizomes with 
antiproliferative activities against fungi and human malignant cell lines. Preparative 
Biochemistry & Biotechnology. 41: 1-17.  
8) Kheeree, N., Sangvanich, P., Puthong, S., and Kanchanatat, A. (2010). Antifungal and 
antiproliferative activity of lectin from the Rhizomes of Curcuma amarissima 
Roscoe. Appl Biochem Biotechnol. 162: 912-925.  
9) Komolphis, K., Udomcheokmongkol, C., Puthong, S., and Palaga, T. (2010). 
Comparative production of a monoclonal antibody specific for enrofloxacin in a stirred-
tank bioreactor. Journal of Industrial and Engineering Chemistry. 16:567-571.  

 7.2 ผลงานวิจัยที่เสนอในการประชุมวิชาการระดับชาติและนานาชาติ 
1) Chaicharoenpong C., Puthong S. and Ishikawa T. Synthesis of derivatives of 
naphthoquinone monooxime and their cytotoxic activity. Poster Presentation at the 
32th Congress on Science and Technology of Thailand, 10-12 October 2006, Queen sirikit 
national convention center, Bangkok, Thailand, Abstract p. 177. 
2) Chadseesuwan, U., Puthong, S., Gajanandana, O., Palaga, T., and Komolpis, K. (2011). 
Production of monoclonal antibodies against 1-aminohydantoin. Proceedings of 2011 
International Conference on Asia Agriculture and Animal (ICAAA 2011). July 2-
3 ,2011 ,Hong Kong. 
3) Kittisenachai, S., Puthong, S., Manochan, S., Gamnarai, P., Kangsadalampai, S., 
Roytrakul, S., and Rojpibulstit, P. (2011). Proteomic study of tumor antigen recognized by 
Hep88 mAb: A novel harmful mAb to hepatocellular carcinoma. Proceeding in The 3rd 
Biochemistry and Molecular biology (BMB) conference “From Basic to Translational 
Research for a Better Life”. April 6-8 ,2011 ,The Empress Convention Centre ,Chiang 
Mai ,Thailand.  
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4) Rojpibulstit, P., Manochantr, S., Gamnarai, P., Puthong, S., Kittisenachai, S., 
Kangsadalampai, S., and Roitrakul, S. (2010). Ultracellular alterations of the 
hepatocellular carcinoma cell line induced by Hep-88 mAb : A novel harmful 
mAb.  Proceedings of the Austration Society for Biochemistry and molecular biology. 
42:248.  

7.3 โครงการวิจัยที่ดําเนินการอยู 
7.3.1 โครงการ “การผลิตพอลิเมอรชีวภาพสําหรับตรวจอะมิโนไฮแดนโทอินในเน้ือสตัว” 
7.3.2 โครงการ “พัฒนาชุดตรวจแร็กโทพามีนโดยอาศัยพอลิเมอรชีวภาพ” 
7.3.3 โครงการ “การพัฒนาชุดตรวจวิเคราะหโพรเจสเทอโรนในนํ้านมโคดวยวิธีเอนไซมลิงคอิมมูโนซอร
เบนทแอสเสย” 
7.3.4 โครงการ “การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเซมิคารบาไซด” 
7.3.5 โครงการ “การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ 3-อะมิโน-2-ออกซาโซลิดิโนน” 
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ผูรวมโครงการวิจัยคนที่ 3  
 
1. ช่ือ - นามสกุล (ภาษาไทย)  นางสาวอุมาพร พิมพิทักษ 
     ช่ือ - นามสกุล (ภาษาอังกฤษ)  Miss Umaporn Pimpitak 
2. เลขหมายบัตรประจําตัวประชาชน 3 1020 02537 91 1 
3. ตําแหนงปจจุบัน   นักวิจัย  
4. หนวยงานและสถานที่อยูที่ติดตอไดสะดวก พรอมหมายเลขโทรศัพท โทรสาร และไปรษณียอิเล็กทรอนิกส (e-
mail) 
              สถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
              อาคารสถาบัน 3  ถนนพญาไท แขวงวังใหม เขตปทุมวัน กรุงเทพฯ 10330  
             โทรศัพท 02-2188076          โทรสาร 02-2533543 
             E-mail tikchula@gmail.com 
5. ประวัติการศึกษา 
 พ.ศ. 2549      วท.ม. (เทคโนโลยีชีวภาพ) จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 พ.ศ. 2542      วท.บ. (เทคโนโลยีชีวภาพ) มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคล 
6. สาขาวิชาการที่มีความชํานาญพิเศษ (แตกตางจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 
 การเพาะเลี้ยงเซลลมะเร็ง และการเตรียมโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
7.  ผลงานวิจัย 
 7.1 ผลงานวิจัยที่พิมพเผยแพรในวารสารวิชาการระดับนานาชาติ 

1) Pimpitak, U., Puthong, S., Komolphis, K., Petsom, A., and Palaga, T. (2009). 
Development of a monoclonal antibody-based enzyme-linked immunosorbent assay for 
detection of the furaltadone metabolite, AMOZ, in fortified shrimps samples. Food 
Chemistry. 116: 785-791.  

 7.2 ผลงานวิจัยที่เสนอในการประชุมวิชาการระดับชาติและนานาชาติ 
1) Sangdokmai, A., Pimpitak, U., Buakeaw, A., Palaga, T., and Komolpis, K. (2011). 

Production and Characterization of Monoclonal Antibodies Against Aflatoxin M1. 2011 
International Conference on Environmental, Biomedical and Biotechnology IPCBEE. 
16. IACSIT Press, Singapore. 

2) Tesvichian, S., Komolpis, K., Khongchareonporn, N., Puthong, S., Pimpitak, U., and 
Buakeaw, A. Development of Tetracycline Test Kit Using Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay Technique. (2010).  The 3rd Technology and Innovation for 
Sustainable Development International Conference. (TISD2010). Faculty of 
Engineering, Khon Kaen University, Thailand, 4 – 6 March 2010. 
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7.3 โครงการวิจัยที่ดําเนินการอยู 

7.3.1 โครงการ “การผลิตพอลิเมอรชีวภาพสําหรับตรวจอะมิโนไฮแดนโทอินในเน้ือสตัว” 
7.3.2 โครงการ “พัฒนาชุดตรวจแร็กโทพามีนโดยอาศัยพอลิเมอรชีวภาพ” 
7.3.3 โครงการ “การพัฒนาชุดตรวจวิเคราะหโพรเจสเทอโรนในนํ้านมโคดวยวิธีเอนไซมลิงคอิมมูโนซอร
เบนทแอสเสย” 
7.3.4 โครงการ “การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเซมิคารบาไซด” 
7.3.5 โครงการ “การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ 3-อะมิโน-2-ออกซาโซลิดิโนน” 
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ผูรวมโครงการวิจัยคนที่ 4 
 
1. ช่ือ - นามสกุล (ภาษาไทย)  นายอณุมาศ บัวเขียว 
     ช่ือ - นามสกุล (ภาษาอังกฤษ)  Mr. Anumart Buakeaw  
2. เลขหมายบัตรประจําตัวประชาชน 3 8099 00658 39 3 
3. ตําแหนงปจจุบัน   นักวิจัย  
4. หนวยงานและสถานที่อยูที่ติดตอไดสะดวก 
             สถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
             อาคารสถาบัน 3  ถนนพญาไท แขวงวังใหม เขตปทุมวัน กรุงเทพฯ 10330  
             โทรศัพท 02-2188076          โทรสาร 02-2533543 
             E-mail anumart.b@chula.ac.th 
5. ประวัติการศึกษา 
 พ.ศ. 2545      วท.ม. (เทคโนโลยีชีวภาพ) จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 พ.ศ. 2541      วท.บ. (ชีวเคมี) จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
6. สาขาวิชาการที่มีความชํานาญพิเศษ (แตกตางจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 
 การเพาะเลี้ยงเซลลมะเร็ง และการเตรียมโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
7.  ผลงานวิจัย 
 7.1 ผลงานวิจัยที่พิมพเผยแพรในวารสารวิชาการระดับนานาชาติ 

1) Somwong, P., Suttisri, R., and Buakeaw, A. (2011). A new 1,3-diketofriedelane 
triterpene from Salacia verrucosa. Fitoterapia. 82 : 1047 -1051.  

 7.2 ผลงานวิจัยที่เสนอในการประชุมวิชาการระดับชาติและนานาชาติ 
1) Sangdokmai, A., Pimpitak, U., Buakeaw, A., Palaga, T., and Komolpis, K. (2011). 
Production and Characterization of Monoclonal Antibodies Against Aflatoxin M1. 2011 
International Conference on Environmental, Biomedical and Biotechnology IPCBEE. 16. 
IACSIT Press, Singapore. 
2) Khongarsa, K., Khongchareonporn, N., Komolpis, K., and Buakeaw, A. (2012). 1st ASEAN 
PLUS THREE GRADUATE RESEARCH CONGRESS. 1 – 2 March 2012 Chaing Mai ,Thailand.  
3) Tesvichian, S., Komolpis, K., Khongchareonporn, N., Puthong, S., Pimpitak, U., and 
Buakeaw, A. Development of Tetracycline Test Kit Using Enzyme-Linked Immunosorbent 
Assay Technique. (2010).  The 3rd Technology and Innovation for Sustainable 
Development International Conference. (TISD2010). Faculty of Engineering, Khon Kaen 
University, Thailand, 4 – 6 March 2010. 

7.3 โครงการวิจัยที่ดําเนินการอยู 
7.3.1 โครงการ “การผลิตพอลิเมอรชีวภาพสําหรับตรวจอะมิโนไฮแดนโทอินในเน้ือสตัว” 
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7.3.2 โครงการ “พัฒนาชุดตรวจแร็กโทพามีนโดยอาศัยพอลิเมอรชีวภาพ” 
7.3.3 โครงการ “การพัฒนาชุดตรวจวิเคราะหโพรเจสเทอโรนในนํ้านมโคดวยวิธีเอนไซมลิงคอิมมูโนซอร
เบนทแอสเสย” 
7.3.4 โครงการ “การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเซมิคารบาไซด” 
7.3.5 โครงการ “การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ 3-อะมิโน-2-ออกซาโซลิดิโนน” 
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ผูรวมโครงการวิจัยคนที่ 5 
 

1. ช่ือ - นามสกุล (ภาษาไทย)  นายธนาภัทร ปาลกะ  

    ช่ือ - นามสกุล (ภาษาอังกฤษ)  Mr. Tanapat Palaga 

2. เลขหมายบัตรประจําตัวประชาชน 3100602876498 

3. ตําแหนงปจจุบัน   รองศาสตราจารย  

4. หนวยงานและสถานที่อยูที่ติดตอไดสะดวก  

 ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ถนนพญาไท  

 แขวงวังใหม เขตปทุมวัน กทม. 10330  

 โทรศัพท 02-218-5070 โทรศัพทมือถือ 081-454-9295 โทรสาร 02-252-7576 

 e-mail: tanapat.p@chula.ac.th 

5. ประวัติการศึกษา 
 

มหาวิทยาลัย ปริญญา สาขาวิชา ปที่ไดรับ พ.ศ. 
Tokyo Institute of Technology B. Eng. Bioengineering 2534 
Tokyo Institute of Technology M. Eng. Biotechnology 2536 
University of Massachusetts at 
Amherst 

Ph.D. Microbiology/Immunology 2545 

 

6. สาขาวิชาการที่มีความชํานาญพิเศษ  

ภูมิคุมกันวิทยาระดับเซลลและโมเลกุลและจุลชีววิทยา 

7. ประสบการณที่เกี่ยวของกับการบริหารงานวิจัยทั้งภายในและภายนอกประเทศ  

 7.1 หัวหนาโครงการวิจัย :  

 -  โครงการ วิถสีัญญาณ Notch ในแมคโครฟาจและผลตอการตอบสนองของทีลิมโฟไซท (แหลงทุน สกว.) 

 - โครงการ ดีเอ็นเอวัคซีนสําหรับแอนติเจน LipL32 จากเช้ือเลปโตสไปราสายพันธุกอโรคโดยใชอนุภาคนา

โนไคโทซานดัดแปร (แหลงทนุ สํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ) 

 - โครงการ Notch and TLR crosspath in innate immune cells (Fogarty International 

Research Collaboration Award, NIH, USA)  

 7.2 งานวิจัยที่ทําเสร็จแลว :  
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(1)  Boonyatecha, N, Sangphech, N, Wongchana, W, Kueanjinda, P, Palaga, T. (2012) 

Involvement of Notch signaling pathway in regulating IL-12 expression via c-Rel in 

activated macrophages. Mol. Immunol. 51, 255-62. (IF=2.960) 

(2)  Wisutsitthiwong, C, Buranaruk, C, Pudhom, K, Palaga, T. (2011) The plant limonoid 7-oxo-

deacetoxygedunin inhibits RANKL-induced osteoclastogenesis by suppressing activation of 

the NF-kappaB and MAPK pathways. Biochem. Biophys. Res. Commun. 415, 361-366. 

(IF=2.595) 

(3)  Wongchana, W, Palaga, T. (2011) Direct regulation of interleukin-6 expression by Notch 

signaling in macrophages. Cell. Mol. Immunol. 8, 1-8. (IF=2.026) 

(4)  Yorsangsukkamol, J, Chaiprasert, A, Palaga, T, Prammananan, T, Faksri, K, 

Palittapongarnpim, P, Prayoonwiwat, N. (2011) Apoptosis, production of MMP9, VEGF, TNF-

alpha and intracellular growth of M. tuberculosis for different genotypes and different 

pks15/1 genes. Asia. Pac. J. Aller. Immunol. 29, 1-13. (IF=0.76) 

(6)  Ravangpai, W, Sommit, D, Teerawatananond, T, Sinpranee, N, Palaga, T, Pengpreecha, S, 

Muangsin, N, Pudhom, K. (2011) Limonoids from seeds of Thai Xylocarpus moluccensis. 

Bioorg. Med. Chem. Lett. 21, 4485-4489. (IF=2.661)  

(7)  Kuncharin, Y, Sangphech, N, Kueanjinda, P, Bhattarakosol, P, Palaga, T. (2011) MAML1 

regulates cell viability via the NF-kappa B pathway in cervical cancer cell lines. Exp. Cell 

Res. 317, 1830-1840. (IF=3.589) 

(8)  Puwipirom, H, Hirankarn, N, Sodsai, P, Avihingsanon, Y, Wongpiyabovorn, J, Palaga, T. 

(2010) Increased interleukin-23 receptor+ T cells in peripheral blood mononuclear cells of 

patients with systemic lupus erythematosus. Arthritis Res. Ther. 12, R215. (IF=4.25) 

(9)  Kammarnjesadakul, P, Palaga, T, Sritunyalucksana, K, Mendoza, L, Krajaejun, T, 

Vanittanakom, N, Tongchusak, S, Denduangboripant, J, Chindamporn, A. (2010) 

Phylogenetic analysis of Pythium insidiosum Thai strains using cytochrome oxidase II 

(COXII) DNA coding sequences and internal transcribed spacer regions (ITS). Med. Mycol. (in 

press) (IF = 2.133) 

(10)  Wangthong, S, Palaga, T, Rengpipat, S, Wanichwecharungruang, SP, Chanchaisak, P and 

Heinrich, M. (2010) Biological activities and safety of Thanaka (Hesperethusa crenulata) 

stem bark. J. Ethnopharmacol. 132, 466-472. (IF=2.322) 

(11)  Wittayasuporn, M, Rengpipat, S, Palaga, T, Asawanonda, P, Anumansirikul, N, and 

Wanichwecharungruang, SP. (2010) Chitosan derivative nanocarrier: Safety evaluation, 



37 

 

antibacterial property and ascorbyl palmitate encapsulation. J. Microencapsul. 27, 218-

225. (IF=1.314) 

(12)  Pimpitak, U, Putong, S, Komolpis, K, Petsom, A, and Palaga, T. (2009) Development of a 

monoclonal antibody-based enzyme-linked immunosorbent assay for detection of the 

furaltadone metabolite, AMOZ, in fortified shrimp samples. Food Chem. 116, 785-791. 

(IF=2.696) 

(13)  Palaga, T. (2009) Update on the Immunology of Tuberculosis. Siriraj Med. J. 61, 37-41. 

(14)  Rengpipat, S, Wongtangprasert, N, and Palaga, T. (2008) The use of green fluorescent 

protein as a marker for monitoring a probiotic Bacillus S11 in the black tiger shrimp 

Penaeus monodon. Aquacult. Nutr. 15, 297-305. (IF=1.398) 

(15)  Sodsai, P, Avihingsanon, Y, Hirankarn, N, and Palaga, T. (2008). Defects in Notch1 

upregulation upon activation of T cells from patients with systemic lupus erythematosus 

are related to lupus disease activity. Lupus 17, 645-653. (IF=2.244)  

(16)  Suwanjunee, S, Wongchana, W, and Palaga, T. (2008) Inhibition of gamma-secretase 

affects proliferation of leukemia and hepatoma cell lines through Notch signaling. 

Anticancer Drug 19, 477-486. (IF=2.358) 

(17)  Palaga, T, Buranaruk, C, Rengpipat, R, Fauq, AH, Golde, TE, Kaufmann, SHE, and Osborne, 

BA. (2008). Notch signaling is activated by TLR stimulation and regulates macrophage 

functions. Eur. J. Immunol. 38, 174-183. (IF=4.865) 

 

7.3 งานวิจัยที่กําลังทํา : ช่ือขอเสนอการวิจัย แหลงทุน และสถานภาพในการทําวิจัย 

- โครงการ ดีเอ็นเอวัคซีนสําหรับแอนติเจน LipL32 จากเช้ือเลปโตสไปราสายพันธุกอโรคโดยใชอนุภาคนาโนไคโท

ซานดัดแปร (แหลงทุน สํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ) 

 สถานภาพในการทําวิจัยไดดําเนินการไปแลวประมาณ 50% 
- โครงการ Notch and TLR crosspath in innate immune cells (Fogarty International Research 
Collaboration Award, NIH) 
 สถานภาพในการทําวิจัยไดดําเนินการไปแลวประมาณ 60% 
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